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摘要
我国具有庞大的乙型肝炎患者群, 同时又是药
用植物�源十分丰富的国家. 从药用植物中筛
选具有抗乙肝病毒(HBV)活性的天然�标化
合物, 对以开发出抗病毒的高效价廉药物, 对
控制乙肝流行具有非常重要的意义. 本文对近
20 a来药用植物的木脂素、多酚、生物碱、

萜类、黄酮和香豆素类等70余个化学成分体
外抗HBV活性的研究进展进行评述, 以供参考.

关键词: 药用植物; 乙型肝炎; 抗病毒; 活性成分

左国营, 刘树玲, 徐贵丽. 近20年来药用植物成分体外抗HBV活
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0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)感染是一个世界性的健康

问题. 全球20亿人口受过HBV感染, 慢性患者达

3.6亿, 每年死亡患者达52万(5万死于急性HBV
患者, 47万死于肝硬化和肝癌). 我国HBV人群

感染率57.6%, 乙肝表面抗原(HBsAg)阳性者

9.75%, 全国现症慢性乙型肝炎(简称慢乙肝)约
3000-4000万[1-2]. 抗病毒治疗是病毒性肝炎治疗

的关键, 目前公认有效的抗病毒药物是干扰素

和拉米夫定等化学合成的核苷类似物, 以核苷

类似物为代表的这些合成抗病毒药的结构类型

单一, 存在停药后复发率高, 对HBeAg作用不明

显, 需长期用药致病毒耐受等问题; 以干扰素为

代表的生物类药物治疗乙肝同样复发率较高、

不良反应严重而且价格昂贵,  患者经济负担大, 
临床难以广泛使用. 因此, 研发新型的抗HBV药

物以治疗乙肝, 对传染源的控制及疾病的转归

具有极其重要的社会意义和经济意义.
天然药物化合物库的分子结构多样性是找

寻新药目标化学实体的源泉, 有多达40%的治疗

药物源于传统药用植物等天然资源, 当前国际

国内对传统天然药物在抗病毒研究上日趋重

视[3-5]. 具有抗HBV作用的植物源天然产物包括

木脂素、酚性成分、生物碱、萜类、黄酮和香

豆素等类化合物(图1, 2). 针对我国庞大的HBV
患者群和丰富的传统中草药植物资源的实际, 
从其结构多样的天然化合物中找寻抗HBV潜在

的有效目标化合物, 是新药研究工作者的一个

重要的方向. 为此, 本文就近20 a来药用植物体

外抗HBV活性成分的研究进展进行归纳总结,  
以供同行参考. 

1  具有抗HBV作用植物药成分的结构类型

1.1 木脂素类(l i g n a n s)和植物多酚类(p l a n t 
polyphenols) 自从Thyagaraian et al [6]于1982
年首次发现大戟科叶下珠属的苦味叶下珠

(Phyllanthus urinaria )具有抗乙肝病毒的活性以

后, 形成了一股叶下珠抗HBV研究的热潮. 可以

说, 在中草药抗HBV的基础和临床应用研究方

面, 国内外对叶下珠的研究是最为广泛、持久

和深入的, 其提取物对多种HBV指标均呈现一

定的抑制作用. 研究表明, 叶下珠属植物中所含

有的木脂素等多酚类化学成分是其抗HBV活性

的关键组分. Huang et al [7]筛选了得自4种叶下珠

属植物的25个化合物(其中大部分是多酚类化

合物)对人肝癌细胞株MS-G2分泌的HBV抗原

HBsAg、HBeAg的抑制作用, 发现在50 mmol/L
时, 3, 4-亚甲二氧基-3', 4', 5, 9, 9'-五甲氧基木

脂素(niranthin, 1)具有最强的抗HBsAg活性(抑
制率: 74.3%); 3, 4∶3', 4'-双亚甲二氧基木脂素

(hinokinin, 2)具有最强抗HBeAg活性(抑制率: 
68.1%)(图1和表1). 但认为其中的黄酮类、糅花

酸和短叶苏木酚酸甲酯对两类抗原均无抑制

作用.
Kuo et al [8]测定了日本南五味子(Kadsura 
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j ap o n i ca )中6种新的C18环辛二烯木脂素(C18-
dibenzocycloocta-dienelignans)schizanrins I, J, K, 
L, M, N和4种已知C19均木脂素(C19 homolignans
)taiwanschirins A, B, C和heteroclitin F对HBV抗

原的抑制作用. 结果表明taiwanschirins A(12)和
B(13)在25 mg/L时对HBsAg具有强抑制作用(抑
制率分别为: 52.8%和50.9%), 对HBeAg具中等

强度抑制作用(抑制率分别为: 42.8%和31.8%). 
初步构效关系研究发现在C9位上无取代基的化

合物对HBV呈现抑制作用, 而C9位上有取代基

的化合物对HBV无抑制作用.
Huang et al [9]测定了胡椒属植物风藤(Piper 

k a d s u r a )中7种化合物对M S-G2分泌H B V抗

原的抑制率为57.8%-76.0%[HBsAg, 以meso-
galgravin(14)最大]和6.8%-33.9%[HBeAg, 以
(-)-galbelgin(15)最大]. 同时发现futoquinol(16)、
(-)-galbelgin和meso-galgravin在浓度为25 μmol/
L 时, 能有效抑制HBV表面抗原和e-抗原的产生,  
piperenone(17)仅在高浓度(50 μmol/L)时抑制e-
抗原的产生.

S h i n e t a l [10]研究发现, 从叶下珠中得到

的糅花酸(e l l a g i c a c i d, 18)在体外能有效阻

断H e p G2.2.15细胞的H B e A g的分泌, I C50为

0.07 μg/mL, 但是对HBsAg和HBV DNA聚合酶

无效. 仲英 et al [11]从叶下珠中分离出的多酚类成

分去氢诃子次酸甲酯(19)和短叶苏木酚酸甲酯

(20)具有抗HBsAg活性. 孔庚星 et al [12]报道青果

中的没食子酸(21)是抗HBsAg、HBeAg成分之

一. 李荣芷 et al [13]经特异免疫沉淀法和对2.2.15
细胞株的HBsAg, HBeAg的抑制实验, 以阿糖腺

苷为阳性对照, 从104种中草药中优选出单味中

药 (912)对HBV DNA、HBsAg和HBeAg抑制率

高达90%左右, 并认为其抗HBV活性与多元酚

(鞣质)密切相关.
1.2 生物碱类(alkaloids) 我国科学家对中药苦

参(Sophora flavescens Ait )治疗乙肝的基础和临

床进行了大量的研究工作, 已经开发有相关制

剂. 新近Ding et al [14]比较研究了包括氧化苦参

碱(oxymatrine, 22)等11种苦参生物碱, 即苦参

碱[(+)-matrine (23)], (+)-9a-羟基苦参碱[(+)-9
a-hydroxymatrine(24)], 别苦参[(+)-allomatrine 
(25)], (+)-氧化槐果碱[(+)-oxysophocarp ine 
(26)], (-)-槐果碱[(-)-sophocarpine (27)], (-)-9a-
羟基槐果碱[(-)-9a-hydroxysophocarpine (28)], 
(+)-12a-羟基槐果[(+)-12a-hydroxysophocar
pine (29)], (+)-lehmannine (30), (-)-13, 14-去
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氢槐果碱[(-)-13, 14-dehydrosophoridine(31)]
和(-)-anagy r ine (32)的体外抗HBV活性. 在
0.2 mmol/L时, 化合物26, 27, 30, 31具有明显的

抗HBV活性, 对HBV表面抗原(HBsAg)分泌的

抑制强度为48.3%-63.4%, 对e-抗原(HBeAg)分
泌的抑制强度为24.6%-34.6%. 这些化合物的

活性多强于拉米夫啶(3TC), 并讨论了其构效关

系. 研究发现化合物26-27和29-31的抗HBsAg
活性(0.2 mmol/mL)比现用的苦参碱和氧化苦

参碱强的多(表2). Chang et al [15]从Zanthoxylum 
schinifolium中得到的oxynitidine (33)的HBID50

为30.8 mg/mL.
杨国红 [16]测定了两面针中的异喹宁生物

碱6-甲氧基-5, 6-二氢两面针碱(6-methoxy-5, 

www.wjgnet.com
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图  1  叶下珠属植物中抗HBV木脂素和多酚类化合物.

1抑制活性级别: 强(s): 50%-65%; 中(m): 35%-50%; 弱(w): 
20%-35%; (-): <20%. INF-a浓度为1000 kU/L. 2AST为细胞
毒性指标, >25即可引起细胞损害.

    

表  1  叶下珠属植物中木脂素和多酚对HBV抗原的抑制
活性

	 浓度                     HBsAg         HBeAg          AST2

                (mmol/L)                (抑制%)        (抑制%)        (IU/L)

  1	 50.0	          s (74.3)1         m1         14-25

  2	 50.0	          s (69.6)1         w1          14-25

  3	 50.0	               m1             w1          14-25

  4	 50.0	               s1         s (68.1)1      14-25

  5	 50.0	               -               w1          14-25

  6	 50.0	               w1             m1          14-25

  7	 50.0	               m1         s (54.0)1     14-25

  8	 50.0	               -               w1          14-25

  9	 5.0	          细胞溶解   细胞溶解        >25

10	 50.0	               -               w1          14-25

11	 5.0	          细胞溶解   细胞溶解        >25

INF-a	 (1000 kU/L)          51.3          46.2         14-25
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图  2  各类活性成分的结构.
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6-dihydro-nitidine, 34)和三种呋喹宁生物碱白藓

碱(dictamnine, 35)、茵芋碱(skimmianine, 36)、
5-甲氧基-白藓碱(5-methoxy-dictamnine, 37)的抗

HBV活性, 其中HBsAg的抑制率在18.6%-49.3%,  
HBeAg的抑制率在6.81%-43.2%, 以5-甲氧基-白
藓碱(5-methoxy-dictamnine)的活性最大, 母核上

甲氧基的位置和个数对活性有较大影响.
1.3 黄酮类(flavonoids) Zembower et al [17]发现自

漆树科野漆(Rhus succedameu )分离得到的双黄

酮(Robustatlavone, 38)具有强烈抑制HBV DNA
复制作用, 其半数有效浓度为(EC50)0.25 mmol/
L, 选择性指数(SI, IC50/EC50)153. 其六醋酸酯

的EC50为0.73 mmol/L. 与拉米夫定(lamivudine, 
3TC)和喷昔洛韦(penc ic lov i r)具有明显协同

抗HBV作用. 由Lin et al [18]得自Ophioglossum 
petiolatum的黄酮类化合物Ophioglonol (39)和
槲皮素-3-O-甲醚(40)在25 mm o l/L时具有轻

微抑制MS-G2肝癌细胞HBsAg的作用(抑制率

在25%-35%之间). Huang e t a l [19]通过测定对

该细胞的HBV DNA聚合酶的作用, 认为黄芩

(Scutellaria baicalensis )中的汉黄芩素(wogonin, 
41)能抑制HBsAg.

杨国红[16]测定了瑞香狼毒(Stellera chamae-
jasme )中的黄酮类化合物雁皮素A(sikokianin,  
42)、槲皮素(q u e r c e t i n,  43)和狼毒色原酮 
(chamaechromone, 44)对HepG2 2.2.15细胞分

泌的H B s A g的抑制率较高 ,  分别为71.9%、

64.3%、34.0%(3TC为29.6%), 但是对HBeAg的
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■同行评价
当前国际我国对
传统天然药物在
抗病毒研究上日
趋 重 视 ,  本 文 较
新, 有意义.
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抑制率较低, 其中雁皮素无作用, 后二者分别

25.8%和5.84%(3TC为35.4%).
1.4 萜类(terpenoids)
1.4.1 皂苷(saponins) Chiang et al [20]测定了柴胡属

(Bupleurum )植物的柴胡皂苷a(45), c(46)和d(47)
的细胞毒及其抗HBV活性. 除a、d外, c具有明

显减低HBeAg的作用, c还能抑制HBV DNA的

复制, 其作用与细胞毒无关; d虽有细胞毒作用, 
但是不能抑制HBV DNA的复制, 所以, c具有抗

HBV作用而d具有强烈细胞毒作用. 考察三种

皂苷的结构发现, 在D-环上的羟基为反式者(d)
具有细胞毒作用, 而抗HBV活性与连在A-环上

的糖链结构有关. 蔡光明 et al [21]研究表明, 鹅绒

委陵菜总皂苷具有明显抑制HBsAg、HBeAg和
HBV DNA作用. 高士奇 et al [22]用丁香总皂苷作

用于2.2.15细胞, 发现对分泌的HBsAg和HBeAg
有抑制作用. 刘厚佳[23]测得齐墩果酸对HBsAg、
HBeAg(80 mg/L)和HBV DNA(20 mg/L)的抑制

率分别为47.7%、15.6%和29.3%.
1.4.2 三萜及三萜内酯 Shen et al [24]测定了kadsu-
philactone A(48)和B(49)的细胞毒和抗HBV作用. 
体外B抑制HBsAg的IC50是6 mg/L. 陈斌[25]测定

了白桦脂酸(50)和熊果酸(51)对HepG细胞分泌

HBV抗原在浓度为0.0125 mmol/L时的抑制率

分别为47.0%和39.9%. 
1.4.3 二萜和倍半萜 朱宇同 et al [26]研究指出对

得自云南红豆杉(Taxus yunnanensis )的紫杉烷二

萜类化合物TD-1在体内外具有抑制HBsAg作用

(IC50为4.24 mg/L), 但对HBeAg无效. 
Romero et al [27]考察了得自传统中药青蒿中

青蒿素(artemisinin, 52)、其衍生物(artesunate, 
53)和包括上述多种结构类型的中药成分对

HBV的抗病毒活性. 将药物(0.01-100 mmol/L)
与转染细胞H e p G2 2.2.15接触21 d后, 测定

了该细胞产生的H B V标志物H B s A g、H B V 
D N A和药物对寄主细胞的毒性. 结果分为(1)
无效: 即药物对病毒产生无效, 包括(daidzein, 
daidzin, isonardosinon, nardofuran, nardosinon, 
tetrahydronardosinon和quercetin); (2)低效: 能明

显减低病毒产生, 但是对寄主有细胞毒作用, 包
括小檗碱(berberine, 54)和单宁酸(tannic acid, 55)
或是对寄主无细胞毒作用但对病毒产生有中等

效果(curcumin, baicalein, baicalin, bufalin, diallyl 
disulphide, glycyrrhizic acid和puerarin, 56-63); 
(3)高效: 对寄主无细胞毒浓度下能对病毒产

生强抑制效果(artemisinin和artesunate). 另外, 

artesunate与拉米夫啶(lamivudine)合用有协同

抗HBV作用. Li et al [28]从千里光属植物Senecio 
tsoongianus中分离得到的倍半萜内酯(64-66)在
浓度为250 mmol/L以上有抑制HBsAg、HBeAg
的作用, 结果还提示与其他抗病毒药有协同作用. 
1.5 香豆素类(coumarins) Chang et al [15]测定了花

椒属植物Zanthoxylum schinifolium中的萜基取

代香豆素collinin(67)的抗HBV活性, 其对HBV 
DNA复制的50%抑制率(HBID50)为17.1 mg/L.
1.6 其他[28-29] Ho et a l [29]得自钩毛茜草(Rubia 
cordifolia )根的两个萘氢醌类成分furomollugin 
(68), mollugin(69)对人肝癌Hep3B细胞分泌的

HBsAg具有强抑制活性, 其IC50均为2.0 mg/L, 
且只有轻微细胞毒性. 构效关系揭示C6位羟基

及呋喃或吡喃环与抑制活性有关. Chen et al [30]

得自凤毛菊属植物(Saussurea l appa )根中的

两个内酯成分costunolide(70)和dehydrocostus 
lactone(71)对Hep3B细胞的HBsAg有抑制而细

胞毒轻微, 其IC50分别为1.0 和 2.0 mmol/L. 刘厚

佳 et al [31]测定了原儿茶酸对HBsAg、HBeAg和
HBV DNA的抑制率(70 mg/mL)分别为38.2%、

47.2%和46.5%. 一些植物多糖的抗HBV活性也

有过报道.

2  讨论

虽然早在1980年初就有印度学者报道植物药叶

下珠的抗HBV作用, 但其后的10余年抗HBV植

物药成分的筛选并未有多大进展, 这可能与研

究者对于抗爱滋病毒HIV药物的研究更为重视

有关, 也可能是由于缺乏可行的活性筛选模型. 
如Perez总结了1950-2000 40 a植物抗病毒活性

    

表  2  苦参生物碱对HBV抗原的抑制活性

	                                                     HBsAg     HBeAg         

                                                                     (抑制%)    (抑制%)        

                                             22	 39.7        17.1

                                             23	 30.9          2.7

                                             24	 31.6        19.5

                                             25	 27.7        10.8

                                             26	 48.3        24.6

                                             27	 57.2        34.6

                                             28	 24.5          5.7

                                             29	 40.8          4.6

                                             30	 52.6        25.4

                                             31	 63.4          6.8

                                             32	 19.8          0

                                             3TC	 29.6        35.4
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成分共344种, 其中多数为抑制HIV成分, 仅有

wogonin等少数成分涉及肝炎病毒[32]. 自1990年
代初开始, 国内郑明实 et al率先将2.2.15细胞模

型用于对我国中草药提取物的广泛筛选, 其后

的近10 a来, 特别是进入新世纪后, 我国学者的

抗H B V天然药物活性成分研究取得了可喜的

进步. 尽管如此, 药用植物抗HBV作用的基础

与临床研究的广度和深度还远远不够, 我国1万
多种药用植物中仅对少数品种如叶下珠、水飞对少数品种如叶下珠、水飞少数品种如叶下珠、水飞

蓟(Silybum mrianum )、苦参、甘草(Glycyrrhiza 
glabra )、柴胡、绿茶(Camellia siniesis )等作过系

统的研究[33-34]. 充分应用植物化学技术, 并结合

植物化学分类学的观点和现代生物技术, 研究

新型筛选模型, 从植物次生代谢产物中筛选高

效、低毒的抗HBV活性成分、扩大药源, 其前

景是非常广阔的.
由上述可见, 与目前临床上所用的以核苷类

似物为主的单一抗病毒药物结构类型相比, 业
已证明常见结构类型的药用植物次生代谢产物

都具有抗HBV活性. 从体外筛选方法来看, 肝癌

转染细胞系HepG 2.2.15细胞由于具有稳定分泌

HBV颗粒的特性而被广泛采用. HBV感染的源

头(表面抗原和e-抗原)就存在于病毒颗粒中, 所
以, 研究能清除HBV抗原的有效药物就显得至

关重要. 与其他病毒一样, HBV没有独立的细胞

结构, 其在宿主体内的复制需要借助宿主细胞

才能完成. 植物药有效成分抗HBV的实用价值

必须首先排除对宿主的细胞毒性. 上述各类抗

HBV活性成分均没有细胞毒性或毒性轻微. 考
虑到病毒生长复制的一些共同特征, 借鉴抑制

HIV等其他病毒活性成分研究的成果, 有助于筛

选抗HBV活性目标化合物和开发新的治疗药物. 
如最初以抑制HIV逆转录酶为目的的拉米夫定, 
后来发现对HBV逆转录酶更为有效并成为治疗

乙肝的药物.
除抑制HBV抗原外, 植物药抗HBV的机制

还有抑制HBV DNA聚合酶、抑制HBV DNA
等. HBV感染宿主细胞主要经过吸附、穿入、

脱壳、基因及蛋白的复制、装配和释放等过

程, 理论上凡能阻断这些过程中任何一个环节, 
均具有抗HBV作用[35]. 另外, 针对共价闭合环状

DNA(cccDNA) 的目标化合物的发现将有利于

克服当前抗HBV药物的耐药性, 减少复发. 药用

植物复杂而特殊的化学成分使其除了对HBV直

接的抑制作用外,还能对HBV感染后导致的肝脏

功能和器质性病变有多重作用, 如调节机体免

疫功能、保肝降酶、抑制肝纤维化、抗氧化和

清除自由基等. 上述成分类别中的皂苷、生物

碱、黄酮、木脂素和多酚等成分均具有此作用[36]. 
Liu et al [37]认为传统中药的许多生物活性与其

中存在的皂苷和多酚类成分有很大关系, 其抗

HBV作用也不例外. 植物抗HBV活性成分与化

学合成抗HBV药物的协同作用也为中西药联合

治疗乙肝提供了依据,  这有助于克服西药副作

用大、机制单一和耐药性的缺点. 由于生物种

属差异和机体内环境的复杂性, 体外抗病毒有

效的活性成分在体内作用也存在各种差异, 同
时, 单一植物成分的提取分离工艺复杂、提纯

量有限, 造成体外筛选的有效成分进行体内验

证的困难. 探索新的高效提取分离方法, 研究有

效成分组如总皂苷、总黄酮、总生物碱、总木

脂素及研究高活性成分的化学合成与结构改造

等, 加强抗HBV体内外研究的结合, 将更利于植

物抗HBV活性成分的开发利用.

3  展望

经过自然界漫长的生存竞争, 作为一种特殊的

病原体, 虽然HBV巧妙地寄生于人体肝细胞, 给
人类健康带来了棘手的难题. 但是, 大自然同时

也赋予人类抵抗HBV有用的药用植物资源. 充
分重视植物次生代谢产物抑制HBV的基础与临

床研究, 从药用植物中获取抗病毒有效成分并

开发抗HBV药物, 其前途应该是可行的和乐观的. 
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Abstract
AIM: To investigate expression and significance 
of hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) in 
human esophageal squamous cancer cell line 
EC-109.

METHODS: Semiquantity reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and West-
ern blot were performed to detect the expression 
of HIF-1α mRNA and protein in esophageal 
squamous cancer cell line EC-109 exposed to 
normal oxygen or hypoxia condition�.

RESULTS: HIF-1α mRNA was over-expressed 
in esophageal squamous cancer cell line EC-109 
under hypoxia condition (P < 0.05), and reached 
the peak at 24 h. However, HIF-1α protein had 
no significant up-regulation in hypoxia (P > 0.05).

CONCLUSION: Hypoxia can induce high ex-
pression of HIF-1α at mRNA level, but not at 

protein level.

Key Words: Hypoxia; Hypoxia inducible factor-1α; 
Esophageal squamous cell carcinoma; Gene ex-
pression regulation

Du YP, Shi RH, Xiao B, Zhu H, Ling TS, Zhang GX, Hao B. 
Expression and significance of hypoxia-inducible factor-1 
alpha in esophageal squamous cancer cell line EC-109. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(13):1247-1251

摘要
目的: 探讨缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)在食管
鳞癌细胞系EC-109中的表达及其意义. 

方法: 采用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)和
Western blot分别检测HIF-1α mRNA和蛋白在
常氧及缺氧状态下在食管鳞癌EC-109细胞中
的表达. 

结果: HIF-1α mRNA在缺氧食管鳞癌EC-109
细胞中过表达(P <0.05), 在缺氧24 h时HIF-1α 
mRNA表达最高, 其后随时间延长表达下降; 
HIF-1α蛋白水平在缺氧食管鳞癌EC-109细胞
中无明显上调(P >0.05).

结论:  低氧可诱导食管鳞癌E C-109细胞中
HIF-1α mRNA的过度表达, 缺氧状态下HIF-
1α蛋白水平较常氧时无明显增加.

关键词: 缺氧; 缺氧诱导因子-1α; 食管鳞癌; 基因表
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0  引言

我国是食管癌高发区 ,  食管癌校正死亡率达

20.4/10万, 居世界首位, 主要为食管鳞状细胞

癌, 占全部食管癌的95%左右. 食管癌总的疗效

和预后较差, 对人们健康构成极大威胁. 近年

来国内外学者对食管鳞癌进行了大量的基础研

www.wjgnet.com

®

■背景资料
我国是食管癌高
发区, 对人们健康
构成极大威胁. 近
年来学者对食管
鳞癌进行了大量
的 基 础 研 究 ,  我
们进一步研究了
体外培养食管鳞
癌细胞EC-109中
HIF-1a在缺氧状
态下的表达及其
意义.



究, 特别是血管再生在食管癌发病机制中的作

用. 缺氧诱导因子(hypoxia inducible factor, 
H I F s)是调节血管生成的重要活性调节因子 . 
施瑞华 et al [1-3,18]对HIF-1a的表达及其多态性与

食管鳞癌临床病理特征的关系进行了研究, 结
果提示HIF-1a可能与食管鳞癌血管生成、浸润

能力、淋巴结转移和TNM分期有关; 我们进一

步研究了体外培养食管鳞癌细胞EC-109中HIF-
1a在常氧及缺氧状态下mRNA和蛋白水平的表

达, 以探讨HIF-1a在食管鳞癌发生、发展中的

作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管鳞癌细胞系EC-109购自中国科

学院上海细胞所. 小牛血清购自杭州四季青公

司; RPMI 1640培养液购自Gibco公司; RNA提

取试剂Tri-Blue购于上海申能博彩公司; RT-PCR
试剂盒购于Fermentas公司; 鼠抗人的HIF-1a单

抗为Chemicon公司生产; HRP标记的羊抗鼠的

二抗为Rockland公司产品; 鼠抗人的Tubulin单
抗为Sigma公司产品; PVDF膜(微孔性的聚偏乙

烯双氟化物膜)购自Roche公司. 其余试剂均为

分析纯. 食管鳞癌EC-109细胞呈贴壁生长, 培
养于含100 mL/L小牛血清、100 kU/L青霉素

和100 mg/L链霉素的RPMI 1640培养液中, 置
于含50 mL/L CO2的37℃培养箱中. 1-2 d换液

1次, 3-4 d用2.5 g/L胰酶消化传代1次. 缺氧处

理: 将细胞置于一密封袋中, 持续充以混合气

体(50 mL/L O2, 100 mL/L CO2, 100 mL/L H2, 
800 mL/L N2)模拟低氧环境, 缺氧时间分别为3, 
6, 12, 24, 48, 72 h; 相应设置空白对照组.
1.2 方法 

1.2.1 RT-PCR检测HIF-1a mRNA的表达 Tri-
Blue试剂一步法提取细胞总RNA, 按照试剂盒

说明书完成各个样本RNA的抽提纯化和cDNA
的合成. 取总RNA 5 mL用MMLV逆转录酶进行

逆转录, PCR扩增HIF-1a, 同时扩增b-actin作为

内参照. 每个样本至少重复3遍. HIF-1a引物用

Primer-5软件根据引物设计要求自己设计, 上游

引物为5'-GCAAGACTTTCCTCAGTCGACACA
-3', 下游引物为5'-GCATCCTGTACTGTCCTGT
GGTGA-3', 扩增片段长度为207 bp; b-actin引物

参照文献[4]设计, 上游引物为5'-AGCGGGAAA
TCGTGCGTG-3', 下游引物为5'-CAGGGTACA
TGGTGGTGCC-3', 扩增片段为287 bp; 引物合

成于Invitrogen公司. PCR反应条件: 95℃预变性
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3 min, 94℃变性30 s, 60℃退火45 s, 72℃延伸

1 min, 35个循环; 72℃延伸8 min. 产物于4℃保

存. 10 g/L琼脂糖凝胶电泳分析结果. 
1.2.2 Western blot检测HIF-1a蛋白的表达 取
3×105 EC-109细胞加细胞裂解液[20 mmol/L 
Tris(pH 7.5), 4 mmol/L EDTA(pH 8.0), 20 g/L 
SDS]150 mL裂解细胞制备总蛋白. 超声破碎后

12 000 r/min, 离心10 min, 取上清, 用BSA标

准蛋白检测蛋白浓度, 取总蛋白40 mg上样, 行
稳流SDS-PAGE电泳, 稳压冰浴电转至PVDF
膜, 50 g/L脱脂奶粉室温封闭1 h后TBST漂洗3
×5 min加入鼠抗人HIF-1a单抗(工作浓度1∶
500)4℃孵育过夜. TBST漂洗3×5 min后再加

HRP标记的羊抗鼠二抗(工作浓度为1∶10 000)
室温孵育1 h, TBST漂洗3×5 min. ECL化学发

光法显影, 以Tubulin(工作浓度为1∶4000)为内

参照.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 两组数

据比较采用配对t检验, P <0.05认为有统计学意

义. Tanon Gis软件对凝胶电泳条带和感光胶片

条带进行灰度值分析, 以目的条带与内参照条带

的比值代表目的基因mRNA和蛋白的表达水平.

2  结果

2.1 HIF-1a mRNA在食管鳞癌细胞EC-109中的

表达 EC-109细胞中HIF-1a mRNA水平在缺氧

组较常氧组明显升高(P <0.05), 而且在缺氧24 h
时HIF-1a mRNA水平最高, 其后随缺氧时间延

长而表达下降(图1A, 2A-B). 
2.2 HIF-1a蛋白在食管鳞癌细胞EC-109中的表

达 EC-109细胞中HIF-1a蛋白水平在缺氧状态下

随时间延长也有增加, 在缺氧24 h时水平最高, 
但是与常氧状态下相比差异无统计学意义; 结
果还提示不管在常氧还是缺氧状态下HIF-1a蛋

www.wjgnet.com

HIF-1a
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NP-HIF-1a

→→

图  1  食管鳞癌细胞系EC-109中HIF-1a表达. A: RT-PCR. 

0: DNA marker DL2000; 1-6: 缺氧3, 6, 12, 24, 48, 72 h; 

7-12: 非缺氧3, 6, 12, 24, 48, 72 h; B: Western blot. P-HIF-

1a: 磷酸化-HIF-1a; NP-HIF-1a: 去磷酸化-HIF-1a.

A

B

■创新盘点
国内外对食管鳞
癌中HIF-1a的研
究较少, 本实验在
既往研究的基础
上观察了缺氧状
态下食管鳞癌细
胞EC-109中HIF-
1a的表达意义.
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白的表达均存在磷酸化及去磷酸化两种形式(图
1B, 3A-B). 

3  讨论

肿瘤增生过快造成肿瘤微环境始终处于相对缺

氧和代谢紊乱状态, 这是恶性肿瘤的生长特点之

一, 实体肿瘤一般可有10%-35%的缺氧细胞[5]. 研
究表明缺氧可触发机体产生一系列应激性保护

反应, 新生血管形成和细胞无氧代谢增加是肿

瘤细胞得以在缺氧环境下免受损伤或死亡, 继
续生长、增殖的重要途径[6-9]. 其中缺氧诱导因

子-1(hypoxia inducible factor-1, HIF-1)的表达和

活性增强是肿瘤细胞适应缺氧环境的重要原因. 
HIF-1是缺氧状态下广泛存在于哺乳动物及人

体内的一种核转录因子. 由HIF-1a和HIF-1b两

个亚基组成异源二聚体, HIF-1a是主要的氧调

节亚基和功能亚基. 因为HIF-1a在常氧下迅速

降解而在缺氧时稳定表达并活化[10-11], 所以其在

细胞适应缺氧途径中是连接上下游基因激活的

重要调节因子. 常氧时HIF-1a尽管表达, 但很快

被泛素-蛋白酶体降解, 因此几乎检测不到; 缺氧

时a亚单位降解被阻断, 得以在核内蓄积, 并与

HIF-1b结合形成有活性的HIF-1, 从而启动50多

种下游靶基因, 如EPO, VEGF, 血红素氧合酶-1, 
葡萄糖转运因子1、3, 转铁蛋白及糖酵解酶类

等的转录活化, 涉及肿瘤细胞能量代谢、血管

生成、肿瘤转移、离子代谢和儿茶酚胺代谢等

方面. 施瑞华 et al [1-2]的研究提示HIF-1a在食管

鳞癌病理组织标本过表达而在正常食管上皮中

无表达, 提示HIF-1a与食管鳞癌的血管生成、

TNM分期、转移能力有关; 在本研究中我们也

观察到体外培养的食管鳞癌EC-109细胞中无论

在常氧还是缺氧状态下HIF-1a均有表达, 而且

在缺氧状态下过表达(图1, 2A-B), 这也提示HIF-
1a可能在食管鳞癌的发生、发展中发挥一定

作用. 这与在人类其他恶性疾病如肺、肾、膀

胱、前列腺、乳腺、胃、结直肠癌、宫颈癌、

乳腺癌、垂体腺瘤等多种肿瘤及局部和远处转

移灶中HIF-1a过表达[4-5,9,12,19-26], 而且其表达水平

与肿瘤的发生演变过程、浸润能力、多药耐药

及预后判断有关系[9,27-30], 但在大部分正常组织

中无表达的研究结果一致. 
缺氧对H I F-1a活性的调节可以发生在转

录、磷酸化、蛋白稳定等多个水平上. 我们的

研究表明, 食管鳞癌EC-109细胞在缺氧状态下

HIF-1a mRNA过表达, 但HIF-1a蛋白水平上调

不明显, 提示其活性调节可能发生在转录水平

(图2B, 3B). 这与有研究认为缺氧可上调HIF-1a
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图  2  缺氧状态下EC-109细胞中HIF-1a mRNA表达水平. H: 

Hypoxia; N: Non-hypoxia.
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图  3  缺氧状态下EC-109细胞中HIF-1a蛋白表达水平. H: 

Hypoxia; N: Non-hypoxia.

■应用要点
本文进一步研究
了HIF-1a的表达
意义, 对今后的研
究有一定的借鉴
作用.
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转录水平[13]结果一致, 也有认为缺氧时HIF-1a

的调节主要发生在蛋白而非转录水平[4,14-15]. 在
缺氧及常氧状态下食管鳞癌EC-109细胞中HIF-
1a蛋白均有磷酸化及非磷酸化两种形式存在. 
最近的研究表明, HIF-1a的两种不同存在形式

决定了他们的不同活性, 磷酸化的HIF-1a与b亚

基结合, 而去磷酸化的HIF-1a与p53结合, 从而

引起不同的效应[17]. 这也提示我们HIF-1a蛋白

的活性调节可能与其空间构象而非蛋白表达量

有关, 可能存在2条途径, 但这尚需大量的实验

研究证实. 我们还观察到, 食管鳞癌EC-109细胞

中HIF-1a水平随缺氧时间延长其表达上升, 在
缺氧24 h时达高峰, 其后随缺氧时间延长表达

下降(虽然mRNA明显过表达而蛋白水平无统计

学意义), 这提示可能存在两种效应机制. 近来发

现, 随缺氧严重程度的不同, HIF-1a具有促进凋

亡和抗凋亡两种不同的效应. 细胞轻度缺氧时, 
HIF-1a能与b亚基结合, 通过活化其靶基因的转

录, 降低bax /bcl -2比例, 降低caspase3活性等途

径抑制细胞凋亡. 而细胞缺氧严重时, HIF-1a与

p53结合, 使p53稳定并发挥促进细胞凋亡的效

应; p53与HIF-1a结合后还能通过抑制HIF-1a对

靶基因的转录激活及促进HIF-1a的蛋白酶性降

解两种方式调节HIF-1a的表达[16]. 
总之, 缺氧状态下HIF-1a在食管鳞癌细胞

EC-109中有过表达, 主要表现在转录水平; 提示

HIF-1a可能与食管鳞癌EC-109细胞适应缺氧环

境有关系; 蛋白水平的活性调节机制尚需进一

步研究. 
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Abstract
AIM: To explore the mechanism of moxibustion 
on the acupoints of Foot-Yangming Meridian 
in protecting gastric mucosa by observing the 
effects of moxibustion pretreatment at Zusanli 
(ST36) and Liangmen (ST21) on HSP70 protein 
and mRNA expression in the stress-induced 
gastric ulcer of rats.

METHODS: Sixty Sprague Dawley rats were av-
eragely randomized into blank group (A), model 
group (B), Zusanli and Liangmen-moxibustion 
group (C) and control group (D). The expression 
of HSP70 protein and mRNA of gastric mucosa 
were determined by immunohistochemistry and 
reverse transcriptase polymerase chain reaction 

(RT-PCR). The content of endothelin (ET) and 
prostaglandin E2 (PGE2) in gastric mucosa were 
detected by radioimmunoassay�.

RESULTS: The ulcerative index (UI) was sig-
nificantly different between group B and group 
A, C (P = 0.000, P = 0.001), as well as between 
group D and grop A, C (P = 0.001). Moxibustion 
on Zusanli and Liangmen relieved gastric mu-
cosal injury obviously. The content of PGE2 was 
markedly lower in group A than that in group B 
and D (P = 0.011, P = 0.028), but it was notably 
higher in group C (P = 0.020, P = 0.048). PGE2 
content was up-regulated after Moxibustion pre-
treatment. Meanwhile, Moxibustion lowered the 
content of ET (C vs B, P = 0.020), significantly. 
The expression of HSP70 protein and mRNA 
were increased in stress-induced gastric ulcer of 
rats (P = 0.039, P = 0.008), but Moxibustion pre-
treatment enhanced the up-regulated expression 
of HSP70 distinctly (C vs B, D: P = 0.003, P = 0.035; 
P = 0.000, P = 0.001 for protein and mRNA, re-
spectively).

CONCLUSION: Moxibustion on Zusanli and 
Liangmen can protect gastric mucosa through 
inducing high expression of HSP70 protein and 
mRNA, with the relative specificity of the acu-
points.

Key Words: Moxibustion; Zusanli; Liangmen;  
Stress-induced gastric ulcer; HSP70; Expression

Chang XR, Peng N, Yi SX, Peng Y, Yan J. Effects of 
moxibustion on expression of HSP70 protein and mRNA 
in stress-induced gastric ulcer of rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(13):1252-1256

摘要
目的: 观察艾灸足三里和梁门穴预处理对应
激性溃疡大鼠胃黏膜热休克蛋白70(HSP70)及
其基因表达的影响, 探讨艾灸足阳明经穴保护
胃黏膜的作用机制. 

方法: 将60只大鼠完全随机分为空白组(A)、

®

■背景资料
热休克蛋白(HSPs)
是一种细胞保护
蛋 白 ,  他 参 与 重
要的细胞生理活
动, 是保护细胞的
物质基础, 已成为
胃黏膜保护机制
的一个研究热点. 
故设法寻找一种
没有毒副作用的
HSPs诱导剂或方
法 ,  诱导HSPs合
成, 增加机体对细
胞的保护过程, 已
成为国内外研究
的活跃领域.
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■研发前沿
HSPs、针灸与胃
黏膜保护有着密
切 关 系 ,  据 相 关
文献报道针灸能
诱导HSPs的表达. 
针灸对胃黏膜的
保护是否与HSPs
有关, 针灸是否能
诱导HSPs的表达, 
是本研究的主要
目的.

模型组(B)、艾灸足三里等穴组(C)和对照组
(D)4组, 采用水浸-束缚应激法(WRS)制备应
激性溃疡模型. 按Guth法计算胃黏膜损伤指数
(UI), 用免疫组织化学法、逆转录聚合酶链式
反应(RT-PCR)法和放射免疫法分别检测处理
后大鼠胃黏膜HSP70, HSP70 mRNA的表达和
内皮素(ET)、前列腺素E2(PGE2)的含量. 

结果: S U大鼠胃黏膜损伤指数B组与A、C
组(P  = 0.000, P  = 0.001), D组与A、C组(P  = 
0.001)有显著性差异, 艾灸足三里等穴可使SU
大鼠胃黏膜损伤指数明显下降. 胃黏膜PGE2

含量A组与B、D组比较差异显著(P  = 0.011, 
P  = 0.028), C组与B、D组比较差异显著(P  = 
0.020, P  = 0.048), 经艾灸预处理的大鼠胃黏膜
PGE2含量均有不同程度升高. ET含量B组与A
组之间有显著差异(P  = 0.040), 经艾灸预处理
的大鼠ET含量下降显著, B组与C组相比差异
显著(P  = 0.020). 造模后胃黏膜的HSP70蛋白
和mRNA表达均有不同程度的增强, B组与A
组相比有显著性差异(P  = 0.039, P  = 0.008); 经
艾灸预处理后HSP70蛋白和mRNA显著增强, 
C组与B、D组比较有统计学意义(蛋白: P  = 
0.003, P  = 0.035; mRNA: P  = 0.000, P  = 0.001).

结 论 :  艾 灸 足 三 里、梁 门 穴 能 通 过 增 强
HSP70的蛋白和基因表达, 达到对胃黏膜的保
护作用, 并有一定的穴位特异性.

关键词: 艾灸; 足三里; 梁门; 应激性溃疡; 热休克蛋

白70; 表达
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0  引言

艾灸对胃黏膜具有一定的保护作用[1-3], 但其机

制并未彻底弄清. 目前对胃黏膜保护机制的研

究甚多, 一种细胞保护蛋白-热休克蛋白(HSPs)
就是一个研究热点, 其中HSP70是胃黏膜保护中

一类重要蛋白[4]. 为了探讨艾灸对胃黏膜的保护

是否与HSP70的诱导有关, 我们对艾灸预处理对

应激性溃疡大鼠胃黏膜HSP70及其基因表达的

影响进行了观察研究, 其目的是想进一步阐明

艾灸启动内源性保护作用的内在机制, 为证明

艾灸防治疾病的科学价值提供实验依据. 现将

结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠60只, 雌雄各半, 体质量

200-250 g, 由湖南农业大学动物科技学院提供. 
完全随机分为4组: A空白组, B模型组, C艾灸足

三里等穴组, D对照组, 每组15只. 
兔抗大鼠H S P70亲和纯化抗体 (武汉博

士德公司); 即通用型SP系列检测试剂盒兔SP 
Kit(北京中山金桥生物技术有限公司); 棕黄色

DAB显色试剂盒(北京中山金桥生物技术有限

公司); DEPC(武汉博士德公司); Trizol试剂盒

(Invitrogen公司); AMV逆转录酶、RNasin、
d N T P s、Ta q D N A聚合酶、100 b p D N A 
ladder(Promega公司); ET检测试剂盒(解放军总

医院科技开发中心放免所)、PGE2检测试剂盒

(苏州大学血液研究所), 其余试剂均系国产分析

纯, “神灸300灸”(苏州东方艾绒厂, 东方一型). 
大鼠HSP70上游引物为5'-TTT CTG GCT CTC 
AGG GTG TT-3', 下游引物为5'-CTG TAC ACA 
GGG TGG CAG TG-3'. 大鼠GAPDH上游引物

为5'-TGC TGA GTA TGT CGT GGA GTC-3', 
下游引物为5'-AAG GCC ATG CCA GTG AGC 
TTC-3', 引物对由Invitrogen生物技术公司合成. 
TGL16M台式高速冷冻离心机(长沙科威实业有

限公司)、Hybaid PCR扩增仪(英国)、恒温水浴

箱(中国江苏)、Forma Scientific超低温冰箱(美
国)、Scotsman制冰机(意大利)、Syngene凝胶成

像系统(美国)、岛津分光光度计(日本).
1.2 方法 穴位定位参考林文注主编《实验针灸

学》常用动物穴位定位法及拟人比照法. 对照

点设在梁门穴旁开1 cm和膝关节内侧与足三里

平行的任意非穴处. 所有大鼠捆缚于鼠板, A, B
组不作处理; C, D组大鼠取单侧穴位, 定位剪毛, 
艾炷黏于穴位或非穴对照点上点燃施灸, 每天

每穴或非穴连续灸四壮, 总延时约半小时, 每日

左右交替艾灸, 所有处理连续8 d. 艾柱来源于

苏州东方艾绒厂(“神灸300灸”, 东方一型). 预
处理7 d后, 采用WRS法制作急性应激性溃疡

模型[4]. B, C, D组大鼠于处理第六天禁食不禁

水24 h后, 束缚于鼠板上, 置于20℃水中, 水面

平胸骨剑突水平, 10 h后取出松绑. 所有动物于

造模后24 h, 用100 g/L乌拉坦, 以10 mL/kg ip
麻醉. 每组随机抽取5只大鼠, 取胃前, 先将幽门

部用线结扎, 然后用注射器抽取40 g/L多聚甲醛

3 mL, 自食道注入胃内, 拔出针头结扎贲门. 在
两结扎线的两端切断食道及十二指肠, 摘下全

胃, 10 min后沿胃大弯剖开, 用冰生理盐水冲洗, 
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■创新盘点
本研究不仅在于
探讨针灸保护胃
黏膜是否与HSPs
有关, 还能进一步
阐明针灸启动内
源性保护作用的
内在机制. 既能证
明针灸防治疾病
的科学价值, 还能
在中医药宝库中
挖掘有效的HSPs
诱导方法, 激发机
体内在抗病潜力, 
调动整体调节机
能, 达到防病保健
的目的.

