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门静脉栓塞术应用进展
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摘要
肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 在肝脏
移植尚不能普及的今天, 手术切除是目前治
疗肝癌的最有效方法.但是术后剩余肝脏组织
(future liver remnant, FLR)过少则是造成术后
肝功能衰竭等并发症的重要因素, 限制了肝
癌手术的进行, 从而使一些患者失去了手术
的机会. 肝切除术前门静脉栓塞术(portal vein 
embolization, PVE)可以使栓塞侧肝叶萎缩和
对侧肝叶增生, 使术后FLR增大, 功能提高, 从
而使不能直接手术切除的肝癌患者获得手术
切除的机会, 扩大了手术指征. PVE的实施通
常采用超声引导下经皮经肝门静脉栓塞术, 常
用的栓塞材料有: 纤维蛋白胶(fibrin glue)、氰
基丙烯酸+碘油、明胶海绵+凝血酶, 弹簧圈, 
微粒(如PVA颗粒)和无水乙醇等. 目前PVE主
要用于原发性肝癌、转移性肝癌、肝门胆管
癌和胆囊癌等需要行肝大部切除或扩大肝切
除的患者以及多发肝转移瘤需行二期肝切除
患者. 但在患有严重门静脉高压症的患者不适
合行PVE治疗. 同时PVE的应用仍存在许多问
题: PVE患者的选择尚无统一标准; PVE理想
栓塞材料的研究; PVE与现行肝癌治疗手段如
动脉栓塞术、辅助化疗等的联合应用等都需
要深入的研究. 严格把握适应证, PVE在肝癌
的治疗中将会发挥越来越重要的作用.
 
关键词�� 肝癌; 门静脉栓塞
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0  引言

肝切除目前仍是治疗肝脏肿瘤的首选和最有

效的方法. 在约45%的原发和继发的肝癌中, 为
使切缘无瘤需行扩大肝切除术. 但是术后剩余

肝脏组织(future liver remnant, FLR)过少是造

成术后肝功能衰竭等并发症的重要因素. 在肝

癌患者中, 有原发损害的肝脏切除60%的有功

能肝组织, 正常肝脏切除75%的功能肝组织, 术
后并发症明显增高. 门静脉栓塞术(portal vein 
embolization, PVE)可以使栓塞侧肝叶萎缩和对

侧肝叶增生, 使术后FLR增大, 从而使不能直接

手术切除的肝癌患者获得手术切除的机会[1-3]. 
1986年Kinoskita et al首次采用门静脉栓塞术来

限制动脉栓塞治疗无效的原发性肝癌门静脉癌

栓的蔓延. 1990年Makkudi et al首次对1例肝门

胆管癌患者行肝大部切除术前采用PVE促进肝

左叶增生. 自此, 肝切除术前PVE因其能扩大受

术切除的指征, 增加手术的安全性, 减少术后并

发症在临床得到推广, 在日本、欧美的部分较

大临床中心已成常用技术[1]. PVE术后可使栓塞

侧肝叶萎缩, 非栓塞侧肝代偿性增生. 研究表明, 
在没有慢性肝损害的患者中, PVE术后2 wk非
栓塞侧肝组织的增生达12-21 cm3/d, 术后4 wk
为11 cm3/d, 32 d为6 cm3/d[3]. 胆汁ICG分泌检

测[4]、(99m)Tc-GSA造影[5]显示PVE术后非栓塞

侧肝功能亦提高. 目前PVE后肝组织的增生具

体机制尚不清楚, 多种细胞因子参与了肝细胞

的再生过程, 如HGF, TGF-α, TNF-α, IL-6, 胰岛

素和去甲肾上腺素等[3]. 糖尿病患者肝脏增生速

度明显减慢[6]. PVE术后1 d门静脉血流速度明

显增快, 后逐渐减慢, 但术后14 d流速仍明显高

于基线, 而且肝脏的增生速度与门静脉血流流

速的增高呈正相关[7]. 门静脉血流动力学改变可

能是刺激肝脏增生的因素之一[8]. PVE对肝功能

的影响较小, 且多为一过性的. 约半数的患者肝

功能没有改变, 转氨酶于1-3 d达到最高, 但小于

基础值的3倍, 7-10 d内恢复到基础值. 白细胞计

数、血清胆红素水平也有轻度改变, 肝脏合成功

能(如凝血时间)不受影响[1,9]. 现就PVE引起的肝

脏病理生理变化、PVE技术、PVE适应证、禁忌

www.wjgnet.com

■背景资料
肝癌是我国最常
见的恶性肿瘤, 在
肝移植尚不能普
及时, 手术切除为
最有效的治疗方
法. 提高肝癌手术
的切除效果, 扩大
适应证, 将使更多
人群受益. 肝切除
术前门静脉栓塞
术则是其重要手
段之一.

 wcjd@wjgnet.com 
®



证及其临床应用做一概述. 

1  PVE技术

1.1 FLR的估测和术后肝功能的估计 目前,  FLR
体积的估测主要采用C T体积测量技术 ,  常用

的计算方法有: (1)(切除体积－肿瘤体积)/(肝
脏总体积－肿瘤体积), 该方法在有多个肿瘤

结节存在时计算误差累加, 且无法估计在有血

管栓塞、慢性肝病、胆管扩张等情况下有功

能的肝组织的体积[10]. (2)考虑到患者体型不同

对剩余肝组织体积的需求量也不同, Vau they
推荐用标准化的F L R估算法 .  肝脏总体积

(TELV)=-794.41+1267.28×体表面积, r2 = 0.454, 
P <0.001. 采用FLR/TELV来估计FLR功能, 其与

患者术后的并发症相关[10-11]. 对于肝硬化的患

者, 有学者推荐采用肝功能实验(如idocyanine 
grenn retention)等估计剩余肝脏的功能, 亦有研

究通过测定透明质酸盐、Ⅲ型前胶原、7 s胶原

蛋白等评估肝脏功能及其对PVE联合肝切除预

后的影响[12-13].
1.2 PVE的实施途径 PVE的实施途径有以下3种: 
(1)超声引导下经皮经肝门静脉栓塞术; (2)开腹

手术中经回结肠静脉插管门静脉栓塞术; (3)腹
腔镜下经回结肠静脉插管门静脉栓塞术. 根据

穿刺方法又可分为: 同侧穿刺(穿刺与栓塞部位

在同侧)和对侧穿刺(在穿刺的对侧栓塞). 目前

超声引导下经皮经肝门静脉栓塞术最为常用[1,3].
1.3 PVE的栓塞材料 目前PVE常用的栓塞材料

有: 纤维蛋白胶(fibrin glue)、氰基丙烯酸+碘
油、明胶海绵+凝血酶, 弹簧圈、微粒(如PVA颗

粒)和无水乙醇等. 各种材料在肝脏增生程度和

速度方面没有明显差异, 但是都有各自的不足

之处. 明胶海绵+凝血酶易发生栓塞静脉再通. 
氰基丙烯酸+碘油可产生快速可靠的肝脏再生

缩短PVE与肝切除术之间的时间间隔, 但是却

导致炎症反应较重, 造成肝胆管周围纤维化等

增加手术难度. 部分患者还可造成其他肝段的

非特异性栓塞. 无水乙醇可造成肝功能改变, 患
者耐受性较差. PVA与弹簧圈合用, PVA用于栓

塞远端小的门静脉, 弹簧圈用于栓塞近端较大

的门静脉, 效果尚可. 目前致力于研制能够持久

栓塞效果、防止产生栓塞再通、最终可获得更

快更好的肝脏增生效果的栓塞材料[1,3].
1.4 PVE的并发症 PVE的并发症包括: 肝被膜下

血肿、血性腹膜炎、胆道出血、假性动脉瘤、
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门静脉血栓形成、动脉静脉分流、门静脉血栓

形成、一过性肝衰竭、非目的性栓塞、气胸、

脓胸等[14-15]. Kodama et al [15]报道, 47例行术前

PVE的患者有7例(15%)发生并发症: 2例气胸, 2
例肝被膜下血肿, 1例动脉破裂, 1例假性动脉瘤

(合并被膜下血肿), 1例胆道出血, 1例门静脉血

栓形成. 并且发现技术性并发症的发生率可能

与穿刺肝段的位置有关. 较低的并发症发生率

(9.1%-12.8%)也见报道[1].

2  PVE的适应证和禁忌证

2.1 适应证 目前, PVE的患者的选择尚无统一标

准, 以下几个因素应予考虑: (1)有无肝脏原发损

害, 决定FLR是否有足够的肝功能; (2)患者体型

对剩余肝脏的需求, 标准化的FLR可考虑到患者

的体质量、体表面积、身高不同对剩余肝脏的

需求量; (3)手术切除范围、复杂性和手术术式; 
(4)患者年龄、全身合并症以及其他影响肝脏增

生的因素(如糖尿病)[1,16]. 存在慢性肝损害的肝

组织在增生能力、功能代偿、手术耐受方面较

正常肝组织差. 在正常肝脏切除90%的肝组织患

者尚能生存, 而在硬化的肝中切除60%的肝组织

患者就难以耐受[16]. 肝硬化患者肝大部切除术

后, 致命性的肝衰竭和由于肝功不足引起的腹

水、液体潴留、伤口不愈合更常见. 围手术期全

身或局部化疗增加手术并发症的发生率. Tanaka 
et al [17]研究显示在慢性肝炎患者肝组织炎症程

度是PVE术后肝脏增生的独立影响因子. Shoup 
et al [18]研究显示肝切除术后, 90%的FLR≤25%的

患者发生肝功能不足, 而FLR≥25%的患者无人

发生肝功能不足. FLR≤25%和肝功能不足与术

后并发症和住院时间呈正相关. 在无慢性肝损

害的患者, FLR/TELV<25%, 应考虑行术前PVE.
Kubota et al [10]建议, 对于需要行大部肝切除的患

者, 如果合并有肝硬化, FLR/ TELV<40%就应考

虑行术前门静脉栓塞术. 该标准同样适用于合并

慢性肝病、大剂量化疗、严重肝纤维化的患者. 
肝脏体积分析显示如果没有代偿性增生, 约95%
的患者肝左外叶(Ⅱ, Ⅲ段)体积占总肝体积的比

例小于25%; 有约30%的患者左半肝(Ⅱ, Ⅲ, Ⅷ)
小于肝总体积的25%. 故大多数需要扩大肝切除

的患者, 如没有因肿瘤造成的肝脏代偿性增生, 
会出现FLR/TELV<20%而需要考虑PVE. 肝左叶

扩大切除术很少需要左侧PVE. Nagino et al [19]手

术切除肝左三叶加尾状叶的患者, 切除肝脏占

总肝体积的67%, FLR为33%. 综上所述, 目前术
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前PVE主要用于原发性肝癌、转移性性肝癌、

肝门胆管癌、胆囊癌等患者: 合并慢性肝损害

需行肝大部切除术; 无慢性肝损害需行扩大肝

切除术; 多发肝转移瘤需行二期肝切除术. 此外, 
PVE联合经导管动脉栓塞用于扩大肝切除术前

亦见报道[20].
2.2 禁忌证 患有严重门静脉高压症的患者不适

于行肝大部切除术. 相对的禁忌证有: 肿瘤侵及

FLR或肝外有肿瘤转移; 无法纠正的凝血功能紊

乱; 肿瘤侵及门静脉; 因肿瘤侵袭无安全的穿刺

途径; FLR胆道扩张(如为胆道梗阻可于术前引

流); 轻度的门静脉高压症; 肾功能衰竭[1].

3 PVE联合肝切除术

3.1 合并慢性肝损害需行肝大部切除术 合并慢

性肝损害的患者, PVE术后非栓塞侧肝脏体积增

大28%-40%, 且增生速度较慢约需4 wk时间[6,21]. 
在合并慢性肝病的患者中, PVE可使术后并发

症的严重程度、术后肝功能衰竭、肝大部切除

术后的死亡率均下降[21-26]. Farges et al [26]的前瞻

性研究表明, PVE可使合并肝硬化的肝大部切

除术患者受益. 该研究中对预计FLR<40%的患

者行术前PVE. PVE使全部患者FLR体积显著增

大. PVE组没有患者出现肝切除术后肝功能衰竭

或死亡, 而非PVE组19例患者中有3例出现肝功

能衰竭, 1例患者死亡. 两组总生存率和无病生

存率相似. Azoulay et al [23]研究显示, 合并慢性肝

损害的患者行PVE联合肝大部切除术后1, 3, 5 a
的无病生存率与对照组相似. Tanaka et al [25]也报

道在肝癌合并肝硬化的患者中, PVE组与非PVE
组无病生存率相似, 累积生存率有所提高. 另外, 
PVE组患者若术后肿瘤复发获得进一步治疗的

机会较大.
3.2 无慢性肝损害患者需行扩大肝切除术 对无

肝硬化的肝门胆管癌、肝转移瘤的患者, 常采

用右半肝联合Ⅳ段和/或Ⅰ段的扩大右半肝切

除术或左半肝联合Ⅴ段、Ⅷ段和/或Ⅰ段的扩

大左半肝切除术. 扩大肝切除术使得大部分患

者FLR<25%, 需要行术前PVE. 肝组织的增生需

要门静脉的血流分流至剩余肝组织, 故研究者

建议完全栓塞拟切除的肝组织, 包括右半肝、

IV段门静脉的分支. Nagino et al [27]最先提出扩

大肝切除术前, 三段(trisegmental)门静脉栓塞的

潜在益处, 其研究表明肝右叶联合Ⅳ段的PVE, 
可以使FLR体积较单纯右半肝栓塞组显著增大

(mean 112±39 cm3 vs  66±35 cm3), 提高手术的
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安全性. 其他研究也证实该法可改善肝脏增生

和手术效果[28-29]. 但是, 最近Capussotii et al [30]的

研究, 是否联合栓塞Ⅳ段对Ⅱ、Ⅲ段的增生影

响无显著差异(67.8%±30.8% vs  56.1%±35.1%, 
P = 0.40). 研究显示, 剩余肝脏的体积是影响肝

切除术后肝功能和术后恢复过程的主要因素. 
Vauthey et al [31]对127例扩大肝切除患者进行的

研究中, 采用了标准化的肝体积计算法来选择

PVE和扩大肝切除的适应证. 在该研究中, 24%
的患者在扩大肝切除术前行PVE. 127例患者中, 
6例(4.7%)术后出现肝功能不足, 30.7%的患者

出现术后并发症, 1例(0.8%)死亡, 中位生存期

为41.9 mo, 5 a总生存率25.5%. Shoup et al [18]研

究显示, FLR≤25%是术后并发症和数后住院时

间的独立预测因子. 建议在PVE术前行FLR体积

预测. Azoulay et al [32]研究显示PVE联合肝切除

手术组与单纯肝切除手术组的5 a生存率相近

(40% vs  38%). Abdalla et al [19]研究显示扩大肝切

除术PVE组与非PVE组, 尽管PVE组的FLR较小

(18% vs  23%), 围手术期并发症无明显差异(28% 
vs  21%), 3 a总生存率65%, 中位生存期无显著

差异(40 vs  52 mo).
3.3 PVE联合二期肝切除术 目前肝转移癌手术

切除辅以术后化疗可以使患者获得较好的近期

与远期缓解效果. 但是多发双叶肝转移瘤患者

常因术后FLR过小而失去手术切除的机会, 仅能

行姑息性化疗. PVE栓塞促使非栓塞侧代偿性增

生, 却有可能促进肿瘤的增生. Elias et al [33]5例患

者研究提示非栓塞侧转移瘤较肝组织增生更快, 
且在不同的转移瘤结节和不同患者间差异显著. 
但是没有比较PVE术前和术后肿瘤的增生速度. 
Barbaro et al [34]对6例结直肠癌肝转移和3例类癌

肝转移的患者研究显示PVE栓塞侧结直肠癌肝

转移结节增长但是类癌肝转移的结节未见增长. 
Kokudo et al [35]研究亦显示PVE能促进转移瘤结

节生长, 并且影响患者的长期生存率. 但是PVE
对肿瘤增生的影响尚存在争议[1]. 为避免PVE术
后出现的肿瘤增生, Jaeck et al [36]提出对多发双

叶肝转移瘤患者行PVE联合二期肝切除术: 一期

通过冰冻或射频消融等手术损毁肝转移瘤结节, 
后PVE栓塞促使肝左叶代偿性增生, 二期手术肝

大部切除术或扩大肝切除术. Jaeck et al [37]研究

显示手术死亡率为0%, 一期手术、PVE、二期

手术后发病率分别为15.1%、18.1%和56.0%. 33
例患者中有25例(75.7%)完成了PVE联合二期肝

切除术. 该25例患者的1 a、3 a生存率分别为
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■创新盘点
门静脉栓塞术的
应用尚不普及, 本
文对近年该领域
的研究成果和热
点作一综述, 以加
深广大外科医师
对该项技术的理
解和扩大其应用
范围.

■应用要点
严格把握适应证, 
选择患者耐受性
好和效果持久的
栓塞材料.
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70.0%和54.4%, 长期生存率与可直接行肝切除

的转移瘤患者相近.其他研究也提示患者可从该

术式获益[38-39].
综上所述, 目前研究显示, 在不能直接手术

切除的肝脏肿瘤患者, 在经恰当选择后, 术前

PVE可以使其围手术期并发症、远期生存率达

到或接近于可以直接手术切除的肝脏肿瘤患者. 
术前PVE可以扩大肝切除手术的手术指征、增

加手术的安全性、改善患者的长期预后.
总之, 肝切除术前PVE可使剩余肝脏组织

体积增大、功能提高, 可以扩大手术指征. 目
前术前PVE主要用于估计肝切除术后FLR功能

不足的原发性肝癌、转移性性肝癌、肝门胆

管癌、胆囊癌等患者.在无慢性肝损害, FLR/
TELV<25%; 合并有慢性肝损害, FLR/TELV 
<40%. 术前PVE可以使经恰当选择的病例围手

术期并发症、远期生存率达到或接近于可以直

接手术切除的肝脏肿瘤患者. 术前PVE尚存在许

多问题: PVE患者的选择尚无统一标准; PVE理
想栓塞材料的研究; PVE与现行肝癌治疗手段如

动脉栓塞术、辅助化疗等的联合应用等.
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而扩大肝癌手术
切除指征的辅助
治疗方法.
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serve the suppression of the human gastric can-
cer (SGC7901) cells treated with Ezhu. By draw-
ing the suppression rate curves, we selected 
the appropriate Ezhu concentration at the 25% 
proliferation suppression rate as experimental 
concentration. Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot were 
adopted, respectively, to examine the expression 
of COX gene and protein. Furthermore, ELISA 
method was used to detect the variation of the 
VEGF and PEG2 expression in culture medium..

RESULTS: Ezhu definitely inhibited the pro-
liferation of human gastric cancer cells in a 
concentration dependent manner. Electropho-
resis of the RT-PCR products demonstrated the 
expression of COX-1 and COX-2 gene in the 
human gastric cancer cells. Gray scale analysis 
showed that both Ezhu and celecoxib inhib-
ited the expression of COX-1 and COX-2 gene, 
and the inhibitory action of Ezhu was greater 
than celecoxib. However, Western blot clearly 
showed that a specific protein strip was ob-
served in COX-1 group at the 70 kDa, while in 
COX-2 group at the 80 kDa. Gray scale analysis 
confirmed than both Ezhu and celecoxib had ap-
parent suppression on COX-2 protein, but had 
no effect on COX-1. Moreover, the suppression 
function of Ezhu surpassed celecoxib. Ezhu and 
celecoxib obviously degraded the content of 
VEGF in gastric cancer cells. In comparison with 
those in the control group, the results are statisti-
cally significant (91.0 ± 18.2, 127.8 ± 12.1 ng/L vs 
162.0 ± 15.1 ng/L, P < 0.01). The level of PGE2 in 
the cells treated with celecoxib was lower than 
the control group with no statistical significance. 
Nevertheless, Ezhu decreased the level of PGE2 
significantly (67.5 ± 6.9 ng/L vs 78.7 ± 5.6 ng/L, 
P < 0.01).

CONCLUSION: Ezhu can inhibit COX-2 and 
its downstream expression of PGE2, and down-
regulates VEGF expression, so as to suppress the 
proliferation of gastric cancer cells.

Key Words: Ezhu; Gastric gancer; SGC7901 cells; 

■背景资料
最近COX-2与癌
症及癌前病变相
关的研究越来越
多 ,  大 部 分 认 为
COX-2高表达与
肿瘤的生物学行
为 ,  如 肿 瘤 的 发
生、血道转移或
淋巴转移等密切
相关, COX-2的抑
制剂则能阻止或
延缓这些生物学
行为的发生, 以上
研究多是与西医
内容为主, 而对于
中药的研究较少;  
中药对胃癌的作
用机制以往虽然
有各种报道, 但从
COX-2角度研究
的 则 较 少 ,  故 本
研究进行中药在
COX-2作用机制
方面的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Ezhu on the 
expression of cyclooxygenase-1 (COX-1), 
cyclooxygenase-2 (COX-2), vascular endothelial 
growth factor (VEGF) and prostaglandin 
E2 (PGE2) in human gastric cancer cell line 
SGC7901.

METHODS: The MTT method was used to ob-
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摘要
目的: 观察莪术对人胃癌 S G C 7 9 0 1 细胞
COX-1, COX-2, VEGF和PGE2的影响. 

方法:  M T T法观察莪术对胃癌细胞的抑制
作用, 绘制其抑制率曲线, 选取抑制率为25%
时的药物浓度作为加药浓度, 用RT-P C R以
及Western blot方法检测加药后人胃癌细胞
C O X-1, C O X-2基因及其蛋白表达的变化. 
用ELISA方法检测加药后培养基中VEGF和
PGE2的表达情况. 

结果: 莪术对胃癌细胞有一定的抑制作用, 且
随着浓度的增加, 其抑制作用加强; 将RT-PCR
产物经电泳分析, 证实胃癌细胞中有COX-1、
COX-2基因的表达, 对各条带进行灰度分析
发现: 中西药对COX-1和COX-2均有抑制作
用 ,  莪术对C O X-2的抑制作用大于塞来昔
布; Western blot曝光结果可见, COX-1各组在
70 kDa处可见特异性的蛋白条带, COX-2各
组在80 kDa处可见特异性的蛋白条带. 对各条
带进行灰度分析发现: 各组中西药对COX-2
均有明显的抑制作用, 而对COX-1则无抑制
作用, 其中, 莪术对COX-2的抑制作用要强
于celecoxib; 西药celecoxib及莪术组可明显
降低人胃癌细胞VEGF的表达, 与细胞组相
比, 其差别有统计学意义(91.0±18.2, 127.8
±12.1 ng/L vs  162.0±15.1 ng/L, P <0.01); 西
药celecoxib组PGE2表达低于细胞组, 但其差
别无统计学意义, 莪术可明显降低人胃癌细
胞PGE2的表达, 与细胞组相比, 其差别有统
计学意义(67.5±6.9 ng/L vs  78.7±5.6 ng/L, 
P <0.01).

结论: 莪术可能是通过抑制COX-2及其下游
PGE2表达, 使VEGF表达下调而抑制肿瘤.

关键词�� 莪术; 胃癌; SGC7901细胞; 环氧合酶; 血管

内皮生长因子; 前列腺素E2
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0  引言

环氧合酶(cyclooxygenase, COX)为一种膜结

合蛋白, 是花生四烯酸转化为前列腺素和其他

二十烷类的限速酶. 目前已知细胞中至少有两种

COX同工酶: COX-1和COX-2. COX-1多在正常

组织中表达, 维持多种组织细胞的正常生理功

能. 而COX-2在绝大部分组织细胞中不表达, 只
在细胞受到广泛内外刺激因素(细胞因子、生长

因子、内毒素、促有丝分裂因子、致癌剂等)作
用时, 才呈诱生性表达[1], 且诱导产生的量随细

胞类型及刺激因素的不同而改变. COX-2与人

类肿瘤具有密切联系[2], 其可能参与了肿瘤的异

型、凋亡、肿瘤血管生成及肿瘤侵袭等. 有不

少研究报道[3], 食管癌、胃癌、结肠癌、肝癌、

胰腺癌等消化道肿瘤中有COX-2 mRNA或蛋白

的过度表达, 但COX-1表达无改变[4]. 在慢性萎

缩性胃炎伴肠化、不典型增生时也有COX-2的
表达上调[5], 且与慢性炎症的程度相关, 而萎缩

性胃炎伴肠化及不典型增生被认为是癌前病变. 
说明COX-2过度表达在胃癌的形成中起重要作

用[6]. 几项研究表明[7], NSIADs的应用可能减少

非贲门癌, 甚至贲门癌发生的危险性. 目前已知

NSIADs可阻断COX-2而发挥其对胃肠道肿瘤的

化学预防作用[8]. 实验研究也发现, NSIADs可在

体外抑制胃癌细胞株的增殖, 使其生长受抑, 凋
亡增加. 

研究报道表明血管内皮生长因子(VEGF)可
在很多正常组织中表达, 但一般水平较低, 恶性

肿瘤细胞能分泌大量VEGF, 常呈现过量表达. 
有研究表明肿瘤组织中VEGF的表达高于正常

组织, 其阳性表达肿瘤中微血管密度也明显增

高. VEGF是最具特异性的血管活性物质, 高效

地作用于血管内皮细胞, 刺激内皮细胞增殖, 促
进血管形成. 他诱导产生的新生血管有很高的

通透性, 能使循环中的血浆蛋白渗出到细胞外

基质, 有利于成纤维细胞和内皮细胞在其中生

长, 共同形成一种富含血管的肿瘤基质, 为肿瘤

的浸润和转移创造条件. 另外, VEGF可通过特

异的受体激活磷脂酶C[9], 快速诱导钙离子对血

管内皮细胞直接作用, 增加血管的通透性. 因此, 
VEGF在肿瘤的发生、生长、转移中起着重要

的作用. 而COX-2还可诱导VEGF等血管新生因

子[10], 促使肿瘤血管的新生, 从而促进肿瘤的增

殖和发展[11]. 
PGE2是花生四烯酸的主要代谢产物之一, 

已有大量研究报道[12], 同正常组织相比较, 胃癌

■研发前沿
自从选择性COX-
2 抑 制 剂 罗 非 昔
布在临床应用后
发现心血管方面
的 副 作 用 后 ,  关
于COX-2的研究
进 一 步 深 入 ,  对
COX-2在副作用
方面的认识也有
所加强, 相关研究
增多. 有的研究认
为选择性COX-2
抑制剂也有不少
副 作 用 ,  而 中 药
在防治肿瘤中副
作 用 较 少 ,  因 此
寻找具有选择性
COX-2抑制作用
的副作用更少的
中药有效成分成
为研究热点.
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组织产生PGE2的水平增高. PGE2可抑制具有免

疫调节功能的淋巴因子产生, 抑制T细胞和B细

胞增殖, T细胞母细胞化及抑制NK细胞、LAK
细胞和CTL的细胞毒活性. 同时, PGE2还可抑制

TNF的产生, 诱导IL-10产生. 因此, 应用环氧化

酶抑制剂(如阿斯匹林、苏灵达和消炎痛等)可
减低肿瘤引起的免疫抑制作用[13]. 

近年来, 益气活血法[14]在预防及治疗胃癌

及癌前病变中应用较为广泛, 取得了较好的疗

效[15], 为进一步探讨中药作用的机制, 我们初

步筛选出其中最为常用的活血药莪术作为本

研究的主要对象, 采用RT-PCR(COX-1, COX-2 
mRNA)、Western blot(COX-1, COX-2 protein)、
免疫组化双抗夹心ELISA(VEGF、PGE2)等方

法, 测定其在胃癌细胞中的表达及在莪术作用

下表达的变化, 从分子生物学角度分析莪术作

用的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞SGC7901为中国药科大学

抗肿瘤药理实验室保存. 莪术提取液由江苏省

中医院药理实验室提供, celecoxib(塞来昔布)产
自西尔大药厂波多黎各分厂. RPMI 1640培养

基由Gibco公司生产, COX引物购自上海生工生

物工程技术服务有限公司, 小牛血清由杭州四

季青公司提供, DMSO(二甲基亚砜)由江苏永华

精细化学品有限公司生产, 总RNA tripure抽提

试剂盒由Roche Diagnostics公司生产, COX抗体

由Santa Cruz公司生产, 100 bp DNA ladder购自

大连宝生物工程有限公司, 100 bp蛋白ladder由
Piece chemical公司生产. VEGF检测试剂盒由上

海森雄科技实业有限公司生产. PGE2检测试剂

盒由美国BPB公司生产.
1.2 方法 用2.5 g/L胰蛋白酶消化单层培养细胞

SGC7901, 制备单细胞悬液. 以每孔1×104个细

胞接种于96孔培养板(每孔100 μL), 分别加不同

浓度的莪术, 移入37℃ CO2孵箱中培养24 h. 然
后每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 于37℃继续

孵育4 h, 终止培养. 吸弃孔中的培养上清, 加入

100 μL DMSO振荡10 min, 在酶联免疫检测分

析仪测定A 490nm的值. 以只加培养液不加细胞的

空白对照孔调零. 
1.2.1 RT-PCR测COX基因 取对数生长期的细

胞, 按每瓶2×106个细胞的量, 分别加入到3个
中瓶中, 24 h后细胞贴壁后分别加药(选取抑

制率为25%时的药物浓度作为加药浓度): 细胞

对照组、celecoxib组(5.75E-5 mol/L)、莪术组

(940 g/L), 48 h后收集各组细胞, 用2.5 g/L胰
蛋白酶消化, 制成单细胞悬液, 1000 r/min离心

10 min, 收集细胞沉淀, 再以0.01 mmol/L pH 7.4 
PBS洗涤沉淀2次, 于-70℃保存. 应用tripure试剂

盒提取RNA, 并用紫外分光光度计测定A 260nm及

A 280nm值, 分析其纯度, 同时进行定量. 于冰上混

合2 μg RNA样品及10 μL随机六聚体引物, 于
70℃退火5 min后, 立即置于冰浴中, 加入5 μL
逆转录酶缓冲液, 40 MU/L rRNase抑制剂1 μL, 
10 mmol/L dNTP 1.25 μL, 200 kU/LM-MLV逆

转录酶1 μL, 并补加水至25 μL充分混合. 然后

37℃ 1 h; 80℃ 5 min终止反应, -20℃保存. 引物

序列COX-2为: COX-2 F: 5' ATC TAC CCT CCT 
CAA GTC CC 3'; COX-2 R: 5' TAC CAG AAG 
GGC AGG ATA CAG 3'. 扩增片段长度为807 bp; 
引物序列COX-1为: COX-1 F: 5' CCG GAT GCC 
AGT CAG GAT GAT G3'; COX-1 R: 5' CTA 
GAC AGC CAG ATG CTG ACT G3'. 扩增片段

长度为529 bp. 反应体系: 10×reaction Buffer 
2.5 μL, 25 mmol/L MgCl2 2.0 μL, 10 mmol/L 
dNTP 0.5 μL, 20 mmol/L上下游引物各0.4 μL, 
cDNA 2 μL, 及Taq酶0.3 μL, 补加水至25 μL. 
PCR条件: 94℃热启动, 94℃变性45 s, 58℃复

性35 s, 72℃延伸55 s, 共35个循环. 最后于72℃
延伸10 min. 反应完毕后, 取扩增产物10 μL, 于
15 g/L的琼脂糖凝胶上进行电泳分析. 为比较各

组细胞间表达水平的强弱, 应用图像分析仪对

扩增条带做了扫描半定量. 
1.2.2 Western blot测COX蛋白 将细胞的蛋白样

品定量(90 μg), 并进行变性(90℃, 5 min)处理; 
行聚丙烯酰胺凝胶电泳; 转膜: 75 mA, 1 h; 用
封闭液(脱脂牛奶)封闭1 h; 用Blot wash液洗2
次, 每次10 min; 加入COX-1或COX-2的一抗, 
在25℃温育1.5 h, COX-1和COX-2的一抗工作

浓度分别为1∶500和1∶800; 用Blot wash液洗3
次, 每次10 min; 加入辣根过氧化酶标记的二抗

后, 在25℃温育1 h, COX-1和COX-2的二抗工作

浓度均为1∶10 000; 用Blot wash液洗3次, 每次

10 min; 加入1∶1的发光液, 在25℃温育5 min. 
立即曝光, 等条带清晰后将胶片取出, 用凝胶成

像系统扫描并进行数据分析. 
1.2.3 ELISA法测VEGF和PGE2 取对数生长期的

细胞, 按1×108个/L的密度, 每孔500 μL培养基

分别加入到2个24孔板中, 24 h细胞贴壁后分别

加药(选取抑制率为25%时的药物浓度作为加药

■创新盘点
本文主要不同点
及创新之处在于
从中药的角度, 研
究莪术对胃癌的
作用机制.
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浓度): 细胞对照组、celecoxib组(5.75E-5 mol/
L)、莪术组(195 g/L), 每个浓度的药物分别加

8孔或10孔(n = 8或10), 48 h后收集上层培养基, 
离心后上清转入tube管中备用. 将备好的培养

基加入已平衡至室温板条的相应孔中(100 μL 
/孔). 37℃孵箱孵育120 min, 取出板充分洗涤5
次, 向滤纸上印干后每孔加入一抗工作液50 μL, 
充分混匀, 37℃孵箱孵育60 min, 洗板5次, 干后

每孔加入酶标抗体工作液100 μL, 37℃孵箱孵

育60 min, 洗板5次, 加入底物工作液100 μL/孔, 
37℃孵箱暗处反应10 min, 每孔加入终止液1滴, 
混匀后即刻测量A 492nm值, 减去空白孔A值, 得各

标本的A值, 根据标准品的测定值绘制标准曲线

图, 在标准曲线上查出每个标本VEGF浓度. 酶
标板每孔加入100 μL标准品, 分别加入100 μL
样品 ,  每孔加入50 μL酶标液 ,  18-25℃反应

90 min. 洗板6次, 每孔加入底物A, B液各50 μL. 
18-25℃反应15 min, 每孔加入50 μL终止液, 终
止反应. 于波长250 nm的酶标仪上读取各孔的

A值, 根据标准品浓度, 计算出样品中PGE2的

浓度.

2  结果

2.1 COX-1, COX-2表达 莪术对胃癌细胞有一定

的抑制作用, 且随着浓度的增加, 其抑制作用加

强(图1). 将RT-PCR产物经电泳分析, 加入COX-1
引物的各组均可见1条约529 bp(符合COX-1位
置)的扩增带, 加入COX-2引物的各组均可见1
条约807 bp(符合COX-2位置)的扩增带, 特异

性好(图2). 说明胃癌细胞中有COX-1 mRNA、

COX-2 mRNA的表达. 对各条带进行灰度分析

(图3)发现, 中西药对COX-1 mRNA和COX-2 
mRNA均有抑制作用, 莪术对COX-2的抑制作

用大于塞来昔布. 胃癌细胞的Western blot曝光

结果可见, COX-1各组在70 kDa处可见特异性

的蛋白条带(图4), COX-2各组在80 kDa处可见

特异性的蛋白条带(图4). 对各条带进行灰度分

析发现: 各组中西药对COX-2均有明显的抑制

作用, 而对COX-1则无抑制作用. 其中, 莪术对

COX-2的抑制作用要强于celecoxib.
2.2 VEGF和PGE2的表达 西药celecoxib及莪术组

可明显降低人胃癌细胞VEGF的表达, 与细胞组

相比, 其差别有统计学意义(P <0.01, 表1). 西药

celecoxib组PGE2表达低于细胞组, 但其差别无

统计学意义, 益气活血中药均可明显降低人胃

癌细胞PGE2的表达, 与细胞组相比, 其差别有统

计学意义(P <0.01, 表1).

3  讨论

目前, COX-2促肿瘤发生、发展的机制已有较多

阐述, 但其与胃癌诸多病理因素间关系的报道

尚不一致[16]. 有实验结果显示[17], COX-2在正常

胃黏膜、浅表性胃炎、萎缩性胃炎伴肠化、不

■应用要点
通过本研究, 对于
中药作用的机制
有了进一步的了
解 ,  为 临 床 选 用
中药提供了依据, 
而且对于中药作
用的机制可围绕
COX-2进行进一
步深入的研究, 从
其上游或下游探
讨 .  更重要的是 , 
可进一步筛选具
有选择性COX-2
抑制作用的有效
成分, 开发一类新
药.

图 1 塞来昔布(A)、莪术(B)对胃癌细胞的抑制率. 

图 2 COX-1 ｍRNA和COX-2 ｍRNA在人胃癌细胞中的

表达. 1-3: COX-1 ｍRNA; 5-7: COX-2 ｍRNA; 1, 5: 

SGC7901细胞; 2, 6: 塞来昔布组; 3, 7: 莪术组; 4: 100 bp 

DNA ladder.

图 3 各组别mRNA条带灰度分析比较. 

A

B

 0.00          100.00         200.00        300.00         400.00        500.00  

150

100

  50

   0

-50
  -100

IR
 (

%
)

concentration (g/L)

 0.00E+00  2.00E-05  4.00E-05   6.00E-05   8.00E-05  1.00E-04  1.20E-04

120
100
 80
 60
 40
 20
   0

IR
 (

%
)

concentration (mol/L)

       1         2        3     4         5       6        7

1.2

  1
0.8
0.6
0.4
0.2
   0

gr
ay

  
sc

al
e

COX-1
COX-2

   control                   Celecoxib组                   Ezhu

     

表 1 胃癌细胞VEGF和PGE2的表达

分组               n            VEGF (ng/L)             n          PGE2 (ng/L)

对照     8         162.0±15.1           8        78.7±5.6

celecoxib     8           91.0±18.2b        10        77.9±5.1

莪术             8         127.8±12.1b        10        67.5±6.9b

bP<0.01 vs  对照.
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典型增生及胃癌组织中的表达呈逐渐递增趋势, 
阳性率依次为6.67%, 17.86%, 30.43%, 42.11%和

62.26%. 提示COX-2在促胃癌发生、发展的过

程中遵循Correa et al [18]提出的肠型胃癌的发生模

式: 正常胃黏膜→慢性浅表性胃炎→慢性萎缩性

胃炎→肠上皮化生→不典型增生→胃癌的顺序

演变过程, 即COX-2参与了胃癌形成的全过程, 可
能为其早期事件. COX-2高表达与胃癌组织学分

级、浸润深度及有无淋巴结转移有关[19]. 在高中

分化胃癌组中的表达显著高于低分化组, 在侵

及浆膜组与有淋巴结转移组中的表达亦高于未

侵及浆膜组与无淋巴结转移组. 提示COX-2不
仅参与了胃癌形成的早期过程, 且与胃癌的侵

袭、转移及预后亦有一定的关系. 以往的研究

表明在胃癌细胞中COX-1的表达呈阳性[20], 与
本试验结果相一致. 从RT-PCR的结果来看, 莪
术对COX-2 mRNA和COX-1 mRNA均有明显

的抑制作用, 从对COX的选择性来看, 莪术对

COX-1和COX-2的抑制无明显差别. 从Western 
blot的结果来看, 中西药对COX-2均有明显的抑

制作用, 而对COX-1则无抑制作用. 其中, 在抑

制率相同的情况下, 莪术对COX-2的抑制作用

要强于celecoxib. 从ELISA检测可以看出, 西药

celecoxib及中药莪术均可明显降低人胃癌细胞

VEGF的含量, 且其趋势与各组COX-2的表达

基本平行, 中药莪术组可明显降低人胃癌细胞

PGE2的含量, 两者趋势与各组COX-2的表达基

本平行, 说明COX-2与PGE2、VEGF呈一定的相

关性[21], 中药作用的机制可能是通过抑制COX-2
表达, 从而抑制PGE2的产生[22], 降低肿瘤的发生; 
或者通过对VEGF的诱导作用[23], 使VEGF表达

下调, 或直接抑制VEGF表达, 从而抑制肿瘤血

管的新生[24], 抑制肿瘤的增殖和发展[25]. 
总之, 中药抗肿瘤的机制可能是通过抑制

COX-2表达, 减少PGE2所引起的炎症[26]及其免

疫反应 [27], 防止肿瘤发生; 或使VEGF表达下

调[28], 或直接抑制VEGF表达[29], 从而抑制肿瘤

血管的新生, 达到抗肿瘤的作用[30]. 
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Abstract
AIM: To evaluate the expression of recombinant 
and soluble human anti-HBsAg Fab in murine 
liver.

METHODS: The 5-40 μg recombinant plasmid 
pXXUF1-HBs-Fab was transfected by hydrody-
namics-based administration via tail vein into 
C57BL/6 mice within 5 s. Meanwhile the empty 
plasmid transfection group and non-transfection 
group were established. The serum and tis-
sue samples from liver, kidney and spleen of 
these mice were collected 3 d after transfection. 
The expression of genetically engineered Fab 

antibody in vivo was identified by reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR), 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
and immunohistochemistry both at mRNA and 
protein level.

RESULTS: After transfection with different 
doses (5, 10, 20 and 40 μg) of pXXUF1-HBs-Fab, 
the plasma expression of anti-HBsAg Fab was 
201.3 ± 13.7, 213.1 ± 13.5, 513.6 ± 12.8 and 954.1 
± 12.7 μg/L, respectively, with specific binding 
activities to HBsAg protein. There was a postive 
correlation between the expression of the protein 
and plasmid dose(r = 0.912, P < 0.01). Meanwhile, 
the mRNA of Fd and κ chain were detected in 
liver tissues by RT-PCR. Immunohistochemistry 
showed brown positive granules in the cytoplasm 
of liver cells and Fab protein cohered on the inner 
walls of glomerular capillary lumen and collec-
tors, but the parenchyma cells of the kidney and 
spleen had no expression of Fd, κ chain and the 
target protein. The expression of target protein 
was not observed in both empty plasmid trans-
fection and non-transfection group.

CONCLUSION: The recombinant and soluble 
human anti-HBsAg Fab can be successfully 
expressed in mice, and the expression level is 
increased with the increase of plasmid dose. The 
above study also shows the Fab protein can be 
filtrated through glomerular.

Key Words: Eukaryotic expression; Micromolecule 
antibody; Hepatitis B surface antigen; Mice
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摘要
目的: 研究人抗HBsAg-Fab重组体在小鼠体内
的表达分泌. 

方法: 将所构建的pXXUF1-HBs-Fab质粒以 
5、10、20和40 μg的剂量分别利用尾静脉液
压法转染C57BL/6小鼠, 建立实验1-4组; 同时

■背景资料
我国肝移植受者
多为乙肝相关终
末期肝病患者, 这
些患者移植后极
易发生乙肝病毒
(HBV)的复发感
染, 而复发后生存
率明显下降. 运用
基因治疗方法在
受者体内表达保
护性抗HBsAg小
分子Fab抗体预防
HBV复发感染的
研究对提高我国
肝移植患者生存
率和生存质量具
有重要意义. 
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■研发前沿
1 裸质粒注射需
要解决长期、稳
定、高水平表达
的问题. 因此可以
使用腺相关病毒
载体转染已达到
长期稳定和高水
平表达的目的. 
2  目前尚无小鼠
HBV感染模型, 体
内检验抗HBsAg
小分子Fab抗体预
防HBV感染功能
还是难题, 只能于
灵长类动物体内
研究其抗HBV感
染能力. 
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设立pXXUF1质粒转染对照组和空白组. 转染
3 d后采集血清和肝、肾、脾等组织标本, 运
用RT-PCR, ELISA和免疫组织化学染色等方
法从基因和蛋白水平分析基因工程抗体人抗
HBsAg-Fab在体内的表达能力. 

结果: 尾静脉液压注射pXXUF1-HBs-Fab组
小鼠血清中证实了人源性Fab蛋白的分泌性
表达, 各实验组血清中表达量分别为201.3±
13.7、213.1±13.5、513.6±12.8和954.1± 
12.7 μg/L, 并具有与HBsAg特异性结合的活
性, 蛋白表达与注射质粒剂量有正相关(r = 
0.912, P <0.01); 对照组和空白组血清中则未测
到目的蛋白. 实验组肝、肾、脾组织RT-PCR
检测可见肝组织中有Fd重链及κ轻链的mRNA
表达; 免疫组织化学检测显示肝细胞胞质中
有棕黄色阳性颗粒, 且部分肾小球毛细血管
腔内壁和肾脏集合管壁可见附着的Fab蛋白, 
肾实质细胞及脾脏均未见Fd重链及κ轻链的
mRNA和目的蛋白表达; 对照组和空白组均未
检测到目的蛋白.

结论: pXXUF1-HBs-Fab成功于小鼠肝脏分泌
表达人抗HBsAg-Fab重组体, 其表达水平与质
粒DNA注射剂量存在正相关关系, 并可通过
肾小球滤过代谢.

