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Abstract
Transforming growth factor beta (TGF-β) is a 
ubiquitous and essential regulator of cellular 
and physiologic processes including prolifera-
tion, differentiation, migration, cell survival, an-
giogenesis and immunosurveillance. The tumor 
suppressor gene Smad4 (DPC4) is the central 
intracellular mediator of transforming growth 
factor-β-Smad(TGF-β-Smad) signaling, which 
is a key pathway in cancer invasion and metas-
tasis. This review focuses on the mechanisms 

whereby the Smads are modified and regulated, 
and summarizes current views on the role of 
Smad4 in tumorigenesis, with emphasis on can-
cer invasion and metastasis. 

Key Words: Transforming growth factor beta; 
Smad4; Tumor; Metastasis

Huang XD, Zhang FM, Ji GZ. Role of Smad4 in cancer 
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摘要
转化生长因子β(transforming growth factor 
beta, TGF-β)是一种对细胞生长、分化和多种
生理、病理过程起重要调节作用的细胞因子. 
TGF-β-Smad信号通路是肿瘤发生机制中的重
要通路, Smad4在TGF-β-Smad通路中处于核
心地位. 近来大量研究发现, Smad4在肿瘤的
侵袭和转移过程中发挥重要作用, 本文就此予
以综述. 

关键词: 转化生长因子β; Smad4; 肿瘤; 转移; 侵袭
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0  引言

由于进化的发展和多细胞生命的出现, 严控细

胞的运动、分裂、分化和参与组织形成成为必

须. 错综复杂的细胞间通讯系统确保单个细胞

在整个有机体中表现出“得体”的行为. 在这

些通讯方式之中, 最普遍的是与转录调节因子

配对的膜受体所识别的分泌调节因子. 转化生

长因子β(transforming growth factor β, TGF-β)就
是这些分泌调节因子中最重要的一种, 发挥激

素样活性的多功能多肽作用[1-2]. TGF-β家族包

括TGF-β、骨形态发生蛋白(bone morphogenetic 
protein, BMP)、Activin、Inhibin等[1,3]. TGF-β信
号通路的核心是Smad转录因子, 人和鼠基因组

中编码8种Smad蛋白, Smad4在TGF-β通路中处

www.wjgnet.com
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于中枢地位[1,4]. 目前, Smad4在胰腺癌[5]、结肠

癌[6]、胃癌[7]、肝癌[8-9]等肿瘤中的发生机制得

到了深入的研究. 我们曾对这方面的进展予以

综述[10]. 但是, Smad4在肿瘤进展和转移中机制

的研究越来越多, 我们也在此领域获得了一定

的研究进展. 因此, 本综述进一步回顾Smad4在
肿瘤侵袭和转移中作用的研究进展. 

1  TGF-β-Smad信号通路及Smad4的核心作用

TGF-β于19世纪80年代早期得以鉴定, 现被认为

是一种重要的组织内稳态和胚胎发育的调节因

子[2]. TGF-β引起的生理反应因受体细胞的内在

特性不同而表现各异. 所有TGF-β细胞因子的信

号转导都通过一种相当简单而高度保守的机制

介导[1]. Smad蛋白家族成员作为TGF-β下游受体

激酶, 在TGF-β信号通路中扮演所必须的介导作

用. 研究发现, Smad是Ⅰ型TGF-β受体激酶的底

物以及磷酸化的Smad聚集于细胞核[11], 证实了

有活性的TGF-β受体和Smads之间的联系, 明确

了Smad是TGF-β信号通路的中枢“变换器”. 
迄今为止 ,  在哺乳动物中发现了8种不同

的Smads家族成员[1]. 根据他们的结构和功能

不同, Smads被分为3个亚族[1]: (1)受体激活的

Smads(receptor-regulated smads, R-Smads), 包
括Smad1、2、3、5、8, 其肽链竣基端含有保

守的磷酸化位点SSxS基序, 可与TGF-β受体直

接作用并磷酸化, 之后与Smad4结合为二聚体

转位入核. R-Smads与信号通路的特异性有关: 
Smad2和Smad3介导TGF-β的信号, Smad1、5、
8则介导BMP的信号; (2)通用型Smad(common-
mediator smad, Co-Smad), 目前在人类仅发现

Smad4, 他是所有R-Smads的结合配体,并促进

R-Smads转移入细胞核, 可与Smads家族其他成

员相互作用形成稳定的异源多聚体, 转位入核

后调节靶基因转录; (3)抑制型Smads(inhibitory-
smads, I-Smads), 包括Smad6、7, 为TGF-β-Smad
信号转导通路的负调节因子, 可与R-Smads竞
争性结合受体, 阻止R-Smads磷酸化, 从而阻断

TGF-β的生物学效应. Smads家族成员的结构十

分相似. 其中, 最引人重视的是其氨基末端和

羧基末端区域, 即分别为mad homology domain 
1(MH1)结构域和mad homology domain 2(MH2)
结构域[2]. R-Smads和Co-Smad的MH1和MH2域
高度同源. MH1域具有序列特异的DNA结合能

力, M H2域是形成同源/异源聚合物的结合位

点, Smad4的MH2域同时还具有转录激活和核定
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位功能[2]. Smad4在Smads介导信号时主要起协

同作用, 他自己并不能传递信号. Smad4与不同

Smads蛋白的协同作用是TGF-β超家族信号转导

途径中的关键环节, 如同交通枢纽, 涉及Smad4
下游调控或者交互对话信号通路, 如mitogen-
activated protein kinase(MAPKs)、cyclin-
dependent kinases(CDKs)、phosphatidylinositol 
3-kinase(PI3K)以及最近发现的调节上皮细胞间

充质转化(epithelial-to-mesenchymal transition, 
EMT)和细胞外基质重塑和肿瘤细胞细胞运动等

方面[12]. 

2  Smad4扮演抑癌基因的作用

Smad4最初是在胰腺癌中发现的, 也被称为De-
leted in Pancreatic Carcinoma Locus 4(DPC4), 其
缺失和突变率为50%, 并是胰腺癌诊断中的一个

重要标志物[13]. 但是, 有人认为TGF-β抵抗的产

生和Smad4的缺失可能是相互独立的事件[1,14], 
因某些Smad4缺陷的细胞系仍可获得TGF-β转
录效应, 且有的Smad4缺陷的肿瘤细胞依然可以

通过TGF-β刺激抑制其生长, 而某些TGF-β效应

缺陷的细胞系, 恢复Smad4后, TGF-β信号并不

能恢复[15]. 
Smad4在结肠癌中功能性缺失率为30%[16].  

Xie et al [17]采用组织Microarray的方法, 研究了瑞

典600多例结肠癌样本, 结果提示2.3%的病例不

表达Smad4基因, Smad2、pSmad2和Smad4不表

达均与进展肿瘤、淋巴结转移和生存时间短有

关. 最近研究显示, Smad4对结肠癌的转移有重

要作用[18-19], 长期的临床病例随访和病理学资料

研究表明Smad4低表达与结肠癌转移和预后不

良有相关性[19-20]. 
韩国一研究小组的随访研究[21]还发现胃癌

组织Smad4阳性表达的胃癌患者, 其预后比阴

性者好. 临床随访研究[22]也发现了类似的结果. 
Okano et al [23]检测了2型人类表皮生长因子受体

(HER2)和TGF-β两种生长信号系统, 发现Smad4
表达减少的HER2阳性胃癌过度表达环氧合酶

-2(COX-2)与其预后差有关. 
TGF-β-Smad通路在肝细胞性肝癌中的机

制研究较少, 人肝细胞性肝癌中Smad4的突变

率较低[24], 不同研究的结果差别较大. Longerich 
et al [25]检测肝细胞性肝癌的Smad4 mRNA水平, 
发现Smad4缺失率为10%. Ijichi et al [15]观察了8
种肝癌细胞系, 无一发生TGF-β-Smad通路功能

受损, 故认为该通路对于肝癌不发挥肿瘤抑制

www.wjgnet.com

■相关报道
体外研究表明, 沉
默Smad4促进肿
瘤细胞运动相关
基因一致性上调
表 达 .  临 床 病 理
及追访研究表明, 
Smad4与肿瘤进
展和转移有关. 

■研发前沿
肿瘤细胞的运动
是肿瘤发生转移
的重要条件, 研究
肿瘤细胞运动的
动力学机制, 是目
前研究肿瘤转移
的重要热点, 大量
的研究文献的发
表已经凸显该领
域的重要性. 
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作用. 而Yakicier et al [26]的报道则相反. Tannapfel 
et al [27]用蛋白芯片检测肝细胞性肝癌上调和下

调蛋白时, 也发现Smad4下调. Torbenson et al [24]

报道肝癌Smad4表达增加与TβRⅡ过度表达具

有显著的相关性. 我们检测了Smad4信号通路中

多种分子在肝癌中的表达[9], 通过Smad4 shRNA
慢病毒表达载体[28], 转染肝癌细胞后, 细胞凋亡

减少, 侵袭能力增强[8]. 
在食管癌细胞中 ,  3 2 . 2 %的肿瘤表达

Smad4[29]. 术后随访显示, Smad4低表达的患者

比Smad4高表达的患者生存时间长[29]. Smad4的
表达可以提示促进肿瘤进展和淋巴结转移的发

生[29]. TGF-β-Smad信号通路与肾癌的发生也密

切相关[30]. 免疫组化实验发现, Smad蛋白的表达

降低参与了肾细胞癌的发生, TGF-β-Smad信号

通路的改变可能是肾癌发生的重要因素[30]. 在41
例宫颈癌的原发癌组织中, Smad4蛋白的缺失率

为24.4%, Smad4低表达占63.4%, 提示Smad4基
因的表达改变是宫颈癌发生一个重要因素[31]. 

此外, Smad4在乳腺癌骨转移的发生中发挥

重要作用[32]. 也有人对肺癌[33]、前列腺癌[34]等

进行过研究, 都发现有较少的基因缺失率. 然而, 
在众多肿瘤中, Smad4在消化系统肿瘤尤其是胰

腺癌缺失和突变率最高.

3  Smad4调控肿瘤细胞侵袭、转移的依据

肿瘤细胞的侵袭和转移是其最重要的生物学行

为, 是导致患者死亡的关键. 临床病理资料表

明Smad4与肿瘤的侵袭、远处转移、国际抗癌

联盟肿瘤TNM分期有密切关系. 日本一个研究

小组通过检测大量人胃癌组织Smad4蛋白表达

和术后生存分析, 发现Smad4蛋白低表达率为

25%, Smad4蛋白保守表达组患者比低表达组患

者的预后好; Smad4表达与胃癌侵袭胃壁的深度

有关, 侵袭越深, 表达越少; 多因素分析还发现, 
Smad4表达扮演胃癌独立预后因子的作用. 韩
国的一项大宗临床病例研究也报道类似的结果, 
并发现Smad4在TNM分期Ⅰ期胃癌组中的表达

明显高于中晚期胃癌. 这些研究从临床角度反

映了Smad4蛋白与胃癌的侵袭、分期、远处转

移有密切关系. 长期的临床病例随访和病理学

资料研究表明Smad4低表达与结肠癌患者发生

转移和预后不良有相关性[17-19,35]. 
体外研究表明, 沉默Smad4促进肿瘤细胞

运动相关基因一致性上调表达[36]. 该现象首先

是日本一个研究小组于2005年在《Oncogene》

报道[36], 该研究针对胰腺癌细胞, 用RNAi技术

沉默Smad4, 通过与对照细胞系对比, 以基因芯

片和蛋白质组学技术, 发现了246个以前未报道

的TGF-β下游基因, 多种上调和下调蛋白与细胞

运动、细胞骨架调节、细胞周期调节、细胞增

殖、核的转运、氧化损伤等有关; 最让人感兴

趣是, 他们观察到TGF-β1刺激Smad4基因敲低

的细胞系后, 5种有关细胞运动的基因都一致上

调, 而与细胞黏附、细胞增殖或抗凋亡、细胞

结构、细胞转录、细胞代谢、细胞转运等相应

的相关分子, 都没有呈现这一一致性趋势. 这提

示抑制肿瘤细胞Smad4蛋白表达, 可能影响肿瘤

分子细胞动力学变化. 我们的研究发现, 肝癌细

胞Smad4沉默后, 肿瘤细胞凋亡减少、增殖增

加、迁徙力增加[8]. 
影响肿瘤细胞侵袭和转移的因素, 除了细胞

内的细胞动力机制外, 还涉及细胞外基质、神

经递质等多种因素[37-44]. 细胞外基质蛋白的降解

与Smad4与有关, 如基质金属蛋白酶9(MMP9)、
基质金属蛋白酶2(MMP2)等[38-40]. 上皮细胞间充

质转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)
是有极性的上皮细胞转化成具有活动能力的细

胞的过程, 近年来, EMT被提出参与肿瘤细胞的

侵袭和转移[41], 其特征之一是上皮型钙黏蛋白

(E-Cadherin)表现丧失[42-43], 有研究显示Smad4与
上皮细胞间充质转化有关[5]. 

4  结论

Smad4在众多肿瘤中缺失或突变, 尤其是在消化

系肿瘤, 发挥抑癌基因功能. 最近, Smad4与肿瘤

进展和转移相关的现象正在得到关注, 但是这

方面的研究还远远不够. 目前对Smad4的研究尚

待深入: 关于Smad4所调节的靶基因及其调控

因素还不清楚; 在复杂的胞内信号转导系统中, 
Smad4是否是其他信号转导通路与TGF-β超家

族信号通路间的整合点之一, 并发挥何种作用. 
总之, 研究Smad4如何通过介导肿瘤分子细胞动

力学变化而影响肿瘤细胞的运动、侵袭和转移, 
对于阐明肿瘤发展的机制和提供新的防治策略

有重要意义. 
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针对的Smad4研
究不仅可以深入
探索肿瘤侵袭、

转移的发病机制,  
也为肿瘤的防治
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Abstract
AIM: To investigate effects of aspirin on H pylori 
colonization and the related mechanism.

METHODS: After co-incubation with aspirin, 
the morphology of H pylori was observed by 
transmission electron microscopy. The flagellar 
motility was assessed by 0.3% stab agar motility 
test. The adherence to AGS cells was determined 
using enzyme linked immunosorbent assay 
(ELISA). The mRNA expression levels of flagel-
lar genes (flaA, flaB), urease genes (ureA, ureB) 
and adhesin genes (babA, sabA, alpA, alpB, hpaA, 
hopZ) were determined using SYBR green I real-
time PCR. 

RESULTS: Separation and non-integrity of cell 
wall, rarefaction and asymmetry of cytoplasm, 
and even lysis of the bacteria were the morpho-

logical effects of aspirin on H pylori. When incu-
bated H pylori in the presence of aspirin, the abil-
ity of flagellar motility and adherence to AGS 
cells were inhibited. The expression of ureA, 
ureB, babA, sabA, alpA, alpB, hpaA, hopZ were up-
regulated in the presence of aspirin, while the 
expression of flaA, flaB were down-regulated. 

CONCLUSION: Aspirin decreases the coloniza-
tion of H pylori by inhibiting flagellar motility, 
adherence ability and destructing normal struc-
ture of the bacteria. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Aspirin; Coloniza-
tion; Ultrastructure

Wang J, Wang WH, Li J, Liu FX. Effects of aspirin on 
Helicobacter pylori colonization. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(9): 854-861

摘要
目的: 探讨阿司匹林体外培养条件下对H pylori
定植相关因子的影响及其机制.

方法: 阿司匹林与H pylori 共同培养, 电镜观
察其形态结构, 3 g/L的琼脂穿刺培养观察细
菌动力, 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测不同
浓度阿司匹林对H pylori黏附性的影响. SYBR 
greenⅠ实时定量PCR测定编码H pylori 鞭毛
蛋白基因(flaA、flaB )、尿素酶基因(ureA、

ureB )以及黏附素基因(babA、sabA、alpA、

alpB、hpaA、hopZ )的表达. 

结果: 体外培养条件下, 阿司匹林导致H pylori
形态发生改变, 细菌胞壁不完整,且发生不同
程度的凹陷变形, 细菌细胞壁和细胞膜间出现
空隙, 胞质分布不均匀, 出现高电子密度颗粒, 
并有溶菌样改变. 阿司匹林显著降低H pylori
的鞭毛动力, 并剂量依赖性的抑制H pylori 对
AGS细胞的黏附. 阿司匹林降低H pylori鞭毛
蛋白基因(flaA、flaB )mRNA水平的表达, 增
加尿素酶基因(u r e A 、u r e B )及黏附素基因
(babA、sabA、alpA、alpB、hpaA、hopZ ) 
mRNA水平的表达(均P <0.05).

结论: 阿司匹林通过破坏H pylori的正常结构, 

®

■背景资料
H pylori 感染在世
界范围广泛存在, 
非甾体抗炎药是
目前处方量最大
的药物之一, 二者
被认为是导致胃
黏膜损伤及溃疡
形成的主要因素. 
使用NSAIDs同时
合并H pylori 感染
在临床上并不少
见, 但二者同时存
在时的致病性及
致病机制并不清
楚. 来自临床及流
行病学的研究结
果, 尚存在分歧.

■同行评议者
张 小 晋 ,  主 任 医
师, 北京积水潭医
院消化内科 
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降低细菌的动力及黏附性, 从而降低细菌的定
植能力.

关键词: 幽门螺杆菌; 阿司匹林; 定植; 超微结构
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0  引言

H pylor i感染在世界范围广泛存在, 在发达国

家30%的人群长期慢性感染, 在发展中国家则

高达90%[1-2], 非甾体抗炎药(non-steroidal anti-
inflammatory drugs, NSAIDs)是目前处方量最

大的药物之一[3], 二者被认为是导致胃黏膜损

伤及溃疡形成的主要因素. 使用NSAIDs同时合

并H pylori感染在临床上不少见, 但二者同时存

在时的致病性并不清楚, 临床及流行病学的研

究结果尚存在分歧[4-5]. 体外研究显示阿司匹林

和选择性的COX-2抑制剂塞莱昔布可剂量依赖

性的抑制H pylori的生长, 抑制H pylori尿素酶

及空泡毒素的活性, 并通过改变H pylori外膜蛋

白的表达而增强其对抗生素的敏感性[6-10], 提示

NSAIDs对H pylori致病性的拮抗作用. H pylori
感染和NSAIDs共同存在时, 对胃黏膜的作用不

是两者简单的相加, 二者之间可能存在某种相

互作用, 从而影响H pylori在胃肠道的致病性. 
定植是H pylori致病的前提, H pylori的定植需

要有完整的螺旋状的形态、鞭毛的动力、黏附

素及其受体的特异结合、尿素酶为细菌的定植

提供适宜的微环境[11]. 本研究旨在进一步探讨

阿司匹林对H pylor i定植相关因子: 细菌的形

态、鞭毛的动力、黏附性的影响, 并探讨其相

关机制.

1  材料和方法

1.1 材料 标准菌株H pylori 26695购自ATCC 
(American Type Culture Collection), 由中国疾病

预防控制中心传染病预防控制所张建中教授惠

赠. 阿司匹林购自美国Sigma公司, 溶于二甲基

亚砜(DMSO)备用. 胃癌上皮细胞株AGS细胞

(CRL-1739, ATCC)由北京肿瘤研究所分子生物

学实验室吕有勇教授惠赠. SYBR Green Real-
time PCR Master Mix购自ToYoBo公司.
1.2 方法 
1.2.1 培养基的制备: 配制含有1 mmol/L的阿司匹

林及溶媒对照(DMSO)(1/1000)的哥伦比亚血平皿. 

1.2.2 琼脂穿刺培养动力测定: 收集培养48 h生
长状态良好的H pylori , 悬于脑心浸液(37 g/L), 
并调整菌液浓度至1011 CFU/L, 取10 μL接种于

含3 g/L琼脂, 80 g/L脱纤维羊血的布氏肉汤半固

体培养基, 置于37℃, 含850 mL/L氮气、50 mL/L 
氧气和150 mL/L二氧化碳的混合气, 饱和湿度

环境培养5 d, 测量晕圈直径[12-13]. 
1.2.3 超微结构观察: 收集培养48 h的H pylori , 
PBS漂洗3次, 加入25 g/L的戊二醛4℃固定2 h 
后, 用PBS漂洗3次, 每次10 min, 再用10 g/L的锇

酸4℃固定30 min, 接着用PBS漂洗3次. 依次用

系列丙酮在4℃下脱水后, Epon812包埋, 超薄切

片, 醋酸铀、枸椽酸铅双染色, JEM1230型透射

电镜下观察.
1.2.4 ELISA检测细菌对AGS细胞的黏附性: 胃
癌上皮细胞株AGS, 在无抗生素的含100 mL/L 
胎牛血清的1640培养基中培养, 置于37℃、含50 
mL/L二氧化碳、饱和湿度的环境, 每天弃去旧

液, 换以新鲜培养基, 并于细胞生长约80%融合

时用含0.2 g/L EDTA的胰蛋白酶消化, 以104/孔
接种于96孔细胞培养板, 培养20 h后, 以107/孔
加入分别以0.5、1.0、1.5 mmol/L阿司匹林预

处理6 h的H pylori , 37℃, 60 r/min, 振荡培养30 
min. 阳性对照只加H pylori ; 阴性对照细菌、细

胞均不加; 另设只加AGS细胞不加细菌的对照. 
10 g/L的多聚甲醛固定1 h, 50 g/L的BSA封闭

30 min, 抗H pylori的单克隆抗体作为一抗, 4℃
过夜, 抗鼠的IgG-HRP作为二抗, 室温孵育1 h, 
100 µL TMB显色30 min后, 2 mol/L的硫酸终止

反应, 450 nm酶标仪读取A值. 黏附率计算公式: 
A (AGS细胞加H pylori )-A (AGS细胞)/A (阳性对

照)-A (阴性对照)×100[14]. 
1.2.5 H pylori 总RNA的提取及逆转录: 收集培

养48 h的H pylori 26695, 以Tris-Hcl洗涤. 依次采

用TRIzol裂解细菌, 氯仿进行液相分离, 异丙醇

沉淀RNA, 最后以750 mL/L乙醇洗盐. 紫外分光

光度法测定RNA浓度, 取RNA 4 μg, 用无RNA
酶的DNA酶Ⅰ处理以去除DNA污染, 加Random 
Primers 1.5 μL, DEPC水稀释后70℃, 5 min, 冰上

15 min, 加入5×RT Buffer 10 μL, dNTPs 2.5 μL, 
M-MLV 2 μL, 37℃ 1 h, 70℃ 10 min, 得到cDNA 
50 μL, -20℃保存. 
1.2.6 实时定量PCR: 内参为16SrRNA基因, 鞭毛

蛋白基因(flaA、flaB ), 尿素酶基因(ureA、ureB )
及黏附素基因(babA、sabA、a lpA、a lpB、

hpaA、hopZ )引物设计采用Primer Express3.0软

■研发前沿
胃黏膜损害的两
个最主要的致病
因子, H pylori 和
NSAIDs共同存在
时的致病性, 尚存
在争议, 多项研究
表明, 二者之间的
作用不是简单的
相加, 协同或拮抗, 
二者之间可能存
在复杂的相互作
用, 从而影响对方
的致病性. NSAIDs
服用者是否必须
根除H pylori治疗, 
H pylori 阳性是否
是NSAIDs使用的
禁忌, 是目前临床
医生面临的问题, 
也是研究的热点.
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件(Applied Biosystem Perkin-Elmer), 核苷酸序

列5'-3'见表1. 25 μL PCR反应体系包括: SYBR 
Green Realtime PCR Master Mix(Toyobo) 12.5 
μL, 上、下游引物各1 μL (5pmol/L), cDNA 2.5 
μL, DEPC水补至25 μL. 反应循环参数95℃10 
min, 预变性, 95℃15 s, 61℃ 1 min, 40个循环; 熔
解曲线95℃ 15 s, 61℃ 30 s, 96℃ 15 s, 分析Real-
t ime PCR反应产物的纯度以判断实验的特异

性. ABI PRISM 7300Detector System自动检测每

个PCR循环Reporter荧光的释放, 根据已知初始

cDNA分子数的标准曲线, 得出样本的cDNA分

子数, 与该样本16SrRNA的cDNA分子数相比进

行标准化.
统计学处理 所有实验均重复3次, 实验数据

mean±SD表示, 采用t检验, 以SPSS11.0软件进

行处理.

2  结果

2.1 阿司匹林对H pylori鞭毛动力的影响 阿司匹

林组晕圈直径(5.17±1.33 mm)显著小于DMSO
溶媒对照组(8.21±1.63 mm), 差异有统计学意义

(P <0.05, 图1).
2.2 阿司匹林对H pylori超微结构的影响 透射电

镜下, 溶媒对照组细菌切面多呈杆状, 细胞壁、

细胞膜完整, 胞质均匀, 电子密度中等. 阿司匹林

(1 mmol/L)处理后, H pylori胞壁变薄不完整, 有的

菌体部分或全部细胞壁脱落消失, 细菌发生不同

程度的凹陷变形, 甚至有溶菌样改变. H pylori细
胞壁和细胞膜间出现空隙, 胞质内容物稀疏, 电
子密度降低. 细菌内部结构消失, 胞质分布不均

匀, 出现高电子密度颗粒(图2).
2.3 阿司匹林对H pylori黏附性的影响 阿司匹林

明显降低H pylori对AGS细胞的黏附性, 且呈剂

量依赖性, 阿司匹林各浓度组与DMSO对照组

(1/1000)相比, 差异具有统计学意义(P<0.05, 图3).
2.4 阿司匹林对H pylori鞭毛蛋白、尿素酶及黏附

素基因的影响 阿司匹林(1 mmol/L)处理后, H pylori
鞭毛蛋白(flaA、flaB)cDNA含量与对照组相比降

低(P<0.05), 尿素酶基因(ureA、ureB)及黏附素基因

(babA、sabA、alpA、alpB、hpaA、hopZ)cDNA含
量与对照组相比增加(P<0.05), 各基因增加或降低

的幅度在1.5-2.5倍之间(表2).

3  讨论

作为胃黏膜损害的两个最主要的致病因子 ,  

表  1  H pylori  26695鞭毛蛋白、尿素酶、黏附素基因及
管家基因引物核苷酸序列

     
引物名称            	        核苷酸序列(5'-3')

		  ATTGGCGTGTTAGCAGAAGTGA

		  TGACTGGACCGCCACATC

		  ACATCATTGTGAGCGGTGTGA

		  GCCCCTAACCGCTCTCAAAT 

		  GCTGGTGCGATTGGCTTTA 

		  GGATAGCGACTTGCACATCGT

		  TCCTGATGGGACAAAACTCGTA

		  ACGGCTTTTTTGCCTTCGT

		  TGCTCAGGGCAAGGGAATAA  

		  ATCGTGGTGGTTACGCTTTTG

		  GGTGTGCTGCAACAGACTCAA

		  CATAAGCTGTTGCGCCAAATT

		  GCACGATCGGTAGCCAGACT

		  ACACATTCCCCGCATTCAAG

		  ACGCTAAGAAACAGCCCTCAAC

		  TCATGCGTAACCCCACATCA

		  GAGCGTGGTGGCTTTGTTAGT

		  TCGCTAGCTGGATGGTAATTCA

		  GCGCCGTTACTAGCATGATCA

		  GAAATCTTTCGGCGCGTTT

		  CCGCCTACGCGCTCTTTAC

		  CTAACGAATAAGCACCGGCTAAC

flaA-F

flaA-R

flaB-F  

flaB-R

ureA-F

ureA-R

ureB-F

ureB-R

babA-F

babA-R

sabA-F

sabA-R

alpA-F

alpA-R  

alpB-F  

alpB-R  

hpaA-F

hpaA-R  

hopZ -F

hopZ-R

16SrRNA-F

16SrRNA-R

表  2  定量PCR检测阿司匹林对H pylori 鞭毛蛋白、尿素
酶及黏附素基因cDNA含量的影响

     	
基因        Aspirin组(1 mmol/L)      DMSO溶媒对照组(1/1000)

	   38.60±0.59a	        108.54±8.44

	   69.30±3.15a	          94.66±3.40

	   56.91±1.73a	          36.38±5.30

	   33.16±1.51a	          15.75±4.74

	   32.47±1.50a	          17.20±3.48

	   30.58±1.41a	          17.19±3.85

	   40.60±1.94a	          21.64±4.27

	   23.75±2.05a	          12.32±3.65

	   32.06±0.92a	          13.81±4.18

	 100.25±4.37a	          45.54±5.82

flaA

flaB

ureA

ureB

babA

sabA

alpA

alpB

hpaA

hopZ

aP<0.05 vs  DMSO对照组.

图  1  阿司匹林对H pylori 鞭毛动力的影响. A: 阿司匹林(1 

mmol/L); B: DMSO对照(1/1000).

A B

■相关报道
Wang et al 研究发
现, 体外培养条件
下 ,  阿 司 匹 林 剂
量依赖性地抑制
H pylori 的生长 , 
并提高H py lo r i
对抗生素的敏感
性. Shirin et al 研
究显示, 布洛芬、

吲哚美辛及选择
性COX-2抑制剂
NS-398亦可以抑
制H pylori的生长. 
马惠霞 et al 研究
发现阿司匹林及
COX-2抑制剂塞
莱昔布剂量依赖
性地抑制H pylori
毒 力 因 子 尿 素
酶、空泡毒素的
活 性 ,  并 能 改 变
其外膜蛋白的表
达 .  张孝平  et  al
进一步研究发现, 
阿司匹林通过提
高H pylori 外膜对
抗生素的通透性, 
从而提高H pylori
对甲硝唑和克拉
霉素的敏感性.
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H pylori和NSAIDs共同存在时的致病性及致病

机制尚存在争议. 临床研究显示伴有H pylori感
染的NSAIDs服用者较单纯H pylori感染或单纯

服用NSAIDs发生消化性溃疡的风险增加[15]. 对
需要长期服用NSAIDs维持治疗的消化性溃疡患

者, 根除H pylori溃疡复发率及其并发症的发生

率均显著降低[16]. 然而目前为止还有很多研究

并未证实二者同时存在时对胃黏膜的损害作用

增强[4-5]. 在NSAIDs服用者中, 胃肠道不良反应

的发生率H pylori阳性与阴性者相比无显著性差

异[17], 另有数据显示, NSAIDs使用者胃黏膜前列

腺素的合成在H pylori阳性者显著高于H pylori
阴性者[18-19], 即H pylori的定植减轻了NSAIDs对
前列腺素合成的抑制. 动物实验观察到H pylori
与NSAIDs共同作用比单独应用NSAIDs的胃黏

膜炎症积分低, 两者间有显著性差异[20]; 预先给

与H pylori灌胃后再给与吲哚美辛较先给相同剂

量及疗程的吲哚美辛再给与H pylori灌胃组胃黏

膜的炎症反应轻[21].
H pylori感染致病最基本的条件是定植, 其

定居的因素包括鞭毛的动力、尿素酶和黏附素

等. 正常的螺旋状形态以及H pylori的鞭毛动力

0.2 μm 0.5 μm

0.5 μm 0.2 μm

0.2 μm

0.5 μm 1 μm0.5 μm

0.5 μm

CBA

FED

IHG

图  2  透射电镜下阿司匹林对H pylori 超微结构的影响. A-B: DMSO对照组(1/1000), 细菌呈典型的杆状, 细胞壁、细胞膜完

整, 胞质均匀, 电子密度中等; C-D: 阿司匹林处理组胞壁变薄不完整, 部分或全部细胞壁脱落消失; E-F: 细菌形状发生改变, 

呈U型, V形; G: 细菌胞质内容物稀疏, 电子密度降低, 并出现高电子密度颗粒; H: 细胞壁与细胞质膜发生分离, 胞周间隙扩

大; I: 溶菌样改变.

图  3  阿司匹林对H pylori 黏附AGS细胞的影响.
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■创新盘点
本研究发现阿司
匹林、塞莱昔布
可以破坏H pylori
的正常结构, 降低
细菌的动力、尿
素酶的活性、黏
附性, 从而降低H 
pylori的定植能力.
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使其快速穿过黏液层移动到相对中性的胃黏膜

表面, 尿素酶中和胃酸, 保证H pylori定植的微环

境呈中性, 黏附是定植的关键[22-23]. 如果没有黏

附素与宿主细胞表面的黏附受体结合, H pylori
在胃内长期定植几乎没有可能. H pylori若不能

黏附于胃黏膜, 就会因表面上皮细胞和黏液层

的脱落而被快速清除. NSAIDs通过抑制环氧

化酶, 导致胃肠黏膜生理性的PG合成不足, 从
而使得黏液和碳酸氢盐的分泌减少、黏膜血

流减少, 并可直接产生细胞毒作用而损害胃黏

膜屏障[24-25], 因此推测其可能使H pylori更易于

定植, 但是很多研究并未证实这种推测 [4,26-29], 
甚至有研究表明NSAIDs服用者, H pylori感染

率反而是下降的[30-31]. 我们的体外研究发现阿

司匹林可以破坏H pylor i的正常结构, 降低细

菌的鞭毛动力、尿素酶的活性[10]及黏附性, 可
能部分解释这一现象.

黏附素是位于细菌特定结构的一种蛋白, 是
细菌黏附定植的物质基础, 目前得到证实的黏

附素有以下几种: BabA、SabA、AlpA、AlpB、
HpaA及HopZ[32-37]. BabA、SabA、AlpA、

AlpB、HpaA及HopZ均经证实为外膜蛋白, 且
他们之间具有氨基酸的同源性, 在基因组中至

少包含一个高度同源序列[38]. H pylori黏附素为

数众多, 而且不同的环境和培养条件下, 黏附素

的表达种类和数量变化很大. 我们的体外研究

显示阿司匹林降低H pylor i对AGS细胞的黏附

性, 但却增加黏附素基因babA、sabA、alpA、

alpB、hpaA、hopZ  mRNA水平的表达, 究竟基

因水平表达增加的黏附素是否伴随有活性的蛋

白产物的增加, 抑或是药物对H pylori生长及黏

附活性的抑制、细菌结构的破坏造成的代偿性

增加, 尚需进一步进行表达蛋白质组、结构蛋

白质组及功能蛋白质组的研究来明确. 同一宿

主黏附素受体表达的可变性以及不同宿主受体

表达的遗传变异性进一步加剧了黏附系统的复

杂性. 有研究表明, H pylori与宿主的黏附可以

使宿主细胞受体的表达暂时性升高[39]. 本研究

中阿司匹林降低细菌对AGS细胞的黏附, 从而

可能减少AGS细胞黏附素受体的表达, 这样即

使H pylori本身表达的黏附素增加, 总的黏附活

性也是降低的.
H pylori合成的尿素酶量很大, 约占菌体总

蛋白的10%[40], 而且几乎所有的H pylori均含有

尿素酶. 尿素酶可水解人类代谢的废物, 释放氨

和二氧化碳, 氨产生的细菌微环境中的低酸和

高pH使细菌能够顺利穿过胃黏液层到达黏膜表

面, 从而达到定植和损伤胃黏膜的目的. 多项研

究表明尿素酶对于H pylor i的初始定植是必需

的[41-43], 抗溃疡药物依卡倍特干扰H pylori定植

的机制之一即抑制细菌尿素酶活性[44]. 阿司匹林

剂量依赖性的降低尿素酶的活性[10], 因此可能进

一步降低细菌的定植.
尿素酶由两个亚单位: UreA和UreB组成, 

包括九个基因: u reC、D、A、B、I、E、F、
G、H,  其中ureA和ureB为结构基因, u reC和

ureD位于结构基因之前, ureI、ureE、ureF、
ureG和ureH为辅助基因, 他们与结构基因一起

为表达尿素酶的活性所必须[45]. 尿素酶是一种

镍金属酶, 其活性由其活性部位的镍含量所决

定. 该酶的活性需要在全酶的六个活性位点上

插入两个Ni2+, 这个插入过程由尿素酶基因簇

中辅助基因编码的蛋白来完成. 目前已发现多

种蛋白能够通过影响镍离子来调节尿素酶的活

性. 除了蛋白调节外, 不同的离子浓度对尿素酶

的活性也有重要的调节作用[46]. 尿素酶抑制剂

可以被分为两大类: (1)活性位点导向的(即底物

类似物); (2)机制导向的. 前者主要是与尿素酶

活性位点的两个Ni2+形成连接, 使得活性位点

的Ni2+和氨基酸残基的定位与尿素酶底物类似

而发挥对酶的抑制; 后者主要是通过干扰尿素

酶的催化机制使酶失活. 体外研究观察到阿司

匹林可以剂量依赖性的降低H pylor i尿素酶的

活性, 然而却增加了尿素酶结构基因ureA、ureB  
mRNA水平的表达, 阿司匹林降低H pylori尿素

酶活性的机制尚不清楚, 可能是源于蛋白的翻

译或是翻译后的修饰, 也可能是通过上述机制

干扰了尿素酶的活性.
有鞘的鞭毛是H pylor i介导感染宿生的毒

力因子之一, 低动力菌株在宿主的定植及生存

能力均显著低于高动力菌株. 悉生乳猪动物模

型研究表明, 菌株动力性与其在宿主的感染率

成正比, 动力最强的菌株感染率可达100%, 而动

力最差的菌株感染率仅为17%[47]. 无鞭毛菌株或

鞭毛突变株由于不能定居与胃黏膜, 因而失去

了致病力[48]. H pylori的鞭毛由A和B两个亚单位

组成, 分别由鞭毛基因flaA和flaB编码. flaB基因

缺失的菌株鞭毛结构正常, 保留部分功能, 细菌

动力为野生株的60%[13,49], flaA基因缺失的菌株

鞭毛变短, 只能轻微移动, flaA、flaB基因均缺

失的菌株没有鞭毛, 也不具有动力[13]. 水杨酸盐

可以剂量依赖性地抑制大肠杆菌, 普通变形菌

■应用要点
H pylori 是胃癌发
生的明确的危险
因素, 而NSAIDs
可以降低H pylori
的定植并可以诱
导上皮细胞凋亡
及调节血管生成, 
因此可用于胃癌
的 化 学 预 防 .  另
外, 本研究有助于
理解临床及流行
病学研究所见的
伴有H pylori 感染
的NSAIDs服用者
的胃黏膜损害的
特征.
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(proteus vulgaris )和米氏变形菌(proteus mirablis ), 
雷氏普罗威登斯菌(providencia rettgeri ), 斯氏普

罗威登斯菌(providencia stuartiii )和洋葱伯霍尔

德杆菌(burkholderia cepacia )的运动[50]. 同时, 水
杨酸盐类还可以通过抑制构成鞭毛的单体-鞭毛

素的生成来抑制大肠杆菌鞭毛的产生[51]. 本研究

与上述观点一致, 并进一步证实, 阿司匹林通过

降低鞭毛素基因flaA和flaB , 尤其是前者的表达

而影响H pylori的动力.
很多研究涉及细菌动力程度与炎症因子水

平及疾病严重程度的关系. 有些研究表明, 鞭毛

的运动性越强, 刺激外周血和胃黏膜淋巴细胞

分泌IL-8的能力越强. IL-8是中性粒细胞的强

烈激活剂, 被激活的中性粒细胞会释放反应性

的氧代谢产物和蛋白溶解酶, 产生急性炎症反

应[52]. 分离自残胃炎的H pylori动力明显低于分

离自慢性胃炎、消化性溃疡以及胃癌的菌株, 
这提示胃部疾病的类型和疾病分期会对高动力

的菌株产生选择性压力[53]. 阿司匹林是否可以

通过降低H pylori的动力而影响H pylori相关性

疾病的转归, 有待于进一步研究.
透射电镜观察发现, 阿司匹林处理后H pylori

菌胞壁变薄不完整, 且发生不同程度的凹陷变形, 
有的菌体部分或全部细胞壁脱落消失, 细胞壁和

细胞膜间出现空隙, 提示阿司匹林与H pylori外
膜作用. 同时本研究还发现, 经阿司匹林作用

后H pylori菌胞质内容物稀疏, 电子密度下降, 
空隙明显扩大, 提示细菌内容物的渗漏. 此外, 
可见细菌内部结构消失, 胞质分布不均匀, 并
出现高电子密度颗粒, 提示阿司匹林进入了细

菌内并与胞质作用, 改变了胞质的结构. 这些

发现从细菌形态学角度进一步说明, 阿司匹林

不仅可改变H pylori的形态, 而且可作用于细菌

外膜, 破坏其结构与功能, 并能进入细菌内与

胞质作用, 从而抑制细菌的生长. 
     胃癌居全球肿瘤发病率和癌症死亡率的第4
位和第2位[54], 高危人群数目众多, 因此化学预

防是目前最有前景的降低胃癌发病率和死亡率

的方法. H pylori是胃癌发生的明确的危险因素, 
WHO将其定为Ⅰ类致癌因子[55], H pylori感染率

随年龄的增加而增加[56]; 50%以上的NSAIDs使
用者年龄大于60岁, NSAIDs可通过环氧化酶依

赖的和非依赖的途径抑制微血管生成、诱导上

皮细胞凋亡, 从而有利于胃癌的化学预防, 并可

预防胃癌的淋巴转移. 一项荟萃分析显示长期

应用NSAIDs包括阿司匹林可以显著降低非贲

门部胃癌的发生率, 并呈剂量依赖性的关系[57]. 
本实验进一步证实NSAIDs可能降低H pylori的
定植. 因此, 尽管对于胃癌发生风险较低的人群, 
常规服用阿司匹林来预防胃癌可能弊大于利, 
但是对于那些胃癌发生风险高及H pylori感染风

险高的人群, 服用阿司匹林尤其是胃肠道副作

用相对较少的选择性的COX-2抑制剂, 预防胃癌

可能是可行的.
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本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字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±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±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±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±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
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Abstract
AIM: To establish a liver injury and fibrosis 
model in oral arsenic solution exposed rats and 
to provide a comparatively ideal animal research 
model for mechanism-study, prevention and 
cure of liver injury and fibrosis induced by oral 
arsenic solution exposure.

METHODS: Eighty rats were divided into con-
trol group and model group at random. Rats in 
control group were fed with common animal 
feeds and tap water while model group were fed 
with common animal feeds and 100 mg/L iAs3+ 

water. Ten rats were executed in each group 
after 1, 2, 3 and 4 months’ arsenic-exposure for 
detection of liver function. Hepatic tissues were 

observed with optical microscope and transmis-
sion electron microscope in order to find out the 
pathological changes. Masson dyeing was also 
performed in order to run semi-quantitative 
analysis with image analysis system. 

RESULTS: After 1 month’s arsenic-exposure, 
hydropic, fatty and ballooning degeneration 
cells in hepatic lobule, hyperplastic inflamma-
tory cells and some necrotic cells in portal area 
were observed, but the hepatic lobule remained 
intact. After 3 and 4 months’ arsenic-exposure, 
the pathological injury of rats’ hepatic tissue 
became more and more severe, fibrous tissues 
were hyperplastic and trabs were growing in 
portal area which showed the tendency of liver 
fibrosis. With transmission electron microscope, 
shape-change of the cell nucleus, expansion of 
nuclear membrane and tumid mitochondrion 
whose pole was disappearing and border blurry 
was observed. The serum ALT and AST were 
higher in model group than in control group, the 
serum ALT had statistical significance between 3, 
4 months’ model groups and control group (69.36 
± 15.70 U/L, 104.49 ± 16.86 U/L vs 50.68 ± 4.31 
U/L, both P < 0.05). The size of fibrosis was sig-
nificantly increased in model group. There was 
statistical significance in 2, 3, 4 months’ model 
groups compared with control group (0.48 ± 0.15, 
0.57 ± 0.11, 1.07 ± 0.22 vs 0.21 ± 0.13, both P < 0.05) 
and so it was in 1, 2, 3 months’ model groups 
compared with 4 months’ model group (P < 0.05). 

CONCLUSION: The liver injury and fibrosis 
model in oral arsenic solution exposed rats were 
successfully established which provides a com-
paratively ideal animal research model for the 
research of arsenic liver injury and fibrosis. 

Key Words: Arsenic; Liver injury: Liver fibrosis; 
Model

Yan C, Wu J, Liu FR, Zhang LS. Model establishment of 
liver injury and fibrosis in rats exposed to oral arsenic 
solution. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 862-866

摘要
目的: 建立水砷暴露致大鼠肝损伤及肝纤维

®

■背景资料
长期水砷暴露可
以导致肝损伤及
肝纤维化甚至肝
癌, 但其发生机制
目前尚未明确, 导
致目前防治上的
困难. 目前还没有
良好的实验模型
制作方面的报道. 

■同行评议者
汪 波 ,  副 主 任 医
师, 北京大学第一
医院急诊科
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化的动物模型, 为砷中毒致肝损伤及肝纤维化
的机制研究和防治提供较好的实验平台.  

方法: 80只大鼠被随机分成正常对照组和模
型组, 对照组给予普通饲料和自来水, 模型组
给予普通饲料和砷水(100 mg/L). 分别于第1、
2、3、4月末各随机处死10只, 检测血清样本
中谷丙转氨酶(ALT), 谷草转氨酶(AST)的含
量; 取部分肝组织处理后于光镜和电镜观察, 
了解肝组织病理改变; 并应用图像分析法进
行Masson染色纤维化面积半定量分析.   

结果: 砷暴露1 mo, 大鼠肝组织HE染色可见
细胞水样变性、脂肪变性及气球样变性, 汇
管区见炎症细胞浸润, 部分肝细胞坏死, 但肝
小叶结构尚完整. 砷暴露3、4 mo后大鼠肝组
织损伤明显加重, 并可见汇管区纤维组织增
生, 纤维条索形成, 肝纤维化趋势明显. 电镜
下可见砷暴露组大鼠肝脏组织细胞核形状改
变, 核膜扩张并且不完整, 线粒体肿胀, 边界不
清, 极消失. 砷暴露大鼠血清ALT、AST的结
果比正常对照组增高, ALT在3、4 mo后增高
更明显(69.36±15.70 U/L, 104.49±16.86 U/L 
vs  50.68±4.31 U/L, 均P <0.05). 模型组纤维化
面积明显增大, 造模2、3、4 mo后肝组织纤维
化面积与正常对照组比较差异有统计学意义
(0.48±0.15, 0.57±0.11, 1.07±0.22 vs  0.21±
0.13, 均P <0.05); 造模4 mo后肝组织纤维化面
积与造模1、2、3 mo后比较差异也有统计学
意义(P <0.05). 

结论: 成功建立了水砷暴露致肝损伤、肝纤
维化的动物模型, 为砷暴露致肝损伤、肝纤维
化的研究提供了较理想的模型. 

关键词: 砷; 肝损伤; 肝纤维化; 模型
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0  引言

砷是一种可严重影响人类健康的环境毒物, 具
有致癌性[1-2]. 砷可以引起不同程度的肝损伤、

肝纤维化、肝硬化及肝癌 [3-6].  砷暴露致肝损

伤、肝纤维化、肝硬化及肝癌的防治研究已逐

渐成为国内外研究的热点[7-11]. 但是, 砷致肝损伤

尤其是肝纤维化动物模型目前尚少见报道. 本
实验室模拟饮水砷暴露中毒病区患者饮用高浓

度砷水导致砷中毒的方式, 已经成功建立了砷

暴露小鼠肝纤维化模型[12-13]. 本实验尝试采用大

鼠自由饮用高浓度砷溶液造模, 建立较理想的

砷暴露致肝损伤大鼠动物模型, 为砷中毒致肝

损伤的机制研究提供较好的实验模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级SD大鼠, 体质量180-200 
g ,  购自贵阳医学院实验动物中心 ;  亚砷酸

钠(NaAsO2美国Sigma chemica l公司), 批号

76H0240; AEROSET2000型全自动生化分析仪; 
OlympusCX21型光学显微镜; 日立H-7650透射电

子显微镜; Biomias2001图象分析系统.
1.2 方法 
1.2.1 模型复制药物浓度的确定: SD大鼠25只, 
随机分成5组, 均给予普通饲料. 正常组给予自

来水(自由饮用); 其他四组分别给予不同浓度亚

砷酸钠溶液(100、200、300、400 mg/L)自由饮

用, 1 mo后杀鼠(各组大鼠耐受较好, 均无死亡), 
根据大鼠肝脏组织HE染色切片显示的肝组织损

伤情况确定模型复制的药物浓度. 选定100 mg/L
作为本实验模型复制的药物浓度.  
1.2.2 模型复制过程: SD大鼠80只, 雌雄各半, 在
贵阳医学院动物实验中心清洁级实验动物饲养

房(温度: 15-25℃, 湿度: 40%-70%)饲养, 饲料由

贵阳医学院动物实验中心提供. 适应饲养1 wk
后, 随机分成正常对照组和模型组. 正常对照组

40只给予普通饲料和自来水(自由饮用); 模型组

40只给予普通饲料和100 mg/L的亚砷酸钠溶液

(自由饮用).  
1.2.3 标本采集: 模型组分别于造模第1、2、3、
4月末各处死10只, 另外处死10只正常对照, 采
集标本. 股动脉放血后脱颈处死大鼠, 采集血清

样本送检谷丙转氨酶(ALT), 谷草转氨酶(AST), 
取适量肝组织放入100 g/L中性甲醛溶液固定, 
石蜡包埋、切片、HE和Masson染色, 另取适量

肝组织置于戊二醛溶液中固定, 处理后于透射

电子显微镜下观察肝组织损伤情况. 
1 .2 .4  血清肝功能指标检测 :  由贵阳医学院

附属医院生化实验室用美国A b b o t t公司

AEROSET2000型全自动生化分析仪检测血清

ALT、AST等肝功能项目.  
1.2.5 肝组织病理观察: 处死的大鼠迅速剖开腹

腔, 取出肝脏, 进行肉眼观察, 注意有无充血、脂

肪变、肿大、萎缩、结节、囊肿等变化. 切取部

分肝组织(肝右叶)于中性甲醛中固定、石蜡包

埋、切片、HE染色由贵阳医学院附属医院病理

科完成. 低、高倍镜下观察肝组织的病理改变.  

