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Abstract
Hand-foot-mouth disease (HFMD) is a global infectious 
disease. The infected population is mainly infants 
and young children. Enterovirus 71 (EV71) is the 

main pathogen. In addition to HFMD, EV71 infection 
can also affect the nervous system and other organs,  
resulting in aseptic meningitis, brainstem encephalitis, 
and poliomyelitis-like paralysis, causing serious harm 
to children’s health. At present, the pathogenesis of 
HFMD caused by EV71 is still unclear, and there is no 
effective treatment. In this paper, we discuss the factors 
influencing EV71 infection from the aspects of virus 
gene recombination and spontaneous mutation, host 
genes, and receptor sites, review the pathogenesis of 
HFMD caused by EV71 based on the study findings from 
animal infection models, and explore the main problems 
in the study of pathogenesis of this condition, in order 
to provide reference for the prevention and treatment 
of HFMD and for the development of new drugs or 
effective vaccines for EV71 infection.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: Enterovirus 71; Hand-foot-mouth disease; 
Pathogenesis; Infection model 

Wang CR. Pathogenesis of hand-foot-mouth disease caused by 
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摘要
手足口病(hand-foot-mouth disease, HFMD)是全球性
传染病, 感染人群以婴幼儿为主, 而肠道病毒71型
(enterovirus 71, EV71)是主要病原体. 感染EV71除表
现HFMD外, 还能感染神经系统和其他脏器, 引起无
菌性脑膜炎、脑干脑炎和脊髓灰质炎样的麻痹性疾
病, 对儿童健康造成严重危害, 已引起高度重视. 目前
EV71感染HFMD的发病机制仍不清楚, 且无有效治
疗方法. 本文从病毒基因重组和自发突变、宿主基
因及受体位点等方面讨论了EV71感染发病的影响因

肠道病毒71型感染手足口病发病机制的研究

王春荣

在线投稿: https://www.baishideng.com

DOI: 10.11569/wcjd.v27.i24.1465
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素, 并通过动物感染模型的研究对EV71感染HFMD
的发病机制进行简要综述; 探讨发病机制研究中面
临的主要问题, 为疾病的防控、临床治疗和有效疫
苗的研究提供启发.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 肠道病毒71型; 手足口病; 发病机制; 感染模型

核心提要: 本文从肠道病毒71型(enterovirus 71, EV71)
基因重组和突变、宿主基因及受体位点等方面探讨了

EV71感染手足口病(hand-foot-mouth disease, HFMD)的影

响因素, 并通过EV71感染模型探究HFMD的发病机制, 阐
明EV71疫苗研究中存在的问题, 为疾病的防控、临床治

疗和疫苗研究提供参考.

王春荣. 肠道病毒71型感染手足口病发病机制的研究. 世界华人消化杂志 

2019; 27(24): 1465-1472  

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v27/i24/1465.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v27.i24.1465

0  引言 

肠道病毒71型(enterovirus 71, EV71)是引起手足口病

(hand-foot-mouth disease, HFMD)的主要病原体之一. 
EV71感染以5岁以下的婴幼儿为主, 引起的HFMD多为

自限性, 但有些感染可引起严重的神经系统疾病, 如无

菌性脑膜炎、脑干脑炎和脊髓灰质炎样的麻痹性疾病, 
甚至死亡[1-3], 已引起高度关注. 目前尚无有效的EV71治
疗方法.

EV71属小RNA病毒科肠道病毒属, 基因组为单股

正链RNA, 长度约为7.4 kb. 基因组两端为5’和3’非编码

区(untranslated region, UTR), 中间为连续的开放阅读框, 
编码含有约2194个氨基酸的多聚蛋白(图1)[4], 依据VP1
核苷酸序列的差异, 可将EV71分为A、B、C 3个基因

型[5]. 目前EV71感染HFMD的发病机制仍未明确, 病毒

基因结构与保证其生存、循环和逃避免疫等因素之间

的关系尚不清楚. 本文就EV71病毒和宿主相互作用机

制的影响因素进行概述, 通过EV71感染动物模型的研

究探讨HFMD的发病机制, 为HFMD的防控、开发治疗

EV71的新型药物或有效疫苗提供参考.

1  EV71基因重组与突变  

1962年, 有学者在脊髓灰质炎病毒研究中报告了第一例

RNA重组, 此后许多研究[6,7]表明重组在肠道病毒进化

中具有重要意义并经常发生. 通过种内和种间50个非

翻译区域的重组, 肠道病毒的进化和演变也已被证实[8]. 
以往研究显示, 当从严重HFMD患者分离的EV71亚基

因型C4毒株与从轻度患者分离的毒株进行比较时, 大
多数突变位于50-NTR和VP1区域, 有的仅在VP1中观察

到10个突变[9-12]. 然而, 当将2株EV71亚基因型C4a与C4
进行比较时, 突变几乎跨越了整个基因组, 从50-NTR到
30-NTR[13,14]. 通过量化每一个突变基因所赋予的毒力程

度来研究这些毒株的毒力, 可以更好地了解它们究竟如

何发挥作用, 这将是非常有说服力的.
有趣的是, 当对2000年新加坡严重HFMD暴发中

分离出的致命EV71株进行分析时, 发现它与非致命株

仅在核苷酸5262处有所不同: 致命株在基因组的5262
位携带一个苏氨酸, 而非致命株中该 位置为丙氨酸[15]. 
为了鉴定这个位置的苏氨酸是否导致了该毒株的致死

性, Yee等[16]通过核苷酸的定点诱变对致命株(C41)和非

致命株(C10)的毒力进行了量化; 与致命株相比, 5262位
(A5262G)的突变导致非致命株RNA拷贝数减少75%, 斑
块形成能力降低90%.

为了进一步评估EV71亚基因型B4株基因组的特

异性突变对毒力的影响, Yee等[16]在其基因组多位点

(158、475、486和487)诱导突变并缺失50-NTR区域

475-486核苷酸部位的11个碱基对, 结果显示突变体

475(C475T)和缺失体PD(50-NTR中475到486)表现出明

显的低细胞病变效应和极低的RNA拷贝数; 然而, 对
RNA拷贝数的分析表明, 突变体A486G在RD细胞中仍

能产生高水平的RNA, 而突变体G487A在RD细胞中的

拷贝数降低.这些数据为EV71亚基因型B4株毒力的影

响因素提供了佐证.
以往研究表明, 国内分离的致命和非致命毒株之

间存在氨基酸差异[10,14,17,18]. 这是否意味着某些毒力较

高的毒株能够引起大规模的疫情爆发? 然而, EV71病
毒每次复制时出现错误的可能性很大, 这也提出了另

一个问题, 即单个基因突变是否真是致死的根本原因, 
或者更确切地说, 携带多个氨基酸替换的突变群体是

否增加了病毒种群的适应性, 从而赋予其更高的致病

性？在正常情况下, 病毒基因组复制并产生数百种子

代病毒, 这些子代病毒可能因一个位置的氨基酸替代

而有所不同, 在接下来的几轮复制中, 可能产生更复杂

的突变体而与原始序列有显著差异, 这些突变体的集

合还可能形成一个准物种[18]. 关于重组和/或自发突变

导致的EV71致命毒株是否是HFMD暴发的唯一理由, 
或是否可能存在具有不同毒力的不同准种之间的合作, 
这些问题都有待证实.

在以小鼠为感染模型的研究中, 发现EV71 VP1
的145位氨基酸或VP2的149位氨基酸的点突变是新生

小鼠能否成功感染EV71适应株的决定性因素[20]. 除
编码序列外, 非编码区域序列如内部核糖体进入位点
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(internal ribosome entry site, IRES)的突变也影响EV71对
小鼠的感染毒性[9]. 而感染组织倾向性也可能与病毒序

列变异有关, 从呼吸道、胃肠道、中枢神经系统和血液

标本中分离的EV71序列的比较显示, 不同来源的EV71
核苷酸存在差异. 进一步的研究表明, EV71 VP1的97位
氨基酸与病毒的嗜神经组织特性有关[21]. 近期研究显

示, EV71 VP1突变体L97R被认为更具毒性, 可能是因为

它能更好地与硫酸肝素结合[22], 而硫酸肝素是许多病毒

(包括EV71)的常见附着受体[23]. 与此相反的是, VP1突变

体145G与硫酸肝素的结合比突变体145E更好, 其神经

毒力却被认为比后者小[24], 可能是因为硫酸肝素优先吸

附在大量非靶细胞上, 导致突变体VP1-145G的捕获衰

减. 但EV71 VP1的硫酸肝素结合特性与病毒毒力是否

呈正相关或负相关, 目前并没有确切结论.

2  宿主基因

同种同亚型的EV71病毒在不同的宿主会产生不同的

临床症状, 地区分布不同临床表现也不同[25], 这除了

与病毒的毒力差别有关外, 还可能决定于不同的宿主

对病毒的反应不同. 人类白细胞抗原(human leukocyte 
antigen, HLA)基因是一种免疫相关基因, 在亚洲人中多

见, 表型频率分布可达17%-35%, 而在白人中少见(表
型频率分布仅0%-1%). 据此, 中国台湾学者通过病例

对照研究, 发现HLA-A33基因与病毒的易感性相关, 并
发现HLA-A2基因与肺水肿的发生相关[26]. 根据该基因

在不同人群分布的差异或许可以解释在过去为什么

EV71多在中国台湾、马来西亚以及中国内地、日本

等亚太地区爆发. 细胞毒性T淋巴细胞抗原4(cytotoxic T 
lymphocyte antigen 4, CTLA-4)是T细胞毒性和耐受性的

重要调节因子, 其多态性与EV71感染儿童脑炎有关[27]. 
其他遗传多态性, 如肿瘤坏死因子和干扰素受体1[28,29], 
在EV71患者中也被发现与疾病严重程度相关.

EV71所致HFMD, 不同个体的临床表型复杂多样, 
这除了与病毒因素有关外, 更重要的是由病毒和宿主的

相互作用决定的, 尤其是不同个体对病毒发生的免疫反

应不同. EV71感染首先通过与宿主细胞表面的特异性

受体结合而吸附于宿主细胞表面, 然后进入宿主细胞

并将病毒核酸释放入细胞进行繁殖扩增, 属于细胞内感

染. 与体液免疫功能比较, 细胞免疫与非体液免疫功能

对EV71感染患儿的影响更大[30,31]. 在免疫应答过程中, 
众多细胞因子在机体内通过旁分泌、自分泌或内分泌

等方式发挥作用, 具有多效性、重叠性、拮抗性、协同

性等多种生理特性, 形成了十分复杂的细胞因子调节网

络[3], 而宿主的遗传因素通过控制某些细胞因子的产量

或反应性调控免疫状态.

3  宿主受体位点

宿主细胞表面的受体在病毒感染和侵入机体的过程

中发挥关键性作用, 决定了病毒的宿主和组织嗜性. 目
前报道的较为明确的EV71受体包括溶酶体整合膜蛋

白2(lysosomal integral membrane protein 2, SCARB2)和
P选择素糖蛋白配体1(P-selectin glycoprotein ligand 1, 
PSGLl). SCARB2是一种双链跨膜蛋白, 主要分布于溶

酶体及基质, 参与细胞膜运输、内含体和溶酶体的重

组等过程. EV71可通过VPl区结合游离的SCARB2受体

而进入细胞内, 这个过程能被SCARB2的抗体所抑制[32]. 
此外, SCARB2受体蛋白的表达能使那些对EV71不易感

的细胞变得有利于病毒的繁殖[33]. Chen等[34]研究证实, 
EV71通过其五聚体周围的“口袋”区与SCARB2结合

使病毒颗粒构象改变, 导致病毒释放基因组RNA完成

感染过程. PSGLl主要存在于白细胞表面, 在炎症早期与

EV71结合引起炎性因子的释放[35]. 也有研究发现, Toll
样受体作为重要的病原模式识别受体能够识别EV71, 
与宿主抵抗病毒感染和炎性反应等有直接关系, 可能参

与介导EV71感染所致混合性拮抗反应综合征[36], 另有

研究报告了几种EV71的替代受体[23,37,38].

4  EV71感染模型

4.1 体外系统 最常见的EV71感染细胞系是横纹肌肉瘤

起源的人恶性胚胎横纹肌瘤细胞(rhabdomyosarcoma, 
RD)细胞系[39]. 这种RD细胞株能产生大量的病毒颗粒, 
因此常被用于动物实验[40]和病毒结构研究[41]中EV71
的扩增. 除RD细胞外, 用于脊髓灰质炎病毒感染的各

种细胞株, 如HELA和HEK293, 也易受EV71感染和转

染[42,43]. 这些细胞系常被用作病毒蛋白功能研究的平台. 
一些神经细胞系, 包括sk-n-sh、nsc-34和sf268, 已被用

图  1  肠道病毒71型基因组结构[4].
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于研究宿主对EV71的反应[44]、系统发育分析[45]和抗病

毒药物鉴定[46].
除RD细胞外, 许多细胞系被用于EV71分子病毒

学、病毒-宿主相互作用或药物筛选的研究, 如THP-1和
人PBMC被用于研究EV71感染的先天性免疫[43]. 到目前

为止, RD细胞系似乎是文献中最常用的金标准, 部分原

因可能是它具有不同EV71基因型的高产率[47]. 随着越

来越多的实验室使用相同的RD细胞系, 未来更容易交

叉比较来自不同实验室的结果. 由于这些细胞系模型在

某种程度上与人类自然感染相似, 因此还需要另一种方

法来验证通过细胞培养系统获得的发现, 在这方面, 动
物模型可以为研究者对EV71体内感染和发病机制的理

解提供更加完整和有说服力的证据.
4.2 体内系统 从细胞培养系统中获得的实验结果需要

在动物模型和人类临床试验中进行验证. 目前有四种小

鼠感染模型[48], 这些模型正被积极地用于抗病毒研究. 
在这些模型中, 有一个共同点就是经常使用肢体瘫痪和

死亡率来评估疾病的严重程度.
4.2.1 依赖于EV71适应性毒株的小鼠模型: 成人通常

对EV71感染拥有抵抗力, 同样成年小鼠也不容易感染

EV71临床分离株. 为了解决这个问题, 研究人员在ICR
小鼠模型中开发出适合小鼠感染的EV71毒株MP4[49-51]. 
将亲本EV71注射到一天龄ICR小鼠体内, 从脑组织中

分离的适应性EV71毒株被再次用于连续的注射适应循

环, 第四轮循环得到的EV71被指定为MP4[50]. 与其亲本

EV71株相比, MP4的细胞毒性更强, 产生的斑块更大. 
由于EV71是一种具有准物种性质的RNA病毒, 小鼠适

应性毒株往往会积累一些突变, 而这些适应性突变在

人类自然感染过程中不容易被发现. 除了MP4, 免疫缺

陷的nod/scid小鼠模型中也产生了适应性EV71毒株[52]. 
对临床分离株与小鼠适应株的氨基酸序列进行比较, 
发现两者在VP1、VP3和蛋白酶2A等结构蛋白存在显

著差异[52]. 因此, 目前还不能确定用EV71适应株感染小

鼠得到的研究结果是否可以扩展到人类对自然毒株感

染情况.
4.2.2 免疫缺陷小鼠模型: 宿主的免疫系统对病毒感染

起着至关重要的作用[53]. 免疫缺陷小鼠, 即使没有携带

任何人类病毒感染受体, 也可以支持EV71临床分离株

的感染, 而不是依赖于小鼠适应株.
有研究显示宿主体内的干扰素是防止EV71感染

和发病的必要条件[54]. AG129小鼠, 由于缺乏干扰素或

干扰素受体, 当通过静脉注射或口服途径感染非小鼠

适应性EV71时, 会出现肢体瘫痪和死亡, 在肠道和口腔

感染的中枢神经系统中都能检测到病毒蛋白[55].与小鼠

AG129相似, 小鼠A129(缺乏干扰素受体)也可感染小鼠

非适应株EV71[56]. 此外, stat-1是干扰素信号传导过程中

的关键转录因子, stat-1基因敲除小鼠G129(缺乏干扰素

受体)通过粪-口途径可成功感染B型和C型EV71临床分

离株, 感染的小鼠后肢瘫痪, 中枢神经系统中含有丰富

的病毒蛋白[40], 支持干扰素信号在保护中枢神经系统免

受EV71感染机制中的重要作用.
除先天免疫外, 体液免疫在EV71感染和发病中也

起着重要作用. 缺乏T和B淋巴细胞的nod/scid小鼠可以

感染小鼠适应性EV71[52]. 然而, 既然小鼠适应EV71也
可以感染具有免疫活性的小鼠[50], nod/scid小鼠模型中

缺失的T淋巴细胞和B淋巴细胞是否真正对免受小鼠

适应EV71感染的保护中起作用? 进一步研究显示, nod/
scid小鼠接种EV71临床分离株发生了肢体麻痹, 上述问

题得到解决. 尽管肢体瘫痪已被用作小鼠模型中评估

EV71发病机制的常见标志, 但在人类自然感染中, 急性

弛缓性麻痹的发生频率不如HFMD. 有趣的是, 在nod/
scid模型中, 首次在感染了临床分离株的小鼠模型中观

察到一种类似HFMD的皮疹表型. 此外, 炎症性因子IL-
23/IL-17轴似乎在感染的nod/scid小鼠模型中被激活.这
些有趣的现象是否在nod/scid模型具有特异性, 或者可

以推广到其他小鼠模型或人类患者, 还有待观察.
此外, 干扰素-γ诱导蛋白-10(interferon-gamma-

inducible protein-10, IP-10)是EV71患者高表达的趋化因

子[57]. 与野生型对照小鼠相比, IP-10敲除小鼠感染小鼠

适应性EV71后的死亡率更高, 表明IP-10在EV71感染和

发病机制中的保护作用[58].
4.2.3 转基因小鼠模型: 近年来, 许多EV71感染过程中

的细胞受体[33,35,37,59]被提出, 这些受体促进了非敏感细

胞系如小鼠成纤维细胞L929对EV71的感染. 然而, 表
达人PSGL-1的转基因小鼠不能支持EV71临床分离株

的感染[60]. 在这些报道的细胞受体中, 迄今为止只有人

scarb2(hscarb2)被证明支持体内EV71感染.
以往报道有两种不同的hscarb2-tg小鼠模型. 在ef-

1a-hscarb2模型[61]中, ef-1a启动子被用来驱动C57b/6小
鼠背景中hscarb2的表达; 在sc2-hscarb2模型[62]中, 一个

天然的hscarb2启动子在人scarb2-bac克隆中驱动c57b/6
小鼠背景中的转基因表达. 这两种模型都能感染EV71, 
发展成肢体瘫痪, 并在肌肉和神经组织中检测到病毒蛋

白. 然而, 上述hscarb2Tg小鼠模型还不能有效支持口腔

感染[61,62], 而这对于儿童是一个重要的传播途径.
4.2.4 杂交小鼠模型: 如上所述, hscarb2受体和免疫缺陷

都有助于EV71感染和发病. 因此, 将转基因hscarb2和宿

主免疫缺陷结合可能会进一步提高感染效率. 事实上, 
通过杂交培育hscarb2-tg和stat-1ko小鼠产生了一个新的

杂交小鼠模型. 与其亲本小鼠相比, 该杂交小鼠模型更
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易于应用. 例如, 杂交小鼠在2 wk大的时候, 仍然可以感

染不同基因型的EV71, 需要的滴度(pfu)比亲本小鼠低

1000倍[63]. EV71感染的杂交小鼠在中枢神经系统(如中

脑和脊髓)中表现出高密度的病毒蛋白. 与stat-1ko模型

一样, 尽管EV71感染的杂交小鼠出现肢体瘫痪, 但在肌

肉组织中没有检测到病毒RNA和蛋白. 这表明, 瘫痪完

全源于中枢神经系统损伤, 而不是肌肉破坏. 这种新的

混合(hscarb2-tg/stat-1-ko)模型可以作为一个评估药物或

疫苗疗效的平台[63].
尽管这种杂交小鼠模型对研究EV71相关的神经病

变和抗病毒治疗是一个更为敏感的系统, 但由于缺乏干

扰素信号, 不能成为研究免疫调节剂治疗的良好模型.

