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Abstract
Gastric motility and emptying are a composite 
course involving electrical activity and me-
chanical contraction. In the research of gastric 
motility, the electrical activity should be closely 
connected to the subsequent mechanical contrac-
tion based on the understanding of electrical-
mechanical composite mechanism. Existing 
simulation research and clinical research suggest 
that electrogastrogram (EGG) signals can pro-
vide physiological time scales, and gastric mo-
tility can be extracted from impedance signals. 
According to the coupling of the myoelectric 
activity and the mechanical contraction of the 
stomach, the correlation analysis of multiple sig-
nals can be performed. And then the influence 
of various factors such as the range, time and 
transmission distance of the gastric contraction 

can be deeply explored. The method combining 
gastric impedance and synchronous EGG mea-
surements is effective and promising for evalu-
ating gastric motility. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

Key Words: Gastric motility; Electrical-mechanical 
composite mechanism; Electrical bioimpedance; 
Electrogastrogram

Zhao S, Ren CS. Gastric motility measurement and 
evaluation based on electrical-mechanical composite 
mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(4): 
453-460 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/453.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.453

摘要
胃的运动和排空是一个复杂的电活动-机械收
缩和传导的过程, 胃动力学研究应该基于电-
机复合机制的认识高度, 将电活动和由其引发
的胃机械收缩与传导紧密联系. 相关模拟与临
床实验研究表明, 电阻抗胃运动信号与胃电图
(electrogastrogram, EGG)检测结合, 以EGG作
为胃起搏生理时标, 由多通道电阻抗信号提取
胃的运动状态, 依据EGG活动与机械收缩的
偶联, 进行多源信号相关分析, 深入探讨胃传
导性收缩的幅度、时限、方向以及传导距离
等因素的影响, 可建立有效的胃动力功能无损
伤检测和评价新方法, 实现基于胃动力电-机
复合机制的胃动力学研究.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 胃动力; 电-机复合机制; 生物电阻抗; 胃电图

核心提示: 胃阻抗信号与胃的运动相对应, 胃电

图(electrogastrogram)反映胃的电活动, 以其表征

胃的起搏, 作为生理时标, 以阻抗信号提取胃的

运动信息, 依据胃电活动与机械收缩的偶联, 可
建立有效的、基于电-机复合机制的无损伤胃动

力检测和评价方法. 

赵舒, 任超世. 基于电-机复合机制实现胃动力学的检测与评

价.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 453-460 URL: http://

■背景资料
胃肠疾病常见多
发, 严重影响到人
们的工作和生活
质量. 随着社会经
济的发展, 工作节
奏 加 快 ,  压 力 增
加, 生活规律性变
化, 发病率呈现逐
年升高的趋势. 已
受到国内外消化
内科医生的特别
关注和重视. 胃肠
疾病通常与胃功
能紊乱相关, 功能
性胃肠疾病和胃
肠动力障碍是目
前消化系疾病研
究中最引人注目
的领域. 在胃肠领
域中, 这两大类疾
病患病率高, 治疗
困难, 消耗医药资
源大, 其病因与发
病机制至今还不
十分清楚. 

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

■同行评议者
魏睦新, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院
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0  引言

胃肠动力学是一门正在迅速发展、多学科交叉

的新兴学科[1,2], 在国内外一直是研究的热点[3]. 
30年来, 人们对功能性胃肠病(functional gastro-
intestinal disorders, FGID)以及胃肠动力障碍性

疾病(disorders of gastrointestinal motility, DGIM)
的认识有了长足的进步, 但仍有诸多问题尚不

够清楚[4]. 近年来, 通过应用现代生物学技术进

行研究, 使人们对胃肠生物力学的认识有了一

定程度的提高, 并获得了大量宝贵信息. 研究数据

表明, 胃肠神经与胃肠肌肉之间存在相互协调、

相互作用的关系, 但这种关系并非呈线性[4]. 现代

医学的检测手段通过大量动物实验逐渐应用于

人体, 有些已为临床服务. 胃肠腔压力、排空和

运行时间、各括约肌功能及肌电活动等研究为

生理和病理状态下的胃肠运动提供了大量的客

观资料, 而食物、酸度、胃肠激素、神经、药

物、精神环境等对胃肠运动影响的研究亦逐步

深入, 使胃肠运动观念不断更新和发展[5]. 
消化系自然形成的具有自主调节机制的力

学器官, 摄入食物的种类不同, 其动力模式不同, 
以使食物达到最大限度的消化和吸收, 并最终

将废物排出体外. 其调节能力之神奇, 使人叹为

观止[4]. 胃的收缩是发生在平滑肌细胞膜表面的

肌电活动的机械性表现, 他由胃平滑肌的电活

动开始, 引发胃体、胃窦收缩并向远端的幽门

传播, 是一个从电活动开始, 到机械收缩、胃体

蠕动、传导的复杂过程[2]. 他遵从电活动的节律, 
也取决于传导性收缩的幅度、收缩时限、方向

以及传导距离等因素的影响, 同时还受到食物

种类、胃肠激素反应、昼间变异等多种因素的

制约[3]. 
胃动力或胃的运动和排空是一个复杂的电

活动-机械收缩和传导的过程, 单方面从电(活
动)或机(械收缩)的角度认识和研究胃动力显然

是不完整的. 必须从电-机复合机制的高度认识

和建立胃动力检测与评价方法[1]. 

1  胃动力电-机复合机制 

胃是由明显不同的三个肌肉单位组成 ,  即胃

底、胃窦、幽门, 他们互相协调, 与十二指肠运

动相联系, 不仅将其内容物向前推送, 也参与完

成混合、研磨及吸收食物并最终将废物排出体

外的过程, 许多胃肠疾病的根本在于运送其内

容物受阻. 胃肠道对食物的混合及推进功能是

通过三种类型的收缩运动的调控完成的. (1)节
律性位相性收缩运动; (2)极度推进性收缩运动; 
(3)张力性收缩. 混合推进运动的作用取决于传

导性收缩的频率、幅度、收缩时限、方向以及

传导的距离[6]. 
在非消化期和消化期间, 胃运动形式及其调

节机制有不同的特点[7]. 胃空腹状态下并非静止, 
胃腔内压力呈周期性变化, 出现静息和运动循

环往复的空腔(消化间期)运动模式, 称为消化间

期移行性复合运动(interdigestive migrating motor 
complex, MMC). 消化系各部位的运动状况及其

内容物的流动形式存在着很大的差异. 首先发

现胃肠道具有运输食物功能的生理学家, 当时

没有办法对其进行检测. 直至今日, 由于缺乏相

应的检测技术, 有关消化系运动模式及食物流

动形式的研究仍然不够完善[4]. 胃的蠕动是由胃

平滑肌细胞的电活动激活的. 在胃的蠕动性收

缩中, 肌电电流流经所累及的肌肉. 这些电流能

触发胃的收缩, 但并不是一定伴随收缩. 已观察

到两种胃的肌电活动: 慢波和锋电位(图1). 锋电

位直接与窦部收缩有关, 当慢波伴发锋电位, 胃
窦就发生收缩, 锋电位的频率、振幅、持续时

间决定了肌肉收缩的力度和持续时间. 因为锋

电位只能发生在慢波时相上, 所以胃收缩的节

律由胃慢波的频率决定[2].
胃的肌电活动可在浆膜、腔内或体表进行

测量, 浆膜或腔内电极都能记录慢波和锋电位. 
浆膜记录胃肌电活动是最可靠的, 但这种方法

是有创伤的. 腔内记录是比较可靠的, 而且比浆

膜记录创伤性小. 体表记录的胃肌电活动称为

胃电图(electrogastrogram, EGG), EGG是无创的, 
因而颇具吸引力, 他反映了胃的不同区域肌电

活动的总和[3]. EGG可精确地测量胃慢波, 用于

研究胃收缩的节律性, 但不能反映锋电位, EGG
不直接对应于胃的运动, 与胃收缩或运动状态

的关联性不强. 
胃动力研究涉及胃在消化期的运动和排空

过程, 以及非消化期(消化间期)的MMC. 胃的

收缩是发生在平滑肌细胞膜表面的肌电活动的

机械性表现, 他由胃平滑肌的电活动开始, 引发

胃体、胃窦收缩并向远端的幽门传播, 是一个

由电活动激励, 产生机械收缩, 继而引发胃体蠕

动、传导的复杂过程[2]. 他遵从电活动的节律, 
也取决于传导性收缩的幅度、收缩时限、方向

■研发前沿
长期以来, 人们对
胃动力功能的研
究落后于对胃的
内、外分泌功能
及胃的形态学的
研究, 其中一个很
重要的原因就是
缺乏方便、有效
的胃动力学检查
手段. 研究、提供
一种方便、有效, 
能反映整个消化
过程胃的运动及
变化, 可全面、准
确进行胃动力学
无损检测与评价
的方法, 是胃动力
学研究与临床应
用深入和进一步
发展的需要, 也是
胃动力检测方法
的研究前沿. 
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以及传导距离等因素的影响[3]. 
人们通常认为, 胃肠运动是在神经系统控制

下进行的被动性收缩. 事实上, 胃肠运动的许多

方面由肌肉本身固有性质所决定. 了解胃肠运

动的调控机制有助于认识胃肠运动及食物运输

过程, 并能够正确地理解产生消化系各部位功

能差异的原因[4]. 胃的收缩和蠕动遵从电活动的

节律, 也取决于肌肉本身的固有性质. 胃动力学

研究应该基于电-机复合机制的认识高度, 建立

有效的胃动力检测与评价方法, 将电活动和由

其引发的胃机械收缩与传导紧密联系, 深入分

析胃传导性收缩的幅度、收缩时限、方向以及

传导距离等因素的影响. 

2  胃运动检测方法

1887年, Pflunger最早采用气球记纹法观察胃运

动功能. 如今腔内压力测定, 放射性核素技术(闪
烁显像、放射性核素呼气实验等)以及体表EGG, 
B超等的临床应用, 提高了人们对胃运动生理及

病理生理的认识. 末端开放导管灌注系统和微型

压力传感器的发展, 使远端胃和十二指肠运动的

临床观察成为可能, 并作为胃运动障碍性疾病的

检测手段. 末端带囊导管加腔内传感器、恒压

器可记录近端胃张力性收缩和舒张; 胃窦壁运

动、幽门压力也可利用最近研制的传感器进行

测定[5]. 遗憾的是, 这些方法大都或者有创, 或者

使用射线、放射性核素, 对患者有害. 超声方法

虽然可以观察到胃排空或胃运动情况, 但要用于

消化过程的长时间检查和评价, 在操作和技术上

还存在不少困难, 难于实现. EGG虽然无创、方

便, 但其与胃运动的相关性不强, 特异性存在争

议, 有待进一步深入研究. 因而目前尚无一种方

法可完整地了解胃排空和运动情况, 很难预测哪

种方法可以作为诊断常规[5]. 
应该指出, 以上方法除了有创、有害、操

作困难、价格昂贵等外, 还有一个共同、最大的

问题, 就是没有能从电-机复合机制的高度上获

取胃动力参数. 他们只是从机或电的角度测量

某一、两项指标(压力、张力、顺应性、通过时

间、排空率、胃电等), 与整个消化过程的胃运

动状态和胃动力变化相关性不强, 难于全面、准

确反映胃肠道动力与消化生理、病理变化规律. 
胃电活动的锋电位直接与窦部收缩有关, 当

慢波伴发锋电位时, 胃窦就发生收缩, 其收缩节

律就是胃慢波的频率. 所以只要同时获取到胃

电活动的慢波与锋电位, 就可以在一定程度上

将胃的电活动与胃体的机械收缩相关联, 基于

电-机复合机制进行胃动力研究. 采用浆膜或腔

内电极能同时记录到慢波和锋电位, 尤其是浆

膜电极记录的胃肌电活动是最可靠的, 如将其

记录到的慢波和锋电位相关联, 就可以实现基

于电-机复合机制的胃动力学研究. 虽然浆膜或

腔内电极方法是有创伤的, 难以应用于临床, 但
是对于实验动物的胃动力学研究还是一种不错

和可行的手段. 曾见到一些胃动力研究工作, 其
在动物实验中采用了浆膜胃电检测方法[8,9], 但
却只利用了其中的胃电慢波信号, 仅限于研究

胃电活动的节律性影响, 舍弃了直接反映胃运

动的锋电位信息, 十分可惜. 如果能同时利用浆

膜电极胃电记录获取的慢波与锋电位, 并将胃

的电活动和胃的收缩运动相关联, 就可实现基

于电-机复合机制的胃动力学研究. 从而提升其

研究工作水平及学术价值. 

3  阻抗胃动力测量与应用

生物电阻抗, 或简称阻抗测量技术, 是一种利用

生物组织与器官的电特性及其变化规律提取与

人体生理、病理状况相关的生物医学信息的检

测技术, 具有无创、无害, 廉价、操作简单和功

能信息丰富等特点. 胃是人体内比较容易提取

阻抗信息的器官之一, 胃的容积可由空腹状态

下的约50 mL增加到摄入食物后的1.5 L左右[7], 
变化显著. 在胃的活动期, 如胃排空或胃收缩、

蠕动时, 由于胃的形态、容积及其内容物组成

情况的改变所导致的胃部电特性变化非常明显. 
因而, 胃阻抗及其变化可有效地反映胃容积(胃
排空)和胃动力(胃的收缩和胃体运动)状况[1]. 生
物电阻抗胃动力检测通过置于人体上腹的体表

电极注入微小激励电流, 检测电阻抗信号, 通过

消化过程中胃的电特性及其变化规律, 提取与

胃运动过程相联系的胃动力学信息, 是一种方

■相关报道
电阻抗胃动力检
测是一种发展中
的新技术, 其进一
步的深化与发展
应深入研究体表
测量的信号幅值
与腹内胃运动的
定量关系; 发展多
导阻抗测量技术; 
提取食物消化过
程中沿胃体, 胃窦
到幽门的运动传
播信息. 电阻抗断
层成像(electrical 
impedance tomog-
raphy, EIT)代表了
生物阻抗技术的
发展方向, 具有功
能成像, 无损伤和
医学图像监护三
大优势. EIT胃动
力测量以置于体
表的电极阵列实
现无损检测, 以实
时图像方式直接
显示体内胃体的
收缩和运动状况, 
将为胃动力学基
础研究与临床应
用提供一种全新
的图像检测与监
护手段, 具有潜在
的诱人应用前景. 
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图  1  胃肌电活动的慢波和锋电位. A: 细胞内记录; B: 细胞

外记录; C: 机械收缩.
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■创新盘点
胃的收缩由胃平
滑肌的电活动开
始, 引发胃体、胃
窦收缩并向远端
的 幽 门 传 播 ,  是
一个由电活动激
励 ,  产 生 机 械 收
缩, 继而引发胃体
蠕动、传导的复
杂过程. 本文基于
电-机复合机制认
识高度 ,  将E G G
和阻抗胃动力检
测有机地结合, 从
体表阻抗信号提
取胃的收缩运动
与传导信息, 建立
能完整了解胃运
动和排空情况, 可
有效检测与评价
胃动力功能的无
损伤研究方法. 为
实现基于电-机复
合机制的胃动力
学研究和临床检
测提供了一种方
便、安全、有效
的手段. 

便、廉价的无损伤检测与评价方法[10]. 
Sutton等与McClelland等[11,12]于1985年报告

了采用阻抗方法提取胃运动信号的研究工作, 
得到了反映胃排空过程的曲线, 并从中获取到

与胃收缩频率相一致的, 2-4次/min的胃蠕动信

号. 为采用阻抗方法提取胃动力信息奠定了基

础. Familoni等[13]于1987年将阻抗方法和EGG
测量结合以获得胃电活动和胃收缩的信息, 表
明只要合理放置电极就可以通过阻抗方法无创

检测胃电和胃收缩活动, 可通过EGG波形的分

析获得胃内电活动的运动方向. 为了研究胃部

阻抗信号变化的原因, Kothapalli[14]在1992年建

立了一个腹部三维模型以研究相关因素对胃阻

抗变化的贡献, 分析了当电流激励电极和电压

检测电极位于不同位置时, 阻抗信号与食物容

量、电阻率和胃收缩的关系. 在药物影响实验方

面, Murphy等[15]1997年以生物电阻抗法作为胃

排空检测手段, 比较了镇痛药盐酸曲马朵和吗

啡对人体胃排空的影响. 其间, 还有不少学者报

告了胃阻抗测量方法[16-19]、测量装置[20,21]、胃

阻抗信息处理[22,23]及用于胃排空测量及影响因

素分析[24-26]、返流[27,28]、胃扩张状态测定[29]等

研究结果. 
值得注意的是李章勇等2007年报告了一种

采用阻抗测量进行胃动力检测的方法, 并通过

小波多分辨分析从体表胃阻抗混合信号中分

离出反映胃运动的信号[30,31], 如图2, 3. 此后, 王
伟[32-34]、李章勇[35-42]、刘纯伦[43]、方晓杰[44]、

阳家长[45]、刘圣蓉[46]、赵舒[47,48]、任超世[49,50]等

陆续报告了阻抗胃动力测量方法的改进与发展, 
以及采用阻抗胃动力方法用于功能性消化不良, 
糜烂性胃炎患者检测, 以及某些药物对胃动力

影响的临床实验研究结果, 显示了电阻抗胃动

力检测方法良好的临床应用前景. 
2010年, 李章勇等[51]以青年学生为检测对

象, 采用四通道阻抗胃动力检测方法研究胃运

动空间传导关系, 观察到主频为3次/min的阻抗

胃动力信号波形自近端胃体向幽门方向的传导, 
且胃运动的前向传导和逆向传导时相关系明显, 
交替存在. 当前向传导和逆向传导相遇时会出

现传导失耦联(图4). 表明了多道阻抗胃动力检

测方法用于研究阻抗胃动力信息的幅值、频率

变化和空间传导关系的可行性. 

4  阻抗胃动力测量方法学研究

电阻抗胃动力检测虽然已显示出良好的临床应

用前景. 但是, 作为一种采用体表电极的间接测

量方法, 腹部体表阻抗信号与腹内胃运动之间
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图  2  生物电阻抗胃动力测量结果. A: 阻抗混合信号; B: 分离出的胃运动; C: 同步EGG信号.



赵舒, 等. 基于电-机复合机制实现胃动力学的检测与评价						                  457

的定量关系尚未建立, 相关性还有待深入研究. 
目前的单通道阻抗测量以体表胃投影区的平均

阻抗变化反映胃的运动, 还不能准确表明胃不

同部位的收缩差异和沿胃体、胃窦直至幽门的

传导时相关系, 阻抗胃动力测量的方法学研究

仍需继续深入. 为了给阻抗胃动力测量方法提

供基础支持, 作者进行了阻抗胃动力测量方法

的原理仿真与模拟实验研究. 
4.1 原理仿真研究 阻抗胃动力测量原理研究以盐

水槽中的胃弯管模型仿真腹中的胃体, 借助Com-
sol multiphysics软件, 采用有限元法(finite element 
method, FEM), 通过改变模型形状和各部分电导

率分布来模拟胃的收缩、运动过程. 研究胃部电

导率与容积变化, 胃的收缩蠕动、传导过程对体

表多通道阻抗测量信号的影响及变化规律. 
结果表明, 由体表获得的阻抗信号的幅值变

化, 与消化过程中胃部电导率、容积和胃环行

肌的收缩深度(腔闭合程度)相关. 当胃收缩蠕动

波从起搏点向幽门传导时, 多通道体表胃阻抗

信号的频率反映胃不同部位的收缩节律, 各通

道的波形存在明显的时相关系. 胃内容物分别

为高电导率和低电导率(相对于背景)情况时, 体
表电压波形的变化趋势相同, 方向相反. 但高、

低电导率胃内容物对体表测量阻抗信号的影响

不是简单的反相关系(图5). 
4.2 模拟验证实验 为验证仿真研究结果的有效

性, 建立了盐水槽模拟实验装置和相应的多通

道阻抗胃动力测量系统, 以不同形状、不同电

导率胃体模型在盐水槽中的运动模拟胃的收缩

与传导, 进行胃动力检测模拟验证实验(图6). 结
果表明多通道电阻抗信号的变化规律与胃电导

率和运动方向的变化规律相同, 能较好地反映

胃收缩位相和运动传导的过程, 与仿真研究结

果相符. 
以上阻抗胃动力测量仿真与模拟验证实验

表明, 由体表获取的阻抗信号与消化过程中胃

■应用要点 
电阻抗胃动力检
测已显示出良好
的发展与应用前
景. 但仍需要一个
从方法学研究到
应用技术研究, 再
到临床应用的发
展过程. 要求工程
技术与临床应用
紧密结合、相互
促进以及多方面
的合作与配合, 特
别需要临床医生
和工程技术人员
的努力和默契, 才
能逐渐完善, 日臻
成熟. 浆膜电极胃
电记录能可靠地
获取胃电活动的
慢波和锋电位, 将
慢波和锋电位相
关联, 可实现基于
电-机复合机制的
胃动力学研究. 虽
然是一种有创方
法, 但用于实验动
物的胃动力学研
究还是一种不错
和可行的手段.
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图  3  典型的健康人阻抗胃动力信号与谱分析结果. A: 原始阻抗混合信号; B: 提取的胃动力信号(上)和同步EGG信号(下); 

C: 胃动力信号动态谱; D: 餐前阻抗胃动力总功率谱; E: 餐后阻抗胃动力总功率谱.
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图  4  四通道阻抗胃动力检测结果.
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电导率、容积和胃环行肌的收缩程度相关. 多
通道阻抗胃动力测量的各通道波形存在明显的

相位相关性, 反映了胃的收缩和蠕动节律, 以及

收缩、蠕动从起搏点向幽门传导的时相关系, 
为阻抗胃动力测量方法奠定了理论基础, 为发

展多道阻抗胃动力测量方法和测量系统的设计

提供了仿真基础与实验依据. 

5  结论

胃动力是一个电活动-机械收缩和传导的复杂过

程, 应该从电-机复合机制的高度认识和研究胃

动力, 建立可完整了解胃运动和排空情况的胃

动力检测与评价方法[52]. 浆膜电极胃电记录能可

靠地获取胃电活动的慢波和锋电位, 将慢波和

锋电位相关联, 可实现基于电-机复合机制的胃

动力学研究. 虽然是一种有创方法, 但用于实验

动物的胃动力学研究还是一种不错和方便的手

段, 应该引起相关研究人员的注意. 
E G G是由胃的体表投影区记录的胃电活

动, 无创、方便, 反映了胃不同区域肌电活动的

总和, 可用于精确地测量胃慢波, 与胃的收缩节

律相对应. 生物电阻抗胃动力检测通过置于人

体上腹的体表电极注入微小交流电流, 依据消

化过程中胃的电特性及其变化规律, 提取与胃

收缩、蠕动及传导过程相联系的生物医学信息, 
是一种方便、廉价的无损伤检测与评价方法. 
多通道阻抗胃动力测量以各通道波形的幅值和

相位关系, 反映胃的收缩和蠕动, 以及其从起搏

点向幽门的传导过程, 是阻抗胃动力测量方法

进一步深化、发展的方向. 将EGG和阻抗胃动

力检测有机地结合, 以EGG表征胃的起搏, 作为

生理时标, 以阻抗信号提取胃的运动信息, 依据

胃电活动与机械收缩的偶联, 进行多信号相关

分析, 可建立有效的胃动力功能无损伤检测和

评价方法, 实现基于胃动力电-机复合机制的胃

动力学研究. 
电阻抗胃动力检测是一种发展中的新技术, 

显示了良好的应用前景. 和其他成熟技术一样, 
阻抗胃动力检测也需要一个从方法学研究到应

用技术研究, 再到临床应用的发展过程. 他要求

工程技术与临床应用紧密结合、相互促进, 需
要多方面的合作与配合, 特别需要临床医生和

工程技术人员的努力和默契. 电阻抗胃动力检

测作为一种间接测量方法, 体表阻抗信号与腹

内胃运动之间的定量关系, 以及消化期、消化

间期各种因素的影响还有待进一步深入研究. 
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■同行评价 
胃的收缩是发生
在平滑肌细胞膜
表面的肌电活动
的机械性表现, 是
一个由电活动激
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缩, 继而引发胃体
蠕动、传导的复
杂过程. 胃的运动
状态的评价, 对于
功能性胃病的诊
断有及其重要的
作用, 对于类似萎
缩性胃炎等器质
性病变的评价和
疗效评估也有参
考价值. 本文比较
权威地评述了这
个研究领域的发
展概况, 也提出了
有价值的展望信
息, 有较高的学术
价值.



460                ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年2月8日    第22卷    第4期

检测与处理方法研究. 中国组织工程研究与临床康复 
2007; 12: 647-650

37 	 李章勇, 沙洪, 赵舒, 王妍, 任超世. 采用电阻抗方法测
量液体胃排空. 中国医疗器械杂志 2008; 32: 253-256

38 	 李章勇, 沙洪, 赵舒, 王妍, 任超世. 生物电阻抗方法
测量液体胃排空研究. 中国组织工程研究与临床康复 
2008; 12: 2477-2480

39 	 李章勇, 胡娜, 任超世. 功能性消化不良诊断与生物
电阻抗检测方法. 国际生物医学工程杂志 2009; 32: 
125-127

40 	 李章勇, 任超世. 阻抗胃动力检测方法与功能性消化
不良评价. 中国生物医学工程学报 2009; 28: 372-376

41 	 Li Z, Ren C. Gastric motility measurement and eval-
uation of functional dyspepsia by a bio-impedance 
method. Physiol Meas 2008; 29: S373-S382 [PMID: 
18544817 DOI: 10.1088/0967-3334]

42 	 Li ZY, Ren CS, Zhao S, Sha H, Deng J. Gastric motil-
ity functional study based on electrical bioimped-
ance measurements and simultaneous electrogas-
trography. J Zhejiang Univ Sci B 2011; 12: 983-989 
[PMID: 22135147 DOI: 10.1088/0967-3334/29/6/
S31]

43 	 刘纯伦, 李章勇, 方晓杰, 王伟, 任超世, 潘敏. 功能性
消化不良病人胃动力检测初步探讨. 中国医学物理学
杂志 2008; 25: 657-659

44 	 方晓杰, 刘纯伦, 李章勇, 周旭春, 王丕龙, 任超世. 生

物阻抗技术评价多潘立酮对功能性消化不良胃动力
的影响. 中国实用内科杂志 2009; 29: 333-335

45 	 阳家长, 李章勇, 刘纯伦, 方晓杰. 生物阻抗方法
评价糜烂性胃炎患者胃动力. 重庆医学 2009 , 38 : 
1356-1358

46 	 刘圣蓉, 李章勇, 任超世, 刘纯伦, 方晓杰. 胃炎患者
的胃动力功能评价. 中国医学物理学杂志 2009; 26: 
1224-1227

47 	 赵舒, 任超世. 生物阻抗胃动力检测方法. 中国医学装
备 2010; 7: 1-6

48 	 赵舒, 沙洪, 李章勇, 任超世. 基于小波能量熵特征的
阻抗胃动力信号识别. 中国生物医学工程学报 2011, 
30: 321-325

49 	 任超世, 李章勇, 王伟, 赵舒, 邓娟. 无创电阻抗胃动力
检测与评价. 中国组织工程研究与临床康复 2010; 14: 
1653-1657

50 	 任超世, 李章勇, 赵舒. 生物电阻抗胃动力检测与评价. 
世界华人消化杂志 2010; 18: 1-8

51 	 李章勇, 蒋祥林, 任超世, 郭毅军, 张汇泉, 赵德春. 多
道阻抗胃动力信息采集和分析方法. 国际生物医学工
程杂志 2010; 33: 36-39

52 	 Zhao S, Sha H, Li ZY, Ren CS. Electrical bioimped-
ance gastric motility measurement based on an 
electrical-mechanical composite mechanism. World 
J Gastroenterol 2012; 18: 3282-3287 [PMID: 22783053 
DOI: 10.3748/wjg.v18.i25.3282]

编辑  郭鹏  电编  闫晋利

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

ISSN   1009-3079 (print)  ISSN 2219-2859 (online)    DOI: 10.11569    2014年版权归百世登出版集

团有限公司所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

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

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

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

消化杂志》编辑部)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年2月8日; 22(4): 461-468
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 基础研究 BASIC RESEARCH

P162通过抑制Chk1/2表达增加食管癌细胞株Eca109的放
射敏感性

张 红, 吴清明, 龙 辉, 陈 洁, 陈建华

®

张红, 陈洁, 武汉科技大学 湖北省武汉市 430064
吴清明, 武汉科技大学医学院 湖北省武汉市 430065
龙辉, 武汉科技大学附属天佑医院 湖北省武汉市 430064   
陈建华, 武汉凯泰新生物技术有限公司 湖北省武汉市 430074
张红, 在读硕士, 主要从事食管癌的基础研究.
作者贡献分布: 课题由张红、吴清明、龙辉及陈洁设计; 研究过
程由张红操作完成; 写作由张红与吴清明共同完成; P162由陈
建华提供. 
通讯作者: 吴清明, 教授, 430065, 湖北省武汉市黄家湖西路, 武
汉科技大学医学院. wuhe9224@sina.com
电话: 027-68893428
收稿日期: 2013-10-21   修回日期: 2013-12-05
接受日期: 2013-12-15   在线出版日期: 2014-02-08

P162 increases radiosensitivity 
of esophageal cancer cell line 
Eca109 by inhibiting Chk1/2 
expression

Hong Zhang, Qing-Ming Wu, Hui Long, Jie Chen, 
Jian-Hua Chen

Hong Zhang, Jie Chen, Wuhan University of Science and 
Technology, Wuhan 430064, Hubei Province, China
Qing-Ming Wu, School of Medicine, Wuhan University of 
Science and Technology, Wuhan 430065, Hubei Province, 
China
Hui Long, Tianyou Hospital Affiliated to Wuhan University 
of Science and Technology, Wuhan 430064, Hubei Prov-
ince, China
Jian-Hua Chen, Wuhan KatyGen Pharmaceuticals. Inc, 
Wuhan 430074, Hubei Province, China
Correspondence to: Qing-Ming Wu, Professor, Wuhan 
University of Science and Technology, Huangjiahu West 
Road, Wuhan 430065, Hubei Province, 
China. wuhe9224@sina.com
Received: 2013-10-21    Revised: 2013-12-05 
Accepted: 2013-12-15    Published online: 2014-02-08

Abstract
AIM: To investigate whether P162 increases the 
radiosensitivity of esophageal cancer cell line 
Eca109 by inhibiting the expression of Chk1/2, 
and to observe its influence on cell cycle pro-
gression. 

METHODS: Eca109 cells were exposed to small 
doses of repeated X-rays to develop a radio-
resistant cell line Eca109R. Cells were divided 
into four groups: a group without exposure to 
either P162 or X-rays, a group exposed only to 

X-rays, a group exposed only to P162, and a 
group exposed to both P162 and X-rays. Both 
Eca109 and Eca109R cell lines were used in 
each group. The optimal radiation dose was 
determined by MTT assay. The CCK-8 method 
was used to determine the optimal drug con-
centration needed for subsequent experiments. 
Western blot was used to detect the dynamic 
changes in Chk1 and Chk2 proteins. The 
change in cell cycle progression was measured 
by flow cytometry.

RESULTS: The radio-resistant Eca109R cell line 
was successfully developed. A radiation dose 
of 6 Gy was used as the optimal radiation dose 
for subsequent experiments, and 20 mg/L was 
used as the optimal concentration of P162. West-
ern blot showed that both Eca109 and Eca109R 
cell lines expressed a small amount of Chk1 and 
Chk2. After irradiation, Chk1 and Chk2 expres-
sion was up-regulated in both cell lines. After 
treatment with 20 mg/L P162 for 48 h, the ex-
pression levels of Chk1 and Chk2 in Eca109 cells 
were 0.244 ± 0.013 and 0.148 ± 0.011, respective-
ly, and the corresponding values in Eca109R 
cells were 0.139 ± 0.010 and 0.134 ± 0.008. At 
24 h after 6 Gy irradiation, the expression levels 
of Chk1 and Chk2 in Eca109 cells were 0.154 ± 
0.013 and 0.124 ± 0.011, respectively, and the 
corresponding values in Eca109R cells were 
0.083 ± 0.010 and 0.059 ± 0.009. P162 treatment 
significantly reduced Chk1 and Chk2 expression 
(P < 0.05 for all). Cell cycle analysis revealed that 
exposure to P162 alone only slightly reduced the 
percentage of cells in G2 phase, but exposure to 
both P162 and X-rays significantly decreased the 
percentage of cells in G2 phase.

CONCLUSION: Eca109R cells are more radio-
resistant than Eca109 cells. P162 relieves G2/M 
phase arrest by inhibiting the expression of Chk1 
and Chk2 to increase radiosensitivity of esopha-
geal cancer cell line Eca109.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

■背景资料
我国是食管癌高
发区, 食管癌进展
快, 预后差. 食管
癌的治疗方式主
要包括手术、放
疗、化疗、内镜
下治疗以及新辅
助疗法等多种手
段, 大多数患者就
诊时已属中晚期, 
放射治疗成为主
要的手段之一.
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摘要
目的: 研究P162是否通过抑制细胞周期检测
点激酶(checkpoint kinase, Chk)1/2的表达来增
加食管癌细胞株Eca109放射敏感性, 并观察其
对细胞周期的影响.    

方法: 以食管癌细胞株Eca109为研究对象, 小
剂量反复照射形成有一定放射抗拒性的细
胞株Eca109R; 将实验分为不加P162不照射
组、不加P162照射组、加P162不照射组及加
P162照射组四大组, 每组分别包含Eca109与
Eca109R二种细胞株; MTT法选取实验合适的
照射剂量; CCK-8法测定实验所需的最适P162
浓度; Western blot检测4组细胞中Chk1与Chk2
蛋白表达的动态变化; 流式细胞仪检测4组细
胞的细胞周期变化. 

结果: 成功诱导具有放射抗拒性的食管癌细胞
株Eca109R; 6 Gy为实验照射剂量; 以20 mg/L
的P162为实验浓度; Western blot显示Eca109
及Eca109R均存在少量的Chk1及Chk2蛋白, 
照射后Chk1与Chk2的表达增高, 加用20 mg/L 
P162培养48 h后, Eca109中Chk1与Chk2值
分别为0.244±0.013、0.148±0.011, 6 Gy照
射后24 h其值分别为0.154±0.013、0.124±
0.011; Eca109R中Chk1与Chk2值分别为0.139
±0.010、0.134±0.008, 6 Gy照射后24 h其值
分别为0.083±0.010、0.059±0.009, 照射后
二者表达均明显降低(P <0.05); 细胞周期显示, 
加用P162不照射组的G2期较不加药组下降, 
加药照射组较不加药照射组G2期显著下降
(P <0.05).

结论: Eca109R更有放射抗拒性. P162通过抑
制Chk1、Chk2的表达来解除细胞G2/M期阻
滞, 增加食管癌细胞株Eca109放射敏感性.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: P162可能通过干预G3BP(Ras-GTPase-

activating protein SH3 domain binding protein)
功能, 使抑癌基因p53 活性增加, 抑制了ATM、

AT R通路激活, 进而抑制细胞周期检测点激酶

(checkpoint kinase, Chk)1、Chk2的表达来抑制细

胞DNA损伤修复, 消除照射后G2期的阻滞, 使G2

期未修复的细胞进入M期, 增加食管癌的放射敏

感性.
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0  引言

食管癌是发生于食管上皮组织的恶性肿瘤, 他
是我国常见的恶性肿瘤[1], 放射治疗是其主要的

手段之一[2]. 近30年来, 食管癌常规放疗效果无

明显提高, 患者5年生存率仅在20%左右[3,4], 影
响放疗效果的因素很多, 而放射抗拒被公认为

是肿瘤局部复发、放疗失败的重要原因[5]. 如
何提高放射治疗的敏感性成为当前治疗食管

癌的一个亟待解决的问题. 细胞周期检测点激

酶(checkpoint kinase, Chk)1和Chk2是DNA损伤

修复信号转导通路中非常重要的蛋白激酶 [6]. 
P162是利用计算机辅助筛选的一条具有抗癌机

制的全新多肽(中国专利2010101400323, PCT 
WO2011/124063 A1), 学者研究证实, P162对结

肠癌[7]、食管癌[8]细胞株都有明显的抗癌作用, 
他是否能通过抑制细胞周期检测点信号转导通

路增加肿瘤的放射敏感性呢? 检测他对Chk1和
Chk2是否有抑制作用, 可以了解放射增敏的机

制, 为开辟食管癌治疗新道路提供有力的理论

依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞株Eca109(由太和医院馈

赠); P162(武汉凯泰新生物技术有限公司提供); 
RPMI 1640培养粉(Gibco公司); 胎牛血清(杭州

四季青有限公司); 胰蛋白酶粉(美国Amresco公
司); Chk1及Chk2抗体(美国Santa Cruz公司); 四
甲基偶氮唑蓝(MTT)(美国Sigma公司); CCK-8
试剂盒(碧云天生物科技有限公司); BCA蛋白定

量试剂盒(碧云天生物科技有限公司); PVDF膜
(Millipore公司). CO2恒温细胞培养箱(Heal Force
公司); 倒置显微镜(Olympus公司); 超净工作台

(苏州净化); 酶联免疫检测仪(BioTek公司); 流式

■研发前沿
放射抗拒被公认
为是食管癌局部
复发、放疗失败
的重要原因, 学者
提出放射抗拒的
4R机制: DNA的
损伤修复、细胞
周期重分布、细
胞增殖机制及肿
瘤细胞再氧合机
制. 如何提高放疗
的敏感性成为目
前放疗研究的重
点之一.
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细胞仪(美国贝克曼库尔特公司).
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: Eca109细胞用含有10%胎牛血

清、青-链霉素的RPMI 1640培养基, 于37 ℃、

5%CO2饱和湿度的恒温培养箱中培养, 根据细

胞生长的速度及培养基的颜色更换培养基, 一
般为1 d/次, 用0.25%的胰蛋白酶消化传代继续

培养或冻存.
1.2.2 不同放射剂量下细胞增殖抑制率测定: 采
用四甲基唑蓝(MTT)法, 将对数生长的细胞, 分
别以2、4、6、8 Gy照射后立即制成单细胞悬液

常规接种96孔板, 设6个复孔; 以未照射为对照

组, 2、4、6、8 Gy为放射组, 同时设空白组(无
细胞培养液); 分别培养24、48、72 h, 每孔加入

5 mg/mL的MTT 20 μL培养4 h后加二甲基亚砜

150 μL/孔, 振荡10 min, 上机检测各孔A值(波长

490 nm), 计算细胞增殖抑制率(%) = (1-放射组

平均A值/对照组平均A值)×100%. 实验重复3次.
1.2.3 不同浓度P162的细胞增殖抑制率: 将对数

生长的细胞, 制成单细胞悬液常规接种96孔板, 
设6个复孔; 以未加药的为对照组, 5、10、20、
40、60 mg/L为实验组, 同时设空白组(无细胞培

养液); 培养至细胞单层铺满后分别加入5、10、
20、40、60 mg/L浓度梯度的P162, 继续培养

24、48、72 h后, 每孔加入10 μL的CCK-8溶液

培养1 h后上机检测各孔A值(波长450 nm), 增殖

抑制率(%) = (1-实验组A值/对照组A值)×100%. 
实验重复3次.
1.2.4 细胞照射: (1)诱导Eca109R细胞株形成: 采
用Varian2300直线加速器6MV-X, 表面加1.5 cm
标准等效填充物, 源至标本距离100 cm, 照射野

10 cm×10 cm, 吸收剂量率为1.5 Gy/min. 取对数

生长期的Eca109细胞株, X线照射8 Gy后, 继续

培养至细胞长满瓶底, 胰酶消化传代接种, 待细

胞长至对数期, 再次X线照射8 Gy, 如此重复以

上过程, 待总放射剂量达到60 Gy后, Eca109R细
胞株形成; (2)细胞放射线处理: 采用Varian2300
直线加速器6MV-X, 表面加1.5 cm标准等效填充

物, 源至标本距离100 cm, 照射野10 cm×10 cm, 
吸收剂量率为1.5 Gy/min. 将待测细胞X线照射

6 Gy, 放回培养箱中继续培养, 在照射后1、2、
4、24、48 h胰酶消化后实验.
1.2.5 Western blot测定: 将待测细胞胰酶消化后

提取核蛋白, 各样品取50 μg总蛋白上样电泳, 转
膜(湿转法), 转膜条件: Chk1-200 mA, 120 min; 
Chk2-200 mA, 120 min后, 300 mA, 25 min; 用含5%
脱脂奶粉的TBST(封闭液)浸泡PVDF膜, 室温摇

床封闭2 h. Chk1、Chk2各1∶200稀释后, 使PVDF
膜浸泡于其孵育液中, 4 ℃孵育过夜, 充分洗涤, 
再浸泡于二抗孵育液中, 室温孵育2 h后充分洗涤, 
每张膜滴加适量的ECL底物液, 孵育数分钟, 最后

显影、定影. LaminB为内参. 实验重复3次.
1.2.6 细胞周期测定: 将对数生长期的细胞胰酶

消化, 1000 r/min离心5 min后收集; 再用PBS离
心洗涤2遍; 用PBS制成单细胞悬液, 取1×106

个细胞加入流式试管中; 加入100 μL DNA Prep 
LPR, 轻轻混匀, 室温下避光反应1 min; 再加入

1 mL DNA Prep Stain, 轻轻混匀, 室温避光反

应15-20 min; 用300目的尼龙过滤网过滤细胞, 
上机检测. 实验重复3次.
1.2.7 实验分组: 实验分为4组: (1)不加P162不
照射组; (2)加P162不照射组; (3)不加P162照射

组; (4)加P162照射4大组. 4大组各含Eca109、
Eca109R两种细胞株.

统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行分

析, 计量资料用mean±SD表示, 多样本均数间比

较采用单因素方差分析, 组间比较采用配对t检
验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 放射线对Eca109细胞增殖抑制率测定 由表1
及图1可知: (1)随着放射剂量的增加, 细胞增殖

抑制率逐渐增大; (2)随着培养时间的增加, 细胞

增殖抑制率也逐渐加大; (3)细胞照射6 Gy的放

射剂量时, 其增殖抑制率在24、48、72 h均接近

50%; (4)所以6 Gy为最佳放射剂量, 后续实验选

■相关报道
癌细胞在射线照
射引起DNA损伤
后, 将快速启动细
胞周期检测点信
号转导通路, 使受
损伤的细胞停滞
于G2/M期进行自
身修复, 解除G2期
阻滞可以增加放
射敏感性. P162可
以增加食管癌的
放射敏感性, 但具
体机制待进一步
研究.

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  放射线对Eca109细胞增殖抑制率(mean±SD, %)

     
时间(h)   

                                                       放射剂量(Gy)   

           2            4            6            8

24 24.90±2.87 41.42±2.01 45.04±1.43 52.46±1.22

48 25.48±1.99 39.40±2.28 47.87±1.69 59.62±1.87

72 36.27±2.86 48.63±1.97 60.76±2.14 67.92±2.02
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■创新盘点
P162是利用计算
机辅助筛选的一
条具有抗癌机制
的 全 新 多 肽 ,  其
结 构 与 G 3 B P 的
N T F 2 蛋 白 域 特
异 性 结 合 ,  干 预
G3BP蛋白功能磷
酸化. 研究其增敏
机制为恶性肿瘤
的治疗开辟新的
道路.

取6 Gy为放射剂量.
2.2 P162对Eca109R细胞增殖抑制率测定 由图2
及表2可知: (1)随着P162浓度的增加, 细胞增殖

抑制率逐渐增大, P162对细胞抑制作用与浓度

呈正相关; (2)随着培养时间的增加, 细胞增殖抑

制率也逐渐加大; (3)当P162浓度在20 mg/L时, 
细胞增殖抑制率在48、72 h均达到50%左右, 故
后续试验P162的最佳浓度选取20 mg/L.
2.3 Chk1、Chk2蛋白的表达 Western blot结果

显示: (1)由图3A, B可知食管癌细胞株Eca109中
未照射时存在一定量的Chk1与Chk2表达, 经过

6 Gy照射后, 随着时间变化, Chk1与Chk2呈峰样

变化, 先逐渐增加再逐渐下降; (2)由图3C, D可

知食管癌细胞株Eca109R中未照射时也存在一

定量的Chk1与Chk2表达, 经过6 Gy照射后, 随着

时间变化, Chk1逐渐下降, Chk2略呈峰样变化; 
(3)由图3C, D可知食管癌细胞株Eca109R加用20 
mg/L的P162, 6 Gy照射后24 h, Chk1及Chk2均较

未加药照射24 h后明显下降(P值分别为: 0.0015, 
0.0000, P <0.05), 加用40 mg/L P162 6 Gy照射

后24 h, Chk1与Chk2表达下降更加明显(P值分

别为0.0002、0.0018, P <0.05); 这说明在细胞株

Eca109R中加用P162后能明显抑制Chk1、Chk2
表达, 逆转放射抗拒, 且这种作用与其浓度正相

关; (4)由图3E, F可知食管癌细胞株Eca109加用

P162后未经照射时, Chk1与Chk2蛋白表达下降

(P值分别为0.0018、0.0003, P <0.05), 加P162经
照射后与未加药照射者相比Chk1与Chk2蛋白降

低更加明显, P值分别为0.0015、0.0000(照射后

24 h); 0.0000、0.0000(照射后48 h)(P <0.05), 提
示在细胞株Eca109中加用P162后能抑制Chk1、
Chk2表达; (5)如图3G, H所示, Eca109R细胞株中

Chk1与Chk2的表达高于Eca109细胞株(P值分别

为0.0002、0.0013, P <0.05), 提示Chk1与Chk2参
与了细胞放射抵抗; Eca109R与Eca109比较, 加
用P162后, Eca109R与Eca109中Chk1、Chk2表
达均下降(P值分别为0.0000、0.0004, P <0.05), 
Eca109R对Chk1、Chk2抑制作用比Eca109更加

明显, 这提示P162对Eca109R及Eca109细胞株

均有增敏作用, 是通过抑制Chk1、Chk2达到增

敏效果的; (6)由上述图可知: Eca109及Eca109R
两组细胞株中Chk1的表达高于Chk2, 提示Chk1
在食管癌Eca109的放射抗拒形成中可能起主要

作用; 两组细胞株加药经过6 Gy照射后, Chk1与
Chk2表达均发生变化, 但Chk1蛋白的变化更明

显, 提示P162可能主要是通过抑制Chk1蛋白的

表达来增加细胞株的放射敏感性.
2.4 细胞周期测定 由图4A, B可知Eca109照射前

后比较, G2期由1.61%明显增加到66.7%, 提示照

射后出现G2/M期阻滞; 由图4C, D可知Eca109R
照射前后比较, G2期增加, 说明Eca109R照射后

也发生细胞周期改变, 出现G2期阻滞; 与Eca109
比较, Eca109R未照射时G2期比例高于Eca109 
细胞株(P  = 0.0011), 提示G2/M期阻滞程度高于

Eca109细胞株, 即表明Eca109R细胞株放射抗拒

性高于Eca109细胞株; Eca109加用P162照射前

G2期比例比未加药未照射组下降(P  = 0.0086), 
照射后加药组比不加药组亦下降(P  = 0.0066); 
Eca109R加用P162未照射组G2期比例较未加药

未照射组G2期比例降低(P  = 0.0019), 照射后加

药组比不加药组下降更明显(P  = 0.0008); 综合

以上结果可知, P162能改变Eca109与Eca109R细
胞株的细胞周期, 降低G2期比例, 解除G2期阻滞, 
从而达到放射增敏.
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3  讨论

Chkl、Chk2是DNA损伤修复信号转导通路中非

常重要的蛋白激酶[9]. 一般情况下, 当放射线引

起肿瘤细胞DNA损伤后, 细胞将快速启动细胞

周期检测点信号转导通路[10-13], 通过调节细胞周

期相关蛋白的表达变化, 促使受损伤的细胞停

滞于G1/S期、G2/M期的检测点[14]. 而G2期阻滞

与DNA损伤修复有关, 他为照射后受损伤肿瘤

■应用要点
本实验从DNA损
伤修复及细胞周
期重分布进行研
究, 我们还可以从
细胞增殖机制及
细胞再氧合机制
入手, 找到其他增
加肿瘤放疗敏感
性的方法, 为食管
癌的治疗, 也为其
他恶性肿瘤的治
疗提供思路.
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图  3  P162对食管癌细胞株Eca109及Eca109R放射前后Chk1、Chk2蛋白表达的影响. A: Eca109、6 Gy照射后1、2、4、24、

48 h Chk1的表达; B: Eca109、6 Gy照射后1、2、4、24、48 h Chk2的表达; C: Eca109R、6 Gy照射后1、2、4、24、48 h、

加P162 20 mg/L培养48 h再6 Gy照射后24 h、加P162 40 mg/L培养48 h再6 Gy照射后24 h Chk1的表达; D: Eca109R、6 Gy照

射后1、2、4、24、48 h加P162 20 mg/L培养48 h再6 Gy照射后24 h加P162 40 mg/L培养48 h再6 Gy照射后24 h Chk2的表达; 

E: Eca109、Eca109加P162培养48 h、Eca109加P162培养48 h照射后24、48 h Chk1的表达; F: Eca109、Eca109加P162培养48 h 

Eca109加P162培养48 h照射后24、48 h Chk2的表达; G: Eca109、Eca109+P162 20 mg/L培养48 h、Eca109R、Eca109R+P162 

20 mg/L培养48 h、Eca109R+P162 40 mg/L培养48 h后Chk1的表达; H: Eca109、Eca109+P162 20 mg/L培养48 h、Eca109R、

Eca109R+P162 20 mg/L培养48 h、Eca109R+P162 40 mg/L培养48 h后Chk2的表达. 

表  2  P162对Eca109R细胞增殖抑制率(mean±SD, %)

     
时间(h)   

                                                                     P162浓度(mg/L)   

           5           10          20          40          60

24   7.57±1.23 11.30±1.59 21.73±1.83 50.77±2.36 58.22±2.17

48 29.71±2.07 32.77±2.43 51.92±1.91 62.26±2.21 72.31±1.89

72 34.52±1.57 50.23±1.62 58.47±2.11 77.87±0.36 83.25±0.71
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细胞修复创造条件, 降低了放射线对肿瘤细胞

的杀灭效应, 从而使放射抗拒性增加[15].
在肝癌[16]、胰腺癌[17]、前列腺癌[18]、肺癌[19]

等多种恶性肿瘤中干扰Chk1和Chk2的表达可以

促使肿瘤的凋亡. 建立质粒连接的Chk1和Chk2 
shRNA, 经脂质体转染Eca109食管癌细胞后, 
Chk1和Chk2表达在mRNA及其蛋白水平均明显

下降[20]. 抑制Chk1和Chk2蛋白表达, 可以消除肿

瘤细胞照射后G2期阻滞, 有效地提高放射线对

肿瘤细胞的杀灭效应.
本研究发现 ,  食管癌细胞株E c a 1 0 9及

Eca109R的细胞中存在少量的Chk1及Chk2表达, 
在经过6 Gy射线照射后, 二者表达呈先上升后下

降趋势, 提示在经过射线照射后, 细胞中自身有

一定的修复功能, 出现Chk、Chk2短期的变化,
加用P162不照射时, 二个细胞株中Chk1及Chk2
表达均减少, 加用P162并进行照射后, Chk1及

Chk2表达明显降低, 且Chk1的降低幅度更大, 即
P162对Chk1及Chk2抑制明显增加, 提示P162通
过抑制Chk1及Chk2的表达即减少自身损伤修复

来增加放射敏感性. 细胞周期显示, 食管癌细胞

株Eca109及Eca109R经过6 Gy射线照射后, G2期

明显增加, 提示细胞经过照射后, 发生G2期的阻

滞, 自身进行损伤修复, 加用P162未经照射时的

G2期略下降, 然而加用P162经过6 Gy照射后24 h, 
细胞周期发生明显变化, G2期比例明显下降, 甚
至逆转, 并且随着P162浓度加大, 逆转更加明显. 
这些结果充分地表明P162能降低Chk1及Chk2的
表达, 通过抑制Chk1及Chk2的表达来解除照射

后细胞G2/M期阻滞, 减少自身修复, 进而提高细

胞的放射敏感性, 起到放射增敏作用.
P162是利用计算机辅助筛选的一条具有

抗癌机制的全新多肽, 其结构与G3BP(Ras-GT-
Pase-activating protein SH3 domain binding pro-
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图  4  P162对食管癌细胞株Eca109及Eca109R放射前后细胞周期的影响. A: Eca109; B:Eca109照射后24 h; C: Eca109R; D: 

Eca109R照射后24 h; E: Eca109+P162培养48 h; F: Eca109+P162培养48 h再照射后24 h; G: Eca109R+P162培养48 h; H: 

Eca109R+P162培养48 h再照射后24 h.

■同行评价
本文有一定的新
意 ,  实 验 设 计 合
理 ,  结 果 有 说 服
力, 具有一定指导
意义.
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tein)的NTF2蛋白域发生特异性结合, 干预G3BP
蛋白功能磷酸化[21]. Kennedy等[22]与Vognsen等[23]

研究证实G3BP通过N端的NTF2样结构域与GAP
的SH3结构域相联系, 参与到许多生长因子的信

息传递通路, 如Ras通路、PI3K通路、NF-κB的调

节和HER通路等, Ming等[24]与Li等[25]发现G3BP参
与了p53的负性调节, 在肿瘤的发生中起重要的

作用. p53的激活与ATM密切相关[26], Chk1、Chk2
是ATM下游的关键酶, 从而推断G3BP与ATM有

关联, 而P162能干预G3BP的活性[8], 所以我们考

虑P162是通过这条途径来抑制Chk1及Chk2的表

达, 抑制细胞DNA修复, 消除照射后G2期的阻滞, 
使G2期未修复的细胞进入M期, 从而增加食管癌

的放射敏感性.
 我们经过射线反复照射, 成功诱导了食管

癌细胞株Eca109R, 实验发现其Chk1、Chk2的
表达较Eca109中Chk1、Chk2表达高, 而且细胞

周期发生改变, 说明Eca109R比Eca109细胞株具

有更高的放射抗拒性, 这与Fukuda等[27]研究一

致, 而学者研究[28]认为反复分级放射诱导食管

癌细胞株, 可以使细胞具有干细胞特性. 而干细

胞比普通癌细胞具有更强的放射抗拒性[29]. 有
学者认为P75NTR具有食管癌干细胞的特性[30], 
前期课题组研究证明[8]: 食管癌Eca109细胞株

中存在P75NTR的表达, 由此我们是否可以推测

Eca109R具有一定的干细胞特性? 这有待进一步

实验证实.
Pajonk等[31]提出临床放射治疗失败是由于

肿瘤细胞中的一小部分具有放射抗拒性的细胞

(干细胞)造成的, 主要是4R机制介导的[5]: DNA
的损伤修复、细胞周期重分布、细胞增殖机制

及肿瘤细胞再氧合机制. 本实验从DNA损伤修

复及细胞周期重分布为靶点研究, 为食管癌的

治疗开辟了广阔的前景. 另外, 我们还可以从细

胞增殖机制及细胞再氧合机制入手, 找到增加

肿瘤治疗敏感性的靶点, 为其他恶性肿瘤的治

疗提供思路.

志谢: 感谢吴清明教授、龙辉副教授、陈洁研

究生协助设计完成此课题, 感谢武汉凯泰新生

物技术有限公司陈建华博士提供多肽P162.
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Abstract
AIM: To construct a eukaryotic expression vector 
containing short hairpin RNA (shRNA) target-
ing the maspin gene. 

METHODS: A shRNA targeting the maspin gene 
was ligated to the pGenesil-1.1 plasmid express-
ing green fluorescent protein. Recombinant 
maspin/pGenesil positive plasmid and YX/
pGenesil negative plasmid were constructed. Af-
ter recombinant plasmids were transfected into 
MKN-28 cells, RT-PCR and Western blot were 
performed to detect maspin mRNA and protein 
expression, respectively. 

RESULTS: The recombinant plasmids were 
validated by gel electrophoresis and DNA 
sequence analysis. RT-PCR and Western blot 
analyses indicated that after successful transfec-
tion, both maspin mRNA and protein expression 
in the maspin/pGenesil group was dramatically 
down-regulated, compared with that in the YX/
pGenesil group (0.127 ± 0.02 vs 0.510 ± 0.01, P < 
0.05; 0.24 ± 0.10 vs 0.65 ± 0.09, P < 0.05). 

CONCLUSION: The maspin shRNA recombi-
nant plasmid has been constructed successfully. 
Transfection with the maspin shRNA recom-
binant plasmid could inhibit the expression of 
maspin mRNA and protein effectively in human 
gastric cancer cell line MKN-28. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 构建maspin基因shRNA真核表达载体, 为
进一步研究maspin基因在胃癌细胞株MKN-28
生长、浸润、转移中的作用奠定基础. 

方法: 设计合成针对masp in 基因的shRNA
与表达绿色荧光蛋白的pGenesi l-1.1质粒连
接 ,  构建的重组质粒分别命名为阳性质粒
maspin/pGenesil和阴性质粒YX/pGenesil. 
分别用RT-PCR和Western blot检测转染重组
质粒前后胃癌细胞株MKN-28 maspin的表
达变化. 

结果: 通过凝胶电泳和DNA测序分析, 成功
构建针对maspin特异性shRNA真核表达质
粒maspin/pGenesil及YX/pGenesil. RT-PCR
与Western blot检测发现转染成功后maspin/
pGenesil组比YX/pGenesil组maspin mRNA的

■背景资料
Maspin是新发现
的一种丝氨酸蛋
白酶抑制剂, 可诱
导多种肿瘤细胞
出现凋亡、抑制
血管形成、促进
细胞与基底膜及
细胞外基质黏附, 
但有关maspin与
胃癌的关系, 国内
外少有报道, 本实
验拟构建maspin/
pGenesil-1.1表达
载体沉默maspin
的表达, 为后续进
一步研究maspin
基因在胃癌细胞
生长、浸润、转
移中的作用奠定
基础. 
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表达显著下降(0.127±0.02 vs  0.510±0.01, 
P <0.05); maspin/pGenesil组比YX/pGenesil组
maspin蛋白表达也显著下降(0.24±0.10 vs  
0.65±0.09, P <0.05). 

结论: 成功构建了重组质粒maspin/pGenesil, 
经转染能有效抑制人胃癌细胞株M K N-28 
maspin基因的表达. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: Maspin ; shRNA; 胃癌

核心提示: 根据shRNA设计原则, 设计针对maspin
基因编码区的RNA干扰靶位点, 构建了2个RNAi
质粒表达载体即: maspin/pGenesil(阳性对照)、
YX/pGenesil(阴性对照). 最后, 通过RT-PCR与

Western blot检测发现阳性质粒转染成功后可显

著下调胃癌细胞株maspin的表达. 

倪江涛, 杨紫汐, 易永芬. shRNA maspin/pGenesil-1.1表达载

体的构建及意义.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 469-475 

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/469.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.469

0  引言

Maspin是使用减数杂交和差异显示技术通过对

正常乳腺上皮与乳腺癌进行比较研究时得到的

一种肿瘤抑制基因, 他是丝氨酸蛋白酶抑制剂

超家族成员之一, 参与细胞外基质降解[1]. 在体

外, 前列腺癌与乳腺癌细胞株中, maspin显示出

抑制肿瘤细胞侵袭与运动的能力, 在动物模型

中降低癌细胞株转移的能力[2]. 然而AbdE1-Wa-
hed等[3]在研究卵巢肿瘤时发现卵巢良性上皮肿

瘤与正常卵巢表面上皮均无maspin表达, 却在

卵巢恶性肿瘤中过表达. 在胆囊癌[4]、胰腺癌、

结直肠癌[5]及甲状腺癌[6]中也发现maspin表达

上调,  这两种截然相反的现象使人们开始质疑

其是否为一种抑癌基因. 为此本课题组前期采

用了基因重组的方法, 构建maspin/PCR2.1重组

质粒转染至胃癌细胞株, 曾探索上调maspin的
表达对胃癌细胞凋亡的影响[7], 证实了maspin
基因与胃癌细胞凋亡密切相关, 上调maspin的
表达能够提高胃癌细胞对凋亡刺激信号的敏感

性, 诱导胃癌细胞发生凋亡, 但是该基因在胃癌

发生、浸润、转移中的作用究竟如何, 有待通

过实验进一步证实. 为此, 本实验拟构建针对

maspin基因shRNA真核表达载体, 转染胃癌细

胞株MKN-28, 为进一步研究maspin基因在胃癌

细胞株MKN-28生长、浸润、转移中的作用奠

定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株MKN-28细胞, 本实验室保

存, 真核表达质粒载体pGenesil-1.1、大肠杆菌

DH5α购自武汉晶赛生物技术有限公司; 各工具

酶购自TaKaRa公司. RT-PCR及TRIzol试剂、阳

离子脂质体LipofectamineTM2000购自Invitrogen
公司; PVDF膜是Whatman公司的产品; 兔抗人

maspin多克隆抗体购自Abzoom公司; 小鼠抗人

GAPDH多克隆抗体购自武汉博士德生物工程

有限公司; 无内毒素质粒中量抽提试剂盒购自

Omega公司; 小规模质粒纯化试剂盒为中鼎生物

技术有限公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 maspin短发夹RNA(short hairpin RNA, 
shRNA)的设计与构建: 根据shRNA设计原则, 
在GenBank中查阅人源maspin基因序列(GI: 
453368), 设计针对maspin基因编码区的RNA
干扰(RNA interference, RNAi)靶位点1个, 为: 
1012-1031: 5'-GTGGCCCTATCAAATGTTA-3'. 
阴性对照为已明确的不针对任何人m R N A
的RNAi靶位点, 其序列为: 5'-GACTTCATA-
AGGCGCATGC-3'. 为此, 共构建了2个RNAi
质粒表达载体即: maspin/pGenesil、YX/pGen-
esil. 两个基因片段均由武汉晶赛生物技术有限

公司合成(表1). 各用25 μL退火缓冲液溶解上

述合成1 A单链目的基因片段. 然后各取单链目

的基因片段正链和负链, 分别为2 μL和16 μL, 
退火缓冲液混匀. 经95 ℃水浴退火5 min, 自然

冷却至37 ℃ 1 h. 用Eco 31Ⅰ限制性内切酶酶

切质粒载体pGenesil-1.1, 使之线性化. 接着使

用T4 DNA连接酶将准备好的目的基因片段连

接到线性化质粒载体pGenesil-1.1, 22 ℃水浴

过夜, 构建shRNA maspin/pGenesi l-1.1重组

质粒, 转化入处于感受态大肠杆菌D H5α, 随
后接种在含卡那霉素罗氏培养基的培养皿中, 
37 ℃过夜. 
1.2.2 shRNA maspin/pGenesil-1.1表达载体的鉴

定: 将提取的重组质粒经SalⅠ酶切后进行琼脂

糖凝胶电泳, 判断酶切产物大小; 并将含重组质

粒的菌液送武汉晶赛生物技术有限公司测序, 
以鉴定重组质粒是否构建成功. 
1.2.3 shRNA maspin/pGenesil-1.1转染MKN-28
细胞: 使用阳离子脂质体LipofectamineTM2000

■研发前沿
Maspin 基因在多
种肿瘤中表现出
抑癌活性, 而在有
些 肿 瘤 ,  如 卵 巢
癌中则相反, 这个
矛盾的结果还没
有得到合理的解
释 ,  人 们 开 始 对
maspin 基因是否
是抑癌基因提出
了质疑. 目前需要
研究的是maspin
基因是通过怎样
的途径在肿瘤细
胞中发挥作用的. 
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进行转染, 按照脂质体说明书操作. 将表达质粒

maspin/pGenesil、YX/pGenesil及空载体分别转

染MKN-28细胞, 并用400 μg/mL G418抗性筛选. 
1.2.4 计算转染率: 取转染后的细胞常规铺片, 置
于荧光显微镜下观察并计算转染率, 转染效率 = 
(发出绿色荧光的细胞数/可见光下总细胞数)×
100%. 
1.2.5 RT-PCR检测转染细胞maspin在转录水平的

表达: 用TRIzol提取细胞总RNA, 10×RT Buffer 
1 μL, RNase Free H2O 3.75 μL, dNTP Mixture(各
10 mmol/L 1 μL, RNase inhibitor 0.25 μL, AMV 
reverse transcriptase 0.5 μL, Oligo dT-Adaptor 
Primer 0.5 μL, 总RNA 1 μL, 共10 μL反应体系. 
30 ℃ 10 min, 42 ℃ 20 min, 99 ℃ 5 min, 5 ℃ 5 
min进行反转录反应, 所得产物用于PCR扩增. 瞬
时离心3-5 s, 混匀后maspin与GAPDH(内参)按下

列条件进行PCR反应: 94 ℃ 2 min, 94 ℃ 30 s、
55 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s, 35个循环, 72 ℃ 5 min. 
PCR结束后各取5 μL反应液1%琼脂糖凝胶电

泳, 经Bio-Rad凝胶成像系统采集图像、保存, 用
Quantity One 4.5.0软件进行分析, 将各目的基因

与GAPDH灰度值的比值作为其mRNA表达量, 
每样本重复3次. maspin与GAPDH的RT-PCR引
物序列如表2, 引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成. 
1.2.6 Western blot检测转染细胞maspin蛋白表达: 
收集实验组和对照组的细胞1×106个, 提取蛋

白, 每空80 μg上样量, 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳, 
电转印蛋白质, 免疫反应时加入5%蛋白封闭液

稀释的HRP标记的羊抗鼠或者羊抗兔二抗体(工
作浓度1∶1000), 室温下在摇床上振摇60 min. 
最后进行化学发光, 在BIO-RAD成像仪上进行

图像采集、保存, 并用Quantity One 4.5.0软件分

析, 将各目的基因与GAPDH灰度值的比值作为

其蛋白表达量, 每样本重复3次. 
统计学处理 使用SPSS11.5统计学软件进行

统计分析. 数据以mean±SD表示, 两两之间比较

采用t检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 重组质粒鉴定及转染率检测 在本研究中插

入的目的基因片段里, 设计了一个SalⅠ的酶切

位点, 而质粒pGenesil-1.1本来就有一个SalⅠ酶

切位点, 如插入正确, 质粒就能被SalⅠ酶切出一

条长约916 bp的DNA片段. 经限制性内切酶Sal
Ⅰ酶切鉴定分析: 重组质粒maspin/pGenesil与
YX/pGenesil符合设计要求(图1A). 测序结果也

证实设计基因序列正确插入质粒中, 成功构建

重组质粒. 重组质粒maspin/pGenesil与YX/pGen-
esi l在脂质体介导下转染胃癌细胞株MKN-28. 
在转染后约6-12 h, 倒置荧光显微镜下即可观察

到MKN-28细胞株内出现绿色荧光, 在48 h时荧

光强度达到最强, 其转染效率约65%(图1B, C). 
2.2 RT-PCR检测转染重组质粒对maspin转录水

平表达的影响 实验组maspin/pGenesil与对照组

[阴性对照YX/pGenesil、空白对照(仅加入脂质

体)]细胞相比, 对照组细胞maspin mRNA表达明

显较阴性对照和空白对照组减弱(P  = 0.0001), 

■相关报道
Maspin 基因在体
外 ,  前 列 腺 癌 与
乳腺癌细胞株中, 
maspin显示出抑
制肿瘤细胞侵袭
与运动的能力, 在
动物模型中降低
癌细胞株转移的
能力, 但在卵巢肿
瘤中发现卵巢良
性上皮肿瘤与正
常卵巢表面上皮
均无maspin表达, 
却在卵巢恶性肿
瘤中过表达. 
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表  1  maspin shRNA的序列及结构

     shRNA 序列及结构

maspin/pGenesil 5'-CACC GTGGCCCTATCAAATGTTA TTCAAGACG TAACATTTGATAGGGCCAC TTTTTT G-3'

5'- AGCTCAAAAAA GTGGCCCTATCAAATGTTA CGTCTTGAA TAACATTTGATAGGGCCAC-3'

YX/pGenesil 5'-CACCGACTTCATAAGGCGCATGCTTCAAGACGGCATGCGCCTTATGAAGTC TTTTTT G-3'

5'-AGCTCAAAAAAGACTTCATAAGGCGCATGC CGTCTTGAAGCATGCGCCTTATGAAGTC

CACC: 人工插入序列; TTTTTT和AAAAAA: 终止序列; TTCAAGACG和CGTCTTGAA: 茎环; AGCTC: SalⅠ酶切位点.