然后放入40 g/L多聚甲醛中4℃固定24 h, 石蜡

包埋备用. 其余大鼠剖腹取胃, 沿胃大弯剖开, 
取胃窦部黏膜一小块(约50 mg), 1 g/L DEPC溶
液冲洗3遍后速入液氮中冻存, 剩余胃黏膜组织

用冰生理盐水冲洗胃内残留物, 计数胃黏膜损

伤指数后分析天平称质量, 按3.75 mL/g加入生

理盐水, 用玻璃匀浆机研磨40-50次, 制成胃黏膜

组织匀浆, 35 000 r/min 4℃离心15 min, 取上清

液, -20℃低温保存, 待测. 按GUTH法计算UI. 全
胃各病灶长度之和为损伤指数, 以mm表示. 损
伤≤1 mm(包括糜烂点)为1分; 1 mm<损伤≤

2 mm为2分; 2 mm<损伤≤3 mm为3分; 3 mm<
损伤≤4 mm为4分; >4 mm为5分; 损伤宽度

>2 mm者UI加倍. 石蜡块间断连续切片(厚度

4 µm)、烤片、常规脱蜡至水, 按HSP70试剂盒

说明书进行免疫组化检测. 用PBS代替一抗作阴

性对照, 染色结果采用MIAS医学图像分析系统, 
光镜下10×40倍每张切片随机分析5个视野, 计
其面密度, 取平均值. 运用RT-PCR分析大鼠胃黏

膜HSP70 mRNA的表达. 总RNA的提取: Trizol试
剂盒提取大鼠胃组织RNA, 取10 µL对RNA样品

的完整性进行分析. 余下的RNA中, 加入1/10体
积的3 mol/L醋酸钠(pH 5.2)及3倍体积的无水乙

醇于-20℃或-70℃保存. 各样本均取3 µg总RNA
进行逆转录反应(20 µL反应体系). 20 µL逆转

录反应体系含有2 µg RNA, 0.5 µg oligo(dT)18
引物, 20 U Rnasin, 10 mmol/L dNTPs, 5×RT
缓冲液, 10 U AMV逆转录酶, 42℃反应1 h, 获
得的逆转录cDNA混合物作为基因PCR反应的

模板. 该引物对由Invitrogen生物技术公司合成. 
25 µL PCR反应体系中含2.5 µL 10×PCR反应

缓冲液, 1.5 mmol/L MgCl2, 200 µmol/L dNTPs, 
2 µL模板cDNA, 0.1 µmol/L特异引物, 2 U Taq 
DNA聚合酶, 石蜡油覆盖. HSP70 cDNA PCR产
物为268 bp. 反应条件为94℃ 2 min, 94℃ 30 s, 
56℃ 30 s, 72℃ 30 s, 循环35次. GAPDH cDNA 
PCR产物为426 bp, PCR反应条件为94℃ 2 min, 

94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 30 s, 循环25次. 分别

取这两种PCR产物各10 µL进行15 g/L的琼脂

糖凝胶电泳, 电泳条带光密度扫描值, 以HSP70 
cDNA/GAPDH cDNA的比值为观测指标. ET, 
PGE2按试剂盒说明书进行放射免疫法检测.

统计学处理 实验结果以mean±SD表示, 使
用SPSS 11.5软件进行数据分析, 所用统计方法

为单因素方差分析.

2  结果

2.1 艾灸对胃黏膜UI, ET和PGE2的影响 各组SU
大鼠胃黏膜损伤指数B组与A组比较有非常显

著性差异(P = 0.000<0.01), 说明造模成功; C组
与B组比较有非常显著性差异(P = 0.001<0.01); 
D组与A组和C组比较有非常显著性差异(P = 
0.001<0.01). 造模组的PGE2均有不同程度下降, 
A组与B组和D组比较有非常显著性差异(P = 
0.011; P = 0.028<0.01), 而与C组比较无显著性

差异(P >0.05); 经艾灸预处理的大鼠胃黏膜PGE2

含量均有不同程度升高, B组与C组比较有非常

显著性差异(P = 0.020<0.01); C组与D组比较有

非常显著性差异(P = 0.048<0.01). B组大鼠胃黏

膜的ET含量与A组比较有非常显著性差异(P = 
0.040<0.01); 经艾灸预处理的大鼠胃黏膜ET含
量均有不同程度下降, B组与C组比较有非常显

著性差异(P = 0.020<0.01, 表1); C组与D组比较

虽无显著性差异, 但前者对ET的调节作用有一

定优势.
2.2 艾灸对胃黏膜HSP70和HSP mRNA的影响 免
疫组化标记后, HSP70阳性部位位于胞质, 呈棕

黄色, 以胃腺部最明显. 通过束缚冷应激造模后, 
各造模组胃黏膜的HSP70的表达均有不同程度

的增强, 与A组比较, 其他各组均有显著性差异

(P = 0.039<0.05); B组与C组比较有非常显著性

差异(P = 0.003<0.01); C组与D组比较有显著性

差异(P = 0.035<0.05). 与A组比较, 其他各组胃

黏膜HSP70 mRNA表达增强并有非常显著性差

     

表  1   艾灸对胃黏膜UI、ET、PGE2和HSP70的影响 (mean±SD)

分组	 UI (n = 10)	               ET (mg/L) (n = 10)	 PGE2 (mg/L) (n = 10)	         HSP70 (n = 5)	      HSP70 mRNA (n = 5)

A组         12.0±5.9f                172.5±70.2c                1108.1±486.2c            0.021±0.010c            0.616±0.023

B组         26.8±9.8b               344.8±284.6b                621.9±169.5b            0.077±0.057a            0.669±0.007b

C组         14.1±5.4df              148.3±69.1d                1063.6±437.5df           0.133±0.035ade         0.799±0.042bdf

D组         26.2±7.7                195.8±123.6                 692.5±426.1             0.059±0.038a            0.733±0.025bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组; cP<0.05, dP<0.01 vs  B组; eP<0.05, fP<0.01 vs  D组.
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■应用要点
本研究结果显示
艾灸足三里等穴
可使应激性溃疡
大鼠胃黏膜损伤
指数明显下降, 增
高HSP70蛋白及
其基因表达, 增加
PGE2含量并减少
ET含量 .  说明艾
灸足三里等穴能
通过增强HSP70
的蛋白和基因表
达, 达到对胃黏膜
的保护作用, 并有
一定的穴位特异
性.

■名词解释
HSPs: 是一类在
进化上高度保守
的 应 激 蛋 白 ,  是
生物细胞在受高
温、缺血、病原
体或其他多种损
伤因素的应激刺
激后发生热休克
反应所产生的一
组蛋白质. 根据分
子量大小和各自
的诱导条件不同, 
HSPs可分为不同
家族 ,  HSPs的主
要功能是提高细
胞对应激因素的
耐受, 使细胞维持
正常的生理功能, 
增加细胞对致死
性刺激的防御和
适应力. 

异(P = 0.008<0.01); B组与C组和D组比较有非常

显著性差异(P = 0.000; 0.002<0.01); C组与D组比

较有非常显著性差异(P = 0.001<0.01, 图1).

3  讨论

经脉与脏腑相关是经络学说中的重要内容之

一, 《灵枢·海论》篇强调:“夫十二经脉者, 内
属于府脏, 外络于肢节”. 足阳明胃经是多气多

血之经, 他参与十四经脉的循环往复、气血能

源的保障供给, 在经络学说中起到了举足轻重

的作用. 胃为“水谷之海”, 化生精微、主生营

血, 脾胃为“后天之本”. “胃经之病, 有所谓

洒洒振寒者, 正以足阳明胃经者阳盛也”. 足三

里穴是胃之下合穴、胃经之合穴, 是治疗胃病

的首选穴,《灵枢·四时气》记载“胃气逆则呕

苦……取足三里以下胃气逆”, 明·徐凤《针灸

大全·马丹阳天星十二穴并治杂病歌》也指出

足三里“善治胃中寒”, “合治内府”、《四

总穴歌》“肚腹三里留”又是对其主治作用

的经典概括. 足三里穴是针灸治疗胃肠疾病的

研究热点. 梁门穴也是足阳明胃经的又一重要

穴位. 本实验研究结果显示, 艾灸足三里、梁

门穴组大鼠胃黏膜的HSP70蛋白和基因表达均

较模型组和艾灸非穴组明显增强(P = 0.003; P 
=0.035<0.01), 增加其胃黏膜PGE0.035<0.01), 增加其胃黏膜PGE2含量与模型

组和艾灸非穴组比较具有非常显著性差异(P = 
0.020<0.01), 减少ET含量与模型组和艾灸非穴

组比较具有非常显著性差异(P = 0.020<0.05), 使
胃黏膜损伤指数明显下降与模型组和艾灸非穴

组比较也具有非常显著性差异(P = 0.001<0.01). 
由此可看出, 足三里和梁门穴在保护胃黏膜抗

应激损伤作用上有一定的穴位特异性, 为临床

运用针灸治疗消化系统疾患提供了实验依据. 
HSPs是一类在进化上高度保守的应激蛋白, 

对维持机体的自身稳定性有重要作用, 其主要

功能是提高细胞对应激因素的耐受[5], 使细胞维

持正常的生理功能, 增加细胞对致死性刺激的

防御和适应力[6]. HSP70在大鼠诱导急慢性胃溃

疡、慢性萎缩性胃炎、人胃癌的胃黏膜中均有

过度表达, 而且以病变部位最明显[7-9]. 这种过度

表达, 通过增加胃黏膜血流量、促进细胞增殖

等机制而达到细胞保护作用以促进溃疡愈

合[10-12]. HSP70在经高热预处理、长期低浓度酒

精刺激和长时程给予阿司匹林的胃黏膜中表达

明显增多, 而使其产生适应性细胞保护作用, 能
耐受更高温、高浓度酒精和高剂量阿司匹林的

刺激[13-15]. 艾灸作为一种生理性温热刺激原, 可
诱导HSP70的产生, 作为免疫源激活免疫系统而

治疗一些疾病[16-17]. 从本实验研究结果看, 应激

后(模型组)大鼠胃黏膜的HSP70蛋白和基因表

达均较未应激大鼠(空白组)增强, 而经艾灸预处

理的大鼠在应激后其表达较模型组更显著. 应
激性损伤是一些有害因素导致胃黏膜保护机制

削弱、损伤因素作用相对增强的结果. 内源性

前列腺素是对胃黏膜具有细胞保护作用的物质

中最重要的一种, 主要能促进黏液和碳酸氢盐

分泌, 增加表面疏水性、调节胃黏膜血流量. 而
内皮素作为体内最强烈缩血管活性因子, 通过

其强烈的收缩血管作用导致胃黏膜循环障碍、

胃黏膜血流量下降而介导胃黏膜损伤[18-21]. 本
实验结果中, 艾灸足三里、梁门穴组较模型组

PGE2明显增多, ET明显减少, 胃黏膜的损伤程度

也明显减轻. 说明艾灸预处理能通过增加PGE2, 
减少ET含量达到胃黏膜保护作用. 本研究证实

了艾灸保护胃黏膜与HSP70的诱导有关, 进一

步阐明了针灸启动内源性保护作用的内在机制, 
启示我们要在中医药宝库中挖掘有效的HSPs诱
导方法, 激发机体内在抗病潜力, 调动整体调节

机能, 达到防病保健的目的. 但艾灸诱导HSP70
是否能保护其他器官组织还有待进一步研究. 
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■同行评�价
本实验从“艾灸
足三里等穴→诱
导HSP70产生→

调节相关因子→

保 护 胃 黏 膜 ”

的 思 路 出 发 ,  通
过 检 测 胃 黏 膜
HSP70表达, 胃黏
膜PGE2、ET的含
量, 比较了艾灸足
三里等穴与非穴
对照点对SU大鼠
胃黏膜保护效应
的 差 异 ,  探 讨 了
艾灸预处理保护
胃黏膜的内在机
制, 为艾灸预防和
治疗消化道溃疡
疾病提供了实验
依据. 题目表达准
确, 设计合理, 结
论可信.
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of Stat5 
antisense oligonucleotide (Stat5 AS-ON) 
combined with 5-fluorouracil (5-FU) in the 
treatment of gastric cancer.

METHODS: Human gastric cancer cell line 
BGC823 was treated with Stat5 AS-ON and 
5-FU, respectively, or in combination. The ex-
pression of Stat5, p-Stat5, cyclin D1 and Bcl-xL 
in the cells were detected by Western blot, and 
the cell cycle and apoptosis were detected by 
flow cytometry.

RESULTS: After treatment with Stat5 AS-ON 
and 5-FU for 72 h, the ratio of G1-phase cells was 

up-regulated from 65.7% to 78.2%, and that of 
S-phase cells was down-regulated from 18.6% 
to 10.5%; the percentage of apoptotic cells was 
increased from 7.4% to 21.6%. Stat5 AS-ON and 
5-FU synergically inhibited the growth of gastric 
cancer cells, induced significant apoptosis of the 
cancer cells, and they reduced the expression 
and phosphorylation of Stat5, as well as the ex-
pression of cyclin D1 and Bcl-xL.

CONCLUSION: Selective inhibition of specific 
signaling pathway in the cells may provide a 
new approach in the treatment of gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Signal transduction 
pathway; Proliferation; Apoptosis

Ma XT, Yu LW, Wang S, Du RY, Cui ZR. Effects of 
Stat5 antisense oligonucleotide combined with 5-FU on 
proliferation and apoptosis of gastric cancer cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(13):1257-1261

摘要
目的: 探讨Stat5反义寡核苷酸(Stat5 AS-ON)
联合5-氟尿嘧啶(5-FU)治疗胃癌的作用机制. 

方法: Stat5 AS-ON、5-FU单用或联用处理
胃癌细胞BGC823, Western blot检测Stat5、
p-Stat5、cyclin D1与Bcl-xL表达, MTT法检测
细胞增殖状态, 流式细胞技术检测细胞周期与
凋亡. 

结果: Stat5 AS-ON与5-FU作用于BGC823细胞
72 h后, G1期细胞比率由65.7%上升至78.2%, S
期细胞比率分别由18.6%, 下降至10.5%, 凋亡
细胞百分比由7.4%增加至21.6%. Stat5 AS-ON
与5-FU可以抑制胃癌细胞增殖, 促进胃癌细
胞凋亡, 联合应用Stat5 AS-ON与5-FU可以起
协同作用, 明显抑制胃癌细胞Stat5信号转导
通路活化.

结论: 选择性阻断细胞内信号转导通路可能
为治疗胃癌提供新途径.
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Stat5反义寡核苷酸联合5-氟尿嘧啶对胃癌细胞增殖与凋
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0  引言

Sta t5是转录信号传导子与激活子通路(s igna l 
transducers and activators of transcription, STATs)
的重要成员, 该通路接受生长因子与细胞因子

等细胞外信号刺激, 调节细胞增殖、分化及凋

亡[1]. 目前已发现Stat5在白血病、头颈部鳞癌及乳

腺癌等多种肿瘤组织及细胞系中呈持续活化[2-4], 
但是关于Stat5在调控胃癌细胞凋亡过程中的作

用还有待进一步研究. 我们应用Stat5反义寡核

苷酸与5-氟尿嘧啶处理胃癌细胞, 观察对胃癌细

胞增殖和凋亡的影响, 探讨以Stat5信号转导通

路为靶点在药物治疗胃癌中的作用. 

1  方法

1.1 材料 人胃癌细胞BGC823, 培养于含有胎牛

血清(美国HyClone公司)的RPMI 1640培养基(美
国Gibcol公司). Stat5反义寡核苷酸根据Stat5翻
译起始点合成, 同时本研究还设立了正义寡核

苷酸链和错配寡核苷酸链作为对照组, 错配链

的序列在GenBank数据库进行同源性检索, 未发

现同源序列. (1)Stat5反义寡核苷酸序列: 5'CCA 
CAC AGC CAT GTT TAC CCG 3'; (2)Stat5正义

寡核苷酸序列: 5'CGG GTA AAC ATG GCT GTG 
TGG 3'; (3)Stat5错配寡核苷酸序列: 5'CCA CAG 
AGC CAT GTT TTC CCG 3'. 以上寡核苷酸由

美国Santa Cruz公司合成及纯化. 阳离子脂质体

LipofectAmine2000(美国Gibcol公司), 转染过程

参照Gibcol公司手册.
1.2 方法 分为对照组、Stat5 AS-ON组、5-FU、Stat5 AS-ON组、5-FUStat5 AS-ON组、5-FU、5-FU5-FU
组、5-FU+Sta t5 AS-ON组. 溶液中含等量乙、5-FU+Sta t5 AS-ON组. 溶液中含等量乙5-FU+Sta t5 AS-ON组. 溶液中含等量乙

醇和DMSO, 各组溶液的乙醇或DMSO不超过

1 mL/ L. 接种细胞于96孔板, 贴壁后, 无血清培

养细胞16-24 h, 使细胞同步化. 空白对照组加

无血清培养基, 试验组分别加入Stat5 AS-ON和

/或5-FU, 0, 24, 48, 72 h分别加入5 g/L MTT(美
国Sigma公司), 继续培养4 h, 每孔加入DMSO 
200  mL, 酶标仪测定540 nm吸光度A , 绘制生长

曲线. 无血清培养细胞16-24 h, 使同步化, 空白

对照组加无血清培养基, 试验组分别加入Stat5 
AS-ON和/或5-FU继续培养, 0, 24, 48, 72 h分别

消化细胞, PBS 0.5 mol/L重悬细胞, 700 mL/L
冰乙醇固定细胞过夜, 加入RNAase A至终浓度

50 mg/L, 37℃恒温水浴1 h, 加入PI(美国Sigma
公司)至终浓度50 mg/L, 4℃避光染色1 h, 上
流式细胞仪FACScan(美国Becton-Dickinson公
司)检测, 资料用Cell Quest细胞周期分析软件

处理. 细胞凋亡同步化处理及单细胞悬液制备

同前, 应用凋亡检测试剂盒, PBS 0.5 mol/L离
心洗涤2次, 200  mL结合缓冲液重悬, 加入AN-
NEXTIN V-FITC至终浓度1 mg/L, 加入PI至终

浓度2.5 mg/L, 室温避光染色15 min, 上流式

细胞仪FACScan(美国Becton-Dickinson公司)
检测. (1)细胞总蛋白提取: 细胞于裂解缓冲液

中裂解(150 mmol/L氯化钠; 10 g/L过氧胆酸

钠; 10 g/L Triniton X-100; 1 g/L十二烷基磺酸

钠; 10 mmol/L Tris, pH 7.2; 1 mmol/L正钒酸

钠; 1 mmol/L苯甲磺酰氟; 1 mmol/L氟化钠; 
0.1 mmol/L抑肽酶, 1 mmol/L亮抑蛋白酶肽). 
裂解液在4℃条件下13 000 r/min离心30 min, 
收集上清液得到细胞总蛋白;  (2)胞质蛋白提质蛋白提蛋白提

取: 收集细胞悬液, 4℃条件下13 000 r/min离心

2 min; 胞质缓冲液(20 mmol/L羟乙基哌嗪乙质缓冲液(20 mmol/L羟乙基哌嗪乙缓冲液(20 mmol/L羟乙基哌嗪乙(20 mmol/L羟乙基哌嗪乙20 mmol/L羟乙基哌嗪乙

磺酸, pH 7.9; 10 mmol/L氯化钾; 100 mL/L甘
油; 1 mmol/L乙二胺四乙酸; 1 mmol/L二硫苏

糖醇; 0.1 mmol/L正钒酸钠; 1 mmol/L苯甲磺

酰氟)重悬, 裂解产物4℃条件下13 000 r/min离
心5 min, 收集上清液得到胞质蛋白. (3)细胞核质蛋白. (3)细胞核蛋白. (3)细胞核

蛋白提取: 收集细胞悬液, 用低渗缓冲液于冰上

裂解细胞10 min; 4℃条件下13 000 r/min离心

1 min; 4℃条件下用高盐缓冲液(420 mmol/L
氯化钠; 20 mmol/L羟乙基哌嗪乙磺酸, pH 7.9; 
10 mmol/L氯化钾; 200 mL/L甘油; 1 mmol/L乙
二胺四乙酸; 1 mmol/L二硫苏糖醇; 0.1 mmol/L
正钒酸钠; 1 mmol/L苯甲磺酰氟)重悬粗提的

细胞核, 振荡30 min; 4℃条件下13 000 r/min离
心10 min; 取上清为核提取物, 贮存于-80℃冰

箱. 以牛血清蛋白(BSA)作为标准品, 根据蛋白

定量试剂盒(美国Bio-Rad公司)手册绘制蛋白定

量标准曲线, 于分光光度计595 nm下测吸光度

A值, 计算提取液蛋白浓度. 在进行Western blot
之前将蛋白提取物与十二烷基磺酸钠(SDS)上
样缓冲液按1∶1混合(125 mmol/L Tris(125 mmol/L Tris125 mmol/L Tris HCl, pH 
6.8; 40 g/L十二烷基磺酸钠; 200 mL/L甘油; 
100 g/L 2-巯基乙醇)后100℃水浴下加热5 min. 
取蛋白样品50 μg, 75-100 g/L聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离后电转移到PVDF膜上. 电泳时在聚丙

■研发前沿
Stat5作为上游激
酶通过调控靶基
因转录而影响肿
瘤细胞的增殖与
凋亡机制是近期
研究的重点.
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烯酰胺凝胶中加入预染标准分子量蛋白作为指

示. 转膜后用TBST缓冲液(10 mmol/L Tris HCl, 
pH 7.5, 150 mmol/L 氯化钠, 5 g/L Tween-20)与
5 g/L牛血清白蛋白封闭30 min. 封闭后, 加入

一抗(Stat5, p-Stat5, Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Cas-
pase-3, GAPDH)(美国Santa Cruz公司), 工作浓

度1∶1000; GAPDH作为内参照, 于4℃条件下

孵育过夜, 用TBST(每次5 min)洗膜后, 与辣根

过氧化物酶结合的二抗(英国Amersham公司)孵)孵孵
育30 min, 工作浓度1∶1000. 然后用ECL化学发

光试剂盒检测杂交信号. 细胞核蛋白样品50 mg
上样于75 g/L的聚丙烯酰胺凝胶经电泳分离后, 
电转移至PVDF膜(美国Millipore公司), 封闭后, 
辣根过氧化物酶结合的二抗, (英国Amersham公

司), 工作浓度1∶1000. 用ECL(英国Amersham公

司)化学发光试剂盒检测杂交信号. 用Phospho-
Imager图像分析仪(美国Molecular Dynamics公
司)测定条带的吸光度A值, 以A值代表蛋白的相

对表达量.
统计学���处理� 应用SPSS 12.0统计学软件, 采

用独立样本t检验, P <0.05时为有统计学差异.

2  结果

Stat5在胃癌细胞中持续活化(图1). Stat5 AS-ON
与5-FU作用于BGC823细胞后, 细胞增殖水平下

降(图2). Stat5 AS-ON与5-FU作用于BGC823细
胞72 h后, G1期细胞比率由65.7%上升至78.2%, 
S期细胞比率由18.6%下降至10.5%, 细胞增殖受

抑制(图3). Stat5 AS-ON与5-FU作用于BGC823
细胞72 h后 ,  凋亡细胞百分比由7.4%增加至

21.6%(图4). Stat5 AS-ON与5-FU作用于BGC823
细胞72 h后, Stat5表达与活性下调, 其靶基因产

物Bcl-xL与cyclin D1表达下降(图5).

3  讨论

S TATs信号转导通路与细胞的增殖、分化及

凋亡关系密切 ,  该通路异常活化可导致细胞

异常增殖和恶性转化. 哺乳动物中STATs家族

■创新盘点
关于Stat5信号转
导通路的研究主
要集中于血液系
统与乳腺肿瘤, 而
本文研究的Stat5
在胃癌细胞耐药
中的作用机制是
目前研究发展的
趋势.

图  1  胃癌BGC823细胞增殖过程中Stat5信号转导通路成员
表达.

图  2  BGC823细胞增殖状态.

图  3  BGC823细胞周期.

图  4  BGC823细胞凋亡.
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由7个成员组成: Stat1-Stat4, Stat5a, Stat5b及
Stat6[2]. Stat5最初被称为泌乳素诱导的乳腺因

子(mammary gland factor, MGF), 在乳腺上皮细

胞增殖与分化中起重要作用[5]. Stat5包括Stat5a
与Sta t5b两种异构体, 结构上具有95%的同源

性.  研究证实Stat5表达与活化不仅与乳腺癌发

生、发展密切相关, 而且在其他肿瘤如髓样白

血病、头颈部鳞状细胞癌及前列腺癌中异常

表达与活化[5-10]. 其中Sta t5作为上游酪氨酸激

酶通过调控靶基因而诱导某些关键产物的表达

来影响肿瘤的发生, 重要的靶基因产物包括影

响细胞凋亡的Bcl-2家族成员[11-14]. Bcl-2家族包

括抑凋亡和促凋亡两大类, 前者包括Bcl-2, Bcl-
xL, Mcl-1等, 后者包括Bax, Bak, Bcl-xS等. bcl-x
基因启动子上存在多个STATs结合位点, STATs
可直接与b c l-x 启动子结合而启动转录 [14-17]. 
Gutierrez-Castellanos[18]在研究慢性髓性白血病

(chronic myelogenous leukemia, CML)时发现, 
CML患者外周血单核细胞中Bcl-xL表达在慢性

期下降, 而在急变期迅速升高, 逆转录聚合酶链

反应(RT-PCR)显示在此过程中Bcl-xL转录受到

磷酸化Stat5的调控. 
本研究结果显示 ,  S t a t5通路在胃癌细胞

BGC823增殖过程中持续激活, 应用Stat5 AS-
ON作用于胃癌细胞系BGC823, 发现BGC823细
胞增殖水平随Stat5 AS-ON作用时间延长而下

降, 相应空白对照组变化不明显. 由于胃癌对化

疗药物属中低度敏感, 即使最有效的5-FU其反

应率仅有20%-30%, 对其耐药机制的研究仍是

热点和难点, 已经有研究显示STATs信号转导通

路异常激活与肿瘤耐药可能有关, 但是具体机

制尚不清楚[19-23]. 为研究Stat5在介导胃癌药物

治疗的作用机制, 我们应用Stat5 AS-ON, Stat5 
AS-ON+5-FU分别作用于BGC823细胞, 发现

BGC823细胞增殖水平随药物作用时间延长而

下降, 以Stat5 AS-ON+5-FU组细胞下降为明显, 
Stat5 AS-ON+5-FU作用于BGC823细胞72 h后, 
细胞增殖受抑制, 凋亡细胞增加. Western blot显
示, BGC823细胞中Stat5, p-Stat5, Bcl-xL及cyclin 
D1表达水平明显下降, 提示胃癌细胞耐药可能

与Stat5异常激活有关, Stat5 AS-ON可以协同化

疗药物5-FU对胃癌细胞BGC823起治疗作用. 
总之, Stat5信号转导通路在胃癌细胞中的

转录调控机制尚不清楚, Stat5的异常激活与胃

癌细胞凋亡关系还有待于进一步明确[24-27]. 实验

动物模型及临床观察中发现: 肿瘤细胞耐受化

疗与Stat5与Bcl-2成员异常增高有关, 阻断Stat5
通路可诱导耐药肿瘤细胞凋亡[28-30]. 深入研究

Stat5信号转导通路作用机制有可能为治疗胃癌

提供新的理论和实验基础[31-33].
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects and 
mechanisms of combined treatment of a special 
COX-2 inhibitor (NS-398) and a special gastric 
receptor antagonist (AG-041R) on gastric cancer 
cell line MKN-45.

METHODS: The human gastric cancer cell line 
MKN-45 was treated with NS398 and AG-041R, 
respectively, or in combination. The growth of 
MKN-45 cells was detected by MTT assay; the 
cell apoptosis was detected by flow cytometry; 
the expression of c-Myc mRNA was determined 
by reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR)�.

RESULTS: NS-398 and AG-041R inhibited the 
growth of MKN-45 cells in a time- and dose-
dependent manner (12-72 h; NS-398: 1 × 10-8 – 1 
× 10-4 mol/L; AG-041R: 1 × 10-8 – 1 × 10-5 mol/L). 
AG-041R (1×10-6 mol/L) and NS-398 (1×10-5 
mol/L) inhibited the proliferation of MKN-45 
cells at rates of 42.1% and 41.8%, respectively, 
at 72 h. NS-398 and AG-041R in combination 

resulted in a synergistic effect on inhibiting 
growth, and the inhibition effect was enhanced 
along with time. When NS-398 (1×10-5 mol/L) 
or AG-041R (1×10-6 mol/L) or their combina-
tion was used, the rate of apoptosis was 9.57% ± 
0.60%, 10.25% ± 0.68% and 20.83% ± 1.90%, re-
spectively, which was significantly higher than 
the rate in the controls (1.67% ± 0.76%)(all P < 
0.01), and the agents in combination induced a 
higher apoptosis rate than either of them did (P 
< 0.01). NS-398 and AG-041R down-regulated 
the level of c-Myc mRNA, respectively, but their 
combination down-regulated it more significant-
ly than either of the agents did.

CONCLUSION: Combined treatment of NS-398 
and AG-041R synergistically inhibits the growth 
of MKN-45 cells in a time- and dose-dependent 
manner, induces the cell apoptosis and down-
regulates c-Myc mRNA expression in MKN-45 
cells.

Key Words: NS-398; AG-041R; Gastric carcinoma; 
Cell proliferation; Apoptosis
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摘要
目的: 研究特异性C O X-2抑制剂N S-398和
CCK-B/胃泌素受体拮抗剂AG-041R对人胃癌
细胞的抑制作用机制. 

方法: 以人胃癌细胞株MKN-45为研究对象, 
采用MTT法、流式细胞仪(FCM)、RT-PCR观
察NS-398, AG-041R及联合应用对MKN-45细
胞增殖、凋亡百分率及癌基因c-Myc mRNA
表达的影响. 

结果: N S-398和A G-041R均在一定范围
(12-72 h; NS-398: 1×10-8-1×10-4 mol/L; AG-
041R: 1×10-8-1×10-5 mol/L)内呈浓度和时
间依赖性地抑制MKN-45细胞的增殖, AG-
041R(1×10-6 mol/L)、NS-398(1×10-5 mol/L)
作用72 h抑制率分别为42.1%, 41.8%, 二者联

®

■背景资料
胃癌是威胁人类
生命健康的最常
见的恶性肿瘤之
一 ,  近 年 来 国 内
外 的 研 究 表 明 , 
COX-2及胃泌素
与胃癌的增殖、

凋亡有关. 最近研
究进一步表明胃
泌素、COX-2二
者间存在内在关
联. 联合应用特异
性COX-2抑制剂
和胃泌素受体拮
抗剂有无协同抗
癌作用, 值得进一
步研究.
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■研发前沿
COX-2与胃癌密
切 相 关 ,  特 异 性
COX-2抑制剂有
望成为胃癌防治
的 一 类 新 药 .  流
行病学调查显示
长期服用NSAIDs
的人群发生大肠
癌的危险性降低
40%-50%, 长时间
加用NSAIDs可明
显降低肿瘤的发
生率. 胃癌细胞表
面存在胃泌素受
体, 在其细胞内有
胃泌素基因的表
达, 胃泌素通过其
受体介导细胞内
一系列信号传导, 
促进细胞分裂和
DNA合成 ,  对胃
癌细胞有促生长
作用.

合应用有协同抑制胃癌细胞增殖效应, 且随
着作用时间延长而增强. FCM显示NS-398(1
×10-5 mol/L)、AG-041R(1×10-6 mol/L)和二
者联合作用于MKN-45细胞72 h后, 细胞凋亡
率分别为9.57%±0.60%、10.25%±0.68%和
20.83%±1.90%, 与对照组(1.67%±0.76%)相
比细胞凋亡率均显著增高(P <0.01), 联合用药
组细胞凋亡率显著高于单一用药组(P <0.01). 
RT-PCR显示NS-398、AG-041R及联合应用均
显著抑制MKN-45细胞c-Myc mRNA的表达, 
联合用药组抑制效应显著高于单一用药组.

结论: 联合应用N S-398和A G-041R剂量、

时间依赖性地抑制MKN-45细胞增殖, 促进
MKN-45细胞凋亡, 抑制癌基因c-Myc mRNA
的表达, 具有协同作用.

关键词: NS-398; AG-041R; 胃癌; 细胞增殖; 凋亡
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0  引言

近来研究表明, COX-2表达在人胃癌组织中异常

增高[1-2]. Hu et al [3]证实COX-2抑制剂塞来昔布能

有效降低大鼠胃癌的发病率, 抑制胃癌的生长. 
胃泌素是最常见的胃肠道肽类激素之一, 其在

胃癌的发生中是一个重要的生长因子[4]. Hur et al [5]

发现胃癌患者中胃癌组织的胃泌素及CCK-B受
体的表达较正常胃黏膜组织异常增高. 胃泌素

对胃肠道肿瘤有显著促生长作用, 胃泌素受体

拮抗剂则能有效抑制实验动物大肠癌的发生[6-8]. 
Konturek et al [9]研究发现, 胃泌素可诱导人

胃癌KATOⅢ细胞株COX-2蛋白和mRNA表达

增加. Colucci et al [10]表明胃泌素通过CCK-B受
体诱导COX-2表达及PGE2产生, 促进肿瘤细胞

的生长; 该效应可被CCK-B受体拮抗剂L-365, 
260; GV150013阻断. 表明COX-2可能为胃泌素

的一下游目标. 我们研究NS-398和AG-041R对

人胃腺癌细胞系MKN-45增殖、凋亡的影响, 以
明确二者对胃癌有无协同抗癌作用并初步探讨

其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 MKN-45人胃腺癌细胞系东南大学遗

传中心实验室所赠. Trizol试剂、RT-PCR试剂

盒、RPMI 1640培养基和小牛血清购于Gibco公

司. 胰蛋白酶为美国Amresco公司产品. β-actin引
物: 上海申能博彩生物技术有限公司; c-Myc引
物: 上海生物工程有限公司. 选择性COX-2抑制

剂NS-398和胃泌素受体拮抗剂AG-041R为美国

Cayman公司产品. 人胃腺癌细胞株MKN-45采用

RPMI 1640细胞培养基, 含100 mL/L小牛血清, 
常规培养于含50 mL/L CO2的37℃温箱中. 待其

贴壁生长至70%-80%融合时, 用2.5 g/L胰酶消

化传代培养. NS-398、AG-041R均用DMSO溶解

(培养液中DMSO浓度不超过1 g/L), pH调节至

7.2, 过滤, 4℃保存备用.
1.2 方法 

1.2.1 体外药物敏感实验 采用MTT法. 实验设

空白组(仅含培养液和等体积的DMSO), 对照组

(MKN-45细胞的单细胞悬液+等体积的DMSO), 
实验组为NS-398, AG-041R的不同浓度梯度组, 
其中NS-398为5个浓度梯度(1×10-8-1×10-4 mol/
L), AG-041R为5个浓度梯度(1×10-9-1×10-5 mol/
L), 每组设6个复孔. 取对数生长期的MKN-45细
胞制成单细胞悬液, 调整细胞浓度为5×107/L, 
接种于96孔培养板内, 培养24 h细胞全部贴壁

后, 加入不同浓度的药物分别培养12, 24, 48, 
72 h, 然后每孔加入5 g/L MTT液20 mL, 继续培

养4 h, 吸去上清液, 每孔加入DMSO 150 mL, 轻
轻震荡10 min, 使结晶物充分溶解, 于570 nm波

长酶联免疫检测仪上测定每孔吸光度(A )值, 结
果以每组6孔的mean±SD表示, 实验重复3次以

上. 抑制率(%) = (1-实验组吸光度值/对照组吸光

度值)×100%. 
1.2.2 流式细胞仪检测 收集NS-398(1×10-5 mol/
L), AG-041R(1×10-6 mol/L)及联合(其中NS-398, 
A G-041R浓度和单用时相同)应用72 h后的

MKN-45细胞1.0×109/L, PBS洗涤, 胰蛋白酶消

化后, 1000 r/min离心5 min, 去上清, 用预冷的

700 mL/L乙醇固定, -20℃过夜后, 离心除去乙

醇, 加入10 g/L TritonX-100摇匀后静置10 min, 
离心5 min. 弃上清液后加入0.1 g/L RNA酶消化

10 min后离心5 min. 弃上清液后加入0.05 g/L
的碘化丙啶(PI)染色15 min, 用300目丝网过滤

后上机收集分析. 资料经ModFit LT软件分析. 
1.2.3 RT-PCR检测c-Myc基因表达 取对数生长

期的MKN-45细胞制成单细胞悬液, 调整细胞

浓度为5×107/L, 接种于6孔培养板内, 分对照

组和各药物组 ,  培养24 h待细胞全部贴壁后

更换培养基, 药物组分别加入NS-398(1×10-5 

mol/L)、AG-041R(1×10-6 mol/L)及联合应用药
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■创新盘点
联合应用特异性
COX-2抑制剂和
CCK-B/胃泌素受
体拮抗剂有无协
同抗癌作用及其
机制, 目前国内外
未见报道.

物100 mL, 继续培养72 h. 用Trizol试剂提取细

胞总RNA. 所提取RNA经电泳后证实28, 18, 5 s
条带清晰可见, 28 s与18 s荧光强度之比为2∶
1. 取RNA 5 µg, 加入引物oligo(dT)12-18及逆转录

酶合成cDNA链. 取cDNA链5 µL作为模板, 分别

加入c-Myc引物(s)、c-Myc引物(a)各2 µL, 加入

MgCl2 3.5 µL、Taq酶0.5 µL, 总体积为50 µL
的反应体系中, 经过94℃变性3 min后进入循

环, 包括94℃变性30 s, 50℃退火50 s, 72℃延伸

1 min, 共40个循环. 以b-actin作为内参照. 各引

物序列分别为: c-Myc: 上游5'-ggtgaagtacatgaactc
agggc-3', 下游5'-ggctttgaatctgctggattg-3'; b-actin: 
上游5'-caattccatcatgaagtgtgac-3', 下游5'-ccacac
agagtacttgcgctc-3'. 取5 µL PCR终产物及DNA 
Marker, 用17 g/L琼脂糖凝胶(含0.5 mg/L的溴

化乙锭)电泳, 自动凝胶成像系统摄影.
统计学处理 MTT和流式细胞仪测定数据

的统计处理采用统计软件SPSS 11.5, 显著性检

验采用单因素方差分析. 判断均数差异显著性, 
P <0.05统计学有显著性差异.

2  结果

2.1 M K N-45细胞生长 一定浓度(N S-398: 1
×10-8-1×10-4 mol/L; AG-041R: 1×10-8-1×
10-5 mol/L)和时间范围(12-72 h)内NS-398, AG-
041R对MKN-45细胞的抑制率呈浓度、时间依

赖性; AG-041R(1×10-6 mol/L), NS-398(1×10-5 

mol/L)作用72 h抑制率分别为42.1%, 41.8%, 
接近半数抑制量 ,  本实验进一步选择1×10-6 

mol/L AG-041R联合1×10-5 mol/L NS-398作用

于MKN-45细胞, 初步观察二药的相互作用. 药
物相互作用结果判断用金正均[11]方法: 在量效

曲线线性区内, 用如下公式计算q值: q值 = 两药

合用的抑制率/两单药预计抑制率 = EA+B/EA+(1-
EA)×EB,  q值>1.15时, 两药有协同作用. 结果: q 
24 h = 1.18, q 48 h = 1.21, q 72 h = 1.28(图1, 表1). 
2.2 凋亡结果 流式细胞术显示: N S-398(1×
10-5 mol/L), AG-041R(1×10-6 mol/L)和二者联

合作用于MKN-45细胞72 h后, 细胞凋亡率分别

为9.57%±0.60%, 10.25%±0.68%和20.83%±

1.90%, 与对照组1.67%±0.76%相比, 细胞凋亡

率均显著增高(P <0.01), 联合用药组细胞凋亡率

显著高于单一用药组(P <0.01, 表2).     
2.3 RT-PCR结果 1×10-6 mol/L AG-041R, 1×
10-5 mol/L NS-398单独及联合作用MKN-45细胞

72 h后, 明显抑制癌基因c-Myc mRNA的表达, 
高于对照组, 差异有显著性(P <0.01); 联合用药

图  1  AG-041R和NS-398对MKN-45的抑制率. A: AG-

041R; B: NS-398.

bP<0.01 vs AG-041R和NS-398.

    

表  1  AG-041R联合NS-398作用MKN-45细胞的抑制率
(mean±SD), %

t /h	    NS-398	         AG-041R       联合用药	    q

24	 24.3±4.8	      25.7±2.6     51.7±5.2b     1.18

48	 30.1±3.9	      35.4±2.2     66.5±2.9b     1.21

72	 37.9±3.7	      37.5±3.6     78.2±1.6b     1.28
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图  2  AG-041R, NS-398及联合作用对MKN-45细胞c-Myc

表达的影响. 1: 1×10-5 mol/L NS-398作用72 h后; 2: 1×10-6 

mol/L AG-041R作用72 h后; 3: 联合用药组作用72 h后; 4: 

对照组作用72 h后; β-actin为184 bp; c-Myc为111 bp.

1     2    3    4  Marker

←111 bp
←190 bp

c-Myc
b-actin
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■应用要点
化疗和放疗在杀
伤胃癌细胞的同
时, 也损伤正常的
组织细胞, 其严重
的不良反应使患
者难以耐受. 化疗
药物的另一个主
要问题是多数肿
瘤细胞具有遗传
不稳定性, 易于突
变而产生耐药. 非
细胞毒药物可抑
制肿瘤的生长甚
至转移, 不良反应
轻, 有一定的应用
前景.组高于各单独用药组, 差异有显著性(P <0.01, 图

2, 表2).

3  讨论

环氧合酶-2(COX-2)的过度表达在消化道肿瘤中

的作用日益得到重视, Sawaoka et al [12]研究发现, 
COX-2在胃癌细胞中高度表达并促进肿瘤细胞

增殖, NS-398能有效发挥其抗肿瘤作用. Uefuji 
et al [13]报道, COX-2抑制剂JTE-522通过阻断胃

癌细胞的细胞周期、抑制c-Myc蛋白表达从而

抑制肿瘤细胞增殖. 
胃泌素刺激人胃癌生长是由CCK-B受体介

导的, 通过对胃癌及邻近黏膜表达胃泌素受体

差异的研究显示, 胃癌较周围黏膜易于表达高

含量的胃泌素受体, 其表达与肿瘤的部位和分

期相关[14]. Lee et al [15]证实多数胃癌组织中高表

达CCK-B受体. 而给予CCK-B/胃泌素受体拮抗

剂YF476能抑制胃癌的形成[16]. 
最近研究进一步表明胃泌素、COX-2二者

间存在关联. Yao et al [17]表明胃泌素在体内外

剂量依赖性地促进肿瘤细胞的增殖, 预先给予

NS-398则能逆转其促增殖作用. Slice et al [18]证

实胃泌素促进CCK-B受体阳性表达的Swiss3T3
细胞PGE2的释放, 且呈剂量、时间依赖性地诱

导COX-2蛋白的表达; 预先给予CCK-B受体拮

抗剂L-365260则能抑制胃泌素诱导的上述效应. 
提示COX-2可能为胃泌素的一下游目标. 