5  EV71疫苗

EV71一般通过密切的人与人接触传播, 因此, 疫苗接种

可能是控制EV71感染的最佳方法. 目前研究的EV71疫
苗有多种类型, 包括灭活病毒疫苗[64-66]、病毒样颗粒疫

苗[67]、DNA疫苗[68]、亚单位疫苗[69]和减毒活疫苗[70].
灭活病毒EV71疫苗的开发进展迅速, 是目前EV71

疫苗中最先进的候选疫苗[65,66,71-73], 健康儿童接种灭活

EV71疫苗5年后的免疫持续性仍然较高[74]. 2015年12月, 
中国食品药品监督管理局批准了两种预防HFMD的灭

活EV71疫苗[75]. 由于灭活的EV71疫苗不能复制, 因此出

于安全考虑, 它们比减毒活疫苗更受欢迎. 然而, 灭活疫

苗的生产成本和潜在的供应问题使其在实际应用中受

到了限制[76].
病毒样颗粒(VLPS)疫苗与灭活EV71疫苗不同, 

VLPS疫苗的优点是能够同时以其天然构象呈现EV71
衣壳蛋白的所有表面表位[75,77]. 尽管VLPS疫苗的效力低

于灭活疫苗, 但实验动物模型研究表明, VLP能产生保

护性中和抗体, 并对疫苗中不存在的多种亚型产生交叉

反应[77]. 与VLP相关的问题是其稳定性、净化和生产成

本. 其他类型的EV71疫苗(DNA疫苗、亚单位疫苗和减

毒活疫苗)尚处于早期发展阶段, 目前正在对小鼠和非

人类灵长类动物进行临床前试验[75].

6  结论

EV71感染在亚太地区引起了大规模的HFMD暴发, 已
引起社会各界的高度关注. 但是, 目前尚无有效的EV71
治疗药物, EV71感染发病机制的研究也没有确切结论, 
还有很多问题需要解决. EV71疫苗是保护儿童免受感

染的有效方法, 然而, 目前没有一种EV71疫苗能提供有

效的保护作用来防止其他肠道病毒的感染, 开发能覆盖

多种肠道病毒的疫苗仍是一种前瞻性的选择.
在今后的研究中, (1)应建立一个全球性EV71感染

监测网络, 持续的监测有助于识别和发现新的EV71变

种; (2)迫切需要有效的抗病毒药物来对抗亚洲和世界

各地频繁发生的EV71感染; (3)应深入研究EV71感染模

型中病毒种群的行为及其与发病机制的关系, 因为目前

还不清楚致命感染是由单一毒株导致, 还是由人群中携

带不同突变的病原体的合作引起, 对这个问题的解答可

以为设计一种有效的EV71疫苗铺平道路; 最后, 应进一

步寻找新的特异性EV71受体, 特别是加强嗜神经性受

体的研究, 可为特效的靶向药物的研究提供科学依据.
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Abstract
BACKGROUND
Ophiopogonin D (OPD) is an important monomer 

component in Chinese traditional medicine. Ophiopogon 
extract has anti-cancer effects, but it is unknown whether 
it has anti-liver cancer effects. We hypothesized that OPD 
could have anti-liver cancer activity by up-regulating the 
expression of miR-519d-3p and then down-regulating the 
expression of eukaryotic translation initiation factor 4E 
(EIF4E).

AIM
To investigate the effects of OPD on proliferation, 
migration, and invasion of hepatocellular carcinoma cells 
and the possible mechanism involved.

METHODS
HepG2 and MHCC97 cells were cultured for 48 h after 
treatment with different concentrations (2.5, 5, and 10 
μmol/L) of OPD. Methylthiazoletrazolium (MTT) assay 
was used to detect cell proliferation, Transwell assay 
was used to detect cell migration and invasion, real-time 
quantitative PCR (RT-qPCR) was used to detect the levels 
of miR-519d-3p and EIF4E mRNA in HepG2 cells, and 
Western blot was used to detect the expression levels of 
CyclinD1, p21, matrix metalloproteinase (MMP)-2, MMP-
9, and EIF4E proteins. Dual luciferase reporter gene assay 
was used to validate the relationship between miR-519d-
3p and EIF4E. To obtain HepG2 or MHCC97 cells with 
miR-519d-3p overexpression or EIF4E knockdown, miR-
519d-3p mimic or si-EIF4E was transfected into HepG2 
or MHCC97 cells. Then, RT-qPCR was used to detect the 
level of miR-519d-3p expression in HepG2 or MHCC97 
cells and Western blot was performed to detect the level 
of EIF4E protein to verify the transfection efficiency. 
MTT assay, Transwell assay, and Western blot were 
used to detect the effects of overexpression of miR-519d-
3p or inhibition of EIF4E on cell proliferation, migration, 
and invasion as well as the expression of CyclinD1, p21, 
MMP-2, and MMP-9 proteins.
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RESULTS
Compared with control cells, the rates of reduced 
growth of HepG2 cells in the OPD groups were 
significantly increased (P < 0.05), cell migration and 
invasion were significantly decreased (P < 0.05), the 
levels of CyclinD1, MMP-2, and MMP-9 proteins were 
significantly decreased (P < 0.05), p21 protein expression 
was significantly increased (P < 0.05), miR-519d-3p 
expression was significantly increased (P < 0.05), and the 
levels of EIF4E mRNA and protein were significantly 
decreased (P < 0.05). MiR-519d-3p negatively regulated 
EIF4E expression in HepG2 cells. Overexpression of miR-
519d-3p or inhibition of EIF4E inhibited the proliferation, 
migration, and invasion of HepG2 cells. Inhibition of 
miR-519d-3p expression partially reversed the inhibitory 
effect of OPD on the proliferation, migration, and 
invasion of HepG2 cells.

CONCLUSION
OPD inhibits the proliferation, migration, and invasion of 
hepatoma cells possibly by regulating the expression of 
miR-519d-3p/EIF4E.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景
麦冬皂苷D(ophiopogonin D, OPD)是中药麦冬提取物
中重要的单体成分且具有抗癌作用, 但是否具有抗
肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)作用还未知. 
本研究假设OPD能够通过上调miR-519d-3p表达进而
下调真核细胞翻译起始因子4E(eukaryotic translation 
initiation factor 4E, EIF4E)表达发挥抗HCC作用. 

目的
探讨OPD对HCC细胞增殖、迁移和侵袭的影响及可
能的作用机制. 

方法
培养HCC细胞HepG2和MHCC97, 不同浓度(2.5 μmol/
L、5 μmol/L、10 μmol/L)的OPD作用48 h后, 四甲基
噻唑蓝染色法(methylthiazoletrazolium, MTT)检测细
胞增殖, Transwell检测细胞迁移和侵袭, 实时荧光定
量PCR(real-time quantitative PCR, RT-qPCR)检测细

胞中miR-519d-3p和EIF4E mRNA表达, Western blot
检测细胞周期蛋白D1(CyclinD1)、p21、基质金属蛋
白酶2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)、MMP-9
和EIF4E蛋白表达. 双荧光素酶报告基因实验验证
miR-519d-3p和EIF4E 之间关系. 转染miR-519d-3p 
mimics、si-EIF4E构建miR-519d-3p 过表达或EIF4E
表达抑制的HepG2和MHCC97细胞, RT-qPCR检测
细胞中miR-519d-3p表达或Western blot检测EIF4E
蛋白表达验证转染效率. MTT、Transwell、Western 
blot分别检测过表达miR-519d-3p或抑制EIF4E表
达对HepG2和MHCC97细胞增殖、迁移和侵袭, 及
CyclinD1、p21、MMP-2和MMP-9蛋白表达的影响. 

结果
与对照组比, OPD组HepG2细胞抑制率显著升高
(P<0.05), 迁移和侵袭数显著降低(P<0.05), HepG2细
胞中CyclinD1、MMP-2和MMP-9蛋白表达显著降低
(P<0.05), p21蛋白表达显著升高(P<0.05), miR-519d-
3p表达显著升高(P<0.05), EIF4E mRNA和蛋白表达
显著降低(P<0.05), 且呈浓度依赖性. miR-519d-3p在
HepG2细胞中靶向负调控EIF4E表达. miR-519d-3p过
表达或抑制EIF4E表达均可抑制HepG2细胞增殖、迁
移和侵袭. 抑制miR-519d-3p表达部分逆转了OPD对
HepG2细胞增殖、迁移和侵袭的抑制作用. 

结论
OPD可能通过调控miR-519d-3p/EIF4E表达抑制HCC
细胞的增殖、迁移和侵袭. 

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 麦冬皂苷D可抑制HCC细胞增殖、迁移和侵

袭, 其作用机制与调控miR-519d-3p/EIF4E表达有关. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC), 是常见的恶性

肿瘤之一, 严重威胁人类的生命健康. HCC治疗以常规

手术切除为主, 辅助放疗和化疗. 但目前, HCC的治疗效

果不佳, 患者预后较差, 易发生早期侵袭和转移[1,2]. 因
此, 寻找能够抑制HCC转移和侵袭的药物具有重要意

义. 麦冬是百合科沿阶草属植物麦冬的肉质块根, 具有

保护血管、抗心肌缺血、降血糖等功效, 在中医临床中
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广泛使用[3,4]. 常用的中药材. 麦冬皂苷D(ophiopogonin D, 
OPD)是麦冬提取物中重要的单体成分, 同样具有多种

生物学效应[5]. 研究显示, OPD可能通过受体相互作用蛋

白1/混合谱系激酶结构区域样蛋白通路诱导前列腺癌

细胞程序性坏死抑制其生长[6]. OPD可能通过下调细胞

周期相关蛋白B1表达, 阻滞细胞周期进展, 抑制人乳腺

癌细胞生长[7]. 但目前, OPD影响HCC细胞的生物学行

为的相关研究还未见报道. miRNA是一类内源性的小分

子非编码RNA, 可在转录后水平调控靶基因的表达, 进
而影响肿瘤细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭等生物学

行为, 在肿瘤的发生和发展中发挥重要作用[8]. 研究显

示, miR-519d-3p在胃癌[9]、乳腺癌[10]等肿瘤中异常表达, 
上调其表达可抑制肿瘤的增殖、迁移和侵袭, 是肿瘤治

疗的潜在靶点. 但目前, miR-519d-3p在HCC中的作用还

未知. 生物信息学软件预测显示, 真核细胞翻译起始因

子4E(eukaryotic translation initiation factor 4E, EIF4E)是
miR-519d-3p的靶基因. EIF4E是真核细胞翻译起始因子

家族的一员, 也参与多种肿瘤的发生和发展过程. 研究

显示, HCC组织中EIF4E表达升高, 其高表达的患者5年
生存率降低, 可作为HCC的预后生物标记物[11]. Ding等[12]

研究显示, EIF4E参与HCC细胞的增殖和集落形成. 本研

究以HCC细胞HepG2和MHCC97为研究对象, 主要探讨

了OPD对HCC细胞增殖、迁移和侵袭的影响, 并以miR-
519d-3p/EIF4E轴为切入点, 分析OPD影响HCC细胞增

殖、迁移和侵袭的可能机制, 以期为HCC治疗药物的研

发提供新思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 HCC细胞株HepG2和MHCC97, ATCC细胞库; 
OPD, 上海一飞生物科技有限公司, 纯度>98%; 胎牛血

清, 杭州四季青; DMEM培养基, 北京索莱宝公司; Trizol
试剂和LipofectamineTM2000试剂盒, 美国Invitrogen公司; 
miR-519d-3p mimics、阴性对照等, 上海吉玛制药技术

有限公司; 四甲基噻唑蓝(methylthiazoletrazolium, MTT)
和二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO), 美国Sigma公
司; 逆转录试剂盒, 北京诺博莱德科技有限公司; PCR试
剂盒, 日本TOYOBO公司; 引物序列由上海生工生物技

术公司提供; 放射免疫沉淀法(radioimmunoprecipitation 
assay, RIPA)裂解液、二喹啉甲酸(bicinchoninicacid, 
BCA)蛋白测定试剂盒和双荧光素酶活性检测试剂盒, 
上海碧云天公司; 鼠抗人单克隆抗体细胞周期蛋白

D1(CyclinD1)和p21抗体, 美国Santa Cruz公司; 鼠抗人单

克隆抗体基质金属蛋白酶2(matrix metalloproteinase 2, 
MMP-2)和MMP-9, 福州迈新技术开发有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染: HepG2和MHCC97细胞, 均用

含10%胎牛血清的DMEM培养基置于37 ℃、5%CO2、

97%湿度的培养箱中培养. 待细胞生长密度达到80%
时, 胰酶消化, 传代培养. 分别取对数生长期的HepG2、
MHCC97细胞, 接种于6孔板中, 待细胞融合至60%时, 
参照LipofectamineTM2000说明书. 分别转染转染miR-
519d-3p模拟物(mimics)及阴性对照(miR-NC)、miR-
519d-3p抑制剂(anti-miR-519d-3p)及阴性对照(anti-miR-
NC)、EIF4E小干扰RNA(si-EIF4E)及乱序无意义序列

(si-NC). 转染24 h后, 更换新鲜培养基, 继续培养至48 h, 
收集各组细胞进行后续实验. 
1.2.2 细胞分组处理: 未转染的HepG2、MHCC97细
胞均分为对照组: 细胞正常培养, 不做任何处理; OPD
组: 含不同浓度[6](2.5 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L) 
OPD的培养基作用48 h. 转染miR-519d-3p mimics、
miR-NC、si-EIF4E、si-NC的HepG2和MHCC97细胞均

培养48 h, 分别记为miR-519d-3p 组、miR-NC组、si-
EIF4E组和si-NC组. 转染anti-miR-519d-3p、anti-miR-
NC的HepG2和MHCC97细胞均用含10 μmol/L OPD的

培养基作用48 h, 分别记为OPD+anti-miR-519d-3p组、

OPD+anti-miR-NC组. 
1.2.3 MTT检测细胞增殖: 未转染或转染后的HepG2、
MHCC97细胞, 调整细胞浓度为2.5×104个/mL, 接种于

96孔板中, 每孔200 μL, 置于常规培养箱中培养. 细胞

贴壁后按照1.2.2分组处理. 培养结束后, 每孔加入20 μL 
MTT溶液(5 g/L), 继续培养4 h. 然后吸弃培养基, 加入

150 μL DMSO溶液, 反应5 min, 混匀后于全自动酶标仪

490 nm处测定吸光度值. 
1.2.3 Transwell检测细胞迁移和侵袭: 未转染或转染后

的HepG2、MHCC97细胞, 用不含胎牛血清的DMEM培

养基重悬, 调整细胞浓度为2×105个/mL. 细胞迁移实

验: 取100 μL细胞悬液加入至Transwell小室的上室, 下
室加入500 μL含10%胎牛血清的DMEM培养基, 上室细

胞按照1.2.2处理后, 吸弃培养基. 取出小室, PBS清洗细

胞, 经甲醛固定、结晶紫染色后, 倒置显微镜下观察、

拍照, 计算迁移细胞数目. 细胞侵袭实验: 不含胎牛血清

的DMEM培养基稀释Matrigel胶, 加入到Transwell小室

的上室. 然后取100 μL细胞悬液加入至铺有Matrigel胶
的上室, 剩余操作与细胞迁移实验相同. 
1.2.4 实时荧光定量PCR检测miR-519d-3p和EIF4E 
mRNA: Trizol试剂提取各组处理后细胞中总RNA. 紫
外分光光度计检测RNA的纯度和浓度, 选取A260 nm/
A280 nm值在1.8-2.0的范围内的RNA, 使用逆转录试剂

盒将其逆转录为cDNA, -20 ℃保存. 然后以cDNA为模

板行PCR扩增. PCR反应条件: 95 ℃ 5 min, 95 ℃ 10 s, 
60 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 共45个循环. miR-519d-3p以U6为
内参, EIF4E以GAPDH为内参, 采用2－△△Ct法计算miR-
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519d-3p和EIF4E mRNA的相对表达水平.
1.2.5 Western blot蛋白表达: RIPA裂解液, 提取各组细

胞中总蛋白, 于冰上充分裂解30 min, 4 ℃、12000 g离
心10 min, 收集上清液, BCA法测定蛋白含量. 取适量的

蛋白, 加入上样缓冲液, 煮沸5 min使蛋白变性. 取15 μg
变性蛋白上样进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳. 电泳结

