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摘要
肝纤维化是继发于肝脏炎症或损伤后组织修
复的代偿反应. 肝脏在受到外界因素刺激后, 
肝组织中肝细胞与Kupffer细胞(KC)分泌可溶
性的细胞因子, 通过各自的信号转导途径, 激
活星状细胞(HSC)并使之处于持续激活状态, 
激活的HSC分泌大量细胞外基质, 使肝脏原有
结构被破坏, 形成肝纤维化.  肝纤维化是可逆
的, 肝纤维化的治疗研究也是围绕着如何降低
HSC的活性, 促进HSC凋亡, 减少胶原的生成, 
增加其降解, 而这些过程均与细胞因子网络密
切相关.
 
关键词: 肝纤维化; 星状细胞(HSC); 细胞因子; 治

疗学
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0  引言

肝纤维化是继发于肝脏炎症或损伤后组织修复

的代偿反应, 由于肝脏细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)特别是胶原的异常过度沉积, 形
成纤维隔, 肝脏原有结构被破坏, 引发肝纤维

化. 许多慢性肝脏疾病能发展为肝纤维化, 其进

一步发展则形成肝硬化. 在肝纤维化中起决定

性作用的是HSC[1], 肝组织中的多种细胞如肝细

胞、KC分泌可溶性的细胞因子, 通过各自的信

号转导途径, 激活HSC并使之处于持续激活状

态, 激活的HSC分泌ECM, 纤维化过程的ECM可

以说成是细胞因子的储池, 其含有大量致纤维

化因子. 肝纤维化是可逆的, 纤维化的逆转必然

涉及胶原的生成减少、降解增加; 同样肝纤维

化的治疗研究也是围绕着如何降低HSC的活性, 
促进HSC凋亡, 减少胶原的生成, 增加其降解, 而
这些过程无不与细胞因子网络密切相关. 现就

肝纤维化和相关因子及其作用作一评述. 

1  肝纤维化与星状细胞

1.1 肝纤维化与HSC的激活 肝脏炎症或损伤等

因素除直接对肝细胞造成损害外, 还能通过激

活KC和单核细胞释放促炎性介质, 包括多肽介

质(TNF-α, IL-1 , IL-6 , IL-8) 、脂类介质(白三

烯、血栓素等)和氧自由基造成肝损害. 损伤的

肝细胞、K C、内皮细胞释放细胞因子, 如转

化生长因子β1(TGF-β1)、血小板衍生生长因子

(PDGF)、肝细胞生长因子(HGF)、肿瘤坏死因

子α(TNF-α)、白细胞介素(IL-1, IL-6)等, 上述因

子均能直接或间接地促进HSC的激活.  肥大细

胞也与肝脏慢性炎症及肝纤维化有关, 肥大细

胞能释放多种细胞因子, 促进纤维化的发生; 能
解除地塞米松对HSC的抑制作用, 促进HSC表

达干细胞因子(SCF)[2]; CCl4介导大鼠肝损伤的

研究显示, 肝纤维化阶段巨噬细胞与肌成纤维

细胞的量是增加的, 但发展到肝硬化阶段则是

下降的, 而这两个阶段肥大细胞的含量却始终

是上升的[3], 说明肥大细胞可能在肝纤维化的进

展阶段发挥更为重要的作用. HSC是分泌ECM
的主要细胞, 以往称贮脂细胞或I to细胞, 位于

Disse间隙, 是肝内贮存VitA的场所. 静息的HSC
能产生过氧化物酶体增生物激活受体(PPAR)、
瘦素(leptin)等, HSC激活后PPAR表达的下降与

leptin的上调可能与纤维化的发生有关[4-8].  
激活的H S C有如下特点: (1)表达α-平滑

肌动蛋白(α-SMA)、肌细胞增强子-2(myocyte 
enhancer factor-2)等, 并改变细胞表型分化为肌

成纤维样细胞(myofibroblast-like cells)[9-10].  (2)
分泌大量ECM, ECM主要包括: ①胶原: Ⅰ型, 
Ⅱ型, Ⅲ型, Ⅳ型; ②蛋白多糖: 硫酸软骨素、硫

酸皮肤素、透明质酸等; ③糖蛋白: 纤维连接蛋

白、层黏连蛋白、副层黏连蛋白、副纤维连接

蛋白、粗纤维连接素.  正常情况下ECM的代谢
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保持平衡, HSC分泌ECM的同时, 通过抑制基质

金属蛋白酶(MMP)和纤溶酶原激活物的表达, 
促进内皮细胞和HSC表达纤溶酶原激活物抑制

因子(PAI-1)和组织金属蛋白酶抑制物(TIMPs), 
造成肝组织中ECM的生成增多而降解减少, 最
终导致ECM的大量沉积, 发生肝纤维化. (3)具有

收缩功能, 可调节肝窦血流量和肝内阻力, 而激

活的HSC收缩性强, 是门脉高压形成的重要原

因之一. 相关研究报道: HSC能表达典型的神经

胶质蛋白, 产生小囊泡, 受自主神经纤维支配[11]; 还
能表达神经内分泌标志性物质如: 神经营养因

子、突触素、胶质纤维酸性蛋白, 并含有神经

递质受体[12-14].  (4)表达PDGF与TGF-β1等细胞因

子增多, 通过自分泌及旁分泌方式进一步激活

自身及周围的静息HSC, 使肝纤维化进一步发

展[15-16].  ERK、PI3K-Akt途径、TGF-β/Smad途
径均参与了HSC的激活和致纤维化过程. 关于

HSC来源, 有报道培养的CD34+CD38-造血干细

胞在多种生长因子的作用下, 能分化为HSC与

肌成纤维细胞, 随着肝组织的重构侵入肝组织, 
说明肝组织损伤过程的成纤维细胞也可以是骨

髓原性的[17].  
肝纤维化是可逆的, ECM的生成减少、降

解增加, 纤维化才可能逆转. 肝纤维化的治疗

首先要消除病因, 去除损伤与刺激因素; 利用

细胞因子网络, 针对纤维化的中心环节进行阻

断, 降低HSC的活性, 促进HSC凋亡, 减少胶原

的生成, 促进胶原降解.  HSC的凋亡主要是通过

Fas/FasL通路启动的, 激活后HSC表达Fas/FasL
增加, 使其对增殖凋亡信号的敏感性增强, 并受

Bax, Bcl-2, P53等凋亡调节蛋白的调控. 凋亡调

节蛋白Bcl-2, P53在静止的HSC中不表达; 在转

化为肌成纤维样细胞过程中, 激活的HSC高表

达Bcl-2等凋亡抑制蛋白, 使得星状细胞对其他

凋亡信号刺激变得不再敏感, 而大量增殖. 当肝

细胞损伤与炎症减轻, 组织修复到一定程度, 活
化的HSC倾向于凋亡, 且凋亡的发生随激活的

进程、HSC的活化而逐渐增加. 同时ECM分泌

减少, 组织中TIMPs降低, MMP表达上升, 纤维

溶解增强[18].  
1.2 不同病因引起的肝纤维化 不同的病因引起

的肝纤维化的方式可能是不同的. 虽然一般情

况下, HSC是致纤维化的主要细胞, 在胆管周发

生损伤为主时, 脉管区成肌纤维细胞成为致纤

维化的主要细胞. 慢性淤胆性疾病如原发性胆

汁淤积性肝硬变(PBC), T淋巴细胞与细胞因子
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介导永久性胆管损伤, 胆管上皮细胞分泌致纤

维化因子激活附近脉管区成肌纤维细胞, 其沿

胆管增殖, 分泌ECM, 胶原沉积, 并最终激活窦

周隙HSC, 形成纤维间隔.  酒精性肝病时, 酒精

致肠道菌群失调, G-菌群增加, 门静脉脂多糖含

量上调, 其通过CD14/钟罩状受体复合物激活

KC, 产生活性氧族(ROS)与NADPH氧化酶; 氧
化产物如氧自由基刺激KC释放TNF-α, 中性粒

细胞浸润, 还可直接损伤肝细胞使其通过线粒

体途径凋亡; 代谢产物乙醛与ROS还能直接激

活HSC, 使其增殖促进纤维化的发生[19-20]. HSC
与脉管区成肌纤维细胞的不同在于特异性标志

物及对刺激的反应不同[21]. 一些病毒(如HCV)蛋
白可以直接激活HSC, 并在纤维化过程中影响

HSC的活性[22]. 非酒精性脂肪肝(NASH)是代谢

综合征的合并症之一, 常常伴有肥胖、2型糖尿

病、脂肪代谢紊乱, 其不经治疗, 易发展为肝纤

维化, 与脂质过氧化导致的代谢损伤关系密切.

2  肝纤维化相关因子及其作用

2.1 生长因子

2.1.1 TGF-β 转化生长因子β(TGF-β)有5种亚型, 
在人及哺乳动物中存在3种亚型, 即TGF-β1、

TGF-β2、TGF-β3, 他们有相似的生物学功能, 结
构上有70%-80%的同源性. TGF-β是目前研究发

现的最强的致纤维化因子, 但同时又是抗炎症

和免疫抑制因子, 他的正常调节功能有利于维

持组织自稳. TGF-β受体有Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ型, 其中Ⅰ, 
Ⅱ型受体参与TGF-β的信号转导, Ⅲ型受体不

参与TGF-β信号转导, 但能调节TGF-β与信号转

导受体的结合. Ⅱ型受体促进凋亡, Ⅰ型受体则

介导ECM的产生, 且此作用不受Ⅱ型受体的影

响. TGF-β在HSC在激活过程中, 可使TGF-βⅡ型

受体下调, 导致其抑制作用减弱; 他可活化钙离

子通道和Na-H泵, 刺激HSC合成并分泌Ⅰ、Ⅲ

型胶原及纤维结合素, 促进ECM的形成. TGF-β
强表达的转基因鼠肝损害后发生了更为严重

的肝纤维化, 对肝细胞增殖具有强烈的抑制作

用, TGF-β可增加HSC表达PDGF受体, 使PDGF
促HSC增殖的作用增强, TGF-β阻断剂可能是有

效的肝纤维化治疗手段[23-25]; TGF-β通过TGF-β/
Smad信号转导机制传递胞内信息, 其中Smad3
是介导 Smad/DNA结合所必需的[26]. 
2.1.2 EGF 肝纤维化时, 表皮生长因子(EGF)表
达上调[27], 刺激肝细胞和胆管上皮细胞增殖, 并
具有促进HSC分裂增殖的能力. 激活的HSC在
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TGF-β1和EGF的直接刺激下, 迁移能力大大提

高, 说明HSC能够在自分泌释放的生长因子的驱

使下向肝脏的各个部位迁移, 扩大了疾病范围, 
从而加速了肝纤维化的进程[28]. EGF的过表达能

促使肝细胞发生癌变; EGF2B转基因小鼠可因

过表达EGF而诱发肝细胞癌, 同时伴有细胞周期

素 D1, B1, c-fos等指标的过表达[29]. 
2.1.3 HGF 生理条件下, 肝细胞生长因子(HGF)
具有肝营养功能, 促进肝再生的作用, 能抑制

TGF-β1的表达, 减少前胶原的产生, 降解已形

成的胶原纤维及抑制肝细胞凋亡, 刺激肝再生, 
从而提高生存率[30]. DMN肝纤维化模型研究表

明, HGF能作用于激活的HSC与门管区成肌纤

维细胞, 通过抑制ERK磷酸化途径, 阻止其生长, 
促进门管区肌成纤维细胞凋亡, 从而有助于纤

维化的恢复[31]. 经证实HGF基因的转导抑制了

DMN诱导的TGF-β1的表达, 改善肝纤维化[32].
2.1.4 PDGF 血小板衍生生长因子(PDGF)是原

癌基因的表达产物, 最初从血小板颗粒中分离

得到. 静息的HSC几乎不表达PDGF及其受体

(PDGFR), 肝脏受损时, 巨噬细胞、血小板、浸

润的炎症细胞、受损的内皮细胞及激活的HSC, 
均可分泌PDGF, 他是已知最强的促HSC增殖、

分化的细胞因子; HSC激活早期的重要标志就

是PDGFR表达的增加. PDGF由A, B两条肽链组

成, 分别位于第7、22号染色体, 形成 PDGF-AA, 
PDGF-BB, PDGF-AB 3种亚型; 近年来发现的

PDGF家族的另一形式: PDGF-C, 其促有丝分裂

活性要强于PDGF-AA, 与PDGF-BB、PDGF-AB
的活性相当或有更强的有丝分裂活性. PDGF-C
转基因小鼠发生了严重的肝纤维化甚至肝硬

化、肝癌[33]. PDGFR本质上是酪氨酸激酶, 有
a, b两种类型. 受体位于胞膜外的部分是PDGF
的结合位点, 位于胞内的部分具有酪氨酸激酶

活性. PDGFR-a与三种亚型的PDGF均可结合, 
PDGFR-b仅与PDGF-AB, PDGF-BB结合. 而其

中PDGF-BB和PDGFR-b在促纤维化过程中的作

用较为突出. 若阻止PDGFR-b表达, 阻断PDGF
的信号转导途径, 能有效抑制星状细胞的增殖

和胶原的产生, 并促进其凋亡[34]. 
2.1.5 IGF-I 胰岛素样生长因子-Ⅰ(IGF-Ⅰ), 是由

70个氨基酸组成的单链通过3个二硫键交叉连

接而成的多肽, Mr70 000, 与胰岛素原有很大同

源性, 对组织细胞有胰岛素样作用, 主要由肝脏

合成、分泌. IGF家族(IGFs)包括IGF-Ⅰ和IGF-

Ⅱ, 后者仅在肿瘤组织中高表达. IGF-Ⅰ在肝纤

维化中具有促纤维化和护肝、抗纤维化的双重

作用. 实验发现, IGF-Ⅰ的生物学作用与其浓度

密切相关, 有研究认为, 小剂量的IGF-Ⅰ在动物

实验中, 能减轻肝纤维化, 改善肝功能, 提高肝

组织抗氧化损伤的能力及减少胶原的表达, 从
而起到抗肝纤维化的作用, 而大剂量时IGF-Ⅰ
则能促进肌成纤维细胞增殖[35-36]. 人体中存在

GH/IGF-I轴, GH调节血清中IGF-Ⅰ水平, IGF-
Ⅰ又对GH的分泌进行负反馈调节. 肝硬化患者

GH/IGF-Ⅰ轴严重失衡, 出现GH抵抗, GH水平

升高, IGF-I水平下降. 在肝硬化早期使用小剂量

IGF-Ⅰ治疗, 能减轻肝纤维化的发生[37];  IGF-Ⅰ
对肝纤维化大鼠具有抗氧化作用, 能降低过氧

化作用中的多种参数的表达[11]. 
2.2  炎症相关因子

2.2.1 IL-10 白细胞介素-10(IL-10)是一种主要由

Th2细胞产生, 抑制Th1细胞释放细胞因子的免

疫调节性细胞因子, 主要对炎症细胞起抑制作

用. M r  35 000-40 000, 前体为178肽, 活性形式为

非共价键连接的寡二聚体, 等电点为8.1, 对酸不

耐受, pH 5.5处理即可快速灭活, 但在pH 11时仍

保持活性. 已有的研究证实内源性IL-10在肝脏

慢性炎症和纤维化发展过程中表达增加, IL-10
是重要的负反馈调节因子, 其能有效抑制NF-κB
的活性, 通过抑制NF-κB活性减轻炎症反应, 从
而表现抗炎作用; IL-10能抑制KC分泌各种细

胞因子, 还可直接影响中性粒细胞等炎症细胞

活性. 在实验性肝纤维化大鼠, IL-10能显著减

少干预模型肝纤维化的发生, 降低IL-6, TNF-a, 
TGF-b的表达[38]; IL-10还能减轻大鼠肝纤维模

型的纤维化程度; 他通过降低MMP-2, MMP-9
表达, 使肝内胶原沉积减少, 从而减少基底膜的

降解, 并能降低TIMP-1的表达, 解除对MMPs尤
其是MMP-1的抑制而加速胶原蛋白的降解[39]. 
IL-10降低肝纤维化大鼠与体外培养的HSC的多

种生长因子的表达[40-41]; 能使体外培养的HSC增
加Bax表达, 同时降低Bcl-2的表达, 对肝纤维化

具有拮抗作用[42]. IL-10可通过JAK/STAT通路诱

导细胞因子信号阻抑蛋白SOCS基因表达, 阻断

炎性细胞因子信号转导通路, 在急性肝损害时

加强其负反馈调节, 减少肝纤维化的发生[43-44]. 
2.2.2 INF-γ γ-干扰素(INF-γ)属于干扰素家族, 由
激活的CD4+、CD8+T细胞和NK细胞产生, 其中

主要产生INF-γ的是CD4+的Thl细胞, 这些细胞
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■创新盘点
HSC的活性受神
经、体液、内分
泌等多种因素的
影响，TGF-β、
P D G F 等 生 长 因
子具有促进HSC
有丝分裂的作用; 
R A S、N A D P H
氧化酶等调节血
管 神 经 活 性 ,  并
与肝脏过氧化损
伤有关; INF-γ、
IL-10、SOCS等
对炎症有负性调
节的作用; HSC的
凋亡主要经Fas /
FasL途径, 受Bax, 
Bcl-2, P53等因子
的调节.
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经抗原刺激后, 直接使INF-γ基因转录活化, 产生

的INF-γ反过来又促进了Thl增殖, 同时抑制Th2. 
INF-γ抑制TGF-b1及星形细胞的活化和增生, 从
而减少ECM的合成, 抑制肝纤维化. INF-γ是目

前公认的抗病毒和抗纤维化药物, 已较广泛的

应用于乙肝和丙肝等病毒感染的临床治疗; 但
INF-γ用药途径有限, 病人依从性差, 有待改进. 
INF-γ动物体内试验, 以AAV为载体介导INF-γ表
达, 成功阻止了肝纤维化的进展[45]. 
2.2.3  TNF-a  肿瘤坏死因子-a(TNF-a)是巨噬细

胞受炎症或免疫刺激所分泌的一种多功能细胞

因子, 被认为与NASH的发生密切相关, 许多感

染(如细菌、病毒、寄生虫等)均可致其分泌增

加. 分泌过多时可刺激粒细胞和肌成纤维细胞

增生, 损伤内皮细胞, 促进白介素如IL-1生成, 导
致休克、组织损伤及纤维化等. TNF-a能激活

凝血系统, 导致血管、毛细血管内血栓形成, 影
响肝脏血液循环, 加重损害, 还可以通过产生内

源性丝氨酸类蛋白酶而间接损伤肝细胞. TNF-a
是一种作用很强的促有丝分裂原, 可活化细胞

外信号调节激酶ERK通路和JNK通路, 从而促

进HSC产生ECM, 导致肝纤维化的形成. TNF-a
刺激HSC表达TIMP-1并抑制其凋亡, KC以自分

泌及旁分泌的方式, 通过TNF-a/TNFR途径介导

NASH模型纤维化的发生[46]. 培养的HSC, TNF-a
能阻止PPAR的反式激活作用[47]. 
2.2.4 SOCS 在TNF-a, IL-1b与INFa/b信号通

路的直接相互作用中, 至少有3个分子起着非

常重要的作用, 即SOCS1, SHP2和STAT1. 细胞

因子信号阻抑蛋白(suppressor of the cytokine 
signaling, SOCS), 是JAK/STAT通路的反馈抑制

因子, 又被称为细胞的“分子刹车”, SOCS1可
能通过减轻肝脏炎症反应和纤维化来抑制肝癌

形成[43]. SOCS3作为SOCS家族一员, 由氨基端的

N区、中间的SH2区和羧基端的SOCS盒3个部

分组成. 细胞受到生理或环境压力时SOCS3的
翻译从第12个氨基酸Met处起始, 由于缺失了N
端的泛素化位点Lys6, 这种蛋白质和缺失了C端
的SOCS框一样, 泛素化作用减弱, 而稳定性则

大大增强, 对细胞因子信号通路的阻断作用也

加强. 细胞因子通过JAK/STAT通路诱导SOCS3
基因表达, 其表达产物又特异性地抑制细胞因

子介导的JAK/STAT通路. 通过诱导SOCS3过表

达, 阻止Leptin受体磷酸化途径, 能抑制Leptin介
导的HSC增殖[44]. 

2.3  影响血管活性的因子

2.3.1 RAS相关因子 肾素-血管紧张素系统(RAS)
与肝纤维化密切相关. 血管紧张素Ⅱ (AngⅡ) 
是促纤维生长因子, AngⅡ能磷酸化MAPK与

AKT, 从而通过氧化还原反应增加AP-1与DNA
结合, 刺激DNA合成、HSC细胞迁移、原胶原

a1 mRNA的表达, 分泌TGF-b1等炎症因子, 促进

肝纤维化. Oben et al [48]研究表明, HSC表达肾上

腺素能受体AT-1A、儿茶酚氨生物合成酶, 释放

去甲肾上腺素NE, NE通过RAS发挥作用. 多巴

氨b羟化酶缺乏的缺陷小鼠(Dbh-/-Mice)来源培

养的HSC, 因不能分泌NE而生长缓慢, 若加入外

源NE则又恢复生长[49]. 该研究发现其胞内转导

途径为G蛋白偶联肾上腺素能受体/促有丝分裂

激活酶/磷脂酰肌醇Ⅲ激酶途径; Dbh-/-Mice肝
损伤后HSC的a-平滑肌肌动蛋白、TGF-b1、胶

原较对照组显著降低, 加入异丙肾上腺素后HSC
才进一步被激活. 培养的HSC能对SNS神经递质

发生应答, 刺激HSC增殖并表达胶原; SNS的阻

断剂能减低实验性大鼠的纤维化程度[50-52]. 
2.3.2 NADPH氧化酶 吞噬细胞型NADPH氧化酶

诱导吞噬细胞产生大量的超氧化物, 在机体免

疫防御中发挥重要作用. 有实验室在血管内皮

细胞发现的功能性非吞噬细胞型NADPH氧化酶

也能象吞噬细胞型一样产生呼吸爆发, 生成大

量的超氧化物、氧自由基, 但不同的是他在一

般的情况下, 只产生少量的活性氧族 (ROS), 只
有在如AngⅡ刺激下才生成大量的超氧化物[53]; 
HSC表达非吞噬细胞型NADPH氧化酶的主要

成分, AngⅡ通过结合HSC表面的AT-1受体, 使
p47phox发生磷酸化, 调节NADPH氧化酶的亚基, 
通过NADPH氧化酶途径, 介导活性氧族的形成, 
增强HSC脂质过氧化, p47phox-/-小鼠与WT相比, 
对AngⅡ的反应明显降低, 对药物或胆管结扎肝

损害后纤维化程度亦减轻; NADPH氧化酶阻断

剂能抑制AngⅡ的相应作用[54-55]. NADPH氧化酶

通过p38MAPK途径在PDGF所致HSC增殖过程

发挥作用, 抑制NADPH氧化酶可以抑制PDGF-
BB的表达, 抑制HSC的增殖[56]; 抗氧化治疗能

减少血液及局部的氧自由基, 对不同原因引起

的肝纤维化都可起保护肝细胞的作用,抗氧化剂

VitE、西利马林、磷脂酰胆碱、S-腺苷-L蛋氨

酸都有抑制HSC激活、保护肝细胞减少其凋亡

的作用; 破坏NADPH氧化酶, 能有效减轻肝纤

维化的发生[57]. 

■应用要点
合理阻断生长因
子对HSC的刺激
作 用 ,  利 用 抗 炎
症因子减轻肝脏
炎症, 抑制RAS和
NADPH氧化酶等
的作用保护肝细
胞和减少HSC的
激活, 是目前肝纤
维化治疗的主要
方向.



2.3.3 NO NO在机体内的作用取决于组织产生

NO的量, 少量的NO有利于局部血流灌注的增

加, 阻止血小板聚集和凝血, 能中和急性感染、

再灌注损伤和其他炎症时产生的大量氧自由基; 
而慢性肝病时产生的大量的NO则是有害的, 可
能有助于癌症的发生. 选择性NO合酶的阻滞剂

和细胞特异性NO受体将有可能成为肝纤维化治

疗的新疗法[58]. 
2.4 其他 结缔组织生长因子(CTGF)在肝内主要

由HSC分泌, 是TGF-b1的下游反应元件, 其表达

程度与肝纤维化程度呈平行相关; SCF能刺激

早期干细胞与祖细胞的增殖与定居, 人类纤维

化肝组织可持续表达SCF; SCF可以刺激HSC、
肥大细胞生长, 促进纤维化的进展. IL-1b通过

刺激肝脏炎症反应启动或加速肝纤维化的发展; 
IL-6也是重要的炎症介质, 能刺激HSC增殖, 促
进肝纤维化的发生. TGF-b超家族细胞因子激

活素A(activin A)在肝脏, 能抑制细胞生长, 诱导

其凋亡, 促进间质细胞增殖及细胞外基质分泌. 
INF-a也可以通过减轻肝组织炎症和抑制HSC
活化、诱导其凋亡减轻肝纤维化的发生. 此外, 
内皮素Ⅰ能通过A型受体强烈的收缩血管, 刺激

纤维化的发生[59]. 
肝纤维化是一个复杂的过程, 影响肝纤维化

的因素很多, 不但与局部的细胞因子有关, 还与

全身的神经、体液、内分泌因素相关. HSC是肝

纤维化过程的中心环节, 不同病因引起的肝纤

维化有不同的特点, 发挥主要作用的因子也有

所差别. 我们应该利用纤维化相关因子所起的

作用, 针对不同的病因, 阻断其主要的致纤维化

途径, 采取不同的治疗策略. 
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构成; 大量的细胞
外基质特别是胶
原在肝窦的沉积, 
导致了肝纤维化
的发生. 
2 HSC: 肝星状细
胞, 肝内的间充质
细胞, 位于血窦与
肝细胞间的Disse
间隙, 有静息和激
活两种状态, 激活
的HSC可分泌大
量的细胞外基质, 
在肝纤维化过程
中发挥重要作用. 
3  肝纤维化相关
因子: 与肝纤维化
发生、发展及治
疗相关的各类因
子, 主要包括生长
因子、炎症相关
因子、影响血管
活性的因子等.
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Abstract
AIM: To construct telomeric repeat binding 
factor 2 (TRF2) small interfering RNA (siRNA) 
eukaryotic expression vector and evaluate its 
expression in gastric cancer cells.

METHODS: Two pairs of hairpin s iRNA 
template oligonucleotides for TRF2 based on 
pSilencer3.1-H1 vector were designed using the 
manufacturer’s web-based tool. These oligonu-
cleotides were annealed and ligated into vector 
respectively. After confirmation by double en-
zyme digestion analysis and DNA sequencing, 
positive recombinant plasmids were transfected 
into multidrug-resistant gastric cancer cells 
SGC7901/ADR and SGC7901/VCR respectively. 
Stable cell lines of G418-resistance were acquired 
after 2-month selection. The effect of transfection 

on cell growth was analyzed by MTT assay. The 
expression of TRF2 was detected by Western 
blot after the cells treated with adriamycin (ADR) 
or etoposide for 6 h�.

RESULTS: We constructed two TRF2 siRNA eu-
karyotic expression vectors successfully and the 
transfected cells showed significantly suppressed 
TRF2 expression. The growth of cells were not 
significantly influenced by transfection (P > 0.05).

CONCLUSION: The TRF2 siRNA eukaryotic 
expression vectors are successfully constructed 
and stably expressed in gastric cancer cells.

Key Words: Telomeric repeat binding factor 2; Gas-
tric carcinoma; Small interfering RNA

Ning HB, Li JC, Liu ZG, Fan DM. Construction and 
expression of telomeric repeat binding factor 2 small 
interfering RNA eukaryotic vector. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(11):1044-1047

摘要
目的: 构建TRF2小干扰RNA载体, 观察其在胃
癌细胞中的表达. 

方法: 根据pSi lencer3.1-H1载体要求设计两
对小干扰RNA, 退火后连接入载体相应位点. 
经双酶切及测序鉴定后分别转染多药耐药衍
生胃癌细胞SGC7901/ADR和SGC7901/VCR. 
G418选择培养液培养2 mo选取转染组及对照
组细胞克隆. MTT法检测转染对细胞生长增
殖速度的影响. 细胞用阿霉素和足叶乙甙处理
6 h后Western blot法检测TRF2表达. 

结果: 成功构建TRF2小干扰RNA载体, 建立稳
定转染细胞株, 转染后TRF2表达明显降低, 对
细胞的生长增殖速度无明显影响(P >0.05).

结论: 成功构建TRF2小干扰RNA载体及稳定
转染细胞株.

关键词: 端粒重复序列结合因子2; 胃癌; 小干扰RNA

宁寒冰, 李继昌, 刘志国, 樊代明. TRF2小干扰RNA载体的构建

及表达.  世界华人消化杂志  2006;14(11):1044-1047

■背景资料
端粒及端粒相关
因子与DNA损伤
的关系是端粒功
能研究的一个热
点 ,  而DNA损伤
修复抑制也正在
成为肿瘤治疗的
新的靶点. 我们在
前期研究中发现, 
DNA损伤类化疗
药可以诱导胃癌
耐 药 细 胞 T R F 2
的 过 表 达 ,  提 示
TRF2可能参与胃
癌耐药的形成. 

世界华人消化杂志 2006年4月18日; 14(11): 1044-1047
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0  引言

端粒重复序列结合因子2(t e l o m e r i c  r e p e a t 
binding factor 2, TRF2)能够通过维持端粒末端

的T环结构, 防止端粒被DNA损伤修复机制检测

为DSBs, 维持端粒的正常结构和功能[1]. 最新研

究发现, 在非端粒部位TRF2也能够抑制ATM依

赖的DNA损伤反应, 是通用的DNA损伤修复因

子[2]. 我们在前期研究中发现阿霉素(ADR)和足

叶乙甙(etoposide)引起的DNA损伤能使胃癌细

胞TRF2的表达增高, 而且在多药耐药衍生胃癌

细胞系SGC7901/ADR和SGC7901/VCR中的表

达显著高于SGC7901. 为进一步探讨TRF2的功

能, 我们构建了TRF2小干扰RNA载体, 并建立了

稳定转染细胞株. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基购自GIBCO公司; 抗
TRF2抗体购自Upstate公司; etoposide和盐酸阿

霉素为Sigma公司产品; pSilencer3.1-H1载体购

自Ambion公司; T4 DNA连接酶、Bam H Ⅰ、

Hin d Ⅲ等限制性内切酶购于TOYOBO公司; 脂
质体LipofectamineTM2000为Invitrogen公司产品. 
人胃癌细胞系SGC7901, 耐长春新碱(VCR)的胃

癌细胞系SGC7901/VCR和耐阿霉素(ADR)的胃

癌细胞系SGC7901/ADR均由第四军医大学全军

消化病研究所诱导, 保存.
1.2 方法 根据p S i l e n c e r3.1-H1载体要求和

Ambion公司提供的网上设计软件设计两对小干

扰RNA. 具体设计如下: Oligo-1: 5'-gatccgtccaac
caccattggattcaagagatccaatggtggttggaggattttttggaa
a-3'和5'-agcttttccaaaaaatcctccaaccaccattggatctcttg
aatccaatggtggttggaggacg-3'; Oligo-2: 5'-gatccgaac
aagcgcatgacaatattcaagagatattgtcatgcgcttgttcttttttg
gaaa-3'和5'-agcttttccaaaaaagaacaagcgcatgacaatatc
tcttgaatattgtcatgcgcttgttcg-3'. 将Oligo1, Oligo2根
据退火条件90℃退火3 min, 自然冷却得到退火

产物. Bam H Ⅰ, Hin d Ⅲ双酶切pSilencer3.1-H1
载体质粒, 胶回收大片段, 用T4 DNA连接酶连

接胶回收片段和退火产物, 16℃连接12 h, 连接

产物转化E.coli  DH5a感受态细菌, 氨苄抗性平

板过夜培养, 挑取单克隆. Bam H Ⅰ, Hin d Ⅲ双

酶切后100 g/L SDS-PAGE凝胶电泳产生大小约

为60 bp的片段, 表明连接正确. 进一步测序后

证实序列完全正确, 质粒分别命名为TRF2-Si1
和TRF2-Si2. 根据LipofectamineTM 2000说明书

将TRF2-Si1, TRF2-Si2和空载体质粒分别转染

SGC7901/VCR和SGC7901/ADR细胞, 转染48 h
后改用G418选择培养液, 培养2 mo选取转染组

及对照组细胞克隆, 并用Western blot检测转染

细胞TRF2表达情况, 对转染细胞进行鉴定. 分
别用20 mg/L etoposide或0.4 mg/L ADR处理各

胃癌细胞, 在6 h收获细胞, 三去污裂解液提取

细胞总蛋白, Bradford法进行蛋白定量. 120 g/L 
SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白, 将蛋白条带转移

至硝酸纤维膜上, 50 g/L脱脂奶粉封闭后分别

与TRF2、β-actin抗体及HRP标记的相应二抗孵

育, ECL进行显色, Western blot检测蛋白表达. 细
胞接种于96孔板, 分别在1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 d进
行检测. 每孔加入新鲜配制的MTT溶液(5 g/L) 
20 µL, 37℃培养4 h, 每孔加入DMSO 150 µL, 
振荡10 min, 在490 nm波长处测吸光度值, 以时

间为横坐标、平均吸光度值为纵坐标, 绘制细胞

生长曲线.
统计学处理 采用SPSS 13.0统计学软件, 进

行ANOVA和GLM repeated measures分析.

2  结果

2.1 载体的构建和鉴定 根据pSilencer3.1-H1载体

要求设计两对小干扰RNA, 与载体连接构建质

粒TRF2-Si1和TRF2-Si2(图1). Bam H Ⅰ, Hin d Ⅲ
双酶切鉴定, 产生大小约为60 bp的片段(图2泳
道2和3), 表明为正确连接的TRF2-Si1和TRF2-
Si2. 进一步测序后证实序列完全正确.
2.2 载体的转染和鉴定 将TRF2-Si1, TRF2-Si2和
空载体质粒分别转染SGC7901/VCR和SGC7901/
ADR细胞, 经G418选择培养后建立稳定转染细

胞系. 用Western blot检测etoposide或ADR处理后

TRF2表达, 结果显示, 与空载体转染细胞及未转

染对照细胞相比, 转染TRF2-Si1或TRF2-Si2后, 
细胞TRF2表达明显降低(图3).
2.3 细胞生长增生速度的检测增生速度的检测速度的检测 采用MTT法测定

细胞生长曲线, 结果显示: 与空载体转染细胞及

未转染对照细胞相比, 转染细胞的吸光值无明显

改变(P >0.05), 对数生长期均出现在3-8 d(图4). 
提示转染对胃癌细胞生长增生速度无明显影响.增生速度无明显影响.速度无明显影响.

3  讨论

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 化疗仍为其

主要的治疗手段, 但由于存在耐药性和毒副作

用, 效果不尽人意. 因此迫切需要寻求新的治疗

途径. 大部分的化疗药物通过损伤DNA发挥作

用, 而有效的DNA修复是肿瘤细胞对治疗产生

■创新盘点
本研究中构建了
TRF2 siRNA载体, 
并建立了稳定转
染细胞株, 为进一
步探索TRF2的功
能及其与胃癌耐
药的关系提供了
材料和条件.
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耐受的重要原因[3]. 因此, 抑制DNA修复是提高

DNA损伤类治疗方式效果的有效方法, 最近已

有一些抑制DNA修复蛋白的药物如MGMT抑制

剂, PARP抑制剂, 甲氧胺等进入临床试验[4-6], 在
与化疗或放疗的联合使用中显示了良好的前景. 
不久的将来, DNA损伤修复抑制很可能成为肿

瘤常规治疗的一部分[7].
端粒是位于染色体末端的D N A-蛋白结

构, 由TTAGGG重复序列和大量的端粒结合蛋

白组成[8]. 由六个端粒结合蛋白TRF1, TRF2, 
POT1, TIN2, TPP1和Rap1组成的复合体起着

保护端粒的作用, 被称为是遮蔽蛋白[9]. 其中端

粒重复序列结合因子TRF1和TRF2是两个主要

的端粒结合蛋白, 他们通过相互作用来维持端

粒的正常结构和功能[10-11]. TRF2在保护端粒中

的作用有以下几个方面: 抑制非同源末端连接

(nonhomologous end-joining, NHEJ), 防止不同

染色体末端的融合[12]; 抑制端粒间的同源重组

(homologous recombination, HR)[13]; 防止t-loop插
入部位被认为是Holliday junction而被切除[14], 导
致端粒的缩短. 关于端粒与肿瘤耐药的关系, 以
往的研究集中于对端粒酶活性和端粒长度的检

测, 但结论仍然存在争议[15-16]. 最新研究发现化

疗药物或射线引起的DNA损伤能使TRF2表达

增高, 或同时伴有端粒酶活性增高, 是DNA损伤

反应的早期事件[17]. 而且TRF2在DNA损伤部位

的聚集早于其他DNA损伤反应因子ATM、Nbs1
等; TRF2的过表达能够抑制ATM依赖的DNA损

伤反应[18-19]. 在端粒, TRF2与DSBs修复的蛋白

图  2  重组载体TRF2-Si1和TRF2-Si2的酶切鉴定(SDS-PAGE). 

1: DNA ladder; 2: TRF2-Si1/BamH Ⅰ+Hind Ⅲ; 3: TRF2-

Si2/BamH Ⅰ+Hind Ⅲ; 4: pSilencer3.1-H1/BamH Ⅰ+Hind 
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图  3  TRF2在胃癌细胞的表达(Western blot).
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图  4  胃癌细胞的生长曲线(MTT法). 
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如Ku, DNA PKcs, ERCC1/XPC, WRN等有相互

作用[20-22]; TRF2还能与ATM直接作用[23]. 因此, 
TRF2可能是通用的DNA损伤修复因子, 而不

仅仅是端粒结合因子[2]. 随着端粒酶和TRF2与
DNA损伤修复关系的发现, 关于端粒功能的研

究变得更加广泛, 也提示我们端粒可能通过干

扰DNA损伤反应参与肿瘤耐药的发生. 
ADR和etoposide是临床常用的肿瘤化疗药

物, 主要作用机制为抑制DNA拓扑异构酶, 导
致DNA双链断裂[24]. SGC7901/VCR和SGC7901/
ADR是由SGC7901诱导的多药耐药衍生胃癌

细胞系 [25-26],  我们在前期研究中发现A D R和

etoposide能使胃癌细胞TRF2的表达增高, 而且

在SGC7901/ADR和SGC7901/VCR中的表达显

著高于SGC7901. 此次实验, 我们设计了两个

TRF2 siRNA真核表达载体, 分别转染SGC7901/
ADR和SGC7901/VCR细胞建立稳定转染细胞

株. 转染后均可明显抑制TRF2表达, 并对细胞的

生长无明显影响. 本实验为进一步探索TRF2的
功能及其与胃癌耐药的关系提供了材料和条件. 
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Abstract
AIM: To study the roles of simple fetal hypoxia, 
or combined with high-fat diet and the second 
hypoxia, in adiposis hepatica of offspring rats.

METHODS: Rat intrauterine hypoxia models 
were established, and then their offspring were 
exposed to high-fat diet or/and second hypoxia. 
The histogram of hepatic ultrasound was mea-
sured by B-ultrasound examination. Pathologi-
cal observation was performed by HE staining 
for calculating the number of fatty degenerative 
hepatic cells in the offspring rat with CMIAS 
system�.

RESULTS: The number of the fatty degenera-
tive cells in liver tissues was significantly differ-
ent between the intrauterine hypoxia group and 
controls, the high-fat diet group and controls, as 
well as between the second hypoxia group and 
controls (F = 13.348, 45.45, 18.541, respectively; 
all P < 0.05). Moreover, there was an interactive 
effect between intrauterine hypoxia and high-fat 

diet, or intrauterine hypoxia and high-fat diet (F 
values for the number of the fatty degenerative 
cells were 5.723 and 5.933, respectively, both P < 
0.05). In addition, a positive correlation (r = 0.810, 
P < 0.05) was observed between the number of 
fatty degenerative cells in the offspring liver tis-
sues and the B-ultrasound gray scale value.

CONCLUSION: Intrauterine hypoxia may in-
crease the risk of fatty liver in the offspring of 
rats exposed to long-term high-fat diet.

Key Words: Intrauterine hypoxia; Fatty liver; Ultra-
sound histogram
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摘要
目的: 探讨宫内缺氧及出生后联合高脂饮食
和追加缺氧对子代大鼠脂肪肝发病的影响. 

方法: 建立大鼠宫内缺氧模型, 并对子代大鼠
施加高脂饮食和追加缺氧干预, 测量子代大鼠
肝脏超声灰阶值, 处死后取肝脏组织, 行常规
HE染色, 用CMIAS多功能真彩色病理图像分
析系统行半自动定量分析肝脏脂肪变性细胞
数目. 

结果: 宫内缺氧、高脂饮食和追加缺氧的主
效应(在脂肪变性细胞数F 值分别为: 13.348, 
45.45, 18.541; 均P <0.05)在脂肪肝发病中均有
促进作用; 在脂肪肝的发病中, 宫内缺氧与高
脂饮食、高脂饮食与追加缺氧间的交互作用
(在脂肪变性细胞数F 值分别为: 5.723, 5.933; 
均P <0.05)存在; 超声灰阶均值与脂肪变性细
胞数间呈正相关(r  = 0.810, P <0.05).

结论: 宫内缺氧可增加子代大鼠对高脂饮食
所致的脂肪肝的敏感性.