胃癌组织中高表达c-Myc是胃癌细胞高度

增殖的原因之一[19]. Wang et al [20]发现胃癌细胞

株IEC-6在胃泌素作用下c-Myc mRNA表达增加, 
最高为正常的7.5倍. Kishimoto et al [21]研究发现: 
NS-398能够引起大鼠肿瘤c-Myc表达的降低. 

我们利用胃泌素受体阳性且高度表达

COX-2的人MKN-45胃癌细胞株作为研究对象, 
采用MTT法观察NS-398, AG-041R及联合应用

对MKN-45细胞增殖的影响. 结果证实: NS-398

和AG-041R剂量、时间依赖性地抑制MKN-45
细胞增殖; 两者联合应用具有协同作用. 为进一

步探讨其机制, 我们应用RT-PCR法观察药物对

人胃癌细胞MKN-45癌基因c-Myc表达的影响, 
证实NS-398, AG-041R均明显抑制人胃癌细胞

MKN-45癌基因c-Myc的表达, 联合用药抑制作

用显著增强, 高于单一给药组. 初步提示二者联

用对抑制胃癌细胞增殖的协同效应可能部分与

此相关. 我们应用FCM也发现NS-398, AG-041R
可明显促进MKN-45细胞凋亡, 二者联用后对

MKN-45细胞凋亡的诱导作用显著高于单一给

药组, 但其具体机制尚需进一步明确. 
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剂联合应用抑制
人胃癌细胞有较
好的创新性, 联合
应用有其理论依
据, 设计科学, 研
究方法和技术可
行, 结果可靠, 有
一定研究价值, 能
较好地反映我国
胃肠病学基础研
究的先进水平.
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

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

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

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

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋

势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极

投稿和报名参加. 

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

副主任积极投稿和报名参加.

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

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

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.



 
wcjd@wjgnet.com 
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肝癌组织IGF-Ⅱ表达与HBV DNA复制及病理学特征的关系

邱历伟, 姚登福, 吴信华, 吴 玮, 苏小琴, 邹 黎 

邱历伟, 姚登福, 吴信华, 吴玮, 苏小琴, 邹黎, 南通大学附属
医院临床分子生物学中心 江苏省南通市 226001 
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机制研究.
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Correlations of insulin-like 
growth factor-II expression 
with hepatitis B virus DNA 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of insulin-
like growth factor-II (IGF-II) in hepatocellular 
carcinoma (HCC) as well as its correlations with the 
pathogenesis, development and prognosis of HCC.

METHODS: IGF-II expression was detected by 
immunohistochemistry in 30 HCC and their cor-
responding non-cancerous tissues. Liver HBV 
DNA was detected by in situ molecular hybrid-
ization technique and the relationship was ana-
lyzed between IGF-II expression and HBV repli-
cation or the clinical pathological characteristics�.

RESULTS: The stronger expression of IGF-II 

was found in liver cancer tissues. The positive 
rate of IGF-II expression was 83.3% in HCC, and 
46.7% in non-cancerous liver tissues (P < 0.01), 
respectively. The expression of IGF-II was sig-
nificantly higher in HCC with moderate or low 
differentiation than that with well differentiation 
(90.0%, 100% vs 42.9%, P < 0.05 or P < 0.01). IGF-
II expression was markedly lower in HCC with-
out serosa invasion than that with serosa inva-
sion (95.0% vs 60.0%, P < 0.05). IGF-II expression 
was also correlated with tumor size (< 5 cm vs ≥ 

5 cm: 58.3% vs 100%, P < 0.01), but with tumor 
number (P > 0.05). The level of IGF-II expression 
in HBV DNA-positive HCC was significantly 
higher than that in HBV DNA-negative ones 
(94.7% vs 63.6%, P < 0.05).

CONCLUSION: IGF-II is highly expressed in 
HCC, and the aberrant expression of IGF-II is 
correlated with the degree of differentiation, in-
vasion and tumor size, and it may be used as a 
marker for development and prognosis of HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Insulin-like 
growth factor-II; Immunohistochemistry; HBV DNA
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tions of insulin-like growth factor-II expression with 
hepatitis B virus DNA replication and clinical pathological 
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摘要
目的: 分析胰岛素样生长因子-Ⅱ(IGF-Ⅱ)在人
肝细胞性肝癌(HCC)及非癌组织中的表达, 并
探讨其与肿瘤发生、发展及预后的关系. 

方法: 采用免疫组织化学方法, 分别检测30例
HCC癌灶组及其自身对照的非癌组IGF-Ⅱ的
表达, 并以生物素标记的HBV DNA探针检测
肝癌组织中HBV DNA, 并分析IGF-Ⅱ表达与
HBV复制及其临床病理学特征的关系. 

结果: 肝癌IGF-Ⅱ均呈较高表达, 在肝癌癌灶
为83.3%及非癌组表达46.7%, 存在显著差别
(P <0.01). HCC的癌灶组中IGF-Ⅱ阳性表达与
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■背景资料
我国为肝癌高发
区, 对肝癌的早期
诊断是治疗的重
点 和 难 点 .  近 年
来, 通过监测癌基
因或癌相关基因
以提高肝癌早期
诊断率的研究成
为国际上的热点. 
IGF-Ⅱ作为胰岛
素样生长因子类
癌基因家族成员
之一, 其在肝癌发
生、发展过程中
的作用机制及通
过监测IGF-Ⅱ以
诊断肝癌的方法
学探索也日益受
到关注.



肿瘤分化程度(高 vs  中、低: 42.9% vs  90.0%, 
100%, P <0.05或P <0.01)、是否侵及浆膜(是 
vs  否: 60.0% vs  95.0%, P <0.05)以及肿瘤大小
(<5 cm vs  ≥5 cm: 58.3% vs  100%, P <0.01)
显著相关, 而与肿瘤数目无关(P >0.05); HBV 
DNA阳性肝癌组织中IGF-Ⅱ表达显著高于
HBV DNA阴性组(94.7% vs  63.6%, P <0.05).

结论: IGF-Ⅱ在肝细胞性肝癌中过度表达, 且
与HCC的分化程度和大小有关, 可作为肝癌
早期诊断及预后判断的标志.

关键词: 肝细胞癌; 胰岛素样生长因子; 免疫组织化

学; HBV DNA

邱历伟, 姚登福, 吴信华, 吴玮, 苏小琴, 邹黎. 肝癌组织IGF-II表

达与HBV DNA复制及病理学特征的关系.  世界华人消化杂志  

2006;14(13):1267-1271

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1267.asp

0  引言

肝癌(HCC)是由病毒、化学致癌物等多病因作

用[1-3], 因癌基因或癌相关基因激活、抗癌基因

失活或胚胎期某些酶基因重新复活等诸多因

素引起肝细胞生长失控而致癌变, 经启动、促

进、演变多阶段的发病过程, 其中基因的调控

和表达、多种生长因子的活性等均与肝癌的发

生、发展密切相关[4-6]. 胰岛素样生长因子(IGF)
是一个生长因子家族, 包括IGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ, 属
于类癌基因[7]. IGF-Ⅱ是与胰岛素同源的多肽, 
并具有胰岛素样活性, 引起不同类型细胞的有

丝分裂. HCC发生、发展具有多病因、多中心

和多阶段的特征, 其病原学因素主要为乙肝病

毒(HBV)或丙肝病毒(HCV)感染. HCC患者中

90%伴HBV感染, 乙肝或丙肝的持续感染导致肝

硬化, 最终发展为肝癌, 其间也可不经过肝硬化

阶段. 但在肝癌发生过程中, IGF-Ⅱ异常表达机

制及与HBV复制间的关系尚不清楚[8-9]. 我们以

免疫组织化学方法分析了IGF-Ⅱ在肝癌癌灶、

非癌组织的表达, 并探讨了IGF-Ⅱ表达与HBV
复制、肝癌分化程度、浸润与否等病理学特征

的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003/2005, 按自身配对法收取南通大

学附属医院肝癌患者(男24例, 女6例)术后新鲜

组织 ,  分别留取癌灶、非癌组织(距癌灶边缘

5 cm)各30份(约200 mg), 除部分作病理学检查
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外, 其余置-85℃保存. 其中原发性肝癌30例(含
<5.0 cm肝癌12例), 年龄28-73(平均45.6±12.1)
岁. 30例标本组织学类型均为肝细胞肝癌, 其中

高、中、低分化分别为7、10及13例; 肿瘤单发

者20例, ≥2个者10例. 所有病例均有完整随访资

料, 按全国肝癌防治协作组制定的标准核实诊

断. 兔抗人IGF-Ⅱ多克隆抗体及SP免疫组化试

剂盒均购自福州迈新生物技术开发公司. 肝组

织标本经40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋, 制成

4 µm厚切片, 经HE染色组织学观察.
1.2 方法 

免疫组织化学以SP法进行, DAB显色, 以PBS
代替第一抗体作阴性对照, 以组织中显示棕黄

色颗粒为IGF-Ⅱ表达阳性. IGF-Ⅱ在非癌组织

及HCC组织中的表达均采用免疫组织化学SP
法, 石蜡标本4 μm厚连续切片, 经DAB显色, 苏
木素复染, 无水乙醇脱水、中性树胶封片. 以
0.01 mol/L PBS液(pH 7.5)分别替代一抗、二抗

和SP试剂作为每次染色的阴性对照, 已知表达

IGF-Ⅱ的乳腺癌组织作阳性对照. 肝组织中IGF-
Ⅱ表达强度, 以阳性细胞数≥10%作为阳性判断

标准, 进而根据阳性细胞百分率分为弱阳性(+): 
阳性细胞数为10%-25%; 阳性(++): 阳性细胞数

为26%-75%; 强阳性(+++): 阳性细胞数>75%. 另
取组织切片, 脱蜡水化, 蒸馏水冲洗, 37℃温箱

烘干, 蛋白酶K(20 mg/L)室温下消化30 min, 脱
水, 37℃温箱烘干, 加生物素标记的HBV DNA
探针, 加盖玻片, 加热(95℃)10 min(变性), 放入

孵育盆进37℃温箱过夜, 加蛋白阻断液, 37℃
温箱5 min, 滴加羊抗鼠生物素IgG, 37℃孵育

20 min, 37℃的增强洗液冲洗, 甩干; 加羊抗鼠

IgG, 37℃孵育20 min, 37℃的增强洗液冲洗, 甩
干; 加入碱性磷酸酶标记的结合物(SAP), 37℃
孵育20 min, 37℃的增强洗液冲洗, 甩干; 加入

BCIP/NBT染色, 蒸馏水冲洗, 复染封片.
统计学处理 采用百分率和Fisher精确概率

法处理和分析数据 ,  以P <0.05表示差异有显

著性.

2  结果

2.1 肝癌组织IGF-Ⅱ的表达 IGF-Ⅱ阳性表达物

呈棕黄色颗粒, 定位于胞质, 少数细胞出现胞核

着色, 胞膜未见着色, 在癌组织中阳性细胞的分

布呈较明显的异质性(图1A). 30例肝癌组织中

IGF-Ⅱ表达阳性率为83.3%(25/30), 非癌组织中

的表达阳性率为46.7%(14/30), 肝癌组织中IGF-
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■研发前沿
目 前 ,  通 过 监 测
肝癌患者血清中
IGF-Ⅱ水平以阐
明 其 在 肝 癌 发
生、发展过程中
的意义及其作为
早期诊断肝癌标
志物的可行性的
研究较为深入, 但
直接检测肝癌组
织中IGF-Ⅱ蛋白
表 达 ,  分 析 其 在
乙肝 - 肝硬化 - 肝
癌过程中的作用
机制及其与肝癌
多种病理指标及
HBV DNA关系的
研究尚较少见.
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Ⅱ表达阳性率明显高于非癌组织(P <0.01).
2.2 IGF-Ⅱ表达的临床病理学特征 IGF-Ⅱ在

中、低分化肝癌中的阳性表达率均高于高分化

肝癌(P <0.05, P <0.01); IGF-II在侵及浆膜的肿瘤

中阳性表达率高于未侵及浆膜者(P <0.02); 瘤直

径≥5 cm者IGF-Ⅱ阳性表达率高于直径<5 cm
者(P <0.01)(表1); 但IGF-Ⅱ阳性表达率与肿瘤数

目无关(P >0.05).
2.3 IGF-Ⅱ表达与HBV复制的关系 肝癌中IGF-
Ⅱ阳性表达率在HBV阳性肝癌中为94.7%, 而在

HBV阴性肝癌中为63.6%(P <0.05). 在HBV阳性

肝癌组中IGF-Ⅱ的表达强度: 18例阳性中, 2+以
上为17例; HBV阴性肝癌组中IGF-Ⅱ的表达强

度: 7例阳性中, 2+以上仅为4例(表2). 可见IGF-
Ⅱ的表达强度在HBV阳/阴性肝癌组中差异显著.

3  讨论

体内IGF-Ⅱ是肝细胞癌变过程中发挥重要作用

的生长因子, 他通过IGF-Ⅰ受体上的酪氨酸激酶

途径合成与活化[10-12]. IGF-Ⅱ的活化与表达过程, 
已在化学诱癌鼠、转基因鼠和肝炎病毒慢性感

染的实验动物及肝组织中得到证实[13-14]. 转基因

鼠中若持续表达IGF-Ⅱ, 则肝细胞癌和淋巴瘤

的发病频率增加. 在肝细胞癌变过程中, 胚胎型

IGF-Ⅱ基因活化, 使IGF-Ⅱ呈高水平状态[15]. 肝
细胞癌变过程中IGF-Ⅱ呈高度表达的机制尚不

十分清楚, 可能与IGF-Ⅱ通过自分泌或旁分泌作

用促进细胞转化有关[16]. 本研究以免疫组织化学

法分析了肝癌组织的不同部分IGF-Ⅱ的表达与

变化、HBV DNA复制关系及临床病理学特征. 
对慢性肝炎、肝硬化、肝癌和癌旁组织表达

IGF-Ⅱ及其作用受体的研究, 发现肝细胞癌变时

IGF-Ⅱ基因呈胚胎型过量表达, 该特征揭示肝细

胞发生异常增殖和分化的阶段, IGF-Ⅱ基因产生

胚胎表型的逆转[17], 这可能与自分泌生长刺激机

制对肝细胞的分化调节方式有关[18]. 本研究中肝

癌组织中IGF-Ⅱ表达阳性率明显高于非癌组织, 

且其表达水平与肿瘤分化程度、浆膜浸润与否

及肿瘤直径大小等指标密切相关, 证实IGF-Ⅱ
在肝细胞癌变的发生、发展过程中均具有重要

作用. 其主要机制可能为HBV等肝炎病毒反式

激活IGF-Ⅱ, 而IGF-Ⅱ基因的异常激活和过量表

达, 促使具有高增殖活性状态的癌前肝细胞转

化, 最终导致肝癌发生, 同时IGF-Ⅱ的表达水平

亦同步反映了肝脏病变的程度[19]. 
我国为HBV重感染区及肝癌高发区, HBV

感染与肝癌发生关系密切, 特别是HBV基因编

码的X蛋白(17 kDa)与肝癌形成的关系更为密

切[20-21]. HBV DNA是病毒复制和传染性的直接

标志, 其测定对于判断HBV复制、传染性大小, 
抗病毒药物疗效, 病情变化和预后, 为调整抗病

毒药物剂量、确定疗程提供可靠依据. 在慢性

肝炎、肝硬化和肝癌患者中HBV和IGF-Ⅱ异常

表达关系已得到研究证实[22]. Lee et al [14]分析了

IGF-Ⅱ中P4活化与HBV基因产物间的关系, 证
实HBV-X蛋白增加, 导致内皮性IGF-Ⅱ表达增

加[23]. 对IGF-Ⅱ中多种启动子的分析显示, HBV
基因产物对IGF-Ⅱ基因转录具有正向调节作用. 
HBV-X抗原对IGF-Ⅱ基因的4种启动子有直接

■创新盘点
关于IGF-Ⅱ水平
与肝癌关系的研
究目前大都集中
在血清学检测方
面. 本文则从蛋白
质水平, 以免疫组
化方法对IGF-Ⅱ
表达与肝癌病理
学指标的关系及
其在乙肝发展至
肝癌这一过程中
可能的作用机制
做了一定研究.

aP<0.05, bP<0.01.

    

表  1  肝癌组织中IGF-Ⅱ表达的临床病理学特征

                                                            IGF-Ⅱ表达

                                            阳性 (%)           －   +    ++   +++

肝癌                    30        25 (83.3)          5    4    8     13

    高分化              7          3 (42.9)          4    2    1       0

    中分化            10          9 (90.0)a         1    1    3       5

    低分化            13        13 (100)b          0    1    4       8

    侵及浆膜         20        19 (95.0)          1    2    7     10

    未侵及浆膜     10          6 (60.0)a         4    2    1       3

肿瘤直径

    <5 cm             12          7 (58.3)          5    2    1       4

    ≥5 cm           18        18 (100)b          0    2    7       9

    单发                20        18 (90.0)          2    3    5     10

    多发                10          7 (70.0)          3    1    3       3

临床病理               n

aP<0.05 vs  阴性.

    

表  2  肝癌组织HBV复制与IGF-Ⅱ表达的关系

                                                             IGF-Ⅱ表达

                                            阳性 (%)           －   +    ++   +++

阳性                   19         18 (94.7)a        1    1     5     12

阴性                   11           7 (63.6)         4    3     3       1

HBV DNA               n

图  1  肝组织中IGF-II表达(SP×400). A: 癌灶; B: 非癌.

A B
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作用, 并与Sp1结合位点有关. 对HBV DNA复制

与IGF-Ⅱ表达关系的研究, 有助于探讨肝细胞发

生癌变的分子机制. 
HBV对IGF-Ⅱ转录具有正向调节功能, 这

一功能是通过S p1这一直接靶目标而发挥作

用[24-25]. HBV-X抗原使Sp1磷酸化增加与DNA的

结合力, 可能是调节IGF-Ⅱ基因转录和表达的重

要机制, 从而在细胞癌变过程中促进细胞的分

裂[26-28]. 在本研究中, HBV DNA阳性肝癌组织中

IGF-Ⅱ的表达率明显高于HBV DNA阴性肝癌组

织, 提示HBV感染患者体内的HBV-X抗原可能

诱导IGF-Ⅱ的自分泌或旁分泌机制, 在HBV所

致肝癌的发生、发展过程中起重要作用. 本文

利用组织化学技术对肝癌组织IGF-Ⅱ表达进行

了定位, 并分析其表达率与各种病理指标的相

关性, 提示肝癌组织中IGF-Ⅱ的表达分析有助于

预测肝癌的发展和预后[29-30]. 

4      参考文献
1	 Peto J. Cancer epidemiology in the last century and 

the next decade. Nature  2001; 411: 390-395
2	 Lee YI, Lee S, Das GC, Park US, Park SM, Lee YI. 

Activation of the insulin-like growth factor II trans-
cription by aflatoxin B1 induced p53 mutant 249 is 
caused by activation of transcription complexes; 
implications for a gain-of-function during the 
formation of hepatocellular carcinoma. Oncogene  
2000; 19: 3717-3726

3	 Ji GZ, Wang XH, Miao L, Liu Z, Zhang P, Zhang 
FM, Yang JB. Role of transforming growth factor-
beta1-smad signal transduction pathway in patients 
with hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol 
2006; 12: 644-648 

4	 Yao D, Jiang D, Huang Z, Lu J, Tao Q, Yu Z, Meng X. 
Abnormal expression of hepatoma specific gamma-
glutamyl transferase and alteration of gamma-
glutamyl transferase gene methylation status in 
patients with hepatocellular carcinoma. Cancer 
2000; 88: 761-769   

5	 Thorgeirsson SS, Grisham JW. Molecular pathoge-
nesis of human hepatocellular carcinoma. Nat Genet  
2002; 31: 339-346 

6	 Yao DF, Wu XH, Zhu Y, Shi GS, Dong ZZ, Yao DB, 
Wu W, Qiu LW, Meng XY. Quantitative analysis of 
vascular endothelial growth factor, microvascular 
density and their clinicopathologic features in 
human hepatocellular carcinoma. Hepatobiliary 
Pancreat Dis Int  2005; 4: 220-226 

7	 Scharf JG, Dombrowski F, Ramadori G. The IGF 
axis and hepatocarcinogenesis. Mol Pathol 2001; 54: 
138-144

8	 Dong ZZ, Yao DF, Yao DB, Wu XH, Wu W, Qiu 
LW, Jiang DR, Zhu JH, Meng XY. Expression and 
alteration of insulin-like growth factor II-messenger 
RNA in hepatoma tissues and peripheral blood 
of patients with hepatocellular carcinoma. World J 
Gastroenterol  2005; 11: 4655-4660

9	 Kim KW, Bae SK, Lee OH, Bae MH, Lee MJ, 

Park BC. Insulin-like growth factor II induced by 
hypoxia may contribute to angiogenesis of human 
hepatocellular carcinoma. Cancer Res 1998; 58: 
348-351

10	 Aihara T, Noguchi S, Miyoshi Y, Nakano H, Sasaki 
Y, Nakamura Y, Monden M, Imaoka S. Allelic 
imbalance of insulin-like growth factor II gene 
expression in cancerous and precancerous lesions 
of the liver. Hepatology  1998; 28: 86-89

11	 Huynh H, Chow PK, Ooi LL, Soo KC. A possible 
role for insulin-like growth factor-binding protein-3 
autocrine/paracrine loops in controlling hepatoce-
llular carcinoma cell proliferation. Cell Growth Differ  
2002; 13: 115-122

12	 Kang-Park S, Lee JH, Shin JH, Lee YI. Activation of 
the IGF-II gene by HBV-X protein requires PKC and 
p44/p42 map kinase signalings. Biochem Biophys Res 
Commun  2001; 283: 303-307

13	 Zhang N, Siegel K, Odenthal M, Becker R, Oesch F, 
Dienes HP, Schirmacher P, Steinberg P. The role of 
insulin-like growth factor II in the malignant trans-
formation of rat liver oval cells. Hepatology 1997; 25: 
900-905

14	 Lee S, Park U, Lee YI. Hepatitis C virus core protein 
transactivates insulin-like growth factor II gene 
transcription through acting concurrently on Egr1 
and Sp1 sites. Virology  2001; 283: 167-177

15	 Fiorentino M, Grigioni WF, Baccarini P, D'Errico A, 
De Mitri MS, Pisi E, Mancini AM. Different in situ 
expression of insulin-like growth factor type II in 
hepatocellular carcinoma. An in situ hybridization 
and immunohistochemical study. Diagn Mol Pathol 
1994; 3: 59-65

16	 Bae MH, Lee MJ, Bae SK, Lee OH, Lee YM, Park 
BC, Kim KW. Insulin-like growth factor II (IGF-
II) secreted from HepG2 human hepatocellular 
carcinoma cells shows angiogenic activity. Cancer 
Lett  1998; 128: 41-46

17	 Wang Z, Ruan YB, Guan Y, Liu SH. Expression of 
IGF-II in early experimental hepatocellular carcino-
mas and its significance in early diagnosis. World J 
Gastroenterol  2003; 9: 267-270

18	 Zhang J, Chan EK. Autoantibodies to IGF-II mRNA 
binding protein p62 and overexpression of p62 in 
human hepatocellular carcinoma. Autoimmun Rev 
2002; 1: 146-153

19	 Seo JH, Kim KW, Murakami S, Park BC. Lack of 
colocalization of HBxAg and insulin like growth 
factor II in the livers of patients with chronic 
hepatitis B, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. 
J Korean Med Sci  1997; 12: 523-531

20	 Orito E, Mizokami M. Hepatitis B virus genotypes 
and hepatocellular carcinoma in Japan. Intervirology  
2003; 46: 408-412

21	 Kim DG. Differentially expressed genes associated 
with hepatitis B virus HBx and MHBs protein func-
tion in hepatocellular carcinoma. Methods Mol Biol  
2006; 317: 141-155

22	 Su JJ, Qin GZ, Yan RQ, Huang DR, Yang C, Lotlikar 
PD. The expression of insulin-like growth factor II, 
hepatitis B virus X antigen and p21 in experimental 
hepatocarcinogenesis in tree shrews. Ann Acad Med 
Singapore  1999; 28: 62-66

23	 Chen GG, Li MY, Ho RL, Chak EC, Lau WY, Lai PB. 
Identification of hepatitis B virus X gene mutation 
in Hong Kong patients with hepatocellular carcino-
ma. J Clin Virol  2005; 34: 7-12

■应用要点
本文为进一步探
讨IGF-Ⅱ在乙肝
发展至肝癌过程
中的作用机制及
其与肝癌病理指
标的关系提供了
新的研究思路和
方法, 今后可从基
因水平对IGF-Ⅱ
的表达做进一步
的研究.



www.wjgnet.com

邱历伟, 等. 肝癌组织IGF-Ⅱ表达与HBV DNA复制及病理学特征的关系                                                                         1271

■同行评�价
论文采用的样本
是非常宝贵的, 相
关研究很有价值. 
文章研究内容虽
然简单, 但是能说
明一些问题, 有一
定的可读性. 

24	 Zhang X, Zhang H, Ye L. Effects of hepatitis B virus 
X protein on the development of liver cancer. J Lab 
Clin Med  2006; 147: 58-66

25	 Chan DW, Ng IO. Knock-down of hepatitis B virus 
X protein reduces the tumorigenicity of hepatoce-
llular carcinoma cells. J Pathol  2006; 208: 372-380

26	 Kang-Park S, Lee YI, Lee YI. PTEN modulates 
insulin-like growth factor II (IGF-II)-mediated 
signaling; the protein phosphatase activity of PTEN 
downregulates IGF-II expression in hepatoma cells. 
FEBS Lett  2003; 545: 203-208

27	 Sedlaczek N, Hasilik A, Neuhaus P, Schuppan 
D, Herbst H. Focal overexpression of insulin-like 
growth factor 2 by hepatocytes and cholangiocytes 
in viral liver cirrhosis. Br J Cancer  2003; 88: 733-739

28	 Scharf JG, Ramadori G, Dombrowski F. Analysis 
of the IGF axis in preneoplastic hepatic foci and 
hepatocellular neoplasms developing after low-
number pancreatic islet transplantation into the 
livers of streptozotocin diabetic rats. Lab Invest 2000; 
80: 1399-1411

29	 Sohda T, Iwata K, Soejima H, Kamimura S, Shijo H, 
Yun K. In situ detection of insulin-like growth factor 
II (IGF2) and H19 gene expression in hepatocellular 
carcinoma. J Hum Genet  1998; 43: 49-53

30	 Uchida K, Kondo M, Takeda S, Osada H, Takahashi 
T, Nakao A, Takahashi T. Altered transcriptional 
regulation of the insulin-like growth factor 2 gene 
in human hepatocellular carcinoma. Mol Carcinog 
1997; 18: 193-198

             电编  张敏  编辑  潘伯荣

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

                                                                                                                                             
                • 消息 •

更正与说明专栏

本刊讯  《世界华人消化杂志》为了对同行评议、编辑、校对、审读、文章价值等质量进行跟踪报道, 特设

“更正与说明”固定专栏, 包括“事实纠错”、“文字更正”、“解释说明”三个子栏目, 不仅对前一期或近

期出现的文字差错和事实错误进行更正、就引发歧义或晦涩难懂之处做解释说明, 而且针对文章的学术水平

等进行讨论. 在此, 我们热烈欢迎读者、作者、编委等积极审读《世界华人消化杂志》, 给更正与说明栏目投

稿. 

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

                                                                                                                                             
                • 消息 •

专家门诊

本刊讯 《世界华人消化杂志》特设“专家门诊”固定专栏为广大消化病患者搭建一个信息平台, 欢迎副主任欢迎副主任

医师以上的消化内科、普通外科专家为专栏撰稿(附单位介绍信), 免收出版费, 写作格式如下:为专栏撰稿(附单位介绍信), 免收出版费, 写作格式如下:附单位介绍信), 免收出版费, 写作格式如下:), 免收出版费, 写作格式如下:免收出版费, 写作格式如下:, 写作格式如下:

胃溃疡诊断和治疗

个人简介( 附3.5 cm × 5 cm照片一张)

通信作者（包括邮政编码、工作单位、部门、科室、机构全称、地址、所在省市、E-mail）

0 引言

1 诊断

2 治疗

3 特色

4 门诊时间



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年5月8日; 14(13): 1272-1276
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH 

复方中药益肝康抑制肝星状细胞增殖的作用机制

张亚平, 姚希贤, 刘晓玲, 赵 霞

张亚平, 姚希贤, 赵霞, 河北医科大学第二医院消化内科 河
北省石家庄市 050000
刘晓玲, 沧州市中西医结合医院内科 河北省沧州市 061001
张亚平, 2003级河北医科大学博士生, 副主任医师, 目前主要从
事肝纤维化研究.
通�����讯����作者��: 姚希贤, 050000, 河北省石家庄市, 河北医科大学第
二医院消化内科. gracezhangyaping@yahoo.com.cn 
电话�� �������������: 0311-87814356
收稿日期�� �������������� ������ ����������: �������������� ������ ����������2006-02-16    接受日期�� ����������: ����������2006-03-20

Inhibition of Yigankang on 
proliferation of rat hepatic 
stellate cells induced by 
interleukin-1β

Ya-Ping Zhang, Xi-Xian Yao, Xiao-Ling Liu, Xia Zhao

Ya-Ping Zhang, Xi-Xian Yao, Xia Zhao, Department of 
Gastroenterology, the Second Hospital of Hebei Medical 
University, Shijiazhuang 050000, Hebei Province, China
Xiao-Ling Liu, Cangzhou Hospital of Integrated Traditional 
Chinese and Western Medicine, Cangzhou 061001, Hebei 
Province, China
Correspondence to: Dr. Xi-Xian Yao, Department of 
Gastroenterology, the Second Hospital of Hebei Medical 
University, Shijiazhuang 050000, Hebei Province, 
China. gracezhangyaping@yahoo.com.cn
Received: 2006-02-16    Accepted: 2006-03-20 

Abstract
AIM: To study the mechanism of Yigankang in 
the proliferation inhibition of rat hepatic stellate 
cells (HSCs).

METHODS: The activation of JNK pathway was 
detected by Western blot, while the proliferation 
of HSCs was induced by interleukin-1β (IL-1β). 
The effect of JNK inhibitor SP600125 was mea-
sured by cell counting kit-8 (CCK-8) and AP-1 
activity was evaluated by electrophoretic mobil-
ity shift assay�.

RESULTS: Interleukin-1β up-regulated the pro-
liferation of HSCs. After stimulation of IL-1β for 
24 h, HSC proliferation increased significantly as 
compared with that in the controls (1.573 ± 0.026 
vs 1.390 ± 0.073, P = 0.000). After treatment with 
different concentrations of SP600125 (10 µmol/L, 
1.427 ± 0.113; 20 µmol/L, 0.772 ± 0.093; 40 µmol/
L, 0.675 ± 0.074), HSC proliferation induced by 

IL-1β decreased significantly in comparison with 
that in the controls (1.560 ± 0.110) (P = 0.03; P = 
0.000; P = 0.000). IL-1β activated JNK pathway 
in a time-dependent manner in rat HSCs. After 
stimulation of IL-1β for 0, 5, 15, 30, 60 and 120 
min, the JNK activities were 0.982 ± 0.299, 1.501 
± 0.720, 2.133 ± 0.882, 3.360 ± 0.452, 2.181 ± 0.789, 
1.385 ± 0.368, respectively. In comparison with 
those in the cells without IL-1β, JNK activities 
differed significantly at 15, 30 and 60 min (P = 
0.002, P = 0.000, P = 0.001). Yigankang inhibited 
the activities of JNK (1.610 ± 0.242 vs 3.360 ± 0.452, 
P = 0.000) and AP-1 (342.43 ± 85.77 vs 597.70 ± 
83.96, P < 0.01) obviously.

CONCLUSION: IL-1β can stimulate the prolif-
eration of rat HSCs, and JNK signaling path-
way was involved in the process. Yigankang 
can inhibit HSC proliferation induced by IL-1β 
through JNK/AP-1 pathway.

Key Words: Yigankang; JNK/AP-1 signal transduc-
tion; Interleukin-1β; Hepatic stellate cells; Prolifera-
tion

Zhang YP, Yao XX, Liu XL, Zhao X. Inhibition of 
Yigankang on proliferation of rat hepatic stellate cells 
induced by interleukin-1β. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(13):1272-1276

摘要
目的: 探讨活血化瘀复方中药益肝康抑制大
鼠肝星状细胞(HSC)增殖的作用机制. 

方法: 采用IL-1β激活HSC, 应用Western blot
检测JNK的活化程度; 应用活细胞计数试剂盒
-CCK-8检测HSC增殖并观察JNK特异性阻断
剂SP600125对IL-1β促HSC增殖的影响. 应用
凝胶电泳移动抑制法测定AP-1的活性. 

结果: IL-1β有明显促大鼠HSC增殖作用, IL-
1β作用培养的HSC 24 h后, 吸光值明显高于
对照组(1.573±0.026 vs  1.339±0.073, P  = 
0.000); 经JNK特异性阻滞剂SP600125预处理
后, IL-1β促HSC增殖作用受到抑制, SP600125
浓度为10, 20及40 mmol/L时, 吸光值分别为

®

■背景资料
HSC为肝脏ECM
产生的主要细胞, 
其活化、增殖是
肝纤维化发生的
中心环节.
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■研发前沿
IL-1在促进HSC
活化、增殖等过
程中发挥重要作
用 .  I L - 1 作 用 于
HSC后如何使之
激活并促进HSC
增殖, 信号分子在
细胞内如何转导
是当前学者们探
究的热点问题之
一.

1.427±0.113, 0.772±0.093, 0.675±0.074, 与
对照组(1.560±0.110)相比其增殖反应均明
显降低(P  = 0.03; P  = 0.000; P  = 0.000); IL-1β
可激活大鼠HSCs JNK信号蛋白, 并呈现出一
定的时相变化. IL-1β作用HSCs后0, 5, 15, 30, 
60及120 min, JNK活性分别为0.982±0.299, 
1.501±0.720, 2.133±0.882, 3.360±0.452, 
2.181±0.789, 1.385±0.368. 与0(未加IL-1β)相
比, 15 min, 30 min及60 min均有显著差异(P  
= 0.002, P  = 0.000, P  = 0.001). 益肝康可抑制
IL-1β诱导的HSCs JNK活性(1.610±0.242 vs  
3.360±0.452, P  = 0.000); 益肝康可抑制IL-1β
诱导的HSCs AP-1活性, 经益肝康预处理HSCs 
1 h后, AP-1活性明显受到抑制(342.43±85.77 
vs  597.70±83.96, P  = 0.005).

结论: IL-1β可刺激HSC增殖, 细胞内JNK信号
转导通路参与了IL-1β促HSC增殖作用; 益肝
康可通过阻滞JNK/AP-1通路, 抑制HSC增殖.

关键词: 益肝康; JNK/AP-1信号转导通路; 白细胞介

素-1β; 肝星状细胞; 增殖
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)为产生肝

脏细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的主

要细胞, 其活化、增殖是肝纤维化发生的中心

环节[1]. 丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)通路在转导细胞外信号入

核的过程中发挥重要作用, 目前已证实, 在哺乳

动物中有ERK, JNK, P38, ERK5等4个MAPK家

族成员[2-5]. 其中JNK能被多种炎性刺激因子所

激活, 并对炎症的发生、发展起重要作用[6-7]. 激
活蛋白-1(activator protein-1, AP-1)是具有多向性

调节作用的核转录因子, 广泛参与许多基因, 特
别是免疫炎症相关基因的转录调节. 许多研究

均已证实, 以丹参等活血化瘀药为主组方的益

肝康可通过抑制HSC活化, 增殖而发挥抗肝纤

维化作用[8-11]. 我们以白细胞介素-1β(interleukin-
1β, IL-1β)为刺激因子, 通过测定益肝康对体外

培养的大鼠HSC JNK, AP-1活性的影响, 进一步

阐明该药抗肝纤维化的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 IL-1β购自英国PeproTech公司, JNK特

异性阻断剂SP600125购自美国Sigma公司, 小
鼠抗人P-JNK mAb购自美国Santa Cruz公司, 兔
抗人多克隆β-actin抗体购自北京中衫金桥生物

公司, HRP标记的山羊抗小鼠IgG抗体、山羊抗

兔IgG抗体及ECL发光试剂盒均购自北京中山

生物技术公司, 活细胞计数试剂盒-CCK-8(cell 
counting kit-8)试剂购自日本株式会社同仁化

学研究所, LightShift Chemiluminescent EMSA 
kit购自美国Pierce公司, RPMI 1640培养基购自

Gibco公司, 新生牛血清购自杭州四季青生物制

品公司. 中药购自石家庄市乐仁堂大药房. 益肝

康由丹参、当归、赤勺、黄芪等9味中药组成, 
生药浸泡过夜, 文火煮3次, 药液离心去杂质, 置
于旋转蒸发仪上蒸去水分. 浓缩药液再次离心去

杂质后按1∶3体积比加入950 mL/L乙醇4℃沉

淀过夜, 去除蛋白成分, 将上清药液再置于旋转

蒸发仪上蒸去乙醇和水制成中药浸膏. HSC细胞

株CFSC由美国Greenwel教授建株并惠赠, 其表

型为活化的HSCs. 将冷冻保存于液氮中的HSC
细胞株复苏后接种于含100 mL/L新生牛血清、

100 kU/L青霉素、100 kU/L链霉素、4 mmol/L
谷氨酰胺及1 mmol/L HEPES的RPMI 1640培养

液中, 37℃ 50 mL/L CO2条件下培养. 培养箱中

孵育至细胞80%-90%汇合时, 弃培养液, 换不含

血清的RPMI 1640培养液继续培养12 h, 使细胞

基本同步于G0期后进行实验.
1.2 方法 (1)IL-1β对大鼠HSC增殖的影响. 根据

预实验结果, 加入IL-1β(10 mg/L)培养, 于24 h后
检测HSC增殖情况, 并与对照组比较; (2)IL-1β作
用大鼠HSC时JNK活性的时相观察及益肝康对

JNK活性的影响; 加入IL-1β(10 mg/L)培养, 0, 5, 
15, 30, 60, 120 min分别检测p-JNK及β-actin活
化程度. 益肝康组预先用益肝康浸膏(2 g/L)预
处理1 h后再加入IL-1β(10 mg/L)培养, 30 min
后检测p-JNK及β-actin活化程度; (3)SP600125抑
制IL-1β促HSC增殖作用的观察: 先予不同浓度

SP600125(10, 20, 40 mmol/L)预孵育30 min后, 
再加入IL-1β(10 mg/L)培养24 h后, 检测HSC增
殖情况, SP600125配制方法参照文献[12]. 对照

组预先加入SP600125溶剂-10 g/L二甲基亚砜

(DMSO)预孵育30 min, 再加入IL-1β(10 mg/L)
培养24 h后, 检测HSC增殖情况; (4)益肝康对

IL-1β作用大鼠HSC后AP-1活性的影响: 分对照

组、IL-1β组及益肝康+IL-1β组, 益肝康+IL-1β
组预先用益肝康浸膏(2 g/L)预处理1 h, 后与IL-
1β组同时加入IL-1β(10 mg/L)培养, 2 h后3组均
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■创新盘点
本文通过测定胞
内信号分子JNK
及 核 转 录 因 子
AP-1, 阐明IL-1在
HSC中的信号转
导 通 路 ,  并 阐 述
“益肝康”抗肝
纤维化的机制.

检测AP-1活性. 
1.2.1 活细胞计数试剂盒-CCK-8检测HSC增殖  
于96孔板培养HSC, 24 h后每孔加入CCK-8试剂

10 mL, 继续培养3 h后在酶标仪上读取450 nm
的吸光度. 用吸光值(absorbance value, A  value)
表示. 每组设6个重复孔, 另设空白孔调零[13]. 
1.2.2 Western blot检测JNK及β-actin活性 培养于

培养瓶中的HSC细胞达到实验要求后, 用细胞

刮刀收集细胞, 4℃ 3000 r/min离心10 min. 弃上

清, 加入200 mL改良的RIPA裂解缓冲液, 混合

器上充分振荡后, 冰上静置30 min, 4℃ 10 000 
r/min离心10 min, 取上清并用考马斯亮蓝试剂

盒进行蛋白定量. 取含80 mg不同体积的蛋白, 
100 g/L SDS-PAGE电泳后转膜至硝酸纤维素

膜, 封闭液中4℃过夜. TPBS洗膜后加入小鼠抗

人p-JNKmAb(1∶200)或兔抗人β-actin多克隆抗

体(1∶200), 置摇床室温5 h. TPBS振摇洗膜后, 
再分别用HRP标记的山羊抗小鼠IgG抗体、山

羊抗兔IgG抗体, 室温摇动孵育2 h. 洗膜后, 暗
室中加入ECL发光剂作用适当时间后, X线胶

片曝光30 s-数分钟, 进一步显影、定影后即可

见成像条带. 每组实验均重复6次. 采用Gel-Pro
凝胶分析软件对Western印迹结果进行半定量

分析, 读取各电泳条带的吸光度代表蛋白质的

含量, 以磷酸化JNK1、JNK2表示JNK的活化产

物, β-actin为内参照, JNK1、JNK2的平均值与

β-actin的比值(p-JNK/β-actin)代表JNK的活化

程度. 
1.2.3 凝胶电泳移动抑制实验测定A P-1活性  
P B S洗涤细胞后 ,  测量压紧后细胞沉淀体积

(pressed cell volume, PCV), 用5倍PCV的buffer 
A(10 mmol/L HEPES pH 7.9, 10 mmol/L KCl, 
1.5 mmol/L MgCl2, 0.5 mmol/L DTT, 0.5 mmol/
L PMSF, 5 g/L NP-40)裂解细胞, 1850 r/min低
温离心10 min. 将细胞沉淀重悬于3倍原PCV
的buffer B中(成分同buffer A, 但无NP-40), 冰浴

10 min, 3000 r/min低温离心15 min沉淀细胞

核. 测量离心后压紧的细胞核沉淀体积(pressed 
nuclear volume, PNV), 用2/3 PNV的buffer 
C(20 mmol/L HEPES pH 7.9, 10 mmol/L KCl, 
1.5 mmol/L MgCl2, 200 mL/L甘油, 0.2 mmol/L 
EDTA, 0.5 mmol/L DTT, 0.5 mmol/L PMSF)和
1/3 PNV的buffer D中(成分同buffer C, 但KCl
为400 mmol/L)重悬细胞核, 冰浴震荡60 min, 
15 000 r/min低温离心30 min, 收集上清即细胞

核蛋白. 用考马斯亮蓝G250试剂盒测定蛋白浓

度. 生物素标记的AP-1同源寡核甘酸片段(北
京赛百盛生物有限公司)为: 5'-TTC CGG CTG 
ACT CAT CAA GCG-3'; 3'-AAG GCC GAC TGA 
GTA GTT CGC-5'. 取10 mg核蛋白按LightShift 
Chemiluminescent EMSA kit说明书进行结合反

应、60 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳及转膜. 暗室中

加入发光剂作用适当时间后, X线胶片曝光30 s-
数分钟, 进一步显影、定影后即可见成像条带. 
每组实验均重复3次. 采用Gel-Pro凝胶分析软件

对电泳条带进行半定量分析, 读取各电泳条带

的吸光度代表AP-1的相对活性.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 利用

SPSS 11.0软件进行统计分析. 两组间比较采用

独立样本t检验, 多组间比较采用单因素方差分

析(one-way ANOVA), 有显著差异者进一步用最

小显著差值法进行两两比较.