束后, 将蛋白转至PVDF膜, 使用5%脱脂牛奶室温条件

封闭, 封闭时间2 h. 加入一抗, 4 ℃孵育过夜. TBST洗膜

3次, 每次5 min. 然后加入辣根过氧化酶标记的二抗, 室
温孵育1 h. TBST洗膜3次, 每次5 min. 加入ECL显影液

避光条件下进行显影, 凝胶成像系统曝光拍照. 
1.2.6 双荧光素酶报告基因实验: 生物信息学软件预

测显示, EIF4E的3’UTR中存在与miR-519d-3p互补的

核苷酸序列. 将对数生长的HepG2细胞接种于6孔板

中, 细胞融合至60%时, 使用LipofectamineTM2000将
pmiRGLO-WT-EIF4E、pmiRGLO-MUT-EIF4E质粒分别

与miR-519d-3p mimics和其阴性对照共转染至HepG2、
MHCC97细胞. 转染后6 h, 更换新鲜的培养基. 继续培养

至48 h, 收集各组细胞, 参照双荧光素酶活性检测试剂

盒说明书操作, 对各组细胞的荧光素酶活性进行测定. 
统计学处理 利用SPSS 22.0软件分析实验数据. 计

量资料以(Mean±SD)表示, 两组间比较采用独立样本t
检验, 多组间比较采用单因素方差分析. 以P <0.05表示

差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 OPD对HCC细胞HepG2和MHCC97增殖、迁移和

侵袭的影响 与对照组比较, OPD组HepG2、MHCC97
细胞的抑制率、p21蛋白表达显著升高(P <0.05), 迁移

和侵袭数、CyclinD1、MMP-2和MMP-9蛋白表达显著

降低(P<0.05), 且不同浓度OPD组间比较差异具有统计

学意义(P<0.05). 表明OPD可剂量依赖性抑制HepG2、
MHCC97细胞增殖、迁移和侵袭(图1、表1和表2). 
2.2 OPD对HCC细胞HepG2和MHCC97中miR-519d-
3p和EIF4E表达的影响 与对照组比, OPD组HepG2、
MHCC97细胞中miR-519d-3p表达显著升高(P <0.05), 
EIF4E mRNA和蛋白表达显著降低(P<0.05), 且不同浓度

OPD组间比较差异具有统计学意义(P<0.05), 表明OPD
可剂量依赖性促进HepG2、MHCC97细胞中miR-519d-
3p表达, 抑制EIF4E表达(图2和表3). 
2.3 miR-519d-3p靶向调控EIF4E的表达 TargetScan
等生物信息学软件预测显示, EIF4E的3’UTR中含有

与miR-519d-3p互补的核苷酸序列(图3A)., 与共转染

WT-EIF4E的miR-NC组比较, miR-519d-3p 组HepG2、
MHCC97细胞荧光素酶活性显著降低(P <0.05), 而与

共转染MUT-EIF4E的miR-NC组比较, miR-519d-3p组

HepG2、MHCC97细胞荧光素酶活性比较差异无统

计学意义(P >0.05)(表4), 说明miR-519d-3p可与EIF4E
的3’UTR序列上的结合位点靶向结合. miR-519d-3p组
HepG2、MHCC97细胞中EIF4E蛋白表达显著低于miR-
NC(P<0.05), anti-miR-519d-3p组HepG2、MHCC97细
胞中EIF4E蛋白表达显著高于miR-NC(P<0.05)(表5). 表
明miR-519d-3p在HepG2、MHCC97细胞中靶向负调控

EIF4E表达. 
2.4 miR-519d-3p过表达对HCC细胞HepG2和MHCC97
增殖、迁移和侵袭的影响 miR-519d-3p组HepG2、
MHCC97细胞中miR-519d-3p表达水平显著高于miR-
NC组(P<0.05), 表明miR-519d-3p mimics转染成功, 细胞

中miR-519d-3p过表达. 与miR-NC组比较, miR-519d-3p
组HepG2、MHCC97细胞抑制率、p21蛋白表达显著

升高(P<0.05), 迁移和侵袭数, 及CyclinD1、MMP-2和
MMP-9蛋白表达显著降低(P<0.05), 表明miR-519d-3p过
表达可抑制HepG2、MHCC97细胞增殖、迁移和侵袭

(图4、表6和表7). 
2.5 抑制EIF4E表达对HCC细胞HepG2和MHCC97增

殖、迁移和侵袭的影响 si-EIF4E组HepG2、MHCC97
细胞中EIF4E蛋白表达显著低于si-NC组(P<0.05), 表明

EIF4E小干扰RNA转染成功, 细胞中EIF4E表达受到抑

制. 与miR-NC组比较, miR-519d-3p组HepG2、MHCC97
细胞抑制率、p21蛋白表达显著升高(P<0.05), 迁移和侵

袭数, 及CyclinD1、MMP-2和MMP-9蛋白表达显著降低

(P<0.05), 表明抑制EIF4E表达可抑制HepG2、MHCC97
细胞的增殖、迁移和侵袭(图5、表8和表9). 
2.6 抑制miR-519d-3p表达逆转了OPD(10 μmol/L)对
H C C细胞H e p G2和M H C C97增殖、迁移和侵袭的

作用 与OPD+anti-miR-NC组比, OPD+anti-miR-519d-
3p组HepG2、MHCC97细胞抑制率、miR-519d-3p、
p21蛋白表达均显著降低(P <0.05), 迁移和侵袭数, 及
EIF4E、CyclinD1、MMP-2和MMP-9蛋白表达显著升

高(P<0.05), 表明抑制miR-519d-3p表达部分逆转了OPD
对HepG2、MHCC97细胞增殖、迁移和侵袭的抑制作

用(图6、表10和表11). 

3  讨论

天然产物具有抗肿瘤效果, 多数从植物中提取的天然

化合物是抗肿瘤药物的先导化合物[13]. OPD是传统中

草药麦冬的主要活性单体, 在心血管、心肌损伤等方

面发挥保护作用[14,15]. 研究显示, OPD通过抑制核转录

因子kappa B、磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B和转录激

活蛋白-1途径抑制肺癌细胞增殖, 增强紫杉醇诱导的

肺癌死亡[16]. OPD可通过抑制p38的磷酸化以及MMP-9
的表达抑制黑素瘤MDA-MB-435细胞的增殖和侵袭, 
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表  2  OPD对MHCC97细胞增殖、迁移侵袭的影响(mean±SD, n  = 12)

分组 抑制率(%) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个) CyclinD1蛋白 p21蛋白 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白

对照组 0.00±0.01 105.32±11.22 89.65±8.33 0.68±0.06 0.29±0.03 0.65±0.06 0.78±0.07

OPD 2.5 μmol/L组 19.65±1.84a 81.65±8.43a 71.61±7.42a 0.56±0.05a 0.44±0.04a 0.54±0.05a 0.65±0.05a

OPD 5 μmol/L组 31.26±3.45ac 62.98±6.33ac 56.44±5.31ac 0.44±0.04ac 0.58±0.05ac 0.41±0.04ac 0.53±0.05ac

OPD 10 μmol/L组 48.61±4.33ace 42.87±4.39ace 34.29±4.63ace 0.29±0.03ace 0.73±0.07ace 0.26±0.03ace 0.34±0.03ace

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与对照组比较, aP<0.05; 与OPD 2.5 μmol/L组比较, cP<0.05; 与OPD 5 μmol/L组比较, eP<0.05. OPD: 麦冬皂苷D; CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; MMP: 

基质金属蛋白酶.

     

表  1  OPD对HepG2细胞增殖、迁移和侵袭的影响(mean±SD, n  = 12)

分组 抑制率(%) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个) CyclinD1蛋白 p21蛋白 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白

对照组 0.00±0.00 126.34±10.48 109.23±9.24 0.73±0.07 0.24±0.03 0.77±0.06 0.75±0.07

OPD 2.5 μmol/L组 17.28±1.75a 92.41±9.14a 81.42±8.01a 0.61±0.06a 0.39±0.04a 0.64±0.05a 0.59±0.05a

OPD 5 μmol/L组 39.46±3.57ac 71.26±7.24ac 59.37±5.44ac 0.48±0.05ac 0.52±0.05ac 0.52±0.04ac 0.48±0.04ac

OPD 10 μmol/L组 61.14±6.28ace 53.41±5.22ace 41.69±4.83ace 0.27±0.03ace 0.68±0.06ace 0.37±0.03ace 0.32±0.03ace

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与对照组比较, aP<0.05; 与OPD 2.5 μmol/L组比较, cP<0.05; 与OPD 5 μmol/L组比较, eP<0.05. OPD: 麦冬皂苷D; CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; MMP: 

基质金属蛋白酶.

B

图  1  OPD对HCCHepG2和MHCC97细胞增殖、迁移和侵袭的影响. A: Western blot检测OPD作用HepG2、MHCC97细胞后p21、CyclinD1、

MMP-2和MMP-9蛋白表达; B: Transwell检测OPD作用肝癌细胞后迁移和侵袭能力. OPD: 麦冬皂苷D; CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; MMP: 基

质金属蛋白酶.
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是黑素瘤治疗的候选药物[17]. 目前, OPD对HCC细胞生

物学行为的影响还未知. 本研究结果显示, OPD可抑制

HCCHepG2细胞的增殖、迁移和侵袭, 下调HepG2细
胞中CyclinD1、MMP-2和MMP-9蛋白表达, 上调p21蛋
白表达, 提示OPD在一定程度上发挥抗HCC的作用, 是
HCC治疗的潜在药物. 

miRNA参与肿瘤的发生和发展. miR-519d-3p是近

年来新发现的一种miRNA. 有报道称, miR-519d-3p在
结直肠癌组织和细胞系中表达下调, 过表达miR-519d-
3p通过直接靶向肌钙蛋白相关蛋白表达显著抑制结直

肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭, 并阻滞细胞周期G0/G1
期, 诱导结直肠癌细胞凋亡[18]. 过表达miR-519d-3p可抑

     

表  5  miR-519d-3p调控EIF4E蛋白表达(mean±SD, n  = 12)

分组
EIF4E蛋白

HepG2 MHCC97

miR-NC 0.63±0.06 0.55±0.05
miR-519d-3p 0.23±0.03a 0.19±0.02a

anti-miR-NC 0.60±0.06 0.53±0.04
anti-miR-519d-3p 0.96±0.09c 0.85±0.07c

P值 0.000 0.000

与miR-NC组比较, aP<0.05; 与anti-miR-NC组比较, cP<0.05. EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E. 

     

表  3  OPD对HCC细胞中miR-519d-3p和EIF4E表达的影响(mean±SD, n  = 12)

分组
HepG2 MHCC97

miR-519d-3p EIF4E mRNA EIF4E蛋白 miR-519d-3p EIF4E mRNA EIF4E蛋白

对照组 1.00±0.09 1.02±0.09 0.62±0.06 1.00±0.08 1.01±0.07 0.57±0.05

OPD 2.5 μmol/L组 2.11±0.21a 0.81±0.08a 0.49±0.04a 1.62±0.16a 0.87±0.07a 0.46±0.04a

OPD 5 μmol/L组 3.02±0.29ac 0.63±0.06ac 0.33±0.03ac 2.51±0.22ac 0.75±0.06ac 0.35±0.03ac

OPD 10 μmol/L组 4.27±0.38ace 0.42±0.04ace 0.21±0.03ace 3.12±0.31ace 0.57±0.05ace 0.24±0.03ace

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与对照组比较, aP<0.05; 与OPD 2.5 μmol/L组比较, bP<0.05; 与OPD 5 μmol/L组比较, cP<0.05. OPD: 麦冬皂苷D; EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E.

     

表  4  双荧光素酶报告实验(mean±SD, n  = 6)

分组
HepG2 MHCC97

WT-EIF4E MUT-EIF4E WT-EIF4E MUT-EIF4E

miR-NC 1.02±0.09 0.98±0.08 1.00±0.08 1.04±0.09

miR-519d-3p 0.35±0.03a 0.99±0.09 0.47±0.04a 1.02±0.07

P值 0.000 0.843 0.000 0.677

与miR-NC组比较, aP<0.05. WT-EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E野生型荧光素酶载体; MUT-EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E突变型荧光素酶载体.

图  2  Western blot检测麦冬皂苷D作用肝癌细胞后EIF4E蛋白表达. EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E.
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表  8  抑制EIF4E表达对HepG2细胞增殖、迁移和侵袭的影响(mean±SD, n  = 6)

分组 EIFE蛋白 抑制率(%) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个) CyclinD1蛋白 p21蛋白 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白

si-NC 0.62±0.06 6.24±0.63 118.65±10.27 101.25±8.64 0.73±0.07 0.25±0.03 0.74±0.06 0.71±0.07

si-EIF4E 0.23±0.03a 46.27±4.21a 59.41±5.25a 48.22±4.58a 0.38±0.04a 0.59±0.05a 0.43±0.04a 0.38±0.04a

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与si-NC组比较, aP<0.05. EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E; CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; MMP: 基质金属蛋白酶.

     

表  9  抑制EIF4E表达对MHCC97细胞增殖、迁移和侵袭的影响(mean±SD, n  = 6)

分组 EIFE蛋白 抑制率(%) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个) CyclinD1蛋白 p21蛋白 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白

si-NC 0.55±0.05 5.98±0.57 101.58±10.32 88.14±8.81 0.69±0.06 0.27±0.03 0.63±0.06 0.77±0.07

si-EIF4E 0.21±0.02a 32.14±3.58a 56.14±5.31a 49.36±4.27a 0.35±0.03a 0.68±0.06a 0.31±0.03a 0.39±0.04a

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与si-NC组比较, aP<0.05. EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E; CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; MMP: 基质金属蛋白酶.

     

表  6  miR-519d-3p过表达对HepG2细胞增殖、迁移和侵袭的影响(mean±SD, n  = 6)

分组 miR-519d-3p 抑制率(%) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个) CyclinD1蛋白 p21蛋白 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白

miR-NC 1.01±0.09 5.18±0.53 115.69±10.27 98.17±9.36 0.71±0.07 0.22±0.03 0.75±0.07 0.72±0.07

miR-519d-3p 3.92±0.38a 48.32±4.18a 56.98±5.52a 41.28±4.58a 0.34±0.03a 0.62±0.06a 0.41±0.04a 0.39±0.03a

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与miR-NC组比较, aP<0.05. CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; MMP: 基质金属蛋白酶. 

     

表  7  miR-519d-3p过表达对MHCC97细胞增殖、迁移和侵袭的影响(mean±SD, n  = 6)

分组 miR-519d-3p 抑制率(%) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个) CyclinD1蛋白 p21蛋白 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白

miR-NC 1.00±0.08 6.32±0.63 108.32±10.58 86.32±8.41 0.67±0.07 0.28±0.03 0.64±0.07 0.79±0.07

miR-519d-3p 2.86±0.27a 39.54±3.88a 52.63±5.66a 45.18±4.91a 0.34±0.03a 0.71±0.07a 0.28±0.03a 0.36±0.03a

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与miR-NC组比较, aP<0.05. CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; MMP: 基质金属蛋白酶.

图  3  miR-519d-3p靶向调控EIF4E的表达. A: EIF4E的3’UTR中含有与miR-519d-3p互补的核苷酸序列; B: Western blot检测miR-519d-3p对

EIF4E蛋白表达的影响. EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E.

WT-EIF4E   3’ UTR   5’ aggcaguaguucaguCACUUUac 3’

        miR-519d-3p   3’ gugagauuucccuccGUGAAAc   5’

MUT-EIF4E 3’ UTR   5’ aggcaguaguucaguGCUCGAac 3’
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制乳腺癌细胞的增殖和迁移, 是乳腺癌治疗的潜在靶 标[10]. 但是, miR-519d-3p对HCC细胞生物学行为的影响

     

表  11  抑制miR-519d-3p表达逆转了OPD对HCCMHCC97细胞增殖、迁移侵袭的作用(mean±SD, n  = 12)

分组 miR-519d-3p EIF4E蛋白 抑制率(%) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个) CyclinD1蛋白 p21蛋白 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白

对照组 1.01±0.09 0.57±0.05 0.00±0.01 109.32±9.47 89.32±8.47 0.66±0.06 0.30±0.03 0.64±0.06 0.79±0.07

OPD组 2.79±0.28a 0.21±0.01a 41.65±4.22a 46.35±4.47a 36.29±3.58 0.27±0.03a 0.75±0.07a 0.25±0.03a 0.35±0.03a

OPD+anti-

miR-NC
2.84±0.27 0.20±0.03 43.18±4.27 44.25±4.42 34.17±3.44 0.26±0.03 0.76±0.07 0.24±0.03 0.33±0.03

OPD+anti-

miR-

519d-3p

1.53±0.15c 0.46±0.04c 15.98±1.89c 79.28±7.36c 68.21±6.22c 0.54±0.05c 0.39±0.04c 0.52±0.05c 0.68±0.06c

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与对照组比较, aP<0.05; 与OPD+anti-miR-NC组比较, bP<0.05. OPD: 麦冬皂苷D; EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E; CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; 

MMP: 基质金属蛋白酶.

     

表  10  抑制miR-519d-3p表达逆转了OPD对HCCHepG2细胞增殖、迁移和侵袭的作用(mean±SD, n  = 12)

分组 miR-519d-3p EIF4E蛋白 抑制率(%) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个) CyclinD1蛋白 p21蛋白 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白

对照组 1.00±0.08 0.64±0.06 0.00±0.00 116.37±10.54 103.65±9.14 0.74±0.07 0.23±0.03 0.76±0.06 0.73±0.06

OPD组 4.02±0.39a 0.25±0.03a 58.14±5.22a 52.41±5.28a 43.66±4.28 0.29±0.03a 0.66±0.06a 0.35±0.03a 0.31±0.03a

OPD+anti-

miR-NC
4.11±0.41 0.22±0.03 60.35±6.17 50.29±5.27 41.58±4.27 0.25±0.03 0.69±0.07 0.33±0.03 0.28±0.03

OPD+anti-

miR-519d-

3p

1.96±0.19c 0.51±0.05c 19.68±1.92c 82.62±8.04c 71.36±7.24c 0.61±0.06c 0.37±0.04c 0.59±0.05c 0.56±0.05c

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与对照组比较, aP<0.05; 与OPD+anti-miR-NC组比较, cP<0.05. OPD: 麦冬皂苷D; EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E; CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; 

MMP: 基质金属蛋白酶.

