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胰岛ε细胞的研究进展

洪天配, 李 琳

洪天配, 李琳, 北京大学第三医院内分泌科 北京大学糖尿病
中心 北京市 100083
洪天配, 教授, 主任医师, 博士生导师. 1985年福建医科大学医
学学士, 1991年北京大学医学部医学博士, 1997/1999年丹麦
Steno糖尿病中心客座研究. 负责国家自然科学基金等课题10
项, 发表学术论文70余篇. 现任北京大学第三医院内分泌科主
任, 兼任中华内分泌学会委员、中华糖尿病学会青年委员、北
京内分泌学会常委、北京糖尿病学会委员、多个学术期刊的
编委等.
北京市自然科学基金项目, No. 7062067
高等学校博士学科点专项科研基金, No. 20050001146
国家自然科学基金项目, No. 30170443
通���������������� 洪天配, 100083, 北京市海淀区花园北路49号, 北京
大学第三医院内分泌科. tpho66@bjmu.edu.cn
电话�� 010�6�017691 ���� 010�6�007700�� 010�6�017691 ���� 010�6�007700
收稿日期�� �006�03��� ��日期�� �006�03��7�� �006�03��� ��日期�� �006�03��7�006�03���    ��日期�� �006�03��7�� �006�03��7�006�03��7

摘要
胰腺由外分泌组织和内分泌组织2个部分所组
成, 两者在机体能量平衡和营养代谢调节中
发挥重要的作用. 胰岛是胰腺组织中重要的
内分泌功能单位, 胰岛的发育和分化过程涉
及一个复杂而精细的分子调控网络体系, 其
中包括许多转录因子的参与. 经典的胰岛内
分泌细胞包括a细胞、b细胞、d细胞及PP细
胞, 分别产生胰升糖素、胰岛素、生长抑素及
胰多肽(PP), 各种胰岛细胞之间的相互调节在
维持血糖稳态中具有重要的意义. 表达ghrelin
的ε细胞是一种新近发现和命名的胰岛细胞类
型. 现着重对胰岛ε细胞的发现过程、形态学
特点及生物学作用进行介绍.

关键词�� 胰岛ε细胞; ghrelin; 胰岛
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0  引言

1970年代, 发现许多人工合成的小分子肽类和

非肽类物质在体内或体外均可促进生长激素

(GH)分泌, 故将这类物质统称为生长激素促分

泌物(growth hormone secretagogues, GHSs). 根
据GHSs促进GH分泌的信号传导机制与生长激

素释放激素(GHRH)有所不同, 推测机体内存

在GHSs相应的受体(GHS-R). 1996年, Howard 

et al [1]成功地克隆了GHS-R的cDNA, 并证实其

属于a螺旋7次跨膜的G蛋白偶联受体. 1999年, 
Kojima et al [2]从大鼠胃组织中分离和纯化了一

种由28个氨基酸组成的多肽, 其第3位的丝氨

酸残基上连接一个辛酰基基团(即被辛酰基化, 
是发挥多种生物学功能所必需), 并证实其为

GHS-R的内源性配体. 因其具有促进GH释放的

作用而命名为ghrelin(“ghre”在古印欧语系中

的意思为“生长”, “rel in”在美国药典中为

表示“释放某物质”的后缀). 早期的研究发现, 
ghrelin主要分布于胃肠道和下丘脑中, 故将其定

义为一种脑肠肽. 近年来的研究发现ghrelin广泛

分布于多种组织或器官中, 除了促进GH分泌外, 
其还可在心血管、免疫、内分泌等多个系统中

发挥复杂的生物学功能[3]. 胰岛是胰腺组织中重

要的内分泌器官, 其发育和分化过程涉及一个

复杂而精细的调控网络体系, 其中包括许多转

录因子的参与, 他们相互协调, 在不同时期发挥

着相应的作用. 经典的胰岛内分泌细胞包括a细

胞、b细胞、d细胞及PP细胞, 分别产生胰升糖

素、胰岛素、生长抑素及胰多肽(PP), 其中b细

胞在数量上最多, 约占成年胰岛细胞中的75%. 
表达ghrelin的胰岛ε细胞是最近发现和命名的一

种新的胰岛细胞类型. 本文介绍胰岛ε细胞的发

现过程、形态学特征及生物学作用. 

1  胰岛ε细胞的发现及确认过程

2002年, Wierup et al [4]利用免疫荧光染色和原位

杂交检测发现, ghrelin在胎儿及成人胰腺组织

中表达, 成人期一般呈单个分布于胰岛周边, 并
且不与胰升糖素、胰岛素、生长抑素、PP等任

何一种已知的经典胰岛内分泌激素共表达. 这
个研究小组据此首次提出了胰岛ghrelin细胞可

能是一种新的胰岛细胞类型. 同年, Date et al [5]

采用免疫荧光染色发现ghrelin与胰升糖素在成

年大鼠胰岛中共表达, 故而提出了ghrelin可能

存在于胰岛a细胞中. 然而, 该研究中的组织荧

光染色效果较差, 且ghrelin染色阳性细胞的数
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量过多, 故其结果的可靠性值得怀疑. 2004年, 
Wierup et al[6]利用免疫荧光染色对不同发育阶

段的大鼠胰腺组织进行观察发现, 胰腺组织中

ghrelin阳性细胞的出现明显早于胃组织, 并且其

数量在胚胎期和出生后的发育过程中呈现动态

变化, 在胚胎中期至出生后5 d的胰岛内达到高

峰, 之后逐渐减少; ghrelin细胞在胰岛发育过程

中表现为一个独立的细胞群体, 但在围产期有

少数ghrelin细胞亚群可与胰升糖素出现短暂的

共表达; 此外, 少数胰岛ghrelin细胞可与导管细

胞标志物CK20、细胞增殖标志物Ki67及a细胞

谱系标志物Brn4共表达. 提示胰岛ghrelin细胞可

能起源于导管细胞, 具有增殖的能力, 并与a细

胞具有相同的谱系. 
2004年, Susse l领导的研究小组发现, 转

录因子N k x2.2 基因敲除小鼠表现为严重的高

血糖、围产期死亡、胰岛结构和大小基本正

常, 其胰岛中产生胰升糖素、胰岛素、生长抑

素、P P等4种经典内分泌激素的细胞被表达

ghrelin的细胞所取代, 并且转录因子Pax4敲除

小鼠的胰岛也具有相似的表型特征[7]. 提示胰岛

ghrelin细胞与b细胞可能来源于共同的前体细

胞, Nkx2.2和Pax4是决定胰岛b细胞分化所必需

的重要转录因子[7-8]. 由于野生型正常小鼠胰岛

中也存在少量的ghrelin产生细胞, 从而证实胰

岛ghrelin细胞是一种新的胰岛类型, 并建议将

其命名为胰岛“ε”细胞
[7]. Heller et al[9]的研究结

果显示, ghrelin在围产期小鼠中不仅可由胰岛ε

细胞产生, 而且还可由胰岛a细胞产生; 胰岛ε细

胞来源于表达neurogenin3的胰腺前体细胞, 缺
乏neurogenin3小鼠没有胰岛ε细胞的发生. 晚近, 
Wierup et al [10]利用透射电镜和免疫金标记技

术在超微结构水平上发现, 胎儿胰岛细胞中的

ghrelin分泌颗粒在大小、形状及电子致密度等

方面均不同于任何一种经典胰岛内分泌激素的

分泌颗粒; ghrelin分泌颗粒的特征为电子密度不

一、平均直径110 nm的球形颗粒, 而胰升糖素

分泌颗粒则呈电子密度高、平均直径较大(约为

185 nm)的颗粒. 上述结果进一步支持胰岛ε细胞

是一种独立的胰岛细胞类型.

2  胰岛ε细胞对其他胰岛内分泌细胞的调节作用

我们和其他作者的研究证实 ,  g h r e l i n受体

(GHS-R)可在大鼠和小鼠胰岛b细胞或其细胞株

上表达, 还可在大鼠胰岛a细胞上表达[6,11], 提示

胰岛ε细胞分泌的ghrelin可能通过旁分泌或内分
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泌的方式对其他类型胰岛细胞发挥调节作用. 
2.1 对胰岛素分泌的影响 2002年, 日本学者Date 
et al [5]在报道了ghrelin存在于成年大鼠胰岛a细

胞的同时, 还报道了ghrelin可促进大鼠离体胰岛

葡萄糖刺激的胰岛素释放和b细胞钙离子内流. 
国内也有人报道了ghrelin可促进离体大鼠胰岛

的胰岛素合成和高浓度葡萄糖刺激的胰岛素分

泌
[12]. 然而, 近年来的许多研究却提示ghrelin可

抑制大鼠离体胰岛或b细胞株葡萄糖刺激的胰

岛素释放
[6,13-14], 并且在小鼠离体胰岛的实验中

也得到了相同的结果
[15-16]. 上述结果提示, 生理

状态下胰岛ε细胞分泌的ghrelin对胰岛β细胞功

能具有抑制性调节效应, ghrelin的这种效应与其

促进GH分泌和增强食欲等效应在能量稳态整合

调节中具有重要的意义. 
2.2 对胰升糖素和生长抑素分泌的影响 Qader 
et al [14]

的研究显示, ghrelin可刺激大鼠离体胰岛

的胰升糖素分泌. Ghrelin在小鼠离体胰岛的实

验中也可见到相同的效应, 但在整体实验中却未

发现注射ghrelin后小鼠血浆胰升糖素水平存在

显著的变化
[16]. 此外, 离体大鼠胰岛的研究显示, 

ghrelin可抑制精氨酸激发的生长抑素分泌
[17] . 

3 胰岛ε细胞调节其他胰岛细胞功能的分子机制

有关胰岛ε细胞调节其他胰岛内分泌细胞功能

的分子机制, 目前尚知之甚少. 2004年, Dezaki 
et al [18]

采用GHS-R拮抗剂或ghrelin抗体阻断内

源性ghrelin的作用后, 可增加离体大鼠胰岛葡萄

糖刺激的胰岛素分泌和钙离子内流, 在没有钙

离子存在的情况下, 阻断内源性ghrelin则对葡萄

糖刺激的胰岛素分泌没有显著的效应; 外源性

ghrelin可抑制离体大鼠胰岛葡萄糖刺激的胰岛

素分泌, 并抑制大鼠单个b细胞葡萄糖刺激的钙

离子内流, 钾通道阻断可使其抑制钙离子内流

的效应出现逆转. 这一信号转导机制与ghrelin
在神经内分泌细胞中发挥作用的信号转导机制

相同
[2,19]. 此外, 对大鼠胰腺外分泌肿瘤细胞株

AR42J的研究也发现, ghrelin及其受体在AR42J
中同时表达, 并且ghrelin对该细胞株钙离子内流

的影响呈双时相性, 即初期为短暂性的升高, 其
后则呈持续升高的平台期

[20] . 
我们近期的研究显示, 10 -8-10 -7 mol /L的

ghrelin可抑制小鼠胰岛β细胞高浓度葡萄糖刺激

的胰岛素释放; 使高浓度葡萄糖刺激下的b细胞

中含两个跨膜区的内向整流钾通道(Kir6.2)基因

表达下调, 但对磺酰脲受体1(SUR1)、葡萄糖转
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■创新盘点
本文与其他相关
文 章 的 不 同 点
在 于 本 文 注 重
ghrelin与胰岛内
分泌功能调控及
其机制之间的联
系, 对近年来有关
胰岛ε细胞的发现
过程、形态学特
点、生物学作用
及其机制的报道
进行了总结.



运子2(GLUT2)及胰十二指肠同源盒-1(PDX-1)
表达则没有影响; ghrelin还可抑制小鼠胰岛β细
胞的钙离子内流, 而对其细胞增殖无明显的效

应. 这些结果提示, ghrelin抑制胰岛β细胞高浓

度葡萄糖刺激的胰岛素释放和钙离子内流可能

至少部分是由于抑制ATP敏感性钾通道组成成

分Kir6. 2表达所致. 此外, Qader et al [14]
最近的研

究提示, ghrelin可激活离体大鼠胰岛的原生型一

氧化氮合酶(ncNOS), 但对诱生型一氧化氮合酶

(iNOS)则没有影响; 同时, ghrelin可抑制葡萄糖

刺激的胰岛素释放和促进胰升糖素释放, 一氧

化氮(NO)清除剂和NOS抑制剂对该效应具有阻

断作用. 上述结果提示, ncNOS激活可能参与介

导ghrelin对胰岛a和b细胞的调节作用. 
总之, 目前已经明确胰岛中存在一个新的细

胞群体-胰岛ε细胞, 其分泌的ghrelin对其他类型

胰岛细胞的功能具有调节作用.而且, ghrelin可
能在胚胎期的胰岛发育和分化中也发挥重要的

作用. 然而, 胰岛ε细胞的确切的生理学和病理生

理学意义尚待进一步研究.
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■应用要点
本文有助于读者
了解胰岛ε细胞的
发育过程、形态
学特点及生理学
作用, 也有助于读
者理解胰岛内分
泌功能精细调节
过程的复杂性.

■同行����
本文对胰岛ε细胞
基础研究领域的
成果进行了简述, 
能反映这一领域
研究的水平和当
前的进展, 具有较
好的学术价值. 全
文层次分明, 文字
流畅, 表达准确, 
可读性强.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Caveolin-1 on 
the proliferation and differentiation of gastric 
carcinoma cell line MGC803, and explore the 
probability that Caveolin-1 can be used for gene 
therapy.

METHODS: Caveolin-1 gene and Pcl-neo control 
plasmid were transfected into human MGC803 
cell line by lipofectin, respectively. The positive 
clones were selected by G418. We also stabled a 
positive control group which was treated with 
PD98059 for 48 hours. Then the expression of 
Caveolin-1 in each group was detected by West-
ern blot. Cell morphology was observed under 
optical microscope. Cell population doubling 

time was determined by cell counting method 
and cell cycle was analyzed by flow cytometry�.

RESULTS: The expression of Caveolin-1 was 
significantly higher in the cells treated with 
Caveolin-1 or PD98059 than that in the empty 
controls (P < 0.001, q = 23.067 or 13.3376). 
Furthermore, Caveolin-1 expression was also 
markedly higher in the cells transfected with 
Caveolin-1 than that in the positive controls (P 
< 0.001, q = 9.7294). Under light microscope, 
marked changes occurred in cell morphous after 
gene transfection. Before transfection, the cells 
had a significant heteromorphism, with the fea-
tures of large cell body, little cytoplasm, obvious 
karyokinesis. While in Caveolin-1-transfected 
MGC803 cells, the cell malignancy declined as 
the cellular heteromorphism diminished, with 
the ratio of nuclear-to-cytoplasm decreased, and 
the karyokinesis disappeared. Caveolin-1-trans-
fected cells had an extended doubling time (65.46 
h vs 46.67 h, P < 0.05, q = 4.8695). At same time, 
the population of Caveolin-1-transfected cells in 
G0/G1 phase was obviously increased (P < 0.01, 
q = 9.1824) while that in S phase was decreased 
(P < 0.01, q = 7.827). There were also notable dif-
ferences in cell cycle distribution between Cave-
olin-1-transfected cells and the positive controls 
(G0/G1: P < 0.01, q = 4.9323; S: P < 0.05, q = 3.3295).

CONCLUSION: Caveolin-1 not only induces the 
differentiation of MGC803 cells, but also blocks 
them at in G0/G1 phase. Caveolin-1 can inhibit 
the proliferation of MGC803 cells in vitro by pro-
longing the cell doubling time.

Key Words: Caveolin-1; Gastric carcinomas; Cell 
proliferation; Cell differentiation; Gene therapy

Luo HM, Tang SS, Liao DF, Yan PK, Tan LM, Wang YH, 
Long ZF, Liu YS, Zhu BY. Effect of Caveolin-1 on growth 
of human gastric cancer cell Line MGC803. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(15):1448-1452

摘要
目的: 研究Caveolin-1对胃癌细胞增殖、分化
的影响, 以探讨Caveolin-1作为基因治疗的候

®

■背景资料
Caveolae是细胞
表 面 胞 膜 内 陷
形 成 的 膜 结 构 . 
Caveolin为一蛋白
家族, 是Caveolae
的 重 要 组 成 蛋
白 ,  相 对 分 子 量
为 2 1 - 2 4  k D a , 
其 家 族 成 员 有
Caveolin-1, 2, 3三
种, 其中Caveolin- 
1是形成Caveolae
所必不可少的结
构 蛋 白 .  研 究 表
明, Caveolin-1与
胆固醇的转运、

胞饮作用及信号
转导密切相关, 另
外, Caveolin-1与
肿瘤的发生、发
展密切相关.
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■研发前沿
Caveol in-1与多
种信号分子存在
反 向 调 节 关 系 . 
Caveolin-1的主要
作用是减缓细胞
增殖进程, 作为抑
癌基因发挥作用, 
但在前列腺癌等
肿瘤中可能作为
促癌剂, 这可能与
Caveolin-1的磷酸
化(Tyr14及Ser80)
及突变(P132L)导
致骨架区功能丧
失有关.

■相关报道
( 1 ) 许 多 细 胞 内
的 癌 基 因 可 引
起 C a v e o l i n - 1
表 达 下 调 ,  如 : 
c-Myc, HPV E6, 
v-Abl, Bcr-Abl, 
H-Ras ,  v-Src及 
Neu/ErbB2;  (2)
失去Caveol in-1
的 表 达 协 同 基
因 突 变 可 导 致
INK4a的功能丧
失 ,  而 作 为 编 码
p16INK4a与p19ARE

的细胞周期调节
因子的 INK4a基
因一旦缺失就足
以导致细胞永生
化; (3)Caveolin-1
存在着自然突变
(P132L), 该突变
能引起ERK-1/2
的超活化 ;  (4)在
卵巢癌、乳腺癌
及间充质肉瘤中, 
Caveolin-1表达均
为下调.

选基因的可能性. 

方 法 :  运 用 基 因 重 组 技 术 ,  将 人 全 长
Caveolin-1基因稳定转染胃癌细胞系MGC803,
建立能稳定表达Caveolin-1的胃癌细胞系, 同
时建立空载体转染的MGC803细胞系作为空
白对照, 另用PD98059处理48 h作为阳性对照. 
以重组细胞系作为研究模型, 通过免疫细胞化
学及Western blot确认Caveolin-1蛋白在被转染
细胞中的稳定表达. 运用光学显微镜观察转染
前后MGC803细胞形态的变化; 另运用细胞计
数检测了Caveolin-1对MGC803细胞生长的影
响, 流式细胞术分析了Caveolin-1对MGC803
细胞周期分布的影响. 

结果: Western blot 结果显示, 基因转染组及阳
性对照组细胞中Vaveolin-1表达比未处理组
细胞中明显增强(P <0.001, q 值分别为23.067
与13.3376), 且基因转染组中Caveolin-1表达
比阳性对照组更强(P <0.001, q  = 9.7294); 基
因转染后的M G C803细胞形态发生明显变
化, 由异形性明显、核大、胞质很少、核分
裂明显变得形态较一致、胞质丰富、核/质
比明显变小、核分裂相很少见; 基因转染后
细胞的群体倍增时间明显延长, 由46.67 h延
长至65.46 h, 差异有统计学意义(P <0.05, q  
= 4.8695); 基因转染后细胞周期分布发生了
明显变化, G0/G1期细胞数明显增多(P <0.01, 
q  = 9.1824), S期细胞数明显减少(P <0.01, q  = 
7.827), G2/M期细胞数无明显变化(P >0.05), 
Caveolin-1基因转染组与阳性对照组间细胞周
期分布的变化也有明显差异性(其中G0/G1期
P <0.01, q  = 4.9323; S期P <0.05, q  = 3.3295).

结论: Caveolin-1既能诱导MGC803细胞分化
又能将其阻滞于G0/G1期, 通过延长细胞群体
倍增时间而抑制胃癌细胞的体外增殖.

关键词�� Caveolin-1; 胃癌; 细胞增殖; 分化; 基因治疗
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0  引言

Caveolae是细胞膜生物功能多样性的重要结构

基础, Caveolin-1是Caveolae最为重要的标记蛋

白. 近年的研究表明, Caveolin-1在肿瘤中发挥着

两种截然不同的作用, 在多种恶性肿瘤组织(如: 
乳腺癌[1-5]、卵巢癌[6-8]、肉瘤[9]、胃癌[10]等)中表

达下调, 且抑制肿瘤发展及转移, 而在少数恶性

肿瘤细胞(如: 前列腺癌[11-13]、膀胱癌[14])中却表

达上调, 且能促进癌细胞的浸润. 我们通过pcl-
neo载体介导Caveolin-1基因转染胃癌MGC803
细胞以探讨Caveolin-1对胃癌细胞生长的影响及

作为基因治疗的候选基因的可能性. 

1  材料和方法

1.1 材料 重组pcl-neo-Caveolin-1人全长质粒由

南华大学药物药理研究所惠赠, G418、RPMI 
1640、LipofectamineTM 2000转染试剂均为Gibco
公司产品, 兔抗人Caveolin-1多克隆抗体、BCA 
Protein Assay Reagent、Western blot荧光检测

试剂盒为Santa Cruz公司产品, 辣根过氧化物酶

标记的羊抗兔及羊抗鼠二抗、SABC免疫组化

试剂盒、D A B显色剂为福州迈新生物有限公

司, 其余试剂均为国产分析纯. 人胃腺癌细胞株

MGC803由中山大学肿瘤所惠赠. 细胞培养在

含100 mL/L新生牛血清的RPMI 1640培养液中, 
置于二氧化碳培养箱内, 恒温37℃ 50 mL/L, 用
2.5 g/L胰酶消化传代.
1.2 方法 将对数生长期的M G C803细胞消化

接种于6孔板中, 每孔2×105个细胞, 待细胞长

至80%融合时, 换成完全培养基进行转染. 按
转染试剂产品说明书提供的方法 ,  将载有人

Caveolin-1全长cDNA序列的真核表达质粒pcl-
neo-cav-1和pcl-neo空载质粒经扩增及常规限制

性酶切鉴定后, 用脂质体介导转染入MGC803细
胞, 转染时另设未处理组(即MGC803细胞)作为

空白对照及经PD98059处理48 h作为阳性对照

组. 48 h后转染组培养基加入400 mg/L G418继
续培养, 约15 d后可获取G418抗性克隆. 收集对

数生长期的各组细胞, 用细胞裂解液(25 mmol/L 
MBS pH 6.5, 0.15 mmol/L NaCl, 10 g/L Triton 
X-100)裂解细胞, 以提取细胞蛋白质. 电转移法

将蛋白转印至PVDF膜并与兔抗人Caveolin-1
抗体共孵育以检测转染前后M G C803细胞中

Caveolin-1蛋白的表达变化. 同时用β-actin抗体

检测细胞内β-actin表达作为参照. 细胞培养, 常
规消化, 制成单细胞悬液, 接种于含盖玻片的培

养板中培养. 待细胞基本长成单层后取出盖玻

片, PBS洗3遍后用950 mL/L酒精固定30 min, 
PBS洗3遍, 常规HE染色于镜下观察细胞形态

学的变化. 将处于对数生长期的各组细胞接种

于24孔培养板培养, 每天取3孔进行计数, 连续

观察7 d. 根据计数结果计算肿瘤细胞群体倍增
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■创新盘点
本文着眼于Cave-
olin-1与胃癌, 首
次 明 确 报 道 了
Caveolin-1与肿瘤
细胞分化的关系.

■应用要点
若能进一步研究
将Caveolin-1抑制
胃癌细胞增殖机
制阐明, 可望为胃
癌的基因治疗提
供理论依据及靶
点.

时间(TD). 计算公式为: TD = t×lg2/lg(Nt/N0), (Nt

为t时间的细胞数, N0为初种细胞数). 另收集对

数生长期的各组细胞, 冷PBS洗涤3遍, 将细胞

用700 mL/L冷乙醇5 mL 4℃固定24 h. 测试

前用PBS洗细胞2遍, 加PI荧光染料(5 mg/L PI, 
20 mg/L RNase A), 300目尼龙网滤过, 上流式细

胞仪进行细胞周期分析.
统计学处理 各组数据用mean±SD表示, 采

用单因素方差分析(one-way ANOVA)进行检验后, 
多组间比较采用Student Newman Keuls检验, 全部

数据用SPSS 11.0 for Windows统计软件处理.

2  结果

2.1 细胞中Caveolin-1蛋白表达 利用Western blot
发现Caveolin-1基因转染组及阳性对照组细胞中

Caveolin-1表达比未处理组细胞表达明显增强

(P <0.001, q值分别为23.067与13.3376); Caveo-
lin-1基因转染组中Caveolin-1表达比阳性对照

组更强(P <0.001, q = 9.7294); 空载体对照组细

胞与未处理组细胞Caveolin-1表达无明显差别

(P >0.05)(图1). 说明已成功筛选出稳定表达Ca-
veolin-1基因的MGC803细胞株. 
2.2 细胞形态学变化 镜下观察发现未处理组及

空载体对照组的MGC803细胞形态的异形性明

显, 胞体大, 胞质很少, 有的有多核, 核分裂相很

明显(图2A-B); 阳性对照组细胞核变得较小, 核
分裂相也较少(图2C); 而Caveolin-1基因转染组

细胞形态较一致, 胞质丰富, 核/质比明显变小, 
核分裂相很少见(图2D). 
2.3 肿瘤细胞群体倍增时间 根据细胞计数结果

计算出各组细胞的群体倍增时间(表1), 结果显

示, Caveolin-1基因转染组群体倍增时间明显比

未处理组及空载体对照组细胞群体倍增时间要

长(P <0.05, q = 4.8695); 而空载体对照组细胞的

群体倍增时间与未处理组细胞的无明显差异. 
2.4 流式细胞仪检测结果 Caveolin-1基因转染组

及阳性对照组细胞与未处理组细胞相比, 其细

胞周期分布发生了明显的变化: G0/G1期细胞数

明显增多(前者P <0.01, q = 9.1824; 后者P <0.05, 
q = 4.6105),  S期细胞数明显减少(前者P <0.01, q 
= 7.827; 后者P <0.05, q = 4.9929), G2/M期细胞数

无明显变化(P >0.05). Caveolin-1基因转染组与阳

性对照组间细胞周期分布的变化有明显差异性

(其中G0/G1期P <0.01, q = 4.9323; S期P <0.05, q = 
3.3295); 而空载体对照组与未处理组细胞相比

较, 其细胞周期差异无统计学意义(表2).

3  讨论

研究发现 ,  在很多种肿瘤如乳腺癌 [1-5]、卵巢

癌 [ 6 - 8 ]、肉瘤 [ 9 ]等组织中存在着不同程度的

Caveol in-1低表达, 本实验前期研究结果证实

在胃癌组织中Caveolin-1的表达也下调[10]. 一般

认为, Caveolin-1是一个候选抑癌基因[2,6,9,15], 但
目前对其在肿瘤组织中的表达情况及功能尚

存有异议[11-14,16], 在前列腺癌及膀胱上皮癌中, 
Caveolin-1表达明显升高, 且有促进癌细胞的增

殖及淋巴结的转移的作用. 目前认为, 肿瘤的形

成是机体局部细胞的增殖、分化、凋亡三者之

间的平衡失调或失偶联所致, 细胞过度增殖, 分
化及凋亡的阻遏是肿瘤形成的核心环节[17]. 本
研究将Caveolin-1基因稳定地转染人胃癌细胞系

MGC803中, 观察了Caveolin-1对MGC803细胞

生物学性状的影响. 结果显示, 转染Caveolin-1
基因后的MGC803细胞中Caveolin-1蛋白表达

水平比未处理组及空载体对照组M G C803细

     

表 1 各处理组MGC803细胞的群体倍增时间

                                        初种细胞数    细胞计数    倍增时间

                                          (×104)            (×104)            (h)

未处理组                         2.50            �0.10         4�.��a 

空载体对照组                  2.50            2�.��         4�.�2a

Caveolin�1基因转染组    2.50            14.��         �5.4�

分组

aP<0.05 vs  Caveolin�1基因转染组.

图 1 Caveolin-1在不同处理因素的MGC803细胞中的表达. 
bP<0.01 vs  MGC803/Cav-1 (n = 4). 

MGC803b

Caveolin-1

β-actin

MGC803/Cav-1 PD98059bPcl-neob

A B

C D

图 2 MGC803细胞的普通光镜观察 (HE ,×400 ) .  A: 

MGC803; B: MGC803/Pcl-neo; C: MGC803+PD98059; D: 

MGC803/Cav-1. 
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■名词解释
1 Caveolin-1: 译
名 较 多 ,  有 窖 蛋
白、陷窝蛋白、

囊泡素等, 与细胞
的多种生命活动
密切相关, 包括细
胞内吞、胆固醇
的转运、信号转
导和肿瘤发生等
密切相关, 一般认
为他是一抑癌基
因. 
2  PD98059 :  是
M A P K 通 路 中
ERK的特异性抑
制剂, 抑制ERK的
活化, 阻遏细胞周
期的进程.

胞明显要高, 甚至比阳性对照组表达水平也更

高, 表明Caveolin-1基因已整合到MGC803细胞

系中, 成功地构建了Caveol in-1稳定表达细胞

系. MGC803在转染Caveolin-1基因后, 其形态相

似, 异形性不明显, 胞质丰富, 核变小, 核/质比

降低, 核分裂相少见. 提示, Caveolin-1具有诱导

MGC803细胞向正常方向分化的作用. 
细胞增殖是外界增殖信号作用于细胞膜或

胞质受体, 经细胞内信号传递进而影响细胞周

期的结果. 细胞周期不仅依靠细胞内的级联反

应进行调控, 还受细胞外信号的影响, 细胞外

信号通过细胞信号转导通路对细胞周期进行

调控, 以实现其对细胞增殖的调控. 细胞周期

存在两个主要检测点: G1/S检测点与G2/M检测

点, 其中G2/M是保证染色体分开和细胞分裂前

染色体均分的精确性; G1/S检测点是影响细胞

周期的最关键点[17]. 已有研究表明, Caveolin-1
主要作用于G1/S检测点, 通过引起G0/G1阻滞而

影响细胞周期推进[18]. 我们通过细胞计数发现

Caveolin-1能抑制肿瘤细胞增殖, 延长肿瘤细胞

的群体倍增时间. 采用流式细胞术进一步分析

了Caveolin-1对细胞周期分布的影响, 结果显示: 
转染Caveolin-1基因后MGC803细胞的细胞周期

分布发生了明显的变化: G0/G1期细胞数量明显

增多, S期细胞数量明显减少, G2/M期无明显改

变, 且其变化与ERK特异性抑制剂PD98059对细

胞周期的影响有明显差别. 提示Caveolin-1主要

作用于G1/S检测点, 阻止细胞周期由G0/G1期向S
期推进, 且其对MGC803细胞增殖的抑制作用比

ERK抑制剂的作用更强. 
ERK1/2(p42/p44MAPK)信号通路是最为普

遍的促进细胞增殖和分化的信号途径, 能被多

种生长因子、细胞因子及促分裂剂激活, 同时

其持续活化最终促进细胞的增殖和恶性转

化[19-23]. 相应地, ERK的下调可促进细胞生长和

转录的抑制[24-26]. 研究表明, MAPK通路在人胃

癌细胞中处于活化状态[27]. PD98059是MAPK通

路ERK的特异性抑制剂, 能抑制ERK的激活. 本
结果显示, 用PD98059处理MGC803细胞48 h
后, ERK的抑制率达到94.07%±3.01%. 同时显

示: Caveolin-1对MGC803细胞增殖的抑制作用

比ERK特异性的抑制剂PD98059的作用更强. 蛋
白表达结果也显示: 用PD98059处理MGC803
细胞后, Caveolin-1蛋白表达明显升高, 提示当

ERK1/2活性降低时, Caveolin-1表达上调. 可见, 
Caveolin-1能抑制Ras/MAPK通路, 使细胞的接

触抑制性作用加强, 从而导致细胞的生长阻滞, 
ERK1/2与Caveolin-1之间存在负反馈调节现象, 
但两者间相互调节的机制还有待于进一步的研究. 
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Abstract
AIM: To construct and identify the gastric cancer 
associated gene GCRG213 eukaryotic expression 
vector.

METHODS: The sense and anti-sense fragment 
of GCRG213 were obtained by polymerase chain 
reaction (PCR), which were GCRG213-a and 
GCRG213-b respectively. They were cloned into 
eukaryotic expression vector pcDNA3.1(+) after 
introduced the sites of restrictive endonuclease 
enzyme KpnI, BamHI and EcoRI, BamHI. The 
recombinant plasmid pcDNA3.1-a, pcDNA3.1-b 
and the vector pcDNA3.1 were transfected 
separately into MKN45 cells conducted by li-
pofectamineTM 2000. G418 selection was used to 
obtain the stably transfected cells. The expres-
sion of GCRG213 was detected at both mRNA 
and protein level with semi-quantitative reverse 

transcription PCR (RT-PCR) and Western blot, 
respectively..

RESULTS: After sequencing, sense GCRG213 
and anti-sense GCRG213 were confirmed to 
be successfully cloned into eukaryotic expres-
sion vector pcDNA3.1, which were named 
pcDNA3.1-a and pcDNA3.1-b correspond-
ingly. The recombinant plasmid pcDNA3.1-a, 
pcDNA3.1-b, and the vector pcDNA3.1 were 
transfected successfully into MKN45 cells by 
lipofectamineTM 2000. After G418 selection, the 
stably transfected cells were obtained. Transfec-
tion with pcDNA3.1-a significantly increased 
the expression of GCRG213 in MKN45 cells both 
at mRNA (35.4%) and protein (49.4%) level, 
while transfection of pcDNA3.1-b significantly 
decreased the expression of GCRG213 both at 
mRNA (32.1%) and protein (50.3%) level.

CONCLUSION: The eukaryotic expression vec-
tor of gastric cancer associated gene GCRG213 is 
successfully constructed and identified.

Key Words: Gastr ic cancer associated gene 
GCRG213; Eukaryotic expression; Gastric cancer 
cells; Gene transfection

Gao LL, Wu BY, Wang MW, Huang HL, Wu YQ, 
You WD, Wang WH. Construction and identification 
of eukaryotic expression vector of gastric cancer 
associated gene GCRG213. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(15):1453-1457

摘要
目的: 构建胃癌相关基因GCRG213正、反义
真核表达载体. 

方法:  从p G E M-T质粒上扩增出的胃癌相
关基因G C R G213的D N A片段 ,  两端分别
引入限制性内切酶Kpn I, Bam HI和Eco RI, 
B a m H I识别位点 ,  按正向、反向克隆入真
核表达载体p c D N A3.1(+).  测序正确的重
组子p c D N A3.1-a(含G C R G213正向克隆), 
pcDNA3.1-b(含GCRG213反向克隆)和空载

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃癌是严重威胁
人类健康的重要
疾 患 之 一 ,  其 发
生和发展是多基
因变异累积的过
程. 近年来研究发
现Ref-1基因是一
种肿瘤相关基因. 
由于GCRG213与
APE/Ref-1有同源
性, 并且具有该蛋
白重要的功能位
点, 因此可能是其
一个新的变异体.             
本文采用分子克
隆及基因转染技
术 将 G C R G 2 1 3
基因转入哺乳动
物 细 胞 ,  成 功 构
建胃癌相关基因
G C R G 2 1 3 正、

反义真核表达载
体 ,  为 下 一 步 研
究胃癌相关基因
GCRG213的功能
奠定了基础.



体经脂质体转染人胃癌细胞系MKN45细胞, 
G418筛选获得稳定转染的细胞株, 采用半定
量RT-PCR及Western blot比较转染不同质粒的
MKN45细胞中GCRG213在mRNA和蛋白质
水平上的表达差异. 

结 果 :  经 测 序 证 实 ,  G C R G 2 1 3 正 向 克
隆 和 反 向 克 隆 正 确 插 入 真 核 表 达 载 体
pcDNA3.1(+), 组成重组子pcDNA3.1-a(含正
向克隆), pcDNA3.1-b(含反向克隆). 重组子
pcDNA3.1-a, pcDNA3.1-b和空载体经脂质
体转染人胃癌细胞系MKN45细胞, G418筛
选获得稳定转染的细胞株. 与对应的空载体
比较, RT-PCR结果显示转染pcDNA3.1-a的
MKN45细胞中其mRNA的表达上调35.4%, 而
转染pcDNA3.1-b的MKN45细胞中其mRNA
的表达下调32.1%; Western blot结果显示转染
pcDNA3.1-a的MKN45细胞中其蛋白的表达上
调49.4%, 而转染pcDNA3.1-b的MKN45细胞
中其蛋白的表达下调50.3%.

结论: 成功构建胃癌相关基因GCRG213正、

反义真核表达载体.

关键词�� 胃癌相关基因GCRG213; 真核表达; 胃癌细

胞; 基因转染
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0  引言

胃癌是严重威胁人类健康的重要疾患之一, 其
发生和发展是多基因变异累积的过程. 我们应

用荧光标记的DDRT-PCR筛选出一条在肠型胃

癌组织、癌旁和正常组织间差异表达的新基因

GCRG213, 生物信息学分析表明他具有完整的

开放阅读框架, 编码含有142个氨基酸的产物. 
原位杂交和Northern blot显示该基因在胃癌和癌

旁不典型增生组织高表达, 正常胃组织低表达. 
制备多克隆抗体初步检测表明该基因在胃癌、

癌旁、正常组织中有蛋白水平的表达差异. 经
过同源比对, 该基因与机体中碱基切除修复的

关键酶APE/Ref-1序列有61%, 同源性并且含有

其保守区的功能位点[1]. 
无嘌呤无嘧啶核酸内切酶 ( a p u r i n i c /

apyrimidinic endonucleas, APE)是一种具有DNA
修复与氧化还原双功能的蛋白 ,  人体A P E由

Ref-1基因编码, APE/Ref-1是碱基切除修复(base 
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excision repair, BER)通路的关键酶, 能够修复机

体受内外环境影响产生的AP位点[2]. APE的氧化

还原功能可调节许多转录因子DNA结合活性, 
与细胞的增殖、分化、损伤修复有关[3]. 近年来

研究发现Ref-1基因是一种肿瘤相关基因. 由于

GCRG213与APE/Ref-1有同源性, 并且具有该蛋

白重要的功能位点, 因此可能是其一个新的变异

体. 该变异体在胃癌和癌前不典型增生组织中

mRNA和蛋白水平表达高于正常胃黏膜, 说明他

参与了胃癌的发生、发展过程, 可能是影响胃癌

细胞生物学特性的重要功能基因. 
我们采用分子克隆及基因转染技术将

GCRG213基因转入哺乳动物细胞, 以期望能对

GCRG213基因的功能有一初步了解.

1  材料和方法

1.1 材料 p G E M-T质粒含G C R G213 c D N A 
1094 bp, 其中开放阅读框架426 bp, 为本实验

室构建保存. MKN45细胞为本实验室保存, 在
37℃, 50 mL/L CO2的孵箱中常规培养. 限制性

内切酶(KpnⅠ, Bam HⅠ, Eco RⅠ)和T4连接酶

购自日本宝生物(TaKaRa)工程有限公司. 真核

表达载体pcDNA3.1(+)为本实验室保存. 琼脂

糖凝胶D N A回收试剂盒、高纯度质粒小量提

取试剂盒、总R N A提取试剂盒和D H5α感受

态细胞购自北京天为时代科技有限公司. 脂质

体(LipofectamineTM 2000)购自美国Gibco公司. 
G418购自美国Sigma公司. DMEM培养基、RT-
PCR试剂盒为美国Gibco公司产品. 胎牛血清购

自北京鼎国生物工程公司. 羊抗人β-actinmAb、
HRP标记的羊抗兔二抗、HRP标记的兔抗羊二

抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司. 兔抗人

GCRG213多克隆抗体为本实验室保存. 低分子

质量蛋白质标准购自北京天为时代科技有限公

司. 预染蛋白分子量标准购自New England 公司. 
ECL Western blot检测试剂盒购自美国Santa Cruz
公司. 其余试剂均为国产或进口分析纯试剂.
1.2 方法 采用Primer 5.0软件设计引物, 选取了

GCRG213序列中包含有开放阅读框架(ORF)
的序列作为扩增序列 ,  根据真核表达载体

pcDNA3.1(+)的要求, 引物序列如下: 正向克隆

(a)引物P1: 5'-GGGGTACCATGCAACAAGAAG
AGCTA-3', P2: 5'-CGGGATCCTCAGTTTTGAG
TGAGCTTC-3'; 反向克隆(b)引物P1: 5'-AAGA
ATTCATGCAACAAGAAGAGCTA-3', P2: 5'-C
GGGATCCTCAGTTTTGAGTGAGCTTC-3'(产

www.wjgnet.com

■同行评��
本 研 究 构 建 了
胃 癌 相 关 基 因
GCRG213的正、

反义真核表达载
体, 建立了稳定转
染的MKN45细胞
株, 并采用半定量
RT-PCR及Western 
b l o t 比较转染不
同质粒的MKN45
细胞中GCRG213
在mRNA和蛋白
质水平上的表达
差异. 研究设计合
理, 方法可行, 结
果充实, 结论较为
明确, 为下一步研
究胃癌相关基因
GCRG213的功能
奠定了一定基础.
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物预计长度445 bp), 由上海博亚生物工程公司

合成. PCR扩增靶DNA片段, 反应条件为: 94℃ 
2 min. 94℃ 30 s,  51℃ 30 s, 72℃ 30 s, 32个循

环. 72℃延伸7 min. 采用清华大学天为时代科

技公司PCR产物纯化试剂盒对PCR产物进行纯

化回收. 取纯化DNA 5 µL, 以10 g/L琼脂糖凝

胶电泳分析. 纯化后DNA需要经紫外分光光度

计检测样品的A 260和A 280, 以确定样品DNA的含

量. PCR纯化产物经KpnⅠ, Bam HⅠ和Eco RⅠ, 
Bam HⅠ分别双酶切后, 琼脂糖凝胶电泳回收

纯化. 真核表达载体pcDNA3.1(+)同样经KpnⅠ, 
Bam HⅠ和Eco RⅠ, Bam HⅠ分别双酶切后回收

纯化. GCRG213的酶切纯化产物与真核表达载

体pcDNA3.1(+)的酶切纯化产物按3∶1的比例

混合, 加入T4连接酶进行连接反应(16℃过夜), 
重组子(pcDNA3.1-a, pcDNA3.1-b)转化DH5α
感受态细胞, 涂布具有氨苄青霉素(100 mg/L)
的LB琼脂平板, 于37℃培养过夜. 挑取单个菌

落以PCR、内切酶切割、测序依次鉴定之. 使
用LipofectamineTM2000脂质体转染试剂并按其

说明书方法进行. 将MKN45细胞接种于6孔板, 
待细胞数量达到90%-95%汇合后进行瞬时转

染, 每孔分别加入10 µL LipofectamineTM2000转
染试剂和对应质粒, 在50 mL/L CO2培养箱中

37℃保温24 h, 将细胞按1∶10的稀释比例传代

至含100 mL/L FBS的DMEM培养基中, 再培养

1 d后换用含G418(500 mg/L)的完全培养基常

规培养, 每3-4 d更换培养液, 每日观察细胞生

长情况, 抗性细胞集落形成后, 用含半量筛选浓

度G418(250 mg/L)的完全培养基扩大培养. 在
此后的实验过程中, 间断地取出部分细胞在含

500 mg/L的G418的条件培养基中筛选, 未能稳

定转染的细胞在6-8 d全部死亡, 转基因MKN45
细胞却能持续存活并生长传代. 
1.2.1 半定量RT-PCR检测转染细胞中GCRG213 
mRNA的表达 采用总RNA提取试剂盒, 按操作

说明提取转染细胞的总RNA. 紫外检测仪分别

在260 nm和280 nm波长下检测RNA的吸光度

值, 测定RNA的纯度, 并用甲醛变性电泳实验检

测RNA的完整性. 取RNA 4 µg进行逆转录, 然
后各自取cDNA 1 µL用于PCR反应. GCRG213
基因引物序列如下: P1: 5'-AACTGCAGATGC
AACAAGAA-3', P2: 5'-CGGGATCCAAGTTT
TGAGTGAG-3'; 以β-肌动蛋白(β-actin)为内参

照, 引物序列如下: P1: 5'-GCTCCGGCATGTGC
AAGG-3', P2: 5'-ATGTCACGCACGCTTTCC-3'. 