表  2  合成的引物序列

     名称                      引物序列 大小(bp)

maspin 5'-CTCCAGGCCCGCAATGGAT-3'   1240 

5'-GGGCTATGCCAC TAAGGAG-3'

GAPDH 5'-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3'     208

5'-CAAAGTTGTCATGGATGA-3'
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■创新盘点
我们通过构建针
对maspin 基因的
s h R N A 表 达 载
体, 利用特异、高
效、快捷的RNA
干扰技术, 沉默胃
癌细胞maspin 基
因, 为进一步研究
maspin在胃癌细
胞中的功能奠定
基础. 

而阴性对照组与空白对照组之间的差异无统计

学意义(P  = 0.334)(表3, 图2). 
2.3 Western blot检测转染重组质粒对maspin蛋

白表达的影响 内参GAPDH条带粗细亮度基本

一致, 没有显著差别(P  = 0.52), 说明蛋白上样量

一致(三组细胞的maspin蛋白的表达情况如图3). 
实验组与对照组相比, 实验组maspin蛋白表达明

显低于阴性对照和空白对照组(表4), 其差异有

统计学意义(P  = 0.0001), 而阴性对照组与空白

对照组之间的差异无统计学意义(P  = 0.52), 说
明转染重组质粒maspin/pGenesil组的maspin蛋
白表达受到抑制. 

3  讨论

恶性肿瘤是严重危害人类健康的疾病. 我国每

年约新增312万例恶性肿瘤患者, 因癌死亡超过

200万例. 胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 在消

化系统中占第一位, 多种癌基因和抑癌基因的

异常与胃癌的发生发展密切相关, 因此研究与

胃癌密切相关的基因十分必要. 
maspin基因于1994年首次发现, 该基因定

位于染色体18q21.3-q23, 编码一种42 kDa的蛋

白质[6,8], 有研究表明maspin可诱导细胞凋亡、

抑制血管形成、促进细胞与基底膜及细胞外基

质黏附[9-13], 可用于胆管癌的预后判断及化疗效

果判断[14]. 目前国内外关于maspin生物学功能的

研究还处在初始阶段, maspin shRNA对胃癌细

胞的影响未见报道. RNA干扰(RNA interference, 
RNAi)是近年发展起来的一种新技术, 是一种由

双链RNA(double-stranded RNA, dsRNA)诱发的

特定基因沉默技术, 在此过程中, 与双链RNA有

同源序列的mRNA被降解, 从而达到沉默该基

因表达的目的. 由于其导致的基因沉默发生在

转录后水平, 故又被称为转录后基因沉默(post-
transcriptional gene silencing, PTGS)[15,16]. RNAi
技术作为一种能使生物体特定基因沉默的新方

法, 其出现为基因功能研究提供了新的方法[17,18]. 
RNAi现象在多种生物中存在, 如: 植物[19]、线虫
[20,21]以及果蝇[22-25]等. 1999年Tuschl等[26]报道在

哺乳动物中也存在RNAi现象. 2001年, Elbashir
等[27]应用RNAi技术成功地在哺乳动物细胞中

诱导了基因沉默现象. Meng等 [28]利用小干扰
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图   1   重 组 质 粒S a l Ⅰ 酶 切 电 泳 图 及 荧 光 显 微 镜 观 察
MKN-28细胞转染maspin/pGenesil的效率. A: 重组质粒

Sal Ⅰ酶切电泳图. 1: maspin/pGenesil; 2: YX/pGenesil; 3: 

DL2000 Marker; B: MKN-28细胞转染maspin/pGenesil 24 h; 

C: MKN-28细胞转染maspin/pGenesil 48 h.

1240

208

bp

1      2     3     4

图  2  转染重组质粒的MKN-28细胞maspin mRNA的表达. 
1: Lipofectamine group; 2: YX/pGenesil; 3: maspin/pGenesil; 4: 

DL2000 Marker. 

maspin(42 kDa)

GAPDH(38 kDa)

1         2         3

图  3  转染重组质粒的MKN-28细胞maspin mRNA的表达. 
1: maspin/pGenesil ; 2: Lipofectamine group; 3: YX/pGenesil. 
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RNA(small interference RNA, siRNA)沉默胃癌

细胞株SGC-7901中Raf-1基因后Raf-1蛋白水平

明显下降, 两个血管生长促进因子: 血管内皮细

胞生长因子(vascular endothelial cell growth fac-
tor, VEGF)和低氧诱导因子-1(hypoxia inducible 
factor-1, HIF-1)表达也下调. Jinawath等[29]研究发

现, 将核仁蛋白NOL8特异性siRNA转染ST-4、
TMK-1和MKN45三种不同的胃癌细胞株, 可以

有效地降低该基因的表达, 并能诱导这些细胞

凋亡. 
实施R N A干扰目前可以采用: (1)体外转

录法; (2)载体表达法 ,  将D N A模板导入到细

胞内后通过转录的方式再产生dsRNA[30]; (3)
化学合成法, 人工制备s iRNA, 然后导入细胞

内. 本实验根据s iRNA载体表达法的原理, 构
建针对maspin基因的shRNA重组质粒maspin/
pGenesil, 将其转染入胃癌细胞株MKN-28中. 
当针对maspin基因的shRNA模板进入细胞内

以后, 通过转录的方式产生dsRNA. 所产生的

dsRNA被一种双链RNA特异性的核酸内切酶

(dsRNA-specific endonuclease, Dicer)识别, 切
割成21-23个核苷酸的s iRNA片段 [31]. 这些片

段随后与该核酸酶的dsRNA结构域结合, 并且

作为模板识别目的基因maspin  mRNA. 识别之

后, maspin mRNA与dsRNA的有义链发生链互

换, 原先dsRNA中的有义链被maspin mRNA代

替, 从Dicer酶-dsRNA复合物中释放出来, 而
maspin mRNA则处于原先的有义链所处的位

置. 随之, 形成RNA诱导的沉默复合物(RNA-

induced silencing complex, RISC), 继而RISC特
异性地对目的基因maspin  mRNA进行切割, 使
maspin mRNA分子失去编码蛋白质的功能, 从
而使maspin基因沉默, 产生RNA干扰现象. 由
此, 我们采用RT-PCR和Western blot分别在转

录及蛋白水平检测maspin基因表达的时候, 发
现maspin/pGenesil组都显著低于YX/pGenesil
组 .  由于真核表达质粒携带有绿色荧光蛋白

基因, 在荧光显微镜下可以观察到含有shRNA 
maspin/pGenesil的细胞, 从而计算转染效率. 

总之, 在本实验中我们成功构建了maspin/
pGenesil、YX/pGenesil重组质粒, 转染胃癌细

胞株MKN-28后, maspin表达下调, 取得了沉默

maspin表达的效果, 为深入研究maspin基因在胃

癌细胞株MKN-28生长、浸润、转移中的作用

奠定了基础. 
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■名词解释
shRNA: 是short 
hairpin RNA 的缩
写, 翻译为“短发
夹RNA”, shRNA
包括两个短反向
重复序列, 随后再
连上5-6个T作为
RNA聚合酶Ⅲ的
转录终止子. 
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■同行评价
本 实 验 选 题 新
颖、设计合理, 所
得数据客观可信, 
具有明显的临床
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Abstract
AIM: To study the antitumor and anti-metastatic 
effects of gamboge in an orthotopic mouse mod-
el developed with human colon cancer cell line 
HCT116.

METHODS: A colon cancer model was devel-
oped by surgical orthotopic implantation of 
green fluorescent protein (GFP)-expressing 
HCT 116 tumor in nude mice. Forty mice were 
equally randomized into four groups. Group 
1 served as a negative control and received in-
tragastric infusion of normal saline once daily. 
Group 2 received intraperitoneal injection of 
5-fluorouracil at a dose of 25 mg/kg three times 
per week. Groups 3 and 4 received intragastric 
infusion of gamboge extract at a dose of 10 and 
20 mg/kg, respectively, once daily. Each animal 
was checked for mortality and signs of morbid-
ity every day. Primary tumor volume and me-
tastasis for each animal were observed under a 
fluorescence imaging system twice a week, and 
body weights were measured as well. At the 
end of the experiment, all mice were sacrificed 
and open fluorescent images of tumors and 
metastases expressing GFP were acquired, and 
the tumor was removed from each mouse and 
weighed.

RESULTS: After initiation of different treatment 
regimens, the average tumor volume (mm3) was 
significantly smaller in the gamboge (20 mg/kg) 
group than the control group at each observation 
point (d4: 104.5 ± 35.5 vs 164.1 ± 66.1; d7: 102.6 ± 
53.8 vs 286.2 ± 132.0; d11: 137.6 ± 70.5 vs 324.4 ± 
115.8; d14: 207.2 ± 101.7 vs 434.2 ± 169.3; d21: 229.8 
± 99.8 vs 480.4 ± 165.5; P < 0.05 for all). At the 
end of the study, the average tumor weight was 
significantly smaller in the gamboge group (20 
mg/kg) than in the control group (0.58 ± 0.26 vs 
0.92 ± 0.26, P < 0.05). There were no statistical dif-
ferences between the gamboge (20 mg/kg) group 
and 5-fluorouracil group, as well as between the 
gamboge (10 mg/kg) group and control group, 
in term of average tumor volume and weight 
(P > 0.05 for all). At the end of the experiment, 
open GFP imaging demonstrated that all groups 
presented metastasis of lymph nodes or the pan-
creas, although there were no significant differ-
ences between the four groups with regard to the 
metastasis rate (P > 0.05 for all). No significant 
morbidity or weight loss was found in all tumor-
bearing mice. 

■背景资料
结直肠癌是世界
范围内发病率仅
次于肺癌和乳腺
癌的第三大恶性
肿瘤, 近年来我国
结直肠癌发病率
和死亡率均呈上
升趋势. 以手术及
放化疗为主的综
合治疗目前仍然
是结直肠癌的主
要治疗方法, 手术
的风险以及放化
疗带来的并发症
常让医生和患者
陷入两难困局. 因
此迫切需要发现
能够有效治疗结
直肠癌的新方法.

■同行评议者
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
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CONCLUSION: Gamboge at a dose of 20 mg/kg 
was able to suppress HCT 116 tumor growth 
in an orthotopic mouse model of colon cancer 
safely and effectively, and may possess clinical 
therapeutic potential for colorectal cancer.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 研究藤黄对人结肠癌HCT116细胞建立的
裸鼠外科原位移植瘤生长及转移的抑制作用.

方法: 通过外科原位移植能表达绿色荧光蛋
白人结肠癌HCT116细胞的方法建立裸鼠结肠
癌模型. 40只模型裸鼠随机分为对照组(G1), 
5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)组(G2), 10、
20 mg/kg藤黄组(G3、G4), 每组10只. G1组采
用生理盐水灌胃, 1次/d; G2组用25 mg/kg的
5-FU进行腹腔灌注, 3次/wk; G3、G4组分别
予相应剂量的藤黄提取物灌胃, 1次/d. 每天观
察受试裸鼠的并发症及死亡情况, 2次/wk在体
外荧光影像系统下观察移植肿瘤大小并测量
裸鼠体质量, 实验终点处死所有受试裸鼠在开
放荧光系统下观察肿瘤生长及转移情况, 切除
移植肿瘤进行称体质量.

结果: 药物干预后, 20 mg/kg藤黄组各观察
点的平均肿瘤体积(mm3)均小于对照组(d4: 
104.5±35.5 vs  164.1±66.1; d7: 102.6±53.8 
vs  286.2±132.0; d11: 137.6±70.5 vs  324.4
±115.8; d14: 207.2±101.7 vs  434.2±169.3 
; d21: 229.8±99.8 vs  480.4±165.5), 差异有
统计学意义(P <0.05). 实验终点20 mg/kg藤
黄组的平均肿瘤质量轻于对照组(0.58 g±
0.26 g vs  0.92 g±0.26 g), 差异有统计学意义
(P <0.05). 20 mg/kg藤黄组与5-FU组之间比
较, 10 mg/kg藤黄组与对照组比较, 无论是各
观察点平均肿瘤体积还是实验终点肿瘤重量
差异无统计学意义(P >0.05). 实验终点开放
体内荧光成像显示各组均出现了不同程度的
胰腺及淋巴结转移, 比较组间淋巴结及胰腺
转移率的差异无统计学意义(P >0.05). 实验
过程中各组实验动物均未出现药物相关的不

良反应, 各组荷瘤裸鼠的平均体质量未出现
明显波动. 

结论: 藤黄在达到一定干预剂量(20 mg/kg)后
能安全有效地抑制人结肠癌HCT116细胞裸鼠
原位移植瘤的生长, 可能具有潜在的临床抗结
直肠癌作用.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 藤黄; HCT116; 裸鼠; 原位移植模型; 结直

肠癌

核心提示: 藤黄在达到一定干预剂量(20 mg/kg)后
能有效地抑制人结肠癌HCT116细胞裸鼠原位移

植瘤的生长, 该作用和5-氟尿嘧啶相似, 同时不会

增加受试动物的不良反应, 提示藤黄可能具有潜

在的临床抗结直肠癌作用. 

竺平, 谷云飞, 杨柏霖, 林秋, 丁义江. 藤黄对人结肠癌HCT116细

胞裸鼠原位移植模型的作用.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 

476-482 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/476.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.476

0  引言

结直肠癌是世界范围内发病率仅次于肺癌和乳

腺癌的第三大恶性肿瘤, 每年约有120万的新增

病例和60万死亡病例[1]. 近年来随着生活水平的

提高和膳食结构的改变, 我国结直肠癌发病率

和死亡率均呈上升趋势[2]. 以手术及放化疗为主

的综合治疗目前仍然是结直肠癌的主要治疗方

法[3]. 尽管近年来随着新型化疗药物如奥沙利铂, 
伊立替康以及生物靶向制剂的应用将晚期结直

肠癌的总生存期平均延长至2年左右[4-6], 但5年
生存率仍不能让人满意[7], 且手术的风险以及放

化疗带来的并发症常让医生和患者陷入两难困

局. 因此迫切需要发现能够有效治疗结直肠癌

的新方法. 近年来以紫杉醇、喜树碱衍生物为

代表的诸多植物药显示出巨大抗肿瘤潜力, 因
而得到越来越多的关注. 研究证实中药藤黄及

其主要成分藤黄酸可通过多种途径起到抑制

肿瘤细胞的作用 [8-13]. 我们的前期研究证明藤

黄提取物可有效抑制人结肠癌HCT116细胞的

生长 [14]. 进一步研究发现这种抑制作用可能是

通过调节Bax、Bcl-2、MLH-1、MSH2及p53等
基因蛋白表达, 产生G2/M期阻滞, 诱导细胞凋亡

等途径实现的. 为了明确藤黄对动物在体结肠

肿瘤是否具有同样的作用, 我们在本研究中运

用经过绿色荧光转染的HCT116细胞建立了裸鼠

■研发前沿
近年来许多植物
药显示出巨大抗
肿 瘤 潜 力 ,  因 而
得到越来越多的
关 注 .  现 代 研 究
证实中药藤黄及
其主要成分藤黄
酸可通过抑制肿
瘤细胞增殖、促
进 肿 瘤 细 胞 凋
亡、抑制肿瘤血
管形成等多个途
径起到抗恶性肿
瘤 的 作 用 ,  是 一
种多靶点的抗肿
瘤天然药物.



478                ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年2月8日    第22卷    第4期

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

结肠癌原位移植模型, 通过观察不同剂量藤黄

干预后肿瘤的生长、转移情况, 进一步确定藤

黄的抗结直肠癌作用.

1  材料和方法

1.1 材料  人结肠癌细胞株H C T116购自中国

科学院上海细胞生物研究所 ;  绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein, GFP)的表达质粒

pEGFP-N3(-)购自美国BD Biosciences公司; 逆
转录病毒pLPCX购自日本Clontech Laboratories
公司; RPMI 1640培养基、胎牛血清均购自美

国Gibco公司; 氯化钠注射液购自南京小营药

业, 浓度为250 mL: 2.25 g, 批号为H32023209; 
5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)购自天津金耀

氨基酸有限公司, 浓度为10 mL∶ 0.25 g, 批号

为H12020959; 藤黄购自南京中医药大学附属

医院药剂科. ♀Balb/c裸鼠, 鼠龄7 wk, 体质量

18-22 g购自扬州大学比较医学中心, 实验动物

许可证号为SCXK(苏)2007-0011, 动物合格证号

为0001868, 在无特定病原体(specific-pathogen 
free, SPF)级屏障系统中进行饲养, 饲料为钴60
辐射灭菌过的大小鼠专用颗粒饲料购自江苏省

协同医药生物工程有限公司.
1.2 方法

1.2.1 HCT116-GFP细胞株的构建和筛选: (1)人
结肠癌细胞株HCT116在含10%胎牛血清, 100 
IU/mL青霉素, 100 IU/mL链霉素的DMEM培养

液中, 37 ℃、5%CO2条件下培养, 传代; (2)绿
色荧光蛋白逆转录病毒转染载体PT67-Plpcx-
EGFP由南京源端生物科技公司参照文献[15]
的方法构建. 培养PT67-pLPCX-EGFP包装细

胞, 收集包装细胞培养上清, 将上清分别加入培

养的人结肠癌HCT116细胞中进行转染, 48 h后
用含有浓度为800 μg/mL的新霉素(G418)进行

筛选, 建立稳定表达GFP的细胞株, 配制成1.5
×107/mL的绿色荧光蛋白转染的人结肠癌细胞

(HCT116-GFP).
1.2.2 藤黄的制备: 参照文献[14]的方法, 取藤黄

200 g, 依次用8倍量、6倍量的950 mL/L乙醇回

流提取两次, 每次1 h, 合并滤液, 浓缩至无醇味, 
用蒸馏水稀释至200 mL, 得醇提取物. 取醇提取

物100 mL, 加蒸馏水稀释至500 mL, 氢氧化钠调

pH至8, 离心(转速3000 r/min, 离心10 min), 取上

清液得浓度为0.1 g/mL药液, 避光储存在4 ℃环

境下, 使用前用生理盐水分别配置成1和2 mg/mL
的实验浓度. 

1.2.3 裸鼠结肠癌原位荧光移植模型的建立: 所
有动物实验均在东南大学实验物中心完成, 实
验室使用许可证号为SYXK(苏)2007-0011. 参照

文献[16]的方法, 将浓度为5×107/mL HCT116-
GFP细胞悬液分别皮下接种于2只Balb/c裸鼠背

部, 每只0.1 mL. 稳定传代2次, 当肿瘤达10 mm
×10 mm时从皮下移植处取出, 在RPMI 1640培
养液中将瘤块修剪成1 mm×1 mm大小, 准备进

行原位移植. 选取40只♀Balb/c裸鼠, 对受体裸

鼠采用肌肉注射麻醉, 在裸鼠左下腹部做一1 cm
的纵切口, 剪开皮肤和腹膜, 暴露回盲部并将其

提出腹膜外, ×8外科手术显微(ZOOM645S, 江
南禹成光学仪器有限公司)切开结肠浆膜, 用8-0
外科缝线(上海浦东金环医疗用品有限公司)将1
个瘤块贯穿后缝入结肠浆膜内以形成原位移植

瘤, 将结肠放回腹腔并固定在腹膜上, 5-0外科缝

线(上海浦东金环医疗用品有限公司)关闭腹腔. 
所有手术操作均在超净工作台中完成.
1.2.4 实验动物分组及药物干预: 在原位移植后

18 d, 肿瘤体积达80 mm3, 将40只原位移植模型

裸鼠, 随机分成4组, 每组10只, 分别进行药物干

预(表1). 
1.2.5 临床观察及肿瘤测量: 开始药物干预后, 每
天观察实验动物的日常行为、全身性表现、皮

肤毛发及死亡情况. 每周2次测量实验动物的体

质量. 药物干预后3 wk, 当对照组平均肿瘤体积

达到480 mm3或动物状态不佳为实验终点, 遵照

动物福利原则处死所有存活的荷瘤鼠, 打开腹

腔进行尸检, 检查原发肿瘤及转移情况. 切除原

发肿瘤进行称质量并计算抑瘤率, 抑瘤率 = (对
照组平均瘤质量-实验组平均瘤质量)/对照组平

均瘤质量×100%.
1.2.6 肿瘤生长荧光成像: 每周2次运用IFLU-
OR-100小动物活体荧光影像系统(南京东图数

码科技有限公司)对实验动物进行体外整体荧光

成像, 观察体内原发肿瘤生长情况. 实验终点将

裸鼠解剖并进行开放式荧光成像, 根据绿色荧

光的表达来判断原位移植瘤的生长及转移情况. 
每个时间位点选取典型的原发灶在荧光影像系

统下拍摄分辨率为1392×1040的照片, 用Image-
Pro 5.1(美国Media Cybernetics公司)测量裸鼠原

位肿瘤的长径(L)和短径(W), 并根据公式(L×
W2)×1/2计算肿瘤体积(V).
1.2.7 组织学分析: 开放式荧光成像后, 切除实验

裸鼠全部原发肿瘤和转移灶, 用电子天平(TANI-
TA® KO-160)对原发肿瘤称质量, 并立即将所取

■相关报道
藤黄中的主要抗
肿瘤活性成分为
藤黄酸和新藤黄
酸. 藤黄酸能够明
显抑制人结肠癌
细胞株SW480的
增殖, 诱导SW480
细 胞 发 生 G 2 / M
期 阻 滞 ,  其 作 用
机制可能与抑制
VEGFR2表达有
关 .  新 藤 黄 酸 通
过下调细胞周期
蛋白cyclin D1、
cyclin E的表达和
上调P21、P27的
表达, 使HCT116
细胞阻滞在G0/G1

期, 进而显著抑制
HCT116细胞的增
殖, 并诱导其凋亡.
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■创新盘点
本研究发现藤黄
只有在较高剂量
时才能有效抑制
受试动物结肠原
位移植瘤的生长, 
提示藤黄的抗结
肠肿瘤作用可能
是剂量依赖性的. 
有效剂量的藤黄
并不会增加实验
动物的不良反应.

标本置于-196 ℃液氮中, 2-3 h后转入-80 ℃低温

冰箱中保存. 另取部分原发肿瘤和转移灶置于

4%甲醛中固定, 石蜡包埋并切片, 切片用H&E染
色后通过显微镜观察病理性质.

统计学处理 采用SPSS17.0软件进行数据分

析. 计量资料用mean±SD表示, 采用t检验进行

比较; 计数资料用%表示, 多组间比较采用χ2检

验或Fisher精确概率法, P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 藤黄对裸鼠原位移植肿瘤的抑制作用 药物

干预后, 每周2次采用整体荧光影像技术测量肿

瘤体积, 计算各组模型动物原发肿瘤的平均体

积, 药物干预3 wk为实验终点, 处死存活的实验

动物, 切除原发肿瘤称质量. 结果显示20 mg/kg
藤黄组各观察点的平均肿瘤体积及实验终点

的肿瘤重量与对照组比较差异有统计学意义

(P <0.05)(表2, 3), 与5-FU组比较差异无统计学意

义(P >0.05)(表2, 3); 10 mg/kg藤黄组无论是各观

察点平均肿瘤体积还是实验终点肿瘤重量与对

照组比较无明显差异(P >0.05)(表2, 3). 根据瘤质

量计算抑瘤率, 20 mg/kg藤黄组和5-FU组的抑瘤

率分别为37%和45%, 10 mg/kg藤黄组的抑瘤率

为23%(表3).
2.2 藤黄对肿瘤转移的作用 药物干预3 wk为实

验终点. 处死所有存活的实验动物, 开放体内荧

光成像检查肿瘤生长及转移情况, 荧光系统发现

了肠系膜淋巴结、腰淋巴结及胰腺转移灶(图1). 
用χ2检验对4组间淋巴转移情况进行比较, 差异

无统计学意义(χ2 = 5.6000, P >0.05, 表4), 采用

fisher精确概率法对胰腺转移情况进行分析, 差
异无统计学意义(P >0.05, 表4). 对切除标本进行

H&E染色显示移植肿瘤及转移淋巴结均为低分

化腺癌(图2).
2.3 藤黄对裸鼠的不良反应观察 考虑到藤黄毒

性较强, 为了明确实验剂量的藤黄对受试动物

的影响, 我们每日观察并记录了裸鼠的日常行

表  1  给药方法和剂量

     分组 试验药物 实验剂量(mg/kg) 给药剂量(μL) 给药频率 给药途径

G1 0.9%氯化钠            -       200   1次/d   灌胃

G2 5-氟尿嘧啶           25       200   3次/wk   腹腔灌注

G3    藤黄           10       200   1次/d   灌胃

G4    藤黄           20       200   1次/d   灌胃

表  2  药物干预前后不同时间点荧光测量原发肿瘤的平均体积(mm3, mean±SD)

     分组 治疗方法 药物干预前       第4天       第7天       第11天       第14天     第21天

G1 对照组 82.8±23.9 164.1±66.1 286.2±132.0 324.4±115.8 434.2±169.3 480.4±165.5

G2 5-氟尿嘧啶 82.1±17.1   61.7±26.0a   89.6±57.0a 132.8±90.9a 172.0±115.1a 196.9±123.8a

G3 藤黄(10 mg/kg) 84.5±29.4 138.3±45.1 267.2±150.4 312.6±167.2 374.8±250.4 423.3±289.1

G4 藤黄(20 mg/kg) 83.4±29.9 104.5±35.5a 102.6±53.8a 137.6±70.5a 207.2±101.7a 229.8±99.8a

aP<0.05 vs  对照组.

表  3  实验终点各组裸鼠原发肿瘤重量及抑瘤率

     
分组 治疗方法

肿瘤重量(g)

 (mean±SD)
 P值 抑瘤率(%)

G1 对照组 0.92±0.26 -       -

G2 5-氟尿嘧啶 0.51±0.28 0.003a      45

G3 藤黄(10 mg/kg) 0.71±0.30 0.117a      23

G4 藤黄(20 mg/kg) 0.58±0.26 0.010a      37

aP<0.05 vs  对照组.
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为、全身性表现、皮肤毛发及死亡情况, 两个

不同剂量藤黄组内的实验动物均未出现药物相

关的不良反应, 唯一的1只死亡系因肿瘤恶病质

导致. 每周测量裸鼠体质量2次, 各组荷瘤裸鼠

的平均体质量随着时间的推移逐渐减轻, 但未

出现明显波动(图3), 4组裸鼠的最大体质量丢失

量出现在药物干预后第21天(表5), 均未超过基

线体质量的20%. 和对照组相比, 20 mg/kg藤黄

组和5-FU组的体质量丢失较少, 而10 mg/kg藤黄

组的体质量丢失较多(表5).

3  讨论

藤黄系藤黄科植物藤黄树所分泌出的干燥树

脂, 主要产于东南亚地区, 其性寒, 味酸、辛、

涩, 有毒, 具破血散结、解毒、止血、杀虫之功

效, 用于治疗瘰疬、痈疽、疖肿等顽疾[17]. 现代

研究证明藤黄可通过多种机制起到抗肿瘤效

果, 是一种多靶点的抗肿瘤天然药物. 藤黄抗癌

研究协作组发现藤黄对小鼠腹水型肝癌ECA、

S180、S37、ARA4、W256有抑制作用, 对体外

培养的人肝癌细胞BEL-7402与宫颈癌HeLa细
胞株也有程度不等的抑制作用[8]. 刘若庸等[9]证

实合用藤黄能提高小鼠肿瘤MA737的放疗效果. 
我们的体外研究证实藤黄可以有效抑制人结肠

癌细胞HCT116的增殖, 可能是潜在的抗结肠癌

中药[14]. 为了能更客观地评价藤黄的临床抗肿瘤

作用, 还需要对能模拟人类结直肠癌特性的模

型动物进行在体研究, 否则无法提供有说服力

的结果. 
裸鼠皮下异种移植瘤模型虽然成瘤性高[18], 

但由于生长环境的密闭性, 导致该模型无法模

拟人类结肠癌常见的局部和远处转移[19]. 基因工

程鼠可表现出类似于人类结直肠癌的基因学特

点, 但在肿瘤生物学及肿瘤谱方面存在不小差

距, 如自发性成瘤时间较长、无远处转移、容

易发生淋巴瘤而非结肠癌等, 因此在合适的基

因小鼠模型出现前, 异种移植小鼠模型仍是进

行抗结直肠癌药物疗效评价的最佳载体[20]. 我
们利用绿色荧光转染的HCT116细胞建立了人结

肠癌裸鼠外科原位移植模型(surgical orthotopic 
implantation, SOI), 该模型是利用手术的方法将

能稳定表达绿色荧光的结肠癌肿瘤组织原位移

植到实验动物的结肠浆膜下, 该模型可以为移

植瘤提供最适宜的生长环境, 具有和人类结直

肠癌相似的生长和转移模式[16,21]. 通过选择性肿

瘤荧光成像, 观察者无需借助麻醉、造影剂及

侵入性手术等方式即可在体外对活体肿瘤的生

长和转移进行实时追踪观察, 从而减少实验动

物的死亡和实验偏差, 是评估抗肿瘤药物作用

的理想载体[22].
本研究结果显示, 20 mg/kg藤黄有具有显著

■应用要点
本研究通过外科
原位移植能表达
绿 色 荧 光 蛋 白
HCT116肿瘤的方
法建立了裸鼠结
肠 癌 模 型 ,  使 观
察者无需借助麻
醉、造影剂及侵
入性手术等方式
即可在体外对活
体肿瘤的生长和
转移进行实时追
踪观察, 从而减少
实验动物的死亡
和实验偏差, 是评
估抗肿瘤药物作
用的理想载体. 

图  1  开放荧光显示原位移植肿瘤, 淋巴结及胰腺转移. 白
色箭头为结肠原位移植瘤; 红色箭头为转移的淋巴结; 黄色

箭头为胰腺转移.

表  4  实验终点时肿瘤转移情况

     分组 治疗方法 淋巴结转移率 胰腺转移率

G1 对照组         7/10       1/10

G2 5-氟尿嘧啶         2/10       2/10

G3 藤黄(10 mg/kg)         6/10       5/10

G4 藤黄(20 mg/kg)         5/10       2/10

A

B

图  2  病理结果显示原发肿瘤及转移的淋巴结均为低分化
腺癌. A: 原位移植瘤(HE×400); B: 转移的腰淋巴结(HE×

100).
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抑制人结肠癌HCT116细胞裸鼠原位移植瘤生长

的作用, 该作用与5-FU相似. 10 mg/kg藤黄则对

移植肿瘤的生长无明显抑制作用, 提示藤黄抗

结肠癌的作用可能呈浓度依赖性, 这和我们之

前应用藤黄对HCT116细胞进行体外干预的结果

类似[14]. 藤黄中的藤黄酸、新藤黄酸为抗肿瘤

作用的有效成分, 具有抗瘤谱广, 毒性较低的特

点[23,24]. 杨平等研究发现藤黄酸能够明显抑制人

结肠癌细胞株SW480的增殖, 诱导SW480细胞发

生G2/M期阻滞, 其作用机制可能与抑制VEGFR2
表达有关[25]. 周兰贞等[26]研究发现新藤黄酸通

过下调细胞周期蛋白cyclin D1、cyclin E的表达

和上调P21、P27的表达, 使HCT116细胞阻滞在

G0/G1期, 进而显著抑制HCT116细胞的增殖, 并
诱导其凋亡. 我们进一步的研究结果提示藤黄

对HCT116的抑制作用可能是通过调节Bax、
Bcl-2、MLH-1、MSH2及p53等基因蛋白表达, 
产生G2/M期阻滞, 诱导细胞凋亡等途径实现的. 
侵袭和转移是恶性肿瘤患者死亡的主要原因[27], 
转移的发生是一个多步骤的复杂过程, 包括细胞

启动、细胞外基质蛋白水解、细胞外渗以及维

持在远处脏器生长的能力等[28]. 本实验终点各组

均出现了不同程度的淋巴结及胰腺转移, 但未

出现人结直肠癌常见的肝脏转移, 这和我们之

前的实验结果有所区别[16,29], 可能和本研究观察

时间较短以及裸鼠原位移植模型和人结肠癌的

转移模式仍存在一定的差异有关. 通过对转移情

况的比较发现, 各组间的淋巴结及胰腺转移无显

著差异, 提示干预期间各组药物并未表现出显著

地抑制肿瘤转移作用. 藤黄具有一定的毒性, 大
剂量的藤黄可导致恶心、呕吐及峻泻[30], 为了明

确藤黄对实验动物的影响, 我们对受试裸鼠的日

常行为、全身性表现、皮肤毛发、死亡情况以

及体质量变化情况进行观察, 不同剂量藤黄组的

裸鼠未出现药物相关的不良反应. 各组受试裸鼠

的体质量随着肿瘤的生长而逐渐减轻, 但未出现

明显波动, 20 mg/kg藤黄组和5-FU组的体质量丢

失量少于对照组和10 mg/kg藤黄组. 以上结果提

示裸鼠体质量的减轻可能和肿瘤消耗而非药物

毒性有关, 通过对肿瘤生长的有效抑制可减少裸

鼠因肿瘤消耗而引起的体质量减轻, 较大剂量的

藤黄在提高抑瘤作用的同时不会增加实验动物

的不良反应.
本研究中利用可稳定表达绿色荧光的裸鼠

原位移植结肠癌模型对藤黄抗结肠癌作用进行

了探索研究, 目前国内外尚未见相似报道. 研究

结果提示较高剂量的藤黄显示出了和5-FU相似

的肿瘤抑制效果, 同时不会增加受试动物的毒

性反应, 提示藤黄是一种非常有潜力的结肠癌

治疗药物. 其作用机制如何? 增加干预剂量是否

能提高藤黄抑制肿瘤生长及转移的作用? 这些

问题仍需进一步深入研究.
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表  5  药物干预后裸鼠体质量变化情况

     
分组 治疗方法

裸鼠体质量(g)

        (d0)

裸鼠体质量(g)

       (d21)

最大体质量丢失量 

              (%)

G1 对照组  19.8±0.9  17.2±1.8             13

G2 5-氟尿嘧啶  19.9±1.2  18.0±2.1               9.5

G3 藤黄(10 mg/kg)  19.9±0.9  16.6±2.0             17

G4 藤黄(20 mg/kg)  20.2±1.5  18.1±2.4             10
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Abstract
AIM: To assess the efficacy and safety of differ-
ent doses of midazolam for gastrointestinal en-
doscopy in obese patients.

METHODS: One hundred and twenty-six pa-
tients who underwent painless gastroscopy were 
randomly divided into four groups: A, B, C and 
D. Groups A, B, and C were intravenously given 
0.01, 0.02, and 0.03 mg/kg of midazolam before 
the examination, respectively, while group D 
was not given midazolam. All patients were in-
travenously given fentanyl 1 μg/kg and propo-
fol 1.0-2.0 mg/kg 3 min later. If the patient had 
somatic reaction, an additional propofol 0.3-0.5 
mg/kg was given. The blood pressure (BP), 
heart rate (HR), SpO2, the initial and total doses 
of propofol, side effects, as well as the patient’s 
and doctor's satisfaction were recorded.

RESULTS: The initial dose of propofol in 
groups A, B and C (95.62 mg ± 16.59 mg, 87.50 
mg ± 13.81 mg, 79.09 mg ± 16.74 mg) were sig-

nificantly less than that in group D (126.67 mg ± 
20.48 mg) (P < 0.05 for all), while the total dose 
of propofol were less in groups B and C than in 
group D (P < 0.05 for both), but had no statistical 
difference between groups A and D. The rates 
of hyoxemia and assisted ventilation in groups 
A, B and C (3.03%, 3.33%, 12.12%) were lower 
than that in group D (26.67%) (P < 0.05 for all), 
but the incidence of dizziness and sleepiness in 
group C (51.51%) was significantly higher than 
those in ther groups (P < 0.05 for all).

CONCLUSION: In obese patients, application of 
midazolam in painless gastrointestinal endos-
copy is simple, safe and effective.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 观察不同剂量咪唑安定用于肥胖患者
无痛胃肠镜检查中的安全性以及最佳剂量.      

方法: 126例肥胖患者随机分为A、B、C、D 
4组. A、B、C 3组于镜检前分别静脉推注咪
唑安定剂量0.01、0.02、0.03 mg/kg, D组为对
照组, 不使用咪唑安定. 同时4组患者静脉滴注
芬太尼1 μg/kg, 3 min后缓慢静脉推注异丙酚
1.0-2.0 mg/kg, 至患者睫毛反射消失, 进入睡
眠状态后给予镜检. 术中如有体动反应,追加
异丙酚0.3-0.5 mg/kg, 每次30-50 mg. 观察各组
血压、心率、SpO2、异丙酚用量以及不良反
应的发生. 记录患者和镜检医生的满意度.      

结果:  A、B、C组异丙酚首次剂量分别为
95.62 mg±16.59 mg、87.50 mg±13.81 mg以
及79.09 mg±16.74 mg明显少于D组(126.67 
mg±20.48 mg, 具有统计学差异(P <0.05), 异

■背景资料
肥胖常复合糖尿
病、高血压、阻
塞性睡眠呼吸暂
停综合征、代谢
综合征等疾病. 肥
胖患者下颌肥厚
和胸部脂肪限制
寰枢关节运动及
颈椎屈曲, 颏下脂
肪使开口受限, 舌
体、口内软组织
肥厚可造成气道
狭窄, 使得麻醉风
险尤其是呼吸道
风险大大增加. 建
立合理的麻醉方
案对于肥胖患者
无痛胃肠镜检查
尤为重要.
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■同行评议者
张庆瑜, 教授, 主任
医师, 天津医科大
学总医院科研处
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丙酚总量B、C组(128.83 mg±22.65 mg)和
(125.30 mg±26.95 mg)明显少于D组(157.23 
mg±33.39 mg)(P <0.05), A组(146.64 mg±
28.03 mg)与D组无统计学差异(P >0.05). A、

B、C 组术中低氧血症和面罩辅助呼吸发生
率(3.03%、3.33%、12.12%)较D组(26.67%)
减少, 但C组头晕嗜睡情况发生率(51.51%)
明显高于其他各组 ( 1 5 . 1 5 %、2 0 . 0 0 %、

13.33%)(P <0.05).       

结论: 咪唑安定-芬太尼-异丙酚复合麻醉用于
肥胖患者无痛胃肠镜检查是安全的, 咪唑安定
0.02 mg/kg既能减少异丙酚的用药首剂量和总
剂量, 同时并发症少苏醒快, 可作为推荐剂量.      

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 咪唑安定; 肥胖; 无痛胃肠镜

核心提示: 本文观察了不同剂量咪唑安定用于肥

胖患者无痛胃肠镜检查中的安全性以及最佳剂

量, 经过观察得出咪唑安定-芬太尼-异丙酚复合麻

醉用于肥胖患者无痛胃肠镜检查是安全的, 咪唑

安定0.02 mg/kg既能减少异丙酚的用药首剂量和

总剂量, 同时并发症少苏醒快, 可作为推荐剂量.
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0  引言

无痛胃肠镜检查术已广泛开展, 其优点突出, 越
来越受到认可[1,2]. 同时随着人民生活水平的提

高, 临床工作中肥胖患者比例也越来越高, 此类

患者行无痛胃肠镜风险远高于正常体质量者. 
本研究采用咪唑安定复合芬太尼异丙酚联合用

药用于我院体检中心无痛胃肠镜检查的麻醉, 
旨在讨论不同剂量咪唑安定用于肥胖患者无痛

胃肠镜检查中的安全性以及最佳剂量.      

1  材料和方法

1.1 材料 选择2013-05/2013-08于我院健康体检

中心行无痛胃肠镜检查的患者126例, 其中男

111例, 女15例, 美国麻醉医师协会(Amer ican 
Society of Anesthesiologists, ASA)分级Ⅰ-Ⅱ
级, 年龄27-63岁, 体质量指数(body mass index, 
BMI)>28 kg/m2, 一般情况良好. 所有病例均在

胃肠镜前行血常规、肝肾功、电解质、心电

图、胸片检查, 术前均无麻醉药物过敏史以及

胃潴留、上消化道大出血、重度贫血、心肺疾

病等病史, 检查时间8-25 min. 采用随机对照开

放式研究方法, 将符合纳入、排除标准的126例
患者根据就诊顺序, 按随机数字表法分为4组: A
组为0.01 mg/kg组、B组为0.02 mg/kg组、C组为

0.03 mg/kg组和D组为对照组. 所有患者于术前

签署胃肠镜及经静脉药物麻醉知情同意.      
1.2 方法

1.2.1 麻醉: 患者左侧卧位, 内窥镜面罩吸氧, 常
规监测: 心电图、每隔5 min测量无创血压、持

续脉搏氧饱和度. A、B、C三组于镜检前分别静

脉推注咪唑安定(江苏安华药业公司)剂量0.01、
0.02、0.03 mg/kg, D组为对照组, 不使用咪唑安

定. 同时4组患者静脉滴注芬太尼1 μg/kg, 3 min
后缓慢静脉推注异丙酚(Astrazeneca公司)1.0-2.0 
m g/k g, 至患者睫毛反射消失, 进入睡眠状态

后给予镜检. 术中如有体动反应, 追加异丙酚

0.3-0.5 mg/kg, 每次30-50 mg. 检查过程中严密

监测血压(blood pressure, BP)、心率(heart rate, 
HR)、静脉血氧饱和度(venous oxygen saturation, 
SpO2)以及患者的反应. SpO2<90%时托下颌使呼

吸道通畅, 持续时间>1 min则面罩加压给氧, 必
要时给予气管插管控制气道. 术中当收缩压(sys-
tolic blood pressure, SBP)低于90 mmHg, 给予麻

黄素10 mg处理; 当HR低于50次/min, 给予阿托

品0.5 mg直至HR>50次/min为止. 整个实验过程

中各参与者的分工固定, 由技术熟练的消化内

镜医生进行内镜操作.      
1.2.2 观察指标: (1)监测数据: 记录术前、术中

及术后S p O2、H R、B P、麻醉后意识消失时

间、手术时间(胃镜开始至肠镜结束的时间)、
苏醒时间(回答切题, 定向明确), 患者苏醒后停

止吸氧10 min后SpO2, 记录异丙酚的首次剂量, 
结束时异丙酚总剂量; (2)并发症: 观察镜检中低

氧血症(SpO2<90%)、心动过缓(HR<50次/min)、
低血压(SBP<术前70%或<90 mmHg)、术后恶

心呕吐、头晕、嗜睡等发生情况; (3)满意度: 
镜检结束询问患者知晓情况, 术后行镜检医生

满意度评分(百分制)及患者整体满意度评分(5
分为优, 无任何痛苦; 4分为良, 有轻痛; 3分为

一般, 多处不适但可以忍受; 2分为差, 很不舒

适、痛苦不堪; 1分为极差, 十分痛苦以致无法

忍受).      
统计学处理 应用SPSS19.0软件, 计量资料

以mean±SD表示, 采用方差分析, 计数资料采用

χ2分析. P <0.05为差异有统计学意义.       

■研发前沿
肥胖患者由于肥
胖和自身气道的
因素使其麻醉的
难度和风险较正
常 患 者 加 大 .  肥
胖患者采用联合
用 药 ,  咪 唑 安 定
0.02 mg/kg既能
减少异丙酚的用
药首剂量和总剂
量, 同时并发症少
苏醒快, 满足术中
镇静深度的要求, 
又能保证循环和
呼吸功能的稳定.
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■相关报道
国内外文献报道
应用咪唑安定以
及芬太尼与异丙
酚合用时, 异丙酚
的用量可以减少, 
在达到检查所需
麻醉深度的同时, 
减少了各种并发
症的发生率. 
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2  结果

2.1 各组患者一般资料、患者知晓情况及满意

度评分比较  4组间年龄、性别、手术时间、

BMI等相比, 无统计学差异. 各组患者均无术中

知晓, 患者及镜检医生满意度评分各组之间无

统计学差异(表1) .
2.2 各组间患者生命体征变化比较 对比4组受检

者胃镜检查操作前、中、后的生命体征(血压、

心率、血氧饱和度数值)变化(表2). 4组收缩压

及舒张压均成先下降后回升的态势, 操作过程

中均控制在正常范围内. 心率与血压表现相似, 
差异无显著性. 4组患者出室SpO2均有下降, 但
在正常范围内.      
2.3 麻醉药物用量以及苏醒时间比较 各组苏

醒时间均无差异显著性. A、B、C组异丙酚首

次剂量分别为95.62 mg±16.59 mg、87.50 mg
±13.81 mg以及79.09 mg±16.74 mg明显少于

D组(126.67 mg±20.48 mg), 具有统计学差异

(P <0.05), 异丙酚总量B、C组(128.83 mg±22.65 
m g)和(125.30 m g±26.95 m g)明显少于D组

(157.23 mg±33.39 mg)(P <0.05), A组(146.64 mg
±28.03 mg)与D组无统计学差异(P >0.05). 苏醒

后10 min SpO2均低于入室氧饱和度, 但仍在正

常范围之内, >95%(P >0.05)(表3).      
2.4 各组间不良反应情况比较 各组均无苏醒延

迟发生. 由于术前常规给予托烷司琼等止吐药

物, 故而各组均无恶心呕吐发生. 心动过缓以及

低血压均在D组发生, 但与A、B、C组比较无统

计学差异. 随着咪唑安定用量增加, 异丙酚首剂

量的减少, A、B、C组术中低氧血症和面罩辅

助呼吸发生率(3.03%、3.33%、12.12%)较D组

(26.67%)减少(P<0.05), 给予托举下颌以及面罩加

压通气等方法均得以缓解. 但随着咪唑安定用量

的逐渐增加, 头晕嗜睡的发生率却相应增加, C组
头晕嗜睡情况发生率(51.51%)明显高于其他各

组(15.15%、20.00%、13.33%)(P<0.05)(表4).      

3  讨论 

胃肠镜检查是目前消化系统疾病诊治中最直接

有效的检查方法, 应用普遍, 但检查过程中会给

患者带来一定程度的痛苦[1]. 应用镇静麻醉开展

无痛胃肠镜检查可以大大降低检查过程中不适

感, 提高患者的舒适度和满意度[2], 同时也增加

了患者的依从性, 方便了检查者的操作.      
体质量指数(body mass index, BMI)是一种

近年来国际流行的标准体质量测量方法, 是世
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表  1  各组患者一般资料、术者及患者满意度评分比较(mean±SD)

     
分组 n

  性别

(男/女) 

       年龄

        (岁)

  体质量指数

      (kg/m2)

   手术时间

       (min)

 镜检医生

满意度评分

患者满意

  度评分

A 33   27/6 48.18±7.25 29.74±1.82 14.75±4.50 97.57±1.63 4.97±0.18

B 30   27/3 48.20±6.78 29.59±1.44 12.60±3.02 97.50±1.71 5.00±0.00

C 33   29/4 48.09±7.21 31.14±3.33 27.74±1.82 97.87±1.90 5.00±0.00

D 30   28/2 47.40±8.00 30.19±2.06 27.74±1.82 97.00±1.48 4.90±0.30

表  2  患者生命体征变化比较(mean±SD)

     
分

组

                 入室     

SpO2

              胃镜开始                  肠镜开始                 出室   

 SpO2
    HR           BP     HR             BP    HR          BP    HR          BP

(次/min)      (mmHg) (次/min)        (mmHg) (次/min)       (mmHg) (次/min)       (mmHg) 

A 76.42±

11.26

129.81±16.02/

  84.79±11.70

 97.45

±1.52

   74.85

±10.91

118.76±13.74/

  77.60±12.52

   67.21

±10.04

114.39±12.49/

  70.21±11.36

   65.72

 ±9.21

114.88±11.43/

  71.06±9.97

 97.93

±1.53
B 75.83±

8.03

136.00±15.79/

  82.97±13.27

 97.27

±1.43

    75.20

±10.83

124.97±15.03/

  78.33±12.44

   68.86

 ±9.80

116.43±12.25/

  72.77±11.64

   68.93

  ±8.17

116.63±9.30/

  72.63±10.10

 97.76

±1.73
C 74.75±

12.78

135.18±15.13/

  89.54±14.17

 97.21

±1.57

    73.82

±10.35

125.24±16.09/

  80.84±16.32

   69.24

 ±9.35

119.57±14.79/

  72.97±13.19

   69.27

  ±8.75

120.67±11.01/

  75.88±12.09

 97.78

±1.69
D 72.50±

12.78

136.67±18.71/

   85.5±15.01

 97.10

±1.37

    70.93

±10.11

124.10±20.43/

   80.2±15.81

   68.17

±10.00

117.90±16.36/

  75.27±14.46

   66.40

±10.04

118.90±15.45/

  75.10±11.10

 97.50

±1.37

A组: 0.01mg/kg组; B组: 0.02 mg/kg组; C组: 0.03 mg/kg组; D组: 对照组. BP: 血压; HR: 心率; SpO2: 静脉血氧饱和度.

■创新盘点
作者认为单用异
丙酚或者异丙酚
联合用药静脉麻
醉都可以用于肥
胖患者, 但在肥胖
患者联合用药的
药物配伍组合及
用药剂量的选择,
国内外文献报道
较 少 .  本 文 论 证
了咪唑安定0.02 
mg/kg可作为推荐
剂量有较强的实
用意义.



486                ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年2月8日    第22卷    第4期

界卫生组织(WHO)推荐的国际统一使用的肥胖

分型标准参数[3]. BMI = 体质量(kg)/身高(m)2. 中
华人民共和国国家卫生与计划生育委员会在

2013年制定的成人体质量判定中制定了中国标

准, 当BMI>28 kg/m2为肥胖. 肥胖常与糖尿病、

高血压、阻塞性睡眠呼吸暂停综合征、代谢综

合征等高危险因素相伴出现[4,5], 肥胖患者下颌

肥厚和胸部脂肪限制寰枢关节运动及颈椎屈曲, 
颏下脂肪使开口受限, 舌体、口内软组织肥厚

可造成气道狭窄, 使得麻醉风险尤其是呼吸道

风险大大增加. 肥胖患者进行无痛胃肠镜检查, 
单独使用异丙酚达到所需的麻醉深度, 剂量往

往较大, 容易导致麻醉偏深, 出现苏醒延迟以及

循环抑制等并发症[6,7]. 同时由于自身气道条件, 
咽部空间小以及氧储备能力差, 异丙酚促进咽

部的塌陷, 易造成呼吸道梗阻, 发生低氧血症[8]. 
在上消化道胃镜操作中, 内镜从口插入, 这迫使

麻醉医生与镜检医生共用气道, 给麻醉医生的

工作带来了更大的挑战[9]. 故而本研究采取咪唑

安定复合异丙酚及麻醉性镇痛药物的联合用药

旨在减少不良反应的发生. 国内文献报道应用

咪唑安定以及芬太尼与异丙酚合用时, 异丙酚

的用量可以减少, 在达到检查所需麻醉深度的

同时, 减少了各种并发症的发生率[10,11]. 然而肥

胖患者咪唑安定剂量的选择如何才可以既能满

足术中镇静深度的要求, 又能保证循环和呼吸

功能的稳定, 是临床麻醉医师所关心的问题[12], 

国内外文献中相关报道较少. 本研究在确定联

合用药优于单一用药的基础上, 探讨更适合肥

胖患者的用药组合及用药剂量.      
由于体检中心患者多为门诊患者, 因此研究

设定咪唑安定采用小剂量, 在复合芬太尼、异

丙酚后, A、B、C组在达到睡眠状态所用的异丙

酚首次剂量明显减少, 在异丙酚总量的统计中, 
B、C组明显减少. 异丙酚首剂量减少, 能减少肥

胖患者在镜检初期发生呼吸抑制以及低氧的风

险. 有研究表明, 无痛胃镜联合肠镜检查中, 先
进行无痛胃镜检查的总异丙酚剂量要小于先进

行肠镜检查, 这与胃镜检查对咽部的刺激较大

有关[13]. 本研究中均先进行胃镜检查再进行肠镜

检查的顺序, 降低了发生误吸的风险. 以异丙酚

为主辅以小剂量咪唑安定和芬太尼可有效地减

轻或消除心因性应激或内镜检查所带来的某些

不良反应[14]. 三药合用可以减少每种药物的用量

和不良反应, 从而更大的发挥每种药物的优势, 
并且随着咪唑安定的剂量增加, 达到胃肠镜检

查所需麻醉深度的异丙酚的首剂量减少, 这样

既能满足操作者镜检过程的要求, 同时减少肥

胖患者呼吸抑制等围术期不良事件的发生.      
随着异丙酚用量的增加, 心动过缓及低血压

的发生率也相应增多, 导致麻黄素及阿托品使

用增加, 提示异丙酚用量增大对循环系统也有

相应的抑制作用[15,16]. 复合使用咪唑安定后减少

了异丙酚的用量, 提高了无痛胃肠镜检查麻醉
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表  3  麻醉药物用量以及苏醒时间比较(mean±SD)

     分组  n 异丙酚首剂量(mg) 异丙酚总量(mg) 苏醒时间(min)  苏醒后10 min SPO2

A 33   95.62±16.59a 146.64±28.03 14.60±4.53       95.44±1.93

B 30   87.50±13.81a 128.83±22.65a 12.60±3.02       95.27±1.85

C 33   79.09±16.74a 125.30±26.95a 13.42±3.31       95.00±2.44

D 30 126.67±20.48 157.23±33.39 14.10±3.90       95.70±1.72

aP<0.05 vs  D组. A组: 0.01 mg/kg组; B组: 0.02 mg/kg组; C组: 0.03 mg/kg组; D组: 对照组.

表  4  不良反应情况比较(mean±SD)

     
分组  n

                                          术中          术后

低血压 心动过缓 低氧血症 恶心呕吐 头晕嗜睡 苏醒延迟

A 33 0 0 1a 0 5 0

B 30 0 0 1a 0 6 0

C 33 0 1 4a 0 17a 0

D 30 1 2 8 0 4 0

aP<0.05 vs  D组. A组: 0.01 mg/kg组; B组: 0.02 mg/kg组; C组: 0.03 mg/kg组; D组: 对照组.

■应用要点
咪 唑 安 定 - 芬 太
尼-异丙酚复合麻
醉用于肥胖患者
无痛胃肠镜检查, 
起到了良好的镇
静镇痛效果, 还能
消除单用丙泊酚
麻醉的小足. 患者
不良反应少、麻
醉效果好. 该方法
提高了肥胖患者
无痛胃肠镜检查
的安全性, 值得临
床推广.



李红培, 等. 不同剂量咪唑安定在肥胖患者无痛胃肠镜麻醉中的作用					                 487

的平稳性. 4组患者在检查过程中均出现了不同

程度的低氧血症, 包括呼吸变慢、呼吸抑制、

潮气量减少等. D组患者中SpO2下降者明显增多

(SpO2<90%者占26.7%), 因SpO2过低, 不得不暂

停检查、采取面罩加压给氧或口咽通气道等措

施改善缺氧症状4例, 从而延误了胃肠镜检查时

间. 而A、B组患者中大多数能维持SpO2在正常

水平, 各仅1例SpO2低于90%, 均可托举下颌后缓

解. C组患者中4例发生低氧血症, 但与A、B组

无统计学差异, 说明咪唑安定的复合可以减少

肥胖患者低氧血症的发生率, 提高无痛胃肠镜

检查术的安全性. 同时, 复合使用咪唑安定的组

中与未使用咪唑安定的组中均无恶心呕吐、苏

醒延迟的发生. 但随着咪唑安定用量的逐渐增加, 
C组患者苏醒后头晕嗜睡的发生明显增高, 使得

在患者离院时间延长, 离开医院后增加了一定得

风险. 咪唑安定在0.03 mg/kg及以上, 肥胖患者嗜

睡发生率明显高于0.01 mg/kg以及0.02 mg/kg组, 
增加了患者术后呼吸抑制发生的风险, 因此不推

荐使用咪唑安定使用剂量超过0.03 mg/kg.      
总之, 咪唑安定-芬太尼-异丙酚复合麻醉用

于肥胖患者无痛胃肠镜检查, 起到了良好的镇

静镇痛效果, 提高了肥胖患者检查的安全性, 值
得临床推广. 咪唑安定0.02 mg/kg既能减少异

丙酚的用药首剂量和总剂量, 同时并发症少苏

醒快, 能降低血氧症、呼吸循环抑制、苏醒延

迟、头晕嗜睡等不良反应的发生, 可作为推荐

剂量. 
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■同行评价
本文设计合理, 结
果可靠, 对临床内
镜麻醉具有实用
价值和指导意义.
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Abstract 
Gastroesophageal reflux disease (GERD) is one 
of the most common digestive system diseases. 
Although the disease is benign, its symptoms 
can seriously affect the patient's daily life. The 
etiology and pathogenesis of GERD are com-
plex. Currently, great progress has been made in 
the diagnosis of GERD; however, its treatment 
is still confined to the inhibition of gastric acid 
secretion, with the use of proton pump inhibi-
tors (PPIs) being the main means of treatment. 
However, long-term use or discontinued use of 
PPIs has many disadvantages and limitations. 
Traditional Chinese medicine based on disease 
differentiation treatment combined with syn-
drome differentiation treatment is a comprehen-
sive treatment and has certain advantages in the 
treatment of GERD. 
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摘要
胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)作为消化系统中最常见的疾病之一, 
尽管该疾病呈现一个良性过程, 但症状本身却
可严重影响患者的日常生活. 其病因及发病机
制复杂, 目前西医在诊断GERD方面取得了较
大进步, 但在治疗方面仍然以抑制胃酸分泌, 
尤其是质子泵抑制剂(pump inhibitors, PPI)的
使用作为主要手段. 但长期维持或一旦停用此
类药物后均有其局限性. 中医药作为一种综合
治疗手段, 基于中医传统理论, 通过辨病论治
与辨证施治相结合的方法对该病进行对因对
症治疗, 具有一定优势. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 目前西医在诊断胃食管反流病(gastro-
esophageal reflux disease)方面取得了较大进步, 
但在治疗方面仍以抑酸作为主要手段. 但长期维

持或一旦停用后均有局限性. 中医药作为一种综

合治疗手段, 通过辨病论治与辨证施治相结合的

方法对该病进行对因对症治疗, 具有一定优势.
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)系指胃内容物反流入食管, 引起不适症

■背景资料
作为消化系统中
的 一 种 常 见 病 , 
尽管胃食管反流
病(gastroesopha-
geal reflux disease, 
GERD)呈现出一
个良性过程, 但其
症状本身却可严
重影响患者的日
常生活, 且其发病
率正逐年升高, 因
而也成为了当今
消化领域中的一
个热点, 对其深入
的研究具有重要
的临床意义. 

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 主
任医师, 福建省立
医院消化科
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状和/或并发症的一种疾病. 其临床表现主要为

与反流相关的症状群, 包括典型和常见的因反

流物所致的食管内刺激症状如烧心、反酸, 其
他非典型但与之密切相关的症状如吞咽困难、

胸痛、嗳气、上腹不适等, 此外还有与反流相

关但却易被人忽略的食管外症状如咳嗽、哮

喘、咽喉炎等[1]. GERD可分为非糜烂性反流病

(non-erosive reflux disease, NERD)、糜烂性食管

炎(erosive esophagitis, EE)和Barrett食管(Barrett's 
esophagus, BE)三种类型[2-5]. GERD在世界各地

的发病率不同[6], 在西欧和北美GERD症状的患

病率为10%-25%[7]. 国内尚缺少GERD全国范围

内的流行病学资料, 近年来的调查显示浙江省10
地市初筛患病率为7.28%[8], 北京市GERD的检出

率为8.77%[9]. 虽然在亚洲地区, GERD报道的患病

率普遍低于欧美国家, 但相关资料显示反流性食

管炎的检出率正在逐年升高[10-12], 因而他也成为

了当今消化领域研究中的一个热点. 本文就当

前中西医对本病的发病机制、治疗方案及用药

等做一总结, 现综述如下. 

1  西医对GERD病因及发病机制阐述

随着GERD发病率的逐年升高, 近年来对其病因

及发病机制也进行了多项研究. 从GERD的病

理生理角度来看, 其病因复杂, 大致表现在以下

几个方面[13,14]: (1)抗反流屏障削弱: 包括食管下

括约肌压力(lower esophageal sphincter pressur, 
LESP)降低、一过性下食管括约肌松弛(transit 
LES relaxation, TLESR)、食管裂孔疝(hiatus her-
nia, HH)、食管解剖结构缺陷等; (2)反流物的攻

击作用, 包括胃酸、胆汁、消化酶、酒精、刺

激性药食物等; (3)食管黏膜防御作用减弱; (4)食
管清除能力降低: 主要为食管体部运动功能障

碍(ineffective esophageal motility, IEM)、唾液分

泌减少等; (5)胃动力障碍: 主要为胃排空延迟; 
(6)Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)
数量减少和功能障碍; (7)其他因素: 如幽门螺杆

菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染、食管感觉

异常、自主神经功能紊乱、心理因素等. 2008
年在三亚召开的胃食管反流病高峰论坛上, 多
位消化病专家一致认为[15]: 食管下括约肌和食

管体部运动障碍、胃排空障碍及胃十二指肠协

调运动障碍是GERD发病的启动因素, 食管下括

约肌压力降低及一过性下食管括约肌松弛过度

是导致反流发生的基础, 而食管体部运动异常

减弱了食管的酸清除能力, 导致过多的胃内容

物(主要是胃酸)反流入食管能对胃黏膜产生直

接侵蚀作用, 因而其可认为是GERD发病的直接

致病因素. 

2  西医对GERD的治疗

美国GERD指南及中国胃食管反流病治疗共识

意见中都明确指出, GERD的治疗目标是: 缓解

反流症状、治愈食管炎、提高生活质量以及预

防复发和并发症[4,5,16-20]. 其内容主要包括以下几

方面. 
2.1 生活方式改变 大量研究表明, 戒烟、减少脂

肪餐摄入、抬高床头、避免餐后3 h平卧等可以

减少食管远端的酸暴露. 而某些确定的食物(如
巧克力、酒精、薄荷油, 还有大蒜和洋葱等)可
以降低食管括约肌的压力[21]. 一些研究者认为, 
有20%-30%的安慰剂反应率应归因于生活方式

的改变, 但其对患者生活质量的潜在负面影响

目前尚未有研究[22]. 
2.2 药物治疗

2.2.1 抑酸药物: 美国胃肠病学会的GERD治疗

指南中将抑制胃酸分泌作为具有一级证据的首

选治疗方法, 而中国GERD的共识意见中亦确

定质子泵抑制剂(pump inhibitor, PPI)是用于治

疗GERD最有效的首选抑酸药物[15,21-24]. PPI治疗

GERD的疗效已在世界各国得到认可[4]. 既往研

究证实[25], PPI对糜烂性食管炎治疗8 wk的愈合

率为78%-93%, 连续用药12 mo显示持续愈合率

为80%-90%, 对非糜烂性胃食管反流病的疗效

与之相似, 对Barrett食管症状的缓解率也可高达

80%. PPI通过强大的抑酸作用可明显减少胃液

分泌量, 缓解胃酸对食管黏膜的攻击作用, 并能

最大程度控制24 h胃内pH值, 减少酸反流, 治愈

食管炎[26], 这点在2008三亚召开的胃食管反流病

高峰论坛上也得到了诸多消化病专家的一致认

同[15]. 目前维持治疗的方法主要有: 维持原剂量

或减量、间歇用药或按需治疗, 其具体治疗方

案应个体化[17-19,21]. 
然而作为抑酸治疗的首选药物, PPI仅从攻

击因子角度进行治疗, 而非改变引起反流的动

力因素[27], 因此在停用PPI后, 糜烂性食管炎的复

发率为75%-92%, 这些复发患者再用PPI仍可获

得缓解, 但再次停药后, 其再次复发的机会约为

90%左右[28,29]. 且由于其对胃酸的强效抑制作用, 
有部分文献报道长期服用PPI可能造成高胃泌素

血症、肠道细菌过度生长、肠道感染以及营养

吸收不良等[30]. 另外, 因需长期进行维持性治疗

■研发前沿
近年来西医有关
于胃食管反流病
(gastroesophageal 
r e f l u x  d i s e a s e , 
GERD)病因学分
类及诊断方法的
研究已有了较大
的进展, 但在治疗
方面, 抑酸仍为首
选手段. 然而对于
长期维持服药产
生的不良反应等, 
西医仍未找到良
好的解决办法. 中
医通过辨证论治
途径为G E R D的
治疗开拓了新的
思路.



490                ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年2月8日    第22卷    第4期

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

用药将不可避免会导致其敏感性下降, 必须通

过加大剂量才能抑制反流症状, 然而其长久使

用的不良反应又可导致肝损害的危险[31]. 而近年

来相关研究也已证实, GERD在标准剂量(每日1
次, 每次1片)PPI治疗下, 症状仍未见缓解(每周

至少有1次症状发生)的PPI治疗失效患者正在日

渐增多, 其比例可高达20%-30%[32]. 
2.2.2 促动力药物: 尽管动力异常是GERD的发

病基础, 但目前尚未研制出有效的靶点药物[15]. 
当前的治疗仅在抑酸药物治疗效果不佳时, 考
虑联合应用促动力药物, 特别是对于伴有胃排

空延迟的患者, 其机制主要是通过增加LES张力

以促进胃、食管排空而减少胃食管反流的发生
[21]. 因此促动力药仅作为GERD治疗的辅助用药, 
而非根本治疗措施[24]. 目前临床上多使用多潘立

酮、莫沙必利、伊托必利等药物[33]. 
2.2.3 新研发药物: 下食管括约肌一过性松弛

(transient lower esophageal sphincter relaxation, 
TLESR)是GERD的重要病理生理机制, 降低

TLESR频率, 可减少食管远端酸暴露和弱酸反

流[34], 因此, 针对TLESR的靶向药物, 如γ-氨基丁

酸B受体(γ-aminobutyric acid, GABA-B)激动药

和亲代谢谷氨酸盐受体5调节药(mGluR5)成为

目前临床研究的热点[35,36]. 其中GABA-B受体激

动剂巴氯芬是当前控制TLESR发生最具应用前

景的药物[37]. 目前正期待这些药物在GERD患者

中的临床疗效及评价反馈. 
2.3 非药物治疗 其中包括手术治疗及内镜治疗. 
抗反流手术在缓解不适症状和愈合食管炎方面

的疗效与药物治疗相当[24]. 虽现已证实有癌变的

BE患者原则上应进行手术治疗, 但对症状不典

型、抑酸治疗效果差的患者, 手术疗效通常不

能达到预期目标[21], 且相当一部分患者术后仍需

规则用药[20]. 而短期初步研究提示, 内镜治疗可

改善GERD症状量表积分, 减少PPI使用量, 提高

患者生活质量和满意度[24]. 然而, 目前仍然缺

乏长期的包括假治疗组在内的随机双盲对照

试验 [22], 而临床上也观察到一些少见但严重的

并发症(包括穿孔、死亡等)[24]. 

3  中医对GERD病因病机的认识

因GERD以烧心、反酸、胸骨后或心窝部烧灼

样疼痛等症状为其主要临床表现, 故可将此病

归属于中医“吞酸”、“吐酸”、“嘈杂”、

“反胃”、“噎嗝”、“胸痹”等范畴 .  在
1997年国家技术监督局发布的国家标准《中医

临床诊疗术语》中将本病称为“食管瘅”, 其
与GERD的症候较为相近, 但仍不十分准确[38]. 
祖国医学认为, 其病位主要在胃及食管, 与肝、

胆、脾、肺密切相关. 本病总体上属本虚标实

之证, 其中以脾胃虚弱为本, 气郁、食滞、痰

火、湿浊为标. 多由情志不遂、忧思怒嗔导致

肝失疏泄, 横逆脾胃, 胃气上逆; 或饮食失调, 过
食辛辣刺激之物、嗜烟饮酒等灼伤胃经, 气机

受阻, 胃失和降; 或素患胆病, 邪毒蕴积, 胆热犯

胃, 胃气不和, 反逆呕苦; 或劳逸不均、久病伤

脾, 脾失健运, 痰湿内生导致痰气交阻, 肺气上

逆等而引发此病[39]. 由此可见, 本病的主要机制

变化可归结为脏腑气机失调导致胃失和降上逆

所致. 