图  4  Western blot检测miR-519d-3p过表达对HCC细胞p21、
CyclinD1、MMP-2和MMP-9蛋白表达的影响. CyclinD1: 细胞周期
蛋白D1; MMP: 基质金属蛋白酶.
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图  5  Western blot检测抑制EIF4E表达对HCC细胞p21、CyclinD1、
MMP-2和MMP-9蛋白表达的影响. EIF4E: 真核细胞翻译起始因子

4E; CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; MMP: 基质金属蛋白酶.
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还未知. 本研究显示, 过表达miR-519d-3p可抑制HCC细
胞增殖、迁移和侵袭, 提示miR-519d-3p可能是HCC细
胞治疗的分子靶点. 此外, OPD可促进HCC细胞中miR-
519d-3p的表达, 而抑制miR-519d-3p表达逆转了OPD对

HCC细胞增殖、迁移和侵袭的影响, 提示OPD通过上调

细胞中miR-519d-3p表达HCC细胞的增殖、迁移和侵袭. 
miRNA通常与靶mRNA的3’端UTR区结合, 抑制

mRNA翻译或裂解mRNA, 通过调控基因的表达发挥作

用[19,20]. 本研究首先通过生物信息学软件发现, EIF4E的
3’UTR中含有与miR-519d-3p互补的核苷酸序列, 提示

miR-519d-3p可能调控EIF4E表达. 然后通过双荧光素酶

报告基因实验证实了miR-519d-3p在HCC细胞中负调控

EIF4E表达. 这也与OPD促进HCC细胞miR-519d-3p表
达, 而抑制EIF4E表达的结果一致. 此外, 抑制EIF4E表
达可抑制HCC细胞的增殖、迁移和侵袭, 并下调细胞中

CyclinD1、MMP-2和MMP-9蛋白表达, 上调p21蛋白表

达进一步提示OPD可能通过上调HCC细胞中miR-519d-
3p进而下调EIF4E表达抑制HCC细胞的增殖、迁移和

侵袭. 
综上所述, OPD可抑制HCC细胞增殖、迁移和侵

袭, 其作用机制可能与促进细胞miR-519d-3p表达进而

下调EIF4E表达有关, 是潜在的HCC治疗药物. 但本研究

还存在不足之处, 仅在细胞层面进行了初步探讨, 接下

来将通过动物实验进一步验证OPD抑制HCC发生发展

的作用及其他可能的作用机制. 

文章亮点

实验背景

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)易复发和转移, 缺
乏有效的治疗药物. 麦冬皂苷D(ophiopogonin D, OPD)是
中药麦冬提取物中重要的单体成分, 在乳腺癌、肺癌、

黑素瘤等肿瘤中发挥抗癌作用, 但是对HCC的影响还未

知. 本研究探讨OPD对HCC细胞增殖、迁移和侵袭的影

响及作用机制, 以期为HCC治疗药物的研发提供新思路. 

实验动机

本研究的主题是OPD是否抑制HCC细胞的增殖、迁

移和侵袭及其是否通过调控miR-519d-3p/真核细胞翻

译起始因子4E(eukaryotic translation initiation factor 4E, 
EIF4E)轴表达发挥作用, 目的是为了探究OPD是否发挥

抗HCC作用及其可能的作用机制. 

实验目标

本研究的主要目标是探讨OPD是否具有抗HCC作用及

作用机制, 通过实验明确了OPD可可能通过调控miR-
519d-3p/EIF4E抑制HCC细胞的增殖、迁移和侵袭, 接下

来进一步通过动物模型实验进一步验证OPD的抗HCC
作用, 可能为临床HCC治疗药物的研发提供新途径. 

实验方法

本研究采用四甲基噻唑蓝染色法检测了细胞增殖 , 

 文章亮点

图  6  Western blot检测抑制miR-519d-3p表达对OPD处理的HCC细胞p21、CyclinD1、MMP-2和MMP-9蛋白表达的影响. OPD: 麦冬皂苷D; 

EIF4E: 真核细胞翻译起始因子4E; CyclinD1: 细胞周期蛋白D1; MMP: 基质金属蛋白酶.
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Transwell检测了细胞迁移和侵袭, 实时荧光定量PCR检
测了细胞中miR-519d-3p和EIF4E mRNA表达, Western 
blot检测了细胞周期蛋白D1、p21、基质金属蛋白酶

2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)、MMP-9和EIF4E
蛋白表达, 双荧光素酶报告基因实验验证了miR-519d-
3p与EIF4E的3’端UTR能否靶向结合. 

实验结果

本研究达到实验目标. 实验结果表明OPD可抑制HCC细
胞增殖、迁移和侵袭, 在一定程度上发挥抗HCC作用, 
同时, OPD通过调控上调miR-519d-3p表达, 进而抑制

EIF4E表达来抑制HCC细胞的增殖、迁移和侵袭. 

实验结论

本研究首次发现OPD可抑制HCC细胞的增殖、迁移和

侵袭, 且其作用机制与调控miR-519d-3p/EIF4E轴表达

有关. OPD可能具有开发为治疗HCC药物的潜在价值. 

展望前景

本研究不足之处是还未进行动物相关实验, 仅在细胞层

面进行了探讨, 接下来将通过动物实验探讨OPD对HCC
小鼠肿瘤生长的影响及其他可能的作用机制. 方法是

通过二乙基亚硝胺腹腔注射和CCl4灌胃方法构建小鼠

HCC模型, 灌胃OPD, 探究OPD对肿瘤生长的影响, 以及

建立接种miR-519d-3p过表达等HCC细胞建立移植瘤裸

鼠, 探讨miR-519d-3p过表达对移植瘤裸鼠肿瘤生长的

影响. 
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Abstract
BACKGROUND
Glutathione peroxidase 3 (GPX3) expression is down-
regulated in gastric cancer (GC), but the relationship 

between GPX3 expression and prognosis in this 
malignancy is yet unknown.

AIM
To explore the expression pattern and prognostic value 
of GPX3 in GC. 

METHODS
GPX3 expression was analyzed based on the Oncomine 
database. The prognostic value of GPX3 in GC patients 
was investigated using the KM Plotter database. 
To validate the expression pattern and prognostic 
value of GPX3, TCGA GC dataset was also analyzed. 
Finally, the expression pattern and prognostic value 
of GPX3 was evaluated by tissue microarray and 
immunohistochemistry in 90 GC patients.

RESULTS
Oncomine database analysis showed that GPX3 was 
significantly down-regulated in GC tissues compared 
with normal tissues (P < 0.05). Data from the KM 
Plotter database showed that GPX3 low expression was 
significantly related with overall survival (P < 0.05). 
TCGA dataset analysis also showed that GPX3 low 
expression was an indicator of better prognosis (P < 0.05). 
Tissue microarray and immunohistochemistry showed 
that GPX3 was significantly down-regulated in GC tissue 
(P = 0.037). GPX3 expression was related with GC patient 
overall survival (HR = 0.48, 95%CI: 0.28-0.85, P = 0.019), 
rather than age, gender, and tumor clinical stage.

CONCLUSION
GPX3 is downregulated in GC, and GPX3 expression can 
be used to predict GC patients’ prognosis.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景
谷胱甘肽过氧化物酶3(glutathione peroxidase 3, GPX3)
在胃癌(gastric cancer, GC)中低表达, 但其表达与GC
患者预后联系尚不明确. 

目的
分析GPX3基因在GC中的表达模式及预后价值. 

方法
首选, 利用Oncomine数据库分析GPX3基因在GC及正
常胃黏膜组织中的表达情况; 利用KM Plotter数据库分

析GPX3的表达对GC患者的预后进行分析. 其次, 运用
TCGA数据集对GPX3的表达模式和预后价值进行验证. 
最后, 通过免疫组织化学法检测含有90例胃腺癌及其癌
旁组织的组织芯片对上述结果进一步验证. 

结果
利用Oncomine数据库分析, 发现GPX3基因在GC组中表
达显著低于正常胃黏膜组织(P<0.05). 利用KM Plotter数
据库分析, 发现GC组织中GPX3低表达与患者总体生存
率显著相关(P<0.05). 利用TCGA数据集对GPX3的表达

模式和预后价值进行验证, 提示GPX3低表达与患者GC
患者总体生存率显著相关(P<0.05). 通过对90例GC及其
癌旁组织的组织芯片研究分析发现, GPX3在癌组织中
显著低表达(P  = 0.037), GPX3低表达与患者的年龄、性

别、肿瘤临床分期无关, 但与GC患者总体生存率显著
相关(HR = 0.48, 95%CI: 0.28-0.85, P  = 0.019). 

结论
GPX3在GC中呈低表达, 且与预后显著相关. 

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本文通过组织芯片技术证实谷胱甘肽过氧

化物酶3(glutathione peroxidase 3, GPX3)在胃癌(gastric 
cancer, GC)中的表达及其与GC患者的预后联系, GPX3在

GC中呈低表达, 表达越低, 预后越好. 
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0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)是人类常见的恶性肿瘤之一, 发
病率高、早期诊断率低、预后差[1]. 据2018年全球癌症

统计数据显示, GC死亡率居所有肿瘤中第三位, 死亡人

数占癌症总死亡人数8.2%[2]. GC发病主要集中于亚洲, 
尤其在部分东南亚国家(如中国、韩国、日本)GC全球

发病率最高, 在GC的早期筛查及治疗方面, 给全球卫生

经济带来了沉重的负担. 
谷胱甘肽过氧化物酶3(glutathione peroxidase 3, 

GPX3)是机体抗氧化功能的重要基因, GPX3适度表达

对维持机体正常新陈代谢有重要作用. 现有证据表明

GPX3异常表达与消化道肿瘤的发生关系密切[3]. 目前

关于GPX3基因甲基化导致GPX3表达下降的研究较

多[4], 但GPX3异常表达与GC患者的临床预后关系尚不

明确. 目前生物信息学正飞速发展, 肿瘤研究处于信息

大爆炸时代. 国外公共基因芯片和RNA测序数据库(如
Oncomine、KM Plotter、TCGA等)收集了大量关于肿瘤

基因表达及预后的丰富信息, 可供学者挖掘潜在的肿瘤

标志物[5-8]. 本研究中利用国外公共基因芯片和RNA测

序数据库分析GPX3在GC中的表达和预后价值, 并运用

组织芯片技术对上述结果进行证实, 为后续GPX3作为

GC诊治标志物提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 首先, 通过Oncomine数据库中的4个数据集

(GSE13861、GSE27342、GSE13911和GSE19826)分
析GPX3在GC中的表达; 利用KM Plotter数据库分析

GPX3在GC患者中的预后, 共6个数据集(GSE14210, 
GSE15459, GSE22377, GSE29272, GSE51105和
GSE62254)纳入此研究. 其次, 利用TCGA数据集对

GPX3在GC患者中的表达和预后再次进行验证分析. 最
后通过组织芯片技术对GPX3在GC中的表达及预后价

值进行临床阶段的验证分析. 
1.2 方法

1.2.1 Oncomine数据库分析: Oncomine数据库(http://
www.oncomine.org)是由美国密歇根大学创建的用于分

析基因表达、基因共表达、突变、耐药、预后等的重

要肿瘤数据库, 目前共收集715个数据集和86733样本[9]. 
本研究中利用该数据库分析GPX3基因在GC组织与正

常组织中的在mRNA水平上的表达情况, 共4个数据集

(GSE13861、GSE27342、GSE13911和GSE19826)纳入

此次研究. 基因表达差异倍数大于2且P值小于0.05视为
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差异具有统计学意义.最后, 运用组织芯片技术对GPX3
在GC中的表达和预后进行临床验证分析.  
1.2.2 KM Plotter数据库分析: KM Plotter数据库(http://
kmplot.com/analysis/)是专门用于分析基因表达与肿瘤

预后的重要数据库, 该数据库可分析10461肿瘤样本

中的54675种基因在肿瘤患者中的预后价值[10]. 截止

目前为止, 该数据库包含5143个乳腺癌样本, 1618个
卵巢癌样本, 2437个肺癌样本和1065个GC样本, 平均

随访周期分别为69、40、49、33 mo. 本研究中利用

KM Plotter数据库分析GPX3在GC患者中的预后, 共6个
数据集(GSE14210, GSE15459, GSE22377, GSE29272, 
GSE51105和GSE62254)纳入此次研究中. 根据GPX3表
达中位值将GC患者分为低表达组和高表达组, 通过计

算Log-rank P值和HR及95%CI来估算总体生存期. 
1.2.3 TCGA数据集验证: 为进一步证实GPX3在GC患
者中的表达和预后模式, 我们通过UALCAN网站(http://
ualcan.path.uab.edu)对TCGA数据库中GPX3在GC患者

中的表达和预后再次进行分析. UALCAN网站包含了

TCGA数据库中31种肿瘤的RNA测序数据[11]. 该网站有

助于用户寻找一些潜在的肿瘤标志物, 包括诊断标志

物、预后标志物和治疗靶点. 
1.2.4 组织芯片技术: 90对胃腺癌及癌旁组织标本取自

上海芯超生物科技有限公司组织库2009-04/2009-11新
鲜手术切除标本, 全部病例术前均未作化疗或放疗. 其
中男性62例, 女性28例, 年龄32-89岁, 平均年龄64岁; 
AJCC第七版临床分期: Ⅰ期10例, Ⅱ期24例, Ⅲ期54例, 
Ⅳ期2例; 有淋巴结转移69例, 无淋巴结转移21例; 远处

转移2例, 无远处转移78例. 随访周期3-75 mo. 所有患者

均知情同意, 本研究经医院伦理委员会审核通过. 所有

组织标本取出后迅速用10%中性甲醛溶液固定, 常规脱

水、石蜡包埋备用. 
免疫组化染色剂结果判读, 抗GPX3单克隆抗体购

自美国Santa Cruz公司, 二抗由上海芯超生物科技有限

公司提供. 组织芯片由上海芯超生物科技有限公司制

作. 将组织芯片放入烘箱中, 温度调至63 ℃, 烘蜡一小

时, 脱蜡处理后柠檬酸进行抗原修复. 滴加一抗, 室温

孵育, 4 ℃冰箱过夜, 经PBS冲洗液冲洗; 滴加二抗即用

工作液, 室温孵育, 计时30 min. 经DAB、苏木紫复染

后, Aperio软件进行扫描. 免疫组化评分参考表达阳性

率和染色强度两个指标: 阳性率≥50%记1分, <50%记

0分; 阴性染色记0分, 轻度染色记1分, 中等染色记2, 强
染色记3分. 两项乘积即为该例组织的免疫组化评分, 
0-1分为低表达组, 2-3分为高表达组. 免疫组化评分参

考文献[12]

统计学处理 应用SPSS 21.0统计软件进行数据, 计

数资料采用t检验, 计量资料采用χ 2
检验. GPX3表达与

GC预后的关系采用Kaplan-Meier模型分析, 采用Log-
rank检验法. 以双侧P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 GPX3在GC中的表达模式 利用Oncomine数据库

分析GPX3mRNA的表达, 发现GPX3基因在GC组织中

的表达显著低于正常胃黏膜组织(P  = 8.83E-10, FC = 
-2.140)(图1A). 对不同类型GC中GXP3mRNA的表达

进行分析, 发现GPX3在弥漫型GC(P  = 5.29E-13, FC = 
-3.586)、肠型GC(P  = 5.67E-8, FC = -3.658)的表达均显

著低于正常胃黏膜组织(图1B-C). 
2.2 GPX3低表达在GC的预后价值 利用KM Plotter数据

库分析GPX3的预后价值, 发现GPX3低表达与GC患者

的预后呈负相关, GPX3表达越低, GC患者总体生存期

越长(HR = 2.53, 95%CI: 2.0-3.2)(图2A). 进一步分析发

现, GPX3表达在弥漫型GC患者(HR = 2.30, 95%CI: 1.44-
3.68)和肠型GC患者(HR = 2.85, 95%CI: 2.02-4.00)中均

有预后价值(图2B-C), GPX3表达越低, 总体生存率越好. 
此外, GPX3表达在Her2阴性GC患者(HR = 2.57, 95%CI: 
1.14-2.17)和Her2阳性GC患者(HR = 2.24, 95%CI: 1.75-
2.86)中均有预后价值, GPX3表达越低, 总体生存率越好

(图3). 
2.3 GPX3的表达模式和预后价值在TCGA数据库中的

验证 对TCGA数据库中GC患者GPX3的表达和预后模

式进行分析发现, GPX3在GC中呈低表达状态, GPX3的
低表达提示GC患者总体生存期更长(图4). 上述结果提

示GPX3的低表达可能正常胃上皮黏膜转变为GC的重

要分子生物学事件, GPX3或可作为GC诊治的新靶点. 
2.4 GPX3的表达模式和预后价值在组织芯片中的验

证 GPX3在GC组织中低表达为55.6%(50/90)、高表达为

44.4%(40/90); 癌旁组织中GPX3低表达为40%(36/90)、
高表达为60%(54/90); GPX3在GC组织中表达较癌旁组

织明显降低, 差异有统计学意义(P  = 0.037), 但与患者的

年龄、性别、脉管浸润、肿瘤临床分期无关(表1). 生
存分析提示GPX3表达与GC患者预后显著相关(HR = 
0.48, 95%CI: 0.28-0.85, P  = 0.019)(图5).

3  讨论

GC作为全球最常见的消化道恶性肿瘤之一, 尽管药物

治疗在不断改进, 然而GC总体生存期仍不容乐观. 因
此寻找GC发生、发展的关键分子或靶点, 有助于GC早
期诊断和GC的新靶向治疗方案具有重要的理论和临

床意义. 
GPX3在人体清除过氧化氢及脂质过氧化物中起重
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要作用, 是人体维持稳态的重要过氧化物分解酶. 越来

越多的证据表明GPX3异常表达是多种恶性肿瘤发生发

展的重要因素. 现有研究表明, GPX3异常表达与消化道

肿瘤[3]、前列腺癌[13]、卵巢癌[14]、子宫内膜癌[15]、甲状

腺癌[16]、乳腺癌[17]、肺癌[18]密切相关, 且GPX3表达异

常与前列腺癌[19]、卵巢癌[14]、甲状腺癌[16]、肺癌[18]、

膀胱癌[20]、口咽癌[21]、肝癌[22]预后显著相关. 但GPX3
的异常表达与GC患者的临床预后关系尚不明确. 