关键词: 真核表达; 小分子抗体; 乙肝表面抗原; 小鼠
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0  引言

我国肝移植受者多以乙肝相关终末期肝病患者[1-3], 
这些患者移植后极易发生乙肝病毒(HBV)的复

发感染, 无预防者肝移植后HBV再感染率可达

67%-80%, 而复发后生存率明显下降, 3 a生存率

仅44%, 5 a生存率为17%[4-7]. 运用基因治疗方法

在受者体内表达小分子抗HBsAg抗体预防HBV
复发感染的研究对提高我国肝移植患者生存

率和生存质量具有重要意义. 在前期研究中,我
们已将来源于人源性噬菌体抗体库筛选后的抗

HBsAg抗体的重链Fd段和κ轻链基因构建于重

组腺相关病毒穿梭质粒上, 即pXXUF1-HBs-Fab. 
质粒介导外源基因在体内的表达是研究基因功

能和基因治疗的主要手段. 我们采用尾静脉液

压法建立pXXUF1-HBs-Fab体内转染模型, 探索

小分子抗体基因在小鼠体内的表达情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 含有抗人HBsAg 抗体重链Fd段、κ轻
链基因和IRES序列的重组腺相关病毒穿梭质粒

pXXUF1-HBs-Fab为本研究所构建; pXXUF1质
粒由美国匹兹堡大学肖啸教授惠赠; 清洁级健

康C57BL/6(H-2b/b)♂小鼠, 6-8 wk龄, 20-22 g, 由
本所动物中心提供; 质粒去内毒素抽提试剂盒

(Qiagen); HRP－羊抗人Fab抗体及鼠抗人Fab抗
体购(Sigma); 含HBsAg抗原的ELISA板(上海实

业科华生物技术公司); SP免疫组化试剂盒(北
京中山生物技术公司); Trizol RNA分离试剂盒

(Gibco); 逆转录酶M-MLV及oligi dT (Progema); 
高保真DNA聚合酶、dNTP和琼脂糖(Fermentas); 
PCR Marker(华美). PCR引物合成(上海英骏): 
F1: 5'>AGT GGC AGT GCT GGA AAC<3'; F2: 
5'>GCA GAT GTA GGT CTG GGT G<3'; K1: 
5'>GCC GGA CCA GTC AGG ACA T<3'; K2: 
5'>CCG ATT GGA GGG CGT TAT<3'; GADPH 5'
端引物: 5'>ACG GAT TTG GTC GTA TTG GG 
<3'; GADPH 3'端引物: 5'>TGA TTT TGG AGG 
GAT CTC GC<3'. 
1.2 方法 吸取已构建的重组质粒pXXUF1-HBs-
Fab和pXXUF1保种菌液各200 μL分别至100 mL
含100 m g/L氨苄青霉素的L B液体培养基中 , 
37℃剧烈振摇. 将菌悬液收集于离心管中, 4℃
离心15 min, 弃培养液, 使细菌沉淀尽可能干燥. 
按Qiagen去内毒素超纯质粒抽提试剂盒说明书

对pXXUF1-HBs-Fab和pXXUF1进行大量制备, 
ddH2O溶解沉淀. 紫外分光光度计测定质粒DNA
的浓度及纯度. 分别将5-40 μg纯化pXXUF1-
HBs-Fab和20 μg pXXUF1质粒溶解于1.6 mL的
生理盐水中, 通过C57BL/6小鼠尾静脉快速(5 s
内)注射完全部液体. 实验分组: 设立实验1组(注
射pXXUF1-HBs-Fab 5 μg＋生理盐水)、实验2
组(注射pXXUF1-HBs-Fab 10 μg＋生理盐水)、
实验3组(注射pXXUF1-HBs-Fab 20 μg＋生理盐

水)、实验4组(注射pXXUF1-HBs-Fab 40 μg＋生

理盐水)、对照组(pXXUF1＋生理盐水)和空白

组(生理盐水)每组10只. 注射3天后, 采集血清和

肝、肾和脾组织. 
1.2.1 ELISA检测 经小鼠眼眶采血1 mL, 放置2 h
后经2000 r/min离心5 min取血清. 以HBsAg包被

ELISA板, 加入各组小鼠血清及标准人抗HBsAg-
Fab蛋白孵育1 h; 再加入1∶8000稀释的HRP-羊
抗人Fab 100 μL孵育1 h, TMB显色, 于450 nm及

630 nm双波长检测. 
1.2.2 RT-PCR 采用Trizol试剂提取C57BL/6小鼠

■ 相 关 报 道 
目前国内外临床
预防肝移植后乙
肝复发的手段主
要是乙肝免疫球
蛋白(HBIG)、拉
米呋啶等抗病毒
药物、乙肝疫苗
主 动 免 疫 等 .  乙
肝 免 疫 球 蛋 白
(HBIG) 预防是目
前阻止HBV再感
染和改善长期生
存质量最有效的
一种方法, 但这一
措施应用于临床
还存在许多问题: 
治疗费用十分昂
贵; 人源血液制品
来源困难且可能
有病原微生物的
污染; 长期静脉注
射可能造成汞中
毒等. 因而HBIG
实际临床应用受
限, 我国尤为突出. 
   国 内 外 在
HBsAb的人鼠嵌
合抗体、全人源
化抗体片段如Fab
和scFv已开展研
究, 但大多处于抗
体库构建、大肠
杆菌表达、酵母
菌表达或植物细
胞表达等水平, 尚
无用于哺乳动物
基因治疗的研究.
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肝脏、肾脏和脾脏组织的总RNA, 以Oligo dT
为引物逆转录合成单链cDNA. 并F1和F2, K1和
K2为引物扩增抗HBs抗体Fd重链及κ轻链基因. 
RNA提取和RT-PCR方法详见试剂盒使用说明

书. PCR反应条件: 94℃预变性5 min, 循环参数

为; 94℃变性40 s, 55℃退火60 s, 72℃延伸60 s, 
35个循环, 72℃延伸10 min, 同时扩增管家基因

GADPH. 产物经琼脂糖凝胶电泳后鉴定. 
1.2.3 免疫组化检测 取40 g/L多聚甲醛灌注小鼠

肝脏至发白, 剪取1 cm3大小组织固定; 肾脏及脾

脏剪下后肝素盐水冲洗, 一并放入40 g/L多聚甲

醛固定. 石蜡包埋, 标本均作厚度4 μm的连续切

片4张, 分别进行HE和免疫组化染色. 鼠肝单克

隆抗人Fab抗体的工作浓度1∶40. 组化染色参照

SP 试剂盒说明书进行. PBS代替一抗作阴性对

照. 显微镜下观察并照相. 染色结果判定: 光镜下

Fab蛋白以棕黄色颗粒为阳性, 无着色为阴性,并
将着色浅淡的弱阳性也归为阴性.

统计学处理 使用SPSS 11.5软件进行统计分

析. 所有实验数据均以均数±标准差表示, 各组

间差异的两两比较采用t检验, 注射剂量与蛋白

表达量间进行一元线性相关分析, P <0.05时具有

显著统计学意义.

2  结果

Qiagen去内毒素超纯质粒抽提试剂盒制备的重

组质粒pXXUF1-HBs-Fab和pXXUF1浓度分别达

到850 mg/L和800 mg/L. 尾静脉高压注射后, 各
组小鼠均出现一过性心衰, 约30 min后恢复正

常, 成活率达100%. 
2.1 血清ELISA检测 实验组C57BL/6小鼠注射

5 μg, 10 μg, 20 μg和40 μg质粒后血清平均A
值分别为1.78±0.17、1.814±0.165、2.341±
0.131和2.712±0.13; 根据标准曲线计算, 血清中

小分子Fab抗体表达量分别为201.3±13.7 μg/L、

213.1±13.5 μg/L、513.6±12.8 μg/L和954.1
±12.7 μg/L. 对照组和空白组C57BL/6小鼠血

清中则未测到人抗HBsAg小分子Fab抗体. 证实

转染pXXUF1-HBs-Fab的小鼠可以分泌性表达

人源性Fab蛋白, 并具有与HBsAg特异性结合的

活性; 在40 μg pXXUF1-HBs-Fab质粒注射时抗

HBsAg Fab表达最高, 但5 μg和10 μg无明显的

差别, 其他剂量组的表达差异均显著(表1). 不同

pXXUF1-HBs-Fab注射剂量对人抗HBsAg Fab表
达水平的影响见(图1), 蛋白表达与注射质粒剂

量有正相关(r  = 0.912, P <0.01). 
2.2 组织RT-PCR检测 分别以各组小鼠的肝脏、

肾脏和脾脏组织提取的总RNA为模板, 进行RT-
PCR. 在实验组小鼠的肝脏组织中均可检测到人

抗HBsAg抗体Fd重链及κ轻链的mRNA表达, 而
肾脏和脾脏组织未检测; 对照组和空白组小鼠

的肝脏、肾脏和脾脏组织中均未检测到Fd重链

及κ轻链的表达. 图2显示的是实验3组和对照组

肝脏组织的RT-PCR产物凝胶电泳结果, 可见实

■创新盘点
基因工程抗体分
子和抗体片断正
在被越来越多的
用于科学研究和
临床疾病的诊治, 
HBsAb的人鼠嵌
合抗体、全人源
化抗体片段如Fab
和scFv在国内均
已 开 展 研 究 ,  但
大多处于抗体库
构建、大肠杆菌
表达、酵母菌表
达或植物细胞表
达 等 水 平 ,  尚 无
用于临床基因治
疗 的 研 究 .  我 们
已构建了含有抗
HBsAg抗体的重
链 F d 段 和 κ 轻 链
基因的真核表达
质 粒 p X X U F 1 -
HBs-Fab. 在本研
究中证明重组抗
HBsAg Fab可以
在哺乳动物细胞
体内分泌表达, 通
过裸质粒注射的
方法主要在肝脏
表达, 并可进入血
液循环, 通过肾脏
代谢.

       

表 1 各转染组血清中人抗HBsAg小分子Fab抗体的含量

分组             处理因素      A 值 (mean±SD, n = 10)

pXXUF1-HBs-Fab   5 μg
pXXUF1-HBs-Fab 10 μg
pXXUF1-HBs-Fab 20 μg
pXXUF1-HBs-Fab 40 μg
pXXUF1 
生理盐水

  1.78±0.17a

1.814±0.165a

2.341±0.131ac

2.712±0.13ace

0.008±0.001
0.006±0.002

实验1
实验2
实验3
实验4
对照
空白

aP <0.05 vs 对照与空白组; cP <0.05 vs  实验1与实验2组; 
eP<0.05 vs 实验3组. 图 1 pXXUF1-HBs-Fab注射剂量对人抗HBsAg Fab表达水

平的影响(r = 0.912, P <0.01).

图 2 RT-PCR检测小鼠模型肝细胞中人抗HBsAg小分子Fab
抗体的表达. M: 100 bp DNA Ladder; 1-3: 实验3组(1: Fd, 2: 
κ链, 3: GADPH); 4-6: 对照组(4: Fd, 5: κ链, 6: GADPH).

质粒pXXUF1-HBs-Fab注射剂量 (μg)
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验组和对照组均有内参GADPH的扩增产物, 表
示逆转录过程和PCR过程均成功; 实验组可见长

约468 bp和402 bp的重链Fd段和κ轻链基因条

带, 而未转染组无带. 
2.3 免疫组化检测 体内转染C57BL/6实验组小

鼠肝细胞胞质内可见棕黄色阳性颗粒, 而对照

组肝细胞未见人小分子Fab抗体的表达; 实验组

小鼠部分肾小球毛细血管腔内壁也可见和肾脏

集合管壁可见附着的棕黄色颗粒, 其他肾实质

细胞未见表达, 对照组肾组织未见Fab蛋白表达; 

■应用要点
研究证明重组抗
HBsAg Fab可以
在哺乳动物细胞
体内分泌表达, 通
过裸质粒注射的
方法主要在肝脏
表达, 并可进入血
液循环, 通过肾脏
代谢, 充分验证其
体内转染表达特
点 .  今 后 将 转 染
该重组抗HBsAg 
Fab入灵长类动物
体内, 继续研究其
抗HBV感染的功
能及基因治疗安
全性, 最终运用于
肝移植受者预防
HBV复发感染.

脾脏免疫组化显示实验组与对照组无明显差异. 
图3显示了实验3组与对照组各组织的免疫组化

结果. 在实验组的不同剂量组肝脏均可见阳性

转染细胞, 而随着pXXUF1-HBs-Fab注射剂量的

增加脾脏和肾脏未见实质细胞有的人抗HBsAg 
Fab阳性表达.

3  讨论

基因工程抗体技术将重组DNA技术和遗传学及

免疫球蛋白结构功能方面的知识相结合, 对抗

图 3 转染小鼠体内人抗HBsAg Fab的表达(SP×400). A: 实验3组; B: 对照组; 1: 肝; 2, 3: 肾; 4: 脾. 

A1
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A3

A4

B1

B2

B3

B4
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体分子进行有目的的改造, 从而创建新的有价

值的抗体分子. 目前通过基因工程手段获得的

工程抗体分子和抗体片段正在被越来越多的用

于科学研究和临床疾病的诊治[8-10], HBsAb的人

鼠嵌合抗体、全人源化抗体片段如Fab和scFv在
国内均已开展研究, 但大多处于抗体库构建、

大肠杆菌表达、酵母菌表达或植物细胞表达等

水平, 尚无用于临床基因治疗的研究[11-13]. 抗体

分子为真核蛋白, 其体内形成过程涉及胞内分

隔作用以及转运酶、折叠酶及异构酶等蛋白的

相互作用和翻译后的糖基化、磷酸化、羟基化

等多种修饰作用, 这与原核细胞大不相同. 哺乳

动物细胞表达体系的最大优点是: 有关抗体分

子合成、加工和分泌的信号都能被哺乳动物细

胞准确而有效的识别. 并且哺乳动物细胞内质

网中有完善的重折叠机制, 可以对抗体分子进

行糖基化, 故常作为宿主细胞用于表达真核基

因. 已有报导表明抗体基因可以在非淋巴细胞

类宿主表达, 如COS, CHO和骨髓瘤细胞[14-17]. 另
外不同文献报道, 抗体信号肽或者第一框架区

中一个氨基酸的改变即可降低抗体的表达, 同
样轻链可变区中仅一个氨基酸的改变即可阻断

抗体的分泌[18]. 由此看来, 抗体可变区中氨基酸

序列对抗体的表达量具有重要的影响, 因为个

别氨基酸的改变可能会影响了可变区结构域的

折叠. 为了研究我们构建的pXXUF1-HBs-Fab能
否在哺乳动物非淋巴细胞中表达, 并能正确折

叠具有结合抗原的能力, 我们采用尾静脉液压

法对C57BL/6小鼠进行转染, 验证该重组载体

在哺乳动物体内表达人源性抗HBsAg-Fab的能

力. 我们已将anti-HBsAg轻链和重链Fd的表达序

列插入同一质粒, 并位于内部核糖体进入位点

(internal ribosome entry sites, IRES)[19-21]的两端, 
不仅省去了二次转染的步骤, 而且保证了重链

Fd和轻链cDNA的等量表达, 有利于其在真核细

胞胞质中正确结合成Fab片段. 
尾静脉液压法自1999年报道以来, 由于其

介导基因转染的高效性和以肝脏为主要靶器官

等特点, 已被广泛用于基因功能研究[22-27]. 我们

以anti-HBsAg Fab为报告基因, 建立尾静脉液

压注射系统, 进一步研究pXXUF1-HBs-Fab在
哺乳动物体内表达的能力, 同时还初步验证了

该方法介导的目的基因在小鼠体内转染分布情

况. 实验组小鼠免疫组化结果显示anti-HBsAg 
Fab基因可通过尾静脉大容量快速注射法高效

转染肝细胞, 这一结果与文献报导一致. 理论上

pXXUF1-HBs-Fab通过尾静脉进入体内后, 会
通过血液循环到达全身, 但由于这种尾静脉高

压注射方法将DNA大部分压入肝脏, 所有其他

部分DNA含量很少[28]. 我们研究各组小鼠的肝

脏、肾脏和脾脏组织RT-PCR结果显示实验组小

鼠的肝脏组织中可检测到人抗HBsAg抗体Fd重
链及κ轻链的mRNA表达; 而肾脏和脾脏组织未

检测到目的蛋白的表达, 且与注射质粒剂量无

关. Zhang et al [29]分析这种转染可能是由于大体

积DNA溶液快速注射到小鼠体内后在心脏发生

阻塞, 溶液返回来后通过肝静脉进入肝脏所致, 
但可能原因不止于此. Budker  et al [30]推测质粒

的吸收是通过受体介导非特异吸收的途径进入

细胞的, 质粒与细胞表面的接触时间可能会大

大提高DNA的转染效率. 我们考虑肝脏外其他

组织在转染初期可能有质粒DNA流经, 但未能

进入组织细胞, 故不能检测到细胞内有抗HBsAg 
Fab的mRNA及蛋白合成表达. 小鼠肾脏的免疫

组化结果显示pXXUF1-HBs-Fab转染组小鼠部

分肾小球毛细血管腔内壁和肾脏集合管壁可

见附着的Fab抗体, 但未见肾实质细胞内有anti-
HBsAg Fab的表达. 这一现象说明Fab蛋白的分

子质量较小, 可通过肾小球过滤而从血液中清

除. 从不同的角度来看这一现象既是Fab蛋白的

优点又是缺点. 一方面其半衰期短, 可以结合抗

原很快从血中清除; 但另一方面有可能影响其

局部有效浓度. 但对Fab蛋白功能的具体影响还

需进一步研究. 实验还进一步研究了质粒DNA
注射剂量与目的蛋白表达水平的关系, 其中注

射5 μg和10 μg质粒后小分子抗体Fab的表达量

无显著差异, 但于20 μg和40 μg注射组之间差

异显著, 随着pXXUF1-HBs-Fab剂量的增加血清

中目的蛋白水平逐渐升高. 
Liu et al [28]与Zhang et al [29]等均强调压力的

产生是细胞吸收DNA的必要条件. 注射速度和

注射体积直接影响到DNA的转染效率, 7 s内注

射2-3 mL体积可达到最高表达水平. 我们采用

这一注射条件, 注射后小鼠100%成活, 并检测

小鼠体内anti-HBsAg Fab的表达水平可达954.1
±12.7 μg/L. 裸质粒与病毒载体相比具有很多

优点, 如安全, 易制备, 因而费用低, 且可重复. 
尾静脉液压法是一种简单而高效的基因转染方

法, 观察时间短, 在快速检测基因体内表达能力

方面明显优于其他方法, 但该方法不能直接用

于人体实验, 所以将anti-HBsAg Fab用于临床预

防乙肝复发的应用研究则须利于pXXUF1-HBs-

■名词解释
小分子抗体Fab: 
F a b 由重链 F d 段
(VH+CH1)和完整
的轻链组成, 二者
通过一个链间二
硫键连接, 形成异
二聚体, 是完整抗
体的1/3, 仅有一
个抗原结合位点. 
属于小分子抗体. 
他具有许多优点: 
1: 分子小, 免疫源
性低, 用于人体不
易产生抗异种蛋
白反应; 2: 易于渗
透到达病灶周围
的微循环; 3: 血循
环和全身清除快, 
半衰期短, 肾脏蓄
积少; 4: 无Fc段, 
不易与具有Fc受
体的非靶细胞结
合. 这些都是杂交
瘤技术产生的抗
体无法比拟的优
点, 具有良好的应
用前景.
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Fab生产出rAAV, 证实安全有效后才能运用于人

体. 我们已在体外对转染质粒的细胞系表达的

目的蛋白进行纯化, 并初步证明其能预防HBV
感染人原代肝细胞的功能(即将发表). 目前尚无

小鼠感染HBV的模型, 因此不能在小鼠体内验

证该anti-HBsAg Fab的抗HBV感染肝细胞的能

力; 且小鼠体内表达的目的蛋白量少, 纯化后于

体外验证功能可能性也不大. 因此本文我们未

对蛋白功能进行深入探讨.
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Abstract
AIM: To explore the protective mechanisms of 
glycine on liopolysaccharide (LPS)-induced liver 
injury.

METHODS: BABL/c mice were randomly di-
vided into LPS group (n = 50), glycine group (n 
= 50), and control group (n = 50). The animals in 
LPS and glycine groups were intraperitoneally 
injected with 10 mg/kg LPS to establish the liver 
injury model, while animals in glycine group 
were pretreated with 50 g/L glycine-containing 
food 3 d before modeling. The mice in control 
group received the same amount of normal sa-
line. Liver samples were collected to observe his-
topathological changes. The levels of tumor ne-
crosis factor-α (TNF-α) and interleukin-10 (IL-10) 
in plasma were measured by enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA). The mRNA 
expression of TNF-α, IL-10 and toll like recep-
tor 4 (TLR4) in hepatic tissues were detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The expression of TLR4 protein in 

liver was detected with immunohistochemistry..

RESULTS: Glycine improved the survival rates 
of the mice, and attenuated LPS-induced patho-
logical changes of the liver tissues significantly. 
The plasma level of TNF-α was markedly lower 
in glycine group than that in LPS group (708.83 
± 51.29 ng/L vs 1852.8 ± 126.64 ng/L, F = 786.21, 
P < 0.05) at 3 h, while the level of IL-10 was sig-
nificantly higher at 12 h (418.64 ± 38.86 ng/L vs 
211.15 ± 26.44 ng/L, P < 0.05). The expression 
of TNF-α and TLR4 were notably decreased in 
glycine group in comparison with those in LPS 
group (A value: 1.59 ± 0.14 vs 0.91 ± 0.11, P < 
0.05; 0.97 ± 0.12 vs 0.53 ± 0.11, P < 0.05), but the 
expression of IL-10 was remarkably increased (A 
value: 0.62 ± 0.08 vs 1.06 ± 0.15, P < 0.05).

CONCLUSION: Glycine pretreatment can at-
tenuate LPS-induced liver injury, which may be 
associated with the down-regulation of TLR4 ex-
pression and up-regulation of IL-10 production.

Key Words: Glycine; Liopolysaccharide; Toll like re-
ceptor 4; Liver injury

Wang Q, Zhang T, Chen YH, Yu HB, You HB. Protection 
mechanisms of glycine against liver injury induced 
by liopolysaccharide. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(16):1561-1565

摘要
目的: 探讨甘氨酸(Gly)对内毒素(LPS)性肝损
害的保护机制. 

方法: BALB/c小鼠随机分为三组, LPS组(n  = 
50)经腹腔注射10 mg/kg的LPS, Gly组(n  = 50)
在注射相同剂量LPS前3 d开始喂饲含50 g/L
的Gly的饲料, 正常生理盐水对照组(n  = 50), 
经腹腔注射等体积的生理盐水, 光镜观察组织
病理学改变, 免疫组织化学法检测TLR4表达
水平; ELISA法检测血浆TNF-α, IL-10浓度及
RT-PCR检测肝组织中TNF-α, IL-10及TLR4的
mRNA表达水平. 

结果: Gly能明显提高小鼠存活率, 肝脏病理损
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■背景资料
内毒素血症至今
仍是临床治疗中
的难点, 现行的抗
感染治疗方案中, 
主要原则是及早
全身使用抗生素, 
但其直接后果却
是在迅速杀死细
菌的同时导致短
时间内大量的内
毒素释放入血, 可
能加重患者的临
床毒血症反应, 因
此, 严重感染后脓
毒性休克病死率
至今仍高达70%
以上. 学者们一直
在寻找较为理想
的内毒素拮抗剂, 
但多因拮抗效果
差, 或本身的毒副
作用大等而不能
用于临床.



害程度减轻; Gly组TNF-α水平显著低于LPS
组, 差异有统计学意义(708.83±51.29 ng/L vs  
1852.8±126.64 ng/L, F  = 786.21, P <0.05); Gly
组IL-10增加且高峰前移, 与LPS组比较差异
有统计学意义(418.64±38.86 ng/L vs  211.15
±26.44 ng/L, P <0.05); Gly组肝组织中TNF-α
及TLR4表达也明显减弱, IL-10表达明显增强, 
与L P S组比较差异均有统计学意义(分别为
TNF-α A值: 1.59±0.14 vs  0.91±0.11; TLR4 
A值: 0.97±0.12 vs  0.53±0.11; IL-10 A值: 0.62
±0.08 vs  1.06±0.15; P均<0.05).

结论: Gly能明显减轻LPS所致的肝损害, 其机
制可能与其下调肝细胞的TLR4表达, 同时上
调IL-10的水平有关.

关键词�� 甘氨酸; 肝脏; 内毒素; Toll样受体4
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0  引言

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)是革兰阴性细

菌细胞壁上的主要成分 ,  主要通过与单核-巨
噬细胞表面的跨膜受体Tol l样受体4(to l l l ike 
receptor 4, TLR4)等相结合后, 引起肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)等大量促炎症介质释放, 导致全

身性炎症反应及多器官功能损害[1-3]. 由于全身

80%-90%的单核-巨噬细胞为位于肝血窦内库普

弗细胞, 因此在内毒素血症时库普弗细胞及肝

脏成为内毒素的主要靶细胞和器官[4-5]. 甘氨酸

(glycine, Gly)能明显减轻内毒素性休克大鼠模

型肝细胞坏死[6], 但其作用机制尚未明确. 本实

验拟通过观察Gly预处理对LPS攻击小鼠肝脏的

LPS受体TLR4及其下游细胞因子表达的影响, 
探讨LPS对肝损害的机制及Gly减轻其肝损害的

可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♀清洁级健康Balb/c小鼠, 体质量18
±2 g, 10-12周龄(重庆医科大学动物实验中

心); LPS、甘氨酸(Sigma); 大鼠抗小鼠TLR4IgG 
(Santa Cruze); AMV逆转录酶(TaKaRa); 小鼠

TNF-α、IL-10 ELISA试剂盒(武汉博士德生物

技术有限公司); 两步法RT-PCR试剂盒(大连宝

生物工程有限公司); 凝胶成像分析系统(B io-
Rad Doc Gel 2000); 电泳仪(300 V, Bio-Rad); 全
自动生化分析仪(BECKMAN CX7); 低温高速离
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心机(Mikro 22 R).
1.2 方法 (1)BALB/c小鼠150只, 随机分为3组(n = 
50). 内毒素组(LPS组), 禁食12 h后, 经腹腔注

射10 mg/kg的LPS, 建立内毒素血症肝损害动

物模型; 甘氨酸组(Gly组), 腹腔注入相同剂量

的LPS前3 d, 喂饲含50 g/kg的Gly饲料; 正常

生理盐水对照组(n = 50), 经腹腔注射等体积的

生理盐水, 每组各取20只小鼠, LPS处理后观察

5 d, 记录存活率; 剩余动物于注射LPS溶液后

0, 1, 3, 6, 12 h各时相点活杀取材(每组每时点

各6只). (2)光镜检查: 取左肝外叶组织, 常规石

蜡包埋、HE染色. (3)免疫组织化学染色: 取左

肝外叶组织, 采用SABC法, 按试剂盒说明书检

测TLR4蛋白的表达. (4)血浆ALT浓度测定: 抽
取肝下腔静脉血液3 mL, 用全自动血液分析仪

直接测定ALT. (5)血浆中TNF-α、IL-10含量测

定: 采用ELISA法, 按相应的试剂盒说明书进行. 
(6)肝组织TNF-α、IL-10、TLR4 mRNA表达水

平检测: 采用RT-PCR法. PCR引物由上海鼎安生

物科技有限公司设计并合成, TLR4, 上游引物

5'-CAAGGCATGGCATGGCTTAC-3', 下游引物

3'-GGTAGCCAACTAGAACCCTC-5', 扩增产物

500 bp; TNF-α, 上游引物5'-TCTACTGAACTT
CGGGGTGA-3', 下游引物3'-CTCAGGCCCGT 
CCAGA TGA-5', 扩增产物542 bp; IL-10, 上游

引物5'-CCAAGCTTATCGGAAATG-3', 下游引

物3'-CACTTGTA AATCTTTCTTCGGG-5', 扩
增产物500503 bp; 内参照β-ac t in, 上游引物

5'-CATTGTGATGGAC TCCGGAG-3', 下游引物

3'-CTGCCGGTCCAGTAGTGATA-5', 扩增产物

300 bp; 扩增产物电泳结果采用Doc Gel 2000凝
胶图像分析系统成像, 并以Bio-Image Analysis 
System进行半定量分析, 结果以相对吸光度值A
×面积(mm2)表示. 

统计学处理 采用SPSS 10.0软件进行, 组间

均数的两两比较用t检验, 组内均数的两两比较

用q检验, 组间率的两两比较用χ2检验, 以P <0.05
为差异有显著性.

2  结果

2.1 对LPS攻击小鼠存活率的影响 观察期内, 
LPS组和Gly组小鼠24, 48, 72, 120 h的存活率

分别为50.0%, 40.0%, 30.0%, 30.0%和90.0%, 
80.0%, 70.0%, 70.0%, 两者比较差异显著

(P <0.05).  
2.2 肝组织病理形态学的改变 光镜结果显示:  
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■研发前沿
大量研究新表明
甘氨酸(glycine, 
Gly)对缺血-再灌
注、缺氧等损害
均显示出保护作
用, 是一种新发现
的细胞保护剂. 因
此, 本文拟通过建
立内毒素性肝损
害动物模型, 观察
Gly对肝脏的保护
效应, 探讨保护机
制, 并试图为内毒
素性肝损害的临
床治疗提供新的
手段. 因为Gly为
机体的一种非必
需氨基酸, 其毒副
作用小, 可以进一
步经临床试验验
证后, 用于临床内
毒素血症的防治.
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LPS组3 h时, 肝细胞出现肿胀、空泡样变性、

汇管区有炎性细胞浸润, 随时间的延长, 上述损

害加重, 12 h时除上述损害外可见中央静脉内

有血栓形成, 24 h时可见点片状、大片状甚至

肝窦结构被破坏; Gly组, 形态学上肝细胞肿胀、

空泡样变性明显减轻, 汇管区炎性细胞浸润减

少, 整个观察时间内仅见点片状坏死, 未见大片

状及肝窦结构的破坏. 
2.3 肝组织TLR4蛋白表达的改变(图1) 免疫组化

结果显示: LPS组3 h时肝细胞、血管内皮细胞

内可见大量棕黄色颗粒, 且主要分布于肝血窦

周围. Gly组3 h时阳性反应细胞也主要分布于肝

血窦周围, 但比LPS组数目少且染色程度轻.
2.4 ALT的变化 Gly组相同时相点的ALT含量明

显低于LPS组, 差异有统计学意义(F = 558.63, 
P <0.05)(表1).
2.5 血浆TNF-α, IL-10含量的变化 Gly组TNF-α
的水平, 明显低于同时点的LPS组, 差异有统计

学意义(F = 786.21, P <0.05)(表2). Gly预处理组

血浆IL-10含量在LPS刺激1 h后即开始明显增

加, 且高峰提前至12 h, 和同时点的LPS组, 差异

有统计学意义(F = 311.12, P <0.05)(表3).
2.6 肝组织TNF-α, IL-10, TLR4 mRNA表达的影

响(图2-4) RT-PCR结果显示: Gly预处理TLR4、
TNF-α mRNA水平明显低于同时点的LPS组, 差
异具显著性(P <0.05); IL-10 mRNA水平明显高于

同时点的LPS组, 差异具显著性(P <0.05).

3  讨论

内毒素血症至今仍是临床治疗中的难点, 现行

的抗感染治疗方案中, 主要原则是及早全身使

用抗生素, 但其直接后果却是在迅速杀死细菌

的同时导致短时间内大量的LPS释放入血, 可能

加重患者的临床毒血症反应, 因此, 严重感染后

■创新盘点
Gly为机体的一种
非必需氨基酸, 其
毒副作用小, 进一
步经临床试验验
证后, 可以用于临
床内毒素血症的
防治, 其机制可能
与其下调肝脏各
种细胞的TLR4表
达, 同时上调抗炎
因子IL-10的水平
有关.

     

表 1 预处理对血浆ALT的影响 (mean±SD) (nkat/L) (n  = 6)

组别             0 h                1 h                        3 h                    6 h               12 h             24 h

NS  �����11.�����3±52.52      �����40.17±�����5.26        �����29.99±46.03        �����20.16±60.13       �����41.6�����±63.25         �����31.66±4�����.�����7

LPS  �����24.6�����±51.41    5159.37±259.74a   6439.62±449.15a    7636.53±325.21a    �����595.49±530.40a    10113.52±590.36a

LPS+Gly  799.93±5�����2.63  192�����.�����5±21�����.�����7b   2�����95.5�����±375.10b  3252.32±399.01b  3699.05±512.1�����b    4�����37.99±47�����.26b

aP<0.05 vs  NS or 0 point; bP<0.05 vs  LPS or 0 point.

图 1 小鼠肝组织TLR4表达. A: LPS组, SABC×200; B: Gly
组, SABC×200.

A B

     

表 2 Gly预处理对血浆TNF-α的影响 (mean±SD) (ng/L) (n  = 6)

组别             0 h              1 h                       3 h                      6 h               12 h            24 h

NS              62.�����6±7.37       63.6�����±�����.6�����           6�����.29±6.60            66.75±6.32        60.57±4.9�����    65.4�����±7.34

LPS    62.06±6.94     365.5�����±23.�����3a         1�����52.�����±126.64a   1237.2�����±�����7.26a   602.70±60.99a     241.�����9±35.95a

LPS+Gly    63.02±6.63     295.91±29.19b     70�����.�����3±51.29b       532.33±41.91b     239.7±23.72b     17�����.����������±21.�����4b

aP<0.05 vs  NS or 0 point; bP<0.05 vs  LPS or 0 point.

     

表 3 Gly预处理对血浆IL-10的影响 (mean±SD) (ng/L) (n  = 6)

组别               0 h               1 h                    3 h                 6 h            12 h                             24 h

NS     22.15±4.43       24.�����1±4.41       23.7�����±4.26       22.64±4.21    24.�����5±4.03   25.0�����±4.36

LPS     24.37±4.46       2�����.79±5.41       42.96±6.12a       109.79±14.46a     211.15±26.44a       344.09±31.70a

LPS+Gly     25.25±4.42       46.34±6.95b      74.62±13.10b     20�����.12±21.31b     41�����.64±3�����.�����6b      354.49±23.9�����a

aP<0.05 vs  NS or 0 point; bP<0.05 vs  LPS or 0 point.
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脓毒性休克病死率至今仍高达70%[7-8]. 学者们

一直在寻找较为理想的LPS拮抗剂, 但多因拮抗

效果差或不良反应大等而不能用于临床[9]. 因此, 
我们拟通过建立内毒素性肝损害动物模型, 观
察Gly对肝脏的保护效应, 并探讨保护机制, 试
图为内毒素性肝损害的临床治疗提供新的手段. 

LPS活化细胞是通过一系列信号转导事件

实现的[10-13]. TLR4是负责LPS信号跨膜转导的主

要LPS受体, 也是LPS向细胞内传递信号的必经

门户. 研究表明C3H/HeJ小鼠TLR4基因q32-33处的

点突变, 导致其编码的蛋白质多肽第712位的脯

氨酸被组氨酸取代, 或C57BL/10ScCr小鼠系的

TLR4基因的完全缺乏, 从而改变了TLR4的信号

转导功能, 均导致两者对LPS的高度耐受, 因此

TLR4被认为是LPS信号传递的关键蛋白[14-15]. 
动物实验表明, 随时间推移, 两组小鼠肝脏

病变、血浆ALT的含量均进行性加重(增高), 但
由于Gly组的TNF-α浓度明显低于LPS组, 因此, 
其肝损害程度及死亡率也明显低于后者. TLR4
免疫组织化学染色显示, 在肝细胞、窦内皮细

胞、库普弗细胞可见棕黄色颗粒, 这提示肝细

胞、窦内皮细胞同库普弗细胞一样 ,  也存在

TLR4, 由于阳性颗粒主要分布于肝血窦周围, 说
明TLR4主要在库普弗细胞中表达, 这与Ogushi 
et al [16]的研究结果一致. 肝组织TLR4 mRNA的

表达变化趋势与TNF-α mRNA、血浆TNF-α
水平一致, 这提示血浆TNF-α水平与肝脏细胞

TLR4 mRNA表达有关. 故我们认为LPS致肝损

害的主要机制为: 由于肝脏细胞受到LPS信号刺

激后, 其膜上的LPS识别受体TLR4表达迅速增

强, 通过上述机制造成肝脏损害. 由于TLR4阳性

反应细胞主要为库普弗细胞, 全身80%-90%的

单核-巨噬细胞为位于肝血窦内的库普弗细胞, 
其过度激活所产生的大量炎性介质, 必将造成

肝损害. 因而在内毒素致肝损害中, 库普弗细胞

的过度激活在其中起着比肝细胞、窦内皮细胞

更为重要的作用. 因此, 目前针对TLR为靶点的

药物研究也正成为一个热点, 并有可能为提高

脓毒性休克及其他感染性疾病的疗效带来希望. 
以上的研究结果提示我们, 通过干预、调节、

抑制TLR4的表达可望成为一种治疗脓毒症新的

手段. 
Gly作为机体的一种非必需氨基酸, 可以在

细胞、器官、整体水平发挥机体的保护作用; 
将其应用于酒精、药物性(环抱霉素A、D-Gal)
肝损害、肝脏/缺血再灌注模型以及肝移植模型

等, 均显示出良好的保护作用[17-21], 但其作用机

制仍不十分清楚. 孙葳 et al [22]研究认为Gly可能

是通过带正电荷的NH4
+与血浆中LPS脂质A上

带负电荷的PO4
3-结合, 破坏了LPS的结构, 并在

一定程度上干扰了巨噬细胞的结合. 也有研究

认为库普弗细胞膜上存在Gly受体, Gly通过与

其受体结合后, 大量氯离子内流使细胞膜超级

化, 钙离子内流减少, 使钙依赖的激酶不能被激

活, 从而下调TNF-α水平, 使其后续事件不能发

生[23-26]. 动物实验表明Gly的这种保护作用似与

其独特的分子构型有关, 原因如下: (1)动物实验

表明Gly能增加肝组织IL-10的表达, IL-10是体

内天然存在的抑制炎症, 维持细胞因子网络平

衡的小分子. 通过抑制单核-巨噬细胞主要组织

相容性复合物Ⅱ类抗原的表达, 既抑制Th-1细胞

和单核细胞活化而减少炎性介质TNF-α等的生

成, 又对LPS诱导的一氧化氮、氧自由基、血小

板活化因子的休克介质有下调作用[27-30]. (2)Gly
作用后, 通过某种受体, 下调肝脏各种细胞中(特
别是库普弗细胞)TLR4的表达, 抑制LPS与TLR4
的结合, 发挥LPS受体类似拮抗剂的作用, 最终

通过抑制TNF-α表达和产生, 从而明显减轻了内

■同行评价
本文从 L P S 信号
转导角度, 研究发
现Gly作用后, 通
过下调肝脏细胞
中T L R 4的表达 , 
抑制LPS与TLR4
的结合, 发挥LPS
受体类似拮抗剂
的作用, 最终通过
抑制TNF-α表达, 
而明显减轻了内
毒素的损伤效应. 
研究具有一定的
探索性和创新性.

100 bp
250 bp
500 bp
750 bp

1000 bp

2000 bp

M    1    2    3    4    5     6   7

β-actin mRNA
TNF-α RNA

图 2 RT-PCR检测Gly预处理对TNF-α mRNA表达的影响. 
M: 分子量标准; 1: 0 h对照组; 2, 4, 6: LPS组1, 3, 6 h; 3, 5, 7: 
Gly组.

100 bp
250 bp

500 bp

750 bp
1000 bp

M     1     2    3    4     5    6    7

β-actin mRNA
TLR4 mRNA

图 3 RT-PCR检测Gly预处理对TLR4 mRNA表达的影响. M: 
分子量标准; 1: 0 h对照组; 2, 4, 6: LPS组1, 3, 6 h; 3, 5, 7: Gly
组.

100 bp

250 bp

500 bp

750 bp

M     1     2    3     4     5     6    7

β-actin mRNA

IL-10 mRNA

图 4 RT-PCR检测Gly预处理对IL-10 mRNA表达的影响. M: 
分子量标准; 1: 0 h对照组; 2, 4, 6: LPS组6, 12, 24 h; 3, 5, 7: 
Gly组.
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毒素的损伤效应. 
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sion of CXCR4 and CXCL12 were also markedly 
higher than those in those without metastasis 
(CXCR4: 3.9 ± 0.5 vs 2.2 ± 0.3, P < 0.05; CXCL12: 
3.6 ± 0.5 vs 2.4 ± 0.3, P < 0.05). The over-expres-
sion of CXCR4 and CXCL12 proteins were cor-
related with TNM staging, and they were highly 
elevated in colorectal cancer at Ⅲ and Ⅳ stages 
as compared with those at Ⅰ and Ⅱ stages 
(CXCR4: 3.4 ± 0.6 vs 1.8 ± 0.3, P < 0.05; CXCL12: 
3.6 ± 0.5 vs 1.8 ± 0.4, P < 0.05).

CONCLUSION: Over-expression of CXCR4/
CXCL12 plays an important role in the hepatic 
metastasis of colorectal carcinoma.

Key Words: Colorectal neoplasm; Signal transduc-
tion; Chemokine; Metastasis
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Role of chemokine receptor CXCR4/CXCL12 signaling 
pathway in hepatic metastasis of colorectal carcinoma. 
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摘要
目的: 探讨CXCR4/CXCL12在结直肠癌肝转
移中的作用. 

方法: 应用Western blot检测60例结直肠癌患
者标本中肿瘤组织、邻近正常黏膜以及肝转
移组织中CXCR4/CXCL12通路成员的表达情
况, 免疫组织化学法检测CXCR4/CXCL12在
细胞水平的分布. 

结果: 与正常组织相比 ,  结直肠癌组织中
CXCR4/CXCL12表达水平明显增高(P <0.05); 
与原发肿瘤相比, 10例肝转移组织中CXCR4/
CXCL12表达增高(CXCR4: 3.9±0.5 vs  2.2±
0.3, P <0.05; CXCL12: 3.6±0.5 vs  2.4±0.3, 
P <0.05); TNM Ⅲ、Ⅳ分期CXCR4/CXCL12表
达水平比Ⅰ、Ⅱ分期显著增加有关(CXCR4: 
3.4±0.6 vs  1.8±0.3, P <0.05; CXCL12: 3.6±
0.5 vs  1.8±0.4, P <0.05).

结论: 趋化因子受体CXCR4/CXCL12在原发
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Abstract
AIM: To investigate the potential role of 
chemokine receptor CXCR4/CXCL12 signal 
transduction pathway in hepatic metastasis of 
colorectal carcinoma.

METHODS: CXCR4 and CXCL12 expression 
were detected in tissue samples from 60 patients 
with colorectal carcinoma representing various 
clinicopathological parameters by Western blot 
analysis..

RESULTS: The levels of CXCR4 and CXCL12 
proteins expression were increased significantly 
in colorectal cancer as compared with those in 
the adjacent normal mucosa (P < 0.05). In the 10 
patients with lymph node metastasis, the expres-

■背景资料
趋化因子CXCR4/
C X C L 1 2 与 肺
癌、鼻咽癌及乳
腺癌等多种肿瘤
的远处转移密切
相 关 ,  但 是 关 于
CXCR4/CXCL12
在结直肠癌肝转
移过程中的作用
还有待进一步研
究.
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结直肠癌与肝转移组织中呈高表达, CXCR4/
CXCL12信号转导通路可能在结直肠癌肝转
移过程中起一定作用.

关键词�� 结直肠癌; 信号转导; 趋化因子; 转移
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0  引言

结直肠癌是消化道常见恶性肿瘤, 自1970年代

其发病率在我国城市地区迅速升高. 尽管在结

直肠癌综合治疗方面取得了许多进展, 但是5 a
生存率仍然徘徊在50%-60%左右, 40%-50%的

患者会在5 a内发生肝转移[1-3]. 结直肠癌的远处

转移主要通过血管与淋巴管的机械运输作用, 
但是越来越多的证据表明趋化因子参与了肿

瘤的远处转移[4-6]. 我们检测60例结直肠癌标本

中趋化因子受体CXCR4/CXCL12的表达, 提示

CXCR4/CXCL12信号转导通路成员高表达可能

在结直肠癌肝转移中起到一定作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 We s t e r n b l o t中用的P V D F膜购自

Mil l ipore公司, 显影用的胶片购自柯达公司. 
所有抗体购自Santa Cruz公司. 预染标准分子

质量蛋白购自GIBCO/BRL公司. ECL化学发

光试剂盒购自Amersham公司. 浓缩蛋白分析

液购自Bio-Rad公司. 其他试剂均为分子生物

学纯度购自Sigma公司. 北京市海淀医院外科

2003-12/2005-12经手术切除的结直肠癌标本60
例, 于手术切除肿瘤后15-20 min内采集结直肠

癌组织、邻近正常肠黏膜组织以及同期手术切

除的肝转移组织, 立即置于液氮中保存. 患者在

手术前未接收化疗或者放疗并且签署知情同意

书. 临床病理资料完整(表1). 肿瘤分期按照国际

抗癌联盟(UICC)的TNM分期.
1.2 方法 组织于裂解缓冲液中裂解(150 mmol/L 
NaCl; 10 g/L过氧胆酸钠; 10 g/L Triniton X-100; 
1 g/L十二烷基磺酸钠; 10 mmol/L Tris, pH 7.2; 
1 m m o l/L正钒酸钠; 1 m m o l/L苯甲磺酰氟; 
1 mmol/L氟化钠; 0.1 mmol/L抑肽酶, 1 mmol/L
亮抑蛋白酶肽). 裂解液在4℃条件下13 000 r/
min离心30 min. 蛋白浓度测定Bradford法: 以牛

血清蛋白(BSA)作为标准品, 根据蛋白定量试剂

盒(美国Bio-Rad公司)说明绘制蛋白定量标准曲

线, 用分光光度计595 nm下测光密度值, 计算提

取液蛋白浓度. 
1.2.1 Western blot 将蛋白提取物与2×十二烷基

磺酸钠(SDS)上样缓冲液按1∶1混合(125 mmol/
L Tr is·HCl, pH 6.8; 40 g/L十二烷基磺酸钠; 
200 mL/L甘油; 100 g/L 2-巯基乙醇)后100℃水

浴下加热5 min. 取总蛋白50 μg, 10%聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离后电转移到PVDF膜上. 电泳时

在聚丙烯酰胺凝胶中加入预染标准分子质量蛋

白作为指示. 转膜后用TBST缓冲液(10 mmol/L 
Tris·HCl, pH 7.5, 150 mmol/L氯化钠, 5 g/L 
Tween-20)与50 g/L牛血清白蛋白封闭30 min. 
封闭后, 加入一抗CXCR4与CXCL12, 工作浓度

1∶1000, GAPDH作为内参照, 于4℃条件下孵

育过夜, 用TBST(每次5 min)洗膜后, 与辣根过

氧化物酶结合的二抗孵育30 min, 工作浓度1∶
1000. 然后用ECL化学发光试剂盒检测杂交信

号. 用PhosphoImager图像分析仪(美国Molecular 
Dynamics公司)测定条带的吸光度(A值), 以A值

代表蛋白的相对表达量. 

     

表 1 60例结直肠癌患者临床病理特征

临床病理特征                                                   n  (%)

性别                          男                          32 (53.3)  

                          女                          28 (�6.7)  

年龄 (岁)                          范围                          27-81     

                          平均                          60.5      

                          中位                          65.0      

原发部位                          结肠                          31 (51.7)  

                          直肠                          29 (�8.3)  

TNM分期                          Ⅰ                            3 (5.0)  

                          Ⅱ                          28 (�6.7)  

                          Ⅲ                             19 (31.7)  

                          Ⅳ                          10 (16.7)  

浸润深度与淋巴结转移     T1-T2 N0                   6 (10.0)  

                          T3-T� N0          25 (�1.7)  

                          T1-T2 N1-2N2        17 (28.3)  

                          T3-T� N1-N2          12 (20.0)  

远处转移                          M0                          50 (83.3)  

                          M1                          10 (16.7)  

组织学分化          G1                          16 (26.7)  

                          G2                          30 (50.0)  

                          G3                          1� (23.3)  

肿瘤大小                          >5 cm          25 (�1.7)  

                         ≤5 cm          35 (58.3)

G1: 高分化肿瘤; G2: 中分化肿瘤; G3: 低分化肿瘤; M0: 无远处
转移; M1: 有远处转移.

