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摘要
在癌细胞脱离原发灶、移动并附着远处器官等癌浸润
转移过程中，细胞黏附分子和细胞黏附力发挥着重要
作用.至少有两个细胞黏附系统共同参与细胞连接，
某些细胞黏附分子的表达程度及功能活性状态直接影
响着癌细胞的脱离和再附着.细胞黏附的力学强度既
可以用力来定义也可以用能量来定义，细胞黏附的分
子基础是受体与其特异性配体间的结合，近年随着流
动腔和微吸管技术的相继引入，有关受体配体结合动
力学的研究已经由三维转到二维水平，这有助于在细
胞和分子水平上揭示力学-化学耦合作用的内在规律
及其分子生物学机理，对认识癌细胞转移等某些重要
的病理生理过程有重大意义.
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0  引言

癌转移是一个复杂的多步骤的癌细胞与宿主相互作

用的过程.Liotta认为，黏附、基质溶解和移动是癌

细胞侵袭宿主的三大步骤.其中黏附是指癌细胞通过

自身膜表面的黏附分子与细胞外基质成分间的相互反

应.目前人们对于细胞黏附的研究主要集中在两个方

面����������������������：���������������������一方面是研究���������������它��������������的生物化学机制，以细胞黏附分

子(cell adhesion�molecules，CAM)的研究为代表[1���,��2]，

近年来这方面取得了很大成绩并已逐渐成为生物学界

的热点之一[3,4]；���������������另一方面是细胞黏附的生物物理性

质和机理的研究，细胞黏附的一个基本物理问题是黏

附的力学强度问题，这里的力学强度既包括细胞间的

黏附强度又包括黏附分子间的分子键强度[5].目前这

方面的研究报道尚处于起步阶段，尤其是肿瘤细胞的

黏附力学问题，国内外所见报道不多.

1  细胞黏附分子与癌细胞的信号传导

1.1 两个细胞黏附系统共同参与细胞连接 C A M系指

存在于细胞膜上的一类跨膜糖蛋白，包括整合素类

(integrins)、钙黏附素类(cadherins)、免疫球蛋

白(Ig)类、凝集素类(selectins)四大超家族等[2].细

胞黏附和移动等各种细胞功能的发挥离不开细胞连

接——包括细胞与细胞间的连接和细胞与细胞外基

质的连接.极化的上皮细胞间的连接表现为一种特殊

的膜结构形式.可分为紧密连接、黏附连接(adhe r-

ens junctions，AJs)和桥粒.AJs是其������它�����两种细胞连

接形式的基础[6].一般认为，由钙黏附素、β-连环素

(catenins)、α-连环素和丝状肌动蛋白(F-actin)等

组成的钙黏附素-连环素系统构成并维系着细胞间的

AJs[7].但新近又发现了另一套细胞黏附系统，���它��至少

由nectin和afadin组成[8].Nectin是一种同源性非钙

依赖型的CAM，属免疫球蛋白超家族，由nectin-1、

nectin-2、nectin-3组成，其中每个成员又有2-3个

剪接变异体，������������������它�����������������们都位于AJs，具有同型或异型细胞

黏附活性.A f a d i n是一种丝状肌动蛋白结合蛋白，

它�����������������������������有两个剪接变异体，1-afadin和s-afadin，人类

s-afadin基因突变与急性白血病有关[9].Nectin诸成

员的C末端含有保守性基元，可与afadin的PDZ部分

结合，afadin又与丝状肌动蛋白相连，在AJs中组成

另一个独立的黏附连接系统.新近的文献认为[6，10]，

nectin-1α或nectin-2α与afadin相互结合是钙黏附

素介导的AJs中的基本反应通路����������������；���������������nectin-afadin系统

与细胞间单纯病毒Ⅰ的传播有关�������������；������������nectin-2与精源性

细胞骨架的形成相关.因此，nectin-afadin系统在细

胞连接中发挥着非常重要的作用.

两个细胞黏附系统在功能上是相互关联的，(图

1).因为钙黏附素介导的细胞黏附作用可激活Src家

族激酶，继而诱导nectin-2δ酪氨酸磷酸化����；���两系统

分别通过各自的细胞内成员afadin和α-连环素相互

连接，共同构建细胞间的AJs.此外，各自的新成员

ponsin(afadin结合蛋白)与vinculin(α-连环素结合

蛋白)之间也存在连接点[8].

1.2 细胞黏附分子基因突变与癌的浸润和转移 近年国

内外学者通过对黑色素瘤和结直肠癌等肿瘤恶性演进

的分子生物学、分子细胞学机制研究发现，肿瘤的浸



子至少一种处于游离状态时，受体与配体之间的结合

是三维的，目前已有许多方法研究三维受体配体反应

动力学.当受体与配体均位于细胞表面时，受体与配

体之间的结合则局限于两细胞之间的二维空间.90年

代以来随着流动腔和微吸管技术的相继引入，有关受

体配体结合动力学的研究才由三维转到二维水平.目

前二维动力学研究的基本思路是通过黏附概率与接触

时间的相关性求得动力学参数.

2.3 检测细胞黏附力的主要方法 在外力作用下，活

组织和器官不断改变着其结构和力学特性.作为组织

和器官的基本单位，细胞通过自身形状、结构、力学

特性和功能的变化来对力刺激作出适当的反应.检测

细胞力学特性的方法包括两大类.一类是针对单细胞

的局部特征，比如细胞探针(cell poking)、局部细

胞膜微吸管技术(micropipette aspiration of lo-

cal cell surface layer)、细胞内包埋或表面黏着

外源性磁性颗粒技术、用显微操作器使黏着细胞伸长

部分弧度改变技术、声学扫描显微镜以及原子力显微

镜(AF M)等[14����-���16].另一类是针对单细胞的整体特征，

目前主要用于血细胞和肌细胞的力学特性研究.比如

全细胞微吸管技术(micropipette aspiration of a 

whole cell)、用微型平皿对测定细胞的伸缩性、用

微吸管对测定细胞的黏弹性[16]以及平行板流动腔系统[17].

以下简述其中最具有代表性的两种方法.

2.4 微吸管技术 又称为微管吸吮实验系统，是指利用

微吸管中的负压对细胞进行直接操作的技术.利用微

吸管抓持细胞可实现两细胞的对接连接，在控制接触

面积和接触时间的条件下直接测定细胞与细胞间的黏

附概率，从而排除了流体动力学情况下的干扰因素，

是目前测定细胞黏附力的客观可行的较好方法[16,18].

特别是近两年来，Cheng Zhu沿用并改进了Evans et al

的方法，通过控制接触面积和接触时间，利用同一细

胞对反复做黏附实验，重复上百次，统计黏附事件发

生的频率，以期达到测定动力学参数的目的[12].

2.4.1 黏附循环测试实验 以测定CHO细胞二维受体配

体(CD16-IgG)结合的动力学速率为例详细说明[19].先

将含有半等渗HBSS和1% BSA的溶液3 mL注满显微镜小

室，注入表达受体(1×103)的CHO细胞和被覆配体(1

×104)的红细胞，借助显微操作法，用相应的微吸管

分别吸吮单个的CHO细胞和红细胞并使之呈对称性排

列(图2).压力调节系统精确地控制着负压，使得红细

胞的非吸附部分既可维持球形松弛状态(图2A)又容易

受作用于吸附部分微力的影响而变形.用计算机辅助

的步进电机(piezo translator)操纵红细胞移动，精

确控制两细胞对接的面积和时间(图2B).随着微吸管

的缓慢回缩，两细胞要么立即分离(得分为0)，要么

图1  钙黏附素-连还素系统与nectin-afadin系统�����的关联性.

润和转移与钙黏附素、整和素等CAM表达水平的变化

有关.一方面，肿瘤细胞表面某些CAM的减少可以使细

胞间的黏附性减弱，肿瘤细胞与细胞外基质成分的黏

附性增强，并导致肿瘤细胞游离出基底膜，这是肿瘤

浸润性生长和远处转移的始动步骤��������；�������另一方面，肿瘤

细胞表达的某些CAM使进入血中的肿瘤细胞得以黏附

血管内皮细胞，造成血循转移[1,2].但nectin、afadin

与胃癌等肿瘤的关系研究所见文献报道甚少.

我们对不同转移潜能的癌细胞株和癌症患者手术

切除标本的初步研究表明，E-钙黏附素表达程度与胃

癌细胞浸润转移潜能呈负相关，E-钙黏附素表达下调

与胃癌的转移等恶性表型密切相关���������；��������E-钙黏附素和连

还素表达减弱可能在大肠癌的浸润、转移过程中发挥

着重要作用，同时检测E-钙黏附素、α-连还素、β-连

还素三指标的表达比单独检测其中之一更能精确地预

测大肠癌的浸润和转移趋势.有限的资料显示，E-钙

黏附素基因细胞外区某些外显子缺失或突变，可能削

弱E-钙黏附素的细胞黏附功能，使低分化印戒状胃癌

细胞的侵袭性增强.但连环素等多种因素影响着E-钙

黏附素的肿瘤侵袭抑制功能.E-钙黏附素等CAM的表达

程度及功能活性状态直接影响着胃癌细胞的脱离和再

附着[2].

2  细胞黏附力学行为的研究现状、主要研究方法及其

评价

2.1 细胞黏附力的基本概念[5] 细胞黏附的力学强度既

可以用力来定义也可以用能量来定义.从相对宏观和

微观的角度看，细胞的黏附强度可以在细胞和分子两

个水平上表达，即一个是单个的细胞水平，一个是单

个的分子键水平.在细胞水平，黏附在一起的两个细

胞在被分离的瞬间所受到的分离力即为黏附时的接触

力.细胞表面的黏附能量密度是指要分离接触面积为

一个单位的细胞对所需作的功.在分子水平，单键强

度是指一个分子键所能承受的最大的力.键能则是指

断开一个分子键所需的能量.

2.2 二维、三维动力学的区别[11����-���13] 细胞黏附的分子基

础是受体与其特异性配体间的结合.当受体与配体分

Nectin

Afadin

Catenin

Cadherin

α      α  
β   β  
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因红细胞被拉长(图2C)而维持短暂的接触(得分为1).

图2  典型的黏附循环测试实验显微照片[19]. A: ������ ���接近；B: 接触.

2.4.2 理论计算 黏附循环测试重复上百次以通过计算

黏附次数与测试次数之比来估算总黏附概率(Pt)，特

异性黏附概率(Pa)与非特异性黏附概率(Pn)的关系式

为:Pa = (Pt-Pa)/(1-Pn)，据此可知，Pa与受体和配

体的密度(分别为mr、ml)、接触面积(Ac)和接触时间

(t)相关，如方程式1所示[19]：

Pa = 1-exp{-mrmlAcKa[1-exp(-krt)]}(方程式1)

其中，mr、m l可事先分别测出，Ac始终是一个常量，

为了更好地了解Pa与t的关联性，在每一黏附循环测

试系列中，接触时间都被设定为衡量，不同的测试系

列使用不同的细胞对，故取系统性方差均值为t值�；

Ka、kr各为二维结合亲和系数及其反比率.

2.4.3 评价 与传统的黏附力检测方法相比，微吸管法

具有明显的优点���������������：��������������红细胞变形是细胞黏附的标志，

通过观察红细胞变形可敏感地检测黏附事件���；��可人

为控制接触条件，如时间、面积、负压力的大小以及

接触频率等�����������������；����������������分子键的形成可控制在一个预定的时

间内.因此，微吸管法的许多黏附试验条件可人为调

控，其准确度得到明显提高，而系统误差被降至最低

限度，可能是目前测定细胞黏附力的较理想方法[20].

2.5 流动腔 细胞流动腔又称为平行板流动腔(pa r-

allel-plate flow chamber)，是一个高度远小于横

向和纵向几何尺寸的平行平板流动室，是用以体外

研究细胞力学行为的主要工具之一[17].剪切速率G = 

6Q/WH2(Q为单位时间的液体流量，W为小室宽度，H为

小室高度).剪切速率以细胞能耐受剪切力而不脱落为

宜.在细胞黏附力学研究方面，其基本原理是测定细

胞与表面之间每单位位移和每单位黏附持续时间形成

的黏附概率，通过他们之间的定量关系来获得动力学

反应速度的信息[20].

2.5.1 恒定力存在下的黏附持续时间 在细胞黏附的生

物物理学研究方面，流动腔技术也许是最常被采用的研

究手段.在流体动力学力存在的情况下，细胞移动的距

离决定着受体与配体的结合与否.我们可以从两种检测

方法中获得反转率信息.一种是测定流动的细胞附着于

裱衬低密度配体的表面上的黏附持续时间������；�����另一种是在

裱衬高密度配体的表面上，持续滚动的细胞具有滞留-

滚动的运动特征，据此可测得细胞的暂停时间[12].

2.5.2 评价 流动腔法模拟了白细胞在内皮细胞上的自

A B C

然流动，虽然�����������������它����������������所受的影响因素较多，但�����它����比微吸管

法更接近于一种生理状态，在对炎症[21]、肿瘤[22]等

病理过程的生物物理机理研究方面，仍不失为一种理

想的较接近生理的模型.

3  细胞黏附力学与细胞黏附化学耦合作用小结及展望

细胞力学行为(黏附、展布、聚集、运动等)及其机制

研究，体现了当前生物力学发展中宏观向微观深入、

宏微观相结合这一大趋势，为细胞间的通讯(当前细

胞生物学的热点)����������������拓展了新的研究领域�������(力学信号的传

递、介导、转录、表达)，有助于在细胞和分子水平

上揭示力学-化学耦合作用(mechono-chemical ef-

fect)的内在规律及其分子生物学机理，对生物学图

式的形成以及认识炎症反应、肿瘤细胞转移等某些重

要的病理生理过程有重大意义.

癌细胞浸润和转移性播散机���������制��������是现代肿瘤学研究

热点之一，目前国内外研究仅限于针对非肿瘤细胞

的力学行为或肿瘤细胞的整和素等CAM基因突变等方

面，若能在同一癌模型上同时探讨细胞黏附力学变化

和nectin、afadin等分子生物学变化对癌细胞侵袭潜

能的影响，就有可能为防止癌细胞的脱离和再附着提

供新的思路.
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第一届北京国际消化疾病高峰论坛

本刊讯 第一届北京国际消化病高峰论坛定于 2005-11-04/06 在北京世纪金源大酒店举行，本届论坛由中国医学论坛报社主办，内
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为了加强国内外学术交流的深度和效果，本届论坛语言采用中文和英文，并配有同声传译系统 . 论坛热忱邀请全国医院消化

中心的负责人和学术人带头人、中青年专家参加本届论坛，共同为东西方在消化疾病领域的高层学术交流与合作写下新的篇章 .

1  主要议题

本届论坛的主要议题包括：①胃食管反流病 (GERD): 中国和美国的不同经验；② Barrett 食管和食管癌 : 东西方的异同；③胃癌

和幽门螺杆菌 : 东西方的看法是否相同？④慢性胰腺炎和胰腺癌；⑤病毒性肝炎治疗新进展；⑥炎性肠病 (IBD): 中国的现状；⑦

IBD 的病理生理及临床治疗 --2005 年新进展；⑧结直肠癌筛查 : 全球范围是否面临同样的问题？⑨非酒精性脂肪性肝炎 (NASH)/

脂肪肝 -- 新的流行病 .

2  壁报征文

论坛将为参会者提供以壁报方式展示最新研究成果的机会 .壁报摘要要求在 800 字以内，需描述研究目的、方法、结果和结论 .评

审费为 500 元，届时将评选优秀壁报 5名，获奖者将免注册费 .

3  大会秘书处

大会设有秘书处，联系人为黄向东，张莉，詹宁育，北京市鼓楼西大街 41 号，中国医学论坛报社，邮编 100009，电话：

010-64002844，传真；010-64064469，Email: communications@gisummit.com.

本论坛欢迎全国医院消化中心的负责人和学术人带头人、中青年专家参加，详细注册及相关费用信息请咨询大会秘书处 .
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酒精性胃病
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摘要
酒精是引起胃黏膜损伤的重要原因之一，了解其形成原因
及防治具有重要意义.酒精导致的胃黏膜损伤包括急性及
慢性损伤两方面，前者主要表现为黏膜炎症，后者表现
为黏膜糜烂伴上皮代偿性增生，并可能引起恶变.主要原
因在于酒精可从多方面导致对胃黏膜的侵袭因素增强，同
时使黏膜防卫因素相对减弱.长期以来，酒精引起的胃黏
膜慢性损伤在临床上并未受到充分的重视.由于酒精导致
的胃黏膜损伤是多方面的、多阶段的，可以视为一个临床
症候群，因此我们提出“酒精性胃病”这一概念，以期临
床上对这一症候群引起足够的重视.我们重点讨论了酒精
性胃病的发病机制，同时对这一疾病的诊治进行了探讨.
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0  引言

急性酗酒所致的急性糜烂性胃炎是临床上常见的上消

化道出血原因之一，慢性酗酒可致酒精性肝炎、脂肪

肝、肝硬化等酒精性肝病.了解乙醇对胃黏膜损伤机制

及其防护具有重要意义.摄入乙醇后，一方面，乙醇可

造成胃黏膜损伤，组织学证据表明乙醇可使胃黏膜上

皮层发生改变、破坏上皮顶端胞浆膜，导致细胞脱落

及胃多发糜烂、溃疡，如累及血管则可引起出血；另

一方面，胃可能参与乙醇的代谢，与乙醇的“首过清

除”有关，表现为胃黏膜中存在多种乙醇脱氢酶同工

酶，但亦有不同观点[1-3].

1  病理改变

乙醇对胃黏膜的损伤包括急性及慢性两方面.前者主

要表现为急性糜烂性胃炎甚至溃疡，内镜下表现为

黏膜表面点状糜烂，直径常为1-2 m m，常不累及深

层，多伴有一定程度的出血(多为黏膜下瘀点)，活

检时黏膜炎症常并不突出.如累及黏膜肌层，则形

成溃疡.如与非甾体类消炎药(non-steroidal anti-

inflammatory drugs，NSAID)(如布洛芬)协同作用，

则对胃黏膜的损伤更为显著.后者表现为胃肠黏膜糜

烂伴有上皮代偿性增生，时间较长可出现肠上皮化

生、上皮不典型增生，甚至癌变,这可能与氧化应激

及脂质过氧化反应有关[4,5].此外,慢性酗酒者幽门螺

杆菌(H pylori)感染所致的慢性胃窦炎发病率较高,

但治疗后黏膜常可完全恢复正常.

2  发病机制

乙醇对胃黏膜的损伤是个复杂的、多方面的过程.总的

来说,与胃黏膜的侵袭因素和防卫因素之间的不平衡有

关.前者包括胃酸、胃蛋白酶及黏膜刺激物等；后者包括

胃黏液层、黏膜血流、HCO3-、前列腺素、表皮生长因子

(epidermal growth factor，EGF)及上皮细胞更新等. 

2.1 侵袭因素相对增强

2.1.1 促进胃酸、胃蛋白酶分泌 乙醇能增加壁细胞膜

上H+-K+-ATP酶表达，从而促进胃酸分泌，并可促进胃

蛋白酶的分泌[6]；慢性乙醇中毒也存在酸高分泌现

象[7]，但也有不同观点[8].

2.1.2 对胃肠道黏膜的刺激 乙醇能影响胃肠道黏膜中

乙醇脱氢酶、过氧化氢酶、微粒体乙醇氧化系统及乙

醛脱氢酶等表达，使乙醛产生量多于被氧化量，有潜

在致癌活性[9-11].

2.1.3 氧自由基(oxygen free radical，OFR)对胃黏膜造

成损伤 乙醇可引起胃黏膜血管内皮损伤，导致微循

环障碍和缺血，从而使OFR产生增多，乙醇代谢亦可产

生OF R．O F R可引起细胞膜中不饱和脂肪酸氧化，导致

膜顺应性下降，并可氧化蛋白中的巯基以及造成D N A

断裂.应用巯基化合物清除OF R有助于黏膜修复[12,13]. 

2.2 防卫因素相对减弱

2.2.1 对黏膜、黏液层的影响  黏膜屏障中直接受酒

精影响的是表层黏液及其下方的上皮细胞．乙醇是一

种有机溶剂，能溶解黏液层，并可引起黏膜细胞损伤

而致黏液合成减少，故酗酒后黏液层变薄．乙醇还可

增加胃黏膜对H+逆向弥散的通透性，引起黏膜形态学

损伤、耗竭黏液层内上皮细胞．EGF能促进黏蛋白(一种

与维持胃黏膜完整性、强度有关的蛋白)及前列腺素生

成．乙醇可抑制EGF产生，从而使黏蛋白生成减少[14,15].

2 . 2 . 2  引起胃黏膜血流减少 主要是通过血栓素

A2(throm-boxane A2)介导的血管收缩[16].
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2.2.3 抑制黏膜上皮细胞膜鞘糖脂层生成及硫转移酶

活性[17]. 

2.2.4 减少前列腺素生成 花生四烯酸由环氧化酶(cy-

clooxygenase, COX)催化生成前列腺素.COX可分为

COX-1及COX-2两种，COX-1为组成性表达，COX-2则为诱导

性表达，乙醇能抑制COX-2表达，从而使前列腺素生成减

少[18,19]；NSAID则能同时抑制COX-1及COX-2，亦可引起

前列腺素生成减少.

2.2.5 其他影响 导致HCO3
-渗漏、壁细胞胞浆中及线粒

体内Ca2+浓度增加[7,20].

 

3  临床表现

与NSAID、应激等其他原因相比，乙醇所致的急性糜烂

性胃炎并无特异性表现．主要表现为中上腹痛，有时

伴恶心、呕吐，如合并胃出血，则可出现呕吐咖啡样

胃内容物及解柏油样大便，大出血时甚至发生休克.

4  诊断

有急、慢性酗酒史，并排除应用NSAID及糖皮质激素

等药物及应激等因素，出现中上腹痛、恶心、呕吐等

症状，内镜下表现为胃黏膜表面充血、水肿，并有点

状糜烂、溃疡，有时伴有黏膜下出血.

5  治疗 

5.1 病因治疗 立即停止饮酒，停用NSAID等药物，注

意休息，避免过度紧张.

5.2 抑制胃酸分泌

5.2.1 抗酸治疗 可服用中和胃酸药物，如氢氧化铝

等，可暂时中和胃酸，减轻过多胃酸对黏膜的损

害.但应注意适量，避免过多碱造成胃黏膜灼伤.

5.2.2 H2受体拮抗剂 通过阻断壁细胞膜上H2受体，减

少胃酸分泌.如雷尼替丁、西米替丁、法莫替丁及新

一代的尼扎替丁及罗沙替丁等.

5.2.3 质子泵抑制剂(PPI) 能与壁细胞膜上H+-K+-ATP酶

结合，使之失效，从而抑制基础酸分泌与各种刺激引

起的胃酸分泌，具有显效快、作用强而持久的特点．

如奥美拉唑、兰索拉唑、雷贝拉唑及埃索美拉唑等．

但对于慢性酗酒者，长期应用PPI，可使胃内pH值上

升，对胃泌素分泌的反馈性抑制减弱，造成胃泌素

分泌增多，并可致胃内细菌过度繁殖、VitB12吸收障

碍、铁吸收不良而致缺铁性贫血．因此，有人[21-25]认

为长期应用奥美拉唑无益于黏膜修复，可使胃息肉发

生率增高，甚至有潜在致癌性.但亦有不少证据[26-28]表

明长期应用PPI是安全的，胃癌发生率无明显增加．

5.3 保护黏膜

5.3.1 黏膜保护剂 如硫糖铝、思密达及铝碳酸镁等，

这类药物能覆盖于胃黏膜表面，形成一保护层，并暂

时中和胃酸，促进糜烂、溃疡的黏膜修复.其他黏膜

保护剂还有瑞巴派特，尚有清除氧自由基、增加前列

腺素分泌作用.

5.3.2 前列腺素E2(PGE2) PGE2能刺激黏液合成，改善黏

膜血流，同时可抑制胃酸分泌，增强上皮细胞对细胞

毒素的抵抗力，并可抑制白细胞的募集，抑制白细胞

释放自由基及水解酶，从而促进黏膜修复[16,29].

5.4 生长抑素 天然的生长抑素有思他(Somatostatin)，

人工合成的有奥曲肽(Octreotide)．生长抑素可抑制胃

酸、胃蛋白酶及胃泌素的分泌，防止微血管栓塞，减

轻血管通透性[30]．一氧化氮(NO)能有效增加胃黏液分

泌、减少白细胞浸润、抑制肥大细胞兴奋、舒张胃平

滑肌、增加胃黏膜血流和及时清除氧自由基，因而能

减轻乙醇对胃黏膜的损伤，抑制NO合成则黏膜易于受

损伤[16,31]．生长抑素能以NO依赖的方式保护胃黏膜及

恢复黏膜下血流[32,33]. 

5.5 三叶肽 三叶因子家族(trefoil factor family，

T F F)是一群主要由胃肠道黏液细胞分泌的小分子多

肽，具有胃黏膜保护及参与上皮重建作用，溃疡发生

时TFF分泌增多有利于溃疡修复[34].小鼠实验[35,36]表

明，局部或静脉内应用TFF有助于黏膜修复.

如发生出血，可按照上消化道出血的原则进行治疗.

6　 参考文献
1	 Haber PS. Metabolism of alcohol by the human stomach. Alcohol 

Clin Exp Res  2000;24:407-408 
2	 Haber PS, Gentry RT, Mak KM, Mirmiran-Yazdy SA, Greenstein 

RJ, Lieber CS. Metabolism of alcohol by human gastric cells: rela-
tion to first-pass metabolism. Gastroenterology  1996;111:863-870 

3	 Levitt MD, Furne J, DeMaster E. First-pass metabolism of 
ethanol is negligible in rat gastric mucosa. Alcohol Clin Exp Res  
1997;21:293-297 

4	 Hernandez-Munoz R, Montiel-Ruiz C, Vazquez-Martinez O. 
Gastric mucosal cell proliferation in ethanol-induced chronic 
mucosal injury is related to oxidative stress and lipid peroxida-
tion in rats. Lab Invest  2000;80:1161-1169

5	 Simanowski UA, Homann N, Knuhl M, Arce L, Waldherr R, 
Conradt C, Bosch FX, Seitz HK. Increased rectal cell proliferation 
following alcohol abuse. Gut  2001;49:418-422 

6	 Klaassen CH, Swarts HG, De Pont JJ. Ethanol stimulates expres-
sion of functional H+K+-ATPase in SF9 cells. Biochem Biophys Res 
Commun  1995;210:907-913

7	 Hernandez-Rincon I,  Olguin-Martinez M, Hernandez-Munoz R. 
Enhanced intracellular calcium promotes metabolic and secre-
tory disturbances in rat gastric mucosa during ethanol-induced 
gastritis. Exp Biol Med (Maywood)  2003;228:315-324 

8	 de Oliveira C, Cruz AR, Goncalves RP. Effect of chronic alco-
holism upon the parietal cells of the stomach of rats. Anat Anz  
1988;165:395-403

9	 Pronko P, Bardina L, Satanovskaya V, Kuzmich A, Zimatkin S. 
Effect of chronic alcohol consumption on the ethanol-and acet-
aldehyde-metabolizing systems in the rat gastrointestinal tract. 
Alcohol Alcohol  2002;37:229-235 

10	 Blasiak J, Trzeciak A, Malecka-Panas E, Drzewoski J, Wojewodzka 
M. In vitro genotoxicity of ethanol and acetaldehyde in human 
lymphocytes and the gastrointestinal tract mucosa cells. Toxicol 
In Vitro  2000;14:287-295 

11	 卿笃信, 凌奇荷. 人胃肠黏膜乙醇脱氢酶的分布. 新消化病学杂志  

2062                             ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年9月15日    第13卷   第17期



任建林, 等. 酒精性胃病                                      	                                                                                                      2063

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2005 年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                                             • 消息 •

加入台湾华艺 CEPS 中文电子期刊服务声明

本刊讯 世界华人消化杂志，将自 2005 年 7 月起，加入台湾中文电子期刊服务—思博网 (CEPS). 中文电子期刊服务—思博网是

目前台湾地区最大的期刊全文数据库，其访问地址为：www.ceps.com.tw 自此，读者可以通过这一网址检索世界华人消化杂志于

1993 年起各期的全文，在一段时期后，还可以回溯检索 13 年前历年的全文 .

        此外，由于世界华人消化杂志被 CEPS 收录，故凡向本刊投稿者，均视为其文稿刊登后可供思博网 (CEPS) 收录、转载并上

网发行；其作者文章著作权使用费与稿酬一次付清，本刊不再另付其他报酬 . 请各位继续支持本刊，谢谢！（世界胃肠病学杂志

社  2005-09-15）

1996;4:543-544 
12	 Mutoh H, Hiraishi H, Ota S, Terano A, Ogura K, Ivey KJ, Sugi-

moto T. Relationships between metal ions and oxygen free radi-
cals in ethanol-induced damage to cultured rat gastric mucosal 
cells. Dig Dis Sci  1995;40:2704-2711 

13	 夏敏. 氧自由基在酒精性胃黏膜损伤中的作用及巯基化合物的保
护作用. 国外医学消化系疾病分册  1996;16:200-202 

14	 Shimamoto C, Hirata I, Umegaki E, Takiuchi H, Hiraike Y, Fu-
jiwara S, Katsu K. Gastric mucosal cell protection by epidermal 
growth factor in primary monolayer culture of guinea pig gastric 
mucous cells. J Gastroenterol  2003;38:727-733

15	 Xu CD, Gan RB, Chen SN, Jiang SH, Xu JY. Protection of gastric 
mucosa from ethanol induced injury by recombinant epidermal 
growth factor in rats. World J Gastroenterol  1998;4:437-438 

16	 Wallace JL, Ma L. Inflammatory mediators in gastrointestinal de-
fense and injury. Exp Biol Med (Maywood)  2001;226:1003-1015 

17	 Slomiany A, Jozwiak Z, Liau YH, Murty VL, Slomiany BL. Effect 
of ethanol on the enzymatic sulfation of glycosphingolipids in 
gastric mucosa. J Biol Chem  1984;259:5792-5796 

18	 Konturek PC, Brzozowski T, Konturek SJ, Taut A, Kwiecien S, 
Pajdo R, Sliwowski Z, Hahn EG. Bacterial lipopolysaccharide 
protects gastric mucosa against acute injury in rats by activation 
of genes for cyclooxygenases and endogenous prostaglandins. 
Digestion  1998;59:284-297

19	 Brzozowski T, Konturek PC, Moran AP, Kwiecien S, Pajdo R, 
Konturek SJ, Drozdowicz D, Ptak A, Pawlik W, Hahn EG. En-
hanced resistance of gastric mucosa to damaging agents in the 
rat stomach adapted to Helicobacter pylori lipopolysaccharide. 
Digestion  2003;67:195-208

20	 Guth PH. Gastric blood flow in ethanol injury and prostaglandin 
cytoprotection. Scand J Gastroenterol Suppl  1986;125:86-91 

21	 Abdel Fattaha NA, Abdel-Rahman MS. Effects of omeprazole on 
ethanol lesions. Toxicol Lett  2000;118:21-30 

22	 Vakevainen S, Tillonen J, Salaspuro M, Jousimies-Somer H, 
Nuutinen H, Farkkila M. Hypochlorhydria induced by a proton 
pump inhibitor leads to intragastric microbial production of acetal-
dehyde from ethanol. Aliment Pharmacol Ther  2000;14:1511-1518 

23	 Ruscin JM, Page RL, 2nd, Valuck RJ. Vitamin B(12) deficiency 
associated with histamine(2)-receptor antagonists and a proton-
pump inhibitor. Ann Pharmacother  2002;36:812-816 

24	 Khatib MA, Rahim O, Kania R, Molloy P. Iron deficiency ane-
mia: induced by long-term ingestion of omeprazole. Dig Dis Sci            

2002;47:2596-2597
25	 Pashankar DS, Israel DM. Gastric polyps and nodules in children 

receiving long-term omeprazole therapy. J Pediatr Gastroenterol 
Nutr  2002;35:658-662 

26	 Freston JW, Rose PA, Heller CA, Haber M, Jennings D. Safety 
profile of Lansoprazole: the US clinical trial experience. Drug Saf  
1999;20:195-205 

27	 Reilly JP. Safety profile of the proton-pump inhibitors. Am J Health 
Syst Pharm  1999;56:S11-S17 

28	 Bateman DN, Colin-Jones D, Hartz S, Langman M, Logan RF, 
Mant J, Murphy M, Paterson KR, Rowsell R, Thomas S, Vessey 
M. Mortality study of 18 000 patients treated with omeprazole. 
Gut  2003;52:942-946 

29	 Hoshino T, Tsutsumi S, Tomisato W, Hwang HJ, Tsuchiya T, 
Mizushima T. Prostaglandin E2 protects gastric mucosal cells 
from apoptosis via EP2 and EP4 receptor activation. J Biol Chem  
2003;278:12752-12758 

30	 Kusterer K, Buchheit KH, Schade A, Bruns C, Neuberger C, Engel 
G, Usadel KH. The somatostatin analogue octreotide protects 
against ethanol-induced microcirculatory stasis and elevated 
vascular permeability in rat gastric mucosa. Eur J Pharmacol  
1994;259:265-271 

31	 余贤恩, 罗绮凝. 外源性一氧化氮对豚鼠酸化乙醇性胃黏膜损伤的
保护作用. 世界华人消化杂志  2000;8:224 

32	 Ancha H, Ojeas H, Tedesco D, Ward A, Harty RF. Somatosta-
tin-induced gastric protection against ethanol: involvement of 
nitric oxide and effects on gastric mucosal blood flow. Regul Pept  
2003;110:107-113 

33	 Nahavandi A, Mani AR, Homayounfar H, Akbari MR, Dehpour 
AR. The role of the interaction between endogenous opioids and 
nitric oxide in the pathophysiology of ethanol-induced gastric dam-
age in cholestatic rats. Fundam Clin Pharmacol  2001;15:181-187 

34	 任建林, 卢雅丕, 王琳, 陈建民, 施华秀, 叶震世, 吴艳环, 钟燕, 林
逊汀, 林辉, 潘金水, 罗金燕. TFF1 在正常及损伤胃黏膜中的表达
改变. 世界华人消化杂志  2003;11:1809-1810 

35	 McKenzie C, Thim L, Parsons ME. Topical and intravenous 
administration of trefoil factors protect the gastric mucosa 
from ethanol-induced injury in the rat. Aliment Pharmacol Ther  
2000;14:1033-1040 

36	 Babyatsky MW, deBeaumont M, Thim L, Podolsky DK. Oral tre-
foil peptides protect against ethanol- and indomethacin-induced 
gastric injury in rats. Gastroenterology  1996;110:489-497 

编辑  王谨晖  审读  张海宁



PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 基础研究 BASIC RESEARCH •

CagA＋幽门螺杆菌胃癌前及癌变中NF-κB的表达增强

李国平, 吴灵飞, 蒲泽锦, 冯家琳, 郑宗茂, 王炳周

李国平，吴灵飞，蒲泽锦，郑宗茂，王炳周，汕头大学医学院第二附
属医院消化科  广东省汕头市  515041
冯家琳，汕头大学医学院第二附属医院信息科 广东省汕头市  515041
李国平，男，1968-02-01生，湖北省天门市人，汉族，1992年湖北
医科大学本科毕业，1998年湖北医科大学硕士研究生，主治医师，主
要从事消化系统疾病的临床和科研工作.
广东省科技厅资助项目，No. 2003C30307
通讯作者：吴灵飞，515041，广东省汕头市东厦北路，汕头大学医学
院第二附属医院消化科. lingfeiwu@21cn.com
电话：0754-8915810    传真：0754-8346543 
收稿日期：2005-06-28    接受日期：2005-07-15

Guo-Ping Li, Ling-Fei Wu, Ze-Jin Pu, Zong-Mao Zheng, Bing-
Zhou Wang, Department of Gastroenterology, the Second Affiliated 
Hospital, Medical College of Shantou University, Shantou 515041, 
Guangdong Province, China
Jia-Lin Feng, Department of Information, the Second Affiliated 
Hospital, Medical College of Shantou University, Shantou 515041, 
Guangdong Province, China
Supported by Science and Technology Department of Guangdong 
Province, No.2003C30307 
Correspondence to: Ling-Fei Wu, Department of Gastroenterology, 
the Second Affiliated Hospital, Medical College of Shantou University, 
Shantou 515041, Guangdong Province, China.   lingfeiwu@21cn.com
Received: 2005-06-28    Accepted: 2005-07-15

Abstract
AIM: To determine the expression of nuclear factor 
kappa B (NF-κB) in human gastric precancerous 
lesions and carcinoma and its correlation with CagA+ 

H  pylori infection. 

METHODS: The expression of NF-κB p65 was 
detected by immunohistochemistry (SABC assay), and 
H pylori  were examined using 14C-breath test, rapid 
urease test and Warthin-Starry staining in patients with 
chronic superficial gastritis (CSG: n  = 34), intestinal 
metaplasia (IM: n  = 31), atypical dysplasia (AD: 
n  = 34) and gastric cancer (GC: n  = 55). Serum CagA 
IgG antibody was detected by dot immunogold filtration 
assay. The correlations of NF-κB p65 expression with 
CagA+ H pylori  infection as well as the histological 
types, clinicopathological stages and lymph node 
metastasis were analyzed.  

RESULTS: The expression of NF-κB p65 in CSG, 
IM, AD, GC was 15.0%, 41.9%, 64.7%, and 78.2%, 
respectively, and there were significant differences 
between them (χ2 = 43.98, P  <0.01). The rates of 
H pylori  infection were 70.0%, 67.7%, 73.5%, and 
54.5%, respectively, and there were no significant 
differences between them (P  >0.05). The percentage 
of CagA+ H pylori  infection were 53.6%, 61.9%, 68.0%, 
and 73.3%, respectively, and there were no significant 
differences (P  >0.05). In IM, the positive rate of NF-κB 
p65 expression in H pylori  or CagA+ H pylori  positive 
patients were significantly higher than that in patients 
without H pylori  infection or with CagA- H py lo r i 
infection (57.1%, 76.9% vs  10%, 25.0%, P <0.05). In 
GC patients, the positive expression of NF-κB p65 was 
correlation with the T stages(χ2 = 5.91, P  <0.05) and 
lymph node metastas is (χ2 = 7.47, P  <0.01), 
but not with the pathohistological types (P  >0.05).

CONCLUSION: NF-κB is constitutively activated in 
human gastric precancerous lesions and carcinoma 
tissue and correlates with tumor progression. The early 
activation may be related to CagA+ H pylori  infection.

Key Words: Nuclear factor kappa B; CagA+ H pylori ; 
Gastric cancer; Precancerous lesions

Li GP, Wu LF, Pu ZJ, Feng JL, Zheng ZM, Wang BZ. Increased 
expression of NF-κB p65 in CagA+ H pylori  gastric precancerous 
lesions and carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13 
(17):2064-2068

摘要
目的：探讨核因子-κB (nuclear factor-Kappa B，NF-
κB)在癌前病变及胃癌组织中的表达及其与细胞毒素
相关抗原A幽门螺杆菌( CagA+ H pylori )感染之间的关
系. 

方法：慢性浅表性胃炎34例，肠腺化生31例，不典型
增生34例，胃癌55例，应用免疫组化方法(SABC法)
检测NF-κB p65的表达，以14C-呼气试验、快速尿素
酶试验和Warthin-Starry银染色检测H pylori，采用斑
点金免疫渗滤法检测患者血清抗H pylori  CagA IgG抗
体，分析NF-κB p65表达与CagA+ H pylori感染之间、
以及与胃癌组织学分型、临床病理分期、淋巴结转移
的关系. 

Increased expression of NF-κB p65 
in CagA+ H pylori -related gastric 
precancerous lesions and carcinoma

Guo-Ping Li, Ling-Fei Wu, Ze-Jin Pu, Zong-Mao Zheng, 
Bing-Zhou Wang

World Chin J Digestol  2005 September 15;13(17):2064-2068
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结果：在慢性浅表性胃炎、肠腺化生、不典型增生
和胃癌组中，NF-κB p65阳性表达率分别为15.0%, 
41.9%, 64.7%和78.2%，呈逐渐增高趋势，各组间
有显著性差异(χ2 =  43.98, P <0.01)；H py lo r i 感染
率分别为70.0%，67.7%，73.5%和54.5%，各组间
无显著性差异(P >0.05). CagA+ H pylor i 构成比分别
为53.6%, 61.9%，68.0%和73.3%，各组间无显著性
差异(P >0.05). 在肠化组中，H pylori  阳性和CagA+ 
H p y l o r i 感染的患者N F-κB p65阳性表达率分别
为57.1%和76.9%，显著高于同组无H py lo r i 感染的
10.0%（χ2 = 6.18, P <0.05）和CagA- H pylori 感染者
的25.0%（χ2 = 5.45, P <0.05）.在胃癌组中, NF-κB 
p65阳性表达与T分期(χ2 = 5.91, P <0.05)及淋巴结转
移有关(χ2 = 7.47, P <0.05)，但与胃癌组织学分型无
关(P >0.05). 

结论：NF-κB的异常活化在胃癌前病变及癌变过程中
起作用，早期的活化与CagA+ H pylori感染有关. 

关键词: 核因子-κB；CagA+ H pylori；胃癌；癌前病变

李国平, 吴灵飞, 蒲泽锦, 冯家琳, 王炳周, 郑宗茂. CagA＋幽门螺杆菌胃癌前

及癌变中NF-κB的表达增强. 世界华人消化杂志  2005;13(17):2064-2068
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0  引言

幽门螺杆菌（H pylori）感染是慢性活动性胃炎的主要

病因，是萎缩性胃炎肠上皮化生和不典型增生等癌前

病变的促进因素[1,5].流行病学调查资料表明,H pylori

感染者发生胃癌的危险性较非感染者6倍[6],但确切机

制仍不清楚.核因子-κB (nuclear factor kappa B, 

NF-κB)作为一种多向转录调节因子[7]，广泛参与多种

生理和病理过程的基因调控[8,11],最近发现它在肿瘤

发生发展中亦起重要作用[12,15]，但有关在胃癌发病中

的作用报道尚少.有文献报道，表达细胞毒素相关抗

原A的H pylori (CagA+ H pylori)可上调NF-κB的表

达[16].我们研究胃癌及癌前病变中NF-κB的表达以及

H pylori，尤其是CagA+ H pylori的感染状态,旨在

探讨二者之间的相互作用关系及其对胃癌发生发展的

影响.

 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-5/2004-12我院胃癌患者55例，男30

例，女25例，年龄32-77(平均62.4)岁.高分化癌25

例，中分化癌13例，低分化癌11例，黏液腺癌6例. 

T1期2例，T2期11例，T3期29例，T4期13例.淋巴结转

移40例,无淋巴结转移15例.所有患者术前均未行化疗

或放疗.胃镜取材活检标本中慢性浅表性胃炎40例,

慢性萎缩性胃炎伴肠化31例，不典型增生34例,患者

均经病理组织学诊断证实.胃黏膜活检标本取自胃窦

或病变区，手术标本均取癌灶及癌旁2 cm组织,采用

40 g/L多聚甲醛固定，常规脱水、石蜡包埋,备测.取

胃窦部黏膜作快速尿素酶试验、Warthin-starry银

染色结合14C-呼气试验，其中2项阳性定为H pylori

感染.微量胶囊法14C-呼气试验所需试剂由深圳养和

生物科技公司提供，按说明书检测样品每分钟衰变数

(dmp), ≥200 dmp为(+),≤150 dmp为(-);Warthin-

Starry银染色按常规组织病理学技术进行,深棕色细长

弯曲为H pylori染色.CagA+ H pylori 检测 采用斑点金

免疫渗滤法.试剂盒购自西安联尔生物技术公司，仅

对H pylori阳性者检测,反应完成后有1个红色斑点为

阴性，有2个红色斑点为阳性，无红色斑点为无效.阳

性者被视为CagA+ H pylori感染. 

1.2 方法 ��������������������采用链霉亲和素-生物素-过氧化物酶复合物

(SABC)法 兔抗人NF-κB p65及SP试剂盒购自北京中山

生物公司.4 μm厚连续切片，二甲苯脱蜡、酒精水化

后，浸入30 mL/L的双氧水中30 min以阻断内源性过

氧化物酶的活性，微波抗原修复，山羊血清封闭,分

别依次滴加抗NF-κB p65抗体(工作浓度1��������∶�������100),4℃

过夜，PBS液洗涤3次.生物素化二抗,加辣根过氧化物

酶标记的链霉卵白素工作液,室温﹑湿盒中作用30 min, 

P B S液洗涤3次，DA B液显色，苏木精轻度复染后脱

水、透明、封片.以PBS代替一抗作阴性对照，用已知

胃癌阳性切片作阳性对照.在组织切片中显示胞质或

胞核染为淡黄至棕黄色者为阳性细胞.先在低倍镜下

选择阳性细胞最集中的5个视野,每个视野观察100个

细胞,最后取5个视野中阳性细胞平均百分数作为每张

切片的观察结果.根据Handel et al [17]的分级标准

采用双盲法记分,根据阳性细胞所占比例判断结

果:＜5%为阴性(-),5-24%为弱阳性(+),25-50%为中度

阳性(++),＞50%为强阳性(+++).根据染色强度将阳性

信号分为3类：染色强度弱(+)—淡黄色或仅个别细胞

呈黄至棕黄色染色，染色强度强(+++)—呈棕黄至棕

褐色染色，中等染色强度(++)—染色强度介于弱阳性

与强阳性之间.染色强度×阳性细胞百分数为每例组

织染色的综合记分.综合记分≥1判为表达阳性,＜1则

为阴性. 

统计学处理  采用χ2检验和Spearman等级相关分

析，应用SPSS 10.0软件包，检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 ������胃部疾病中 H pylori  及CagA+H pylori感染和

NF-κB p65表达 慢性浅表性胃炎40例中,H pylori 

阳性28例(CagA+ H pylori 15例,占53.6%),H pylori

阴性12例，H pylori感染率为70.0%.慢性萎缩性胃炎
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伴肠化31例中，H pylori阳性21例(CagA+ H pylori 

13例，占61.9%),H pylori阴性10例,H pylori感

染率为67.7%.不典型增生34例中,H py l o r i阳性25

例(CagA+ H pylori17例,占68.0%),H pylori阴性

9例，H  p y l o r i 感染率为73.5 % . 5 5例胃癌组

织中,H pylori阳性30例(CagA+ H pylori22例，占

73.3%),H  p y l o r i阴性25例,H pylori感染率为 

54.5%.各组 H pylori感染率无显著性差异(χ2 = 4.32, 

P>0.05).CagA+ H pylori感染的比例在胃炎、胃

癌前病变至胃癌组中有逐渐增高趋势，但无统

计学意义(χ 2 =  2.69,P>0.05).NF-κB p65蛋白表

达呈棕黄色颗粒，定位于细胞质,部分亦可见于细胞

核.慢性浅表性胃炎组织中胞质、胞核中很少呈现表

达.癌前病变组织中其表达信号逐渐增强，在不典型

增生中炎性细胞浸润明显，腺体结构破坏，异型细

胞胞质中可见其表达，为棕黄颗粒(图1A).胃癌细胞

中则常见其表达,呈粗细不等的棕黄或棕褐色颗粒,

胞质、胞核同时着色,表达强度为中等或强阳性(图

1B-C).慢性浅表性胃炎﹑慢性萎缩性胃炎伴肠化﹑

不典型增生和胃癌组织中NF-κB p65的表达率分别为

15.0%，41.9%，64.7%和78.2%,呈递增趋势，经统计

学处理，差异有显著性(χ2 = 43.98,P<0.005). 

2.2  H pylori与NF-κB p65表达的关系 按照H pylori

感染情况分组，浅表性胃炎中H p y l o r i (+)组N F-

κB p65表达率高于H pylori(-)组，但无显著性差

异(P>0.05).肠化患者中H pylori(+)组NF-κB p65

表达率显著高于H p y l o r i (-)组，差异有统计学意

义(χ2 = 6.18，P <0.05).不典型增生和胃癌组中

H pylori (+)与H pylori (-)患者NF-κB p65

表达阳性率相近，经统计学处理，均无显著性差异

(P >0.05)(表1).按照C a g A情况分组，慢性萎缩性

胃炎伴肠化组中CagA+ H pylori患者NF-κB p65阳

性率为76.9%，CagA- H  p y l o r i患者的阳性率为

25.0%,二者相比，差异有统计学意义(χ2 = 5.45,

P <0 . 0 5 ) .其余各组组内比较均无显著性差异

(P>0.05)(表２).

2.3 NF-κB p65与胃癌临床病理特征的关系 N F-κB 

p65表达阳性率与胃癌病理学类型无关，与胃癌的临

床分期、浸润深度及淋巴结转移有关(表3).

3  讨论

流行病学调查资料表明，胃癌发生率与当地H pylori

感染率呈正相关，然而，H pylori如何引起胃癌的机

制并不清楚.一般认为，胃癌的发生是一个有多因素

参与的复杂而漫长的过程.大多从慢性浅表性胃炎至

图 1  NF-κB p65的表达(SP法,×400). A:  不典型增生;  B:  高分化胃腺癌;  C: 中分化胃腺癌.

A CB

分组 H pylori (+)    NF-κB p65  H pylori (-)   NF-κB p65

浅表性胃炎 28  5 (17.9) 12      1(8.3)

肠化 21 12 (57.1) 10    1(10.0)a 

不典型增生 25 16 (64.0) 9    6(66.7)

胃癌 30 24(80.0)   25  19(76.0)

aP＜0.05 vs H pylori (+).

表1  NF-κB p65表达与Hp感染的关系 n (%)

表2  NF-κB p65表达与CagA+ H pylori 感染的关系 n (%) 

分组 CagA+ H pylori NF-κB p65 CagA- H pylori NF-κB p65              

浅表性胃炎 15   4(26.7) 13   1(7.7)             

肠化 13 10(76.9) 8   2(25.0)a      
不典型增生 17 13(76.5) 8 3(37.5)      

胃癌 22 18(81.8) 8 6(75.0)

     
 aP＜0.05 vs  CagA+ H pylori.

表3  NF-κB p65表达与胃癌临床病理特征的关系 n (%)

临床病理因素 ｎ NF-κB p65

高分化腺癌 25     22(88.0)　

中分化腺癌 13 10(76.9)        
未分化/黏液癌 17 11(64.7)        
Ｔ1+Ｔ2 13   7(53.8)         
Ｔ3+Ｔ4 42  36(85.7)a         
无淋巴结转移 15   8(53.3)         

有淋巴结转移 40  35(87.5)b 

        
aP＜0.05 vs  Ｔ1+Ｔ2，

bP＜0.01，无淋巴结转移.



    李国平�� ��� ����, 等. ����CagA＋ 幽门螺杆菌胃癌前及癌变中NF-κB的表达增强                                                                                   2067

萎缩性胃炎，逐渐出现肠上皮化生和不典型增生等癌

前病变，最终才转化成癌.本结果表明，在有胃病症

状的人群中H pylori的感染率为54.5-73.5%,与文献

报道相同[18,19].胃癌组患者的感染率较低(54.5%),我

们认为可能与研究方法有关.通过血清学方法,我们发

现在胃炎、胃癌前病变至胃癌组中CagA+ H pylori感

染比例有逐渐增高趋势，显示检测抗体的方法可能比

实时检测细菌更能反映H pylori对胃部疾病的长期

影响，新近Storskrubb et al在H pylori对胃癌前病

变的一组流行病学调查报告中亦支持此观点[20].慢性

萎缩性胃炎伴肠化H pylori阳性或CagA+ H pylori患

者NF-κB p65的阳性表达率显著高于H pylori阴性或

CagA- H pylori患者,慢性浅表性胃炎组中H pylori

阳性NF-κB p65表达虽高于H pylori阴性患者，但未

显出差异且均在较低的水平，提示H pylori感染引起

NF-κB p65表达上调需要一定的时间.不典型增生及

胃癌组NF-κB p65的表达均明显增高，且与H pylori

或CagA+ H pylori感染无关，说明一旦进入病变

严重或不可逆阶段，由于涉及多种遗传物质的改

变,H pylori的作用已不再易于显示出来，NF-κB p65
的激活是多因素作用长期累积的结果[21,22].CagA+  

H pylori感染的胃炎向胃癌转变过程中NF-κB p65
可能是重要的分子生物学环节.H pylori ,特别是

CagA+  H pylori引起NF-κB p65活化,并与其它因素

一起启动靶基因c-myc,Cyclin D和bcl-2的转录[23,27],

破坏正常细胞的分化过程，最终导致胃上皮细胞向恶

性方向转化[28],可能是其参与胃癌发生的机制之一.最

近研究发现,NF-κB在肿瘤的发生、发展中起重要作

用，可调控细胞的增殖﹑分化、凋亡及恶性转化,其

活性失控常与哺乳动物肿瘤发生有关[29,31].有证据表

明,NF-κB的持续活化可作为结肠癌、胰腺癌、乳腺

癌、前列腺癌等多种实体肿瘤的标志[7-11,22,29].Wang 

et al [32]检测胰腺组织中NF-κB p65的表达，结果胰腺

癌的表达阳性率为67%，而正常胰腺组织表达罕见.在

前列腺癌的研究中，Huang et al [33]报道NF-κB活化

后可抑制细胞凋亡，促进其增殖.Sasaki et al [15]应

用免疫组织化学方法检测NF-κB p65在胃癌细胞胞质

和胞核中的表达情况，结果肿瘤组织中NF-κB p65的
表达明显高于癌旁正常上皮细胞;电泳迁移率改变分

析显示胃癌组织中NF-κB的DNA结合活性与核转位的活

性均增加.本研究中NF-κB p65在慢性浅表性胃炎、

慢性萎缩性胃炎伴肠化、不典型增生及胃癌组织中的

表达阳性率呈递增趋势，各组之间差异有统计学意

义,且随着组织学病变程度的加重，阳性细胞数量逐

渐增多,分布范围也逐渐扩大，与Sasaki et al [15]结

果一致.NF-κB p65在癌前病变中有较高的阳性率,表

明NF-κB p65蛋白表达参与了胃癌前病变的进展,为胃

癌癌变的早期事件，有可能成为检测早期癌变的标志

物.本组55例胃癌中，NF-κB p65表达阳性率在高分

化腺癌中较高, 但与中分化腺癌、低分化或黏液癌无

显著性差异，提示NF-κB的表达与肿瘤发生的组织学

类型无关.比较不同肿瘤分期中NF-κB p65的表达,T3, 

T4期的胃癌此蛋白的表达显著高于T1，T2期, 而且伴

淋巴结转移者显著高于无淋巴结转移者，显示NF-κB 
p65表达与胃癌的分期、浸润深度及淋巴结转移等病

理学特性关系密切，越近晚期的癌肿表达阳性率相对

也越高，与史朝晖et al [34]、王维et al [35]的报道相

似，提示NF-κB p65的异常活化与胃癌的发病密切相

关外，还可能对胃癌侵袭生长施加影响，并可增加其

转移潜能[13，14].从另一角度分析，此蛋白表达与胃癌

侵润及转移有关，则有可能作为判断胃癌预后的指

标[36]. 
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Abstract
AIM: To construct the therapeutic system of HSV-tk/
GCV suicide gene for hepatocarcinoma cell line, and 
to establish a cell model and method to examine the 
effect of HSV-tk/GCV system and its bystander effect.