■研发前沿
目前, 砷中毒致肝
损伤及肝纤维化
的研究已成为国
内外研究热点, 研
究主要集中在砷
致肝损伤的氧化
应激、细胞凋亡
等方面, 但都未能
明确阐明其机制. 
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1.2.6 肝组织Masson染色: 切取部分肝组织于中

性甲醛中固定、石蜡包埋、切片. 进行胶原三

重染色(Masson染色), 由贵阳医学院附属医院病

理科完成. 在400×倍光学显微镜下, 通过SONY
摄像头将实验动物肝组织马松染色切片图象采

集并输入Biomias2001图象分析系统进行单位

(视场)面积纤维组织面积测量. 每张切片(每例

动物标本)随机选取5个区域(视场), 用HSV颜色

分割法测量单位面积内纤维组织的面积, 即每

例切片共有5个数据, 计算各剂量组小鼠肝内纤

维组织面积的均值, 反应肝组织纤维化的严重

程度. 
1.2.7 肝细胞超微结构检查: 按要求取材后置于

戊二醛溶液, 交由贵阳医学院电镜室完成, 日立

H-7600透射电子显微镜下观察肝组织损伤情况. 
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 采

用SPSS11.5统计学软件处理数据, 组间比较采用

t检验, P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 肉眼观 正常对照组大鼠生活状态良好, 毛发

光泽; 模型组大鼠毛发粗糙, 精神萎靡, 动作迟

钝, 易激惹, 进食、进水量明显减少, 个别大鼠

出现皮肤溃烂, 造模结束时各组大鼠均无死亡. 
正常对照组大鼠肝脏表面光滑、质软, 无

结节和囊肿, 色泽粉红, 未见淤血、脂肪变性, 
无明显肿大或萎缩. 砷暴露组大鼠肝脏被膜光

泽差, 大鼠肝脏体积增大, 质稍韧, 少数局部有

米粒大小的灰白色结节. 
2.2 肝组织病理检查结果 
2.2.1 肝组织HE染色: 可见正常对照组大鼠肝细

胞以中央静脉为中心, 呈放射状排列, 无肝细胞

变性、坏死及炎症细胞浸润, 小叶结构完整(图
1A). 砷暴露1、2 mo模型组大鼠肝脏细胞可见

水样变性、脂肪变性及气球样变性, 汇管区见

炎症细胞浸润, 部分肝细胞坏死, 肝小叶结构尚

完整. 砷暴露3、4 mo模型组大鼠比1、2 mo模
型组明显加重, 除了以上改变加重外, 尚可见汇

管区纤维组织增生, 纤维条索形成, 肝纤维化趋

势明显(图1B). 
2.2.2 肝组织Masson染色: 可见正常对照组大鼠

肝组织肝小叶结构完整,未见有染成绿色的胶原

纤维(图2A). 模型组大鼠肝组织可见明显的肝细

胞坏死并被纤维增生来修复, 增生的纤维形成

细丝状或汇集成粗条索甚至片状, 包绕汇管区

并向肝小叶间及叶内、肝小叶中心延伸(图2B). 

2.2.3 肝细胞超微结构观察: 电镜下可见模型组

大鼠肝脏组织细胞核形状改变, 核膜扩张并且

不完整, 线粒体肿胀, 边界不清, 极消失(图3). 
2.3 大鼠血清中肝功能指标 模型组大鼠血清

ALT、AST的结果比正常对照组增高,  ALT在
3、4 mo模型组与正常组组间比较有统计学意

义(P <0.05); 4 mo模型组与1、2、3 mo模型组比

较均有统计学意义(P <0.05). 各组AST差异无统

计学意义(P >0.05, 表1). 
2.4 大鼠Masson染色纤维化半定量数据 模型组

纤维化面积明显增大, 造模1 mo后纤维化面积

为0.24±0.12, 造模2、3、4 mo后肝组织纤维

化面积与正常对照组比较差异有统计学意义

(0.48±0.15, 0.57±0.11, 1.07±0.22 vs  0.21±
0.13, 均P <0.05); 造模4 mo后肝组织纤维化面积

与造模1、2、3 mo后比较差异也有统计学意义

(P <0.05). 

3  讨论

近年来, 砷暴露致肝损伤、肝纤维化、肝硬化

及肝癌的防治研究已逐渐成为国内外研究的热

点. 但目前多数为人群流行病学的调查研究, 对
其发生机制的研究较少, 且尚缺乏成熟的砷中

毒致肝损伤及肝纤维化动物模型. 目前国内外

研究所采用的砷致肝损伤动物模型多采用砷水

灌胃造模, 造模时间多较短, 创伤大, 肝损伤及

纤维化尚未形成老鼠已多数不能耐受, 且这种

方式与慢性砷中毒患者肝损伤的砷暴露形式相

去甚远. Santra et al [3]用低浓度砷水给小鼠饮用, 
6 mo后发现肝细胞膜的损伤; 12 mo后肝脏质量

明显增加, 15 mo可见纤维化.  我实验室[10-13]采用

小鼠自由饮用高浓度砷水造模, 6 mo时已见胶

原纤维增生, 10 mo后可见明显的肝纤维化形成, 
成功建立了砷暴露致小鼠肝纤维化的动物模型, 
并且初步探讨了一些细胞因子在砷暴露致肝损

伤中的作用. 

■创新盘点
本实验较好的建
立了砷中毒致肝
损伤及肝纤维化
的实验动物模型, 
与国内外其他研
究相比, 本实验造
模时间更短, 大鼠
耐受性更好, 暴露
方式也更接近砷
中毒地区的染毒
方式. 

表  1  大鼠肝功能检测结果 (mean±SD, n  = 10)

     
分组            	        ALT(U/L)                     AST(U/L)

正常对照组             50.68±4.31             194.50±27.59       

1 mo                       62.68±23.57           193.09±55.79

2 mo                       62.75±14.40           190.38±35.42

3 mo                       69.36±15.70a           238.53±86.30

4 mo                     104.49±16.86ac         275.01±74.21

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  1、2、3 mo模型组.
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本实验中, 大鼠砷暴露1、2 mo后肝细胞见

大片水样变性及脂肪变性, 汇管区及肝小叶内

见炎症细胞浸润, 但肝小叶结构完整. 随着造模

时间的延长, 砷暴露3、4 mo后, 大鼠肝细胞损伤

明显加重, 汇管区可 见纤维组织增生, 并有少量

纤维条索形成, 说明肝细胞损伤程度随砷暴露

时间延长而加重, 并且高度趋向于纤维化. 造模

1、2、3、4 mo后大鼠血清ALT、AST的含量较

正常对照组升高, 表明砷可以导致肝细胞损伤, 
而且随着造模时间延长, 肝损伤加重, 这可能与

砷在肝脏中的蓄积有关. 动物实验表明, 砷可在

大鼠肝组织中蓄积, 慢性砷暴露大鼠肝组织的

砷含量与暴露浓度呈正相关. Xie et al [14]发现大

鼠暴露于亚砷酸钠0、10、20、40、80 ppm溶

液10 wk后, 与对照组相比, 砷暴露各组肝组织含

砷浓度均高于对照组, 显微镜下观察可见肝细

胞变性、炎症及点状坏死. 
本实验成功建立了饮水型砷暴露致肝损

伤、肝纤维化的大鼠模型. 与目前国内外所报

道的模型相比, 本实验砷暴露方式更接近水砷

病区砷中毒患者的暴露方式, 且造模时间更短, 
出现肝损伤的时间更早; 与本室建立的砷暴露

小鼠肝损伤、肝纤维化模型相比较, 大鼠模型

出现肝损伤、肝纤维化的时间也更早, 且耐受

性更好, 为进一步研究砷暴露致肝损伤的发生

机制及防治提供了较理想的实验平台. 
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■应用要点
本研究为砷中毒
致肝损伤和肝纤
维化的研究提供
了很好的实验平
台, 对研究其发生
机制有重要的意
义. 

图  1  肝组织病理改变(HE染色). A: 正常对照组; B: 4 mo模型组.
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■同行评价
本研究思路清晰, 
技术路线明确, 方
法可靠, 为今后对
砷中毒致肝细胞
损伤的机制研究
和进一步干预提
供基础, 实际意义
很大.
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Abstract
AIM: To establish the allogeneic animal bone 
marrow and orthotopic liver transplantation 
model in rats, and to investigate the feasibility 
and possible mechanism of immune tolerance 
induced by allogeneic animal bone marrow 
tansplantation.  

METHODS: SD rats (donor, ♂) and Wistar rats 
(recipient, ♀) were randomly and averagely 
divided into three groups and conditioned by 
three methods. Group II Wistar rats (recipient, 
♀) were induced with sublethal total body ir-
radiation (TBI, 11 Gy) and group III with TBI (7 

Gy), followed by infusion of SD (donor, ♂) rat 
bone marrow cells (8×107) within 4 h, then rats 
in group III were administered intraperitoneally 
with cytoxan (CTX, 50 mg/kg) 2 days later. Then 
three groups were performed orthotopic liver 
transplantations using modified Kamada’s two-
cuff technique in rats 28 days later. According to 
the GenBank, the specific primer of rat SRY gene 
was designed. Recipient rats were detected for 
donor origin cells in the peripheral blood lym-
phocyte on day 10, 20 using polymerase chain 
reaction (PCR). PCR product was analyzed by 
electrophoresis. Delayed type hypersensitivity 
(DTH), survival time and the histopathologic 
changes in liver after liver transplantation in rats 
were compared. 

RESULTS: Chimera of SD rats was found in 
the peripheral blood lymphocytes of the Wistar 
rats in Group II and III. DTH results showed 
that Wistar rats were specifically tolerant to the 
SD rats. The DTH in group II or III is obviously 
lower than that in group I (0.22 ± 0.028 mm, 0.23 
± 0.032 mm vs 0.71 ± 0.026 mm, P < 0.01). The 
rats in Group I died 4-5 days later. The survival 
rate in Group II or III were significantly higher 
than that in group I (8.14 ± 2.53 d, 8.33 ± 2.11 d 
vs 3.79 ±0.83 d, P < 0.01). According the Banff 
scores, the rats in group II and III showed lighter 
pathological changes than in group I. 

CONCLUSION: Treatment of 7 Gy TBI and the 
injection of CTX (50 mg/kg) plus donor bone 
marrow transplantation (BMT) establishes a rat 
chimera model successfully and enhance the 
survival time of liver transplantation model in 
rats. Infusion of the bone marrow cells might be 
an effective method for maintaining the tolerant 
state and for prolonging survival time of liver 
transplantation model in rats. 

Key Words: Bone marrow transplantation; Liver 
transplantation; Rat; Immune tolerance; Animal 
model 
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■背景资料
器官移植已广泛
应用于治疗多种
疾病, 目前, 影响
器官移植手术成
功的最主要因素
是术后的免疫排
斥反应. 因此移植
外科最终突破在
于基础免疫学方
面的突破, 其中以
特异性免疫耐受
途径的寻找和研
究最为迫切, 成为
目前要求的焦点
和热点.

■同行评议者
张宗明, 教授, 清
华大学第一附属
医院普通外科; 邱
双健, 副教授, 复
旦大学中山医院
肝肿瘤外科



摘要
目的: 建立同种异体大鼠骨髓及肝联合移植
动物模型, 探讨骨髓移植诱导肝移植术后免疫
耐受的可行性及其可能机制.

方法:  将S D大鼠(♂)、W i s t a r大鼠(♀)分
成三组: Ⅰ、Ⅱ组和Ⅲ组, Ⅱ组Wi s t a r大鼠
(♀)TBI(11 Gy), 4 h后输入SD大鼠(♂)BMC(8×
107), Ⅲ组Wistar大鼠(♀)TBI(7 Gy), 4 h后输入
SD大鼠(♂)BMC(8×107), 2 d后CTX(50 mg/kg)
腹腔注射, 三组均于28 d后Kamada“二袖套
法”行SD→Wistar大鼠肝移植. 分别于BMT后
10、20 d通过PCR方法检测Ⅱ组和Ⅲ组Wistar
大鼠体内的SD大鼠源性Y染色体特异性片段. 
并比较三组大鼠肝移植术后1 wk生存率、生
存状况、生存时间, 以及移植肝脏的病理变化. 

结果:  Ⅱ组和Ⅲ组大鼠外周血均检测出S D
大鼠源性嵌合体. DTH检查结果显示Ⅱ组和
Ⅲ组大鼠对SD大鼠产生免疫耐受, Ⅱ组和Ⅲ
组DTH足掌厚度差值较Ⅰ组小(0.22±0.028 
mm, 0.23±0.032 mm vs  0.71±0.026 mm, 均
P <0.01). 肝移植结果显示: Ⅱ组和Ⅲ组Wistar
大鼠对S D大鼠肝移植的存活时间较Ⅰ组大
鼠肝移植物存活时间明显延长(8.14±2.53 d, 
8.33±2.11 d vs  3.79±0.83 d, 均P <0.01). 依据
Banff方案病理评分, Ⅱ组和Ⅲ组为轻度(Ⅰ
级), Ⅰ组为重度(Ⅲ级).

结论: 应用7 Gy TBI+CTX+供体BMT可成功
建立同种异体大鼠嵌合体模型, 诱导特异性免
疫耐受, 可提高肝移植术后大鼠的生存状况及
生存时间. 
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0  引言

目前, 肝脏移植(liver transplantation, LT)已成为

治疗终末期肝病最有效的方法. 然而, 同种异体

排斥反应仍然是器官移植的主要障碍, 肝移植

术后急性排斥反应发生率仍可高达12%-34%[1].
为了研究嵌合体和移植耐受的关系, 人们已经

成功建立了一些嵌合体的动物模型[2-4]. 如事先

移植同源供体的骨髓细胞可以重建受体的免疫

系统, 之后再进行同源供肝移植, 在新的免疫环
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境受体对供肝可能产生特异性免疫耐受. 本实

验将在这方面作深入的研究探讨其建立的可行

性及机制.

1  材料和方法

1.1 材料 近交系封闭群♂SD大鼠60只(♂供体), 
♀Wistar大鼠60只(♀受体, 上海实验动物中心

提供), 体质量250-300 g, 供体体质量低于受体

20-50 g, 术前12 h禁食, 不禁水.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将SD大鼠和Wi s tar大鼠随机分为

3组, 每组20只, 并分别编号, 如SD大鼠Ⅰ组1
号称SD1.1, Wis tar大鼠Ⅱ组8号称W2.8. Ⅰ组

大鼠K a m a d a“二袖套法”行S D→W i s t a r大
鼠肝移植; Ⅱ组Wistar大鼠(♀)全身照射(Total 
Body Irradiation, TBI)11 Gy, 4 h后输入SD大鼠

(♂)(Bone Marrow Cells, BMC)8×107, 28 d后
Kamada“二袖套法”行SD→Wistar大鼠肝移

植; Ⅲ组Wistar大鼠(♀)TBI 7 Gy, 4 h后输入SD
大鼠(♂)BMC 8×107), 2 d后环磷酰胺(Cytoxan, 
CTX)50 mg/kg腹腔注射, 28 d后Kamada“二袖

套法”行SD→Wistar大鼠肝移植. 
1.2.2 骨髓细胞移植: (1)大鼠处死后置于750 mL/L
乙醇中浸泡10 min, 无菌条件下采集两侧股骨骨

髓, 用RPMI 1640冲洗骨髓腔, 200目钢筛过滤制

成单细胞悬液, 离心后配制成2×1013个/L, 直接

放入4℃冰箱保存. (2)在移植当天将Wistar大鼠

用100 g/L水合氯醛0.2-0.3 g/kg作腹腔注射麻醉

后, 置于20×20 cm2照射野内, 采用60Co γ射线全

身照射. Ⅱ组为11 Gy, 剂量率为0.9 Gy/min; Ⅲ组

为7 Gy, 剂量率为0.5 Gy/min. (3)两组Wistar大鼠

均于照射后4 h内自尾静脉输入相应编号SD大

鼠骨髓细胞8×107, 2 d后Ⅲ组大鼠腹腔内注射

CTX 50 mg/kg.
1.2.3 肝移植: 采用Kamada“二袖套法”[5-7], 即
肝下下腔静脉(infrahepatic vena cava, IVC)与门

静脉(portal vein, PV)分别用套管吻合, 胆管用支

架管吻合, 肝上下腔静脉(suprahepatic vena cava, 
SVC)直接吻合的方法. (1)术前准备: 术前准备

好PV、IVC套管, 分别采用聚乙烯静脉穿刺针

的套管制成, 长约4 mm, 外径分别为2.1 mm和

2.7 mm, 管体与管柄各半, 管体中段环形刻下浅

槽, 以防血管套上后滑脱并有利于固定结扎线. 
胆总管插管采用硬膜外麻醉导管, 长约3 mm. 
采用上海手术器械厂的显微外科手术器械包, 
Satinsky钳, 5-0、7-0医用无损伤缝合针线, 在手

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前异体器官移
植是目前外科基
础研究和临床应
用研究的前沿. 临
床器官移植的主
要障碍之一是手
术后出现排斥反
应. 当前, 解决排
斥反应主要是通
过免疫抑制剂产
生非特异性的耐
受, 但由于免疫抑
制剂的长期乃至
终身应用, 除了经
济负担外, 药物本
身的不良反应也
给移植受者带来
了十分不利的影
响. 因此, 人们致
力于寻找另一种
有效的方法, 使得
移植器官在不应
用免疫抑制剂的
情况下能够长期
存活. 这种理想的
方法就是免疫耐
受. 

■相关报道
美国Pittsburgh大
学 的 S t a r z l 研 究
小组在25例存活
2-22年的肝移植
受体的皮肤、淋
巴结、肾、胸腺
等组织中检测到
供体骨髓源性过
客白细胞, 将远离
移植物部位持续
存在少量供体源
性细胞的状态称
为“微嵌合体”, 
并提出“微嵌合
体”是维持移植
免 疫 耐 受 的 基
础, 还可以防止移
植物抗宿主疾病
(GVHD)的产生. 
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术显微镜下双人操作完成. (2)供肝的获取: 供体

采用100 g/L水合氯醛0.2-0.3 g/kg作腹腔注射麻

醉. 腹部去毛消毒, 十字切口入腹. 游离肝下下

腔静脉, 结扎右肾上腺静脉, 并切断右肾动静脉. 
顺时针方向游离肝周韧带, 近肝侧结扎并离断

左膈下静脉, 结扎并切断左肝至食管高位血管

支, 游离肝外胆管并行胆管内插入支架管并固

定, 经门静脉主干向肝脏内匀速灌注含肝素50 U
的4℃乳酸林格液10 mL, 行肝脏冷灌注. 当肝脏

变白时, 在靠近左肾静脉入口处剪断肝下下腔

静脉, 形成灌注液流出道, 在膈肌上方Satinsky钳
钳夹肝上下腔静脉及部分膈肌, 横断肝上下腔

静脉, 在胆总管分叉下方1 cm左右切断胆总管, 
剪断肝固有动脉, 脾静脉上缘切断门静脉, 将供

肝取出, 置于4℃乳酸林格液中保存备用. (3)供
肝修剪及套管安装: 紧贴膈肌环剪去膈肌水平

以上SVC及膈肌组织, 仅保留膈肌环. SVC左右

两侧7-0无损伤缝线各缝1针. 修整IVC及PV, 在
4℃乳酸林格液中将门静脉与肝下下腔静脉壁

外翻, 分别套在自制的聚乙烯管上, 用5-0丝线环

扎固定, 完成袖套制备. (4)受体原位肝移植: 大
鼠乙醚吸入麻醉后, 上腹部直切口入腹, 采用自

制拉钩, 腰桥充分暴露手术野. 分步游离受体肝

脏, 游离完毕后将受体肝脏取出. 将供肝自4℃
乳酸林格液保存液中取出置于受体原位, 冰生

理盐水纱布覆盖肝脏, 并间断用冰生理盐水冲

洗肝脏表面, 7-0无损伤线吻合肝上、下腔静脉, 
吻合时, 向肝上、下腔静脉内注入4℃生理盐水, 
驱出血管腔内的空气. 吻合成功后, 经门静脉向

供肝内灌注4℃生理盐水5 mL, 排除肝内的肝素

乳酸林格液, 夹闭肝下下腔静脉, 将供肝门静脉

套管插入受体门静脉内, 开放门静脉及肝上、

下腔静脉阻端夹, 结束无肝期. 肝下下腔静脉的

吻合方法与门静脉相同, 最后将供体胆管插入

受体胆管插管内, 检查腹腔内无出血后迅速用

38-39℃生理盐水20 mL复温. 术后灯光照射复温

3 h, 自由饮食. 
1.2.4 观察指标: (1)术前、术后同条件下饲养, 
术后每天观察各组Wistar大鼠生存状况及存活

率, 并将异常者做好相应记录, 包括精神状态、

体温、进食水量、体质量、皮毛特点、活动情

况, 对外界刺激反应等. 死亡大鼠进行尸检, 查
清死亡原因. (2)术后10、20 d分别取外周血抽

提DNA, 检测SD大鼠源性Y染色体的特异性片

段, 采用PCR方法, 引物序列来自大鼠SRY基因

库: Sry F17: 5'-catctctgacttcctggttgcaa-3', Sry R16: 

5'-atgctgggattctgttgagcc-3'(上海英骏生物工程有

限公司合成). PCR产物为241 bp, 对应于大鼠sry
基因273-514位点之间. 同时以Wistar大鼠(♀)和
雄性SD大鼠(♂)作为阴性和阳性对照. (3)脾细

胞制备: 将SD大鼠脾脏置于200目钢筛上, 玻璃

注射器内芯研磨, 红细胞裂解液去除红细胞, 用
含50 mL/L庆大霉素RPMI 1640冲洗过滤制成单

细胞悬液, 用大鼠淋巴细胞分离液分离并洗涤

计数制成细胞数为5×109/L. (4)迟发型超敏反

应(DTH): 各组Wistar大鼠腹股沟皮下注射1×
107(50 µL)SD大鼠脾细胞预致敏, 7 d后于右后

脚掌注射1×107相同的脾细胞, 左后脚掌注射50 
µL生理盐水作对照. 24 h后测量两脚掌的厚度, 
取其差值作为DTH指标. (5)肝移植存活时间的

观察: Ⅰ组大鼠饲养28 d, Ⅱ组和Ⅲ行骨髓细胞

移植(bone marrow transplantation, BMT)28 d后, 
采用Kamada“二袖套法”进行原位肝移植, 观
察大鼠的生存时间. (6)病理组织学检查: Ⅰ组肝

移植术后4 d, Ⅱ组和Ⅲ组肝移植术后7 d分别处

死3只大鼠, 取出肝脏组织, 常规石蜡切片, 光镜

下观察急性排斥反应情况. 依据移植肝排斥反

应活检诊断与分级的Banff标准[8-10]: 无排斥: 汇
管区三体(肝动脉、门静脉和胆管) 炎细胞浸润

最多只有二体; 不明确: 炎细胞浸润程度未达到

急性排斥的诊断标准, 且不能排除缺血性损伤; 
轻度(Ⅰ级): 排斥性炎细胞浸润少数汇管区的胆

管和血管, 炎细胞数量较少, 仅局限在汇管区间

隙中; 中度(Ⅱ级): 排斥性炎细胞浸及多数或全

部汇管区的胆管和血管; 重度(Ⅲ级)在中度的基

础上, 炎细胞浸润汇管区周围, 伴有中-重度静脉

炎并扩展到肝实质, 引起静脉周肝细胞坏死. 观
察结果由2位病理学专家同时观察并判定.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 利用

SPSS10.0统计软件分析, 两两比较采用t检验. 

2  结果

2.1 大鼠生存情况 Ⅰ组大鼠肝移植, 术后死亡2
例, 均因术后肝上、下腔静脉吻合口出血而死

亡, 大鼠均在4-5 d死亡; Ⅱ组BMT移植2 d后开

始出现弓背翘毛, 活动及进食水明显减少, 10-12 
d部分大鼠死亡, 眼睛、鼻腔、口腔及多个内脏

出血(尸检), 15 d后症状减轻, 逐渐恢复, 死亡率

为25%(5/20), 肝移植术后出血死亡2例, 门静脉

血栓1例, 1 wk存活率80%(12/15); Ⅲ组BMT移植

后症状出现时间较晚且明显较轻, 恢复快, 死亡

率为5%(1/20), 尸检脏器出血亦较轻, 肝移植术

■应用要点
诱导器官移植受
者对供者器官特
异的免疫耐受, 是
解决器官移植排
斥最彻底的方法. 
其中建立嵌合体
是器官免疫耐受
的重要途径, 被认
为是诱导供者特
异性耐受的最安
全而有效的方法. 
建立同种异体大
鼠骨髓及肝联合
移植动物模型对
移植免疫学研究
有着深远意义, 目
前还鲜有报道. 
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后出血死亡1例, 胆漏1例, 门静脉血栓1例, 1 wk
存活率84.2%(16/19). Ⅱ组和Ⅲ组间差异无统计

学意义(P >0.05), 但与Ⅰ组比较差异有统计学意

义(P <0.01). 
2.2 嵌合体检测 BMT 10、20 d后, Wistar大鼠(♀)
外周血检测SD大鼠(♂)源性嵌合体, 均发现了Y
染色体特异性片段, 嵌合体诱导成功, 在10 d时Ⅱ

组比Ⅲ组明显, 两组在20 d时无明显区别(图1). 

2.3 DTH反应 BMT 20 d后, DTH反应结果见表1. 
Ⅱ组和Ⅲ组对SD大鼠脾细胞DTH反应均在较低

水平, 差异无统计学意义, 但两组与Ⅰ组比较差

异均有统计学意义(P <0.01). 
2.4 肝移植存活时间 Ⅱ组和Ⅲ组Wistar大鼠对

SD大鼠肝移植的存活时间, 差异无统计学意义, 
但较Ⅰ组大鼠肝移植物存活时间明显延长, 差
异有统计学意义(P <0.01, 表1). 
2.5 移植物的病理检查结果 Ⅰ组: 重度(Ⅲ级)炎
细胞浸润汇管区周围, 伴有中-重度静脉炎并扩

展到肝实质, 引起静脉周肝细胞坏死(图2A-B). 
Ⅱ组和Ⅲ组: 轻度(Ⅰ级)排斥性炎细胞浸润少数

汇管区的胆管和血管, 炎细胞数量较少, 仅局限

在汇管区间隙中(图2C-D). 

3  讨论

诱导形成供受体嵌合体可使受体产生对供体特
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A B

500 bp
300 bp
200 bp

Marker wistar  SD Ⅱ组 Ⅲ组

500 bp
300 bp
200 bp

Marker wistar  SD Ⅱ组 Ⅲ组 图  1  BMT不同时间嵌合
体检测结果. A: 10 d; B: 

20 d.

图  2  不同组的移植物的病理检查结果. A: 混合性炎细胞, 包括大量淋巴母细胞, 嗜酸细胞, 明显累及大多数或所有汇管区, 

并浸及汇管区周围的肝实质中; B: 血管内皮损伤(绿色箭头), 肝细胞变性坏死(黄色箭头); C: 汇管区无明显淋巴细胞聚集; D: 

血管内皮完好.

A B

C D

表  1  DTH、肝移植实验结果

     
分组               n

            DTH足掌厚度    	         肝移植

		      差值(mm)	      生存时间(d)

Ⅰ←SD       20           0.71±0.026                3.79±0.83

Ⅱ←SD       15           0.22±0.028a               8.14±2.53

Ⅲ←SD       19           0.23±0.032a               8.33±2.11

aP<0.05 vs  Ⅰ组.

■名词解释
移植物抗宿主病
( G V H D ) :  骨 髓
移植(BMT)后出
现的多系统损害
(皮肤、食管、胃
肠、肝脏等)的全
身 性 疾 病 ,  是 造
成死亡的重要原
因 之 一 .  有 急 性
(aGVHD)和慢性
(cGVHD)之分, 前
者发生在BMT 后
3  mo内 ,  后者发
生在BMT 3 mo以
后. 
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异性免疫无反应性[11-12]. 在骨髓细胞移植后可

形成稳定的供受体嵌合体, 受体可产生对来自

同一供体的后续器官移植的耐受[13-16]. 目前研

究最多的是建立异基因骨髓嵌合体诱导免疫耐

受, 但是, 以往建立嵌合体需要对受体进行去髓

性预处理(如致死量照射、大剂量细胞毒性药

物等), 清除淋巴细胞, 这种方法的后果是以增

加肿瘤和感染以及移植物抗宿主病(graft versus 
host disease, GVHD)的发生率为代价, 而且在临

床上难以推广应用. 因此, 我们采用比较温和的

诱导方法[17-18], 即低剂量TBI联合注射CTX, 促
进形成稳定的嵌合体. 本实验研究经过上述两

种方法诱导, 并于BMT 10 d和20 d后检测受体

Wistar大鼠(♀)外周血(PCR), 均发现了供体SD
大鼠(♂)Y染色体特异性片段, 说明了两种方法

都能成功诱导嵌合体形成. 在10 d时Ⅱ组比Ⅲ组

明显, 两组在20 d时无明显区别. 但同时也观察

到, Ⅱ组大鼠(亚致死TBI 11 Gy)生存情况明显不

如Ⅲ组(7 Gy TBI+腹腔注射50 mg/kg CTX), 死
亡率达25%, 较Ⅲ组5%明显高. 这可能包含以下

原因: (1)Ⅱ组TBI剂量较大, 骨髓抑制迅速、强

烈, 早期嵌合体容易形成, 但是容易引起急性放

射病, 骨髓造血功能严重障碍, 另一方面移植骨

髓中含有供体T淋巴细胞, 与受体同种异型抗原

发生应答, 产生GVHD, 部分受体不能承受致死; 
(2)Ⅲ组TBI剂量较小, 早期骨髓抑制可能不够

充分, 但随着CTX发挥作用, CTX可以清除大部

分供体反应性T细胞而减轻GVHD[19-21], 在受体

内形成稳定的嵌合体. 有临床实验表明, 较低剂

量的TBI即可以杀伤95%以上的外周淋巴细胞, 
仅保留了少量的自体淋巴细胞, 这样既能促进

骨髓细胞移植, 形成稳定的嵌合体, 同时减少了

GVHD的发生. 进一步研究证实, 受体Wistar大
鼠对SD大鼠已产生特异性耐受, 表现为DTH反

应呈抑制状态, 而未行骨髓移植的Wistar大鼠对

SD大鼠仍有强烈反应. 上述实验结果说明耐受

和嵌合体之间存在着一定的特异性关系. 
建立同种异体大鼠骨髓及肝联合移植动物

模型对移植免疫学研究有着深远意义, 目前还

鲜有报道. 诱导器官移植受者对供者器官特异

的免疫耐受, 是解决器官移植排斥最彻底的方

法. 诱导稳定的嵌合体的形成, 并成功建立肝移

植动物模型, 是我们实验的主要目的. 嵌合体的

形成有助于提高移植器官的存活率, 这种观点

现已经成为大多数的学者的共识. SD→Wistar
大鼠的肝移植为高排异组合, 可作为肝移植排

斥反应的研究模型[22-24]. 本实验研究发现, Ⅰ组

大鼠肝移植后均于4-5 d出现肝功能衰竭症状而

死亡, 病理证实为急性排斥反应; 而Ⅱ组和Ⅲ组

BMT移植后再行肝移植, 存活率和存活时间明

显延长. 由此可见, 骨髓细胞输注有利于形成稳

定的嵌合体, 对供体产生了一定的免疫耐受, 由
于受体造血及免疫系统未被完全破坏, 使受体

与供体的造血干细胞群可在受体内混合存在, 
这样可使GVHD发生率明显下降, 同时可达到诱

导并维持移植器官的长期耐受, 因此具有良好

的临床应用前景. 
总之, 通过上述诱导方法, 成功地建立了同

种异体大鼠骨髓及肝联合移植动物模型, 为今

后研究有关嵌合体与耐受的关系提供了有益的

尝试, 为临床应用提供了理论基础及可靠依据, 
为同源供肝移植提供了一个新方法, 并期待着

在临床上得到应用. 

4      参考文献
1	 Kwekkeboom J, Tha-In T, Tra WM, Hop W, Boor 

PP, Mancham S, Zondervan PE, Vossen AC, 
Kusters JG, de Man RA, Metselaar HJ. Hepatitis 
B immunoglobulins inhibit dendritic cells and T 
cells and protect against acute rejection after liver 
transplantation. Am J Transplant 2005; 5: 2393-2402

2	 Kawai T, Cosimi AB, Wee SL, Houser S, Andrews 
D, Sogawa H, Phelan J, Boskovic S, Nadazdin 
O, Abrahamian G, Colvin RB, Sach DH, Madsen 
JC. Effect of mixed hematopoietic chimerism on 
cardiac allograft survival in cynomolgus monkeys. 
Transplantation 2002; 73: 1757-1764

3	 Sogawa H, Boskovic S, Nadazdin O, Abrahamian 
G, Colvin RB, Sachs DH, Cosimi AB, Kawai T. 
Limited efficacy and unacceptable toxicity of 
cyclophosphamide for the induction of mixed 
chimerism and renal allograft tolerance in cynomolgus 
monkeys. Transplantation 2008; 86: 615-619

4	 Tillson M, Niemeyer GP, Welch JA, Brawner W, 
Swaim SF, Rynders P, Lenz SD, Dean B, Lothrop 
CD Jr. Hematopoietic chimerism induces renal and 
skin allograft tolerance in DLA-identical dogs. Exp 
Hematol 2006; 34: 1759-1770 

5	 K a m a d a N ,  C a l n e R Y .  O r t h o t o p i c  l i v e r 
transplantation in the rat. Technique using cuff 
for portal vein anastomosis and biliary drainage. 
Transplantation 1979; 28: 47-50

6	 Kamada N, Calne RY. A surgical experience with 
five hundred thirty liver transplants in the rat. 
Surgery 1983; 93: 64-69

7	 Delriviere L, Gibbs P, Kobayashi E, Goto S, Kamada 
N, Gianello P. Detailed modified technique for safer 
harvesting and preparation of liver graft in the rat. 
Microsurgery 1996; 17: 690-696

8	 Tanaka T, Kyo M, Kokado Y, Takahara S, Hatori M, 
Suzuki K, Hasumi M, Toki K, Ichimaru N, Yazawa 
K, Hanafusa T, Namba Y, Oka K, Moriyama T, Imai 
E, Okuyama A, Yamanaka H. Correlation between 
the Banff 97 classification of renal allograft biopsies 
and clinical outcome. Transpl Int 2004; 17: 59-64

9	 Bates WD, Davies DR, Welsh K, Gray DW, 

■同行评价
本文通过建立同
种异体大鼠骨髓
及肝联合移植动
物模型, 探讨了骨
髓移植诱导肝移
植术后免疫耐受
的可行性及其可
能机制. 实验设计
合理, 具有一定的
临床应用价值.



www.wjgnet.com

Fuggle SV, Morris PJ . An evaluation of the 
Banffclassification of early renal allograft biopsies 
and correlation with outcome. Nephrol Dial 
Transplant 1999; 14: 2364-2369

10	 Mueller A, Schnuelle P, Waldherr R, van der 
Woude FJ. Impact of the Banff '97 classification 
for histological diagnosis of rejection on clinical 
outcome and renal function parameters after kidney 
transplantation. Transplantation 2000; 69: 1123-1127 

11	 Wekerle T, Sykes M. Mixed chimerism and 
transplantation tolerance. Annu Rev Med 2001; 52: 
353-370

12	 W e k e r l e T , B l a h a P , L a n g e r F , S c h m i d M , 
Muehlbacher F. Tolerance through bone marrow 
transplantation with costimulation blockade. 
Transpl Immunol 2002; 9: 125-133

13	 Sayegh MH, Fine NA, Smith JL, Rennke HG, 
Milford EL, Tilney NL. Immunologic tolerance to 
renal allografts after bone marrow transplants from 
the same donors. Ann Intern Med 1991; 114: 954-955

14	 Helg C, Chapuis B, Bolle JF, Morel P, Salomon D, 
Roux E, Antonioli V, Jeannet M, Leski M. Renal 
transplantation without immunosuppression in 
a host with tolerance induced by allogeneic bone 
marrow transplantation. Transplantation 1994; 58: 
1420-1422

15	 Sorof JM, Koerper MA, Portale AA, Potter D, 
DeSantes K, Cowan M. Renal transplantation 
without chronic immunosuppression after T 
cell-depleted, HLA-mismatched bone marrow 
transplantation. Transplantation 1995; 59: 1633-1635

16	 唐礼功, 谢森, 潘铁军, 饶作祥, 李志雄, 姚爱萍, 郑三
根. 输供体骨髓对嵌合体的影响. 中华实验外科杂志
2004; 21: 637  

17	 Neipp M, Exner BG, Ildstad ST. A nonlethal 
conditioning approach to achieve engraftment of 

872                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年3月28日    第17卷   第9期

xenogeneic rat bone marrow in mice and to induce 
donor-specific tolerance. Transplantation 1998; 66: 
969-975

18	 Neipp M, Gammie JS, Exner BG, Li S, Chambers 
WH, Pham SM, Ildstad ST. A partial conditioning 
approach to achieve mixed chimerism in the rat: 
depletion of host natural killer cells significantly 
reduces the amount of total body irradiation 
required for engraftment. Transplantation 1999; 68: 
369-378 

19	 M a y u m i  H ,  U m e s u e  M ,  N o m o t o  K . 
Cyclophosphamide-induced immunological 
tolerance: an overview. Immunobiology 1996; 195: 
129-139

20	 Zhang QW, Mayumi H, Umesue M, Tomita 
Y, Nomoto K, Yasui H. Fractionated dosing of 
cyclophosphamide for establishing long-lasting 
skin allograft survival, stable mixed chimerism, and 
intrathymic clonal deletion in mice primed with 
allogeneic spleen cells. Transplantation 1997; 63: 
1667-1673

21	 Morr issey NJ , Blom D, Ryan CK, F isher T , 
Bronsther O, Orloff MS. Tolerance induction 
permits the development of graft-versus-host 
disease: donor-mediated attack following small 
bowel transplantation in mixed chimeras. Transpl 
Immunol 1999; 7: 19-25

22	 Kamada N. The immunology of experimental liver 
transplantation in the rat. Immunology 1985; 55: 
369-389

23	 李涛, 唐华美, 孙星, 彭志海. “二袖套法”大鼠原
位肝移植的技术改进. 中国普通外科杂志 2005; 7 : 
486-488

24	 孙倍成, 王学浩, 胡建平, 张浩, 李相成. 大鼠肝移植技
术改进及免疫排斥初步观察. 南京医科大学学报(自然
科学版) 2001; 21: 281-283

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

WJG 荣获 2007 年“中国百种杰出学术期刊”
和 2008 年中国国际化精品科技期刊   

本刊讯 由中国科学技术信息研究所主办的中国科技论文统计结果发布会于2008-12-09在北京国际会议中心

召开, 世界胃肠病学主编马连生和编辑部主任程剑侠参加此项发布会. 本会议介绍了中国精品科技期刊服务与

保障系统, 中国科技论文研究项目进展及精品科技期刊遴选, 百篇最具影响学术论文评选, 世界科技产出趋势

和利用科学计量学工具分析领域发展趋势以及发布了中国科技论文统计结果. 根据2007年度中国科技论文与

引文数据库(CSTPCD2007)统计结果, WJG荣获2007年度“中国百种杰出学术期刊”称号, 同时被选入2008年

中国国际化精品科技期刊, 中国精品科技期刊包括23种中国国际化精品期刊和301种中国精品科技期刊.(编辑: 

程剑侠 2009-03-28)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年3月28日; 17(9): 873-876
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

CDK11p58基因过表达抑制INS-1细胞的增殖

刘洋, 杨红旺, 孟 雁

刘洋, 杨红旺, 孟雁, 中国医学科学院基础医学研究所 北京
协和医学院基础学院生理学系 北京市 100005
刘洋, 北京协和医学院硕士, 主要从事疾病基因功能研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30870989
国家973计划基金资助项目, No. 2006CB503907
科技部专项基金资助项目, No. 2004CCA01400
北京市自然科学基金资助项目, No. 5062034
作者贡献分布: 刘洋与孟雁对此文贡献均等; 此课题由孟雁、刘
洋及杨红旺设计; 研究过程由刘洋与杨红旺操作完成; 研究所用
新试剂及分析工具由孟雁提供; 数据分析由刘洋完成; 本论文写
作由刘洋、杨红旺及孟雁完成. 
通讯作者: 孟雁, 100005, 北京市东单三条5号, 中国医学科
学院基础医学研究所,北京协和医学院基础学院生理学系. 
ymengsmile@yahoo.com
电话: 010-65296492     传真: 010-65265315
收稿日期: 2009-03-02   修回日期: 2009-03-20
接受日期: 2009-03-23   在线出版日期: 2009-03-28

Over-expression of CDK11p58 
gene suppresses the 
proliferation of rat insulinoma 
cell line INS-1 

Yang Liu, Hong-Wang Yang, Yan Meng

Yang Liu, Hong-Wang Yang, Yan Meng, Department of 
Physiology, Institute of Basic Medical Science, Chinese 
Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical 
College, Beijing 100005, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30870989; the National 973 Program, No. 
2006CB503907; the Research Foundation from Ministry of 
Science and Technology of China, No. 2004CCA01400; and 
the Natural Science Foundation of Beijing, No. 5062034
Correspondence to: Dr. Yan Meng, Institute of Basic 
Medical Science, Chinese Academy of Medical Sciences & 
Peking Union Medical College, Beijing 100005, 
China. ymengsmile@yahoo.com
Received: 2009-03-02    Revised: 2009-03-20
Accepted: 2009-03-23    Pubilshed online: 2009-03-28 

Abstract
AIM: To observe the influences of CDK11p58 
gene on the proliferation and cell cycle of rat 
insulinoma cell line INS-1.

METHODS: Rat insulinoma INS-1 cells were di-
vided into three groups: the experimental group 
transfected with plasmid pcDNA3.0-CDK11p58; 
empty vector group transfected with pcDNA3.0; 
blank control group without any interference. 
After 48 hours, the expression of CDK11p58 was 
detected by Western blot. The proliferation ac-
tivities of the INS-1 cells cells were assessed by 

the MTT assay. Cell cycle was analyzed by flow 
cytometry. 

RESULTS: In comparison with that in the empty 
vector group, the expression of CDK11p58 gene 
were significantly up-regulated in the experi-
mental group after 48-h transfection (P < 0.01). 
Over-expression of CDK11p58 gene suppressed 
the growth of INS-1 cells (P < 0.05), and in-
creased the G1-phase cell proportion significant-
ly (69.87% ± 1.77% vs 63.03% ± 2.66%, P < 0.01). 
INS-1 cells were partly blocked at G1 phase. 

CONCLUSION: CDK11p58 gene is involved in 
the proliferation activity of INS-1 cells. Over-ex-
pression of CDK11p58 gene may suppress INS-1 
cell growth and the mechanisms may be due to 
the G1 phase arrest. 

Key Words: CDK11p58  gene; INS-1 cell; Cell prolif-
eration; Cell cycle

Liu Y, Yang HW, Meng Y. Over-expression of CDK11p58 
gene suppresses the proliferation of rat insulinoma cell 
line INS-1. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 
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摘要
目的: 研究CDK11p58 基因对大鼠胰岛瘤细胞
INS-1增殖及周期的影响. 

方法:  I N S - 1 细 胞 分 为 3 组 :  实 验 组 转 染
pcDNA3.0-CDK11p58 质粒; 空载体组转染
pcDNA3.0空载体; 空白对照组不加任何干扰. 
48 h后, Western blot检测细胞中CDK11p58基
因表达水平; MTT法检测转染CDK11p58 基
因对细胞增殖的影响; 流式细胞仪检测转染
CDK11p58基因后细胞周期的变化.  

结果: 转染48 h后, 与空载体组相比, 实验组
CDK11p58基因的表达水平显著升高(P <0.01), 
INS-1细胞存活率下降(P <0.05), G1期细胞比例
显著上升(69.87%±1.77% vs  63.03%±2.66%, 
P <0.01), 细胞出现G1期阻滞. 

结论: CDK11p58 基因与INS-1细胞增殖相关, 
其高表达引起的细胞增殖速度放缓的作用机

www.wjgnet.com
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■背景资料
CDK11 是新近发
现的中国人2型糖
尿病的易感基因, 
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能为参与细胞周
期调控和凋亡相
关事件等. 本研究
组发现CDK11p58
基因与胰岛β细胞
增殖相关, 其高表
达引起的细胞增
殖速度放缓机制
可能与其所致的
细胞G1期延长有
关. 
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0  引言

CDK11 (cycl in-dependent kinase 11)也称为

CDC2L2 (cell division cycle 2-like 2)是近年报

道的一个中国人2型糖尿病易感基因 ,  定位

于人1号染色体的1p36.33区 ,  其编码蛋白为

CDK11P110和CDK11P58[1]. Tsutsui et al研究发

现, CDK11基因功能包括参与细胞周期调控、

mRNA转录和凋亡信号传导等[2-3]. 其中CDK11 
P58主要在G2/M期表达 ,  其功能为参与细胞

周期调控和凋亡相关事件等 .  在有丝分裂中 , 
CDK11P58可以使姐妹染色单体聚合, 促进中心

粒成熟, 促进纺锤丝的聚集和双极纺锤丝的形

成等[4-6]. 目前有关该基因在胰岛β细胞增殖及周

期中是否发挥的作用未见报道. 本实验我们在

高糖培养条件下, 在大鼠胰岛瘤细胞INS-1中过

表达CDK11p58基因, 观察其对INS-1细胞增殖

和细胞周期的影响, 探讨CDK11p58基因与胰岛

细胞增殖之间的关系. 

1  材料和方法

1 . 1  材料  R P M I  1 6 4 0细胞培养基 (钮因公

司), 胎牛血清(HyClone公司), Lipofectamine 
2000(Invitrogen公司), 蛋白酶和磷酸酶抑制剂

(Roche公司), CDK11P58抗体(Santa Cruz公司), 
二抗(中杉金桥公司), PVDF膜(Millipore公司), 
ECL显色试剂盒(Pierce公司), MTT(华美公司), 
碘化丙啶(鼎国公司), 其余试剂均为国产分析纯. 
大鼠胰岛瘤INS-1细胞由中日友好医院临床医学

研究所娄晋宁教授惠赠. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: INS-1细胞快速解冻后分装入60 
mm培养皿中, 加入含100 mL/L胎牛血清RPMI 
1640完全培养基(含青霉素100 kU/L, 链霉素100 
mg/L, 50 μmol/L巯基乙醇, 10 mmol/L葡萄糖), 
单层培养和孵化于50 mL/L CO2培养箱中, 37℃, 
950 mL/L湿度条件下培养. 高糖培养葡萄糖浓

度为20 mmol/L.  
1.2.2 分组及转染: I N S-1细胞分为3组: 实验
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组、空载体组和空白对照组 .  实验组细胞转

染pcDNA3.0-CDK11p58质粒, 空载体组转染

pcDNA3.0空载体, 空白对照组不加任何干扰. 在
细胞融合率达到70%-80%时进行转染, 转染前

24 h将培养基换为无抗生素培养基, 转染步骤按

照Lipofectamine 2000说明书进行.  
1.2.3 蛋白表达检测: 上述各组INS-1细胞转染

48 h后, 用PBS清洗, 离心收集细胞, 加入新鲜

配制的细胞裂解液, 离心后收集上清, 测定蛋白

含量. 取等量总蛋白与上样缓冲液混合, 变性后

上样, SDS-PAGE电泳, 转移蛋白至PVDF膜上. 
用含50 g/L脱脂奶粉的PBST溶液封闭, 兔抗鼠

CDK11P58多克隆抗体(1∶1000)孵育过夜, 辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶2000)室温孵

育1 h, ECL发光显色. 
1 .2.4 细胞存活率检测 :  取对数生长期细胞 , 
接种于96孔板 ,  细胞贴壁后转染p c D N A3.0-
CDK11p58质粒及pcDNA3.0空载体. 设空白对

照组, 另设培养液对照孔, 加150 μL培养液作为

调零孔. 分别培养24、48和72 h后, 每孔加20 μL 
MTT(5 g/L), 在CO2培养箱中避光培养3 h. 弃培

养液, 每孔加入150 μL的DMSO, 室温下避光振

荡10 min, 使结晶物充分融解. 用酶标仪在490 
nm处测定吸光度值. 记录结果, 绘制细胞生长

曲线.  
1.2.5 细胞周期检测: 上述各组细胞经转染48 h
后, 终止培养. 消化成单细胞悬液, 离心10 min
后弃上清, PBS洗涤2次, 用4℃预冷的700 mL/L
乙醇4℃固定24 h. 固定后经PBS洗涤2次, 加入

RNaseA至终浓度50 mg/L, 37℃水浴30 min,  然后

加入PI至终浓度为50 mg/L, 避光染色10 min. 尼
龙网过滤, 在流式细胞仪上检测细胞周期分布.  