2  结果

2.1 IL-1β促进大鼠HSC增殖 IL-1β(10 mg/L)作
用培养的HSC 24 h后, 应用CCK-8检测, 吸光值

(1.573±0.026)明显高于对照组(1.339±0.073), 
统计学处理有极显著性差异(P = 0.000<0.01).
2.2 益肝康抑制IL-1β激活大鼠HSC JNK通路 IL-
1β(10 mg/L)刺激5 min后, 即见JNK活化增强

(1.501±0.720), 但无统计学意义, 15 min时明显

增强(2.133±0.882), 30 min时达到高峰(3.360
±0.452), 随后有所降低, 60 min时仍保持较高

的活化状态(2.181±0.789), 120 min后则基本恢

复正常水平(1.385±0.368), 与对照组(0.982±
0.299)相比, 15, 30及60 min均有显著性差异(P = 
0.002<0.01, P = 0.000<0.01, P = 0.001<0.01). 益
肝康组JNK活性明显受到抑制(1.610±0.242), 
与5相比有显著性差异(P = 0.000<0.01, 图1).
2.3 SP600125抑制IL-1β促HSC增殖 经SP600125
预处理后 ,  I L-1β促H S C增殖作用受到抑制 , 
SP600125浓度为10, 20及40 mmol/L时, 吸光

值分别为1.427±0.113, 0.772±0.093, 0.675±

1      2       3     4       5      6       7

p-JNK2  55 kDa

p-JNK1  46 kDa

b-actin  43 kDa

图  1  益肝康抑制IL-1β诱导的HSC JNK活性 (Western blot). 
1: 益肝康+IL-1β; 2: 对照组; 3: IL-1β 5 min; 4: IL-1β 15 
min; 5: IL-1β 30  min; 6: IL-1β 60 min; 7: IL-1β 120 min.
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■应用要点
本研究发现阻断
HSC的JNK/AP-1
通路可抑制HSC
增殖, 此有助于抗
肝纤维化新药的
研发.

0.074, 与对照组(1.560±0.110)相比其增殖反应

均明显降低(P = 0.03<0.05, P = 0.000<0.01, P = 
0.000<0.01).                      
2.4 益肝康对HSC AP-1活性的影响 EMSA结

果显示, 正常对照组HSC内有低水平的AP-1活
化, IL-1β(10 mg/L)作用HSC 2 h后, AP-1与寡

核苷酸探针结合的滞后带较前明显增粗(597.70苷酸探针结合的滞后带较前明显增粗(597.70酸探针结合的滞后带较前明显增粗(597.70
±83.96 vs  290.03±30.77, P = 0.002<0.01), 提
示IL-1可诱导HSC AP-1活性增强; 而用益肝

康预处理的H S C A P-1滞后带较 I L-1β组显

著变浅(342.43±85.77 vs  597.70±83.96, P = 
0.005<0.01), 抑制率为42.71%(图2).

3  讨论

多种损害肝脏因素如病毒、药物、酒精以及机

械性损伤等导致肝损伤, 在肝细胞炎症、坏死

刺激下, 相关细胞分泌多种细胞因子, 如转化生

长因子(transforming growth factor, TGF)、血小

板衍生生长因子(platelet derived growth factor, 
PDGF)、TNF、IL-1、IL-6等, 这些细胞因子所

蕴涵的信息, 需通过HSC胞内信号转导系统传

递, 在某些转录因子的作用下, 转导信号入核, 
从而启动DNA复制、转录及翻译表达过程, 实
现HSC活化、增殖、转型并分泌ECM, 最终导

致肝纤维化的发生[14-17]. 早期肝纤维化是一个可

逆的过程, 不少研究表明中药复方抗肝纤维化

具有多途径、多层次、多靶点的综合药理学作

用[18-19], 我们探讨益肝康是否能通过干预HSC胞
内或核内的信号转导过程, 达到抑制肝纤维化

发生、发展的目的. 本设想的证实将为抗肝纤

维化研究提供新思路. 
IL-1为一种具有多种生物学功能的强有力

的促炎细胞因子, 几乎作用于所有体内细胞, 调
节炎症及多种反应[20-23]. 本结果显示, IL-1β作用

于HSC后, HSC增殖反应明显增强(1.573±0.026, 
P <0.01). 表明IL-1β具有促HSC活化增殖作用, 为
肝纤维化发生的重要致病因子. MAPK是生物

体内重要的信号转导系统之一, 参与介导细胞

生长、分裂、增殖等多种过程. 在哺乳动物细

胞中已成功克隆了ERK, JNK/SAPK, p38MAPK, 
ERK5/BMK1四个MAPK亚族. 这些MAPK亚族

能被多种炎性刺激所激活, 并对炎症的发生、

发展起重要作用[24-27]. 本研究显示, IL-1β可在短

时间内激活JNK通路, 刺激5 min后,  JNK开始活

化, 30 min时达到高峰, 随后逐渐降低, 2 h后基

本恢复正常水平. 而IL-1β作用24 h后, HSC才明

显增殖; 应用特异性JNK阻断剂SP600125预处理

HSC后再给予IL-1β进行刺激, 结果显著抑制了

IL-1β的促HSC增殖作用, 且SP600125浓度越高, 
抑制HSC增殖作用愈加明显. 表明JNK活化受到

阻断后,  IL-1β的促HSC增殖作用明显受到抑制, 
进一步说明JNK信号转导通路在IL-1β促HSC增
殖中发挥重要作用. 

AP-1作为转录调节蛋白, 将细胞外刺激信

号传导至细胞核, 激活AP-1位点的靶基因转录. 
AP-1为Jun家族成员(c-jun, JunB, JunD)组成的

同源二聚体, 或Jun家族与Fos家族(c-fos, FosB, 
△FosB, Fra1, Fra2)组成的异源二聚体[28]. 许多

基因(如转化生长因子-β、纤维连接蛋白、层

连蛋白、TIMP)的启动子中均存在与AP-1结合

的DNA序列. AP-1与之结合即可调节该基因的

转录. 因此AP-1活化在细胞增殖、转化及ECM
合成中发挥重要作用[29-30]. 我们发现, IL-1β刺激

HSC后AP-1活性明显增高, 表明IL-1β可通过激

活AP-1发挥生物学作用. 
中药复方益肝康系重用丹参, 辅以当归、赤

勺等活血化瘀, 并用黄芪等益气健脾药而成. 大
量临床与实验研究表明, 该药具有消除症状、

改善肝功能等作用. 并可抑制HSC活化增殖, 促
进HSC凋亡, 并有抗脂质过氧化、保护肝细胞

等功能[31-33]. 此前我们的研究也发现, 益肝康全

方、拆方及丹参单味药对IL-1β诱导的HSC增殖

均具有明显的抑制作用 ,  但抑制作用逐渐递

减[34]. 说明丹参是益肝康全方中抑制HSC增殖

的主要成分, 可能系主药. 而全方对HSC增殖具

有更为显著的抑制作用, 可能与药物科学配伍

后的相辅相乘作用使抗肝纤维化有效成分增加

有关, 充分体现了中医基础理论君臣佐使的优

势. 为进一步探讨其作用机制, 我们观察了益肝

康对IL-1β作用后HSC JNK通路及AP-1活性的

影响. 结果表明益肝康可明显抑制体外培养的

图  2  益肝康抑制IL-1β诱导的HSC AP-1活性 (EMSA). 1: 阴
性对照; 2: 对照组; 3: IL-1β; 4: 益肝康+IL-1β; 5: 竞争实验.

1              2           3          4           5

AP-1

Free
probe

■名词解释
君臣佐使: 为中医
基础理论中中药
合理配伍的原则, 
即中药组方讲究
根据药性药效配
合, 这样就会达到
单味药所不及的
特殊功效, 以发挥
中药的强大疗效. 
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■同行评�价
本文应用免疫学
和分子生物学方
法探讨活血化瘀
中药复方益肝康
抑制肝星状细胞
增殖、抑制肝脏
纤维化的分子生
物学和免疫学机
制, 对肝脏纤维化
的临床中医药研
究和治疗有一定
指导意义. 论文题
目合理, 切题, 实
验方法简单可靠, 
结论可信.

HSC中JNK的活性, 并减弱AP-1的活化. 以上表

明益肝康可通过JNK/AP-1通路抑制IL-1β诱导

的HSC增殖. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of meloxicam, a 
nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID), 
on the expression of vascular endothelial growth 
factor (VEGF) and angiopointin-2 (Ang-2) in 
colon carcinoma cell line HT-29.

METHODS: The cultured HT-29 cells were treat-
ed with different concentrations of meloxicam 
(100, 200, 400, 800 μmol/L) for different time. 
The proliferation of HT-29 cells was detected 
by Cell Counting Kit 8 (CCK8). Cell cycle was 
detected by flow cytometry. The levels of VEGF 
and Ang-2 protein in the supernatants were 
determined by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) and the expression of VEGF and 
Ang-2 mRNA in HT-29 cells were examined 

by real-time quantitative reverse-transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR)�.

RESULTS: Meloxicam inhibited the prolifera-
tion of HT-29 cells in a concentration- and time-
dependent manner (P = 0.000→0.029; 0.000→
0.043), and the proliferating activity was de-
creased with the increase of concentration and 
prolonging of action time. Meloxicam changed 
the cycles of HT-29 cells in a concentration-de-
pendent manner, and the number of cells at G0/
G1 phase was significantly increased (P = 0.000→
0.015). The levels of VEGF and Ang-2 protein in 
supernatants were reduced gradually with the 
increase of concentration or action time (P = 0.000
→0.018; 0.000→0.028). The expression of COX-2, 
VEGF and Ang-2 mRNA were also reduced with 
the increase of Meloxicam concentration (P = 
0.000→0.025).

CONCLUSION: Meloxicam can reduce the ex-
pression of VEGF and Ang-2 at the levels of pro-
tein and mRNA in colon carcinoma cell line.

Key Words: Meloxicam; Colon carcinoma cell line; 
Vascular endothelial growth factor; Angiopoietin-2
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摘要
目的: 研究C O X-2选择性抑制剂美洛昔康
(m e l o x i c a m)对结肠癌细胞H T-29生长及
血管内皮生长因子 (V E G F)和血管生成素
-2(angiopoietin-2, Ang-2)表达的影响. 

方法: 分别用100, 200, 400, 800 μmol/L美洛
昔康对细胞进行干预后, 采用CCK-8活细胞
计数法检测细胞增殖, 流式细胞术检测细胞
周期, ELISA测定细胞培养上清液中VEGF, 
Ang-2的蛋白含量, 实时荧光定量PCR检测细
胞COX-2, VEGF, Ang-2 mRNA含量. 

结果: 美洛昔康作用不同时间后, 对HT-29细
胞具有细胞毒作用, 细胞增殖活性随浓度增
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■背景资料
大肠癌是人类最
常见的恶性肿瘤
之一, 其发病率和
死亡率呈逐年增
高的趋势, COX-2
被认为与大肠癌
的早期发病及发
生、发展, 包括肿
瘤血管生成有密
切 关 系 .  随 着 对
大肠癌发病机制
从细胞、分子水
平上的进一步认
识, 一些针对肿瘤
的靶点药物不断
出现, COX-2选择
性抑制剂即为其
中之一. VEGF和
A n g - 2 可以特异
性作用于血管内
皮细胞, 目前对于
COX-2和VEGF关
系的研究相对较
多, 而与Ang-2关
系研究相对较少.



加、时间延长逐渐降低(P 值: 0.000→0.029;  
0.000→0.043), 呈现量-效、时-效关系. 并且美
洛昔康呈浓度依赖性改变细胞周期分布, G0/
G1期细胞比例增加(P 值: 0.000→0.015). 上清
液中VEGF和Ang-2蛋白含量明显降低, 存在
时间和浓度依赖性(P 值: 0.000→0.018; 0.000
→0.028). 细胞COX-2, VEGF和Ang-2 mRNA
表达亦明显降低(P 值: 0.000→0.025), 也存在
浓度依赖性.

结论: 美洛昔康能够在蛋白、核酸水平上抑
制结肠癌细胞分泌VEGF和Ang-2, 从而抑制
肿瘤血管生成.

关键词: 美洛昔康; 结肠癌; 环氧合酶2; 血管内皮生

长因子; 血管生成素-2

陶凯雄, 张宁, 王国斌, 吴相柏. 美洛昔康对结肠癌细胞

V E G F和a n g i o p o i e t i n-2表达的影响.  世界华人消化杂志  

2006;14(13):1277-1282

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1277.asp

0  引言

环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)与多种肿

瘤的发生、发展密切相关, 研究发现COX-2抑
制剂可抑制肿瘤血管生成及肿瘤的生长, 但其

机制尚不完全清楚. 血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)及血管生成素

2(agiopoietin-2, Ang-2)可特异性作用于血管内皮

细胞, 在血管生成及维持血管平衡中起重要作

用. 我们在细胞水平检测COX-2选择性抑制剂美

洛昔康(meloxicam)对结肠癌细胞VEGF和Ang-2
表达的影响, 以探讨其抗肿瘤的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞系H T-29由本院普外

实验室保存 .  美洛昔康由中南民族大学梅之

南博士惠赠 ,  二甲基亚砜 (D M S O)助溶 ,  终
末浓度≤10 g/L; D M E M、D M E M+F12培养

基、小牛血清、DMSO及胰酶购自GIBCO公

司. 活细胞计数试剂盒CCK-8(Cel l Count ing 
Kit-8)购自Kumamoto Techno Research Park公
司. 人VEGF及Ang-2 ELISA试剂盒为R&D公

司产品. Tr i zo l试剂盒、Taq酶、dNTPs购自

Promega公司, 引物及荧光探针由PRIMER5.0
软件设计、上海Invi t rogen公司合成. COX-2
上游引物5'-GAGGTGTATGTATGAGTGTG
G-3', 下游引物5'-CCCTTGAAGTGGGTAA
GTATG-3', 相应Taq MAN探针序列5'-FAM-
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TAT T T C T G A A A C C C A C T C C A A A C A C-
TAMRA-3'; VEGF上游引物5'-TTCTGGGCTG
TTCTCGCTTCG-3', 下游引物5'-CCCCTCTCC
TCTTCCTTCTCT-3', 相应Taq MAN探针序列

5'-FAM-GCTGTTCTCGCTTCGGAGGAGCC-
TAMRA-3'; Ang-2上游引物5'-CAGATTGTTT
TCTTTACTTC-3', 下游引物5'-CTGATATTG
CTTCTTTCCTA-3', 相应Taq MAN探针序列

5'-FAM-CTTGGCCGCAGCCTATAACAACTT-
TAMRA-3'; β-actin上游引物5'-ACCACAGCTG
AGAGGGAA-3', 下游引物5'-GCTCGAAGTCT
AGGGCAA-3', 相应Taq MAN探针序列5'-FAM-
C G T G A C AT TA A A G A G A A G C T G T G C T-
TAMRA-3'.
1.2 方法 结肠癌细胞株HT-29, 用含10 mL/L小
牛血清的DMEM培养基, 置37℃ 5 mL/L CO2孵

育箱中常规培养. 常规消化处于对数生长期的贴

壁细胞, 进行细胞增殖活性测定时, 以1.0×104

个/孔的细胞密度接种到96孔培养板中; 进行细

胞周期检测、药物干预后细胞VEGF和Ang-2蛋
白含量检测及细胞COX-2, VEGF, Ang-2 mRNA
表达检测时, 以4.0×105个/孔的细胞密度接种于

6孔板; 细胞贴壁后换用含不同终浓度美洛昔康

的DMEM+F12培养液继续培养. 设置空白孔, 无
细胞为阴性对照, 无药物作用的细胞为阳性对

照. 将HT-29细胞分为对照组(培养液+细胞)和实

验组(培养液+细胞+不同终浓度美洛昔康), 实验

组中美洛昔康终浓度为100, 200, 400, 800 μmol/
L, 培养24, 48及72 h. 
1.2.1 HT-29细胞增殖活性的检测 用CCK-8试
剂检测细胞增殖活性, 每孔加入CCK-8 10 mL, 
孵育4 h后 ,  以空白孔调零 ,  全自动酶标仪于

450 nm处测定吸光度A值, 参比波长为650 nm. 
抑制率(%) = (1-实验组平均A值/对照组平均A
值)×100%. 
1.2.2 流式细胞术检测细胞周期 实验组与对照

组经药物作用48 h后, 收集制成1.0×108个细胞

/L的单细胞悬液, 4℃预冷的700 mL/L乙醇固定, 
PI染色, 上流式细胞仪进行细胞周期分析.
1.2.3 HT-29细胞VEGF和Ang-2蛋白表达检测 实
验组经药物作用不同时间后, 收集培养上清液, 
按ELISA试剂盒说明书进行操作. 以空白孔调

零, 全自动酶标仪于450 nm处测定吸光度A值. 
1.2.4 HT-29细胞COX-2, VEGF, Ang-2 mRNA表

达检测 实验组与对照组经药物作用48 h后, 分
别从各孔获取1.0×105个细胞, 抽提总RNA, 反

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前在对大肠癌
的研究中, 分子靶
向治疗已成为人
们关注的热点. 大
致可分为: 以肿瘤
区域新生血管为
靶向的治疗, 以肿
瘤细胞为靶向的
治疗, 信号传导抑
制剂(COX-2选择
性抑制剂属于其
中之一)及其他如
以RAS蛋白、Raf
激酶、基质金属
蛋白酶、p53等为
靶点的靶向治疗.
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转录后, 分别同时对COX-2, VEGF, Ang-2及内

参照β-actin进行实时荧光定量PCR扩增, 退火

过程中搜集荧光信号, 每次扩增的同时设置无

cDNA的阴性对照. 扩增结果采用FTC-2000型实

时荧光定量PCR仪自带分析软件分析Ct(Cycle 
threshold)值, 并计算相应ΔΔCt值.

统计学处理 数据用mean±SD表示, 应用

SPSS 11.0统计分析软件, 进行One-way ANOVA
方差分析, LSD法及S-N-K检验, 检验水准α = 
0.05.

2  结果

2.1 HT-29细胞增殖活性 细胞经药物作用后, 增
殖活性降低. 同时相48, 72 h组中, 各实验组细, 72 h组中, 各实验组细72 h组中, 各实验组细

胞增殖活性与对照组比较, 差异有显著性意义

(P <0.05); 且当药物作用72 h后, 随浓度升高, 各
浓度间进行比较, 差异有显著性意义(P <0.05). 
此外在同浓度为100或800 μmol/L时, 各时相间

进行比较, 差异有显著性意义(P <0.05, 表1).
2.2 HT-29细胞周期 流式细胞仪检测显示, 药物

作用48 h后, 呈浓度依赖性改变细胞周期的分

布, G0/G1期细胞比例增加(P <0.05), S期和G2/M
期细胞比例降低(表1).
2.3 HT-29细胞VEGF和Ang-2蛋白表达 同时相

48, 72 h组中, VEGF和Ang-2蛋白表达含量随药

物作用浓度升高而降低. 各浓度组与对照组比

较, 差异有显著性意义(P <0.05), 各浓度间进行

比较, 差异有显著性意义(P <0.05). 同浓度各时

相组比较, VEGF和Ang-2蛋白含量随作用时间

延长, 表达降低, 差异有显著性意义(P<0.05, 表2).
2.4 HT-29细胞COX-2, VEGF和Ang-2 mRNA的

表达 COX-2, VEGF和Ang-2 mRNA表达随药物

作用浓度升高而降低. 各浓度组与对照组比较, 
差异有显著性意义(P <0.05); 各浓度间进行比较, 
差异有显著性意义(P <0.05, 表3).

3  讨论

肿瘤血管生成(tumor angiogenesis, TA)是指肿

瘤细胞诱导的毛细血管生长及肿瘤血液循环建

立的过程, 是实体肿瘤生长、侵袭、扩散转移

的关键, 受多种促血管生成因子及抑制因子的

作用, 并有多种酶、细胞黏附分子的参与. 其
中VEGF和Angs可特异性作用于血管内皮细胞. 
VEGF作为诱导血管生成的重要因子, 主要通过

与两种酪氨酸激酶受体VEGFR-1和VEGFR-2高
度特异性结合, 使受体自身磷酸化而激活细胞

内信号传导通路, 实现生物学效应, 如诱导内皮

细胞增殖、迁移, 调节内皮细胞整合素、组织

     

表  1   美洛西康作用后HT-29细胞增殖活性和周期 (mean±SD)

	                                  细胞增殖活性A 450                                                                  细胞周期 (％)

	              24 h                      48 h                        72 h                         G0/G1                       S                  G2/M

对照组            1.79±0.13         1.94±0.13           2.21±0.20            54.5±0.7          16.0±0.5      29.5±0.4

100 μmol/L     1.78±0.07         1.40±0.37ae              0.98±0.10aef                75.4±1.4a               11.1±1.0      13.5±0.7

200 μmol/L     1.56±0.40         1.24±0.22a                0.78±0.09abef              76.7±0.8a                  9.5±0.8      13.8±1.0

400 μmol/L     1.32±0.37ab            0.82±0.22abce          0.47±0.11abce              81.0±1.6abc              7.2±1.3      11.9±0.4

800 μmol/L     0.94±0.14abc      0.67±0.07abce          0.25±0.03abcdef      83.8±1.3abcd       9.4±1.2        6.6±0.6

分组

     

表  2   美洛西康作用后HT-29细胞VEGF和Ang-2蛋白含量 (ng/L, mean±SD)

	                                        VEGF                                                                             Ang-2

	              24 h                   48 h                     72 h                      24 h                     48 h                  72 h

对照组            1730±40        1933±40          1981±18           2210±130        2467±137      2646±93

100 μmol/L     1660±10        1038±61ae                541±9aef                 2187±65              1585±43ae        793±20aef

200 μmol/L     1597±26a         893±9abe                509±10abef             2123±45                1203±92abe       749±30abef

400 μmol/L     1502±26abc            742±9abce               350±14abcef           1950±46abc           1024±35abce      531±20abcef

800 μmol/L     1147±74abcd      567±10abcde          266±12abcdef     1834±94abc        814±20abcde     423±18abcdef

分组

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.05 vs  100 μmol/L; CP<0.05 vs  200 μmol/L; dP<0.05 vs  400 μmol/L; eP<0.05 vs  24 h; fP<0.05 vs  48 h.

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.05 vs  100 μmol/L; CP<0.05 vs  200 μmol/L; dP<0.05 vs  400 μmol/L; eP<0.05 vs  24 h; fP<0.05 vs  48 h.

■应用要点
本研究采用COX-2
选择性抑制剂美
洛昔康, 观察其作
用于结肠癌细胞
HT-29后, 对细胞
VEGF及Ang-2表
达的影响, 探讨其
抑制肿瘤血管形
成的作用机制. 为
临床上合理、安
全、有效的应用
COX-2选择性抑
制剂来预防和治
疗肿瘤提供一定
的依据. 
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型纤维蛋白溶酶原激活因子、尿激酶型纤维蛋

白溶酶原激活因子、纤溶酶原激活抑制因子以

及间质胶原酶在内的多种蛋白酶激活因子的表

达, 促进胞外基质降解, 增加微血管通透性, 加
速血浆蛋白外渗, 最终导致新的基质及新生血

管腔形成[1-3]. Angs家族有Ang-1, Ang-2, Ang-3, 
A n g-4四位成员, 所起作用各自不同, 其受体

Tie-1, Tie-2的功能也有差异. Ang-1通过激活受

体酪氨酸激酶Tie-2发挥如下功能: (1)抑制内皮

细胞凋亡, 促进内皮细胞生长; (2)促进内皮细胞

出芽, 迁移, 化学趋化[4]; (3)稳定血管防止渗漏等

作用[5-6]. Ang-2不能使Tie-2受体激活, 其功能主

要通过竞争性抑制Ang-1与Tie-2结合, 从而抑制

管壁周围细胞聚集, 使血管壁的可塑性增加, 并
在VEGF的共同作用下, 通过促进PAF等炎性因

子的产生及下调细胞黏附分子PECAM-1和VE-
Adherin的表达[7], 从而形成不稳定渗漏性血管. 
研究还发现在肿瘤发展的不同阶段, VEGF和
Ang-2的浓度处于动态平衡[8-10], 并存在相互协

同作用, 表现为在肿瘤组织血管消退早期, 通过

Ang-2的上调表达, 拮抗Ang-1维持内皮细胞稳

定性的作用, 导致内皮细胞凋亡而出现肿瘤血

管破坏, 肿瘤细胞因缺血、缺氧而坏死; 在缺氧

环境下, 肿瘤细胞分泌更多的VEGF和Ang-2, 并
使Ang-2在VEGF存在的协同下, 促进坏死肿瘤

周围新生血管形成. 
环氧合酶(cyclooxygenase, COX)是催化花

生四烯酸转化为前列腺素(prostaglandin, PG)的
限速酶, 有两种异构酶, COX-1和COX-2. COX-2
为诱导性酶, 可被多种血管内外激活物, 如细胞

因子、生长因子、肿瘤促进剂等诱导产生[11], 在
炎症、组织损伤、肿瘤发生、发展过程中表达

增加[12]. 由于PG参与体内的许多生理和病理过

程, 高水平的PG对多种癌细胞的增殖、侵袭及

转移具有促进作用, 因此环氧合酶被认为在结直

肠肿瘤的早期发病及进展中发挥重要作用[13-14].

近年的研究表明, COX-2可以促进结肠癌细

胞诱生血管生长因子, Tomozawa et al [15]研究发

现COX-2在结肠肿瘤诱导新生血管和远端转移

的过程中发挥重要作用, 这种作用可被COX-2特
异性抑制剂所抑制; Tsujii et al [16]应用内皮细胞

和结肠癌细胞体外共培养的方法发现, COX-2过
表达细胞产生PGs, 并可刺激血管内皮细胞迁移

和体外血管生成; Williams et al [17]则发现, 缺乏

COX-2表达的小鼠也缺乏VEGF的表达, 会减少

肿瘤血管形成和减缓肿瘤生长, COX-2抑制剂可

通过减少肿瘤细胞VEGF的产生来防止VEGF诱
导的内皮细胞MAPK(促分裂原活化蛋白激酶)
途径的活化.

COX-2不仅在肿瘤细胞内, 而且在肿瘤组织

中的新生血管内皮细胞强烈表达, 对大量临床

肿瘤标本的研究发现, COX-2与肿瘤血管生成密

切相关, 在结肠癌[18]、胃癌[19]、胰腺癌[20]、食管

癌[21]、肝癌[22]、肺癌[23]、膀胱癌[24]、乳腺癌[25]、卵

巢癌[26]和头颈部恶性肿瘤[27]等均存在与COX-2
表达相关的VEGF高表达和/或肿瘤微血管密度

(MVD)的增加及不良预后; 运用COX-2选择性抑

制剂可显著抑制肿瘤组织的血管生成. 在肿瘤

血管形成的过程中, COX-2首先诱导肿瘤细胞, 
单核巨噬细胞等产生以VEGF为主的促血管生

成因子, 促进肿瘤血管生成[28]; 其次, 肿瘤组织

产生的PGE2、PGF2及TXA2等直接或间接促进

血管生成, 加之PGE2可以增加血管通透性及已

形成血管的血流量, 可进一步促进血管生成; 此
外, Leung et al [29]认为花生四烯酸有诱导细胞凋

亡的作用, 通过抑制磷酯酶A2的活性, 减少花生

四烯酸的生成可抑制凋亡[30], 而内皮细胞内表达

的COX-2也可通过抑制花生四烯酸的积聚, 从而

抑制内皮细胞的凋亡, 促进血管生成; 另外, 肿
瘤细胞迅速生长, 使肿瘤处于相对缺氧的状态, 
缺氧诱导COX-2的产生, 进而诱导肿瘤细胞表达

VEGF, 促进肿瘤血管新生, 从而缓解肿瘤细胞

     

表  3   美洛西康作用于HT-29细胞VEGF和Ang-2 mRNA含量 (ΔΔCt值, mean±SD)

分组	                COX－2	                        VEGF	                           Ang－2

对照组            -0.784±0.285	            -5.168±0.213                -6.90±0.088

100 μmol/L     -2.099±0.446a            -9.226±0.541a           -14.779±0.456a

200 μmol/L     -2.710±0.138ab         -12.285±0.278ab          -17.417±0.249ab

400 μmol/L     -3.840±0.324abc        -15.530±0.236abc         -20.058±0.360abc

800 μmol/L     -6.214±0.479abcd       -22.708±0.267abcd        -21.135±0.165abcd

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.05 vs  100 μmol/L; CP<0.05 vs  200 μmol/L; dP<0.05 vs  400 μmol/L.
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的缺氧状态以维持肿瘤生长. COX-2与血管生成

因子之间的相互调节机制必然会影响到肿瘤血

管生成的病理过程. 
我们发现选择性COX-2抑制剂美洛昔康作

用于HT-29细胞后, 细胞增殖活性随作用浓度

增加、作用时间延长逐渐降低. 但只在作用时

间达48及72 h时, 各实验组细胞增殖活性与对

照组比较, 差异才均有显著性意义(P <0.05); 在
药物作用72 h后, 存在浓度依赖性; 且在低浓度

100 μmol/L和高浓度800 μmol/L时, 存在时间

依赖性. 提示本实验所用浓度的美洛昔康可对

HT-29细胞产生细胞毒性作用, 但仅在一定程度

上表现出量-效、时-效关系, 这可能与不同的

COX-2抑制剂对COX-2的结合力不同、不同肿

瘤细胞体外培养生长具有相对特异性有关. 不
同浓度美洛昔康作用于HT-29细胞48 h后, 呈
浓度依赖性改变细胞周期的分布, G0/G1期细胞

比例增加, S期和G2/M期细胞比例降低, 将细胞

阻滞在G0/G1期. 不同浓度美洛昔康作用不同

时间后, 细胞培养上清液中VEGF和Ang-2蛋白

含量表达明显降低, 具有较好的时间依赖性和

浓度依赖性. 随美洛昔康作用浓度升高, 细胞

COX-2、VEGF和Ang-2 mRNA表达明显降低, 
亦存在浓度依赖性. 提示: 美洛昔康作为一种选

择性COX-2抑制剂, 可通过COX-2依赖途径在蛋

白、核酸水平上抑制结肠癌细胞分泌VEGF和
Ang-2, 从而抑制肿瘤血管生成. 

NSAIDs是一类以抑制COX而抑制前列腺

素(PG)合成为共同作用基础的不同药物的总称. 
近20 a来的研究表明: 其具有明确的抑制胃肠

道肿瘤形成和生长的作用, 可通过下调肿瘤相

关血管因子的表达, 减少COX-2产物PGE2的合

成、降低成纤维细胞的有丝分裂, 从而实现抑

制肿瘤内血管形成的作用[31]. 选择性COX-2抑制

剂在抑制肿瘤重要相关酶COX-2的同时, 对正常

表达的COX-1没有影响, 避免了因保护性PG产

生减少, 胃肠道黏膜破坏和出血情况的发生. 随
着COX-2抑制剂抗肿瘤作用机制的进一步研究, 
及NSAIDs相关衍生物的开发, 其临床应用将具

有更好的合理性、有效性和安全性. 
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects of 
Changyanqing on dextran sulfate sodium(DSS)-
induced colitis and its mechanism.

METHODS: DSS was used to establish the mod-
el of experimental colitis in 40 mice. Then the 
mice were averagely randomized into 4 groups 
(A, B, C, and D). The mice in group A, B, and C 
were treated with Changyanqing, salicylazosul-
fapyridine (SASP), and Changyanqing + SASP, 
respectively, and those in group D served as 
controls. Changyanqing was administratered by 
gastric irragation at a dose of 0.2 mL/(20g•d) for 
7 d. The disease activity index (DAI) and the ac-
tivity of intestinal myeloperoxidase (MPO) were 
observed. The levels of tumor necrosis factor-α 
(TNF-α), interleukin-1β (IL-1β) and IL-6 mRNA 
were detected by semi-quantitative reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR)�.

RESULTS: In comparison with those in the con-
trols, the DAI (1.413 ± 0.835 vs 2.167 ± 0.911, P < 
0.05), and activity of MPO (72.4 ± 0.590 nkat/g 
vs 117.0 ± 0.902 nkat/g, P < 0.05), and the ex-
pression of TNF-α (0.841 ± 0.190 vs 1.320 ± 0.282, 
P < 0.05), IL-1β (0.641 ± 0.095 vs 0.920 ± 0.082, P 
< 0.05), and IL-6 (1.241 ± 0.247 vs 1.620 ± 0.312, 
P < 0.05) mRNA were significantly decreased in 
group A. The above decreases were more signifi-
cant in group C (DAI: 0.608 ± 0.449; MPO: 27.3 ± 
0.211; TNF-α: 0.339 ± 0.081; IL-1β: 0.239 ± 0.073; 
IL-6: 0.639 ± 0.141)(P < 0.01). There was marked 
difference between group A and B (P > 0.05)�.

CONCLUSION: Changyanqing is effective in the 
treatment of DSS-induced colitis, which may be 
associated with the decrease of DAI, MPO activ-
ity, and TNF-α, IL-1β and IL-6 mRNA expres-
sion�.

Key Words: Ulcerative colitis; Dextran sulfate so-
dium; Changyanqing ; Tumor necrosis factor-α; 
Interleukin-1β; Interleukin-6
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mechanism of Changyanqing  in treatment of colitis 
induced by dextran sulfate sodium. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨肠炎清的疗效及其机制. 

方法: 以葡聚糖硫酸钠(DSS)饮水法复制小
鼠实验性结肠炎40只, 随机平均分为4组: 肠
炎清中药组、柳氮磺胺吡啶(SASP)西药组、

肠炎清和SASP中西药结合组和模型组. 观察
肠炎清(灌胃剂量为0.2 mL/(20g•d)、1次/d、
疗程7 d)对疾病活动指数(DAI)和肠组织髓过
氧化物酶(MPO)活性及TNF-α、IL-1β和IL-6 
mRNA表达的影响.

结果 :  与模型组相比 ,  肠炎清可降低D A I 
(1.413±0.835 vs  2.167±0.911, P <0.05)和
MPO活性(72.4±0.590 nkat/g vs  117.0±0.902 
nkat/g, P <0.05), 并降低肠组织TNF-α(0.841
±0.190 vs  1.320±0.282, P <0.05)、IL-1β 
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(0.641±0.095 vs  0.920±0.082, P <0.05)和
IL-6 mRNA (1.241±0.247 vs  1.620±0.312, 
P <0.05)的表达, 中西医结合组以上指标下降
更为明显(DAI: 0.608±0.449; MPO: 27.3±
0.211; TNF-α: 0.339±0.081; IL-1β: 0.239±
0.073; IL-6: 0.639±0.141)(P <0.01). 肠炎清与
柳氮磺胺吡啶(SASP)的作用相当(P >0.05). 

结论: 肠炎清可治疗DSS结肠炎, 其降低肠组
织TNF-α、IL-1β和IL-6 mRNA的表达可能是
其疗效机制之一.
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一组病因不明的慢性肠道炎症性疾病, 包括

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克隆恩

病(Crohn's disease, CD). 其中UC的发病率近年

来有明显增加的趋势. 本病治愈难度大, 且愈后

又常易复发, 已被世界卫生组织列为现代难治

病之一. 我们先前的研究发现, 中药制剂肠炎清

口服并灌肠治疗UC的疗效优于柳氮磺胺吡啶

(SASP)[1]. 为探讨该药的作用机制, 以期为临床

使用提供理论依据, 我们观察了肠炎清对葡聚

糖硫酸钠(dextran sulfate sodium, DSS)所致结

肠炎的疗效以及对肠组织TNF-α, IL-1β和IL-6 
mRNA表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♀BALB/c小鼠40只, 8-10周龄, 
体质量18-22 g, 由中山大学中山医学院实验动

物中心提供. 肠炎清制剂由黄连、黄芪、蒲黄、

白及、元胡按2∶5∶3∶4∶3比例制成, 每mL含
3.375 g生药. 灌胃剂量为33.75 g生药/(kg•d), 即
0.2 mL/(20g•d), 相当于成人剂量的2倍. 由广州市

中医院药房按标准制造工艺加工提供. SASP片
为上海三维制药有限公司产品, 批号: 200106c07, 
SASP碾磨成粉, 配成浓度为50 g/L的混悬液, 灌
胃剂量为0.5 g/(kg•d), 即0.2 mL/(20g•d), 相当

于成人剂量的2倍. DSS(M r36 000-50 000)为ICN 
Biomedicals Inc.产品. Taq DNA聚合酶、AMV逆

转录酶、提取组织总RNA试剂盒为宝生物工程

有限公司产品; TNF-α, IL-1β, IL-6和β-actin引物

由宝生物工程有限公司合成. DSS结肠炎模型参

照Okayasu et al [2]的方法稍加改良. 以30 g/L DSS
代替饮用水给予小鼠饮用, 连续7 d. 
1.2 方法 将40只小鼠随机分为4组. 中药组(n  = 
10)、西药组(n  = 10)、中西药结合组(n  = 10)和
模型组(n  = 10), 均给予30 g/L DSS 7 d, 并于4 d
起分别灌胃给予肠炎清、SASP、肠炎清(中药

组的半量)+SASP(西药组的半量)和等容的生理

盐水, 连续7 d. 观察体质量变化、大便性状及

潜血试验以计算疾病活动指数(disease activity 
index, DAI). 在11 d处死动物, 取下1/2段结肠, 
部分置固定液中固定以作病理检查, 部分置液

氮保存备用. 据Murthy et al [3]方法稍加改良, 计
算DAI(表1). IL-1β引物: 5'-CCA GGA TGA GGA 
CCC AAG CA-3',  3'-CC TTT GTC GTT ACC 
AGC CCT-5', 扩增片段长度为519 bp; TNF-α
引物: 5'-CGA GTG ACA AGC CCG TAG CC-3', 
3'-CC GCT GAC CGC ACA AGT AGG-5', 扩
增片段长度为468 bp; IL-6引物: 5'-CTT CCA 
GCC AGT TGC CTT CT-3', 3'-GG GGT TGA 
AGG TTA CGA GAG-5'扩增片段长度为496 bp; 
β-actin引物: 5'-ACC ACA GTC CAT GAA ATC 
AC-3', 5'-AGG TTT CTC CAG GCG GCA TG-3', 
扩增片段长度为315 bp. 取结肠组织100 mg按
试剂盒步骤提取组织总RNA, 经紫外分光光度

计测量A 260/A 230比值, 计算提取液中RNA含量, 
每例各取2.0 μg 总RNA, 于65℃变性5 min, 依
次加入0.5 mmol/L dNTP, 5×RT Buffer, Random 
Pr imer 100 ng, 反转录酶10 U, 反应体系为

20 μL, 42℃ 40 min, 95℃ 5 min, 将所得TNF-α, 
IL-1β, IL-6和β-actin cDNA于-20℃保存备用. 
PCR反应体系: 取cDNA产物5 μg, 10×PCR 
Buffer,  Taq DNA聚合酶1 U, 反应体系为25 μL . 
TNF-α扩增条件为: 94℃ 2 min, 94℃ 45 s, 50℃ 
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表  1  结肠炎DAI的计算方法

0

1

2

3

4

    (-)

   1-5     

   5-10

 11-15

    >15

正常 

     

松软

     

腹泻

   阴性

     (+)

    (++)

   (+++)

肉眼血便

评分              体质量↓(％)          大便                    出血 

DAI = 体质量、大便性状及出血3项评分之和/3.



45 s, 72℃ 45 s, 循环35次, 72℃ 10 min. 取PCR
扩增产物10 μL, 经20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 在
紫外灯下观察鉴定扩增产物的片段长度, 并拍

照, 用ZL-2000医学图像处理系统对电泳谱带进

行灰度及面积扫描, 将同一标本的TNF-α mRNA
电泳谱带的积分灰度值与β-actin mRNA的灰度

值的比值作为该标本的TNF-α mRNA的半定量

结果. IL-1β和IL-6的结果判断与此相同. 
统计学处理 结果用mean±SD表示, 多组间

比较用方差分析和q检验, 用SPSS10.0统计软件

包进行分析.

2  结果

给予30 g/L DSS 7 d后模型组的所有动物均可

观察到大便松软或腹泻、血便及体质量减轻,体质量减轻,减轻, 
而3个治疗组的大便较成形、血便及体质量减体质量减减

轻较不明显(表2). 各组的疾病活动指数, 中药组

和西药组较模型组明显降低(P <0.05和P <0.01), 
但又高于中西药结合组(P <0.01和P <0.05), 中药

组和西药组之间无明显差别(P >0.05). 
2.1 结肠组织MPO活性 中药组和西药组较模型

组明显降低(P <0.05和P <0.01), 但又高于中西药

结合组(P <0.01和P <0.05), 中药组和西药组之间

无明显差别(P >0.05, 表2). 
2.2 结肠组织TNF-α, IL-1β, IL-6 mRNA表达 中
药组和西药组的表达较模型组明显降低(P <0.05
和P <0.01),  但又高于中西药结合组(P <0.01
和P <0.05), 中药组和西药组之间无明显差别

(P >0.05, 表3, 图1).

3  讨论

治疗UC的传统药物主要有水杨酸类药物、皮质

类固醇和免疫抑制剂. 但这些药物由于副作用

多而大使不少患者不能耐受. 新药5-氨基水杨酸

虽疗效好且副作用少, 但其价格又过于昂贵. 近
年来国内有关中药治疗UC的报道较多, 治疗方

法多样, 疗效显著, 无明显毒副作用, 显示中药

治疗本病的优越性和广阔的前景. 但任何一种

药物治疗都必须有严格的动物实验, 而类似人

类疾病的动物模型对验证药物疗效和研究其作

用机制非常重要. 有关UC的动物模型有很多, 目
前得到公认和广泛用作药物干预的是DSS模型, 
其临床表现和组织学特点类似人类UC[2-5]. 国内

有关中药治疗UC的临床报道虽多, 但开展动物

实验研究的不多, 目前已有个别利用DSS结肠

炎模型验证药物疗效和研究药物作用机制的报

道[6]. 本研究显示, 给予30 g/L DSS 7 d后, 模型

组各动物均出现不同程度的大便松软或腹泻、

血便和体质量减轻, 组织学显示结肠下段糜烂

或溃疡伴黏膜和黏膜下显著的炎症细胞浸润、

部分有隐窝炎, 类似人类UC, 与文献 [2,7]报道

相符. UC与免疫调节异常密切相关, 正常胃肠

道内有大量的抗原物质存在, 如致病菌、正常

菌群、细菌毒素、病毒、代谢的化学物质及食

物等, 这些内容物均可能是潜在的免疫原. 显
然, 肠免疫系统处于一种不断地反应状态, 当机

体免疫功能正常时, 则诱发保护性免疫反应, 炎
症就不会发生. 肠上皮细胞黏膜屏障的破坏为

大量摄取肠抗原创造了条件, 免疫调节失衡是

UC的免疫学特性. Sartor认为, UC的发病机制经

过一系列的步骤, 如始发事件、诱发事件、免

疫调节异常、组织损伤及临床症状. 始发因素
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表  2  中药肠炎清对小鼠DSS结肠炎的DAI和MPO的影响
(mean±SD，n  = 10)

中药

西药

中西药结合

模型

1.413±0.835ad

1.278±0.648bc     

0.608±0.449b

2.167±0.911

  72.4±0.590ad

  62.5±0.408bc

  27.3±0.211b

117.0±0.902

分组                         DAI                         MPO (nkat/g)          

aP <0.05, bP <0.01 vs  模型组; cP <0.05, dP <0.01 vs  中西药结
合组.