本研究为探索GPX3基因作为GC诊治标志物的价

值, 利用数据挖掘的方法分析了GPX3在GC患者中的表

达模式和预后价值. 我们发现GPX3在GC中呈低表达

状态, 且在弥漫型和肠型GC中均呈现出低表达状态. 进
一步分析GPX3作为GC预后标志物的价值, 我们发现

GPX3对不同亚型GC患者(Luraen亚型、Her2亚型)的预

后均有一定的指导意义. 组织芯片技术是近年来较为成

熟技术并广泛运用于肿瘤标志物的研究. 我们通过组织

芯片技术证实GPX3低表达与GC患者预后显著相关, 但
GPX3与GC患者的年龄、性别、肿瘤分期、淋巴结转

移、脉管浸润、远处转移等无明显相关性. 鉴于本研究

中样本数量偏小, GPX3表达与GC患者的临床病理预后

需进一步去证实. 
与抑癌基因的预后模式相略有不同, 本研究提示

GPX3表达越低, 预后越好. 关于GPX3参与GC进展的机

制尚有待于进一步去挖掘. 部分研究还提示GPX3可通

过诱导氧化应激是使癌细胞细胞周期停滞在G2/M期[23]. 
另有证据提示GPX3可通过FAK/AKT信号通路调控癌

     

表  1  GPX3在胃癌中的表达与胃癌患者临床病理联系

GPX3低表达 GPX3高表达 χ2值 P 值

年龄

   ≥60岁 33 22 1.131 0.287

   ＜60岁 17 18

性别

   男 36 26 0.476 0.508

   女 14 14

脉管浸润

   有 11 13 1.253 0.263

   无 39 27

T分期

   T1+T2 11 4 2.304 0.129

   T3+T4 39 36

N分期

   NO 14 6 2.173 0.14

   N1+N2+N3 36 34

M分期

   M0 49 39 0.025 0.873

   M1 1 1

TNM分期

   Ⅰ+Ⅱ 21 13 0.853 0.396

   Ⅲ+Ⅳ 29 27

GPX3: 谷胱甘肽过氧化物酶3.

图  1  GPX3在胃癌中的表达. A: GPX3mRNA在胃癌与正常胃黏膜组织中的表达; B: GPX3mRNA在弥漫型胃癌与正常胃黏膜组织中的表达; 

C: GPX3mRNA在肠型胃癌与正常胃黏膜组织中的表达. FC: 差异表达倍数; GPX3: 谷胱甘肽过氧化物酶3.
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细胞的侵袭迁移[24], 并影响顺铂类药物的化疗疗效[25]. 
上述结果表明GPX3的表达变化可能正常胃上皮黏膜转

变为GC的重要分子生物学事件, GPX3或可作为GC诊
治的新靶点. 

综上所述, GC组织中GPX3低表达与GC患者的预

后显著相关. 结合目前已有的研究结果. 我们推测GPX3
在GC的发生发展中发挥了重要作用, 有望成为GC诊治

的新靶点. 关于GPX3在GC疾病发展中的具体作用机制, 
尚需要更多的实验来探索证明. 

文章亮点

研究背景

目前关于谷胱甘肽过氧化物酶3(glutathione peroxidase 
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图  2  GPX3在不同组织类型的胃癌患者的预后价值, GPX3表达越低表达越低, 总体生存率越高. A: GPX3低表达在所有胃癌患者中的预后价

值; B: GPX3低表达在弥漫型胃癌中的预后价值; C: GPX3低表达在肠型胃癌中的预后价值. GPX3: 谷胱甘肽过氧化物酶3.

图  4  GPX3的表达和预后模式在TCGA数据库中的验证. A: GPX3在胃癌患者中呈低表达状态; B: GPX3表达越低, 总体生存率越高. GPX3: 

谷胱甘肽过氧化物酶3.

图  3  GPX3在不同Her2 状态下的胃癌患者的预后价值, GPX3表达越低表达越低, 总体生存率越高. A: GPX3低表达在Her2阳性胃癌患者中的

预后模式; B: GPX3低表达在Her2阴性胃癌中的预后模式. GPX3: 谷胱甘肽过氧化物酶3.
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3, GPX3)在胃癌(gastric cancer, GC)中的研究主要集中

于GPX3基因甲基化状态, GPX3在GC中程高度甲基化

导致GPX3表达下降, 但GPX3表达与GC患者预后的联

系尚不明确. 

研究动机

明确GPX3在GC中的表达及预后模式, 寻找GC早诊早

治的新靶点. 

研究目的

本研究旨在分析GPX3在GC中的表达与GC患者预后的

联系, 为GC患者的诊断、预后治疗策略提供政证据. 

研究方法

本研究中运用大量芯片数据从GPX3的表达、预后两

方面同时进行科学分析, 并通过组织芯片技术对芯片

数据进行验证. 

研究结果

GPX3在GC组织中表达较癌旁组织明显降低, 但与患

者的年龄、性别、脉管浸润、肿瘤临床分期无关, 生
存分析提示GPX3表达与GC患者预后显著相关. 

研究结论

我们分析了GPX3在GC中的表达及预后模式, GC组织

中GPX3低表达与GC患者的预后显著相关. GPX3的表

达变化可能正常胃上皮黏膜转变为GC的重要分子生

物学事件, GPX3或可作为GC诊治的新靶点.

研究展望

GPX3在GC的发生发展中发挥了重要作用, 有望成为

GC诊治的新靶点. 关于GPX3在GC疾病发展中的具体

作用机制, 尚需要更多的实验来探索证明.
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Abstract
BACKGROUND 
Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most 
diagnosed malignant carcinomas of the digestive system 
with a poor prognosis. In this study, the expression of 
CCNA2 gene expression in HCC was investigated by 
bioinformatics analysis and the feasibility of CCNA2 
gene as a molecular marker for prognosis in HCC was 
assessed. The results of bioinformatics analysis were 
verified by immunohistochemistry assay.

AIM
To investigate the expression of CCNA2 in HCC, related 
signal pathways, and its relationship with prognosis.

METHODS
The expression levels of CCNA2 mRNA in HCC and 
paracancerous tissues were compared based on the 
TCCA database. CCNA2 protein interaction network 
was constructed based on the String database, and the 
related protein function and KEGG signal pathways were 
enriched. According to the expression level of CCNA2, 
the patients were divided into high and low expression 
groups, and the difference in overall survival (OS) and 
disease free survival (DFS) was compared between the 
two groups. The relationship between the expression of 
CCNA2 protein analyzed by immunohistochemistry and 
the clinicopathological features of 72 patients with HCC 
who underwent surgical treatment was analyzed.

RESULTS
The expression level of CCNA2 mRNA was significantly 
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higher in HCC than in normal liver tissues. There are 
ten proteins that have a close interaction with CCNA2 
protein, with edge = 50, and the regional clustering index 
is 0.931. The interaction network of the ten proteins 
that have a close interaction with CCNA2 protein was 
significantly enriched (P < 0.05). The expression of 
TOP2 mRNA was positively correlated with CCNA2 
expression (r = 0.85, P < 0.05), while CCL14 expression 
was negatively correlated with CCNA2 expression (r = 
-0.54, P < 0.05). CCNA2 gene related signaling pathways 
are mainly enriched in cell cycle, viral carcinogenesis, 
hepatitis B, p53 signaling pathway, and PI3K-Akt 
signaling pathway. The prognosis analysis indicated 
that the OS (HR = 1.7, P = 0.0037) and DFS rates were 
significantly lower in the high expression group than 
in the low expression group (HR = 1.6, P = 0.0037). 
Immunohistochemistry showed that the high expression 
rate of CCNA2 in HCC was 34.7% (25/72). High 
expression of CCNA2 protein was significantly associated 
with tumor diameter (P < 0.05), DC infiltration (P < 0.05), 
and recurrence/metastasis 2 years after operation (P < 0.05). 

CONCLUSION
CCNA2 gene is up-regulated in HCC, which can be used 
as a molecular marker for poor prognosis in HCC.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景 
肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是消化系统
常见恶性肿瘤, 预后较差. 本文拟采用生物信息学方
法探讨CCNA2基因在HCC中的表达情况, 及其作为
HCC患者预后分子标志物的可行性. 同时, 采用免疫
组织化学法对CCNA2生物信息分析结果进行验证. 

目的
探讨CCNA2在HCC中的表达, 相关信号通路及与患
者预后关系. 

方法
应用生物信息分析工具比对TCGA数据库中CCNA2
基因mRNA在HCC组织和癌旁组织中表达水平; 在
STRING数据库中构建CCNA2蛋白-蛋白相互作用网

络, 并对相关蛋白功能和KEGG信号通路进行富集. 
根据CCNA2表达水平分为高低表达组, 比较CCNA2
高低组患者总生存(overall survival, OS)和无疾病进展
生存(disease free survival, DFS)是否不同. 回顾性分析
72例手术治疗的HCC患者, 采用免疫组织化学法检
测患者癌组织中CCNA2蛋白表达水平与患者临床病
理特征的关系, 对生物信息分析结果进行验证. 

结果 
在HCC中, CCNA2中mRNA表达水平明显高于癌旁
正常肝组织; 与CCNA2蛋白相互作用较为紧密的蛋
白10个, 蛋白间相互作用关系edge = 50, 区域聚类
指数为0.931, 与CCNA2蛋白相互作用较为紧密的
10蛋白相互作用网络富集显著(P <0.05); TOP2 基因
mRNA与CCNA2正向相关表达(r  = 0.85, P<0.05), 而
CCL14基因与CCNA2负相关表达(r  = -0.54, P<0.05). 
CCNA2基因相关信号通路主要富集于细胞周期、病
毒致癌、乙型肝炎、p53信号通路和PI3K-Akt信号
通路等. 预后分析提示CCNA2基因mRNA高表达患
者OS(HR = 1.7, P  = 0.0037)和DFS低于低表达组(HR 
= 1.6, P  = 0.0037). 免疫组化显示CCNA2蛋白在HCC
患者癌组织中的高表达率为34.7%(25/72). CCNA2
蛋白高表达与HCC患者肿瘤直径(P<0.05)、DC浸润
(P<0.05)、术后2年复发/转移(P<0.05)有关. 

结论
CCNA2基因在HCC患者癌组织中表达水平上调, 并
可作为HCC预后不良的分子标记物. 

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: CCNA2 基因在肝细胞癌(hepa toce l lu l a r 
carcinoma, HCC)患者癌组织中表达水平显著高于癌

旁正常组织, CCNA2蛋白高表达与HCC患者肿瘤直径

(P <0.05)、DC浸润(P <0.05)、术后2年复发/转移(P <0.05)
和预后不良有关. CCNA2高表达可作为HCC预后不良的

分子标志物. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是最常见的原

发性肝癌[1]. HCC在欧美等发达国家高加索人种中发病
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率较低, 但在东南亚, 尤其是我国发病率较高[2]. 虽然年

轻人群甚至儿童肝癌临床中偶尔可见, 但HCC主要影响

50岁以上的男性. 肝也是胆管癌(肝内胆管癌)的主要部

位, 胆管癌相对少见, 占所有原发性肝癌的10%-20%. 目
前HCC的危险因素较为明确, 包括: 乙肝、丙肝病毒感

染, 肝硬化、黄曲霉毒素暴露和先天性代谢异常如α-1
抗胰蛋白酶缺乏症等[3-6]. HCC的一个共同的特点是肝

纤维化和炎症的存在, 低分化的肿瘤表现出明显的多形

性, 巨细胞与正常肝细胞几乎没有相似之处. 
已有研究显示CCNA2基因在多种肿瘤中呈现高表

达[7,8], 而CNNA2在HCC的研究未见报道. 本研究首先采

用生物信息学分析CNNA2在HCC中的表达及相关信号

通路. 同时, 采用免疫组织化学法检测72例HCC患者癌

组织中CNNA2的表达及其与HCC患者预后的关系对生

物信息分析结果进行验证. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 CCNA2表达水平分析: 检索TCGA数据库, 对比

各组织及实体肿瘤组织中CCNA2基因的表达水平. 检
索分析条件为“肝细胞癌”, “肝癌”, “CCNA2”, 
物种为人类 .  同时比较C C N A2 基因在H C C患者癌

组织和癌旁组织中是否存在差异. 存在差异表达的

条件为CCNA2基因mRNA上调或下调表达超过2倍
(|Log2FC|>1), 且P<0.05[9]. 
1.1.2 CCNA2蛋白-蛋白相互作用网络: 应用STRING
数据库构建CCNA2蛋白相互作用的蛋白-蛋白网络, 
CCNA2蛋白-蛋白相互作用网络构建条件为置信度大于

0.7, 相互作用来源为共表达、基因功能和比邻关系[10]. 
1.1.3 CCNA2基因共表达及生存分析: 在TCGA数据库

中, 依据与CCNA2基因共表达关系, 对与CCNA2基因存

在相关性的基因进行聚类. 同时选取正相关和负相关

表达最为明显的2个基因进行分析, 计算spearman相关

系数; 根据CCNA2基因mRNA在HCC患者癌组织中表

达的中位数, 分为高低表达组, 绘制生存分析曲线, 并
进行Log-rank检验比较高低表达组患者总生存(overall 
survival, OS)和无疾病进展生存(disease free survival, DFS)
是否存在差异. 
1.2 方法 免疫组化检测CCNA2蛋白表达验证生物信息

结果: 同时回顾性分析我院收治手术之类的HCC患者72
例, 采用免疫组织化学法检测肿瘤组织中CCNA2蛋白

表达水平, 分析比较CCNA2蛋白表达水平与患者临床

病理特征的关系. 免疫组织化学检测CCNA2蛋白表达

按试剂盒操作说明进行. CCNA2蛋白表达高低表达标

注: 在显微镜下随机选取3个高倍视野(SP×400)下进行

观察. 染色强度评分: 不着色(0分)、浅黄(1分)、棕黄(2
分)、棕褐色(3分); 阳性细胞比例评分: 阳性<10%(0分); 
阳性10到25%(1分); 阳性26-50%(2分); 阳性51-75%(3分)
及阳性>75%(4分). 总体评分值=阳性细胞比例评分×染

色强度评分; 最终评判: <6分为低表达, ≥6分为高表达. 
统计学处理 Stata 12.0软件进行分析, 计量资料

应用Mean±SD表示, t检验; 计数资料采用n表示, χ2
检

验, CCNA2基因高低表达组生存期采用Log-rank检验, 
P <0.05为存在统计学差异. 

2  结果

2.1 CCNA2基因表达 在正常组织中CCNA2中mRNA在

食管组织、睾丸组织和脾脏中表达最高, 而在肝脏、胰

腺和骨骼肌中表达最低(图1A). 在肿瘤组织中, 睾丸癌、

HCC和宫颈癌中表达水平相对较高, 而甲状腺癌、前列

腺癌和肾癌表达水平较低(图1B). 在HCC中, CCNA2中
mRNA表达水平明显高于癌旁正常肝组织(图1C). 
2.2 CCNA2蛋白-蛋白相互作用网络 通过STRING数据

库, 构建CCNA2蛋白-蛋白相互作网, 与CCNA2蛋白相

互作用较为紧密的蛋白10个, 蛋白间相互作用关系edge 
= 50, 区域聚类指数为0.931, 与CCNA2蛋白相互作用较

为紧密的10蛋白相互作用网络富集显著(P<0.05)(图2). 
2.3 CCNA2基因共表达分析 对与CCNA2基因正负相关

表达的基因进行了聚类分析(图3), TOP2基因mRNA与

CCNA2正向相关表达(r  = 0.85, P<0.05)(图4A). 而CCL14
基因与CCNA2负相关表达(r  = -0.54, P<0.05)最为显著[11]

(图4B). 
2.4 功能富集 CCNA2生物学过程主要富集于核分裂、

染色体分离、有丝分裂细胞周期过程等(图5); 细胞成

分主要富集于凝聚染色体、染色体、着丝粒区和微管

细胞骨架等(图6). 而分子功能分别主要富集于APT酶活

性、DNA拓扑异构酶Ⅱ型(DNA水解酶)活性和DNA拓

扑异构酶活性等(图7). 
2.5 KEGG信号通路 CCNA2基因相关信号通路主要富

集于细胞周期、病毒致癌、乙型肝炎、p53信号通路和

PI3K-Akt信号通路等(图8, 表1). 
2.6 生存分析 依据CCNA2基因mRNA在HCC患者癌

组织中表达的中位数分为高低表达组, 预后分析提示

CCNA2基因mRNA高表患者OS(HR = 1.7, P = 0.0037)(图
9A)和DFS低于低表达组(HR = 1.6, P  = 0.0037)(图9B). 
2.7 免疫组化CCNA2蛋白表达情况与HCC患者临床病

理特征关系 免疫组化显示CCNA2蛋白主要表达于HCC
细胞核, 呈现棕褐色颗粒(图10). CCNA2蛋白在HCC患者

癌组织中的高表达率为34.7%(25/72). CCNA2蛋白高表

达与HCC患者肿瘤直径(P<0.05)、DC浸润(P<0.05)和术



杨结, 等. CCNA2基因在肝细胞癌中的表达、信号通路和预后关系生物信息分析及验证

2019-12-28|Volume 27|Issue 24|WCJD|https://www.wjgnet.com 1493

     

     

表  1  CCNA2及相关基因KEGG信号通路

信号通路 基因数 P 值 基因比例

细胞周期 11 4.98E-23 0.089431

病毒致癌 8 2.79E-13 0.043716

乙型肝炎 6 1.23E-09 0.042254

细胞衰老 6 1.60E-09 0.038462

p53信号通路 5 2.79E-09 0.073529

小细胞肺癌 5 9.92E-09 0.054348

人乳头瘤病毒感染 6 5.81E-08 0.018927

库欣综合征 5 8.74E-08 0.03268

EB病毒感染 5 2.47E-07 0.025773

慢性粒细胞白血病 4 4.09E-07 0.052632

HTLV-I感染 5 6.96E-07 0.02

孕酮介导的卵母细胞成熟 4 7.74E-07 0.042553

卵母细胞减数分裂 4 1.62E-06 0.034483

PI3K-Akt信号通路 5 2.56E-06 0.014368

表  2  CCNA2蛋白表达与肝细胞癌患者临床病理特征关系

特征 n  = 72
CCNA2蛋白

χ2 P 值
高表达(n  = 25) 低表达(n  = 47)

性别 0.94 0.33

   男性 66 24 42

   女性 6 1 5

年龄(岁) 0.12 0.73

   ≤60 50 18 32

   >60 22 7 15

肿瘤大小(cm)

   ≤5 24 4 20 5.18 0.02

   >5 48 21 27

分化程度 1.00 0.32

   高中分化 54 17 37

   低分化 18 8 10

DC浸润 4.23 0.03

   少量 35 8 27

   大量 37 17 20

AFP(μg/L) 0.88 0.35

   ≤400 40 12 28

   >400 32 13 19

癌栓 1.43 0.23

   有 7 1 6

   无 65 24 41

包膜完整 2.32 0.12

   是 29 8 21

   否 43 17 26

术后2年复发/转移 5.04 0.02

   是 25 13 12

   否 47 12 35
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图  1  CCNA2 基因在正常组织和不同肿瘤组织中的表达. A: CCNA2蛋白正常组织中的表达情况; B: CCNA2基因mRNA在各种肿瘤组织中的

表达情况; C: CCNA2基因mRNA在肝细胞癌和正常肝组织中的表达对比.
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图  2  与CCNA2蛋白相互作用网络信号通路网络.
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后2年复发/转移(P<0.05)有关(表2).