METHODS: CBRH7919 cells was infected by the 
active retrovirus particle excreted by the packaging cell 
line PT67/tk, and then a high anti-G418 clone named 
CBRH7919/tk was obtained by G418 screening for 3 
wk. The total DNAs of CBRH7919 and CBRH7919/tk 
cells were extracted. The cDNA fragments of HSV-tk 
were labeled with Digoxin and then hybridized with the 

DNAs of CBRH7919, CBRH7919/tk cells and positive 
controls. The CBRH7919 and CBRH7919/tk cells were 
treated with different concentrations (0.1, 1, 10, 50, 
and 100 mg/L) of GCV, respectively. The mixture with 
different ratios of tk positive and negative cells was 
also treated with GCV. The survival rates of the cells 
were examined by MTT assay. The bystander effect 
was analyzed to determine a suitable proportion of tk 
positive cells for the successive experiments.

RESULTS: A high anti-G418 clone named CBRH7919/
tk (tk+) was obtained. The HSV-tk gene was detected in 
the CBRH7919/tk cells, while it was not detected in the 
CBRH7919 cells. GCV showed significant cytoxicity 
and inhibition on the proliferation of CBRH7919/tk 
cells in a concentration- and time-dependent manner. 
The CBRH7919(tk-) cells manifested low sensitivity to 
GCV. The killing rate of GCV to the mixtures containing 
5% and 10% tk positive cells were 6.0% and 25.2%, 
respectively. The sensitivity of MTT assay in the 
detection of the bystander effect was relatively high, 
and the bystander effect was low when the mixture 
contained 5-10% tk positive cells.

CONCLUSION: The therapeutic system of HSV tk/GCV 
suicide gene for hepatocarcinoma cel ls in rats 
is successfully constructed, and the mixed cells 
containing 5-10% tk positive ones can be used for 
further study.

Key Words: HSV tk /GCV; Suicide gene system; Hepa-

tocarcinoma; Rats; Bystander effect

Tan YH, Wu YY, Du BY, Zhao P, Hu YS, Li JF. Construction of 
HSV-tk/GCV suicide gene system for hepatocarcinoma cells 
and its bystander effect in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(17):2069-2073

摘要
目的：构建针对大鼠肝癌细胞的HSV-tk /GCV(以下简称
tk /GCV系统)自杀基因治疗系统，建立比较tk /GCV系统
作用效果及其旁观者效应大小的细胞模型和检测方法.

方法：用包装细胞PT67/tk 分泌的重组逆转录病毒的
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活性颗粒感染大鼠肝癌CBRH7919细胞，用G418筛
选3 wk获得高耐药性的重组子CBRH7919/tk ，扩大
培养.提取CBRH7919(tk -)，CBRH7919/tk (tk +)细胞的
DNA，把HSV-tk基因片段用Dig标记为探针后，与2
种DNA及阳性对照DNA进行点杂交，以检测tk +细胞
的DNA是否整合有HSV-tk 基因.用0.1、1、10、50、
100 mg/L的GCV体外作用于tk -、tk +细胞，MTT检测
存活率.用GCV体外分别作用于含不同比例tk +细胞的
tk +、tk -混合细胞，MTT检测存活率，比较分析各组
旁观者效应大小，确定后续实验的合适tk +比例.

结果：用G418筛选3 wk后获到高耐药性的CBRH7919/tk(tk+)
重组细胞.HSV-tk基因片段用Dig标记为探针后进行点
杂交，检测到tk +细胞DNA上已整合有HSV-tk基因，
而tk -细胞DNA不含HSV-tk基因.GCV对tk +细胞生长
抑制和细胞毒作用明显，而且有浓度、时间依赖性，
而tk -细胞对GCV不敏感，说明HSV-tk基因已表达且
表达产物具有生物学活性. GCV对含5%和10%tk +的混
合细胞杀伤率分别为6.0%和25.2%，结果表明5-10%的
tk +混合比例下自杀基因系统自身的旁观者效应较低，
而且用MTT检测旁观者效应大小时灵敏度比较高，
可作为后续研究中药活性成分对旁观者效应增效作用
的tk +、tk -混合比例.

结论：成功构建了针对大鼠肝癌的HSV1-tk /GCV自
杀基因治疗系统，建立了体外快速筛选旁观者效应增
效药物的稳定有效的细胞模型和检测方法.

关键词: HSV1-tk /GCV自杀基因系统；肝癌；大鼠；旁观者

效应
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0  引言

HSV-tk /GCV对癌细胞的杀伤作用已进入Ⅲ期临床实

验[1-4].旁观者效应(bystander effect)是肿瘤自杀

基因疗法的突出优点，筛选旁观者效应增效药物的研

究对推进自杀基因疗法的临床应用很有意义[5].我们构

建表达HSV-tk基因的大鼠肝癌重组细胞株CBRH7919/

tk，建立针对大鼠肝癌的肿瘤自杀基因tk/GCV系统，

通过测定tk/GCV系统对CBRH7919的杀伤作用和旁观者

效应大小，建立快速筛选旁观者效应增效药物的细胞

模型和筛选方法如下.

1  材料和方法

1 .1  材料 P L X S N逆转录病毒表达载体购自美国

Clontech公司；重组质粒PLXSN/tk和重组PT67/tk细

胞由本研究组构建[5]；大鼠肝癌细胞株CBRH7919细胞

株购自中山大学动物中心细胞库.细胞培养板等耗材

购自Corning公司，Polybrene，G418，GCV等为Sigma

公司产品；DMEM，RPMI-1640，胎牛血清为Gibco公司

产品；新生牛血清为杭州四季青公司产品；高纯度质

粒提取、DNA片段凝胶回收、基因组DNA提取等试剂

盒购自上海Sangon生物工程技术公司；Dig标记及检

测试剂盒购自Roche公司.主要仪器有BNA-3210型CO2

培养箱(日本Espec)，电泳系统(Bio-Rad)，凝胶成

像系统(Syngene)，倒置显微镜(重庆COIC)，酶标仪

(BioRad)，杂交仪(北京华运).

1.2 方法 细胞培养、复苏、传代、冻存、MTT检测

(四甲基偶氮比色法)等实验技术方法参照文献[6-9].

将C B R H7919细胞以5×103个/孔接种于含梯度浓度

G418(0，100，200，300，400，600，800 mg/L)的

6孔培养板中，每4 d换液一次，每天观察细胞，选

用5 d内细胞绝大多数死亡或2 wk内细胞全部死亡的

最小G418浓度为筛选浓度.把已转染重组逆转录病毒

的PT67/tk细胞复苏，培养至对数生长期，收集滴度

为4×107 cfu/L的PT67/tk细胞上清液，经0.45 mm
孔径的过滤器过滤，吸取100 mL加入对数生长期的

CBRH7919细胞，随后加聚季丁胺(polybrene)至终浓

度为8 mg/L，2 d后更换含G418的选择培养液，连续

筛选2 wk后，获得抗性细胞克隆，命名为CBRH7919/tk.

1.2.1 点杂交鉴定tk基因对CBRH7919的转染 按试剂盒

说明书方法提取质粒PLXSN/tk的DNA，经EcoRI/B am HI
双酶切后，用凝胶回收试剂盒回收1.7 k b的tk基因

片段，按Dig标记试剂盒说明书提供的方法用Dig(地

高辛)试剂标记t k基因探针、检测标记效率.提取

CBRH7919，CBRH7919/tk细胞的DNA，琼脂糖电泳检查

后，把两种细胞各约1 mg的DNA和1 mg质粒PLXSN/tk

的DNA(阳性对照)，热变性后与标记好的tk探针进行

杂交、显色反应.

1.2.2 GCV对CBRH7919/tk的杀伤作用 将CBRH7919(tk-)

和CBR H7919/t k (t k +)按每孔5×103个细胞接种96孔

板，每孔含培养液190 mL，再分别加入GCV10 mL使
GCV终浓度分别为0，0.1，1，10，100 m g/L，每孔总体积

200 mL，各6个复孔，首列6孔为无细胞对照.培养

48，72 h后用倒置显微镜观察细胞的变化，用MTT法

检测tk-和tk +细胞在不同浓度GCV下的吸光度，计算各

组存活率.

1.2.3 tk +/tk -混合比例对tk /GCV系统旁观者效应的影

响 用高浓度的750 mg/L G418筛选已被GCV杀伤实验

和点杂交鉴定的重组细胞株CBRH7919/tk 3 wk，以获

得对G418高耐药的较纯化的tk +癌细胞集落.按tk +细

胞占总细胞的0%，5%，10%，20%，30%，50%，70%，

100%混合tk+和tk–细胞，培养12 h后均加入100 mg/L
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的GCV；另设不加GCV的tk–和tk +的空白对照组.各组

分别置于96孔培养板，每孔200 mL均接种5×103个细

胞，每组6个复孔,于37℃，50 mL/LCO2培养72 h，采

用MTT法检测存活率.

统计学处理 用SPSS统计软件分析，两组间比较

用LSD法.

2  结果

经对G418的敏感试验确定CBR H7919/t k的筛选浓度

为350 mg/L.重组病毒PLXSN/tk转染CBRH7919后筛

选3 w k，获得对G418高耐药性的细胞集落，命名为

CBRH7919/tk(tk +细胞)，扩大培养.

2.1 点杂交鉴定tk 基因对CBRH7919的转染 t k探针

标记效率较高，CBR H7919的DN A不与tk探针杂交，

CBRH7919/tk的DNA和重组质粒PLXSN/tk的DNA均与tk

探针杂交显色，说明tk基因已转染CBRH7919并整合到

CBRH7919/tk的DNA上.

2.2 GCV对CBRH7919/tk的杀伤作用 倒置显微镜下

观察，tk+细胞密度随GCV浓度的增高和作用时间增加

而逐步减少，GCV10 mg/L以上作用48 h和GCV1 mg/L

以上作用72 h的各复孔均见细胞变圆，胞膜皱缩，

部分细胞脱落悬浮，并有大量调亡小体及细胞碎片

产生，GCV100 mg/L组作用72 h镜下几乎不见存活细

胞，但MTT检测存活率为29.1%.GCV对tk +细胞作用72 

h的IC50为9 mg/L(图1，表1).而GCV作用于tk-细胞时

小于100 m g/L各浓度组细胞生长良好，与空白对照

组比较细胞密度、存活率无显著差异.只有GCV达100 

mg/L、作用72 h时tk -细胞才有明显生长抑制，存活

率76.9%(P<0.05 vs对照组，表1).

2.3 tk +/tk -混合比例对tk /GCV系统旁观者效应的影

响 含0％，5％，10％，20％，30％，50％，70％，

100％tk +的混合细胞在100 mg/L GCV作用下存活率

(％)分别为74.9±10.4，70.4±2.2，56.0±5.7，

47.3±2.0，39.9±9.8，28.4±2.6，21.0±2.3，

23.5±1.1．5％tk +的混合细胞无明显旁观者效应，

10％tk +细胞能杀伤25.2%癌细胞(P<0.05 vs空白对照

组)，已有明显旁观者效应，70％以上tk +的混合细胞

与100％tk +细胞杀伤率已没有差异(图2).镜下观察到

的细胞已从不规则多边形全部变圆，苔盼蓝计数法检

测活细胞也为零，MTT检测存活率却达20-30%，明显

偏高.镜检发现凋亡小体、细胞碎片也能被MTT染色

(图3)，这可能是MTT检测时细胞杀伤程度越高，结果

偏高越严重的原因.

表1   GCV对tk + 和tk - 细胞的作用 (mean±SD, n  = 3)

                                                                        存活率（％）

                                                          48 h	                  72 h

1 tk + 	               0                      100±7.1                        100±3.7

2 tk +	            0.1	                     95.4±12.1	            74.8±6.8b

3 tk + 	               1	                     93.2±16.5	            63.2±6.0b

4 tk + 	             10	                     55.7± 8.2b	            49.2±3.0b

5 tk + 	           100	                     37.2± 3.4b 	            29.1±6.4b

6 tk -	               0	                      100±9.3	             100±6.7

7 tk - 	            0.1	                     97.9±10.5	          107.3±5.9

8 tk -	               1	                     92.5±0.7	            97.9±11.4

9 tk - 	             10	                  100.6 ±12.5	            98.8±3.7

10 tk -	           100	                    94.8 ±11.6	            76.9±8.2b

aP<0.05, bP<0.01 vs组1.

图 1   G C V  7 2  h 对t k + 细 胞 的 杀 伤 作 用 . A ： G C V  0  m g / L ；                       

B：GCV 1 mg/L；C：GCV 10 mg/L ；D：GCV 100 mg/L.

A B

C D

3  讨论

用培养PT67/tk的含病毒上清液感染大鼠肝癌细胞株

CBRH7919，用G418筛选获得了稳定的抗性克隆，与

Dig标记的HSV tk基因探针点杂交实验证明CBRH7919/

tk细胞的DNA已整合有HSV tk基因，而CBRH7919细胞

不含HSV tk基因.GCV在体外对CBRH7919/tk癌细胞有

明显的杀伤作用，而对CBRH7919对照组细胞无明显

毒性，表明HSV tk基因已在CBRH7919/tk细胞中表达

且产物具有生物活性.以上结果表明已成功构建了
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图2  GCV对含不同比例 tk +的 tk +、tk -混合细胞旁观者效应的影响. 

y = -32.15Ln(x) + 83.667
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针对大鼠肝癌的tk/GCV系统.旁观者效应机制主要有

GJIC、细胞凋亡、免疫等介导[5,10-17]，但在细胞水平

只能观测到通过GJI C或细胞凋亡等非整体因素介导

的旁观者效应，而不能观测免疫机制介导的旁观者

效应.我们建立了检测旁观者效应大小以及筛选其增

效药物的细胞模型.从含不同比例tk +的混合细胞旁观

者效应测定结果看，(1)CBRH7919的自杀基因旁观者

效应和已报道的其他细胞系比较，属于比较低的类

型(肿瘤细胞旁观者效应普遍比正常细胞系低)，5%

和10%t k +的混合细胞杀伤率分别为6.0%和25.2%，旁

观者效应仅使杀伤率增加了约1%和15%；(2)在5％和

10％tk +的混合比例下tk/GCV系统自身的旁观者效应

程度较低，有利于观察药物对旁观者效应的诱导促进

作用；(3)用MT T法测定旁观者效应的大小变化时在

5％和10％这两种比例下检测较灵敏：5%组、10%组与

20%组间存活率有显著差异，而30-50％组间差异不显

著，70-100％组MTT法测定结果偏高.另外，10％左

右tk+ 的混合比例还能模拟目前临床水平10％左右较

低的体内基因转染率．因此，结合上述结果我们把

5-10％tk +确定为下一步体外筛选旁观者效应增效中

药成分的tk+、tk -细胞混合比例.

目前，应用HSV1-tk/GCV系统的基因疗法在国外

已进入Ⅲ期临床实验阶段.然而与其他肿瘤基因治疗

方案一样，自杀基因疗法也存在缺乏高效转染载体的

问题，目的基因在体内的转染率仅为10％左右，大大

地影响了肿瘤基因治疗的临床推广应用[18-20].通过寻

找天然低毒的中药增强旁观者效应来提高自杀基因疗

法的疗效是很有前景的增效策略.另外，通过细胞凋

亡、GJIC等机制增强旁观者效应的药物，本身也有直

接抗肿瘤作用[11-17].因此，通过调整细胞生理，诱导

肿瘤细胞凋亡，加强肿瘤与肿瘤细胞、肿瘤细胞与正

图3  GCV对含不同比例 tk +的 tk +、tk -混合细胞旁观者效应的影响. A：0%tk +; B：5%tk +; C：10%tk +; D：20%tk +; E：30%tk +; F：50%tk +; G：70%tk + ; 

H：100%tk +.

A B C D

E F G H

常细胞之间的GJIC功能，从而使肿瘤细胞恶性生长逆

转，而且通过提高旁观者效应而增强自杀基因疗效，

有可能为肿瘤治疗提供新途径.
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Abstract
AIM: To explore the arsenic trioxide(As2O3)-induced 
inhibition of the proliferation of mouse hepatoma cells 
in vivo .

METHODS: The mice bearing H22 solid and ascetic 
h e p a t o m a c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h d i f f e r e n t 
concentrations of arsenic trioxide. The growth of the 
solid tumor and the survival of the ascetic tumor-bearing 
mice were observed. The expression of proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA) and cyclinD1 of the tumor cells 
were examined by immunohistochemical methods. The 
changes of cell cycle were measured by flow cytometry. 
The ultra-structural changes of the cells were observed 
under electron microscope.

RESULTS: Both high and low concentration of As2O3 

inhibited the growth of the solid tumor and prolonged 
the survival time of ascetic-tumor-bearing mice, and the 
inhibitory rates were 39.1% and 45.7%, respectively. 
The life prolonging rates were 57.2% and 97.7%, 
respectively. The positive rates of PCNA and cyclinD1 
expression in the As2O3-treated groups were significantly 
decreased from 57.9±6.6% to 44.0±5.0%(P <0.01), and 
from 49.2±9.3% to 37.6±6.3% (P <0.01), respectively. 
Flow cytometry showed that the percentage of G0/G1 
phase cells was decreased and the percentage of 
G2/M phase cells was increased. Electron microscopy 
showed the typical characteristics of cell apoptosis.

CONCLUSION: As2O3 can significantly inhibit the 
proliferation of mouse hepatoma cells.

Key Words: As2O3; Hepatoma; Mice

Tang YH, Tian YG, Liu TF, Xu HY, Zhuang LW, Liang T, Jiang AM. 
Inhibitory effect of arsenic trioxide on proliferation of hepatoma cells 
in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(17):2074-2077

摘要
目的：探讨三氧化二砷（As2O3）对小鼠H22肝癌细胞
增殖的抑制作用.

方法：建立小鼠H22肝癌实体型及腹水型移植瘤模
型，腹腔应用As2O3治疗后，通过瘤体生长及生存时
间的比较，PCNA及cyclinD1免疫组化检测，腹水细
胞周期的流式术检测，电镜观察等指标反映细胞增殖
改变.

结果：As2O3高剂量及低剂量组均有效地抑制实体瘤
组荷瘤鼠皮下肿瘤的生长，抑瘤率分别为39.1%和
45.7%，且明显延长腹水瘤组荷瘤鼠的生存时间，延
命率分别为57.2%和97.7%，其作用呈一定的量效关．
PCNA及cyc l i nD1阳性表达率均明显降低，分别由
57.9±6.6%降为44.0±5.0%（P <0.01），由49.2±9.3%
降为37.6±6.3%（P <0.01）.腹水流式细胞术可见细胞
周期发生明显变化，主要作用于G0/G1期及G2/M期，
电镜观察可见细胞发生典型的凋亡形态学改变，并可
见早期凋亡小体形成.

结论：As2O3对小鼠肝癌细胞的增殖具有明显的抑制
作用，具有治疗肝癌的潜在价值.

World Chin J Digestol  2005 September 15;13(17):2074-2077
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0  引言

恶性肿瘤细胞具有无限增殖的特点，抑制肿瘤细胞生

长是治疗肿瘤的重要途径之一.砷剂是治疗恶性肿瘤

的化疗药物.近年来，As2O3在急性早幼粒细胞白血病

(APL)治疗的临床和基础研究上已取得很大进展[1-4].

国内体外研究证实，As2O3能抑制多种消化道肿瘤细胞

株增殖，诱导其凋亡[5-11]，其中对肝癌作用研究最广

泛[12-16]，但As2O3的体内抗癌抑癌作用研究尚少.我们

研究As2O3对小鼠肝癌的抑制作用，来探讨其用于消化

道肿瘤的治疗的可能性.

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年昆明系小鼠，质量18-22 g，雌雄

兼用，由哈尔滨医科大学第一临床医学院动物室提

供；H22小鼠肝癌细胞株由黑龙江省肿瘤医院检验科宋

晓时老师惠赠；1 g/L As2O3溶液由哈尔滨医科大学第

一临床医学院提供；PCNA，cyclinD1mAb购于武汉博

士德生物工程公司.取H22小鼠肝癌细胞株(荷H22肝癌小

鼠腹水)，活瘤细胞>90%，调整细胞密度为1×1010个/L，

分别接种于小鼠前肢外侧皮下制成实体型荷瘤鼠模

型，接种于小鼠腹腔内制成腹水型荷瘤鼠模型.

1.2 方法 次日实验随机分为3组，分别腹腔注射.对照

组，生理盐水0.2 mL；低剂量给药组，As2O3 2 mg/kg

约0.2 mL；高剂量给药组，As2O3 4 mg/kg约0.2 mL.

每组10只，每天给药1次，连续10 d.实体瘤组于停药

后2 d处死，取瘤体，称质量，计算抑制率=(1-给药

组平均瘤质量/对照组平均瘤质量)×100%.腹水瘤给

药组与对照组小鼠比较生存时间，计算延命率=(给药

组平均存活时间/对照组平均存活时间-1)×100%.实

体瘤标本做石蜡切片，经二甲苯脱蜡，入水，血清封

闭，依次加入抗PCNA及抗cyclinD1抗体、生物素标记

的二抗、ABC试剂，DAB显色，苏木素复染，显微镜观

察.腹水瘤组于停药后2 d，分别自每组随机挑选小鼠

8只抽取腹水，离心，700 mL/L乙醇固定12 h以上，离

心，除去乙醇，加入10 g/L RNA酶溶液200 μL，37℃

水浴15 min，加入碘化丙啶(PI)染色，上流式细胞仪

(美国BD公司，型号FACSC alibur)检测细胞周期并用

Lysis软件分析.实体瘤标本用戊二醛固定，脱水，浸

透，环氧树脂812包埋，醋酸铀和柠檬酸铅双重染色，

超薄切片，透射电镜下观察瘤细胞超微结构变化.

统计学处理 结果用平均数±标准差(mean±SD)

表示，所有资料经LYSIS Ⅱ软件收集处理，采用两组

均数t检验.

2  结果

在实验过程中，对照组荷瘤鼠活动减少，步态不稳，

毛发稀疏，进食水少，形体消瘦呈恶病质，其中一

只在用药后5 d死亡，而治疗组小鼠活动基本正常，

饮食状况无明显改变，质量未见明显减轻.A s2O3低

剂量组及高剂量组平均瘤质量低于对照组平均瘤质

量，有显著性差异(1.93±0.36 g，1.72±0.42 g 

vs 3.17±0.75 g，P<0.01)，其抑瘤率分别为39.1%

和45.7%，说明As2O3能有效抑制肿瘤生长.但高剂量

组与低剂量组平均瘤重比较，无明显差异(P>0.05).

同样，腹水瘤治疗组平均生存时间明显长于对照组

(17.50±1.85 d，22.0±4.10 d vs 11.13±2.64 d， 

P<0.01)，延命率分别为57.2%和97.7%，但高剂量组

与低剂量组有显著性差异(P<0.05)，说明As2O3能明显

延长肝癌小鼠的生命，高剂量As2O3作用更明显.

2.1 PCNA及cyclinD1免疫组织化学结果 阳性细胞为

细胞核着棕黄色，染色深度与其表达量有相关性(图

1，图2).每张切片选染色最强、最集中的10个高倍

视野(×400)共计数4000个肿瘤细胞中的阳性细胞

数，得出阳性细胞的百分数(表1).治疗组肿瘤细胞

的PCNA阳性表达率及cyclinD1阳性表达率均低于对

图1 各组中PCNA表达(×40). A: 生理盐水对照组; B: 高剂量As2O3治疗组.

A B

A B

图2 各组中cyclinD1表达(×40). A: 生理盐水对照组; B: 高剂量As2O3治疗组.
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2.3 电镜观察结果 As2O3高剂量及低剂量组均可见细胞

变小，细胞间隙增宽，细胞表面微绒毛显著减少；细

胞核内染色质浓缩聚集，呈团块状或花瓣状，位于核

膜内侧；核中央可见低电子密度的染色质，部分细胞

可见核膜破裂，胞核崩解，形成早期凋亡小体；胞质

内线粒体轻微肿胀，部分空泡样变，其它细胞器结构

基本正常(图3).总的来说，以细胞核及线粒体的变化

为主，这种变化以高剂量组更明显.

3  讨论

三氧化二砷诱导人白血病细胞株及其它肿瘤细胞株

凋亡已有诸多报道[17].目前，人们已把重点转移到

As2O3在动物体内抗肿瘤作用的实验研究上[18-21].我

们用As2O3对小鼠H22肝癌进行体内抑癌研究，结果表

明，As2O3可有效地抑制实体瘤组荷瘤鼠皮下肿瘤的

生长，并明显延长腹水瘤组荷瘤鼠的生存时间，其作

用呈一定的量效关系.整个实验过程中，治疗组无质

照组(P<0.01)，有显著差异.说明As2O3能下调PCNA及

cyclinD1蛋白，抑制小鼠H22肝癌细胞的增殖.

2.2 腹水细胞周期分析结果(表1) 应用As2O3(高)后，

小鼠腹水细胞周期发生了明显变化，G0/G1期细胞从

35.8%下降到18.2%(P<0.05)，S期细胞从59.4%上升到

63.5%(P >0.05)，变化不明显，而G2/M期细胞由4.8%

上升到19.3%(P<0.05).(低剂量As2O3作用后，小鼠腹

水细胞周期没有明显变化)说明As2O3(高)主要作用于

G0/G1期及G2/M期，抑制细胞增殖作用.

图3  As2O3作用后电镜下细胞变化.  A: 低剂量; B，D: 高剂量; C: 治疗组.

A B C D

表 1   各 组 小 鼠 P C N A 及 c y c l i n D 1阳 性 表 达 率 和 细 胞 周 期 的 比 较                   

（mean±SD，n = 10）

aP＜0.05，bP<0.01 vs 对照组.

                                   肿瘤组织                                 腹水细胞周期

	    PCNA阳性           cyclinD1阳性          G0/G1          S         G2/M

对照组           

AS2O3低          

AS2O3高 

57.9±6.6              49.2±9.3             35.8        59.4        4.8

49.0±4.8b             42.8±9.0b            33.9        58.4        7.7

44.0±5.0b             37.6±6.3b            18.2a       63.5a     19.3a

分组

量变化等明显毒副作用.PCNA及cyclinD1在细胞周期

的调控中起关键作用[22]，肿瘤细胞增殖越活跃，其

表达越高，我们发现，对照组PCNA及cyclinD1阳性表

达率分别为57.9%和49.2%，而As2O3低剂量组二者的

阳性表达率下降，分别为49.0%和42.8%，As2O3高剂

量组二者的阳性表达率下降的更明显，分别为44.0%

和37.6%.结果表明，As2O3通过下调PCNA及cyclinD1蛋

白的表达，来抑制肿瘤细胞的增殖，从而达到治疗肿

瘤的目的.应用高剂量As2O3作用后，小鼠腹水细胞周

期变化明显，G0/G1期细胞从35.8%下降到18.2%，G2/M

期细胞则从4.8%上升到19.3%，说明AS2O3主要作用于

G0/G1期，使其比率下降，这种作用方式与众多S期抑

制药物不同.G1期是转录过程的开始，是细胞周期运

行的关键时刻，抑制这一时期，能明显抑制细胞周期

的正常运行.As2O3这种抑制G1期的作用方式，与Stephan 

et al[23]应用hexahydrocolupulone(HHC，25 mmol/l)

抑制乳腺癌细胞MCF-7所报道的作用方式一致.我们看

到，As2O3还作用于G2/M期，使细胞堆积于S期及G2/M

期，阻滞细胞由S期-G2期及G2-M期的进程，从而减慢

癌细胞的增殖生长速度.在实验中，由于腹水里可能

有一些吞噬细胞对肿瘤细胞有吞噬作用，又由于一些

坏死细胞在崩解之前难于与活的肿瘤细胞区别，因

此，FCM显示S期细胞比率比G0/G1期细胞比率高，这并

不能代表癌细胞的DNA合成总量增多.电镜观察下我们

发现As2O3主要作用于细胞核及线粒体，使其基本符合

细胞凋亡的形态学特征，且见到早期凋亡小体，说明

As2O3可诱导肝癌细胞凋亡.

本实验结果显示As2O3具有:(1)抑制实体型荷肝癌

小鼠皮下肿瘤的生长;(2)延长腹水型荷肝癌小鼠的生

存时间;(3)下调PCNA及cyclinD1蛋白的表达;(4)减少

细胞周期中G0/G1期百分率，提高G2/M期百分率;(5)形

成早期凋亡小体.这些方面均有力地证实了As2O3对体

内肝癌细胞的作用，为临床应用As2O3治疗肝癌提供了

可靠依据.至于As2O3这种体内抗肝癌作用的机制有待

于我们进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of hepatitis B vaccine 
with CpG oligodeoxynucleotide (ODN) or Bacill i 
Calmette Guerin on the immune responses in mice.

METHODS: BALB/c mice were subcutaneously 
injected with different doses of hepatitis B vaccine (0.25, 
0.75, 1.0 μg) combined with CpG ODN or BCG. The 
levels of serum hepatitis surface antibody (anti-HBs) 
were detected by ELISA assays two and four weeks 
after injection. The changes of peripheral blood T 
lymphocyte subsets CD4+, CD8+ and CD4+/CD8+ ratio 
were detected by flow cytometry.

RESULTS: Four weeks after injection, the levels 

of serum anti-HBs in the mice injected with the 
combination of CpG ODN and hepatitis B vaccine (0.75 
and 1.0 μg, respectively) were significantly higher than 
that with CpG ODN and 0.25 μg hepatitis B vaccine 
(420.56±55.66 vs 181.62±41.25, t = 0.013, P <0.05; 
403.38±63.85 vs 181.62±41.25; t = 0.024, P <0.05). 
Compared with that in the mice only injected with 
hepatitis B vaccine, the serum anti-HBs levels in the 
ones injected with the combination of CpG ODN and 
hepatitis B vaccine (0.25 and 0.75 μg, respectively) 
were markedly higher (181.62±41.25 vs 59.16±18.43, 
t = 0.022, P <0.05; 420.56±55.66 vs 241.82±23.84, 
t = 0.018, P <0.05). The serum anti-HBs levels in 
the mice injected with the combination of BCG and 
hepatitis B vaccine were not significantly different from 
that with hepatitis B vaccine only. Whereas compared 
with that in the CpG ODN combination groups, the 
serum anti-HBs levels were lower in the mice injected 
with the combination of BCG and 0.25 or 0.75 μg 
hepatitis B vaccine. The percentages of CD4+ and 
the CD4+/CD8+ ratio in the mice immunized by CpG 
ODN combined with hepatitis B vaccine increased 
significantly as compared with those with hepatitis B 
vaccine only and the BCG combination group (CD4+: 
38.30±1.68% vs 31.47±2.15%, t = 0.018, P <0.05; 
38.30±1.68 vs 29.31±2.97, t = 0.013, P <0.05; CD4+/
CD8+: 9.01±0.38 vs 6.45±0.39, t = 0.000, P <0.05; 
9.01±0.38 vs 6.99±0.79, t = 0.029, P <0.05).

CONCLUSION: CpG ODN combined with hepatitis B 
vaccine not only induces high level of anti-HBs, but 
also enhances the cellular immune responses.

Key Words: CpG oligodeoxynucleotide; Bacilli Cal-

mette Guerin; Hepatitis B vaccine; Anti-HBs; CD4+; 

CD8+

Wang S, Chen Q, Wang X, Zhang Y, Ma L, Wang ZQ. Immunigical 
effect of hepatitis B vaccine with CpG oligodeoxynucleotide and 
BCG on mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(17):2078-2081

摘要
目的：观察乙肝疫苗联合CpG ODN和卡介苗免疫小
鼠，对小鼠抗HBs水平和细胞免疫的影响.

World Chin J Digestol  2005 September 15;13(17):2078-2081
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方法：不同剂量乙肝疫苗单用或联合CpG ODN或卡
介苗免疫小鼠，用ELISA方法检测抗HBs水平，流式
细胞仪检测外周血CD4+和CD8+T淋巴细胞亚群的百
分比和比值.

结果：免 疫 4  w k 后 ， 中 、 高 剂 量 乙 肝 疫 苗 联 合
CpG ODN组抗HBs水平显著高于低剂量乙肝疫苗
组（420.56±55.66 v s  181.62±41.25，t  = 0.013，
P<0.05；403.38±63.85 vs  181.62±41.25；t  = 0.024，
P <0.05）.但中、高组间无差别.CpG ODN联合组与
单用乙肝疫苗组比较，联合低、中剂量乙肝疫苗抗
HBs水平较单用乙肝疫苗明显升高（181.62±41.25 vs 
59.16±18.43，t  = 0.022，P <0.05；420.56±55.66 vs 
241.82±23.84，t  = 0.018，P<0.05）.但高剂量乙肝疫
苗联合组与单用乙肝疫苗比较两组间未显示明显差
别.且以CpG ODN联合中等量乙肝疫苗产生的抗HBs
水平最高.卡介苗联合组与单用乙肝疫苗组无差别，
但在联合低、中剂量乙肝疫苗抗HBs水平低于CpG 
ODN联合组.CpG ODN联合组CD4＋T淋巴细胞百分
比和CD4＋/CD8＋比值明显高于单用乙肝疫苗组和卡
介苗联合组（CD4＋：38.30±1.68 vs  31.47±2.15，
t  = 0.018，P <0.05；38.30±1.68 vs  29.31±2.97，
t  = 0.013，P<0.05；CD4＋/CD8＋：9.01±0.38 vs  6.45
±0.39，t  = 0.000，P <0.05；9.01±0.38 v s  6.99±
0.79，t = 0.029，P<0.05）.

结论：CpG ODN联合乙肝疫苗不仅能诱导出高水平
的抗HBs，而且对细胞免疫也有调节作用.

关键词：CpG ODN；卡介苗；乙肝疫苗；乙肝表面抗体；

CD4+；CD8+
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0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)感染呈全球范围广泛流行.HBV感

染可引起急性、慢性和重型肝炎，并与肝硬化、肝

癌的发生密切相关，是严重危害人类健康的感染性

疾病，且目前尚缺乏可靠的治疗方法.因而人们不断

寻求新的预防和治疗措施来控制乙型病毒性肝炎.近

年来，发现细菌DNA中含非甲基化CpG基序具有免疫

刺激作用，人工合成含非甲基化CpG基序的寡脱氧核

苷酸(CpG oligodeoxynucleotide，CpG ODN)也有同

样免疫作用[1,2].大量研究表明CpG ODN不仅能诱导出

高水平的保护性抗体，而且能诱导出强烈的TH1型细

胞免疫应答[3,4].我们探讨含CpG基序的寡脱氧核苷酸

(CpG ODN)和卡介苗联合乙肝疫苗对小鼠抗HBs水平

和细胞免疫的影响，为乙肝的预防与特异性免疫治疗

提供新的方案.

1  材料和方法

1.1 材料 雌性BALB/c小鼠45只，6-8周龄，清洁级，

每只20-25 g，购于扬州大学实验动物中心.CpG ODN

碱基序列为5'－TCCATGACGTTCCTGACGTT－3'，由上海

博亚生物技术有限公司合成.乙肝疫苗为北京天坛生

物制品股份有限公司生产.卡介苗为成都生物制品研

究所提供.FITC标记的抗小鼠CD4 mAb和PE标记的抗小

鼠CD8 mAb，对照试剂分别为FITC标记的抗鼠IgG2b, 

PE标记的抗鼠IgG2a，购自eBioscience公司.定量检

测乙肝病毒表面抗体(抗HBs)试剂盒购自解放军总医

院东亚免疫所.流式细胞仪为美国Becton-Dickon公司

FACSCalibur.

1.2 方法 经小鼠尾根部皮下免疫BALB/c小鼠.乙肝疫

苗与CpG ODN混合液配制：乙肝疫苗分低、中、高剂

量（0.25，0.75，1.0 μg），分别溶于20 μg CpG 

O D N.乙肝疫苗与卡介苗混合液配制：乙肝疫苗低、

中、高剂量（0.25，0.75，1.0 μg），分别与0.1 mg

卡介苗溶于注射用水.实验小鼠共分3大组9小组（每

小组5只）.其中，A组单用乙肝疫苗组分:(A1)乙肝疫

苗0.25 μg，(A2)乙肝疫苗0.75 μg，(A3)乙肝疫苗

1.0 μg；CpG ODN联合乙肝疫苗联合组为B组分:(B1)

乙肝疫苗0.25 μg+CpG ODN 20 μg，(B2)乙肝疫苗0.75 

μg+CpG ODN 20 μg，(B3)乙肝疫苗1.0 μg+CpG ODN 

20 μg；卡介苗联合乙肝疫苗联合组为C组分:(C1)乙

肝疫苗0.25 μg+卡介苗0.1 mg，(C2)乙肝疫苗0.75 

μg+卡介苗0.1 mg，(C3)乙肝疫苗1.0 μg+卡介苗0.1 

mg.免疫后2及4 wk采小鼠眼球血，分离血清，-20 ℃

保存.由专人用同一批号的ELISA检测抗-HBs，操作按

说明书进行，测定吸光度值A450nm.肝素抗凝血，供T淋

巴细胞亚群分析用.方法：50 μL抗凝全血，加FITC

标记的抗小鼠CD4 mAb 1.5 μL，加PE标记的抗鼠CD8 

mAb 2.5 μL，室温孵育15 min，避光，然后用NH4C1

低渗溶液2 mL，室温放置8 min，裂解红细胞；低速

离心，去上清，沉淀加PBS 2 mL重悬，再低速离心，

去上清；沉淀加PBS 200 μL重悬上机，开窗于淋巴细

胞区域，计数10000个细胞.机带软件分析CD4＋，CD8＋ 

T淋巴细胞百分比.

统计学处理 采用SPSS 11软件统计，两组间数据

比较采用t检验.

2  结果

2.1 小鼠抗H B s水平(I U/L) 单用乙肝疫苗组在接

种后2 w k不同剂量产生的抗体产生水平没有明显

差别.C p G  O D N联合乙肝疫苗组接种2 w k后显示：



CpG ODN联合中、高剂量乙肝疫苗其抗HBs水平高于

联合低剂量乙肝疫苗组，也高于单用乙肝疫苗组

高(P <0.05).卡介苗联合乙肝疫苗组接种2 w k后显

示：随着乙肝疫苗的剂量增加，抗体水平逐渐升高

(P<0.05)，且卡介苗联合高剂量乙肝疫苗组明显高于

单用乙肝疫苗组和CpG ODN联合组(P<0.05，图1).接

种后4 wk后，单用乙肝疫苗组，随着疫苗量的增加，

抗体水平逐渐升高，各组间有显著差异(P<0.05).CpG 

ODN联合乙肝疫苗组显示联合中、高剂量乙肝疫苗组

抗HBs水平显著高于联合低剂量乙肝疫苗组(P<0.05).

但中、高组间无差别.卡介苗联合乙肝疫苗组也显示

抗体水平逐渐升高，且各组间也有差异(P<0.05，图

2).同时比较各组间接种4 wk后抗体水平时发现：CpG 

ODN联合低、中剂量乙肝疫苗抗HBs水平较单用乙肝疫

苗明显升高(P<0.05).但高剂量乙肝疫苗联合组与单

用乙肝疫苗比较时，两组间未显示明显差别.卡介苗

联合组与单用乙肝疫苗组未显示差别，但在联合低、

中剂量乙肝疫苗组低于CpG ODN联合组(P<0.05，图

2).单用乙肝疫苗组、CpG ODN联合乙肝疫苗组以及

BCG联合乙肝疫苗组免疫小鼠2 wk和4 wk后抗HBs水平

的比较均显示各组免疫4 wk后抗体明显高于2 wk时抗体

水平（图3）.

2.2 各组免疫小鼠外周血T淋巴细胞亚群的变化 免疫

4 wk后，CpG ODN联合乙肝疫苗组CD4＋T淋巴细胞百分
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图1  小鼠免疫2 wk后抗HBs水平. 
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图2  小鼠免疫4 wk后抗HBs水平.

比较单用乙肝疫苗组和卡介苗联合组明显升高，CD4＋

/CD8＋比例升高（P＜0.05）.CD8＋T淋巴细胞百分比与

两组无差别.卡介苗联合组CD4＋、CD8＋T淋巴细胞百分

比、CD4＋/CD8＋比例与单用乙肝疫苗组无明显差别(表1).

表1  不同组别免疫小鼠CD4＋、CD8＋T淋巴细胞百分比和CD4+/CD8+比值

分组	                         CD4+(%)	  CD8+(%)          CD4+/CD8+

单用乙肝疫苗                    31.47±2.15      4.89±0.18     6.45±0.39

CpG ODN联合乙肝疫苗    38.30±1.68ac	  4.33±0.22     9.01±0.38ac

卡介苗联合乙肝疫苗         29.31±2.97	  4.33±0.20     6.99±0.79

aP<0.05 vs 单用乙肝疫苗组，cP<0.05 vs 卡介苗联合乙肝疫苗组.

3  讨论

C p G O D N对机体各种免疫细胞都具有免疫刺激作

用.CpG ODN是一些含有CpG二核苷酸，并且具有免疫

激活作用的寡核苷酸.它通过内吞作用和/与Toll样受

体9（TL R9）相互作用能直接影响B细胞、巨噬细胞

和树突状细胞.能引起B细胞分化，直接刺激B细胞分

泌IL6，IL10等细胞因子和免疫球蛋白，诱导B细胞

表面共刺激分子的表达，包括MHCⅡ，B7-1和B7-2.

能直接激活抗原递呈细胞(APC)，包括单核细胞、巨

噬细胞和树突状细胞，诱导其产生IL12，TNF-α等TH1型

为主的细胞因子，并可上调MHC和共刺激分子的表达[3,6,7].

大量动物实验证明[8]，CpG 0DN作为佐剂可增强多种

外源性抗原，包括HBsAg的免疫原性，诱发HBsAg低反

应动物(C57BL6小鼠，新生小鼠)对HBsAg产生体液及

细胞免疫反应，是一种强的Thl型免疫.我们选取雌性

BALB/c小鼠，采用CpG ODN和卡介苗联合不同剂量乙

肝疫苗免疫小鼠.结果显示CpG ODN具有明显的免疫

刺激作用.在免疫2 wk后，联合组在联合中、高剂量

乙肝疫苗免疫小鼠其抗HBs水平较单用乙肝疫苗组高

(P<0.05)，表明CpG ODN能早期提高抗体水平.在免

疫4 w k后，将单用乙肝疫苗组与联合组比较发现，

A1    A2    A3           B1    B2    B3            C1    C2    C3
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图3  小鼠免疫2 wk和4 wk后抗体水平. 
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细胞免疫的激活可以通过凋亡机制或分泌炎症因子杀

伤病毒感染的细胞或抑制感染细胞中的病毒复制，使

细胞破裂，病毒释放出来，可以通过特异性的抗体与

之中和，使其失去再感染的能力，从而可以达到清除

病毒的目的.

本研究进一步证明CpG 0DN对免疫激活作用，同

时显示Cp G 0D N联合乙肝疫苗在适当的比例时，可

产生最好的免疫效果(Cp G 0D N联合0.75 μg乙肝疫

苗).因此，如何调整CpG 0DN与疫苗的比例，对更好

地激活机体的免疫反应是非常重要的，也是今后研究

的方向.因此，随着对CpG 0DN研究的深入，CpG 0DN

不仅可用于乙肝疫苗良好的佐剂, 而且也可能是低反

应个体的有效预防性疫苗.CpG 0DN联合乙肝疫苗还可

能成为一种潜在的HBV持续感染患者的治疗性疫苗.
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CpG ODN联合低、中剂量乙肝疫苗较单用乙肝疫苗明

显升高(P<0.05).但CpG ODN联合高剂量乙肝疫苗与单

用乙肝疫苗(1.0 μg)比较时，两组间未显示明显差

别.同时免疫4 wk后，联合组显示CpG 0DN联合中、

高剂量乙肝疫苗组显著高于联合低剂量乙肝疫苗组

(P <0.05).但中、高组间无差别.而且我们发现Cp G 

ODN联合中等剂量乙肝疫苗(0.75 μg)产生的抗体水平

最高.肖昕 et al [5]在用不同剂量CpG ODN(10，20，

40 μg)联合乙肝疫苗免疫小鼠，同样也观察到抗体

水平不随CpG ODN剂量的增加而增加.Davis[1]研究发

现，少至10 μg量的CpG 0DN就可以获得很完全的免疫

刺激效果.因此，如果CpG 0DN剂量太少，刺激强度不

够，则会影响免疫效力；而如果CpG 0DN剂量太大，

则可能会增加不良反应，且造成不必要的浪费.提示

CpG ODN与疫苗需有适当比例，才能产生较好的免疫

作用.我们从另一角度(通过改变乙肝疫苗的量)阐明

CpG ODN与乙肝疫苗适当比例可能产生较好的免疫效果.

目前大多研究显示卡介苗联合乙肝疫苗对HBsAb

的产生，有增强和优化作用[9,10].本研究显示，卡介

苗联合乙肝疫苗组与单用乙肝疫苗组比较，免疫2 wk

后，高剂量乙肝疫苗联合卡介苗组抗体水平较单用高

剂量乙肝疫苗高，但其它两组间无差别；且免疫4 wk

后，联合组与单用组无差别.在与CpG ODN联合组比

较时，4 wk后，低、中剂量联合组抗体水平低于CpG 

ODN联合组(P<0.05).说明卡介苗联合乙肝疫苗，没有

明显增加抗体水平，有待进一步研究.应用流式细胞

对T淋巴细胞CD4＋和CD8＋亚群分析显示：CpG ODN联合

组CD4＋T淋巴细胞百分比明显高于单用乙肝疫苗组和

卡介苗组(P<0.05)，CD8＋T淋巴细胞百分比两组无明

显差别.CD4＋/CD8＋比值CpG ODN联合组也明显高于单

用乙肝疫苗组和卡介苗组(P<0.05).因而可以看出，

乙肝疫苗联合CpG ODN不仅能诱导出高水平的抗HBs，

而且对细胞免疫也有调节作用.这种体液／细胞免疫

均衡应答对治疗慢性乙型肝炎可能是很有价值的：抗

体能降低病毒载量和防止HBV对未感染细胞的感染；
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Abstract
AIM: To study the anti-duck hepatitis B virus (DHBV) 
action of the total flavone of Litchi Chinensis Sonn 
(TFL).

METHODS: Guilin ducklings with congenital infection 
of DHBV were used as the animal modal. TFL was 
orally given to the ducks with the doses 2 g/(kg•d) and 
1 g/(kg•d) for 15 days. The expression of DHBV DNA 
was detected by spot blot hybridization before and 
after TFL was given. The pathological changes of the 
duck liver were also examined by HE staining.

RESULTS: TFL at the dose of 2 g/(kg•d) can lower 
the level of serum DHBV DNA significantly (vs  control 
group: 0.74±0.42 vs  1.64±0.68, P <0.05) 15 days 
after treatment. No marked necrosis was observed 
in the liver of high dose group (0/6), but 4 of 6 cases 
appeared obvious necrosis in control group after 
treatment. There was significant difference between 
them (P <0.05).

CONCLUSION: TFL can protect duck liver against 
inflammation by the inhibition of DHBV.

Key Words: Total flavone of Litchi Chinensis  Sonn; Anti-

hepatitis B virus; Duck hepatitis B model

Xu Q, Song YJ, Li LY, Hou QY. Effect of total flavone of Litchi 
Chinensis Sonn on duck hepatitis B virus. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2005;13(17):2082-2085

摘要
目的：研究荔枝核总黄酮(T F L)抗鸭乙型肝炎病毒
(DHBV)的作用.

方法：采用桂林先天感染DHBV的麻鸭为动物模型，
荔枝核总黄酮灌胃给药，2 g/(kg·d)与1 g/(kg·d)，
共15 d，斑点杂交法观察用药前与用药后(1、5、10、
15 d)及停药后5 d血清中DHBV DNA表达，HE染色观
察肝脏组织病理学变化.

结果：TFL 2 g/(kg·d)于用药后15 d血清DHBV DNA
水平为0.74±0.42，与生理盐水对照组1.64±0.68比
较，明显降低(vs  对照组，P <0.05(0/6)，病理检查发
现TFL大剂量组实验鸭肝细胞未发现明显的点灶坏
死(0/6)，与生理盐水对照组(4/6)比较有显著性差异
(P<0.05).

结论：TFL有抑制乙肝病毒的作用，并具有明显的抗
炎、保肝作用.

关键词：荔枝核总黄酮；抗乙肝病毒；鸭乙肝模型

徐庆，宋芸娟，李丽亚,，侯巧燕. 荔枝核总黄酮的抗鸭乙型肝炎病毒作用. 

世界华人消化杂志  2005;13(17):2082-2085

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2082.asp

0  引言

荔枝核是无患子科植物荔枝(Lit c h i C h i n e n s i s 

Sonn)的成熟种子.又名荔仁或荔核，味甘、微苦，归

肝、肾经.功效行气散结、祛寒止痛.荔枝核的化学成

份除含有皂甙、蒜质外，还含有脂肪酸、聚合花色素

成份、氨基酸、挥发性成份、还原糖、淀粉及总糖、

蛋白质，及钙、磷、钠、钾、锌、铜、锰、铁、镉

等元素[1].屠鹏飞et al [2]从700 mL/L乙醇荔枝核提取

World Chin J Digestol  2005 September 15;13(17):2082-2085
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物中首次分离、鉴定了13个化合物.荔枝核具有降血

糖、调血脂和抗氧化、保肝作用，水提取物体外实验

对HBsAg、HBV-DNA有明显的抑制作用[3].杨燕et al [4,5]

发现荔枝核提取物对HBsAg、HBeAg具有显著的抑制作

用.我们发现，荔枝核提取物对HBsAg、HBeAg有明显

的抑制作用与抑制HBV-DNA复制的作用[6].肖柳英et al

报道荔枝核对小鼠免疫性肝炎有明显的保护作用与抗

肿瘤作用[7,8].我们采用先天感染DHBV的桂林麻鸭为模

型，研究了荔枝核总黄酮体内抗乙肝病毒的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 桂林市临桂县五通镇农贸市场5日龄麻鸭，

腿胫静脉采血，血清应用PCR法检测先天感染DHBV的

阳性雏鸭.DHBV质粒：由广州中医药大学热带医学研

究所技术人员自行提取.缺口翻译药盒购自Promega公

司.Α-32P-dCTP购自北京亚辉公司.NC膜购自Amersham

公司.96孔杂交点样器为美国Bio-Rad公司产品.盖氏

计数器由美国S.E.International公司生产.酶联免

疫检测仪由中国华东电子管厂生产.荔枝核总黄酮

(Total Flavone of Litchi Chinensis Sonn.TFL)经

分光光度计法检测，总黄酮含量为852 g/kg.阳性药

物拉米呋啶LA)用无菌蒸馏水配成100 g/L.

1.2 方法 先天感染DHBV鸭24只，随机分为4组，每组

6只：阳性对照组(LA)、生理盐水对照组及TFL大、小

剂量组.阳性对照组给予配好的LA 100 mg/(kg·d)，

生理盐水对照组给予生理盐水1 mL/(kg·d)，TFL大

剂量组给予药量为2 g/(kg·d)，TFL小剂量组给予

药量为1 g/(kg·d).每天1次，连续灌胃给药15 d.在

给药前1 d，用药5 d，用药10 d，用药15 d，停药

后5 d，自鸭腿胫静脉取血分离血清，-20℃冻存待

检.DHBV-DNA的检测采用斑点杂交法[9]，用地高辛标

记探针将用药前后的血清统一对比检测，以与探针同

源的质粒DNA倍比稀释后点样于硝酸纤维薄膜上杂交

显示的斑点颜色深浅为标准，与待检测血清斑点杂交

的斑点颜色深浅比较来半定量，自动酶标仪检测数据

后(A490nm)，计算每组鸭用药后不同时间血清DHBV-DNA

的抑制率，将治疗组DHBV-DNA抑制率分别与对照组相

同时间DHBV-DNA抑制率比较.停药5 d将实验动物全部

颈动脉放血处死，立即摘取肝脏，称肝湿重后取肝右

叶组织一小块，用中性福尔马林固定，石蜡包埋切片，

HE染色，光镜观察.将各组鸭肝病理表现进行分级评分.

统计学处理 用PEMS 3.1对实验数据进行多因素

的方差分析及Ridit分析.

2  结果

2.1 血清DHBV DNA 拉米呋啶100 mg/(kg·d)可明

显降低鸭血清的DHBV-DNA滴度，与生理盐水对照组

比较，T5时，P<0.01；T10时，P<0.01；T15时，P<0.01；与同组

给药前比较，T5时，P<0.01，T10时，P<0.01；T15时，

P<0.01，但是停药后很快出现反跳.TFL小剂量组不能

降低鸭血清中DHBV-DNA滴度，TFL大剂量组可缓慢降

低血清中DHBV-DNA滴度，与同组给药前比较，T5时，

P<0.01；T10时，P<0.01；与生理盐水对照组比较，T15

时，P<0.05，TFL大剂量组用药后不同时间血清DHBV-

DNA的抑制率在T5时是62.5%，T10时是46.2%，T15时是

28.8%，P5时是22.1%；与生理盐水对照组相同时间

DHBV-DNA的抑制率在T10时是49.5%，T15时是54.9%，P5

时是22.1%.实验期间生理盐水对照组T5时DHBV-DNA滴

度下降(P<0.05)，但在T10后回升(表1).

表1  药物TFL对DHBV-DNA的抑制作用（mean±SD , A 490nm）

aP＜0.05，bP＜0.01 vs 生理盐水；cP＜0.05，dP＜0.01 vs 给药前.

分组	            T0	             T5	                T10	 T15　　　　  P5

TFL小剂量	

TFL大剂量	 　

生理盐水	 　

阳性对照	 　

0.63±0.45  0.25±0.14c   1.73±0.66    1.41±0.77    1.61±0.79

1.04±0.80  0.39±0.32d   0.56±0.38d   0.74±0.42a   0.81±0.69

1.20±0.65  0.41±0.13c    1.11±0.59    1.64±0.68    1.04±0.61

0.73±0.74  0.05±0.03bd  0.06±0.04bd  0.10±0.08bd  0.86±0.72

2.2 TFL对鸭肝病理的影响 各组实验鸭肝脏色泽均

正常，表面光滑，质地柔软.光镜下均可见肝细胞浊

肿、气球样变；生理盐水对照组实验鸭肝细胞出现点

状坏死和片状坏死，但未见桥接坏死，出现了轻度

的纤维化和间质炎细胞浸润(图1A)；阳性对照组实

验鸭肝细胞出现点灶坏死、纤维化和间质炎细胞浸润

(图1B)，但与生理盐水对照组比较不具有显著性差异

(P>0.05，表2)；TFL小剂量组实验鸭肝细胞出现轻度

的点灶坏死，比生理盐水对照组相比有一定的好转，

但不具有显著性差异(P>0.05，表2)，未见桥接坏死

和纤维化，但是间质炎细胞浸润的现象没有减轻(图

1C).TFL大剂量组实验鸭肝细胞没有发现明显的点灶

坏死、纤维化和间质炎细胞浸润(图1D)，肝细胞变性

改变明显减轻，与生理盐水对照组比较具有显著性差

异(P<0.05，表2).