PCR引物由上海博亚生物工程公司合成. 反应

条件: 94℃ 2 min. 94℃ 30 s,  51℃ 30 s, 72℃ 
30 s, 30个循环. 72℃延伸7 min. 取反应液5 µL, 
以10 g/L琼脂糖凝胶电泳分析. 产物电泳后经凝

胶分析软件(Bandscan)分析其灰度值, 结果以产

物与内参照的比值表示.      
1.2.2 Western blot检测转染细胞GCRG213蛋白

的表达 SDS-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳, 
按照《分子克隆实验指南》灌制120 g/L的不

连续SDS-PAGE, 分别取3组转染细胞裂解液样

品(每个均取细胞蛋白100 µg)加样后电泳, 湿式

电转移, 封闭, 第1抗体结合, 第2抗体结合, ECL
法显影. 以β-ac t in为内参照. 经凝胶分析软件

(Bandscan)分析其灰度值, 结果以产物与内参照

的比值表示. 
统计学处理 成组t检验(SPSS 11.0软件包).

2  结果

GCRG213正向、反向克隆的PCR产物(a, b)经
10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 可见在445 bp处各有一

条特异的扩增产物, 与预计长度相符(图1). 真核

表达载体pcDNA3.1(+)载体分别应用限制性内

切酶KpnⅠ, Bam HⅠ和和Eco RⅠ, Bam HⅠ双酶切,双酶切, 
产物经10 g/L低熔点琼脂糖凝胶纯化、回收, 在
5400 bp处有一特异条带, 与理论值相符(图2). 
pcDNA3.1-a, pcDNA3.1-b重组质粒经相应的引

物PCR扩增后, 经10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 可见

在445 bp处各有一条特异的扩增产物, 与预计

长度相符. pcDNA3.1-a, pcDNA3.1-b重组质粒

分别经限制性内切酶KpnⅠ, Bam HⅠ和和Eco RⅠ, 
Bam HⅠ双酶切, 产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳,双酶切, 产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
分别在5400 bp处和445 bp处有一特异条带, 与
理论值相符(图3-4).
2.1 转染细胞GCRG213在mRNA水平上的表

图 1 GCRG213基因PCR扩增纯化回收. M: DNA Marker 

DL2000; 1: GCRG213-a; 2: GCRG213-b.

445 bp
  250 bp
  100 bp

  500 bp

1000 bp

2000 bp

M              1             2
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达 RT-PCR法检测结果表明, 与转染空载体的

MKN45细胞相比, 转染GCRG213正向克隆的

MKN45细胞中其mRNA的表达上调35.4%, 而转

染反向克隆的MKN45细胞中其mRNA的表达下

调32.1%. MKN45-213a, MKN45-213b, MKN45-
pcDNA3.1 mRNA表达量分别为0.328±0.05, 

0.144±0.013, 0.212±0.016(图5). 
2.2 转染细胞中GCRG213蛋白水平上的表达 
Western b lot检测结果表明, 与转染空载体的

MKN45细胞相比, 转染GCRG213正向克隆的

MKN45细胞中其蛋白的表达上调49.4%, 而转

染反向克隆的MKN45细胞中其蛋白的表达下

调50.3%. MKN45-213a, MKN45-213b, MKN45-
pcDNA3.1蛋白表达量分别为3.42±0.05, 0.861
±0.013, 1.732±0.016(图6). 

3  讨论

我们采用真核表达载体pcDNA3.1作为胃癌相

关基因GCRG213转染的载体, GCRG213基因正

图 5 3种稳定转染细胞GCRG213在mRNA水平上的表达

差异. 1: pcDNA3.1-a转染组; 2: pcDNA3.1-b转染组; 3:

pcDNA3.1转染组; M: DNA Marker Ⅲ.

图 6 3种稳定转染细胞GCRG213蛋白及内参照β-actin的

表达差异. 1: pcDNA3.1-a转染组; 2: pcDNA3.1-b转染组; 3: 

pcDNA3.1转染组.

图 3 pcDNA3.1-a,  pcDNA3.1-b重组质粒PCR鉴定. 

M: DL2000 Marker; 1: pcDNA3.1-a PCR鉴定产物; 2: 

pcDNA3.1-b PCR鉴定产物.

445 bp
  250 bp
  100 bp

  500 bp

1000 bp

2000 bp

   750 bp

M            1           2

图 4 pcDNA3.1-a, pcDNA3.1-b重组质粒酶切鉴定. M: 

DL15000 Marker; 1: pcDNA3.1-a重组质粒; 2: pcDNA3.1-b

重 组 质 粒 ;  3 :  p c D N A 3 . 1 - a 重 组 质 粒 酶 切 产 物 ;  4 : 

pcDNA3.1-b重组质粒酶切产物.

5400 bp

445 bp

      1       2     M       3      4

  500 bp

  200 bp

  800 bp

1200 bp

2000 bp

4500 bp

GCRG213

1       2      3     M

  500 bp

  200 bp

  800 bp
1200 bp
2000 bp
4500 bp

  β-actin

1              2             3            M

GCRG213

β-actinG

1                   2                    3

图 2 pcDNA3.1载体双酶切、纯化回收. M: DL15000 

Marker; 1, 2: pcDNA3.1载体; 3, 4: pcDNA3.1载体双酶切产物.

5400 bp

      1         2        M         3         4
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向克隆和反向克隆插入到pcDNA3.1的KpnⅠ, 
Bam HⅠ和Eco RⅠ, Bam H酶切位点之间, 构建了

GCRG213的正义和反义真核表达载体. 我们提

取3种稳定转染的MKN45细胞总RNA, 采用RT-
PCR方法观察不同转染细胞中GCRG213 mRNA
水平的表达差异. 与转染空载体的MKN45细胞

相比, 转染GCRG213正向克隆的MKN45细胞中

其mRNA的表达上调35.4%, 而转染反向克隆的

MKN45细胞中其mRNA的表达下调32.1%, 以上

结果提示, 正向克隆的转染增加了相应基因的转

录, 而反向克隆的转染则抑制了相应基因的转录. 
Western blot首先提取转染细胞的蛋白质, 通

过SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 将提取的蛋白质

浓缩并由于凝胶的分子筛作用和带负电的SDS-
蛋白质复合物在凝胶电泳中向正极迁移, 分离

不同大小分子质量的蛋白质, 再转移至固相支

持体, 通过蛋白特异性的多克隆抗体, 检测转染

细胞GCRG213蛋白的表达. 蛋白质的Western 
blot技术结合了凝胶电泳的高分辨率和固相免

疫测定的特异性、敏感性, 可检测到低至1-5 ng
中等大小的蛋白质[4]. 本实验中, Western blot结
果为: 与转染空载体的MKN45细胞相比, 转染

GCRG213正向克隆的MKN45细胞中其蛋白的

表达上调49.4%, 而转染反向克隆的MKN45细胞

中其蛋白的表达下调50.3%, 以上结果提示, 正
向克隆的转染增加了GCRG213蛋白的表达, 而
反向克隆转染则抑制了GCRG213蛋白的表达. 

BLAST分析显示GCRG213与APE/Ref-1序列

有61%同源性, 并且含有其C'末端保守区[1]. APE/
Ref-1主要参与由于氧化性损伤造成的DNA损

害的修复; 同时, APE/Ref-1也是一种氧化还原

因子, 调节转录因子的DNA结合活性. DNA修

复机制异常是癌症进展过程中常见的现象. 人
体A P E由R ef-1基因编码, 编码的蛋白命名为

APE/Ref-1或者HAP1. Ref-1基因是一种肿瘤相

关基因. Ref-1对一种苯衍生的DNA复合物1, N6-

benzetheno-dA(p-BQ-dA)具有序列依赖性, 提示

Ref-1在苯诱导的致癌过程中发挥作用[5]. Herring 
et al [6]研究了人宫颈癌促克隆形成细胞与APE/
Ref-1蛋白表达的关系, 发现肿瘤活检组织的促

克隆形成细胞与APE/Ref-1蛋白表达之间存在中

等程度的显著正相关(r = 0.60, P = 0.002). APE/
Ref-1能激活一些氧化的原癌基因, 在卵巢癌、

宫颈癌、前列腺癌、横纹肌肉瘤、生殖细胞肿

瘤等多种肿瘤中APE/Ref-1表达增强[7]. 我们成

功构建胃癌相关基因GCRG213正、反义真核表

达载体, 为下一步研究胃癌相关基因GCRG213
的功能奠定了基础. 
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Abstract
AIM: To clone and culture human interleukin-10 
(IL-10) gene modified L02 hepatocytes and select 
the cell strain highly expressing IL-10.

METHODS: With preparation of previously 
constructed and purified eukaryotic expression 
plasmid vector pchIL-10, L02 hepatocytes were 
transfected and then the positive clones were se-
lected with the help of G418 pressure. Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) was used 
to detect the expression of human IL-10 in the 

cells strain..

RESULTS: Sequencing and restriction endo-
nuclease digestion confirmed that eukaryotic ex-
pression plasmid vector pchIL-10 was construct-
ed successfully, and electrophoresis show a band 
of 540 bp. hIL-10 gene was highly expressed in 
L02 hepatocytes and the highest expression level 
was 69.875 ng/106 cell per hour.

CONCLUSION: Human interleukin-10 (IL-10) 
gene modified L02 hepatocytes can highly ex-
presses hIl-10, which may be used in the antifi-
brotic or cirrhotic treatment.

Key Words: Interleukin 10; Gene transduction; 
Liver fibrosis; Liver cirrhosis

Dai WJ, Hu Z, Wu LF, Jiang HC, Wu YH, Pan SH. 
Clone culture of human interleukin-10 gene modified 
L02 hepatocytes and selection of cell strain with most 
interleukin-10 expression. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(15):1458-1461

摘要
目的: 确认hIL-10基因修饰的L02肝细胞的克
隆培养可实现hIL-10在L02肝细胞中的高效表达. 

方法: 通过构建真核质粒表达载体pchIL-10, 
并纯化后转染L02肝细胞. 通过G418的压力选
择获得hIL-10高表达的克隆株, 并以ELISA测
定其表达水平. 

结果: 经过测序和酶切验证, 真核质粒表达载
体pchIL-10构建成功. 电泳显示一长约540 bp
条带. hIL-10基因转导可在L02肝细胞中实现
hIL-10的高效表达. 最高表达株表达量为每小
时69.875 ng/106细胞.

结论: hIL-10基因修饰的L02肝细胞的克隆培
养可实现hIL-10的高效表达, 为抗肝纤维化、

肝硬化提供有效途径.

关键词�� 白细胞介素10; 基因转导; 肝纤维化; 肝硬化

代文杰, 胡震, 武林枫, 姜洪池, 吴耀华, 潘尚哈. hIL-10基因修
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■背景资料
IL-10是Th2细胞
因子的重要代表, 
大量研究证实在
肝硬化进程中发
挥负性调节作用, 
是肝硬化治疗中
具有潜力的细胞
因子.
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■研发前沿
采用IL-10基因转
导方式是肝硬化
基因治疗的重要
方 案 之 一 .  本 研
究旨在克隆获取
hIL-10并验证其
在肝细胞中的表
达.

■相关报道
Louis  e t  a l 证实
IL-10在肝纤维化
肝硬化过程中发
挥负性调节作用, 
具有潜在抗肝硬
化功能.

饰的L02肝细胞的克隆培养和最高表达株的筛选. 世界华人消

化杂志  2006;14(15):1458-1461

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1458.asp

0  引言

人白细胞介素-10(hIL-10)是肝纤维化、肝硬化

进程中的重要调控因子, 具有潜在的抗纤维化

的作用. 本研究通过构建真核质粒表达载体, 并
纯化后感染L02肝细胞, 观察hIL-10的表达. 从而

为肝纤维化和肝硬化的基因治疗提供有效途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 真核表达载体pcDNA3.1(+)由黑龙江

省肝脾外科中心实验部保存, 其全长5428 bp, 
含CMV(巨细胞病毒)启动子(232-819). 其BglⅡ
(A/GATCT)酶切位点为12, SmaⅠ(CCC/GGG)位
点为2077, Eco RⅠ(G/AATTC)位点为952, Bam H
Ⅰ(G/GATCC)位点为929. L02肝细胞是永生化

人肝细胞系, 由武汉大学中国典型培养物保藏

中心提供.
1.2 方法 

1.2.1 pcDNA3.1hIL-10真核表达载体的构建(图1) 
pUC18hIL-10和pcDNA3.1质粒的XbaⅠ酶切: 两
种质粒载体, 分别取3 μg和1 μg, 总体系20 μL, 
含5×酶切反应缓冲液4 μL, X b a Ⅰ 2 U, 加
ddH2O至20 μL, 37℃反应2 h. pcDNA3.1/Xba
Ⅰ继续以CIAP进行去磷酸化反应. 10 g/L琼脂

糖凝胶电泳, 切胶后以Boehringer-Mannheim公

司玻璃乳胶回收试剂盒回收目的片段. 14℃连

接反应16 h后, 转化感受态大肠杆菌JM109. 挑
取生长良好的菌落克隆行增菌培养, 对正向插

入克隆进行测序分析[1]. 以Promega公司Wizard 
PureFection纯化转染质粒. 测序引物为T7启动

子通用引物. 构建的pcDNA3.1 hIL-10以下简

写为pchIL-10. 脂质体转染前24-36 h, 将L02
肝细胞重新传代, 调整细胞数量, 使在转染时

细胞贴壁生长状态良好, 达60%-70%汇合. 传
代及转染时均使用无双抗的R P M I 1640培养

液. 按LipofectAMINE Plus说明制备DNA-Plus-
LipofectAMINE混合物并转染: 混合物500 μL加
入培养瓶的2 μL RPMI 1640中, 轻轻混匀, 37℃, 
50 mL/L CO2条件下培养3 h. 3 h后追加3-4 mL
含100 mL/L胎牛血清的完全RPMI 1640培养基, 
转染24 h后更换培养液为正常完全培养基继续

培养. L02肝细胞正常传代后, 以含不同G418浓
度的完全RPMI 1640培养, 绘制生长曲线, 以8 h

内使L02肝细胞完全死亡的最低浓度作为筛选

G418抗性阳性转染克隆的应用浓度. G418毒性

试验的药物浓度依次为600, 500, 400, 300, 200, 
100 mg/L. 转染后72 h将RPMI 1640培养液更换

为含高浓度G418的完全RPMI 1640培养液. 
1.2.2 hIL-10的转录 转染72 h与转染2 wk后, 收
集细胞, 以GIBCO BRL TRIZOL法提取总RNA
和DNA. PCR检测hIL-10在L02肝细胞中表达: 
hIL-10扩增引物为CMVP/hIL-10XP2, 循环条件: 
94℃孵育5 min, 94℃变性40 s, 56℃退火50 s, 
72℃延伸1 m i n, 共35个循环, 最后72℃延伸

5 min. RT-PCR检测hIL-10在L02肝细胞中的转

录: hIL-10扩增引物为hIL-10XP1/hIL-10XP2. 以
hβ-actin为内对照, 扩增片段长度为232 bp(表1). 
λDNA/Eco RⅠ+Hin d Ⅲ, λDNA/Hin d Ⅲ及hALR
为标记(380 bp).
1.2.3 ELISA法检测hIL-10的表达 转染24 h后, 
开始收集50 mL培养瓶中培养液行ELISA测定, 
分别于1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14, 21, 28 d取样测定. 

     

表 1 引物及序列

引物                                                序列

CMVP          5'-GCTCGTTTAGTGAACCGT－3'

hIL-10×P1  5'-GCTCTAGAATGCACAGCTCAGCACTGCT-3'

hIL-10×P2  5'-GCTCTAGAGTCTCAGTTTCGTATCTTCAT-3'

hβ-actin1    5'-CATTGTGATGGACTCCGGAGACGG-3'

hβ-actin2    5'-CATCTCCTGCTCGAAGTCTAGAGC-3'

Bgl  II Hind III
Kpn  I
BamH I
EcoR I
EcoR V
Not  I
 Xho I
 Xba I
 Dra II
 Apa I

CMV

MCS
BGH pA

AmpR
SV40 ori

Neomycin

pcDNA3.1 
Xba  I digestion

AmpR

LacZ

hIL-10

LacZ

ori

pUC18hIL-10 
Xba  I digestion

pcDNA3.1hIL-10

CMV

Bgl  II

Xba  I

Bgl  II

Xba  I

hIL-10

AmpR

Neomycin

▲

图 1 真核表达载体pcDNA3.1hIL-10的构建和鉴定.
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■创新盘点
本文制备IL-10真
核表达载体并将
IL-10转导L02肝
细胞后筛选高表
达单克隆并计划
扩增培养, 并应用
于肝硬化的治疗, 
以期为肝硬化基
因治疗提供可选
方案.

■应用要点
本研究有助于开
发实用性IL-10抗
肝硬化治疗产品.

最高表达株的筛选: 转染24 h后, 将细胞按有限

稀释法单克隆至96孔培养板内, 待贴壁生长良

好后, 以含400 mg/L G418的RPMI 1640作筛选. 
待细胞生长为70%-90%汇合后, 收集新更换的

24 h培养上清, 按hIL-10 ELISA检测说明书检测

hIL-10含量, 同时计数相应孔别的细胞数.

2  结果

2.1 pchIL-10真核表达载体的构建 pchIL-10以
XbaⅠ,, BglⅡ酶切鉴定插入片段方向:酶切鉴定插入片段方向: BglⅡ酶酶

切正向插入片段为1105 bp, 4860 bp, 反向插入

片段为1390 bp和4575 bp(图2). 测序结果显示

hIL-10 ORF完全与前述结果吻合[1]. 每隔8 h计
数活细胞数, 绘制48 h存活率曲线(图3), 确定

48 h内使培养L02肝细胞完全死亡的最低G418
浓度为200 mg/L. L02肝细胞的克隆生长见图4.
2.2 RT-PCR检测 电泳后出现约540 bp (hIL-10), 
约380 bp (hALR)和232 bp (hβ-actin)电泳条带

(图5).
2.3 hIL-10 ELISA检测 hIL-10浓度-时间曲线(图6). 
hIL-10最高表达株的筛选至96孔板内L02肝细胞

克隆生长旺盛, 达80%-90%汇合时测定上清中

hIL-10, 最高表达株表达量为69.875 ng/(106·h).

3  讨论

人白细胞介素-10基因定位于1号染色体, 为单拷

贝基因, 全长8868 bp, 其mRNA为1.8 kb, 开放

阅读框架为534 bp, 包括编码N-末端信号肽(18
个)的序列. 研究证实hIL-10 ORF与EB病毒ORF
有70%同源性[2], 并与马疱疹病毒亦有同源性, 
推测EB病毒和马疱疹毒因具有哺乳动物IL-10
同源序列, 在宿主细胞内可合成IL-10类似物, 
抑制巨噬细胞和T细胞而逃避宿主抗病毒免疫. 
hIL-10蛋白质分子量约M r 18 700, 活性形式常为

二硫键形成的二聚体, 其中含有两个N-糖基化

位点, 但无糖链. 另有3个半胱氨酸残基和9个甲

图 2 pchIL-10真核表达载体的构建
和鉴定. M: λDNA/EcoRⅠ+HindⅢ; 1: 
正向插入; 2, 3: 反向插入.
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图 3 L02肝细胞的生长曲线. 

A

B

C

图 4 G418筛选下转染阳性呈克隆生长的L02肝细胞. A: ×
400; B: ×400; C: ×100.

M1 M2   1   2    3   4 图 5 hIL-10的RT-PCR检测. M1: 
λDNA/Eco RⅠ+Hin dⅢ; M2: 
λDNA/Hin dⅢ; 1: hIL-10; 2, 4: 
hβ-actin; 3: hALR.
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■同行评价
本文通过构建表
达载体、体外转
染 的 方 法 研 究
hIL-10在L02肝细
胞中的表达, 实验
方法合理, 为肝硬
化的治疗提供修
饰化细胞, 具有一
定临床实用意义.

硫氨酸残基. 本研究克隆的人IL-10开放阅读框

架与GenBank登记序列完全吻合.
现已证实IL-10具有多种生物学功能, 参与

了多种疾病的病理生理调节进程[3-18]. 作为炎症

过程的负性调节因子, 其抑制功能主要表现在: 
抑制Th1类细胞因子如IL-2、IL-1-β、IFN-γ、
T N F-α等的合成及活性 ,  抑制单核细胞表面

MHC Ⅱ类分子HLA-DR/DP及DQ的表达, 降低

单核细胞的抗原提呈能力, 阻断抗原特异性的

单核巨噬细胞因子如IL-2、IL-8和TNF-α的产

生. 下调ICAM-1等黏附分子及核转录因子、核

因子kB的表达, 正向调节IL-1R拮抗剂的表达. 
抑制NK细胞的活性, 抑制单核细胞依赖性Th细
胞的增生, 抑制反应性氮氧化物产生等.

大量证据表明IL-10参与了肝纤维化、肝硬

化过程, 并具有重要的负性调控功能. 因IL-10具
有强大的抑制炎症和巨噬细胞活性的功能, 具
有潜在的抗肝纤维化、抗肝硬化能力而备受关

注[3-5,9-10,16-18]. 以基因转导或基因修饰细胞移植方

式将IL-10导入纤维化或硬化肝脏将成为治疗肝

纤维化、肝硬化非常有前途的手段. 
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Abstract
AIM: To clone a new gene, binding protein 4 
spliced variant HBeBP4A of hepatitis B virus e 
antigen (HBeAg), and to explore its function and 
structure by bioinformatical analysis.

METHODS: HBeBP4A was amplified by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) using HepG2 cDNA as template and in-
serted into pGEM-T easy vector by TA cloning. 
Recombinant eukaryotic expression vector (pcD-
NATM3.1/myc-HisA-HBeBP4A) was constructed 
by subcloning followed by restriction enzyme 
digestion analysis and sequencing. Bioinformati-
cal methods were used to analyze its possible 

physical and chemical characteristics, structure, 
and function..

RESULTS: Spliced form of HBeBP4, named 
HBeBP4A, was amplified successfully by RT-
PCR from HepG2 cDNA. Bioinformatical analy-
sis showed that its new open reading frame 
(ORF) is 1104 bp in length and translated a pro-
tein containing 367 amino acid residues.

CONCLUSION: A new gene, spliced variant 
HBeBP4A of HBeAg binding protein 4, is recog-
nized, and its recombinant eukaryotic expres-
sion vector is constructed.

Key Words: Hepatitis B virus e antigen; Binding 
protein; Cloning; Spliced variant; Recombinant eu-
karyotic expression vector

Zhang JK, Guo J, Cheng J, Wang DQ, Lun YZ, Zhao 
LF, Lan XY, Hong Y, Mao Y. Cloning of spliced variant 
HBeBP4A of hepatitis B virus e antigen binding protein 4. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(15):1462-1465

摘要
目的: 克隆HBeAg结合蛋白未知功能新基因
HBeBP4的剪切体基因HBeBP4A, 构建其真核
表达载体, 并应用生物信息学初步探讨其结构
及功能. 

方 法 :  应 用 P C R 技 术 从 H e p G 2 细 胞 提 取
的c D N A扩增H B e B P4基因的剪切体基因
HBeBP4A, 选用pGEM-Teasy载体进行TA
克隆 ,  通过P C R,  限制性酶切分析及测序
进行鉴定 ,  再将其亚克隆到真核表达载体
pcDNATM3.1/myc-HisA, 通过PCR, 限制酶切分
析进行鉴定, 并应用生物信息学初步分析其物
理化学性质, 蛋白质结构和功能. 

结果: 成功扩增出HBeBP4剪切体基因, 命名
为H B e B P4A. 利用生物信息学分析推定其
ORF为1104个核苷酸(nt), 编码产物为367个氨
基酸残基(aa).

结论: 发现了HBeAg结合蛋白4(HBeBP4)基
因的剪切体HBeBP4A, 构建了pcDNATM3.1/

®

■背景资料
乙型病毒性肝炎
是由HBV感染引
起的世界性传染
病 ,  目 前 还 没 有
特效的治疗方法. 
HBV属嗜肝DNA 
病 毒 ,  其 基 因 组
功能单位十分密
集, 高度压缩, 重
复利用, 目前己确
定有4个主要的开
放读码框, 编码至
少7个蛋白, 包括
3个表面抗原: 包
膜 蛋 白 前 - S 1、
前-S2、S; 核心抗
原(HBcAg); e抗
原(HBeAg); 病毒
多聚酶(P); X蛋白
(HBxAg). HBeAg 
是 核 壳 蛋 白 的
分 泌 型 ,  存 在 于
HBV Dane氏颗粒
的 核 心 ,  既 往 研
究认为HBeAg对
HBV的感染和复
制无重要作用, 但
HBeAg 与肝细胞
之间的具体作用
机制尚不清楚, 研
究HBeAg与肝细
胞间的相互作用
蛋白, 可能是解决
HBV感染的有效
途径之一.
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■研发前沿
酵母双杂交(yeast 
two hybrid)技术
是利用酵母遗传
学方法分析蛋白
质之间的相互作
用 .  H B e B P 4 是
利用酵母双杂交
技术筛选得到的
HBeAg肝细胞结
合蛋白, 其结构和
功能的研究均未
有报道. 对其进一
步的研究期望能
在HBV的发病机
制方面有所突破.

myc-HisA真核表达载体.

关键词�� 乙型肝炎病毒e抗原; 结合蛋白; 克隆化; 剪

切体; 真核表达载体
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0  引言

HBeAg是核壳蛋白的分泌型, 研究发现HBeAg
对HBV的感染和复制无重要作用, 有学者提出

他可能具有免疫调节的作用而导致HBV感染的

持续[1-3]. HBeAg可阻断细胞毒性T淋巴细胞优先

清除对HBcAg特异的Th1细胞及Th1细胞介导的

抗-HBc抗体反应, 使免疫应答转换为Th2细胞亚

型, 使HBV逃避免疫清除, 致感染慢性化[4-7]. 但
HBeAg与肝细胞之间的相互作用机制尚不清楚, 
此方面的研究较少. 陆荫英 et al [8]利用酵母双杂

交系统3, 发现了HBeAg结合蛋白4-HBeBP4, 为
探讨其生物学功能及其作用, 我们应用PCR技

术对其进行扩增与克隆, 构建其真核表达载体, 
从寻找HBeAg与肝细胞间的相互作用蛋白入

手, 对其生物学功能进行预测分析, 为今后更加

广泛深入地研究新基因的生物学功能打下基础, 
并希望在研究HBeAg的确切生物学功能方面有

所发现[9-11]. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝母细胞瘤细胞系HepG2及大肠杆菌

DH5α为本室保存; Taq酶购于鼎国生物公司; 
T4 DNA连接酶, pGEM-Teasy, IPTG及X-gal购
于Promega公司; 玻璃奶回收试剂盒购自博大泰

克公司; Eco RⅤ, Hin dⅢ, Bam HⅠ, SacⅠ, Nhe
Ⅰ, DNA Marker DL15000和DL2000购自TaKaRa
生物公司; pcDNATM3.1/myc-HisA由北京大学

人民医院肝病研究所魏来教授惠赠; 引物合成

及DNA序列测定由Invitrogen公司完成. 陆荫英 
et al [8]利用酵母双杂交系统3, 构建了pGBKT7-
HBeAg诱饵表达质粒, 在预转化的人肝cDNA
文库中“钓”出与HBeAg有相互作用的蛋白

基因39种, 5种为未知基因, 在GenBank中未发

现与之同源的表达基因序列, 根据基因起始密

码子的Kozak规则和终止密码子下游保守的多

聚腺苷酸信号序列, 电子拼接推定未知基因的

开放读码框架获得相应的全长编码基因, 将其

中之一命名为HBeAg结合蛋白4(HBeBP4), 开
放读码框长1374 bp, 编码457个氨基酸残基, 并
获得GenBank注册号AY134474, 目前该基因在

GenBank中已升级为GLYCTK基因, GenBank注
册号NM_145262.
1.2 方法 根据HBeBP4的全长编码基因, 设计序列

特异性的含有限制性核酸内切酶Eco RⅤ/Hin dⅢ
(下划线序列)位点的引物P1、P2. P1: 5'-CGG ATA 
TCA TGG CTG CAG CCC TGC AG-3', P2: 5'-CGA 
AGC TTC CGA GGC CGC AGG AAC AAG-3', 提
取HepG2细胞的总RNA进行反转录, 以反转录

产物cDNA为模板进行PCR, PCR参数如下: 95℃ 
6 min预变性, 94℃ 50 s变性, 66℃退火1 min, 
72℃延伸2 min, 共35个循环, 72℃延伸10 min, 最
后4℃保存. 将PCR产物在10 g/L琼脂糖凝胶中

电泳, 切取目的片段, 玻璃奶法回收PCR产物, 与
pGEM-Teasy载体16℃连接过夜, 转化进DH5α感
受态细菌, 在含氨苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培养

板上, 37℃培养12-16 h. 挑取阳性菌落, 增菌. 碱
裂解法提取质粒进行Eco RⅤ/Hin dⅢ与Bam HⅠ

/SacⅠ两次双酶切鉴定, 证明目的基因片段已正

确插入pGEM-Teasy载体中后送测序. 选择经酶

切与测序鉴定的pGEM-Teasy-HBeBP4A重组质

粒和pcDNATM3.1/myc-His A真核表达空质粒分别

进行Eco RⅤ/Hin dⅢ双酶切反应, 10 g/L琼脂糖

凝胶电泳纯化回收并在16℃以T4连接酶连接两

个目的基因片段, 按上述方法常规转化感受态细

菌, 提取pcDNATM3.1/myc-HisA-HBeBP4A重组质

粒作Eco RⅤ/Hin dⅢ与Bam HⅠ/SacⅠ两次双酶

切鉴定. 利用在线www.ebi.ac.uk/clustalw/软件将

Teasy vector所测基因序列与HBeBP4及其升级基

因GLYCTK进行序列比对, 确定该序列为HBeBP4 
基因的剪切体; 然后利用NCBI数据库中BLASTn
比对分析, 确定剪切体的新开放读码框(ORF), 
命名为HBeBP4A基因, 并在NCBI中登陆获取

GenBank注册号.

2  结果

新基因H B e B P4A与H B e B P4及其升级基因

GLYCTK序列比对结果发现, 在441 bp处有1个
G-A的点突变, 在1077-1549 bp之间缺失473 bp, 
确定该序列为HBeBP4基因的剪切体, 其开放读

码框长1104 bp, 编码367个氨基酸残基, 该序列

已在美国核苷酸序列数据库GenBank注册, 注册

号DQ352863. 以HepG2细胞cDNA文库为模板, 
PCR反应后经10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 可见长度
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■创新盘点
本文利用PCR技
术在对HBeBP4克
隆时意外地发现
了该基因的剪切
体HBeBP4A, 并
利用生物信息学
技术分析对比了
二者的基因组序
列、编码蛋白的
结 构 功 能 ,  确 定
这是一个HBeAg
与 肝 细 胞 结 合
新 的 靶 基 因 ,  已
获GenBank注册
DQ352863.

■应用要点
新基因HBeBP4A
的克隆和功能研
究, 为今后更加广
泛深入地研究新
基因的生物学功
能打下基础, 并为
研究HBeAg与肝
细胞间的相互作
用、乙型肝炎发
病机制创造了条
件.

为1104 bp左右的电泳条带(图1). 利用pGEM-
Teasy vector SystemⅠ将纯化PCR产物进行TA
克隆, 经Eco RⅤ/Hin dⅢ酶切, 得到约3027 bp, 
1104 bp两条带, Bam HⅠ/SacⅠ鉴定酶切, 得到

约3531 bp, 601 bp两条带(图2), 命名为pGEM-
Teasy-HBeBP4A, 进一步构建的pcDNATM3.1/
myc-HisA-HBeBP4A重组真核表达载体, 经EcoR
Ⅴ/Hin dⅢ酶切, 得到约5473 bp, 1104 bp两条

带,  Hin dⅢ/NheⅠ鉴定酶切, 得到约5422 bp, 
999 bp, 157 bp三条带(图3), 证明pcDNATM3.1/
myc-HisA-HBeBP4A构建成功.

3  讨论

近年来由于乙肝疫苗的广泛应用对HBV感染起

到了一定的阻断作用, 但全世界仍有超过3.5亿
人处于HBV慢性感染状态, 成为重要的传染源, 
其中有很大部分要转化为肝硬化、肝癌 [12-15]. 
在H B V感染的漫长过程中大多数感染者由于

HBeAg的阴转及抗HBe的出现而伴随病毒复制

明显减少, 但少数HBeAg阴性的感染者体内病

毒仍有持续或间断的高水平复制, 并伴有肝细

胞坏死性炎症及进行性纤维化. 既往的研究结

果普遍认为HBeAg是一种免疫调节因子, 可调

节宿主的免疫应答, 抑制宿主T细胞的细胞毒活

性, 形成对HBV感染的免疫耐受性[16-18]. 另一方

面由于HBeAg含有病毒高度保守的体液和细胞

抗原靶位, 与HBcAg有部分共同的序列, 有相同

的抗原靶位, 当HBeAg发生突变时, 失去血清中

HBeAg的调节, 表达HBcAg的肝细胞经受增强

的T细胞的细胞毒作用, 可导致病情加重[19-23]. 血
中抗HBe长期阳性的患者发生肝硬化肝癌的机

率较高, 原因不清, 这些发现使得HBeAg的生物

学功能变得更复杂. 寻找肝细胞中HBeAg的相

互作用蛋白并进一步探明其机制对于明确上述

问题有着重要意义.
陆荫英 et al [24-30]利用酵母双杂交系统3, 构

建了pGBKT7-HBeAg诱饵表达质粒在预转化的

人肝cDNA文库中钓出与HBeAg有相互作用的

蛋白基因39种, 其中一种未知基因在GenBank中
未发现与之同源的表达基因序列. 根据基因起

始密码子的Kozak规则和终止密码子下游保守

的多聚腺苷酸信号序列, 电子拼接推定该基因

的开放读码框架获得相应的全长编码基因, 将
该未知功能基因命名为HBeBP4, 发现其开放

读码框长1374 bp, 编码457个氨基酸残基, 并获

得GenBank注册号(AY134474). 目前该基因在

GenBank中已升级为GLYCTK基因, GenBank注
册号NM_145262. 本研究以HBeBP4基因序列为

参考, 应用PCR及生物信息学技术设计引物对

其进行克隆研究过程中, 我们意外地发现了该

基因的剪切体, 其开放读码框长1104 bp, 编码

367个氨基酸残基, 命名为HBeBP4A[31-32]. 新基

因HBeBP4A与HBeBP4及其升级基因GLYCTK
序列比对结果发现, 在441 bp处有1个G-A的点

突变, 在1077-1549 bp之间缺失473 bp, 该序列

已在美国核苷酸序列数据库GenBank注册, 注册

号DQ352863. 确定一个新基因的编码序列, 研
究该基因的表达与调控, 编码蛋白的结构与功

能, 确定新基因的生物学和医学意义, 是医学分

子生物学研究领域中一项具有挑战性的工作[33]. 
我们发现了HBeAg的肝细胞结合蛋白新基因

HBeBP4A, 这是一种未知功能的新基因, 对于这

一新基因结构与功能的研究目前还是空白. 提
示我们对HBeAg生物学功能极其在HBV致病机

1104 bp 

2000 bp
1000 bp

500 bp

图 1 HBeBP4A RT-PCR扩增产物.

601 bp 

2500 bp

1104 bp

250 bp

图 2 重组质粒PGEM-Teasy-HBeBP4A的酶切鉴定.

1104 bp
999 bp

 157 bp

1116 bp
883 bp

489 bp
242 bp

图 3 重组质粒pcDNATM3.1/myc-HisA-HBeBP4A的酶切鉴定.
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■名词解释
剪 切 体 :  由 于
mRNA编辑产生
了不同的多肽, 进
而形成不同蛋白
质 ,  这 些 蛋 白 质
就互称为剪切体
(splice variants).

■同行评��
本文报道的HBeAg
结合蛋白4剪切体
HBeBP4A基因的
克隆 ,  内容新颖 , 
有一定参考借鉴
价值.

制的认识存在很大的局限性, 目前的研究着眼

点可能遗漏了很多重要的方面, 或许有更关键

的因素没有被发现而使研究工作误入歧途, 新
基因的发现同时也为今后的科研工作指明了新

的方向. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of granulocyte 
colony-stimulating factor (G-CSF) on the rege-
neration of partial liver allograft in rats.

METHODS: Rat models with 50% partial liver 
transplantation (PLTx) were established, fol-
lowed by administration of either saline or 
G-CSF for 5 consecutive days. Livers and serum 
samples were harvested 1 3, 5, 7 and 14 d after 
PLTx. GRWR (graft-recipient weight ratio) and 
serum biochemical parameters were calculated 
or measured, and the expression of PCNA (pro-
liferating cell nuclear antigen) was detected by 
immunohistochemistry (SABC)..

RESULTS: As compared with that in control 
group, the survival rate of liver allograft was sig-
nificantly higher (90% vs 60%, χ2 = 5.03, P < 0.05) 
in G-CSF groups. Three days after PLTx, liver 
regeneration reached the peak in both groups. 
In comparison with those in the controls, GRWR 

was increased (P < 0.05), and the level of as-
partate transaminase (AST) and alanine amino-
transferase (ALT) were lower (3 d: t = 17.61, P < 
0.05; t = 20.16, P < 0.05; 5 d: t = 15.64, P < 0.05; t 
= 23.08, P < 0.05); the level of albumin (ALB) (3 d: 
36.2 ± 4.7 vs 29.5 ± 3.4, P < 0.05; 5 d: 43.2 ± 4.1 vs 
33.8 ± 3.9, P < 0.05) and the expression of PCNA 
(t = 23.08, P < 0.05) were higher 3 and 5 d after 
PLTx in G-CSF groups.

CONCLUSION: G-CSF can promote the regen-
eration and alleviate the injury of partial liver 
allograft in rats.

Key Words: Liver transplantation; Granulocyte colo-
ny-stimulating factor; Liver regeneration; Proliferat-
ing cell nuclear antigen; Immunohistochemistry

Chen GD, Liu YL, You P, Chen N. Granulocyte colony 
stimulating factor accelerates regeneration and attenuates 
injury of partial liver allograft in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(15):1466-1470

摘要
目的: 探讨部分肝移植后, 粒细胞集落刺激
因子(granulocyte colony-stimulating factor, 
G-CSF)对部分肝移植物再生的促进作用. 

方法:  采用改良“二袖套法”建立S D大鼠
50%部分肝移植模型, 受体鼠随机分为实验
组和对照组, 术后分别注射(sc) G-CSF和相同
体积的生理盐水5 d. 观察大鼠移植肝存活时
间. 术后1, 3, 5, 7和14 d取血清和移植肝脏, 测
移植物与受体质量比(graft-recipient weight 
ratio, GRWR), 检测血清生化指标, 并采用免
疫组织化学方法观察肝内的增殖细胞核抗原
(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)的
表达. 

结果: 实验组移植肝存活率较对照组高(90% 
vs  60% , χ2 = 5.03, P <0.05), 术后第3-5天, 实
验组GRWR较对照组明显增加(P <0.05). 两组
肝再生均于移植后3 d达高峰. 与对照组相比, 
实验组肝坏死灶少, AST, ALT水平低(3 d: t  = 
17.61, P <0.05; t  = 20.16, P <0.05; 5 d: t  = 15.64, 

®

■背景资料
临床肝移植近年
来发展迅速, 但供
肝的缺乏严重影
响临床肝移植发
展. 部分肝移植为
解决供肝来源问
题开拓了新的途
径, 但移植后肝脏
受缺血再灌注损
伤、免疫抑制剂
及宿主免疫系统
应答等多种因素
的影响, 肝再生情
况不同于肝切除
的肝再生. 因此如
何促进部分移植
物迅速再生, 进而
保障肝脏正常功
能和受体存活显
的尤为重要.
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■研发前沿
提高部分肝移植
物存活率的研究
主要集中于提高
手术技术和改善
缺血再灌注损伤
方面, 如何促进肝
再生方面的相关
报道较少.

■相关报道
如何提高部分肝
移 植 物 的 存 活
率, 目前主要集中
于缺血再灌注损
伤、免疫抑制剂
的研究; 而如何提
高肝再生的能力, 
国内有使用IL-10, 
IL-18等的相关报
道.