■研发前沿
趋化因子受体影
响肿瘤细胞的转
移机制是近期研
究的重点.
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1.2.2 免疫组织化学法 组织标本经石蜡包埋后

切成5 μm厚, 附着于载玻片上, 空气中干燥, 然
后烤箱中60℃加热2 h. 二甲苯中脱腊后经梯

度乙醇水化, 用3 mL/L的过氧化氢-甲醇溶液抑

制内源性过氧化物酶. 进行抗原修复: 切片在

10 mM枸橼酸缓冲液(pH 6.0)中加热10 min后, 
用PBS(pH 7.4)缓冲液清洗并使切片冷却, 然后

与5%的血清在湿盒内室温下孵育30 min阻断非

特异结合位点. 切片分别与一抗(CXCR4抗体, 1
∶75稀释)、二抗(生物素标记IgG, 1∶400稀释)
及辣根过氧化物酶(HRP)标记的链霉素亲和素

复合物(1∶400稀释)孵育, DAB显色, 苏木素复

染, 阴性对照用TBS替换一抗. 
统计学处理 用SPSS 12.0软件完成. 采用t检

验分析与Pearson相关性分析, P <0.05时表示差

异有显著性.

2  结果

CXCR4与CXCL12在结直肠癌组织中表达明

显升高(P <0.05). CXCR4与CXCL12在肝转移

组织中表达高于原发肿瘤(图1, 2). CXCR4与
CXCL12表达与TNM分期有关(P <0.05, 表2). 
CXCR4与CXCL12主要在胞质中表达, 结直肠癌质中表达, 结直肠癌中表达, 结直肠癌

肝转移组织中呈高表达(图3). 经Pearson相关性

分析显示CXCR4与CXCL12在结直肠癌组织中

表达情况呈线性相关(r  = 0.523, P <0.05).

3  讨论

趋化因子(chemokines)是一类最早发现与免疫细

胞具有控制细胞向炎症定向迁移的细胞因子[7-9]. 
趋化因子的功能由相应受体介导, 两者的相互

作用控制着各种免疫细胞在循环系统与组织器

官之间的定向迁移. 因此趋化因子与受体在调

控免疫细胞分化、发育及定向迁移过程中起重

■创新盘点
本文研究的C X -
CR4/CXCL12通
路在肿瘤远处转
移中的作用机制
是目前研究发展
的趋势.

图 3 结直肠癌肝转移组织中CXCR4与配体CXCL12的表达
(SP×100). A: CXCR4; B: CXCL12.

     

表 2 CXCR4/CXCL12与结直肠癌临床病理特征的关系
(mean±SD)

临床病理特征        n         CXCR4            CXCL12

性别 男      32     2.9±0.3        2.7±0.�

 女      28     2.6±0.�        2.5±0.3

年龄 ≥65      26     2.5±0.�        2.8±0.�

 <65      3�     2.7±0.3        2.�±0.3

分期 Ⅲ+Ⅳ      29     3.�±0.6        3.6±0.5

 Ⅰ+Ⅱ      31     1.8±0.3a       1.8±0.�a

分化 好      16     2.6±0.3        2.3±0.3

 中      30     2.8±0.�        2.�±0.3

 差      1�     3.�±0.5        3.�±0.�

远处转移 有      10     3.9±0.5        3.6±0.5

 无      50     2.2±0.3        2.�±0.3

肿瘤大小 ≥5 cm      25     2.9±0.6        3.0±0.5

  <5 cm      35     2.�±0.5        2.2±0.3

aP<0.05, Ⅰ+Ⅱ vs Ⅲ+Ⅳ.

图 2 结直肠癌组织与肝转移组织中CXCR4与配体CXCL12
的表达(Western blot). T: 结直肠癌组织; N: 正常肠黏膜组织; 
L: 肝转移组织.

   T1         N1        L1        T2        N2        L2

CXCR4

CXCL12

GAPDH

A

B

图 1 结直肠癌组织CXCR4与配体CXCL12的表达(Western 
blot). T: 结直肠癌组织; N: 正常肠黏膜组织.

  T1    N1      T2      N2     T3     N3     T4     N4

CXCR4

CXCL12

GAPDH
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要作用[4]. 目前已经发现几十种趋化因子, 根据

半胱氨酸残基位置不同, 趋化因子分为4个亚族: 
C、CC、CXC与CX3C, 相应的受体称为CR、

CCR、CXCR与CX3CR[10-12]. 趋化因子与靶细

胞表面G蛋白耦联受体结合通过信号转导激活

PKC激酶、Ras与Rho家族成员, 在细胞生长、

黏附及定向迁移中起重要作用. 近年来研究显

示, 趋化因子及其受体不仅表达于免疫细胞, 在
某些肿瘤细胞也呈高表达, 并且与肿瘤转移密

切相关[13-15]. 某些趋化因子不仅可以直接刺激肿

瘤细胞生长, 还可以通过促进血管新生而间接

促进肿瘤生长. 趋化因子表达在不同肿瘤中差

异很大, 因此其转移情况也不尽相同[16-18]. 
肿瘤细胞通过分泌 I L - 8 、 G C P - 2 、

G RO-β、G RO-γ等趋化因子可以募集嗜中性

白细胞激活蛋白激酶 ,  降解细胞外基质促进

肿瘤细胞转移[19-22]. 研究表明CXCR4及其配体

CXCL12与肿瘤转移关系密切, 部分乳腺癌细

胞中CXCR4表达异常增高, 应用CXCR4抑制剂

(合成14肽TN140)可以明显下调乳腺癌细胞中

CXCR4表达, 从而抑制动物模型中乳腺癌转移

发生[23-25]. 在严重联合免疫缺陷(SCID)的小鼠用

抗CXCR4的单克隆抗体能有效地抑制人乳腺癌

移植瘤(MDA-MB-231)的肺部转移, 提示趋化因

子及受体同步高表达在决定乳腺癌器官特异性

转移的部位上起着关键的作用. Kato et al [26]对

79例手术切除的乳腺浸润性导管癌组织进行的

研究表明, 所有患者的癌组织均表达CXCR4, 其
中高表达尤其是局灶性高表达者伴有广泛的淋

巴结转移, 提示CXCR4可能在乳腺癌淋巴转移

中起促进作用. 使用CXCR4拮抗剂T140或通过

RNA干扰技术抑制CXCR4基因均可抑制乳腺癌

细胞在体外的迁移反应[27-28]. 而CXCR4/CXCL12
通路与结直肠癌的发生以及远处转移的关系尚

不清楚[29-30]. 我们发现CXCR4/CXCL12在结直

肠癌组织中高表达, 分别为正常黏膜的2.72与
2.61倍, 在同时具有原发肿瘤与肝转移标本的

10例患者中, CXCR4在肝转移中的表达均高于

原发肿瘤(10/10), 但是统计学未发现明显差异, 
可能与标本例数少有关系. 研究显示, 肝细胞中

CXCR4特异性配体CXCL12表达升高, 而高表达

CXCL12的肝细胞可能成为表达CXCR4的肿瘤

细胞靶点. 阻断CXCR4特异性配体CXCL12可以

下调结肠癌细胞CT226表面CXCR4表达, 导致

肿瘤细胞向肝、肺转移的数量显著减少或被完

全阻断. 

目前对于CXCR4信号转导通路在癌细胞

转移的细胞生物学行为以及细胞内某些相关

分子的改变取得了初步进展. CXCR4与其配体

CXCL12结合后可引起肿瘤细胞内骨架蛋白的

聚合与再分布, 随后调节细胞的运动和迁移. 在
结直肠癌中, 趋化因子受体CXCR4可能辅助肿

瘤细胞远处转移至肝脏. CXCR4通路可能成为

判断患者转移或者复发的重要指标, 这将有助

于完善结直肠癌的分期系统, 并且有助于筛选

结直肠癌治疗的靶基因[31-32]. 
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Abstract
AIM: To explore distinctive biological behavior 
in the intestinal-type gastric carcinoma and 
diffuse-type gastric carcinoma, according to the 
expression of Bcl-2, Bax, Cath-D and vascular 
epithelial growth factor (VEGF).

METHODS: Immunohistochemistry SP method 
was performed to detect the expression of Bcl-2, 
Bax, Cath-D and VEGF in 36 cases of intestinal-
type gastric carcinoma, 38 cases of diffuse-type 
gastric carcinoma, and their corresponding nor-
mal gastric tissues..

RESULTS: The expression of Bcl-2, Bax, Cath-D 
and VEGF were significantly higher in gastric 
carcinoma than those in the normal controls 
(44.59% vs 27.30%; 58.11% vs 71.62%; 77.00% vs 
21.60%; 71.62% vs 14.86%; all P < 0.05). The posi-

tive expression of Bcl-2 and Cath-D were mark-
edly higher in diffuse-type gastric carcinoma 
than those in intestinal-type one (29.14 ± 24.70 vs 
19.80 ± 27.37; 52.59 ± 33.76 vs 29.21 ± 39.67; both 
P < 0.05), while the expression of Bax was no-
tably lower in the former (32.56 ± 35.55 vs 47.74 
± 27.43, P < 0.05). The positive rate of VEGF 
expression was closely correlated with the inva-
sion depth (7.13 ± 15.81, 62.77 ± 44.37, and 40.82 
± 42.70 for mucosal or sub-mucosal invasion, 
muscular invasion, and serosa invasion, respec-
tively) and lymph node metastasis (metastasis vs 
non-metastasis: 42.05 ± 42.61 vs 34.15 ± 42.52) of 
gastric carcinoma.

CONCLUSION: Bcl-2, Bax, Cath-D and VEGF 
are involved in the development and metastasis 
of gastric cancer. Due to the involvement of dif-
ferent genes, the intestinal-type or diffuse-type 
gastric carcinoma shows a distinctive biological 
behavior.

Key Words: Bcl; Bax; Cath-D; Vascular epithelium 
growth factor; Gastric carcinoma; Biological behav-
ior; Lauren’s classification

Liu YX, Zhao CG, Zhao XL, Pan YL. Expression and signi-
ficances of apoptosis gene, invasion-associated proteases 
and vascular epithelial growth factor in Lauren’s 
classification of gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(16):1571-1577

摘要
目的: 从“肿瘤异质化”角度出发, 通过多种
基因编码蛋白(Bcl-2/Bax, Cath-D和VEGF)在
肠型胃癌和弥漫型胃癌中的表达, 探讨二型胃
癌不同生物学特性的分子学基础. 

方法:  采用免疫组化S P法检测B c l-2/B a x, 
cathepsin-D (Cath-D)和VEGF在胃癌及正常胃
组织的表达. 

结果: Bcl-2/Bax, Cath-D和VEGF阳性表达率
在胃癌组织中与癌旁正常胃黏膜组织中比较
(分别为44.59% vs  27.30%; 58.11% vs  71.62%; 
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■背景资料
肠型胃癌和弥漫
性胃癌同起源于
胃小凹的干细胞, 
但其形态学特征
及生物学行为截
然不同, 有关影响
其演进及异质化
的分子调控机制
尚不清楚.



77.00% vs  21.60%; 71.62% vs  14.86%)均有
显著性差异(P <0.05), 弥漫型胃癌中Bcl-2和
Cath-D阳性细胞指数明显高于肠型胃癌(分
别为29.14±24.70 vs  19.80±27.37和52.59±
33.76 vs  29.21±39.67), 而Bax阳性细胞指数
(分别为32.56±35.55 vs  47.74±27.43)明显低
于肠型胃癌, 差异均有显著性(P <0.05), VEGF
阳性细胞表达指数在不同胃癌浸润深度组间
比较(早期胃癌7.13±15.81 vs 肌层浸润62.77
±44.37 vs 浆膜浸润40.82±42.70)及有无淋
巴结转移组间比较(42.05±42.61 vs  34.15±
42.52)有显著性差异 (P <0.05).

结论: Bcl-2/Bax, Cath-D和VEGF分别参与了
胃癌的发生, 浸润进展和转移. 二型胃癌在组
织学发生相同的基础上由于在胃癌演进过程
中有不同附加基因参与(Bcl-2/Bax和Cath-D), 
使弥漫型胃癌获得了与肠型胃癌有所不同
的亚克隆过程, 因而表现为生物学特性的异
质化.

关键词�� Bcl; Bax; Cath-D; 血管内皮生长因子; 胃癌; 

生物行为; Lauren's分型
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0  引言

胃癌是我国最常见的消化道肿瘤, 其死亡率居

各种恶性肿瘤之首. 1965年, Lauren et al [1]通过对

1344例胃癌进行组织学和组织化学研究后, 将
其分为肠型胃癌和弥漫型胃癌二型, 并认为这

两型胃癌无论从组织发生学、病理形态学还是

生物学行为上都截然不同. 肠型胃癌主要发生

自胃腺颈部和胃小凹底部的干细胞, 经过腺上

皮细胞非典型增生、不完全大肠化生→原位癌

→浸润性胃癌这样一个形态学连续谱系, 而对

弥漫型胃癌(主要是印戒细胞癌)的癌变普系研

究甚少. 1997年潘彦珞 et al [2]的研究证实, 球样

异型增生细胞是印戒细胞癌的癌前病变, 该细

胞也来自胃腺颈部的干细胞, 开始于胃小凹底

部, 其实质也是一种不完全大肠化生的细胞. 另
外, 我们近期研究结果也发现, 在致瘤背景上, 
二型胃癌均有幽门螺杆菌(H pylori )感染, 并且

H pylori感染率无显著差异, 说明弥漫型胃癌的

致瘤背景、组织发生与肠型胃癌是一样的. 那
么这两型胃癌为什么在生物学行为上有如此大
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的差别? 近年来, 随着细胞生物学和分子生物学

在肿瘤发生学中的深入研究, 认为“肿瘤的演

进”这一生物学现象的出现与肿瘤的异质化有

关. 我们以此为切入点, 运用免疫组织化学的方

法, 通过检测细胞凋亡基因蛋白(Bcl-2/Bax)、肿

瘤侵袭相关蛋白酶(Cath-D)及血管内皮生长因

子(VEGF)在二型胃癌中的表达情况, 并对癌基

因型和形态学表型进行对比分析, 探讨胃癌细胞

发生过程中细胞凋亡、侵袭能力、生长速度等

方面形成的有所不同的亚克隆过程, 并为临床针

对不同组织学类型胃癌的分子靶向治疗寻找理

论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2002-01/2003-12天津医科大学总

医院病理科首发胃癌手术切除标本共74例, 每
例均包括癌及癌旁正常胃组织, 全部病例均经

复读后确认. 其中男55例, 女19例, 男女之比为

2.89∶l, 平均年龄60.9 (32-82)岁. 按照Lauren's分
型法: 肠型胃癌36例(均为乳头状或高、中分化

管状腺癌), 弥漫型胃癌38例(均为印戒细胞癌). 
术后病理证实: 侵及黏膜及黏膜下层9例, 侵及

肌层10例, 侵及浆膜及浆膜外55例; 有淋巴结转

移46例, 无淋巴结转移28例. 全部标本均经40 g/L
福尔马林固定, 石蜡包埋, 作4 μm厚连续切片, 
以备染色用.
1.2 方法 

1.2.1 免疫组织化学检测 免疫组织化学检测上述

各种基因编码蛋白的表达, 所用一抗见表1. 染色

采用SP法, 枸橼酸缓冲液(pH 6.0)微波抗原修复

l0-15 min. 全部抗体及SP试剂盒均购自北京中

杉金桥生物技术有限公司. 
1.2.2 染色对照和结果判定 用已知阳性组织切片

作阳性对照, 以PBS替代一抗作阴性对照. 免疫

组化染色Bcl-2, Bax, Cath-D和VEGF阳性细胞着

色呈棕黄色颗粒状. Bcl-2, Bax蛋白阳性物质定

位于细胞质及胞核上; VEGF阳性物质定位于细

胞膜和胞质; 而Cath-D主要位于胞质内. 每例标

本切片依次从左至右随机计数, 每个高倍视野

(×400)中每100个肿瘤细胞中的阳性细胞数. (每
例>5个视野), 然后取其均值作为该例细胞指

数(%).
统计学处理 用SPSS 12.0统计软件包分析. 

各种基因编码蛋白在正常胃和胃癌组织的表达

结果比较用χ2检验; 各种基因编码蛋白表达与肿

瘤浸润深度、淋巴结转移及二型胃癌的关系, 用
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■研发前沿
肿瘤侵袭相关蛋
白酶(Cath-D)是恶
性肿瘤发生侵袭
破坏及转移的重
要物质基础, 封闭
阻遏该蛋白酶基
因的表达可望影
响其生物学行为.
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秩和检验.

2  结果

2.1 Bcl-2和Bax Bcl-2蛋白在癌旁正常胃黏膜中

呈低表达, 阳性率仅为27.03%, 阳性细胞主要位

于胃小凹底部的上皮细胞增生区, 染色强度弱

呈淡黄色, 胃癌组织中阳性表达率为44.59%, 明
显高于癌旁正常胃黏膜(P <0.05, 表2), 染色强

呈深棕色. Bax蛋白与其相反, 在癌旁正常胃黏

膜中阳性表达率为71.62%, 胃癌组织中明显降

低, 仅为58.11%, 与正常胃黏膜差异有显著性

(P <0.05, 表2). 
Bcl-2和Bax蛋白表达与胃癌分型有关. Bcl-2

阳性细胞指数在弥漫型胃癌组为29.14%, 明显

高于肠型胃癌组(19.80%), 二者差异有显著性

(P <0.05). 阳性物质着色在印戒细胞癌中普遍强

于肠型胃癌, 呈深棕色. 当癌细胞浸润至黏膜下

层后出现细胞核内着色, 随着其在胃壁浸润加

深, 细胞核内表达数量增多(图1A-B); Bax在弥

漫型胃癌组中阳性表达指数为32.56%, 明显低

于肠型胃癌组(47.74%, P <0.05, 表3). 
Bcl-2蛋白表达与胃癌浸润深度密切相关, 

即癌细胞侵及肌层者明显低于黏膜及黏膜下层

者, 同时也低于浆膜层者, 与淋巴结转移无关. 
Bax则与胃癌的浸润深度和有无淋巴结的转移

均无关(表3). 
2.2 Cath-D Cath-D在癌旁正常胃黏膜组织呈广

泛低浓度表达, 阳性表达率21.6%, 胃癌组织中

表达呈强阳性, 阳性率77.0%, 二者差异有显著

性(P <0.05, 表2), 强阳性染色的癌细胞多位于癌

组织浸润的前缘, 同时胃癌间质中的炎细胞、

纤维细胞和某些血管内皮细胞中也有C a t h-D
表达. 

Cath-D表达与胃癌Lauren's分型有关, 在弥's分型有关, 在弥s分型有关, 在弥

漫型胃癌其阳性表达指数为52.5%, 明显高于肠

型胃癌组(29.1%), 二者有显著性差异(P <0.05), 
而与癌细胞在胃壁中浸润的深度和有无淋巴结

的转移之差异无显著性(表3). 

2.3 VEGF VEGF在癌旁正常胃黏膜组织的阳性

表达率仅为14.86%, 阳性细胞着色呈弱阳性, 在
胃癌组织中阳性率高达71.62%, 二者有显著差

异(表2), 阳性细胞呈棕黄色(图1C)强阳性染色

的癌细胞多位于浸润的前缘. 
VEGF在肠型胃癌的表达指数为56.86%, 虽

然比弥漫型胃癌高45.22%, 但是经秩和检验差

异无显著性(表3). VEGF表达与胃癌浸润深度和

图 1 胃癌组织免疫组化染色. A: 弥漫型, Bcl-2, 胞核着色, 

×400; B: 肠型, Bax, 胞质着色, ×400; C: 弥漫型, VEGF, 胞

质胞膜, ×200.

A

B

C

■相关报道
Carcia et al的研究
表明Cathepsin-D 
过表达与乳腺癌
的转移高度相关.

     

表 1 免疫组织化学染色一抗及应用条件

抗体 一抗属性       来源             克隆系  稀释度                预处理           阳性对照

Bcl-2      兔 Santa Cruz          单克隆 1∶100     微波热修复10 min          扁桃体

Bax      鼠 Santa Cruz          单克隆 1∶100     微波热修复10 min          乳腺癌

Cath-D      鼠 Santa Cruz          单克隆 1∶100     微波热修复10 min          结肠癌

VEGF      鼠 Santa Cruz          单克隆 1∶50     微波热修复15 min          结肠癌  
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淋巴结转移密切相关, 有淋巴结转移者或癌细

胞在胃壁中深度浸润者, VEGF的表达和染色强

度明显升高, 与无淋巴结转移和在胃壁中浸润

较浅者相比, 差异均有显著性(P <0.05, 表3).

3  讨论

3.1 Bcl-2和Bax蛋白在胃癌和Lauren's分型中的

表达及其意义 胃癌的发生是一个多因素共同

作用的复杂过程, 目前认为细胞的凋亡抑制作

用在肿瘤的发生、发展过程中要比细胞过度增

殖更为重要, 随着对细胞凋亡的深入研究, 发现

bc l -2基因家族是在细胞凋亡信号传导途径中

影响和调控细胞凋亡的一类非常关键的基因, 
根据其在调控细胞凋亡中的不同作用, bcl -2基
因家族分为两大类, 即抗凋亡基因(包括bcl -2, 
bcl -x1, bcl -w等)和促凋亡基因(bax , bak , bok等), 
其中bcl -2和bax是bcl -2基因家族中最具代表性

的一对作用相反凋亡基因. bcl -2与肿瘤细胞凋

亡密切相关, 转染bcl -2能抑制许多因素诱导的

多种肿瘤细胞的凋亡. bax基因编码产物Bax蛋
白的氨基酸序列45%与Bcl-2蛋白同源. 体内Bax
不仅自身可形成二聚体诱导细胞凋亡[3], 21 kDa
的Bax蛋白还能与Bcl-2, Bcl-x1形成异源二聚体, 

阻止细胞凋亡的发生, 是细胞凋亡调控中非常

重要的环节. 
文献[7]报道, 正常组织中Bcl-2分布比较局

限, 主要见于早期胚胎组织、成熟淋巴细胞、

增生活跃的上皮细胞等部位. 本研究发现正常

胃黏膜Bcl-2仅在胃小凹底部的上皮细胞增殖区

有少量阳性物质沉积, 此处阳性表达对抑制干

细胞凋亡, 维持干细胞增殖能力并使其分化成

熟, 维持正常胃黏膜上皮细胞群凋亡与增生的

平衡均有重要生理意义. Hall et al [4]通过原位末

端标记发现, 胃腺颈部细胞很少凋亡, 也支持这

种设想. 
我们研究了74例胃癌和癌旁正常胃黏膜中

Bcl-2和Bax蛋白表达, 发现胃黏膜从正常细胞

到发生恶性转化过程中的确存在细胞凋亡基因

的异常, 表现为胃癌细胞抗凋亡基因蛋白Bcl-2
的过度表达和促凋亡基因Bax表达的明显减少, 
Bcl-2表达指数与癌细胞在胃壁中浸润深度有一

定关系, 结果与Muller和徐佶 et al的研究相吻

合[5-6], 文献报道Bcl-2本身并无促进细胞发生恶

性转化的作用, 但在无生长因子或神经营养因

子存在条件下, 通过抑制细胞凋亡, 延长细胞存

活时间, 从而增加细胞染色体畸变和病毒感染

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常胃黏膜.

     

表 2 各种基因编码蛋白在正常胃组织和胃癌组织的表达

                                                  Bcl-2 　                    Bax 　            Cath-D 　   VEGF

                                     阳性例数    百分率 (%)      阳性例数    百分率 (%)      阳性例数    百分率 (%)      阳性例数    百分率 (%)

胃癌           74        33       44.59a              43             58.11a     57     77.00b            53             71.62b

正常胃黏膜        74        20           27.30               53             71.62             16             21.60            11             14.86

组织              n

     

表 3 各种基因编码蛋白表达与胃癌临床病理参数关系

                                                            Bcl-2 　                Bax 　 Cath-D 　           VEGF

临床病理参数         n          阳性表达         P 值            阳性表达      P 值           阳性表达          P 值            阳性表达          P 值

                                               指数(%)                              指数(%)                             指数(%)                               指数(%)

组织学类型

    肠型             36     19.80±27.37   0.031a    47.74±27.43   0.001a    29.21±39.67   0.013a    28.96±38.55    0.132

    弥漫型             38    29.14±24.70           32.56±35.55                  52.59±33.76        50.24±44.39 

浸润程度            

    黏膜及其下层    9     21.12±30.35   0.046     41.90±36.95    0.829 40.51±41.23   0.546        7.13±15.81   0.016a

    肌层            10       8.77±16.20           40.01±32.67  53.94±40.93        62.77±44.37 

    浆膜及外层      55     27.30±26.40           39.64±32.12  38.36±37.76        40.82±42.70 

淋巴结转移           

    无             28      21.25±28.26  0.339     41.96±33.65    0.580 39.64±41.89   0.645       34.15±42.52  0.012a

    有             46     26.22±25.25 　      38.31±31.59 　 41.75±36.39 　    42.05±42.61

■创新盘点
本 文 通 过 检 测
Bcl-2/Bax, Cath-D
和VEGF在不同分
型胃癌及癌旁组
织中的表达情况
探讨胃癌恶性转
化过程中的一系
列相关分子事件, 
发现弥漫型胃癌
Cath-D的阳性表
达指数显著高于
肠型胃癌.
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机会, 增加细胞恶变的概率. 另外bcl -2能协同促

癌基因r a s 和c-m y c 的作用 ,  使细胞发生恶性

转化[7]. Bax基因蛋白表达的减少或缺失, 使正常

细胞程序性死亡, 黏膜更新受阻, 最终导致胃黏

膜上皮细胞发生恶变. 以上提示胃癌发生、发

展过程中细胞凋亡基因发挥了重要作用, 同时

亦证实肿瘤发生不只是因细胞生长、增殖过快

引起, 而且与细胞凋亡减少有关. 
本研究结果还显示, 胃癌组织中Bcl-2和Bax

蛋白表达与Lauren's分型有关, 即Bcl-2阳性细胞

指数在弥漫胃癌组明显高于肠型胃癌组, 且阳

性物质着色浓度高, 而明显低于肠型胃癌组, 表
明bcl -2基因家族与胃癌分化程度密切相关. 关
于凋亡基因在不同分化程度肿瘤细胞中的表

达国外文献报道不尽一致. 本研究与日本学者

Saegusa et al [8]的结果相符, 细胞对凋亡信号的反

应性主要取决于bcl -2基因家族中凋亡诱导基因

和凋亡抑制基因的相对表达水平, 即bcl -2与bax
的比例. 当细胞内Bcl-2超表达时, 他与Bax形成

异源二聚体增多, 使细胞凋亡减弱或被抑制, 使
肿瘤细胞生长快, 浸润性强; 当细胞内Bax过表

达时, 则以Bax同源二聚体为主, 形成离子通道, 
使线粒体膜的通透性改变; 或Bax取代凋亡蛋白

酶活化因子与Bcl-2同源二聚体结合, 通过活化

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶而促进细胞凋亡, 导
致肿瘤相对生长缓慢, 浸润性低. Kasagi et al [9]研

究了不同分化程度的胃癌细胞的凋亡指数, 发
现高分化胃癌的凋亡指数明显高于低分化胃癌, 
显示分化差的胃癌对细胞凋亡存在逃避机制. 
本研究提示不同类型胃癌在从正常胃黏膜上皮

向恶性转化的过程中虽然均有bcl -2基因家族突

变, 但在胃癌细胞演进过程中, 由于不同种类的

凋亡调节基因突变程度的不同或由于肿瘤细胞

对凋亡信号的反应不同, 使他们获得了不同的

生物学特征, 因而弥漫型胃癌分化程度低, 恶性

度高, 与肠型胃癌存在“肿瘤的异质化”. 
编码产物Bcl-2蛋白是一种跨膜蛋白, 分子

量约为26 kDa, 定位于内质网和线粒体外膜上[10]. 
bcl -2基因家族的作用点在线粒体膜上, 因此正

常胃黏膜上皮细胞和大部分胃癌细胞呈胞质染

色阳性, 但在印戒细胞癌中, 癌细胞浸至黏膜下

层后出现胞核着色, 并随着浸润深度的增加, 核
内着色阳性细胞数也增加, Bcl-2基因蛋白这种

异常信号传导通路对肿瘤细胞的恶性增殖、去

分化有何重要意义尚待进一步探讨. 
3.2 Cath-D在胃癌和Lauren's分型中的表达及其

意义 侵袭和转移是恶性肿瘤特有的两种性质, 
也是影响预后的重要因素, 因此探讨肿瘤的侵

袭和转移机制是研究的热点. Cath-D是定位于

染色体11p15基因编码上的一种可被雌激素诱

导的溶酶体蛋白酶, 一方面通过蛋白水解作用

或通过激活组织蛋白酶B, 进而激活尿激酶型纤

溶酶原活化因子(PA)降解细胞外基质(ECM)、
基膜和结缔组织, 促进肿瘤的侵袭和转移; 另一

方面, Cath-D还有促进有丝分裂的作用, 并与癌

基因c-erb-B2扩增有关, 从而促进肿瘤细胞增殖

和生长. 
关于Cath-D与胃癌和Lauren's分型的关系研

究较少. 本文应用免疫组化方法对Cath-D在胃癌

原发灶中的表达与胃癌生物学行为的关系进行

了研究, 结果表明Cath-D在胃癌组织中尤其在癌

巢边缘的癌细胞中表达明显强于癌旁正常胃黏

膜组织和肿瘤中央区, 证实胃黏膜在癌变过程

中细胞发生了Cath-D基因的突变. 由于癌细胞

Cath-D基因蛋白表达的异常刺激了肿瘤细胞的

生长、ECM和结缔组织的溶解, 使肿瘤细胞获

得了向周围组织浸润转移的能力, 癌灶边缘的

癌细胞表现出更明显的恶性生物学行为. Garcia 
et al [11]用Cath-D基因进行细胞转染, 表明这种蛋

白表达增强, 转染细胞发生肝转移的时间提前, 
发生率也增高, 提示Cath-D与胃癌的发生、发展

有关. 此外本研究结果还显示Cath-D阳性表达指

数与胃癌的Lauren's分型密切相关, 即弥漫型胃

癌Cath-D表达明显高于肠型胃癌(P <0.05), 说明

在胃癌演进过程中, 由于印戒细胞具有更多更

强的Cath-D基因突变, 使弥漫型胃癌“肿瘤的异

质化”比肠型胃癌呈现出更强的侵袭力、恶性

度高、易转移等生物学行为. McGuire et al [12]研

究发现Cath-D基因过表达或高水平的乳腺癌患

者其总生存期较短, 因此检测胃癌组织中Cath-D
表达可作为监测胃癌复发、预后判定及指导治

疗有价值的分子生物学指标. 
本研究还发现肿瘤间质细胞亦有Cath-D表

达, 关于肿瘤间质细胞, 尤其炎细胞中Cath-D阳

性表达在肿瘤细胞侵袭、转移过程中的意义目

前看法不同. 传统观点认为, 肿瘤间质中炎细胞, 
尤其是免疫细胞具有抗肿瘤的作用. 但有人认

为肿瘤间质细胞表达组织蛋白酶同样可以破坏

正常组织结构, 协助肿瘤细胞发生浸润和转移. 
Gaci et al [13]在乳腺癌的研究中证实, 间质细胞

Cath-D阳性表达与乳腺癌侵袭、转移有关. 我们

在胃癌研究中尚未发现这种关系. 因此, 肿瘤间

■应用要点
Cath-D是胃癌、

乳腺癌等高度恶
性病理组织学类
型的重要表达产
物, 有关其抗体及
基因沉默技术的
体内、外实验研
究将可作为未来
分子靶向治疗的
一个新的方向.
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质细胞在肿瘤形成和浸润转移中扮演什么角色, 
值得进一步深入探讨. 

还有研究表明[12], 在酸性环境下雌激素可诱

导组织蛋白酶D的分泌. 因此, Cath-D在雌激素

阳性的乳腺癌进展中发挥重要作用. 但本实验

结果并未发现Cath-D表达与患者性别之间有明

显相关性, 提示肿瘤细胞Cath-D分泌机制较为复

杂, 可能与多种生长因子的调控有关. 
3.3 VEGF在胃癌和Lauren's分型中的表达及其意

义 肿瘤的新生血管生成是肿瘤生长和转移的形

态学基础, 目前已分离和纯化的新生血管生长

因子较多, VEGF是其中作用最强、特异性最高

的一种. VEGF是一种糖基化分泌性多肽, 分子

量为43 kDa, 可特异作用于血管内皮细胞上的

VEGF受体, 刺激其有丝分裂和增殖, 改变内皮

细胞基因的活化方式, 诱导内皮细胞表达蛋白

网的水解酶、间质胶原酶和细胞因子. 这些酶

和细胞因子共同促使血浆纤维蛋白外渗, 导致

纤维素在肿瘤间质中沉积, 促进巨噬细胞、纤

维母细胞等细胞生长, 从而在原位诱导新生血

管生成. 缺氧、低血糖细胞因子等是VEGF的外

部调控因素. 
本研究结果显示VEGF在胃癌组织中的阳

性表达率和阳性物质的浓度均明显高于癌旁正

常胃黏膜, 同时在肿瘤间质中的部分血管内皮

细胞及少数纤维细胞也表达VEGF, 结果与文献

报道一致[14]. VEGF在恶性肿瘤内普遍呈过表达

的主要原因是在肿瘤生长过程中, 由于瘤细胞

增殖迅速, 造成肿瘤循环系统处于相对缺氧状

态, 激活了VEGF基因, 刺激肿瘤细胞和肿瘤间

质大量分泌血管生长因子, 从而在原位诱导新

生血管的生成, 使肿瘤细胞在充分获得营养供

应的条件下得以呈指数方式迅速生长. 最近研

究发现在人淋巴瘤的转移瘤中观察到VEGF表
达与细胞凋亡呈反比关系, 说明VEGF还具有

直接促进肿瘤细胞生成, 阻止凋亡的作用[15]. 本
研究发现VEGF阳性表达指数与胃癌的进展和

转移有密切的关系, 即癌细胞在胃壁浸润越深

者或有淋巴结转移者, 肿瘤中VEGF表达越明

显, 且染色强度高的癌细胞多位于癌肿浸润的

边缘. 文献报道, 胃癌浸润前缘中的肿瘤微血管

密度较肿瘤内部高. 说明肿瘤在向外浸润性生

长过程中与新生血管化同步进行. 同时由于新

生血管本身结构上的缺陷, 如稳定性差、通透

性高, 均有利于肿瘤细胞穿过血管壁进入循环

系统, 为癌细胞的转移提供条件. 因而肿瘤周边

的癌细胞可能更具有侵袭性. 从生存曲线分析, 
VEGF阳性表达者预后明显差于VEGF阴性表

达者[16]. 综上得出VEGF参与了胃癌的发生与发

展, 可作为判断预后的指标. 文献研究表明应用

VEGF抗体或调控VEGF的受体, KDR能明显抑

制实验性肿瘤的生长和转移[17], 提示VEGF可作

为肿瘤生物治疗的理想靶点. 另外本研究发现

VEGF的表达与Lauren's分型无关, 说明VEGF不
是影响胃癌分化的主要因素, 与“肿瘤的异质

化”无关. 
总之, 本研究证实了Bcl-2, Bax, Cath-D和 

VEGF分别参与了胃癌的发生、浸润进展和转

移. 胃癌的发生、发展是一个多基因参与、调

控的多步骤过程, 弥漫型与肠型胃癌在组织学

发生相同的基础上由于在胃癌演进过程中有不

同附加基因参与(Bcl-2, Bax和Cath-D), 使二型胃

癌有不同的亚克隆过程, 因而表现为生物学特

性的异质化. 研究结果为临床对不同组织学类

型的分子靶向治疗提供了理论依据. 
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肝病毒表面蛋白
中前S1、S2抗原
在乙型肝炎发病
机制、病毒感染
与复制等方面的
深入研究, 具有双
重拓扑结构的乙
肝病毒大蛋白对
HBV感染、复制
及其疗效动态监
测的临床应用越
来越被研究者重
视.

■研发前沿
研究乙肝病毒大
蛋白可否作为判
断乙肝患者病毒
复制与抗病毒疗
效的一种新的可
靠的定量血清免
疫学指标.
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Abstract
AIM: To discuss the clinical significance of 
hepatitis B virus large surface protein (HBV-
LP) detection in the diagnosis and treatment of 
patients with hepatitis B.

METHODS: Enzyme-linked immunosorbent 
assay was used to measure the levels of serum 
HBV-LP, HBV preS1, HBV preS2 and HBV mark-
ers, and fluorescence quantitative-polymerase 
chain reaction (FQ-PCR) was used to detect HBV 
DNA in 162 patients with hepatitis B as well as 
47 normal controls..

RESULTS: In serum samples of the patient with 
HBV infection, the level of HBV-LP had signifi-
cant correlation with that of HBV DNA, HBeAg, 
HBVpreS2 and HBVpreS1 antigen (χ2 = 9.22, 
11.89, 60.35, 99.87; all P < 0.01). The contents of 
serum HBV-LP was positively correlated with 
HBV DNA copies (r s = 0.64, P < 0.001). The level 
of serum HBV-LP was also significantly dif-
ferent between the groups with different HBV 
DNA copies (P < 0.01). The level and positive 

rate of serum HBV-LP were significantly differ-
ent between HBV DNA-positive and negative 
patients (Z  = 5.85, P < 0.001), and they were in 
the same situation for HBeAg, HBVpreS2 and 
HBVpreS1 antigen (Z  = 8.70, 8.44, 8.84; all P < 
0.001). The serum HBV-LP was more sensitive 
than HBV DNA, HBVpreS2 and HBVpreS1 anti-
gen in HBeAg-negative patients (76.8%). Serum 
HBV-LP was significantly different between the 
patients with HBV infection and normal controls 
(P < 0.01).  

CONCLUSION: HBV-LP may serve as a reliable 
marker in the reflection of HBV replication at 
protein level, and it is valuable to monitor HBV 
replication and prognosis of the disease, espe-
cially in HBeAg-negative HBV infected patients.

Key Words: Hepatitis B virus; Large surface protein; 
Hepatitis B virus DNA; Hepatitis B virus preS1 anti-
gen; Hepatitis B virus preS2 antigen; Enzyme-linked 
immunosorbent assay; Fluorescence quantitative-
polymerase chain reaction

Le AP, Ju BH, Wang W, Zhang WJ. Clinical significance of 
serum hepatitis B virus large surface protein in diagnosis 
and treatment of patients with hepatitis B. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(16):1578-1581

摘要
目的: 探讨乙肝病毒(HBV)大蛋白(LP)在乙型
肝炎诊治中的临床意义. 

方法: 对162例HBV感染者及47名正常对照血
清采用酶联免疫吸附试验检测HBV-LP, HBV
前S1抗原, HBV前S2抗原及乙型肝炎血清标志
物; FQ-PCR定量检测HBV DNA. 

结果:  在H B V感染组中 ,  H B V-L P与H B V 
DNA, HBeAg, HBVpreS2, HBVpreS1间相关显
著(χ2 = 9.22, 11.89, 60.35, 99.87; 均P <0.01), 其
含量与HBV DNA拷贝数成正相关(r s = 0.64, 
P <0.001), 不同HBV DNA拷贝数组别间HBV-
LP含量存在差异显著性(χ2 = 135.34, P <0.01); 
HBeAg, HBV DNA, HBVpreS2, HBVpreS1不
同模式间HBV-LP含量及阳性率均存在差异

世界华人消化杂志 2006年6月8日; 14(16): 1578-1581
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显著性(Z  = 8.70, 5.85, 8.44, 8.84, 均P <0.001); 
HBeAg阴性感染血清中HBV-LP较HBV DNA, 
HBVpreS2, HBVpreS1更为敏感(76.8%). HBV
感染组与正常对照组间HBV-LP含量存在差
异显著性(P <0.01).

结论: HBV-LP是从蛋白水平反映HBV感染
者体内病毒复制程度的可靠指标 ,  尤其是
HBeAg阴性患者体内病毒复制及预后判断的
良好血清学监测指标.

关键词�� 乙型肝炎病毒; 大蛋白; HBV DNA; 乙型肝

炎病毒前S1抗原; 乙型肝炎病毒前S2抗原; 酶联免疫

吸附试验; 荧光定量聚合酶链反应

乐 爱 平 ,  鞠 北 华 ,  王 文 ,  张 文 景 .  乙 肝 病 毒 大 蛋 白 检 测

在 乙 型 肝 炎 诊 治 中 的 临 床 意 义 .  世 界 华 人 消 化 杂 志  

2006;1�����(16)��1�7��1��1

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1578.asp

0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)感染是一个严重的公共卫

生问题. 我国属高地方性流行地区, 一般人群中

HBsAg流行率为9.09%, 其中慢性HBV感染者

约占全世界的1/3[1]; 其流行现状是HBeAg阴性

活动期肝炎增多, HBV变异株增加, HBV的突

变率较高. 在慢性HBV感染患者中, 约15%-25%
最终死于与HBV感染相关的肝病[2]. 前瞻性研

究表明, 慢性HBV感染患者发展肝硬化的估计

年发生率为2.1%, HBeAg阳性者的肝硬化发生

率较阴性者高[3]. 有学者对HBeAg阴性的慢性

乙肝患者进行平均为期9(1-18.4)a的随访, 发现

其进展为肝硬化和肝癌(HCC)的发生率分别为

23%和4.4%[4-5]. 目前临床上主要以肝功能的改

善, HBeAg血清转换和HBV DNA阴转作为乙肝

患者病毒复制与抗病毒疗效的监测指标[6], 但尚

有一定的局限性, 尤其对HBeAg阴性慢性乙肝

患者缺乏准确反映体内病毒复制与抗病毒疗效

的血清学指标. 为此我们研究乙肝病毒大蛋白

(hepatitis B virus large surface protein, HBV-LP)
作为一种新的可靠的定量血清免疫学指标在乙

型肝炎诊治中的检测意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2006-01/02 HBV感染者血清162例, 
男109例, 女53例; 年龄5-70(平均27.8)岁; 均符合

HBV感染的临床诊断标准, 且无其他嗜肝病毒

合并感染. 正常对照组47名来自健康无偿献血

者的血清, 男31例, 女16例, 年龄6-78(平均30.3)

岁, 均无嗜肝病毒感染, 且无肝脏、肾脏功能损

害. 德国Diasorin公司的ETI-max3000全自动酶

免分析仪; 美国PerKin Elmer公司的PE5700自动

荧光PCR仪. HBV-LP酶免定量检测试剂盒由北

京热景生物技术有限公司提供; HBV DNA荧光

定量试剂盒购自广州中山大学达安基因股份有

限公司; HBVpreS1定性检测试剂盒购自上海复

星长征医学科学有限公司; HBVpreS2检测试剂

盒由北京肝炎试剂研究中心提供; HBVM检测试

剂盒购自英科新创(厦门)科技有限公司. 所用试

剂均在其有效期内. 
1.2 方法 H B V-L P检测采用E L I S A双抗体夹

心法 ,  定量时利用定值标准品0, 10, 25, 50, 
100, 200 μg/L, 通过4-Parameter model由ETI-
max3000全自动酶免分析仪自动测定结果; 定
性则样品A值≥阴性对照均值(0 μg/L标准品)
×2.1时判为阳性, 反之为阴性. HBV DNA荧光

定量测定采用FQ-PCR, 其含量小于1.00×103

时判为阴性, 反之判为阳性. HBVM, HBVpreS1, 
HBVpreS2测定均采用ELISA, 定性结果判定均

严格按试剂说明书编程由ETI-max3000全自动

酶免分析仪自动判读. 实验所有操作均严格遵守

南昌大学一附院临床免疫实验室SOP文件. 
统计学处理 计量资料用中位数描述, 组间

比较采用秩和检验, 两指标间相关性分析采用

Spearman等级相关分析; 计数资料的两指标间

关联与率的显著性检验采用卡方检验或精确

概率; 显著性检验水准为α = 0.05. 统计软件为

SPSS12.0. 

2  结果

2.1 HBV-LP含量与HBV DNA拷贝数相关 HBV
感染者血清中, HBV-LP含量随HBV DNA拷贝数

的增加呈上升趋势. 随HBV DNA拷贝数组别级

■相关报道
乙肝鸭模型证实
HBV感染者血清
的感染性不仅依
赖于Dane颗粒的
多少, 还依赖于富
含大蛋白的亚病
毒颗粒的数量. 亚
病毒颗粒能够反
式激活病毒, 使病
毒复制重新激活.

■创新盘点
本 研 究 显 示 , 
H B V- L P 含量与
HBV-DNA拷贝数
间具有良好的正
相关, 能反映HBV
感染者机体内病
毒感染与复制程
度, 较HBVpreS1, 
HBVpreS2, HBV-
DNA, HBeAg敏
感, 大蛋白阳性能
区分HBeAg阴性
慢性乙肝中的活
动期肝炎, 尤其是
HBV-DNA低水平
复制时具有重要
意义.

bP<0.01 vs 正常对照组; dP<0.01 vs  <3组; fP<0.01 vs 3������
组, ��6组.