4  中医对GERD的治疗

4.1 治法思路 蔡淦[40]认为本病为本虚标实之证, 
主要因脾虚肝失疏泄、肝火挟浊邪上泛引起, 
以健脾和胃、疏肝清热为基本治法. 赵荣莱[41]认

为本病的总病机为胃失和降、胃气上逆. 宗东

垣之法, 在辨证论治的基础上从调理脾胃升降

功能着手, 并配以宽胸快膈之法. 王庆其[42]认为

该病病位涉及胃、肝、胆、脾, 病机主要责之

于气机升降失常. 在治疗上其主张以清代医家

吴鞠通提出的“治中焦如衡, 非平不安”为准

绳, 以调理脾胃气机升降为原则, 以辛开苦降为

大法. 张国伦[43]认为本病病位在胃与食管, 与肝

关系密切, 肝气犯胃、胃失和降是其病机关键, 
故在治疗中总以疏肝和胃、行气降逆之法贯穿

始终, 并遵循《临证指南医案》中“纳食主胃, 
运化在脾, 太阴湿土, 得阳始运, 阳明燥土, 得阴

自安”之论, 时时顾护脾胃. 田德禄[44]认为本病

病在食管, 属胃所主, 与肝、胆、脾密切相关. 
肝胃不和, 郁而化热, 肝移热于胆, 胆气不降, 胆
热挟持胃气上逆是本病的主要病机. 故对本病

的治疗亦多从疏肝清胆、和胃通降立法, 肝胃

同治. 
4.2 辨证论治 2009年在深圳召开的中华中医药

学会脾胃病分会第21届全国脾胃病学术会议上

通过审定的《胃食管反流病中医诊疗共识意

见》中指出本病的辨证可分为肝胃郁热、胆热

犯胃、中虚气逆、气郁痰阻、瘀血阻络等五型

治疗[45]. 而近现代医家则多根据自己的临床经验

和体会进行辨证施治: 徐景藩[46]将本病辨证为

四型治疗: 气郁证以理气解郁、和胃降逆为法, 
方用木香调气散、吴氏新制橘皮竹茹汤、解郁

■相关报道
美国胃食管反流
疾病指南中指出, 
目前已经明确有
部分患者应用传
统、常规剂量的
P P I 治 疗 效 果 不
佳 ,  对 于 这 些 患
者, 加大剂量并且
每日加大到2倍剂
量才合适. 难治性
G E R D常是抗反
流手术甚至是正
在发展的内镜下
治疗技术的基本
适应证.
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■创新盘点
本文就中西医治
疗 G E R D 的相关
进展作一综述, 并
着重在中医辨证
分型治疗、专方
专药及中医特色
疗法方面进行了
详细介绍. 

合欢汤加减; 痰气交阻证以理气解郁、化痰散

结为法, 方用半夏厚朴汤加减; 肝胃郁热证以清

泄肝胃郁热、理气降逆为法, 方用左金丸、大

黄甘草汤、济生橘皮竹茹汤加减; 气滞血瘀证

以行气化瘀为法, 方用血府逐瘀汤随证加减, 临
床疗效甚佳. 贺仲华[47]将反流性食管炎(ref lux 
esophagitis, RE)视为GERD的较严重阶段, 并将

其分四型辨证施治: 肝胃郁热型: 多在RE的早

中期, 治拟疏肝清胆、和胃降逆法, 用化肝煎、

左金丸、济生橘皮竹茹汤加减; 肝郁痰结型: 在
RE的中后期, 治拟疏肝解郁、化痰散结、和胃

降逆法, 用半夏厚朴汤、温胆汤合旋覆代赭汤

加减; 肝胃血瘀型: 在RE的后期, 治拟疏肝行气

活血、和胃降逆止痛法, 用血府逐瘀汤合启膈

散加减; 肝胃阴虚型: 在RE的恢复期, 治拟养阴

柔肝和胃降逆法, 用一贯煎、益胃汤加减. 汪荫

华[48]将本病分为七种证型, 据证施治: 肝胃不和

证, 治以疏肝理气、和胃降逆, 常用柴胡疏肝散

加减; 肝(胆)胃郁热证, 治以泄肝利胆、和胃降

逆, 常用左金丸合化肝煎加减; 气郁痰阻证, 治
以理气解郁、化痰散结, 常用旋覆半夏汤加味; 
寒热错杂证, 治以调气和胃、辛开苦降, 常用左

金丸合甘草泻心汤加减; 气滞血瘀证, 治以行气

化瘀、和胃降逆, 常用血府逐瘀汤合旋覆代赭

汤加减; 脾虚气逆证, 治以益气健脾、和胃降逆, 
常用香砂六君子汤合旋覆代赭汤加减; 胃阴不

足证, 治以滋阴养胃、润燥降逆, 常用沙参麦冬

汤合益胃汤加减. 
4.3 专方专药 张方东等[49]采用合蒲七汤加味治

疗66例GERD, 基本方用: 黄连6 g、吴茱萸3 g、
白芍15 g、炙甘草6 g、丹参15 g、砂仁9 g、檀

香6 g、蒲公英15 g、三七粉5 g、佛手10 g、陈

皮10 g、姜半夏9 g、枳壳10 g、白术15 g、白及

12 g、制大黄3 g、厚朴花6 g. 治疗2个疗程8 wk
后, 治疗组总有效率92.43%明显高于兰索拉唑、

莫沙必利联合铝碳酸镁的对照组. 殷利娜[50]采用

半夏泻心汤加味治疗60例GERD, 基本方用: 姜
半夏12 g、黄连8 g, 甘草、大枣、枳实、黄芩

各10 g, 干姜6 g, 海螵蛸20 g, 煅瓦楞30 g, 党参、

白及各15 g, 代赭石30 g. 经过1个疗程60 d治疗, 
总有效率达93.33%. 李保双等[51]采用复方枳苏

汤治疗40例GERD, 基本方用: 紫苏梗10 g、枳

壳10 g、香附10 g、半夏10 g、陈皮10 g、厚朴

10 g、虎杖10 g、海螵蛸30 g; 茯苓15 g、甘草

3 g. 治疗1 mo后, 有效率97.5%, 治疗前后主要症

状积分及总分与治疗前比较均明显减低. 冀秀

萍等[52]采用大柴胡汤加减治疗45例GERD, 基本

方用: 柴胡10 g、黄芩10 g、清半夏10 g、白芍

20 g、炒枳实15 g、厚朴12 g、生大黄3 g、炙甘

草6 g、生姜9 g、大枣3枚. 治疗8 wk后, 治疗组

总有效率达91.1%高于奥美拉唑联合多潘立酮

的对照组, 且在临床主要症候疗效比较上, 治疗

组各项也均高于对照组. 
4.4 其他治疗 现代经穴研究表明, 刺激相关穴位

能增强胃蠕动、抑制胃酸分泌、增加胃排空, 
对GERD具有一定的防治效果[53]. 卢岱静[54]将

RE患者分为4组: 针刺组30例, 采用针刺内关、

公孙、阳陵泉治疗; 中药组30例, 内服和胃降逆

功效之中药; 针药组30例, 采用针刺加内服中药; 
西药组30例, 采用奥美拉唑肠溶胶囊口服. 结果

显示针药组、针刺组、中药组及西药组治疗后

胃动素和胃泌素水平均较治疗前水平明显升高; 
治疗后针药组血浆胃动素和胃泌素水平明显高

于其他组; 且针药组症状改善率及胃镜下炎症

改善明显高于其他组. 朱东晓[55]根据中医辨证论

治理论和经络学说, 应用低频脉冲电刺激加耳

穴磁疗法相结合治疗GERD患者60例. 治疗组采

用无创低频脉冲电加耳穴磁疗法, 对照组口服

西药普瑞博思. 两组均以7 d为1个疗程. 治疗后, 
治疗组总有效率为91.7%高于对照组为80.0%. 
蒋守忠[56]将60例GERD患者随机分为两组, 治疗

组予以白酒浸泡中药所制成的药液涂敷于双侧

足太 阳膀胱经、肝胆俞、脾胃俞上, 并配合手

法操作, 对照组口服奥美拉唑肠溶片及西沙比

利片, 疗程均为3 wk. 结果显示, 治疗组总体疗效

明显高于对照组. 

5  结论

作为消化系统中的一种常见病, 近年来有关于

GERD病因学分类及诊断方法的研究已有了较

大的进展, 但在治疗方面, PPI抑酸治疗仍然是目

前的主要治疗手段, 然而长期维持服用的药物不

良反应及对某些难治性患者的无效性, 西医仍未

找到良好的解决办法. 作为中医药治疗的优势病

种, 中医在GERD治疗方面独辟蹊径, 以辨病与辨

证相结合、整体与局部相兼治, 可以弥补现代医

学对难治性反流性食管炎、夜间酸突破等疑难

复杂病例治疗方案的不足, 也能减少西药长期服

用给机体带来的不良反应. 但目前临床报道诊断

和选例标准过于笼统, 疗效判定不统一, 不利于

本病的准确诊治. 如何制定出符合临床实际的辨

证分型方法和诊断疗效标准, 筛选出最佳的治疗
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方案和方法, 以加快中医药对此病诊疗的现代化

进程确是当今中医治疗GERD的一大难点, 值得

我们进一步去深究和完善. 
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Abstract 
Cancer stem cells are a subset of cancer cells 
with self-renewal and differentiation capacity. 
They play an important role in gastric carcino-
genesis, proliferation, migration, invasion and 
metastasis and are involved in resistance to che-
motherapy. Numerous studies indicate that stem 
cell-related signaling pathways (such as Wnt, 
Notch, Hedgehog, PI3K, and BMP) are activated 
in the occurrence and development of gastric 
cancer. Inhibition of tumor self-renewal-related 
signaling pathways can significantly improve 
the prognosis of patients with gastric cancer. 
In this paper we will review the roles of these 
cancer stem cell-related signaling pathways in 
gastric cancer.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要 
肿瘤干细胞是肿瘤组织中一群具有自我更新
和多向分化能力的干细胞亚群. 胃癌干细胞
在胃癌的发生、增殖、迁移、侵袭及转移中
起重要作用, 并参与了化疗耐药. 大量的研究
表明干细胞相关信号通路(如: Wnt、Notch、
Hedgehog、PI3K/AKT和BMP等)在胃癌的发
生与发展中被激活. 抑制相肿瘤自我更新相关
信号通路则明显改善胃癌患者的预后. 本文就
上述肿瘤干细胞相关信号通路在胃癌中的作
用研究作一综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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BMP

核心提示: 本文着重阐述了肿瘤干细胞相关信

号通路(Wnt、Notch、Hedgehog、PI3K/AKT和

BMP)在胃癌的发生发展、侵袭转移及化疗耐药

中的作用, 并阐述了这些通路与胃癌干细胞的关

系, 为胃癌治疗提供了新的思路及治疗策略.

席小龙, 姜波健, 俞继卫. 肿瘤干细胞相关信号通路在胃癌发生

发展中的研究进展.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 494-500 

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/494.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.494

0  引言

在实体肿瘤中存在小部分具有干细胞特性即自

我更新和多向分化能力的干细胞亚群, 这部分

细胞亚群被称为肿瘤干细胞(cancer stem cells, 
CSCs). CSCs在一定条件下, 可以分化成多种功

■背景资料
胃癌是世界范围
内最常见的恶性
肿瘤之一, 最新数
据 统 计 表 明 ,  胃
癌在癌症相关肿
瘤 死 亡 中 居 第 3
位. 胃癌的发病率
高、进展快, 手术
治疗后易复发和
转移成为胃癌治
疗的难题. 胃癌干
细胞相关信号通
路的改变是导致
胃癌侵袭、转移
及化疗耐药的主
要原因.

■同行评议者
徐 泱 ,  副 主 任 医
师, 上海复旦大学
附属中山医院
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能细胞. 肿瘤干细胞最早由Dick等[1]在白血病

的研究中得到证实, 后来相继有研究报导在体

内多种器官实体瘤中发现肿瘤干细胞, 如: 结肠

癌、肝癌及脑肿瘤[2-4]. 肿瘤干细胞对肿瘤的存

活、增殖、转移、复发及化疗耐药性中都有着

重要影响. 大量研究表明肿瘤干细胞相关信号

通路(如: Wnt、Notch和Hedgehog等)与胃癌的发

生与发展有密切关系[5-7]. 肿瘤干细胞相关信号

转导通路的阐明, 必将给肿瘤干细胞的治疗带

来新的希望, 从而最终治愈肿瘤. 

1  胃癌干细胞

寻找胃癌干细胞(gastric cancer stem cells, GC-
SCs)特异性标志物或基因一直是胃癌研究的重

点. 最近国外研究初步显示, CD133、CD44、
Musashi-1及β1-integrin等可能是胃肠肿瘤干细

胞候选标志物, 这些标志物阳性的肿瘤细胞与

其他普通肿瘤细胞相比, 在动物体内具有更高

的致瘤潜能, 在体外则具有较高的增殖、克隆

形成能力及侵袭能力. 
最早关于胃癌干细胞的来源目前有两种

观点: 一种是胃癌干细胞来源于正常的胃干细

胞(gastric stem cells, GSCs), 另一种观点认为

胃癌干细胞起源于骨髓源性细胞(bone marrow 
derived cells, BMDCs). 胃癌干细胞研究主要使

用CD133、CD44等作为胃癌干细胞表面标志

物. Hashimoto等[8]在对189例胃癌患者的研究

中发现, 在细胞质阳性表达CD133的胃癌细胞

与阴性表达的胃癌细胞相比具有更高的致瘤能

力, 并与癌症的进展、化疗耐药、复发及预后

呈正相关. 研究还表明CD133的表达与缺氧诱

导因子1-α(hypoxia inducible factor 1-α, HIF1-α)
的表达相关. 而Lee等[9]研究发现CD133的表达

与化疗耐药和胃癌复发有关. Zieker等[10]在对

MKN45胃癌细胞株的研究时发现, 当把分选后

的胃癌细胞接种到裸鼠体内观测肿瘤的形成时, 
CD44+组可在体内形成肿瘤, 而CD44-组则不能

成瘤[10]. Takaishi等[11]研究发现, 在胃癌细胞株

MKN-45、MKN-74和NCI-N87中, CD44+组细胞

具有干细胞的自我更新和产生有差异的后代的

能力, 并能产生CD44-细胞. 而当使用shRNA干

扰CD44+细胞后, 其克隆球形成能力明显降低, 
克隆求体积与未干扰组比明显缩小. 而CD44-组

细胞的致瘤和成瘤能力明显低于CD44+组. 

2  相关信号传导通路

微环境中产生的信号通路(Wnt、Hedgehog、

Notch、PI3K和BMP信号通路等)调控胃干细胞

特性、细胞的迁移及分化. 多种复杂因素(PI3K/
AKT信号通路、Wnt信号通路异常等)导致胃干

细胞恶性转化为胃肿瘤干细胞, 后者无限制的

克隆化是启动胃癌发生、发展的关键所在. 
2.1 Notch信号通路 哺乳动物Notch通路包括一

个保守的跨膜受体家族(Notch1-4)和一些与之相

互作用的特异性配体(DLL1、DLL3、DLL4、
Jagged1和Jagged2), 通过配受体见得相互作用

进而来调节细胞的命运. Notch受体是一种跨膜

蛋白, 含有一个细胞外段(可与表皮生长因子样

配体结合)和一个细胞内段(intracellular domain, 
ICD). Notch配体也是一种跨膜转运蛋白, 因此

Notch信号通路的激活发生在细胞间的直接接

触. 将Notch配体结合到Notch受体胞外部分后

触发两个连续的蛋白水解酶(a disintegrin and 
metalloprotease, ADAM酶和γ-分泌酶)裂解受体, 
释放一个活跃的细胞内段(notch intracellular do-
main, NICD). NICD是Notch受体的活化形式, 可
以转移到细胞核, 在细胞核NICD被装配成一个

大的转录激活复合物并与保守的转录因子CSL
相互作用, 激活CSL依赖的下游基因转录, 如: 
HES/HEY、NF-κB、PI3K、AKT、cyclinD1、
p21和p27 [12]. Notch信号通路在许多肿瘤的自我

更新中的作用已被证实, 如乳腺癌、成神经管

细胞瘤、胰腺癌[13]. 虽然在胃癌干细胞中没有

直接的证据支持Notch的作用, 但Notch信号的异

常激活被发现. 大约75%的早期胃癌表达Notch
配体Jagged1, 并与胃癌的组织侵犯及患者的生

存率相关[5]. 该研究还发现Notch信号促进胃癌

细胞的集落形成、迁移和侵袭部分是通过环氧

合酶2(cyclooxygenase-2, Cox-2)起作用的. 另外

一项研究[14]显示Notch信号通过表达Twist和信

号转导和转录激活因子3(signal transducer and 
activator of transcription, STAT3)促进胃癌的发

展. Yao等[15]在研究研究胃癌细胞株SGC7901
时发现, 细胞外信号调节激酶1/2(ERK1/2)抑制

剂P D98059可增强组蛋白去乙酰化酶抑制剂

(histone deacetylase inhibitor, HDACI)曲古抑

菌素A(trichostatin A, TSA)诱导的细胞生长停

滞、细胞凋亡和p21WAF1 /CIP1基因活化. 因此, 
PD98059联合TSA可为胃癌患者提供一个新的

治疗策略. 另有研究表明, CD44+胃癌干细胞与

CD44-胃癌细胞相比, 增殖能力增加, 而增殖能

力的增加与Notch1的高表达有关. 另外CD44+胃

癌干细胞有更强的体外克隆球形成, 更高的体

■研发前沿
本文主要探讨了
肿瘤干细胞相关
信号通路的激活
在胃癌发生发展
中 的 作 用 ,  阐 明
了相关通路在胃
癌中的作用机制, 
可为胃癌的治疗
提供一定的参考
价值.  
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内致瘤能力, 并与微血管密度相关. 而榄香烯β
在体外可通过抑制Notch1抑制胃癌干细胞的生

长, 在体内通过干扰Notch1的表达抑制肿瘤的生

长并减少肿瘤的血管浸润[16]. 
2.2 Wnt信号通路 Wnt通路有两条, 一条是经典

的Wnt通路, Wnt信号通过β-连环蛋白通路参与

决定细胞的命运. 另一条非经典Wnt信号通路, 
Wnt信号通过一个独立的β-连环蛋白通路, 参与

细胞的运动和极性. 虽然很多研究显示了其在

胚胎行程中的重要作用, 但很少有关于其在癌

干细胞生物学中作用的研究. 在经典的Wnt信
号通路中, Wnt配体结合受体复合物Frizzled和
LRP5/6(低密度脂蛋白受体家族成员), 稳定β-连
环蛋白信号. 在没有Wnt信号时, β-连环蛋白结

合于蛋白APC和Axin上, 形成一个降解复合物. 
在降解复合物的参与下, β-连环蛋白连续地被

CK1和GSK3β上保守的丝氨酸和苏氨酸残基的

磷酸化. 磷酸化的信号募集含β-TrCP的E3泛素

连接酶, β-连环蛋白随后被相关蛋白水解酶水

解. 在存在Wnt信号时, Wnt结合Frizzled/LRP5/6
受体复合物, 激活蛋白Dishevelled(Dvl), Dvl可
阻断降解复合物的形成, 从而阻止了β-连环蛋

白的磷酸化而保持了其稳定性, 使β-连环蛋白

在细胞质中积累. 细胞质中积累的β-连环蛋易

位到细胞核内, 取代阻遏蛋白Groucho和组蛋白

去乙酰化酶(histone deacetylase, HDAC), 并与

TCF/LEF转录因子结合, 激活Wnt相关靶基因(如
c-myc、cyclinD1 )的表达. Wnt信号通路在肿瘤

干细胞自我更新能力中的重要作用已经在多种

恶性肿瘤中被证实, 如结肠癌、乳腺癌、白血

病[17]. Cai等[6]研究发现, 使用Wnt信号通路抑制

剂DKK-1可降低胃癌MKN-45细胞系干细胞克

隆球中细胞的自我更新能力, 而使用Wnt通路

激活剂氯化锂则可提高胃癌干细胞的自我更新

能力. Oshima等[18]对小鼠动物实验的研究表明

Wnt信号通路在胃癌的发展中起重要作用. 该
研究发现携带K19-Wnt1的转基因小鼠在胃黏

膜表达WNT1, 使用角蛋白19(keratin 19, K19)启
动子, 显著地抑制癌前病变上皮细胞的分化. 而
携带K19-Wnt1 /C2mE复合基因的小鼠在胃组织

中表达Cox-2和其下游的分子微粒体前列腺素

E合酶1(microsomal prostaglandin E synthase-1, 
mPGES-1), 使胃的黏液细胞出现化生, 进一步出

现非典型增生及胃肿瘤. 最近一项研究表明, 携
带Wnt通路拮抗基因Dickkopf-1(DKK1)的腺病

毒Ad5/35-DKK1转染CD44+细胞后, 可有效的抑

制内源性的Wnt信号的表达. DKK1的过表达抑

制CD44+细胞的生存、克隆球形成和侵袭能力, 
而这种抑制作用可被GSK-3特异性抑制剂BIO-
acetoxime逆转. 更重要的是, 引入DKK1可消除

CD44+细胞的体内成瘤能力. 而腺病毒Ad5/35-
D K K1对正常组织起源细胞只有很小的不良

反应[19]. Huang等[20]发现, 促红细胞生成肝细胞

A2(EphA2 )基因可通过Wnt通路促进胃癌细胞出

现上皮间质转化(epithelial-mesenchymal transi-
tion, EMT). 该研究发现在胃癌细胞系SGC7901
和AGS中, 过表达EphA2可上调EMT相关基因

(如: N-cadherin、Snail和β-catenin )的表达, 降
低E-cadherin的表达, 与此同时Wnt通路靶基因

TCF4、Cyclin-D1和c-Myc表达也增加, 而使用

EphA2的特异性shRNA干扰后得出了相反的结

果. 另外, 在EphA2过表达组中使用Wnt通路抑

制剂XAV939降低Wnt通路相关蛋白表达的同时

可降低EphA2及EMT相关蛋白的过表达, 而在

EphA2沉默组使用Wnt通路激活剂LiCI可增加

EphA2及EMT相关蛋白的表达. 
2.3 Hedgehog信号通路 Hedgehog(Hh)信号通

路最初在果蝇的胚胎发育研究中被发现 .  哺
乳动物Hh通路包括Sonic(SHH)、Desert(DHH)
和 I n d i a n ( I H H ) 3 种配体 ,  细胞膜受体

Patched(PTCH1/2)、G蛋白偶联受体、信号转导

蛋白Smoothened(SMO)和下游基因表达调节蛋

白GLI1、GLI2和GLI3. 在没有Hh信号存在时, 
GLIs为信号通路的抑制剂. 在没有相关配体存在

时, PTCH1抑制SMO, 阻断GLI的调节作用. 当Hh
配体与受体PTCH结合时, 可释放被抑制的信号

转导蛋白SMO, SMO进而诱导GLI的表达. GLIs
作为激活剂或抑制剂调节相关蛋白(如: c-myc和
cyclinD1等)的表达. Hh信号在癌症干细胞中的作

用已经在许多癌症, 包括多发性骨髓瘤、胶质母

细胞瘤、胰腺癌等被描述[21]. 而在胃癌中, Song
等[22]研究表明, Hh信号在维持胃癌干细胞特性

中起重要作用. 他们发现在胃癌肿瘤干细胞球

落中Hh信号过表达, 应用环杷明或5E1抗体干

扰H h信号通路可降低胃癌细胞的自我更新能

力. Zhang等[7]从胃癌细胞株AGS中分离提取的

CD44+CD24+胃癌细胞具有自我更新和多向分化

潜能, 而且与CD44-CD24-对照组相比表达Hh通
路信号分子(包括SHH、PTCH1和GLI3)升高. 另
外一项在对41例胃癌患者的胃癌组织标本研究

中发现[23], Hh信号通路的激活与胃癌患者的预

后有关. 该研究显示在癌组织中的免疫组织化

■创新盘点
本 文 重 点 详 细
介 绍 了 W n t 、
Notch、Hedge-
hog、PI3K/AKT
和BMP信号通路
在胃癌中的最新
研究进展, 信号通
路阐述较齐全、
新颖, 基本代表了
目前的最新研究
结果.
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■应用要点
通过本文的研究, 
可为胃癌的临床
治疗提供新的思
路, 比如使用化疗
药物联合信号通
路抑制剂治疗耐
药性胃癌.

学中, Hh信号通路相关分子表达增高, 但与肿瘤

的临床病理因素没有显著的相关性. PTCH1与
肿瘤分化型患者的不良预后相关. SHH和PTCH1 
mRNA水平高与不良预后相关, 多因素分析显

示PTCH1 mRNA水平升高是肝转移的独立预后

因素. 大量研究表明Hh信号的过度表达促进胃

癌细胞的增殖和生存, 而且与胃癌的低分化、

侵袭性呈正相关[24-26]. Lee等[27]发现, 512例胃癌

患者组织样本中分别有105例(20.0%)、83例
(16.3%)、130例(25.5%)、61例(12.0%)和206例
(40.8%)阳性表达IHH、PTCH1、GLI2、SMO和

FOXA2基因. PTCH1在中高等分化程度胃管状

腺癌、肠型胃癌和分期较低的胃癌中表达较高, 
GLI2与淋巴管血管浸润及肠型胃癌的发生相关. 
多变量分析研究发现癌肿分期高和PTCH1阴性

表达分别是胃癌患者低总体生存率的独立影响

因子(P <0.001, 0.045). 而IHH、SMO和FOXA2
的表达与肿瘤的临床病理分期及对患者预后的

影响无统计学意义. 另有研究发现人硫酸酯酶

1(HSulf-1)可通过抑制Hh通路抑制胃癌细胞株

MKN28细胞的增殖和生长. HSulf-1可抑制GLI
介导的转录并下调Hh包括GLI1、PTCH1/2、
HHIP、CCND1、C-myc和BCL-2等下游靶基因

的表达[28]. 
2.4 PI3K/AKT信号通路 PI3K/AKT通路即磷脂

酰肌醇3激酶/蛋白激酶B信号通路. PI3K是细胞

内重要的信号转导分子, 主要由催化亚基P110
和调节亚基P85组成. AKT即蛋白激酶B, 是一

种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶. 在生长因子、细胞

因子、激素等细胞外信号刺激作用下, PI3K被

激活, 使细胞膜磷酸肌醇磷酸化, 产生3,4二磷

酸磷脂酰肌醇(phosphatidylinositol biphosphate, 
PIP2)、3,4,5三磷酸磷脂酰肌醇(PIP3), PIP2、
PIP3作为第二信使在细胞质内与AKT结合, 促
进AKT的Ser473和Thr308位点磷酸化而激活

AKT, 激活的AKT通过促进mTOR、BAD、

GSK3、Caspase3等下游底物的磷酸化而发挥生

物学效应, 如细胞增殖、凋亡等. 在肝细胞癌、

乳腺癌、胶质瘤、急性髓系白血病等肿瘤中, 
PI3K/AKT信号通路参与了肿瘤干细胞的增殖、

分化及化疗耐药[29-32]. 在胃癌中, PI3K/AKT信号

通路的激活与抑制与胃癌细胞的增殖、化疗耐

药等密切相关. Dun等[33]研究发现, 霉酚酸通过

抑制PI3K/AKT/mTOR通路的激活抑制胃癌细胞

株AGS的细胞增殖. 而在胃癌细胞株SGC7901、
AGS中, 高表达磷酸化的AKT可因细胞黏附分

子L1(L1cam )基因的干扰而降低, 而在细胞株

HGC27、MKN28中, 低表达磷酸化的AKT可因

L1cam基因的过表达而上调. 裸鼠体内实验显

示, L1cam促进肿瘤细胞的侵袭及迁移作用可因

干扰L1cam的表达或用LY294002(PI3K抑制剂)
抑制PI3K/AKT激活而被抑制[34]. 另有研究表明, 
用LY294002抑制AKT的表达可恢复胃癌细胞因

转录因子FOXO1的过表达而导致的顺铂耐药[35]. 
在幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感
染相关的胃癌细胞株AGS中, 含缬酪肽蛋白通

过PI3K/AKT通路降低细胞的监管作用而逃避细

胞凋亡[36]. 
2.5 BMP信号通路 BMP即骨髓形态发生蛋白

(bone morphogenetic protein), 属于转化生长因

子β(transforming growth factor β, TGF-β)超家

族的成员之一, 分布于人体多种组织及细胞中. 
BMP与BMP受体的细胞膜外结构域结合, 激活

SMAD1、5、8蛋白, 随后结合SMAD4蛋白形成

SMAD蛋白复合物, 进入细胞核与转录因子结合调

节基因的表达. BMP信号通路的激活与肺癌[37]、

乳腺癌[38]、肾细胞癌[39]、结直肠癌[40]等密切相

关. 在胃癌中, Zhang等[41]研究表明, BMP-2可
抑制胃癌细胞的生长, 使G1期细胞增加, 使S期
的细胞减少. 另有报道显示, 在弥漫型胃癌中, 
BMP-2和BMP-4的表达抑制细胞的增殖[42]. 在
对胃癌侵袭及转移的研究中, Kang等[43]研究发

现PI3K/AKT、ERK通路参与了BMP-2介导的

胃癌细胞运动及侵袭. 最新一项研究发现, 在巨

噬细胞与胃癌细胞共培养时, 巨噬细胞可通过

TGF-β/BMPs通路上调胃癌细胞侵袭相关基因

的表达而提高胃癌的侵袭能力, 而抑制TGF-β/
BMPs通路则下调胃癌细胞侵袭相关基因的表

达及胃癌的侵袭能力[44]. 

3  肿瘤微环境与胃癌

肿瘤微环境由多种细胞(如间充质细胞、血管内

皮细胞、肿瘤相关成纤维细胞、脂肪细胞、炎

症细胞等)、细胞外基质及多种细胞生长因子、

趋化因子、激素、酶等组成. 目前越来越多的

研究表明, 胃癌微环境与胃癌的发生发展及胃

癌干细胞通路的激活密切相关. Donnelly等[45]发

现, 激活SHH通路可介导骨髓源性间充质干细

胞(bone-marrow-derived mesenchymal stem cells, 
BM-MSCs)的增殖, 并可促使其转移到胃上皮, 
促进胃癌的发展[46]. 另有研究研究表明, BM-
MSCs可激活WNT和TGF-β信号通路, 为胃癌干
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细胞特性的维持及胃癌的发展提供有利的肿瘤

微环境. 

4  H. pylori 与胃癌

H. pylori是一种螺旋状、革兰染色阴性的微需

氧菌, 定居于几乎一半人类的胃上皮细胞中. H. 
py lor i感染胃上皮细胞可导致急性胃炎症, 进
一步发展可导致慢性胃炎、肠上皮化生, 最终

导致了胃癌的发生[47,48]. 有报道表明H. pylori与
CSCs相互作用调节胃癌的发生与发展[49]. 最新

研究发现, H. pylori可通过细胞毒素相关基因

A(cytotoxin-associated gene A, CagA )的表达促进

胃上皮细胞出现EMT, 并表达肿瘤干细胞标志

物CD44, 感染H. pylori的胃上皮细胞的迁移、侵

袭能力增强. 在体外, 只在H. pylori诱导的CD44+

细胞出现间质细胞表型, 而CD44-细胞中没有出

现间质细胞表型. 小鼠体内试验显示, 与CD44-

细胞相比, CD44+细胞具有更高的成瘤能力[50]. 

5  结论

通过寻找特异性干细胞标志物如CD133、CD44
等分离筛选胃癌干细胞并针对性消除这些细胞

有利于胃癌的治疗. 已有很多证据表明在胃癌

中多种信号转导通路的调节出现异常. 然而这

些信号通路在胃癌发生发展中的相对重要性以

及激活时间先后顺序仍未研究透彻. 这些细胞

信号通路的激活或抑制导致多种胃癌恶性表

型的发生发展, 如细胞增殖力的增加、细胞抗

凋亡和侵袭力的增强. 阐明这些信号通路的激

活时间及作用机制, 有助于抗胃癌药物的开发

及应用. 胃癌细胞中信号转导系统是一个复杂

的、相互作用的网络体系, 目前大部分靶向治

疗药物一般仅能针对一个靶点发挥效应, 疗效

都不确切, 因此多靶点联合用药将是胃癌分子

靶向治疗的热点研究方向. 因此我们预测, 依据

不同类型胃癌的信号通路异常改变, 针对性地

通过靶向治疗同时抑制多种信号通路可能会提

高胃癌治疗的效果, 改善患者的生存和预后, 并
且可能阻止胃癌化疗耐药性的发生及发展. 
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Abstract
Long non-coding RNAs (lncRNAs) are a group 
of RNA molecules which are longer than 200 
nucleotides. They do not contain functional 
open reading frames and can not encode pro-
teins. A large number of transcribed lncRNAs 
in the genome are becoming the new hot spot 
in cancer research after microRNA due to their 
carcinogenic and tumor suppressor properties. 
Recently, several studies indicated that lncRNAs 
participate in epigenetic modification and play 
an important role in gene expression regulation. 
LncRNAs were related to gastric carcinoma de-
velopment, invasion and metastasis. Further re-
search on the relationship between lncRNAs and 
gastric carcinoma may provide new strategies 
for gastric carcinoma prevention, diagnosis and 
treatment. This article reviews the latest studies 
on lncRNAs in gastric carcinoma.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
长链非编码RNA(long non-cod ing RNA, 
lncRNA)是一类长度大于200核苷酸, 缺少特
异开放阅读框, 不具备蛋白质编码功能的一
类RNA分子. 在基因组中大量转录的lncRNA, 
因其在致癌与抑癌途径中显露出的潜在作用, 
成为继微RNA(microRNA, miRNA)后肿瘤研
究的新热点. 近年来研究显示, lncRNA参与表
观遗传修饰, 在基因表达调控中起重要作用, 
lncRNA与胃癌的发生、发展、肿瘤侵袭、转
移密切相关. 深入研究lncRNA与胃癌的发病
关系有望为胃癌的预防和诊治提供新的策略. 
本文结合国内外最新报道, 对lncRNA在胃癌
中的研究进展作一综述.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 长链非编码RNA(long non-coding 
RNA, lncRNA)是当前分子生物学和遗传性研究

的热门. 已有研究表明lncRNA与癌症的发生、

发展、转移、复发存在密切关系, 近年来, 关于

lncRNA与胃癌之间的关系的研究初步显示, 许多

lncRNA在胃癌发生发展、转移中起重要作用.

胡谦, 胡小云. 长链非编码R N A在胃癌中的研究进展.  世界

华人消化杂志  2014; 22(4): 501-507 URL: ht tp: / /www.
wjgnet.com/1009-3079/22/501.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i4.501

0  引言

全球癌症统计中, 胃癌发病率排名第4位, 亚洲

胃癌患者占全球总数的60%, 中国胃癌患者在亚

洲又是最多的[1-3]. 尽管诊断技术在不断提高, 以
手术治疗为主的综合治疗手段越来越丰富(包
括化疗、靶向治疗等), 但胃癌仍旧是全球第二

■背景资料
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non-coding RNA, 
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研究的新热点. 深
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胃癌的发病关系
有望为胃癌的预
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的策略. 
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大癌症致死性疾病[4]. 因此, 探索胃癌发生发展

的分子机制, 寻找可靠的生物标志物作早期诊

断依据和可靠的治疗靶点, 提高胃癌患者的生存

期显得尤为迫切. 在基因组中大量转录的长链非

编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA), 因其

在致癌与抑癌途径中显露出的潜在作用, 成为继

microRNA后肿瘤研究的新热点.  

1  lncRNA概述   

基因组测序工程显示人类基因组包括约20000
种蛋白编码基因, 仅占总基因的约2%, 超过90%
的转录子是非编码RNA. 非编码RNA不具有开

放阅读框, 无蛋白翻译功能. 根据非编码RNA
的长短分为三种类型, 长链、中链、短链非编

码RNA. lncRNA是一类转录本长度大于200个
核苷酸不编码蛋白质的RNA分子, 短链RNA是

一类转录本长度界于18-25个核苷酸不编码蛋

白质的RNA分子[5-7], microRNA属于短链RNA, 
已有研究证实microRNA不仅在基因调控中起

关键作用, 而且在癌肿中扮演重要角色 [8]. 继
microRNA后, lncRNA的研究已然成为当前全

球生物研究的热点. 近来研究表明, 在人类机

体中, 估计有15000种lncRNA, 大部分lncRNA
显示了不同的组织特异性 [9]. l n c R N A具有不

同的亚细胞定位, 并在不同的细胞定位中起不

同的作用, 尤其是在细胞核中. 根据他们在基

因组上相对于蛋白编码基因的位置和特征, 可
将lncRNA分为五大类: (1)正义lncRNA(sense 
lncRNA): 与同一条链上蛋白编码基因转录方

向相同; (2)反义lncRNA(anti-sense lncRNA): 与
同一条链上蛋白编码基因转录方向相反; (3)
双向lncRNA(bidirectional lncRNA): 可同时向

同一条链上蛋白编码基因转录方向相同或相

反的方向转录; (4)基因内lncRNA(intronic ln-
cRNA): 从基因的内含子区转录得到; (5)基因间

lncRNA(intergenic lncRNA): 从两个基因间的区

域转录得到, 即lincRNA[10].  

2  lncRNA与肿瘤

LncRNA发现时被认为是转录噪音, 但越来越多

的研究表明, lncRNA不仅参与多种生物学进程

及扮演多种角色(如剪接、转录干扰、转录后

调控、基因组印迹、染色质修饰、细胞周期调

控、表观遗传学调控、免疫监视等)[11,12], 而且

广泛参与机体的生理和病理过程. 研究证实, 异
常的lncRNA表达跟许多疾病相关[13,14], 能够导

致包括肿瘤在内的多种疾病[15,16], 尽管具体的机

制尚不清楚, 但在不同的癌肿中, 许多lncRNA扮

演着双重角色, 即致癌及抑癌. 因此, 在庞大的

与癌肿相关的机制网络中, 探究与癌症相关的

lncRNA以及lncRNA在癌肿形成、转移、肿瘤

耐药中的分子生物学机制显得尤为重要.  

3  lncRNA与胃癌的关系  

已有研究表明lncRNA与癌症的发生、发展、

转移、复发存在密切关系[17,18], 近来, Cao等[19]利

用生物信息学方法筛查80对胃癌病理组织和正

常胃组织中lncRNA表达的情况. 首先, 他们从

GEO(Gene Expression Omnibus)下载了2套公开

发表的针对胃癌的外显子序列, 又下载了关于

相关对应的正常胃组织的数据. 然后, 将外显子

序列重新注解, 做成新的探针, 获取探针回馈的

lncRNA基因水平. 最终发现, 有88种lncRNA在

胃癌组织中异常表达. 王亚芳等[20]的研究发现缺

氧诱导的胃癌细胞与常氧的胃癌细胞比较, ln-
cRNA表达谱发生显著变化, 提示差异性表达的 
lncRNA可能参与了缺氧环境下胃癌细胞多种恶

性表型的变化. 近年来, 关于lncRNA与胃癌的关

系出现许多研究, 研究初步显示, 许多lncRNA在

胃癌发生发展、转移中起重要作用.  
3.1 lncRNA-GACAT1 lncRNA-GACAT1(gastric 
cancer-associated transcript 1)长度为577核苷

酸, 缺乏完整的开放阅读框, 由位于染色体2上
的GACAT1基因编码. Sun等[21]对78例胃癌组

织进行研究, 发现与正常组织相比, lncRNA-
AC096655.1-002在59%(46/78)的胃癌组织中低

表达. 对临床病理资料研究显示AC096655.1-002
与TNM分期有关, 其表达水平可对胃癌的远处

转移(P <0.001)、肿瘤分化(P <0.05)和浸润深度

(P <0.05)具有明显的预测作用. 在Sun的研究发

表不久后, AC096655.1-002被基因命名委员会

(HUGO Gene Nomenclature Committee, HGNC)
命名为GACAT1[22]. Sun的研究提示GACAT1在
胃癌中的诊治中具有潜在的应用价值.  
3.2 lncRNA-H19 H19基因系母系等位基因, 父
系印迹, 在哺乳动物中呈现进化上的保守性, 是
最早被鉴定的印迹基因之一. H19基因位于人染

色体11p15.5, 共有5个外显子及4个内含子, H19
基因编码一个2.3 kb的非编码RNA分子, 命名为

H19, H19是第一个发现与癌症相关的lncRNA. 
H19在胚胎发育期呈高表达, 主要集中表达于

内胚层及中胚层来源的组织, 出生后H19的表

■研发前沿
本 文 结 合 国 内
外 最 新 报 道 ,  对
lncRNA在胃癌中
的研究进展作一
综述, 为将来研究
提供理论支持.
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达降低, 仅在心肌及骨骼肌中有一定的表达[23]. 
H19 /Igf2印迹基因隶属于一个基因印迹群, 在进

化上具有高度的保守性. H19基因为母源性印迹

基因, 而Igf2基因为父源性印迹基因, 两者相距

90 kb, 皆受H19基因上游4 kb处差异甲基化区

(differentially methylated region, DMR)或印记调

控区(imprinting control region, ICR)调控[24].  
一些研究证实H19在一些癌症中高表达, 存

在致癌作用, 比如乳腺癌[25], 也有一些研究表明, 
H19在一些癌症中低表达, 比如肝癌[26]. H19在
不同肿瘤中扮演致癌与抑癌的双面角色, 这种

矛盾角色可能与H19本身的功能多样性以及组

织特异性有关[27]. 为了探究H19与胃癌的关系, 
Yang等[28]应用RT-PCR检测了胃癌组织和正常胃

组织中lncRNA H19的表达水平, 结果显示, H19
在胃癌组织中的表达升高. 体外细胞试验发现

过表达H19明显促进胃癌AGS细胞的增长, 而利

用siRNA沉默H19表达后则可诱导胃癌AGS细
胞的凋亡. 表明了lncRNA H19在胃癌生长分子

病因学中的重要性. 另外, 为了探究H19导致癌

细胞增殖的机制, Yang等[28]利用免疫沉淀方法, 
在AGS胃癌细胞株中利用抗体结合P53, 结果发

现P53与抗体结合后, 细胞株AGS的H19表达明

显上调, 体外细胞功能实验发现H19不仅能结合

P53, 而且可以抑制P53的活性并降低P53下游靶

基因Bax (凋亡相关基因)的水平, 从而促进胃癌

细胞增殖和逃逸凋亡. Song等[29]的研究同样证

实, H19在胃癌组织中的表达明显高于非肿瘤

组织. Song等[29]的体外细胞试验和Yang等[28]的

研究结果一样, 在胃癌细胞株, H19明显高表达. 
Arita等[30]的研究也证实, 胃癌患者的血清H19水
平比对照组(正常人血清)的升高. 通过这些研究

初步表明lncRNA H19参与胃癌生长分子病因学

中的机制, 深入研究, 可能揭示H19在胃癌诊治

中的应用价值.  
3.3 HOTAIR HOX转录反义RNA(HOX transcript 
antisense RNA, HOTAIR)是第一个被发现具有

反式转录调控作用的lncRNA, 定位于12q13.13, 
其功能片段位于5'端1-300 n t和3'端1500-2146 
nt区域, HOTAIR不编码蛋白, 而是作为一个分

子支架, 结合至少2个不同的组蛋白修饰复合

物: (1)5'端结合多梳抑制复合体2(polycomb re-
pressive complex 2, PRC2), 介导染色体组蛋白

H3K27甲基化(histone H3 tri-methylated at lysine 
27, H3K27me3); (2)3'端结合组蛋白赖氨酸去甲

基化酶(lysine specific demethylase1, LSD1), 介

导染色体组蛋白H3K4Me2的去甲基作用(histone 
H3 dimethyl Lys4, H3K4me2). HOTAIR并介导

这2种复合体结合到特异性的基因组位点, 位于

染色体2的HOXD是PRC2的一个靶点, 与HOXD
结合后使该位点上一段40 kb的区域发生转录沉

默[31]. Gupta等[32]研究发现在乳腺癌中, 发生上

述联级反应导致乳腺上皮细胞的基因表达方式

变得更类似于胚胎成纤维细胞, 而且肿瘤转移

能力表现出某种程度上依赖于PRC2而增强, 针
对HOTAIR进行siRNA干扰, 能够抑制肿瘤转移, 
尤其是在PRC2过度活跃的细胞中. 已有研究发

现结直肠癌、胰腺癌、非小细胞肺癌、鼻咽癌

与HOTAIR相关[33-36]. 为了探究HOTAIR与胃癌

的关系, Endo等[37]研究发现, 与正常胃组织对比, 
胃癌组织中HOTAIR显著高表达, 而且对临床

资料研究显示HOTAIR高表达与淋巴结转移、

血管侵犯、生存期短成正相关性. 这些对临床

资料的研究结果与Hajjari等[38]和Xu等[39]的研究

结果一致. 但是, Endo的实验并未显示HOTAIR
表达与胃癌细胞生长存在明显关系, 与H19不
同. 活体动物实验, NOG鼠建模, 结果显示NOG 
HOTAIR阳性组与NOGHOTAIR阴性组对比, 二
者肿瘤生长无明显差异, 但HOTAIR的高表达

与胃癌肝转移率升高相关, 而沉默HOTAIR, 胃
癌腹膜转移率降低, 动物实验同样显示了HO-
TAIR与胃癌转移的关系. Xu等[39]的研究还采用

siRNA干扰技术, 在胃癌AGS细胞株使HOTAIR
沉默, 结果显示AGS细胞株的侵袭力显著减弱, 
将HOTAIR转染至AGS胃癌细胞株中并表达, 结
果显示, 这些AGS胃癌细胞株的繁殖情况和凋

亡情况较无转染的AGS细胞株无明显差别. 以
上研究结果提示HOTAIR参与胃癌转移中的分

子病因学机制, 可能与原发癌灶生长无明显关

系. 为了探究胃癌组织中HOTAIR高表达的机制, 
Hajjari等[38]的研究初步显示HOTAIR与SUZ12基
因存在一定关系, 具体机制有待进一步研究. 为
了探究胃癌组织中HOTAIR高表达与胃癌侵袭

力提高相关的作用机制, Xu等[39]采用RT-PCR技
术, 结果显示HOTAIR表达与ICAM-1及MMPs家
族相关(包括MMP1、MMP3、MMP9), HOTAIR
沉默后MMP1、MMP3表达显著下降. 另外, 细
胞试验证实HOTAIR上调将促进胃癌细胞的上

皮间充质转化(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT), 这又可使胃癌细胞侵袭能力增加, 沉默

HOTAIR可使EMT逆转. Xu等的研究还显示: 利
用HOTAIR高表达来作为预测是否存在淋巴结
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转移的指标, 其诊断性ROC曲线下面积达到0.8, 
提示HOTAIR高表达有很好的预测淋巴结转移

的价值. 他们采用多因素分析显示HOTAIR表达

可作为总生存的独立预后因素; 在淋巴转移分

级为N2、N3a的胃癌患者中, HOTAIR低表达的

患者相比HOTAIR高表达的患者, 中位生存时间

显著延长.      
总之, HOTAIR在胃癌中表达与胃癌转移相

关, 具体机制有待进一步研究, 研究结果初步显

示HOTAIR可较好的预测淋巴结转移和预后, 有
较大的潜在临床应用价值.  
3.4 CCAT1 近来Nissan等[40]的研究显示结肠癌

病理组织中l ncRNA-CCAT1较结肠正常组织

表达显著增高. Yang等[41]的研究发现lncRNA-
CCAT1(colon cancer associated transcript 1)在
胃癌组织中也呈高表达 ,  并且临床病理资料

研究显示CCAT1在胃癌组织中的表达与胃癌

原发癌灶大小、淋巴结转移、远处转移相关. 
活体动物试验研究显示 ,  通过染色质免疫共

沉淀技术证实在CCAT1启动子区域, c-Myc和
E-box(enhancer-box)的相互作用激活CCAT1的
表达, 体外细胞研究显示CCAT1的表达与胃癌

细胞的增殖和迁移密切相关.  
3.5 MEG3 母系印记基因3(maternal imprinted 
genes 3, MEG3 )是首次由Miyoshi等[42]在2000年
发现的, MEG3 lncRNA长约1.6 kb, 缺乏完整的

开放阅读框, 由位于染色体14q32上的MEG3基
因编码. 在多种正常组织中均有表达, 在脑膜

瘤、结肠癌、鼻咽癌以及白血病等多种肿瘤

中其表达水平降低或出现缺失. 此外, 还发现

异位表达MEG3可抑制不同种类的人类癌细胞

系的生长, 可能是潜在的肿瘤抑制基因[43]. 目前

对MEG3基因的功能尚不完全清楚, 特别是对

MEG3基因编码的lncRNA-MEG3在胃癌中是如

何发挥作用的还知之甚少. 为了研究其在胃癌

中的情况, Sun等[44]利用RT-PCR检测发现, 与对

照组正常胃组织比较, MEG3 lncRNA在胃癌组

织中表达低, 而且临床病理资料研究显示肿瘤

分期越晚, 表达下降更为明显, 低MEG3 lncRNA
表达比高表达的患者生存期更短, 提示MEG3 
l ncRNA低表达的患者预后不良. 体外细胞试

验证实, 很多胃癌细胞株中无MEG3 lncRNA表

达. 为了探究胃癌细胞株中MEG3 lncRNA低表

达甚至不表达的机制, Sun在细胞试验研究发现

DNA甲基化可导致MEG3 lncRNA不表达, 提示

DNA甲基化可能与MEG3 lncRNA在胃癌中低

表达/不表达相关, 他们还证实高表达MEG3 ln-
cRNA可抑制胃癌细胞生长并促进细胞凋亡, 沉
默MEG3可促进胃癌细胞增殖. 为了探究MEG3 
lncRNA影响胃癌细胞生长与凋亡的机制, Sun研
究发现, 在AGS胃癌细胞株中, MEG3 lncRNA的

表达可刺激p53蛋白表达, 从而抑制胃癌细胞生

长并促进细胞凋亡. 这些结果提示, 胃癌的分子

病因学中, MEG3 lncRNA低表达扮演重要角色, 
并提示MEG3 lncRNA可作为判断胃癌预后的一

项指标.  
3.6 SUMO1P3 基因组中存在一些与正常基因

非常相似但不能表达的DNA序列, 称为伪基因

(pseudogene), 其编码的lncRNA也是lncRNA家

族成员之一. SUMO (small ubiquitin-like modifier)
基因是泛素样基因家族中的一员, 编码SUMO蛋

白. 和泛素(ubiquitin)结合底物蛋白后引起底物

蛋白降解的作用不同, SUMO蛋白和相应的底物

蛋白结合后不会引起底物蛋白的降解, 而是调

节底物蛋白的功能, 在转录、DNA修复、核质

转运、染色体分离及染色体代谢等方面发挥重

要调控作用[45]. 已发现越来越多的和癌症相关

的蛋白都存在SUMO-l修饰[46]. SUMO1P3(small 
ubiquitin-like modifier1 pseudogene 3) lncRNA是

与SUMO基因非常相似的伪基因编码的lncRNA, 
为了研究SUMO1P3 lncRNA表达与胃癌的关系, 
Mei等[47]利用RT-PCR检测发现, SUMO1P3 ln-
cRNA在胃癌中表达上调, 而且临床病理资料研

究显示与患者年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤分

化、淋巴转移、肿瘤侵袭和CEA水平显著相关. 
分化程度较高的胃癌组织中SUMO1P3 lncRNA
表达更高. 与胃癌中CEA阴性的对比, 胃癌中

CEA升高的SUMO1P3 lncRNA表达更高.  
3.7 BM742401 Park等[48]利用RNA序列技术对比

胃癌组织和正常胃组织中lincRNA的表达情况, 
研究发现31种新的lincRNA在胃癌中表达异常. 
BM742401证实无开发阅读框, 无翻译蛋白功

能, 并被证实其为胃癌转移相关表型而不是胃

癌增殖相关表型, 与HOTAIR相似, 但目前未被

HGNC具体命名. 提示BM742401参与胃癌转移

的分子机制, 并可能成为胃癌治疗的新靶点.  

4  结论

l ncRNA有些在胃癌中过表达, 有些在胃癌中

低表达或者不表达, 相关研究也初步揭示引起

lncRNA在胃癌中异常表达的机制以及lncRNA
异常表达对胃癌生长、侵袭、转移影响的机制, 
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但更具体的机制还有待更进一步的研究. 上述

针对lncRNA与胃癌的生长、侵袭、转移关系

的研究为进一步寻找胃癌的治疗方法奠定了理

论基础. 是否可以利用阻断在胃癌中过表达的

lncRNA或者上调在胃癌中低表达甚至不表达的

lncRNA作为潜在的胃癌治疗策略, 需有待更深

入的研究和探索. lncRNA与胃癌的耐药是否有

关还需进一步研究[49]. lncRNA作为临床诊断与

临床预后预测的指标, 必须经过长期的临床实

践检验[50]. 同时, 由于lncRNA本身的特殊性, 其
种类繁多, 哪些与胃癌密切相关是以后研究面

临的难题; 不像蛋白质的序列可被分成不同的

类别, 而且蛋白质的这些类别可代表他们各自

的功能, lncRNA保守, 其原始序列所包含的信

息少, 因此难以预测其功能, 序列相差很大的ln-
cRNA可能具有相似的功能, 序列相似的lncRNA
又可能功能相差很大; 另外, 同一种lncRNA在胃

癌中可能有多种作用机制, 不同机制间错综复

杂的网络关系又会给研究带来巨大困难. 
总之, 寻找与胃癌相关的lncRNA, 深入研究

他们在胃癌发生发展中的作用及机制, 并将其

作为临床早期诊断和预后判断的指标以及抗肿

瘤的靶点, 可能为胃癌的临床诊治开辟新的途

径, 带来重大突破.  
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Abstract
Zinc finger protein A20, also known as tumor 
necrosis factor alpha-induced protein 3 (TN-
FAIP3), is a protein with dual enzyme activi-
ties: ubiquitination and deubiquitination. It can 
negatively regulate inflammation and apoptosis 
mediated by a variety of signal transduction 
pathway, playing an important role in the oc-
currence, development and prognosis of inflam-
matory diseases, especially inflammatory bowel 
diseases. In recent years, the role of zinc finger 
protein A20 in inflammation and apoptosis has 
gained growing concern. This paper gives a brief 
overview of the biological effects of zinc finger 
protein A20 on inflammation and apoptosis 

mediated by tumor necrosis factor alpha/tumor 
necrosis factor receptor 1, nuclear factor kappa B, 
lipopolysaccharide/lipopolysaccharide - nuclear 
factor kappa B, oxidized low density lipopro-
tein and other pathways as well as the negative 
regulatory effect of zinc finger protein A20 on 
intestinal inflammation and epithelial apoptosis 
in inflammatory bowel disease. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
锌指蛋白A20, 又称肿瘤坏死因子α诱导蛋白
3(tumor necrosis factor alpha-induced protein 3, 
TNFAIP3), 是一种具有泛素化和去泛素化双
重酶活性蛋白, 能负调控多种信号转导途径介
导的炎症反应和细胞凋亡, 在炎症性疾病[尤
其是炎症性肠病(inflammatory bowel disease, 
IBD)]的发生、发展以及转归中发挥着重要
作用. 近年来, 有关A20蛋白在炎症反应和细
胞凋亡中的影响作用已日益受到关注. 本文
旨从A20的生物学效应以及对肿瘤坏死因子
α(tumour necrosis factor α, TNF-α)/肿瘤坏死
因子受体-1(tumour necrosis factor receptor 1, 
TNFR1)、核转录因子-κB(nuclear factor κB, 
NF-κB)、脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)/
LPS-NF-κB、氧化低密度脂蛋白(oxidized low 
density lipoprotein, OxLDL)等途径介导的炎症
反应和细胞凋亡及其对IBD的肠道炎症和肠
上皮细胞凋亡的负调控作用等方面作一简要
概述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

■背景资料
炎 症 性 肠 病 ( i n -
flammatory bowel 
disease, IBD) 一
种病因不明的慢
性 肠 道 炎 症 性
疾 病 ,  主 要 包 括
溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, 
U C )和克罗恩病
(Crohn's disease, 
CD), 其发病机制
可能因感染、遗
传、免疫等因素
引起肠道免疫反
应紊乱导致肠组
织炎症病变与结
构破坏. 该病在欧
美国家多发, 但近
年来研究表明该
病在我国的发展
呈上升趋势. 

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 主
任医师, 福建省立
医院消化科
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核心提示: A20能抑制肿瘤坏死因子α(t u m o u r 
necros i s fac tor α, TNF-α)/肿瘤坏死因子受体

-1(tumour necrosis factor receptor 1, TNFR1)、核

转录因子-κB(nuclear factor κB, NF-κB)、脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)/LPS-NF-κB、氧化低密度

脂蛋白(oxidized low density lipoprotein, OxLDL)等
途径介导的炎症反应和细胞凋亡. 并通过对这些途

径的抑制作用而起到对炎症性肠病的肠道组织炎

症和肠上皮细胞凋亡的负调控作用. 

季蓉, 吴焕淦, 施茵. 锌指蛋白A20对炎症反应和细胞凋

亡 的 调 控 作 用 及 其 在 炎 症 性 肠 病 中 的 影 响 .   世 界 华 人 消

化杂志  2014; 22(4): 508-514 URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/508.asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i4.508

0  引言

锌指蛋白A20[1], 又称肿瘤坏死因子α诱导蛋白

3(tumor necrosis factor alpha-induced protein 
3, TNFAIP3), 是一种具有高度生物学活性的

蛋白. 1990年由美国密西根州医科大学病理系

Dixit等[2,3]在经肿瘤坏死因子α(tumour necrosis 
factor α, TNF-α)处理后的人脐静脉内皮细胞中

首次发现该基因, 测序后发现其可读框编码一

个新型锌指蛋白, 故命名为锌指蛋白A20(简称

A20). 人类A20基因定位于染色体6q23.3, 全长

790个氨基酸, 分子量为90 kDa, 鼠则较人的少

15个氨基酸. 他含有两个功能结构域[4]: 即N(氨
基)末端的包含去泛素化酶(deubiquitylating en-
zymes, DUB)的卵巢肿瘤(ovarian tumor, OTU)
结构域和C(羧基)末端的锌指结构(zinc fingers, 
ZnFs)包含E3连接酶的结构域. N末端区是A20
的特征性结构区, 为一种去泛素化酶, 能够将

信号转导通路中的多种蛋白诸如核转录因子

-κB(nuclear factor κB, NF-κB)信号通路中的受体

作用蛋白(receptor-interacting protein, RIP)等发

生去泛素化, 从而抑制蛋白酶对其的降解作用; 
C末端区是锌指区, 含有7个重复的Cys2/Cys2型
结构(两个半胱氨酸残基和两个半胱氨酸残基

通过与位于中心的锌离子以配位键结合, 形成

的一个稳定的指状结构), 是一种泛素化酶, 能
够使RIP Lys48泛素化[5-7]. A20的这两种功能结

构域(酶)的活性共同作用, 以控制泛素化和去泛

素化修饰. 泛素化是继磷酸化后第二大蛋白质

修饰作用, 与磷酸化相似, 泛素化也是一个可逆

的过程, 他由泛素化酶和去泛素化酶相互调节, 
因此, 具有多种重要的生理功能. 

随着对该基因的不断深入研究发现, 锌指蛋

白A20能负调控多种信号转导途径介导的炎症

反应和细胞凋亡. 而近年来通过大量研究证实, 
TNF-α是介导炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease, IBD)肠道炎症以及肠上皮细胞凋亡的

主要炎性因子之一, 由此推测由TNF-α诱导产生

的A20或TNFAIP3在IBD的发生、发展以及转归

中可能发挥着重要作用. 笔者查阅了近年来有

关A20调控不同途径介导的炎症反应和细胞凋

亡的相关研究文献进行综述, 以期对A20或TN-
FAIP3的生物学效应以及在IBD的作用有更进一

步的认识. 

1  锌指蛋白A20抑制TNF-α/TNFRl介导的炎症反

应和细胞凋亡

TNF-α作为促炎因子的核心成员, 通过与其不

同受体[肿瘤坏死因子受体1(tumour necrosis 
factor receptor 1, TNFR1)和/或TNFR2]结合而

发挥不同的调节作用. TNF-α通过与TNFR1结
合后, 一种途径是由TNFR1胞内区的DD与含

有死亡结构域的肿瘤坏死因子受体结合蛋白

(TNFR1-associated death domain, TRADD)结
合, TRADD中的DD与RIP结合成信号复合体

后, 再与Fas相关的死亡结构域(Fas-associated 
death domain, FADD)结合并使其激活, 即通过

TNFR1-TRADD-FADD途径招募FLICE(FADD-
like ICE)PMACH(MORT1-associated CED-3 ho-
molog)/Caspase8, 再激活Caspase3来诱导细胞凋

亡[8-10]; 另一种途径是由TNFR1胞内区的DD与含

有死亡结构域的TRADD结合, TRADD中的DD
与RIP结合成信号复合体后, 再与肿瘤坏死因子

受体相关因子(TNF receptor-associated factors, 
TRAFs)结合进而激活NF-κB, 活化的NF-κB可
以调控各种基因(其中包括调控细胞凋亡和炎

症反应的基因)表达, 抑制细胞凋亡和促进炎症

反应[11]. TNFR2的生物学功能主要在于配体传

递, 使配体集中在TNFR1附近, 并增强TNFR1信
号传导. TNFR2活化不直接参与细胞凋亡, 而是

通过诱导内源性TNF-α的分泌, 后者活化TNFR1
后诱导细胞凋亡, 但是活化的TNFR2可通过肿

瘤坏死因子受体相关因子2(TNF receptor-associ-
ated factor 2, TRAF2)大大增强TNFR1诱导的细

胞凋亡[12]. 而锌指蛋白A20由于具有阻止TNF-α
诱导的包括外周血白细胞等在内的许多组织细

■研发前沿
近年来随着人们
对A 2 0的深入研
究, 日渐发现其作
为一种泛素化修
饰酶, 在天然和获
得性免疫调节中
均有着重要作用. 
其能负调控多种
信号转导途径介
导的炎症反应和
细胞凋亡.
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胞发生凋亡的作用, 因此在凋亡研究领域, A20
又被称为抗凋亡蛋白A20[13]. He等[9]通过研究发

现, Jurkat T细胞中A20蛋白能抑制TNF-α/TNFRl
途径介导的细胞凋亡, 其可以阻止Caspase8酶原

裂解成有催化活性的亚单位以及随后的瀑布式

级联反应, 从而抑制细胞凋亡. 进一步的研究发

现, A20能抑制死亡结构域接头蛋白TRADD和

RIP聚集到TNFRl胞浆内死亡结构域部分, 由此

阻碍信号的传递, 达到抑制TNF-α/TNFRl途径

细胞凋亡的发生. Lee等[14]观察到A20缺陷小鼠

对TNF-α的敏感性异常增高, 注射0.1 mg/kg的
TNF-α, 2 h内小鼠全部死亡; 而野生型对照组小

鼠即使注射0.4 mg/kg的TNF-α, 小鼠仍然能够全

部存活. 吴丽娟等[15]研究发现锌指蛋白A20表达

可以减少炎性细胞因子TNF-α的分泌, 提示A20
表达可以下调细胞炎症反应. 该结果从一定角

度解释了A20缺陷小鼠对TNF-α的敏感性异常

增高的现象. Vincenz等[16]发现细胞受TNF-α刺
激时, A20通过与14-3-3蛋白(一个在真核生物中

广泛表达的酸性蛋白家族, 主要以同源/异源二

聚体形式存在, 通过磷酸化丝/苏氨酸作用与靶

蛋白或靶蛋白的两个结构域结合)结合, 进一步

加强了与TRAF2的作用, 而且14-3-3二聚体作为

一种桥梁, 介导A20和c-Raf-1之间相互作用, 共
同抑制TNF-α诱导的细胞凋亡. 

2  锌指蛋白A20抑制NF-κB介导的炎症反应和细

胞凋亡

NF-κB是一种介导促炎反应的高度保守的核转

录因子, 研究发现NF-κB与细胞凋亡的关系也

相当密切, 其参与多种凋亡相关基因的转录调

控, 具有抑制和促进细胞凋亡的双向作用[17]. 生
理情况下, NF-κB二聚体以非活性状态存在于细

胞胞浆中, 而NF-κB的抑制蛋白(inhibitor of NF-
κB, IκB)的锚蛋白重复序列结构域能够使NF-κB
维持这种非活性状态[18]. 经过外界的炎性细胞

因子或者微生物感染的刺激之后, IκB激酶(IκB 
kinase, IKK)复合体(包括IKKα、IKKβ、IKKγ)
使IκB磷酸化, 触发IκB从NF-κB上脱落并被泛

素化, 继而被蛋白酶体介导降解, 使得NF-κB由
非活性状态被激活, 最终NF-κB进入细胞核调

控目的基因表达, 由此介导炎症反应和细胞凋

亡的发生[19]. 因此, NF-κB信号通路的调控对于

炎症反应和细胞凋亡有着重要的意义[20]. A20是
一种有效的NF-κB信号抑制因子, 其不仅能够

抑制NF-κB的活性, 还能进一步阻断NF-κB所调

控的相关蛋白和多种炎症因子的释放[1,10]. A20
通过其泛素化和去泛素化的双重酶作用, 使NF-
κ B信号通路中的关键接头分子肿瘤坏死因子

受体相关因子6(TNF receptor-associated factor 
6, TRAF6)去泛素化及受体作用蛋白1(receptor-
interacting protein, RIP1)泛素化而降解, 从而抑

制NF-κB信号通路的活化[21]. 近年的研究发现, 
TRAF6的活化和下游的信号转导必须依赖于E2
酶复合体Ubcl3/Uev1a. Shembade等[22]发现A20
可干扰TRAF6与E2酶Ubcl3和UbcH5c的结合, 
再通过蛋白酶体途径降解Ubcl3和UbcH5c. 对
于RIP1, A20可先切割RIP1上的K63多聚泛素化

链, 继而结合K48多聚泛素链至RIP1上来降解

RIP1[23]. 最新研究发现, A20还能通过其第7锌
指与IKKγ(又名NEM0)特异性结合, 阻断IKK被

转化生长因子β激活激酶(transforming growth 
factor beta-activated kinase 1, TAK1)磷酸化, 同
样能抑制NF-κB的信号通路[24]. Lee等[14]与吴丽

娟等[25]发现敲除或人工突变A20基因的动物对

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)的敏感性异常

增高, 体内炎症反应失控, 发生严重的多器官炎

症, 死亡率大幅提高, 而正常个体A20则能够抑

制炎症的发展. Onose等[26]与Heyninck等[27]发现

A20表达升高可以抑制NF-κB的过度激活, 在流

感病毒感染人和小鼠时, 支气管上皮NF-κB表达

增高, 而经A20转染的细胞则可明显抑制NF-κB
的活性. 桂俊等[28]研究发现, A20不仅能显著抑制

TNF-α上调的NF-κB启动子活性; 并能抑制柯萨

奇病毒CVB3上调的NF-κB启动子活性. 由此提示

A20可调节病毒介导的炎症信号通路, 为进一步

研究A20参与抗病毒免疫调节机制奠定了基础. 