表2  各组鸭肝病理学变化

aP＜0.05 vs 生理盐水组.

分组	              浊肿            气球样变	  间质炎细胞浸润     点灶坏死

	       -   + ++ +++   -  +  ++ +++  -  +  ++ +++   -  + ++ +++

生理盐水组      0   0   0    6      0   0   6    0	    5  0    1    0      2   0   2    2

阳性对照组      0   0   1    5      0   0   6    0	    3  0    3    0      2   0   3    1

TFL高剂量组    0   1   0    5      1   0   5    0	    6  0    0    0      6a  0   0    0

TFL低剂量组    0   2   0    4      2   0   4    0	    3  0    3    0      4   0   1    1
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3  讨论

乙型肝炎是由乙型肝炎病毒(hepatitis B virus，

HB V)引起的一种严重的世界范围内危害人类健康的

疾病，全世界大约有20亿人感染过HBV，在我国感染

率高达10-20%，并有1亿多人是乙型肝炎表面抗原

(HBsAg)携带者.HBV持续感染会导致肝硬化和原发性

肝细胞肝癌等肝脏疾病[10]，虽然乙肝疫苗已经广泛使

用，在一定范围内对乙型肝炎起到有效的预防，但存

在有无应答和不良反应等问题，而且现有的抗病毒药

物(如α-干扰素、拉米呋啶、阿的福韦[11]、泛昔洛

韦[12])的疗效仍然不能令人满意，因此寻找安全有效

的抗HBV药物已成为当今医药学界一项迫切任务.研究

有效抗乙肝病毒药物的关键是寻求合适的病毒模型与

建立合适的实验方法.目前，药物抗乙型肝炎病毒的

实验方法主要有:(1)利用中草药直接作用患者血清抑

制HBV标志物[13].(2)利用体外细胞培养系筛选抗HBV的

药物[14].(3)以噬肝DNA病毒感染动物模型评价中草药

抗HBV的活性.

抗乙肝病毒药物体内实验可采用的动物包括对

H B V敏感的黑猩猩、长臂猿、熊猴、树鼩、以及对

WHBV敏感的土拨鼠、对DHBV敏感的北京鸭、麻鸭等[15]，

黑猩猩、长臂猿稀少，价格昂贵，土拨鼠我国缺少，

因此不宜用于抗乙肝病毒药物的筛选.DHBV属嗜肝DNA

病毒科，其形态结构、核酸组成、生物学特性及发病

机理等方面与HBV相似.鸭对DHBV易感染，且来源丰

富，价格低廉，易于饲养，是研究HBV分子生物学、

发病机理及抗HBV药物最常用的动物模型，也是研究

A B

图1  TFL对鸭乙型肝炎肝病理检查结果.  A：生理盐水；B：阳性对照；C：TFL小剂量；D：TFL大剂量.

C D

乙型肝炎比较公认的模型[16].国外多用先天感染的北

京鸭雏鸭或康贝尔鸭作为乙型肝炎的动物模型，这种

鸭带病毒时间长，在1 mo内病毒持续在较高的滴度，

一个月末病毒颗粒仍能达到5.8×1012/L，之后逐渐下

降，可一直持续2 a[17].国内目前选用后天感染的北

京鸭为肝炎的动物模型，但是其存在带病毒时间短的

缺点，而且毒种的收集和保存也有一定难度.后天感

染麻鸭适宜的给药时间为11-15 d，先天感染麻鸭一

出生即可给药，适宜的持续给药时间较长为26 d，并

且病毒血症波动较小.由于其有DHBV先天免疫耐受，

因此无免疫因素的影响，可直接观察药物对DHBV的抑

制作用，其缺点是要获得大量先天性感染DHB V的雏

鸭，国外许多学者都证实DHBV的主要传播途径为垂直

传播，而雌鸭起的作用更大，一般鸭群中雏鸭自然感

染DHBV率都不高[18,19].因此，饲养DHBV感染的母鸭与

公鸭及孵化所需费用很大，虽然野水鸭DHB V垂直感

染率为80%，是较为理想的HBV动物模型，但其饲养

条件要求高，来源困难，价格昂贵，不适宜大批量

做药物筛选.要解决这个问题，就必须找到自然感染

DHBV率较高的鸭种并建立快速灵敏的检测方法.DHBV

感染率有明显的种属及地区差异，湖南长沙麻鸭的

D H B V自染携带病毒率24.19%[20]，广东广州麻鸭的

DHBV自染携带病毒率28%，广州野水鸭，学名绿头鸭

(Anasplatyrhynchos)系由美国初步驯化引进，据考

证公认家鸭祖先为野生绿头鸭与斑嘴鸭演化而来，在

绿头鸭检测中发现DHBV垂直感染率为80%[21].桂林地区

麻鸭DHBV的感染率据我们考察约为35%，为较合适的



先天感染鸭乙肝病毒的模型.

实验结果表明荔枝核总黄酮TFL大剂量组在用药

期间有一定抑制DHBV-DNA的作用，血清中HBV-DNA

均较给药前(T0)明显下降，但抑制率在5 d最高，达

到62.5%，10 d的抑制率是46.2%，15 d的抑制率是

28.8%，停药5 d后的抑制率为22.1%，有反跳的趋

势，但反跳的趋势不大，荔枝核总黄酮TFL在用药期

间具有一定的抑制乙肝病毒的作用.拉米呋啶有较强

的抗病毒作用，用药后病毒滴度下降迅速，但停药

后反跳严重，病理检查证实拉米呋啶没有明显的保

肝作用，TFL大剂量组用药后病毒滴度下降缓慢，但

病理检查发现TFL大剂量组实验鸭肝细胞未发现明显

的点灶坏死、纤维化和间质炎细胞浸润，具有明显的

肝组织病变减轻的现象(与生理盐水对照组比较具有

显著性差异，P<0.05)，肝细胞坏死特别是点灶坏死

是判断肝组织炎症活动的重要指标，这说明荔枝核总

黄酮大剂量组有明显的抗炎、保肝作用，使肝脏炎症

反应减轻，肝细胞受损情况好转.荔枝核总黄酮抗乙

型肝炎作用的有效成份、作用机制、体内代谢过程、

毒性、质控标准等还需要进一步的研究.荔枝作为广

西特产，资源极其丰富，目前荔枝核仍为废弃物，如

能利用荔枝核的抗乙肝病毒作用研制出抗乙肝病毒新

药，对乙型肝炎的治疗及发展地方经济将具有重大的

意义.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between exon20 
polymorphism of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme 
A reductase (HMGCR) gene and clinical outcome of 
the patients infected with hepatitis B virus (HBV).

METHODS: From the year 2002 to 2004 in Chongqing, 
the clinical data and blood samples of 2 400 patients 
with liver diseases were collected. The total DNA was 
extracted from the blood samples. After amplification, 
the exon20 polymorphisms of HMGCR gene (locus 
18109T/C) were detected polymerase chain reaction 
(PCR), digestion of restriction enzyme and gel electro-
phresis.

RESULTS: A total of 1 354 patients were diagnosed 
with hepatitis B. Hardy-Weinberg equillibrum test 
showed a favorable goodness for fit (P = 0.016>0.01).  
Significant differences of genotypes and allele frequen-
cy existed between the asymptomatic carriers (AsCs) 
and patients of any other subgroup except acute hepa-
titis B and liver cancer (P <0.01). Under the condition of 

codominance, the polymorphism of HMGCR 18109T/C 
was significantly correlated with the status of patients 
after HBV infection (liver cirrhosis/AsC: OR = 0.676, 
P = 0.004; AsC/severe hepatitis B: OR = 0.672, P = 0.000; 
AsC/chronic hepatitis B: OR = 0.747, P = 0.000; AsC/
chronic hepatitis B+severe hepatitis B+liver cirrhosis: 
OR = 0.756, P = 0.010), and patients with C/C geno-
type tended to become AsCs more easily after HBV 
infection, as compared with patients with T/T and C/T 
genotype. 

CONCLUSION: The exon20 (locus 18109T/C) poly-
morphism of HMGCR gene is correlated with HBV in-
fection, and patients with C/C genotype are more suc-
ceptible to become AsCs after HBV infection.

Key Words: 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 

reductase gene; Polymorphism; Viral hepatitis B

Deng CQ, Deng GH, Wang YM. Relationship between polymor-
phisms of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase 
gene and Hepatitis B Virus infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2005;13(17):2086-2089

摘要 
目的�：探讨HBV感染临床转归与HMGCR基因多态性
的关系.

方法�：2002-02/2004-02无亲缘关系的重庆地区肝病
患者2 400人，采用聚合酶链反应(PCR)及限制性内切
酶技术检测HMGCR基因20外显子18109T/C位点多态
性，应用SPSS软件χ2检验以及非条件Logistic回归统计
学处理方法.

结果�：Hardy-Weinberg平衡检验P>0.01(P  = 0.016)，
拟合度优良�����������������������；����������������������以非条件Logistic回归校正年龄及性别因
素进行分析，结果发现慢性乙型肝炎(CHB)、重型肝
炎(SHB)、肝硬化(LC)患者与乙肝病毒携带者(AsC)相
比，其基因型和等位基因频率有显著差别(P <0.01)，
在共显性模式下HMGCR 18109T/C SNP与HBV感染
后携带状态显著关联(LC/AsC: OR = 0.676, P  = 0.004; 
A sC/SHB: OR  = 0.672, P  = 0.000; A sC/CHB: 
OR = 0.747; P = 0.000; AsC/CHB+SHB+LC: OR = 0.756, 
P  = 0.010)，与T/T和C/T相比，C/C基因型个体在
HBV感染后转为无症状携带者的易感性显著增高. 

World Chin J Digestol  2005 September 15;13(17):2086-2089
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结论�：Hardy-Weinberg平衡拟合度检验优良，说明所
收集人群具有良好的代表性������������；�����������其次首次证实HMGCR
基因20外显子18109T/C多态性与慢性乙型肝炎有关
联存在.

关键词: HMGCR基因������������；�����������多态性��������；�������乙型病毒性肝炎
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0  引言 

中国是乙型病毒性肝炎高发区，HBV感染慢性化程度

较高，与肝硬化和肝癌的发生关系密切，部分尚可

转变为重型肝炎，因此有关其发病机制倍受关注.已

有研究发现即使相同的病毒分离株在感染不同的宿主

时，临床表现亦会有很大差异，故而遗传因素可能为

重要原因.单核苷酸多态性(SNP)作为第三代基因遗传

标记构成了不同个体与群体对疾病易感性的遗传学基

础，与乙型肝炎有关的基因多态性的研究正在国内

悄然兴起[1,2].3羟基3甲基戊二酸辅酶A还原酶(3-hy-

droxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase，

HMGCR)是肝脏胆固醇合成的限速酶，其抑制剂在临床

上被广泛用于治疗高胆固醇血����������症���������.除降低胆固醇的作

用外，其抑制剂的使用可显著减轻缺血再灌注鼠的肝

损伤[3]，这与其提高血管内皮细胞中的eNOS的表达及

活化功能是一致的，因eNOS对肝脏具保护作用早已证

实[4].另有报道HMGCR抑制剂对鼠有肝切除和肝移植后

的肝脏保护作用[5].关于其多态性的研究目前很少，

仅发现与低胆固醇血症者易于自杀有关[6].虽然HMGCR

抑制剂与不同肝病的关系报道很多，但有关HMGCR基

因本身与不同肝病的关系报道很少，到底HMGCR基因

与HBV感染之间有无关系������，�����初探如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2002-02/2004-02诊治的无亲缘关系的重庆

地区汉族居民2 400例，男2 002例，女398例，年龄

2-72岁.样本收集的同时填写详细的流行病学资料及

临床资料录入计算机，乙型肝炎诊断采用2000年西安

第十次全国病毒性肝炎会议修订“病毒性肝炎防治方

案”制定的标准，采集标本获得患者的知情同意.

1.2 方法 晨取静脉血5 mL，EDTA抗凝，改良Miller法

抽提人全血DNA[7]，所抽提DNA加水稀释至终浓度5-10 

mg/L制成分型所用96孔DNA模板������������；�����������参考GenBank已有

的注释对基因进行注释，选择HMGCR基因等位基因变

异频率较高的20外显子18109T/C位点研究.应用聚和

酶链反应(PCR)及限制性酶切方法判定基因型，应用

primer premier 5.0软件设计引物、酶切位点，所

设引物(由北京奥科有限公司合成)如下�������� �：������� �Sense 5’

-3’tct ttc aga gag gtc tca ggt tc Anti-sense 

5’-3’aat cca ttt tca act ggc cgg，内切酶Nci

Ⅰ(NEB公司)识别位点为cc/sgg.PCR反应条件95℃预

变性3 min，94℃变性30 s，54℃退火45 s，72℃延

伸30 s，72℃延迟5 min，循环次数30次.PCR及酶切

产物分别以10 g/L及2 g/L琼脂糖凝胶电泳，基因型

的确定依酶切后凝胶电泳的片段判定，送北京鼎国生

物公司测序验证.

统计学处理 采用SPSS统计软件处理，等位基因

直接由基因型计算，Hardy-Weinberg平衡以及两组间

的差异用列联表χ2检验，以非条件Logistic回归校正

年龄及性别因素进行分层分析.以P>������������0.01视为Hardy-

Weinberg平衡检验优良�；P<�������������0.01视为两组间有统计学

差异.

2  结果

2.1 HMGCR(18109T/C)基因型的判定 依酶切后凝

胶电泳片段判定基因型如下���������� ��������：��������� ��������TT������� ��������：������ ��������252 bp��������；�������CT�����：����252 

bp，20 bp，232 bp�����������������  ������；����������������  ������CC��������������  ������：�������������  ������20 bp，232 bp(图1).北京

鼎国生物公司测序报告(图2)验证依酶切片段判定基

因型正确无误.

2.2 Hardy-Weinberg平衡分析 诊断明确的乙型肝

炎患者总计1354例，H a r d y-W e i n b e r g平衡分析

P>�����0.01(P = 0.016)，检验优良���������；��������乙肝病毒携带与慢

图1 HMGCR(18109T/C)基因型的判定��. A: 1�� ������ ������ ������ ������ ������� ���������� ���������� ��� ������� �������: TT；��� ������ ������ ������ ������� ���������� ���������� ��� ������� �������2: CC���� ������ ������ ������� ���������� ���������� ��� ������� �������；��� ������ ������ ������� ���������� ���������� ��� ������� �������3: CT���� ������ ������� ���������� ���������� ��� ������� �������；��� ������ ������� ���������� ���������� ��� ������� �������4: TT���� ������� ���������� ���������� ��� ������� �������；��� ������� ���������� ���������� ��� ������� �������5: DL2000 marker���� ���������� ��� ������� �������；��� ���������� ��� ������� �������B: 96孔模板基因型. M: DL2000 marker.

1        2         3         4         5

500 bp

250 bp

A MB
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乙肝两组之间等位基因频率相比P<����������0.01，乙肝病毒携

带与慢乙肝+肝硬化+重症肝炎组之间等位基因频率相

比P<�����������������0.01，均有显著性差异(表1).

2.3 非条件Logistic回归分析 为避免所收病例各组之间

年龄或性别的差异，有必要以非条件Logistic回归校

正年龄及性别因素后进一步关联分析，结果发现在共

显性模式下HMGCR 18109T/C SNP与HBV感染后携带状

态显著关联，与T/T和C/T相比，C/C基因型个体在HBV

感染后转为无症状携带者的易感性显著增高(表2，共

显性模式�：OR = 0.756�����；����95% CI = 0.611-0.937).

图2 HMGCR(18109T/C)基因型������测序报告. A: CC; B: TT; C: CT.

200                        210                        220A 90                        200                        210                      220B 200                        210                        220C

3  讨论

胆固醇及HMGCR影响肝脏的功能，而HMGCR是胆固醇

合成的关键酶，近期研究表明HMGCR抑制剂的使用可

明显改善部分肝切除后的肝脏功能[5]，也有研究认为

其抑制剂的使用有时反而诱导HMGCR的活性，刺激和

激发了肝脏的再生[8]，尽管结论不一，但毫无疑问，

HMGCR与肝脏有着极为密切的关系.目前乙型肝炎等复

杂性状疾病遗传易感性的研究方法有很多，关联研究

为其中一种.进行疾病关联研究需要大样本同时应避

免因群体混杂而出现虚假阳性关联.我们收集样本的

                                                                                                                                                                      基因型			           等位基因(%)

分组		       n	             性别M/F	              年龄x(s)

					                                                     CC                   CT                   TT                   C                    T

AsC		     192	              109/83	      34.787(11.291)	                 58	        78                   56                50.52             49.48

AHB		       10		   8/2	      30.253(10.244)		    3	          2	                 5

CHB		     837	              653/184	      34.311(11.561)	               193	      307	             337	  41.40	        58.40

SHB		     139	              113/26	      39.989(11.811)		  31                   52	               56                41.01   	        58.99

LC		     157	              126/31	      41.964(11.441)		  40                   60	               57	  44.59	        55.41

HCC		       19	                13/6	      49.263(12.253)		    5	          7	                 7

LC+SHB	                    296	              239/57	      40.325(11.589)		  71	      112	             113	  42.91	        57.09

CHB+AsC	  1029	              762/267	      34.648(11.207)	                251	      385	             393	  43.10	        56.90

LC+CHB+SHB	  1133	              892/241	      35.597(10.207)	                264	      419	             450	  41.79	        58.21

表1  HBV感染后不同临床转归HMGCR 18109T/C基因型及等位基因

AsC为乙肝病毒携带，CHB为慢乙肝，LC为肝硬化，SHB为重症肝炎，AHB为急乙肝，HCC为肝癌，P<0.01 vs  AsC.

表2  HMGCR 18109T/C SNP与HBV感染关联的分层分析

                                                             显性模式                                                  隐性模式                                                    共显性模式

分层 

		              P                          OR (95%CI )	              P 	                         OR (95%CI )	                P 	           OR (95%CI )

LC/CHB		          0.354	 0.823(0.545-1.242)	         0.415	   0.859(0.595-1.239)          0.205                1.150(0.926-1.429)

LC/SHB		          0.578	 0.858(0.499-1.474)	         0.608	   0.883(0.549-1.420)          0.399                1.108(0.873-1.406)

LC/AsC		          0.051	 1.898(0.997-3.610)	         0.068	   1.739(0.960-3.149)          0.004                0.676(0.517-0.884)

AsC/SHB		          0.080	 1.773(0.934-3.367)	         0.064	   1.739(0.967-3.125)          0.000                0.672(0.554-0.817)

AsC/CHB		         0.070	 1.414(0.973-2.057)	         0.014	   1.579(1.096-2.275)          0.000                0.747(0.662-0.844)

SHB/CHB		         0.770	 1.068(0.687-1.660)	         0.890	   1.027(0.706-1.494)          0.739                0.976(0.845-1.126)

AsC+CHB/LC+SHB	        0.773                0.954(0.693-1.314)          0.909                0.984(0.743-1.303)          0.653                1.038(0.882-1.223)

AsC/CHB+SHB+LC	        0.066	 1.413(0.977-2.045)	          0.013	   1.583(1.103-2.272)          0.010                0.756(0.611-0.937)

AsC为乙肝病毒携带，CHB为慢乙肝，LC为肝硬化，SHB为重症肝炎，显性模式为TT+TC/CC，隐性模式为TT/TC+CC，共显性模式为TT/TC/CC，所有P值

及OR均由非条件Logistic回归分析所得.
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世界华人消化杂志入编《中文核心期刊要目总览》
2004 年版内科学类的核心期期刊

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》2004 年版编委会，依据文献计量学的原理和方法，经过研究人员对相关文献的检索、计算和

分析，并通过学科专家评审，世界华人消化杂志被确定为内科学类的核心期刊，编入《中文核心期刊要目总览》2004 年版 (第四版 ). 

本版核心期刊研究，被列为“2001 年国家社会科学基金项目”. 该书于 2004 年 7 月由北京大学出版社出版 .

该书已于 1992，1996，2000 年出版过三版，在社会引起了较大反响、图书情报界、学术界、 出版界和科研管理部门对该项

研究成果都给予了较高平价，普遍认为他适应社会需要，为国内外图书情报部门对中文学术期刊的评估和选购提供了参考依据，

促进了中文期刊编辑和出版质量的提高，已成为具有一定权威性的参考工具书 . 为了及时反映中文期刊发展变化的新情况，《中文

核心期刊要目总览》2004 年版编委会，开展了新一版核心期刊的研究工作，课题组认真总结了前三版的研究经验，对核心期刊评

价的基础理论、评价方法 ( 定量评价指标体系、核心期刊的学科划分、核心期刊数量 )、评价软件、核心期刊的作用与影响等问

题进行了深入研究，在此基础上，进一步改进评价方法，使之更加科学合理，力求使评价结果能更准确地揭示中文期刊的实际情况 . 

本版核心期刊定量评价，采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录

等 7 个评价指标，选作评价指标统计源的数据库达 51 种，统计文献量达到 943 万余篇次 (1999-2001 年 )，涉及期刊 1 万 2 千种 . 

本版还加大了专家评审力度，1873 位学科专家参加了核心期刊评审工作 . 经过定量评价和定性评审，从我国正在出版的中文期刊

中评选出 1800 种核心期刊，分属七大编 75 个学科类目 . 该书由各学科核心期刊表、核心期刊简介、专业期刊一览表等几部分组成，

不仅可以查询学科核心期刊，还可以检索正在出版的学科专业期刊，是图书情报、新闻出版、科研成果管理等部门和期刊读者的

不可或缺的参考工具书 .

该书由北京大学图书馆和北京高校图书馆期刊工作研究会合编，北京大学图书馆戴龙基馆长和蔡蓉华研究馆员任主编，北京

高校图书馆期刊工作研究会成员馆、中国科学院文献中心、中国社会科学院文献中心、中国人民大学书报资料中心等相关单位的

百余名专家和期刊工作参加了研究 .

同时填写详尽的流行病学资料录入电脑，排除同一患

者多次化验导致所收标本重复的可能.作为HB V感染

率很高的中国，我们收集的样本量之大是其����它���疾病无

法比拟也是其�����������������它����������������国家无法想象的.本研究表明，首先

样本Hardy-Weinberg平衡检验P>�����������0.01，拟合度检验优

良，说明收集样本人群具有良好的代表性�����；����其次首次

证实HMGCR基因20外显子18109T/C多态性与HBV感染之

间存在关联�������������������：������������������乙肝病毒携带与HBV感染临床转归其余

组之间等位频率存在显著性差异�������������；������������以非条件Logistic

回归校正年龄及性别因素进行分析发现在共显性模式

下HMGCR 18109T/C SNP与HBV感染后携带状态显著关

联，与T/T和C/T基因型相比，C/C基因型个体在HBV感

染后转为无症状携带者的易感性显著增高.由于所收

集样本急性乙型肝炎以及肝癌例数太少未纳入分析，

有待以后扩大样本另行研究.我们的实验首次证实

HMGCR基因本身与HBV感染有关，至于HMGCR基因20外

显子18109T/C SNP对其功能的影响还有待后续进一步

研究证实.
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Abstract
AIM: To investigate the feasibility of setting up a 
hepatic fibrosis model by intra-arterial injection of 
emulsions of iodized oil and pingyangmycin.

METHODS: Twenty-four Japanese big-ear rabbits 
were divided into sham-operation, experiment A 
and B group according to the doses of emulsions of 
iodized oil and pingyangmycin (1.2 and 2.0 mg for A 
and B, respectively) injected into the hepatic artery. 
The live specimens were obtained 1, 2, 4, 6, 10, and 
14 wk after injection. The histological changes were 
determined by HE staining, and the contents of platelet 
derived growth factor-B (PDGF-B) were detected by 
immunohistochemical staining.

RESULTS: Six weeks after injection, typical features 
of fibrosis appeared in all the liver tissues of group A 
and B, and the pseudolobules formed in some tissues. 
In group B, sclerosis with a diameter of 1.0 cm was 
found in one of the four rabbits at 10th week under light 
microscope. The contents of PDGF-B were significantly 
increased in A and B group as compared with those in 
sham-operation group 1, 2, 4, and 6 wk after injection 

(integral optical density: 118714±14941, 154344±25102 
vs  42745±871, P <0.01; 130399±11690, 164855±15486 
vs 44052±1043, P <0.01; 116594±21230, 147099±20317 
vs  41081±769, P <0.01; 101732±8794, 124177±20429 
vs  46366±975, P <0.01).

CONCLUSION: The model of hepatic fibrosis can 
be established successfully by injection of iodized oil 
and pingyangmycin emulsions into the hepatic artery. 
PDGF-B plays an important role in the progress of 
fibrosis as a promoter.

Key Words: Pingyangmycin; Iodized oil; Hepatic fibro-

sis; Model

Li F, Xu K, Liu RB. A new model of hepatic fibrosis induced by intra-
arterial injection of iodized oil and pingyangmycin emulsions. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(17):2090-2093

摘要
目的：探 讨 经 兔 肝 动 脉 灌 注 平 阳 霉 素 碘 油 乳 剂
（PLE）制作肝纤维化模型的可行性.

方法：4-5 月龄日本大耳白兔24只，按经肝动脉注入
PLE量的不同分成假手术组，实验A组、实验B组，分
别于术后1、2、4、6、10、14 wk定期开腹取材，做
HE染色及血小板衍化生长因子B(PDGF-B)免疫组化
染色.

结果：6 wk时A组及B组兔肝脏均可见明显纤维化改
变，部分肝组织假小叶形成. B组兔10 wk时4只兔中
有一只出现一直径约1.0 cm大小的硬化结节，光镜下
为团状增生的纤维组织. PDGF-B免疫组化染色可见
肝细胞胞膜及纤维间隔中大量阳性染色. A、B组积分
光密度值在注射后1、2、4、6 wk比假手术组明显升
高（118714±14941，154344±25102 vs  42745±871，
P <0.01；130399±11690，164855±15486 vs  44052±
1043，P <0.01；116594±21230，147099±20317 vs 
41081±769，P<0.01；101732±8794，124177±20429 
vs  46366±975，P<0.01）.

结论：经肝动脉灌注PLE制作肝纤维化模型成功率
高，死亡率低. PDGF-B作为肝纤维化的启动因子参
与了该模型的纤维化过程.

关键词：平阳霉素；碘油；肝纤维化；模型
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0  引言

平阳霉素(bleomycin A5)作为一种国产抗肿瘤抗生

素，其临床应用的主要副作用为肺炎样变或肺纤维

化[1-4].1985年，Matalon et al [5]用bleomycin对鼠

支气管行一次性灌注，造成鼠肺纤维化.1992年金洪 

et al [6]通过向大鼠气管内滴注平阳霉素导致大鼠肺

纤维化，此后气管内滴注平阳霉素制作肺纤维化模型

被广泛采用.我们利用平阳霉素的这种特性探索出一

种制作肝纤维化模型的新方法.

1  材料和方法

1.1 材料 4-5月龄日本大耳白兔24只，雌雄不限，体

质量2.5±0.2 kg，由中国医科大学实验动物中心提

供.所有实验兔随机分成3组，其中假手术组4只，实

验A组10只，实验B组10只.

1.2 方法 所有实验兔均于术前24 h禁食，4 h禁水. 

速眠新注射液(长春农牧大学军事兽医研究所)0.8 mL 

im 麻醉，腹中线切口8 cm长，进腹腔后，剪断小网

膜(在兔身上实际为少量透明系膜组织)，于胃幽门

上方找到肝门，可见明显的肝动脉搏动，走行朝向

肝内，中途可见其发出胃十二指肠动脉，向幽门部

走行，用5号半头皮针穿刺肝动脉成功后针头越过胃

十二指肠动脉注药.其中假手术组4只兔注入0.4 mL生

理盐水；A组10只兔注入0.2 mL碘油+1.2 mg平阳霉素

+0.2 m L生理盐水制成的混悬乳剂；B组10只兔注入

0.2 mL碘油+2.0 mg平阳霉素+0.2 mL生理盐水制成的

混悬乳剂.注药后拔出针头用明胶海绵按压1 min，确

定无出血后关腹缝合.术中严格采用无菌操作，以防

感染.取材：假手术组4只兔，A组及B组中各自随机抽

取5只兔(编号为A1，B1)分别于术后1, 2, 4, 6 wk行

全麻，剑突下偏左或偏右切一2 cm长小口，分离肌肉

组织，暴露肝脏，观察肝脏大体改变，并于肝脏表面

用手术刀切取一块约3 mm×3 mm大小的肝组织块，再

用18 G肝穿刺针于肝脏深处取两块组织，明胶海绵按

压止血后缝合.取出的肝组织清水冲洗后立即用福尔

马林液固定，至第6 wk取材后上述14只兔全部处死，

A组及B组余下的5只兔(编号为A2，B2)再分别于术后

10，14 wk取材.取材标本采用常规石蜡包埋，5 μm

连续切片，HE染色，光镜下观察肝脏组织学改变.血

小板衍化生长因子B链(PDGF-B)免疫组织化学染色采

用ABC法略加改良(试剂盒购于武汉博士德公司).常

规石蜡脱水；2 g/L TWEEN-20PBS漂洗；4 g/L胃蛋

白酶抗原修复；加入PDG F-B一抗抗体；滴加二抗抗

体；后加ABC复合物；DAB显色(棕黄色)；封片.使用 

MetaMorph/DP10/BX5 彩色显微图象分析仪做组织化

学定量分析.随机选取每张切片5个视野，测定其阳性

染色(棕黄色)的积分光密度值(IOD)，IOD值越高表明

组织抗原含量越高.取5个视野的平均值作为该切片的

IOD值.

统计学处理 采用SPSS 10.0统计软件对上述数据

做统计分析.

2  结果

除B1组兔2 wk时取材后死亡一只外(死亡原因考虑为

麻醉过量及术后保暖欠佳)，余实验兔均按照实验方

法的操作步骤进行.

2.1 大体观 A组：1 wk，A1组5只兔中有3只兔肝脏外

缘被膜颜色变白，全部5只兔肝缘欠锐利；2 wk，A1

组全部5只兔肝脏部分区域表面覆盖白色被膜，肝缘

变钝；4 wk，大体观与2 wk时相仿；6 wk，A1组5只

兔肝脏部分区域外被白色被膜，肝脏边缘进一步变

钝，肝表面凸凹不平；10 wk、14 wk时(A2组5只兔)

大体观与6 wk相仿.B组：1 wk，B1组全部5只兔肝脏

表面外被白色被膜，肝缘欠锐利；2 wk肝缘进一步变

钝；4 wk时大体观与2 wk相仿(B1组兔第2次取材后死

亡1只由B2组中补充1只)；6 wk时肝脏边缘进一步变

钝，肝表面凸凹不平；10 wk时B2组全部4只兔中有1

只肝脏表面可见一直径约1 cm的硬化结节，质硬, 切

割质地如胶皮感；14 wk时大体观与10 wk相仿.假手

术组兔肝缘锐利，表面光滑，色泽鲜亮.

2.2 光镜下 A组：1 wk HE染色可见肝细胞轻度水样变

性，肿胀，肝索拥挤，肝窦充血，门管区淋巴细胞浸

润；2nwk HE染色肝细胞明显水样变性，胞质空亮，

部分肝细胞可见嗜酸性改变，肝窦充血，汇管区大量

淋巴细胞浸润(图1A)；4 wk时HE染色可见肝细胞中度

水样变性，汇管区可见纤维组织增生及部分淋巴细胞

浸润，小叶间隔增厚，肝窦充血；6 wk时HE染色可见

肝细胞轻度水样变性，汇管区纤维组织增生，向小叶

内延伸扩展，形成分割包绕趋势，部分肝组织可见增

生的纤维结缔组织重新分割包绕形成假小叶(图1B)；

10，14 wk时光镜下改变与6 wk相仿.B组：1 wk HE染

色可见肝细胞水样变性，肿胀，肝索拥挤，肝窦充

血，门管区大量淋巴细胞浸润；2 wk HE染色肝细胞

明显水样变性，胞质空亮，部分肝细胞可见嗜酸性改

变，肝窦充血，汇管区大量淋巴细胞浸润；4 wk HE

染色肝细胞仍有明显水样变，汇管区大量淋巴细胞浸

润，纤维组织增生明显，小叶间隔增厚，肝窦充血；

6 wk HE染色肝细胞水样变性较前减轻，汇管区纤维



组织大量增生，向小叶内延伸扩展，形成分割包绕趋

势，部分肝组织可见增生的纤维结缔组织重新分割

包绕形成假小叶.10 wk光镜下肝组织呈广泛纤维化改

变，部分区域的肝组织可见大片团状增生的纤维结缔

组织，无明显肝细胞结构(图1C1，C2)；14 wk时光镜

下改变与10 wk相仿.假手术组兔肝细胞形态正常，肝

索排列整齐，小叶结构清晰.

2.3 PDGF-B免疫组化染色结果 A1及B1组兔肝细胞

胞膜及纤维间隔中均可见PDG F-B免疫组化阳性染色

(棕黄色，图2).染色强度随取材时间不同有明显变
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化.显微病理图象分析仪对假手术组4只兔，A1及B1

组各5只兔的免疫组化染色做图象分析，采用积分光

密度值(I O D)作为统计指标.A1及B1组兔IO D值均在

2 wk时达高峰，至6 wk时明显下降.A1和B1组IOD值

与假手术组比较均明显升高，统计学上有显著差异

(P<0.01)(表1).

表1  PDGF-B免疫组化定量分析 (mean±SD)

分组	   1 wk                    2 wk                   4 wk                   6 wk  

A组    118714±14941a  130399±11690a 116594±21230a  101732±8794a

B组   154344±25102a  164855±15486a 147099±20317a 124177±20429a

假手
术组   

aP<0.01 vs 假手术组. 

  42745±871        44052±1043     41081±769        46366±975

图1  平阳霉素所致兔肝脏纤维化 (HE). A：A1组2 wk (×400)；B：A1组6 wk假小叶形成(×100)；C1，C2：B2组10 wk 广泛纤维化(×100).

A B

C1

图2  A1组PDGF-B阳性 (ABC×400).

C2

3  讨论

平阳霉素属于博莱霉素(bleomycin)族A5成分，它对

血管内皮细胞存在非特异性抑制和破坏作用，这种

作用被称之为“祛血管作用”[7].我们利用平阳霉素

的这种“祛血管作用”，将平阳霉素与碘油的混悬

乳剂经兔肝动脉注入制成了兔肝纤维化模型，并使用

免疫组化染色法标记PDGF-B，通过图象分析观察其动

态变化来进一步探讨该纤维化形成的机制.PDGF-B是

参与肝纤维化过程的最重要的细胞因子之一，是促使

肝脏纤维化形成的启动因子，它的主要作用是促使肝

星状细胞增殖，促使肝星状细胞移行并诱导HSC合成

TGF，IGF等细胞因子，引发肝脏纤维化[8-15].我们通

过PDGF-B的免疫组织化学染色，证实PLE介导的肝纤

维化也是由PDGF-B启动并参与的.通过A组5只兔取材

标本的免疫组织化学定量分析，我们看出PDGF-B最高

表达出现在2 wk，至6 wk时已有明显下降，抗原表达

主要集中在肝细胞膜和纤维间隔中.综合分析光镜下

HE染色结果和免疫组织化学定量分析结果可以得出如

下结论：PLE可导致肝细胞损伤，2 wk时肝细胞变性



最重，随时间推移细胞变性在减轻，PDGF-B的最高表

达也集中在2 wk，随时间推移PDGF-B的表达也在逐渐

减少，肝纤维化则出现在4 wk并逐渐发展成肝硬化.

任何可引起肝损伤的因素长期作用于肝脏均可产

生肝细胞变性，坏死，继而肝细胞再生和纤维组织增

生，导致肝纤维化[16-23].我们制成的肝纤维化模型属

于化学损伤性模型.其特点为纤维化首先发生在门管

区，随病程进展逐渐向小叶内延伸.肝内纤维化的发

生呈不均衡性，病变程度肝内各部分轻重不等，6 wk

时即可产生明显的纤维化改变，部分肝组织假小叶形

成，至10 wk时可出现肝硬化结节.

PLE进入肝脏后，由于碘油在正常肝组织中能停

留近20 d[24]，使得平阳霉素得以缓慢释放，造成慢

性肝损伤，符合肝纤维化产生的条件.因此这种造模

方法只需一次给药，而不会导致大剂量注入毒性药物

后产生肝坏死，肝功能衰竭致动物死亡.此外由于本

实验是直接肝动脉给药，药物直接作用于肝脏，避

免了全身给药后产生的其他脏器的毒副作用，因此

死亡率低.本组实验除1只兔由于麻醉意外死亡余兔

均成活.实验A组及B组共19只兔均不同程度出现肝纤

维化，模型出现率从本组实验统计可达100%.综上所

述，PLE灌注法肝纤维化模型只需一次给药，制作方

法简便，模型出现率高，动物死亡率低，影响因素

少，理论上模型可重复性应较好.
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Abstract
AIM: To explore the effect of demethylating agent 
5-Aza-2'-deoxycytidine (5-Aza-CdR) on the growth 
of human colonic carcinoma cell line SW48, and to 
investigate the possibility of its application in clinical 
treatment.

METHODS: Human colonic carcinoma SW48 cells 
were treated with 0.4, 1.6, 6.4, 25.8, and 102.4 
µmol/L 5-Aza-CdR, respectively. Then the growth of 
the cells was observed by MTT assay. The cell cycle 
and apoptosis were analyzed by flow cytometry. The 
expression of the tumor suppressor gene RASSF1A 
mRNA was detected by reverse t ranscr ip t ion 
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: 5-Aza-CdR inhibited the proliferation of 
SW48 cells in a time- and concentration-dependent 
manner (1-5 d, 0.4-102.4 µmol/L). After 5-Aza-CdR 
treatment, the number of G0/G1 cells was increased, 
and 5-Aza-CdR blocked the cell cycle at G1 phase. 
The apoptotic rate was also increased significantly. 

RASSF1A gene was reactivated by 5-Aza-CdR in 
SW48 cells not expressing RASSF1A. 

CONCLUSION: 5-Aza-CdR can inhibit the growth, and 
promote the apoptosis of SW48 cells by eliminating the 
methylation status of RASSF1A promoter.

Key Words: 5-Aza-2’-deoxycytidine; SW48 cell lines; 

Cell cycle; Apoptosis

Li XM, Liu NZ, Ni Z, Zhang Q, Hong W. Effect of demethylating 
agent 5-Aza-2’-deoxycytidine on human colonic carcinoma cell line 
SW48. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(17):2094-2097

摘要
目的：研究去甲基化5-氮杂2'-脱氧胞苷(5-A z a-
CdR)对SW48结肠腺癌细胞株生长周期及凋亡的影
响，探讨其临床治疗的可能性.

方法：分别使用浓度为0.4，1.6，6.4，25.6，102.4 
μmol/L特异型DNA甲基转移酶抑制剂5-Aza-CdR处
理大肠腺癌细胞株.通过MTT来检测5-Aza-CdR对大
肠癌细胞株存活率的影响. 应用流式细胞检测甲基化
5-Aza-CdR对SW48结肠腺癌细胞株生长周期及凋亡
的影响. RT-PCR检测处理前后抑癌基因RASSF1A 
mRNA表达的改变.

结果：5-氮杂2'-脱氧胞苷在1.6 μmol/L就可以明显
的抑制SW48结肠腺癌细胞的增殖，细胞周期中处于
G0/G1期的细胞明显的增多，阻滞于G1期，凋亡率增
高，而且以上作用与药物作用浓度，时间在一定范围
内呈正相关. 5-Aza-CdR处理后，无RASSF1A表达的
SW48结肠腺癌细胞株可检测出基因RASSF1A的重新
表达.

结论：5-氮杂2'-脱氧胞苷可消除某些抑癌基因启动
子甲基化状态，使其重新表达而抑制SW48结肠腺癌
细胞株的生长，并促进其凋亡.

关键词: 5-氮杂-2'-脱氧胞苷；SW48结肠腺癌细胞；细胞

周期；细胞凋亡
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0  引言

大肠癌的发生发展中DNA甲基化调节基因表达与某些

抑癌基因高甲基化失活已得到广泛证实[1-4].在癌变过

程中,使异常甲基化逆转,特别是癌变早期的转变对肿

瘤的防治尤为重要. 体外实验已证实甲基转移酶抑制

剂5-氮杂2′-脱氧胞苷(5-Aza-2'-deoxycytidine)通

过去甲基化作用可使多种CpG 岛高甲基化的抑癌基因

重新表达，从而恢复抑癌功能. RASSF1A是2000年报

道从3号染色体短臂克隆出来的肺癌新型候选抑癌基

因[5,6],我们采用MTT,及流式细胞仪来分别观察甲基转

移酶抑制剂5-氮杂-2′-脱氧胞苷对人结肠腺癌细胞

的成活率，及细胞周期、凋亡率的影响.并对RASSF1A

转录本的表达情况进行了研究，探讨5-氮杂-2'-脱氧

胞苷应用于结肠癌临床治疗的可能性.

 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠腺癌细胞株SW48由华中科技大学同

济医学院附属协和医院普外科惠赠，用含100 m L/L

小牛血清、100 kU/L链霉素和青霉素的RPMI1640培

养基，在37℃,50 m L/L的C O2,湿度饱和的条件下培

养.5-Aza-CdR(Sigma，USA)用三蒸水充分溶解成储

存液，-70℃保存.取对数生长期的结肠腺癌细胞,用

2.5 g/L胰蛋白酶消化癌细胞成单细胞悬液，于显

微镜下记数，按2×106/L培养传代，24 h后分别用

0.4,1.6,6.4,25.6,102.4 µmol/L（实验组1-5）浓度

的特异型DNA甲基转移酶抑制剂5-氮杂-2′-脱氧胞苷

(5-Aza-CdR)处理，24 h后弃去药液并重新更换含新

鲜培养液的药液，浓度同前，连续作用3 d后弃去药

液，用完全培养液继续培养4 d后进行实验，以同体

积的不含药液的培养液处理的细胞作对照组.培养过

程中用相差显微镜观察细胞形态变化.

1.2 方法 

1.2.1 MTT法绘制生长曲线 药液处理前后的细胞继续

培养4 d，按每孔3×103个细胞接种于96孔板，每孔

200 µL，每4个孔为一组，共接种5个板，阴性对照组

只换液，不加药.空白对照组是不含细胞的.放入培养

箱中继续培养，每天取出一板，每孔加入5 g/L MTT

溶液20 µL，37℃作用4 h后弃去，用PBS漂洗2次,加

入DMSO 150 µL，振荡器振荡15 min充分溶解结晶,

置酶标免役检测仪上测定波长为570 n m下的A值(O D

值)，最后以细胞生存率为纵坐标，以时间(d)为横坐

标，绘制不同浓度的5-Aza-CdR作用下的生长曲线.按

以下公式计算细胞生存率.细胞生存率(％)＝(试验

组A值－空白对照组A值)/(阴性对照组－空白对照

组)×100%.

1.2.2 细胞周期和凋亡率检测 收集经药物处理前后培

养的细胞，PBS漂洗2次，调整细胞密度为每1×109/L

个细胞，700 mL/L的冰已醇5 mL-20℃固定24 h以上,

加入RNaseA至终浓度为1 g/L，37℃温育30 min，加

入碘化丙啶(PI)至终浓度50 mg/L，1 h内测定，以流

式细胞仪进行细胞周期和凋亡率的分析.

1.2.3 RT-PCR检测用药前后RASSF1A基因mRNA

表达 用TRI Z O L试剂一步法提取经5-Aa z-C d R处理

和未经处理细胞的总RNA,以Oligo d T为引物逆转录

(Promega,USA),取2 µg总RNA进行纯化:1 µL 10×
reaction Buffer with MgCl2,1 µL DNaseI,DEPC水加

到10 µL，37℃ 30 min,1 µL l2.5 mmol/L EDTA,65℃
10 min,1 µL OligodT18轻混，70℃孵育5 min,离

心，收集到管底，置冰上依次加入5×M-MLV Buffer 

5 µL,dNTPmix 1.25 µL,M-MLV 1 µL,RNasin 0.5 

µL,DEPC水至25 µL, 42℃ 60 min,72℃孵育15 min. 

25 µL的PCR体系:10×PCR Buffer 2.5 µL,dNTPmix 
0.5 µL,MBI TaqDNA polymerase 0.625 µL,灭菌蒸馏

水至20.5 µL,primer1(10 µmol/L)1 µL,primer2(10 

µmol/L)1 µL,MgCl2 1.5 µL,cDNA 1 µL.以RASSF1A

特异引物进行P C R扩增,因为G A P D H在组织中稳定

表达[7],所以以GA P D H为内参照.R A S S F1A引物序列

参考[8]:5'-GGCGTCGTGCGCAAAGGCC-3'(sense)和

5'-GGGTGGCTTCTTGCTGGAGGG-3'(antisense).扩增片

断为329 bp,内参照GAPDH的上游引物序列为:5'-ACCA

CAGTCCATGCCATCAC-3'；下游引物序列为:5'-TCCACCA

CCCTGTTGCTGTA-3'；产物长度452 bp，反应条件:在

95℃变性5 min后,按94℃变性30 s,56℃退火30 s,72℃

延伸60 s,共35个循环.最后72℃延伸5 min. 扩增产

物于20 g/L 琼脂糖凝胶电泳,观察. 

       统计学处理  试验数据分析采用SPSS软件对相关数

据行F检验，及t检验.

2  结果

2.1������� ���������� 结肠腺癌细胞形态及生长速度的变化 在倒置显微

镜下观察5-AZA-CDR处理前后癌细胞的变化，可见癌

细胞体积缩小，死亡，细胞密度减少.经MTT检测,发

现5-Aza-CdR对SW48腺癌细胞增殖的抑制作用呈剂量

和时间依赖性，经方差分析同一作用时间的不同

药物浓度组之间的细胞生存率差异均有显著性意义

(P<0.01);同一药物浓度的不同作用时间组之间的细

胞生存率差异也有显著性意义(P<0.01).在一定范围

内随着剂量的增高和作用时间的延长，对SW48结肠腺

癌细胞增殖的抑制作用越明显(表1).

2.2 5-AZA-CDR使细胞生长停滞在G0/G1期，增高癌细胞

凋亡的发生率，以上作用呈剂量依赖性，经流式细胞

仪检测分析，对照组0 µmol/L的凋亡率为1.78%, 而
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6.4 µmol/L5-AZA-CDR处理组的凋亡率为49.25%, 两

者间有明显的统计学差异(P<���������������0.05)(表2).当浓度达到

102.4 µmol/L时，更多的细胞表现为细胞坏死而不是

凋亡，因为成活细胞过少未能做流式细胞术检测. 

2.3 结肠癌细胞SW48 RASSF1A基因mRNA的表达  

经5-AZA-CDR处理培养后，没有RASSF1A mRNA表达的

SW48大肠癌细胞株可检测到RASSF1A mRNA的重新表达

(图1).

3  讨论

5-AZA-CDR治疗复发性和顽固性急性白血病和慢性髓

性白血病危象具明显疗效,在实体瘤中的作用尚不清

楚[9].肿瘤中基因组甲基化改变常见两种方式:一方面

DNA广泛性低甲基化导致染色体不稳定性,从而引起

基因突变;另一方面,位于抑癌基因启动子区CPG岛高

甲基化异常,引起基因表达沉默,细胞异常增殖导致恶

化.同时基因甲基化异常可通过一种凋亡途径对化疗

药物产生耐受,作用机制可能为甲基化腺嘌呤影响蛋

白质-DNA相互作用而抑制基因转录.由于DNA的甲基

化不涉及DNA序列本身的改变，所以这种改变是可逆

的，因此可以通过消除基因启动子区域的甲基化状

态，使被封闭的基因尤其是肿瘤抑制基因重新表达,

从而抑制肿瘤生长，达到治疗肿瘤的目的[10,14].我们选

用去甲基化制剂处理结肠癌细胞株，结果显:5-Aza-

CdR在浓度为0.4 µmol/L时即可抑制结肠癌细胞增

殖，随着浓度的提高其抑制作用也增高(P<0.01),同

一浓度5-Aza-CdR随着作用时间的延长，其生长抑制

作用也越明显（P<0.01).倒置显微镜下观察,可见癌

细胞体积缩小，死亡，细胞密度减少.近一步研究发

现，5-Aza-CdR使细胞生长停滞在G0/G1期，增高癌细

胞凋亡的发生率，以上作用呈剂量依赖性，在浓度达

到6.4 µmol/L时效果最明显,倒置显微镜下观察,可

见当浓度102.4 µmol/L时，更多的细胞表现为破碎,

形态不完整，呈坏死的表现,这和其他的化疗药物相

似，即在低浓度时引起细胞的凋亡，而高浓度引起细

胞的坏死.无RASSF1A基因mRNA表达的大肠癌细胞使用

5-Aza-CdR处理后，均检出基因的重新表达.并连续培

养5代以上仍可检测出RASSF1A基因mRNA的表达,究其

原因，5-Aza-CdR具有诱发因高甲基化封闭的基因重

获表达的去甲基化功能，从而导致其抑制肠癌细胞生

长的作用.不可否认，药物本身如存在细胞毒效应也

可产生抑制作用.为确切证实5-AZA-CdR抑制细胞生长

的内在机制，Bender et al [15,17]应用具有同等细胞

毒性作用的药物Ara-C(无去甲基化作用)作用于膀胱

癌细胞,结果并未显示出抑制肿瘤细胞生长的可遗传

性，细胞毒效应均存在着时效性，因而提示5-Aza-

CdR抑制肿瘤细胞生长并非由于其本身的毒性作用.   

   RASSF1A作为抑癌基因的具体机制还不大清楚, 

Dammann et al [18,22]目前已证实，Ras-GTPase是调节

增殖与凋亡的分子开关超家族一员，它的不同功能取

决于细胞外信号分子的不同，由此活化的Ras可能因

与一系列不同的下游效应分子相互作用而发挥2种截

然不同的功能：即可以促进细胞生长和分化，又可通

过诱发细胞休眠，诱导终末分化和凋亡来抑制细胞

生长.Lee et al [23,24]用甲基化特定PCR方法，检测正

常结肠组织（n = 24），结肠腺瘤（n = 95）,结直

肠癌（n = 149）,结果发现RASSF1A CpG岛甲基化在

结直肠癌灶很频繁，远比癌灶旁及癌远隔部位的甲基

化概率高.KurokiT et al [25,26]和Byun et al [27,29]先

后用甲基化特定的PCR对22个食管癌细胞株、47列食

管癌组织标本、对15个胃癌细胞株、90例原发性胃癌

组织以及膀胱癌细胞株进行分析后发现RASSF1A明显

甲基化(有统计学意义)，并且甲基化程度与临床分期

表 1  5-Aza-CdR对SW48结肠腺癌细胞生存率的影响(％)

药物溶度(µmol/L) 1  d 2  d 3  d 4  d 5  d

0.4 98 95 93 92 91

1.6 90 84 75 66 53
6.4 80 74 69 56 40

25.8 72 43 30 12 6

102.4 49 40 9 8 5
                

bP<0.01,不同药物溶度 F = 44.079,不同作用时间度 F =12.250. 

表 2  5-AZA-CDR对SW48结肠腺癌细胞周期及细胞凋亡率的影响(%)

药物溶度(µmol/L) Sub-G1期 G1期 S期 G2期

0 1.78 57.26 22.10 15.27

0.4 19.64 57.21 15.99 8.94
1.6 38.71 46.27 9.89 7.56
6.4 49.25a 38.46 9.35 5.09

25.6 38.27 45.68 6.74 3.85

t = 3.98, aP<0.05 vs  0 µmol/L.

500 bp→  
300 bp→
400 bp→ →

452 bp→
329 bp

M        1        2        3        4        5          

图 1  不同浓度的5-Aza-CdR对RASSF1A mRNA 表达水平的影响.

Mark: DNA分子量标准; 1: GAPDH内参照及阴性(无5-Aza-CdR作用)

2: 0.4μmol/L 5-Aza-CdR; 3: 1.6μmol/L 5-Aza－CdR; 4: 6.4μmol/L 

5-AzaCdR; 5: 25.6μmol/L 5-Aza-CdR.
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显著相关，进一步表明RASSF1A的表达失活部分是由

RASSF1A启动子区CpG岛的高甲基化所引起的．

大量研究表明RASSF1A表达缺失和启动子高甲基

化有着广泛的肿瘤谱，Muller et al [30]在研究乳腺

癌患者血清中DNA异常甲基化的意义时，发现有血清

RASSF1A DNA异常甲基化或APC血清DNA异常甲基化的

患者预后很差，并指出该基因有望在多种肿瘤的早

期诊断、预后指标评估中发挥重大作用.针对肿瘤细

胞中区域性高甲基化存在的广泛性，去甲基化制剂

5-AZA-CDR具有广阔的抗肿瘤治疗前景.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of apoptosis inhibi-
tory protein 2 (IAP-2) in pancreatic cancer cell PC-3 
under severe hypoxia, and to explore its relation with 
hypoxia inducible factor 1(HIF-1).

METHODS: PC-3 cells were cultured under different 
condi t ions as fo l lows: normoxia; 20  mL/L O2, 
50  mL/L CO2, and 930  mL/L N2 for 4 h (hypoxia); 
950  mL/L N2 and 50  mL/L CO2  for 1, 3, and 5 h, 
respectively (severe hypoxia); reoxygenation after 
1 h of severe hypoxia; normoxia with colalt chloride 
(300 µmol/L). Immunocytochemistry was used to 
qualitatively evaluate the expression of IAP-2 protein. 
After extraction of cytoplasmic and nuclear proteins, 
Western blot was used to quantitatively determine the 
expression of IAP-2 protein, which was compared with 
the expression of HIF-1 protein. Then the expression 
of IAP-2 mRNA was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: IAP-2 protein was positively expressed in 

the cytoplasm of PC-3 cells. There was no significant 
difference between the expression levels of IAP-2 
protein under normoxia and hypoxia. The expression 
of IAP-2 protein was markedly increased (t  = 3.300, 
P <0.05) 1 h after severe hypoxia and remained 
high at 3 or 5 h. There was no significant difference 
among different time points (P  <0.05). Reoxygenation 
led to basal expression of IAP-2 protein and mRNA. 
HIF-1 expression was undetectable in normoxic PC-3 
cells, but it was induced by hypoxia. Under severe 
hypoxia, HIF-1 was modestly expressed, but IAP-2 
was abundantly expressed. After reoxygenation, the 
expression of HIF-1 disappeared, and IAP-2 returned 
to the basal level. Colalt chloride activated HIF-1 
but not IAP-2. One hour after severe hypoxia, the 
expression of IAP-2 mRNA was evidently higher than 
that under normoxia (t = 6.900, P  <0.05) and remained 
high at 3, 5 h. There was no significant different among 
different time points (P  >0.05).