关键词: 宫内缺氧; 脂肪肝; 超声直方图

苏瑞娟, 吕国荣, 王振华, 李伯义, 刘彦英, 何韶铮, 金鹏. 宫

■背景资料
流行病学调查发
现, 出生时状况不
良与个体晚年多
种代谢性疾病的
发病有关, 故提出
假说认为先天性
宫内状况不良可
能导致基因突变, 
从而引发个体晚
年多种疾病的发
生, 其中包括糖尿
病、动脉粥样硬
化等.
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0  引言

成人慢性疾病, 包括心血管疾病、代谢性疾病

等的发生, 与胎儿时期在子宫内营养缺乏、缺

氧、胎盘功能不良等因素密切相关, 流行病学

调查亦显示出二者间较高的相关性[1-3], 基于此, 
Barker et al提出了胎儿期宫内不良环境可引起

成人慢性疾病的假说[3]. 脂肪肝作为代谢性疾病

的一种, 正日益引起重视, 有研究表明, 肝脏脂

肪堆积和胰岛素抵抗在非酒精性脂肪肝的发病

中占有重要地位, Samuel et al [4]发现, 高脂饮食

引起的脂肪堆积可致胰岛素抵抗的发生, 从而

引起脂肪肝的发生. 鉴于上述研究结果, 我们建

立大鼠宫内缺氧模型, 并给予高脂饮食及追加

缺氧作为暴露因素, 旨在从动物实验的角度探

讨Barker假说, 并考察宫内缺氧在非酒精性脂肪

肝发病中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 孕龄7 d的SD大鼠20只(大鼠年龄10月
龄, 体质量300-350 g), 75 cm×65 cm×35 cm
的缺氧箱一个, S-450型氧气检测报警仪一台

(IST-AIM公司生产). 压缩氧气(浓度>990 mL/L), 
压缩氮气(浓度>990 mL/L)(由泉州制氧厂提供), 
碱石灰. 高脂饲料(成分: 基础饲料92.3 g/kg, 胆
固醇2 g/kg, 猪油5 g/kg, 胆酸钠0.5 g/kg, 丙基

硫氧嘧啶0.2 g/kg). AlokaSSD-1700彩色超声诊

断仪. 3.5 MHz探头. 100 g/L Na2S溶液.
1.2 方法 孕龄7 d的SD大鼠置入缺氧箱中, 箱内

氧气浓度控制在100±10 mL/L之间, 每日缺氧

8 h, 孕15 d后改为每日缺氧4 h, 直至分娩. 同
时将相同孕龄SD大鼠20只作为对照组, 置入相

同玻璃箱, 持续通入空气, 时间同缺氧组. 将出

生子鼠按三因素两水平析因设计、完全随机原

则分为8组(表1): 正常对照组, 宫内缺氧组, 高脂

饮食组, 追加缺氧组, 宫内缺氧+高脂饮食组, 宫
内缺氧+追加缺氧组, 宫内缺氧+高脂饮食+追加

缺氧组, 高脂饮食+追加缺氧组, 每组6只(雌雄各

3只). 普通饮食喂养子代大鼠至12月龄, 按实验

设计给予高脂饲料喂养至15月龄; 12月龄子代

大鼠给予追加缺氧, 方法同前, 每日缺氧8 h, 共
4 wk. 

将子代大鼠用100 g/L N a2S溶液脱毛后, 

A l o k a S S D-1700彩色超声诊断仪, 探头频率

3.5 MHz, 沿右肋缘下行肝脏扫查, 固定增益条

件(G80, R10)和放大倍数取右肾刚刚消失、肝

裂出现断面冻结, 调出HIST-B功能中自动取样

测量菜单, 取样面积固定为0.5 cm×0.5 cm, 于
距皮肤约0.8 cm处, 肝裂上、下、旁分别取样, 
记录三处的灰阶平均值. 然后将上述子代大鼠处

死, 取肝脏的检测部位组织, 常规固定、包埋制

片及HE染色, 使用CMIAS多功能真彩色病理图

像分析系统(半自动定量分析)计算鼠肝组织单

位视野(系统统一设定)下脂肪变性细胞数目.
统计学处理 采用SPSS 11.0统计软件包对

数据进行分析, 用完全随机分组三因素两水平

析因设计, 并对各因素的主效应及交互作用行

方差分析, 采用线性相关分析超声灰阶均值与

脂肪变性细胞数之间的关系. P <0.05为差异有显

著性意义.

2  结果

2.1 肝组织学表现 常规HE染色, 空白对照组肝空白对照组肝组肝

小叶轮廓清晰, 肝细胞排列整齐, 胞质丰富、均质丰富、均丰富、均

匀淡染, 肝小叶单位(CMIAS病理图像分析系统

统一设定)视野内未见明显脂肪变性细胞(图1A); 
单纯宫内缺氧组可见散在脂肪变性细胞, 固定

单位视野内一般小于10个(图1B), 且程度较轻. 
宫内缺氧+高脂饮食组肝细胞体积变大, 胞质空质空空

泡状(脂滴被溶解), 胞核受挤压偏向一侧(图1C);; 
宫内缺氧+高脂饮食+追加缺氧组病变严重, 一
肝小叶内几乎所有肝细胞均受累(图1D). 单纯追

加缺氧组脂肪变性不明显, 余组肝脏细胞脂肪变

性程度介于上述病变程度之间.
2.2 肝脏脂肪变性细胞计数统计分析结果 宫内

缺氧与无宫内缺氧之间、高脂饮食与无高脂饮

食之间、追加缺氧与无追加缺氧之间, 子代大鼠子代大鼠

肝组织脂肪变性细胞数均有显著差异(图2); 宫
内缺氧与高脂饮食之间、高脂饮食与追加缺氧

之间存在交互作用, 宫内缺氧与追加缺氧之间, 

    

表  1   三因素两水平实验设计表 (只)

                                                                        追加缺氧1

                                                                  +                       -

宫内缺氧            高脂饮食                   6                     6

                          普通饮食                   6                     6

无宫内缺氧        高脂饮食                   6                     6

                          普通饮食                   6                     6

1+: 追加缺氧; -无追加缺氧.

■创新盘点
本实验建立哺乳
动物SD大鼠的宫
内缺氧模型, 并将
子鼠喂养至中老
年, 同时暴露于相
关危险因素[高脂
饮食和 ( 或 ) 追加
缺氧] ,  观察宫内
缺氧对脂类代谢
病之一——脂肪
肝的影响.
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宫内缺氧、高脂饮食及追加缺氧三者之间尚不

能认为有交互作用(表2).
2.3 不同干预因素下子代大鼠肝脏灰阶均值统代大鼠肝脏灰阶均值统鼠肝脏灰阶均值统

计分析结果 宫内缺氧与无宫内缺氧之间、高脂

饮食与无高脂饮食之间, 子代大鼠肝脏灰阶均大鼠肝脏灰阶均鼠肝脏灰阶均

值均有显著差异(图2); 宫内缺氧与高脂饮食之

间、高脂饮食与追加缺氧之间存在交互作用; 
宫内缺氧与追加缺氧之间, 宫内缺氧、高脂饮

食及追加缺氧三者之间尚不能认为有交互作用

(表2). 超声灰阶均值与子代大鼠肝脏脂肪变性

细胞数间呈正相关(r = 0.810, P <0.01, 图3).

3  讨论

流行病学调查表明[1-3], 宫内供氧状况不佳的低

■应用要点
探讨宫内缺氧对
成年个体脂肪肝
发病的影响, 为脂
肪肝发病机制的
研究提供新的方
向, 并可为重新认
识宫内缺氧的危
害提供依据, 提高
对胎儿宫内缺氧
的重视, 通过改善
宫内氧供避免或
降低宫内缺氧对
个体的不良影响.

图  2  子代大鼠肝脏直方图的测量.
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图  1  大鼠肝脏组织切片 (HE×400). A: 单纯无宫内缺氧组; B: 单纯宫内缺氧组; C: 宫内缺氧+高脂饮食组; D: 宫内缺氧+高

脂饮食+再缺氧组.

A B

DC

体重儿或头身比例失衡(瘦或矮)新生儿与多

种成人慢性疾病的发病间存在相关性, 如冠心

病、糖尿病、高脂血症等. 本实验中, 我们通过

组织病理学、半自动细胞计数、超声灰阶均值

等三个角度观察到, 宫内缺氧组子代大鼠肝脏

中脂肪变性细胞数目多于同条件下的非宫内缺

氧组, 其差异有统计学意义(F = 13.348, P <0.05). 
可能原因是宫内缺氧引起某些基因表达的改

变, 这一过程由低氧诱导因子-1(HIF-1)介导[5], 
H IF-1的目的基因主要包括调节能量代谢、血

管增生等功能的相关基因, 这些基因受损后可

致能量代谢功能异常, 如胰岛素抵抗等, 而胰

岛素抵抗正是非酒精性脂肪肝发生的重要因素

之一[6]. 据文献报道, 高脂饮食可引起肝脏脂肪
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堆积, 这种堆积削弱胰岛素受体底物-1(insul in 
receptor substrate-1, IRS-1)和胰岛素受体底物

-2(IRS-2)的酪氨酸磷酸化作用, 从而抑制胰岛

素的活性, 这一过程与PKC-ε和JNK-1活性受抑

有关[3]. 此二者可影响IRS-1及IRS-2酪氨酸磷酸

酸化过程并减弱胰岛素促进肝糖原合酶, 将血

浆中葡萄糖转化为肝糖原的活性, 导致胰岛素

抵抗的发生[7]. 当宫内缺氧和高脂饮食二者相加

时, 作用协同, 将更加明显. 本实验中, 宫内缺氧

与高脂饮食的交互作用在脂肪肝的发生中有显

著性意义(F = 5.723, P <0.05), 从动物实验的角

度证实了上述观点. 
宫内缺氧与追加缺氧在脂肪肝的发生中未

见明显作用(F = 1.591, P >0.05), 说明: 高脂饮食

是脂肪肝发生的一个重要条件; 单纯的宫内缺

氧并不一定引起脂肪肝的发生, 可能只是促发

了基础基因的改变. 当宫内缺氧子代成鼠暴露

于高脂饮食下时, 宫内缺氧的作用更加凸现出

来, 宫内缺氧与高脂饮食间的交互作用表现为(F 
= 5.723, P  <0.05). Barker鉴于流行病学显示出胎

儿期宫内营养不良或氧供不佳与个体晚年疾病

   

表  2   各组子代大鼠肝脏脂肪变性细胞数目及灰阶均值

	                                              肝脏脂肪变性细胞数               肝脏灰阶均值

                                                                   F 值                P 值                F 值                  P 值

宫内缺氧                                          13.348          <0.05          25.081           <0.05

追加缺氧                                          18.541          <0.05            3.813           >0.05

高脂饮食                                           45.45           <0.05          39.586           <0.05

宫内缺氧+高脂饮食                            5.723         <0.05            5.272           <0.05

宫内缺氧+追加缺氧                            1.591         >0.05            0.055           >0.05

高脂饮食+追加缺氧                            5.933         <0.05            7.752           <0.05

宫内缺氧+高脂饮食+追加缺氧           6.884          >0.05           1.297           >0.05

干预因素

■同行评价
该研究目的明确, 
实验合理, 研究结
果对于阐明宫内
缺氧与脂肪肝发
生的关系有参考
价值. 统计学分析
方法应用适当, 结
果可信, 图片质量
较好. 文章条理较
清晰.

图  3  超声直方图均值与脂肪变性细胞数呈正相关.
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超声灰阶均值

的发生存在相关性, 提出了Barker假说, 本结果

从动物实验角度给其提供了新的佐证. 另外, 通
过超声直方图测量灰阶均值, 并与病理观察指

标肝脏脂肪变性细胞数目做相关分析, 可以看

出, 超声灰阶均值与脂肪变性细胞间有较好的

相关性(r = 0.810, P <0.01), 表明超声直方图测量

灰阶均值作为超声诊断脂肪肝的一种量化手段, 
可以弥补既往超声诊断依靠经验, 缺乏客观标

准的不足, 与病理学又有较好的一致性, 有一定

的临床价值. 
总之, 本实验的结果为研究多种老年性疾

病的发病机制提供了新的启示和方向, 同时也

引起临床工作者对胎儿时期宫内营养及氧供等

状态的进一步重视, 利于优生优育工作的开展. 
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Abstract
AIM: To develop a simple, convenient, efficient 
and stable animal model of hepatitis B virus 
(HBV) infection, and observe the dynamic 
changes of viral replication as well as expression 
in the model.

METHODS: pcDNA3.1-HBV was delivered into 
BALB/c mice using the hydrodynamic tail vein 
injection method. In a week, the levels of HBsAg, 
HBeAg, anti-HBs, anti-HBe, and anti-HBc were 
determined with time-resolved immunofluoro-
metric assay (IFMA) kit, and the titers of HBV 
DNA were analyzed by fluorogenic quantitative 
polymerase chain reaction (FQ-PCR). In addi-
tion, viral specific proteins (HBsAg and HBcAg) 
in the liver were assayed by immunohistochemi-
cal staining�.

RESULTS: A mouse model of acute HBV infec-

tion was developed successfully. HBsAg expres-
sion reached the peak on day 1, and dropped 
gradually. The level of HBeAg was low, and the 
level of anti-HBc, anti-HBe, and anti-HBs were 
first detected on day 4, 5 and 7, respectively. 
The titers of HBV DNA also peaked on day 1 
and declined thereafter. HBsAg was positively 
scattered in the cytoplasm of hepatocytes, and 
HBcAg was mainly positively expressed in the 
cytoplasm of hepatocytes, too.

CONCLUSION: This is a novel and effective ani-
mal model of HBV infection, in which HBV can 
replicate and express stably.

Key Words: Hydrodynamics; Hepatitis B virus; Ani-
mal model

Ying RS, Fan XG, Li N, Zhu C, Liu HB. Development of a 
Hepatitis B virus infection animal model by hydrodyna-
mics. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(11):1052-1057

摘要
目的: 建立一种简便、有效、稳定的乙型肝
炎病毒(HBV)感染的动物模型, 观察该模型动
物体内不同时间点各种H B V标志物的表达
情况. 

方法: 以流体动力学法尾静脉注射BALB/c
小鼠pcDNA3.1-HBV, 1 wk内检测各种HBV
标志物, 时间分辨免疫荧光分析法(IFMA)检
测血清中HBsAg, HBeAg, 抗HBs, 抗HBe, 抗
HBc, 荧光定量PCR法(FQ-PCR)检测血清HBV 
DNA, 免疫组织化学法检测肝组织HBsAg和
HBcAg. 

结果: 成功建立一种急性HBV感染动物模型, 
第1天血清中HBsAg表达达高峰, 后逐渐降低, 
HBeAg表达量少, 分别在第4、5、7天检测到
抗HBc, 抗HBe, 抗HBs, d1 HBV DNA滴度亦
达高峰, 后渐下降, 免疫组织化学示HBsAg呈
胞质内弥漫性分布, HBcAg亦主要为胞质型
分布.

结论: 以流体动力学法建立的HBV模型是一

■背景资料
抗HBV治疗仍是
目 前 难 题 之 一 . 
HBV宿主范围狭
窄, 且有明显嗜肝
性 ,  建 立 合 适 的
HBV动物模型非
常困难. 目前缺乏
理想的HBV模型
是限制抗HBV药
物发展的主要障
碍之一. 
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种新型有效的HBV感染动物模型, 能稳定较
高水平表达大部分HBV标志物.

关键词: 流体动力学; 乙型肝炎病毒; 动物模型
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0  引言

据统计 ,  全球有3-3.5亿人感染乙型肝炎病毒

(HBV), 每年约有100万人死于乙型肝炎及其并

发症, 而我国则高达9.8%的人为HBV的慢性感

染者. HBV的长期存在, 可以导致肝细胞持续损

害和肝纤维化, 甚至发展为肝硬化、肝癌[1]. 抗
HBV治疗, 阻断肝细胞内肝炎病毒的复制和表

达, 仍是目前难题之一. HBV宿主范围狭窄, 且
有明显嗜肝性, 建立合适的HBV动物模型非常

困难. 目前缺乏理想的HBV模型是限制抗HBV
药物发展的主要障碍之一. 我们拟建立一种简

便有效HBV感染的动物模型, 观察该模型HBV
标志物的表达情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c小鼠, ♀, 6-7 wk, 18-22 g, 购
自中国科学院实验动物中心, 在中南大学湘雅

医学院实验动物学部清洁级环境中饲养 .  含
1.3倍H B V全基因组(a y w亚型)真核表达质粒

pcDNA3.1-HBV由重庆医科大学病毒性肝炎研

究所黄爱龙教授惠赠. HBsAg, HBeAg, 抗HBs, 
抗H B e, 抗H B c定量检测试剂盒(苏州新波生

物技术有限公司); HBV DNA定量检测试剂盒

(上海申友生物技术有限责任公司); 一抗兔抗

HBs(英国Oxford公司), 一抗兔抗HBc(武汉博士

德公司), PV-6001二步法免疫组化检测试剂盒

(二抗山羊抗兔IgG抗体-HRP多聚体, 北京中杉

金桥生物技术有限公司).
1.2 方法 采用流体动力学方法[2-3]. pcDNA3.1-
HBV 60 μg溶于1.8 mL林格注射液(147 mmol/L 
NaCl, 4 mmol/L KCl, 1.13 mmol/L CaCl2)中, 经
45 mm头皮注射针尾静脉4 s内注射完毕, 保持

稳定速度注射. 连续观察7 d, 每个时间点5只
小鼠, 眼眶后静脉丛采血, 离心分离血清; 肝组

织立即40 g/L中性甲醛固定. 同时观察仅注射

1.8 mL林格注射液小鼠, 1, 3, 7 d取血分离血清, 
肝组织固定. 血清中HBsAg, HBeAg, 抗HBs, 抗

HBe, 抗HBc的检测利用时间分辨免疫荧光分

析方法(IFMA), 具体方法见说明书. 检测仪器

为时间分辨免疫荧光测定仪(美国WALLAC公

司). HBV DNA的检测采用荧光定量PCR法(FQ-
PCR). 血清中ALT和TBIL的检测采用日本完全

自动生化分析仪HITACHI7170A. 肝组织HBsAg
和HBcAg的检测采用二步法免疫组织化学方法

并进行DAB染色, 苏木素复染, 兔抗HBs以1∶
200稀释, 兔抗HBc以1∶40稀释, 具体方法见说

明书. 用光镜检测肝组织中HBsAg和HBcAg, 每
只动物取4块肝组织, 每块肝组织观察5个视野, 
每个视野计数100个细胞中HBsAg和HBcAg阳
性细胞数.

统计学处理 采用SPSS 12.0统计分析软件. 
所有数据结果用mean±SD表示. ALT和TBIL的
测定结果采用t检验.

2  结果

全部小鼠予流体动力学法注射后, 无1例发生死

亡, 1只小鼠发生呼吸困难, 予直立数分钟后缓

解. 所有小鼠大剂量溶液注射后, 活动减少, 数十

分钟渐活动如常. 与正常对照组比较, 仅注射大

剂量林格液后, 第1天ALT明显升高, 肝细胞功能第1天ALT明显升高, 肝细胞功能1天ALT明显升高, 肝细胞功能天ALT明显升高, 肝细胞功能ALT明显升高, 肝细胞功能

受到损伤, 第3天ALT轻度升高, 肝细胞功能有所第3天ALT轻度升高, 肝细胞功能有所3天ALT轻度升高, 肝细胞功能有所天ALT轻度升高, 肝细胞功能有所ALT轻度升高, 肝细胞功能有所

恢复, 至第7天完全恢复正常; 注射HBV质粒的第7天完全恢复正常; 注射HBV质粒的7天完全恢复正常; 注射HBV质粒的天完全恢复正常; 注射HBV质粒的完全恢复正常; 注射HBV质粒的

小鼠, 第1天和第3天变化同单纯注射林格液组,第1天和第3天变化同单纯注射林格液组,1天和第3天变化同单纯注射林格液组,天和第3天变化同单纯注射林格液组,和第3天变化同单纯注射林格液组,第3天变化同单纯注射林格液组,3天变化同单纯注射林格液组,天变化同单纯注射林格液组,变化同单纯注射林格液组, 
而第7天 ALT仍高于正常, 表明此时HBV使肝细第7天 ALT仍高于正常, 表明此时HBV使肝细7天 ALT仍高于正常, 表明此时HBV使肝细天 ALT仍高于正常, 表明此时HBV使肝细 ALT仍高于正常, 表明此时HBV使肝细

胞功能受损, 而之前则由注射的大剂量溶液引

起. 所有注射小鼠的TBIL一直保持正常(表1). 
2.1 血清HBV标志物标志物 HBsAg在第1天表达达高第1天表达达高1天表达达高天表达达高表达达高

峰, 为108.9±11.8 μg/L, 后逐渐降低至第7天为第7天为7天为天为为

0. HBeAg表达量少甚至为0. 分别在第4天, 第5第4天, 第54天, 第5天, 第5, 第5第55
天, 第7天检测到抗HBc, 抗HBe和抗HBs, 抗HBc, 第7天检测到抗HBc, 抗HBe和抗HBs, 抗HBc第7天检测到抗HBc, 抗HBe和抗HBs, 抗HBc7天检测到抗HBc, 抗HBe和抗HBs, 抗HBc天检测到抗HBc, 抗HBe和抗HBs, 抗HBc检测到抗HBc, 抗HBe和抗HBs, 抗HBc
和抗HBe分别在第5天和第6天达高峰(图1, 表2).第5天和第6天达高峰(图1, 表2).5天和第6天达高峰(图1, 表2).天和第6天达高峰(图1, 表2).和第6天达高峰(图1, 表2).第6天达高峰(图1, 表2).6天达高峰(图1, 表2).天达高峰(图1, 表2).达高峰(图1, 表2). 
血清HBV DNA滴度第1天亦达高峰, 为7.36×10第1天亦达高峰, 为7.36×101天亦达高峰, 为7.36×10天亦达高峰, 为7.36×10亦达高峰, 为7.36×107

±2.55×107 copies/L, d2降低, 第3天较d2稍高,第3天较d2稍高,3天较d2稍高,天较d2稍高,较d2稍高, 
以后逐渐下降, 至第7天为0(图2)., 至第7天为0(图2).至第7天为0(图2).第7天为0(图2).7天为0(图2).天为0(图2).为0(图2). 
2.2 肝组织HBsAg和HBcAg BALB/c小鼠注射质

粒第1天, 第3天, 第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳第1天, 第3天, 第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳1天, 第3天, 第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳天, 第3天, 第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳, 第3天, 第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳第3天, 第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳3天, 第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳天, 第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳, 第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳第7天, 均有HBsAg和HBcAg阳7天, 均有HBsAg和HBcAg阳天, 均有HBsAg和HBcAg阳, 均有HBsAg和HBcAg阳
性细胞出现. HBsAg第1天表达最强, 呈胞质内弥第1天表达最强, 呈胞质内弥1天表达最强, 呈胞质内弥天表达最强, 呈胞质内弥表达最强, 呈胞质内弥

漫性分布; HBcAg亦主要为胞质型分布(图3-4). 
仅注射林格注射液小鼠第1天肝组织疏松,第1天肝组织疏松,1天肝组织疏松,天肝组织疏松,肝组织疏松, 肝细

胞肿胀、空泡变性, 第3天肝组织开始修复, 出现第3天肝组织开始修复, 出现3天肝组织开始修复, 出现天肝组织开始修复, 出现肝组织开始修复, 出现

一些再生肝细胞, 细胞核大而染色较深, 有的有

双核, 至第7天肝组织基本复常; 注射HBV质粒第7天肝组织基本复常; 注射HBV质粒7天肝组织基本复常; 注射HBV质粒天肝组织基本复常; 注射HBV质粒肝组织基本复常; 注射HBV质粒

小鼠肝组织第1天及第3天和上述小鼠类似, 而第第1天及第3天和上述小鼠类似, 而第1天及第3天和上述小鼠类似, 而第天及第3天和上述小鼠类似, 而第及第3天和上述小鼠类似, 而第第3天和上述小鼠类似, 而第3天和上述小鼠类似, 而第天和上述小鼠类似, 而第和上述小鼠类似, 而第第

■研发前沿
研究者试图寻找
合 适 的 人 H B V
感染的小动物模
型. 小干扰RNA抗
HBV的作用被越
来越多的学者所
重视, 但由于HBV
动物模型受到限
制, 其研究多限于
细胞实验研究. 国
外已有学者采用
流体动力学方法
建立HBV感染动
物模型, 研究小干
扰RNA在此模型
中的抗HBV作用.
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7天出现炎性细胞浸润(图5箭头所示).天出现炎性细胞浸润(图5箭头所示).出现炎性细胞浸润(图5箭头所示).

3  讨论

在人HBV动物模型中, HBV感染黑猩猩模型是

很成功的[4], 亦得到公认. 但黑猩猩数量有限、

来源困难、价格昂贵, 因此难以推广, 有必要寻

找合适的人HBV感染的小动物模型. 而目前应

用较多的人HBV转基因小鼠模型[5-10], 与其他

已有的动物模型相比具有遗传背景清楚, 相对

繁殖周期短, 对HBV单个或多个基因区的整合

图  1  注射HBV质粒小鼠血清HBsAg的检测结果 (n = 5). 图  2  注射HBV质粒小鼠血清HBV DNA的检测结果 (n = 5).

血
清

H
Bs

Ag
 (
mg

/L
)

1         2         3          4         5          6         7
0

140

120

100

  80

  60

  40

  20

t /d 

1           2            3           4            5           6   
0

1

2

3

4

5

6

血
清

lo
g 

H
BV

 D
N

A 

t /d 

图  3  注射HBV质粒小鼠肝组织HBsAg分布情况 (DAB染色). A: 第1天(×100); B: 第3天(×100); C: 第3天(×400); D: 第7天(×100).

A B

C D

    

表  1   小鼠血清中ALT和TBIL的结果 (mean±SD, n = 5)

                                                         ALT (nkat/L)                                                                TBIL (μmol/L)

                                     d 1	          d 3	                   d 7	           d 1	                       d 3	                d 7

正常对照组		      488±105			                 2.08±0.54	

林格液组	            7992±320a	     877±113a        470±85          2.04±0.49         1.99±0.49         1.99±0.33

HBV质粒组         7975±300a	     872±103a        770±52ac        1.98±0.49         1.95±0.34         2.00±0.28

aP<0.05 vs 正常对照组; cP<0.05 vs 林格液组.

分组

■创新盘点
尝试采用流体动
力 学 法 仅 注 射
H B V 质 粒 ( 国 外
学者同时注射转
座子质粒)即能有
效、稳定地表达
大部分HBV标志
物.
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与表达及致病作用可分层次系统研究等特点. 
HBV转基因小鼠不仅可以研究HBV感染过程和

感染后的免疫病理改变[11], 还有助于发展新的

抗病毒治疗方法[12-13]. 但HBV转基因鼠存在一些

缺陷, 如HBV是整合在宿主染色体上的, 没有经

过和靶细胞受体结合穿透的过程, 与自然感染

图  4  注射HBV质粒小鼠肝组织HBcAg分布情况 (DAB染色). A: 第1天(×100); B: 第1天(×400); C: 第3天(×100); D: 第7天(×100).

图  5  注射HBV质粒小鼠肝组织病理改变 (HE染色). A: 注射林格液第1天(×100); B: 注射林格液第3天(×100); C: 注射林格液

第7天(×100); D: 注射HBV质粒第7天(×100); E: 注射HBV质粒第7天(×400).

A B

C D

    

表  2   注射HBV质粒小鼠抗体的检测结果 (mean±SD, n = 5)

抗体	                          d 4	                            d 5	                          d 6	                          d 7

抗HBc (kNCU/L)	 0.52±0.05	 14.66±0.60	 0.70±0.07	 0.61±0.07

抗HBe (kNCU/L)	 0	                   0.61±0.05	 1.31±0.09	 0.68±0.08

抗HBs (IU/L)	 0	                   0	                  0	                 9.23±0.14

■应用要点
该模型的优点是: 
方法简单易行, 各
种乙肝标志物表
达产量均较高; 该
模型HBV具有肝
特 异 性 ;  该 模 型
的许多特点类似
于人体自然感染
HBV的过程 ,  因
而对于深入研究
人体对HBV的免
疫反应有重要帮
助. 但该模型亦存
在不足, 他是急性
HBV感染的动物
模型, 不能用来研
究慢性HBV感染
者, 或许可采用使
动物暂时免疫抑
制等方法, 诱导慢
性或持续性HBV
携带状态.

←

A B C

ED

←
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不同; 操作复杂, 整体费用高等. Liu et al [2-3]用流

体动力学法(hydrodynamics)将单纯的未用病毒

等载体包装的质粒DNA通过尾静脉注射入小鼠, 
短时间内全身各检测器官外源基因均得到有效

表达(1 wk内均有表达, 8 h达高峰), 其中肝组织

外源基因表达产量最高. 这种方法的技术要点

是注射的质粒DNA溶于大剂量生理溶液(约为

小鼠体质量的8%-12%, 和整个小鼠的血容量相

当), 并于短时间注射完毕(4-8 s). 流体动力学法

的原理是快速注射的大剂量溶液量超过了心输

出量, 因而溶液储积于上腔静脉, 随之产生高流

体静脉压, 使得溶有质粒DNA的溶液较快流向

全身各组织; 同时质粒DNA与血液的短时间接

触避免了血液中的大量核酶的降解. 而肝脏是

机体最大的脏器, 组织结构疏松易于扩张, 因而

基因表达产物最丰富. 流体动力学法注射的是

质粒DNA, 一般实验室能常规制备, 免除了载体

方法转移基因所需的繁琐病毒载体准备、纯化

及安全性等问题; 而以前采用的局部注射质粒

DNA法, 需定点注射或外科手术[14-20], 并且基因

表达产量不高, 因而流体动力学法是一种简便

有效的外源基因转移方法, 可广泛用于研究基

因功能、基因调节和蛋白表达等许多领域, 尤
其对于嗜肝表达基因更显示出优越性. 

Yang et al [21]采用流体动力学法注射HBV质

粒, 成功构建了急性HBV感染的小鼠模型. 作者

同时尾静脉注射pT-MCS-HBV1.3和促进基因

整合的转座子质粒pCMV-SB. 注射后第1天, 肝
组织各种转录本, 3.5, 2.4和2.1 kb表达达高峰, 
伴随着血清中产生高滴度的HBsAg和HBeAg, 
5.7%肝细胞HBcAg阳性, 此时肝组织病毒复制

中间体(单链DNA)少. 到第4天, 病毒RNA大量

减少, 血清中HBsAg和HBeAg的产量随之降低, 
而病毒复制中间体(单链DNA)则相当丰富, 是
3.5 kb转录本逆转录的结果. HBV RNA和DNA
复制中间体的量从第4天到第7天维持稳定的

水平, 血清中HBsAg和HBeAg在这期间逐渐减

少至消失, 并依次出现了抗HBc、抗HBe和抗

HBs(类似于人体HBV自然感染), 因而作者认

为后期病毒抗原的减少是抗体出现即动物免疫

反应的结果. 血清中HBV DNA在第1天未出现, 
第3天约1.5×109 copies/L, 第6天量最多约8×
109 copies/L, 而此后渐渐减少. Suzuki et al [22]用

同样方法将1.5倍长度adw2亚型HBV基因组注

射入5 wk BALB/c♀小鼠, 约3%的肝细胞表达

HBcAg; HBV DNA在血液内持续1 wk, HBsAg

持续2 w k, 随后可检测到表面抗体 .  国内吴

莹 e t a l [23]亦用此法建立了急性HBV感染动物

模型. 该模型的优点是: 方法简单易行, 各种乙

肝标志物表达产量均较高; 区别于Guidotti[10]建

立的HBV转基因模型的泛嗜性, 该模型HBV具

有肝特异性; 该模型的许多特点类似于人体自

然感染HBV的过程, 因而对于深入研究人体对

HBV的免疫反应有重要帮助. 但该模型亦存在

不足, 他是急性HBV感染的动物模型, 不能用来

研究慢性HBV感染者, 另外, 这种小鼠肝组织内

也不能测到HBV共价闭合环状DNA(covalently 
closed circular DNA, cccDNA). 

本实验为国内较早采用流体动力学法进行

外源基因转移. 尾静脉注射pcDNA3.1-HBV(未
注射pCMV-SB), 注射后第1天, 血清中产生的

HBsAg和HBV DNA达高峰, 肝细胞HBcAg阳
性率远远大于Yang构建的小鼠模型, 平均达到

75.0%, 同时观察了HBsAg表达情况, 其阳性率

达到89.9%, 与Song et al [24]构建模型的外源基因

在肝细胞表达率相似, 这与采用的动物种属、

质粒种类等原因有关. 该模型HBeAg表达量少, 
可能原因如下: 未同时注射转座子质粒pCMV-
SB; Yang采用的真核表达质粒与pcDNA3.1相比

能较好促进HBeAg在动物体内表达; 实验动物

不同等. 与Yang的模型类似, 随着时间的延长, 
血清中的HBsAg逐渐减少至消失, 依次出现了

抗HBc, 抗HBe和抗HBs, 但HBV DNA并没有逐

渐升高而是降低的, 可能与仅注射HBV质粒有

关. 肝细胞HBcAg阳性率在第3天和第7天分别

为50.1%和31.8%, 并且可明显观察到HBcAg的
分布从第1天小叶周边转向第3天小叶中央静脉

周围; HBsAg阳性率在第3天和第7天也很高, 分
别为80.0%和59.8%. 并且从第7天开始, 肝组织

也出现炎性细胞浸润. 总之, 该模型HBsAg表达

丰富; 虽然血清HBeAg表达量低, 但血清HBV 
DNA滴度较高, 肝组织HBcAg表达丰富, 能较好

反应HBV复制水平. 因而, 我们成功构建了一种

简便、有效、稳定的HBV感染动物模型, 为进

一步研究RNA干扰[25-26]动物体内抗HBV打下坚

实的基础. 
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Abstract
AIM: To study the pathogenesis of ASC (apop-
tosis-associated speck-like protein containing a 
Caspase recruitment domain) in acute lung injury 
(ALI) induced by severe acute pancreatitis (SAP) 
and the effect of Chinese medicine Qingyitang on 
the expression of ASC and cytokines in rats.

METHODS: Forty Sprague Dawley (SD) rats 
were randomized into four groups: sham opera-
tion group (SHAM, n = 10), ALI models (ALI, 
n = 10), ALI + Sandostatin (SS, n = 10), ALI + 
Qingyitang (QYT, n = 10). ALI during SAP was 
induced by retrograde infusion of 15 g/L so-

dium deoxycholate into the bili-pancreatic duct 
in SD rats. All the rats were killed 24 hours after 
operation and treatment. Serum amylase was 
measured by an automated HITACHI analyzer. 
The level of myeloperoxidase (MPO) in pulmo-
nary tissues was measured by enzyme chemistry 
assay. Serum interleukin-1β (IL -1β) protein was 
measured by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). The expression of ASC mRNA 
and protein in pulmonary and pancreatic tis-
sues were detected by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT- PCR) and immu-
nohistochemistry, respectively. The severity of 
pulmonary injuries was evaluated by MPO, the 
ratio of wet to dry lung tissues and pathological 
changes of rat pulmonary tissues.

RESULTS: The serum amylase and IL-1β protein 
levels were increased significantly in group ALI 
in comparison with those in SHAM group, re-
spectively (77 632 ± 5934 nkat/L vs 16 303 ± 1450 
nkat/L and 386.26 ± 50.54 ng/L vs 99.11 ± 18.43 
ng/L, both P < 0.01), but they were decreased 
significantly in QYT group (17 420 ± 1867 nkat/
L vs 77 632 ± 5934 nkat/L, 105.23 ± 20.21 ng/L vs 
386.26 ± 50.54 ng/L, both P < 0.01) and group SS 
(20 437 ± 123 nkat/L vs 77 632 ± 5934 nkat/L and 
109.63 ± 19.98 ng/L vs 386.26 ± 50.54 ng/L, both 
P < 0.01) as compared with those in ALI group. 
The expression of ASC mRNA and protein were 
highly up-regulated in ALI group as compared 
with those in SHAM group (24.86 ± 5.23 vs 54.12 
± 7.91, P < 0.01), but they were down-regulated 
in QYT group (49.48 ± 8.13 vs 24.86 ± 5.23, P < 
0.01) and SS group (48.69 ± 5.87 vs 24.86 ± 5.23, 
P < 0.01). The level of MPO (18.67 ± 1.17 nkat/g 
vs 4.68 ± 0.33 nkat/g, P < 0.01), the ratio of wet 
to dry lung tissues (9.98 ± 0.47 vs 6.32 ± 0.28, P < 
0.01) and pathological changes of rat pulmonary 
tissues were increased significantly in ALI group 
in comparison with those in SHAM group, cor-
relating with the severity of SAP, but they were 
decreased in QYT group (5.33 ± 0.50 nkat/g vs 
18.67 ± 1.17 nkat/g and 7.02 ± 0.34 vs 9.98 ± 0.47, 
both P < 0.01) and group SS (5.16 ± 0.83 nkat/g 
vs 18.67 ± 1.17 nkat/g and 6.78 ± 0.33 vs 9.98 ± 

■背景资料
急性胰腺炎肺损
伤的发病机制与
IL-1β大量释放关
系密切, IL-1β的
释放与Caspase-1
有关, ASC具有激
活Caspase-1的作
用 ,  这 一 炎 症 反
应过程已被实验
证实. 但是, ASC
是 否 通 过 激 活
Caspase-1增加IL-
1β的释放导致胰
腺炎肺损伤尚未
见报道. 
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0.47, both P < 0.01).

CONCLUSION: The expression of ASC plays 
an important role in the pathogenesis of ALI in-
duced by SAP. Qingyitang can protect lung from 
ALI induced by SAP by decreasing the expres-
sion of ASC and release of IL-1β in rats.

Key Words: Acute lung injury; Severe acute pan-
creatitis; ASC; Interleukin-1β

Ren SY, Chen HL. Role of apoptosis-associated speck-
like protein containing a Caspase recruitment domain in 
pathogenesis of lung injury induced by severe acute pan-
creatitis in rats and effect of Qingyitang on its expression. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(11):1058-1063

摘要
目的: 探讨ASC(apoptosis-associated speck-
like protein containing a Caspase recruitment 
domain)在胰腺炎肺损伤发病机制中的作用及
中药清胰汤对胰腺炎肺损伤大鼠ASC及其相
关的细胞因子表达的影响. 

方法: SD大鼠40只, 随机分4组: 假手术组、

胰腺炎肺损伤组、清胰汤治疗组、善宁治疗
组. 采用15 g/L去氧胆酸钠逆行注入胰胆管诱
发胰腺炎肺损伤模型. 通过自动生化分析仪
检测大鼠血清淀粉酶; 采用ELISA法测定血清
IL-1β水平; RT-PCR检测肺组织ASC mRNA的
表达; 免疫组织化学法检测肺组织和胰腺组
织ASC蛋白的表达. 通过检测肺组织髓过氧化
物酶(MPO)活性、肺湿/干质量比值和肺组织
病理切片判定肺损伤程度. 

结果: 胰腺炎肺损伤组血清淀粉酶和IL-1β水
平较假手术组显著升高(77 632±5934 nkat/L 
vs  16 303±1450 nkat/L, P <0.01和386.26±
50.54 ng/L vs  99.11±18.43 ng/L, P <0.01). 清胰
汤治疗组血清淀粉酶(17 420±1867 nkat/L)和
IL-1β(105.23±20.21 ng/L)水平较肺损伤组血
清淀粉酶(77 632±5934 nkat/L, P <0.01)和IL-
1β水平(386.26±50.54 ng/L, P <0.01)明显下降. 
善宁治疗组血清淀粉酶(20 437±123 nkat/L)
和IL-1β水平(109.63±19.98 ng/L)较肺损伤组
血清淀粉酶(77 632±5934 nkat/L, P <0.01)和
IL-1β水平(386.26±50.54 ng/L, P <0.01)明显下
降. 假手术组肺组织内ASC mRNA表达较弱. 
胰腺炎肺损伤组肺组织及胰腺组织内ASC蛋
白表达较假手术组显著上调, 其灰度值有显著
性差异(24.86±5.23 vs  54.12±7.91, P <0.01和
25.46±4.21 vs  52.32±8.10, P <0.01), 清胰汤治
疗组两者表达显著下调(48.97±7.45 vs  24.86

±5.23, P <0.01和49.48±8.13 vs  25.46±4.21, 
P <0.01). 善宁治疗组两者的表达亦显著下调
(48.69±5.87 vs  24.86±5.23, P <0.01和49.11±
6.41 vs  25.46±4.21, P <0.01). 清胰汤治疗组和
善宁治疗组肺组织MPO活性减低(5.33±0.50 
nkat/L vs  18.67±1.17 nkat/L, P <0.01和5.16±
0.83 nkat/L vs  18.67±1.17 nkat/L, P <0.01), 肺
湿/干质量比值下降(7.02±0.34 vs  9.98±0.47, 
P <0.01和6.78±0.33 vs  9.98±0.47, P <0.01), 肺
组织损害程度明显减轻.

结论: ASC在大鼠胰腺炎肺损伤发病机制中
起到一定的作用, 中药清胰汤通过下调ASC及
其相关细胞因子IL-1β的表达起到治疗胰腺炎
肺损伤的作用.