统计学处理 采用SPSS11.5统计软件, 计量

www.wjgnet.com

图  1  转染48 h后INS-1细胞中CDK11p58 基因的表达. 
bP<0.01 vs  空载体组.
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■相关报道
国内外有关报道
提示CDK11p58
基因参与细胞凋
亡相关事件, 本实
验室前期的研究
证明其过表达与
胰岛β细胞凋亡相
关, 但引起胰岛β
细胞凋亡的具体
机制尚缺乏研究
报道. 

■研发前沿
2 型 糖 尿 病 是 严
重威胁人类健康
的重大疾病之一,  
目 前 在 2 型 糖 尿
病 的 研 究 中 ,  胰
岛 β 细 胞 凋 亡 的
机制得到广泛的
重 视 .  研 究 清 楚
CDK11p58 基因在
影响胰岛β细胞增
殖及凋亡中发挥
的作用, 将为研究
2型糖尿病发生发
展提供了重要的
实验基础. 
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资料均采用mean±SD表示, 采用t检验进行统计

分析, P <0.05认为具有统计学意义. 

2  结果

2.1 转染后各组CDK11p58 基因表达 Western 
blot结果显示, 转染CDK11p58基因48 h后, 与空

载体组相比, 实验组INS-1细胞中CDK11P58蛋
白表达水平显著升高(P <0.01), 约为空载体组的

1.6倍(图1). 
2.2 过表达CDK11p58 基因对INS-1细胞增殖的

影响 转染CDK11p58基因24 h后, 与空载体组相

比, 实验组INS-1细胞的凋亡率显著增加、存活

化在率明显减少(P <0.05), 至72 h, 上述变两组间

仍存在显著性差异(P <0.05, 图2). 
2.3 过表达CDK11p58 基因对INS-1细胞周期的

影响 流式细胞仪检测结果显示, 转染48 h后, 实
验组INS-1细胞G1期细胞比例(69.87±1.77)上
升, 与空载体组(63.03±2.66)相比存在显著差异

(P <0.01); 而空载体组G1期细胞比例与空白对照

组(63.63±2.02)相比无显著差异(表1, 图3). 

3  讨论

2型糖尿病已成为严重威胁人类健康的重大疾

病之一, 其发病的主要原因是肥胖、脂质代谢

紊乱和炎症等因素引起的机体组织对胰岛素不

敏感所致的胰岛素抵抗和胰岛β细胞凋亡引起

的胰岛功能受损. 目前在2型糖尿病的研究中, β

细胞凋亡的机制受到越来越广泛的重视. 
细胞增殖与凋亡密切相关, 细胞周期阻滞

后, 机体可通过诱导细胞凋亡来清除体内损伤

的细胞, 同时, 细胞凋亡也常伴有细胞生长阻滞. 
CDK11 (CDC2L2 )是新近发现的中国北方汉族

人群2型糖尿病的易感基因, 其与老龄人群2型
糖尿病发病的易感性关系密切[7]. 研究表明, 采
用高糖条件培养INS-1细胞可引起细胞内糖毒

性, 致使β细胞出现功能异常, 模拟病理情况[8-9]. 
CDK11p58基因已被证实参与细胞凋亡事件, 我
们在前期的研究中已表明, 过表达CDK11p58
基因可以引起INS-1细胞的凋亡, 但是其与参与

INS-1细胞周期及细胞增殖的调控情况尚不清

楚. 本实验我们采用高糖培养大鼠胰岛瘤细胞

INS-1, 过表达CDK11p58基因, 利用MTT及流式

细胞仪检测等方法观察CDK11p58基因对INS-1
细胞细胞周期及增殖的影响. 

研究结果显示 ,  转染48  h后 ,  与空载体

组和空白对照组相比 ,  实验组 I N S-1细胞中

CDK11p58基因表达水平明显升高, 细胞的凋亡

表  1  过表达CDK11p58 基因对INS-1细胞周期的影响 (%, 
mean±SD, n  = 3)

     
分组

           	                  细胞周期

	                 G1	       S	           G2/M

实验组	      69.87±1.77b    18.50±1.64   11.63±2.50

空载体组	      63.03±2.66    18.90±1.83   18.03±4.50

空白对照组   63.63±2.02    23.33±1.99	   14.00±2.43

bP<0.01 vs  空载体组.
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图  3  过表达CDK11p58 基因对INS-1细胞周期的影响. A: 实

验组; B: 空载体组; C: 空白对照组.

■应用要点
本实验的研究结
果为进一步探讨
CDK11p58 基因在
诱导β细胞凋亡及
在2型糖尿病发生
发展中的作用提
供了重要的实验
基础. 

图  2  过表达CDK11p58 基因对INS-1细胞增殖的影响. 
aP<0.05 vs  空载体组.
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率增加、存活率显著下降, 同时, 细胞的增殖速

度放缓, G1期的细胞比例显著上升, 即部分细胞

被阻滞于G1期. 
以上结果表明, CDK11p58基因的过表达可

导致INS-1细胞周期的异常, 从而引起INS-1细胞

的生长受阻、凋亡增加和存活率降低. 其作用机

制可能是: 过表达的CDK11p58基因影响了INS-1
细胞内某些细胞周期调控因子的合成, 从而导

致相应的细胞周期相关蛋白表达异常, 使部分

INS-1细胞的生长被阻滞于G1期, 不能继续完成

正常的分裂过程, 进而使进入S期的细胞数目减

少, DNA复制合成受阻, 细胞增殖速度放缓, 从而

引起细胞的凋亡和存活率下降. 至于CDK11p58
基因的过表达能引起INS-1细胞中何种细胞周期

调控因子的异常表达还需进一步的实验证明. 
本实验的研究结果为进一步探讨CDK11p58

基因在诱导胰岛β细胞凋亡及在2型糖尿病发生

发展中的作用提供了重要的实验基础. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of JAK/STAT 
signaling pathway in secretion of interleukin-18 
(IL-18) by Kupffer cells in experimental acute 
pancreatitis with liver injury.

METHODS: Hepatic Kupffer cells extracted 
through enzymatic digestion and density gra-
dient centrifugation were divided into four 

groups. Group A (normal saline group) served 
as control group; Group B was lipopolysaccha-
ride (LPS) treatment group; Group C was LPS 
plus pancreatic elastase treatment group; Group 
D was AG490 treatment group. The concentra-
tions (IL-18) in Kupffer cell supernatant were de-
termined by ELISA, and the expression of JAK2 
protein was determined by immunofluorescence 
and Western blot. 

RESULTS: The concentrations of IL-18 in the 
supernatant and JAK2 protein in group B had 
increased significantly compared with those in 
group A (IL-18: 312.23 ± 20.5 ng/L vs 13.50 ± 2.18 
ng/L, P < 0.01). The same result was seen when 
group C was compared with group B (P < 0.01). 
The concentrations of IL-18 and JAK2 protein in 
group D decreased significantly compared with 
those in group C (317.31 ± 25.24 ng/L vs 438.86 
± 21.32 ng/L, P < 0.01), but just only slightly in-
creased compared with those in group B. 

CONCLUSION: Inhibition of JAK/STAT signal-
ing pathway activation may reduce pancreatic 
elastase-induced expression of proinflammatory 
cytokines IL-18 in rat Kupffer cells, which may 
help alleviate liver injury induced by acute pan-
creatitis. 

Key Words: JAK/STAT pathway; Interleukin-18; 
Acute pancreatitis; Kupffer cells; Liver injury

Li ML, Zhu RM, Zhang XH, Shi W, Yang MF, Ji HZ, Guo 
JY. Role of JAK/STAT signaling pathway in pancreatic 
elastase-induced secretion of interleukin-18 within rat 
Kupffer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 
877-881

摘要
目的: 探讨JAK/STAT信号通路在胰弹性蛋白
酶(elastase)诱导Kupffer细胞分泌IL-18中的作
用机制. 

方法: 采用酶消化法及密度梯度离心法将提
取的肝脏Kupffer细胞分为4组, A组: 生理盐水
组(正常对照组); B组: 脂多糖(LPS)处理组; C

www.wjgnet.com
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■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是临床常见急腹
症之一, 其特点是
起病急 ,  进展快 , 
并 发 症 多 ,  住 院
患者死亡率高达
25%. AP并发胰腺
外器官损伤时死
亡率极高 .  因此 , 
对于早期控制AP
症状和并发症对
其预后至关重要, 
JAK/STAT信号通
路作为一条重要
的炎症反应性通
路, 参与多种炎症
介质介导的信号
转 到 过 程 ,  他 在
AP发生、发展过
程中起到重要调
节作用. 

■同行评议者
刘连新, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一临床医学院普
通外科 

   



组: LPS和elastase处理组; D组: AG490预处理
组. 采用酶免疫吸附(ELISA)法检测Kupffer细
胞上清液中IL-18含量; 细胞免疫荧光染色技
术和Western blot法检测细胞总蛋白中JAK2的
表达.  

结果:  与A组比较 ,  B组在给予L P S刺激后 , 
JAK2蛋白的表达以及上清液中IL-18含量均
明显增加(IL-18: 312.23±20.5 ng/L vs  13.50
±2.18 ng/L, P <0.01); C组在同时给予LPS和
elastase刺激后, JAK2的表达显著升高, 上清液
中IL-18含量与B组比较也显著增加(P <0.01); 
而D组在预先给予AG490处理后, JAK2表达
明显下降, 上清液中IL-18含量也有不同程度
降低, 与C组比较差异有统计学意义(317.31±
25.24 ng/L vs  438.86±21.32 ng/L, P <0.01), 但
与B组比较, 各值仅有轻微变化, 差异无统计
学意义. 

结论:  抑制J A K/S TAT通路的活化可下调
e la s t a se诱导Kupffe r细胞分泌促炎症因子
IL-18的表达, 这可能有助于减轻急性胰腺炎
时炎症反应和肝损伤. 

关键词: 急性胰腺炎; JAK/STAT信号通路; 白介素

-18; 枯否细胞; 肝损伤

李敏利, 朱人敏, 张晓华, 史薇, 杨妙芳, 季洪赞, 郭婧芸. JAK/
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0  引言

关于急性胰腺炎(acute pancreati t is, AP)发病

机制以及合并胰腺外器官损伤的研究, 国内外

取得了不少进展, 近年来, 炎症细胞过度激活

学说更成为一大研究热点. AP时, 炎症胰腺组

织释放大量的炎症介质, 并通过一序列生物学

级联放大效应 ,  进一步释放大量促炎症因子 , 
其中包括近年新发现的一种重要的炎症因子

IL-18, 这些炎症介质在AP发生、发展过程中

起重要调节作用, 是导致AP病情加重的关键因

素[1]. 肝脏拥有全身最大的巨噬细胞群, 即枯否

细胞(kupffer cell, KC), 他具有强大的分泌各

种细胞因子的功能, 对AP的病情严重程度及胰

腺外器官损伤起重要作用[2]. Janus激活/信号转

导和转录激活子(janus kinase/signal transducer 
and activator of transcription, JAK/STAT)信号

通路是细胞因子信号转导的重要途径 ,  但A P
时, JAK/STAT通路介导肝脏分泌IL-18作用的
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研究目前尚无报道. 本研究旨在通过培养原代

大鼠KC, 观察AP时KC中JAK2蛋白表达情况及

IL-18含量, 明确JAK/STAT通路在AP时KC分泌

IL-18的作用机制, 以探讨减少AP引起急性炎

症反应的有效途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 Percol l分离液购自Pharmacia公司; 
AG490购自Biosource公司; Hepes、PMSF均购自

Amresco公司; RPMI 1640干粉培养液购自Gibco
公司; 胰弹性蛋白酶购自Chemicon公司; IL-18
试剂盒购自ADL公司; 辣根过氧化物酶标记的

羊抗鼠JAK2-IgG购自Cell Signal公司; 兔抗大鼠

β-actin购自博士德公司; 细胞裂解液购自碧云天

公司; 其他常用试剂均为国产分析纯试剂. PVDF
膜为美国Millipore公司产品; 酶标仪、PAGE凝
胶电泳仪、垂直电泳槽、电泳凝胶图像分析系

统均购自Bio-Rad公司. 
1.2 方法 
1.2.1 枯否细胞的分离、纯化和培养: 健康♂SD
大鼠24只(200-250 g), 购自中国人民解放军南

京军区南京总医院实验动物中心. 按文献[3]的
改进方法采用酶消化法、密度梯度离心以及选

择贴壁法提取KC. 将提取的KC接种于6孔板中

(1×109/L), 1 h后去除培养基, 用温PBS清洗2遍, 
去除未贴壁细胞, 贴壁细胞即为实验所需的高

纯度KC. 细胞活性测定采用苔盼蓝拒染实验, 细
胞性质测定采用吞噬墨汁实验.  
1.2.2 枯否细胞分组和处理: 本实验参照Murr 
e t a l [4-5]的方法, 并根据本实验要求作一定改

进 .  将上述获得的K C用含100 m L/L F C S的
RPMI-1640培养基培养24 h后分成4组(n  = 6). A
组(正常对照组): 在培养基上清液中加入生理盐

水(30 mL/L); B组: 上清液中加入脂多糖(LPS, 
50 μg/L); C组: 上清液中加入LPS(50 μg/L)和胰

弹性蛋白酶(elastase, 1 U/mL); D组: 上清液中

加入AG490(30 μmol/L)预先刺激0.5 h后, 再用

LPS(50 μg/L)和elastase(l U/mL)处理.  
1.2.3 细胞上清液收集: KC在加入刺激因子作用

后12 h收集培养基, 4℃, 10 000 g离心10 min, 取
上清液并立即置于-70℃保存. 
1.2.4 细胞上清液中IL-18含量测定: ELISA法检

测细胞上清液中IL-18的含量, 具体步骤严格按

试剂盒使用说明书进行操作, 通过绘制标准曲

线得出样品中相应细胞因子含量. 该方法检测

IL-18的灵敏度为1 ng/L.  
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■相关报道
研究发现 ,  AP肝
损伤进展、严重
程度与炎症因子
作用有关, 但有关
AP肝损伤机制中
具体作用途径还
不清楚. 

■研发前沿
AP合并肝损伤作
为评价AP疗效和
预后的重要指标, 
其复杂的致病机
制是目前AP一大
研究热点及难点. 
随着分子生物学
的发展 ,  有关AP
发病以及并发胰
腺外器官损伤各
机制中, 炎症细胞
过度激活学说成
为一大研究热点. 
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1.2.5 细胞免疫荧光染色: 各实验组KC经爬片

后用100 g/L多聚甲醛固定30 min, PBS冲洗15 
min, 0.1% Triton X-100通透10 min, PBS震荡冲

洗15 min, 10% BSA-PBST封闭30 min; 各加一抗

(JAK2单克隆抗体1∶50稀释)4℃孵育过夜, PBS
冲洗5 min×3, 二抗(1∶100稀释), 37℃暗盒孵

育1.5 h, PBS洗5 min×3, 抗荧光焠灭封片液封

片. JAK2阳性主要定位于细胞质, 细胞质发荧光

为阳性细胞. 阴性对照不加一抗, 其余步骤相同. 
Olympus荧光显微镜观察并摄片.   
1.2.6 细胞总蛋白中JAK2表达的检测: 各实验

组分别在添加刺激因子继续培养12 h后收集细

胞, 同期收集对照组细胞, 用RIPA细胞裂解液

裂解细胞, 提取总蛋白. 所提取的蛋白均采用

Bradford法行总蛋白定量, 各取100 μg/孔, 行100 
mL/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离(2 h). 待
电泳结束后, 将蛋白(低温条件下湿转3 h)转至

PVDF膜上, 膜按常规封闭. 加入兔抗鼠JAK2单
克隆抗体(1∶1000稀释), 4℃过夜, 用TBST洗膜

5次, 每次6 min, 再加入辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗(1∶2000稀释), 室温摇床上反应4 h, 
再用TBST洗膜5次, 每次6 min. 洗膜后ECL法化

学发光, X线底片曝光显影, 以β-actin作为内参照. 
用Bio-Rad图像分析系统照相, 用Image-Pro软件

分析, 以相应条带灰度值表示相对蛋白含量. 
统计学处理 所有数据采用SPSS13.0统计软

件进行分析, 计量资料以mean±SD表示, 多组均

数间比较采用单因素方差分析, 两组均数间比

较采用t检验, P <0.05表明差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 KC分离培养、得率和纯度鉴定 经酶消化

法、Percoll密度梯度离心和选择性贴壁法提取

肝脏KC, 每只大鼠KC获得(2.40±0.16)×107个, 
细胞贴壁率为42.7%, 采用台盼蓝拒染法鉴定细

胞活力为95%以上; 吞噬墨汁实验鉴定细胞纯度

达92%以上. 
2.2 IL-18含量 与A组比较, B组IL-18含量显著增

加(P <0.01); 与B组比较, C组IL-18含量增加更明

显(P <0.01); 与C组比较, D组IL-18含量明显减少

(P <0.01), 但与B组比较仅有轻微变化, 差异无统

计学意义(P >0.05, 表1). 
2.3 JAK2蛋白表达与定位 
2.3.1 细胞免疫荧光: 荧光显微镜下观察细胞发

绿色荧光情况. 未作处理的KC未检测到荧光染

色的细胞(图1A); B组可见JAK2表达微弱(图1B); 
给与LPS和elastase处理后, JAK2表达上调, 与B
组比较差异显著(图1C, P <0.01); D组给与AG490
预处理后, JAK2表达明显下调, 与C组比较明显

减弱差异显著(P <0.01), 但和B组比较无显著性

差异(P >0.05, 图1D). 
2.3.2 细胞中JAK2蛋白表达检测: 各实验组和

对照组KC中均有JAK2表达(图2). 给予LPS刺
激后, KC中JAK2蛋白表达比对照组明显增加

图  1  枯否细胞JAK2表达变化情况(×200). A: 正常对照组; B: LPS组; C: LPS+elastase共同处理组; D: AG490治疗组.

A B

C D

■应用要点
本文主要研究在
KC各条信号通路
中的一条重要信
号通路JAK/STAT
信号通路在AP肝
损伤中表达的变
化情况 ,  可为AP
治疗提供新的思
路. 

■创新盘点
本文用ELISA法
检测枯否细胞上
清液中IL-18含量; 
细胞免疫荧光染
色和Western blot
方法直接检测KC
中JAK2表达量的
变 化 ,  分 析 其 与
AP肝损伤的可能
关系. 
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(P <0.01); 同时给予LPS和elastase刺激后, JAK2
表达进一步增加(P <0.01); 预先给予AG490处理

后在给予LPS和elastase刺激, JAK2表达和C组比

较明显降低(P <0.01), 但与B组比较仅略有增加

(P >0.05, 图3). 

3  讨论

K C是定居于肝窦内的巨噬细胞, 是体内最大

的固定型巨噬细胞群 ,  约占巨噬细胞总数的

80%-90%, 是产生炎症因子的主要效应细胞. AP
时, 由于胰腺腺泡细胞大量坏死和凋亡, 促使胰

酶异常激活并释放入血, 同时炎症胰腺组织释

放大量的炎症介质, 经门静脉到达肝脏. 这些促

炎症因子通过刺激并激活KC内信号转导通路, 
通过一序列生物学反应后引起连锁和放大效应, 
释放大量细胞因子, 如IL-18、TNF-α、IL-6等, 
这些细胞因子均参与AP并发肝损伤的发生和发

展[6-9]. AP时, 肝脏是机体炎症反应最为活跃及免

疫细胞聚集的重要器官, 对AP的严重程度、疾

病进展及预后均有重要监测作用. 
JAK/STAT信号通路是细胞因子信号转导的

重要途径之一, 近年来备受关注, 他代表的是一

条信号从细胞膜到细胞核的信号转导途径, 涉及

免疫、细胞增殖分化、细胞凋亡、炎症等多种

生理和病理反应的调节作用. 目前已发现多种细

胞因子, 主要有IL-18、TNF-α、IL-6、IL-1β等, 
他们均可通过激活JAK/STAT信号转导通路, 在
炎症反应的发生、发展过程中发挥重要作用, 因
此推测针对性阻断JAK/STAT信号通路将可能达

到改善AP并发肝损伤病理过程的目的[10-11]. 

IL-18是一种新发现的促炎症因子, 主要由

肝脏枯否细胞以及肝外巨噬细胞产生. IL-18有
许多生物学活性, 他可诱导机体产生大量γ-干扰

素、TNF-α、IL-1β等细胞因子, 并通过这些细

胞因子介导组织、器官的炎症坏死, 同时加强

FasL介导的细胞凋亡途径导致细胞损伤, 最终

导致全身性组织损害[12-13]. 近年来多项研究发现, 
AP时IL-18呈高水平表达, 而当合并局部胰腺坏

死及远处器官功能衰竭等并发症时, IL-18表达

增高更为显著, 他反映了AP的严重程度, 可以作

为AP的病情预测指标[14-15]. AG490是一种人工合

成的苯丙亚甲基丙二腈脂类衍生物, 为JAK2特
异性抑制剂, 可以与受体酪氨酸激酶竞争结合

位点, 阻断其下游激酶活化, 进而抑制细胞因子

介导的生物、病理效应. 研究发现AG490能抑

制IL-18诱导JAK/STAT信号通路的活化[16]. 因此, 
本实验重点通过体外培养KC, 模拟体外AP模
型, 观察在给予AG490处理后KC上清液中IL-18
表达情况和KC中JAK2表达情况, 探讨AP肝损

伤机制中, IL-18和AP肝损伤之间的关系, 以及

IL-18介导JAK/STAT信号通路参与AP发病及发

展的过程. 
本研究发现, 正常KC上清液中IL-18有极少

量表达, 给予LPS刺激后, KC上清液中IL-18表达

显著上调, 同时给予LPS和elastase刺激后, IL-18
表达增加更为显著, 而预先给予AG490处理后

IL-18表达则明显低于AP肝损伤组. 由此可见, 
LPS和elastase通过协同作用, 使KC产生的生物

学效应得以放大, 从而正性上调KC IL-18蛋白的

表达, 而AG490则有效降低了KC上清液中IL-18
的表达. 另外, 我们又通过细胞免疫荧光的方法

和Western blot法检测JAK2蛋白的表达情况, 发
现KC细胞质中JAK2荧光量、荧光强度以及总

蛋白含量变化与IL-18表达在动态变化上基本一

致. 因此推测, KC中可能存在JAK/STAT信号通
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表  1  AP大鼠KC上清液IL-18含量(μg/L, mean±SD, n  = 6)

     
分组                        			         IL-18

正常对照组                   	                13.50±2.18                 

LPS组                  		                312.23±20.5a                  

LPS＋elastase共同处理组                     438.86±21.32ab              

AG490治疗组              　　	               317.31±25.24ad

aP<0.05 vs  正常对照组; bP<0.01 vs  LPS组; dP<0.01 vs  LPS+ 

elastase共同处理组.

图  2  细胞中JAK2蛋白表达检测. A: 正常对照组; B: LPS组; 

C: LPS+elastase共同处理组; D: AG490治疗组.

JAK2

β-actin

126 kDa

42 kDa

A           B           C            D

图  3  各组SD大鼠肝脏JAK2/β-actin的灰度比值. A: 正常

对照组; B: LPS组; C: LPS+elastase共同处理组; D: AG490治

疗组.
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■名词解释
脂多糖(LPS): 革
兰氏阴性细菌细
胞壁上的特有结
构 ,  其 化 学 成 分
主 要 有 O 特 异 性
链、核心多糖和
类 脂 A 3 部 分 组
成. 当机体受到创
伤、烧伤、感染
等外界损伤时, 他
可突破机体黏膜
屏障, 进而导致严
重反应的发生、

发展, 在机体严重
反应过程中有重
要促进作用. 
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路结合位点, AP肝损伤时, elastase刺激KC后激

活JAK2, 通过JAK2/STAT信号通路诱导IL-18的
大量分泌和活化; 但阻断JAK2活化后, 由于抑

制了其下游信号活化, 进而减少了IL-18的分泌. 
这进一步提示AP时, 可能通过激活KC中的JAK/
STAT信号通路, 介导IL-18表达上调, 进而在AP
肝损伤中发挥重要作用. 总之, 上述研究提示在

AP诱发急性炎症反应和并发肝损伤的发生、发

展过程中, JAK/STAT信号通路起到重要调节作

用; 通抑制JAK/STAT信号通路的信号转导途径, 
可有效减轻AP炎症反应, 进而达到减轻肝损伤

的作用. 因此, 在参考基础实验的基础上, 还应

再进行深入完全的临床研究, 以更好地掌握AP
并发肝损伤的发病机制, 寻找出潜在的新的预

防性和治疗方法. 
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Abstract
AIM: To study biological characteristics of 
immortalizing bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs).

METHODS: Plasmid pCMVSV40T/PUR con-
taining the simian virus 40 large T antigene gene 
(SV40Tag) was transfected into BMSCs. The cell 
shape of immortalized BMSCs was observed. 
Its capacity to differentiate into osteoblast cells 
was detected through the activity of ALP. Its tu-
morigenicity was examined using the nude mice 
experiment. Growth curve of cells in different 
serum concentration culture was described and 
its activity was measured. 

RESULTS: Untreated BMSCs, after fifteenth 
passages, could not passage, while immortalized 
BMSCs of this passage preserved good activ-
ity but with contact inhibition. Immortalized 
BMSCs differentiated into osteoblasts. The cells, 

which were injected into nude mice, had no 
tumorigenicity. The immortalized BMSCs, cul-
tured in 20% serum concentration, growed faster 
than that in other serum concentrations. The 
activity of immortalized BMSCs, which were 
frozen by 50% and 90% of serum concentration, 
were higher than that of 20%. 

CONCLUSION: In vitro, the immortalized BM-
SCs, with pCMVSV40T/PUR, have good activ-
ity, but no tumorigenicity. The immortalized 
BMSCs can provide a large number of cells. 

Key Words: SV40T; Bone marrow mesenchymal 
stem cells; Immortalization

Fang CH, Cheng B, Fan YF. Biological characteristics of 
immortalized bone marrow mesenchymal stem cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 882-885

摘要
目的: 探讨永生化骨髓间充质干细胞(b o n e 
marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)的生
物学特性.

方法: 通过质粒pCMVSV40T/PUR导入大鼠
BMSCs, 建立永生化BMSCs. 在倒置显微镜下
观察细胞形态; 采用检测碱性磷酸酶的活性, 
了解永生化BMSCs是否可分化为成骨细胞; 
采用裸鼠皮下接种实验检测细胞的致瘤性; 
应用不同血清浓度进行细胞培养及冻存, 描绘
其生长曲线及复苏后的活性.  

结果: 未导入质粒的BMSCs培养至15代后细
胞不能继续传代, 呈明显衰老迹象, 而永生化
BMSCs培养至5代后仍可保持较好的活性, 但
具有明显接触抑制; 永生化BMSCs具有分化
为成骨细胞的能力; 裸鼠接种后无致瘤性; 与
其他血清浓度相比, 20%血清培养组的细胞
生长速度较快; 50%及90%血清组其复苏后较
20%血清组活性高(P <0.05). 

结论: 在体外, pCMVSV40T/PUR构建的永
生化BMSCs具有活性较好等特性, 且无成瘤
性, 可为BMSCs的研究及应用提供大量的细
胞来源. 

®

■背景资料
越来越多的研究
表明, 骨髓间充质
干细胞(BMSCs) 
治疗器官功能衰
竭有很好的疗效. 
同时发现BMSCs
具有体外易衰老
等缺点, 这严重影
响了BMSCs进一
步研究及临床应
用.

■同行评议者
程树群 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第二军医大学东
方肝胆外科医院
综合治疗三科
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0  引言

越来越多的研究表明, 骨髓间充质干细胞(bone 
marrow mesenchymal stem cells, BMSCs) 治疗器

官功能衰竭有很好的疗效[1]. 同时发现BMSCs
具有体外易衰老等缺点, 这严重影响了BMSCs
进一步研究及临床应用 [2].  本研究通过质粒

pCMVSV40T/PUR导入永生化基因SV40T建立

了永生化BMSCs, 并对其特性进行分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM培养基购自Hyclone公司, 胰
蛋白酶购自Amersco公司, 胎牛血清购自美国

Gibco公司, 胎盘蓝为Amersco公司产品, 碱性磷

酸酶(ALP)检测试剂购置盒晶美生物工程公司, 
倒置生物显微镜购置重庆光学仪器厂, 脂质体

Lipofectamine2000和小剂量质粒提取试剂盒购

自美国Gibco公司, pCMVSV40T/PUR质粒由瑞

典Jan Holgersson教授惠赠. 
1.2 方法 
1.2.1 pCMVSV40T/PUR的鉴定及转染: 采用

percol l梯度离心法分离纯化大鼠的BMSCs[3]. 
挑选生长状态良好、80%汇合的第3代BMSCs, 
以脂质体L i p o f e o t i n2000为载体通过质粒

pCMVSV40T/PUR转染后, 细胞通过嘌呤霉素筛

选后, 克隆扩大培养, 建成永生化BMSCs.  
1.2.2 ALP检测成骨细胞: 取永生化BMSCs细胞, 
以1×105/cm2的种植密度接种到预置盖玻片的

六孔培养板中培养, 使用成骨添加剂的条件培

养基(高糖DMEM完全培养液中加入地塞米松

100 nmol/L、β-甘油磷酸钠10 mmol/L、维生

素C 50 mg/L)持续培养, 细胞培养3 d后, 取出六

孔培养板中的盖玻片, PBS冲洗5 min, 3次, 将
ALP底物(按照ALP试剂盒配制: A液为2 mol/L
乙二醇胺缓冲液, 每50 mL含乙二醇胺10 mL、
MgCl2·6H2O 100 mg, 用浓盐酸约1.95 mL调pH至

10.0; B液为30 mmol/L磷酸对硝基苯酚, 临用前

将A、B液等量混合), 加2滴于盖玻片上, 和细胞

内ALP直接反应, 镜下观察, 阳性细胞呈蓝黑色.  
1.2.3 裸鼠接种检测细胞致瘤性: 取第15代永生

化BMSCs, 用无血清培养基制备成单细胞悬液

(1×1010/L). 在无菌条件下分别接种于5只周龄

为4-6 wk的BALB/c-nu/nu裸小鼠腋窝皮下, 每只

0.2 mL, 观察4 wk. 
1.2.4 绘制永生化BMSCs生长曲线: 将永生化

BMSCs以1.2×104/cm2密度置于24个6孔板内, 
每板为一个单位. 根据不同的血清浓度培养分

为4个组, 每组6个单位, 培养24 h后每天取各

组1个单位进行计数, 取平均数, 绘制其生长曲

线, 实验重复3次. 通过预实验发现下列各组细

胞传代时间较短, 细胞活性较好: (1)5%胎牛血

清+95% DMEM培养基(简称5%血清培养组); 
(2)10%胎牛血清+90% DMEM培养基(简称10%
血清培养组); (3)20%胎牛血清+80% DMEM培

养基(简称20%血清培养组); (4)30%胎牛血清

+70% DMEM培养基(简称30%血清培养组). 本
实验采用上述几组血清浓度进行细胞培养, 找
到最佳的血清培养浓度.  
1.2.5 检测永生化BMSCs复苏后的活性: 永生化

BMSCs采用以下不同的血清浓度组进行细胞冻

存: 10% DMSO+20%胎牛血清+70% DMEM培

养基(简称20%血清组); 10% DMSO+50%胎牛血

清+40% DMEM培养基(简称50%血清组); 10% 
DMSO+90%胎牛血清(简称90%血清组), 每组5
个单位. 复苏后采用胎盘蓝染色进行细胞活性

检测.  
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包进行

统计分析, 计量资料以mean±SD表示, 当不同组

间方差齐时, 采用F检验分析, 并通过SNK-q进行

两两比较; 当方差不齐时, 采用近似F检验-Wilch
法, 通过Dunnett's T3进行两两比较. P <0.05为差

异有显著性. 

2  结果

2.1 BMSCs的生物学性状 永生化BMSCs随着传

代次数的增加其形态未见明显改变, 细胞传代

至15代时, 细胞增长速度无减慢趋势, 图中箭头

所示: 形态胞核明显, 胞质丰富, 清晰(图1A), 与
4-5代未转染pCMVSV40T/PUR质粒的细胞相似

(图1B), 约7-9 d传代一次, 但仍具有生长抑制特

性. 未转染的BMSCs在第7代时细胞增长速度减

慢, 约10 d传一代, 且细胞形态有所改变. 图中箭

头所示: 当细胞传至15代时, 细胞表现出皱缩, 
体积增大, 胞体变平, 很难继续传代(图1C). 
2.2 成骨诱导后细胞内A L P活性检测 永生化

BMSCs在条件培养基培养1 wk后, 细胞变为多

角形, 细胞周边出现长丝状突出; 胞质中可见蓝

黑色的细小颗粒, 数个细胞连成块状, 染色较强, 

■相关报道
Zhang et al 通过
将pCMVSV40T/
PUR质粒导入前
软 骨 细 胞 后 ,  细
胞可在体外大量
培 养 .  但 永 生 化
BMSCs尚无进一
步报道.
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而散在的细胞染色略弱, 细胞边界清楚. 诱导2 
wk以上, 细胞基质中可见钙沉积, 逐渐出现的矿

化物至4 wk时已形成明显骨结节, 染色将结节中

沉积的钙染成黑色(图2). 
2.3 致瘤性检测 永生化BMSCs接种接种于4-6 
wk的BALB/c-nu/nu裸小鼠后, 观察4 wk, 未见肿

瘤形成. 
2.4 血清培养浓度对细胞生长速度的影响 各血

清培养组均呈“S”形(图3), 其中以20%血清组

生长速度最快 . 
2.5 血清浓度对细胞复苏后活性的影响 各组细

胞冻存1 mo后进行复苏, 通过胎盘蓝拒染率计

算细胞存活率. 通过方差齐性分析发现各组间

方差齐(P >0.05). 采用方差及SNK-q分析: 不同

浓度组之间永生化BMSCs复苏后的存活率进

行方差分析示差异有显著性意义(P <0.01). 进一

步SNK-q两两比较显示: 90%血清组、50%血清

组细胞存活率显著性高于20%血清组(P <0.01); 
50%血清组与90%血清组存活率差异无统计学

意义(P >0.05). 

3  讨论

研究表明, BMSCs具有极强的自我复制能力和多

向分化潜能, 来源广泛, 易于获取, 而且BMSCs具
有低免疫原性, 应用方便[4-5]. Ozawa et al [6-7]表明, 

BMSCs暴露于受损的肝脏组织中时, 可帮助修复

受损的肝脏; 同时有研究发现BMSCs在体外仍可

分化为肝细胞[8-9]; Dasa et al [10-11]发现人BMSCs移
植入受损的大鼠神经系统中, 可分化为少突神经

胶质细胞, 使神经系统恢复较好; 还有研究表明

人BMSCs可分化为软骨细胞[12-13]. 因此, BMSCs
的诱导分化和移植是目前研究的热点之一. 

虽然如此, 但有研究表明BMSCs传代至6代
后细胞生长逐渐缓慢,呈现衰老现象[14]. 本研究

室通过BMSCs细胞培养发现当传代至7代后, 细
胞呈明显的衰老, 传代时间明显延长. 故细胞存

在数量不足、体外扩增困难、体外传代、保存

及复苏后增殖及分化能力下降等问题, 严重影

响其进一步广泛应用. 
Zhang et al [15]发现SV40T具有避免细胞凋亡

及延长细胞寿命的特性, 通过将pCMVSV40T/
PUR质粒导入前软骨细胞后, 发现细胞的生长呈

S形, 随着培养时间的延长, 细胞数量随之增加, 
端粒酶长度也未见明显减短, 且在无细胞生长

因子的情况下当传代至30代时仍无向其他细胞

分化的趋势. 但永生化BMSCs尚无进一步报道. 
本研究室成功通过pCMVSV40T/PUR质粒

将永生化基因SV40T导入BMSCs中, 建立了永

生化BMSCs, 并传代至15代, 发现永生化BMSCs
胞核明显, 胞质丰富, 活性较好, 与4代细胞相似, 
而第15代未处理的BMSCs出现细胞皱缩等衰

老形态, 且很难继续扩增, 表明导入永生化基因

SV40T后可体外大量获取BMSCs. 
实验还通过永生化BMSCs置于成骨添加剂

的条件培养基中培养后可分化为成骨细胞, 由
此可见其仍保留BMSCs的基本特性-分化为成

骨细胞能力. 通过不同的血清浓度培养该细胞

发现当血清浓度为20%时细胞生长速度最快且

活性较好; 永生化BMSCs通过50%血清冻存复

苏后细胞的活性与90%血清组无显著性差异, 但

图  2  成骨诱导4 wk后的永生化BMSCs碱性磷酸酶染色
(×200).
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图  3  各血清浓度组永生化BMSCs的生长曲线.

■应用要点
本 研 究 通 过
p C M V S V 4 0 T /
PUR质粒建立永
生化BMSCs可在
体外提供大量的
活性较好的细胞, 
为其进一步研究
及应用提供细胞
来源.

图  1  BMSCs的生物学性状(×200). A: 经质粒转染后15代

的BMSCs; B: 未转染的4代的BMSCs; C: 未转染的15代的

BMSCs.
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显著性高于20%血清组. 
本研究镜下观察发现永生化BMSCs细胞间

仍存在接触抑制, 且通过裸鼠皮下注射永生化

BMSCs后, 观察4 wk后, 未见瘤体的出现, 表明

细胞为良性细胞可能性大. 
体外将pCMVSV40T/PUR质粒的导入, 使得

BMSCs其具有体外大量扩增等优点, 且不具有

成瘤性, 为今后BMSCs的研究及应用提供大量

的细胞来源. 
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Abstract
AIM: To investigate the association between 
HLA-DRB1 gene polymorphism and the genetic 
susceptibility to HBV-induced liver cirrhosis in 
Fujian Han population.

METHODS: Genotyping of HLA-DRB1 gene 
was performed in 93 patients with HBV-induced 
cirrhosis and 84 healthy individuals using 
sequencing-based typing. The distribution of 

alleles in control group was checked by Hardy-
Weinberg genetic equilibrium; association be-
tween disease and frequencies of alleles were 
analyzed using genetic statistical methods to 
find the gene polymorphisms.

RESULTS: The frequency of HLA-DRB1*04 al-
lele was significantly higher in patient group 
than in control group (OR = 2.536, 95%CI: 
1.292-4.97, P = 0.0068). However, the frequency 
of HLA-DRB1*1101 allele was significantly 
lower in patient group than in control group (OR 
= 0.339, 95%CI: 0.119-0.964, P = 0.0425). Signifi-
cant difference was found in genotype of HLA-
DRB1 04 between the case group and the control 
group (OR = 3.456, 95%CI: 1.553-7.692, c2 = 9.227, 
P = 0.0024). There was significant dose-response 
relationship between liver cirrhosis and the 
genotype of HLA-DRB1 04 (OR = 2.457, 95%CI: 
1.274-4.737, c2 = 7.197, P = 0.0073).

CONCLUSION: HLA-DRB1*04 allele and HLA-
DRB1*1101 allele may be the susceptibility and 
resistant genes in the patients with liver cirrho-
sis respectively.

Key Words: Hepatitis B; Liver cirrhosis; Human leu-
kocyte antigen; Gene frequency; Genotyping

Li DL, Peng JZ, Zhao SM, Lin XQ, Yang CS, Lin H. 
Association between liver cirrhosis due to HBV infection 
and HLA-DRB1 gene polymorphism in Fujian Province. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 886-890

摘要
目的: 研究人类白细胞抗原(human leucocyte 
antgen, HLA)-DRB1基因多态性与福建汉族人
乙型肝炎肝硬化的遗传易感性关系. 

方法:  以93例福建地区汉族人群乙型肝炎
肝硬化患者为研究对象, 以同一地区84例健
康人为对照人群 ,  采用D N A测序分型技术
(sequencing-based typing, SBT)对HLA-DRB1
等位基因精确分型, 计算各组等位基因频率, 
对照人群等位基因分布进行Hardy-Weinberg

®

■背景资料
乙肝病毒 (HBV)
感染慢性化是乙
型肝炎临床难以
治愈的重要原因. 
造成这种临床结
果的原因, 除与病
毒因素有关外, 宿
主因素在发病中
也起重要作用. 深
入了解宿主遗传
因素在肝硬化形
成中的作用, 有助
于揭示HBV感染
慢性化的机制.

■同行评议者
樊红, 副教授, 东
南大学医学院发
育与疾病相关基
因教育部重点实
验室
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遗传平衡检验, 应用遗传统计方法进行关联分
析, 确定与乙型肝炎肝硬化相关的易感基因及
基因型. 

结果: 乙型肝炎肝硬化组HLA-DRB1*04等
位基因频率明显高于对照组(O R  = 2.536, 
95%C I: 1.292-4.978, P  = 0.0068), H L A-
D R B1*1101等位基因频率明显低于对照组
(OR  = 0.339, 95%CI: 0.119-0.964, P  = 0.0425);  
HLA-DRB1 04基因型在病例组与对照组之
间分布差异具有统计学意义(O R  = 3.456, 
95%CI: 1.553-7.692, c2 = 9.227, P  = 0.0024), 
乙型肝炎肝硬化与HLA-DRB 04基因型剂量
线性相关(OR  = 2.457, 95%CI: 1.274-4.737, c2 
= 7.197, P  = 0.0073). 

结论: HLA-DRB1*04主型等位基因及其基因
型可能是乙型肝炎肝硬化的易感基因, HLA-
DRB1*1101等位基因可能为其抗性基因.

关键词: 乙型肝炎; 肝硬化; 人类白细胞抗原; 基因

频率; 基因分型
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染可造

成广泛的疾病谱, 包括隐性感染、急性肝炎、

无症状携者、慢性肝炎、肝衰竭、肝硬化甚至

原发性肝细胞癌. 造成这种不同疾病过程和临

床结果的原因, 除了与病毒本身的因素有关外, 
更重要的是由于不同个体对H B V感染所发生

的免疫反应及其病理损伤不同. 人白细胞抗原

(human leukocyte antigen, HLA)与机体免疫状态

密切相关, 并在乙型肝炎免疫发病机制中起重

要作用, 其中某些基因的多态性可能导致机体

免疫功能的差异, 因而有可能影响HBV感染的

不同临床转归. 临床资料也显示乙型肝炎肝硬

化具有家族聚集倾向, 具有遗传易感性特征. 我
们采取病例-对照研究方法, 通过DNA测序分型

(sequencing-based typing, SBT)技术, 对福建地区

93例乙型肝炎肝硬化患者及84名健康人的HLA- 
DRB1基因进行对照研究, 以探讨HLA-DRB1基
因与乙型肝炎肝硬化的遗传易感性关系. 

1  材料和方法

1.1 材料  病例组为乙型肝炎肝硬化患者 .  从

2006-12/2007-12中国人民解放军南京军区福州

总医院肝胆内科门诊及住院确诊的乙型肝炎肝

硬化患者中募集, 其中失代偿期肝硬化59例依

据临床表现、实验室检查及影像学检查(B超、

CT、MRI)确诊, 代偿性肝硬化34例均经肝活检

确诊. 男57例, 女36例, 平均年龄48.00±9.35岁; 
对照组84例, 为与病例组无血缘关系的正常健

康人, 从我院体检中心募集. 其中男44例, 女40
例, 平均年龄42.68±10.97岁, 所有入选对象均

为签订知情同意书的福建籍汉族成年人, 并排

除罹患受遗传因素影响较大的常见疾病, 如高

血压和糖尿病等.
1.2 方法 
1.2.1 样品采集及处理: 抽取全血10 mL, 5 mL 
EDTA K2抗凝血用于基因组DNA抽提, 5 mL不
抗凝血用于病毒及生化检测.
1.2.2 血清HBV标志物及HBV DNA检测: 酶联

免疫(ELISA)法检测血清HBsAg、抗-HBs、
HBeAg、抗-HBe、抗-HBc、抗HBc-IgM(上海

实业科华生物技术有限公司产品); 荧光定量聚

合酶链反应(PCR)法检测血清HBV DNA水平(深
圳匹基生物工程有限公司试剂盒), 检测低限参

考值为≤5×105 copies/L.
1.2.3 人基因组DNA抽提质量检测: 抗凝血2000 
r/min离心10 min, 按试剂说明书操作, 分离外周

血单个核细胞(PBMC), 加入400 μL细胞裂解液

(50 mmol/L Tris, 10 mmol/L EDTA, 150 mmol/L 
NaCl, 4%十二烷基硫酸钠, pH8.0)及20 g/L蛋白

酶K 20 μL, 50℃过夜. PBMC裂解产物, 以饱和

酚, 酚-氯仿及氯仿-异戊醇抽提后, 加入3倍体积

无水乙醇, 10%体积3 mol/L醋酸钠溶液置0℃冰

箱沉淀2 h以上, 13 000 r/min离心15 min, 弃上清, 
室温干燥后, 以100 μL TE缓冲液溶解, 用紫外分

光光度计测定(波长260 nm)DNA浓度,  10 g/L琼
脂糖凝胶电泳检测纯度及完整性. 模板DNA保

存于-20℃待检. 
1.2.4 HLA-DRB1基因型分型: 采用SBT, 由北京

华大中生科技发展有限公司依据双方签署的技

术服务合同完成. 首先采用9组5'端加尾修饰的

群特异性(Group-Specific)引物扩增靶DNA, 对
得到的扩增产物采用根据群特异性5'端尾设计

的测序引物进行测序. 依据HLA序列数据库, 通
过专业分型软件(MachMaker)对测序标本进行

HLA分型. 为保证对HLA基因分型结果的准确

性, 采用了对同一样品重复编号送检以及将已

知HLA-A基因型型别的基因组DNA样品作为待

■研发前沿
近年来, 随着分子
生物学技术和人
类基因组学的发
展, 宿主遗传因素
在HBV感染中的
作用引起了国内
外学者的高度关
注, 成为新的研究
热点.
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检样品送检.
统计学处理 采用Cervus2.0软件分别计算

总样本、病例组与对照组HLA-DRB1位点主型

及亚型等位基因频率; 对对照组等位基因频率

进行遗传平衡检验(Hardy-Weinberg Equilibrium 
test, HWE), 采用Pearson χ2检验和Fisher精确检

验进行等位基因单因素分析, 采用逐步Logistic 
regression筛选与肝硬化相关的等位基因及其基

因型, Trend test检验计算关联基因型的剂量-效
应关系. 计算公式参见文献[1].

2  结果

2.1 基因组质量 抽提产物经紫外分光光度检测

示DNA含量为176-282 mg/L; 10 g/L琼脂糖凝胶

电泳显示基因组纯度高, 无杂带出现(图1).
2.2 HLA-DRB1基因多态性 在测序成功的总

样本中D R B1座位共检出14个主型等位基因

(G r o u p)39个亚型等位基因(A l l e l e), 依次为

DRB1*09、DRB1*04、DRB1*12、DRB1*15、
DRB1*07和DRB1*14常见. 其中DRB1*04多
态性最高, 共检出9种亚型等位基因, 以DRB1* 
0403和DRB1*0405最为常见. 
2.3 Hardy-Weinberg平衡检验 对照人群在纯合

子与杂合子观测值与期望值比较符合H a r d y-
Weinberg比数, 可以满足群体遗传学研究对对照

人群的要求(表1). 
2 .4  H L A-D R B1等位基因差异显著性检验 
DRB1*04(χ2 = 5.10, P  = 0.024), DRB1*0405(χ2 = 
4.74, P  = 0.035), DRB1*1101(χ2 = 4.32, P  = 0.038)
和DRB1*1202(χ2 = 6.99, P  = 0.008)在病例组与

对照组之间分布差异具有统计学意义(表2). 
2.5 HLA-DRB1等位基因与乙型肝炎肝硬化相

关性 纳入性别因素逐步Log i s t i c回归分析显

示, 除性别因素外, 进入回归模型的HLA-DRB1
主型有DRB1*04和DRB1*11, DRB1*04(OR  = 
2.536, 95%CI: 1.292-4.978, P  = 0.0068)具有统

计学意义. 亚型多因素分析进入回归模型的有

DRB1*1202和DRB1*1101, DRB1*1101(OR  = 

0.339, 95%CI: 0.119-0.964, P = 0.0425)具有统计

学意义(表3). 
2.6 HLA-DRB1基因表现型与乙型肝炎肝硬化

相关性 HLA-DRB1基因型多因素分析显示只有

HLA-DRB1 04主型进入Logistic回归模型, HLA- 
DRB1 04(OR  = 3.456, 95%CI: 1.553-7.692, χ2 = 
9.227, P  = 0.0024)在病例组与对照组之间分布差

异具有统计学意义, 与等位基因的分析结果一致. 
2.7 基因型的剂量-效应关系 乙型肝炎肝硬化与

HLA-DRB1 04基因型剂量线性相关(OR = 2.457, 
95%CI: 1.274-4.737, χ2 = 7.197, P  = 0.0073). 