CONCLUSION: Severe hypoxia induces the up-
regulation of IAP-2 in PC-3 cells through HIF-1-
independent pathways.

Key Words: Hypoxia; Pancreatic cancer; Apoptosis 

inhibitory protein 2; Hypoxia inducible factor 1

Zhao Q, Gu H, Du J, Qin H, Liu NZ. Effect of hypoxia on 
apoptosis inhibitory protein 2 expression and its mechanism in 
pancreatic cancer cell line PC-3. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(17):2098-2102

摘要
目的：研究极度低氧下人胰腺癌细胞株PC-3中IAP-2

表达的变化，初步探讨其与HIF-1的相关机制.

方法：PC-3细胞株分组孵育：常氧组，体积分数为

20 mL/LO2/50 mL/LCO2/930 mL/LN2低氧组4 h，

950 mL/LN2/50 mL/LCO2极度低氧组1、3、5 h，

950 mL/LN2/50 mL/LCO2低氧3 h后复氧，另取一组

加入300 μmol/L氯化钴常氧孵育. 用细胞免疫化学定

性检测IAP-2蛋白表达；蛋白裂解液提取胞质胞核蛋

白，用Western blot检测IAP-2蛋白水平变化，同时

对比HIF-1蛋白表达；用RT-PCR检测IAP-2基因

水平改变.
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结果：免疫细胞化学检测IAP-2蛋白在PC-3细胞中

呈阳性表达，定位于胞质. Western blot显示常氧、

低氧4  h可检测到IAP-2蛋白,表达无差异，极度低氧

1 h IAP-2蛋白表达明显增加(t  = 3.300, P<0.05), 3、

5 h IAP-2持续高表达，各时间段无显著性差异，复

氧后恢复基线水平. 实验还显示了HIF-1和IAP-2蛋白

的表达差异：常氧组HIF-1未表达，低氧4 h可诱发, 

IAP-2保持基线水平；极度低氧HIF-1无变化，IAP-2

表达明显增高；复氧后HIF-1不表达，IAP-2恢复基

线表达；加入氯化钴后HIF-1恢复表达，IAP-2保持

基线，初步表明IAP-2蛋白表达上调有独立于HIF-1

的作用机制. RT-PCR检测表明，极度低氧1、3、5 

h后IAP-2mRNA表达明显高于常氧组(t  = 6.900, 

P <0.05),各时间组无显著差异，复氧后恢复基线水

平. 该结果与上述IAP-2蛋白表达上调一致,初步表明

IAP-2上调发生在转录水平.

结论：极度低氧下IAP-2在人胰腺癌细胞株PC-3表达
上调，并具有独立于HIF-1的抗凋亡机制.

关键词:  低氧；胰腺癌；凋亡抑制蛋白2； 缺氧诱导因子1

赵秋，谷华，杜静，覃华，刘南植. 低氧对胰腺癌细胞株PC-3中IAP-2表

达的影响机制. 世界华人消化杂志  2005;13(17):2098-2102

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2098.asp

0  引言

在肿瘤形成和组织缺血中缺氧是普遍存在的，缺氧

的程度决定了细胞是走向凋亡或是适应缺氧存活下

来,长期的缺氧形成细胞对缺氧诱导的凋亡抵抗性,这

些产生抗性的瘤体具有更强的侵袭性，同时降低了

对放疗化疗的反应. 现国外正着手研究于不同缺氧

环境表达的各种调节因子对细胞凋亡、抗凋亡及增

殖的影响及相互关系，目前缺氧诱导因子1(hypoxia 

inducible factor 1,HIF-1)研究较多, 结论显示

HIF-1在缺氧时可起到诱导凋亡或抗凋亡的作用[1-4].

在大鼠肾近曲小管（RPTC）研究中发现，极度低

氧(近乎无氧)可诱发凋亡抑制蛋白2（apoptosis 

inhibitory protein 2,IAP-2）表达上调并表现出抗

凋亡性，其机制可能是IAP-2协同其他因子阻止Bak

转位以保持线粒体完整性，通过抑制caspase活化

发挥抗凋亡作用，具体机制不清[5]；在人实体瘤中, 

IAP-2表达的变化和对凋亡的影响及机制探讨尚未报

道. 我们选用人胰腺癌细胞株PC-3作为研究对象，于

极度低氧下观察IAP-2表达的变化，同时观察HIF-1的

表达，以探讨缺氧时IAP-2的表达与HIF-1之间有无相

关性，为进一步研究实体瘤抗凋亡性提供新的思路及

临床治疗提供可靠实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株P C-3由本研究所提供，

D M E M高糖培养基、胎牛血清购自H y C l o n e公司，

Oxyrase购自Oxyrase公司，六孔板、免疫组化试剂

盒购自Santa Cruz公司，兔抗人IAP-2多克隆抗体

购自美国Proteintech公司，羊抗人HIF-1mAb购自

Novus公司,羊抗兔IgG购自三鹰科技公司，羊抗小鼠

Ig G(H+L)购自凌飞公司，IA P-2引物合成自生工生

物工程公司, PCR试剂盒购自TaKaRa公司，HEPES, 

NP40, EDTA, PMSF等蛋白裂解试剂,核酸裂解试剂购

自Sigma公司, DTT, 丙烯酰胺, TMEMD, SDS, NC膜

等Western blot试剂购自Ameresco公司，ECL发光试

剂购自Pierce公司.PC-3细胞株分组孵育[6,7]:常氧组, 

20 m L/L  O2/50 m L/L  C O2/930 m L/L  N2低氧组4 h, 

950 mL/L N2/50 mL/L CO2极度低氧组1 h,3 h,5 h, 

950 mL/L N2/50 mL/L CO2低氧3 h后复氧,另取一组

加入300 μmol/L氯化钴常氧孵育.常氧培养时，细胞

株采用含100 m L/L胎牛血清的DMEM高糖培养基，常

规培养于50 mL/L CO2/950 mL/L空气、37℃孵箱中,

待其2-3 d贴壁生长至70-80%融合时，用胰蛋白酶消

化传代.低氧培养时,将细胞株提前转入20 m L/

L  O 2/ 50 m L/L  C O2/930 m L/L  N2，37℃低氧培养

箱.极度低氧培养时，先用PBS清洗细胞，然后转入含

950 mL/L N2/50 mL/L CO2的厌氧板,于Krebs-Ringer

碳酸氢盐缓冲液中培养,该缓冲液提前经950 m L/

L N2/50 mL/L CO2处理并按1︰10体积比(Oxyrase:缓

冲液)加入Oxyrase以除去残余O2，复氧时，细胞再转

移到50 mL/L CO2/950 mL/L空气孵箱. 

1.2 方法 将经消毒的20 mm盖玻片置于直径90 mm培养

皿中，按2×107/L细胞接种，3 d左右转入950 m L/

L N2/50 mL/L  CO2缺氧环境培养3 h，以常氧培养作

为对照,行免疫细胞化学检测.P B S清洗，冰丙酮固

定,用TritonX-100孵育，30 mL/L H2O2孵育，血清

封闭,再加一抗IAP-2于37℃作用1 h，二抗37℃作用

0.5 h,D A B显色，苏木素复染，树胶封片,光镜下观

察.

1.2.1  Westeron blot检测IAP-2, HIF-1蛋白 收集各组

细胞，冰PBS清洗2次，加Buffer A(含HEPES-KOH, 

KCl, EDTA, NP40, PMSF, Aprotinin)冰育30 min, 

1300 r/m i n离心5 m i n，上清作为胞质蛋白，沉淀

加Buffer B(含HEPES-KOH，KCl, EDTA, MgCl2, 甘

油，PMSF, Aprotinin)冰育30 min，15000 g离心

30 m i n，上清作为核蛋白,用考马斯亮蓝法检测蛋

白浓度,其余低温保存[8].取各组蛋白高温变性，100 

g/L聚丙烯酰胺电泳分离约1 h，100 EV、低温2 h转

至NC膜，室温封闭1 h，各组分别加入一抗IA P-2, 
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H I F-1，4℃孵育过夜，漂洗，加二抗，室温孵育1 

h，漂洗，用ECL试剂显示蛋白条带，以β-actin作

为内对照.采用Image-Pro Plus 5.1图象分析软件测

定Westeron blot条带净灰度值，并与内参照的测定

结果比较，计算其比值，比较各组差异以及IAP-2, 

HIF-1之间的关系.

1.2.2 RT-PCR 检测IAP-2 mRNA 取常氧、极度

低氧及复氧组细胞提取总RN A：P B S清洗2遍，加入

Trizol 1 mL溶液裂解.按Trizol试剂盒说明书提取

总RNA，用分光光度仪测定RNA的浓度和纯度.cDN A

的合成：反应体系中加入提取的RNA1μL,25 m m o l/
L MgCl2 2 μL,10×逆转录缓冲液1 μL,10 mmol/L
脱氧核苷三磷酸(dNTP)1 μL,4×107 U/L RNA酶抑制

剂0.25 μL,5×106U/L鸟类成髓细胞瘤病毒(AM V)逆

转录酶0.5 μL,0.5 g/L寡聚脱氧核苷酸(Oligo Dt-

Adaptor Primer）0.5 μL,双脱氢水3.75 μL;42℃ 

30 min,99℃ 5 min,5℃ 5 min.低温保存.PCR检测: 

IAP-2基因PCR引物序列为,上游:5′TCTTCATCGAGGAC

TAACCCCTAC3′,下游:5′GCATCATCCTTTGGTTCCCAGT 

3′.反应条件:94℃变性2 mi n,94℃ 30 s,55℃ 30 

s,72℃ 1 min,循环29次.以β-actin为内对照检测

转录效率，RT-P C R产物用15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 

GoldView显色，IAP-2基因及β-actin PCR产物长度

分别为200 bp,600 bp.利用Image-Pro Plus 5.1图象

分析软件测定RT-PCR条带净灰度值，并与内参照的测

定结果比较，计算其比值.   

        统计学处理  数据以平均值±标准差(mean±SD)表

示，采用SPSS11.5软件进行统计学处理，多组间均

数比较用方差分析，两组均数间比较用t检验,以

P<�������������0.05为差异具有显著性.

2  结果

2.1 IAP-2蛋白的表达 IAP-2蛋白在PC-3细胞中呈阳性

表达，显棕黄色，定位于胞质，常氧低氧表达无显著

差异(图1).蛋白免疫印迹显示各组灰度值/β-actin

值分别为:常氧组(0.94±0.02)﹑20 m L/L  O2 4 h组

(0.92±0.03)之间IA P-2蛋白表达均无显著性差异

(t = 1.124,P >����������������   0.05)，950 m L/L  N2/50 m L/L  C O2

作用1 h  I A P-2表达量开始增加(1.02±0.01)，与

常氧组差异有显著性意义(t = 3.300,P <������0.05)，

3 h(1.01±0.03),5 h(1.01±0.02)IAP-2持续表达,

各时间段之间无显著性差异(F = 1.194,P >�������0.05),复

氧后(0.93±0.02)恢复低表达，与常氧组无显著性

差异(t = 2.018,P>��������������������0.05).胞核均无表达.可见IAP-2

于极度低氧表达增高，翻译后转至胞质通过一定机

制发挥抗凋亡作用(图2).对比PC-3细胞中HI F-1表

达,常氧组HIF-1无表达，IAP-2可表达；低氧组4 h

后胞核可显示HIF-1条带，IAP-2保持基线水平；转

入极度低氧I A P-2表达明显增高, H I F-1表达

(0.98±0.02)与低氧组(0.98±0.03)无显著性差异

(t = 1.372,P >����������������������0.05)；复氧后IAP-2恢复基线表达, 

HIF-1不表达;加入氯化钴4 h后HIF-1表达(0.97±0.02),

与低氧组无差异(t = 0.399,P>��������������� 0.05), IAP-2保持基

线，初步表明IAP-2的表达上调有独立于HIF-1的作用

机制(图3).  

2.2 IAP-2 mRNA的水平  RT-PCR检测显示，对比常

氧组(0.79±0.01)，极度低氧1 h(0.87±0.02)IAP-2 mRNA

表达明显增加,两者具有显著性差异(t = 6.900, 

P<��������������������������������������  0.01)，3 h(0.86±0.01),5 h(0.88±0.01)持续表

达,各时间段无显著性差异(F = 1.068,P>��������0.05),复氧

图 2  PC-3细胞中IAP-2蛋白水平. A：IPA-2；B：β-actin；1-6: 常

氧；20  mL/L  O2  4 h；950  mL/L  N2  1 h，3 h，5 h；950  mL/

L  N2作用3 h后复氧

A

B

1            2            3            4            5            6           

图 1  低氧下IAP-2在PC-3中阳性表达.

图 3 PC-3细胞中IAP-2，HIF-1蛋白水平比较. A:IAP-2, H IF-1；B:

β-actin；1-4:常氧；20  m L/L   O2  4 h；氯化钴4 h；950  m L/

L  N2  3 h IAP-2蛋白  5-8:常氧；20  mL/L  O2   4 h；氯化钴 4 h; 

950  mL/L  N2   3 h HIF-1蛋白.

         1         2         3         4         5         6         7         8

A

B
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(0.80±0.02)恢复表达，与常氧组无差异(t = 0.286, 

P >���������������������������0.05).该结果与上述IAP-2蛋白表达一致，初步表

明IAP-2上调发生于转录水平(图4). 

3  讨论

在实体瘤中缺氧是普遍存在的，长期的缺氧形成细

胞对缺氧诱导的凋亡抵抗性，这些产生抗性的瘤体

可能表现出更强的侵袭性，同时降低了对放疗化疗

的反应[9,11].低氧下表达的各种凋亡调节因子在诱发凋

亡、对抗凋亡及促进增殖中保持着精细的平衡，理解

各种因子的作用机制及相关性对治疗实体瘤会产生

新的突破[12,14].HIF-1可发挥凋亡或抗凋亡作用[15,19].

目前涉及低氧细胞凋亡或抗凋亡的相关因子及机制

仍未完全阐明，对这些机制的探讨将更有助于实体瘤

的治疗[20,22].严格的缺氧（接近无氧）环境能诱发

IAP-2表达上调，IAP家族(inhibitor of apoptosis 

family of proteins,IAPs)通过抑制caspase，参与

TNFR介导的信号转导，与NF-κB相互作用发挥抗细胞

凋亡作用[23,25].目前研究表明低氧诱导IAP-2对细胞色

素C刺激的caspase活化产生抑制作用，将IAP-2自胞

质清除可恢复caspase活性[6,7]. 

   但目前该研究仅限于大鼠，尚未用于人类实验. 

我们首次选用人胰腺癌细胞株PC-3作为研究对象,探

讨实体瘤中IAP-2的表达变化及相关机制，以加深对

肿瘤细胞相关生长调节因子的认识，为新型药物开发

及临床治疗提供实验依据.本研究显示，IAP-2表达

于PC-3胞质，极度低氧环境表达较多，IAP-2在缺氧

1 h后表达增加，3-5 h未见减弱，mRNA和蛋白表达

具有时间和数量的一致性，初步显示IAP-2因子改变

发生在转录水平.HIF-1蛋白常氧未见表达，20 mL/L

低氧4 h后可显示条带，极度低氧环境条带未加深；

IAP-2于常氧和20 mL/L低氧表达适量，极度低氧明显

增高；加入氯化钴后4 h HIF-1可显示条带，IAP-2无

变化，上述结果表明HIF-1可因物理因素(低氧)或化

学因素(加入氯化钴，去铁敏等)表达，缺氧的程度对

HIF-1无明显影响，IAP-2仅在极度缺氧表达上调，初

步表明HIF-1这种介导多种基因缺氧反应的转录因子

与IAP-2的表达无关，IAP-2上调及抗凋亡另有不同于

HIF-1的独立作用机制.结合对RTPC的研究成果及对人

IAP-2的抗凋亡研究机制[23,26]，初步表明IAP-2在人肿

瘤细胞株于极度低氧下表达增加、以独立于HIF-1的

机制发挥抗凋亡作用. 

   通常，在近乎无氧的条件下，许多在适度低氧下

表达的转录因子可能无法参与IAP-2的调节，但目前

研究表明，IAP-2并非在无氧下获得的唯一具有凋亡

抗性的因子，IAP-2协同其他因子阻止Bax转位并保持

线粒体的完整性，可在组织缺血和肿瘤形成中维持细

胞存活[27,29]，故下一步的研究应着眼于极度低氧诱导

IAP-2上调的作用机理及IAP-2基因启动子元件和信号

传导通路，以及与其他因子的关联性，并继续探寻其

他低氧调节因子[26,30]，以期加深对肿瘤细胞凋亡抗性

的认识，并为进一步开展临床实验和开发新型临床抗

癌药物提供可靠的理论依据和治疗靶点. 
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Abstract
AIM: To explore the roles of renal cell apoptosis and 
expression of bax  and bcl -2 in renal injury in rats with 
severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: Thirty rats were randomized into sham op-
eration (SO, n = 15) and SAP group (n = 15). The mod-
el of SAP was established by retrograde injection of 50 
g/L sodium taurocholate into the biliopancreatic duct in 
the rats. Serum creatinine (Cr) and blood urea nitrogen 
(BUN) were determined 6, 12, and 18 h after injection. 
The pathological changes were observed by light and 
electron microscopy. The apoptosis of renal cells was 
determined by TUNEL method, and the expression of 
bax  and bcl -2 was detected by immunohistochemical 
staining (SABC assay).

RESULTS: As compared with those in SO group at 
the same phase, serum Cr and BUN in SAP group in-
creased markedly. Significant injuries of renal tissue 
were observed under light and electron microscope.
The apoptotic index of renal glomerular cells increased 
significantly 6, 12, and 18 h after injection (3.2±1.1 vs 
0.8±0.1, P <0.05; 3.9±1.8 vs 0.9±0.1, P <0.05; 4.8±1.7 
vs 0.8±0.2, P <0.01, respectively). The apoptotic index of 
renal tubule cells also increased significantly (9.8±1.1 

重症胰腺炎肾脏损伤中细胞凋亡相关基因的作用

朱明德, 方驰华, 史学深

vs 1.3±0.5, P <0.01; 12.6±2.3 vs 1.2±0.3, P <0.01; 
15 .7±2.6 vs 1 .3±0.3 , P <0.01, respect ive ly ) . 
Theexpression of bax  in renal glomerulus and tubule 
increased significantly at 6, 12, and 18 h, respec-
tively (glomerulus: 3.05±0.86 vs 1.01±0.04, P <0.05; 
3.37±1.13 vs 1.06±0.05, P <0.05; 4.11±1.24 vs 
1.09±0.03, P <0.05; tubule: 8.17±2.16 vs 1.53±0.07, 
P <0.01; 12.92±1.81 vs 1.61±0.05, P <0.01; 13.08±2.53 
vs 1.59±0.05, P <0.01), and increased continuously. 
bcl -2 was mainly expressed in the regions of renal tu-
bule, and it also increased in SAP group at 6, 12, and 
18 h, respectively (3.38±1.07 vs 1.58±0.02, P <0.05; 
4.26±1.13 vs 1.59±0.06, P <0.05; 7.21±1.04 vs 1.61±0.02, 
P <0.01). The level of bcl -2 expression in renal glom-
erulus was higher in SAP group than that in SO group 
at 6, 12, and 18 h, respect ively (2.18±0.65 vs 
1.04±0.02; 2.42±0.63 vs 1.03±0.05, P <0.05; 2.69±0.47 
vs 1.08±0.04, P <0.05), but decreased with the dura-
tion of the injuries.

CONCLUSION: Renal cell apoptosis, which relates 
to the up-regulated expression of bax  and downed 
regulated expression of bcl -2, may be involved in the 
pathogenesis of renal injury in patients with SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; bax ; bcl -2; Re-

nal cell apoptosis

Zhu MD, Fang CH, Shi XS, Renal cells apoptosis and expression of 
correlative gene in rats with severe acute pancreatitis.Shijie Hua-
renXiaohua Zazhi  2005;13(17):2103-2107

摘要

目的：探讨细胞凋亡及bax ，bcl -2基因表达在重症胰
腺炎(SAP)肾脏损伤中的作用.

方法：大鼠30只随机分为假手术组(SO组，n  =  15)和
SAP组(n  =  15)，采用50 g/L 牛磺胆酸钠逆行胆胰管
注射法建立SAP模型，建模后6，12，18 h测定血Cr, 
BUN，光镜、电镜观察肾组织病理变化，TUNEL法
测定肾脏细胞凋亡，SABC免疫组化染色法测定bax , 
bcl-2基因���表达�.

结果：SAP组血Cr，BUN较假手术组升高，光电镜下
见肾组织损害明显.肾小球细胞凋亡数明显高于对照

World Chin J Digestol  2005 September 15;13(17):2103-2107
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2005年版权归世界胃肠病学杂志社



组（6, 12, 18 h分别为3.2±1.1 vs  0.8±0.1，P <0.05; 
3.9±1.8 vs  0.9±0.1，P<0.05; 4.8±1.7 vs  0.8±0.2, P<0.01),
肾小管细胞凋亡数明显高于对照组（6, 12，18 h分
别为9.8±1.1 vs  1.3±0.5，P <0.01; 12.6±2.3 vs  1.2±0.3, 
P<0.01；15.7±2.6 vs  1.3±0.3，P<0.01), 肾小球bax表达
水平明显高于对照组（6，12，18 h分别为3.05±0.86 
vs  1.01±0.04，P <0 .05；3.37±1.13 vs  1.06±0.05, 
P <0.05；4.11±1.24 vs  1.09±0.03, P <0.05),肾小管bax
表达水平也明显高于对照组（6，12, 18 h分别为
8.17±2.16 vs  1.53±0.07, P<0.01;12.92±1.81 vs  1.61±0.05, 
P<0.01; 13.08±2.53 vs  1.59±0.05，P<0.01), 并且随病
程延长而逐渐增高. bc l -2表达主要在肾小管区，其
表达水平也高于对照组（6, 12, 18 h分别为3.38±1.07 
vs  1.58±0.02, P<0.05；4.26±1.13 vs  1.59±0.06, P<0.05; 
7.21±1.04 vs  1.61±0.02，P<0.01)，肾小球区的bcl-2表
达水平也高于对照组（6, 12, 18 h分别为2.18±0.65 vs 
1.04±0.02; 2.42±0.63 vs  1.03±0.05，P<0.05; 2.69±0.47 vs  
1.08±0.04, P<0.05)�������������，������������但随病程延长而逐渐下降.

结论：SAP肾脏损伤的发病与肾脏细胞凋亡有关,可能
是通过上调bax表达并下调bcl-2表达而引起细胞凋亡.

关键词: 重症胰腺炎；bax ；bcl -2；肾细胞凋亡
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)常并发多器官功能障碍,其胰外

器官损伤中肾功能障碍(胰性肾病)发生率约14-43%,

仅次于肺功能障碍，发展至急性肾功能衰竭后死亡

率高达71-84%
[1]
.目前对其发病机制尚不完全清楚.过

去认为SAP能致动物肾病与磷酶脂A2、内毒素、肿瘤

坏死因子、脂质过氧化损伤等有关
[2-7]

,近年的研究发

现，在一些继发性肾损伤过程中可发现肾脏细胞凋亡

现象
[8-14]

.我们检测SAP肾脏损伤大鼠肾组织细胞凋亡

及凋亡相关基因蛋白表达情况，探讨细胞凋亡及其相

关基因蛋白表达在SAP肾脏损伤发病过程中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠30只，体质量250-300 g，由南方医

科大学实验动物中心提供.随机分成2组：假手术组. 

(SO组)和SAP组各15只.每组再分为6，12，18 h三个

时间点，每个时间点分配5只大鼠.动物术前禁食不禁

水12 h，SAP组用30 g/L 戊巴比妥钠(30 mg/kg)ip

麻醉,作上腹正中切口入腹，近肝门处暂时夹闭胆总

管，于十二指肠降部找到胰胆管开口，在对侧肠壁上

选一无血管区，用穿刺针扎穿肠壁，将穿刺导管从针

孔送入肠腔后穿入胰胆管内1 cm，注入50 g/L牛磺胆

酸钠(10 mL/kg)制备SAP模型(注射速度0.2 mL/min),指

压穿刺点，查无漏胆，逐层关腹；SO组仅行胰胆管穿

刺操作，不注射药物。造模后6，12，18 h等各时间

点处死大鼠，心脏穿刺抽血，快速切取左侧肾脏，测

定各项指标.

1.2 方法 全自动生化分析仪测定血Cr,BUN.各组织标

本以多聚甲醛固定,常规石蜡包埋、HE染色,光镜观

察；电镜标本以30 g/L戊二醛-10 g/L锇酸双重固定,

环氧树脂包埋,超薄切片,醋酸铀和柠檬酸铅电子染

色，透射电镜观察.

1.2.1 肾脏细胞凋亡的测定 采用DNA末端原位标记法

(TUNEL法,试剂盒购自武汉博士德公司).切片常规脱

蜡入水,经30 m L/L  H2O2处理、蛋白酶K消化后,加入

TDT和Dig.dUTP4℃过夜，封闭后加生物素化抗地高辛

抗体，洗涤，加SABC，DAB显色，光镜下计算肾脏细

胞凋亡指数(apoptotic index，AI).AI计算方法:细

胞核中有棕黄色颗粒者为阳性细胞，即凋亡细胞，每

张切片均分别统计20个正切肾小球及100个正切肾小

管凋亡细胞数和总细胞数，AI=凋亡细胞数/总细胞数

×100%.

1.2.2 基因bax , bcl-2的测定 采用SABC免疫组化染色法

(免疫组化试剂盒购自武汉博士德公司).染色模式:胞

膜或胞质。各组切片均采用图像分析系统对免疫组

化染色阳性反应产物进行定量分析.具体操作为:每张

切片分别测量10个肾小球及10个高倍视野的肾小管,

利用图像分析系统分析阳性面积和阳性区域平均灰度

值，并将阳性面积和平均灰度值按文献方法
[15]

换算成

阳性单位(positive unit，PU),以PU值大小代表阳性

产物表达的多少.

统计学处理 采用SPSS10.0统计软件建立数据库,两

组均数比较用完全随机设计资料的方差分析，细胞凋

亡与肾功能损害的相关性用相关性分析.P<0.05为差

异有显著性意义.

2  结果

2.1 肾组织病理学改变 S O组大体未见异常;S A P组

6 h时腹腔见少量渗液,肾脏轻度水肿;12 h时肾脏充

血水肿加重,并可见少量出血点,腹腔渗液增多,淡红

色;18 h时肾脏充血水肿更为明显,可见局灶性坏死,

腹腔渗液呈血性.光镜下SO组未见异常;SAP组6 h时

肾小球轻度肿胀,肾小管肿胀较为明显,肾间质见炎细

胞浸润;12 h时肾小球、肾小管肿胀加重,间质炎细胞

增多;18 h时肾小球可见淤血,肾小管上皮细胞可见坏

死.电镜下SO组未见异常;SAP组6 h时肾小球毛细血管

扩张,足细胞核不规则，线粒体凝集和肿胀，溶酶体
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增多,内质网扩张，基膜局部增厚，肾小管上皮细胞

水肿,表面微绒毛减少，排列紊乱，微绒毛末端呈杆

状膨大.随病程延长，上述病理改变加重.18 h时尚

出现肾小球毛细血管淤血，粒细胞凝集，基膜内有纤

维素沉积,肾小管上皮细胞胞浆空泡化，线粒体空泡

变性，表面微绒毛脱落，部分线位体破裂，各时段均

可见细胞核固缩，集合管内可见坏死的肾小管上皮细

胞和红细胞.SAP时血Cr，BUN明显升高，且随着病程

延长而逐渐增高(表1).

2.2 肾脏细胞凋亡情况 S O组肾小球和肾小管仅偶见

凋亡细胞,SA P组凋亡细胞明显增多,凋亡指数升高,

并随着病程延长而逐渐增高，肾小管凋亡现象较肾

小球严重(图1-2，表2).肾小管细胞凋亡与血C r呈

正相关(r  = 0.812,Ｐ <0.05),与血BU N也呈正相关

(r  = 0.807,Ｐ <0.05).

2.3 肾脏细胞bax，bcl-2表达 SO组肾小球和肾小管bax

的表达都很弱；SAP组bax在肾小球和肾小管的表达

均较SO组明显增强，且随着病程延长而逐渐增高(表

2).SO组bcl-2在肾小管和肾小球的表达都很弱；SAP

组bc l -2的表达明显增强,其表达值也有随着病程延

长而逐渐上升的趋势(表2).SAP组肾小球和肾小管的

bcl-2/bax比值均较同时相SO组明显下降，并且随着

表1  SAP大鼠肾功能 (mean±SD)

肾功能　                  分组 　　 6 h              12 h　              18 h

Cr(umol/L)　            SO     40.2±3.2      43.0±5.0         41.2±3.3

                                SAP   60.2±7.2
a
   125.6±14.9

a
    178.3±32.6

b

BUN(mmol/L)          SO       5.0±0.4        4.9±0.5          5.1±0.5

                                SAP   10.2±1.0
a
     16.7±3.5

b
        22.5±3.5

b

a
P <0.05，

b
P <0.01 vs  SO��组�.

  1.30±0.30

  15.7±2.6b

  1.59±0.05

13.08±2.53b

  1.61±0.02

  7.21±1.04b

  1.01±0.05

  0.55±0.01b

                                                       6 h                             12 h                            18 h                                6 h                               12 h                             18 h 

AI                     SO                          

                         SAP                 

bax (PU)           SO                             

                         SAP                

bcl -2(PU)         SO                               

                         SAP                           

bcl -2/bax           SO                          

                         SAP                      

表2  SAP大鼠肾小球和肾小管细胞凋亡，bax ，bcl -2表达 (mean±SD)　

a
P <0.05，

b
P <0.01 vs  SO��组.

              肾小球                                                                                     肾小管
指标　　        分组

0.80±0.10

3.20±1.10a 

1.01±0.04

3.05±0.86a 

1.04±0.02

2.18±0.65 

1.02±0.06

0.72±0.01a    

0.90±0.10

3.90±1.80 a

1.06±0. 05

3.37±1.13a

1.03±0.05

2.42±0.63a

0.98±0.05

0.70±0.03a  

0.80±0.20 

4.80±1.70b

1.09±0.03

4.11±1.24a

1.08±0.04

2.69±0.47a

0.99±0.03

0.65±0.03a

1.30±0.50

9.80±1.10b

1.53±0.07

8.17±2.16b

1.58±0.02 

3.38±1.07a

1.03±0.05

0.66±0.02 a

  1.20±0.30

12.60±2.30b

  1.61±0.05

12.92±1.81b

  1.59±0.06

  4.26±1.13 a

  0.99±0.07 

  0.62±0.03 a

病程的延长而逐渐下降(表2).

3  讨论

急性肾功能衰竭时肾小管上皮细胞出现凋亡早于肾功

能的变化
[16]

.凋亡作为细胞丢失的途径之一，同样可

造成肾小管基底膜裸露、转运功能丧失及小管液回漏

等功能障碍，成为少尿或无尿的病理生理基础，说明

凋亡在肾功能损害中发挥重要的作用
[17-22]

.细胞凋亡

也参与胰性肾病的发病过程.Takase　et al
[23]

在诱发

实验性SAP 6 h后，并发ARF的小鼠肾脏肾小管细胞出

现凋亡，用SAP小鼠产生的腹水注射到健康小鼠，也

导致肾小管细胞的凋亡；SAP时血中内毒素(ET)、肿

瘤坏死因子(TNF-α)等明显升高，而经ET注射的小鼠

肾脏可见到明显的细胞凋亡
[24]

，TNF-α增加了ET诱导

的肾小管细胞的凋亡
[25]

.我们发现，SAP大鼠肾脏的细

胞凋亡数明显增多，凋亡指数增高，肾小管凋亡现象

较肾小球严重，肾脏细胞凋亡指数与肾功能的损害程

度呈正相关，说明SAP肾脏损伤至少部分是通过细胞

凋亡机制引起的，而且细胞凋亡是造成肾功能进一步

恶化的重要因素之一.

   细胞凋亡是受基因调控的，在调控细胞凋亡的基

因中，bcl-2家族是最受重视者之一，其中bcl-2是

最重要的凋亡抑制基因，它的生理功能主要是阻遏

细胞凋亡，延长细胞寿命.b a x也是bc l -2基因家族

成员，它的功能与b c l -2相反，主要是促进细胞凋

亡
[26-28]

，bax和bcl -2分别可以以同源二聚体形式存

在，他们之间也可形成异源二聚体，ba x -b c l -2异

源二聚体较稳定，无诱导凋亡的作用，而当b a x较

bcl-2绝对或相对增高，即细胞内bcl-2与bax的比例

(bcl-2/bax)下降时，bax-bax同源二聚体形成，便诱

导凋亡
[29,30]

.我们的实验发现，SAP时bax在肾小球和

肾小管的表达均明显上升，且随着病程延长而逐渐增
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高，bcl-2的表达也有所上升，但幅度相对较小，可能

是机体代偿所致，通过bcl-2表达的增加发挥其抗凋亡

作用，减轻细胞损伤，总体上，bcl-2/bax比值逐渐下

降，导致细胞凋亡逐渐增加。我们认为SAP能致病鼠肾

脏损伤，可能是由于SAP产生的肾毒性物质上调诱导凋

亡的基因蛋白表达并相对下调抑制凋亡的基因蛋白表

达，使肾小球、肾小管细胞凋亡，引起肾小球滤过膜

通透性增加，肾小管重吸收功能障碍所致.通过降低

bax活性、提高bcl-2的活性以干预细胞凋亡从而减轻

SAP时的肾脏损伤，无疑为胰性肾病的防治提供了新的

途径.
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摘要

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms，SNP)指

基因组内特定核酸位置上存在两种不同的碱基，其中最少

一种在群体中的频率不小于1%.研究发现SNP与疾病的遗传

易感性密切相关.细胞因子(cytokine，CK)是由活化的免疫

细胞和某些基质细胞分泌的具有高活性、多功能的小分子

多肽类物质，通过与特异性受体结合发挥前炎症因子的生

物学效应.目前的分类有：白细胞介素(IL)、肿瘤坏死因子

(TNF)、干扰素(IFN)等.幽门螺杆菌H pylori感染能导致细胞

因子表达增加，胃黏膜炎症反应加重，引起炎症损伤.近年

来，细胞因子单核苷酸多态性与H pylori感染在胃疾病的发

生过程中的关系的研究备受重视，现综述如下.

关键词：幽门螺杆菌；细胞因子；单核苷酸多态性
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori)于1994年被定为I类致癌因子，

研究认为它是胃癌发生的启动和促进因子.H pylori感

染的患者其结局不尽相同，绝大部分没有明显的临床症

状，少部分可表现为慢性浅表性胃炎、胃溃疡、十二

指肠溃疡、萎缩性胃炎、异型增生、甚至胃癌.为什么

H pylori感染会有如此多样的临床表现？研究中发现

H pylori感染能刺激胃黏膜细胞因子表达的增加，加

重炎症反应，导致黏膜的损伤与胃酸分泌的异常.在H 

pylori感染导致胃疾病发生的过程中，宿主的遗传因素

也发挥十分重要的作用.单核苷酸多态性(SNP)指基因组

序列中单核苷酸改变时发生的DNA序列的多态性变化，

即指基因组内特定核苷酸位置上存在两种不同的碱基，

其中最少一种在群体中的频率不小于1%.但SNP通常只是

1种二等位基因(biallelic)，或二态的遗传变异.其决

定了个体之间的差异.暴露于相同的危险因素下，不同

的人群有不同的结局.近年来，细胞因子单核苷酸多态

性与H pylori感染在胃疾病发生、发展过程中是否存在

联系，有何联系，这种联系对疾病的发生、发展有何作用

成为研究的焦点，我们对此进行综述.

1  H pylori 感染与IL-1单核苷酸多态性

I L-1是重要的炎症介质，免疫效应激素之一.它的基因

簇包含IL-1A，IL-1B，IL-1RN 3个相互关联的基因，

位于染色体2q13-q14由7个外显子和6个内含子组成.在

全长430 kb的区域内依次编码IL-1a，IL-1β和内源性

受体拮抗物IL-1ra.I L-1基因中IL-1A在-899位点存在

T/C单核苷酸多态性，IL-1B在-31，-511和+3953位点

存在的C/T单核苷酸多态性，除了IL-1A，IL-1B的单核

苷酸多态性外，还存在IL-1RN核心序列为86 bp的可变

数串联重复序列多态性，在疾病的发生中发挥重要的

作用.Garcia-Gonzalez et al [1]发现IL-1B(+3594)*2

和IL-1R N*2的复合等位基因与十二指肠溃疡的发生危

险性减低相关.Rad et al [2]研究发现前炎症因子[IL-

1RN*2/IL-1B-511T/-31C(+)]增加IL-1β的表达，加重

了炎症的程度，也增加了肠上皮化生和萎缩性胃炎的发

生.Hwang et al [3]发现携带IL-1β-511T/T或IL-1RN*2

多态基因型个体黏膜中IL-1β蛋白水平高于非携带者，

且同时携带有IL-1β-511T/T和IL-1RN*2基因型的个体

的IL-1β水平最高.IL-1RN*1/*2与胃萎缩相关，IL-1B-

511T/T与胃炎症的严重程度相关，认为是胃腺癌的危险

因素.Figueiredo et al [4]在联合检测菌体和宿主基因

型时发现vacAs1/IL-1B-511*T，vacAm1/IL-1B-511*T，

cagA+/IL-1B-511*T，vacAs1/IL-1RN*2/*2，vacAm1/

IL-1RN*2/*2，cagA+/IL-1RN*2/*2携带者胃癌发生率最

高，表明对两者进行联合检测对确定胃疾病高发个体可

能是一个良好的手段.Perri et al [5]在意大利南北部胃

癌高低发区研究比较发现，IL-1β-511C/IL-1RN*2单倍

体是南部胃癌低发的一个保护性因素.Graziano et al [6]

发现，携带有IL-1B多态(IL-1B-511C/T，IL-1B-31T/C)

与IL-1RN的野生型(IL-1RN long/long)单倍体的进展期

胃癌个体，半数生存期减短，提示此单倍体可能是疾

病预后的危险因素.Hellmig et al [7]发现IL-1B-31 C基

因型增加了H pylori感染的危险性，但没有统计学意

义，同时也发现IL-1R N*2明显地增加胃癌发生的危险

性.Rocha et al [8]研究非贲门癌发生的危险因素发现，

应用多因素的logistic方法分析，IL-1RN2多态与胃癌

的发生密切相关.台湾Chen et al [9]等发现携带IL-1RN*2

基因型的个体，其患肠型和弥漫型胃癌的危险性均增
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加.另外，这些人胃体肠化生的比率高于非感染非携带

者.在Glas et al [10]发现IL-1RN*2/2纯合型与早期胃癌

的发生高度相关.Kang et al [11]对IL-B多态研究发现，

肠型胃癌中IL-1RN*1/1纯合子频率较高.IL-1B-31C频率

在H pylori感染腺癌组高于对照组.在中国胃癌高发区

(陕西)和低发区(广东)对照研究发现，高发区胃癌组与

对照组间IL-1B+3954T/T、-511T/T和IL-1RN*2/*2基因

型分布相似.将高发区对照组与低发区进行比较，发现

前者IL-1B-511T/T基因型高于后者.H pylori感染联合

IL-1B-511T/T基因型明显增加了胃癌发生的危险性[12].

隋国平et al [13]研究发现临朐和北京的病例中IL-1β-31

单核苷酸多态性和IL-1RN基因VNTR，在弥漫型和肠型胃

癌中均不增加胃癌的发病风险，而IL-1β-511T单核苷

酸多态增加了胃癌的发病风险.El-Omar et al [14]将低胃

酸分泌与正常或高胃酸分泌的胃癌亲属相比较，发现在

H pylori感染阳性时IL-1RN*2和IL-1B-31T/IL-1B511T

在前者出现的频率高于后者.IL-1B31T+/IL-1RN*2/*2基

因型增强了H pylori感染所致的慢性低胃酸反应，增加

了胃癌发生的危险性.何向民et al [15]于辽宁地区的研

究发现，IL-1B基因启动子区域-31C/T单核苷酸多态性

和IL-1RN基因1/2、2/2多态性与中国人的胃癌易感性有

关.Furuta et al [16]证明，在H pylori阳性时，IL-1B-

511T基因型的个体胃萎缩最重.IL-1β的基因多态与日

本人的胃酸分泌过少和萎缩性胃炎有关.这种影响有赖

于H pylori感染的有无.Garza-Gonzalez et al [17]在墨

西哥的结论与高加索一致，IL-1B-31*C与远端胃癌发生

危险性增加有关.Katsuda et al [18]在日本对健康者体检

发现，在吸烟者中IL-1-31T基因型与H pylori持续感染

相关，提示这个多态可能是影响H pylori持续感染的一

个遗传因素.Chang et al [19]在韩国研究发现肠型胃癌

患者表现为高频率的IL-1B31T纯合型，IL-1B-31T纯合

型的H pylori感染的胃癌患者胃黏膜IL-1B水平高于杂

合型.H pylori感染与IL-1B-31T/IL-1B-511C共同作用

会促进肠型胃癌的发生发展.Sakuma et al [20]在日本人

群中的研究表明，IL-1B+3953C/T在胃体胃癌中更为常

见，IL-1B+3953C/T多态与胃体胃癌的发生密切相关.可

见，IL-1作为重要的炎症介子，其多个位点的多态与

不同阶段的胃部疾病发生有关，尤其是IL-1B的单核苷

酸多态性.也发现不同人群中多态与疾病的发生关系不

同，这就表示不同的遗传背景影响疾病的发生、发展.

2  H pylori 感染与IL-8单核苷酸多态性

IL-8是由72个氨基酸残基组成的低分子质量蛋白质，属

于趋化因子家族中一个亚类.IL-8位于染色体4q12-21，

长度为5.1 k b，有3个内含子和4个外显子.在体内主

要来源于3类细胞(1)抗原或植物凝集素(P H A)激活的

T细胞;(2)脂多糖(LP S)、IL-1或TN F-a激活的单核细

胞、成纤维细胞;(3)中性粒细胞、血小板和各种肿

瘤细胞株.I L-8是一种重要的白细胞趋化因子，与受

体结合后，导致白细胞运动、游走、并通过细胞内信

号诱导细胞骨架蛋白的重组，促进白细胞的黏附、趋

化运动.IL-8基因存在251 A/T，-353 A/G，738 T/A，

781 C/T，845 T/C，+1530 T/C，1663 C/T，2767 A/T，

+3331 A/G，396 G/T，多个单核苷酸多态位点.Heinzmann 

et al[21]在儿童中的研究发现前4种基因多态均与哮喘有

关.启动子区251T基因型与哮喘呈正相关，与呼吸性合

胞病毒感染的细支气管炎呈负相关，这可能暗示这两种

疾病具有不同的遗传因素.同时儿童性关节炎与哮喘相

比，所有的基因多态在前者更为常见.近期在英国家庭

中的研究证实幼年的细支气管炎与IL-8-251A等位基因

有关.IL-8-251A等位基因位于两个单倍体上，其中一个

与儿童细支气管炎有关，认为IL-8-251A不是一个功能

性等位基因.欧洲人表现出由在许多位点存在差异两个

普通单倍体支配的一个不同寻常的单倍体家系，然而非

洲人单倍体差异性更大[22].首次在肺癌危险因素中研究

细胞因子基因多态的作用时发现，携带I L-8-251A纯

和子或杂和子基因的女性个体患肺癌的危险性显著降

低[23].Duymaz-Tozkir et al [24]将Behcet's病例组与对照

组比较发现，两组间IL-8 -353 A/G，+1530 T/C，+3331 

A/G不存在差异，并且多态也不能增加病例组IL-8的表

达.以翻译起始点为标准，存在3个位点的单核苷酸多

态：845 T/C，738 T/A和353 A/T.Rovin et al [25]首先在

非籍美国人中发现， 845 T/C，738 T/A是异常的.重度

系统性红斑狼疮肾炎与对照以及非重度系统性红斑狼疮

肾炎相比，845位点T-C的转换分别是后两者的3倍和7.5

倍.认为IL-8-845C可能是通过影响IL-8的表达使患有系

统性红斑狼疮肾炎的非籍美国人更倾向于严重的肾脏损

伤.通过检测血管球性肾炎病人的IL-8的多态来预测疾

病的临床表现和进行个性化的治疗可能是有用的.通过

病例对照研究发现与艾滋病相关的卡波西肉瘤46%发生

在IL-8的TT基因型的个体，66%发生在AA/AT基因型的个

体，携带有IL-8-251 TT基因型的个体很少发生内脏的

Kaposi's恶性肉瘤，表明此基因型可能是一个保护性因

素[26].Amoli et al [27]发现随意选取的皮肤脉管炎患者中

携带IL-8-251A基因型的个体其肾脏更易受累.对肠集合

性大肠杆菌进行研究在近期的数据中观察到携带有IL-8

启动子区域的单核苷酸多态251A A纯合子基因型的个体

对大肠杆菌性痢疾更具有易感性[28].Jiang et al [29]近

期发现IL-8-251AA与埃希氏菌属大肠杆菌感染的菌痢有

关，且排泄物中IL-8水平增高.动物实验和流行病学观

察表明持续性炎症刺激易引发大肠癌，Landi et al [30]

于西班牙巴塞罗那的研究显示IL-8-251A基因型与散发

性大肠癌的危险性降低有关.Ohyauchi et al [31]在日本

的研究中发现，IL-8-251A多态可能与H pylori感染的

胃萎缩过程有关.可能增加胃癌和溃疡的危险性.Gyulai 

et al [32]在匈牙利的研究发现IL-8-251 A/T突变多态在



十二指肠溃疡中明显高于对照组.Lu et al [33]在中国人

群中的研究发现，胃癌发生的危险性在IL-8-251AA基因

型个体明显增高，这提示IL-8多态在胃癌的发生过程中

发挥十分重要的作用.Takagi et al [34]发现基因型为IL-

1B-511C/C或IL-1B-31TT的Hp阳性的比Hp阴性的胃体部

IL-8水平增高.在细胞毒性H pylori菌株中，高运动性

的菌株比低运动性的引起更多的IL-8的分泌[35].Yamaoka 

et al [36]在日本人群中发现，cagA阳性菌株诱导IL-8 

mRNA表达，提示IL-8在H pylori感染相关性胃十二指肠

疾病的病因学方面有十分重要的地位.H pylori感染引

起IL-8蛋白水平发生变化，但IL-8单核苷酸多态性与胃

疾病的关系少见报道，H pylori感染时IL-8单核苷酸多

态性是否增加胃癌的发病风险，IL-8单核苷酸多态性是

否可作为胃疾病的遗传标志，是否可作为胃疾病高危个

体的一个筛选指标来指导临床诊断，是否可作为胃癌高

发个体发病学预防的一个“准入”标准，这些都有待于

深入研究.

3  H pylori 感染与IL-6单核苷酸多态性

IL-6是由184个氨基酸残基组成的糖蛋白，人的IL-6基

因位于染色体7P15-21，长度为5 kb，有4个内含子和5

个外显子，血液中的IL-6主要来源于活化的单核细胞，

局部组织的IL-6主要来源于成纤维细胞或局部巨噬细

胞.I L-6参与T细胞的活化、增殖和分化；促进骨髓瘤

等瘤细胞的生长.研究中发现IL-6在启动子区域存在的

174 G/C、572 G/C、597 G/A单核苷酸多态.D'Aiuto 

et al [37]在重度牙周炎患者中发现，174 G/C多态与血

IL-6、C-反应蛋白水平增高有关.Illig et al [38]研究

IL-6多态与糖尿病关系时发现，IL-6-174G and -598G与

II型糖尿病密切相关.Basturk et al [39]发现肾细胞癌组

IL-6 C/C频率明显低于健康对照组，可能是健康人群的

保护性因素.有人应用COX危险模型在健康人和乳腺癌存

活者的人群中进行IL-6基因型作用的评估，将IL-6-174C

与174 G/G相比前者是这两种人群保护性基因型[40].在俄罗

斯对多发性骨髓瘤进行研究发现，IL-6-174C基因型在

病历组与对照组无明显差异.但IL-6-174CC基因型在低度

恶性的多发性骨髓瘤出现频率高于高度恶性的[41].意大利研

究阿茨默病(AD)与IL-6多态时观察到，IL-6-174G/C基

因型与基因型频率在病历组与对照组之间无相关性，且

在病情的早期与晚期之间也无差异，IL-6G/G基因型频

率随着从欧洲北部向南部的地域转移而有明显的增高趋

势，且IL-6G/C基因型也伴随增加[42].在巴塞罗那关于大

肠癌的病例对照研究中可见IL-6-174C基因型与大肠癌危

险性增高有关[30].EL-Omar et al [43]发现IL-6基因多态与

非贲门癌和食管癌均无相关性.在美国研究IL-6多态与

胃癌和十二指肠疾病关系时发现，IL-6-174与597位点

的等位基因密切连锁(174G/597G或174C/597A)且IL-6任
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何位点等位基因的频率在两种疾病中无差异.认为IL-6

单核苷酸多态是由于人种的差异与H pylori感染的临床

结局无关[44].以上研究发现，IL-6-174位点的单核苷酸

多态与胃疾病的发生关系不是很密切，但其他位点的多

态与胃疾病是否相关，文献报道很少，是否多态的发生

仅因为人种的差异，这些问题都需要进一步证实.

4  H pylori 感染与TNF单核苷酸多态性

肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor，TNF)是由细菌

性物质刺激单核巨噬细胞产生的一种蛋白质，具有较强

的杀伤肿瘤细胞的作用，分TNF-α、TNF-β.TNF-α主要

由单核/巨噬细胞产生，TNF-β主要由活化的T细胞产生

又称淋巴毒素(LT).两种TNF具有相似的生物学功能，

例如：可杀伤肿瘤细胞，激活并加强中性粒细胞和单

核/巨噬细胞的功能，刺激其合成并分泌IL-1、IL-8、

TNF促进炎症反应等.TNF的编码基因位于6号染色体，在

多个位点存在单核苷酸多态性：TNF-α-238 G/A，-308 

G/A，-857 G/T，-863 C/A，1031 T/C；TNF-β +249 

A/G，-252 G/A，329 A/G，+365 C/G，+720 C/A，804 

C/A.有人对日本牙周炎发病人群调查发现TNF-α -1031，

-863 or -857等位点的单核苷酸多态在疾病组高于健康

人群，表明这些多态与疾病的发生密切相关[45].在台湾

对TNF多态研究发现，TNF-α 308A基因型与肝细胞癌危

险性增加有关，且肝细胞癌的危险性随基因型从TNF-α 

308 G/G、TNF-α 308 G/A到TNF-α 308 A/A的变化逐渐增

高[46].Grunenfelder et al [47]通过心肺旁路术后观察发

现，TNFB*A329G多态携带者其IL-8、TNF-α的表达，插

管时间和输液量均高于非携带者.Cipriano et al [48]发

现TNF-α -308A可能是老年人易患感染性疾病的一个易感

因素，尤其TNF-α -308A与前炎症细胞因子释放增加和

锌释放减少有关.对儿童期哮喘进行研究时Albuquerque 

et al [49]发现病例组TNF-A-308G明显高于对照组.在日

本的研究发现，TNF-α 857 C/T和TNF-β252 A/G因型与

H pylori血清学阳性无明显的联系，基因型为TNF-α 857 

CC和1031 CC的个体显现出最低的幽门螺杆菌血清学阳

性，而TNF-α 857 TT和TNF-α 1031 TT基因型却表现为最

高的幽门螺杆菌血清学阳性率[50].Yea et al [51]在韩国

胃疾病患者中发现，TNF-α -308A与H pylori cagA亚型

感染阳性密切相关.Kunstmann et al [52]发现在H pylori

感染的女性个体TNF-α 308 G/G基因型是患十二指肠溃

疡的一个危险因素.Zambon et al [53]在研究H pylori感

染性疾病与细胞因子基因多态之间关系时发现，十二指

肠患者更常见TNF-A-857 TT基因型，且此基因型与胃癌

也具有相关性.在西班牙的研究将胃溃疡的患者和十二

指肠的患者相比，前者TNF-308等位基因2(TNF-308A)的

频率低TNF-I(TNF-308G)单倍型较高，TNF-I单倍体是H 

pylori感染患者胃溃疡的危险因素[54].Machado et al [55]



发现，TNF-α -308*A基因型增加其携带者胃癌发生的危

险性，而且H pylori和TNF-α 308基因型联合作用并未严

重影响胃癌的危险性.Watanabe et al [56]TNF-308*A与重

症疾病时IL-6水平的急剧增高与疾病的结局有关.Goto 

et al [57]在研究中发现TNF-α 857 G/T多态可能与肥

厚性增生性胃炎和不伴有严重萎缩的胃癌有关.但Wu 

et al [58]发现台湾地区胃癌与对照组之间没有TNF-α基

因型的差异.Wu et al [59]发现TNF-α-857 T多态在胃黏

膜相关性淋巴组织淋巴瘤组明显低于对照组，可能此

基因型改变了疾病的发生危险性.Lu et al [60]于台湾地

区的调查发现，携带TNF-1031 C or -863 A基因型的

H pylori感染患者中性粒细胞浸润程度重于非携带者，

且此两种基因型是H pylori感染患者患十二指肠溃疡和

非肠化胃溃疡的独立危险因素.这表明-863 CC基因型胃

溃疡患者更易发生肠化生.中国汉族人群中的研究表明

LT-α NcoI A/G杂合基因型与H pylori感染的非贲门胃癌

有关[61].大量的研究集中在TNF-α的单核苷酸多态性与胃

疾病的关系，而TNF-β多态与胃部疾病的报道少见，但

发现TNF-β多态与一些其他的疾病发生相关，那么TNF-β

多态是否影响胃疾病的发生，两者之间有何关系，这就

为我们的进一步研究提出新的问题.

5  H pylori 感染与IFN单核苷酸多态性

干扰素(interferon，IFN)是由病毒感染的细胞产生的

一种能干扰其他细胞病毒复制的因子，本身不能直接

杀伤病毒，通过诱导宿主细胞产生多种酶，干扰病毒

的基因转录或蛋白组分的翻译而发挥作用.可分为α-干

扰素(IFN-α)、β-干扰素(IFN-β)和γ-干扰素(IFN-γ).