      

表 1 HBsAg阳性的HBV感染血清HBV-LP与HBV DNA的
关系

HBV DNA拷贝数

的对数值

正常对照组
HBV感染组               
          <3
          3������
          ��6 
          >7

�����7

60
2�����
22
�6

   0.23 (0.0��1.������)
   
    �.�2 (0.03�171.1�)b

  1�.�1 (0.��������1.�����1)b

  22.������ (1.�6�1�����0.�3)bd

13�����.�7 (0.27�200.31)bdf

  0 (0)

���������� (73.7)
20 (�3.3)
20 (�0.�)
�3 (������.6)

n
 HBV-LP (μg/L)

Median (Min-Max)

 HBV-LP阳性率

          n (%)
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数增加, HBV-LP阳性率亦逐渐增加(P <0.05). 二
者之间有良好的正相关性(r s =0.64, P <0.001). 正
常对照组, HBV感染组中不同HBV DNA拷贝数

组别间HBV-LP含量存在差异显著性(χ2 = 135.34, 
P <0.001, 表1).
2.2 HBV-LP与HBVpreS1, HBVpreS2, HBV DNA, 
HBeAg相关性 在162例HBV感染者血清中, HBV-
LP与HBV DNA, HBeAg, HBVpreS2, HBVpreS1

阳性符合率分别为91.2%, 96.8%, 96.8%, 100%. 
H BV-LP与H BV DNA, H BeAg, H BVpreS2, 
HBVpreS1的符合率分别为67.3%, 51.8%, 87.0%, 
92.6%. HBV-LP与HBV DNA, HBeAg, HBVpreS2, 
H BVpreS1间相关显著(χ2 = 9.22, 11.89, 60.35, 
99.87; P <0.01). HBV-LP与HBV DNA, HBeAg, 
H BVpreS2, H BVpreS1间存在差异显著性(χ2 = 
23.11, 70.20, 6.86, 10.08; P <0.05), HBV-LP的检

出率为84.6%(137/162), 较HBV DNA, HBeAg, 
HBVpreS2, HBVpreS1高(表2). HBeAg, HBV 
DNA, HBVpreS2, HBVpreS1不同模式间HBV-LP
含量比较见表3.
2.3 HBeAg阴性HBV感染血清中HBV-LP检测 
99例HBeAg阴性HBV感染者血清中,  HBV-LP
与HBVpreS2, HBVpreS1间相关显著(χ2 = 33.14, 
57.28; P <0.01), 而与HBV DNA间无统计学意

义(χ2 = 1.49, P >0.05). HBV-LP与HBV DNA, 
HBVpreS2, HBVpreS1间存在差异显著性(χ2 = 
25.0, 7.58, 9.09; P <0.01), HBV-LP的阳性检出

率为76.8%(76/99), 较HBV DNA, HBVpreS2, 
HBVpreS1高(表4).

3  讨论

乙肝病毒的3个包膜蛋白是从一个开放阅读框

的3个不同起始位点与相同的终止位点翻译表

达而来. 在病毒粒子成熟过程中, 大蛋白preS结
构域开始时都停留在胞膜的细胞质中, 通过S结
构域的Ⅱ型信号和疏水C端跨内质网膜, 大约一

半大蛋白的跨膜区域的拓扑结构在翻译后发生

了改变, 使得preS区域暴露于病毒粒子的表面, 
从而产生大蛋白的独特双重拓扑结构[7]. 通过双

重拓扑学结构, 大蛋白preS结构域定位于病毒包

膜的两侧, 在病毒生活周期中执行两个重要功

能: 在外侧, preS1的N末端区域作为配体与病毒

受体结合; 在内侧, 在病毒组装时作为基质蛋白, 
通过其103位精氨酸和124位丝氨酸之间的preS
区域直接与核壳相互作用, 同时介导HBsAg亚
病毒颗粒的细胞质滞留[7-8]. 亚病毒颗粒的形成

和分泌可作为HBV包膜蛋白正确折叠和参与病

毒粒子形成的指标[9]. 本研究显示, HBV-LP的含

量在正常对照组与HBV感染组间存在差异显著

性(P <0.01). 162例HBV感染血清中, HBV-LP的
含量与HBV DNA拷贝数间存在良好的正相关

性(r s = 0.64, P <0.001), 不同HBV DNA拷贝数指

数级间HBV-LP含量及阳性率两两比较有统计

学意义(P <0.01), 二者间的含量及阳性率存在一

定的平行关系; HBV-LP在HBVpreS1, HBVpreS2, 
HBV DNA, HBeAg不同模式间的含量存在差异

显著性(P <0.01), 各指标间的阳性符合率具有高

度一致性, 其关联显著(P <0.01). 表明HBV-LP是
反映HBV感染者机体内病毒复制程度的可靠指

标. 研究同时发现HBV-LP在HBV感染血清中较

HBVpreS1, HBVpreS2, HBV DNA, HBeAg敏感, 
分析其原因: (1)HBV-LP检测采用的是立体构象

型表位的mAb, HBVpreS1, HBVpreS2作为HBV-
LP的一部分, 无法模拟其复杂的双重拓扑结构, 
在制作单克隆抗体时由于序列的折叠、卷曲而

→

■应用要点
H B V- L P 是用于
HBV感染者机体
内病毒复制程度
监测及疗效判断
的 良 好 指 标 ,  其
检 测 有 利 于 对
HBeAg阴性HBV
感染者的病情进
程、疗效判断及
预后的监测.

表 2  HBV感染者血清HBV-LP与定性检测指标的相关性

      
HBV-LP

阳性
阴性 
合计

137
  2�
162

  �3      ����������
    �      16
102      60

61     76
  2     23
63     ��

n
 HBV DNA

  ＋      －

 HBeAg

＋      －

HBVpreS2

＋      －

HBVpreS1

＋      －

120     17
    �����     21
12�����     3�

12�     12
    0     2�
12�     37

         

表 3  HBeAg, HBV DNA, HBVpreS2, HBVpreS1不同模式间
HBV-LP含量比较

分组

HBeAg       
                  
HBV DNA 
                  
HBVpreS2  
                  
HBVpreS1   

                  

  63
  ��
102
  60
12�����
  3�
12�
  37

130.�� (0.27�200.31)
  10.73 (0.03�166.13)
  ������.������ (0.27�200.31)
    �.�2 (0.03�171.1�)
  31.23 (0.27�200.31)
    1.70 (0.03�1�����.������)
  30.�7 (0.27�200.31)
    1.67 (0.03�12.73)

n
     HBV-LP (μg/L)

Median (Min-Max)

�.70

�.��

�.����������

�.������

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

  P Z

■名词解释
乙肝病毒大蛋白: 
在病毒粒子成熟
过 程 中 ,  大 蛋 白
preS结构域开始
时都停留在胞膜
的细胞质中, 通过
S结构域的Ⅱ型信
号和疏水C端跨内
质网膜, 大约一半
大蛋白的跨膜区
域的拓扑结构在
翻译后发生了改
变, 产生大蛋白的
独特双重拓扑结
构. 大蛋白preS结
构域定位于病毒
包膜的两侧. 在外
侧, preS1的N末端
区域作为配体与
病毒受体结合; 在
内侧, 在病毒组装
时作为基质蛋白, 
通过其103位精氨
酸和124位丝氨酸
之间的preS区域
直接与核壳相互
作用.

阳性
阴性
阳性
阴性
阳性
阴性
阳性
阴性

表 4 HBeAg阴性HBV感染者血清HBV-LP与定性检测
指标的相关性

      
HBV-LP

阳性
阴性 
合计

76
23
��

3�����     �����2
  7     16 
�����1     ��

60     16
  3     20
63     36

n
  HBV DNA

  ＋      －

HBVpreS2

＋      －

HBVpreS1

＋       －

6�     11
  0     23
6�     3�����
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失去表位暴露的机会导致漏检; (2)HBV突变株

不断增加、HBV DNA检测的方法学与灵敏度缺

陷等使HBV DNA阴转并不能真实反映肝组织

内HBV感染及复制情况, 尤其是HBV DNA低水

平时, 肝内HBV DNA仍可维持一定水平; 目前

抗病毒治疗只能抑制cccDNA再复制, 并不能抑

制已经形成的病毒表达蛋白, 富含大蛋白的亚病

毒颗粒在一段时间内仍存在; (3)由于持续免疫

压力、长期治疗、前C和C启动子变异等原因, 
HBeAg阴性的慢性乙肝流行率呈不断升高趋势, 
HBeAg的阴转已不能真实反映HBV复制情况. 
综上表明HBV-LP是用于HBV感染者机体内病

毒复制监测及疗效判断的良好指标. 
在99例HBeAg阴性的HBV感染血清中, 研

究表明, HBV-LP与HBVpreS1, HBVpreS2间关联

显著(P <0.01), 而与HBV DNA之间无统计学意义

(P >0.05), 这可能与HBV感染者体内DNA低水平

复制及HBV-LP细胞内滞留有关. HBV-LP检出

率较HBV DNA, HBVpreS1, HBVpreS2更为敏感

(P <0.01). HBV感染肝细胞合成的大蛋白数量远

远超过病毒形态发生所需要的量, 在缺少病毒核

衣壳的条件下, 最终形成球状或纤维状的空的亚

病毒颗粒(SPVs). 乙肝鸭模型证实HBV感染者血

清的感染性不仅依赖于Dane颗粒的多少, 还依

赖于富含大蛋白的亚病毒颗粒的数量. 亚病毒颗

粒能够反式激活病毒, 使病毒复制重新激活[10]. 
提示大蛋白阳性对HBeAg阴性慢性乙肝中的活

动期肝炎, 尤其是HBV DNA低水平复制时的病

情具有监测意义. 有研究表明, 大蛋白超量表达

会通过反式调控作用使SPVs不会分泌, 形成亚

病毒包膜纤维体, 其在细胞内积累可导致肝细胞

液泡化和细胞凋亡[11]. 这提示HBV-LP含量的连

续检测有利于对慢性乙肝预后的监测, 防止或延

缓肝硬化或HCC的发生与发展. 综上说明HBV-
LP的检测有利于对HBeAg阴性HBV感染者的病

情进程、疗效判断及预后的监测. 
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■背景资料
如何通过患者的
临床资料尽早对
细菌性肝脓肿做
出正确的诊断并
及时治疗直接影
响患者的预后. 近
年研究发现, 肺炎
克雷伯杆菌已经
取代大肠埃希菌, 
成为细菌性肝脓
肿的主要致病菌. 
肺炎克雷伯杆菌
肝脓肿在临床方
面的特性尚未见
报道.

diseases, there were significant differences in dia-
betes (66.1% vs 38.0%, P < 0.01), biliary diseases 
(14.3% vs 28.0%, P < 0.05) and abdominal injury 
(5.4% vs 16.0%, P < 0.05) between two groups. For 
clinical manifestations and laboratory features, 
there were also significant differences in anemia 
between two groups (60.7% vs 78%, P < 0.05). 
For characteristics of liver abscess, solitary liver 
abscess and monomicrobial isolates were more 
frequent in the Kp group than those in the NKp 
group (75.9% vs 58%, P < 0.05; 85.7% vs 64%, P 
< 0.01). For treatment and outcome, there were 
significant differences in metastatic infection and 
mortality rate between two groups (20.5% vs 6%, 
P <  0.05; 8.9% vs 26.0%, P <  0.01).

CONCLUSION: In comparison with those in NKp 
patients, the age and mortality rate of Kp patients 
are lower, and the rate of diabetes and metastatic 
infection are higher. Monomicrobial isolates are 
mostly found in Kp patients.

Key Words:  Klebsiella pneumoniae ; Pyogenic liver 
abscess; Comparison

Zhao ZM, Zhao JM, Wan JH. Comparison between 
pyogenic liver abscess caused by Klebsiella pneumoniae and 
non-Klebsiella pneumoniae. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(16):1582-1586

摘要
目的: 总结分析肺炎克雷伯杆菌肝脓肿与非
肺炎克雷伯杆菌肝脓肿在临床方面的差异, 为
临床医生早诊断、早治疗提供依据. 

方法: 总结2000-01/2005-01细菌性肝脓肿住
院患者162例, 利用统计学方法比较肺炎克雷
伯杆菌与非肺炎克雷伯杆菌引起的肝脓肿在
自然情况、伴发基础疾病、临床表现及实验
室检查、肝脓肿特点、治疗方法及结果等方
面的差异. 

结果: 肺炎克雷伯杆菌肝脓肿112例(69.1%), 
非肺炎克雷伯杆菌肝脓肿50例(30.9%), 两组
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Abstract
AIM: To analyze the differences between 
pyogenic liver abscess caused by Klebsiella 
pneumoniae (Kp) and non-Klebsiella pneumoniae 
(NKp), and provide the evidence for early 
diagnosis and treatment.

METHODS: The clinical data of 162 patients 
with pyogenic liver abscess from January 2000 
to January 2005 were collected, and statistical 
analysis was performed to compare the dif-
ferences between the Kp and NKp patients in 
general characteristics, underlying diseases, 
clinical manifestations, laboratory features, and 
characteristics of liver abscess, treatments and 
outcomes.

RESULTS: Of the 162 patients, 112 (69.1%) were 
classified into Kp group, and 50 (30.9%) were NKp 
group. There was significant difference between 
the two groups in ages (P < 0.05). For underlying 
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研究热点在于细
菌性肝脓肿病原
体的变化以及由
此引起的诸如判
定危险因素、诊
断、治疗等方面
的问题.
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在年龄上存在统计学差异(P <0.05); 两组患者

在伴发糖尿病(66.1% vs  38.0%, P <0.01)、胆

道疾患(14.3% vs  28.0%, P <0.05)、腹部创伤

(5.4% vs  16.0%, P <0.05)上存在统计学差异; 
两组患者在贫血上存在统计学差异(60.7% vs  
78%, P <0.05). 肺炎克雷伯杆菌肝脓肿多为单

发脓肿, 且多为单一病原体, 两组间存在统计

学差异(75.9% vs  58%, P <0.05; 85.7% vs  64%, 
P <0.01). 两组间在迁徙性感染、死亡率上存

在统计学差异(20.5% vs  6%, P <0.05; 8.9% vs  
26.0%, P <0.01).

结论: 与非肺炎克雷伯杆菌肝脓肿组相比, 肺
炎克雷伯杆菌肝脓肿组发病年龄较低, 伴发糖

尿病的比例高, 多为单发, 单病原体, 易形成迁

徙性感染, 死亡率较低.

关键词�� 肺炎克雷伯杆菌; 非肺炎克雷伯杆菌; 细菌

性肝脓肿; 临床比较
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0  引言

细菌性肝脓肿是临床上常见的一种感染性疾病, 
可以危及患者的生命. 在引起细菌性肝脓肿的

病原体中, 大肠埃希菌曾经占了第1位. 近年研

究发现, 肺炎克雷伯杆菌已经取代了大肠埃希

菌的地位, 成为细菌性肝脓肿的主要致病菌[1-4]. 
这种观点已经陆续得到证实[5-7]. 我们总结肺炎

克雷伯杆菌肝脓肿与其他细菌性肝脓肿之间

在临床方面的差异, 为细菌性肝脓肿的早期诊

断、早期治疗及判断预后提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2000-01/2005-01细菌性肝脓肿患者

162例, 临床资料中包括自然情况、伴发基础疾

病、临床表现及实验室检查、肝脓肿特点、治

疗方法及结果等. 入选的诊断标准包括: (1)出现

发热、寒战、疲倦、恶心、黄疸等症状; (2)腹
部超声波或肝脏CT检查显示肝脏病灶; (3)脓汁

和/或血液细菌培养呈现阳性结果. 
1.2 方法 利用SPSS统计软件对临床资料进行统

计学分析. 对计量资料采用t检验, 对计数资料采

用c2检验.

2  结果

本组肺炎克雷伯杆菌肝脓肿(Klebsiella pneu-
moniae , Kp)112例, 占69.1%. 非肺炎克雷伯杆

菌肝脓肿(non-Klebsiella pneumoniae , NKp )50
例, 占30.9%. Kp组患者年龄42-75(平均58.0±
16.3)岁; NKp组年龄45-82(平均63.9±17.6)岁
(P <0.05). Kp组男∶女 = 65∶47, NKp组男∶

女 = 31∶19, 两组无统计学差异. Kp组平均体

质量65.7±15.2 kg, NKp组平均体质量67.3±
16.4 kg, 两组无统计学差异. 两组患者伴发糖尿

病、胆道疾患、腹部创伤存在统计学差异(分别

为P <0.01, P <0.05, P <0.05, 表1).
2.1 临床特征 主要临床表现包括发热/寒战、腹

■ 相关报道
肺炎克雷伯杆菌
已成为细菌性肝
脓肿的主要致病
菌. 这种变化最早
发现于亚洲, 目前
已经在世界各地
得到证实 .

         

表 1  Kp 组与NKp 组伴发基础疾病比较

伴发疾病

糖尿病
胆道疾患
腹部创伤
肝硬变
肾功能衰竭
伴发两种以上
无

7�
1�
  �
  �
  2
  8
  2

38.0
28.0
1�.0
  �.0
  �.0
  �.0
  �.0

         Kp 组                              NKp 组 

 n                 %                  n                    %

��.1
1�.3
  �.�
  3.�
  1.8
  7.1
  1.8

19b

1�a

  8a

  3
  2
  2
  2

aP<0.0�,  bP<0.01 vs Kp组.

         

表 2  Kp 组与NKp 组临床表现及实验室检查比较

临床特征

发热/寒战
腹痛
恶心
黄疸
WBC 
(>10×109/L)
Hb 
(男�� <12 g/L)
(女�� <11 g/L)
PLT
(<100×109/L)
AST
(>�33 nkat/L)
ALT
(>717 nkat /L)
AKP
(>213� nkat/L)
白蛋白
(<3� g/L)
总胆红素
(>20 μmol/L)
CRP
(>8 mg/L)

101
  97
  71
  38
  8�

  

  �0

  77

  79

  79

  9�

  �1

10�

88.0
82.0
��.0
3�.0
72.0

�2.0

7�.0

7�.0

7�.0

8�.0

�8.0

9�.0

90.2
8�.�
�3.�
33.9
7�

�3.�

�8.8

70.�

70.�

8�.7

��.�

93.8

��
�1
32
17
3�

2�

38

37

37

�3

2�

�7

aP<0.0� vs  Kp组.

         Kp 组                              NKp 组 

 n                 %                   n                  %

�8           �0.7             39a                      78.0



www.wjgnet.com

1584                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志      200�年�月8日    第1�卷   第1�期 

■创新盘点
本研究对不同病
原体细菌性肝脓
肿的临床资料进
行对比分析, 总结
出不同病原体细
菌性肝脓肿的临
床特性, 发现肺炎
克雷伯杆菌肝脓
肿与其他细菌性
肝脓肿之间在临
床上存在着差异, 
为临床诊治工作
提供了新思路.

痛、恶心、黄疸. 其中发热是最为多见的临床

表现, 两组各有101例和44例, 无统计学差异. 余
症状也无统计学差异(表2). 细菌性肝脓肿患者

通常表现为白细胞、AST、ALT、AKP、总胆

红素、CRP升高, 而血红蛋白、血小板、白蛋白

下降. Kp组贫血68例, 占60.7%; NKp组贫血39例, 
占78%, 两组间存在统计学差异(P <0.05). 余实验

室检查无统计学差异(表2). 
2.2 脓肿特点 两组患者肝脓肿病灶局限于肝右

叶的比例要高于局限于肝左叶以及同时累及两

叶的比例, 两组间无统计学差异(表3). 病灶直径

多<10 cm. Kp组单发脓肿85例, 占75.9%; NKp
组单发脓肿28例, 占58%. 两组间存在统计学

差异(P <0.05). Kp组以单一病原体为主96例, 占
85.7%; NKp组单一病原体者32例, 占64%. 两组

间存在统计学差异(P <0.01, 表3). 
2.3 治疗 均接受抗生素治疗. 其中124例接受侵

入性治疗(包括手术切开引流、经皮留置导管引

流、细针穿刺吸引等), Kp组为88例, 占78.8%; 
NKp组36例, 占72%, 两组间无统计学差异. 共有

23例死亡, 其中Kp组为10例, 占8.9%; NKp组为

13例, 占26%, 两组间存在统计学差异(P <0.01). 
Kp组有23例发生迁徙性感染, 占20.5%, 分别为

感染性心内膜炎9例, 脑膜炎4例, 肺脓肿4例, 腹
腔感染3例, 肺炎2例, 脾脓肿1例; NKp组有3例发

生迁徙性感染, 占6%, 分别为感染性心内膜炎1
例, 脑膜炎1例和肺脓肿1例. 两组间存在统计学

差异(P <0.05). 两组患者的住院天数及疗程无统

计学差异(表4).

3  讨论

肺炎克雷伯杆菌属于革兰阴性杆菌, 可以引起

肺炎、泌尿系感染、败血症、腹腔感染等. 目
前多项研究证实肺炎克雷伯杆菌已经取代了大

肠埃希菌的地位, 成为细菌性肝脓肿的主要致

病菌[4-8]. 我们所收集到的资料中肺炎克雷伯杆

菌占69.1%, 而其他病原体只占30.9%, 与以上的

各项研究结果相似. 本研究显示细菌性肝脓肿

多发生在55-65岁, Kp组的平均年龄低于NKp组
的平均年龄, 存在统计学差异. 两组中男性患者

均多于女性患者, 但是两组的男女构成比无统计

学差异. 上述结果和以前一些研究相似[2,4,6, 9-11], 
考虑与患者存在的基础疾病有关. 

对于细菌性肝脓肿与合并基础疾病之间的

关系, Wang et al [4], Lee et al [2]和Yang et al [12]提出

糖尿病是细菌性肝脓肿的重要易患因素, 患者合

并糖尿病的比例最高达67.5%, 而Alvarez et al [13], 
Seeto et al [14], Barakate et al [15]和Wong et al [16]则提

出胆道疾患是细菌性肝脓肿最常见的病因, 但
是上述研究未对病原体与基础病之间的关系加

以探讨. 本研究显示细菌性肝脓肿患者多存在

糖尿病、胆道疾患、消化系统溃疡、腹部创

伤、肝硬变、肾功能衰竭等基础疾病, 与上述

研究的结果相似. 我们对两组患者所合并基础

疾病进行比较, 发现Kp组患者的糖尿病罹患率

(83.9%)明显高于NKp组患者(64%), 而NKp组患

者胆道疾患和腹部创伤的罹患率(46%和28%)高
于Kp组患者(28.6%和14.3%), 其他基础疾病无

统计学差异. 这些提示了不同病原体引起的细

         

表 3  细菌性肝脓肿的脓肿特点

脓肿特点

肝左叶
肝右叶
两叶
大小<� cm
大小��10 cm
大小>10 cm
单发
多发
单一病原体
多病原体

17
89
  �
��
�0
  8
8�
27
9�
1�

2�.0
70.0
  �.0
�2.0
�2.0
  �.0
��.0
��.0
��.0
3�.0

1�.2
79.�
  �.3
39.3
�3.�
  7.2
7�.9
2�.1
8�.7
1�.3

13
3�
  2
21
2�
30
28a

22a

32b

18b

aP<0.0�, bP<0.01 vs Kp组.

         

表 4  细菌性肝脓肿的治疗及预后

治疗预后

单用抗生素
抗生素+手术切开
引流
抗生素+经皮留置
导管引流
抗生素+细针穿刺
吸引
死亡
迁徙性感染
  感染性心内膜炎
  脑膜炎
  肺脓肿
  腹腔感染
  肺炎
  脾脓肿
  脓肿破裂
住院 (d)
疗程 (d)

       2�
         9

       2�

       ��

       10
       23
         9
         �
         �
         3
         2
         1
         �
 21.�±12.�
 3�.�±21.�

28.0
  8.0

20.0

��.0

2�.0
  �.0
  2.0
  2.0
  2.0

  �.0

21.�
  8.1

21.�

�9.1
  
  8.9
20.�
  8.1
  3.�
  3.�
  2.�
  1.8
  0.9
  �.�

       1�
         �

       10

       22

       13b

         3a

         1
         1
         1

         2
 2�.2±1�.3
 39.�±2�.�

aP<0.0�, bP<0.01 vs Kp组.

           Kp 组                             NKp 组 

     n               %                  n                %

              Kp 组                           NKp 组 

        n              %                  n             %
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菌性肝脓肿可能与基础疾病有关. 糖尿病患者

发生的细菌性肝脓肿的病原体多为肺炎克雷伯

杆菌, 这是因为糖尿病患者通常存在免疫缺陷, 
而肺炎克雷伯杆菌容易在免疫缺陷的患者人群

内引起感染. 而胆道疾患和腹部创伤患者发生

的细菌性肝脓肿的病原体多为大肠埃希菌、

金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌等非肺炎克

雷伯杆菌, 这与上述细菌是引起胆道疾患和腹

部创伤后感染的主要致病菌有关. 与大多数研

究[2,4-6,10,16]相同, 我们发现细菌性肝脓肿的主要

临床表现为发热/寒战(89.5%), 其次为腹痛、恶

心、黄疸等. 细菌性肝脓肿患者最常见的异常

实验室检查结果为CRP及白细胞升高, 血红蛋白

和白蛋白下降. Kp组和NKp组之间在临床表现

和大多数的实验室检查结果无明显差异, 只是

NKp组患者出现贫血的比例(78%)要高于Kp组
患者(60.7%). 其原因可能与NKp组患者中老年

患者较多以及消化系统溃疡造成造血原料吸收

障碍有关. 
从肝脓肿所处部位及大小来看 ,  K p 组与

NKp组无统计学差异, 都以直径小于10 cm、局

限于肝右叶的病灶为主, 与Okano et al [17]和Yang 
et al [12]的研究结果相同. 这可能与肝右叶体积较

大以及血液较多有关. 本研究发现Kp组患者多

为单发脓肿, 而且Kp组患者分离出的病原体以

单一病原体为主, 与Wang et al [4]、Lederman et al [5]、

Rahimian et al [6]的研究结果相同. Yang et al [12]和

Lee et al [18]发现肺炎克雷伯杆菌肝脓肿中含气

腔的比例要高于其他类型的肝脓肿, 而且这种

类型的肝脓肿死亡率高. 此外, Lee et al [18]发现, 
糖尿病是肺炎克雷伯杆菌肝脓肿形成含气腔的

重要因素. 本次研究中, 我们没有发现存在含气

腔的肝脓肿, 所以无法判断. 
细菌性肝脓肿的治疗方法主要包括抗菌药

物治疗和充分的脓汁引流. 本研究中的所有患

者均接受了抗菌药物治疗, 约有76.5%的患者同

时接受了侵入性治疗. 未接受侵入性治疗的患

者主要是因为脓肿较小、患者基础状态极差无

法承受侵入性治疗等. 在侵入性治疗中, 细针穿

刺吸引因其具有危险性低、损伤小、患者耐受

性好、操作简单等优点而成为临床医生的首选. 
而对于脓肿数量较多、脓肿位置不佳、基础状

态较差的患者, 可以选择经皮留置导管引流或

手术切开引流. 细菌性肝脓肿的治疗结果主要

包括康复、迁徙性感染、死亡、脓肿破裂、肝

坏死等. 迁徙性感染是革兰阴性杆菌败血症较

为少见的合并症, 而我们发现, Kp组发生迁徙

性感染的比例(20.5%)要高于NKp组(6%), 存在

统计学差异. 累及的部位包括心脏、颅内、肺

部、腹腔、脾. 这种情况在许多研究中得到证

实[1,4,19,20]. 许多研究[2,4,12,17]显示, 肺炎克雷伯杆菌

肝脓肿患者死亡率低于其他类型的肝脓肿, 约
在6%-17%之间. 本研究中肝脓肿患者的死亡率

为8.9%, NKp组患者的死亡率(26%)明显高于Kp
组(12.5%), 存在统计学差异, 提示肺炎克雷伯杆

菌肝脓肿虽然发生迁徙性感染的比例高, 但是

死亡率较低. 出现上述情况的原因考虑与以下

两种情况有关: (1)Kp组患者多为单发脓肿, 而
且感染的病原体以单一病原体为主; 而NKp组
患者中多发脓肿者较多, 多为复合菌感染, 因此

在治疗时, NKp组出现治疗失败的可能性要高

于Kp组; (2)发生迁徙性感染患者的预后与感染

所累及的部位相关, 其中发生颅内感染的患者

死亡率最高. Kp组患者虽然发生迁徙性感染的

比例要高于NKp组, 但是Kp组发生颅内感染患

者的比例要低于NKp组, 所以Kp组的死亡率要

低于NKp组. 虽然两组在治疗结果上存在差异, 
但是两组在疗程、住院时间上无差异. 

总之, 通过本次研究我们发现, 细菌性肝脓

肿的主要致病菌为肺炎克雷伯杆菌. 肺炎克雷

伯杆菌肝脓肿与其他细菌性肝脓肿之间在临床

上存在着差异: 肺炎克雷伯杆菌肝脓肿发病年

龄较低, 合并糖尿病的比例高, 多为单发脓肿, 
多为单病原体, 易形成迁徙性感染, 死亡率较低. 
非肺炎克雷伯杆菌组目前死亡率仍相当高, 临
床应予足够重视.
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■同行评价
本研究从自然情
况、伴发基础疾
病、临床表现、

实验室检查、肝
脓肿特点、治疗
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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
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Abstract
AIM: To investigate the expression of multidrug 
resistant proteins and their clinical significances 
in cardiac carcinoma tissues.

METHODS: The expression of P-glycoprotein 
(P-gp), glutathione S-transferase-π (GST-π), 
topoisomerase Ⅱ (Topo-Ⅱ) and lung re-
sistance protein (LRP) in 69 patients with 
cardiac carcinoma were determined by SP 
immunohistochemistry,and the results were 
studied in correlation with clinicopathological 
data..

RESULTS: The positive rates of P-gp, GST-π, 
Topo-Ⅱ and LRP expression in cardiac carcino-
ma (49.2%, 75.4%, 68.1% and 58%, respectively) 

were all higher than those in the normal tissues 
(0, 30%, 20% and 0, respectively, all P < 0.01). 
The expression of P-gp was correlated with 
clinical staging (Ⅰ, Ⅱ vs Ⅲ, Ⅳ: 28.6% vs 58.3%, 
P < 0.05) and lymphatic metastasis (metastasis 
vs non-metastasis: 67.5% vs 24.1%,  P < 0.01). A 
significant correlation was found between GST-π 
and differentiated degree (40%, 75.8% and 88.5% 
for high, moderate, and low differentiation, re-
spectively, P < 0.05), clinical staging (Ⅰ, Ⅱ vs Ⅲ, 
Ⅳ: 57.1% vs 83.2%, P < 0.05) and lymphatic me-
tastasis (metastasis vs non-metastasis: 87.5% vs 
58.6%, P < 0.05). The level of Topo-Ⅱexpression 
was associated with differentiated degree (33.3%, 
69.7%, and 80.7%, for high, moderate, and low 
differentiation, respectively, P < 0.01), but not 
with the clinical staging (P > 0.05) and lymphatic 
metastasis (P > 0.05). LRP expression was in cor-
relation with the clinical staging (Ⅰ, Ⅱ vs Ⅲ, Ⅳ: 
38% vs 66.6%, P < 0.05), and lymphatic metasta-
sis (metastasis vs non-metastasis: 70.0% vs 41.4%, 
P < 0.05)..

CONCLUSION: Primary multidrug resistance 
coexists in cardiac carcinoma. Combined deter-
mination of P-gp, GST-π, Topo-Ⅱ and LRP is 
useful for predicting the chemosensitivities and 
optimizing the chemotherapy strategies..

Key Words: Cardiac neoplasms; Multidrug resist-
ance; P-glycoprotein; Glutathione-s-transferases; 
Topoisomerase-Ⅱ; Lung resistance protein

Shi HC, Shi WP, Shu YC, Lu SC, Wang K, Gu XW, Tian 
XC. Expression of P-gp, GST-π, Topo-Ⅱ and LRP in 
cardiac carcinoma and their clinical significance. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(16):1587-1591

摘要
目的: 研究耐药基因P-糖蛋白(P-gp)、谷胱甘
肽S-转移酶(GST-π)、拓朴异构酶Ⅱ(Topo-Ⅱ)
和肺耐药相关蛋白(LRP)在贲门癌组织中表达
及其临床意义. 

方法: 采用免疫组化SP法检测P-gp, GST-π, 
Topo-Ⅱ和LRP在69例贲门癌组织中的表达

www.wjgnet.com

■背景资料
贲门癌是发病率
和死亡率均很高
的消化系统恶性
肿瘤, 其生物学行
为的特殊性, 使其
在早期极易发生
多途径、多部位
的转移. 化疗是贲
门癌术后综合治
疗的重要组成部
分. 影响化疗疗效
的因素很多, 而导
致化疗失败的最
重要原因是肿瘤
细胞对抗癌药物
的耐药, 其中多药
耐药(MDR)现象
是研究的重点和
热点. 
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状况. 

结果: P-gp, GST-π, Topo-Ⅱ和LRP在贲门癌
组织中阳性表达分别为49.2%, 75.4%, 68.1%
和58%, 均高于正常组织(0, 30%, 20%和0, 
P <0.01). 随分化程度由高到低, P-gp阳性表达
率分别为40%, 42.4%, 61.5%, 差异无显著意
义(P >0.05), GST-π表达率分别为40%, 75.8%
和88.5%, 差异有显著意义(P <0.05), Topo-Ⅱ
表达率分别为33.3%, 69.7%和80.7%, 差异有
显著意义(P <0.01), LRP表达率分别为50%, 
54.5%和65.3%, 差异无显著意义(P >0.05). 临
床分期Ⅰ、Ⅱ期和Ⅲ、Ⅳ期中, P-gp阳性表
达率分别为28.6%和58.3%, 差异有显著意义
(P <0.05), GST-π表达率分别为57.1%和83.2%, 
差异有显著意义(P <0.05), Topo-Ⅱ表达率分别
为57.1%和72.9%, 差异无显著意义(P >0.05), 
LRP表达率分别为38%和66.6%, 差异有显著
意义(P <0.05). 在有无淋巴结转移分组中, P-gp
阳性表达率分别为67.5%和24.1%, 差异有显
著意义(P <0.01), GST-π表达率分别为87.5%
和58.6%, 差异有显著意义(P <0.05), Topo-Ⅱ
表达率分别为65%和72.4%, 差异无显著意义
(P >0.05), LRP表达率分别为70%和41.4%, 差
异有显著意义(P <0.05). 四种耐药基因在贲门
癌组织中存在共同表达.

结论: 贲门癌存在多个耐药基因的共同表达, 
联合检测有助于对化疗药物敏感性作前瞻性
预测和化疗方案的优化组合.

关键词�� 贲门癌; 多药耐药; P-糖蛋白; 谷胱甘肽S-

转移酶; 拓朴异构酶-Ⅱ; 肺耐药相关蛋白
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0  引言

肿瘤细胞的多药耐药(multidrug resistance, MDR)
是贲门癌化学治疗难以取得实质性进展的主要

障碍, 也是贲门癌临床治疗失败最主要的原因

之一. 贲门癌耐药产生的机制异常复杂, 是多基

因参与, 多阶段、多因素共同作用的结果, 多药

耐药基因及其表达产物在肿瘤细胞耐药机制中

发挥重要作用. 多药耐药的特点是一旦对某种

化疗药物产生耐药, 对不同类型的多种结构、

细胞靶点和作用机制迥然不同的抗癌药物同时

产生耐药性[1-3]. 我们采用免疫组织化学技术对

贲门癌手术切除组织标本中多个耐药基因蛋白

如P-糖蛋白(P-gp)、胎盘型谷胱甘肽S-转移酶

(GST-π)和DNA拓扑异构酶-Ⅱ(Topo-Ⅱ)和肺耐

药相关蛋白(LRP)的表达状况进行研究, 旨在从

临床病理的角度阐明多药耐药的产生机制, 为贲

门癌可预见性选择有效化疗药物和寻找克服耐

药的有效途径提供有价值的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-01/2005-06我院胸外科手术切除的

贲门癌组织标本69例, 均为腺癌. 术前未接受化

疗或免疫治疗. 男性46例, 女性23性; 年龄37-78岁
(56±3.5). 按照国际抗癌联盟(UICC)1985年TNM
分期: Ⅰ, Ⅱ期21例, Ⅲ, Ⅳ期48例. 伴淋巴结转移

40例, 无淋巴结转移29例. 对照组为经病理证实

正常胃底黏膜组织标本20例, 取自胃十二指肠溃黏膜组织标本20例, 取自胃十二指肠溃膜组织标本20例, 取自胃十二指肠溃

疡行胃大部切除者. 
1.2 方法 标本经40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 
4 µm连续切片2张, 分别行HE染色核实诊断和免

疫组化染色. 免疫组织化学分析采用美国GBI公
司推出的二步法. 试剂盒由北京中杉金桥生物技

术有限公司提供, 染色步骤按操作说明书进行. 
DAB显色, PBS代替一抗作阴性对照, 相同染色

条件下已知阳性片作为阳性对照. 显微光镜下以

细胞膜、胞质、胞核中出现粗细一致的棕黄色

颗粒为阳性染色. 按切片中阳性细胞占全部细胞

数的百分数, 表达强度分为4级[4]: 癌细胞阳性数

<10%为阴性, 10%-25%癌细胞呈阳性定为阳性

(+); 25%-75%癌细胞明显阳性定为中度阳性(++): 
>75%癌细胞阳性则为强阳性(+++). 

统计学处理 两组阳性率差别的假设检验用

χ2检验, 采用SPSS10.0软件包完成统计学处理. 

2  结果

2.1 P-gp的表达 P-gp阳性棕黄色染色主要位于

细胞膜, 少数胞质也着色(图A). 在69例贲门癌

组织中有34例表达阳性, 阳性率49.2%, 而正常

胃黏膜组织中P-gp均为阴性, 两者比较差异具黏膜组织中P-gp均为阴性, 两者比较差异具膜组织中P-gp均为阴性, 两者比较差异具

有极显著意义(P <0.01); Ⅲ,Ⅳ期组织中P-gp阳
性表达率为58.3％,Ⅰ,Ⅱ期为28.6%, 两者比较

差异具有显著意义(P <0.05); 40例伴淋巴结转移

组P-gp阳性率为67.5%, 而在29例无淋巴结转移

的标本中阳性率仅为24.1%, 两者比较差异有显

著意义(P <0.01); 随着细胞分化程度由高度、中

度到低度分化, 其阳性率分别为40.0%, 42.4%
和61.5%, 三者之间差异无显著意义(P >0.05). 
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2.2 GST-π的表达 GST-π阳性者胞质呈棕黄色

(图B). 在69例贲门癌组织中GST-π阳性表达率

达75.4%(52/69), 而正常胃黏膜组织中可见6例黏膜组织中可见6例膜组织中可见6例
(30%)弱阳性表达, 两者比较差异具有显著意义

(P <0.01); 随分化程度由高度、中度到低度分

化, 其阳性率分别为40.0%、75.8%和88.5%, 差
异具有显著意义(P <0.05); Ⅲ,Ⅳ期组织标本中

阳性表达率(83.2%)高于Ⅰ,Ⅱ期(57.1%), 差异

有显著意义(P <0.05). 40例伴淋巴结转移组P-gp
阳性率为87.5%, 而在29例无淋巴结转移的标

本中阳性率为58.6%, 两者比较差异有显著意义

(P <0.05). 
2.3 Topo-Ⅱ的表达 Topo-Ⅱ阳性者胞核染成棕

黄色, 胞质及胞膜均无着色(图C). 69例贲门癌

组织中Topo-Ⅱ阳性表达率达68.1%(47/69), 而
正常胃黏膜组织中可见4例(20%)弱阳性表达,黏膜组织中可见4例(20%)弱阳性表达,膜组织中可见4例(20%)弱阳性表达, 
两组比较差异具有显著意义(P <0.01); 随分化

程度由高度、中度到低度分化, 其阳性率分别

为33.3%, 69.7%和80.7%, 差异具有显著意义

(P <0.01); Ⅲ, Ⅳ期组织标本中阳性表达率为

72.9%, Ⅰ, Ⅱ期阳性表达率为57.1%, 差异无显

著意义(P >0.05). 40例伴淋巴结转移组Topo-Ⅱ
阳性率为65.0%, 而在29例无淋巴结转移的标

本中阳性率为72.4%, 两者比较差异无显著意义

(P >0.05). 
2 .4 L R P的表达  L R P着色部位在细胞质(图

D).  在69例贲门癌组织中L R P阳性表达率达

58.0%(40/69), 正常胃黏膜组织中LRP表达均阴黏膜组织中LRP表达均阴膜组织中LRP表达均阴

性, 两组比较差异具有显著意义(P <0.01). 随分

化程度由高度、中度到低度分化, 其阳性率分别

为50.0%, 54.5%和65.3%, 其表达率逐渐增高, 虽
然差别未达统计学意义, 但从百分数的差别提示

分化程度与化疗敏感性之间有一定的联系; Ⅲ, 
Ⅳ期组织标本中阳性表达率为66.6%,Ⅰ, Ⅱ期表

达率为38%, 差异有显著意义(P <0.05). 40例伴淋

巴结转移组阳性率为70%, 而在29例无淋巴结转

移的标本中阳性率仅为41.4%, 两者比较差异有

显著意义(P <0.05). 
2.5 P-gp, GST-π, Topo-Ⅱ和LRP的共表达 在69
例贲门癌标本中, P-gp与GST-π, P-gp与Topo-
Ⅱ, P-gp与LRP,  GST-π与Topo-Ⅱ, LRP与GST-π, 
LRP与Topo-Ⅱ以及P-gp, GST-π, Topo-Ⅱ和LRP
四者共同表达的阳性率分别为23.2%(16/69), 
15.9%(11/69) ,  11.6%(8/69) ,  13.0%(9/69) , 
26.1%(15/69), 7.24%(5/69)和5.8%(4/69).

3  讨论

目前, 贲门癌治疗仍是以手术为主的多学科综合

治疗. 由于贲门癌发病隐匿, 就诊时已至病情晚

期以及较早出现侵袭、转移的生物学特性, 使得

手术的局限性越来越明显. 因此, 化学治疗在贲

门癌综合治疗中的地位和作用日益重要. 近年来, 
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图 1 贲门腺癌组织, P-gp, GST-π, Topo-Ⅱ及LRP的表达(SP X 200). A: P-gp细胞膜阳性; B: GST-π细胞质阳性; C: Topo-Ⅱ
细胞核阳性;  D: LRP细胞质阳性.

A

C D
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尽管新的细胞毒性药物的开发使包括实体瘤在

内的许多肿瘤的治疗有了明显改观, 但由于肿

瘤细胞对多种化疗药物产生交叉耐药性, 贲门

癌的化学治疗仍然难以取得重要进展. 肿瘤耐

药是多基因参与的结果, 了解耐药基因的表达, 
对于选择合适的治疗方案、判断预后和寻找有

效的逆转肿瘤耐药的方法都是有益的. 如何在

贲门癌化疗前检测肿瘤的多药耐药性, 对选择

合适的治疗手段, 尤其是行之有效的化疗方案

极具参考价值. 
P-gp由多药耐药基因MDR1编码, 是一种

ATP依赖性药物排出泵, 通过耗能将细胞内药物

多柔比星、紫杉醇、长春新碱类等亲脂类药物

泵出细胞外, 使细胞内药物浓度下降, 由此产生

耐药性, P-gp是肿瘤细胞产生MDR现象的重要

分子生物学基础[5-8]. 王延明 et al [9]研究表明, 贲
门癌组织中存在着原发性MDR1基因表达, 并与

转移淋巴结组织的MDR1基因表达具有一致性. 
本研究资料显示, P-gp在贲门癌组织中阳性表达

率为49.2%, 伴淋巴结转移者, 其P-gp阳性表达率

明显高于无淋巴结转移者, 这一结果与上述报道

基本一致, 表明P-gp表达不但反映出贲门癌的多

药耐药状况, 还可作为一种预测指标评价肿瘤患

者的预后.  
GSTs是与人体解毒功能有关的一组同功

酶系, 临床应用的许多抗瘤药物(如DDP、阿霉

素、丝裂霉素等)都是该酶的底物, 该酶能通过

将外源性抗瘤药物与GSH耦联而促进毒性分子

排出, 减轻细胞毒性. 其中GST-π是肿瘤细胞和

组织中最常见的同工酶, 在许多耐药细胞特别是

MDR表型的细胞系中高水平表达, 故认为GST-π
的高表达可能是耐药性标志之一[10-13]. 本结果

显示, 69例贲门癌组织中GST-π阳性表达率达

75.4%, 而正常胃黏膜组织仅见6例弱阳性表达, 
而且肿瘤分化程度越低以及临床分期越晚其表

达愈强, 分析可能与GST-π在肿瘤恶性化转变过

程中被诱导激活而获得较多的表达量有关. 因此

GST-π阳性表达能很好地预测贲门癌化疗耐药

并对优化药物选择有价值. 
拓扑异构酶Ⅱ是DNA复制时必需的酶, 催

化单链或双链DNA短暂的断裂分离以利复制. 
当基因发生突变时, 抗癌药物不能与其结合, 从
而产生耐药[14-15]. Topo-Ⅱ活性、剂量的改变均

与多种抗癌药物的细胞毒效应有关, 其中较为

敏感的抑制剂有阿霉素、依托泊苷, 其次为铂

类以及5-FU等[16]. 本资料显示, Topo-Ⅱ在初治性

贲门癌组织中其阳性表达率达68.1%, 表明Topo-
Ⅱ构成了贲门癌化疗原发性耐药的不可忽视的

又一重要机制. 在Topo-Ⅱ阳性标本中, 我们观察

到低分化肿瘤细胞内其表达水平明显高于中高

分化者, 提示可能由于分化差的肿瘤因增殖率

快而引起Topo-Ⅱ含量升高. 因此针对Topo-Ⅱ含

量高的肿瘤可选择Topo-Ⅱ抑制剂进行针对性治

疗,这对提高疗效很有帮助. 
LRP是一种非糖蛋白, 与P-gp的作用机制

不同, 主要通过核靶点屏蔽机制引起MDR[17-19]. 
Kolfschoten et al [20]研究表明, LRP表达水平和对

顺铂、环磷酰胺的敏感程度成负相关, 和阿霉素

无关, 并认为LRP阳性表达对预测顺铂的敏感性

更为特异. 本研究显示, LRP在肿瘤组织中的表

达率以及表达强度明显高于正常组织, 与临床期

别及有无淋巴结转移具有较强的相关性, 其临床

意义在于其表达可作为临床肿瘤预后及化疗敏

感性的指标, 有助于化疗药物的选择. 
Szakacs et al [21]研究表明, 耐药相关标志物

的共表达率很高,并且不同类型耐药标志表达谱

差异很大, 共表达是耐药相关标志物受共同因子

调控的证据. 由于肿瘤耐药涉及多个基因参与, 
因此, 同时检测多个基因的表达能更好地判断预

后. 本研究表明, 贲门癌组织中存在原发的多个

耐药基因的共同表达现象. P-gp、GST-π、Topo-
Ⅱ、L R P在贲门癌中共同表达分别介导典型

MDR和at-MDR, 这些因素之间可以相互影响,共
同作用, 造成贲门癌对多种抗肿瘤药物的交叉耐

药, 同时亦为耐药逆转剂的研究提出新的课题. 
因此, 我们认为, 尽管以上四种耐药基因蛋

白在贲门癌组织中存在程度不等的阳性表达率, 
但由于特异性差, 尚不能分别成为评判化疗的单

独指标. 只有通过在贲门癌组织中进行多基因的

联合检测, 才能更客观全面的筛选对不同耐药机

制的高效低毒药物, 这有助于指导个体化化疗方

案的确定和前瞻性地优化化疗药物. 我们期望对

贲门癌多药耐药与患者预后作深入的探讨, 这将

对进一步阐明肿瘤多药耐药机制, 设计合理的药

物逆转策略, 减少化疗盲目性, 提高疗效预见性, 
改善患者预后具有重要的临床价值. 
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摘要
在肝细胞癌(HCC)发生发展过程中, 伴随着原

癌基因和抑癌基因的突变, 各种参与调控的细

胞因子表达也发生异常并最终影响疾病的进

程和转归. 目前对肝细胞癌的分子病理学研

究已经集中在这些细胞因子的异常表达及其

相互关系网络上, HBx蛋白、SAM、TGF等细

胞因子的研究已经十分深入, 而且, 随着各种

新技术的应用, 更多的低丰度调控蛋白也逐渐

被发现, 其在肝细胞癌细胞增殖调控、异常分

化、衰老和凋亡调节以及肿瘤演进等方面起

着重要作用. 