P <0.05; t  = 23.08, P <0.05), 白蛋白水平高(3 d: 
36.2±4.7 vs  29.5±3.4, P <0.05; 5 d: 43.2±
4.1 vs  33.8±3.9, P <0.05), PCNA表达升高(t  = 
23.08, P <0.05).

结论: 大鼠部分肝移植后G-CSF可以促进肝
细胞再生, 减轻肝损伤.

关键词�� 肝移植; 粒细胞集落刺激因子; 肝再生; 免疫

组化; 增殖细胞和抗原
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0  引言

临床肝移植近年来发展迅速, 但供肝的缺乏严

重影响临床肝移植发展[1-2]. 部分肝移植为解决

供肝来源问题开拓了新的途径[3-5], 但移植后肝

脏受缺血再灌注损伤、免疫抑制剂及宿主免疫

系统应答等多种因素的影响, 肝再生情况不同

于肝切除的肝再生[6-18]. 近来研究表明粒细胞集

落刺激因子(granulocyte colony-stimulating factor, 
G-CSF)可能具有促进细胞再生的能力[19-23], 故本

实验观察其是否可以促进部分肝移植物的再生. 

1  材料和方法

1.1 材料 取SD纯系♂220-280 g大鼠, 随机分为

2组(每一时间点6只). 实验组通过对Kamada法[24]

改进, 熟练掌握二袖套法原位肝移植的手术技

术, 达到1 wk存活率>90%后开始正式实验. 治
疗组: 同基因大鼠原位50%部分肝移植(SD→

SD)术(切除左外叶、部分中叶和尾叶), 3 h后用

生理盐水稀释的rhG-CSF每日10 μg/kg, sc, 共
5 d. rhG-CSF由麒麟鲲鹏(中国)生物药业有限公

司生产, 商品名为惠尔血, 制剂标示量为75 μg/
支. 给药前用生理盐水稀释至所需浓度. 对照组: 
50%部分肝移植, 3 h后等量生理盐水sc 5 d. 分
别于术后1, 3, 5, 7, 14 d从各组中取6只大鼠. 称
取移植肝和受鼠的质量, 测移植物与受体质量

比(GRWR)[25]. 将一部分肝脏组织块40 g/L甲醛

固定, 石蜡包埋; 一部分肝脏组织块OCT包埋, 
液氮速冻, -70℃保存备用.
1.2 方法 

取血标本室温下静置 ,  离心后 ,  取血清低温

(-20℃)保存, 全自动生化分析仪检测丙氨酸氨

基转移酶(alanine aminotransferase, ALT), 天冬氨

酸氨基转移酶(aspartate aminotransferase, AST)

和白蛋白(albumin, ALB)水平. 免疫组织化学

(SABC)的方法检测肝组织石蜡切片中检测增殖

细胞核抗原(PCNA)(武汉博士德公司)的表达, 操
作按说明书进行. 结果判定标准: PCNA以细胞

核呈界限清楚的棕色反应为阳性. 阳性结果分级

按以下标准记录, 即每张切片随机观察5个高倍

视野, 每个视野计100个细胞中的阳性细胞数, 取
均值, 以百分数表示细胞增殖指数.

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采
用统计软件SPSS 10.0分析. 先以F检验判断其方

差齐型, 各时间点两组间比较采用t检验, P <0.05
为差异有统计学意义. 生存时间绘制成Kaplan-
Meie r曲线, 比较采用对数秩检验(log-rank), 
P<0.05为差异有显著性.

2  结果

实验组14 d存活率(90%)高于对照组生存率

(60%). 差异有统计学意义(χ2 = 5.03, P<0.05, 图1). 
实验组在术后3-5 d时GRWR明显较对照组高, 
差异有统计学意义(P <0.05, 图2). 移植后3 d, 移
植肝脏有轻度的汇管区单核细胞浸润, 肝细胞点

状坏死灶, 并可见中央小静脉、肝窦和叶间静脉

轻度扩张, 肝结构基本正常, 与对照组相比, 实
验组移植后7-14 d汇管区浸润明显, 组织结构较
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图 1 肝移植大鼠生存曲线.

图 2 肝移植大鼠GRWR的比较.
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■创新盘点
本文利用大鼠部
分肝移植模型, 证
实G-CSF可以促
进部分肝移植物
的再生, 减轻肝损
伤.

好, 肝坏死灶少. 移植后3 d, 实验组细胞核有丝

分裂像增多, 双核及三核细胞也显著增多, 7 d
时肝细胞核分裂及多核肝细胞减少. 
2.1 血清ALT、AST及ALB水平、AST及ALB水平AST及ALB水平 两组ALT和AST
均于术后1 d升高, 然后呈下降趋势. 实验组和

对照组相比, 以移植后3-5 d差异有显著性(3 d: 
ALT: 6601±567 vs  8802±950 nkat/L, t = 20.16, 
P<0.05; AST: 12 186±984 vs  17 153±1284 nkat/L, 
t = 17.61, P <0.05) (5 d: ALT: 4134±733 vs  6435
±1000 nkat/L, t = 23.08, P <0.05; AST: 2884±
517 vs  9519±2884 nkat/L, t = 15.64, P <0.05), 实
验组ALB水平在术后第3-5天时较对照组增高,天时较对照组增高,时较对照组增高, 
差异有显著性(P <0.05, 表1). 
2.2 肝组织PCNA的表达 正常组PCNA阳性着色

定位于细胞核内呈颗粒状或弥漫性, 部分为细

胞着色, 阳性颗粒较粗大且分布不均匀. PCNA
阳性细胞首先出现于汇管区的胆管上皮细胞, 
内皮细胞和单个核细胞, 然后可见肝细胞, 并
于移植后第3天表达达高峰, 实验组与对照组

P C N A表达差异有显著性(67.7%±14.1% v s  
56.8%±5.98%, t  = 23.08, P <0.05). 5-7 d仍有较

多量的PCNA阳性(图3, 表1).

3  讨论

除影响大鼠原位全肝移植手术成功的因素外, 
部分肝移植还有其独特的影响因素, 即移植肝

体积减少可能导致肝功能衰竭. 本实验用”二

袖套法”肝移植技术进行部分肝移植手术, 受
体大鼠术中无死亡, 术后24 h内死亡亦被考虑

为手术技术所致, 手术成功率与早期报道一致[26]. 
G-CSF是一种促粒细胞增殖的细胞因子. 近

来研究表明G-CSF可以促进心肌梗塞后梗死心

肌和血管的再生及促进出血性休克的修复[19-20], 
提示G-CSF可能具有损伤修复的作用. 早期的研

究也表明G-CSF具有增加部分肝切除后剩余肝

脏的再生能力[21-23]. 而部分移植肝脏的再生能力

除与肝脏的容量丧失有关, 还与缺血再灌注损

伤、免疫抑制剂及宿主免疫系统应答等多种因

素有关, 肝再生情况不同于肝切除的肝再生. 故
我们观察G-CSF是否有助于部分移植肝脏的损

伤修复. 部分肝移植物受损伤刺激启动其再生, 
通过增殖以代偿. 因此肝再生是肝损伤的修复

过程, 肝再生和肝损伤是一矛盾统一体, 其损伤

和再生的程度与肝功能密切相关. 本研究中发

现实验组存活率高于对照组. 组织学表明实验

组中, 移植后第3-5天, 汇管区单个核细胞浸润明

显, 移植后第7-14天, 肝组织结构整齐, 坏死灶减

少, 肝损伤小. 血清学指标也进一步证实肝损伤

比对照组轻. 提示G-CSF减轻了部分移植肝脏的

损伤. GRWR在一定程度上反映细胞再生的情

况; PCNA是一种与细胞周期相关的增殖细胞核

抗原, 存在并合成于核内, 静止细胞中PCNA含

     

表 1 肝移植大鼠血清生化指标和PCNA的变化 (mean±SD)

移植                         ALT (nkat/L)                               AST (nkat/L)                            ALB (g/L)                PCNA (%)

后(d)                  实验组              对照组   实验组             对照组               实验组            对照组      实验组           对照组

1              12 703±��7   12 �����03±14�����0  20 921±3784  22 �21±984       27.4±3.2      2�.1±2.0   27.7±�.0      27.2±�.1

3                 ��01±������7a     8802±9�����0    12 18�±984a   17 1�����3±1284     3�.2±4.7a     29.�����±3.4   �7.7±14.0a   ������.8±�.0

�����                 4134±733a     �43�����±1000     2884±�����17a      9�����19±2884     43.2±4.1a     33.8±3.9    33.3±�.7a     24.7±�����.1

7                 1334±3�7      1817±317       21�7±4�7      2�����34±900       4�.1±3.7      42.1±4.4   23.2±�����.�      19.8±�����.7

14                 934±3�����0      11�����0±317       2184±700      2�����34±�83       49.0±2.7      44.1±3.1       8.8±2.3      13.3±3.1

aP<0.0����� vs  对照组.

BA 图 3 肝移植术后3 d 

PCNA的表达. A: 实验

组; B: 对照组(SABC×

200).
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■应用要点
本研究为今后临
床部分肝移植术
后更好地促进部
分肝移植物的再
生, 提高受体存活
率, 提供了实验依
据.

■名词解释
G-CSF: 粒细胞集
落刺激因子, 作为
一种促粒细胞增
殖的细胞因子应
用于临床, 近年来
研究发现G-CSF
还可以改变细胞
因子的水平并促
进细胞增殖的作
用.

量很少, 增殖细胞和转化细胞中其含量发生明

显变化, 其含量和表达强弱的变化与DNA合成

及DNA复制的活跃程度一致. 本研究中, 实验组

移植物的GRWR和PCNA的表达在术后第3, 5天
时明显高于对照组. 提示G-CSF能促进部分移植

肝再生. 而术后第7天时两组移植物GRWR、肝

细胞PCNA标记指数的差异无统计学意义, 这可

能是由于术后第7天时两组移植物细胞再生的

过程均已完成. 虽然大鼠部分肝移植后移植肝

的细胞再生较大鼠部分肝切除后剩余肝脏的再

生要延迟[27], 但有报道部分肝移植后的大鼠仍具

有很强的细胞再生能力[8], 术后1 wk时肝脏的再

生已基本完成, 这与本研究结果相符. 
在实验组中, 肝损伤减少, 肝再生能力增加, 

这提示G-CSF可能通过多种途径来对部分移植

肝发挥作用. 一方面G-CSF促进部分肝切除模型

中肝脏的再生, 说明G-CSF可以直接增加肝细胞

的再生能力; 另一方面, G-CSF可以改变细胞因

子的水平(如: TNF-α)[28], 而肝脏是多种细胞因子

的靶器官, 故可能通过细胞因子对肝脏产生直

接或间接的影响; 再者, G-CSF可以动员干细胞

入血[29-30], 故动员的肝系相关的干细胞可能归巢

入肝脏, 参与肝再生. 因此, 我们认为, G-CSF能
够促进移植肝的细胞再生, 减轻肝损伤, 说明这

种方法是有效的, 为临床应用提供了依据. 但需

作进一步的研究明确其更深入的作用机制, 并
了解其药物的量效关系及其副作用. 
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

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

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

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

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

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

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 

1 征文内容

会议征集的论文内容包括: (1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; (2)消化系统肿瘤

的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; (3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; (4)慢性

肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; (5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状; (6)消化疾病

在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

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

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

截稿日期: 2006-08-30, 以当地邮戳为准. 请务必在信封右上角注明“华北区消化会议”字样. 

会议地址: 河北医科大学第二医院图书馆楼三楼会议室.

联系人: 河北省医学会学术会务部(邮政编码050011)  徐辉  电话: 0311-85988457; 河北医科大学第二医院 

(邮政编码050000)蒋树林  电话: 0311-87222301; 0311-87222951.
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肝硬化大鼠门静脉内毒素水平与Child-Pugh分级之间的
关系

殷云勤, 韩德五, 王新国

殷云勤, 韩德五, 王新国, 山西医科大学肝病研究所 山西省
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Abstract
AIM: To evaluate the association between the 
Child-Pugh classification and portal endotoxe-
mia during the course of rat liver cirrhosis 
induced by carbon tetrachloride (CCl4) plus 
ethanol and cholesterol.

METHODS: Liver cirrhosis model was induced 
in 20 Wistar rats using CCl4 plus ethanol and 
cholesterol, while 6 rats were treated as controls. 
At 6 and 10 wk, serum samples were collected 
from portal vein for the detection of prothrom-
bin time, albumin, bilirubin and endotoxin level, 
and the ascites and brain wave were also tested. 
The liver function was evaluated by Child-Pugh 
scoring system and the relationship between 
Child-Pugh classification and portal endotox-
emia was assessed..

RESULTS: Spearman rank correlation analysis 
showed that Child-Pugh grading was correlated 
with albumin level and prothrombin time (r = 
-0.695, P < 0.05; r = 0.649, P < 0.05), but not with 

bilirubin level (P > 0.05). The level of endotoxin 
in portal vein was elevated with prolonging of 
cirrhosis time, and it was significantly higher 
at 6 or 10 wk than that in the controls (1983.7 
± 586.4, 2600.7 ± 343.8 mEU/L vs 925.1 ± 527.7 
mEU/L, both P < 0.01). Endotoxin level was cor-
related with cirrhosis time (r = 0.624, P < 0.01) 
and Child-Pugh classification (r = 0.680, P < 0.01).

CONCLUSION: Portal endotoxemia is signifi-
cantly correlated with Child-Pugh classification, 
indicating that intestinal endotoxemia plays an 
important role during the course of complex 
pathogens-induced cirrhosis in rats.

Key Words: Intestinal endotoxemia; Child-Pugh 
classification; Liver cirrhosis; Carbon tetrachloride

Yin YQ, Han DW, Wang XG. Association between portal 
endotoxemia and Child-Pugh classification in complex 
pathogens-induced cirrhosis in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(15):1471-1474

摘要
目的: 研究CCl4诱导大鼠肝硬化形成过程中门
静脉内毒素与Child-Pugh分级, 探讨肠道在大
鼠肠源性内毒素及大鼠肝硬化代偿向失代偿
转化中的作用. 

方法: 20只Wistar大鼠采用CCl4复合因素诱发
大鼠肝硬化模型, 6只作为对照. 于制模开始后
的6及10 wk分别测定凝血酶原时间, 白蛋白, 
胆红素, 腹水情况, 脑电图情况及门静脉内毒
素水平, 并依据Child-Pugh分级系统确定大鼠
肝功能分级, 比较Child分级与门静脉内毒素
的关系. 

结果: 经Spearman等级相关分析, Child-Pugh
分级指标与白蛋白、凝血酶原时间显著相关 
(r  = -0.695, P <0.05; r  = 0.649, P <0.05), 而与胆
红素没有显著相关性(r  = 0.111, P  = 0.732). 门
静脉内毒素水平随着肝硬化模型制作时间的
延长而逐渐加重, 正常大鼠门静脉内毒素水平
与6及10 wk毒素门静脉内毒素水平比较均有
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■背景资料
肝硬化往往伴有
内毒素血症, 其产
生原因与肠黏膜
通透性升高及肠
道内菌群失调有
关, 这种肠源性内
毒素血症对肝硬
化肝功能的影响
如何, 有待深入的
研究.



统计学差异(925.1±527.7 mEU/L vs  1983.7±
586.4, 2600.7±343.8 mEU/L, 均P <0.01), 门静
脉内毒素水平与时间相关(r  = 0.624, P <0.01), 
与Child-Pugh分级之间有显著相关(r  = 0.680, 
P <0.01).

结论: 肝硬化大鼠门静脉高内毒素血症与肝
功能分级有显著相关关系, 说明肠源性内毒素
在大鼠肝硬化代偿向失代偿转化中起着重要
作用.

关键词�� 肠源性内毒素; Child-Pugh分级; 肝硬化; 四
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0  引言

急慢性肝病伴发肠源性内毒素血症(IETM)的事

实已无可争辩, 其出现主要是由于肝脏Kupffer
细胞功能减退, 使得从肠道来源的内毒素不能

被有效地清除而溢出到体循环[1-2]. 研究表明, 体
循环内毒素水平随着肝病病程的延长及病情的

加重而增高[3-5]. 肝硬化动物腹腔或尾静脉给予

显著低于致死量的内毒素即可诱使动物出现肝

功能衰竭、肝性脑病、肝肾综合征或肝肺综合

征[6-7]. 这些研究多是基于体循环内毒素血症的

产生及其对机体的影响, 因为门静脉是肠道来

源的内毒素进入肝脏的主要通道, 而这些肠源

性内毒素首先要在肝脏进行代谢, 只有肝脏对

内毒素的代谢减少、进入肝脏的内毒素过多以

及门体侧支循环存在时, 才出现体循环的内毒

素血症. 为了进一步明确肠道在肝硬化发生、

发展中的作用, 故取门静脉血以观察内毒素水

平与Child分级的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠由山西医科大学实验动物

中心提供, 26只, 体质量220-260 g. 20只大鼠采

用我室多年来建立的复合因素复制肝硬化模

型[8], 另6只动物为正常对照, 同期普通饲料自由

饮水饲养, 待10 wk时处理.
1.2 方法 分别于实验开始后的第6, 10周各取

存活动物6只. 各时段动物处理前3 d先从眼眶

静脉采血1.8 mL, 用1×109 mmol/L枸橼酸钠

0.2 mL抗凝, 分离血清后在自动分析仪上进行
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凝血酶原时间检测, 检测试剂盒购自北京世第

科学仪器公司. 同日于乙醚麻醉无菌条件下在

头部安置螺丝电极, 用以描记脑电图. 脑电图

按照正常(脑电频率8-9次/s, 电压100 µV)、中

度异常(脑电频率5-7次/s, 电压150 µV)和重度

异常 (脑电频率4-5次 / s ,  电压310  µV)进行

分级[9]. 处理当日禁食12 h, 清醒状态下描记脑

电图后用30 g/L的戊巴比妥钠3 mL/kg麻醉, 无
菌腹正中切口, 先观察腹水情况, 分为无、中量

(2-5 mL)、大量(>5 mL)3个等级分别计分. 充分

暴露门静脉, 然后从门静脉主干用无菌肝素抗凝

注射器采集门静脉血4 mL, 分离血清后-70℃备

检. 检测指标包括血内毒素、血总胆红素和血浆

白蛋白水平. 按照各组动物凝血酶原时间、血清

白蛋白水平、血清胆红素水平、腹水及脑病存

在情况进行Child的综合评定(表1)[10-12]. 同时留

取肝右叶组织, 中性甲醛固定, 常规VG染色, 显
微镜下观察肝脏组织学变化情况. 

统计学处理 计量资料的数据采用mean±
SD表示, 计数资料用数字表示, 用SPSS 11.5软件

进行统计分析. P <0.05视为统计学上有显著性

差异.

2  结果

2.1 肝脏形态与Child-Pugh分级 10 wk模型组动

物较6 wk时腹水发生率高, 且腹水量较多, 最
多达15 mL. 肝脏表面结节亦更明显. VG染色

显示正常动物无明显纤维间隔形成, 6 wk时有

纤维间隔形成, 10 wk时已明显形成假小叶(图
1A-C). 6 wk时(前6只动物)有2只动物处于A级, 
4只处于B级; 10 wk时, 2只处于B级, 4只已进入

C级. 说明在我们观察的时段, 6 wk左右大鼠肝

功能多处于代偿与失代偿的交界阶段, 而10 wk
左右多在失代偿阶段(表2). 经Spearman等级相

关分析Chi ld-Pugh分级指标与白蛋白之间r  = 
-0.695, P <0.05, 有统计学差异. Child-Pugh分级

www.wjgnet.com

■研发前沿
肠源性内毒素血
症 在 应 激 、 创
伤、休克等病理
过程中有重要的
促进作用, 肝硬化
发生、发展过程
中常常伴有内毒
素血症, 他是肝硬
化的结果, 同时也
是肝病慢性化及
重型化的重要因
素.

■相关报道
以往报道多研究
肝硬化时体循环
内毒素与肝功能
损 害 之 间 的 关
系 ,  因 只 有 肝 脏
Kupffer细胞功能
减退或存在门体
侧支循环时, 才出
现体循环内毒素
血症, 故这些研究
不利于深入理解
肠道在肝硬化肝
功能损害中的作
用.

     

表 1 肝硬化大鼠Child-Pugh分级评分表

项目                              1                     2                      3

凝血酶原时间 (s)            ≤14            15-17             ≥18

白蛋白 (g/L)                     >35            �8-35              <�8

胆红素 (µmol/L)               <34            34-51              >51

腹水                                  无               中量               大量

肝性脑病                           无               中度               重度

根据5项的总分判断分级, A级5-6分, B级7-9分, C级10-15分.
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指标与凝血酶原时间之间r  = 0.649, P <0.05, 有
统计学意义. 但Child-Pugh分级与胆红素之间r  = 
0.111, P = 0.732, 统计学上无显著性差异(表2). 
2.2 门静脉内毒素 经Spearman等级相关分析门

静脉内毒素水平与不同时间(6 wk及10 wk) r  = 
0.624, P <0.01. 两两之间比较, 正常动物(925.1±
527.7 mEU/L)与6 wk (1983.7±586.4 mEU/L)
及10 wk (2600.7±343.8 mEU/L)时比较均有

统计学差异, P <0.01. 6 wk与10 wk之间比较也

有统计学差异(P <0.05). 门静脉内毒素与Child-
Pugh分级之间r  = 0.680, P <0.01. 虽然Child A级

动物仅有2只, 但分级指标与不同时间(6 wk及
10 wk) r  = 0.738, P <0.01. 说明肝硬化的严重程

度与门静脉内毒素水平、动物处理时间均有显

著的相关性.

3  讨论

我们采用我室的CCl4复合因素诱发大鼠肝硬化

的模型, 其特点是分期较明确, 一般在4 wk左
右形成较明显的肝纤维化, 6-8 wk形成代偿期

肝硬化, 8-10 wk左右为失代偿期肝硬化阶段, 
往往在诱因的作用下发生肝衰竭而死亡. 多数

观测指标与人类肝硬化的情况相近, 成模率高.  
Child-Pugh分级结果表明, 6 wk时6只动物中肝

功能处于A级的有2只, B级4只; 10 wk时, 6只
动物中有2只为B级, 4只为C级. 从Child-Pugh分
级与白蛋白、凝血酶原时间、胆红素的关系上

看, 前两个指标与Child分级指标有显著的相关

性(P <0.05). 说明肝脏的合成功能受损更加明显. 
两个时段大鼠门静脉内毒素水平随着时间的延

长而逐渐升高, 相关分析表明, 门静脉血内毒素

水平与肝功能的Child-Pugh分级有显著的相关

关系(P <0.01). 说明在肝硬化的发生、发展过程

中, 门静脉内毒素血症起着重要作用[13]. 门静脉

高内毒素血症产生的原因主要是肠黏膜屏障功

能的减退同时存在肠道菌群的失调, 其结果是

引起细菌易位[14-19]. 由于肝病病因的作用, 一方

面影响肝细胞的功能, 包括合成、代谢和分泌

功能, 另一方面使Kupffer细胞功能受损, 不能有

效清除从门静脉进入肝脏的内毒素, 形成体循

环肠源性内毒素血症. 这种体循环内毒素血症, 
不仅通过激活肝脏Kupffer细胞使其释放大量细

胞因子和炎症因子, 对肝脏形成“二次打击”, 
加重肝脏的损害, 还可以损害其他器官, 如肺、

肾、肠道[20-21]. 但此时体循环内毒素血症可不很

明显[22-23]. 由于肠道的损害使得更多的肠源性

内毒素进入肝脏, 加重肝脏的损害. 而随着肝脏

Kupffer细胞长久的损害加之肝硬化形成后结构

的改建, Kupffer细胞功能将衰退, 体循环内毒素

血症必将加重, 此时外周单核巨噬系统的活性

占有一定优势, 他们的激活可能在肝硬化肝功

能衰竭的发病过程中起重要作用[24-28]. 我室先前

的研究中使用小剂量的内毒素sc可短期内诱发

肝硬化大鼠出现肝性脑病或肝肾综合征也说明

在肝功能损害的基础上, 体循环内毒素在肝衰

竭进程中的作用. 
总之, CCl4复合因素诱导的肝硬化大鼠高门

静脉内毒素血症与肝功能Child-Pugh分级有显

■创新盘点
由于门静脉高内
毒素血症对肝脏
会产生更直接的
损害作用, 故本文
将门静脉内毒素
与肝功能Child分
级两者联系起来, 
试图找到两者的
内在联系.

     

表 2 肝硬化大鼠Child-Pugh分级

         凝血酶原     白蛋白     胆红素   

           时间(s)          (g/L)      (µmol/L)

  1        13.�         30.86       �.�8      无      无       6       A

  �        1�.3         �8.5�     �5.08      无      无       6       A

  3        1�.8         �5.01       8.44      无      无       7       B

  4        10.5         �6.77       7.07      无      无       7       B

  5        14.0         �5.74       1.8�      无      无       7       B

  6        11.6         �5.59       6.61      无      无       7       B

  7        16.4         �0.48       7.5�     中度   无       9       B

  8        �7.6         �9.40       �.74     中度   无       9       B

  9        �0.1         �6.03       1.60      无    中度   10       C

10        �1.0         11.41       8.44     中度   无     10       C

11        �8.6         17.40     10.7�      无    中度   10       C

1�        17.6         1�.7�     13.00     重度   无     10       C

No                                                         腹水  脑病  总分  分级

图 1 肝组织VG染色 (×100). A: 正常; B: 6 wk; C: 10 wk.

CBA

■应用要点
肠源性内毒素血
症是肝功能失代
偿的重要促进因
素, 进一步研究的
重点是如何有效
地控制肠源性内
毒素血症的发生, 
以改善肝硬化患
者的预后.



www.wjgnet.com

1474                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志      �006年5月�8日    第14卷   第15期

著的相关关系, 而门静脉高内毒素血症的发生

与肠黏膜屏障功能和细菌易位直接相关, 进一

步说明肠道在肝硬化病程发生、发展中的重要

作用, 由于我们选择的是肝硬化代偿到失代偿

两个阶段所进行的研究, 故本结果也提示, 肠道

来源的内毒素在大鼠的肝硬化代偿向失代偿转

化中也起着重要作用. 也正是由于门静脉内毒

素对肝脏的直接和间接的作用最终影响了肝病

的结局. 
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Abstract
AIM: To investigate the gene polymorphism of 

methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 
C677T and its association with susceptibility 
to esophageal cancer (EC) in Kazakh and Han 
populations in Xinjiang Uygur Autonomous 
Region.

METHODS: The MTHFR C677T genotypes were 
detected by a polymerase chain reaction (PCR)-
based restriction restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) assay in 179 patients with 
EC (Kazakh 94, Han 84) and 155 population can-
cer-free controls (Kazakh 98, Han 57) in Xinjiang 
of China..

RESULTS: The frequencies of CC, CT and TT 
in MTHFR C677T were 56.4%, 36.2% and 7.4% 
in Kazakh patients with EC, respectively, which 
were significantly different from those in Han 
patients with EC (32.9%, 40.0% and 27.1%) (χ2 
= 15.37, P < 0.05). The frequencies of CC, CT 
and TT were 58.2%, 29.6% and 12.2% in Kazakh 
controls and 22.8%, 52.6% and 24.6% in Han 
controls, respectively, and there were also sig-
nificant differences between them (χ2 = 18.26, 
P < 0.05). The distribution of C677T genotypes 
was not markedly different between Kazakh EC 
patients (CC 56.4%, CT 36.2% and TT 7.4%) and 
controls (CC 22.8%, CT 52.6% and TT 24.6%) (χ2 
=1.776, P > 0.412), and there was no statistical 
differences between Han EC patients and con-
trols (χ2 = 2.750, P = 0.253), either.

CONCLUSION: The polymorphisms of MTHFR 
C677T are different between Kazakh and Han 
EC patients as well as normal individuals in Xin-
jiang. The polymorphisms of MTHFR C677T are 
not correlated with the susceptibility to EC in 
Kazakh and Han populations.

Key Words: Methylenetetrahydrofolate reductase; 
Gene polymorphism; Esophageal cancer; Kazakh; 
Han
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■背景资料
以游牧为生涯的
新疆哈族人食管
癌的发生有着明
显的地域和民族
特异性 .  近年来 , 
遗传因素与食管
癌的关系受到关
注, 某些基因的多
态性与食管癌的
发病有关. 国内外
有关遗传背景和
肿瘤遗传易感基
因在新疆哈萨克
族食管癌中的研
究较少.



esophageal cancer in Kazakh and Han populations in 
Xinjiang Uygur Autonomous Region. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(15):1475-1480

摘要
目的: 探讨亚甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)
基因C677T多态性与新疆哈族、汉族食管癌
易感性的关系. 

方法: 用PCR-RFLP方法检测食管癌患者178
例(哈萨克族94例, 汉族84例)和同一地区无肿
瘤病史的正常对照者155例(哈萨克族98例, 汉
族57例)的MTHFR基因C677T基因型分布. 

结果: 新疆哈族食管癌组中MTHFR C677T 
3种基因型C C, C T,  T T,  所占比例分别是
56.4%, 36.2%, 7.4%, 与新疆汉族食管癌组
中的32.9%, 40.0%, 27.1%相比, 存在显著差
异(χ2 = 15.37, P <0.05); 哈族正常对照组分别
为58.2%, 29.6%, 12.2%与汉族正常对照组
22.8%, 52.6%, 24.6%相比, 有显著差异(χ2 = 
18.26, P <0.05). MTHFR 3种基因型在哈族食
管癌组中的分布(CC 56.4%, CT 36.2% and TT 
7.4%)与对照组中(CC 22.8%, CT 52.6% and 
TT 24.6%)相比, 无显著差异(χ2 = 1.776, P = 
0.412). 在汉族食管癌组与对照组间也无显著
差异(χ2 = 2.750, P = 0.253).

结论: MTHFR C677T基因多态性分布在新疆
哈族、汉族正常对照组间存在民族差异, 在食
管癌间也存在差异. MTHFR C677T基因多态
性可能与新疆哈萨克族与汉族食管癌的易感
性无关.

关键词�� 亚甲基四氢叶酸还原酶; 基因多态性; 食管

癌; 哈萨克族; 汉族

张金芳, 庞丽娟, 赵瑾, 陈湘川, 顾立怡, 葛春鸣, 项阳, 李洪安, 

蒋金芳, 梁伟华, 赵娟, 张丽翠, 杨磊, 李锋. MTHFR C677T基因

多态性与新疆哈族和汉族食管癌易感性的关系. 世界华人消化

杂志  2006;1�(15):1�75-1�80

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1475.asp

0  引言

食管癌是人类最常见的十大恶性肿瘤之一, 我
国每年约有25万新诊断的食管癌病例, 占全世

界食管癌病例数的一半. 新疆北部哈萨克族(哈
族)聚集区是我国食管癌高发区之一 ,  其调整

死亡率达68.88/10万, 是其他民族调整死亡率

(5.13/10万)的10倍之多[1-2]. 哈萨克族食管癌的

死亡率居哈萨克族恶性肿瘤死亡的首位[3]. 以
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游牧为生涯的哈族有特殊的饮食习惯, 以面、

腌肉类、自制奶制品为主食, 较少摄入新鲜蔬

菜水果[4]. 流行病学研究表明, 我国北方食管癌

高发与蔬菜水果摄入量低相关[1], 新鲜蔬菜水果

是叶酸的主要来源, 叶酸缺乏引起DNA低甲基

化, DNA低甲基化与许多肿瘤的发生有关[5-8]. 亚
甲基四氢叶酸还原酶(methylenetetrahydrofolate 
reductase, MTHFR)是叶酸代谢的关键酶之一, 在
机体代谢的DNA甲基化、合成和修复中起重要

作用. MTHFR C677T多态性影响了MTHFR的活

性, 有研究报道, MTHFR C677T多态性与一些肿

瘤(包括食管癌)的发生有关[9-12]. 新疆哈萨克族

食管癌的发生与MTHFR C677T多态性的关系未

见报道, 因此, 我们采用PCR-RFLP方法检测、

分析了新疆哈族和汉族食管中MTHFR C677T的
分布. 

1  材料和方法

1.1 材料 新疆石河子大学医学院第一附属医

院、新疆伊犁州友谊医院、新华医院、农四师

医院病理科1980-2004病理诊断为食管癌石蜡包

埋组织178例(哈族94例, 汉族84例), 病理诊断及

分化程度均核实正确, 所有标本用40 g/L福尔马

林固定、石蜡包埋后保存, 同时在当地收集相同

年龄组无肿瘤史的一般人群血样155例(哈萨克

族98例, 汉族57例)作为对照, 对照组人群抽肘静

脉血、肝素钠抗凝、液氮保存.
1.2 方法 每例组织5 μ m 10张入2.0 m L消

毒的E P管中 ,  经脱蜡水化后 ,  加细胞裂解液

(0.02 mmol/L Tris HCl, 0.02 mmol/L EDTA, 
20 g/L SDS), 蛋白酶K(终浓度0.3 g/L)55℃水浴

振荡过夜. 待组织完全裂解后依次加入等体积

的Tris饱和酚(pH 8.0), 酚/氯仿为1∶1, 氯仿/异
戊醇为24∶1, 各抽提1次, 无水乙醇沉淀DNA, 
干燥, 加入50-80 μL TE (pH 8.0)溶解DNA沉淀

12-24 h, 测定所提取DNA的A 260、A 280, 并计算

A 260/A 280以确定DNA的质量和纯度, 提取的DNA
置于-20℃冰箱保存备用. 血样DNA的提取采用

上海生工的小剂量D N A抽提试剂盒提取基因

组DNA. 特异扩增MTHFR基因多态性引物参照

文献[13], 引物由上海生工生物工程有限公司

合成, 扩增的目的片段长度为173 bp. 限制性核

酸内切酶Hin fⅠ购自上海生工生物工程有限公

司. 限制性核酸内切酶Hin fⅠ特异识别GAGTC
酶切位点, 当677位点C→T颠换后, 会产生一个

Hin fⅠ酶切位点. PCR反应体系为25 μL, 10×

www.wjgnet.com

■相关报道
一些研究已报道, 
MTHFR C677T基
因多态性与汉族
食管癌的发生有
关, 认为MTHFR 
677T基因型是食
管癌的一个危险
因素, 可显著增加
食管癌的发病风
险.
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Buffer 2.5 μL, 引物终浓度0.2 μmol/L, Taq DNA
聚合酶1 U, 模板2 μL(约20 ng DNA)及高压双

蒸水. 扩增条件为: 95℃预变性5 min, 然后进

行35个循环(每个循环包括: 94℃ 1 min, 60.5℃ 
1 min, 72℃ 1 min), 最后72℃延伸8 min. 选用

PCR扩增产物测序确定是MTHFR 677位基因阳

性的食管癌标本作为阳性对照, 以高压双蒸水

代替DNA模板作为空白对照. PCR产物由上海

基康生物技术公司纯化并测序. 每个酶切体系

的体积为20 μL, 包含PCR扩增产物10 μL, 酶切

Buffer 2.0 μL, 限制性核酸内切酶Hin fⅠ 5 U, 
补高压双蒸水至20 μL. 上述反应体系置于37℃
水浴5-8 h酶切消化, 取酶切产物5 μL, 20 g/L
琼脂糖凝胶电泳, 凝胶成像图像分析仪观察结

果, 杂合型MTHFR C677T在电泳图上产生173, 
125, 48 bp的3条片段, 纯合型MTHFR T677T产
生125, 48 bp的2条片段, 而野生纯合型MTHFR 
C677C没有酶切位点, 只产生173 bp的1条片段. 
选取部分MTHFR C677T PCR产物送至上海基

康生物技术有限公司进行纯化并测序, 结果经

BLAST基因服务站进行同源性分析, 进一步验

证我们扩增目的片段酶切后的分型是否正确. 
统计学处理 采用SPSS 12.0统计软件对相关

数据行χ2检验.

2  结果

2.1 研究对象的性别、年龄分布资料(表1)、年龄分布资料(表1)年龄分布资料(表1) 哈
族与汉族的食管癌组与对照组间性别分布均

无统计学差异, 而年龄分布均存在统计学差异

(P <0.05), 但本实验所测的基因型分布与年龄无

相关性(哈族r  = -0.081, P = 0.261; 汉族r = 0.059, 
P = 0.487).
2.2 MTHFR C677T基因型的分布 MTHFR基因

扩增、酶切后电泳, 根据出现的条带判断基因

型, 产生173, 125和48 bp 3条片段的是杂合型

MTHFR C677T, 产生125和48 bp 2条片段的是

纯合型MTHFR T677T, 只产生173 bp 1条片段

的是野生纯合型MTHFR C677C(图1). MTHFR
基因3种基因型PCR扩增产物测序结果判定, 根
据测序图上多态位点上的峰来判断基因型, 单
峰为纯合基因型, 双峰为杂合基因型(图2). 我们

的测序结果与GenBank中公布的人类MTHFR基
因(序列号: AY338232.1) 同源性高达100%.

MTHFR C677T 3种基因型C/C, C/T, T/T的
分布(表2), 在哈族和汉族食管癌中3种基因型

的分布存在显著差异(χ2 = 15.387, P <0.05). 哈萨

克族食管癌中C/C基因型显著高于汉族食管癌

及其他2型, 汉族食管癌中T/T基因型显著高于他2型, 汉族食管癌中T/T基因型显著高于2型, 汉族食管癌中T/T基因型显著高于

哈萨克族食管癌. 在新疆哈族与汉族正常对照

组中3种基因型的分布也有显著差异(χ2 = 18.26, 
P <0.05). 哈萨克族以C/C基因型为主, 汉族以C/T
基因型为主, 汉族人群中T/T基因型的分布显著

高于哈族. 在两民族内部的食管癌组与正常对

照组间, MTHFR C677T基因型的分布均无显著

■创新盘点
本研究以新疆哈
萨克族、汉族食
管癌为研究对象, 
未 发 现 M T H F R 
C677T基因多态
性与新疆哈族、

汉族食管癌的发
生有关.

图 1 MTHFR C677T多态位点的PCR及酶切的电泳. M: DNA
分子质量标准; 1, 4, 5: 阳性对照; 2, 3, 6, 10: C/T型; 4, 8, 12: 
C/C型; 7, 9, 11: T/T型; -: 空白对照.

     

表 1 研究对象的性别、年龄分布

                                      哈族                       汉族

                         食管癌         对照         食管癌         对照

 n           9�            98             8�             57

性别(男∶女)  53∶�1      56∶�2      �3∶�1     22∶35

平均年龄(岁)  55±9.6�  50±12.86  61±7.23  �6±11.12

年龄范围(岁)  26-79a      17-77        �2-8�a      25-72

aP<0.05 vs  对照.
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图 2 MTHFR C677T不同基因型测序. A: MTHFR C677T测
序; B: MTHFR C677C测序; C: MTHFR T677T测序.
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表 2 正常对照和食管癌中MTHFR C677T基因型的分布 n 
(%)

               民族          n            C/C               C/T               T/T

食管癌   哈族       9�      53 (56.�)     3� (36.2)       7 (7.�)

              汉族a      8�      28 (32.9)     3� (�0.0)     23 (27.1)

对照组   哈族       98      57 (58.2)     29 (29.6)     12 (12.2)

              汉族a      57      13 (22.8)     30 (52.6)     1� (2�.6)

aP<0.05 vs  哈族.
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差异(哈族χ2 = 1.776, P = 0.412; 汉族χ2 = 2.750, P 
= 0.253).
2.3 MTHFR C677T基因型与食管癌病理分级

及转移的关系 将178例食管癌, 按病理诊断标

准分为高分化、中分化和低分化, 并与MTHFR 
C677T多态性进行比较, 在新疆汉族、哈族食管

癌中, 不同病理分级与MTHFR C677T基因型的

分布均无显著性差异(哈族χ2 = 1.711, P >0.05, 汉
族χ2 = 1.880, P >0.05). 在MTHFR C677T不同基

因型分布与有无淋巴结转移的比较中, 也未发

现有显著性差异(汉族χ2 = 1.88, P = 0.391, 哈萨

克族χ2 = 1.742, P = 0.418).