3  讨论

遗传易感性是指不同基因型(遗传类型)的人群

对某种疾病的易感程度. 感染病与非感染疾病

的遗传易感性有所不同, 由于是获得性疾病, 其
遗传易感性至少包括两个方面: (1)感染的易感

性. 即同样暴露于某一病原后, 感染/不感染、

持续感染/自限性清除的可能性; (2)发病易感性

或疾病严重程度易感性. 即感染同样的病原体

后, 不同个体表现不同的疾病类型或严重程度. 
本研究以福建籍汉族慢性乙型肝炎肝硬化患者

为研究对象, 以同一地区健康成年人为对照人

群, 采取精确的基因分型技术, 应用病例-对照

关联研究方法重点观察了宿主的HLA-DRB1基
因多态性特征与乙型肝炎肝硬化发病易感性的

关系. 结果发现HLA-DRB1*04等位基因及其

基因型与乙型肝炎肝硬化正相关. DRB1*1101

■相关报道
已发现一批可能
与HBV感染相关
的 基 因 .  如 来 自
于非洲、欧洲和
亚洲的大规模样
本的遗传相关性
研究证明, HLA-
DRB1*1302等位
基因与HBV感染
的清除机制有关.

表  1  对照人群中各基因位点的HWE检验结果

     
基因座位	          等位基因	   n            杂合子	 纯合子s	      H(O)	             H(E)          HW(ef = 1%)

DRB1	           Group	 13	 75	      9	    0.893	          0.897	 NA

(n  = 84)	           Allele	 32	 78	      6	    0.929	          0.932	 NA

H(O): 观测杂合度; H(E): 期望杂合度; ef: 期望频率; NA: P<0.01, 达到HW遗传平衡.

图  1  基因组凝胶电(70 mV/2.5 h).

1      2     3       4      5       6      7      8       9     10
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与乙型肝炎肝硬化负相关. 提示前者为乙型肝

炎肝硬化的易感基因, 后者为乙型肝炎肝硬化

的保护基因(抗性基因). 在对HLA-DRB1等位

基因及基因型频率分析过程中, 虽然还发现一

些等位基因在病例组与对照组分布存在统计

学差异, 但是, 纳入性别因素经非条件Logistic
回归校正分层分析, 没有统计学意义, 所以不

能确诊与乙型肝炎肝硬化易感或抵抗相关. 如
DRB1*0405, DRB1*1202在单因素χ2检验中发

现其在对照组与病例组分布差异具有统计学意

义, 但在多因素等位基因及基因型分析无统计

学意义, 因此, 不能确定其为乙型肝炎肝硬化的

关联成分, 有待扩大样本量或采取其他遗传分

析策略进一步研究. 
有关HLA-DRB1*04等位基因及其基因型

与肝硬化的相关性报道较少. Aikawa et al [2]研

究认为HLA-DRB1*0405等位基因的存在有利

于HCV感染进展成肝硬化, 与本课题的研究结

■创新盘点
本研究发现了新
的与汉族人群乙
型肝炎肝硬化形
成有关的HLA等
位基因及其基因
型. 从新的角度探
讨了HBV感染慢
性化的机制.

表  2  病例组与对照组HLA-DRB1等位基因频率及差异显著性检验

     
等位基因

		             病例组	                           对照组	                        卡方检验  

	                  计数t 	          f 	              计数	       f 	                 c2	       P

DRB1*03 	   10	   0.0538 	                9	 0.0536 			   1.0000

DRB1*04 	   36	   0.1935 	              18	 0.1071 	           5.100	 0.0240 

DRB1*07 	   14	   0.0753 	              14	 0.0833 			   0.8450

DRB1*08 	   12	   0.0645 	              10	 0.0595 			   1.0000

DRB1*09 	   30	   0.1613 	              30	 0.1786 			   0.6730

DRB1*11 	     6	   0.0323 	              14	 0.0833 			   0.0630

DRB1*12 	   21	   0.1129 	              26	 0.1548 			   0.2740 

DRB1*13 	   10	   0.0538 	                8	 0.0476 			   0.8140

DRB1*14 	   16	   0.0860 	              12	 0.0714 			   0.6950

DRB1*15 	   21	   0.1129 	              18	 0.1071 			   1.0000

DRB1*mx	   10	   0.0538 	                9	 0.0477 			   1.0000

DRB1*0301  	     9	   0.0484 	                8	 0.0476 			   1.0000 

DRB1*0403  	   10	   0.0538 	                9	 0.0536 			   1.0000 

DRB1*0405  	   12	   0.0645 	                3	 0.0179 	           4.736	 0.0348 

DRB1*0701  	   14	   0.0753 	              14	 0.0833 			   0.8449 

DRB1*0901  	   30	   0.1613 	              30	 0.1786 			   0.6733 

DRB1*1101  	     6	   0.0323 	              14	 0.0833 	           4.320	 0.0380 

DRB1*1201  	   17	   0.0914 	              12	 0.0714 			   0.5630 

DRB1*1202  	     4	   0.0215 	              14	 0.0833 	           6.990	 0.0080 

DRB1*1501  	   10	   0.0538 	                8	 0.0476 			   0.8142 

DRB1*1502  	   11	   0.0591 	                6	 0.0357 			   0.3315 

DRB1*sx		   63	   0.3389 	              50	 0.2983 			   0.4260 

		  186	   0.9462	            168	 0.9286 			   0.5164

在两组中基因频率均<5％者不纳入分析, DRB1*mx、DRB1*sx分别为除表中列出的主型和亚型等位基因的合

并项, f : 基因频率, 对c2检验有统计学差异的等位基因进一步Fisher精确检验验证. 

表  3  HLA-DRB1等位基因与乙型肝炎肝硬化多因素分析结果 (Logistic回归)

     
		   

参数估计          mean±SD	       c2	                   P 	       OR
		    95%CI

									                      OR1                 OR2

Sex		    1.7389	            0.2421	 51.5873	          <0.0001	    5.691	          3.541            9.147

DRB1*04		   0.9306	            0.3441	   7.3149	            0.0068	    2.536	          1.292            4.978

DRB1*11		 -0.8962	            0.5402	   2.7527	            0.0971	    0.408	          0.142            1.176

Sex		    1.6082	            0.2365	 46.2424	          <0.0001	    4.994	          3.141            7.938

DRB1*1101	 -1.0829	            0.5337 	   4.1171	            0.0425	    0.339	          0.119            0.964

DRB1*1202	 -1.1365	            0.6135	   3.4320	            0.0639	    0.321	          0.096            1.068
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果一致. 但是, 台湾的一项研究却发现, 台湾汉

族人群中HLA-DRB1*0406在HBV感染康复组

的基因频率远高于慢性HBV感染组[3]. 出现与

台湾地区研究结果不一致的原因, 可能与入选

研究对象的疾病表型不同有关, 台湾的研究对

象为暴露HBV的乙肝病毒感染者, 而本研究的

研究对象是慢性HBV感染者中的肝硬化患者. 
对HLA-DRB1*1101基因多态性与HBV感染慢

性化或肝硬化相关性的报道相对较多, 多数研

究显示HLA-DRB1*11为乙型肝炎慢性化的抗

性基因[4-5], 还有学者研究显示HLA-DRB1*11
为丙型肝炎肝硬化的保护性基因[6-7], 这些研究

与本研究结果基本一致. 但是, 也有少数相反

的研究报道, Amarapurpar et al [8]对印度西部26
例慢性乙型肝炎患者和100名健康对照者进行

HLA-DR基因分型, 发现DRB1*11可能促进慢

性HBV感染的持续与发展. 造成这种结论不一

致的可能原因有: (1)入选研究对象的疾病表型

不一致; (2)HLA等位基因在不同人群中的分布

差异显著, 人群层化现象可造成假的阳性关联; 
(3)样本量偏小影响易感基因的检出效率, 理想

的遗传关联研究应具备大样本, 小P值, 与生物

学功能相关, 而在已报道的一些研究中的样本

量较少, 不能满足遗传流行病学研究样本量的

基本要求; (4)实验技术的局限性. 既往对HLA
基因多采用血清型分型方法, 这种方法仅能确

认等位基因的主型, 不能确定亚型. 不同亚型意

味着这些等位分子(Allomorph)之间存在着差

异, HLA对抗原的递呈能力也可能因为这些肽

段单个氨基酸残基的改变而发生显著的变化, 
从而影响到包括H B V感染在内的感染性疾病

的转归, 因此, 很可能丢掉很多有价值的信息; 
(5)数据分析有一定缺陷. 在数据处理中通常亦

未能考虑性别因素对HBV感染转归的影响, 并
且, 多数文献对对照组人群的等位基因分布未

进行Hardy-Weinberg遗传平衡检验, 有些研究

没有进行多因素分层分析. 因此, 有可能得出虚

假关联的结论. 
HLA等位基因不同, 所呈递的HBV CTL表

位亦不同. HBV感染后所出现的自限性急性感

染、迁延不愈的慢性感染或肝硬化等临床类型, 

以及对抗病毒治疗应答反应的差异, 除与感染

HBV的时机、毒株的数量和毒力、病毒变异等

因素相关外, 探索宿主HLA限制性的改变, 以及

由此所决定的HBV特异性CTL应答, 有助于深

入认识HBV感染的免疫病理机制. 本研究在群

体水平和流行病学角度首次发现HLA-DRB1*04
等位基因及其基因型与福建籍汉族人乙型肝炎

肝硬化密切相关, 而RB1*1101则与本地区乙型

肝炎肝硬化负相关. 但是, 由于这些研究结果尚

未得到其他研究的证实, 尚不能下明确的结论, 
究竟是确切关联还是虚假关联? 这些关联等位

基因究竟是致病位点, 还是遗传标记(这些位点

与疾病位点存在连锁不平衡)? 其功能和意义如

何? 有待进一步深入研究才能准确回答. 
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Abstract
AIM: To investigate expressions of platelet-
derived growth factor (PDGF) and connective 
tissue growth factor (CTGF) in cholangitic 
stenosis, and analyze molecular mechanism for 
innocuousness biliary tract stricture.

METHODS: SP immunohistochemistry was 
applied to defect the expression of PDGF and 
CTGF in 10 normal bile duct tissue specimens, 
20 scar tissue specimens of extrahepatic bile duct 
and 12 scar tissue specimens of intrahepatic bile 
duct, and the relationship of the expression with 
cholangitic stenosis was also analyzed.

RESULTS: The positive expression of PDGF and 
CTGF was remarkably stronger in scar tissues of 
extrahepatic and intrahepatic bile ducts than in 

normal bile duct tissues. Kruskal-Wallis Test and 
Man-Whitney Test revealed that expressions of 
PDGF and CTGF in scar tissues of extrahepatic 
bile duct were not positively related to that of in-
trahepatic bile duct, whereas there was a positive 
relationship between the expression of PDGF and 
CTGF in scar tissues of extrahepatic and intrahe-
patic bile duct and that of in normal bile duct (P < 
0.01). Correlation analysis revealed that there was 
a positive relationship between the expression of 
PDGF and that of CTGF in scar tissues of extrahe-
patic bile duct (r = 0.63, P < 0.05). Moreover, there 
was a positive relationship between the expres-
sion of PDGF and that of CTGF in scar tissues of 
intrahepatic bile duct (r = 0.58, P < 0.05).

CONCLUSION: PDGF and CTGF may play a 
coordinate regulatory role in benign cholangitic 
stenosis, and the expressions of PDGF and CTGF 
have a close correlation with benign cholangitic 
stenosis.

Key Words: Cholangitic Stenosis; Platelet-derived 
growth factor; Connective tissue growth factor; Im-
munohistochemistry

Chen WM, Li YX, Chai XQ, Feng XS. Expression and 
significance of PDGF and CTGF in cholangitic stenosis. 
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摘要
目的: 检测血小板衍化生长因子(PDGF)和结
缔组织生长因子(CTGF)在胆管炎性疤痕组织
中的表达, 拟从分子水平来初步探讨良性胆道
狭窄形成机制. 

方法: 采用免疫组化SP法检测10例正常胆管
组织、20例肝外胆管疤痕组织及12例肝内胆
管疤痕组织中PDGF和CTGF的表达, 并初步
分析两者表达的相关性及其表达与胆管炎性
疤痕形成的相关性. 

结果: 肝内、外胆管疤痕组织PDGF和CTGF
表达均较高, 正常胆管组织表达最弱. 经两两
比较, 肝外、内胆管疤痕组间差异无显著性意
义(P >0.05). 而两组与正常胆管对照组比较差
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■背景资料
肝内、外胆管疤
痕组织中生长因
子PDGF和CTGF
均被激活, 可能参
与了成纤维细胞
的分化增殖、胶
原合成与降解以
及对细胞因子的
调控, 并导致疤痕
增生, 两者具有协
同 性 .  生 长 因 子
PDGF和CTGF与
胆道炎性疤痕形
成密切相关, 可能
为今后的炎性疤
痕的治疗提供了
一个新的靶点.

■同行评议者
徐智, 教授, 北京
大学第三医院外
科



异均有非常显著性意义(P <0.01). Spearman相
关分析表明: 肝外、内胆管疤痕组织中PDGF
和CTGF的表达均呈正相关(r  = 0.63, 0.58, 均
P <0.05).

结论: 在肝内、外胆管疤痕组织中, PDGF和
CTGF均被激活, 两者的表达呈正相关, 与胆
道炎性疤痕形成密切相关.

关键词: 胆管; 炎性疤痕; 血小板衍化生长因子; 结

缔组织生长因子; 免疫组化
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0  引言

胆管组织结构受损伤后, 由增生的肉芽组织经

改建成熟后形成纤维结缔组织来修复, 进而致

胆道管腔炎性狭窄. 炎性反应既有对机体有利

方面, 如填补创口和缺损以保持组织器官的完

整性和坚固性; 也可能对机体产生不利或有害

的影响, 如炎性反应增生可引起体内各种管道

的狭窄, 引发器官的功能障碍等. 如何预防和治

疗炎性反应对机体产生的不良影响是当今医学

界所面临的棘手问题. 目前, 有关胆道炎性狭

窄的形成机制及防治措施的研究则少见文献报

道. 胆管损伤后出现炎性狭窄在临床中较为常

见, 突出表现为胆道管腔疤痕增生狭窄, 尤以肝

门部或肝门部以上胆管狭窄尤为显著[1]. 现代

细胞生物学和分子生物学在炎性疤痕形成方面

的研究发现: 修复细胞(主要是成纤维细胞)的
大量增殖与凋亡抑制、细胞外基质中胶原合成

与降解失衡、部分细胞因子的大量产生及三者

的密切关系构成了炎性疤痕的生物学基础. 我
们应用免疫组化方法检测了血小板衍化生长因

子(platelet-derived growth factor, PDGF)和结缔

组织生长因子(connective tissue growth factor, 
CTGF)在肝外、肝内胆管疤痕组织、正常胆管

组织中的表达强度、阳性细胞数及组织定位, 
拟从分子水平来初步探讨胆道良性狭窄形成机

制, 探讨PDGF和CTGF的表达与胆管炎性疤痕

形成的相关性, 为临床防治胆管炎性狭窄提供

理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003-01/2008-06咸宁医学院附属
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第一医院经病理证实的肝外胆管狭窄疤痕石蜡

包埋标本20例(肝外胆管疤痕组), 其中男12例, 
女8例, 发病年龄24-78(平均51)岁; 肝内胆管狭

窄疤痕石蜡包埋标本12例(肝内胆管疤痕组), 其
中男6例, 女6例, 发病年龄29-79(平均52)岁; 同
时, 取肝移植供肝的肝外胆管组织6例, 肝血管

瘤切除的肝内胆管组织4例(共10例, 作为正常胆

管组织对照组). 鼠抗人PDGF mAb(武汉博士德

生物工程有限公司产品); 兔抗人CTGF mAb(武
汉博士德生物工程有限公司产品); 聚合物增强

剂(试剂A)酶标抗鼠聚合物(试剂B); 即用型SP试
剂盒(武汉博士德生物工程有限公司产品); DAB 
KID; Lli Vision+Polymer HRP(Ms/Rb)IHC Kit; 
PBS磷酸盐缓冲液(粉剂); Poly-L-Lysine; 柠檬酸

型抗原修复缓冲液.
1.2 方法 采用免疫组织化学技术链霉菌抗生素

蛋白-过氧化物酶连接法(SP法)检测肝外、肝

内胆管炎性疤痕组织和正常胆管组织PDGF和
CTGF的表达和定位.
1.2.1 免疫组织化学法检测PDGF的表达: 石蜡

切片脱蜡和水化后, 用PBS(pH7.4冲洗3次, 每次

3 min; 对组抗原进行相应的修复; 每张切片加50 
µL 30 mL/L过氧化氢溶液, 室温孵育10 min; PBS
冲洗3次, 每次3 min; 除去PBS液, 每张切片加50 
µL的一抗(鼠抗人PDGF mAb), 室温下4℃过夜; 
PBS冲洗3次, 每次3 min; 除去PBS液, 每张切片

加50 µL聚合物增强剂(试剂A), 室温下孵育20 
min. PBS冲洗3次, 每次3 min; 除去PBS液, 每张

切片加50 µL酶标抗鼠聚合物(试剂B), 室温下孵

育30 min. PBS冲洗3次, 每次3 min; 除去PBS液, 
每张切片加50 µL新鲜配制DAB溶液, 显微镜下

观察10 min; 自来水冲洗, 苏木素复染, 1 mL/L盐
酸分化, 自来水冲洗, PBS返蓝; 梯度酒精脱水干

燥, 二甲苯透明, 中性树胶封固.
1.2.2 免疫组织化学法检测CTGF的表达: 一抗

用兔抗人CTGF mAb, 二抗用生物素标记羊抗兔

IgG, 余步骤同PDGF检测方法.
1.2.3 阳性对照实验: 己知的PDGF和CTGF阳性

切片用作阳性对照.
1.2.4 阴性对照实验: 空白对照: 用0.01 mol/L 
PBS代替一抗, 其余步骤不变. 置换实验: 用正常

鼠和兔血清代替一抗进行相同步骤的免疫组化

染色.
1.2.5 结果判定标准: 参照1996年全国免疫组织

化学技术与诊断标准化专题研讨会意见: 细胞

质或核内见淡黄色颗粒明显高于背景色为阳性

www.wjgnet.com

■研发前沿
在胆管炎性疤痕
组织形成过程中, 
许多因子参与作
用, 但任何一种细
胞因子的研究结
果都无法解释复
杂的纤维化过程, 
但立足于每种细
胞因子的体内或
体外研究, 仍有助
于去揭示这些细
胞因子在炎性疤
痕纤维化过程中
的调节作用, 并为
今后临床上纤维
化靶向治疗提供
新的思路.
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细胞. 阳性细胞评定标准: PDGF和CTGF主要

以棕色颗粒着色于胞质和胞膜为阳性细胞. 细
胞的着色强度可分为以下级数: “-”为阴性细

胞; “+”为细胞核和/或细胞质染成淡棕黄色: 
“+++”为深棕黄色; “++”则介于两者之间. 
每例标本随机取5个高倍(100倍)视野观察和计

数阳性细胞, 计算出平均值.
统计学处理 统计学处理应用SPSS12.0软件

系统, 计算机处理. 数据用mean±SD表示, 采用

非参数检验中Kruskal-Wallis Test和Man-Whitney 
Test进行多组间的比较. 检验标准: P <0.05表示

两组差异有显著性. 采用Spearman相关分析进

行PDGF和CTGF表达关系的分析.

2  结果

2.1 PDGF蛋白的表达 正常胆管组织PDGF蛋白

无表达或极少量表达, 淡染(图1A). 在肝外、内

胆管疤痕组织中表达呈强阳性, 阳性细胞呈棕

黄色, 主要定位于胆管上皮细胞、血管内皮细

胞、增生的FB、巨噬细胞、中性粒细胞和淋巴

细胞的细胞核中, 胞质中少量表达(图1B-C).
2.2 CTGF蛋白的表达 正常胆管组织CTGF蛋白

无表达或极少量表达, 淡染(图2A). 在肝外、内

胆管疤痕组织中表达呈强阳性, 阳性细胞呈棕

黄色, 主要定位于细胞核, 细胞质中少量弱阳性

表达, 在胆管上皮细胞、血管内皮细胞、增生

的FB及炎细胞中均有强阳性表达(图2B-C), 两
者的分布较一致. 阴性对照片不着色.

2.3 PDGF和CTGF蛋白表达分析 每张组织切

片在低倍镜下(×100)随机选择五个视野 ,  计
数PDGF和CTGF蛋白表达的阳性细胞数, 计算

出平均值. 数据经统计分析, 发现两指标中, 肝
外、内胆管疤痕组织表达均较高, 正常胆管组

织表达最弱. 经两两比较, 肝外、内胆管疤痕组

间差异无显著性意义(P >0.05). 而两组与正常胆

管对照组比较差异均有非常显著性意义(P <0.01, 
表1).
2.4 PDGF和CTGF蛋白表达的关系 Spearman相
关分析表明: 肝外、内胆管疤痕组织中PDGF
和CTGF蛋白两者的表达均成正相关(r  = 0.63, 
P <0.05; r  = 0.58, P <0.05).

3  讨论

PDGF是一种与损伤愈合有关的生长因子, 在
损伤愈合中可以不同的方式产生. PDGF主要

由血小板分泌的α颗粒释放, 以AB亚型最丰富, 
在人血小板和急性伤口渗出液中主要是AA亚

型. 此外, 巨噬细胞、激活的单核细胞、内皮细

表  1  各组中PDGF和CTGF蛋白分析结果 (mean±SD)

     
分组		  n           PDGF	        CTGF

肝外胆管疤痕组     20    36.90±2.48b      34.23±1.30b

肝内胆管疤痕组     12    35.67±11.89b    32.61±13.20b

正常胆管组            10      1.54±0.96         1.22±0.98

bP<0.01 vs  正常胆管组.

A B C

图  1  PDGF蛋白的表达(SP×400). A: 正常胆管组; B-C: 疤痕组.

A B C

图  2  CTGF蛋白的表达(SP×400). A: 正常胆管组; B-C: 疤痕组.

■相关报道
国内外对炎性疤
痕的研究多集中
在皮肤疤痕和整
形美容领域, 而对
胆道炎性狭窄的
形成机制及防治
措施的研究则少
见文献报道. 
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胞、表皮细胞和成纤维细胞等都可以分泌该因

子. PDGF对成纤维细胞、平滑肌细胞、单核

细胞、中性粒细胞等有趋化吸引作用, 并强烈

刺激成纤维细胞增殖及诱导其合成胶原、纤

维连接蛋白(fibronectin, Fn)和细胞外基质(extra 
cellular matrix, ECM)等成分, 以形成肉芽组织, 
促进创面愈合. 由于血小板凝聚和脱颗粒是对

组织损伤的起始反应, 所以现在认为是创面愈

合早期的重要介质. 
研究发现, 创伤后释放的PDGF是单核细胞

和FB的黏附趋化剂, 并促进其增殖, 激活巨噬细

胞诱导FB产生胶原蛋白和纤维连接蛋白, 并使

胶原酶活化, 调节胞外基质的更新. FB在过度增

生炎性组织中的化学趋化和促进有丝分裂的反

应明显高于炎性组织, 可能与细胞表面PDGF受
体水平不同有关. Haisa et al [2]发现炎性组织FB
表面受体水平比正常皮肤FB高4-5倍, 而两者β
受体水平无差别. 而Schneider et al [3]通过对大鼠

胰腺星形细胞(pancreatic stellate cells, PSC)原代

培养发现, 在α-SMA阳性的MFB样细胞中存在

PDGFα和PDGFβ受体, 在培养基中加入50 mg/L 
PDGF和5 mg/L bFGF可显著加快细胞增殖, 认为

PDGF是最有效的分裂原. 目前有学者用重组人

PDGF(recombinant human platelet-derived growth 
factor, rhPDGF)来促进伤口的愈合, 其机制是通

过促进伤口的上皮化来实现的[4]. 
C T G F是一种新发现的可刺激成纤维细

胞增殖和胶原沉积的生长因子, 是高度保守的

CCN(CTGF、Cef10/cyr61和Nov的缩写)多肽家

族中的成员. CTGF为肝素结合型, 含349个氨基

酸, 富含半胱氨酸, 其分子质量约为36-38 kDa, 
可由成纤维细胞、平滑肌细胞和内皮细胞合成

分泌. 成年哺乳动物心、脑、肾、肺、肝等中

均有表达. 人类CTGF基因定位于染色体6q23.1, 
包括5个外显子, 4个内含子. 

CTGF富含半胱氨酸的促分裂原, 属间充质

细胞生长因子, 其具有多种生物学活性如: 促进

细胞增殖及ECM的产生、促进有丝分裂细胞增

殖、合成胶原、调节细胞外基质基因的表达、

介导细胞的趋化、黏附、调节新生血管形成、

刺激细胞迁移、促进软骨和骨骼的发育等. 
CTGF是近年来备受重视的促纤维化蛋白

因子. 在病理状况下, CTGF过度表达, 他可以直

接作用于间充质来源细胞(如成纤维细胞), 促进

其增殖和ECM的合成, 还能作为TGF-β的下游

蛋白的角色介导其促纤维化作用, 而TGF-β已

被认为是炎性组织形成及不同组织中纤维化发

生的关键介导因素[6]. 李世荣 et al [7]发现体外培

养的人增生性炎性组织成纤维细胞与正常皮肤

的相比, 胶原合成、CTGF及CTGF基因表达均

显著增高. 刘剑毅 et al [8]用反义寡核甘酸作用于

体外培养的人炎性组织成纤维细胞, 能抑制其

CTGF表达、胶原合成. Garrett et al [9]认为CTGF
对于TGF-β1诱导的MFB的分化是必需的, 但
仅CTGF不足以引起MFB的分化和胶原基质的

收缩. CTGF是一种重要的促纤维化因子, 作为

TGF/SMADs途径的下游介质参与炎性组织的

形成. 阻断CTGH的产生及其促纤维化效应可能

为今后的炎性疤痕的治疗提供了一个新的靶点. 
相比TGF-β1来说, CTGF对抗纤维化作用应该更

有效和安全, 因为CTGF的生理条件下表达水平

很低, 其作用范围也主要局限于结缔组织. 阻断

CTGF不会出现阻断TGF-β1后可能产生的有害

的临床反应. 因此, CTGF可作为选择性干预纤

维化疾病结缔组织形成的特殊靶子, CTGF可作

为选择性干预纤维化形成具有诱人前景[10]. 
本实验结果表明, PDGF和CTGF在肝内、

外胆管疤痕组织的胆管上皮细胞、增生的FB、
血管内皮细胞及一些炎症细胞中均有强阳性表

达. 主要定位于细胞膜和细胞质表达. 正常胆管

组表达较弱, 甚至无表达. 说明PDGF和CTGF与
胆管疤痕形成有密切的关系. Lading et al [11]在病

理性疤痕组织里培养FB实验研究中表明, PDGF
蛋白的表达升高. 创伤后释放的PDGF是单核细

胞和FB的黏附趋化剂, 并促进其增殖, 激活巨噬

细胞诱导FB产生胶原蛋白和纤维连接蛋白, 并
使胶原酶活化, 调节胞外基质的更新. PDGF表
达与多种生长因子在调控创面修复方面有相互

影响的作用, 他们相互协调控制, 共同作用影响

组织的修复增生[12-13]. CTGF在FB、成肌细胞、

造血细胞等多种细胞的增殖和分化中起重要的

作用. 在正常的胆管组织中, CTGF仅呈极低水

平表达. 在各种因素的刺激下, CTGF能迅速表

达, 他可以直接作用于间充质来源细胞(如成纤

维细胞), 促进其增殖和ECM的合成, 还能作为

TGF-β的下游蛋白的角色介导其促纤维化作用, 
从而促进胆管组织中FB的增殖与合成. 

在组织修复过程中, PDGF和CTGF和某些

相关的细胞因子表达存在相互的网络调控作

用, 并由此影响修复细胞的增殖与分化. Heikkila 
e t a l [14]研究表明PDGF和CTGF基因的表达是

触发平滑肌细胞增殖的关键因素和始动因素. 

■应用要点
本研究检测PDGF
和CTGF在胆管炎
性疤痕组织中的
表达, 以及两者表
达的相关性和协
同性, 拟从分子水
平来初步探讨良
性胆道狭窄形成
机制, 为临床防治
胆管炎性疤痕狭
窄提供理论依据. 
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Simpson et al [15]报道, 多种生长因子可以激活细

胞内某些酶的变化, 增加PDGF和CTGF的表达, 
最终引起一系列生物效应. 通过Spearman相关

分析表明PDGF和CTGF两者成正相关关系, 说
明两者在促进疤痕形成的过程中是相互协同作

用的. PDGF和CTGF的激活和协同作用可能参

与了FB的增殖甚至表型的转化, 或胶原合成与

降解及细胞因子的调控过程[16]. 并导致异常的疤

痕增生. PDGF和CTGF蛋白的高表达与良性胆管

狭窄的疤痕组织纤维化的发生有着密切的关系. 
因此, 肝外、内胆管疤痕组织中PDGF和

CTGF被激活, 可能参与了成纤维细胞的分化增

殖、胶原合成与降解以及对细胞因子的调控, 
并导致疤痕增生. 在肝外胆管疤痕组织中PDGF
和CTGF蛋白两者的表达成正相关, 且在肝内胆

管疤痕组织中PDGF和CTGF蛋白两者的表达亦

成正相关, 表明两者具有协同性. PDGF和CTGF
与良性胆道狭窄疤痕形成密切相关. 
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Abstract
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a 
genetic-environmental-metabolic stress related 
disease, with its pathogenesis not completely 
elucidated, whereas oxidative stress plays a 
major role in the occurrence and development 
of NAFLD. This article provides a brief review 
on the role of oxidative stress in NAFLD and 
its related factors such as the mitochondria, 
microsomes, lipid peroxidation and uncoupling 
protein -2.  

Key Words: Non-alcoholic fatty liver disease; Oxida-
tive stress; Reactive oxygen species

Yang LL, Liu T, Wang M, Xing LJ, Ji G, Zheng PY. 
Progress in research of oxidative stress and non-alcoholic 

fatty liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(9): 896-900

摘要
非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一种遗传-环境-代谢应激
相关性疾病, 其发病机制尚未完全明确, 其中
氧化应激对于NAFLD的发生发展起着关键作
用. 本文对NAFLD与氧化应激及其相关影响
因素(如线粒体、微粒体、脂质过氧化、解偶
联蛋白-2)作一综述.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 氧化应激; 活性氧
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0  引言

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

肝因素所致的, 以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变

为主要特征的临床病理综合征, 包括单纯性脂

肪肝以及由其演变的脂肪性肝炎(non-alcoholic 
steatohepatitis, NASH)和肝硬化[1]. 目前, NAFLD
是导致无症状性转氨酶升高的首要病因, 而且

有部分患者会进展至终末期肝病, 有些与肝肿

瘤有关而危及生命[2]. NAFLD是一种遗传-环境

-代谢应激相关性疾病, 其发病机制尚未完全明

确, 多种因素与其发生发展相关, 其中氧化应激

对于NAFLD的发生发展起着关键作用. 近年来

对NAFLD的观察也表明, 氧化应激在其早期可

能已存在致病作用[3]. 

1  氧化应激

细胞呼吸利用氧产生能形成ATP时, 氧衍生的自

由基或活性氧(reactive oxygen species, ROS)的产

生及其作用超过对其防御或去毒的能力, 这种细

胞氧化还原失调造成组织、细胞损伤的状态称

为氧化应激[3]. ROS包括羟基(OH-)、超氧阴离子

®
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基(O2-)、过氧化氢(H2O2)等在需氧代谢过程中氧

还原产生的主要由氧组成的、氧化性强的物质, 
其分子外层表面带有1个或数个不成对的电子, 
具有反应活性很高, 作用范围有限, 弥散能力低

的特点. 
在生理状况下ROS的产生量很少, 可维持在

有利无害的极低水平, 履行其生理功能. 例如参

与生物氧化还原过程的电子传递; 介导吞噬细

胞杀灭、清除病原微生物; 参与细胞内外的信

号转导; 通过多种机制杀伤肿瘤细胞; 有助于清

除有毒化合物等. 但病理水平下ROS的产生增

多, 超过抗氧化系统的清除能力出现相对或绝

对过剩, 其攻击邻近组织、细胞, 通过传递1或2
个电子氧化大分子物质, 引起DNA、蛋白质和

脂质等的氧化或再氧化损害, 破坏细胞结构和

功能的完整性[4], 产生氧化应激. 
肝实质细胞中有3个部位可产生ROS: 线粒

体、微粒体和过氧化物酶体. NAFLD时氧化应

激主要来自增加的氧化反应, 包括线粒体脂肪

酸的氧化和过氧化反应、以及细胞色素P450 
2E1(cytochrome P450 2E1, CYP2E1)和细胞色素 
P450 4A(cytochrome P450 4A, CYP4A)对长链和

超长链脂肪酸的ω-氧化, 当耗尽了有效的抗氧化

物质时, 便会导致ROS的蓄积, 产生氧化应激, 加
速NAFLD的进展. 

2  线粒体与氧化应激

线粒体是肝细胞最重要的细胞器之一, 是脂肪

酸进行β-氧化和三羧酸循环、ATP合成和ROS
形成的主要场所[5]. 脂肪酸进入细胞后, 首先在

线粒体外或胞质中被活化, 在脂酰CoA合成酶

催化下, 由ATP提供能量, 将脂肪酸转变成脂酰

CoA, 然后进入线粒体进行氧化. 脂酰CoA在β-
氧化过程中使氧化型辅酶(NAD和FAD)转变为

还原型(NADH和FADH2), NADH和FADH2在线

粒体呼吸链电子传递中重新氧化. 在正常呼吸

状态下, NADH和FADH2将他的电子传递给呼

吸链中的复合物, 在这一过程中, 这些电子中的

绝大多数电子将沿着呼吸链最终传递至细胞色

素c氧化酶, 与氧和质子结合形成水, 但一小部分

可漏溢而直接与氧反应形成超氧阴离子自由基

和其他ROS[6]. 
线粒体电子传递系统可消耗细胞90%的氧, 

是氧化应激和ROS形成的主要部位. 正常情况

下, 能量供应充足, 线粒体电子转运速度和物质

氧化速度可以适应能量需求, 氧化还原生成的

能量以ATP形式贮存起来, 同时, 生成的ROS可
被体内的抗氧化剂清除, 不对机体产生损伤; 但
NAFLD时, 脂质贮积使血清脂肪酸增多, 肝脏

对游离脂肪酸摄取的增加使线粒体β-氧化速度

代偿性增加, 进而增加ROS的产出, 当超过抗氧

化物质的清除能力而导致ROS蓄积时, ROS又
可把线粒体作为首要的打击靶子, 直接损害线

粒体膜DNA(mitochondrial DNA, mtDNA), 引
起其超微结构异常, 使线粒体DNA碱基对缺失

突变, 从而导致肝细胞脂肪代谢失调和ROS的
过量产出[7], 形成一恶性循环. ROS还可直接损

害线粒体膜呼吸链复合物, 而呼吸链复合物的

任何一个位点如果电子流受到阻碍, 可导致电

子直接与氧反应生成O2-, 诱致ROS产生并减少

ATP生成. 
    早期脂肪变性的肝脏往往表现为线粒体超微

结构损伤[8], 呼吸链复合物含量及活性下降, 合
成ATP功能障碍. Pérez-Carreras et al [9]研究中测

得NAFLD患者呼吸链复合物活性比对照组降

低了30%-50%, 且线粒体有不规则肿胀, 内嵴

排列紊乱、溶解、断裂. 在低胆碱饮食诱导的

NAFLD动物模型中, H2O2的产生显著增加, 线粒

体呼吸链复合物Ⅰ活性降低了35%[10]. Hayashi 
et al [11]研究发现NAFLD患者线粒体的超微结构

异常, 线粒体呼吸链活性下降和氧化磷酸化缺

陷, 导致电子在呼吸链流动中阻断而被传递到

分子氧, 产生超氧化离子和过氧化氢, 最终导致

线粒体肿胀、破裂. 

3  微粒体与氧化应激

微粒体是ROS产生的另一个重要场所. 在肝脏

摄取脂肪酸过多或线粒体氧化系统活性受抑

制时 ,  线粒体外脂肪酸氧化系统如微粒体氧

化系统等起非常重要的作用. 细胞色素氧化酶

P450(CYP2E1, CYP4A)是微粒体氧化体系的关

键酶, 其中CYP2E1的表达受瘦素诱导而被胰岛

素负调控, CYP4A则被过氧化物酶体增殖激活

受体诱导. CYP4A能催化长链脂肪酸和极长链

脂肪酸生成具毒性的二羟基脂肪酸及其他生物

活性的ω-羟基化代谢物、超氧化物和H2O2. 其
中二羟基脂肪酸被过氧化物酶降解, 产生短链

酰基CoA和酰基CoA, 而酰基CoA可作为肝内脂

肪酸氧化系统某些酶的配体[12], 具有控制基因

诱导的作用, 增加肝细胞对“二次打击”的易

感性. H2O2等ROS类通过蓄积对机体造成各种损

伤, 产生氧化应激. 
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CYP2E1是细胞色素氧化酶P450的2El亚
型, 其在氧化应激和脂质过氧化过程中起重要

的作用, NAFLD中肝脏的CYP2E1活性增强[13]. 
人的CYP2E1的分子质量为56.9 kDa, 主要分布

在成人肝脏, 并且富集于肝小叶中心区域, 其参

与脂肪酸在微粒体的ω-氧化, 能降低分子氧含

量, 产生过氧化物如H2O2、OH-等ROS类, 此作

用如果不被有效的抗氧化剂阻断, 就可产生氧

化应激[14]. NASH患者普遍存在CYP2E1的过表

达, 这可能与胰岛素抵抗使肝细胞膜对胰岛素

敏感性降低有关[15]. 在离体培养的肝细胞也观

察到CYP2E1的过表达减少了胰岛素受体底物

-1和胰岛素受体底物-2的酪氨酸磷酸化而增加

其丝氨酸磷酸化[16]. 游离脂肪酸是CYP2E1的基

质也是其诱导剂, 其通过使CYP2El表达增加, 
导致大量ROS释放[11]. CYP2E1的过表达可造成

肝毒性和线粒体的损伤, 同时由CYP2E1产生的

ROS通过扩散作用, 激活肝星状细胞形成肝纤

维化[17]. 
CYP2E1抑制剂可以对抗由于乙醇、游离

脂肪酸等诱导的CYP2E1过表达而致的氧化应

激和脂质过氧化[18]对细胞起保护作用, 补充抗氧

化剂亦可提供保护作用. 而且在人肝脏实验性

NASH模型中, CYP2E1分布在小静脉周边区域, 
与肝细胞损伤最严重的部位相一致[19], 证明微粒

体中的氧化应激可引起细胞损伤. 

4  氧化应激与脂质过氧化

氧化应激可增加脂质过氧化产物和细胞因子

的释放, 介导NAFLD的发生发展[20]. 由各种原

因导致的ROS生成过多而蓄积时将导致ROS与
多聚不饱和脂肪酸(poly-unsatarated fatty acids, 
PUFAs)作用启动细胞内脂质过氧化反应, 此时

ROS与生物膜的磷酯、酶和膜受体相关PUFAs
的侧链及核酸等大分子物质反应形成脂质过氧

化产物, 从而使细胞膜的流动性和通透性、细

胞的结构和功能发生改变. ROS可与线粒体的

PUFAs发生脂质过氧化反应, 减弱线粒体呼吸链

活性, 从而增加细胞氧化应激, 产生更多的ROS
而加重脂质过氧化反应. 脂质过氧化产物可进

一步损害线粒体呼吸链复合物, 直接或间接的

损伤mtDNA, 这会导致更多的ROS产生而陷入

一个恶性循环[21]. PUFAs过氧化还可促进动物

模型ApoB在内质网后、分泌前的蛋白溶解, 而
减少极低密度脂蛋白的分泌, 加重甘油三酯在

肝脏内的积聚. 脂质过氧化反应可诱致中性白

细胞对脂质的趋化产生炎性浸润使肝脏发生炎

症、坏死和还可激活库普弗细胞和星状细胞促

进肝纤维化[22-23]. 脂质过氧化反应还可消耗细胞

内的抗氧化物, 导致谷胱甘肽和维生素E缺乏, 
使ROS的灭活发生障碍而增多. 

丙二醛(malonyl-dialdehyde, MDA)和壬烯

(4-hydroxynonenal, HNE)是两个强毒力的脂质

过氧化产物, 他们的半寿期较ROS长, 且能弥散

到细胞内、外其他靶位, 扩大氧化应激的损害. 
二者均是双功能因子, 可直接或通过与蛋白质

结合形成交链导致免疫应答, 还可使包括细胞

骨架蛋白在内的蛋白质发生交联, 形成Mallory
小体, 进而诱发自身免疫反应. MDA和HNE又可

激活库普弗细胞和星状细胞, 促进胶原纤维合

成, 形成纤维化甚至肝硬化[24]. 另外HNE还具有

中性粒细胞趋化作用, 能导致肝小叶内中性粒

细胞浸润[25]. Yesilova et al [26]证实, NAFLD患者

MDA含量增高, 而且与肝组织炎症、坏死及纤

维化呈显著正相关. 因此, 氧化应激、脂质过氧

化在NAFLD发病机制中的作用不容忽视. 

5  解偶联蛋白-2与氧化应激

解偶联蛋白-2(uncoupling protein-2, UCP-2)是一

种位于线粒体内膜上的载体蛋白, 介导质子漏, 
使ATP合成解偶联[27], 对ROS产生起负性调节作

用, 其基因位于人类11号染色体, 鼠类7号染色体

上, 该基因区与肥胖有关[28]. ROS和脂质过氧化

产物生成增加到一定数量时, 肝脏发生氧化应

激, 启动适应机制, 使线粒体UCP-2表达上升, 抑
制ROS生成, 促进脂质氧化, 减少脂质过氧化产

物的生成, 调节机体能量代谢使脂肪酸氧化, 以
热量的形式释放出去. 正常肝组织中只有库普

弗细胞表达UCP-2, 但Horimoto et al [29]研究发现

库普弗细胞并不是肝组织中惟一表达UCP-2的
细胞, 肝细胞和胆管上皮细胞也有表达. UCP-2
可以调节线粒体内膜上的质子跨膜转运, 增加

线粒体内膜的质子漏过率, 进一步影响ATP合
成. 线粒体内经三羧酸循环产生的还原当量沿

呼吸链传递时释放出的能量, 可将H+跨线粒体

内膜从基质转移至膜间隙, 形成一个跨膜电化

学梯度, UCP-2介导质子的跨膜内流, 使ATP合
成酶催化ADP磷酸化为ATP所需的电化学梯度

降低, ADP磷酸化合成ATP效率下降, 氧化与磷

酸化解偶联[30]. Yang et al [31]进行的实验也发现, 
脂肪变性的肝细胞中UCP-2表达增多, 其线粒体

ATP含量较对照组下降15%. NAFLD时线粒体

■创新盘点
本文对氧化应激
的相关影响因素
如线粒体、微粒
体 、 脂 质 过 氧
化 、 解 偶 联 蛋
白 -2及其这些相
关因素在非酒精
性脂肪性肝病发
生发展中的作用
进行了逐一说明.
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中UCP-2表达上升为一种适应性反应, 因为甘油

三酯的合成需供给ATP, UCP-2使ATP的合成解

偶联, 故有助于抑制脂质合成, 限制脂质在肝细

胞内沉积, 从而阻止NAFLD的发生和发展, 而且

ATP合成解偶联, 可降低线粒体4期呼吸的氧化

还原压力, 限制ROS的产生, 减少脂质氧化. 
但是, 在肝脏环境急剧变化时, 却可能因为

UCP-2使ATP合成受抑制, 导致肝细胞内ATP降
低甚至耗竭, 而ATP有助于维持细胞的紧密性和

活力, 在短暂缺血、能量需求急剧增加、应激

等情况下ATP供不应求, 则肝细胞对坏死更加敏

感. 因此, 非酒精性脂肪性肝病中UCP-2表达增

加是一把“双刃剑”. Fülöp et al [32]报道尽管脂

肪肝线粒体中UCP-2表达增多可使Fas介导的损

伤加剧, 但UCP-2的减少将使脂肪肝处于持续的

氧化应激状态. 

6  结论

随着“二次打击”学说的提出, 氧化应激在非

酒精性脂肪性肝病发病机制中的作用日益受到

重视. 其作用机制非常复杂, 各种影响因素之间

存在着潜在的联系且相互作用, 互为因果. 目前, 
国内外众多学者在治疗由ROS蓄积造成的氧化

应激损伤上, 大多从单一的作用途径着手, 如给

予抗氧化的药物、改善线粒体功能的药物、降

低CYP2E1含量的药物, 这些药物均能在一定程

度上降低氧化应激损伤, 改善NAFLD的病理生

理指标, 但其并不能消除氧化应激. 因此找到一

种能多基因、多靶点完全有效阻断NAFLD氧化

应激的药物, 是我们近阶段将要面临的挑战. 
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活性氧的产生及
其作用超过对其
防御或去毒的能
力, 这种细胞氧化
还原失调造成组
织、细胞损伤的
状态称为氧化应
激.
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第九次全国消化系疾病学术会议征文通知   

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2009-12-04/06在广州市召开第九次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下: 

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. (1)功能性胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流

病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; (5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性肠病; (7)胃肠激素; (8)

消化疾病介入治疗; (9)青年委员会专场(全部用英文交流).

2      征文要求 

(1)报送的论文要求800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论, 注明作者姓名、

单位及邮编, 论文文责自负. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下

(1964-11后出生). (2)凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文不予受理. (3)通过本次

会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议不接受书面投稿. 要求作者本人通过会议网站上传稿件并留下联

系方式, 会议网址: http://www.csgd.org.cn. (4)截稿日期: 2009-09-15.

希望各地委员积极、认真组织所在地区医生踊跃投稿并参会.
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Abstract
PDZ-binding-kinase/T-LAK cell-originated 
protein kinase (PBK/TOPK) is a recently 
identified 322-amino acid serine/threonine kinase 
involved in cell cycle and proliferative regulation 
of malignant cells. PBK/TOPK promotes tumor 
cell proliferation through p38 MAPK activity 
and regulation of the DNA damage repair 
response. New studies indicate that PBK/TOPK 
have a important potential to induce malignant 
transformation, suggesting a potential target for 
chemotherapeutic treatment of cancer. 

Key Words: PDZ-binding-kinase/T-LAK cell-originat-
ed protein kinase; MAPKK; Serine/threonine kinase

Zhang AP, Liu BH. Progress in research of PDZ-binding-
kinase/T-LAK cell-originated protein kinase. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 901-905

摘要
PDZ连接激酶/T-LAK细胞源蛋白激酶(PDZ-

binding-kinase/T-LAK cell-originated protein 
kinase, PBK/TOPK)是一种新近发现的丝-苏
氨酸激酶, 具有参与调控恶性肿瘤细胞的增
殖和周期变化, 促进肿瘤细胞转化, 并且通过
MAPKK信号通路参与调控细胞DNA损伤修
复. 特别是近期发现其具有强烈的细胞恶性诱
导潜能而可能成为新的肿瘤治疗靶点. 

关键词: PDZ连接激酶/T-LAK细胞源蛋白激酶; 

MAPKK; 丝-苏氨酸激酶
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0  引言

作为MAPKK分子家族成员之一的PBK/TOPK, 
在结构除具有该家族成员的某些共同特征, 同
时又缺乏具有催化功能的域结构 .  研究表明

PBK/TOPK通过参与调控恶性肿瘤细胞的增殖

和周期变化, 特别是对有丝分裂的纺锤体形成

具有重要作用, 其异常表达具有强烈的细胞致

癌潜能成为研究的重点. 本文综述了PBK/TOPK
结构特征、功能及相关作用信号通路. 

1  PBK/TOPK的基本特性

P B K/T O P K是一种新近发现的丝-苏氨酸激

酶, 属于MAPKK分子家族成员. Gaudet et al于
2000年在Hela细胞cDNA文库中克隆出了一种

与hDlg分子PDZ结构域结合的分子PBK(PDZ-
binding-kinase, PBK)[1]. 随后Abe et al构建T-LAK
细胞cDNA文库, 克隆和表达出新型蛋白激酶

T-LAK细胞源蛋白激酶PBK/TOPK(T-LAK cell-
originated protein kinase, TOPK), 通过序列分析

发现两者是同一种分子, 即命名为PBK/TOPK. 
结构分析显示P B K/T O P K是一种含有322个
氨基酸的丝-苏氨酸激酶 ,  他是介导T细胞和

T-LAK细胞的细胞毒功能的重要信号, 而淋巴

因子激活的杀伤T(T-LAK)细胞对于肿瘤细胞

具有细胞毒作用, T-LAK细胞表达膜相关淋巴

www.wjgnet.com
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■背景资料
P B K / T O P K 是
M A P K K 家 族 新
成员, 作为一种丝
/苏氨酸激酶 ,  参
与调控细胞增殖
和周期、DNA损
伤修复, 具有强烈
的细胞恶性诱导
潜能, 可能成为肿
瘤发生的标志物
和抗肿瘤治疗的
新靶点. 