关键词: 肝细胞癌; 癌基因; 抑癌基因; 突变; 细胞

因子
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肝细胞癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一, 因
其病程进展迅速, 恶性程度高, 治疗困难, 长久

以来一直为基础和临床科研人员所关注. 随着

人类基因组计划的完成、蛋白质组计划的全面

展开以及各种新技术的广泛应用, 肝细胞癌的

基础研究也进入了一个全新的领域.  特别是蛋

白指纹技术(SELDI)的出现, 使科研人员可以将

目光集中在fmol级的小分子、低丰度蛋白上, 
大大提高了实验的精确性和特异性. 目前, 对肝

细胞癌的研究重点涉及癌基因遗传学改变、异

常基因表达对蛋白调控的影响以及蛋白因子相

互作用网络等方面, 随着这些研究的深入, 人们

对肝细胞癌病理学特点的认识也进入到一个全

新的阶段. 本文主要就近几年来肝细胞癌基础

研究的某些进展做一介绍, 重点讨论肝癌分子

病理学研究中的几个热点问题. 

1  细胞增殖的调控

肝细胞癌的发生发展是一多环节、多步骤的复

杂过程, 受环境和遗传双重因素的影响. 在环境

因素当中, 对乙肝病毒(HBV)和丙型肝炎病毒

(HCV)感染、黄曲霉毒素B1、乙醇性肝硬化致

癌作用的研究都已取得相当大的进展, 但患者

遗传背景的差异在肝癌发生学上的意义尚不十

分明了.  
癌细胞与正常细胞的不同之处首先在于增

殖失控, 常表现为细胞周期进程对生长因子和

细胞黏附的非依赖性. 在这个过程当中, 细胞周

期相关因子自身的变化、参与的信号转导途径

异常都可以引起异常增殖调控.  
在HBV诱发肝细胞癌的过程中, X蛋白比其

他HBV编码蛋白(如前S蛋白)似乎起更为重要

的作用[1]. X蛋白是HBV基因组编码的一种多功

能蛋白, 其功能包括酪氨酸磷酸激酶活性、p53
蛋白结合活性、肝癌候补基因的转录激活、

FAK、Src激酶活化作用[2-3]及DNA切除修复系

统抑制作用等 .  在氯霉素乙酰转移酶实验中 , 
HBx蛋白通过影响p53基因启动子上的E-box单
元, 明显抑止了p53基因的表达, 进而抑止了p53
介导的转录激活, 使肝癌细胞抑癌蛋白PTEN的

表达下调, 激活AKT信号通路, 促使细胞异常增

生. 与此同时, p53抑止HBV增强子活性的能力

也已被早先的实验所证实. 这些证据提示, p53
和HBx在蛋白水平上相互抑制的转化在HBV相

关肝细胞癌形成中可能起到决定性的作用.  然
而, Zhu et al [4]认为, 单纯HBx基因表达并不足以

引起肝细胞癌, 但可能是细胞恶性转变的一个

促进因素. 该实验是将C57-TgN(HBx)转基因鼠

和C57BL/6系小鼠分组后进行单剂量二乙基亚

硝胺(DEN)对照处理, 发现在DEN处理组转基

因鼠较C57BL/6小鼠表现出更明显的肝细胞嗜

碱性变, 肝细胞癌和肝细胞腺瘤发生率亦明显

增加.  

■背景资料
原发性肝癌是我
国最常见的恶性
肿瘤之一, 我国每
年新发病例约占
全球的45%, 已成
为世界上肝癌发
病最集中的地区. 
经过近半个世纪
的努力, 我国医务
工作者在肝癌的
防治上已取得了
举世瞩目的成绩. 
但肝癌发生发展
迅猛、复发率和
转移率很高, 要提
高肝癌患者生存
率应加强肝癌的
基础研究, 促进肝
癌早期诊断技术
和生物治疗的发
展.
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HCV感染是肝细胞癌的另一个重要诱发因

素, 其中2 a基因型病毒常见复制性感染, 而1 a
基因型病毒伴有肝硬变和肝癌, 并对IFN治疗相

对耐受[5]. 尽管由HCV引发的肝细胞癌发病机制

尚不清楚, 但其编码的非结构蛋白5A(NS5A)确
实表现出一种细胞增殖调控活性[6]. NS5A可以

激活转录信号传导及激活因子3家族(STAT3)的
磷酸化作用, 后者进而易位进入细胞核. 在体外

研究中, STAT3的激活作用也可以在表达HCV 
NS5A的转基因鼠内观察到. 应用荧光素酶基因

表达法显示, 肝细胞中NS5A调控STAT3下游分

子Bcl-xL和p21的表达. 与此同时, NS5A还通过

与Jak1激酶的协同作用活化STAT3, 最终引起细

胞异常增殖.  脱-γ-羟基凝血素(DCP)也可以导致

细胞膜表面受体Met磷酸化并通过Janus激酶1活
化STAT3信号传导通路[7], 但DCP并不影响分裂

素活化的蛋白激酶通路、Myc信号通路和磷酸

肌醇3-激酶/Akt通路.  
此外, 在长期黄曲霉素作用下, p53基因的

249号密码子可能发生特异性突变(p53mt249), 
由AAG突变为AGT[8].  p53基因作为最早发现的

抑癌基因之一, 可以抑制胰岛素样生长因子受体

(IGF-Ⅰreceptor, IGF-IR)和内生型胰岛素样生长

因子Ⅱ(insulin-like growth factorⅡ, IGF-Ⅱ)P3转
录子的表达, 进而抑制肿瘤生长. IGF-Ⅱ通过与

IGF-IR结合, 调控酪氨酸激酶活性, 刺激肝癌细

胞的增殖及分化. p53mt249通过自分泌和旁分泌

途径同时上调了配体IGF-Ⅱ和受体IGF-IR的表

达, 引起癌细胞分裂失控[9], 部分获得促进G0细

胞向G1期转变的功能.  Kong et al [10]指出, 在体外

转录实验中, 锤头核酶(RZ)对突变p53基因的降

解率达42%, 同时并不清除野生型p53, 这提示锤

头核酶作为一种全新的肝细胞癌基因治疗方法, 
可能具有广阔的研究前景.  

肝细胞癌中IGF-Ⅱ表达水平的变化目前正

引起病理学者们的注意, 在肝细胞癌病灶和外

周血中, 游离IGF-Ⅱ的表达均较正常水平明显升

高, 并与增殖细胞核抗原(PCNA)水平直接相关, 
可以作为肝细胞癌(HCC)诊断、肝外转移灶鉴

别诊断和监测术后复发的标记物加以利用[11-12].  
而Alexia et al对HepG2和Huh-7肝细胞癌细胞系

进行对比研究后指出, 不同肝细胞癌细胞系对

IGF-Ⅱ的反应有所不同, 而IGF-Ⅰ/Ⅱ的自分泌

/旁分泌途径促成HCC细胞增殖, 并在体内抵抗

细胞调亡[13]. 此外, 在动物实验中, 人源化抗IGF-
IR抗体h7C10与化疗药物或针对其他生长因子

受体(如表皮生长因子受体)的抗体联合应用具

有潜在的抗癌作用[14].  
在细胞周期中, 调节细胞增殖的主要事件

发生在G1期, 因此, G1期蛋白的异常表达与肿瘤

形成关系十分密切.  Peng et al [15]对手术切除术

后的肝癌进行回顾性研究后发现, 细胞周期蛋

白D1表达下调与大体积肝细胞癌(>2.5 cm)以
及分化不良(Ⅲ-Ⅳ级)肝细胞癌密切相关, 细胞

周期蛋白E的异常过表达是致瘤性转化的重要

标志, 并与分化不良及侵袭性癌呈正相关.  同时, 
细胞周期蛋白D1表达下调、细胞周期蛋白E的
上调与p53基因突变有高度关联.  由此可见, G1

期细胞周期蛋白表达紊乱与p53基因突变密切

相关, 这些改变对于肝细胞癌的预后具有重要

指导意义.  
甲基化状态异常在肿瘤发展中的作用已受

到日益广泛的重视, 这种异常主要包括抑癌基

因高甲基化和癌基因的低甲基化, 前者使抑癌

基因表达受到抑制, 而后者则使癌基因表达上

调. 肿瘤细胞转录程序的转变(如细胞癌变过程

中氧化应激性改变)也使基因表达发生异常. 有
研究发现, 在瘤组织及癌前病变中, 伴随着DNA
的低甲基化, S-腺苷甲硫氨酸(SAM)表达降低; 
而给予6 moSAM持续治疗后, 肿瘤结节明显缩

小. 另外, 其他观察也支持SAM对肝细胞癌有

化学性抑制作用的观点[16]: (1)外源性SAM可重

新构建肝细胞癌癌前病变和肿瘤肝损伤的SAM
代谢池; (2)在肝损伤中, DNA的甲基化程度与

SAM/SAH(S-腺苷高半胱氨酸)比率呈正相关; 
(3)DNA甲基转移酶抑制因子5-氮胞苷可被SAM
抑制, 而促使肝细胞DNA甲基化; (4)c-Ha-ras、 
c-Ki-ras和c-myc基因在癌前病变中呈低甲基化

过表达状态, 其表达与SAM/SAH比率呈负相关; 
(5)SAM可促使细胞DNA全面甲基化.  

端粒在体细胞中被认为是细胞的“分裂

钟”, 随着细胞的分裂而逐渐缩短, 以保证体细

胞仅具有有限的增殖特性. 在癌细胞增殖过程

中, 端粒末端转移酶被再激活而保持端粒的长

度, 使端粒“分裂钟”的控制功能失效. 目前, 
对肝细胞癌中端粒末端转移酶作用的研究正在

逐步深入. Oh et al [17]通过对慢性肝炎(CH)、低

度不典型增生结节(LGDNs)、高度不典型增生

结节(HGDNs)、HCC结节中末端限制酶切片断

长度(TRFL)和端粒酶活性(TA)进行比较后发现, 
TRFL和TA在LGDNs和HGDNs中的表达明显不

同. 大多数LGDNs表达TRFL和TA水平接近CH, 

■研发前沿
肝癌研究热点主
要集中在肝炎病
毒感染、细胞凋
亡、癌基因和抑
癌基因与肝癌的
关系、肝癌演进
的分子机制、细
胞因子在肝癌发
生发展中的作用
等方面. 
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而与HGDNs相比, LGDNs中TRFL长度减少17%, 
7%LGDNs表达高水平的TA, HGDNs表达TRFL
和TA水平与HCC十分接近. 由此可见, 在早期

肝细胞癌发生过程中, 端粒长度缩短, 通过负

反馈机制激活端粒末端转移酶, 这在从LGDNs
向HGDNs转化过程中表现的非常明显. 同时, 
HGDNs的特性被认为更接近于HCCs. 而在体外

试验中, HBV的X基因在转染细胞后可以明显上

调人端粒末端转移酶反转录酶(hTERT) mRNA
的转录表达, 这在HBV感染所导致的肝癌中是

一种新的作用机制[18].  
干扰素(IFN)作为临床常用的抗肿瘤药物, 

可以明显延缓术后复发并改善预后[19], 尽管其

抗癌机制尚不完全清楚 ,  但至少包括通过下

游JAK/STAT通路在S期阻止细胞增值、干扰

MEK/ERKt通路[20]以及促进细胞凋亡并抑制肿

瘤相关的血管形成, 而不同亚型干扰素的抑癌

作用也有明显差异, 其中, IFN-β的抗增殖作用

明显强于IFN-α, 并更倾向于提高肿瘤细胞的S
期比率[21]. 在体外条件下[22]干扰素α Con1(IFN-α 
Con1)对肝细胞癌细胞系KIM-1和HAK-1B都

表现出剂量相关的生长抑制作用, 随着IFN-α 
Con1剂量的增加, 裸鼠癌灶内的凋亡细胞明显

增加, 同时肿瘤血管明显减少, 这提示了IFN-α 
Con1对肝细胞癌预防和治疗中的临床应用潜能. 
此外, 较新的研究还表明, α干扰素家族中不同

成员对不同种肝细胞癌细胞系的生长作用也各

有不同[23]: 总体来说, IFN-α 8的抑制作用最强, 
IFN-α2, -α5和-α10的抑制作用居中, 而IFN-α1
对所有肝细胞癌细胞系的抑制作用为最小. 与
此同时, 不同细胞系对干扰素的敏感度也不同, 
这与2',5'-寡腺苷酸合成酶(2'5'-OAS)的诱导作用

有关, 这种酶存在于HAK-3细胞系中, KYN-3细
胞系中却并不含有2'5'-OAS.

2  癌细胞的去分化

癌细胞的去分化程度常与细胞增殖、肿瘤侵袭

性及预后相关: 低分化的肝细胞癌往往异常增

生明显、侵袭性较强且预后不良. 因此, 了解癌

细胞在去分化过程中的细胞因子调控就具有十

分重要的临床及科研意义. Nakano et al [24]采用

免疫组化技术对41例肝细胞癌患者体内P-糖蛋

白(P-gp)和P53蛋白的分布情况进行分析后发现, 
P-gp在肝细胞癌和肝硬化中表达明显不同; 在
前者, 其表达因组织分化不同也不同. 在分化良

好的小梁结构肝细胞癌中, P-gp主要位于小管膜

上; 在中等分化的假腺腔样肝细胞癌中, P-gp表
达主要分布于腺管细胞膜的腔面上. 在分化良

好的肝细胞癌中, P-gp表达率为87%, 高于中等

分化和分化不良的癌组织. 与此相对应, 肿瘤抑

制基因p53在分化良好的肝细胞癌中突变率为

12.5%, 中等分化肝细胞癌为52%, 而分化不良的

肝细胞癌达82.5%, 由此可见, 随着恶性肿瘤组

织分化的不同, P-gp、p53的异常表达和细胞增

生也随之发生变化; 同时, 动物实验也指出: 强
表达P-gp的小鼠对蒽环霉素的反应不佳, 而强

表达p53的小鼠对蒽醌类药物也不敏感[25]. 另外, 
p53表达异常在HCC中的表达与肿瘤分级有密

切相关性[26], 并且在病毒致癌过程中是一个晚期

才出现的表现, 且独立于慢性病毒感染的病因

学过程. 
肝细胞癌在发生发展过程中, 往往伴有异常

的性激素表达, 如在肝细胞癌及邻近组织中, 性
类固醇前体细胞脱氢表雄烯酮转磺酶(DHEA-
ST)表达明显下调, 而且早期单发肝细胞癌较晚

期DHEA-ST的下调更为明显. 因而, 学者普遍认

为肝细胞癌中DHEA-ST的低表达与其调节肿瘤

细胞去分化和演进作用有关. 更深一步的研究

将目光集中在EBAG9上, 作为一种雌激素应答

基因, 其产物和肿瘤细胞表面抗原RCAS1相同, 
而肿瘤细胞通过表达RCAS1, 可以抑制T细胞

生长, 进而逃脱肿瘤浸润淋巴细胞(TILs)介导的

免疫监视[27]. 有学者对EBAG9/RCAS1在肝细胞

癌和正常肝组织中的表达水平进行对比研究后

发现[28], 在正常肝组织中, EBAG9/RCAS1呈现

稳定的低表达, 其产物均匀分布于胞质中; 在肝

细胞癌的细胞膜表面和胞质中, EBAG9/RCAS1
的免疫反应则呈阳性. 更重要的是, E B A G9/
RCAS1表达增强是和肝细胞癌低分化及更强的

增殖活性密切相关, 与肿瘤转移性却无明显相

关. 这其中的具体机制仍需要进一步研究. 但是

也有学者指出[29]: 肝细胞癌患者血清RCAS1水
平并无明显临床价值, 但在胰腺-胆管癌中, 高水

平的RCAS1是独立的不利预后因素. 
Ⅱ型磷脂酶A2(Ⅱ型PLA2)作为一种具有跨

膜结构的胞质蛋白, 在一些代谢途径中起重要

的调节作用. 以往曾有研究证实, 在经受手术创

伤的患者血清内, Ⅱ型PLA2表现出明显的免疫

活性, 而这种免疫反应的动力学和肝脏急性期反

应物是相似的. 以此为出发点, Ohshima et al [30]对

健康成人、肝细胞癌和肝胚细胞瘤患者肝实质

细胞内Ⅱ型PLA2的表达进行了研究, 发现仅有

■同行����
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少量健康对照表现出Ⅱ型PLA2的免疫活性, 肝
母细胞瘤的细胞内并未发现, 但肝细胞癌患者

体内却可以检出不同程度的Ⅱ型PLA2免疫活性, 
并且, 随着肝细胞癌分化程度的升高, 这种表达

也更加普遍. 
HCC的细胞周期、凋亡调节细胞周期循环

的引擎分子是细胞周期素和细胞周期素依赖性

激酶(CD-Ks), 其中cyclin D是决定细胞周期进程

的限制性因子; 而cyclin-CDK复合物的活性由

细胞周期素依赖性激酶抑制剂(cyclin-dependent 
kinasein-hibitors, CKIs)进行负调控. 迄今为止已

鉴定出7种CKIs, 按结构和功能的差异可分为两

类: 一类是Ink4 (inhibitor of cdk4)家族, 其中包

括p15、p16、p18和p19, 他们均具有特异性抑

制cdk4/cdk6-cyclin D复合物的磷酸化酶活性; 另
一类是Cip/Kip(CDK-interacting protein/kinase 
inhibitor protein)家族, 包括P21cip1, P27kip1和P57, 
可作用于各种cyclin-CDK复合物. 在HCC中, 已
检测到cyclin D1基因的扩增及其表达增强. p16
是CKIs中唯一可归为肿瘤抑制基因的成员, 又
称多肿瘤抑制基因, 其在HCC中的变化包括缺

失、点突变、启动子区的甲基化等, 是目前已

知与HCC最相关的CKIs. 杨建民 et al [31]研究了

38例肝细胞癌及癌旁肝组织P16和P21蛋白的表

达,结果发现P16蛋白的表达缺失率, 在肝细胞癌

组织(58%)明显高于癌旁肝组织; 在Edmondson 
Ⅲ-Ⅳ级肝细胞癌显著高于EdmondsonⅠ-Ⅱ级

HCC, 在直径>3 cm HCC显著高于直径≤3 cm
早期HCC, 但在有无门脉癌栓组间比较则无明

显差别. P21蛋白的表达缺失率, 在肝细胞癌也

显著高于癌旁组织. 但在不同分化程度、肿瘤

大小及有无门脉癌栓形成组间比较则无统计学

差别. 该研究认为, P16蛋白的表达缺失与HCC
分化程度及侵袭进展密切相关. 

金属硫蛋白(MT)是一组低分子质量, 富含

半胱氨酸的胞内蛋白, 其作用为保护细胞免受

化学损伤、氧化应激和凋亡的影响以及通过供

锌激活转录因子的表达. 自1957年被分离并确

定结构后, 一系列研究发现[32], MT在肺癌、结

肠癌、肾癌以及睾丸癌中表达均增加, 但在肝

细胞癌中其表达却是降低的, 这引起学者们的

极大兴趣. 目前的研究认为, MT在肝细胞癌中

合成下调与其启动子的过甲基化或p53等肿瘤

抑制基因的突变有关. MT在肿瘤自发及获得性

耐药性的形成上有一定的作用, 但由于肿瘤耐

药性是一个多因子介导的复杂现象, 因此仍需要

更多的实验数据对MT在肿瘤进展过程中的作

用以及不同肿瘤内表达的差异性进行分析. 与此

同时, 有日本学者指出: 在肿瘤进展的不同阶段, 
MT的同构异型体MT1、MT2浓度有所不同[33]. 
而正常肝组织中, MT以Zn-MT形式存在, 但在小

HCC(<40 mm)中, MT中的Cu成分明显增加; 在
大HCC(>或 = 40 mm)中, MT中Cu或Zn的缺乏十

分常见, 但SOD中Cu和Zn成分没有明显差别[34].

3  癌细胞衰老及凋亡调节

在增殖失控的同时, 肝细胞癌还表现为细胞衰

老和凋亡程度减轻, 形成永生性细胞, 其发生机

制与caspase、bcl -2家族以及p53基因的异常有

关, 细胞周期蛋白的过表达也可以缩短肿瘤细

胞周期, 加速细胞增殖并降低凋亡[35]. 目前基础

研究热点主要集中在基因异常表达对凋亡的调

控和蛋白相互作用机制上. 以往的研究表明, 在
HCC的多条染色体如1p, 4q, 6q, 8p, 13q和16p
上存在高频杂合子丢失(loss of heterozygosity, 
LOH)[36-38], 与代表错配修复基因通路的微卫星

不稳定(MSI)相比, LOH在肝细胞癌形成过程

中具有更重要的作用[39]. 而且, 与在出现临床

症状之前就已经积累的复发性染色体畸变相

比, HCC细胞在转移进展中出现的克隆性演化

看起来十分罕见[40]. 张树辉 et al [41]采用毛细管

电泳DNA分析系统, 对56例HCC中染色体1p36
上10个微卫星的杂合子丢失进行检测. 结果发

现, LOH的总频率为69%, LOH以RIZ最高, 其次

为D1S199. LOH与血清AFP、HBsAg、肿瘤大

小及Edmondson分级和转移等临床病理学参数

无明显关系; D1S2893和D1S507基因座, 血清

HBsAg阳性患者的LOH频率显著高于HBsAg阴
性者; D1S199基因座, 血清AFP阳性者的LOH
明显高于血清AFP阴性者; D1S468基因座, 无肝

内转移者的LOH显高于肝内转移者. 由此可知

HCC在染色体lp36上存在广泛的LOH, 其在HCC
的发生和发展过程中起重要作用, 而特定基因

座的LOH与临床和病理学参数有一定的相关性. 
p53作为最早发现的抑癌基因之一, 其失活在肝

细胞癌中十分常见, 且与不良预后密切相关. 尽
管P53蛋白的定位并不是很确切, 但其对p21和
bax基因表达的诱导作用已被证实, 此外, p53还
可以诱导CD95蛋白表达上调, 后者使肿瘤细胞

倾向于进入Fas配体通路介导的细胞凋亡[42]. 
张艳玲 et al [43]对细胞凋亡、增殖细胞核抗

原(PCNA)、p53和Fas与肝细胞癌临床病理特
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征关系进行研究后发现, 细胞凋亡指数(AI)、
PCNA指数(LI)、p53和Fas表达与HCC患者的性

别、年龄及肿瘤大小无显著性差异; AI、P53 和
Fas表达与HCC的组织学类型间也无显著差异; 
LI 与HCC 组织学类型有关: 实体型较梁状型和

腺样型明显增高; 随Edmondson分级、TNM分

期增加, AI逐渐减少, 而LI及p53表达强度则逐级

增高, Fas表达无显著变化. 最终结论是HCC的恶

性程度与细胞凋亡指数呈负相关, 而与PCNA指

数呈正相关. 
肝细胞癌增殖是一个多因子参与的复杂过

程, 其中转化生长因子(TGF)-β1的作用一直被人

们所重视. TGF-β1作为调节细胞增殖的重要细

胞因子, 其行使功能与TGF-βⅡ型受体(TGR2)密
切相关. 在Park et al [44]对化学因素导致肝细胞癌

的动物研究中发现, 与临近的正常组织相比, 肝
细胞癌中TGF-β1转录子轻微增高, TGR2转录子

降低. TGF-β1诱导细胞调亡的程度主要与细胞

内TGR2的聚集有关, 在癌前病变和肝细胞癌组

织中, TGR2表达的下调是导致TGF-β1生长抑制

作用丧失的主要原因, 这间接导致肿瘤细胞的

克隆性增生. 而NF-kappaB、c-Src激酶以及β1整
合素活化的MAP激酶可以抑制TGF-β1介导的细

胞凋亡过程, 因此可能在肝细胞癌的发生过程

中具有一定作用[45-47]. 
在肝癌治疗性研究中, 韩国学者[48]发现外周

苯并二氮卓受体(PBR)可以诱导细胞凋亡和抑

制细胞周期, 前者的作用机制在于PBR能够打破

线粒体的跨膜电位、活化caspase-3以及降解细

胞核, 同时, PBR可以抑制凋亡抑制蛋白Bcl -2、
Bcl-xl的表达, 促进癌细胞凋亡. PBR对细胞周期

的抑制作用主要体现在G1/S和G2/M期. 通过对

PBR和肿瘤增殖抑制药物紫杉醇、紫杉萜、阿

霉素联合应用, 可以获得协同的抗肿瘤作用. 另
外, Yu et al [49]对永生化细胞和普通纤维母细胞中

MK基因片断的调控活性进行了比较, 发现MK
基因片断在永生化细胞中有优先活化自杀基因

的作用. E1A基因上游插入MK片断的重组腺病

毒(AdMK)在永生化细胞中得到优先复制, 并对

其产生细胞毒作用. 在体外实验中, 人肝细胞癌

细胞株与普通纤维母细胞相比, 对AdMK更为

敏感. 同时, 在感染的纤维母细胞中, AdMK比野

生型腺病毒的复制水平要低. 当在小鼠体内肝

细胞癌组织中注射AdMK后, 可以发现癌结节

生长明显迟缓并伴有细胞凋亡及坏死. 因此, 由
MK启动子介导的自杀基因疗法和重组腺病毒

疗法可以在对永生系和肿瘤细胞产生细胞毒作

用的同时, 将对正常细胞的损伤作用减到最低

点. SJ-8026是一种新的哌嗪衍生物, 因其具有拓

扑异构酶Ⅱ抑制活性而被作为合成抗癌药物使

用[50], 在肝细胞癌体外试验中, SJ-8026可以抑制

内皮细胞的血管形成作用并诱导细胞凋亡. 另
外, 源于人HCC的Hsp-70肽复合体可以作为一

种有效的肿瘤抗原激活树突状细胞(DCs), 后者

可以有效的活化特定的抗HCC的T细胞反应[51].

4  肝细胞癌的演进

局部侵袭及远处转移是癌组织进行性发展的重

要特征, 也是其预后不良的主要原因之一, 研究

肝细胞癌复发与转移的相关基因表达和蛋白调

控对肝癌预后判断及抗转移治疗都有重要价

值, 尽管有越来越多的调控蛋白被发现, 但目前

的研究大多数都仅仅停留在对蛋白表达和肿瘤

临床病理指标之间的比较研究上, 调控机制的

研究进展则相对缓慢. 对肝癌组织标本的分析

表明, 许多基因的改变与肝癌的复发转移密切

相关. 肿瘤的转移是一个与细胞间、细胞与胞

外基质间黏附以及血管新生均相关的复杂过程, 
黏附相关基因如整合素α5、CD44、金属硫蛋

白酶、uPA等分子都与肝癌的转移密切相关；

另外一些基因或蛋白如KAI 1、nm23 -H1、
syndecan-1、p27、类肝素酶、galectin-3等也与

HCC复发转移相关. 与正常肝组织相比, 肝硬化

组织的上皮细胞钙黏蛋白、金属蛋白酶组织抑

制剂因子-1表达明显降低, 但基质金属蛋白酶

(MMP)-1、MMP-7表达升高, 提示为更有利于

肿瘤入侵和转移的环境;Ⅰ级和Ⅱ级肝细胞癌

的上皮细胞钙黏蛋白高表达, MMP-3和MMP-9
的表达降低. 随着HCC分化程度不断降低, 上皮

细胞钙黏蛋白、金属蛋白酶组织抑制剂因子－

2和-3表达不断降低. 这也提示上皮细胞钙黏蛋

白、金属蛋白酶组织抑制剂因子和MMPs可以

作为一种预测HCC进展和转移的标记物 [52]. 
肿瘤血管的形成是肝细胞癌能够得以发展

的重要因素, 也是目前研究的一个热点. 当肝细

胞癌在肝内转移时, 伴随着动脉网的发展, 可以

在窦腔内观察到层黏连蛋白沉积于Ⅳ型胶原上. 
Torimura et al [53]在肝细胞癌内检出了针对Ⅳ型

胶原的层黏连蛋白沉积物: 整合素a1, a2, a3, a6
及b1亚单位. 对其功能进行研究后表明: 与单独

Ⅳ型胶原相比, Ⅳ型胶原与黏连蛋白的整合增

强了肝细胞癌的黏连、移位、化学促动作用, 
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并促进MMPs的分泌, 这对癌细胞移行、黏附、

穿透血管周基底膜有重要作用. 此外, Ⅳ型胶原

层黏连蛋白可以明显促进肿瘤周边血管的形成. 
Zhang et al [54]也指出, β1整合素活化的MAP激酶

在转化生长因子β1介导的细胞凋亡中, 具有很强

的抗凋亡作用. 
与正常的内皮细胞相比, 肝细胞癌血管的

内皮细胞缺乏明显的分化标记物. 但Frachon 
et a l [55]对肝硬化和肝细胞癌的内皮细胞CD31, 
CD34及BNH9表达进行对比后发现, 在肝硬化

患者病灶内未检测出这三种血管内皮细胞标记

物, 而在不典型增生和肝细胞癌病灶内, 分别有

29%和47%可以同时检出三种标记物, 75%的不

典型增生结节和100%肝细胞癌病灶至少可以检

测出其中一种标记物. 同时, 这3种标记物的表

达在肝细胞癌的小细胞成分中较大细胞更常见. 
由此可见, CD31, CD34 及BNH9的表达可以作

为肝细胞癌发生发展和演进的标记物. 另外, 彭
林 et al [56]采用原位分子杂交和免疫组织化学染

色方法检测两种促血管生成素Angiopoietin 21 
(Ang21)、Angiopoietin 22(Ang22)以及血管平

滑肌肌动蛋白在对正常肝脏组织和肝细胞癌组

织中的表达进行对比研究后发现: Ang21 mRNA 
在正常肝脏和肝癌组织中都有表达, 肝癌组织

和癌旁组织与正常肝脏之间差异没有显著意义. 
Ang22mRNA在正常肝脏不表达, 肝癌组织中阳

性表达. Ang22集中于癌灶边缘、血管周围. 肝
癌组织中微血管密度和新生血管的数量明显高

于正常肝脏. 而且Ang22的表达随肝癌组织病理

学分级、有无转移以及新生血管数和微血管密

度而增加. 因此, 促血管生成素在肝癌的新生血

管形成和转移过程中可能起到一定作用, Ang22
可能参与了肝癌的新生血管形成. 血管内皮生长

因子(VEGF)是迄今为止发现的最重要的促血管

生长因子, 并且是抗血管生成治疗的重要靶分

子[57], 他通过增加微血管通透性, 刺激内皮细胞

增殖等作用引起肿瘤血管形成, 为肿瘤的生长、

转移提供条件. 郝继辉 et al [58]经过检测肝细胞癌

中VEGF及其受体flk1、flt1蛋白表达情况, 分析

了他们与肝细胞癌临床病理的关系. 实验结果显

示肝细胞癌组织中VEGF、flk1、flt1蛋白的阳

性表达率均明显高于正常肝组织; VEGF蛋白表

达水平越高, 细胞恶性程度及侵袭、转移能力

越强, 并且VEGF与flk1/flt1在肿瘤形成过程中具

有协同作用. 碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)
是肿瘤血管形成的重要正调节剂, Poon et al[59]将

血清中bFGF水平作为肝细胞癌侵袭性和肿瘤切

除术后复发指标进行评估, 实验中肝细胞癌患

者手术切除前血清bFGF水平在0.22至71.2 ng/L
之间, 血清高水平的bFGF和肿瘤体积增大、静

脉入侵和高TNM分期相关, 同时还预示着更差

的预后. 血清bFGF水平>10.8 ng/L以及瘤体直

径>5 cm甚至可作为肝细胞癌术后早期复发的

指标. 钙黏蛋白作为adiponectin的唯一受体, 在
血管生成过程中扮演了重要角色, 在HCC的肿

瘤血管中, 钙黏蛋白仅选择性的在窦状隙内皮

细胞中得到表达, 并干扰FGF和adiponectin之间

的信号通路, 诱导肿瘤血管形成[60]. 另有学者指

出[61]: 在多药耐药(MDR)细胞中, MDR和血管生

成素表型相互关联, 同时, Ets-1和c-Met等HGF
产物上调和iNOS表达可以加强MDR阳性肝细

胞癌细胞的血管生成素活性. 
在人类肝细胞癌中, 热休克蛋白27(HSP27)

通常有高水平的表达, 他可以同S期激酶相关

蛋白2一同在β-1整合素介导的肝细胞癌增殖

中发挥作用[62], 并可能是一种潜在的HCC标记

物[63]. Yasuda et al [64]通过蛋白印记和免疫组化

将肝细胞癌整体H S P27水平、丝氨酸磷酸化

(Ser-15, Ser-78, and Ser-82)HSP27水平进行比较

研究后发现, 在所观察的所有肝细胞癌病例中

都有HSP27的磷酸化现象. 同时, 磷酸化HSP27
的表达水平与肝细胞癌肿瘤直径、微血管入侵

和TNM临床分期呈负相关. 也就是说, 伴随着肝

细胞癌的临床进展, HSP27的表达逐渐下降. 尽
管其中的机制尚不明了, 但鉴于HSP27可以干扰

细胞凋亡信号的转导并保持线粒体的完整、减

少细胞色素C的释放, 磷酸化的HSP27可能对肝

细胞癌进展有压制作用. 另有研究表明[65], 尽管

在HCC中, 热休克蛋白70(HSP70)的表达略低于

HSP27, 但与高Ki-67指数、高肿瘤分期、门静

脉入侵和更大的肿瘤体积明显相关, 因此可能

在HCC进展中具有更重要的意义. 
在HCC中LOH现象十分常见[66], 其中APC, 

OGG1和DCC位点上的LOH是早期事件, 而p53
和RB1位点上的LOH发生在晚期. 较新发现的

是位于8p12上的HTPAP基因. 该基因被认为长

826 bp, 编码NH2端具有跨膜片断、含175个氨

基酸的蛋白, 其表达在转移癌组织较原发HCC
组织低很多, 体内和体外试验都提示HTPAP可
以抑制HCC的侵袭和远处转移, 当8p发生突变

时, 这种作用也随之减弱[67]. 
肿瘤细胞的黏附性在肿瘤侵袭和转移中都
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起着极为重要的作用. 首先, 癌细胞从原发瘤中

分离就与癌细胞同质黏附降低有关, 在血管内

瘤栓的形成及肿瘤细胞游出血管过程与血管内

皮及其下基底膜异质黏附都与黏附分子表达改

变有关. Endo et al [68]评估了肝细胞癌中上皮细

胞钙黏蛋白、α-, β-, γ-连环蛋白的表达, 并将其

与肝细胞癌分级、临床病理学指标和患者存活

率相比较后指出, 与正常肝组织相比, 癌灶中上

皮细胞钙黏蛋白的表达下调, 然而α-, β-, γ-连环

蛋白的表达明显上调, 并与癌组织的分化等级

呈正相关. 与此同时, 实验还发现了存在于γ-连
环蛋白高表达和卫星病灶以及β-连环蛋白高表

达和瘤组织血管入侵之间两对明显的正相关关

系. 通过对比研究患者存活率, Endo et al发现, 
伴有上皮细胞钙黏蛋白、α-连环蛋白低表达和

β-连环蛋白高表达的肝细胞癌患者预示着预后

不良; 内皮细胞选择素是另一类比较重要的细

胞因子, 与其配体sLeX在肝细胞癌的转移中扮

演了重要角色. Zhang et al [69]对肝细胞癌灶中内

皮细胞选择素及其配体sLeX的表达进行研究

后指出, 内皮细胞选择素在伴有癌栓或卫星灶

的肿瘤内较没有癌栓或卫星灶的明显上调, 这
种改变与肿瘤大小、有无被膜、AFP含量以及

分化程度无相关性. 此外, 肝癌组织中CK19[70], 
osteopontin[71], 谷氨酰胺合成酶以及癌旁组织中

COX-2的高表达也和肿瘤的复发转移呈正相关. 
基质金属蛋白酶MMPs是迄今发现的与肿瘤侵

袭转移关系最为密切的蛋白水解酶,  Ozaki et al [72]

采用RT-PCR技术对肝细胞癌中MMPs表达进行

分析, 并对细胞生长因子HGF、c-Met受体和细

胞因子Ets的活性进行检测后发现, 在mRNA水

平上, MMP-1, -3, -7在肝细胞癌中呈过表达状

态, 然而MMP-2, -9却没有这种相关性. 特定的

MMPs由HGF经由转录因子Ets-1通路诱导, 在肝

细胞癌中过表达, 这条通路在肝细胞癌侵袭过

程中起了重要作用. 
每一次技术的创新, 都会给医学基础研究带

来突破. 如目前利用基因芯片的方法检测肝癌

组织中的基因表达谱, 既可用来发现新的肝癌

相关基因, 进而指导肿瘤分子分型和分期, 为预

后提供更精确的依据. 通过最大限度的收集基

因表达信息, 比传统的差异显示及消减杂交等

技术能发现更多新的相关基因[73]. 作为后基因组

计划的蛋白质组学也已应用于肝癌的研究, 通
过大规模分析蛋白质表达谱以及蛋白质间的相

互作用, 揭示细胞内所有蛋白质组份及其动态变

化规律, 通过比较不同肝癌组织或结合LCM(激
光显微切割)技术比较同一肝癌组织不同来源

肝癌细胞的蛋白组学差异, 从而发现与肝癌复

发和转移相关的蛋白, 为判断预后及治疗提供

新的方法[74]. 此外, 蛋白指纹技术已经用于肝细

胞肝癌的早期诊断研究, 我们的初步结果表明

肝细胞癌患者与正常人血清中存在至少13种
差异表白, 以其中两种标志蛋白(13 752 kDa与
11 472 kDa)构建的诊断模型, 对于肝癌的诊断

特异性和灵敏度为均高于传统的甲胎蛋白等临

床检测技术. 这些新技术的应用, 必将在肝细胞

癌病理研究及临床治疗中具有更广阔的前景.
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摘要
G蛋白偶联受体激酶(GRKs)属丝氨酸/酪氨酸
蛋白激酶家族, 其亚型广泛存在于各种组织, 
能特异地使活化的G蛋白偶联受体(GPCR)发
生磷酸化及脱敏化, 从而终止后者介导的信
号转导通路. 现就G蛋白偶联受体激酶的结
构、种类及分布、生物学功能及与疾病关系
的新进展进行总结与概括, 并对其发展进行
了展望.
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0  引言

G蛋白偶联受体激酶(G protein-coupled receptor 
kinases, GRKs)属丝氨酸/酪氨酸蛋白激酶家族. 
GRK由7个结构上同源序列的家族成员组成, 每
种GRK都含有共同的功能结构, 包括一个中心

的催化区、一个底物识别和含有G蛋白信号调

节蛋白(regulators of G protein signaling, RGS)样
结构的氨基酸末端区以及一个作用于胞膜的羧

基末端区. 其亚型广泛存在各种组织. GRK能特

异地使活化的G蛋白偶联受体(G protein-coupled 
receptor, GPCR)发生磷酸化及脱敏化, 从而终止

后者介导的信号转导通路. GRK不仅能与G蛋白

偶联, 还可以对细胞内第二信使钙离子进行调

节及活化蛋白激酶C(PKC). 组织细胞表面存在

多种GPCR如血小板活动因子(platelet activating 
factor, PAF)受体, 通过与其受体属G蛋白偶联受

体结合发挥生物学效应. 同时GRK也发展到影

响人类的疾病如先天性夜盲症、心力衰竭、高

血压或关节炎等. 并且与炎症的反应也有密切

的关系. 目前国内外许多学者就G蛋白偶联受体

激酶(GRKs)进行了大量的研究, 现就其结构、

种类及分布、生物学功能及与疾病关系作一简

要综述. 

1  GRKs的结构、种类及分布

GRKs属丝氨酸/酪氨酸蛋白激酶家族, 可专一

地磷酸化激活的G P C R, 使受体与G蛋白脱偶

联, 抑制样蛋白(arrestins)随之结合到磷酸化的

受体, 阻止受体本身再次偶联G蛋白, 从而有效

地降低细胞膜上功能受体的水平, 使受体介导

的信号转导效应消失或降低[1]. 目前已知哺乳动

物的GRKs有7种, 按发现时间顺序分别命名为

GRK1-GRK7. GRKs家族由7个结构上有同源序

列的家族成员组成[2], 每种GRK都含有共同的功

能结构, 包括1个中心催化区、1个底物识别和

含有G蛋白信号调节蛋白(regulators of G protein 
signaling, RGS)样结构的氨基末端区以及1个作

用于胞膜的羧基末端区. 根据序列和功能的相

似性可分为3个亚家族. 
第一亚家族包括G R K1和G R K7. 主要分

布于视网膜, 介导光感传导. GRK1是于1970 
年最早发现的成员 ,  优先与光激活的视紫质

(rhodopsin)结合, 使之磷酸化, 并发生减敏, 所
以GRK1又称视紫质激酶(rhodopsin kinase), 仅
存在于视网膜的光受体细胞 ,  作用底物是视

网膜的视蛋白. GRK1可以通过自身法尼基化

(farnesylation)转移到细胞膜上与受体结合[3], 重
组的人GRK7在光照条件下可催化视紫质磷酸

化. 有实验证实, GRK1和GRK7在人视锥细胞均

有表达. 与此相反, GRK7在小鼠的许多组织包

括视网膜均有表达, 而视网膜的光受体则不表

达GRK7. 人锥体外节段表达GRK7而小鼠不表

达, 提示GRK7可能为GRK1基因缺失的小口氏

病(一种夜盲症)患者提供正常的光觉[4]. 
第二亚家族包括G R K2和G R K3. 广泛分

布在心、脑、肺、肾、骨骼肌等组织均有表

达. GRK2是在1980年代探讨β2肾上腺素受体

■背景资料
G 蛋 白 偶 联 受 体
激酶(GRKs)属丝
氨酸/酪氨酸蛋白
激酶家族, 其亚型
广泛存在各种组
织, 能特异地使活
化 的 G 蛋 白 偶 联
受体(GPCR)发生
磷酸化及脱敏化, 
从而终止后者介
导的信号转导通
路. GRKs临床疾
病的治疗中起着
重大的作用, 更有
助于信号转导通
路的深入一步研
究, 也是信号转导
通路中的研究热
点.
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(β2A R)同源减敏机制时发现的 [5],  他分布广

泛, 能使已被激动剂激活的β2AR磷酸化, 所以

又称β肾上腺素受体激酶(β-adrenergic receptor 
kinase, β-ARK). GRK3又被称为β-肾上腺受体激

酶2(β-adrenergic receptor kinase, β-ARK2), 除了

能使β肾上腺受体减敏外, 在嗅觉神经中有很高

表达, 在气体受体脱敏中发挥一定作用. GRK2-3 
主要通过游离的G蛋白βg亚基[6]和酸性酸脂[7]转

移到细胞膜上与受体结合. 最近发现, 激动剂刺

激哺乳动物细胞(HEK293)后, 能够诱导GPCR、
GRK2和Gβg在细胞膜上形成稳定的复合体, 激
动剂诱导的受体-GRK2-Gβg复合体的形成是 
GRK2向细胞膜转位和GRK2发挥功能的必要条

件[8]. 
第三亚家族包括G R K4, G R K5和G R K6. 

G R K4仅在睾丸高水平表达 ,  可使精子表面

G P C R磷酸化 ,  提示该酶具有底物的特异性 . 
GRK5、GRK6是两种相关激酶, 他们与GRK2、
GRK3一样在全身各组织均有表达[9]. 该亚家族

成员的作用底物更广, 并具有重复的底物特异

性. GRK4和GRK6通过自身棕榈酰化, GRK5则
通过N2和C2末端的多基数区域转位至细胞膜

上, 与被激动剂激活的受体结合, 并使之发生磷

酸化. 另外, GRKs的活性还受蛋白激酶C、钙结

合蛋白如恢复蛋白(r e c o v e r i n)和钙调素等的

调节.