3  讨论

亚甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)是调节叶酸和

甲硫氨酸代谢的限速酶, 可催化5, 10-亚甲基四

氢叶酸还原为5-甲基四氢叶酸, 后者作为叶酸在

血浆和组织中存在的主要形式, 参与同型半胱

氨酸转化为S-腺苷甲硫氨酸的过程, 而S-腺苷甲

硫氨酸可作为甲基供体, 在机体代谢的DNA甲

基化和核酸合成过程中起重要作用[14]. MTHFR 
C677T多态性, 影响酶的活性, TT纯合基因型的

酶活性仅为CC野生型的30%, CT杂合基因型的

酶活性仅为CC野生型的60%[15], 变异型MTHFR 
(C677T和T677T)活性的下降导致5-甲基四氢叶

酸的合成不足, 无法有效启动S-腺苷甲硫氨酸

的生成, 从而不能保证机体基因组正常的甲基

化状态, 由于不能提供足够的甲基供体, 基因组

DNA将随之出现低甲基化, 基因组的去甲基化

及某些特定基因的低甲基化状态, 如原癌基因

及p 53基因等, 已被多个试验证实是促进肿瘤发

生的危险因素[16-18]. 
我国学者Song et al [9]对北京地区的240例食

管癌患者和360例正常对照进行MTHFR C677T
的检测, 发现T677T基因频率显著高于对照组, 
发生食管癌的风险比C677C型高6.18倍; 认为

MTHFR T677T基因型可能是食管癌的一个易感

因素; 与河南安阳地区Wang et al [19]的报道结果

相同, Wang et al认为T677T在食管癌的发生中是

一个危险因素. 而Zhang et al [20]在研究河北地区

与德国高加索人的食管癌与正常对照中MTHFR 
C677T基因型的分布, 发现德国高加索人食管

癌的发生与MTHFR C677T基因多态性无关, 河
北地区T677T基因型在食管癌与对照组间无差

异, C677C基因型对食管癌的发生是一个保护因

素. 本结果显示, 在新疆哈族食管癌组中T677T

基因型高于对照组, 新疆汉族食管癌C677C基因

型略高于对照组, 但均无统计学差异. 而我们发

现, 在新疆汉族、哈族食管癌间MTHFR C677T
基因型的分布有显著差异, 在新疆哈族、汉族

正常对照组间也存在显著差异. 新疆哈族食管

癌T677T (7.4%)基因型显著低于新疆汉族食管

癌(27.1%), 与Zhang et al [20]研究的德国高加索

人食管癌中T677T的频率(12.9%)也不同. 新疆

汉族食管癌中T677T基因型的频率与各地区

也有差异[21-23](河南37%-43%, 北京38.8%, 石家

庄42.3%, 江苏淮安16.1%, 日本12.1%). 新疆汉

族、哈族正常人群中MTHFR C677T基因型的分

布存在显著差异, 新疆汉族T677T基因型(24.6%)
显著高于哈族(12.2%). 哈族正常人群的T677T
基因型与以前报道[24-26]的研究结果相比, 显著高

于布依族(0.9%)、巴基斯坦人(7.4%), 低于苗族

(28%)和美国Hispanic人(20.7%), 他们的MTHFR 
C677T多态性, 除美国Hispanic人以杂合型为主

外, 其余均以野生纯合型为主, 而新疆汉族以杂

合型为主; 新疆汉族正常人群中MTHFR T677T
基因型的分布与河南31%的接近, 与其他地区

的也有差异, 河北地区44%, 日本16.2%, 北京

17.2%[27-29]. 这些结果与MTHFR C677T基因多态

性的分布存在种族地域的差异一致. 我们发现, 
在新疆哈族人群中MTHFR T677T等位基因远低

于新疆汉族人群中的分布, 但哈萨克族患食管

癌的机率远高于新疆汉族人, 这反映出肿瘤发

生的复杂性. 我们还发现一个有趣的事, 在汉族

正常人群中C/C基因型低于食管癌组, 虽然没有

统计学意义, 但存在这样的趋势, 这与张健慧 
et al [30]的发现相反, 尚需扩大样本进行研究. 同
时本研究对MTHFR C677T基因多态性与食管癌

病理分级、有无淋巴结转移做了分析, 未发现

有统计学意义, 可能MTHFR C677T基因多态性

与食管癌的恶性程度无关. 
本研究结果表明, MTHFR C677T基因多态

性与新疆哈族、汉族食管癌的发生及恶性程度

可能无关, 确切的结果还需进一步扩大样本, 收
集流行病学相关资料进行分层分析. 下一步的

工作是扩大样本量的同时收集流行病学相关资

料, 结合与叶酸代谢相关的其他基因, 如蛋氨酸

合酶(MS)、蛋氨酸合酶还原酶(MTRR)及胸腺

嘧啶核苷酸合酶(TS)等的关系, 同时分析他们与

环境的交互作用, 进一步分析MTHFR C677T基
因多态性与新疆食管癌的关系. 因为疾病的发

生是多种危险因素共同作用的结果, 只有全面

■应用要点
本研究为进一步
研究新疆哈萨克
族食管癌的遗传
背景和肿瘤遗传
易感基因及其作
用机制奠定基础.
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深入了解各种因素作用的方式及效应, 才有可

能阐明发病机制. 
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■同行评��
本 文 对 M T H F R 
C677T基因多态
性与新疆哈族和
汉族食管癌易感
性的关系进行了
探讨与研究, 提供
了充足的有意义
的信息, 具有科学
性和可读性, 能反
映我国或国际胃
肠病学临床和基
础研究的先进水
平.
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第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会第二轮通知

本刊讯 第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会于2006-09-15/18在浙江省杭州市举行. 本届会议由上海同

仁医院和浙江省中医院联合主办, 中华放射学杂志、中华消化内镜杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂

志共同协办. 会议将邀请众多著名专家围绕消化疾病介入诊治新热点及消化道内支架治疗的热门技术和疑难

问题进行专题演讲和实例操作, 并就消化道支架治疗中的疑难病例和出现问题以沙龙形式深入研讨. 参会代表

可获国家级继续教育Ⅰ类学分12分. 

1 会议主要议题

消化疾病诊治进展、消化内镜治疗新技术应用、化疗药物应用新进展、上消化道吻合口梗阻和瘘的综合治

疗、胸腔胃穿瘘的支架封堵技术、肠道支架临床应用、肝门部胆道梗阻的内支架治疗、食管及胃肠道支架难

点研讨以及其他介入新技术应用等.

 

2 征文内容

征集消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等方面的论

著、文献综述、临床经验、个案报告等稿件. 欢迎消化、介入放射、肿瘤、普外胸外及、肝胆外科等相关学科

医师投稿参会.

3 投稿要求

专题讲座由组委会约稿. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果与结论四要素. 经验交流、

短篇报道等全文限1000字以内. 所有稿件一律要求电脑打印用E-mail投稿, 邮寄者需附WORD格式软盘(请自留

稿底, 恕不退稿).

4 报名地址及要求

联系地址: 杭州市邮电路54号(浙江省中医院)吕宾 收, 邮编: 310006, 电话: 0571-87032028, 手机: 13906515409, 

E-mail: lvin@medmail.com.cn; 上海市愚园路786号(上海同仁医院)茅爱武  收 ,  邮编:  200050, 电话: 

021-62524259-3397, 手机: 13371936559, E-mail: maoaw@sohu.com. 会议收费800元, 提前注册收费700元, 截稿日

期: 2006-08-15.
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Abstract
AIM: To explore the non-invasive, quantitative 
ultrasonic diagnostic criteria of fatty liver diseases 
by establishing a rabbit model of hepatic steatosis 
and measuring ultrasonic integrated backscatter 
(IBS) and gray scale (GS).

METHODS: Forty healthy New Zealand rabbits 

were randomly divided into normal control and 
three experimental groups. Hepatic steatosis was 
induced by high fat and sugar diet plus drinking 
water containing five percent of ethanol. Seven 
patients with mild or severe hepatic steatosis 
were also recruited in the study. The steatosis, 
inflammation, and fibrosis of the rabbits’ and 
patients’ liver were evaluated by several histo-
logical staining methods including Sudan IV, 
H&E, and Masson’s Trichrome staining. Hepatic 
steatosis was graded as simple steatosis, steato-
hepatitis, fibrosis and cirrhosis. Liver IBS includ-
ing average image intensity (AII) and peak-peak 
intensity, and GS were measured using HP So-
nos 5500 image system. The data were analyzed 
with one-way ANOVA..

RESULTS: Hepatic AII was associated with 
the aggravated hepatic steatosis in near areas 
of the rabbit liver, i.e., normal control < mild 
fatty liver < moderate fatty liver < severe fatty 
liver (P < 0.0001). Significant differences were 
observed between AII of steatohepatitis and 
simple hepatic steatosis. In the patients, IBS was 
more accurate in the reflection the severity of the 
liver pathology than routine ultrosonic examina-
tion (85.7% vs 57.1%, P < 0.05), and significant 
differences of AII were observed between mild 
and severe hepatic steatosis (P < 0.0001, 0.001 or 
0.05). The liver GS were markedly increased in 
the moderate and severe fatty liver as compared 
with that in normal control and mild fatty liver. 
Correlation analysis showed that GS and AII 
were consistently increased as the disease aggra-
vated in the near area of the left and right liver 
lobes of the animals (r1 = 0.442 21, P1 = 0.0012; r2 

= 0.335 73, P2 = 0.0160).

CONCLUSION: Rabbit fatty liver models can be 
developed in a short time by high fat and sugar 
diet plus alcohol. Hepatic IBS and GS intensity 
can reflect the grades of hepatic steatosis, in-
flammation and fibrosis, so they may serve as 
reliable non-invasive tools for the quantitative 
diagnosis of fatty liver disease.

Key Words: Fatty liver disease; Histopathology; Ul-
trasonography; Integrated backscatter; Gray scale; 
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■背景资料
脂肪肝患病率逐
年上升, 发病年龄
趋于年轻化, 且发
病 隐 匿 ,  一 旦 发
现, 多伴有炎症、

坏死及纤维化. 目
前临床沿用超声
检查为主的影像
学诊断方法, 缺乏
量化诊断标准及
病理对照研究, 往
往对同一患者诊
断不一.



Rabbits

Yao XX, Nan YM, Wang Y, Li FL, Guo RJ. Establishment 
of experimental hepatic steatosis model in rabbits 
and non-invasive quantitative ultrasonic diagnosis 
of fatty liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(15):1481-1486

摘要
目的: 模拟人类不良饮食结构建立家兔不
同程度脂肪肝模型, 进行肝脏背向散射积分
(integrated backscatter, IBS)和图像灰阶平均强
度(gray scale, GS)测定, 并结合临床研究, 探讨
具有病理基础的脂肪肝无创性超声量化诊断
标准. 

方法: 选用纯种新西兰家兔40只, 采用高脂高
糖饲料及乙醇饮料建立不同程度脂肪肝模型
三组(每组n  = 10), 设立对照组(n  = 10); 临床
病例同步进行肝组织病理学及超声检测. 病
理组织学检测采用苏丹Ⅳ, HE和Masson三色
染色; 应用HP Sonos 5500超声诊断仪实时检
测肝脏IBS, 包括图像平均强度(average image 
intensity, AII)、峰-峰强度及图像强度标准差; 
采用Photo shop 7.0直方图分析超声图像GS. 
所得数据采用SAS8.2进行统计学分析. 

结果: 肝脏AII随脂肪变加重呈递增趋势, 正
常肝<轻度脂肪肝<中度脂肪肝<重度脂肪
肝, 尤以近区各组间差异显著(P <0.0001); 同
等程度肝脂肪变AII随炎症的发生而增大. 临
床研究显示, IBS对脂肪肝诊断率及与病理组
织学符合率(85.7%)较常规超声检测(57.1%)
明显增高, 重度脂肪肝AII显著高于轻度脂肪
肝(P <0.0001, 0.001或0.05). 肝脏GS与AII相
关, 于肝左、右叶近区二者随病变加重呈一
致性增高趋势(r 1 = 0.442 21, P 1 = 0.0012; r 2 = 
0.335 73, P 2 = 0.0160). 中重度脂肪肝伴炎症
GS显著高于正常肝及轻度脂肪肝(P <0.05).

结论: 高营养及乙醇联合喂养家兔可快速建
立不同程度脂肪性肝病模型; 肝脏超声IBS及
GS强度可反映肝脂肪变、炎症和纤维化的病
变程度, 为脂肪肝无创性量化诊断提供可靠
依据.

关键词�� 脂肪性肝病; 组织病理学; 超声检查; 背向散

射积分; 灰阶强度; 家兔
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0  引言

脂肪肝患病率呈逐年上升趋势, 发病年龄趋于

年轻化, 而其发病隐匿, 一旦发现, 往往伴有不

同程度的炎症、坏死及纤维化[1-6]. 如果早期诊

治, 可阻止病情进展, 甚至使其逆转. 当前临床

沿用超声检查为主的影像学诊断方法, 主要依

据灰阶级别肉眼判断有无病变及病变程度, 缺
乏统一的量化诊断标准, 更乏具有病理基础的

对照研究, 因而, 对同一脂肪肝患者的诊断(有
无脂肪肝与程度)不一. 为此, 我们首先对35只正

常家兔肝脏进行了二维超声图像平均灰阶强度

(gray scale, GS)直方图分析和实时背向散射积

分(integrated  backscatter, IBS)检测, 表明本法可

较准确的反映肝组织结构的变化[7], 进一步模拟

目前人类不良饮食方式(高营养+乙醇)建立不同

程度脂肪肝模型, 进行肝脏超声图像GS和IBS测
定, 以探讨有病理基础的脂肪肝无创性超声量

化诊断指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 选用纯种新西兰家兔40只, 河北医科

大学动物实验研究中心提供, 雌雄各半, 体质

量1.5-2.5(平均2.2±0.3) kg. 实验家兔正常喂养

1 wk随机分成对照组(普通饲料及水喂养6 wk)
和实验1, 2,  3组[高脂高糖饲料(普通饲料加

20 g/kg胆固醇、50 g/kg蔗糖、100 g/kg猪油)
及50 mL/L酒精饮料分别喂养3, 4, 5和6 wk]. 于
实验动物造模结束、完成超声检测后, 采用氯

胺酮(12 mg/kg)臀部im, 动物麻醉后开腹取出肝

脏, 分别留取左、右肝叶冰冻切片和100 g/kg甲
醛固定标本; 实验2, 3组分别于3-5 wk同步进行

超声检测及肝穿刺病理组织学检查. 另选择肝

胆外科因肝脏良性肿瘤或胆结石手术治疗的患

者7例, 男2例, 女5例, 年龄50-80(平均57.2±6.3)
岁. 其中胆囊结石5例, 肝血管瘤2例. 手术前后

进行常规超声及IBS检测, 手术中采取肝组织

标本.
1.2 方法 冰冻切片进行苏丹Ⅳ脂肪染色, 100 g/
kg甲醛固定标本切片进行HE和Masson三色染

色. 根据低倍显微镜下肝细胞脂变面积将脂肪

肝分为轻度(1/3-1/2)、中度(1/2-2/3)和重度(2/3
以上); 根据肝小叶及/或汇管区炎症和纤维化的

有无分为单纯性脂肪肝和脂肪性肝炎. 各组实

验动物于空腹8-12 h、胸腹部脱毛后, 取仰卧

位, 采用HP Sonos 5500超声诊断仪(美国惠普公

司, 配备IBS图像采集和声学定量分析软件)进

www.wjgnet.com

■研发前沿
对脂肪肝无创性
量化诊断渐渐成
为国内外研究热
点, 但目前仍缺乏
适于临床器械和
设备检查并模拟
人类饮食联合两
种以上因素致病
的较大动物脂肪
肝模型, 且缺乏具
有病理基础的无
创性量化诊断对
照研究.

■相关报道
正常肝左叶AII高
于肝右叶, 同侧肝
叶不同部位AII无
显 著 差 异 ,  脂 肪
肝AII高于正常肝
88.5%. 通过对正
常肝组织、脂肪
肝、肝硬化等标
本测量发现衰减
系数和散射程度
与脂肪含量正相
关.
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行肝脏超声检测, 首先观察肝左叶、右叶及尾

叶, 在图像显示最佳时, 左、右肝分别选取胃旁

并显示腹主动的断面和肝肾断面, 采取超声图

像, 采用Photo shop 7.0图像分析系统, 图像灰度

等级0-255, 21×21圆形像素取样框, 于距左、右

肝表面1.5-2 cm, 2.5-3 cm, 3.5-4 cm取感兴趣

区, 各测量3次, 取平均值进行半定量分析; 同步

进行实时IBS测定: 调出AD-IBS状态, 探头频率

2-4 mHz, 侧向增益补偿曲线设置前后一致, 调
整时间增益补偿(TGC)曲线得到良好的IBS图像, 
取样方法同GS分析, 描记IBS曲线并记录所测得

图像平均强度(average image intensity, AII)(图1).
临床研究: 于手术前、后7-10 d, 空腹8 h后

进行肝脏超声检测, 分别于肝左、右叶近、远

声场取感兴趣区, 测定方法同动物实验. 为缩小

因TGC调整对图像的影响, 采用TGC对所测得

的IBS值进行标化. 将实验采用的所有TGC值合

计并计算均值, 标化IBS = 实测IBS×TGC均值 
/自身(所在深度)TGC值[7]. 

统计学处理 采用SAS 8.2版, 多组均数差异

的比较采用单因素方差分析, 两组均数差异的

比较采用Fisher's LSD法, P <0.05差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 动物实验 39只家兔完成实验, 腹泻死亡1只, 

正常对照组9只, 轻度脂肪肝10只, 中度脂肪肝

11只, 重度脂肪肝9只. 将肝穿刺活检与完成实

验处死家兔病理学与超声结果一并分析, 轻、

中、重度脂肪肝模型数依次为: 13, 20, 10只. 轻
度脂肪肝中单纯性脂肪肝7只, 伴发脂肪性肝炎

6只; 中度中单纯性脂肪肝7只, 伴发脂肪性肝炎

13只; 10只重度脂肪肝均有炎症. 肝脂肪变特点: 
以小泡性脂肪变为主, 轻度见于腺泡Ⅲ带, 苏丹

Ⅳ染色肝细胞内散在大小较均匀的鲜红色脂滴; 
中度1/2以上肝细胞脂肪变, 随脂质的积累, 脂
滴可有融合, 胞核偏位或脂滴围绕细胞核形成

“梅花样”改变; 重度者全小叶布满脂滴, 肝细

胞胀大、窦间隙变窄, 细胞核和细胞器被脂滴

挤压移位至细胞边缘呈“印戒样”, 细胞内结

构不能辨认, 多伴发脂肪性肝炎或不同程度纤

维化. 正常肝左叶AII高于右叶, 差异具有显著

性意义(F = 3.08, P = 0.0111), 同侧肝叶不同部位

AII差异无显著性意义. 脂肪肝AII明显高于正常

肝, 并随脂肪变程度的加重、炎症的有无, 左肝

近、中、远三区及右肝近区AII值呈递增趋势

(表1). 
2.1.1 单纯性脂肪肝和脂肪性肝炎AII的比较 为
确定炎症病变对IBS的影响, 根据肝细胞变性、

坏死、气球样变、炎症细胞浸润和纤维化等有

无分为单纯性脂肪肝和脂肪性肝炎. 同等程度

脂肪变, 脂肪性肝炎AII较单纯脂肪肝增高; 中、

■创新盘点
本文通过对家兔
脂肪肝二维超声
图像灰阶直方图
分析证实, 其能分
辨人眼不能识别
的图像信号细微
变化、辨别组织
的均匀程度. IBS
测定对脂肪肝的
诊断率、与病理
组织学诊断符合
率均较常规超声
明显提高 .  肝GS
与AII相关性分析
提示于近区二者
随病变加重呈一
致性增高趋势, 联
合检测有助于提
高诊断准确性. 超
声诊断结果有病
理组织学研究的
参照, 大大提高了
结果的可靠性.

图 1 中度脂肪肝IBS测量中家兔脂肪肝超声图像.

     

表 1 脂肪肝家兔肝脏AII分析 (mean±SD, dB)

分组              n           肝左叶近区         肝左叶中区         肝左叶远区         肝右叶近区         肝右叶中区        肝右叶远区

对照组              9         25.6±3.�  25.�±2.8           26.5±2.9          23.9±2.5           2�.7±2.6          2�.3±2.7 

轻度脂肪肝         13         27.1±1.8          26.0±2.�           2�.2±1.6      26.1±1.8          2�.1±2.8         22.5±2.0

中度脂肪肝         20         30.0±3.1  27.2±2.3a          2�.8±2.�      27.6±2.7          2�.6±3.2         23.5±3.2

重度脂肪肝         10         33.1±1.8          30.�±2.7a          28.1±1.3a          30.�±2.�          25.7±1.6c         2�.2±1.9c

aP<0.05 vs  对照组和轻度脂肪肝组; cP<0.05 vs 轻度脂肪肝组.
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重度脂肪肝伴炎症者AII均显著高于其余病变组

(表2). 
2.1.2 不同程度脂肪肝GS比较 单纯轻度脂肪肝

与正常肝GS无明显差异, 随脂肪变加重和炎症

发生, 图像回声信号强度逐渐增强, 尤以中、重

度脂肪肝伴炎症GS增高明显(表3). 对正常家兔

及不同程度脂肪肝家兔肝脏GS与AII进行相关

性分析, 结果左、右肝近区二者间呈正相关, 分
别为r  = 0.442 21, P  = 0.0012和r  = 0.335 73, P  = 
0.0160. 由于衰减方式的不同, 二者中、远区无

明显相关性. 肝AII与GS联合检测诊断脂肪肝与

病理组织学符合率为85.2%.
2.2 临床研究  病理组织学结果显示 ,  轻度脂

肪肝4例, 重度脂肪肝3例. 常规超声检测诊断

率为71.4%(5/7), 与病理组织学诊断符合率为

57.1%(4/7), IBS测定诊断率和与病理组织学符

合率均为85.7%(6/7); 重度脂肪肝各声场AII均显

著高于轻度脂肪肝(表4).

3  讨论

高营养和饮酒是目前人类流行的不良饮食方式, 
由此导致的脂肪肝已严重威胁人类健康. 既往

脂肪肝的研究多采用鼠类、单致病因素模型进

行基础和药物干预实验[8-16]. 缺乏适于临床器械

和设备检查并模拟人类饮食联合两种以上因素

致病的较大动物脂肪肝模型, 因此缺乏具有病

理基础的无创性量化诊断对照研究. 我们选用

家兔为实验动物, 联合高营养和乙醇喂养, 模型

形成快, 形成率达100%, 并可应用临床检查器械

(如肝脏穿刺针)和设备(如超声诊断仪)进行肝脏

病理学和超声学诊断. 动物实验和临床对比研

究发现, 超声IBS脂肪肝分度和炎症病变与病理

组织学的符合率分别达85.2%和85.7%, 提示超

声IBS检测可作为一种无创性量化方法诊断脂

■应用要点
肝脏不同部位IBS
与GS强度测定可
反映脂肪肝的有
无、病变程度及
炎症和纤维化发
生情况. 采用超声
IBS与GS明显提
高脂肪肝的确诊
率, 与病理组织学
符合率提高, 为临
床无创性量化诊
断脂肪肝提供了
可靠依据.

     

表 2 单纯性脂肪肝和脂肪性肝炎家兔肝脏AII分析 (mean±SD, dB)

分组                         n        肝左叶近区      肝左叶中区        肝左叶远区       肝右叶近区       肝右叶中区       肝右叶远区

对照组                       9       25.6±3.�        25.�±2.8         26.5±2.9         23.9±2.5         2�.7±2.6         2�.3±2.7

单纯轻度脂肪肝       7       26.�±1.8        25.5±3.1         23.6±2.0         25.6±1.5         2�.0±3.1         22.8±1.8

轻度脂肪肝伴炎症       6       27.7±1.6       26.�±1.6         2�.7±0.8         26.6±2.0         2�.2±2.5         22.3±2.2

单纯中度脂肪肝       7       28.2±1.7       26.3±2.�         23.�±2.3         26.5±2.0         23.�±1.9         22.8±1.3

中度脂肪肝伴炎症     13       31.9±3.1        28.2±1.8         26.2±1.7c        28.6±2.9a        25.8±3.7a        2�.3±�.3a

重度脂肪肝伴炎症     10       33.1±1.8        30.�±2.7a        28.1±1.3a        30.�±2.�a        25.7±1.6a        2�.2±1.9a

aP<0.05 vs  其余组; cP<0.05 vs 单纯轻度脂肪肝/轻度脂肪肝伴炎症.

     

表 3 单纯性脂肪肝和脂肪性肝炎家兔肝脏GS分析 (mean±SD, dB)

分组                       n        肝左叶近区      肝左叶中区         肝左叶远区         肝右叶近区      肝右叶中区      肝右叶远区

对照组                     9       38.1±6.2       37.2±5.9          36.�±5.6          35.�±6.1 3�.�±6.1        33.5±6.0

单纯轻度脂肪肝     7       38.9±7.5       36.9±6.7          35.3±6.5          35.6±�.� 33.6±3.3        31.7±3.5

轻度脂肪肝伴炎症     6       �2.2±5.9       39.6±6.0          37.3±5.�          39.5±�.9 37.3±�.7        35.2±3.8

单纯中度脂肪肝     7       50.7±8.8a       �8.3±7.9a         �5.7±8.9          37.2±�.2        37.0±�.0        35.3±3.7

中度脂肪肝伴炎症   13       52.5±10.9c       �8.5±10.�a       �6.9±10.�a       �3.5±11.2a     39.1±11.7      36.2±12.�

重度脂肪肝伴炎症   10       56.8±13.�c       51.�±13.5c       �7.9±13.3c       �7.1±8.1c       �3.2±7.7a       38.3±6.3

aP<0.05 vs  对照组和单纯轻度脂肪肝组; cP<0.05 vs 对照组和单纯轻度脂肪肝/轻度脂肪肝伴炎症组.

     

表 4 轻、重度脂肪肝患者肝脏AII分析 (mean±SD, dB)

脂肪肝        n          肝左叶近区          肝左叶中区       肝左叶远区 肝右叶近区          肝右叶中区           肝右叶远区

轻度  �          25.9±2.9          25.7±6.�       18.3±3.3  26.�±6.8            2�.5±6.3         22.0±7.�

重度  3          35.5±0.0b            3�.6±1.0b            31.8±0.6b           33.8±1.7a           32.�±0.8a           29.6±�.9a

aP<0.05, bP<0.01 vs 轻度.
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肪肝. 
背向散射信号产生的基础为组织中的细微

结构, 包括大分子物质和胶原成分等, 病变时组

织结构的微细变化, 如脂质积累、炎症细胞浸

润、纤维组织增生等均可成为良好的散射源致

使IBS发生改变[17-21]. 单纯轻度脂肪肝细胞内脂

滴小、数量少, 组织结构变化不明显, 随着脂质

的积累, 脂滴增大、增多, 肝细胞增大、形态发

生改变、进一步发生变性、坏死、气球变、间

质内炎细胞浸润、枯否细胞增殖、纤维组织增

生等, 均可导致散射体浓度、大小、排列方式

与周围组织声阻抗差发生变化, 致使IBS值增高. 
赵玉华 et al [22]研究报道, 脂肪肝AII高于正常肝

88.5%. Hill et al [23]对正常肝组织、脂肪肝、肝

硬化等标本测量发现衰减系数和散射程度与脂

肪含量正相关. 本研究结果显示: 正常家兔AII右
肝低于左肝, 差异显著(P <0.01), 考虑与右侧胸

壁干扰声波传播使部分声束失落有关; 同侧肝

叶不同部位AII值接近, 表明IBS能客观反映家兔

肝实质组织微细结构及均匀性[7]. 随脂肪肝程度

加重, AII值呈现递增趋势, 正常肝脏<轻度脂肪

肝<中度脂肪肝<重度脂肪肝, 同等程度脂肪肝

伴发炎症者, AII进一步增高. 临床病例观察结果

亦显示, IBS测定对脂肪肝的诊断率、与病理组

织学符合率(85.7%)均较常规超声检测(71.4%和

57.1%)明显提高, 重度脂肪肝AII较轻度脂肪肝

显著增高(P <0.0001/0.05), 表明肝脏IBS可更准

确的反映脂肪肝的有无、病变程度以及炎症和

纤维化发生情况. 通过对正常家兔肝二维超声

图像灰阶直方图分析证实, 其能分辨人眼所不

能识别的图像信号细微变化、辨别组织的均匀

程度. 卓忠雄 et al [24]对正常人及化疗性脂肪肝超

声图像定量分析显示二者差异显著, 正常肝声

像图近、远声场回声强度基本一致, 化疗性脂

肪肝声像图回声强度依次为近声场最强、中声

场次之、远声场最弱. 本研究结果显示, 正常家

兔左肝GS高于右肝, 随脂肪变及炎性病变加重, 
肝脏回声信号增强, 中、重度脂肪肝伴发炎症

者GS显著高于正常肝和轻度脂肪肝(P <0.05); 同
等程度脂肪变, 伴有炎症者图像信号强于单纯

性脂肪肝, 提示灰阶级别的数字化分析可作为

鉴别肝脂肪变和炎症有无及其程度的重要参考

指标. 肝GS与AII相关性分析提示于近区二者随

病变加重呈一致性增高趋势, 联合检测有助于

提高诊断准确性. 由于衰减方式的不同, 于中、

远区二者无明显相关性. 

总之, 上述研究表明, 高营养及酒精联合喂

养家兔可快速建立不同程度脂肪性肝病模型; 
肝脏不同部位IBS及GS强度测定可反映脂肪肝

的有无、病变程度以及炎症和纤维化发生情

况. 临床凭常规超声波检测对脂肪肝诊断率仅

71.5%, 与病理组织学符合率仅57.4%. 采用超声

联合检测IBS与GS明显提高脂肪肝的确诊率, 与
病理组织学符合率高达85.7%, 为临床无创性量

化诊断脂肪肝提供了可靠依据. 
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

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.
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Abstract
AIM: To study the expression of PTEN, matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9), and Caspase-3 
in gastric cancer, and to discuss their roles and 
correlations in the occurrence, development, 
invasion and metastasis of gastric cancer.

METHODS: SP immunohistochemistry was used 
to measure the expression of PTEN, MMP-9, and 
Caspase-3 in 54 samples of gastric carcinoma 
selected from paraffin wax embodied specimens 
with complete clinicopathological data, and an-
other 15 cases of normal gastric mucosa..

RESULTS: The expression of PTEN in gastric 
cancer was low (28/54, 51.9%), and reduced 
with the increased invasive depth (P = 0.004) 
and clinical stages (P = 0.001), reduced histologi-
cal differentiation (P = 0.008) and occurrence 

of lymph node (P = 0.003) and long distance 
metastasis (P = 0.015). The expression of MMP-9 
in gastric cancer was high (41/54, 75.9%), and 
increased with increased invasive depth (P = 
0.04) and clinical stages (P = 0.039), reduced his-
tological differentiation (P = 0.009), and occur-
rence of lymph node metastasis (P = 0.025). The 
expression of Caspase-3 in gastric cancers was 
low (12/54, 22.2%), and reduced with increased 
clinical stages (P = 0.015), reduced histologi-
cal differentiation (P = 0.035) and occurrence of 
lymph node metastasis (P = 0.045). The expres-
sion of PTEN and MMP-9 (r = -0.543, P = 0.001), 
Caspase-3 and MMP-9 (r = -0.741, P = 0.001) 
were in inversely correlation, while the expres-
sion of PTEN and Caspase-3 (r = 0.515, P = 0.001) 
were in positive correlation in gastric cancer.

CONCLUSION: PTEN and Caspase-3 are lowly 
expressed in gastric caner, while MMP-9 is high-
ly expressed. PTEN, MMP-9, and Caspase-3 can 
serve as the markers in the diagnosis and prog-
nosis of gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; PTEN; Matrix metallo-
proteinase-9; Caspase-3; Immunohistochemistry

Zhang DD, Guo L, Wang Q. Relationship among PTEN, 
matrix metalloproteinase-9, and Caspase-3 Expression 
in gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(15):1487-1492

摘要
目的: 研究PTEN, MMP-9和Caspase-3在胃癌
及正常胃组织中的表达, 探讨他们在胃癌的发
生、发展、浸润和转移中的作用. 

方法:  选择临床病理资料齐全的胃癌蜡块
标本54例, 另取正常胃黏膜标本15例作对照. 
采用SP免疫组化方法检测PTEN, MMP-9和
Caspase-3在其中的表达. 

结果: 胃癌中PTEN低表达(28/54, 51.9%), 且
肿瘤浸润深(P  = 0.004)、有淋巴(P  = 0.003)
和远隔转移(P  = 0.015)、临床分期高(P  = 
0.001)、病理分化低(P  = 0.008)时降低. 胃癌
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■背景资料
PTEN是肿瘤抑制
基因, 可抑制肿瘤
发生、发展、浸
润和转移. MMP-9
可降解细胞外基
质和基底膜而促
进恶性肿瘤浸润
和转移. Caspase-3
细胞凋亡蛋白酶, 
其功能的抑制将
导致肿瘤的发生. 
在多种恶性肿瘤
包括胃癌中均可
以检测到他们表
达的异常. PTEN
具有双特异性磷
酸酶活性, 是迄今
为止发现的第一
个具有磷酸酶活
性的抑癌基因, 涉
及三磷脂酰肌醇
激酶、FAK、促
细胞分裂素激活
的蛋白激酶途径, 
其抑癌机制还很
不清楚.



中MMP-9高表达(41/54, 75.9%), 且肿瘤浸润
深(P  = 0.040)、有淋巴转移(P  = 0.025)、临床
分期高(P  = 0.039)、病理分化低(P  = 0.009)时
增高. 胃癌中Caspase-3低表达(12/54, 22.2%), 
且有淋巴转移(P  = 0.045)、临床分期高(P  = 
0.015)、病理分化低(P  = 0.035)时降低. 胃
癌中PTEN与MMP-9 (r  = -0.543, P  = 0.001), 
Caspase-3与MMP-9的表达负相关(r  = -0.741, 
P  = 0.001), PTEN与Caspase-3的表达正相关(r  
= 0.515, P  = 0.001).

结论: 胃癌中PTEN, Caspase-3低表达, MMP-9
高表达; PTEN、MMP-9和Caspase-3可作为胃
癌诊断和预后判断的指标.

关键词�� 胃癌; PTEN; MMP-9; Caspase-3; 免疫组

织化学
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0  引言

胃癌的发生、发展是一个多因素、多步骤的过

程, 涉及到癌基因、抑癌基因表达的失调, 细胞

凋亡、细胞运动和迁移调控的异常等多方面机

制. PTEN是1997年才发现的新的肿瘤抑制基因, 
具有双特异性磷酸酶活性, 他通过诱导细胞周

期阻滞和细胞凋亡等抑制肿瘤发生、发展, 并
能多途径地抑制肿瘤浸润和转移. 细胞外基质

和基底膜降解是恶性肿瘤浸润和转移的关键环

节, MMPs的作用底物是细胞外基质和基底膜

中的纤维网架分子, 其中MMP-9可特异性地降

解其中的Ⅳ型胶原. 细胞凋亡功能的抑制将导

致肿瘤的发生及免疫功能的异常, Caspase家族

是直接导致细胞凋亡的蛋白酶系统, Caspase-3
是人类细胞凋亡的关键蛋白酶. 在多种恶性肿

瘤中均可以检测到PTEN、Caspase-3表达缺失

及MMP-9过表达. 我们对胃癌组织中PTEN、

MMP-9、Caspase-3的表达与临床病理特征相关

性的研究如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-2003年手术切除, 病理证实为腺

癌, 临床及病理资料齐全的胃癌蜡块标本54例, 
术前均未行化疗或放疗. 男37例, 女17例; 年龄

38-78岁; 肿瘤的原发灶大小、深度(T)、淋巴结

转移(N)由病理确定, 远处转移(M)由病理学和临

床确定. 其中肿瘤直径<5 cm 37例, ≥5 cm 17
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例; 肿瘤浸润深度在浆膜下者15例, 浸透浆膜者

39例; 组织学分型: 高分化19例, 中分化17例, 低
分化18例; 局部淋巴结无转移29例, 有转移25例; 
远隔无转移42例, 有转移12例. 根椐1997年国际

抗癌联盟(IUCC)制定的TNM分期标准进行临床

分期, Ⅰ期12例, Ⅱ期14例, Ⅲ期16例, Ⅳ期12例. 
另取正常胃黏膜组15例作对照, 标本取自胃溃疡

或十二指肠溃疡手术标本中正常的胃黏膜组织, 
并经病理观察证实且排除重度不典型增生. 男
10例, 女5例, 年龄44-77岁. 浓缩型PTEN鼠抗人

mAb(30617665), MMP-9兔抗人mAb(BA0573), 
Caspase-3鼠抗人mAb(JHM62, ZM-0320)购于

北京中山生物制品有限公司, S-P试剂盒及DAB
显色试剂盒购自福州市迈新生物技术开发公司

(AR1022). 免疫组织化学染色所需的常规试剂: 
枸橼酸盐缓冲液(0.01 mol/L, pH 6.0)、磷酸氢

二钠、氯化钠、二甲苯、乙醇、过氧化氢、苏

木素等, 普通实验室冰箱、切片机、烤片机、高

压锅、温育箱、湿盒、恒温振荡器、Olympus 
BX41显微镜、显微数码照相机Olympus BX40F4

等, 均由中国医科大学附属二院病理科提供.
1.2 方法 常规HE染色, 确定标本的组织分化

程度 .  采用链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶连

接(SP)免疫组织化学方法检测PTEN, MMP-9, 
Caspase-3在胃癌及正常胃组织中的表达. 具体

操作步骤按常规进行, 其一抗工作稀释度: PTEN
为1∶75, MMP-9为1∶100, Caspase-3为1∶200. 
用已知阳性的乳腺癌切片作为阳性对照, PBS缓
冲液代替一抗作阴性对照. 以细胞质内出现明显

棕黄色颗粒为阳性细胞. 先于低倍镜下观察, 排
除肿瘤坏死出血区及边缘反应区, 于肿瘤内染色

相对密集区选取5个视野分别进行细胞计数, 高
倍镜下进行观察, 以阳性细胞数占同类计数细

胞的百分比为阳性细胞率. 按阳性细胞率, 将3
种蛋白染色结果进行半定量测定, (1)PTEN: 阴
性(-): 阳性细胞率<5%; 弱阳性(+): 阳性细胞率

为5%-25%; 阳性(++): 阳性细胞率为25%-50%; 
强阳性(+++): 阳性细胞率>50%. (2)MMP-9: 于
肿瘤侵袭边缘及肿瘤内染色相对密集区选取

5个视野, 阴性(-): 无明显的阳性细胞; 弱阳性

(+): 阳性细胞率<25%; 阳性(++): 阳性细胞率

为25%-75%; 强阳性(+++): 阳性细胞率>75%. 
(3)Caspase-3: 阴性(-): 阳性细胞率<5%; 阳性(+): 
阳性细胞率≥5%.

统计学处理 采用SPSS 12.0软件包进行统

计分析. PTEN, MMP-9, Caspase-3为计数资料, 
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■相关报道
肿瘤早期便发生
PTEN完全缺失的
只有子宫内膜癌
和 卵 巢 癌 里 ,  其
他肿瘤的PTEN的
完全失活发生在
肿 瘤 晚 期 ,  所 以
PTEN基因的缺失
被认为是恶变过
程中的后期事件.
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各个相关因素的差异性比较采用χ2检验. PTEN, 
MMP-9, Caspase-3各指标间的相关性研究采用相

关分析. 各检验方法皆以P<0.05为差异显著标准.

2  结果

2.1 PTEN PTEN在正常胃组织中的阳性表达率

(+～+++)为100%, 位于胞质. 在胃癌组织中的

阳性表达率为51.9%, 明显低于在正常胃组织

中的表达(P <0.01, 图1). 与胃癌的肿瘤浸润深

度、淋巴转移、远隔转移、临床分期呈负相关

(P <0.05), 随肿瘤浸润深度的加深、淋巴转移的

产生、远隔转移的发生、临床分期的提高而降

低; 与肿瘤的病理分化程度呈正相关(P <0.05), 
随肿瘤病理分化程度的降低而降低. 与患者的

性别、年龄、肿瘤大小无相关性(P >0.05). 
2.2 MMP-9 MMP-9在正常胃组织中的阳性表

达率(+～+++)为26.7%. 在胃癌组织中的阳性表

达率为75.9%, 主要表达于癌巢和正常组织交接

部位, 癌细胞及间质细胞都有表达, 多定位于胞

质, 明显高于在正常胃组织中的表达(P <0.05, 图
2). 与胃癌的肿瘤浸润深度、淋巴转移、临床

分期呈正相关(P <0.05), 随肿瘤浸润深度的加

深、淋巴转移的产生、临床分期的提高而明显

增高; 与肿瘤的病理分化程度呈负相关(P <0.05), 
随肿瘤病理分化程度的降低而增高. 与患者的

性别、年龄、肿瘤大小、远隔转移无相关性

(P >0.05). 
2.3 Caspase-3 Caspase-3在正常胃组织中的阳性

表达率为53.3%, 位于胃小凹的黏液上皮细胞, 
顶部染色最强, 颈部细胞和固有腺体少见阳性

细胞. 在胃癌组织中的阳性表达率为22.2%, 明
显低于在正常胃组织中的表达(P <0.05, 图3). 与
胃癌的淋巴转移、远隔转移、临床分期呈负相

关(P <0.05), 随淋巴转移的产生、临床分期的提

高而明显降低; 与肿瘤的病理分化程度呈正相

关(P <0.05), 随肿瘤病理分化程度的降低而降低. 
与患者的性别、年龄、肿瘤大小、浸润深度、

远隔转移无相关性(P >0.05). 
2.4 PTEN, MMP-9, Caspase-3的相关性 胃癌组

织中PTEN与MMP-9的表达呈负相关(P <0.001, 
r  = -0.543). PTEN与Caspase-3的表达呈正相关

(P <0.001, r  = 0.515). Caspase-3与MMP-9的表

达呈负相关(P <0.001, r  = -0.741). 胃癌PTEN, 
MMP-9和Caspase-3表达与病理因素的关系见表1.

3  讨论

PTEN即与张力蛋白同源的、第10染色体丢失

的磷酸酶(phosphatase and tensin homolog deleted 
in chromosome10, PTEN)基因[1-3], 定位于人类染

色体10q23.3, 编码由403个氨基酸残基组成的蛋

图 1 PTEN在正常胃组织及胃癌中的表达 (×400). A: 正常

胃组织中PTEN呈阳性表达; B: 胃癌组织中PTEN呈阴性表

达.

图 2 MMP-9在正常胃组织及胃癌中的表达 (×400). A: 正

常胃组织中MMP-9呈阴性表达; B: 胃癌组织中MMP-9呈

阳性表达.

■创新盘点
胃 癌 中 P T E N , 
MMP-9, Caspase-3
的相互关系及其
机制的研究, 目前
较为少见. MMP-9
和Caspase-3之间
关系的研究更为
少见. 研究他们之
间的关系对认识
PTEN的抑癌机制
有提示作用.