3  讨论

HCC患者的总中位生存期为4 mo左右, 总5年生存率为

3%. HCC的预后较差, 相关预后因素包括肿瘤大小、是

否存在癌栓等[12]. 近年来随着分子生物学技术和生物信

息学的发展, 越来越多的证据显示, HCC的发生发展是

一个多基因多步骤的过程, 由肝纤维化逐渐发展为肝硬

图  3  CCNA2 基因共表达分析. A: 正相关基因共表达热图; B: CCNA2共表达负相关基因热图.

图  4  CCNA2共表达正负相关基因散点图. A: TOP2A基因与CCNA2正相关; B: CCL14与CCNA2基因负相关.
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化进而发展为HCC. 同时也有研究显示[13], 从肝纤维化

到HCC转化的过程中, 肝组织中的基因表达谱呈现明显

的改变, 检测这些基因表达普的改变, 有助于判断HCC
的病理进程, 同时也对HCC的诊断和预后具有一定的预

测价值. 
已有研究显示[8]CCNA2基因在多种肿瘤中呈现高

表达, 而CNNA2在HCC的研究未见报道. CCNA2定位于

人4号染色体, q27区, 基因全长7489 bp, 该基因编码蛋

白属于高度保守的细胞周期蛋白家族, 在人体几乎所有

组织中均有表达[14]. 它在G1/S期和G2/M期的细胞周期

控制中起着关键作用. 同时又研究报道, miR-22在HCC
中对其具有调控作用[15,16]. 来自人类蛋白质图谱的数据

显示[17], CCNA2在人体多种恶性肿瘤中呈现过度表达, 
表明其在癌症转化和进展中的潜在作用. 也有报道称, 
CCNA2可能参与上皮-间质转化和转移的过程[18]. 然而, 
CCNA2在HCC中的研究未见报道, 其在HCC组织和癌

旁正常组织中的表达水平、生物学功能及与患者预后

的关系并不清楚. 在本研究中, 首先采用生物信息学分

析CNNA2在HCC中的表达及相关信号通路. 我们发现

在HCC中, CCNA2中mRNA表达水平明显高于癌旁正常

肝组织, 提示CCNA2在HCC的发生发展中可能发挥重

要作用, 这与既往CCNA2在其他肿瘤中的研究结果基

本一致; CCNA2基因相关信号通路主要富集于细胞周

期、病毒致癌、乙型肝炎、p53信号通路和PI3K-Akt信
号通路等, 上述信号通路符合HCC已知在HCC中的作用

机制. 共表达分析显示, TOP2基因mRNA与CCNA2正向

相关表达(r  = 0.85, P<0.05), 而CCL14基因与CCNA2负相

关表达(r  = -0.54, P<0.05)最为显著. 提示TOP2基因可能

在生物学功能方面与CCNA2具有协同效应, 而CCL14
与CCNA2具有拮抗作用. 但上述协同和拮抗作用有待

相关实验进一步证实. 
预后分析提示CCNA2基因mRNA高表患者OS(HR 

= 1.7, P  = 0.0037); 和DFS低于低表达组(HR = 1.6, P  = 
0.0037). 免疫组化显示CCNA2蛋白在HCC患者癌组织

中的高表达率为34.7%. CCNA2蛋白高表达者肿瘤直径

较大、DC浸润较为严重及术后复发率较高. 上述因素

佐证了CCNA2高表达是HCC患者预后不良的危险因素. 
CCNA2基因在HCC患者癌组织中表达水平上调, 

并可作为HCC预后不良的分子标记物. 同时, CCNA2也
可作为HCC靶向药物开发的潜在靶点, 进一步对其调控

图  5  CCNA2和共表达基因生物学过程富集柱状图.
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HCC相关分子生物学功能开展相关研究, 有望开发出抑

制HCC的靶向药物. 

文章亮点

实验背景

已有研究显示CCNA2基因在多种肿瘤中呈现高表达, 
而CNNA2在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的
研究未见报道, 其生物学功能及其作为HCC预后分子标

志物可行性不清. 

实验动机

通过生物信息学分析和免疫组织化学实验 ,  分析

CCNA2在HCC中的表达情况, 判断其表达与HCC患者

临床病理特征的关系及其作为HCC预后分子标志物的

可行性. 

实验目标

探讨CCNA2在HCC中的表达及其作为HCC预后分子标

志物的临床价值. 

实验方法

比对TCGA数据库中CCNA2基因mRNA在HCC组织和

癌旁组织中表达水平; 构建CCNA2蛋白-蛋白相互作用

网络, 并对相关蛋白功能和KEGG信号通路进行富集. 
比较CCNA2高低组患者总生存和无疾病进展生存是否

不同. 采用免疫组织化学法检测患者癌组织中CCNA2
蛋白表达水平与患者临床病理特征的关系, 对生物信息

图  6  CCNA2和共表达基因细胞成分富集柱状图.
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图  7  CCNA2和共表达基因分子功能富集柱状图.

图  8  CCNA2及相关基因功KEGG信号通路气泡图.
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分析结果进行验证. 

实验结果

CCNA2基因在HCC患者癌组织中表达水平显著高于癌

旁正常组织, CCNA2蛋白高表达与HCC患者肿瘤直径

(P<0.05)、DC浸润(P<0.05)、术后2年复发/转移(P<0.05)
和预后不良有关. 

实验结论

CCNA2基因在HCC患者癌组织中表达水平上调, 并可

作为HCC预后不良的分子标记物. 

展望前景

CCNA2在干细胞癌患者癌组织中高表达, 且高表达与

预后不良有关. 研究结果为开发抑制HCC中CCNA2表
达靶向治疗药物提供了新的潜在靶点. 
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Abstract
Liver cirrhosis is the end stage of various chronic liver 
diseases. Spontaneous splenorenal shunt (SSRS) refers 

to abnormal blood vessels from the splenic vein to the 
renal vein, which are rich and thickened. SSRS formation 
may be due to the dilatation of pre-existing venules or 
neovascularization. SSRS can effectively reduce portal 
vein pressure, but it can also lead to a decrease of 
hepatic perfusion, which may be one of the reasons for 
insufficient hepatic perfusion after liver transplantation. 
In addition, toxic substances in the blood cannot be fully 
metabolized by the liver and directly enter the systemic 
circulation, leading to the development of hepatic 
encephalopathy. The treatment methods for SSRS include 
intervention and operation.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
肝硬化是各种慢性肝病的终末阶段, 常伴有门静脉
高压. 自发性脾肾分流(spontaneous splenorenal shunt, 
SSRS)指的是从脾静脉到肾静脉之间丰富并增粗的
异常血管, 其形成机制可能与先天存在的小血管扩
张有关, 也可能与新生血管有关. SSRS可有效降低门
静脉压力, 但也会减少入肝血流, 其已被证实是导致
肝移植术后肝脏血流灌注不足的重要原因之一; 此
外, SSRS导致血液中的有毒物质不能经肝脏充分代
谢而直接进入体循环, 进而增加肝性脑病的发生风
险. 目前, 介入和外科手术是SSRS的主要治疗方法.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 

肝硬化患者自发性脾肾分流的研究进展

易芳芳, 白朝辉, 许向波, 祁兴顺

在线投稿: https://www.baishideng.com

DOI: 10.11569/wcjd.v27.i24.1502

世界华人消化杂志 2019年12月28日; 27(24): 1502-1508

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

文献综述 REVIEW

®

2019-12-28|Volume 27|Issue 24|WCJD|https://www.wjgnet.com 1502



易芳芳, 等. 肝硬化患者自发性脾肾分流的研究进展

2019-12-28|Volume 27|Issue 24|WCJD|https://www.wjgnet.com 1503

Group Inc. All rights reserved.

关键词: 自发性脾肾分流; 肝硬化; 门静脉高压; 肝性脑病

核心提要: 自发性脾肾分流可降低门静脉压力, 但也可导

致肝性脑病.
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0  引言

肝硬化常表现为门静脉血流阻力逐渐增加, 导致门静

脉高压[1]. 肝静脉压力梯度间接代表门静脉压力, 正常

值范围是3-5 mmHg; 当肝静脉压力梯度超过10 mmHg, 
称为临床显著门静脉高压[2]. 除了食管胃底静脉曲张、

腹水和脾大, 自发性门体分流也是门静脉高压的表现

之一[3-5], 其主要包括脾肾分流、胃肾分流、脐静脉开

通; 其中, 脾肾分流是最常见的类型[6,7].
自发性脾肾分流(spontaneous splenorenal shunt, 

SSRS)指的是从脾静脉到肾静脉之间丰富并增粗的异

常血管(图1), SSRS分为两种: 直接SSRS指的是脾静脉

和肾静脉之间异常的交通支; 间接SSRS, 也叫胃肾分流, 
指的是胃短静脉或胃后静脉与左肾静脉之间异常的交

通支[8]. SSRS的影像学检查方法包括彩色多普勒超声、

增强CT/MRI及血管造影, SSRS在临床中并不少见, 但
未引起足够的重视. 近年来有研究报道, SSRS的发生可

能与先天小血管的扩张或新生血管的生成有关[9]. 一项

病例对照研究发现, 与无SSRS组相比, SSRS组肝性脑病

的发生率显著增高(0% vs  46%)[10], 其原因可能是SSRS
患者血液中的有毒物质未经肝脏代谢直接进入体循环

而引起肝性脑病[11]. 目前, 临床工作中关于SSRS的治疗

方法, 主要包括介入和外科手术, 但目前并无相关指南

可以参考. 本文主要回顾肝硬化患者SSRS的患病率、

发病机制、影像学特征、临床预后以及治疗策略.

1  肝硬化患者中SSRS的患病率

肝硬化患者SSRS的患病率大约是10.5%-21%. 不同研

究报道的患病率差异主要与检查方法和患者特征有关. 
一项纳入105例肝硬化患者的研究中, 增强CT或MRI检
查SSRS的患病率为10.5%[12]. 另一项纳入326例肝硬化

患者的研究中, 彩色多普勒超声检查SSRS的患病率为

13.8%[13]. 此外, 一项纳入109例肝硬化患者的研究也通

过彩色多普勒超声检查SSRS, 患病率为21%[14].

2  SSRS的发病机制

肝门静脉系统包括门静脉、脾静脉、肠系膜静脉、胃

左静脉、胃右静脉和脐静脉等[15]. 门静脉无静脉瓣膜, 
当门静脉高压时, 血液可以通过门静脉属支逆流建立侧

支循环[16]. 从解剖学角度, SSRS分为三类: 垂直连接膈

下静脉、连接性腺静脉和直接连接左肾静脉. 然而, 从
脾静脉发出的血管又分为内侧、前外侧和后外侧[17]. 内
侧沿胰腺后组织横向弯曲, 然后与膈下静脉汇合. 前外

侧沿肾旁前间隙向前走行, 侧转后沿降结肠背侧走行, 
穿过肾筋膜进入肾周间隙, 继续向内侧走行, 最后与膈

下静脉或肾静脉连接; 后外侧沿肾旁前间隙向后行, 并
穿过肾周间隙, 然后连接性腺静脉或肾静脉.

有研究者提出[18-20]SSRS的形成是先天存在的小血

管扩张. 扩张的小血管指的是胰腺背部的脾静脉与肾静

脉之间的小静脉开通[21]. 当门静脉压力梯度>10 mmHg
时, 门静脉的部分血液经过脾静脉与肾静脉之间的小静

脉, 最后汇入下腔静脉, 形成SSRS. 扩张的小血管也可

能是先天存在的胚胎静脉, 随着门静脉压力升高, 连接

脾静脉与左肾静脉[10].
近年来, 有研究发现[9], 侧支血管的形成不仅是门

静脉及属支的开放, 而且与新生血管有关. 起初, 血管扩

张、血管通透性增加, 通过血管平滑肌细胞脱落, 血管

壁失稳以及细胞外基质降解, 导致增生的内皮细胞迁

移、聚集并形成管状结构; 最后, 内皮细胞募集周细胞, 
完成新生血管的过程[22]. 促进血管生成的调节因子包

括血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)、转化生长因子、肝细胞生长因子、白细胞介

素和血管生成素等; 其中, VEGF是最重要的血管生成因

子[16]. 已有动物实验研究证实[23], 门静脉高压老鼠形成

的门体侧支循环与VEGF诱导的新生血管有关. 上述结

果为门静脉高压的病理生理学研究提供了新的方向. 然
而, 动物实验的局限性在于只模拟了人类肝病门静脉高

压某些特定的方面, 并不能准确地反映门静脉高压在人

类肝病中的真实状态. 因此, 新生血管与SSRS的关系仍

需进一步研究.

3  SSRS的影像学特征

SSRS的影像学诊断方法包括彩色多普勒超声、增强

CT/MRI和血管造影[24,25]. 彩色多普勒超声表现为脾静

脉和左肾静脉之间的圆形或椭圆形红蓝相间的团块样

血管[26], 具有无创性和简便性, 适用于评估门静脉主干

和侧支血管的血流方向[27]. 增强CT/MRI能清晰地显示

SSRS的图像(图2, 图3), 表现为均匀强化的团块状影, 
其密度与脾静脉和肾静脉一致且高于肝、脾及邻近软
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组织[28]. 多层螺旋CT三维重建技术可更清晰地显影出

SSRS的开放和严重程度. 平扫CT也可显示脾脏周围

团块样血管, 但不能诊断SSRS; 只有使用造影剂后, 脾
静脉和左肾静脉之间的异常血管被强化时, 才可诊断

SSRS[29]. 血管造影是诊断SSRS的金标准[30], 但具有侵袭

性, 价格昂贵, 不适用于严重肝功能障碍的患者[29,31].

4  SSRS对临床预后的影响

SSRS可将血液从高压的门静脉分流至低压的全身血

管, 进而降低门静脉压力, 但也带来了新的临床问题[32]. 
一方面, 血流方向与疾病严重程度相关, SSRS大部分是

离肝血流, 导致肝脏血流减少、肝脏缺血、肝功能进

一步减退[33]. 另一方面, 侧支血管的血流方向是导致肝

图  1  脾静脉与肾静脉之间的交通支示意图. 1: 间接自发性脾肾分流; 2: 内侧异常交通支; 3: 直接自发性脾肾分流; 4: 前外侧异常交通支; 5: 

后外侧异常交通支, (本图为原创图片).

图  2  自发性脾肾分流的增强CT图像(轴位). 红色箭头指的是自发性脾肾分流, 本图来自北部战区总医院消化内科的患者.
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性脑病的重要因素, 大量的离肝血流未经过肝脏代谢

直接进入血液循环, 导致肝性脑病的发病率增加[34]. 有
研究提示[11], 46%-70%的难治性肝性脑病患者存在粗

大的自发性门体分流, 而自发性门体分流最常见的是

SSRS. 因此, SSRS在降低门静脉压力的同时, 增加了肝

性脑病的风险.
肝移植患者中S S R S的患病率为20%-35%[35,36]. 

SSRS在肝移植术前降低门静脉压力, 进而延长终末期

肝病患者等待肝移植时间; 然而, SSRS在肝移植术后可

能导致部分肝移植患者出现门静脉血流不足的现象, 进
而影响移植物的血流灌注[37]. 当SSRS的直径超过10 mm
时, 可增加肝移植手术风险[38], 严重者可导致术中凝血

功能障碍, 术后门静脉血栓形成, 甚至导致患者死亡. 因
此, 门静脉高压的肝移植患者应警惕是否合并SSRS.