■同行评议者
周晓武, 副主任医
师, 中国人民解放
军空军总医院普
外科



细胞毒素和膜蛋白淋巴细胞毒素, 当T-LAK细

胞灭活后则淋巴细胞毒素消失. PBK/TOPK具

有双重MAPKK特性, 他位于MEK1/2和MKK7
之间, 且更接近MEK1/2, TPBK/TOPK在体内可

使p38MAPK磷酸化, 而不能使JNK或ERK磷酸

化. PBK/TOPK在功能上与MKK3/6相关, 而与

MKK7或 MEK1/2无关. PBK/TOPK缺少MAPKK
家族的典型氨基酸序列如第七和第八区域的

(S/T)XXX(S/T), 这些区域是维持催化功能的重

要结构域. PBK/TOPK拥有NXXXT, 其门冬氨酸

替代第一个丝氨酸或苏氨酸[2]. 因此PBK/TOPK
本身没有催化活性, 他需要个别氨基酸的残基

磷酸化才有催化活性. 由于PBK/TOPK通过参与

调控肿瘤细胞的增殖和周期变化, 特别是对有

丝分裂期的纺锤体形成具有重要作用, 其异常

表达具有强烈的细胞致癌潜能成为研究的重点. 

2  PBK/TOPK参与恶性肿瘤细胞增殖及周期的

调控

研究发现在正常外周血细胞未见PBK/TOPK-
mRNA表达, 在GA-10 Burkitt淋巴瘤细胞系、

ALL患者的血液标本和复发骨髓瘤的胸水标本

中, PBK/TOPK mRNA表达强度与反应性增生

的扁桃体B细胞系的表达相比, 前者更高. 同样

在其他8种Burkitt淋巴瘤细胞系、HL-60、乳腺

癌细胞系MD321、结肠癌细胞系(Caco)、甲状

腺癌(TC797)和Ewing瘤中都检测到高水平表

达的PBK/TOPK mRNA. 通过对高增殖活性的

恶性肿瘤患者的临床标本检测也可观察到这种

PBK/TOPKmRNA表达增强现象[3]. Nandi et al报
道12例AML中有9例检测到PBK/TOPK蛋白的

表达, 3例ALL和1例浆细胞淋巴瘤均有强阳性

表达. 而用TPA诱导HL60向单核、巨噬细胞分

化后, PBK/TOPK蛋白表达在24 h内明显降低. 
PBK/TOPK可使COS细胞转染子的p38MAP激
酶磷酸化, 但不能使ERK或JNK磷酸化, 在血液

系恶性肿瘤中PBK/TOPK表达和磷酸化c-Myc
的表达具有明显的关联性, 因此PBK/TOPK参

与调控恶性肿瘤细胞增殖. 在HL-60分化后期, 
PBK/TOPK缺失的情况下, Cyclin D1和磷酸化

p38仍能维持稳定水平, p38磷酸化与HL-60细
胞中PBK/TOPK信号通路相关. 结果表明PBK/
TOPK蛋白在血液系恶性肿瘤表达, 并与白血病

细胞的分化相关, PBK/TOPK表达升高可诱导细

胞转化和生长, 表达下降可阻止恶性肿瘤细胞

的生长. 且PBK/TOPKmRNA表达与细胞周期激
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活的细胞比例有关[4]. 在有丝分裂期, Cdc2/Cy-
clinB可激活PDZ结合激酶, 通过Cdc2/CyclinB识
别的蛋白磷酸化位点而与有丝分裂纺锤体形成

相关, 同时PBK在胞质分裂中发挥一定作用. 应
用阿霉素阻遏白血病细胞生长之后, PBK/TOPK
的表达明显下降, 表明PBK/TOPK表达可能调

控白血病细胞的生长或存活. PBK/TOPK主要

通过E2F、CREB/ATF与PBK/TOPK启动子中的

特异性位点结合而发挥对细胞周期的特异性调

控[5]. 在正常组织中, Gaudet et al在成人睾丸、

胎盘、心肌和胰腺组织中检测到了PBK/TOPK
的mRNA, 其中胎盘含量最丰富; 并在骨骼肌、

肾脏、肝脏和肺中检测到PBK/TOPK的低水平

表达[1]. 通过分析81例乳腺癌的全基因谱研究

发现PBK/TOPK是一种细胞癌/睾丸抗原. 运用

siRNA抑制PBK/TOPK的表达可显著抑制细胞

生长, 因PBK/TOPK在乳腺癌中过度表达, 敲除

内源性PBK/TOPK可抑制乳腺癌细胞生长, 导
致胞质分裂异常, 最终肿瘤细胞发生凋亡. 研
究表明在乳腺癌细胞的有丝分裂早期 ,  组蛋

白H3(Ser10)的细胞周期依赖性磷酸化与PBK/
TOPK的表达水平和定位相关, PBK/TOPK-组
蛋白H3信号通路可促进有丝分裂进程, 使乳腺

癌细胞的增殖活力增强[6]. Fujibuchi et al证明

PBK/TOPK表达定位在睾丸组织的精母细胞, 在
精子细胞和精原细胞中不表达, 即在整个精子

发生过程中, 增殖活跃的细胞表达PBK/TOPK[7]. 
Dougherty et al发现神经多能祖细胞在增殖时也

表达PBK/TOPK, 特别是在PCNA阳性的增殖细

胞中高表达; 而GFAP阳性的静止期神经干细胞

和NeuN阳性的成熟神经细胞中不表达[8]. 
PBK/TOPK在高度增殖的恶性细胞和有特

定增殖空间的正常组织细胞中表达上调, PBK/
TOPK通过C-末端与hDlg癌基因结合与细胞增

殖密切相关, 但作用机制不清, 且PBK/TOPK定

位在人体正常组织和肿瘤组织的哪些细胞尚待

研究. 
在有丝分裂期PBK/TOPK的表达和磷酸化

增强, 他直接和cdk1/cyclinB1复合物结合上调, 
PBK/TOPK-Thr9被cdk1/cyclinB1复合物磷酸化. 
通过观察纺锤体形态, 特别是中纺锤体, 发现

PCR1只与PBK/TOPK-T9E结合, 运用SiRNA技

术研究显示Thr9磷酸化PBK/TOPK才能与PRC1
结合. 运用紫杉醇处理细胞后, 发现细胞停滞

于G2期, cdk1/cyclinB1表达增强, cdk1/cyclinB1
使PBK/TOPK在Thr9磷酸化后与PRC1结合. 
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■研发前沿
PBK/TOPK通过
p38MAPK激活促
进细胞的有效修
复机制促进肿瘤
细 胞 的 生 长 ,  参
与DNA损伤修复
反应机制的激活. 
而细胞MAPK信
号通路过度激活
是细胞恶性转化
的 关 键 之 一 .  其
异常表达可能导
致Ras/Raf/MEK/
ERK信号通路异
常激活, 诱导细胞
恶性转化而导致
肿瘤. PBK/TOPK
可作为抗肿瘤治
疗的新靶点. 
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PBK/TOPK-Thr9磷酸化后呈酸性, PBK/TOPK
在253-275位点开放, PRC1与PBK/TOPK的结合

加强. cdk1/cyclinB1使PRC1磷酸化是在纺锤体

中有丝分裂连接的第一步, 过度表达PRC1可抑

制有丝分裂进程. 在PRC1转染子中, 可使有丝分

裂细胞数目降低和分离前期细胞数目比例升高. 
实验显示, 在体内PBK/TOPK可使PRC1的cdk1/
cyc l inB1依赖性磷酸化增强, 而在体外PBK/
TOPK并不能使PRC1磷酸化, 但其增强的机制

不明. 尽管PBK/TOPK通过假信号肽存在于细胞

核或细胞质中, 但在整个细胞周期中PBK/TOPK
始终与cdk1结合. 因此PBK/TOPK在体内主要与

cdk1结合形成复合物. PBK/TOPK形成激酶-作
用底物复合物, 他包括cdk1/cyclinB1、微管和

PRC1, 该复合物迫使PRC1磷酸化, PBK/TOPK
作为一种KIND域激酶在cdk1/cyclinB1和酶作用

底物PRC1形成激酶-作用底物复合物中起重要

作用, 该复合物反而促进cdk1/cyclinB1的催化作

用. PBK/TOPK可促进PRC1的cdk1/cyclinB1依
赖的磷酸化作用, 如在有丝分裂期间, PRC1不
能被cdk1/cyclinB1复合物适时的磷酸化, 有丝分

裂则可能不稳定而延迟进行, 特别是从分裂前

期至分裂后期将延长. PBK/TOPK在细胞内的表

达水平则反映了有丝分裂的精确度, 提高增殖

活性, 维持有丝分裂的稳定性[9]. 另有研究PBK/
TOPK在细胞周期表达特点发现, PBK/TOPK蛋

白在G2至M期表达升高, 同时Cyclin B1表达也

上调. 在细胞周期中PBK/TOPK蛋白表达依赖

于分裂后期促进复合物. 在细胞周期阻断停止

后8 h PBK/TOPK的磷酸化增强且达高峰, 但是

PBK/TOPK上调缓和, 则与PBK/TOPK蛋白表达

水平相当. 这说明PBK/TOPK磷酸化可能不受

上游调节激酶诱导的关键氨基酸磷酸化的调控. 
PBK/TOPK-Thr9可被cdk1磷酸化, 在G2至M期, 
PBK/TOPK和Cyclin B1的表达被共同上调, 这两

种蛋白紧密相关. PBK/TOPK可直接与cdk1/cy-
clin B1结合, 但是在有丝分裂间期PBK/TOPK
存在于细胞质和细胞核. cdk1/cyclinB1使Thr9
磷酸化, PBK/TOPK则与cdk1/cyclinB1、微管结

合紧密. 在G2期开始时cdk1/cyclinB1的表达增

强, 在有丝分裂期表达达高峰, 通过Thr9磷酸化, 
cdk1/cyclinB1表达上调对于PBK/TOPK定位于

纺锤丝非常重要. 在没有PBK/TOPK的情况下, 
通过干扰APC与Cyclin B1的结合, Cyclin B1的
降解从有丝分裂中期提前至有丝分裂后期. 因
此PBK/TOPK可延长有丝分裂期Cyclin B1的表

达时间, 可促进G1至G2期进展, 抑制PBK/TOPK
可使细胞停滞在S和G2期之间. 当PBK/TOPK在

细胞中的表达抑制时, 中纺锤体变薄和模糊, 表
明PBK/TOPK对于中纺锤体形成和胞质分裂非

常重要[10]. 细胞周期特异性转录因子E2F和细胞

周期AMP反应元件结合蛋白/激活转录因子均是

PBK/TOPK在非白血性白血病细胞生长停滞期

的关键调控因子. 砷作用于肿瘤细胞可使Cyclin 
B1表达上调和激活cdk1/cyclinB1复合物, 砷诱

导PBK/TOPK的磷酸化, 而PBK/TOPK可直接使

组蛋白H2AX磷酸化, H2AX磷酸化在DNA修复

中可促进染色体结构构型的改变以及协助染色

体与修复因子的结合. 如果抑制PBK/TOPK的表

达, 则砷诱导的细胞凋亡增强[11]. 实验发现当异

常表达PBK/TOPK的纤维肉瘤细胞受到阿霉素

诱导DNA损伤过程中, PBK/TOPK和p53形成复

合物导致p53不稳定和使G2/M检测点减弱, 并可

导致阿霉素诱导的多倍体细胞瞬时消失而成非

整倍体细胞, 表现出细胞恶性转化潜能[12]. 
PBK/TOPK/CDK1/cyclinB的结合参与细胞

有丝分裂中纺锤体的形成, PBK/TOPK在细胞周

期G2/M进展中起到重要的作用, 细胞周期调控

异常最终导致肿瘤的发生. 

3  PBK/TOPK通过p38MAPK激活促进肿瘤细胞生

长而调控细胞DNA损伤修复

癌变通常是正常细胞分化异常、增殖过度、凋

亡受阻的结果[13]. 研究发现, 细胞内信号转导通

路与肿瘤发生发展密切, 其中MAPK信号通路在

这些过程中起重要作用. MAPK家族包含4个成

员: ERK(extracellular signal-regulated)、JNK (Jun 
N-terminal kinase)、p38MAPK和大丝裂原活化蛋

白激酶(big MAP kinase 1, BMK1)/ERK5, 是许多

生长信号转导途径的会聚点. MAPK的激活是通

过细胞内一系列磷酸化级联反应而实现的. 不同

的胞外刺激信号活化不同的信号转导通路, 通
过依赖或非依赖Ras机制激活MAPK, 形成级联

反应MAPKKK-MAPKK-MAPK. ERK1/2通常由

生长因子通过Ras-Raf-MEK通路的磷酸化而激

活, 也可由佛波酯通过PKC-Raf-MEK通路而被

激活[14]. JNK/SAPK、p38和BMK1/ERK5可由细

胞内外各种刺激如紫外线、氧化应激、炎性因

子而激活[14-15]. MAPK活化后进入细胞核内, 调控

一系列转录因子的表达, 如Elk-1、Sap-1、c-fos、
c-Myc、ATF2、NF-κB、HSF-1等[16-17], 从而调控

细胞的增殖、分化、凋亡, 并在血管发生、肿瘤

■相关报道
研 究 显 示 P B K /
TOPK可促进大肠
癌的细胞转化, 大
肠癌组织中PBK/
TOPK高表达, 而
在正常组织中表
达很低.
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细胞黏附、侵袭转移过程中具有重要作用. 
在体外PBK/TOPK的功能与MAPKK相似, 

能与p38MAPKK有选择的相互作用和使其磷

酸化. PBK/TOPK的表达与细胞增殖相关, 但是

PBK/TOPK沉默并不能抑制细胞周期进程, 在生

长因子或DNA损伤作用细胞后, PBK/TOPK的表

达降低而使p38的激活受损, 细胞活力降低. 研
究显示PBK/TOPK作为一种生长因子调控激酶, 
在多种肿瘤细胞中表达增强, 可诱导肿瘤细胞

周期进程, 敲除PBK/TOPK对于正常细胞周期进

程却不产生影响. PBK/TOPK是p38生长因子激

活的介导子, 是DNA损伤传感机制的一部分, 而
H2AX的磷酸化必需PBK/TOPK. PBK/TOPK通

过激发肿瘤细胞的有效修复机制, 促进肿瘤细

胞的生长, 参与DNA损伤修复反应机制的激活.
PBK/TOPK在转化细胞中表达持续增强, 而

IGF-I通过激活PI3K和ERK信号而诱导PBK的

表达. E2F和cAMP反应元件结合蛋白(cAMP-
response element binding protein, CREB)可调控

PBK/TOPK转录. IGF-I通过PI3K和ERK通路激

活CREB, 诱导E2F的表达, E2F和CREB作为转

录因子对IGF-I诱导的PBK/TOPK表达产生反应. 
在神经干细胞和睾丸中PBK/TOPK高表达, 说明

PBK/TOPK对于具有增殖活性的正常细胞增殖

具有重要作用, 但是抑制PBK表达对于短期生长

因子激活的细胞增殖并不产生影响. P38是调控

细胞的迁移和侵袭, PBK/TOPK敲除可使长期细

胞生长受到抑制. shPBK细胞对DNA损伤的敏

感性降低同时有损γ-H2AX的形成, γ-H2AX可以

修复DNA损伤位点的DNA损伤反应蛋白(DNA 
damage response, DDR), H2AX的Ser139磷酸化

需要MDC1结合, 这种结合可促进DDR蛋白的

集聚[18]. 实验发现磷酸化的H2AX表达降低, 而
导致DNA损伤增强, 使DDR蛋白未能得到修补, 
其结果是细胞的长期修复生长和存活受到损伤. 
DDR蛋白变异可促进肿瘤的发展, 如大肠癌的

MUTYH变异[19-20]. 有效的DNA修复机制有利于

细胞的存活, 同时也可能是肿瘤细胞对治疗产

生抵抗的原因. 抑制DNA修复通路可促进DNA
损伤药物的作用效果. PBK/TOPK的表达受到

IGF-I和EGF的调控, 参与DNA损伤修复信号通

路, PBK/TOPK联合DNA损伤药物而启动IGF-IR
或EGFR, 可能是一种抗肿瘤治疗的新靶点[21]. 

4  PBK/TOPK具有强烈的促大肠癌细胞恶性转化

潜能, 但信号通路尚不明确

在正常细胞中MAPK在受到生长因子刺激后激

活, 导致细胞增殖、分化和其他细胞变化. 在
MAPK信号通路中存在多种副反馈环, 可抑制

MAPK通路的过度激活, 而维持细胞生长的内

环境的稳定[22]. 在大肠癌细胞中MAPK过度激

活则导致细胞生长被扰乱. 由于Ras和Raf变异, 
二者在癌细胞中被激活, 除了MAPK信号通路

外尚有多种信号与Ras和Raf相关, 如PI-3K、

Ral/GEF/Ral)、I-κB、Src. ERKs通过SOS磷酸

化对Ras激活具有副反馈调节, 通过MEK磷酸化

对MEK激活具有副反馈调节, 而Ras或Raf变异

导致MAPK过度激活是否导致细胞转化尚不清

楚[23]. 在MAPK通路中MEK1和MEK2具有独特

的性质. MEK1和MEK2能整合其他丝裂信号通

路如ERK通路. 如果MAPK通路异常可导致细胞

转化, 则在肿瘤细胞中必然存在MEK或ERK的

致癌模式. 研究发现在转化的NIH3T3细胞中存

在MEK1的激活, 以及MEK1分别在S217或S221
变异或二者同时变异. 这有助与了解MAPK信号

在细胞转化过程中的重要性[24]. 但是在正常细

胞中MEK1无激活, 因此对于MEKs和ERKs间的

是否存在负反馈通路尚需要进一步研究.
研究显示P B K/TO P K可促进大肠癌的细

胞转化, 大肠癌组织中PBK/TOPK高表达, 而
在正常组织中表达很低. PBK/TOPK过度表达

可导致JB6C141细胞转化, 阻断HCT116大肠癌

细胞中的P B K/TO P K表达可使细胞的致癌作

用降低. PBK/TOPK可使ERK2磷酸化, 反之亦

然. 这种正反馈是PBK/TOPK诱导细胞转化的

原因. 阻断PBK/TOPK可使下游底物磷酸化下

调, 如c-MYC,  c-FOS,  CREB、ELK1. 结果显示

PBK/TOPK是MEK的致癌基因. 由于PBK/TOPK
主要在大肠癌细胞中激活而在正常细胞中不

激活, 因此PBK/TOPK可能是大肠癌药物治疗

的新靶点. MEK转导Ras或Raf, ERKs负反馈于

Ras或Raf, 而下调MAPK信号, 维持正常细胞生

长. PBK/TOPK在癌细胞中过度表达, Raf可独

立调控PBK/TOPK. B-Raf或C-Raf激活并不能

使PBK/TOPK磷酸化. PBK/TOPK和ERK2之间

的正反馈增强两种蛋白的激酶活性, 从而调控

细胞转化. 癌细胞中Ras/Raf/MEK/ERK信号通

路被激活, 由于MEK或PBK/TOPK可诱导ERK2
活性增强, ERKs到MEK之间的强负反馈可能是

Ras/Raf/MEK/ERK信号通路激活的原因[25]. Ras 
or Raf变异可增强MEK激活, 因此MEK的激活

不仅决定于上游激酶的过度激活也可通过抑制

ERK下游底物而激活. 
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■应用要点
PBK/TOPK在高
度增殖的恶性细
胞和有特定增殖
空 间 的 正 常 细
胞 中 表 达 被 上
调 .  PBK/TOPK/
CDK1/cyclinB的
结合参与细胞有
丝分裂中纺锤体
的形成, 并在细胞
周期G2/M进展中
起重要作用, 细胞
周期调控异常最
终导致肿瘤发生. 
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5  结论

PBK/TOPK在恶性肿瘤细胞转化中的作用尚待

进一步研究, 第一, hDlg、cdk1/cyclinB、ERK2
和p38四种激酶能使PBK/TOPK磷酸化. 但是在

肿瘤细胞中PBK/TOPK的上游信号激酶尚未被

确定; 第二, PBK/TOPK在癌细胞中过度表达的

原因不清; 第三, PBK/TOPK的结构如何对于认

识PBK/TOPK的功能和开发新的PBK/TOPK抑

制因子具有关键作用; 第四, 各种大肠癌细胞

系、癌组织、癌旁组织和正常组织样本中PBK/
TOPK的表达情况也需进一步广泛研究, 目的在

于PBK/TOPK过度表达是否能够成为肿瘤形成

的重要标志物. 
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Abstract
Due to lack of specific clinical symptoms of 
small intestinal bleeding and the limitation of its 
conventional examination methods, diagnosis of 
small intestinal bleeding is in a great dilemma. 
The purpose of this paper is to review the value 
of digital subtraction angiography (DSA) in 
the diagnosis of small intestinal bleeding and 
hope to instruct clinical diagnosis and therapy 
sufficiently. 

Key Words: Small intestinal bleeding; Diagnosis; 
Digital subtraction angiography
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摘要
小肠出血的临床表现缺乏特异性, 多种检查方
法各有局限, 明确诊断比较困难. 本文就数字

减影血管造影(digital subtraction angiography, 
DSA)在小肠出血诊断方面的应用价值进行综
述, 以发挥其在小肠出血中的诊断优势, 进一
步提高小肠出血的诊断率, 更好地指导临床
诊治. 

关键词: 小肠出血; 诊断; 数字减影血管造影
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0  引言

小肠出血通常是指Treitz韧带到回盲瓣之间肠道

的出血, 约占消化道出血的3%-5%[1], 国内有文

献报道达2%-15%[2]. 临床上小肠出血常常表现

为原因不明的出血, 即经胃镜和结肠镜检查阴

性而诊断不明的持续性或反复发作性出血, 其
临床表现缺乏特异性, 且多表现为间歇性、隐

匿性出血, 部分患者仅表现为慢性贫血而无任

何不适, 一般不引起患者的注意. 由于小肠居于

消化道的特殊部位, 长5-7 m, 肠襻之间相互重

叠、蠕动和收缩使肠段在腹腔内的部位变化不

定, 长期以来缺乏直观、清晰观察小肠的检查

方法, 致使小肠出血得不到早期确诊. 因此, 快
速而准确找到小肠出血的部位是临床工作的关

键与难点.

1  小肠出血常用诊断方法及其特点

目前, 小肠出血的诊断方法主要有: (1)内镜检

查: 胃镜和纤维结肠镜能排除食管、胃、十二

指肠球部及结、直肠的病变出血, 但不能观察

小肠病变. 小肠镜具有直观性且可进行活检, 但
费时、操作难度大、患者难以耐受, 在临床应

用中受限. 胶囊内镜是小肠出血诊断技术的一

次飞跃, 敏感性较高. Albert et al [3]报道胶囊内

镜诊断小肠出血阳性率为79.9%, 但内镜在肠道

内移动无法控制, 滞留的肠液对图像观察有一

定影响, 且价格昂贵, 临床尚未广泛开展. (2)肠
道X线检查: 是诊断小肠疾病的一种常用检查

®

■背景资料
小肠解剖位置特
殊, 引起其出血的
原因复杂, 尽管有
多种方法可以检
查小肠出血, 但各
有其局限性, 小肠
出血的诊断是临
床工作的难点. 随
着医学影像学的
发展, 数字减影血
管造影技术的应
用, 小肠出血的诊
断率有所提高, 并
可在血管造影的
同时履行介入治
疗.

■同行评议者
韩新巍, 教授, 河
南省郑州大学第
一附属医院放射
科
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方法, 但定位、定性阳性率低. (3)放射核素扫

描检查: 诊断小肠出血敏感性高, 当出血量达到

0.1-0.4 mL/min时扫描可能得到阳性结果[4], 即
扫描时可看到核素自血管内外渗, 但不能精确

定位, 更无病因诊断价值. (4)剖腹探查和术中内

镜: 比较直观但创伤较大, 剖腹探查可以发现大

的血管病变和肿瘤, 但不能发现小的病变; 术中

内镜在大量活动性出血时难以辨认出血灶. 因
此及时而准确的寻找小肠出血的部位通常是常

规检查的盲点.

2  DSA检查方法及特点

DSA检查是将常用的介入导管, 选择性或超选

择性地插入腹腔干、肠系膜上、下动脉, 按一

定流率注入一定浓度和剂量的造影剂, 并通过

减影技术消除血管以外其他组织结构而突出显

示靶血管的形态、分支、分布等. DSA图像清

晰、密度分辨率高, 可以发现微血管的病变, 能
了解到病变血管与周围血管的吻合及交通情况, 
及时诊断并迅速作出治疗方案. 选择性血管造

影检查是诊断小肠出血的一种重要手段, 其定

位定性诊断率高, 尤其是DSA提高了小肠出血

的检出率, 研究证实其特异性高于常规血管造

影[5]. DSA检查对不明原因的消化道出血定位诊

断率为44%-68%[4]. DSA与其他诊断方法相比, 
具有以下特点: (1)肠道内积血不影响检查结果, 
且在造影时出血量越大, 其阳性率越高. 当出血

量达0.5-1 mL/min时, 肠系膜动脉内造影定位诊

断率达50%-72%, 出血量<0.5 mL/min或出血停

止, 诊断阳性率则下降[6]. (2)检查时患者取平卧

位, 患者痛苦较小, 危重患者亦可耐受检查. (3)
若结果阳性, 不仅能发现出血部位, 而且可以根

据造影表现, 判断出血的原因及性质. (4)DSA是

血管源性病变、尤其是黏膜下血管病变的重要

诊断方法. (5)便于术前明确诊断, 有利于手术准

确切除, 以免盲目切除增加手术死亡率. (6)DSA
检查不仅具有诊断价值, 且可经导管给药(比如

靶血管内灌注垂体后叶素等), 必要时及时履行

血管内栓塞治疗. Yoon et al [7]报道了3例肾病晚

期血液透析的患者, 出现消化道出血, 经胃镜和

结肠镜检查未明确出血灶, 考虑小肠出血, 予选

择性诊断性血管造影, 在回肠动脉和空肠动脉

的分支见造影剂外溢, 将导管插入供血动脉, 予
栓塞治疗后出血立即停止. 术后随访4-12 mo, 未
发现小肠缺血和坏死. 因此, DSA检查对小肠出

血的诊断优势是其他检查方法不可取代的, 且

兼具诊断与治疗双重作用.

3  DSA的适应证与禁忌证

张春福 et al [8]认为对于下消化道出血患者, 凡是

内镜、消化道钡剂造影未见器质性病变或放射

性核素扫描无确切出血阳性者, 均应作选择性

肠系膜上、下动脉的DSA检查. 在急性大量出

血的情况下, 不宜进行肠道钡剂检查, 由于肠腔

积血的影响, 内镜的应用也受到限制, 有学者提

出此时急诊血管造影检查应作为首选[9]. 
血管造影检查无绝对的禁忌证, 但对于造

影剂过敏、严重的凝血功能障碍、严重的高血

压、心功能不全者应慎用[10].

4  DSA影像学特征

4.1 直接征像 造影剂外溢为直接征像, 表现为肠

腔内造影剂聚集. 随造影时间的延长, 造影剂外

渗更明显, 外渗造影剂团的形态大小与出血量

有关. 研究表明出血量>0.5 mL/min时, 即可见造

影剂从血管内外渗到肠腔[11]. 出血量大时, 造影

剂外溢范围广而易见, 有时可见胃肠道的黏膜

征, 甚至可见造影剂向肠腔喷射; 少量出血时造

影剂外渗少, 有时难以发现造影剂外渗征象.
4.2 间接征像 出血间接征像为原发病变血管造

影表现, 表现为局部血管密集、粗细不均、毛

细血管迂曲扩展、肿瘤血管、肿瘤染色等. 小
肠出血的最常见原因是血管发育异常(40%)和
肿瘤(33%)[12]. DSA在显示肿瘤血管及血管畸形

方面具有独特的优势, 根据肠管异常显影血管

及供血动脉来源对肿瘤作出定位诊断, 再通过

分析肿瘤血管和肿瘤染色等征像, 部分可作出

定性诊断. 对于血管性病变, 可显示血管畸形、

动脉瘤及供血动脉的来源和部位.

5  DSA诊断小肠出血的敏感性与特异性分析

自1963年Nusbaum应用血管造影确定消化道

出血部位以来, 血管造影检查在消化道出血诊

断中应用较多, 其诊断下消化道出血敏感性达

86%, 特异性达100%[13]. 罗光华 et al [14]报道了25
例消化道出血患者, 经胃镜及肠镜检查排除胃

十二指肠及结肠出血, 临床诊断为小肠出血, 均
行肠系膜上动脉DSA检查, 结果11例见造影剂

外溢, 12例显示出血间接征像, 其中5例同时出

现直接征像和间接征像, 诊断小肠出血阳性率

达72%, 阳性病例造影剂所见出血部位与术中

所见出血部位一致, 定位诊断率为100%, 阳性

病例与手术病理诊断的符合率为75%. 有一项

■研发前沿
DSA检查对小肠
出血具有定位和
定性诊断价值, 且
可在检查的同时
进行介入性止血. 
目前尚在进一步
研究血管造影对
小肠出血的阳性
检出率及血管内
止血的效果.

■相关报道
由 于 D S A 对 小
肠出血的检查受
血管造影的时机
(是否处于急性出
血 期 ) 、 出 血 速
度、临床用药、

造影剂的浓度和
用量、选择性插
管的程度、造影
技术与设备、病
变本身的性质(大
小、供血)及有无
移动性伪影等多
因素的影响, 报道
的检出率有差异.
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研究[15]对69例结肠镜检查阴性的急性下消化道

出血患者进行血管造影检查, 48例明确出血原

因. Browder et al [16]对50例下消化道出血的患者

予急诊血管造影检查, 定位诊断了36例. Burgess  
et al [17]对15例急性下消化道出血患者行DSA检

查, 10例发现活动性出血. 唐郁宽 et al [18]对23例
小肠出血患者行DSA检查, 20例发现出血征像, 
病变发现率87%, 定位诊断率73.9%, 与手术病理

诊断符合率77.8%. 各家的敏感性与特异性报道

结果不一, 可能与检查前对其适应证的把握不

一相关. 总之, DSA检查对小肠出血的定位和定

性诊断具有重要的应用价值.

6  面临的问题与对策

DSA是一项有创性检查, 应由操作熟练和有经

验的医生操作. DSA对小肠出血的检出率受血

管造影时机(是否处于急性出血期)、出血速

度、临床用药、造影剂的浓度和用量、选择性

插管的程度、造影技术与设备、病变本身的

性质(大小、供血)及有无移动性伪影等多因素

的影响. 故DSA检查应尽量在患者出血活动期

及未使用止血药物之前进行, 尽量避免在DSA
检查时使用缩血管药, 以免影响其阳性检出率. 
当造影无阳性发现时, 要考虑患者出血可能已

经停止或正处于出血间歇期, 此时可保留导管, 
待出血活动时再重复造影, 甚至可在保持患者

生命体征平稳条件下用药物诱发出血来提高

检出率. Johnston et al [19]报道抗凝剂、血管扩

张剂、纤溶蛋白溶解剂经动脉导管灌注诱发

出血, 成功率达29%-80%. Ryan et al [20]对内镜

及血管造影检查阴性的隐匿性下消化道出血

的16例患者, 经肠系膜动脉插管后灌注组织纤

维蛋白溶酶原激活剂、盐酸苄唑林等诱发出

血, 6例患者明确了出血部位. 检查时需注意导

管头端的位置, 应用足够量的造影剂及其流速, 
除对小肠的主要供血动脉进行全面检查外, 还
要对临床考虑的可能出血部位及造影过程中

可疑之处进行超选择插管造影, 延长造影时间, 
并多期血管成像, 以发现微小病变. 对于择期

检查的患者, 应做肠道清洁准备, 检查前可使

用654-2减少肠蠕动, 清醒患者需要训练好呼

吸、在闭气末状态下屏气造影, 以免影响图像

效果. 近年来, 平板大功率DSA的问世, 集数字

电影、旋转、路标、步进、跟踪、自动定位

等多种功能和技术于一体, 更加彰显了DSA在

小肠出血诊治中的优势.

7  结论

D S A已成为一项成熟的检查方法 ,  其操作简

单、快捷、微创, 可急诊进行, 对患者条件要求

相对较低, 显著提高了小肠出血的检出率, 对小

肠出血的定位与定性诊断具有重要的应用价值. 
可视情况予以留置导管、靶向给药; 对有阳性

发现且适合于介入治疗的病例可同时采取血管

内栓塞治疗以达立即止血之目的; 对需要外科

手术的病例也具有重要的指导意义. 

8      参考文献
1	 Lewis BS. Small intestinal bleeding. Gastroenterol 

Clin North Am 2000; 29: 67-95, vi
2	 晁宏伟. 小肠出血43例诊治分析. 临床医学 2008; 28: 

16 
3	 A l b e r t J G , S c h ü l b e R , H a h n L , H e i n i g D , 

Schoppmeyer K, Porst H, Lorenz R, Plauth M, 
Dollinger MM, Mössner J, Caca K, Fleig WE. Impact 
of capsule endoscopy on outcome in mid-intestinal 
bleeding: a multicentre cohort study in 285 patients. 
Eur J Gastroenterol Hepatol 2008; 20: 971-977

4	 C o n c h a R , A m a r o R , B a r k i n J S . O b s c u r e 
gas t ro in tes t ina l b leed ing : d iagnos t i c and 
therapeutic approach. J Clin Gastroenterol 2007; 41: 
242-251  

5	 Defreyne L, Uder M, Vanlangenhove P, Van Maele 
G, Kunnen M, Kramann B. Angiography for acute 
lower gastrointestinal hemorrhage: efficacy of cut 
film compared with digital subtraction techniques. 
J Vasc Interv Radiol 2003; 14: 313-322

6	 Ghosh S, Watts D, Kinnear M. Management of 
gastrointestinal haemorrhage. Postgrad Med J 2002; 
78: 4-14

7	 Yoon W, Kim JK, Kim HK, Han YM, Kang HK. 
Acute small bowel hemorrhage in three patients 
with end-stage renal disease: diagnosis and 
management by angiographic intervention. 
Cardiovasc Intervent Radiol 2002; 25: 133-136

8	 张春福, 李炳辉, 孙志奇, 陈丽, 宋燕钧, 田鸿钧. 数字
减影血管造影在小肠出血中的应用. 中国老年学杂志 
2007; 27: 1516

9	 陈克敏. 难治性消化道出血的影像诊断和介入治疗. 
中华消化杂志 2008; 28: 654 

10	 White RA, Hollier LH. Vascular Surgery: Basic 
Science and Clinical Correlations. 2nd ed. Oxford: 
Blackwell Publishing, 2005: 385

11	 Krüger K, Heindel W, Dölken W, Landwehr 
P , L a c k n e r K . A n g i o g r a p h i c d e t e c t i o n o f 
gastrointestinal bleeding. An experimental 
c o m p a r i s o n o f c o n v e n t i o n a l s c r e e n - f i l m 
angiography and digital subtraction angiography. 
Invest Radiol 1996; 31: 451-457

12	 Varela Lema L, Ruano-Ravina A. Effectiveness and 
safety of capsule endoscopy in the diagnosis of 
small bowel diseases. J Clin Gastroenterol 2008; 42: 
466-471

13	 Lee EW, Laberge JM. Differential diagnosis of 
gastrointestinal bleeding. Tech Vasc Interv Radiol 
2004; 7: 112-122

14	 罗光华, 肖文莲, 单鸿, 唐德秋. 不明原因小肠出血数
字减影血管造影价值. 介入放射学杂志 2006; 15: 222

15	 Abadia C, Adet A, Esteve S, Feu F, Armengol JR, 
Malagelada J, Pique JM. Usefulness of angiography 

■应用要点
对于急性小肠大
出血及不明原因
的下消化道出血
可采用DSA检查, 
掌握造影时机,减
少影响其检查率
的因素,以期提高
检出率.



www.wjgnet.com

李洪翠, 等. 数字减影血管造影对小肠出血的诊断价值							                  909

in patients with undiagnosed lower gastrointestinal 
bleeding. Gastrointestinal Endoscopy 2004; 59: 271

16	 Browder W, Cerise EJ, Litwin MS. Impact of 
emergency angiography in mass ive lower 
gastrointestinal bleeding. Ann Surg 1986; 204: 
530-536

17	 Burgess AN, Evans PM. Lower gastrointestinal 
haemorrhage and superselective angiographic 
embolization. ANZ J Surg 2004; 74: 635-638

18	 唐郁宽, 陈汉威, 周泽健, 邵培坚, 许向东, 叶海鸣. 介
入治疗小肠急性出血的临床应用价值. 影像诊断与介

入放射学 2001; 10: 29
19	 Johnston C, Tuite D, Pritchard R, Reynolds 

J , McEnif f N, Ryan JM. Use of provocat ive 
a n g i o g r a p h y t o l o c a l i z e s i t e i n r e c u r r e n t 
gastrointestinal bleeding. Cardiovasc Intervent Radiol 
2007; 30: 1042-1046

20	 Ryan JM, Key SM, Dumbleton SA, Smith TP. 
Nonlocalized lower gastrointestinal bleeding: 
provocative bleeding studies with intraarterial tPA, 
heparin, and tolazoline. J Vasc Interv Radiol 2001; 12: 
1273-1277

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

2009 年广东省中西医结合、中医脾胃消化病学术会议暨
国家级继续教育项目消化病进展研讨班征文通知

本刊讯 由广东省中西医结合学会脾胃消化病专业委员会, 广东省中医药学会消化病专业委员会主办的2009年

脾胃消化病学术会议暨国家级继续教育项目消化病进展研讨班将于2009-09-25/27在广东省广州市召开, 现将

会议征文有关事项通知如下:

1      征稿内容

中西医结合、中医治疗消化道统疾病的基础理论研究、临床经验总结、诊治的新进展, 名老中医、西医和中

西医结合专家个人诊治特色总结.

2      征稿要求

论文资料务必真实可靠, 书写规范, 简明扼要, 每篇以3000字以内为宜, 并附800字左右的摘要1份; 来稿请用电

脑打印, 用word软件编入, 并附软盘, 或发送电子邮件, 文稿中请注明作者姓名、单位、通讯地址、邮政编码及

联系电话. 截稿日期: 2009-07/30

3      交流方式

专题报告、论文宣读与讨论答疑相结合. 入选论文并参会者给予记Ⅰ类学分6分, 另外将择优编入《现代消化

及介入诊疗》杂志. 参加继续教育研讨班者另给予国家级一类学分12分.

4      投稿地址

(1)E-mail: zhangwdcn@163.com; (2)全文、摘要并附软盘寄至广东省广州市广州大道北1838号南方医院消化编

辑部罗永华同志(邮编: 510105); 并请注明脾胃消化病学术会议投稿. 无论文者也欢迎参会或报名参加研讨班.

5      联系方式

姚永莉, 510105, 广东省广州市广州大道北1838号, 南方医院消化内科, 电话: 13189096556

■同行评价
本文选题科学, 内
容新颖, 全面的综
述了消化道出血
的造影诊断方法
与技术.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年3月28日; 17(9): 910-913
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

胰岛淀粉样多肽在生后发育期间家兔十二指肠中的表达
及意义

胡 赟, 梁文妹

胡赟, 梁文妹, 贵阳医学院组织学与胚胎学教研室 贵州省贵
阳市 550004
贵州省科学技术基金资助项目, No. 黔科通200350
贵州省教育厅自然科学研究基金资助项目, N o. 黔教科
2002314
作者贡献分布: 此课题由梁文妹设计, 并指导实验及论文的撰
写, 对文章的知识性内容作批评性审阅; 研究过程、数据分析、
文章起草由胡赟完成.
通讯作者: 梁文妹, 教授, 550004, 贵州省贵阳市北京路9号, 贵
阳医学院组织学与胚胎学教研室. wenmeiliang@126.com
电话: 0851-6909118
收稿日期: 2009-01-16   修回日期: 2009-03-04
接受日期: 2009-03-09   在线出版日期: 2009-03-28

Expression of islet amyloid 
polypeptide in duodenum of 
rabbits during the postnatal 
development period 

Yun Hu, Wen-Mei Liang

Yun Hu, Wen-Mei Liang, Department of Histology 
and Embryology, Guiyang Medical University, Guiyang 
550004, Guizhou Province, China
Supported by: the Science and Technology Foundation of 
Guizhou Province, No. 200350; and the Research Program 
of Nature Science of the Department of Education of Gui-
zhou Province, No. 2002314
Correspondence to: Professor Wen-mei Liang, Depart-
ment of Histology and Embryology, Guiyang Medical 
University, 9 Beijing Road, Guiyang 550004, Guizhou 
Province, China. wenmeiliang@126.com
Received: 2009-01-16    Revised: 2009-03-04
Accepted: 2009-03-09    Pubilshed online: 2009-03-28 

Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
distribution features of islet amyloid polypeptide 
(IAPP) in duodenum of rabbits during the 
postnatal development period.

METHODS: Sixty rabbits were equally divided 
into the 5th, 15th, 25th, 35th, 60th, and 90th d groups. 
Immunohistochemical SABC staining and image 
analysis were performed to detect the expres-
sion of IAPP. 

RESULTS: The expression of IAPP was found 
in the duodenum of rabbits at different postna-
tal development stages. Positive production was 

brownish-yellow and resided in the cytoplasm. 
In the 5th and 15th d groups, a few IAPP positive 
cells scattered over epithelium mucosa cells, and 
the staining was weaker. During 25th to 90th d, 
the number of IAPP positive cells increased and 
staining became stronger gradually. The positive 
cells were mainly distributed in the connective 
tissue of tunica propria, and some cells scattered 
over epithelium mucosa cells. The result of im-
age analysis indicated the number of IAPP posi-
tive cells increased from 35th to 90th d (F = 24.19, 
P = 0.0001), and the mean grey values decreased 
gradually from 15th d (F = 72.42, P = 0.004). 

CONCLUSION: IAPP maybe involve in the 
development of tunica mucosa in rabbit duode-
num as a nutrition factor. 

Key Words: Islet amyloid polypeptide; Rabbit; Post-
natal development; Duodenum

Hu Y, Liang WM. Expression of islet amyloid polypeptide 
in duodenum of rabbits during the postnatal development 
period. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 910-913

摘要
目的: 观察家兔生后发育期间十二指肠胰岛
淀粉样多肽(islet amyloid polypeptide, IAPP)的
表达及分布特点. 

方法: 家兔60只, 分为生后5、15、25、35、
60、90 d共6组, 每组10只, 应用免疫组织化学
SABC法及图像分析方法检测IAPP在十二指
肠的表达及分布特点.  

结果:  不同发育阶段家兔十二指肠中均有
IAPP的表达, 阳性产物呈棕黄色, 存在于胞质. 
生后5、15 d, IAPP阳性细胞散在分布于黏膜
上皮细胞间, 细胞数量少且染色浅淡; 25-90 d, 
IAPP阳性细胞数量增多, 且细胞染色深, 主要
分布于固有层结缔组织中, 少量分散存在于黏
膜上皮细胞间. 图像分析结果表明, IAPP阳性
细胞的数量从第35天开始逐渐增多(F = 24.19, 
P = 0.0001), 平均灰度值从第15天开始逐渐下

®

■背景资料
胰岛淀粉样多肽
由胰岛细胞分泌, 
也见于胃肠道. 目
前尚未见其在生
后发育家兔十二
指 肠 表 达 的 报
道. 本研究较详细
的观察了其在生
后不同时段家兔
十二指肠的定位
及分布特点, 充实
了有关IAPP的研
究资料. 

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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降(F  = 72.42, P  = 0.004). 

结论: IAPP作为一种营养因子, 可能对生后家
兔十二指肠黏膜的生长发育起重要作用. 

关键词: 胰岛淀粉样多肽; 家兔; 生后发育; 十二

指肠
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0  引言

IAPP又称为糖尿病相关肽(diabetes-associated 
peptide, DAP)或淀粉不溶素(amylin), 自从1986
年被提纯以来, 已引起众多学者的关注. 除由胰

岛细胞分泌外, 也可由胃肠内分泌细胞分泌[1]. 
已有研究证明, 人胎胃、小肠、结肠、直肠和

阑尾均有IAPP的表达. 但现有研究中对生后不

同发育阶段家兔十二指肠中是否有IAPP表达尚

无定论. 本研究应用免疫组织化学及图像分析

方法, 对家兔十二指肠生后发育期间IAPP的定

位及分布特点进行了较详细的定性和定量分析, 
为深入研究IAPP的生理作用及其对生后发育的

影响提供更多的形态学依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 生后5、15、25、35、60、90 d家兔

各10只, 体质量分别为0.072±0.006、0.151±
0.003、0.209±0.021、0.345±0.091、1.21±
0.152、2.001±0.093 kg,  由贵阳医学院动物实

验动物中心提供. 经股动脉放血处死后, 迅速取

其十二指肠组织入Bouin液固定, 梯度酒精脱水, 
常规石蜡包埋, 制成4 µm厚连续切片. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学SABC法: 显示IAPP阳性细

胞. 其主要步骤为: 切片常规脱蜡至水, 甲醇-过
氧化氢封闭10 min, 正常羊血清(1∶50)室温30 
min, 兔抗IAPP(1∶2000, Peninsula Lab INC产
品)4℃孵育过夜, 羊抗兔IgG(1∶100)37℃孵育

20 min, SABC复合物37℃孵育20 min, DAB-
H2O2液显色, 苏木精复染, 中性树胶封片. 方法

对照: 以PBS缓冲液代替IAPP抗血清, 余步骤

同上.  
1.2.2 图像分析: 随机选取各发育阶段家兔十二

指肠切片3张, 应用BioMias图像分析系统进行检

测. 在40倍物镜下, 每张切片随机选取5个视野, 

计数IAPP阳性细胞数量, 并测得其平均灰度值.  
统计学处理  应用S P S S11.0统计学软件

对所得数据进行显著性分析 .  组间比较用单

因素方差分析(One-way analysis of variance, 
ANOVA)(mean±SD), P <0.05具有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学染色结果 生后发育不同阶段

的家兔十二指肠中均有IAPP阳性细胞, 阳性产

物呈棕黄色, 存在于胞质(图1). 生后5 d及15 d, 
IAPP阳性细胞散在于黏膜上皮细胞间, 多呈柱

状, 细胞数量少且染色浅淡(图1A-B); 25 d到35 
d, IAPP阳性细胞则位于固有层结缔组织中, 圆
形或卵圆形, 且数量逐渐增多, 免疫染色变深(图 
1C-D); 60 d及90 d时IAPP阳性细胞不仅分布于

固有层结缔组织中, 也分散存在于黏膜上皮细

胞间, 且细胞数量多, 染色深(图1E-F). 方法对照

切片上未见阳性细胞. 
2.2 图像分析结果 IAPP阳性细胞数量在5 d、15 
d、25 d时变化不明显(P >0.05), 从35 d开始, 细
胞数量开始增多(F = 24.19, P <0.05); IAPP阳性

细胞的平均灰度值在15 d、25 d时呈逐渐降低

趋势(F  = 72.42, P <0.05), 但35 d以后变化不明显

(P >0.05, 表1). 

3  讨论

IAPP是由胰岛B细胞分泌的一种37肽, 具有抑制

餐后胰高血糖分泌、抑制胃排空、抑制食欲等

多种生理功能[2]. 生理状态下, IAPP与胰岛素共

存于胰岛B细胞内, 与胰岛素及其他葡萄糖调节

因子一起调节体内糖的代谢, 对维持体内血糖

水平稳定起重要作用[3-4]. IAPP是2型糖尿病发生

的重要病理因素之一, 可通过启动细胞内凋亡

信号蛋白[5]、氧化应激[6]、诱导细胞膜离子样通

道形成[7]等机制引起B细胞凋亡及功能衰竭. 另
有研究证实, IAPP具有与降钙素基因相关肽及

降钙素相似的结构, 是降钙素家族成员之一, 能
促进成骨细胞增殖及骨形成, 同时还能抑制破

骨细胞的活性及骨吸收, 对骨的生长和改建具

有重要的调节作用[8]. 
此外, IAPP还与胃肠道的功能密切相关. 能

抑制胃酸分泌, 减少肥大细胞的脱颗粒现象, 增
加肠系膜淋巴管收缩的频率和幅度, 促进胃溃

疡的愈合等, 对胃肠黏膜的生长和修复有重要

的调节作用[9]. IAPP能以旁分泌、自分泌方式

调节胃黏膜的内分泌活动[1], 或作为一种新的

■研发前沿
胰岛淀粉样多肽
与糖尿病发生发
展的相关机制一
直是研究热点, 近
年来逐渐深入并
涉及到肥胖、骨
质疏松等领域, 但
这些作用机制仍
不是很明确. 