关键词: 重症急性胰腺炎; 肺损伤; ASC; 白细胞介
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
合并急性肺损伤(acute lung injury, ALI)的死亡

率较高[1-2], 其发病机制尚未完全明了. 研究证

明, 其发病机制与细胞因子特别是白细胞介素

-1β(IL-1β)的过度产生有重要关系[3-4], 而IL-1β的

产生依赖于半胱氨酸蛋白酶-1(又称白细胞介素

-1转化酶, Caspase-1/ICE)[5-7], Caspase-1的活化有

赖于ASC(apoptosis-associated speck-like protein 
containing Caspase recruitment domain)[8-12], ASC
是否在SAP时ALI的发病机制中起一定的作用, 
目前尚未见报道. 我们应用大鼠制成SAP诱发

ALI模型, 探讨ASC在SAP诱发ALI时的发病机

制, 并应用中药清胰汤对胰腺炎肺损伤大鼠进行

治疗, 通过观察ASC表达的变化, 探讨清胰汤治

疗胰腺炎肺损伤的机制, 为临床更好的应用清胰

汤治疗胰腺炎肺损伤奠定理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康S D大鼠40只(大连医科大学实

验动物中心提供), 雌雄不限, 清洁级, 体质量

220-250 g. 随机分为4组, 每组10只大鼠: 假手术

组(SHAM组), 胰腺炎肺损伤组(ALI组), 中药清

胰汤治疗组(QYT), 善宁治疗组(SS). 以15 g/L去
氧胆酸钠逆行注入胰胆管诱发胰腺炎肺损伤模

■创新盘点
本文通过动物实
验证实了ASC与
胰腺炎肺损伤有
关, 并通过药物干
预探讨对胰腺炎
肺损伤的治疗.
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型. 术前动物禁食12 h, 不禁水. 用20 g/L氯胺

酮(100 mg/kg)腹腔注射麻醉. 无菌条件下正中

切口入腹, 在十二指肠乳头对侧肠壁插入1 mL 
小注射器针头经胆胰管十二指肠乳头开口入胆

胰管, 同时在胆管出肝门处用小动脉夹夹闭, 逆
行注入15 g/L去氧胆酸钠(1 mL/kg)30 s注射完

毕. SHAM组剖腹后只翻动胰腺, 不注射药物. 清
胰汤治疗组在造模后立即灌胃给清胰汤(清胰汤

组成: 茵陈20 g、栀子20 g、大黄20 g、芒硝

20 g、木香15 g、柴胡5 g、元胡15 g、白芍

15 g、甘草6 g、当归15 g、双花20 g、连翘

20 g, 由大连医科大学附属第二医院中药制剂

室制成浓度为1 kg/L, 灭菌处理后置瓶装冰箱

存放). 造模后12 h再次灌胃1次剂量: 10 mL/kg. 
善宁治疗组: 分别于造模后立即皮下注射1次及

造模后12 h再次皮下注射1次, 剂量: 20 mg/kg; 
在制模后24  h,  下腔静脉采血3-4  m L ,  离心

(4000 r/min, 10 min), 获血清, 置-70℃冷藏备用. 
取右肺下叶肺组织和相同部位胰腺组织行RT-
PCR检测. 另取胰腺组织和右上叶肺组织甲醛固

定、石蜡包埋.
1.2 方法 

1.2.1 肺湿/干质量比值测定 动物放血致死后取

左肺叶称湿质量, 置60℃烤箱连续烘烤24 h, 去
除水分称肺干质量. 肺湿质量系数 = (肺湿质量-
肺干质量)/肺干质量×100%. 
1.2.2 肺组织MPO活性测定 采用酶化学法, 按试

剂盒(南京建成生物工程研究所提供)操作程序

进行. 
1 . 2 . 3  血 清 淀 粉 酶 水 平 测 定  采用酶法 ,  由
HITACHI自动生化分析仪测定. 
1.2.4 RT-PCR检测肺组织ASC表达 采用Trizol试
剂(GibcoBRL公司提供)抽提大鼠新鲜肺组织总

RNA. RT-PCR反应采用一步法(试剂盒由大连宝

生物工程公司提供). PCR反应条件: 94℃预变性

1 min, 98℃变性10 s, 55℃退火30 s, 72℃延伸

70 s, 循环30次, 72℃延伸70 s, 最后降至4℃结

束反应. ASC引物由大连宝生物公司合成, 引物

序列如下: ASC(526 bp): 上游: 5'-CACGAGATG

CCATCCTGGAC-3'; 下游: 5'-AAGGCCTCAAG
GAACAAGT-3'. 将PCR产物在琼脂糖凝胶中电

泳后采用凝胶成像系统摄影. 
1.2.5 胰腺和肺组织ASC蛋白免疫组织化学检测

采用S-P法 用PBS代替一抗作为阴性对照. 结果

判定标准: 每只大鼠胰腺和肺组织标本取两张

切片置于Olympus多功能显微镜(Olympus BX51, 
Japan)观察并摄像. 在0.5 cm×1.0 cm的样品

截面上, 每张切片随机选择5个高倍视野, 应用

CA6300彩色图像分析系统进行定量灰度扫描, 
求出给定面积内的灰度值. 染色愈深, 在监视器

上愈暗, 灰度值愈小. 
1.2.6 血清IL-1β定量测定 采用ELISA法, 按试剂

盒(B&C公司提供)操作程序进行.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示. 通

过SPSS 11.0统计软件, 采用单因素方差分析对

各组均数进行显著性检验, P <0.05具有显著性

差异.

2  结果

2.1 肺组织病理形态学改变 光镜下SHAM组肺

组织正常, 而ALI组肺泡壁增厚, 肺间质水肿, 大
量炎性细胞浸润. ALI模型组可见肺间质高度充

血, 大部分肺泡间隔明显增宽, 肺泡腔部分融合, 
部分萎缩. 肺间质大量中性粒细胞浸润, 尤以小

静脉和小支气管周围多见. 部分小支气管上皮

细胞脱落腔内有红细胞. 两治疗组肺组织炎症

反应明显减轻(图1).  
2.2 肺湿/干质量比值测定 ALI组肺湿/干质量比

值明显增加, 与对照组比有显著性差异(P <0.01), 
两治疗组与ALI组比较有显著性差异(P <0.01), 
而两组之间无明显差异(P >0.05)(表1). 
2.3 肺组织MPO活性测定结果 AL I组MPO活

性明显增高 ,  与S H A M组比较差异有显著性

(P <0.01). 而两治疗组明显下降, 与ALI组比较差

异有显著性(P <0.01). 两治疗之间无显著性差异

(表1). 
2.4 血清淀粉酶的变化 S H A M组血清淀粉酶

水平较低; ALI组血清淀粉酶水平显著升高, 与

图  1  肺组织病理形态学改变 (×200). A: ALI组; B: QYT组; C: SS组; D: SHAM组.

A B C D■应用要点
本研究为今后在
治疗胰腺炎肺损
伤中, 能够对炎症
反应过程中早期
阻断炎症反应通
路(如ASC抑制物
的研究)提供部分
参考.
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SHAM组相比, 其差异有显著性(P <0.01). 两
治疗组血清淀粉酶水平较A L I组明显降低

(P <0.01)(表1). 
2.5 RT-PCR方法检测肺组织ASC的表达 SHAM
组肺组织内ASC mRNA表达较弱; ALI组肺组

织内ASC mRNA的表达明显上调, 而两治疗组

与AL I组比较表达明显下调, 两治疗组间ASC 
mRNA表达无明显差异(图2). 
2.6 胰腺和肺组织ASC蛋白免疫组织化学检测结

果 SHAM组胰腺组织和肺组织内可见ASC蛋白

表达; ALI组胰腺和肺组织内ASC蛋白的表达明

显上调, 与SHAM组比较, 其灰度值差异均具有

显著性(P <0.01), 而两治疗组与ALI组比较差异

有显著性(P <0.01), 两组间ASC蛋白表达的差异

无显著性意义(P >0.05)(图3, 图4, 表1). 
2.7 血清IL-1β水平的变化 SHAM组血清IL-1β水

平较低; ALI组血清IL-1β水平升高, 与SHAM组

相比, 其差异有显著性(P <0.01). 两治疗组血清

IL-1β水平较ALI组明显降低(P <0.01), 而两组之

间无显著差异. 两治疗组与SHAM组之间无显著

差异(表1). 

3  讨论

SAP合并ALI的发病机制尚未完全明了. 目前认

为, 重症急性胰腺炎实质上是一种严重的全身

炎症反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS), 其机制是由于不同的致病因

子引起胰腺腺泡细胞的损伤, 引发活性胰酶的

释放和单核巨噬细胞的激活, 过度激活中性粒

细胞和巨噬细胞, 释放大量炎症介质包括细胞

因子, 再通过这些炎症介质网络, 引起连锁和

放大效应, 即所谓的级联效应(cascades), 导致

多器官损害, 特别是肺功能的损害. 在众多的

炎症细胞因子中, IL-1β和TNF-a在SAP发病过

程中起着重要的作用[3], IL-1β是SAP时导致肺

损伤重要的细胞因子, 而I L-1β的活化有赖于

半胱氨酸蛋白酶-1(又称白细胞介素-1转化酶, 

Caspase-1/ICE). Caspase-1的主要功能之一是将

分子量为31 kDa的IL-1β前体裂解为分子量为

17 kDa的具有生物活性形式的IL-1β, 从而造

成炎症反应. Caspase-1的这种参与炎症反应的

功能已被很多学者证明, 特别是在急性胰腺炎

中, 并且应用Caspase-1抑制物治疗炎症已取得

了一定的效果[5-7]. Caspase-1作为炎症反应中的

重要信号传导物质, 也具有活化形式和非活化

形式, 在炎症反应过程中, Caspase-1前体转变成

有活性的Caspase-1依赖于他的上游传导物质

ASC[8-12]. ASC是近几年发现的新的蛋白质, 他能

诱导Caspase-1的活化, 从而与炎症反应有关. 许
多上皮细胞和白细胞、毛囊、外周血淋巴细胞

都表达ASC. 在严重的炎症部位, 中性粒细胞表

达ASC升高. ASC在Caspase-1信号途径中发挥活

化因子的作用. 而IL-1β的分泌是Caspase-1活化

的结果之一, ASC通过直接与Caspase-1前体或其

CARD(Caspase-1 recruitment domain)作用, 增加

IL-1β的分泌. 
大量的实验证明了ASC能诱导Caspase-1的

活化, 从而证明了他参与炎症反应过程. 但是, 
ASC是否在胰腺炎肺损伤发病机制中起一定的

作用, 尚未见报道. 本文即是基于上述原理推测

ASC在急性胰腺炎肺损伤发病机制中起到一定

的作用, 因而设计了上述实验. 实验结果显示, 
ASC在胰腺炎肺损伤大鼠肺组织和胰腺组织中

     

表  1   实验大鼠各项检查指标检验结果比较 (mean±SD)

组别                 n       血淀粉酶 (nkat/L)   肺湿/干质量比  ASC胰腺 (灰度)   ASC肺脏 (灰度)    肺MPO (nkat/g)    IL-1β (pg/mL)

SHAM组      10        16 303±1450       6.32±0.28      52.32±8.10       54.12±7.91        4.68±0.33      99.11±18.43

ALI组             8        77 632±5934d      9.98±0.47d     25.46±4.21d      24.86±5.23d     18.67±1.17d   386.26±50.54d

QYT组           9        17 420±1867b      7.02±0.34b     48.97±7.45b      49.48±8.13b       5.33±0.50b   105.23±20.21b

SS组             8        20 437±123b        6.78±0.33b     49.11±6.41b      48.69±5.87b       5.16±0.83b   109.63±19.98b 

bP<0.01 vs  SHAM; dP<0.01 vs  ALI. 造模后24 h ALI组、QYT组和SS组大鼠分别死亡2、1和2只.

A           B            C            D

ASC

图  2  RT-PCR方法检测肺组织内ASC mRNA的表达. A: 

QYT组; B: ALI 组; C: SS组; D: SHAM组.

■名词解释
1  A S C :  含 有
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白 ,  是 炎 症 小 体
的重要组成部分. 
他可以使无活性
的Caspase-1前体
转化为有活性的
Caspase-1. 
2  Caspase-1: 半
胱氨酸蛋白酶又
名白细胞介素 -1
转化酶, 他可以使
IL-1β前体转化为
有活性的 IL -1β , 
参与炎症反应. 
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较假手术组表达明显增强, 同时伴有IL-1β和肺

组织内MPO以及血清淀粉酶和肺湿/干质量比值

明显增高, 从而证明了ASC在胰腺炎肺损伤发

病机制中起到一定的作用. 通过15 g/L去氧胆酸

钠逆行注入胰胆管诱发胰腺炎肺损伤模型发现, 
血清IL-1β水平明显升高; 胰腺和肺组织ASC的
表达显著增强, 同时, 血清淀粉酶水平增高. 免
疫组化结果显示ASC染色阳性细胞主要位于胰

腺组织坏死区域和肺内炎性细胞浸润区. 提示

ASC的激活、IL-1β分泌增加与SAP时肺损伤有

密切关系. 结合肺组织MPO水平及胰腺组织的

病理形态学改变, 推测ASC裂解IL-1β前体使之

分泌增加在SAP诱发肺损伤发病过程中均起到

一定的作用. 具有活性的IL-1β发病早期在胰腺

和肺组织内释放和合成, 是介导中性粒细胞和

巨噬细胞引起组织损伤的重要炎症介质, 同时

由于SAP的发生导致全身炎症反应综合征的出

现, 诱使肺组织内浸润大量的中性粒细胞和巨

噬细胞, 因而产生了大量的细胞因子, 特别是IL-

1β的大量产生, 是导致肺损伤的重要因素之一. 
因而, SAP时IL-1β产生的高低是判定胰腺炎肺

损伤严重程度的重要指标. 
临床上SAP的治疗是个难点, 目前通常采

用个体化的综合治疗方案, 其中, 中医中药治疗

SAP是一个很重要的方面, 临床上已有了肯定

的疗效, 特别是中药清胰汤治疗胰腺炎, 经过广

大中西医结合急腹症外科的临床科研工作者的

不懈努力, 已经证实了清胰汤在治疗SAP方面的

有效作用[13-14]. 中医理论认为, 肺与大肠相表里. 
若肺气被邪毒所遏, 失其宣肃, 则喘促息数. 传
入阳明与肠道糟粕搏结, 肺气不通而浊气又不

能从下而出, 扰乱了肺与大肠相表里的生理状

态而出现喘满症. 而清胰汤可泻下热结, 荡涤积

滞, 通畅腑气. 其通腑利肠泻肺实, 使肺气得以

宣发肃降. 清胰汤具有通里攻下的作用, 这在治

疗SAP时具有积极的治疗效果. 他可以通过改善

胃肠道的功能, 促进内毒素的排泄减少炎性介

质和细胞因子的产生和吸收, 从而减轻全身重

A B C

D E

图  3  胰腺组织ASC蛋白免疫组织化学检测结果 (×400). A: ALI组; B: QYT组; C: SHAM组; D: SS组; E: 阴性对照组.

A B C

D E

图  4  肺组织ASC蛋白免疫组织化学检测结果 (×200). A: ALI组; B: QYT组; C: SHAM组; D: SS组; E: 阴性对照组.
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要器官的损害, 达到治疗目的. 中药清胰汤治疗

胰腺炎肺损伤有报道[15], 但是其治疗机制研究较

少. 清胰汤是否可以通过影响ASC及其激活的细

胞因子达到治疗胰腺炎肺损伤的作用, 尚未见

报道. 既然ASC在胰腺炎肺损伤发病中具有一定

的作用, 那么应用中药清胰汤是否可以下调ASC
的表达, 从而达到治疗胰腺炎的作用呢? 我们采

用临床上常用的中药清胰汤方剂对胰腺炎肺损

伤大鼠进行治疗, 通过设立阴性对照组(假手术

组)和阳性对照组(善宁治疗组)观察以上指标来

判定中药清胰汤是否可以通过减少细胞因子来

治疗胰腺炎肺损伤, 判定其是否对ASC及其相关

的细胞因子具有影响, 从而达到治疗胰腺炎肺

损伤的目的. 善宁即生长抑素衍生物, 其化学名

称奥曲肽, 具有通过影响细胞因子治疗SAP肺损

伤的作用[16], 因而作为阳性对照组具有可靠性. 
为了判定肺损伤程度, 我们通过测定肺组织内

MPO活性和肺湿/干质量比值这两项反映肺损伤

程度的指标来判定肺损伤程度是否与血清内IL-
1β、肺组织内ASC mRNA和ASC蛋白的表达相

平行, 并且通过检测肺组织病理切片来判定肺

损伤程度是否与细胞因子的测定值具有一致性. 
结果表明, 肺损伤的严重程度与血清IL-1β测得

值以及肺组织内ASC mRNA和ASC蛋白的表达

程度相平行, 并与血清内淀粉酶活性相一致, 并
且肺组织内和胰腺组织内ASC蛋白表达相一致. 
从实验结果看, 中药清胰汤可以减少血清内IL-
1β, 下调肺组织内ASC mRNA和肺及胰腺组织

内ASC蛋白的表达, 并且与降低肺组织内MPO
活性和肺湿/干质量比值相平行. 从而提示, 减少

血清内IL-1β, 下调肺组织内ASC mRNA和ASC
蛋白的表达是中药清胰汤治疗胰腺炎肺损伤的

重要机制之一. 
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Abstract
AIM: To identify hepatocellular carcinoma (HCC) 
antigens by serological analysis of recombinant 
cDNA expression library (SEREX) and observe 
the expression of hcct-19 in human tissues and 
cell lines.

METHODS: Firstly, a high-quality cDNA li-
brary from human HCC tissue was constructed 
successfully. E.coli transfected with recombi-
nant λTripleX2 phages were plated onto LB-
agar plates. The expression of recombinant 
proteins was induced with isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside (IPTG). The membranes 
were blocked with BSA and incubated with a 1
∶1000 dilution of patient’s serum, which had 
been preabsorbed with transfected E.coli phage 
lysate. Then they were incubated with a 1∶5000 

dilution of the alkaline phosphatase-conjugated 
antibody specific for human IgG. Reactive clones 
were visualized by staining with BCIP/NBT, 
and these clones were subcloned three times to 
obtain monoclonality. Secondly, positive clone 
plaques were randomly picked and tested using 
polymerase chain reaction (PCR) with univer-
sal primers derived from the sequence flanking 
the vector. PCR products were purified and 
sequenced, and the results were analyzed with 
BLAST software in comparison with the known 
genes in GenBank. Thirdly, the positive clone of 
hcct-19 gene expression was detected by PCR in 
normal human tissues of stomach, colon, liver, 
pancreas, kidney, uterus, testicle and bladder, 
human tumor tissues of colon carcinoma, renal 
carcinoma, pancreatic cancer, gastric carcinoma, 
prostatic carcinoma, HCC, ovarian cancer and 
lung cancer, and tumor cell lines of HepG2, Hela, 
MGC-803, PANC-1, PC3, W-549 and SW-480, 
and semi-quantitative reverse transcription PCR 
was used to detect hcct-19 expression in HCC 
and cancer-adjacent tissues.

RESULTS: Firstly, thirty-one positive clones 
were obtained, representing fourteen different 
cDNA sequences (lengths from 324 to 805 bp). 
Ten cDNAs were genes with known functions, 
of which replication factor C 2, NADH dehydro-
genase 1 alpha subcomplex 4 and mitochondrial 
carrier triple repeat 1 were found to be associ-
ated with HCC for the first time. Secondly, the 
cloned hcct-19 was expressed in normal hu-
man tissues of stomach, large intestine, liver, 
pancreas, kidney, uterus, testicle and bladder, 
human tumor tissues of colon carcinoma, renal 
carcinoma, pancreatic cancer, gastric carcinoma, 
prostatic carcinoma, hepatocellular carcinoma, 
ovarian cancer and lung cancer, and tumor cell 
lines of HepG2, Hela, MGC-803, PANC-1, PC3, 
W-549 and SW-480. The level of hcct-19 expres-
sion in HCC tissues was significantly higher 
than that in cancer-adjacent tissues (13.2 ± 2.7 vs 
2.9 ± 0.3, P < 0.05).

CONCLUSION: HCC antigens identified from 
this study contribute to clarify the pathogenesis 
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of HCC, during which hcct-19 may serves as an 
overexpressed gene.
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摘要
目的: 用SEREX方法鉴定HCC表达的肿瘤抗
原, 检测hcct-19的表达谱. 

方法: 将HCC表达文库铺板, IPTG诱导蛋白
质表达, BSA封闭. 同1∶1 000稀释的预吸收
HCC患者血清反应后, 与1∶5 000稀释的羊抗
人抗体反应, 在BCIP/NBT的作用下显色, 挑
取阳性克隆噬菌斑块, 重复筛选和铺板3次, 直
至得到一致的单克隆免疫阳性重组噬菌体. 挑
取阳性克隆噬菌斑, 用载体克隆位点两端的
通用引物进行PCR扩增, PCR产物纯化测序, 
序列结果用BLAST软件同GenBank中的已知
基因进行对比分析. 检测阳性克隆抗原基因
hcct-19在部分正常组织、肿瘤组织及肿瘤细
胞株中的表达, 半定量RT-PCR方法检测阳性
克隆抗原基因在肝癌及癌旁组织中的表达. 

结果: 共得到31个阳性克隆, 代表14个不同的
cDNA序列, 其中10个为已知功能的基因, 4
个为未知功能的基因. 在已知功能的基因中, 
RFC2、NDUFA4及MCART1首次被发现与
HCC有关. hcct-19在部分正常组织、肿瘤组
织及肿瘤细胞株中表达, 在肝癌组织中的表达
强度明显高于癌旁组织(13.2±2.7 vs  2.9±0.3, 
P  < 0.05).

结论: 本实验筛选出的HCC抗原有助于进一
步阐明HCC的形成过程. hcct-19可能作为一
个过量表达的基因参与了HCC的发病过程.

关键词: SEREX; 肝细胞癌; 抗原; hcct-19; 表达谱; 

人组织; 细胞株
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0  引言

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)早
期不易发现, 然而肿瘤细胞的改变可以被免疫

细胞识别并被免疫系统排斥. 用分子生物学和

免疫的方法鉴定出这些改变的基因(肿瘤特异

性/相关性抗原基因)和蛋白, 可为早期诊断及免

疫治疗提供潜在的靶位. 筛选肿瘤抗原的方法

SEREX(serological analysis of recombinant cDNA 
expression library), 即重组克隆表达抗原的血清

学鉴定技术, 最方便和高效. 该方法是用癌症患

者的抗体库来鉴别抗原分子[1], 他的主要特点是

适用于各种肿瘤及能迅速找到抗原的分子特征.
H C C发生、发展的分子基础之一是多基

因表达的特点[2]. 总体上, 对HCC的抗原研究及

以其作为疫苗行免疫治疗尚处于不成熟阶段, 
HCC的抗原及编码的基因还远不清楚, 急需寻

找新的抗原分子及鉴定其表位. 因此, 我们采用

SEREX方法, 从高度分化的HCC组织中提取总

RNA, 构建cDNA表达文库, 以HCC患者自体和

异体的混合血清筛选文库, 鉴定HCC表达的肿

瘤抗原. 期望为HCC的早期诊断和预后提供新

的标记物, 为HCC疫苗的研制及免疫效果监测

打下基础, 并且为探讨肿瘤发生、发展的分子

机制提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 正常人胃、大肠、肝脏、胰腺、肾

脏、子宫、睾丸及膀胱组织标本, 人大肠癌、肾

癌、胰腺癌、胃癌、前列腺癌、HCC、卵巢癌

及肺癌组织标本, 人HCC组织及癌旁组织(癌组

织5 cm以外)标本, 由浙江大学病理教研室、浙

江大学附属二院外科及病理科提供, 并经病理证

实. 肝癌HepG2细胞株、子宫颈癌Hela细胞株、

胃癌MGC-803细胞株及胰腺癌PANC-1细胞株

由浙江大学传染病研究所保存, 肺癌W549细胞

株由浙江大学附属一院呼吸病研究所惠赠, 前
列腺癌PC3细胞株由浙江大学免疫研究所惠赠, 
大肠癌SW-480细胞株由浙江大学病理教研室惠

赠. SMARTTM cDNA Library Construction Kit为
美国Clontech公司产品, E.coli  XL1-Blue为美国

Clontech公司产品, Escherichia coli  phage lysate
为美国Stratagene公司产品, 碱性磷酸酶连接的

Fc片段的特异性羊抗人抗体为美国SouthernBio-
technology Associates公司产品, RevertAidTMM-
MuLV逆转录酶为立陶宛Fermentas公司产品, 
Pyrobest  DNA Polymerase为日本Takara公司产

■研发前沿
本文采用SEREX
方法, 从高度分化
的HCC组织中提
取总RNA,  构建
cDNA表达文库 , 
以HCC患者自体
和异体的混合血
清筛选文库, 鉴定
HCC表达的肿瘤
抗原.
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品, IPTG为美国Promega公司产品, BCIP/NBT
为美国Roche公司产品. 寡核苷酸引物合成由上

海生工公司及上海博亚生物技术有限公司完成, 
DNA测序由上海博亚生物技术有限公司及上海

华大基因公司完成.
1.2 方法

1.2.1 HCC患者组织cDNA表达文库的构建和筛

选 用Trizol方法提取人原发性肝癌组织总RNA
并进行mRNA纯化; 反转录合成单链cDNA, 长
距离PCR方法合成双链cDNA; PCR产物经蛋白

酶K水解、纯化后, 用SfiⅠ酶切; 将酶切产物进

行分级分离, 回收0.4 kb以上的cDNA组分, 并与

λTripEx2载体连接; 连接产物经体外蛋白包装, 
产生未扩增文库; 鉴定文库的滴度和重组效率

(中华传染病杂志  2005; 23: 289-292). 用大肠杆

菌噬菌体裂解液预吸收一抗(HCC患者自体和异

体混合血清): 在TBST(含5 g/L Tween-20的TBS)
缓冲液中按1∶10(V/V)稀释大肠杆菌噬菌体裂

解液, 将4张硝酸纤维膜依次浸入其中, 在室温

下孵育30 min, 30 g/L的BSA封闭, 洗膜; 按1∶5
在TBST中稀释一抗, 依次硝酸纤维膜放到一抗

溶液中, 37℃震摇10 min, 取出硝酸纤维膜, 收集

一抗溶液, 加入0.5 g/L NaN3放在4℃保存. 将噬

菌体重组子转染大肠杆菌XL1-Blue , 在150 mm 
LB/MgSO4琼脂上铺板, 用0.01 mol/L IPTG处理

过的硝酸纤维膜诱导蛋白质表达; TBS洗膜后先

与1∶5000稀释的二抗(碱性磷酸酶-偶联羊抗人

抗体)共孵育, 洗膜后与BCIP/NBT进行显色反应, 
阳性克隆处用针孔标记; 将滤膜与1∶1000稀释

的预吸收一抗共孵育, 洗膜后再与二抗共孵育, 
显色, 没有针孔标记的阳性噬菌斑为对患者血

清反应的阳性克隆; 挑取阳性噬菌斑块, 放置在

1×Lambda稀释缓冲液中, 4℃过夜洗脱; 确定洗

脱液中噬菌体的滴度, 重复筛选和铺板3次, 直至

得到一致的单克隆免疫阳性重组噬菌斑. 挑取阳

性噬菌斑, 用载体克隆位点两端的通用引物进行

PCR扩增, 反应参数为95℃ 3 min; 94℃ 30 s, 55℃ 
30 s, 72℃ 2 min, 30个循环; 72℃ 7 min. PCR产
物纯化后送上海博亚生物技术有限公司及华大

基因公司测序, 测序结果在NCBI所提供的网站

上(http://www.nici.nlm.nih.gov), 用BLAST软件同

Genbank中的已知基因进行同源性分析.
1.2.2 阳性克隆基因的表达谱检测 为了解我们

感兴趣的阳性克隆hcct-19在正常组织和肿瘤组

织中的表达情况, 设计hcct-19的特异性引物, 以
β-actin为内参照, 分别从100 mg正常人胃、大

肠、肝脏、胰腺、肾脏、子宫、睾丸及膀胱组

织, 100 mg人大肠癌、肾癌、胰腺癌、胃癌、前

列腺癌、肝癌 、卵巢癌及肺癌组织, 1×106个

人肝癌HepG2细胞、子宫颈癌He la细胞、胃癌

MGC-803细胞、胰腺癌PANC-1细胞、前列腺

癌PC3细胞、肺癌W-549细胞及大肠癌SW-480
细胞中提取总RNA, RT-PCR法检测hcct-19的
表达. hcct-19的上游引物为: 5'-CTATTGGGT-
GCCATGTTG-3', 下游引物为: 5'-TTCACTA-
ACCCTCTGACCT-3', 长度为390 bp. β-actin
的上游引物为: 5'-CGCCGCGCTCGTCGTC-
G A C A-3 ' ,  下游引物为: 5 ' -G T C A C G C A C-
GATTTCCCGCT-3', 长度为619 bp. PCR参数为: 
95℃ 3 min；94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 1 min, 
β-actin和hcct-19基因扩增的扩增循环数分别为

25个和28个; 72℃ 10 min. 取等量hcct-19基因和

β-actin基因PCR产物在10 g/L琼脂糖凝胶中电

泳, 100 V约30 min, 经数码凝胶成像系统成像, 
用Gel Pro analyzer 4.0软件进行条带灰度分析, 
以β-actin作为内参照, 测定hcct-19基因的相对表

达量. 为了解hcct-19在肝癌组织和癌旁组织中

的表达是否存在差异, 采用半定量RT-PCR方法, 
以β-actin为内参照, 分别检测了20对肝组织和癌

旁组织中hcct-19的表达.
统计学处理 数据采用统计软件SPSS 10.0进

行t检验.

2  结果

2.1 用SEREX方法鉴定出的HCC抗原基因 我们

采用SMART方法构建了HCC的cDNA表达文

库, 初始文库容量为1.37×109 pfu/L, 重组克隆

百分比为97.46%,  cDNA插入片段的平均长度为

0.96 kb. 选用自体和异体HCC患者的混合血清

筛选文库, 经过3轮筛选, 得到31个阳性克隆. 用
载体克隆位点两端的通用引物进行PCR扩增, 产
物纯化测序, 所得基因片段的长度324-805 bp不
等. 测序后的结果经与Genbank进行同源性比较, 
得到14个cDNA片段, 其中10个为已知功能基因, 
4个为未知功能基因(表1), 这些基因从功能上

可分为4类(表2). 在已知功能的基因中, RFC2、
NDUFA4及MCART1首次被发现与HCC有关.
2.2 hcct-19的表达谱 以β-actin为内参照(图1), 
hcct-19目的片段长度为390 bp(图2), PCR产物

测序结果和预期相符. hcct-19在部分正常组织

(图3)、肿瘤组织(图4)及肿瘤细胞株(图5)中均

表达, 但强度较弱.

■创新盘点
本实验所筛选出
的14个基因片段
中, RFC2, NDUFA
4, MCART1, Hypo-
thet ica l  p rotein 
FLJ25976, hcct-22
及hcct-26首次被
发现与HCC有关.
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2.3 hcct-19在肝癌及癌旁组织中的表达 hcct-19
在20例肝癌组织及癌旁组织中均表达, 但在肝

癌组织中的表达强度高于癌旁组织(图6). PCR
产物电泳条带灰度值分析显示, 肝癌组hcct-19
的相对表达量明显高于癌旁组(13.2±2.7 vs  2.9
±0.3,  P <0.05).

3  讨论

热休克蛋白(heat shock protein, HSP)是一组具有

高度保守性质的、与细胞耐受应激损伤关系密

切的蛋白质[3], 并已经被多个实验证实具有良好

的“分子伴侣”和免疫佐剂的效应[4-6]. 在肿瘤

的发生过程中, HSP可作为肿瘤抗原多肽的靶载

体, 参与抗原的递呈和加工, 可在体内诱导特异

性主动免疫. HSPCA(heat shock 90 kDa protein 1 
alpha, HSP90α)在HCC中的表达率明显高于正常

肝脏和癌旁组织[7]. 对乳腺癌及子宫内膜癌等肿

瘤的研究也证实了HSP90α呈高表达且与恶性

■应用要点
本文的实验结果
有助于更好的理
解HCC形成过程
中的分子特征, 为
研究HCC发生、

发展的机制提供
分 子 信 息 ,  并 为
HCC的诊断提供
了候选标记物.

图  1  β-actin的PCR产
物电泳图谱. M: DNA
标记DLW-3000; 1-2:
β-actin.
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图  2  hcct-19的PCR产物电泳
图谱. M: DNA标记SM0321; 1: 
hcct-19.
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表  1  SEREX法筛选HCC表达文库所得的基因片段

Clone	        Gene	                             Identity%	 Accession number	  Location	                 Function                

hcct-1, 14

hcct-3,  6

hcct-4, 21

hcct-5, 8

hcct-7

hcct-9

hcct-11, 15

hcct-12, 16

hcct-13

hcct-18

hcct-19

hcct-22

hcct-26

hcct-29

99%

98%

99%

99%

99%

97%

99%

98%

98%

97%

99%

100%

(21 bp)

96%

(25 bp)

98%

Homo.

EIF3S2

Homo.

RAB4B

Homo.

HSPCA

Homo.

IGFBP2

Homo.

HSP70

Homo.

MAGE-3

Homo

.LDH-A

Homo.

MAGE-1

Homo.

RFC2

Homo.

hypothetical protein 

FLJ25976

Homo.

MCART1

RNA Arabidopsis

thaliana ubiquitin

activating enzyme

Mus musculus

RIKEN cDNA

E130307A14 gene

Homo.

NDUFA4

U39067

NM016154

NM005348

NM000597

NM004134

BC005963

NM010699

BC017555

NM181471

NM174943

NM03342

NM121923

XM211291

NM002489

1p34.1

19q13.2

14q32.33

2q33-q34

5q31.1

Xq28

7q

Xq28

7q11.23

14q24.3

9p13.3-p12

5

10

7p21.3

translation initiation factor 

activity

GTP binding,

GTPase activity

Molecule champerone

insulin-like growth factor 

binding

Molecule champerone

Unknown

Metabolic enzyme

Unknown

nucleotide binding

unknown

binding

ubiquitin-like activating

enzyme activity, NEDD8 

activating enzyme activity

unknown

NADH dehydrogenase

activity

Clone	        Gene	                            Identity (%)	 Accession number	 Location	              Function
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b-actin
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程度相关[8-10]. 肿瘤细胞中突变或异常蛋白质的

存在刺激HSP70的合成, 使其呈现持续的高诱导

表达. HSP70在肝癌组织中表达, 并呈现胞质、

胞膜和胞核的表达差异[11]. 他在肿瘤细胞中异

于正常细胞的定位分布, 在某种程度上反映了

细胞生物学行为的异常, 这与肿瘤自身不断增

生和无限生长的特性相适应, 这种异常的表达

分布可能在诱导抗肿瘤免疫中起到作用. 真核

翻译起始因子3S2(eukaryotic translation initiation 
factor 3 p36 subunit, EIF3S2)在蛋白质的生物合

成中调节翻译的起始. EIF3S2在62%的HCC组

织中过表达, 其同家族EIF3S3和EIF3S10被报道

过在不同的肿瘤中过表达[12-14]. RAB4B(member 
RAS oncogene family)在GTP酶介导的信号传导

过程及囊泡介导的转运过程中, 具有GTP酶的活

性. 有学者报道RAB4B在HCC中表达上调[15]. 胰
岛素样生长因子结合蛋白2(insulin-like growth 
factor binding protein 2.36 kDa, IGFBP2)能抑

制细胞的凋亡、起始了整合素介导的黏附信

号, 肿瘤组织由于产生增多的IGFBP2可以促进

肿瘤细胞的增生和侵袭[16]. 在HCC患者血清中, 
IGFBP2的水平明显高于正常, 甚至部分AFP阴
性病例IGFBP2的水平也升高[17]. 复制因子C2 

(replication factor C2, RFC2)在依赖ATP能量反

应的条件下使DNA聚合酶捆绑在模板上向前延

长DNA合成链. 目前, 还认为他与PCNA一起参与

细胞DNA损伤后的错配修复和切除修复机制[18]. 
因此, 他可以对抗细胞凋亡.

肿瘤细胞繁殖过快, 能量消耗剧增, 糖酵

解增加的结果导致产生过多的乳酸, 因此, 乳
酸脱氢酶-A(lactate dehydrogenase 1, A chain, 
LDH-A)水平明显升高. 最近发现, LDH-A是

一个直接的c-Myc反应基因, c-Myc在持续的

转化过程中激活L D H-A来保证能量供应 [19]. 
在原发性肝癌 ,  有报道说血清乳酸脱氢酶

(serum lactate dehydrogenase, S-LDH)的水平

与S-AFP相比, 与临床关系更紧密[20]. NDUFA4 
(NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex 4)
具有N A D H脱氢酶和氧化还原酶活性 .  将电

子从N A D H转移至呼吸链 ,  参与能量代谢 . 
MCART1(mitochondrial carrier triple repeat1)是
一个线粒体基因, 在转运的过程中作为载体具

有结合作用, 参与能量代谢.
黑色素瘤抗原3(melanoma antigen family, 

MAGE-3)在多种肿瘤中都有较高程度的表达, 
可与人类白细胞抗原HLA-A1等结合, 被CTL特
异识别, 产生效应CTL特异杀伤肿瘤细胞[21-22]. 
国外已有人将MAGE-3制备成疫苗, 试用于一些

肿瘤的临床治疗, 取得较好效果[23-24]. MAGE-3
在H C C中阳性率达6 8 % [ 2 5 ] .  黑色素瘤抗原

1(melanoma antigen family, MAGE-1)在HCC中
阳性率达67%[26], 但黑色素瘤抗原在肿瘤形成中

的具体功能不清. Hypothetical protein FLJ25976
为一假想蛋白, 功能不明.

图  5  hcct-19肿瘤细胞株中的表达谱. 1: HepG2; 2: Hela;    
3: MGC-803; 4: PANC-1; 5: PC3; 6: W-549; 7: SW-480.
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图  6  hcct-19在肝癌及癌旁组织中的表达(半定量RT-PCR).
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图  3  hcct-19在正常组织中的表达谱. 1: 胃; 2: 大肠; 3: 肝
脏; 4: 胰腺; 5: 肾脏; 6: 子宫; 7: 睾丸; 8:膀胱.

图  4  hcct-19在癌组织中的表达谱. 1:大肠; 2: 肾; 3: 胰腺; 
4: 胃; 5: 前列腺; 6: 肝; 7: 卵巢; 8: 肺.
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表  2  SEREX法筛选出HCC抗原基因的功能分类

功能分类	               代表基因            

结构基因

调节基因

能量代谢基因

未知功能基因

HSPCA, HSP70

EIF3S2, RAB4B, IGFBP2, RFC2, NM121923

LDH-A, NDUFA4, MCART1

hypothetical protein FLJ25976, XM211291, 

MAGE-1, MAGE-3

■同行评价
该研究科学性较
强, 有一定创新性
对该领域研究具
有理论参考价值.
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本实验所筛选出的 1 4 个基因片段中 , 
RFC2、NDUFA4、MCART1、Hypothetica l 
p rote in FLJ25976、hcct-22及hcct-26首次被

发现与HCC有关. hcct-22的长度为520 bp, 其
中20 bp与RNA arabidopsis thaliana ubiquitin 
activating enzyme有86%的同源性. hcct-26的长

度为366 bp, 其中25 bp与Mus musculus RIKEN 
cDNA E130307A14 gene有96%的同源性. 在
GenBank人的基因中未找到这2个基因片段的同

源基因, 在人的染色体上未找到相对应的位点, 
可能是新基因. 未知基因功能尚不清楚, 部分与

肿瘤的关系也不明确. 可以推测这些基因与肿

瘤的结构、代谢或调控有关, 值得深入研究.
肿瘤的抗原库和他们编码的基因还远不

清楚, 既往有学者用SEREX方法从HCC表达文

库中筛选出许多核糖体基因、信号转导分子

MIF、细胞黏附相关分子Ga lectin、线粒体基

因、分子伴侣及假想蛋白等[27-29]. 多数是过度表

达的结果, 这些基因表达的变化改变了肿瘤细

胞的免疫原性, 使其成为B细胞识别的靶抗原. 
HCC细胞过快的增殖增加了抗原递呈的机会, 
从而增加在HCC患者产生针对这些基因的抗体

的机会, 免疫系统对之起反应.
hcct-19在HCC组织中的表达强度明显高于

癌旁组织. 推测他是一个过量表达的基因. 本实

验初步分析了hcct-19在部分组织中的表达谱及

在肝癌和癌旁组织中的表达, SEREX方法鉴定

的HCC肿瘤抗原正在迅速的累积. 总的说来, 我
们的实验结果有助于更好的理解HCC形成过程

中的分子特征, 为研究HCC发生、发展的机制

提供分子信息, 并为HCC的诊断提供了候选标

记物.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of quercetin on the 
proliferation and apoptosis of colon carcinoma 
cell line HT-29 and its molecular mechanism. 

METHODS: HT-29 cells were treated with dif-
ferent concentrations of quercetin (40×10-6, 80×
10-6 and 160×10-6  mol/L) for 72 h. HT-29 cells 
treated with DMSO vehicle were used as the 
controls. MTT assay, flow cytometry, immuno-
cytochemistry and reverse transcription poly-
merase chain reaction (RT-PCR) was used to ob-
serve the changes of cell proliferation, cell cycle, 

Caspase-3 protein expression, and bax, bcl-2, and 
Caspase mRNA expression in HT-29 cells, re-
spectively. 

RESULTS: Quercetin at a concentration of 40×
10-6  mol/L promoted the proliferation of HT-29 
cells (P < 0.05), while it significantly inhibited 
the proliferation of HT-29 cells at the concentra-
tions of 80×10-6 and 160×10-6  mol/L (P < 0.05 or 
P < 0.01), showing a time-dependent manner. 
After treatment with 40×10-6, 80×10-6 and 160×
10-6  mol/L quercetin for 72 h, the proliferation 
ratio of HT-29 cells were (111.8 ± 9.6)%, (64.6 ± 
8.3)% and (26.1 ± 5.7)%, respectively; the per-
centages of HT-29 cells at period G0/G1 were 
(32.7 ± 5.4) %, (58.1 ± 18.3)% and (71.6 ± 20.8)% 
respectively, and those of HT-29 cells at period 
S were (48.6 ± 17.5)%, (27.4 ± 13.4)% and (15.4 ± 
10.1)%, respectively; the apoptosis rates of HT-29 
cells were (7.0 ± 1.3)%, (15.6 ± 3.6)% and (26.4 
± 6.2)% respectively. 80×10-6. 160×10-6  mol/L 
quercetin acted on HT-29 cell, the cells at period 
G0/G1 and the apoptosis rates were significantly 
increased (P < 0.01), and the cells at period S 
were significantly decreased (P < 0.01) after 80
×10-6 and 160×10-6  mol/L quercetin treatment. 
Quercetin at concentrations of 80×10-6 and 160
×10-6  mol/L increased the expression of Cas-
pase-3 and bax mRNA and Caspase-3 protein, 
but decreased the expression of bcl-2 mRNA. 
Quercetin at a concentration of 40×10-6  mol/L 
increased Caspase-3 mRNA expression and the 
proliferation of HT-29 cells, but not Caspase-3 
protein expression. 

CONCLUSION: Quercetin at lower concentra-
tions can promote the proliferation of colon 
carcinoma cell line HT-29 while it can inhibit the 
proliferation and induce apoptosis of HT-29 cells 
at higher concentrations. The mechanism may be 
associated with up-regulation of Caspase-3 and 
bax and down-regulation of bcl-2 expression. 