2  GRKs的生物学功能

2.1 GRKs对GPCR磷酸化作用 GPCRs是一大家

族, 现已发现1000多种, 包含1个细胞外N末端区

域、7 跨膜拓扑结构区域、3个细胞外环和3个
细胞内环、1个细胞内的C末端胞质尾[10]. 激动

剂作用于GPCR, 与其细胞内区域偶联, 使受体

处于激活状态, 刺激与之偶联的异三聚体G蛋

白, G蛋白分解成α和βg亚基, 作用于1个或更多

的效应器, 启动激动剂偶联GPCR的细胞信号效

应. GRKs特异磷酸化被激活的GPCR, 使之与ar-
restin结合, 致受体与G蛋白脱偶联, 引起受体脱

敏[11]. GRKs在GPCRs上的磷酸化位点位于细胞

内第3环或羧基末端尾区的丝氨酸和苏氨酸残

基. β2-AR和M-乙酰胆碱能受体只有短的羧基末

端, 丝氨酸和苏氨酸残基含量相对较少, 但扩大

的细胞内第3环区含多个丝氨酸和苏氨酸残基, 
同样一些受体如视紫质和β2-AR细胞内第3区相

对较短, 但他们的长羧基末端含有数个丝氨酸

和苏氨酸残基. β2-AR羧基末端尾区的丝氨酸、

苏氨酸残基和m2 mAChR细胞内第3环的突变均

能消除GRKs介导的受体磷酸化. 虽然尚不能清

楚地识别GRKs磷酸化基序, 但已知位于磷酸化

位点近端的酸性氨基酸有利于GRK2介导的受

体磷酸化可发生在多个位点, 其中任一位点磷

酸化均可导致受体失敏[12]. 抑制蛋白与视紫质、

β2-AR的高亲和力结合需要GRKs介导的受体磷

酸化, 但体内外识别的主要GRKs磷酸化位点的

磷酸化, 可以补偿GPCR主要磷酸化位点的磷酸

化失败. GRK2的C端保守区与眼视网膜特异性

的GPCR-视紫质结合对后者的磷酸化起关键作

用的基础上, 进一步研究并揭示了GRK介导的

GPCR脱敏过程中复杂的相互作用及调节作用[13]. 
2.2 GRKs与G蛋白偶联 GRKs是G蛋白偶联受

体信号转导中的重要调节分子, 其自身功能受

到多方面的调节. 对GRKs功能的调节分为三个

方面: (1)亚细胞分布的调节; (2)激酶活性的调

节; (3)表达水平的调节(包括mRNA水平的调节

和蛋白水平的调节). GRK2和GRK3被GPCR活
化后, 发生转移到达细胞膜. 一旦GPCR-G蛋白

被激活, Gβg亚基与α亚基的分离促使βg亚基与

GRK2、GRK3以及GRK2和GRK3与细胞膜的结

合. GRK2上的Gβg结合区定位于血小板一白细

胞C激酶底物(pleckstrin)同源框的β折叠Ⅲ及其

延伸端的α螺旋. 最近在GRK2的N端发现另一

个GP7结合区可调控催化受体磷酸化过程, 并抑

制由Gβg激活的信号转导过程[14]. GRK2与活化

的Gαq(即Gq的α亚基)具有高亲和力, 两者的结

合能有效抑制完整细胞中由Gαq介导的磷脂酶

C活性. GRK2和GRK3的N端存在由120个氨基

酸残基组成的G蛋白信号调控子(regulator of G 
protein signaling, RGS), 而其中的大部分保守氨

基酸残基也被发现存在于GRK家族其他成员的

RGS疏水核心区中. 有研究指出GRK2不仅调节

G蛋白, 也受G蛋白的调节[15]. 
2.3 Ca2+结合蛋白对GRKs的调控 Ca2+结合蛋白

能对GRKs的所有亚型进行调控, 如介导视紫红

质激酶的某种抑制过程. GRK1可与视觉恢复蛋

白(recoverin)结合并受到抑制, 后者是23 kDa的
质子受体特异性Ca2+结合蛋白, 其对GRK的抑制

作用能通过豆蔻酰化得到加强. 视觉恢复蛋白与

GRKl N端25个氨基酸区域内的单一位点结合, 
通过对GRK1-视紫红质的空间构型产生位阻效

应, 从而抑制其活性. 到目前为止人们仅发现钙

调蛋白(CaM)对GRK家族均有比较明显的抑制

作用, 对于GRK2、GRK3, Ca2+/CaM除了能通过

■研发前沿
目 前 对 于 G 蛋 白
偶 联 受 体 激 酶
(GRKs)的基础研
究与临床疾病相
结合成为了热点,
尤其是为疾病的
发生作用机制以
及疾病的表达调
控起着重要的作
用.
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直接结合Gβg而抑制其膜转位, 还能间接抑制其

蛋白表达. 鉴于创伤后神经元细胞内大量Ca2+内

流, 相应引起CaM增多. 有研究表明, 创伤早期

下丘脑室旁核GRK2、GRK3蛋白的表达减少与

CaM增多相关. GRK2、GRK3、GRK4、GRK5
和GRK6在体外能被CaM所调控. GRK具有两

个CaM结合位点, 其中定位于N端的位点相对保

守, 定位于C端的位点则随GRK的亚型不同而发

生位置变换. GRK5 C端的CaM结合区与磷脂结

合区发生重叠, 从而解释了CaM对GRK5与脂质

体结合及其对膜结合受体磷酸化的抑制[16]. 因
为任意的CaM结合位点都足以抑制受体磷酸化, 
故只有同时对GRK5的N端和C端进行突变或缺

失才能使其对CaM不敏感. CaM促使GRK5在其

C端的一个或多个丝氨酸残基处发生自磷酸化, 
从而直接抑制后者上与视杆细胞外膜(rod outer 
segment membrane, ROS membrane)的结合以及

视紫红质的磷酸化. 即使将胞内升高的Ca2+浓度

恢复正常水平, 这种自磷酸化也足以延续CaM
对GRK5的抑制作用[17]. 最近在微管蛋白和共核

蛋白(syun-clein)家族等新发现的GRK非受体底

物磷酸化过程中, 确认CaM介导了更复杂的调

控过程. 肌动蛋白与GRK5的N端结合, 并抑制

GRK5对受体底物或非受体底物的磷酸化. 但当

CaM取代肌动蛋白与GRK5结合时, 结果只有可

溶性底物的磷酸化程度得到了增加[18]. 
2.4 PKC活化GRK 受体G蛋白效应体系可有多种

跨膜传递, 并且根据不同的效应体系产生不同

的信号途径, 如受体-G蛋白-AC-CAMP-PKA和

受体-G蛋白-PLC-DG-PKC等途径. 现发现不仅

GKRS可使GPCR磷酸化脱敏, 而且PKA、PKC
也参与GPCR的快速脱敏. PKC活化GRK2的能

力已在人单核细胞中得到证实. GRK2被PKC磷
酸化后, 对非受体底物的催化活性并无增强, 但
增加了膜结合视紫红质的活性[19], 说明PKC通过

加强其向膜的转运而实现GRK2的活化. GRK5 
C端的26个氨基酸区域内也存在两个PKC磷酸

化位点. 与GRK2相反, PKC介导的GRK5磷酸

化显著减少了GRK5与ROS膜的结合及受体磷

酸化, 并极大降低了GRK5对非受体底物的磷酸

化能力. 同时PKC还可抑制GRK5活性[20]. 已经

证明Ca2+/CaM、PKC对GRK2和GRK5存在作

用, 提示他们被Gi或Gq偶联受体激活时对GPCR他们被Gi或Gq偶联受体激活时对GPCR们被Gi或Gq偶联受体激活时对GPCR
具有协调调控作用[10]. 若在同一细胞中同时激

活多种GPCR, 则会产生Ca2+/CaM、PKC增强

GRK2活性和受体底物脱敏性的净效应. 相反地, 

Ca2+/CaM、PKC对GRK5的抑制维持了后者介

导的受体底物信号转导过程. 在转基因小鼠的

心脏中, GRK2和GRK5都可以调控β2ARs, 并与

GS、cAMP偶联[21]. 但被PLC、PKC偶联激活的

心肌1A型血管收缩素Ⅱ受体只受到GRK2的调

控, 而不受GRK5影响[22]. 在表达Gq偶联α1b肾上

腺素受体的COS-7和HEK293细胞中, 观察到类

似的对GRK5介导脱敏化的抵抗, 提示GRK5与
GRK2、GRK3不同, 其并不引起激动剂依赖的

磷酸化和脱敏化水平增加[23]. 
2.5 GRKs与PAF的关系 PAF是一种独特的炎症

介质, 具有广泛的生物学特性[24]. 可引起支气

管收缩、增高气道反应性、促进黏膜腺体分

泌, 致微血管通透性增高. 现确定PAF受体属于

Gq/11和Gi/o的G蛋白偶联受体家族[25], 分布于许

多细胞表面, PAF通过与PAF受体结合, 引起肿

瘤坏死因子(TNF)及白细胞介素如IL21、IL26、
IL28的分泌和核因子-κB(NF-κB)的激活[26], 在急

性肺损伤(acute lung injury, ALI)的发生过程中发

挥重要作用. GRK2属丝氨酸/酪氨酸蛋白激酶家

族, 可专一地磷酸化激活的G蛋白偶联受体, 使
受体与G蛋白脱偶联, “arrestins”蛋白随之结

合到磷酸化的受体,  阻止受体本身再次偶联G蛋

白, 从而有效地降低细胞膜上功能受体的水平, 
使受体介导的信号转导效应降低或消失. 目前

实验证实用PAF刺激培养的大鼠肺微血管内皮

细胞(RPMVEC)可引起GRK2表达增高. 结果提

示: 在PAF诱导PMVEC损伤过程中, GRK2表达: 在PAF诱导PMVEC损伤过程中, GRK2表达在PAF诱导PMVEC损伤过程中, GRK2表达

的增加是一种代偿反应, GRK2可能介导PAF受
体脱敏, 减弱PAF对PMVEC的损伤, 起一定保护

作用.

3  GRKs表达调控与疾病的关系

3.1 GRKs在临床疾病的研究意义 在大部分细

胞中, GRK以管家基因蛋白形式呈低水平表达. 
但在肺细胞中, 观察到GRK2表达与β2AR脱敏

化之间存在明显联系, 而促肾上腺皮质激素释

放因子(corticotrophin releasing factor, CRF)或
urocortin也能通过GRK3的上调导致CRF受体

脱敏化的增加. 另外, 吗啡或雌激素的处理也能

引起GRK的上调或下调反应, 表明GRK的表达

是激动剂依赖的GPCR脱敏化过程中的限制因

素[27-28]. GRKs的生理学作用通过遗传学改良的

动物表现, 但也可以发展到影响人类的疾病, 如
先天性夜盲症、心力衰竭、高血压或是关节

炎. 此外, 调节GRK的水平在阿片成瘾, 癌症, 精

■创新盘点
本 文 不 仅 在 G 蛋
白偶联受体激酶
(GRKs)的基础研
究做以介绍外, 还
针 对 G 蛋 白 偶 联
受体激酶(GRKs)
表达调控与疾病
的关系做出新的
介绍, 为临床疾病
的研究提供了新
的思路.
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神病, 囊性纤维病和心脏病都在进行讨论[29]. 最
近研究证明, 在高血压状态时GRK2的表达存

在选择性调控. 对正常血压和临界高血压的个

体进行比较, 发现GRK2蛋白在血淋巴细胞中

的表达与血压正相关, 而与β2AR介导的腺苷酸

环化酶活性负相关[30]. GRK2活性与β肾上腺能

受体密度结合起来可调节儿茶酚氨敏感cAMP
的产生[31]. 在血管平滑肌细胞中GRK2在转录

水平受到调控, 而β-肾上腺素受体的激活导致

GRK2的降解[32]. 研究表明, GRK2表达的增加

损害了β肾上腺素介导的血管舒张, 从而引起高

血压. 而GRK4T的单核苷多态性能增加GRK的

活性, 引起人原发性高血压[33]. 如在心肌层中对

GRK进行有目的的过度表达或抑制, 发现GRK2
对GPCR和心肌功能的调控具有关键作用. 强心

剂引发的GRK2或GRK5过量表达严重损害了

βAR信号转导和β激动剂介导的收缩功能[10]. 相
对地, 如果过度表达抑制GRK2的小肽minigene 
(βARKct)则出现相反效应[34]. 另外, 对于βARKct
过量表达且GRK2基因剔除的杂合体小鼠, 其杂

交后代同时出现了GRK2活性的减弱和心肌收

缩功能的加强, 提示心脏收缩功能对GRK2表达

水平非常敏感. 有研究指出, 心脏GRKs表达水

平可能是心力衰竭患者β肾上腺能受体失敏状

态, 恢复正常功能GPCR在转调动物模型的心

力衰竭的脱敏过程中起着非常重要的作用. 指
示出靶向作用GRKs或arrestin对于GPCR失调

的人类疾病开创了一个新的治疗策略[35]. 通过

GRKs介导的β-arrestin信号转导引起的重构以

及其他生化指标异常的预测指标[36]. 在阿片激

动剂的作用下, 阿片受体迅速发生GRKs催化的

磷酸化, 磷酸化的阿片受体与β-arrestin等细胞

信号调控蛋白结合引起受体进一步与G蛋白解

偶联并导致阿片受体发生内化, 从而抑制了阿

片受体介导的信号转导, 造成阿片受体脱敏[37]. 
吗啡、海洛因等阿片类药物的作用主要通过调

节阿片受体这类GPCR受体的信号传递而导致

成瘾. GRK5是一种蛋白激酶, 最终行使功能需

要其蛋白形式. 而体内稳态时某种蛋白的含量

受多种因素调节, 其中包括转录水平的调节和

翻译水平的调节以及翻译后的修饰和降解等过

程. 由于GRK5在G蛋白偶联受体信号转导中的

重要作用及其在脑内学习、记忆、情感等同药

物成瘾相关脑区的广泛分布, 而精神活性药物

在mRNA和蛋白水平对大脑皮层、海马和丘脑

部位GRK5的调控, 将对脑内神经元的活动和受

体功能产生重要影响. 鉴于上述我们推测GRK5 
可能在精神活性物质的成瘾中发挥重要作用[38]. 
同时, 吗啡等阿片类镇痛药是目前临床上最常

用、最有效的镇痛药. 因此, 研究这类受体的作

用机制有特别重要的理论和现实意义. 有研究

发现激活GPCR能显著增强β-arrestin与肿瘤抑

制因子p53的负调控蛋白Mdm2的相互作用, 降
低Mdm2自身的泛素化以及Mdm2介导的p53降
解及泛素化, 从而调节了p53介导的细胞凋亡作

用, 提示该蛋白质可作为GPCR通路和p53信号

通路间“对话”的中介分子. 同时, 揭示了只是

β-arrestin2而不是β-arrestin1能使Mdm2从细胞核

重新分布到细胞质中并调节其功能的分子机

制[39]. 最新报道发现GRK3在治疗精神疾病也起

着重要的作用[40].
3.2 GRKs与炎症反应 Lombardi et al [41]揭示了

GRKs在炎症反应中存在下调过程. 在关节炎患

者的脾细胞和肠淋巴结细胞中, GRK2, GRK3, 
GRK6的表达水平及活性大幅降低, 而在胸腺

细胞和非免疫器官如心脏或垂体中并没有发

现这种效应. 现在认为是高氧压引起了这种免

疫系统的组织特异性反应[42], 并造成GPCR(如
β2AR)反应能力的提高. 在G蛋白偶联受体激酶

(GRKs)调节GPCR的脱敏调节研究中, 发现紫外

辐射能够调控β-arrestin分子磷酸化状态的改变

并进一步对紫外辐射引起的NF-κB激活进行调

节, 而GPCR激活能促进这种抑制作用. 这一发

现揭示了GPCR激活及β-arrestin分子在皮肤炎

症及癌变等发生、发展中的可能作用, 为紫外

辐射导致的皮肤癌症的防范与治疗提供了可借

鉴的机制[43]. 而在β2肾上腺素受体信号通路中, 
β-arrestin2能与IkB蛋白结合而抑制IKK对IkB的
磷酸化, 最终使得TNF信号作用下的NF-κB不能

被激活, 从而无法启动其下游基因表达. 也首次

揭示了β2肾上腺素受体与NF-κB信号通路“对

话”的分子机制, 阐明了交感神经系统调控免

疫系统的可能机制[44]. 同时发现β-arrestins能够

结合引起N F-κB激活的另一条重要信号通路

-Toll-like/IL-1受体信号通路中重要的接头分子

TRAF6, 并且抑制他的功能, 从而很有效地调控

NF-κB的激活, 抑制免疫反应. 这一发现揭示了

机体调节免疫反应的新机制, 为治疗免疫疾病

提供了新的作用靶点[45]. 
总之, GRKs是介导GPCR内化最重要的一

类调节蛋白, 虽然后来发现抑制蛋白也参与了

GPCR内化, 但GRKs介导的GPCR磷酸化仍然是

■应用要点
G R K s 是 介 导
GPCR内化最重要
的一类调节蛋白, 
而GPCR是人体内
具有复杂生理功
能的受体, 并与许
多疾病的发生密
切相关, 本综述为
治疗各种疾病的
信号转导通路提
供了新的靶点.
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受体内化发生的基础. 有关GRKs参与GPCR调
节的分子机制尚未完全阐明. 而GPCR是人体内

具有复杂生理功能的受体, 并与许多疾病的发

生密切相关, 因而这方面的研究仍然是一个热

点, 近年来这方面的研究多采用基因敲除、基

因封闭、基因克隆和体外表达等新兴技术. 随
着生命科学发展, 特别是功能基因组学和蛋白

组学的研究进展, 有关GRKs的研究必将取得新

的突破. 
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■同行评��
本 文 总 结 了 G 蛋
白偶联受体激酶
的相关研究进展, 
对于开展信号转
导相关研究具有
参考意义.
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摘要
建立一个合乎逻辑的科学的消化性溃疡病因
理论, 以反映溃疡病在现实中所有的问题. 归
纳在现实中与胃溃疡相关的事物, 循证演绎溃
疡形成的过程. 溃疡发生的原因是剪应变.胃
溃疡的发生是当胃壁回缩时, 凸向胃腔内的高
张力皱褶, 直接或间接地作用在高张力机体组
织的同一个位置上, 长时间的挤压或频繁地冲
压碾磨超过极限, 黏膜肌层被剪切, 发生了剪
应变, 造成肌层缺损成溃疡. 溃疡病的发生是
正常生理组织和生理功能, 在一定条件下产生
的结果. 源于现实的溃疡剪应变理论,可以在
实践中得到检验. 

关键词: 病因; 胃溃疡; 机制; 剪应变
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质子泵抑制剂将胃酸为零分泌[2], 疗效也不肯定[6]. 
幽门螺杆菌感染说也借助胃酸的消化作用[13].目
前的溃疡病因理论在现实中存在一些关键问题[2], 
尚待解决. 当一个理论体系, 他只能主观随意地

解释一些现象, 而无法解释现实中出现的诸多

问题, 显然是一个在实践中不能检验的理论. 对
于缺乏科学性, 违反逻辑规律的理论, 就应及时

地冲破其理论框架的束缚, 以建立一个反映不

断发展的现实世界的新的理论体系.否则, 就不

可能有创新性的发现, 科学就不能进步.  消化性

溃疡病的病因在理论上就是溃疡. 溃疡与溃疡

病是确切的因果关系. 而通常所关注的溃疡发

生的原因是溃疡病的前因, 前因与溃疡病并没

有直接的因果关系. 溃疡的发生是一些偶然因

素在一定的条件下共同产生的结果, 是正常生

理组织和生理功能参与了溃疡的发生. 胃的生

理组织结构功能及胃腔的内容较复杂,对溃疡病

因的研究, 胃溃疡具有一定的代表性. 

1  胃溃疡形成方式的循证推理

从胃溃疡的表现循证推理胃溃疡形成的方式   
根据胃溃疡的形状、大小、深浅、多年来没有

被酸性胃液消化的变形、变大、变深[1]; 溃疡可

以保持很久时间, 不因病程的延长而增多[2]; 溃
疡底面常为坏死物充填 [3-4], 胃溃疡高酸者少, 
少数甚至呈低酸[8]; 酸性胃液不能消化胃黏膜

等等 [5], 这都是酸性胃液不在溃疡现场的证据. 
然而对溃疡及周围组织状态的观察和病理变

化分析, 尤其急性溃疡口边缘锐利的现象[3]; 胃
小弯缩短凹陷性病变, 纤维收缩导致胃小弯缩

短; 胃角哆开, 胃角消失; 以及桥形皱襞; 皱襞分

离等现象[7]; 溃疡部位与肌肉的关系, 经解剖分

析96.3%的溃疡均发生在环形肌起始部,胃蠕动

最强烈的部位; 这些现象又都是物理性机械作

用在溃疡现场的证据. 如果对溃疡的形状、大

小、深浅、撕裂等现象及周围组织的变化进行

复制, 化学性和生物的作用很难完成, 也只有物

理性的机械作用可以轻易完成, 并可对其进行

控制. 据此认为, 胃溃疡形成的方式与物理性的

机械作用密切相关.

2  胃溃疡发生原因的循证推理

从胃溃疡的体征循证推理物理性机械性作用的

踪迹: 溃疡好发于同一区域[2,8], 表示这些区域有

容易受到致病因子攻击的同一性, 提示了这些区

域的同一的特性与溃疡的发生相关. 溃疡形状、

大小、深浅、及溃疡周围凹陷等变化[3], 是致溃

疡因子在致溃疡过程中留下的印迹, 提示了致溃

疡因子形象特征的重要依据和在场证据.肌层常

已被破坏, 内环肌、外纵肌和斜肌的层次出现中

断和混乱; 在溃疡的边缘与增厚的黏膜肌层相

融合[8]; 强烈的胃窦收缩使胃腔闭合或接近闭合; 
机械性消化的挤压碾磨等[12], 提示了胃壁收缩时

胃腔内组织受到了挤压．认为挤压为溃疡形成

■背景资料
有关溃疡发生机
制的报告层出不
穷 ,  到 现 在 已 近
200年尚未得出最
后结论. 在2004年
世界消化大会上, 
表决通过了消化
性溃疡病因主要
是酸性胃液的消
化作用. 人胃中的
幽门螺杆菌及与
溃疡病相关的发
现者已获得2005
年度的诺贝尔奖. 
但是, 溃疡病还有
许多关键问题, 至
今没有较确切的
解释, 目前要彻底
根除幽门螺杆菌
仍然是十分困难
的.
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时的状态, 是致溃疡因子在发生溃疡现场的时

间证据和行为证据. 溃疡口黏模皱襞断裂、匍

行向溃疡口周围集中及排列、胃小弯变形等现

象[10], 是致溃疡因子在溃疡现场运动的轨迹. 是
力留下的痕迹, 提供了运动和压力在溃疡发生

现场的证据. 据此认为: 根据消化道的运动、压

力、相对的挤压等现象, 以及溃疡的深度、溃

疡口撕裂、胃小弯变形等形态, 同时出现在溃

疡现场的事实, 进行演绎推理的结果: 是黏膜肌

层组织受到了剪切而发生了剪应变. 也只有剪

切这一物理性的机械作用形式, 方可涵盖以上

所有的现实内容. 

3  剪应变和剪切发生机制的相关因素循证推理

3.1 剪应变发生的位置 归纳溃疡多发生区域与

其他区域的机体组织的生理结构、组织形态, 进
行相对的分析比较, 发现溃疡多发生区域的机体

组织有着同一性的共同特点: 张力相对的较高.
3.1.1 张力较高的区域 胃小弯、胃角切迹呈弓形

曲线、类似哥德式拱门形的力学结构的生理形

态[3]; 顶部张力相对较高; 食管下端、胃大弯、

胃小弯、幽门等肌层组织较厚[2]; 胃角部的肌层

常为较厚的交界环肌束; 密集的生理结构张力相

对较高; 胃底腺与幽门腺移行交界处幽门一侧的

肌层密集; 相对张力较高[9], 胃小弯两侧与胃壁

境界部[2], 相对肌层较厚与较薄过渡区域, 较厚肌

层的断面垂直方位的肌层密度较高, 张力相对较

高.人体材料显示, 2/3的胃溃疡位于小弯侧增厚

的纵行肌处. 另一部分位于角切迹附近, 亦是环

行肌增厚的部位[2], 提示了, 溃疡多发原因与其区

域机体组织的张力较高相关. 推理: 剪切的发生

与机体组织的张力相关.  
3.1.2 溃疡发生的位置多处在消化道运动集中活

动的区域 胃壁容纳或机械性舒张及回缩运动的

区域; 承受挤压碾磨机械性消化运动的区域等[6].
印证了剪切的发生与消化道运动相关.
3.1.3 剪切及剪应变发生的理论依据 机体组织承

受到压力后发生弹性应变, 当弹性应变达到极限

发生塑性形变, 延展性小的机体组织表现出脆

性[11], 认为高张力机体组织发生剪切, 与其机体

组织表现出脆性发生机理密切相关; 当机体组织

受到压力时, 只有形状的变化的形变, 而没有体

积变化的体应变, 则发生剪切[11]. 印证了, 高张力

组织的溃疡发生与剪应变的发生机制密切相关; 
小结: 高张力的机体组织, 当受到压力时, 机体组

织体应变受限或表现出脆性, 是高张力组织易被

剪切而发生剪应变的主要原因.
3.2 剪切与胃壁皱褶的形成及与溃疡的关系 如
果溃疡的发生是与相对组织互相挤压碾磨的动

态组织相关, 那只有是与回缩时, 可产生张力的

动态胃壁及胃大弯相关. 在此时间里, 循证分析

具备一定高度又较尖锐的东西, 即是可在挤压时

能产生一定深度的物体; 其物体必须具有较高的

张力, 以及有与溃疡形状相互吻合的形状. 根据

发生在胃角的溃疡, 可引起不同程度的畸形. 葫
芦形皱褶常见于胃体部前后壁溃疡; 一条高的病

理性皱褶. 在此皱褶末端, 在前壁和后壁可以发

现溃疡或瘢痕[2]; 以及胃壁在回缩时出现一些皱

褶,手术切除的标本, 胃壁皱缩等这些现象[2,9].提
示了: 过度扩张的胃壁因平滑肌局部组织弹性应

变接近极限, 发生永久或暂时性的塑性形变, 局
部胃壁不能完全回缩恢复到原来的形状. 随着胃

壁的回缩折叠成较大的皱褶. 皱褶随着胃壁回

缩, 其皱褶的皱脊逐渐向胃腔内伸进, 并向胃部

上缘靠拢, 逐渐与高张力区域的组织接触. 这时

皱褶的皱脊则出现在溃疡发生的现场. 这些皱褶

只有在胃壁收缩时出现. 当胃壁松弛时即消失. 
提示了: 皱褶的皱脊出现在溃疡发生现场, 皱褶

的皱脊是实体, 具备了形状、张力等物理性质与

剪切的发生关系密切.
3.2.1 皱褶皱脊的张力 胃壁回缩时, 皱缩的胃壁

因形态变化、密度增加, 张力随之增高. 胃壁回

缩到一定程度时, 皱褶两侧的胃壁侧立折叠, 形
成一个夹角, 被支撑的皱脊张力增高. 随着胃壁

回缩, 肌层密度增高, 皱褶的夹角逐渐变小, 随之

皱脊变得尖锐, 皱脊的张力逐渐增高．

3.2.2 皱脊与压强 随着胃壁回缩, 皱褶的夹角逐

渐变小, 皱脊随之变得尖锐, 皱脊的横截面积越

小, 在收缩力的作用下可产生的压强越大.
3.2.3 皱褶的形状与溃疡 过度扩张后的胃壁在回

缩时形成的一些褶皱. 随着胃壁的回缩, 皱褶的

皱脊凸向胃腔内呈弧形或舌形; 皱脊俯视为线

形, 正视为弧形或半圆形, 皱褶也可被不同方向

的力, 卷曲成呈“U”、“V”、“P”、“B”
字形样的皱褶及皱脊. 两个方向的皱褶可组合成

更多形状的皱褶. 根据皱脊可呈现多种形状, 推
理认为: 所有的胃腔内生理组织或可进入胃腔内

的物体, 只有能形成多种形状的皱脊, 其印模的

形状与溃疡的圆形、卵形、蝌蚪形、哑铃型、

三角形、“V”字形、线状等[2]多种形状相应的

近似或能互相完全吻合. 小结: 溃疡的形状是皱

■研发前沿
为了解决溃疡病
的理论上和临床
上的问题, 建立可
验证的溃疡发生
机制新理念, 是研
究热点. 正确理顺
溃疡病与溃疡的
关系是附加的重
点. 病因的属性应
该是事情还是物
体?  这是亟待讨
论的课题. 
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■创新盘点
本文用现实中不
可辩驳的实事做
为依据, 建立可检
验的医学理论; 建
立了具逻辑性、

科学性的溃疡病
因剪应变理论; 提
出溃疡病与溃疡
之间的关系及溃
疡病的治疗原则. 

褶及皱脊留在剪切现场的重要证据. 凸向胃腔内

的皱褶及皱脊与剪切的发生密切相关.
3.3 剪切需要的动力 溃疡好发部位多在环行肌

的起始部, 因为该处蠕动最强烈. 溃疡口皱襞断

裂、匍行向溃疡口周围集中或排列等现象[2-3], 是
致溃疡因子运动的轨迹, 是溃疡发生机制中有压

力和运动在溃疡现场的证据. 消化道舒张收缩的

运动, 挤压碾磨机械性消化生理功能运动; 平滑

肌强烈痉挛的收缩而发生腹痛; 抑制动力等措施

可缓解溃疡痛等表现[9]; 根据内脏性疼痛产生原

因与动力相关[2]. 提示了: 剪切发生所需要的动

力, 是消化道生理功能运动的收缩力.
3.4 剪切时胃腔的状态 胃的前后壁相接触[5]; 挤
压碾磨机械性消化的生理功能; 减少摩擦等措施

可缓解溃疡痛; 应用舒张平滑肌措施可缓解溃疡

痛[9]; 胃痉挛时疼痛出现[2]; 提示了: 溃疡是在相

对的机体组织互相挤压碾磨的状态下发生的. 据
此认为: 其状态与剪切发生时的状态密切相关.
3.5 剪切与胃内容物 溃疡一般较小, 与剪应力和

切力的大小成正比, 与横截面积成反比[11]. 提示

了, 胃内容物的小颗粒在收缩力的作用下, 产生

的切力大, 容易发生剪切, 是溃疡一般较小的部

分原因. 据此认为: 胃内容物的颗粒与剪切的发

生密切相关.
3.6 剪切发生的时间 空腹时, 消化间期移行性运

动复合波(MMC), MMCⅡ相有间断不规则的收

缩MMC, Ⅲ相为连续强烈的收缩...Ⅰ相时胃窦

无收缩,而近端胃保持一定的张力, 并不完全松

弛, Ⅱ相远端胃偶而出现有力收缩, Ⅲ相时胃窦

有规律的收缩频率达到最大, 此时近端胃也偶尔

出现收缩. 不消化的大颗粒食物在MMCⅢ相时

排空[9]. 据此认为: 剪切的发生主要在空腹的消

化间期胃运动时. 在这一时间段内有高张力机

体组织、尖锐的皱脊、机体组织互相直接的挤

压、内容物颗粒、强烈的收缩及频率等出现在

同一现场. 集聚着剪切发生的必要因素. 在这一

时间段里有剪切发生的环境, 这一时间段是剪切

发生的主要时间.

4  胃溃疡发生机制

胃壁过度的扩张, 平滑肌部分组织过度的拉伸超

过弹性极限, 发生暂时或永久的塑性形变. 当胃

体收缩并向上缘靠拢, 扩张的呈球形胃壁不能完

全回缩则产生一些皱褶. 皱褶顶部的皱脊凸向胃

腔内. 由平滑肌折叠的立面支撑的皱脊; 在张力

性收缩时呈高张力状态. 在胃腔紧缩时皱褶的皱

脊横截面积变小. 在收缩运动时, 产生高压强的

压力频繁地冲压、推挤、碾磨相对的胃腔内高

张组织. 因节律性运动无移行性[6,9]; 运动轨迹不

变; 胃壁皱褶形成的位置不变, 所以, 皱褶与高张

组织相对挤压点的位置不变. 形成了剪切态势. 
在剪切态势下, 当挤压点的应力超过了弹性应变

的极限, 挤压点的黏膜肌层及肌层相互融合, 发
生塑性形变[7-8], 高张组织可以被相对的皱褶频

繁地冲压、推挤、碾磨, 发生了凹陷呈漏斗样塑

性变形[2]. 在高压强的作用下, 高张组织受压点, 
发生了只有形状变化而没有体积变化的体应变. 
肌层组织被剪切, 发生了剪应变. 凹陷处如果嵌

入胃内容物的游离小颗粒. 皱脊在收缩力作用下

的压力, 作用在粗糙的胃内容物的颗粒, 频繁地

冲压相对的高张组织上. 而被剪切, 发生了剪应

变. 在剪切态势下, 相对的机体组织长时间的挤

压, 致挤压点因长时间的缺血而痉挛, 又因痉挛

而缺血的恶性反复, 被挤压点发生塑性形变, 因
没有延展性, 而表现为脆性. 当挤压点的应力超

过极限, 发生了剪应变. 在剪切的作用下, 皱褶在

胃腔内的相对高度与剪切深度相关, 浅者致黏膜

发生剪应变, 黏膜破碎为糜烂. 深者致肌层发生

剪应变, 肌层缺损为溃疡. 如相对的组织双方都

发生剪应变,则肌层互有缺损, 成对吻性溃疡.
总之, 如果在检查溃疡病时不破坏现场, 就

有可能发现一些致溃疡因素在现场的重要证据. 
溃疡病因剪应变理论目前还只是在推理上, 目前

还没有溃疡发生过程现场纪实的证据, 是溃疡病

因剪应变理论存在的问题. 有关剪应变理论在其

他溃疡发生机制中的表达、促溃疡形成因素、

以及溃疡病在现实中的一些具体问题, 以后可继

续讨论. 对缓解目前治疗溃疡病用质子泵抑制剂

的不良反应[12], 彻底根除幽门螺杆菌的困难[13], 
剪应变理论可作为参考.
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摘要
内源性一氧化碳在人体是一种重要的化学信
号物质, 调节神经递质传导、平滑肌的紧张性
及其对细胞损伤的反应, 并在细胞功能和通讯
方面发挥重要的信号转导作用. 现就一氧化碳
及血红素氧合酶的合成、分布及在消化道的
作用作一综述.
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0  引言

内源性一氧化碳(carbon monoxide, CO)在人体的

生物学功能已受到医学界广为重视, 其在胃肠

道的作用日益受到关注. 现已明确CO和一氧化

氮(nitric oxide, NO)在人体某些功能中的作用较

相似, 也是一种重要的化学信号物质[1-2], 调节神

经递质传导、平滑肌的紧张性及其对细胞损伤

的反应, 并在细胞功能和通讯方面发挥重要的

信号转导作用. 现对CO在胃肠道的病理生理学

作用进行初步探讨. 

1  CO的合成和平滑肌细胞

外源性CO主要由呼吸带入体内. 内源性CO至少

有两条合成途径: 一是在氧化偶连基础上依赖

NADPH的微粒体脂质过氧化产生; 二是由血红

素氧合酶(heme oxygenase, HO)催化分解血红素

而产生. 自1968年Tenhunen首次发现在细胞微粒

体中存在HO以来, HO的研究日益受到重视. 直
到1980年代末HO仍被简单地认为是清除多余血

红素的反应体系. 目前已证实HO能产生CO、胆

绿素、Fe2+和H2O2, 其代谢产物具有重要生物功

能, 在胃肠道的作用尚不完全清楚[3-4]. 
HO有3种形式的同工酶: 诱生型HO(HO-1), 

原生型HO(HO-2)及HO-3, 前两者位于细胞内

质网中[4-6], HO-3已被证实不产生CO, 其功能还

不清楚[7]. HO-1主要分布于单核-巨噬细胞系统

(脾、肝和骨髓)及网状内皮细胞内; HO-2则主

要分布于脑和睾丸, 胃肠道平滑肌中亦有分布[8]. 
HO-1和HO-2是不同的基因产物, 两者的编码基

因分别位于染色体22q12和16p13.3. 这两种酶结

构虽不同, 但其反应底物相同, 同样依靠NADPH
辅酶的氧化, 利用氧自由基清除血红素, 而且其

反应生成物也相同. 
C O在机体内通过活化环鸟苷酸 (c y c l i c 

guanosin monophosphate, cGMP)来完成其作用. 
C O在有机溶剂中溶解度大, 能迅速通过细胞

膜. 当CO进入平滑肌后, 与可溶性鸟苷酸环化

酶(soluble guanylate cyclase, sGC)中血红素的亚

铁离子结合, 使sGC构象发生变化, 酶的活化中

心暴露, 三磷酸鸟苷(guanosin tirphosphate, GPT)
转变成cGMP, 通过胞内肌浆网钙离子的释放, 
使平滑肌细胞舒张, 肌肉松弛[9-10]. CO的产生在

许多组织中提高了cGMP的水平, 活化了Ⅰ型

cGMP依赖的蛋白激酶和松弛平滑肌细胞[11-12], 
这些提示CO确实能调节cGMP的水平. 在敲除

HO-2基因的小鼠回肠较野生型小鼠cGMP的基

础水平明显低. 
CO对于保持胃肠道肌层细胞膜电势梯度

是不可缺的. 大多数学者认为CO在胃肠道肌层

是个超极化因子[13-14]. 在小鼠和狗, CO浓度和血

红素氧合酶活性反应了平滑肌膜电势的水平[14]: 
从胃底至幽门膜电位存在较大的电势梯度, 在
远端胃和小肠靠近纵形肌的环形肌区域的膜电

位较靠近黏膜的低10 mV; 在胃、小肠和结肠等

超极化区域CO产物和血红素氧合酶活性较高, 
在较为去极化的区域则较低. 如果没有电势差

的存在, 环形肌对于电活动将只会存在全或无

形式的收缩. 胃肠平滑肌具有相同的机械性阈

值, 不同的刺激强度可引起不同强度的收缩: 较

■背景资料
CO、NO等气体
信使分子是近年
来的研究热点, 在
各系统中均已有
较多的研究报道. 
关于CO/HO体系
在胃肠道的病理
生理作用研究较
多, 但尚无较全面
的综述.
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弱的刺激只能引起部分平滑肌细胞收缩, 而一

个较强的刺激则能引起更多的平滑肌细胞收缩, 
这也提示了CO在控制胃肠收缩方面的作用. 

有人认为并不能通过H O-2的存在来判断

C O的超极化作用. 外周自主神经节神经元中

HO-2免疫活性呈强阳性, 但在HO-2敲除的小鼠

却没有显示去极化趋势[14], 提示在这些神经元

中HO-2和CO可能起了不同的作用. 平滑肌细

胞临近的Cajal间质细胞(intertitial cells of Cajal, 
ICC)HO-2免疫活性为阳性, 目前多数学者认为

ICC具有调节电信号、起搏胃肠道平滑肌细胞

运动, 并且调节神经递质的传递的作用, 有学者

认为ICC还具有产生CO并且使平滑肌细胞超极

化的作用[14].

2  胃肠道HO的表达及其作用

在正常生理状态下, CO的合成由HO活性决定; 
体内不同机制调节HO-1和HO-2的活性, 其生理

病理学作用不尽相同. 
2.1 HO在胃肠道的表达 正常状态下HO-1在胃肠

道表达水平较低, 在疾病、创伤和/或炎症等病

理状态时表达升高, 而HO-2在正常胃肠道即有

较高表达. 有报道在人类、小鼠、狗、猫、豚

鼠、猪等的胃肠道肌间神经丛神经元胞体和纤

维以及深肌层神经元纤维均表达HO-2样的免疫

反应[15-19]. 胃肠道某些非神经细胞也表达HO-2, 
包括黏膜上皮细胞、血管平滑肌细胞、血管内黏膜上皮细胞、血管平滑肌细胞、血管内膜上皮细胞、血管平滑肌细胞、血管内

皮细胞和ICC[12,19-23],19-23]]. 小鼠结肠和小肠的ICC均表

达HO-2, 胃底ICC却不表达HO-2, 研究发现结肠

和小肠平滑肌环肌层膜电位电势存在梯度分布, 
胃底却无此表现, 而且胃底的平滑肌细胞膜电

位较胃的其余部位相对趋超极化, 可能是源于

缺少CO的分泌[13]. 文献[19-20]报道人类胃窦和

结肠的ICC表达HO-2免疫活性, 另一报道则表示

在胃窦和空肠的ICC无HO-2的表达[16]. 
2.2 HO的调节及相关作用 (1)HO-1的调节及作

用 脾脏高表达HO-1, 衰老的红细胞在此被破坏

形成血红蛋白. 细胞损伤和/或炎症能诱导全身

组织HO-1的基因转录. 病理状态下, HO-1尚具

有清除血红素的作用. 缺氧、紫外线照射、氧

自由基、重金属、细胞因子、脂多糖、冷刺激

和热休克均可诱导HO-1的产生[24-25]. 动物模型

中, 低浓度的CO亦可诱导HO-1的表达, 并且促

进胃肠道运动和环形肌的收缩[26]. 实际上, HO-1
即热休克蛋白HSP32, 是细胞受到病理刺激时

的重要反应物质. HO-1缺失的突变小鼠机体细

胞对应激的能力大为下降, 表现为早夭、慢性

炎症、发育迟缓等[27], HO-1缺失的人类同样出

现相似症状[28]. 已证实HO-1表达上调, 可保护

肌肉、内皮和肺脏等机体组织免受损伤[29]; 敲除

HO-1基因的小鼠更易发生移植器官的排斥反

应[30]. 现已证实HO-1在胃肠道及其疾病发生中

具有重要作用. 正常生理状态下除脾脏外, 健康

胃肠道极少表达HO-1[15]. 当胃肠病变/损伤时, 
HO-1大量诱导产生, 有利于病变/损伤的修复; 
在结肠炎动物模型中, HO-1表达明显升高, 炎
症反应减轻且较快恢复[31-32]. HO-1的诱导产生

提示了潜在的抗炎途径, 该通路可以改善组织

损伤, 有利于组织修复[5,33-34]. HO-1的诱导调节

对于治疗某些胃肠道疾病, 包括对于炎症性肠

病、器官移植后排斥反应等创伤, 可能成为有

效的靶向治疗方法[35], 为胃肠道疾病治疗带来

新的理念. (2)HO-2的调节及作用. HO-2是原生

型血红素氧合酶, 急性刺激能提高HO-2活性, 如
血管肠肽(vasoactive intestinal polypeptide, VIP)
刺激负鼠肛门内括约肌引起的非肾上腺能非胆

碱能(nonadrenergic noncholinergic, NANC)神经

反应[36-37]. 目前已证实通过促进Ca2+内流、蛋白

激酶C (protein kinase C, PKC)信号转导系统活

化[38]从而诱导HO-2活性, 而酪氨酸激酶、谷氨

酸脱氢酶NAD(P)+很可能是HO-2活化的中介产

物, 细胞内第二信使可能在调节HO-2的活性中

起着关键作用[39]. 近来证实HO-2也受蛋白激酶

CK2调节, 通过CK2作用可使HO-2活化, 从而调

节CO的分泌[40]; 实验证实应用CK2阻断剂四溴

-2-氮杂苯并咪唑, 可使鼠的肛门内括约肌松弛. 
糖皮质激素能调节HO-2的转录表达, 应激状态

下HO-2水平可升高, 研究发现猪出生后数天, 肾
上腺成熟和糖皮质激素初步合成时, 十二指肠

HO-2的表达升高[18], 但HO-2与应激间的关系尚

未完全阐明.

3  CO和NO的协同作用

1987年NO作为细胞内信使[41-45], 被广大学者认

识并熟悉, 在此基础上研究者们发现CO与其极

为相似: 分子结构十分相似, 下游靶目标相同, 
同样通过与GC活化位点上的血红素结合来活化

GC导致cGMP水平的升高[46-49], 具HO-2免疫活

性的神经元也能表达一氧化氮氧合酶(NOS), 在
人类黏膜下神经节HO-2和NOS表达比例在10%
以内, 在猪的胃底则高达100%[50]. 两者鉴别在

于: CO对亚铁血红素分子有高度亲和力, 能够

■相关报道
CO/HO体系在神
经系统、心脏、

呼吸、肾脏等方
面已有较多的报
道, 且关于其在胃
肠道的表达及与
相关疾病的关联
也有较多报道.
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移动组氨酸残基, 而且具有较强的化学稳定性, 
无法自由地与氧或巯基反应, 因此他有数分钟

的生理性半衰期, 而NO仅有数秒; 并且CO激活

sGC的功效较NO微弱. NO通过诱导转录和稳定

HO mRNA而提高HO-1的表达[51], NO诱导HO-1
可能依赖两者之间的相对浓度[52], 其反应机制还

不十分清楚. CO调节NOS活性是浓度依赖性的, 
高浓度CO水平抑制NOS活性, 而低浓度则刺激

NO产生[17,53]. 在胃肠道平滑肌细胞中, CO诱导

的主要是神经型和内皮型NOS活性[54-56]. CO诱

导NO的生成也可用来解释, GC与CO亲和力虽

低, 但CO却可引起大量cGMP的产生[50]. 
在肠神经系统, CO和NO在传递抑制性神经

递质、维持胃肠平滑肌细胞静息膜电位等方面

互相影响[9,16,57-60]. 在HO-2或nNOS基因被敲除的

小鼠发现平滑肌细胞静息膜电位具去极化趋势, 
在两个基因同时被敲除的小鼠中, 去极化更明

显. 在HO-2基因被敲除的小鼠几乎无NANC的

神经递质传递, 应用外源性CO后即可恢复[57,61]. 
功能性胃肠病研究提示不同基因敲除的小鼠存

在不同形式的胃肠运动紊乱, 当nNOS敲除时, 
小肠和大肠的传输时间正常, 但胃排空延缓, 但
HO-2敲除时, 动物则表现出全胃肠传输时间延

缓[62]. HO-2被敲除的小鼠尽管有NO的持久表达, 
但电刺激几乎无反应, 因此有学者认为在无内

源性CO产生的情况下, NO系统可能无法发挥作

用[60]. 
虽然CO在人体的病理生理学作用尚未完全

明了, 但CO在胃肠道具有极其广泛的生理病理

作用. 目前认为CO可能参与人体抗炎修复过程, 
期望成为一种新型靶向治疗方法. 
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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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摘要
胰岛素样生长因子Ⅰ(IGF-Ⅰ)是体内普遍存
在的多肽, 循环系统中IGF-I主要来源于肝脏. 
在垂体生长激素的调控下, IGF-Ⅰ对多种细胞
如成纤维细胞、成骨细胞、平滑肌细胞等的
有丝分裂均有调节作用. 目前观点认为肝星
状细胞(HSC)活化后可分泌大量胶原纤维, 是
肝纤维化时细胞外基质的主要来源. 实验表明
IGF-Ⅰ能够促进体外培养HSC增殖、活化并
抑制其凋亡. 而体内研究发现, 肝硬化患者血
清IGF-Ⅰ浓度显著下降, 外源性小剂量IGF-Ⅰ
注射能够改善肝功能, 为肝纤维化的治疗提供
了新的理念. 