■相关报道
已有研究证明, 人
胎胃、小肠、结
肠、直肠和阑尾
及大鼠胃肠道均
有胰岛淀粉样多
肽的表达, 而人胎
小肠中仅十二指
肠上皮及固有层
有表达, 空肠及回
肠均未见表达. 
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脑肠肽参与维持消化过程中血糖稳定的内分泌

反应[10]. 已有的研究证明, 人胎小肠中仅十二指

肠上皮及固有层有IAPP的表达, 且与胎龄有关. 
本研究结果表明, 生后不同发育阶段家兔十二

指肠均有IAPP表达, 其定位从上皮逐渐向固有

层过渡, 与胎儿十二指肠IAPP表达的结果相似. 
综合以上研究结果, 我们认为在生长发育的过

程中, 随着IAPP的表达由上皮向固有层迁移, 
IAPP逐渐参与了十二指肠消化和内分泌功能的

调节过程, 与十二指肠的生长发育密切相关. 
目前有关IAPP在胃肠道表达的文献报道均

只涉及其分布特征方面的研究, 本研究除定性

外, 还尝试应用图像分析方法测量了IAPP阳性

表达强度的改变. 我们发现随生后发育时间的

延长, 兔十二指肠IAPP阳性细胞数量逐渐增多, 
平均灰度值逐渐下降, 表明IAPP阳性表达的强

度增强, IAPP含量增多. 我们推测这可能是对胃

肠道所接受的食物刺激越来越复杂的一种适应

性反应. 
German et al [9]的研究表明IAPP能促进胃肠

黏膜的生长和修复, 在减少有害因素对胃黏膜

造成损伤的同时刺激保护因素发挥作用, 从而

促进胃溃疡的愈合. 综合现有文献报道及本组

研究结果, 我们推测随家兔生后发育时间延长, 
十二指肠分泌增加的IAPP可能作为一种营养因

子, 促进小肠黏膜的生长发育, 并且通过肠-胰岛

轴调节机制影响胰岛激素对糖代谢的调节, 同
时对生后发育期间骨骼的构建起调节作用. 
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图  1  生后不同发育阶段家兔十二指肠IAPP的表达(SABC, ×400). A: 5 d; B:15 d; C: 25 d; D: 35 d; E: 60 d; F: 90 d.
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■应用要点
本文的相关工作
为胰岛淀粉样多
肽生物学功能研
究提供了实验依
据. 在家兔十二指
肠的生后发育过
程中, 胰岛淀粉样
多肽的表达、形
态及定量结果改
变与消化和内分
泌功能的调节密
切相关, 为研究其
在十二指肠生后
发育中的作用提
供了形态学资料. 
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Abstract
AIM: To prepare a Metronidazole/MMT 
antimicrobial composite and study its in vitro 
release characteristics.

METHODS: Metronidazole is intercalated into 
the interlayer of Na-MMT with ion-exchange. 
Metronidazole/MMT was analyzed by XRD, 
FTIR and TG, and its release characteristics was 
detected by in vitro release experiment.

RESULTS: The interlayer space of Metroni-
dazole/MMT has increased to 1.3026 nm from 
1.2345 nm, showing that Metronidazole has 
already been intercalated into the interlayer of 

Na-MMT. In vitro experiment demonstrated that 
Metronidazole/MMT antimicrobial composite 
had a good characteristic of sustained-release. 

CONCLUSION: Metronidazole/MMT antimi-
crobial composite with sustained-release prop-
erty can be further developed into a sustained-
release anti-infection drugs.

Key Words: Metronidazole; Antimicrobial compos-
ite; Sustained-release; Na-MMT

Yang JH, Lu XW, Wei LP, Ding T. Preparation of 
Metronidazole/MMT antibacterial composite and in vitro 
release characteristics. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(9): 914-917

摘要
目的: 研究甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的制备
及其体外释放特性. 

方法: 以离子交换方式将甲硝唑插层到钠基
蒙脱土的层间, 通过XRD、FTIR及TG对抗菌
复合物的性能进行表征, 并通过体外释放试验
检测缓释效果. 

结果: 插层后, 钠基蒙脱土层间距由1.2345 nm
增大到1.3026 nm, 说明甲硝唑已经插入钠基
蒙脱土层间; 通过体外释放试验检测证实抗
菌复合物具有良好的缓释效果.

结论: 甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物具有缓释作
用, 可进一步开发成抗感染缓释药物.

关键词: 甲硝唑; 抗菌复合物; 缓释; 钠基蒙脱土
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0  引言

蒙脱土(montmorillonite, MMT)又称“蒙脱石”, 
属于2∶1型层状硅铝酸盐, 具有独特的双八面体

结构和层纹状组合, 由于其具有较大的比表面积, 
在456-676 m2/g之间, 因此有较强的吸附性[1]; 作

®

■背景资料
蒙脱土属矿物中
药, 对人、畜、植
物无毒害和腐蚀
作用. 蒙脱土本身
对胃肠道有多种
作用, 口服后紧密
覆盖消化道表面, 
吸附黏蛋白, 有加
强修复和保护消
化道黏膜的功能, 
并减轻药物对黏
膜刺激产生的毒
副作用, 还能固定
和清除多种病原
体和毒素, 防止各
种炎症因子对胃
黏膜的侵害, 平衡
正常胃肠道菌群
的微生态, 促进消
化道局部免疫作
用, 具有局部止血
作用.

■同行评议者
唐文富, 副主任医
师, 四川大学华西
医院中西医结合
科
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为药用矿物始载于《本草纲目拾遗》[2], 以蒙脱

土为主要原料研制的黏膜保护和止泻剂如思密

达等已广泛应用于临床且无毒副作用[3]. 还可以

通过超声、振荡、搅拌等方法[4]将不同物质插

入到蒙脱土的层间, 蒙脱土经其他物质插层处

理后得到的蒙脱土复合物层间距加大, 比表面

积进一步加大, 表面吸附能力加强, 因此适合作

为抗菌药物的载体[5-11]. 
甲硝唑(Metronidazole)属于硝基咪唑类, 在

临床上被广泛应用于治疗各种厌氧菌感染的

治疗, 其价格低廉, 疗效肯定, 也是治疗幽门螺

杆菌(H pylori )感染的药物之一. 大量研究显示, 
接近30%的消化性溃疡患者在使用甲硝唑治疗

的过程中, 由于药物不良反应如恶心呕吐、味

觉差和腹泻等消化道症状和服药次数多, 导致

患者依从性差从而影响其临床应用[12]. 有11.5%
的患者提前终止治疗, 其中2/3患者因药物不良

反应终止治疗[13]. 因此, 进一步研制减少药物

毒副作用、增加患者依从性的新药, 以提高疗

效, 是根除H pylori治疗的重要研究方向. 本试

验以离子交换法制备甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物

(Metronidazole/MMT), 并进行体外缓释试验的

初步研究, 为今后进一步研究提供理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 甲硝唑原料药由罗田宏源化学原料

药有限公司提供(批号: 06112402); 钠基蒙脱土

(Na-MMT)由浙江三鼎科技有限公司提供. 仪器: 
TSHZ-台式恒温水浴振荡器(上海跃进医疗器械

厂), BioMate5型紫外分光光度仪(Thermo公司), 
D/maxⅢX衍射仪(日本理学公司), 傅立叶变换

红外光谱仪(美国Perkin-Elmer公司), 热重分析

仪(美国Perkin-Elmer公司).
1.2 方法 
1.2 甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的合成 精密称取

一定量甲硝唑溶于50 mL去离子水中, 加入到一

定量钠基蒙脱土溶液中, 调整溶液的pH值, 超声

波振荡40 min后, 在100℃油浴恒温搅拌一定时

间, 静置, 过滤, 洗涤, 真空干燥, 研磨并过200目
筛, 即得甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物, 干燥保存. 
1.2.2 结构表征及性能测试 用X射线仪测定样品

的XRD谱, 测试条件为CuKα辐射线, 电压40 KV, 
扫描速度为3度/min, 步长为0.02度. 用傅立叶变

换红外光谱仪进行测试, 扫描范围400-4000/cm, 
KBr压片. 用热重分析仪测热失重曲线, 测试条

件为空气气氛, 升温速率为20℃/min, 气流量为

20 mL/min. 
1.2.3 甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的体外释放度

实验 称取一定量甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物2份, 
分别置于500 mL锥形瓶内, 以人工胃液和肠液[14]

为释放介质, 将锥形瓶放置于恒温水浴振荡器

中, 转速100 r/min, 温度(37±0.5)℃, 进行体外缓

释, 分别于0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、4.0、
5.0、6.0 h取样5 mL, 经0.45 μm微孔过滤膜过滤, 
并及时补充5 mL预热过的释放介质, 用紫外分

光光度仪测定吸收值, 计算其累积释放度, 并绘

制累积释药量-时间曲线. 

2  结果

2.1 XRD分析 钠基蒙脱土和甲硝唑/蒙脱土抗菌

复合物的XRD图谱如图1所示. 钠基蒙脱土的2θ
角为7.160度, 层间距为1.2345 nm, 插层后的甲

硝唑/蒙脱土抗菌复合物的衍射峰与钠基蒙脱土

的相比发生明显位移, 并向小角度偏移, 2θ角变

为6.780度, 层间距增大到1.3026 nm. 说明部分

甲硝唑已插层到钠基蒙脱土片层结构中.
2.2 FTIR分析 钠基蒙脱土和甲硝唑/蒙脱土抗菌

复合物的红外图谱如图2所示. 图中显示钠基蒙

脱土和甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的红外光谱

■研发前沿
甲硝唑/蒙脱土抗
菌复合物是否具
有蒙脱土对黏膜
保护性的特点, 及
其动物体内释放
试验效果如何, 还
有待于进一步研
究探讨.

900
800
700
600
500
400
300
200

100

0
        2           4           6           8           10

2θ(度)

In
te

ns
ity

6.780 (1.3026 nm)

7.160 (1.2345 nm)

Na-MMT

Metronidazole/MMT

图  1  钠基蒙脱土和甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的XRD图谱.
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共同特征是在3620/cm处的Al-OH伸缩振动和

1030-1050/cm范围内强的Si-O-Si的骨架振动吸

收峰, 在甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的红外光谱

中出现特征峰, 即在1550/cm出现N = O伸缩振

动, 同时3420/cm和1640/cm处的-OH峰强度减

弱, 这是因为甲硝唑插层后层间的结合水被置

换出来, 水的含量减少, 结合甲硝唑/蒙脱土抗菌

复合物的XRD图谱分析, 表明甲硝唑已经入钠

基蒙脱土的层间.
2.3 TG分析 从图3的钠基蒙脱土和甲硝唑/蒙
脱土抗菌复合物的热重分析曲线可以看出钠

基蒙脱土在200℃以前失重较大, 是由于钠基

蒙脱土失去表面吸附水和层间的结合水所导

致; 在500-750℃也有明显的失重, 这是由于蒙

脱土硅酸盐晶体中的-OH在高温下脱去水而形

成. 甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物热失重过程可分

为3个阶段: 第1阶段在升温的初始阶段, 温度为

20-150℃, 在此阶段蒙脱土表面的吸附水分和层

间的结合水蒸发, 引起甲硝唑/蒙脱土抗菌复合

物的失重, 失重率约占其总重的7.2%; 第2阶段

是温度为230-340℃, 此阶段是药物发生急剧失

重的阶段, 也是热分解的主要阶段, 失重率约占

其总重的11.3%; 第3阶段是在500-750℃, 同样是

由于蒙脱土硅酸盐晶体中的-OH在高温下脱去

而形成, 失重率约占其总重的3.6%. 甲硝唑/蒙脱

土抗菌复合物的热分解温度约为230℃, 比甲硝

唑的开始分解温度180℃提高50℃, 表现出复合

物的热稳定性显著提高.
2.4 体外释放度实验 由图4的缓释曲线可知, 在
人工胃液和肠液中甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物可

释放出甲硝唑, 并随着缓释时间的延长, 其累积

释放量逐渐增加, 由此可知钠基蒙脱土可以作

为一种缓释载体, 他能使药物有效浓度长时间

保持恒定. 分别以人工胃液和人工肠液为溶出

介质的体系中, 在0-0.5 h其累积释放量分别达到

4.7 mg/500 mL和4.3 mg/500 mL, 这主要由吸附

在钠基蒙脱土表面的甲硝唑释放所致, 吸附量

约占甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的4%; 0.5-6 h插
层在钠基蒙脱土中甲硝唑均匀释放, 其累积释

放量分别达到5.3 mg/500 mL和5.7 mg/500 mL, 
释药量约占插层在钠基蒙脱土中甲硝唑的47%
和55%, 释放速度分别控制在8%/h和10%/h. 随
着时间的延长, 甲硝唑在人工肠液中的溶出量

明显高于其在人工胃液中的溶出量, 说明pH值

的变化对甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的缓释作用

有一定影响.

3  讨论

蒙脱土属矿物中药, 对人、畜、植物无毒害和

腐蚀作用[3]. 蒙脱土本身对胃肠道有多种作用, 
口服后紧密覆盖消化道表面, 吸附黏蛋白, 有加

强修复和保护消化道黏膜的功能, 并减轻药物

对黏膜刺激产生的毒副作用, 还能固定和清除

多种病原体和毒素, 防止各种炎症因子对胃黏

膜的侵害, 平衡正常胃肠道菌群的微生态, 促进

消化道局部免疫作用, 具有局部止血作用[15-16]. 
甲硝唑具有变态反应低、组织相容性等特点, 
但全身毒副作用较明显, 其半衰期短, 血药浓度

波动大, 服药次数多, 导致患者依从性差, 影响

治疗. 本试验所合成的甲硝唑/蒙脱土抗菌复合

物经XRD、FTIR及TG对其进行表征, 证实甲硝

唑已经进入钠基蒙脱土层间, 其体外释放实验

也说明药物浓度平稳可达临床要求, 且持续时

间较长. 
通过体外缓释释放曲线可以看出, 0-0.5 h, 

甲硝唑在人工肠液和人工胃液中释放速度较快, 
这可能与被吸附在钠基蒙脱土表面的甲硝唑因

分子间作用力不强有关; 0.5-6 h, 不同释放介质

中的甲硝唑累积释放量变化很慢, 可能由于蒙

脱土片层间的甲硝唑阳离子与蒙脱土结构负电

■应用要点
甲硝唑/蒙脱土抗
菌复合物通过缓
释作用减少服药
次数和服药种类, 
提高患者的依从
性, 减少H pylori
感染治疗失败率, 
具有广阔的开发
前景和应用价值.
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图  3  钠基蒙脱土和甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的TG曲线.
图  4  甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物的缓释曲线.
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荷作用, 以及蒙脱土片层的阻隔作用抑制了药

物的释放速度. 甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物中被

钠基蒙脱土表面所吸附的甲硝唑在溶液中迅速

达到一定浓度, 而通过离子交换方式进入蒙脱

土层间的甲硝唑可缓慢释放出来, 使释放时间

延长, 其整个释放过程有利于甲硝唑/蒙脱土抗

菌复合物迅速起效并保持有效浓度恒定, 从而

可使局部药物浓度提高. 
前0.5 h内在肠液中甲硝唑的释放速度比在

胃液中的释放速度慢, 可能由于甲硝唑在水溶

液中呈碱性[17], 与释放介质中的电荷相互作用, 
因此在碱性的人工肠液中甲硝唑的释放速度比

在酸性人工胃液慢; 而0.5-6 h之间, 人工肠液中

甲硝唑的释放速度比在人工胃液慢的释放速度

快, 甲硝唑为咪唑衍生物, 其结构中具有氨基氮

原子可与H+结合质子化形成阳离子, 人工肠液

为碱性, 其中阴离子带有的负电性大于强酸性

的人工胃液, 其阴、阳离子之间的相互吸引, 使
得质子化的甲硝唑更容易释放 . 

甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物具有缓释特性, 另
外层间距进一步增加, 吸附细菌的能力增强[18-19], 
局部高浓度的药物可以有效的作用到被吸附的

细菌上, 达到抗感染的目的, 从而可以减少抗

生素的用量. 但是甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物是

否具有蒙脱土对黏膜保护性的特点, 及其动物

体内释放试验效果如何, 还有待于进一步研究

探讨. 
总之, 甲硝唑/蒙脱土抗菌复合物通过缓释

作用减少服药次数和服药种类, 提高患者的依

从性, 减少H pylori感染治疗失败率, 具有广阔的

开发前景和应用价值. 
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Abstract
AIM: To systematically evaluate whether adding 
lactoferrin to H pylori eradication regimens 
could improve eradication rates and reduce side 
effects during anti-H pylori treatment.

METHODS: Eligible articles were identified by 
searching electronic databases. We included all 
randomized trials comparing lactoferrin supple-
mentation to placebo or no treatment during an-
ti-H pylori regimens. Statistical analysis was per-
formed with Review Manager 5.0.10. Subanaly-
sis/Sensitivity analysis was also performed. 

RESULTS: We identified 9 randomized trials (n 
= 1343). Pooled H pylori eradication rates for pa-
tients with and without lactoferrin were 86.57% 
(95% CI: 83.99%-89.15%) and 74.44% (95% CI: 
71.14%-77.74%) by intention-to-treat analysis, re-
spectively, and the odds ratio (OR) was 2.26 (95% 

CI: 1.70-3.00); the occurrence of total side effects, 
especially nausea, for groups with or without 
lactoferrin were 9.05% (95% CI: 6.83%-11.27%) 
and 16.28% (95% CI: 13.43%-19.13%), respective-
ly; the summary OR was 0.15 (95% CI: 0.04–0.54). 

CONCLUSION: Our review suggests that sup-
plementation with lactoferrin could be effective 
in increasing eradication rates of anti-H pylori 
therapy, and could be considered helpful for pa-
tients with eradication failure.  

Key Words: Lactoferrin; Helicobacter pylori ; Eradi-
cation; Meta-analysis

Zou J, Dong J, Yu XF. Meta-analysis on the efficacy of 
lactoferrin supplementation combined with standard 
treatment during Helicobacter pylori eradication therapy. 
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摘要
目的: 系统性评价乳铁蛋白联合标准疗法对
H pylori 根除率的影响, 及根除过程中的不良
反应发生率.

方法: 从常用电子数据库检索标准三联或四
联疗法联合与未联合乳铁蛋白根除H pylori的
随机临床试验, 荟萃分析各项研究的根除率和
不良反应发生率的合并OR 值; 进行亚组分析
和敏感性分析; 以漏斗图检测发表偏倚. 

结果:  共9项随机临床试验(1343例)符合纳
入标准 .  标准疗法联合与未联合乳铁蛋白
按意向治疗(ITT)分析的H py lo r i 的根除率
分别为86.57%(95% CI: 83.99%-89.15%)和
74.44%(95% CI: 71.14%-77.74%), 合并OR 值
为2.26(95% CI: 1.70-3.00); 总不良反应发生
率分别为9.05%(95% CI: 6.83%-11.27%)和
16.28%(95% CI: 13.43%-19.13%), 合并OR 值
0.15(95% CI: 0.04–0.54).

结论: 联合乳铁蛋白可有效提高标准疗法的
H pylori根除率, 降低根除过程中的不良反应
发生率.

关键词: 乳铁蛋白; 幽门螺杆菌; Meta分析; 根除率; 

®

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 
(H pylori )感染是
一个十分普遍的
公 共 卫 生 问 题 , 
但是其耐药现象
的发生率逐年升
高 ,  现 有 根 除 方
案疗效逐渐下降. 
临床上迫切需要
研发新的抗菌药
物. 近年来, 许多
研究发现乳铁蛋
白(lactoferrin, LF)
具有抗H pylori 的
作 用 ,  而 且 他 使
用安全、不良反
应小、价格便宜,  
具有广泛的应用
前景. 

■同行评议者
刘改芳, 主任医师, 
河北医科大学第
三医院消化内科
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )感染是一个十分普遍的公

共卫生问题. 发展中国家感染率高达70%-90%, 发
达国家约为25%-50%[1]. 根除H pylori治疗在处理

消化性溃疡、萎缩性胃炎、胃癌、胃黏膜相关

淋巴组织(MALT)淋巴瘤以及其他相关疾病中被

推荐[2-4]. 最新的Maastricht共识推荐的H pylori根
除治疗方案为质子泵抑制剂或铋剂联合克拉霉

素和阿莫西林或甲硝唑[5], 可获得75%-98%的根

除率. 虽然大多数的一线方案的根除率可以达到

80%[6-7], 仍有20%的患者治疗失败, 在耐药菌株流

行的地区根除失败率还要升高[8]. 二线根除方案

一般由质子泵抑制剂和铋剂联合四环素和甲硝

唑组成, 但是其费用高、不良反应大、病人依从

性差. 近年来, 许多研究发现乳铁蛋白(lactoferrin, 
LF)具有抗H pylori的作用, 而且他使用安全、不

良反应小、价格便宜[9-11]. 因此, 本研究严格纳入

相关随机对照临床试验进行荟萃分析, 系统性评

价LF联合标准三联或四联疗法能否提高H pylori
根除率, 减少根除过程中的不良反应.

1  材料和方法

1.1 材料 通过英文检索词Helicobacter pylori , 
H pylori , Lactoferrin以及中文检索词乳铁蛋

白, 幽门螺杆菌检索PubMed(1966-01/2008-10), 
E M B A S E(1980-01/2008-10) ,  C o c h r a n e 
Controlled Trials Register(Issue 3, 2008), Science 
Ci ta t ion Index(1945-01/2008-10), 中国期刊

全文数据库(1994-01/2008-10)和万方数据库

(1981-01/2008-10), 对检索到文献的参考文献进

行再检索, 以查全相关文献. 同时对一些主要国

际性消化会议(如美国消化疾病周、亚太消化疾

病周、世界胃肠病学会议、欧洲H pylor i研究

组Maastricht会议等)的会议摘要进行手工检索, 
并向医药公司咨询是否有尚发表的随机对照试

验. 共检索到59篇相关文献. 根据出版类型剔除

11篇综述、5篇评论、1篇述评、2篇会议报道, 
共40篇.
1.2 方法 
1.2.1 文献纳入: 纳入标准: 随机临床试验; 研究

对象包括从未接受过H pylori根除治疗和初治失

败者; 对照组接受标准三联或四联疗法治疗, 治
疗组接受LF联合三联或四联疗法治疗; H pylori
根除率和(或)不良反应数据齐全; 根除治疗至少

4 wk后以活检组织学或13C呼气试验证实H pylori
感染情况; 文献不受语种限制. 所有文献的纳入

由两名研究者独立进行, 存在意见分歧时, 由第

三名研究者参与决定纳入与否. 纳入文献的质量

评价采用Jadad评分标准(0-7分), 评分标准基于

以下3点: 随机化、双盲和失访的描述. 由两名研

究者独立评分, 低于3分者为低质量试验, 予以剔

除. 多次发表的试验仅提取最近发表的数据. 
1.2.2 数据提取: 从纳入文献中提取关键数据, 包
括H pylori根除率和总不良反应发生率, 以及进

入试验患者例数、年龄、国家、LF的剂量和用

药时间、根除治疗方案、腹泻、上腹痛、恶心

发生率、H pylori检测方法等. 
统计学处理 将数据输入Cochrane协作网

提供的R e v M a n5.0.10软件进行分析. 以卡方

检验评估各研究间的异质性, 临界值设为0.1. 
不存在异质性时, 采用固定效应模型(Mante l-
Haenszel法); 存在异质性时, 采用随机效应模型

(DerSimonian-Laird法). 分别计算H pylori根除治

疗按意向治疗(ITT)分析和按方案(PP)分析的根

除率, 并根据患者根除次数、抗生素种类和LF
用药天数分亚组进行分析. 为保证结果的稳定

性行敏感性分析. 以漏斗图检测发表偏倚, 并作

Egger线性回归分析证明漏斗图结果. 

2  结果

2.1 纳入文献 从40篇文献中剔除13篇研究对象

为动物的文献后, 通过阅读文献标题和摘要进

一步剔除9篇非临床试验和3篇无关文献; 对剩

余的15篇文献详细阅读全文. 其中4篇未联合三

联或四联疗法, 2篇无根除率和不良反应信息, 
结果共9篇文献[12-20]入选. 值得强调的是, 其中5
篇来自同一研究机构-意大利Mario教授领导的

课题组. 根据干预措施和受试者进入试验的时

间判断为非重复发表, 故同时纳入. 所有纳入文

献的基本特征见(表1).
2.2 H pylori根除率 9篇文献对H pylori根除率进

行了描述, 其中5项研究报道LF联合疗法能显著

改善根除率. 4项研究表明根除率无明显改善. 
按ITT分析, 数据合并后治疗组670例患者中580
例H pylori获根除, 根除率为86.57%(95% CI = 
83.99%-89.15%); 对照组501例患者中673例获根

除, 根除率为74.44%(95% CI = 71.14%-77.74%), 

■研发前沿
多项研究表明, LF
可以提高H pylori
的根除率, 但是亦
有结果相反的报
道 .  本研究对LF
联合标准疗法根
除H pylori 的随机
临床试验进行了
荟萃分析, 确定联
合方案的有效性, 
为临床应用奠定
基础.
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表  1  纳入文献的基本特征

      
作者        年份  形式

        n         
疾病

           诊断            根除          
 LF方案

           根除率    不良反应            标准          疗程    根除率    不良反应     
Q

                                    (bLf/con)                       方法            次数                                     (%)              (%)                 方案            (d)         (%)              (%)

de Bortoli  2007 JA     206          -      histology+RUT    1   Lf (200 mg bid)    ITT 88.6       9.5         E (20 mg bid)      7   ITT 72.3       40.6        4

et al [12]                   (105/101)              /HpSA+UBT                E (20 mg bid)     (93/105)                   C (500 mg bid)         (73/101)     (41/101)

                                                        UBT(8 wk later)          C (500 mg bid)      PP 92.1                     A (1g bid)                  PP 76       

                                                                                                  A (1 g bid)      (93/101)                                                     (73/96)

                                                                                                Pb (5 g bid)                                 

Zullo    2007    JA      144        PUD    histology+RUT    1   Lf (200 mg bid)     ITT 72.2      10.3        R (20 mg bid)    7     ITT 68.1      11.3        5

et al [13]                     (72/72)     (8/144)  UBT(4-6 wk              R (20 mg bid)       (52/72)                    L (500 mg qd)           (49/72)       (8/71)

                                              NUD           later)                   C (500 mg bid)     PP 76.5                           A (1g bid)            PP 69.1        

                                           (136/144)                                 Ti (500 mg bid)       (52/68)                                                       (49/71)         

Tursi   2007    JA        70        PUD    histology+RUT     2    Lf (200 mg bid)    ITT 94.3      17.6       RBC (400 mg     7     ITT 88.6     29.4         4

et al [14]                     (35/35)   (29/70)   histology+RUT        RBC (400 mg bid)   (33/35)                                   bid)            (31/35)     (10/34)

                                               NUD      /UBT(4 wk                 E (40 mg qd)       PP 97.1                     E (40 mg qd)           PP 91.2        

                                             (41/70)           later)                        A (1 g bid)       (33/34)                          A (1 g bid)            (31/34)

                                                                                           Ti (500 mg bid)                                     Ti (500 mg bid)   

Di Mario  2006  JA      402       PUD     histology+RUT   1   Lf (200 mg bid)     ITT 89.5       6.7         E (20 mg bid)    7 or   ITT 77.2        9.5        5

et al [15]                     (134/       (102/   /histology+HpSA         E (20 mg bid)    (120/134)     or 9        C (500 mg bid)    14   (105/136)  (13/136) 

                             132/136)    402)           UBT/HpSA         C (500 mg bid)       or 73.4                   Ti (500 mg bid)            PP 78.3    

                                               NUD      (8-10 wk later)      Ti (500 mg bid)      (97/132)   	                               (105/134)  

                                            (300/402)                                                             PP 93.0                         

                                                                                                                       (120/129)

                                                                                                                         or 76.9

						          (97/126)

Zullo   2005     JA     133        NUD      histology+RUT  1    Lf (200 mg bid)     ITT 76.9       9.2          E (20 mg bid)   7    ITT 77.9      10.3         5        

 et al [16]                   (65/68)   (133/133)      UBT(4-6              E (20 mg bid)        (50/65)                       C (500 mg bid)          53/68)     (7/68)         

                                                                   wk later)            C (500 mg bid)      PP 78.1                       A (1 g bid)             PP 80.3      

                                                                                                   A (1 g bid)       (50/64)                                                       (53/66)        

Di Mario  2004M   Ab    369          -          UBT/HpSA       1    Lf (200 mg bid)     ITT 92.0       7.5           E (20 mg bid)  7 or   ITT 76.0     10         3  

et al [17]                       (120/                      (8 wk later)              E (20 mg bid)    (110/120)     or 9.9       C (500 mg bid)   14   (98/128)  (13/128)    

                               121/128)                                                  C (500 mg bid)       or 72.0                   Ti (500 mg bid)   		

                                                                                               Ti (500 mg bid)      (88/121)           

Di Mario  2004N   Ab   119          -         UBT/HpSA        2    Lf (200 mg bid)     ITT 80.0         6.3         E (20 mg bid)   14    ITT 64.0     9.1       4 

et al [18]                     (64/55)                   (8 wk later)                E (20 mg bid)       (51/64)                          A (1 g bid)           (35/55)     (5/55)    

                                                                                                   A (1 g bid)      PP 80.0                      Ti (500 mg bid)          PP 64.8 

                                                                                            Ti (500 mg bid)       (51/64)                       B (120 mg qd)           (35/54)     

                                                                                                                                      

Di Mario  2003M   JA    74         PUD    histology+UBT    1    Lf (200 mg bid)     ITT 100         -         R (20 mg bid)    7 or    ITT 76.9     -           4 

et al [19]                      (24/       (17/74)       /HpSA                     R (20 mg bid)       (24/24)                   C (500 mg bid)     10     (20/26) or       

                               26/24)      NUD       UBT/HpSA              C (500 mg bid)       PP 100                   Ti (500 mg bid)          70.8(17/24)   

                                              (57/74)     (8 wk later)             Ti (500 mg bid)       (24/24)                                                        PP 76.9    

                                                                                                                                                                                             (20/26) or                 

                                                                                                                                                                                           77.3(17/22)       

Di Mario  2003N  JA   150        PUD      histology+UBT  1    Lf (200 mg bid)     ITT 92.2      13.7        R (20 mg bid)   7 or   ITT 71.2     15.4        5   

et al [20]                      (51/      (26/150)          /HpSA                R (20 mg bid)       (47/51)       (7/51)    C (500 mg bid)    10   (37/52) or    (8/52) 

                                52/47)      NUD            UBT                  C (500 mg bid)       PP 95.9                  Ti (500 mg bid)         70.2(33/47)  or 19.1  

                                            (124/150)      /HpSA                 Ti (500 mg bid)      (47/49)                                                       PP 72.5       (9/47) 

                                                            (8-10 wk later)                                                                                                       (37/51) or          

                                                                                                                                                                                       75.0(33/44)                 

Ab: 摘要; JA: 全文; C: 克拉霉素; A: 阿莫西林; R: 雷贝拉唑; Ti: 替硝唑; E: 埃索美拉唑; RBC: 枸橼酸铋雷尼替丁; B: 铋剂; 

L: 左氧氟沙星; Pb: 益生菌; UBT: 13C-呼气试验; RUT: 快速尿素酶试验; HpSA: 幽门螺杆菌粪便抗原; PUD: 消化性溃疡病; 

NUD,非溃疡性疾病; Q: Jadad评分; M, N: 同一作者在同一年内先后发表的2篇文章.

■相关报道
最新的Maastricht共
识推荐的H pylori
根除治疗方案为质
子泵抑制剂或铋剂
联合克拉霉素和阿
莫西林或甲硝唑, 
可获得75%-98%的
根除率.
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合并OR值为2.26(95% CI 1.70-3.00, 表2). 按PP
分析, 治疗组和对照组的H pylori根除率分别为

88.18%(95% CI 85.44%-90.92%)和75.75%(95% 
CI 72.11%-79.39%), 合并OR值为2.50(95% CI 
1.48-4.24). 
2 . 3  不 良 反 应 发 生 率  8篇文献报道了总不

良反应发生率 ,  其中2项研究表明L F联合疗

法能降低不良反应发生率 .  数据合并后 ,  治

疗组和对照组的总不良反应发生率分别为

9.05%(95% CI 6.83%-11.27%)和16.28%(95% 
CI 13.43%-19.13%), 合并OR值为0.57(95% CI 
0.35-0.94, 表3). 分别对特定不良反应症状进行

分析, 结果显示治疗组恶心的发生率降低(2.14% 
vs  12.50%), OR值为0.15(95% CI 0.04-0.54, 表4). 
而腹泻、味觉障碍和上腹痛的发生率在治疗组

和对照组之间无差异(OR : 0.31 vs  0.50 vs  0.47; 

表  2  治疗组与对照组ITT根除率比较

  

   

                                            Lactoferrin                    Control                                         Odds Ratio                          Odds Ratio           Study or subgroup
        Events         Total       Events         Total      

Weight(%) 
     M-H (Fixed) 95% CI            M-H (Fixed) 95% CI 

Bortlli 2007                    93          105            73          101          13.0          2.97[1.41, 6.25]

Mario 2003M                  24            24            20            26            0.6    15.54[0.82, 292.61]

Mario 2003N                   47            51            37            52            4.4        4.76[1.46, 15.57]

Mario 2004M                 110          120            98          128          12.1          3.37[1.57, 7.24]

Mario 2004N                    51            64            35            55          11.7          2.24[0.99, 5.09]

Mario 2006                  120          134          105          136          16.6          2.53[1.28, 5.01]

Tursi 2007                     33            35            31            35            2.7         2.13[0.36, 12.46]

Zullo 2005                     50            65            53            68          18.2           0.94[0.42, 2.13]

Zullo 2007                     52            72            49            72          20.8           1.22[0.60, 2.49]

Total(95% CI)	                    670                          673         100.0          2.26[1.70, 3.00]	  

Total events:                 580                        501

Heterogeneity: χ2 = 12.14, df = 8 (P  = 0.15), I2 = 34%

Test for overall effect: Z  = 5.62 (P<0.00001)

0.01       0.1            1           10         100
Favours control          Favours experimental

M, N: 同一作者在同一年内先后发表的2篇文章.

  

   

表  3  治疗组与对照组不良反应发生率比较

                                       Lactoferrin           Control                                     Odds Ratio                               Odds Ratio           Study or subgroup
     Events   Total      Events   Total   

Weight(%) 
  M-H (Random) 95% CI          M-H (Random) 95% CI 

Bortlli 2007               10      105           41      101	   16.4	  0.15[0.07, 0.33]

Mario 2003N                7        51             8        52	   11.7        0.88[0.29, 2.62]

Mario 2004M               9      120           13      128       14.4        0.72[0.29, 1.74]

Mario 2004N               4        64             5        55         8.9        0.67[0.17, 2.62]

Mario 2006                 9      134           13      136       14.5        0.68[0.28, 1.65]

Tursi 2007                   6        34           10        34       11.1        0.51[0.16, 1.62]

Zullo 2005                   6        65             7        68       11.1         0.89[0.28, 2.79]

Zullo 2007                   7        68            8         71       11.9        0.90[0.31, 2.64]

Total(95% CI)	            641                     645     100.0        0.57[0.35, 0.94]	

Total events:             58                    105

Heterogeneity: Tau2 = 0.25; χ2 = 13.52, df = 7 (P  = 0.06), I2 = 48%

Test for overall effect: Z  = 2.20 (P  = 0.03)

0.01       0.1            1           10         100
Favours control          Favours experimental

M, N: 同一作者在同一年内先后发表的2篇文章.

■创新盘点
本研究发现LF联
合疗法比标准方
案具有更高的根
除率, 并可以降低
根除过程中的不
良反应. 对于初次
根除失败的人群, 
LF联合疗法同样
具有作用. 
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表  4  治疗组与对照组恶心发生率比较

                                       Lactoferrin           Control                                     Odds Ratio                             Odds Ratio           Study or subgroup
     Events   Total      Events   Total   

Weight(%) 
   M-H (Fixed) 95% CI                 M-H (Fixed) 95% CI 

Bortlli 2007                 2      105           15      101	   88.5 	  0.11[0.02, 0.50]

Tursi 2007                   1        35             2        35       11.5        0.49[0.04, 5.61]

Total(95% CI)	            140                     136     100.0        0.15[0.04, 0.54]	

Total events:              3                       17

Heterogeneity: χ2 = 1.02, df = 1 (P  = 0.31), I2 = 2%

Test for overall effect: Z  = 2.94 (P  = 0.003)

0.01       0.1            1           10         100
Favours control          Favours experimental

  

   

表  5  治疗组与对照组不同抗生素亚组根除率比较

                                       Lactoferrin           Control                                     Odds Ratio                               Odds Ratio           Study or subgroup
     Events   Total      Events   Total   

Weight(%) 
   M-H (Fixed) 95% CI                 M-H (Fixed) 95% CI 

9.11 Eradication rate-C+A

Bortlli 2007               93      105           73      101	   13.0	  2.97[1.41, 6.25]

Zullo 2005                 50        65           53        68	   18.2        0.94[0.42, 2.13]

Subtotal (95% CI)	            170                     169       31.2        1.79[1.05, 3.05]	

Total events:           143                    126

Heterogeneity: χ2 = 4.17, df = 1 (P  = 0.04), I2 = 76%

Test for overall effect: Z  = 2.13 (P  = 0.03)

9.12 Eradication rate-C+Ti

Mario 2003M             24        24           20        26	     0.6  15.54[0.82, 292.61]

Mario 2003N              47        51           37        52	     4.4      4.76[1.46, 15.57]

Mario 2004M           110      120           98      128	   12.1	  3.37[1.57, 7.24]

Mario 2006             120      134         105      136	   16.6        2.53[1.28, 5.01]

Zullo 2007                 52        72           49        72	   20.8	  1.22[0.60, 2.49]

Subtotal (95% CI)	            401                     414       54.4        2.54[1.74, 3.71]	

Total events:           353                    309

Heterogeneity: χ2 = 7.10, df = 4 (P  = 0.13), I2 = 44%

Test for overall effect: Z  = 4.83 (P<0.00001)

9.13 Eradication rate-A+Ti

Mario 2004N               51        64           35        55	   11.7	  2.24[0.99, 5.09]

Tursi 2007                 33        35           31        35	     2.7      2.13[0.36, 12.46]

Subtotal (95% CI)	              99                       90       14.4        2.22[1.06, 4.67]	

Total events:             84                    66

Heterogeneity: χ2 = 0.00, df = 1 (P  = 0.96), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 2.10 (P  = 0.04)

Total(95% CI)	            670                     673     100.0        2.26[1.70, 3.00]	

Total events:            580                    501

Heterogeneity: χ2 = 12.14, df = 8 (P  = 0.15), I2 = 34%

Test for overall effect: Z  = 5.62 (P<0.00001)

Test for subgroup differences: Not applicable

0.01       0.1            1           10         100
Favours control          Favours experimental

M, N: 同一作者在同一年内先后发表的2篇文章.

■应用要点
乳铁蛋白是一种
糖蛋白, 在多种组
织、体液以及中
性粒细胞中有表
达. 他是一种具有
多种生物学功能
的蛋白质, 参与铁
的 转 运 ,  还 具 有
抗微生物、抗氧
化、抗癌、免疫
调节等功能. 
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95% CI: 0.07-1.47 vs  0.21-1.20 vs  0.17-1.31). 
2.4 亚组分析和敏感性分析 纳入资料根据抗生

素选择、L F使用时间和受试者根除次数进行

亚组分析. 在抗生素选择组, C+A亚组、C+Ti亚
组和A+Ti亚组与对照组相比差异均具有显著

性, 合并OR值为1.79(95% CI = 1.05-3.05), 2.54 
(95% CI = 1.74-3.71)和2.22(95% CI = 1.70-3.00) 
(表5). 在LF使用时间组, 7-day亚组和7+7-day亚
组与对照组相比差异具有显著性, 合并OR值为

2.26(95% CI 1.67-3.06)和3.52(95% CI 2.13-5.83, 

表6). 在受试者根除次数组中, 初次根除亚组

和多次根除亚组与对照组相比差异均具有显

著性, 合并OR值为2.27(95% CI 1.67-3.08)和
2.22(95% CI 1.06-4.67, 表7). 敏感性分析显示, 
排除低质量文献后 ,  治疗组与对照组之间的

H pylori根除率依然有显著差异, 合并OR值为

2.11(95% CI 1.55-2.86); 排除一项联用益生菌的

研究后, 根除率仍无明显改变(OR  = 2.15, 95% 
CI 1.58-2.93).
2.5 发表偏倚 漏斗图肉眼观察有轻度不对称

  

   

表  6  治疗组与对照组不同疗程亚组根除率比较

                                       Lactoferrin           Control                                     Odds Ratio                               Odds Ratio           Study or subgroup
     Events   Total      Events   Total   

Weight(%) 
     M-H (Fixed) 95% CI              M-H (Fixed) 95% CI 

8.11 Eradication rate-7 days

Bortlli 2007               93      105           73      101	   10.2	  2.97[1.41, 6.25]

Mario 2003M             24        24           20        26	     0.5  15.54[0.82, 292.61]

Mario 2003N              47        51           37        52	     3.5      4.76[1.46, 15.57]

Mario 2004M           110      120           98      128	     9.5	  3.37[1.57, 7.24]

Mario 2006             120      134         105      136	   13.1        2.53[1.28, 5.01]

Tursi 2007                 33         35           31        35	     2.1      2.13[0.36, 12.46]

Zullo 2005                 50         65          53          68	   14.4        0.94[0.42, 2.13]

Zullo 2007                 52         72          49        72	   16.4        1.22[0.60, 2.49]

Subtotal (95% CI)	            606                     618       69.7        2.26[1.67, 3.06]	

Total events:           529                    466

Heterogeneity: χ2 = 12.14, df = 7 (P  = 0.10), I2 = 42%

Test for overall effect: Z  = 5.27 (P<0.00001)

8.12 Eradication rate-7+7 days

Mario 2004M           110      120            88      121	     8.8	  4.13[1.93, 8.83]

Mario 2006             120      134            97      132	   12.3        3.09[1.57, 6.07]

Subtotal (95% CI)	            254                     253       21.1        2.54[2.13, 5.83]	

Total events:           230                     185

Heterogeneity: χ2 = 0.31, df = 1 (P  = 0.58), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 4.90 (P<0.00001)

8.13 Eradication rate-14 days

Mario 2004M               51        64           35        55	     9.2	  2.24[0.99, 5.09]

Subtotal (95% CI)	              64                       55         9.2         2.24[0.99, 5.09]	

Total events:              51                       35

Heterogeneity: Not applicable

Test for overall effect: Z  = 1.93 (P  = 0.05)

Total(95% CI)	            924                     926     100.0        2.53[1.97, 3.23]	

Total events:           810                    686

Heterogeneity: χ2 = 14.97, df = 10 (P  = 0.13), I2 = 33%

Test for overall effect: Z  = 7.35 (P<0.00001)

Test for subgroup differences: Not applicable

0.01       0.1            1           10         100
Favours control          Favours experimental

M, N: 同一作者在同一年内先后发表的2篇文章.

■名词解释
LF是一种分子质
量为70-80 kDa的
糖 蛋 白 ,  在 多 种
组 织 如 :  乳 腺、

外分泌腺、黏膜
表面、生殖腺中
大 量 表 达 ,  存 在
于乳汁、眼泪、

唾液和其他体液
以及血浆、中性
粒细胞中. 胃黏膜
和胃液中亦存在
LF. LF可以通过
结合铁离子, 竞争
性夺取H pylori 生
长 所 需 的 铁 ;  阻
止H pylori 在胃内
定植, 减少细菌量
等机制发挥其抗 
H pylori的作用.
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(图1), 但Egger线性回归分析显示无显著发表

偏倚(P  = 0.980). 

3  讨论

H pylori是一种特异性定植于胃黏膜的微生物, 
在世界范围内, 其感染率超过50%, 对于消化性

溃疡、MALT淋巴瘤、萎缩性胃炎等患者须行

H pylori根除治疗. 但是, 目前标准疗法的根除率

逐年下降, 有超过20%的患者面临治疗失败的问

题[21]. 如何改良H pylori的治疗方案, 提高根除率, 
成为临床医生面临的一个重要课题. LF是一种分

子质量为70-80 kDa的糖蛋白, 在多种组织如: 乳
腺、外分泌腺、黏膜表面、生殖腺中大量表达, 
存在于乳汁、眼泪、唾液和其他体液以及血

浆、中性粒细胞中. 胃黏膜和胃液中亦存在LF. 
LF是一种具有多种生物学功能的蛋白质, 他不

仅参与铁的转运, 而且还具有抗微生物、抗氧

化、抗癌、免疫调节等功能[22-24]. LF可以通过结

合铁离子, 竞争性夺取H pylori生长所需的铁; 阻
止H pylori在胃内定植, 减少细菌量等机制发挥

其抗H pylori的作用. 近年研究表明, LF可以提

高H pylori的根除率[15,17], 但是亦有结果相反的

  

   

表  7  治疗组与对照组不同根除次数亚组根除率比较

                                       Lactoferrin           Control                                     Odds Ratio                               Odds Ratio           Study or subgroup
     Events   Total      Events   Total   

Weight(%)   
  M-H (Fixed) 95% CI              M-H (Fixed) 95% CI 

10.11 Eradication rate-first

Bortlli 2007               93      105           73      101	   13.0	  2.97[1.41, 6.25]

Mario 2003M             24        24           20        26	     0.6  15.54[0.82, 292.61]

Mario 2003N              47        51           37        52	     4.4      4.76[1.46, 15.57]

Mario 2004M           110      120           98      128	   12.1	  3.37[1.57, 7.24]

Mario 2006             120      134         105      136	   16.6        2.53[1.28, 5.01]

Zullo 2005                50         65           53           68	   18.2        0.94[0.42, 2.13]

Zullo 2007                52         72           49          72	   20.8        1.22[0.60, 2.49]

Subtotal (95% CI)	             571                      583       85.6        2.27[1.67, 3.08]	

Total events:           496                    435

Heterogeneity: χ2 = 12.14, df = 6 (P  = 0.06), I2 = 51%

Test for overall effect: Z  = 5.21 (P<0.00001)

10.12 Eradication rate-rescue

Mario 2004N              51        64            35        55	   11.7	  2.24[0.99, 5.09]

Mario 2006               33        35            31        35	     2.7      2.13[0.36, 12.46]

Subtotal (95% CI)	              99                       90       14.4        2.22[1.06, 4.67]	

Total events:            84                        66

Heterogeneity: χ2 = 0.00, df = 1 (P  = 0.96), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 2.10 (P = 0.04)

Total(95% CI)	            670                     673     100.0        2.26[1.70, 3.00]	

Total events:           580                    501

Heterogeneity: χ2 = 12.14, df = 8 (P  = 0.15), I2 = 34%

Test for overall effect: Z  = 5.62 (P<0.00001)

Test for subgroup differences: Not applicable

0.01       0.1            1           10         100
Favours control          Favours experimental

M, N: 同一作者在同一年内先后发表的2篇文章.

OR

SE(log[OR])0 

0.5 

1.0

1.5

2.0
0.01           0.1             1             10            100

图  1  荟萃分析入选文献漏斗图.

■同行评价
本文进行了一个
很 好 的 荟 萃 分
析 ,  结 果 对 临 床
H py lo r i 的治疗
提供了一种新的
方法.
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报道[13,16]. 鉴于目前各研究结论不一, 本文对LF
联合标准疗法根除H pylori的随机临床试验进行

了荟萃分析, 结果显示无论是按ITT分析, 还是

按PP分析, LF联合标准疗法均具有更高的根除

率(86.57% vs  74.44%, P <0.01), 说明LF联合标准

疗法能提高H pylori根除率. 对于初次根除失败

的人群, LF同样具有作用. 
在根除治疗过程中, 常会发生腹泻、恶心、

呕吐、中上腹痛等抗生素相关不良反应, 在四联

疗法中发生率尤其升高, 这些不良反应常常会造

成治疗的中断. 而LF具有安全性高、不良反应小

的特点, 含有LF的治疗方案在根除H pylori过程

中, 不良反应发生率也有所降低, 尤其是恶心的

发生率降低尤为明显. 说明LF联合疗法可以减少

根除过程中的不良反应. 本荟萃分析还发现, 克
拉霉素加替硝唑的抗生素组合具有最高的根除

率, 考虑到LF可以结合并破坏细菌的细胞膜[25-26], 
这提示LF可能与克拉霉素和替硝唑具有更好的

协同杀菌作用. 
一些方法学上的缺陷可能会影响本荟萃分

析的有效性. 一方面, 大多数临床实验由Mario和
Zullo教授两个研究团队完成; 另一方面, 所纳入

研究存在地域差异, 所有研究人群均源自意大

利, 缺少其他地区的资料. 总之, 本荟萃分析结

果显示LF联合标准疗法能有效提高H pylori根
除率, 并可降低根除过程中的不良反应发生率, 
尤其是恶心的发生率. 由LF、克拉霉素、替硝

唑和质子泵抑制剂组成的1 wk疗法, 可以成为一

种有效的抗H pylori二线根除方案. 

致谢: 感谢上海交通大学医学院附属仁济医院

消化科的童锦禄博士在统计方面提供的帮助.
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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酒精; 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.  (常务副总编辑: 张海宁 2009-03-28)
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Abstract
AIM: To explore the value of combination of 
gastroscopy, endoscopic ultrasonography (EUS) 
and laparoscopy in discovering, diagnosing and 
treating small gastrointestinal stromal tumors 
(GIST) of stomach (diameter < 2 cm).