3  锌指蛋白A20抑制LPS或LPS-NF-κB介导的炎

症反应和细胞凋亡

内毒素是革兰氏阴性细菌细胞壁外层成分, 主
要化学成分是LPS. LPS可以激活单核巨噬细

胞, 刺激NF-κB的活化, 从而诱导炎症细胞因子

如TNF-α、白介素(interleukin, IL)-1、IL-6、
IL-8等大量表达, 引发机体炎症反应. Lee等[14]

发现A20缺陷小鼠对L P S的敏感性异常增高 , 
注射5 mg/kg的LPS, 2 h内小鼠全部死亡; 而野生

型对照组小鼠即使注射25 mg/kg的LPS, 动物仍

全部存活, 病理检查无明显异常. Heyninck等[29]

研究发现, A20能显著抑制LPS诱导的内皮细胞

凋亡; 同时, A20还可抑制LPS诱导的Caspase3表
达, 说明A20可能是通过影响Caspase3的表达, 

■相关报道
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从而抑制其诱导的内皮细胞凋亡. 糜建红[30]观

察到A20能够抑制LPS所致的内皮细胞凋亡以

及90%的E-选择素表达. E-选择素是一种典型的

糖蛋白, 对感染和炎症过程的发展起着重要作

用. 其启动子近侧含有3个NF-κB结合位点, 因
此, A20的作用机制可能是通过负调控NF-κB的
活性而抑制E-选择素的表达, 从而对内毒素性内

皮细胞的损伤起到保护作用[31]. 另外在转染外

源性A20基因对内毒素诱导的内皮细胞IL-8表
达的实验研究中发现, 内毒素刺激6 h后, IL-8在
内皮细胞中的分泌量明显增加, 而转染A20基因

的内皮细胞能减少70%以上内毒素诱导的IL-8
分泌, 其机制可能是IL-8含有NF-κB结合位点, 
而A20能抑制内毒素诱导的NF-κB活化, 从而减

少内毒素诱导的内皮细胞分泌IL-8, 进而抑制

其介导的炎症反应[32]. LPS还能激活Toll样受体

4(Toll-like receptor 4, TLR4), 活化的TLR4与其

下游信号分子构成胞浆信号复合物, 诱导IκB磷
酸化及随后降解, 引起NF-κB移位入核, 介导炎

症反应. 邹循亮等[33]用脂质体转染A20基因至大

鼠腹膜间皮细胞(rat peritoneal mesothelial cells, 
RPMCs), Western blot结果显示, 6 h后RPMCs的
A20蛋白水平显著增高且持续高表达, 显著抑

制LPS诱导的TLR4蛋白的表达、延缓IκB的降

解. 孟召友等[34]利用LPS诱导人脐静脉内皮细胞

产生炎症反应, 利用Western blot检测A20蛋白及

NF-κB p65的表达情况, 结果显示LPS刺激后A20
基因的人工锌指转录因子(zinc finger-artificial 
transcription factor, ZF-ATF)转染组NF-κB p65的
表达(19.8±4.5)较空载体组(90.2±5.9)及空白组

(96.3±3.3)显著下调(P <0.01). 证明A20通过阻断

NF-κB通路从而抑制了炎症反应. 提示A20可对

LPS介导的炎症信号通路多个环节产生抑制效

应, 保护机体免受LPS所介导的炎症损害. 

4  锌指蛋白A20抑制氧化低密度脂蛋白介导的

细胞凋亡

氧化低密度脂蛋白(oxidized low density lipopro-
tein, OxLDL)能够通过各种不同的途径诱导多

种组织细胞(如内皮细胞、平滑肌细胞和巨噬细

胞等)的凋亡. 目前公认的主要方式有两种[35], 一
种是Fas(可以识别一种表达于髓样细胞、T淋巴

细胞和成纤维细胞表面的未知分子, 并诱导多

种人细胞凋亡的单克隆抗体)及其配体FasL途径

(Fas/FasL途径), 另一种是线粒体途径. 前者是

OxLDL通过线粒体膜上的Caspase依赖性和非

依赖性途径上调Fas死亡受体. 死亡受体与配体

结合后使受体胞质区的“死亡区域”相聚, 并
与特定的接头蛋白的“死亡区域”再聚, 在接

头蛋白作用下Caspase8聚集成大分子复合物凋

亡酶体, 且Caspase8能自身切割成有活性的Cas-
pase酶, 进而切割Caspase3酶原而成Caspase3, 诱
导细胞凋亡[36]. 后者是OxLDL可直接作用于线

粒体, 导致线粒体膜电位的变化、细胞色素C释
放入胞质以及活性氧簇产生和膜相关基因表达, 
从而诱导细胞凋亡[37]. A20蛋白能够显著降低Fas
的表达以及细胞表面FasL的密度, 降低Caspase8
的活性, 从而有效地阻断OxLDL诱导的细胞凋

亡作用; 在受到OxLDL刺激后, 巨噬细胞能大量

表达A20蛋白, 同时Bax和Bak抗凋亡基因表达增

强而Bcl-xL和Bcl-2凋亡基因表达减弱; 转染了

A20蛋白的巨噬细胞表现出了强大的抗OxLDL
诱导细胞凋亡的能力, 各种促凋亡基因的表达

明显减少; 同时, 线粒体向胞质内释放的细胞色

素C以及其他一些有毒物质显著减少. 这表明

A20蛋白能够拮抗由OxLDL介导的两种途径的

细胞凋亡[8]. 

5  锌指蛋白A20对IBD的肠道炎症和肠上皮细胞

凋亡的负调控作用

IBD包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和
克罗恩病(Crohn's disease, CD), 目前IBD的确切

病因和发病机制仍不甚清楚. 但近年来研究发

现 ,  由众多炎性细胞因子参与并介导的肠上

皮屏障损伤在I B D的发病和进程中扮演重要

角色, 其中TNF-α已被认为是IBD发病的关键

性细胞因子[38,39], 其诱导其他多种炎症介质(如
IL-1、IL-6、IFN-γ等)释放, 激活全身和肠道局

部免疫系统, 引起免疫级联反应诱导肠道局部

甚至全身炎症反应. 本课题组研究证实TNF-α可
通过其受体(主要是TNFR1)途径诱导肠上皮细

胞过度凋亡[40,41]和肠上皮细胞紧密连接蛋白及

其mRNA表达减少或分布异常[42], 从而导致IBD
肠上皮屏障损伤及肠道持续炎症. 

锌指蛋白A20通过其泛素化和去泛素化功

能对多种途径介导的炎症反应起到负调控的作

用. 近年来通过对IBD的大量研究, 提示TNF-α
介导的NF-κB-MLCK紧密连接途径和TRADD-
FADD细胞凋亡途径是介导肠上皮损伤的重要

环节之一. 其中NF-κB-MLCK紧密连接途径是

由TNF-α与肠上皮细胞膜表面的TNFR1结合后, 
通过RIP1、TRAF6等一系列信号分子转导活化
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NF-κB; 活化的NF-κB再与肌球蛋白轻链激酶

(myosin light chain kinase, MLCK)转录启动子

下游的NF-κB结合区域相结合进而激活MLCK
启动子, 引起MLCK的转录[43,44]; MLCK是肌球

蛋白轻链(myosin light chain, MLC)的专一底物

酶, 当MLCK受钙调蛋白等激活后, 使得含有紧

密连接蛋白的细胞膜被细胞内吞或降解, 出现

肠上皮细胞紧密连接松弛而形成细胞间隙, 造
成肠上皮通透性增加[45,46]. 而TRADD-FADD细

胞凋亡途径是TNF-α与TNFR1结合成寡聚体

后, 通过TNFR1胞内区的DD与TRADD结合, 继
而TRADD的DD与RIP结合成信号复合体后, 再
与FADD结合并使其激活, 激活的FADD再依次

活化FADD样ICE蛋白(FADD-like interleukin-
1β-converting enzymase protease, FLICE)/
MACH(MORT1-associated CED-3 homolog)、
Caspase8和Caspase3等, 将死亡信号依次下传, 
最终诱导肠上皮细胞凋亡, 造成肠上皮通透性

增加和肠上皮屏障损伤. 因此, TNF-α/TNFR1可
通过NF-κB-MLCK途径, 造成肠上皮细胞紧密

连接蛋白重排或缺失和肠上皮通透性增加; 同
时TNF-α/TNFR1还可通过TRADD-FADD途径

诱导肠上皮细胞大量凋亡, 是介导肠上皮屏障

损伤和肠道炎症的重要环节之一. 而锌指蛋白

A20则能通过其双重的泛素化和去泛素化的酶

活性, 影响RIP、TRAF6、TRADD等接头分子

在TNFR1信号复合体中的募集及信号转导, 因
此, A20在TNF-α介导的NF-κB-MLCK途径和

TRADD-FADD细胞凋亡途径中发挥负调控作

用[47]. 除此之外, A20还被认为是IBD的易感基

因之一, 其表达下调或缺失对IBD的肠上皮屏

障调控具有重要影响. 郑翠芳等[48]收集了57例
2008-2010年就诊并行肠镜检查的患儿肠道黏膜

标本, 通过对其研究发现IBD患儿存在肠道炎症

反应过度而A20表达水平不足的现象. 这进一步

证明了A20对IBD的发生与发展有重要意义. 

6  结论

目前关于锌指蛋白A20对炎症反应和细胞凋亡

的调控机制研究逐渐受到关注, A20蛋白可通过

抑制TNF-α/TNFRl、NF-κB、LPS/LPS-NF-κB
以及OxLDL等多条信号途径来调控炎症反应和

细胞凋亡, 为炎症性疾病的诊治提供了有力的

证据. 但将A20与特定炎症性疾病相结合, 研究

其在相应炎症性疾病中所起的作用研究还尚少; 
尤其是A20在IBD发病机制中的作用研究也刚

刚起步, 目前尚不能将A20对炎症反应和细胞凋

亡的调控机制运用于指导IBD的临床治疗. 但是

A20以其独特的泛素化和去泛素化双重酶活性

的生物学特性, 在今后指导IBD的治疗中将发挥

重要作用. 本文对A20蛋白在炎症反应和细胞凋

亡中的调控作用及其在IBD中的影响作了简要

介绍, 希望能为今后深入研究A20以及指导IBD
等炎症性疾病临床治疗提供新的思路. 
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■同行评价
本文较为全面地
综述了锌指蛋白
A20对炎症反应和
细胞凋亡的调控
作用, 以及A20在
IBD中的影响. 但
A20在特定疾病以
及在IBD发病机制
中的作用研究刚
刚起步, 目前尚不
能运用于指导IBD
的临床治疗, 但是
在今后指导IBD的
治疗中将发挥重
要作用. 
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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
Galectin-9 (Gal-9), a beta-galactoside binding 
lectin, is a tandem-repeat-type member of the 
galectin family which can specifically recog-
nize and bind to galactosidase associated with 
diverse biological processes. Gal-9 is widely 
expressed in various tissues, plays a role in cell 
growth, polarization, adhesion, aggregation, and 

apoptosis, and has important functions in in-
flammatory diseases, autoimmune diseases, tu-
mors, and infections. Our recent studies showed 
that Gal-9 is strongly associated with the genesis 
and development of inflammatory bowel dis-
ease. Here we will review the progress in under-
standing the role of Gal-9 in the pathogenesis of 
inflammatory bowel disease.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要	
半乳糖凝集素-9(galectin-9, Gal-9)是能特异性
识别、结合半乳糖苷的半乳糖凝集素家族成
员之一. 该蛋白广泛表达于机体组织, 参与细
胞生长、分化、黏附、聚集、凋亡等, 与炎
症性疾病、自身免疫性疾病、肿瘤、细菌病
毒感染等多类疾病密切相关. 近年研究发现, 
Gal-9与炎症性肠病的发生、发展关系密切, 
本文就Gal-9与炎症性肠病的关系进行综述.  
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核心提示: 半乳糖凝集素-9(galectin-9, Gal-9)负
性调控Th1/Th17细胞免疫应答, 介导相应免疫细

胞细胞凋亡, Gal-9及其相关调控因子表达异常

参与炎症性肠病(inflammatory bowel disease)的
发生发展.
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■背景资料
早期研究发现半
乳糖凝集素-9(ga-
lec t in-9,  Gal-9)
参与细胞生长、
分化、黏附、聚
集、凋亡等多种
生物学活动, 与炎
症性疾病、自身
免疫性疾病、肿
瘤、细菌病毒感
染等多类疾病密
切相关, 近年来研
究显示 ,  Gal-9在
免疫调节中发挥
广泛且复杂的作
用 ,  与 炎 症 性 肠
病(inflammatory 
b o w e l  d i s e a s e , 
IBD)的关系受到
越来越多学者的
关注. 
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种发病机制不明确, 与环境、遗传、免疫等

因素相关反复发作的慢性肠道炎症性疾病, 包
括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)、克罗恩

病(Crohn's disease, CD). 近年来IBD发病率有逐

渐增高的趋势, 但其确切发病机制还不十分清

楚. 肠道内环境与宿主不恰当的免疫应答正受

到密切关注, 目前一般认为IBD是遗传易感人群

肠道黏膜损伤后, 过量细菌侵入黏膜下层, 激发

固有及适应性异常免疫应答所致. 半乳糖凝集

素-9(galectin-9, Gal-9)是能特异性识别、结合半

乳糖苷的半乳糖凝集素(galectin)家族成员之一, 
可与多种糖蛋白连接发挥作用, 并参与细胞生

长、分化、黏附、聚集、凋亡等多种生物学活

动, 与炎症性疾病、自身免疫性疾病、肿瘤、

细菌病毒感染等多类疾病密切相关[1], 尤其与炎

症性肠病的发生、发展的关系受到越来越多学

者关注.  

1  Gal-9的生物学功能

1.1 Gal-9概述 半乳糖凝集素-9(galectin-9, Gal-9)
是1997年由Wada等[2]从鼠胚肾组织中首次分离

出来的能特异性识别、结合半乳糖苷, 具有嗜

酸性粒细胞趋化性[1]的半乳糖凝集素(galectin)
家族成员之一, 他存在于多种物种, 并在组织分

布上具有广泛性. 他由2个串联的糖识别结构域

(carbohydrate-recognition domains, CRD)通过一

条肽链相连而成, 其中C-CRD是受体识别、诱

导T细胞凋亡的最主要决定区域[3,4], 而N-CRD在

激活树突状细胞(dendritic-like cells, DCs)方面更

有效[4]. 在结构上可分为膜结合型、可溶型两种, 
根据CRD连接肽段的长短可分为L、M、S三种

亚型, T细胞有选择性的高表达Gal-9(M)、Gal-
9(L), 低表达Gal-9(S), 而在结肠癌细胞血管黏附

上Gal-9(L)具有抑制作用, Gal-9(S)、Gal-9(M)
具有促进作用[5]. 人Gal-9基因位于人类染色体

17q11.1, 包括11个外显子, 转录区长度约为1.7 kb, 
编码蛋白相对分子量约34-39 kDa, 在人体肝

脏、脾脏、小肠、肾脏、肺脏、骨骼肌、免疫

细胞等组织中广泛表达. 不同位置的Gal-9其功

能或是相反的, 如胞内的Gal-9可触发单核细胞

释放促炎因子[1], 而胞外的Gal-9可诱导单核细胞

凋亡[6].  
1.2 Gal-9与免疫调节 Gal-9是一种新发现的以

Tim-3、CD44为主要受体分子的嗜酸性粒细胞

趋化因子, 其以浓度依赖的方式延长嗜酸性粒

细胞的存活, 并抑制其凋亡[7]. 因Tim-3表达于特

异性T细胞[8]、固有免疫细胞[9], 故Gal-9在免疫

调节中发挥着重要作用. 在单纯疱疹病毒感染中

Gal-9对CD8+ T细胞具有抑制作用, 潜伏感染时

上调的Gal-9表达可致CD8+ T细胞免疫活性减弱, 
而Gal-9基因敲除的小鼠, CD8+ T细胞免疫活性

较强[10,11]. Gal-9/Tim-3反应可激活CD4+ T细胞, 在
HIV-1感染中抑制持续的免疫激活及相关的组织

损伤. 丙型病毒性肝炎患者的肝脏库普佛细胞有

更多的Gal-9表达, 并伴有循环血中Gal-9升高[12], 
通过与Tim-3结合参与固有免疫应答及适应性

Th1/Tc1功能失调, 最终导致HCV持续感染[13].  
1.3 Gal-9与细胞黏附、聚集 Gal-9在机体组织中

广泛表达, 其黏附、聚集作用在多种生物活动

中发挥重要的调节作用. 成纤维细胞胞膜上的

Gal-9在干扰素-γ(interferon-γ, IFN-γ)的诱导下表

达增多, 这些胞膜Gal-9表达量升高的细胞即可

被嗜酸性粒细胞有选择性地黏附[14]. 而该蛋白

对CD44依赖的白细胞识别、黏附细胞外基质发

挥调节作用, 是其抑制气道过敏性炎症和气道

高反应的重要机制[15]. 除参与炎症反应外, Gal-9
在肿瘤转移中也发挥重要作用. 有研究指出, 当
Gal-9表达降低时, 乳癌细胞聚集表现被抑制, 而
增殖、黏附、侵袭作用增强[16], 与之前有关黑色

素瘤的研究结果类似[17].  
1.4 Gal-9与细胞凋亡 Gal-9在细胞凋亡中发挥

重要作用, 如在丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)感染患者肝库普佛细胞表面, Gal-9可通过

活化Caspase8途径诱导HCV特异性CD8+ T细胞

凋亡[12], 而抗蛋白酶的重组Gal-9(hGal-9)可通过

Caspase8、9、3诱导5种骨髓瘤细胞的凋亡[18]. 
此外, Gal-9还可促使DC、Tim-3+CD8+ T细胞活

化增殖, 产生更多的穿孔素、颗粒酶B诱导肿瘤

细胞凋亡[19]. 而Gal-9通过钙-钙蛋白酶-Caspase1
信号通路诱导如MOLT-4(T细胞)、THP-1(巨噬

细胞)等多种免疫细胞凋亡[20,21], 是其参与机体

炎症反应的重要机制之一.  

2  Gal-9与IBD的关系

IBD是一种发病机制不明确, 与环境、遗传、

免疫等因素相关反复发作的慢性肠道炎症性

疾病 [22]. 近年来, 其发病率有逐渐增高的趋势, 
但其确切发病机制还不十分清楚. 目前一般认

为IBD是遗传易感人群肠道黏膜损伤后, 过量细

菌侵入黏膜下层, 激发固有及适应性异常免疫

■研发前沿
Gal-9与IBD的发
生、发展关系密
切, 但不同学者提
出不同的信号通
路, 何种信号通路
在 I B D中起决定
作用尚不清楚, 这
是当今乃至今后
的研究热点. 
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反应所致, 其中涉及肠道感染, 肠上皮屏障破坏, 
固有及适应性免疫激活等.  
2.1 Gal-9与Th1/Th17 近年来, 炎症性肠病的发

生、发展与免疫应答异常尤其是与Th1/Th17
失调的关系已受到越来越多学者的密切关注. 
Rovedatti等[23]对IBD患者进行组织病理学研究

发现, IBD患者肠黏膜炎症处比非炎症处Th17、
Th1/Th17均增加, IL-17表达上调. 后有学者在动

物实验中也发现了类似结果, 并且应用Th1型细胞

因子IL-12的抗体对炎症性肠病动物模型进行治

疗, 炎症可在一定程度上得到缓解, 而Th1型细胞

因子IFN-γ缺陷小鼠不能诱导结肠炎的发生[24,25]. 
Gal-9对Th1、Th2、Th17、Tregs、嗜酸性粒细

胞等免疫细胞具有调节作用已得到大量研究的

支持; 其与Tim-3结合, 下调自身免疫性疾病, 诱
导免疫耐受也成为近年来免疫异常类疾病的研

究热点. 因Gal-9与Tim-3结合可诱导Th1细胞凋

亡, 阻止Th1、Th17细胞因子的释放(保护作用), 
负性调节Th1/Th17, 上调调节性T细胞(Tregs)[26], 
可推测Gal-9/Tim-3与炎症性肠病的发生发展密

切相关, Gal-9与Tim-3结合或有下调IBD炎症反

应的作用.  
另有学者研究发现, 溃疡性结肠炎患者及

结肠炎模型小鼠体内Tim-3、Gal-9较正常者明

显降低, 并伴有Th17响应升高, Treg细胞响应衰

减, Th1反应明显降低. 应用外源性Gal-9干预可

改变不同T细胞亚群间的平衡, 减轻小鼠结肠炎

症状[27], 这与Veenstra等[28]在GVHD的研究中发

现, 应用Tim-3抗体或利用Tim-3基因敲除方法阻

断Tim-3/Gal-9反应, 可增高T细胞增殖及GVHD
肠道炎症表现的结果一致. 提示了Tim-3/Gal-9
通路异常与结肠炎症关系密切, 或是UC的发病

机制之一. Li等[29]在TNBS-结肠炎建模前12 h腹
腔注射重组Tim-3蛋白能够明显加重小鼠结肠炎

症状, 且结肠炎症状与小鼠体内Tim-3+细胞成正

相关, 前炎性因子IFN-γ、IL-17、IL-23水平明显

升高, 而抗炎性因子IL-4、TGF-p水平明显下降; 
经典的Treg细胞群表达CD25、FoxP3的CD4+ T
细胞数目减少, 肠系膜淋巴结细胞CD80表达水

平下降, 同时CD4+ T细胞CTLA-4的表达降低, 而
CD28的表达升高. 提示了Tim-3分子可能通过对

共刺激分子CD28、CD80、CTLA-4的调节, 影
响CD4+ T效应细胞不同亚群的极化, 发挥对结

肠炎的负调节作用, 提示了Gal-9相对减少或增

加结肠炎的炎症反应. 同样有研究发现, CD患者

黏膜下及外周血中Th1表面Tim-3表达较对照组

明显降低, 并伴有Th1表面Tim-3上调异常, Tim-3
的相对减少或致CD发病[30]. 提示Tim-3/Gal-9通
路或在UC、CD的发病中发挥不同的调节作用,
或为IBD治疗提供新思路.  
2.2 Gal-9与固有免疫 大量研究证明, 肥大细胞

增殖、脱颗粒增多可激活固有免疫、适应性免

疫, 介导神经免疫相互作用, 进而破坏肠上皮屏

障, 而参与IBD发病[31,32]. 我们前期研究发现, 肥大

细胞还可通过Fc-γ受体与鞭毛蛋白特异性结合后

脱颗粒, 在肠道炎症反应中发挥重要作用[33]. 而
已有学者在过敏性肠炎的研究中发现, 肠上皮

细胞、血清中Gal-9表达与急性过敏的皮肤反

应, 肥大细胞脱颗粒, Th1、Treg细胞分化成负

相关[34]. 而Gal-9调节作用是通过参与调节外周

血单个核细胞(peripheral blood mononuclear cell, 
PBMC)分泌IFN-γ、IL-10的过程实现的[35]. 另有

研究发现, 肥大细胞产生的类胰蛋白酶可激活

T84细胞的PAR-2受体, 进而诱导T84细胞表达

Gal-9增多, 应用外源性Gal-9抗体阻断Gal-9作用

则可抑制抗原特异性Th2反应, 小鼠肠道炎症减

轻[36], 这与前文Shi、Li等[2-29,33]指出的Gal-9具有

抑制结肠炎症的作用不一致, 或许是Gal-9在不

同类型的结肠炎中参与的免疫通路不同, 对于

不同类型肠道炎症的调节作用或许相反, 因此

Gal-9在IBD中的具体免疫调节机制有待进一步

研究. 此外, 肥大细胞也可分泌Gal-9, 且可发挥

自分泌调节作用, 抑制IgE与抗原结合后诱导的

肥大细胞过度脱颗粒[37]. 由此可推测Gal-9或是

通过调节肥大细胞免疫功能从而调节IBD发病.  
我们前期研究发现, 应用美沙拉嗪治疗溃疡性

结肠炎后, 患者血清TNF-α及IL-8较柳氮磺吡

啶对照组降低, 且临床症状缓解、镜下黏膜修

复优于对照组[38]. 后进一步研究发现实验性结

肠炎小鼠结肠黏膜有大量炎性细胞浸润并TNF 
mRNA水平明显升高, 抗TNF-单克隆抗体治疗

可有效地阻断慢性结肠炎的发生, 降低CD4+ T
细胞和单核巨噬细胞浸润及CD4+ T细胞效应

应答[39]. TLR2介导HMC-1细胞对PGN的吸收, 
致T84单层屏障功能破坏 ,  阻断T L R2可阻断

HMC-1被激活, 及其引起的T84单层屏障功能

减退[40]. 人固有免疫的单核/巨噬细胞特异性受

体(刺激性的有TLR, 抑制性的有Tim-3)与微生

物产物结合后, 进行识别、应答. 有研究发现, 
其他细胞表达的Gal-9与单核/巨噬细胞表达的

Tim-3结合后, 可负性调节TLR介导的IL-12表达. 
而单核细胞表达的强效的或沉默的Gal-9可通过

■相关报道
大 量 研 究 证 实 , 
G a l - 9 负 性 调 控
Th1/Th17细胞免
疫应答, Tim-3表
达失调参与自身
免疫性疾病、过
敏性疾病、病毒
及细菌感染相关
疾病等多种疾病. 
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加强的TLR信号通路调节Tim-3、IL-12/IL-23基
因转录[41]. 另有研究也发现, Gal-9可下调巨噬细

胞TNF-α、TLR2表达, 降低小鼠体内的促炎因

子、趋化因子, 如TNF-α、IL-1B、IL-6及角化

细胞衍生细胞因子. 而Gal-9缺陷小鼠急性炎症

明显, 中性粒细胞、TNF-α升高, 应用Gal-9治
疗后炎症减轻[42]. 由此可推测, Gal-9或通过在

固有免疫中发挥重要的调节作用而参与IBD的

发病.  
2.3 Gal-9与肠道感染 IBD是一种病因及发病机

制尚不完全明确的非特异性慢性肠道炎症性疾

病, 目前, 肠道微生物及微生物产物因素越来越

受到重视. 我们前期研究发现, 肠上皮细胞可转

运肽聚糖与肥大细胞表面TLR2受体结合, 呈递

于胞内NOD2受体, 进而肥大细胞活化脱颗粒释

放组胺等炎症介质参与肠道炎症的发生[43]. UC
患者血清中鞭毛蛋白抗体及黏膜下鞭毛蛋白量

较对照组明显增多, 且与病情呈正相关[44]. 最近

的流行病学分析发现, 急性弯曲菌肠炎可诱发易

感人群发生IBD或使IBD患者病情加重[45,46], 这可

能因为肠上皮细胞受到相应抗原刺激后发生M
样细胞变化, 发挥转运、胞吞抗原的作用, 而这

种可逆性分化与Caco-2细胞、淋巴滤泡相关上

皮细胞Gal-9表达上调有关[47]. Kalischuk等[48]发现

空肠弯曲菌可诱导非侵入性共生菌通过上皮转

胞吞作用移位, 破坏肠上皮屏障功能; 而受弯曲

菌感染的单层肠上皮表达Gal-9的增高, 肠绒毛

结构缺失及与吸收功能相关的分子表达明显减

少[49], 提示了IBD与肠道细菌感染发病相关, 而
Gal-9或参与肠上皮屏障破坏及激活免疫应答, 
但其确切机制还有待进一步研究.  
2.4 Gal-9与凝血 已有研究发现, IBD患者体内存

在与凝血激活和全身炎症反应中的血小板聚集

有关的较高血栓风险[50], 应用氯吡格雷抑制血

小板聚集可降低IBD模型小鼠的CMDI、DAI、
MPO积分、减轻体质量降低[51], 此外, 已有学者

指出, Gal-9还可激活凝血酶, 促使血小板聚集, 
在凝血中发挥重要调作用[52]. 由此可推测, Gal-9
或是IBD高凝状态的始动因子, 但需进一步研究

证实.  

3  结论

Gal-9作为一种作用复杂, 分布广泛的半乳糖结

合蛋白, 在免疫调节中发挥重要重要, 为IBD的

研究提供了一个新思路. 其参与固有及适应性

免疫调节, 与IBD的发生、发展关系密切, 并有

望成为IBD治疗的新靶点. 但因其表达广泛、作

用复杂而在IBD研究中的具体机制尚不完全明

确, 尚需进一步研究.  
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) is a group of 
chronic non-specific inflammatory disease with 
unknown etiology; it is associated with genetic 
factors, immune factors, intestinal flora, infection, 
and other factors. In recent years, mesenchymal 
stem cells (MSCs) have attracted more and more 
attention in the treatment of IBD, and the thera-
peutic effects may be associated with their anti-
inflammatory and immunomodulatory effects as 
well as intestinal epithelium reconstruction. In 
this article, we will review the causes of IBD and 
possible mechanisms of MSCs in treating IBD. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一组病因未明的慢性非特异性肠道炎症性
疾病, 其发病与遗传、免疫、肠道菌群、感
染等多方面因素有关. 近年来间充质干细胞
(mesenchymal stem cells, MSCs)在IBD治疗中
的作用得到越来越多的重视, 其治疗IBD可能
与其抗炎、免疫调节及肠上皮重建等多方面
机制有关. 本研究将对IBD的病因以及MSCs
在治疗IBD中的可能机制进行综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 炎症性肠病(i n f l ammato ry bowe l 
disease, IBD)作为一种病因尚未完全明确的慢性

非特异性肠道炎症性疾病, 其传统的治疗方法多

不能使患者的病情得到长期的缓解及控制复发. 
而间充质干细胞在IBD治疗中的作用得到了较多

的认可和一定程度的进展. 本文通过综述国内外

文献对上述问题进行探讨. 
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种慢性非特异性肠道炎症性疾病, 其具体的

病因还未完全明确, IBD主要分为溃疡性结肠炎

(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's dis-
ease, CD)两种类型. 本病呈慢性复发迁延病程, 
治疗效果不佳, 多数患者的生活质量受到严重

影响[1]. 近年来, 随着人们不断提高的生活水平

以及类似于西方化生活方式的转变, 我国IBD的
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发病率逐年上升. 其明确的病因和发病机制尚

未完全清楚, 最有可能的是具有易感基因的人

群在环境和肠道菌群作用下, 发生免疫紊乱以

及炎症反应失调. 目前IBD的治疗主要还是集中

在控制IBD患者的炎症活动和调节IBD患者的免

疫紊乱两个方向, 5-氨基水杨酸、糖皮质激素、

免疫抑制剂和生物制剂往往是临床治疗过程中

常采取的方案, 但上述治疗均存在一定的不良

反应, 且不能使IBD患者的病情得到长期的缓解

及控制复发. 近年来, 利用干细胞移植来修复机

体的受损组织从而治疗或者治愈疾病成为医学

界的热点研究, 并且在国内外也有较多的报道

证明了干细胞移植在IBD患者治疗中的作用, 所
以说这为IBD的治疗提供了新的选择. 在国内外

的研究中, 间充质干细胞在IBD治疗中的作用

得到了较多的认可和一定程度的进展. 因此, 本
文将对间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)与IBD的研究进展作一综述, 探讨MSCs
治疗IBD的可能机制. 

1  IBD的病因 

IBD是一种慢性非特异性肠道炎症性疾病, 包括

UC与CD, 两者在组织学和临床表现上具有较大

的差异. 其中CD可发生于消化系统的任何部位

(从口腔至肛门均可以受累), 但多见于末段回肠

和邻近的结肠, 呈现出非连续性的肉芽肿性病

变, 表现为节段性或跳跃性的分布, 病变间的黏

膜正常; UC最常见于直肠和结肠, 其病变累及

部位多自肛端的直肠逆行向近段发展, 病变局

限于黏膜层以及黏膜下层, 呈连续性病变, 表现

为肠道黏膜充血水肿以及糜烂或者浅溃疡形成. 
目前国内外的学者多认为IBD是多因素共同作

用的结果, 现将其病因简述如下: (1)易感基因: 
IBD具有家族聚集的现象和遗传倾向, 目前多数

研究显现出IBD的地域、种族的差异以及单卵

双生子的高共患率, 以上这些均证明了遗传因

素在IBD的发病过程当中起着重要的作用, 当
前的研究指出NOD2 /CARD15和ATG16L1基因

是西方犹太人与白种人群CD的重要易感基因
[2,3], 此外CD的相关基因IL23R、PTPN2也被认

为与CD患者的自主免疫紊乱有关联[4]; 而对于

UC的患者而言, MICA和MICB发生基因突变之

后, 其与受体NKG2D的结合能力可能发生改变, 
进而可以影响免疫系统的活性, 诱发UC的发病
[5]; 此外TNF-308A基因发生突变以后, TNF-α的
活性增加或者是分泌增多进而可以导致患者肠

道黏膜致炎因子与抑炎因子的失衡, 提示TNF-
308A可能为UC患者的易感基因[6]; (2)肠道微生

物: 国内外众多的学者经过研究认为肠道内大

量的微生物可能在IBD的发病过程有着一定的

作用, 由致病菌分泌的毒素能够同肠道上皮细

胞膜表面的特异性受体相结合, 从而导致肠道

黏膜损伤或诱发炎症反应[7], Antonelli等[8]通过

研究指出空肠弯曲菌、难辨性梭状芽孢杆菌以

及巨细胞病毒可能参与在IBD患者的急性发作

过程中. 其中, 难辨性梭状芽孢杆菌在I B D患

者的发病以及转归的过程之中, 尤其是在使用

了抗生素治疗的患者当中可能发挥着重要的

作用[9,10]; (3)肠道黏膜上皮的损伤: 肠黏膜屏障

是肠道防御的重要组成部分, 肠黏膜上皮细胞

是肠内容物与固有层免疫细胞之间的天然屏障, 
其与IBD间的关系一直受到较为广泛的关注, 曾
敬清等[11]通过研究指出肠黏膜上皮细胞在病原

微生物的刺激下可在炎症的早期即通过转化行

使DC样专职抗原提呈细胞的作用, 从而诱发肠

黏膜Th2促炎应答进而参与IBD患者的发病, 而
Dotan等[12]通过研究指出IBD患者的肠道黏膜

上皮细胞通过增强Th0细胞的活化和增殖并使

其向Th1细胞分化, 分泌干扰素-γ(interferon-γ, 
IFN-γ)等炎性因子, 加重结肠的炎症反应; (4)肠
道免疫: 免疫因素, 无论是肠黏膜的固有免疫还

是肠黏膜的获得性免疫, 均在IBD的发病中起

着重要的作用和地位, 这一点也得到了国内外

学者和专家的广泛认可, 各国学者也在肠道免

疫方向进行着较多和深入的研究. 最新的研究

发现, 肠黏膜组织中固有性免疫应答调节功能

的异常与缺失在IBD患者的发病过程中发挥着

重要的地位和作用[13,14]. 肠道内的致病微生物抗

原特异性激活IBD患者肠道黏膜内的淋巴细胞

[如B细胞、T细胞、自然杀伤细胞(natural killer 
cell, NK)、Mφ和DC细胞等]是IBD患者免疫学

的重要特点[15-17]. 上述免疫系统的异常应答可

以导致体内多种炎症因子如介白素(interleukin, 
IL)-12、IL-1β、IFN-γ、IL-17、IL-4、IL-13等
分泌增加, 引发或者加重肠道黏膜的免疫损伤. 
此外, 近年来也有较多的证据表明miRNA在肠

道黏膜上皮的差异性表达对肠道的屏障功能也

有着显著的影响, miRNA也与IBD的发生以及发

展过程密切相关[18], miRNA表达谱也有可能成

为IBD患者有效的诊断工具与治疗靶点[19]; (5)其
他因素, 如维生素, Ikoma等[20]通过研究指出补充

了维生素D和维生素E对IBD的模型大鼠肠道黏

■研发前沿
本文通过对国内
外文献的综述来
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病因以及间充质
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充质干细胞在临
床中的应用提出
一定的理论依据.
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膜的愈合具有明显的促进作用, 以上研究表明

维生素在IBD患者的发病过程可能发挥着一定

的作用.  

2  间充质干细胞与IBD 

2.1 间充质干细胞 MSCs最初是20世纪70年代

由Friedenstein等[21]发现的基质细胞, 随后的进

一步研究证实了这些细胞的可塑性并被命名为

MSCs. MSCs不仅可以来源于骨髓, 还可以来

源于成人的组织如脂肪、肝脏、肺、羊水、肌

肉以及肾脏等, MSCs具有较强的自我更新能力

和多向分化的潜能, 在适当的诱导条件下MSCs
能够向成骨细胞、脂肪细胞、肌细胞、神经细

胞、肝脏细胞、心肌细胞和表皮细胞分化[22]. 国
际细胞治疗协会将MSCs定义[23]为: (1)贴壁性, 
具有类似脂肪细胞的形态; (2)表达基质细胞的

表面抗原, 但不表达造血细胞表面抗原; (3)拥有

向成骨细胞、脂肪细胞以及软骨细胞分化的潜

能. 目前在临床和基础研究中使用的MSCs主要

来自骨髓以及脐带血. 
2.2 间充质干细胞治疗IBD的可能机制 MSCs用
于治疗IBD在国内外均有相关的报道, García-
Olmo等[24]报道了将自体MSCs局部注射进入克

隆氏病患者的9个瘘管中. 8 wk后复查发现75%
的瘘管愈合. 我国学者刘静等[25]亦报道了对1例
顽固性溃疡性结肠炎患者采用脐带血MSCs治
疗得到了良好的效果. 通过国内外大量的动物

实验和临床试验研究, 考虑MSCs治疗IBD的可

能机制主要有以下几个方面. 
2.2.1 MSCs在IBD治疗中的抗炎作用: MSCs对
I B D患者损伤和炎症的部位具有很强的趋向

性[26,27], MSCs这类在体内微环境下主动迁徙至

损伤部位并且进行修复的作用被称为MSCs的
“归巢”作用[28-31]. 段征等[32]对UC大鼠模型的

均尾静脉注射入1 mL使用了荧光标记的骨髓间

充质干细胞并进行观察, 发现第14天时UC模型

大鼠病变部位的IA值高于同组其余消化系各段

以及正常组大鼠的结肠(P <0.05), 这指出迁移至

炎性或损伤部位的结肠的骨髓间充质干细胞要

显著高于正常的结肠. MSCs具有分泌抗炎细胞

因子, 如前列腺素E2(prostaglandin E2, PGE2)、
IL-10、吲哚胺2,3-双加氧酶(indoleamine 2,3-di-
oxygenase, IDO)的功能, 也有促进Th2细胞和

DC祖细胞释放IL-4、IL-10的作用[33], Aggarwal
等[34]通过研究发现MSCs可以分泌PGE2, 在培养

基中加入TNF-α或IFN-γ, MSCs分泌PGE2增加, 

这进一步说明炎症因子可增强MSCs分泌PGE2, 
从而进一步去抑制T细胞、DC以及NK细胞. Li-
ang等[35]利用人脐带血来源的MSCs治疗肠炎模

型的小鼠, 发现人脐带血来源的MSCs不仅能够

抑制IFN-γ基因的表达, 还能够阻断肠黏膜固有

层内浸润的单核细胞释放IL-17, 进而使炎症和

损伤处的IFN-γ、IL-17含量降低. 以上这些均证

明了MSCs可以通过其“归巢”作用迁移至肠

黏膜的受损部位, 并通过其抗炎的作用治疗IBD. 
2.2.2 MSCs在IBD治疗中的免疫调节作用: 上文

已指出, 尽管目前IBD的发病机制尚不完全清楚, 
但国内外许多学者都认为自身免疫异常和紊乱

在IBD患者的发病过程中起着重要的作用, 多种

免疫性淋巴细胞在IBD患者的免疫异常与紊乱

过程中有着重要的地位. MSCs具有多种免疫调

节的作用, MSCs可以通过抑制T细胞的增殖、

抑制DC的成熟和功能、抑制B细胞的增殖以及

最后的分化进行免疫调节, 对其他的免疫细胞如

NK细胞和巨噬细胞也有着免疫调节的作用[36]. 
Kramrera等[37]通过对小鼠模型的研究指出MSCs
可通过细胞接触依赖机制进而明显下调幼稚性

T细胞以及记忆性抗原特异性T细胞对其同源

肽的反应. Comoli等[38]通过研究指出MSCs可以

阻止外周血单核细胞中富集的B细胞产生免疫

球蛋白, Krampera等[37]也同样通过研究证明了

MSCs具有影响B细胞的分化、抗体产生和趋化

行为的能力. Aggarwal等[34]通过研究提出MSCs
可以导致髓样DC细胞TNF-α表达的下降, 上调

淋巴样DC细胞IL-1的表达; Nauta等[39]通过研究

表明MSCs可以通过产生IL-6抗体和抗巨噬细

胞集落刺激因子抗体进而阻断DC的免疫抑制. 
Sotiropoulou等[40]通过研究证明MSCs可抑制被

IL-2激活的NK细胞分泌IL-10、TNF-α、INF-γ
等炎症因子. 以上学者的研究证实了MSCs可能

是通过对多种免疫细胞的调节而影响IBD病程

中的免疫异常与紊乱, 从而达到治疗IBD的目的. 
2.2.3 MSCs在IBD治疗中的上皮重建作用: 在
IBD的治疗过程中, MSCs可以定植在受损的肠

道组织中修复肠上皮, 其可能机制在于以下三

个方面: (1)MSCs分化为肠上皮细胞和内皮细

胞修复受损肠上皮: Komori等[41]将来源于转基

因小鼠且表达绿色荧光蛋白(green fluorescent 
protein, GFP)的骨髓移植进入使用三硝基苯磺

酸(trinitro-benzene-sulfonic acid, TNBS)诱导的

结肠炎大鼠体内, 发现给予TNBS 28 d以后, 大
鼠结肠上皮细胞中的表达GFP阳性的细胞占到
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胞治疗 I B D 的机
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行了较全面综述.

总数的37.6%, 这些表明骨髓MSCs是肠黏膜中

再生细胞的重要来源. Brittan等[42]通过研究指出, 
TNBS结肠炎模型小鼠行异基因骨髓移植以后, 
骨髓来源的内皮细胞、周细胞和血管平滑肌细

胞散在分布于血管壁上, 且能够见到完全由骨

髓来源的细胞构成的血管. 这说明MSCs能够分

化成肠道上皮细胞以及内皮细胞, 进而发挥修

复肠道组织的功能; (2)MSCs分泌细胞因子促进

肠上皮重建: Kim等[43]通过研究显示MSCs能够

分泌粒细胞集落刺激因子、粒-巨噬细胞集落刺

激因子、巨噬细胞集落刺激因子等多种集落刺

激因子. 而Liu等[44]通过对脐带血来源的MSCs的
检测发现其能够分泌较多IL-6、IL-8、基质金

属蛋白酶抑制剂1(tissue inhibitor of metallopro-
teinases 1, TIMP-1)、TIMP-2等细胞因子. Weil
等[45]通过研究证实MSCs可以通过旁分泌IL-6、
肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)
和血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)等多种细胞, 并且通过下调凋亡信

号通路进而使受到缺氧而损伤的胎儿肠黏膜上

皮细胞的存活和增殖能力增强. 上述细胞因子

在肠道黏膜屏障的保护和肠道上皮的修复的过

程中发挥着关键性的作用. IL-6可以通过调节

bcl-2和fas抑制由于缺氧而诱导的肠黏膜细胞的

凋亡[46]; HGF能够通过抑制肠上皮细胞凋亡, 进
而诱导肠黏膜的再生[47]; VEGF能够促进血管的

生成, 提高移植的干细胞的成活率[48]. 所以说, 
MSCs可以通过直接或间接分泌多种细胞因子

促进肠上皮的重建; (3)MSCs调节肠道干细胞微

环境促进肠上皮重建: 国外学者[49,50]通过研究表

明在受损的肠黏膜组织中, MSCs不但可以分化

为肌成纤维细胞进而修复受损组织, 而且在肠

上皮组织自我更新的过程也发挥着关键性的作

用. Brittan等[51]通过研究发现骨髓来源的成纤维

细胞能够分泌多种细胞因子, 进而调节肠黏膜

上皮干细胞的微环境, 进而间接维持肠黏膜上

皮的稳定. 所以说, 移植的MSCs与其定植部位

肠道的微环境间存在相互作用的效应. 

3  结论 

MSCs是近年来IBD治疗的重点, 具有广泛的研

究空间与前景. 但MSCs对IBD的治疗仍然处于

一个实验性的时期, 仍有许多临床研究或者基

础研究的问题需要解决, 如MSCs移植的途径与

数量和最佳时机的选择, MSCs移植后的免疫重

建、分化途径以及在其IBD治疗中的具体作用, 

MSCs在机体内存活以及维持效应的有效时间, 
MSCs在体内是否会诱发肿瘤等, 以上仍有较多

的问题需要在以后的研究中不断探索. 但相信, 
随着MSCs移植技术的不断发展, 会有更多的

IBD患者从中受益, 也为未来IBD的治疗提供了

一个新的方法及方向. 
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通过本文对国内
外文献的综述, 为
将来在临床工作
中应用间充质干
细胞治疗 I B D 提
出了一定的理论
依据. 
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■名词解释
间 充 质 干 细 胞
( m e s e n c h y m a l 
stem cells, MSCs)
定义为 :  (1)贴壁
性, 具有类似脂肪
细胞的形态 ;  (2)
表达基质细胞的
表面抗原, 但不表
达造血细胞表面
抗原 ;  (3)拥有向
成骨细胞、脂肪
细胞以及软骨细
胞分化的潜能. 



526                ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年2月8日    第22卷    第4期

40 	 Sotiropoulou PA, Perez SA, Gritzapis AD, Bax-
evanis CN, Papamichail M. Interactions between 
human mesenchymal stem cells and natural killer 
cells. Stem Cells 2006; 24: 74-85 [PMID: 16099998 
DOI: 10.1634/stemcells.2004-0359]

41 	 Komori M, Tsuji S, Tsujii M, Murata H, Iijima H, 
Yasumaru M, Nishida T, Irie T, Kawano S, Hori 
M. Involvement of bone marrow-derived cells in 
healing of experimental colitis in rats. Wound Re-
pair Regen 2005; 13: 109-118 [PMID: 15659043 DOI: 
10.1111/j.1067-1927.2005.130114.x]

42 	 Brittan M, Chance V, Elia G, Poulsom R, Alison MR, 
MacDonald TT, Wright NA. A regenerative role 
for bone marrow following experimental colitis: 
contribution to neovasculogenesis and myofibro-
blasts. Gastroenterology 2005; 128: 1984-1995 [PMID: 
15940631 DOI: 10.1053/j.gastro.2005.03.028]

43 	 Kim DH, Yoo KH, Choi KS, Choi J, Choi SY, Yang 
SE, Yang YS, Im HJ, Kim KH, Jung HL, Sung KW, 
Koo HH. Gene expression profile of cytokine 
and growth factor during differentiation of bone 
marrow-derived mesenchymal stem cell. Cytokine 
2005; 31: 119-126 [PMID: 15919213 DOI: 10.1016/
j.cyto.2005.04.004]

44 	 Liu CH, Hwang SM. Cytokine interactions in mes-
enchymal stem cells from cord blood. Cytokine 
2005; 32: 270-279 [PMID: 16377203 DOI: 10.1016/
j.cyto.2005.11.003]

45 	 Weil BR, Markel TA, Herrmann JL, Abarbanell AM, 
Meldrum DR. Mesenchymal stem cells enhance the 
viability and proliferation of human fetal intestinal 
epithelial cells following hypoxic injury via para-
crine mechanisms. Surgery 2009; 146: 190-197 [PMID: 
19628073 DOI: 10.1016/j.surg.2009.03.031]

46 	 Rollwagen FM, Madhavan S, Singh A, Li YY, Wol-
cott K, Maheshwari R. IL-6 protects enterocytes 

from hypoxia-induced apoptosis by induction of 
bcl-2 mRNA and reduction of fas mRNA. Biochem 
Biophys Res Commun 2006; 347: 1094-1098 [PMID: 
16870148 DOI: 10.1016/j.bbrc.2006.07.016]

47 	 Schwartz MZ, Kato Y, Yu D, Lukish JR. Growth-
factor enhancement of compromised gut function 
following massive small-bowel resection. Pediatr 
Surg Int 2000; 16: 174-175 [PMID: 10786975 DOI: 
10.1007/s003830050716]

48 	 von Dobschuetz E, Meyer S, Thorn D, Marme D, 
Hopt UT, Thomusch O. Targeting vascular endo-
thelial growth factor pathway offers new possibili-
ties to counteract microvascular disturbances dur-
ing ischemia/reperfusion of the pancreas. Trans-
plantation 2006; 82: 543-549 [PMID: 16926599 DOI: 
10.1097/01.tp.0000229434.92523.99]

49 	 Hayashi Y, Tsuji S, Tsujii M, Nishida T, Ishii S, 
Nakamura T, Eguchi H, Kawano S. The transdiffer-
entiation of bone-marrow-derived cells in colonic 
mucosal regeneration after dextran-sulfate-sodium-
induced colitis in mice. Pharmacology 2007; 80: 
193-199 [PMID: 17587885 DOI: 10.1159/000104148]

50 	 Tanaka H, Arimura Y, Yabana T, Goto A, Hoso-
kawa M, Nagaishi K, Yamashita K, Yamamoto 
H, Sasaki Y, Fujimiya M, Imai K, Shinomura Y. 
Myogenic lineage differentiated mesenchymal 
stem cells enhance recovery from dextran sulfate 
sodium-induced colitis in the rat. J Gastroenterol 
2011; 46: 143-152 [PMID: 20848145 DOI: 10.1007/
s00535-010-0320-7]

51	 Brittan M, Hunt T, Jeffery R, Poulsom R, Forbes SJ, 
Hodivala-Dilke K, Goldman J, Alison MR, Wright 
NA. Bone marrow derivation of pericryptal myofi-
broblasts in the mouse and human small intestine 
and colon. Gut 2002; 50: 752-757 [PMID: 12010874 
DOI: 10.1136/gut.50.6.752]

编辑  郭鹏  电编  闫晋利

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

■同行评价
本文综述立题有
依据 ,  目的明确 , 
内 容 集 中 ,  举 例
贴 切 ,  分 析 讨 论
客 观 ,  参 考 文 献
适 中 ,  较 全 面 综
述MSCs治疗IBD
的疗效及其疗效
机制, 对IBD的临
床治疗研究有参
考意义. 
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Abstract
China is one of the countries having the highest 
burden of tuberculosis. The number of patients 
with Crohn's disease (CD) is gradually increas-
ing in China. Sometimes intestinal tuberculosis 
(ITB) and CD are quite similar in clinical mani-
festations and the findings of radiological and 
endoscopic examinations, and it is difficult to 
differentiate the two diseases; however, the 
treatments and prognosis of the two diseases 
are completely different. Besides clinical charac-
teristics, radiological examinations, endoscopic 
examinations, histopathological examinations, 
acid-fast staining, Mycobacterium tuberculosis 
culture, serum markers and tuberculin skin test 
(TST), interferon-γ release assay (IGRA) and 
polymerase chain reaction for Mycobacterium 
tuberculosis (TB-PCR) have recently been used to 
differentiate ITD from CD. Both IGRA and TB-

PCR have a high sensitivity and specificity in di-
agnosis of ITB when differentiating ITB from CD. 
This review focuses on the value of IGRA and TB-
PCR in the differentiation of ITB from CD.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
中国是结核病高负担国家之一, 加之目前我国
克罗恩病(Crohn's disease, CD)患者数量在逐
步增加, 而肠结核(intestinal tuberculosis, ITB)
和CD的临床表现、放射学检查及内镜检查
结果等方面有时很相似. 两者的鉴别有时很
困难, 然而两者的治疗方案及预后截然不同. 
除了从传统的临床表现、放射学检查、内镜
检查、组织病理学检查、抗酸染色、结核分
枝杆菌培养、血清标志物及结核菌素皮肤
试验(tuberculin skin test, TST)等方面鉴别这
两种疾病, 近年来的研究用γ干扰素释放分析
(interferon-γ release assay, IGRA)及结核分枝
杆菌聚合酶链反应(polymerase chain reaction 
for Mycobacterium tuberculosis , TB-PCR)来鉴
别ITB与CD. 在鉴别ITB和CD时, IGRA及TB-
PCR诊断ITB的敏感度及特异度均较高. 本文
就IGRA与TB-PCR在鉴别ITB和CD中的价值
进行综述.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: γ干扰素释放分析; 结核分枝杆菌聚合酶链

反应; 肠结核; 克罗恩病; 鉴别诊断

核心提示: 肠结核(intestinal tuberculosis, ITB)临床

■背景资料
目前我国结核病
年发病约为130万
例 ,  占 全 球 发 病
的14.3%, 位居全
球第2位. 肠结核
(intestinal tubercu-
losis, ITB)属于结
核病的一种类型, 
我国近十多年来
克罗恩病(Crohn's 
disease, CD)就诊
人数呈逐步增加
的趋势非常明显, 
而 I T B 临 床 上 与
CD酷似 ,  而治疗
方法完全不同, 两
病的鉴别一直是
个难题.
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上与克罗恩病(Crohn's disease, CD)酷似, 两病的鉴

别一直是我们所面对目前难题. 传统的鉴别方法

在鉴别ITB与CD时具有诸多局限性, 而近年来的

研究用γ干扰素释放分析(interferon-γ release assay, 
IGRA)及结核分枝杆菌聚合酶链反应(polymerase 
chain reaction for Mycobacterium tuberculosis ,TB-
PCR)来鉴别ITB与CD. 结果显示IGRA及TB-PCR
诊断ITB的敏感度及特异度均较高, 这为两病的鉴

别提供了有价值的新方法, 两病的鉴别是目前及

今后相当长时间内的研究热点.  

张俊, 高峰. IGRA及TB-PCR在肠结核与克罗恩病鉴别诊断

中的价值.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 527-532 URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/527.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.527

0  引言

我国是全球22个结核病流行严重的国家之一, 
目前我国结核病年发病人数约为130万, 占全球

发病的14.3%, 位居全球第2位[1]. 发展中国家是

结核病的高发区, 肠结核(intestinal tuberculosis, 
ITB)是常见的肺外结核病[2]. 肺外结核占全球所

有结核病的15%-20%[3], 欧盟国家肺外结核占所

有结核病的比例从2002年的16.4%上升到2011
年的22.4%[4].  I T B是结核分枝杆菌引起的肠

道慢性特异性感染. 克罗恩病(Crohn's disease, 
CD)是一种病因尚不十分清楚的胃肠道慢性炎

性肉芽肿性疾病[5]. 研究表明CD在欧美国家是

常见病[6-9], CD属于炎症性肠病的一种类型, 发
展中国家炎症性肠病的发病率呈上升趋势 [10]. 
Prideaux等[11]报道近20年来, 亚洲国家炎症性肠

病发病率和患病率呈逐年增加趋势. 在我国, 近
十多年来CD就诊人数呈逐步增加的趋势非常

明显[12], 并且CD存在东西方差异[13]. CD的临床

表现缺乏特异性, 极易导致误诊[14]. 何瑶等[15]进

行的回结肠CD与ITB临床及内镜特征比较研究

发现半数患者不能依靠活检病理和临床内镜评

分获得比较可靠的诊断. 传统的鉴别方法在鉴

别ITB与CD时具有诸多局限性. ITB临床上与

CD酷似, 而治疗方法完全不同, 两病的鉴别一

直是个难题[16]. 近年来的研究用γ干扰素释放分

析(interferon-γ release assay, IGRA)及结核分枝

杆菌聚合酶链反应(polymerase chain reaction for 
Mycobacterium tuberculosis , TB-PCR)来鉴别ITB
与CD. 在鉴别ITB与CD时, IGRA及TB-PCR诊断

ITB的敏感度及特异度均较高, 提示有较好的应

用价值及应用前景.

1  IGRA在ITB与CD鉴别诊断中的价值   

研究表明结核分枝杆菌(mycobacterium tuber-
culosis , MTB )基因中含有RD1基因序列, 该序

列编码产生的培养滤液蛋白-10(culture filtrate 
protein-10, CFP-10)和早期分泌靶向抗原-6(early 
secretory antigenic target-6, ESAT-6)是MTB的特

异性抗原[17]. 当MTB的特异性抗原再次刺激感

染MTB后的记忆性T淋巴细胞, 记忆性T淋巴细

胞就会释放γ干扰素, IGRA通过检测γ干扰素的

分泌情况来诊断有无MTB感染[18]. 近年来国外

的研究表明IGRA在检测MTB感染中有较好的

敏感度和特异度[19-22]. 目前应用在ITB与CD鉴

别诊断中的IGRA包括QuantiFERON-TB gold 
test(QFT-G)和结核杆菌T细胞斑点试验(T cell 
spot of tuberculosis test, T-SPOT.TB).
1.1 Q F T-G Q F T-G利用M T B特异性蛋白质

ESAT-6和CFP-10刺激宿主全血中的淋巴细胞, 
如果宿主曾经暴露于MTB, 暴露于MTB后的致

敏淋巴细胞经ESAT-6和CFP-10再次刺激就会

释放γ干扰素, 然后用酶联免疫吸附试验检测释

放的γ干扰素来诊断有无MTB感染. 卡介苗及环

境分枝杆菌可能导致TST出现假阳性结果, 而
不能导致QFT-G出现假阳性结果, 所以QFT-G
特异度比TST更好, 美国FDA已批准用QFT-G
作为一种辅助检查来诊断结核病和结核的潜伏

期[23,24]. Klein等[25]研究报道在行抗肿瘤坏死因

子-α治疗的患者中检测潜伏期结核QFT-G的特

异度比TST更好. Khalil等[26]研究得出检测活动

性肺结核时QFT-G的敏感度比TST更好, 且其

敏感度不受之前接种过卡介苗及暴露过环境分

枝杆菌的影响. ITB属于肺外结核病, Fan等[27]

进行的Meta分析得出QFT-G诊断肺外结核的总

敏感度和特异度分别为72%(95%CI: 65%-79%)
和82%(95%CI: 78%-87%). Kim等[28]研究报道

ITB组QFT-G阳性率为66.7%, CD组QFT-G阳性

率为9.7%, ITB组QFT-G阳性率较CD组高, 差
异具有统计学意义; 对于抗酿酒酵母抗体(anti-
saccharomyces cerevisiae antibodies, ASCA)阳性

或QFT-G阴性的病例, ASCA诊断CD的敏感度为

44.4%、特异度为96%、阳性预测值为91.4%、

阴性预测值为64.3%. 在I T B很普遍的韩国 , 
ASCA是一种有价值的诊断CD的方法, 尤其将

ASCA与QFT-G联合起来用于鉴别CD与ITB时, 
这种联合诊断法可能在CD与ITB的鉴别诊断中

非常有用. 另外, Kim等[29]研究发现QFT-G与TST
有很好的一致性, ITB组的QFT-G阳性率(67%)较

■相关报道
Kim等报道肠结
核组γ干扰素释放
分析(interferon-γ 
r e l e a s e  a s s a y, 
IGRA)阳性率较
克 罗 恩 病 组 高 , 
差异具有统计意
义, 且诊断ITB的
敏感度为67%, 特
异 度 为 9 0 % .  而
Ramadass等研究
报道粪便TB-PCR
诊 断 I T B 的 敏 感
度为79%, 特异度
为88%. 研究结果
显示IGRA及TB-
PCR诊断ITB的敏
感度及特异度均
较高. 
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CD组阳性率(9%)高, 差异具有统计学意义; ITB
组的TST阳性率(67%)较CD组阳性率(16%)高, 
差异具有统计学意义. QFT-G诊断ITB的敏感度

为67%, 特异度为90%, 阳性预测值为87%, 阴性

预测值为73%, 虽然QFT-G具有一定的局限性, 
但QFT-G结合TST在诊断ITB时的效能是令人满

意的. 目前QFT-G用于鉴别ITB与CD的研究较

T-SPOT.TB用于鉴别ITB与CD的研究少, 待今后

进一步研究来证实QFT-G在ITB与CD鉴别诊断

中的价值.
1.2 T-SPOT.TB T-SPOT.TB是应用酶联免疫斑点

技术检测经MTB特异性抗原ESAT-6和CFP-10
刺激后外周血中释放γ干扰素的T细胞[30]. TST
中使用的纯蛋白衍化物的某些抗原成分与卡

介苗和环境分枝杆菌的抗原成分相同, 可发生

交叉反应, 导致TST的特异性较低; 并且TST
对于免疫受损患者的敏感度较低[31]. 国外报道

T-SPOT.TB诊断结核的敏感度为83%-97%[32]. 
Feng等[33]研究报道T-SPOT.TB诊断结核病的

敏感度及特异度均较TST更好. Meie r等[34]研

究报道在确诊为结核病的72例患者中有70例
T-SPOT.TB呈阳性, T-SPOT.TB诊断结核的敏

感度为97.2%. 并对其中45例T-SPOT.TB阳性患

者行TST, 发现TST的阳性率为89%, 对这45例
T-SPOT.TB阳性患者而言, T-SPOT.TB的阳性率

(100%)与TST的阳性率(89%)的差异无统计学

意义. ITB属于肺外结核病, Liao等[35]研究报道

T-SPOT.TB诊断肺外结核的敏感度和特异度分

别为79.8%和81.6%. Fan等[27]的Meta分析得出

T-SPOT.TB诊断肺外结核的总敏感度和特异度

分别为90%(95%CI: 86%-93%)和68%(95%CI: 
64%-73%). Baek等[36]研究得出T-SPOT.TB诊断

ITB的敏感度为100%、特异度为78.1%、阳性

预测值为68.9%、阴性预测值为100%, 当ITB与
CD的鉴别有困难时, T-SPOT.TB的鉴别诊断价

值较高: 阴性结果可基本排除ITB. Li等[37]研究

得出T-SPOT.TB诊断ITB的敏感度为84.2%, 特异

度为75.4%, 阳性预测值为50.0%, 阴性预测值为

94.2%; 在结核流行地区鉴别ITB和CD时, 鉴于

T-SPOT.TB有很高的阴性预测值可很好地排除

ITB, 所以他可能是一种在实践中有价值的诊断

方法. Lee等[38]研究报道T-SPOT.TB诊断ITB的敏

感度为100%、特异度为83.3%、阳性预测值为

60.0%、阴性预测值为100%, 当鉴别ITB与CD有

困难时, T-SPOT.TB可能是一种可快速排除ITB
的有用方法. Lei等[39]研究得出T-SPOT.TB诊断

ITB的敏感度为86%、特异度为93%、阳性预测

值为88%、阴性预测值为91%, 由于T-SPOT.TB
在诊断ITB时具有很高的特异性及阴性预测值, 
其在排除ITB时具有较高的价值. 雷少妮等[40]研

究报道CD组、ITB组、肠外结核组及其他疾病

组T-SPOT.TB阳性率分别为6.7%、85.7%、70%
及0%, 各组间差异具有统计学意义; T-SPOT.TB
检测ITB的敏感度为85.7%、特异度为93.3%, 阴
性预测值为12.5%.

2  TB-PCR在ITB与CD鉴别诊断中的价值

PCR可使DNA的合成量呈指数增长, 可用PCR
检测MTB DNA, TB-PCR是一种在鉴别ITB及
CD时的快速病原学诊断方法. 在目前的研究中, 
TB-PCR的引物来自MTB的特异性IS6110序列, 
IS6110序列具有较高的敏感性和特异性[41]. 目
前TB-PCR可用于肠黏膜组织和粪便中的MTB 
DNA检测.
2.1 粪便MTB DNA检测 Ramadass等[42]研究得

出结核在印度很普遍, 在鉴别ITB与CD时, 从确

诊为ITB或CD患者的粪便中提取DNA, 并实施

TB-PCR, 粪便TB-PCR诊断ITB的敏感度为79%, 
特异度为88%, 阳性预测值为79%, 阴性预测值

为88%. Balamurugan等[43]研究报道12例已确诊

ITB患者中有11例粪便TB-PCR阳性, 而15例健

康对照者的粪便TB-PCR全为阴性, ITB组和健

康对照组TB-PCR阳性率的差异具有统计学意

义并且粪便TB-PCR的敏感度优于病理检查及

肠黏膜组织MTB培养. Sucharita等[44]对27例未

治疗的ITB及48例CD实施粪便TB-PCR, ITB组
TB-PCR阳性率为77.8%, CD组TB-PCR阳性率

为14.6%, 差异具有统计学意义; TB-PCR的敏感

度、特异度、阳性预测值及阴性预测值分别为

75%、87%、77%及85%. Balamurugan等[45]研究

报道粪便TB-PCR阳性率在未治疗的ITB组、治

疗过的ITB组、痰涂片阳性肺结核组及对照组

分别为88.8%(16/18)、0%(0/8)、85.7%(12/14)及
0%(0/30); 粪便TB-PCR诊断ITB的敏感度、特异

度、阳性预测值及阴性预测值分别为88.8%、

100%、100%及93.7%.
2.2 肠黏膜组织MTB DNA检测 1994年Anand等[46]

对1例慢性腹泻患者的肠黏膜组织实施TB-PCR, 
与MTB探针杂交结果呈阳性, 该患者在抗结核

治疗后内镜下异常病变完全消失, 该研究表明

在诊断ITB时可对肠黏膜活检组织行TB-PCR. 
甘华田等[47]对36例ITB肠黏膜组织及26例CD
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肠黏膜组织实施TB-PCR发现ITB组及CD组的

TB-PCR阳性率分别为75%和0%. Jin等[48]认为

病理组织学检查与TB-PCR联用是鉴别诊断CD
与ITB的最佳方法, 对确诊为ITB或CD的患者进

行病理组织研究, 并实施TB-PCR, TB-PCR诊断

ITB的敏感度和特异度分别为88.9%和100%; 发
现病理特征结合了组织TB-PCR后, 依据病理特

征诊断ITB的敏感度可显著提高. Amarapurkar
等[49]进行了一项超过3年的前瞻性研究发现: 与
ITB鉴别时, 发热、便血、腹泻和病程在诊断

CD时的准确度最高, 其准确度为84.62%; 而对

活检组织实施TB-PCR的准确度为82.6%. 陈瑜

君等[50]研究得出TB-PCR在ITB与CD的鉴别诊

断中, TB-PCR诊断ITB的敏感度为32%, 特异

度为100%, 阳性预测值为100%, 阴性预测值为

59.5%. 甘华田等[51]研究得出TB-PCR检测MTB 
DNA在ITB组的总阳性率为63.2%, 在与CD肉

芽肿形态相同的ITB组中的阳性率为71.4%, 在
无肉芽肿病变的ITB组中的阳性率为64.7%, 在
CD组全为阴性; 而抗酸染色在ITB组总阳性率

为21.1%, TB-PCR在ITB组的总阳性率较抗酸染

色高, 差异具有统计学意义, 该研究得出内镜活

检病理对肠结核与CD的鉴别诊断有一定局限, 
PCR技术是鉴别ITB和CD极有价值的一种新方

法. Amarapurkar等[52]研究报道肠黏膜组织TB-
PCR在ITB组的阳性率仅21.6%, 在CD组的阳性

率为5%, TB-PCR诊断ITB的特异性达95%, 故
TB-PCR在ITB与CD的鉴别诊断中可能有价值. 