B

A A

B
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白质. PTEN蛋白包括氨基端的磷酸酶结构域、

C2结构域和羧基端结构域[4], 通过脂质磷酸酶

活性特异性的去除磷脂酰肌醇-3, 4, 5-三磷酸

(phosphatidylinositol-3, 4, 5-trisphosphate, PIP3)3'
位上的磷酸基团 ,  负性调控P I3K/蛋白激酶

B(PKB/Akt)通路, 使细胞周期依赖性激酶(CDK)
抑制剂p27去磷酸化, 并可以提高Caspase-3活
性, 使细胞周期停滞在G1期, 促进细胞凋亡, 抑
制细胞外基质和基底膜的降解而发挥其抑癌作

用[5-6]. 研究发现, PTEN在多种良恶性肿瘤中均

可以检测到突变与缺失, 胃癌中也可以检测到

PTEN表达的异常[7]. 将野生型PTEN基因转导到

肿瘤细胞中, 会发现肿瘤细胞的生长明显受到抑

制[8]. Sano et al [9]发现, PTEN蛋白表达高低与患

者的病理分级及预后有关, 预后越差, 恶性程度

越高, PTEN蛋白表达水平越低. 我们发现, PTEN
在胃癌组织中的表达率明显低于在正常胃组织

中的表达, 并随肿瘤病理分化程度的降低、浸

润深度的加深、淋巴转移的发生、远隔转移的

产生及临床分期的增高而降低(P <0.05), 与文献

报道相符, 提示PTEN基因表达的缺失与胃癌的

发生、发展、浸润和转移密切相关, 而且可能

为判断胃癌的恶性程度提供依据. 
细胞外基质(extracellular matrix, ECM)

和基底膜(basement membrane)降解是恶性肿

瘤浸润和转移的关键环节 .  基质金属蛋白酶

(matrixmetallo-proteinases, MMPs)的作用底物

是细胞外基质和基底膜中的纤维网架分子. 基
质金属蛋白酶-9(metrix metalloproteinase-9, 
MMP-9)属于其中的明胶酶类, 通常以酶原的

形式合成, 被激活后可特异性地降解细胞外基

质和基底膜中的主要成分Ⅳ型胶原. MMP-9不
仅主要在癌细胞中表达, 而且基质中的纤维母

细胞、单核吞噬细胞中也有表达, 其阳性表达

以浸润癌巢周围最明显, 说明他与肿瘤的浸润

密切相关[10]. MMP-9还能和VEGF协同作用参

与肿瘤血管的生成 [11].  研究发现M M P-9在胃

癌中的表达与肿瘤生长方式、浸润深度、淋

■应用要点
PTEN, MMP-9, 
Caspase-3各自都
可以作为胃癌诊
断和预后判断的
指标, 这在胃癌的
诊断和预后的判
断有指导价值, 并
对胃癌的手术方
案、放化疗方案
的选择及新药的
研究有提示作用.

     

表 1  胃癌PTEN, MMP-9和Caspase-3表达与病理因素的关系

病理因素                                n            PTEN n (%)          MMP-9 n (%)       Caspase-3 n (%)

浸润深度  浆膜下           15           13 (�6.7)      � (53.3)                  6 (40.0)

                 浸透浆膜           3�           15 (3�.5)b    33 (�4.6)a                 6 (15.4)

分化  高           1�           12 (63.2)    10 (52.6)                  � (42.1)

                 中           17           12 (70.6)    14 (�2.4)                  2 (11.�)

                 低           1�             4 (22.2)b    17 (�4.4)b                 2 (11.1)a

淋巴转移  无           2�           21 (72.4)    1� (62.1)                10 (34.5)

  有           25             7 (2�.0)b    23 (�2.0)a                 2 (�.0)a

远隔转移  无           42           26 (61.�)    31 (73.�)                10 (23.�)

  有           12             2 (16.7)a    10 (�3.3)                  2 (16.7)

TNM分期  Ⅰ+Ⅱ           26           20 (76.�)    16 (61.5)                10 (3�.5)

  Ⅲ+Ⅳ           2�             � (2�.6)b    25 (��.3)a                 2 (7.1)a

aP<0.05, bP<0.01.

图 3 Caspase-3在正常胃组织及胃癌中的表达. A: 正常胃组织中Caspase-3呈阳性表达(×400); B: 胃癌组织中Caspase-3呈

阴性表达(×400).

BA
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巴转移、病理分化、远隔转移及患者的不良

预后相关[12-13]. 我们发现, MMP-9在胃癌组织中

的表达率明显高于在正常胃组织中的表达, 并
随肿瘤病理分化程度的降低、浸润深度的加

深、淋巴转移的发生、临床分期的增高而增加

(P <0.05), 与文献报道相符, 提示MMP-9的高表

达与胃癌的发生、发展、侵袭与转移密切相关. 
MMP-9在胃癌组织中的表达与肿瘤的远隔转

移无相关性, 可能与样本量较小有关. 研究发现

PTEN能负性调控MMP-9而抑制细胞外基质和

基底膜降解, 抑制肿瘤浸润和转移[14-19]. 我们发

现, PTEN和MMP-9在胃癌组织中的表达呈负相

关(P <0.001, r  = -0.543), MMP-9的表达随PTEN
的降低而升高, 提示胃癌组织中PTEN表达的

缺失, 导致了对MMP-9的抑制作用降低, 而使

MMP-9高表达, 促进了肿瘤细胞的侵袭和转移. 
半胱氨酸蛋白酶(Caspase)家族是直接导

致细胞凋亡的蛋白酶系统, Caspase-3(cysteine 
protease p32 Yama, 又称CPP32, Apopain)是细

胞凋亡下游的关键蛋白酶[20-22]. Hoshi e t a l [23]

发现, Caspase-3在胃癌发生过程中表达下调. 
Leonardos et al [24]发现, Caspase-3的表达下调与

恶性肿瘤的浸润、转移和临床病理分期等生物

学行为特征密切相关, 并与肿瘤患者生存期的

缩短关系密切. 我们发现, Caspase-3在胃癌组织

中的表达率明显低于在正常胃组织中的表达, 
并随肿瘤病理分化程度的降低、淋巴转移的产

生、临床分期的增高而降低(P <0.05), 与文献报

道相符, 提示Caspase-3表达的降低与胃癌的发

生、发展密切相关. Caspase-3在胃癌组织中的

表达与肿瘤浸润深度及远隔转移无相关性, 可
能与样本量较小有关. 研究发现PTEN可通过上

调Caspase-3活性而促进细胞凋亡[25-28]. 我们发

现, 胃癌组织中PTEN与Caspase-3的表达呈正

相关(P <0.001, r  = 0.515), 且Caspase-3的表达随

PTEN的降低而降低, 提示PTEN基因表达的缺

失, 丧失了对Caspase-3活性的促进作用, 而降低

了其促进肿瘤细胞凋亡的作用, 导致癌细胞的

无限制生长. 
Riedel et al [29]发现, 在头颈部鳞状细胞癌

中Caspase-3和MMP-9的表达呈负相关, 且有统

计学意义. 我们亦发现胃癌组织中Caspase-3与
MMP-9的表达呈负相关(P <0.001, r  = -0.741), 
MMP-9的阳性表达率随Caspase-3的降低而升

高, 提示Caspase-3介导的细胞凋亡和MMP-9降
解细胞外基质和基底膜而促进的细胞迁移和侵

袭在胃癌的发生、发展中互相制约而共同起

作用. 
总之, PTEN, MMP-9, Caspase-3的表达在胃

癌的发生、发展和浸润转移过程中起重要作用, 
其作用途径和形式复杂且相互关联, 需要进一

步研究其作用机制及其对胃癌的预防、诊断、

治疗和预后判断的意义. 
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摘要
反流性食管炎确切的发病机制目前尚不明
确, 近年研究表明胃肠激素及气体信使分子对
食管运动有调节作用, 在反流性食管炎的发
生、发展中起着重要作用. 胃肠激素(血管活
性肠肽、胆囊收缩素、胃泌素、P物质、蛙
皮素、生长抑素、阿片肽、降钙素相关基因
肽、胃动素、一氧化氮、一氧化碳)与反流性
食管炎发病密切相关, 本文对此作一综述.

关键词�� 胃肠激素; 反流性食管炎; 食管下括约肌; 食

管下括约肌压力
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0  引言

反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)是指由于

胃与食管交界处抗反流屏障功能障碍而导致的

胃或十二指肠内容物反流入食管, 引起食管组

织黏膜损害. 李兆申 et al [1]调查显示, 1990-1999
年RE占内镜检查总数的2.02%, 而2000-2004年
比率上升至5.11%, 可见近年反流性食管炎发病

率有增高趋势. 其发病机制涉及食管胃交界屏

障减弱、食管壁清除降低及胃排空延迟, 引起

攻击因子反流, 刺激和损害食管黏膜[2]. 其中胃

食管交界异常引发反流的机制有: 一过性食管

下段括约肌松弛(TLESR); 食管下段括约肌压力

(LESP)降低; 食道裂孔疝所致的胃食管连接结

构的破坏. 一过性食管下段括约肌松弛是反流

性食管炎的最主要发病机制[3-8], 胃肠激素及气

体信使分子对食管运动有调节作用, 下面综述

几种常见的胃肠激素与RE的关系. 

1  提高食管下括约肌压力的胃肠激素

1.1 胃泌素(gastrin, GAS)  
1.1.1 GAS与食管下括约肌(LES) 可明显促进

LES的收缩, 促进食管平滑肌推进性蠕动.
1.1.2 GAS在RE患者血液中的变化 国内外有学

者用人工合成胃泌素iv观察正常志愿者或RE患
者的LESP, 结果显示胃泌素能明显增加RE患者

的LESP, 且与剂量大小呈正相关. 但李甫棒 et al [9]

研究胃食管反流病(GERD)患儿LESP明显下降, 
其血浆胃泌素水平与LESP无相关性. 由此推测

正常或略下降的胃泌素浓度对LESP影响不大, 
药理剂量的胃泌素能增加LESP, 而灌注抗胃泌

素血清, 则伴有基础LESP下降.
1.1.3 GAS在RE发病中的机制 有人认为胃泌素

对LES的兴奋作用可能是经节后胆碱能神经元

释放乙酰胆碱、对LES的直接刺激或经尼古丁

神经元等途径实现的. 但有学者测定卓-艾综合

症患者中的高胃泌素与LESP无明显关系, 故这

一矛盾的结果还需进一步的研究.
1.2 P物质(substance P, SP)  
1.2.1 SP与LES SP的生理作用可促进LES收缩和

胃肠平滑肌收缩、促进胃肠蠕动等.
1.2.2 SP在RE患者血液、组织中的变化 Allescher 
et al [10]研究显示, 用SP iv能升高负鼠的LESP, 其
促进LES收缩的强度明显超过乙酰胆碱, 阿托品

可减弱这一作用. 夏金荣 et al [11]研究显示, 不同

程度RE组的LES局部组织中SP含量明显低于无

食管炎组, 不同程度RE之间SP含量差异也有非

常显著意义, 随着RE程度的增加SP含量则逐步

降低. SP含量越低, LESP越低, 造成的食管反流

和食管黏膜损害就越严重. 
1.2.3 SP在RE发病中的机制 直接刺激胆碱能神

经元和作为非胆碱能兴奋性神经递质作用于

LES. RE患者中SP含量降低, LESP下降, 导致RE
的发生.
1.3 蛙皮素(bombesin, BBS)  
1.3.1 BBS与LES BBS的生理作用为中枢神经系

统的神经递质, 可刺激各种胃肠激素的释放、
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调节胃肠运动, 引起LES收缩.
1.3.2 BBS在RE发病中的机制 BBS通过增加蠕

动波振幅和收缩时程来影响食管体部的运动, 
不被阿托品、酚妥拉明等阻断[12]. 但也有人认为

BBS通过P物质的释放对LES的直接作用和对肾

上腺素能神经元释放去甲肾上腺素的间接作用

来引起LES收缩. 然而Aoki et al [13]却发现蛙皮素

相关肽Cerulein降低正常人LESP, 升高贲门失驰

缓症患者的LESP.
1.4 胃动素(motilin, MTL) 
1.4.1 MTL与LES  MTL促进LES收缩.
1.4.2 MTL在RE患者血液中的变化 Perd ik i s 
et al [14]发现胃动素浓度与LESP成正相关关系; 国
内真岩波 et al [15]也证实RE患者空腹血浆胃动素

水平下降, 其血浆胃动素浓度与LESP呈明显正

相关. 
1.4.3 MTL在RE发病中的机制 MTL作用于平滑

肌上的胃动素受体, 导致平滑肌收缩, 增加LESP. 
胃动素使LES收缩, 可被阿托品和六甲季铵阻

断, 说明节前和节后胆碱能神经参与此过程.

2  降低食管下括约肌压力的胃肠激素

2.1 血管活性肠肽(vasoactive intestinal polypep-
tide, VIP) 
2.1.1 VIP与LES VIP可能兼具激素、神经介质等

作用, 具有松弛胃肠道平滑肌, 抑制LES张力作

用.
2.1.2 VIP在RE患者血液中的变化 有人用VIP iv
小鼠时监测到LESP下降并呈剂量关系[16]; Ross-
tier et al [17]以VIP注入贲门失弛缓患者中, 观察到

LESP的下降, 患者的症状得以缓解; 有研究[18]显

示RE和Barrett食管患者血浆VIP水平较对照组

显著升高, 与LESP水平呈负相关; 王薇 et al [19]发

现RE患者LESP与LES组织中VIP浓度呈负相关.
2.1.3 VIP在RE发病中的机制 VIP作为调节LESP
的非肾上腺素能、非胆碱能神经的神经递质, 
在血浆中浓度升高时, 伴随LESP下降. 其可能

的机制, 直接通过VIP和(或)间接通过一氧化氮

(NO), γ-氨基丁酸(GABA)等来实现[20]. VIP与其

细胞膜上的受体特异性结合, 使细胞内cAMP含
量升高, 细胞Ca2+内流, 使一氧化氮合酶(NOS)的
Ca2+/CaM活化, 从而使NO合成增加, 通过刺激

NO产生而发挥其作用[21-22]. 有研究表明VIP的释

放部分依赖于NO的产生, 因为他能被L-NNA强他能被L-NNA强能被L-NNA强

烈抑制, 而NO因VIP作用于肌细胞而大量产生, 
他可被VIP的拮抗剂抑制. VIP通过诱导型NO合可被VIP的拮抗剂抑制. VIP通过诱导型NO合
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酶(iNOS)促进NO释放, 松弛胃肠平滑肌, 这种作

用具有组织和神经元特异性[23], 这均提示NO与

VIP的释放之间相互影响和相互作用, 两者共同

参与LESP的调节及RE的病理生理过程.与LESP的调节及RE的病理生理过程.LESP的调节及RE的病理生理过程.
2.2 胆囊收缩素(cholecystokinin, CCK)   
2.2.1 CCK与LES CCK使胃肠平滑肌兴奋和收缩

LES等.
2.2.2 CCK与LESP及TLESR 动物实验证实犬

静脉注入CCK对基础LESP无影响, 但是增加

T L E S R并有剂量依赖关系. 在犬胃膨胀之前

静脉注入CCK拮抗剂devazepide则可明显减少

TLESR.
2.2.3 CCK在RE发病中的机制[24] CCK在活体减

少LESP是通过内源性激素来实现的, 而内源性

CCK加强餐后胃食管反流是通过增加TLESR频
率和降低餐后LESP来实现的, CCK拮抗剂减少

TLESR是通过外周CCK-A受体途径实现的[25-26]. 
但Huang[27]认为CCK分子形式不同, 作用的受体

不同, 对LESP的影响也不同. 另有实验证明, 左
旋精氨酸甲酯(L-NAME)能使CCK诱发的TLF-
SR速率增加, 因此NO可能是CCK神经作用的一

种介质, CCK对LES的松弛作用可能与促进局部

神经释放VIP和NO有关.
2.3 生长抑素(somatostatin, SS) 
2.3.1 SS与LES 生理剂量的SS可刺激食管收缩, 
降低LESP, 并可抑制GAS, MTL等胃肠激素的分

泌.
2.3.2 SS在RE患者血液中的变化 Barrioz et al [28]

报道SS对正常人的LESP无影响, 但可显著增加

肝硬化食道静脉曲张患者的LESP而降低门脉

压. 许树长 et al [29]研究发现RE患者血浆SS明显

高于健康志愿者, 考虑为SS含量增加可能继发

于胃窦和十二指肠的低pH值, 增加的SS又可抑

制GAS, MTL等的分泌, 从而在RE的发病中发挥

作用.
2.3.3 SS在RE发病中的机制 在中枢神经系统SS
可作用于迷走神经运动核内受体5, 通过胆碱能

传入纤维作用于胃肠道, 也可通过其他神经元间

接作用于平滑肌来增加抑制性神经元活动. SS
选择性抑制LES中的兴奋性神经元、VIP, 抑制

蛙皮素但不抑制SP或乌拉胆碱引起的LES收缩. 
2.4 阿片肽(opioid peptide, OP)
2.4.1 OP与LES OP主要存在于中枢和整个胃肠

道, 胃肠道的OP主要为甲啡肽、亮啡肽和少量

强啡肽[30], 其作用的受体不同对LES产生的作用

不同.
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■创新盘点
本文重点从提高
和降低食管下括
约肌压力的胃肠
激素在血液、组
织含量的变化及
他们在反流性食
管炎发病中机制
的探讨两个方面
阐述了胃肠激素
与反流性食管炎
的关系, 以便了解
胃肠激素在反流
性食管炎发生、

发展中所起的重
要作用.

■应用要点
胃肠激素是调节
胃肠运动的重要
因 素 ,  研 究 发 现
胃肠激素与反流
性食管炎的发生
有一定的相关性. 
通过进一步的深
入研究将对反流
性食管炎的发病
机制、诊断、治
疗依据提供新思
路、新方法.
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2.4.2 OP在RE发病中的机制 阿片肽有四型受体:
σ, δ, μ, κ. 他只存在于环肌细胞, 纵肌没有阿片他只存在于环肌细胞, 纵肌没有阿片只存在于环肌细胞, 纵肌没有阿片

受体. 阿片直接作用于σ和δ受体促使乙酰胆碱

的释放, 使LES收缩; 作用于μ和κ受体抑制LES
收缩. 有研究证实吗啡可使LESP下降, 其拮抗剂

纳络酮可使LESP升高, Penagini et al [31]证实阿片

受体激动剂洛哌丁胺对RE的发生没有作用, 推
测吗啡通过中枢神经机制抑制TLESR.
2.5 降钙素基因相关肽(calcitonin gene-related 
peptide, CGRP)
2.5.1 CGRP与LES CGRP广泛分布于神经系统和

胃肠道组织中, 松弛LES. 
2.5.2 CGRP在RE发病中的机制 有学者[32]研究

负鼠食管平滑肌CGRP与LES的关系, 结果显示的关系, 结果显示关系, 结果显示

CGRP可松弛LES, 而其拮抗剂CGRP 8-37能抑

制外源性CGRP的作用, 认为CGRP直接作用于

LES使其松弛. 但Farre et al [33]研究显示CGRP对
猪的LES无松弛作用.
2.6 一氧化氮(nitric oxide, NO)
2.6.1 NO与LES 近年来的研究证实, NO为肠

神经系统中非肾上腺素能、非胆碱能神经

(NANC)的主要抑制性神经递质, 在食管神经肌

肉的调控中发挥重要作用[34], 由NOS介导生成. 
有人报道, 贲门失弛缓症患者LES内缺乏NOS[35]. 
还有研究表明, NO是重要的炎症介质[36]. 另有研

究显示, NO含量减少时, LESP升高[37]. 王薇 et al [19]

也证实LESP与NO呈负相关.
2.6.2 NO在RE发病中的机制[19] 一方面一氧化氮

可能是TLESR的启动因子[38-39], 激活鸟苷环化

酶, 使环磷鸟苷增加, 降低细胞内钙离子浓度或

对钙离子的敏感性, 引起肌肉松弛, 从而使LES
松弛; 另一方面使依赖cGMP的蛋白激酶活性上

升, 促使蛋白磷酸化使肌肉松弛, 从而使LES松
弛; 此外一氧化氮又是一种炎性递质, 可与超氧

化物反应产生过氧化亚硝酸盐, 后者可加速脂

类等化合物氧化反应, 引起食管炎症反应[40]. 一
氧化氮与血管活性肠肽的相互作用[41]: 研究发

现人类食管中NOS阳性的氮能神经元是VIP神
经元的5倍, 大约50% VIP阳性的神经元和神经

纤维同时存在NO和VIP, VIP通过释放平滑肌

的NO而起作用, NO作为信使分子对VIP的释放

及作用进行调解. VIP的释放能被NOS抑制剂

L-NNA强烈抑制, NO的产生也可被VIP拮抗剂

所抑制, NO因VIP作用于肌细胞而产生, 两者呈

正相关, 两者相互影响、相互作用, 共同参与RE、相互作用, 共同参与RE相互作用, 共同参与RE

的病理生理过程.
2.7 一氧化碳(carbon monoxide, CO)  
2.7.1 CO与LES Ny et al [42]研究猫LES时发现, 血
红素氧合酶-1(H O-1)仅在一些平滑肌散在分

布的非神经元结构中存在活性, 而在黏膜下神黏膜下神膜下神

经丛和肌间神经丛中均发现了血红素氧合酶

-2(HO-2)的免疫活性, 且与NOS及VIP有近50%
的重叠. 进一步的研究[43-45]还表明, 猪离体LES
在不同浓度一氧化碳的影响下呈现出明显的浓

度依赖性舒张, 并伴随着cGMP浓度的升高, 而 
cAMP浓度改变则不明显. 
2.7.2 CO在RE发病中的机制[46-47] 有学者认为CO
通过sGC-cGMP途径发挥舒张平滑肌效应, 此外

此效应在体外可被亚甲蓝所抑制, 推测可能是

阻滞了钙离子激活的钾离子通道所致, 提示CO
可通过调节细胞内钾离子外流发挥其效应. 而
Farre et al [33]研究猪的LES运动时认为, CO与VIP
在LES松弛中起次要作用, 主要是硝基能和嘌呤

能起主要作用. CO在LES中的作用还需进一步

探讨.
总之, 虽然关于胃肠激素在反流食管炎病理

生理过程中的作用做了大量的研究, 但要彻底

揭开他们与反流食管炎的关系还有待于进一步

的研究. 这必将有助于阐明反流性食管炎的发

病机制并为其治疗提供新思路、新策略. 
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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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摘要
消化道肿瘤为最常见的肿瘤之一, 随着人民生
活水平的提高和工业化城市化进程, 其发病率
和死亡率逐步提高, 因此胃癌, 结直肠癌的防
治日益受到重视. 除了遗传因素和环境因素
外, 消化道肿瘤与饮食、营养物质等密切联
系. 生物活性食物成份不仅满足人体必需的营
养物质, 而且可以影响身体健康状况. 目前研
究已表明, 生物活性食物成份中含有的抗氧化
维生素、硒、纤维素等对于消化道肿瘤具有
有效的防治作用. 现将对这些营养成份的作用
及其机制的研究进展作一综述.

关键词�� 生物活性食物成份; 消化道肿瘤; 维生素; 

硒; 纤维素
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0  引言

消化道肿瘤发病率高, 危害性大. 其中胃腺癌是

包括中国在内的亚洲国家中最常见的癌症[1]. 在
美国大肠癌患者5 a生存率仅为62%, 成为美国

第二大死亡病因[2]. 因此消化道肿瘤的预防和治

疗成为研究热点. 目前认为除遗传因素、环境

因素外, 饮食中的营养物质也与肿瘤的发生有

关[3-5], 其中叶酸、抗氧化维生素、微量元素硒

等可降低癌症的发生[6-7]. 将这种既能满足人体

必需的营养成份又有益于身体健康的食物成份

称为生物活性食物成份[8]. 通过研究生物活性食

物成份的作用机制可有效地预防肿瘤, 或与传

统的抗肿瘤药物合用以加强疗效. 

1  维生素

胃癌的发生与饮食有一定的联系, 其中就包括

维生素的摄入量[9-12]. 在一项中国舟山的病例对

照研究中发现高蛋白、高饱和脂肪酸、高胆固

醇的饮食者胃癌发生率较高, 而维生素A, 不饱

和脂肪酸及维生素C, 维生素E是胃癌发生的保

护因素[13-15]. Kim et al [9]发现饮食中高摄入植物

油、叶酸、抗氧化剂(维生素A, 维生素C, 维生

素E)是胃癌的保护因素. 对于H pylori感染者, 维
生素A, C, E的摄入量与胃癌发生率呈负相关, 当
长期大量摄入以上2种或3种维生素时, 这种负

相关性更明显. 因此鼓励H pylori感染者多摄入

抗氧化维生素. 
胃癌细胞中全反式维甲酸(ATRA)影响肿瘤

相关蛋白p62的表达[16-17]. 在实验细胞中p62多浓

缩于胞质基质, 经5 d 50 mmol/L ATRA处理后

细胞生长受抑制, 不仅p62表达下降, 蛋白也由

胞质易位至胞核. p62与IGF-Ⅱ mRNA结合表明

他可能参与IGF-Ⅱ mRNA转录后过程, 并调节

IGF-Ⅱ的表达使细胞增殖. 通常认为维生素A在

代谢、ATRA作用下通过视黄酸受体(RAR)与维

甲酸反应元件(RARE)介导基因转录[18], 目前存

在一定争议. Park及其同事研究维生素A在HCT-
15(ATRA敏感)、HCT-116(ATRA抵抗)癌细胞

株中的抑制能力, 未检测到维生素A代谢生成

的ATRA或活化的类维生素A类. 尽管HCT-116, 
WiDR细胞中有少量维生素A转变为ATRA, 却不

至于抑制细胞生长. 因此认为维生素A是通过新

的非依赖于RAR机制来抑制自细胞生长, 主要

是影响细胞周期, 而不是直接诱导凋亡、分化

和坏死. 既然维生素A与胃癌发生关系密切, 那
么其不同衍生物对胃癌影响有多大区别呢? 以
瑞士雌鼠为例, 用苯并芘诱发贲门癌, 同时比较

维生素A1、复合物及类胡萝卜素的抗癌效果, 
结果发现胡萝卜醇、维生素A2抗癌效果更甚, 
但其最佳剂量与肿瘤抑制的相关性还需进一步

实验证明[19]. 
对于结直肠腺癌, 血浆中维生素A、维生素

E浓度同样也有防治作用[20], 这种防治作用似乎

与性别有关, 男性患者效果更明显[21-23]. Wakai 
et al [22]检测了116例大肠癌患者血清中的微量元

®
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素, 发现男性血清中类胡萝卜素水平较高者发

病率较低, 女性中结果相反. 同时发现血清中维

生素A能降低男女性患病率, 而维生素E只对男

性明显. 目前维生素A及其代谢形式ATRA治疗

肿瘤已取得良好效果, 但却易引起“维生素A过

多综合征”、患者产生耐药性等. 为了克服这

些问题现已合成并实验了多种类视黄醇衍生物, 
5-羟基-11-O-水解菲(ⅡF)为其中之一[24]. 不同致

癌度下试验ⅡF在CaCo-2、HT-29细胞株内对细

胞生长、分化所产生的作用, 发现他不仅具有

更强的抗增殖效果, 并能诱导细胞分化, 故而表

明ⅡF可作为治疗结肠癌的药物之一. 
许多研究资料认为, 补充抗氧化剂不仅可

以降低消化道肿瘤的发生率, 而且可降低其死

亡率[25-27], 其效果与患者的基础疾病有关[28]. 对
于无烟酒嗜好者而言, 类胡萝卜素、维生素A还

可降低腺瘤性息肉复发[29]. 但也有研究表明抗氧

化剂(维生素A, 维生素E, 类胡萝卜素等)对胃肠

肿瘤无明显预防效果, 甚至使死亡率上升[30-31].

2  硒

大量资料表明, 在肠癌、肝癌高发地区, 土壤中

微量元素硒较一般地区为低. 硒是一种具有较

强抗氧化性的微量元素, 能防止DNA受损[32], 高
血清硒可减低缺硒人群中上消化道肿瘤的发

生[33-35]. 在对伊朗四省胃癌发病率与血清硒水平

的研究[36]中发现, 胃癌高发区Ardabil人群中血

清硒>90 mg/L仅有29%, 余省达到了100%. Ja-
cobs et al [37]在调查了1763为受试者后发现血清

硒含量高者患大肠腺癌风险较低. 在中国同样

有资料表明, 血清硒浓度与胃贲门癌、食管鳞

状细胞癌有关[38]. 
硒降低癌症发生率与细胞溶质中谷胱甘肽

过氧化酶(GPX1)有关. GPX1是含硒的抗氧化

酶, 当其位点上等位基因缺失后会诱发癌症. Hu 
et al [39]检测出肿瘤组织DNA的GPX1杂合子丢

失率达到42%. 此外, 含硒蛋白质SelP、胃肠道

GPX在正常人群的肠黏膜上表达比患者丰富,黏膜上表达比患者丰富,膜上表达比患者丰富, 
有种假设认为是SelP的下调释放部分Se以结合

GI-GPX, 抵抗活性氧簇(ROS)对DNA破坏, 增强

对细胞的保护 .  硒影响肿瘤形成的机制还包

括基因启动子的甲基化、多不饱和脂肪酸代

谢等[40]. 肿瘤形成过程中DNMT1表达增强, 出现

CpG岛的高甲基化, 导致甲基化表达紊乱, 硒可

抑制DNMT1在HCT116、HT29等各种细胞系中

的表达, 从而抑制细胞生长. 研究还发现硒与参

与结直肠肿瘤形成的脂肪氧化酶(LOXS)有关. 
环氧化酶COX1、COX2是前列腺素合成的

主要酶, 在近80%的大肠癌(CRC)患者中过度表

达. 人工合成的无机硒(p-XSC)在蛋白转录后调

节COX2活性, 显著降低APC小鼠肠道肿瘤形成, 
并与剂量相关, 加用二十二碳六烯酸(DHA)可
达协同作用[41]. COX的脂质产物PGE2通过表皮

生长因子受体(EGFR)介导产生诱癌作用. 硒蛋

氨酸可通过降低HCA-7等细胞中COX-2蛋白、

PEG2蛋白水平, 抑制HCA-7, HT-29, Caco-pcD-
NA, Caco-60四个结肠癌细胞系. 近几年COX2抑
制剂成为防治CRC的新途径. 免疫调节剂西妥

昔单抗是嵌合体IgG1单克隆抗体, 与EGFR高度

特异性结合阻断其配位体诱导的磷酸化. 当补充

硒后可提高西妥昔单抗在C R C患者中的疗

效[42]. Frank et al [43]将含硒酵母(200 mg/d)与塞来

考昔(400 mg/d)结合使用, 受试者随机分为2组
(含硒酵母+塞来考昔; 安慰剂+塞来考昔), 进行

为期6 wk实验研究, 检测2, 4, 6 wk受试者的血, 4, 6 wk受试者的血4, 6 wk受试者的血

样和毒性, 结果发现两组塞来考昔的血药浓度并

无显著差异, 试验组也无不适主诉. 用含硒复合

物处理被HCT-8, HT-29嫁接的无胸腺裸小鼠发

现硒不仅具有抗癌作用, 还能高度抵抗由化疗因

子引起的毒性作用[44]. 
大型随机化临床试验即流行病学研究表明

微量元素硒可降低结直肠瘤的形成[45-46], 但其防

治CRC的最佳剂量、起始时间、持续时间、潜

在危害以及性别差异尚无定论[47-48]. 其次, 尽管

硒的复合物用于临床防治具有广阔前景[49], 但有

些也具有一定副作用. 如研究发现Na2SeO3易使

胃黏膜损害、出血, 促进肠化生, 其机制可能与黏膜损害、出血, 促进肠化生, 其机制可能与膜损害、出血, 促进肠化生, 其机制可能与

壁细胞有关[50].

3  纤维素

纤维素可简单定义为食物中不被人体消化、吸

收的成份[51], 研究认为他能有选择性地促进人体

肠道中菌群的生长与活性, 并促进肠道蠕动. 绝
大多数可发酵的碳水化合物及部分寡糖就属于

这类物质[52]. 肠道菌群是结肠癌危险因素之一, 
通过食物纤维素改变其组成与代谢活性, 可使

大肠癌发病率降低[53-54], 作用效果与性别有关[55], 
Jacobs et al [56]发现男性更受益. 有研究证实长期

食富含纤维素者患大肠癌比低纤维饮食者降低

25%[57-58]. 其机制可能包括调节代谢活性和/或解

毒作用, 促进丁酸盐等短链脂肪酸生成以改变外

源性诱癌因素. 
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丁酸盐等短链脂肪酸可通过抑制组蛋白去

乙酰化来抑制细胞增殖、促进分化与凋亡 [59]. 
p21诱导的细胞生长抑制是通过组织蛋白高乙

酰化发生的: 一方面丁酸盐可抑制组蛋白去乙

酰化, 提高组蛋白乙酰化水平, 使稳定高表达的

p21基因抑制癌细胞生长; 另一方面在p21缺乏

的HCT116结肠癌细胞中, 丁酸盐无法通过改变

组蛋白乙酰化水平抑制细胞生长. 因此p21在丁

酸盐诱导大肠癌细胞生长过程中起着重要作

用[60-61]. 
有些文献认为, p21的过度表达与特定胃癌

病理有关, 癌细胞中p21的免疫活性在胃腺癌过

程中具有预测作用[62]. 丁酸钠(NaBT)能减低细

胞增殖使其在48 h内发生凋亡, Tsai et al [63]发

现NaBT诱导胃癌TMK-1细胞的凋亡与c-Myc, 
c-Jun, Bc1-xs蛋白有关. c-Jun蛋白的诱导先于

DNA断裂, NaBT能显著诱导c-Jun, Bc1-xs蛋白

水平, 并明显降低c-Myc蛋白水平. 此外根据对

β2相关基因表达的研究发现, 随着NaBT的增多, 
Bc1-xs蛋白水平也上升. 研究同样表明, 地塞米

松可降低NaBT作用. NaBT可诱导凋亡以抑制S
ⅡA胃癌细胞增殖, 该过程与细胞周期抑制因子

p21 Waf1/Cip1, p27Kip1及调节前体蛋白Bar、
Bak和Bik有关, 因而NaBT可作为胃癌诱导的辅

助因子[64-65]. 
现代分析技术发现纤维素还具有改变宿主

肠黏膜的功能. 然而也有些Ⅱ期、Ⅲ期实验发现

纤维素的补充对癌症的预防没有太大效果[66-67], 
甚至可使腺癌复发率上升. 

还有大量文献报道了叶酸、钙等可有效地

降低结直肠癌的发生[68-70]. 前者是通过影响DNA
甲基化的表达[71], 后者与患者维生素D的状态有

关[72-73]. 此外, 也发现牛乳、人乳中含有的a-乳
清蛋白在结肠腺癌细胞株中具有抗细胞增殖作

用[74], 但也影响部分人群的消化功能[75], 产生乳

糜泻等[76]. 
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摘要
肝转移瘤的早期诊断对患者生存时间的延长
至关重要. 由于双期扫描在病变定性方面的
不足, 一种新的CT灌注技术应运而生, 他是在
同层动态CT及图像处理技术基础上发展起来
的, 并逐渐被中外学者关注, 目前已成功地应
用于临床. 本文综述其基本原理、计算方法及
在肝转移瘤中的应用和成果. 
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恶性肿瘤严重危及人们的生存质量和健康状况, 
肝脏是恶性肿瘤最常见的转移器官, 如胃癌、

直肠癌、结肠癌发生肝转移的几率都比较高. 
肝转移瘤的早期诊断, 对患者的治疗和生存时

间的延长至关重要. 近年来, 螺旋CT三期扫描

是诊断肝转移瘤的主要手段. 但由于肝转移瘤

患者间血液循环时间存在差异, 许多患者的三

期扫描并不能真实地反映肝脏及病灶的血液动

力学改变, 造成诊断困难. 而CT灌注成像不仅

可较精确地分析计算出反映肝脏及病灶的动脉

以及门静脉供血情况的相关参数值, 而且还可

在毛细血管水平上反映组织血流动力学的改变, 
敏感地探测到微小病灶的存在. 

血流通过毛细血管网将携带的氧和营养物

质输送给组织细胞的过程, 被称为灌注[1]. 在一

定程度上能反映组织、器官的血流动力学状态

和功能情况. 通过影像学手段来直观显示活体

灌注过程和作定量或半定量分析的方法称为灌

注成像, 灌注成像技术, 代表着现代影像学从原

来的主要反映解剖形态学改变, 向着既能反映

宏观的大体形态, 又能揭示微观的代谢和功能

状态演变的一种发展趋势[2]. 灌注成像包括核医

学的单光子发射断层成像(SPECT); 正电子发射

断层成像(PET)以及新近发展的CT和MRI灌注

成像等[3-4]. CT灌注成像具有扫描时间短、空间

分辨率高、技术简单易行的特点, 在显示血流

改变的同时能够提供精细的解剖图像, 特别是

新近出现的多排螺旋CT技术, 使CT灌注成像显

示出了广阔的临床应用前景. 通过影像学手段

来直观显示活体灌注过程和作定量或半定量分

析的方法称为灌注成像(perfusion imaging)[5]. 灌
注成像技术代表着现代影像学从原来的主要反

映解剖形态学改变, 向着既能反映宏观的大体

形态, 又能揭示微观的代谢和功能状态演变的

这样一种发展趋势. 单光子发射断层成像及正

电子发射断层成像虽然也是依据核医学的理论, 
但是, 两者存在着一定差距. 放射性核素成像

(SPECT和PET)均存在着空间分辨率低, 操作程

序复杂和检查时间长等不足. SPECT主要缺点

在于不能计算血流参数的绝对值. PET检查费用

昂贵,普及范围窄. 而CT灌注成像具有扫描时间

短、空间分辨率高、技术简单易行的特点, 在
显示血流改变的同时能够提供精细的解剖图像, 
特别是新近出现的多排螺旋CT技术, 使CT灌注

成像显示出了广阔的临床应用前景[6]. 

1  CT灌注成像的原理

CT灌注成像是指在静脉注射对比剂的同时对选

定的层面行同层动态扫描, 以获得该层面内每

一像素的密度随强化时间而演变的曲线, 称为

时间/密度曲线(time density curve, TDC), 横坐

标为时间, 纵坐标为注药后增加的CT值, 所反映

的是对比剂在该器官中浓度的变化, 进而间接

反映组织器官内灌注量的变化. 利用不同的数

学模型, 可根据该曲线计算出BF[在单位时间内

流经一定量组织血管结构的血流量, mL/(min• 
mL-1)], BV指存在于一定量组织血管结构内的

血容量(mL/g); 血液流经血管结构(包括动脉、

毛细血管、静脉窦、静脉)时, 所经过的路径不
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同, 通过时间也不相同, 因此用MTT(mean transit 
time)表示[7-8]主要反映的是CT对比剂通过毛细

血管网的时间. 对获得的参数进行图像重组和

伪彩染色处理, 又能得到血流灌注图、血流容

积图、对比剂平均通过时间图和对比剂峰值时

间图等, 以此来全面评价组织器官的灌注状态. 
CT灌注成像使用的数学模型主要有两种:非

去卷积模型(non  deconvolution model); 去卷积

模型(deconvolution)[9]非去卷积模型是指对比剂

蓄积的速度等于动脉流入速度减去静脉流出速

度, 因此在某一时间段内组织器官中对比剂的含

量等于在该段时间内动脉流入量减去静脉流出

量. 该模型利用对比剂首过状态下(first pass)是
指对比剂由动脉进入毛细血管到达静脉之前的

一段时间内, 没有对比剂进入静脉再次循环的现

象, 可忽略静脉流出的假定, 在没有对比剂外渗

的情况下, 获得增强的TDC, 并计算BF, BV, MTT
等参数[10-11]. 去卷积数学模型概念复杂, 根据实

际情况综合考虑了流入动脉和流出静脉的血液

进行数学计算处理, 主要反映的是注射对比剂后

组织器官中存留的对比剂随时间的变化量, 因此

较真实地反映组织器官的内部血液动力学情. 二
者相比, 非去卷积数学模型概念相对简单, 便于

理解, 但易低估BF, 且注射对比剂时要求注射流

率大(8 mL/s), 增加了操作难度和危险性[12]. 去

卷积数学模型计算偏差小, 注射速度要求不高(
一般4-5 mL/s)[13], 但需要采集数据的时间较长, 
对于易受呼吸运动影响的部位, 获得成功的技术

难度较大. 目前去卷积法的应用日趋广泛. 使用

去卷积数学方法计算, Bell et al [14]对肾、脾CT灌
注研究表明注射对比剂剂量越小, 计算的BF值
越准确.

2  肝脏CT灌注成像的扫描方法

肝脏灌注扫描有别于常规增强扫描方式, 他是在

扫描床不动的情况下, 对感兴趣区行同层动态扫

描若干次[15-16]. 扫描前训练患者的呼吸, 患者扎

腹带以减少呼吸运动的影响. 注射对比剂剂量越

小, 计算的血流量(BF)值越准确, 但为了保证增

强后的图像具有良好的信噪比, 对比剂的剂量

不应少于50 mL[17]. 注射速率要求低, 一般为3-4 
mL/s[18]. 经肘前静脉注射, 静脉穿刺, 应一次性穿

刺成功, 尽量选择较粗大静脉, 注射方向应与静

脉回流一致, 使用18-21G穿刺针[19]. 扫描参数: 先
进行常规CT平扫, 确定灌注扫描的层面. 感兴趣

层面通过第一肝门或病灶的最大层面. 连续扫描

35-40次, 层厚5-10 mm, 可选管电压120 kV, 管
电流150-300 mA[20]. 可根据不同器官的血流动

力学不同而采用不同的扫描间隔时间, 国内腹

部扫描时, 要求训练患者憋住气, 以保证图像质

量. 图像后处理: 首先, 要选择好输入动脉和输

出静脉. 腹主动脉被确定为输入动脉, 肿瘤引流

方向的门静脉被确定为输出静脉, 通过灌注软

件计算出CT灌注图像. 其次, 兴趣区(ROI)的选

择也很重要, 应仔细划定兴趣区, 其中主动脉和

门静脉取圆形感兴趣区; 肝脏和脾脏的感兴趣

区沿脏器边缘绘制, 肝脏的感兴趣区主要包括

扫描层面肝叶的大部分, 并避开肝脏内的大血

管影, 脾脏的感兴趣区包含每一层面的整个脾

脏. 所选取感兴趣区的边缘均距脏器边缘1 cm
左右, 以避免部分容积效应. 另外还要选择面积

大的ROI以减少光子噪声. 可进行阈值定义, 如
将CT值定义在0-300 Hu以去除骨、脂肪、空气

等组织的图像[21]. 在同一序列原始图像上, 同一

器官或病灶的ROI应尽量一致. 分析ROI在不同

时间点的CT值变化并利用专门的软件处理即可

得到各种灌注参数. 通过定义彩色灰阶的方法, 
可以直观地显示局部灌注的异常. 最后, 分析所

有动态图像以得到一系列CT灌注参数图, 图像

均可以彩色显示, 以突出病变区域的对比度. 在
所得的各灌注图上可分别测量感兴趣区的血流

量等参数, 并可进行定量, 半定量分析和数据统

计分析. 
在肝脏CT灌注成像中, 注入对比剂后, 肝

脏CT值增加首先来自肝动脉血的对比剂, 然后

是门静脉, 只有在快速扫描的基础上, 才能显示

肝脏的这种增强模式. 区分出肝动脉和门静脉

成分, 并对其分别进行评价. Miles et al以脾增

强高峰出现为界, 把肝脏增强分为肝动脉期和

门静脉期[22], 其灌注参数如下: (1)肝动脉灌注

量(HAP)= 脾峰值增强前的肝脏时间密度曲线

(TDC)最大斜率/最大主动脉CT增加值. (2)门静

脉灌注量(HPP)=脾峰值增强后的肝脏时间密度

曲线(TDC)最大斜率/最大主动脉CT增加值.