5  SSRS的治疗

5.1 介入治疗 球囊阻断逆行经静脉栓塞术(bal loon-
occluded retrograde transvenous obliteration, BRTO)是经

颈静脉或股静脉逆行左肾静脉插管, 随后通过球囊栓

塞和缓慢注入硬化剂阻断SSRS的一项介入手术[39,40]. 
BRTO最早用于治疗肝硬化门脉高压导致的胃静脉曲

张破裂出血[1]; 当患者合并SSRS, BRTO与内镜下组织

胶/硬化剂治疗胃静脉曲张出血相比, 可以降低异位栓

塞的风险[41]. BRTO通过阻断SSRS, 进而增加门静脉血

流量, 增强肝脏对神经毒性物质代谢, 从而防治肝性脑

病[42]. 2014年, Inoue等[43]纳入了19例因SSRS导致肝性

脑病的患者接受BRTO治疗, 术后肝性脑病的缓解率为

100%, 随访期间有6例患者发生死亡, 但均与BRTO手

术无关(3例肝衰竭、2例肝癌、1例脑梗死).
门体分流栓塞术适用于门体分流导致的难治性肝

性脑病患者[11,44]. 栓塞的材料包括线圈、封堵器和弹

簧圈[45,46]. 栓塞的途径包括经皮、经肝、经颈静脉和

股静脉[46]. 2016年, Lynn等[46]纳入20例患者并回顾性研

究了门体分流栓塞术治疗难治性肝性脑病的疗效, 其
中SSRS最常见(60%), 栓塞术的材料包括线圈(75%)、
封堵器(20%), 线圈与封堵器联合(5%), 途径包括为经肝

(25%)、经股静脉(30%)、经颈静脉(25%)、经脐静脉

(5%)、经右腋静脉(15%); 结果表明, 门体分流栓塞术后

所有患者肝性脑病的症状均缓解, 且术后并发症的发生

率为10%, 此外, 门体分流栓塞术还降低了1年内因肝性

脑病再入院的风险[46]. 因此, 门体分流栓塞术可能是一

种安全有效的治疗门体分流性肝性脑病的方法.
经颈静脉肝内门体分流术(transjugular intrahepatic 

portosystemic shunt, TIPS)及SSRS都可以降低门静脉压

力[47], 减少肝脏血流灌注并增加肝性脑病的风险. 2013
年, 何创业等[48]纳入了9例患者行TIPS联合封堵器治疗

肝硬化门脉高压伴自发性脾胃肾分流; 5例患者先行

TIPS术, 术后4例发生严重的肝性脑病, 后经封堵治疗肝

图  3  自发性脾肾分流的增强MRI图像(冠状位). 红色箭头指的是自发性脾肾分流, 本图来自北部战区总医院消化内科的患者.
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性脑病缓解; 其余4例患者直接行TIPS联合封堵治疗, 术
后均无肝性脑病发生. 因此, 推荐介入医生在TIPS的同

时联合封堵器栓塞自发性门体分流道, 这既能有效降低

门静脉压力, 又能减少肝性脑病的发生风险[48].
5.2 外科手术治疗 脾切除是肝移植患者合并SSRS的根

治性手术, 适用于SSRS直径>10 mm、无门静脉血栓、

伴有脾动脉瘤、严重脾功能亢进和巨脾的患者[36,49]. 脾
切除可有效减少SSRS的血流量, 快速纠正肝硬化患者

的血小板减少症. 然而, 肝移植术中同时施行脾切除对

手术技术要求高, 手术难度大, 术后早期感染风险高, 
可能出现严重的脓毒血症、门静脉血栓、免疫相关并

发症等[50].
左肾静脉结扎术(left renal vein ligation, LRVL)适

用于门静脉开通且SSRS直径>10 mm的患者[51]. LRVL
可通过夹闭和阻断左肾静脉与下腔静脉汇合处, 增加

门静脉血流量[51,52]. 与脾切除术相比, LRVL是一种相

对安全、简便的阻断脾肾分流且增加向肝血流的手术

方法[36,53,54], 但术后可能出现暂时性血清肌酐升高, 甚至

持续性肾功能损害[51]. 2015年, Golse等[36]纳入29例接受

肝移植的患者, 术前影像学检查SSRS的直径>10 mm; 根
据肝移植术中SSRS患者接受的手术方式, 分为脾切除

术组(22例)和LRVL组(7例); 结果表明, 两组术后的门静

脉血流量均增加, 9例脾切除术组患者和1例LRVL组患

者出现了慢性肾功能不全. 随访期间, 两组患者术后并

发症的发生率无显著差异, 脾切除术组的5年生存率为

100%, 而LRVL组有1例患者在随访的第11个月死于肠

缺血, 与LRVL手术无关.
肾静脉-门静脉吻合术(renoportal anastomosis, RPA)

适用于SSRS直径>10 mm、门静脉完全血栓、门静脉直

径狭窄的患者[51,55]. 2005年, Marubashi等[56]纳入3例接受

肝移植手术前合并SSRS及门静脉血栓的患者, RPA术后

所有患者吻合口均开通, 2例患者术后出现肾功能损害, 
但当肾脏灌注恢复正常后, 肾功能恢复正常. 因此, 肝移

植联合RPA手术也可能是终末期肝病患者合并SSRS及
门静脉血栓的治疗方式.

6  总结

肝硬化合并SSRS的患病率高. 传统观点认为SSRS是先

天小静脉的开放, 最近的研究观点则表明SSRS与新生

血管有关. SSRS可降低门静脉压力, 但增加了肝性脑病

的风险及肝移植手术并发症的风险. 因此, 临床实践中

应依据SSRS患者的具体病情选择个体化的治疗方案.
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Abstract
BACKGROUND
Virtual touch tissue quantification (VTQ) is a new 
ultrasonic technology which can quantitatively 
analyze the elastic hardness of tissue. It is convenient, 
noninvasive, and repeatable. In the present study, the 
changes of tissue hardness of the liver and spleen after 
transjugular intrahepatic portosystemic stent shunt 
(TIPSS) were analyzed quantitatively to assess the clinical 
therapeutic effects, with an aim to provide a valuable 
imaging method for the evaluation of therapeutic effects 
of TIPSS.

AIM
To explore the clinical value of VTQ in evaluating the 
therapeutic effects of TIPSS.

METHODS
Fifty-two cirrhotic patients with portal hypertension 
were selected as subjects. The shear wave velocity (SWV) 
of the liver and spleen was measured by VTQ one day 
before operation and one month after operation, and the 
changes of SWV of the liver and spleen were compared. 

RESULTS
The velocities of the portal vein and splenic vein after 
TIPSS increased significantly compared with those 
before TIPSS (P < 0.05). The diameter of the portal vein 
after TIPSS decreased significantly compared with that 
before TIPSS (P < 0.05). The SWV of the liver and spleen 
after TIPSS decreased significantly compared with those 
before TIPSS (P < 0.05). 
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CONCLUSION
VTQ is a noninvasive method to measure the SWV of 
the liver and spleen, which can effectively monitor the 
therapeutic effect of TIPSS.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景
声触诊组织量化(virtual touch tissue quantification, 
VTQ)技术是一种能定量分析目标组织弹性硬度的
超声新技术, 具有便捷、无创、可重复等优点. 通
过定量分析经颈静脉肝内门-腔分流术(transjugular 
intrahepatic portosystemic stent shunt, TIPSS)后肝脏及
脾脏的组织硬度变化, 客观反映其临床治疗效果, 有
望为TIPSS术后疗效评估提供一种有价值的影像学
手段. 

目的
探讨VTQ技术评估TIPSS疗效的临床应用价值. 

方法
选取在我院拟行TIPSS术的52例肝硬化门静脉高压
患者作为研究对象, 分别于术前1 d、术后1 mo采
用VTQ技术测定肝剪切波速度(shear wave velocity, 
SWV)值、脾SWV值, 并作比较分析. 

结果
TIPSS术后门静脉、脾静脉流速较术前增快, 差异有
统计学意义(P<0.05); 门静脉内径较术前减少, 差异有
统计学意义(P<0.05); TIPSS术后肝SWV值及脾SWV
值较术前下降, 差异有统计学意义(P<0.05). 

结论
VTQ技术可无创性测定肝脾SWV值, 能有效监测
TIPSS术后疗效, 具有一定临床应用价值.  

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 声触诊组织量化技术; 经颈静脉肝内门-腔分流

术; 肝硬化; 门脉高压; 疗效

核心提要: 运用声触诊组织量化技术定量分析经颈静脉

肝内门-腔分流术术肝脏以及脾脏的组织硬度变化, 以定

量评估经颈静脉肝内门-腔分流术术后疗效, 探讨其临床

应用价值. 
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0  引言

肝硬化门静脉高压症(portal hypertension, PHT)时, 门
静脉系统血液回流受阻, 门静脉压力上升, 可导致脾淤

血、肿大、功能亢进等一系列临床综合征[1,2]. 目前临

床治疗PHT的主要手段是经颈静脉肝内门-腔分流术

(transjugular intrahepatic portosystemic stent shunt, TIPSS), 
大量临床实践已证实TIPSS术对PHT疗效显著[3,4]. 超声

检查是临床评估TIPSS术后疗效的常用手段, 而声触诊

组织量化(virtual touch tissue quantification, VTQ)技术作

为一种全新的超声新技术, 可通过测定器官组织中剪切

波速度(shear wave velocity, SWV)进而定量分析其组织

硬度状态[5,6]. 本研究采用VTQ技术定量评估TIPSS术对

PHT患者的疗效, 探讨其临床应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2017-03/2019-07期间, 我院拟行TIPSS术
的52例PHT患者作为研究对象. 其中男38例, 女性14例, 
年龄32-71岁, 平均53.61岁±8.55岁. 所有患者分别于术

前1 d、术后1 mo运用VTQ技术测定肝SWV值和脾脏

SWV值. 排除合并脾脏恶性肿瘤、血液病、感染性脾

肿大及其它引起脾质地改变疾病. 本研究获得我院医学

伦理委员会批准, 患者均知情同意, 并签署知情同意书. 
采用西门子Acuson S2000彩色多普勒超声诊断仪, 

配有4C-1探头, 探头频率2-4 MHz, 并配有VTQ技术软件. 
1.2 方法 嘱患者空腹8 h, 首先对患者进行常规超声检

查, 测量并记录门静脉主干内径、门静脉流速、脾静脉

主干内径、脾静脉流速. 根据需要取左侧卧位清晰显示

肝结构, 右侧卧位清晰显示脾结构, 然后启动VTQ技术, 
分别固定选取肝右叶S5和脾上极, 于肝包膜及脾包膜

下2-3 cm处放置取样框, 尽可能避开肝脾内大血管. 嘱
患者屏住呼吸3-5 s, 待图像稳定后, 测定肝SWV值及脾

SWV值. 所有数据均测量3次, 取平均值.
统计学处理 采用SPSS 20.0统计软件处理数据, 计

量资料以(Mean±SD)表示, 术前后数据比较采用配对

样本t检验. 以P <0.05为差异有统计学意义.
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2  结果

2.1 TIPSS术前后常规超声参数变化 TIPSS术后门静

脉流速、脾静脉流速较术前增快, 差异有统计学意义

(P<0.05); TIPSS术后门静脉内径较术前减少, 差异有统

计学意义(P <0.05); TIPSS术后脾静脉内径与术前比较, 
差异无统计学意义(P>0.05)(表1). 
2.2 TIPSS术前后VTQ技术参数变化 TIPSS术后肝SWV
值较术前下降, 差异有统计学意义(P<0.05); TIPSS术后

脾SWV值较术前下降, 差异有统计学意义(P<0.05)(表2). 

3  讨论

PHT可对患者生活质量以及预后造成严重影响, 而目前

TIPSS术是PHT的有效治疗手段之一[7]. 如何有效评估

TIPSS术后疗效是临床研究的难点及热点. 因此, 寻求一

种简便无创的评估方法有着重要临床意义. 
超声检查在无创性评估TIPSS术后疗效方面发挥

着重要作用, 能提供肝硬化门脉系统的血流动力学变化

信息[8]. 本研究结果显示, TIPSS术后门静脉流速、脾静

脉流速较术前明显增快(P <0.05), 而门静脉内径较术前

明显减少(P <0.05). 提示常规超声所获得的门静脉和脾

静脉参数能在一定程度上反映门脉高压变化状态, 可作

为监测TIPSS术后疗效的有效方法. 这与以往研究结果

相一致[9]. 
VTQ技术作为一种基于声脉冲辐射力成像技术的

二维弹性成像技术, 通过结合常规超声图像, 可测定实

质性脏器的组织弹性硬度, 并以SWV值定量表示(图
1)[10]. SWV值越高, 代表特定区域组织的弹性硬度越大, 
质地越硬. 本研究结果显示, TIPSS术后肝SWV值以及

脾SWV值较术前下降(P<0.05). 提示运用VTQ技术测定

TIPSS术后肝脾SWV值变化, 可为TIPSS术后疗效评估

提供可靠的组织硬度变化信息, 从而有效反映TIPSS术
后疗效, 为TIPSS术后疗效评估提供一种全新的影像学

手段. 与常规超声结合, 能发挥很好的互补作用. TIPSS
术后肝脾硬度在一定程度上发生改变, 原因可能是: 

     

表  2  经颈静脉肝内门-腔分流术前后声触诊组织量化技术参数变化

参数 肝剪切波速度值(m/s) 脾剪切波速度值(m/s)

治疗前 3.94±0.94 3.65±0.80

治疗后 3.23±0.72 3.02±0.75

t值 4.969 6.559

P值 0.000 0.000

     

表  1  经颈静脉肝内门-腔分流术前后常规超声参数变化

参数 门静脉主干内径(cm) 门静脉流速(cm/s) 脾静脉主干内径(cm) 脾静脉流速(cm/s)

术前 1.63±0.21 11.99±4.65 1.194±0.21 16.20±5.23

术后 1.37±0.20 22.55±4.77 1.135±0.24 26.66±5.43

t值 6.980 -13.392 1.940 -26.222

P值 0.000 0.000 0.058 0.000

图  1  声触诊组织量化技术测定剪切波速度值. A: 肝; B: 脾.

BA
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TIPSS术后门静脉压力下降, 一定程度上改善了肝内血

液循环状态, 从而改善了肝细胞坏死以及结缔组织增生

状态, 使其硬度有所下降; 而门静脉压力下降, 脾静脉血

液回流至门静脉的阻力下降, 脾淤血缓解, 体积减小, 其
硬度下降. 

综上所述, VTQ技术可无创性测定肝脾硬度状态, 
客观反映门静脉压力情况, 从而有效监测TIPSS术后疗

效, 具有一定临床应用价值. 

文章亮点

实验背景

经颈静脉肝内门-腔分流术(transjugular intrahepatic 
portosystemic stent shunt, TIPSS)术是目前临床治疗肝硬

化门静脉高压症的有效手段之一. 准确有效的TIPSS术
后疗效评估有助于指导临床治疗, 制定有效的治疗方案. 

实验动机

运用声触诊组织量化(virtual touch tissue quantification, 
VTQ)技术无创性测定TIPSS术后肝脏及脾脏的组织硬

度变化, 以期为临床评估TIPSS术后疗效提供一种全新

的超声手段. 

实验目标

本篇论文研究的主要目标是运用VTQ技术评估TIPSS
术后疗效并探讨其临床价值. 结果表明TIPSS术后肝脏

及脾脏的组织硬度发生改变, 利用VTQ技术可有效监测

TIPSS术后疗效, 具有一定临床应用价值. 

实验方法

本篇论文采用VTQ技术评估TIPSS术后疗效. VTQ技术

能无创性定量分析TIPSS术后肝脏及脾脏的硬度状态

变化. 

实验结果

本篇论文研究达到了实验目标, 研究结果显示TIPSS术
后肝SWV值以及脾SWV值较术前下降(P<0.05). 本研究

结果说明VTQ技术通过测定TIPSS术后肝脾SWV值变

化, 可为TIPSS术后疗效评估提供硬度变化信息, 从而有

效评估TIPSS术后疗效. 

实验结论

TIPSS术后肝脏及脾脏的硬度状态发生改变, 通过VTQ
技术能定量分析该硬度状态变化, 从而准确评估TIPSS
术后疗效, 可为临床评估TIPSS术后疗效提供一种无

创、有效的超声方法, 具有一定临床价值. 

展望前景

放置取样框时应尽可能避开肝脏及脾脏内的大血管. 嘱
患者屏住呼吸3-5 s, 待图像稳定后再测定肝脾SWV值. 
TIPSS术后VTQ技术所获得的定量参数与肝功能指标间

的相关性. VTQ技术联合超声造影评估TIPSS术后疗效. 
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Abstract
The objectives of this summit were to focus on the 
application and development of artificial intelligence 
and robot technologies in capsule endoscopy, showcase 

the latest achievements of capsule endoscopy with 
regard to clinical application, academic research, 
early cancer screening, and health management, and 
strengthen international exchange and cooperation in 
terms of capsule endoscopy products, services, research 
and development, talents, and intelligent supporting 
industries. International and domestic distinguished 
experts and scholars in the field of digestive diseases 
were invited to attend the 2nd Capsule Endoscopy Global 
Summit to share their latest achievements in capsule 
endoscopy in forms of theme reports, academic lectures, 
roundtable talks, and symposium. Seven major forward-
looking application achievements of capsule endoscopy 
were presented in the fields of artificial intelligence 
and robot, and 17 distinguished experts delivered 
speeches on the latest achievements on the clinical 
application of capsule endoscopy both in China and 
other countries. New technologies came on stage, such 
as full-automatically and intelligently navigated capsule 
robot RC100, high-resolution small bowel capsule SC100, 
dual-camera colon capsule CC100, and intelligent image 
reading system from Jinshan Science & Technology. 
In the Health Management Sub-forum of the summit, 
China’s distinguished health management experts 
introduced the technological advantages and application 
experience of China’s capsule endoscopy in early cancer 
screening and health management.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
召开胶囊内镜峰会的目的是关注人工智能与机器人
技术在胶囊内镜上的应用和发展, 展现全球胶囊内
镜临床应用、学术研究、早癌筛查等方面的最新成
果, 加强国际领域在胶囊内镜产品、服务、研发、

人才以及智能化产业配套领域的交流与合作. 邀请
海内外消化界顶级专家学者出席第二届胶囊内镜全
球高峰论坛, 以主题报告、学术演讲、圆桌会谈、

经验交流等形式分享胶囊内镜发展的最新成果. 17
位来自全球消化医学的顶尖专家现场发表了胶囊内
镜在国内外最新临床应用成果的主题演讲; 金山科
技的全自动智能导航胶囊机器人RC100、高清小肠
胶囊SC100、双头结肠胶囊CC100、智能阅片系统
等新技术进行了展示; 国内知名健康管理专家向世
界分享中国胶囊内镜在早癌筛查及健康管理方面技
术优势和应用经验. 《世界华人消化杂志》及系列
期刊应邀参会, 《世界华人消化杂志》主编江学良
教授作了胶囊内镜临床应用的报告, 并以“胶囊内
镜的未来”为主题与中外专家举行对话会. 