METHODS: From August 2004 to September 
2008, 23 patients were found with gastric sub-
mucosal tumors by gastroscopy, 16 of which 
were primarily diagnosed with GIST by EUS. 
The diameters of tumors are from 0.89 cm to 1.95 
cm with an average of 1.42 cm. All of the 16 pa-
tients received laparoscopic partial gastrectomy 
under gastroscope. Following up after operation 
was carried out to check for tumor recurrence 
and metastases. 

RESULTS: All operations were successfully ac-

complished within 45-90 min (60 min on aver-
age). There were no complications and mortali-
ties. The median postoperative hospital stay was 
4 days (range 3-7 d). Of all the 16 cases, 15 cases 
(93.8%) were verified with GIST by immunohis-
tochemistry and pathology, and 1 case was with 
schwannoma. For patients suffering from gastric 
stromal tumors, there were no tumor recurrence 
and metastases at a mean postoperative follow-
ing-up of 27 months (range 3-52 mo). 

CONCLUSION: It is helpful to diagnose small 
GIST of stomach and predict the risk before op-
eration by combination of gastroscopy and EUS. 
Laparoscopic partial gastrectomy under the 
localization of gastroscopy is safe and effective 
and the prognosis is favorable. 

Key Words: Gastrointestinal stromal tumors; Gas-
troscopy; Endoscopic ultrasonography; Laparos-
copy

Wang ZY, Qin MF, Zhao HZ, Cai W, Wang GX, Zhang 
L, Li HX. Early endoscopic diagnosis and laparoscopic 
surgery for gastric stromal tumors. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(9): 927-930

摘要
目的: 探讨胃镜、超声内镜、腹腔镜联合应
用在小胃间质瘤(直径<2 cm)发现、诊断和治
疗中的作用和价值. 

方法: 2004-08/2008-09我院胃镜发现的胃黏
膜下隆起性病变患者23例, 进行超声内镜检
查, 初步诊断胃间质瘤16例(直径0.89-1.95 cm, 
平均1.42 cm). 随后在胃镜辅助定位下, 行腹
腔镜胃部分切除术. 术后长期随访, 有无局部
复发及远处转移.  

结果: 手术全部成功, 手术时间45-90(平均60) 
min, 无术后并发症及死亡病例. 术后胃肠功
能恢复时间18-36(平均28) h, 住院时间3-7(平
均4) d. 术后病理诊断间质瘤15例, 术前诊断
符合率93.8%, 神经鞘瘤1例. 15例胃间质瘤患
者术后随访3-52(平均27) mo, 未发现肿瘤局部
复发和转移. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃间质瘤(GISTs)
具有恶性潜能, 从
良性到恶性是一
种渐进过程. 其侵
袭危险程度与肿
瘤大小、核分裂
像计数和部位等
因素有关. 但胃间
质瘤缺乏典型症
状 ,  早 期 发 现 困
难, 普通胃镜检查
无法确定诊断. 

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科

   



结论: 胃镜联合超声内镜有助于发现及诊断
小胃间质瘤, 并可在术前初步判定危险度. 在
胃镜辅助定位下, 行腹腔镜胃部分切除术治疗
小胃间质瘤安全、有效、预后良好. 

关键词: 胃间质瘤; 胃镜; 内镜超声; 腹腔镜
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0  引言

胃间质瘤是一种起源于胃壁固有肌层或黏膜

肌层的间叶性肿瘤 ,  是胃肠道最常见的非上

皮性肿瘤 .  胃间质瘤症状隐匿 ,  早期诊断困

难, 并具有非定向分化和潜在恶性的特点. 我
院利用胃镜和内镜超声检查术(e n d o s c o p i c 
ultrasonography, EUS)联合早期诊断直径小于2 
cm的胃间质瘤, 并在胃镜辅助定位下行腹腔镜

胃部分切除术, 取得满意的效果, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-08/2008-09因上腹不适, 食欲不

振及既往胃、十二指肠病史复查等原因在我

院行胃镜检查, 发现胃黏膜下隆起性病变23例, 
立即行EUS. EUS诊断胃间质瘤16例, 其中男

10例, 女6例, 年龄35-68(平均55.2)岁, 测量直径

0.89-1.95(平均1.42) cm. 16例患者在术中胃镜定

位下行腹腔镜胃部分切除术. 胃镜、超声内镜、

腹腔镜均为Fujinon电子内窥镜设备. 
1.2 方法 
1.2.1 胃镜联合EUS检查: 胃镜检查发现胃黏膜

下隆起性病变后, 立即行EUS检查. EUS设备可

酌情使用电子环扫超声内镜、电子线阵式超声

内镜或微型超声探头, 超声频率7.5-20 MHz. 超
声内镜经口腔、微型超声探头经胃镜活检通道

插入胃腔内, 吸尽气体后, 注水100-500 mL, 将超

声探头置于隆起病变处扫查.  
1.2.2 术中胃镜定位、腹腔镜胃部分切除术: 气
管内插管, 静脉复合麻醉. 患者仰卧, 头高脚低, 
双下肢分开, 呈“人”字形, 术者立于患者两

腿之间. 三孔法或四孔法, Trocar位于脐下缘(10 
mm), 置入30度腹腔镜; 左锁骨中线肋缘下(12 
mm), 为主操作孔、右锁骨中线肋缘下(5 mm), 
为辅助孔, 左侧腋前线(5 mm), 助手辅助牵拉胃, 
根据病灶部位, 适当调整. 术中胃镜引导定位, 
将胃镜冷光源正对瘤体, 腹腔镜下发现光照部
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位, 于肿瘤旁胃壁行2针牵引缝合线, 作为肿瘤

定位标记, 并提起胃. 肿瘤位于胃体前壁者, 用
内镜切割吻合器(Endo-GIA)直接楔形切除; 位于

前壁近胃大弯侧或胃底部者, 用超声刀及结扎

速(Ligasure), 先分离胃结肠韧或胃脾韧带; 位于

前壁近胃小弯侧者, 先分离部分肝胃韧带; 位于

胃后壁者, 先切断胃结肠韧带和(或)胃脾韧带, 
把胃后壁翻起, 再用直线切割闭合器楔形切除. 
切缘离肿块至少2 cm. 切除标本装入取物袋内取

出. 肿瘤切除后胃镜检查, 避免术后胃出血及胃

腔狭窄.  
1.2.3 随访: 术后每3 mo, 通过电话、门诊随访, 
每6 mo行胃镜检查, 必要时辅以B超、CT或EUS
检查. 

2  结果

手术全部成功 ,  完整切除肿瘤 .  手术时间

45-90(平均60) min. 无术后并发症及死亡病例. 
术后胃肠功能恢复时间18-36(平均28) h. 住院时

间3-7(平均4) d. 
术后病理诊断证实为胃间质瘤(图1)15例, 

EUS诊断符合率93.8%, 根据GIST NIH风险分级

标准全部属极低危. 1例病理诊断为神经鞘瘤, 
为良性肿瘤, 未进一步治疗. 

15例胃间质瘤患者术后随访3-52(平均27) 
mo, 无死亡病例, 未发现肿瘤局部复发和远处

转移. 

3  讨论

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors , 
GIST)是以c-kit/PDGFRA基因突变为主要发病

机制, 特征性表达CD117蛋白[1-2], 由梭形或/和
上皮样细胞构成, 是胃肠道最常见的间叶源性

肿瘤. GIST可发生于胃肠道各个部位,包括腹

腔及腹膜后, 发病率依次为胃(60%-70%)>小肠

www.wjgnet.com

■相关报道
胃肠道间质瘤的
基础和临床研究
已 非 常 深 入 ,  在
基因和分子生物
学水平阐明了病
因, 临床诊断和治
疗也有了很大的
进步. 普遍认为其
具有潜在恶性, 并
建立了多种风险
评估标准. 早期诊
断、微创切除和
特异性分子靶向
药物治疗明显改
善了该病的预后. 

■研发前沿
胃肠道间质瘤的
临床研究集中在
早期、准确诊断, 
风险评估、微创
手术及分子靶向
药物治疗. 多种新
技术如EUS、腹
腔镜的应用, 取得
了十分理想的效
果. 

图  1  病理证实胃间质瘤.
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(20%-25%)>结直肠(5%-10%)>胃肠外(<5%)[3-4]. 
GIST是一种恶性潜能未定的肿瘤, 无绝对

良性, 良恶性之间无截然界限, 从良性到恶性

是一种渐进过程. 所有G I S T均可能随时间的

推移, 肿瘤的生长, 发展为恶性肿瘤, 只是侵袭

危险有所区别, 即肿瘤复发转移可能性大小有

差异. 影响G I S T侵袭危险程度判定的因素很

多, 目前肯定的指标为肿瘤大小、核分裂像计

数和部位[5-8]. 不同大小的胃间质瘤预后明显不

同. Otani et al [9]研究显示极低危和低危组术后

5年无瘤生存率达100%, 明显优于中危和高危

组(89.9%). 因此, 早期发现小的胃间质瘤(<2 
cm), 对预后具有重要意义. 

胃间质瘤缺乏特异性的临床表现, 尤其小

的胃间质瘤常无症状, 早期诊断困难. 本组患者

均在胃镜检查时发现黏膜下隆起性病变, 后进

一步检查诊断. 胃镜发现为突入消化道腔内的

圆形或半球形隆起, 有宽的基底, 边界清晰, 隆
起表面的黏膜色泽与周围一致. 但普通消化内

镜不能判定其深度、来源和性质, 而且活检一

般只能取到表层,无法进一步确定诊断. 
超声内镜将超声探头深入到消化道腔内进

行扫描, 接近病变减少干扰, 并采用高频探头, 
图像分辨力更高, 有利于发现小的病灶. EUS消
化道管壁显示为5层结构, 不同病变的起源层次

和回声特点不同. 胃间质瘤显示为位于第4或第

2层的圆形或椭圆形低回声团块, 内部回声均匀, 
边界清楚, 可与脂肪瘤(第3层, 强回声、均匀、

边界清)、静脉瘤(第3层 ,  无回声、均匀、边

界清)、异位胰腺(第3层, 低回声间有点状强回

声、不均匀、边界清)、壁外压迫(管壁外面, 胃
壁结构正常, 向腔内突出)等相鉴别. 内镜超声引

导的细针穿刺活检术(EUS-FNA)更可准确取得

活检标本, 进行特征性的免疫组化检查和细胞

核分裂相的计数. EUS可精确地探查肿瘤的起源

层次、体积大小、边界、周围淋巴结及回声方

式,是目前诊断胃间质瘤首选的方法[10-13]. 结合

EUS-FNA更可进一步提高诊断的准确率, 并有

助于术前判定危险程度和预后, 对治疗方法的

选择具有指导作用[14].
胃间质瘤手术应完全切除肿瘤并尽可能保

留胃功能, 广泛的切除术并不能提高生存率. 因
很少发生淋巴转移, 也不需淋巴结的清扫. 腹腔

镜胃部分切除术具有创伤小, 术后胃肠功能恢

复快, 住院时间短的优点, 成为最佳治疗手段. 
研究[15-16]显示腹腔镜手术安全、有效, 适合<5 

cm的胃间质瘤. 但小的胃间质瘤浆膜表面突出

不明显, 术中定位困难, 可术中胃镜引导, 精确

定位. 手术应完整切除肿瘤, 避免肿瘤破裂, 引
起腹腔种植, 造成恶性结果, 切缘应距肿瘤2 cm
以上. 

小的胃间质瘤(<2 cm)恶性危险度低, 早期

发现和手术将明显改善胃间质瘤的预后. 本组

资料通过胃镜和超声内镜的联合应用, 早期发

现并术前初步判定胃间质瘤的性质和危险程度, 
在术中胃镜的准确定位下, 腹腔镜手术切除肿

瘤. 三种内镜联合应用完成胃间质瘤的早期诊

断和微创治疗. 随访至今, 未发现局部复发和远

处转移, 效果良好. 
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第十二届全国腹部影像学会议征文通知   

本刊讯 由中华医学会放射学分会腹部学组主办, 山西省医学会放射学分会承办, 山西医科大学第一医院协办

的第十二届全国腹部影像学学术年会拟定于2009-05-15/18在山西省太原市卡萨国际商务酒店举行. 本届年会

将邀请国内、外著名专家做专题讲座, 并进行优秀论文代表发言、英语论文发言、疑难病例讨论及科学论文

展板等形式多样的学术交流活动.  

1      征文内容 

腹部普通X线、CT、MRI、正电子发射计算机体层成像(PET)、腹部介入放射学、超声诊断学、分子影像

学、放射学管理、质量控制及放射技术学等方面的论著、讲座、述评、综述、短篇报道、病例讨论等.

2      征文要求 

(1)按中华医学会系列杂志稿约要求撰写800字左右标准结构式摘要, 包括目的、材料与方法、结果、结论四要

素. (2)已在全国公开发行的刊物上发表的论文不再采用. (3)截稿日期: 2009-04-25.

3      投稿方式 

(1)网上投稿: 组委会已开通“网上投稿”主页, 网址为: http://www.rc-csr.org/ccra12/或http://www.chinaradiology.

org/ccra12/. (2)邮寄投稿: 采用Word格式电脑打印并需同时附软盘或光盘(请自留底稿, 恕不退稿). 来稿请在信

封上注明“腹部影像征文”. (3)电子邮箱投稿: zrp_7142@163.com, 邮件名称“腹部会议投稿”. 各种方式投

稿均请写清楚作者单位、详细通信地址、邮政编码、手机号码及E-mail地址. 邮寄地址: 山西省太原市解放南

路85号, 山西医科大学第一医院放射科, 李健丁主任收, 邮政编码: 030001.

4      会议注册 

http://www.chinaradiology.org/csar12/ 进入网页注册, 特别提醒注册优惠及条件.

我们将竭尽全力, 使本次会议成为融学术交流、继续教育和新技术、新产品展示为一体的学术会议. 欢迎广大

从事腹部影像诊断和介入的同道踊跃投稿、报名. 参会者将获得国家Ⅰ类继续教育学分6分.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of trefoil 
factor 1 (TFF1) and vascular endothelial 
growth factor (VEGF) in normal gastr ic 
mucosa, adjacent carcinoma and gastr ic 
carcinoma and to explore its role in neovas-
cularization.

METHODS: The expressions of TFF1, VEGF 
and MVD (CD34 monoclonal antibody label-
ing) were determined by immunohistochemi-
cal method in 174 gastric specimens including 
42 normal gastric mucosa, 66 adjacent carci-
noma and 66 gastric carcinomas.

RESULTS: In normal control group, adjacent 
carcinoma and gastric carcinoma group, the 
expression of TFF1 had a decreasing tendency 
(209.40 ± 16.00, 199.12 ± 16.68, 189.17 ± 16.20, P < 
0.01), but the expression of VEGF and the MVD 
had a increasing tendency (69.7%, 40.9%, 35.7%; 
38.90 ± 6.74, 28.68 ± 5.08, 25.13 ± 4.46). MVD was 
positively correlated with grey levels of TFF1 
(r = 0.811, P < 0.01), in other words, there was a 
negative correlation between the MVD values 
and the expression of TFF1.

CONCLUSION: TFF1, a specific anti-oncogene 
for gastric carcinoma, doesn’t have a close cor-
relation with tumor vessel neogenesis.

Key Words: Trefoil factor 1; Vascular endothelial 
growth factor; Micro-vessel density; Gastric cancer; 
Immunohistochemistry

Lai MY, Liao XX, Lin YG, Liang ZH, Chen H, Li SY, Jiang 
DK, Liu Y. Expression of trefoil factor 1 in gastric cancer 
and its correlation with neovascularization. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 931-934

摘要
目的: 观察三叶因子1(TFF1)和血管内皮生长
因子(VEGF)在正常胃黏膜组织、癌旁组织和
胃癌组织中的表达, 并探讨TFF1与胃癌发生
发展过程中血管生成的关系. 

方法: 采用SP免疫组化方法检测42例正常组
织、66例癌旁组织和66例胃癌组织中TFF1
和VEGF的表达, 以CD34标记血管内皮, 测定
MVD. 

结果: TFF1表达在正常胃黏膜组织→癌旁组
织→胃癌组织中呈逐渐减弱趋势(209.40±
16.00, 199.12±16.68, 189.17±16.20), 差异
具有显著性(P <0.01), 而VEGF的表达和MVD
呈逐渐上升趋势(69.7%, 40.9%, 35.7%; 38.90
±6.74, 28.68±5.08, 25.13±4.46). MVD值与
TFF1灰度值呈正相关(r  = 0.811, P <0.01), 即
MVD值与TFF1的表达呈负相关.

结论: T F F1作为一种胃癌特异性抑制因子, 

www.wjgnet.com
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■背景资料
血管新生是肿瘤
生长转移的主要
原因, 血管内皮生
长因子(VEGF)与
肿瘤血管新生过
程中发挥关键作
用. 国外研究发现
TFF1具有VEGF
同样的血管生成
作用 ,  但TFF1作
为胃癌的一个抑
制因子, 在胃癌的
发生发展过程中
与血管生成的关
系未明.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪 钢 铁 ( 集 团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科



在胃癌发生发展过程中并未促进新生血管的
生成.

关键词: 三叶因子1; 血管内皮生长因子; 微血管密

度; 胃癌; 免疫组织化学
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0  引言

近年来, 关于胃癌发病机制的研究中, 三叶因

子(trefoil factors, TFFs)与胃癌的发生、发展逐

渐引起关注. TFF1是三叶因子家族之一, 其分

子中具有特定的三叶草结构域, 这种结构的稳

定性使其具有明显的抗酸、抗蛋白酶和抗热

分解特性, 对胃肠道黏膜有保护和修复作用. 有
研究发现TFF1具有血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)同样的血管生成

作用, 可促进鸡胚绒毛尿囊膜的血管生成, 可诱

导人脐静脉内皮细胞形成类微血管结构. 因此, 
我们用免疫组织化学方法研究TFF1和VEGF在
正常胃黏膜组织、癌旁组织和胃癌组织的表达

情况, 初步探讨其与胃癌发生发展中血管生成

的关系. 

1  材料和方法

1 .1  材料  选取广西医科大学第一附属医院

2005-01/2007-09接受胃大部切除术的胃癌标本

66例, 均经组织病理学检查证实. 所有标本术前

均未接受非甾体抗炎药治疗及放化疗. 其中, 男
44例, 女22例, 年龄29-74(中位年龄55.9)岁. 其
中高、中分化腺癌18例, 低未分化腺癌48例; 未
侵及浆膜层者26例, 侵及浆膜层及浆膜外者40
例; 发生局部淋巴结转移者29例, 无局部淋巴结

转移者37例. 同时取距癌缘3-5 cm的癌旁组织

66例, 正常胃黏膜组织42例作为对照组. 试剂采

用鼠抗人TFF1 mAb(即用型)、链霉菌抗生素蛋

白-生物素-过氧化物酶(SP)免疫组织化学试剂

盒、二氨基联苯(DAB)显色剂均购自福建迈新

生物技术开发公司, 鼠抗人VEGF mAb、鼠抗

人CD34 mAb(工作浓度1∶50), 购自美国Santa 
Cruz公司.
1.2 方法 所有标本均经100 g/L甲醛固定, 常规脱

水、透明、渗蜡、包埋, 4 μm厚连续切片. 常规

脱蜡、水化, 采用免疫组织化染色超敏两步法
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(SP染色), DAB显色, 苏木素复染, 吹干, 具体操

作按SP试剂盒说明书进行. 阴性对照采用生理

盐水磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗, 余步骤相同. 
阳性信号为细胞胞质和胞膜上出现黄色

或棕黄色染色. 每例取5个高倍视野(×400), 用
病理图像分析仪测定阳性信号平均灰度值, 灰
度值越高, TFF1表达越弱. 每张切片中看到有

>5%的肿瘤细胞胞质或胞膜染色阳性, 即判定为

VEGF阳性. 任何被染成棕色的血管内皮细胞或

血管内皮细胞簇均作为一个血管计数. 每例先在

低倍镜(×100)下观察全片以确定肿瘤内血管密

度最高处, 再在高倍镜(×200)下记录5个视野内

的微血管数, 取其平均值作为该病例的MVD值.
统计学处理 使用统计学软件SPSS11.5进行

分析, 采用χ2检验, P<0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 TFF1和VEGF在不同胃组织中的表达 TFF1

www.wjgnet.com

■研发前沿
TFF1作为胃癌的
特异性抑制因子
已有研究证实, 但
其在胃癌生长转
移中的作用未明. 
本文通过研究探
讨其与肿瘤中血
管新生的关系.

图  1  TFF1在不同组织中的表达(×400). A: 胃癌组织; B: 癌

旁组织; C: 正常胃组织.

A

B

C

■相关报道
研究发现TFF1可
促进鸡胚绒毛尿
囊膜的血管生成, 
诱导人脐静脉内
皮细胞形成类微
血管结构.
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在胃癌组织、癌旁组织和正常胃黏膜组织中

的阳性信号平均灰度值分别为209.40±16.00, 
199.12±16.68和189.17±16.20, 各组间两两比

较, 差异均有统计学意义(P <0.01). VEGF在胃

癌组织、癌旁组织和正常胃黏膜组织中的阳

性表达率分别为69.7%(46/66), 40.9%(27/66), 
35.7%(15/42), 各组间两两比较, 差异均有统计

学意义(P <0.01, 图1-2).
2.2 不同胃组织中的MVD值 MVD在胃癌组织、

癌旁组织和正常组织中的平均值分别为38.90±
6.74, 28.68±5.08, 25.13±4.46, 各组间两两比

较, 差异有统计学意义(P <0.01, 图3).
2.3 TFF1与血管生成关系的分析 TFF1在VEGF
阳性表达组和阴性表达组中的阳性信号平

均灰度值分别为213 .02±16.29和201 .09±
11.99(P <0.01); VEGF阳性表达组和阴性表达组

中MVD平均值分别为41.08±6.93, 33.90±2.01, 
VEGF阳性表达组的MVD值高于阴性表达组中

的MVD值(P <0.01); MVD值与TFF1灰度值呈正

相关(r  = 0.811, P <0.01), 即MVD值与TFF1的表

达呈负相关.

3  讨论

肿瘤的增殖和转移依赖于血管生成[1]. 多数研究

表明[2], 实体肿瘤的生长需要血管来提供营养

和排泄自身代谢产物. 当肿瘤的体积<1 mm3时

这一过程可通过组织渗透来完成, 当其体积>2 
mm3时, 其发展必须依赖新生血管的形成, 进而

发生扩散转移. 恶性肿瘤发展由无血管期过渡

到血管期, 具有诱导血管生成的能力, 此外肿瘤

细胞周边的一些细胞也可能接受某些信号传递, 
分泌某些生长因子促进肿瘤毛细血管生成. 目
前常采用MVD来定量评估肿瘤的新生血管. 

VEGF是1989年Ferrara et al从牛垂体滤泡

星状细胞培养液中首先纯化出来, 并发现具有

促进血管内皮细胞有丝分裂的活性 [3]. V E G F

图  2  VEGF在不同组织中的表达(×400). A: 胃癌组织; B: 癌

旁组织; C: 正常胃组织.

A

B

C

图  3  不同组织中的MVD(×400). A: 胃癌组织; B: 癌旁组

织; C: 正常胃组织.

A

B

C

■创新盘点
本 实 验 联 合 检
测 胃 癌 组 织 的
TFF1、血管内皮
生长因子及微血
管密度, 有助于了
解TFF1在胃癌发
病机制中的作用
途径, 了解他与其
他指标的相互关
系, 以及各观察指
标在胃癌发病机
制中各自的地位.



www.wjgnet.com

934                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年3月28日    第17卷   第9期

是由各种肿瘤细胞及某些正常细胞产生的[4-5], 
被认为是肿瘤血管形成中最关键的驱动因子. 
Ichikuta et al [6]研究发现VEGF在胃癌组织中阳

性表达率为39%, 与血管浸润有密切关系. Kakeji  
et al [7]研究发现VEGF在胃癌中的阳性率为42%, 
而且VEGF阳性表达的胃癌更易发生血行转移. 

TFF1于1982年由Masiakowski et al [8]在雌激

素诱导的人乳腺癌细胞系MCF-7中获得. TFF1
在正常组织中主要由胃窦和胃体的隐窝及表

层上皮的黏膜细胞产生, 而在食管、结肠、胰

腺、肝脏、前列腺、卵巢等组织中低水平表达

甚至不表达. 大量研究发现TFF1表达于正常胃

黏膜, 在胃黏膜肠化、不典型增生到胃癌的发

展过程中TFF1表达逐渐降低, 50%甚至更多的

胃癌组织TFF1表达缺失[9-10]. 提示TFF1进行性缺

失参与早期胃癌发生. Park et al [11]对基因图谱分

析时发现, 原发性胃癌发生时, 人染色体21q22
常有复位基因的缺失, 而此位点正是TFF1的基

因所处位置, 表明TFF1在胃癌发生的早期起作

用, 进而可能影响相关癌基因及抑癌基因的改

变, 促进胃癌的发生. 认为TFF1可能是一种胃癌

特异性抑制因子[12-13]. 研究发现TFF1可促进鸡

胚绒毛尿囊膜的血管生成, 诱导人脐静脉内皮

细胞形成类微血管结构[14]. 本研究显示在正常胃

黏膜组织→癌旁组织→胃癌组织中, TFF1表达

呈逐渐减弱趋势, 差异具有显著性(P <0.01), 而
VEGF的表达和MVD呈逐渐上升趋势(P <0.01). 
TFF1在VEGF阳性表达组中的表达低于阴性表

达组, 而MVD值则相反, TFF1的表达与MVD呈

负相关. 可认为TFF1作为一种胃癌特异性抑制

因子, 在胃正常组织中高表达, 而在胃癌发生发

展过程中表达逐渐减少, 而VEGF的表达渐增加, 
诱导血管的生成, 为肿瘤的浸润、转移创造条

件. 胃癌组织中TFF1与血管生成的关系有待进

一步的研究, 明确其在胃癌增殖、浸润及转移

中的作用机制为胃癌的防治开辟新的思路. 
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Abstract
AIM: To study clinicopathological features 
of primary liver lymphoma (PLL) and its 
diagnostic as well as therapeutic methods.

METHODS: Seven cases of primary liver lym-
phoma, diagnosed and treated at our hospital 
during 1975 and 2008, were retrospectively 
studied. The etiology, clinical presentations, 
morphology (detected by light microscopy, elec-
tron microscopy, or immunohistochemistry), 
serological tests of alpha fetal protein (AFP), 
carcinoma embryonic antigen (CEA), hepatitis B 
surface antigen (HBsAg), and lactate dehydroge-
nase (LDH), as well as therapeutic results were 
systematically analyzed. 

RESULTS: Of the 7 patients, 4 patients presented 
with epigastric pain and fever, and 3 patients had 

fever, night sweats, and loss of weight. Five pa-
tients were complicated with chronic hepatitis or 
cirrhosis. Histopathological findings showed that 5 
patients were B cell phenotype with positive stain-
ing of CD20 and CD79α. Electron microscopy of 
B cell lymphoma revealed an abundance of blood 
capillaries among tumor cells and organelles in 
cytoplasm. The other 2 patients belonged to T cell 
phenotype with positive expression of CD3 and 
CD45RO. Scant cytoplasm and few of organelles 
were prominent ultrastructural characteristics of T 
cell lymphoma. Serological test showed that 5 pa-
tients were negative for AFP and CEA, and HBsAg 
was positive in 5 patients. LDH level was elevated 
(range: 675.54 U/L-1246.5 U/L). The longer sur-
vival time was achieved in the 3 patients treated by 
surgical resection plus biochemotherapy (average 
survival: 23 months), compared with the 4 patients 
receiving surgical resection plus chemotherapy 
(average survival: 9.5 months). 

CONCLUSION: Hepatitis B virus (HBV) infec-
tion is prevalent in PLL patients. The major 
clinicopathological features of PLL include B 
symptoms, space-occupying lesion in the liver, 
and elevated LDH level. Surgical resection plus 
biochemotherapy is a more effective approach, 
which prolongs survival time of PLL patients. 

Key Words: Liver neoplasm; Malignant lymphoma; 
Biochemotherapy

Liu YG, Tuo S, Xu K, Sun SC. Clinicopathological features 
of primary liver lymphoma and its surgical therapy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 935-939

摘要
目的: 探讨原发性肝恶性淋巴瘤(primary liver 
lymphoma, PLL)的临床病理特点及诊治方法.

方法: 对我院1975-2008年收治的经病理确诊
的7例原发性肝恶性淋巴瘤的病因、临床表
现、形态学光镜、电镜、免疫组织化学、血
清学甲胎蛋白(AFP)、乙型肝炎(HBsAg)、乳
酸脱氢酶(LDH)和治疗结果进行系统分析. 

结果: 本组7例患者, 4例均上腹痛发热, 3例有
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■背景资料
原发性肝脏恶性
淋巴瘤(PLL)发病
率占肝脏恶性肿
瘤的0.1%, 占结外
淋巴瘤的0.4%. 按
照结外淋巴瘤的
定义, PLL是指病
变局限于肝内, 早
期无淋巴结及肝
外扩散具有淋巴
细胞标记的恶性
肿瘤. 其病因学和
发病机制尚不清
楚, 无特异临床症
状 ,  术 前 误 诊 率
高, 往往误诊为原
发性肝癌或肝转
移性肿瘤 .  目前 , 
PLL标准的治疗
方法尚未确定.
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淋巴瘤Ｂ症状, 发热、盗汗、体质量减轻. 有5
例合并慢性肝炎或肝硬化. 组织病理学5例为
B细胞表型. 免疫组织化学显示CD20、CD79α
阳性, 电镜示瘤细胞间毛细血管、胞质细胞器
发达. 2例为Ｔ细胞表型, CD3、CD45RO阳性, 
电镜下瘤细胞质稀疏, 细胞器不发达. 血清学
检查5例AFP和CEA阴性. 5例HBsAg阳性, 2例
HBsAg阴性. LDH 675.54 U/L-1246.5 U/L. 4例
术后采用化疗者生存时间平均为9.5 mo. 3例术
后采用生物化疗者生存时间为23.0 mo. 

结论: PLL与HBV病毒感染有关; 伴有B症状, 
常见肝内占位性病变和LDH增高; 首选手术
切除联合生物化疗的治疗模式; 能够延长患
者的生存时间.

关键词: 肝肿瘤; 恶性淋巴瘤; 生物化疗
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0  引言

原发性肝脏恶性淋巴瘤(primary lymphoma of 
the liver, PLL)发病率占肝脏恶性肿瘤的0.1%, 
占结外淋巴瘤的0.4%[1-2]. 按照结外淋巴瘤的定

义, PLL是指病变局限于肝内, 早期无淋巴结及

肝外扩散具有淋巴细胞标记的恶性肿瘤[3]. 其
病因学和发病机制尚不清楚, 无特异临床症状, 
术前误诊率高, 往往误诊为原发性肝癌或肝转

移性肿瘤[4]. 目前, PLL标准的治疗方法尚未确

定. 本研究收集了中国人民解放军第313医院于

1975-01/2008-10收治的7例PLL患者的临床资

料, 并结合相关文献, 回顾性分析其临床病理特

征和治疗方式对患者生存状况的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 1975-01/2008-10我院普通肝胆外科病

房收治的经病理学和手术证实的PLL 7例, 男性5
例, 女性2例, 年龄25-59(平均44.57±12.62)岁.
1.2 方法 
1.2.1 组织学和免疫组织化学检查: 所有病例手

术切除瘤组织经40 g/L中性甲醛溶液固定, 常
规石蜡包埋, 切片厚度4 μm, 行HE染色. 对所

有病例石蜡包埋组织切片行多个免疫组织化

学染色观察. 采用LSAB法, 包括CD20、CD3、
CD79a、CD45RO(购自美国Dako公司).  
1.2.2 电镜检查: 肿瘤组织以25 g/L戊二醛和10 
g/L锇酸双重固定, Epon包埋, 超薄切片, 铀-铅染
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色、PHIPIS-CM10透射电镜观察. 
1.2.3 诊断标准及方法: 按照WHO《造血与淋巴

组织肿瘤疾病》结外淋巴瘤的诊断分类方法[5]. 
(1)临床症状主要由肝浸润引起; (2)无其他组织、

器官侵犯和远处淋巴结肿大; (3)无外周血白细胞

浸润; (4)骨髓像正常. 诊断以手术标本的病理诊

断为准. 
1.2.4 治疗方法: 手术7例, 手术方式部分肝叶切

除; 手术者中, 手术加化疗4例, [化疗CHOP方案

(环磷酰胺, 多柔比星, 长春新碱, 泼尼松)]疗程

4-6 wk. 手术加生物化疗3例, [生物化疗(生物治

疗树突状细胞dendritic cell, DC)回输治疗为主, 
辅以细胞因子诱导的杀伤细胞(cytokine induced 
killer, CIK)白介素2(interleukin-2, IL-2), α-干扰

素(interferon-α, INF-α), 粒单核细胞集落刺激

因子(granulocyte-macrophage colony stimulating 
factor, GM-CSF)]等免疫治疗. 

2  结果

2.1 临床资料 7例患者均符合原发性肝恶性淋巴

瘤诊断标准. 首发症状肝区胀痛或上腹不适4例. 
B超常规检查发现肝内占位7例, 扪及肿块4例. 
发热、盗汗、体质量减轻3例, 无浅表淋巴结肿

大. 患慢性肝炎或肝硬化者5例. 血清学检查: 5
例AFP和CEA阴性. 2例AFP阳性, 1例CA19-9
阳性, 5例HBsAg阳性, 2例HBsAg阴性, LDH 
657.5-1246.5 U/L. 所有患者外周血涂片均未发

现幼稚白细胞. 4例骨髓穿刺细胞学检查未发现

异常细胞. CT、胸片及手术均未发现其他器官

占位病灶, 临床特点见表1.
2.2 治疗方式与生存状况 本组手术加化疗者4
例, 平均生存时间为9.5 mo. 3例手术加生物治疗

者生存时间为23.0 mo. 影像学检查: 7例患者超

声检查病灶7个, 检出率100%. 超声考虑血管瘤3
例, 误诊率42.8%; CT检查7次; 诊断为肝细胞肝

癌5例, 误诊率71.4%; MRI诊断肝癌和血管瘤各

1例, 误诊率28.5%. 
2.3 组织病理及免疫组织化学检查 病理学检查: 
所有肝脏标本都含有单个大肿瘤(除1例多个结

节或弥散存在的肿块), 4例位于肝左叶, 2例位于

肝右叶, 1例位于肝脏中央. 大体上肿瘤与其他

原发性肝脏肿瘤类似, 但肿瘤切面十分特征, 即
瘤结节中间部分黄白色, 周边有红色不规则充

血带. 
组织学检查: 瘤细胞呈弥漫性分布, 细胞较

大, 呈圆形, 卵圆形或不规则形. 核大浓染, 核膜
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其病因和发病机
制尚不清楚.
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厚, 染色质不均匀. 可见核仁, 胞质少, 可见多核

瘤细胞, 病理核分裂象多见(图1A). 肿瘤周边肝

组织的汇管区, 可见小叶间静脉, 小叶间动脉、

小叶间胆管和大量成熟的淋巴细胞(图1B). 瘤
细胞侵入并破坏临近肝组织和汇管区内胆管、

静脉和动脉(图1C-D). 免疫组化检查证实5例为

非霍奇金B细胞性淋巴瘤. 对CD20CD79a呈阳

性表达; 2例为非霍奇金T细胞淋巴瘤, 对CD3、
CD45RO呈阳性表达. 

电镜检查: 瘤细胞形态、大小不规则. 瘤细

胞内毛细胆管扩张, 腔面微绒毛减少. 腔内有胆

汁淤滞, 胆栓形成. 相邻细胞有紧密联接, 细胞

核明显不规则, 胞质内可见粗面内质网、线粒

体及空泡结构(图2A). 瘤细胞呈圆形、椭圆形及

不规则形. 胞质比例大, 核形有的比较规则, 周
界平滑整齐, 有的核膜不规则, 有较深凹陷, 核
内异染色质成小块沿核膜分布, 可见核仁, 胞质

稀疏, 细胞器少, 可见少量变性线粒体及短小扩

张粗面内质网(图2B).

3  讨论

原发性肝淋巴瘤临床罕见, 自从Ata于1965年首

次报道以来, 至今英语文献仅251例[5]. 其病因和

发病机制尚不清楚. 文献报道, 免疫系统异常, 
或乙肝病毒(HBV)/丙肝病毒(HCV)诱发的慢性

活动型肝炎在PLL发生、发展中起重要作用[6]. 

表  1  7例PLL患者临床特点

     
病例    

 性别/         
  
临床症状

        病史                化验                          影像学                 治疗                  组织学 
         诊断后

            年龄(岁)	  /体征							                 	            生存 (mo)

1 男/59 右上腹隐

痛, 发热, 浅

表LN(-)

乙肝病

史20年

HBsAg(+)AFP (-) 

CEA(-)骨髓及血常

规正常

CT: 肝左叶内见

一直径8 cm低密

度影; B超发现肝

占位

肝不规则切

除术, CHOP

方案6周期

B细胞性低度恶

性, 破坏汇管区浸

润

12 

2 女/51 右上腹隐

痛, 合并肝

硬化, 浅表

LN(-)

乙肝病

史18年

AFP(-), CEA(-)肝功

正常, 血常规正常

CT: 肝右叶内见

一直径5 cm低密

度影, B超发现肝

占位

肝不规则切

除术, CHOP

方案6周期

T细胞性低度恶性

淋巴瘤, 肝细胞

癌, 破坏肝窦隙和

汇管区浸润

10 

3 男/25 发热, 浅表

LN(-)

乙肝携

带者8年

AFP(-), CEA(-)LDH

增高, 血常规正常

CT: 肝左叶内见

一直径6 cm低密

度影; B超发现肝

占位

肝不规则切

除术CHOP方

案6周期放疗

霍奇金氏恶性淋

巴瘤, 破坏性肝窦

隙和汇管区浸润

11 

4 女/31 右上腹隐

痛, 发热, 合

并肝硬化, 

浅表LN(-)

乙肝病

史5年

AFP(+), CEA(-), 

CA199(+), r-GT增

高, 血常规正常

CT: 肝右叶内见

一直径14 cm低

密度影; B超发现

肝占位

肝不规则切

除术, CHOP

方案6周期

T细胞性恶性淋巴

瘤, 腹膜后恶性神

经鞘瘤, 肝脏大部

分被瘤组织替代

  5

5 男/41 偶有上腹部

疼痛, 浅表

LN(-)

乙肝病

史10年

AFP(-), CEA(-), 肝

功正常, 血常规正常

MRI: 两肝有多

个结节或团块

状信号区大小

2.8-7.1 cm, B超

发现肝占位

肝肿瘤切除

术, 生物化疗

非霍奇金大B细胞

性, 破坏性肝窦隙

和汇管区浸润

24 

6 男/52 无任何不

适, 浅表

LN(-)

- AFP(-), 肝功正常, 

抗-HCV(+), 血常

规正常

CT: 肝左叶内5 

cm×7 cm大小

低密度占位性病

变; B超发现肝

占位B超发现左

肝占位

肝不规则切

除术, 生物化

疗

大B细胞性, 破坏

性肝窦隙和汇管

区浸润

14

7 男/53 偶有上腹部

疼痛, 发热, 

浅表LN(-)

乙肝病

史13年

AFP(-), CEA(-), 肝

功正常, 血常规正常

CT: 肝右叶内见

一直径6 cm×5 

cm低密度影; B

超发现肝占位

肝不规则切

除术, 生物化

疗

非霍奇金B细胞源

性, 肝脏大部分被

瘤组织替代, 破坏

性肝窦隙和汇管

区浸润

31

■相关报道
Aozasa et al 在所
研究的69例PLL
患者中HBV阳性
检出率为20%, 在
PLL发病之前有
9 . 6 % - 4 4 % 的 患
者 有 慢 性 肝 病 . 
Ohsawa et al 首次
报道了在PLL病
例的淋巴瘤细胞
中检测到HCV基
因组 ,  HCV的直
接形式通过感染
肝细胞引起外源
性抗原刺激参与
PLL发生有关.
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Aozasa et al [7]在所研究的69例PLL患者中HBV阳

性检出率为20%, 在PLL发病之前有9.6%-44%的

患者有慢性肝病[8]. 本组亦有5例有HBV感染, 2
例有结节性肝硬变改变. Ohsawa et al [4]首次报道

了在PLL病例的淋巴瘤细胞中检测到HCV基因

组, HCV的直接形式通过感染肝细胞引起外源性

抗原刺激参与PLL发生有关. PLL组织发生可能

起源于肝脏汇管区内的淋巴组织. 作者不仅观察

到肿瘤周围汇管区可见到大量成熟淋巴细胞浸

润, 而且观察到瘤细胞弥漫浸润肝脏, 破坏汇管

区胆管及肝小叶结构. 本研究结果证实了PLL组
织发生起源于肝脏汇管区的淋巴细胞以及肝炎

病毒长期持续刺激可诱发细胞恶变是造成PLL
发生的重要因素. 另外, PLL和自身免疫病或工

业毒素有关[9]. 本组患者未发现这些危险因素. 
PLL诊断标准不一, 根据外淋巴瘤的诊断标

准[10-11]: (1)临床症状主要为肝脏浸润引起的; (2)
无其他组织、器官侵犯和远处淋巴结肿大; (3)无
外周白细胞浸润; (4)骨髓像正常. 本组病例皆符

合上述诊断标准. 既往文献表明[12]PLL典型地发

生在50岁男性, 但是, 患者年龄范围实际分布很

广. 本文报道的病例中有5例男性, 年龄在25-59岁
之间, 2例女性, 年龄分别为31岁和51岁, 平均年龄

44.57岁. 男、女比是5∶2与文献报道相似. 
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图  1  PLL组织学检查结果. A: 淋巴瘤细胞弥漫侵袭肝组织, 肝索断裂(HE染色×200); B: PLL瘤灶周边肝组织切片, 示汇管区

内大量成熟的淋巴细胞(HE染色×150); C: PLL肝瘤组织切片, 瘤细胞侵入并破坏汇管区胆管(胆管内形成瘤栓样结构)、静

脉和动脉(HE染色×150); D: PLL肝组织切片, 瘤细胞侵入并破坏肝组织和汇管区内胆管、静脉、动脉(HE染色×200).

A B

C D

图  2  PLL电镜检查结果. A: PLL瘤细胞形态、大小不规则, 瘤细胞内毛细胆管扩张, 腔面微绒毛减少; 腔内有胆汁淤滞, 胆栓

形成; 相邻细胞有紧密联接, 细胞核明显不规则, 胞质内可见粗面内质网、线粒体及空泡结构(×8140); B: PLL瘤细胞呈不规

则形. 胞质比例大, 核膜不规则, 有较深凹陷, 核内异染色质成小块沿核膜分布, 可见核仁, 胞质稀疏, 细胞器少, 可见少量变

性线粒体及短小扩张粗面内质网(×7700).

A B

■应用要点
首选手术切除联
合生物化疗的治
疗模式; 能够延长
患者的生存时间.
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PLL临床特征表现为, 上腹部疼痛、食欲减

退、呕吐等消化道症状. 淋巴瘤B症状, 消瘦、

发热、体重减轻. 体检, 肝肿大. 实验室检查血

清转氨酶、乳酸脱氢酶(LDH)、β-2微球蛋白升

高, 血小板减少. 肿瘤标志物(AFP、CEA)在正

常范围内. 本组病例中4例上腹部疼痛和肝肿大

较为明显. PLL患者中有B症状者占一半以上, 
提示伴有B症状的肝占位性病变, 必须要考虑

到PLL鉴别诊断. Page et al [1]通过动态观察PLL
变化, 发现术前LDH明显升高, 术后PLL常下降

至正常. 本组病例中有5例LDH术前增高, 术后

LDH降至正常. 认为LDH可作为诊断PLL和判断

预后的指标. 
PLL为单发病灶(60%), 也可为多发(35%), 

极少为肝内浸润性(4%)[8]. 大体病理特点可分为

单发肿块型, 多发结节型和弥漫浸润型, 其中多

数为单发肿块型, 而弥漫浸润型很少见[10]. 免疫

组化检查显示PLL分型79%是B细胞型并且在

PLL中真性组织细胞性淋巴瘤发生率数较其他

结外淋巴瘤为高. PLL患者的骨髓像检查一般无

特殊异常, 最终诊断依赖于手术后的病理诊断, 
免疫组化检查对于明确PLL的表型和鉴别诊断

具有重要价值. 
由于PLL临床少见, 临床尚缺少统一的治疗

方案. 多数学者认为手术切除仍是目前PLL最主

要和最有效的治疗方法[13]. 其不但可切除肿瘤, 
且可明确诊断, 确定肿瘤分期以指导下一步的

治疗, 并判断预后. 
关于手术与手术加化疗的疗效比较已有

报道, Lei et al [2]报道了10例PLL单纯根治性手

术, 平均生存期22 mo. Avlonieis et al [14]报道了

14例PLL手术加化疗, 平均生存期为20.7 mo, 结
果显示, 单纯手术组与手术加化疗组的生存率

比较, 差异均无统计学意义. 本研究在PLL手术

加化疗治疗的基础上, 采用生物治疗与化疗合

并使用, 即生物化学治疗(biothemothrapy). 生物

治疗是以DC回输治疗为主, 辅助以CIK细胞和

IL-2, INF-α, GM-CSF等免疫治疗. 本组7例PLL
术后的患者中, 4例术后加化疗组, 生存时间平

均为9.5 mo; 3例术后加生物化疗, 平均生存时间

为23.0 mo. 本研究发现, PLL可能具有人群差异, 
我国PLL患者与文献报道的白种PLL患者其生

物学行为不同, 我国人群PLL以B症状为显著表

现, 呈现高度侵袭性临床过程, 对局部和系统性

治疗效果差, 生存期短. 
虽然本组病例数有限, 未能进行统计比较, 

但仍然显示, 对于PLL手术后采用生物化疗能够

获得满意的效果. 并且在我们临床应用中, 患者

对生物化疗具有良好的耐受性, 没有观察到明

显的不良反应. 研究结果提示, 生物化疗对PLL
的治疗有显著疗效.
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■同行评价
原发性肝脏淋巴
瘤在临床上十分
罕见, 文献报道也
较少. 本文报道了
7例该病患者, 对
其各种临床资料
进行了分析, 研究
内容重要, 提供了
许多有意义的信
息.
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Abstract
AIM: To evaluate the relationship between 
the plasma levels of pro-brain natriuretic 
peptide (proBNP) with cirrhosis severity, and 
to determine whether the plasma proBNP is 
valuable for diagnosis of refractory ascites (RA).

METHODS: The plasma levels of proBNP in 38 pa-
tients with cirrhosis were analyzed by ELISA, and the 
effect of proBNP on diagnosis of RA was by ROC.

RESULTS: Plasma proBNP was significantly 
increased in cirrhotic patients compared with 
healthy subjects (228.0 ± 83.4 pmol/L vs 127.4 ± 
21.1 pmol/L), and was significantly correlated 
with CTP score (r = 0.774, P < 0.01). Levels of 
proBNP of patients with pre-ascites, uncompli-
cated ascites and refractory ascites were 169.8 

± 51.3, 238.8 ± 55.2 and 320.3 ± 63.4 pmol/L, re-
spectively. The area values under the ROC curve 
generated by the proBNP were 0.857 in the diag-
nosis of RA, and the optimal threshold values of 
the proBNP was 264 pmol/L.

CONCLUSION: The plasma level of proBNP is 
correlated with cirrhosis severity and is valuable 
for diagnosis of refractory ascites.

Key Words: Liver cirrhosis; Pro Brain/B-type natriu-
retic peptide; Refractory ascites

Chen FS, Zhao JM, Wang AH, He RL, Ma WT. Value 
of serum plasma pro-brain natriuretic peptide in the 
diagnosis of refractory ascites due to cirrhosis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(9): 940-944

摘要
目的: 探讨血浆脑钠肽原(proBNP)水平和肝硬
化病情严重程度的相互关系, 及其对难治性腹
水(RA)的判断价值. 

方法: 用ELISA法检测38例不同腹水程度的肝
硬化患者血浆proBNP水平, 应用ROC曲线及
其下面积评价proBNP对RA的判断价值. 

结果: 肝硬化患者血浆proBNP水平显著高于
健康对照组(228.0±83.4 pmol/L vs  127.4±
21.1 pmol/L), 且与CTP积分相关(r  = 0.774, 
P <0 .01) .  肝硬化无腹水患者、非难治性腹
水患者、难治性腹水患者proBNP水平分别
为169.8±51.3、238.8±55.2、320.3±63.4 
pmol/L, 组间差异有统计学意义. 血浆proBNP
判断RA的ROC曲线下面积为0.857, 其最佳临
界值为264 pmol/L.

结论: 肝硬化患者血浆proBNP水平升高且与
病情严重程度相关, 同时对难治性腹水具有良
好的判断价值.

