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　　摘　要：目的　研究Ｂａｒｒｅｔｔ食管病例氩离子凝固术（ＡＰＣ）联合药物治疗及单纯药物治疗前、后食管黏膜中环氧化酶２

（ＣＯＸ２）的基因表达变化。判断Ｂａｔｔｅｔｔ食管治疗的临床疗效及可能机制。方法　经胃镜及病理诊断的Ｂａｒｒｅｔｔ食管６６例，分为

３组，Ａ组为阳性对照组（不治疗组），Ｂ组为ＡＰＣ联合抑酸剂治疗组，Ｃ组为抑酸剂药物治疗组。治疗前、后观察患者症状缓解状

况，胃镜下Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮消融情况，取食管黏膜组织标本，采用实时荧光定量聚合酶联反应（ＰＣＲ）技术检测，Ｂａｒｒｅｔｔ食管黏膜

及对照组食管黏膜中ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达情况，进行组间及治疗前、后比较。结果　Ｂ组、Ｃ组均可有效地缓解症状，与Ａ组相比

差异有统计学意义，Ｂ、Ｃ组症状缓解率相比差异无统计学意义。Ａ组与Ｃ组随访胃镜下Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮未见明显缩小，而Ｂ组

Ｂａｒｒｅｔｔ食管黏膜消融，代之以淡红色食管黏膜覆盖。胃镜联合药物治疗后ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达明显降低至正常食管水平，而Ｃ

组ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达降低，但与治疗前对比差异无统计学意义。结论　单纯抑酸治疗与ＡＰＣ联合抑酸剂治疗相比，作用差，

ＡＰＣ联合抑酸剂治疗后可以有效地缓解症状，消融Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮，是治疗Ｂａｒｒｅｔｔ食管的一种安全、有效的方法。
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　　Ｂａｒｒｅｔｔ食管是反流性食管炎的一种特殊类型，近年来研

究发现Ｂａｒｒｅｔｔ食管可向食管腺癌转化，故而对其检查及治疗

越来越引起人们的重视。Ｂａｒｒｅｔｔ食管主要采用胃镜下氩离子

凝固术（ＡＰＣ）联合药物治疗，但其治疗疗效目前仍在随访评判

中，本实验欲通过基因水平检验Ｂａｒｒｅｔｔ食管 ＡＰＣ治疗的疗

效，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　对本院２００８～２０１１年的住院及门诊患者，按

Ｂａｒｒｅｔｔ食管诊治共识（２００５重庆草案）制定的Ｂａｒｒｅｔｔ食管诊

断标准，按照临床及病理学诊断，筛选出Ｂａｒｒｅｔｔ食管病例６６

例，男３７例，女２９例，年龄２９～６８岁；其中舌型２４例，岛型２８

例，全周型１４例；长节段型Ｂａｒｒｅｔｔ食管１２例，短节段型Ｂａｒ

ｒｅｔｔ食管５４例；无肠化生２６例，低／中度肠化生３２例，重度肠

化生８例。分为３组：阳性对照组１６例（Ａ组），不进行治疗；

ＡＰＣ联合抑酸剂治疗组２６例（Ｂ组），ＡＰＣ治疗后，给予泮托

拉唑４０ｍｇ，每天１次，服用３个月；抑酸剂药物治疗组２４例

（Ｃ组），泮托拉唑４０ｍｇ，每天１次，服用３个月。

１．２　仪器与试剂　电子胃镜ＥＧ２９０１型（日本Ｐａｎｔａｘ公司），

０４７３ 重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３１期
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多功能氩气刀（德国ＥＲＢＥ公司），ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭｘ３０００Ｐ荧光定

量ＰＣＲ仪（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司），ＲＮＡ提取试剂盒 ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ

Ｋｉｔ（美国Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ公司）。

１．３　方法　（１）治疗前详细询问病史，仔细查体，症状包括典

型反流症状（反酸、反食、胃灼热、胸痛）及其他不典型消化道症

状（如上腹痛或不适、腹胀、恶心等）和消化道外症状（如咳嗽、

咽痛等）。治疗后１个月、３个月及６个月随访患者，详细询问

各种临床症状变化情况，包括在治疗多长时间后，各个症状好

转的程度，缓解的时间，以及服药情况。（２）治疗前电子胃镜检

查认真观察Ｂａｒｒｅｔｔ食管黏膜情况，包括位置、形状、大小、表面

光滑度等，并取组织进行病理检查。Ｂａｒｒｅｔｔ食管患者治疗后３

个月、６个月随访观察其胃镜下Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮消融情况。

（３）采用实时荧光定量ＰＣＲ检测治疗前、后Ｂａｒｒｅｔｔ食管黏膜

ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达。

１．４　ＱＰＣＲ研究方法　采用ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ根据试剂盒说

明进行操作提取总ＲＮＡ，然后以ＤＮａｓｅＩＤｉｇｅｓｔｉｎｇＳｅｔ去除总

ＲＮＡ中的痕量ＤＮＡ。取ＲＮＡ样品各１μｇ为模版，采用Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ，以ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍ

ｅｒ进行反转录合成总ｃＤＮＡ第１链。基因表达量检测利用

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ Ⅱ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）在 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ

Ｍｘ３０００Ｐ荧光定量ＰＣＲ仪上进行实时荧光检测。利用 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中ＣＯＸ２和内参基因βａｃｔｉｎ。扩增程序为：９４℃２ｍｉｎ，

９４℃３０ｓ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃３０ｓ，４０个循环；融解曲线测定

为５５～９５℃。每个试验设３次重复，数据由 ＭｘＰｒｏＱＰＣＲ软

件分析。见表１。

表１　　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）引物序列和基因序

　　列号和内参引物（βａｃｔｉｎ）序列

基因 引物序列

ＣＯＸ２ 正义链５′ＧＣＴＣＡＡＡＣＡＴＧＡＴＧＴＴＴＧＣＡＴＴＣ３

反义链 ５′ＧＣＴＧＧＣＣＣＴＣＧＣＴＴＡＴＧＡ３′

βａｃｔｉｎ 正义链 ５′ＧＡＧＣＧＣＧＧＣＴＡＣＡＧＣＴＴ３′

反义链 ５′ＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴ３

１．５　统计学处理　结果使用ＳＰＳＳ１６．０软件，采用配对样本

及独立样本狋检验进行统计学分析，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　各组治疗前、后疗效　治疗后临床症状总缓解率如表２

示。Ｂ组和Ｃ组较Ａ组差异有统计学意义（犘＜０．０５），Ｂ组和

Ｃ组对症状缓解都有效，且二者症状缓解差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。Ａ组和Ｃ组随访时发现内镜下 Ｂａｒｒｅｔｔ食管黏膜