3  CT灌注成像在肝转移瘤中的应用

肝转移瘤的血供与正常肝脏有很大的不同, 肝
脏具有独特的双重供血, 其血供的20%-30%来

自肝动脉系统, 70%-80%来自门静脉系统, 而
肝脏恶性肿瘤, 包括高血供的转移瘤及原发性

肝癌, 大多由肝动脉供血, 肝动脉灌注量(HAP)
增加, 一般>0.25 mL/(min•mL-1)[23]. 良性肿瘤大

■研发前沿
研 究 热 点 :  G E 
Light speed 16层
螺旋CT扫描与单
排或双排螺旋CT
相比, 具有扫描速
度快, 扫描层面薄
的特点. 
研 究 重 点 :  肝 脏
CT灌注成像 ,  以
往肝脏灌注研究
中, 主要集中于肝
癌和肝硬化的血
液动力学的研究, 
对肝转移瘤方面
的报道较少, 而肝
转移瘤的定性诊
断对患者的生存
至关重要. 
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■应用要点
严格按照扫描方
法的步骤进行, 包
括对比剂的剂量,
注射流率扫描条
件等, 可以把灌注
顺利完成, 同时获
得满意的图像. 

■名词解释
1 灌注: 是指血流
通过毛细血管网
将携带的氧和营
养物质输送给组
织细胞的过程. 
2  C T 灌 注 成 像 : 
是指在静脉注射
对比剂的同时对
选定的层面行同
层动态扫描, 以获
得该层面内每一
像素的密度随强
化时间而演变的
曲线,称为时间/密
度曲线. 

多不由肝动脉供血, HAP多正常. 肝动脉灌注

量(HAP)增加对诊断肝脏恶性肿瘤的敏感性为

82%, 特异性为63%. 肝硬化的HAP也增加, 但
多伴有脾脏灌注增加[24], 而肝脏恶性肿瘤多数

不伴有脾脏灌注的增加[10]. 肝脏恶性肿瘤的门

静脉灌注量(HPP)与良性肿瘤数值相近, 平均

0.37 mL/(min•mL-1), 但变化幅度较大, 可呈异常

高值, 或异常低值. 转移瘤周边部分的肝动脉灌

注较中央部分高, 而其邻近正常肝组织肝动脉

灌注较低, 如果邻近肝组织肝动脉灌注升高, 则
提示邻近肝组织可能已发生恶变. 有转移瘤的

肝脏, 形态看似正常的区域, 其血流动力学可能

已发生改变, 即HAP及HPP升高[25]可能与以下原

因有关, 肝内存在微小转移灶, 这些转移灶可能

因为太小而在常规CT或MRI上均不能显示[26]. 
总之, 超声, MRI等影像学检查能反映出肿

瘤的大体形态学特点, 并由此作出可能的定性

诊断[27], 但是对肿瘤血供的观察仍有其局限性, 
不能全面准确反映肿瘤的血流动力学改变[29-30]. 
而CT灌注成像易于与患者的常规CT检查融为

一体, 根据病灶强化类型, 可初步了解病灶的血

供情况. 有助于制定出介入治疗方案和判断介

入治疗的效果. 一次CT检查就可以同时获得形

态和功能两方面的信息, 使我们有可能早于形

态学变化之前, 发现肝转移病灶并评价各种治

疗手段对肝脏血流动力学的影响.
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2006上海中日早期胃肠肿瘤国际研讨会通告

本刊讯 由上海市胃肠肿瘤重点学科、日本早期胃癌检诊协会、上海交通大学瑞金医院消化肿瘤学科群共同

主办 “2006上海中日早期胃肠肿瘤国际研讨会”将于2006-11-09/11在上海召开. 

1 会议内容

由日本及香港专家主讲: 功能性消化不良和早期胃癌的临床识别; 根除H pylori预防胃癌研究; 内镜诊断早期胃

癌的深度及组织学类型; 早期胃癌EMR、ESD及外科手术治疗; 早期胃癌和大肠癌标本处理及病理检查规范

及国际共识意见; 大肠锯齿状腺瘤、大肠癌及新生癌的诊断, 外科手术及综合治疗. 

     由中国专家主讲: 放大内镜诊断早期胃癌; 中国早期胃癌临床现状及前景; 胃肠肿瘤腹腔镜治疗; 大肠侧向

生长型肿瘤诊治; 大肠癌早期诊断及筛查; 胶囊内镜、双气囊小肠镜及小肠超声内镜诊断小肠肿瘤及临床评估.

 

2 征文

征文内容包括胃癌、大肠癌、小肠肿瘤基础研究、流行病学调查, 早期胃肠癌诊断及治疗. 论文(电子版)

按中华消化杂志格式书写附500字以内中文摘要, 欢迎网上投稿. 截止日期: 2006-08-10. 来稿寄至: 上海市

瑞金二路197号上海瑞金医院消化科 汤美萍 (请写明2006胃肠肿瘤大会稿件), 邮政编码: 200025. 联系电话: 

021-64370045-665246, E-mail: wuyunlin1951@163.com.

会议将授予国家继续教育Ⅰ类学分8分.
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EGCG和染料木黄酮在肿瘤细胞信号传导中的作用

靳西凤, 冉志华

靳西凤, 冉志华, 上海交通大学医学院附属仁济医院 上海市
消化疾病研究所 上海市 200001
通���������������� 冉志华, 200001, 上海市, 上海交通大学医学院附属仁
济医院, 上海市消化疾病研究所. violetmoodee1210@126.com 
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摘要
表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin-
3-gallate, EGCG)和染料木黄酮是两种天然的
食物组份, 具有多种抗癌功效, 其抑制肿瘤发
生的途径一直备受关注. 两者均可抑制特异的
酪氨酸激酶(RTKs)及其相应的下游信号通路
RAS/MAPK和PI3K/AKT途径, 从而发挥其抗
肿瘤作用. 近年来, 两者在临床研究方面也有
较大的开展, 但需相关的临床实验研究来确定
其最佳剂量、方案、毒性和临床效率, 以便达
到临床的最优化治疗.

关键词�� 表没食子儿茶素没食子酸酯; 染料木黄

酮; RTK超家族; HER家族; RAS/MAPK; PI3K/

AKT

靳西凤, 冉志华. EGCG和染料木黄酮在肿瘤细胞信号传导中的
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0  引言

表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin-3-
gallate, EGCG)是绿茶茶多酚中的一种单体成

份. 染料木黄酮(genistein)是大豆异黄酮的一种, 
以游离形式存在. 两者对不同的癌细胞系的生

长、增殖均具有抑制作用. 现对 EGCG和染料木

黄酮在干扰信号传导方面进行综述, 主要介绍2
条涉及酪氨酸激酶并与细胞的凋亡和存活密切

相关的通路: (1)RAS/MAPK信号通路; (2)依赖

磷酸肌醇(PI3P)的PI3K/AKT细胞存活信号通路. 

1  HER超家族及其信号传导途径

1.1 HER家族 膜相关RTKs借助于特异的受体

位于膜的表面, 在细胞的生长、增殖、分化等

过程中起重要的调节作用 ,  并与肿瘤的发生

密切相关. EGFR(erB1)、HER2(neu/erbB2)、

HER3(erbB3)和HER4(erbB4)同属Ⅰ类受体酪

氨酸激酶(RTK)超家族, 通常称为HER家族[1]. 
EGFR可与TGFa, EGF等其他配体结合得以活化, 
但并未发现有HER2的特异配体[1]. 与配体结合

引起受体同二聚化和异二聚化, 并活化受体酪

氨酸激酶, 使酪氨酸残基自身磷酸化, 并启动细

胞内的级联信号通路. HER2是erbB家族其他成

员优先选择的异二聚体配体[1]. 
1.2 RAS/MAPK通路及PI3K/AKT信号通路 在
各种外在刺激的作用下RAS/MAPK均可被激

活, 激活后的RT K s在这条信号通路中起着重

要的作用. 活化后的RTK激活衔接蛋白(adaptor 
protein)Grb2, Shc和Sos, 然后激活RAS, 活化

后的Ras蛋白可进一步活化Raf1蛋白, 这反过

来又激活MEK1/2, 活化后的MEK1/2再磷酸化

ERK1(p44MAPK), ERK2(p42MAPK)[2]. 除ERK1/2信
号通路, JNK1/2/3和p38α/β/γ信号通路作用也各

不相同. 这些信号通路相互独立, 又有共同之处[3]. 
现在普遍认为, ERK通路, JNK通路和p38通路

之间的平衡决定了细胞的命运. MAPKs(ERK, 
J N K, p38)一旦被激活后就能够磷酸化E L K, 
c-jun和AP-1等转录因子[3-4]. PI3K是erbB家族

的又一个效应子. 丝/苏氨酸激酶与P I3K相互

依存、相互影响而得以激活. 其中能使PI3Ks
发挥作用关键的丝/苏氨酸激酶就是蛋白激酶

B(PKB, 或叫做AKT). PI3K被活化后, 合成第

二信使PIP3, PIP3是募集和磷酸化膜表面丝氨

酸/苏氨酸激酶B(PKB, 或叫做AKT)所必要的. 
AKT可直接磷酸化Bad, 增强Bcl-xL的抗凋亡功

能[5], 同时他也可抑制Caspase-9的催化活性来阻

抑凋亡的进程[6]. 而且, AKT通过活化NF-κB可
提高细胞的生存. RAS/MAPK和PI3K/AKT信号

通路在很多肿瘤中失调, 因此作用于以上信号

通路在癌的预防和治疗将是一个有效的策略[7-8]. 
激活蛋白-1(AP-1)和核因子-κB(NF-κB)分别是

Ras/MAPK和PI3K/AKT信号通路下游的重要调

节子. AP-1是一个复杂的二聚体, 包括Jun和Fos. 
生长因子、细胞因子、癌蛋白诱导AP-1复合体

结合到TRE序列(位于基因启动子区域), 在细胞
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■背景资料
E G C G是茶多酚
抑制肿瘤最重要
的成分, 研究中证
实E G C G在体内
可广泛分布于皮
肤、食管、胃、

肠 、 肝 脏 、 胰
腺、前列腺等多
个组织及器官, 并
且没有毒副作用. 
因此E G C G作为
一种安全有效的
肿瘤抑制药物正
在受到越来越多
的关注, 而被进一
步用于肿瘤的化
学预防及辅助治
疗. 染料木黄酮在
大豆中的含量高, 
较易供应, 可为预
防癌症的有力工
具. EGCG和染料
木黄酮在某种程
度上抗肿瘤作用
类似. 两者均可抑
制特异的酪氨酸
激酶(RTKs)及其
相应的下游信号
通路RAS/MAPK 
和PI3K/AKT途径
最终抑制AP-1和
NF-κB活性, 从而
起到抗肿瘤细胞
增殖及促凋亡作
用.



增殖、生存、发育分化和转化中起着重要的作

用. AP-1的功能性活动同肿瘤诱发和恶化都存

在关联. NF-κB与家族Rel有较强的同源性, 合称

NF-κB/Rel家族. 大多数细胞中, p65和p60是NF-
κB活性形式的重要成份. 通常所说的NF-κB和

Rel/NF-κB家族即为p50/p65. AP-1和NF-κB的活

化能够独立也可协同调节特异靶基因的表达.

2  信号传导

2.1 EGCG EGCG可通过抑制肿瘤细胞HER家

族的3个成员: EGFR, HER2和HER3的及其下游

信号分子的活化并使其发生细胞周期阻滞, 诱
导其凋亡. EGCG抑制EGFR活化及EGFR依赖

性ERK1/2和AKT的活化. 同时伴随下游底物

(p90RSK, FKHR, BAD)磷酸化水平降低. 这些变

化同p53、p21(WAF-1)和p27(Kip-1)水平的增加, 
Cyclin E蛋白水平及CDK2激酶活性的降低有关. 
因此细胞发生G1期阻滞. 持久的EGCG处理则导

致凋亡细胞死亡. 除通过抑制EGFR发生作用外, 
EGCG可直接抑制ERK1/2和AKT, 因此EGCG可

同时在多重水平抑制EGF-依赖性信号通路, 但
是EGCG的抑制是选择性的, 并不抑制JNK的活

化. 以上提示: EGCG选择性抑制EGF-依赖性激

酶来抑制细胞增生[9]. HER2的过表达同乳腺癌

的发展及预后相关. EGCG抑制小鼠乳房肿瘤

病毒(MMTV) N639的细胞生长. 因为EGCG抑

制了基底Her2/neu受体酪氨酸磷酸化, 因此经, 因此经因此经

由Her2/neu/PI3K/AKT/NF-κB信号通路来抑制

其信号传导. EGCG同样抑制SMF和Ba/F3 2+4
细胞中的基底受体磷酸化, 因此对EGCG对于

那些her2/neu过表达的肿瘤辅助治疗有重要的

作用[10], 此类报道也见于头颈鳞状上皮细胞癌

(HNSCC)等的研究中[11]. EGFR和HER2蛋白在

结肠癌细胞中而不是正常胎儿结肠细胞(FHC)
中过表达并持续性激活. EGCG和poly E(去咖

啡因绿茶儿茶素混合物制剂)两者都优先抑制

结肠癌(Caco2, HCT116, HT29, SW480, SW837)
细胞而非正常胎儿结肠细胞的生长, 同EGFR和
HER2蛋白的磷酸化形式减少及ERK和AKT磷
酸化水平降低有关. 两者也抑制AP-1, c-fos, NF-
κB和Cycl in D1启动子的转录活性, 进而活化

Caspase3和Caspase9, 通过线粒体途径诱导肿瘤

细胞凋亡, 并使细胞发生G1期阻滞[12]. 另有试验

证实EGCG可同时抑制EGFR, HRE2和HER3活
化. HER3在SW837结肠癌细胞高度表达, EGCG
干预SW837结肠癌细胞后, 使EGFR, HRE2和
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HER3磷酸化水平降低, 同时降低下游信号蛋白

Erk和Ak的磷酸化, 伴随COX-2蛋白和其mRNA
水平的降低, 进而诱导肿瘤细胞凋亡. 基因分析

显示: EGCG抑制COX-2, AP-1, NF-κB的启动因

子活性[13]. 总之, 以上试验中EGCG对信号分子

的作用解释了其抗增殖及促凋亡作用. 
EGCG抑制胰岛素生长因子-1(IGF-1)是其

抑制RTK相关信号通路的一个例子. IGF/IGF-1R
体系, 包括胰岛素生长因子IGF, 胰岛素生长因

子-1受体(IGF-1R)和胰岛素生长因子-1结合蛋白

(IGFBPs)蛋白. 他们在直肠结肠癌的发展中起着他们在直肠结肠癌的发展中起着们在直肠结肠癌的发展中起着

重要的作用. IGF-1R蛋白在结肠癌细胞caco-2, 
HT29, SW837和SW480高度表达, 并在SW837和
SW480细胞处于组成性活化状态. EGCG干预结

肠癌细胞后引起IGF-1R受体磷酸化(活化)形式

的减少, 使IGF-1蛋白及其mRNA水平降低, 但是

增加IGFBP-3蛋白和其mRNA水平. EGCG使水

解IGFBP-3的MMPs-7, MMPs-9的mRNA的水平

降低, 同时升高诱导IGFBP-3的TGF-β2的表达. 
因此, EGCG作为受体酪氨酸激酶家族的抑制者

参与了抗细胞增生作用[14]. 近来研究表明, 给予

转基因鼠口腔灌注茶多酚, 可抑制前列腺癌发

展和恶化, 这与其降低IGF-1水平, 减弱下游信

号分子AKT和ERK活性及降低VEGF, MMPs-2
和MMPs-9水平相关[15]. MMPs的过表达同肿瘤

细胞的侵袭及转移密切相关. EGCG可通过促分

裂原活化蛋白激酶依赖性途径来抑制MMP-2, 
MMP-9表达. 例如EGCG抑制佛波酯肉豆蔻酸

酯(或盐)(PMA)诱导的人胃癌细胞(AGS)侵袭及

MMP-9的表达, 并呈现剂量依赖性方式, 而且

EGCG可降低其MMP-9的转录活性. 这是因为

EGCG阻断ERK, JNK和p38的活化并抑制其相应

下游基因AP-1和NF-κB的活性[16-18]. 但是EGCG
以剂量和时间依赖性方式增加细胞内外MMP-7
酶原的水平, 并明显上调其mRNA的表达. 这是

其通过活化JNK1/2诱导产生的, 与ERK1/2和p38 
MAPK活性无关. 同时可诱导c-Jun磷酸化, 增加

AP-1的DNA结合活性. 但超氧化剂物歧化酶等

可中断EGCG诱导的MMP-7酶原的产生[19].  
最后, EGCG通过抑制EGFR相关性信号转

导通路分子可抑制VEGF的产生, 从而抑制肿

瘤血管发生[20]. EGCG通过抑制VEGF-诱导的

AKT的活性和VE-钙黏蛋白磷酸化来抑制内皮黏蛋白磷酸化来抑制内皮蛋白磷酸化来抑制内皮

血管的形成[21]. 此外, EGCG也可抑制IL-8的产生

进而抑制肿瘤血管的形成. 在对人脐静脉内皮

细胞(HUVECs)的研究中发现: EGCG明显抑制

www.wjgnet.com

■研发前沿
E G C G 和染料木
黄酮在临床应用
方面也得到了较
大的开展, 许多人
工合成类似物已
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研究. 发展同其他
抗 ( 肿 ) 瘤 剂 的 协
同作用, 提高肿瘤
预防和治疗的效
率是两类药物未
来研究的重点.
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VEGFR2同VEGF复合体的形成, 使PI3K激酶活

性呈现剂量依赖性降低, 降低NF-κB与DNA结

合活性, 使IL-8 mRNA及蛋白水平降低, 使有丝

分裂减弱进而影响血管的形成[22]. EGCG通过抑

制以上两条信号转导通路在不同的肿瘤细胞系

中还有其独特的作用. 脂肪酸合酶(FAS)是脂肪

形成的关键酶, 在乳腺癌细胞(MCF-7)中高表达. 
EGF可提高其表达水平. 但是EGCG可同时抑制

其蛋白水平和mRNA水平发生. 这是因为EGCG
抑制AKT的活化, 阻断Sp-1结合到其靶区. 由此

可知: 茶多酚通过下调EGFR/PI3K/AKT/Sp-1信
号通路抑制FA S表达 ,  同时抗乳腺癌细胞增

殖[23]. 此外, EGCG也可通过增强PI3K/AKT信号

通路抑制糖原合成酶 (G S K)对神经细胞发挥

保护作用[24-25]. 
2.2 染料木黄酮 染料木黄酮的抗氧化性和抗增

殖是其抗癌效果的主要原因, 而且他在大豆中他在大豆中在大豆中

的含量高, 较易供应, 因此染料木黄酮可为预防

癌症的有力的工具. 染料木黄酮通过调节细胞

信号转导通路抑制乳腺癌、肠癌、肺癌、白血

病、前列腺癌等多种癌细胞的生长. 生长因子

受体的PTK活性在细胞促有丝分裂信号转导过

程中起重要作用. 一旦生长因子受体PTK活性

受到抑制, 就会影响到促有丝分裂的转导, 从
而抑制细胞增殖. 染料木黄酮可显著抑制酪氨

酸受体超家族成员及其下游信号分子. 而且染

料木黄酮是公认的酪氨酸激酶抑制剂. 在转基

因鼠模型(TRAMP)前列腺癌中, 染料木黄酮可

明显下调其RTKs、EGFR和IGF-1R活性, 也降

低下游效应分子ERK1/2磷酸化水平, 从而抑制

肿瘤细胞增生[26]. 染料木黄酮下调的酪氨酸激

酶相关蛋白、EGFR、IGF-1R及下游的MAPK 
ERK1/2为其在前列腺癌的化学预防方面提供了

一个新的机制. 此外, 染料木黄酮可下调HER-2/
neu, HER3和HER4介导的下游信号传导通路

分子如AKT等, 发挥其抗肿瘤作用[27-28]. 另有试

验证实: 染料木黄酮通过抑制IGF-1R进而抑制

PI3K/AKT信号通路来抑制结肠癌细胞HT-29和
Caco-2增殖并诱导其凋亡. 染料木黄酮降低IGF-
1R蛋白水平而非ErbB2和ErbB3蛋白水平, 染料

木黄酮并不改变胰岛素受体底物1(IRS-1), PI3K
的p85调节亚单位或AKT蛋白水平, 但是降低

IGF-1R, IRS-1和AKT的磷酸化水平, 同时使募集

到IGF-1R的p85调节亚单位减少[29]. 
虽然多数学者认为染料木黄酮对PTK活性

的抑制作用是其抗癌效应的重要分子机制, 但

是染料木黄酮的抗肿瘤细胞增殖效应并非都是

通过抑制PTK活性实现的. 有人在对前列腺细胞

DU-145的研究中证实, 染料木黄酮并不阻断其

表皮生长因子受体(EGF-R)的自身磷酸化[30]. 染
料木黄酮也可同时抑制AKT和MAPK下游信号

分子NF-κB、AP-1来发挥抗肿瘤作用[31]. 有人在

对乳腺癌的研究中发现, 染料木黄酮抗增殖促

凋亡作用在某种程度上是通过下调AKT和NF-
κB通路实现的. 凝胶移动检测显示: 乳腺癌细胞

被转染有AKT cDNA后, NF-κB的DNA结合活性

被其诱导. 因此NF-κB和AKT信号通路间存在交

叉会话. 染料木黄酮干预后可抑制EGF和AKT诱
导的NF-κB的活性. 由以上可知: 染料木黄酮引

起的NF-κB的失活是由AKT信号通路介导的[32]. 
此外, 染料木黄酮也可通过抑制ERK进而抑制

AP-1活性诱导乳腺癌细胞凋亡, 并使其发生细

胞周期阻滞[33]. 
此外, 体外试验还发现, 染料木黄酮可提

高某些药物的抗癌效果. 这也是其通过抑制不

同的信号传导途径实现的. PI3K途径控制结肠

癌细胞的存活及其药物耐药性 .  P I3K抑制剂

(LY294002)除阻断AKT的磷酸化外, 可使细胞内

阿酶素浓度增加3倍, 并以竞争性方式抑制药物

的输出. 而染料木黄酮抑制药物流出效率类似

于LY294002. 因此染料木黄酮可以用来辅助治

疗耐药性肿瘤[34]. 染料木黄酮也可应用于放疗

的辅助治疗. 如染料木黄酮可增强食管鳞状细

胞癌细胞对放射的敏感性, 这也是其通过抑制

p42/p44ERK, AKT/PKB生存信号通路实现的[35]. 
其他学者也证实染料木黄酮联合化疗药物是高

表达EGFR的肿瘤的潜在治疗策略[36].

3  EGCG和染料木黄酮在临床方面的应用

EGCG和染料木黄酮在临床应用方面也取得了

很大的进步 .  梅奥诊所开展的临床试验证实: 
EGCG诱导大部分慢性淋巴细胞性白血病(CLL)
患者的白血病B细胞凋亡细胞死亡. 在公开此发

现后, 4例慢性淋巴细胞性白血病患者开始自愿

服用茶多酚制剂, 并有客观的临床表现, 而且其

中的3例患者符合部分标准反应标准. B细胞性

恶性肿瘤的患者偶尔可有自发的缓和和退化的

症状, 但这种事件很少见. 这几例患者在临床、

实验室或/和X线照片影像学进展方面均较为稳

定. 因此, 在其被广泛推荐使用前, 需要临床实

验来确定其最佳剂量、方案、毒性和临床效率, 
以便达到临床的最优化治疗[37]. 

■同行评��
本文选题明确, 较
详细的列出将文
献中研究结果, 所
引用的参考文献
较新, 内容有一定
的科学参考价值.
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现在临床上应用的许多药物是染料木黄酮

的合成类似物, 如phenoxodiol. 他是新一代的抗

肿瘤药物, 可调节多条信号转导通路, 并诱导肿

瘤细胞凋亡[38]. 他在治疗卵巢癌和前列腺癌方面

前景较好[39-41], 同时也具有治疗许多其他实体瘤

和血液科相关肿瘤的潜能. phenoxodiol现在在美

国和澳大利亚已被开发到Ⅱ期实验阶段, 以治

疗晚期癌症.   
总之, EGCG和染料木黄酮均是多效的天然

活性物质, 具有较强的抗肿瘤活性. 两者均可抑

制包括生长因子介导的细胞分裂素(丝裂原)活
化蛋白激酶(MAPK)依赖性和酪氨酸激酶依赖

性信号传导通路. 近来的一期、二期临床试验

也在探讨服用绿茶茶多酚及染料木黄酮的患者

的情况. 而且他们毒性小, 价格低廉, 药源充足, 
很有开发前景. 未来研究领域可着眼于: 确定其

直接靶向分子, 提高其体内的新陈代谢及生物

利用度, 发展同其他抗(肿)瘤剂的协同作用, 提
高肿瘤预防和治疗的效率, 减少其潜在副作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of four Cyclins 
in gastrointestinal cancers, and to explore their 
correlations with multi-drug resistance-1 (MDR1) 
and TNM staging.

METHODS: Sixty-two fresh samples (gastric can-
cer 32, colorectal cancer 30) from patients under-
went operation were collected, and the expression 
of Cyclin (D1, E, A, B1) and MDR1 were detected 
by flow cytometry. In addition, pathological re-
ports were analyzed for TNM staging..

RESULTS: According to the expression of four 
Cyclins, four cell cycle types were divided in 

the gastrointestinal cancers. These four cell cycle 
types were in accordance with TNM staging (κ = 
0.599, P < 0.01) and marked correlation with the 
level of MDR1 expression (rs = 0.495, P < 0.01).

CONCLUSION: Cell cycle typing based on Cy-
clins expression has the same significance as 
TNM staging. MDR1 expression is correlated 
with the cell cycle typing, so it is possible to re-
verse MDR through interfering in cell cycle.

Key Words: Cyclins; Cell cycle; Multi-drug resist-
ance-1; Gastrointestinal cancer; Flow cytometry; 
TNM staging

Guo Y, Qin JC, Zhou Y, He XJ, Li WH, Xie DX, Gong JP. 
Correlations of Cyclins expression types with multi-drug 
resistance-1 and TNM staging in gastrointestinal cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(15):1512-1515

摘要
目的: 研究胃肠道恶性肿瘤的4种主要Cyclins 
(Cyclin D1, E, A, B1)的表达规律, 以此为依
据对恶性肿瘤进行分型, 并结合肿瘤标本中
MDR1(多药耐药基因1)的表达情况, 与肿瘤
TNM分期进行相关性分析. 

方法: 采用流式细胞术分析新鲜手术获取的
62例肿瘤标本(胃癌32例, 结直肠癌30例)的
Cyclin D1, E, A, B1及MDR1表达情况, 再记录
术后病理报告进行TNM分期. 

结果: 根据4种主要Cyclins的表达情况对恶性
消化道肿瘤分为Ⅰ-Ⅳ型Cyclin非时相性表达
类型, 此Ⅰ-Ⅳ型细胞周期类型与TNM分期具
有一致性, Kappa系数等于0.599(P <0.01). Ⅰ-
Ⅳ型细胞周期类型中MDR1的表达水平逐渐
增高, 等级相关系数r s为0.495(P <0.01).

结论: 根据Cyclins的表达情况对消化道恶性
肿瘤进行的分型具有与TNM分期相同的意义. 
在消化道肿瘤中, MDR1与肿瘤细胞周期素表
达类型有关, 对治疗具有指导意义.

®

■背景资料
Cyclins在细胞周
期运行中是一种
重要的“驱动”, 
其表达情况的异
常是导致肿瘤恶
性转变并浸润生
长转移的重要因
素 ;  而MDR1(多
药耐药基因1)编
码的糖蛋白P-gp
是导致化疗失败
的主要原因之一.
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0  引言

细胞周期素Cycl ins在细胞周期运行中是一种

重要的“驱动”, 其表达情况的异常是导致肿

瘤恶性转变并浸润生长转移的重要因素[1]; 而
MDR1(多药耐药基因1)编码的糖蛋白P-gp是导

致化疗失败的主要原因之一, 研究其表达情况

与肿瘤的某些生物学行为的关系, 用于判断恶

性程度及预后是研究热点之一[2-4]. 我们通过流

式细胞术研究胃肠道恶性肿瘤手术标本的4种
主要Cyclins及MDR1的表达情况, 根据Cyclins的
表达情况对肿瘤进行分型, 根据临床病理诊断

进行TNM分期, 研究彼此之间的相关性. 旨在尝

试用“分子指标”进行肿瘤分期, 并探讨该分

期与一些肿瘤标志物的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 在手术室获取新鲜肿瘤标本(共62例, 
其中胃癌32例, 结肠癌11例, 直肠癌19例), 每
次在不影响病检的前提下取组织2-6 g, 放入

冰PBS的小标本瓶中, 带回实验室, 所有肿瘤

患者均未行术前化疗; 2.5 g/L Tr i ton X-100
购自Sigma公司; 鼠抗人Cyclins, MDR1, 同质

特异性对照抗体鼠抗人I g G单抗均购自B D公

司; FITC标记的兔抗鼠IgG抗体购自Dako公司; 
FACSORT流式细胞仪购自BD公司.
1.2 方法 机械法制备单细胞悬液, 每个标本固定

6管, 1管用纯甲醇固定(用于Cyclin D1分析), 其
他5管用800 mL/L乙醇固定(分别用于其他3种
Cyclins, IgG, MDR1分析). -20℃保存过夜. 取固

定的细胞, PBS洗涤后加2.5 g/L Triton X-100在
冰上放置5 min. 加入PBS溶液洗涤、离心、去

上清吸干. 将含有一抗(用10 g/L BSA稀释1∶
50-1∶ 200)的BSA分别加入细胞管中, 4℃孵育

过夜. 将孵育过夜的细胞加PBS洗涤倒干残液. 
加10 g/L BSA稀释(1∶20)的FITC标记的兔抗

鼠IgG抗体. 室温避光放置30 min. PBS洗涤, 离
心弃上清. 加入含10 mg/L的PI和1 g/L RNase
的PBS液, 室温避光放置20 min, 待检测. 使用

FACSORT流式细胞仪, 经488 nm激光激发, 被

标记细胞同时发射红色(P I)和绿色(F I T C)荧
光, 经Cell Quest软件处理并对荧光强度进行分

析, 获得Cyclins/DNA双参数图像. 以同型对照

的Gate内的细胞百分比在5%以下的电压检测

同一标本4种Cyclins和MDR1的间接荧光水平. 
每一个标本共6管, 分别为IgG对照, Cyclin D1, 
E, A, B1, MDR1. 阳性标准: 10%以下为“-”, 
10%-25%为“+”, 25%-100%为“++”. 记录术

后病检报告, 进行TNM分期.
统计学处理 对Cyclins非时相性表达类型与

TNM分期做一致性检验, 计算κ系数并进行假设

检验; 对MDR1的表达水平与Cyclins非时相性表

达类型做Spearman等级相关检验. P<0.05视为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 胃肠肿瘤Cyclins非时相性表达分型 考虑到

Cyclin D1为G0/G1期主要Cyclin, 驱动细胞通过

限制点进入细胞周期, 继而Cyclin E, A, B1顺序

驱动细胞周期运行完毕. 同时根据Cyclins的表

达情况(半定量分析结果)分为4种类型(表1). 
2.2 细胞周期类型Ⅰ-Ⅳ型与TNM分期Ⅰ-Ⅳ期

的关系 细胞周期类型Ⅰ-Ⅳ型与TNM分期Ⅰ-Ⅳ
期进行一致性检验, 计算κ值并进行显著性检验. 
其中TNM分期采用国际抗癌联盟(UICC)胃癌和

结肠癌的TNM分期指标. 计算κ系数等于0.599, 
对κ值进行z检验, P <0.01, 认为有一致性(表2). 
2.3 细胞周期类型Ⅰ-Ⅳ型与MDR1表达水平的

关系 细胞周期类型Ⅰ-Ⅳ型与MDR1阳性细胞百

分比的分布情况(表3和图1). 可以发现MDR1的
表达水平呈现从细胞周期Ⅰ-Ⅳ型逐渐升高的趋

势, 等级相关r  = 0.495, P <0.01.

3  讨论

当生长信号传递到细胞周期调控机制时, 首先是

Cyclin D1的表达增加(Cyclin D1是G0/G1期主要

Cyclin, 起生长因子与细胞周期之间纽带的作用, 

■研发前沿
研究MDR1表达
情况与肿瘤的某
些生物学行为的
关系, 用于判断恶
性程度及预后是
研究热点之一. 如
何逆转耐药是目
前肿瘤治疗的难
点.

表 1 Cyclins非时相性表达分型

     
Cyclins非时相性                           Cyclin表达

表达类型              Cyclin D1    Cyclin E     Cyclin A     Cyclin B1

Ⅰ                          +~++     +~++      +~++        +~++

Ⅱ                          +~++     +~++/�   +~++/�    +~++/�

Ⅲ                             —        +~++/�   +~++/�    +~++/�

                                 +             —            —              —

Ⅳ                             —            —            —              —

■相关报道
胃肠肿瘤中MDR1
的高表达与肿瘤
的 进 展 有 关 .  同
时, 肿瘤是一类渐
进性细胞周期调
控机制破坏的疾
病.
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可被称为细胞周期外Cyclin), 与Cdk4/6形成复合

物, 此时在Cdk4, pRB, E2F等参与瀑布式激动下, 
使细胞通过Restriction Point(限制点)以便进入

S期[5-7]. 通过限制点后即无需生长因子刺激, 此
时进入细胞周期. CyclinE进一步升高, 形成越来

越多的CyclinE-Cdk2复合物, 启动通过G1期检测

点, 并最终进入S期, 此后CyclinA、B1水平的依

次升高和Cdk2, Cdk1的依次激活, 细胞通过G2, 
M期及其中相应的检测点完成细胞增殖[8]. 所以

CyclinE, A, B1可被称为细胞周期内Cyclin. 几乎

所有的肿瘤都有一个根本的共同特征: 细胞周

期调控机制的破坏, 导致细胞的失控性生长[9]. 
已经有研究正常肠道上皮的Cyclin表达规律[10]

的报道, 本课题中我们揭示消化道肿瘤的Cyclin
表达规律, 发现不同TNM期有不同的Cyclin表达

情况, 进而我们将Cyclins表达分为Ⅰ-Ⅳ型(表1): 
Ⅰ型细胞周期内外Cyclin均有表达, 可能“生

长信号”过强, 腺体结构增生旺盛, 符合“High 
cyclin, high speed”这一观点. Ⅱ型细胞周期外

Cyclin有表达, 细胞周期内Cyclin一种或两种表

达. Ⅲ型仅有细胞周期内Cyclin或仅有细胞周期

外Cyclin表达. Ⅳ型细胞周期内外Cyclin均无表

达, 可能拥有不依赖于Cyclin/Cdk的细胞周期机

制, 使肿瘤细胞逃避了限制点和检测点的调控. 
多种癌基因、抑癌基因改变的累积是导致不同

表型的肿瘤获得多样的生物学行为的主要原因, 
而几乎所有的癌基因、抑癌基因的功能效应, 

最终都是从不同的途径汇聚到细胞周期机制上

来或者本身直接就是细胞周期的重要调控成

分[11-12]. Ⅰ-Ⅳ型中Cyclin D1表达下降提示肿瘤

生长不再依赖外界生长刺激, Cyclin D1在肿瘤

恶性转变中具有重要意义[13-14]. 而Ⅰ-Ⅳ型中不

同的细胞周期内Cyclin的表达逐渐下降或不表

达提示不同的检测点效应的丧失. 所以, Cyclin
表达情况的分型所反映出的不同的细胞周期机

制的破坏情况可以与肿瘤的生物学行为联系起

来. 统计结果也显示Ⅰ-Ⅳ型与TNM分期有一致性. 
我们发现MDR1的表达水平呈现从细胞周

期Ⅰ-Ⅳ型逐渐升高的趋势. 诚然, 实验标本选

取的均为术前未行化疗的患者, 所以排除了获

得性耐药的可能. 而且, 先前已有的报道认为

MDR1与肿瘤的进展和预后有一定的关系. Fujii 
et al [15]通过单抗C219, 运用流式细胞仪分析24例
胃癌患者中P-gp的表达, 其中8例P-gp阳性, 阳性

发生率在进展期患者中较高. 另在89例行手术

治疗的胃癌患者中, 研究体外化学敏感性测试

(TIA)和胃癌患者的临床病理特征及生存期的关

系, 其中31例TIA测试显示MDR阳性(34.8%), 多
药耐药组的术后5 a生存率16%显著低于非多药

耐药组的38%(P <0.05). 多药耐药基因MDR1编
码的P-gp高表达是耐药的主要机制. 而在我们的

研究中将MDR1与细胞周期类型联系起来, 是对

该分型的一项评价, 同时又将肿瘤原发耐药的

生物学属性和细胞周期联系了起来. 
至于MDR1(多药耐药基因1)编码的糖蛋白

即P-gp的表达与细胞周期运行调控机制的联系

的具体分子基础还不明了. 但是已有诸多研究

发现细胞周期与多药耐药有可能的潜在联系. 
Wong et al [16]认为在结直肠癌中β-catenin(作为癌

发生的关键)与T细胞因子协同促进几种在肿瘤

■应用要点
本文揭示了决定
肿瘤原发性多药
耐药的重要分子
基础MDR1与细
胞周期调控破坏
的关键即Cyclins
表达之间的关系. 
可从细胞周期运
行的角度预测耐
药, 并能进一步研
究探索肿瘤的细
胞周期与原发耐
药之间的关系的
分子基础, 最终通
过干预肿瘤的细
胞周期逆转耐药.

表 2 细胞周期分型与TNM分期

     
Cyclins非时相性                               TNM分期

表达类型                       Ⅰ        Ⅱ         Ⅲ         Ⅳ         合计

Ⅰ                               10        �          0          0          1�

Ⅱ                                 0        �          �          0          13

Ⅲ                                 0        5        1�          �          �3

Ⅳ                                 0        0          3        11          14

合计                            10     14        �5        13           ��

表 3 细胞周期类型与MDR1表达水平

     
Cyclins非时相性                        MDR1阳性表达水平

表达类型                  0%-10%   10%-25%   25%-100%   合计

Ⅰ                                9               �                1            1�

Ⅱ                                �               �                3            13

Ⅲ                                4               5              14            �3

Ⅳ                                �               �              10            14

合计                          1�             1�              ��             ��

图 1 MDR1的表达情况从细胞周期Ⅰ-Ⅳ型变化趋势.
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■创新盘点
本文的创新之处
在于探讨了肿瘤
耐药的重要分子
基础MDR1和细
胞周期调控破坏
的关系, 试图从细
胞周期运行的角
度来解释和预测
原发耐药.
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■同行评��
本文研究了胃肠
道肿瘤不同细胞
周期蛋白表达的
分 期 ,  并 探 讨 其
与TNM分期的相
关性, 以提出“肿
瘤分子分期”的
可行性, 有一定新
意.

进展中具有重要作用的复合物的表达: C-myc, 
Cyclin D1, Cyclooxygenase (COX)-2, MMP-7,  
CD44 proteins和P-glycoprotein, 这一观点可以

看出Cyclin D1和MDR1的表达有相同的上游驱

动. Patel et al [17]研究发现在肿瘤生长转移中起促

进作用的COX-2对MDR1的表达有上调的作用. 
Kornmann et al [18]在胰腺癌细胞系中发现通过稳

定转染Cyclin D1反义片段抑制Cyclin D1的表达

可以下调MDR1的mRNA水平. 综合这些研究成

果来看, 推动细胞周期运行的Cyclin与MDR1及
其他肿瘤相关基因组成了一个复杂的网络, 细
胞周期和多药耐药必有直接或间接的联系, 未
来在彻底研究了两者之间关系的分子基础之后, 
通过干预肿瘤的细胞周期是有可能逆转耐药的. 
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of H pylori 
resistance to clarithromycin in different concen-
trations, and to look for a novel gene associated 
with clarithromycin resistance.

METHODS: H pylori 26695 were used as the pri-
mary strain. Antibiotic selection pressure test, 
mutation by transponson (Tn5) containing chlo-
romycetin marker and E-test were performed for 
the analysis of H pylori resistance to clarithromy-
cin in different concentrations..

RESULTS: After 12 generations, the 0.5 mg/L 
clarithromycin resistance strains remained resis-
tant after the storage in -80℃ for 30 d. Clarithro-
mycin-restant H pylori which had been inserted 
by transponson showed a band of 700 bp. After 

culturing for 98-168 h, the resistant H pylori from 
clarithromycin selection pressure test showed an 
elliptic inhibition ring. On the other hand, clar-
ithromycin-resistant H pylori inserted by trans-
ponson showed no inhibition ring. After sequen-
cing, the gene at the insertion site was homog-
enous with H pylori1469, which coded Omp31.

CONCLUSION: The resistant H pylori from 
lower concentrations of clarithromycin can be 
changed into higher concentration resistance 
strain through transponson insertion, indicating 
that the mechanism of H pylori resistance to clar-
ithromycin may be associated with Omp31 apart 
from 23S rRNA mutation.

Key Words: Helicobacter pylori ; Clarithromycin; Re-
sistance

Jiang K, He LH, Zhao F, Wang BM, Zhang JZ. A 
novel gene associated with clarithromycin resistance 
of Helicobacter pylori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(15):1516-1519

摘要
目的: 分析不同克拉霉素浓度下H pylori菌株
耐药的发生机制, 以期发现新的耐药基因. 

方法: 以H pylori  26695株为初发菌株, 经抗生
素压力筛选、转座子Tn5插入失活、E -test检
测等实验方法探讨H pylori对克拉霉素的耐药
机制. 