人的IFN-α与β基因均位于9号染色体，主要由经细菌、

DNA或RNA病毒刺激的白细胞、成纤维细胞等产生，两者

具有相似的抗病毒、抑制和杀伤肿瘤细胞等生物学作

用.IFN-γ基因位于染色体12q24.1，包括3个内含子和4

个外显子，主要由活化T细胞产生，诱导单核细胞、巨

噬细胞等MHC Ⅱ类抗原的表达，参与抗原提呈和特异性

免疫的识别过程；协同IL-2诱导LAK活性，促进T细胞

IL-2R表达等.现已发现IFN-γ+874T/A多态、IFN-γ-183G/

T、IFN-γ-155A/G、IFN-γ-179G/T等.Zhu et al [62]研究

宫内HBV感染与细胞因子多态关系时发现，IFN-γ+874 A

基因型与HBV宫内感染相关.Govan et al [63]在对宫颈癌

研究时发现IFN-874 AA基因型在非洲人种中明显高于南

非的混合人种，而且两组人群同意大利高加索人相比

较也存在差异，表明基因型与人种之间存在明显相关

性，但基因型与人种间的差异不影响宫颈癌的恶性侵

袭.Lio et al [64]研究发现874TT基因型在肺结核病人组

明显低于对照组[26].Howell et al [65]研究发现IFN-γ+874 

T/A单核苷酸多态性与皮肤的恶性黑色素肿的发生无

关.Tsiavou et al [66]IFN-γ 874(*)A在II型糖尿病病例

组明显高于对照组.Kamali-Sarvestani et al [67]发现

携带IFN-γ+874 T/T基因型的伊朗女性肺癌发生的危险

性增加.Hoffmann et al [68]研究移植排斥反应时发现，

IFN-874 T与慢性同种异体移植后的肾病的发生密切相

关.Rad et al [69]研究发现IFN-γ+874 A/T多态不影响黏

膜细胞因子的表达或者对H pylori的炎症反应.Zambon 

et al [53]研究与H pylori感染疾病结局有关的遗传因素

时发现，IFN-G+874 AA与H pylori cagA阳性菌株感染

疾病相关.Thye et al [70]的发现提示IFN-γ发出的信号在

H pylori感染过程中发挥重要作用.IFN作为细胞因子之

一，其多态较集中在IFN-γ，这些单核苷酸多态与多种

疾病相关，IFN-α β γ来源不同，功能不同，那么其多态

与疾病的发生也不尽相同，这些不同之处有待于研究探讨.

总之，在H pylori感染引发胃疾病的同时，宿主的

遗传因素也在发挥其重要的作用.我们仅对H pylori感

染与几个细胞因子单核苷酸多态性的关系进行综述，发

现H pylori感染与细胞因子的单核苷酸多态性之间存在

某种联系，对胃疾病的发生、发展发挥一定的作用.随

着研究的深入，会对这两者之间的关联有更加明朗的解

释，也将会发现更多的基因多态.研究宿主的细胞因子

单核苷酸多态性，我们可以了解不同的个体暴露于同种

危险因素下疾病的易患性，从而可以判断疾病的高危个

体.可以对高危个体采取预防措施，以减少疾病的发病

率，对H pylori感染的患者进行根治性治疗，减少疾病

的恶性转化率或死亡率，明确细胞因子单核苷酸多态性

与H pylori感染之间的关系，更为关键的是可以为胃部

疾病的临床诊断提供一个可能的新的指标，为胃癌高危

人群的发病学预防提供一个理论依据，为可能的将来的

基因治疗提供新思路.
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摘要

主要研究微型机器人在消化道内运动的影响因素，通过理

论分析和实验研究得到几组摩擦力变化曲线.理论和实验曲

线均有相似的变化趋势，所有理论和实验所得的摩擦力大

小都小于1 N.实验结果显示，微机器人试样直径对摩擦力

影响曲线区分明显.但在试样长度对摩擦力影响实验中，曲

线变化未有明显的区别.微机器人试样的外壳是由几种不同

材料如：铝、树脂和有机玻璃制成.从试样材料对摩擦力影

响实验中得到的曲线则有较大的起伏.根据理论和实验的对

比分析，认为微机器人的直径、材料对于其在肠道中运动

时的摩擦力具有较大的影响，胃肠道微型机器人在具有较

小直径的同时应尽量选用树脂或有机玻璃类材料.

关键词：微机器人；消化道；摩擦
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0  引言

医用微机器人的研究是当前的研究热点，试验样机及商

业化产品的种类和数量不断增加，同时还出现了以进入

人体微细管道进行诊疗和检查为目的的微小管道检测机

构的研究热潮.美国、法国、日本、以色列等国家的管

道检测机构技术处于世界领先地位.其中，以色列的医

用胃肠道内微型机器人研究成果格外引人注目，也已在

全世界范围内得到了推广应用.近几年我国的微小型检

测机构技术研究也在快速发展中，上海交通大学研制了

一种全方向蠕动式机器人驱动内窥镜系统[3]，浙江大学

研制了无损伤体内医用微型机器人[4]，中国科技大学研

制了基于SMA(形状记忆合金)导向的用于人体肠道检查

和腹腔手术的医用蠕动式管道微机器人[5]，重庆大学也

有相关的研究成果.

医用微机器人的出现为人体消化道系统疾病的诊断

和治疗带来福音，它克服了传统导管式内窥镜的弊端，

不但在给患者诊断时更安全舒适，而且诊断范围能扩

大传统内窥镜所不能检测的小肠段等.目前已处于应用

阶段的医用微机器人是被动式窥视微机器人，而对于

给药、取样等功能的被动式微机器人亦已有相应的样

机出现，对于主动式微机器人则一直处于实验室研究阶

段.为了真正能够安全地在人体生物管道内运作，任何

一种微机器人都需要进行微机器人在生物管道内摩擦

行为的研究.我们研究胶囊形状的微机器人其材料、尺

寸及重量对微机器人在肠道内前进时所受摩擦力的影

响.本文先进行理论分析，然后以离体动物肠道进行实

验，最后进行对比分析得出结论.

 

1  微机器人动力学

作为微机器人工作环境和对象的人体消化道尤其是小肠

段部分情况颇为复杂.下面主要探讨的是微机器人在小

肠段内运行时的摩擦行为.小肠段消化道蜿蜒曲折地徘

徊在人体腹腔内，成人全长5-7 m，分为十二指肠、空

肠和回肠，食物通过肠道的蠕动推向前进.微机器人在

肠道内运行示意图如下图1中A部分所示.

为简化起见，设蠕动波近似为正弦波，并根据现有

微机器人的尺寸、肠道的直径及肠道曲折度的大小关

系，认为微机器人作用处仍是近似的笔直肠段，从而

有利于问题的分析.在图中所示肠道环境中微机器人左

端处小肠壁收缩，右边的小肠壁扩张，肠壁上有不少皱

襞，皱襞面上分布着肠道黏液.微机器人剖面线段为肠

道对微机器人的挤压部分.

微机器人运动的动力来源正是肠道蠕动收缩对微机

器人的向前挤压推力.肠道以一定的规律蠕动，微机器

人则以一定规律向前运动，前进过程中受到肠壁的摩

擦阻力.探讨的是微机器人参数的变化对摩擦阻力的影

响.将微机器人从系统中独立出来进行受力分析如图1中

B部分所示.

C

A                                                B

U X

Z

U

Y mg
j 1

j 2

图1 微机器人受力示意图.

微机器人在运动过程中表面大部分受到压力和切应

力，这种切应力与摩擦阻力有所不同，它的大小还与消
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化道内黏液的特性及机器人的速度有关.设机器人全长

l，半径r0，质量m.根据机器人在肠道中运行的情况，认

为机器人右边的圆形部分不受压，中间和左端圆形部分

各自受到不同的压力.设中间部分受到的压力和前进阻

力分别为T 1、t 1(合力分别为F1、F2)，左端部分受到的压

力和前进阻力分别为T 2、t 2(合力分别为F3、F4)，受压的

范围夹角j 2.微机器人所受的重力为体力，图示为其在

质心o处的合力mg，在机器人实际运动过程中重力的方

向不一定垂直，而是有一定的夹角j 1.由于一般微小机器

人的质量很小，所以忽略由重力引起的应力分布的不均.

取连体坐标系如图1(B)所示，根据上述的假设，可

以分析得出机器人各部分的合力只有x轴的方向上不为

零，其它方向上为零，因此只需考虑这个方向上的分力：

                                       (1)

                               (2)

              (3)

               (4)

机器人的动力学方程为：

mg sin j 1 -  F1x - F2x + F3x - F4x - ma = 0           (5)

这里T 1、t 1和T 2、t 2都是位置和时间的函数，它们的

大小、变化的周期取决于蠕动波，同时j 1、j 2也应是时

间的函数.考虑到在一定实验条件下，不妨设T 1、T 2和

t 1、t 2只是时间函数，则有：

   (6)

(7)

(8)

2  实验分析

2.1 实验设计 为了客观地分析机构外壳的材料及尺寸

对于其在肠道内运动阻力的影响，我们使用五个重量相

同的试样进行一组实验，并将实验数据分为三组来进行

讨论.该六个试样的物理参数如表1所示.所有试样均采

用机械加工方法制造而成，其表面粗糙度控制在2.3以

下.重量相同通过在空心试样内部填充数量不等的重物

来实现.

实验原理如图2所示.直流稳压电源驱动带减速箱的

电机旋转以拉动细线，细线的另一端绕过滑轮固定在试

样一端的中心点，并将试样放置在一段离体动物(猪)小

肠中，这样细线就会拉动试样沿肠道运动.试样与肠道

F1x = 0                       

F2x = 2pr 0 ∫   t 1dx                   

F3x = ∫∫T2 cos j ds = r 0 ∫0  dq  ∫      T2 sin j cos jdj 

F4x = ∫∫t 2 sin j ds = r 0 ∫0  dq  ∫      t 2 sin
2 jdj

x1

x2

S

2
2p

p-+2
j 2

p- 22

S

2
2p

p-+2
j 2

p- 2

F2x = 2pr 0 ∫  t 1dx  = pdt 1(l-kd)                        

F3x = ∫∫T2 cos jds = r 0 ∫0  dq  ∫   T 2sinj cos jdj = pT2r 0sin j 2   

F4x = ∫∫t 2 sinjds = r 0 ∫0  dq  ∫   t 2sin
2j dj = pt 2r 0(j 2+ sin2j 2)

x1

x2

S

2
2p

p-+2
j 2

p- 22

2 2

1-2S

2
2p

p-+2
j 2

p- 2

2

表1  试样参数表

编      号	     试样1	 试样2      试样3	      试样4	                试样5

材      料	        铝        树脂        树脂        树脂 /有机玻璃    树脂/有机玻璃

密度 (g/cm3)    2.74      1.43        1.43             1.43/1.19            1.43/1.19

直径 (mm)	      11.1      13.6        13.6                 17.5	                  21.8

长度 (mm)	      28.0       26.1        28.0                28.5	                  28.5

之间的摩擦力大小与细线的拉力成线性关系，而细线拉

力的改变即代表电机负载的变化，电机则由直流稳压电

源供电，所以摩擦力的变化也必然使电机的输入电流产

生变化.在电机正极串联一个固定阻值的电阻，用自动

数据采集系统测量该电阻两端电压的变化即可分析电机

负载的变化规律.

直流稳压电源
电测电压

电阻

电机

滑轮

支架1 支架2

猪小肠 胶囊

图2 实验装置示意图.

实验中采用的自动数据采集系统主要由数据采集卡

和计算机组成.其采用计算机作为数据采集系统的控制

系统，通过计算机外部总线与数据采集卡进行通讯，将

数据采集卡采集到的信号输入到计算机里.为了更加直

观地研究被测信号的变化规律，数据采集系统采用曲线

图的形式实时动态的显示测量到的数据.同时，计算机

还将这些数据以文档形式保存下来，以便于实验后进行

数据的处理和分析.实验选用离体的猪小肠一段50 cm，

测量发现直径和厚度不均匀分布，大体上一端较小然后

过渡到另一较大端，其中最小直径是11 mm，最大直径

是22 mm，平均直径15 mm，直径趋势是先稍有增大而后

减小到最小值再慢慢增大(有点类似于正弦曲线)，平均

厚度1.5 mm.自动数据采集系统的采样时间为60 s，采

样频率为40 Hz，即数据采集卡将每隔25 ms的时间读取一

次电平信号，每个试样在一次实验中可获取2400个数据.

实验首先将各试样充填入一定量的重物，用精度为

0.01 g的天平称重，使其重量相等.同时将一段约50 cm

长的肠道用清水冲洗干净，两端固定在支架并尽量拉

直.滑轮、电机、电阻、直流稳压电源和数据采集系统

均连接好备用.为尽量避免试样引起的肠道变形影响实

验结果，各试样将按直径由小到大的顺序一一进行实

验.实验时，试样与电机主轴用一定长度的细线连接，

并由肠道直径较大端(近滑轮端)塞入，一直推到另一

端.打开电源，电机开始转动，同时按下键盘S键，计算

机开始采样和保存数据；试样在细线拉动下开始往前滑

动；60 s后，采样会自动停止，这时关闭电源，电机停

转，将试样从肠道中取出，实验告一段落.依次替换试

样进行实验，最后得到5组实验数据.

2.2 实验条件下的理论分析 在给定如上实验所述条件

下，肠道半径的变化很难以一个准确的函数表述，为能

与实验有个比较，取肠道半径的变化为正弦曲线，同时

认为各试样运动速度近似相等，则肠道半径变化函数可
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写成如下形式：

h(t) = 15 + 3sin0.125t     0 ≤ t ≤ 60          (9)

分析机器人在实验状态下的受力，可以看到电动机的牵

引力代替了蠕动推进力，机器人前进所受摩擦力正是

F2x，为此需要讨论此时的切应力.根据实验的情况，认

为在实验时间内，各试样周长大于小肠萎缩周长，即pd
大于2D，即当塞入试样周长大于小肠周长时，肠道还将

扩张产生张力，对机器人有应力T1.这里为简单起见，认

为在实验低速条件下，切应变为：

(10)

代入公式（６）得：

(11)

其中s为肠道的厚度，D既是h.

k取0.2，k 1的取值与材料有关，这里试样1时取

0.9，其他试样取0.4，k 2取3，s取平均值.由上式计算得

实验状态下模型所受摩擦力随时间变化的趋势.

3  结果分析与讨论

由前面的表1可知，试样4与试样5材料相同，长度也相

同，只有直径不同；试样2与试样3材料相同，直径相

同，仅在长度上略有不同，因此可先进行分析试样直径

和试样长度对摩擦力的影响.由于数据量较大，变化剧

烈，所绘制的是实验结果的多点移动平均线.图3(A)是

试样4与试样5实验结果的200点移动平均线，图4(A)是

试样2与试样3实验结果的200点移动平均线.图5(A)是试

样1与试样3实验结果的200点移动平均线.对应相应的实

验条件，我们按照公式9-11进行了计算，图3至5的(B)

部分是理论计算曲线.下面对这些结果进行分析和讨论.

t1 = k 1T1 = 2k 1sf  (        )/d = 2k 1k 2s(pd - 2D)/(dD)
pd - 2D

D

F2x = 2pk 1k 2s(pd - 2D)(l - kd)/D

图3 试样直径对摩擦力的影响曲线.

在图3(A)中，两曲线基本相似，试样5进行实验时

电机电流明显大于试样4的电流，尤其是在25 s（1000

×25 ms）之后，试样5的电流突然增大.究其原因，试

样5的直径比试样4大，则其表面积较大，摩擦力也较

大，所以电机的输入电流也较大.而肠道各点的直径不

是等大，在约25 s时试样进入直径较小的肠道段，而

试样5的直径较大，它经过的时候引起了该段肠道的变

形，肠道的内表面紧贴在试样5的表面，使得摩擦力突

然增大.试样4及其他直径更小的试样就不会产生这种

电流突然明显增大的现象.将理论曲线和实验曲线相比

较，可以发现有如下一些特点：从图3(A)与(B)对比分
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析可看到，试样4和试样5的曲线无论是实验还是理论上

的都基本相似；在(A)与(B)中，都是直径较大的试样5

的值大于直径较较小的试样4；在0-60 s内，无论是实

验还是理论图都有个峰值.

从图4(A)中可以看出，较长的试样3与较短的试样2

的曲线在图中均有程度相似的起伏.考虑到计时开始和

结束时刻两试样在肠中的位置有差异，若将试样3的曲

线向右平移适当的距离，则两曲线的中段还有基本吻合

之处.这说明两试样长度相差毕竟较小，从而使长度对

试样与肠道之间摩擦力的影响在实验中表现不明显.分

析试样长度对摩擦力的影响.图4(A)与(B)是只有长度不

一样的试样2和试样3的实验与理论曲线图.首先，无论

是实验还是理论图，试样2与试样3的摩擦曲线走势具有

相似之处；其次，试样2的摩擦力虽然比试样3大些，但

不明显，在图中试样2和试样3的摩擦曲线近似重合；另

外，曲线在0-60 s内也有个最大值.

图5 试样材料对摩擦力的影响曲线.

我们采用了多个不同材料制成的微机器人模型，因

此还可探讨试样材料对摩擦力的影响.在图5(A)中可看

到有大部分时间段试样1的摩擦力大于试样3.而由表1可

知，试样3的直径大于试样1的直径，由前面所分析的直

径对摩擦力大小的影响可知，试样3的摩擦力应是大于

试样1.由此可见其原因应是二者的材料不同.试样1是

用铝材加工而成的，试样3则是树脂材料制成的，树脂

具有自润滑性能，摩擦系数小，所以试样3所受的摩擦

力小于试样1，这个差值甚至抵消了直径增大所造成的

摩擦力的变化.由图5分析试样材料对摩擦力的影响.试

样1和试样3不但材料不同，而且直径也有所不同，实验

和理论曲线分别如图5(A)和(B)所示.在这两图中可以看

到，试样1和试样3的曲线不同前面的情况，两者不相

似；在0-60 s内，在曲线最大值附近都是试样1大于试

样3，而且试样1曲线爬升更为陡峭.

从上述分析可知，所有试样在运行时间内都通过了
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图4 试样长度对摩擦力的影响曲线.
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肠道的最小直径处，表现在曲线上即是摩擦力都有一个

最大值.实验曲线中最大值出现的时间不同是因为各试

样的速度有所不同，而理论曲线则是在假设它们速度相

同情况下得到的，从而出现峰值的时间相同.

总之，微机器人的直径对于其在肠道中运动的摩擦

力或者说是运动速度具有较大的影响，这主要是直径

的变化不但引起接触面积的变化，还引起接触应力的

变化.机器人的长度对摩擦力的影响不是很大，实验效

果不明显.试样材料对微机器人所受摩擦力的有较大的

影响.对于胃肠道微型机器人来说，选取何种材料制造

是极为重要的，良好的材料使机器人更好地在肠道中运

行，更容易通过肠道，在不影响其加工性能和满足使用

条件的情况下，应尽量选用具有自润滑性能、摩擦系数

小、生物适应性好的树脂或有机玻璃类材料.在胃肠道

微型机器人的设计制造过程中，制造材料和机器人直径

的选取主要从摩擦角度考虑；机器人长度的选取则不是

从这一角度出发，应是从另一角度即肠道的蜿蜒曲折所

决定.
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摘要

自身免疫性肝炎是一种慢性进行性炎症性肝病，女性多

见，免疫抑制剂治疗有效.临床上主要分为两型：抗平滑肌

抗体和(或)抗核抗体阳性为1型，抗肝肾微粒体抗体1阳性为

2型.发病机制目前尚不完全清楚.其遗传易感性可能与特异

性人类白细胞抗原等位基因HLADRB1﹡0301、﹡0401 、

﹡0404和﹡0405等有关.触发肝细胞免疫反应的机制以交叉

反应性分子模拟机制为主：外来抗原如病毒等与肝自身抗

原结构相似而发生交叉反应，免疫调节受损.近来报道自身

免疫性肝炎也可继发于肝移植后，其机制尚待进一步研究.

关键词：自身免疫性肝炎；机制；交叉反应性
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0  引言

自身免疫性肝炎(AIH)是一种病因未明的慢性进行性炎

症性肝病，组织学表现为汇管区大量单核细胞浸润，

血清学表现为非肝特异性循环自身抗体的出现，转氨酶

升高，γ球蛋白或IgG升高.目前临床上主要分成两大类

型：抗核抗体(ANA)和(或)抗平滑肌抗体(SMA)阳性为1

型，抗肝肾微粒体抗体1(LKM1)阳性为2型.AIH的诊断需

综合临床表现、血清学和免疫学特征并排除其他肝损伤

的因素后方能得出，诊断一经明确必须治疗，免疫抑制

剂通常有效.本病以女性多见.目前其发病机制尚不完全

清楚，我们综述AIH发病机制的研究现状与进展.

1  AIH的遗传相关基因

早在1965年，Mackay就提出AIH可能存在遗传基础，这

种设想被后来的学者证实.最近研究表明1型AIH有很强

的遗传易感性，氨基酸序列分析发现：人类白细胞抗原

(HLA)DR3(DRB1﹡0301)和HLADR4(DRB1﹡0401)是北欧白

种人1型AI H的两个独立易感等位基因，其β链在67-72

位的氨基酸序列相同，均为LLEQKR，在第71位为一个赖

氨酸(K)残基.日本、阿根廷和墨西哥人的易感等位基

因是DRB1﹡0405和DRB1﹡0404，其第71位氨基酸是精氨

酸(R)而非赖氨酸，但两类人种享有共同的氨基酸基序

LLEQ-R，因此在第71位的K或R就成为1型AIH的重要危险

因子[1]．

目前初步的资料显示2型AIH的发生可能与HLADR7有

关.但相关研究资料较少.

2  AIH的病理损伤机制

免疫组织化学研究证实AIH患者肝组织中炎症细胞的类

型主要是表达α/β受体的T细胞，其中多数是CD4阳性的

辅助型/诱导型，少数是CD8阳性的细胞毒型/抑制型.次

要的炎症细胞有杀伤/自然杀伤细胞(CD16/CD56)、巨噬

细胞和B细胞等.炎症细胞介导的免疫攻击性肝损伤的可

能途径是：特异性自身抗原肽被HL A2型分子识别并结

合成复合物，被抗原提呈细胞(APC)提呈给未分化的TH0

细胞，并将其激活，活化的TH0随后分化为TH1和TH2两个

亚型，TH2主要分泌白细胞介素－４(IL-4)和IL-10，并

促进B细胞生成抗体；TH1分泌IL-2和γ-干扰素、刺激细

胞毒型T细胞、增强HLA1型并诱导HLA2型分子在肝细胞

的表达、刺激巨噬细胞并促使其释放IL-1和肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)等细胞因子.如果此时抑制性T细胞功能缺

陷，则多种效应器机制被触发：细胞毒性T细胞被活化

后杀伤肝细胞；TH1细胞分泌细胞因子并募集巨噬细胞，

通过附着于肝细胞表面的自身抗体，补体被激活，杀伤

性淋巴细胞参与反应(图1)[2].
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图1  肝细胞的自身免疫性攻击途径.

该图归纳了参与A I H免疫病理损伤机制的一些因

子，由T H1和T H2组成的细胞因子网络调节着机体的免

疫反应，同样影响着自身免疫的发病、临床表现及预
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后.免疫调节受损成为自身免疫性肝损伤过程中的重要

机制.研究显示[3]，AIH患者的T细胞亚群存在着抗原特

异性缺陷，尤其是抗原特异性抑制型T细胞(Ts)功能缺

陷，虽然非抗原特异性Ts功能缺陷也见于其他非器官和

器官特异性自身免疫性疾病，但是抗原特异性Ts缺陷似

乎对AIH的免疫损伤更为重要.

与正常肝细胞不同，AIH患者的肝细胞可表达HLA2型

分子，虽然缺乏APC典型的抗原处理机制，但可通过其他

途径呈递抗原肽.因此，免疫调节机制受损，肝细胞异常

表达HLA2型分子，自身抗原肽被呈递给辅助型/诱导型T

细胞，使T细胞被激活，这些被激活的T细胞呈CD4阳性，

在疾病活跃期数量最多.虽然目前尚缺乏自身抗原肽被呈

递和识别的证据，但已有T细胞被激活的报道[4].

研究发现[5]，来自AIH患者肝活检的表达γ/δ受体的T

细胞克隆，对多种靶细胞具有杀伤作用，但与其他器官

细胞株相比，对肝细胞具有优先杀伤力.最近自然杀伤

性T细胞(NKT)已被认为是一个特殊的细胞群，同时表达

NK细胞标志CD56和T细胞标志CD3.虽然NKT出现于正常肝

中，但可能参与了肝脏的病理反应过程.其在肝脏的分

布状态及在AIH发生中的作用尚待进一步研究.在伴刀豆

素蛋白诱导的小鼠AIH模型，NKT表达的Fas配体与肝损

伤有关，而缺乏Fas配体，疾病发展迟滞.

肝特异性膜蛋白(LSP)是肝细胞膜上的一类大分子

复合体，作为其主要特征性成分之一的去唾液酸糖蛋白

受体(ASGPR)可能是吸引致敏肝浸润淋巴细胞的主要靶

抗原.各型AIH均可见其抗体(抗-ASGPR)，其滴度与AIH

严重性相关；最近发现LSP的另一特征性成分乙醇脱氢

酶(ADH)亦出现在AIH的发生过程中[6].对AIH患者的肝细

胞单分散悬液进行免疫荧光研究，发现所有细胞均被抗

体包被，细胞毒性实验显示将被抗体包被的肝细胞与同

源或异源的淋巴细胞一起孵育时，肝细胞被杀伤.自身

抗体在AIH发生中的作用于此可见一斑[7]，其中的效应细

胞被证实为Fc受体阳性的单核细胞[8].

A I H细胞株的建立和克隆显示，来源于外周血的多

数T细胞克隆和肝脏的部分T细胞克隆是CD4阳性并表达

α/β受体[9]，进一步研究发现，这些CD4阳性T细胞克隆

与LSP、ASGPR或CYP2D6二聚体的反应被HLA2型分子限

制.鉴于CD4是辅助型T细胞的表现型，Wen et al [9,10]为

证实是否这些克隆有助于同源B细胞产生免疫球蛋白，

将CD4阳性T细胞克隆与B细胞一起培养，发现自身抗体

的产生大量增加.

3  AIH的可能发生路径

适应性免疫系统的核心问题是产生T、B淋巴细胞，二者

可特异性的识别大量潜在的非自身性抗原.这种随机产

生的大量的特异性T、B细胞经克隆扩增和募集效应器机

制而识别其特异性抗原.尽管已经清楚该系统并不能完

全应对外来抗原的多样性，但是过去10年的研究表明，

交叉反应作为免疫发生的本质属性发挥了重要作用.关

于交叉反应首先是对T细胞的研究，T细胞的修饰肽配体

(APL)结构与初次遇到的肽抗原的结构相似，既能诱导

刺激性又能诱导抑制性T细胞反应.事实上，正是APL主

导着胸腺内T细胞库的选择.这意味着单个T细胞不仅只

对单一抗原发生特异性反应，而且能够对大量抗原发生

交叉反应.免疫系统抗原特异性的扩展已足以反映外部

环境抗原多样性水平.

2型AIH的特征是血清LKM1抗体阳性，LKM1抗体的靶

抗原是细胞色素P4502D6，是细胞色素P450酶家族成员

之一.由于LKM1抗体与2型AIH联系紧密，且最近报道肝

细胞膜表达CYP2D6，因此LKM1抗体被认为是AIH的一个

重要的致病因子[11].值得注意的是LKM1抗体同样在至少

10%的丙型肝炎病毒(HCV)感染者中被发现，与疾病的严

重性相关，干扰素疗效差[12]，且少数LKM1抗体阳性的

2型AIH患者同时合并有HCV感染，目前尚不清楚HCV感

染在AIH发生中的作用，但是二者在临床上有可区别之

处：作为AIH首选治疗的免疫抑制剂，如用于HCV感染

有害无益，而干扰素用于治疗AIH，反而有诱发加重自

身免疫性疾病的危险.在1型AIH患者中，LKM1抗体识别

CYP2D6的线性表位主要在第257-269之间(85%).有人报

道[13]C Y P2D6193-212作为B细胞的主要表位被93%的2型

AIH患者和50%的LKM1抗体阳性的HCV感染者识别.又有研

究显示[14]，HCV和巨细胞病毒(CMV)的交叉反应抗体的

识别同源区在LKM1抗体阳性的HCV感染者所识别的区域

内(CYP2D6204-209).因此有人试图用交叉反应机制来阐

述LKM1抗体的产生.Manns et al [15]推测LKM1抗体识别

CYP2D6的活动来源于与HCV或单纯疱疹病毒(HSV)的交叉

反应，其理由是E1HCV的310-324和IE175HSV1的156-170

氨基酸序列与CYP2D6免疫决定区254-271氨基酸序列享

有序列同源.该假设虽有吸引力，但仍缺少实验室证

据.最新研究[16]显示LKM1抗体阳性的HCV感染者同时存在着

对CYP2D6254-271和E1HCV的310-324高度特异性的刺激性

抗体活动，对比研究提示这种“倍增”活动是交叉反应.

由于LKM1抗体可与CYP2D6、HCV、HSV和CMV的同源

区发生交叉反应，因此有关LKM1抗体产生和AIH发生的

“复合攻击”机制逐渐受到重视：最初的CMV或HSV等病

毒感染触发T细胞发生交叉反应的某一环节，在易感者

体内建立起一种“免疫许可”状态，一旦合并慢性HCV

感染则通过交叉反应机制致LKM1抗体产生，依赖于遗传

易感性的强度，免疫反应被触发的程度及病原体抗原的

剂量，少数人可能发展为自身免疫性疾病，因此,推测

一个目前尚不为人知的病毒感染构成了免疫攻击的起

源，这与Aich et al [17]提出的自身免疫性疾病是一种暂

不知道的病毒性疾病的概念是一致的.

对于1型AIH，由于疾病特异性自身抗体尚未阐明，
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故无法研究其交叉反应.

4  肝移植后继发性AIH

1998年Kerkar et al [18]首次报道了肝移植后肝功能失调

的表现：自身抗体出现(如ANA、SMA、LKM)、IgG升高、

慢性肝炎的组织学表现(如静脉周围细胞坏死，桥接性

纤维化和塌陷)，与典型的AIH表现一致，按AIH的标准

疗法治疗有效，抗排斥反应治疗无效等.随后又有一些

研究证实了该现象.但至今尚无一个对此确切的定义和

命名.有人称之为“移植后免疫性肝炎”，也有人称为

“模拟AIH移植功能失调”，我们暂称为肝移植后继发

性AIH(De novo autoimmune hepatitis after liver 

transplantation).

该病的发生机制尚不清楚，相关的解释也较多.除

受损组织抗原释放外，另一可能机制是分子模拟：感染

病毒抗原与自身抗原享有同源氨基酸序列，发生交叉反

应性模拟[14]，Salcedo et al [19]观察到他们的所有继发

性AIH患者都合并有CMV、EB病毒、麻疹病毒感染，支持

后一解释.此外，病毒感染作为肝移植后的常见现象，

可能还有一些其他的致自身免疫的机制，如多克隆刺

激、MHC1型和2型抗原膜表达的增强和诱导、干扰免疫

调节细胞和(或)独特型/抗独特型网络等.与之相呼应的

动物实验[19]表明，给予钙调磷酸酶阻断剂，易发生自身

免疫和自身免疫性疾病，可能与干扰T细胞成熟、干扰

自身反应性T细胞克隆的发生与活化有关.钙调磷酸酶诱

导的自身免疫有一个较强的未被MHC编码的基因成分[20].

最近发现，肝移植后继发性AIH患者体内出现针对

谷胱甘肽-S-转移酶T1的抗体[21]，由于五分之一的高加

索人存在编码该酶的基因缺陷，继发AIH患者体内先天

缺失该基因编码的酶，而所有供者体内该酶阳性，据此

推测，移植性功能失调可能来源于患者将获得的谷胱

甘肽-S-转移酶T1作为异物的识别反应.肝移植后继发性

AIH究竟是免疫攻击还是排斥反应的一种形式，尚待进

一步研究确定.
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摘要

急性胰腺炎(acute pancreatitis，AP)是临床常见的急腹症，死

亡率高，并发症多，发病机制复杂，至今仍不明确，目前

中、西医都缺乏十分有效的治疗措施.丹参的价格低廉，临

床应用广泛，具有活血化瘀，祛瘀止痛的功效，在治疗AP

方面具有独到之处，临床疗效明显，已成为AP治疗过程中

的首选药物之一.本文主要阐述丹参治疗AP机制方面的研究

进展.
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0  引言

丹参的有效成分为丹参酮Ⅰ、ⅡA、ⅡB(tans h i n o n e

Ⅰ、tanshinoneⅡA、tanshinoneⅡB)、异丹参酮Ⅰ、

ⅡA(isotanshinoneⅠ、ⅡA).现代药理学研究表明，

丹参具有防止钙超载，清除氧自由基(ox y g e n f r e e 

radical，OFR)，抗炎，改善微循环等作用，目前已广

泛用于AP的治疗，且疗效显著[1]，我们就丹参治疗AP的

作用机制作一综述.

1  改善微循环障碍

近年研究[2]表明，AP的发生与发展不一定或不完全取决

于胰酶的消化，而与胰腺微循环障碍及炎性介质造成的

多脏器损害有关.在AP的发病过程中，胰腺微循环障碍

作为一种持续的损伤机制贯穿于AP的整个发展过程[3].血

管活性物质与AP微循环障碍关系密切，内皮素(ET)和一

氧化氮(NO)是一对血管活性物质，两者的平衡对维持正

常的血管张力起着重要的作用.ET是一种强烈的血管收

缩剂，能使胰腺微血管持续痉挛.ET可通过胰腺腺泡内

皮素受体，促进钙离子内流，损伤胰腺组织细胞，并且

收缩冠脉血管，影响心肌血供，减少心输出量，加重胰

腺缺血，导致胰腺微循环障碍[4,5].而NO则相反，能扩张

血管，调节局部血流，抑制血小板聚集及白细胞黏附，

降低血液黏稠度，改善微循环障碍，保护胰腺组织细

胞[6-10].两者比例失调可导致血管收缩，毛细血管通透性

增加，引起微循环障碍和引起胰腺细胞损伤.丹参具有

活血化瘀、抗凝、抑制血小板黏附、聚集[11]和钙拮抗剂

作用[12]，能有效降低细胞聚集指数，调节血液黏稠度，

改善血液流变性[13-16]，增加毛细血管张力，减轻毛细血

管损伤，促进纤维蛋白原溶解，从而改善微循环[17,18].丹参

还能明显降低ET水平[19]并升高NO水平[20,21]，提高心肌抗

缺氧能力，增加心肌收缩力，改善心脏功能，从而增加

胰腺血流量，改善胰腺缺血情况，防止AP时微循环障碍

的进一步发展[22,23].

2  清除氧自由基

大量实验研究表明在AP早期由于胰腺细胞受损，释放大

量的OFR[24]，OFR同AP的严重程度密切相关[25]，也是胰

腺与其他器官损害的重要调节因子[26,27].氧自由基可以

破坏多不饱合脂肪酸、蛋白质、黏多糖等重要的生物分

子，并且可促进内源性细胞间黏附分子(ICAM-1)表达，

损伤血管内皮细胞，使毛细血管通透性升高，导致微循

环障碍.过多的氧自由基还可引发胰腺再灌注损伤，以

及引起胰酶的激活，加重胰腺腺泡细胞损害，导致AP时

胰腺损伤的一系列恶性循环.实验证明，氧自由基清除

剂可以减少ICAM-1表达和白细胞黏附，改善AP微循环障

碍[28].丹参具有清除氧自由基的作用，能提高SOD活性，

降低丙二醛(MDA)水平，从而减少OFR的产生，保护胰腺

血管内皮细胞，稳定毛细血管通透性，改善微循环，稳

定细胞膜减少胰酶释放，减少磷脂酶A的激活，减轻胰

腺病变[29-32].

3  调节脂质炎症介质的代谢

无论AP的病因如何，其最终结果是导致局部和全身炎

症反应，这同炎症介质过度生成相关[33].自从1886年

Chiara提出“急性胰腺炎自身消化学说”的经典理论以

来，该理论已被人们广泛接受.胰腺自身消化学说认为

AP是以胰腺细胞自身损伤为主的炎症性疾病，异常激活

的胰酶在造成胰腺损伤的同时，激活了胰腺内的炎症介

质细胞，进而引起炎症介质释放.这些炎症介质逸入血

循环激活机体其他炎症细胞，使之形成瀑布效应，炎症
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介质的多少决定了AP病情的轻重[34]，并在AP继发多器

官衰竭(MO F)中扮演重要角色[35].炎症介质不仅可以损

伤血管内皮细胞，增加毛细血管通透性，导致微循环障

碍，还可引起其它脏器损害，导致多器官损害.丹参能

调节脂质炎症介质的代谢，减少TXA2的产生[36,37]，减轻

TXA2引起的中性粒细胞活化，OFR释放，血管内皮细胞

损伤和导致的微循环障碍[38,39].丹参还能降低重症AP血

中白介素-1(I L-1)、白介素-6(I L-6)和肿瘤坏死因子

(TNF-α)等炎症介质的水平[40-42].沙建平et al [43]研究证

实，丹参治疗组CD11a/CD18、CD11b/CD18及中性粒细胞

和内皮细胞(PMN-EC)黏附率均较生理盐水组显著降低，

表明丹参能通过降低黏附分子表达而抑制PMN-EC黏附，

从而减轻PMN所致的微循环障碍和组织病理损伤[44].

4  阻止钙内流，防止钙超载

近年来国内外对AP发病机制的研究重点从“胰腺自身消

化学说”、“胰腺微循环障碍学说”、“自由基损伤学

说”转至“胰腺腺泡细胞钙超载学说”及“细胞因子学

说”[45,46].钙超载参与AP的发生与发展，并且促使大鼠

由水肿性胰腺炎向坏死性胰腺炎转变[47].A P早期即有腺

泡细胞膜稳定性下降，钙通道受损，细胞内Ca2+浓度增

高，激活PLA2,催化膜磷脂生成血栓素(TXA2)、血小板活

化因子(PAF)，进而造成胰腺微循环障碍[48,49].其作用机

制如下:(1)钙超载可使胰液分泌受阻，胰蛋白酶在

细胞内积聚和胰蛋白酶原过度激活，引起胰酶自身

消化[50,51].(2)Ca2+进入线粒体使含锰的超氧化物歧化酶

(SOD)减少，导致OFR增多[52].细胞内过量的Ca2+同OFR可

共同作用，导致胰腺腺泡细胞能量代谢障碍和超微结构

的改变[53].(3)细胞内Ca2+参与AP时腹腔内巨噬细胞过度

活化[54]，是细胞因子产生的重要调节因素.近年研究[55]表

明，AP发生时Ca2+不仅是TNF-α释放的信使，也是促使

TNF-α在胰外器官发挥致病作用的关键因子.丹参具有

钙抗拮剂作用，能阻止Ca2+内流，使Ca2+浓度维持在正

常生理许可范围内，由此阻断细胞内钙超载这一引起再

灌注及组织细胞损伤的重要环节，抑制神经递质P物质

(substance P，SP)的释放[56]，减少和清除OFR，保护溶

酶体稳定性，避免消化酶及炎症介质的释放，改善胰腺

微循环障碍，从而减轻胰腺及其他器官损伤.

5  其他

AP时大量细胞因子、炎症介质释放及血液微循环障碍，

不仅使胰腺自身发生病变，而且累及肝、肺、肾、肠、

胃等器官[57-61]，导致多器官损害[62].丹参所含的丹参素

对胰腺坏死组织有较快的清除功能，有增强巨噬细胞功

能的作用，能促进胰腺细胞的再生，扩张胰腺血管，解

除血管闭塞和痉挛，因而有保护胰腺组织的作用，防止

胰腺炎进一步发展，改善胰腺炎预后[63].丹参还能够减轻AP

时肝、肺、肾、肠、胃的病变，防止多器官功能衰竭[64-70].

总之，丹参能有效降低AP的死亡率，减少AP的并发

症，但现在对于丹参治疗AP的临床作用机制研究甚少，

而且在临床上缺乏大规模随机双盲对照试验，在AP发展

的哪个阶段给予丹参才能取得最好的疗效，丹参同其他

药物合用能否取得更好的疗效仍不明确，有待于进一步

研究，其治疗机制也会更加明确.
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摘要

Ghre l in是含28个氨基酸残基的具有多种生理功能的脑肠

肽，其中一个重要功能就是参与代谢的调节.Ghrelin具有启

动摄食、增进食欲、增加营养物质尤其是脂类的吸收、促

进脂肪形成等多方面的作用，分泌过多可导致代谢紊乱和

肥胖.因此，Ghrelin系统被认为是能量代谢紊乱和肥胖形成

的分子生物学靶点之一.
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0  引言

生活水平普遍提高，生活方式改变，生活节奏加快，

使肥胖发病率显著升高.许多与肥胖相关的代谢紊乱，

如糖尿病、高脂血症、高血压、冠心病等发病率正不

断攀升.因此，研究肥胖及其相关代谢紊乱已成为当今

热点.Ghrelin是1999年由Kojima et al [1]从大鼠胃黏膜

分离纯化后发现的，为生长激素促分泌素受体(growth 

hormone secretagogue receptor GHS-R)的内源性配

体，Ghrelin是多功能脑肠肽，其中一个重要功能就是

参与代谢的调节.现重点介绍Ghrelin与能量代谢和肥胖

相关性的研究进展.

1  Ghrelin的概述

1.1 Ghrelin的产生与分布 Ghrelin由28个氨基酸残基组

成，Mr3314，大鼠和人类Ghrelin氨基酸序列具有较高

的同源性，Ghrelin第3位丝氨酸残基被辛酰基化,该辛

酰基结构是Ghrelin生物活性所必需的[1].免疫组化和原

位杂交研究发现胃肠道黏膜均有Ghrelin分泌细胞，以

胃底细胞为主，十二指肠、回肠、盲肠、结肠的分泌量

很少[2].胃肠道黏膜均有Ghrelin mRNA的表达[2,3].原位

杂交和RT-PCR均证实Ghrelin mRNA还在中枢神经系统有

表达，下丘脑弓状核、垂体、脑干等中枢神经系统亦

有Ghrelin的分泌[1,4,5].机体许多组织器官均有Ghrelin 

mRNA表达[3].最近还有人通过免疫组化发现了人类和大、

小鼠软骨细胞合成与分泌Ghrelin的证据.此外，据报道

人红白血病细胞系也产生Ghrelin.由此可见Ghrelin的

产生和分布是非常广泛的.

1.2 Ghrelin的受体和功能 Ghrelin的受体(GHS-R)是典型

的G-蛋白耦连受体(GPCR)家族中的一员，含有7个跨膜

域[1].该受体组织分布广泛，有2个亚型分别为GHS-R1a和

GHS-R1b，功能性受体GHS-R1a在多种组织中均有表达，主

要在垂体表达，同时在下丘脑弓状核、甲状腺、胰腺、

脾、心肌、肾上腺也有低水平表达，非功能性受体GHS-

R1b也在多种组织中有广泛表达[3,6].

Ghrelin刺激生长激素释放的作用很强[1,7].Ghrelin

还可促进促肾上腺皮质激素(AC T H)，肾上腺皮质激素

(cortisol)和催乳素(PRL)的释放[7,8].Ghrelin在心血管

系统亦有作用，发现Ghrelin可以降低心脏后负荷及在

不影响心率的情况下增加心输出量，给慢性心衰患者注

射Ghrelin后发现Ghrelin诱导血管舒张、抑制交感神经

活性、改善左室功能.Ghrelin还通过对迷走神经的作用

参与胃酸分泌的中枢调节[9,10].

2  Ghrelin在进食启动方面的作用

通过大量的动物及临床实验证明Ghrelin在启动进食方

面有很明显的作用，其机制可能有以下几点.

2.1 Ghrelin对胃的作用 胃是食物消化的主要器官，其黏

膜分泌大量Ghrelin[1-3].有报告显示在大鼠静脉或脑室

内给予Ghrelin处理后，胃酸分泌和胃动力的增加呈剂

量依赖性[9,10].同时Ghrelin还表现出类似于motilin的促

胃动力的作用[11].胃酸的增多和胃动力的增强促进了摄

食的增加和食欲的增强.

2.2 Ghrelin对下丘脑的作用 下丘脑是控制食物摄取、食

欲、能量平衡的神经体液调节的关键部位，存在着分泌

神经肽Y(NPY)和AGRP(agouti-related protein)的神经

元，已知NP Y和A G R P具有较强的刺激食欲和调节能量

代谢的作用，这些神经肽在进食时显著升高.C o w l e y 

et al [4]发现Ghrelin反应性神经元存在于下丘脑室旁

核、弓状核、腹正中核、背侧核，穹隆区及第三脑室等

部位，通过突触传递作用支配下丘脑分泌NPY和AGRP的

神经元，刺激并增加NPY/AGRP神经元的自发性活动，进

而增加NPY、AGRP和的释放，促进食物摄取和使能量消

耗降低.有人经在大鼠脑室内和外周给予Ghrelin后，在

含NPY/AGRP神经元区域均诱导了c-Fos表达增加，提示
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该区域神经元兴奋性增强[12,13].Leptin可使NPY基因的表

达下调引起食欲下降，当Ghrelin和Leptin一同给予时

Leptin的这种作用被清除[12,14]，提示Ghrelin和Leptin

在进食调控方面的作用是对立的.Chen et al [15]通过敲

除小鼠的NPY和AGRP基因使Ghrelin促进食欲的功能被

清除，也进一步说明了Ghrelin与它们的关系.Ghrelin

及其受体在下丘脑的解剖学分布和生理学作用说明

Ghrelin可能是通过对NPY/AGRP系统的激活进而涉及进

食行为的启动.

2.3 血浆Ghrelin水平对摄食的影响 人和啮齿类动物血浆

Ghrelin水平在餐前1-2 h平均升高78％，在餐后的1 h

内下降至低谷.啮齿类动物进食或灌注营养物质后血浆

Ghrelin水平被抑制，但进水则没有变化，正常人餐后

血浆Ghrelin水平的抑制程度与进餐的热卡成正比[16-18].

血浆Ghrelin水平餐前升高和餐后的抑制也进一步说明

了其在启动进食中的作用.

 

3  Ghrelin在肥胖方面的作用

3.1 Ghrelin优先增加脂肪摄取和促进脂肪合成 Shimbara 

e t a l [19]给予高碳水化合物喂养(HC)大鼠和高脂喂养

(HF)大鼠脑室内注射Ghrelin后，发现大鼠摄取高脂食

物明显增加.Thompson et al [20]对生长激素不同程度缺

乏的大鼠模型研究中发现Ghrelin直接作用于外周促进

骨髓脂肪合成，去辛酰基化的Ghrelin(不能激活GHS-R)

也有类似作用，GHS-R1a激动剂却没有这个作用，提示促

进脂肪合成是由不同GHS-R受体介导的，并认为Ghrelin

在体内具有促进脂肪合成的作用.

3.2 营养物质过度摄取对Ghrelin的影响 Overduin et al[21]

分别将3 kcal的葡萄糖、氨基酸、脂类分别灌入大鼠的

胃或小肠中，发现葡萄糖和氨基酸抑制血浆Ghrelin水

平70%，脂类抑制血浆Ghrelin约50％.人类也发现了类

似的结果[22].这种营养物质对血浆Ghrelin水平抑制程度

的差异可能导致摄取过量的高脂食物而引起肥胖.有证

据显示肥胖者的Ghrelin餐后的抑制程度较体重正常者

明显减小[18]，肥胖者这种餐后较高的Ghrelin水平可能

导致食欲增强、营养物质摄取过度，机体将过剩的能量

转化为脂肪进而引起肥胖程度加重.

3.3 长期给予外源性Ghrelin对体重的影响 在啮齿类动物

长期给予外源性Ghrelin后显示出能量消耗的减少和脂

肪形成的增加，进而导致脂肪体积增大和体重增加[17].

在给予外源性Ghrelin的最初48 h内体重显著增加，在

随后的2 wk里体重呈持续性增加(主要是脂肪组织的增

加)[17].目前尚无人类长期给予外源性Ghrelin的报道，

给健康志愿者短期静脉注射外源性Ghrelin后发现进餐

量增加28%，但对胃排空无影响[23].此外一些研究者发现

在遗传性生长激素缺乏的侏儒大鼠中这种作用并没有改

变[12,14]，提示Ghrelin使体重增加不依赖生长激素的作用.

4  Ghrelin与能量代谢

较多的研究发现肥胖患者血浆Ghrelin水平显著下降[18,24]，

在摄取食物后血浆Gh r e l i n水平也显著下降[16-18].正

常人血浆Ghrelin水平与BMI成负相关，而肥胖者血浆

Ghrelin水平与BMI不相关[24].经过饮食干预体重减轻后

血浆Ghrelin水平升高，但仍不能达到正常对照组的水

平.这些结果提示血浆Ghrelin水平的变化与能量的储存

和消耗有密切的关系.

在饥饿、神经性厌食和恶病质时血浆Ghrelin水平

显著升高[16-18,24,25]，经过饮食干预，体重增加后血浆

Ghrelin水平下降，恢复到正常对照组的水平.说明能量

平衡状态的改变引起血浆Ghrelin水平的相应改变，提

示Ghrelin是一个反映机体营养状态的标志，并以负反

馈的模式对维持能量平衡产生影响.另外，在2型糖尿病

患者中[26]，肥胖患者较非肥胖患者血浆Ghrelin水平显

著下降，其血浆Ghrelin水平与BMI成负相关，还与内脏

及皮下的脂肪面积以及总脂肪面积呈负相关.与血浆胰

岛素水平、葡萄糖代谢率也呈负相关，进一步说明血浆

Ghrelin水平具有密切的关系.

有关Ghrelin与能量代谢的关系的研究结果并不一

致.Ghrelin基因敲除小鼠的实验结果与预期完全相反，

小鼠没有出现厌食性的侏儒，它们的大小、生长速度、

食物摄取、身体构成等与正常野生型小鼠没有差别，

还表现出对饥饿和饮食诱导肥胖的正常反应.并且与正

常小鼠一样，给予外源性Ghrelin后也使食欲增进[27].

Ghrelin受体敲除小鼠也得到了类似的结果[28].这些实验

似乎质疑了Ghrelin对能量平衡调节作用.

总之，Ghrelin通过启动进食、增进食欲、增加营

养物质，尤其是脂类的摄取、促进脂肪形成等多方面作

用调节着机体能量代谢的平衡和体重的变化.因此，它

可能在肥胖的形成中具有一定的作用.然而，目前的研

究结果并不完全一致，Ghrelin的确切生理作用机制和

可能的信号转导通路也不十分清楚，这些都需要进一步

地深入研究.
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摘要

对单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms，SNPs)

的研究分析近几年被广泛应用于生物及医学研究的诸多

领域，筛查SNPs的方法很多，各具特色，并一直不断地

发展.本文对筛查SNP的几种常用及最新方法做一简要介

绍，其中包括PCR-RFLP，分子信标等.细胞外基质的降

解和改变是肿瘤转移的基本条件，基质金属蛋白酶(matrix 

metalloproteinases，MMPs)是一类依赖锌离子的蛋白水解

酶，可以降解细胞外基质、基底膜、以及间质基质，在肿

瘤转移中具有重要作用.有些MMP基因序列存在单基因多态

性即SNP现象，且最终影响MMP蛋白的功能.对MMPs的单

基因多态性研究为进一步从分子水平研究MMPs的结构和

功能及MMPs与肿瘤转移的关系提供了一个新的方向.

关键词：肿瘤转移； SNPs； MMPs
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0  引言

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms，

SNPs)是第三代遗传诊断标记，近几年被广泛应用于生

物以及医学研究的诸多领域，筛查SNP的方法自从1996

年S N P被正式定为第三代遗传标记以来得到很大的发

展，进一步促进了对SNP的研究.尤其是芯片技术的应用

使SNP研究进入一个新的阶段.基质金属蛋白酶(matrix 

Metalloproteinases，MMPs)在肿瘤转移中具有重要作

用，对MMPs的研究可以揭示肿瘤转移的原因以及机制，

有些MMP基因序列存在SNP现象，并与肿瘤转移有密切联

系.研究MMPs的SNP为进一步从分子水平探讨MMPs的作用

开辟了一条新的途径.

1  单基因多态性

单核苷酸多态性即SNPs是指基因组DNA序列中由于单个

核苷酸(A，G，C，T)替换而引起的多态性，它是一种

单核苷酸的变异，是继限制性酶切片断长度多态性即

RFLP(restriction fragment length polymorphism)

以及可变数串联重复序列即VNTR(variable number 

of tandem repeat)和微卫星多态性(microsatellite 

polymorphism)之后的又一新一代多态性遗传标记，自

从1994年第一次被提出之后，它渐渐成为与分子标记有

关各领域研究的焦点[1-24].

作为第三代遗传标记，SNPs在基因组中具有高密度

和高保守的特点，人类30亿个碱基中每千个碱基出现一

次，初步估计在整个基因组共有300万以上的SNPs.大多

数SNPs位于基因组的非编码区，并且有些位于基因组编

码区的SNPs所致编码序列的改变并不影响翻译后的氨基

酸序列，这种SNPs对个体的表现型是无影响的.但是有

的SNPs位于基因启动子中，导致基因转录活性的上升或

下降，造成该蛋白的表达量上升或下降，进一步影响其

生物学活性.有些位于蛋白质编码区的SNPs可能影响翻

译后关键的功能基团的氨基酸序列，从而影响蛋白质的

功能，最终导致对特定环境或病因的反应敏感性.目前

很多机构都在检测SNP，做SNP图，建立SNP与各种疾病

之间的联系，如果得出某些SNP或某些SNP的特定组合与

特定疾病、特定地区发病人群乃至个别患者有明显相关

性，疾病的诊断和治疗将可以更有针对性，甚至做到个

体化.近几年来，SNP筛查在遗传病的研究，药学的应用

研究，以及肿瘤研究中都得到应用.

2  SNP的筛查方法

自从S N P受到重视以来，人们对S N P的筛查方法进行

了许多探索和改进.传统的方法有单链构象多态性分

析(single-strand conformation polymorphism，

SSCP)[25-37]、[38-41]等.比较新兴的方法包括Taqman探针技

术[42-50]、焦磷酸测序(pyrosequencing)[51-63]、DNA芯片

(DNA chip)[64-73]分析、变性高效液相色谱(denaturing 

high performance liquid chromatography, 

D H P L C)[74-88]、能量转移标记的等位特异PCR[89]、基质

辅助激光解吸附电离飞行时间质谱(matrix assisted 

laser desorption ionization time of flight mass 

spectrometry，MALDI-TOF)[72,90-113]等.下面仅介绍几种常

用的SNP筛查方法.