形态未见明显变化，大小未见明显缩小，而Ｂ组随访时发现２６

例Ｂａｒｒｅｔｔ食管患者经ＡＰＣ联合抑酸剂治疗后３个月有２３例

（８８．４６％），６个月有２０例（７６．９２％）Ｂａｒｒｅｔｔ食管黏膜已消融，

代之以食管黏膜覆盖。

２．２　实时荧光定量ＰＣＲ结果分析

２．２．１　总ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳鉴定　提取的总ＲＮＡ纯化

后经１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，结果可以发现明显的２８Ｓ、

１８Ｓ两条区带，且２８Ｓ的亮度约是１８Ｓ的２倍，说明从组织中

提取的ＲＮＡ完整性较好，并且无明显降解。见图１。

２．２．２　比较两基因的扩增效率　ＣＯＸ２ｍＲＮＡ在各病例组

黏膜组织中的表达参考Ｌａｎｇｍａｎｎ等
［１］方法，进行ＰＣＲ分析

和标准曲线制作，ＣＯＸ２和βａｃｔｉｎ的Ｃｔ值与拷贝数之间呈良

好线性关系，相关系数（狉）分别为０．９８０和０．９９８，曲线斜率分

别为－２．９６１和－３．４２１。说明目的基因ＣＯＸ２和内参基因β

ａｃｔｉｎ扩增效率相似，实验结果可以应用２△△Ｃｔ法进行相对定

量分析。

表２　　各组患者治疗前、后症状缓解比较［狀（％）］

组别 狀

症状缓解

治疗后１个月 治疗后３个月 治疗后６个月

Ａ组 １６ ０ １（６．５２） ２（１２．５０）

Ｂ组 ２６ １８（６９．２３） ２１（８０．７６） ２０（７６．９２）

Ｃ组 ２４ １６（６６．６７） １８（７５．００） １５（６２．５０）

图１　　电泳检测纯化后总ＲＮＡ

２．２．３　融解曲线分析　采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光嵌合法检测

时，须通过融解曲线分析，确认ＰＣＲ反应的特异性，理想的融

解曲线应为单一峰型的曲线。实时荧光定量ＰＣＲ结果分析：

融解曲线分析结果采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光嵌合法检测时，须

通过融解曲线分析，确认ＰＣＲ反应的特异性。本实验结果显

示各ＰＣＲ产物的融解曲线呈单一锐利峰型，说明ＰＣＲ扩增属

特异性扩增，所获结果可靠。

２．２．４　Ｃ组ＣＯＸ２表达水平降低，但跟治疗前比较差异无统

计学意义，与Ａ组及Ｂ组比较差异有统计学意义；Ｂ组ＣＯＸ２

ｍＲＮＡ的表达明显降低，与治疗前比较差异具有统计学意义，

与Ａ组比较，差异无统计学意义。见图２。

图２　　Ｂａｒｒｅｔｔ食管治疗前、后ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达的比较

３　讨　　论

Ｂａｒｒｅｔｔ食管是胃食管反流病（ＧＥＲＤ）的并发症，可经过慢

性胃食管反流→鳞状上皮增生→食管炎→Ｂａｒｒｅｔｔ食管→肠上

皮化生→异型增生→食管腺癌的过程产生、发展、演化成食管

腺癌。西方国家的流行病学研究显示食管腺癌已逐渐取代鳞

癌成为食管肿瘤中的最主要的病理类型［２］。近年Ｂａｒｒｅｔｔ食管

的发病率呈上升趋势，Ｂａｒｒｅｔｔ食管发生食管癌的危险性较一
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［３］，８０％的食管腺癌发生于 Ｂａｒｒｅｔｔ食