关键词: 胰岛素样生长因子Ⅰ; 肝纤维化; 肝星状

细胞

吕国良, 刘德许. 胰岛素样生长因子Ⅰ与肝纤维化. 世界华人消

化杂志  2006;14(16):1617-1620
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IGF家族是一个复杂的体系, 包括胰岛素样生长

因子Ⅰ, 胰岛素样生长因子Ⅱ(IGF-Ⅱ), 胰岛素

样生长因子结合蛋白(IGFBP)1-6, 1, 2型IGF受体

(IGFR)及IGFBP蛋白酶. 编码人类IGF-Ⅰ的基因

位于第12号染色体, 由6个外显子和多个内含子

构成, 成熟IGF-Ⅰ为70个氨基酸的单链多肽, 由3
个二硫键相连, M r7600. IGF-Ⅰ在体内普遍存在, 
多数组织均能合成, 而循环血液中的IGF-Ⅰ主要

来源于肝脏, 且大部分与IGFBP结合, 只有少数

处于游离状态. 在垂体生长激素的调控下, IGF-
Ⅰ对多种细胞如成纤维细胞、成骨细胞、平滑

肌细胞等的有丝分裂均有调节作用[1-4]. 肝纤维

化是指各种原因引起的肝细胞外基质(ECM)特

别是胶原纤维的过度沉积, 继续发展则演变为

肝硬化甚至肝细胞癌, 多种细胞因子参与此病

理过程[5-10]. 

1  基础研究

肝星状细胞(HSC)位于肝窦周Disse腔内,占肝脏

所有细胞的13%. 静止状态的HSC主要参与视

黄醇的代谢调节, 活化后能够合成大量胶原纤

维, 是肝纤维化时细胞外基质的主要来源. 因此, 
HSC在肝纤维化病变过程中至关重要[11-16]. 早年

研究发现IGF-Ⅰ能够促进体外培养大鼠HSC增殖, 
并提高其肝细胞生长因子(HGF)的基因表达, 而后

者具有促肝细胞再生功能[17]; Svegliati et al [18]的研

究进一步表明, IGF-Ⅰ亦可经由PI3-K及ERK途

径促进体外培养的HSC增殖, 并提高细胞培养液

中1型胶原的基因表达. 近期的研究发现IGFBP1
在急性肝脏损伤和修复过程中大量表达, 并可

提高IGF-Ⅰ对有丝分裂信号的敏感性, 协同促进

体外培养大鼠HSC的增殖[19]. 此外, 正如HSC的
激活是肝纤维化的关键, 其凋亡亦是肝纤维化

恢复的主要调控机制[20-21]. Issa et al[22]在实验中

利用去血清诱导体外培养大鼠HSC凋亡, 发现当

培养液中加入10 μg/L及100 μg/L浓度的IGF-Ⅰ
后, HSC的凋亡均能显著被抑制, 尽管Fas/FasL
与凋亡关系密切, 但该试验中并未发现IGF-Ⅰ对

FasLmRNA有何影响, 故其具体抗凋亡机制有待

于进一步研究. 综合体外研究结果, IGF-Ⅰ能够

促进HSC增殖、活化并抑制其凋亡, 提示有加

速肝纤维化疾病进展的可能. 然而体内研究与

体外培养HSC的实验结果却并不一致. 在肝硬

化大鼠循环血液中IGF-Ⅰ, IGFBP3含量较正常

大鼠明显下降, 局部肝组织中IGFBP3分布亦发

生改变[23]. 万荣 et al [24]利用四氯化碳sc制备大鼠

肝纤维化模型, 发现外源性小剂量IGF-Ⅰsc能够

减轻肝细胞变性坏死, 具有抗大鼠肝纤维化的

作用, 这可能与其改善肝功能、抑制HSC活化

等有关. 此外, IGF-Ⅰ抗纤维化、降低肝损的作

用在其他试验中亦被证实[25-26]. 但IGF-Ⅰ体内实

验中的这种具体护肝机制并不十分清楚, 有实
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验发现, 在外源性小剂量IGF-Ⅰ注射后, 纤维化

肝脏已发生变化的基因表达部分得以恢复, 生
长激素敏感性上调, 整体基因组DNA出现甲基

化[27]. Sanz et al [28]利用转基因小鼠(SMP8-IGF-Ⅰ
TG)特异性在体内高表达HSC源性IGF-Ⅰ,发现

在四氯化碳肝纤维化造模后72 h, 与野生型相

比SMP8-IGF-Ⅰ转基因小鼠血液中转氨酶及肝

组织中αSMA均显著下降; 而且细胞外胶原、纤

维连接蛋白基因表达亦明显降低, 同时发现转

基因小鼠肝细胞生长因子基因表达增加及转化

生长因子表达下降, 部分解释了IGF-Ⅰ的护肝机

制. 此外, 尚有研究表明外源性IGF-Ⅰ注射能够

降低肝硬化大鼠门脉压力, 改善肠道微观形态, 
提高肠道屏障功能, 抑制氧化性肝脏损伤[29-33],
为临床试验提供了理论依据.

2  临床试验

通过对急性肝炎、慢性肝炎、肝硬化代偿

期、肝硬化失代偿期及肝癌患者血清IGF-Ⅰ, 
IGFBP3检测发现, 与正常对照组相比急性、慢

性轻中度肝炎患者血清中IGF-Ⅰ显著升高, 而重

度肝炎则无显著差异; 肝硬化代偿、失代偿阶段

及肝癌患者血清中IGF-Ⅰ, IGFBP3明显降低. 提
示在肝病发展过程中检测血清IGF-Ⅰ可作为一

种判断肝细胞损伤的指标[34-39], 而不同病因所致

肝硬化对血清IGF-Ⅰ浓度并无明显影响[40]. 在一

项前瞻性队列研究中发现, 丙肝后肝硬化患者

癌变时伴随着血清IGF-Ⅰ浓度明显下降, 且这种

血清学变化早于肝组织学的改变, 提示IGF-Ⅰ对

肝硬化癌变亦有早期提示意义[41]. 此外, 研究发

现对照肝血管瘤患者, 肝硬化肝癌病人肝组织

中IGF-Ⅰ, IGFBP3基因表达均明显下降, 而这种

IGF-Ⅰ, IGFBP3的表达失衡有可能参与肝硬化

癌变及肿瘤的进展过程[42]. Wu et al [43]通过测定肝

炎后肝硬化患者血清IGF-Ⅰ, IGF-Ⅱ, IGFBP3含
量并与健康者对比, 发现血清中IGF-Ⅰ , IGF-Ⅱ, 
IGFBP3浓度与肝功能有明显相关性, 并随着肝

功能的减退而进行性降低; 在该研究中, IGF-Ⅰ
浓度<30 μg/L, IGF-Ⅱ<200 μg/L, IGFBP3<6 μg/
L的6例患者中, 5例在半年内因肝衰竭或出血死

亡, 提示联合检测IGF-Ⅰ, IGF-Ⅱ, IGFBP3对疾

病的预后有评估作用, 但仍需长期随访后再作评

论. 在Conchillo et al [44]设计的一个随机双盲安慰

剂对照临床试验中, 将18例肝硬化患者随机分为

治疗组和安慰剂组; 其中治疗组酒精性肝硬化

7例, 原发性胆汁性肝硬化2例; 安慰剂组酒精性

肝硬化8例, 原发性胆汁性肝硬化1例; 分别给予

IGF-Ⅰ每天20 μg/kg(按比例增加至50-100 μg /
kg)或安慰剂sc, 4 mo后: IGF-Ⅰ治疗组患者血液

中IGF-Ⅰ含量及IGF-Ⅰ/IGFBP3比率均升高, 但
仍低于正常值; 与对照组相比IGF-Ⅰ治疗后血白

蛋白水平明显升高, 且与IGF1/IGFBP3比率呈正

相关. 尽管该试验样本量小, 但为进一步的大规

模临床试验奠定了基础. 总之, 肝纤维化是各种

慢性肝病的共同病理过程,  HSC的活化与肝纤

维化启动、进展关系密切[45-49], 促进活化的HSC
凋亡则有抑制肝脏纤维化作用[50]. IGF-Ⅰ促进体

外培养HSC增生、活化及细胞外基质分泌, 抑制

其凋亡. 然而大量动物实验表明外源性IGF-Ⅰ注

射能够抑制肝纤维化, 减低氧化性肝损伤, 纠正

营养失衡, 改善肝功能. 导致这种体内、外实验

结果相悖的原因尚不十分清楚, 在体外细胞培养

环境中, 影响因素较为单一, 而IGF-Ⅰ在体内的

生物学活性受IGFR, IGFBP及各种细胞因子的

多因素调节. 此外, 亦有肝硬化大鼠局部肝组织

IGF-Ⅰ表达增加及IGF-Ⅰ对体外培养大鼠HSC
与肌成纤维细胞(MF)的作用相异的报道[51-52]. 因
此, 对于IGF-Ⅰ促HSC增殖的机制及体内研究中

的具体护肝机制仍需进一步研究阐明. 尽管如

此, 检测血清IGF-Ⅰ对判断肝纤维化病变的程

度、疾病的预后仍有一定提示意义, 且为临床肝

纤维化疾病提供了新的治疗理念.
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■同行����
本文作者对有关
IGF-Ⅰ与肝纤维
化关系的国内外
文献进行了综述, 
指出IGF-Ⅰ在体
外实验具有刺激
HSC介导肝纤维
化作用, 而在体内
实验性肝纤维化
模型具有加速肝
脏再生、抑制肝
纤维化作用, 同时
就IGF-Ⅰ与各种
慢性肝脏疾病呈
正相关, IGF-Ⅰ的
水平可作为慢性
肝病预后判断的
一个指标做了论
述. 因而本文无论
在基础研究还是
临床实际工作具
有实际指导意义.
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摘要
新近发现门静脉高压侧支循环形成与血管内
皮细胞生长因子(VEGF)诱导的血管生成有一
定的关系, 这对传统认为的门静脉压力增高引
起被动的血管通道开放的理论提出了挑战. 研
究提示在门静脉高压动物中VEGF/VEGF-R2
通路促进了门静脉系统侧支血管和高动力循
环的形成. 从而证实门静脉高压症侧支循环形
成不仅归咎于连接门体静脉系统的分支血管, 
而且是VEGF依赖的血管生成结果. 现就近来
这方面研究的文献作一综述.

关键词�� 门静脉高压症; 侧支循环; 血管生成; 血管内

皮细胞生长因子
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0  引言

门静脉高压症常见病因有门静脉血流增加 , 
门、脾静脉血栓形成或阻塞, 肝脏疾病等[1-3], 他
的病理主要是门静脉血流的障碍[4]. 门静脉高压

症的主要临床表现之一是门-体侧支循环的建立

和开放. 侧支循环所致的胃食管静脉曲张易破

裂导致严重的出血[5-7], 而且还可引起门-体分流

导致胃肠道毒性代谢产物积聚, 从而引起肝性

脑病、败血症及肺高压病等[8-10]. 因此门静脉系

统的侧支循环形成被认为在门静脉高压所引起

的并发症发生机制中起着关键性作用. 先前认

为侧支循环形成是由于门静脉的压力增高引起

被动的血管通道开放. 但近年来的研究己对这

一传统观念提出了挑战, 研究结果显示门静脉

系统侧支循环的形成与血管内皮细胞生长因子

(VEGF)诱导的血管生成相关[11-12]. 通过对侧支

循环形成与血管生成关系的进一步研究可能会

开辟一条阻止门静脉高压症并发症发生的新

途径. 

1  门静脉高压症侧支循环形成的传统认识

肝门静脉系统, 除肝门静脉之外, 包括以下几

个分支: 肠系膜上静脉、肠系膜下静脉、脾静

脉、胃左静脉、胃右静脉、胆囊静脉和附脐静

脉. 肝门静脉不同于般静脉, 其回流的起始端和

分支末端都与毛细血管相连, 而且主支及其分

支内缺少功能性的静脉瓣[13]. 另外, 肝门静脉系

与上、下腔静脉系之间存在丰富的吻合, 门静

脉高压症时血液可以逆流, 并通过这些吻合途

径建立侧支循环. 门静脉高压侧支循环属门静

脉高压症血管病变范畴, 随着各类门静脉高压

症动物模型的建立, 人们逐渐发现门静脉高压

症的发病机制与血液动力学之间存在着密不可

分的关系[14]. 肝内血管床减少、受压和变形, 肝
内动-门分流等因素所致门静脉阻力增高是其发

病的始动因素; 而肝脏灭活与解毒能力下降使

某些血管活性物质和毒素增加, 导致全身和门

静脉系统高动力循环状态, 致使门静脉血流量

增加, 成为其持续存在的重要因素[15]. 传统认为

持久的门静脉阻力增高和高血流量的刺激是门

静脉高压症侧支循环形成的主要因素. 主要表

现在临床上经典的门静脉与体腔静脉之间的交

通支开放. 他的形成机制还包括免疫反应, 基因

变化以及血管活性物质作用等[16-19]. 
近年来发现建立侧支循环的血管不仅来

源于门静脉自身分支血管的扩张 (血管发生 
vasculogenesis), 而且与新血管的生成(血管生成 
angiogenesis)密切相关[20]. 分支血管是门静脉系

统储备部分的静脉水平的血管, 只有在一定的

压力负荷和容量负荷下侧支血管才开放. 而新

血管的生成则是毛细血管网水平的形成过程.

2  血管生成与VEGF

血管形成有两种类型: 胚胎发育过程中, 由成血

管细胞的分化、增生, 形成原始的血管丛, 并逐
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渐成熟, 称为血管发生. 原有血管以芽出和非芽

出方式形成新的血管的过程, 称为血管生成. 血
管生成过程初始于血管渗透性增加、随后原血

管外基质降解; 内皮细胞迁移和增殖, 并形成管

状结构; 最后间质细胞增殖和分化成平滑肌细

胞及外周细胞, 完成形成一条新血管的过程[21]. 
许多分子在血管生成中起着正向调节作用. 包
括VEGF(也称VEGF-A), 酸性成纤维生长因子, 
碱性成纤维生长因子, 转化生成因子-α, -β, 肝
细胞生长因子, 肿瘤坏死因子等[22]. 在所有己知

的血管生成调控因子中, VEGF是最主要的, 他
通过内皮型一氧化氮合酶刺激一氧化氮的合成, 
而介导血管扩张及增加其渗透性. 更主要的是, 
VEGF促进内皮细胞的迁移、增殖和成熟, 并增、增殖和成熟, 并增增殖和成熟, 并增

强细胞表面黏附分子的表达黏附分子的表达附分子的表达[22-24]. 
多种机制参与了VEGF基因的诱导, 在理论

上, 低氧能刺激血管生成, 低氧情况下, 缺氧诱

导转录因子通过刺激VEGF的转录和增强VEGF 
mRNA的稳定性来增加VEGF蛋白的表达[25]. 另
外, 表皮生长因子, 转化生成因子-α, -β, 血管生

成素1, 成纤维生长因子等生长因子, 也能上调

VEGF mRNA的表达, 炎性细胞因子白介素-1α
和白介素-6也可诱导VEGF的表达[22,26-29]. 在转录

过程中, 因编码VEGF mRNA剪接方式的不同, 
存在多种表达形式VEGF亚型参与血管生成. 在
转基因鼠的研究中发现, 敲除单个VEGF的等位

基因后50%的小鼠表现为VEGF表达缺失, 引起

严重的血管缺陷, 最终导致胚胎期死亡[21,23]. 通
过对细胞外基质中肝素样结合亚型的定位, 发
现VEGF提供了一种分化梯度和发育模式. 在只

表达VEGF164的小鼠中, 血管形态正常, 说明这

种亚型为血管形态学提供了指导标准[30]. 而只表

达VEGF120亚型的小鼠, 血管形态异常, 可溶性

VEGF120分布不均一, 不能对血管生成提供全方

位的发育模式, 从而导致血管的扩张[30-32]. 在仅

表达VEGF188亚型的VEGF188/188小鼠不能广泛地

吸引内皮细胞, 而且在小区域内血管就出现方

向性错误, 经常导致错误的扭曲[30,33]. 
V E G F有三种受体V E G F R-1(F LT-1)、

VEGFR-2(FLK-1)及VEGF-R3. 前两者表达于

血管内皮细胞表面, 而VEGF-R3主要表达于淋

巴管内皮[34-36]. 除VEGF164仅与另一受体神经绒

素-1(neuropilin1)结合外, 所有VEGF亚型都与

VEGFR-1和-2结合, 现在已经清楚VEGFR-2是
VEGF血管生成效应的主要调节者. 与VEGF164结

合的神经绒素-1能扩增VEGFR-2的信号[24,37-39]. 
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在病理情况下, 胎盘生长因子(PLGF, 一种VEGF
的同系物)与VEGFR-1结合可增强血管生成作

用. PLGF是唯一同时与VEGFR-1和-2相结合增

强VEGF诱导血管生成的因子[40].

3  VEGF诱导的血管生成和门静脉高压症侧支

循环

许多疾病伴随着V E G F诱导的血管生成的过

程. Fernandez et al [11-12]率先发现并提出门静脉

高压症存在VEGF诱导的血管生成. 首先, 他们

发现门静脉部分缩窄模型小鼠的十二指肠、小

肠、肠系膜存在时间依从性的CD31(又称血小

板-内皮细胞黏附分子)蛋白表达的增加. CD31
在内皮细胞膜表达[11], 并通过与内皮细胞的结

合在血管生成方面起着关键作用[22]. 另外, 在门

静脉缩窄小鼠中, 不同内脏区域发现VEGF和
VEGF-R2蛋白表达量随时间推移而日益明显[2]. 
在门静脉缩窄大鼠的肠系膜中也发现有VEGF
和VEGF-R2, 同时有CD31蛋白水平的相似表达[12]. 
最后, 通过阻断VEGFR-2(在小鼠术后, 使用一

种抗VEGFR-2mAb 5-7 d)和抑制VEGFR-2信号

(在大鼠术后, 使用一种VEGFR-2自磷酸化抑制

剂5 d)[12]发现, 影响内脏血流量和门脉侧支形成

是通过抑制VEGF诱导的血管生成来介导的, 从
而证实侧支循环形成中VEGF/VEGFR-2通路的

作用. 这两种药理方法均使门静脉部分缩窄模

型的小鼠和大鼠门静脉系统的侧支血管数量下

降50%, 并且通过药物干预使内脏组织中CD31
和VEGF-R2蛋白表达有明显下降. Fernandez 
et al [12]还发现, 一方面, 对门静脉缩窄大鼠给予

VEGF-R2抑制剂5 d后出现门静脉血流量明显

下降, 并增加了内脏小动脉和门静脉的阻力; 而
另一方面, 术后(当高动力循环充分建立的时候)
给予VEGF-R2抑制剂, 并不能引起内脏系统的

血流动力学改变, 提示VEGF-R2抑制剂不具有

收缩血管的作用[12]. 同时, 在门静脉高压大鼠的

动脉壁还发现VEGF的低表达. 这些发现提示在

门静脉高压动物中, VEGF/VEGF-R2通路促进了

门静脉系统侧支血管和高动力循环状态的形成. 
上述结果为门静脉高压症的病理生理学研

究提供了新的方向. 传统观点认为伴随门静脉高

压症的高动力循环状态是有效的内脏血管扩张

的结果[4]. 然而, 现在发现内脏组织新生血管的

增多促使内脏血流量增加, 表明VEGF依赖的血

管生成过程起了重要作用. 而VEGF信号抑制剂

可显著减弱门静脉高压大鼠内脏血管数增多所
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致的内脏血流量的增加. 研究数据提示VEGF依
赖的血管生成是慢性门脉高压症维持高门静脉

血流量的基础[11-12]. 
尽管VEGF-R2抑制剂治疗后门静脉血流减

少, 但门静脉压力却未见降低, 这是因为门静脉

系统侧支血管网减少的净效应是增加了所有门

静脉侧支血管的阻力, 提示侧支血管阻力是决

定门静脉压力的决定因素[13]. 这些发现也提示, 
抗VEGF治疗可能防止侧支血管的形成和曲张[41]. 
一些临床试验也从不同侧面证实了VEGF在侧

支循环形成中的作用. 使用ELISA法测定曼森氏

血吸虫病血清中VEGF, 发现几乎所有血吸虫病

患者的血清VEGF水平均明显升高, 其表达量与

疾病的进展、门静脉高压症的门体系统侧支的

建立、门静脉扩张和脾大等相关[42]. 另外, 测定

门静脉高压和无门静脉高压的肝硬化患者中胃

黏膜中VEGF表达, 对比治疗前和治疗后胃黏膜

VEGF浓集处, 发现门静脉高压症胃黏膜改变导

致VEGF的高表达[43]. 总之, 门静脉高压症侧支

血管形成不仅归咎于传统认为的连结门体静脉

系统的血管, 而且还是VEGF依赖的血管生成结

果. 门静脉高压症中的VEGF依赖性血管生成的

确切机制还未完全阐明, 他应该是多因素的. 实
际上, 多种不同的机制可能与门静脉高压症发

病机制有关[24]. 有人通过测定门静脉部分缩窄

大鼠模型的胃黏膜血流量、血气分析及胃黏膜

中VEGF的表达, 发现模型组动脉血气中的动脉

血氧分压和动脉血氧饱和度明显低于对照组, 
胃黏膜中VEGF的表达明显高于对照组[44]. 可以

推测, 低氧、缺氧状态导致细胞的应激反应, 从
而启动VEGF诱导的血管生成过程. 另外细胞

因子和机械应力等也被认为可诱导不同细胞的

VEGF表达和促进血管生成[22]. 因此在门脉系统

中触发血管生成可能是门脉压力增高的初始因

素, 血流量的增加进一步增强VEGF的过表达, 
导致侧支血管和动脉血管的异常增加. 

4  肝脏疾病与VEGF

许多肝脏疾病都可引起肝脏持续性损伤, 进而

导致肝硬化的形成, 这是造成门静脉高压的根

本原因 .  目前对于肝病的发生、发展过程中

VEGF是起着良性保护作用还是加重肝功能损

害进而促使疾病恶化尚有争议. 
肝脏再生过程中其结构和生理功能是通过

非实质细胞如肝窦内皮细胞和肝细胞数量增多

来维持的. 但在肝硬化中肝细胞的再生能力往

往很差, VEGF是肝窦内皮细胞的有丝分裂源, 
研究发现在肝硬化大鼠切除70%肝脏的手术前, 
给予注射人类VEGF编码的重组腺病毒后能明

显刺激肝脏的再生[45-46]. 肝脏移植术中放置可释

放VEGF的支架可提高移植的成功率[47]. 另一研

究发现肝脏手术损伤愈合反应中, VEGF的上调

对肝细胞的再生具有促进作用[48]. 这些研究均表

明VEGF对肝脏可能具有良性保护作用. 
但近年来更多的证据表明VEGF在多种肝

病(多囊肝[49], 慢性肝炎[50], 原发性胆汁性肝硬

化[51], 肝细胞癌[52], 肝纤维化[53]等)病变组织中

的高表达, 可能是其恶化的主要因素, 其中尤以

肝硬化、肝脏肿瘤中VEGF的研究丰富. 通过评

价肝硬化患者和对照组之间血浆VEGF的水平, 
发现肝硬化患者的VEGF明显高于对照组, 多变

量分析发现VEGF升高的是蜘蛛痣出现的预测

因素. 这也提示肝硬化患者中存在VEGF升高

现象[54]. 肝细胞癌及胆管细胞癌的肿瘤组织中

VEGF高表达[55-57]. 肝细胞癌研究中发现VEGF
升高常预示疾病的转归并对其生物行为的评估

可能起着决定性作用[58-59]. 另外在肝脏的转移瘤

中也有VEGF的高表达, 多预示着疾病的预后不

佳[60-63]. 因此针对这类疾病中VEGF的高表达, 通
过抑制肝脏内VEGF的表达[64], 或抑制VEGF的
转导通路[65-66], 显示了一定的治疗作用. 综上所

述, 推测肝病所致的门静脉高压症侧支循环中

VEGF的升高可能是由于受损的肝细胞产生, 或
是由病变组织(如肿瘤组织)产生, 也可能是缺氧

等多种因素导致血管内皮变化的结果. 
总之, 门静脉高压症引起的异常血管壁重

构的分子基础是当今的研究热点. 可能多种生

长因子在门静脉高压症侧支循环形成中都起一

定的作用, 但VEGF仍是最重要的. 近年来血管

生成研究在肝病领域的诊断和治疗中展现了广

阔的应用前景[67-70]. 门静脉高压症动物模型中, 
在门静脉系统侧支循环和内脏高动力循环中

VEGF的诱导及VEGF-R2介导的血管生成可能

起着关键作用, 这些研究提示控制肝病过程中

过度的血管生成可以促进肝内静脉系统回路的

恢复和帮助消除门静脉高压症.
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Abstract
AIM: To explore the effects of l iposomes 
Survivin antisense oligonucleotides (ASODN) 
on the growth of human hepatic carcinoma 
transplanted subcutaneously in nude mice.

METHODS: Human hepatic carcinoma trans-
planted subcutaneously was established in nude 
mice. Then the animals were randomly divided 
into 6 groups: control group (A), liposome 
group (B), sense oligonucleotide (SODN) group 
(C), 200 (D), 400 (E) and 600 µg/L (F) ASODN 
group. After treatment with the corresponding 
methods for 2, 4, 8, 12, 16, 20 d, the expression of 
Survivin mRNA and protein detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction and 

Western blot, respectively..

RESULTS: The growth of the tumors was sig-
nificantly inhibited in all ASODN groups as 
compared with that in the control, liposome and 
SODN group after treatment for 20 d. The num-
ber of apoptotic cells in ASODN group increased 
and Survivin expression became weakened. The 
expression of Survivin was significantly lower in 
group E and F than those in group A, B, C, and 
D (mRNA: 0.33 ± 0.04, 0.28 ± 0.03 vs 0.82 ± 0.02, 
0.78 ± 0.05, 0.72 ± 0.04, 0.57 ± 0.03, P < 0.05; pro-
tein: 34.9 ± 3.89, 21.2 ± 3.65 vs 72.14 ± 6.53, 69.31 
± 5.34, 68.29 ± 4.98, 53.8 ± 5.23, P < 0.05).

CONCLUSION: Survivin ASODN can inhibit 
the growth of human hepatic carcinoma in nude 
mice by inducing cell apoptosis and decreasing 
Survivin expression.

Key Words: Antisense olignucleotides; Hepatic car-
cinoma; Survivin; Disease models; Nude mice

Gao P, Zhang GQ, Yan Z, Fang CH. Inhibitory effect of 
Survivin antisense oligonucleotide on growth of human 
hepatic carcinoma transplanted subcutaneously. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(16):1627-1630

摘要
目的: 检测Survivin反义寡核苷酸(ASODN)在
人肝癌耐药细胞株裸鼠皮下移植瘤中的表达
情况. 

方法:  将30只裸鼠建立人肝癌耐药细胞系
SMMC-7721/ADM皮下移植瘤模型, 随机分
成6组: 空白对照组(A)、脂质体转染对照组
(B)、正义链对照组(C)、200(D)、400(E)和
600 µg/L(F)反义链组(ASODN组), 用不同的转
染液注射后2, 4, 8, 12, 16, 20 d, 用逆转录聚合
酶链反应技术(RT-PCR)和Western blot蛋白免
疫印迹法检测治疗后各组肿瘤组织中Survivin 
mRNA和蛋白表达的变化. 

结果: 注射后20 d, ASODN组肿瘤细胞生长明
显抑制, 空白对照组、脂质体转染对照组和正
义链对照组裸鼠的mRNA和蛋白表达无明显
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■背景资料
手术切除是肝癌
治 疗 的 首 选 方
法 ,  而 化 疗 仍 为
其 主 要 方 法 .  对
化疗药物产生耐
药性是肝癌治疗
的 一 大 难 题 ,  也
是综合治疗效果
欠佳的重要原因. 
Survivin是近年发
现的一种抑制细
胞凋亡分子家族
成员, 仅特异性地
表达于肿瘤组织, 
Surv iv in基因治
疗具有良好的靶
向性、特异性及
安全性. Survivin
反义寡核苷酸具
有抑制癌基因表
达异常或诱导肿
瘤细胞凋亡的作
用, 可以促进肿瘤
细胞凋亡并抑制
其增殖, 而对正常
组织几乎没有不
良影响; Survivin
还可以通过直接
抑制凋亡信号转
导 过 程 中 最 下
游 的 效 应 分 子
Caspase-3的活性
而阻断凋亡的发
生过程, 并降低肿
瘤细胞对许多化
疗药物的敏感性. 



差异, 而ASODN组mRNA和蛋白表达随着时
间和浓度的增加, Survivin表达减弱, E, F组与
其余个组(A, B, C, D)相比有显著差异(mRNA: 
0.33±0.04, 0.28±0.03 vs  0.82±0.02, 0.78±
0.05, 0.72±0.04, 0.57±0.03, P <0.05; 蛋白: 
34.9±3.89, 21.2±3.65 vs  72.14±6.53, 69.31
±5.34, 68.29±4.98, 53.8±5.23, P <0.05).

结 论 :  S u r v i v i n 反 义 寡 核 苷 酸 能 够 下 调
Survivin mRNA和蛋白的表达, 抑制裸鼠皮下
移植瘤的生长.

关键词�� 反义寡核苷酸; 肝癌; Survivin; 疾病模型; 
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0  引言

Survivin是近年来发现的凋亡抑制蛋白(inhibitor 
of apoptosis proteins, IAP)家族的一个新成员, 他
可以通过有丝分裂促进细胞增殖、抑制细胞凋

亡. 研究表明, Survivin在肝癌等肿瘤细胞中表达

较高, 应用Survivin反义寡核苷酸在体外可明显

抑制肝癌细胞的生长. 已有研究表明肝癌细胞

的耐药性与Survivin基因的抗凋亡作用密切相

关[1-2]. 我们通过应用Survivin反义寡核苷酸作用

人肝癌耐药细胞裸鼠移植瘤, 观察治疗后各组

肿瘤组织中Survivin mRNA和蛋白表达的变化

及其对移植瘤生长的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌耐药细胞株SMMC-7721/ADM
由南方医科大学药理教研室饶进军教授提

供; 阳离子脂质体(LipofectamineTM 2000)购自

Invitrogen公司; 羊抗人Survivin多克隆抗体为

SantaCruz(美国)公司产品; 辣根过氧化物酶标

记的兔抗羊I g G购自北京中山生物工程公司; 
ECL显色试剂盒购自武汉亚法生物工程公司; 
Trizol购于Gibco公司; RT-PCR一步法试剂盒为

TaKaRa公司产品; Western blot试剂盒购于博士

德公司. 4-6周龄BALB/C裸小鼠, 体质量19.2±
1.3 g, 由南方医科大学实验动物中心提供, 饲
养于SPF级无菌饲养室, 用高压灭菌的饮用水

和饲料定期喂养. Survivin正、反义寡核苷酸的

设计、合成: 根据Survivin的基因序列(GenBank 
Accession Number U75285), 应用Primer5.0软
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件设计互补于Survivin mRNA的232-251序列

的20个碱基组成的ASODN链: 5'-CCCAGCC
TTCCAGCTCCTTG-3', 同时合成正义链: 5'- 
CGCAGTAGCTGCGCTGATTG-3', 两条序列每

端5个磷酸基采用硫代修饰. 在GenBank中证实

反义寡核苷酸(ASODN)及正义寡核苷酸(SODN)
与任何已知哺乳动物基因无匹配. ASODN 5'端
以绿色荧光蛋白标记, 由上海生工公司合成.
1.2 方法 水浴复苏人肝癌耐药细胞株SMMC- 
7721/A D M后接种于30 m L培养瓶 ,  在37℃ , 
50 mL/L CO2培养箱中用含100 mL/L小牛血清

的RPMI 1640培养液常规培养, 胰蛋白酶消化细

胞并计数, 制成3.5×108/L的细胞悬液备用. 将
对数生长期的人肝癌细胞SMMC-7721/ADM制

成单细胞悬液, 浓度调整为3.5×108/L, 分别取

0.2 mL接种于每只裸鼠背部靠左后肢处, 建立

裸小鼠人肝癌模型. 接种后每天观察注射点有

无破溃红肿, 以皮下结节直径超过0.5 cm为成

瘤标准. 将30只成瘤后的裸小鼠随机分成6组: A
组: 空白对照组; B组: 脂质体转染对照组; C组: 
脂质体SODN对照组; D组: 200 µg/L ASODN; E
组: 400 µg/L ASODN; F组: 600 µg/L ASODN. 
各组均于成瘤后2 d向瘤体内直接注射相应的

脂质体、脂质体与正义寡核苷酸、不同浓度的

反义寡核苷酸制成的转染复合物0.2 mL, 观察

裸小鼠皮下移植瘤生长情况及裸小鼠体质量变

化. 注射前室温下先将脂质体溶于转染液中静

置45 min, 然后与相应的寡核苷酸混合包裹静

置15 min. 第20天将裸小鼠处死, 将处死后的裸

小鼠部分肿瘤组织用40 g/L多聚甲醛固定, 标本

经石蜡包埋后连续4 µm切片, HE染色, 光镜下

观察人肝癌移植瘤细胞形态变化. 免疫组织化

学检查方法检测Survivin的表达: 一抗为羊抗人

Survivin多克隆抗体, 工作浓度1∶1000; 二抗为

辣根过氧化物酶标记兔抗羊IgG, 工作浓度1∶
4000, 按试剂盒说明进行操作. 
1.2.1 Western blot检测移植瘤细胞Survivin蛋

白表达  第20天将裸小鼠处死后 ,  取50 m g肿
瘤组织匀浆后离心, 取上清液移植瘤细胞1×
106个. 加入预冷至4℃的50 µL裂解缓冲液. 用
40 µg/孔上样, 120 g/L十二烷基磺酸钠-聚丙

烯酰胺(SDS-PAGE)凝胶电泳分离, 通过电转移

法将蛋白质从SDS-PAGE凝胶转移至硝酸纤维

素膜后在含50 g/L脱脂奶粉的TTBS中37℃封

闭90 min, 加入一抗(1∶1000羊抗人生存素抗

体)4℃孵育过夜, TTBS漂洗后(10 min×3次), 加

www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究通过动物
模型, 对survivin
反 义 寡 核 苷 酸
(ASODN)作用耐
药肝癌细胞, 及对
耐药肝癌细胞化
疗的影响方面进
行探讨, 为提高肝
癌的治疗效果及
化疗药物的敏感
性寻找新的靶点
及思路.
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入二抗(辣根过氧化物酶标记的1∶4000兔抗羊

IgG), 37℃作用40 min, TTBS充分漂洗(10 min
×3次), 洗膜后加入增强化学发光底物ECL试剂. 
X线片暗室曝光, 常规显影、定影. 图像以Bio 
Rad图像分析系统分析, 用蛋白条带的平均光强

度值表示生存素蛋白表达的相对强度. 
1.2.2 RT-PCR法检测移植瘤细胞生存素mRNA表

达 裸鼠处死后, 取50 mg肿瘤组织, 匀浆离心后

取移植瘤细胞1×106个. 提取总RNA, 紫外分光

光度计检验纯度并定量. 设GAPDH为内参照, 对
样品模板用量标准化, Survivin和GAPDH分管扩

增, 引物由上海生工公司合成. 设计Survivin上游

引物序列为5'CACCGCATCTCTACATTCAA3', 
下游引物序列为5'CACTTTCTTCGCAGTTT
CCT3', 扩增片段长度为191 bp; 内对照基因

GADPH, 上游引物序列为5'CTCAGACACCAT
GGGGAAGGTGA3', 下游引物序列为5'ATGAC
TTGAGGCTGTTGTCATA3', 扩增片段长度为

372 bp. 采用一步法RT-PCR检测Survivin mRNA
的表达, 50℃ 30 min完成反转录, 94℃预变性

2 min后进入PCR循环, 94℃变性30 s, 60℃复

性30 s, 72℃延伸1.5 min, 共30个循环. PCR产
物8 µL在琼脂糖凝胶上电泳, 经凝胶图像分析

仪分析结果, 以Survivin和GAPDH的比值作为

Survivin mRNA的相对含量.
统计学处理 各组实验数据以mean±SD表

示, 采用SPSS 10.0统计软件进行分析, 多个样本

间比较行单因素方差分析.

2  结果

各组裸小鼠接种人肝癌耐药细胞系S M M C- 
7721/ADM单细胞悬液后均存活并有肿瘤形成, 
接种点无红肿破溃表现, 成瘤时间为13.5±2.1 d, 
移植瘤体积为72.5±6.7 mm3. 移植瘤HE染色后, 
光镜下见各对照组人肝癌移植瘤细胞密集成群, 
细胞多为多边形, 核大深染. 而各ASODN实验组

可见肿瘤细胞较少, 分布稀疏, 有变性的液化坏

死灶, 癌细胞皱缩变圆, 胞核固缩, 核深染. 免疫

组化染色后见对照组Survivin蛋白主要位于肝癌

细胞质, 表达较强, 呈棕黄色颗粒, 癌周组织无质, 表达较强, 呈棕黄色颗粒, 癌周组织无, 表达较强, 呈棕黄色颗粒, 癌周组织无

表达. 而ASODN实验组则明显可见Survivin蛋白

表达降低, 数量减少, 颜色变淡. 
2.1 对人肝癌裸小鼠皮下移植瘤Survivin蛋白表

达的影响 Western blot显示Survivin蛋白在移植

瘤细胞中有高度表达(图1A). A, B, C和D组之间

Survivin蛋白表达无明显差异(P >0.05). E和F组

蛋白表达较A, B, C和D组显著降低(P <0.05, 表1). 
2.2 对人肝癌裸小鼠移植瘤Survivin mRNA表达

的作用 用图像分析仪对RT-PCR扩增产物进行

图像分析, 结果显示对照组和Survivin ASODN
处理组在191 bp处均出现特异性的Survivin条带

(图1B). A, B, C和D组之间Survivin mRNA无明

显差异(P >0.05). E和F组蛋白表达较A, B, C和D
组显著降低(P <0.05, 表1).

3  讨论

Survivin基因由Ambrosini et al [3]于1995年发现并

克隆, 定位于人染色体17q25, 其编码含142个氨

基酸、相对分子质量为16.5 kDa的蛋白质. 他
表达于细胞周期的G2/M期, 作用于细胞有丝分

裂的纺锤体, 是细胞内凋亡抑制蛋白家族的一

个新成员. 已经证明, 绝大多数的恶性肿瘤都高

表达Survivin, 而在正常分化成熟的组织中几乎

不表达. Survivin基因在多数肿瘤组织中呈高表

达, 且与组织分化平衡有关, 即具有肿瘤选择性

■应用要点
通过动物实验验
证Survivin反义寡
核苷酸可有效的
抑制人耐药肝癌
细胞SMMC-7721/
ADM裸鼠皮下肿
瘤的生长, 促进诱
导肿瘤细胞的凋
亡, 而对正常细胞
无明显影响, 具有
良好的靶向性、

特异性及安全性. 
可以成为抗肿瘤
治疗的新的靶点.

表 1 Survivin mRNA和蛋白表达 (mean±SD)

     
分组               Survivin mRNA      Survivin蛋白

A                0.82±0.02                     �2.1�±�.53

B                0.�8±0.05                     ��.31±5.3�

C               0.�2±0.0�                     �8.2�±�.�8

D                0.5�±0.03                       53.8±5.23

E                0.33±0.0�                       3�.�±3.8�

F                0.28±0.03                       21.2±3.�5

图 1 移植瘤Survivin的表达. A: Survivin蛋白; B: Survivin 

mRNA; M: 100 bp DNA Marker; 1: 空白对照组; 2: 脂质体转

染对照组; 3: 脂质体SODN对照组; 4: 200 µg/mL ASODN组; 

5: 400 µg/mL ASODN组; 6: 600 µg/mL ASODN组.

16.5 kDa
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A

B

bp
900

800
700
600
500
400
300
200
100

bp
372
191

M    1    2     3     4     5     6

■名词解释
反 义 技 术 ( a n t i -
sense technology): 
是根据碱基互补
原 理 ,  用 人 工 合
成或生物合成的
特定的互补DNA
或 R N A 片 段 及
其化学修饰产物
结合目的基因或
mRNA上特定的
序列(靶核酸), 阻
断从基因到蛋白
的信息流, 以达到
阻断或抑制基因
的转录或翻译的
技术.
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的特点[4-6]. Ikeguchi et al [7]对Survivin在肝癌中

的表达及相关性进行了分析, 发现Survivin基因

与肝癌的形成和发展有着较大关系, 他在正常

肝组织基本不表达, 而在肝癌中却表达较高, 他
不但是早期发现肝癌的一个较好的标志物, 也
是判断预后的较佳指标. 因此Survivin可能是一

个理想的肝癌基因治疗靶点. 应用反义核酸技

术治疗肿瘤是根据碱基互补机制, 用人工合成

的特定DNA或RNA片段ASODN分子与进入细

胞质的mRNA上的特定位点相结合, 形成DNA-
RNA复合物, 抑制mRNA与核糖体结合, 同时

激活RNA降解酶H, 降解mRNA, 从而抑制或封

闭基因的表达, 干扰致病蛋白质的产生[8]. 采用

Survivin ASODN进行抗癌治疗具有广谱性和

副作用小的特点[9-11]. 我们采用反义技术, 针对

Survivin基因合成一段长20个碱基的ASODN, 采
用硫代磷酸修饰、脂质体包裹来增强其稳定性

和抗酶解能力. 将其直接注射于人肝癌耐药细

胞裸鼠皮下移植瘤内, 发现对照组裸鼠皮下移

植瘤无明显抑制, 肿瘤呈持续性增长; 而脂质体

ASODN则能明显地抑制移植瘤的生长, 肿瘤呈

进行性缩小, 提示Survivin ASODN在体内实验

中可以有效的抑制移植瘤的生长, 并且具有明

显的时效性和剂量依赖性. 而HE染色及免疫组

化结果则显示, ASODN组液化坏死灶增多, 凋
亡细胞增加, Survivin表达减少、减弱. 这提示

Survivin ASODN对肝癌移植瘤的生长抑制作用

可能是通过解除Survivin对癌细胞的凋亡抑制作

用, 使增殖细胞减少, 坏死细胞增多, 移植瘤体

积缩小所致. 研究中发现, Survivin ASODN确实

能够有效地封闭移植瘤Survivin基因的表达, 而
SODN、脂质体组均对Survivin表达无影响. 这
说明三种浓度的ASODN可以通过降低Survivin
蛋白及mRNA的表达, 诱导细胞凋亡来阻止肝癌

细胞的生长. 
总之, Survivin反义寡核苷酸能够通过诱导

人肝癌裸鼠皮下移植瘤细胞凋亡, 下调Survivin 

mRNA和蛋白的表达, 抑制裸鼠皮下移植瘤的生

长. 以Survivin为靶基因, 利用反义技术治疗肿瘤

可望成为一种有效的基因治疗方法. 
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■同行评��
已 有 研 究 显 示
Survivin基因在肝
癌中高表达, 可能
是早期诊断与预
后判断的指标之
一. 本文为体外实
验研究, 利用反义
技术, 观察了对人
肝癌耐药细胞裸
鼠皮下移植瘤的
抑制作用、机制
为诱导癌细胞凋
亡, 下调Survivin 
mRNA和蛋白的
表达, 为基因靶向
治疗提供了实验
依据, 是有一定意
义.
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Abstract
AIM: To analyze the expression patterns of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) and c-fos mRNA in 
immature rats after gut ischemia/reperfusion (I/
R) injury.

METHODS: The left laparotomy was performed 
and the superior mesenteric artery (SMA) was 
occluded by artery clamp to establish the model 
of gut I/R injury. The expression of TNF-α and 
c-fos mRNA were detected by reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR)..

RESULTS: In comparison with sham operation 
group, an increase in TNF-α mRNA was detect-
ed after 30-min ischemia (1.55 ± 0.33 vs 1.07 ± 0.08, 
P < 0.05) and the maximal increase was detected 
after 30-min reperfusion (3.05 ± 0.11). TNF-α 
mRNA expression after 60-min reperfusion (2.02 

± 0.10) remained above the control level. The 
expression of c-fos mRNA in the intestinal tis-
sues was rapidly induced by ischemia, and it in-
creased obviously 30 min after ischemia as com-
pared with that in sham operation group (0.95 
± 0.13 vs 0.12 ± 0.02, P < 0.05). The expression of 
c-fos mRNA also reached the peak level 30 min 
after reperfusion (1.53 ± 0.11), and it declined 
markedly 60 min after reperfusion. After 90-min 
reperfusion, c-fos mRNA expression returned to 
the normal level.

CONCLUSION: Gut I/R induces the mRNA 
expression of both TNF-α and c-fos, suggesting 
that there is possibly a correlation between the 
expression of c-fos and TNF-α.

Key Words: Ischemia/reperfusion; Tumor necrosis 
factor-α; Gut; c-fos  gene

Li CY, Zhang Y, Cui ZS, Lu Y, Yu M. Expression of tumor 
necrosis factor-α and c-fos mRNA in immature rats’ 
model of gut ischemia/reperfusion injury. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(16):1631-1634

摘要
目的: 观察幼鼠肠缺血/再灌注损伤(I/R)不同
时点肠组织内肿瘤坏死因子α(TNF-α)、c-fos 
mRNA表达模式, 探讨肠I/R的机制. 

方法:  分离幼鼠肠系膜上动脉 ,  制作动物
模型 ,  应用RT-P C R半定量法分析肠组织
TNF-α、c-fos  mRNA表达. 

结果: 与假手术组相比 ,  肠组织内T N F-α 
mRNA缺血30 min显著升高(1.55±0.33 vs 
1.07±0.08, P <0.05), 再灌注30 min达峰值(3.05
±0.11), 再灌注后60, 90 min逐渐下降; c-fos 
mRNA表达于缺血30 min后升高(0.95±0.13 
vs  0.12±0.02, P <0.05), 再灌注30 min达峰值
(1.53±0.11), 再灌注后60 min迅速下降, 再灌
注后90 min达基线水平.