Key Words: Apoptosis; Colon cancer; Quercetin; 
Caspase-3; bcl-2; bax

Yan XY, Peng JH, Zhang HX, Zhang F, Bian XH, Wang 
HZ, Zhao T. Effects of quercetin on proliferation and cell 
cycle of colon carcinoma cell Line HT-29. Shijie Huaren 

■背景资料
高 浓 度 Q u 能 抑
制 多 种 肿 瘤 细
胞 的 增 生 ,  通 过
影响Caspase-3 , 
bcl -2, bax , EGFR
等mRNA及其蛋
白的表达从而诱
导多种肿癌细胞
凋亡 .  Qu能促进
结肠癌H T- 2 9细
胞 凋 亡 ,  其 分 子
机制不十分清楚. 
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槲皮素对结肠癌HT-29细胞增殖及周期的影响

严兴耘, 彭俊华, 张华欣, 张 峰, 卞晓红, 王海忠, 赵 涛

 
wcjd@wjgnet.com 

®



www. wjgnet. com

1072                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志      2006年4月18日    第14卷   第11期

Xiaohua Zazhi  2006;14(11):1071-1076

摘要
目的: 探讨槲皮素(Qu)对结肠癌HT-29细胞增
殖和凋亡影响的分子机制.  

方法: 以40×10-6, 80×10-6, 160×10-6 mol/L的
槲皮素作用结肠癌HT-29细胞, 以溶剂为对照
组, 采用MTT试验、流式细胞分析、免疫细
胞化学和RT-PCR等方法观察槲皮素对结肠癌
细胞增殖, 细胞周期, 细胞凋亡, 及Caspase-3
蛋白表达、Caspase-3、bcl- 2、bax  mRNA表
达的影响.  

结果: 40×10-6 mol/L Qu明显促进HT-29细胞
增殖(P <0.05), 80×10-6, 160×10-6 mol/L Qu
明显抑制细胞增殖(P <0.05或P <0.01), 呈时间
-效应. 40×10-6, 80×10-6, 160×10-6 mol/L 槲
皮素作用HT-29细胞72 h, 其增殖率分别为
(111.8±9.6)%, (64.6±8.3)%和(26.1±5.7)%, 
G0/G1期细胞分别为(32.7±5.4)%、(58.1±
18.3)%和(71.6±20.8)%, S期细胞分别为(48.6
±17.5)%、(27.4±13.4)%和(15.4±10.1)%, 细
胞凋亡率分别为(7.0±1.3)%、(15.6±3.6)%
和(26.4±6.2)%, 80×10-6, 160×10-6 mol/L能
明显提高G0/G1期细胞(P <0.01), 明显降低S期
细胞(P <0.01), 细胞凋亡明显增加(P<0.01). 80
×10-6, 160×10-6 mol/L的Qu增加细胞中bax 
mRNA, Caspase-3 mRNA及其蛋白的表达, 降低
bcl-2 mRNA的表达. 40×10-6 mol/L的Qu增加
Caspase-3 mRNA表达, 但其蛋白表达未见明显
增加, 细胞增殖明显增加.  

结论: 槲皮素能促进结肠癌HT-29细胞增殖, 
也能诱导细胞凋亡, 其机制可能是通过上调
Caspase-3和bax表达, 降低bcl-2表达来实现的.  

关键词: 细胞凋亡; 结肠癌; 槲皮素; Caspase-3; 

bcl -2; bax
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0  引言

槲皮素(quercetin, Qu)是一种天然的黄酮类化合

物, 广泛存在于苹果、洋葱、茶叶[1-2]及银杏、

款冬花、高良姜、侧柏叶、桑寄生、田基黄等

中药中, 能诱导多种癌细胞凋亡[3-6], 抑制肝肿瘤

细胞生长[7], 能促进结肠癌HT-29细胞凋亡[8-9], 但

其作用分子机制未见报道. 我们将槲皮素作用

于结肠癌HT-29细胞, 通过MTT实验、流式细胞

仪、免疫组化、RT-PCR等方法观察HT-29细胞

的增生、凋亡和Caspase-3, bcl -2, bax的改变, 探
讨槲皮素影响HT-29细胞凋亡的可能分子机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 槲皮素, 纯度>98%, Sigma产品. 小鼠抗

人Caspase-3抗体, 1∶75稀释, 羊抗兔S-P试剂盒

及DAB显色试剂盒, 北京中杉产品. RT-PCR试剂

盒, 上海Sangon产品. 人结肠癌HT-29细胞由中

科院上海细胞所提供, HT-29细胞在RPMI 1640
中37℃, 50 mL/L CO2培养, 常规传代. 
1.2 方法  实验分为4组 :  C o n(对照)组 ,  给予

DMSO; Qu40组, 40×10-6 mol/L的Qu; Qu80组, 
80×10-6 mol/L的Qu; Qu160组, 160×10-6 mol/L
的Qu. 
1.2.1 MTT试验 参见文献[10], 以492 nm波长测

定活细胞的吸光度(A ), 增生率(PR) = 实验组A
值/溶剂对照组A值×100%. 
1.2.2 细胞周期相及凋亡检测 实验各组细胞处

理72 h, 收获细胞, 700 mL/L冷乙醇固定, RNase
消化, 碘化丙啶(PI)染色, 流式细胞仪检测. 
1.2.3 Caspase-3的蛋白检测 细胞生长于小盖玻

片上, 多聚甲醛固定, 血清封闭, 加一抗于37℃
孵育50 min, 按SABC试剂盒操作, DAB显色, 脱
水、透明, 显微镜观察并照相及数据分析. 
1.2.4 RT-PCR检测Caspase-3、bax、bcl- 2 mRNA 
实验各组细胞处理72 h, 收获细胞, 用Turipure
试剂一步法提取各组细胞总R N A, 逆转录为

cDNA置-80℃备用. 引物由上海生工生物公司合

成, Caspase-3: 上游5'-CAA ACT TTT TCA GAG 
GGG ATC G -3', 下游5'-GCA TAC TGT TTC 
AGC ATG GCA C -3', 扩增产物272 bp; bcl- 2: 上
游5'-TGT GGC CTT CTT TGA GTT CG-3', 下游

5'-TCA CTT GTG GCT CAG ATA A GC -3', 扩增

产物280 bp; bax : 上游5'-TCC ACC AAG AAG 
CTG AGC GA -3', 下游5'-GTC CAG CCC ATG 
ATG GTT CT -3', 扩增产物257 bp; β-actin: 上
游5'-ATC CAT CCG ACA TTG AAG T-3', 下游

5'-CTC TAA GTT GCC AGC CCT-3', 扩增产物

449 bp. 取样本总cDNA 3 μL、上游和下游引

物各1.5 μL, 依次加入试剂盒其他成分. 反应条

件: 94℃灭活40 s, 60℃退火40 s, 72℃延伸40 s, 
22个循环, 20 g/L琼脂糖电泳, 照相、分析. 

统计学处理 采用SPSS 10.0软件进行单因素

■创新盘点
本文观察了Qu对
HT-29细胞增生、

凋 亡 的 影 响 ,  特
别是观察了Casp-
ase-3, bcl -2, bax 
mRNA及其蛋白
的表达的改变, 从
凋亡转录水平探
讨Qu影响细胞凋
亡的可能分子机
制. 
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方差分析. 

2 结果

2 .1  槲皮素对H T-29细胞增生的影响  40×
10-6 m o l/L的Q u能促进H T-29细胞增生 ;  80
×10-6 m o l/L 的Q u能抑制细胞增生 ;  160×
10-6 mol/L 的Qu对细胞增生的抑制作用更明显

(表1). 40×10-6, 80×10-6, 160×10-6 mol/L 的Qu
作用72 h, HT-29细胞的增生率分别为111.8%, 
64.6%, 26.0%, 80×10-6, 160×10-6 mol/L Qu抑制

HT-29细胞增生呈现时间-效应关系(图1). 
2.2 槲皮素对HT-29细胞周期的影响 流式细胞分

析结果显示, Qu作用HT-29后, 40×10-6 mol/L Qu
对HT-29结肠癌的细胞周期影响不大, 但80×10-6 
和160×10-6 mol/L Qu主要将HT-29结肠癌细胞

阻滞于G0/G1期, 并且细胞凋亡明显增加(表2). 
2.3 槲皮素对HT-29细胞Caspase-3蛋白表达的影

响 80×10-6和160×10-6 mol/L Qu能促进HT-29

结肠癌细胞中Caspase-3蛋白表达, 并呈剂量-效
应关系, 但40×10-6 mol/L 对HT-29结肠癌细胞

中Caspase-3蛋白表达影响不大(图2, 3). 
2.4 槲皮素对HT-29细胞Caspase-3, bcl- 2, bax  
mRNA表达的影响 40×10-6 mol/L槲皮素能降

低HT-29细胞Caspase-3的表达, 但80×10-6, 160
×10-6 mol/L槲皮素能激活细胞中Caspase-3和
bax  mRNA表达, 并呈剂量-效应关系(图4A, B). 

RT-PCR的半定量分析以凝胶成像系统的分

析软件Q1来分析其灰度值, 每实验重复3次, 设
Control组目的条带/β-actin为I0, Qu组的目的条带

/β-actin值为I, 以I/I0值为半定量结果, 各组间进

行单因素方差分析, 结果显示, 40×10-6 mol/L槲
皮素能明显降低HT-29细胞中Caspase-3的表达, 
但80×10-6 mol/L和160×10-6 mol/L槲皮素能明

显激活细胞中Caspase-3和bax  mRNA表达, 明显

降低bcl- 2的表达, 并呈剂量-效应关系(图5). 

    

表  1  槲皮素对HT-29结肠癌细胞增殖的影响 (A , mean±SD)

aP<0.05, bP<0.01 vs  Control.

t /h Control
C(Quercetin)/(μmol/L)

40 80 160

24 0.454±0.013 0.499±0.016 0.351±0.011a 0.183±0.011b

48 0.662±0.036 0.772±0.046a 0.458±0.023b 0.221±0.012b

72 0.874±0.035 0.977±0.036a 0.565±0.028b 0.227±0.011b

    

表  2  槲皮素作用48 h对HT-29细胞周期的影响 (mean±SD, n  = 3, %)

分组 G1/G0 G2/M S 凋亡 

Control 27.54±11.25 19.98±8.71 52.48±16.75  4.65±1.13
Qu40 32.72±15.42 18.69±9.61 48.59±17.54  6.97±1.25
Qu80  58.05±18.34b 14.57±7.48  27.38±13.41b 15.55±3.57b

Qu160  71.58±20.76b 13.06±5.37  15.36±10.06b 26.41±6.19b

bP<0.01 vs  Control.

图  2  槲皮素作用48  h对HT-29细胞中Caspase-3蛋白表

达的影响. aP<0.05, bP<0.01 vs  Control.
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图  1  槲皮素对HT-29细胞增殖率的影响. 

■应用要点
应进一步从体内
证实Qu对结肠癌
增生和凋亡的影
响 ,  为含Qu的食
物或药物防治结
肠癌提供充实的
理论依据. 
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3 讨论

结肠癌是消化道常见的恶性肿瘤, 发病年龄多

见于40-70岁, 其发病率在我国仅次于胃癌和食

管癌. 结肠癌发病率在北美、西欧较高, 美国结

肠癌占全部癌死亡原因的第二位. 近年来的调

查结果显示, 结肠癌的患者逐渐增多, 尤其是城

市患者数量迅速上升, 因此, 研究结肠癌的防治

具有非常重要的实用价值. 槲皮素是广泛存在于

水果、蔬菜、种子、核桃、茶和红酒中的一种

天然黄酮类化合物, 具有雌激素效应[1-2,11-13]. 研究

表明Qu能诱导肺腺癌A549[4,14]、白血病K562细
胞及HL-60细胞凋亡[2,15], 抑制肺癌A549、乳腺

癌MCF-7增生[9,14], 有逆转胃癌多药耐药性的效

应[16], Qu通过下调HT-29细胞中MMP-7前蛋白的

表达降低肿瘤的转移和侵袭活力[17], 也通过下

调EGFR和cyclinD1的表达影响细胞增生的信号

传导, 抑制细胞的增生[18-19]. 但也有不同报道, Qu
对HT-29细胞的增生表现出双向性, 低浓度(<70
×10-6 mol/L)时能促进结肠癌HT-29和乳腺癌

MCF-7细胞增生, 但高浓度(>80×10-6 mol/L)却
抑制HT-29和MCF-7细胞的增生[9]. 

细胞增生依赖于细胞周期的顺利进行, 该
过程受G1/S、G2/M两个关健点调控. 本结果显
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图  3  槲皮素对HT-29细胞中Caspase-3蛋白表达的影响 (SABC×400). A: Control; B: Qu40; C: Qu80; D: Qu160.

图  4  槲皮素对结肠癌HT-29细胞Caspase-3, bcl -2 mRNA的表达的影响. A: Caspase-3; B: bcl-2. 1: Marker; 2: Control; 3: 

Qu40; 4: Qu80; 5: Qu160.
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图  5  槲皮素对HT-29细胞Caspase-3、bcl -2 和bax  mRNA

表达的定量分析.  aP<0.05, bP<0.01 vs  Con.
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示, 40×10-6 mol/L的Qu能促进HT-29细胞的增

生, 但Qu对细胞周期相和细胞凋亡的影响均不

大. 低浓度的槲皮素能促进HT-29结肠癌细胞

增生[1], 可能与其具有弱雌激素活性相关, 因为

低浓度的槲皮素、三羟异黄酮能促进乳腺癌

MCF-7细胞的增生[12], 而且进食富含黄酮类化合

物的大豆食品具有促乙状结肠细胞增生作

用 [20]. 80×10-6 mol/L和160×10-6 mol/L的Qu则
抑制HT-29的增生, 细胞阻滞于G0/G1期, 且结肠

癌HT-29细胞出现明显的亚G0/G1峰(凋亡峰), 细
胞凋亡明显增加, 这些结果与槲皮素联合阿霉素

作用MCF-7移植瘤将细胞阻滞于G1/S节点, 最终

抑制移植瘤细胞增生相一致[21]. 但与Qu作用肺癌

NCI-H209细胞及前列腺癌PC-3细胞, 将细胞阻滞

于G2/M节点不同, 这可能与采用的细胞株不同有

关[22-23]. 高浓度的的槲皮素、三羟异黄酮能抑制

乳腺癌MCF-7细胞的增生[9]. 上述结果表明槲皮

素对HT-29结肠癌细胞作用具有双向性. 
肿瘤的生长是由于细胞的增生和凋亡失衡

而造成的, Qu能通过影响结肠癌细胞中调控细

胞生长、分化和凋亡过程中的多种基因和蛋白

的表达, 调节肿瘤的发生和发展. bcl- 2和bax属于

bcl -2家族, 共同调控细胞的凋亡过程, 其中bcl -2
为抗凋亡基因, bax为促凋亡基因. Caspase-3是
介导细胞凋亡过程最早出现改变的一类蛋白水

解酶, 是细胞凋亡执行的重要效应因子, 其量

增加会促进细胞凋亡. 当细胞中bax表达增高、

bcl -2表达降低, 导致Caspase-3表达增加, 细胞凋

亡增加. 结肠癌中Caspase-3, bcl -2和bax均呈高

表达, 其增加表达与组织分级相关. 研究报道茶

多酚和茶色素通过明显抑制人肝癌HepG2细胞

中bcl -2表达, 诱导bax表达, 促进细胞凋亡[24]. 中
药复方剂肠复康通过提高移植瘤中Caspase-3的
表达和bax /bcl -2表达比值, 诱导人结肠癌HT-29
裸鼠移植瘤细胞的凋亡[25]. Quercetin通过诱导

白血病K562细胞使细胞呈现出明显的核固缩、

核凝集等细胞凋亡形态学改变, Caspase-3酶活

性明显升高, 最终导致细胞凋亡增加[4]. Qu通过

下调bcl -2、bcl -x的表达, 上调bax和Caspase-3的
表达, 增加肺癌NCI-H209细胞及前列腺癌PC-3
细胞的凋亡[22-23]. 本结果显示80×10-6 mol/L和
160×10-6 mol/L 的Qu通过明显增加HT-29细胞

中bax  mRNA的表达, 降低bcl -2 mRNA的表达, 
激活肠癌HT-29细胞中Caspase-3 mRNA和蛋白

的表达, 诱导细胞凋亡明显增加, 最终表现出

抗肿瘤效应. 40×10-6 mol/L的Qu虽然能增加

Caspase-3 mRNA的表达, 但其蛋白的表达未见

明显增加, 最终导致HT-29细胞凋亡改变不明显, 
这与Qu能降低HT-29细胞中bcl -2表达, 增加细胞

中Caspase-3蛋白表达水平相一致[26]. bax  mRNA
表达增加, 但Bax蛋白表达并没有明显改变, 这
可能是由于Qu对HT-29细胞中bax的转录水平影

响较大, 而对Bax蛋白的翻译过程影响不大. 
总之, 80×10-6和160×10-6 mol/L的Qu能明

显增加bax  mRNA的表达, 降低bcl -2 mRNA的表

达, 激活Caspase-3 mRNA和蛋白的表达, 细胞阻

滞于G0/G1, 最终抑制癌HT-29细胞的增生, 细胞

凋亡增加, 表现出抗肿瘤效应. 40×10-6 mol/L的
Qu能促进HT-29细胞的增生, 其机制是否与槲皮

素的雌激素活性相关, 有待进一步研究. 
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摘要
传统细菌培养计数法是依据细菌表型特征来
对双歧杆菌进行鉴别计数的, MTPY和BSM培
养基是经常使用的双歧杆菌培养基. 近年来包
括点杂交、荧光原位杂交、荧光原位杂交结
合流式细胞计数和荧光实时定量PCR技术在
内的以核糖体及其编码基因核酸序列为鉴别
基础的分子生物学技术被广泛用于双歧杆菌
的定量定性分析, 其中荧光原位杂交结合流式
细胞计数和荧光实时定量PCR技术是目前较
为理想的方法. 

关键词: 双歧杆菌; 定量分析; 计数; 杂交
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0  引言

双歧杆菌(Bifidobacterium )是1899年由法国巴斯

德研究所的Tissier首次从母乳喂养的婴儿粪便

中分离发现的, 作为恒温动物肠道内重要的原

籍菌群, 他与其他生理性细菌成员一起构成了

一个微生物群落, 并与宿主构成一个微生态系

统, 发挥维持微生态平衡、生物拮抗、免疫调

节、营养等多方面的生理作用. 对人类而言, 他
不仅能维持肠道的微生态平衡, 还能提高人体

对乳糖的耐受性, 具有降血脂、抗肿瘤的作用, 
并能合成多种维生素, 促进机体免疫机能, 是最

重要的益生菌之一, 其在肠道内的总数量反应

了机体肠道微生态状况和机体的健康状况. 因
此对肠道内或食品中的双歧杆菌进行准确地定

量分析, 对于医疗卫生和营养保健方面的研究

具有重要意义. 双歧杆菌定量分析的方法主要

分为传统计数法和分子生物学定量分析法. 

1 传统计数法

细菌培养加菌落计数是双歧杆菌定性定量的一

种传统计数方法, 主要是依据细菌表型特征通

过特殊培养基接种培养、菌株计数而实现. 由
于双歧杆菌属于革兰氏阳性厌氧菌, 无孢子形

成, 不能游动, 无氧化脱氢酶, 形态多变, 对酸敏

感, 对营养要求苛刻, 其生长所需的氮源需有酪

蛋白降解产生的肽和氨基酸, 所需的碳源大多

由人体不能利用的寡糖提供, 且与其他乳酸菌

如嗜酸乳杆菌、德氏乳杆菌、保加利亚乳杆菌

及嗜热链球菌具有相近的生长特点, 使双歧杆

菌的培养和鉴别存在很大难度. 
当待测样品中仅含有双歧杆菌时 ,  其计

数可在葡萄糖血肝培养基(glucose-blood-liver, 
GBL)、强化梭菌培养基(reinforced clostridial 
a g a r, R C A)和脑心浸液培养基(b r a i n-h e a r t 
infusion, BHI)等培养基中进行[1]. 然而大多情况

下, 待测样品中往往混合了多种细菌, 此时必须

利用选择性鉴别培养基来对双歧杆菌进行鉴别

计数, 各种细菌不同的氧耐受性、营养要求、

抗生素敏感性以及菌落的形态和颜色特征构成

了鉴别的基础. 在以往众多的选择性鉴别培养

基中, 应用效果较好的主要有: 1978年Teraguchi 
et al [2]将新霉素-巴龙霉素-萘啶酮酸-氯化锂培养

基(neomycin-paromomycin-nalidixic acid-lithium 
chloride, NPNL)用于双歧杆菌的选择计数, 该培

养基在后来双歧杆菌计数培养基的发展中一直

作为一种参考培养基. 其后, Lapierre et al [3]设计

的氯化锂-丙酸钠培养基(lithium chloride-sodium 
propionate, LP)及Lim et al [4]研制的葡萄糖-血肝

-牛胆汁-庆大霉素培养基(glucose-blood-liver-
oxgall-gentamycin, GBL-OG), 在发酵乳制品中

选择计数双歧杆菌时也得到较好的结果, 1999
年Rhodes et al [5]研究的在半乳糖基质中同时计

数双歧杆菌及其他乳酸菌的方法也比较好. 近

■背景资料
双歧杆菌(Bifid-
obacterium)是最
重要的益生菌之
一, 对肠道内或食
品中的双歧杆菌
进行准确地定量
分析, 对于医疗卫
生和营养保健方
面的研究具有重
要 意 义 .  由 于 双
歧杆菌的传统培
养计数法存在培
养条件苛刻, 计数
不准确, 因此目前
应用分子生物学
技术对其进行定
量分析成为该研
究领域的热点. 本
文针对目前双歧
杆菌定量分析方
法进展迅速、方
法多样, 但各存利
弊、在应用上缺
乏 统 一 标 准 ,  故
广泛查阅了ISI、
PubMed等所收录
的近年来检测双
歧杆菌的所有相
关文献, 对其整理
分类后作一综述, 
期望有助于相关
研究中对双歧杆
菌定量方法应用
的选择. 
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年改良的TPY培养基(modified TPY, MTPY)[6]

和在MRS培养基中添加盐酸半胱氨酸的BSM
培养基(bifidobacteria selective medium, BSM)[7]

因对双歧杆菌的选择性较强、培养阳性率较

高而经常使用. 以上各种培养基主要是用于食

品或发酵乳制品中双歧杆菌菌种的培养, 如长

双歧杆菌(B.longum )、短双歧杆菌(B.breve )、
婴儿双歧杆菌 (B. i n f a n t i s )、青春双歧杆菌

(B.adolescentis )、两双歧杆菌(B.bifidum )等, 而
正常人体还包括了一些不能由这些培养基鉴

别计数的双歧杆菌的其他菌种, 如球双歧杆菌

(B.globosum )、链双歧杆菌(B.catenulatum )、假

链双歧杆菌(B.pseudocatenulatum )、角双歧杆菌

(B.angulatum )等, 同时培养基中添加的抗生素对

双歧杆菌本身也会有不同程度的抑制作用, 而
且特异性培养基只是相对特异[8], 到目前为止也

没有一种完全理想的选择性培养基. 这些原因

使得传统的细菌培养法虽然能计数活菌, 但费

时、费力、培养难度大, 其计数也不精确. 

2 分子生物学定量分析法

传统细菌培养法的鉴别依据是基于细菌的形态

学、生理学和生物化学特征, 而这些特征仅仅

是细菌在特殊培养条件下的特异表现, 相反分

子生物学定量分析法是以细菌基因组的核酸序

列为鉴别基础, 不易受外界环境因素的干扰, 不
依赖培养基性能, 不受培养时间限制, 使定量分

析结果更稳定、更敏感、更省时, 同时重复性

更好[9]. 细菌细胞内核糖体数量达104-105, 核糖

体RNA(rRNA )又具有特异区和保守区之分, 因
此5S rRNA 、16S rRNA和23S rRNA的指纹图

谱和序列常被用作为比较微生物学分类的方法. 
其中16S rRNA的序列达1500-12 000个核苷酸, 
其序列长度适中, 兼有保守区和可变区之分, 因
此其序列资料常用于设计基因探针和PCR(多
聚酶链反应)扩增引物. 由于探针和引物具有高

度敏感性和特异性, 使其能在属、种、亚种甚

至株等各个水平上对细菌进行鉴别计数. 目前

用于双歧杆菌定量分析的分子生物学技术主要

有点杂交(dot blot hybridization)、荧光原位杂

交(fluorescence in situ  hybridization, FISH)、荧

光原位杂交结合流式细胞计数(FISH combined 
with flow cytometry)和荧光实时定量PCR技术

(real-time quantitative PCR, real-time Q-PCR). 
2.1 点杂交(dot blot hybridization) 进入1990年代

后, 以16S rRNA为目标基因的寡核苷酸探针杂

交技术被广泛用于细菌的定性定量分析[10]. 该
技术由两部分组成. (1)合成的寡核苷酸探针能

与细菌核糖体基因的特殊区域互补杂交, 使其

具有鉴别的特异性; (2)探针末端用特殊物质进

行标记, 这些标记物又可分为具有放射活性的

热标, 如[32P]ATP、异硫氰酸荧光素(FITC)等, 和
不具放射活性的冷标, 如共价键结合的报告酶

或通过间接标记的半抗原抗体等, 然后通过特

定设备对标记物产生的放射活性、荧光数值、

酶活性或比色反应数值的测定来实现定量的目

的[11]. 点杂交和荧光原位杂交是主要的两种用于

双歧杆菌定量分析的寡核苷酸探针杂交技术. 
Seks ik e t a l [12]用6种不同细菌属的以16S 

rRNA为目标基因的特异寡核苷酸探针, 同时

与克隆病患者粪便中和正常人粪便中提取的

RNA进行点杂交, 发现克隆病患者组肠道内的

双歧杆菌和梭菌数量、活性较正常人组明显

下降. 同样的技术也应用于年龄、疾病与相关

肠道菌群结构变化的研究[13]中, 研究指出随年

龄的增长, 肠道内双歧杆菌的数量、所占比例

明显下降, 同时罹患疾病的风险显著增加. Dore 
et al [14]、Sghir et al [15]和Marteau et al [16]在各自的

研究中也用点杂交技术对双歧杆菌进行了定量. 
点杂交技术是以细胞内杂交的rRNA量来反应细

菌数量, 其优点在于rRNA数量能反应细胞的生

理活性, 然而不同的细菌细胞内或同一细菌不

同生长期细胞内所含的rRNA数量有变异, 所以

用以16S rRNA为目标基因的点杂交进行细菌定

量只是一种相对定量, 其结果具有局限性. 针对

上述缺点, 目前以rDNA即编码16S rRNA的基因

序列为目标基因的点杂交技术在计数双歧杆菌

时, 避免了核糖体数量变异的影响, 取得了较好

的效果[17]. 
2.2 荧光原位杂交(fluorescence in situ  hybri-
dization, FISH) 与点杂交、反斑点杂交和克隆杂

交等杂交技术不同, 荧光原位杂交虽然也是以

16S rRNA为目标基因, 但其无需提取RNA, 而是

在待测样品中直接加入荧光探针, 其荧光显像

是以一个细胞、一个细胞为基础, 从而可在荧

光显微镜下对原位细胞内的rRNA量和代谢活性

有直观了解, 并在荧光显微镜下进行细菌计数. 
1995年Langendijk et al [18]首次报道了用荧光原位

杂交法测定成人肠道细菌数量, 发现双歧杆菌

数量只占细菌总量的2%, 远较以往10%的结论

■同行评价
双歧杆菌由于参
与构成宿主微生
态系统, 发挥维持
微生态平衡、免
疫调节、营养等
多方面的生理作
用, 其在肠道内的
总数量反应了机
体肠道微生态状
况和机体的健康
状况. 因此对肠道
内或食品中的双
歧杆菌进行准确
地定量分析, 对于
医疗卫生和营养
保健方面的研究
具有重要意义. 本
文, 选题明确, 较
详细的综述了人
类双歧杆菌定量
分析方法, 所引用
的参考文献较新, 
文章内容有一定
的科学参考价值
和可读性, 基本能
反映国内外双歧
杆菌定量方法研
究动态. 
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要低. 其后由于荧光原位杂交操作方法简易、

定量精确和检测敏感特异, 而被广泛用于乳制

品[19]和肠道中[20-24]包括双歧杆菌在内的各种细

菌的定量检测. 
2 .3  荧光原位杂交结合流式细胞计数(F I S H 
combined with flow cytometry) 由于荧光显微镜

下的细菌计数耗时较长, 目前又出现了以荧光

原位杂交结合流式细胞计数的方法对双歧杆

菌进行快速、自动的计数. 由于该方法结合了

FISH的简易、直观和流式细胞仪计数快捷的优

点, 使他在近几年内成为医学研究实践中常用

的方法之一. 2004年一项抗生素对肠道菌群影

响的实验室研究[25]和同年Fergus et al [26]在炎性

肠病的研究中都采用了此法对双歧杆菌进行定

量分析, 取得了较理想的结果. 在应用益生菌治疗

肠道感染的一项研究中[27]也提示了相同的结论. 
2.4 荧光实时定量PCR技术(real-time quantitative 
PCR, real-time Q-PCR) 多聚酶链反应(polym-
erase chain reaction, PCR)技术的出现虽然只有

20 a, 但他及其衍生技术已成为分子生物学实验

研究最重要的手段之一. 在近几年对双歧杆菌

的各种研究中已涉及PCR、多重PCR(multiplex 
PCR)、扩增核糖体DNA限制性分析(amplified 
ribosomal DNA restriction analysis, ARDRA)、变

性梯度凝胶电泳(denaturing gradient gel electro-
phoresis, DGGE)和荧光实时定量PCR(real-time 
Q-PCR)等多种PCR技术. 其中real-time Q-PCR
是指在PCR反应体系中加入荧光基团, 利用荧光

信号累积实时监测整个PCR进程, 最后通过标准

曲线对未知模板进行定量分析的方法. 他实现

了PCR从定性到定量的飞跃, 并以其特异性强、

灵敏度高、重复性好、定量准确、速度快、全

封闭反应等优点成为双歧杆菌定量分析的重要

方法. 2004年Gueimonde et al [28]在测定不同年龄

正常人粪便中双歧杆菌的数量时, 分别使用了

real-time Q-PCR和FISH两种技术, 结果发现两

者在双歧杆菌高浓度水平时都能进行精确定量, 
且结果具有良好的相关性, 而在低浓度水平时, 
real-time Q-PCR的测定更敏感也更精确, 其最低

检测水平可达5×104/g. 在比较real-time Q-PCR
和点杂交定量粪便细菌的研究[17]中发现, real-
time Q-PCR的敏感性远高于点杂交, 且操作更简

易, 更快速. Haarman et al  [29]用real-time Q-PCR方
法进行的研究发现, 食用添加益生源配方奶粉

的婴儿, 其肠道内双歧杆菌的总量较食用标准

配方奶粉的婴儿明显升高, 且双歧杆菌的菌种

构成也与母乳喂养的婴儿相仿. Bartosch et al [30]

在对老年人肠道菌群结构变化的研究中也使用

了real-time Q-PCR定量技术, 发现双歧杆菌等益

生菌数量与年龄、饮食和抗生素治疗密切相关. 
总之, 从传统细菌培养法到利用分子生物学

技术进行定量分析, 整个定量分析技术逐渐向

高精确度、高敏感度、高重复性和高效率发展. 
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摘要
研究宿主与肠道微生物之间相互关系的传统
方法通常建立在体外(共)培养技术之上, 但现
在已经证实, 绝大多数肠道微生物在目前培养
技术下是体外不可培养的, 因此这种体外(共)
培养技术存在着严重的缺陷. 分子生物学技术
正在该领域里迅速地渗透和广泛地运用, 日益
突破传统技术和方法的局限, 从而有助于我们
深刻地揭示宿主与肠道微生物之间互惠共生
的分子机制: 人肠道向肠道微生物提供优越
的栖息和繁殖环境, 其中包括天然的厌氧条
件, 丰富的营养物质, 以及适宜的温度和pH等; 
肠道微生物及其代谢产物影响到人体的营养物
质加工、能量平衡、免疫功能、胃肠道发育和
成熟及其他多种重要的生理活动. 这种互惠共
生关系可能是宿主与肠道微生物之间在长期的
协同进化过程中相互选择和适应的结果. 
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0  引言

人的体表和体内栖生着许多种类和数量的正常

微生物, 目前仅在人肠道内就已经鉴定出500多
种正常肠道微生物(以下简称肠道微生物), 其数

量高达1014, 约是人体体细胞和生殖细胞之和的

10多倍, 也就是说成人体内细胞约有90%为微生

物细胞, 其余约10%为人体细胞, 因此从某种意

义上说一个完整、健康的成年人是诸多物种组

成的复合体[1]. 由于众多种类和数量的微生物栖

息在人肠道内, 我们可以推测这些肠道微生物

一定会通过宿主-微生物和微生物-微生物之间

关系网显著地影响人类生物学特征. 像生理学

家描述人体普通器官一样, 有学者建议用“微

生物器官”(microbial organ)来描述肠道微生物

菌群: 他由不同种类的但彼此又相互联系, 并
与宿主细胞之间不断地进行信息交流的细胞构

成; 他消耗、存储和重新分布能量; 他生理性地

调控重要化学物质转化; 他通过自我复制来维

持和修复自身[2]. 通常, 人们简单地用偏利共栖

(commensalism), 而不是互惠共生(mutualism)来
描述宿主和肠道微生物之间共生关系, 这反映

出人类在这方面认识不足, 尚未意识到宿主与

肠道微生物之间密切的关系, 以及肠道微生物对

维持人类健康和正常菌落稳定的巨大贡献[2-4]. 近
年来分子生物学技术正在该学科领域里迅速地

渗透和广泛地运用, 日益突破传统(共)培养技术

和方法的局限, 在宿主-肠道微生物之间的协同

进化、基因组、免疫和代谢等研究领域均取得

许多重大突破, 本文就这些研究热点进行部分

探讨. 

1 宿主与肠道微生物在协同进化上的关系

基于16S rDNA 分析结果表明, 成人肠道包括三

界细胞形态的生命: 细菌, 古菌和真核生物. 人
肠道生态系统中的细菌在数量和密度上均占有

绝对优势, 也是目前研究主要对象之一, 但其他

不占优势的肠道微生物也会对宿主和菌群产生

重要的影响. 例如人后肠中的甲烷菌, 他是肠道

内古菌的典型代表, 位于多糖加工代谢链中最

后一环, 可以利用上游微生物发酵产物CO2和H2

合生CH4, 通过降低肠道内氢分压来加快上游微

生物发酵速率, 因此对维持肠道内环境的稳定

性和菌落的多样性具有重要意义[5-6]. 此外, 非细

胞形态的噬菌体等也是肠道生态系统中不可忽

视的要素, 例如感染Escherichia coli , Salmonella 
spp, Bacteroides的噬菌体可能对人肠道中菌群

的多样性和结构产生很大的影响[7]. 
肠道微生物的多样性可能是宿主和肠道微

生物之间强烈选择和协同进化的结果[8]. 宿主

■背景资料
肠道微生物及其
基因组是人体重
要的组成部分,它
们向人体提供某
些没有必要在人
体自身上进化出
的 生理功能和遗
传特性. 当前的基
因组革命正逐步
从分子水平上深
刻地揭示出肠道
与肠道微生物通
过彼此间协同进
化形成互惠互利
的共生复合体,维
持了肠道微生态
系统长期稳定和
动态平衡. 
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主要通过两个手段—肠道切应力和肠道免疫应

答—对肠道微生物菌群进行选择. 肠道运动和

食物流动产生切应力, 可以将肠道内容物排出

体外, 对肠道各种微生物进行选择; 肠道微生物

通过采取一系列策略, 黏附在食物颗粒、脱落

的上皮细胞及肠道表面上, 抵御一定强度的切

应力, 从而应对肠道切应力的选择作用. 对正常

微生物而言, 他们在与宿主协同进化过程中进

化出一套适应宿主切应力选择的特殊机制, 肠
道产生的切应力不但不会降低其黏附作用, 反
而会提高其黏附效率[9]. 宿主对肠道微生物进行

选择的另一手段是肠道免疫应答, 肠道通过建

立一系列抗原识别、捕获、传递和加工处理等

免疫应答机制, 有效地将异体抗原排出体外, 对
肠道各种微生物进行选择; 肠道微生物同样采

取一定的策略(下述), 才得以逃避肠道免疫应答. 
肠道微生物通过特定的策略, 对付了肠道两种

主要的选择作用, 在宿主肠道内建立起生态位

并固定下来, 最终形成了稳定的肠道微生物菌

群. 肠道微生物这种适应能力归因于这些肠道

微生物进化出多种改变自身基因组的“工具”

(如质粒, 转座酶, 整合酶和转座子的同源序列

等), 这些基因转运和突变机制赋予肠道微生物

“全能性”, 以抵御肠道切应力和对付肠道免

疫应答的选择作用, 使其免遭从肠道内淘汰出

去. 在宿主对肠道微生物进行选择的同时, 肠道

微生物并不总是处于被动地位, 也在不断地对

宿主进行选择. 肠道微生物的选择作用体现在

两个层次上: 首先, 从肠道微生物角度上看, 肠
道微生物新陈代谢方式(如生长速度和底物利用

方式)影响到整个肠道微生物菌群在竞争环境中

的适合度; 其次, 从宿主角度上看, 肠道微生物

影响到宿主的适合度. 如果这种选择作用对宿

主有利, 就会增加宿主数量, 随之带来了自己生

存环境的扩大, 反之亦然. 协同进化的结果带来

了宿主获益和肠道微生物菌群多样性, 其中生

态系统中物种的多样性通常被认为是该生态系

统正处于最佳稳定状态的一个标志, 因为物种

多样性可以向系统提供应付外界应激的弹性和

缓冲力 [10]. 
尽管我们目前对宿主与肠道微生物之间如

何协同进化的过程不太清楚, 学者们还是找到

了许多相关的直接或间接证据. 人类基因组和

肠道微生物基因组提供了最具有说服力的证

据, 人类基因组编码223种与细菌蛋白高度同源

的蛋白[3,11], 暗示这些基因是直接从细菌基因中

水平转运过去的, 但是目前人肠道微生物基因

组尚未完全破译出来, 限制了这方面进一步的

研究. 尽管肠道微生物在亚种和株的水平上体

现出多样性, 例如目前就已鉴定出7000多株肠

道细菌, 但在更高分类级别上却相对稀疏, 仅有

55门已知细菌中的8门存在于人肠道中, 而且尚

有5门数量为之甚少. 肠道微生物在亚种和株水

平上体现出多样性与在门水平上体现的稀疏性

形成鲜明对比, 说明这些微生物之间存在相对

高度的亲缘关系, 间接地说明了宿主仅仅强烈

地选择那些对宿主健康有利的少数物种. 例如

cytophaga-flavobacterium-bacteroides(CFB)是广

泛地分布于哺乳动物肠道内的一门优势菌, 基
因库调查结果显示出这门肠道细菌在不同宿主

体内的差异很大, 揭示了CFB-哺乳动物之间的

共生关系发生已经很久远和不同的CFB亚群一

旦适应各自宿主, 便经历加速进化过程, 最终形

成了现在差异性很大的亚群. 尽管人类在研究

宿主和肠道微生物之间协同进化关系上已经取

得了很大的成绩, 但仍需进一步考证现有的证

据和探索其他的证据, 并借鉴其他宿主-微生物

之间协同进化的研究模型[12-13], 以获得更确凿的

证据和更合理的推论, 进一步揭示宿主与肠道

微生物在进化过程中怎样有机地结合在一起, 
形成现存互惠共生的复合体. 

2 宿主与肠道微生物在基因组上的关系

人肠道内种类繁多的正常微生物菌群向人们展

示了肠道微生物基因组(microbial genome)的多

样性和复杂性. 尽管单株肠道微生物基因组通

常小于人类基因组, 但正常微生物在种类和数

量上均占有绝对的优势, 因此一个健康成年人

肠道内正常微生物基因组数量通常是人类基因

组的100多倍. 微生物基因组的测序工作不仅有

助于从基因结构、基因表达与调控及遗传与变

异等方面揭示生命本质[14-16], 而且有助于我们研

究宿主与肠道微生物之间互惠共生关系的分子

机制[17]. 2003年, Xu et al [18]首次完成了一种肠道

菌Bacteroides thetaiotaomicron基因组的测序工

作, 在这个科研领域具有里程碑的意义, 为我们

在基因组水平上研究宿主与肠道微生物之间的

互惠共生关系提供了极大的便利. 结构基因组

学预测B. thetaiotaomicron基因组共计编码蛋白

质4779种, 其中2782种(58%)为目前已知功能蛋

■研发前沿
基于16S rDNA分
析技术, 研究肠道
微生物在不同地
区和人种中分布
状况, 揭示肠道微
生物的多态性; 在
分类的基础上, 选
择某些具有重要
功能的代表性菌
株进行基因组测
序, 充实现有的数
据库, 有利于从基
因组、转录组、

代谢组等水平上
深入地研究宿主
与肠道微生物间
的关系. 
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白的同源物, 848种(18%)为无功能蛋白的同源

物, 1149种(24%)为目前数据库中尚未收录的蛋

白质. 功能基因组学分析结果表明, 这些已知功

能蛋白划分成如下四大功能区: 多糖摄取和降

解(如细胞表面碳水化合物结合蛋白, 糖苷水解

酶)、荚膜多糖合成(如糖苷转移酶)、环境感知

和信号传导、DNA变异(如转座酶). 上述的功能

蛋白分区化反映出肠道微生物为适应宿主而采

取的高度进化策略: (1)获取食物多糖; (2)感知肠

道的环境; (3)改变宿主和自身基因表达, 以建立

与宿主之间互惠互利的关系. 比较基因组学通

过与人类基因组比较分析, 发现了宿主与肠道

微生物之间更有趣的互惠共生关系. 例如菌株

B. thetaiotaomicron  ATCC 29 184仅有的6.3-Mb
基因组编码出163种利用淀粉的蛋白, 226种糖

苷水解酶和15种多糖裂解酶; 而人类2.85-Gb基
因组仅编码98种已知或预测具有水解糖苷的

酶, 缺乏降解植物纤维中常见成分如木聚糖、

果胶、阿拉伯糖等相关酶类. 人类基因组和微

生物基因组之间比较, 一方面充分地揭示了B. 
thetaiotaomicron具有惊人的利用人类非可消化

性食物多糖能力的分子机制, 另一方面深刻地

揭示出这些肠道微生物群落及其基因组赋予人

类一些没有必要在人类自身上进化出的遗传和

代谢功能, 从而弥补人类某些生物学缺陷. 因此, 
肠道微生物基因组的研究具有重要价值, 可以

帮助我们破解宿主与肠道微生物之间互惠共生

关系的分子机制. 
人类基因组工程(human genome project, 

HGP)的完成是人类历史上一次重大的事件[19-20]. 
人类基因组破解有助于人类认识环境因素和

遗传物质通过互作, 共同影响人类健康和致人

患病. 但是一个完整的人体由人体部分(Homo 
sap iens )和正常微生物两部分组成, 因此完整

的人类基因组(metagenome, 宏基因组)既包括

当前已经破解出的人类基因组部分, 还应包括

正常微生物基因组部分. 诺贝尔奖殊荣获得者

Joshua Lederberge曾经建议用一个术语-微生物

组(microbiome)—定义人体内正常微生物基因

组的集合, 以区别于人类自身的基因组部分, 因
为这些微生物组是嵌入在人类宏基因组中不可

或缺的部分, 他们向人类提供许多在人体细胞

中尚未进化出或没有必要进化的功能. 但由于

微生物种类众多, 微生物基因组数量非常庞大, 
远远多于人类基因组数量, 因此人类宏基因组

工程还有一段很长的路要走. 