1     2     3      4     5

500 bp IL-1b 519 bp

1      2     3      4     5

1000 bp
500 bp IL-6 496 bp

b-actin 315 bp

1    2     3    4     5

1000 bp
500 bp
250 bp
100 bp

TNFa 468 bp
b-actin 315 bp

图  1  结肠组织IL-1β, IL-6, TNF-α mRNA表达的变化. A: IL-
1β; B: IL-6; C: TNF-α. 1: Marker; 2: 模型组; 3: 中药组; 4: 
西药组; 5: 中西药结合组; β-actin 315 bp, 250 bp.

A

B
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可以是感染、毒素、非甾体类固醇药物等, 破
坏了肠上皮屏障使肠组织暴露在大量的肠抗原

中, 在遗传易感的宿主中诱发黏膜免疫反应. 故
肠黏膜慢性失控的炎症是UC的特征, 细胞因子

在此起了重要的作用[8-9]. 近年来对于细胞因子

研究尚多. 细胞因子主要是指由机体免疫细胞

和某些非免疫细胞合成, 分泌的一类具有广泛

生物活性的小分子多肽物质, 作为细胞间的信

号传递分子. 在介导和调节免疫应答及炎症反

应过程中发挥重要作用. 在UC患者的结肠黏膜

中可检测到大量淋巴细胞、浆细胞、巨噬细

胞、中性粒细胞的存在[10], 这些免疫细胞可释

放多种细胞因子. 根据细胞因子的大体作用, 细
胞因子常分为三类: 促炎细胞因子抗炎细胞因

子, 以及生长因子. 促炎细胞因子包括白介素

-1(IL-1), IL-2, IL-6, 1L-8, IL-12, 肿瘤坏死因子

-a(TNF-a), TNF-β, IFN等, 其中多数细胞因子由

单核细胞以及巨噬细胞产生, 参与细胞介导的

免疫反应. 抗炎细胞因子包括IL-4, IL-5, IL-10, 
IL-13等, 主要由T细胞产生, 参与体液免疫反应. 
另一类生长因子包括了增殖刺激因子、转移生

长因子(TGF)、表皮生长因子(EGF)、胰岛素样

生长因子、成纤维细胞生长因子等, 对不同的

细胞具有生长调节和增殖作用. 促炎细胞因子

与抗炎细胞因子之间的平衡失调被视为UC的

一个重要的发病机制 [11-14]. 如果抗炎与促炎因子

的平衡状态被破坏. 如促炎因子一方占优势则

导致疾病的发生. 现已证实细胞因子在局部炎

症反应和免疫反应中起重要作用. IL-1、IL-6、
IL-8和TNF等促炎症细胞因子是公认的能介导

UC发病的细胞因子[9], 且结肠IL-8水平与黏膜组

织的中性粒细胞数成正相关[15-16]. 在活动性UC
的病变部位, IL-1, IL-6, TNF-a及其他细胞因子

如IL-8等均可增高 [17], 且与病变活动性有关. 研
究发现, UC患者致炎细胞因子IL-1b、TNF-a、
IL-6、IL-8明显升高[18-22], 且IL-1b和TNF-a的水

平与疾病活动度及内镜分级相关;  IL-1b是诱导

IBD的肠道炎症的一种非常重要的细胞因子[23], 
Stevens et al [24]报道了从UC患者结肠黏膜分离的

单核巨噬细胞中产生大量的IL-1b, 在UC活动期

明显升高; Breese et al报道在UC活动期TNF-a
的水平在血浆及粪便中升高. IL-1b还可通过自

分泌或旁分泌刺激其他炎症递质如IL-6、IL-8
和TNF-a的产生, TNF-a则可使中性粒细胞聚集, 
内皮细胞黏附分子上调以及增加上皮紧密连接

的通透性和抑制上皮细胞的生长等. IL-6主要由

单核巨噬细胞产生, 有广泛的促炎作用, 如促进

B细胞活化、增生并最终分化为浆细胞, 增加免

疫球蛋白合成; 并能促进T细胞增生、刺激毒性

T细胞反应[25]. 有文献报道[26]: UC时IL-6水平明

显升高, 可与TNF-a和IL-1a相互作用, 导致UC
活动期的特征性炎症反应. 我们的研究显示, 模
型组结肠组织出现TNF-a、IL-1b、IL-6 mRNA
表达, 经肠炎清或SASP或肠炎清加SASP治疗

后, 反映临床表现的DAI和组织学表现得到改

善, 结肠组织TNF-a、IL-1b、IL-6 mRNA表达

明显降低, 其中肠炎清和SASP的疗效相当, 但以

肠炎清加SASP的疗效为最好, 说明中西药结合

的疗效优于单用中药或西药, 而且可以减少肠

炎清和SASP的用药量, 提示有可能减少药物的

副作用. 肠炎清中黄连清热燥湿以治其标, 黄芪

健脾以治其本, 元胡、蒲黄行气化瘀以改善肠

黏膜的微循环, 白芨生肌护膜以修复肠黏膜, 肠
炎清的治疗可降低肠组织TNF-a、IL-1b、IL-6 
mRNA的表达, 结合临床[26]及本动物实验的疗

效, 说明肠炎清对溃疡性结肠炎有显著的治疗

作用, 其机制可能与抑制结肠黏膜损伤, 促进溃

疡修复, 增强机体清除自由基和抗氧化能力, 调
节紊乱的免疫功能有关. 

4      参考文献
1	 吕永慧, 吴崇雅, 孙丽红, 付慧, 陈文剑, 古伟明, 杨洁, 

1286                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R               世界华人消化杂志      2006年5月8日    第14卷   第13期

www.wjgnet.com
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of long-term, low-
dose intra-muscular hepatitis B immunoglobulin 
(HBIg) combined with lamivudine (LAM) in 
patients who received orthotopic liver transpl-
ants (OLT) and have been followed up for acute 
or chronic HBV-related end-stage liver disease.

METHODS: The liver transplantation recipi-
ents (n = 173) who have been followed up and 
received antiviral prophylaxis post-OLT were 
divided into 3 sub-groups according to their 
post-OLT antiviral therapy, which were group A 
(LAM monotherapy, n = 2), group B (HBIg and 
LAM therapy, n = 168) and group C (HBIg and 

ADF therapy n = 3). All the patients received 
LAM treatment for 1 or 2 wk ahead of OLT. Ei-
ther LAM (100 mg) or ADF (adefovir dipivoxil, 
10 mg) was administered orally every day. HBIg 
were administered intravenously during the 
first post-operative week (total 5000 or 10 000 U 
according to HBV copies/L pre-operative) and 
intramuscularly thereafter (400 U per time, the 
interval can be adjusted according to HBsAb 
titer in the blood) to maintain an HBsAb titer > 
300 U/L within 1 mo, > 200 U/L between 2-3 
mo and > 100 U/L beyond 3 mo after operation. 
Mean follow-up period was 20.8 ± 14 mo. The 
periodical investigation for the liver function, 
the serological HBV and the analyses of liver tis-
sues by immunohistochemistry were performed. 
The recurrent HB and the death suffered from 
it were recorded and analyzed in this research. 
The recurrence rates of HBV infection between 
UCLA and our institute were statistically ana-
lyzed�.

RESULTS: Four patients experienced HBV 
recurrence overall. One patient in group A ex-
perienced HBV recurrence (1 week after OLT) 
and positive HBV DNA (2 months after OLT) 
associated with an increase in serum alanine 
aminotransferase. The treatment resistance of 
LAM was defined and the recipient died of the 
multiple organ failure 8 months after OLT. Re-
current HBV appeared in 3 patients, whose HBV 
DNA levels in the pre-OLT blood were more 
than 108 copies/L, in group B (12 d, 12 mo and 1.5 
mo after OLT respectively). The pre- and post-
operative HBeAg and HBV DNA were always 
positive in the first case whose blood HBsAb 
titer was far lower than programming effective 
one. The treatment resistance of HBIg was de-
fined and the patient died of fulminant hepatitis 
11 mo after OLT. The second case became an 
HBsAg carrier after HBV recurrence and was 
dead due to tumor recurrence 15 mo after OLT. 
The third case was fine with the treatment of 
HBIg combined with ADF and was negative for 
HBsAg after 5.5 mo. The HBV mutation might 
exist in both of the second and third case. None 

®

■背景资料
目前OLT是治疗
HBV相关性终末
期肝病非常有效
的 方 法 .  移 植 肝
复发HBV, 其感染
来源可能与血循
环及肝外组织中
的HBV有关 ;  移
植术中及术后大
剂量和长期的激
素和免疫移植剂
的应用, 使病毒的
复制能力增强, 加
速移植肝病毒的
复发 ,  因此在LT
术前、术中和术
后进行抗HBV治
疗对预防HBV的
复发具有关键作
用 .  国 外 研 究 揭
示LAM或HBIg的
单一用药都不能
有效预防OLT后
HBV的复发, 而大
剂量HBIg静滴和
LAM联用可有效
预防HBV复发, 但
费用高、施药不
便. 因此探索符合
我国国情, 效价比
高、低剂量HBIg
和方便的给药途
径非常必要, 以提
高HBV相关性终
末期肝病OLT后
移植体和受者的
生存率.
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of group C had HBV recurrence. The HBV recur-
rence rate under the prophylaxis of HBIg com-
bined with LAM was 1.8% (3/168). Intra-muscu-
lar HBIg was tolerated well in all the cases. The 
study showed no difference between UCLA and 
our institute (χ2 = 0.280 37), and the expenditure 
was 3000-4000 US dollars per year.

CONCLUSION: The low-dose intra-muscular 
HBIg combined with LAM is efficacious in the 
long-term prophylaxis of hepatitis B recurrence 
after OLT. The total expenditure of prophylaxis 
is lower. ADF shows efficacy against the HBV-
YMDD lamivudine-resistant mutation and may 
be a more efficacious agent for the prophylaxis 
of HBV recurrence after OLT.

Key Words: Orthotopic liver transplantation; Hepa-
titis B virus; Hepatitis B immunoglobulin; Lamivu-
dine; Adefovir dipivoxil; Recurrence 

Xia NX, Fu ZR, Qiu BA, Wang ZX, Li XX, Bai G, Yang 
YX, Wang K. Low-dose intra-muscular hepatitis B 
immunoglobulin combined with lamivudine for 
long-term prophylaxis of hepatitis B recurrence after 
liver transplantation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(13):1288-1293

摘要
目的: 评价长期低剂量HBIg im联用LAM预防
急慢性HBV相关性终末期肝病OLT后HBV复
发的效能. 

方法: 肝移植患者173例, 根据OLT后接受的
抗病毒预案分成3组, LAM组(n  = 2)、HBIg+ 
LAM组(n  = 168)和阿德福韦组(ADF, n  = 3). 
所有OLT受者术前至少接受1-2 wk LAM治疗. 
施药剂量, LAM 100 mg/d, 阿德福韦10 mg/
d. 术中和术后1 wk内, HBIg每日静脉给予
(HBV DNA>108 copies/L, 总量10 000 U; 否则
总量5000 U); 此后im HBIg 400 U/次, 并根据
血中HBsAb滴度调整im间隔时间. 1 mo内维
持HBsAb滴度>300 U/L; 3 mo内HBsAb滴度
>200 U/L; 超过3 mo HBsAb滴度>100 U/L. 
定期检测肝功能、血清HBV标志物, 必要时
穿刺肝组织免疫组化检查. 平均随访20.8±
14 mo. 统计3种预案HBV复发的例数并分析
原因; 与国外同期研究结果比较. 

结果: 4例HBV复发. LAM组1例HBV复发, 术
后1 wk HBsAg(+), 术后2 mo HBV(+), 伴ALT
升高, 诊断LAM药物耐受; 术后8 mo死于多
器官功能衰竭. HBIg+LAM组3例HBV复发, 
分别出现在12 d, 12 mo和1.5 mo; 3例患者术
前HBV-DNA>108 copies/L. 第1例术后血中

HBeAg和HBV DNA持续(+), 血中HBsAb滴
度远低于有效预防浓度, 诊断HBIg治疗失败, 
术后11 mo死于爆发性肝炎. 第2例成为乙肝
携带者, 术后15 mo死于肿瘤复发. 第3例HBV
复发后改用HBIg+阿德福韦治疗, 术后5.5 mo 
HBsAg(-), 目前肝功能正常. 第2和第3例可能
存在HBV逃逸突变. 阿德福韦组受者随访期
间无HBV复发. HBIg+LAM预案, HBV相关性
终末期肝病OLT后HBV复发率为1.8%(3/168); 
所有患者im HBIg耐受性好. OLT后HBV复发
率与国外肝移植部比较, 两者无统计学意义
(χ2 = 0.280 37), 预防费用3000-4000＄/a.

结论: 长期低剂量HBIg im联用LAM可以有效
预防HBV相关性终末期肝病OLT后的HBV复
发, 费用相对低. 阿德福韦治疗HBV-YMDD变
异株有效, 可能是预防HBV复发的更有效因子.

关键词: 肝移植; 乙型肝炎病毒; 人乙肝免疫球蛋白; 
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0  引言

原位肝移植术治疗H B V相关性终末期肝病既

往存在争议. 1980年代, 由于缺乏有效免疫预

防措施 ,  H B V相关性终末期肝病肝移植患者

术后移植体病毒复发率约80%; 2 a生存率仅

50%-60%[1]. 1990年代, 术中和术后i v高剂量

HBIg, 2 a HBV复发率降至30%-40%, 1 a生存

率达到80%[2-3]. 近年国外研究表明, LAM或阿德

福韦与HBIg联用, 可以有效预防HBV相关性肝

病OLT后HBV的复发[4-7]. LAM抑制病毒DNA合

成; HBIg与LAM有协同作用, 抑制病毒复制并减

少逃逸突变发生率, 最大发挥HBIg的作用. 然而, 
肝移植后HBV复发的预防措施并未标准化, 从
一个中心到另一中心改变很大[8-13]. 费用高、施

药不便、耐受性差是iv高剂量HBIg的缺点. 探索

效价比高、低剂量HBIg和方便的给药途径非常

必要. 2002-01/2004-06, 我所共随访HBV相关性

终末期肝病OLT术后患者173例, 参照国内外经

验, 采用低剂量HBIg im和LAM联用预防OLT术
后HBV复发取得了一定的治疗效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-01/2004-06, HBV相关性终末期

■创新盘点
本文通过对173例
HBV相关性终末
期肝病肝移植的
临床资料分析, 揭
示长期im低剂量
乙肝免疫球蛋白
(HBIg)联用拉米
夫定(LAM)可以
有效预防OLT后
HBV复发 ,  OLT
后 H B V 复 发 率
1.8%(3/168), 是
目前理想的控制
OLT后HBV复发
的治疗措施, 效价
比好, 比较适合我
国的国情. 但更长
期的临床预防效
果仍需要观察.
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肝病OLT术后患者173例, 其中3例为肝肾联合

移植术. 男144例, 女29例, 年龄25-67(平均44.8
±18.0)岁. 包括急性重型肝炎14例, 慢性重型肝

炎74例, 终末期肝硬化42例, 原发性肝癌43例. 
36例有术前手术史: 脾切除+分流或断流术16
例, 肝癌切除术11例, 胆囊切除和胃大部切除术

8例, 1例接受肾移植术. 肝功能Child-Pugh A 23
例, B 29例, C 121例, 3 mo内死亡17例, 手术成

功率100%, 术后3 mo生存率>90%(156/173). 随
访时间4-35(平均20.8±14.0) mo. 重型肝炎确

诊标准采用2000年在西安召开的第10次全国病

毒性肝炎与肝病会议制定的分型标准[14]. 移植

前血清HBsAg(+)\HBeAg(+)\HBV DNA(+) 95
例; HBsAg(+)\HBeAg(-)\HBV DNA(+) 59例; 
HBsAg(+)\HBeAg(-)\HBV DNA(-) 19例. 总胆

红素>400 mmol/L 40例, >800 mmol/L 11例; 重
肝合并肝昏迷19例; 凝血酶原时间>30 s 13例, 
>60 s 44例. 所有供体HBsAg, HBeAg, HBcAb植
入前检查阴性, 肝穿刺病理检查除外病毒颗粒.
1.2 方法 供肝获取采用快速肝肾联合切取法, 
UW液保存, 热缺血3-5 min, 冷缺血6-17 h. 采用

经典原位肝移植119例, 被驮式肝移植41例, 腔
静脉成型肝移植13例. 平均手术时间7.5±1.4 h. 
平均术中输血量1859±206 mL. 胆道重建采用

供受体胆总管端端吻合术, 部分患者放置T管引

流, 术后4-6 mo后拔除T管. 术后常规广谱抗菌

素和更昔洛韦等预防细菌和病毒感染. 术中无

肝期500 mg甲基强的松龙(MP)冲击, 术后7 d
每日采取MP 500, 500, 200, 160, 120, 80, 40 mg
后改强的松20 mg/d口服维持. 所有患者术后

24 h内开始接受标准三联免疫抑制治疗(普乐可

复+骁悉+强的松, FK506+MMF+PRED), FK506
首剂量每日0.075 mg/kg, 并根据血浓度和肾功

能调整剂量, 使患者5-7 d内FK506全血浓度达

10-12 mg/L, 并维持3 mo; 3-6 mo浓度8-10 mg/
L; >6 mo浓度维持在5-8 mg/L. 6 mo后停用强

的松和骁悉. 
预防HBV复发方案: 术前1-2 wk, 所有受者

接受LAM 100 mg/d治疗等待OLT, 并根据OLT
后接受的抗病毒预防方案分成3组. (1)拉米夫

定组(n = 2): 术后24 h开始胃管内给予拉米夫

定100 mg 1次/d; 饮食恢复后改口服; (2)拉米

夫定+HBIg组(n = 168): HBIg从术中无肝期就

开始用, 若HBV DNA≥108 copies/L, 术中HBIg 
4000 U, 术后HBIg iv 1000 U/d, 连续6 d; 若
HBV DNA<108 copies/L, 术中HBIg iv 2000 U, 

术后HBIg iv 1000 U/d, 连续3 d. HBIg大剂量疗

程结束5 d后开始im HBIg 400 U/d, im间隔日期

根据术后血中HBsAb滴度调整[16], 术后1 mo内
HBsAb滴度>300 U/L, 术后2-3 mo>200 U/L, 术
后3-6 mo>100 U/L, 术后>6 mo维持在100 U/L
左右. (3)阿德福韦+HBIg组(n = 3): 阿德福韦术

后24 h内即服用, 10 mg/d, HBIg的使用同前.  
HBIg(人乙肝免疫球蛋白), 由中国四川蜀阳药业

提供, 抗体活性滴度>95%, 400 U约300 RMB/支. 
临床随访: (1)肝功能术后1 w k内每天检

查1次, 术后2-4 wk内每周检查2次; 之后每月

复查1次, 连续3 mo; 若无并发症每3个月检查1
次. (2)血清HBV标志物: 肝炎免疫包括HBsAg、
HBsAb、HBeAg、HBeAb和HBcAb水平; 术后

<1 mo每周复查1次, 之后每月复查1次, 连续

3 mo, 若无并发症每3个月检查1次. 采用ELISA
法 ,  试剂盒由华美生物工程有限公司提供 . 
(3)HBV DNA定性和定量检测: 若HBsAg(+), 采
用PCR法定性测定HBV DNA; 若HBV DNA(+), 
DNA杂交定量检测, 其敏感度<2×105 copies/L. 
(4)肝活检免疫组织化学: 检查主要为HBsAg
和HBcAg, 方法为S-P法, 全套免疫组织化学试

剂由华美生物工程有限公司提供. 我研究所肝

穿刺非常规进行, 临床怀疑急排或慢排以及怀

疑HBV复发患者则要肝穿确诊, 排异分级依据

Banff标准. 所有检测结果由本院中心实验室和

病理科专业医师提供. 肝功能检查异常结合下

列任何1项阳性, 可诊断为HBV复发[15]. (1)血清

HBsAg阳性; (2)血清HBV DNA阳性; (3)肝组织

HBsAg或HBcAg阳性; (4)肝组织的HBV DNA阳

性. 若伴有ALT明显升高, 除外其他原因, 则诊断

OLT后复发性肝炎. LAM或HBIg药物耐受定义: 
肝移植后预防用药初期HBV DNA(-), 随后HBV 
DNA(+); 伴谷丙转氨酶升高超过正常2倍.

统计学处理 结果表达采用mean±SD. HBV
相关性终末期肝病OLT后预防HBV复发的多中

心研究比较采用c2检验,  双尾P <0.05有统计学意

义(选择对象: 美国UCLA医学院肝移植部[17]).

2  结果

术后采用HBIg+LAM或HBIg+ADF预防, 术前

HBeAg(+)受者中有3例HBV复发, 3例患者术前

HBV DNA PCR检测>108 copies/L; 术前HBeAg(-)
受者术后无HBV复发. LAM组2例术前均为HB-
sAg(+)\HBeAg(-), PCR检测HBV DNA(-). 例1术
后化验HBV血清学标志全部阴转, 术后1 mo肝

■名词解释
1 HBV复发的诊
断标准: 肝功能检
查异常结合下列
任何1项阳性, 可
诊断为HBV复发. 
(1)血清HBsAg阳
性; (2)血清HBV-
DNA阳性; (3)肝
组 织 H B s A g 或
HBcAg阳性; (4)
肝 组 织 的 H B V 
DNA阳性 .  若伴
有ALT明显升高, 
除外其他原因, 则
诊断OLT后复发
性肝炎. 
2 LAM或HBIg药
物 耐 受 :  肝 移 植
后预防用药初期
HBV DNA(-), 随
后HBV DNA(+); 
伴谷丙转氨酶升
高超过正常2倍.
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活检免疫组化HBsAg(-)\HBcAg(-); 目前术后2 a
余, 化验HBsAg(-), 肝功能正常. 例2术后1 wk血
清学检测出HBsAg(+)\HBV DNA(-), 诊断HBV
复发; 术后1 mo肝活检HBsAg(-). 术后2 mo免
疫组化HBsAg(+)\HBV DNA(+); 肝穿HBsAg(+), 
中等量表达, 肝细胞浊肿, 伴交界性排斥反应

(RAI 2-3分); 同时伴反复低热、黄疸及转氨酶

升高, 定义LAM药物耐受, 诊断OLT后复发性肝

炎. 术后8 mo死于多器官功能衰竭. LAM+HBIg
组168例, 98.2%(165/168)术后HBsAb(+)\HBV 
DNA(-), HBsAb维持有效滴度. 术后1 mo肝功能

基本正常, 肝活检免疫组织化学HBsAg(-)\HB-
cAg(-). 其中3例受者出现HBV复发. 第1例术后

12 d血清学表现为HBsAg(+)\HBeAg(+)\HBV 
DNA(+); 肝活检免疫组化HBsAg(+)\HBcAg(+). 
术后1 m o血清H B s A g(-), 肝功能正常. 术后

57 d出现低热、黄疸和转氨酶升高, 测血清HB-
sAg(+)\HBeAg(+), HBV DNA>106 copies/L. 患
者术后HBsAb滴度持续低下, 有时接近0, 虽间

隔给予大剂量HBIg iv都不能维持有效滴度, 化
验HBsAb始终(-). 定义HBIg药物耐受, 继续给

予LAM单治疗. 术后11 mo死于乙肝复发导致

的急性肝功能衰竭. 第2例患者术后12 mo血清

学检测发现HBsAg(+)\HBeAg(-)\HBV DNA(-), 
肝活检免疫组织化学HBsAg(+), 化验肝功能

基本正常, 成为乙肝携带者, 术后15 m o死于

肿瘤复发. 第3例患者术后1.5 mo血清学检测

HBsAg(+)\HBeAg(-)\HBV DNA(-); 肝穿刺HB-
sAg(-)\HBcAg(-). ADF立即替换LAM, ADF治
疗5.5 mo后HBV血清学指标全部转阴, 目前患患

者肝功能良好. 后2例受者HBsAb始终维持有效肝功能良好. 后2例受者HBsAb始终维持有效

滴度, 可能存在HBV逃逸突变; 但3例患者术前

HBV DNA>108 copies/L. 阿德福韦(ADF)+HBIg阿德福韦(ADF)+HBIg(ADF)+HBIg
组3例, 术前出现LAM治疗抵抗, 术后持续HB-
sAb(+)\HBV DNA(-); 肝功能术后1 mo内基本

恢复正常(表1). 仅LAM组HBV复发患者伴有轻

度排斥反应, 经提高FK506浓度和小剂量MP冲

击后排斥反应缓解. HBIg im后受者未出现过敏

反应、发热、酸中毒、皮下硬结等副作用, 耐
受性好. 年均预防费用: 4-5支400 U HBI g/mo, 
合并LAM费用, 平均3000-4000 $/a. 美国UCLA
肝移植部报道的HBV复发病例也均发生在术前

HBsAg(+)、HBeAg(+)、HBV DNA(+)患者中. 
HBIg与LAM联合预防HBV相关性肝病OLT后
HBV复发率1/59(UCLA) vs  3/168(长征医院), 无
统计学意义(c2=0.280 37).

3  讨论

我国是乙型肝炎的高发国家, 每年有大量患者

死于HBV相关性终末期肝病, 而OLT是目前治

疗终末期肝病唯一有效的方法. 既往由于OLT
后缺乏有效的免疫预防措施, 以及免疫抑制剂

的应用, 移植肝复发HBV的机率较高, 因此OLT
用于治疗H B V相关的终末期肝病一直存在争

议. 近年来由于LAM和HBIg在临床上的广泛推

广应用, 使得OLT后HBV的复发得到一定程度

的控制, OLT在治疗HBV相关性终末期肝病方

面有了很大的发展. 移植肝复发HBV, 其感染来

源可能与血循环及肝外组织中的HBV有关; 移
植术中及术后大剂量和长期的激素和免疫抑制

剂的应用, 使病毒的复制能力增强, 加速移植肝

病毒的复发, 因此在OLT术前、术中和术后进行

抗HBV治疗对预防HBV的复发具有关键作用. 
肝移植术后乙型肝炎病毒的复发多发生在术

后0.5-1 a内[18], 我研究所4例HBV复发中的3例
均是术后半年内复发, 临床表现多为纳差、乏

力、黄疸及转氨酶升高等, 有的病例可与排斥

反应等并发症同时出现, 重症患者可迅速出现

肝功能衰竭, 血清学检查及肝穿刺活检病理检

查等可明确诊断. 
国外移植中心肝移植后采用大剂量HBIg

预防HBV复发, 取得了良好的效果; 但其用药

时间、剂量和持续时间并不一致 ;  维持血中

HBsAb何种水平争议也很大[19-20]; HBeAg(+)

L+H: LAM+HBIg; L: LAM; A+H: ADF+HBIg; 转: HBV复发后转换治疗预案.

    

表  1  HBV相关性肝病173例OLT后HBV复发时特征

病案   组别   性别   年龄   OLT后伴发病   HBV爆发点   OLT后HBV-DNA   OLT后HBsAg  ALT (U/L)  用药方案   HBsAg阴转 (mo)

1          Ⅰ	      男      34	 无	     7 d	              +	                    +	     547      LAM	           0

2          Ⅱ	      男      55	 无	   12 d	              +	                    +	     238      L+H转L              0

3          Ⅱ	      男      38	 HCC	   12 mo	              -	                    +	       94	 L+H                    0

4          Ⅱ	      男      48	 无	  1.5 mo	              -	                    +	       85	 L+H转A+H         5.5

■同行评价
目前对肝移植术
后患者抗病毒治
疗研究尚处于探
索 过 程 中 .  本 项
研究病例数多, 观
察时间较长, 共随
访HBV相关性终
末期肝病LT术后
患者173例, 采用
低剂量HBIg肌注
和LAM联用预防
LT术后HBV复发
并取得较好治疗
效果. 研究工作量
大 ,  文 章 立 意 新
颖, 逻辑性强, 研
究内容和技术手
段较为翔实, 数据
分析合理, 讨论部
分内容与实验结
果密切相关, 是一
篇较为优秀的临
床研究论文.
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和 /或H B V D N A(+)的受体其预防失败率为

20%-30%[3]. 而且费用昂贵, 施药不便, 耐受性差

也限制了大剂量HBIg临床应用的推广. LAM对

HBV反转录酶的活性有明显抑制作用, 单独应

用LAM能够预防HBV的复发, 但是长期应用易

形成药物耐受, 仍有一定比例的患者移植术后

复发乙型肝炎病毒, 文献报道大约在27%-62.5%
左右[21]. 我研究所早期2例受者术后单用LAM来

预防乙型肝炎复发的患者, 有1例定义为LAM治

疗药物耐受, 由于当时国内尚未引入ADF, 难以

调整药物, 肝功能难以好转, 术后8 mo死于多器

官功能衰竭. 另外1例术前1 wk开始服用LAM, 
目前已经存活2 a, 化验HBV血清学指标正常, 
肝功能良好. UCLA肝移植部研究揭示[19]: 术前

HBsAg(+)\HBeAg(-)\HBV DNA(-)受者, 术后才

开始服用LAM, 半年内无HBV复发, 因此术前短

期(我所1-2 wk)或术后才开始服用LAM可能有

利于降低术后早期病毒变异株的产生. 
国内外研究证实HBIg一定剂量、长时间

应用可明显降低HBV的复发率, 尤其是对低水

平复制的HBV更有效. 美国UCLA肝移植部报

道: 术中和术后1 wk内采用HBIg iv 10 000 U/
d; 术前HBV DNA(+)者连续iv 7 d, 术前HBV 
DNA(-)者连续i v 3 d; 然后根据血中HBsAb
滴度, 每2-4周再给予1200 U im, 3 mo内维持

HBsAb>300 U/L, >3 mo则>100 U/L; HBsAg(+)
和HBV DNA(+)者, 从列为肝移植名单开始服

用LAM 100 mg/d; HBV DNA(-)者, 肝移植术后

开始长期应用, 100 mg/d, 可以使移植后HBV
复发率控制在1.7%(1/59)[17]. 参照国内外经验, 
我中心随访168例应用LAM+低剂量HBIg im
预防HBV复发的患者, 肝移植术后HBV的复发

率为1.8%(3/168); HBV复发3例, 均出现在术前

HBeAg(+), HBV DNA>108 copies/L受者, 术中

均iv大剂量的HBIg; 而HBeAg(-)\HBV DNA<108 

copies/L者无HBV复发. 因此术前HBeAg由阳性

转阴性可能会有效的降低OLT后HBV的复发率. 
国外有报道, 应用ADF治疗对LAM耐药的

患者取得了很好的疗效[22], 但国内尚未见应用

该药的临床报道. 我们术后应用ADF+HBIg预
防术前确诊有YMDD区病毒变异的3例受者, 3
例受者OLT后均无HBV复发. 由于移植术后乙

肝的复发可能导致肝移植的失败 ,  单用L A M
仍有较高的复发率, 所以我们没有设立更多的

LAM治疗组例数, 而ADF我们刚开始使用, 更
多的疗效需要进一步的积累. 另外, 我们体会在

移植术中无肝期的一次性、大剂量使用HBIg
对预防HBV复发尤其具有特别重要的意义, 他
可以迅速中和血液和肝外组织中的HBV; 术后

再根据预定的血中HBsAb滴度来调整HBIg的
用量. 在我研究所设定的HBsAb滴度下, 采用

LAM+HBIg预防OLT后HBV复发, OLT后HBV复

发率1.8%(3/168), 与美国UCLA肝移植部的报道

相比两者无统计学意义(c2 = 0.280 37), 两者临床

总的HBV复发率无差异. 说明我所预防方案可

靠, 预防效果好, 而且年预防费用3000-4000 $/a, 
明显低于国外年预防费用[22], 效价比明显, 比较

适合我国的国情. 低剂量HBIg im方便, 无明显

副作用, 患者易接受; 但其长期的临床预防效果

仍需要观察. 
预防乙型肝炎病毒的复发是肝移植治疗

HBV相关的终末期肝病所面临的一个重要问题, 
是提高肝移植患者术后长期存活率重要因素之

一. 我所的随访初步观察表明, LAM+HBIg或
ADF+HBIg的联合用药可以有效预防肝移植术

后乙型肝炎病毒的复发, 是目前理想的控制乙

型肝炎复发的治疗措施, 效价比好. 
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■背景资料
近几年, 罗兵教授
在EBV相关胃癌
方面作了大量研
究, 包括EBV相关
基因、癌基因、

抑癌基因在胃癌
组织的表达及相
关性, 发表多篇文
章, 并获得山东省
教育厅科技进步
一等奖. 本文章旨
在研究EBVaGC
中EBV基因表达
与ras 基因异常和
FTase mRNA转录
水平的关系, 为胃
癌病因学研究和
防治提供理论依
据, 尤其为法尼基
转移酶抑制剂的
临床应用提供理
论依据.本研究13
例EBV相关胃癌
标本选自185例病
例, EBV相关胃癌
发生率较低, 标本
收集有一定难度, 
需在以后作进一
步工作.
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Abstract
AIM: To investigate ras gene mutations and 
farnesyltransferase (FTase) β mRNA expression 
in Epstein-Barr virus(EBV)-associated gastric 
carcinoma (EBVaGC), EBV-negative gastric 
carcinoma (EBVnGC) with matched clinico-
pathological parameters and corresponding 
adjacent tissues of gastric carcinoma.

METHODS: The mutations of ras gene were de-
tected by polymerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
and the expression of FTase β mRNA was tested 
by reverse transcription PCR (RT-PCR) in 13 
EBVaGCs, 45 EBVnGCs with matched clinico-
pathological parameters and 58 corresponding 
adjacent tissues of gastric carcinoma�.

RESULTS: H-ras mutation at codon 12 was de-
tected in 2(3.45%) cases of gastric carcinomas, 
both of which were EBVnGCs. No K-ras muta-
tions occurred at codon 12 and 13 in all cases. The 
level of FTase β mRNA expression was 0.93 ± 
0.39 in gastric carcinomas and 0.78 ± 0.26 in cor-
responding adjacent tissues, respectively. The dif-
ference between the two groups was significant 
(t = 2.44, P = 0.02). The level of FTase β mRNA 
expression was 0.80 ± 0.19 in EBVaGCs and 0.96 
± 0.43 in EBVnGCs respectively. The difference 
between the two groups was not significant (t = 
1.93, P = 0.06). FTase β mRNA expression was not 
significantly different (t = 0.54, P = 0.60) between 
EBVaGCs and corresponding adjacent tissues 
either, while it was significant (t = 2.39, P = 0.02) 
between EBVnGCs and corresponding adjacent 
tissues. The level of FTase β mRNA expression 
had no significant relationship between 2 BHRF1 
positive samples and 11 BHRF1 negetive samples 
of EBVaGCs (t = 0.26, P = 0.80) as well as between 
6 BARF1 positive samples and 7 BARF1 negetive 
samples of EBVaGCs (t = 1.59, P = 0.14).

CONCLUSION: The frequency of ras gene muta-
tions in gastric carcinomas is low in this study. 
The level of FTase β mRNA expression in gastric 
carcinomas is much higher than that in normal 
tissues. EBV infection has no significant correla-
tions with ras mutations and FTase expression in 
EBVaGC.

Key Words: Stomach neoplasm; Epstein-Barr virus; 
PCR-RFLP; RT-PCR; ras ; FTase
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摘要
目的: 探讨EBV相关胃癌(EBVaGC)、EBV阴
性胃癌(EBVnGC)及相应癌旁组织中ras 基因
突变和法尼基转移酶(FTase)的表达意义. 
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■同行��评价
本研究通过cDNA
的 合 成 、 P C R
检 测 等 方 法 探
讨了EBVaGC、

EBVnGC及癌旁
组织基因突变中
r a s 基 因 突 变 和
FTase的表达.  得
出胃癌ras 基因突
变 率 低、F Ta s e 
b 亚单位mRNA
明显高于癌旁组
织. EBVaGC中ras
基因突变、FTase 
b 亚 单 位 表 达 与
EBV感染无相关. 
立题新颖, 设计合
理, 方法先进, 数
据可靠, 是一篇很
好的学术论文. 

方法: 应用PCR-RFLP技术检测EBVaGCs13
例、EBVnGCs45例以及相应癌旁组织58例
中H-ras  12和K-ras  12, 13密码子点突变情况; 
RT-PCR技术检测FTase β亚单位mRNA的表达
水平. 

结果: 共检测到H-ras  12位点突变2例, 突变
率为3.45%(2/58), 均发生在EBVnGCs, 未发
现K-ras  12和13密码子点突变. 58例癌组织
中FTase β亚单位mRNA表达水平为0.93±
0.39, 癌旁组织中FTase β亚单位mRNA表达
水平为0.78±0.26, 两者有显著性差异(t  = 
2.44, P  = 0.02). EBVaGCs组织中FTase β亚单
位mRNA表达水平为0.80±0.19, EBVnGCs组
织中FTase β亚单位mRNA表达水平为0.96±
0.43, 两者无显著性差异(t  = 1.93, P  = 0.06); 
EBVaGCs和癌旁组织中FTase β亚单位mRNA
表达水平无显著性差异(t  = 0.54, P  = 0.60); 
EBVnGCs和癌旁组织中FTase β亚单位mRNA
表达水平有显著性差异(t  = 2.39, P  = 0.02); 2
例BHRF1阳性和11例BHRF1阴性EBVaGCs组
织中FTase β亚单位mRNA表达水平无显著性
差异(t  = 0.26, P  = 0.80); 6例BARF1阳性和7例
BARF1阴性EBVaGCs组织中FTase β亚单位
mRNA表达水平亦无显著性差异(t  = 1.59, P  = 
0.14).

结论: 胃癌组织ras 基因突变率较低, 胃癌组
织中FTase β亚单位mRNA明显高于癌旁组织. 
EBVaGC组织中ras基因突变、FTase β亚单位
表达与EBV感染无明显相关性.

关键词: 胃肿瘤; EB病毒; PCR-RFLP; RT-PCR; ras ; 

FTase
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0  引言

Epstein-Barr病毒(EBV)是重要的DNA肿瘤病

毒, 与人类多种淋巴系统恶性肿瘤如Burkitt淋巴

瘤、移植后B淋巴细胞瘤、何杰金病及某些T淋
巴细胞瘤等的发生密切相关. 近年来研究表明, 
胃癌、肝癌和口腔癌组织中可检测到EBV基因

组. 胃腺癌组织中也存在EBV阳性细胞, 同时伴

有患者血清EBV抗体效价的升高, 证实EBV感

染与胃癌存在一定的相关性[1-2]. 胃癌细胞内存

在EBV者, 定义为EBV相关胃癌(EBV-associated 

gastric carcinoma, EBVaGC)[3]. 目前认为EBV相

关肿瘤的发生、发展是病毒基因表达与癌基

因、抑癌基因等异常协同作用, 导致正常细胞的

生长调控发生障碍所致. EBVaGC组织中ras基因

突变和FTase mRNA表达是否由于EBV参与而与

EBV阴性胃癌(EBV-negative gastric carcinoma, 
EBVnGC)有所不同, 目前尚未见报道. 我们选择

EBVaGC和各种临床指标与之匹配的EBVnGC
作为研究对象, 应用PCR限制性片段长度多态性

(PCR-RFLP)技术检测胃癌及相应癌旁组织中H- 
ras  12和K-ras  12, 13密码子点突变情况; 半定量

RT-PCR检测FTase β亚单位mRNA的表达水平. 
探讨EBVaGC中EBV基因表达与ras基因异常和

FTase mRNA转录水平的关系, 为胃癌病因学研

究和防治提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-01/2002-12, 收集青岛大学医学院

附属医院126例、青岛市市立医院25例和烟台毓

璜顶医院34例胃癌患者手术切除的新鲜胃癌组

织和相应癌旁组织(距离癌组织5 cm以上), 全部

病例均经病理诊断证实.自上述185例胃癌患者

中选取病理诊断与原位杂交证实的EBVaGCs 13
例, 组织中均检测到EBV核抗原EBNA1基因的

mRNA, EBNA2和潜伏膜蛋白LMP1基因mRNA
均为阴性, 6例检测到EBV早期基因BARF1的表

达, 2例检测到EBV早期基因BHRF1的表达[4] .临
床病理资料与之匹配的EBVnGCs 45例, 平均年

龄57.9±13.4(31-81)岁, 男48例, 女10例. EBV阳

性组和EBV阴性组病例在年龄、性别、肿瘤部

位、组织学类型、分化程度、有无淋巴结转移

以及临床分期等方面均无显著性差异. 酚、氯

仿、异戊醇法常规提取组织DNA, Trizol一步法

提取组织总RNA. cDNA的合成参照逆转录试

剂盒要求的标准条件进行cDNA合成. 反应体

系为: 10×Buffer 2μL, MgCl2 5 mmol/L, dNTP 
1 mmol/L, AMV反转录酶15 U, 核酸酶抑制剂

0.5 U, Oligo(dT)15 0.5 μg, 模板RNA5 μL, 加
Nuclease-Free Water至终体积20 μL. 42℃ 1 h, 
99℃ 5 min, 然后快速冷却至4℃. 合成的cDNA
用作PCR反应模板, -20℃保存备用.
1.2 方法 参照文献[5-6]设计并由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成检测r a s 基因突变

的特异性引物, 同时选择相应的限制性核酸内

切酶进行酶切分析, 引物序列、扩增产物大小

以及所用限制性内切酶见表1. PCR反应体系为
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10×Buffer 2.5 μL, MgCl2 1.5 mmol/L, dNTP 
0.2 mmol/L, 上下游引物各0.5 μmol/L, Taq 
DNA聚合酶1.0 U, DNA模板2 μL, 加双蒸水至

终体积25 μL. 检测K-ras  12密码子突变的PCR
扩增参数为95℃预变性5 min; 然后95℃ 40 s, 
60℃ 30 s, 72℃ 30 s, 共35个循环; 最后72℃延伸

5 min. 检测K-ras  13密码子突变的扩增参数中

退火温度调整为50℃,  其余参数均与检测K-ras 
12密码子突变的相同. 检测H-ras  12密码子突变

的PCR扩增参数为94℃预变性5 min; 然后94℃ 
30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35个循环; 最后72℃
延伸5 min. 取PCR扩增产物5 μL于含溴化乙锭

(0.5 mg/L)的20 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 80 V, 
1 h, 紫外投射仪下观察结果, 与PCR marker 
DL2000进行对照分析, 若分别观察到162 bp, 
159 bp和170 bp条带表明扩增成功.
1.2.1 限制性酶切反应 检测K-ras  12位点突变的

限制性酶切反应: Bst NⅠ酶切PCR产物, 反应体

系为10×NEB Buffer 2 μL, 100×BSA 0.2 μL, 
Bst NⅠ5 U, PCR产物10 μL, 加双蒸水至20 μL, 
混匀后60℃水浴过夜. 检测K-ras  13位点突变的

限制性酶切反应: HaeⅢ酶切PCR产物, 反应体系

为10×Buffer 2 μL, HaeⅢ 5 U, PCR产物5 μL, 
加双蒸水至20 μL, 混匀后37℃水浴过夜. 检测 
H-ras  12位点突变的限制性酶切反应: HpaⅡ酶

切PCR产物, 反应体系为10×Buffer 2 μL, Hpa
Ⅱ 10 U, PCR产物5 μL, 加双蒸水至20 μL, 混
匀后37℃水浴1 h.酶切产物于80 g/L聚丙烯酰

胺凝胶中电泳, 溴化乙锭染色, 紫外投射仪下观

察结果并拍照. 野生型和突变型条带结果判断

标准见表1.
1.2.2 半定量RT-PCR检测FTase β亚单位mRNA
表达 法尼基转移酶β亚单位(FTase β subunit)和
内参照基因GAPDH特异性引物参照文献[7-8]
设计, 由上海生工生物技术服务公司合成. 引
物序列如下: 目的基因sense primer: 5'-ATC-
CAGGCCACTACATACTTT-3'; antisense primer: 

5'-GGCTGATAGATTTTTGGTTTG-3', 扩增产

物片段长度为316 bp. 内参照基因sense primer: 
5'-CTCAGACACCATGGGGAAGGTGA-3'; an-
tisense primer: 5'-ATGATCTTGAGGCTGTTGT-
CATA-3', 扩增产物片段长度为450 bp. PCR反
应体系为10×Buffer 2.5 μL, MgCl2 1.5 mmol/L, 
dNTPs 0.2 mmol/L, FTase β亚单位mRNA和内

参照基因GAPDH上下游引物均0.3 μmol/L, Taq 
DNA聚合酶1.0 U, cDNA模板2 μL, 加双蒸水

至终体积25 μL. PCR扩增参数为94℃预变性

5 min;  94℃ 40 s, 56℃ 40 s, 72℃ 1 min, 35个
循环; 最后72℃延伸10 min. 取PCR产物5 μL于
含溴化乙锭(0.5mg/L)的20 g/L琼脂糖凝胶中电

泳, 80 V, 1 h, 紫外投射仪下观察结果并拍照, 
出现316 bp和450 bp扩增条带表明扩增成功. 
用凝胶图像分析系统对FTase β亚单位mRNA
的表达进行半定量分析, 以FTase β亚单位与

GAPDH荧光强度乘面积的比值表示目的基因的

表达水平, 大于或等于正常平均值+2SD者确定

为过度表达.
统计学��处理 应用SPSS10.0统计软件对实验

数据进行处理. 采用t检验分析胃癌和癌旁组织

FTase β亚单位mRNA表达的配对数据的差异; 
多元逐步回归分析胃癌组织中FTase β亚单位

mRNA表达水平与临床病理各参数, 前者为应变

量, 后者为自变量, P <0.05认为有相关关系.