3  结论

我国是结核病高发国家之一, 且我国CD的发病

率呈增高趋势, 然而ITB和CD在许多方面极为

相似, 有时两者的鉴别非常困难, 然而两者的治

疗及预后截然不同, 误诊率非常高, 错误的治疗

甚至可能危及患者的生命, 传统的鉴别方法具

有诸多局限性. 在ITB和CD的鉴别诊断中, IGRA
诊断ITB的敏感度及特异度均较高, 尤其较高

的阴性预测值可快速排除ITB, 且IGRA具有不

受卡介苗及环境分枝杆菌的影响, 结果客观, 非
侵入性及方便快捷等优点; 在ITB和CD的鉴别

诊断中, TB-PCR诊断ITB的敏感度及特异度均

较高, 尤其极高的特异度在临床诊断中有极好

的应用价值及应用前景, 已有的研究表明通过

控制主客观因素可减少TB-PCR的假阳性及假

阴性结果, 并且可提高TB-PCR敏感度. TB-PCR
出结果快, 尤其粪便TB-PCR具有方便检测及非

侵入性等优点, 但是TB-PCR技术要求高. 希望

今后寻找到除了MTB的特异性IS6110序列以外

MTB的其他特异性序列以提高TB-PCR的敏感

性. 虽然传统的鉴别ITB与CD的方法具有诸多

局限性, 但其具有费用低、技术要求不高等优

点, IGRA、TB-PCR及某些传统方法的结合可能

提高诊断的效能而并不大大增加医疗费用. 希
望今后进行大样本量的前瞻性研究以评价IGRA
和TB-PCR在鉴别ITB和CD中的价值.
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Abstract
Conversion therapy brings hope of a cure for 
colorectal cancer patients with potentially re-
sectable liver metastases. Recent studies dem-
onstrated that conversion therapy could achieve 
shrinkage of liver metastases and thus render 
some for resection and offer the chance of long-
term survival. Besides preoperative systemic 
chemotherapy, oncosurgical modalities are also 
available, primarily including liver resection fol-
lowing portal vein ligation/embolization and 
two-stage liver resection. In this article, we will 
review recent advances in conversion therapy 
for these patients. 
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摘要
转化治疗给潜在可切除的结直肠癌肝转移
(colorectal liver metastases, CRLM)患者带来了
治愈的希望. 近年, 一些研究表明转化治疗可
以使肝转移灶出现缩小, 使部分初始不可切除
的CRLM患者的转化为可切除, 从而使这部分
患者获得长期生存. 在治疗的选择上, 除了全
身化疗外, 门静脉栓塞/结扎、分期肝叶切除
等一些外科手段也运用其中这使得更多初始
不可切除的CRLM患者获得手术切除的机会. 
本文将对转化治疗近期的发展近况作一介绍, 
以供临床在诊治时可以作为参考. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 转化治疗; 结直肠癌肝转移; 潜在可切除

核心提示: 潜在可切除的结直肠癌肝转移患者是

介于初始可切除与不可切除之间的患者, 以全身

化疗及肝脏为导向的局部治疗是这部分患者获

得手术切除及长期生存的关键. 

吴斌, 杨金坤, 朱莹杰. 潜在可切除结直肠癌肝转移转化治疗

的研究进展.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 533-540 URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/533.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.533 

0  引言

肝脏是结直肠癌血行转移最主要的靶器官[1]. 肝
转移灶无法切除患者的中位生存期仅6.9 mo, 
5年生存率接近0% [2];  而肝转移灶能根治性

切除患者的中位生存期为35 m o, 5年生存率

可达30%-50%[3].  然而首次确诊时已经约有

15%-25%的结直肠癌患者伴有肝转移, 其中只

有10%-15%的患者适合手术切除, 绝大部分患

者因肝外转移病变累及多支大血管和预留肝功

能不足等因素而不能手术切除. 2012年《ESMO

■背景资料
大肠癌的发病率
呈逐年上升的趋
势, 而肝脏又是结
直肠癌血行转移
的主要靶器官. 手
术切除肝转移灶
是这部分患者获
得长期生存的关
键所在. 而转化治
疗是初始不可切
除的结直肠癌肝
转移患者获得长
期生存的希望.
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结直肠癌诊疗共识指南》围绕转移灶是否能够

切除和通过转化治疗进行转化把直肠癌肝(肺)
转移患者分成了4组, 其中第1组是指肝和(或)肺
转移灶初始难以达到R0切除, 但经过化疗或联

合靶向等治疗可能R0切除, 即潜在可切除或初

始不可切除的患者. 据报道, 潜在可切除的结直

肠癌肝转移(colorectal liver metastases, CRLM)
患者降期后的可切除率为13%-54%[4,5]. 转化治

疗如何提高这组患者的手术切除率成为了一个

热门话题. 
转化治疗是指潜在可切除的CRLM患者, 通

过某些治疗措施能使初始不可切除的病灶转化

为可切除的方式. Bismuth等于1996年首次报道

了对330例初始不可切除的CRLM患者进行术前

化疗, 患者接受FOLFOX方案的术前化疗后53
例(16%)患者转化为可切除, 5年生存率达到了

40%, 这项研究成为了当代转化治疗的基石. 通
常所说的转化治疗是以转化化疗为代表, 以缩

小转移灶并将其转化为可切除的病灶的治疗方

式; 对CRLM患者而言广义上的转化治疗实际上

是多学科参与的以缩小肿瘤病灶和增加残肝体

积为目的的一系列治疗, 包括化疗(联合靶向药

物)、肝动脉灌注化疗(hepatic arterial infusion, 
HAI)、门静脉栓塞/结扎(porta vein emboliza-
tion/ligation, PVE/L)、分期肝叶切除(two-stage 
hepatectomy, TSH). 通过上述方式的治疗可以使

部分初始不可切除的CRLM患者出现肿瘤的退

缩、残肝容积的增加从而使这部分患者获得手

术切除的机会. 

1  缩小(毁损)肿瘤的治疗

1.1 转化化疗 潜在可切除的CRLM患者推荐术

前可采用短期多药联合、足量密集型的化疗方

案, 也可联合分子靶向药物. 关于化疗时间, 推
荐手术前至少进行2-3周期. 高强度的化疗能够

提高初始不可切除的肝转移瘤转化的R0切除率, 
为患者创造了手术机会. 强烈的化疗方案表现

在药物种类的叠加上及药物剂量的增加. 
1.1.1 两药方案: 5-氟尿嘧啶(5-f luorourac i l, 
5-FU)/亚叶酸钙(leucovorin calcium, LV)联合

奥沙利铂(oxal iplat in, OXA)的化疗方案可使

不可切除的CRLM患者获得7%-51%左右的肝

切除率; 而联合伊立替康(irinotecan, CPT-11)
的化疗方案可获得9%-35%左右的肝切除率[6]. 
Alberts等[7]对44例仅有肝转移CRLM患者给予

FOLFOX4方案(5-FU、LV、O)的转化治疗, 反

应率(response rate, RR)为60%, R0切除为40%. 
Pozzo等[8]使用FOLFIRI方案[5-FU(F)、亚叶酸

钙(LV)、伊利替康(I)]对40例不可切除的患进行

转化化疗, 客观反应率(objective response rate, 
ORR)为47.5%, 最终30%的患者转化为可切除. 
这项研究2007年的随访结果显示[9], 两组患者的

中位肿瘤进展时间分别为(14.3 mo vs  5.2 mo), 
手术组的中位术后无病生存期为52.5 mo. 近年

有关于增加伊立替康剂量以提高C R L M患者

R0切除率的报道, 尿苷二磷酸葡糖醛酸转移酶

1A1(uridine diphosphate glucuronosyl transferase 
1A1, UGT1A1 )基因状态被认为是指导伊利替康

使用的分子标志物. 西班牙[10]的爬坡实验证明

UGT1A1野生型的患者适合高剂量或标准剂量

的伊立替康(450 mg/m2), 杂合型患者适合的剂量

为390 mg/m2, 纯合子型的患者则推荐低剂量的

伊立替康(150 mg/m2). 卡培他滨、S-1作为5-FU
类口服药物, 也已被多项研究证明可以安全替

代5-FU/LV静滴与奥沙利铂、伊利替康联用, 不
缩短PFS和OS[11-13]. 
1.1.2 三药方案: 两药联合方案取得显著疗效的

同时使得研究者们开始关注三种细胞毒药物联

合方案在CRLM患者中的使用. Falcone等[14]分

析了既往7个随机三期临床研究结果, 发现那些

在整个治疗过程中接受3种高效药物治疗的患

者获得了更大的生存获益. 受此启发纳入了244
例初始不可切除的CRLM患者, 随机分为FOLF-
OXIRI组[5-氟尿嘧啶(F)、亚叶酸钙(LV)、伊利

替康(I)、奥沙利铂(O)]与FOLFIRI组, 结果显示

三药联合方案可显著地提高仅肝转移患者的手

术R0切除率(36% vs  12%), 无病生存率(9.8 mo 
vs  5.9 mo), 总生存率(22.6 mo vs  16.7 mo). 该研

究随访结果显示R0切除的患者中29%的患者5
年内未出现复发, 5年及8年的生存率分别达到

了42%及33%[15]. 另一项随机对照的METHEP
研究[16]比较了标准的二药化疗方案(FOLFIRI, 
high dose-FOLFIRI, FOLFOX-4, FOLFOX-7)和
三药化疗方案(FOLFIRINOX)对不可切除CRLM
患者的影响, 初步分析显示FOLFIRINOX方案

和high dose-FOLFIRI方案组分别获得了52%和

50%的客观缓解率, 而R0切除率分别达到了36%
和37%, 同时两个高效化疗方案的安全性也是被

肯定的. 
1.2 化疗联合靶向的治疗 靶向药物(t a rge t ed 
medic ine)通过与癌症发生、肿瘤生长所必需

的特定分子靶点的作用来阻止癌细胞的生长. 

■研发前沿
新型分子标志物
的发现带动了新
型靶向药物的问
世, 使得对肿瘤的
治疗更有针对性, 
朝着以个体为导
向的方向发展.

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com



吴斌, 等. 潜在可切除结直肠癌肝转移转化治疗的研究进展						                  535

近年分子靶向药物人血管内皮生长因子受体

(vascular endothelial growth factor, VEGF)、表皮

生长因子受体(epidermal growth factor receptor, 
EGFR)联合奥沙利铂/依立替康为主的化疗方案

被运用于CRLM患者的术前治疗中被证明可以

进一步提高转化率, 使得更多初始不可切除的

CRLM患者行手术切除的机会. 
(1)VEGF单抗: 贝伐珠单抗(bevacizumab)

是针对VEGF的人源化单克隆抗体. 2003年美

国Duke大学Herbert Hurwitz等报告了贝伐珠

单抗治疗晚期大肠癌疗效显著 ,  引起高度关

注. 关于贝伐单抗在治疗mCRC中的价值时各

项研究有不同的意见. 在与铂类药物联合运用

方面, In NO16966[17]研究结果示, 贝伐珠单抗

与CapeOX[卡培他滨、OXA]/FOLFOX方案的

联合一线治疗显著提高了患者的PFS(9.4 mo vs  
8.0 mo, P  = 0.0023), 但是在OS和RR上贝伐珠

单抗与CapeOX/FOLFOX组与安慰剂组相比并

无获益. 在与伊立替康联合方面AVF2107g[18]和

ARTIST研究[19](静脉注射氟尿嘧啶联合伊利替

康的IFL/mIFL方案)均证明了化疗联合贝伐单

抗可使ORR提高10%并显著延长了患者的PFS
与OS. BICC研究[20]是在优化伊利替康用法的同

时, 比较FOLFIRI/BVZ方案与mIFL/BVZ方案用

于一线治疗晚期肠癌患者, 结果示在中位OS上
FOLFIRI/BVZ方案(28 mo vs  19.2 mo, P  = 0.037)
有获益, 而PFS、ORR上两组无显著差别. 贝伐

珠单抗与FOLFOXIRI方案联合, 入组患者的疾

病控制率达到了100%及76%的客观缓解率, 并
使17%的患者获得了二次手术的机会, 并且不良

反应是可控制的. 
(2)EGFR单抗: 西妥昔单抗(cetuximab)是

一种重组的人鼠嵌合性EGFR的单克隆抗体而

大肠癌以及许多实体瘤中EGFR过度表达, 近年

多篇报告显示其疗效与KRAS基因状态密切相

关. 西妥昔单抗与伊利替康的联合的方案主要

有CRYSTAL(一线联合FOLFORI), 与奥沙利铂

的联合的方案主要有OPUS研究. CRYSTAL[21] 

Ⅲ期随机对照临床研究显示, 西妥昔单抗单抗

联合FOLFIRI组及FOLFIRI组的无进展生存期

的危险比为0.85(P  = 0.048), ORR之比为1.4(P  = 
0.004). 对肿瘤组织标本KRAS突变状态与临床

疗效的相关性显示, 野生型患者接受西妥昔单

抗联合FOLFIRI治疗疗效明显优于单独FOL-
FIRI组. OPUS研究[22]是在FOLFOX4化疗的基础

上联合西妥昔单抗一线治疗CRLM患者的与单

纯FOLFOX4化疗组相比较, 结果显示对KRAS
野生型mCRC患者, 与单独FOLFOX4化疗方案

相比, 西妥昔单抗联合FOLFOX4化疗显著提高

总缓解率(57.3% vs  34%, P  = 0.0027), 肿瘤最佳

缩小比例平均高11.6%, 显著延长PFS(8.3 mo vs  
7.2 mo, P  = 0.0064). CELIM研究[23]报道了FOLF-
OX6联合西妥昔单抗与FOLFORI联合西妥昔

单抗一线治疗转移性CRLM患者, FOLFOX6联
合西妥昔单抗组的RR为68%, R0切除率为20%; 
FOLFORI联合西妥昔单抗组的RR为57%, R0切
除率为30%, 在所有入组的患者中70%的KRAS
基因野生型患者肿瘤出现了退缩, 34%的KRAS
基因野生型患者获得了R0切除. 然而, 在西妥昔

单抗联合伊利替康或奥沙利铂为基础的传统两

药化疗方案带来可喜结果的同时, 近期两项Ⅲ

期随机对照研究质疑了西妥昔单抗联合奥沙利

铂为基础方案的有效性. COIN研究[24,25]比较了

奥沙利铂为基础的化疗(CapeOX/FOLFOX)联合

或不联合西妥昔单抗治疗, 结果显示在KRAS基
因野生型患者中(CapeOX/FOLFOX)联合西妥昔

单抗与单纯化疗组OS、PFS上均无获益, KRAS
基因野生型患者仅在R R上略有获益(59% v s  
50%, P  = 0.02). 2010年美国临床肿瘤学会(Amer-
ican Society of Clinical Oncology, ASCO)会议上

对COIN研究的重新分组显示FOLFOX联合西妥

昔单抗组在PFS上有获益(P  = 0.07), 而CapeOX
联合西妥昔单抗组无获益. 而NORDIC Ⅶ研究[26]

将FLOX方案[5-FU(F)静脉推注, 亚叶酸钙(LV), 
奥沙利铂(O)]作为化疗骨架. 患者随机分为3组: 
A组为FLOX治疗至进展, B组为FLOX+西妥昔

单抗治疗至进展, C组为间断性FLOX(16 wk停
药、疾病进展后恢复)+持续性西妥昔单抗治

疗至进展. 主要终点指标是PFS. 结果示3组在

PFS、RR、OS上均无显著差异. 303例KRAS野
生型患者中, B组在PFS、OS、RR上与A组亦无

显著差异. 
KRAS基因状态被证明与西妥昔单抗疗效

相关的同时, 对于西妥昔单抗联合奥沙利铂为

基础的方案(OPUS、COIN、NORDIC Ⅶ)的研

究进一步提示在与传统化疗联合的基础上如何

合理有效地使用靶向药物给出一些证据. 故西

妥昔单抗应该避免在奥沙利铂+卡陪他滨或推

注5-FU的基础上联合西妥昔单抗, 建议与FOL-
FIRI或FOLFOX方案联合使用美国国立综合癌

症网络(National Comprehensive Cancer Network, 
NCCN)指南不推荐西妥昔单抗与FOLFOX方案

■相关报道
尽管多药联合、
足量密集型的化
疗方案, 或与靶向
药物联合的治疗
模式已被指南所
推荐, 但其不良反
应是制约其运用
的主要因素.
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联合使用. 另外BRAF基因状态被证实只是一个

预后不良的标志而不是西妥昔单抗疗效的基因

标志物[27]. 
(3)帕尼单抗(panitumumab): 帕尼单抗是

一种完全人源化的单克隆抗体, 与EGFR具有

高度亲和性, 可以同时阻断EGF和TGF-2α与

EGFR结合, 且半衰期更长. PRIME研究[28]结果

示在KRAS基因野生型患者中(93%), 帕尼单抗

-FOLFOX4组较FOLFOX4组在PFS(9.6 mo vs  
8.0 mo, P  = 0.02)有优势, 而OS并无获益; KRAS
基因野生型组较KRAS基因突变组PFS明显获

益, 在RR上两组分别为55%、48%. 另一项随机

Ⅲ期临床研究[29]比较了帕尼单抗联合FOLFIRI
组与FOLFIRI组二线治疗mCRC患者, 联合帕尼

单抗后RR具有明显优势(35% vs  10%). GONO[30]

报道了FOLFOXIRI方案联合帕尼单抗一线治疗

(KRAS、NRAS、HRAS、BRAF)均野生型的

mCRC患者的Ⅱ期临床研究. 研究入组了37例
mCRC患者, 33例(89%)达到了客观缓解, 16例行

二期手术的患者中有13例(35%)获得了R0切除. 
在随后的17.7 mo的随访中, mPFS 为11.3 mo. 

(4)靶向药物的联合应用: 靶向药物联合应

用在转移性大肠癌治疗中的作用已有文献报道, 
但结果令人失望. CAIR02研究[31]对CapeOX联合

贝伐单抗基础上能否进一步联合C225进行了探

讨, PACCE研究[32]对L-OHP/CPT-11一线化疗联

合贝伐珠单抗基础上能否进一步联合帕尼单抗

进行了探讨, 发现靶向药物两两联合未能对疗

效和远期生存产生影响, 甚至反而增加毒性. 
1.3 肝动脉灌注化疗 由于肝转移癌血供90%-100%
来自肝动脉, 经肝动脉灌注化疗肝动脉灌注化

疗(hepatic arterial infusion, HAI)药物, 由于药物

首先经过肝脏, 可以在病灶局部形成较高的药

物浓度, 有利于提高化疗效果这成为HAI的理

论基础. 去氧氟尿苷(doxifluridine, FUDR)在肝

脏的首过提取率可达94%, 是较好的局部化疗

药物. 对于初始不可切除的CRLM患者, 运用

HAI可获得较高的客观反应率(55%-70%)和R0
切除率(16%-18%)[33,34]. 一项Meta研究[35]分析

了近期10项随机对照研究, 比较以氟尿嘧啶为

基础的HAI组与全身化疗组对初始不可切除的

CRLM患者的影响, 结果HAI组较化疗组在肿

瘤客观反映率上有明显优势(42.9% vs  18.4%, 
P <0.0001), 但在OS上并无获益. 提示HAI对肿

瘤的退缩或许是一种较佳的治疗方式. 目前并

无高级别的研究表明H A I可以代替全身化疗

作为一种主要的转化治疗方式, 虽然HAI被证

明有效, 但是HAI并不比全身化疗具有显著优

势，只是建议与全身化疗联合使用可能有助于

延长患者的OS. 
1.4 转化化疗的问题 术前短期多药联合、足量

密集型的强烈的化疗方案虽然带来了R0切除率

的提高, 明显增加了CRLM患者的生存获益, 但
随之而来的肝损伤也开始被高度关注. 奥沙利

铂为主的化疗可导致肝窦间隙扩张; 伊立替康

为主的化疗可导致脂肪性肝炎. 这些肝损害这

种损伤可能导致手术风险增加, 甚至导致转移

灶无法切除增加术后并发症的发生率[36,37]. 贝伐

珠单抗可增加器官穿孔、出血的风险, 并且抑

制伤口愈合; 同时由于血管内皮生长因子在肝

脏再生中发挥重要作用, 因此术前接受血管内

皮生长因子拮抗剂可能致术后肝脏再生能力下

降, 增加术后肝衰竭的风险[38,39], 因此建议停用

贝伐珠单抗后6 wk(2个贝伐单抗半衰期)进行手

术治疗. 为减轻化疗性肝损伤的发生术前化疗

时间不宜超过3-4 mo. 对经过转化治疗有望达到

R0切除的患者, 由于放射学方法证实的化疗后

完全缓解(complete clinical response, CCR)约有

83%的灶经病理学检查或随访发现仍有活的癌

细胞, 建议在影像学病灶消失前进行切除, 避免

CCR的发生[40].  

2  增大正常肝体积的治疗

增大肝脏体积的治疗主要是为了解决因手术切

除肝脏转移灶后面临的残肝体积不足而无法手

术的难点. 这部分患者需要或并不需要术前化

疗使转移灶出现退缩, 重要的是手术后要有足

够肝脏组织能满足基本生理功能的需求. 肝脏

细胞属于暂不增值细胞当遭遇手术等打击后可

再次进入细胞周期这为增大残肝体积的方法提

供了一定的理论基础, 增大肝脏体积的治疗主

要包括以下两种方法. 
2.1 PVE/L 当进行右半肝三区肝切除或右半肝

切除术后左半肝体积过小, 此时虽然两个相邻

的肝段存在充分的血液循环和胆汁引流, 但剩

余的肝实质不能代偿而发生肝衰竭. 为了避免

手术后因残肝体积过小需要一种方法使得肝脏

体积增大而适合手术的切除. Kinoshita等[41]与

Makuuchi等[42]发现肝癌或胆管癌的患者肿瘤侵

犯门静脉右支后受阻塞部分的肝叶发生了萎缩

而对侧肝脏即出现代偿性肥大. 受此启发门静

脉栓塞术被用于切除肝脏的体积过大或者预计
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保留的正常肝脏体积不足总体积的30%的病例
[43,44]. PVE/L后, 通过3-9 wk的肝脏再生, 对侧肝

脏增加的体积可以达到肝脏总体积的15%[45]. PVE/
PVL术后可切除率约在60%-88%, 导致无法手术主

要原因是行PVE/PVL术后肿瘤的进展[46]. 术后患

者的5年生存率达到了38%左右. 一项Meta分析[47]

显示PVE主要并发症是肝血肿、肝脓肿、左门

静脉血栓形成、门脉高压、胆管炎, 发生率为

2.2%, 死亡率为0. 
2.2 TSH 当肝脏的左右两个肝叶都存在转移病

灶时, PVE/PVL术在此时也是不适用的, 这类患

者即使经手术切除肝转移病灶后也会因残肝体

积不足而发生肝衰竭. 因此有学者引入了分期

肝叶切除这个概念[48], 这个方法主要用于需要

行右半肝或右肝三区切除, 同时左半肝或左肝

外叶有转移灶的病例. TSH是一种整体的治疗方

式, 这个治疗被分为两部分实施. 第1步, 先行原

发肿瘤的根治性切除和残肝转移灶的局部切除, 
一般位于左半肝或者左外叶, 并可同时行病侧

PVE/L; 第2步, 行残留转移灶所分布的右半肝或

右三肝切除. 二次肝切除前残肝体积的大小是

决定是否能行二次肝切除的关键如果残肝体积

过小, 此时PVE/L可以使残肝体积代偿的增大使

得手术顺利进行. 另外为了避免肿瘤在两步之

间的间隙发生进展, 有必要运用全身性的化疗

或以肝脏局部化的治疗减小肝脏转移灶的体积. 
同时为了避免化疗药物可能对再生肝组织的再

生所产生的影响, 化疗应该在第一次肝切除后

的3 wk开始以保证肝组织的再生的安全[49]. TSH
分流了同时切除肿瘤组织和正常肝组织后的风

险; 也评估了肿瘤对化疗的敏感性指导辅助化

疗用药[50]. 近期一项回顾性研究[51]分析了459例
接受TSH治疗的CRLM患者, 其总88%的患者首

次肝脏手术前接受了转化化疗, 第一阶段肝切

除后17%的患者接受了辅助化疗, 76%的患者也

进行了PVE术. 最后有75%的患者获得了R0切
除, 中位OS达到了37 mo. 所以针对其中的肝脏

左右两个肝叶都存在转移病灶的患者而言分期

肝叶切除是一种安全有效的转化治疗方式. 

3  结论

转化治疗的发展无疑给潜在可切除的CRLM患

者带来了巨大的生存获益. 虽然手术是CRLM患

者最为理想的治疗方式但初始可获得手术治疗

的患者比例低, 这成为了影响CRLM患者整体

生存率的主要因素. 而转化治疗的发展, 从联合

化疗到化疗联合靶向进一步提高了手术的R0切
除率; 以增大残肝体积的治疗方式解决了因肝

容量不足而导致的手术禁忌, 以上两方面又相

互影响着治疗的整个过程, 使得临床工作中可

以根据具体患者的情况制定出最佳的治疗决策

争取获得手术切除的可能性. 同时转化治疗所

带来的负面影响以及术后复发的也是不容忽视

的. 转化治疗如何更好地运用于潜在可切除的

CRLM患者这需要更多循证医学的证据的支持. 
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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 observe the ultrastructure and biome-
chanical properties of the portal vein in rats 
with intrahepatic portal hypertension to provide 
an experimental basis for further exploring the 
pathogenesis of portal hypertension.

METHODS: Subcutaneous injection of carbon 

tetrachloride was performed to induce intrahe-
patic portal hypertension in rats. Biomechanical 
methods were used to determine portal vein 
diameter, longitudinal tensile stress-strain curve 
and the size of the residual stress during portal 
hypertension formation. Portal vein ultrastruc-
ture was observed by electron microscopy.

RESULTS: Compared with normal rats, the 
portal vein diameter was significantly greater 
in rats with portal hypertension (1.53 ± 0.28 mm 
vs 1.14 ± 0.17 mm, P < 0.01); portal vein ultra-
structure changed significantly; longitudinal 
tensile stress - strain curve was steeper; the time 
consumed for the whole process of tensile strain 
was shorter; the stress at 50% strain was signifi-
cantly larger (1.04 ± 0.13 N vs 0.51 ± 0.08 N, P < 
0.01); the opening angle of the portal vein and 
arc fluctuations increased significantly (110.34° ± 
8.09° vs 79.93° ± 2.44°, P < 0.01). 

CONCLUSION: Rats with intrahepatic portal 
hypertension have abnormal portal vein wall 
remodeling, decreased portal vein compliance, 
and changes in circumferential and axial biome-
chanical characteristics. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

Key Words: Portal hypertension; Ultrastructure; 
Stress-strain; Residual stress; Compliance
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摘要
目的: 观察肝内型门脉高压大鼠门静脉超微
结构及生物力学特性, 为进一步探索门脉高压
病理机制提供实验依据. 

方法: 四氯化碳皮下注射诱导肝内型门静脉

■背景资料
门脉高压时门脉
系统生物力学发
生 了 显 著 改 变 , 
据 应 力 - 生 长 法
则 ,  应 力 环 境 的
改变将导致应力-
生 长 失 衡 ,  门 静
脉管壁形态结构
也随之发生改变, 
因此研究门静脉
管壁超微结构、
力学特性与门脉
高压症的相关性
至关重要.
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■同行评议者
杨家和, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院综合治疗三科
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高压大鼠模型, 生物力学技术测定门脉高压形
成中门静脉在体直径、纵向拉伸应力-应变曲
线及残余应力大小, 透视电镜下观察门静脉超
微结构. 

结果: 与正常组大鼠相比, 门脉高压组大鼠门
静脉体外直径显著增粗(1.53 mm±0.28 mm 
vs  1.14 mm±0.17 mm, P <0.01); 门静脉超微结
构发生显著改变; 纵向拉伸应力-应变曲线较
陡峭, 整个拉伸应变过程耗时短, 50%应变时
应力是1.04 N±0.13 N, 显著大于正常组(0.51 
N±0.08 N, P <0.01); 门静脉张开角的弧度及
组内波动幅度较正常组显著增大(110.34度±

8.09度 vs  79.93度±2.44度, P <0.01). 

结论: 肝内型门脉高压大鼠门静脉管壁存在
异常重构, 其顺应性下降, 门静脉呈周向和轴
向高应力的生物力学特性改变. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 门脉高压; 超微结构; 应力-应变; 残余应

力; 顺应性

核心提示: 肝内型门脉高压时, 门静脉超微结构

存在异常重构, 如门静脉管壁内皮细胞基底膜不

完整, 细胞间隙连接疏松; 平滑肌细胞减少, 周围

胶原纤维增多, 胞质肌丝少而紊乱, 部分线粒体

嵴断裂、空泡化; 外膜可见大量胶原纤维及疏松

结缔组织增生, 管壁顺应性下降, 门静脉轴向及

周向处于高应力状态. 

文彬, 邓鑫, 陈然, 彭佩纯. 肝内型门脉高压大鼠门静脉超微结

构及生物力学特性的改变.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 

541-545 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/541.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.541

0  引言

目前, 国内外对门脉系统的血流动力学已作了

广泛研究[1,2], 发现门脉高压时最突出的病理生

理特征为门脉系统的高阻力、高压力、高流量

及低外周阻力的全身高动力循环状态. 由于原

有力学平衡遭打破, 门脉系统的生物力学发生

了结构和功能改变已得到初步证实[3,4]. 但门静

脉管壁重构、生物力学特性的改变与门脉高压

相关性的研究尚未深入, 本实验拟对大鼠门静

脉超微结构、纵向拉伸应力-应变及无载荷状态

下残余应力的探讨, 对门静脉超微结构和顺应

性进行测试评估, 旨在进一步从生物力学角度

阐述门脉高压的病理机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠, SPF级, 6-7周龄, 体质量160 g
±20 g, 购自广西医科大学动物实验中心, 动物

合格证: scxk桂2009-0002. 四氯化碳(CCl4), 购
自天津富宇精细化工试剂厂产品. T Y8000系
列(50-5000 N)伺服控制拉力试验机. Image-Pro 
Plus6.0图像分析软件(Media Cybernetics公司). 
纯丙酮(EPON812), H-7650型透射电子显微镜

(日本日立公司). 
1.2 方法

1.2.1 分组和模型制备: 大鼠在适应性饲养1 wk
后, 随机分为对照组(30只)和模型组(40只), 采
用复合因素法造模 [5],  造模组大鼠首次按0 .5 
m L/100 g腹部皮下注射(贝蒂斯橄榄油60%+ 
40%CCl4)混合液, 以后每隔3日按0.3 mL/100 g体
质量皮下注射, 每周2次, 150 mL/L乙醇为唯一

饮料, 同时辅以20%猪油、0.5%胆固醇、79.5%
玉米面混合饲料, 共计12 wk; 正常组则以普通饲

料和纯净水喂养. 
1.2.2 大鼠门静脉在体直径的测量: 造模成功后

(正常组n  = 30, 模型组n  = 35), 水合氯醛以0.3 
mL/100 g腹腔注射麻醉, 剖开腹腔, 逐层分离出

门静脉, 将分离出的门静脉以记号笔标记两端, 
平行置上刻度尺, 数码相机拍照, 所得数值输入

计算机, Image-Pro Plus6.0图像分析软件测量门

静脉段(胃冠状静脉分支点下游2 cm)在体的直

径. 门静脉纵向拉伸试验、残余应力、超微结

构的测定均在测量门静脉体外直径后随机抽取

进行实验. 
1.2.3 大鼠门静脉纵向拉伸试验: 逐层剥离出门

静脉(正常组n  = 12, 模型组n  = 12), 沿其轴向主

干两端剪下长度25 mm, 将门静脉两端夹在伺服

控制拉力试验机的夹具上, 夹具间距为20 mm, 
以5%/min应变率增加(5 mm/min)进行拉伸测试, 
记录应变为50%及试样断裂时的应力, UTM107 
WIN-XP测试软件描绘出应力-应变曲线. 实验前

需要对每个试样反复加载卸载进行预调处理. 
1.2.4 大鼠门静脉残余应力的测定: 所有操作均

在25 ℃下进行, 取新鲜门静脉主干(正常组n  = 
12, 模型组n  = 12), 移入剩有生理盐水的培养皿

中, 沿其长轴连续横切, 得到厚度约为1 mm的血

管环, 沿门静脉血管环径向剪开, 静置20 min左
右, 数码相机拍照零应力状态血管环横切面图

像(以门静脉环内壁中点为顶点, 沿两个断端的

内壁作一连线, 所形成的夹角即为张开角), 计算

机图文系统测量门静脉张开角, 以此代表门静

■研发前沿
生物力学是国内
外研究新热点, 目
前门脉系统的力
学研究多集中于
“血流动力学”
研究, 对门静脉管
壁超微结构、力
学分布与门脉高
压相关性研究尚
未深入. 
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■相关报道
张宗棨, 汤松伟等
在门脉高压兔的
模型中, 认为门脉
系统的低剪切应
力与高周向应力
状态参与了门脉
高压症并发症发
生的力学基础(肝
前型门静脉高压
兔门脉系统血管
应力的研究) .  贺
细菊, 张兴华等对
门静脉高压症猪
离体状态的生物
力学特性改变和
几何性状的进行
研究, 发现门脉高
压时门静脉弹性
模量随压力变大
而增大, 顺应性随
压力增大而下降
(门静脉高压症猪
门静脉的生物力
学特性及其临床
意义) ,  为临床血
管移植提供了一
定 力 学 数 据 .  施
斌, 朱樑等观察了
大鼠肝内型门脉
高压症形成中门
静脉零应力状态
及轴向拉伸时应
力-伸长比的动态
变化, 认为门脉高
压时高压力、高
流量的特殊血液
动力学状态可引
起门静脉力学特
性 ( 轴向和周向 )
的力学改变, 这些
变化又可进一步
加重门脉高压血
液动力学异常及
病理生理改变, 造
成恶性循环. 
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脉零应力状态的变化. 
1.2.5 大鼠门静脉超微结构测定: 取相同部位新

鲜门静脉主干(正常组n  = 6, 模型组n  = 11), 切成

大小约1 mm×1 mm×1 mm, 投入4 ℃预冷的4%
戊二醛, 固定24 h, 再经1%四氧化锇固定2 h, 常
规乙醇和丙酮脱水, 加丙酮-EPON812环氧树脂

包埋, 修块及切片, 铀-铅染色, 透视电镜下观察

门静脉管壁超微结构. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用SPSS11.5统计软件行t检验和方差分析, 比较

组间差异有无统计学意义, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 大鼠门静脉体外直径变化 正常组大鼠实验

期间无死亡, 模型组大鼠死亡5只, 模型成功率

达87.5%. 与正常组大鼠相比, 门脉高压组大鼠

门静脉管腔充盈, 体外直径显著增粗(1.53 mm±

0.28 mm vs  1.14 mm±0.17 mm, P <0.01, 图1). 
2.2 大鼠门静脉纵向拉伸试验结果 正常组大鼠

门静脉以每分钟5%应变率增加(5 mm/min)进行

拉伸过程中, 应变达50%时应力为0.51 N±0.08 N, 
此时应力-应变曲线较平坦, 门静脉拉伸应变从

50%到试样断裂过程中, 应力-应变曲线较前陡

峭, 应力达1.47 N, 应变为96.46%时试样断裂. 
门脉高压组大鼠门静脉以同样速率拉伸过程

中, 应力-应变曲线始终陡峭, 门静脉拉伸应变

达50%时应力为1.04 N±0.13 N, 当应力达到

1.51 N、应变为95.67%时门静脉断裂, 试样拉

伸应变耗时较正常组短, 在同等应变条件下, 门
脉高压组的应力显著高于正常组(P <0.01)(图2). 
2.3 大鼠门静脉张开角的变化 正常大鼠门静脉

沿径向剪开后展开角呈小“c”形, 角度约75.4
度至83.2度左右, 组内波动范围小; 门脉高压组

试样切开后展开角呈大“C”形, 角度在98.7度
至124.9度之间, 组内波动幅度较大. 对两组门静

脉张开角均值行方差分析与t检验, 显示两组门

静脉开角大小之间有统计学差异(P <0.01); 正常

大鼠门静脉组内差异小, 门脉高压组组内差异

大(P <0.01), 以均值为基数绘制门静脉张开角曲

线, 正常组大鼠门静脉张开角图像基本呈一直

线, 门脉高压组门静脉张开角图像较正常组大

(图3). 
2.4 门静脉超微结构改变 正常组大鼠门静脉内

膜内皮细胞表面光滑, 基底膜完整, 细胞间隙连

接紧密; 中膜层平滑肌细胞呈梭形, 排列成束, 
胞质中可见肌丝; 外膜可见弹性纤维、胶原纤

维及疏松结缔组织排列规则. 门脉高压组门静

脉内皮细胞基底膜不完整, 细胞间隙连接疏松; 
中膜层平滑肌细胞减少, 周围胶原纤维增多, 胞
质中肌丝少而紊乱, 部分线粒体嵴断裂、空泡

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

A B 图  1  大鼠门静脉体外直径(mm). A: 正常

组; B: 门脉高压组.
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图  3  门静脉残余应力曲线.

■创新盘点
本文从门静脉微
观结构及力学异
常分布等方面探
讨门脉高压病理
机 制 ,  与 传 统 侧
重研究门脉系统
“血流动力学”
相比具有一定创
新性. 



544                ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年2月8日    第22卷    第4期

化; 外膜未见平滑肌细胞、弹性纤维, 可见大量

胶原纤维及疏松结缔组织增生(图4). 

3  讨论

肝硬化门脉高压症病理机制复杂, 其中一个显

著特点就是全身高动力循环状态. 这种特殊的

血流动力学改变势必影响门静脉的应力状态[6]. 
顺应性是反应血管应力状态的重要指标之一, 
血管管壁超微结构与之密切相关, 目前与管壁

顺应性密切相关的组织学成分主要包含内皮细

胞、平滑肌细胞、弹力纤维及胶原纤维. 研究

发现血管在低应力时, 主要由管壁内皮细胞及

平滑肌细胞承载[7,8], 高应力时则胶原纤维的拉

伸起主要作用. 平滑肌细胞主要分为收缩和合

成型两种, 收缩型平滑肌细胞胞质内肌丝丰富

而细胞器较少, 合成型平滑肌细胞则是胞质内

肌丝少, 细胞器丰富, 生理条件下两者处于动态

平衡, 合成型占绝对优势时会影响血管的收缩

功能, 使管壁趋于扩张. 但持续的管壁扩张, 血
管力学会重新分布, 胶原纤维被拉伸, 由于胶原

纤维比弹性纤维具备一定的强度和刚度, 因此

门静脉管壁相对会变硬, 顺应性下降. 目前常用

胶原纤维与弹性纤维含量比值来代表血管刚度, 
比值越大则刚度越大, 反之血管弹性及顺应性

越差[9]. 实验中通过透视电镜观察门静脉超微结

构, 发现门脉高压时门静脉超微结构发生显著

改变, 中膜平滑肌细胞及胞质肌丝减少, 胶原纤

维相应增多, 平滑肌细胞处于合成型状态, 有利

于门静脉管壁持续扩张; 另一方面门静脉管壁

外膜中胶原纤维与弹性纤维比值增大, 无疑促

进血管硬度增加、弹性下降. 因此我们推测门

静脉平滑肌细胞转型及外膜胶原纤维与弹性纤

维等微观结构成分失衡是门脉高压时门静脉持

续扩张及管壁顺应性下降等生物力学改变的重

要原因之一. 
血管轴向拉伸是研究生物材料力学特性的

重要方法, 可以反映生物材料的轴向力学特性, 
与血管的顺应性显著相关. 顺应性是单位压力

下血管容积改变, 涵盖周向应力和轴向应力, 是
检测血管弹性功能重要指标[10]. 本研究显示正常

组大鼠门静脉纵向拉伸应变达到50%时只需很

小的力, 试样应力-应变曲线平坦, 试样拉伸应变

可塑性强, 说明门静脉组织具有极好的弹性拉

伸性能, 顺应性好; 门脉高压组门静脉拉伸应变

为50%时应力较正常组大(P <0.01), 整个拉伸应

变耗时较短, 血管组织容易达到自身弹性极限

(断裂), 在相同应变下, 门脉高压组门静脉拉伸

应力显著高于正常组. 结合门静脉超微结构改

变, 我们认为门静脉异常重构及高轴向应力共

同作用下, 门静脉管壁相对固有成分被破坏, 硬
度增加, 顺应性下降. Cahill等[11]与Menon等[12]进

一步研究发现应力在门静脉顺应性下降、硬度
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图  4  门静脉超微结构(TEM). A: 正常组门静脉内膜层; B: 门脉高压组门静脉内膜层; C: 正常组门静脉中膜层; D: 门脉高压

组门静脉中膜层; E: 正常组门静脉外膜层; F: 门脉高压组门静脉外膜层. 

■应用要点 
探讨门静脉管壁
超微结构及力学
异常分布, 为我们
从生物力学角度
揭示门脉高压病
理机制提供新思
路; 同时为人工血
管移植提供力学
参考价值, 提高血
管移植远期不良
并发症.
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增加时对管壁的直接破坏力增强. 这与本实验

结果中门静脉超微结构异常重构相符合, 血管

壁的破坏则有助于门静脉血栓形成, 进一步加

重肝脏的损害及门脉高压的维持. 
血管的零应力状态并不是无载荷状态下的

血管, 而是指血管环被径向切开, 将残余应力释

放后的状态, 此时血管环会自动张开呈一定弧

度, 我们称之为张开角[13]. 门静脉张开角代表门

静脉的残余应力大小, 其意义在于可从力学角度

反映血管组织重建程度、应力分布情况及周向

力学特性[14]. 本实验基于此原理, 通过测量两组

大鼠门静脉张开角来量化残余应力大小. 实验中

正常组门静脉零应力状态下张开角较小, 组内波

动幅度不大; 而门脉高压组门静脉张开角大, 组
内波动范围差异大, 表明门脉高压组大鼠门静脉

处于高周向应力状态下. 也有研究发现门脉高压

时, 门脉高应力状态使门静脉内外壁应力分布不

一致, 导致内外壁生长不均匀, 内壁细胞的生长

速度大于外壁细胞的生长速度, 造成内壁周向应

变大于外壁, 内壁的残余应力增大, 张开角相应

增大[15]. 由此可知血管内部微观结构重排可引起

残余应力的改变, 残余应力一旦改变势必影响承

载对象-管壁组织细胞学的活性, 引起管壁结构

成分和功能发生变化, 最终导致周向应力在血管

壁的分布异常. 这种正反馈调节可能是门脉高压

症并发恶性循环的原因之一. 
总之, 本实验通过对门静脉超微结构及生物

力学特性的研究, 结果表明肝内型门脉高压时, 
门静脉超微结构存在异常重构、管壁顺应性下

降, 门静脉轴向及周向处于高应力状态. 门静脉

管壁这种重构及力学异常分布, 为我们从生物

力学角度揭示门脉高压病理机制提供新思路; 
同时对门静脉微观成分及顺应性的研究可以为

人工血管移植提供力学依据, 提高血管移植成

功率, 减少远期不良并发症. 
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了肝内型门脉高
压大鼠门静脉生
物力学特性及力
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治疗及血管移值
创 造 条 件 ,  证 据
充分 ,  引用合理 , 
研究具有一定新
颖性.
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Abstract
AIM: To explore the effects of Gegen Qinglian 
Tang on high-fat diet-induced nonalcoholic 
steatohepatitis(NASH) in rats. 

METHODS: SD rats were fed a high-fat diet to 
induce nonalcoholic steatohepatitis. Different 
doses of Gegen Qinglian Tang were adminis-
tered intragastrically when the rats were fed 
the high-fat diet. Blood samples were harvested 
after 8 wk to detect aspartate aminotransferase 
(AST), alanine transaminase (ALT), cholesterol 

total (CHO), low density lipoprotein (LDL), 
high density lipoprotein (HDL), fasting plasma 
glucose (FPG), and fasting insulin (FINS). Liver 
tissue samples were taken for hematoxylin-eosin 
(HE) staining and oil-red O staining. In addition, 
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) activity 
score (NAS) and homeostatic model assessment 
of insulin resistance (HOMA-IR) were assessed . 

RESULTS: Compared with the model group, 
the levels of serum AST, ALT, CHO, LDL and 
HOMA-IR were significantly decreased and the 
levels of serum HDL significantly increased in 
the high dose Gegen Qinlian group. The results 
of HE staining, oil-red O staining and NAS as-
sessment showed that Gegen Qinlian Tang could 
significantly inhibit the development of NASH. 

CONCLUSION: Gegen Qinglian Tang has thera-
peutic effects against NASH in SD rats, and it 
can improve insulin resistance.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

Key Words: Gegen Qinlian Tang; Nonalcoholic stea-
tohepatitis; SD rats; High-fat diet; Insulin resistance
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摘要 
目的: 探讨葛根芩连汤对非酒精性脂肪性肝
炎的干预作用.  

方法: 高脂饲料喂养SD大鼠以制备非酒精性
脂肪性肝炎模型, 各给药组在造模的同时进行
灌胃给药, 持续8 wk后取材, 血清用比色法对
谷草转氨酶(aspartate aminotransferase, AST)、
谷丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)、总
胆固醇(cholesterol total, CHO)、低密度脂蛋

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝炎(non-alcohol-
ic steatohepatitis, 
NASH)是非酒精
性单纯性脂肪肝
向肝纤维化、肝
硬化转化的关键
环节, 是隐源性肝
硬化的重要病因
之一. 

■同行评议者
庄林 ,  主任医师 , 
昆明市第三人民
医院肝病科
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白((low density lipoprotein, LDL)、高密度脂
蛋白(high density lipoprotein, HDL)、空腹血
糖(fasting plasma glucose, FPG)的含量进行
检测, 用放免法对空腹胰岛素(fasting insulin, 
F INS)的含量进行检测, 并进行胰岛素抵抗
指数(homeostatic model assessment of insulin 
resistance, HOMA-IR)计算; 肝组织制成石蜡
切片及冰冻切片进行HE及油红O染色, 并根
据“非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)活动度积分”对各组肝
组织进行NASH评估. 

结果: 与空白组比较 ,  N A S H大鼠血清中
AST、ALT、CHO、LDL的含量显著升高
(P <0.05或P <0.01),  H D L的含量显著降低
(P <0.01), HOMA-IR指数显著升高(P <0.05), 
葛根芩连汤可显著抑制高脂饲料喂养S D大
鼠过程中血清AST、ALT、CHO、LDL含量
(P <0.01)及HOMA-IR指数的升高(P <0.05)以及
HDL含量的降低(P <0.01); HE染色、油红O染
色及NAFLD活动度积分结果显示, 葛根芩连
汤可显著抑制NASH及相关病理变化的发生
发展. 

结论: 葛根芩连汤对非酒精性脂肪性肝炎有
一定的干预作用, 并可改善胰岛素抵抗. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 葛根芩连汤; 非酒精性脂肪性肝炎; 大鼠; 

高脂饮食; 胰岛素抵抗

核心提示: 在“异病同治”中医理论指导下, 现
代中医应用该方治疗湿热内蕴证2型糖尿病疗效

明确, 具有明显降糖、降血脂、改善胰岛素抵抗

及抗氧化等作用. 本课题组应用临床流行病学调

查及因子分析等方法研究了NASH的病机、证型

及证候要素, 认为NASH的核心病机、主要证型

及证候要素与2型糖尿病类似, 符合“异病-同证-
同治”的原则.

续畅, 王允亮, 张慧芹, 刘泽洲, 郝钰, 牛建昭, 李军祥. 葛根

芩连汤对高脂饮食诱导大鼠非酒精性脂肪性肝炎的影响.  世

界华人消化杂志  2014; 22(4): 546-552 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/546.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i4.546

0  引言

非酒精性脂肪性肝炎(non-alcoholic steatohepati-
tis, NASH)是一种无过量饮酒, 以肝实质细胞脂

肪变和脂肪贮积为特征, 伴随弥散性肝小叶轻

度炎症和/或肝中央静脉、肝窦周围胶原沉积的

临床病理综合征[1]. 研究表明, NASH是非酒精性

单纯性脂肪肝向肝纤维化、肝硬化转化的关键

环节, 是隐源性肝硬化的重要病因之一[2]. NASH
的发病机制至今尚不清楚, “二次打击”学说目

前被广泛认可[3]. 其中, 第一次打击源于肝细胞的

脂肪变性, 其核心病理机制是胰岛素抵抗[4]. 进而, 
肝组织出现脂质过氧化、氧自由基损伤、线粒

体功能障碍以及炎性细胞因子增多等病理过程, 
形成“二次打击”[5]. 另有学者认为, NASH属

代谢综合征表现之一, 与肥胖、高脂血症、2型
糖尿病等常常并发或相互转化[6]. 因此, 理想的

NASH防治药物应具有多靶点、能干预多个病

理环节. 
目前, 西医临床尚无治疗NASH疗效确切的

药物. 现有的治疗方案主要用于: (1)改善糖、脂

肪代谢(吡格列酮、罗格列酮、二甲双胍等); (2)
抗氧化、抗炎(N-乙酰半胱氨酸、维生素E、熊

去氧胆酸等); (3)降脂(他汀、贝特类药物等). 上
述药物虽然有各自的理论依据, 但缺少明确的

临床疗效和大规模RCT试验数据支持[7]. 因此, 
开发疗效肯定的NASH防治药物仍然是研究者

关注的热点. 
葛根芩连汤源自《伤寒论》, 由4味中药组

成(葛根、黄芩、黄连、甘草), 用于治疗湿热所

致腹泻和痢疾, 是治疗急性腹泻的经典方剂[8]. 
在“异病同治”中医理论指导下, 现代中医应

用该方治疗湿热内蕴证2型糖尿病疗效明确, 具
有明显降糖、降血脂、改善胰岛素抵抗及抗氧

化等作用[9,10]. 本课题组应用临床流行病学调查

及因子分析等方法研究了NASH的病机、证型

及证候要素, 认为NASH的核心病机、主要证型

及证候要素与2型糖尿病类似, 符合“异病-同
证-同治”的原则[11]. 为此, 本实验采用高脂饲料

诱导NASH大鼠模型, 系统观察了葛根芩连汤对

NASH大鼠胰岛素抵抗、脂肪代谢、肝细胞脂

肪沉积的影响, 期望为开发防治NASH及其并发

症有效的中药制剂提供新思路和实验数据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠购自北京维通利华实验动物

有限公司[SCXK(京)2012-0001]. 被试药(葛根

芩连汤颗粒剂)由北京中医药大学东方医院制

剂室提供. 谷草转氨酶(aspartate aminotransfer-
ase, AST)、谷丙转氨酶(alanine transaminase, 
ALT)、总胆固醇(cholesterol total, CHO)、低密

度脂蛋白(low density lipoprotein, LDL)、高密

■研发前沿
N A S H 的 发 病
机 制 至 今 尚 不
清 楚 ,  “二 次 打
击”学说目前被
广泛认可. 
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度脂蛋白(high density lipoprotein, HDL)、空腹

血糖(fasting plasma glucose, FPG)比色法试剂

盒, 购自中生北控股份有限公司. 空腹胰岛素

(fasting insulin, FINS)放免法试剂盒, 购自北京

华英生物技术研究所. 高脂饲料(88%基础饲料

+10%猪油+2%胆固醇), 购自北京华阜康生物科

技股份有限公司; 阳性药水飞蓟宾胶囊(水林佳, 
批准文号: 国药准字H20040299)为天津天士力

制药股份有限公司产品; UCT超薄切片机, 德国

莱卡; BS224S电子天平, 德国赛多利斯; 超低温

冰箱, 海尔集团; SC3616低速离心机, 安徽中科

中佳科学仪器有限公司; BX40光学显微镜, 日
本OLYMPUS; CamERC5s照相系统, 德国蔡司

ZEISS; MVLTIKAN MK3酶标仪, 美国Thermo公
司; 7160全自动生化仪, 日本日立公司; r-911全
自动放免计数仪, 中国科技大学实业总公司. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组及处置: ♂SD大鼠(SPF级)50只
(120 g±5 g)随机分为5组: 正常对照组、NASH
模型组、水飞蓟宾组(21 mg/kg, 按人临床用量

换算)、葛根芩连汤高剂量组(9.6 g/kg, 按生药量

换算)和葛根芩连汤低剂量组(4.8 g/kg, 按生药量

换算), 每组10只. 依照本实验室常规方法[12], 全
部大鼠适应性喂养7 d后, 正常对照组饲喂普通

饲料, 其余各组均饲喂高脂饲料, 持续8 wk. 本
实验采用预防给药的方式, 每天上午灌胃给药1
次, 正常对照组及模型组灌胃给予同体积蒸馏

水. 大鼠自由饮水, 每天观察动物进食、二便、

活动、毛发等情况. 每周计量体质量1次. 第8周
实验结束时, 全部大鼠禁食24 h, 称质量、麻醉

(10%水合氯醛, 0.04 mL/kg体质量)、腹主动脉

取血、静置30 min后离心制备血清(3000 r/min). 
取相同部位肝组织, 一部分经4%多聚甲醛固定, 
用于制备石蜡切片; 另一部分经OCT包埋、制

备冰冻切片. 
1.2.2 血清AST、ALT、CHO、LDL及HDL含量

测定: 采用比色法, 全自动生化分析仪依照常规

方法检测. 
1.2.3 胰岛素抵抗水平测定: 比色法检测血清

中FPG的含量, 放免法检测血清中FINS的浓度, 
根据公式计算HOMA-IR指数, 即HOMA-IR = 
FPG(mmol/L)×FINS(mIU/L)/22.5. 
1.2.4 肝组织病理学检测: 常规石蜡包埋、石蜡

切片(4 μm)及HE染色、光镜观察并摄片; 冰冻

切片(10 μm)行常规油红O染色、光镜观察并摄

片. NASH病理诊断标准采用“亚太地区非酒

精性脂肪性肝病诊断与治疗共识”推荐的美国

国立卫生研究院NASH临床研究网络病理委员

会2005年制定的NAFLD活动度积分[13](NAFLD 
activity score, NAS)进行评估. NAS组织学评分

系统对14项病理改变, 3项指标进行了半定量评

估计分(表1). 
统计学处理 定量数据采用SPSS18.0软件对

血清生化指标检测结果进行统计学分析. 计量

资料采用mean±SD的形式表示对符合正态分布

且方差齐性的计量资料组间比较采用ANOVA单

因素方差分析; 对符合正态分布且方差不齐的

计量资料组间比较采用Welch检验, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况 各组大鼠实验期间均无死亡. 正常

对照大鼠毛发柔顺、有光泽, 精神状态良好, 取
材时肉眼观察肝脏颜色红润, 与周边脏器边缘

清晰. NASH模型大鼠体质量在前4 wk快速增长, 
4 wk后增长速度显著下降, 大鼠毛发紊乱、无

光泽, 精神萎靡, 取材时肉眼观察肝脏颜色变黄, 
肝脏肿大(部分肝表面可见结节及与周边组织粘

连). 葛根芩连汤高、低剂量组及阳性对照大鼠

肝脏肉眼观察颜色变浅, 肿大不明显, 与周边脏

器少有黏连. 
2.2 血清生化指标检测 如表2所示, 与正常对照

组比较, 模型组大鼠血清中AST、ALT、CHO、

LDL的含量均显著升高(P <0.05或P <0.01), 而

■相关报道
葛根素(葛根的主
要成分)可显著改
善高脂饲料诱导
大鼠肝脏脂肪变
性, 抑制炎性因子
表达 .  小檗碱(黄
连的主要成分)可
改善db/db小鼠脂
代谢、增强外周
组织AMP活化激
酶(AMPK)活性及
脂肪酸氧化能力; 
黄芩苷(黄芩的主
要成分)可降低脂
肪肝模型大鼠血
清中TC、FFA及
胰岛素的浓度, 并
增强AMPK和乙
酰 辅 酶 A 羧 化 酶
磷酸化的能力. 

表  1  NAFLD活动度积分组织学评分判断标准

     程度评分 肝脂肪变 小叶内炎症 肝细胞气球样变

0 <5%    无病灶            无

1 5%-33%      <2 少量气球样细胞

2 34%-66%      2-4 较多/显著气球样变

3 >66%      >4

NAS≥5分者可明确NASH的诊断; NAS<3分则可排除NASH; 两者之间者为NASH可能. 
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■创新盘点
在“异病同治”
中医理论指导下, 
应用葛根芩连汤
干预 N A S H 的发
生发展.

HDL的含量则显著降低(P <0.01); 与模型组比较, 
阳性药组、葛根芩连汤高剂量组及低剂量组大

鼠血清中AST、ALT、CHO、LDL的含量均显

著降低(P <0.01), 除高剂量组外, 阳性药及低剂

量组大鼠血清中HDL的含量无明显改变. 
2.3 胰岛素抵抗检测 如表3所示, 与正常对照组

比较, 模型组大鼠血清中FPG与FINS的含量均

呈升高的趋势, 经计算HOMA-IR值显著升高

(P <0.05); 与模型组比较, 除低剂量外, 阳性药

组、葛根芩连汤高剂量组大鼠HOMA-IR值均显

著降低(P <0.05). 
2.4 肝组织病理学检测 正常对照大鼠肝组织石

蜡切片、光镜下可见: 肝组织着色均匀, 肝细胞

索排列规则, 肝细胞结构清晰(图1A); 模型组大

鼠肝组织呈大面积脂肪样变, 中央静脉周围肝

细胞呈严重空泡化, 部分可见炎性细胞浸润(图
1B); 阳性药、葛根芩连汤高低剂量干预组大鼠

肝组织脂肪变程度明显减弱, 炎性细胞浸润减

少(图1C-E). 为显示肝细胞内脂滴的多少、分

布, 我们对肝组织冰冻切片行油红O染色(红色

示脂滴), 染色结果显示, 正常对照组大鼠肝组

织不着色(图2A); 模型组大鼠肝组织可见大量

脂滴 (图2B); 阳性药、葛根芩连汤高低剂量干

预组大鼠肝组织中脂滴明显减少、呈不均匀分

布(图1C-E). NAS组织学病理评分结果显示: 模
型组NAS为8±0.00(>5), 表明NASH模型复制成

功; 阳性药组、葛根芩连汤高剂量组NAS评分

分别为2.8±1.94及2.8±2.55(<3), 提示药物的

干预作用有效; 而葛根芩连汤低剂量组NAS评
分为4.4±1.99(>3-<5), 提示药物干预作用不明

显(表4). 

3  讨论

NASH是以肝小叶为病变主体的, 以弥散性肝

细胞大泡性脂肪变性及弥散性肝小叶轻度炎症

为病理特征的临床病理综合征[12]. 现代中医根

据其肝郁脾虚、痰湿阻滞、湿热内蕴、痰瘀互

结、肝肾不足等主要临床特征, 将NASH归属于

“肝廦”、“肝胀”、“痞满”、“胁痛”、

“积聚”、“肥气”、“痰浊”、“肝痞”、

“瘀证”等病证范畴. 李军祥教授根据本病的

病位、病因、病机特点认为: 脾虚肝郁、痰瘀

互结、湿热等是NASH临床主要证候要素, 对应

的治法当以疏肝健脾、祛痰化瘀、清热化湿[13]. 
葛根芩连汤通常用于治疗太阳表邪内陷所

致热下利证. 现代中医在大量临床实践中发现, 
该方对改善2型糖尿病脾胃湿热、脾失健运等

临床证候疗效显著, 并通过动物实验及多中心

表  2  各组大鼠血清中AST、ALT、CHO、LDL、HDL含量(n  = 10, mean±SD)

     分组 AST(U/L) ALT(U/L) CHO(mmol/L) LDL(mmol/L) HDL(mmol/L)

正常组 299.88±3.74 19.49±4.68 1.68±0.19 0.16±0.02 1.41±0.13

模型组 424.13±15.69a 38.46±5.22b 2.81±0.79b 1.13±0.30b 1.00±0.06b

阳性药组 230.97±12.74d 22.40±7.08c 1.77±0.13d 0.52±0.04d 1.11±0.16

高剂量组 251.31±33.62d 19.32±2.37d 1.53±0.11d 0.10±0.01d 1.54±0.18d

低剂量组 256.60±27.15d 24.76±6.89c 1.94±0.39c 0.55±0.25d 1.09±0.19

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组. AST: 谷草转氨酶; ALT: 谷丙转氨酶; CHO: 总胆固醇; LDL: 低密度脂蛋

白; HDL: 高密度脂蛋白. 

表  3  各组大鼠血清中FPG、INS含量及HOMA-IR指数(n  = 10, mean±SD)

     分组 FPG(mmol/L)   FINS(mIU/L)   HOMA-IR

正常组 3.51±0.67 16.67±4.00 2.56±0.50

模型组 4.74±2.20a 17.09±2.40 3.72±2.18a

阳性药组 2.24±1.17 12.74±2.49b 1.20±0.53c 

高剂量组 1.90±0.87c 15.79±2.41 1.31±0.60c 

低剂量组 2.96±2.52 17.48±1.67 2.40±2.18

aP<0.05 vs  正常组; bP<0.01, cP<0.05 vs  模型组. FPG: 空腹血糖; FINS: 空腹胰岛素; HOMA-

IR: 胰岛素抵抗指数.
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临床试验证明了葛根芩连汤防治2型糖尿病的

药效作用[10]. 2型糖尿病、高脂血症、非酒精性

脂肪性肝病同属代谢综合征, 他们之间具有共

同的病理特征(如胰岛素抵抗、肝脏脂肪代谢

紊乱、氧化应激等), 并在一定条件下可相互诱

发或转化. 根据中医“异病-同证-同治”原则, 
本课题组提出葛根芩连汤可通过调节胰岛素抵

抗、改善脂代谢等影响NASH形成的假说. 为验

证该假说是否成立, 本实验制备了高脂饲料诱

导大鼠NASH模型, 选取水飞蓟宾胶囊(水林佳)
为阳性对照药, 观察了葛根芩连汤对NASH形成

过程中胰岛素抵抗、脂代谢、肝脂肪变等病理

环节的干预作用. 水飞蓟宾胶囊主要成分为水

飞蓟宾, 是从水飞蓟的种皮中提取的一种黄酮

化合物, 用于治疗高血脂和非酒精性脂肪肝, 临
床应用广泛、药理机制较明确. 

本实验的结果表明: 水飞蓟宾胶囊和葛根

芩连汤预防性给药均能显著改善高脂饲料诱

导的脂肪性肝病的发生、发展, 可显著降低大

鼠血清中AST、ALT、CHO及LDL含量, 促进

血清中HDL水平的增多. 血清中FPG、FINS及
HOMA-IR指数检测结果提示, 葛根芩连汤对高

脂饲料引发的NAFID大鼠胰岛素抵抗具有显著

改善作用. 而肝组织病理学检测结果提示, 葛根

■应用要点
葛根芩连汤干预
N A S H 发生、发
展的物质基础明
确、可靠, 为进一
步探讨该复方中
药的分子药理机
制提供很好的背
景资料. 

A B C

D E

图  1  大鼠肝组织石蜡切片HE染色光镜观察结果(×100). A: 正常对照组; B: 模型组; C: 阳性干预对照组; D: 葛根芩连汤高剂

量干预组; E: 葛根芩连汤低剂量干预组. 

A B C

D E

图  2  大鼠肝组织冰冻切片油红O染色光镜观察结果(×100). A: 正常对照组; B: 模型组; C: 阳性干预对照组; D: 葛根芩连汤

高剂量干预组; E: 葛根芩连汤低剂量干预组.
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芩连汤对肝细胞脂肪变及炎性细胞浸润有明显

保护作用. 高脂饮食诱发的大鼠NASH模型是

经典的代谢综合征模型之一, 其在形态学、病

理生理学方面与人的NASH病理特点相似, 广
泛用于研究NASH发生机制及抗NASH药物的

评价上[14]. 该造模方法的主要原理: 通过增加饮

食中脂质的摄入量, 显著提高血液中游离脂肪

酸(free fatty acid, FFA)含量. 过剩的FFA一方面

引起机体脂肪酸代谢紊乱, 导致肝细胞内甘油

三脂(triglyceride, TG)蓄积; 另一方面诱发胰岛

素抵抗, 对肝脏形成“第一次打击”. 脂肪酸代

谢紊乱及胰岛素抵抗又增加肝细胞对各种损伤

因素及炎症的敏感性, 易产生大量活性氧自由

基(reactive oxygen species, ROS), 进而启动氧

化应激, 形成对肝脏的“第二次打击”, 最终导

致NASH的发生. 本实验结果表明: 葛根芩连汤

对大鼠NASH的发生、发展具有明显的抑制作

用, 提示其药理机制可能是: 通过调节脂代谢和

改善胰岛素抵抗, 干预了NASH发生的早期环节

(一次打击). 
葛根芩连汤中主要组分(葛根、黄连、黄

芩)的生物活性已有报道, 如葛根素(葛根的主要

成分)可显著改善高脂饲料诱导大鼠肝脏脂肪

变性, 抑制炎性因子表达[15]. 小檗碱(黄连的主要

成分)可改善db/db小鼠脂代谢、增强外周组织

AMP活化激酶(AMP activated kinase, AMPK)活
性及脂肪酸氧化能力[16]; 黄芩苷(黄芩的主要成

分)可降低脂肪肝模型大鼠血清中TC、FFA及胰

岛素的浓度, 并增强AMPK和乙酰辅酶A羧化酶

磷酸化的能力[17]. 上述文献资料提示, 葛根芩连

汤干预NASH发生、发展的物质基础明确、可

靠, 为进一步探讨该复方中药的分子药理机制

提供很好的背景资料. 
总之, 本文仅对葛根芩连汤防治NASH的药

效学做了初步观察, 其深入的药理机制探讨正

在进行中, 尤其对该药在改善胰岛素抵抗及脂

代谢调节的分子机制上开展了大量的实验研究, 
相关研究成果将陆续报道. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of mini-chromo-
some maintenance protein7 (MCM7) gene silenc-
ing on the proliferation and apoptosis of human 
liver cancer SMMC-7721 cells and the possible 
mechanisms involved. 

METHODS: Four vectors carrying shRNAs tar-
geting the MCM7 gene (MCM7-shRNA expres-
sion vector) were constructed and were selected 
for effective targets. SMMC-7721 cells were di-
vided into three groups: an experimental group, 
a normal control group and a negative control 
group. The experimental group was transfected 
with the recombinant lentivirirus vector (LV-
shRNA-MCM7), the negative control was trans-
fected with an control lentiviral vector (LV-
shRNA-NC), and the normal control received 
no treatment. The mRNA and protein levels of 
MCM7 were analyzed by RT-PCR, quantitative 
real-time PCR (qPCR), and Western blot. Cell 
proliferation was detected by MTT assay, and 
cell colony formation was detected by Giemsa 
staining. Cell cycle progression and apoptosis 
were observed by flow cytometry (FCM). 

RESULTS: MCM7-shRNA expression vectors 
were successfully constructed and verified by 
DNA sequencing. After transfecting SMMC-7721 
cells with various vectors, cell  fluorescence was 
observed in > 90% of cells. MCM7 mRNA and 
protein expression in the four MCM7-shRNA 
groups was down-regulated by > 50% compared 
with the negative control group and normal con-
trol group. The LV-shRNA-MCM7 vector had 
the highest efficiency and was used in subse-
quent experiments. MTT results showed that cell 
proliferation in the experimental group at 24, 48, 
72 and 96 h after transfection was significantly 
lower than that in the negative control group 
and normal control group (P < 0.05 for all). Gi-
emsa staining results showed that the colony 
formation rate was significantly lower in the ex-
perimental group than in the two control groups 
(6.00% ± 0.50% vs 14.10% ± 0.36%, 13.73% ± 0.17%, 
P < 0.05 for both). FCM analysis showed that the 
percentage of cells in G1 phase increased in cells 
transfected with the MCM7-shRNA (P < 0.05 
for both). The apoptosis rate was significantly 
higher in the experimental group than in the 
negative control group and blank control group 
(22.27% ± 1.22% vs 0.05% ± 0.07%, 0.03% ± 0.06%, 
P < 0.05 for both). 

■背景资料
肝细胞肝癌 ( h e -
patocellular carci-
noma, HCC)是世
界三大癌症之一, 
大多数患者就诊
时 已 属 晚 期 ,  具
有发病率高、致
死率高、预后较
差、目前尚无有
效治疗手段等特
点. 及早对其进行
有效干预是改善
其疗效的关键. 研
究发现, 细胞周期
调控机制紊乱导
致的细胞增殖失
控是肿瘤发生的
重要机制之一. 
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CONCLUSION: RNAi-induced MCM7 down-
regulation could inhibit cell growth, suppress 
cell colony formation, block the cell cycle at G1 
phase, and induce cell apoptosis in SMMC-7721 
cells. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的:  探讨微小染色体维持蛋白7 ( m i n i -
chromosome maintenance protein 7, MCM7 )基
因沉默后对人肝癌细胞系SMMC-7721增殖和
凋亡的影响及可能作用机制. 

方法:  利用R N A干扰技术 ,  构建4个靶向
MCM7 基因shRNA载体(MCM7-shRNA表达
载体), 并对不同靶点进行有效筛选. 将人肝
癌细胞系SMMC-7721接种于六孔板, 分为3
组: 以MCM7 基因沉默重组慢病毒颗粒(LV-
shRNA-MCM7)感染SMMC-7721, 作为实验
组; 以对照慢病毒颗粒(LV-shRNA-NC)感染
SMMC-7721, 作为阴性对照组; 空白对照组常
规培养, 不做任何处理. 应用RT-PCR、实时荧
光定量PCR和Western blot技术检测MCM7基
因mRNA和蛋白的表达, 评价干扰效果并筛
选有效靶点; MTT法检测细胞体外增生能力, 
Giemsa染色法检测各组细胞的克隆形成; 流
式细胞技术(flow cytometry, FCM)分别检测各
组细胞增殖和凋亡的变化情况. 