3 宿主与肠道微生物在免疫学上的关系 
对宿主与肠道微生物在免疫学上的研究起始

于一个有趣的现象 :  肠道免疫系统能够对病

原微生物产生免疫应答, 却对食物和肠道微生

物产生免疫耐受 ,  即通常所说的免疫学矛盾

(immunology paradox)[21]. 前肠中抗原主要来自

于食物, 而回肠和结肠中抗原不仅来自于食物, 
还增加了复杂的肠道微生物. 这些食物和肠道

微生物与普通抗原一样, 在体外试验中均能引

起免疫应答, 在体内却通常产生免疫惰性. 至今

人们尚未完全揭示出肠道免疫系统对食物和肠

道微生物产生免疫耐受的机制, 但下面几个方

面的研究有助于加深对这一机制的认识. 
首先, 肠道屏障向肠道免疫系统提供一道天

然防线. 每个肠上皮细胞与其相邻的细胞通过

紧密连接将肠道表面密封起来, 并且肠道分泌

细胞分泌许多先天性防御物质如α-防卫素、T
细胞非依赖性SIgA和黏液素等到肠道的表面形

成黏液层[22-24], 由这两者共同组成了肠道屏障. 
这道屏障向肠道提供了一道天然的物理防线, 
可以有效地阻止绝大多数肠道微生物越过肠壁

和侵入肠道免疫系统. 尽管肠道屏障有效地阻

碍了绝大多数抗原的入侵, 但是并不能够阻止

全部抗原的入侵, 例如现已在人血浆中发现完

整的食物蛋白质颗粒以及在中肠淋巴结发现了

少量肠道微生物[25], 但这些越过肠道屏障的抗原

通常会被巨噬细胞内吞和消灭掉, 并不会显著

地激发促炎因子[26]. 
其次, 宿主区室化表达与肠道免疫识别相关

的抗原受体. 基因表达通常是受到调控的, 在不

同组织和/或同一组织不同位置的基因表达存在

着一定差异, 与肠道内抗原识别相关受体的表

达也不例外. TLR(toll-like receptor, TLR)是一个

在先天免疫中发挥着重要作用的受体家族, 能
够识别微生物抗原, 引发肠道免疫应答, 常常会

引发免疫性肠炎. TLR5是这个受体家族一个成

员, 通过与细菌(包括病原菌和正常肠道菌)鞭毛

素特异结合, 引发肠道免疫应答[27-28]. 免疫定位

技术发现这些TLR5仅分布在肠上皮细胞的基底

面, 在游离面尚未发现这种受体[29]. 由于只有病

原菌能够分泌毒素, 可以改变肠壁的通透性, 才
使得病原菌鞭毛素得以越过肠道, 并与TLR5发
生特异性结合, 并作为外源信号激活转录因子

■创新盘点
本文根据最新和
最具有权威的研
究报道, 将一些全
新的概念引入国
内肠道微生物研
究, 比如微生物器
官 ,  人 体 宏 基 因
组, 分子拟态以及
微生物代谢组等, 
并且能够在这些
报道基础上进行
归纳和总结, 将宿
主与肠道微生物
复杂的共生关系
分成四个专题进
行探讨, 以期与国
内学者和医疗人
员共同分享研究
成果. 
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NF-κB, 最终导致下游促炎基因表达, 引发免疫

性肠炎. 
再次, 肠道微生物的分子拟态(molecular 

mimicry). 肠道微生物不仅水解植物多糖, 而且

某些肠道微生物能够水解宿主细胞表面的多种

多糖, 包括硫酸软骨素、黏液素、肝素等, 并且

可以利用这些宿主多糖作为原料, 模拟宿主细

胞表面结构而合成自身的荚膜多糖. L-岩藻糖

是在这个方面研究比较多的一种结构单糖, 他
参与构建宿主细胞表面糖蛋白和肠道微生物荚

膜多糖, 构成细胞表面抗原. 一方面肠道微生物

诱导肠上皮细胞利用L-岩藻糖合成细胞表面的

糖蛋白和糖脂, 产生特殊的肠上皮细胞抗原; 另
一个方面肠道微生物黏附到宿主肠上皮细胞上, 
分泌相关的糖苷水解酶水解出L-岩藻糖, 以宿主

的L-岩藻糖为原料, 模拟宿主细胞表面糖蛋白和

糖脂的抗原特征, 将自己荚膜表面修饰出以L-岩
藻糖残基为主的糖蛋白和糖脂. 肠道微生物进

化出来的降解和利用宿主多糖的适应能力可以

主动地改造宿主和自身的表面抗原性质, 最终

宿主和肠道微生物间协同作用使得两者表面抗

原高度同质化, 以逃避宿主免疫细胞的识别, 从
而宿主肠道免疫系统对这些肠道微生物产生免

疫耐受[21,30]. 
关于肠道免疫系统对肠道微生物免疫耐受, 

上述的理论或假说均作出了部分合理解释, 但
详细的作用机制仍需进一步的研究. 尽管宿主

需要复杂的机制对肠道微生物产生免疫耐受, 
但肠道微生物又是维持和发挥人肠道正常免疫

功能所必需的, 特别对新生儿尤为重要, 因为这

些肠道微生物促进早期肠道的发育成熟, 帮助

肠道建立起完善的免疫功能. 例如无菌老鼠在

肠道发育期血管的生成受阻, 肠腺发育不完全; 
无菌老鼠口服卵清蛋白不能产生T辅助细胞介

导的免疫应答, 但接种常规饲养动物断奶前肠

内容物之后, 这些老鼠则能够产生免疫应答[31]. 
因此, 肠道微生物在肠道发育和成熟过程中发

挥重要的作用, 是肠道建立起正常的免疫功能

所必需的.  

4 宿主与肠道微生物在代谢上的关系

宿主与肠道微生物之间的代谢关系是人类研究

比较早的内容, 目前对这方面知识了解得相对

比较清楚, 但两者之间的代谢关系却又是最为

错综复杂的关系, 因为彼此之间的代谢关系涉

及宿主和肠道微生物生命整个过程和各个方面. 

最新的研究结果表明: 人肠道为肠道微生物提

供优越的栖息和繁殖环境; 肠道微生物及其基

因组赋予人类没有必要在自身上进化的代谢特

性, 弥补人类某些生物学不足. 
宿主满足了肠道微生物生长和繁殖所需要

的各种生理条件, 包括氧气天然的隔绝, 充足

的营养物质, 以及适宜的温度和pH值等. 绝大

多数生活在肠道内的微生物是专性或兼性厌

氧微生物, 他们的生长和繁殖需要自然界中很

少见的厌氧环境, 肠道生理特性可以为专性和

兼性厌氧微生物创造出所需的厌氧环境. 少量

随食物颗粒混进肠道的氧气在肠道上部就很

快被肠道内的好氧菌和兼性菌所耗尽, 加之肠

壁对氧气的不通透性, 从而形成了后肠天然的

厌氧环境, 满足了后肠专性或兼性厌氧微生物

发酵所需的厌氧要求. 宿主营养物质的供应也

会显著地影响肠道微生物的代谢方式. 例如B. 
thetaiotaomicron在肠道食物充足时常常富集在

食物颗粒, 充分利用肠道内容物中糖源, 而当食

物性多糖供应不足时, 便转向宿主的黏膜和肠

上皮细胞, 利用宿主细胞表面糖蛋白和糖脂上

面辍合多糖[32]. 另一个宿主的营养物质供应影

响肠道微生物代谢的例证来自于碳代谢物抑制

现象[33]: 能量利用效率高的物质(如葡萄糖和蔗

糖等)通常会抑制肠道微生物利用其他的能源物

质如纤维素、几丁质、木聚糖、淀粉、乳酸等. 
这种抑制现象在自然界中普遍存在, 可能是由

于葡萄糖抑制了一些关键酶的表达或活性而造

成的. 宿主多糖供应的多样性与肠道微生物利

用宿主多糖的可控性保障该系统(宿主和肠道微

生物)能够根据食物的变化来调整代谢方式和进

行能量重新分布, 最大可能地保证肠道内正常

菌群在食物变动中不发生本质的变化, 从而有

利于维持肠道生态系统的稳定性. 此外, 恒定的

温度和接近中性pH也为肠道微生物的生长和繁

殖提供了必要的生理条件. 总之, 人体向肠道微

生物, 特别是专性厌氧微生物, 提供了适宜的生

存环境, 满足了其生长和繁殖所需的条件. 
同样, 肠道微生物及其代谢产物对宿主的

能量平衡和生理活动也产生重要的影响. 肠道

微生物能够降解和发酵非可消化碳水化合物, 
补救出部分能量, 可以再次被宿主吸收和利用, 
扩大了宿主可利用原料的范围和提高了能量利

用效率. 研究发现常规饲养和无菌动物在饲喂

相同食物条件下, 尽管常规饲养动物消耗饲料

少, 但积蓄的体脂却比无菌动物多40%; 这些成

■应用要点
肠道菌群失调常
常诱发多种肠道
疾病, 比如肠炎、

腹泻、肿瘤等, 这
些疾病在世界范
围内, 严重地危害
了人类的健康. 抗
生素曾经作为治
疗肠道疾病的有
效药物, 但现在暴
露出抗药性残留
和转移等弊端; 人
们正研究益生素
(probiotics)作用
机制, 试图利用益
生素代替抗生素, 
通过恢复肠道菌
群平衡而恢复人
体健康. 
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年无菌动物在饲喂常规饲养动物结肠内容物之

后, 其体脂很快恢复到了常规饲养动物的体脂

水平, 并且发现饲喂结肠内容物无菌动物体脂

增加方式源自于脂肪细胞的肥大, 而不是脂肪

细胞的过度分裂增生[34]. 上面的研究可以部分地

回答了看似矛盾的现象: 肠道微生物自身的生

长和繁殖需要消耗大量来自食物中的能量, 却
最终减少了宿主能量需求. 因此肠道微生物是

影响宿主能量摄入、分布和消耗的重要因素之

一. 肠道微生物对宿主代谢功能和健康同样会

产生重要影响, 受关注程度最高当属膳食纤维

对某些营养代谢性疾病的延缓和控制. 自第二

次世界大战以来, 生活水平在西方发达国家中

逐步地提高, 饮食不合理和缺乏锻炼导致的肥

胖症已成为社会一大公患, 心血管疾病和结肠

直肠癌在西方社会里已经成为位居前列的两大

杀手. 这些危机引起营养学家们对低消化率的

膳食纤维关注, 因为这些膳食纤维不仅在小肠

中作为抗营养物质, 能够降低肠道对葡萄糖和

脂类物质的消化和吸收, 对心血管有益[35], 而且

可以在后肠中作为微生物的发酵底物, 产生对

人体有益的短链脂肪酸, 特别是丁酸[36-42], 向宿

主结肠上皮细胞提供比葡糖更优化的碳源和能

源, 促进肠上皮细胞的生长, 加速受损肠黏膜的

修复, 生理性地调控肠上皮细胞基因表达, 有效

地抑制肠炎和结直肠癌的发生. 最新版的Dietary 
Guideline for Americans 2005在报告中再次强调

了膳食纤维和全谷类食物的重要性, 并且给出

新的建议, 建议每人每天水果和蔬菜的摄食量

几乎是上一版(2000年)摄食量的2倍[43]. 之所以

如此大幅度地增加饮食中膳食纤维的摄入量, 
归因于这些膳食纤维可以作为功能食品, 具有

独特的抗营养作用和作为肠道微生物丰富而又

廉价的发酵原料, 在维持宿主健康和预防疾病

上发挥着重要的作用. 
总之, 宿主和肠道微生物在长期的协同进化

过程中形成了相互协作关系, 二者共同组成肠

道微生态系统, 保障了该系统最大限度地从有

限的食物中获取最大可能的营养价值, 维护了

系统长期稳定和动态平衡[44]. 
尽管人类对宿主-肠道微生物之间关系的研

究已经取得了卓有成效的成绩, 但我们现在仍

未完全研究清楚宿主-肠道微生物之间错综复杂

的关系. 与其他复杂的生态系统一样, 绝大多数

肠道微生物体外不易或不能培养的客观事实阻

碍了我们对宿主与肠道微生物之间关系的研究; 
当前学术界的研究主要集中在病原菌和具有商

业利润的古菌上[45], 常常忽略掉与人类健康息息

相关的正常肠道微生物, 成为这个研究领域又

一大桎梏. 实际上宿主与肠道微生物之间关系

的研究很具有挑战性, 需要诸多学科的专家和

学者共同努力, 迫切需要解决以下几个主要方

面的问题: 首先, 基于16S rDNA序列分析技术之

上, 阐明肠道微生物在不同种族和不同地区人

口中的分布状况[46], 充实现有数据库, 为研究宿

主和肠道微生物之间关系提供宝贵的资料. 其
次, 扩大肠道微生物基因组的测序工作. 这项工

程将是人类基因组工程的延续, 微生物基因组

的测序和研究有利于在基因组水平上确定肠道

微生物在不同人群中的多态性, 有助于揭示其

进化历史怎样与基因组有机地结合在一起.  再
次, 我们仍需要获得更直接的关于肠道微生物

代谢产物如何影响宿主生理的知识. 这是一件

极其繁重的任务, 需要新技术来更精确地检测

肠道微生物在特定条件下的代谢产物, 比如在

特定的营养条件下, 检测单一和几种已知菌株

分别(共)培养在恒化器或更精妙的肠道模拟器

或悉生动物体内的代谢产物, 这些结果可以促

进形成关于肠道微生物代谢组(metabolome)的
假说. 目前关于微生态系统在分子水平上的资

料还很少, 人肠道微生物基因组的研究需要从

这些天然和复杂的肠道微生物群落中获得关于

基因组、转录组(transcriptome)和代谢组的第一

手资料, 最终形成微生物代谢组学说. 
最后, 我们的研究也要像宿主肠道内的微生

物一样, 需要借鉴和应用来自其他领域和学科

中的新观念和新技术, 和其他的学科共同进步, 
从而有助于提升人类在这个领域现有知识水平.
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

本刊讯 为了进一步推动华北地区(北京、天津、河北、山西和内蒙)的消化学术交流与发展、帮助广大消化

专业工作者全面了解国内外消化基础和临床研究进展, 提高消化疾病诊治和研究水平. 第十二届华北地区消化

学术会议, 将于2006-10-27/29在河北省石家庄举办. 会议由北京、天津、河北、山西和内蒙医学会消化病学分

会联合主办, 河北省医学会消化病学分会承办. 本次会议将就近年来国内外消化领域的研究进展、诊断和治疗

方面的新技术、新方法进行广泛的学术交流, 大会将邀请国内著名消化病学专家作专题学术报告. 欢迎消化界

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 会务费: 500元(含餐费及资料费), 交

通住宿费自理.

1 征文内容

(1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; 

(2)消化系统肿瘤的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; 

(3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; 

(4)慢性肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; 

(5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状;

(6)消化疾病在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

来稿要求是未在国内外刊物上公开发表过的论文, 800字摘要一份, 摘要应包括: 目的、材料和方法、结果和结

论4个部分. 来稿一律使用A4纸打印、WORD格式, 并附软盘或发电子邮件至: huabeixiaohua@yahoo.com.cn. 

截稿日期: 2006-08-30, 以当地邮戳为准. 请务必在信封右上角注明“华北区消化会议”字样. 
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摘要
我国作为乙型肝炎大国, 面临乙肝的严重威
胁, 而HIV和HBV的传播途径相似, HIV/HBV
重叠感染可加速HIV感染者的病程并增加其
死亡率, 同时也影响到HBV感染的自然史. 现
就近年的相关文献作简要回顾, 以进一步提高
临床工作者的认识和警惕性. 

关键词:乙肝病毒; 人类免疫缺陷病毒; 超感染; 共

感染

曹晓沧, 连佳, 吕宗舜. HBV与HIV重叠感染及其影响.  世界华人

消化杂志  2006;14(11):1089-1092

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1089.asp

0  ��引言

人类免疫缺陷病毒(HIV)和乙肝病毒(HBV)的传

播途径相似, 包括静脉注射毒品、血友病、多

次输血、(同/异性)性传播途径和围产期垂直传

播, 均可引起重叠感染(超感染或共感染), 导致

病毒生物学的行为改变, 使感染者临床表现复

杂化. 超感染[1] (super-infection)指的是一株毒株

在机体内已经建立稳定感染之后受到另外毒株

的感染. 共感染(co-infection)则是两株病毒同时

或几乎同时对机体的感染. 超感染发生的背景

是宿主已经存在针对一种病毒特异性的免疫反

应并且免疫系统在某种程度上受到初次感染病

毒的损伤. 由于艾滋病大多在高危人群中发生

感染, 而乙肝在正常人群中发生感染, HBV持续

感染时间比HIV长, 因此在HBV背景下发生HIV
超感染的几率远大于共感染. 

1  HBV/HIV重叠感染的流行病学

我国自1985-06发现1例外籍人免疫缺陷综合征

(AIDS)患者, 至2004年估计HIV感染者已达84

万人[2]. HBV在一般人群中的感染较常见, 人群

中乙型肝炎表面抗原(HBsAg)携带率约为10%, 
全球慢性乙肝病毒感染者多达3.6亿, 我国占1.2
亿. 在HIV患者中有HBV标志的患者明显高于

HBsAg阳性的患者比例(表1), 一般认为有HBV
标志的HIV患者中多数表示过去感染过HBV, 并
非正在发生乙型肝炎. 因此在乙型肝炎大国的

我国研究HBV背景下发生HIV超感染有重要意

义. 在中国和东南亚一些国家, 引起HBV/HIV重

叠感染的主要原因是静脉注射毒品; 而欧美和

非洲等国家主要由性混乱所致. 男同性恋者中

和输用血制品者中也有很高的HBV/HIV重叠感

染率. 此外, 由于HIV、HBV均可经母婴传播. 因
此有高危因素的母亲所生的婴儿也是HBV/HIV
重叠感染的高危人群, 但有关这方面的研究目

前还不多.

2  病毒学基础研究

虽然HBV为嗜肝病毒, HIV为非嗜肝病毒, 但研

究显示HBV也能感染T-淋巴细胞, 因此在感染了

两种病毒的患者体内病毒可能在细胞水平相遇. 
其结果是两种病毒相互促进彼此基因的转录复

制, 加速彼此的病情进展, 使病情恶化. HIV阳性

患者感染HBV预后更差, HBV感染者似乎对HIV
更易感. 
2.1 乙肝病毒 HBV基因组是一环状部分双股的

DNA分子, 分为长的负链(L)和短的正链(S). L链
有4个开放读码区ORF(S, C, P, X区), 编码的蛋白

分别为HBsAg、HBcAg/HBeAg、HBV DNA多

聚酶及x蛋白(HBx, px). 最令人感兴趣的是乙肝

病毒x基因编码的HBx, 他含有154个氨基酸, 分
子量17 kDa, HBx活性区由第49到l43氨基酸组

成, 以第l07至l30氨基酸活性最为重要, 在N端有

一促转录活性负性调节区. 由于其基因位于基

因组内功能重叠最明显的区域, 因此决定了HBx
功能的多样性. 反式激活作用(transactivating)是
人们最早发现的同时也是研究最深入的HBx的
一个主要作用方式. 他能广泛激活病毒和细胞

的启动子, 促进病毒的复制与细胞的转录增生, 
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干扰正常转录. 研究表明, HBx的反式激活作用

具有双重机制: 既可激活信号传导系统, 又可

直接作用于细胞转化因子. 目前已知的与HBx
反式激活作用有关的细胞因子有多种类型, 包
括ATF/CREB(Cyclic AMP-responsive element-
binding protein)家族蛋白, b-ZIP转化因子家族, 
Ras-Raf-MAP激酶系统, PKC激活途径, 转化因

子TBP(TATA-binding protein, TATA框结合蛋

白[12])及丝氨酸蛋白酶等. RNA聚合酶Ⅱ亚单位

RPB5介导蛋白(RPB5 mediate protein, RMP)可
与HBx竞争结合普通转录因子TFⅡB(general 
transcription factor, TFⅡB)而抑制HBx的反式

激活作用[13-14]. HBx众多功能的机制尚不明确. 
但其具有的反式激活作用能促进多种肿瘤相关

基因的表达, 与HBV感染后HCC的发生密切相

关[15]. 
2.2 人类免疫缺陷病毒 根据血清学反应HIV分

为HIV-1和HIV-2两型. HIV属逆转录病毒科单

股正链RNA病毒. 感染敏感细胞后单链RNA基

因组需反转录为双链DNA并与宿主细胞的基因

组整合才能完成其生命周期. 前病毒DNA基因

组与单链RNA基因组的区别在于DNA基因组两

端形成了长末端重复序列(long terminal repeats, 
LTR), 由U3、R、U5区三部分组成. U5之后为

gag引导序列(GLS, gag leading sequence), 包括

PBS(tRNA primer binding sequence)和SD(major 
splice donor)序列. HIV-1 LTR的U3区长453 bp、
R区长98 bp、U5区长83 bp. 拥有3个结构基因:
gag, pol, evn和6个调节基因. LTR实际上是一个

启动子, 由U3区和R区启动元件以及pol基因的

内部启动子对病毒的表达和其他生命活动起调

控作用, U3区和R区从5'端到3'端依次为负调节

序列(negative regulation sequence, NR)、增强

子(enhancer, EN)、反式激活应答元件(TAR元
件, trans-activating responsive element), U5区与

病毒的DNA整合有关. HIV-1 LTR在多种病毒和

大肠杆菌中具有启动子作用, 可促进外源基因

的表达[16]. NR序列含有多种真核表达的调控元

件, 包括AP-1(adaptor protein-1), T cell factor B, 
Gata b(GATA binding protein), Myb, USF, COUP-
TF, NF-AT, LEF-1(lymphoid enhancer factor-1). 
因细胞类型不同, 即细胞中反式蛋白不同, 则不

同的顺式功能区被激活, 有时表现为正调节, 有
时表现为负调节, 甚至没有作用. EN序列, 长约

120 bp, 其中有两个NF-κB(nuclear factor κB)蛋
白的结合基元、3个SP1(stimulating protein 1)
蛋白结合基元和1个TATA 盒, 细胞的反式作用

因子和该区域结合后, 可增强多种类型启动子

的活性. TAR序列可在前病毒基因组DNA转录

生成的mRNA 5'端形成稳定的茎环结构, 进而

与病毒编码的Ta t蛋白结合促进转录 [17], 而且

TAR DNA 还能与多种细胞因子如LBP-1(Leader 
region binding protein)等结合, 调节基因表达[18]. 
将TAR DNA置于外源启动子中, 可提高外源启

动子的本底(basal)和Tat蛋白诱导活性[19]. 
2.3 HBx与HBV/HIV重叠感染 HBV/HIV感染对

两者病毒的复制及疾病的进程都有相辅相成的

作用. (1)反式激活作用: HIV在潜伏期病毒复制

水平较低, 并只在淋巴器官中进行, 而在大部分

循环CD4+T淋巴细胞中没有病毒的转录、复制[20]. 
因此认为HIV的再活化依赖T细胞的激活. HBx
具有的反式激活作用, 能促进多种肿瘤相关基

因的表达. 片山和宏 et al [21]报道HBx基因能使

LTR活化, 另一方面使宿主淋巴细胞产生白细

胞介素2(IL-2)的受体. 同年加利福尼一科研组

将乙肝病毒的基因片段在体外插入含有HIV的

细胞中, 以研究HBV/HIV之间的联系. 他们发

现, HBV感染细胞所产生的“X”蛋白可触发

     

表  1  HBV/HIV重叠感染的国内外报告情况

      HBsAg	         HBV标志物1

阳性数 阳性率   阳性数	  阳性率

美国[3]

日本[4]

尼日利亚[5]

意大利

印度[6]

新加坡[7]

河南省[8]

广东省[9]

董培玲 et al [10]

周志平 et al [[11]

1HBV标志物指anti-HBs和/或anti-HBc阳性.

 地区/作者
HIV感染

  总数

 2559

   471

   383

   149

     80

     47

   197 

   128

   144

     43  

213

  42

  37

  10

    6

    4

  10

    5

    4

    2 

8.32%

  8.9%

9.66%

  6.7% 

  7.5%

  8.5%

 5.19%

 3.13%

 2.80%

 4.65%

 —

317

 —

 —

  22

  29

102

  —

  66

  20

  —

  67.3%

  —

  —

  27.5%

  61.7%

51.95%

  —

  45.8%

46.51%

2002年

2005年

2004年

2005年

2001年

1995年

1999年

2003年

2003年

2004年

 报道日期

图  1  HBV/HIV重叠感染机制示意图. 
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HIV基因的生成, 从而导致HIV复制. 如图1所
示. 新近研究显示, HBx诱导HIV-1复制和HIV-1
的LT R的转录可能是通过与Ta t蛋白和T细胞

活化信号途径的协同作用实现. 虽然在诱导结

合在HIV-1 κB增强子上的报告质粒时, HBx
与有丝分裂促进剂通过NF-κB依赖途径和NF-
AT(nuclear factor of activated T cells)依赖途径

起协同作用, 但LTR中缺失这些成分并不影响

HBx在同时存在Tat和/或有丝分裂原(mitogens)
条件下介导的上调作用; 另一方面, 在接近LTR
的Sp1结合位点的突变并且只有同时消除κB增

强子的条件下才可以消除H B x介导的协同作

用. 当HBx作用细胞核时, 其协同细胞活化激活

物的作用会持续存在, 而且影响HBx与基本转

录机制间相互作用的HBx突变能消除依赖HBx
的协同活化效应. 这些现象说明HBx是作为细

胞核协同激活剂发挥作用的. 因此HBx可能加

速HBV/HIV感染的AIDS病人的病程进展[22], 但
还需流行病学和临床观察的进一步证实. 乙肝

病毒产生的HBx在艾滋病病毒复制过程中起重

要作用的事实可解释为什么几乎90%的艾滋病

患者同时也被乙肝病毒感染的内在原因. (2)重
组作用: 另有资料指出, 在HIV感染患者的末稍

血单核细胞内有与HBV和HIV DNAs两者相关

的3.2 kb DNA片段, 带有HIV pol 基因的一部

分, 提示HBV和HIV DNAs之间在体内的重组作

用, 并发现3.2 kb DNA是一种促进HBV与HIV 
DNAs基因自然重组的DNA片段. 他不仅在艾滋

病患者发病机制中起作用, 而且在其他人类疾

病的病毒基因间的重组中也可能起作用. Laure 
et al [23]发现75例艾滋病患者中有2例HBV相关的

3.2 kb DNA不被Eco Rr所消化, 因而提出3.2 kb 
HBV/HIV重组DNA在艾滋病患者的发病机制中

可能起作用. 最近Daesberg在艾滋病起因中提出

需要足够数量的HIV才能发病, 而HBV的参与可

能是研究艾滋病发病机制的又一新途径. 总之, 
在感染HBV/HIV的患者体内两种病毒相互促进

彼此基因的转录复制加速彼此的病情进展, 使
病情恶化; 同时可能发生基因重组而产生新的

变异, 影响治疗效果.

3  临床诊治现状

3.1 临床特点 如前所述, 慢性HBV携带者和乙型

肝炎急慢性患者在存在HIV病原传播的条件下

对HIV更易感; HIV阳性患者感染HBV预后更差. 
HIV感染的基本特征为CD4耗竭、T细胞数下降

和T细胞亚群CD4/CD8比值降低, 导致一系列免

疫缺陷综合征; 慢性乙型肝炎的恶化必须依赖

于病毒复制的免疫反应. 当HBV与HIV在患者体

内并存时, 由于HIV致使细胞毒T细胞的缺乏, 临
床及病理可见肝细胞中缺乏HLA-Ⅰ型的表达, 
因此在艾滋病患者中尽管90%有HBV感染的血

清学证据, 但只有少数HBsAg阳性者的肝组织

呈现慢性活动性肝炎, 发生肝硬变者更罕见. 不
少学者认为, HIV有可能导致原先的大多数慢性

乙型肝炎患者的肝功能和组织学特征的改善; 
也可使明显康复的急性乙型肝炎患者的HBV 
DNA激活, 使正在痊愈的慢性乙型肝炎复发, 促
使HBsAg、HBeAg和HBV DNA滴度增加 [24]. 
同性恋和静脉注射毒品成瘾的人群中, 首先感

染HBV然后感染HIV者, 发生慢性肝炎和携带状

态的趋势要比未感染HIV的患者大. 一旦HBV和

HIV共同感染后, 肝脏症状和细胞溶解现象处于

次要地位, 而艾滋病相关征象逐渐突出, 最后起

主导地位, 从而提示HIV可使HBV转为慢性化, 
而HBV可促使HIV难以根除, 并可加速艾滋病的

临床症状恶化. HBV合并HIV感染者的结局不是

死于肝衰竭和肝癌, 而是死于艾滋病, 特别是机

会性感染. 
3.2 治疗方案 慢性乙型肝炎重叠HIV感染后给

治疗带来很大困难. 研究证实, HIV阴性的慢

性乙型肝炎患者对几种抗病毒药物敏感, 但重

叠感染时治疗方案的选择要兼顾两种病毒. 目
前用于治疗HBV的药物有四种: interferon α, 
lamivudine(拉米夫定), adefovir(阿德福韦), 
entecavir(恩替卡韦). 其中lamivudine是一种核

苷类逆转录酶抑制剂, 能同时抑制HBV和HIV
的复制, 因此能安全有效的治疗HBV/HIV重叠

感染的患者, 但由于其在长期治疗后出现HBV
耐药株(YMDD变异)而受到限制. 对重叠感染

者治疗2和4 a后耐药率分别达到50%和90%, 明
显高于单独HBV感染组[25]. 具有双重抗病毒作

用的还有tenofovir(泰诺福韦)和emtricitabine(恩
曲他滨), emtricitabine也可引起HBV耐药株的出

现. 核酸类似物adefovir和tenofovir较lamivudine 
和emtricitabine不易产生耐药, 而且两类药物没

有交叉耐药, 因此既可用于初治病人又可用于

补救治疗. 高效抗逆转录病毒治疗方案HAART
是目前HIV感染的重要治疗方法, 方案中部分

药物可同时有效地治疗HBV感染, 因此HAART 
可治疗HBV/HIV重叠感染者. 单一用药HIV可

快速产生耐药株, 因此必须采用联合治疗. 对于

■同行评价
文章全面而又有
重 点 地 综 述 了
HBV与HIV重叠
感 染 的 流 行 病
学、分子生物学
机 制 及 治 疗 方
法, 观点明确、科
学，可读性强.
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HBV/HIV重叠感染者, 如果在其HAART方案中

已经包括lamivudine, 应考虑存在HBV耐药性的

可能性, 运用emtricitabine是无效的, 应改用或加

用tenofovir. 如果HIV的复制已经控制, 可以加

用adefovir或entecavir[26]. 这里重点提出的是对

HBV/HIV重叠感染应进行早期防治, 这对提高

生命质量和延长生存时间有重要意义. 流行病

学的研究表明, HBV疫苗对未感染HIV的人群进

行接种可能有益: 不仅减少HBV的感染率, 而且

可减少发生艾滋病的机会. 血清抗-HIV阳性的

免疫缺陷病毒携带者, 接受HBV疫苗后只有50%
有不同程度的免疫反应; 当HIV感染后又感染

HBV时, 疫苗的抗HBV作用经常是毫无反应的. 
35名同性恋男性人群接种乙肝疫苗后, 在保护性

HBsAb出现的时间内几乎全部HIV阴性. 因此对

于有HIV和HBV感染潜在危险的所有年轻人及

易感人群应尽早接种乙肝疫苗, 而且应该成为常

规治疗方案, 尽可能早地选择接种时机[27]．

致谢: 感谢南开大学耿运琪教授给予的悉心指导

和大力支持.
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Abstract
AIM: To establish a polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) method to detect the polymorphism of 
C-509T at the promoter region of transforming 
growth factor (TGF) β1 gene and explore its 
probable role in liver fibrosis.

METHODS: Patients with chronic hepatitis B (n 
= 50) and liver cirrhosis (n = 46) were involved 
in this study. A polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) was established. A set of primers was 
designed according to the promoter region of 
TGF-β1 gene. Around C-509T was the enzyme 
digestion site for restriction endonuclease Bsu36
Ⅰ. C or T was assured based on the enzymatic 
result of the polymerase chain reaction (PCR) 

products�.

RESULTS: Sequencing revealed 99% homoge-
neity between the two homozygous strains and 
the promoter region of TGF-β1 gene. The antici-
pated mutations appeared at position C-509T. 
The CT genotype prevailed in both the hepatitis 
and the liver fibrosis patients. The frequency 
of CC genotype (28.3%) was higher than that 
(19.6%) of TT genotype in liver fibrosis patients 
while the frequency of TT genotype (22%) was 
higher than that (4%) of CC genotype in hepa-
titis patients. There were significant differences 
between all the groups (P < 0.01).

CONCLUSION: The established method may 
be applied to detect the C-509T polymorphism 
at the promoter region of TGF-β1 gene. The CC 
genotype may be involved in liver fibrosis.

Key Words: Polymerase chain reaction; Restric-
tion fragment length polymorphism; Liver fibrosis; 
Transforming growth factor β1
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摘要
目的: 建立多聚酶链式反应-限制性片段长度
多态分析(PCR-RFLP)法检测转化生长因子
β1(TGF-β1)启动子区C-509T位点的变异并探
讨其在肝纤维化中的作用. 

方法: 根据TGF-β1启动子区基因设计引物, 
在C-509T位设计Bsu 36 Ⅰ酶切位点, 根据PCR
产物酶切结果判断该位点为C或T. 观察对象
为慢性乙型肝炎患者50例, 乙型肝炎后肝硬化
患者46例. 

结果: 测序显示本文两株纯合子与TGF-β1启
动子区序列同源性在99%以上, 并在C-509T
位点出现预期变异; 乙型肝炎和乙型肝炎后

www.wjgnet.com

■背景资料
TGF-b可以刺激
间质细胞分泌细
胞外基质, 在组织
纤维化发生过程
中具有关键性调
控作用. 慢性乙型
肝炎为我国最常
见的传染病, 进展
性肝纤维化是决
定患者预后的关
键 因 素 之 一 .  但
TGF-b基因多态
性与HBV感染后
肝硬化之间的关
系仍未明确.

 wcjd@wjgnet.com 
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肝硬化两组都是以CT基因型为主, 但是肝硬
化组CC基因型(28.3%)高于TT基因型(19.6%),
而肝炎组TT基因型(22%)高于CC基因型(4%), 
几组之间有显著性差异(P <0.01).

结论: 本文建立的方法可用于TGF-β1启动子
区C-509T位点基因多态性的检测, 该位点CC
基因型可能与肝纤维化有关.

关键词: 多聚酶链式反应; 限制性片段长度多态性分

析; 纤维化; 转化生长因子β1
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0  引言

近年研究表明, 转化生长因子β(TGF-β)是与肝

纤维化发病密切相关的关键细胞因子[1-2], 而且

可以通过刺激细胞外基质的合成并抑制其降解

而促进肝纤维化的形成[3-4]. TGF-β1基因位于人

类染色体19q13, 包含6个内含子和7个外显子, 
他的启动子区有2个重要位点来启动转录并具

有多种调节机制, 基因启动子区多态现象可引

起转录异常, 从而影响疾病的产生或严重程度, 
C-509T位点是其中的一个[5]. 而且C-509T基因多

态性与血清中TGF-β的浓度显著相关[6]. 为此, 我
们建立了多聚酶链式反应-限制性片段长度多态

分析(PCR-RFLP)法检测C-509T位点的变异, 并
探讨其在肝纤维化中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 观察对象为2004-06-12北京地坛医院

住院的慢性乙型肝炎患者50例, 男女各25例, 
年龄35±5岁, 乙型肝炎后肝硬化患者46例, 男
女各23例, 年龄45±6岁. 病例的诊断标准符合

2000年西安第十次全国病毒性肝炎及肝病学

术会议制定的《病毒性肝炎防治方案》. Taq
聚合酶为上海生工生物工程公司产品, 100 bp 
DNA ladder和Bsu 36Ⅰ内切酶为Promega公司产

品, ReadyPCRTM全血基因组DNA纯化系统为华

美生物工程公司产品, 质粒提取采用Sigma公司

GenElute Plasmid Miniprep Kit. PCR仪为ABI公
司9700型. 根据设计引物, C-509T位点位于两个

引物之间. 由北京赛百盛公司合成. 引物序列如

下: P1: 5'-TGAGTGACAGGAGGCTGCTTA-3'; 
P2: 5'-AGAACGGAAGGAGAGTCAGGCT-3'. 
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扩增产物为257 bp. 
1.2 方法 外周血白细胞基因组的提取, 采用华

美生物工程公司ReadyPCRTM全血基因组DNA
纯化系统, 严格按照试剂盒说明书操作. PCR系
统含10×缓冲液3 mL, 25 mmol dNTPs 0.4 mL, 
25 mmol/L P1和P2各0.5 mL, Taq聚合酶2 U, 血
清提取物4 mL, 反应总体积为30 mL. 循环条件: 
94℃预变性3 min, 94℃ 20 s, 55℃ 20 s, 72℃ 
30 s, 共35个循环, 最后, 72℃延伸7 min. 取扩

增产物8 mL经30 g/L琼脂糖凝胶(含1 g/L EB)
电泳, 在198 bp处出现荧光带者为阳性. PCR产
物酶切: Bsu 36Ⅰ酶切位点为CC'TNAGG, 如果

C-509T位点为C, 则产生Bsu 36Ⅰ酶切位点, 如
果为T, 则切不开. 取PCR产物8.5 mL, 10×缓

冲液D 1 mL, Bsu 36Ⅰ0.5 mL(5 U), 37℃酶切

16 h. 取酶切产物10 mL经30 g/L琼脂糖凝胶

电泳, 只在198 bp处出现条带者为TT纯合子, 
在108 bp和90 bp处出现条带者为CC纯合子, 
在以上3个位置均有条带者TC杂合子. PCR产

物的分子克隆与测序: 分别取CC纯合子(命名

为DT-C-509)和TT纯合子(DT-509T)的PCR产

物, 用低熔点琼脂糖凝胶电泳分离纯化, 直接与

T-easy载体连接, 转化XL-1-Blue细菌, PCR筛选

阳性克隆, 提取质粒, 采用通用引物, 经双脱氧

链末端终止法进行双向测序(由上海申能搏彩

公司完成). DNA序列资料采用Vector NTI 9.0软
件包及GeneDoc 2.6分析. 

统计学处理 SPSS 10.0 for Windows软件包, 
计数资料组间差异采用χ2检验分析, P <0.05认为

组间有显著差异.

2  结果

2.1 PCR产物酶切电泳结果 分别取CC纯合子、

CT杂合子和TT纯合子阳性标本Bsu 36Ⅰ酶切产

物各两份经30 g/L琼脂糖凝胶电泳, 结果与预期

相符(图1). 
2.2 PCR产物克隆测序结果 将DT-C-509、DT-
509T和TFG-β1启动子区基因(GenBank注册号: 
J04431)相应序列进行比对发现, DT-C-509确为

CC纯合子, DT-509T确为TT纯合子, 序列同源性

在99%以上(图2). 
2.3 肝炎和肝硬化患者C-509T位点基因多态性

比较结果 检测50例肝炎和46例肝硬化患者外周

血白细胞基因组TGF-β1启动子区C-509T位点

多态性发现两组都是以CT基因型为主, 但是肝

硬化组CC基因型(28.3%)高于TT基因型(19.6%), 
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■研发前沿
目前的研究显示
TGF-b1基因有8
个位点存在多态
性, 其中3个位于
启动子区, 3个位
于 编 码 区 .  编 码
区 ,  如第2 5位密
码子突变发现与
HCV感染后肝纤
维化发生有关, 但
非编码区多态性
与纤维化相关资
料缺乏.
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而肝炎组TT基因型(22%)高于CC基因型(4%), 
几组之间有显著性差异(P <0.01). 但是等位基因

两组间并未显示出有何差异(P >0.05, 表1).

3  讨论

慢性肝炎是我国的常见病, 威胁着很多人的健

康, 大多数患者会发展成肝纤维化或肝硬化. 肝
纤维化是指肝脏内纤维性结缔组织异常增生, 
是一种“创伤愈合”的慢性渐进的病理过程, 
其机制为细胞外基质(E C M)的合成与降解失

调, 病理特征为胶原纤维生成及大量细胞外基

质在disse间隙沉积. 他是肝硬化的早期阶段和

必经阶段, 在一定情况下可被逆转, 但若病因持

续存在, 肝纤维化逐渐加重, 肝小叶及血管等逐

渐被改建, 肝脏的正常结构遭到破坏, 中心静脉

区和汇管区出现间隔、假小叶形成, 即发展为

不可逆转的肝硬化. ECM主要来源于肝星状细

胞(hepatic stellate cell, HSC), HSC由正常静止状

态被激活, 转变成肌成纤维细胞(myofibroblast-
like cells, MFBs)和成纤维细胞(fibroblast), 是肝

纤维化发生的中心环节. 研究表明, ECM的合成

和降解过程很大程度上由TGF-β1控制. TGF-β1
是细胞因子TGF-β超家族成员之一, 最初是1970
年代末从血小板中分离出来的, 因其能促进成

纤维细胞的转化生长而得名. 在人体的结缔组

织、肝、肾、脑、皮肤、肌肉等组织都有其

表达. 目前, TGF-β至少有6种亚型, 在哺乳动物

中只发现3种亚型. TGF-β是一种有多重功能的

细胞因子, 可以调节细胞增殖、分化、细胞外

基质的产生、伤口愈合和组织修复[7]. 多种器

官纤维化、硬化、动脉粥样硬化等都与之有

关. TGF-β1活化后与细胞膜表面受体结合, 激
活Smad蛋白并形成复合物, 由此转入核内, 与
各种转录因子相结合, 从而调控基因转录. 但是

TGF-β1本身的表达也受其基因启动子区的调控. 
C-509T位点是其中的1个. 