2  结果

2.1 ras 基因突变 我们采用PCR-RFLP检测13例
EBVaGCs, 45例EBVnGCs以及58例相应癌旁组

织中K-ras  12和13密码子以及H-ras  12密码子点

突变, 结果检测到2例H-ras  12位点突变, 突变率

3.45%(2/58), 均发生在EBVnGCs. 未发现K-ras  
12和13密码子点突变, 13例EBVaGCs以及58例
相应癌旁组织中均未检测到上述密码子的点突

变(图1).
2.2 EBVaGCs, EBVnGCs组织FTase β亚单位

      

表  1  PCR-RFLP分析ras 基因突变所用寡聚核苷酸引物和限制性核酸内切酶

名称                                                          引物序列                                      扩增产物    酶        突变型                 野生型        

K-ras    sense primer                      

12位点 antisense primer          

K-ras    sense primer                    

13位点 antisense primer   

H-ras    sense  primer                           

12位点  antisense primer   

5'-ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-3'

5'-CTGTATCAAAGAATGGTCCTGCACCAGTA-3'  

5'-GTACTGGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAA-3'

5'-GTATCGTCAAGGCACTCTTGCCTAGG-3'

5'-CAGGGCCCTCCTTGGCAGG-3' 

5'-GTCGTATTCGTCCACAAAATGG-3'

162 bp                  

         

159 bp                    

   

170 bp

BstNⅠ                

         

HaeⅢ                    

   

HpaⅡ

162 bp                

         

85 bp+74 bp                    

122 bp+48 bp

133 bp+29 bp                

         

 85 bp+48 bp+26 bp        

66 bp+56 bp+48 bp
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mRNA的表达 以GAPDH为内参照, 采用半定量

RT-PCR技术检测13例EBVaGCs, 45例EBVnGCs
以及58例相应癌旁组织FTase β亚单位mRNA
表达, 上述组织中均检测到内参照基因GAPDH
的表达, 表明cDNA分子完整以及PCR反应成功

(图2). 58例胃癌组织中FTase β亚单位mRNA表

达水平为0.93±0.39, 癌旁组织中FTase β亚单位

mRNA表达水平为0.78±0.26, 统计学分析表明

两者有显著性差异(t  = 2.44, P = 0.02<0.05); 13例
EBVaGCs组织中FTase β亚单位mRNA表达水平

为0.80±0.19, 45例EBVnGCs组织中FTase β亚

单位mRNA表达水平为0.96±0.43, 统计学分析

表明两者无显著性差异(t  = 1.93, P = 0.06); EB-
VaGCs和癌旁组织中FTase β亚单位mRNA表达

水平无显著性差异(t  = 0.54, P = 0.60); EBVnGCs
和癌旁组织中FTase β亚单位mRNA表达水平有

显著性差异(t  = 2.39, P = 0.02<0.05). FTase β亚
单位mRNA有3例过表达, 2例发生于EBVnGCs
组织中, 1例发生于癌旁组织, 统计学分析过表

达在胃癌以及癌旁组织间无显著性差异; FTase 
β亚单位mRNA过表达的病例中均无ras突变.
2.3 FTase β亚单位mRNA的相关性 2例BHRF1 
阳性EBVaGCs组织中FTase β亚单位mRNA表达

水平为0.76±0.24, 11例BHRF1阴性EBVaGCs
组织中FTase β亚单位mRNA表达水平为0.86
±0.21, 统计学分析表明两者无显著性差异(t  = 
0.26, P  = 0.80); 6例BARF1阳性EBVaGCs组织中

FTase β亚单位mRNA表达水平为0.73±0.19, 7
例BARF1阴性EBVaGCs组织中FTase β亚单位

mRNA表达水平为0.90±0.21, 统计学分析表明

两者无显著性差异(t  = 1.59, P  = 0.14). 以胃癌组

织中FTase β亚单位mRNA表达水平为应变量, 
临床病理各参数(包括性别、年龄、病理分型、

组织学分级、有无淋巴结转移)为自变量, 进行

多元逐步回归分析. 结果显示胃癌组织中FTase 
β亚单位mRNA表达水平增高与患者性别和病理患者性别和病理性别和病理

分型有关, 与年龄、组织学分级无关, 发生在女

性、病理分型为印戒细胞癌的胃癌组织FTase β

图  1  胃癌组织K-ras 和H-ras  12, 13密码子PCR-RFLP检测. 
A: K-ras  12. 1: Marker; 2: PCR产物; 3-8: PCR-RFLP产物. 
B: K-ras  13. 1:  Marker; 2: PCR产物; 3-8: PCR-RFLP产物. 
C: H-ras  12. 1, 2, 5, 6: 野生型H-ras  12 PCR-RFLP产物; 3: 
突变型H-ras  12 PCR-RFLP产物; 4: Marker.

图  2  部分胃癌标本FTase β亚单位mRNA表达电泳结果. 1: 
Marker; 2-8: FTase β亚单位RT-PCR产物和GAPDH.
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表  2  胃癌FTase β亚单位mRNA表达与临床病理参数的
多元逐步回归分析

临床病理         B1      标准误        Beta2             t            P        

性别               

年龄               

病理分型          

组织学分级         

淋巴结转移 

0.458    0.178       0.372       2.566    0.014               

6.933    0.005       0.202       1.321    0.194

0.765    0.334       0.336       2.288    0.027                

7.964    0.153       0.081       0.520    0.606

4.440    0.171       0.040       0.259    0.797

1非标准化回归分析; 2标准化回归分析.
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亚单位mRNA表达水平有显著升高(表2).

3  讨论

ras基因作为癌基因家族的重要成员, 其基因突

变以及编码蛋白过表达与许多肿瘤的发生、发

展相关, ras基因家族包括H-ras , K-ras和N-ras , 
r a s 癌基因异常导致肿瘤发生的主要方式为点

突变. 研究表明约10%-15%的肿瘤中至少有一

种ras基因发生点突变, 点突变主要集中在第12, 
13以及61位密码子; 胃癌组织中主要是H-ras和
K-ras基因的突变. Yoo et al [9]采用PCR技术和

DNA序列分析检测140例美国胃腺癌患者癌组

织中ras基因突变情况, 结果显示ras基因点突变

率为14%,  H-ras  2位点突变5例;  K-ras  13位点突

变7例,  61位点突变3例; 未发现K-ras  12, H-ras  
13及61位点突变. 郝莹 et al [10]应用多种方法检测

胃癌演变过程中ras基因的突变, 发现肠化生、

不典型增生以及胃癌组织中H-ras  12位点突变

率分别为16.7%, 31.2%和34.7%, 各组间无显著

性差异; 而浅表性胃炎及正常对照组未发现突

变. 表明中国人胃癌组织中有一定的H-ras突变

率; 而国外研究多显示胃癌组织中H-ras突变率

较低甚至检测不到ras基因突变. 本研究结果显

示H-ras  12位点突变发生率3.45%(2/58), 且均发

生在EBVnGCs; 未发现K-ras  12, 13位点突变; 13
例EBVaGCs以及58例相应癌旁组织中均未检测

到ras基因突变. 这与Yoo et al的报道有所不同, 
推测ras基因突变可能存在地区和种族差异.

ras基因编码产物ras蛋白的持续活性状态

可引起细胞增生和转化, 细胞中ras蛋白需经过

一系列修饰后才具有生物活性, ras蛋白脂化修

饰中的法尼基化是其关键步骤[11-12]. ras蛋白的

法尼基化主要由法尼基转移酶(FTase)催化完成, 
未法尼基化的ras蛋白不能定位于细胞膜, 因而

无法实现其信号传导功能和致癌作用. 目前ras
蛋白作为抗肿瘤治疗的靶点, 已成为该领域研

究的热点, 法尼基转移酶抑制剂已用于肺癌、

头颈部癌和结肠癌等实体癌治疗的Ⅰ期、Ⅱ期

和Ⅲ期临床试验[13-16]. FTase是由α, β两种亚单

位组成的异二聚体, β-亚单位识别底物序列, 结
合ras蛋白; α-亚单位是其底物法尼基二磷酸盐

FPP的携带者, FTase的酶催化功能必须由α, β亚
单位共同完成, 任何一个亚单位的变性都会影

响酶活性. 为探讨FTase是否直接参与细胞增殖, 
Nagase et al [17]采用DNA重组技术将FTase α和β

亚单位编码基因同时转染NIH3T3细胞, 对FTase

过表达细胞中ras蛋白的法尼基化以及ras信号传

导途径的上下游因子活性进行了研究.结果显示

转染细胞呈FTase过表达, α, β亚单位蛋白表达

较未转染细胞提高3-13倍, FTase活性提高1.5-3
倍, 法尼基化ras蛋白表达增加, 且发现ras法尼基

化提高程度低于法尼基酶活性升高程度. 进一

步研究发现适量的生长因子如胰岛素样生长因

子-1(IGF-1)、血小板衍生生长因子(PDGF)、纤

维母细胞生长因子(bFGF)能明显提高FTase过
表达细胞的DNA合成和细胞增殖, 若将FTase过
表达NIH3T3接种裸鼠则可导致肿瘤形成, 但与

ras过表达细胞注入裸鼠形成的肿瘤表型明显不

同, 提示FTase直接参与细胞生长转化以及肿瘤

形成机制. 本研究结果表明, 胃癌组织中FTase β
亚单位mRNA明显高于癌旁组织, 但FTase的高

表达与ras突变无相关性. 我们认为胃癌的发生

发展是多种基因异常协同作用的结果, ras基因

异常在该过程不起主要作用; FTase不是通过活

化ras基因发挥其致瘤作用, 可能FTase直接参与

细胞的癌变过程. FTase表达水平在EBVaGC及
癌旁组织中无显著性差异, 该观点有待扩大标

本量深入研究. FTase表达水平在女性和病理分

型为印戒细胞癌 [18]的胃癌组织中有显著升高, 
但由于女性和印戒细胞癌标本例数较少, 目前

该观点尚难定论.
我们曾对13例EBV相关胃癌组织中病毒潜

伏期基因和早期基因的表达进行了研究[19-21], 结
果显示, 13例EBVaGC组织中LMP1表达均缺失, 
而6例BARF1阳性, 2例BHRF1阳性, 提示BARF1
和 BHRF1可能代替LMP1在胃癌的发生发展过

程中发挥重要作用. BARF1可在体外转化原代

猴肾上皮细胞和人上皮细胞, 并使鼠成纤维细

胞系BALB/c3T3或EBV阴性的B细胞系Louckes
产生致瘤转化, 转化的鼠成纤维细胞接种至新

生鼠体内, 可形成进行性表达BARF1的肿瘤[22-23]. 
Sal l e t a l [24]研究认为BARF1具有生长因子作

用. BHRF1与bcl-2的基因序列具有高度的同源

性, 与bcl-2基因相似, BHRF1可抑制细胞凋亡, 
促进细胞的生长和转化, 延长细胞寿命[25-26].本
研究结果显示, EBVaGCs组织中FTase β亚单位

mRNA表达水平与EBVnGCs中的表达水平无统

计学意义, FTase表达与EBV编码基因的表达无

明显相关性, 推测胃癌的发生是多因素作用的

结果, 病毒感染和FTase高表达通过不同途径参

与EBV相关胃癌的发生.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of P27 and 
Cyclin E protein in gastric carcinoma (GC) and 
precancerous lesion and their correlations with 
the clinicopathological parameters.

METHODS: Immunohistochemical staining 
was used to evaluate the expression of P27 and 
Cyclin E protein in the samples of normal gas-
tric mucosa (NGM, n = 20), chronic superficial 
gastritis (CSG, n = 20), chronic atrophic gastritis 
(CAG) with metaplasia (n = 20), CAG with dys-
plasia (n = 20) and GC (n = 60), and their corre-
lations with the clinicopathological parameters 
were analyzed�.

RESULTS: The positive rates of P27 and Cyclin 
E protein expression were 100% and 5% in NGM, 
85% and 10% in CSG, 70% and 20% in CAG with 
metaplasia, 45% and 30% in CAG with dyspla-
sia, and 38.3%(23/60) and 40%(24/60) in GC, 

respectively. The positive rate of P27 expression 
in GC and CAG with dysplasia were lower than 
that in NGM, CSG, and CAG with metaplasia (P 
< 0.05), and the positive rate of Cyclin E expres-
sion in GC and CAG with dysplasia were higher 
than that in NGM, CSG, and CAG with metapla-
sia (P < 0.05). The expression of P27 and Cyclin 
E were significantly correlated with tumor dif-
ferentiation, infiltration and clinical stages, and 
P27 expression was also correlated with lymph 
nodes metastasis. Furthermore, the expression 
of P27 was inversely correlated with Cyclin E 
expression in GC (r = -0.768, P < 0.05).

CONCLUSION: It is helpful to detect of P27 and 
Cyclin E protein expression in the judgment of 
GC progression, and combined analysis of them 
is of added prognostic value.

Key Words: Gastric carcinoma; P27; Cyclin E; Im-
munohistochemistry 
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摘要
目的: 探讨P27和Cyclin E蛋白在胃癌及癌前
病变中的表达及其与胃癌病理参数之间的关系. 

方法: 用免疫组化技术(SP法)对正常胃黏膜
(normal gastric mucosa, NGM)、慢性浅表性胃
炎(chronic superficial gastritis CSG)、慢性萎
缩性胃炎(chronic atrophia gastritis, CAG)伴肠
上皮化生、慢性萎缩性胃炎伴非典型性增生
各20例和胃癌(gastric carcinoma, GC)60例标
本进行免疫组织化学染色, 分析P27和Cyclin 
E蛋白表达及其与胃癌临床和病理的关系. 

结果: 各组胃组织中P27和Cyclin E蛋白表达
阳性率分别为NGM组100%和5%, CSG组85%
和10%, CAG伴肠化组70%和20%, CAG伴不
典型增生组45%和30%, 胃癌组38.3%和40%. 
胃癌组和CAG伴不典型增生组P27阳性率显
著低于其他组(P <0.05), Cyclin E阳性率则显

®

■背景资料
P27和Cyclin E均
为细胞周期调控
基因, 在多种恶性
肿瘤中表达异常, 
常有P27表达下降
和Cyclin E表达增
高. 胃癌临床病理
与P27和Cyclin E
表达之间的关系
也有一些文献报
告, 但结果不尽一
致.
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■研发前沿
胃癌的发生、发
展被认为是多种
基因参与, 经过多
阶段的事件. 因此
在胃癌发生的不
同阶段各种相关
基因的表达及相
互作用的研究以
及P27和Cyclin E
等基因表达的临
床及预后意义研
究很受重视.

著高于其他组(P <0.05). P27和Cyclin E在胃癌
中的表达分别与肿瘤分化程度、浸润深度及
肿瘤临床分期相关, P27蛋白的表达尚与有无
淋巴结转移相关. P27和Cyclin E蛋白在胃癌
中的表达呈显著负相关(r  = -0.768, P <0.05).

结论: 检测胃癌组织中P27和Cyclin E蛋白的
表达有助于判断肿瘤的进展程度, 两者联合检
测有助于判断肿瘤预后.
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0  引言

细胞周期调控异常与肿瘤发生、发展的关系日

益受到重视. 我们运用免疫组化方法检测参与

细胞周期调节的P27和Cyclin E蛋白在胃癌及癌

前病变中的表达, 目的在于探讨他们在胃癌组

织中表达及其与胃癌临床病理参数之间的相关

性, 进而分析他们在胃癌发生、发展中的作用

及预后价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 延边大学附属医院2000-01/2003-07
手术切除标本存档蜡块. 其中20例N G M取自

因十二指肠穿孔行手术切除的病例, 各20例的

CSG、CAG伴肠上皮化生、CAG伴不典型增生

均取自因胃穿孔或胃溃疡行手术切除的病例. 
60例胃癌均为行胃癌根治术的病例, 且均未在

手术前行放化疗. 所有切片均按全国胃癌协作

组提出的标准, 由具有丰富经验的病理科主任

医师进行复检. 每例选取1-2张切片的蜡块, 连续

切片4 μm厚. 进行常规HE染色和免疫组化染色.
1.2 方法 P27和Cyclin E蛋白的免疫组化测定按

试剂盒说明进行. 试剂盒均购自北京中山试剂

公司. 采用微波抗原修复. 免疫组化设阳性、阴

性对照. P27和Cyclin E蛋白阳性反应物质均定

位于胞核. 每张切片在高倍视野下分别取上、

下、左、右及中心共5个区域进行细胞计数 , 
每个区计数200个细胞, 共计数1000个细胞, 计
算染色细胞所占比例. 细胞核内出现棕黄色颗

粒为P27或Cyclin E蛋白染色阳性, 阳性细胞数

<10%为P27或Cyclin E蛋白表达阴性; 阳性细胞

数≥10%为P27或Cyclin E蛋白表达阳性.

统计学处理 数据采用SPSS 11.0统计学软件

进行处理. 采用c2检验、相关性检验方法进行分

析, 当P <0.05时差异有统计学意义.

2  结果

2.1 P27和Cyclin E的表达 P27蛋白在NGM, CSG, 
CAG伴肠上皮化生, CAG伴不典型增生和胃癌

组织中的阳性率分别为100%, 85%, 70%, 55%, 
38.3%. 而Cyclin E在上述组织中的阳性率分别

为 5%, 10%, 20%, 30%, 40%. P27和Cyclin E蛋白

阳性表达率在胃癌组与CAG伴不典型增生组之

间差异无显著性(P >0.05), 而与其他各组差异有

显著性(P <0.05). 
2.2 P27和Cyclin E表达与胃癌临床病理的关系 
P27蛋白表达多见于浸润浅、分化好、淋巴结

转移少、临床分期早的胃癌组织(图1A). P27图1A). P27). P27
蛋白表达水平与肿瘤浸润深度(P <0.05)、淋巴

结转移(P <0.05)、分化程度(P <0.05)、临床分

期(P <0.05)均相关, 而与性别、年龄、肿瘤大

小、肿瘤部位、Bormann分型等均无明显相关

(P >0.05, 表1). Cyclin E蛋白表达多见于浸润深、表1). Cyclin E蛋白表达多见于浸润深、). Cyclin E蛋白表达多见于浸润深、

分化差、临床分期晚的胃癌组织(图1B). Cyclin图1B). Cyclin). Cyclin 
E蛋白表达水平与肿瘤分化程度(P <0.05)、浸润

深度(P <0.05)及临床分期(P <0.05)相关, 而与性

别、年龄、肿瘤大小、肿瘤部位、Bormann分
型、淋巴结转移等均无明显相关(P >0.05, 表1).表1).). 
2.3 胃癌P27和Cyclin E的相关性 胃癌组织P27和
Cyclin E蛋白表达呈负相关, 相关系数(r  = -0.768, 
P <0.05). Cyclin E蛋白表达阳性的肿瘤, 其P27蛋
白表达阳性率(16.7%)显著低于Cyclin E蛋白表

达阴性者(52.8%, P <0.05). 在中高分化、浸润未

达浆膜层、无淋巴结转移及临床Ⅰ、Ⅱ期胃癌

中, P27阳性并Cyclin E阴性者显著多于P27阴性

并Cyclin E阳性者(P <0.01), 相反在低分化或未

分化、浸润已达浆膜层、有淋巴结转移及临床

Ⅲ、Ⅳ期胃癌中, P27阴性并Cyclin E阳性者显著

多于P27阳性并Cyclin E阴性者(P <0.01或P <0.05, 
表2).

图  1  胃腺癌组织免疫组化(SP)染色(×200). A: 高分化(Ⅱ

级)P27癌细胞核阳性; B: 中分化(Ⅱ级)Cyclin E癌细胞核阳性.

A B
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■创新盘点
本文对正常胃黏
膜、慢性浅表性
胃炎、慢性萎缩
性胃炎伴肠上皮
化生、慢性萎缩
性胃炎伴非典型
性增生及胃癌组
织 中 检 测 P 2 7 和
Cyclin E表达, 分
析胃炎不同阶段
至 胃 癌 的 P 2 7 和
Cyc l in E表达情
况, 分别探讨这两
种基因表达的单
独或联合检测结
果与胃癌临床病
理参数及预后的
关系.

3  讨论

参与细胞周期调控的分子有 :  细胞周期蛋白

(或细胞周期素, cyclin)、周期蛋白依赖性激酶

(cyclin-dependent kinase, CDK)、磷酸化酶以及

周期蛋白依赖性激酶抑制蛋白(cyclin-dependent 
kinase inhibitory protein, CDKI)等. 由cyclin-
CDK-CDKI构成了细胞周期中的中心网络调控

系统, 其中中心分子是CDK. cyclin、CDKI通过

调节CDK活性, 使活化的CDK作用于(磷酸化)
相应的特定期相中的一套底物, 进而对细胞周

期起调节作用. p27KIP1基因是Koff et al [1]于1993
年在研究经TGF-β及接触性处理的细胞中发现

的一种M r 27 000的热稳定蛋白. Polyak et al [2]于

1994年克隆其cDNA. 该基因对细胞周期具有负

调控作用, 主要通过与CDK或CDK-cyclin复合

物结合, 尤其抑制Cyclin E-CDK2复合物的活性, 

控制着细胞周期G1/S的转变, 实现对CDK活性的

抑制. 其基因缺失、突变罕见于人类肿瘤中[3-4], 其
mRNA水平在细胞周期中保持相对稳定, 但其蛋

白水平在多种肿瘤中明显下降[5]. 已有研究[6-10]

发现P27KIP1与多种肿瘤的预后相关, 如乳癌、

食管癌、非小细胞肺癌、前列腺癌、大肠癌等. 
我们发现, P27蛋白表达阳性率在NGM、CSG、

CAG伴肠上皮化生、CAG伴非典型性增生和

GC组中呈逐渐下降趋势. GC组与CAG伴不典型

性增生组无显著性差异(P >0.05), 而与其他各组

有显著性差异(P <0.05). 提示在从正常胃黏膜到

胃癌的演变过程中, p27基因逐渐失去了抑制细

胞增殖、促进细胞正常分化的功能, 其蛋白水

平的降低与胃癌的发生有密切关系. 本研究表

明, 胃癌组织中P27表达阳性率明显降低, 仅为

38.3%(23/60), 与文献报道相符[11-14]. P27是一个

细胞周期负调控因子, 他在G0期浓度最高, 他的

水平高低提示细胞的增殖能力和细胞的状态[15], 
一旦受到恶性增殖信号的刺激, P27蛋白表达水

平开始下降, 一方面由于合成降低, 更主要的是

通过细胞蛋白翻译后降解途径的速度提高[16], 这
个降解途径在细胞的静止期作用很小, 而在细

胞接受增殖信号后明显增强. P27蛋白表达的下

降减低了他对CDK活性的抑制效应, 导致CDK
的毒性效应递增, 从而能够充分的维持pRb的失

活效应, 使细胞能够完成细胞周期G1/S的重要

转换, 无法阻断细胞进行增殖、分裂, 乃至肿瘤

形成. 
P27与胃癌临床病理之间关系的研究报告

较多, 但结果不尽一致[17-20]. 本实验表明, P27的

     

表  1   P27和Cyclin E蛋白表达与胃癌临床病理参数的关
系 n (%)

临床病理参数                  n           P27KIP1阳性     Cyclin E阳性

性别

    男	                     43	  18 (41.9)	       18 (41.9)

    女	                     17	    5 (29.4)	         6 (35.3)

年龄        

    <60岁	                     33	  16 (48.5)	       16 (48.5)

    ≥60岁	                    27	  11 (40.7)	         8 (29.6)

肿瘤大小       

    ≤4 cm	                    29	  13 (44.8)	       13 (44.8)

     >4 cm	                    31	  10 (32.3)	       11 (35.5)

肿瘤部位       

    胃窦部	                    30	    6 (20.0)	         9 (30.0)

    贲门胃底部              16	    8 (50.0)	         7 (43.8)

    胃体部                     14	    9 (64.3)	         8 (57.1)

Bormann分型   

    Ⅰ,Ⅱ型                    23	  10 (43.5)	       11 (47.8)

    Ⅲ,Ⅳ型	                    37	  13 (35.1)	       13 (35.1)

肿瘤分化       

    中高	                     26	  18 (69.2)a	         5 (19.2)a

    低或未	                    34	    5 (14.7)	       19 (55.9)

浸润深度       

    未达浆膜层	     12	    8 (66.7)a	         3 (25.0)a

    已达浆膜层 	     48	  15 (31.3)	       21 (43.8)

淋巴结转移     

    阴性	                     30	  16 (53.3)a	         9 (30.0)

    阳性	                     30	    7 (23.3)	       13 (43.3)

临床分期     

   Ⅰ,Ⅱ期	                    19	  12 (63.2)a	         4 (21.1)a

   Ⅲ,Ⅳ期	                    41	  11 (26.8)	       20 (48.8)

aP<0.05.

    

表  2  胃癌中P27和Cyclin E表达的组合与临床病理的关系

临床病理参数            n   P27(+)/Cyclin E(-) P27(-)/Cyclin E(+)

分化  

    中高分化             26      16 (61.5%)           5 (19.2%)b

    低分化或未分化  34        3 (8.8%)           15 (44.1%)b

浸润  

    未达浆膜层         12        8 (66.7%)           2 (16.7%)b

    已达浆膜层         48      11 (22.9%)         18 (37.5%)a

淋巴结转移  

    阴性                    30      16 (53.3%)           4 (13.3%)b

    阳性                    30        3 (10.0%)         16 (53.3%)b

临床分期    

   Ⅰ,Ⅱ期                19      16 (84.2%)           2 (10.5%)b

   Ⅲ, Ⅳ期               41         3 (2.4%)          18 (43.9%)b

aP<0.05, bP<0.01.
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低表达与肿瘤浸润深度、淋巴结转移、分化程

度和临床分期呈负相关, 统计学有显著性差异

(P <0.05), 而与性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤部

位、Bormann分型等临床病理参数无关. P27蛋
白表达阳性多见于浸润浅、分化好、无淋巴结

转移、临床分期早的胃癌组织中, 而其表达阴

性则多见于浸润深、分化差、有淋巴结转移、

临床Ⅲ、Ⅳ期的胃癌组织中. 提示P27在胃癌的

进展、转移中起一定作用. P27作为具有抑癌作

用的细胞周期负调控因子, 在胃癌进展过程中

表达逐渐下降, 功能逐渐丧失, 使癌细胞更具侵

袭力、恶性程度更高、淋巴结转移更快, 预后

更差. 
Cyclin E是一种核蛋白质, 最初是从酿酒酵

母菌中提取出来的[21-22], Cyclin E的表达受细胞

周期调节, 并在G1期末达到高峰, 并激活CDK2, 
Cyc l in E/CDK2复合物在细胞进入S期前显示

出短暂而强烈的酶活性, 并引起Rb蛋白的进一

步磷酸化, Cyc l in E/CDK2复合物的活性可被

P21WAF/CIP1, P27KIP1等CDIs系列中的成员所调节. 
在异常情况下, Cyc l in E蛋白失去周期性表达, 
而在整个细胞周期中高水平表达, 则可持续地

在整个细胞周期中激活CDK2, 促使G1/S期转换, 
使细胞发生异常增殖[23-24]. 国外学者在肺、肾、

胰腺、胃、结肠、子宫、睾丸、内分泌以及食

管肿瘤的研究中认为Cyc l in E可能是一个致癌

基因, 在肿瘤组织中他的表达在质和量上均有

异常. 
我们发现 ,  C y c l i n E蛋白表达阳性率在

NGM, CSG, CAG伴肠上皮化生, CAG伴不典型

增生以及GC组中逐渐升高. GC组与CAG伴不典

型增生组无显著性差异, 而与其他各组有显著

性差异(P <0.05). 提示Cyclin E蛋白的过度表达

在胃癌的发生、发展过程中起重要的作用. 已
有研究提示, Cyclin E蛋白的表达与胃癌临床严

重程度、组织学恶性度及预后有关[25-26]. 在本组

胃癌组织中, Cyclin E的表达与肿瘤分化程度、

浸润程度及肿瘤分期相关, 统计学有显著性差

异(P <0.05), 在分化差、浸润深、分期高的肿瘤

Cyclin E蛋白表达阳性率更高, 提示Cyclin E蛋
白表达与胃癌的进展有关. 

近年来, 胃癌分子标记物与临床病理关系

的研究多采用同一标本中多种标记物检测方

法[27-28]. 本研究同时检测两种分子标记物结果, 
P27蛋白表达与Cyclin E蛋白的表达呈显著负相

关, 与既往报道一致[12,29]. 本组胃癌患者中, P27

表达阳性并Cyc l in E表达阴性的多为浸润浅、

分化好、无淋巴结转移、临床分期为Ⅰ, Ⅱ期

的患者; 相反, P27表达阴性并Cyclin E表达阳性

的多为浸润深、分化差、有淋巴结转移、临床

分期为Ⅲ、Ⅳ期的患者. 这可能是由于Cyclin E
表达增加, 加速细胞周期从G1向S期过度, 而P27
低表达失去了对Cyclin E/CDK2复合物活性的抑

制, 二者共同作用, 加速肿瘤的进展, 使肿瘤更

具侵袭性, 恶性程度更高[30-31]. 新近的研究提示, 
P27缺陷鼠被感染H pylori后随时间推移逐渐发

生胃黏膜的肠上皮化生及不典型增生[32], 根除H 
pylori可使慢性胃炎患者的胃黏膜P27表达显著

升高[33]. 本研究中CAG伴不典型增生组的P27和
Cyclin E表达阳性率与胃癌组相似. 这与H pylori
感染的关系及不同阶段慢性胃炎中P27和Cyclin 
E表达与其发生胃癌的潜能之间关系很值得深

入研究. 
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Abstract
AIM:  To investigate the role of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and CD44v6 in 
the recurrence and metastasis of hepatocellular 
carcinoma (HCC) after transcatheter hepatic 
arterial chemoembolization (TACE).

METHODS: The expression of CD44v6 and 
VEGF in 29 HCC samples obtained from the pa-
tients underwent secondary hepatectomy after 
TACE was examined by immunohistochemical 
staining and morphometric analysis. HCC sam-
ples (n = 30) obtained from the patients without 
TACE were used as the control group�.

RESULTS: The value of VEGF absorbance in the 
TACE group was 0.149 ± 0.021, significantly higher 
than that in the controls (0.134 ± 0.018, P < 0.05). 
The positive rate of CD44v6 expression was 
82.8% and 66.7% in the TACE group and control 
group, respectively, without significant differ-
ence between them (P > 0.05). The numbers of 

CD44v6 positive cells were also not markedly 
different between the two groups (112.4 ± 22.3 vs 
102.4 ± 21.2, P > 0.05)�.

CONCLUSION: VEGF may take part in the re-
currence and metastasis of HCC after TACE, 
while CD44v6 may not�.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Transcatheter 
hepatic arterial chemoembolization; Vascular en-
dothelial growth factor; CD44v6

Li XR, Yang ZF, Yi JL. Expression of CD44v6 and vascular 
endothelial growth factor in hepatocellular carcinoma 
after transcatheter hepatic arterial chemoembolization. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(13):1305-1308

摘要
目的: 探讨VEGF和CD44v6在肝癌经肝动脉
栓塞化疗(TACE) 术后复发和转移中的作用. 

方法: 选取经TACE治疗后二期切除的肝癌标
本29例, 以同期单纯手术切除的30例标本作为
对照, 采用免疫组织化学和图像分析的方法检
测VEGF和CD44v6的表达. 

结果: TACE治疗组与单纯手术组的VEGF吸
光度A 值分别为0.149±0.021和0.134±0.018, 
前者明显高于后者(P <0.05); TA C E治疗组
与单纯手术组的CD44v6表达阳性率分别为
82.8% 和66.7%, 阳性细胞数分别为112.4±
22.3/视野和102.4±21.2/视野, 两者间差异均
无显著性(P >0.05).

结论: VEGF可能参与了TACE术后肝癌的复
发和转移, 而CD44v6可能并不是TACE术后
肝癌复发和转移的主要因素.

关键词: 肝细胞癌; 经肝动脉化疗栓塞术; 血管内皮

生长因子 ; CD44v6
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■背景资料
经导管肝动脉栓
塞化疗术(TACE)
是肝癌综合治疗
中的一项重要方
法. 然而, TACE治
疗具有较高的复
发率 .  迄今为止 , 
TACE术后复发和
转移的机制尚不
清楚.
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0  引言

经导管肝动脉栓塞化疗术(transcatheter hepatic 
arterial chemoembolization, TACE)是肝癌综合

治疗中的一项重要方法. 对于不可切除的肝癌, 
TACE治疗可有效地延长患者生存期, 部分患

者因肿瘤缩小可获得二期手术切除机会. 然而, 
TACE治疗具有较高的复发率, 接受TACE治疗

的患者中, 肝内外转移也明显多见. 迄今为止, 
TACE术后复发和转移的机制尚不清楚. 血管内

皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)是肿瘤组织中最重要的血管生成因子, 
不仅与肿瘤血管发生、增殖有关, 而且直接参

与其浸润和转移[1-7]. 此外, 近来研究发现, 黏附

分子CD44的一种变异体CD44v6与多种肿瘤的

侵袭转移有关 [8-13]. 我们采用免疫组织化学方

法, 观察TACE治疗后残留肝癌组织中CD44v6
和VEGF的表达情况, 探讨CD44v6和VEGF在
TACE治疗后肝癌复发和转移中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院1990-01/2000-01行TACE治疗后, 
接受二期切除术的肝癌患者34例, 成功回访29
例(85.3%); 选取同期仅接受手术切除治疗, 并有

完整资料的肝癌患者30例(单纯手术组)作为对

照. 各组病例均按照全国肝癌防治协会制定的

标准或病理诊断为原发性肝癌. 两组年龄、性

别、肿瘤直径、肿瘤结节数目、AFP值、肿瘤

包膜有无等临床资料间均无显著性差异. TACE
方法采用Seldinger技术, 常规做肠系膜上动脉

间接门脉造影及腹腔动脉造影, 再做肿瘤供血

动脉选择性和超选择性插管. 经导管注入丝裂

霉素(MMC)10-16 mg, 5-氟脲嘧啶(5-FU)1500-
2000 mg或顺铂(CDPP)100 mg/m2, 再灌注含药

碘化油, 最后用明胶海绵颗粒(8 mm3, 100-300粒)
栓塞肝动脉血管近端. 

1.2 方法 标本于我院病理科经40 g/L甲醛液固定

后, 常规脱水, 石蜡包埋, 分别于癌旁正常组织, 
肿瘤区和坏死组织取材切片, 作4 µm连续切片. 
HE染色并经病理诊断证实. 采用SABC法进行免

疫组织化学染色, 兔抗人CD44v6购自北京中山

生物技术有限公司, 兔抗人VEGF单克隆抗体及

SABC试剂盒均购自武汉博士德生物工程公司, 
具体方法按试剂盒说明书操作. VEGF表达以肿

瘤细胞及血管内皮细胞胞质内出现棕黄色颗粒

为VEGF阳性, 选取阳性细胞密集区域, 在高倍显

微镜(×400)下选取4个视野, 应用高清晰度彩色

病理图像分析系统(HPIAS-1000)测定平均吸光度

值(A), 代表阳性胞质单位面积内VEGF相对含量. 
CD44v6表达以细胞质及细胞膜呈棕黄色为阳性

细胞, 首先于低倍视野下选取阳性细胞较集中的

5个区域, 再于200倍视野下计数阳性细胞数并取

其平均值.
统计学处理 数据采用SAS软件V6.4进行分

析, 数据mean±SD形式表示, 计量数据统计处理

采用t检验, 计数数据统计处理采用χ2检验.

2  结果

TACE组5例(17.2%)肿瘤发生完全坏死, 其余24
例(82.8%)均为不完全坏死. 镜下可见, 坏死肿瘤

为大片凝固性坏死改变, 呈红染无结构坏死物. 
坏死肿瘤周边可见残存癌巢, 被纤维隔膜包绕

成大小不等的岛状肿瘤结节. 残存的肿瘤细胞

有不同程度的变性, 如透明样变、气球样变等. 
肿瘤周边有纤维结缔组织包绕, 有大量炎性细

胞浸润.
2.1 VEGF 在肝癌组织中的表达 VEGF阳性颗粒

定位于肿瘤细胞的胞质内. VEGF阳性的肿瘤细

胞分布呈异质性, 强阳性染色的肿瘤细胞多位

于肿瘤浸润边缘及肿瘤包膜附近. TACE治疗后

肿瘤坏死区周围的残留癌巢内可见强阳性的肿

瘤细胞分布(图1A). 图像分析显示, TACE治疗后

残留癌组织内VEGF的表达明显强于单纯手术
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图  1  VEGF和CD44v6在TACE后癌组织的表达. A: VEGF(SP); 
B: CD44v6(SABC).

■创新盘点
本 文 将 V E G F 和
CD44v6与TACE
术后肿瘤转移复
发联系起来, 研究
其发生机制, 结果
证实VEGF可能参
与了TACE术后肝
癌的复发和转移, 
而CD44v6可能并
不是TACE术后肝
癌复发和转移的
主要因素.
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组(t  = 2.587, P <0.05, 表1).
2.2 CD44v6在肝癌组织中的表达 肝癌组织内

可见CD44v6的强阳性表达, 主要集中于细胞质

和细胞膜上. 在TACE治疗后的残留癌中也可

见CD44v6的表达(图1B). 30例单纯手术切除组

的肝癌组织中, CD44v6阳性者20例, 阳性率为

66.7%; 29例TACE治疗后的残留癌中, CD44v6
阳性者24例, 阳性率为82.8%, 高于前者, 但两者

间无显著性差异. 细胞计数结果发现, TACE治疗

后肝癌组织中CD44v6的阳性细胞数为112.4±
22.3, 多于单纯手术组的CD44v6阳性细胞数, 但
是两者间亦无显著性差异(P >0.05, 表1).

3  讨论

TACE是肝癌综合治疗中的一项重要方法, 一部

分不可切除的肝癌患者经TACE治疗后, 获得了

二期切除的机会. 然而在20多年的临床应用中, 
TACE也暴露出了其缺点和局限性. TACE不能

根治性治疗肝癌患者, 而且经TACE治疗后, 肝
癌具有很高的复发和转移率. 关于TACE治疗后

肝癌高复发和转移的机制目前尚不清楚. VEGF
是一个M r为46 000的高度糖基化碱性蛋白, 可
由正常细胞及肿瘤细胞产生和分泌[14-17]. 作为

肿瘤组织中最主要的血管生成因子, VEGF不仅

与肿瘤血管的发生、增殖有关, 而且直接参与

其浸润和转移[18-22]. 我们发现, 在肝癌组织内有

VEGF的表达, 而且VEGF的表达水平明显高于

邻近正常组织, 强阳性染色的肿瘤细胞多位于

肿瘤浸润边缘或肿瘤包膜附近, 而且TACE治疗

后残留癌巢内VEGF表达明显高于单纯手术组. 
残留癌巢高表达VEGF的原因目前尚不清楚, 可
能是TACE治疗造成的缺血、缺氧环境以及化

疗药物的作用, 杀死了恶性程度较低的肿瘤细

胞, 而残留的恶性程度较高的肿瘤细胞表现出

更高的VEGF表达状态; 或者缺血、缺氧促进了

肿瘤细胞自身分泌更多的VEGF[23-26]. VEGF在
TACE治疗后残留癌组织中的高表达可能是引

起肝癌高复发和转移的一个重要原因. VEGF的
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高表达可以促进新生血管的形成, 一方面可促

使肿瘤发生转移; 另一方面可使得肿瘤组织无

法完全坏死而残留癌巢, 为以后的复发和转移

奠定基础. 
人类C D44基因定位于11号染色体短臂

上,全长约50 kb, 由20个高度保守的外显子组

成. 含有变异性拼接外显子的CD44转录子称为

CD44v, CD44v6是CD44的一种变异体, 具有v6
外显子编码的功能区[27]. 近来研究发现, CD44v6
参与了多种肿瘤的转移. 作为一种细胞黏附因

子, CD44v6在细胞外基质中与透明质酸结合, 促
进细胞浸润和介导细胞迁移[28]; 此外, CD44v6
高表达的癌细胞可能获得淋巴细胞的“伪装”, 
逃避人体免疫系统的识别和杀伤, 产生免疫逃

避, 因而更易进入淋巴管, 形成转移[29]. 对肝癌

组织的研究发现, 肝癌组织中CD44v6的阳性表

达明显高于癌旁组织, 提示CD44v6参与了肝癌

的发生[30]. 然而关于CD44v6与TACE术后肝癌

复发转移的关系, 尚未见文献报道. 我们发现, 
虽然TACE治疗后的肝癌组织中CD44v6表达阳

性的例数和细胞数多于未经TACE治疗的肝癌, 
但是两者间无显著性差异, 提示C D44v6可能

并不是TACE术后肝癌的复发和转移的主要因

素, 其表达并不受TACE治疗所造成的缺血、缺

氧等因素的影响. 但由于本组样本量不多, 关于

CD44v6在TACE术后肝癌复发和转移中的确切

作用还需进一步大样本的研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the single nucleotide 
polymorphism (SNP) at the 54Ala/Thr (A/T) in 
the intestinal fatty acid binding protein (IFABP) 
gene in Hans and Mongolians.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR), 
restriction endonuclease (HhaI) digestion and 
DNA sequencing technique were performed 
to detect the IFABP gene polymorphism at the 
54Ala/Thr in 208 Mongolians of pastoral area, 
150 Mongolians of Zhangjakou city and 190 
Hans�.