结果: 成功构建MCM7-shRNA表达载体, 经测
序验证无误, 感染SMMC-7721细胞后, 细胞
荧光显示感染率>90%, 内源性靶点得到确认. 
Western blot及Real-time PCR结果显示: 实验
组的四种靶点MCM7-shRNA干扰序列中, 与
阴性对照组和空白对照组比较, MCM7 mRNA
和M C M7蛋白的表达水平下调均达50%以
上, 其中以LV-shRNA-MCM7(4)靶点敲减效
率最高, 分别达88.95%、87.89%和82.25%、

81.63%,差异具有统计学意义(P <0.05), 以此
作为实验组. MTT法结果显示: 实验组细胞
490 nm处的吸光度(A )值在转染后24、48、

72和96 h时均低于阴性对照组、空白对照组, 
差别显著(P <0.05). 同时Giemsa染色法结果显
示: LV-shRNA-MCM7组的克隆形成率(6.00%
±0.50%)明显低于空白对照组(14.10%±

0.36%)、阴性对照组(13.73%±0.17%), 实验
组细胞生长明显受到抑制(P <0.05). 流式细胞
技术显示: 实验组较阴性对照组、空白对照
组G1期延长, S期缩短, 差别显著(P <0.05). 实
验组细胞凋亡率为(22.27%±1.22%), 明显高
于阴性对照组(0.05%±0.07%)和空白对照组
(0.03%±0.06%), 实验组较阴性对照组、空白
对照组出现了明显的细胞凋亡(P <0.05). 

结论: MCM7 基因的RNAi重组体可以有效地
抑制MCM7 基因的表达, RNA干扰技术沉默
MCM7基因能够抑制肝癌细胞的生长, 阻滞细
胞期于G1期, 促进其凋亡. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 本实验利用慢病毒为载体 ,  采用慢

病毒转染法将MCM7-shRNA质粒转入人肝癌

SMMC-7721细胞后, 肝癌细胞周期进程得到有效

阻滞, 凋亡大幅增加, 可明显抑制肝癌生长增殖

功能. 

孙雯, 曹骥, 卢晓旭, 朱伶群, 杨春, 欧超, 骆成飘, 李瑗, 苏建家. 

RNA干扰技术沉默MCM7基因对肝癌SMMC-7721细胞生物学
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http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/553.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.553

0  引言

众所周知 ,  恶性肿瘤的发生发展是一个多因

素、多阶段、多基因共同参与的过程. 其中一

个显著特征是细胞具有自主生长特性, 即持续

地分裂与繁殖. 细胞周期是一个有多种控制因

子共同参与的精细平衡的过程, 这一过程的任

何缺陷都可能导致遗传信息的改变, 从而导致

肿瘤等各种疾病的发生. 研究发现, 细胞周期调

控机制紊乱导致的细胞增殖失控是包括肝癌在

内多种肿瘤发生的重要机制之一[1]. 微小染色体

维持蛋白7(mini-chromosome maintenance protein 
7, MCM7)作为DNA复制的准许因子, 可启动和

参与DNA复制, 确保DNA的复制在每个细胞周

期仅发生一次, 参与调节细胞增殖[2]. 
本课题组前期研究表明, MCM7蛋白在肝癌

组织中呈高表达, 且发现MCM7蛋白表达与患者

■研发前沿
微小染色体维持
蛋白7(miniehro-
mosome mainte-
nanceprotein 7, 
MCM7)作为DNA
复 制 的 准 许 因
子, 可启动和参与
DNA复制 ,  参与
调节细胞增殖. 近
年来, 越来越多的
研究发现MCM7
与肿瘤的发生发
展、恶性转化密
切相关. 
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肝癌分期、转移及复发相关, 提示MCM7基因与

肝癌的发生有关[3]. 为了进一步探讨MCM7基因

在肝癌发展中的作用, 本研究应用RNA干扰技

术, 构建靶向MCM7基因的shRNA载体, 转染人

肝癌SMMC-7721细胞, 观察沉默MCM7基因表

达后对细胞增殖和凋亡的影响, 为肝癌的分子

靶向治疗研究打下基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌SMMC-7721细胞株购自中科院

上海细胞研究所, shRNA靶点设计、4种同时带

有绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)
和嘌呤霉素抗性筛选标记的MCM7基因沉默重

组慢病毒颗粒LV-shRNA-MCM7(1、2、3、4)及
对照慢病毒颗粒(LV-shRNA-NC)由上海吉凯基

因技术有限公司包装; DMEM、胎牛血清和PBS
购自Hyclone公司、TRIzol购自Invitrogen公司、

逆转录试剂盒购自美国Fermentas公司, 荧光定

量PCR试剂盒购自TaKaRa宝生物工程(大连)有
限公司、DNA Marker购自广州东盛生物科技有

限公司. Western blot及IP细胞裂解液、苯甲基磺

酰氟(phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF)、
SDS-PAGE蛋白上样缓冲液(5×)、BCA蛋白浓

度测试试剂盒(增强型)、20×TBS缓冲液等均

购自江苏碧云天生物技术研究所; 蛋白质预染

Marker购自美国Fermentas(MBI)公司. PVDF膜
购自美国Millipore公司. 细胞周期检测试剂盒购

自南京凯基生物技术有限公司. 细胞凋亡试剂

盒AnnexinV-PE/7-AAD购自美国Beckman Coul-
ter公司(No. 735618). 噻唑蓝(MTT)、二甲基亚

砜(DMSO)均购自北京Solarbio科技有限公司. 
Giemsa染液(ECM550)购自美国Chemicon公司. 
MCM7和GAPDH引物由上海生工生物工程公司

合成. 兔抗人MCM7单克隆抗体购自美国Abcam
公司, 鼠抗人GAPDH单克隆抗体购自北京中杉

金桥生物技术有限公司; 近红外染料标记的二

抗与Odyssey红外荧光成像仪购自美国LI-COR
公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞株SMMC-7721在
37 ℃、5%CO2条件下, 置于含10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素和100 U/mL链霉素的DMEM
培养基中培养. 细胞随机分3组: 实验组(LV-shR-
NA-MCM7慢病毒转染组, 有4个靶点)、阴性对

照组(LV-shRNA-NC空载质粒组)和空白对照组

(未转染组). 实验用细胞均处于对数生长期. 

1.2.2 细胞转染: 转染过程按照吉凯公司转染说

明书进行, 转染前12 h将对数生长期的人肝癌

细胞系SMMC-7721接种于6孔板, 每孔种细胞

数为6×105个/孔; 12 h后, 细胞融合率达到30%
即进行转染; 转染的感染复数(multiplici ty of 
infection, MOI)为30, 4个实验组中分别加入LV-
shRNA-MCM7(1、2、3、4), 阴性对照组加入

LV-shRNA-NC, 每组均设3个重复孔, 每孔均加入

polybrene及感染增强液, 每孔液体总体积为1 mL, 
继续在37 ℃、5%CO2培养箱中培养, 并在荧光

倒置显微镜下观察荧光表达阳性率. 转染12 h后
换含10%新生胎牛血清的高糖DMEM培养. 转染

84 h后荧光最强, 转染后4-5 d收获细胞. 空白对

照组细胞不做任何处理, 常规培养. 
1.2.3 嘌呤霉素(puromycin)筛选稳定转染细胞

株: 预实验确定嘌呤霉素抗性细胞的筛选浓度, 
即药物处理48 h后SMMC-7721细胞全部死亡的

最低药物浓度. 转染48 h后每孔加入1 μg/mL的
嘌呤霉素作用于细胞 ,  筛选稳定转染的细胞

(实验过程中必须设置空细胞的加药组 ,  以确

保药物的有效性), 转染96 h后换液弃掉未转染

进的无嘌呤霉素抗性的细胞, 之后继续使用含

0.1 μg/mL嘌呤霉素的培养基培养细胞, 维持病

毒整合后的稳定性. 
1.2.4 RT-PCR、实时荧光定量PCR检测MCM7
基因的m R N A表达及筛选有效靶点序列 :  应
用Primer 5.0软件设计引物, MCM7上游引物: 
5'-GTGGAGATGGCGAGAG-3', 下游引物: 
5'-ATGGCTTCATTCACATCTTC-3', 扩增片段

146 bp; 内参GAPDH上游引物: 5'-AAGAAGGT-
G G T G A A G C A G G C-3', 下游引物:  5'-A C-
CACCCTGTTGCTGTAGCC-3', 扩增片段200 bp. 
引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成. TRIzol
法分别提取6组细胞总RNA, 并逆转录为cDNA. 
设置反应条件为: 95 ℃预变性30 s; 95 ℃变性5 s, 
60 ℃退火30 s, 共40个循环. 同时扩增各个样本

的目的基因和内参基因. 每组细胞设计3个重复

孔. 采用2-△△Ct分析法, 通过GAPDH基因水平校

正. Ct值为每个反应管内的荧光信号到达设定

的域值时所经历的循环按公式“△CT = CT平
均值(目的基因)-CT平均值(内参基因)”分别计

算实验组、阴性对照组及空白对照组的△CT, 
以阴性对照组RNA的△CT作为参照, 再按公式

“△△CT = △CT实验组-△CT阴性对照组”, 计
算2-△△Ct, 2-△△Ct 即为MCM7 mRNA相对表达量. 
根据结果确定有效靶点序列并进行后续试验. 

■相关报道
本 课 题 组 前 期
实 验 结 果 表 明 , 
MCM7不仅在人
肝癌组织中高表
达 ,  在 大 鼠 和 树
鼩肝癌模型中亦
呈 高 表 达 ,  且 发
现MCM7蛋白表
达与患者肝癌分
期、转移及复发
相关, 提示MCM7
基因与肝癌的发
生有关, MCM7极
可能是肝癌发生
发展中的关键作
用分子. 
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■创新盘点
目前尚无MCM7
基因沉默对肝癌
细 胞 生 长 和 增
殖 的 影 响 的 报
道 ,  本 实 验 利 用
慢 病 毒 为 载 体 , 
采 用 慢 病 毒 转
染 法 将 M C M 7 -
shRNA转入人肝
癌 S M M C - 7 7 2 1
细 胞 中 ,  探 讨 沉
默MCM7表达对
S M M C - 7 7 2 1 细
胞增殖和凋亡的
影响.

1.2.5 Western blot检测MCM7蛋白表达: 提取各

组细胞总蛋白, BCA法测定蛋白浓度, -80 ℃保

存备用. 蛋白变性后每孔上样50 µg, 经10%SDS-
PAGE胶上电泳, 100 mA电流条件下90 min转至

PVDF膜, 用TBST配制5%脱脂牛奶封闭1 h, 用
MCM7、GAPDH两张膜一抗4 ℃下孵育过夜

(MCM7一抗稀释度为1∶2000), 次日用TBST洗
膜, 常温下孵育相应二抗(二抗稀释度均为1∶
10000)1 h, TBST洗膜5 min/次×3次. 采用Odys-
sey红外荧光成像仪对PVDF膜进行扫描, 获取

图像, 并进行条带灰度值分析; 目的蛋白相对表

达量 = 目的蛋白条带灰度值/内参蛋白条带灰

度值. 
1.2.6 MTT法分析细胞增殖: 将对数生长期的各

组细胞接种于96孔板, 2×103/孔, 每组细胞均做

5个复孔; 分别于种板后24、48、72、96 h 加入

新鲜配制的MTT溶液(5 mg/mL)20 μL; 4 h后, 吸
弃上清, 每孔加入150 μL DMSO, 振荡器震荡10 
min, 充分溶解紫色结晶. 酶标仪测定各孔490 nm
波长处吸光度(A )值, 取5个复孔的平均数, 绘制

生长曲线. 
1.2.7 Giemsa染色检测各组细胞的克隆形成: 取
对数生长期细胞重悬, 将3组细胞以1000个/孔
接种于6孔板, 每组设3个复孔, 置37 ℃、5%CO2

及饱和湿度的细胞培养箱中培养2 wk, 当6孔板

中出现肉眼可见克隆时即终止培养, 弃培养液, 
PBS浸洗细胞2次, 甲醇固定15 min, 去固定液, 
Giemsa染色30 min, 冲去染色液, 室温下空气干

燥, 在显微镜下计数含50个细胞以上的细胞克

隆数. 克隆形成率 = (每孔克隆数/每孔接种细胞

数)×100%. 
1.2.8 细胞周期检测: 取各组对数生长期细胞, 分
别按105个/孔接种于6孔板中, 设置1个调机孔. 
各组细胞经胰酶消化后, 计数板计数细胞, 每管

取1×106个细胞; 预冷的PBS洗细胞3次, 最后一

次1000 r/min, 离心1 min, 去上清; 每管加入100 
μL RNase, 37 ℃水浴30 min; 每管再加入500 μL 
PI染液, 室温避光孵育30 min; 流式细胞仪上机

检测, 实验重复3次. 
1.2.9 细胞凋亡检测: 各组细胞经胰酶消化后, 每
管取1×106个细胞, 预冷的PBS洗2次, 将细胞重

悬于200 μL Binding Buffer中, 加2 μL AnnexinV-
PE, 小心混匀, 冰上避光孵育15 min. 后加入

100 μL Binding Buffer和1 μL 7-放线菌素D(7-
aminoactinomycin D, 7-AAD), 2 h内上机检测细

胞凋亡率. 实验重复3次. 

统计学处理 应用SPSS16.0统计软件进行分

析, 计量资料采用mean±SD表示, 计量资料多组

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

2  结果

2.1 荧光显微镜判断慢病毒感染SMMC-7721
细胞效率 在MOI = 30的条件下, 4种慢病毒LV-
shRNA-MCM7和阴性对照病毒LV-shRNA-NC
感染SMMC-7721细胞, 48 h后加1 μg/mL的嘌呤

霉素处理, 84 h后GFP(绿色荧光蛋白)表达率稳

定增强, 荧光镜观察绿色荧光, 慢病毒感染效率

>95%, 说明转染率>50%, 内源性靶点得到验证, 
可进行实时定量PCR检测. 如图1所示, 在含有不

同干扰序列的慢病毒转染后, 各组SMMC-7721
细胞GFP荧光显色均匀一致, GFP荧光蛋白表达

强度无明显差别, 提示各组细胞的慢病毒感染

效率一致. 
2.2 MCM7  mRNA表达和有效靶点的筛选结果 
采用RT-PCR、实时荧光定量PCR的方法检测

目的基因MCM7  mRNA的表达情况, 进而判断

不同靶点的干扰效果. 4个靶点中, 相对NC组

和空白对照组, 目的基因的表达水平下调均达

50%以上, 其中以4号靶点敲减效率达88.95%和

87.89%, 差异均有统计学意义(P <0.05), 所以LV-
shRNA-MCM7(4)靶点是RNAi的最佳靶点. 阴性

对照组和空白对照组相比较差异无统计学意义

(P >0.05)(表1, 2, 图2). 
2.3 MCM7蛋白表达水平测定结果 以GAPDH
为内参照, 4组LV-shRNA-MCM7组蛋白相对

表达量相比阴性对照组相对表达量分别减少

了63.54%±0.84%、57.72%±1.07%、66.98%
±0.57%、82.25%±0.16%, 且差异均有统计学

意义(P <0.05), 均>50%, 并且通过数据可知LV-
shRNA-MCM7(4)靶点是RNAi的最有效靶点, 
MCM7蛋白表达抑制率达82.25%. 相对空白对

照组, MCM7蛋白表达抑制率达81.63%(P <0.05). 
阴性对照组和空白对照组相比较差异无统计学

意义(P >0.05)(表3, 4, 图3, 4). 
2.4 细胞增殖活性判定 与空白对照组和阴性对

照组相比, 实验组细胞490 nm处的A值在转染后

24、48、72和96 h时均较低, 且差异均有统计学

意义(0.49±0.07 vs  0.60±0.03, 0.57±0.03, F  = 
8.97; 0.80±0.12 vs  1.03±0.05, 1.02±0.09, F  = 
10.55; 1.05±0.06 vs  1.37±0.05, 1.34±0.03, F  = 
33.49; 1.19±0.07 vs  1.94±0.03, 1.87±0.08, F = 
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■应用要点
本研究结果表明, 
MCM7 RNA干扰
后肝癌细胞周期
进程得到有效阻
滞 ,  凋 亡 大 幅 增
加, 可明显抑制肝
癌生长增殖功能. 
MCM7 基因有可
能成为肝癌基因
治疗的一个有效
靶点. 
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图  1  shRNA慢病毒感染SMMC-7721细胞(84 h, ×200). A, B: LV-shRNA-MCM7(1)病毒载体感染的SMMC-7721细胞; C, 

D: LV-shRNA-MCM7(2)病毒载体感染的SMMC-7721细胞; E, F: LV-shRNA-MCM7(3)病毒载体感染的SMMC-7721细胞; 

G, H: LV-shRNA-MCM7(4)病毒载体感染的SMMC-7721; I, J: LV-shRNA-NC病毒载体感染的SMMC-7721细胞. 
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216.24, 均P <0.05). 由此可见, 实验组细胞生长明

显受到抑制(表5, 图5). 
2.5 各组细胞克隆的影响比较 Giemsa染色法检

测结果表明, 各组细胞克隆形成数不相等, 但
LV-shRNA-MCM7组较空白对照组、阴性对照

组均有所减少. LV-shRNA-MCM7组的克隆形

成率(6.00%±0.50%)与空白对照组(14.10%±

0.36%)、阴性对照组(13.73%±0.17%)比较, 差
异有统计学意义(P <0.05); 空白对照组与阴性对

照组比较(P >0.05), 差异无统计学意义(图6, 7). 
2 . 6  流式细胞术检测细胞周期  与阴性对照

组和空白对照组相比, LV-s h R N A-M C M7组
SMMC-7721细胞G1期比例明显增多(71.13%±

0.31% vs  49.9%±0.64%, 50.97%±1.16%, F  = 

697.87, P <0.05). 相比阴性对照组和空白对照组, 
实验组G2期细胞比例明显减少(26.6%±0.30% 
vs  37.7%±1.98%, 38.53%±2.69%, F  = 14.152, 
均P <0.05), 同时实验组S期细胞比例也较阴性

对照组和空白对照组明显减少(2.28%±0.06% 
vs  12.5%±2.72%, 10.51%±3.16%, F  = 46.164, 
P <0.05). LV-shRNA-MCM7组SMMC-7721细胞

G1期比例增高, S期比例降低(P <0.05). 阴性对照

组和空白对照组比较差异无统计学意义(表6, 图
8, 9). 
2.7 流式细胞术检测细胞凋亡 检测结果表明, 
LV-shRNA-MCM7组SMMC-7721细胞凋亡率为

22.27%±1.22%, 明显高于阴性对照组(0.05%±

0.07%)和空白对照组(0.03%±0.06%), 差异均有

统计学意义(P <0.05). 阴性对照组和空白对照组

上述指标比较差异无统计学意义(P >0.05)(图10). 

3  讨论

MCM家族是一类在真核生物广泛存在的高度

保守的蛋白质, 被认为是复制准许因子(replica-
tion licensing factor, RLF)中的一个重要成员, 在
真核细胞的复制起始和延伸中发挥着重要的作

用. MCM7作为MCM复合体的成分之一, 与其他

MCM蛋白形成多聚体, 保证了DNA在一个细胞
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     各靶点序号                           靶点序列

LV-shRNA-MCM7(1) 5'-GGAGAAAGAAGATGTGAAT-3'

LV-shRNA-MCM7(2) 5'-TAGTAAGGATGCCACCTAT-3'

LV-shRNA-MCM7(3) 5'-GGCATGAAGATGTGAAGAA-3'

LV-shRNA-MCM7(4) 5'-GGACTCAATTTGTGAGAAT-3'

NC(Negative Control) 5'-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3'

表  1  各靶点序列

MCM7: 微小染色体维持蛋白7. 

表  2  各组细胞MCM7 mRNA相对表达量

     分组 MCM7 mRNA相对表达量(2-ΔΔCt)

Control             0.989±0.380

LV-shRNA-NC             1.005±0.126

LV-shRNA-MCM7(1)             0.500±0.180

LV-shRNA-MCM7(2)             0.485±0.130

LV-shRNA-MCM7(3)             0.460±0.263

LV-shRNA-MCM7(4)             0.110±0.022

MCM7: 微小染色体维持蛋白7. 

表  3  各组MCM7蛋白相对表达量(MCM7/GAPDH条带灰度值)

     分组 MCM7蛋白相对表达量

Control          1.29±0.02

LV-shRNA-NC          1.33±0.01

LV-shRNA-MCM7(1)          0.49±0.01

LV-shRNA-MCM7(2)          0.56±0.01

LV-shRNA-MCM7(3)          0.44±0.00

LV-shRNA-MCM7(4)          0.24±0.00

MCM7: 微小染色体维持蛋白7. 

表  4  各组相对LV-shRNA-NC组蛋白表达抑制率(%, 
mean±SD)

     
分组

相对LV-shRNA-NC组

    蛋白表达抑制率

Control        3.38±1.72

LV-shRNA-NC        0.00±1.01

LV-shRNA-MCM7(1)      63.54±0.84

LV-shRNA-MCM7(2)      57.72±1.07

LV-shRNA-MCM7(3)      66.98±0.57

LV-shRNA-MCM7(4)      82.25±0.16

MCM7: 微小染色体维持蛋白7. 

■名词解释
M C M 7 :  微小染
色体维持蛋白家
族是一类在真核
生物广泛存在的
高度保守的蛋白
质, 在真核细胞的
复制起始和延伸
中发挥着重要的
作用. MCM7作为
MCM复合体的组
成成分之一, 与其
他MCM蛋白形成
多 聚 体 ,  保 证 了
DNA在一个细胞
周期只复制一次. 
R N A 干 扰 ( R N A 
i n t e r f e r e n c e , 
R N A i ) :  在 进 化
过 程 中 高 度 保
守 的 、 由 双 链
R N A ( d o u b l e -
s t r a n d e d  R N A , 
dsRNA)诱发的、
同源mRNA高效
特 异 性 降 解 的
现 象 .  由 于 使 用
RNAi技术可以特
异性剔除或关闭
特定基因的表达, 
所以该技术已被
广泛用于探索基
因功能和传染性
疾病及恶性肿瘤
的基因治疗领域. 
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周期只复制一次, 是细胞周期调控、转录和细

胞增殖重要的调节因子[4], 其在DNA复制调控中

的重要作用也越来越引起人们的关注. MCM7
基因组序列中的微小RNA簇(microRNAs)可下

调多个抑癌因子及凋亡因子的表达[5]. 有研究

发现, MCM7和MCM复合体上有多个潜在的磷

酸化位点, 其自身或者靶蛋白磷酸化在DNA复

制过程中起重要作用[6,7], RACK1参与并促进

MCM7蛋白的磷酸化, 并使进入S期的细胞增多, 
促进细胞增殖和克隆形成[8]. 此外还有研究报道, 
MCM7蛋白在TGF-β抑癌通路中起关键作用, Rb
与MCM7相互结合可抑制DNA的复制, 而肿瘤

的抑制因子TGF-β1可在细胞周期G1晚期到S期, 
通过阻止Rb与MCM7分离而阻滞细胞周期从而

发挥抑制肿瘤的作用, 若Rb丢失或MCM7过表

达均可取消TGF-β1的作用, 从而失去其抑癌功

能, 导致细胞进入异常的增殖周期, 进而促进肿

瘤的进展[9]. 
目前研究发现, MCM7在众多肿瘤中异常表

达, 如在乳腺癌、肺癌、霍奇金淋巴瘤和结肠

癌中高表达[10-13], 与肿瘤发生发展密切相关. 有
研究报道, MCM7蛋白在人肝癌组织中呈高表

达, 对术后预测等有重要的意义[14,15]. 本课题组

前期实验结果表明, MCM7蛋白不仅在人肝癌组

织中高表达, 在大鼠和树鼩肝癌模型中亦呈高
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■同行评价
本文选题新颖, 方
法科学, 通过RNA
干扰抑制肝癌细
胞系中MCM7的
表达, 同时检测对
细胞增殖、细胞
克隆形成及细胞
周 期 的 影 响 ,  结
果能客观的支持
研 究 的 结 论 .  对
MCM7在肝细胞
癌生长中的作用
研究有非常重要
的理论价值. 

表  5  3组细胞不同时点细胞活力的比较(mean±SD)

     分组       24 h       48 h       72 h      96 h

实验组 0.49±0.07a 0.80±0.12a 1.05±0.06a 1.19±0.07a

空白对照组 0.60±0.03 1.03±0.05 1.37±0.05 1.94±0.03

阴性对照组 0.57±0.03 1.02±0.09 1.34±0.03 1.87±0.08

aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  2  各组细胞MCM7mRNA相对表达量. 1: Control; 2: LV-

shRNA-NC; 3: LV-shRNA-MCM7-1; 4: LV-shRNA-

MCM7-2; 5: LV-shRNA-MCM7-3; 6: LV-shRNA-

MCM7-4. MCM7: 微小染色体维持蛋白7.
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图  3  Western blot检测各组细胞中MCM7蛋白的表达. 1: 

空白对照组; 2: LV-shRNA-MCM7(1)组; 3: LV-shRNA-

MCM7(2)组; 4: LV-shRNA-MCM7(3)组; 5: LV-shRNA-

MCM7(4)组; 6: LV-shRNA-NC组. MCM7: 微小染色体维

持蛋白7.
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图  4  各组MCM7蛋白相对表达量(MCM7/GAPDH条带
灰度值). 1: Control; 2: LV-shRNA-NC; 3: LV-shRNA-

MCM7-1; 4: LV-shRNA-MCM7-2; 5: LV-shRNA-

MCM7-3; 6: LV-shRNA-MCM7-4. MCM7: 微小染色体

维持蛋白7.
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图  5  各组细胞生长曲线. KD: 实验组; CON: 空白对照组; 

NC: 阴性对照组.
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表达, MCM7极可能是肝癌发生发展中的关键作

用分子. 
已有研究表明, 在非小细胞肺癌中, MCM7

可作为一个潜在的肿瘤治疗靶点[16], 通过特异

性的小干扰RNA(siRNAs)抑制溴尿嘧啶的整合

从而抑制MCM7的表达, 可明显抑制肺癌细胞的

生长. 目前尚无MCM7基因沉默对肝癌细胞生长

和增殖的影响的报道, 本实验利用慢病毒为载体, 
采用慢病毒转染法将MCM7-shRNA质粒转入人

肝癌SMMC-7721细胞中, 探讨沉默MCM7表达对

SMMC-7721细胞增殖和凋亡的影响. 
本实验中我们设计和合成了MCM7小分子
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图  6  各组细胞克隆形成的比较. A: 实验组; B: 阴性对照组; 

C: 空白对照组.
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图  7  各组细胞克隆形成的比较. 
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图  8  流式细胞术检测各组细胞的周期. A: 实验组; B: 阴性

对照组; C: 空白对照组. 
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干扰RNA, 将其转染进入人肝癌SMMC-7721细
胞中后, 通过Western blot和RT-PCR结果显示, 实
验组的四种靶点MCM7-shRNA干扰序列中, 和
阴性对照组和空白对照组比较, MCM7  mRNA
和MCM7蛋白的表达水平下调均达50%以上, 其
中以4号靶点敲减效率最高, 分别达88.95%、

87.89%和82.25%、81.63%. 所以LV-shRNA-
MCM7(4)靶点是RNAi的最佳靶点. 说明慢病毒

转染成功, 并且MCM7-shRNA慢病毒载体能有

效的下调SMMC-7721细胞MCM7的表达. 
流式细胞术检测发现, 与阴性对照组和空白

对照组比较, 实验组细胞主要处于G1期, 处于S
期的细胞所占比例明显减少, 且实验组凋亡率

明显增加. MTT法检测结果显示实验组细胞增

殖活力明显弱于空白对照组和阴性对照组. 同
时Giemsa染色法试验结果显示实验组细胞克隆

形成率明显低于空白对照组和阴性对照组, 与
流式细胞术和MTT法检测结果相符. 提示可能

是MCM7直接或间接的参与到肝癌细胞周期的

调控, 使细胞分裂停滞在G1期附近, 进而抑制肝

癌细胞的增殖. 
因此, 本研究结果表明, MCM7 RNA干扰后

肝癌细胞周期进程得到有效阻滞, 凋亡大幅增

加, 可明显抑制肝癌生长增殖功能. MCM7基因

有可能成为肝癌基因治疗的一个有效靶点. 
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Abstract
AIM: To study the effect of arsenic trioxide 
(As2O3) on cell growth and cell cycle progression 
in human colon carcinoma cell line HCT116.

METHODS: HCT116 cells cultured in vitro were 
divided into a control group, a 0.5 μmol/L 
As2O3 group, a 1.5 μmol/L As2O3 group, and a 
2.5 μmol/L As2O3 group. After treatment with 
As2O3 for different durations, the effect of dif-
ferent concentrations of arsenic trioxide on the 
growth of colon cancer cells was detected by 
MTT assay. Cell growth curve was plotted to 
observe the change in cell proliferation. Flow cy-
tometry (FCM) was used to determine cell cycle 
progression.

RESULTS: Low dose of As2O3 (0.5 μmol/L) had 
no significant inhibitory effect on HCT116 cells 
compared with the control group (P > 0.05), but 
1.5 and 2.5 μmol/L of As2O3 showed a signifi-
cant inhibitory effect on cell growth in a time-
dependent manner (38.64% ± 0.16%, 51.42% ± 
0.53% vs 8.35% ± 0.76%, P < 0.05 for both). In 
the 1.5 μmol/L As2O3 group, the inhibitory ef-
fect was most obvious on day 3, then gradually 
declined; however, such a downward trend was 
not observed in the 2.5 μmol/L As2O3 group 
(52.93% ± 1.53%). FCM analysis showed that 
As2O3 at a concentration of 0.5 μmol/L had no 
significant effect on the percentages of cells in 
S phase and G2/M phase (35.58% ± 0.63% vs 
25.69% ± 1.46%; 33.41% ± 0.73% vs 30.44% ± 
1.51%, P > 0.05 for both). However, As2O3 at 
concentrations of 1.5 μmol/L and 2.5 μmol/L 
significantly increased the percentages of cells 
in S phase but decreased the percentages of cells 
in G2/M phase (1.5 μmol/L: 42.69% ± 2.64% and 
22.46% ± 0.59%; 2.5 μmol/L: 45.71% ± 1.53% and 
14.66% ± 0.92%; P < 0.05 for all).

CONCLUSION: Arsenic trioxide has an obvious 
inhibitory effect on the proliferation of HCT116 
cells, mainly by inhibiting the synthesis of DNA 
in the proliferation stage. The effective dose and 
treatment time are important in clinical applica-
tion of As2O3 for cancer chemotherapy in order 
to improve the effect of chemotherapy, reduce 
toxicity reactions and delay the occurrence of 
drug resistance.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

■背景资料
三 氧 化 二 砷
(As2O3)是中药砒
霜石的主要成分, 
他能通过多种调
节因子抑制细胞
D N A 和 R N A 合
成、干扰细胞代
谢、使细胞染色
体畸变, 可引起多
种肿瘤细胞多种
基因的表达改变, 
其抗肿瘤作用得
到广泛关注, 同时
其不良反应是临
床必须注意的事
情, 其不良反应产
生的重要原因之
一是剂量过大和
化疗时间窗未控
制好, 目前As2O3

对肠癌细胞的化
疗效果和不良反
应, 尚缺乏足够的
实验资料, 本研究
应用MTT法观察
As2O3对人低分化
结肠腺癌细胞株
HCT-116的抑制情
况, 以及流式细胞
仪观察细胞周期
变化, 探讨As2O3

对肠癌细胞化疗
的适宜剂量和化
疗时间窗, 以便临
床更合理应用减
轻其不良反应. 
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摘要
目的: 研究三氧化二砷(As2O3)对人体外肠癌细
胞HCT116的生长抑制作用和增殖周期的影响.    

方法: 肠癌细胞HCT116进行体外培养后, 分
成对照组, 0.5 μmol/L As2O3组、1.5 μmol/L 
As2O3组、2.5 μmol/L As2O3组, 在不同时间段
内, MTT法观察不同浓度As2O3对肠癌细胞的
生长抑制情况, 绘制细胞生长曲线; 流式细胞
技术分析细胞增殖的周期变化.    

结果:  M T T结果显示0.5 μm o l/L的低剂量
As2O3抑制率与对照组无明显差别(P >0.05), 
1.5 μmol/L As2O3组抑制率和2.5 μmol/L As2O3

组抑制率与对照组相比较 ,  组间均有差异
(P <0.05), 且As2O3对肿瘤细胞的抑制作用均
随时间延长而增强, 并在第3天时抑制作用最
明显(1.5 μmol/L As2O3组抑制率为38.64%±

0.16%, 2.5 μmol/L As2O3组抑制率为51.42%±

0.53%, 对照组是8.35%±0.76%), 然后第4天
有下降的趋势, 但2.5 μmol/L As2O3的抑制作
用第4天未见明显下降趋势(抑制率为52.93%
±1.53%); 流式细胞术分析表明, As2O3为0.5 
μmol/L时, S期细胞分布35.58%±0.63%(对照
组25.69%±1.46%), G2/M期细胞分布33.41%
±0.73%(对照组30.44%±1.51%)两者比较
没有统计学差异(P >0.05), 当As2O3浓度为1.5 
μmol/L时, S期细胞占42.69%±2.64%, G2/M期
细胞占22.46%±0.59%, 与对照组比较, 差异
有统计学意义(P <0.05); 药物提高到2.5 μmol/
L时, S期细胞占45.71%±1.53%, G2/M期细胞
占14.66%±0.92%, 与对照组比较差异有统计
学意义(P <0.05).    

结论: As2O3对人肠癌细胞HCT116具有明显的
抑制作用, 主要抑制肿瘤细胞DNA合成的增
殖期, 且至少1.5 μmol/L以上的As2O3浓度才能
达到抑制肿瘤增长繁殖的效果, 所以临床应用
As2O3进行肠癌化疗时应掌握好有效的剂量浓
度和化疗时间窗, 从而提高化疗效果的同时最
大减轻不良反应, 延缓耐药性的发生.     

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核 心 提 示 :  本 文 研 究 了 A s 2O 3对 人 肠 癌 细 胞

HCT116的生长抑制作用和增殖周期的影响. 发现

As2O3对肠癌细胞HCT116具有明显的抑制作用, 
主要抑制在DNA合成的增殖期, 且至少1.5 μmol/
L以上的As2O3才有效, 故As2O3进行肠癌化疗时应

掌握好剂量浓度和化疗时间窗.    
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0  引言

大肠癌为我国常见的消化系恶性肿瘤之一, 而
且发病率近年有逐年上升的趋势, 流行病学表

明, 全球大肠癌每年新发病例数达94万例, 每年

近50万例死于大肠癌, 大肠癌死亡居癌症死因

第3位, 在我国大肠癌也是最常见的恶性肿瘤之

一, 目前居恶性肿瘤发病率第4位, 5年生存率为

60%左右[1,2]. 大肠癌的发病与生活方式改变及

膳食结构不合理密切相关, 患者就诊时往往已

到了晚期并发生转移, 失去了手术的机会, 化疗

成为重要的治疗手段, 但一定要密切注意化疗

药物的不良反应, 祖国传统医学治疗肿瘤有着

悠久的历史, 三氧化二砷(As2O3)是中药砒霜石

的主要成分, 他能通过多种调节因子抑制细胞

DNA和RNA合成、干扰细胞代谢、可引起肿瘤

细胞多种基因的表达改变[3-5], 其抗肿瘤作用得

到广泛关注, 但其应用于临床最大担心就是其

不良反应, 而不良反应产生的重要原因之一是

剂量过大和化疗时间窗没控制好, 目前As2O3对

肠癌细胞的化疗效果和不良反应, 尚缺乏足够

的实验资料, 本研究应用MTT比色法和流式细

胞术观察As2O3对肠腺癌细胞株HCT116的生长

和增值的影响, 探讨As2O3对肠癌细胞化疗的适

宜剂量和化疗时间窗, 以便临床更合理应用减

轻其不良反应.    

1  材料和方法　

1.1 材料 As2O3注射液购自哈尔滨伊达药业有限

公司, RPMI 1640和胎牛血清由Gibco/BRL美国

公司提供, MTT由上海华舜生物有限公司生产, 
肠癌细胞HCT-116由哈尔滨医科大学附属第一

医院提供, 超纯水仪Purelabplus公司生产, 恒温

■研发前沿
1971年哈尔滨医
科大学第一临床
医学院率先用三
氧化化二砷治疗
急性早幼粒细胞
白血病取得成功
以后, 砷剂成为国
际血液、肿瘤界
研究的新热点. 近
年来的研究证实, 
As2O3抗肿瘤机制
是多途径、多靶
点的, 其应用于肿
瘤的治疗从体外
观察、建立动物
模型在体实验到
最后临床试验均
取得了一定疗效, 
研究各种细胞通
路和信号传导机
制, 探素其治疗作
用及抗肿瘤机制, 
为开辟三氧化二
砷新的治疗作用
提供参考, 但其具
体抗肿瘤机制, 尤
其是其不良反应
是临床应该考虑
的问题, 有待进一
步研究.
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培养箱, 由苏州安泰技术有限公司生产, CO2培

养箱购自日本SANYO公司, OLYMPUS(IX50-
S8F2)倒置显微镜和酶标仪(SAFIRE2)由奥地

利生产, PI试剂盒购北京宝赛公司, 流式细胞仪

(FACS Calibur)美国BD公司生产.    
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 复苏后的HCT116细胞接种于50 
mL培养瓶中, 加入RPMI 1640培养液(含热灭活

胎牛血清, 2 g/L NaHCO3, 青霉素和链霉素各100 
mg/L)中, 置于37 ℃、5%CO2浓度及饱和湿度的

恒温细胞培养箱中培养, 细胞为贴壁上皮样生

长, 用0.15%胰蛋白酶消化传代, 以培养液吹打

制成单细胞悬液, 取对数生长期细胞用于实验.     
1.2.2 分组及药物处理: 将5×104个/mL单细胞

悬液接种于96孔培养板中, 分组为: 阴性对照组

加入10%的完全培养液, 实验低剂量组加入0.5 
μmol/L的As2O3, 中剂量组加1.5 μmol/L As2O3,   
高剂量组加2.5 μmol/L的As2O3培养液, 每隔3 d
更换一次培养液, 在不同时间取出培养细胞用

于实验.    
1.2.3 MTT比色法测定细胞生长抑制率: 96孔
培养板内加入5×104个/mL单细胞悬液, 3 ℃, 
5%CO2孵箱中培养24 h, 24 h后弃去培养液, 分
别加入不同浓度的As2O3(浓度同前)培养液200 
μL/孔, 同一浓度设3复孔, 同时设3孔阴性对照, 
加入等体积的PBS, 放入37 ℃、5%CO2培养箱

中培养,分别培养1、2、3和4 d后, 各取出一个培养

板, 吸去上清液, 每孔加入无血清的培养液180 μL
及20 μL MTT液(用PBS配成50 mg/mL), 37 ℃孵

育4 h, 弃去上清液, 每孔加入150 μL DMSO, 在
微量振荡器上低速振荡10 min, 酶标仪测量各孔

的吸光度(A )值, 按公式抑制率 = (1-A用药组/A细胞对

照组)×100%计算, 以横轴为时间, 纵轴为抑制率

绘制细胞生长曲线.    
1.2.4 流式细胞仪检测细胞周期: 收集分别经不

同浓度的As2O3(浓度同前)混合培养液处理的细

胞, 培养72 h(上述MTT研究显示, 药物第3天作

用最强)后取出, 0.15%胰酶消化, 空白对照管加

等量培养液, 1000 r/min离心10 min, 弃上清液, 
冷PBS漂洗后震荡, 使细胞悬浮以去除细胞碎

片, 调整细胞数为5×105-10×105个/mL, 4 ℃离

心10 min, 弃上清液, 加入预冷的700 mL/L乙醇

固定, 碘化丙啶(propidium iodide, PI)单染, 上机

检测细胞周期, 软件分析细胞周期分布.    
统计学处理  使用S P S S12.0进行软件分

析, 数据以mean±SD表示, 组间比较用t检验, 

P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 MTT 所设3个浓度的As2O3, 其中0.5 μmol/L
的低剂量A s 2O 3抑制率与对照组无明显差别

(P>0.05); 1.5 μmol/L As2O3组抑制率和2.5 μmol/L 
As2O3组抑制率与对照组相比较, 组间均有差异

(P <0.05), 且As2O3对肿瘤细胞的抑制作用均随

时间延长而增强, 并在第3天时抑制作用最明显

(1.5 μmol/L As2O3组抑制率为38.64%±0.16%, 
2.5 μmol/L As2O3组抑制率为51.42%±0.53%, 对
照组是8.35%±0.76%), 然后第4天有下降的趋

势, 但2.5 mol/L As2O3的抑制作用未见明显下降

趋势(抑制率为52.93%±1.53%)(图1).    
2.2 流式细胞仪分析细胞周期 肠癌HCT116经
过不同浓度的As2O3作用后细胞周期出现变化, 
与对照组相比, As2O3为0.5 μmol/L时, S期细胞

分布35.58%±0.63%(对照组25.69%±1.46%), 
G2/M期细胞分布33.41%±0.73%(对照组30.44%
±1.51%)两者比较没有统计学差异(P >0.05), 说
明药物浓度较低时, 对肿瘤细胞抑制反应较弱, 
当As2O3浓度为1.5 μmol/L时, G0/G1期细胞分布

34.85%±1.53%, S期细胞分布42.69%±2.64%, 
G2/M期细胞分布22.46%±0.59%, 与对照组比

较有差异(P <0.05), 药物提高到2.5 μmol/L时, 
G0/G1期细胞分布39.63%±0.74%, S期细胞分

布45.71%±1.53%, G2/M期细胞分布14.66%±

0.92%, 与对照组比较有差异(P <0.05), 以上说明

至少1.5 μmol/L以上的药物浓度才能达到抑制

肿瘤增长繁殖的效果, 随As2O3浓度的升高G0/G1

期和G2/M期的肿瘤细胞数下降, S期细胞数上升, 
表明As2O3是把肿瘤细胞阻滞在S期, 来抑制细胞

有丝分裂的(表1).    

3  讨论 

大肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤, 由于生活

节奏的加快、高脂饮食以及体育锻炼减少等, 
导致肠癌发病率越来越多, 对于晚期患者化疗

成为重要的治疗手段. 但目前化疗药疗效差且

对机体有严重的不良反应, 如肝肾损伤、免疫

下降、骨髓抑制、消化系反应等, 许多患者或

因化疗药物的昂贵放弃治疗, 或直接死于化疗

药物的不良反应引起的并发症等, 而产生不良

反应的重要原因之一是剂量过大或最佳化疗的

时间窗没控制好, 自我国学者首先发现As2O3具

有良好的抗急性早幼粒白血病的作用以来, 目

■创新盘点
本文通过MTT对
肿瘤细胞抑制情
况和流式细胞术
分析了细胞周期
变化, 阐述了减轻
不良反应的机制, 
为临床更科学的
应用提供了可能.
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■应用要点
本 研 究 着 重 就
As2O3不良反应的
预防及机制进行
探 讨 ,  本 文 通 过
MTT对肿瘤细胞
抑制情况和流式
细胞术分析了细
胞 周 期 变 化 ,  阐
述了抑制肠癌细
胞的变化规律及
细 胞 周 期 改 变 , 
临床上As2O3应该
掌握适当的剂量
和在合适的时间
窗 内 应 用 ,  可 以
有效减少不良反
应 的 发 生 ,  在 达
到化疗目的的同
时 ,  为 患 者 减 轻
不 良 反 应 ,  提 高
患者的生存质量, 
为患者带来福音.  

前国内外学者不仅对其抗白血病的机制进行了

深入的探讨[6-12], 而且对其抗实体瘤的作用也进

行了广泛的研究, 砷剂是否对正常细胞有不良

反应取决于其剂量及作用的时间, 国内刘建伟等
[13]体外研究已证明As2O3对肝癌细胞有明显的

抑制增殖及诱导凋亡的作用. 本研究应用As2O3

作用于人体外肠癌HCT116细胞后, MTT显示

0.5 μmol/L的低剂量As2O3抑制率与对照组无明

显差别, 1.5 μmol/L As2O3组抑制率和2.5 μmol/L 
As2O3组抑制率与对照组相比较, 组间均有差异

(P <0.05), 且浓度愈大抑制作用愈强, 出现剂量

依赖性, 但第1天抑制作用不明显, 可能是作用

时间短, 处于药物敏感基因表达的时间窗内, 致
使细胞对化疗药不敏感, 从第3天起抑制明显增

强, 第4天又有所下降, 这与徐丹等[14]的研究的

As2O3肠癌细胞CCL-187的抑制结果类似, 但不

同的是本研究中2.5 μmol/L As2O3对细胞的抑制

率在第4天未见明显下降, 分析可能原因和肠癌

细胞种系的不同或培养基不同有关, 有待于进

一步分析研究, 以上研究表明至少1.5 μmol/L以
上的As2O3浓度才能达到抑制肿瘤增长繁殖的效

果, 且随着As2O3浓度的增大, 抑制作用明显越

来越强, 不容易出现耐药性, 提示我们临床应用

As2O3进行肠癌化疗时, 应掌握好有效的剂量和

适宜疗程, 不能只追求高剂量来增强化疗效果, 
以控制毒性反应的发生; 流式细胞仪检测细胞

周期, 发现随着As2O3浓度的提高, G0/G1期的转

变逐渐减少, 说明原始肿瘤细胞G0期在减少, 该
期细胞是肿瘤复发和增值的源头和阵地, G0期的

减少这在一定程度降低了肿瘤复发的机会, 同
时处于S期细胞逐渐增多, G2/M期细胞数的减少, 
提示As2O3主要是使肿瘤细胞阻滞在DNA合成

期, 从而阻滞有丝分裂的继续, 而达到抗肿瘤的

目的, G2/M期值的减少, 可能主要原因是阻止了

相关转录因子如E2F等[15]的释放, 从而抑制细胞

的转录和蛋白表达, 这提示我们As2O3在临床上

使用的化疗时间应该在肿瘤细胞处于DNA合成

的增殖期时间窗内, 完全可以达到事半功倍的

效果, 而对于处于静止状态的肿瘤细胞作用不
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图  1  As2O3对肠癌HCT-116细胞的影响. A: 低剂量; B: 低, 

中剂量; C: 中, 高剂量; D: 第3, 4天.

第3天

第4天

表  1  As2O3对肠癌HCT116细胞周期变化(mean±SD, %)

     分组        G0/G1            S          G2/M

对照组 43.87±1.51 25.69±1.46 30.44±1.51

0.5 μmol/L As2O3组 31.01±0.69 35.58±0.63 33.41±0.73

1.5 μmol/L As2O3组 34.85±1.53ac 42.69±2.64ac 22.46±0.59ac

2.5 μmol/L As2O3组 39.63±0.74c 45.71±1.53c 14.66±0.92c

aP<0.05 vs  2.5 μmol/L As2O3组; cP<0.01 vs  对照组.
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大,   高浓度长时间的持续化疗反而会引起严重

的不良反应, 即“过度治疗”是有害无益的.    
综合以上的研究结果表明As2O3对体外人肠

癌HCT116细胞有较强的抑制杀伤作用, 虽然肿

瘤细胞表现出具有浓度依赖性, 但一定要掌握

好适当的有效剂量浓度和最佳化疗时机, 这样

可以杀死肿瘤细胞的同时, 最大地减轻不良反

应和延缓耐药性的发生, 增强肠癌的化疗效果,   
提高患者的生存质量.    
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■同行评价
本文研究方法客
观, 结果可靠, 具有
重要的临床意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of α-glycyrrhizic 
acid (α-GL) in the management of early autoim-
mune hepatitis (AIH). 

METHODS: Seventy-six patients with AIH 
treated at our hospital between February 2009 
and October 2012 were enrolled into the study. 
The patients were divided randomly into two 
groups: a treatment group and a control group, 
with 38 patients in each group. Patients in the 
treatment group received magnesium isoglycyr-
rhizinate injection for 3 wk and diammonium 
glycyrrhizinate enteric-coated capsules for 1 
year. Patients in the control group received com-
pound glycyrrhizin injection for 3 wk and com-
pound glycyrrhizin tablets for 1 year. 

RESULTS: The liver function of patients in both 
groups improved significantly after treatment 
(ALT: 31.00 U/L ± 4.27 U/L vs 76.42 U/L ± 9.34 
U/L, AST: 29.26 U/L ± 3.57 U/L vs 73.21 U/L ± 

10.69 U/L, GLOB: 32.27 ± 4.84 g/L vs 36.10 g/L 
± 3.83 g/L; ALT: 49.26 U/L ± 6.05 U/L vs 77.79 
U/L ± 6.45 U/L, AST: 42.05 U/L ± 5.87 U/L vs 
74.53 U/L ± 5.91 U/L, GLOB: 35.56 g/L ± 1.05 
g/L vs 36.71 g/L ± 2.29 g/L; all P < 0.05), and 
the improvement was more significant in the 
treatment group than in the control group (all P 
< 0.05). The levels of IgG and gamma globulin 
declined significantly after treatment in both 
groups (IgG: 13.47 g/L ± 0.57 g/L vs 16.87 g/L ± 
1.29 g/L, gamma globulin: 13.45 g/L ± 1.67 g/L 
vs 17.07 g/L ± 3.29 g/L; IgG: 15.39 g/L ± 1.28 
g/L vs 17.14 g/L ± 1.36 g/L, gamma globulin: 
15.07 g/L ± 2.08 g/L vs 17.47 g/L ± 2.29 g/L; all 
P < 0.05), and the decline was more significant in 
the treatment group (all P < 0.05). The C3 level 
increased significantly after treatment in both 
groups (1.048 g/L ± 0.103 g/L vs 0.597 g/L ± 
0.074 g/L; 0.840 g/L ± 0.121 g/L vs 0.611 g/L ± 
0.053 g/L; both P < 0.05), and the increase was 
more significant in the treatment group (P < 0.05). 
The effective rate was significantly higher in the 
treatment group than in the control group (86.8% 
vs 73.7%, P < 0.05). 

CONCLUSION: α-GL has a more significant ef-
fect than β-GL in controlling inflammatory activ-
ity in early AIH. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 观察α体甘草酸制剂对于早期自身免疫
性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)炎症活动的
控制作用. 

方法: 选择2009-2/2012-10我院收治的早期

■背景资料
自身免疫性肝炎
是一种病因不明
的肝脏慢性炎症, 
临床特征为不同
程度的血清转氨
酶升高、高免疫
球蛋白血症、血
清 抗 体 阳 性 ,  组
织学特征为界面
性肝炎及汇管区
浆 细 胞 浸 润 .  多
发 于 女 性 ,  一 般
起 病 缓 慢 ,  也 可
快速发展为肝硬
化 和 肝 衰 竭 .  免
疫抑制治疗有效, 
目前标准治疗方
案为糖皮质激素
联合硫唑嘌呤. 

■同行评议者
庄林 ,  主任医师 , 
昆明市第三人民
医院肝病科
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AIH患者76例, 随机分为试验组和对照组, 每
组各38例, 试验组应用异甘草酸镁及甘草酸二
铵肠溶胶囊(α体甘草酸)治疗, 对照组应用复
方甘草酸苷(β体甘草酸)治疗; 观察两组患者
治疗前后的肝功能、免疫学指标、肝组织学
变化. 

结果: (1)两组治疗后谷丙转氨酶、谷草转氨
酶、球蛋白较治疗前降低(31.00 U/L±4.27 
U/L vs  76.42 U/L±9.34 U/L, 29.26 U/L±3.57 
U/L vs  73.21 U/L±10.69 U/L, 32.27±4.84 
g/L vs  36.10 g/L±3.83 g/L; 49.26 U/L±6.05 
U/L vs  77.79 U/L±6.45 U/L, 42.05 U/L±5.87 
U/L vs  74.53 U/L±5.91 U/L, 35.56 g/L±1.05 
g/L vs  36.71 g/L±2.29 g/L; 均P <0.05), 试验
组较对照组降低更明显(31.00 U/L±4.27 U/L 
vs  49.26 U/L±6.05 U/L, 29.26 U/L±3.57 U/L 
vs  42.05 U/L±5.87 U/L, 32.27 g/L±4.84 g/L 
vs  35.56 g/L±1.05 g/L, 均P <0.05); (2)两组治
疗后IgG、γ-球蛋白均较治疗前降低(13.47 g/
L±0.57 g/L vs  16.87 g/L±1.29 g/L, 13.45 g/L
±1.67 g/L vs  17.07 g/L±3.29 g/L; 15.39 g/L
±1.28 g/L vs  17.14 g/L±1.36 g/L, 15.07 g/L
±2.08 g/L vs  17.47 g/L±2.29 g/L, 均P <0.05), 
试验组较对照组降低更明显(13.47 g/L±0.57 
g/L vs  15.39 g/L±1.28 g/L, 13.45 g/L±1.67 
g/L vs  15.07 g/L±2.08 g/L; 均P <0.05); 治疗
后C3较治疗前增高(1.048 g/L±0.103 g/L vs  
0.597 g/L±0.074 g/L; 0.840 g/L±0.121 g/L vs  
0.611 g/L±0.053 g/L; 均P <0.05), 试验组较对
照组升高明显(1.048 g/L±0.103 g/L vs  0.840 
g/L±0.121 g/L, P <0.05); (3)试验组有效率高
于对照组(86.8% vs  73.7%, P <0.05), 试验组不
良反应发生率低于对照组(5.26% vs  15.79%, 
P <0.05). 

结论: α体甘草酸制剂对于控制早期AIH的炎
症活动有显著作用, 且优于β体甘草酸制剂. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 长期应用α体甘草酸可有效控制早期

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis)的炎症

活动, 延缓疾病进展, 且不良反应小, 值得临床

推广. 
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0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是
由异常自身免疫反应介导的肝实质炎症性病

变, 以血清转氨酶升高、高免疫球蛋白血症、

循环自身抗体和组织学上有界面性肝炎及汇管

区浆细胞浸润为特点[1]. 主要治疗方法为免疫

抑制治疗, 大部分患者应答良好, 但由于不良反

应较多, 临床应用有严格的指征, 需考虑患者

的血清转氨酶水平、γ球蛋白或IgG水平及肝组

织学表现[2-4]. 在临床上, 有部分早期AIH患者尚

未达到免疫抑制治疗指征, 但组织学存在轻度

炎症活动, 对于这部分患者, 寻找能有效控制

炎症活动、减缓疾病进展的非激素类药物具有

重大意义. 甘草酸类药物是临床上常用的抗炎

保肝药物, 除具有一般保肝药的作用外, 更重要

的是具有肾上腺皮质激素样作用及免疫调节作

用[5], 这在AIH的治疗中极其可贵, 不失为早期

AIH治疗的合适选择. 甘草酸制剂又有α体甘草

酸(α-glycyrrhizic acid, α-GL)制剂和β体甘草酸

制剂两种, 研究发现α-GL比β-GL抗炎活性强、

肝脏靶向性高、不良反应小[6], 本试验正是通过

比较长期应用α-GL制剂及β-GL制剂对于早期

AIH的疗效, 为此部分患者的临床用药选择提

供参考. 

1  材料与方法

1.1 材料 选择我院2009-2/2012-10收治的早期AIH
患者76例, 诊断标准依据2010年美国肝病学会

(American Association for the Study of Liver Dis-
eases, AASLD)制定的AIH诊断和治疗指南, 均为

确诊为AIH、有轻度炎症活动但未达免疫抑制治

疗指征的患者, 已排除合并药物性、病毒性、遗

传代谢性等肝损害的病例. 男8例, 女68例, 平均

年龄47.8岁±15.3岁. 按照随机数字表法分为试

验组和对照组, 每组各38例, 两组患者年龄、性

别、病程等一般资料差异无统计学意义. 异甘草

酸镁注射液(天晴甘美, 江苏正大天晴股份药业有

限公司, 10 mL: 50 mg/支, 国药准字H20051942); 
甘草酸二铵肠溶胶囊(天晴甘平, 江苏正大天晴股

份药业有限公司, 50 mg/粒, 国药准字H20040628); 
复方甘草酸苷注射液(美能, 日本米诺发源制药株

式会社, 20 mL: 40 mg/支, 国药准字J20080080); 复
方甘草酸苷片(美能, 日本米诺发源制药株式会

社, 25 mg/片, 国药准字J20080079). 
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 试验组先应用异甘草酸镁注射液

■研发前沿
α 体 甘 草 酸 短 期
应用可改善自身
免疫性肝炎(auto-
immune hepatitis, 
AIH)的肝功、免
疫学指标, 关于其
具体适应证、治
疗时间、远期疗
效及对肝组织学
的作用有待进一
步研究. 

■相关报道
目前已有报道表
明 甘 草 酸 治 疗
AIH的短期疗效
确 定 ,  不 良 反 应
小, 亦有关于α体
甘草酸治疗不能
应用激素的AIH
后肝硬化失代偿
期患者疗效显著
的报道.
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200 mg加入5%葡萄糖注射液250 mL中静脉滴

注, 1次/d, 连用3 wk, 后改为口服甘草酸二铵肠

溶胶囊1次150 mg, 3次/d; 对照组先应用复方

甘草酸苷注射液120 mg加入5%葡萄糖注射液

250 mL中静脉滴注, 1次/d, 连用3 wk, 后改为口

服复方甘草酸苷片1次75 mg, 3次/d. 两组疗程均

为1年, 治疗期间每3月复查1次肝功、免疫学指

标, 1年后复查肝穿. 
1.2.2 观察项目: (1)肝功能: 谷丙转氨酶(alanine 
transaminase, ALT)、谷草转氨酶(aspartic trans-
aminase, AST)、球蛋白(globulin, GLOB); (2)免
疫学指标: IgG、C3、γ球蛋白; (3)肝组织学: 治
疗前后行超声引导下肝穿刺活检术, 标本放置

40 g/L中性甲醛溶液中固定, 石蜡包埋、切片后

行HE染色、网染、MASSON染色及免疫组织

化学(CK7、CD38、CD138); 参考2001年版《病

毒性肝炎防治方案》中慢性肝炎病理分级分期, 
将肝脏炎症活动分为G0-G4级, 纤维化程度分为

S0-S4期[7]; (4)症状: 治疗后纳差、乏力、恶心、

腹胀等较治疗前是否有变化(消失、减轻、不

变、加重); (5)不良反应: 浮肿、低钾血症、血

压升高、皮疹、恶心呕吐等. 
1.2.3 疗效评定标准: (1)显效: ALT、AST、
IgG、γ球蛋白恢复正常, 症状明显改善或消失; 
(2)有效: ALT、AST、IgG、γ球蛋白较治疗前

下降50%, 症状有改善; (3)无效: ALT、AST、
IgG、γ球蛋白下降不明显或升高, 症状改善不明

显或无改善. 

统计学处理 应用SPSS15.0统计软件进行分

析, 计量资料以mean±SD表示, 计量资料采用t
检验, 计数资料采用χ2检验. P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 治疗前后肝功能的变化 两组治疗前ALT、
AST、GLOB比较, 差异无统计学意义(P >0.05); 
治疗后ALT、AST、GLOB较治疗前降低, 差异

有统计学意义(P <0.05), 试验组较对照组上述指

标降低更明显(P <0.05)(表1). 
2.2 治疗前后免疫学指标的变化 两组治疗前

I g G、γ球蛋白、C3比较, 差异无统计学意义

(P >0.05); 治疗后IgG、γ球蛋白均较治疗前降低

(P <0.05)、C3较治疗前升高(P <0.05), 试验组较

对照组上述指标降低更明显(P <0.05)(表2). 
2.3 肝组织学变化 试验组与对照组均在治疗前

行肝穿刺活检术, 大部分患者病理特点为肝小

叶结构基本存在, 肝细胞轻度水变性伴点灶状

坏死, 汇管区有少量淋巴细胞、浆细胞浸润, 轻
度界面炎, 病理分级分期为G1-2S0-2; 治疗1年
后, 试验组有8例患者复查肝穿, 3例组织学无明

显变化, 2例由G1S1转为G2S2, 3例由G2S1转为

G1S1, 对照组有5例复查肝穿, 3例由G1S1转为

G2S2, 2例无明显变化. 
2.4 疗效比较 试验组有效率高于对照组, 差异有

统计学意义(P <0.05)(表3). 
2.5 不良反应 试验组有1例患者出现浮肿, 1例出

表  1  两组治疗前后肝功能变化

     
项目

                           试验组                        对照组

     治疗前      治疗后      治疗前      治疗后

ALT(U/L) 76.42±9.34 31.00±4.27ac 77.79±6.45 49.26±6.05 a

AST(U/L) 73.21±10.69 29.26±3.57ac 74.53±5.91 42.05±5.87a

GLOB(g/L) 36.10±3.83 32.27±4.84ac 36.71±2.29 35.56±1.05a

aP<0.05 vs  同组治疗前; cP<0.05 vs  对照组治疗后. ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶; GLOB: 球蛋白.

表  2  两组治疗前后免疫学指标变化(g/L)

     
项目

                           试验组                           对照组

     治疗前      治疗后     治疗前      治疗后

IgG 16.87±1.29 13.47±0.57ac 17.14±1.36 15.39±1.28a

C3 0.597±0.074 1.048±0.103ac 0.611±0.053 0.840±0.121a

γ-球蛋白 17.07±3.29 13.45±1.67ac 17.47±2.29 15.07±2.08a

aP<0.05 vs  同组治疗前; cP<0.05 vs  对照组治疗后.

■创新盘点
本文的研究对象
有针对性, 为早期
AIH患者, 不同于
其他同类研究中
研究对象范围太
大; 研究中观察随
访时间较长, 且有
肝组织学的比较.

■应用要点
通过全面观察对
比α体甘草酸、β
体甘草酸对早期
AIH肝功、免疫
学指标、肝组织
学的作用, 证实α
体甘草酸疗效确
定, 为早期AIH患
者提供了有效、
不良反应小的治
疗方案. 
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现血压升高, 不良反应发生率5.26%; 对照组有6
例出现浮肿, 不良反应发生率为15.79%; 试验组

不良反应发生率低于对照组, 差异有统计学意

义(P <0.05). 

3  讨论

AASLD对于AIH的诊断及治疗进行了详细的描

述, 治疗上首选药物为糖皮质激素及硫唑嘌呤, 
有严格的指征, 对于无症状或症状轻微、实验

室和组织学轻度异常达不到免疫抑制治疗指征

的AIH患者, 没有统一的治疗方案[2]. 对于这部分

患者的治疗, 有些报道倾向于免疫抑制治疗[8,9], 
但考虑到免疫抑制治疗风险较大、疗程较长、

患者难以接受, 有必要寻找能有效控制肝脏炎

症活动、不良反应小的非激素类药物, 甘草酸

类药物可作为选择之一. 
甘草酸制剂中的主要有效成分为甘草酸, 是

从中药甘草中提取的活性成分, 具有抗炎、免

疫调节、保护肝细胞膜、改善肝功能、抗纤维

化、抗细胞凋亡等多种作用[10], 是临床上常用

的抗炎保肝药物. 不同于其他保肝药物的是甘

草酸具有糖皮质激素的结构特征从而能够发挥

类固醇样作用, 这在AIH的治疗中有重要作用, 
已有多项报道表明甘草酸对于AIH的短期疗效

确定, 于短时间内改善肝脏生化学指标, 可作为

AIH的辅助治疗[11-13]. 甘草酸存在一对差向异构

体, 即18α-GL和18β-GL, 与β-GL相比, α-GL具有

(1)亲脂性好、在体内易于与受体蛋白结合; (2)
易于与类固醇激素的靶细胞受体结合, 抗炎活

性强; (3)肝脏靶向性高、不良反应少等优点[6]. 
目前临床上常见的异甘草酸镁与甘草酸二铵脂

质复合物均为最新一代α-GL制剂, 复方甘草酸

苷则为二代β-GL制剂[14], 已有多项研究报道前

者对于病毒性肝炎、药物性肝损伤等疗效明显

优于后者[15], 对于AIH报道较少. 
本研究中我们应用α-GL制剂、β-GL制剂

治疗具有轻度炎症活动的早期AIH, 结果表明

α-GL制剂、β-GL制剂均可通过抗炎、免疫调

节等类激素作用有效改善早期AIH的肝功能、

免疫学指标, 有效控制其肝脏炎症活动, 延缓病

情进展. 同时通过治疗前后两组各个指标的对

比可知, α-GL制剂在改善早期AIH的肝功、免

疫学指标方面优于β-GL制剂, 总体疗效及安全

性均高于β-GL制剂, 更能有效控制早期AIH肝

脏炎症活动, 且无激素的多种不良反应, 在临床

上对于这部分患者可推广应用, 但一定要掌握

好适应证并密切随访肝功、免疫学指标及肝穿

(尤其对于生化免疫学指标正常的患者), 一旦炎

症活动加重达到免疫抑制治疗指征, 应及时更

改治疗方案, 以免延误病情. 
由于肝穿刺的有创性, 大部分患者短期内难

以接受二次肝穿, 试验组复查肝穿的少数患者

中, 肝组织学炎症较前减轻、不变、加重的比

例分别为37.5%、37.5%、25%, α-GL制剂对于

早期AIH更为远期的疗效、肝组织学的作用有

待我们继续长期的随访观察. 
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■同行评价
本研究内容有一
定 的 重 要 性 ,  研
究结果对临床有
一定的指导作用, 
值得进一步深入
研究.
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Abstract   
AIM: To investigate the correlation between serum 
level of cytokine interleukin (IL)-18 and familial 
aggregation of hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA) was used to detect serum levels of 
IL-18 in 108 pairs of carcinoma-free members 
from HCC high-incidence families and those 
from carcinoma-free families.

RESULTS: Serum levels of cytokine IL-18 were 

significantly lower in carcinoma-free members 
from HCC high-incidence families than in those 
from carcinoma-free families (P < 0.05), irregard-
less of sex, HBsAg infection and age. In carci-
noma-free members from HCC high-incidence 
families, the levels of IL-18 were significantly 
different between first-degree relatives and the 
second-degree relatives (t = -2.713, P = 0.032). 
The level of IL-18 declined with the increase 
in the number of HCC patients in HCC high-
incidence families (Z= -2.09, P = 0.037).

CONCLUSION: IL-18 might have a close rela-
tionship to the familial aggregation of HCC, and 
IL-18 may be a protective factor against HCC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

Key Words: Cytokines; Interleukin-18; Familial ag-
gregation; Hepatocellular carcinoma
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摘要  
目的: 探讨细胞因子白介素(interleukin, IL)-18
的表达水平与肝癌家族聚集性的相关性.

方法:  在广西肝癌高发区利用酶联免疫吸
附试验(enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)检测108对经配对设计的肝癌高发家
族和无癌家族成员外周血清IL-18的水平.

结果: 肝癌高发家族组中不论从总体上比较
还是从性别、H B s A g感染情况、年龄上分
层比较, 细胞因子IL-18的表达水平均显著低
于无癌家族成员组(P <0.05); 在肝癌高发家
族组中, 一级亲属与二级亲属成员之间血清
IL-18的表达水平有显著性差异(t  = -2.713, P  
= 0.032); 肝癌高发家族组中随着家族中肝癌
患病人数的增加, IL-18的表达水平下降(Z  =  

■背景资料
广西为肝癌高发
地区, 并呈现出肝
癌发病家族聚集
现象. 目前国内外
对于肝癌家族聚
集现象的研究较
少, 对于肝癌家族
成员发生肝癌前
机体是否已存在
免疫调节紊乱还
不清楚.
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-2.09, P  = 0.037).