有研究表明, TGF-β1基因调控区C-509T基
因多态性与阿尔茨默病[8]、浸润性乳腺癌、慢

性牙周炎、哮喘、IgE增高、IgA肾病等多种疾

病的发生或进展程度相关. 我们发现, 乙型肝炎

和乙型肝炎后肝硬化患者C-509T位点都是以

    

表  1  肝炎和肝硬化患者C-509T位点基因多态性比较结果

基因型	                        肝炎	                              肝硬化

CC	                      2 (4)	                         13 (28.3)

TT	                    11 (22)	                           9 (19.6)

CT	                    37 (74)	                         24 (52.2)

C等位基因	    39 (44.8)	         37 (52.9)

T等位基因	    48 (55.2)	          33 (47.1)

图  2  PCR产物克隆测序比较结果. 

_

80
80
80

160
160
159

TGAGTGACAGGAGGCTGCTTAGCCACaTGGGAGGTGCTCAGTAAAGGAGAGCAATTCTTACAGGTGTCTGCCTCCTGACC

CTTCCATCCcTCAGGTGTCCTGTTGCCCCCTCCTCCCACTGACACCCTCCGGAGGCCCCCATGTTGACAGACCCTCcTTC

TCCTACCTTGTTTCCCAGCCTGACTCTCCTTCCGTTCT
T

G

HUMTGFB1PR
DT-C-509
DT-509T

198
198
197

HUMTGFB1PR
DT-C-509
DT-509T

HUMTGFB1PR
DT-C-509
DT-509T

  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

  . . . . . . . . .   . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    . . . 

  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

:
:
:

:
:
:

:
:
:

:
:
:

  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

:
:
:

:
:
:

■相关报道
近期Drumm 
et al�道TGF-β1
基因启动子区
C-509T位点多态
性与囊性纤维化
发生显著相关.

图  1  C-509T PCR扩增产物Bsu 36Ⅰ酶切电泳结果. M: 

100  bp DNA ladder; 1, 2: CC纯合子; 3, 4: CT杂合子; 5, 6: 

TT纯合子.
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CT基因型为主, 但是肝硬化组CC基因型高于TT
基因型, 而肝炎组TT基因型高于CC基因型, 但
是等位基因两组间并未显示出有何差异. 这与

目前国内外研究结果较为一致. 杨再兴 et al [9]根

据Child Pugh分级标准, 将肝纤维化人群分为A
级、B级和C级, A级到C级肝纤维化程度逐渐加

重. 结果发现, 该位点的多态性与肝纤维化的严

重程度存在相关性. CC基因型在Child-Pugh分
级的C级组中的分布频率显著高于TT基因型. 而
且, 在患者中, 等位基因C以及基因型CC的分布

频率随肝纤维化程度的加重而升高. 认为, 该多

态性影响肝纤维化患者血浆中TGF-β1的浓度, 
该位点等位基因C可能是影响肝纤维化进展程

度的一个重要的遗传因素. Kim et al [10]发现在慢

性乙型肝炎患者中C-509T位点TT或CT基因型

发生肝细胞癌的危险性显著低于CC基因型. 
总之 ,  我们发现 T G F - β 1 基因调控区

C-509T位点C C基因型可能与肝纤维化有关 , 
具体情况如何, 还需要进行更大样本的临床流

行病学研究. 

4      参考文献
1	 Friedman SL. Seminars in medicine of the Beth 

Israel Hospital, Boston. The cellular basis of hepatic 
fibrosis. Mechanisms and treatment strategies. N 
Engl J Med  1993; 328: 1828-1835 

2	 Shin JY, Hur W, Wang JS, Jang JW, Kim CW, Bae 
SH, Jang SK, Yang SH, Sung YC, Kwon OJ, Yoon 

SK. HCV core protein promotes liver fibrogenesis 
via up-regulation of CTGF with TGF-beta1. Exp Mol 
Med  2005; 37: 138-145

3	 Blobe GC, Schiemann WP, Lodish HF. Role of tran-
sforming growth factor beta in human disease. N 
Engl J Med  2000; 342: 1350-1358  

4	 Bachem MG, Meyer D, Melchior R, Sell KM, 
Gressner AM. Activation of rat liver perisinusoidal 
lipocytes by transforming growth factors derived 
from myofibroblastlike cells. A potential mechanism 
of self perpetuation in liver fibrogenesis. J Clin 
Invest  1992; 89: 19-27  

5	 Derynck R, Rhee L, Chen EY, Van Tilburg A. 
Intron-exon structure of the human transforming 
growth factor-beta precursor gene. Nucleic Acids Res 
1987; 15: 3188-3189

6	 Grainger DJ, Heathcote K, Chiano M, Snieder H, 
Kemp PR, Metcalfe JC, Carter ND, Spector TD. 
Genetic control of the circulating concentration of 
transforming growth factor type beta1. Hum Mol 
Genet  1999; 8: 93-97 

7	 Moustakas A, Heldin CH. Non-Smad TGF-beta 
signals. J Cell Sci  2005; 118: 3573-3584

8	 Luedecking EK, DeKosky ST, Mehdi H, Ganguli M, 
Kamboh MI. Analysis of genetic polymorphisms in 
the transforming growth factor-beta1 gene and the 
risk of Alzheimer's disease. Hum Genet 2000; 106: 
565-569

9	 杨再兴, 王皓, 万谟彬, 王晓今, 徐玲玲, 赵文静, 高春
芳. TGF-β1基因多态性对乙肝肝纤维化的影响. 第二
军医大学学报  2004; 25: 1288-1291

10	 Kim YJ, Lee HS, Im JP, Min BH, Kim HD, Jeong JB, 
Yoon JH, Kim CY, Kim MS, Kim JY, Jung JH, Kim 
LH, Park BL, Shin HD. Association of transforming 
growth factor-beta1 gene polymorphisms with 
a hepatocellular carcinoma risk in patients with 
chronic hepatitis B virus infection. Exp Mol Med 
2003; 35: 196-202

             电编  张敏  编辑  潘伯荣 

■创新盘点
本研究对我国慢
性 H B V 感 染 及
HBV感染后肝硬
化 患 者 T G F - β 1
基 因 启 动 子 区
C-509T位点多态
性与肝硬化之间
的可能关系进行
了探讨.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                                                                                • 消息 •

                
                     第二次全国中晚期消化肿瘤学术会议
本刊讯  第二次全国中晚期消化肿瘤学术会议将于2006-08在哈尔滨举行, 现将征文通知公布如下:

1  稿件要求及截稿日期 

全文3 000字及摘要800字各1份, 电脑打印(附软盘), 2006-06-15截稿.

2  联系方式

哈尔滨市哈尔滨医科大学二院消化内科 刘冰熔 教授, 电话: 13313695959, E-mail: liubingrong@medmail.com.cn.



www.wjgnet.com

余力, 南方医科大学珠江医院病理科 广东省广州市 510282
刘莉, 张艳菲, 李祖国, 丁彦青, 南方医科大学病理学教研室 
广东省广州市 510515
蔡颍谦, 南方医科大学珠江医院神经外科 广东省广州市 
510282
国家自然科学基金资助项目, No. 30370649
通�����讯����作者��: 丁彦青, 510515, 广东省广州市, 南方医科大学病理
学教研室.
电话�� ������������� ���� ������������: 020-61642148 传真:  020-61642148
收稿日期�� �������������� ������ ����������: �������������� ������ ����������2006-02-12    接受日期�� ����������: ����������2006-03-03

Distinction analysis for 
variance of morphological 
architecture and different 
property of metastasis in 
human colorectal carcinoma 
cells

Li Yu, Li Liu, Yan-Fei Zhang, Ying-Qian Cai, Zu-Guo Li, 
Yan-Qing Ding

Li Yu, Department of Pathology, Zhujian Hospital, Southern 
Medical University, Guangzhou 510282, Guangdong Prov-
ince, China
Li Liu, Yan-Fei Zhang, Zu-Guo Li, Yan-Qing Ding, 
Department of Pathology, Southern Medical University, 
Guangzhou 510515, Guangdong Province, China
Ying-Qian Cai, Department of Neurosurgery, Zhujian Hos-
pital, Southern Medical University, Guangzhou 510282, 
Guangdong Province, China
Supported by National Natural Science Foundation of 
China, No. 30370649
Correspondence to: Dr. Yan-Qing Ding, Department 
of Pathology, Southern Medical University, Guangzhou 
510515, Guangdong Province, China
Received: 2006-02-12    Accepted: 2006-03-03 

Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
the different property of metastasis and the 
variance of morphological architecture in human 
colorectal carcinoma (HCC) cell lines.

METHODS: The morphological architectures of 
three HCC cell lines with  the identical genetic 
background and different property of metas-
tasis, including SW620 (lymphatic metastasis), 
SW480 (hematogenous and lymphangitic metas-
tasis) and SW480/M (hepatic metastasis), were 
observed by light microscopy and atomic force 
microscopy (AFM), and the expression of car-

cinoembryonic antigen (CEA), CD44v5, Fascin 
and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in 
those cell lines were detected by immunohisto-
chemical method�.

RESULTS: There were four types of cells, shap-
ing as round-like, monopole, fibroblast-like, 
and giant, in all the three cell lines. In SW620 
cell line, there were more fibroblast-like cells 
with many microvillus and pseudopodia on the 
cell surface and loose inter-cells conjunction. 
SW480/M consisted of round-like and monopole 
cells principally, which had the characteristics of 
epithelial differentiation. The cytoplasm margin 
was unclearly like plasmogamy and the special-
ized structure on cell membrane was unobvious. 
The morphology of SW480 cell was showed 
between SW620 and SW480/M. The level of 
CEA expression in all the three cell lines was 
lower. The expression of CD44v5 and PCNA in 
SW480/M were significantly higher than those 
in SW620 and SW480 (CD44v5: 26.023 ± 2.394 vs 
10.554 ± 1.955, 14.411 ± 4.826, P < 0.001; PCNA: 
93% vs  40%, 37%, P < 0.001). The expression of 
fascin in SW620 was significantly higher than 
that in SW480/M (26.507 ± 2.471 vs 19.157 ± 3.563, 
P < 0.05). However, fascin expression was not 
markedly different between SW620 and SW480�.

CONCLUSION: Morphological architecture and 
immunophenotypes are different in the three 
types of cultivated cells, which may be related to 
their property of metastasis�.

Key Words: Atomic force microscope; Colorectal 
carcinoma; Cell lines; Morphological architecture; 
Metastasis

Yu L, Liu L, Zhang YF, Cai YQ, Li ZG, Ding YQ. 
Distinction analysis for variance of morphological 
architecture and different property of metastasis in 
human colorectal carcinoma cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(11):1097-1102

摘要
目的: 探讨不同大肠癌细胞株的形貌结构差
异与其转移特性的相关性. 

■背景资料
大肠癌术后局部
复发与继发的淋
巴道转移、肝转
移仍是严重威胁
患者生命的主要
因素, 许多研究表
明大肠癌的组织
细胞形态、侵袭
生长方式和免疫
表型等与肿瘤转
移的部位有关, 作
为研究转移机制
常用的不同转移
潜能的肿瘤细胞
系, 由于癌细胞存
在膜表面分子种
类和数量等的差
异 ,   其超微结构
的形貌也必然存
在或多或少的差
异. 
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转移特性不同的大肠癌细胞形貌结构的差异分析
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方法:  对3种遗传背景一致 ,  具有不同转移
特性的大肠癌细胞株SW620(淋巴道转移)、
SW480(血道和淋巴道转移)SW480/M(肝转
移)细胞的形态结构进行原子力显微镜和光
镜观察, 以及应用免疫组化技术检测CEA、

CD44、Fascin、PCNA在3种细胞的表达.

结果: 3个细胞系主要由4种形态细胞构成, 包
括类圆形细胞、单极细胞、纤维母细胞样细
胞及瘤巨细胞. SW620瘤细胞纤维母细胞样
细胞较多, 表面有较多的微细绒毛和细长胞
突, 瘤细胞间黏附不紧密. SW480/M细胞具有
上皮细胞分化的特点, 主要由类圆形和单极细
胞构成, 细胞与细胞连接紧密, 胞质融合, 细胞
膜表面特化结构不明显. SW480细胞形态介于
SW620和SW480/M之间. CEA在3种细胞均低
表达;   CD44和PCNA在SW480/M的表达强度
明显高于SW620和SW480, 差异显著(CD44v5: 
26.023±2.394 vs 10.554±1.955, 14.411±
4.826, P <0.001; PCNA: 93% vs  37%, 40%, 
P <0.001), Fascin表达在SW620与SW480/MS之
间差异明显(26.507±2.471 vs  19.157±3.563, 
P <0.05), 而在SW620和SW480之间无差异.

结论: 3种大肠癌细胞固有的表面形貌和免疫表
型存在差异, 可能与肿瘤细胞转移特性有关.
 
关键词: 原子力显微镜; 结直肠癌; 细胞系; 形态结

构; 转移
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0  引言

虽然目前大肠癌的治疗手段和患者的预后有较

大的改善, 但术后局部复发与继发的淋巴道转

移、肝转移仍是严重威胁患者生命的主要因素[1]. 
大肠癌的发生、发展是多步骤、多种因素参与

的极复杂过程. 不同转移潜能的肿瘤细胞系是

研究转移机制的常用的模型, 通过比较细胞形

态、生物学特性、表达基因及蛋白差异等, 可
探讨其与侵袭、转移的关系和作用机制. 由于

不同转移特性癌细胞存在膜表面分子种类和数

量等的差异, 其超微结构的形貌也必然存在或

多或少的差异. 为此我们对同一亲本, 分别具有

不同转移特性3种人大肠癌细胞株进行了形貌

结构的观察, 以求从形态学角度探讨常规培养

条件下肿瘤细胞的原始的形貌差异与其转移特

性的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料  SW620、SW480和SW480/M人大肠

癌细胞株来自同一亲本, 遗传背景一致, 分别具

有不同转移潜能. SW620(ATCC号: CCL227)具
有高选择淋巴道转移的特性, SW480(ATCC号: 
CCL228)血道和淋巴道转移, SW480/M是南方

医科大学肿瘤研究所用体内连续传代方法, 以
SW480细胞株在裸鼠盲肠反复接种, 筛选获得的

具有高选择肝脏转移特性的亚系. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 先将盖玻片等分成4块, 用纯水反

复冲洗, 高压消毒后, 置入6孔培养板中待用; 载
玻片用1 g/L多聚赖氨酸包被晾干、高温消毒后

备用. 将3种人大肠癌细胞株悬液接种在培养板

中盖玻片和湿盒内的载玻片上, 50 mL/L CO2、

37℃进行常规培养. 培养基为R P M I 1 640和
100 mL/L小牛血清, 24 h后更换1次培养液, 2 d
后取出待用. 
1.2.2 标本处理和形态学观察 长有细胞载玻片用

PBS轻洗两遍后25 g/L戊二醛固定20 min, PBS
轻洗后, 常规HE染色及免疫组化检测, 光镜观察. 
另将载有细胞的盖玻片用PBS轻洗2遍, 用25 g/L
戊二醛固定20 min, 用PBS和纯水各轻洗晾干

后置于原子力显微镜(atomic force microscope, 
AFM)内观察. AFM型号SPM-9500J3(岛津公司, 
日本), 接触模式, 悬臂弹性系数2 N/m, 针尖曲率

半径为20 nm, 水平最大扫描范围为125 mm ×
125 mm. 先应用附带光镜随机找到肿瘤细胞, 移
动针尖至扫描范围内, 接触压力调整好后对细胞

膜表面进行3 000-10 000倍分辨率的三维形貌逐

层扫描检测, 利用随机附带分析软件对细胞的形

态、细胞表面粗糙度(Ra)等指标进行分析. 
1.2.3 免疫组化检测  鼠抗人C E A、C D44、
Fascin、PCNA即用型单克隆抗体以及SP试剂盒

均购自福建迈新生物有限公司. 磷酸盐高压抗原

修复, SP法染色, 染色操作步骤按照试剂盒说明

书进行, 以PBS替代一抗设立阴性对照, 以已知

的阳性组织片作为阳性对照. 免疫组化结果判定, 
CEA、CD44、Fascin阳性细胞棕黄色颗粒定位

于细胞质或细胞膜, PCNA阳性定位于细胞核; 应
用CMIAS图像分析系统免疫组化测量模块, 测量

CEA、CD44、Fascin阳性细胞的阳性值(PU值): 
每个细胞系随机选择7个高倍视野, 每个视野描

■创新盘点
本文应用光镜和
最新的表面成像
技 术 - A M F 对 培
养 同 一 亲 本 ,  分
别具有不同转移
特性的SW620(淋
巴 道 转 移 ) 、

S W 4 8 0 ( 血 道 和
淋 巴 道 转 移 ) 、
SW480 /M(肝转
移 ) 大 肠 癌 细 胞
进行了形态和表
面超微结构观测.  
发现这3种细胞存
在形貌结构的不
同, 从形态学角度
分析了形貌结构
的差异与转移特
性的相关性, 为大
肠癌转移机制的
研究提供新的线
索. 
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记测量不少于20个阳性细胞. PCNA在高倍视野

下计数200个细胞, 计算阳性细胞数, 换算为阳性

百分比.
统计学处理 使用SPSS10.0专业软件, 应用

统计学方法包括t检验, χ2检验等, 结果以mean±
SD表示.

2  结果

2.1 光镜观察 三个细胞系载玻片上细胞形态主

要为四种类型: (1)纤维母细胞样(双极)细胞, 细
胞核椭圆形, 胞突尖细; (2)类圆形细胞, 细胞核

圆形淡染, 有1-2个核仁; (3)单极细胞, 细胞核圆

形浓染, 偏位, 一极有尖细的胞质; (4)瘤巨细胞,质; (4)瘤巨细胞,; (4)瘤巨细胞, 
细胞核大, 畸形浓染, 胞质丰富, 淡红染. SW620质丰富, 淡红染. SW620丰富, 淡红染. SW620
细胞成簇平铺分布, 排列错落有致, 细胞界限清, 
细胞簇中央为类圆形细胞, 周边有较多的纤维

母细胞样细胞, 散在或相互胞突相连形成链状

(图1A). SW480/M细胞集聚成簇或呈链状分布, 
细胞与细胞连接紧密、界限不清呈融合状, 单
极细胞位于周边, 胞突细长(图1B), 纤维母细胞

样细胞罕见. SW480细胞分布与排列与SW620
细胞类似 ,  但具有核仁的类圆形细胞明显比

SW620多, 部分区域细胞间界限不清呈融合状

(图1C). 三个细胞系均见有瘤巨细胞散在分布, 
以SW480/M最多, 核分裂相易见. 
2.2 AFM扫描成像 可见多个成簇排列的肿瘤细

胞, 相邻细胞存在明确的连接缝隙或紧密连接

呈融合状, 连接缝隙处可以清晰地观察到胞质

伸出的细丝状或片状的连接物质或缝隙不明显

融合状. 纤维母细胞样细胞多呈游离状, 其纵轴

长径约30 μm, 横径为8.49 μm, 表面有较多的

微细绒毛, 两端可见较粗的伪足, 呈卷曲状, 逐
渐变细呈绒毯状附着于玻片上; 纤维母细胞样

细胞与其他细胞之间可见伸出的伪足相连或灶他细胞之间可见伸出的伪足相连或灶细胞之间可见伸出的伪足相连或灶

性紧密相连(图2A). 类圆形细胞直径约为11 μm, 
表面微细绒毛稀疏, 可见粗短胞突; RA值(nm,平
均值): 纤维母细胞样细胞2 100, 单极细胞1116, 
类圆形细胞为183. SW620纤维母细胞样细胞多

见, 细胞与细胞连接缝隙清晰, 有局灶的胞质融

合. SW480/M细胞集聚层叠, 细胞与细胞连接紧

密, 连接处胞质融合, 表面微细绒毛不明显(图
2B). SW480细胞表面微细绒毛相对SW620密度

减少, 细胞与细胞连接缝隙模糊, 有灶片状的胞

质融合(图2C). 3种细胞株形态和测量参数比较

(表1). 
2 .3  免疫组织化学观察  P C N A在S W480、
SW620和SW480/M的表达阳性率分别是37%, 
40%和93%, SW480/M与其他2组比较差异显他2组比较差异显2组比较差异显

著(P <0.001); CEA、CD44、Fascin的表达结

果(表2). CEA表达值在3个细胞系弱表达, 3组
之间两两比较有差异(P <0.05), 以SW480/M表

达最强; Fascin在SW480、SW620的表达无差

异, 以SW620表达最强, 与SW480/M比较差异

明显(P <0.05); CD44在3组之间两两比较有差

异(P <0.05), 在SW480/M的表达强度明显高于

SW480和SW620, 差异显著(P <0.001).

3  讨论

癌细胞运动能力是癌细胞转移的基础, 细胞表

面结构的改变、细胞膜的凸起和伪足形成与细

胞黏附、渗透压的变化以及细胞固有的骨架结

构等有关, 在细胞靶向性移动中具有重要作用, 

图  1  3种大肠癌细胞光镜下形态. A: SW620细胞簇状分布, 
纤维母细胞样细胞较多, 细胞界限清; B: SW480/M细胞簇状
或链状分布, 细胞界限不清; C: SW480细胞形态与SW620类
似, 有核仁类圆细胞较多. 

A

B

C

■同行评价
本文应用光镜和
最新的表面成像
技术-原子力显微
镜技术对培养的
三个大肠癌细胞
系进行了形态和
表面超微结构观
测 ,  发 现 同 一 亲
本 ,  遗 传 背 景 一
致, 分别具有不同
转移特性的大肠
癌细胞具有不同
的形态特点, 并分
析了其间的关系. 
研究方法科学, 形
态观察细致, 结果
分析可信.
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是癌细胞侵袭转移的形态学基础[2]. 由于肿瘤细

胞黏附、扩散、迁移依赖于与细胞外基质接触

的动态形成和松解, 因附着基质成分不同, 细胞

形态变化不同[3], 来源于同一个体结肠癌不同亚

系细胞, 虽然在倍增时间、染色体数目、染色

体缺陷相似, 但细胞表面表达黏附分子不同, 体
外培养的细胞形态和侵袭和转移能力也存在差

异[4]. 因此, 本实验为保持细胞的原始状态, 我们

采用多聚赖氨酸包被的玻片[5]和无任何处理载

玻片作为培养细胞的附着物, 使黏附对细胞的

形态影响减低到最小程度. 在此条件下对同源

性不同细胞株固有的细胞形貌特征的观察可以

一定程度上了解癌细胞的形态与转移特性的相

关性. 同时, 为了了解细胞的基本状态, 我们对3
个细胞系进行了CEA、CD44、Fascin、PCNA
免疫组化定量检测. 结果表明, 作为细胞分化指

标CEA在3种细胞低表达, 说明细胞分化程度均

较低[10]; CD44和PCNA在SW480/M的表达显著

高于另外两种细胞, 具有高增殖活性和与周围

细胞或基质的黏附能力, 说明SW480/M细胞更

具有侵袭性[6-7]. 
许多研究表明大肠癌的组织细胞形态、侵

袭生长方式和免疫表型等与肿瘤转移的部位有

关[8], 为了解肿瘤细胞固有的形貌结构与器官转

移特性的相关性, 我们应用光镜和最新的表面

成像技术-AMF对培养同一亲本, 分别具有不同

转移特性的SW620 、SW480和SW480/M大肠癌

细胞进行了形态和表面超微结构观测. 结果显

示3个细胞系细胞各具有不同形态特点, 构成的

细胞形态多样, 从类圆形细胞、单极细胞到纤

维母细胞样细胞, 微细绒毛、伪足形成数量明

abP<0.05,  c P<0.05.

    

表  1  3种细胞形貌结构和测量参数比较

细胞系                细胞密度             细胞间连接               胞突          微绒毛
              RA值 (nm, mean±SD)

        变形细胞                   类圆性细胞

SW480

SW620

SW480/M

较密

稀疏

密

缝隙模糊、胞质
灶片状融合
缝隙清、胞质局
灶融合
缝隙模糊、胞质
融合紧密

中等

粗长

粗短

中等

浓密

不明显

1577.921±784.296b

                  
1978.344±503.982a

                 
1107.390±276.808ab  

  68.107±24.015c

                
210.380±59.433c

                
273.041±60.548c

    

表  2  3个细胞系的CEA、CD44和Fascin表达结果 (PU
值mean±SD)

细胞系	        CEA	                CD44	        Fascin      

SW480

SW620

SW480/M

4.936±1.004

3.350±0.760

6.399±2.069

多组比较P<0.05.

14.411±4.826

10.554±1.955

26.023±2.394

27.267±6.070

26.507±2.471

19.157±3.563
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20.00 mm

5.11 
mm

6.68 
mm10.00 

20.00 mm  0.00 40.00×40.00 mm

10.00 mm 30.00×30.00 mm  0.00 

2.66 
mm

图  2  3种大肠癌细胞原子力显微镜下形态. A: SW620纤维
母细胞样细胞有较多的微细绒毛及较粗的伪足, 细胞之间连
接缝隙清晰, 有局灶的胞质融合; B: SW480/M细胞之间连接
紧密, 胞质融合; C: SW480细胞之间连接缝隙清晰, 可见胞
质伸出的细丝状或片状的连接物质, 有局灶的胞质融合. 

A

B

C
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显增多, 测量Ra值在变形细胞明显大于类圆形

细胞, 达5-50倍, 以纤维母细胞样细胞为最大; 类
圆型细胞中, Ra值SW480/M细胞明显高于其余

2种细胞. Ra值是指样品表面上具有较小间距的

峰谷所组成的微观集合形状特性, Ra值越小, 被
测表面越光滑, 反之, Ra值越大, 被测表面越粗

糙, Ra值可作为描述细胞表面形貌特性的指标, 
其形成原因很可能是膜表面蛋白单体、聚集体,
以及膜表面的突起和微绒毛等特化结构所致[9]. 
说明同源性细胞系不同形态的细胞的形成很可

能是细胞生长分化不同阶段的结果. 而同一细

胞系的不同亚系细胞的形态不同, 其表型及迁

移能力不同, Solimene et al [10]观察大肠癌肝转移

筛选出的LISP-I细胞系内的亚系细胞形态和行

为特征的关系, LISP-A10细胞表现出上皮分化

且表达CEA和桥粒核心糖蛋白, LISP-E11为纤维

母细胞样, 低地表达CEA; 与层黏蛋白和纤维连

接素的黏附作用和移动趋向性, LISP-E11高于

LISP-A10. 说明同一细胞系存在细胞转移能力

的异质性. Kubens et al [11]对活体大肠癌细胞的观

察发现自发移动的细胞都具有伸长胞突的细胞, 
而不活动的细胞为圆形, 提示变形瘤细胞变异

越大, 特别是纤维母细胞样细胞, 迁移能力越强, 
肿瘤的特异性转移是一个非随机事件, 依

赖于特定的肿瘤细胞与特定的组织或器官提供

的生长环境并与之相适应[12-13], 在同源性肿瘤细

胞之间存在黏附内皮和实质细胞能力的差异, 
对器官特异生长因子和抑制因子的反应存在差

异[14]. SW480/M是具有高选择肝脏转移特性的

亚细胞系, 形态特征是类圆细胞, 细胞与细胞连

接紧密, 胞质融合, 细胞膜表面特化结构不明

显, 提示瘤细胞自发运动的能力低且细胞之间

黏附紧, 具有上皮细胞分化的特点. 单从形态特

点来看, SW480/M不具备肿瘤细胞侵袭运动的

形态基础. 但由于SW480/M高表达CD44, 在肿

瘤生长过程中能够连接细胞外基质成分, 通过

与细胞骨架蛋白相结合, 参与细胞伪足的形成, 
引起细胞的形态和游动性改变, 易于与血管内

皮黏附, 促进浸润和转移[15-16]. 袁辉生 et al [17]临

床研究发现高分化大肠癌的肝转移率比低分化

癌高, 认为高分化癌尽管恶性度低, 但就肝转移

而言, 并不意味其预后较好, 究其原因可能是低

分化癌脱落的肿瘤细胞浸润能力、运动力均强, 
常呈单个状态进入肝脏, 易被肝脏的Kupffer细
胞所吞噬, 而高分化癌的肿瘤脱落多呈瘤栓状,
可嵌在肝窦中, 形成肝转移. 这个结果可以解释

SW480/M细胞之间黏附紧密的形态特点. 依据

SW480/M细胞的转移特性, 其侵袭转移方式可

能为瘤组织侵袭破坏静脉, 成片细胞脱落进入

血道, 进而与血管黏附、侵袭和着床生长而发

生肝转移. 
Fascin是一种50-55 kDa的细胞骨架蛋白, 

可与F-肌动蛋白结合, 定位于细胞质张力纤维和

细胞膜皱褶边缘的丝状伪足、微棘的核心肌动

蛋白束中, Fascin的高表达引起胞膜表面突起增

多, 肌动蛋白骨架重建, 细胞运动性增强, 细胞

侵袭能力增加[18-19]. SW620细胞具有较高的淋巴

结转移的选择性, Fascin表达增高, 其形态特点

是瘤细胞变形明显, 纤维母细胞样细胞多, 形成

的细胞伪足明显, 提示细胞阿米巴运动能力较

强; CD44表达较低提示瘤细胞间黏附不紧, 可使

癌细胞失去“束缚”, 获得一定的“自由”, 易
于脱离癌细胞团, 说明大肠癌的淋巴道转移与

细胞的自身运动能力明显相关, 癌细胞可通过

主动侵蚀、变形进入淋巴管, 导致淋巴结转移. 
SW480细胞形态特征和免疫表型介于SW620和
SW480/M之间, 兼具有两者的形态特点, 提示其

瘤细胞异质性明显, 而易形成淋巴和血道转移. 
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Abstract
AIM: To observe the changes of speci f ic 
antibodies in the cow colostrums by indirect 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA).

METHODS: Two pregnant cows (non-parous 
and parous) were immunized with H pylori 
whole-cell antigen (4×109 CFU) via intramuscu-
lar injection in the neck. The colostrums were 
collected with 7 days after parturition�.

RESULTS: H pylori induced significant immune 
responses in both cows, and the efficacy of 
anti-H pylori in the parous cow reached the peak 
values (5.84) at the first day after parturition, 
which was significantly higher than that in the 
non-parous cows (3.51, P < 0.05). However, the 
efficacies dropped quickly with 7 days. Weak 
positive anti-H pylori were observed only at the 

first day in the control cow�.

CONCLUSION: The immune response is superior 
in the parous cow to that in the non-parous one�.

Key Words: Indirect ELISA; Helicobacter pylori ; Co-
lostrums

Zhou DR, Wang F, Zhang CY, Cui S, Tang TS, Ou J. 
Indirect ELISA in detection of antibodies in colostrums 
of the cows immunized with Helicobacter pylori. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(11):1103-1106

摘要
目的: 建立间接E L I S A法测定牛初乳中H 
pylori 抗体的水平, 并观察特异性抗体的产生
规律. 

方法: 本试验以H pylori全菌抗原免疫妊娠母
牛, 每头牛每次肌肉注射4×109CFU全菌抗原, 
收集分娩后7 d内的初乳. 以间接ELISA法检
测其中H pylori抗体水平.

结果: H pylori 能有效地引起免疫应答, 成年
牛初乳中的抗体效价在分娩当天达到最大值
5.84, 高于青年牛的3.51(P <0.05), 随后迅速下
降. 对照奶牛仅在分娩当天检测到微弱阳性.

结论: 成年牛的对H pylori 的免疫应答好于青
年牛.
 
关键词: 间接ELISA; 幽门螺杆菌; 初乳
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0  引言

自1982年Warren和Marshall首先从人类胃黏膜中

培养出幽门螺杆菌(H pylori )以来, 大量研究证实

H pylori感染是慢性活动性胃炎、消化性溃疡的

主要病因, 已严重威胁着人类的健康[1-4]. 抗生素

■背景资料
在我国, 关于免疫
乳概念的引进及
免疫乳的研究始
于1990年代, 现在
这一概念已被乳
品行业所接受. 免
疫乳抗体的被动
传递用于治疗胃
肠 疾 病 ,  是 这 些
疾病免疫治疗方
面的一个新的思
路. 本文利用间接
ELISA方法对免
疫后的血清及初
乳进行检测,旨在
研究其特异性抗
体的产生规律, 为
制备高含量的抗
H pylori 免疫乳制
品及相关生物制
品提供技术依据.
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联合疗法是目前常用的方法, 但耐药菌株的不

断出现和治愈后的复发给治疗增加了难度[5]. 在
疫苗的研制方面, 虽取得了很大进展, 但在免疫

原、佐剂、免疫途径等细节问题上还没有完善, 
目前还无法用于实际应用[6-7]. 因此, 许多学者将

注意力转移到通过人工被动免疫来防治胃肠道

疾病, 可望利用多克隆抗体的被动传递或单克

隆抗体的局部应用来预防和治疗H pylori引起的

慢性胃炎与胃、十二指肠溃疡. 免疫乳抗体的

被动传递用于治疗胃肠疾病, 是这些疾病免疫

治疗方面的一个新的思路. 我们利用间接ELISA
方法对免疫后的血清及初乳进行检测, 旨在研

究其特异性抗体的产生规律, 为制备高含量的

抗H pylori免疫乳制品及相关生物制品提供技术

依据[8-10]. 

1  材料和方法

1.1 材料 国际标准菌株NCTC11637, 购于上海消

化道疾病研究所. 培养基为含有马血清60 mL/L, 
盐酸万古霉素10 g/L, 两性霉素B 10 g/L, 多黏菌

素B 0.5 g/L, 甲氧苄胺嘧啶0.5 g/L的哥伦比亚固

体培养基.  37℃, 微需氧条件下培养72 h[11]. 妊娠

后期的3头奶牛, 选自江苏省泰州市卫岗奶牛场.

1.2 方法 第1次免疫为分娩前42 d, 取2 mL灭活

菌液用等体积弗氏完全佐剂(购于Sigma公司)充
分乳化后于颈部皮下多点注射, 每次菌量为4×
109CFU/头. 以后改用弗氏不完全佐剂乳化, 分别

在分娩前28, 17, 7 d进行3次免疫, 菌量如上. 其
中一头为对照组. 第1次采集血样为分娩前42 d, 
以后每隔1 wk采集1次血样, 分离血清分装后置

于-20℃保存备用. 第1次采集乳样为分娩后8 h, 
以后每隔8 h采集1次, 连续采7 d, 以上样本采集

后置于-20℃保存备用. 将采集的乳样于室温解

冻后, 取20 mL于试管中加入凝乳酶, 37℃静置

2 h后, 2500 r/min离心15 min, 取上层清亮乳清

置于-20℃保存备用. 取聚苯乙烯96孔ELISA板, 
每孔加入12.5 g/L的戊二醛溶液200 μL, 37℃温

育2 h. 取出后, 在洗板机上用蒸馏水洗涤3次, 每
次300 μL. 将灭活的菌液用包被液(0.05 mol/L 
pH 9.6的碳酸盐缓冲液)稀释至5×1011CFU/L, 
每孔加入50 μL, 37℃温育20-24 h. 每孔加入

220 μ L封闭液(1 g/L B S A), 4℃过夜. 之后, 
用洗涤液(0.5 g/L Tween-20)洗涤三次, 每次

300 μL, 干燥. 至此, ELISA板可放在-20℃保存

备用. 将待检样本用封闭液稀释至所需浓度, 每
孔加入50 μL, 37℃温育1 h, 用洗涤液洗板3次, 
每次300 μL. 用酶标抗体稀释液(10 g/L BSA)
将酶标兔抗牛IgG抗体(购于Sigma公司)1∶2×
104稀释, 每孔加入50 μL, 37℃温育1 h, 用洗涤

液洗板3次, 每次300 μL. 每孔加入100 μL底物

显色液(OPD-H2O2溶液), 室温避光反应20 min. 
每孔加入50 μL终止液终止反应. 在酶标仪上

用490 nm和620 nm双波长测定每孔的吸光度

(A )值.

2  结果

2.1 细菌最适包被浓度和乳清稀释度 用方阵滴

定法: 细菌浓度作0.3125-40×1011 CFU/L倍比稀

释, 乳清作1∶20-2560倍比稀释. 可见在酶标兔∶20-2560倍比稀释. 可见在酶标兔20-2560倍比稀释. 可见在酶标兔

抗牛IgG抗体工作浓度为1∶20 000条件下, 细菌∶20 000条件下, 细菌20 000条件下, 细菌

浓度为5×1011 CFU/L时P/N值最高(图1), 故选用

5×1011CFU/L的细菌浓度为包被浓度, 1∶1280∶12801280
为乳清稀释度. 
2.2 酶标兔抗牛IgG抗体最适反应时间及底物

最适反应时间  其他条件固定的情况下 ,  酶标

兔抗牛IgG抗体的反应时间分别为30, 60, 90和
120 min. 随着反应时间的延长, 阳性和阴性的

A值相应增加, 当温育时间为60 min时P/N值最

大. 故确定酶标兔抗牛IgG抗体的最佳反应时间

为60 min. 其他条件固定的情况下, 底物的反应他条件固定的情况下, 底物的反应条件固定的情况下, 底物的反应

■同行评价
本 文 利 用 间 接
ELISA方法对免
疫后的血清及初
乳进行检测, 旨在
探索其特异性抗
体的产生规律, 为
制备高含量的抗
H pylori 免疫乳制
品及相关生物制
品提供技术依据, 
为临床应用被动
免疫方法H pylori
相关胃肠疾病提
供了一个新的思
路, 具有科学性及
可读性.

图  1  细菌最适
包被浓度和乳清
稀释度的选择.
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时间分别为10, 20, 30, 40 min. 随着反应时间的

延长, 阴性和阳性的A值相应增加, 当温育时间

为20 min时P/N值最大. 故底物最适反应时间为

20 min. 
2.3 免疫奶牛乳清抗体效价 按照上面得出的最

佳反应条件, 检测所采集到的乳清样. 可见两头

免疫奶牛抗体效价的最高值均出现在分娩后

1 d, 01047初乳中IgG的含量高于01104. 随着泌

乳的进行, 抗体效价迅速降低. 泌乳4 d以后, 两
头奶牛的乳中抗体效价P/N值均<2.1(阴性), 而
对照组奶牛仅在分娩当天检测到微弱阳性, 且
P/N值均小于试验组(表1). 测得血清抗体效价见

表2.

3  讨论

影响ELISA测定的因素很多, 固相载体的吸附性

能直接影响ELISA的测定. 不同材料的固相载体

吸附性不同, 最常用的是聚苯乙烯. 为了有效地

将含游离氨基的抗体或抗原包被到聚苯乙烯载

体上, 可用戊二醛对载体进行处理. 聚苯乙烯在

pH相对低的情况下被激活, 而戊二醛在这种情

况下不能形成聚合体, 加入pH 9.6的抗原包被液

后, 便可提高戊二醛的反应性[12]. 封闭是继包被

之后用高浓度的无关蛋白质溶液再包被的过程, 
让大量不相关的蛋白质填充固相载体表面尚有

的未被占据的空隙, 从而排除非特异性的吸附. 
为了避免酶标结合物在反应中直接吸附在固相

载体上, 在稀释缓冲液中常加入高浓度的无关

蛋白质, 本试验加入10 g/L BSA作为封闭液, 通
过竞争以抑制结合物的吸附. 此外, 还加入了具

有抑制蛋白质吸附于塑料表面的非离子型表面

活性剂Tween-20, 浓度为0.5 g/L. 
牛乳中高浓度的Ig主要来自血液的转移, 特

别是IgG1. 在产犊前几周, IgG开始进入乳腺, 在
产犊时或接近产犊时停止进入. Newby et al经
计算, 初乳中IgG1几乎100%来自血液. Brandon 
et al [13]及Sasaki et al [14]的研究也得出相似的结

论. 初乳中IgG浓度最高, 但随着泌乳进行迅速下

降. Ishikawa et al对Holstein牛研究表明, 在产后

2 h内, 初乳中总蛋白为16.8%, 到10-12 h, 降到

13.5%. Levieux et al [15]对60头乳样进行检测, 在
头2 d内, 每次挤乳, IgG浓度下降50%左右[14]. 本
试验表明, 免疫奶牛在分娩当天初乳中抗体效价

最高, 随着泌乳的进行, 抗体效价逐渐降低, 分娩

4 d以后, 初乳中抗H pylori抗体的P/N值呈阴性. 
初乳中IgG浓度除受品种、营养等因素影响外, 
还受奶牛的胎次影响, 第1胎的初乳量要远远低

于第2胎以后的牛. 我们也得到类似的结果. 成年

牛01047初乳中的抗体效价高于青年牛01104. 
我们初步建立了检测抗H pylori牛奶中抗体

的方法, 观察了H pylori全菌抗原通过肌肉注射

引起妊娠奶牛免疫应答、产生特异性IgG抗体

的变化规律. 在由初乳向常乳的过渡中, 各种Ig
的相对浓度变化很小, 但这是否就说明了不同

泌乳阶段, 乳这一分泌物的生理功能只是轻微

地发生了变化. 在常乳期免疫奶牛后在乳中是

否有特异性抗体存在, 需要做进一步工作来证

实. 而且在肠道酶环境下, 初乳中抗特异性IgG
抗体是否具有免疫反应活性需要通过动物模型

来深入研究. 通过食用免疫乳制品来调整肠道

微生态环境, 清除肠道中病原菌和腐败菌及其

产生的毒素, 从而调整整个机体的健康, 将是一

种经济、理想的方法. 怎样将被动免疫采用更

合理、更易接受的方法和途径运用于大规模人

群防治胃肠疾病的实践是一个崭新的课题. 