管［４］。因此，积极诊治Ｂａｒｒｅｔｔ食管防止其癌变具有重要的临

床意义。目前Ｂａｒｒｅｔｔ食管的治疗方法主要包括药物治疗、手

术治疗和内镜治疗。手术治疗有一定的风险和禁忌证，患者不

易接受，目前仅用于部分重度不典型增生或已恶变的Ｂａｒｒｅｔｔ

食管患者；药物治疗主要是抑酸治疗，内镜治疗方法主要有：激

光、射频、热探头治疗，多极电凝术、ＡＰＣ、光动力治疗、内镜下

黏膜切除术等［５］。内镜治疗Ｂａｒｒｅｔｔ食管的技术在近年来发展

较快，有研究结果显示内镜治疗Ｂａｒｒｅｔｔ食管在破坏化生上皮，

保护深层组织上较前两种方法有独特的优势。

３．１　临床疗效　本研究结果显示使用抑酸剂治疗Ｂａｒｒｅｔｔ食

管，用药后１个月有６６．６７％的患者症状缓解，治疗３个月后

有７５．００％的患者症状缓解，停药３个月后又有患者症状复

发，症状缓解率降至６２．５０％，但随访内镜观察Ｂａｒｒｅｔｔ食管黏

膜未见明显缩小，病检未发现肠上皮化逆转消失。临床研究显

示，食管下端酸暴露是诱导鳞状上皮化生为柱状上皮的最主要

因素。大剂量抑酸剂不但可以减少食管下端酸暴露，还可降低

食管下端胆汁暴露，有效地缓解反流症状［６］。有研究发现，强

力抑酸可明显降低 Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮发生异型增生的危险

性［７］。但多数实验结果表明抑酸剂治疗Ｂａｒｒｅｔｔ食管对缓解临

床症状疗效较好，但不能消除Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮，且抑酸治疗对

Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮的增殖分化无明显作用，不能阻止化生上皮

向异型增生转化，不会减少癌变的危险性［８］。本实验结果亦提

示单纯抑酸剂治疗Ｂａｒｒｅｔｔ食管短期内可有效地缓解临床症

状，对Ｂａｒｒｅｔｔ食管消融无明显作用，与大多数研究结果一致。

本研究结果显示使用ＡＰＣ联合抑酸剂治疗Ｂａｒｒｅｔｔ食管，

治疗后症状可缓解，引起Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮消融且并发症少，仅

有少数患者出现中上腹胀、胸骨后隐痛等不适，简单用药处理

后并发症消失。消除、毁损Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮的非手术方式是

通过内镜治疗，由于Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮消融不仅需要肠化生的

再损伤，也需伴有无酸环境中鳞状上皮细胞增生愈合，作者使

用安全的ＡＰＣ联合抑酸剂治疗Ｂａｒｒｅｔｔ食管，使用的氩气流量

一般在１～２Ｌ／ｍｉｎ，功率５０～６０Ｗ；ＡＰＣ一次治疗的面积较

大，明显优于多极电凝和热探头，同时还比激光治疗组织损伤

深度浅，治疗深度一般小于３ｍｍ。Ｃａｒｌｓｏｎ等
［９］认为完全消除

肠化生黏膜损伤深度应达到０．６ｍｍ，而中重度不典型增生仅

侵及食管黏膜上皮层，其厚度仅为０．３～０．４ｍｍ
［１０］。ＡＰＣ凝

固组织深度可达２～３ｍｍ，故而氩气刀治疗深度较其他内镜

方式浅，但已足够完全损毁化生黏膜及不典型增生以达到祛除

癌前组织的目的。本实验结果也证实 ＡＰＣ是可以有效祛除

Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮，而约２３．１０％的患者出现Ｂａｒｒｅｔｔ食管复发，

作者考虑与内镜操作者的技术熟练程度有关，与治疗深度不均

匀，柱状上皮的残留有关，再者治疗后服用抑酸剂的剂量和时

间的长短也可能有一定影响。研究结果提示ＡＰＣ联合抑酸剂

治疗Ｂａｒｒｅｔｔ食管，可以有效缓解症状，祛除Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮，

并代之以鳞状上皮，疗效显著，并发症少。

３．２　ＣＯＸ２的测定比较　此次研究还通过实时免疫荧光定

量ＰＣＲ检测了不同组别之间及ＡＰＣ治疗前后ＣＯＸ２ｍＲＮＡ

的表达变化情况。ＣＯＸ是花生四烯酸代谢的关键限速酶，它

的两种异构体之一ＣＯＸ２是诱导酶，其基因多态性可能通过

改变ＣＯＸ２基因的表达调控或基因产物的活性而影响肿瘤易

感性，ＣＯＸ２可通过多种途径促进细胞恶变的进程，从而导致

Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮过度增生和癌变
［１１１２］。大量研究发现Ｂａｒｒｅｔｔ

食管及相关腺癌中ＣＯＸ２过度表达，会促进Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮

和腺癌细胞的增殖［１３］。Ｄｏｎｇ等
［１４］研究了ＥＡＣ发展进程中４

个时期的ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达，发现Ｂａｒｒｅｔｔ食管化生组、非典

型增生组和ＥＡＣ组的ＣＯＸ２的表达较正常食管鳞状上皮组

明显增高，ＣＯＸ２ｍＲＮＡ在ＥＡＣ发展过程中的表达逐步增

加，可能早期参与了ＥＡＣ的形成。所以对ＣＯＸ２的评估也可

作为评价Ｂａｒｒｅｔｔ食管疗效的指标。本研究中单纯抑酸治疗后

较治疗前ＣＯＸ２表达水平降低，但跟治疗前比较差异无统计

学意义，ＡＰＣ联合抑酸剂治疗后ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达明显降

低，与治疗前比较差异具有统计学意义，与阳性对照组比较，差

异无统计学意义，从ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平反映出ＡＰＣ联合抑酸

剂组可以有效地消融Ｂａｒｒｅｔｔ食管并预防其癌变，与上面临床

生化结果相印证。

３．３　作用机制探讨　ＡＰＣ联合抑酸剂疗法在Ｂａｒｒｅｔｔ食管治

疗中的显著性可能首先与ＡＰＣ技术的组织凝固深度有关。肠

化生黏膜损伤深度为０．６ｍｍ，中重度不典型增生仅侵及食管

黏膜上皮层，其厚度仅为０．３～０．４ｍｍ，而ＡＰＣ凝固组织深度

可达２～３ｍｍ，可完全损毁化生黏膜以达到祛除癌前组织的目

的。其次ＡＰＣ联合抑酸剂还可通过急性损伤刺激干细胞分化

增殖、抑制酸反流实现鳞状上皮化。内镜下 ＡＰＣ祛除化生的

柱状上皮，会使食管下段黏膜受到医源性急性损伤，从而刺激

食管下段细胞增生。位于食管腺体及食管上皮基底层的多能

干细胞具有多向分化潜能，在酸反流的情况下，它可以向耐酸

的柱状上皮方向分化，即Ｂａｒｒｅｔｔ食管起源及复发机制
［１５１６］。

而ＡＰＣ联合抑酸剂治疗时，会在患者接受ＡＰＣ治疗后给予抑

酸剂治疗，抑制酸反流，在反流控制的情况下，多能干细胞在急

性损伤的刺激下向鳞状细胞方向分化，从而达到Ｂａｒｒｅｔｔ食管

上皮消融后再鳞状上皮化的结果。

单纯药物治疗，虽然可以通过抑制酸反流达到控制临床症

状的目的，但因缺乏食管急性损伤刺激干细胞分化增殖，故无

法实现Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮的消融。为减少癌变概率单纯药物治

疗需长期、强力抑酸，但有学者提出，完全彻底的抑酸存在潜在

的不良反应，如细菌过度增殖和长期高胃泌素血症，这些因素

本身就有可能增加肿瘤发生的危险性，不主张长期强力应用抑

酸药；而ＡＰＣ治疗加适当抑酸治疗经试验验证不仅可缓解症

状、消融Ｂａｒｒｅｔｔ食管上皮，并发症少，还可降低ＣＯＸ２表达水

平，减少Ｂａｒｒｅｔｔ食管向ＥＡＣ的转化，是安全、有效、实用的治

疗Ｂａｒｒｅｔｔ食管的方法，而且ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达检测可以作为

治疗效果判断的依据。同时作者也会在今后的工作中进一步

随访和观察其远期治疗效果，期望对Ｂａｒｒｅｔｔ食管的防治提供

理论依据。
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