结论: 细胞因子IL-18与肝癌家族聚集性密切
相关, IL-18可能是降低肝癌发生风险的一个
保护性因子.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 细胞因子; 白介素-18; 家族聚集性; 肝细

胞肝癌

核心提示: 肝癌高发家族成员的白介素(interleukin, 
IL)-18表达水平不论从性别上比较还是从HBsAg
感染情况、年龄上比较, 均显著低于无癌家族成

员; 肝癌高发家族组IL-18表达水平的变化显示

出与先证者血缘关系、家族中先证者的人数密

切相关.
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0  引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)还在

继续肆虐全球, 目前全世界每年新发60万例不

同肤色、不同国度的肝癌患者, 沉重的医疗负

担及高死亡率使世界各国人民深受其害. 目前

肝癌发病率排名前四位的国家依次是: 中国、

中非国家、日本、东非国家.中国是世界上排名

第一的肝癌大国, 每年每10万人中有将近30人
罹患肝癌, 经流行病学调查研究发现在中国东

南沿海一带如江苏、福建、广西等为肝癌的高

发区[1]. 然而在广西部分地区的某些村落里一个

家族中竟有数人患有肝癌, 呈现出肝癌发病家

族聚集现象[2,3].目前, 国内外对于肝癌家族聚集

性的研究较少, 对于肝癌家族聚集发病的机制

还不十分明确. 许多研究表明, 机体的免疫状态

失衡是导致肿瘤发生的重要因素, 因此本研究

主要通过检测肝癌高发家族与无癌家族成员中

细胞因子白介素(interleukin, IL)-18的水平, 探讨

IL-18与肝癌家族聚集性之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 所有研究对象均来自广西肝癌高发地

区, 肝癌高发家族是指同一家族成员中有2个或

2个以上成员有肝癌病史, 家族中确诊为肝癌的

患者为先证者; 无癌家族是指与肝癌高发家族

在同一个地区有相同的生活环境, 但家族成员

中无任何癌症病史. 研究对象以年龄±5岁、相

同的性别、民族、相同的HBV携带状况进行配

对, 以尽量减少组间误差, 所有研究对象中无肝

癌患者, 抗HCV抗体阴性. 肝癌高发家族中, 个
体与先证者的遗传物质之间只经历了一次减数

分裂定义为一级亲属, 如父母、子女等; 个体与

先证者之间的遗传物质只经历了二次减数分裂

定义为二级亲属, 如伯、叔、舅、姨等; 以此类

推确定三级及以上亲属[3].
1.2 方法

1.2.1 血清标本采集与处理: 所有研究对象清晨

空腹采外周静脉血5 mL室温静置后离心分离血

清, 置于-80 ℃低温冰箱冻存集中进行检测.
1.2.2 IL-18的检测: 使用ELISA法检测血清中

IL-18的水平, 采用ELISA试剂盒(武汉华美生物

技术有限公司, Cusabio Biotech, human IL-18)检
测血清中IL-18的水平, 严格按照说明书要求操

作, 使用美国的BIO-RAD的iMark全自动酶标仪

进行检测.
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行数

据分析, 各组的IL-18表达水平如果服从正态分

布以mean±SD表示, 配对资料呈正态分布用配

对t检验, 非配对资料服从正态分布用两独立样

本的t检验, 偏态资料用M(P25, P75)表示, 偏态分

布用秩和检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肝癌高发家族组与无癌家族组IL-18表达情

况比较 肝癌高发家族成员中IL-18的表达水平

明显低于无癌家族成员组, 差别有统计学意义

(t  = 5.367, P  = 0.000)(表1); 从性别、HBsAg感
染情况、年龄上分层对比肝癌高发家族与无癌

家族成员的IL-18浓度水平发现, 肝癌高发家族

成员的IL-18表达水平均显著低于无癌家族成员

(P <0.05)(表1).
2.2 肝癌高发家族组中先证者的性别比较 本研

究中肝癌高发家族组108例成员共来自15个肝

癌高发家族, 在这15个肝癌高发家族中先证者

共有49例, 其中男42例, 女7例, 男性肝癌发病率

明显高于女性.
2.3 肝癌高发家族组各级亲属之间的I L-18表

达水平比较 高发家族成员组一级亲属的IL-18
表达水平明显低于二级亲属(P <0.05); 一级亲

属与三级及以上亲属的IL-18表达水平无差异

(P >0.05); 二级亲属与三级亲属之间的IL-18表达

■研发前沿
肝癌高发家族成
员的免疫状态、
细胞因子的表达
情况以及遗传基
因与肝癌之间的
关系是目前关于
研究肝癌发病机
制的热点之一.
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■相关报道
IL-18在调节Th1/
Th2细胞平衡, 增
强NK细胞、CTL
细胞等的抗肿瘤
活性方面起重要
作用.
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水平无差异(P >0.05)(表2).         
2 .4  肝癌高发家族中患肝癌的先证者例数与

IL-18表达水平的关系分析 研究结果显示, 随着

家族中肝癌患病人数的增加, 高发家族中1L-18
的表达水平下降(P  = 0.037)(表3).

3  讨论

IL-18最初被认为是促进INF-γ生成的一个重要

因子, 主要由激活的巨噬细胞、枯否细胞、B细
胞等产生, 具有诱导Th1型细胞分化、增强NK
细胞活性、通过Fas和Fas配体相互作用诱导细

胞凋亡、抑制血管生成等多种生物功能[4,5]. 近
年来国内外对于研究IL-18与肝癌之间的关系已

取得较多的成果. 王平等[6]在利用IL-18的复制

缺陷型腺病毒治疗肝癌大鼠时发现, IL-18能有

效地抑制肝癌细胞系CBRH3的生长, 充分显示

了IL-18的抗肿瘤效应. 叶文峰等[7]以HepG2细胞

在裸鼠皮下接种形成人肝癌皮下移植瘤, 之后

向其腹腔内注射IL-18进行治疗, 发现IL-18通过

抑制血管生成及Caspase3参与的细胞凋亡信号

转导从而有效地抑制肝癌的生长. 然而, Teixeira
等[8]通过对巴西肝癌患者的研究发现IL-18-607 
*A等位基因可能是巴西原发性肝癌的易感基因, 
IL-18-607*C和-137*C等位基因可能分别与结节

型肝癌、弥漫型肝癌相关. 此外, Teixeira等[9]发

现在HCV感染相关性HCC患者血清中IL-18的表

达水平明显高于HCV相关性慢性肝炎患者及健

康者, 提示IL-18的表达水平有望成为诊断HCV
相关性HCC的另一个敏感指标. 上述文献均说

明IL-18与肝癌的发生、发展密切相关, 但其与

肝癌家庭聚集性的关系如何, 在国内外尚未有

研究报道. 
在本研究中, 我们发现肝癌高发家族成员

组血清的IL-18表达水平显著低于无癌家族成员

组(P <0.05); 之后我们进一步分层比较肝癌高发

家族组成员与无癌家族成员的IL-18表达水平发

现, 肝癌高发家族组IL-18表达水平不论从性别

上比较还是从HBV感染情况、年龄上比较, 均
显著低于无癌家族成员(P <0.05), 提示IL-18水
平的降低与肝癌的家族聚集性密切相关, 但是

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  肝癌高发家族与无癌家族白介素-18表达水平分析(mean±SD, pg/mL)

     n     无癌家族 肝癌高发家族  t 值  P值

总检验 52.527±24.88 35.56±23.21 5.367 0.000

性别

  男 70   52.33±24.94 33.14±21.70 4.636 0.000            

  女 38   52.75±24.63 40.89±26.83 2.428 0.020

HBsAg

  阳性 24   61.46±25.73 40.37±20.17 2.889 0.000

  阴性 84   49.91±23.96 34.58±24.70 4.286 0.000                  

年龄(岁)

  >25 53   50.70±22.58 31.62±21.97 4.290 0.000  

  ≤25 55   54.17±26.74 39.96±24.95 2.873 0.006

表  2  肝癌高发家族中各级亲属血清IL-18含量的比较(mean±SD, pg/mL)

     分组  n       IL-18      t 值 P 值

一级亲属 58 31.06±20.21 -2.713 0.032a 

二级亲属 37 41.10±24.51 -0.151 0.881

三级及以上亲属 13 42.41±32.65 -1.203 0.249

aP<0.05 vs  二级亲属. IL: 白介素.

表  3  肝癌高发家族组中患肝癌例数与IL-18的关系(pg/mL)

     
分组  n

           IL-18                   

      M (P25, P75)                   

2-3例 43 38.79(21.55, 60.62)

4例及以上 65 30.46(14.21, 42.87)

Z值  -          -2.09

P值  -            0.037

IL: 白介素.

■创新盘点
既往的研究通常
将肝癌患者作为
研究对象进行病
例对照研究, 而本
文将肝癌高发家
族中未发生肝癌
的成员作为研究
对象, 以了解肝癌
发生前肝癌高发
家族成员体内的
免疫变化.
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其中的机制还尚未清楚. 有研究表明Th1介导

的细胞免疫在机体内发挥主要的抗肿瘤作用, 
Th1/Th2的失衡是导致肿瘤细胞发生免疫逃逸, 
促进肿瘤发生的关键环节[10]. IL-18通过刺激NK
细胞、CTL细胞来增强Th1型细胞免疫反应, 同
时可以诱导Th1细胞产生IFN-γ调节Th1/Th2之间

的平衡, 并使Th1型细胞处于优势状态[10,11], 当机

体内IL-18水平低下时, Th1/Th2之间的平衡被打

破, 并向Th2方向漂移, 此时机体发生肿瘤的风

险也随着增大. 本研究中肝癌高发家族组成员

中IL-18表达水平较无癌家族成员组明显降低, 
差异有统计学意义, 由此推测肝癌高发家族成

员的Th1反应模式处于弱势状态, 此时机体的细

胞免疫功能下降, 不能有效地清除肿瘤细胞, 使
肿瘤得以生存、发展. 还有学者提出IL-18主要

是通过增强T细胞、NK细胞、CTL细胞的活性

而发挥抗肿瘤作用, 能有效抑制黑色素瘤、肝

癌等肿瘤细胞的生长[12-16]. 在肝癌高发家族成员

体内IL-18表达水平低下, 机体内T细胞、NK细

胞、CTL细胞不能有效被激活发挥抗肿瘤作用, 
使得高发家族成员患肝癌的风险增大, 由此推

测, IL-18可能是降低肝癌发生风险的保护性因

子, 但不排除由于某些未知基因的显性作用导

致肝癌高发家族组IL-18的表达低下.
有研究报道HBsAg感染是导致HCC发生的

重要危险因素[2,17], 因此我们分别对比肝癌高发

家族成员组中HBsAg阳性与HBsAg阴性成员的

IL-18表达水平及无癌家族成员组中HBsAg阳
性与HBsAg阴性成员的IL-18表达水平, 结果均

无统计学差异(P >0.05), 提示HBsAg感染状况对

IL-18表达水平无明显影响, IL-18与肝癌家族聚

集性之间的密切关系与HBV感染状况无直接关

系. 但因本研究的样本量偏小, 需进一步研究证

实. 众所周知, 男性肝癌的发病率明显高于女性[1]. 
本研究中, 在15个肝癌高发家系的49例先证者

中, 男性比率明显高于女性, 这与既往的流行病

学调查结果相一致. 虽然在肝癌高发家族中男

性与女性成员的IL-18表达水平未提示有明显统

计学差异, 但男性成员的IL-18表达水平低于女

性成员, 而在无癌家族成员中却无此表现, 我们

推测也许在发生肝癌之前肝癌高发家族男性成

员体内已经存在Th1/Th2平衡失调, 并表现出部

分细胞因子表达水平低下.
此外, 我们还发现在肝癌高发家族成员组中

一级亲属血清中的IL-18水平较二级亲属低, 差
异有统计学意义(t  = -2.713, P  = 0.032), 即与先

证者血缘关系越亲近, IL-18的表达水平越低.但
在三级亲属中因样本例数较少, 与一级、二级

亲属比较时未提示明显差异. 同时, 随着家族中

先证者人数的增加, IL-18的表达水平也相应下

降. 因此, 我们推测IL-18的表达水平与肝癌家族

聚集性之间的密切关系可能与遗传因素有一定

关系. 有研究发现IL-18基因中的三个等位基因

-148C、+8925G、+13925C的表达与肝癌的发

生密切相关[18]. 还有研究提示HLA-DRB1*04等
位基因可能是导致广西肝癌高发区原发性肝癌

家族聚集性的危险基因[19]. 在本组研究中, 肝癌

高发家族组IL-18表达水平的变化显示出与先

证者血缘关系、家族中先证者的人数密切相关, 
也许在肝癌高发家族成员组体内存在某些等位

基因的表达或缺失而导致肝癌高发家族成员血

清中IL-18的表达水平发生上述变化, 但究竟与

哪个等位基因相关, 还有待深入研究.

4      参考文献 

1 	 叶家才, 崔书中, 巴明臣. 原发性肝癌的流行病学特征
及其危险因素. 实用医学杂志 2008; 24: 1839-1841

2 	 吴继周, 李国坚, 陈务卿, 臧宁, 吴健林, 玉艳红, 陈茂
伟, 韦颖华, 万裴琦, 胡蝶飞, 宁秋悦, 贺荣. 广西新
发现肝癌高发点的初步流行病学研究. 内科 2009; 4: 
678-680

3 	 庞裕, 李国坚, 吴继周, 吴健林, 陈务卿, 宁秋悦, 韦颗
华, 胡蝶飞, 覃玲. P53抗体与广西肝癌家族聚集性的
相关性研究. 中华医学遗传学杂志 2012; 29: 206-209

4 	 Swain SL. Interleukin 18: tipping the balance to-
wards a T helper cell 1 response. J Exp Med 2001; 
194: F11-F14 [PMID: 11489958]

5 	 Tangkijvanich P, Thong-Ngam D, Mahachai V, 
Theamboonlers A, Poovorawan Y. Role of serum 
interleukin-18 as a prognostic factor in patients 
with hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol 
2007; 13: 4345-4349 [PMID: 17708609]

6 	 王平, 张柏和, 杨家和, 李楠, 吴孟超.白细胞介素18对
肝细胞肝癌治疗的实验研究. 中华普通外科杂志 2003; 
18: 480-482

7 	 叶文峰. IL-18抗裸鼠移植性肝细胞癌机制的研究. 苏
州大学, 2009

8 	 Teixeira AC, Mendes CT, Marano LA, Deghaide 
NH, Secaf M, Elias J, Muglia V, Donadi EA, Mar-
tinelli AL. Alleles and genotypes of polymor-
phisms of IL-18, TNF-α and IFN-γ are associated 
with a higher risk and severity of hepatocellular 
carcinoma (HCC) in Brazil. Hum Immunol 2013; 
74: 1024-1029 [PMID: 23632060 DOI: 10.1016/
j.humimm.2013.04.029]

9 	 Mohran ZY, Ali-Eldin FA, Abdel Aal HA. Serum in-
terleukin-18: does it have a role in the diagnosis of 
hepatitis C virus related hepatocellular carcinoma? 
Arab J Gastroenterol 2011; 12: 29-33 [PMID: 21429452 
DOI: 10.1016/j.ajg.2010.11.002]

10 	 张鹭, 李国坚, 吴继周, 吴健林, 陈茂伟, 陈务卿, 韦颖
华, 胡蝶飞, 宁秋悦, 庞裕. Th1/Th2细胞相关因子对
肝癌家族聚集性的影响研究. 中华微生物学和免疫学
杂志 2012; 32: 1000-1004

11 	 Palma G, Barbieri A, Bimonte S, Palla M, Zappavi-

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

■应用要点
本文通过ELISA
检测肝癌高发家
族 中 无 癌 成 员
IL-18的水平 ,  进
一步探讨细胞因
子与肝癌家族聚
集现象的相关性.



莫金英, 等. IL-18与肝癌家族聚集性的相关性								                   577

gna S, Caraglia M, Ascierto PA, Ciliberto G, Arra C. 
Interleukin 18: Friend or foe in cancer. Biochim Bio-
phys Acta 2013; 1836: 296-303 [PMID: 24120852 DOI: 
10.1016/j.bbcan.2013.09.001]

12 	 Wang Q, Yu H, Ju DW, He L, Pan JP, Xia DJ, Zhang 
LH, Cao X. Intratumoral IL-18 gene transfer im-
proves therapeutic efficacy of antibody-targeted su-
perantigen in established murine melanoma. Gene 
Ther 2001; 8: 542-550 [PMID: 11319621]

13 	 Ju DW, Yang Y, Tao Q, Song WG, He L, Chen G, 
Gu S, Ting CC, Cao X. Interleukin-18 gene transfer 
increases antitumor effects of suicide gene therapy 
through efficient induction of antitumor immunity. 
Gene Ther 2000; 7: 1672-1679 [PMID: 11083476]

14 	 杨静悦, 曹大勇, 刘文超, 斯小明. IL-18基因增强肿瘤
抗原致敏DC诱导的CTL特异性杀伤肝癌细胞. 中国
肿瘤生物治疗杂志 2009; 16: 55-58

15 	 Wigginton JM, Lee JK, Wiltrout TA, Alvord WG, 
Hixon JA, Subleski J, Back TC, Wiltrout RH. Syn-
ergistic engagement of an ineffective endogenous 
anti-tumor immune response and induction of IFN-
gamma and Fas-ligand-dependent tumor eradica-

tion by combined administration of IL-18 and IL-2. 
J Immunol 2002; 169: 4467-4474 [PMID: 12370382]

16 	 Osaki T, Péron JM, Cai Q, Okamura H, Robbins PD, 
Kurimoto M, Lotze MT, Tahara H. IFN-gamma-
inducing factor/IL-18 administration mediates IFN-
gamma- and IL-12-independent antitumor effects. J 
Immunol 1998; 160: 1742-1749 [PMID: 9469432]

17 	 Mailian ES, Chabdarova RN, Korzun EI. [Energy 
reactions in the skeletal muscles of rats after short-
term space flight on Kosmos-1514]. Kosm Biol 
Aviakosm Med 1988; 22: 55-58 [PMID: 3047495 DOI: 
10.1002/hep.22962]

18 	 Kim YS, Cheong JY, Cho SW, Lee KM, Hwang JC, 
Oh B, Kimm K, Lee JA, Park BL, Cheong HS, Shin 
HD, Kim JH. A functional SNP of the Interleukin-18 
gene is associated with the presence of hepatocellu-
lar carcinoma in hepatitis B virus-infected patients. 
Dig Dis Sci 2009; 54: 2722-2728 [PMID: 19757044 
DOI: 10.1007/s10620-009-0970-6]

19 	 马莎莎, 吴继周, 吴健林, 刘芳, 胡蝶飞, 宁秋悦, 庞裕. 
HLA-DRB1 20/04等位基因与广西原发性肝癌家族聚
集性的相关性. 世界华人消化杂志 2013; 21: 346-351 

编辑  田滢  电编  闫晋利   

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

■同行评价
本 文 首 次 探 讨
IL-18与广西肝癌
家族聚集性发病
的相关性, 对了解
肝癌高发家族成
员癌前机体的免
疫学变化具有一
定指导意义.

ISSN 1009-3079 (print)   ISSN 2219-2859 (online)     DOI: 10.11569    2014年版权归百世登出版集

团有限公司所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

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
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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 compare the safety and effectiveness of 
endoscopic nasobiliary drainage (ENBD) versus 
endoscopic retrograde biliary drainage (ERBD) 
in patients with acute obstructive cholangitis. 

METHODS: Fifty-six selected patients with 
acute obstructive cholangitis were randomized 
to undergo emergency endoscopic biliary drain-
age by ENBD (n = 28) or ERBD (n = 28). Clinical 
outcomes and adverse events were compared 
between the two groups. 

RESULTS: Baseline patient data were similar 
between the two groups. Endoscopic biliary 
drainage was successful in all patients. Compli-
cation rates were similar between the ENBD and 
ERBD groups. There was no significant differ-
ence in the incidence of abdominal pain, fever, 
or jaundice at 12, 24 h, 3 d, and 7 d postopera-
tively. However, the incidence rate of blockage 

was statistically higher in the ERBD group than 
in the ENBD group (P = 0.015). 

CONCLUSION: Endoscopic biliary decompres-
sion is an effective treatment for patients with 
acute obstructive cholangitis. In contrast to other 
studies, we found an increased rate of blockage 
in patients undergoing ERBD. If the patient has 
more purulent bile or poor liver function, ENBD 
should be used. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

Key Words: Endoscopic retrograde biliary drainage; 
Endoscopic nasobiliary drainage; Acute obstructive 
cholangitis 
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摘要
目的:  内镜下胆汁引流通常有鼻胆管引流
(endoscopic nasobiliary drainage, ENBD)和
内镜置入塑料胆管支架引流术(endoscop i c 
retrograde biliary drainage, ERBD)两种方法. 
我们比较了ENBD和ERBD治疗本院56例急性
梗阻性胆管炎的治疗效果. 

方法: 共筛选出56例急性梗阻性胆管炎患者
随机接受急诊ENBD(n  = 28)或ERBD组(n  = 
28). 分别比较临床结果和并发症. 

结果: ENBD组与ERBD相比较, 所有患者成功
手术. 两组患者临床表现是相似的(P >0.1), 腹
痛、发热、黄疸症状发生率术后12、24 h、
3、7 d对比无明显差异(P >0.1), 并发症发生率
两组相似(P >0.1). 然而, ERBD堵塞的发病率
显著高于鼻胆管引流(P  = 0.015). 

结论: 两种胆管引流(ERBD和ENBD)是急性梗
阻性胆管炎患者有效的治疗方法, 但ERBD阻
塞率更高, 如果患者脓性胆汁较多, 而且肝功
能较差的情况下, 则应该选择ENBD行外引流. 

■背景资料
化脓性胆管炎内
镜 下 胆 汁 引 流
通 常 有 鼻 胆 管
引流(endoscopic 
nasobiliary drain-
age, ENBD)和内
镜置入塑料胆管
支架引流术(endo-
scopic retrograde 
biliary drainage, 
ERBD)两种方法, 
临床上常用的是
鼻胆管引流术, 但
临床工作中发现
该方法存在患者
不适反应较大, 患
者依从性较差, 国
内外研究 E R B D
代替E N B D进行
内引流是否可行.

■同行评议者
陈海龙, 教授, 大
连医科大学附属
第一医院院办
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关键词: 内镜置入塑料胆管支架引流术; 鼻胆管引

流; 急性梗阻性胆管炎

核 心 提 示 :  内镜鼻胆管引流术 ,  鼻胆管引流

(endoscopic nasobiliary drainage, ENBD)或内镜

置入塑料胆管支架引流术(endoscopic retrograde 
biliary drainage, ERBD)都是有效的, 现有的研究

证明了ERBD更舒适, 采用ERBD可以保持水电解

质平衡, 这些都是ERBD优点, 但ERBD更容易发

生阻塞, 从而导致转氨酶下降缓慢. 在两种方法

的选取上, 如果患者鼻咽敏感性高、脓性胆汁较

少、肝功能较好的情况, 可以选择ERBD法行内

引流, 但如果患者脓性胆汁较多, 而且肝功能较

差的情况下, 则应该选择ENBD行外引流. 

谢宏民, 杨新魁, 李佳璇. ENBD与ERBD治疗急性梗阻性胆

管炎56例.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 578-582 URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/578.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.578

0  引言

急性梗阻性胆管炎, 特别是化脓性胆管炎, 多
由于胆管结石或胆管狭窄引起 ,  紧急情况下 , 
可引起感染性休克 ,  如果没有及时和适当的

治疗, 病情危重, 甚至死亡. 胆道引流是治疗

急性化脓性胆管炎的有效手段 ,  传统上多数

患者接受紧急胆道接受紧急手术引流[1], 但由

于手术患者多数有休克 ,  急诊手术创伤较大 , 
发病率和死亡率非常高. 内镜逆行胰胆管造影

(endoscopic retrograde cholangiopancreatography, 
ERCP)的开展是微创治疗急性梗阻性胆管炎的

一项重要手段, 使介入治疗的方式成为可能[2]. 
内镜下胆管减压术治疗阻塞性引起的化脓性

胆管炎创作小、效果好 ,  较手术引流更具优

势[3-6], 这些患者在引流后有必要行二次ERCP
检查或手术切除胆管结石. 内镜胆管引流的方

法包括内窥镜鼻胆管引流术(endoscopic naso-
biliary drainage, ENBD)和内镜下塑料支架胆

管引流(endoscopic retrograde biliary drainage, 
ERBD), 可以合并行括约肌切开术(endoscopic 
sphincterotomy, EST)[7]. ENBD可以在外部放

置引流瓶直接观察引流物, 引流胆汁可做胆汁

培养和冲洗导管. 然而, 鼻胆管引流治疗的患

者会觉得咽部不鼻部不适, 严重患者无法忍受

甚至自行拉出. ERBD是一个内部的引流过程

无不适. 相对来说, 因导管移位和无法冲洗有

闭塞的风险. Lee等[8-10]的研究发现, ENBD与

ERBD在急性梗阻性研究胆管炎中无任何不同, 
而Cotton等[11]则发现, ENBD虽与ERBD在治疗

效果上相近, 但ERBD更容易发生支架堵塞. 本
研究通过对比两种内镜下引流术, 分析两种引

流方法的优缺点. 

1  材料和方法 

1.1 材料 本研究将2007-01/2013-06广东医学院

附属陈星海医院院共有56例急性梗阻性胆管

炎患者, 随机分为两组, 分组后分别接受ENBD
及ERBD术. 被诊断为急性胆管炎的患者多数

临床表现为: 腹痛、黄疸和发热, 肝功能检查

提示胆道梗阻. B超或CT成像提示: 胆管梗阻. 
并用抗生素治疗无明显缓解. 这些患者常有进

行性黄疸, 右上腹疼痛, 持续发热, 甚至出现精

神障碍和休克. 继发胆总管结石或胆管良性狭

窄, 需要急诊内镜胆道引流. 将患者随机分为

ENBD(n  = 28)和ERBD组(n  = 28). 十二指肠镜

(TJF-260V, 奥林巴斯, 日本), 塑料支架(直胆道

支架, 8.5 F, 奥林巴斯公司), 常规鼻胆管(波科

公司). 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 在发病后所有梗阻性胆管炎患者24 h
内由经验丰富的内镜医师进行ERCP, 患者接受

地西泮和度冷丁清醒镇静, 使用十二指肠镜通

过十二指肠乳头进行胆总管插管后, 注入造影剂

明确胆管炎病因、胆管梗阻的位置、胆管直径. 
两组患者分别接受放置塑料支架, 或常规鼻胆

管. 手术后, 所有患者接受内科抗感染治疗, 使用

促生长素抑制素降低ERCP术后胰腺炎[10-14]. 如
果鼻胆导管或支架闭塞不足或不引流, 则用甲

硝唑冲洗, 或者重新置管. 
1.2.2 数据收集: 手术后, 所有患者均严格观察7 d. 
主要转归指标为临床表现为腹痛、发热、黄疸

等, ERCP的相关并发症, 包括ERCP术后胰腺炎

[表现为典型的疼痛较前加重, 血清淀粉酶(脂肪

酶)持续升高]、术后消化系出血、阻塞、支架

移位等. 在症状缓解后, 所有患者进行了第二次

ERCP取石或手术切除胆囊. 
统计学处理 所有数据采用SPSS11.0统计软

件进行统计分析, 计量数据采用mean±SD的形

式表示, 两样本采用t检验, P <0.05为差异具有统

计学意义. 

2  结果

2.1  56例急性梗阻性胆管炎患者的临床特征 

■研发前沿
化脓性胆管炎为
内科常见急重症, 
是ERCP治疗中的
重点项目, 但临床
研究面临的问题
是ERCP为创作性
介入治疗, 手术要
求较高, 临床病例
相对较少. 

■相关报道
Zhang等研究表明
导管阻塞后造成
的明显后果是转
氨酶下降变慢, 对
肝功能较差的患
者有加重肝损伤
的危险, 但在术后
出血及胰腺炎等
常见并发症上并
无重要影响. 本研
究就本院进行的
ERCP就导管阻塞
问题进行进一步
验证, 从而指导临
床工作.
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表1中两组临床特征上无显着差异, E N B D、

ERBD组年龄构成分别为54.8岁±19.2岁、55.3
岁±19.1岁, 临床表现上, 具有右上腹疼痛患者, 
ENBD和ERBD组分别为92.8%、89.2%, 发热患

者为71.4%、75%, 黄疸患者为46.4%、35.7%. 
精神障碍的患者为10%, 低血压的患者为15%. 
症状持续时间ENBD组为1.3 d±0.8 d, ERBD组

为1.5 d±0.6 d. 两组间无统计学差异. 在所有

56例患者中, 使用ENBD或ERBD手术全部成功

(100%). 花费的时间ENBD为22.5 min±7.4 min
和ERBD为19.5 min±8.1 min. 所有患者中. 最
常见的引起急性梗阻性胆管炎的原因为胆管结

石, ENBD组为66.0%, ERBD组为61.7%, 胆总

管单发结石ENBD组和ERBD组分别为19.1%、

14.9%. 在ERCP后, 引流出脓性胆汁, ENBD组和

ERBD组分别34%及29.8%(表1). 
2.2 ERCP术后的临床表现 腹痛、发热、黄疸和

实验室检查两组ERCP治疗后7 d之内得到改善

组. 引流后所有患者精神错乱和低血压完全纠

正, 临床表现相似(图1). 
2.3 术后并发症比较 ENBD组与ERBD组相比

较. 分别有1例和5例患者引流管阻塞, 其堵塞率

ERBD组明显高于ENBD组(17.8% vs  3.5%, P  = 
0.015). 两组都有1例患者有消化系出血, 通过局

部注射肾上腺素, 并通过热凝并且自发地停止. 
7 d之内, 1例患者鼻胆管引流组发生迟发性出血, 
两组患者都有2例患者出现术后胰腺炎, 经内科

保守治疗后治愈. 56例患者无穿孔并发症及无

在评估期间死亡(表2). 

3  讨论

由于胆管结石的急性胆管炎多数病情严重, 伴
有低血压和精神障碍. 紧急引流非常重要, 在中

度和轻度疾病的患者, 如果按内科抗感染病情

没有好转, 也要求行ENBD或ERBD引流[15], 因为

充分引流后可降低并发症发生率和缩短住院时

间. ENBD与ERBD研究比较没有表现出明显的

手术成功率及临床表现的不同[16]. 然而, 已经有

研究表明, 留置支架可避免由于鼻胆导管导致

的不适[7]. 该研究证实相对留置支架而言, 留置

鼻胆管的患者更容易无法耐受鼻胆管的鼻咽部

的刺激而自行拨管. 我们比较的ERBD与ENBD

表  1  两组内镜下引流临床特征比较(n  = 28)

     临床特点 ENBD组 ERBD组

性别(男/女) 12/16 16/12

年龄(岁) 54.8±18.2 55.5±19.1

上腹疼痛 26 25

发热 20 21

黄疸 13 10

精神障碍   3   4

休克   6   7

症状持续时间(d) 1.3±0.8 1.5±0.6

ENBD: 内镜下鼻胆管引流; ERBD: 内镜下塑料支架引流.

表  2  两组患者ERCP后并发症[n  = 28, n (%)]

     分组     ENBD组     ERBD组  P 值

总发生率 6/28(21.4) 9/28(32.1) 0.237

术中出血      1(3.57)      1(3.57) 1.0

术后出血      1(3.57)      0(0) 0.495

胰腺炎      2(7.1)      2(7.1) 1.0

引流管阻塞      1(3.57)      5(17.8) 0.015

移位      1(3.57)      1(3.57) 1.0

ENBD: 内镜下鼻胆管引流; ERBD: 内镜下塑料支架引流; ERCP: 

十二指肠镜下逆性胰胆管造影. 
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图  1  ENBD组与ERBD组术后临床表现. A: 腹痛治疗前后对

比; B: 发热治疗前后对比; C: 黄疸治疗前后对比. ENBD: 内

镜下鼻胆管引流; ERBD: 内镜下塑料支架引流. 

■创新盘点
本研究的创新之
处 在 于 将 E R B D
作为一种内引流
应用在临床工作, 
既往已有相关文
献 研 究 了 E R B D
较 E N B D 较为舒
适, 本研究系统化
总结了临床上的
表现, 就内引流的
一些需要考虑的
并发症如导管阻
塞进行了研究. 

■应用要点
本文总结的实际
特点与临床工作
是相符合的, 对于
指导ERCP的实际
操作有应用价值, 
针对不同类型的
患者选择不同的
手术方式, 对于改
善患者ERCP术后
的安全性、舒适
性有积极意义.
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治疗急性梗阻性胆管炎. 发现ENBD或ERBD两

种治疗都是有效的. 临床症状和体征在两种内

镜下引流治疗后7 d内都得到改善. 然而, 在术

后并发症的比较中发现, 术后常见的并发症如

出血及术后胰腺炎发生率并无明显差异, 证明

ERBD与ENBD在预防术后并发症上效果相似, 
但ERBD更易堵塞, 可能与发生导管移位有关, 
Zhang等[7]的研究表明导管阻塞后造成的明显后

果是转氨酶下降变慢, 对肝功能较差的患者有

加重肝损伤的危险, 但在术后出血及胰腺炎等

常见并发症上并无重要影响. 理论上, 一个10 F
大支架应该引流更充分. 然而, 缺乏实验相关依

据. 有研究表明, 支架堵塞率较高为10 F支架及

6-7 F支架的[8-10]. 所以我们选择8.5 F支架, 原因

如下: 直径接近鼻胆导管, 操作方便, 创伤小, 由
于ERBD堵塞的发病率明显高于ENBD. 因此, 如
果有大量的化脓性胆汁, ENBD较ERBD更适宜, 
因为鼻胆导管可以容易引流及冲洗, 以防止堵

塞, 也可用于重复胆管造影. 
总之 ,  本研究表明内镜鼻胆管引流术 , 

ENBD或ERBD都是有效的, 相对而言, 现有的研

究证明了ERBD更舒适, 并且内引流物中的水电

解质在小肠内易吸收, 相对外引流直接排出体

外, 采用ERBD可以保持水电解质平衡[8], 这些都

是ERBD优点, 但ERBD更容易发生阻塞, 从而导

致转氨酶下降缓慢. 在两种方法的选取上, 如果

患者鼻咽敏感性高、脓性胆汁较少、肝功能较

好的情况, 可以选择ERBD法行内引流, 但如果

患者脓性胆汁较多, 而且肝功能较差的情况下, 
则应该选择ENBD行外引流. 
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流, 近年来有学者
应用于常规ERCP
术后引流. 
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■同行评价
急性梗阻性胆管
炎以通畅引流为
主 ,  更 适 合 应 用
ENBD, 优势是不
言而喻的, 从导管
阻塞上看, 一些患
者如果鼻咽敏感
性高、脓性胆汁
较少、肝功能较
好的情况, 可以选
择 E R B D 法 行 内
引流, 有一定的临
床实用价值. 
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Abstract
AIM: To explore the orocecal transit time (OCTT) 
in two subtypes of functional dyspepsia, and to 
study the effects of gender, age and body mass 
index (BMI) on OCTT. 

METHODS: Twenty-five postprandial distress 
syndrome (PDS) patients, twenty-two epigas-
tric pain syndrome (EPS) patients and twenty 
healthy volunteers were used. All of them re-
ceived the breath hydrogen test, and the OCTT 
was recorded. 

RESULTS: A significant difference in OCTT 
was detected between PDS patients and healthy 
volunteers, but not between EPS patients and 

healthy volunteers. Gender appeared  not to 
influence OCTT in all three groups. There was 
a positive correlation between age and OCTT in 
healthy volunteers, but not in PDS patients or 
EPS patients. BMI-related differences in OCTT 
were noted in healthy volunteers, but not in PDS 
patients or EPS patients. 

CONCLUSION: In PDS patients, intestinal tran-
sit function is impaired. Age and BMI appear to 
influence OCTT in healthy volunteers, but not in 
PDS patients or EPS patients.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

Key Words: Functional dyspepsia; Hydrogen breath 
test; Orocecal transit time; Intestinal transit func-
tion
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摘要
目的: 研究两种亚型功能性消化不良(functional 
dyspepsia, FD)患者的口盲传递时间, 探讨
性别、年龄、体质量指数(body mass index, 
BMI)对口盲传递时间的影响.  

方法: 对25例餐后不适综合征(postprandial 
distress syndrome, PDS)患者、22例上腹痛综
合征(epigastric pain syndrome, EPS)患者及20
例健康对照者进行氢呼吸实验, 记录口盲传递
时间(orocecal transit time, OCTT). 

结果: (1)PDS组的OCTT较健康组明显延长, 而
EPS组与健康组无显著差异; (2)三个实验组中, 
不同性别之间的OCTT均无显著差异; (3)健康
组中, 年龄与OCTT呈正相关, PDS组及EPS组
中无该相关性; (4)健康组中, BMI与OCTT呈正
相关; PDS组及EPS组中无该相关性. 

结论: PDS患者的小肠传输功能明显下降; 年
龄及BMI对健康人的OCTT有一定影响, 而对

■背景资料
功能性消化不良
(functional dyspep-
sia, FD)按照罗马
Ⅲ标准分为餐后
不适综合征(post-
prandial distress 
syndrome, PDS)
和上腹疼痛综合
征(epigastric pain 
syndrome, EPS). 
FD发病机制复杂, 
主要包括胃肠动
力障碍, 内脏高敏
感, HP感染, 胃肠
激素的变化及社
会心理因素等方
面.其中, 部分FD
患者的小肠动力
存在障碍, 小肠传
输功能亦属于小
肠动力的一种, 该
项功能与FD之间
的研究甚少, 且存
在争议.
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■同行评议者
卜平, 教授, 扬州
大学医学院
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PDS患者及EPS患者无显著影响. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 功能性消化不良; 氢呼吸实验; 口盲传递时

间; 小肠传输功能

核心提示: 本研究发现餐后不适综合征(postpran-
dial distress syndrome, PDS)组的口盲肠传递时间

(orocaecal transit time, OCTT)较健康组明显延长, 
但上腹疼痛综合征(epigastric pain syndrome)组与

健康组之间无明显差异, 说明PDS患者的小肠传

输功能较正常人下降, 而EPS组患者该功能尚可; 
另外, 本研究还发现OCTT存在部分可能的影响

因素. 在健康组中, 年龄、体质量指数(body mass 
index)与OCTT呈正相关, 但男女之间无明显差异.

付遥垚, 刘诗. 两种亚型FD患者的口盲传递时间.  世界华人

消化杂志  2014; 22(4): 583-587 URL: http://www.wjgnet.

com/1009-3079/22/583.asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/

wcjd.v22.i4.583

0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是一

种常见的临床症候群, 按照罗马Ⅲ标准分为餐

后不适综合征(postprandial distress syndrome, 
PDS)和上腹疼痛综合征(epigastric pain syn-
drome, EPS)[1]. FD发病机制复杂, 有关胃肠动力

障碍的研究较多, 如胃排空延缓及胃容纳舒张

功能障碍可以引起FD患者的症状[2,3], 但小肠传

输功能与FD的关系研究较少. 
口盲肠传递时间(orocaecal t ransi t t ime, 

OCTT)也称小肠传递时间, 主要反映小肠传输

功能. 其原理为: 乳果糖是人工合成的双糖, 因
小肠缺乏水解该糖的酶而不能被小肠吸收, 因
此口服后, 乳果糖进入结肠, 被细菌发酵产氢, 
故口服乳果糖后呼气中氢气排出所需时间即为

OCTT[4]. 小肠传递时间的标准测定方法是核素

标记试餐体外扫描法, 但该法研究费用昂贵[5], 
而氢呼吸实验没有创伤性, 且操作简单, 费用低, 
易为受试者接受[6]. 近年来, 氢呼吸实验应用广

泛, 但将该实验应用于FD患者小肠传输功能的

测定国外报道甚少, 且两种亚型FD患者小肠传

输功能的比较国内尚无报道. 
本文旨在应用氢呼吸实验对两种亚型FD患

者的小肠传输功能进行研究, 并了解性别、年

龄、体质量指数(body mass index, BMI)对小肠

传输功能有无影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 (1)PDS患者组: 符合罗马Ⅲ标准的PDS
患者25例[1], 男10例, 女15例. 年龄为18-55岁, 平
均39.4岁±10.0岁; (2)EPS组: 符合罗马Ⅲ标准

的EPS患者22例[1], 男10例, 女12例. 年龄为19-56
岁, 平均39.0岁±11.0岁. 受试患者均接受上消化

道胃镜、肝胆胰B超、血尿常规, 肝肾功能、血

糖检查以排除消化系器质性病变; (3)健康对照

组: 选取健康成年人20例, 男10例, 女10例. 年龄

为23-55岁, 平均38.6岁±11.7岁. 健康对照组要

求无腹部手术史, 近半年无消化系症状, 无严重

全身器质性疾病, 近2 wk没有服用可能影响胃肠

道运动或分泌的药物, 近1 wk未服用抗生素. 以
上3组受试者的年龄、性别差异无统计学意义. 
该实验经过华中科技大学同济医学院附属协

和医院伦理委员会批准, 所有健康志愿者均在

《知情同意书》上签名. 
1.2 方法 受试者禁食12 h后于次日晨行基础呼吸

氢浓度测试后, 予200 mL温水送服乳果糖10 g. 每
隔10 min测一次呼吸氢浓度, 若呼气数值高于基

础呼吸氢浓度5 ppm以上, 且连续3次, 以时间为

横坐标, 呼吸氢浓度为纵坐标作图, 则第1次出

现H2持续升高的时间即为OCTT. 出现双峰的受

试者, 以第二峰出现的时间为准. 试验过程全程

禁食、禁饮、禁烟, 避免剧烈运动及打瞌睡. 试
验所用仪器为深圳市海得威生物科技有限公司

生产, 灵敏度为1 ppm; 试验药品为乳果糖口服

溶液, 由丹东康复制药有限公司生产(规格为10 
mL: 5 g).  

统计学处理 结果以mean±SD表示, 以F检

验比较各组数据的方差齐性. 方差齐时, 用t检验, 
方差不齐时用t'检验; 统计分析采用SPSS17.0统
计软件包来完成. P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两种亚型FD患者与健康组OCTT的比较 健
康组、PDS组、EPS组OCTT的均值分别为: 82.5 
min±11.6 min、109.6 min±16.7 min、89.1 min
±15.1 min. 其中, 健康组与PDS组间有显著差异

(P <0.0001), 健康组与EPS组之间无明显差异(P = 
0.1228)(图1).
2.2 性别对OCTT的影响 健康组、PDS组及EPS
组中, 男女之间OCTT值均无显著差异. 具体数

值如下: 健康组中, 男性均值为84.0 min±9.7 
min, 女性均值为81.0 min±13.7 min,  P  = 0.5789; 
PDS组中, 男性均值为113.0 min±18.3 min, 女性

■研发前沿
口盲肠传递时间
(orocaecal transit 
time, OCTT)也称
小肠传递时间, 主
要反映小肠传输
功能. 氢呼吸实验
没有创伤性, 且操
作简单 ,  费用低 , 
易为受试者接受. 
近年来, 氢呼吸实
验应用广泛, 但将
该实验应用于FD
患者小肠传输功
能的测定国外报
道甚少, 且两种亚
型FD患者小肠传
输功能的比较国
内尚无报道. 本文
旨在应用氢呼吸
实验对两种亚型
FD患者的小肠传
输功能进行研究, 
并了解性别、年
龄、BMI对小肠传
输功能有无影响. 
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■相关报道
有关小肠传输功
能与FD之间关系
的研究甚少, 且国
外研究结果存在
争议. Waldron采
用葡萄糖氢呼吸
实验对50例FD患
者及30名健康志
愿 者 行 O C T T 检
测 ,  结果提示FD
患 者 的 O C T T 明
显延长(P <0.01). 
Lorena在2002年行
乳果糖氢呼吸实
验, 发现FD患者的
OCTT与健康人并
无差异(P  = 1.00), 
说明FD患者的小
肠传输功能尚可, 
这与Wegener的报
道一致. 上述研究
者虽均采用氢呼
吸实验的方法测
定OCTT, 但所用
底 物 是 不 同 的 , 
Wa l d r o n 所用的
固体餐含葡萄糖, 
而Lorena选取的
固体餐含乳果糖, 
且糖类剂量亦不
相 同 ,  以 上 两 种
不同的实验方法
可能是导致研究
结果不一致的原
因之一.
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均值为107.3 min±15.8 min,  P  = 0.4151; EPS组
中, 男性均值为91.0 min±14.4 min, 女性均值为

87.5 min±16.0 min,  P  = 0.6003(图2).
2.3 年龄对OCTT的影响 健康组中, 年龄与OCTT
呈正相关: r  = 0.7092, P  = 0.0005; PDS组中, 年龄

与OCTT无显著相关性: r  = 0.2338, P  = 0.2607; 
EPS组中, 年龄与OCTT亦无显著相关性: r  = 
0.3991, P  = 0.0657(图3).
2.4 BMI与OCTT的关系 健康组中, BMI与OCTT
呈正相关: r  = 0.4570, P = 0.0428; PDS组中, BMI
与OCTT无显著相关性: r  = 0.0061, P  = 0.9768; 
EPS组中, BMI与OCTT亦无显著相关性: r  = 
-0.0470, P  = 0.8356(图4).

3  讨论

FD发病机制尚未完全明确, 部分研究表明胃肠

动力紊乱与之相关[7]. 有关胃排空及胃容纳舒张

功能的研究较多[8,9], 但小肠动力方面研究较少. 
Jebbink等[10]和Bassotti等[11]发现部分FD患者存

在小肠动力障碍. 小肠传输功能亦属于小肠动

力的一种, 目前检测小肠传输功能的方法主要

有放射性核素标记法、不透X线标志物法、测

压法等, 但上述方法有的为侵入性检测, 有的费

用昂贵且对实验设备有较高要求[12-14]. 氢呼吸实

验因其操作简单、无创伤性、费用低的优点被

众多研究者采用[6]. 
有关小肠传输功能与FD之间关系的研究甚

少, 且国外研究结果存在争议. Waldron等[15]采用

葡萄糖氢呼吸实验对50例FD患者及30名健康志

愿者行OCTT检测, 结果提示FD患者的OCTT明
显延长(P <0.01). Lorena等[16]在2002年行乳果糖

氢呼吸实验, 发现FD患者的OCTT与健康人并无

差异(P = 1.00), 说明FD患者的小肠传输功能尚

可, 这与Wegener等[17]的报道一致. 上述研究者

虽均采用氢呼吸实验的方法测定OCTT, 但所用

底物是不同的, Waldron等[15]所用的固体餐含葡

萄糖, 而Lorena等[16]选取的固体餐含乳果糖, 且
糖类剂量亦不相同, 以上两种不同的实验方法

可能是导致研究结果不一致的原因之一. 
本研究发现PDS组的OCTT较健康组明显
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图  1  两种亚型FD患者与健康组之间OCTT的比较. OCTT: 

口盲肠传递时间; PDS: 餐后不适综合征; EPS: 上腹疼痛综合征.
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图  2  不同性别之间OCTT的比较. OCTT: 口盲肠传递时间; 

PDS: 餐后不适综合征; EPS: 上腹疼痛综合征.
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图  3  年龄与OCTT的关系. A: 健康组; B: PDS组; C: EPS组. 

OCTT: 口盲肠传递时间; PDS: 餐后不适综合征; EPS: 上腹

疼痛综合征.

r  = 0.3991, P = 0.0657

■创新盘点
氢呼吸实验原理
为: 乳果糖是人工
合成的双糖, 因小
肠缺乏水解该糖
的酶而不能被小
肠吸收, 因此口服
后, 乳果糖进入结
肠, 被细菌发酵产
氢, 故口服乳果糖
后呼气中氢气排
出所需时间即为
OCTT. 小肠传递
时间的标准测定
方法是核素标记
试餐体外扫描法, 
但该法研究费用
昂贵, 而氢呼吸实
验无创伤性, 且操
作简单 ,  近年来 , 
将该实验应用于
FD患者小肠传输
功能的测定国外
报道甚少, 且两种
亚型FD患者小肠
传输功能的比较
国内尚无报道. 

■应用要点
FD中的PDS亚型
是进食相关性消
化不良, 指进食平
常餐量后的上腹
饱 胀 不 适 ,  或 是
不能完成平常餐
量就过早的出现
早饱, 以上症状1
周至少发作数次. 
本研究采用乳果
糖氢呼吸实验表
明PDS患者存在
小肠传输功能延
缓, 而EPS患者无
该特点, 这可能与
两种亚型FD患者
不同的发病机制
有关, 这对临床上
FD患者的分型及
指导用药具有重
要的意义.
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延长, 但EPS组与健康组之间无明显差异, 说明

PDS患者的小肠传输功能较正常人下降, 而EPS
组患者该功能尚可. 这与国外的研究结果[16]略有

不同. 可能原因如下: (1)样本量不同; (2)研究对

象的差异: Lorena等[16]选取的FD患者是罗马Ⅱ

标准中的动力障碍样消化不良患者, 而本研究

按照罗马Ⅲ标准进行分类, 分别对PDS及EPS两
种亚型患者进行研究; (3)实验方法不同: Lorena
等[16]采用的是20 g乳果糖, 我们采用的是10 g, 乳
果糖的克数不同对试验结果亦有影响. La Brooy
等[18]分别采用不同克数乳果糖(10、15、20 g)
进行氢呼吸试验 ,  发现随着乳果糖剂量增加 , 
OCTT值是缩短的. 且Wilberg等[19]对12例健康志

愿者进行研究, 发现选择10 g这种剂量更接近于

正常值. 相对于Lorena等[16]而言, 本实验在实验

方法及对象上的选取更具说服力. 
另外, 本研究还发现OCTT存在部分可能的

影响因素. 在健康组中, 年龄、BMI与OCTT呈

正相关, 但男女之间无明显差异. Pilotto等[20]对

10例健康青年人及22例健康老年人分别进行氢

呼吸实验, 发现老年组的OCTT明显长于青年组, 
说明年龄可能是健康人胃肠传输功能的影响因

素之一, 这与本实验得到的结论一致. 而对于两

种亚型FD患者, 性别、年龄及BMI对其并无显

著影响, 我们推测FD患者在病理状态下, 小肠传

输功能并不像健康人那样具有一定规律性, 可
以随年龄及BMI而变化, 其中机制有待今后进一

步研究. 
FD中的PDS亚型是进食相关性消化不良, 

指进食平常餐量后的上腹饱胀不适, 或是不能

完成平常餐量就过早的出现早饱, 以上症状1 wk
至少发作数次[21]. 本研究采用乳果糖氢呼吸实验

表明PDS患者存在小肠传输功能延缓, 而EPS患
者无该特点, 这可能与两种亚型FD患者不同的

发病机制有关, 这对临床上FD患者的分型及指

导用药具有重要的意义. 

4      参考文献

1 	 Tack J, Talley NJ, Camilleri M, Holtmann G, Hu 
P, Malagelada JR, Stanghellini V. Functional 
gastroduodenal disorders. Gastroenterology 2006; 
130: 1466-1479 [PMID: 16678560 DOI: 10.1053/
j.gastro.2005.11.059]

2 	 Tack J, Bisschops R, Sarnelli G. Pathophysiology 
and treatment of functional dyspepsia. Gastroenter-
ology 2004; 127: 1239-1255 [PMID: 15481001 DOI: 
10.1053/j.gastro.2004.05.030]

3 	 Tack J, Piessevaux H, Coulie B, Caenepeel P, Jans-
sens J. Role of impaired gastric accommodation to a 
meal in functional dyspepsia. Gastroenterology 1998; 
115: 1346-1352 [PMID: 9834261]

4	 郑家驹. 呼气氢试验临床应用与研究进展. 中华消化
杂志 1999; 19: 51-52

5 	 Maurer AH, Krevsky B. Whole-gut transit scintig-
raphy in the evaluation of small-bowel and colon 
transit disorders. Semin Nucl Med 1995; 25: 326-338 
[PMID: 8545637]

6 	 Jorge JM, Wexner SD, Ehrenpreis ED. The lactulose 
hydrogen breath test as a measure of orocaecal 
transit time. Eur J Surg 1994; 160: 409-416 [PMID: 
7811826]

7 	 Stanghellini V, Corinaldesi R, Tosetti C. Relevance 
of gastrointestinal motor disturbances in functional 
dyspepsia. Baillieres Clin Gastroenterol 1998; 12: 
533-544 [PMID: 9890086]

8 	 Tack J . Gastric motor and sensory function. 
Curr Opin Gastroenterol 2009; 25: 557-565 [PMID: 
19726981 DOI: 10.1097/MOG.0b013e328331b5ad]

9 	 Kindt S, Tack J. Impaired gastric accommodation 
and its role in dyspepsia. Gut 2006; 55: 1685-1691 
[PMID: 16854999 DOI: 10.1136/gut.2005.085365]

10 	 Jebbink HJ, vanBerge-Henegouwen GP, Akkermans 
LM, Smout AJ. Small intestinal motor abnormalities 
in patients with functional dyspepsia demonstrated 
by ambulatory manometry. Gut 1996; 38: 694-700 
[PMID: 8707114]

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

O
CT

T(
m

in
)

140

120

100

80

60

40
15                    20                    25                   30

BMI(kg/m2)

A

B

O
CT

T(
m

in
)

140

120

100

80

60

40
15                    20                    25                   30

BMI(kg/m2)

r  = 0.0061, P = 0.9768

C

O
CT

T(
m

in
)

140

120

100

80

60

40
15                    20                    25                   30

BMI(kg/m2)

图  4  BMI与OCTT的关系. A: 健康组; B: PDS组; C: EPS组. 

OCTT: 口盲肠传递时间; PDS: 餐后不适综合征; EPS: 上腹

疼痛综合征; BMI: 体质量指数. 
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■名词解释
口盲肠传递时间
(orocaecal transit 
time, OCTT)也称
小肠传递时间, 主
要反映小肠传输
功能 .  其原理为 : 
乳果糖是人工合
成的双糖, 因小肠
缺乏水解该糖的
酶而不能被小肠
吸 收 ,  因 此 口 服
后, 乳果糖进入结
肠, 被细菌发酵产
氢, 故口服乳果糖
后呼气中氢气排
出所需时间即为
OCTT.
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氢呼吸实验对两
种亚型FD患者口
盲传递时间的研
究有一定临床价
值, 方法可靠.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of pru-
calopride in the treatment of chronic constipa-
tion. 

METHODS: A systematic review of random-
ized controlled trails (RCTs) of prucalopride for 
chronic constipation was performed. 

RESULTS: A total of five RCTs with 2587 pa-
tients were included. The proportions of patients 
with ≥ 3 SCBMs (spontaneous complete bowel 
movement)/week, or improvement of overall 
PAC-SYM symptom score and PAC-QOL satis-
faction score ≥ 1 relative to baseline values were 
significantly higher in the prucalopride groups (2 
and 4 mg/d) compared with the placebo group. 
The incidences of nausea, diarrhea and headache 

were significantly higher in the prucalopride 
groups compared with the placebo group. Both 
of the treatments groups had no significant vari-
ations of electrocardiogram (ECG). One patient 
with arrhythmia and myocardial infarction was 
reported in the placebo group, and eventually 
died. Three patients with supraventricular 
tachycardia were reported in the prucalopride 
2 mg/d group, and one of them with mitral 
valve prolapse and supraventricular tachycar-
dia had disease progression. The proportion of 
patients dropping out of the study was signifi-
cantly lower in the prucalopride 2 mg/d group 
compared with the prucalopride 4 mg/d group.

CONCLUSION: According to the meta-analysis 
of these 5 trails, prucalopride 2 mg/d was safe 
and effective in the treatment of chronic consti-
pation.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 评价普芦卡必利治疗慢性便秘的有效
性和安全性. 

方法: 对普芦卡必利治疗慢性便秘的随机对
照试验(randomized controlled trails, RCTs)进
行系统评价. 

结果: 共纳入5项R C Ts, 2587例患者. 普芦
卡必利2和4 m g/d组每周≥3次自发完全排
便(spontaneous complete bowel movement, 
SCBM)的患者比例、PAC-SYM症状总评分及
PAC-QOL满意度较基线≥1分的患者比例高
于安慰剂组. 普芦卡必利2和4 mg/d组恶心、

腹泻、头痛的发生率均高于安慰剂组, 对心电

■背景资料
便秘是一种常见
的慢性功能性疾
病, 主要表现为排
便次数减少、便
坚硬干结、排便
费力、腹胀、排
便不尽感明显等
等, 对患者的生活
质量造成不良影
响. 其中女性的患
病率约为男性的2
倍, 并与年龄呈正
相关, 65岁以后尤
为明显. 治疗慢性
便秘的药物众多, 
但大多不能有效
缓解症状, 不良反
应明显, 如西沙比
利、替加色罗等, 
在治疗剂量产生
心脏不良反应.

■同行评议者
邵 华 ,  副 主 任 药
师, 东南大学附属
中大医院药剂科
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图无明显影响(包括QT间期). 安慰剂组报道1
例出现心律不齐、心肌梗死, 最终死亡, 2 mg/
d组报道3例出现室上性心动过速, 其中1名患
者原有二尖瓣脱垂室上性心动过速病史, 服用
药物后病情进展. 2 mg/d因不良事件(adverse 
events, AEs)退出研究的患者比例明显低于4 
mg/d, 其余各项比较2组无统计学差异. 

结论: 普芦卡必利2 mg/d治疗慢性便秘更安全
有效, 但由于缺乏高质量研究, 纳入文献数量
较少, 应谨慎对待上述结论.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 普芦卡必利; 慢性便秘; 药物评价; Meta分析

核心提示: Meta分析作为循证医学工具发展至今

已较为成熟, 其通过增大样本含量来增加结论的

可信度, 解决单个小样本临床试验结果的不一致

性, 结论相对更为可靠. 本文正是通过这一科学

手段, 对普芦卡必利治疗慢性便秘的有效性和安

全性进行评估, 给广大临床工作者提供参考.

侯毅, 谷云飞, 朱秉宜. 普芦卡必利治疗慢性便秘的系统评

价.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 588-595 URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/588.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.588

0  引言

便秘是一种常见的慢性功能性疾病, 主要表现

为排便次数减少、粪便坚硬干结、排便费力、

腹胀、排便不尽感明显等等, 对患者的生活质

量造成不良影响[1,2]. 北美流行病学调查显示, 普
通人群中慢性便秘患者约占15%, 但有些学者估

计高达27%. 其中女性的患病率约为男性的2倍, 
并与年龄呈正相关, 特别是在65岁以后尤为明

显[3,4]. 目前治疗慢性便秘的药物众多, 包括氯离

子通道激活剂, 神经营养因子和五羟色胺(5-hy-
droxytyptamine, 5-HT)类制剂等[5-8], 但大多不

能有效缓解症状, 且不良反应明显[9], 如西沙比

利、替加色罗等, 这些药物缺乏对5-HT4受体的

高度选择性, 会同其他受体如5-HT1B/D和心脏

的hERG钾通道相互作用, 在治疗剂量产生心脏

不良反应[10-13]. 
普芦卡必利是新型二氢苯并呋喃甲酰胺

衍生物的代表药物, 是首个选择性、高亲和性

5-HT4受体激动剂. 实验证明其能促进胃、小肠

和结肠平滑肌运动, 可增加动物模型结肠的蠕

动反射和集团运动, 与非靶器官的相互作用极

小[14,15]. 目前国内外关于普芦卡必利治疗慢性

便秘的临床研究已有较多报道, 我们运用系统

评价的方法, 收集全世界已发表的普芦卡必利

治疗慢性便秘的随机对照试验(randomized con-
trolled trails, RCTs)进行Meta分析, 以期对其疗效

和安全性进行评价, 为慢性便秘的临床治疗提

供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 研究类型: 普芦卡必利治疗慢性便秘的

RCTs. 纳入文献为发表的全文和摘要, 限中、英

文语种. 研究对象: 年龄≥18岁, 诊断为慢性便

秘的患者. 慢性便秘的诊断标准为罗马标准、

每周不超过2次自发排便, 或者25%以上的排便

时间中排便费力[16](自发排便是指最后一次摄入

泻剂超过24 h后发生的排便). 不包含内分泌、

新陈代谢、药物引起的便秘. 排除普芦卡必利

治疗脊髓损伤引起的便秘的文献. 干预措施: 试
验组口服任何剂量的普芦卡必利治疗, 对照组

口服安慰剂或任何阳性对照药物. 结局指标: 主
要指标: 每周≥3次自发完全排便(spontaneous 
complete bowel movement, SCBM)的患者比例

(只有患者认为有完全排空的感觉的自主排便才

称为自发完全排便). 次要指标: 便秘症状问卷

(PAC-SYM)总评分的变化情况. 便秘患者生活

质量自评量表(PAC-QOL)满意度较基线≥1分的

患者比例. AEs发生情况包括: 总的AEs发生率、

严重不良事件(serious adverse events, SAEs)的发

生率, 因AEs退出研究的患者比例, 与普芦卡必

利相关的AEs患者比例(例如QT间期延长、心动

过速、死亡等).
1.2 方法

1.2.1 排除标准: 纳入研究的终点观察指标无以

上任一结局指标的RCTs; 报道普芦卡必利治疗

慢性便秘的体外实验; 无法获得全文且摘要无

详细数据的文献; 相同资料重复发表的文献.
1.2.2 检索策略: 计算机检索P u b M e d、E M-
base、OVID、中国生物医学文献服务系统、

维普中文科技期刊全文数据库、万方数据资

源、中国知网全文数据库, 检索时间从建库到

2013-10. 英文检索词包括constipation、prucalo-
pride、5-HT4、R09388、R108512、resolor、
unii-0A09iuw5tp、4-Amino-5-chloro-2,3-dihy-
dro-N-[1-(3-methoxypropyl)-4-piperidyl]-7-ben-
zofurancarboxamide; 中文检索词包括便秘、普

芦卡必利. 若某研究在不同出版物重复报道, 采

■研发前沿
普芦卡必利是新
型二氢苯并呋喃
甲酰胺衍生物的
代表药物, 是首个
选择性、高亲和
性五羟色胺(5-hy-
droxytyptamine, 
5-HT)4受体激动
剂. 实验证明其能
促进胃、小肠和
结肠平滑肌运动, 
可增加动物模型
结肠的蠕动反射
和集团运动, 与非
靶器官的相互作
用极小.
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用最新发表结果.
1.2.3 文献质量评价和资料提取: 由2位研究者独

立进行文献质量评价, 存在分歧时由第3名研究

者参与决定纳入与否, 并按设计表格提取资料. 
所有纳入文献方法学质量评价采用Cochrane协
作网推荐的方法进行, 质量评价包括: (1)随机分

配方法; (2)分配方案隐藏; (3)盲法; (4)是否描述

失访、退出发生情况; (5)是否进行意向性分析

(intention to treat, ITT).
统计学处理 采用Stata12.0软件进行分析. 对

试验结果进行异质性分析, 如异质性检验结果

显示各研究间存在异质性(I2>50%, P <0.10), 选
用随机效应模型计算, 反之选用固定效应模型

计算. 结果用比数比(odds ratio, OR)及其95%可

信区间(95%CI)表示. 若各临床试验提供的数据

不能进行Meta分析, 则只对其进行描述性的定

性分析. 采用SPSS16.0进行χ2检验分析亚组间差

异. 绘制漏斗图, 用Begg秩相关法分析是否存在

发表偏倚. 

2  结果

2.1 纳入试验的特点及方法学质量 初检到相关

文献433篇, 阅读文题及摘要后, 排除综述类文

章、信件及动物实验,  筛选得到53篇文献(英文

52篇, 中文1篇), 其中48篇干预措施或结局指标

不符被排除, 最终纳入5个RCTs[17-21], 包括2587
例患者. 除1篇为国内研究[21], 其余试验均为国外

研究(图1).
所有RCTs均有明确的纳入及排除标准, 入

选患者均为成年人, 1篇[20]研究对象为老年患者, 
年龄范围为64-95岁, 平均年龄76.4岁±0.88岁. 3
篇描述随机方法[18-20], 5篇均采用双盲法, 3篇采

用ITT[17,20,21]. 1篇治疗组采用2 mg/d[21], 3篇为2 
mg/d和4 mg/d[17-19], 1篇为1、2、4 mg/d[20], 5项研

究均以安慰剂为对照组. 所有RCTs均明确指出

治疗组和对照组基线情况具有可比性, 均报告

了退出和失访情况(表1, 2). 利用2 mg/d每周≥3
次SCBM患者比例OR值的对数及其对数的标准

误绘制漏斗图, 图形显示左右对称, 用Begg秩相

关法分析, Pr>|z| = 0.81>0.05, 提示不存在发表偏

移(图2).                               
2.2 每周≥3次SCBM的患者比例 5项RCTs均报

道了每周≥3次SCBM的患者比例. 2与4 mg/d
研究间均不存在异质性(2 mg/d: I2 = 25.5%, P  = 
0.252; 4 mg/d: I2 = 14.3%, P  = 0.321), 故采用固

定效应模型计算, 2治疗组均优于安慰剂(2 mg/d 
: OR = 2.79, 95%CI: 2.17-3.58, P <0.001; 4 mg/d: 
OR = 2.43, 95%CI: 1.84-3.21, P <0.001)(图3). 2
和4 mg/d经χ2检验比较, 两者无统计学差异(χ2 = 
1.3, P  = 0.254>0.05). 有1项RCT[20]报道了1 mg/d
≥3次SCBM的比率为43.7%(33/76), 与安慰剂

(24.6%, 17/70)相比无统计学差异(P >0.05).
2.3 PAC-SYM总评分 有3项RCTs[17-19]报道了

PAC-SYM总评分, 但均只报道了患者总例数及

分数的均值, 未提供分数的标准差, 无法进行

Meta分析. 3篇文献报道各剂量普芦卡必利均优

于安慰剂(P <0.05), 各治疗组之间无统计学差异.
2.4 PAC-QOL满意度较基线≥1分的患者比例 有
3项RCTs报道了PAC-QOL满意度较基线≥1分
的患者比例[17-19], 2与4 mg/d研究间均不存在异

质性(2 mg/d: I2 = 0, P  = 0.848; 4 mg/d: I2 = 0, P  = 
0.536), 故采用固定效应模型计算, 2治疗组均优

于安慰剂(2 mg/d: OR = 2.43, 95%CI: 1.88-3.14, 
P <0.001; 4 mg/d: OR = 2.47, 95%CI: 1.90-3.20, 
P <0.001)(图4). 2和4 mg/d经χ2检验比较, 两者无

■相关报道
Busti、Potet等报
道西沙比利、替
加色罗等药物治
疗慢性便秘, 由于
缺乏对5-HT4受
体的高度选择性, 
会同其他受体如
5-HT1B/D和心脏
的hERG钾通道相
互作用, 在治疗剂
量产生心脏不良
反应.

初检出可能相关的文献(n = 433)

初筛排除(n = 288)
动物实验(n = 92)

初筛纳入的文献(n = 53)

复筛排除干预措施或结局
指标不符或非随机对照试
验等文献(n = 48)

最终纳入Meta分析的RCT(n  = 5)

图  1  文献检索流程图及结果.
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图  2  发表性偏倚的漏斗图.
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■创新盘点
本研究运用S t a -
ta12.0软件统计分
析, 对普芦卡必利
治疗慢性便秘的
有效性及安全性
进行评价, 并行亚
组分析, 提示普芦
卡必利2 mg/d治
疗慢性便秘更安
全有效.