关键词: 肝硬化; 脑钠肽原; 难治性腹水
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■背景资料
腹 水 和 肝 性 脑
病、上消化道出
血是肝硬化的三
大并发症. 按国际
腹水俱乐部定义
腹水可分为UA和
RA, RA又包括利
尿剂拮抗型腹水
和利尿剂使用障
碍型腹水两种类
型. 而脑钠肽是利
钠肽家族成员之
一, 具有利钠排尿
扩血管的生理作
用, 同时在各种原
因导致的水钠储
留的病理生理中
亦起着重要作用. 

■同行评议者
张吉翔, 教授, 南
昌大学第二附属
医院消化内科
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0  引言

腹水是肝硬化的常见并发症之一, 包括非难治

性腹水(uncomplicated ascites, UA)和难治性腹水

(refractory ascites, RA). 其中RA指在限钠饮食和

大剂量使用利尿剂(呋塞米160 mg/d, 螺内酯400 
mg/d)后仍治疗无效, 或药物治疗以及治疗性腹

腔穿刺抽取腹水好转后短期内腹水快速复发[1-4]. 
RA患者病情重、单纯内科药物治疗效果不佳、

预后差, 故如何早期发现、早期治疗, 尤为重要. 
而脑钠肽(brain/B-type natriuretic peptide, BNP)
属于利钠肽(natriuretic peptide, NP)家族成员, 具
有排钠利尿、扩血管、降压等作用. 研究发现, 
肝硬化患者血浆BNP及其前体proBNP水平升

高, 且和病情严重程度以及门脉高压、水钠储

留等密切相关[5-7]. 本文旨在探讨肝硬化患者血

浆脑钠肽原(proBNP)水平和肝硬化病情的相互

关系, 及其对肝硬化难治性腹水的判断价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择我院2008-03/2008-07间肝硬化住

院患者38例为肝硬化组, 其中男22例, 女16例, 
年龄31-82(平均59.0±13.0)岁. 所有患者均经病

史、症状和体征、生化、影像学、组织学结果

等确诊, 肝硬化诊断符合2000年西安全国传染

病和寄生虫病学术会议修订的诊断标准. 并将

有急慢性呼吸系统疾病、高血压、冠心病、风

心病、传导阻滞、肾功能不全、甲状腺疾病、

电解质紊乱、糖尿病和高脂血症、有酗酒史、

3 mo内有上消化道出血者均排除在外. 
我院正常健康体检人群20例为对照组, 其

中男14名, 女6名, 年龄25-80(平均58.5±16.0)岁. 
无心、肝、肾、肺等重大脏器疾病, 血压正常, 
血脂、血糖、肝肾功能、电解质均正常, 乙肝

三系阴性, 无酗酒史, 近期均无服用药物史.
1.2 方法 
1.2.1 血样采集: 所有入选对象均于治疗前清晨

空腹抽取肘静脉血2 mL, 以EDTA抗凝, 于2 h内
以3000 r/min离心15 min, 分离血浆, 置于-80℃
冰箱保存待测. 同时采集其余血样并送相关实

验室检测血常规、肝肾功能、血脂、电解质、

凝血功能等.
1.2.2 proBNP的检测: 采用ELISA法检测, 使用美

国ADL公司提供的proBNP试剂盒, 严格按试剂

盒说明书操作并计算结果.
1.2.3 难治性腹水的判断: 所有患者入院当天即

接受B超和/或腹部CT检查, 观察腹水情况, 并

测量体质量和腰围; 治疗过程中, 动态监测体

质量、腰围、日尿量变化, 定期复查B超和/或
腹部CT、血电解质、肝肾功能等相关项目. 按
照文献[3]国际腹水俱乐部(International Club of 
Ascites, ICA)标准对难治性腹水患者做出判断, 
并以此结果为金标准, 对proBNP判断RA的准确

性进行ROC曲线(ROC curve)分析. 
国际腹水俱乐部RA诊断标准[3]: (1)大剂量

利尿剂(呋塞米160 mg/d, 螺内酯400 mg/d)治疗

时间≥1 wk, 同时限钠饮食(每日低于5.2 g); (2)
利尿剂无效, 服大剂量利尿剂的最后4 d体质量

平均减轻<200 g/d或尿钠排泄量<钠盐摄入量; 
(3)腹水早期复发定义为最初药物治疗有效, 腹
水消除后4 wk内又出现中到重度腹水, 但不包括

腹穿放腹水后3 d内出现的腹水; (4)出现利尿剂

诱发的并发症, 包括: 肝性脑病; 肾功能减退, 血
清肌酐升高一倍且>20 mg/L(176.8 μmol/L); 低血

钠, 血清钠<125 mmol/L且较使用利尿剂前降低

10 mmol/L以上; 血清钾>6 mmol/L或<3 mmol/L.
统计学处理 计数资料应用χ2检验; 计量资

料用mean±SD表示, 如果数据成正态分布且方

差齐性, 多组数据间比较用单因素方差分析检

验(one way ANOVA), 两组间均数差异采用t检
验; 否则, 多组间行非参数秩和检验(Kruskall-
Wallis H Test), 两组间比较使用Mann-Whitney 
U检验. 相关分析采用Spearman相关检验. 统
计分析用SPSS15.0软件进行; ROC曲线分析用

Medcalc9.4.1.1进行. P <0.05认为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 临床特征 38例患者中, 乙肝后肝硬化33例, 
乙肝和血吸虫混合性肝硬化2例, 原发性胆汁

性肝硬化2例, 血吸虫性肝硬化1例; 按Chi ld-
Turcotte-Pugh(CTP)分级, A级6例, B级21例, C级
11例; 按腹水程度分, 无腹水患者9例, 非难治性

腹水21例, 难治性腹水8例, 各组研究对象纳入

时临床特征见表1. 对照组和肝硬化组年龄、性

别之间差异无统计学意义(均P >0.05).
2.2 肝硬化组患者和对照组血浆proBNP水平 肝
硬化组和对照组血浆proBNP水平分别为228.0
±83.4 pmol/L和127.4±21.1 pmol/L, 组间差异

有统计学意义(表1).
2.3 不同CTP分级肝硬化患者proBNP水平及

其与CTP积分相关性 CTP分级A、B、C级的

患者proBNP水平分别为142.1±30.2、197.0±

■研发前沿
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硬化的并发症之
一, 治疗效果和预
后均较差. 而TIPS
和自身腹水浓缩
回输等治疗方法
的效果也存在一
定的争议. 如何早
期 发 现 R A 患 者 , 
并寻找更为有效
的治疗方法已成
为目前的研究热
点和亟需解决的
问题.
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48.2、334.2±41.6 pmol/L, 组间差异有统计学

意义. proBNP水平和CTP积分的相关系数r  = 
0.774(P <0.01), 两者呈正相关(图1).
2.4 不同腹水程度患者proBNP水平 肝硬化患者

中无腹水者proBNP水平为169.8±51.3 pmol/L; 
非难治性腹水患者为238.8±55.2 pmol/L; 难治

性腹水患者为320.3±63.4 pmol/L; 组间差异均

有统计学意义(表1).
2.5 proBNP水平判断难治性腹水的ROC曲线分

析 proBNP判断难治性腹水的ROC曲线下面积

为0.857, 95%可信区间为0.677-0.958(图2). 根据

Yoden指数获取proBNP判断难治性腹水的最佳

临界值为264 pmol/L. 以该临界值为参照标准, 
血浆proBNP判断肝硬化难治性腹水的灵敏度为

87.50%, 特异度为80.95%, 阳性似然比为4.59, 阴
性似然比为0.15(表2).

3  讨论

腹水是肝硬化最常见的并发症之一, 50%的患者

在确诊为肝硬化后的10年内会出现腹水, 腹水

又包括UA和RA. 难治性腹水占肝硬化腹水患者

总数的5%-10%, 其病情重、单纯内科药物治疗

效果差, 1年内死亡率大于50%, 所以如何早期发

现、诊断难治性腹水患者, 并及时给予TIPS、
自身腹水回输等有效治疗尤显重要. 

BNP主要由心室产生和分泌, 心室负荷、室

壁张力改变是刺激其分泌的主要条件[8], 其调节

主要基于基因水平[9]. 在表达中首先在心室细胞

内翻译成含有134个氨基酸的前原脑钠肽(pre-
proBNP). 受刺激释放时, 切除N末端26个氨基酸

后生成由108个氨基酸组成的proBNP, 后者进一

步在膜合丝氨酸蛋白酶的作用下裂解成无活性

的76肽N末端脑钠肽原(N-terminal proBNP, NT-
proBNP)和32肽有活性的BNP[10-11]. BNP通过和

尿钠肽受体(natriuretic peptide receptors, NPR)结
合产生生理效应, 包括: (1)扩血管、降压作用. 
BNP可减少血管内游离钙离子, 扩张血管, 降低

肺毛细血管压、右房压力, 减少回心血流量、

减少心输出量, 降低血压. (2)作用于肾上腺球状

带, 抑制肾素-血管紧张素-醛固酮系统, 减少肾

素和醛固酮的分泌, 抑制钠的重吸收; 同时作用

表  1  肝硬化组和对照组临床特征 (mean±SD)

     
				    肝硬化组(按腹水程度)				  

对照组(n  = 20)
		   无腹水(n  = 9)	     UA(n  = 21)	      RA(n  = 8)	 全部患者(n  = 38)

年龄(岁)		    55.6±7.1	   60.9±13.7	   57.9±16.0	   59.0±13.0	   58.5±16.0

性别(男/女)	     5/4		    14/7		      3/5		    22/16		    14/6

谷丙转氨酶(U/L)	   28.3±16.3a	   46.1±28.0ae	   67.9±27.1ae	   60.9±36.7a	   20.6±7.3

总胆红素(μmol/L)	   19.3±11.2a	   62.8±95.2a	   88.1±66.4ae	   57.8±79.6a	   10.0±4.0

凝血酶原时间(s)	   12.3±1.6a	   14.4±5.24a	   15.8±3.0ae	   14.2±4.3a	   10.4±2.4

肌酐(μmol/L)	   72.9±11.5	   80.1±20.0	   87.1±39.9	   81.0±26.2	   74.1±12.6

INR		    1.10±0.12a	   1.28±0.43a	   1.40±0.27ae	   1.27±0.36a	   0.98±0.08

proBNP(pmol/L)	 169.8±51.3a	 238.8±55.2ae	 320.3±63.4ace	 228.0±83.4a	 127.4±21.1

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  UA; eP<0.05 vs  无腹水; 对照组正常参考值, 谷丙转氨酶<45 U/L、总胆红素<17.1 μmol/L、凝血酶

原时间<14 s、肌酐<144 μmol/L、INR0.8-1.2、proBNP<150 pmol/L.

表  2  以ICA标准和proBNP判断RA比较 (n )

     
ICA标准

	              以proBNP水平判断		
合计

	             UA	                         RA

UA	            17	                       4	                  21

RA	              1	                       7	                    8

合计	            18	                     11	                  29

两方法之间差异无统计学意义, Fisher确切概率法P = 0.001.

图  1  proBNP和CTP积分关系图.
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■创新盘点
本 文 通 过 对 肝
硬 化 患 者 血 浆
proBNP水平进行
研究, 在探索其和
病情严重程度、

腹水程度之间关
系的基础上, 运用
ROC曲线分析获
取proBNP判断肝
硬化难治性腹水
的最佳临界值.



www.wjgnet.com

陈峰松, 等. 血浆脑钠肽原对肝硬化难治性腹水的判断价值						                 943

于肾小球旁器, 舒张肾动脉、提高肾血流量、

增加肾灌注压和肾小球率过滤, 增加水的排出, 
从而起到利尿利钠作用. Holmes et al [12]给常人iv 
BNP, 可使醛固酮分泌减少二分之一, 而钠排泄

增加两倍. (3)拮抗交感系统, 抑制交感神经张力, 
舒张血管平滑肌, 扩张外周血管, 降低外周阻力, 
减轻心脏后负荷. (4)抑制心肌纤维化和平滑肌

细胞增值, 调节心肌重构[13]. 此外, BNP可抑制

血管内皮细胞表达因子以及纤溶酶原激活抑制

物-1, 从而防止血栓形成[14]. 近年研究发现, 肝硬

化患者血浆proBNP和BNP均显著高于健康对照

组, 且和肝硬化病情严重程度及门静脉压力相

关. 同时La Villa et al [6]研究发现肝硬化合并腹水

及水钠储留患者血浆BNP水平较无腹水患者显

著升高, 其原因主要有: (1)水钠储留、血容量扩

张促进心室合成BNP; (2)肝硬化患者内源性血

管活性系统活性增强, 血管紧张素Ⅱ、去甲肾

上腺素等水平升高, 促进BNP合成; (3)肾脏BNP
受体反应性下降, 反馈性的引起BNP升高; (4)肝
肾功能下降, BNP灭活、排泄减少[6-7]. 现阶段的

研究较多的关注于BNP和肝硬化病情以及肝硬

化心肌病的关系, 对其在腹水形成和诊治中的作

用研究较少. 但BNP半衰期短、易受外源性BNP
药物使用的影响, 在临床有一定的局限性. 本文

探讨了BNP无活性前体proBNP和肝硬化病情严

重程度的关系及其对难治性腹水的判断价值. 
CTP积分和分级用于临床已有40多年, 是判

断终末期肝病患者肝脏储备功能及预后的最重

要也最为常用的工具之一. 在本研究中, 肝硬化

患者血浆proBNP水平显著高于健康对照组, 且

和CTP积分正相关(r  = 0.774, P <0.01). 提示血浆

proBNP和肝硬化病情严重程度密切相关, 同时

proBNP能较好的评估肝硬化患者的病情轻重程

度. 在临床工作中, 可以将proBNP作为肝功能评

价参考指标之一. 
在所有38名患者中, 9例无腹水, 8例为难治

性腹水, 难治性腹水患者占总患者数的21.1%, 
占腹水患者的27.6%, 高于国外文献[15]报道, 其
原因可能和患者均来源于住院人群, 病情相对

较重有关. 研究显示, RA患者的proBNP显著高

于UA患者, 而后者亦显著高于无腹水组, 提示

proBNP水平和肝硬化腹水严重程度相关, 并参

与了腹水形成的病理生理过程. 
受试者工作特征 ( r e c e i v e r  o p e r a t i n g 

characteristic, ROC)曲线分析, 是对检验项目临

床应用性能评价的定量资料进行归纳分析的最

常用的统计方法之一, 被公认为衡量诊断信息

和诊断决策质量的最佳方法[16], 现广泛用于医

学诊断性能的评价. ROC曲线下面积(记为A z)可
反映诊断试验的准确性大小. 一般认为A z为0.7- 
0.9时, 表示诊断准确性为中等; 0.9以上时表示

诊断准确性较高. 以国际腹水俱乐部诊断标准

为金标准, 对proBNP诊断难治性腹水的准确性

进行ROC曲线分析, 取得的A z为0.857. Youden指
数 = 灵敏度+特异度-1, 可以综合反映灵敏度和

特异度, 能较好的评价指标的判别能力, 诊断试

验中多根据Youden最大为原则确定最佳临界值. 
本研究中, 根据Youden指数获取proBNP判断RA
的最佳临界值, 其对肝硬化患者RA的诊断具有

较好的特异度和灵敏度, 提示proBNP在判断难

治性腹水方面具有较高的准确性. 临床工作中, 
观测肝硬化患者血浆proBNP水平有助于RA的

早期筛选和诊断, 以及时调整治疗方案. 
总之, 肝硬化患者血浆proBNP水平显著升

高, 且和病情严重程度显著相关, 临床中检测肝

硬化腹水患者血浆proBNP, 对难治性腹水患者

的早期发现和诊断具有一定的参考价值. 
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Abstract
AIM: To evaluate the diagnostic specificity of 
differentially expressed serum low molecular 
proteins for colorectal cancer by comparative 
analysis between the patients with colorectal 
cancer and with other malignant tumors.

METHODS: A total of 218 serum samples from 
patients with colorectal cancer (n = 68) and other 

malignant tumors (breast, gastric, esophagus, 
liver, lung and kidney, 25 cases each) were col-
lected. Their serum protein fingerprinting was 
read by surface-enhanced laser desorption/ion-
ization-time of flight-mass spectrometry (SELDI-
TOF-MS). Biomarker Wizard software was used 
to analyze the distinct proteins between colorec-
tal cancer and other malignant tumors and to 
create receiver operating characteristic (ROC) 
curves. Then Fisher’s discriminant model was 
established using the distinct proteins with the 
area under the curve (AUC) > 0.8.

RESULTS: Relatively 12 proteins were highly 
expressed and 102 proteins were lowly ex-
pressed in the sera of colorectal cancer com-
pared with that of the other malignant tumors. 
Of all the 75 proteins with AUC > 0.5 by ROC 
analysis, six proteins (AUC > 0.8) were selected 
to establish the Fisher’s discriminant model. 
The accuracy of distinguishing colorectal cancer 
from other malignant tumors was 91.7%, and the 
sensitivity and specificity were 88.2% and 93.3%, 
respectively.

CONCLUSION: The significantly differentially 
expressed serum low molecular proteins have 
a high diagnostic specificity for distinguishing 
colorectal cancer from other malignant tumors, 
which deserves further research.

Key Words: Colorectal carcinoma; Proteomics; 
Surface enhanced laser desorption/ionization-time 
of flight-mass spectrometry; Mass-to-charge ratio; 
Discriminant analysis

Sheng XH, Gao CF, Wang XL, Li DH, Zheng GB. 
Comparative analysis of differential serum low molecular 
weight proteins between colorectal cancer and other 
malignant tumors. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(9): 945-949

摘要
目的: 通过结直肠癌与其他常见恶性肿瘤血
清低分子差异蛋白的分析, 探讨其对结直肠癌
的诊断特异性.
 
方法: 收集结直肠癌(68例)、其他恶性肿瘤
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■背景资料
近年来结直肠癌
的诊断、治疗取
得了一些长足的
进展, 但总体疗效
并无明显改善, 术
后 5 年 生 存 率 在
50%左右, 早期诊
断 率 还 很 低 ,  缺
乏灵敏度高、特
异性强的早期诊
断方法 .  SELDI-
TOF-MS将蛋白
质芯片与质谱技
术相结合, 具有高
通量、高灵敏度
等优势, 能检测出
传统方法检测不
到的蛋白质或多
肽, 已成为肿瘤蛋
白质组学主要技
术之一, 为肿瘤的
早期诊断与鉴别
研究提供了理想
的平台.

■同行评议者
何超, 教授, 浙江
大学医学院附属
邵逸夫医院肛肠
外科; 刘连新, 教
授, 哈尔滨医科大
学第一临床医学
院普通外科三病
房



(乳腺癌、胃癌、食管癌、肝癌、肺癌及肾癌
各25例)血清标本共218份, 应用表面增强激光
解吸/电离-飞行时间-质谱检测其蛋白质指纹
谱. 用Biomarker Wizard软件分析结直肠癌与
其他恶性肿瘤患者血清中的低分子差异蛋白
后, 分别作出受试者工作特征(ROC)诊断曲线. 
再选取ROC曲线下面积(AUC)>0.8的蛋白, 建
立Fisher判别模型. 

结果: 结直肠癌与其他恶性肿瘤相比, 血清
中有12种蛋白相对高表达, 102种蛋白相对低
表达. ROC曲线显示, 有75种蛋白AUC>0.5, 
其中8911、8919、8964、11726、14049、
14139 M/Z的蛋白AUC>0.8. 用这6种蛋白建
立的Fisher判别模型, 鉴别结直肠癌的敏感性
88.2%, 特异性93.3%, 准确率91.7%.

结论: 结直肠癌与其他恶性肿瘤相比, 血清中
存在明显差异表达的低分子蛋白, 对结直肠癌
具有诊断特异性, 值得进一步研究.

关键词: 结直肠肿瘤; 蛋白质组学; 表面增强激光解

吸/电离-飞行时间-质谱; 质荷比; 判别分析
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0  引言

结直肠癌(colorectal carcinoma, CRC)是威胁人

类健康与生命的恶性肿瘤之一. 在我国, 随着

人们生活水平的提高、饮食结构及生活方式的

改变, CRC的发病率呈上升趋势. 近年我们从

血清蛋白质指纹谱研究入手, 应用表面增强激

光解吸/电离-飞行时间-质谱(surface enhanced 
laser desorption/ionization-time of flight-mass 
spectrometry, SELDI-TOF-MS)技术, 建立了CRC
早期诊断与临床分期诊断模型, 具有较高的敏

感性与特异性[1-3]. 本实验我们仍采用血清差异

蛋白质组研究方法, 从CRC与其他恶性肿瘤患

者血清中筛选出了明显差异表达的低分子蛋白.

1  材料和方法

1.1 材料 CRC与其他恶性肿瘤患者血清标本取

自2006-06/2007-12中国人民解放军第150中心医

院住院的手术患者, 均经术后病理确诊. CRC组
68例, 男36例, 女32例, 年龄<40岁11例, 40-60岁
32例, ≥60岁25例, 其中Dukes A期6例、B期28
例、C期23例、D期11例. 其他恶性肿瘤组包括
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乳腺癌、胃癌、食管癌、肝癌、肺癌及肾癌各

25例, 男78例, 女72例, 年龄<40岁31例, 40-60岁
67例, ≥60岁52例. 正常人对照组67例, 男35例, 
女32例, 年龄<40岁14例, 40-60岁29例, ≥60岁
24例, 为同期本院健康体检人群. 以上三组人群

在性别构成、年龄分布上均无统计学差异. 所
有病例均排除能影响血清中蛋白质含量的其他

相关疾病的干扰. 受检者均获知情同意. 尿素、

乙腈(acetonitrile, ACN)、三氟乙酸(trifluoro-
acetic, TFA)、芥子酸(sinapinic acid, SPA)、三

羟基甲基氨基甲烷-盐酸缓冲液(Tris-HCl)、3-
环乙胺-1-丙磺酸(CHAPS)及羟乙基哌嗪乙磺酸 
(HEPES)等均购自美国Sigma公司. SELDI蛋白

质芯片系统(PBSⅡ-C型)及其配套的金属亲和表

面(immobilized metal affinity capture, IMAC30)
铜离子芯片均购自美国Ciphergen公司.
1.2 方法 
1.2.1 血清标本的采集: 清晨空腹抽取静脉血5 
mL于普通干燥管, 常温下放置不超过4 h或4℃
冷藏不超过12 h, 析出血清后, 1000 r/min离心20 
min, 取上清液分装, 每管100 μL, 置-80℃冰箱或

液氮中保存. 用于质控的血清取自同一个健康

人, 一次留取100 mL, 分装于Eppendorf管中, 每
管50 μL, 置于-80℃低温冰箱中保存, 作为每次

实验的质控血清.
1.2.2 样品的准备: 4℃融解血清, 20 000 g离心10 
min; 取20 μL血清, 置于1.5 mL离心管中; 加40 
μL U9缓冲液(含9 mol/L尿素、2% CHAPS、50 
mmol/L Tris-HCl, pH9.0); 4℃振荡30 min, 使蛋

白质变性; 取10 μL变性后的样品, 每管加入120 
μL结合/洗脱缓冲液(含100 mmol/L磷酸钠、500 
mmol/L氯化钠, pH7.0); 4℃混匀. 使最后上样的

血清稀释约40倍.
1.2.3 芯片的预处理及与血清蛋白的结合: 芯
片每孔加100 mmol/L硫酸铜50 μL, 室温下200 
r/min振荡5 min, 倒除硫酸铜; 用去离子水冲

洗5次后甩干, 每孔中加入100 mmol/L醋酸钠

(pH4.0)50 μL, 室温下200 r/min振荡5 min; 去离

子水冲洗5次后芯片每孔加入结合/洗脱缓冲液

150 μL, 置于振荡器上, 室温孵育5 min后除去

缓冲液, 重复1次, 后每孔加入50 μL稀释好的血

清样品, 置于振荡器上, 4℃孵育60 min后除去

缓冲液; 接着用150 μL结合/洗脱缓冲液冲洗2
次, 每次振荡5 min, 最后1次用1 mmol/L HEPES 
(pH7.0)快速冲洗. 取出芯片, 待芯池即将风干时, 
加入饱和SPA(SPA 1 mg溶于15 μL 50% ACN、

www.wjgnet.com

■研发前沿
应用SELDI-TOF-
MS技术进行比较
蛋白质组学研究
已成为疾病蛋白
质组学研究的热
点, 不同的研究小
组建立了多种疾
病的血清或组织
蛋白质指纹谱诊
断模型, 发现了一
些极富意义的低
分子量蛋白或多
肽, 由于其在血清
中的含量极微, 对
这些蛋白的鉴定
还存在相当的困
难.
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15 μL 1% TFA中)2次, 每次0.5 μL. 风干后上机

检测. 
1.2.4 芯片检测与数据收集处理: SELDI蛋白

芯片质谱仪在检测样品蛋白质指纹谱前用

已知分子质量的标准蛋白质芯片校正 ,  使误

差<0.1%. 检测时设定SELDI-TOF-MS的激光

强度为175,  灵敏度为8,  收集数据的质荷比 
(M/Z)范围为2000-20 000, 收集位置20-80. 用
Ciphergen ProteinChip 3.2.0软件自动采集数据, 
用Biomarker Wizard 3.2.0软件对芯片检测得到

的蛋白质相对含量及蛋白质M/Z数据进行分析

处理, Biomarker Patterns软件建立用于区分3组
人群的决策分类树.

统 计 学 处 理  采用芯片系统自带的软件

和S P S S13.0统计软件 .  计数资料的比较用χ2

检验. 应用受试者工作特征(receiver operating 
characteristic, ROC)曲线对差异蛋白进行评价, 
并计算各自的ROC曲线下面积(area under the 
curve, AUC). 选取AUC>0.8的标志蛋白, 建立

Fisher判别函数.

2  结果

2.1 芯片检测的稳定性 用质控标本进行SELDI-
TOF-MS技术的稳定性测试, 将质控血清分别在

同一芯片的8个点上同时检测以观察其批内的

差异, 然后在不同实验日的三条芯片上再加以

检测, 以观察其批间的差异. 结果显示, 该芯片

检测到的同一个蛋白峰位置的批内和批间变异

系数分别为0.3%和0.5%; 蛋白峰标准化强度(峰
高)的批内和批间变异系数分别为9%和14%.
2.2 三组人群决策分类树鉴别效率 利用B i o-
marker Patterns软件对检测得到的3组人群的蛋

白质指纹谱数据进行数据挖掘, 建立的决策分

类树鉴别C R C、其他恶性肿瘤及正常人的准

确率分别为97.1%(66/68)、93.3%(140/150)、
95.5%(64/67), 总准确率94.7%.
2.3 CRC组与其他恶性肿瘤组血清低分子差异蛋

白 用Biomarker Wizard软件对两组患者血清中

的低分子蛋白质指纹谱数据进行对比分析, 共
发现差异蛋白质峰114个(P <0.05), 其中在CRC
中高表达的有12种, 低表达的有102种.
2.4 差异蛋白ROC曲线评价 对114个差异蛋白

质分别用ROC曲线进行评价, AUC>0.5且其95%
可信限下限>0.5的蛋白共有75个, 其中AUC>0.8
以上的有6个, M/Z分别为8911、8919、8964、
11 726、14 049、14 139(表1, 图1).

2.5 F i she r判别分析模型的建立 以AUC>0.8
的蛋白建立的F i s h e r判别函数如下:  C R C = 
-1.244-0.01X1+0.054X2+0.005X3+0.062X4-
0.002X5+0.198X6; 其他恶性肿瘤 = -2.16+0.015
X1+0.188X2+0.132X3+0.225X4+0.468X4+0.46X5. 
其中X1、X2、X3、X4、X5、X6分别代表8911、
8919、8964、11 726、14 049、14 139 M/Z
蛋白的相对含量. 进行判别分析时, 将每种蛋

白的相对含量分别代入上述2个判别函数中

求值, 哪一个判别函数值较大, 则该观察单位

就属于哪一类 .  本实验中判别C R C的敏感性

88.2%(60/68), 特异性93.3%(140/150), 准确率

91.7%(200/218).

3  讨论

在全球范围内, CRC的发病率在男、女性中分别

位居第4和第3位, 死亡率分别位居第4和第5位[4]. 
我国CRC的发病亦不容乐观[5], 严重威胁着人们

的身心健康. 患者如获得早期诊断和治疗, 5年
生存率将达到90%[6]. 遗憾的是, 大部分患者在

确诊时已处于进展期或已有转移, 错过了极佳

的治疗窗口期. CRC早期诊断方法如直肠指诊、

粪潜血试验、肠黏膜脱落细胞学检查及影像学

检查等均不同程度地存在敏感性与特异性不高

的问题, 而合适的肿瘤标志物将有利于癌症的

检出. 目前临床应用较多的CRC相关性肿瘤标

志物有CEA、CA19-9和CA242等, 用于手术前

后的对比、估计预后, 其中CEA作为CRC的标

志物应用最广泛, 有较高的特异性(93.5%), 但敏

感性仅为47.3%[7].
研究发现, 肿瘤在发生、发展过程中伴随了

一系列细胞及亚细胞水平的变化, 包括蛋白质

结构和功能的改变. 人血清中的蛋白质相当丰

富并不断变化, 单一的血清肿瘤标志物难以真

正反溯到相关的细胞、组织, 而发现一组与特

定组织癌变相关的血清蛋白质则是更有效的途

表  1  标志蛋白的相对含量及ROC曲线下面积

     标志蛋白	       相对含量                
P 值	 AUC (95%CI)

(M/Z)      结直肠癌  其他肿瘤

8911	 0.648	 4.577      0.000    0.859 (0.808, 0.909)

8919	 1.423	 7.896      0.000    0.829 (0.773, 0.884)

8964	 0.441	 2.867      0.000    0.909 (0.870, 0.948)

11 726	 0.717	 3.456      0.000    0.849 (0.798, 0.899)

14 049	 0.225	 1.500      0.000    0.853 (0.804, 0.902)

14 139	 0.173	 1.033      0.000    0.804 (0.747, 0.861)

■相关报道
Engwegen et al 分
析了结直肠癌患
者与正常人的血
清蛋白质谱, 并以
其他恶性肿瘤(乳
腺癌、卵巢癌、

前列腺癌及非小
细 胞 肺 癌 ) 作 对
照, 建立的分类树
模型预测结直肠
癌的敏感性与特
异性为65%-90%, 
鉴定出了载脂蛋
白C-I、载脂蛋白
A-I及白蛋白氨基
末端片段.
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径, 这也就是所谓的“癌症指纹”. 因此, 研究

人员正从过去的用“单一标志物”诊断肿瘤的

模式向“多种标志物联合应用”的诊断模式过

渡, 这不仅更加适合蛋白质组学高通量的特点, 
而且也为肿瘤的诊断提供了更多的思路和机 
会[8]. 高通量SELDI蛋白质芯片技术的出现加速

了开展发现“癌症指纹”的研究[9]. 该技术是

蛋白质芯片技术与质谱技术相结合的产物, 自
Adam et al [10]、Petricoin et al [11]将其应用于前列

腺癌、卵巢癌的研究以来, 已被广泛应用于临

床常见恶性肿瘤[12]的研究. 我们也利用该技术, 
从血清蛋白质组学分析入手, 建立了CRC早期

诊断模型及对中晚期CRC进行Dukes分期的分

类树模型[1-3]. 这几种诊断模型的联合应用可将

术前CRC患者进行准确分期, 为临床治疗提供

决策依据.
目前广泛开展的肿瘤血清蛋白质组学研究, 

大多将与某种肿瘤相关的良性病和正常人作对

照, 而将其他恶性肿瘤纳入对照进行的研究不

多. Engwegen et al [6]应用CM10芯片分析了77例
CRC患者与80例正常人的血清蛋白质谱, 同时

选取38例其他系统的恶性肿瘤(包括乳腺癌、卵

巢癌、前列腺癌及非小细胞肺癌)标本作对照, 
建立的分类树模型, 预测CRC的敏感性与特异

性为65%-90%. 本研究我们在前期工作的基础

上, 将临床上其他常见的恶性肿瘤(乳腺癌、食

管癌、肝癌、胃癌、肺癌、肾癌)作为对照, 并
以健康人作正常对照, 建立的决策分类树鉴别

CRC、其他恶性肿瘤及正常人的准确率分别为

97.1%、93.3%、95.5%. 进而筛选出CRC与其

他恶性肿瘤的血清低分子差异表达蛋白, 应用

ROC曲线分析筛选出的AUC>0.8的蛋白8911、
8919、8964、11726、14049、14139 M/Z, 以此

6种蛋白建立Fisher判别模型. 最终结果显示, 建
立的模型鉴别C R C与其他恶性肿瘤的敏感性

88.2%, 特异性93.3%, 准确率为91.7%.
由于SELDI技术本身具有较强的操作依赖

性, 实验结果可因样品来源和处理条件的不一

致或操作过程的非标准化, 造成实验结果批次

之间或同类样本在不同检测单位之间的平行性

与可重复性较差, 使实验结果的可信度遭到质

疑[13-14]. 我们在实验中严格规定了实验操作流

程, 对样品的存储条件、保存时间、冻融的次

数、芯片和基质的选择以及检测参数的设置等

各个环节都进行了规范, 建立了SELDI技术的标

准化平台. 本实验中我们用同一个正常人的血

清作为质控血清, 对SELDI-TOF-MS技术的稳定

性进行评价, 结果表明, 我们建立的芯片检测方

法具有较好的稳定性.
总之, 本实验通过蛋白质芯片技术发现了

CRC与其他恶性肿瘤患者血清中的低分子差异

表达蛋白, 利用这些蛋白建立的判别分析模型

具有较好的鉴别诊断能力, 今后还需要用大样

本量的研究来证实. 同时, 这些标志性差异蛋白

可能在CRC的发生发展中起到了重要作用, 对
这些差异表达蛋白的鉴定也正在进行中.

图  1  结直肠癌与其他恶性肿瘤血清低分子差异蛋白ROC曲线. A-F分别代表8911、8919、8964、11 726、14 049、14 139 

M/Z蛋白.
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■应用要点
SELDI-TOF-MS
检测并经ROC曲
线分析得到的6个
血清低分子差异
表达蛋白建立的
判别分析模型具
有较好的鉴别诊
断能力, 这些标志
性差异蛋白可能
在结直肠癌的发
生发展中起到了
重要作用.
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Abstract
AIM: To study endoscopic diagnosis and 
management of colorectal carcinoid tumors.

METHODS: Fifty one patients were certified by 
colonoscopy and pathology during April 1986 to 
August 2008. Morphologic characteristics, trans-
endoscopic treatment and prognosis were docu-
mented for further analysis.

RESULTS: Male patients significantly outnum-
bered female patients with a ratio of 1.83. The 
average age was 53.0 ± 13.2 years. The most 
frequent occurrence location was rectum with 
almost 86.3 percents. Most carcinoid tumors, 
about 74.5%, were smaller than 1.0 cm in diam-
eter. The classic characters were submucosal 
tumor with yellow color and rigid or tough tex-

ture, and always were lack of activities. There 
was metastasis of tumor when it was bigger than 
2.0 cm, and there was no recurrence for smaller 
ones (≤ 1.0 cm) after EMR. Six patients had un-
dergone endoscopic ultrasonic examination and 
it was very helpful for EMR.

CONCLUSION: Understanding the endoscopic 
characters of colorectal carcinoid tumors was 
helpful for correct diagnosis. Deep biopsy and 
EMR can help improve the correct diagnosis 
rate. EMR is safe and effective for carcinoid tu-
mors with a diameter less than 1.0 cm.

Key Words: Carcinoid tumors; Neuroendocrine tu-
mors; Colonoscopy; Endoscopic mucosal resection; 
Endoscopic ultrasonography

Han JY, Zhao JX, Kang JW, Wang Y. Diagnosis and 
treatment of colorectal carcinoid tumors with endoscopy: 
an analysis of 51 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(9): 950-953

摘要
目的: 探讨结直肠类癌的内镜下诊断及治疗. 

方法: 收集1986-04/2008-08我院经结肠镜检查
并病理证实的类癌51例. 分析其形态学特点、

结肠镜下治疗及预后. 

结果: 结直肠类癌男性明显多于女性(1.83∶1), 
平均年龄53.0±13.2岁, 直肠最多见(86.3%), 最
大径多小于1.0 cm(74.5%), 内镜下多表现为典
型的黏膜下肿物, 色黄, 质硬或韧, 活动度差, 
≥2.0 cm多发生转移, ≤1.0 cm者EMR法切除
均无复发, 6例术前行超声内镜检查, 明确内镜
下治疗的可能性.

结论: 掌握内镜下类癌的特点有助于提高肉眼
诊断, 深凿活检或EMR切除活检有助于提高诊
断率, ≤1.0 cm的类癌内镜下切除安全、有效.

关键词: 类癌; 神经内分泌瘤; 结肠镜; 内镜下黏膜

切除术; 超声内镜

韩建勇, 赵继先, 康金旺, 王颖. 结直肠类癌内镜下诊断及治疗

®

■背景资料
结直肠类癌属于
神经内分泌肿瘤, 
临床少见, 部分具
有恶性行为, 需病
理检查明确诊断, 
内镜、实验室检
查、影像学检查
及治疗仍需进一
步探讨、完善.

■同行评议者
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师, 南京医科大学
附属南京第一医
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大学附属上海市
第十人民医院普
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0  引言

类癌属于神经内分泌瘤 ,  起源于神经内分泌

细胞, 多来源于嗜铬细胞, 有内分泌颗粒, 属
于神经外胚层的胺前体摄取和脱羧 ( a m i n e 
precursor uptake and decarboxylation, APUD)肿
瘤, 具有复发转移潜能, 可分为良性、不确定

恶性、低度恶性和高度恶性四种[1], 较少见, 好
发于消化系统(67.5%-73.7%), 其次为呼吸系统

(25.1%-25.3%)[2-3], 偶见于肾、中耳、睾丸、卵

巢. 类癌占全部恶性肿瘤的0.05%-0.2% ,消化

系类癌占胃肠道恶性肿瘤的0.4%-1.5%[4]. 收集

1986-04/2008-08我院经结肠镜检查并病理证实

的类癌51例, 部分行内镜下治疗, 取得较好效果, 
报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集1986-04/2008-08我院经结肠镜检

查并病理证实的类癌51例, 检出率0.16%. 男33
例, 女18例, 男性明显高于女性. 年龄20-88(平均

年龄53.0±13.2)岁. 51例均为单发, 无多发者. 行
结肠镜检查原因为便血、腹泻、腹痛、便秘、

腺瘤复查等.
1.2 方法 内镜下黏膜切除术(endoscopic mucosal 
resection, EMR), 于病灶边缘的黏膜下层1点或

多点注射0.05 g/L肾上腺素生理盐水1-8 mL, 使
病变及其周围组织隆起(抬举征阳性), 应用圈套

器将病变及其周围少量正常黏膜套入, 行高频

电切除.

2  结果

2.1 形态学表现及诊断

2.1.1 病灶分布: 直肠44例(86.3%), 乙状结肠2例
(3.9%), 降结肠1例(2.0%), 横结肠1例(2.0%), 升
结肠3例(5.9%), 病变位于直肠者占绝大多数. 44
例直肠类癌中34例(77.3%)病灶位于距肛缘8cm
以内, 4例(9.1%)位于8-10 cm(表1).
2.1.2 形态特点: 内镜下表现以典型的黏膜下肿

物为主(44例, 86.3%, 44/51), 病灶表面黏膜光

滑, 其中4例(9.1%, 4/44)顶端发生凹陷或糜烂; 3
例(5.9%, 3/51)表现为无蒂浸润型环壁肿物, 2例
(3.9%, 2/51)表现为巨大肿块, 肿块表面结节不

平, 有糜烂及浅溃疡; 1例(2.0%, 1/51)表现为分

叶息肉状, 顶端无糜烂; 1例(2.0%, 1/51)表现为

巨大溃疡, 形态不规则, 边界不清, 结节不平, 溃
疡底不平, 被污秽苔, 局部蠕动消失. 42例对质

地进行描述, 其中39例(92.9%)质地韧或硬, 仅有

3例(7.1%)报告质地软. 34例对色泽进行描述, 其
中25例(73.5%)色黄, 8例(23.5%)色泽发红或正

常, 仅有1例色泽略白. 但资料中对其活动度的

描述比较缺乏, 仅18例(35.3%)描述为无明显滑

动或微动, 其余未描述.
2.1.3 诊断情况: 表现为黏膜下肿物的44例患者

中, 仅7例(15.9%)内镜下考虑为类癌, 且主要集

中在2000年后, 其余多诊断为平滑肌瘤或间质

瘤, 少数诊断为脂肪瘤、腺瘤、息肉等, 肿块型

及溃疡型均诊断为结直肠癌.
2.1.4 内镜活检: 42例经深凿活检病理确诊, 6例
经第二次深凿活检或EMR活检确诊, 3例经外科

手术后随访病理确诊. 活检块数4-6块.
2.2 伴发结直肠疾病 1例直肠类癌患者同时伴发

直肠黑色素瘤, 1例乙状结肠类癌患者既往胃平

滑肌瘤史, 5例患者伴化生性或炎性息肉, 16例
患者伴多发腺瘤.
2.3 转移 8例发生转移, 占15.7%, 最小径为1.6 
cm, 淋巴结转移4例, 肝并淋巴结转移4例. 
2.4 治疗 约一半的类癌患者(23例, 45.1%)进行了

内镜下治疗, 其中4例为活体组织检查时钳净(病
灶最大径均小于0.4 cm), 病理连续切片检查切缘

无癌; 19例行内镜下治疗, 电切术4例, 最大径均

小于0.8 cm, 其中2例切净, 1例(最大径0.8 cm)切
缘可见癌组织, 再次活检钳取局部组织可见癌, 1
例(最大径0.6 cm)切缘可见癌组织, 再次活检钳

取局部组织8块, 未见癌; EMR法切除15例(6例术

前行超声内镜检查), 最大径0.3-1.6 cm,  2例(最大

径1.5、1.6 cm)切缘可见癌组织. 治疗成功者随

访3 mo-18年, 未见复发. 13例(包括内镜下治疗失

败3例)患者行外科手术切除. 4例患者未治疗(1例
因脑出血死亡; 1例因心肌梗死死亡; 2例无症状

存活), 5例患者转外院治疗, 9例患者失访.

3  讨论

类癌是一种少见的神经内分泌肿瘤, 来源于肠嗜

■研发前沿
提高类癌的诊断
水平以及恶性类
癌的综合治疗方
案仍是本病的研
究重点.

表  1  51例结直肠类癌患者的病灶大小

     
		           病灶直径(cm)

	 ≤0.5       0.6-1.0     1.1-1.5      1.6-2.0	 >2.0

n 	 20	 18	 1	 2	 10

%	 39.2	 35.3	 2.0	 3.9	 19.6

■创新盘点
本文对类癌的诊
断及治疗进行了
总结, 对常见黏膜
下肿物进行了内
镜下的鉴别诊断, 
超声内镜检查的
应用提高了治疗
的合理性.
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铬细胞或Kultschitzsky细胞, 可发生于身体任何

部位, 位于黏膜层或黏膜下层. 全球每年发病率

为1.2-2.1/10万[5-6], 欧洲每年发病率1.95/10万, 平
均分布于男女性[7]. 尸体解剖研究结果显示其患

病率达0.5%-1.0%, 而且主要发生于小肠[8], Berge 
e t a l 的研究估计超过1.22%[9]. 平均确诊年龄

59.9-61.4岁, 男性多于女性, 2.08∶1[2], 也有报道

男女发病率无统计学差异[10], 年龄呈双高峰, 小
峰为15-25岁, 女性多于男性, 大峰为65-75岁, 男
性占优势, 低于50岁组女性占优势[7]. 

内镜下主要表现为半球形黏膜下肿块, 呈
淡黄色或黄白色, 质硬或韧, 无明显滑动或微动, 
表面黏膜多光滑、完整, 部分较大病灶可因表

面黏膜紧张度增高, 血液供应不足或肠道炎症

造成顶端不规则红斑凹陷、糜烂或浅溃疡, 病
变周围可见散在的轻度发红, 放大内镜可见表

面隐窝开口正常. 需区别于脂肪瘤、平滑肌瘤,
脂肪瘤也呈现黏膜下肿块外观, 但中央无凹陷,
色泽黄或淡黄半透明状, 质地软, 按压变形(即所

谓的枕垫征), 活检可见黄色脂肪显露(裸脂征). 
平滑肌瘤色泽白或正常, 质地硬, 按压不变形, 
触之滑动, 无脐凹. 肿块型及溃疡型难以与结直

肠癌内镜下鉴别. 
内镜活检结合病理检查是重要而有效的诊

断手段, 但类癌多位于黏膜下, 需多块深凿活

检, 必要时可多次或用EMR法活检, 本组51例
患者中, 82.4%经一次活检而病理确诊, 11.8%
经第二次活检或E M R法活检而确诊 ,  成功率

94.2%. 有文献报道最佳活检部位为肿物顶部, 
如果病灶顶部存在凹陷或溃疡时,则活检的阳

性率会更高[11]. 
超声内镜检查有助于确定类癌浸润深度及

有无淋巴结转移, 术前超声内镜检查可以明确

有无肌层和周围血管浸润, 充分判断内镜下治

疗的可行性[12], 避免盲目进行内镜下治疗, 避免

不必要的外科手术. 本组6例患者术前进行超声

内镜检查, 4例未浸及肌层, EMR法成功切除. 近
年来内镜黏膜下剥离术(endoscopic submucosal 
dissection, ESD)的开展, 使病灶切除更完全[13]. 

类癌的X线表现与肿瘤部位、大小及浸润

深度范围有关. X线气钡双重造影、CT和MRI可
以发现黏膜层肿物或结肠肠壁增厚. X线气钡双

重造影可见局部息肉样改变. CT显示肿瘤实质

性部分密度均匀, 增强扫描肿瘤强化比较明显, 
边界清楚. 大的肿瘤形态多不规则, 分叶状, 容
易发生囊变坏死, 密度不均匀. 肿瘤在MRI上信

号特点为T1加权像(T1WI)呈稍低信号和T2加权

像(T2WI)稍高信号[14]. 类癌可以浸润全肠壁并

肠系膜淋巴结转移. 局部或腹膜后淋巴结及肝

转移可以通过CT及B超检查发现. 但这些改变并

不能区分类癌与结直肠癌或结直肠其他类型肿

瘤, 还需要与实验室检查、生长抑素受体闪烁

扫描法等相结合, 进行综合判断. 5-羟色胺分解

产物5-羟吲哚乙酸(5-HIAA)是类癌的一个重要

标志物, 24 h大于30 mg提示类癌综合征. 嗜铬粒

蛋白A(CgA)是另一个重要生化学标志物, 且其

血浆水平与肿瘤大小呈正相关[15], 值得注意的

是患者CgA越高(>5000 mg/L), 存活率越低, 本组

CgA阳性率为84.6%(11/13). 
多数类癌患者无症状, 在检查时偶然发现, 

部分患者可因瘤体大或发生糜烂、溃疡而产生

症状. 类癌组织具有分泌功能, 当产生激素过多, 
超过肝、肺灭活能力, 或类癌细胞转移到肝脏,
其分泌的生物活性物质通过肝静脉直接进入体

循环, 导致血液中激素浓度急剧升高, 并作用于

血管和肠道平滑肌等, 而引起类癌综合征, 如腹

泻、脸红和间断的呼吸困难. 本组表现为巨大

肿块或溃疡患者均有便血或潜血阳性, 大部分

伴有腹痛, 未见类癌综合征发生, 考虑与后肠类

癌一般不分泌或极少分泌5-羟色胺等活性物质

有关. 
转移的发生率与肿瘤的大小、浸润深度

及发生部位密切相关. 以局部淋巴结、肠系膜

淋巴结、腹膜后淋巴结转移及肝转移最多见, 
少数可有骨转移, 发生率接近10%[16-17], 甚至达

16.4%(直肠的3.7%到空回肠的17.2%)[10], 偶有皮

肤转移[18]. 本组表现为巨大肿块或溃疡者均发生

转移, >2.0 cm转移率70%(7/10). 
本组内镜下治疗的23例中, 4例≤0.4 cm, 镜

下见位于黏膜层, 活检钳净, 4例(≤0.8 cm)电切

术治疗, 成功率75%(3/4), 15例(≤1.6 cm)EMR治
疗成功率86.7%(13/15). EMR法明显优于普通电

切术. 由于病变的大小与远处转移的危险度相

关, 小的类癌(<1 cm)无肌层及淋巴结受累, 局部

切除可完全治愈[11,19-20], 而肿瘤直径1-2 cm者转

移率较小于1.0 cm者显著升高, 达23.9%[10], 且多

数浸及肌层甚至浆膜层, 内镜下完全切除困难, 
仍应以手术为主, 本组最大径1.5、1.6 cm两例因

切缘不净而手术切除, 也可以先进行超声内镜

检查判断内镜下治疗的可行性; 直径大于2 cm者

多数有局部淋巴结或远处转移, 应当行标准的

直肠癌切除术[4,21]. 

■应用要点
掌握类癌在内镜
下的形态学特征, 
超声内镜及EMR
技术的应用, 可以
显著提高结直肠
类癌的诊治水平.
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■同行评价
结直肠类癌临床
少见, 本文作者总
结51例进行分析, 
对临床具有一定
的指导作用.
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