结果: 经12次传代, 在0.5 mg/L克拉霉素浓度
下培养出的耐药株经-80℃冻存30 d复苏, 仍
为抗性菌株; 克拉霉素抗性的转座插入株于
700 bp左右出现条带; 经96-168 h培养, 单纯
经抗生素选择压力筛选的低浓度耐药株E -test
出现椭圆形抑菌环, 而经Tn5插入的克拉霉素
抗性菌株无抑菌环出现. 对插入位点基因的
测序发现该片段与H pylori 26695菌株中“H 
pylori 1469”完全同源, 为编码Omp31的基因.

结论: H pylori 对克拉霉素的低浓度耐药, 经
转座后可转化为高浓度耐药, 其耐药性的发生
与23S rRNA点突变以外的Omp31基因有关.

®

■背景资料
H py lo r i 是慢性
活动性胃炎、消
化性溃疡及胃黏
膜相关性淋巴样
组织淋巴瘤的病
因, 是胃癌发生的
危 险 因 子 ,  根 除
H pylori 可治疗慢
性胃炎、消化性
溃疡. 由于耐药性
H pylori 的感染率
不 断 升 高 ,  致 使
H pylori 根除率不
甚理想. 在标准的
三联或四联疗法
中, 克拉霉素是一
线抗生素. 近年来
H pylori 对克拉霉
素的耐药率国内
外均呈上升趋势. 
目前对克拉霉素
耐药机制的研究
主 要 集 中 在 对H 
pylori  23S rRNA 
基因的分析, 其他
基因与克拉霉素
耐药的关系在国
内外未见报道.
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0  引言

自1982年Warren和Marshall从慢性胃炎患者体内

分离出幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )
后, H pylori一直备受世界各地学者们的关注[1]. H 
pylori是慢性活动性胃炎、消化性溃疡及胃黏膜

相关性淋巴样组织(mucosa-associated lymphoid 
tissue, MALT)淋巴瘤的病因, 是胃癌发生的危

险因子, 1994年WHO已将其列为胃癌的Ⅰ类致

癌因子, 也是迄今第一个明确作为肿瘤病因的

细菌. 随着对H pylori的深入研究, 发现H pylori
与胃肠外疾病也有关[2]. 我国H pylori感染率为

50%-60%, 全国肿瘤防治中心统计, 近年来胃癌

发病率位居20余种肿瘤的第1位, 根除H pylori
可治疗慢性胃炎、消化性溃疡, 可以使消化性

溃疡的年复发率从80%降低至4%[3]. 抗H pylori
感染通常采用多药联合治疗, 包括抗生素、质

子泵抑制剂(proton pump inhibitor, PPI)和/或铋

剂. H pylori于体外对大多数常见抗生素敏感, 所
以从理论上说只要服用足够剂量和疗程的敏感

抗生素, H pylori是很容易被根除的, 但耐药性

H pylori的感染率不断升高, 成为根除失败的主

要原因之一. 克拉霉素(clarithromycin, CLA)是
新一代的大环内酯类抗生素, 作为目前根除H 
pylori治疗方案中的一线药物, 其通过与细菌核

糖体紧密结合, 作用于23S rRNA V区的多肽转

移酶环, 抑制多肽转移活性, 影响核糖体的移位

过程, 阻止肽链延长, 从而抑制细菌蛋白质的合

成, 达到杀菌目的[4]. 但是近年来H pylori对CLA
的耐药率国内外均呈上升趋势. 目前对克拉霉

素耐药机制的研究主要集中在对H pylori  23S 
rRNA基因的分析[5], 其他基因与克拉霉素耐药

的关系在国内外未见报道, 但研究中发现许多

H pylori耐药菌株的23S rRNA并未发生突变. 我
们拟通过抗生素选择压力、转座子插入失活、

E -test检测等方法分析不同CLA浓度下筛选的耐

药H pylori菌株的发生机制, 以期进一步发现新

的克拉霉素耐药基因. 

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori 26695原始株, 经抗生素选择

压力筛选的低浓度(0.5 mg/L克拉霉素)耐药株

C3、C4, 来自中国疾病预防控制中心传染病预

防控制所诊断室H pylori菌种保存库. 克拉霉素

原药, 购自中国药品及生物制品检定所. 克拉

霉素E -test试条, 购自广东倍肯公司. pMOD-2-
<camB>质粒, 张建中研究员自美国华盛顿大学

医学院分子生物学系实验室构建并带回, 由中

国疾病预防控制中心传染病预防控制所传染病

诊断室保存并提供. Labconco生物安全柜、混

合气体培养箱、Eagle Eye Ⅱ型凝胶成像系统、

EquiBio电击转化仪、PCR扩增仪、光学显微镜.
1.2 方法 将pMOD-2-<camB> 5 μL, 10×mol/L 
buffer 2 μL, pvuⅡ(15 MU/L)1 μL, 灭菌TE(pH 
7.5)12 μL依次加入到0.5 mL的灭菌Eppendorf
管中, 混匀, 封口, 37℃水浴4 h酶切. 酶切产物纯

化按照Qiagen纯化试剂盒说明书操作. 将酶切纯

化后的Tn5-<camB> 2.5 μL, EZ∷TN transpoase 
5 μL, 灭菌1000 mL/L glycerol 2.5 μL依次加

入到0.5 mL的灭菌Eppendorf管中, 混匀, 封口, 
37℃水浴0.5 h. 取2 mm电击杯在750 mL/L的
乙醇液中浸泡2 h, 取出后在生物安全柜中将乙

醇完全挥发, 同时用紫外线照射, 盖紧塞后, 置
于-20℃冰箱预冷1 h; 在生物安全柜中取1 μL 
transposome加入到预处理的H pylori  26695菌
悬液中, 用枪吹打均匀, 迅速转移至预冷的电击

杯中, 放置在电转化仪上进行电转化. 条件: A1 
V: 2500 C: 25; R: 201  T: 5; 延迟时间10 s. A2 V: 
120 C: 150; R: 99 T: 14.8. 电击转化后的菌液均

匀涂布于普通哥伦比亚血平皿, 在混合气体培养

箱内培养复苏24 h, 然后将菌苔全部刮下悬菌于

200 μL的灭菌脑心浸液保存管内, 并重新涂布

于氯霉素抗性哥伦比亚血平皿, 培养72 h, 再均

匀涂布于CLA平皿, 经16, 10, 8, 3, 2, 1, 0.5 mg/
L, 7个浓度梯度平皿掺入压力选择. 将挑取的单

克隆分别进行过氧化氢酶, 氧化还原酶, 尿素酶

鉴定. 选择经转座子插入的耐药单克隆d1、d2、
d3及单纯经抗生素选择压力筛选的低浓度耐药

株C3、C4进行E -test: 用棉拭子蘸取菌液(菌液

浓度为1011 CFU/L)均匀涂布于整个培养基表面, 
置干; 镊取克拉霉素试条的E端, 将试条放在已

经接种待测H pylori的琼脂表面, 试条标有MIC
刻度面向上, 浓度最大端靠近平皿边缘, 37℃微

需氧培养72-96 h, 在椭圆抑菌环与试条交界处

读取MIC值, 以原始26695 H pylori菌株为对照.

2  结果

经36 d 12次传代, 在0.5 mg/L CLA浓度下选择

■创新盘点
本文就H pylori 对
克拉霉素的耐药
机制进行了研究, 
并初步筛选出一
个新的耐药相关
基因.
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出5株耐药菌, 命名为d1-d5, 置-80℃冻存30 d后
复苏, d1-d3在无抗性平皿连续传代3次转到含

CLA 0.5 mg/L平皿, 生长良好, 加大CLA浓度到

1, 2, 3 mg/L, 终浓度为3 mg/L. d1-d5过氧化氢

酶实验: 迅速产生大量气泡; 氧化还原酶实验: 
菌体变成黑色; 尿素酶实验: 指示剂玫瑰红色. 
克拉霉素抗性的转座插入株的检测: d1, d2, d3
于700 bp左右出现条带(图1).

经北京博亚公司测序, 结果如下:
AGCCTTCaAGCcTTCAAAACAAGCctGCCCG-
TAgtGcAAgACCGGCgAGCCTTCgcTgAg
TTGtAACAtGTTTTCgCtCACCAATCCgCcTT-
GCgACCAAgAGCCGTTTTTATAAgtGGC
GATgAAgCGAAAATCCGTTTTAAtGTAGCTA-
AAGCCTAAATTTTTCCAGTCtAAaTTTTC
TAAATTTGCCATTTTCACaCCTTTAAAtG-
GATAGTTTCAGGCGTGATTGTaTCTAAAAAG
GGGTtAAAAAtCCCtCAAGtAACtGATTT-
GAAACGCAtAAActCTACgCAcaTCAgCCtG
TAAGGtGtAtCCcTTTTCgTTGGTAAgAgAgA-
AAAgcTGGtGtGtGAtCGtAGGCacTTT
AatCCCTAaTTCtAGGCtATtGtGTTTAGC-
GAtAtGGGtGCGgACCCCAAAcTTCCATAA
AAACtGGAAATtGGCCGGGCtATAACtG-
GAATTGCtGtGGtGTTTTGCAtAAtGAGCGAT
T T C T T TA C t G A t G C T C G T T G C C C A A C-
TATCCCCCGCTAATtGgATCCCCACCA-
CAAAACC
AAAAACCAtGTTTTCTTTATTCACAAAATTC-
CACAGCGtATCTAACCCCACGCCATAAGT
GAATAAATTGACATAgTATTGCCCCTGATAG-
GCTGtCTCTTATACACATCTcAACCCTGA
AGCTCTtGTtGGCTAGtGgcGTAgtcC

将测序结果在ht tp://www.ncbi.n lm.gov/
BLAST/中比对分析, 发现该片段与H pylor i  
26695菌株中“H pylori 1469”完全同源, 该基

因在H pylori 26695中编码outer membrane pro-
tein (omp31). 

经96 h培养后单纯经抗生素选择压力筛选

的低浓度耐药株C3于6 mg/L可见椭圆形抑菌

环, 而d1, d2, d3, C4无抑菌现象出现, 平皿中有

菌落发育, 继续培养72 h, C4于8 mg/L也出现椭

圆形抑菌环, d1, d2, d3仍无抑菌现象, 平皿中细

菌生长良好, 包括试条周围区域.

3  讨论

克拉霉素是目前根除H pylori治疗方案中的一

线药物, 其通过与细菌核糖体紧密结合, 作用于

23S rRNA V区的多肽转移酶环, 抑制多肽转移

活性, 影响核糖体的移位过程, 阻止肽链延长, 
从而抑制细菌蛋白质的合成, 达到杀菌目的. 但
是近年来H pylori对CLA的耐药率国内外均呈

上升趋势. 目前对于克拉霉素耐药机制的研究

主要集中在H pylori  23S rRNA基因, 已报道在

23S rRNA的V区至少存在5种不同的点突变与

CLA的耐药有关, 即: A2115G, G2141A, A2142G, 
A2142C和A2143G[6], 除此以外基因所致者国内

外未见报道. Shen et al [7]以实验室诱导的耐药

菌株为研究对象, 采用变性高效液相色谱(DH 
PYLORILC)和测序技术, 观察基因突变与耐药

性形成的关系, 结果提示, 在实验室诱导CLR耐
药过程中, 首先形成的低水平耐药性涉及23S 
rRNA点突变以外的其他基因的改变, 然后产生

23S rRNA的A2143G突变, 进而导致更高水平的

耐药性的形成. 我们通过回复稳定性实验研究

发现所筛选到的耐药克隆为稳定的基因型耐药, 
可传给子代菌, 即使在失去抗性压力的条件下

仍然可以将耐药基因型稳定传代保留. 
E -test是目前用于检测H pylori对抗生素敏

感性的常用方法之一, 当试条放在一个已接种

了一定菌量H pylori的琼脂平皿后, 抗生素迅速

释放入琼脂中, 在试条下方形成一个抗生素浓

度的连续梯度, 经孵育后即可见到一个以试条

为中心的、对称的椭圆抑菌环, 其边缘与试条

交界处的刻度即为MIC值[8-9]. 我们前期工作, 即
经过抗生素选择压力实验筛选出的耐克拉霉素

单克隆E -test结果显示, 分别在其对应浓度范围

(6 mg/L, 8 mg/L)内出现椭圆形抑菌环. 转座子

Tn5长期以来被广泛应用于发现新基因、分析

基因功能和构建突变体库[10-12]. 近年, 通过对转

座酶的结构、DDE模体等的研究, Tn5转座机制、

转座频率调控等才得到了较深刻的认识[13-16]. 在
Mg2+存在的条件下, 两个转座酶分子末端和活

性中心的氨基酸残基分别结合到Tn5末端, 形成

■应用要点
近年来, 对H pylori
的耐药机制尽管
进行了广泛深入
研 究 ,  但 关 于 其
对克拉霉素的耐
药 机 制 ,  除 2 3 S 
r R N A 外 未 见 报
道. 本课题初步筛
选出一个新的耐
药相关基因, 对于
今 后 临 床 提 高H 
pylori 根除率具有
重要意义.

图 1 克拉霉素抗性的转座插入株的检测. M: Marker; 1: d1;   

2: d2; 3: d3; 4: 阴性对照; 5: 阳性对照.

M     1      2     3     4      5
1500 bp

700 bp
500 bp
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发夹结构的复合体, 具有切割DNA的活性. Tn5
攻击靶序列, 其插入位点形成9 bp的黏性末端, 
转座子插入到靶序列之中. 在DNA聚合酶的作

用下补平缺口, 转座子的两端形成9 bp的正向

重复序列, 完成转座插入. 我们以EZ∷TN系列

转座产品为主要工具, 利用其如下特点: (1)可以

随机插入到目的基因, 插入后稳定不会丢失; (2)
带有氯霉素标签, 易于筛选; (3)序列已知, 带有

测序引物. 通过插入失活和筛选, 以及耐药实验

检测发现, H pylori对克拉霉素的低浓度耐药, 经
转座后可转化为高浓度耐药, 推测与23S rRNA
点突变以外的其他基因的改变有关. 我们将测

序结果在http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/中
比对分析, 发现该片段与H pylori  26695菌株中

“H pylori 1469”完全同源, 该基因在H pylori 
26695中编码outer membrane protein (omp31), 为
一新发现的与克拉霉素耐药相关基因; 该基因

功能的发现和进一步的研究, 对认识H pylori的
耐药机制[17-20]、指导临床有效的根除H pylori、
控制人群中H pylori对克拉霉素的原发耐药和继

发耐药的发生率都具有重要意义. 
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■同行评��
H pylori 相关的基
础与临床研究一
直是消化系疾病
研究的热点之一. 
H pylori 的耐药性
是临床上急需解
决的难题, 深入研
究其耐药机制的
产生、形成尤为
重 要 .  本 研 究 对
H pylori 的耐药机
制进行了研究, 并
初步筛选出一个
新的耐药相关基
因, 该研究具有一
定的开创性, 选题
准确, 实验设计合
理, 结果可靠, 具
有一定的理论和
临床指导意义.
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■背景资料
重症急性胰腺炎
发病急 ,  变化� , 
并发症多, 是目前
最为棘手的急腹
重症之一. 尽管围
绕胰腺炎的研究
已历时百余年, 但
迄今有关SAP的
发病机制尚未完
全阐明, 治疗药物
也不够满意.
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Abstract
AIM: To study the roles of endotoximia, 
cytokines and nitric oxide in the development 
of severe acute pancreatitis (SAP) and the 
therapeutic effects of sandostatin (SS) in rats.

METHODS: SAP models were induced by retro-
grade injection of 15 g/L sodium deoxycholate 
and then treated by SS. The plasma levels of 
endotoxin (ET), lipid peroxide (LPO), tumor ne-
crosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6) and 
nitric oxide (NO), as well as the expression LPO, 
TNF-α, IL-6 and NO in pancreatic tissues, were 
measured. The changes of pancreatic histology 
were examined under light microscope.

RESULTS: As Compared with those in sham 

operation group, the plasma levels of ET, LPO, 
TNF-α, IL-6 and NO were markedly higher in 
SAP group (P < 0.01), and the changes of ET, 
LPO, TNF-α and NO at 6 h were higher (898 
± 114 EU/L, 24.58 ± 1.23 μmol/L, 246.3 ± 16.5 
ng/L, 162.8 ± 10.9 mmol/L, P < 0.05) than those 
at 12 and 24 h. The changes of LPO, TNF-α, 
IL-6 and NO in pancreatic tissues of SAP group 
were obviously higher in comparison with those 
of sham group (3.31 ± 0.85 μmol/g vs  0.33 ± 
0.04 μmol/g, P  < 0.01; 2.57 ± 0.14 ng/g vs  0.16 
± 0.04 ng/g, P  < 0.01; 85.6 ± 24.6 ng/g vs  32.5 
± 5.7 ng/g, P  < 0.01; 15.3 ± 1.2 mmol/g vs  6.6 
± 1.4 mmol/g, P  < 0.01); and severe damages 
of pancreatic tissues were observed under light 
microscope. In SAP group, the plasma levels 
of LPO, TNF-α, IL-6 and NO were significantly 
correlated with ET level (r  = 0.858, P  < 0.01; r  = 
0.958, P  < 0.01; r  = 0.918, P  < 0.01; r  = 0.875, P  < 
0.01). The indexes mentioned above in SS group 
were obviously ameliorated in comparison with 
those in SAP group (P  < 0.01).

CONCLUSION: Endotoximia, cytokines and 
NO play important roles in the development of 
severe acute pancreatitis. Sandostatin can block 
the chain reaction caused by these factors.

Key Words: Pancreatitis; Endotoxin; Tumor necrosis 
factor-α; Interleukin 6; Nitric oxide; Lipid peroxide; 
Sandostatin

Wang YL, Zhang FY, Jing YL, Zhao JX, Zhao CX, Duan 
GX. Changes of endotoximia, cytokines and nitric 
oxide and therapeutic effects of sandostatin in rats with 
severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 探讨内毒素血症、细胞因子和一氧化
氮在重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)发展中的作用及善宁的治疗作用. 

方法: 经胰管逆行注射15 g/L去氧胆酸钠建
立SAP模型, 给予善宁治疗, 观察造模后各
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大鼠重症急性胰腺炎内毒素血症、细胞因子和一氧化氮
的变化及善宁的治疗作用

王艳蕾, 张凤宇, 景友玲, 赵景霞, 赵春秀, 段国贤

■研发前沿
目前有关重症急
性胰腺炎发病机
制的研究热点集
中在细胞因子、

胰腺微循环、肠
道细菌移位在疾
病发生和发展中
的 作 用 .  研 究 重
点是在分子生物
学的水平上对免
疫应答、全身炎
症反应、细胞因
子、胰腺微循环
障碍等的深入研
究.
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时间点血中内毒素(ET)、过氧化脂质(LPO), 
TNF-α, IL-6, 一氧化氮(NO)的变化, 并进行相
关分析; 于24 h后取胰腺组织, 测定胰腺组织
中LPO, TNF-α, IL-6和NO水平, 同时进行相关
分析及胰腺组织病理学检查. 

结果: 与对照组比较, SAP组各时间点血浆
ET, LPO, TNF-α, IL-6, NO的水平明显升高
(P <0.01), 其中ET, LPO, TNF-α和NO 6 h尤为
显著(898±114 EU/L, 24.58±1.23 μmol/L, 
246.3±16.5 ng/L, 162.8±10.9 mmol/L, P < 
0.05 vs  12, 24 h). 胰腺组织LPO, TNF-α, IL-6, 
NO的水平SAP组明显高于对照组(3.31±0.85 
μmol/g vs  0.33±0.04 μmol/g, P <0.01; 2.57±
0.14 ng/g vs  0.16±0.04 ng/g, P <0.01; 85.6±
24.6 ng/g vs  32.5±5.7 ng/g, P <0.01; 15.3± 
1.2 mmol/g vs  6.6±1.4 mmol/g, P <0.01), 光
镜下胰腺组织病理损害明显.相关分析显示
SAP组血浆LPO, TNF-α, IL-6, NO水平分别
与ET水平呈显著正相关(r  = 0.858, P <0.01; r 
= 0.958, P <0.01; r  = 0.918, P <0.01; r  = 0.875, 
P <0.01). 善宁治疗后上述各指标均较SAP组
明显改善(P <0.01).

结论: ET血症、细胞因子、NO等相互激发、

相互促进, 在SAP的发展中起着重要的协同作
用. 善宁能阻断这些损伤因子的连锁反应.

关键词�� 胰腺炎; 内毒素; 肿瘤坏死因子; 白细胞介素

6; 一氧化氮; 过氧化脂质；善宁
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0  引言

SAP是一种胰腺出血坏死所致的全身炎症反应

综合征, 往往发展迅速, 难以控制, 其确切病因

和发病机制迄今尚未完全阐明. 在SAP的发展过

程中, 有许多因素参与, 我们从SAP时的内毒素

(ET)血症、细胞因子和一氧化氮(NO)的动态变

化着手, 探讨他们在SAP发展中的作用, 并观察

善宁在阻断这些因子连锁反应中的作用, 从而

为临床治疗提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠36只, 体质量180-220 g, 雌雄不

拘. 动物实验前12 h禁食不禁水, 在乙醚麻醉下

作无菌手术, 剖腹后经十二指肠乳头向胰管内

缓慢逆行注入15 g/L去氧胆酸钠0.5 mL/kg, 诱
发重症急性胰腺炎, 注射时阻断胆总管, 以免药

液进入肝胆. 注药后5 min胰腺即出现均匀性出

血、坏死、肿胀、渗出, 待确定SAP模型成功, 
关腹. 对照组向胰管内注射等量生理盐水. 造模

后动物随机分为3组(n  = 12): 对照组(Sham)、胰

腺炎组(SAP)、善宁治疗组(SS). 善宁治疗组于

造模后1, 6, 12 h背部sc善宁13.5 μg/kg(善宁购

自瑞士诺华制药有限公司).
1.2 方法 各组分别于造模后6, 12, 24 h经内眦采

血测定血浆ET, LPO, TNF-α, IL-6, NO的水平, 
24 h后处死动物取胰腺留待胰腺组织生化检测

及组织学检查. ET的测定采用鲎试剂偶氮显色

法作定量测定(试剂购自上海伊华临床医学科技

公司); NO的测定采用硝酸还原酶法(试剂购自

晶美生物工程有限公司); TNF-α, IL-6的测定均

用ELISA法(试剂购自晶美生物工程有限公司); 
LPO的测定采用TBA法即硫代巴比妥酸法.

统计学处理 结果以mean±SD表示, 应用

SPSS8.0统计软件分析, 组与组间均数比较采用

方差分析和q检验, 相关系数的显著性用t检验. 
以P <0.05为显著性检验界限.

2  结果

2.1 血浆ET, LPO, TNF-α, IL-6, NO的变化  SAP
组各时间点血浆ET, LPO, TNF-α, IL-6, NO明

显高于对照组(P <0.01), 其中ET, LPO, TNF-α, 
NO以造模后6 h最高, 与12 h和24 h相比差异

显著(P <0.05); IL-6以造模后12 h最高, 与6 h和
24 h相比有显著差异(P <0.05, 表1). 善宁治疗

组在各时间点上述各指标均较模型组明显改善

(P <0.01). SAP组血浆LPO, TNF-α, IL-6, NO水平

分别与ET水平呈显著正相关(r  = 0.858, P <0.01; 
r  = 0.958, P <0.01; r  = 0.918, P <0.01; r  = 0.875, 
P <0.01); SAP组血浆LPO, IL-6, NO水平分别与

TNF-α水平呈正相关(r  = 0.847, P <0.01; r  = 0.968, 
P <0.01; r  = 0.936, P <0.01).
2.2 胰腺组织LPO, TNF-α, IL-6, NO的变化 SAP
组胰腺组织匀浆中LPO, TNF-α, IL-6, NO水平较

对照组明显升高, 两组间有显著性差异(P <0.01); 
善宁治疗后胰腺组织中上述各指标下降 ,  与
SAP组比较差异明显(P <0.01, 表2). SAP组胰腺

组织LPO, TNF-α, IL-6水平与NO呈明显正相关

(r  = 0.897, P <0.01; r  = 0.952, P <0.01; r  = 0.949, 
P <0.01).
2.3 胰腺组织学改变 SAP组胰腺小叶轮廓破坏, 

■创新盘点
本文从不同时间
点 研 究 细 胞 因
子、内毒素、氧
自由基、一氧化
氮在重症急性胰
腺炎发生和发展
中的作用, 寻求始
动因素, 并探讨善
宁的治疗作用.
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呈大面积坏死, 间质水肿, 炎细胞浸润, 血管充

血伴有红细胞渗出. 善宁治疗组胰腺组织损伤

程度明显轻于SAP组, 仅有部分胰腺小叶轮廓破

坏, 未见明显炎细胞浸润.

3  讨论

重症急性胰腺炎是外科凶险的疾病, 其最严重

的并发症是引起全身炎症反应综合征(SIRS), 最
终导致多系统器官功能衰竭(MSOF)[1-2]. 近年

来, 一系列实验研究均证实SAP能够引起肠道细

菌、ET移位, 发生ET血症[3-4]. 目前认为肠黏膜

屏障功能障碍和肠道细菌微生态平衡的破坏及

机体免疫功能的损害是导致肠道细菌、ET移位

的3个基本要素. SAP时氧自由基、炎症介质和

NO大量产生, 损伤肠黏膜, 再加上肠运动受到

抑制, 肠黏膜微循环障碍, 造成肠黏膜通透性增

加, 大量细菌、ET移位发生ET血症[5-6]. 而SAP
还可引起肠道菌群失调, G-菌(尤其是大肠杆菌)
呈几何级数增长, 更是促进了肠道细菌、ET移
位的发生[7]. 本实验结果显示, SAP早期血浆ET
水平明显升高, 6 h达到最高; 同时血中LPO和

NO含量也升高, 并且具有相关性. 表明氧自由

基和NO可破坏肠道屏障, 加重ET血症的发生.
ET是G-菌细胞壁的脂多糖成分, 是刺激细

胞因子生成的重要因素. 大量研究表明, 肠源性

ET可触发多种细胞因子的释放和炎症介质的级

联反应, 进而诱发SIRS和MSOF[4,8]. 我们发现, 
造模后血浆TNF-α, IL-6明显升高, 而且其水平

与血浆ET水平呈明显正相关. SAP时ET大量入

侵, 激活巨噬细胞, 引起TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8
等细胞因子的大量释放. 在本研究中, TNF-α在
SAP早期即明显升高, 6 h达高峰, 而IL-6在12 h
达高峰, 并且模型组血浆IL-6水平与TNF-α水平

呈正相关, 这表明TNF-α可能是细胞因子连锁

反应中最早启动的因子. TNF-α的致病机制是他

能激活中性粒细胞等炎性细胞, 释放大量介质

如氧自由基、蛋白酶等, 介导胰腺组织细胞损

伤[9]; 他还可以诱导IL-1, IL-6, IL-8等其他细胞

因子的瀑布样释放. IL-6是单核细胞和血管内皮

细胞产生的重要炎症介质之一. 他可刺激活化B
细胞增殖及免疫球蛋白的生成, 还可刺激肝脏

产生急性期反应蛋白. 血浆IL-6水平与胰腺的病

理损害程度明显相关, 可作为预测胰腺病理变

化的重要指标[10]. 细胞因子是一个“大家族”, 
由复杂的网络系统所调节. 一旦一种细胞因子

产生, 就能促进他自身和其他细胞因子的生成, 
并形成级联和扩展. SAP时, 正是由于上述这些

因子相互激发、协同作用, 导致全身炎症反应, 
最终造成组织损害. N O是极强的血管舒张因

子, 他在SAP的发生、发展过程中起着重要作

用[11]. 我们发现SAP早期血浆NO水平即明显升

高, 6 h达峰值, 而且其水平与血浆ET, TNF-α和
IL-6水平呈明显正相关. ET、炎症细胞因子刺

激巨噬细胞、血管平滑肌细胞等, 使诱导型NO
合酶(iNOS)活性增加是SAP时NO大量生成的主

要原因[12]. NO除了能引起血管过度扩张, 血流

淤滞, 造成胰腺血供低灌注外, 还可以与超氧阴

离子反应生成具有强氧化性的过氧化亚硝酸根

(ONOO-), 对胰腺产生直接毒性作用[13]. 此外过

aP<0.05 vs  6 h;  bP<0.01 vs  Sham, SS; cP<0.05 vs  1� h.

      

表 1 SAP大鼠血浆ET, LPO, TNF-α, IL-6, NO的变化. (mean±SD, n = 12)

分组 t /h       ET (EU/L)            LPO (μmol/L)       TNF-α (ng/L)           IL-6 (ng/L) NO (mmol/L)

Sham

SAP

SS

  6
1�
���
  6
1�
���
  6
1�
���

  3�±1�
  30±1��
  31±11
898±11��b

5���±105ab

���9±1�8ab

�19±78
1�3±56
  8�±30

11.�3±0.58
11.35±0.��9
10.90±0.�3
���.58±1.�3b

17.�3±0.98ab

16.98±0.85ab

1��.69±1.56
1�.83±1.���
11.73±1.�8

  ��9.6±��.9
  ��9.�±��.5
  ��8.6±5.6
���6.3±16.5b

19�.3±15.��ab

18�.5±13.9ab

70.69±11.5�
65.��6±10.1�
56.78± 9.85

  ��1.�±��.6
  ��0.6±5.3
  ��0.8±5.9
1��6.5±13.8bc

18��.8±1��.6b

1��9.7±15.3bc

  60.5±10.9
  73.8±11.6
  58.8±7.9

35.17±1.86
36.15±1.65
35.57±1.98
16�.8±10.9b

1�9.6±9.6��ab

1�1.8±9.9�ab

61.���±7.��5
5�.73±7.13
50.65±6.0��

bP<0.01 vs Sham, SS.

      

表 2 SAP大鼠胰腺组织LPO, TNF-α, IL-6，NO的变化. 
(mean±SD, n = 12)

                   LPO             TNF-α               IL-6               NO

                (μmol/g)        (ng/g)              (ng/g)          (mmol/g)

Sham
SAP
SS

 0.33±0.0��
 3.31±0.85b

 0.51±0.03

 0.16±0.0��
 �.57±0.1��b

 0.33±0.06

 3�.5± 5.7
 85.6±���.6b

 ��0.6± 5.7

分组

  6.6±1.��
15.3±1.�b

  8.9±�.1

■名词解释
全身炎症反应综
合征 ( S I R S ) :  是
1992年在美国危
重医学和胸科两
个学会主持的协
议会上由Bone提
出的. SIRS是指由
于各种原因, 巨噬
细胞、中性粒细
胞、血管内皮细
胞等免疫细胞或
炎性细胞受到刺
激、诱导, 产生并
分泌释放各种细
胞因子入血, 进入
全身循环引起全
身的炎症反应的
一种病理生理状
态, 其实质是“高
细胞因子血症”. 
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量的NO还参与SAP时肠道损伤的病理生理过

程, 引起肠通透性增加[14], 加剧细菌移位和内毒

素血症.
可见SAP早期所诱发的全身炎症反应综合

征是与过量的细胞因子、氧自由基、ET, NO等

损伤因子的参与有关, 这些因子相互激发、相

互影响, 在SAP的发生、发展中起重要的协同作

用.本研究观察到给予善宁可以使血浆和胰腺组

织中ET, LPO, NO, TNF-α, IL-6接近正常水平, 
并明显减轻胰腺的损伤程度. 从而推测善宁可

抑制炎症介质、细胞因子的过度表达, 并能减

轻ET血症、NO和氧自由基的损伤作用, 进而阻

断这些损伤因子的连锁反应. 因此在SAP早期应

用善宁对防治全身炎症反应综合征将有所裨益.
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第二次全国中晚期消化肿瘤学术会议
本刊讯  第二次全国中晚期消化肿瘤学术会议将于2006-08在哈尔滨举行, 现将征文通知公布如下:
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哈尔滨市哈尔滨医科大学二院消化内科 刘冰熔 教授; 电话: 13313695959; E-mail: liubingrong@medmail.com.cn.
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Abstract
AIM: To observe the changes of symptoms in the 
aged patients with reflux esophagitis (RE) after 
long-term use of proton pump inhibitors (PPI).

METHODS: Eleven RE patients over 70 years 
old, who received PPI treatment for above 5 
years, were investigated. The changes of reflux 
symptoms, the development of mucosal lesions 
under endoscope and the effects of PPI were 
analyzed..

RESULTS: Reflux symptoms were well con-
trolled in all the 11 patients. Polypi (villous 
adenoma pathologically) were founded in duo-
denum in one case, who had been continuously 
treated with PPI for 6 years.

CONCLUSION: Long-term use of PPI is benefit 
for the aged RE patients in the control of the 
symptoms, but it is necessary to pay attention to 
the occurrence of digestive cancer.

Key Words: Reflux esophagitis; Aged patients; Pro-
ton pump inhibitors; Long-term use

Li J, Wu BY. Long-term use of proton pump inhibitors in 
treatment of reflux esophagitis in 11 aged patients. Shijie 

Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(15):1524-1526

摘要
目的: 研究老年反流性食管炎患者长期服用
质子泵抑制剂的临床特点和不利因素, 为防治
老年反流性食管炎提供依据. 

方法: 对11例长期服用质子泵抑制剂的老年
人进行随访观察, 分析其临床症状及内镜上消
化道黏膜病变的发展变化, 研究长期用药的
影响. 

结果: 11例患者在随访中, 长期使用质子泵抑
制剂均取得良好的症状控制, 1例长期服用后
出现十二指肠息肉, 病理为绒毛状腺瘤.

结论: 老年反流性食管炎患者长期服用质子
泵抑制剂的的疗效值得肯定, 但需警惕对上消
化道肿瘤发生的影响.

关键词�� 反流性食管炎; 老年人; 质子泵抑制剂; 长期

李军, 吴本俨. 长期质子泵抑制剂治疗老年反流性食管炎11

例. 世界华人消化杂志  2006;14(15):1524-1526

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1524.asp

0  引言

反流性食管炎(RE)是消化系统常见疾病之一, 质
子泵抑制剂问世(1979)以来, 该病在很大程度上

得到了控制, 但长期服用该药物的临床报告少

见. 本文对1994年以来反复在我院诊断治疗的

老年反流性食管炎患者中, 超过5 a长期服用质

子泵抑制剂治疗的病例共11例进行了追踪随访, 
现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组病例中, 男10例, 女1例, 年龄71-88
岁, 平均80.6岁, 其中食管或贲门癌术后5例. 均
有反酸症状 ,  其中伴烧心者9例 ,  上腹部不适

者3例, 胸骨后痛者2例, 吞咽不适者1例, 呃逆

1例, 黑便1例. 11例患者均经内镜及食管24 h

®

■背景资料
反流性食管炎是
目前消化界研究
热点之一, 质子泵
抑制剂是治疗该
病的首选药物之
一, 但国内外对长
期使用该药的效
果和远期影响的
报道少见.

■应用要点
本研究对老年反
流性食管炎患者
长期使用质子泵
抑制剂后的疗效
和影响进行了分
析研究, 对指导临
床工作实践有重
要参考价值.
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酸反流测定明确诊断. 参照我国消化内镜学会

1999年烟台会议拟定的反流性食管炎内镜分级

标准: Ⅰ级3例, Ⅱ级4例, Ⅲ级4例; 酸反流得分

25.9-273, 平均142.3, 其中小于50分者仅1例, 大
于150分者5例.
1.2 方法 该组病例病程时间6-56 a, 平均14.7 a. 
使用质子泵抑制剂5-13 a, 平均9.4 a, 其中10
例为间断服用, 每年服用时间为7-12 mo, 平均

每年9.5 mo(其中2例在病程中后期改为连续服

用, 时间为4, 8 a), 服药初期均采用口服洛塞克

(20 mg, 2次/d)或兰索拉唑(30 mg, 1次/d), 维持

治疗量为20 mg, 1次/d, 维持药物有洛塞克、奥

美片、奥克、兰索拉唑(30 mg, 1次/d)等多种剂

型. 1例为连续服用13 a, 治疗方式为口服洛塞克

20 mg, 2次/d. 11例患者均在服用质子泵抑制剂

2-3 mo后行胃镜检查, 并且以后仍定期复查胃

镜(每年1次者9例, 2次者2例)及血常规、肝肾功

能等检查项目.

2  结果

使用质子泵抑制剂4 wk后, 4例临床症状消失, 7
例明显缓解, 内镜下黏膜表现0级3例, Ⅰ级8例,Ⅰ级8例,级8例, 
但10例间断服用者, 在停药或改用H2受体拮抗

剂为维持治疗药物后, 临床症状及内镜下黏膜

表现均出现反复. 病程中, 有6例患者出现息肉

(食管2枚, 十二指肠2枚, 贲门、胃体、胃窦各1
枚, 其中1例在食管和十二指肠各形成1枚息肉, 
共形成7枚, 病理结果3枚为炎性, 3枚腺体增生, 
1枚位于十二指肠者为管状-绒毛状腺瘤), 不典

型增生者2例(食管1例, 胃窦1例), 有溃疡者9例
(食管3例, 贲门2例, 吻合口1例, 十二指肠3例, 其
中Barrett食管2例). 继续使用质子泵抑制剂后, 
症状再次得到明显改善, 内镜下黏膜病变也再

度好转: 溃疡愈合, 绒毛状腺体及不典型增生均

未再发现. 其中1例病程达16 a的顽固性反酸烧

心患者, 使用质子泵抑制剂前酸反流得分高达

273, 食管病理活检提示有溃疡, 服用质子泵抑

制剂后症状明显改善, 内镜下溃疡愈合, 但停用

后症状反复, 病程中出现Barrett食管、不典型增

生, 改为连续使用质子泵抑酸治疗后, 临床症状

消失, 每年复查胃镜均提示食管黏膜光滑, 偶有

小片状充血或血管纹理欠清晰, 治疗效果良好, 
现已连续服用8 a, 但在连续服用质子泵抑制剂

6 a后十二指肠出现息肉, 病理为绒毛状-管状腺

瘤(钳除), 以后内镜随访未有类似发现. 1例连续

13 a服用质子泵抑制剂的病例, 临床症状一直控

制良好, 胃镜随访观察食管曾出现片状充血, 无
息肉及不典型增生发现. 

11例患者在病程中, 2例曾因胆囊炎、胆石

症出现白细胞总数及转氨酶短暂升高, 经治疗

后恢复正常外, 其他病例白细胞总数及肝肾功他病例白细胞总数及肝肾功病例白细胞总数及肝肾功

能均处于正常范围.

3  讨论

胃内容物(包括十二指肠内容物)反流入食管, 损
伤食管黏膜, 引发临床症状称之为反流性食管

炎. 主要表现为烧心、反酸、反胃、胸骨后痛

等表现, 其发病是多因素的, 主要包括食管下段

括约肌功能减退, 反流物对食管黏膜攻击增强、

食管防御性机制下降(或破坏)[1]. 老年人的发病因

素中还有唾液分泌减少, 贲门松弛等[2]. 反流物中

H+的损伤作用最为严重, 所以抑制胃酸分泌成

为治疗反流性食管炎的主要措施之一[3]. 目前质

子泵抑制剂是临床广泛使用的抑制胃酸药物之

一[4], 临床已证实, 口服奥美拉唑(OME)20 mg/d, 
可使胃酸减少约90%左右, 且半衰期长, 可维持

作用近24 h, 可快速缓解症状并治愈食管炎. 文
献报道, 老年人反流性食管炎的发病率要高于

非老年人, 且具有发病率高、易漏误诊、病变

程度重, 复发率高的特点[5], 并与口咽部及呼吸

道疾病有密切关系[6]. 所以提高对老年人反流性

食管炎的治疗水平显的非常重要, 药物治疗仍

是缓解老年反流性食管炎症状的必要手段[7]. 质
子泵抑制剂被认为是主要的控制症状[8]和维持

治疗药物[9], 国外文献报道老年反流性食管炎服

用PPI维持治疗3 a以上仍有良好的控制症状的

效果[10], 长期治疗甚至优于手术[11]. 而国内鲜见

长期服用后的临床报告. 本组病例均长期服用

质子泵抑制剂治疗, 时间最长者连续服用13 a, 
症状表现和内镜下黏膜病变均能得到持续改善, 
也没有影响白细胞总数及肝肾功能的证据, 说
明此类药物对老年患者长期治疗的疗效值得肯

定. 然而近年来, 国外有报道认为长期服用质子

泵抑制剂会对胃黏膜肿瘤的发生有潜在影响, 
但一些研究发现长期服用该药对胃黏膜的内、

外分泌功能均未见到有明显的损害[12], 也并不

增加胃黏膜上皮细胞的分裂速度和表皮生长因

子及p53基因的过度表达[13]. 但在本组病例中, 
有1例在连续服用此类药物6 a后出现1枚十二指

肠息肉, 且病理类型为绒毛-管状腺瘤, 提示长期

服用是否对肿瘤的发生有影响, 仍需做更多的

研究工作. 在10例间断服药的病例中, 短期停药

■名词解释
质子泵: 也称H+/
K+ATP酶, 能主动
将壁细胞内的H+

逆浓度差转运到
胃腔内, 是胃酸形
成的最终步骤.在
壁细胞处于非活
动 状 态 时 ,  细 胞
质内有大量小管
泡, 质子泵便贮存
在小管泡膜内, 当
受到化学的、神
经的、激素的刺
激后, 壁细胞内的
小管泡迅速与分
泌小管相融合, 质
子泵转移到分泌
小管膜上并在有
氧代谢中高能磷
酸键产生的能量
的参与下, 将H+从
pH为7.4的壁细胞
质中跨梯度转运
到p H为1的分泌
小管管腔内, 最后
进入胃腔. 当质子
泵受到抑制时, 由
于阻断了胃酸形
成的最终步骤, 所
以不论是基础胃
酸分泌, 还是各种
形式引起应激性
胃酸分泌都可受
到有效的抑制.
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或换用H2受体拮抗剂维持治疗后, 出现息肉者

有5例, 胃窦腺体绒毛状增生1例、食管及胃窦

轻-中度不典型增生各1例, 也表明在服用质子泵

抑制剂一段时间后停药, 各种癌前疾病或状态

的发生似有增速表现, 尚需进一步探讨. 
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■同行评��
本文对11例老年
反流性食管炎患
者长期应用质子
泵抑制剂治疗的
情况进行总结分
析, 肯定了长期服
用质子泵抑制剂
治疗老年反流性
食管炎的的疗效, 
同时指出要警惕
上消化道肿瘤的
发生, 对临床有较
大的指导意义.
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Abstract
AIM: To conclude the clinical characteristics of 
hepatocirrhosis after HBeAg-negative hepatitis 
B (HB).