RESULTS: The allelic frequency of 54Thr was 
0.51, 0.33, and 0.30, while that of 54Ala was 0.49, 
0.67, and 0.70 in Mongolians of pastoral area, 

Zhangjakou city and 190 Hans, respectively. In 
comparison with that of Mongolians in urban 
area and Hans, the allelic frequency of codon 
54Thr in Mongolians of pastoral area was sig-
nificantly increased (χ2 = 22.98, P < 0.01; χ2 = 
34.23, P < 0.01, respectively), however, it was not 
significantly different between the Mongolians 
of urban area and Hans.

CONCLUSION: The IFABP gene polymorphism 
at 54A/T has no correlation with ethnics among 
Mongolians and Hans, and the high frequency 
of 54Thr mutant genotype in Mongolians of pas-
toral area may be associated with high-fat dieting.

Key Words: IFABP gene; Single nucleotide polymor-
phism; High-fat diet; Mongolians; Hans 

Wang ZH, Chang XT, Hou XP, Dong MG, Wang HT, 
Zhang L, Li GX. Investigation of Ala54Thr polymorphism 
in intestinal fatty acid binding protein in Han and 
Mongoloid populations. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(13):1309-1313

摘要
目的: 调查蒙、汉族人群小肠脂肪酸结合蛋
白(IFABP)基因exonⅡ54位点编码丙氨酸或苏
氨酸(A/T)单核苷酸多态性(SNP), 探讨不同种
族、饮食习惯与IFABP基因多态性频率分布
的关系. 

方法: 采用聚合酶链反应(PCR), DNA限制性
内切酶酶切及基因测序等技术, 分别对208例
牧区蒙古族人群、150例张家口市区蒙古族人
群和190例汉族人群54A/T IFABP基因型分析. 

结果: 牧区蒙古人群54T等位基因频率为
0.51, 54A等位基因频率为0.49; 市区蒙古族
人群54T等位基因频率为0.33, 54A等位基因
频率为0.67; 汉族人群54T等位基因频率为
0.30, 54A等位基因频率为0.70. 与市区蒙古
族人群、汉族人群相比, 牧区蒙古族人群突
变型54T等位基因频率明显增高, 且差别有
统计学意义(分别为χ2 = 22.98, P <0.01; χ2 = 
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■背景资料
脂类代谢异常与
心血管疾病的发
生 密 切 相 关 ,  环
境与遗传因素的
相互作用越来越
引 起 关 注 .  目 前
的研究结果显示, 
IFABP基因第2外
显子54Ala/Thr突
变可能与腹性肥
胖、高血脂、高
血糖、胰岛素抵
抗等代谢综合征
有关. 本文探讨了
不同种族、不同
饮食习惯与等位
基因54Ala/Thr频
率分布的关系, 为
今后进一步研究
打下理论基础. 



34.23, P <0.01). 市区蒙古族和汉族相比较, 突
变型54T等位基因频率无明显差异(χ2 = 0.47, 
P >0.05).

结论: 蒙、汉族人群IFABP基因54A/T多态性
频率分布无种族差别; 牧区蒙古族人群突变
型54T IFABP基因高频率分布可能与高脂饮
食习惯有关.

关键词: IFABP基因; 单核苷酸多态性; 高脂饮食; 蒙

古族; 汉族
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0  引言

基因多态性构成了不同个体与群体对疾病的易

感性、对药物与环境因子不同反应的遗传学基

础. 肥胖、高血脂、高血糖等代谢综合征的发

生、发展受饮食、环境及遗传等多因素影响, 
而胰岛素抵抗是其形成的中心环节. 在代谢综

合征发生机制的探索中, 相关基因多态性改变

越来越引起关注. IFABP定位于小肠上皮吸收细

胞, IFABP基因exonⅡ54位点可编码丙氨酸或苏

氨酸(A/T), 具有单核苷酸多态性. 近年来, 国外

学者相继报道, 突变型54T IFABP与高脂血症、

Ⅱ型糖尿病、胰岛素抵抗相关[1]. 我们通过对

蒙、汉族人群IFABP基因多态性分析, 旨在探讨

种族、饮食习惯与54A/T频率分布的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象: 张家口市区蒙古族人150例
(市区居住3代以上, 饮食习惯与汉族类似), 男
102例, 女48例, 平均年龄50.2±5.5岁; 牧区蒙古

族人208例, 来自内蒙古集宁市中旗牧区, 男142
例, 女66例, 平均年龄49.8±7.1岁; 张家口市汉

族人190例, 男144例, 女46例, 平均年龄40.2±
10.1岁. 以上研究对象均无血缘关系. 限制性内

切酶HhaⅠ, Taq DNA聚合酶购自TaKaRa公司; 
蛋白酶K购自Sigma公司; UNIQ-5胶回收试剂盒, 
PCR反应回收试剂盒购自上海生物工程有限公

司. UNOⅡ型PCR仪(Biometra, 德国), UV-1601
型紫外分光光度计, 75S/00771型凝胶成像分

析系统(Bio Rad, 美国). 根据GenBank提供的人

IFABP基因序列, 按引物设计原则, 将上游引物

设计在距离突变位点200 bp, 下游引物设计在
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距离突变位点100 bp, 扩增产物长度为300 bp, 
即上游引物序列: 5'-ACAGGTGTTAATATAGTG
AAAAGG-3', 下游引物序列: 5'-ATTGGCTTCTT
CAGTTAGTGAAGG-3'. GAPDH内参对照: 扩增

片段长450 bp, 上游引物序列: 5'-ACCACAGTC
CATGCCATCAC-3'; 下游引物序列: 5'-TCACCA
CCCTGTTGCTGTA-3'.
1.2 方法 空腹静脉血1 mL, 38 g/L枸橼酸钠抗

凝. 采用低渗溶血法分离白细胞; 酚/氯仿抽提法

提取DNA. 目的IFABP基因片段扩增条件: 95℃
预变性3 min; 94℃变性30 s, 56℃退火30 s, 
72℃延伸1 min, 30个循环; 72℃补平8 min, 反
应体系为50 mL. GAPDH内参扩增条件: 95℃预

变性3 min; 94℃变性30 s, 55℃退火30 s, 72℃
延伸1 min, 30个循环; 72℃补平8 min, 反应体

系为25 mL. IFABP基因PCR扩增产物, 经PCR产
物回收试剂盒回收后, 用限制性内切酶HhaⅠ, 
37℃酶切过夜. 结果行30 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
经凝胶成像分析系统摄像, 并记录分析结果. 根
据酶切结果, 针对性地选择部分完全切割、不完

全切割和未切割的PCR产物, 经10 g/L琼脂糖凝

胶电泳纯化回收, 待DNA序列分析比较, 测序分

析由上海博亚生物技术有限公司完成.
统计学处理 基因型及等位基因频率采用基

因计数法, 观察对象与Hardy-Weinberg平衡的符

合程度、组间基因型及等位基因频率比较采用

χ2检验. 以上统计均在SPSS 10.0软件上完成.

2  结果

以外周血白细胞DNA为模板, 进行PCR扩增, 经
10 g/L琼脂糖凝胶电泳观察, 在约300 bp处扩

增出1条与预期值相符合的特异性IFABP基因片

段, GAPDH内参扩增结果为450 bp. PCR产物

经回收试剂盒回收后, 用限制性内切酶HhaⅠ, 
37℃过夜酶切. HhaⅠ内切酶碱基识别序列为

GCGC. 当IFABP基因54位点GCT(A)→ACT(T)
时, 其所在碱基序列片段将由GCGCT→GCACT, 
HhaⅠ内切酶不能酶切. 酶切结果电泳分析显

示3种情况: (1)突变纯合子型54T/T, 显示1条带, 
分子量约为300 bp; (2)野生型54A/A, 显示2条
带, 分子量约为200 bp和100 bp; (3)突变杂合子

型54A/T, 显示3条带, 分子量分别约为300 bp, 
200 bp和100 bp(图1). 图2所示为野生型54A/
A(GCT/GCT)IFABP基因上游核苷酸序列片段

测序结果; 图3所示为突变纯合子型54T/T(ACT/
ACT)IFABP基因上游核苷酸序列片段测序结果. 
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■同行评价
本文比较蒙汉人
群IFABP Ala54Thr
多态性频率, 观察
生活习惯对他的
影 响 ,  有 一 定 的
创新性, 有较大的
理论意义. 设计合
理, 技术先进, 结
果可靠.
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150例市区蒙古族人群54A/T基因型分布: 
野生型A/A 72例占0.48, 杂合子型A/T 57例占

0.38, 突变纯合子型T/T 21例占0.14; 54T等位基

因频率为0.33, 54A等位基因频率为0.67. 208例
牧区蒙古族人群54A/T基因型分布: 野生型A/A 
8例占0.04, 杂合子型A/T 198例占0.90, 突变纯合

子型T/T 12例占0.06; 54T等位基因频率为0.51, 
54A等位基因频率为0.49. 190例汉族人群54A/T
基因型分布: 野生型A/A 96例占0.50, 杂合子型

A/T 72例占0.38, 突变纯合子型T/T 22例占0.12; 
54T等位基因频率为0.30, 54A等位基因频率为

0.70. 与市区蒙古族人群相比, 牧区蒙古族人群

54T等位基因频率明显增高, 且差别有统计学意

义(c2 = 22.98, P <0.01); 与汉族人群相比, 牧区蒙

古族人群54T等位基因频率亦明显增高, 且差异

非常显著(c2 = 34.23, P <0.01). 市区蒙古族和汉

族相比较, 突变型等位基因频率无统计学差别

(c2 = 0.47, P >0.05).

3  讨论

饮食因素与冠心病、动脉粥样硬化、高脂血症

等代谢性疾病的发生、发展关系密切, 业已证

实, 西方的饮食方式, 即高脂饮食习惯是诱发此

类疾病的重要因素之一. 20世纪末, 发现并初步

证实IFABP基因在机体内脂类吸收、代谢中发

挥着重要作用[2-14]. FABPs是一组细胞内小分子

量蛋白超家族, M r 15 000, 迄今为止, 共发现8种, 
其分布具有组织特异性[15]. IFABP是这家族成员

之一, 分布于小肠上皮细胞, 与食物中饱和、非

饱和长链脂肪酸(long chain fatty acid, LCFA)的
摄取、运输及代谢有关[16]. 1995年, Baier et al [17]

报道, 人类IFABP基因第2外显子54位点存在点

图  1  Hha Ⅰ内切酶酶切结果. 6, 8: IFABP 54A/T杂合

子基因型(300 bp, 200 bp, 100 bp); 1, 2, 4, 5, 7: IFABP 

54T/T突变纯合子基因型(300 bp); 3: IFABP 54A/A野

生基因型(200 bp, 100  bp); 9: GAPDH内参(450 bp); 10: 

DL 2000 Marker.

图  2  野生型IFABP 54A/A(GCT/GCT)基因片段测序分析(正向,“-”所示为54位点 GCT).

1    2     3    4     5    6    7     8    9    10

300 bp
200 bp

100 bp

450 bp

ATTACACANGAAGGAAATAAAT  TCACAG  TCAAAGA  ATCAAG C GC  TTTT CG AAA CA TTG AAG TTG NTTTT GAAC  TTGG TG NCACC  T TT A A TT ACAA C C T A CC NC ANGGAAACTG AAC TC  AG GG T AAG AA T TTT

10                20                30                 40                50                 60                  70                 80                 90                 100              110               120                 130  

TT TT TT T ATG AG C A A TG C A TT C TTG  AT TT TT C TA CC  C A A TA  TT AA AA TG A TT  TC TG C T CT A T TT C A TTG GA T GG TT TA  A T TA  A TG C A G TTC T C C T TC AC T A  AC TG A AG A AGC C A A  TA A
140               150                 160               170                180                 190               200                210                220                 230               240                250

图  3  突变型IFABP 54T/T(ACT/ACT)基因片段测序分析(正向), “-”所示为54突位点 ACT). 

GAAGC TGACAAT TACAC AAGAAGG AA ATAA A TT CACAG TC AAAGA  ATC AAG C AC T T TT CGAA A CA  TTG AA G TTG TT TT TG AAC TTG G TG TC AC C T T TA  AT T ACAA  TC  TA G C A GAC GG A A C TG A A C T CAGGG

10                20                30                40                 50                 60                 70                 80                  90                100               110                120                130  

TAAG AA T T TT TT TT TT TA TG AGC A ATG C A T TC T TG A TT TT TC T AC C CA  AT A TT AA  A A TG A TT T CT GC  TC T AT T TC A TT GG AT GG T TT A AT T A  ATGC  AGG  TC T C C T TCAC  T AAC TG A  AGA AGC  CA A T A  AT

140                150                160               170                180               190                200                210                220               230                240                 250
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突变, 编码氨基酸由丙氨酸(Ala)突变为苏氨酸

(Thr). 实验证实, 突变型T54 IFABP与配基LCFA
的亲和力是野生型A54 IFABP的2倍[17]; 细胞

学实验结果显示, 转染了54T/T IFABP基因的

CaCo-2细胞摄取脂肪酸的能力, 分泌三酰甘油

(TG)的浓度均高于对照组54A/A IFABP CaCo-2
细胞[18]. 从结构上, 尽管54T与配基结合无明显

的直接关系, 但是苏氨酸(T)替代丙氨酸(A), 使
蛋白分子侧链增大 ,  影响了配基进出结构域

“入口”, 从而降低了IFABP运输配基的转移速

率[19]. 一些学者认为, 突变型54T IFABP分子结

构的微小改变, 可能影响了脂类的正常代谢. 最
近临床研究结果显示, 与野生型54A相比较, 突
变型54T携带者, 餐后血浆非酯化脂肪酸、TG、

载脂蛋白E(ApoE)及胰岛素水平均显著升高, 并
且持续时间明显延长[20-21]. 早在1992年, Patsch et al
发现, 餐后高脂血与冠心病的发生、发展有显

著的相关性[22]. 因此, 预测突变型54T IFABP可
能与异常的脂类代谢相关疾病有关. 

肠道IFABP基因表达受食物中LCFA正向调

节[23], 从十二指肠到结肠, 从绒毛顶端到肠隐窝, 
随着上皮细胞摄取脂肪酸能力的降低, IFABP
基因表达呈明显递减的阶梯状分布. 随着食物

中脂肪酸含量增加, 肠道上皮细胞IFABP表达

亦增多. 是否高脂饮食也与IFABP基因点突变有

关? 目前尚无确切答案. 但从另一个角度, Vincent 
et al [24]通过饮食干预实验发现, 高脂饮食引起的

高三酰甘油血症与54T IFABP基因有直接关系; 
Hegele et al [25]研究证实, 高纤维饮食可降低54T
基因携带者外周血LDL-胆固醇和ApoB浓度. 人
类基因的多态性是普遍存在的. 业已证实, 许多

代谢性疾病, 如心血管疾病、糖尿病、肥胖症

等起因于遗传的易感性和环境因素的相互作用. 
大量资料显示, 与冠心病相关的参与脂类代谢

基因, 如载脂蛋白E, B, A-Ⅳ, C-Ⅲ, LDL受体和

IFABP的多态性改变与饮食有关. 边远的牧区蒙

古族人很大程度上仍保持着传统的游牧民族的

生活习惯, 饮食主要以高脂的肉、奶类为主, 蔬
菜类较少; 而市区蒙古族人的饮食习惯与汉族

几乎没有区别, 营养成分更趋于多元化. 我们的

实验结果显示, 在市区蒙古族人群和汉族人群

中, 突变型54T IFABP基因分布频率无统计学差

别(P >0.05), 并且两者的突变频率与其他种族报

道类似[26]. 牧区蒙古族人群54T基因突变频率明

显增高, 与前两者相比, 差异非常显著(P <0.01). 
因此, 我们推测, 在市区蒙、汉族人群中, IFABP

基因54A/T多态性频率分布可能与种族无关; 而
高脂饮食习惯可能与牧区蒙古族人群突变型

54T IFABP基因高频率分布有关. 
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摘要
炎症性肠病(IBD)在我国发病率逐步升高, 其
相关病理学研究和再生修复成为研究的热点. 
炎症性肠病存在易感基因NOD2, 发病与感
染、饮食、药物、肠道菌群变化及免疫因素
有关. 肠道干细胞, 具有自我更新与增殖能力. 
肠黏膜被破坏时, 陷窝残存的干细胞向外生长
并移行, 重建绒毛直至肠黏膜恢复正常. 肠道
干细胞的增殖和分化与多种细胞因子作用有
关. 造血干细胞移植治疗IBD是最近出现的一
种新型治疗方法, 自体与异体移植均有较好临
床疗效, 基础研究已经证实移植的造血干细胞
可以定居于肠道上皮, 但移植修复损伤肠道黏
膜的详细机制则有待于深入研究. 

关键词: 炎症性肠病; 病理; 免疫; 干细胞; 移植
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0  引言

近年来, 随着人民群众生活水平提高, 炎症性肠

病(inflammatory bowel disease, IBD)这种在欧

美发病率较高的疾病, 在我国发病率正逐步升

高 [1-2], 其中难治性IBD也显著增加. IBD包括溃

疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病

(Crohn's disease, CD), 他们共同表现为肠黏膜炎

症, 且相关肠癌发病率较高, 因此, 炎症性肠病

的病理学基础和再生修复研究成为近年来消化

领域研究的热点. 

1 IBD病理学基础

IBD与遗传因素、免疫因素有关, 常以感染、饮

食、药物、肠道菌群失调等为诱因发病. 流行

病学调查发现, IBD易感性在不同人种中区别较

大, 黑人, 黄种人等有色人种发病率较低, 而白

种人较高, IBD近亲属中患病几率是其他人群

的10-100倍[3-4]. 在遗传因素方面, Hugot et al [3]和

Inohara et al [4]在2001年几乎同时报告了IBD的

第一个易感基因NOD2, 该基因主要表达于单核

细胞中, 位于16号染色体着丝点附近, 他编码的

NOD2蛋白含1040氨基酸, 参与细胞凋亡和核因

子κB(NF-κB)激活. 其N末端是半胱-天冬氨酸蛋

白酶补充区域, 是IL-1受体, C末端包括caspase募
集区, 核苷结合区及富含亮氨酸的重复序列区, 
具有结合、识别细菌的脂多糖及激活NF-κB功

能, 而NF-κB在IBD炎症反应过程起着信号通路

作用. NOD2基因有3个易发突变位点, 突变使患

者体内大量合成蛋白, 并结合相应抗原提呈给

单核细胞, 将信号传递给肿瘤坏死因子(TNF)受
体及其相关蛋白, 引起细胞内产生炎症因子的

级联放大反应, 导致IBD. 同时, 人类白细胞抗原

(HLA)的某些类型如DR2基因与UC有关, DR1和
DQ5与Crohn病呈正相关. 其他易感标记物包括

组织相容性复合体(MHC)、某些细胞受体、细

胞因子、细胞黏附分子、免疫球蛋白等. 在免

疫因素方面, 消化道黏膜本身起着免疫屏障和

抗黏膜损伤作用, 肠道黏膜免疫系统存在辅助

细胞亚群, 正常情况下可对肠道内容物和正常

菌群产生免疫耐受, 对病原体则产生免疫反应. 
IBD时这种免疫耐受失衡, 可对肠道共生菌及化

学物质产生免疫反应, 致使肠壁和外周血中激

活的CD4+T细胞分泌大量炎症因子和化学趋化

因子, CD4+T细胞可以分为Th1和Th2细胞, Th1
细胞诱导肉芽肿性炎症, 白介素12(IL-12)和干扰

素(IFN-γ)在炎症发展中起关键作用, 而Th2细胞

则可诱导浅表黏膜炎症, 由IL-13起主导作用, 二
者通过细胞因子相互调节[5]. 因此, 也有人认为

IBD是一种自身免疫性疾病, 临床采用细胞因子

或免疫抑制剂治疗. 动物实验已经证实IL-12能
够阻断IBD进展, 下调炎症反应因子. 环境诱因, 

■背景资料
炎症性肠病(IBD)
在我国发病率逐
步升高, 其相关病
理学研究和再生
修复成为研究的
热点. 造血干细胞
移植治疗 I B D是
最近出现的一种
新型治疗方法, 自
体与异体移植均
有较好临床疗效, 
基础研究已经证
实移植的造血干
细胞可以定居于
肠道上皮, 但移植
修复损伤肠道黏
膜的详细机制则
有待于深入研究. 
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主要包括感染、饮食、药物和微生物. 饮食不

当, 吸烟, 或药物导致肠道菌群失调和免疫缺陷, 
创伤或外科手术及感染时, 常伴肠道黏膜的通

透性增高, 正常黏膜功能的下调, 会导致炎症级

联放大反应和组织的损伤. 

2 肠道干细胞研究进展

干细胞(stem cell, SC)具有终身自我更新能力, 
可根据环境变化产生多种高度分化的子代细

胞. 肠道干细胞也称肠道上皮干细胞, 位于肠道

隐窝内具有自我更新与增殖分化功能. 解剖学

上, 肠道干细胞位于在陷窝纵向切片第2至7层
细胞之间. 肠上皮干细胞通常发生不对称分裂, 
生成一个子代干细胞和一个可继续分化的子细

胞. 但在发育时或损伤后则发生对称性分裂, 分
裂成两个子代干细胞或两个可继续分化的子细

胞. 正常情况下约5%发生对称分裂, 即一个干细

胞生成两个子代干细胞, 以完成陷窝内干细胞

更替或凋亡[6]. 肠黏膜屏障被破坏时, 陷窝干细

胞将产生溃疡相关细胞, 并逐渐向绒毛移行, 形
成单独的导管结构, 分泌黏蛋白和表皮生长因

子(EGF), EGF又可以促进这种细胞的生成, 通过

这种残存的干细胞发生对称性分裂以再生陷窝, 
重建绒毛直至肠黏膜恢复正常. 肠黏膜修复速

度取决于陷窝的干细胞数量、细胞周期时间、

对称分裂的发生频率以及环境刺激给予的强度. 
肠道上皮干细胞自身基因表达和其所处的微

环境是其增值和分化的决定因素, 在非对称分

裂及向绒毛上移过程中逐渐失去干细胞功能. 
影响肠道干细胞的增殖和分化的因素十分复

杂, 目前知道表皮生长因子是对隐窝上皮细胞

增生最有效的细胞因子[7]. T细胞因子-4(T cell 
factor-4, TCF-4), 可调节肠道干细胞增殖或上

移 [5]. 成纤维细胞生长因子可以促进上皮细胞的

有丝分裂, 并调节细胞的分化, 其中碱性成纤维

细胞生长因子作用于小肠隐窝细胞外基质, 通
过与干细胞表面的酪氨酸蛋白激酶受体的结合

而发挥作用. 给予足量的外源性碱性成纤维细

胞生长因子, 能够加快干细胞增殖分化速度, 促
进干细胞进入增殖周期, 修复受损肠道上皮[8]. 
TNF[9]和角化细胞生长因子[10]可有效地促进受

损后的小肠干细胞分裂, 增加定向祖细胞的数

量. 胰岛素样生长因子可与其他生长因子协同

作用促进干细胞增殖和分化[11]. 肝细胞生长因

子, 作为一种促有丝分裂原, 其生物学机制与碱

性成纤维细胞生长因子类似, 体内外试验均证

明对肠道干细胞有明显的促增殖作用[12]. 其他

生长因子对肠道干细胞增殖分化的作用尚在进

一步研究中. 

3 造血干细胞移植根治炎症性肠病

传统IBD治疗法方有: 糖皮质激素、水杨酸制

剂结合局部灌肠及全身用药. 症状重或顽固者

可用免疫抑制剂如硫唑嘌呤、环磷酰胺、环孢

菌素等. 近年迅速发展的IBD生物学治疗[13], 用
TNF-α单抗等促炎因子拮抗剂和抗炎因子等细

胞因子治疗, 在临床疗效显著. 其次是用反义

核酸等小分子干扰技术为主的基因治疗, 尚处

于临床前实验研究阶段. 而最近新出现的一种

IBD治疗新方法——干细胞移植(hematopoietic 
stem cell transplantation, HSCT), 使IBD临床治

疗出现了全新的思路. 最初HSCT移植的病例报

告来自于淋巴瘤或白血病合并IBD的移植患者, 
Ditschkowski et al [12,14]随访11例施行异基因外周

血HSCT的白血病合并CD或UC患者, 发现移植

后中位时间34 mo时, 存活10例均未表现IBD活

动性. Lopez et al [15]报道6例恶性血液病合并CD
的患者行异基因HSCT取得类似疗效. 1例日本

非霍奇金淋巴瘤合并UC患者[16], 1例瑞典UC和
白血病患者[17]行自体HSCT后, 长期随访也取得

了完全治愈的结果. 2003年Burt et al [18]和Kreisel 
et al [19]以CD为指征共对3例难治性CD患者进行

自体外周血HSCT, 随访1 a, 患者病情缓解(CD
活动指数CDAI评分<100). 以上报道提示无论自

体或异体HSCT对IBD都有较好的临床疗效, 但
HSCT对肠黏膜的损伤修复机制尚未明了. 

按照器官移植理论, IBD所造成的肠道黏膜

损伤, 其移植治疗的最佳干细胞来源自然应是

肠道上皮干细胞. 但由于肠道上皮干细胞来源

数量有限, 在体外尚不能长期培养和扩增, 因而

目前临床IBD移植干细胞均来自造血干细胞. 造
血干细胞移植按干细胞来源分为骨髓移植(bone 
marrow transplantation, BMT), 外周血造血干细

胞移植(peripheral blood stem cell transplantation, 
PBSCT), 脐带血干细胞移植(cord blood stem 
cell transplantation, CBSCT)等, 按遗传背景又

分为自体(auto-)干细胞移植和异体(al lo-)干细

胞移植. 近年来, 随着重组人干细胞因子在干

细胞动员中的应用和分离采集技术的进步, 除
脐带血干细胞移植外, 自体与异体的干细胞移

■同行评价
I B D发病率正逐
步升高, 治疗效果
差, 易复发. 干细
胞是生物医学研
究热点, 用于IBD
治疗取得一定效
果. 该文对干细胞
用于 I B D治疗实
验和临床研究进
行了综述, 文章结
构 合 理 ,  观 点 新
颖.
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植已几乎全部采用外周血干细胞移植技术来进

行. 在预处理方案上除沿用传统大剂量化疗加

全身放疗外, 现在又发展了非清髓性移植或小

移植技术[20], 大大增加了移植成功率和降低了

移植相关死亡率. Oyama et al [21]分别用环磷酰

胺(cyclophosphamide)和粒细胞集落刺激因子

(granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF)作
动员剂, 进行自体HSCT, 观察一年半以上, 共计

12例中11例持续缓解(CDAI<100), 仅1例复发. 
Garcia-Olmo et al [22]用自体脂肪间充质干细胞移

植治疗CD瘘管患者, 6/9得到治愈. 鉴于IBD病因

涉及免疫遗传方面, 而HSCT则有利于重建和恢

复患者免疫遗传系统, 这无疑为IBD的治疗提供

了新的选择. IBD虽有易感基因, 但并不是遗传

性疾病, 就像HSCT治疗自身免疫性疾病[23]一样, 
自体干细胞移植因不存在干细胞来源和移植排

斥反应, 因而疗效较好, 在难治性炎症性肠病治

疗中有着良好的应用前景[24-25]. 
异体干细胞移植虽然在血液病伴IBD的患

者中取得了较好的效果, 但尚未得到大样本临

床资料证实. 考虑到IBD是慢性渐进性疾病, 绝
大多数CD患者经相应传统治疗后, 可获得一定

好转, 发病15 a后约半数尚能生存, 急性重症病

例近期病死率低于10%, 其中半数以上患者需要

手术治疗; UC患者经传统治疗后, 多得到某种程

度的康复, 轻型者康复率90%, 重型症状减轻和

好转率超过50%, 保守治疗无效还可手术治疗, 
而全结肠型UC的病死率可达25%左右[26-27]. 相对

于自体干细胞移植而言, 异体干细胞移植增加

了移植排斥反应风险, 存在HLA相合供体干细

胞来源缺乏, 移植成功后患者免疫抑制剂的使

用和生活质量等问题, 除非有完全配合的供者, 
否则选择异体HSCT治疗IBD在获得大规模临

床验证前, 应严格掌握适应证. 尽管如此, 应用

HSCT治疗IBD的探索已成为趋势, 而要使HSCT
治疗IBD取得更大的临床应用, 甚至成为重症

IBD患者的常规疗法, 不仅需要对更多患者进行

治疗研究和长期随访, 不断完善临床移植方案, 
移植机制研究尽快取得突破性进展也是关键. 

从临床用HSCT治疗IBD需要药物预处理以

破坏IBD患者炎症的免疫反应环境, 纠正了异常

的肠道菌群环境, 有利于肠道黏膜的修复. 但我

们依然不清楚这种修复是依赖于“土壤”的变

化还是“种子”的改变, 修复损伤的干细胞是

来自植入细胞还是原有肠道干细胞, 或者是二

者兼而有之？我们已在UC大鼠动物模型中, 用

雄性大鼠Y染色体作为植入标志, 将雄性大鼠的

骨髓间充质干细胞植入雌性大鼠, 发现其可以

定居于受者肠道上皮[28], 这一点也得到国外同行

的认可[29-30]. 这种定居于肠道上皮的间充质干细

胞是否已转化为肠道上皮干细胞, 是否具有连

续分裂分化成不同上皮细胞的能力尚无直接证

据. 因此, 造血干细胞体外诱导分化成为上皮干

细胞或不同分化阶段的上皮细胞, 以及追踪肠

道损伤黏膜修复细胞的来源, 对于奠定造血干

细胞移植治疗炎症性肠病的理论基础, 对以后

造血干细胞移植用于治疗胃、食道疾病, 甚至

癌症都会有重要的启示作用.
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Abstract
AIM: To discuss the protective effect of Stronger 
Neo-Minophagen C (SNMC) on patients with 
fulminant liver failure (FLF). 

METHODS: From March 2003 to March 2005, 
86 FLF patients were selected for this study, 
and they were assigned into group A and B. 
The patients in group A were intravenously in-
jected with SNMC 120  mL per day, combined 
with symptomatic treatment to protect the liver. 
Symptomatic treatment was only performed 
on patients in group B, serving as controls. The 
level changes of serum alanine aminotransferase 
(ALT), cholesterol (CHOL), total bilirubin (TBIL), 
prothrombin activity (PTA), tumor necrosis fac-
tor TNF-α, nitrix oxide (NO), and interleukin-6 
(IL-6), as well as the outcome of the disease, 
were observed and comparatively analyzed��. 

RESULTS: The levels of ALT and TBIL had no 

significant difference between the two groups 
(P > 0.05), while those of CHOL and PTA were 
significantly different between them (P < 0.01). 
After treatment, the levels of NO and IL-6 were 
markedly lower in group A than those in group 
B (24.5 ± 18.1  μmol/L vs 48.1 ± 24.1  μmol/L, 
P < 0.01; 76.9 ± 71.2  ng/L vs 357.1 ± 79.1 ng/L, 
P < 0.01). The fatality rates were 37.8% (17/45) 
and 70.7% (29/41), respectively, in group A and 
B, and there was significant difference between 
them (P < 0.01). 

CONCLUSION: SNMC has obvious protective 
effect on FLF patients through inhibiting the 
inflammation mediated by inflammatory media-
tors. 

Key Words: Stronger Neo-Minophagen C; Fulminant 
liver failure; Inflammatory mediators; Outcome
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摘要
目的: 探讨复方甘草酸苷(S t r o n g e r N e o-
Minophagen C, SNMC)对暴发性肝衰竭(FLF)
患者的保护作用. 

方法: 全部病例均为2003-03/2005-03期间住
院的患有急性、亚急性重型肝炎的86例实
验分为治疗组和对照组 .  治疗组每天注射
(iv)SNMC 120 mL, 同时采用常规保肝支持
对症治疗 .  对照组则仅用保肝支持对症治
疗. 对比观察两组的转氨酶(ALT)、胆固醇
(CHOL)、总胆红素(TBIL)、凝血酶原活动度
(PTA)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、一氧化氮
(N O)、白介素-6(I L-6)的变化情况及病情
转归. 

结果: A LT、T B I L两组比较差异不显著
(P >0.05); CHOL、PTA在治疗组的恢复程
度(3 wk后)明显优于对照组, 两组差异显著
(P <0.01). 两组治疗后, 治疗组NO、IL-6水平
与对照组相比有显著差异(24.5±18.1 μmol/L 
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■背景资料
在临床对照治疗
观察前, 已通过实
验研究验证了甘
草酸苷对小鼠暴
发性肝坏死模型
的保护作用. 该领
域中的研究热点
是重型肝炎肝细
胞凋亡的发病机
制及甘草酸苷对
其保护机制研究. 
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vs  48.1±24.1 μmol/L, P <0.01; 76.9±71.2 ng/
L vs  357.1±79.1 ng/L, P <0.01). 治疗组有17例
治疗无效, 病死率为37.8%(17/45), 对照组有
29例治疗无效, 病死率为70.7%(29/41), 两组
相比差异显著(P <0.01). 

结论: SNMC对暴发性肝衰竭有明显的保护作
用, 并抑制各种因素所介导的炎症反应, 从而
防止或缓解肝坏死及减少并发症 ,  降低病
死率.

关键词: 甘草酸苷; 暴发性肝衰竭; 炎症介质; 病情转

归
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0  引言

越来越多的研究证明, 各种急、慢性肝病, 尤其

是暴发性肝衰竭的发病过程与细胞免疫直接

导致的炎症坏死有密切关系, 一些炎症介质和

细胞因子(包括NO, TNF-α, ET-1, IL-6, 内毒素

等)参与了暴发性肝衰竭的发病过程. 近年国内

外研究表明, 肝细胞凋亡与肝炎尤其是暴发性

肝衰竭关系十分密切. 最新研究发现, 当LPS与
D2GalN联合应用时可复制出类似人类暴发性肝

衰竭的损伤模型, 更重要的是在肝脏损伤过程

中有细胞凋亡的发生, 尤其在损伤早期凋亡特

别明显, 因而二者合用致肝损伤有逐步取代两

者单用成为研究FLF理想模型的趋势. 
目前对于重症肝炎尚无有效的治疗方法, 

预后极差, 病死率高达70%. 人工肝治疗和肝移

植的开展虽然可以改善重症肝炎的预后, 但由

于其价格昂贵及技术复杂还未能被众多的患者

所接受. 因此重症肝炎的死亡率仍居高不下. 近
年来诸多的医学工作者都在寻找新的方法和

药物来治疗重症肝炎以降低其病死率, 但都没

取得满意的结果. 以甘草酸为主要成分的复方

甘草酸苷(Stronger neominophagen C, SNMC)注
射剂具有抗炎及抗过敏, 并具有类激素样作用. 
1958年日本的山本佑夫首次将SNMC用于治疗

慢性肝炎, 认为其对降低转氨酶有效果. 后来铃

木宏经过多年的临床应用和总结, 证明SNMC有
明确的肝细胞保护作用. 其药理作用有: 保护肝

细胞膜; 抗炎作用; 类固醇样作用; 免疫调节作

用; 抑制病毒增殖、灭活病毒作用; 调控细胞凋

亡作用; 抗补体作用; 抗纤维化作用. 但对重症

肝炎治疗的研究尚未见报告. 近两年来我们根据

本药的药理学作用将其试用于治疗重症肝炎获

得了较好的疗效. 为了深入研究SNMC对人类暴

发性肝衰竭的保护机制, 我们采用临床随机对照

多中心研究观察了SNMC对暴发性肝衰竭患者

的保护作用, 同时探讨了SNMC对患者血清NO, 
TNF-α, IL-6的影响, 为临床应用SNMC治疗重症

肝炎提供了一定的临床和实验依据, 可能对提高

重症肝炎治疗的疗效有重要意义. 

1 材料和方法

1.1材料 入选标准: 既往无肝炎病史, 此次感染

甲至戊型嗜肝病毒或非嗜肝病毒; 既往有慢性

肝炎病史或乙肝病毒携带病史, 近1 a内无肝功

变化者新近重叠感染甲至戊型嗜肝病毒或非嗜

肝病毒; 药物性肝损伤; 妊娠合并肝炎; 实验室

主要指标: PTA≤40％(40%<PTA<60%诊断为重

症趋势); TBIL每天增长≥17.1 μmol/L或血清总

胆红素大于正常值10倍以上; 肝脏储备能力降

低(蛋白和胆固醇合成能力明显降低). 排除标准: 
单纯自身免疫性肝损伤; 单纯酒精性肝损伤; 代
谢性疾病引起肝损伤; 慢性肝炎1 a内肝功反复

活动; 入院后治疗疗程小于7 d; 出现2种以上危

急及生命并发症者. 全部病例均为住院的急性、

亚急性重型肝炎. 分为治疗组和对照组, 其中治

疗组45例, 对照组41例. 治疗前两组患者的性别

比例、年龄构成、病程长短及病情定度等主要

指标差异无显著意义(P >0.05). 所有入选病例共

观察4-8 wk. 治疗组男30例, 女15例, 平均年龄

47.3±17.0岁; 其中甲肝5例, 戊肝13例, 乙肝17
例(其中2例重叠感染戊肝), 未分型10例; 该组

中有7例由重症倾向转为亚急性重型肝炎; 腹水

型18例, 脑型6例, 两者同时存在者14例. 对照组

男28例, 女13例, 平均年龄45.2±17.0岁; 甲肝3
例, 戊肝12例, 乙肝19例(其中1例重叠感染戊肝), 
未分型7例; 5例由重症倾向转为亚急性重型肝

炎; 腹水型16例, 脑型5例, 两者同时存在者15例. 
甘草酸苷由日本美能发源制药公司提供; IL-6, 
TNF-α定量酶联检测试剂盒购自上海森雄科技

试验有限公司; NO荧光试剂盒购自南京建成生

物工程研究所; MOF-38IE超低温冰箱, 由日本

SANYO公司制造; Q/BL001-91离心机, 北京医

学离心机厂生产; DR-HW-1恒温水浴箱, 北京西

城区医疗器械厂. 
1.2 方法

1.2.1 对照组采用综合治疗措施 即目前通用的

■应用要点
本文首次应用甘
草甜素在临床上
对重型肝炎患者
进行了多中心、
随机、对照观察, 
降低了重型肝炎
的病死率, 且筛选
出取得最佳疗效
的剂量, 这将对重
型肝炎的临床治
疗具有重要的指
导作用, 为有效降
低重肝的病死率
提供新疗法.
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综合治疗措施. 稳定水、电解质平衡; 保持热量

平衡; 支持治疗(新鲜血浆: 200-400 mL/d; 白蛋

白: 50-100 mL/d); 护肝及促肝细胞再生; 并发症

的防治. 治疗组在综合治疗措施基础上用SNMC
替代甘利欣, iv点滴120 mL/d, 疗程应大于7 d. 
治疗过程中24 h详细记录患者出入量, 观察基

本生命体征、消化道症状、体力、精神状态及

出血倾向等, 每3 d复查1次血尿分析、生化全

项、PT和PTA. PTA的检测用酶联免疫法, 按说

明书操作. 血清NO用硝酸还法, 按说明书操作. 
ALT, TBIL, ALB, CHOL用日立7070全自动生化

仪进行检测. TNF-α, NO, IL-6分别于入院时(用
药前)和出院时(用药后)各化验1次; CHOL, PTA, 
ALT, TBIL治疗组平均每周采血1次, 共7次, 对照

组因死亡或病情加重退院及经济承受能力等原

因, 仅采血5次. 同时观察患者消化道症状, 体力

恢复, 黄疸消退的情况, 及并发肝性脑病, 出血, 
腹水, 肝肾综合征, 肝肺综合征, 继发感染等情

况, 以及病死率. 
1.2.2 疗效判定 显效为PTA>70%或接近正常、

生化学检查各项指标达到或接近正常、症状和

体征基本消失、生活质量明显提高; 好转为40%
≤PTA≤70%、生化学检查各项指标得到一定

改善、症状和体征明显好转、危及生命的并发

症得到控制、生活质量改善; 恶化为黄染进行

性加深、PTA进行性下降、出现了难以控制的

危及生命的并发症; 死亡. 将上述标准归纳为有

效和无效2类, 有效包括显效及好转, 无效包括

恶化和死亡. 
统计学处理 NO, TNF-α, IL-6的数据用mean

±SD表示, 不同组别间用SPSS 10.0软件进行配

对t检验及成组t检验, 其他数据的处理则仅用t
检验. 

2 结果

治疗组严重乏力、消化道症状、黄疸、出血倾

向、焦虑和烦躁、低热、肝臭及并发症的缓解

情况明显好于对照组. 治疗组有17例治疗无效

(包括死亡和病情恶化自动出院的患者), 病死

率为37.8%(17/45), 对照组有29例治疗无效(包
括死亡和病情恶化自动出院的患者), 病死率为

70.7%(29/41). 两组病例PTA<20%的患者均死

亡, 死亡者大多数合并二种以上严重的并发症, 
如肝肾综合征、严重感染、腔道出血、肝性脑

病等. 另外, 治疗组有7例重症趋势发展为重症

肝炎的病例, 经积极治疗仅有1例死亡, 而对照

组有5例类似患者就有1例死亡. 经统计学处理

后, 出院时治疗组病情转归则明显优于对照组, 
治疗前两组病例一般情况、病情定度无显著差

异(P >0.05, 表1). 
2.1 实验指标ALT, TBIL两组比较差异不显著, 
可能与重症肝炎酶胆分离以及肝内淤胆有关; 
CHOL, PTA在治疗组的恢复程度明显优于对照

组, 两组差异显著(P <0.01), 于治疗第3周后即明

显改善(图1). 
2.2 炎症介质两组之间的变化有显著差异, 可见

    
分组 n ALB (g/L) TBIL (μmol/L) CHOL (mmol/L) PTA (%)

治疗组 45 32.3±4.6 322.1±1.8 2.6±1.0 32.8±1.5
对照组 41 32.5±4.8 360.6±1.6 2.6±0.9 38.6±1.3

表  1  SNMC治疗FLF病例一般情况 (mean±SD)

    

bP<0.01 vs  对照组.

表  2  SNMC治疗FLF前后血清NO, TNF-α, IL-6的变化 (mean±SD)

分组 n 治疗  NO (μmol/L) TNF-α (μg/L) IL-6 (ng/L)

前 54.6±31.2 206.1±62.5 447.8±91.9
治疗组b 45     

后 24.5±18.1 148.7±108.4 76.9±71.2

前 60.0±28.1 114.9±55.6 403.4±81.4
对照组 41     

后 48.1±24.1  94.1±54.4 357.1±79.1
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SNMC对上述细胞因子作用明显(表2). 