2.1 PCR-RFLP方法[38-41] 利用限制性内切酶的酶切位点

的特异性，用两种或两种以上的限制性内切酶作用于同

一DNA片断，如果存在SNP位点，酶切片断的长度和数量

则会出现差异，根据电泳的结果就可以判断是否有SNP
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位点以及出现的碱基替换的类型.该技术应用的前提是

SNP的位点必须含有该限制内切酶的识别位点，它是SNP

筛查中最经典的方法之一.

2.2 分子信标(molecu la r beacons)法[114-117] 分子信标 

(molecular beacons)法由Tyagi et al [114]于1998年建

立，作者构建了4种分子U型探针，其核苷酸序列除中

央位点处分别为T、C、A、G外完全相同，探针的5′

端分别用四种荧光物质标记:香豆素(coumarin，发蓝

光)-T，荧光素(fluorescein，发绿光)-C，4甲基蕊香

红(tetrame thylrhodamine，发桔红色光)-A，德州红

(Texas red，发红光)-G，探针的3′端均结合4-[4′-

二甲基胺基苯基氮]安息香酸(DABCYL，可淬灭很多荧光

物质发出的荧光，可作为一种常用的淬灭物质)，将这4

种探针分别与四种模板链(中央位点处分别为A、G、T、

C)互补配对结合.未结合时探针均不发荧光(通过荧光共

振能量传递作用)，只有探针与模板链完全互补配对时

构象才会由U型变为直线型，从而发出大量荧光，即便

只存在一个碱基的错配也不会发出荧光.可以通过荧光

的颜色不同，识别出该位点的碱基种类.

2.3 Taqman荧光探针法[42-50] Taqman荧光探针法的原理

是在PCR反应中，将一对荧光染料和荧光淬灭物质的染

料对分别结合到Taqman探针的两端.探针未与目标序列

结合时，通过荧光共振能量传递作用使荧光染料不发荧

光；完全互补配对后，由于Taqman DNA聚合酶具有5′

核酸酶活性，可将荧光染料从探针上切下来，其发出

的荧光可用荧光计检测.如果探针与目标序列中存在错

配碱基，就会减少探针与目标序列结合的紧密程度及

Taqman DNA聚合酶切割荧光染料的活性，也就影响了荧

光释放量，从而使碱基突变链与正常链得以区分.

2.4 DHPLC法[74-88] DHPLC即变性高效液相色谱技术是近

年来新发展的一种SNP筛查方法，一种自动、快速、高

通量的基因突变筛查技术，在与疾病相关的基因突变检

测SNP筛查方面得到了推广应用.

其突变检测的基本原理是[6-9]：含有突变位点的PCR

扩增产物经变性、逐步降温退火后，将形成同源和异

源双链(即一条为突变链，另一条为正常链)两种DNA分

子.在部分变性条件下，发生错配的异源双链DNA更易于

解链为单链DNA，与DNAsep柱结合力降低，比同源双链

DNA分子更易于被乙腈洗脱下来，从而与同源双链DNA分

离.一般来说，含变异成分的PCR产物将在DHPLC图谱上

比PCR非变异产物多1-2个峰型，因而两者可以被鉴别.

该方法有赖于DNA同源双链与异源双链之间物理性

质的差异,根据异源双链和同源双链在变性反向高压液

相离子柱层析过程中滞留时间不一致而分离.

2.5 PCR和测序结合法 将可能的SNP位点进行特异性PCR

扩增，为了增加其特异性和准确性可采用巢式PCR，然

后结合DNA测序(直接测序或克隆载体测序)找到SNP存在

位点并确定其碱基替换类型.

该方法原理简单，容易掌握，适合对短基因片断的

SNP筛查，因此，仍然被许多科研工作者应用，最新发

表的科研文献中有很多是用该方法进行SNP筛查的.

2.6 PCR-MALDI-MS(PCR-mat r ix-as s i s t ed l a se r 

desorption ionization mass spectrometry)法[72,90-113] 生命科

学的发展总是与分析技术的进步相关联，基质辅助激

光解吸附电离(matrix assistant laser desorption 

ionization，MALDI)是由两位德国的科学家Franz 

Hillenkamp和Michael Karas于1988年发明的，并且因

此获得了美国质谱协会(ASMS)1997年度杰出贡献奖.这

种技术所具有的高灵敏度和高质量检测范围，使得能在

pmol(10-12)乃至fmol(10-15)水平检测分子量高达几十万

的生物大分子，从而开拓了质谱学一个崭新的领域——

生物质谱，促使质谱技术在生命科学领域获得广泛应用

和发展.

其基本原理是将分析物分散在基质分子(尼古丁酸

及其同系物)中并形成晶体.当用激光(337 nm的氮激光)

照射晶体时，由于基质分子吸收辐照光能量，导致能量

蓄积并迅速产热，从而使基质晶体升华，导致基质和分

析物膨胀并进入气相.由于MALDI常与TOF连在一起,称为

基质辅助激光解吸附飞行时间质谱仪(MALDI-TOF-MS)，

俗称飞行质谱.自发明以来，MALDI-TOF-MS常被应用于

蛋白质序列分析，制作肽指纹图谱，测量化合物分子量

等，在基因领域的研究有DNA序列测定、DNA点突变、遗

传病诊断等.在SNP筛查中，PCR和质谱技术结合，具有

精确，灵敏，高通量的特点.

该方法的缺点是受仪器的限制，费用较高，质谱操

作前的纯化技术要求高，否则容易引起误差.

2.7 基因芯片(DNA chip)[64-73] 基因芯片又称DNA芯片(DNA 

chip)，DNA微集阵列(DNA microarray)等，指采用寡核

苷酸原位合成或显微打印手段将大量的DNA片段有序地

固定排列在固相支持物如尼龙膜，玻片等表面形成探针

阵列，然后与标记的样品进行杂交，通过对杂交信号的

检测实现快速、高效、并行的多态信息分析.利用基因

芯片技术筛查SNP是随着近几年芯片技术的快速发展、

应用、普及而建立的一种高度并行性、高通量、微型化

和自动化的检测手段，应用该方法可以寻找新的SNP位

点，并实现SNP位点在基因组中的精确定位.

近几年来S N P的筛查方法取得了很大的进展，但

大都以P C R方法为基础，结合电泳技术，或结合荧

光、质谱、酶联免疫等方法.除了我们上述的几种方

法外，还有以分子杂交为基础的寡核苷酸连接分析

(oligonucleotide ligation assay，OLA)[118-121]，等

位基因特异性寡核苷酸探针杂交法(allele-specific 

oligonucleotide hybridization，ASO)[122-125]，动

态等位基因特异性杂交(dynamic allele－specific 



hybridization，DASH)[126-129]法，单个碱基延伸标记

(single base extension-tag，SBE-Tag)[130]法等，各

种方法的应用使检测SNP越来越快速，准确，并且高通

量，极大地丰富了现有的SNP库，激发了科学家们寻找

SNP的热情.

3  MMPs与肿瘤转移的关系

3.1 肿瘤转移 肿瘤转移是制约临床治疗效果的一种恶性

生物学行为[131-136]，是造成肿瘤患者死亡的主要原因.肿

瘤转移包括一系列过程，必须多次穿透基底膜(basement 

membrane，BM)，细胞外基质(extral cell matrix，

ECM)等，其中细胞外基质的降解和改变是肿瘤转移和血

管生成的基本条件，因为肿瘤细胞必须具备降解细胞外

基质，基底膜，甚至间质基质的能力，才能向周围浸

润，并向血管、淋巴管及远处转移.其中ECM和BM的降解

需要多种基质降解酶即MMPs的协同参与才能完成，因此

患者肿瘤组织中MMPs的含量和肿瘤的转移往往呈相关性.

3.2 基质金属蛋白酶 基质金属蛋白酶即MMPs是一类依赖

锌离子的蛋白水解酶，迄今为止已经发现了26种.MMPs

能够降解细胞外基质和基底膜，参与许多生理和病理

过程，是肿瘤浸润转移过程中最重要的调控分子之一，

涉及肿瘤浸润和转移，血管的生成，在肿瘤的发展中起

关键作用.现已在多种人类肿瘤中检测到MMPs的存在，

并显示与肿瘤浸润转移力呈正相关.如早期肝癌和甲状

腺癌中有MMP-1的表达，在人类结肠癌中MMP-2，MMP-7

和MMP-9均过量表达，在乳腺癌中，已检测到MMP-8，

MMP-9和MMP-11并且有望作为肿瘤转移诊断标记.有实

验表明，表达MMP-9的乳腺癌肿瘤的浸润和转移发生较

早，预后差[137-162].

S N P作为近几年来兴起的第三代分子遗传标记，具

有密度大，遗传性稳定的特点.MMPs家族部分成员的启

动子已经测序，分子水平的调控研究，尤其是对其启动

子SNP的研究已经展开并取得进展，本文的后半部分将

对此做一阐述.总之，研究MMPs基因的SNP现象，为进一

步从转录水平了解MMPs的作用机制提供了一个很好的方向.

4  MMPs中有关SNP的研究

4.1 MMP-1启动子中SNP研究现状 MMP-1是少数可以降

解I型以及III型胶原的酶之一，I型和III型胶原是构

成胞外基质的主要成分，与肿瘤细胞的侵袭有密切关

系[163-165].M M P-1启动子在－1607存在一个SNP，分别为

5’-GAT-3’(1G)和5’-GGAT-3’(2G).Walter et al [166]

应用P C R-R F L P方法研究了31例黑色素瘤转移病例的

MMP-1启动子序列－1607位点1G/2G多态性，发现在11 

q22.23(MMP-1基因的所在位点)处的杂合性缺失(loss 

of heterogene，LOH)与2G基因型有关：在12例有LOH的

黑色素瘤患者中，83%保留有2G基因型，17%保留有1G基
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因型.由此推测2G基因型与肿瘤的浸润和转移有关.

Zhu et al [167]应用PCR-RFLP方法研究MMP-1启动子

－1607位点SNP现象发现，2G/2G基因型提高了MMP-1的

转录活性，因此2G/2G个体更易患肺癌，尤其在吸烟个

体中危险更高.研究还发现：2G/2G个体比1G/1G或1G/2G

个体更易提早发展为肺癌.

Nishioka et al [168]利用PCR和测序结合法分析

了23例子宫颈上皮肿瘤(cervical intraepithelial 

neoplasias，CIN)标本和86例子宫颈癌(cervical 

cancer)标本的MMP-1启动子-1607 SNP，并进行统计学

分析，发现MMP-1启动子2G SNP和MMP-1的表达之间存在

相关性，并和子宫颈癌的临床分期有关.这表明MMP-1启

动子的2G SNP可能影响MMP-1基因的转录活性，进而影

响子宫颈癌的侵袭和浸润活性.

但也许SNP的作用效果在不同人群中存在差异，据Ju 

et al [45]报道：用TaqMan法对韩国232例子宫颈癌患者血

液和332例健康对照个体血液进行MMP-1启动子－1607位

点SNP分析发现：2G频率在子宫颈癌患者中为66.1%，而

在对照组中为68.2%，二者之间没有明显差异.因此，2G 

SNP既不导致韩国妇女对子宫颈癌易感，又不促进子宫

颈癌的发展.

Matsumura et al [169]用PCR-RFLP法分析了215个胃

癌患者和166个健康对照个体，发现二者1G/2G的比率接

近，并且无论在肿瘤的侵袭程度，淋巴结转移，和临床

分期上都无明显的差别.但另一方面，发现SNP和胃癌患

者的组织分化和性别分布有着显著关联（P<0.05），由

此可见，MMP-1的启动子中2G等位基因的存在并不会提

高患胃癌的危险，但是可以对胃癌的分化产生影响.

Wyatt et al [170]利用PCR和测序结合法测定34例人

类包皮成纤维细胞中MMP-1启动子1G/2G多态性和相应

MMP-1蛋白表达水平之间的关系，结果表明2G SNP的存

在并不会显著提高MMP-1蛋白的含量，但是会提高MMP-1

基因对外界刺激因子(如细胞因子，生长因子)的敏感

性.此外可以采用PCR和测序结合法发现新的SNP位点，

如Jurajda et al [171]应用PCR和测序结合法发现了MMP-1

启动子中一个新的SNP位点：159A/G，通过对该位点和

已经发现的1607 1G/2G的连锁分析发现A等位基因常和

－1607的2G等位基因连锁，而G等位基因则常和1G等位

基因连锁，从而为以后研究MMP-1表达在肿瘤转移中的

意义提供了一个新的方向.

另外，关于MMP-1在转录水平调控机制的研究也早

已展开.研究表明MMP-1的表达受有丝分裂素激活蛋白激

酶(mitogen-activated protein kinase，MAPK)途径

的调控，MAP K途径由三部分组成，分别是胞外信号调

控激酶(extracellular signal regulated kinase， 

E R K)，p38和c-J u n N端激酶(c-J u n N-t e r m i n a l 

kinase，JNK).它们都是以核转录因子家族活性蛋白－



1(activated protein-1，AP-1)和ETS转录因子家族为

底物的.MMP-1启动子-1607位点的2G SNP提供了一个ETS

结合位点，和－1602位点的AP-1结合位点共同作用，促

进MMP-1的转录，因此，2G SNP与1G SNP相比，MMP-1的

转录活性提高[172，173].黑色素瘤细胞系A2058是一个2G纯

合体，具有高水平的MMP-1组成型表达.Tower et al [172]

利用Northern blotting，Western blotting，荧光素

酶活性分析和PCR为基础的定点突变方法研究发现，如

果加入一个针对ERK途径的特异性抑制剂PD098059，则

MMP-1的表达受阻，由此可见ERK1/2途径主要以MMP-1的

2G多态型为靶点，促进MMP-1基因的转录，从而提高相

应肿瘤细胞的转移能力.Tower et al [174]再次用乳腺癌

细胞MCF-7/ADR研究发现，AP-1位点在2G SNP存在的情

况下可以提高MMP-1基因的转录活性，相反在1G SNP存

在的情况下则抑制MMP-1基因的转录，从而抑制I型胶原

的降解，最终降低了MCF-7/ADR细胞的侵袭能力.可见，

2G SNP和ERK1/2途径以及AP-1位点共同协作促进MMP-1

的高表达，最终导致乳腺癌细胞的侵袭能力提高.

同样Tower et al [175]发现FRA-1(Fos-like region  

antigen)和AP-1转录因子共同促进A2058中MMP-1蛋白的

表达.抑制FRA-1，与1G SNP相比，会明显下调含2G SNP

的MMP-1启动子的转录活性.

Zinzindohoue et al [176]研究了结肠癌患者的MMP-1

启动子2G/2G基因型与患者存活率之间的关系发现，具

有2G/2G基因型的各个临床分期患者和同期非2G/2G基因

型患者相比较都具有显著较低的存活率，统计分析结果

是：I期和II期，P<0.01；从I期到III期，P<0.001；总

体，P<0.04.因此，经过临床阶段，年龄，以及化疗辅

助各方面因素的校正后，2G SNP可以作为独立的诊断结

肠癌不良预后的指标.而同时进行的MMP-3启动子SNP和

结肠癌存活率相关性研究则表明，二者无显著相关性.

4.2 MMP-3中SNP研究现状 MMP-3可以降解层黏连蛋

白和纤黏连蛋白，对肿瘤发生和肿瘤生长具有重要意

义.M M P-3启动子－1171位点存在5A/6A的多态现象. 

Krippl et al [177]应用Taqman荧光标记法对500例已经

组织确诊为乳腺癌的患者和500个健康对照个体做了

MMP-3启动子的SNP研究，发现5A/5A、5A/6A、6A/6A三

种基因型在患者和对照中的分布大致相似，其中患者分

别为20.6%、51.8%、27.6%，而对照则分别为23.3%、

47.3%、29.4%.但患者中基因型为5A/5A者和5A/6A或

6A/6A相比有较高的淋巴结转移率，因此MMP-3启动子的

5A/6A多态性不会影响个体对乳腺癌的易感性，但是会

提高患者的癌细胞转移能力.

Zhang et al [178]用PCR-RFLP方法分析了中国北方

417位患者，其中食道鳞细胞癌(esophageal squamous 

cell carcinoma，ESCC)234例，胃贲门腺癌(gastric 

cardiac adenocarcinoma，GCA)183例，以及350例健

康对照个体的MMP-3启动子的5A/6A SNP，发现ESCC患者

中SNP至少含一个5A等位基因的个体具有明显的淋巴转

移倾向，而在GCA患者中却没有观察到，因此MMP-3的5A 

SNP和ESCC的肿瘤发展以及淋巴转移有关.

Fang et al [179]为了研究MMP-3启动子5A/6A SNP

和基因易感性、非小细胞肺癌(non-small cell lung 

cancer， NSCLC)以及淋巴结转移之间的关系，利用PCR-

RFLP方法分析了173例NSCLC患者和350例健康对照个体

的MMP-3启动子SNP，结果是：6A/6A、5A/6A、5A/5A三

种基因型在NSCLC患者中的比例分别是65.3%、30.6%、

4.1%，在健康个体中的比例分别是67.7%、30.0%、

2.3%，可见总体基因型在患者和对照之间并没有明显的

差异.但是，5A SNP在吸烟的患者中比在健康吸烟者中

更常见.还发现：5A/5A基因型的患者和6A/6A基因型患

者相比，具有更大的淋巴结转移的危险.因此，MM P-3 

5A等位基因可能与吸烟者中NSCLC的易感性有关，并且

5A/5A基因型可能会提高NSCLC患者的淋巴转移.

4.3 MMP-7中的SNP研究现状 众多的研究表明，MMP-7

与人的子宫内膜癌以及胃肠消化道癌的肿瘤转移有关.在

MMP-7启动子－181有一个A/G SNP位点.Zhang et al [180]

用PCR-RFLP方法分析了258例ESCC，201例GCA，243例

NSCLC，以及350例健康个体的MMP-7启动子A/G SNP现

象，发现A/G或G/G SNP明显提高对以上三种癌症的易感

性，方差分析表明－181G和GCA以及NSCLC之间有显著相

关性，因此MMP-7的－181A/G SNP可以作为GCA和NSCLC

的基因易感标记物.

4.4 MMP-9中的SNP研究现状 MMP-9是IV型胶原酶，

是可以降解ECM主要骨架蛋白IV型胶原的蛋白水解酶之

一，已经成为近几年肿瘤研究的焦点，是极具吸引力的

肿瘤治疗的靶标，已经针对它们设计了一些有希望的抗

肿瘤药物.

MMP-9启动子－1562存在一个C/T SNP，影响基因的

表达，Matsumura et al [181]应用PCR-RFLP方法分析了177

例胃癌和224例健康个体的MMP-9启动子SNP，结果发现

二者的基因型没有明显的差别，但是SNP和肿瘤侵袭、

临床阶段、以及淋巴转移有明显的相关性(P<0.05)，因

此MMP-9启动子中T等位基因和胃癌的侵袭性有关.

5  展望

迄今为止，SNP的筛查技术和方法越来越简便，精确，

高通量，S N P筛查水平的提高必将为肿瘤的发生、发

展、恶化、转移等各阶段的作用机制提供一个更微观的

研究方法和思路，现阶段对26种MMPs中的SNP筛查仅着

力于其中的一部分，比如MMP-1、MMP-3、MMP-9，并且

大都集中研究基因启动子的SNP现象，而对结构基因的

SNP筛查和研究尚未见报道.可以预见，随着MMPs对肿瘤

转移的作用机制在蛋白质结构水平的研究进展，将会揭
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示有关结构基因SNP影响MMPs蛋白功能基团的氨基酸序

列，进而影响酶的活性，以及肿瘤转移程度等各方面的

信息.另外，现阶段大多从研究MMPs在病理组和正常对

照组之间是否有显著差异方面入手，今后可进一步深入

研究MMPs的SNP与其他的肿瘤转移因子的相互作用.总

之，相信随着研究的进展，随着基因芯片技术的应用以

及对人类基因组的日新月异的深入了解，必将发现更多

MMPs的SNPs，揭示更多SNPs与肿瘤转移的相关性，为相

应肿瘤诊断，预后评估，抗肿瘤药物研究甚至基因诊断

和基因治疗提供依据.
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会
暨第三届全国普通外科主任论坛第一轮通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于 2006-11 月底或 12 月初在武汉举行 .

在各方面的大力支持下，国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于 2004-12 在武汉成功举办，与会代表一千余人，中

国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli 教授，国际肝胆胰协会侯任主席 Büechler 教授和欧洲肝

胆胰协会主席 Broelsch 教授等亲自到会 . 会议受到国内外专家及到会代表的一致赞赏 , 并受到国际肝胆胰协会的通报好评 , 会

议取得巨大成功 .

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座，针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难点问题进行讨论；并

交流诊治经验，推广新理论、新技术、新方法，了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋势；同时放映手术录像 . 大会热烈欢迎

全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极投稿和报名参加 .

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛，因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、副主任积极投稿和报

名参加 .

本次会议已列入 2006 年国家级继续医学教育项目，参会代表均授予国家级继续医学教育学分 10 分 .

来稿要求：寄全文及 500-800 字论文摘要，同时寄论文的软盘一份或发电子邮件 . 以附件的形式发送至 chenxp@medmail.

com.cn，也可将稿件打印后寄至：武汉市解放大道 1095 号，武汉华中科技大学附属同济医院肝胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副

教授（收），邮编：430030；联系电话：027-83662599.（世界胃肠病学杂志社 2005-09-15）
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Abstract
AIM: To investigate the distribution and significance of 
Kupffer cells (KCs) and hepatic stellate cells (HSCs) 
in dimethylnitrosamine(DMN)-induced liver fibrosis in 
rats.

METHODS: Rat liver fibrosis was induced by peri-
toneal injection of DMN(10 g/L)for 4 wk. The activi-
ties of serum alanine transaminase(ALT), aspartate 
transaminase(AST), the contents of total proteins(TP), 
the ratio of liver/body weight and the area density of 
collagenous fiber were examined 4 and 7 wk after in-
jection. Meanwhile, the pathological changes of the liv-
er tissues were observed under light microscope. The 
expression of ED1 and α-smooth muscle actin(α-SMA) 
were detected by immunohistochemical SP method.

RESULTS: Compared with those in the control group, 
the levels of ALT and AST were significantly elevated 4 
and 7 wk after injection(4 wk:1201.91±215.04, 5741.15±
1000.20 nkat/L vs  398.91±106.35, 1365.27±435.09 nkat/L, 
P <0.01; 7 wk: 745.15±413.42, 2355.47±1418.62 nkat/L 
vs  289.72±43.01, 1018.54±215.04 nkat/L, P <0.05). TP 
content was significantly decreased 4 wk after injec-
tion (50.32±9.81 g/L vs  69.67±6.09 g/L, P <0.01), but 
returned to normal after 7 wk. The ratio of liver/body 

weight was decreased(4 wk: 2.156±0.539% vs  2.950±
0.147%,P <0.01; 7 wk: 2.250±0.638% vs  2.863±0.158%, 
P <0.01), but the area density of collagenous fiber was 
increased 4 and 7 wk after injection (9.90�������±1.93% vs  
1.27±0.28%, P <0.01; 9.20±0.97% vs  1.46±0.67%, 
P <0.01). Diffuse cirrhosis was observed in most model 
rats after 4 wk and it was still significant after 7 wk. The 
ED1 and α-SMA positive cells aggregated prominently 
in the fibrotic tissue and septa in the model rats.

CONCLUSION: DMN induces obviously liver disfunc-
tion and diffuse cirrhosis in rats, and KCs are closely 
associated with the activation of HSCs.

Key Words: Dimethylnitrosamine; Liver fibrosis; Rats; 

Hepatic stellate cell; Kupffer cell

Piao JH, Jin JS, Cui JS, Piao DM. Distribution of Kupffer cells and 
hepatic stellate cells in dimethylnitrosamine-induced liver fibrosis in 
rat. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(17):2138-2141

摘要

目的：探讨二甲基亚硝胺(DMN)诱发大鼠肝纤维化
库普弗细胞(kupffer cell，KC)与肝星状细胞(hepatic 
stellate cell，HSC)的分布及意义.

方法：用10 g/L DMN腹腔注射4 wk制备大鼠肝纤维
化模型，实验第4、7周末检测大鼠血清ALT、AST活
性及总蛋白(total proteins，TP)含量，测定肝/体质量
比及肝组织胶原纤维的面密度、观察肝组织的病理变
化，免疫组化采用SP法观察KC和HSC标志物ED1及
α-SMA的表达及分布.

结果：第4周模型组与正常组比较血清ALT、AST活
性显著升高(P <0.01)，TP含量和肝/体质量比明显下
降(P <0.01)，肝组织内胶原纤维面密度明显升高，大
部分形成弥漫性肝硬化；第7周模型组除了血清TP含
量无变化外ALT、AST活性仍维持较高水平，并维持
肝硬化的特点. 免疫组化染色第4、7周模型组ED1和
α-SMA阳性细胞数量明显增加，两种细胞分布的部
位相同，主要在增生的纤维组织及纤维间隔弥漫分
布，在肝实质内少量散在分布.

结论：DMN引起大鼠肝功能明显障碍，大部分形成弥漫肝
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硬化, KC与HS的分布表明KC与激活、活化HSC密切相关.

关键词：二甲基亚硝胺；肝硬化；大鼠；肝星状细胞；库

普弗细胞

朴金花, 金京顺, 崔京淑, 朴东明.  二甲基亚硝胺诱发大鼠肝纤维化库普弗细

胞与星状细胞的分布. 世界华人消化杂志  2005;13(17):2138-2141
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0  引言

在各种原因引起肝脏疾病时,库普弗细胞(k e p f f e r 

cell，KC)可在内毒素的介导下产生多种细胞因子,通过

多种机制参于肝纤维化的调控，其中心环节是激活肝星

状细胞(hepatic stellate cell，HSC).近10多年来国

内外利用二甲基亚硝胺(DMN)研究大鼠肝纤维化的报道

较多,但有关该模型肝KC与HSC的研究报道甚少.本实验

用DMN制备大鼠肝纤维化模型，观察KC和HSC的表达，探

讨肝纤维化形成过程中两种细胞的分布及意义.

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar♂大鼠32只，清洁级，体质量160-180 g 

(延边大学实验动物中心提供)．血清ALT、AST及TP检测

试剂盒购自Eiken Chemical(Tokyo，Japan)公司；DMN

购自美国Sigma公司；直接红(Direct Red 80)购自美国

Aldrich Chem公司；免疫组化试剂：Mous抗Rat ED1是

英国Serotec公司产品，单克隆鼠抗人α-平滑肌肌动蛋

白(α-SMA)是Denmark Dako公司产品，SP试剂盒购自北

京中山生物技术公司.

1.2 方法  

1.2.1 动物模型制备  参照Matsuda et al [1]的方法，实验

动物随机分为2组，模型组(n = 20)：10 g/L DMN���(��生理

盐水稀释)1 mL/kg连续3 d/wk,腹腔内注射共4 wk��．�正

常组�(n=12）：注射用生理盐水1 mL/kg连续3 d/wk，腹

腔内注射共4 wk�������������������．������������������实验第4、7周末模型组各选10只、正

常组各选6只大鼠，测定体质量后用乙醚麻醉，心脏采

血离心处理.

1.2.2 血清生化指标的测定  血清ALT、AST活性测定采用

Reiman氏方法，TP含量采用Biuret法，严格按Kit说明

书进行操作，利用分光光度计(Uitraspec 4050，LKB，

Switzerland)测定吸光度，对照标准曲线计算AST、ALT

活性和TP的含量.

1.2.3 病理学检查  肝/体质量百分比：采血后立即取肝脏

称质量，计算肝/体质量百分比.病理学观察：取肝左叶

组织经40 g/L中性甲醛固定，常规石蜡包埋切片，行HE

染色光镜下观察肝组织的病理变化：直接红染色(1 g/L

直接红苦味酸饱和液)观察纤维组织的增生程度���，��并利

用彩色病理图象分析系统(CMI A S,北京航空航天大学)

检测胶原纤维的面密度��������������，�������������观察条件：物镜4倍，每张切

片随机选4个视野，图象采集、分割处理，参数统计分

析，得出目标总面积/统计场总面积之比值.免疫组织化

学染色﹕切片厚4-5 μm，常规脱蜡至水��������，�������用SP法进行免

疫组织化学染色���������������，��������������ED1工作浓度为1∶500�，α-SMA工作浓

度为1∶50.

统计学处理 资料采用SPSS10.0软件进行统计学分

析，P<0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 模型制备过程第3周时模型组大鼠死亡1只，第7周时

死亡2只．第4周模型组血清ALT和AST活性明显升高，TP

含量明显下降(P<0.01)；第7周模型组血清ALT及AST仍

维持较高水平(P<0.05)，TP含量与正常组相似；第4、7

周模型组肝/体质量比明显下降(P<0.01)，胶原纤维面

密度明显增加(P<0.01,表1).

2.2 病理学变化 正常组肝小叶结构正常，无变性、坏

死及出血，汇管区见少量纤维组织．第4周模型组肝小

叶结构紊乱，肝细胞变性、灶状或片状坏死，汇管区

内大量纤维组织增生，并形成较粗的纤维间隔深入肝

组织内形成大小不等的假小叶(7/9).第7周肝组织病理

变化较第4周略减轻，但仍维持肝硬化的特点(7/8)．免

疫组化染色结果：正常组ED1阳性细胞在汇管区、中央

静脉周围和肝实质内少量散在分布；在中央静脉壁有

少量α-SMA阳性表达，汇管区各种血管壁阳性表达，肝

细胞间无阳性细胞.模型组第4、7周肝组织内KC(ED1+)

和HSC(α-SMA+)数量明显增多，两种细胞分布的部位相

同，主要在增生的纤维组织及纤维间隔弥漫分布，在肝

实质内少量散在分布(图1-2).

3  讨论

D M N是一种具有肝毒性、基因毒性和免疫毒性的化学物
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表1 实验第4 wk、7 wk末各项指标的检测结果

时间      组别                 ALT（nkat/L）                                 AST（nkat/L）                           TP（g/L）               肝/体质量比（%）              面密度(%)

4 wk       正常组    

               模型组          

7 wk       正常组           

               模型组            

   398.91±106.35                           1365.27 ± 435.09                     69.67 ± 6.09                2.950 ± 0.147                  1.27 ± 0.28

1201.91 ± 215.04b                         5741.15 ±1000.20b                   50.32 ± 9.81b               2.156 ± 0.539b                 9.90 ± 1.93b

  289.72 ± 43.01                            1018.54 ± 215.04                     63.56 ± 4.55                2.863 ± 0.158                  1.46 ± 0.67

 745.15  ± 413.42a                          2355.47 ±1418.62a                   63.10 ± 5.69                2.250 ± 0.638b                
 
9.20 ± 0.97b   

a P＜0.05 , bP＜0.01 vs 正常组.



质，小剂量长期给药可发生肝肿瘤，大剂量发生肝细胞

坏死和肝纤维化，给药途径主要是腹腔内注射．实验动

物腹腔注射DMN 4 wk后形成与人酒精性肝硬化相似的病

理所见．CCl4诱发大鼠肝纤维化的模型在停止攻击后有

自然恢复的倾向，但DMN模型有停药后仍维持肝硬化几

个月的特点[2,3].

本实验第4周模型组与正常组比较，血清ALT、AST

活性明显升高，TP含量明显下降，表明肝功能损伤严

重，第7 wk末除TP含量无明显变化以外，ALT、AST活性

仍维续较高水平，表明肝功能损伤仍较明显，与陈文慧 

et al [4]报道相似．第4周模型组肝/体质量比明显减少，

胶原纤维面密度明显增高；病理学观察表明肝细胞排列

紊乱，失去正常结构，汇管区大量纤维组织增生，并形

成较粗的纤维间隔深入肝实质，大部分形成大小不等的

假小叶．第7周模型组与第4周比较肝/体质量比稍增加,

胶原纤维面密度略减少，肝组织病理变化略减轻，但仍

维持肝硬化的特点． 

肝纤维化形成的中心通路是肝细胞损伤、坏死，刺

激和激活KC，是启动纤维化的重要因素．KC参与肝纤

维化的形成，主要通过释放转化生长因子β1(TGF-β1)、血

小板衍生生长因子(PDGF)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等细

胞因子，作用于HSC使其增殖和合成细胞外基质．HSC转

化为成纤维样细胞或肌纤维细胞后表达α-SMA．正常肝

组织中有两种KC，第一种是小的、ED1阳性而ED2阴性的

细胞，主要位于门脉血管和中央静脉周围；第二种是大

的、ED1和ED2均阳性，沿着血窦分布的细胞称为肝组织

巨噬细胞[5]．单克隆抗体ED1可识别全部单核巨噬细胞

系统的细胞，包括几乎全部肝KC.Orfila et al [6]用CCl4

诱发大鼠肝纤维化，9 wk后ED1阳性细胞明显增加，主

要位于纤维间隔；Bhunchet et al [7]用猪血清诱发大鼠

肝纤维化，ED1阳性细胞在新、旧纤维间隔和肝被膜纤

维变性部位显著聚集；Hori et al [8]用硫代乙酰胺诱发

大鼠肝纤维化，6 wk后ED1阳性细胞数量明显增加，位

于纤维间隔部位．Baba et al [9]用猪血清诱发3种不同

种系大鼠(BN、SD及Wistar)肝纤维化，8 wk后3种大鼠

都形成很多小的假小叶，免疫组化染色表明CD3、ED1及

α-SMA阳性细胞数量增加．Jeong et al [10]用CCl4诱发

大鼠肝纤维化，免疫组化染色发现肝纤维化发展时肝巨

噬细胞和肌纤维母细胞的数量增加，而发生肝硬化后减

少．最近国内应用巨噬细胞标志物CD68，采用免疫组化

SP法观察肝癌及肝硬化组织中巨噬细胞的数量和分布的

报道[11-12]．范建高 et al [13]采用免疫组化二步法观察了

大鼠非酒精性脂肪性肝炎组织中的KC，结果模型组KC数

显著增加，但利用DMN制备肝纤维化动物模型观察肝KC

和HSC的研究尚未见报道．本组结果表明模型组第4、7

周KC和HSC分布的部位相同，均在增生的纤维组织及纤

维间隔弥漫分布，与国外报道的其他肝纤维化模型中的

分布相似，表明在DMN诱发大鼠肝纤维化的发生中KC与

HSC关系密切，深入研究KC在肝纤维化发生、发展中的

作用机制，明确其在肝纤维化中的作用才有可能解决肝

纤维化的治疗问题，与KC有关的抗肝纤维化的治疗已有

研究报道[14]，最近Imamura et al [15]认为阻断巨噬细胞
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图２  第７周模型组 (×100). A: α-SMA ; B: ＥＤ－１.
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图1  第４周模型组 (×100). A: α-SMA; B: ＥＤ－１.
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浸润，抑制HSC激活，可制止肝纤维化的发生.
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Abstract
AIM: To explore the relations of cagA+ Helicobacter 
pylori infection with the expression of cyclooxygenase-2 
(COX2) in human gastric carcinogenesis.

METHODS: In situ polymerase chain reaction (PCR) 
was used to detect the expression of H pylori  cagA 
gene, and immunohistochemical technique was used 
to detect the expression of COX2 in 56 patients with 
gastric carcinoma.
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RESULTS: The rates of cagA+ H pylori  infection and 
COX2 expression were 55.4% and 71.4%, respectively, 
in gastric carcinoma. The level of COX2 expression 
was significantly higher in the gastric carcinoma of Ⅲ-
Ⅳ stage than Ⅰ-Ⅱ stage (14/30 vs  5/26, P  <0.05), and 
was also higher in gastric carcinoma with lymph node 
metastasis than that without lymph node metastasis 
(4/19 vs  15/37, P <0.01). CagA+ H pylori  infection 
was not correlated with TNM stage and lymph node 
metastasis in gastric carcinoma (P  >0.05). The level of 
COX2 expression was significantly higher in cagA+ 
H pylori group than that in cagA- H pylori  group (15/31 
vs  4/25, P  <0.05).

CONCLUSION:� CagA+ H pylori  infection is not related 
with the malignant progression of gastric carcinoma, 
but COX2 expression is involved in the carcinogenesis 
and malignant progression of gastric carcinoma. CagA+ 
H pylori  infection up-regulates the expression of COX2 
in gastric cancer.

Key Words: CagA+ H pylori ; Cyclooxygenase-2; In situ  

polymerase chain reaction; Immunohistochemical 

technique

Zhang Y, J iang MD, Zeng WZ, Xu H, Wang Z, Chen HB. 
Relationship between expression of cyclooxygenase-2 and cagA+ 
Helicobacter pylori  infection in gastric carcinoma.  Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2005;13 (17):2141-2144

摘要

目的：探讨幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，H pylori )cagA菌

株感染及环氧合酶-2 （cyclooxygenase-2，COX2）表达在

胃癌发生中的作用及两者的关系．

方法：采用原位聚合酶链反应(PCR)技术及免疫组织化学

技术检测56例胃癌手术标本cagA基因及COX2蛋白表达情

况．

结果：胃癌组织H pylori  cagA菌株感染率为55.4％，COX2

在胃癌组织中表达率为71.4％．COX2表达水平在Ⅲ-Ⅳ期

胃癌组显著高于Ⅰ-Ⅱ期胃癌组（14/30 vs  5/26，P<0.05）;

有淋巴结转移组明显高于无淋巴结转移组 (4/19 vs  15/37, 

P<0.01)；H pylori  cagA菌株感染与TNM分期及淋巴结转移

无关(P>0.05). COX2表达水平在H pylori  cagA阳性组显著高

于H pylori  cagA 阴性组（15/31 vs  4/25，P<0.05）．

结论：H pylori  cagA菌株感染与胃癌的恶性进展无关; 

COX2的表达参与胃癌的发生及恶性进展．H pylori  cagA菌

株感染能上调胃癌组织COX2的表达．

关键词：CagA+ H pylori 感染；环氧合酶-2；原位聚合酶链反应；

免疫组织化学

张勇, 蒋明德, 曾维政, 徐辉, 王钊, 陈虹彬. 胃癌组织环氧合酶-2表达与幽

门螺杆菌cagA+菌株感染. 世界华人消化杂志  2005;13(17):2141-2144

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2141.asp

0  引言

在胃癌发生的诸多因素中，幽门螺杆菌(Helicobacter 

pylori, H pylori)被世界卫生组织国际癌症研究机构列

为一类致癌因子．而含cagA基因的H pylori菌株为高毒

菌株，与胃癌的关系可能更为密切[1]，但其确切的致癌

机制仍不清楚．环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX2)

是与肿瘤发生密切相关的前列腺素合成酶之一, 许多类

型的炎症细胞因子、各种促癌因素等均可诱导体内组织

产生COX2.H pylori  cagA菌株能引起胃黏膜的炎症反

应，其能否诱导COX2的表达及两者在胃癌发生、发展中

的关系值得探讨.我们采用原位聚合酶链反应(PCR)及免

疫组织化学技术检测胃癌组织中H pylori cagA基因及

COX2表达情况，探讨H pylori cagA菌株感染、COX2表

达在胃癌发生中的作用及其相互关系，为胃癌的防治提

供理论依据．

1  材料和方法

1.1材料 选择我院1998年以来手术切除胃癌胃组织标本

56例．诊断均经病理检查证实.其中男31例，女25例, 

年龄32-69岁，平均50.8岁．有淋巴结转移37例，无淋

巴结转移19例．TNM分期:参照1978年制定的我国胃癌

TNM分期法，Ⅰ期 11例，Ⅱ期15例，Ⅲ期 17例，Ⅳ期

13例.

1.2 方法

1.2.1 原位PCR扩增检测cagA基因感染率  H pylori cagA

基因引物序列由中国军事医学科学院二所合成.引物序

列：引物1：5'-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3';引

物2：5'-TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT-3'.常规石蜡

切片，二甲苯脱蜡、梯度酒精水化，0.2 mmol/L HCl

酸化，1 mg/L蛋白酶K消化，RNA酶消化，40 g/L多聚

甲醛固定；PCR扩增：在10 µL/张切片的反应液中,含

4 mmol/L MgCl2、400 µmol/L dNTPs（其中1/4 dUTP

由Bio-11-dUTP取代）、1 U Taq酶、cagA基因引物各2 

mg/L，加盖硅化玻片，指甲油密封，热循环条件: 94℃

预变性5 min；94℃ 1 min，60℃ 1 min，72℃ 1 min, 

35个循环；72℃ 10 min延伸.检测：30 g/L BSA封闭

1 h，AV-AP 37℃ 30 min，BCIP和NBT显色，核固红复

染，紫蓝色颗粒为阳性.分别以无Bio-11-dUTP,无Taq酶

及无引物条件下作为阴性对照．

1.2.2 免疫组织化学检测环氧合酶蛋白表达 常规石蜡切

片；10 mL/L H2O2甲醇孵育15 min，山羊血清封闭15 

min；滴加1∶50稀释的COX2一抗，37℃孵育2 h，滴加

生物素化二抗(1∶200)，37℃ 30 min；滴加辣根过氧
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化物酶标记的卵白素，37℃ 30 min；DAB显色；苏木素

复染；脱水透明、中性树脂封片.同时用PBS代替一抗作

为空白对照，以已知阳性反应的大肠癌组织作阳性对

照.光镜下(×400)随机选取10个视野，每个视野计数

100个细胞，取其均值，无表达或阳性细胞数5%为表达

阴性(-)，<30%为弱阳性(+)，30-50%为阳性(++),>50%

为强阳性(+++).

      统计学处理 各组H pylori cagA感染率用百分数表

示，进行χ2检验，COX2用等级资料表示，进行秩和检

验，P<0.05为差异有显著意义.

表2 胃癌组织COX2表达与H pylori  cagA表达的关系

分组             n
COX2

- + ++ +++

cagA+  31 6 2 8 15

cagA- 25 10 4 7 4b

	bP＜0.01 vs  cagA+组．

表1  COX2表达及幽门螺杆菌感染与胃癌临床病理特征的关系

临床病理特征               n
COX2 cagA

- + ++ +++ - +

TNM分期
Ⅰ-Ⅱ期 26 10 5 6 5 11 15

Ⅲ-Ⅳ期 30 6 1 9 14a 14 16

淋巴结转移
有 37 7 5 10 15 19 18

无 19 9 1 5 4b 6 13

aP  <0.05 vs  TNMⅠ-Ⅱ期；bP <0.01 vs  淋巴结转移组．

2  结果

2.1胃癌组织H pylori  cagA基因、COX2表达及其临床

病理特征 H pylori  cagA基因在胃癌组织中表达率为

55.4％，COX2在胃癌组织中表达率为71.4％．COX2

表达水平在Ⅲ-Ⅳ期胃癌组显著高于Ⅰ-Ⅱ期胃癌组

(P <0.05)；有淋巴结转移组明显高于无淋巴结转移组

(P<0.01)，提示COX2表达水平与TNM分期及淋巴结转移

有关．H pylori cagA基因表达水平与TNM分期及淋巴结

转移无关(P>0.05)(表1).

cagA基因阳性信号为紫蓝色颗粒，cagA基因分布于癌

组织及癌旁组织胞浆、胃腺腔、黏膜上皮细胞表面(图

1)，且以癌旁组织表达为主.COX2阳性信号为棕黄色颗

粒，主要表达于肿瘤细胞胞浆及核膜，间质细胞少量表

达(图2).

2.2 胃癌组织COX2表达与H pylori  cagA表达的关系 COX2

表达水平在H pylori  cagA阳性组显著高于H pylori 

cagA 阴性组(P<0.05,表2).

图1  胃癌组织cagA基因表达(原位PCR法,×400)． 图2  胃癌组织COX2蛋白表达(SP法,×400)．

3  讨论

流行病学资料提示长期H pylori感染可导致胃黏膜萎

缩、肠上皮化生及异型增生，最终形成胃癌[2]．cagA基

因株为高毒菌株，与胃癌及癌前疾病关系更为密切[3,4].

Kuiper et al [5]发现血清cagA抗体阳性患者萎缩性胃炎

发生率为62.0%，阴性组为32.0%，差异显著.Parsonnet 

et al [6]通过对14 a前库存血液作H pylori cagA抗体的

检测及随访，发现cagA阳性感染者与H pylori阴性者相

比，发生胃癌的危险性明显增高(OR值约为2.2)．我们

在以往的研究[7]显示cagA基因在癌前病变中有较高的表

达率，且能引起胃黏膜更为明显的炎症反应，导致胃黏

膜上皮细胞的损伤．提示cagA菌株感染是胃癌发生的一

个早期事件．其引起胃癌发生的机制尚不清楚，可能与

以下因素有关:cagA菌株感染后胃黏膜壁细胞损害，导

致胃酸分泌减少，胃内细菌过度生长,促使硝酸盐降解

为亚硝酸盐和亚硝胺等致癌物[1];激活炎症反应中多种细

胞因子、自由基和一氧化氮(NO)的释放，导致DNA损伤

及刺激细胞增生；cagA蛋白可能促进细胞凋亡抑制基因

Bcl-2表达，诱导抑癌基因p53突变,从而使细胞增生和

凋亡失平衡，最终导致胃癌的发生[8].其与进展期胃癌的

关系如何？该研究结果提示cagA基因在Ⅲ-Ⅳ期、Ⅰ-Ⅱ

期胃癌组中均表达；有、无淋巴结转移组无显著差异,

且cagA基因在胃癌组织中的表达以癌旁组织为主，推测

随着疾病由慢性胃炎→萎缩→肠化→异型增生→胃癌的

发展，H pylori生存的局部环境发生变化，不利于细菌

生长，使H pylori难以定植，或导致H pylori死亡, 

H pylori的致病作用逐渐减小，故H pylori cagA菌株

感染与胃癌的恶性进展无关．

   许多研究显示COX2在胃癌前病变及胃癌组织中表达

增加.Lim et al [9] 检测胃癌组织标本104例，发现70.2%
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的病例有COX2蛋白的高表达，而正常黏膜没有COX2蛋白

表达．汪步海 et al [10]对内镜诊断并手术证实的36例

H pylori阳性胃癌患者的癌组织及其邻近组织标本中

COX2的表达状况进行了回顾性分析，免疫组化染色

显示，COX2蛋白在肠上皮化生、异型增生和胃癌中

阳性率分别为72.2%（13/18）、77.8%（14/18）和

83.3%(15/18),三组间无显著性差异．但也有研究[11]认

为，随着癌前病变的进展COX2蛋白表达递增．说明COX2

的过表达是胃癌发生的早期事件，其与胃癌的恶性进展

关系如何? 该研究结论显示COX2在胃癌组织中表达率为

71.4％，且COX2表达水平在Ⅲ-Ⅳ期胃癌组显著高于

Ⅰ-Ⅱ期胃癌组(P<0.05)、有淋巴结转移组明显高于无

淋巴结转移组(P<0.01)，提示COX2表达水平与TNM分期

及淋巴结转移相关．说明COX2不仅与早期胃癌的发生有

关，同时与胃癌的恶性进展密切相关，在胃癌的发生﹑  

发展中起着重要的作用．其机制可能经多种途径[12，13]如

促进细胞增生、抑制细胞凋亡、调节肿瘤新生血管形成

和增加癌细胞的侵袭性等而发挥致癌和促癌作用.

   cagA菌株感染及COX2表达两者在胃癌变中的作用是

两个独立的因素或是相互关联尚不清楚．近来体外研究[14]

显示H pylori能诱导胃黏膜细胞株COX2的表达．国内陆

红 et al [15]研究显示H pylori感染可使慢性胃炎患者胃

黏膜COX2表达增加，根除H pylori后其COX2表达水平下

降．H pylori的高毒菌株-cagA阳性菌株感染与胃癌中

COX2的表达关系如何值得探讨．我们的结果显示COX2表

达在cagA阳性组明显高于cagA阴性组，提示胃癌组织中

cagA菌株感染能上调COX2的表达．cagA菌株感染可通过

介导COX2的表达在胃癌的发生中起重要作用．cagA菌株

诱导COX2表达可能与其引起胃黏膜炎性反应、上皮细胞

损伤、刺激生长因子及炎症介质的释放有关．本组资料

显示cagA阴性的胃癌组织中仍有COX2表达，提示除

H pylori cagA菌株感染之外尚有其他因素及机制参与

调节COX2的表达．因此根除H pylori和COX2抑制剂是预

防和控制胃癌发生的重要途径．
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Abstract
AIM: To investigate the differences of the desensitization 
of the histamine H2 receptor induced by three H2 
receptor antagonists on the gastric parietal cells in rats.

METHODS: The gastric parietal cells were isolated by 
pronase digestion and then divided into three groups: 
cimetidine, ranitidine and famotidine treatment group. 
The activity of the H+-K+-ATPase was detected by H+-
K+-ATPase kit after the cells were treated with different 
concentrations of the antagonists for different times.

RESULTS: Significant changes of the H+-K+-ATPase 
activity were observed after the cells were treated 
with different concentrations of the antagonists at 
different times. The activities of H+-K+-ATPase were 
significantly higher in famotidine group at 1，2，and 4 h 
(589.34±2.7，812.82±8.35，637.15±4.59) than those 
in ranitidine (169.38±93.64，343.46±44.88，234.07±4.72) 
and cimetidine (118.42±5.91, 110.62±1.28, 102.43±3.44) 
group (P <0.01). The activity in ranitidine group was 
markedly higner than that in cimetidine group at 2 
and 4 h. Famotidine increased the activities of H+-K+-
ATPase significantly at the concentrations of 10 and 
100 mg/L(178.21±20.38，225.65±16.41) as compared 
with ranitidine and cimetidine did (70.88±21.44，

128.03±8.22；123.62±4.32，125.40±7.45)(P <0.01). 
At the concentration of 1000 mg/L, both famotidine 
and ranitidine increased the activity of H+-K+-ATPase 
obviously as compared with cimetidine did (233.44±6.24，
131.58±11.50 vs  109.88±0.69，P <0.01，P <0.05).

CONCLUSION: Three H2 receptor antagonists can 
induce different desensitization of the H2 receptor, 
among which famotidine induces the strongest and 
cimetidine does the weakest.

Key Words: Desensitization; H2 receptor; H2 receptor 

antagonist; H+-K+-ATPase

Li L, Luo HS, Liu Y. Differences among desensitization of histamine 
H2 receptor induced by three H2 receptor antagonists on rat gastric 
parietal cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(17):2145-2147

摘要

目的：研究3种H2受体拮抗剂对鼠胃粘膜壁细胞H2受体脱敏

的诱导能力.

方法：用酶消化法分离壁细胞后分为西咪替丁，雷尼替丁

和法莫替丁3组，检测不同时间、不同浓度的H2受体拮抗剂

对各组壁细胞H+-K+-ATP酶活力的影响.

结果：不同时间、不同药物浓度干预后，各组细胞酶活

力均发生显著变化.法莫替丁组细胞酶活力在1、2、4 h

时(589.34±2.7，812.82±8.35，637.15±4.59)均明显高于

雷尼替丁组(169.38±93.64，343.46±44.88，234.07±4.72)和

西咪替丁组(118.42±5.91，110.62±1.28，102.43±3.44，

P <0.01)，而雷尼替丁组在2、4 h时才与西咪替丁组有显

著性差异(P <0.01).在10、100 mg/L条件下，法莫替丁组细

胞酶活力(178.21±20.38，225.65±16.41)均明显高于雷尼

替丁组(70.88±21.44，128.03±8.22)和西咪替丁组(123.62

±4.32，125.40±7.45，P <0.01)，当浓度增高至1000 mg/L

法莫替丁、雷尼替丁组均明显高于西咪替丁组(233.44±

6.24，131.58±11.50 vs  109.88±0.69，P<0.01，P<0.05).

结论：三种H2受体拮抗剂对壁细胞H2受体脱敏的诱导能力

存在一定的差别，其中法莫替丁最强，西咪替丁最弱.

关键词：脱敏；H2受体；H2受体拮抗剂；H+-K+-ATP酶

李玲，罗和生，刘艳. 三种H2受体拮抗剂诱导鼠胃壁细胞H2受体脱敏的比

较. 世界华人消化杂志  2005;13(17):2145-2147
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胞培养液制成细胞悬液并接种到培养瓶中，时差贴壁

培养30 min后取出细胞并离心，再用无血清的细胞培养

液重新制成细胞悬液，接种到培养瓶中[6,7].实验分为两

部分.(1)时间对壁细胞H2受体脱敏的影响：调节细胞浓

度为1×109/L并分为西咪替丁、雷尼替丁和法莫替丁3

组，先用100 mg/L干预液孵育细胞，各组孵育时间均分

为0，1，2和4 h，孵育结束后用A3液洗涤细胞，再加入

100 mg/L干预液，1 h后测定细胞酶活力；(2)浓度对壁

细胞H2受体脱敏的影响：分组方法同前，先用干预液孵

育细胞2 h，各组干预液浓度均分为0，10，100和1000 

mg/L四种，然后用A3液洗涤细胞，再加入100 mg/L干预

液，2 h后测定细胞酶活力.按照H+-K+-ATP酶试剂盒使用

说明，测定各组细胞的吸光度并计算H+-K+-ATP酶活力，

以每小时每毫克组织蛋白的ATP酶分解ATP产生1μmol

无机磷的量为一个ATP酶活力单位[μmolPi/(mgprot•

hour)].

统计学处理 采用SPSS 12.0统计软件进行统计学分

析，数据用mean±SD表示，组间差异和两两比较分别用

F检验和LSD，SNK检验.

2  结果

2.1 时间对壁细胞H2受体脱敏的影响(表1) 经过不同时间

干预后，各组细胞酶活力均发生显著变化，在3种干预

时间下，法莫替丁组细胞酶活力均明显高于雷尼替丁组

和西咪替丁组，雷尼替丁组则在干预时间延长至2 h或

4 h时才与西咪替丁组有显著性差异.表明3种H2受体拮抗

剂在相同干预时间下对壁细胞H2受体脱敏的诱导能力不

同，导致干预后3者的抑酸作用出现不同程度的减弱，

其中法莫替丁的诱导能力最强，因此干预后抑酸作用最

弱，其次为雷尼替丁，西咪替丁则最弱.

2.2 浓度对壁细胞H2受体脱敏的影响(表2) 经过不同浓度

干预后，各组细胞酶活力均发生显著变化，在10，100 

mg/L条件下，法莫替丁组细胞酶活力均明显高于雷尼替

丁组和西咪替丁组，当浓度增高至1000 m g/L雷尼替丁

组、法莫替丁组均明显高于西咪替丁组.表明3种H2受体

拮抗剂在相同干预浓度下对壁细胞H2受体脱敏的诱导能

力不同，导致干预后3者的抑酸作用出现不同程度的减

弱，其中法莫替丁的诱导能力最强，并随浓度增加而增

强，雷尼替丁与西咪替丁则相对较弱.