    

表  1  乳清的抗体效价

	                                          P/N值	

		    01047 	       01104	           9608
分娩后 (d)     时间

1

2

3

4

5

6

7

  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00

  
5.84
5.09

3.40
3.86
3.83
2.81
3.33
2.61
2.65
2.16
1.54
2.49
2.11
2.14
2.06
1.57
1.32
1.22
1.4

3.65
3.51
2.89
2.35
2.49
2.23
1.78
1.57
1.11
1.68
1.53
1.81
1.55
1.7
1.63
1.57
1.49
1.48
1.64
1.69
1.65

2.73

1.49

1.1

0.79

0.89

0.80

0.78

    

表  2  血清抗体效价

                       分娩前天数	                 分娩    分娩后天数

01047

P/N值

01104

P/N值

 50      43      36     29     22     13       8         0          3         6  

1.04   1.10   1.90  2.80  3.41  4.27  4.26    4.56     4.54    4.34

 39         32         25           18              11            0          3

1.01      1.21     1.46         2.51           3.16        2.82     2.80 
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Abstract
AIM: To investigate the role of hepatocellular 
apoptosis in hepatitis induced by acetaminophen 
(AAP).

METHODS: The Sprague Dawley (SD) rat 
model of acetaminophen-induced hepatitis was 
established using AAP. After administration, 
the rats were killed at the end of 3, 6, 12, and 24 
h, respectively. In both AAP and control group, 
we detected levels of serum alanine transami-
nase (ALT), observed pathological changes of 
hematoxylin and eosin (HE) stained liver with 
light microscope, and detected hepatocellular 
apoptosis using TUNEL method and electron 
microscopy�.

RESULTS: The level of serum ALT (nkat/L) in 
AAP group was significantly higher than that in 
control group (3, 6, 12, 24 h: 1167 ± 151 vs 587 ± 
89, 2154 ± 255 vs 573 ± 76, 4221 ± 929 vs 751 ± 82, 
13 203 ± 1393 vs 780 ± 161, all P < 0.01), which 
increased progressively and reached the peak at 
24 h. In AAP group, different degrees of necro-
sis was detected and aggravated progressively, 
and it also reached the peak at 24 h. There were 

a large number of apoptotic hepatocytes around 
central veins and they reached the peak at 12 h 
in AAP group. However, few apoptotic hepato-
cytes were observed in control group. The apop-
totic index (AI) in AAP group was markedly 
higher than that in control group (3, 6, 12, 24 h: 
13.1% ± 2.9% vs 1.8% ± 0.5%, 24.8% ± 5.3% vs 1.7% 
± 0.5%, 40.4% ± 3.7% vs 2.0% ± 0.4%, 35.3% ± 3.5% 
vs 1.92% ± 0.3%, P < 0.01). Electron microscopy 
indicated that hepatocytes of AAP group dem-
onstrated unequivocal appearance of apoptotic 
traits, especially at 12 h.

CONCLUSION: Both apoptosis and necrosis ex-
ist in AAP-induced hepatocytic injury. Apopto-
sis was dominant in the early stage (within 12 h) 
while necrosis was dominant in the late stage (at 
24 h).

Key Words: Acetaminophen; Hepatocellular injury; 
Necrosis; Apoptosis

Tian F, Li Y, Wang Y, Wu ZY, Wang XQ. Mechanism 
of acetaminophen-induced hepatocellular injury. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(11):1107-1110

摘要
目的: 探讨肝细胞凋亡在扑热息痛(acetamino-
phen, AAP)肝损害中作用. 

方法: 建立SD大鼠AAP肝损害模型; 分别于
给药后3, 6, 12, 24 h处死大鼠, AAP组和对照
组测定血清ALT水平, HE染色光镜下观察肝
脏病理改变, 原位末端标记(TUNEL)法和透射
电镜检测肝细胞凋亡. 

结果: AAP组各时间点血清ALT(nkat/L)水平
均显著高于对照组(3, 6, 12, 24 h: 1167±151 
vs  587±89, 2154±255 vs  573±76, 4221±
929 vs  751±82, 13 203±1393 vs  780±161, 
P <0.01), 随时间进行性升高, 24 h达高峰; 
AAP组可见不同程度肝细胞坏死, 随时间进行
性加重, 24 h达高峰, 对照组未见肝细胞坏死; 
AAP组中央静脉周围可见大量凋亡细胞, 12 h
达高峰, 对照组罕见凋亡细胞, AAP组各时
间点肝细胞凋亡指数(AI)均显著高于对照组

www.wjgnet.com

■背景资料
扑热息痛 (AAP)
过量使用可以造
成 严 重 的 肝 损
害. 多数学者认为
AAP引起肝细胞
死亡主要是通过
坏死的方式, 是否
存在细胞凋亡存
在争议. 

 wcjd@wjgnet.com 
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(3, 6, 12, 24 h: 13.1%±2.9% vs  1.8%±0.5%, 
24.8%±5.3% vs  1.7%±0.5%, 40.4%±3.7% vs  
2.0%±0.4%, 35.3%±3.5% vs  1.92%±0.3%, 
P <0.01); 透射电镜下观察, AAP组可见明显的
肝细胞凋亡现象, 12 h最易见到, 对照组肝组
织超微结构基本正常.

结论: AAP肝损害过程中同时存在肝细胞坏
死和凋亡, 早期(给药后12 h内)以凋亡为主, 
后期(给药后24 h)以坏死为主.

关键词: 扑热息痛; 肝损害; 坏死; 细胞凋亡

田丰, 李岩, 王颖, 吴作艳, 王学清. 扑热息痛引起肝细胞损害的

机制.  世界华人消化杂志  2006;14(11):1107-1110

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1107.asp

0  引言

扑热息痛(acetaminophen, AAP)是临床上应用最

广泛的解热镇痛药物, 在正常治疗剂量下应用

是比较安全的, 但过量使用可以造成人和动物

严重的肝损害. 多数学者认为AAP引起肝细胞

死亡主要是通过坏死的方式, 而对于在此过程

中是否存在细胞凋亡及其地位和作用存在争

议[1-2]. 我们建立Sprague Dawley (SD)大鼠AAP肝
损害模型, 用原位末端标记(TUNEL)法和透射电

镜检测肝细胞凋亡, 探讨细胞凋亡在AAP肝损

害中的地位和作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 5-6周龄SD大鼠, 体质量180-240 g, 购
自中国医科大学动物实验中心; AAP购自Sigma
公司; 原位细胞凋亡检测试剂盒购自武汉博士

德生物工程有限公司; 自动生物化学分析仪(日
本岛津公司); 普通光学显微镜(日本Olympus公
司); JEM-1200EX透射电镜(日本Olympus公司). 
1.2 方法 SD大鼠随机分为对照组和AAP组, 每
组20只. AAP组给予AAP (1 g/kg) ip[3], 对照组

给予等量PBS液ip. 于给药后3, 6, 12, 24 h(每时

点各组分别有5只大鼠)用水合氯醛ip麻醉, 心脏

穿刺取血, 分离血清, -20℃保存; 于肝脏中叶取

2块肝组织, 分别置于40 g/L甲醛、25 g/L戊二

醛中固定. 血清ALT测定用自动生物化学分析仪

进行. 取肝组织, 用40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包

埋, 5 μm厚切片, 常规HE染色, 光镜下观察其病

理改变, 计算坏死细胞面积百分比(坏死细胞面

积/所有细胞面积×100%)[1]. 原位细胞凋亡检测

采用TUNEL法. 肝组织切片制作方法同上, 步骤
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严格按试剂盒说明书进行. 每例标本切片随机选

取5个400倍视野, 计算出平均每100个细胞中的

凋亡细胞数, 并以百分数表示作为凋亡指数(AI). 
取1 mm3肝组织, 25 g/L戊二醛固定, 超薄切片

700 Å, 醋酸铀和柠檬酸铅染色, JEM-1200EX透

射电镜观察超微结构的形态变化. 
统计学处理 SPSS 11.0统计软件进行分析, 

数据用均数±标准差(mean±SD)表示, 两组均

数比较用t检验.

2  结果

2.1 血清A LT水平变化 A A P组各时间点血清

ALT(nkat/L)水平均显著高于对照组(给药后3, 6, 
12, 24 h分别为: 1167±151 vs  587±89, 2154±
255 vs  573±76, 4221±929 vs  751±82, 13 203±
1393 vs  780±161, P <0.01), 随时间进行性升高, 
24 h达高峰. 
2.2 肝组织病理学变化 AAP组肝脏明显肿大、

充血, 镜下: 轻者表现为肝细胞点状坏死, 重者, 重者重者

表现为小叶中心肝细胞广泛的炎性细胞浸润、

出血、带状坏死, 随时间进行性加重, 24 h达高

峰(各时间点坏死细胞面积百分比分别为: 19.9%
±7.0%, 30.2%±6.1%, 46.6%±8.4%, 65.2%±

8.1%), 对照组未见肝细胞坏死. 
2.3 原位细胞凋亡检测 对照组罕见凋亡细胞, 
AAP组中央静脉周围可见大量凋亡细胞, 12 h
达高峰; AAP组各时间点AI均显著高于对照组

(P <0.01, 表1, 图1).
2.4 肝组织超微结构观察 对照组肝组织超微结

构基本正常; AAP组可见明显的肝细胞凋亡现

象, 如胞质和核浓缩、染色质边聚、凋亡小体形

成等, 12 h最易见到(图2).

3  讨论

细胞的死亡方式有: 坏死和程序性细胞死亡(细
胞凋亡)两种. AAP肝损害中肝细胞死亡方式存

在争议, 一般认为是通过坏死的方式, 但一些报

道显示细胞凋亡可能在这一过程中起着重要的

作用[4-5]. Ray et al [4]通过生化、病理、超微结构

www.wjgnet.com

    

表  1  SD大鼠AAP肝损害AI (%, mean±SD)

分组               3 h                    6 h                   12 h                  24 h

对照组    1.81±0.54     1.74±0.54     2.00±0.43     1.92±0.35

AAP组  13.09±2.86b  24.80±5.28b  40.42±3.71b  35.30±3.49b

bP<0.01 vs  对照组.

■创新盘点
本文建立SD大鼠
AAP肝损害模型, 
用TUNEL法和透
射电镜检测肝细
胞凋亡, 证实AAP
肝损害过程中同
时存在大量的肝
细胞坏死和凋亡, 
早期以凋亡为主, 
后期以坏死为主.
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的标准证实, 过量的AAP既可以引起肝细胞坏

死也可以引起肝细胞凋亡, AAP肝损害中的细

胞死亡40%以上是通过凋亡, 而非坏死, 而另外

一些学者持相反意见. Gujral et al [1]证实, AAP肝
损害可引起肝细胞凋亡的明显增加, 但90%以上

的肝细胞死亡仍然是通过坏死, 而非凋亡; 在细

胞凋亡发生、发展过程中, Caspases激活的级联

反应起着关键作用, Caspase-3是级联反应下游

一个重要的效应器, 体内实验发现[6-8], 在TNF-a
和F a s受体介导的肝细胞凋亡中, 很容易发现

Caspase-3被激活、活性增强, 阻断其激活可

有效的防止受体介导的肝细胞凋亡发生; 而在

AAP肝损害中, 未发现Caspase-3被激活、活性增

强[1], 阻断其激活也不能阻止肝损害的发生[9]; 实
际上, AAP通过损害肝细胞线粒体功能而阻断了

通过线粒体的凋亡信号转导, 从而阻止了TNF-a
和Fas受体介导的肝细胞凋亡[9]; Adams et al [10]

报道, 过量表达的抗凋亡蛋白Bcl-2实际上加重了

AAP肝损害. 
研究显示, 在AAP引起的肝损害中, 许多

细胞同时具备坏死和凋亡的特征, 被称为“迷

茫的肝细胞(puzzled hepatocytes)”[11]; 此外, 坏
死和凋亡并非两个完全独立的过程, 在存在大

量凋亡的情况下, 可能转而发生“继发性坏死

(secondary necrosis)”, 这与通常意义上的坏死

是无法区分的[12-13]. 以上可能是引起AAP肝损害

中关于肝细胞死亡方式争议的原因之一. 检测

凋亡细胞的方法很多, 但形态改变仍是确定细

胞凋亡的最可靠方法. 凋亡细胞的典型形态改

变如胞质的固缩, 染色质浓缩成半月形或帽状

附于核膜, 核的碎裂和凋亡小体形成等, 在透射

电镜下得到最佳体现, 因而通过透射电镜进行

细胞超微结构观察是凋亡细胞判定最可靠的依

据. TUNEL法是应用最为广泛的检测凋亡细胞

方法, 其优点是可用于原位标记, 可用于病理组

织, 并可进行定量分析. 我们应用SD大鼠建立

AAP肝损害模型, 联合应用上述两种方法进行

凋亡细胞检测, 证实AAP肝损害过程中同时存

在大量的肝细胞坏死和凋亡, 早期以凋亡为主

(12 h), 后期以坏死为主(24 h), 且与ALT水平相

平行, 说明在AAP肝损害过程中两者是共存的. 
同时我们发现24 h细胞凋亡较12 h有所减少, 
而坏死却显著增多, 因而推测给药12 h后在大

量细胞凋亡的基础上存在“继发性坏死”的可能.
临床上治疗A A P肝损害的方法只有早期

应用N-乙酰半胱氨酸和肝移植 ,  缺乏其他经

济、有效的治疗方法. 今后, 我们打算通过对

Caspase-3, Bcl-2, Bcl-L, Bcl-X等与凋亡密切相

关蛋白表达的检测, 进一步探讨AAP引起细胞

凋亡的机制, 进而为临床提供一条通过抑制细

胞凋亡来治疗AAP肝损害的可行方法. 

4      参考文献
1	 Gujral JS, Knight TR, Farhood A, Bajt ML, Jaeschke 

H. Mode of cell death after acetaminophen over-
dose in mice: apoptosis or oncotic necrosis? Toxicol 
Sci  2002; 67: 322-328 

2	 Ray SD, Jena N. A hepatotoxic dose of acetamino-
phen modulates expression of BCL-2, BCL-X(L), 
and BCL-X(S) during apoptotic and necrotic death 
of mouse liver cells in vivo. Arch Toxicol 2000; 73: 

图  1  12 h肝组织细胞凋亡 (TUNEL×400). A: 对照组; B: AAP组.

图  2  SD大鼠AAP肝损害12 h肝组织超微结构 (TEM×8000). 
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■背景资料
表面增强激光解
析电离(SELDI)蛋
白质芯片技术是
2002年提出来的
一项新兴的蛋白
质组学研究技术, 
已经引起了学术
界的高度重视, 在
生物学和临床医
学等方面具有广
泛的应用前景. 利
用蛋白质芯片具
有高度并行性、

高通量、微型化
和自动化等其他
方法无法比拟的
优 越 性 ,  在 病 理
学、药理学和毒
理学等方面初步
取得了卓越的研
究成果. 金黄色葡
萄 球 菌 肠 毒 素 B
是肠源性毒素, 到
目前为止, 人们尚
不清楚其作用机
制.
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Abstract
AIM: To study the changes of serum proteome 
in mice exposed to staphylococcal enterotoxin B 
(SEB).	

METHODS: The serum proteins in mice exposed 
to SEB were detected by surfaced enhanced la-
ser desorption/ionization time of flight mass 
spectroscopy (SELDI-TOF-MS) and weak cation 
exchange proteinchip. The data were read with 
PBSII-C type proteinchip reader and analyzed 
with Biomarker Wizard and Biomarker Patterns 
Software of Ciphergen Company.

RESULTS: In comparison with the control group, 
there were significant deviations of 11 proteins in 
the test group. Among them, 8 proteins were up-
regulated and 3 down-regulated.

CONCLUSION: Marked serum proteomic 
changes exist in mice exposed to SEB, which 
may be related to the toxicity and pathological 
effect of SEB.

Key Words: SELDI-TOF-MS; Protein biochip; Sta-
phylococcal enterotoxin B; Marker protein

Zhang J, Zhang J, Ying TY, Gao C, Song YY, Wang HF. 
Application of SELDI-TOF-MS technology in detection 
of serum proteomic changes of mice exposed to 
staphylococcal enterotoxin B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006; 14(11): 1111-1114

摘要
目的: 把蛋白质芯片和SELDI质谱技术应用

于金黄色葡萄球菌肠毒素B(staphylococcal 
enterotoxin B, SEB)染毒小鼠血清蛋白质组研

究, 分析染毒小鼠血清蛋白质组的变化. 

方法: 采用表面增强激光解吸电离飞行时间

质谱技术和弱阳离子交换蛋白质芯片检测

染毒小鼠血清蛋白质的变化, 使用PBSII-C
型蛋白质芯片阅读机读取数据 ,  获得的结

果采用Ciphergen公司的Biomarker wizard和

Biomarker Patterns System软件进行分析. 

结果: 实验组与对照组血清蛋白质谱相比有

11个蛋白质有显著差异, 其中8个蛋白质表达

上调, 3个表达下调.

结论: SEB染毒小鼠血清蛋白质组发生显著变

化, 可能与SEB的毒理学与病理学作用有密切

关系.

关键词: SELDI-TOF-MS；蛋白质芯片；SEB；标

志蛋白

张靖, 张军, 应天翼, 高川, 宋云扬, 王惠芳. 应用SELDI-TOF-

MS技术分析SEB染毒小鼠血清蛋白质组学变化.  世界华人消化

杂志  2006;14(11):1111-1114

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1111.asp

0  引言

金黄色葡萄球菌肠毒素B(SEB)是一种腹泻型

毒素, 可引起食物中毒且发病较急, 其中毒的第

一个症状为恶心, 接着呕吐、腹部痉挛和腹泻

世界华人消化杂志 2006年4月18日; 14(11): 1111-1114
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等, 也可引起肺水肿、循环衰竭; 重者吐血、便

血、甚至虚脱、休克, 呼吸困难及发绀, 脓毒血

症甚至死亡 [1-4]. 金黄色葡萄球菌对青霉素、磺

胺等耐受, 中毒后救治非常棘手. 迄今为止人们

对SEB的中毒机制仍不十分清楚, 任何疾病在出

现病理变化之前, 其细胞内部的蛋白质成分和

数量都会发生相应的变化. 因而, 可以通过动态

观察病变早期蛋白质组的改变推断疾病的作用

机制. 目前蛋白质组学研究的主要技术是双向

电泳和生物质谱技术, 虽然双向电泳技术已经

比较成熟, 但他的实验过程复杂、样本的需求

量大、低通量、重复性差且实验成本很高. 为
适应蛋白质组学研究的发展, 一些新技术应运

而生, 其中表面增强激光解析电离(SELDI)蛋白

质芯片技术 [5-6]. 由诺贝尔化学奖获得者田中发

明、Ciphergen系统生物公司制造的特殊蛋白质

芯片质谱技术—表面增强的激光解析电离飞行

时间质谱技术(SELDI-TOF-MS)已开始引起学

术界的重视, 并在临床检测中做出卓越的成果. 
蛋白质芯片具有高度并行性、高通量、微型化

和自动化等其他方法难以比拟的优越性, 蛋白

质芯片采用光敏染料标记, 灵敏度高, 准确性

好  [7-8]. 同时SELDI蛋白质芯片技术的出现部分

弥补了双向电泳技术的不足, 使筛选低丰度小

分子蛋白甚至肽成为现实. 目前SELDI技术主

要应用于生物医学基础研究和疾病的诊断, 特
别是在肿瘤的早期诊断方面用得较多, 目前极

少见到有关SELDI技术在病理学研究方面的报

道 [9-11]. 我们尝试SELDI技术应用于肠毒素SEB
的蛋白质组病理学研究. 实验中, 采用蛋白质芯

片技术检测SEB染毒小鼠血清蛋白质谱的变化, 
了解SEB中毒后血清蛋白质组学中敏感性高和

特异性强的蛋白分子, 探索SELDI技术在肠源性

细菌检测、疾病诊断、预防、治疗及病理学研

究中的应用. 

1 材料和方法

1.1 材料 乙腈、三氟乙酸、尿素、H e p e s、
水 (H P L C级 )、T r i s碱、C H A P S、D T T、

SPA(Sinapinic acid)购自Sigma公司, 其他为市售

进口试剂. BALB/c小鼠, 8周龄♀, 购自芭尔比

公司. WCX2芯片(弱阳离子交换芯片)和蛋白芯

片飞行时间质谱仪PBSII-C, 购于美国Ciphergen 
Biosystems公司. 
1.2 方法 SEB的染毒剂量为2 mg/kg, ip, 对照组

注射相同体积的生理盐水. 小鼠染毒4 h后眼眶

采血 [12], 4℃静置2 h, 3000 g离心5 min, 分装血

清, 每管20 μL, 冻存于-70℃备用. 从-70℃冰箱

内取出血清, 冰上解冻, 4℃ 1000 g离心4 min. 
取血清10 μL加入U9处理液20 μL(9 mol/L尿
素, 20 g/L CHAPS, 10 g/L DTT, 50 mmol/L 
Tris-HCl, pH 9.0), 充分混匀, 冰浴振荡30 min
后加入100 mmol/L NaAc 360 μL, pH 4.0, 立即

混匀, 静置30 min后上样. 将WCX2芯片安装于

bioprocessor上, 每孔加入结合缓冲液200 μL, 室
温振荡洗涤2次, 每次5 min, 用力甩干. 每孔分

别加入样本混合液100 μL, 振荡孵育1 h, 甩去

样品, 用100 mmol/L NaAc 200 μL, pH 4.0室温

振荡洗涤2次, 每次5 min, 甩干, 再用超纯水洗

涤1次, 立即甩干. 拆开bioprocessor, 取出芯片, 
待芯片表面自然晾干后, 各点加2次SPA0.5 μL, 
芯片表面干燥后, 采集数据. 采用蛋白芯片飞

行时间质谱仪对结合在弱阳离子W C X2芯片

上的血清蛋白进行读取分析, 设定最高检M r为

50 000, 优化范围为2000-20 000, 激光强度195, 
检测敏感度为8. 考虑到基质峰的存在, 将1000
以下的峰滤去, 以免基质峰对结果造成干扰. 采
用Ciphergen Biosystems公司的Proteinchip3.1
版本的分析软件自动采集数据, 采用Biomarker 
Wiza rd软件分析实验前后血清的蛋白质指纹

图谱差异. 图谱标准化的参数设定: 强度范围 
-5-75, 质荷比范围1000-50 000, 并以6825 Da蛋
白峰进行校正对齐. 

统计学处理 采用Ciphergen Biosystems公司

的Proteinchip 3.1软件对数据进行统计学处理, 
比较两组之间蛋白质峰强度时, P <0.05具有统计

学意义. 

2 结果

2.1 差异蛋白质峰的检测 所有原始数据先用

Proteinchip软件做校正(总离子强度及分子质量

的均一化). 对位于1000-50 000的质荷比峰值, 用
Biomarker Wizard过滤噪音, 初始噪音过滤值为

5, 第2次的噪音过滤值为2, 以10%为最小阈值进

行聚类. 得到初步结果后, 对筛选出来的179个质

/荷比峰(为单电荷峰), 做实验组与对照组的成组

数据均数比较t检验, 发现实验组和对照血清蛋

白质图谱相比有11个明显差异蛋白峰, 其中8个
蛋白质上调, 3个下调(表1). 
2.2 差异蛋白质峰图和模拟胶图的比较 11个差

■创新盘点
本文应用SELDI-
TOF-MS技术分
析SEB中毒所引
起的蛋白质组学
的变化, 为临床治
疗提供依据, 同时
探索SELDI技术
在细菌类毒素中
毒诊断方面的应
用, 以便深入分析
毒素中毒病理学
和毒理学变化.



14 700 14 750 14 800 14 850 14 900 

Control 1

Control 2

Control 1

test 1

test 214 788.1+H

10
7.5
5

2.5
0

20
15
10
  5
  0
20
15
10
  5
  0
20
15
10
  5
  0

www.wjgnet.com

张靖, 等. 应用SELDI-TOF-MS技术分析SEB染毒小鼠血清蛋白质组学变化                                                                  1113

异蛋白质的峰图和模拟胶图都有明显的差异, 
以质/荷比为5617.20和从14 788.10的2个蛋白

质为例, 比较其峰图和胶图的差异(图1). 采用

Ciphergen公司Biomarker PatternＳystem软件对

来源于Biomarker Wizard的数据进行处理, 结果

显示, 实验组与对照组血清相比有11个标志蛋白

有显著的差异. 为确定这11种差异蛋白的类别, 
在ExPASy的SWISS-PROT蛋白质数据库中利用

Tagldent tool根据分子量在小鼠蛋白质数据库中

模糊检索血清蛋白. 检索时以测定的质/荷比为

理论分子质量, 同时按照所用质谱仪的检测误

差±0.1%设定分子质量的误差, 检索与分析的

结果见表2. 

3 讨论

每年都会有SEB引起的食物中毒事件暴发, 欧
洲某些国家由金葡菌肠毒素引起的食物中毒

占细菌性中毒的50%以上, 加拿大为45%, 美
国为33%. 在我国的细菌性食物中毒病例中有

20%-25%系由金黄色葡萄球菌肠毒素所引起. 
另外, 肠毒素也是引起医院和公共场所出现获

得性感染的主要原因. 其致病的主要原因在于

引发脓毒症和创伤感染. SEB产生菌在烧伤、

创伤感染中占80%以上的比例, 且对青霉素、

磺胺等耐受, 常引发死亡, 是创伤外科和烧伤科

非常棘手的问题 [13-14]. 此外, SEB还可能随细菌

入侵皮肤和黏膜的微小裂口, 进入血液, 引起心

    

表  2  SWISS-PROT蛋白质数据库分析

理论M r 在SWISS-PROT小鼠蛋白质数据库中的检索结果

   1054.37 Angiotensinogen
   5617.20 TGF-α
   6031.67 Granulins(PC cell-derived growth factor)
   8330.56 Cytochrome C oxidase polypeptide Vic, Small inducible cytokine B5
14 423.36 Cystatin F, Leptin receptor overlapping transcript-like1, Profilin, Ribonuclease K6
14 788.49 Bone morphogenetic protein 6( BMP-6)(VGR-1), Fatty acid-binding protein, Ribulose bisphosphate 

carboxylase small chain 1B
21 931.01 α-1-acid glycoprotein 1, SERTA domain-containing protein3, Tumor necrosis factor ligand superfamily 

member 7, Uracil phosphoribosyltransferase
31 407.82 Killer cell lectin-like receptor 8, Ras suppressor protein 1, Erythrocyte band 7 integral membrane protein
44 806.19 Aspartate a  minotransferase, 47kDa heat shock protein, LAG1 longevity assurance homolog 6, 

Phosphorylase b kinase gamma catalytic chain, 3-ketoacyl-CoA thiolase 2
45 470.37 Synaptotag  min7, Transcription factor 7(T-cell-specific transcription factor1), TNF receptor-associated 

factor 1

表  1  SEB中毒小鼠血清中的
差异蛋白质

      质/荷 (m/z) P 值 ↑↓

 1054.37 0.016 ↑
 1626.13 0.025 ↑
 5617.20 0.004 ↓
 6031.67 0.025 ↓
 8330.56 0.025 ↓
14 423.36 0.016 ↑
14 788.10 0.016 ↑
21 931.03 0.025 ↑
31 407.82 0.025 ↑
44 806.19 0.025 ↑
45 470.37 0.037 ↑
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内膜炎、脓肿广泛转移等疾病. 在SEB中毒的

检测方面主要采取的是病原菌的分离和ELISA
检测等. SELDI-TOF-MS技术是一项全新的蛋

白质组学研究方法, 同时具有快速、简单、样

本用量极少、灵敏、高通量等优点, 可检测到

fmol(10-15 mol)数量级的微量蛋白质, 且一次获

得成千上万的蛋白质数据, 在临床检验中具有

广泛的应用前景. 血清是机体在宏观水平上对

组织细胞调控的重要介质, SEB中毒后血清成分

发生的变化是SEB对多种组织器官损伤的结果. 
采用SELDI技术分析实验组与对照组BALB/c小
鼠血清蛋白质组的变化, 主要是从蛋白质组水

平研究SEB中毒的分子机制. 通过对SEB染毒小

鼠血清进行SELDI检测分析, 确定的标志蛋白可

用于食物中毒诊治和SEB中毒临床诊断. 
目前, 国内外对于血清相关的生物活性的

研究主要是采取传统的生化方法, SELDI-TOF-
MS技术的应用必将促进疾病诊断检测方法的发

展 [15-16]. SELDI-TOF-MS可确定疾病的标志蛋白, 
同时检测的结果可在SWISS-PROT蛋白质数据

库查询确定可能的标志蛋白分子, 但该技术也

存在着一些不足之处, 例如不能精确地推断蛋

白, 不过检测出的蛋白中M r为1054.37, 5617.20
和6031.67的蛋白检索到的结果是唯一的蛋白, 
且与SEB的作用密切相关. 其中M r为5617.20的
蛋白可能是TGF-α, 他是肿瘤患者高表达的蛋

白, 而在本实验中SEB染毒的小鼠则表现为该蛋

白表达水平下调, 从而证实SEB对肿瘤治疗有一

定的效果, 且SEB降低TGF-α的表达水平是其中

原因之一. 对其他差异蛋白的判定考虑到蛋白

质数据库提供的只是根据氨基酸序列计算的理

论M r, 而大多数真核生物蛋白质存在一定的修

饰, 故所得结果仍需根据SEB的生物活性相关的

因素推断, 或进一步通过肽指纹图谱鉴定来研

究. 尽管如此, 研究结果还是清楚地表明, SELDI
技术在消化系统的基础研究和临床研究中有着

广泛的应用前景. 
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摘要
目的: 分析中药野艾可能的抑制幽门螺杆菌(H 
pylori )组分. 

方法: 采用琼脂稀释法测定野艾的各种提取
物的最小抑菌浓度. 

结果: 四种野艾提取物最低抑菌浓度分别为: 
正己烷提取物为10.24 g/L、乙酸乙酯提取物
为2.56 g/L、正丁醇提取物为5.12 g/L, 野艾乙
醇提取物的MIC>10.24 g/L.

结论: 野艾的乙酸乙酯提取物具有较强的抑
制H pylori 生长的作用. 为进一步开发野艾的
药用价值提供了资料.

关键词: 野艾; 幽门螺杆菌; 药敏; 最低抑菌浓度
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )是一

种能特异定植于人胃黏膜上皮细胞表面的微

需氧革兰阴性菌. 现已明确H pylor i感染与慢

性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜相关淋巴组织

(MALT)淋巴瘤和胃癌密切相关[1-7], 严重威胁着

人类的健康. 根除H pylori已成为现代治疗一些

常见H pylori相关性的胃肠疾病的重要措施[8-12], 
虽然有多种药物联合疗法, 但因存在副作用及

耐药性, 且价格昂贵, 应用受到一定的限制. 为
此寻求高效、低毒、价廉的药物治疗是当前抗

H pylori研究的重大课题. 中药在我国人民几千

年来与疾病斗争中发挥着不可替代的作用, 近
十余年来国内外进行了大量中药抗H pylori的
研究, 取得了可喜的成果, 但中药研究的制剂大

多为水煎剂[13-17], 对中药抗H pylori活性部位的

筛选和相关实验研究报道还很罕见. 野艾为菊

科蒿属多年生草本植物A.lavandulaefolia DC的
干燥叶, 分布于江苏、山东、东北、华北及安

徽、浙江和江西等地, 常作“艾叶”入药, 有较

好的抗菌作用, 且来自天然不易获得耐药性. 我
们观察了野艾活性部位对H pylori的体外抑制

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 H py lo r i标准菌株NCTC11637购于

中国疾病预防控制中心传染病预防控制所 , 
NCTC11638、26695由上海第二医科大学郭晓

奎教授惠赠. 另将江苏石油勘探局职工总医院

胃镜室提供的慢性浅表性胃炎、胃溃疡和胃

癌患者胃黏膜活检标本, 直接接种在脑心浸液

血液琼脂平板上, 经过微氧环境培养, 分离出

H pylor i菌落, 经观察菌落、细菌形态及尿素

酶、触酶、氧化酶试验, 鉴定为幽门螺杆菌. 依
次编号为l, 2, 3, 保存备用. 用NCTC11637(甲硝

唑MIC为1 mg/L)作为标准的H pylori质控菌株. 
采用脑心浸液琼脂(含80-100 mL/L的脱纤维羊

血+万古霉素、两性霉素、TMP、多黏菌素B), 
pH 7.2. 抽气换气法形成微氧环境(N2 850 mL/L, 
CO2 100 mL/L, O2 50 mL/L), 于恒温培养箱37℃
条件下培养. 脑心浸液琼脂培养基为美国Becton 
Dickinson产品. 野艾端午节前后采于湖北蕲县. 
经南京中医药大学中药学院吴启南教授鉴定为

野艾A.lavandulaefolia DC, 鉴定方法参照文献

[18]. 取野艾适量, 以950 mL/L乙醇浸渍后渗漉, 
得到950 mL/L乙醇渗漉液和残渣. 将950 mL/L
乙醇渗漉液减压浓缩至稠膏, 得醇提总浸膏. 将
总浸膏依次用正己烷、乙酸乙酯、正丁醇、

950 mL/L乙醇连续提取, 首次提取加入正己烷, 
搅拌溶解后, 过滤, 不溶物再以正己烷连续提取

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 ( H 
pylori )感染与慢
性胃炎、消化性
溃 疡 、 胃 黏 膜
相 关 淋 巴 组 织
(MALT)淋巴瘤和
胃癌密切相关, 目
前使用的治疗方
案存在着耐药性
的不断增加和首
次感染治疗失败
后的再治疗以及
治疗过程中产生
的副反应和病人
的不顺从性等诸
多 问 题 ,  寻 找 高
效、低毒、廉价
的抗H py lo r i 药
物, 特别是从中药
中 寻 找 新 型 抗H  
pylori 药物引人注
目. 

■研发前沿
近 年 来 ,  随 着 大
量广谱抗生素的
广泛应用使得耐
药的幽门螺杆菌
菌株呈不断上升
趋 势 ,  开 发 抗H 
p y l o r i 药物已经
成为全球关注的
课题. 对中药抗H 
pylori 活性组分的
筛选相关研究将
成为热点.
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二次, 合并滤液得到提取物的正己烷可溶性部

分. 不溶于正己烷的残留物按上述方法依次用

乙酸乙酯、正丁醇、乙醇提取. 将以上提取四

部分减压除去有机溶剂, 50℃真空干燥2 h, 回
收溶剂得正己烷提取物、乙酸乙酯提取物、正

丁醇提取物、乙醇提取物. 取各提取物适量, 用
生理盐水配成所需浓度, 脂溶物以二甲基亚枫

(DMSO)助溶, DMSO最终浓度小于0.5 g/L. 过
滤除菌, 4℃保存备用. 野艾总浸膏、正己烷提

取物、乙酸乙酯提取物、正丁醇提取物、乙醇

提取物分别编号为YA, YB, YC, YD, YE. 
1.2 方法 按照美国国家临床实验室标准化委

员会(NCCLS)制定的琼脂稀释法[19-21]进行药敏

试验. 用H pylori培养基将野艾提取物YA, YB, 

YC, YD, YE试验液进行倍比稀释成终浓度为

10.24 g/L、5.12 g/L、2.56 g/L、1.28 g/L、
0.64 g/L、0.32 g/L、0.16 g/L、0.08 g/L, 制
备成含不同浓度中药的血琼脂平板, 并分别编

号YA-1~YA-8, YB-1~YB-8, YC-1~YC-8, YD-
1~YD-8,YE-1~YE-8. 同时以空白不含中药的培

养基作为对照. 按0.25 mg/L、0.5 mg/L、1 mg/
L、2 mg/L、4 mg/L、8 mg/L的甲硝唑终浓度

制备H pylori血琼脂平板. 将受试菌在H pylori培
养基血平板上传种3次以保证其纯度及活力, 得
到的72 h菌龄的菌株, 将各菌株用生理盐水洗

下, 稀释成1011CFU/L(1麦氏浓度)浓度菌液, 取
菌液1 μL涂布药物平皿, 每一菌株重复3块平板. 
其中, 含甲硝唑琼脂平板只涂布NCTC11637菌
株. 于37℃微需氧环境下培养3 d. 观察细菌生长

情况, 以不出现菌落的平板上的最低药物浓度为

最低抑菌浓度(MIC). 

2  结果

NCTC11637菌株对甲硝唑的MIC为1 mg/L; 空
白对照组6种菌株均生长良好. 野艾总浸膏的

MIC为10.24 g/L, 野艾正己烷提取物的MIC为

10.24 g/L, 野艾乙酸乙酯提取物的MIC为2.56 g/
L, 野艾正丁醇提取物5.12 g/L, 野艾乙醇提取物

的MIC>10.24 g/L(表1).

3  讨论

H pylori是慢性胃炎、消化性溃疡和胃黏膜相关

淋巴组织淋巴瘤的重要致病因子, H pylori与胃

癌的发生有关, 根除H pylori能使胃黏膜炎症消

退、溃疡愈合、MALT缓解. 目前常用的一线治

疗方案大体上可分为质子泵抑制剂(PPI)为基础

和铋剂为基础的两种方案. 通常由一种PPI 或一

种铋剂配上克拉霉素、阿莫西林或甲硝唑三种

抗生素中的两种组成三联疗法[22-24]. 但H pylori
的西药治疗副作用发生率高(5%-20%), 依从性

差, 停药后复发率高, 长期联合应用抗生素的安

全性值得重视, 易引起肠道菌群紊乱, 而且由于

治疗H pylori感染方案的广泛使用, H pylori耐药

性趋势也在增长, 研究显示不同国家和地区分离

出的H pylori菌株均已产生不同程度的耐药[25-28]. 
艾叶芳香, 其性味辛、苦、温, 归肝、脾、

肾经, 具有散寒止痛、温经止血、理气安胎的功

能. 最早见于汉代张仲景《金匮要略》中的芎归

胶艾汤(后改为胶艾四物汤)用以治疗妇女“崩

漏” 病, 一直沿用至今. 随后历代医家对艾叶的

■创新盘点
近十余年来国内
外进行了大量中
药抗H pylori 的研
究, 取得了可喜的
成果, 但中药研究
的制剂大多为水
煎剂, 对中药抗H 
pylori 活性部位的
筛选和相关实验
研究�道还很罕
见. 本课题应用中
药提取分离方法
把野艾分成正己
烷、乙酸乙酯、

正丁醇、乙醇等4
个组分, 证实了野
艾抗H pylori 活性
组分为野艾的乙
酸乙酯提取物.

    

表  1  野艾提取物的体外抑制H Pylori 的实验结果

药物  NCTC11637  NCTC11638    26695       1             2             3

YA-1
YA-2
YA-3
YA-4
YA-5
YA-6
YA-7
YA-8
YB-1
YB-2
YB-3
YB-4
YB-5
YB-6
YB-7
YB-8
YC-1
YC-2
YC-3
YC-4
YC-5
YC-6
YC-7
YC-8
YD-1
YD-2
YD-3
YD-4
YD-5
YD-6
YD-7
YD-8
YE-1
YE-2
YE-3
YE-4
YE-5
YE-6
YE-7
YE-8                    

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

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

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

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

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

“+”菌株被抑制, “-”菌株生长.

+
-
-
-
-
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
+
+
+
-
-
-
-
-
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
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使用范围越来越宽, 包括虚寒性子宫出血, 月经

不调, 胎漏下血, 痛经, 带下, 腹痛, 皮肤瘙痒, 消
化道肿瘤, 肺癌, 甲状腺肿瘤, 胰腺癌等症. 艾叶

经加工成“艾绒”是针灸治病的好材料. 民间还

用艾叶温汤洗浴, 驱除蚊蝇, 熏蒸治病, 包粽子, 
蒸饼, 做饺子, 制青团以及制茶[29].

现代药物化学分析, 艾叶含有软性树脂, 挥
发性精油, 鞣酸, 葡萄糖, 氯化钾和维生素B、C
等成分. 大量的药理研究表明艾叶对金黄色葡

萄球菌、乙型溶血性链球菌、大肠杆菌、白喉

杆菌、伤寒及副伤寒杆菌、绿脓杆菌、枯草杆

菌以及结核杆菌等多种细菌均有杀灭或抑制作

用[29]. 但艾叶提取物对H pylori的研究国内外报

道还很罕见. 对艾叶抑制H pylori的活性部位的

研究还处于空白.  
为研究H pylori对艾叶的敏感性, 给患者提

供较为理想的H pylori根除药物, 必须进行药物

敏感性试验. 药物敏感性试验常使用MIC这一指

标, 较低的MIC表示此种药物更容易抑制此种

微生物. 目前H pylori的药物敏感性试验方法很

多, 常用的方法有琼脂稀释法、纸片扩散法和E
试验, 在这些试验技术中琼脂稀释法是要求最高

的, 也是唯一被美国国家临床实验室标准化委员

会(NCCLS)和美国食品及药品管理局(FDA)批准

的试验方法. 
野艾常作“艾叶”入药, 我们选取野艾为研

究对象, 通过琼脂稀释法观察了野艾提取物抑制

H pylori的最低抑菌浓度, 明确了野艾的乙酸乙

酯提取物具有较强的抑制H pylori生长的作用. 
野艾的毒性较低[30], 以及野艾制剂在肿瘤临床

的应用, 为我们进一步研究野艾活性成分在抗H 
pylori的领域研究创造了可能. 
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■同行评价
有关幽门螺杆菌
的基础和临床研
究是消化系疾病
的研究热点之一. 
由于幽门螺杆菌
对很多抗生素存
在耐药性, 其治疗
的根除率、清除
率等近年来呈下
降趋势. 目前, 深
入探讨幽门螺杆
菌的耐药机制、

寻找有效的治疗
幽门螺杆菌感染
的药物, 是有关幽
门螺杆菌基础和
临床研究所急需
解决的问题. 本研
究提取中药艾叶
的有效活性成分, 
用于幽门螺杆菌
体外抑制实验, 具
有一定的创新性.
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Abstract
AIM: To study the sphincter of Oddi (SO) 
motility by choledochoscopic manometry, and 
to investigate the manometric appearance of 
sphincter of Oddi disorders and its relationship 
with bile duct stones.