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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癌筛查; 世界内镜组织; 中华医学会消化内镜学分会; 金

山科技

核心提要: 胶囊内镜峰会展现了全球胶囊内镜临床应

用、学术研究、早癌筛查等方面的最新成果. 
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0  引言

2019-11-09/2019-11-10, 第二届胶囊内镜全球高峰论坛在

中国重庆金山科技国际会议中心盛大举行. 本次峰会由

世界内镜组织(world endoscopic organization, WEO)、中

华医学会消化内镜学分会、中国国家地方联合工程研

究中心、国家胶囊内镜研究中心、金山科技集团联合

主办, 全球胶囊内镜联盟协办. 来自欧美、中东、亚太

地区的100多个国家和地区, 上千名医学专家、学者、

政界领导、业界领袖和精英汇集此次峰会. 《世界华人

消化杂志》及系列期刊应邀参会, 《世界华人消化杂

志》主编、山东中医药大学第二附属医院消化中心主

任江学良教授做了胶囊内镜临床应用的报告, 并以“胶

囊内镜的未来”为主题与中外专家举行对话会(图1). 
WEO主席、峰会外方主席Jean-Francois REY , 中

华医学会消化内镜学分会前任主委、首都医科大学附

属北京友谊医院院长、峰会的中方主席张澍田教授, 国
家地方联合工程研究中心理事长、金山科技董事长王

金山出席峰会并致辞. 峰会以“胶囊内镜的未来”为主

题, 聚焦人工智能和机器人技术在胶囊内镜上的应用和

发展, 呈现全球胶囊内镜临床应用、学术研究、早癌筛

查及健康管理方面的最新成果, 加强国际领域在胶囊内

镜产品、服务、研发、人才、以及智能化产业配套领

域的交流与合作. 峰会聚焦人工智能、机器人技术在全

球胶囊内镜领域的五大前瞻性应用成果. 

1  国家消化系统疾病临床医学研究中心: 人工智能在

萎缩性胃炎和胃恶性肿瘤的临床诊断成果

北京市协同创新研究院、国家中心协同研究网络10家
重点医院、医疗科技公司、人工智能消化系统病变识

别中心、中国传媒大学共同发起成立国家消化系统疾

病临床医学研究中心协同研究人工智能. 中心建立了系

统化、规范化、高质量、点对点、涵盖多种消化道病

变的内镜和病例切片图片数据库, 对10064张萎缩性胃

炎内镜图片, 3774张胃恶性肿瘤内镜图片, 数据洗脱、

筛选、审核、标注. 依托国家消化中心平台, 先后三次

开展不同规模的人机对比诊断测试, 人工智能在萎缩性

胃炎和胃恶性肿瘤的诊断方面, 以89%和82%的准确率

超过内镜医师80%和70%的平均水平. 

2  关于胶囊内镜大数据平台建设的成果、面临的问题

和挑战

2.1 院校和医院支持医疗大数据建设成果 重庆医科大

学医疗大数据平台汇集重庆市多家大型三甲医院业务

数据, 已成功上线且运行稳定, 基于此数据平台开展了

多项数据应用, 医疗大数据平台在促进医院互联互通, 
提升医院质量和效率有积极促进作用. 
2.2 存在的问题和面临的挑战 原始数据文件较大, 数据

保存难; 独立于医院信息系统, 院内外数据共享难; 图片

和报告单行业术语标准不统一, 数据提取难; 从病人隐

私、采集者资质角度限制, 数据采集难. 

3  南方医院在胶囊内镜智能化的技术攻关上成果丰硕

3.1 胶囊内镜存在的问题 胶囊内镜检查胃部时, 盲区过

多, 且不能对食管及胃部提供全面观察的问题; 图片数

量巨大, 阅片工作量巨大, 漏诊率高; 胶囊滞留引发安全

隐患. 
3.2 遗传算法+数学建模, 减少胃部检查盲区 针对胶囊

内镜检查胃部时, 盲区过多, 且不能对食管及胃部提供
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全面观察的问题, 南方医院成功地通过数学建模实现了

引导胶囊胃镜运行, 通过遗传算法得出体位变换模型, 
利用数学模型得出最佳体位变换方式, 最大限度地减少

胃部检查盲区, 增大覆盖率. 
3.3 联合金山科技开发云阅片系统, 构建起远程诊疗服

务帮扶平台 基于疑似病变检索筛选算法设计, 胶囊内

镜肿物图像识别流程的研发, 南方医院联合金山科技开

发了云阅片系统, 实现医疗信息互通, 数据共享, 通过互

联网技术开展异地交互式的读片诊断、指导治疗. 远程

阅片中心作为云阅片系统的一部分, 搭建了广东省胶囊

内镜分会参与医院的登录系统, 直接构建起远程诊疗服

务帮扶平台. 目前云阅片系统已经通过模拟试验及性能

测试阶段. 

4  胶囊机器人技术在西方的最新进展

活检的特异性胶囊、胶囊在腔体内悬空航行, 目前欧洲

各大医疗工程研发机构的实验室里都不断地尝试着控

制方法、新型材料、能量功耗的研究突破. 
欧洲研究空间聚焦胶囊机器人的图像、活检、导

航、能量、肠道清洁等方面的深度研究; 哈佛大学刘易

斯研究所认为3D打印胶囊、微型电池, 可以使微型医

疗植入物、小型电子产品、微型机器人等技术应用在

胶囊内镜上成为可能; Edinburgh尖端技术课题正在研

制小肠、食道、结肠特异性胶囊、以及远程操作、治

疗、电外科胶囊; Innovate UK资助的项目, 通过提高人

工智能的准确性, 嵌入新的计算机辅助诊断, 用于提高

读图效率. 

5  金山科技RC100全自动胶囊机器人领衔的4大新技术

亮相峰会

5.1 五大创新技术实现胶囊机器人全自动胃部检查 在
胶囊内镜全球高峰论坛上, 金山科技的全自动智能导航

胶囊机器人RC100重磅登场, 在20分钟内无人工干预下

全面检查胃部6个部位, 该检查的全过程从陆军军医大

学第二附属医院远程直播到本届峰会现场. 
全自动智能导航胶囊机器人RC100在胃部行进中

扫描生成腔道模拟图, 显示胶囊在腔道中的位置和3D
姿态, 根据胃部模型内部的状态, 实时进行胃腔检查路

径的智能规划, 控制胶囊在胃腔里的运动轨迹. 除了无

人为干预自主地在胃部检查外, 基于其强大的续航能

力, 还能继续进入肠道进行全面检查. 
RC100全自动胶囊机器人的整个检查诊断过程涉

及的五大创新技术均全球领先: 胶囊控制技术、胶囊定

位技术、人工智能控制算法、医疗大数据技术、并行

异常检测算法. 
5.2 R C100胶囊机器人临床前研究的有效性、安全

性、病变检出率 金山科技RC100全自动智能导航胶囊

机器人已经进入临床前研究阶段, 陆军军医大学第二附

属医院的杨仕明教授率先用该设备对20名志愿者进行

了临床前研究. 
RC100胃部检查全自动控制用时为17.7 min±0.4 

min, 比人为手动控制用时26.4 min±5.1 min更短, 19例
胶囊在胃肠消化道的工作时长超过10 h, 20名志愿者全

小肠检查率为100%, 初步验证了RC100胶囊机器人全

自动控制的有效性. 所有志愿者均将RC100全自动智

能导航胶囊机器人排出体外, 滞留率为0%, 志愿者无

不适感, 安全性可靠. RC100全自动智能导航胶囊机器

人的胃内解剖位置检出率为95.8%, 高出人为机械控制

87%±13%的检出率. RC100全小肠检查完成率为100%, 
胃肠病变检出率优异. 

此外金山科技的高清小肠胶囊SC100、双头结肠

胶囊CC100、智能阅片系统等新技术也在峰会上颇令

人瞩目. 

6  17位全球消化医学的顶尖专家现场分享胶囊内镜最

新临床应用成果

6.1 从传统到智能, 内镜创新就在历史与未来之间 中
华医学会消化内镜学分会前任主委、首都医科大学附

属北京友谊医院张澍田院长全景式地展现了中国消化

内镜从传统内镜到舒适化内镜的40年发展历程, 勾勒了

当前中国人工智能在消化内镜上应用的研究成果. 技术

发展史的沉淀, 厚积薄发, 医疗人工智能的光芒在东方

闪耀. 
与东方交相辉映的是, 西方的人工智能技术在胶

囊内镜的应用也方兴未艾. WEO主席Jean-Francois Rey
在分享西方的应用经验时, 深入浅出地讲解了为优化智

能辅助检查, 胶囊内镜在先进算法和自动检测技术的发

展; 阐释了为深化智能诊断, 基于深度学习模型的胶囊

内镜在胃肠病鉴定水平的进步. 
不止是人工智能, 西方的研究所里围绕胶囊内镜进

图  1  江学良教授参会.
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行的MEMS工程技术研究也前沿科幻. “活检的特异性

胶囊、胶囊在腔体内悬空航行、3D打印胶囊、微型电

池”, 英国爱丁堡皇家医院的Tassos koulaouzidis教授的

演讲将峰会推向了一个小高潮. 
经过中外消化、医学工程专家的勾勒, 曾经还存在

于科幻未来中的胶囊内镜智能化, 已经从可能逐渐走向

现实. 
6.2 细细描摹的胶囊内镜智能图景, 未来大有可期 胶
囊内镜技术智能化走向现实的每一步, 都离不开医学专

家们的小心求证. 
重庆医科大学附属第二医院副院长梅浙川教授解

读了胶囊内镜大数据对缩短读图时间、远程平台和智

慧医疗建设的重要作用, 阐释了胶囊内镜大数据的形成

基础和面临的挑战. 
胶囊内镜大数据的建设, 需要胶囊内镜结构化术语

作为基础. 葡萄牙ManopH的Miguel Mascarenhas Saraiva
则是结构化术语方面做了学术报告, 他在峰会上展示了

胶囊内镜检查的报告结构、诊断流程标准化术语的范

例, 并进行多组实验验证了胶囊内镜结构化术语有助于

消化病例大数据的整理和运算. 面向未来的内镜技术究

竟会是怎样？南方医科大学南方医院王馨珂博士向中

外嘉宾介绍了南方医院的技术成果: 图像智能分析诊

断. 这将让胶囊内镜诊断更高效, 从而建构早癌智能识

别系统. 
金山科技RC100全自动智能导航胶囊机器人已经

进入临床应用研究阶段, 陆军军医大学第二附属医院的

杨仕明教授率先进行了研究试验, 并在峰会的报告中

指出, 全自动控制的胶囊机器人, 对临床试验中胃和肠

病变检出率高于以往机器控制的检出率, 且检查用时更

短. 医学专家的临床研究给胶囊内镜的未来发展搭建了

理性的砖石, 注入了活力. 
6.3 胶囊内镜临床应用范围不断拓展、成果不断涌现 医
学专家们为了减轻患者检查的痛苦, 积极探究胶囊内镜

技术的临床应用, 从胃、小肠到结肠, 该技术在消化道疾

病临床应用全面铺开, 每年都有很多新的研究成果问世. 
兰州大学第二医院孔晶教授、南方医科大学南方

医院消化科钱凯博士、广东省中医院珠海医院赵小青

教授、现场分享了胶囊内镜检查和诊断多种胃炎的临

床病例. 胶囊内镜在小肠的临床应用也毫不示弱, 德国

美因茨大学医学中心的Helmut Neumann、英国爱丁堡

皇家医院的John Plevris、山东中医药大学第二附属医

院消化中心的江学良教授、阿联酋Asad Dajani专科诊

所的Asad Dajani分别在“小肠内镜适应症”、“消化

道出血检查”、“炎症性肠病中的应用”、“在非甾

抗炎药所致小肠疾病诊断的应用”, 井喷式的研究成

果印证了胶囊内镜作为小肠疾病的临床诊断工具的应

用正逐渐走向成熟. 西班牙Virgen Macarena大学医院的

Victoria Alejandra Jimenez Garcia结肠疾病的知名专家, 
她在峰会上指出, 双镜头结肠胶囊内镜无痛、无创, 比
常规结肠镜检查更彻底, 更有助于评估溃疡性结肠炎. 

胶囊内镜临床应用范围除了在消化道从上至下的

全面展开, 还从成人检查拓展到儿童诊断, 从疾病临床

到健康管理. 浙江大学医学院附属儿童医院的赵泓教授

和南方医科大学南方医院欧阳平教授分别就“胶囊内

镜在儿童小肠疾病诊断中的应用”和“胶囊内镜在健

康管理的应用和展望”发表主题演讲, 在胶囊内镜拓展

应用研究领域颇引人注目. 
6.4 从临床应用到质控管理, 胶囊内镜实用指南助力技

术普及 从磁控胶囊胃镜到胶囊肠镜的临床应用, 再到

胶囊内镜技术优化的进展, 东南大学附属中大医院施瑞

华教授向国外专家概括性地呈现了当下中国消化医师

对胶囊内镜技术在临床上的基本认知, 这为从未见闻胶

囊内镜的青年医师提供快速了解这项技术的窗口. 
胶囊内镜技术强大的生命力, 受到医疗机构追捧, 

引进胶囊内镜的医院应该如何对该技术设备进行质控

和管理? 武汉大学中南医院的赵秋教授分享了他在工

作中总结的经验和标准化管理的流程, 其内容的实用

性, 引发现场中外专家的密切关注和高度评价. 
总之, 第二届胶囊内镜全球高峰论坛, 在国内外参

与者相互启发交流的友好氛围中落下了帷幕. 各位国

际专家、学者理性专业的知识、丰富的临床诊断经验

都成为了高峰论坛上璀璨夺目的亮光. 一场场破译胶囊

内镜未来的对话, 让高峰论坛已经成为胶囊内镜行业的

品牌峰会、全球盛事. 峰会不仅已将顶尖医学专家的高

光亮点即时捕捉, 还将深入探究各项最新成果所引领的

胶囊内镜行业风向, 持续关注精彩学术内容的丰富和延

展, 铺就胶囊内镜未来科技发展的星光大道.
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2  手稿要求

2.1 总体标准 手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以及

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), 具体见: 
Ann Intern Med 1997; 126: 36-47. 
2.2 名词术语 手稿应标准化, 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 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, 通常应小写, 如weixibao nizhuanwan 
(胃细胞逆转丸), guizhitang (桂枝汤). 
2.3 外文字符 手稿应注意大小写、正斜体与上下角

标. 静脉注射应缩写为iv, 肌肉注射为im, 腹腔注射为

ip, 皮下注射为sc, 脑室注射为icv, 动脉注射为ia, 口服

为po, 灌胃为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不能写成Vmax, μ不写为英文

u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示, 包括生物学中拉

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, 概率P和相关系数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 ), 例如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 
O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 
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 手稿应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“分子量”应

改为物质的相对分子质量, 如30 kD改为M r 30000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硫酸应改为1 mol/L硫酸, 1 N
硫酸应改为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、氯化物用mmol/L; 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

酸用μmol/L; 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.  国际代号应规范标识, 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 
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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

月应为15 d; 15克应为15 g; 10%福尔马林应为40 g/L甲
醛; 95%酒精应为950 mL/L乙醇; 5% CO2应为50 mL/L 
CO2; 1:1000肾上腺素应为1 g/L肾上腺素; 胃黏膜含促

胃液素36.8 pg/mg应改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 
ng/g; 10%葡萄糖应改为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)应用

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 统计学符号包括: (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χ2; (4)
样本的相关系数用英文小写r ;  (5)自由度用希文小写

υ; (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或bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表中另

有一套P值, 则用cP <0.05和dP <0.01; 第三套为eP <0.05和
fP <0.01等. 
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995关于出

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
1000-1500 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6347意指6000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

3614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多克, 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, 应该舍弃. 末尾数字小于5则舍, 大于

5则进, 如过恰好等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 抹尾时只可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≤1000, 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
1486 800.47565. 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  手稿全文中文格式

3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 应鲜明而

有特色, 不宜以阿拉伯数字开头, 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 论文作者的署名应按照国际医学杂志编辑委

员会(ICMJE, International Committee ofMedical Journal 
Editors)作者资格标准执行, 具体标准为: (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和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, 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
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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 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资助项

目, No. 30224801.
3.7 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
3.8 中文摘要 举例: 基础和临床研究文章的摘要必须在

350字. 摘要包括背景、目的、方法、结果和结论. 背景

应简要阐述研究的基本原理和设想. 目的应阐明研究所

要达到的预期效果. 方法必须包括材料或对象, 应描述

课题的基本设计, 例如双盲、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

现和诊断标准, 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、准确和具体, 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
论应给出全文总结、准确无误的观点及价值. 
3.9 正文标题层次 举例: 基础和临床研究文章书写格

式包括 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或bP <0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则用cP <0.05和dP <0.01; 第3套为
eP <0.05和fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字,  
如P <0.01, t  = 4.56 vs对照组等, 注在表的左下方. 表内

采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右

上方, 表内个位数、小数点、±、-应上下对齐. “空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能

用同左、同上等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目

尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 
志谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐. 
4 参考文献

本刊采用“顺序编码制”的著录方法, 即以文中出现

顺序用阿拉伯数字编号排序. 提倡对国内同行近年已

发表的相关研究论文给予充分的反映, 并在文内引用

处右上角加方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则
需在“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引用

某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号, 如
马连生[1]报告……, 研究[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. 期刊引用格式为: 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; 书籍引用格式为: 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.

4  手稿英文摘要书写要求

4.1 题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 以不超过

10个实词为宜, 应与中文题名一致. 
4.2 作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名后姓; 
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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: “马连生”的汉语拼写法为

“Lian-Sheng Ma”. 
4.3 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
4.4 基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No. 30224801.
4.5 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
4.6 摘要 英文摘要包括背景、目的、方法、结果和结

论, 书写要求与中文摘要一致. 

5  手稿写作格式实例

5.1 病例报告写作格式实例 举例, 见: h t tps://www.
wjgnet.com/bpg/gerinfo/224
5.2 基础研究写作格式实例 举例, 见: h t tps://www.
wjgnet.com/bpg/gerinfo/225
5.3 临床实践写作格式实例 举例, 见: h t tps://www.
wjgnet.com/bpg/gerinfo/227
5.4 临床研究写作格式实例 举例, 见: h t tps://www.
wjgnet.com/bpg/gerinfo/228
5.5 述评写作格式实例 举例, 见: https://www.wjgnet.
com/bpg/gerinfo/229
5.6 文献综述写作格式实例 举例, 见: h t tps://www.
wjgnet.com/bpg/gerinfo/230
5.7 研究快报写作格式实例: 举例, 见: ht tps://www.
wjgnet.com/bpg/gerinfo/231
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