3 讨论

暴发性肝衰竭是病毒性肝炎的严重临床类型, 
其主要病理生理改变是机体免疫功能改变和肝

细胞凋亡或死亡, 导致的肝功能衰竭. 急性重型

肝炎发病多在14 d之内, 入院时多伴有神志障

碍或昏迷; 亚急性重型肝炎发病多在8-10 wk
之间, 肝功能全面受损, 黄疸加深, PTA降低, 昏
迷不多见, 至少入院时未发生昏迷; 极度乏力、

严重的消化道症状如腹胀、恶心、呕吐、呃逆

是重型肝炎的早期而重要的表现; 性格改变、

睡眠颠倒、计算力下降是肝昏迷先兆; 出血倾

向、感染、少尿是重型肝炎的危险信号; 而劳

累、酗酒、情绪波动、各类感染、上消化道出

血、高蛋白饮食是重型肝炎病情加重的诱发因

素, 重型肝炎病情重, 合并症多, 预后差[1]. 复方

甘草酸苷是最先由日本开发的以甘草酸(甘草甜

素)为主要成分的静脉和口服制剂. 1958年, 日
本学者将SNMC尝试性地用于慢性肝炎患者的

治疗, 结果肝功能指标得到了明显改善. 1977年, 
日本肝病专家铃木宏教授采用严格的随机双盲

对照法验证了SNMC对慢性肝炎的疗效, 证实

SNMC能够有效降低ALT, AST和γ-GT, 目前, 在
日本肝病临床上正作为最佳的肝保护剂广泛应

用. 1980年初, 北京协和医院等11家医院将甘草

酸苷用于治疗慢性乙肝, 证明其具有明显改善

肝功能的疗效, 1985年我国应用甘草单胺盐制

剂α-体治疗慢性病毒性肝炎, 临床应用证实该

制剂有显著改善肝功能的作用. 但应用本制剂

对重型肝炎患者的临床治疗研究尚未见报道[2]. 
我们首先通过动物实验研究证明, 本剂有明显

阻止肝细胞凋亡和碎屑样坏死, 减轻内毒素所

介导的炎症介质对肝细胞的损伤, 提高实验动

物的存活率[3]. 本研究经过2 a的临床观察, 共对

照治疗86例, 在综合治疗的基础上加用SNMC, 
共治疗45例, 与对照组相比, 在治疗完成1 wk
以上的患者大部分自觉症状明显改善, 体力、

食欲好转, 实验室指标, 如血清白蛋白、总胆固

醇、PTA等主要指标明显优于对照组(P <0.05). 
同时我们还观察到治疗组的TNF-α, NO, IL-6比
对照组低[4]. 实验结果表明, SNMC通过使NO, 
IL-6释放的减少, 从而减轻FLF中肝血窦内微血

栓形成及肝内微循环障碍的发生, 并且还能抑

制FLF过程中产生的各种细胞因子所介导的免

疫损伤, 减轻FLF时内毒素的产生, 从而减轻了

LPS对肝细胞二次损伤作用. 这与动物实验得

出的结果一致. 重型肝炎血清中TNF-α水平升

高[5], 患者外周血单个核细胞诱生TNF-α活性增

高, 恢复期下降[6], 提示TNF-α与肝坏死有一定

关系. 有学者认为, 病毒性肝炎组织中TNF-α的
表达和肝坏死病变的程度呈正相关, 肝组织中

参与了病毒性肝炎肝坏死的发生. TNF-α具有活

化CD4+CD8+及NK细胞杀伤肝细胞的作用, 是
抗病毒防御效应的重要机制; 而TNF-α则与肝

细胞的坏死密切相关[7]. 因此CTL被活化后在发

挥抗病毒效应时还能引起肝细胞的损伤甚至严

重的肝衰竭. 我们利用SNMC保护肝细胞的作用

将其用于重型肝炎的患者, 发现SNMC不但能降

低胆红素, 提高凝血酶原活动度, 缓解病情, 减
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图  1  复方甘草酸苷治疗重型肝炎不同时间两组血生化指标比较. A: 总胆固醇; B: 凝血酶原活动度; C: 谷丙转氨酶; D: 总胆
红素.
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少并发症, 降低病死率, 而且能够降低重症肝炎

患者血清TNF-α, NO, IL-6的水平. 我们不但证

明SNMC能降低FLF患者血清ALT和TBIL, 增加

PTA和CHOL, 更为重要的是通过我们的实验证

实, SNMC能使FLF患者血清TNF-α, NO, IL-6水
平明显下降, 从而减少危及患者生命的严重并

发症的发生, 缓解病情降低病死率, 但强调治疗

必须早期. 本研究中治疗组7例重症倾向发展为

重型肝炎, 经早期积极治疗有1例死亡, 而对照

组3例只有1例痊愈. 两组病例中PTA<20%的所有

患者均出现严重并发症而死亡就是一个证明. 已
有实验研究证实SNMC能使小鼠FLF的肝细胞凋

亡减少[6], 对FLF小鼠肝细胞有明显保护作用, 本
实验又在临床治疗对照研究中证明了其在FLF
患者的相同疗效. 我们推测SNMC能使FLF患者

变性的肝细胞得到恢复, 阻止其进一步坏死, 使
未变性的肝细胞免于损伤, 同时可促进肝细胞再

生, 从而使FLF患者肝细胞坏死面积缩小. 
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第十一届全国普通外科学术会议征文通知
本刊讯  中华普通外科杂志编辑部将于2006-07下旬在内蒙古呼和浩特市召开“第十一届全国普通外科学术会

议”. 本次会议将围绕普通外科手术并发症与外科再手术的主题就普通外科临床与基础研究、外科并发症、

以及外科再手术等问题进行研讨. 会议邀请国内外著名外科专家, 对热点问题做专题演讲, 参会代表进行学术

交流、经验介绍和开展讨论. 

1 征文内容

征文内容包括: (1)腹部外科手术并发症和外科再手术经验; (2)普通外科的新进展、新诊断、新技术、新方

法、新手术、新经验; (3)临床研究、基础研究、实验研究; 手术适应证、禁忌证问题; (4)腹腔镜手术; (5)肿瘤

的放化疗; (6)手术并发症和再手术的营养支持; (7)手术并发症和再手术的护理等. 

2 征文要求

征文要求包括: (1)请将未公开发表的论文全文以及800字以内的中文摘要各1份, 并附拷贝软盘, 寄到100034, 

北京西城区阜内大街133号 齐老师 收; 联系电话: 010-66168321转3126, 010-66164704. (2)来稿请注明单位、作

者姓名、邮编及联系电话(请自留底稿, 恕不退稿), 请在信封左下角注明“普外会议征文”字样. 参会代表将

获得国家级继续医学教育一类学分. (3)截稿日期: 2006-06-30.  
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the HBV markers (HBV M) and contents of HBV 
DNA in Korean and Han patients with chronic 
hepatitis B (CHB) in Yanbian area.

METHODS: The contents of HBV DNA and the 
levels of HBV M were detected in 1773 patients 
(Korean, n = 1074; Han, n = 699) with CHB by 
fluorescence quantitative polymerase chain reac-
tion (FQ-PCR) and enzyme linked immunosor-
bent assay (ELISA), respectively. The data were 
comparatively analyzed between the two ethnic 
groups�.

RESULTS: For HBV M, Korean and Han pa-
tients covered percentages of 40.69% and 47.07% 
(P < 0.01), respectively, in group A (HBsAg+, 
HBeAg+, HBcAb+), 47.07% and 38.34% (P < 0.05), 
respectively, in group B (HBsAg+, HBeAb+, 
HBcAb+), and 7.18% and 4.58% (P < 0.05), re-

spectively, in group C (HBsAg+, HBcAb+). The 
positive rates of HBV DNA had no significant 
difference between Korean and Han patients (A: 
93.82%, 93.92%; B: 47.54%, 47.39%). The higher 
content of HBV DNA (≥ 1014-1016 copies/L) was 
prominent in group A (70.73%, 72.17%), and the 
lower content (≥ 106-1010 copies/L) was domi-
nant in group B (51.64%, 51.18%)in both Horean 
and Han patients.

CONCLUSION: HBV M levels are significantly 
different between Korean and Han patients with 
CHB in Yanbian area. The positive rate of HBV 
DNA is similar, but the content of HBV DNA 
is correlated with HBV M levels in two ethnic 
groups.

Key Words: Korean; Han; Fluorescence quantita-
tive polymerase chain reaction; Hepatitis B virus 
marker; HBV DNA

Shen ZS, Jin RS, Piao DM, Zhang YZ. Relationship 
between hepatitis B virus serum markers and hepatitis 
B virus DNA quantities in Korean and Han patients 
with chronic hepatitis B in Yanbian area. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(13):1323-1325

摘要
目的: 探讨延边地区朝、汉族慢性乙型肝炎
患者血清HBV M表现模式与HBV DNA含量
的关系. 

方法: 采用荧光定量聚合酶联反应(FQ-PCR)
和酶联免疫吸附试验(ELISA)检测慢性乙肝
患者1773例(朝鲜族1074例, 汉族699例)血清
HBV DNA含量及HBV M, 比较分析朝、汉族
HBV M表现模式与HBV DNA含量的关系. 

结果:  H B V M 表现模式中朝、汉族在 A
组(H B s A g+、H B e A g+、H B c A b+)各占
40.69%、47.07%(P <0.01), B组(HBsAg+、
H B e A b+、H B c A b+)和C组 (H B s A g+、
H B c A b+)各占47.07%, 38.34%及7.18%, 
4.58%(均P <0.05). 两个民族A、B组HBV DNA
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■背景资料
乙型肝炎病毒感
染率在不同人群
中 存 在 差 异 ,  近
年来国内有较多
H B V  M 与 H B V 
DNA关系的研究
报道, 但有关少数
民族的报道尚少.



的阳性率(A: 93.82%, 93.92%; B: 47.54%, 
47.39%)相似, 在A组HBV DNA含量主要以
高含量(≥1014-1016 copies/L, 70.73%, 72.17%)
为主, B组多数以低含量(≥106-1010 copies/L, 
51.64%, 51.18%)为主.

结论: 延边地区朝、汉族HBV M表现模式有
明显差异, 但HBV DNA的阳性率相似, HBV 
DNA含量与HBV M表现模式明显相关.

关键词: 朝族; 汉族; 荧光定量PCR; 乙型肝炎病毒

DNA; 乙型肝炎病毒; 血清标志物
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0  引言

近年来国内有较多HBV M与HBV DNA关系的

研究报道, 但有关少数民族的报道尚少. 我们采

用FQ-PCR和ELISA法检测了延边地区1773例
慢性乙型肝炎患者血清HBV M及HBV DNA含

量, 比较分析朝、汉族HBV M表现模式与HBV 
DNA含量的关系, 为更好地防治本地区乙型肝

炎提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-04/2005-12未接受抗病毒治疗的

慢性乙型肝炎患者1773例血清标本, 其中朝鲜

族1074例(男637例, 女437例), 年龄7-78岁, 汉族

699例(男447例, 女252例), 年龄5-85岁. Alisei全
自动酶标仪和日本大和荧光定量PCR检测系统

(FQD-33A). 
1.2 方法 采用ELISA法检测五项HBV M, 试剂

盒由英科创新科技公司提供. FQ-PCR法检测

HBV DNA, 试剂盒由深圳匹基生物工程公司提

供. 检测结果低于最低检出限时报告为<1×106

拷贝/L; 检测结果>1×106拷贝/L时直接报告, 检
测拷贝范围为1×106-1016拷贝/L. 每次试验均设

阴性、阳性和峰值对照, 相关系数r≤-0.980, 严
格按试剂盒说明书进行操作和分析结果. HB-HB-
sAg+、HBeAg+、HBcAb+为A组; HBsAg+、、HBeAg+、HBcAb+为A组; HBsAg+、HBeAg+、HBcAb+为A组; HBsAg+、、HBcAb+为A组; HBsAg+、HBcAb+为A组; HBsAg+、为A组; HBsAg+、HBsAg+、、
HBeAb+、HBcAb+为B组; HBsAg+、HBcAb+、HBcAb+为B组; HBsAg+、HBcAb+HBcAb+为B组; HBsAg+、HBcAb+为B组; HBsAg+、HBcAb+HBsAg+、HBcAb+、HBcAb+HBcAb+
为C组.

统计学处理 采用SPSS 11.0统计软件系统进

行数据处理, 两组率比较采用χ2检验.
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2  结果

HBV M检测结果HBsAg+为1, HBsAb+为2, 
HBeAg+为3, HBeAb+为4, HBcAb+为5. 朝、汉

族HBV M均由12种不同的模式组成, 在A组各

占40.69%, 47.07%(P <0.01), 在B组及C组各占组及C组各占及C组各占

47.07%, 38.34%; 7.18%, 4.58%(均P <0.05), 两个

民族HBV M表现模式有明显差异(表1). 朝、汉

族大、B组HBV DNA的阳性率相似, 在A组HBV 
DNA的含量主要以高含量(≥1×1014-1016拷贝

/L, 70.73%, 72.17%)为主, B组多数以低含量(≥
1×106-1010拷贝/L, 51.64%, 51.18%)为主, HBV 
DNA含量与HBV M不同表现模式有关.

3  讨论

HBV感染主要在非洲和亚洲国家流行, 我国属

高地方性流行地区[1-2]. 乙型肝炎病毒总感染率

受多种因素的影响, 不同人群总感染率存在差

异. 吉林延边州是中国朝鲜族聚居的地区, 研究

表明本地区朝鲜族HBsAg阳性率高于当地汉

族和韩国人[3-7]. 通常判断HBV感染及其状况采

用ELISA法检测血清HBV M, 其结果只能提供

HBV存在的间接证据. 近年来发展起来的FQ-
PCR技术达到定量检测HBV DNA的目的, 并消

除了样本污染, 在扩增过程可进行实时在线定

量阅读. 如何判断血清HBV DNA与HBV M检测

结果, 直接关系到临床治疗方案的确定, 也是临

床医生和患者最为关心的问题. 血清HBV DNA
是判断H B V感染、有无传染性及评价各种药

物疗效最可靠的标志物, 是与HBV相关肝细胞

癌的重要预后因素. 近年来国内用FQ-PCR检测

www.wjgnet.com

    

表  1  朝、汉族HBV M表现模式与HBV DNA阳性率的
关系

HBV M模式   朝鲜族   HBV DNA+  (%)     汉族   HBV DNA+  (%)

1, 3, 5            437          410      93.8    329        309      93.9          

1, 4, 5            448          213      47.5    268        127      47.4             

1, 5                  77            54      70.1      32          20      62.5         

1                      25            15      60.0      20          12      60.0       

2, 5                  24              6      24.0        5            1      20.0                   

4, 5                  21              3      14.3      10            1      10.0                

2, 4, 5              12              3      25.0        6            0        0         

1, 3                    8              8    100.0        8            7      87.5              

1, 4                    2              1      50.0        9            3      33.3          

3                        3              1      33.3        1            0        0            

5                      10              0        0           7            0        0            

2                        7              0        0           4            0        0     

合计             1074          714      66.5    699        480      68.7

■创新盘点
有 关 延 边 地 区
朝、汉族HBV感
染的流行病学资
料均检测了HBV 
M,  且样本较少 . 
我们采用FQ-PCR
法检测了1773例
慢性乙型肝炎患
者血清HBV DNA
含 量 ,  比 较 分 析
了朝、汉族血清
HBV M表现模式
与HBV DNA含量
的关系, 为进一步
了解两个民族乙
型肝炎感染状况
提供依据.
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HBV DNA的研究报道较多, 但有关少数民族的

报道很少[8]. 本组检测结果朝、汉族HBV M由

12种不同模式组成, 在A组(P <0.01)、B组和C组
(均P <0.05)的构成比有明显差异, 表明朝、汉族

HBV M表现模式不同, 这可能与不同种族及生

活方式等的差异有关[3]. 本组朝、汉族在大、B
组HBV DNA的阳性率均相似, HBV DNA含量A
组大多数以高含量为主, B组多数以低含量为主, 
表明HBV DNA含量与HBV M不同表现模式有

关, 与国内报告相似[9-11]. 
一般认为HBeAg阳性血清用PCR检测HBV 

DNA几乎全为阳性, 本组HBeAg阳性组的HBV 
DNA阳性率为93.64%, 进一步证实了HBV M中

HBeAg阳性是反映病毒复制活跃、传染性强的

可靠指标. HBeAg血清转换通常表示病毒复制

减弱, HBV DNA含量减少, 但并未完全消失, 使
感染持续存在出现病毒血症. 亚洲人群中部分

患者HBeAg血清转换后肝病活动持续进展, 发
生合并症患者的2/3以上HBeAb阳性. 大多数

肝硬化相关的合并症和肝细胞癌的发生是在

HBeAg血清转换以后, HBeAb阳性的大部分患

者肝硬化进展很可能与低水平病毒血症有关[12], 
因此HBeAg血清转换后即使血中HBV DNA含

量低也需要继续给予积极的治疗. 
比较国内报道的用FQ-PCR检测HBV DNA

的结果, 在A组的阳性率均很高, 但在B组和C组
的阳性率有较大差异[9-11], 这可能与使用的试剂

及仪器种类不同、各实验室的条件不同等因素

有关. FQ-PCR检测技术在乙肝的诊治和评价药

物疗效等方面有广泛的应用前景. 本组使用的

FQ-PCR检测试剂最低检测限为106 拷贝/L, 如
样本中HBV DNA的量<106拷贝/L时可能检测不

出. 我们以往的研究表明, FQ-PCR法检测的40份
HCV RNA阴性样品中, 用RT-PCR检测出4份阳

性[13], 因此用FQ-PCR检测HBV DNA阴性时同样

不能轻易排除病毒血症水平低于检测极限的可

能性, 应重复用定性PCR检测, 以免漏诊病毒含

量低的HBV感染活跃期的患者. 
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Abstract
AIM: To explore an effective, safe and convenient 
method in the treatment of nonalcoholic fatty 
liver disease (NAFLD) and a marker in the pre-
diction of the efficacy.

METHODS: One hundred and twenty-four pa-
tients diagnosed with NAFLD (except cirrhosis) 
were randomly divided into rosiglitazone (RSG) 
treatment group and placebo group (controls). 
After treatment with the corresponding meth-
ods, comparative analysis on the efficacy and 
serum adiponectin was performed between the 
two groups�.

RESULTS: ESG significantly improved the liver 
function, levels of blood glucose, lipid and se-
rum adiponectin, as well as insulin resistance 
(HOMA-IR) (P < 0.05). The total effective rates 
were markedly significantly between RSG group 
and placebo group (57/63 vs 37/61, P < 0.01). 
The levels of serum alanine aminotransferase 
(ALT) was significantly correlated with adipo-

nectin level (r = -0.685, P < 0.01) and HOMA-IR 
(r = 0.447, P < 0.01). The safety was not notably 
different between the two groups (P > 0.05).

CONCLUSION: RSG is effective and safe in the 
treatment of NAFLD and serum adiponectin 
level can be used to predict its efficacy.

Key Words: Rosiglitazone; Nonalcoholic fatty liver 
disease; Insulin resistance; Adiponectin; Efficacy

Cui KQ, Zhao XW, Zhang Y, Kang XH, Meng J, Chen XL. 
Efficacy of rosiglitazone in treatment of nonalcoholic fatty 
liver disease and its relations with adiponectin. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(13):1326-1329

摘要
目的: 寻找有效、安全、简便治疗非乙醇性
脂肪肝的方法及预测疗效的指标. 

方 法 :  非 乙 醇 性 脂 肪 肝 患 者 ( 除 外 肝 硬 化
期)124例随机分为罗格列酮治疗组(n  = 63)和
安慰剂对照组(n  = 61), 比较两组的疗效及对
血清脂联素的影响. 

结果: 罗格列酮组对肝功能、血糖、血脂、

胰岛素抵抗(HOMA-IR)、血清脂联素的改
善优于对照组(P <0.01); 总有效率罗格列酮
组与对照组比较有显著差异(57/63 vs  37/61, 
P <0.01); A LT与脂联素水平负相关正相关
(r  = -0.685, P <0.01), 与HOMA-IR呈正相关
(r  = 0.447, P <0.01). 两组在安全性上无差异
(P >0.05). 

结论: 罗格列酮是一安全、有效、简便的治
疗非乙醇性脂肪肝的药物. 血清脂联素水平可
作为预测治疗非乙醇性脂肪肝效果的指标.
 
关键词: 罗格列酮; 非乙醇性脂肪肝; 胰岛素抵抗; 脂

联素; 疗效

崔克勤, 赵翔伟, 张耀, 康小红, 孟杰, 陈贤栎. 罗格列酮治疗
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■背景资料
目前认为非乙醇
性脂肪性肝病是
代谢综合征的组
成 部 分 ,  胰 岛 素
抵抗、脂肪细胞                
因子(脂联素、抵
抗素等)参与了其
发病过程, 改善胰
岛素抵抗, 增加脂
联素水平可改善
非乙醇性脂肪性
肝病的病变程度. 
为此我们进行了
罗格列酮对非乙
醇性脂肪性肝病
治疗的探讨. 

®
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0  引言

随着社会经济的发展和人民生活水平的提高, 
非乙醇性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)的发病率在逐年上升且呈现

出低龄化的趋势. NAFLD是一种与肥胖、高胰

岛素血症、2型糖尿病密切相关的临床病理综

合征[1], 在病理上分为: 单纯性脂肪肝、脂肪性

肝炎、脂肪性肝硬化. NAFLD确切的发病机制

至今尚未完全阐明, 其中胰岛素抵抗(IR)及其

相关代谢紊乱在NAFLD 的发生过程中起重要

作用[2]. 罗格列酮(RSG)属于噻唑烷二酮类药物

(TZDs), 是一种新型的口服抗糖尿病药物, 该药

物除了具有改善胰岛素抵抗、降低血糖的作用

外, 近年来许多研究发现此药尚有改善脂质代

谢紊乱、减轻肝脏脂肪蓄积和肝脏炎性变程度

等作用. 为此, 我们对罗格列酮治疗NAFLD的效

果进行观察. 

1 材料和方法 
1.1材料 2003-2005在我院内分泌或消化内科就

诊的诊断为非乙醇性脂肪肝(除外肝硬化期)124
例, 随机双盲分为治疗组(罗格列酮组, n  = 63)和
对照组(安慰剂组, n  = 61), 采用2002年中华医学

会肝脏病学分会脂肪肝和乙醇性肝病学组制定

的标准[3], 凡具备下列第1-4项和第5项或第6项
中任一项者: (1)无饮酒史或饮酒折合乙醇量每

周<40 g; (2)除原发病表现外, 可出现乏力、腹

胀、肝区隐痛等症状, 可伴肝脾肿大; (3)血清转

氨酶可升高, 并以丙氨酸转移酶(ALT)增加为主, 
常伴有γ-谷氨酰转肽酶(GGT)、三酰甘油(TG)
等水平增高; (4)肝脏影像学表现符合弥漫性脂

肪肝的影像学诊断标准; (5)肝脏组织学改变符

合脂肪肝的病理学诊断标准; (6)除外病毒性肝

炎、全胃肠外营养等可导致脂肪性肝病的特定

疾病. 符合上述标准的患者入选前2 wk未服用

或已停用降酶、保肝和降血脂药物, 患者在完

全了解本研究的性质、本人疾病的性质、药物

的特性、相关治疗的方法和参加本试验可能承

担的风险后, 能理解并签署了知情同意书. 治疗

组63例, 男33例, 女30例, 年龄25-71(平均46.2±
2.6)岁, 体质量指数(BMI)24.96±2.67 kg/m2; 对
照组61例, 男31例, 女30例, 年龄24-69(平均45.5
±2.0)岁, BMI 25.02±3.07 kg/m2. 生化指标、

HOMA-IR、脂联素(表1), 两组间相关指标比较

无差异, 具有可比性. 治疗期间无病例剔除实验. 
1.2 方法 进行饮食教育及指导, 在饮食和运动治

疗的基础上, 治疗组罗格列酮(药物来源葛兰素

史克公司)4 mg, 2次/d, 口服24 wk; 对照组口服

安慰剂1片, 2次/d, 口服24 wk, 每6 wk复查肝功

能, 12及24 wk复查肝脏CT或B超, 评价疗效. 显
效: 症状、体征消失, B超检查无脂肪肝表现, CT
检查肝脏密度恢复正常, 肝脏CT值高于脾脏; 生
化检查ALT, GGT, TG均恢复正常; 有效: 症状、

体征好转, CT检查肝脏密度有所增高, 但CT值
仍低于脾脏1-5 Hu, ALT, GGT, TG下降治疗前

的2/3; 无效: 症状、体征无好转, CT检查肝脏

密度增高, 但CT值仍低于脾脏5 Hu以上, ALT, 
GGT, TG下降未超过治疗前的2/3. 记录用药期

间患者发生的任何不良事件, 其发生的时间和

相应的处理及是否停药, 记录停药原因. 
1.2.1 标本采集 受试者均于清晨空腹 8 h以上抽

前臂静脉血10 mL, 室温静置30 min, 3000 r/min
离心15 min, 分离血清, 取6 mL置于-70℃冰箱

保存以备测定脂联素(美国LINCO公司提供, 放
射免疫法, 批内CV<6.21%, 批间CV<9.25%)、胰

岛素(中国原子能科学研究院); 另4 mL用以空

腹血糖、血脂、肝功能、乙肝和丙肝标志物检

测. 稳态模式胰岛素抵抗指数指标: HOMA-IR = 
Ln[(FINS×FPG)/22.5].
1.2.2 病例剔除 用药依从性差, 2 d以上未按要

表  1  罗格列酮治疗非乙醇性脂肪肝后BMI、肝功能、血脂、胰岛素抵抗程度和脂联素的比较  (mean±SD)

    
组别 t /wk ALT (nkat/L) GGT (nkat/L) TG (mmol/L) BMI (kg/m2) Homa-IR 脂联素 (mg/L)

对照组  0  1448±220.7  1360±224.9  2.07±1.01 24.96±2.67 1.39±0.54 6.76±1.87
12  1161±179.0b  1137±208.7b  1.56±1.22a 24.94±2.84 1.36±0.53 6.96±1.17
24 896.8±190.4b  946.0±214.9b  1.48±1.06b 24.75±2.71  1.31±0.57a 6.98±1.28

治疗组   0 1487±190.9 1419±209.5 2.24±1.06 25.02±3.07 1.39±0.53 6.84±1.67
12  855.7±158.9bd   849.2±208.4bd  1.39±1.16b 24.98±3.14  1.21±0.52b 7.93±1.29b

24  589.0±159.7bd   652.5±169.5bd   1.01±0.89bd 24.87±2.73   0.96±0.47bd 10.07±1.39bd

aP<0.05, bP<0.01 vs 治疗前; cP<0.05, dP<0.01 vs 对照组.

■应用要点
罗格列酮在临床
上应用具有较高
的价值, 可减少非
乙醇性脂肪肝的
危害, 并具有较好
的可行性.
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求服药者; 观察期内合并使用其他治疗如: 降脂

药、保肝药, 不按时复诊或失访者不进入疗效

分析, 由于不良事件的发生, 出于对患者的利益

考虑, 医生认为需停药者不进入疗效统计, 但进

入安全性评价. 
统计学处理 使用SPSS 11.0统计软件进行数

据处理, 计量资料用t检验及方差分析, 等级资料

用秩和检验, 相关分析用直线相关分析. 

2 结果

治疗12及24 wk时相关指标的比较, 两组与治

疗前相比ALT, GGT, TG均有下降, 胰岛素抵抗

程度治疗组有显著改善, 血清脂联素水平升高, 
但对照组血清脂联素虽有升高但无统计学意

义, 对照组于24 wk时胰岛素抵抗程度较治疗前

下降. 两组间比较, 24 wk治疗组较对照组ALT, 
GGT, TG, HOMA-IR下降明显, 血清脂联素升高

(P <0.01); 治疗12 wk时两组TG、HOMA-IR、
脂联素水平比较无差异. 治疗前后两组BMI有所

下降, 但无统计学意义, 两组间比较无差异. 治
疗组24 wk末显效、有效分别为35/63和22/63, 
比对照组好(17/61, 20/61, P <0.01). 根据脂联素

水平分为高脂联素(≥5 m g/L)和低脂联素组

(<5 mg/L), 两组显效30/45和22/79, 有效10/45
和32/79, 而无效5/45和25/79(P <0.01). 相关分析: 
ALT与HOMA-IR呈正相关(r  = 0.447, P <0.01), 
ALT与脂联素呈负相关(r  = -0.685, P <0.01). 在治

疗期间, 对照组无不良反应发生, 治疗组有一女

性发生轻度水肿, 但对症处理后症状消失, 继续

实验, 未终止. 

3 讨论

脂肪肝并非临床上一个独立的疾病, 而是各种

原因导致的肝脏脂肪蓄积过多的一种病理状态; 
非乙醇性脂肪肝已被认为是隐源性肝硬化的常

见原因[4], 在沉积于肝脏的脂肪中, 磷脂占50%, 
三酰甘油占20%, 降血脂药物的应用目前尚有异

议, 因为这类药物将使更多的血脂集中于肝脏

代谢, 加重了肝脏脂质的沉积并损害肝功能, 因
此寻找一种既能降低血脂, 又不增加脂质沉积

的药物对脂肪肝的治疗具有重要意义. 罗格列

酮为过氧化物酶增殖体的受体(PPARγ)的激动

剂, 调控与胰岛素效应有关的多种基因转录. 这
些基因的功能涉及葡萄糖的产生、转运、利用

以及脂肪代谢的调节, 诸如增加胰岛素受体底

物2(IRS-2), 葡萄糖转运子4(Glut-4), 脂蛋白脂酶

的表达以及抑制肿瘤坏死因子α(TNF-α)、瘦素

的表达, 降低游离脂肪酸(FFA)的产生. 我们研

究证实罗格列酮有效的改善NAFLD的程度和肝

功能, 这与Neuschwander-Tetri et al [5]报道一致, 
其曾对30名患有非乙醇性脂肪性肝炎的成年患

者应用罗格列酮治疗48 wk, 治疗前经肝穿刺活

检证实均符合非乙醇性脂肪性肝炎的病理改变, 
治疗后再次肝穿刺活检有10名患者的穿刺结果

不再符合非乙醇性脂肪肝的病理表现, 且治疗

后患者的血浆ALT 水平明显下降. 
ALT与HOMA-IR呈正相关. 肝脏是脂肪代

谢的重要器官, 在正常情况下, 脂类代谢在肝脏

中保持着动态平衡. 胰岛素抵抗时, 由于胰岛素

对脂肪分解的抑制作用减弱, 产生大量的FFA, 
脂肪组织的分解大于合成, 储脂能力下降而造

成脂肪在肝脏的异位沉积, 而肝脏脂肪沉积使

肝脏对额外的打击(如活性氧)易于发生更严重

肝细胞损伤[6]. FFA水平升高不仅促进NAFLD发

生, 还可刺激胰岛细胞分泌胰岛素增多而产生

或加重高胰岛素血症, 并使胰岛素介导的葡萄

糖摄取和利用降低及促使肝糖异生, 使肝葡萄

糖输出增加, 进一步加重胰岛素抵抗. 因罗格列

酮改善了胰岛素抵抗, 从而改善了肝功能. 我们

还发现罗格列酮可显著降低血清TG, ALT, 说明

罗格列酮在改善胰岛素抵抗相关因素的同时改

善脂质代谢紊乱, 减轻了肝脏的脂肪变性及炎

症[7]. 有研究认为其机制为罗格列酮激活体内的 
PPARγ后可以促进白色脂肪细胞分化, 增加小脂

肪细胞的数量而减少大脂肪细胞的数量. 小脂

肪细胞对胰岛素的反应性更强, 有利于促进葡

萄糖摄取. 促进能量消耗, 减少多余能量在脂肪

组织中的储存[8]. 
罗格列酮治疗非乙醇性脂肪肝的疗效与脂

联素水平相关, 非乙醇性脂肪肝改善与脂联素

水平的升高相平行. ALT与脂联素水平负相关. 
脂联素降低可能是非乙醇性脂肪肝的致病因素

之一. 与文献报道一致[9-10]. 脂联素可以作为非乙

醇性脂肪肝疗效评判的指标之一. 动物实验证

实ob/ob老鼠所形成的肥胖和脂肪肝模型中, 血
浆脂联素水平均下降. 在补充脂联素2 wk后, 血
浆TG和FFA较对照组明显下降, 血清ALT显著下

降, 肝脏与体质量比减少, 肝脏脂肪沉积明显减

轻[11]. 我们采用B超或CT进行脂肪肝的诊断及疗

效评估, 因尽管肝活检是诊断和评估NAFLD疗

效的金标准, 但费用昂贵、有创伤及其并发症

限制了肝活检的临床应用. 研究结果显示: 在饮

■名词解释
脂联素: 为30 kDa
的脂肪细胞补体
相 关 蛋 白 ,  肝 脏
和肌肉中存在脂
联 素 受 体 ,  刺 激
肝脏脂联素受体
可激活AMPK和
PPAR-α, 起抗肝
脂肪贮积作用. 脂
联素还具有抑制
NF-κB活化及抑
制巨噬细胞功能
的抗炎作用. 脂联
素和TNF-α对IR
和炎症的影响作
用正好相反. 
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食和运动治疗下, 患者脂肪肝的程度有改善, 与
文献报道一致[12]. 并在此基础上加用罗格列酮

后, 疗效明显提高. 提示在节制饮食、增加运动

等修正不良行为的基础上罗格列酮是对NAFLD
治疗的一种较好的方法. 

治疗组和对照组体质量指数(BMI)在干预

治疗后均有所下降, 但无统计学意义, 两组间比

较无差异. 需增加样本量及观察时间. 有文献报

道脂联素与BMI、ALT负相关, 控制体质量后, 
脂肪肝得到改善[13]. 每降低1%的体质量可使血

清ALT下降10%, 降低10%体质量可能使之复常. 
需注意的是, 短期内减肥速度过快, 易致脂肪性

肝炎病变加重、电解质紊乱、高尿酸症、酮症

及体质量反跳等不利影响[14]. 
罗格列酮的不良事件与对照组比较无差异, 

在观察期间无严重不良反应发生, 无因此退出

治疗, 说明罗格列酮在常规剂量治疗NAFLD是

安全的. 脂肪肝患者往往存在着多种胰岛素抵

抗相关性疾病, 表现为严重的胰岛素抵抗, 从理

论上讲TZDs改善胰岛素抵抗及脂质代谢紊乱对

脂肪肝的治疗会十分有益. 但是由于曲格列酮

的肝脏毒性作用, 临床医生对TZDs的安全性格

外关注. 罗格列酮主要通过肝P4502C8代谢, 不
经过肝药酶P4503A4代谢, 与二甲双胍、地高

辛、阿卡波糖等多种药物无明显的相互作用[15]. 
许多离体实验和临床研究均显示罗格列酮对肝

脏的不利影响明显低于曲格列酮. 且是一种改

善与胰岛素抵抗密切相关的多种代谢紊乱的药

物, 有很好的临床应用前景. 
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Abstract
AIM: To evaluate the preoperative diagnostic 
and surgical procedures for primary tumor of 
the duodenum (PTD).

METHODS: A retrospective analysis was per-
formed on 8 PTD patients admitted in our 
hospital from October 2001 to December 2004. 
B-ultrasound, computed tomography (CT), 
duodenal endoscopy and air barium double 
radiography were used in the diagnosis of PTD 
located in the descending portion (2 cases), pa-
pilla region (3 cases) and inferior part (3 cases) 
of the duodenum.

RESULTS: For papilla region of the duodenum, 
1 case of tubular adenoma and 1 leiomyoma 
were treated with the local resection of tumor, 
and 1 case of well/moderately-differentiated 

carcinoma underwent the pancreatoduode-
nectomy. For the descending portion of the 
duodenum, 1 case of moderately-differentiated 
and 1 poorly-differentiated carcinoma received 
pancreatoduodenectomy. For inferior part of the 
duodenum, 2 cases of leiomyoma were given the 
local segmental resection of the duodenum, and 
1 case of moderately-differentiated carcinoma 
underwent pancreatoduodenectomy. All the pa-
tients got smooth recovery from the operation, 
and no complications occurred. All the patients 
survived healthily, with the follow-up period of 
29.7 ± 19.7 mo (3 to 51 mo).

CONCLUSION: For the PTD located in the pa-
pilla region and descending portion, CT and 
duodenal endoscopy are main methods for the 
preoperative diagnosis, and local resection are 
ideal surgical procedures. For the benign PTD in 
the inferior part, air barium double radiography 
is the first choice for the diagnosis, and segmen-
tal duodenectomy are curable. For the malignant 
PTD in the papilla region, descending portion 
and inferior part, the therapeutic choice should 
be pancreatoduodenectomy.

Key Words: Primary duodenal neoplasms; Diagno-
sis; Pancreatoduodenectomy; Duodenal segmental 
resection; Local resection

Zhang ZM, Li G, Gao Y, Xing HL, Zhu JP, Su YM, Zhong H, 
Guo JX, Yang JX. Experience in diagnosis and treatment for 
8 cases of primary duodenal tumor. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(13):1330-1332

摘要
目的: 探讨原发性十二指肠乳头、降部、水平
部良恶性肿瘤的诊断和手术方式选择, 提高诊
治水平和疗效. 

方法: 对2001-09/2005-10收治的8例原发性
十二指肠乳头、降部、水平部肿瘤的诊断和
手术方式进行回顾性分析. 术前行B超、CT、
十二指肠低张造影、十二指肠镜检查, 发现乳
头肿瘤3例, 降部肿瘤2例, 水平部肿瘤3例. 

结果: 确诊原发性十二指肠乳头管状腺瘤及

■背景资料
原发性十二指肠
肿瘤少见, 临床症
状缺乏特异性, 早
期诊断困难. 探讨
原发性十二指肠
乳头、降部、水
平部良恶性肿瘤
的诊断和手术方
式选择十分必要.
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间质瘤并行肿瘤局部切除术各1例, 中高分化腺
癌行胰十二指肠切除术1例; 原发性十二指肠
降部中及低分化腺癌行胰十二指肠切除术各1
例; 原发性十二指肠水平部间质瘤行局部肠段
切除术2例, 中高分化腺癌行胰十二指肠切除术
1例. 所有病例术后恢复良好, 无手术并发症. 随
访时间29.1±19.7(3-51) mo, 均健康生存.

结论: 对于原发性十二指肠乳头和降部良性
肿瘤, 以CT结合十二指肠镜检查和局部肿瘤
切除为主要诊断手段和术式选择; 对于原发
性十二指肠水平部良性肿瘤, 首选十二指肠低
张造影检查和局部肠段切除治疗; 对于原发
性十二指肠乳头、降部或水平部恶性肿瘤, 均
应首选胰十二指肠切除术.

关键词: 原发性十二指肠肿瘤; 诊断; 胰十二指肠切

除术; 十二指肠节段切除; 局部切除
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0  引言

原发性十二指肠肿瘤少见, 分为良性和恶性2种, 
可发生于十二指肠各段, 临床症状缺乏特异性, 早
期诊断困难. 由于其毗邻胰腺和胆总管下段, 给治

疗带来诸多困难[1]. 我院2001-09/2005-10收治原发

性十二指肠乳头、降部、水平部肿瘤8例, 现对其

诊断和手术方式进行回顾性分析如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2001-09/2005-10收治原发性十二

指肠乳头、降部、水平部肿瘤患者8例 ,  男5
例, 女3例; 年龄40-72(平均58.5±11.9)岁; 病程

21-300(平均92.6±93.7) d. 临床表现右上腹疼

痛不适3例(37.5%), 间歇黑便3例(37.5%), 皮肤

及巩膜黄染2例(25%), 腹胀、呕吐2例(25%), 体
质量减轻2例(25%), 腹部肿块1例(12.5%). 
1.2 方法 全组病例均行B超和CT检查, B超检查

显示不同程度的肝内外胆管扩张3例; CT检查

显示胆总管下端占位性病变伴肝内外胆管扩张

3例, 十二指肠降部或水平部肿块影或软组织影

5例. 6例行十二指肠低张造影, 显示十二指肠

水平部肠腔充盈缺损、黏膜完整2例, 十二指肠

水平部肠腔狭窄、黏膜稍乱1例, 十二指肠降

部肠腔狭窄、黏膜稍乱2例. 6例行十二指肠镜

检查, 发现十二指肠降部肿物2例, 十二指肠乳

头肿物3例, 其中1例乳头肿物质软、较游离、

有蒂、阻塞胆总管下端、可用网篮拉出. 血清

CEA 6.5-39.7(平均16.2±14.5) mg/L; CA19-9 
2.9-627.4(平均179.94±254.50) kU/L; CA125 
5.1-22.2(平均9.53±6.02) kU/L.

2  结果

2.1 手术方式 全部患者行手术治疗, 术前十二指

肠镜取材活检或术中冰冻切片病理检查. 确诊原

发性十二指肠乳头管状腺瘤及间质瘤并行肿瘤

局部切除术各1例, 中高分化腺癌行胰十二指肠

切除术1例; 原发性十二指肠降部中及低分化腺

癌行胰十二指肠切除术各1例; 原发性十二指肠

水平部间质瘤行局部肠段切除术2例, 中高分化

腺癌行胰十二指肠切除术1例. 
2.2 生存情况 所有病例术后恢复良好, 无手术并

发症出现. 2006-01对全组病例进行随访, 获得

随访资料8例, 随访率100%, 随访时间3-51(平均

29.1±19.7) mo, 均健康生存.

3  讨论

原发性十二指肠肿瘤, 由于发病率低、起病隐

匿、缺乏特异性症状, 致早期诊断困难. 随着影

像技术和十二指肠镜的广泛应用, 早期诊断率明

显提高. 手术切除是原发性十二指肠肿瘤最基

本、最有效的治疗方法, 主要根据十二指肠肿

瘤所在的部位和病理学类型决定手术治疗方案. 
十二指肠部位划分除通常分为球部、降部、水

平部、升部外, 也常以十二指肠乳头为界, 分为

乳头上区、乳头区、乳头下区. 根据原发性十二

指肠肿瘤的好发部位和对机体造成的危害及预

后因素, 我们选择十二指肠乳头、降部、水平部

为重点观察对象, 旨在探讨其良恶性肿瘤的诊

断和手术方式选择, 以期提高诊治水平和疗效. 
针对本组病例的诊治经验和体会, 我们认为: (1)
十二指肠镜检查不仅可观察肿瘤的部位、形态

和范围, 还可取材作病理活检, 尤其适于十二指

肠乳头和降部肿瘤检查, 但对十二指肠水平部或

升部的肿瘤观察不满意, 且易受镜本身“盲区”

等因素的影响, 此时需要结合十二指肠低张造影

来诊断. 十二指肠镜检查的最大优点是可取病变

组织活检而确诊, 但常由于取材浅表或部位不准

确而致确诊率仅为60%左右, 因此要求多点、多

次活检以提高确诊率. (2)十二指肠低张造影可

使十二指肠黏膜平展而易于发现小病灶, 可显示

肿物影像, 并可显示十二指肠镜不易看到的水平
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部或升部病变或因肠腔狭窄十二指肠镜不能伸

入的病变, 因而对怀疑十二指肠水平部或升部

肿瘤者应首选本检查, 但其缺点在于不能判断

病变性质. (3)十二指肠肿瘤局部切除主要适用

于十二指肠乳头区或降部的良性肿瘤, 或因年

老体弱不能耐受根治性手术的十二指肠乳头区

或降部小癌灶患者[2-5], 要求将肿瘤基底部完全

切除, 切缘至少离肿瘤基底1.5 cm以上, 尽量避

免切透十二指肠后壁. 局部切除乳头区肿瘤时

应注意胆、胰管开口成形和黏膜化, 局部切除

乳头附近的肿瘤时应注意避免损伤乳头及壶腹. 
(4)十二指肠节段切除主要适用于十二指肠水

平部或升部的良性肿瘤[6-7], 或因年老体弱不能

耐受根治性手术的十二指肠水平部或升部小癌

灶患者, 一般可距肿瘤2-3cm切除病变肠段, 行
十二指肠空肠端端吻合. 尽管此术式使病变周

围组织切除不足, 不能清扫附近淋巴结, 不符合

肿瘤根治原则, 但乳头下区十二指肠癌若无胰

腺浸润, 行节段性十二指肠切除是可行的[8-9]; 另
外, 十二指肠水平部或升部的恶性肿瘤行节段

性十二指肠切除, 可以取得比较满意的治疗效

果[10-11]. (5)由于十二指肠与胰头关系密切, 其恶

性肿瘤易侵犯胰头, 因此胰十二指肠切除术已

被多数人认为是目前最有希望的根治性手术和

标准的治疗方法[12]. 该术式主要适用于十二指

肠各段的恶性肿瘤, 若肿瘤未侵及十二指肠球

部, 可行保留幽门的胰十二指肠切除术. 
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中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》
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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
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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. 
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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或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 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. 
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