METHODS: Three hundred and seventy-
one patients with hepatocirrhosis after HB, 
from January to June in 2005, in Beijing Ditan 
Hospital, were classified into three groups: 
HBVDNA(+)HBeAg(+), HBVDNA(+)HBeAg(-), 
and HBVDNA(-)HBeAg(-), named group A, B, 
and C, respectively. The incidence rates of severe 
hepatitis and liver cancer, liver function and the 
level of blood lipid were observed..

RESULTS: The incidence rate of liver cancer 
was significantly higher in group B than that 
in group A or C (31.3% vs 19.2%, 18.2%, both 
P < 0.05). The incidence rate of severe hepati-
tis was not significantly different between all 
the groups. The levels of albumin (ALB), pro-
albumin (PAB), and cholinesterase (ChE) were 
reduced remarkably in group A (P < 0.05), while 
the level of blood lipid in group C was higher 
than that in group A or B (P < 0.05). The level 

of total bile acid (TBA) was 96.89 ± 101.44, 76.46 ± 
83.80, and 58.92 ± 77.17 µmol/L, respectively, 
in group A, B and C, and significant difference 
existed between each groups (P < 0.01). Mean 
virus load was markedly higher in group A than 
that in group B or C (2.5×107 vs 7.7×106, 0, P < 
0.05)..

C O N C L U S I O N : H e p a t o c i r r h o s i s a f t e r 
HBVDNA(+)HBeAg(-) HB has a high incidence 
rate of liver cancer, and liver injury is lighter than 
that after HBVDNA(+)HBeAg(+) HB, but more 
severe than that after HBVDNA(-)HBeAg(-) HB..
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摘要
目的: 探讨HBeAg(-)乙型肝炎后肝硬化患者
临床特征. 

方法: 我院2005-01/06, 肝硬化住院患者371例, 分
为A, B, C三组, 分别为HBVDNA(+)HBeAg(+), 
H B V D N A(+)H B e A g( - ) ,  H B V D N A(- ) 
HBeAg(-)3组进行分析. 观察癌变发生率、重
症肝炎发生率, 肝功能及血脂等指标. 

结果: B组癌变率明显高于A, C组(31.3% vs 
19.2%, 18.2%, 均P <0.05); 重症肝炎发生率三
组间无显著差异(P >0.05); ALB、PAB、CHE
在C, B, A三组间依次降低, A组降低最明显, 
与其他B, C组差异呈高度显著性(P <0.05). 血
脂4项检测在C组最高, 与A, B组之间的差异
呈高度显著性(P <0.05). TBA在A, B, C三组
间依次降低(96.89±101.44, 76.46±83.80, 
58.92±77.17 µmol/L), 相互之间有显著性差
异(P <0.01). 平均病毒载量A组明显高于B, C
组, 有显著性差异(2.5×107 vs  7.7×106, 0, 
P <0.05).

结论: H B V D N A(+)H B e A g(-)乙型肝炎后
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■背景资料
既 往 认 为 ,  慢 性
乙 型 肝 炎 患 者
H B e A g 转 阴 、

抗-HBe出现, 标志
着病毒低复制, 病
情较稳定. 近年来
发现, 部分HBeAg
阴性慢性乙型肝
炎患者体内仍有
大量病毒复制, 炎
症活动明显. 考虑
这类患者存在前
C 区 基 因 变 异 或
基本核心启动子
(BCP)基因突变.

 
wcjd@wjgnet.com 

■研发前沿
HBeAg阴性慢性
乙型肝炎致重型
肝炎和肝硬化、

肝癌的比率较多, 
治疗比较困难. 已
经在临床上受到
重视. 关于此类病
人, 临床上如何更
有效的治疗, 是亟
待解决的问题.

®



肝硬化患者癌变率高 ;  肝脏受损程度介于
HBeAg(+)DNA(+)组和HBeAg(-)DNA(-)组
之间.

关键词�� 乙型肝炎病毒e抗原; 乙型肝炎; 肝硬化; 临

床特征

焦以庆, 刘萍. HBeAg(�)乙型肝炎后肝硬化的临床特征. 世界华

人消化杂志  �00�;1�(15)��15�7�15�9

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1527.asp

0  引言

近年来研究发现, HBeAg阴性慢性乙型肝炎致

重型肝炎[1-2]和肝硬化[3]、肝癌的比率较多[4], 治
疗比较困难[5-8]. 已经在临床上受到重视[9]. 在
HBeAg(-)乙型肝炎后肝硬化患者中是否存在类

似的现象, 探讨如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-01-01/2005-06-30, 所有在我院住

院的乙型肝炎后肝硬化患者, 诊断标准符合2000
年修订的病毒性肝炎防治方案[10]. 排除条件: 合
并酒精性肝硬化, 合并其他病毒性感染(丙型肝

炎、戊型肝炎病毒、HIV), 梗阻性黄疸, 自身免

疫性肝炎. 符合入选条件者共371例, 男277例, 女 
94例, 年龄20-82(平均50.5)岁. 
1.2 方法 回顾性统计, 根据患者检测结果, 分
为H B V D N A(+)H B e A g(+)、H B V D N A(+) 
HBeAg(-)、HBVDNA(-) HBeAg(-)3组进行分

析. 观察: 重症肝炎发生率; 癌变发生率; 化验: 
ALT、AST、胆红素(TBIL)、白蛋白(ALB)、球

蛋白(GLO)、胆汁酸(TBA)、凝血酶原活动度

(PTA)、前白蛋白(PAB)、胆碱酯酶(CHE). 血脂4
项: 胆固醇(CHO)、甘油三脂(TG)、高密度脂蛋

白(HDL)、低密度脂蛋白(LDL).
统计学处理  应用SPSS11.0进行分析, 应用

列联表卡方检验和单因素方差检验.

2  结果

2.1 癌变及重症肝炎发生率 HBeAg(-)DNA(+)组
癌变率明显高于另外2组. 该组平均年龄最高, 
但与其他2组比较无统计学意义. 重症肝炎发生他2组比较无统计学意义. 重症肝炎发生2组比较无统计学意义. 重症肝炎发生

率3组间无显著差异(表1). 
2 . 2  化 验 结 果 比 较  A L B、PA B、C H E在

H B e A g(-)D N A(-)、H B e A g(-)D N A(+)、
H B e A g ( + ) D N A ( + ) 3 组 间 依 次 降 低 , 
HBeAg(+)DNA(+)组降低最明显, 与其他2组他2组2组

差异呈高度显著性. 血脂4项检测在HBeAg(-) 
D N A ( - )组最高 ,  与另外2组之间的差异呈

高度显著性 .  T B A在H B e A g(+)D N A(+)、
HBeAg(-) DNA(+)、HBeAg(-)DNA(-)3组间

依次降低, 相互之间有显著性差异. 平均病毒

载量HBeAg(+)DNA(+)组明显高于HBeAg(-
)DNA(+)组, 有显著性差异(表2). 其他指标ALT,他指标ALT,指标ALT, 
AST, TBIL, GLO, PTA, CHE等, 3组之间无显著

性差异.

3  讨论

通过对371例患者的分析表明 ,  H B e A g(-)乙
型肝炎后肝硬化患者中, 由于HBVDNA状态

的不同 ,  其临床表现有明显差异 .  结果发现 , 
H B V D N A(+)H B e A g(-)组病例癌变率高; 肝
脏受损程度介于HBeAg(+)HBVDNA(+)组和

HBeAg(-)HBVDNA(-)组之间. 乙型肝炎自然感

染史[11]中, HBeAg阴性反映了该患者已经过免

疫耐受期、免疫清除期, 进入低复制期[12], 但
部分患者发生了前C区变异或基本核心启动子

(BCP)变异, 使HBeAg不能产生或表达水平下降, 
但HBVDNA(+), 病毒复制仍然活跃, 炎症活动

明显[4,9,13-14]. 目前认为此类慢性乙型肝炎患者病

情重, 治疗困难, 预后差. 在乙型肝炎后肝硬化患
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■创新盘点
本文首次对HBe-
Ag(-)乙型肝炎后
肝硬化患者临床
特征进行系统分
析.

        

表 1 乙型肝炎后肝硬化癌变和重症肝炎发生率比较

n
平均年龄 (岁)

癌变人数 (91)

重肝人数 (18)

17�

�9.�

33 (19.�%)

  9 (5.�%)

观察指标  HBeAg(+)DNA(+)    HBeAg(-)DNA(+)    HBeAg(-)DNA(-)

1��

51.�

5� (31.3%)a

  8 (�.8%)

33
50.5
  � (18.�%)
  1 (3.0%)

aP<0.05 vs  HBeAg(+)DNA(+)组和HBeAg(�)DNA(�)组.

       

表 2 乙型肝炎后肝硬化化验结果比较 (mean±SD)

ALB (g/L)

PAB (mg/L)

CHE (µkat/L)

CHO (mmol/L)

TG (mmol/L)

HDL (mmol/L)

LDL (mmol/L)

TBA (µmol/L)

平均病毒载量

(copies/L)

30.3�±5.�8a

70.07±3�.��a

  ��.�±�9.5a

  �.83±1.��

  0.8�±0.�8

  0.8�±0.��

  1.00±0.75

9�.89±101.��

    �.5×107d

观察指标      HBeAg(+)DNA(+)   HBeAg(-)DNA(+)   HBeAg(-)DNA(-)

31.78±5.80

7�.��±�1.11

  ��.3±3�.9

  �.78±1.1�

  0.8�±0.7�

  0.78±0.��  

  0.97±0.�1

7�.��±83.80

    7.7×10�

31.78±�.73

91.98±53.07

  59.9±�5.5

  �.97±1.�8b

  0.91±0.8�b

  0.9�±0.38b

  1.11±0.75b

58.9�±77.17c

         0

aP<0.01 vs  HBeAg(�)DNA(+)组和HBeAg(�)DNA(�)组, bP<0.05 
vs  HBeAg(�)DNA(+)组和HBeAg(+)DNA(+)组, cP <0.01 vs  
HBeAg(�) DNA(+)组和HBeAg(+)DNA(+)组, dP<0.05 HBeAg(�) 
DNA(+)组和HBeAg(�)DNA(�)组.

■应用要点
本组资料显示, 乙
型肝炎后肝硬化
癌变率与病毒变
异相关, 肝脏损伤
与病毒载量相关, 
因此在临床上, 可
以对不同的患者
采取不同的治疗
措施.



者中, 我们发现HBVDNA(+)HBeAg(-)组患者癌

变率高, 这与既往柯伟民 et al [15]报道相似. 其原

因可能与病毒变异有关[16-18], 向光明 et al报道, 
基本核心启动子(BCP)与HBxAg部分重叠, 该
区域核苷酸发生变异, 可能导致原发性肝癌发

生[19-21]. 
对化验指标的分析, 我们发现, 肝脏炎症

活动的指标ALT、AST、TBIL各组之间无显

著差异. 在HBeAg(+)HBVDNA(+)组病例中合

成功能的指标ALB、PAB、CHE等最低, 血脂

4项指标明显降低, 肝损伤指标TBA最高, 清楚

地表明该组病例肝脏受损最严重 .  与之相反 , 
HBeAg(-)HBVDNA(-)组病例肝脏功能比较稳

定. HBeAg(-)HBVDNA(+)组介于二者之间. 究
其原因, 考虑和病毒载量有关[22-23]. 因此, 对于肝

硬化患者, 在有条件的情况下, 积极适当的抗病

毒治疗, 防止病毒变异, 对于稳定病情, 减轻肝

脏损害有积极的意义[24-26]. 
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■名词解释
前C区变异或基本
核心启动子(BCP)
变异: HBeAg由前
C/C基因表达, 并
受 到 C 基 因 启 动
子(core promoter, 
CP)调控. CP和前
C基因变异均能造
成HBeAg表达下
降或停止.另有报
道, 这两处基因变
异还与乙型肝炎
的病情程度有关.

■同行����
本文探讨了HBV 
DNA和HBeAg的
结果与肝癌发生
的关系, 全文可信
度高, 指导临床实
践性强, 下一步应
多中心协作调查, 
为阻断肝硬化向
肝癌发展提供更
多的理论依据和
临床依据.
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Abstract
AIM: To summarize the clinical characteristics of 
Chinese retractile mesenteritis.

METHODS: Three patients diagnosed with re-
tractile mesenteritis in our hospital and 44 ones 
reported in 33 articles were concluded in this 
study. The clinical data, including the ages, sex, 
predisposing factors, clinical manifestations, di-
agnosis and treatment, locations and sizez of the 
lesions, and prognosis, were analyzed..

RESULTS: Chinese retractile mesenteritis main-
ly occurred in middle-aged and old patients 
(mean age: 46 ± 18), among which the male and 
females covered an equivalent proportion. Its 
dominant symptoms were bellyache and celiac 
mass. The mean value of long diameter was 
more than 5 cm (mean: 8.5 ± 3.5 cm) in majority. 
The focus located in the mesentery of small in-
testine most frequently, then came to ascending 
colon, transverse colon, descending colon sig-
moid colon and epiploon, orderly.

CONCLUSION: Non-specific symptoms and 
physical signs lead to a high rate of misdiagnosis 

in patients of retractile mesenteritis. The accu-
rate diagnosis for retractile mesenteritis depends 
on pathological and surgical examination..

Key Words: Retractile mesenteritis; Sclerosing me-
senteritis; Mesenteric panniculitis; Mesenteric We-
ber-Christian disease; Diagnosis; Treatment

Gu GL, Wang SL, Zhou XW. Clinical characteristics of 
Chinese retractile mesenteritis: an analysis of 47 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(15):1530-1532

摘要
目的: 分析国人特发性收缩性肠系膜炎的临
床特点, 提高对该病的认识, 避免误诊误治. 

方法: 回顾性分析我院确诊的3例和近28 a
来国内期刊发表的33篇文献报道44例总共47
例特发性收缩性肠系膜炎的临床资料, 总结
其在发病年龄、性别、诱因、临床表现、诊
治、病变部位大小、预后等方面的特点. 

结果: 特发性收缩性肠系膜炎好发于中老年, 
男女比例相当. 以腹痛和腹部肿物为主要表
现, 病变长径多>5 cm, 以小肠系膜多见, 其次
是盲肠升结肠系膜, 横结肠、降结肠、乙状结
肠系膜和大网膜少见.

结论: 特发性收缩性肠系膜炎缺乏特异性的
临床和影像学表现, 极易被误诊. 确诊主要依
赖手术探查和病理检查. 本病的预后好. 临床
上提高对该病的认识和病理检查是提高确诊
率的关键.

关键词 ��  收缩性; 硬化性; 肠系膜炎; 肠系膜型

Weber-Christian病; 肠系膜型脂膜炎; 诊断;   治疗

顾国利, 王石林, 周晓武. 国人特发性收缩性肠系膜炎4�例. 世

界华人消化杂志  2006;14(15):1530-1532

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1530.asp

0  引言

特发性收缩性肠系膜炎(retractile mesenteritis, 
RM)是一种罕见的特发性、非肿瘤性、瘤病样

■背景资料
临床上特发性收
缩性肠系膜炎十
分少见, 极易被误
诊漏诊. 分析原因
除了该病缺乏特
异性的临床和影
像学表现外, 也与
临床医生对该病
缺乏更深入、系
统、详实的认识
有关. 国内外关于
该病的报道以个
案为主, 缺乏总结
材料.

 
wcjd@wjgnet.com 

■创新盘点
本文作者在总结
自己诊治经验的
同时, 通过权威数
据库的文献检索, 
将最近28 a来零
散的报道资料进
行总结,希望归纳
总结出中国人的
特发性收缩性肠
系膜炎的流行病
学和临床病理特
点.

®
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肠系膜炎性疾病[1]. 因少见且缺乏特异性的临

床和影像学表现,该病极易被误诊漏诊. 现将我

院确诊的3例及经检索中国生物医学文献数据

库CBMDisc(1978年至今)和清华同方医学期刊

数据库CNKI(1994年至今)所得的文献33篇44
例[2-34]综合分析报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 特发性收缩性肠系膜炎47例, 男25例,
女22例, 男女比例1.14∶1. 年龄4-80(中位46±
18)岁; >40岁者32例(68.1%). 病程6 h-10 a, 平
均30 d. 发病前有腹腔感染或腹部外伤手术史

者9例(19.1%), 进餐诱发者2例(4.26%). 其余无

明确诱因. 38例(80.9%)以腹痛为首发症状, 程度

由隐痛到剧痛不等. 9例(19.1%)以腹部肿物为首

发症状. 症状体征集中于右下腹者22例(46.8%),
左下腹、中腹部各6例(各占12.8%),下腹部5例
(10.6%), 左上腹、右上腹各4例(各占8.5%), 伴发

热者26例, 腹肌紧张8例, 腹胀、恶心呕吐、体质

量下降者6例. 18例行腹部影像学检查, 其中超

声、MRI、CT发现腹腔肿物者10例, 明确定位

于肠系膜者3例. 腹部平片及钡剂造影均未发现

病变. 全部病例均是通过手术后的组织病理检查

确诊. 病理检查发现单个病灶者34例(72.3%), 多
个病灶者13例(27.7%). 病变位于小肠系膜者26
例(55.3%),盲肠升结肠系膜9例(19.1%), 横结肠系

膜、降结肠乙状结肠系膜各5例(各占10.6%), 大
网膜者2例(4.3%). 病变长径<5 cm者9例(19.1%), 
5-10 cm者24例(51.1%), >10 cm者14例(29.8%); 
平均8.5±3.5 cm. 本组术前和术中均被误诊, 误
诊率100%. 被误诊为结肠癌14例, 腹腔肿瘤7例, 
肠系膜肿瘤、阑尾炎各6例, 腹腔结核4例, 腹膜

炎、肠梗阻各3例, 消化道穿孔、卵巢囊肿扭

转、胰腺炎、腹膜后肿瘤各1例. 
1.2 方法 本组均行手术治疗, 其中行病变＋肠

段切除者28例(59.6%), 单纯病变切除者13例
(27.7%), 仅行病变活检者6例(12.8%). 手术后给

予强的松等免疫抑制剂治疗者9例(19.1%).
统计学处理  使用SPSS11.5统计软件进行统

计, 用mean±SD表示.

2  结果

本组无手术死亡, 均治愈出院. 有随访记录者

20例 ,  随访时间8 m o-7 a,有3例分别在术后

2 mo、5 mo、2 a复发, 均再次行手术治疗后

恢复健康. 其余出院后健康. 

3  讨论

目前RM的病因、病原体和自然病程均不清楚[1]. 
有学者认为该病是自身免疫性疾病, 也有学者

认为其与自身免疫、感染、手术和创伤等综合

因素有关[35]. 自1955年Crane et al首次报道以来, 
该病有很多命名, 包括: 硬化性肠系膜炎、缩窄

性肠系膜炎、肠系膜脂膜炎、肠系膜硬化性脂

性肉芽肿、肠系膜黄色肉芽肿、脂质硬化性肠

系膜炎、肠系膜脂性营养障碍、肠系膜Weber-
Christian病等. 目前较多学者[1,35-36]倾向于用特发

性收缩性肠系膜炎来命名. 本组显示国内RM以

中老年多见(占72.1%), 中位发病年龄46岁, 病程

从数小时至10 a, 部分病例发病前有腹部感染

及创伤手术的可能诱因. 这些都与国外资料报

道[35-36]相仿. 但国外报道本病男女比例约2-3∶
1, 而本组为1.14∶1, 性别比例基本相当. 分析原

因除可能与本组例数稍少有关外, 也不排除人

种差异所致. 综合本组资料发现本病以腹痛和

腹部肿物为主要表现, 可伴随一些非特异性症

状. 腹痛以下腹(含左右下腹)为主(占70.2%), 中
上腹较少; 疼痛程度差异很大. 病灶以单发居多

(72.3%), 长径多>5 cm(80.9%). 国外报道本病较

少发生于结肠系膜, 但本组发生于结肠系膜者与

位于小肠系膜的比例基本持平(21∶26), 可见其

发生于结肠系膜并不少见. 
因本病很少累及肠管, 因此传统的腹部X

线检查及钡剂造影很难发现病变. 另外由于肠

系膜易活动、表面肠管阻隔、无特异性表现以

及肠系膜病变较少见, 因此影像学检查既难定

位、更难定性. 有学者认为[37]CT和MRI是术前

诊断本病的有效手段. 本组被作出正确定位诊

断的3例中有2例行CT检查. 由于本病少见、起

病隐匿且症状表现复杂多样, 又无特异性影像

学表现或特殊化验指标, 因此临床上极易被误

诊漏诊. 有时病理也可因缺乏经验而不能确诊

导致延误治疗或误诊为其他疾病[38]. 本组在术

前和术中均被误诊, 均是通过术后组织病理检

查得到确诊. 因此, 临床上提高对该病的认识和

病理检查是提高确诊率的关键. 
文献报道[1,35-39]本病预后较好, 复发率低. 因

病因不明, 我们认为对其手术范围宜小.  肠系

膜病变较小时可行病变切除. 如病变广泛,术中

冰冻病理明确诊断后, 肠系膜病变可不切除或

仅清除坏死组织, 而以处理肠梗阻等并发症为

主. 如无梗阻不要盲目切除肠管. 本组行肠段切

■应用要点
本文试图通过对
零散的个案资料
的总结, 归纳出中
国人特发性收缩
性肠系膜炎的临
床病理特点, 以期
临床医生在一线
工作中提高对该
病的认识和诊治
技能, 避免误诊误
治.
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除者较多是因为误诊为结肠癌和肠系膜肿瘤所

致; 实际上未行肠段切除者也取得了较好的疗

效. 本组在确诊后未行免疫抑制治疗者预后也

较好, 复发率不高. 因此对本病是否必须进行

免疫抑制治疗、如何治疗及治疗多久都还值得

继续探索. 
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Abstract
AIM: To evaluate the values of the simultaneous 
determination of tumor markers AFP, CEA, 
CA19-9, CA50 and CA125 in fluid and serum, 
and their ratio (F/S) in the differential diagnosis 
of benign and malignant ascites.

METHODS: Serum and ascites fluid specimens 
were simultaneously collected from 105 patients 
with ascites (benign 57, malignant 48). The tu-
mor markers AFP, CEA were determined by 
electrochemoluminescence. The tumor markers 
CA19-9, CA50 and CA125 were measured with 
radioimmunoassay (RIA)..

RESULTS: The F/S ratios were all lower than 
1.2 in benign ascites fluid and higher than 1.2 in 
the majority of malignant fluid when the tumor 
marker content in fluid was higher than the nor-
mal cut-off of serum (AFP > 25 μg/L, CEA > 5 
μg/L, CA19-9 > 37 kU/L and CA50 > 20 mg/L). 
The combination of a F/S ratio greater than 1.2 
and a cut-off stated above showed sensitivities 

of 18.8%, 62.5%, 58.3% and 72.9%, respectively 
for AFP, CEA, CA19-9 and CA50, with a speci-
ficity of 100%, These sensitivities were signifi-
cantly higher than those of a single determina-
tion of concentration in fluid or F/S ratio (16.7%, 
37.5%, 29.2% and 47.9%)(P < 0.01) besides AFP. 
The combined sensitivity of 4 tumor markers 
and their F/S ratios was 91.7% with a specificity 
of 100%..

CONCLUSION: In comparison with either 
single determination of concentration in serum 
or fluid, the sensitivity and specificity of tumor 
markers AFP, CEA, CA19-9 and CA50 can be 
significantly increased by simultaneous determi-
nation of the concentration in fluid and their F/S 
ratio..

Key Words: Ascites; Benign; Malignant; Differential 
diagnosis; Tumor Markers

H u a n g  J M ,  Y a n g  J ,  Z h o u  R R ,  H u  J .  V a l u e s  o f 
simultaneous determination of 5 tumor markers in fluid 
and serum and their ratio in differential diagnosis of 
benign and malignant ascites. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(15):1533-1536

摘要
目的: 评价同时测定腹水和血清中5种肿瘤标
志物AFP, CEA, CA19-9, CA50, CA125水平及
其腹水/血清(F/S)比值对良恶性腹水鉴别诊断
的价值. 

方法: 对明确诊断的腹水患者105例(良性57
例, 恶性48例)同时采血和抽取腹水, 采用化学
发光法测定AFP和CEA, 免疫放射分析法测定
CA19-9, CA50和CA125. 

结果:  腹水中肿瘤标志物的水平高于血清
正常上限值(AFP>25 μg/L, CEA>5 μg/L, 
CA19-9>37 kU/L和CA50>20 mg/L)时, 良
性腹水的F/S比值都小于1.2, 而恶性腹水的
绝大多数F/S比值大于1.2. 腹水AFP, CEA, 
CA19-9, CA50的上述上限值结合F/S比值大
于1.2, 诊断敏感性分别为18.8%, 62.5%, 58.3%
和72.9%, 除AFP外, 皆显著高于单纯的腹水浓

www.wjgnet.com

■背景资料
良恶性腹水的鉴
别诊断是消化内
科医师经常要面
对的挑战. 血清和
腹水肿瘤标志物
检测是鉴别良恶
性腹水的重要方
法之一, 但敏感性
和特异性较低. 腹
水和血清肿瘤标
志物及比值同时
测定用于良恶性
腹水的鉴别诊断, 
值得探索.

 
wcjd@wjgnet.com 

■研发前沿
引起恶性腹水的
病因复杂, 分原发
和转移两类. 腹膜
转移癌可来自不
同组织和器官. 至
今尚无一种理想
的肿瘤标志物能
兼有高度敏感性
和特异性. 选择几
种特异性高的标
志物联合检测, 能
提高诊断的敏感
性.

®



度和F/S比值的敏感性(16.7%, 37.5%, 29.2%
和47.9%)(P <0.01). 四项联合诊断敏感性达
91.7%, 特异性100%.

结论: 与单纯血清或腹水中浓度测定相比, 同
时测定肿瘤标志物AFP, CEA, CA19-9和CA50
的腹水浓度和F/S比值能显著提高诊断的敏感
性和特异性, 对良恶性腹水的鉴别诊断具有
较大的价值.

关键词�� 腹水; 良性; 恶性; 鉴别诊断; 肿瘤标志物
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0  引言

通常将腹水分为良性和恶性, 后者约占腹水的

10%-30%[1-2]. 细胞学检查仍为恶性腹水确诊的

金标准, 但其敏感性仅为30%-50%[1]. 近年来染

色体检测、单抗免疫细胞化学染色和端粒酶

活性检测的应用使细胞学检查法敏感性增加, 
但仍不理想. 研究表明, 检测腹水中IL-2, IL-6, 
TNF-α, 钙黏附素及VEGF等有助于良、恶性腹

水的鉴别诊断[3-4], 但离临床广泛使用尚需时日. 
检测血清和腹水中的肿瘤标志物已普遍用于恶

性腹水的诊断[5-11], 然而, 已有一些研究结果显

示, 在某些良性腹水如结核、肝硬化并自发性

腹膜炎等患者的血清和腹水中肿瘤标志物的

水平显著升高[12-14], 对鉴别诊断造成困难. 我院

2002-01-01/2005-11-30同时测定腹水患者血清

和腹水中AFP, CEA, CA19-9, CA50和CA125 5种
肿瘤标志物, 目的在于探讨联合检测能否提高

诊断的敏感性和特异性. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-01-01/2005-11-30明确腹水性质的

患者105例, 男72例, 女33例, 平均50.5岁. 恶性腹

水48例, 病因: 肝细胞癌12例, 胆囊癌2例, 胰腺癌

6例, 胃癌10例, 结肠癌6例, 十二指肠癌1例, 卵巢

癌6例, 恶性腹膜间皮瘤2例, 原发病灶不明的转

移性腺癌3例. 均经腹水细胞学、多功能腹膜检

查针活检[15]或腹腔镜、手术病理证实. 良性腹

水57例, 病因: 肝硬化40例(其中并自发性腹膜炎

者10例), 结核性12例, 类风湿(Felty综合征)1例, 
Budd-Chiari综合征3例, 脾包膜下出血反应性腹

膜炎1例. 均符合相关疾病诊断标准和治疗有效

证实. 入院次日清晨空腹采血, 同日上午抽取腹

水(距采血时间4 h内). 
1.2 方法  A F P和C E A测定采用化学发光法 , 
美国Beckman Cou l t e r公司仪器; CA19-9和
C A125采用免疫放射分析法, 美国C e n t o c o r
公司试剂盒;  C A50采用免疫放射分析法 ,  天
津市协和医药科技有限公司试剂盒 .  血清

AFP<25 μg/L, CEA<5 μg/L, CA19-9<37 kU/L 
和 CA50<20 mg/L为正常上限值. 

统计学处理 良恶性腹水肿瘤标志物浓度和

腹水/血清(F/S)比值均值的比较采用Mann-Whit-
ney U检验. 计数资料的比较采用χ2检验. 

2  结果

除CA125血清含量良恶性组比较无显著性差异

外, 其余4种标志物腹水和血清中含量及F/S比
值, 恶性腹水组均高于良性腹水组, 差异有显

著性意义(P <0.05或P <0.01, 表1). 以良性腹水

中肿瘤标志物的最高浓度或最大F/S比值作为

上限值(即特异性100%时), AFP, CEA, CA19-9
和C A50四种肿瘤标志物的F/S比值的诊断敏

感性与腹水浓度的诊断敏感性相比 ,  差异无

统计学意义(P >0.05). CA125的F/S比值的诊断

敏感性低于腹水浓度的诊断敏感性(表2). 当
腹水中AFP>25 μg/L, CEA >5 μg/L, CA19-
9>37 kU/L和CA50>20 mg/L时, 良性腹水的

F/S比值均小于1.2; 而恶性腹水的F/S比值绝大

多数大于1.2. 也即良性腹水F/S比值大于1.2的
情况均发生于四种肿瘤标志物腹水浓度低于

上述上限值时. 因此, 如表3所示: F/S>1.2结合

AFP>25 μg/L, CEA>5 μg/L, CA19-9>37 kU/L
和C A50>20 m g/L(即血清正常上限值)联合

诊断 ,  在特异性100%时 ,  诊断敏感性分别为

18.8%, 62.5%, 58.3%和72.9%, 除AFP外, 各项

与单纯腹水浓度和单纯F/S比值的诊断敏感性

比较, 有显著提高(P <0.01). 四项联合诊断敏感

性达91.7%, 特异性100%. 良恶性腹水间CA125
的腹水浓度与F/S比值间无上述规律性, 增加

CA125的五项联合与四项联合比较, 在特异性

100%时, 诊断敏感性无显著性差异(P >0.05).

3  讨论

腹水是临床常见病症, 肝硬化、腹膜结核、腹膜

转移癌和腹膜原发肿瘤是引起腹水的最常见病

因[1-2]. 临床上为治疗和判断预后常需先区分腹

水的良恶性, 细胞学是最常用的诊断方法, 但其

敏感性常低于50%[1]. 因此, 非常需要有其他技
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■相关报道
Trape et al  2004年
在以胸水为主的
研 究 中 ,  引 进 肿
瘤标志物体液/血
清(F/S)比值用于
良恶性胸、腹水
的鉴别诊断, 认为
CEA, CA19-9和
CA153的F/S比值
在特异性100%时
的诊断敏感性显
著高于单纯的体
液浓度测定.



术来进一步提高诊断的敏感性和特异性. 检测

腹水中肿瘤标志物是鉴别良恶性腹水的方法之

一, 国内、外已有较多报道[5-11]. 本研究的结果与

之前的报道基本一致, 即恶性腹水中肿瘤标志

物浓度显著高于良性腹水. 但诊断的敏感性、

特异性报道各异. 可能与标志物的上限值不一

有关. 已有研究表明, 一些疾病如肾衰、肝硬

化、结核等所致的良性腹水中肿瘤标志物浓度

明显升高[12-14]. 此外, 良性腹水患者如伴有一些

已知的其他脏器的原发或转移癌(paraneoplastic 
effusion)[13], 都会造成上限值的明显升高, 因而

降低诊断的敏感性. 相反, 如不考虑良性腹水中

肿瘤标志物浓度使用较低的上限值, 则产生高

的假阳性, 降低了诊断的特异性. 
腹水中肿瘤标志物的水平是腹膜上皮局部

产生/释放和/或自血液中渗透的结果. Trape et al [13]

将肿瘤标志物分为二类 :  一类是可由正常间

皮细胞, 特别是当间皮受到炎症等刺激时产生

/释放的肿瘤标志物, 如CA125和细胞角质蛋白

19(CYFRA21-1), 另一类是正常间皮细胞不能

或低产生/释放的肿瘤标志物如CEA, CA19-9
和CA15-3等, 在第2类肿瘤标志物, 腹水中有比

血清更高的水平提示有局部的产生, 表示有上

皮转移; 相反, 腹水中肿瘤标志物浓度正常或低

于血清, 很可能提示, 血清是这些肿瘤标志物的

来源. Trape et al [13]于2004年报道胸、腹水患者

CEA, CA19-9, CA153的F/S比值较单纯的胸、

腹水中肿瘤标志物浓度有更高的诊断敏感性. 
本研究显示, AFP, CEA, CA19-9和CA50的F/S
比值对良恶性腹水的诊断敏感性并不优于单纯

的腹水中浓度测定. 造成上述差异的主要原因, 
可能是由于我们测定的部分良性腹水中, 当肿

瘤标志物低于正常血清上限值时, 有部分患者

的F/S比值>1.2, 降低了F/S比值的诊断敏感性. 
当腹水中AFP, CEA, CA19-9和CA50高于血清

上限值时, 良性腹水的F/S比值均小于1.2; 而恶

性腹水的F/S比值绝大多数大于1.2. 腹水中AFP, 
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■创新盘点
本研究结果表明, 
肿瘤标志物F/S比
值在特异性100%
时的诊断敏感性
并不优于单纯的
腹水浓度测定. 但
F/S>1.2联合腹水
中肿瘤标志物浓
度高于正常血清
上限值, 能显著提
高诊断敏感性.

       

表 2 腹水中肿瘤标志物及其F/S比值在特异性100%时的
诊断敏感性

AFP   

CEA  

CA1���  

CA�0 

CA12� 

         400 μg/L
            2.1
          3�� μg/L
            1.4�
         240 kU/L
            1.4�
          31 mg/L
            2.1
         1130 kU/L
            11.�

肿瘤标志物  上限值                   敏感性 (%)

14.�
1�.��
41.��
3��.�
3�.�
2�.2
43.8
4��.�
2�.2a

10.4

aP<0.0� vs  F/S比值.

       

表 3 腹水中肿瘤标志物联合其F/S比值在特异性100%时
的诊断敏感性

AFP (>2� μg/L+F/S>1.2)
CEA (>� μg/L+F/S>1.2)
CA1��� (>3�� kU/L+F/S>1.2)
CA�0 (>20 mg/L+F/S>1.2)
CA12� (>1130 kU/L+F/S>11.�)
４项联合 (任一项阳性)
５项联合 (任一项阳性)

肿瘤标志物                                敏感性（%）

18.8
�2.�b

�8.3b

��2.�b

31.3
�1.��
�3.8

bP<0.01 vs  表2中各自腹水浓度和F/S比值的诊断敏感性.

 aP<0.0�, bP<0.01 vs 良性腹水组.

       

表 1 良恶性腹水患者腹水和血清肿瘤标志物检测结果mean (range)

 AFP (μg/L)       

CEA (μg/L) 

CA1��� (kU/L) 

CA�0 (mg/L) 

CA12� (kU/L) 

18.2 (0.��38�)
1�.1 (1.���480.1)
0.8�� (0.04�2.0�)
  2.� (0.2�3�.1)
  3.8 (0.���42.2)
0.31 (0.0��1.42)
1��.4 (1.0�23�.1)
2��.� (3.���84.�)
0.34 (0.02�1.42)
  �.2 (1.0�30.2)
  �.1 (1.��34.�)
0.��8 (0.32�2.0��) 
 421 (18�1122)
 1�� (11�22��)
1.��� (0.�2�11.3��)

肿瘤标志物                      良性                                恶性

    381 (2.8�3��� ���0)b 
    21� (1.8�300 000)b 
     1.� (1.0�2.���)a

   2�.1 (3.2�4��.�)b

   1�.1 (1.3�3��.0)b

   4.13 (1.�3��8.8�)b

 184.� (�.0�10�0.8)b

   ��.2 (�.0���33.8)a

   1.43 (0.�1��.04)b

   �0.� (��.2��84.��)b

   22.4 (3.���4�4.4)b

   2.3� (1.4���18.0�)b

    8�� (21�23��)b

     1�1(20�2431)
    �.21(0.38�21.40)a

腹水
血清
F/S比值
腹水
血清
F/S比值
腹水
血清
F/S比值
腹水
血清
F/S比值
腹水
血清
F/S比值

腹水
F/S比值
腹水
F/S比值
腹水
F/S比值
腹水
F/S比值
腹水
F/S比值



CEA, CA19-9和CA50高于正常血清上限值结合

F/S>1.2联合诊断, 诊断敏感性显著提高. 
 腹水中肿瘤标志物对鉴别诊断的敏感性

各家报道不一, 既与使用上限值不一有关, 也
与肿瘤原发器官和使用肿瘤标志物的数量有

关. 恶性腹水常见于胃肠、肝、胆、胰等脏器

的肿瘤转移, 因而测定CEA, CA19-9和CA50有
较高的阳性率. AFP对恶性腹水的诊断敏感性

不高, 但因我国肝细胞癌发病率较高, AFP对肝

癌所致腹水的诊断有不可代替的作用. 本研究

结果显示, 联合检测腹水中AFP, CEA, CA19-9
和C A50四种肿瘤标志物的水平和其F/S比值

(>1.2), 在特异性100%时, 诊断恶性腹水的敏感

性为91.7%. 高于先前的报道. 增加测定CA125
及其F/S比值并不能提高诊断的敏感性. 总之, 
在良恶性腹水的鉴别诊断中, 肿瘤标志物是有

诊断意义的检测方法之一, 同时测定肿瘤标志

物AFP, CEA, CA19-9和CA50及它们的F/S比值

可能提高诊断的敏感性和特异性. 
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■同行����
腹水和血清肿瘤
标志物对良恶性
腹水的鉴别诊断, 
国内外已有很多
报道, 但是腹水和
血清肿瘤标志物
及比值同时测定
的报道鲜见, 本文
有较高的临床指
导价值. 采用几种
肿瘤标志物腹水
浓度结合F/S比值
联合诊断, 显著提
高诊断敏感性和
特异性, 方法简便
易行, 应用前景广
阔.
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全国胃黏膜癌前病变与癌前疾病诊治研讨会
本刊讯  全国胃黏膜癌前病变与癌前疾病诊治研讨会将于2006年秋季在重庆举行, 现将征文通知公布如下:

1 稿件要求及截稿日期

全文及摘要800字(附软盘), 2006-07-15截稿.

2 联系方式

重庆市第三军医大学西南医院消化科赵晶京收(邮编: 400038); E-mail: zhaojingjing-1@sina.com.
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世界华人消化杂志投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 
大16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 
邮发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 
世界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消

化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外

科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608种中国科技论

文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 28种期刊

的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为

1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的

第14位, 内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界

华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比

0.30, 地区分布数28, 基金论文比0.43, 国际论文

比0.01. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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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
基金资助项目 格式如: Supported by National 



www.wjgnet.com

1540                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2006年5月28日     第14卷   第15期

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 自
2006-01-01起为
旬 刊 发 行 ,  每 月
8、1 8、2 8 日 出
版. 北京报刊发行
局 发 行 ,  邮 发 代
号 :  82-262.《世
界 华 人 消 化 杂
志》出版的模式
为 开 放 存 取 + 印
刷 版 .  免 费 通 过
http://www.wjgnet.
com/1009-3079/
index.jsp获取, 即: 
阅读、下载、复
制、打印和检索
论文的全文.

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. 
如马连生[1]报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; 
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国科发信字 (95 ) 
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PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文

献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年核心期刊为

准, 引用被PubMed收录的期刊文献用英文表达, 
请附引用文献网上摘要打印件, 包括PMID编号

(摘要的左下方). 按顺序编号装订, 并考入磁盘

内. 在引用参考文献页码末尾注明PMID编号; 
无PMID编号的期刊请删除(重要文献必须保留

者, 请附首页复印件). 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编

号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版
次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
1    Ma LS, Pan BR. Strengthen international aca-

demic exchange and promote development of 
gas-troenterology. World J Gastroenterol  1998; 
4: 1 [PMID: 11819215]

2   马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863 

3    Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4    尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 第
1版. 上海: 上海科学技术文献出版社, 1995: 
382-385

4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 

投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 
录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.

世界胃肠病学杂志社

100023, 北京市2345信箱

郎辛庄北路58号院怡寿园1066号
电话: 010-85381901
传真: 010-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com 
http://www.wjgnet.com
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本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

李增山 副教授 
第四军医大学病理教研室

刘杞 教授 
重庆医科大学病毒性肝炎研究所

刘铁夫 教授 
哈尔滨医科大学附属四院消化病诊疗中心

牛建昭 教授 
北京中医药大学

秦仁义 教授 
华中科技大学同济医学院附属同济医院外科

邱双健 副教授 
复旦大学附属中山医院肝癌研究所、肝肿瘤外科

任建林 教授 
厦门大学附属中山医院消化内科

施瑞华 教授 
南京医科大学第一附属医院消化科

王春友 教授 
华中科技大学同济医学院附属协和医院胰腺外科中心

王学美 研究员
北京大学第一医院中西医结合研究室

姚登福 教授
南通大学附属医院分子医学中心

喻荣彬 副教授
南京医科大学公共卫生学院流行病与卫生统计学系

张吉翔 教授 
南昌大学第二附属医院

张锦生 教授 
复旦大学上海医学院病理学系

周国雄 主任医师主任医师 
南通大学附属医院消化内科

周学文 教授 
辽宁中医学院附属医院消化内科

www.wjgnet.com
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