结论: 幼鼠肠I/R损伤介导肠组织内TNF-α和
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■背景资料
缺血/再灌注损伤
(I/R)的病理过程
直接与缺血后乏
氧和循环重建相
关 ,  在 这 一 过 程
中同时存在生理
的、化学的、分
子的反应. 就分子
反应而言 ,  I/R被
分为三个阶段: 再
灌注即刻反应, 磷
脂酶激活、钙离
子内流、脂质分
子活化、蛋白激
酶和一氧化碳合
酶 活 化 等 ;  再 灌
注早期反应, 炎性
细胞因子的蛋白
表达, 启动下游信
号通路, 活化核内
转录因子, 继续炎
性 反 应 ;  再 灌 注
晚期反应, 抗炎性
因 子 的 出 现 ,  如
IL-10、晚期黏附
分子等.

■研发前沿
目前, 信号通路研
究是缺血/再灌注
损伤研究的热点
和重点. 几个主要
的分子信号通路, 
如MAPKs, JNK, 
IKK, ROS, 相互
“交谈”, 构成复
杂的信号网络, 在
缺血/再灌注的不
同阶段介导损伤
及修复.



c-fos  mRNA的表达模式. c-fos  mRNA表达伴
随TNF-α mRNA表达, 提示二者间可能存在
关系.

关键词�� 肠; 缺血/再灌注; 肿瘤坏死因子; c-fos基因
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0  引言

肠缺血/再灌注损伤(ischemia/reperfusion, I/R)是
小儿外科常见的组织器官损伤. 不仅表现在肠

梗阻、肠移植等肠道疾病的发展过程中, 同时

也是创伤、感染、失血性休克等疾病的关键性

病理过程, 所以在幼鼠模型上进行I/R机制的研

究是指导临床治疗的要求. 在I/R复杂的病理过

程中同时存在生理的、化学的、分子的反应[1], 
TNF-α和活化蛋白1(AP-1)家族蛋白都是其关

键性的因子. 在肝I/R中, TNF-α作为多功能蛋白

与其他信号通路相互作用, 介导细胞反应如细

胞的增殖和凋亡及炎性介质产生[2]. 在脑I/R研

究中, 中和TNF-α可以降低缺血造成的脑水肿[3]. 
在肝[4]、脑[5]、肾[6]I/R研究中, I/R启动了即刻

早基因c-fos基因、c-jun基因的表达, 且与细胞

的增殖和凋亡相关. 在本实验, 我们建立幼龄鼠

的肠I/R模型, 观察肠组织的TNF-α、c-fos基因

mRNA表达模式, 探讨幼龄鼠的肠I/R机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 动物模型: 采用♂Wistar大白鼠(体质

量130±15 g), 采用盐酸氯胺酮经腹腔注入麻

醉, 取右侧卧位, 经腹膜后入路, 分离肠系膜上

动脉. 实验分组: 48只♂Wistar大白鼠分成6组(n 
= 8): 假手术组(shame group, SG), 缺血30 min
组(I 30 min G), 缺血30 min/再灌注30 min组(I 
30 min/R 30 min G), 缺血30 min/再灌注60 min
组(I 30 min/R 60 min G), 缺血30 min/再灌注

90 min组(I 30 min/R 90 min), 缺血120 min组(I 
120 min G).
1.2 方法 肠组织TNF-α、c-fos基因RT-PCR半

定量分析. 用总RNA提取试剂(Promega公司)
按说明书操作 ,  提取总R N A. 逆转录后分别

扩增T N F-α和c-f o s 基因. T N F-α引物序列上

游5'AGAACTCCAGGCGGTGTCTGTG3', 下
游5'GTGGCAAATCGGGT GACGGTGT3', 
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扩增片段415  b p .  c -f o s 基因引物序列上游

5'AT G AT G T T C T C G G G T T T C A A3', 下游

5'TGACATGGTCTTCACCAC TC3', 扩增片段

348 bp. 用b-actin作内对照(650 bp). TNF-α、
b-act in、c-fos扩增产物经2%的琼脂糖凝胶电

泳后, 紫外灯下观察照相, 100 bp DNA Ladder 
(New England Biolabs公司)为分子质量标准, 用
凝胶成像分析系统(Kodak Digital Science 1D)扫
描扩增带, 以内参照值标准化TNF-α, c-fos的相

对含量.
统计学处理 TNF-α, c-fos基因相对含量用

mean±SD表示, 样本均数作t检验, 显著差异设为

95%.

2  结果

肠组织TNF-α, c-fo s  mRNA表达: 肠组织内

TNF-α mRNA缺血期升高, I 30 min/R 30 min 
G达峰值, I 30 min/R 60 min G、I 30 min/R 
90 min G时逐渐下降; c-fos  mRNA表达于缺血

期升高, I 30 min/R 30 min G达峰值, I 30 min/R 
60 min G迅速下降, I 30 min/R 90 min G达基线

水平(图1, 表1).

3  讨论

TNF-α与受体结合启动下游的多个信号通路, 如
MAPK, JNK通路, 是介导炎性反应, 凋亡等细

胞反应的主要因子[7]. 而即刻早基因编码的蛋

白也调节损伤后的细胞反应, 与组织的修复和

细胞的凋亡相关[4,8-9]. 在休克的模型中, 研究者

观察到TNF-α, AP-1的异常活化[10]. 在脑的暂时

性缺血研究中, TNF-α表达与c-fos的瞬时表达

相关[11]. 我们在幼龄鼠的肠I/R模型, 在mRNA
水平同时检测TNF-α, c-fos表达. 随着I/R时间

的变化, TNF-α, c-fos  mRNA表达发生变化, 而

www.wjgnet.com

图 1 TNF-α, c-fos  mRNA表达. M: DNA标准; 1: SG b-actin; 

2: I 30 min G b-actin; 3: I 30 min/R 30 min G b-actin; 4: 

SG TNF-α; 5: I 30 min G TNF-α; 6: I 30 min/R 30 min G 

TNF-α; 7: SG c-fos ; 8: I 30 min G c-fos ; 9: I 30 min/R 30 

min G c-fos .

  M    1     2    3    4     5     6    7     8    9

650 bp
415 bp
348 bp

■创新盘点
本研究选择幼鼠
作动物模型, 得到
实验结果对小儿
外科的临床较具
有指导意义. 在肠
I/R中 ,  同时观察
TNF-α和c-fos 的
报道较少, 且本文
观察到的c-fos 表
达变化与以往报
道不尽相同.



李春艳, 等. 幼鼠肠缺血/再灌注损伤肠组织TNF�α和c�fos  mRNA的表达                                                                      1633

www.wjgnet.com

且表达模式不同: c-fos  mRNA在缺血30 min升
高, 再灌注30 min时继续升高, 再灌注60 min迅
速下降; TNF-α mRNA在缺血30 min升高, 再灌

注30 min达峰值, 再灌注60, 90 min逐渐下降, 
提示幼鼠肠I/R损伤特异性启动TNF-α, c-fos转
录. 在Shima et al [12]的研究中, c-fos同样在肠缺血

30 min后转录上升, 再灌注30 min达峰值, 但在

再灌注120-180 min回到基线水平, 这与本实验

观察到的c-fos  mRNA在再灌注60 min迅速下降

结果不同. 分析造成不同的原因之一, 可能是实

验所选择动物的周龄和体质量不同. 在肝脏的

I/R研究中, 研究者发现缺血预处理的保护效应

与c-fos和c-jun的转录水平相关[13]. 此外, c-fos在
细胞受到各种刺激时可以增强细胞的增殖. 那
么, 上面的不同结果可能提示, 在相同的处理条

件下, 幼鼠的肠组织较成年鼠更早地受到I/R损

伤, c-fos在此病理过程的保护性作用时间较短. 
Kwon et al [14]通过人、小鼠、兔、大鼠TNF-α基
因顺序的比较研究, 发现大鼠TNF-α基因内存

在着AP-1、AP-2、CTF、IFN、NF-kB、Ybox
多个潜在的转录因子的结合位点. AP-1是细胞

内强化结合蛋白, 具有调节转录活性. 而AP-1
恰由FOS-JUN的异物二聚体构成, 而后者正是

由即刻早基因c-fos的表达产物FOS与c-jun的
产物JUN形成. Wang et al [15]在大脑中动脉阻塞

160 min后解除阻塞的大鼠模型中, 同时观察到

短暂局部缺血后脑皮质内TNF-α mRNA、c-fos  
基因mRNA表达升高; 且c-fos  mRNA比TNF-α 

mRNA较早的高表达, 说明c-fos基因mRNA表达

可能调控TNF-α转录. 我们也在本实验中观察到

c-fos转录伴随TNF-α转录. 尽管在本实验, 我们

不能证明c-fos基因转录翻译成蛋白构成AP-1活
化TNF-α转录, 但至少提示在肠I/R损伤中c-fos
早表达基因伴随TNF-α表达, 可能与其正向调节

后者的转录相关. 反之, 仅就本实验而言, 我们

不能排除TNF-α活化AP-1的可能, 所以尚需进一

步的实验证明. 

4      参考文献
1 Toledo-Pereyra LH, Toledo AH, Walsh J, Lopez-

Neblina F. Molecular signaling pathways in 
ischemia/reperfusion. Exp Clin Transplant 2004; 2: 
174-177

2 Schwabe RF, Brenner DA. Mechanisms of Liver 
Injury. I. TNF-alpha-induced liver injury: role 
of IKK, JNK, and ROS pathways. Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol  2006; 290: G583-589

3 Hosomi N, Ban CR, Naya T, Takahashi T, Guo P, 
Song XY, Kohno M. Tumor necrosis factor-alpha 
neutralization reduced cerebral edema through 
inhibition of matrix metalloproteinase production 
after transient focal cerebral ischemia. J Cereb Blood 
Flow Metab  2005; 25: 959-967

4 Schlossberg H, Zhang Y, Dudus L, Engelhardt JF. 
Expression of c-fos and c-jun during hepatocellular 
remodeling following ischemia/reperfusion in 
mouse liver. Hepatology  1996; 23: 1546-1555   

5 An G, Lin TN, Liu JS, Xue JJ, He YY, Hsu CY. 
Expression of c-fos and c-jun family genes after focal 
cerebral ischemia. Ann Neurol 1993; 33: 457-464 

6 Megyesi J, Di Mari J, Udvarhelyi N, Price PM, 
Safirstein R. DNA synthesis is dissociated from the 
immediate-early gene response in the post-ischemic 
kidney. Kidney Int  1995; 48: 1451-1458 

7 Chen G, Goeddel DV. TNF-R1 signaling: a beautiful 
pathway. Science  2002; 296: 1634-1635

8 Brown JR, Nigh E, Lee RJ, Ye H, Thompson MA, 
Saudou F, Pestell RG, Greenberg ME. Fos family 
members induce cell cycle entry by activating cyclin 
D1. Mol Cell Biol  1998; 18: 5609-5619

9 Chihab R, Ferry C, Koziel V, Monin P, Daval JL. 
Sequential activation of activator protein-1-related 
transcription factors and JNK protein kinases may 
contribute to apoptotic death induced by transient 
hypoxia in developing brain neurons. Brain Res Mol 
Brain Res  1998; 63: 105-120

10 Gaddipati JP, Sundar SV, Calemine J, Seth P, 
Sidhu GS, Maheshwari RK. Differential regulation 
of cytokines and transcription factors in liver by 
curcumin following hemorrhage/resuscitation. 
Shock  2003; 19: 150-156

11 Sairanen TR, Lindsberg PJ, Brenner M, Carpen O, 
Siren A. Differential cellular expression of tumor 
necrosis factor-alpha and Type I tumor necrosis 
factor receptor after transient global forebrain 
ischemia. J Neurol Sci  2001; 186: 87-99

12 Shima Y, Tajiri T, Taguchi T, Suita S. Increased 
expression of c-fos and c-jun in the rat small 
intestinal epithelium after ischemia-reperfusion 
injury: a possible correlation with the proliferation 
or apoptosis of intestinal epithelial cells. J Pediatr 

■应用要点
在 肠 的 I / R 中 , 
TNF-α和c-fos 在
转录水平随I/R进
程变化而变化, 此
将提示如果将二
者作为治疗I/R的
靶点, 治疗干预的
时间点是至关重
要的, 同时可以作
为选择干预方式
(RNA干涉或抗体
阻断)的参考依据.

     

表 1 肠组织TNF-α和c-fos  mRNA半定量测定

                             SG               I 30 min G        I 30 min/R 30 min G    I 30 min/R 60 min G    I 30 min/R 90 min G    I 120 min G

TNF�α    1.07±0.08      1.��±0.��a           �.0�±0.11a                �.0�±0.10a              1.0�±0.07           �.8�±0.1�a

c�fos     0.1�±0.0�      0.��±0.1�a         1.��±0.11a                0.�0±0.��a              0.��±0.11       0.18±0.08

aP<0.0� vs  SG.
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■名词解释
转 录 因 子 A P - 1
是同源二聚体或
异二聚体蛋白复
合物, 来源于Fos
和 J u n 家 族 ,  包
括c -Fos ,  FosB , 
Fra-1, Fra-2, c-Jun, 
J u n B 和 J u n D . 
AP-1异二聚体可
与DNA的5'-TGA 
(C/G)TCA-3序列
结合.

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

                                                                                                                                                                                               •  消息 •

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.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年6月8日; 14(16): 1635-1637
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

顽固性功能性消化不良与情绪障碍的关系及坦度螺酮的
治疗作用

陈朝元, 何顺勇

陈朝元, 何顺勇, 福建中医学院附属人民医院消化内科 福建
省福州市 350004
通���������������� 陈朝元, 350004, 福建省福州市, 福建中医学院附属
人民医院消化内科. doctor_ccy@126.com
收稿日期�� 2006�05�0����� ��日期�� 2006�05�26�� 2006�05�0����� ��日期�� 2006�05�262006�05�0�����    ��日期�� 2006�05�26�� 2006�05�262006�05�26

Relationship between 
refractory functional dyspepsia 
and emotional disturbance 
and therapeutic action of 
tandospirone

Chao-Yuan Chen, Shun-Yong He

Chao-Yuan Chen, Shun-Yong He, Department of Gastro-
enterology, the Affiliated People’s Hospital of Fujian Tra-
ditional Chinese Medicine College, Fuzhou 350004, Fujian 
Province, China
Correspondence to: Chao-Yuan Chen, Department of 
Gastroenterology, the Affiliated People’s Hospital of Fujian 
Traditional Chinese Medicine College, Fuzhou 350004, Fu-
jian Province, China. doctor_ccy@126.com 
Received: 2006-05-09    Accepted: 2006-05-26 

Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
refractory functional dyspepsia (RFD) and emo-
tional disturbance, and observe the therapeutic 
action of tandospirone.

METHODS: Thirty patients with RFD were 
included in this study. Based on symptomatic 
treatment, tandospirone was used for 6 wk. 
HAMD and HAMA scores were obtained be-
fore and after treatment. Then the mean value 
of HAMD and HAMA scores was calculated to 
evaluate the disease status. Meanwhile, the eight 
common symptoms of functional dyspepsia 
were scored..

RESULTS: Athymia and anxiety coexisted in 24 
of 30 cases (80.0%). Pure athymia was found in 1 
case (3.3%), and pure anxiety occurred in 5 cases 
(16.7%). The HAMD and HAMA scores, as well 
as the mean values of them, were significantly 
higher in RFD patients than those in the healthy 

controls (26.1 ± 6.2, 21.8 ± 4.1, 24.0 ± 5.6 vs 11.6 
± 3.8, 8.6 ± 2.3, 10.1 ± 3.5, all P < 0.01). The score 
for the eight common symptoms of functional 
dyspepsia were also markedly higher than that 
in the controls (11.3 ± 3.6 vs 8.7 ± 1.7, P < 0.01). 
The above scores were also significantly differ-
ent before and after treatment (P < 0.01).

CONCLUSION: RFD patients have different 
degrees of emotional disturbance. Tandospirone 
can be used in the treatment of RFD.

Key Words: Refractory functional dyspepsia; Emo-
tional disturbance; Tandospirone; Therapeutic ac-
tion
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摘要
目的: 探讨顽固性功能性消化不良(RFD)与情
绪障碍的关系以及坦度螺酮的治疗作用. 

方法: 30例RFD患者作为研究组, 在对症治疗
的基础上加用坦度螺酮治疗6 wk, 治疗前后行
HAMD和HAMA量表评分, 以两量表分数之
和除以2为情绪障碍评分标准; 同时对功能性
消化不良常见的8个症状评分. 

结果: 同时具有抑郁焦虑者24例(80.0%), 单
纯抑郁者1例(3.3%), 单纯焦虑5例(16.7%); 治
疗前与健康组HAMD, HAMA评分、两组情
绪障碍评分以及临床综合疗效症状评分比
较(26.1±6.2, 21.8±4.1, 24.0±5.6, 11.3±3.6 
vs  11.6±3.8, 8.6±2.3, 10.1±3.5, 8.7±1.7, 均
P <0.01), 有显著差异. 治疗前、后情绪障碍评
分以及治疗前、后临床综合疗效症状评分比
较, 差异也均具有统计学意义(P <0.01).

结论: RFD患者存在不同程度情绪障碍; 坦度
螺酮可用于伴随情绪障碍的FD患者, 尤其是
经常规治疗无效的RFD患者的治疗.
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■背景资料
功能性消化不良
通常长期在综合
医院内科或神经
科治疗, 但由于该
症具有神经症躯
体形式障碍的基
本特点, 又常伴有
焦虑和抑郁等情
绪障碍, 应用内科
一般的常规治疗,
往往难以获得满
意疗效 ,  FD症状
与情绪障碍之间
又可相互加重, 在
精神心理异常与
FD相关得以认可
后, 各国学者对抗
抑郁药及精神心
理治疗的作用和
适应症等未获共
识, 至今系统研究
尚不多, 本文通过
联合抗抑郁药物
治疗对伴有情绪
障碍FD患者 ,  特
别是焦虑抑郁兼
有者, 抗焦虑抑郁
治疗打断了二者
间的恶性循环, 对
于改善患者的心
理症状、提高治
疗依从性、提高
自我适应能力, 能
起到良好的效果.
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0  引言

顽固性功能性消化不良(refractoriness functional 
dyspepsia, RFD)发病率高, 发病机制复杂, 至今

尚未完全阐明. 随着社会生活节奏的加快和生

物医学模式的转变, 社会-心理因素成为重要的

致病因素已逐渐为人们所认识. 目前国内外大

量研究表明, FD与精神心理因素(焦虑、抑郁)有
关, 精神心理因素的参与是FD顽固难治的主要

原因. 我们通过汉密尔顿抑郁量表(HAMD)、汉

密尔顿焦虑量表(HAMA), 测评RFD患者的心理

状态, 并观察枸橼酸坦度螺酮的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 符合罗马Ⅱ标准 [1],  下列症状在近

12 mo内至少出现12 wk, 但无须连续: (1)持续

或反复性上腹中部痛或不适; (2)无器质性疾病

可解释症状(包括内镜检查); (3)症状与排便无

关. 同时符合: (1)根据不同症状予以解痉剂、

胃肠动力促进剂、黏膜保护剂、抑酸剂等治疗

6 mo以上无效, 且未曾接受抗焦虑、抑郁治疗

者; (2)排除有严重心、肝、肾、呼吸及内分泌

代谢等疾病; 排除腹部手术史者; 排除妊娠及

哺乳期妇女. 2004-08/2005-03, 符合上述标准的

RFD患者30例, 男12例, 女18例, 年龄18-60(平均

38.6±12.8)岁, 病程1.16-16(平均3.6)a. 对照组为

保健体检者30例, 男13例, 女17例, 年龄20-56(平
均36.6±14.6)岁, 全面体检未发现躯体疾病. 两
组的年龄、性别经统计学处理无显著异常, 具
有可比性.
1.2 方法 (1)由专人对研究组患者及对照组健康

者进行测评, HAMD总分超过20分为抑郁情绪; 
HAMA总分超过14分为焦虑情绪, 两量表分数

之和除以2为情绪障碍评分标准. (2)对消化不良

常见的上腹胀、早饱、上腹痛、暖气、厌食、

反酸、恶心及呕吐8个症状进行症状评分, 严
重程度以0-3计分: 0分: 无症状; 1分: 轻度, 稍加

注意感到有症状; 2分: 中度, 自觉有症状, 不影

响工作; 3分: 重度, 明显影响生活和工作. 各项

症状分累加即为该患者症状积分. (3)RFD患者
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予以枸橼酸坦度螺酮(日本住友制药株式会社), 
10 mg, 3次/d, 疗程6 wk, 部分焦虑明显的患者

治疗的前2 wk加用安定1.25 mg, 2次/d; 同时按

个体化原则, 加用解痉剂, 胃肠动力促进剂、黏

膜保护剂、抑酸剂等治疗. 每周随访1次, 记录

消化不良症状及可能的药物不良反应, 每2 wk
进行HAMD, HAMA评分及消化不良症状评分. 

统计学处理 计量数据以mean±SD表示, 两
组均数用比较用t检验分析.

2  结果

研究组同时具有抑郁焦虑者24例(80.0%), 单纯

抑郁者1例(3.3%), 单纯焦虑5例(16.7%). 两组

HAMD, HAMA评分有差别, 研究组治疗前与对

照组情绪障碍评分, 研究组治疗前、后情绪障

碍评分、临床症状评分见表1, 治疗组中有1例
(3.3%)出现头晕伴嗜睡; 1例(3.3%)出现恶心, 均
不影响治疗, 未见其他特殊不良反应(表1).

3  讨论

功能性消化不良是临床很常见的功能性胃肠疾

病, 发病机制尚未完全阐明, 目前认为与多种

因素有关, 包括胃肠动力失衡、内脏敏感性增

加、胃酸分泌增多、幽门螺杆菌感染、胃肠激

素变化以及食物不耐受等. 近年来国外学者[2]提

出发病的生理-心理-社会模式, 认为上述三因素

在发病中既独立又相互促进. 大量研究提示FD
中普遍存在焦虑、抑郁状态, 尤其是RFD患者, 
心理和社会因素在FD发病中可能起重要作用. 
通过心理治疗以及抗抑郁、焦虑治疗取得良好

疗效亦佐证F D与情绪障碍之间存在内在联

系[3-4]. Haug et al [5]对100例FD患者调查发现, 以
消化不良为首要症状者仅26例, 而以焦虑为首

要症状者占2/3. 潘小平 et al [4]研究表明, FD患者

普遍存在抑郁、焦虑情绪, 焦虑较抑郁更为突

出. 有的报道则认为抑郁较焦虑更为突出[6]. 临
床上, 单纯的焦虑或抑郁很少见, 因此我们采用

两量表分数之和除以2作为情绪障碍评分标准, 
对患者心理状态作整体评估. 评定结果表明, 研
究组同时具有抑郁焦虑者占24例(80.0%), 单纯

抑郁者1例(3.3%), 单纯焦虑者5例(16.7%). 研究

组与健康组HAMD、HAMA评分结果以及两组

情绪障碍评分(HAMD+HAMA)/2结果比较差异

均具有非常显著的统计学意义. 这说明RFD患

者存在不同程度情绪障碍(焦虑和抑郁). 大多数

患者往往只诉说躯体症状, 避而不谈或不愿承

www.wjgnet.com

■应用要点
坦度螺酮是新型
抗焦虑药, 且药物
不良反应轻微, 安
全性和耐受性良
好, 患者依从性较
好. 通过本研究为
联合抗抑郁药物
治疗在FD 治疗中
作为常规治疗提
供了依据.
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认情绪障碍的症状, 如果只注重消化不良的躯

体症状, 不用生物-心理-社会医学模式进行思维, 
就很难发现情绪障碍的存在 ,  以至病情迁延

反复. 
枸橼酸坦度螺酮是选择性地作用于5羟色胺

受体A1达到抗焦虑作用, 经过一段时间的服用, 
能使5羟色胺受体A2密度下调, 达到抗抑郁作用. 
本研究结果表明, 研究组治疗前、后情绪障碍

评分(HAMD+HAMA)/2评分以及治疗前、后临

床综合疗效症状评分比较, 差异均具有非常显

著的统计学意义. 由此可见, 枸橼酸坦度螺酮可

用于伴随情绪障碍的FD患者, 尤其是经常规治

疗无效的顽固的FD患者的治疗. 
枸橼酸坦度螺酮起效较慢 ,  通常用药

10-15 d开始起作用, 4-6 wk达到疗效高峰, 所以

在治疗前建立良好的医患关系, 早期对症治疗

及心理治疗非常重要, 必要时治疗的前2 wk加

服安定1.25 mg, 2次/d, 可以暂时缓解症状, 并可

暗示患者服药1-2 wk后药物开始起作用, 以增

强患者配合治疗的信心. 该药副作用少, 患者依

从性较好. 
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表 1 RFD患者HAMD, HAMA评分及疗效(mean±SD, n ＝30)

分组      HAMD           HAMA         (HAMD+HAMA)/2          (HAMD+HAMA)/2          症状评分

研究          26.1±6.2b     21.8±4.1b         24.0±5.6b                   24.0±5.6b             11.3±3.6b

对照          11.6±3.8        8.6±2.3 10.1±3.5                     12.6±3.4      8.7±1.7

bP<0.01 vs  对照组.

■同行评��
本文选题有临床
实用性, 有一定价
值.

■名词解释
功 能 性 消 化 不
良: 是指具有上腹
痛、上腹胀、早
饱、嗳气、食欲
不振、恶心、呕
吐 等上腹不适症
状, 经检查排除引
起这些症状的器
质性疾病的一组
临床综合征, 症状
可持续或反复发
作, 病程一般规定
超过1 mo或在12 
mo中累计超过12 
wk.
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gain satisfactory results for the the early ab-
dominal postoperative inflammatory intestinal 
obstruction in elderly patients, and less surgical 
trauma and inhibition of the postoperative in-
flammation play a predictive role to some extent��

Key Words: Elderly patient; Inflammatory intestinal 
obstruction; Abdominal operation

Yang JG, Zhao Y, Yu ZF, Sun YH� Inflammatory intestinal 
obstruction early after abdominal operation in elderly 
patients: an analysis of 35 cases� Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006; 14(16): 1638-1640

摘要
目的: 对老年人腹部术后早期炎性肠梗阻的
诊断、治疗和预防进探讨. 

方法: 回顾分析35例腹部术后早期炎性肠梗
阻的老年患者的临床资料. 

结果: 老年人腹部术后早期炎性肠梗阻多发
生在术后4-12 d，除表现为一般肠梗阻的症
状体征外，还有其自身的特点, 33例经非手
术治疗痊愈，平均肠功能恢复时间为8±1 d 
(4-28 d).

结论: 老年人术后早期炎性肠梗阻采用保守
治疗效果较满意, 减少手术的创伤及抑制炎
症反应对其发生有一定的预防作用.

关键词: 老年人; 炎性肠梗阻; 腹部手术
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0  引言

术后早期炎性肠梗阻一般发性在腹部手术后

1 mo内, 系指由于腹部手术创伤或腹腔内炎症

等原因导致肠壁水肿和渗出, 形成腹腔内广泛

黏连, 结合术后胃肠功能的抑制, 所造成的一种

机械性与动力性同时存在的肠梗阻, 较少发生

肠绞窄. 近年来, 随着我国进入老龄社会, 老年
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Abstract
AIM: To conclude the experiences on the 
diagnosis, treatment and prevention of the 
early abdominal postoperative inflammatory 
intestinal obstruction in elderly patients�

METHODS: The clinical data of 35 elderly pa-
tients with the early abdominal postoperative in-
flammatory intestinal obstruction were analyzed 
retrospectively��

RESULTS: The early abdominal postoperative 
inflammatory intestinal obstruction of the elderly 
patients mostly occurred 4-12 d after abdominal 
operation� Besides normal symptoms and signs 
of the intestinal obstruction, it also had specific 
characteristics of its own� Of the 35 cases, 33 were 
cured without operation, and the mean time 
from the onset of symptoms to the recovery of 
bowel function was 8 ± 1 d (range: 4-28 d)��

CONCLUSION: Non-operative treatment can 

■背景资料
随着临床病例的
增多及对术后早
期炎性肠梗阻的
认识, 人们对他的
产生、发展、诊
治有所了解. 术后
早期炎性肠梗阻
系指腹部创伤或
腹腔内炎症等原
因导致肠壁水肿
及渗出, 形成腹腔
内广泛黏连, 是一
种机械性与动力
性同时存在的肠
梗阻, 较少发生绞
窄. 但我国正处于
老龄化社会, 高龄
患者偏多, 由于老
年患者有自身特
殊性, 针对老年人
腹部术后早期炎
性肠梗阻进行分
析, 探讨其诊治及
预防非常重要.
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患者腹部手术所占比例增加, 术后早期炎性肠

梗阻在老年患者的发病率也在提高, 由于两者

均有自身的特殊性, 应正确认识此类肠梗阻及

老年人具有重要意义. 我院1998-08/2005-08共收

治35例此类肠梗阻的老年患者如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组共有35例, 男21例, 女14例, 年龄

61-89(平均74.6)岁. 均有腹部手术史, 其中化脓性

阑尾切除术5例, 结直肠癌手术18例, 胃癌手术6
例, 小肠黏连松解术3例, 胃十二指肠穿孔修补术2黏连松解术3例, 胃十二指肠穿孔修补术2连松解术3例, 胃十二指肠穿孔修补术2
例, 胆囊切除术1例. 合并高血压者20例, 糖尿病者

12例, 冠心病者15例, 脑血栓者10例, 肺心病者6例, 
支气管炎者8例. 发生肠梗阻时间为术后4-12 d, 
术后4 d 3例, 5 d 11例, 6 d 10例, 7 d 2例, 8 d、
10 d、12 d各3例. 本组35例均为腹部手术后, 曾
一度术后肠蠕动恢复, 并有排气排便进食以后又

出现肠梗阻症状: 腹胀32例, 轻度腹痛11例, 阵发: 腹胀32例, 轻度腹痛11例, 阵发腹胀32例, 轻度腹痛11例, 阵发

性腹痛24例; 恶心31例, 呕吐35例. 腹部轻压痛30
例, 腹部压痛不明显5例; 肠鸣音减弱13例, 肠鸣音

消失5例, 肠鸣音亢进、偶闻及气过水音17例. 腹
部X线片均有多处大小不等液气平面, 全腹CT检
查25例, 显示肠腔扩张, 肠壁水肿、增厚, 肠腔积

液、积气, 腹腔积液. 白细胞增高30例, 正常5例. 
1.2 方法 本组35病例均采用保守疗法. 西医治疗

包括: (1)禁食水; (2)持续胃肠减压; (3)患者条件

允许可离床活动; (4)胃肠外营养支持; (5)合理应

用激素; (6)合理应用生长抑素; (7)合理应用抗生

素. 中医治疗: 参附注射液50 mL(每毫升注射液

相当于生药红参0.1 g,附片0.2 g)加入50 g/L葡萄

糖注射液250 mL每日1次静点, 中药胃管注入及

灌肠用药如下: 生大黄20 g(后下), 芒硝15 g(冲), 
厚朴20 g, 枳实20 g, 柴胡12 g, 丹参30 g, 赤芍

12 g, 上述煎剂100-150 mL胃管注入或保留灌肠, 
每日2-3次, 温度40℃为宜, 直至排气排便. 

2  结果

经保守治疗痊愈33例, 平均肠功能恢复时间为8
±1 d(4-28 d). 2例中转手术, 其中肠黏连松解黏连松解连松解

术1例, 小肠短路手术1例. 术中发现小肠广泛黏黏

连, 表面附有纤维蛋白层, 肠壁水肿增厚, 少量

腹水. 术后均发生肠瘘, 无死亡病例.

3  讨论

术后早期炎性肠梗阻不是独立的肠梗阻类型, 有
其共同的特征, 但也有其自己的诊断、治疗特

点, 如处理不当会引起多发性肠瘘、短肠综合

征、重度感染等严重并发症, 腹部手术后早期炎

性肠梗阻占术后肠梗阻的20%[1]. 其与腹部术后

早期肠梗阻有不同之处, 前者病因多为手术后肠

麻痹、内疝、肠扭转、吻合口狭窄黏连成角或

束带绞窄等机械性因素导致的肠梗阻, 多数为腹

痛剧烈而腹胀较轻, 常有肠型和气过水声, 腹膜

炎体征明显; 而术后早期炎性肠梗阻是指腹腔

内因炎症、广泛黏连所致的炎症性肠梗阻, 其特

点: (1)发生在腹部手术后早期, 肠蠕动曾一度恢

复, 多于术后3-7 d左右开始出现梗阻症状; (2)症
状以腹胀为主, 无腹痛或轻度胀痛, 腹胀症状大

于腹痛; (3)腹部肠梗阻症状、体征十分典型, 一
般不发生肠绞窄症状; 虽有机械性因素, 但大多

数都是腹腔内炎症所致广泛黏连引起; (4)本病

常见于腹腔内手术操作创面范围广, 创伤、污

染严, 年龄大, 体质差的患者; (5)X线摄片发现多

个液气平面, 并有肠腔内积液的现象, 腹部CT扫
描可见肠壁增厚, 肠袢成团, 肠腔内无显影剂等; 
(6)保守治疗大多可取得满意效果, 但肠功能恢

复时间长[2]. 
老年人由于生理功能及应激能力降低, 肠梗

阻时体液丧失, 肠膨胀、毒素吸收、感染和禁食

水等因素, 加之刚刚手术完毕, 机体尚未恢复, 伴
有许多内科疾病, 难以承受再次手术的打击. 同
时也使再次手术的风险增高, 并发症增多, 死亡

率上升. 因此, 一旦出现术后早期炎性肠梗阻, 应
尽量保守治疗, 不宜手术治疗, 但需要有足够的

耐心, 目前国内外均主张首先采用非手术治疗[3-5]. 
保守治疗的主要措施有: (1)禁食水、持续胃肠

减压, 中药静点、胃管注入保留灌肠. 参附注射

液及“通里攻下”中药可促进肠道的蠕动, 增强

肠管张力, 协调肠壁运动而缓解或解除肠麻痹症

状, 并能抑制炎症细胞因子的活化与释放,改善

肠系膜微循环[6-7]. 鼓励下床活动, 促进胃肠功能

恢复; (2)维持水、电解质平衡, 一般采用外周静

脉高营养, 超过7 d者采用完全胃肠外营养, 防止

分解代谢造成的营养不良; 但因老年人热量需

要降低, 蛋白质合成与更新减慢, 葡萄糖利用障

碍和脂肪代谢能力下降, 调节体液及酸碱平衡能

力较差, 故应尽早使用, 一旦出现营养不良, 很难

纠正, 重在预防[8]; (3)可用生长抑素降低胃肠液

分泌, 减少肠腔内潴留, 减轻肠壁水肿, 改善肠

壁血液循环, 加速炎症消退. 曾有人研究生长抑

素联合肠外营养有利于术后炎性肠梗阻的恢复, 
防止肠道菌群移位, 保护胃肠黏膜, 并且为手术

■相关报道
目前临床报道较
多, 主要认为术后
早期炎性肠梗阻
不同于一般肠梗
阻, 为机械性与动
力性同时存在粘
连性肠梗阻, 主张
保守治疗, 但需足
够长时间.

■创新盘点
本文针对老年人
腹部术后早期炎
性肠梗阻进行论
述总结, 阐明此类
患者的诊治预防
措施, 减少临床发
生及并发症出现.
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做好准备[9-11]. (4)肾上腺皮质激素减轻炎症反应, 
通常剂量为地塞米松5 mg iv, 每8 h 1次, 应用1
周左右逐渐停药[12]; 但老年人免疫功能低下, 胃
肠功能欠佳, 伴有内科疾病, 应同时使用抗菌素

及抑酸药; (5)对白细胞增高、发热、腹膜炎者

应用有效广谱抗生素和抗厌氧菌药, 防止肠道

菌群移位, 出现毒血症; (6)主张保守治疗并不是

绝对不手术. 如有白细胞升高、发热、腹痛腹

胀加重, 局限性压痛、肌紧张, 心率加快, 出现

肠坏死, 腹膜炎征象, 应及时中转手术 . 但老年

人腹壁肌肉萎缩, 反应能力差, 缺乏典型的症状

及体征, 应密切注意腹部体征的变化, 反复对照, 
以免延误病情. 

目前认为术后早期炎性肠梗阻是由于小

肠、结肠肌间浸润的白细胞介导的炎症反应所

引起的[13-14], 而老年人的反应能力较差, 术后可

没有过多的临床症状, 仿佛突然发生, 故重在预

防, 做到心中有数. 针对此类患者, 可在术中及术

后可用乌司他丁抑制炎性介质的释放, 同时术后

2-3 d可用胃复安等胃肠动力药物, 关腹时使用

几丁糖等防黏连药物, 注意老年人肠系膜微循环

及水电解质平衡. 当然手术的轻柔操作, 避免术

中出血及大块组织的结扎, 减少异物残留, 术毕

腹腔冲洗, 腹内组织的腹膜化等造成炎症反应的

原因也是必不可少的. 术中使用可吸收生物膜也

有一定的作用[15]. 
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摘要
肝炎后肝硬化患者, 原发性肝癌行原位肝移
植术, 于术后7 d皮肤破溃处涂利福平胶囊粉
后出现过敏反应. 利福平为临床常用的广谱
抗菌素, 外用后快速导致过敏反应未见报道, 
该病例既往无过敏史, 特殊之处在于为原位
肝移植术后患者, 移植术后用药有很多特殊
之处, 可供参考的资料不多. 抗过敏治疗上以
尽快纠正低氧血症对移植肝功能的恢复至关
重要.

关键词�� 原位肝移植; 利福平; 过敏反应
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0  引言

临床常用药, 在某些情况下应用可能会出现不

常见的副作用, 原位肝移植术后用药有很多特

殊性, 但可参考的资料不多, 如处理不及时或判

断不准确会严重影响患者术后早期的生命体征

平稳. 该例利福平外用致原位肝移植术后患者

出现严重过敏反应引起临床注意. 

1  病例报告

男, 50岁. 乙肝病史20 a, 乏力、纳差伴间断意

识障碍4 mo入院. 诊断肝硬化10 a. 6 a前出现

上消化道出血, 行TIPS治疗. 4 mo前出现乏力、

纳差, 伴间断意识不清, 外院CT示: 肝硬化、肝

右叶多发低密度灶、脾大、腹水. 为进一步诊

治来我院. 查体: 肝性面容, 神志清楚, 全身皮

肤及巩膜黏膜黄染, 肝掌, 蜘蛛痣, 双肺未闻及

干湿性罗音, 心界略大, 心率94次/min, 律齐, 无
杂音. 腹部膨隆, 肝未触及, 移动性浊音(+). 血

WBC 5.71×109/L, N 0.75, Hb 93 g/L, PLT 27
×109/L, 血型AB; 病毒全项阴性, 抗HIV(-), 抗
TP(-); PT 16.5 s, PTA 54.7%; ALT 2334 nkat/
L, AST 2500 nkat/L, GGT 2884 nkat/L, ALP 
2567 nkat/L, ALB 34.0 g/L, TB 164.2 µmol/L, 
DB 100.8 µmol/L, Cr 57 µmol/L, AFP 68.39 µg/
L. 心电图、胸片及超声心动图正常; 腹部B超: 
肝硬化, 脾大, 肝脏弥漫性占位性病变, 门静脉

血栓, 大量腹水; CT示颅脑、肺部未见异常, 腹
部为肝硬化, 大量腹水. 诊断: 肝炎后肝硬化(失
代偿期), 原发性肝癌. 患者于手术当天再次出

现上消化道出血. 手术方式为原位经典非转流

肝移植术, 术中探查大量腹水, 肝脏呈混合结节

硬化, 直径0.3-1.5 cm大小, 明显萎缩, 肝脏左右

叶可及多个肿块, 最大1.5 cm×1.0 cm. 手术耗

时14 h 10 min, 过程顺利, 术中输血6800 mL, 
血浆3400 mL. 患者术后出现腹腔内活动性出

血, 急诊行剖腹探察见肝上下腔静脉供肝膈静

脉线结脱落, 断端出血, 术中输血1000 mL, 血
浆2000 mL. 术后经内科处理, 特别是移植肝凝

血功能改善, 门脉高压缓解, 于二次术后3 d, 腹
腔及消化道出血停止. 检查结果: 肝功能、胆红

素下降, 凝血机制改善, B超示移植肝声像图及

血流正常; 胸片检查仍提示双侧胸腔积液. 胆汁

量渐增加, 体温一过性升高, 给予肝移植术后常

规抗感染、免疫抑制剂、营养支持等治疗, 病
情平稳. 术后7 d, 患者后背皮肤破溃约3 cm×

4 cm, 翻身并于局部涂利福平胶囊粉约10 min
后, 出现后背涂药处剧痛, 寒战, 高热, T 38.8℃, 
呼吸困难, R 32次/min, 双肺呼吸音增粗, 并可闻

及散在的湿性罗音, 胸闷憋气, 心率>150次/min
持续时间>30 min, 心尖区闻及舒张期奔马率, 
血压最低84/40 mmHg, 血氧饱和度下降至93%, 
尿少. 心电图: 与术前比较窦性心动过速, 心电

轴、各导联P-QRS-T无明显变化; 动脉血气分

析: 代谢性酸中毒及低氧血症(PaO2 66 mmHg), 
无过度换气(PaCO2 37 mmHg). 立即清洗后背创

面, 高浓度面罩吸氧, 冰袋物理降温, 非那根、

地塞米松抗过敏治疗, 去甲肾维持血压同时给

www.wjgnet.com
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■应用要点
利福平为广谱抗
菌 素 ,  临 床 应 用
广 泛 ,  口 服 有 诱
发急性肾炎、急
性肾功能衰竭和
过敏反应的报道. 
临床上特别是在
ICU卧床患者, 如
出现皮肤破溃或
褥疮, 很多医院采
用利福平外用, 应
该注意到利福平
外用也有导致过
敏反应的发生, 因
I C U患者多为重
症患者且采用综
合治疗, 用药品种
多, 如过敏反应不
能及时判断过敏
原、及时清除、

及时纠正, 会加重
病情甚至导致死
亡.



予速尿、西地兰、吗啡等药物, 20 min后, 心率

降至120次/min左右, 胸闷及呼吸困难减轻, 血压

平稳, 血氧饱和度上升至98%, 排尿约700 mL, 
距发病2 h后症状完全缓解.

2  讨论

利福平为一临床常用的广谱抗菌素, 可与细菌

的RNH多聚体酶结合, 阻止mRNA的合成, 从而

抑制细菌的生长繁殖, 主要用于抗结核治疗. 有
文献报道口服或利福平眼药水局部应用致皮肤

过敏, 甚至诱发急性间质性肾炎、急性肾功能

衰竭的报道[1-2]. 但外用后快速导致过敏反应未

见报道. 该患者既往无过敏史, 特殊之处在于为

原位肝移植术后患者, 而肝移植术后用药有很

多特殊之处, 可供参考的资料不多. 上述症状出

现前明确的两个诱因为搬动和利福平局部用药, 
从临床表现及各项检查可以除外急性肺栓塞, 
而主要考虑药物过敏所致, 且对症治疗有效. 氧
分压降低的病理基础在于: (1)肝硬化及乙肝病

毒所致的心肌损害, 虽然平静状态下心功能正

常, 大的创伤、特别是心肌氧耗明显增加后出
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现心功能不全的表现, 导致肺淤血; (2)病程长,, 
术前可能存在肝肺综合症; (3)肝硬化水钠储留; 
(4)手术前后多次输血、血浆制品以及麻醉所致

的肺损伤; (5)右上腹手术膈肌刺激后的右侧胸

腔积液, 影响呼吸功能; (6)除外急性肺栓塞、气

道梗阻、支气管痉挛等通气/血流比例失调所致

的低氧, 而主要考虑心源性因素即心率快、肺血、肺血肺血

多、氧弥散障碍所致. 因此与处理一般过敏性休、氧弥散障碍所致. 因此与处理一般过敏性休氧弥散障碍所致. 因此与处理一般过敏性休

克或急性肺水肿的强心、利尿、扩血管不同之

处在于, 肝移植术后常见高动力循环即高排低阻

的病理生理改变, 因此既要减轻肺淤血, 同时要

维持外周血管张力, 在维持正常血压的前提下, 
给予利尿剂以及小剂量应用吗啡镇痛镇静、扩

张血管减轻心脏负担、缓解喘息, 同时控制心室

率如降体温, 应用洋地黄, 抗过敏治疗等, 尽快纠

正低氧血症对移植肝功能的恢复至关重要.. 

3      参考文献
1 陈科, 刘春涛, 杨自明. 利福平、异烟肼过敏性皮炎脱

敏疗法17例报告. 宁夏医学杂志  2002; 24: 358
2 许俊福, 苏海涛. 利福平过敏致急性肾功能衰竭9例临

床分析. 中国现代医学杂志  2002; 12: 94

             电编  张敏  编辑  潘伯荣
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■同行评��
本文病例较典型, 
对利福平用药及
肝移植术后处理
具有一定指导意
义 ,  而 且 内 容 简
要, 叙述清楚, 结
论合理, 有一定临
床指导意义.
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                 第十一届全国胰腺外科学术研讨会征文

本刊讯   中华医学会外科学分会胰腺外科学组定于2006-09-08/11在西部高原城市青海省西宁市举行第十一届

全国胰腺外科学术研讨会, 届时将邀请全国普外科百位知名专家到会就胰腺癌和急性胰腺炎的诊治规范进行

专题讨论, 欢迎全国普外科同仁参加此次研讨会,共同商定我国胰腺癌和急性胰腺炎的诊治规范.

投稿及联系事项: 北京协和医院基本外科, 李丽君. 截稿日期2006-06-30. 通信地址: 北京市东城区王府井

大街帅府园1号, 邮编: 100730. 联系电话: 010-65296021, 010-65296016; 传真: 010-65296021 (世界胃肠病学杂

志社 2006-05-18)
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世界华人消化杂志投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 
大16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 
邮发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 
世界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消

化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外

科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608种中国科技论

文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 28种期刊

的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为

1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的

第14位, 内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界

华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比

0.30, 地区分布数28, 基金论文比0.43, 国际论文

比0.01. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(国家科技
部, 2003年)和中
文核心期刊要目
总览(北京大学图
书馆, 2004年版)
收录的学术期刊. 
世界胃肠病学杂
志社, 100023, 北
京市2345信箱郎
辛庄北路58号院
怡寿园1066号, 电
话: 010-85381901  
E m a i l :  w c j d @
wjgnet.com http://
www.wjgnet.com.

N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000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 
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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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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
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次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
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4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 

投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 
录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂
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