0  引言

受体脱敏[1](desensitization)是指使用受体激动剂后，

细胞或组织对激动剂的敏感性下降，可能是机体的一种

自我保护机制.组胺H2受体是G蛋白耦联受体家族中的一

员，该家族大多存在脱敏现象.H2受体在体内分布广泛，

虽有多项研究显示多种细胞均存在H2受体脱敏现象，但大

多集中在人白血病HL-60细胞和U937细胞上[2-5]，利用脱敏

和耐受进行检索，目前尚未看到关于胃壁细胞H2受体的

相关研究.我们针对三种H2受体拮抗剂对壁细胞H2受体脱

敏的作用进行了研究.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂健康SD大鼠4只，体质量150-200 g，

由武汉大学医学院实验动物中心提供.链霉蛋白酶

(pronase)，Roche公司；Percoll，Pharmacia公司；

EDTA、DTT、HEPES及BSA，Amresco公司；Ham's F12/

DMEM，Gibco公司；FBS，Hycolne合资公司；西咪替

丁、雷尼替丁和法莫替丁均为市售针剂；H+-K+-A T P酶

试剂盒，南京建成生物工程研究所.缓冲液：A1液：

NaH2PO4 0.5 mmol/L，Na2HPO4 1.0 mmol/L，NaHCO3 

20 mmol/L，NaCl 80 mmol/L，KCl 5.0 mmol/L，HEPES 

50 mmol/L，glucose 11 mmol/L，BSA 10 g/L，EDTA 

2.0 mmol/L，调节pH值7.4.A2液：A1液中去掉EDTA，加

入CaCl2 1.0 mmol/L，MgCl2 1.5 mmol/L，调节pH值

7.4.A3液：A1液中去掉EDTA、BSA，加入CaCl2 1.0 mmol/

L，MgCl2 1.5 mmol/L，DTT 1.0 mmol/L，调节pH值

7.4.消化液：pronase溶于A1液中，1 g/L.Percoll：用

A3液配成40%和60%.细胞培养液：Ham's F12/DMEM，调节

pH值在7.1-7.3，过滤除菌后分装备用.细胞干预液：用

细胞培养液分别配制10，100，1000 mg/L西咪替丁，雷

尼替丁和法莫替丁，调节pH值7.4后过滤初菌.

1.2 方法 将大鼠处死后剖腹取胃，放入生理盐水中，

在胃底作一小切口，用玻璃棒将胃翻转并用生理盐水清

洗，然后在幽门部结扎制成胃囊，注入消化酶并放入A1

液中，置于37℃消化90 min.将胃囊放入A2液中，用磁

力搅拌器搅拌60 min，收集细胞后离心.沉淀用A3液洗

涤后制成细胞悬液，与Percoll按密度顺序置于离心管

中，离心20 min后收集壁细胞.用含有FBS100 mL/L的细
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表1  壁细胞H 2受体经H 2受体拮抗剂干预后H +-K +-A T P酶的活力

(mean±SD)

bP＜0.01 vs 西咪替丁组；dP＜0.01 vs  雷尼替丁组；0 h为实测值. [μmolPi/

(mgprot·hour)]，余组 = (各组酶活力实测值/0 h组实测值均值)×100%.

药物                  0 h                   1 h                     2 h                      4 h

西咪替丁    4.18±0.32   118.42±5.91     110.62±1.28     102.43±3.44  

雷尼替丁    1.42±0.42   169.38±93.64   343.46±44.88b   234.07±4.72b

法莫替丁    0.63±0.02   589.34±2.70bd     812.82±8.35bd    637.15±4.59bd

F                        —                 68.22                 522.18            12685.50

表2  壁细胞H2受体经H2受体拮抗剂干预2 h后H+-K+-ATP酶的活力

(mean±SD)

药物              0 mg/L          10 mg/L            100 mg/L             1000 mg/L

西咪替丁   3.69±0.15  123.62±4.32      125.40±7.45      109.88±0.69  

雷尼替丁   3.27±0.19    70.88±21.44a   128.03±8.22          131.58±11.50a

法莫替丁   1.92±0.14  178.21±20.38bd   225.65±16.41bd   233.44±6.24bd

F                        —                 29.00                  74.87                  228.35

aP＜0.05，bP＜0.01 vs 西咪替丁组；dP＜0.01 vs  雷尼替丁组；0 mg/L为

实测值. 余组 = (各组酶活力实测值/0 mg/L组实测值均值)×100%.



明，可能与H2受体脱敏有关[11,12].但是药物在体内代谢过

程十分复杂，除了受药物本身结构及理化性质的影响外，

还与肝细胞色素P450酶系统有关，西咪替丁能够抑制该系

统，雷尼替丁对其影响较小，法莫替丁则对其无影响.
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3  讨论

胃壁细胞上的H2受体活化后，通过胞内第二信使活化壁

细胞H+-K+-ATP酶，分泌胃酸.西咪替丁、雷尼替丁和法

莫替丁等H2受体拮抗剂能够诱导胃壁细胞H2受体出现脱

敏现象.在相同干预条件下，各组细胞酶活力变化（百

分比）均呈上升趋势，但上升幅度各不相同，其中法莫

替丁组最高，其次为雷尼替丁组，西咪替丁组则相对较

低，说明法莫替丁对脱敏的诱导能力最强，导致干预后

细胞对其敏感性最低，再次加入法莫替丁作用于细胞

时，其抑酸效果显著降低，壁细胞H+-K+-ATP酶活力明显

上升，雷尼替丁的诱导能力次之，西咪替丁则最弱.

自H2受体拮抗剂问世以来，人们对三代药物的抑酸

作用进行了许多比较，发现西咪替丁起效较快，而法莫

替丁的抑酸强度及维持时间较长，雷尼替丁则居中[8-10].

结合本次研究结果对三种H2受体拮抗剂的抑酸作用和脱

敏能力进行排序，均为法莫替丁>雷尼替丁>西咪替丁，

可能与药物的结构、理化性质有关.三种H2受体拮抗剂均

是对组胺的咪唑环或者侧链进行某种程度的改造而诞生

的，西咪替丁的结构主要为咪唑环以及侧链的氰基胍，

雷尼替丁主要为呋喃环和侧链的硝基烯烃基团，法莫替

丁则主要为噻唑环和侧链的硫酰胺乙脒基团.其中碱性

芳杂环结构是H2受体与配体结合的关键，且碱性越强，

药物作用越强.H2受体第3、第5跨膜区各有一个天冬氨酸

残基，其酸性较强，且在H2受体与配体结合中具有关键

作用.基于结构决定功能的原理假设：咪唑环、呋喃环

和噻唑环，一方面可能与天冬氨酸发生某种反应，引导

受体与配体结合，发挥抑酸作用；另一方面则可能导致

天冬氨酸变性，干预后再次加入H2受体拮抗剂时，天冬

氨酸尚未复性，受配体无法结合，细胞即出现脱敏，而

且本次研究中法莫替丁组胃壁细胞H2受体脱敏更明显，

雷尼替丁组则在干预条件增加至一定程度时才与西咪替

丁组存在显著性差异，可能是由于咪唑环、呋喃环和噻

唑环的碱性呈递增趋势，引起天冬氨酸变性程度及复性

难易程度也呈递增趋势所致.

目前虽有关于H2受体拮抗剂耐受的报道，但机制不
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Abstract
AIM: To detect the free cancer cells in the peritoneal 
washes and tissues, and to explore their significances 
in the prediction of peritoneal metastasis of gastric 
cancer.

METHODS: The peritoneal washes and tissues were 
collected during laparotomy from 38 patients with 
gastric cancer and 5 with benign gastric disease. 
Peritoneal lavage cytology was performed for the 
washes, and the carcinoembryonic antigen (CEA) 
mRNA of the free cancer cells was detected by reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: The CEA mRNA positive rates of the free 
cancer cells in the peritoneal washes and tissues were 
36.8% (25/68) and 38.2% (26/68), respectively, which 
were both higher than that of cytological examination 
[25.0% (17/68)]. The TNM staging, depth of invasion, 

lymph node metastasis, serosal involvement were 
correlated with the positive rate of CEA mRNA.

CONCLUSION: CEA mRNA is more sensitive and 
specific in the detection of peritoneal micrometastasis 
of gastric cancer.

Key Words: Reverse transcription polymerase chain 

reaction; Carcinoembryonic antigen; Gastric cancer; 

Peritoneal metastasis; Peritoneal wash; Peritoneal lav-

age cytology

Wang FJ, Gao Y, Huang YN, Tong BF, Zhang XY, Yang WL. 
Clinical significance of free cancer cells in peritoneal washes and 
tissues of patients with gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(17):2148-2150

摘要

目的：运用细胞学及RT-PCR方法对胃癌患者术中腹腔冲

洗液、腹膜组织进行检测，以探讨对预测胃癌腹腔微转移

的意义.

方法：胃癌68例和胃良性病变5例，收集患者术中腹腔冲洗

液，并同时切除少量大网膜、腹膜作为对照.用RT-PCR方

法测定冲洗液中游离细胞的CEAmRNA表达，同时作冲洗

液细胞学检查(PLC).

结果：腹腔冲洗液和腹膜组织中的CEAmRNA的阳性率分

别为36.8%(25/68)，和38.2％(26/68)，皆高于腹腔冲洗液

细胞学25.0%(17/68).CEAmRNA的阳性率与肿瘤的分化程

度、浸润深度、淋巴结转移、浆膜侵犯深度呈正相关.

结论：CEART-PCR方法对于检测腹腔微量游离癌细胞较

PLC有更高的灵敏度和特异性，是一种检测胃癌腹腔微转

移的有效方法.

关键词：RT-PCR；CEA；胃癌；腹膜转移；腹腔冲洗液；细胞

学检查
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0  引言

已侵及浆膜的胃癌患者，术后易发生腹膜转移，5 a生
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性差异.

2  结果

胃癌68例腹腔液和腹膜组织中C E A m R N A的阳性率为

36.8%(25/68)和38.2%(26/68)，均高于腹腔液细胞学阳

性率25.0%(17/68).胃良性病变5例的腹腔液均为阴性，

但其15个腹膜标本中有1个CEAmRNA阳性.同时5例肉眼腹

膜转移病例的腹膜转移病灶CEAmRNA腹水或冲洗液中细

胞学和CEAmRNA均阳性.腹膜组织CEAmRNA阳性者细胞学

检查均阳性；腹腔液细胞学阳性者CEAmRNA亦阳性，腹

腔液CEAmRNA阳性者中有8例腹腔液细胞学检查阴性；腹

腔液CEAmRNA阳性者腹膜组织CEAmRNA皆阳性.

2.1 病期和阳性率 在早中期22例病例中，有3例CEAmRNA

结果阳性，P L C均为阴性(P <0.05)；在晚期1组中，

C E A m R N A阳性率均明显高于P L C(P <0.05)；晚期2组

CEAmRNA阳性率与PLC阳性率无差别(表1).

存率低于35%[1].如何正确地筛检腹膜复发高危病例并予

以有效的治疗是提高进展期胃癌手术效果的关键问题之

一.研究表明，细胞学检查的阳性结果与低生存率之间

有明显的统计学意义，但传统的细胞学检查，缺乏灵敏

度，一些阴性结果的患者，术后仍有腹膜复发.目前RT-

PCR已被广泛地应用于检查外周血、淋巴结、骨等微转

移病灶[2，3]，显示了较高的灵敏度和特异性.我们采用

RT-PCR法，检测术中收集的腹水或腹腔冲洗液CEAmRNA

的表达，并与常规细胞学检测结果比较，同时对腹膜转

移病灶和腹膜组织亦进行CEAmRNA的检测如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-3/2005-4胃癌手术患者68例，胃良性病

变5例.依据术中所见及术后病理分期，浆膜类型，病

理类型分组.根据病理结果和恶性肿瘤国际临床病期

(TNM)分期.组织学类型中将乳头状腺癌和管状腺癌ⅠⅡ

级归入分化类，其余病理类型归入未分化类.同时用人

大肠癌细胞系株CCL187作为阳性对照.Trizol试剂购于

Inlitrogen公司；RT-PCR试剂盒购于Promega公司；大

肠癌细胞系株CCL187取自校科研中心.手术开腹后，于

Douglas窝或左膈下置入一根导尿管，注入无菌生理盐

水250 mL，轻轻搅动后吸出.若有自然腹水的病例则直

接吸出.吸取后将冲洗液或腹水于4℃下用2000 r/min离

心20 min.取少许沉渣做涂片，HE染色后，行细胞学检

查，其余沉渣于-80℃下保存.如有腹膜转移病灶则予部

分切除，否则切除少量大网膜、盆腔腹膜和膈腹膜，也

置于-80℃下保存.

1.2 方法 将标本内加入Trizol试剂，按Trizol说明书

所示步骤进行RNA提取，得到RNA.先行逆转录，按说明

书操作；再行PCR，引物序列参照文献[4].CEA巢式PCR特

殊引物序列为：A(outersense)：5-TCT GGA ACT TCT 

CCT GGT CTC TCA GCT GG-3’,B(antisense)：5-TGT 

AGC TGT TGC AAA TGC TTT AAG GAA GAA GC-3’,C 

(innersense)：5-GGG CCA CTG TCG GCA TCA TGA ATT 

GG-3’.第1轮采用引物A和B，第2轮采用引物B和C.反应

条件相同，94℃变性1 min，72℃退火和延伸2.5 min；

反应体系为25μL.将第1轮产物1 μL在第2轮中扩增，皆

为30个循环；第2轮产物5 μL置于20 g/L琼脂糖凝胶电

泳，溴化乙锭染色，呈现131 bp条带为阳性，凝胶成像

仪扫描记录.取阳性产物测序鉴定.另外，每例标本均用

管家基因β-actin作为内参照以检验RNA样本的完整性，

同时用CCL187大肠癌细胞系株RNA样本作阳性对照以排

除假阴性，用不含RNA的样本扩增作阴性对照以排除假

阳性.对5例胃良性病变的腹腔冲洗液和12个腹膜组织标

本行CEAmRNA的巢式检测，作为阴性对照.涂片后作HE染

色行细胞学检查.

统计学处理 c2检验或确切概率法，P<0.05为有显著

表1  不同病期胃癌腹腔液ＣEAmRNA和PLC阳性率的比较

病期                             n                      RT-PCR(+)                          PLC(+)

早中期                        22                       3(13.0%)a                              0

晚期1组                      41                     17(41.5%)a                      12(29.3%)

晚期2组                        5                       5(100%)                          5(100%)

总计                           68                     25(36.8%)                         17(25%)

aP＜0.05 vs PLC(＋)；早中期：ｍ-ｍｐ癌；晚期1组：ss-si癌无大体腹膜

转移；晚期2组：ss-si癌有大体腹膜转移.

表2  CEAmRNA表达与临床病理因素的关系

临床病理因素                    n                                 腹腔液CEAmRNA

	                                                        阳性                            阴性

肿瘤大小<5 cm

肿瘤大小≥5 cm

分化

未分化

浆膜侵犯 ㈠

浆膜侵犯 ㈩ 

淋巴结转移 ㈠

淋巴结转移 ㈩

I+II期

III+IV期	

aP＜0.05.

29                            10                                19

39                            15                                24

28                              7                                21

40                            18                                22a

25                              2                                23

43                            23                                20a

23                              5                                18

45                            20                                25a 

26                              6                                20

42                            19                                23a

2.2 CEAmRNA 表达与临床病理因素 CEAmRNA表达与淋

巴结转移、浆膜侵犯程度、肿瘤分化程度和分期呈明显

相关性(P<0.05).浆膜侵犯者、淋巴结转移者、肿瘤分

化程度差者、TNM分期越晚者CEAmRNA表达阳性的可能性

大(表2).

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年9月15日    第13卷   第17期                                 2149   

3  讨论

近年来，虽然胃癌的外科手术治疗有了长足的进步，但

手术仍然不能解决浆膜受侵胃癌术后腹膜复发的问题，



许多术中直视下貌似完整的浆膜，实际上已被各种水解

酶溶解，癌细胞裸露并脱落入腹腔.进展期胃癌腹膜转

移率约为10%[5]，而术后腹膜复发率高达50%[6].但无论是

复发或腹膜转移均与腹腔存在的癌细胞有关，检测这些

癌细胞对于诊断和预测腹膜转移和复发有重要意义，但

常规细胞学检查检出率低，尤其是那些无腹水或腹腔癌

细胞较少的患者常会漏诊，这也是有些患者虽然细胞学

阴性但术后仍有复发的原因之一.

近年来，RT-PCR方法已被用于检测微量癌细胞中的

特殊mRN A，如淋巴结、肝脏和血液癌细胞的微转移检

测，显示了较高的灵敏性.我们采用该方法检测腹腔冲

洗液的游离细胞，因为腹膜间皮细胞不表达CEA，所以

选择CEA的mRNA作为标志，从而明确地区分开间皮细胞

和肿瘤细胞.但值得注意的是，腹腔液中白细胞可以表

达CEA相关基因，因此在进行PCR扩增的时候，应将退

火温度控制在65℃以下，以避免由于白细胞表达CEA所

造成的假阳性[7].尽管5例胃良性病变的15个腹膜标本中

有1个CEAmRNA阳性，使其特异性有所下降，这可能与白

细胞少量表达CEA相关基因有关.作者认为，对胃癌患者

术中切除少许网膜、腹膜组织行CEAmRNA的检查，至少

可辅助证实腹腔液CEAmRNA的检测结果.我们以细胞系为

标本作为阳性对照，获得阳性结果的最低细胞数量级为

103,说明RT-PCR实验可以检测很微量的癌细胞，并与细

胞学检查进行比较，结果敏感性明显提高，特别在无

明显大体腹膜转移以前，统计学表明有显著差异.结果

表明，RT-PCR方法检测腹腔液CEAmRNA表达较细胞学检
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查的敏感性显著升高，而且与淋巴结转移、肿瘤浸润深

度、浆膜侵犯程度和TNM分期呈正相关，对腹膜组织同

时行此检查，可进一步证实其结果.对于CEAmRNA表达阳

性者可在随访中作为高危人群监测.
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Abstract
AIM: To explore the relations of plasma TNF-α with 
insulin resistance and insulin excretion in the disorder 
of glucose metabolism in the terminal patients with 
enteron malignant tumor.

METHODS: The levels of the fast ing glucose, 
insulin, lactic acid, postprandial glucose, lactic acid 
were measured in 40 terminal patients with enteron 
malignant tumor as well as in 40 normal controls, 
and the homeostasis model assessment of insulin 
resistance (HOMA-IR) and HOMA-β were calculated.

RESULTS: The levels of the plasma TNF-α, the fasting 
glucose, insulin and lactic acid, and the values of 
HOMA-IR and HOMA-β in the terminal patients with 
enteron malignant tumor were significantly higher than 
those in the controls (3.27±0.92 vs  1.23±0.36, P <0.01; 
5.19±0.75 vs  4.05±0.28, P <0.01; 14.24±6.52 vs  
8.27±4.84, P <0.01; 7.11±0.69 vs  3.27±0.41, P <0.01; 
3.48±0.85 vs  1.55±0.77, P <0.01; 181±39 vs  326±47, 
P <0.01), but the content of the fasting glucose was 
in normal range. The level of the plasma TNF-α was 
positively correlated with the contents of the fasting 
glucose, insulin and lactic acid and the value of HOMA-
IR (r  = 0.4352, P <0.05; r  = 0.3136, P <0.05; r  = 0.7893, 
P <0.01; r  = 0.6531, P <0.01), but negatively correlated 
with the value of HOMA-β in terminal patients with 
enteron malignant tumor (r  = -0.5874, P <0.01).

CONCLUSION: The plasm TNF-α plays an important 
role in the insulin resistance, the hyposecretion of 
insulin and the disorder of glucose-metabolism in the 
terminal patients with malignant gastrointestinal tumor.

Key Words: Malignant gastrointestinal tumor; TNF-α; 

Insulin resistance; Insulin excretion; Glucose-metabo-

lism; Lactic acid

Feng QQ, Wang ZK, Lv XL, Liu YC, Yu W, Tu Y. Relationship 
between plasma TNFα and Insulin resistance, Insulin excretion 
in terminal patients with enteron malignant tumor. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2005;13(17):2150-2153

摘要

目的：证明恶性消化道肿瘤晚期患者血浆肿瘤坏死因子

α(TNF-α)与胰岛素抵抗和胰岛素分泌功能相关性，阐明恶

性消化道肿瘤晚期患者糖代谢障碍机制.

方法：测定40例恶性消化道肿瘤晚期患者和40例正常人员

血浆TNF-α和空腹血糖、胰岛素、乳酸含量，并计算稳态

模式评估法胰岛素抵抗指数(HOMA-IR)和胰岛素分泌指数

(HOMA-β).

结果：恶性消化道肿瘤晚期患者血浆TNFα、空腹血糖、

空腹胰岛素、空腹乳酸、HOMA-IR和HOMA-β均明

显高于正常对照组(3.27±0.92 v s  1.23±0.36，P <0.01；

5.19±0.75 vs  4.05±0.28，P <0.01；14.24±6.52 vs  8.27±

4.84，P <0.01；7.11±0.69 v s  3.27±0.41，P <0.01；3.48±0.85 

vs 1.55±0.77，P<0.01；181±39 vs  326±47，P<0.01)，但

空腹血糖仍在正常参考范围内.恶性消化道肿瘤晚期患者

血TNFα与空腹血糖、空腹胰岛素、空腹乳酸明显正相

关(r  = 0.4352，P <0.05；r  = 0.3136，P <0.05；r  =0.7893，

P<0.01)，与HOMA-IR明显正相关(r  = 0.6531，P<0.01)，

与HOMA-β明显负相关(r  = -0.5874，P<0.01).

结论：恶性消化道肿瘤晚期患者血浆TNFα在胰岛素抵抗和

胰岛素分泌功能下降及糖代谢障碍中发挥重要作用.

关键词：消化道肿瘤；TNF-α；胰岛素抵抗；胰岛素分泌；糖代

谢；乳酸

冯青青，王占科，吕小林，刘亚诚，余文，涂云. 恶性消化道肿瘤晚期患
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0  引言

恶性消化道肿瘤晚期患者一方面存在对外来葡萄糖消化

吸收不足，另一方面又存在糖代谢障碍，不利于患者

营养支持和康复.恶性肿瘤患者糖代谢障碍涉及胰岛素

抵抗和胰岛素分泌功能下降，但导致恶性肿瘤患者胰

岛素抵抗和胰岛素分泌功能下降的详细机制尚未完全阐

明.已经证实，肿瘤坏死因子α(T N F-α)在2型糖尿病及

创伤糖代谢障碍中发挥重要作用[1,2].但恶性肿瘤患者血

浆TNF-α与胰岛素抵抗和胰岛素分泌功能及糖代谢障碍

之间的关系，国内外报道不多.我们以恶性消化道肿瘤

晚期患者为研究对象，观察血浆TNF-α与糖代谢相关指

标及胰岛素抵抗和胰岛素分泌指数的相关性，旨在探

讨TNF-α在恶性消化道肿瘤晚期患者糖代谢障碍中的作

用，为临床改善恶性消化道肿瘤晚期患者糖代谢障碍及

其危害提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 我院2001-2004年收治的消化道恶性肿瘤晚期

患者40例，男27例，女13例，平均年龄61岁，其中食管

癌14例、胃癌12例，结肠癌14例.所有患者临床和病理
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诊断明确，并伴有不同程度转移，无手术指征，无糖

尿病史.正常对照组为南昌某干部修养所老干部体检正

常人员40例，男26例，女14例，平均年龄63岁，无糖

尿病史.正常对照组和消化道恶性肿瘤晚期组年龄、男

女比例等指标均无显著性差异(P>0.05).中国人群空腹

血糖正常参考范围为3.5-6.1 m m o l/L，所有人员空腹

血糖均高于3.5 mmol/L.40例恶性消化道肿瘤晚期患者

中，除3例空腹血糖高于6.1 mmol/L外，其他均在正常

参考范围内.

1.2 方法 血浆TNF-α测定采用酶联免疫吸附试验标准曲

线比色法(深圳晶美公司)；血糖采用葡萄糖氧化酶动力

法测定(中生公司)；胰岛素采用放射免疫法测定(3V公

司)；乳酸采用乳酸氧化酶终点比色法测定(英国郎道公

司).HOMA-IR=空腹胰岛素×空腹血糖/22.5, HOMA-β =空

腹胰岛素×20/(空腹血糖-3.5)[3].各组人员抽血前情绪

稳定，无剧烈运动.

统计学处理 各组数据均以mean±SD表示，先对数

据进行正态分布性检验，HOMA-IR和HOMA-β不呈正态分

布，对其进行自然对数处理呈正态分布后，通过SPS S 

11.0统计软件，行单因素方差分析(t)检验.P<0.05为有

统计学意义.

2  结果

2.1 恶性消化道肿瘤晚期患者糖代谢相关指标变化 恶性

消化道肿瘤晚期患者血浆TNF-α、空腹胰岛素、空腹血

糖、空腹乳酸均明显高于正常对照组(P<0.01)(表1).

2.2 恶性消化道肿瘤晚期患者胰岛素抵抗和胰岛素分泌

功能变化 恶性消化道肿瘤晚期患者胰岛素抵抗指数明

显高于正常对照组(P<0.01),胰岛素分泌指数明显低于

正常对照组(P<0.01)(表2).

表1  恶性消化道肿瘤晚期患者血浆TNF-α、空腹胰岛素、空腹血糖和

空腹乳酸变化（mean±SD）

组别               n          TNF-α      空腹胰岛素       空腹血糖        空腹乳酸 

                                  (μg/L)          (mUI/L)        (mmol/L)         (mmol/L)     

正常对照组    40    1.23±0.36     8.27±4.84     4.05±0.28     3.27±0.41    

恶性肿瘤组    40    3.27±0.92b  14.24±6.52b    5.19±0.75b    7.11±0.69b 

bP<0.01 vs 正常对照组.

表2  恶性消化道肿瘤患者 HOMA-IR和HOMA-β变化（mean±SD）

组别                        n                           HOMA-IR                       HOMA-β

正常对照组            40                          1.55±0.77                        326±47    

恶性肿瘤组            40                          3.48±0.85b                       181±39b

bP<0.01 vs 正常对照组.

2.3 恶性消化道肿瘤晚期患者TNF-α与胰岛素抵抗和胰

岛素分泌相关性 恶性消化道肿瘤晚期患者血TNF-α与空

腹血糖、空腹胰岛素和空腹乳酸明显正相关（P<0.05），与

胰岛素抵抗指数明显正相关（P<0.01），与胰岛素分泌

指数明显负相关（P<0.01）(表3).

表3  恶性消化道肿瘤晚期患者血TNF-α与胰岛素抵抗指数和胰岛素分

泌指数相关系数分析 (n  = 40)

统计值     空腹血糖     空腹胰岛素     空腹乳酸     HOMA-IR     HOMA-β

   r              0.4352           0.3136          0.7893          0.6531         -0.5874

   P             <0.05            <0.05            <0.01            <0.01           <0.01

3  讨论

糖的有效利用障碍指机体葡萄糖生成CO2和水以及大量

ATP的功能障碍，主要表现为高血糖反应和糖酵解增强

造成的高乳酸血症.肿瘤组织存在糖有效利用障碍是肿

瘤患者整体糖代谢障碍组成部分[4].肿瘤患者尽管血糖不

一定高于正常参考范围，但存在胰岛素抵抗和外来葡萄

糖的有效利用障碍[5,6]，我们研究发现，尽管恶性消化

道肿瘤晚期患者空腹血糖尽管正常，但空腹乳酸明显升

高.由于血糖变化受多种因素影响，乳酸升高可能是恶

性肿瘤患者糖代谢障碍的主要表现.高乳酸血症导致恶

性肿瘤晚期患者酸中毒和电解质紊乱，应引起临床高度

重视.

胰岛素抵抗指单位胰岛素在体内促进葡萄糖有效利

用的功能下降.胰岛素分泌功能下降指机体胰岛素相对

血糖的分泌不足胰岛素代偿分泌增多能够补偿胰岛素抵

抗的后果，因此，胰岛素抵抗合并胰岛素相对血糖分泌

不足，是导致糖代谢障碍的重要原因[7].我们发现，恶

性消化道肿瘤晚期患者存在胰岛素抵抗指数增加和胰岛

素分泌指数下降，提示胰岛素抵抗和胰岛素分泌不足是

恶性肿瘤晚期患者糖代谢障碍的重要原因.胰岛素是促

进葡萄糖有氧氧化的主要激素，有效降低胰岛素抵抗程

度和增强胰岛素代偿分泌功能可能是防治恶性肿瘤患

者高乳酸血症及其危害的有效措施.恶性肿瘤晚期患者

胰岛素分泌指数下降，但空腹血糖正常，这似乎难以理

解.恶性消化道肿瘤晚期患者空腹血糖正常，可能与空

腹血糖正常参考范围较大以及消化道糖营养吸收功能障

碍有关.

胰岛素分泌指数下降可能与胰岛β细胞凋亡及胰岛

素抵抗进行性加重有关.我们的结果证实，恶性消化道

肿瘤晚期患者血浆TNF-α明显升高，并与胰岛素抵抗程

度明显正相关，与胰岛素分泌指数下降明显负相关，

与糖代谢障碍指标明显正相关，提示血浆TNF-α升高通

过诱导胰岛素抵抗和胰岛β细胞功能下降，在恶性肿瘤

患者糖代谢障碍中发挥重要作用.基础研究证实，血浆

TNF-α能够抑制胰岛素受体信号传导和胰岛β细胞相对

血糖分泌胰岛素功能障碍[8].恶性肿瘤患者血浆TN F-α
主要来源于机体单核巨噬细胞和肿瘤细胞，恶性肿瘤患

者单核巨噬细胞和肿瘤细胞分泌的TNF-α可作用于肿瘤
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细胞及其他正常组织细胞，导致恶性肿瘤患者糖代谢障

碍.恶性肿瘤细胞分泌TNF-α及其调控的制，有待进一

步研究.感染是单核巨噬细胞过度表达TNF-α的主要诱

导剂，有效避免恶性肿瘤患者感染，降低血浆TNF-α水

平，可能对改善恶性肿瘤患者糖代谢障碍具有重要意

义.TNF-α作为抗肿瘤的有效药物，其在糖代谢障碍中的

作用，应引起临床高度重视.
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Abstract
AIM: To summarize the clinical diagnosis and treatment 
of gastrointestinal hemorrhage induced by arteriovenous 
malformation of the gastrointestinal tract.

METHODS: From December 1999 to January 2005, 8 
patients were diagnosed with arteriovenous malformation 
of the gastrointestinal tract in our hospital, and their 
clinical data were retrospectively analyzed.

RESULTS: Of the 8 patients, enteroscopy was totally 
performed 12 times on 5 patients due to the hemorrhage 
of unknown reasons, but no lesions were found. 
Arteriovenous malformations were confirmed in 3 cases 

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年9月15日    第13卷   第17期                                 2153   

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2005 年版权归世界胃肠病学杂志社



by angiography and two by angiography integrated 
with intraoperative endoscopy. Blind surgeries were 
totally performed 5 times on 3 patients, and therapeutic 
embolization was successfully followed on 2 of them. 
One case died of severe hemorrhage. The 7 patients 
were in the follow up for 6-66 mo, and 1 died of cerebral 
apoplexy.

CONCLUSION: Angiography and intraoperative endoscopy 
are more effective in the diagnosis of arteriovenous 
malformation of the gastrointestinal tract.

Key Words: Arteriovenous malformation; Angiography; 

Intraoperative endoscopy

Chai XQ, Deng FT, Jiang CF, Feng XS. Diagnosis and treatment of 
arteriovenous malformation of gut: an analysis of 8 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(17):2153-2156

摘要

目的：总结肠道动静脉畸形导致消化道出血的临床诊断及

治疗过程.

方法：对我院1999-12/2005-01收治的8例肠道动静脉畸形

导致消化道出血患者的临床资料进行回顾性分析.

结果：本组8例，5例由于不明原因出血（大便潜血试验为

阳性）先后行胃镜检查12次，均未见出血灶；血管造影5

例，其中3例明确诊断；另2例结合术中内镜检查发现病

灶，此5例行病变肠段切除病理证实为小肠单发或多发血管

畸形．3例先后行盲目手术（盲目胃大部切除术和盲目剖腹

探查术）共5次，均未解决根本问题，其中2例行2次介入栓

塞治疗成功；另1例死于大出血．7例患者随访6-66 mo，1

例死于脑出血，其余6例在随访中.

结论：血管造影及术中内镜检查有利于发现肠道动静脉畸

形病灶，以便更准确的确定病变部位从而成功切除.

关键词：动静脉畸形；血管造影；术中内镜检查

柴新群，邓飞涛，蒋春舫，冯贤松. 肠道动静脉畸形的诊断与治疗8例. 世

界华人消化杂志  2005;13(17):2153-2156

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2153.asp

0  引言

动静脉畸形(arteriovenous malformation)可发生在肠

管任何部位，是引起急、慢性消化道出血的少见原因

之一.主要表现为出血，贫血，或肠套迭(如形成肿块), 

大多数病变可无症状.少数患者有明显的遗传性.有些患

者可伴发其他部位的血管异常，特别是皮肤.诊断通常

依靠内窥镜或血管造影检查.1999-12/2005-01我院收治

了8例肠道动静脉畸形导致消化道出血患者.现将临床资

料报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 1999-12/2005-01我院收治肠道动静脉畸形导致

消化道出血患者8例，男5例，女3例，年龄23-63岁，平

均42.5岁.本组8例患者均表现黑便(大便潜血试验为阳

性)，贫血貌.2例伴呕血.慢性隐性出血5例.有规律出血

3例：1例每月黑便1次；1例每2-3 mo黑便1次；1例每年

黑便1-2次.急性大出血伴休克1 例.病程30 d-12 a.

1.2 方法 辅助检查：胃镜检查5例，共12次，均未见出

血灶，仅1例2次胃镜发现十二指肠降部有鲜血；肠系

钡餐2例，均未见病灶；胶囊内镜检查2例，其中1例提

示小肠多发隆起病灶，另1例提示十二指肠降部隆起病

变；结肠镜检查3例，均未见异常；发射式计算机断层

扫描(ECT)检查2例，共5次，有4次提示相当于1、2组小

肠间断微量出血；血管造影5例，共7次，有3例提示肠

道动静脉畸形，另2例结合术中内镜检查发现病灶.治疗

情况：5例行病变肠段切除，术后病理报告：小肠单发

或多发血管畸形，其中1例伴小肠低度恶性间质瘤.3例

行盲目手术(盲目胃大部切除术和盲目剖腹探查术)共5

次，均未发现病灶和解决根本问题，随后2例行介入治

疗2次成功；另1例由于无微导管及弹簧钢圈，未能行栓

塞治疗而死于大出血.

2  结果

7例患者随访6-66 mo，1例死于脑出血，其余6例在随访中.

3  讨论

血管畸形是由于血管发生定位错误，大多数位于皮肤，

称为血管痣.血管畸形也可发生在内脏器官，比如呼吸

道和消化道.这些畸形系各种大小和形状弯曲血管，其

内衬以连续的内皮，周围包绕不正常的组织.血管畸形

由于阻塞、出血或充血性心力衰竭而威胁生命.肠道血

管畸形可发生在任何年龄和肠管的任何部位，可以单

发，但多数是弥漫多发[1].

3.1 病因病理 其病因不明，可能与先天性血管发育

异常、后天性获得性血管退行性变或慢性黏膜缺血有

关.血管畸形是一种慢性、间断的黏膜下静脉轻度阻塞

导致的血管退行性变，由于肠腔内压增高，使肠壁肌肉

紧张而压迫静脉，故使静脉回流受阻，小静脉如毛细血

管逐渐淤血、扩张，进而累及毛细血管前括约肌，使动

-静脉交通支开放.大多数异常发生是偶发性；少数患者

有遗传倾向，有些家庭表现为常染色体显性遗传[1,2].

3.2 临床特点 消化道血管畸形发生在肠壁黏膜或黏膜

下，平时大多没有症状.发病时唯一的临床表现是消化

道出血，表现为出血、贫血，如形成肿块性病变，可导

致肠套叠[1].其临床特点:⑴不明原因无症状消化道出血
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或大便潜血试验为阳性.病史长，可达10 a之久；⑵出

血多为少量、间断，也可发生急性大出血；⑶多伴有慢

性贫血；⑷诊断常较困难.本组8例均表现黑便、贫血；

仅2例伴呕血；有2例反复发病10多年，其中1例先后就

诊于国内四家大型医院，反复胃镜检查共6次，接受探

查手术3次，血管造影4次才明确诊断. 

在临床上，由于缺乏对该病的认识；未能广泛开展

内镜检查，并且在出血停止后内镜检查常因黏膜血管塌

陷而不显露致诊断困难；目前对血管造影认识不够或不

普及；误诊为并存或并发病等，从而导致该病误诊.

另有作者[3]首次报道一例罕见横结肠腔外动静脉畸

形引起腹腔大出血休克.剖腹探查发现为右半结肠浆膜

面大出血.术后病理证实为动静脉畸形.

3.3 诊断方法 胃肠钡餐检查对该病无法获得正确诊断，

但可排除其他疾病.本组有2例行肠系钡餐检查均未见病

灶.目前认为可靠的诊断方法是：内镜和血管造影检查[2].早

期内镜检查是大多数上消化道出血诊断的首选方法，内

镜对于内脏血管畸形的评估是必须的，特别是当出血为

主要症状时.某些病变在内镜下有特定的表现.先进的内

镜方法包括内镜超声波检查和各种止血技术，可用于评

估受累胃肠道壁的深度和特征以及提供适当的微创治疗[4].

最近，推进式肠镜检查（PE）已成为隐性消化道出血

患者的重要检查方法，还可避免一些不精确的或侵袭性

检查[5,6].缺铁性贫血患者，当上下消化道内镜检查为阴

性而大便潜血试验为阳性时，应首选小肠镜检查.小肠

镜检查似乎比其他诊断方法更优越[6,7].但总的来说内镜

对肠道血管畸形进行诊断是有限的.对于消化道出血病

情不稳定、出血位置不清患者，经常采用其他技术，比

如核素扫描、血管造影和手术探查[8].本组有5例接受胃

十二指肠镜检查共12次，均未见出血灶.核素检查：常

用99T c胶体或标记红细胞核素注射后行腹部扫描，出血

速度达0.05-0.1 mL/min，即可被测出，对消化道出血

的检测有相当敏感性，但定位的精确性有限.血管造影

检查对确定出血部位，尤其作为急诊手术前定位诊断有

很大的意义，适应于内窥镜检查未能发现出血部位，尤

其是急性出血，胃十二指肠腔内有大量血块者，出血速

度＞0.5 mL/min.经选择性腹腔动脉、肠系膜上动脉有

关分支插管，注射造影剂即可发现造影剂外溢、血管畸

形或肿瘤血管影像.需要强调的是检查最好在出血时进

行，以有利于发现出血部位.本组有1例患者先后行血管

造影4次，其中2次在未出血时进行，结果3次血管造影

均发现十二指肠降部动静脉畸形；另3例患者行血管造

影3次，均见肠系膜上动脉空肠动脉分支单个或多发血

管畸形，其中有1例伴活动性出血.

3.4 治疗 内镜治疗：包括硬化剂治疗、激光治疗、电

凝治疗和综合治疗[2,9].但是首先必须发现病灶.肠道动

静脉畸形雌激素治疗的作用还不清楚.有人[10]报告1例

盲肠、十二指肠和胃多发性动静脉畸形引起消化道出血

患者，采用雌激素治疗，已烯雌二醇0.05 mg 口服，每

天一次，随访10 mo没有出血.导管治疗：包括药物灌注

和栓塞治疗.随着介入技术及导管材料的进一步完善，

国内外不断有关于介入技术治疗肠道动静脉畸形所致

消化道出血的病例报告.超选择性插管和微导管材料已

使这一措施安全、有效.对于不适合手术的患者，其是

一个非常好的治疗选择[11].目前常用栓塞材料有：明胶

海绵、鱼肝油酸钠、氰基丙烯酸脂和不透钢圈等.一般

联合应用，单用明胶海绵不能有效控制出血.金属钢圈

为不吸收永久性栓塞材料，栓塞效果可靠.介入栓塞在

肠道动静脉畸形所致消化道出血的治疗中处于十分重要

的地位，其优点是简单、安全、对患者创伤小、效果迅

速、可靠，对消化道大出血患者，可起到挽救生命的作

用.但一定要注意介入栓塞的并发症及有关问题[12].手术

治疗：手术切除血管畸形肠段是最有效而又确切的治疗

方法.关键在术前或/和术中要准确定位，不要遗漏病变

肠段.肠道动静脉畸形采用超选择性微导管行血管造影定

位和术中亚甲蓝染色定位，以便确定切除病变肠段[13].盲目

剖腹探查常难以发现病灶部位，甚至采取盲目手术而不

能切除病灶.本组有3例行盲目手术（盲目胃大部切除术

和盲目剖腹探查术）共5次，均未发现病灶.

通过回顾性分析和综合有关文献，我们认为:⑴消

化道出血病例应尽量在术前明确出血的部位和原因，不

要盲目剖腹探查，否则术中可能找不到出血灶；⑵血管

造影检查最好在出血时进行，以利于发现出血部位；⑶

术中配合内镜检查是十分必要的；⑷手术探查时不满足

于一个病灶，勿遗漏其他病灶.

4      参考文献
1	 Vikkula M, Boon LM, Mulliken JB. Molecular genetics of 

vascular malformations. Matrix Biol  2001;20:327-335
2	 G o r d o n F H , W a t k i n s o n A , H o d g s o n H . V a s c u l a r 

malformations of the gastrointestinal tract. Best Pract Res Clin 
Gastroenterol  2001;15:41-58

3	 Nissman SA, Mann BD, Vitvitsky EV, Fyfe BS. Spontaneous 
n o n t r a u m a t i c h e m o p e r i t o n e u m d u e t o a b l e e d i n g 
arteriovenous malformation on the serosal surface of the 
transverse colon: a case report. Am Surg  2002;68:911-912

4	 Fishman SJ, Fox VL. Visceral vascular anomalies. Gastrointest 
Endosc Clin N Am  2001;11:813-834

5	 Bezet A, Cuillerier E, Landi B, Marteau P, Cellier C. Clinical 
impact of push enteroscopy in patients with gastrointestinal 
bleeding of unknown origin. Clin Gastroenterol Hepatol  
2004;2:921-927

6	 Banai J, Szanto I. Endoscopic diagnosis of gastrointestinal 
bleeding of unknown origin. Magy Seb  2001;54:155-157

7	 Annibale B, Capurso G, Baccini F, Lahner E, D'Ambra G, Di 
Giulio E, Delle Fave G. Role of small bowel investigation in 
iron deficiency anaemia after negative endoscopic/histologic 
evaluation of the upper and lower gastrointestinal tract. Dig 
Liver Dis  2003;35:784-787

8	 Enns R. Acute lower gastrointestinal bleeding: part 1. Can J 
Gastroenterol  2001;15:509-516

9	 Irish MS, Caty MG, Azizkhan RG. Bleeding in children 
caused by gastrointestinal vascular lesions. Semin Pediatr Surg 
1999;8:210-213

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年9月15日    第13卷   第17期                                 2155   



10	 Siple JF, Joseph CL, Pagel KJ, Leigh S. Use of estrogen 
therapy in a patient with gastrointestinal bleeding secondary 
to ar ter iovenous mal format ions . Ann Pharmaco ther 
1997;31:1311-1314

11	 Luchtefeld MA, Senagore AJ, Szomstein M, Fedeson B, Van Erp 
J, Rupp S. Evaluation of transarterial embolization for lower 

gastrointestinal bleeding. Dis Colon Rectum  2000;43:532-534
12	 柴新群. 介入治疗在胆道大出血中的应用及应注意的有关问题. 

中国实用外科杂志  2003;23:712-713
13	 Schechter S, Deorchis D, Bass J, Marcoux DA. Angiographic 

selective methylene blue staining of an occult small-bowel 
arteriovenous malformation. Am Surg  2002;68:15-17

编辑  王谨晖  审读  张海宁        

• 临床经验 •

胃癌前哨淋巴结体外检测的临床意义

程黎阳, 陈晓东, 谢正勇, 周洪锋, 钟世镇

程黎阳，谢正勇，周洪锋，广州军区广州总医院普通外科 广东省广州
市 510010 
陈晓东，广州军区广州总医院病理科 广东省广州市 510010
钟世镇，南方医科大学临床解剖研究所 广东省广州市 510515
广东省自然科学基金资助项目，No. 032204
通讯作者：程黎阳，510010，广州市流花路111号，广州军区广州总医院
普通外科. chliyang2001@yahoo.com
电话：020-36653547
收稿日期：2005-02-22    接受日期：2005-07-15

Clinical signif icance of ex vivo  
detection of sentinel lymph node in 
gastric cancer

Li-Yang Cheng, Xiao-Dong Chen, Zheng-Yong Xie, Hong-
Feng Zhou, Shi-Zhen Zhong

Li-Yang Cheng, Zheng-Yong Xie, Hong-Feng Zhou, Department of 
General Surgery, Guangzhou General Hospital of Guangzhou Military 
Command, Guangzhou 510010, Guangdong Province, China
Xiao-Dong Chen, Department of Pathology, Guangzhou General Hos-
pital of Guangzhou Military Command, Guangzhou 510010, Guang-
dong Province, China
Shi-Zhen Zhong, Institute of Clinical Anatomy of Nanfang Medical 
University, Guangzhou 510515, Guangdong Province, China
Supported by Nature Science Foundation of Guangdong Province, 
No. 032204
Correspondence to: Dr. Li-Yang Cheng, Department of General Sur-
gery, Guangzhou General Hospital of Guangzhou Military Command, 
Guangzhou 510010, Guangdong Province, China. 
chliyang2001@yahoo.com
Received: 2005-02-22    Accepted: 2005-07-15

Abstract
AIM: To investigate the feasibility of ex vivo  sentinel 
lymph node (SLN) mapping and its clinical significance 
in improving the staging of gastric cancer.

METHODS: Nineteen patients received curative 
resection of primary gastric cancer with extended 
lymph node dissection were included in this study. 
Gastric specimens were submucosally or subserosally 
injected with 10 g/L Patent Blue. The blue-stained 
SLNs were excised for routine pathological examination 
(hematoxylin and eosin staining). The SLNs, which 
were negative after HE staining, were further examined 
by cytokeratin immunohistochemistry.

RESULTS: The SLNs were identified in 89.5%(17/19) 
cases, with a mean number of 1.4 (1-3) for each 
case. After HE staining, the accuracy of the SLNs in 
diagnosis of the regional lymph node metastasis was 
70.5% (12/17), and the false-negative rate was 38.4%. 
However, one case (25%) was upstaged by cytokeratin 
immunohistochemistry. Thus, the diagnostic accuracy 
increased to 88.2% and the false-negative rate 
decreased to 14.2%.

CONCLUSION: Ex vivo  SLN mapping in gastric cancer 
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is technically feasible and may upstage some of the 
gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Sentinel lymph node; 

Mapping

Cheng LY, Chen XD, Xie ZY, Zhou HF, Zhong SZ. Clinical 
significance of ex vivo  detection of sentinel lymph node in gastric 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(17):2156-2159

摘要

目的：探讨胃癌前哨淋巴结(sentinel lymph node，SLN)体外

测图技术的可行性及其对提高胃癌淋巴结病理分期准确性

的临床意义.

方法：整块切除的新鲜胃癌标本19例病灶周围浆膜或粘膜

下注入10 g/L专利蓝，将标本内蓝染淋巴结视为SLN，予以

切除行常规病理检查，对阴性结果者进一步行细胞角蛋白

免疫组化(immunohistochemistry，IHC)染色.

结果：SLN检测阳性率89.5%(17/19)，获取SLN 1-3个/例，

平均1.4个/例.常规HE染色时，SLN诊断胃癌淋巴结转移的

准确性为70.5%(12/17)，假阴性率为38.4%(5/13)；IHC染色

后使25.0%(1/4)胃癌病例的淋巴结病理分期得到上调，诊断

准确性提高至88.2%(15/17)，假阴性率降低至 14.2%(2/14).

结论：胃癌SLN体外检测可作为辅助手段使部分胃癌病例

的病理分期得到上调.

关键词：胃癌；前哨淋巴结；测图

程黎阳，陈晓东，谢正勇，周洪锋，钟世镇. 胃癌前哨淋巴结体外检测的

临床意义. 世界华人消化杂志  2005;13(17):2156-2159

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2156.asp

0  引言

胃癌术中体内前哨淋巴结活检(sentinel lymph node 

biopsy，SLNB)已有成功经验[1,2]，但关于胃癌术后体外

SLN检测迄今尚无报道.我们用专利蓝对外科切除的新鲜

胃癌标本进行淋巴显像(lymphatic mapping，LM)，在

体外定位和识别胃癌SLN，并对其进行重点病理检查，

以研究胃癌体外SLN检测的可行性及其对提高胃癌淋巴

结病理分期准确性的临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 术前胃镜确诊、影像学和超声内镜检查未发现

明显邻近器官浸润和区域淋巴结转移的胃癌患者19例，

男13例，女6例，年龄32-76岁.上1/3(U)、中1/3(M)和

下1/3(L)胃癌分别为2，1和16例；Borrmann 1-4型胃癌

各3，5，9和2例；乳头状腺癌、管状腺癌、印戒细胞

癌和粘液腺癌分别为4，9，3和3例；T1-T4期胃癌分别

为2，12，5和0例；行远端胃大部分切除16例，行全胃

切除3例.行D2和D3淋巴结清扫的分别为12和7例.专利蓝

(Sigma)配制成10 g/L溶液，灭菌后分装备用.鼠抗细胞

角蛋白(cytokeratin，CK)广谱mAb AE1/AE3，S-100蛋

白和CD68 mAb，及免疫组化二步法Elivision试剂盒均

为Maxim Bio公司产品.剖腹后常规探查腹腔，行D2-D3

胃癌根治.手术遵循整块切除的原则，尽量将胃区域淋

巴结一并包涵在整块切除的标本内，并保持相应淋巴通

道的完整.胃癌淋巴结的分组分站参照日本胃癌处理规

约第13版[3].No 9-11和No 13-16淋巴结分别予以单独切除.

1.2 方法 前16例为单独行体外LM，后3例先在术中行体

内LM，并将染色淋巴结用缝线标记，整块切除后在体外

对标本再进行LM.标本切除离体后30 min内，用5 mL注射

器接4号半针头于胃癌病灶周围4点浆膜下分别注入1 mL 

10 g/L的专利蓝溶液,揉按注射部位约2-5 min，10-15 

m i n后可见胃壁表面和网膜内的蓝色淋巴管，并循蓝色

淋巴管追踪至蓝染淋巴结(图1)，将其视为SLN，逐一解

剖获取标本内的SLN和其他淋巴结，标本固定包埋后，

每间隔200 μm取4张厚度为4 μm的石蜡切片，其中1张作

为常规HE染色用，另3张分别用于CK、S-100蛋白和CD68

免疫组化染色.非SLN仅行常规病理检查；SLN经HE染色

诊断为转移阴性或可疑阳性，则以AE1/AE3为探针，采

用二步法Eli Vision对其行IHC染色.用已知AE1/AE3阳

性的结肠腺癌标本切片作阳性对照，用磷酸缓冲盐液

(PBS)代替特异性抗体(一抗)为阴性对照.当淋巴结边缘

窦内的上皮样细胞浆内或细胞膜上仅表达AE1/AE3，只

要镜下见有染色的细胞团或散在的染色细胞即视为淋巴

结微转移(lymph node micrometastasis，LNMM)阳性.通

过SLN的病理状态预测胃癌周围淋巴结转移情况的各项

诊断指标(诊断敏感率、诊断准确率、阴性预测率和假

阴性率)按Veronesi et al [4]报道的方法计算.

图1  新鲜胃癌手切除标本内大弯侧蓝染淋巴结（SLN）. 

2  结果

2.1 HE染色结果 在19例中至少获得1个或1个以上染色

淋巴结的有17例，成功率89.5%(17/19).检测失败的2例

中有1例染色组织经镜下检查证实为非淋巴结，还有1例
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未发现染色组织.SLN检出为1-3个/例，平均1.4个/例.3

例先行体内后体外LM的病例中，先前缝线标记的蓝染

淋巴结染色进一步加深，未发现新的蓝染淋巴结.19例

共获取非染色淋巴结295个，平均每例15.5个.SLN检测

成功的17例胃癌中有13例发生了淋巴结转移,其中SL N

转移阳性者占8例，S L N阴性而其他淋巴结阳性(假阴

性)5例，SLN和非SL N皆阴性者4例.这样SLN诊断胃癌

淋巴结转移状况的敏感性为61.5%(8/13)，准确率为

70.5%(12/17)，阴性预测值为44.4%(4/9)，假阴性率为

38.4%(5/13).

2.2 IHC染色结果 假阴性SLN 5例中发现3例IHC染色阳

性(图2)，SLN和非SLN皆阴性4例中发现1例SLN有微转移

灶，这样就使25%(1/4)胃癌病例的淋巴结病理分期得到

上调(upstaged)，SLN诊断胃癌淋巴结转移状况的敏感

性、准确率和阴性预测值分别提高到85.6%(12/14)，

88.2%(15/17)和60%(3/5)，假阴性率降至14.2%(2/14). 

图2  胃癌SLN微转移灶 (CK-IHC，×100). 