统计学差异(χ2 = 0.031, P  = 0.86>0.05).
2 .5  不良事件  5项R C Ts均报道了A E s,  4项
RCTs[17,18,20,21]作了详细描述, 5项RCTs均可提取

总的AEs发生率的数据作Meta分析, 2与4 mg/d

均高于安慰剂组, 2治疗组相比无统计学差异

(图5), 1项RCT报道了1 mg/d总的AEs发生率为

48.7%(37/76), 与安慰剂(45.7%, 32/70)相比无统

计学差异(P >0.05). 2和4 mg/d因不良反应退出研

表  1  纳入研究的基本特征

     研究(年份)    n 年龄范围(岁, 均值)  女性(%)  干预措施治疗组对照组       结局指标

Tack等[17]2008 713           17-89

       43.9±0.57

  90.8 2 mg/d(n  = 236) for 12 wk 

安慰剂(n  = 240) for 12 wk  

4 mg/d(n  = 237) for 12wk

①+②+③+④

Camilleri等[18]2008 620           18-85

       48.3±0.60

  87.9 2 mg/d(n  = 207) for 12 wk 

安慰剂(n  = 209) for 12 wk  

4 mg/d(n  = 204) for 12wk

①+②+③+④

Quigley等[19]2008 641           18-95

       47.9±0.54

  86.6 2 mg/d(n  = 214) for 12wk 

安慰剂(n  = 212) for 12 wk  

4 mg/d(n  = 215) for 12wk

①+②+③+④

Müller-Lissner

等[20]2010

300           64-95

       76.4±0.88

  70.0 1 mg/d(n  = 76) for 4wk  

2 mg/d(n  = 75) for 4wk  

安慰剂(n  = 70) for 4 wk  

4 mg/d(n  = 79) for 4 wk

①+②+③+④

邹多武等[21]2012 313           18-65

       41.2±13.60

  88.5 2 mg/d(n  = 155) for 12 wk 

安慰剂(n  = 158) for 12 wk

①+④

①: 每周≥3次SCBM的患者比例; ②: PAC-SYM总评分; ③: PAC-QOL满意度较基线≥1分的患者比例; ④: AEs.

表  2  纳入研究的方法学质量评价

     研究            随机 分配隐藏 盲法 失访/退出研究 意向性分析 质量等级

Tack等[17] 是, 未描述具体方法 不详 双盲 有 是 B

Camilleri等[18] 随机数字表 充分 双盲 有 否 B

Quigley等[19] 随机数字表 充分 双盲 有 否 B

Müller-Lissner等[20] 随机数字表 不详 双盲 有 是 B

邹多武等[21] 是, 未描述具体方法 不详 双盲 有 是 B

  

Study  Events, Events,    %
ID OR(95%CI)   study  control Weight

PRU 2 mg
Tack等[17]2008 2.28(1.34, 3.91)   46/236   23/240   23.63
Camilleri等[18]2008 3.29(1.98, 5.49)   64/207   25/209   22.12
Quigley等[19]2008 2.29(1.35, 3.87)   50/209   25/207   24.60
Müller-Lissner等[20]2010 1.86(0.90, 3.81)   28/75   17/70   14.18
邹多武等[21]2012 4.48(2.53, 7.91)   61/155   20/158   15.46
Subtotal(I2 = 25.5%, P  = 0.252) 2.79(2.17, 3.58) 249/882 110/884 100.00

PRU 4 mg
Tack等[17]2008 2.92(1.73, 4.93)   56/237   23/240   26.19
Camilleri等[18]2008 2.92(1.74, 4.90)   58/204   25/209   26.52
Quigley等[19]2008 2.24(1.32, 3.80)   48/204   25/207   28.47
Müller-Lissner等[20]2010 1.36(0.66, 2.81)   24/79    17/70   18.83
Subtotal(I2 = 14.3%, P  = 0.321) 2.43(1.84, 3.21) 186/724   90/726 100.00

0.126                           1                             7.91

图  3  每周≥3次SCBM的患者比例的Meta分析.
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究的患者比率均高于安慰剂(2 mg/d: OR = 1.81, 
95%CI: 1.12-2.90, P  = 0.015; 4 mg/d: OR = 2.89, 

95%CI: 1.83-4.57, P <0.001), 结果不存在异质性

(2 mg/d: I2 = 40.2%, P  = 0.154;  4 mg/d: I2 = 0, P  = 

■应用要点
本文检索到的文
献纳入的研究对
象主要为成年女
性, 对男性及儿童
的治疗情况不明, 
故而可能影响结
论的真实性和可
靠性. 如能在以后
的研究中扩大受
试范围, 将可提供
证实普芦卡必利
治疗慢性便秘安
全有效的更具说
服力的、可靠的
证据.

0.217                        1                         4.61

Study  Events, Events,    %
ID OR(95%CI)   study  control Weight

PRU 2 mg
Tack等[17]2008 2.56(1.61, 4.09)   69/206   34/207   29.71
Camilleri等[18]2008 2.57(1.67, 3.96)   89/198   47/195   34.34
Quigley等[19]2008 2.19(1.41, 3.40)   83/191   47/181   35.95
Subtotal(I2 = 0.0%, P  = 0.848) 2.43(1.88, 3.14) 241/595 128/583 100.00

PRU 4 mg
Tack等[17]2008 2.12(1.30, 3.46)   53/180   34/207   30.90
Camilleri等[18]2008 2.99(1.94, 4.61)   94/193   47/195   33.21
Quigley等[19]2008 2.28(1.46, 3.55)   79/178   47/181   35.89
Subtotal(I2 = 0.0%, P  = 0.536) 2.47(1.90, 3.20) 226/551 128/583 100.00

图  4  PAC-QOL满意度较基线≥1分的患者比例的Meta分析. 

Study  Events, Events,    %
ID   OR(95%CI)   study  control Weight

PRU 2 mg
Tack等[17]2008 0.95(0.46, 1.97)   15/236   16/240   56.57
Camilleri等[18]2008 4.59(1.52, 13.87)   17/207      4/209   13.91
Quigley等[19]2008 1.61(0.52, 5.00)     8/214     5/212   18.41
Müller-Lissner等[20]2010 1.92(0.34, 10.80)     4/75     2/70     7.46
邹多武等[21]2012 5.23(0.60, 45.32)     5/155     1/158     3.65
Subtotal(I2 = 40.2%, P  = 0.154) 1.81(1.12, 2.90)   49/887   28/889 100.00

PRU 4 mg
Tack等[17]2008 2.51(1.35, 4.66)   36/237   16/240   56.68
Camilleri等[18]2008 4.36(1.43, 13.28)   16/204     4/209   15.31
Quigley等[19]2008 2.66(0.93, 7.61)   13/215     5/212   19.89
Müller-Lissner等[20]2010 3.31(0.66, 16.47)     7/79    2/70     8.12
Subtotal(I2 = 0.0%, P  = 0.855) 2.89(1.83, 4.57)   72/735   27/731 100.00

0.221                           1                            45.3

图  6  因AEs退出研究的患者比例的Meta分析. 

Study  Events, Events,    %
ID   OR(95%CI)   study  control Weight

PRU 2 mg
Tack等[17]2008 1.26(0.85, 1.87) 170/236 161/240   31.24
Camilleri等[18]2008 1.63(1.03, 2.57) 166/207  149/209   20.55
Quigley等[19]2008 2.17(1.39, 3.38) 173/214  140/212   18.86
Müller-Lissner等[20]2010 0.75(0.39, 1.45)   29/75   32/70   14.21
邹多武等[21]2012 2.62(1.64, 4.20)  78/155   44/158   15.15
Subtotal(I2 = 68.0%, P  = 0.014) 1.64(1.34, 2.02) 616/887 526/889 100.00

PRU 4 mg
Tack等[17]2008 1.48(0.99, 2.21) 178/237  161/240   32.31
Camilleri等[18]2008 1.46(0.94, 2.29) 160/204  149/209   25.75
Quigley等[19]2008 1.61(1.06, 2.46) 163/215  140/212   27.66
Müller-Lissner等[20]2010 1.10(0.58, 2.10)    38/79    32/70   14.28
Subtotal(I2 = 0.0%, P  = 0.812) 1.46(1.16, 1.83) 539/735  482/731 100.00

0.238                           1                             4.2

图  5  经历不良反应的患者比例的Meta分析. 
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0.855)(图6), 2 mg/d明显少于4 mg/d(χ2 = 10.66, P  
= 0.001<0.01). 5项RCTs均对SAEs作了描述. 具
体AEs分析结果: 2项RCTs[17,18]报道了呕吐、腹

胀的发生率, 2、4 mg/d与安慰剂相比无统计学

差异(呕吐: χ2 = 4.09, P  = 0.129>0.0167; 腹胀: χ2 
= 1.060, P  = 0.303>0.0167. 另2项RCTs报道了头

晕的发生率[17,20], 2 mg/d、4 mg/d与安慰剂相比

无统计学差异(χ2 = 0.3, P  = 0.584>0.0167). 其余

主要AEs的Meta分析结果如表3.

3  讨论

共纳入5项已发表的普芦卡必利治疗慢性便秘的

RCTs, 1篇为中文文献, 4篇为英文文献, 所有研

究均采用罗马II诊断标准, 以安慰剂为对照. 5项
研究入选患者均为成年人, 其中1项为老年患者.

每周SCBM≥3次可视为正常排便习惯. 5项
RCTs的Meta分析显示普芦卡必利2和4 mg/d均
能提高每周SCBM≥3次的患者比率, 结果显示

不存在异质性. 2与4 mg/d相比无统计学差异.
有3项RCTs报道了PAC-SYM总评分及PAC-

QOL满意度较基线≥1分的患者比例, 研究结果

均提示2与4 mg/d优于安慰剂, 两个治疗组间疗

效无明显差别.
普芦卡必利2及4 mg/d总的AEs发生率均高

于安慰剂(2 mg/d: OR = 1.64, 95%CI: 1.34-2.02, 
P  = 0; 4 mg/d: OR = 1.458, 95%CI: 1.162-1.831, 
P  = 0.001), 2 mg/d研究间存在异质性(I2 = 68.0%, 
P  = 0.014), 故采用随机效应模型计算, 敏感性

分析去除两个样本量较小的RCTs后[20,21], 合并

效应差异仍具有统计学意义, 森林图结果方向

也未发生改变(OR = 1.612, 95%CI: 1.261-2.061, 
P <0.001), 且异质性消失(I2 = 37.7%, P  = 0.201), 
表明此分析结果的稳定性较好. 4 mg/d研究间

不存在异质性(I2 = 0, P  = 0.812); 2与4 mg/d相比

无统计学差异(χ2 = 2.890, P  = 0.089>0.05). 2和
4 mg/d因不良反应退出研究的患者比率均高于

安慰剂, 结果不存在异质性, 2 mg/d明显少于4 
mg/d(χ2 = 10.657, P  = 0.001<0.01).

纳入的各文献报道消化系及头部不适症状

是普芦卡必利的主要不良反应, 多发生在治疗

的第1周, 程度为轻到中度, 持续时间短暂. 对恶

心、腹泻等不良反应, Meta分析提示2及4 mg/d
的发生率均高于安慰剂 ,  而呕吐、腹痛、腹

胀、头晕则无明显差别, 2与4 mg/d之间无统计

学差异(P值分别为0.129、0.975、0.303、0.584
均P>0.05). 对3项RCTs的Meta分析显示2与4 mg/d
头痛发生率高于安慰剂, 治疗组之间无统计学

差异(χ2 = 1.399, P  = 0.237>0.05). 系统评价未发

现普芦卡必利对心电图有明显影响(包括QT间
期). SAEs的发生率低, 血常规、肝肾功能等实

验室检查结果与安慰剂相比无显著差异. 安慰

剂组1例出现心律不齐、心肌梗死, 最终死亡, 
作者认为与研究不相关[20], 2 mg/d组3例出现室

上性心动过速, 退出研究, 其中1例患者原有二

尖瓣脱垂室上性心动过速病史, 服用药物后病

情进展[18]. 该不良反应发生率低, 且因心血管事

件死亡的病例出现在安慰剂组, 故提示普芦卡

必利无明显心脏毒性.
有1项RCT[20]报道了普芦卡必利1 mg/d组的

治疗情况, 结果提示1 mg/d不能提高每周SCBM
≥3次的患者比例, 但PAC-SYM总评分较安慰剂

组高, 排便相关症状改善(P <0.05). 其AEs发生情

况与安慰剂相比无明显差别. 结果提示1 mg/d治
疗慢性功能便秘疗效不理想, 但由于研究样本

量较小, 无足够证据支持, 还待进一步研究.
根据森林图显示, Müller-Lissner[20]的研究结

■同行评价
本文系统评价普
芦卡必利治疗慢
性便秘的有效性
和安全性, 分析细
致方法全面,  对所
存在的问题也进
行了探讨, 文章的
科学性、创新性
和可读性较好, 对
指导临床及科研
有一定参考价值.

表  3  不良事件(普芦卡必利 vs  安慰剂)

     不良事件 异质性检验              OR(95%CI)    研究数 n (实验组)  n (对照组)  P 值

恶心     0.176 2 mg/d: 2.27(1.59-3.26) 4[18,19,21] 104/518  53/519 0

    0.415 4 mg/d: 2.27(1.58-3.25) 3[18,19,21] 104/520  53/519 0

腹泻     0.992 2 mg/d: 2.72(1.67-4.44) 3[18,19,21]   60/518  24/519 0

    0.453 4 mg/d: 3.40(2.11-5.48) 3[18,19,21]   73/520  24/519 0

腹痛     0.412 2 mg/d: 1.21(0.87-1.67) 3[18,19,21]   98/518  85/519 0.252

    0.622 4 mg/d: 1.22(0.88-1.68) 3[18,19,21]   99/520  85/519 0.227

头痛     0.418 2 mg/d: 2.07(1.49-2.88) 3[18,19,21] 121/518  68/519 0

    0.570 4 mg/d: 2.48(1.79-3.42) 3[18,19,21] 138/520  68/519 0

QT间期延长     0.790 2 mg/d: 1.20(0.32-4.54) 3[18,20,21]     5/450    4/450 0.788

    0.367 4 mg/d: 0.47(0.10-2.07) 3[18,20,21]     1/421    4/450 0.316
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果与其他文献相比异质性较大, 阅读文献后考

虑原因可能为研究对象均为老年人(年龄: 64-95
岁, 76.4岁±0.88岁), 基础疾病较多, 其中包括

帕金森病及抑郁症的患者, 研究期间受试者允

许服用抗胆碱能类及三环抗抑郁药物, 基础疾

病及药物作用等均有可能影响试验结果. 敏感

性分析去除Müller-Lissner等的研究后, 合并效

应差异无异质性(每周≥3次SCBM的患者比例: 
2 mg/d: I2 = 25.2%, P  = 0.260; 4 mg/d: I2 = 0, P  = 
0.721. 4 mg/d经历不良反应的患者比例: I2 = 0, P  
= 0.943. 因AEs退出研究的患者比例: 2 mg/d: I2 
= 45%, P  = 0.183; 4 mg/d: I2 = 0, P  = 0.690 ), 仍
具有统计学意义, 森林图结果方向也未发生改

变(每周≥3次SCBM的患者比例: 2 mg/d: OR = 
2.941, 95%CI: 2.254-3.838, P <0.001; 4 mg/d: OR 
= 2.682, 95%CI: 1.984-3.627, P <0.001. 4 mg/d
经历不良反应的患者比例: OR = 1.518, 95%CI: 
1.190-1.937, P  = 0.001. 因AEs退出研究的患者

比例: 2 mg/d: OR = 1.796, 95%CI: 1.096-2.945, P  
= 0.02; 4 mg/d: OR = 2.850, 95%CI: 1.766-4.600, 
P <0.001), 表明此分析结果的稳定性较好.

总之, 普芦卡必利2及4 mg/d均对慢性便秘

有治疗作用, 且2者无统计学差异. 2组的不良反

应主要为轻到中度的恶心、腹泻等消化系症状

及头痛等, 心脏毒性亦不明显, 但2 mg/d因不良

反应退出研究的患者比率<4 mg/d. 系统评价结

果提示普芦卡必利2 mg/d治疗慢性便秘更安全

有效, 但纳入试验也存在一定问题, 纳入的5个
RCTs的方法学质量评价结果显示均存在很多缺

陷, 主要归纳为以下几个方面的问题: (1)未报告

随机方法及分配方案的隐藏; (2)未进行意向性

分析; (3)无随访, 或有随访, 但未讲明随访时间; 
(4)纳入研究对象主要为成年女性, 对男性及儿

童的治疗情况不明, 故而可能影响结论的真实

性和可靠性. 漏斗图分析提示无发表偏倚, 但纳

入研究较少, 仅限于已发表的中、英文全文文

献, 不排除存在语言偏倚、地区偏倚等等, 故应

谨慎看待以上结论.
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Abstract
AIM: To analyze the variation of intestinal micro-
flora in patients with ulcerative colitis in Xinjiang 
by real-time fluorescence quantitative PCR to re-
veal the role and significance of intestinal micro-
flora in the pathogenesis of ulcerative colitis.

METHODS: Specific primers for 16s rDNA of 
Bacteroides, Fusobacterium, Clostridium, Bifidobac-
terium spp and Faecalibacterium prausnitzii were 
designed. The feces of ulcerative colitis patients 
and normal controls in Xinjiang were collected. 
Bacterial genomic DNA was extracted from fecal 
samples and used to quantify the above five bac-
teria by real-time fluorescence quantitative PCR.

RESULTS: The level of Bacteroides in ulcerative 
colitis patients was significantly higher than that 

in healthy controls (3.05 ± 0.22 vs 2.81 ± 0.21, P < 
0.05), whereas those of Clostridium (3.14 ± 0.17 vs 
3.35 ± 0.12), Bifidobacterium spp (2.92 ± 0.16 vs 3.20 
± 0.13) and Faecalibacterium prausnitzii (2.77 ± 0.16 
vs 2.95 ± 0.19) were significantly lower in ulcer-
ative colitis patients than in healthy controls (P 
< 0.05 for all). The level of Fusobacterium showed 
no significant difference (3.20 ± 0.13 vs 3.15 ± 0.17, 
P > 0.05) between the two groups.  

CONCLUSION: The changes in the levels of Bac-
teroides, Clostridium, Bifidobacterium spp and Fae-
calibacterium prausnitzii may be associated with 
the pathogenesis of UC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 应用SYBR Green Ⅰ实时荧光定量PCR
法分析新疆溃疡性结肠炎患者肠道菌群的变
化, 探讨肠道菌群在溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)发病中的作用及意义. 

方法: 根据细菌的16s DNA基因序列设计拟杆
菌属、梭杆菌属、梭菌属、双歧杆菌属及柔
嫩梭菌属的特异性引物. 收集新疆溃疡性结
肠炎患者及正常对照者粪便, 提取细菌基因组
DNA, 应用SYBR GreenⅠ实时荧光定量PCR
反应测定5种细菌的数量. 

结果: UC患者组拟杆菌属的数量(3.05±0.22)
较正常对照(2.81±0.21)明显增多; 梭菌属
(3.14±0.17)、双歧杆菌属(2.92±0.16)、柔嫩
梭菌属(2.77±0.16)的数量较正常对照(3.35±
0.12, 3.08±0.14, 2.95±0.19)的数量明显减少, 

■背景资料
溃疡性结肠炎(ul-
cerative colitis, UC)
在我国的发病率
呈逐年增长趋势, 
病因和发病机制
尚不明确. 目前认
为, UC的发病涉及
遗传、环境、肠
道菌群失调和免
疫异常等多种因
素, 而肠道菌群失
调可能是该病发
病的触发点, 也是
近年来消化领域
的研究热点. 

■同行评议者
江学良, 教授, 主
任医师, 中国人民
解放军济南军区
总医院消化科



蒋曼, 等. RT-PCR技术定量检测新疆溃疡性结肠炎患者肠道菌群的改变					                 597

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

差异有统计学意义(P <0.05), 梭杆菌属在两组
间差异无统计学意义(P >0.05). 

结论: 拟杆菌属、梭菌属、双歧杆菌属及柔
嫩梭菌属数量的改变可能与新疆UC的发病
相关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 溃疡性结肠炎; 肠道菌群; 实时荧光定量

PCR

核心提示: 本文研究发现与正常对照相比, 溃疡性

结肠炎患者粪便菌群中拟杆菌属的数量明显增多, 
而梭菌属、双歧杆菌属、柔嫩梭菌属的数量明显

减少, 提示溃疡性结肠炎患者的肠道菌群发生了

改变, 可能与其发病相关. 本研究结果为探索溃疡

性结肠炎的病因及发病机制提供了一定的线索. 

蒋曼, 高鸿亮, 姚萍. RT-PCR技术定量检测新疆溃疡性结肠

炎患者肠道菌群的改变.  世界华人消化杂志  2014; 22(4): 

596-600 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/596.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i4.596

0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种病因

不明的直肠和结肠的慢性非特异性炎症性疾病. 
病变局限在大肠黏膜及黏膜下层, 以溃疡为主, 
多累及直肠和远端结肠. 临床主要表现为腹痛、

腹泻、黏液脓血便, 病程迁延, 轻重不等且容易

复发. 目前大多研究认为UC的发病涉及遗传、

环境、肠道菌群失调和免疫异常等多种因素, 而
肠道菌群失调可能是该病发病的触发点[1-3], 因此

肠道菌群与UC之间的关系成为近年来消化领域

的研究热点, 但肠道菌群失调对于UC的发病机

制究竟有何意义尚不完全清楚. 有研究发现不同

地区的UC发病率不相同, 可能与患者的居住地

理环境、生活水平及饮食习惯相关[4,5], 因此, 本
研究尝试通过实时荧光定量PCR技术对新疆地

区UC患者及其正常对照者粪便中拟杆菌属、梭

杆菌属、梭菌属、双歧杆菌属及柔嫩梭菌属进

行定量, 探讨肠道菌群与UC的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 粪便标本取自新疆医科大学第一附属

医院消化科及体检中心, 正常对照者30例, 男
14例, 女16例, 平均36.67岁±11.64岁, 无消化道

慢性病史, 常规体检及粪便常规检查均未见异

常. UC患者30例, 男14例, 女16例, 平均38.33岁

±10.04岁, 经结肠镜及病理组织学检查, 均符

合2007年《对我国炎症性肠病诊断治疗规范的

共识意见》的诊断标准[6]. 所有研究对象均为长

期居住在新疆的患者(居住年限>10年). 所有研

究对象留取粪便标本前4 wk内均未应用抗生素

或微生态制剂. 所选取的两组基线资料比较差

异均无统计学意义(P >0.05)(表1). 主要仪器及试

剂: QIAamp DNA Stool MinKit试剂盒(德国Qia-
gen公司)、实时定量PCR试剂盒(德国Qiagen公
司)、荧光定量PCR仪(iCycler Iq5)、琼脂糖凝胶

DNA回收试剂盒(离心柱型)(北京天根)、-80 ℃
超低温冰箱、电泳仪及凝胶成像分析系统等, 
所用引物均参照GenBank提供的序列, 由上海生

物工程公司合成.  
1.2 方法

1.2.1 粪便标本采集及DNA提取: 所用研究标本

均于排便后迅速收集于无菌培养皿内, 并迅速

置于-80 ℃超低温冰箱内保存. 称取0.2 g粪便按

照QIAamp DNA Stool MinKit试剂盒操作说明提

取粪便细菌基因组DNA, -20 ℃保存. 
1.2.2 常规PCR反应: 反应体系为20 μL: 2×
Taq PCR Master Mix 10 μL, 上、下游引物各

0.5 μL(表2), ddH2O 7 μL, DNA模板2 μL; 反应

条件: 95 ℃预变性3 min; 95 ℃变性30 s; 拟杆菌

属62.8 ℃、梭杆菌属50.8 ℃、梭菌属51.2 ℃、

双歧杆菌属55 ℃、柔嫩梭菌属57 ℃退火30 s, 
72 ℃延伸1 min, 循环35次, 72 ℃复性5 min, 4 ℃
保存. 取PCR反应产物10 μL与2 μL Loading Buf-

■创新盘点
研究显示新疆地
区UC患者与健康
对照者粪便菌群
存在显著的差异, 
UC患者拟杆菌属
的数量较正常对
照明显增多, 梭菌
属、双歧杆菌属
及柔嫩梭菌属较
正常对照明显减
少 ,  提示UC患者
肠道发生了微生
态失衡, 肠道菌群
与UC的发病密切
相关.

表  1  入选溃疡性结肠炎患者及对照组临床特征

     临床特征 病例组 对照组

性别(男/女) 14/16 14/16

年龄(mean±SD, 岁) 38.33±10.04 36.67±11.64

临床分期

活动期 18   _    

缓解期 12 _

病变范围

  全结肠型   3 _

  直肠型   8 _

  左半结肠型   4 _

  广泛结肠型   3   _

  直肠乙状结肠型 12 _

用药情况            

  水杨酸类药物   6 _

  糖皮质激素   0 _

  抗生素   0 _

  未用任何药物 24 _
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fer混匀上样, 在2.0%琼脂糖凝胶中进行电泳, 电
压120 V, 时间30 min, 电泳结束后用凝胶成像仪

分析系统摄像. 
1.2.3 实时荧光定量RT-PCR检测: (1)标准曲线

的建立: 采用实时荧光定量RT-PCR方法, 反应

体系20 μL: 荧光染料10 μL, 模板2 μL, 上、

下游引物各0.5 μL(表2), ddH2O 7 μL, 以正常

组中DNA样本为模板, 常规PCR引物扩增16s 
rDNA靶片段, 将PCR产物纯化后作为DNA标

准品, 进行梯度稀释(浓度为102-107 copies/μL)
作为模板加入反应体系中. 按照操作说明在荧

光定量PCR仪Bio-rad IQ5 System中进行实时

荧光定量RT-PCR反应. 反应条件: 95 ℃预变性

3 min 95 ℃变性10 s, T℃(拟杆菌属62.8 ℃、梭

杆菌属50.8 ℃、梭菌属51.2 ℃、双歧杆菌属

55 ℃、柔嫩梭菌属57 ℃)退火30 s, 65 ℃延伸

10 s, 读取定量荧光数据, 共40个循环; 反应进行

融解曲线分析, 并读取融解曲线荧光数据. 根据

读取的荧光数据, 由系统软件自动分析循环阈

值(cycle threshold, Ct), 并生成标准曲线; (2)待
测粪便样品定量分析: 提取所有研究标本粪便

DNA分别进行5种细菌的SRBR GreenⅠ实时荧

光定量PCR反应, 反应体系及反应条件与标准

品制备时相同. 每次实验同时设标准品校正和

ddH2O为DNA模板的阴性对照, 所有样品均同

时做2个平行复孔. 反应完毕后根据融解曲线分

析PCR产物的特异性, 并由Ligyt Cycler PCR仪
分析定量结果. 

统计学处理 应用SPSS17.0统计软件进行数

据整理和统计分析, 样品定量数据经对数转换

后以xlgx±slgx表示, 采用两样本t检验, P <0.05
为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 引物特异性鉴定 用2.0%琼脂糖凝胶电泳分

析正常对照粪便标本的16s rDNA常规PCR产物, 
以100 bp DNA Ladder为标准. 可见PCR产物均

显示出特异性条带, 未见明显非特异扩增区带, 
提示各细菌的引物特异性较好, 可用于实时荧

光定量PCR反应(图1, 2). 
2.2 粪便细菌的定量检测 每份粪便标本所含

的5种细菌的拷贝数可通过Ct值与标准曲线比

较得到, 实时荧光定量PCR仪通过系统内置的

软件iCycler Optical System Interface software
处理后直接给出定量结果. 溃疡性结肠炎患者

粪便中拟杆菌属的数量较正常对照明显增多

(P <0.05), 而梭菌属、双歧杆菌属及柔嫩梭菌

属的数量均较正常对照明显减少(P <0.05), 梭
杆菌属的数量在两组之间的差异无统计学意义

(P >0.05)(表3). 

■同行评价
本文具有一定指
导意义.

表  2  16s rDNA基因PCR扩增引物序列

     PCR模板 扩增片段长度(bp)  引物序列(5'-3')   

拟杆菌属           200 F: 5'-CTGAACCAGCCAAGTAGCG-3'

R: 5'-CCGCAAACTTTCACAACTGACTTA-3' 

梭杆菌属           100 F: 5'-CGCAGAAGGTGAAAGTCCTGTAT-3'

R: 5'-TGGTCCTCACTGATTCACACAGA-3'

梭菌属           200 F: 5'-TGAAAGATGGCATCATCATTCAAC-3'

R: 5'-GGTAACGTCATTATCTTCCCCAAA-3'

双歧杆菌属           243 F: 5'-TCGCGTC(C/T)GGTGTGAAAG-3'

R: 5'-CCACATCCAGC(A/G)TCCAC-3′

柔嫩梭菌属           158 F: 5'-CCCTTCAGTGCCGCAGT-3'

R: 5'-GTCGCAGGATGTCAAGAC-3'

表  3  粪便的细菌定量结果(xlgx±slgx拷贝数/克湿便) 

     分组   拟杆菌属  梭杆菌属    梭菌属 双歧杆菌属 柔嫩梭菌属

UC组 3.05±0.22 3.20±0.13 3.14±0.17 2.92±0.16 2.77±0.16

正常组 2.81±0.21 3.15±0.17 3.35±0.12 3.08±0.14 2.95±0.19

P值     0.001       0.17     0.001     0.001     0.001

UC: 溃疡性结肠炎.
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3  讨论

近年来, 随着社会的不断发展, 人们生活水平的改

善, UC的发病率在国内外都有逐渐增高趋势[4,7-10], 
UC的病程长短不一, 且易反复发作, 严重影响人

们的生活质量. 目前UC的病因和发病机制尚不

十分明确, 多数研究认为免疫调节是其关键的

直接发病机制, 肠道菌群是这种免疫损伤过程

的重要激发因素, 因此人们越来越关注肠腔内

细菌与UC的关系. 肠道细菌的详细组成到目前

为止尚未完全明确, 粪便标本常用于研究结肠

菌群, 主要代表远端结肠的腔内环境[11]. 对粪便

标本进行肠道细菌培养只能对10%-40%的肠道

细菌进行鉴别, 仍有部分细菌不能通过培养获

得[12,13]. 随着现代分子生物学理论和技术的迅速

发展, 出现了许多非培养依赖的新方法用以检

测肠道细菌, 实时荧光定量PCR技术就是其中的

一种, 应用于肠道微生物研究, 具有敏感性高、

特异性强、定量准确等优点[14]. 
研究发现不同地区UC的发病率不同, Pride-

aux等[5]研究发现UC发病率和患病率在亚洲国

家比西方国家低, 但近年来UC在亚洲国家的发

病率及患病率迅速增加, 可能与亚洲国家加强

与西方国家的联系, 西方化的饮食, 抗生素的滥

用, 卫生条件的改善, 预防接种及肠道微生物菌

群的改变相关. UC的发病率在西班牙的纳瓦拉

较高[15], 但在乌拉圭的一些地区却较低[16], 这可

能与患者居住的环境、卫生条件、生活水平、

饮食习惯等相关. 新疆拥有独特的地理环境, 在

这里长期居住的居民所处的环境、生活习惯及

饮食习惯都与中国其他地区不尽相同, 因此本

研究尝试应用SYBR GreenⅠ实时荧光定量PCR
法定量检测新疆地区UC患者及正常对照者粪便

中拟杆菌属、梭杆菌属、梭菌属、双歧杆菌属

及柔嫩梭菌属的数量, 结果显示溃疡性结肠炎

患者粪便中拟杆菌的数量较正常对照明显增多, 
而梭菌属、双歧杆菌属、柔嫩梭菌属的数量较

正常对照明显减少, 梭杆菌的数量在两组之间

的差异没有统计学意义, 提示肠道菌群数量的

改变可能与UC的发病有关. Machiels等[17]研究

也发现UC患者肠道菌群的组成与健康对照者存

在明显的差异, 同属于厚壁菌门的能够产生丁

酸盐的罗氏菌属及柔嫩梭菌属在UC患者中均减

少. Rajilić-Stojanović等[18]应用基因芯片技术分

析溃疡性结肠炎患者与健康对照者粪便菌群发

现UC患者粪便菌群中梭菌群Ⅳ及参与丁酸盐及

丙酸盐代谢菌群数量减少, 而艰难梭状芽孢杆

菌、弯曲杆菌、幽门螺杆菌、消化链球菌等机

会致病菌增加, 提示UC患者肠道菌群生态失衡, 
可能与其发病相关. 我国白鹏等[19]研究发现UC
活动期患者粪便双歧杆菌、 乳酸杆菌数量较正

常对照明显减少, 而UC缓解期患者粪便菌群与

正常对照无明显差异. 提示肠道菌群失调可能

是具有UC遗传易感性个体发病的触发因素. 但
我国张静等[20]应用ETIC-PCR技术研究UC和其

他肠道疾病的肠道菌群发现UC可能存在较单一

的肠道优势菌群, 推测其发病机制可能与特定

的优势细菌感染有关. 但是目前并没有发现UC
的特异性致病菌, 大多研究都支持生态失衡假

说[21,22], 即UC的发病可能是由肠道微生态发生

紊乱引起的, 而不是由某一特定细菌引起的. 但
是肠道微生态系统是一个庞大而复杂的系统, 
其与UC发病的具体机制还有待进一步更明确的

研究. 
总之, 我们的研究显示新疆地区UC患者与

健康对照者粪便菌群存在显著的差异, U C患

者拟杆菌属的数量较正常对照明显增多, 梭菌

属、双歧杆菌属及柔嫩梭菌属较正常对照明显

减少, 提示UC患者肠道发生了微生态失衡, 肠道

菌群与UC的发病密切相关. 由于研究方法不同

或肠道微生态系统太复杂, 各项关于肠道菌群

的研究结果不尽相同, 但目前仍无法阐明UC患
者中的肠道菌群变化, 究竟是导致肠道炎症的

原因还是结果, 因此肠道菌群与UC的相关性还

有待更深入的研究.  

1    2     3     4     5     6     7    8      9   10   11   12 Marker

200 bp

图  1  拟杆菌属、梭杆菌属及梭菌属常规PCR反应结果. 
Marker: 从下到上100、200、300、400、500 bp; 1-4: 拟杆

菌属(200 bp); 5-8: 梭杆菌属(100 bp); 9-12: 梭菌属(200 bp).

1         2                                 3           4  Marker

200 bp

图  2  双歧杆菌属及柔嫩梭菌属常规PCR反应结果. Marker: 

从下到上100、200、300、400、500 bp; 1, 2: 双歧杆菌属

(243 bp); 3, 4: 柔嫩梭菌属(158 bp).
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Abstract
AIM: To compare the impact of water injection 
versus air insufflation for colonoscopy on cecal 
intubation rate, cecal intubation time and pain 
degree in elderly patients. 

METHODS: Two hundred elderly patients (aged 
65-82 years) who underwent non-narcotic colo-
noscopy were randomly divided into two groups: 
water injection and air insufflation. The cecal 
intubation rate, cecal intubation time and pain 
degree were compared between the two groups. 

RESULTS: There were no significant differences 
in cecal intubation rate (98% vs 94%, P > 0.05) 
or cecal intubation time (7.83 min ± 1.58 min vs 
8.01 min ± 1.26 min, P > 0.05) between the water 
injection and air insufflation groups. Abdominal 
pain score was significantly lower in the water 
injection than in the air insufflation group  (3.23 
± 1.71 vs 4.87 ± 1.94, P < 0.05). 

CONCLUSION: Compared with air insufflation 
colonoscopy, water injection colonoscopy has 
similar cecal intubation rate and cecal intubation 
time, but is associated with significantly lower 
pain in elderly patients. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.

Key Words: The elderly; Injection colonoscopy; Ce-
cal intubation rate; Cecal intubation time; Abdomi-
nal pain
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摘要
目的: 明确注水法结肠镜与注气法结肠镜比
较在老年患者结肠镜检查中达盲率、达盲时
间及疼痛程度方面的影响. 

方法: 门诊非麻醉结肠镜检查的老年患者(年
龄65-82岁)200例, 随机分为结肠注水法组(A
组)和传统注气法组(B组), 比较两组患者达盲
率、达盲时间及疼痛程度等方面的差异. 

结果: 注水组最终达盲率为98%, 注气组的
达盲率为94%, 注水组与注气组达盲时间分
别为7.83 min±1.58 min、8.01 min±1.26 
min, 达盲率及达盲时间方面差异均没有显
著性(P >0.05). 注水组腹痛评分(3.23分±1.71
分)明显低于注气组腹痛评分(4.87分±1.94
分)(P<0.05). 

■背景资料
近年来, 消化系肿
瘤的发病在全球
范围呈上升趋势. 
我国大肠癌发病
上升趋势亦十分
明显. 目前使用结
肠镜是发现并治
疗结直肠疾病较
理想方法, 但进行
结肠镜检查时的
不适感使多数患
者存在顾虑. 本文
就结肠镜检查中
注水法与注气法
的优劣进行比较
与分析, 以发现更
好的操作方法, 提
高患者舒适度. 
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■同行评议者
董蕾, 主任, 教授, 
博士生导师, 西安
交通大学第二附
属医院消化内科
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结论: 注水法结肠镜虽然对于老年患者在达
盲率及达盲时间上没有显著影响, 但是可以有
效减轻老年患者检查中的腹痛程度. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 老年人; 注水结肠镜; 达盲率; 达盲时间; 腹

痛程度

核心提示: 本研究发现注水法与注气法结肠镜在

达盲率、达盲时间方面没有显著性差异. 但是注

水法结肠镜可有效减轻患者检查过程中腹痛程

度, 提高患者舒适度.

王文静, 高建新, 钱晶瑶, 齐艳荣, 孙明昊, 韩海英, 刘文

天. 注水法与注气法在老年患者结肠镜检查中的比较.  世

界华人消化杂志  2014; 22(4): 601-605 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/601.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i4.601

0  引言

结肠恶性肿瘤是我国常见消化系恶性肿瘤之一, 
随着我国逐步步入老龄化社会, 结肠癌对老年

人的健康和生活质量均已构成严重的危害. 近
年来, 结肠镜筛查不仅增加了肠息肉的检出率, 
同时对于结肠癌的早期发现及诊治起到了重要

作用[1-3]. 但是由于老年人横结肠冗长、腹部肌

肉相对松弛、肠道活动度相对较大, 常常给结

肠镜的插入带来困难[4,5]. 国外有关报道指出, 结
肠镜插入的成功率及插镜时间与患者的年龄、

性别、腹部或盆腔手术史及肠道憩室病有关[6-8], 
老年女性、有腹部或盆腔手术史的患者, 结肠

镜检查的插镜时间较长. 结肠镜检查是诊断结

直肠疾病最可靠的方式之一. 结肠镜检查可常

规应用注气法, 就是检查的整个过程中注入空

气. 也有的结肠镜检查中应用注水法, 就是在结

肠镜操作过程中除常规注入空气外, 间断注入

温水. 常规注气法结肠镜检查往往会造成不同

程度的腹痛、腹胀等不适, 导致一些患者不愿

接受检查, 甚至有可能因惧怕检查而延误严重

肠道疾病的最佳诊治时机. 因此探求更好的结

肠镜检查方式具有重要临床意义. 下面我们探

讨在老年患者当中, 结肠镜注水法与注气法的

优劣. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2012-06/2012-12于我院门诊就诊

或住院、准备行结肠镜检查的老年患者. 排除

标准: 年龄<65岁或年龄>82岁; 肠道准备差; 近

期急性肠道出血; 伴严重慢性阻塞性肺病(chron-
ic obstructive pulmonary disease, COPD)、严重

心脏病以及结肠镜检查禁忌证; 非疼痛原因不

能配合的患者. 结果共纳入200例老年患者, 其
中A: 注水组100例, 男性61例, 女性39例, 中位年

龄73.4岁±4.67岁. B: 注气组100例, 男58例, 女
42例, 中位年龄72.8岁±5.58岁. 以相应方式行

结肠镜检查. 所有入组患者均需要签署知情同

意书. 两组患者在性别、年龄、肠道准备、体

质量指数、是否便秘以及是否曾有腹部手术史

等方面无显著性差异(P >0.05). 肠镜为奥林巴斯

CF-H260型结肠镜. 
1.2 方法 全部患者均经过肠道准备, 清肠药物为

聚乙二醇电解质散, 检查前禁食8-12 h, 检查清

晨分别于4:00、6:00各口服1000 mL清肠药物, 
20-30 min内服用完毕, 肠道清洁好后接受肠镜

检查. 患者常规采取左侧卧位的姿势, 操作前需

要在患者肛门处和镜身前部涂抹复方丁卡因胶

浆, 可以局部麻醉并且减少摩擦利于进镜. 由1
名有经验肠镜医师利用单盲法进行检查. A组(注
水组)应用Olympus OFP内镜送水泵, 将消毒过

的水泵至于36 ℃的恒温控制的温盐水中, 可调

节水的流量的注水端插入活检孔道, 左手操作

部控制注气按钮, 结肠镜进入直肠后, 可直接注

气穿过直肠, 向右旋转进镜便可进入乙状结肠. 
脚部控制注水量, 提供视野, 轻调角度向上并左

旋镜身便可进入Rs部位; 于此处继续左旋内镜

并且通过低压注水保持镜头清晰以便观察狭窄

腔隙的走形, 并循腔推进内镜, 然后右旋镜身进

镜便可越过另一皱褶进入乙状结肠. 解剖学上, 
乙状结肠处于多种多样的弯曲松弛状态, SD移

行部急峻弯曲, 是一个注气结肠镜不容易通过

也容易结攀并且患者容易出现腹痛之处, 边注

水打开肠腔, 进镜方向根据肠黏膜面上光的明

暗、反射的不同、皱褶的走行等因素, 在瞬间

确定下一步插入的方向, 并迅速将内镜的前端

对准预定走行方向, 并且因为操作中水的重力

作用, 乙状结肠处较为急峻的弯曲处变钝, 使得

通过时痛苦程度减轻. 通过乙状结肠后进入降

结肠可直接注气通过, 直至横结肠下垂角. 因为

很多老年患者横结肠冗长下垂, 形成一个锐角, 
用同样的注水方法通过此处. 如果检查过程中

残留粪便的污水影响了视野, 可以随时将污水

吸出, 注入干净的温水使视野清晰利于进镜并

且观察阑尾开口. 整个操作过程中, 间断应用注

水法打开肠腔, 其他容易通过之处仍然注气完

■研发前沿
本文重点研究注
水法结肠镜与注
气法结肠镜相比
在老年患者结肠
镜检查中的应用
价 值 :  针 对 老 年
人 肠 道 特 点 ,  注
水法是否可以提
高老年患者结肠
镜操作过程中的
舒适度. 
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■相关报道
注水法与注气法
的对比在国外多
有报道, LEUNG
等的一项研究表
明, 对于有经验内
镜医师, 注气结肠
镜到达回盲部的
平均时间长达37 
min, 注水结肠镜
长为34 min, 也就
是说两者在达盲
时间方面没有显
著性差异.
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成. B组(注气组)采用传统的单人结肠镜操作法, 
全程注气完成, 边进镜边充气打开肠腔, 边观察, 
如发现问题可及时处理. 两组均使用奥林巴斯

CF-H260型结肠镜. 检查中, 如果因为腹痛难忍

等原因, 患者要求可以改为麻醉无痛结肠镜. 如
果需要留取病理及小息肉切除等方面操作, 均
于退镜时完成. 患者的腹痛评分由护士负责, 按
照可视疼痛评分(visual analog scale, VAS)疼痛

评分标准, 分为0-10分, 0分: 无痛; 3分以下: 有轻

微的疼痛, 能忍受; 4-6分: 患者疼痛并影响睡眠, 
尚能忍受; 7-10分: 患者有渐强烈的疼痛, 疼痛难

忍, 影响食欲, 影响睡眠. 比较两组患者在达盲

率、达盲时间、腹痛程度等方面的差异. 
统计学处理 所有数据采用SPSS17.0软件进

行分析. 计数资料两组间比较采用χ2检验. 计量资

料以mean±SD表示, 两组间数据比较依据资料的

性质, 采用t检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 病例组成 注气组100 例和注水100例, 在肠

镜检查中, 注气组6例, 注水组2例, 未能到达回

盲部, 或者临时要求改为麻醉结肠镜才到达回

盲部. 两组在性别、年龄、体质量指数、肠道

准备、是否便秘以及是否曾有腹部手术史等方

面无显著性差异(P >0.05, 表1). 
2.2 一般结果  A组(注水组)和B组(注气组)结
肠镜检查达盲率分别为98%和94%. 平均达盲

时间分别为7.65 min(7.83 min±1.58 min) vs  
8.11 min(8.01 min±1.26 min). 平均腹痛VAS
评分分数分别为4.05分 (3 .23分±1.71分 )和
5.68分(4.87分±1.94分)(表2). 由表2可以看出, 
两种检查方法在腹痛程度上存在显著性差异

(P <0.05), 注水组明显较注气组腹痛VAS评分

要低, 但是达盲率及达盲时间方面没有显著性

差异(P >0.05). 
2.3 操作失败病例原因比较 注水组2例失败均因

为横结肠冗长, 到达横结肠下垂角处无法继续

操作. 注气组6例失败, 其中3例因为腹痛不能忍

受要求停止或改为麻醉结肠镜, 均到达降乙交

界处. 2例因为肠道清洁差导致失败, 到达乙状

结肠无法继续. 1例因为横结肠冗长到达横结肠

下垂角无法再继续操作(表3). 
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表  1  接受结肠镜检查的老年患者总体情况 (n  = 100)

     
分组

 性别       年龄   体质量指数 腹部手术史 便秘              肠道准备(n )

(男/女)        (岁)      (kg/m2)         (n )   (n ) 理想 尚可 稍差 很差

A组 61/39 73.4±4.67 25.87±5.50       12  16   55   34   8   3

B组 58/42 72.8±5.58 25.85±4.96       10  14   50   41   7   2

P值 0.773     0.428     0.974     0.974 0.822                   0.763

A组: 注水组; B组: 注气组. 

表  2  两种检查方法达盲率及达盲时间的比较

     分组 达盲率(%)   达盲时间(min) 平均腹痛VAS评分(分)

A组     98 7.65(7.83±1.58)    4.05(3.23±1.71)

B组     94 8.11(8.01±1.26)    5.68(4.87±1.94)

P值 0.279          0.207             0.000

A组: 注水组; B组: 注气组. 

表  3  操作失败病例原因比较(n  = 100, n )

     分组 未达盲总数 因腹痛放弃或改为麻醉 肠道清洁差 横结肠冗长

A组 2 0 0 2(均到达横结肠)

B组 6 3(到达降乙交界处) 2(到达乙状结肠) 1(到达横结肠)

A组: 注水组; B组: 注气组. 

■创新盘点
以往类似文章、
报道也多对比研
究了注水法与注
气法结肠镜在舒
适度、达盲率、
达盲时间等方面
的影响, 本文的创
新之处在于, 分析
和对比了失败案
例的失败原因, 同
时详细介绍了注
水法的操作细节, 
值得参考.

■应用要点
将来可以将注水
法应用于结肠镜
操作过程中, 全程
注气为主, 间断注
水减轻操作中腹
痛程度. 同时可以
应用二氧化碳气
体的注入, 减轻患
者肠镜操作后的
腹胀及腹痛程度. 
将几种方法相结
合应用, 提高患者
肠镜操作中及操
作后的舒适度.
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3  讨论

近些年来, 许多学者都在努力研究怎样才能有

效减轻结肠镜检查时的痛苦. 同时对于老年人

来讲, 因为老年人横结肠冗长、腹部肌肉相对

松弛、肠道活动度相对较大, 结肠镜检查更是

困难. 年龄>80岁的女性患者、长期便秘的老

年患者、有腹部或盆腔手术史的老年患者在行

结肠镜检查时都容易出现插镜困难的情况. 这
是因为老年女性肠道活动度较大、腹部肌肉松

弛, 所以插镜时镜身就很容易结袢. 并且老年女

性对于疼痛的忍受性较差, 包括腹部或盆腔手

术后特别容易造成肠管之间黏连等. 所以对老

年患者, 尤其是老年女性患者行结肠镜检查会

相对比较困难, 有过腹部及盆腔手术史的人会

更加困难. 随着麻醉技术的不断发展, 近些年来

“无痛内镜”在临床得到广泛的应用. 在麻醉

状态下, 患者行结肠镜检查时的舒适度会明显

提高, 但是跟普通肠镜相比较, 除了需要耗费更

多的人力及物力成本以外, 麻醉下结肠镜又增

加了麻醉的风险, 尤其对心肺功能不好的老年

患者危险性就会更是会大大增加．同时麻醉下

结肠镜检查难以观察患者的表情变化, 无法准

确掌握患者的耐受力和及时预防并发症发生[9], 
部分患者会在检查过程中出现不同程度心率减

慢、血压下降和呼吸暂停[10]. 所以影响了麻醉结

肠镜在临床中对于老年患者的应用. 同时有学

者在不断研究应用二氧化碳作为肠镜检查时的

注入气体, 但是其实这种方法本身只能使检查

完成后肠道内气体快速吸收, 减轻检查以后的

腹胀感, 并不能减轻结肠镜操作过程中的腹痛

程度[11,12]. 也有一些学者试图应用背景音乐的

方法减轻患者肠镜检查过程中的腹痛, 但效果

不佳.
结肠镜检查过程中失败并且造成患者痛苦

的最常见原因就是在乙状结肠成角或存在结肠

冗长症[13]. 最近研究[14-16]表明, 注水法结肠镜可

减少患者检查过程中腹痛程度. 在本研究中, 我
们对比了传统的注气法结肠镜及注水法结肠镜

在达盲率、达盲时间及患者疼痛程度方面的差

异. 虽然注气法结肠镜在检查的过程中一直在

边吸气边退镜再进镜, 但肠腔内必然会有大量

气体残留. 乙状结肠气体上升至患者右侧结肠, 
会使乙状结肠更加扭曲, 角度更加锐利, 使通过

痛苦程度增加, 因此结肠镜无袢通过乙状结肠

是结肠镜检查成功的关键. 而注水法可良好的

避免肠道痉挛或者延长, 减少成角的发生. 患者

躺在检查床上, 采取左侧卧位, 由于重力的作用, 
水向低位降结肠流去, 拉直乙状结肠部位的弯

曲, 打开肠腔, 乙状结肠的肠系膜牵拉减少, 使
患者的不适感明显降低. 本研究结果表明, 注水

组的患者腹痛的评分(3.23分±1.71分), 明显低

于注气组的(4.87分±1.94分). 这说明, 注水法结

肠镜检查确实能够有效减轻患者的腹痛程度. 
注水组结肠镜检查达盲率达98%, 注气组为94%, 
按照常理推断, 注水法使通过乙状结肠时角度

变钝, 疼痛程度减轻, 应该最终注水组达盲率明

显高于注气组, 但是研究结果计算出P >0.05, 差
异没有统计学意义, 也可能与我们的例数不多

有关. 
在本次研究当中, 注水组结肠镜操作过程

中2例患者未能到达回盲部, 均因为横结肠冗长

最终镜身长度不够导致无法到达回盲部, 且该

两位患者均有便秘和结肠黑变病病史. 而注气

组有6例未能达盲, 只有1例由于横结肠冗长导

致操作不能继续进行, 其余3例是因为操作过程

中的腹痛难以忍受最终导致要求终止操作或者

改为麻醉结肠镜, 另外2例则是因为肠道清洁差, 
视野不清楚无法继续进镜导致操作终止. 从失

败的案例可以看出, 注水组患者更少的因为腹

痛或者肠道清洁差操作失败, 因为注水可以减

轻腹痛程度, 并且如果注水组患者肠道清洁差, 
我们可以间断注入清水、吸出粪水直至肠道被

冲刷干净, 看清肠腔继续进镜, 而注气组却无法

做到这一点. 再比较未达盲患者操作停止时镜

子前端所到达的位置, 注水组两个失败患者均

到达横结肠, 而注气组只有1例因为横结肠冗长

的患者到达横结肠, 其余5例患者均在乙状结肠

或者降乙交界处操作无法再继续进行. 总之注

水法结肠镜确实有其优势所在, 减轻患者腹痛

程度, 并且即使在失败的患者当中, 注水法也可

以尽可能观察更多的肠腔. 
目前结肠镜检查时应用注水法时注入水

的最适宜温度与最佳注水量尚存在一定的争

议. 目前应用最为广泛的水温就是36 ℃, 因为

这个温度相对来说最接近人体的温度, 患者应

用起来舒适度较好, 不会出现黏膜烫伤、腹痛

或者直肠刺激症状[17]. 本例研究注水量为约为

200-1500 mL左右. 
应用影像学方面的检查来检查肠道疾患, 

存在不能更直观的观察病灶、容易遗漏较小病

变、或不能留取病理确定疾病性质等等的弊端, 
所以内镜检查有很多其他非侵入性检查不可替
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■名词解释
Olympus OFP内
镜送水泵: OFP内
镜送水泵是专为
奥林巴斯电子内
镜设计的周边产
品. 是一款高效的
蠕动式冲洗泵, 注
入水后, 可直接对
黏膜表面进行冲
洗, 从而取得良好
的观察、诊断、
治疗效果.
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代的价值. 因此寻找更舒适的结肠镜检查方法

变得更加重要. 本研究表明, 注水法结肠镜检查

是一种可以明显减轻老年患者肠镜检查操作过

程中腹痛的方法. 它操作并不复杂、同时节省

了麻醉药物的费用, 并且降低了老年患者的麻

醉方面的风险, 临床上值得进一步推广实施. 展
望未来, 也许有一天, 我们的老年患者在行结肠

镜检查时可以有背景音乐帮助他们舒缓紧张的

情绪, 可以应用间断注水法, 同时间断注入二氧

化碳气体[18], 这样既减轻了操作过程中的痛苦, 
又减轻了操作完成后的腹胀程度, 同时应用透

明帽[19]的检查方法提高各种肠道疾病的检出率. 
那将是很理想的事情, 希望通过我们的研究逐

步变为现实, 让更多的患者从中受益. 
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■同行评价
注气和注水两种
方法临床上均有
应用, 注气法应用
更为普遍, 而日本
医生喜欢注水. 两
者临床效果差别
不大, 但注水法较
为麻烦, 中国医生
大多不用. 本文在
两种方法上做了
对比, 对临床有一
定的指导作用.
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Abstract
A female patients presented with a lower right 
abdominal lesion initially found at the age of 12. 
Subsequently, the lesion was once diagnosed 
as “appendicitis”, “intestinal tuberculosis”, and 
“Crohn’s disease” and received corresponding 
treatments. She received surgical treatment at 
17 years of age due to incomplete intestinal ob-
struction, and postoperative pathology did not 
support the diagnosis of tuberculosis, Crohn’
s disease, and lymphoma. Her condition was 
stable during the following 3 years of postopera-
tive follow-up.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
女, 从12岁开始发现右下腹部病变, 曾经按

“阑尾炎”、“肠结核”、“Crohn病”给予
治疗, 17岁因发生不全肠梗阻行手术治疗, 术
后病理不支持结核和Crohn病, 未见淋巴瘤. 术
后随诊3年病情稳定. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 回盲部; 随诊

核心提示: 患者因回盲部病变辗转多年就诊, 进
行过结肠镜、消化系造影、腹部CT等各种检查, 
口服过5联抗痨药物, 按照克罗恩病进行过规范

治疗, 最终发生不全肠梗阻行手术治疗, 术后病

理报告不支持结核和Crohn病, 未见淋巴瘤. 患者

术后无腹部不适, 能正常上学.  

王玉珍, 胡义亭, 杨晶, 苏少慧. 回盲部病变1例.  世界华人

消化杂志  2014; 22(4): 606-608 URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/606.asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i4.606

0  引言

回盲部是消化系统小肠与大肠的交汇区, 该部

位淋巴组织丰富 ,  是多种疾病如淋巴瘤、结

核、炎症性肠病等好发部位, 是消化科医生面

临的诊治难点. 

1  病例报告

女, 学生, 出生于1993年, 2001年(8岁)开始出

现间断腹痛, 右下腹隐痛, 可忍受, 无发热、腹

泻、便血, 腹痛严重时当地输“抗菌素”能减

轻疼痛, 2005年(12岁)腹痛加重, 右侧为主, 伴有

恶心、呕吐, 无发热, 无大便异常, 当地按“阑

尾炎”行阑尾切除 ,  术中发现“阑尾明显水

肿”, 给予切除, 同时发现“周围有一包块”, 
大小不详, 未予处理. 术后半年患者食欲好, 体
质量增加. 手术半年后患者腹痛时有发作, 在北

京医科大学附属医院行钡灌肠检查, 结果未见

异常, 未行治疗. 
患者于2006年(13岁)因右下腹痛就诊于我

院消化科. 入院查体, T 36.5 ℃, P 90次/min, BP 
120/80 mmHg(1 mmHg = 0.133 kPa), 患者比同龄

■背景资料
患者从8岁开始因
右下腹部症状就
医, 9年间辗转多
家医院, 做过多次
肠道检查, 口服过
多种药物, 最终因
肠梗阻行手术治
疗, 病理报告不支
持结核和Crohn病, 
未见淋巴瘤. 患者
术后无腹部不适, 
能正常上学. 

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师, 天津市第一中
心医院消化内科
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人消瘦, 体质量30 kg, 心肺查体无异常, 右下腹

触及饱满, 有压痛, 无反跳痛, 肌紧张, 胸片显示

心肺膈未见异常, 3次血常规检查WBC: 10.1×
109/L-13.1×109/L之间, 中性粒细胞(N)0.75-0.8, 
血红蛋白(Hb)115-120 g/L, 血小板320×109/
L-390×109/L, 血沉正常, PPD(-), 尿便常规未见

异常, 生化检查无异常. 结肠镜检查回肠末端未

见异常, 回盲瓣及盲肠、部分升结肠可见巨大

浅表溃疡, 约占2/3官腔周径, 附着白苔, 周边皱

襞隆起, 局部呈结节样改变. 结肠镜检查如图所

示, 并同时附病理检查结果(图1). 
盲肠黏膜涂片, 发现耐酸杆菌. CT示盲肠升

结肠中下段及末端回肠管壁增厚, 肠系膜及大

网膜多发结节影, 不除外结核. 给予试验性抗痨

治疗(2006-12开始)口服异烟肼0.3, 1次/d, 利福

喷丁0.45, 2次/wk, 乙胺丁醇0.5, 1次/d. 患者腹痛

缓解, 带药出院. 出院后患者坚持口服抗痨药物, 
半年内体质量逐渐增加. 

2007-09患者又因消瘦、乏力(服抗痨药9 mo)
就诊于北京市儿童医院, 当时体质量29 kg, 同龄

儿应在45 kg左右. 行结肠镜及全消化系造影等检

查诊断肠结核? 给予5联抗痨治疗, 分别是异烟

肼、利福平、 吡嗪酰胺 、乙胺丁醇、链霉素. 
住院12 d出院后继续坚持5联抗痨治疗半年.
2008-05(服抗痨药1年5 mo)出现腹痛, 伴有不全

肠梗阻的临床表现, 腹痛发作时右下腹部可以

触及大小5 cm×5 cm包块. 再次就诊于河北省级

医院, 复查结肠镜示: 回盲部、升结肠黏 膜充血

糜烂, 血管纹理不清晰, 肠腔变窄, 应用靛胭脂

染色后可见铺路石样改变, 放大肠镜观察病变

处正常黏 膜结构消失. 镜下诊断为Crohn病? 回
盲部咬检病理报告肠壁黏膜浅表性溃疡, 肠壁

大部分由较多的淋巴细胞, 中性粒细胞及血管

构成肉芽肿结构, 符合克罗恩病. 停抗痨药物给

予奥沙拉嗪, 3 g/d口服, 腹痛仍有间断发作, 自
己有时能触到右下腹包块.

2009-03患者再次就诊于北京医科大学附属

医院, 当时查结肠镜报告: 盲肠溃疡, 回盲瓣狭

窄性质待查, 克罗恩病可能性大. 病理报告: 黏
膜慢性炎症, 间质淋巴、单核及中性粒细胞浸

润, 腺体增生, 伴有轻度非典型变, 伴有溃疡形

成. 小肠造影报告: 回盲部溃疡、狭窄, 伴有不

全梗阻. 诊断为克罗恩病. 口服美沙拉嗪基础上

加上强的松和硫唑嘌呤, 住院16 d, 糖皮质激素

逐渐减量出院, 出院后坚持口服美沙拉嗪和硫

唑嘌呤, 腹痛症状略有缓解, 腹痛时仍可触到右

下腹部包块.
2010-02因反复发生不全肠梗阻就诊我院外

科, 当时患者17岁, 体质量45 kg, 生命体征稳定, 
血常规、便常规及生化检查均在正常范围, 钡灌

肠显示回盲部结肠轻度狭窄, 外形无明显异常, 
考虑盲肠及部分升结肠炎性病变. 行手术治疗, 
手术记录回盲部探及肿物5 cm×4 cm×3 cm, 和
周围轻度黏连, 回肠末端20 cm扩张, 肠壁增厚, 
行右半结肠切除术, 距离回盲部25 cm断小肠, 切
除肠管33 cm, 行回肠横结肠端侧吻合, 切除肠段

经我院及北京医科大学病理科会诊均不支持结

核和Crohn病, 未见淋巴瘤. 手术标本及病理图

片如下(图2). 
术后患者未服用任何药物, 已经随诊3年多, 

饮食正常, 无腹痛发作, 大便正常, 体质量55 kg, 
学习成绩优秀, 未再进一步行肠道检查.

2  讨论 

该患者自8岁开始因腹部症状多次、多地就诊, 
检查结果集中在回盲部病变上. 回盲部结构复

杂, 功能特殊, 肠内容物在此停留时间较长, 导
致该部位疾病发生率高. 回盲部病变主要病因

■研发前沿
回盲部病变病情
复 杂 ,  是 消 化 科
医生面临的诊治
难 点 ,  尤 其 在 结
核和炎症性肠病
之间鉴别起来很
困难, 目前, 回盲
部病变的诊断没
有 金 标 准 ,  需 要
消化科医生积累
更多的临床经验
与同行分享. 

A B C

图  1  2006年结肠镜及病理结果. A: 回盲瓣; B: 盲肠; C: 回盲部(×200), 咬检组织, 黏膜中度慢性炎症, 急性反应, 伴炎性肉

芽组织. 

■创新盘点
该病例报道随诊
患者7年, 对各种
检查及治疗有详
细 的 追 踪 资 料 , 
有手术标本及病
理 检 查 结 果 ,  对
回盲部病变的诊
治 贡 献 了 1 份 难
得的病例. 
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有结核、Crohn病、淋巴瘤、白塞氏病、慢性

感染性疾病如耶尔森菌感染、癌肿等. 该患者

多次结肠镜检查取组织活检未见肿瘤细胞, 无
口腔、外阴溃疡及皮肤病变, 可以除外该部位

癌肿及白塞病, 无发热及生化上酶学变化, 组织

学也不支持淋巴瘤. 因盲肠黏膜涂片找到耐酸

杆菌和随后活检组织病理报告符合Crohn病, 先
后给予抗痨治疗和5氨基水杨酸、强的松和硫

唑嘌呤治疗, 最终因反复发生的不全肠梗阻行

手术治疗, 术后病理否定结核和Crohn病, 术后

随诊3年多未发现患者异常. 回顾患者诊疗过程, 
是否有慢性细菌感染的存在? 抗结核治疗可能

对患者的病情发展起到了一定的控制作用.

3      参考文献

1 	 孔文霞, 高青. 回盲部病变诊断的研究进展. 世界华人
消化杂志 2012; 20: 2382-2387

编辑  田滢  电编  闫晋利   

A B

图  2  2012年手术标本及病理结果. A: 大体标本; B: 病理(×40), 不支持肠结核或克罗恩病, 考虑炎性病变伴有淋巴组织增生.

■同行评价
本文对内镜医师
和临床医师有很
好的学术价值, 具
有一定指导意义. 
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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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出版. 



ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志      2014年2月8日      第22卷        第4期         Ⅴ

2014-02-08|Volume 22|Issue 4|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. 
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2013年国内国际会议预告

2014-03-12/15
2014年亚太肝病研究协会肝病周(APASL)
会议地点: 澳大利亚
联系方式: http://apasl2014.com/

2014-04-05/09
2014年美国癌症研究协会大会(AACR)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.aacr.org/home/scientists/meetings--
workshops/meetings--workshops-calendar.aspx

2014-04-09/13
2014年第49届欧洲肝病研究协年会(EASL)
会议地点: 英国
联系方式: http://www.easl.eu/_the-international-liver-
congress/general-information

2014-04-18/05-20
2014中国超声医学学术大会
会议地点: 北京市
联系方式: http://www.cuda.org.cn/new/meeting

2014-04-26/27
中华医学会临床药学分会2014年全国学术会议
会议地点: 成都市
联系方式: http://www.cncscp.org/ 

2014-05-04/06
2014年美国消化疾病周(DDW)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.ddw.org/attendees/faqs

2014-05-16/18
2014第七届世界癌症大会
会议地点: 南京市
联系方式: http://www.bitlifesciences.com/cancer2014/cn/
meeting.asp

2014-05-23/24
第六届药源性疾病与安全用药中国论坛-消化系统与肝
病药物专题研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: adrhuiyi@126.com

2014-05-30/06-03
2014年美国临床肿瘤协会年会(ASCO)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.asco.org/meetings/calendar-events

2014-06-04/07
2014年第20届国际肝移植协会年会(ILTS)
会议地点: 英国
联系方式: http://www.ilts.org/meetings/

2014-06-09/12
2014年第47届欧洲儿科胃肠病, 肝病和营养学协会大会
(ESPGHAN)
会议地点: 以色列
联系方式: http://www.espghan2014.org/

2014-06-18/21
2 0 1 4年欧洲胃肠与腹部放射学协会肝部成像研讨会
(ESGAR)
会议地点: 奥地利
联系方式: http://www.esgar.org/files/File/ESGAR14

2014-06-25/28
2014年世界胃肠癌大会(WGIC)
会议地点: 西班牙
联系方式: http://worldgicancer.com/WCGI 

2014-06-25/28
2014年第14届欧洲内窥镜手术协会国际大会(EAES)
会议地点: 法国
联系方式: hdimcs@163.com

2014-06-27/28
2014中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 上海市
联系方式: lilyjia@163.com

2014-07-26/31
2014年世界移植大会
会议地点: 美国
联系方式: http://www.wtc2014.org/

2014-07-28/30
第3届国际肠胃病学与泌尿学大会
会议地点: 美国
联系方式: http://www.omicsgroup.com/gastroenterology-
urology-conference-2014/registration.php 

2014-09-05/07
2014年第8届国际肝癌协会大会(ILCA)
会议地点: 日本
联系方式: http://www.ilca2014.org/

2014-09-26/30
2014年欧洲临床肿瘤协会年会(ESMO)
会议地点: 西班牙
联系方式: http://www.esmo.org/

2014-10-18/22
2014年第22届欧洲联合胃肠病学周(UEG)
会议地点: 奥地利
联系方式: http://www.ueg.eu/week/past-future/future-ueg-week/
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陈国忠 主任医师 

广西医科大学消化内科

戴朝六 教授

中国医科大学第二临床学院(盛京医院)肝胆外科

党双锁 教授

西安交通大学医学院第二附属医院感染科

杜雅菊 主任医师 

哈尔滨医科大学附属第二医院

杜奕奇 副教授

中国人民解放军第二军医大学长海医院

冯志杰 主任医师

河北医科大学第二医院消化内科

傅华群 教授

南昌大学第二附属医院

官泳松 教授

四川大学华西医院放射科

关玉盘 教授

首都医科大学附属北京朝阳医院消化科 

郝丽萍 副教授

华中科技大学同济医学院公共卫生学院营养与食品卫生学系

官泳松 教授

四川大学华西医院放射科

何敏 教授 

广西医科大学医学科学实验中心

江建新 副主任医师

贵阳医学院附属医院肝胆胰脾外科

刘杰民 副主任医师

贵州省人民医院消化内镜科

刘连新 教授

哈尔滨医科大学第一临床医学院

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

林潮双 主任医师

中山大学附属第三医院

倪润洲 教授

南通大学附属医院消化内科

任粉玉 教授

吉林省延边大学附属医院消化内科

石毓君 副研究员 

四川大学华西医院

齐清会 教授

大连医科大学附属第一医院

邱伟华 主任医师

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科

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

王刚 副研究员

哈尔滨医科大学附属第一医院

魏睦新 教授

南京医科大学第一附属医院

吴建兵 教授

南昌大学第二附属医院

肖秀英 主治医师

上海交通大学医学院附属仁济医院肿瘤科

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

袁建业 副研究员

上海中医药大学附属龙华医院/脾胃病研究所

张明辉 副主任医师

河北医科大学第一医院 
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