METHODS: Two hundred and sixteet patients 
who had a T tube after operation were assessed 
by choledochoscopic manometry. SO basal 
pressure (SOBP), amplitude of SO contractions 
(SOCA), frequency of SO contractions (SOCF), 
duration of SO contractions (SOCD), duode-
nal pressure (DP), common bile duct pressure 
(CBDP), and the percentage of propagate direc-
tions were scored and analyzed. The patients 

were divided into 4 groups according to the 
levels of sphincter of Oddi basal pressure: group 
A (sphincter of Oddi hypomotility), group B 
(normal SOPB), group C (SOBP a little higher 
than normal) and group D (sphincter of Oddi 
dysfunction)�.

RESULTS: The mean SOCA in group A was 
62.32 ± 32.13 mmHg, much lower than that 
in the other three groups (P < 0.01); the mean 
SOCD in group A was shorter than that in group 
B and group C (P < 0.01); the mean SOCF in 
group A had no significant difference from that 
in group B and group C, but lower than that in 
group D (P < 0.05); the mean CBDP in group A 
was 3.89 ± 8.10 mmHg, much lower than that in 
group D (P < 0.01), but higher than SOBP. The 
SOCA in group D was 97.02 ± 51.76 mmHg, ap-
parently higher than that in group A (P < 0.01), 
which was not significantly different from that 
in group B and group C, but with a tendency to 
increase; the mean SOCD in group D was short-
er than that in group C (P < 0.05), and there was 
no apparent difference between the other two 
groups; the mean SOCF in group D was mark-
edly higher than that in the other three groups 
(P < 0.01 or P < 0.05); the mean CBDP in group 
D was 10.41 ± 12.37 mmHg, higher than that in 
group A and B (P < 0.01) , but was not statisti-
cally different from that in group C; the percent-
age of retrograde peristalsis in group D (35.73% 
± 26.38%) was notably higher than that in group 
A (20.31% ± 21.96%) and B (22.71% ± 23.86%)(P 
< 0.05).

CONCLUSION: SO dysfunction and hypomo-
tility exist in bile duct stone patients after op-
eration, which can be diagnosed effectively by 
choledochoscopic manometry. The SO disorders 
may be associated with the formation or/and 
recurrence of bile duct stones.

Key Words: Sphincter of Oddi; Dysfunction; Hypo-
motility; Choledochoscope; Manometry
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■背景资料
SO功能的研究为
胆道动力学研究
的主要内容 ,  SO
测压已成为公认
的研究SO功能的
金标准 .  SO的功
能异常可能与多
种胆道疾病有关
系, 一方面可能表
现为由SO的功能
异常存在引起胆
道疾病出现, 另一
方面也可能由于
胆道疾病的存在
而引起SO的功能
异常. 胆道外科手
术以及内镜治疗
都可引起SO功能
的变化, 进而影响
胆道动力学的变
化, 其中胆管结石
与SO的关系最为
密切.

 wcjd@wjgnet.com 
®



manometry research of the sphincter of Oddi motility 
in bile duct stone patients with a T tube after operation. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(11):1119-1123

摘要
目的: 对胆管结石患者术后经“T”管窦道行
胆道镜测压, 研究胆管结石患者术后Oddi括约
肌(SO)功能, 探讨结石与SO功能变化的关系. 

方法: 共对216例患者测量十二指肠压、Oddi
括约肌基础压、收缩幅度、收缩频率、收缩
间期、胆总管压以及顺蠕动、逆蠕动及同时
收缩所占百分比. 对患者根据SO基础压分为4
组: A组(SO运动功能不足组)、B组(SO压力正
常组)、C组(SO压力略升高组)和D组(SO功能
障碍组), 比较各组各测压指标之间差别. 

结 果 :  A 组 S O 收 缩 幅 度 均 值 为 6 2 . 3 2±
32.13 mmHg, 较其他三组明显降低(P <0.01); 
SO收缩间期较B, C组明显缩短(P <0.01); 收
缩频率与B, C组的差异无统计学意义, 但明
显小于D组(P <0.05); 胆总管压均值为3.89±
8.10 mmHg, 较B, C组差异无统计学意义, 但
是明显低于D组(P <0.01), 而且大于SO基础压. 
D组SO收缩幅度均值为97.02±51.76 mmHg, 
与B, C组差异虽无统计学意义, 但呈升高趋
势, 而且明显高于A组(P <0.01); SO收缩间期
较C组短(P <0.05), 与另外两组差异无统计
学意义; S O收缩频率较前三组则明显增快
(P <0.01 vs  A, B组,  P <0.05 vs  C组); 胆总管压
均值为10.41±12.37 mmHg, 较A, B组明显升
高(P <0.01), 与C组差别无统计学意义; 逆蠕动
所占百分比与A, B组相比明显增加(35.73%±

26.38% vs  20.31%±21.96%, 22.71%±23.86%, 
P <0.05), 与C组差别无统计学意义.

结论: 胆管结石患者术后存在SO功能障碍及
SO运动功能不足两种病理状况, 而且SO的这
些异常改变可能与胆管结石的形成和/或复发
有关. 经T型管窦道胆道镜测压可以作为诊断
SO功能障碍及SO运动功能不足的有效手段.

关键词: Oddi括约肌; 功能障碍; 运动功能不足; 胆道

镜; 测压

田忠, 吴硕东, 孔静, 张振海. 胆管结石患者术后经“T”管窦

道胆道镜Oddi括约肌测压的表现及意义.  世界华人消化杂志  
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0  引言

位于胆胰管末端十二指肠壁内的O d d i括约肌
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(sphincter of Oddi, SO), 在胆道动力系统中发挥

重要生理功能, 调控胆汁及胰液流入十二指肠, 
阻止十二指肠内容物反流入胆胰管而起到阀门

作用. SO功能发生异常可引起胆道动力异常, 多
种胆道疾病的发生可能与之有关. 对SO进行压

力测定, 是研究其功能变化的重要手段, 本文则

通对胆管结石患者术后经“T”管窦道行胆道

镜测压, 研究胆管结石患者术后SO功能, 进而探

讨结石与SO功能变化的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2002-03/2005-06在我院外科住

院的216例胆管结石患者, 其中男105例, 女111
例, 平均年龄55.5岁(35-77岁), 全部患者均行胆

管探察取石及“T”管引流术, 手术后至平均

2 mo(1.5-4 mo)来拔管或取残石, 在操作过程中

进行了测压研究. 
1.2 方法 

1.2.1 测压系统、原理及方法 测压器械为PC 
polygram HR高分辨、多通道胃肠功能测定仪及

相应测压软件、三通道测压导管、低顺应性水

灌注系统、氮气泵及PENTEX LX-750p纤维胆

道镜. 三通道测压导管长2 m, 直径1.7 mm, 末
端有三个侧孔, 相隔2 mm, 每孔开口于不同方

向. 受试者检查前2 d不使用对胆道压力有影响

的药物, 禁食一夜. 设置电脑测压系统参数, 氮
气压力为40 kPa, 水流速度为0.5 mL/min, 连接

测压导管, 经T型管窦道导入胆道镜, 观察乳头

部是否蠕动良好、有无狭窄及纤维化及结石取

石后, 由胆道镜侧孔插入测压导管, 直视下经乳

头达十二指肠, 稳定30 s后测压, 后拽导管至SO
部, 直视结合电脑出现时相波可明确导管处于

SO内, 测压后导管后拽至胆总管内行测压并存

储曲线.                
1.2.2 分组及观察参数 按照Tondelli et al [1]定义, 
对患者根据SO基础压进行了分组, <5 mmHg
为A组(SO运动功能不足组), 5-15 mmHg为B组
(SO压力正常组), 15-30 mmHg为C组(SO压力略

升高组), >30 mmHg为D组(SO功能障碍组). 观
察参数包括SO基础压、收缩频率、收缩幅度、

收缩间期、十二指肠压及胆总管压和顺蠕动、

逆蠕动及同时收缩所占百分比.
统计学处理 采用SPSS 11.5统计软件包进行

分析, 本研究统计学资料均为正态分布计量资

料, 结果以mean±SD表示, 样本均数间比较使用

独立样本t检验.
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■研发前沿
SO运动功能不足
文献中罕见报道, 
其存在可能与肠
胆返流有关. 但其
具体形成原因及
对胆道动力学的
具体影响有待于
进一步研究.
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2  结果

2.1 分组情况 经过对216名患者进行测压研究, 
均获得了清晰的测压曲线, 进行一次测压并使

用t检验分析测压结果. 其中A组70例, 基础压

均值为1.97 mmHg, 占32.41%, 为SO运动功能

不足组; 基础压为5-15 mmHg者100例, 基础压

均值为8.56 mmHg, 占46.3%, 为压力正常组; C
组29人, 基础压均值为20.25 mmHg, 占13.43%,  
为SO压力略升高组; D组17人, 基础压均值为

46.08 mmHg, 占7.87%, 为SO功能障碍组.
2.2 各组间收缩时相等指标变化 A组SO收缩幅

度较其他三组明显降低(P <0.01); SO收缩间期较

B, C组明显缩短(P <0.01); 收缩频率与B, C组的

差异无统计学意义, 但明显小于D组(P <0.05); 胆
总管压较B, C组差异无统计学意义, 但是明显低

于D组(P <0.01), 而且大于SO基础压. B, C二组间

除胆总管压C组较高外(P <0.05), 其他指标变化

无统计学意义. D组SO收缩幅度与B, C组差异虽

无统计学意义, 但呈升高趋势, 而且明显高于A
组(P <0.01); SO收缩间期较C组短(P <0.05), 与另

外两组差异无统计学意义; SO收缩频率较前三

组则明显增快(P <0.01 vs  A, B组, P <0.05 vs  C组); 
胆总管压较A, B组明显升高(P <0.01), 与C组差

别无统计学意义(表1). 
2.3 各组间顺逆蠕动所占百分比比较 除C组同时

收缩所占百分比较B组明显较少外(P <0.05), 各
组间蠕动方向所占百分比无明显差异. 但D组有

顺蠕动减少, 逆蠕动增加的趋势, 并且其逆蠕动

所占百分比与A, B组相比明显增加(P <0.05), 与
C组差别无统计学意义(表2).

3  讨论

1887年, Ruggero Oddi首先提出胆总管末端存在

括约肌的机制, 并命名为Oddi括约肌(sphincter 
of Oddi, SO). SO的功能与十二指肠肌独立, 同
时拥有一个变化的基础压和周期性的收缩活动, 

并与十二指肠移行复合波有关[2-3]. SO最主要的

作用是调节胆汁及胰液排泄并防止十二指肠液

反流, 其在胆道动力学中发挥决定性的作用. SO
功能性异常和器质性改变均可引起胆道动力学

变化.
SO功能障碍(SO dysfunction, SOD)是指因

SO的收缩功能异常而导致位于胆胰管结合处的

胆汁或胰液流出梗阻. 其主要临床表现为胆样

或胰样疼痛、胰腺炎及肝功能或胰腺酶学异常. 
SOD包括两方面内容: SO运动功能不良和SO狭

窄. SO运动功能不良(SO dyskinesia)是指SO高压

区的间歇性的功能性阻滞, SO痉挛、肥厚和去

神经化可导致其发生. 表现为SO基础压升高, 但
可被平滑肌松弛剂降低; SO狭窄(SO stenosis)是
指由于慢性炎症或纤维化导致SO部分或全部狭

窄而导致SO的结构发生异常, 与胰腺炎、胆囊

结石经过乳头时的损伤、术中胆总管探查创伤

或非特异性炎症条件有关.
SO运动功能不足文献中报道较少, Deng et al [4]

研究发现胃手术十二指肠横断后SO收缩幅度

减小, 收缩频率减慢, 基础压降低, 并推测SO功

能异常与肠胆反流及胃术后胆结石形成有关. 
Allescher et al [5]报道一例慢性小肠假性梗阻患者

SO运动功能不足同时存在胆道积气, 其基础压

及收缩幅度较对照组明显降低, 但收缩频率正

常. 研究亦发现进行性全身性硬化病患者SO基

■创新盘点
关于SO功能异常
的研究, 目前关注
的焦点仍是SOD, 
本研究为迄今为
止样本量最大的
应用胆道镜测压
对胆管结石SO的
功能进行检测并
探讨胆管结石患
者术后SO功能异
常存在的种类及
与胆管结石形成
和复发的关系, 并
首次提出SO运动
功能不足的定义.

    

表  1  各组之间收缩时相等指标变化

                                  SO收缩幅度           收缩间期            收缩频率             胆总管压   

                                      (mmHg)                     (s)                   (个/min)               (mmHg)

A组 (n = 70)         62.32±32.13ac     4.91±1.48a       7.48±3.00c       3.89±8.10c

B组 (n = 100)       84.37±40.86       5.58±1.36        7.75±2.55e       4.13±4.30de       

C组 (n = 29)         85.91±36.93b      6.12±1.85b       8.23±2.77        6.80±6.39

D组 (n = 17)         97.02±51.76       5.01±1.42f     10.58±3.89f      10.41±12.37

aP<0.01(A组 vs  B组), bP<0.01(A组 vs  C组), cP<0.01(A组 vs  D组), dP<0.05(B组 vs  C组), eP<0.01(B组 vs D组), fP<0.05(C组 vs  D组).

    

表  2  各组间顺逆蠕动所占百分比

                            顺蠕动 (%)       同时收缩 (%)       逆蠕动 (%)

A组(n = 70)    63.08±28.15  15.61±19.07   20.31±21.96

B组(n = 100)  58.64±29.62  18.64±21.92   22.71±23.86

C组(n = 29)    67.34±25.85    8.67±14.67c  23.98±22.81

D组(n = 17)    49.60±33.25  14.67±14.21   35.73±26.38ab

aP<0.05(A组 vs  D组), bP<0.05(B组 vs  D组), cP<0.05(B组 vs  C
组).
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础压及收缩幅度降低[6]. 理论上与SO运动功能不

足密切相关的因素有手术后黏连牵拉SO, 腹腔

脓肿, 胰腺炎, 肿瘤导致的SO关闭不全, 十二指

肠逆蠕动, 括约肌内在神经功能紊乱, 结石通过, 
药物作用以及手术和内镜下的括约肌切开等.

胆道动力学的研究被临床所接受这一过程

是缓慢的, 但随着X线、超声、内镜技术和测

压及核素显像等技术不断应用到胆道动力学的

研究, 人们对功能性胆道疾病的认识也不断增

强, SO功能的研究也逐渐增多, 并且成为胆道

动力学研究的主要内容. 研究SO功能的方法主

要有: 实验室检查, 吗啡-新斯的明激发实验, 超
声检查, 核素显像及SO测压等. 其中SO测压已

成为公认的研究SO功能的金标准. 胆总管探查

术中、术后经“T”管窦道测压和行ERCP时经

内镜测压较为常用. 术后经胆道镜测压采用与

ERCP时测压相同的测压原理、系统及软件, 为
微创检查, 可直接观察SO形态并进行长时间测

压, 病例充足, 易获得患者的同意和配合, 顺行

插管成功率高, 可避免许多并发症, 但仅适用于

胆管结石术后行“T”管引流者. 检查过程中生

理盐水冲洗及测压过程中“T”管窦道处于非

完全封闭状态等因素是否影响SO动力尚属未知.
在一般正常对照的E R C P时测压研究显

示, 胆总管压较十二指肠压高约5-15 mmHg, 
主胰管压与胆总管压基本相同 .  S O基础压较

胆总管压高约5-15 mmHg, 较十二指肠压高约

15-30 mmHg. 在SO基础压上产生时相性收缩, 
收缩振幅为50-150 mmHg, 频率为3-8次/min. 传
播方向多为顺行性传播. SO基础压通常被认为

是诊断SOD的最可靠的测压指标, 其临界值为

30-40 mmHg, 当大于40 mmHg时诊断为SOD. 
Toouli et al [7]对48例可疑SOD患者进行内镜下

测压研究显示, 其大多存在SO测压异常, 包括:
逆蠕动增加, 收缩频率增快, 基础压升高及对奥

曲肽反应异常等. 而经“T”管窦道测压由于

其处于非完全封闭状态等因素及研究人群的特

殊性使其测压值较ERCP时测压偏低, 本实验

216例测压基础压均值为10.95 mmHg. 1983年, 
Tondelli et al [1]对SOD所定的“T”管流体压力

为胆总管压力大于16 mmHg及括约肌压力大于

30 mmHg.
本实验按照To n d e l l i定义将S O基础压大

于30 mmHg者定义为SOD, 而把基础压小于

5 m m H g者定义为S O运动功能不足, 基础压

5-15 mmHg者为压力正常对照, 而15-30 mmHg

者为压力略升高组. 由于对带有“T”管人群SO
运动功能不足及正常对照无明确的测压定义, 
本标准可能亦有失偏颇, 值得商榷.

S O的功能异常可能与多种胆道疾病有关

系, 一方面可能表现为由SO的功能异常存在引

起胆道疾病出现, 另一方面也可能由于胆道疾

病的存在而引起SO的功能异常. 胆道外科手术

以及内镜治疗都可引起SO功能的变化, 进而影

响胆道动力学的变化, 其中胆管结石与SO的关

系最为密切.
本研究发现S O D患者共17人 ,  发生率为

7.87%. 其测压表现除基础压升高(46.08 mmHg)
外, 收缩频率较前三组明显增快, 胆总管压较A, 
B两组明显升高, 收缩幅度较A组明显升高. 与以

往研究不同的是, 本实验未发现逆蠕动增加并

超过总数的50%, 但所占比例有增高趋势, 有研

究提示SO的逆向蠕动与胆总管结石的形成有

关[8-9]. 收缩间期的变化特点为C组最长, 可能是

因为A组SO运动功能不足收缩波矮小, 而D组患

者基础压升高, 收缩频率增快有关. 经T型管窦

道测压与ERCP时测压途径, 方法及对象的不同

可能是造成其测压结果相差较大的原因. SOD的

存在与胆管结石有着互为因果的关系, SOD时较

高的SO基础压影响着胆汁的流动, 可造成胆汁

淤积进而形成结石[8]; 胆管结石的存在可以造成

胆管末端的炎性狭窄, 引起SOD的出现[10].
SO运动功能不足组共70例, 基础压均值为

1.97 mmHg, 发生率为32.41%, 远远高于SOD的

发生率. 人们关注SOD是缘于对胆囊切除术后

仍然出现胆绞痛的探索, 但是对于胆管结石术

后出现的SO基础压低并且小于胆总管压、收

缩幅度减小、收缩间期短等为主要表现SO异常

却很少提及. 在本研究中, 我们命名为SO运动功

能不足(sphincter of Oddi hypomotility), 因其没

有像SOD那样会引起一些明显临床症状而不被

注意, 以致于忽略了其存在的可能. 但是在临床

实际工作中会经常遇到这样的情况: 许多肝内

外胆管结石患者其胆道末端出口非常宽敞通畅, 
术中胆道镜可以轻松的自由通过, 而肝内外胆

管却扩张, 提示这部分患者原本可能就存在SO
运动功能不足. 当SO运动功能不足时, 便失去了

对胆汁排泄所起的单向阀门作用, 从而使十二

指肠内容物易于反流至胆管或胰管内, 而肠道

内细菌反流入胆道可促使结石形成, 已有研究

证实在胆管结石术后存在十二指肠胆道返流[11]. 
因此SO运动功能不足也可能是胆管结石反复复

■应用要点
术后经胆道镜测
压采用与ERCP时
测压相同的测压
原理、系统及软
件 ,  为微创检查 , 
可直接观察SO形
态并进行长时间
测压, 顺行插管成
功率高, 可避免许
多并发症. 可以有
效地评价患者术
后SO功能的状态, 
发现SO功能异常
的存在, 指导临床
进一步治疗.
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发的一个原因, 应该尽可能的保留和保护SO的

功能.
另外目前定义的SO功能障碍(SOD)是指SO

的基础压大于40 mmHg, 但根据本研究的结果, 
我们认为其只是SO异常的一个方面, 称之为SO
运动功能亢进(sphincter of Oddi hypermotility)
或过剩可能更能符合实际情况. 关于这一问题

以及SO运动功能不足在胆道动力学中的具体影

响, 都有待于进一步的研究和明确.
通过本研究我们认为, 胆管结石患者术后存

在SO功能障碍及SO运动功能不足两种病理状

况, 各有其特异的测压表现, 而且SO的这些异常

改变可能与胆管结石的形成和/或复发有关. 经
T型管窦道测压可以作为诊断SO功能障碍及SO
功能不良的有效手段. 
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摘要
目的: 探讨补脾清肠活血汤、复合灌肠液及
环孢素A对溃疡性结肠炎的治疗作用是否通
过影响淋巴细胞的增殖或细胞因子表达谱来
实现. 

方法: 体外培养中用植物凝集素刺激溃疡性
结肠炎患者外周血淋巴细胞, 分组加入一定
剂量的补脾清肠活血汤、复合灌肠液、环孢
素A及空白对照剂, 检测增殖程度及细胞因子
表达谱.

结果: 复合灌肠液和环孢素A能显著抑制淋
巴细胞的增殖及细胞因子IL-2、IL-4及IFN-γ
的分泌, 同时也抑制了免疫抑制性细胞因子
IL-10的分泌, 而补脾清肠活血汤抑制增殖及
促炎细胞因子的作用较弱, 但能促进IL-10的
分泌. 

结论: 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢
素A均可通过影响T细胞来促进免疫耐受的形
成, 但其作用的具体途径有差别, 这些途径很
可能产生协同作用.

关键词: 溃疡性结肠炎; 中药; 淋巴细胞; 免疫耐受; 

IL-2;  IFN-γ; IL-10; IL-4
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)在我国很常

见, 且发病率有上升趋势, 而临床治疗常很棘手, 
有效控制复发及诱导重度患者临床缓解还很具

挑战性. 氨基水杨酸类及环孢素A等西药有一定

的疗效, 但有长期应用副作用较大等不足. UC在
我国很早就被认识, 中医药积累了丰富的治疗

经验, 近几十年来, 国内也大量地报道了中西药

结合治疗UC的临床实验, 疗效一般高于单纯西

药, 而且副作用较小[1-4]. 本科室根据中医理论及

大量的临床实验结果, 自拟出补脾清肠活血汤

口服剂及复合灌肠液(锡类散加三黄汤), 应用于

临床10多年, 疗效比较满意, 尤其是联合西药诱

导重度患者缓解和缓解期应用以预防复发.
补脾清肠活血汤及复合灌肠液临床疗效显

著, 且副作用很小, 但其在现代医学理论中的作

用机制尚未深入研究. 近年来, 越来越多的研究

者认为溃疡性结肠炎由肠道局部持续、过强的

免疫反应所诱发, T淋巴细胞在此免疫反应的激

发和维持中起中心作用[5-8]. T淋巴细胞在正常

人体肠道局部免疫耐受的形成中发挥关键作用, 
而UC中这种耐受被打破[9-10]. 已经很明确, T细
胞的活化/增殖调控及主动免疫抑制(调节性T细
胞的分化及其免疫抑制性细胞因子的产生)是免

疫耐受形成的主要机制[11-13]. 补脾清肠活血汤及

复合灌肠液均为中药复方制剂, 药理作用很复

杂, 推测其可能主要是通过诱导T细胞介导的免

疫耐受的形成来发挥作用. 本研究在体外培养

中用多克隆刺激剂活化人外周血淋巴细胞, 分
组加入一定剂量的补脾清肠活血汤、复合灌肠

液、环孢素A及空白对照剂, 检测增殖程度及细

胞因子分泌谱后发现, 补脾清肠活血汤能诱导

免疫抑制性细胞因子的产生, 复合灌肠液和环

孢素A能抑制淋巴细胞的活化/增殖及促炎细胞

因子的分泌. 

1  材料和方法

1.1 材料 Lymphocy te-H购于Cedarlane, 胎牛

血清及R PM I-1640购于Hyclone, Percol l购于

A mersham, 中药均为无菌袋装免煎中药(10 g/
袋), 锡类散为北京同仁堂产品(1 g/袋), 环孢素A
由Sandoz生产, 植物凝集素购于Sigma, [3H]TdR
购于中国原子能研究院 ,  E L I S A试剂盒购于

■背景资料
中药治疗溃疡性
结肠炎有效, 临床
实验很多, 但从其
对T细胞介导的免
疫耐受的影响来
研究作用机制的
文献极少.

■研发前沿
炎症性肠病被认
为是机体对自身
的肠道菌群抗原
刺激不能有效的
形成免疫耐受所
致, 调节性T细胞
的分化及其免疫
抑制性细胞因子
的产生是近年来
才认识到的免疫
耐受形成的主要
机制, 因此, 高效
的筛选中药组方
应该重点地研究
其对调节性T细胞
分化的影响.
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eBioscience.
1.2 方法

1.2 .1 淋巴细胞的分离 先后从10名溃疡性结

肠炎患者(均为病程3  a以上的慢性复发型患

者, 符合2000年成都诊断标准)采外周血6 m L, 
立即注入肝素抗凝管,  30  m i n内与4  m L含
1 mmol/L EDTA的PBS混合, 加入至15 mL离
心管, 用接6号加长针头的一次性注射器抽4 mL 
Ly m p h o c y t e-H, 缓慢地铺在抗凝血下面, 室
温、2000 r/min离心20 min, 取灰白层, 用PBS
洗两遍以去除血小板, 加10 m L含100 m L/L胎
牛血清、100 U/m L青霉素和链霉素、p H7.2的
RPMI-1640(含L -Glutamine和HEPES)完全培养

基混悬, 抽4 mL 460 mL/L Percoll, 缓慢地铺在

细胞悬液下面, 室温、2000 r/min离心20 min, 留
取下面1 mL内的细胞, 洗两次, 台盼蓝染色计数

活细胞, 取约1×105细胞离心涂片后Giemsa-white
染色鉴定淋巴细胞的纯度, 结果淋巴细胞的纯度

和活性均大于95%.
1.2.2 药液的配制  
1.2.2.1 补脾清肠活血汤 取党参、白术、茯苓、黄

连、木香、白头翁、秦艽、枳实、当归、丹参、红

花、赤芍、山楂各10 g, 黄芪20 g, 混合于已高温

消毒的烧瓶中, 加蒸馏/去离子水500 mL, 置水浴

箱中95℃ 30 min,  反复震荡, 取10 mL加于15 mL
离心管中,  15 000 g离心20 min, 取上清液5 mL, 
PBS稀释4倍, 一次性针头滤器过滤, 作为10倍浓

度的储藏液4 ℃保存备用.
1.2.2.2 复合灌肠液 取黄连、黄柏和黄芩各10 g, 
锡类散2袋, 加蒸馏/去离子水150 mL, 如上经加

热、离心取上清、稀释和过滤, 作为10倍浓度的储

藏液4 ℃保存备用.
1.2.2.3 环孢素A 用PBS稀释环孢素A至5 mg/L, 作
为10倍浓度的储藏液4 ℃保存备用.
1.2.3 增殖及细胞因子检测 淋巴细胞以每孔1×
105/180 μ L 加入96孔培养板, 培养基为含100 
m L/L胎牛血清、100 kU/L 青霉素和链霉素的

RPMI-1640,  用终浓度10 mg/L的植物凝集素作

为多克隆刺激剂, 分组分别加入20 μL的补脾清肠

活血汤、复合灌肠液和环孢素A储藏液及对照液

PBS. 在37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养48 h后, 
收集上清液储于-80℃用以检测细胞因子浓度, 于
增殖检测孔每孔加入0.5 UCi[3H]TdR, 继续培养

24 h后收集细胞于玻璃纤维滤纸上, 蒸馏水冲洗, 
无水乙醇脱水、脱色, 60 ℃烘干后置闪烁液中液

闪计数. 细胞因子IL-2、IFN-γ、IL-4及IL-10的检

测用夹心法ELISA试剂盒, 完全按照说明操作.
统计学处理 数据用Mean±SD表示, 组间

比较用配对样本的t检验, 由SPSS 13.0统计软件

完成.

2  结果

2.1 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A
对淋巴细胞增殖的影响 淋巴细胞经PHA刺激

后增殖明显, 但能被补脾清肠活血汤、复合灌

肠液及环孢素A抑制(对照组、补脾清肠活血

汤、复合灌肠液和环孢素A组的液闪值分别为

4563±674、4170±500、2944±361和2408±
498), 补脾清肠活血汤的抑制作用最弱(平均抑

制8.6%, 与对照组比较P <0.01), 复合灌肠液和环

孢素A的抑制作用较强(分别平均抑制35.4%和

47.2%, 两组与对照组及补脾清肠活血汤组比较

均P <0.001).
2.2 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A
对IL-2分泌的影响 淋巴细胞经PHA刺激后低分

泌IL-2(36.3±16.2 ng/L), 补脾清肠活血汤对其

没有显著影响(31.5±17.8 ng/L, P >0.05), 复合灌

肠液和环孢素A均能够显著抑制IL-2的分泌(分
别为18.7±7.5 ng/L和18.4±9.4 ng/L, 平均抑制

48%和49%, 与对照组比较均P <0.01).
2.3 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A对

IFN-γ分泌的影响 淋巴细胞经PHA刺激后高分

泌IFN-γ(5900±2045 ng/L), 补脾清肠活血汤、

复合灌肠液及环孢素A均能显著抑制其表达(分
别为2832±1043 ng/L、3499±1948 ng/L和1763
±780 ng/L, 平均抑制52%、41%和70%, 与对照

组比较均P <0.001), 补脾清肠活血汤和复合灌肠

液的抑制作用无明显差异(P >0.05), 环孢素A的

抑制作用较强(与补脾清肠活血汤和复合灌肠液

组比较均P <0.01).
2.4 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A对

IL-4分泌的影响 淋巴细胞经PHA刺激后低分泌

IL-4(29.3±12.1 ng/L), 补脾清肠活血汤组中略

为增加(36.1±16.4 ng/L), 但显著性达不到统计

学意义(P >0.05), 相反, 复合灌肠液及环孢素A均相反, 复合灌肠液及环孢素A均反, 复合灌肠液及环孢素A均

能显著抑制IL-4的分泌(分别为17.1±6.9 ng/L和
15.7±8.0 ng/L, 平均抑制42%和46%, 与对照组

比较均P <0.001).
2.5 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A
对IL-10分泌的影响 淋巴细胞经PHA刺激后分

泌IL-10(328±147 ng/L), 补脾清肠活血汤能够

显著促进其分泌(560±211 ng/L, 平均增加70%, 

■创新盘点
本文首次在体外
培养中观察中药
组方是否影响调
节 性 T 细 胞 的 形
成.
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与对照组比较P <0.001), 相反, 复合灌肠液和环相反, 复合灌肠液和环反, 复合灌肠液和环

孢素A均能显著抑制IL-10的分泌(分别为253±
146 ng/L和188±96 ng/L, 平均抑制23%和42%, 
与对照组比较分别为P <0.01及P <0.001).

3  讨论

中药补脾清肠活血汤和复合灌肠液缓解期预防

复发或联合西药诱导重症溃疡性结肠炎缓解有

较好疗效, 但其作用机制尚不清楚. 环孢素A是

强效免疫抑制剂, 近年来用于重症UC急性期的

治疗, 对氨基水杨酸类及类固醇激素无效的患

者仍有较高的诱导缓解率, 是UC药物治疗上的

重要进展之一[14-15]. T淋巴细胞在UC免疫致病机

制中的中心作用越来越受重视, 其对抗原刺激

的活化增殖程度及细胞因子表达谱能灵敏地反

映功能状态, 增殖越强提示免疫应答能力越强, 
细胞因子IL-2、IFN-γ、IL-4及IL-10均主要由T
细胞分泌, IL-2能促进淋巴细胞的增殖, 具有较

广泛的免疫调节作用, IFN-γ主要由Th1细胞表

达, 主要参与细胞免疫, IL-4主要由Th2细胞表

达, 主要参与体液免疫, IL-10是重要的免疫抑制

性细胞因子, Tr1细胞是近年来鉴定的重要调节

性T细胞之一, 以高表达IL-10为标记[5,16-18].
本实验想阐述中药补脾清肠活血汤、复合

灌肠液及西药环孢素A治疗溃疡性结肠炎的药

理作用是否是干预了淋巴细胞的功能, 以及他

们干预方式的差别. 结果, 复合灌肠液和环孢素

A能显著抑制淋巴细胞的增殖, 抑制IL-2及作为

Th1和Th2标志的促炎细胞因子IFN-γ和IL-4的分

泌, 同时也能抑制免疫抑制性细胞因子IL-10的
分泌, 环孢素A对细胞增殖及IFN-γ的抑制作用

较灌肠液强. 这提示复合灌肠液和环孢素A的治

疗作用是通过全面抑制T细胞对抗原的免疫应

答来发挥的, 而对T细胞的分化方向并无明显影

响. 补脾清肠活血汤对淋巴细胞的增殖及作为

Th1标志的促炎细胞因子IFN-γ有较弱的抑制作

用, 对IL-2及作为Th2标志的IL-4的分泌无显著

影响, 值得注意的是, 其能促进作为Tr1细胞标志

的IL-10的分泌. 这说明补脾清肠活血汤能够影

响T细胞的分化方向, 阻止Th1细胞的分化, 促进

Tr1细胞的分化. 近年来, 炎症性肠病的发病机制

被认为是机体的T细胞对自身肠道内部分菌群

抗原的刺激产生过强的免疫反应, 而不能形成

免疫耐受, 这种免疫失耐受很可能与T细胞的分

化控制失调有关, 其中主要是致病性T细胞/调节

性T细胞的平衡失调[7-10,19]. 调节性T细胞的分化

为机体形成免疫耐受的重要机制, 是近几年来

免疫学领域研究的重大理论成果之一[11-12,20], 最
近的研究证实炎症性肠病患者体内确实存在调

节性T细胞的生成障碍[21], 这预示着通过促进调

节性T细胞分化来治疗炎症性肠病将会成为主

流研究方向. 补脾清肠活血汤能促进体外培养

的淋巴细胞向Tr1细胞分化, 提示其对UC的体内

治疗作用很可能是通过诱导调节性T细胞的生

成来实现. 因此, 作者认为补脾清肠活血汤、复

合灌肠液及环孢素A均可通过影响T细胞来促进

免疫耐受的形成, 而其作用的具体途径又有些

差别, 这些途径很可能产生协同作用, 这也许是

联合中西药疗效更好的理论基础. 
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缓解和缓解期应
用以预防复发.
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■同行��评价
本文研究内容较
新, 临床意义较为
重要. 但是本研究
所用的自制中药
制剂不是临床所
用的标准制剂, 因
此需要考虑其差
异对实验结论的
可能影响.
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                    第十二届全国胆道外科学术会议征文通知

本刊讯 中华医学会外科学分会胆道外科学组拟定于2006-07在辽宁省沈阳市召开第12届全国胆道外科学术会

议. 此次会议由全国胆道外科学组委托中国医科大学附属第二医院(盛京医院)承办, 中国实用外科杂志社协办. 

大会将全面展示我国胆道外科近年来的新进展、新成果. 届时将邀请国内外知名肝、胆外科专家作专题演讲. 

凡参会者均颁发国家级继续教育学分证书. 现将征集论文的有关事宜通知如下: 

1  征文内容

征文内容包括: (1)胆道外科学基础研究(胆道解剖与胆道疾病、胆石成因、胆道感染、胆道肿瘤、胆胰管结

合部异常与胆道先天性疾病). (2)胆道外科的临床研究(胆囊、胆管结石、胆道肿瘤、意外性胆囊癌、胆道损

伤、肝移植后胆道狭窄等). (3)胆道外科诊断与治疗的新技术、新方法(腹腔镜技术、内镜技术、介入技术、

影像技术等). (4)胆道外科疾病的其他诊疗经验等.

2  征文要求

征文要求包括: (1)请寄论文全文及800字以内的摘要各一份. 4号字打印, 附电子稿件. 无摘要者恕不受理. (2)论

文要求科学性强、数据可靠、重点突出、文字精炼且未经发表者. 论文须由作者所在单位审查盖章同意, 并请

在信封正面注明会议征文字样. (3)截稿时间: 2006-05-08(当地邮戳为准). 稿件邮寄地址: 辽宁省沈阳市和平区

三好街36号 中国医科大学附属第二医院 第一微创、胆道外科; 邮政编码: 110004. 联系人: 吴硕东. 投稿E-mail: 

wushuodong@yahoo.com.cn.

www.wjgnet.com
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世界华人消化杂志投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 
大16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 
邮发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 
世界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消

化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外

科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608种中国科技论

文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 28种期刊

的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为

1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的

第14位, 内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界

华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比

0.30, 地区分布数28, 基金论文比0.43, 国际论文

比0.01. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(国家科技
部, 2003年)和中
文核心期刊要目
总览(北京大学图
书馆, 2004年版)
收录的学术期刊. 
世界胃肠病学杂
志社, 100023, 北
京市2345信箱郎
辛庄北路58号院
怡寿园1066号, 电
话: 010-85381901  
E m a i l :  w c j d @
wjgnet.com http://
www.wjgnet.com.

N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如30 kD
改为M r 30 000(M大写斜体, r小写正体, 下角标)
或30 kDa; “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 

1-2
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体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5±
0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有

关问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有

贡献的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序

按贡献大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是

单名, 则在姓与名之间空1格(正文和参考文献中

不空格). 世界华人消化杂志要求所有署名人写

清楚自己对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 
包括: (1)酝酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析

/解释数据. 第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草

文章; (2)对文章的知识性内容作批评性审阅. 第
三方面是工作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取

研究经费; (3)行政、技术或材料支持; (4)指导; 
(5)支持性贡献. 每个人必须在第一至第三方面

至少具备一条, 才能成为文章的署名作者. 世界

华人消化杂志不设置共同第一作者和共同通信

作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
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基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).

0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲

洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 
左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang 
et al”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
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4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 
投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 
录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.

世界胃肠病学杂志社

100023, 北京市2345信箱

郎辛庄北路58号院怡寿园1066号
电话: 010-85381901
传真: 010-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com 
http://www.wjgnet.com
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编者按 世界华人消化杂志自创刊已有14 a历

史, 目前已经发展成为旬刊. 2006年本刊开辟

了“海宁信箱”专栏, 旨在促使形成作者、读

者、编者互动的局面, 适应我国消化病事业的

飞速发展, 创办高质量的学术期刊, 进一步活跃

学术界. 本专栏面向作者、读者、以及编委征

集反馈信息, 希望借用大家的力量来引导杂志

向更高的质量迈进. 反馈信息包括对杂志的总

体评价、事实纠错、文字更正、解释说明, 编
辑部会如实地将这些信息以公开或匿名的方

式刊登在每期的固定位置. 反馈信息可以通过

Email发送至h.n.zhang@wjgnet.com, 也可以发送

手机短信至13146145159.

1 反馈信息

1.1 世界华人消化杂志办刊严谨, 服务理念强. 
需要指出的是, 14卷1期, 109页文章《腹部外科

脓毒症临床救治258例》中"死亡率" 应为病死

率. 死亡率指一定时期内(通常为1年)死亡人数

与同期平均人口数之比, 说明该时期人口的死

亡强度. 病死亡指一定时期内患某病的全部病

人中因该病而死亡者的比例, 是衡量确诊疾病

的死亡概率, 反映疾病严重度和医疗水平的. 110
页左栏顺数第17行中"长达22 a的临床与实验研

究, 在12 a间, ……"a是否为"年"; "22"为何后面

又成了"12"? (四川大学华西医院中西医结合科  
唐文富)
1.2 世界华人消化杂志14卷1期基础研究栏目中, 
有的文章与消化系疾病研究的国际前沿问题接

轨(如骨髓间充质干细胞在胰腺生理更新和病理

再生中的作用); 有的在分子水平研究胃癌发生

和幽门螺旋杆菌引起胃炎的分子机制, 有较大

的参考价值. 慢性乙型肝炎患者血清脂质水平

与病理分级的关系一文, 因为有肝活检材料作

为金标准, 其价值远超过其他同类研究.
1.3 贵刊2005-07-28第13卷第14期《乳杆菌细胞

壁表面黏附相关蛋白的提取和鉴定》一文有一

点疑问. 文中提到, 分别采用Aleljung和Maurilia
的方法, 抽提到了罗伊氏乳杆菌(Lactobacillus 
reuteri)JCM1081的表面蛋白, 并通过Western 
blot试验, 得出结论, M r为29 000和14 000的两

种表面蛋白为黏附相关蛋白. 注意到作者在抽

提过程中加入了溶菌酶, 经查, 溶菌酶的M r也为

14 000左右(几个版本说法不同, 很难有确切数

字). 在此, 提出疑问, 这个得到的M r为14 000的
表面蛋白会不会就是抽提时加入的溶菌酶? 作
者经过离心, 透析, 但是有可能会有残余. 而且

通观全文, 作者也没有提到做过对照试验来消

除溶菌酶残留的影响. 一点疑问, 望有机会与作

者探讨! (上海水产大学食品学院04级 周方方)

编辑回应

首先, 对所有关注和支持本刊的读者、作者、以及

编委表示衷心感谢, 对他们的批评我们一定虚心接

受. 经核查, 除“年(a)”是本刊统一用法外, 其余

属实. 在此我们对广大读者和作者表示郑重道歉. 

我们保证在以后的工作中一定加强监督、规范工

作流程, 尽最大努力避免此类错误的再次发生. 其

次, 有了这些高度敬业、严肃对待学术的读者、作

者、以及编委, 我们有信心将本刊进一步推向更高

的发展领域.

世界华人消化杂志  2006年4月1�8日; 14(11): 1133
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 海宁信箱  

世界华人消化杂志作者、读者、编委反馈信息

 
wcjd@wjgnet.com 

®

2006年, 《世界华
人消化杂志》在
线办公系统将正
式开通, 从投稿到
出版所有环节一
律在网上实现, 将
会大大缩短从投
稿到出版的时间. 
世界胃肠病学杂
志社, 100023, 北
京市2345信箱郎
辛庄北路58号院
怡寿园1066号 电
话: 010-85381901  
h t t p : / / w w w .
wjgnet.com/wcjd/
index.jsp.

www.wjgnet.com
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中山大学附属第一医院消化内科

陈海龙  教授
大连医科大学附属第一医院   

陈立波  副教授 
华中科技大学同济医学院附属协和医院外科

陈其奎  教授 
中山大学附属第二医院

陈耀凯  教授 
第三军医大学西南医院感染病科
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北京地坛医院传染病研究所
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上海交通大学附属第六人民医院   
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                                                                 • 致谢 •	

致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿)，我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力，提高了《世界华人消化杂志》的学

术质量，在此表示衷心感谢！

李兆申  教授 
上海第二军医大学附属长海医院消化内科
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许文燮  教授
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