3  讨论

既往多认为恶性肿瘤的SLN检测应在体内生理状态下进

行，在体外对手术切除胃癌标本进行胃癌的SLN检测方

法难被认同，主要原因在于:(1)失去了活体中生理性的

淋巴流动和手术对淋巴管网的解剖性破坏;(2)胃癌的

SLN虽然多数在临近病灶处(N1)，但也可以是远离病灶

的N2或N3淋巴结，而即便是整块切除的胃癌手术标本也

不可能将N1-N3的所有淋巴结都包括在内，这是本研究

的主要不足之处，也可能是研究结果不尽满意、假阴性

率偏高的原因所在.但本研究的立论依据和临床意义在

于:(1)体内SLNB可能对患者产生不利影响：为促进染料

播散而对注射部位进行的揉按和为了显示隐蔽染色淋巴

结而进行的解剖显露，可能增加肿瘤扩散的机会和破

坏整块切除的肿瘤手术原则；人体内注入染料示踪剂可

能出现过敏反应并增加污染机会和手术时间等[5-7].而体外

SLN检测无此弊端;(2)体外检测SLN在胃癌中虽无报道，

但在结直肠癌中已有成功经验[5,6,8]，其机理也得到了说

明，提示胃肠道肿瘤SLN体外检测的可行性;(3)Kitagawa 

et al [9]指出：SLNB的本意是对较早期肿瘤病例的SLN进

行重点病理检查，以提高判断肿瘤淋巴结转移情况的准

确性.本研究显示体外SLN检测已基本能达此目的.目前

在胃癌术中进行的体内SLNB，终极目标是能据其结果指

导胃癌的淋巴结清扫，但实际上术中体内SLNB可能带来

的缩小淋巴结清扫范围在胃癌外科中的意义目前并不明

确[10];(4)毕竟胃癌的SLN多数还是在病灶周围，尤其是

在较早期胃癌，整块切除的手术标本应能包括多数的

SLN(除外少数“跳跃性”转移的远处淋巴结)[11].本研

究IHC染色结果显示：体外SLN检测在判断胃癌区域淋巴

结转移情况的准确性高达88.2%，此数据与体内SLNB结

果相比虽有差距，但已能说明该技术的可行性和有效

性.因此具有简便和成本效益优势的体外技术，特别是

在体内LM失败的情况下，可作为一种补充手段，结合目

前的常规病理检查方法，可能有助提高胃癌病理分期的

准确性;(5)区域淋巴结的转移状态是指导胃癌临床病理

分期、评估胃癌预后及制定术后辅助治疗方案的最重要

依据.但目前对其诊断的方法存在着不全面和不彻底的

缺陷.现行的胃癌广泛性淋巴结清扫主要目的之一在于

获得尽可能多的淋巴结，以准确判定胃癌的临床病理分

期，但仍不能保证胃癌周围所有可能转移的淋巴结都得

到了检查，也无法用繁琐的连续切片、IHC染色或逆转

录聚合酶链反应(RT-PCR)等方法，对胃癌D2根治所获得

的数十个甚至上百个淋巴结都进行彻底的病理检查，导

致约有9-31%的LNMM不能被检出[12].临床上胃癌清扫淋巴

结病理检查皆阴性而术后复发的情况并不少见，原因可

能就在于此[13].而体外标本中检出的胃癌SLN不但可代表

其它淋巴结的病理状态，又使病理医师可集中精力和物

力对1至数个转移风险最大的SLN进行彻底病理检查.本

研究上调了25%(1/4)胃癌病例的淋巴结病理分期，将为

胃癌患者的预后评估和制定术后辅助治疗方案提供更可

靠的依据.
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Abstract
AIM: To evaluate the short-term and long-term effect 
of the pneumatic dilation and botulinum toxin A (BTXA) 

injection for the cardiac achalasia.

METHODS: From July 2000 to May 2004, 35 patients 
with cardiac achalasia received pneumatic dilation 
and BTXA injection in our hospital. The improvement 
of the dysphagia was observed 1 and 12 mo after the 
treatment.

RESULTS: Of the 35 patients, their conditions of 
dysphagia were significantly improved. The efficacy 
rates were 100% and 93.9% in the following up (1 and 
12 mo, respectively). Two patients were lost to follow 
up while dysphagia relapsed in three patients during 
the following up.

CONCLUSION: The pneumatic dilation and BTXA 
injection for cardiac achalasia is safe, stable and 
effective in the treatment of cardiac achalasia.

Key Words: Pneumatic dilation; Botulinum toxin A; 

Achalasia
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摘要

目的：探讨气囊扩张术联合A型肉毒素(botulinum toxin A，

BTXA)注射序惯治疗贲门失弛缓症的近期及远期疗效.

方法：收集2000-07/2004-05在我院确诊的行内镜下气囊扩

张术联合肉毒素注射治疗的贲门失弛缓症患者35例，观察

术后1及12 mo以上吞咽困难症状改善情况.

结果：共35例患者，所有患者术后吞咽困难消失或明显改

善，随访1及12 mo有效率分别为100%和93.9%.1 a失访共2

例，复发共3例.

结论：气囊扩张术联合内镜下肉毒素注射治疗贲门失弛缓

症疗效好，长期疗效稳定，操作安全，有进一步研究应用

的前景.

关键词：气囊扩张术；A型肉毒素；失弛缓症

弭希峰，黄子成，王木成，李水淼. 气囊扩张术联合肉毒素注射序惯治疗贲

门失弛缓症的近期及远期疗效. 世界华人消化杂志  2005;13(17):2159-2161

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2159.asp

0  引言

贲门失弛缓症为食管运动功能障碍性疾病，吞咽困难症

状顽固且不断加重，药物治疗效果差.单纯扩张治疗或

肉毒素注射治疗远期疗效低，我们近年来开展了内镜下

气囊扩张术联合肉毒素注射治疗此病，取得了满意效果

及一些经验，现总结如下.

1  材料和方法

1.1 材料 自2000-07/2004-05我院收治的贲门失弛缓症

病人35例，其中男16例，女19例，年龄17－68岁，平均

38.5岁，病程3 mo-24 a，平均5.5 a.既往治疗：口服

药物治疗28例(80.0%)，单纯其他扩张治疗3例(8.6%)，

未经任何治疗4例(11.4%).

1.2 方法

1.2.1 临床症状 所有患者均有不同程度的吞咽困难

(100%)，其吞咽困难按stooler分级法[1]分4级：Ⅰ级：

能进软食；Ⅱ级：能进半流饮食；Ⅲ级：能进流质饮

食；Ⅳ级：不能进食.其中Ⅰ级6例(17.1%)，Ⅱ级11例

(31.4%)，Ⅲ级11例(31.4%)，Ⅳ级7例(20%)，呕吐与反

流30例(85.7%)，胸骨后疼痛29例(82.9%).

1.2.2 X线碘水造影检查 35例患者术前均行放射线下碘

水造影检查，一般均用20 m L泛影葡胺，通过贲门口受

阻，漏斗状或鸟嘴样改变，食管中下段均有不同程度

的扩张，有3例患者食管全程扩张，食管横径最大达8 

cm.于造影后第2天依次行以下治疗.

1.2.3 扩张方法 应用GIF-240型电子胃镜(Olympus)及美

国波士顿公司生产的直径3 cm或3.5 cm的Rigiflex扩张

气囊及其专用气泵，术前静脉注射杜冷丁25 m g、安定

5 mg.术中先行胃镜检查以排除器质性梗阻病变，明确

定位.我们应用的导丝在导丝弹簧头的前端有一根3 cm

的引导线，经内镜活检孔道插入活检钳，钳夹导丝前端

引导线一次进镜可完成内镜直视扩张过程.延导丝将直

径3 cm或3.5 cm的气囊中部置放于贲门区，缓慢加压注

气3次，压力分别约为20、34、48 k P a，每次持续1-3 

min，间隔1-3 min，然后将气囊及导丝一起退出.镜下

观察了解贲门口扩张及其撕裂出血等情况.术后视病情

禁食8-24 h，适量应用抗生素及局部止血药.

1.2.4 肉毒素注射方法 于扩张治疗后1-3 w k内进行，

应用G I F-240型电子胃镜和N M-3K M硬变治疗注射针 

(Olympus)，针尖长0.4 cm，于贲门齿状线上方约0.5 

cm，尽可能垂直于黏膜面刺入注射针，以保证注入固有

肌层，分别于12点、3点、6点、9点各注射BTXA(兰州生

物制品研究所产)20 U(1 m L)，术后当日进温凉流质饮

食，次日即可进普食.

1.2.5 疗效判定 吞咽困难减轻1级为有效，减轻2级或无

吞咽困难为显效，随访观察治疗1 mo及12 mo时病人的

吞咽困难症状的情况，治疗后1 m o的疗效作为近期疗

效，治疗后1 a以上的疗效作为远期疗效.

2  结果

2.1 疗效 35例共行气囊扩张36次、BTXA注射治疗36次，

其中1例于治疗后第2个月再行第2次序惯治疗.随访1 mo

后者35例，症状轻度反弹1例；1 a后者33例，失访2

例，有4例症状较治疗后早期加重，但仍好于治疗前.有

2例复发且症状回复到治疗前状态，其中1例为3 mo内复

发，1例为术后3 mo-1 a内复发(表1),均为女性患者.

表1  气囊扩张术联合肉毒素注射治疗后近期及远期疗效

时间	                          显效                           有效                     无效

治疗后1 mo                34（97.1%）               1（2.9％）               0

治疗后12 mo              27（81.8%）               4（12.1%）        2（6.1％）

2.2 并发症 1例术后内镜复查见贲门撕裂口深，出血较

多，经吞碘剂造影未排除食道穿孔，经严格的禁食、减

压及药物治疗好转，5 d后恢复饮食.明显的反流性食管

炎19例(54.3%)，气囊扩张及BTXA注射术中患者均出现

程度不一的胸痛，无上消化道大出血及明显感染等并发症.

3  讨论

贲门失弛缓症被认为是食管壁肌间神经丛内抑制性神经

元的选择性丧失，导致乙酰胆碱能神经无对抗性兴奋，

使食管下括约肌(LES)不能松弛[2]，治疗主要是减轻由

于LES不完全松弛导致的远端食管梗阻，以缓解症状，

改善和恢复食管排空以及防止巨食管形成.目前的治疗

方法有探条扩张、长短期金属支架置入、气囊扩张、手

术及LES内注射肉毒杆菌毒素等[3-5].探条扩张术因其较
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差的治疗效果和较多的并发症而被弃用.外科手术治疗

因创伤大、复发率高有衰减趋势.气囊扩张治疗是使用

外力强行扩张失去弛缓功能的LES，使其部分肌纤维断

裂，使LES压力下降，部分或完全纠正LES松弛障碍，

改善食管排空，缓解症状，因此其治疗效果跟气囊的直

径、压力有关.较多学者证实分级扩张治疗效果较好[6-12],

但分级的压力和气囊直径大小是导致食管穿孔的两项独

立危险因素，国外文献[3]报道最高穿孔率达18％，国内

报道的穿孔并发症相对较低.并且单纯扩张治疗远期疗

效不能令人满意，Dobrucali et al [13]报道经内镜下气

囊分级扩张治疗后随访平均2.4 a的有效率为88％,West 

et al [14]近年完成的较大样本远期疗效观察发现总有效

率仅为50％，且大部分患者经历了3-6次扩张治疗，病

情复发后再次扩张增加了患者的痛苦、经济负担和发生

出血、穿孔等并发症的机会，因此我们认为单纯的扩张

方法有待改进. 最近有学者[15,16]研究了短期(3-7 d)和

长期持续放置金属支架与单纯扩张气囊扩张治疗进行对

比治疗贲门失弛缓症,认为效果较好,其机制同样是对贲

门肌纤维的慢性撕裂过程,该方法有待进一步大样本临

床试验验证.肉毒素注射治疗是贲门失弛缓症的又一治

疗方法.肉毒素是肉毒杆菌产生的外毒素，以其抗原的

不同分为7个不同类型，其中对A型的研究较多，其作用

于运动神经末梢神经肌肉接头处，抑制突触前膜乙

酰胆碱的释放，阻断神经冲动的传递，导致肌肉松

弛麻痹[17,18].王社论[19]综述了肉毒素的作用机制和国内

外的临床应用情况，认为BTXA治疗贲门失弛缓症近期疗

效好，痛苦小，无明显毒副作用.一般认为单次注射肉

毒杆菌毒素疗效保持约6－7 mo，78％的患者需要注射

两次或两次以上[20]；Pasricha et al [17]观察了BTXA治

疗本病的长期疗效，即时有效率90%(28/31)，3 mo有效

率65%.有人[18]认为扩张疗法和手术治疗贲门失弛缓症

失败后，经内镜注射BTXA治疗仍有效.Katzka et al [21]

认为BTXA作为诊断性治疗试验在选择贲门失弛缓症的进

一步根本性治疗中有重要作用.我们结合国内外的经验

选择先气囊扩张后肉毒素注射的序惯治疗，目前的资料

还不完全，从现有的35例治疗结果看，序惯治疗同样有

较好的可操作性，治疗后全部患者的症状有极明显的改

善，无明显副作用或并发症发生，随访1 a后仅2例无效

(6.1％)复发，说明经内镜下气囊扩张和肉毒素注射序

惯治疗的确是一种安全、可靠、近远期疗效好的治疗方

法.该方法和单纯气囊扩张或肉毒素注射治疗的疗效对

比还在进一步的观察中.
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Abstract
AIM: To investigate the changes of glucose metabolism 
and the possible mechanism.

METHODS: The levels of plasma glucose, insulin and 
C-peptide were measured in 46 patients with liver 
cirrhosis and 25 healthy people before (fasting) and 
2 h after the oral glucose tolerance test (OGTT). The 
insulin sensitivity index (ISI) was calculated. All the 
results were analyzed comparatively.

RESULTS: In patients with liver cirrhosis, the levels 
of fasting plasma glucose and C-peptide were 
5.58±2.14 mmol/L and 593±156 pmol/L, respectively 
(P  >0.05); 2 h after OGTT, the levels of plasma glucose 
and C-peptide were 11.97±4.20 mmol/L and 3411±964 
pmol/L, respectively, which were significantly higher 
than those in the healthy controls (P  <0.05). In the liver 
cirrhosis patients, the levels of plasma insulin before 
(fasting) and 2 h after the OGTT were 12.23±5.4 mU/L 
and 105.16±40.70 mU/L, respectively, which were 
significantly higher than those in the healthy controls 
(P  <0.05). The value of ISI in liver cirrhosis patients 
was significantly lower than that in the healthy controls 
(1.47±0.54 vs  2.73±0.62, P  <0.05).

CONCLUSION: Abnormal glucose metabolism exists 
in patients with liver cirrhosis, and its mechanism may 
be related to the insulin resistance.

Key Words: Liver cirrhosis; Glucose metabolism; Insulin

Luo QF, Xu L, Fu L. Changes of glucose metabolism in patients with 
liver cirrhosis: an analysis of 46 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(17):2162-2164

摘要

目的：探讨肝硬化患者糖代谢变化及其可能的致病机制.

方法：对46例肝硬化患者及25例正常人分别测定空腹及口

服75 g葡萄糖耐量试验(oral glucose tolerance test，OGTT)2 h

后的血糖、血浆胰岛素及C肽水平，计算胰岛素敏感指数

(insulin sensitivity index，ISI)，并对各项结果进行比较分析.

结果：肝硬化组空腹血糖、C肽水平分别为5.58±2.14 

mmol/L、593±156 pmol/L，较对照组差异均没有显著性

意义(P>0.05)；OGTT 2 h后血糖、C肽水平分别为：11.97

±4.20 mmol/L、3411±964 pmol/L，均明显高于对照组

(P<0.05)；而胰岛素测定结果可见肝硬化患者空腹及OGTT 

2 h后胰岛素水平分别为：12.23±5.4 mU/L、105.16±40.70 

mU/L，均明显高于对照组；肝硬化组ISI显著低于对照组

(1.47±0.54 vs  2.73±0.62，P<0.05).

结论：肝硬化患者存在明显的糖代谢异常，这种糖代谢异

常与胰岛素抵抗有关.

关键词：肝硬化；糖代谢；胰岛素
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0  引言

肝脏对体内葡萄糖的代谢起着重要的调节作用，是维持

血糖稳定的重要器官.而肝硬化是累及全身各脏器的慢

性疾病.肝硬化患者合并糖尿病是影响生存期的一个危

险因素，患者有较高的死亡率[4,8].为了探讨肝硬化患者

糖代谢变化及其可能的发病机制，我们对46例肝硬化患

者及25例正常人进行了空腹及口服75 g葡萄糖耐量试验

(oral glucose tolerance test，OGTT)2 h后的血糖、

血浆胰岛素及C肽水平的测定.

1  材料和方法

1.1 我院2002-06/2003-11根据病史、临床表现、肝功

能检查及腹部B超、腹部CT、胃镜结果确诊的肝硬化患
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表1  肝硬化组与正常对照组空腹及口服75 g葡萄糖2 h后的血糖、血浆胰岛素、C肽水平及ISI的比较 (mean±SD)

血糖(mmol/L)           胰岛素(mＵ/L)        C肽(p mol/Ｌ)       血糖(mmol/L)            胰岛素 (mＵ/L)             C肽(p mol/Ｌ)

5.58±2.14              12.23±5.4              593±156              9.97±4.20              105.16±40.70              3411±964              1.47±0.54

5.15±1.77               7.12±4.21             569±133              5.66±2.15	      26.93±11.76	       1211±539	    2.73±0.62 

0.86	                 4.10	                0.65	       4.79	                         9.37	                            10.53	    8.91

P>0.05                     P<0.05	            P>0.05	       P<0.05                      P<0.05                         P<0.05                   P<0.05

空腹	                                                            口服75 g葡萄糖120 min后
组别              	                                                                                                                                                                                                ISI(×100)

肝硬化组(n  = 46)

正常组(n  = 25)

t 值

P 值

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年9月15日    第13卷   第17期                                 2163   

者46例，其中男性37例，女性9例，年龄28-73岁，平

均55.4岁.根据Child-Pugh计分及分级：A级17例，B级

21例，C级8例.其中病毒肝炎性肝硬化28例，酒精性肝

硬化9例，血吸虫性肝硬化2例，原发性胆汁性肝硬化2

例，原因未明5例.体重指数19.5±2.7 kg/m2.所有病例

均无糖尿病家族史，无胰腺疾患史.同期无心、肝、

肾疾患及家族史的正常人25例，年龄29 - 7 4岁，

平均59.3岁，其中女性9例，男性16例，体重指数

21.1±3.5 kg/m2.

1.2 方法

1.2.1 受试者试验前一天晚12点后禁食，次晨空腹取静脉

血后口服葡萄糖75 g，120 min后再取静脉血，分别测

定血糖(葡萄糖氧化酶法测定)、血浆胰岛素及C肽水平

(采用化学发光法测定).

1.2.2 计算胰岛素敏感指数(insulin sensitivity 

indix，ISI)测定参照文献[3]计算ISI的方法：ISI=1/ 

[空腹血糖(mmol/L)×空腹胰岛素(mＵ/L)].

统计学处理 所有数据以mean±SD表示，两组计量

资料的比较采用ｔ检验，以P<0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 肝硬化患者组空腹血糖水平较对照组略高，但P>0.05差

异没有显著性意义；口服75 g葡萄糖后，46例肝硬化患

者中，25例显示糖耐量异常，其中6例诊断为糖尿病(1

例空腹血糖升高，5例口服75 g葡萄糖2 h后的血糖升高

均达到糖尿病的诊断标准).

2 .2  口服75 g葡萄糖后，胰岛素测定结果可见肝硬

化患者空腹及120 m i n后胰岛素水平均明显高于对照

组，P<0.05差异有显著意义.

2.3 C肽测定结果显示肝硬化患者的空腹水平较正常组无

明显差异，但口服葡萄糖负荷后120 min时的C肽水平显

著高于对照组.

2.4 计算肝硬化组及对照组的ISI并进行检验，两组ISI

分别为1.47±0.54和2.73±0.62，两组比较P<0.05，差

异有显著意义(表1).

3  讨论

肝硬化患者60-80%可发生糖耐量异常，而10-15%在疾病

的自然病程中可最终发展为糖尿病[6,8,13].本研究肝硬化

患者中空腹及口服75 g葡萄糖2 h后的血糖结果显示糖

耐量异常为54.3%，其中6例诊断为糖尿病，而且5例空

腹血糖正常，在葡萄糖负荷后才达糖尿病诊断标准.因

此对肝硬化患者，除常规检查空腹血糖外，最好再行口

服葡萄糖耐量实验，以早期发现糖耐量异常或糖尿病.

肝硬化与相关的糖代谢异常的发生机制尚未完全阐

明，目前认为胰岛素抵抗可能是最主要的原因[4].本研究

结果显示肝硬化患者组空腹血糖水平较对照组略高，但

P>0.05差异没有显著性意义，但其胰岛素基础水平较正

常人增高，说明存在高胰岛素血症，口服葡萄糖后2 h胰岛

素水平亦明显高于对照组，而口服75 g葡萄糖后糖耐量

异常，可以推测胰岛素敏感性下降.基于空腹血糖及空

腹胰岛素浓度的指标与胰岛素的敏感性有很好的相关性[5]，

本研究以空腹胰岛素水平与血糖水平乘积的倒数作为胰

岛素敏感性指数，用该指数分析本组肝硬化患者的胰岛

素敏感性，结果低于正常组，差异有显著意义，提示患

者存在胰岛素抵抗.

胰岛素抵抗是指组织对胰岛素不敏感，包括肝内及

肝外胰岛素抵抗.肝硬化患者的一个显著特征是外周组

织(主要是骨骼肌，其次是脂肪组织)胰岛素抵抗.肝硬

化骨骼肌胰岛素抵抗表现为葡萄糖摄取减少和非氧化葡

萄糖处置(糖原合成)减少；此外，肝硬化脂肪组织也存

在胰岛素抵抗[4].

肝硬化引起胰岛素抵抗的因素有[1,4,10,12]:(1)高胰岛

素血症：胰岛素需与靶细胞表面的特异性胰岛素受体结

合，才能启动内在的代谢效应，而胰岛素受体数目与亲

和力主要受血浆胰岛素水平的影响.血清胰岛素浓度增

加可引起受体数目的减少；当胰岛素与受体结合后，可

使毗邻受体与胰岛素的亲和力降低.(2)肝硬化时肝内胰

岛素抵抗主要由肝功能减退及门体静脉分流造成.肝功

能减退使胰岛素降解减少，分流引起的门脉血流降低使

肝细胞摄取胰岛素减少，分流阻断后糖耐量可以改善；

同时肝内胰岛素受体减少和生理效应减低，也引起肝脏

胰岛素抵抗.(3)胰高血糖素、生长激素增加：胰高血糖

素、生长激素能拮抗胰岛素的作用，可导致肝硬化患者

空腹血浆胰岛素水平升高.另外，Lin et al报道[6]，血清可

溶性肿瘤坏死因子受体水平升高与肝硬化胰岛素抵抗相

关，提示肿瘤坏死因子系统在调节胰岛素活性上起重要

作用.

在我国，病毒性肝炎是导致肝硬化最常见的原

因.文献报道，在慢性病毒性肝炎的早期阶段胰岛素抵
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抗便已存在，且随肝纤维化的加重而进展.慢性病毒性

肝炎患者中，OGTT发现27.5%的患者出现糖耐量下降、

糖尿病等糖代谢异常，胰岛素抵抗和β细胞功能不良是

主要原因.肝炎病毒感染与胰岛素抵抗间存在基因特异

性联系，同时胰岛素抵抗增加肝纤维化的进程.β细胞

分泌功能不全与基因及病毒因素有关，肝炎病毒虽在肝

内复制，但其基因组可出现在肝内胆管、胰腺等其他多

种组织，肝炎病毒诱导的免疫过程中产生的细胞因子也

参与引起β细胞分泌功能不全.老年、肥胖、严重肝纤

维化、糖尿病家族史是病毒性肝炎合并糖尿病的潜在危

险因子[7,9,11,15].

测定C肽能反映胰岛β细胞的生成和分泌胰岛素的

能力，且受肝、肾功能的影响较小，因此较测定胰岛素

水平更好[2].本研究肝硬化患者OGTT结果也显示有胰岛素

分泌异常.患者空腹C肽水平与正常人的差异不显著，葡

萄糖负荷C肽水平升高，且明显高于正常，提示存在胰

岛素的高分泌.由于胰岛素抵抗和葡萄糖效应减小引起

的糖负荷后高血糖血症，致使胰岛β细胞增生，胰岛体

积增大，β细胞对高葡萄糖应答增强.但如β细胞长期

处于胰岛素高分泌状态，最终可致衰竭[4,14].肝移植可以

缓解胰岛素抵抗，只能治愈约67%的肝源性糖尿病，而

剩下的33%不能治愈是因为β细胞功能降低依然存在.因

此胰岛素抵抗只是肝硬化初期的表现，β细胞功能障碍

是发展为糖尿病的关键因素[13].

肝硬化糖耐量异常或糖尿病的发生与肝硬化的原因

及病程无明显相关，但老年人和营养不良者更易发生糖

代谢异常[1,4]，因此临床上应引起重视.
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• 临床经验 •
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摘要

目的：探讨干扰素-α联合乙型肝炎疫苗治疗慢性乙型肝炎

的疗效.

方法：选择HBV DNA阳性的慢性乙型肝炎32例，分为A、

B两组：A组16例接受干扰素-α(赛若金)单独治疗，每次注

射干扰素-α5 MU，3次/wk，连续给予6 mo．B组16例接

受干扰素-α和乙型肝炎疫苗联合治疗，每次注射干扰素

-α5 MU，3次/wk，连续给予6 mo，另外，干扰素-α注

射4 wk和12 wk时注射乙型肝炎蛋白疫苗10μg．治疗前检

查ALT与HBV DNA，HBeAg，anti-HBe；治疗开始后每2 

mo检查1次HBV DNA，ALT，HBeAg，anti-HBe；治疗结

束后每3 mo复查HBV DNA ，ALT，HBeAg，anti-HBe，

共随访6 mo.

结果：治疗结束后与随访6 m o的结果显示，B组的血清

HBV DNA阴转率(分别为37.5%与50.0%)显著高于A组(分别

为25.0%与37.5%，P <0.05)；B组血清HBe/抗-HBe转换率

(分别为25.0%与37.5%)显著高于A组(分别为12.5%与18.8%，

P<0.05)，两组间具有显著差异.

结论：干扰素-α联合乙型肝炎疫苗治疗慢性乙型肝

炎 的 抗 病 毒 效 果 显 著 优 于 单 独 使 用 干 扰 素 治 疗 效 果 . 
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0  引言

干扰素是目前治疗慢性乙型肝炎的有效药物之一，它可

以显著抑制乙型肝炎病毒（HBV）的复制，促进HBV DNA

阴转和乙型肝炎e抗原(HBeAg)的血清学转换，促进肝功

能的复常，但是HBeAg，HBV DNA阴转率均在30-40%左右[1].

乙型肝炎蛋白疫苗治疗慢性乙型肝炎，抑制HBV DNA复

制率可达到30%左右[2-4]．如何提高抗病毒治疗效果，是

当前急需解决的问题[5].为此，我们选用干扰素-α和乙

型肝炎疫苗联合治疗法，进行了前瞻性的临床研究，获

得较好的临床疗效如下.

1  材料和方法

1.1 材料 根据2000年西安会议修订的病毒性肝炎防治方

案指定的慢性乙型肝炎诊断标准[6]，2003-01/2005-04住

院HBV DNA阳性的慢性乙型肝炎32例，未进行过抗病毒

治疗，且排除HCV，HDV感染.分为A，B两组，治疗前两

组间HBV DNA，HBeAg阳性率、ALT水平无明显差异(表1).

1.2 方法 A组16例接受干扰素-α独治疗，每次注射干扰

素-α 5 MU，3次/wk，连续给予6 mo．B组16例接受干扰

素-α和乙型肝炎疫苗联合治疗，每次注射干扰素-α 5 

MU，3次/wk，连续给予6 mo，另外，干扰素-α注射4 wk

和12 w k时注射乙型肝炎蛋白疫苗10 µg．治疗前检查

ALT与HBV DNA，HBeAg，anti-HBe；治疗开始后每2 mo

检查1次HBV DNA，ALT，HBeAg，anti-HBe；治疗结束后

每3 mo复查HBV DNA，ALT，HBeAg，anti-HBe，共随访6 mo.

统计学处理 数据做t检验，c2检验.

表1  慢性乙型肝炎患者治疗前的临床特征

临床特征	                                    A组                                      B组

患者（n）	                                    16                                        16                      

男/女	                                    3/13                                     5/11 

年龄（岁）	                 43±12                                41±13

HBV DNA (copies/L)	       1.8×106±1.9×103                      1.9×106±2.5×103 

ALT (nkat/L)                        1402.8±350.7                                 1436.2±317.3                   

2  结果

治疗结束及随访6 mo，血清HBV DNA阴转率以及HBe/抗

-HBe转换率结果均提示，干扰素-α联合乙型肝炎疫苗治

疗慢性乙型肝炎的抗病毒效果显著优于单独使用干扰素

治疗效果(P<0.05)(表2).

3  讨论

干扰素和拉米夫定在HBV治疗中的效果，已获得一致认

同，具有较好的抗病毒治疗效果，但均存在疗效有限和

各自的缺陷[1,7]，如何提高抗病毒治疗效果，是当前急

需解决的问题[5].近几年的国外及我们的前期研究结果均

提示，乙型肝炎蛋白疫苗治疗慢性乙型肝炎，抑制HBV 

DNA复制率可达到30-40%左右[2-4]，并已经证实其作用机

制是通过HBsAg特异的CD4+ T细胞介导的免疫反应来抑

制HBV DNA的复制.为此，我们选择干扰素和乙型肝炎蛋

白疫苗联合用药法，解决各自的短处，观察了其抑制

HBV DNA复制的效果及HBe/抗-HBe转换率，结果表明干

扰素-α联合乙型肝炎疫苗治疗慢性乙型肝炎的抗病毒效
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果显著优于单独使用干扰素治疗效果(P<0.05)(表2）．

临床应用的抗HBV的药物虽然有很大进展，但是目

前尚无任何一种药物可以单独解决乙型肝炎的治疗问

题，大多数对HBV复制有明显的抑制，但是HBe/抗-HBe

血清学转换率不高，不易达到彻底清楚H B V基因的目

的，今后的发展方向是联合治疗[8]，联合用药可能会

有助于增加疗效，但联合用药的模式，应用的疗程和

选择，尚未形成一致的意见，有待于临床工作中进一步研

究观察.
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马来酸曲美布汀胶囊治疗肠易激综合症46例
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摘要

目的：探讨马来酸曲美布汀胶囊治疗肠易激综合症的临床

疗效.

方法：选择符合1992年罗马Ⅱ诊断标准的46例肠易激综合

症患者口服马来酸曲美布汀胶囊治疗，观察治疗前后症状

变化，并按症状进行分级记分评估.

结果：46例肠易激综合症患者经用马来酸曲美布汀胶囊治

疗后总体改善率达70.13%，且治疗中未发现不良反应.

结论：马来酸曲美布汀胶囊是一种治疗肠易激综合症较理

想的药物.

关键词：马来酸曲美布汀；肠易激综合症

陈克河，李士坤，卢世健. 马来酸曲美布汀胶囊治疗肠易激综合症46例. 世

界华人消化杂志  2005;13(17):2166-2168
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表2  慢性乙型肝炎患者干扰素-α联合乙型肝炎疫苗的治疗效果  n (%)

                                             治疗结束                              随访6 mo

指标                               A组                B组                 A组              B组

HBeAg 转阴率          3（18.8）      4（25.0）      4（25.0）     5（31.3）

HBV DNA 转阴率      4（25.0）     6（37.5）a      6（37.5）     8（50.5）a

HBe 血清转换率        2（12.5）     4（25.0）b     3（18.8）     6（37.5）b

ALT 复常率                5（31.3）     6（37.5）      7（43.8）     8（50.0）

c2 = 4.83，aP = 0.030；c2 = 4.91，bP = 0.026 vs  A组.



http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2166.asp

0  引言

肠易激综合症(irritable bowel syndrome，IBS)是一

种十分常见的胃肠功能紊乱性疾病，临床上以腹痛和大

便习惯改变为主要特征[1]，治疗药物有平滑肌松弛剂，

肠容积性药物，促动力药物和影响精神药物，但疗效不

够理想.本组应用马来酸曲美布汀胶囊治疗IBS 46例，

疗效满意，报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2004-7/2005-3在我院就诊的符合1992年

罗马Ⅱ诊断标准的IBS患者46例，男20例，女26例，年

龄20-72岁，平均年龄42.6岁，病程3 mo-8 a，平均4.8 a，治

疗前排除以下情况：(1)孕妇及哺乳期妇女；(2)有胃肠

道器质性疾病者；(3)对该药物过敏者；(4)有腹腔手术

史者；(5)有严重的心、肝、肾及内分泌等疾病者．

1.2 方法 治疗前均经电子结肠镜或数字减影钡灌肠检

查，排除肠道器质性疾病.检验血、尿、粪常规、肝肾

功能、电解质.口服马来酸曲美布汀胶囊，每次2粒（0.2 g），

3 次/d,疗程2 wk，治疗期间每周复诊一次，记录病情

变化.疗程结束时，再行上述所有化验检查.

1.2.1 症状判断标准 对腹痛、腹胀及大便频率、形状和

排便异常等症状按轻、中、重分三级.症状程度分级：

0级=无；1级=轻度(提示后方觉有症状)；2级=中度(有

症状，但能正常活动)；3级=重度(有症状，影响正常

活动).频率分级：0级=无；1级=偶尔(1-24%时间内出

现)；2级=经常(25-50%时间内出现)；3级=持续(50%以

上时间内出现).腹痛分级标准：0级=无疼痛症状；Ⅰ级

=有疼痛症状，不影响工作或不需要服药；Ⅱ级=有疼痛

症状，部分影响工作或需要服药；Ⅲ级=有疼痛症状，

必须全休、服药或进食无效.评分标准：0级0分；Ⅰ级1

分；Ⅱ级2分；Ⅲ级3分.

1.2.2 疗效判断标准 对显效：症状消失；有效:症状减轻

1-2级以上；无效：症状无改善.

1.2.3 总体评估 (1)记录治疗前、后总分(各项症状分数

相加).(2)治疗后症状改善评估(记录症状改善率)：症

状改善率(%)=[(治疗前总分–治疗后总分)/治疗前总

分]×100%，总有效率=显效+有效.

统计学处理 所得的数据采用Ridit分析，P<0.05有

统计学意义.

2  结果

2.1 通过对治疗前后症状分级、评分变化对比，马来

酸曲美布汀胶囊对肠易激综合症的总体症状改善率为

70.13%(表1).

2.2 通过对治疗前后各项症状改善率的比较可以看出，

马来酸曲美布汀胶囊对腹痛、腹胀、腹泻等症状改善均

较好，但对恶心、呕吐等症状改善不明显(表2).治疗

中未见不良反应(患者记录及血、尿、粪常规、肝肾功

能、电解质化验).

3  讨论

I B S临床以腹痛、腹泻、腹胀、便秘或腹泻与便秘交替

出现为特征.在以往的治疗中一般以缓解平滑肌痉挛及

腹泻疗效明显[2]，而同时可以缓解腹泻及便秘者较少.本

组通过应用马来酸曲美布汀胶囊治疗IBS患者46例，由

于其对消化道运动具有兴奋和抑制两方面作用，对于缓

解腹泻及排便困难均有效果，从而使总体症状改善率较

高(70.13%).马来酸曲美布汀的化学名称为：3，4，5-

三甲氧基苯甲酸-2-二氨基-2-苯基丁酯顺丁烯二酸盐，

动物实验表明马来酸曲美布汀对消化道运动的兴奋和抑

制具有双向调节作用：通过抑制细胞膜钾离子通道，产

生去极化，从而提高平滑肌细胞的兴奋性；另一方面通

过阻断钙离子通道，抑制钙离子内流，从而抑制细胞收

缩，使胃肠道平滑肌松弛.此外，马来酸曲美布汀对平

滑肌神经受体也具有双向调节作用：在低运动状态下作

用于肾上腺素能受体，抑制去甲肾上腺素的释放，增加

运动节律；在运动亢进时，作用于胆碱能受体及阿片受

体，抑制乙酰胆碱释放，从而抑制平滑肌运动.

本组观察疗效与动物实验结果相符合，表明马来酸

曲美布汀胶囊对IBS有较好的疗效.同时患者在治疗过程

中未发现明显不良反应，治疗后血、尿、粪常规、肝肾

功能、电解质检验未发现异常，提示IBS患者对马来酸曲

美布汀胶囊有较好的耐受性，与报道相符[3].因此我们认为

马来酸曲美布汀胶囊是一种治疗IBS较理想的药物.

表1  入选病例治疗前后症状分级情况

	        治疗前分级（n）	               治疗后分级（n）		

                           	

腹痛         

腹胀         

腹泻         

黏液便     

排便困难 

里急后重 

排便未尽 

恶心呕吐

症状          n                                    评分                                    评分      P         
           0  Ⅰ   Ⅱ   Ⅲ 		    0    Ⅰ   Ⅱ   Ⅲ   

45       0   5   29   11        96        26   15    3     1       24    <0.01

40       0   4   28     8        84        20   15    4     1       26    <0.01

41       0   3   28   10        89        23   14    4     0       22    <0.01

29       0   5   20     4        57        18     8    3     0       14    <0.01

10       0   3     4     3        20          5     5    0     0         5    <0.01

18       0 10     6     2        28        10     5    2     1       12    <0.01

26       0   6   15     5        51          8   15    3     0       21    <0.01

13       0 10     2     1        17          5     8    0     0         8    <0.01

                 n       %            n       %            n       % 

45           26    57.8         15    33.3           4     8.9           91.1

40           19    47.5         16    40.0           5   12.5           87.5

41           26    63.4         10    24.4           5   12.2           87.8

29           18    62.1           6    20.7           5   17.2           82.8

10             5    50.0           3    30.0           2   20.0           80.0

18             8    44.4           6    33.3           4   22.2           77.7

26           16    61.5           5    19.2           5   19.2           80.7

13             4    30.8           2    15.4           7   53.8           46.2

表2  治疗后各项症状改善情况

	                   显效                有效                 无效		

                           	     

腹痛         

腹胀         

腹泻         

黏液便     

排便困难 

里急后重 

排便未尽 

恶心呕吐

症状          n                                                                               总有效率%        
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摘要

目的：探索重症急性胰腺炎(SAP)继发感染的危险因素和临

床特点.

方法：2000-2003年SAP继发感染患者(感染组，n  = 68)，与

SAP未并发感染患者(非感染组，n = 54)进行回顾性分析，

比较两组的临床特点，相关危险因素.

结果：感染组APACHEⅡ评分、胰周积液范围、 ICU治

疗、使用多种抗生素和激素、完全胃肠道外静脉营养(TPN)

时间以及早期手术介入均比非感染组高(P <0.01).本组共检

出菌株181株，其中G-杆菌占53.6%，主要为铜绿假单胞菌

25.8%，鲍曼溶血不动杆菌25.8%，大肠埃希菌16.5%；G+球

菌18.8%，主要为金黄色葡萄球菌44.4%；真菌27.6%，其中

似酵母样菌52.0%，白色念珠菌20.0%.感染部位以肺部感染

为主(73.5%)，其次为胰周感染(47.1%).其中肺部感染、胰周

感染和血行感染多为G-杆菌感染，尿道、静脉导管、肠道

多为真菌感染.

结论：APACHEⅡ评分，胰周积液范围，ICU 治疗，多种

抗生素及激素的使用，TPN时间，早期手术介入是感染的

主要危险因素.以G-杆菌为主占53.6%，真菌次之占27.6%，

G+球菌占18.8%.感染部位以肺部和胰周感染为主.其中肺部

感染、胰周感染和血行感染多为G-杆菌感染，尿道，静脉

导管，肠道多为真菌感染.

关键词：重症急性胰腺炎；继发感染

郑晓梅，黄宗文，薛平，刘芳，郭佳. 重症急性胰腺炎继发感染临床研究. 
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)是外科常见的急腹症之一，并发

症多，病死率高.有报道认为：80％的死亡病例与SAP继

发感染有关[1]，目前尚无SAP继发感染的大宗报道.我们

将1996-2003年四川大学华西医院收治的122例SAP进行

回顾性分析如下.

1  材料和方法

1.1 材料 1996-2003年我院收治符合中华医学会外科学

分会胰腺外科学组《重症急性胰腺炎诊治草案》诊断标

准[2]的SPA共1161例，其中男695例，女466例，中位年龄

48.5(8-87)岁.

1.2 方法 检索其中SPA继发感染者(感染组，n = 68)，

男45例，女23例，平均年龄50.2±14.5（28-76）岁；

2003-01/2003-12中西医结合科收治SPA未继发感染者

(非感染组，n = 54)，男36例，女18例，平均年龄49.9±

15.2(33-85)岁.SPA诊断标准采用.感染诊断标准：各种

标本或CT、B超引导下细针穿刺(FNA)抽吸物涂片或培养

检查有病原菌者.
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表1  SPA感染组和非感染组相关参数比较

相关参数	                         感染组（n = 68）               非感染组（n = 54）

APACHEⅡ评分	           30.51±15.32                       13.74±7.58b

抗生素种类	           6.15±2.97                           2.58±1.26b

TPN时间(d)                           31.74±30.15                       7.36±10.00b

ICU治疗	                            62(91.2%)	                     30(55.6%)d

用激素	                            55(80.9%)                            32(59.3%)d

手术治疗	                            41(64.7) 	                     5(9.3)c

 bP＜0.01, cP＜0.05, dP＜0.01 vs  非感染组.

表2 SPA感染组和非感染组胰周积液范围比较(n )

组别	   n 	 1个区	 2个区	 3个区	 4个区	 ≥5个区

感染组	  68	    4	    5	   20	   14	      25

非感染组	  54	  17	  21	   15	     1	        0

合计         122	  21	  26	   35	   15	      25

P＜0.01 vs 非感染组.

统计学处理 使用统计软件SPSS 12.0作统计学处

理.检验水准：α = 0.05.

2  结果

2.1 危险因素  感染组和非感染组性别、年龄比较均无统

计学意义，APACHEⅡ评分、胰周积液范围、ICU治疗、

使用多种抗生素和激素、TPN时间相比较有统计学意义

(P<0.01)，(表1-2).感染组有41例进行手术治疗，术后

感染组19例，其中早期手术13例(68.4%)，其手术原因

为腹腔室间隔综合征或因误诊为单纯胆囊结石行急诊手

术；术前感染组22例，早期手术仅1例(4.6%)，其手术

原因为短期内发生感染行急诊手术.感染组早期手术率

明显高于非感染组(P<0.05).

表3  SPA感染组菌谱特点

G-	                  株数	 G+	   株数	 真菌	     株数

铜绿假单胞菌	           金黄色葡萄球菌	               似酵母样菌

鲍曼溶血不动杆菌	           粪肠球菌	               白色念珠菌	

大肠埃希氏菌	           表皮葡萄球菌	               热带念珠菌

阴沟肠杆菌	                             模仿葡萄球菌	               曲霉菌	

嗜麦芽黄单胞菌	           腐生葡萄球菌	               丙种念珠菌

肺炎克雷伯氏菌	           微球菌属细菌	               霉菌

洋葱假单胞菌	           人葡萄球菌	               涂片查尿真菌孢子

产气肠杆菌	                             腹水涂片阳性球菌		

	                              血浆凝固酶阴性		

                                                     葡萄球菌

阳性杆菌                                 华纳氏葡萄球菌		

普通变形杆菌	    				  

产酸克雷白氏菌	   				  

嗜酸重毛单胞菌	    				  

脑膜炎败血性黄杆菌	    				  

合计	                   97		     34		        50

25                                 15                                  26

25                                   6                                  10

16                                   4                                    7

  8                                   2                                    3

  7                                   2                                    2

  7                                   1                                    1

  2                                   1                                    1

  1                                   1             

                                           

  1                                   1

  1

  1

  1

  1

多雷极氏普罗威登氏菌   1                                      1 

2.2 菌谱特点 共检出细菌和真菌181株，G-杆菌多于G+球

菌(53.6% vs 18.8%)，真菌感染占27.6%.在G-杆菌中，

铜绿假单胞菌占25.8%，鲍曼溶血不动杆菌占25.8%，

G+球菌以金黄色葡萄球菌为主44.4%，似酵母样菌占

52.0%，白色念珠菌占20.0%(表3).

2.3 感染部位分布情况及菌谱特点  单一部位感染39例

(57.4%)，2个部位混合感染16例(23.5%)，3个部位混

合感染9例(13.2%)，4个部位混合感染2例(2.9%).感

染部位以肺部感染为主50例(73.5%)，胰周感染32例

(47.1%).感染菌株的检出以肺部为主(50.8%)，其次

为胰周组织(25.4%).其中肺部感染菌株G-菌占51.1%，

G+菌占16.1%，真菌占33.7%.胰周组织感染菌株G-菌占

67.4%，G+菌占19.5%，真菌占15.2%.血液感染菌株G-菌

占56.3%，G+菌占33.3%，真菌占15.6%.尿道，静脉导

管，肠道多为真菌感染.
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3  讨论

感染是SAP后期死亡的主要原因[3]，针对SAP继发感染的

研究已成为提高SAP生存率的重要环节.本资料分析表明

APACHEⅡ评分、胰周积液范围、ICU治疗、使用多种抗

生素和激素、TPN时间、早期手术是SAP继发感染的危险

因素.机体免疫功能的损害是SAP继发感染的易感因素之

一.SAP时肠蠕动减弱，致病性G-杆菌过度生长，肠道微

生态失调，菌群紊乱，SAP早期的缺血再灌注损伤，天

然免疫物质—小肠隐凹素的表达下调和获得性免疫受抑

制，肠道细菌和内毒素穿透肠黏膜屏障移位，导致胰周

及胰外器官感染[4].本研究中SAP继发感染宿主因素可能

为APAC H EⅡ评分高，长期禁食，机体免疫功能明显下

降.SAP继发感染者多有入住ICU病史，ICU为胰腺继发感

染的重要因素[5].在温暖，潮湿，不通风的环境中真菌

能迅速繁殖，而入住ICU患者多气道开放，进行有创性

监测治疗等.长期使用多种广谱抗生素和激素，使真菌

感染和获得性感染发生率明显上升.此外，长时间TPN，

导管相关性感染机率增加，肠黏膜萎缩，肠道细菌移位

继发感染.我们发现，SAP继发感染的医源性因素可能与

ICU治疗，使用多种抗生素和激素，TPN时间有关.胰周

积液范围越大，细菌滋生，肠道细菌移位，越易发生胰

腺继发感染.

本组共检出菌株181株，其中G-杆菌占53.6%，主

要为铜绿假单胞菌25.8%，鲍曼溶血不动杆菌25.8%，

大肠埃希菌16.5%；真菌占27.6%，其中似酵母样菌占

52.0%，白色念珠菌占20.0%；G+球菌18.8%，主要为金

黄色葡萄球菌44.4%.分析结果显示，肺部是感染发生

的主要部位，其次为胰周.其中，肺、胰周组织、血行

感染多为G-杆菌感染，尿道，静脉导管，肠道多为真菌

感染.感染通常有两个途径，一是内源性途径，另一个

是外源性途径.胰周感染多为内源性感染，可能与胰周



广泛积液与胰腺坏死范围大，肠道细菌移位有关.肺部

感染可以由于SAP患者抵抗力下降，肠道细菌移位，通

过血行播散途径入肺而发生内源性感染，也可以发生外

源性感染，如机械通气过程中合并呼吸机相关感染.Fry 

et al [7]提出：“肠道可以是外科临床病人全身性感染的

起源”.正常情况下，肠道中占优势的常驻菌与肠黏膜

上皮细胞表面的特异性受体结合，形成菌膜结构，能阻

止病原菌的黏附，抵抗病原菌对机体的侵袭.当SAP时，

厌氧菌数量减少，异常增生的G-杆菌附着于肠黏膜，穿

透十二指肠经腹膜移位至胰腺[6]，或经逆行胆道感染，

或经淋巴途径，或经门静脉系统的血源性途径发生胰

周及胰外感染.SAP时肠道细菌移位不仅导致SAP继发感

染，还诱发及加重SIRS，促使MODS的发生.通过对胰腺

继发感染危险因素及临床特点的认识，能指导我们预防
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2006 年第 5 届全国肝脏疾病学术研讨会议征文通知

本刊讯 为了加快国内肝病学术交流、促进我国肝病学科的发展，由中华医学会肝病学分会、中华肝脏病杂志编辑委员会主办的“第

5 届全国肝脏疾病学术研讨会议”定于 2006-05 在辽宁省大连市召开．届时国内知名肝病专家将就国内外肝病研究的进展及热点

问题进行继续教育讲座，并授予参会代表国家级继续教育Ⅰ类学分．现将征文通知公布如下：

1 征文内容

（1）病毒性肝炎发病机制的研究进展；（2）病毒性肝炎的治疗策略；（3）乙型病毒性肝炎的长期治疗；（4）丙型肝炎的抗病毒治疗；

（5）肝纤维化发病机制研究进展；（6）肝纤维化的防治；（7）肝硬化的规范化治疗；（8）肝细胞癌的病因学研究进展；（9）肝癌

的发病机制研究进展；（10）肝癌的早期诊断；（11）肝癌的手术治疗及方案选择；（12）肝癌的非手术治疗；（13）肝癌的生物治疗；

（14）自身免疫性肝病的发病机制；（15）自身免疫性肝病的诊断和治疗；（16）肝移植后肝炎复发的诊断预防和治疗；（17）生物

人工肝的应用及进展；（18）小儿自身免疫性肝病；（19）肝肾综合征；（20）肝功能衰竭；（21）肝干细胞的研究进展及临床应用；

（22）脂肪肝及酒精性肝病；（23）非酒精性脂肪性肝病．

    

2 征稿要求

参加会议论文要求全文（中文）及 500 字（词）左右中文摘要各一份，应包括目的、材料与方法、结果、讨论，并写清单位、作

者姓名及邮编（请自留底稿，恕不退稿）．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，不再受理．

3 论文寄至地址

400010，重庆市渝中区临江路 74 号，中华肝脏病杂志编辑部收。请在信封左下角注明“会议征文”．欢迎用软盘和电子邮件方式

投搞．电子邮件地址 zhgz@vip.163.com．征文截稿日期：2006-02-28（以邮戳为准）．

    欢迎从事肝病临床和基础研究工作的医务人员及科研工作者踊跃投稿，参加会议．

SAP继发感染的发生，选用针对性强的敏感抗生素，减

少SAP死亡率.

4      参考文献
1	 Wyncoll DL. The management of severe acute necrotising 

pancreatitis: an evidence-based review of the literature.
Intensive Care Med  1999;25:146-156  

2	 张圣道. 中华医学会外科学会胰腺外科学组. 重症急性胰腺炎诊
治草案. 胃肠病学  2002;7:53-54

3	 薛平，黄宗文，张鸿彦，郭佳，赵建蕾，郑晓梅. 暴发性胰腺炎
67例. 世界华人消化杂志  2005;13:680-681

4	 王伯瑶，吴琦. 内源性抗生素肽-天然免疫的重要介质. 生命科学 
1999;11:64-66

5	 刘琳，邱海波，周韶霞，代静泓，莎瑞娟，杨毅. ICU深部真菌
感染的流行病学调查. 中国危重病急救医学  2001;13:302-303

6	 McCutcheon AD. Neurological damage and duodenopancreatic 
reflux in the pathogenesis of alcoholic pancreatitis. Arch Surg  
2000;135:278-285 

7	 Fry DE, Klamer TW, Garrison RN, Polk HC Jr. Atypical 
clostridial bacteremia. Surg Gynecol Obstet  1981;153:28-30
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过氧乙酸致食管烧伤后严重狭窄1例
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摘要

介绍1例成人吞服高浓度过氧乙酸导致食管中下段烧伤后严

重狭窄的少见病例．报告本例患者的详细病历资料和诊治

经过．患者烧伤后6 mo手术切除严重狭窄的食管段，行食

管-胃底胸顶吻合术重建消化道．过氧乙酸致食管烧伤急性

期处理极为重要，后期食管严重狭窄应采取手术治疗.

关键词：过氧乙酸；食管烧伤；狭窄

尹勇，王中林，陆一民. 过氧乙酸致食管烧伤后严重狭窄1例. 世界华人消

化杂志 2005;13(17):2171

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2171.asp

0  引言

过氧乙酸(peracetic acid)致消化道烧伤的病例过去甚

属少见，非典时期由于大量使用本品进行消毒，有误服

过氧乙酸致小儿消化道烧伤的报道[1].本院最近收治1例

成人吞服高浓度过氧乙酸导致食管中下段烧伤后严重狭

窄的患者，现将诊治经过报告如下.

1  病例报告

患者，女，26岁.2004-05-31因情绪激动吞服20%过氧

乙酸原液约80 m L，当即出现口咽部麻木、胸骨后烧灼

样疼痛、剧烈呕吐、呼吸困难，送外院紧急行气管切

开、洗胃及抗炎、补液等治疗，烧伤后第3 wk出现吞咽

困难，先后4次行食管狭窄扩张术，但效果欠佳，吞咽

困难逐渐加重，2004-12-04收住本院，当时患者水和涎

液也难下咽，体重下降11 kg.查体除消瘦外未见其它异

常.辅助检查：外周血WBC 12.53×109/L，NO 747，HB 

115 g/L.食道吞钡示食管中下段黏膜不规则破坏，管腔

狭窄，食管下段完全闭塞钡剂无法通过.胃镜下距门齿

25-30 c m处食管腔环行缩窄，无法进镜观察.全身状况

改善后手术治疗，术中见主动脉弓下烧伤段食管增粗、

僵硬、瘢痕形成，与周围组织广泛粘连，剖开见狭窄段

长径8 cm，表面被覆黄白色坏死组织，中央见一3.2 cm

×1.5 c m深溃疡，行胸腹段食管切除、食管-胃底胸顶

吻合术，术后2 wk康复出院.门诊随访6 mo无吻合口狭

窄、返流等并发症，体重增长近5 kg.

2  讨论

过氧乙酸是强氧化剂，其主要成分为过氧化氢，另含有

少量冰乙酸、硫酸等，遇有机物时释放出新生态氧而起

氧化作用.20%以上的高浓度过氧乙酸腐蚀性强，吞服后

强烈的刺激使环咽肌紧急收缩，将腐蚀剂推向食管远

端，达贲门部因食管下括约肌的作用致使腐蚀剂在食管

停留时间长，故损伤主要发生在食道中下段.过氧乙酸

烧伤初期食管黏膜水肿、组织坏死，1 wk左右坏死组织

脱落，食管黏膜溃疡形成，此时急性炎症明显，可合并

喉头水肿、食管穿孔、纵隔炎、食管气管瘘甚至因全身

中毒性休克而死亡.至第2 wk时，急性炎症和水肿减退，

烧伤周围深部组织反应性增生可致粘连和瘢痕形成.严

重烧伤后期的合并症是食管狭窄，一般在烧伤6 w k以

后，狭窄发生在食管损伤最严重的部位[2].

过氧乙酸烧伤的早期处理除立即洗胃、维持呼吸道

通畅、营养支持外，恰当使用抗生素和激素可控制或预

防感染，减轻食管黏膜和喉头水肿，减低食管瘢痕狭窄

的程度，同时留置胃管也至关重要，早期用以吸引减

压，并可防止食管瘢痕狭窄致管腔完全闭塞，后期可用

于肠内营养及做为扩张食管的引导.烧伤后期的食管狭

窄应在停用激素后试行扩张，如数次扩张后食管狭窄无

明显改善，应在伤后6 mo待瘢痕形成稳定后施行手术[2]. 

本例患者因吞服高浓度过氧乙酸导致食管中下段烧伤后

严重瘢痕狭窄，食管腔完全闭塞，在早期处理中由于过

早拔除胃管，使肠内营养和引导食管扩张难以实施，

最终采取手术治疗，胃移置重建消化道，取得较满意

的效果.

3      参考文献
1	 张可仞，郝晶，李旭，李心元. 过氧乙酸致小儿消化道烧伤的临

床特点. 中华小儿外科杂志  2004;25:251-253
2	 王吉甫. 胃肠外科学. 第1版. 北京：人民卫生出版社  2000:63-66
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