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摘要
肝硬化的最基础治疗措施, 应是抗肝纤维化. 
我国已有数个经SFDA批准上市的抗肝纤维
化中药制剂用于临床. 应用中医药开展抗肝纤
维化治疗, 能使我国肝病研究在国际学术界
独树一帜. 在抗肝纤维化的临床实践中, 我们
面临的问题: 什么时候开始治疗肝纤维化为
宜？抗肝纤维化疗程应多长？病因去除后肝
纤维化是否还会进展？转氨酶正常的带病毒
者是否需要抗肝纤维化治疗？抗肝纤维化与
其他疗法的关系？本文围绕这些问题加以述
评, 认为肝纤维化治疗愈早愈好, 需长期坚持; 
肝纤维化可不受病因影响, 主动进展; 转氨酶
正常的带病毒者要注意治疗肝纤维化; 抗病
毒治疗联合抗肝纤维化治疗可提高疗效.
 
关键词�� 肝纤维化; 肝硬化; 抗病毒; 治疗
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0  引言

据统计, 我国仅慢性乙型肝炎患者就达2000万
人, 他们中有相当一部分人伴有肝纤维化. 如未

接受正确治疗, 20%以上的慢性乙型肝炎患者可

发展为肝硬化患者. 这些患者病情多缠绵反复, 
预后多较差. 如何治疗这类患者, 是世界性难题. 
Roberts et al回顾分析了1968年至1999年英国牛

津地区8192名住院肝硬化患者的死亡情况, 发
现肝硬化患者在住院后1 a内的死亡率为34%, 
在30 a内这一死亡率保持不变, 是该地区总人口

死亡率的16.5倍. Gluud以“肝硬化死亡率: 35 a
未变”为题撰文, 对此令人沮丧的结果加以评

论. 他指出: 我们已应用了许多新的干预措施希

望能降低死亡率. 这些措施在当时都已被推荐, 
如肝移植、内镜治疗静脉曲张出血、用b-阻滞

剂预防静脉曲张出血和再出血、给予针对乙肝

或丙肝的抗病毒药物, 以及预防和治疗肝硬化

并发症的抗生素, 但是为什么事与愿违呢？他

认为有3种主要的原因: (1)错误的发现、有关干

预有效性的观念被误导和使用干预措施不正确. 
错误的发现包括: ①患者掺和, 如肝硬化门诊患

者每年以2%的速率增加, 其中因病情严重者入

院增加的死亡人数, 抵消了治疗措施改进后的

死亡率下降的幅度; 30 a前很少有“非酒精性脂

肪性肝炎”和“非酒精性肝纤维化和肝硬化”

的诊断, 而现在这些疾病已成趋势, 这部分病情

不严重的患者从酒精性肝硬化中划出也可造成

影响; ②抽样错误;  ③统计上的Ⅱ类错误的影

响等. (2)上述被认为有效的干预措施实际上并

不能有效降低肝硬化的死亡率. (3)医生应用的

一些干预措施的疗效尚未得到循证医学的证实. 
Gluud建议开展广泛合作, 研究新的治疗方法以

提高肝硬化的疗效[1].
肝硬化的最基础治疗措施, 应落实到抗肝

纤维化上. 抑制、阻断或逆转肝纤维化, 可使肝

硬化进展延缓、停止发展甚至有所减轻[2]. 近
20 a来, 发达国家对肝纤维化和肝硬化的发病

机制研究很深, 但在肝纤维化的治疗方面成果

不多. 2005年, 中国中西医结合学会肝病分会在

上海主办了“首届国际中西医结合肝病学术会

议”, 当今国际知名肝纤维化研究学者Scott L. 
Friedman教授在特邀报告中指出:“对肝纤维化

基本机制深入了解, 使有效抗肝纤维化治疗实

际可行. 肝星状细胞活化的发现提供了1种重要

的网络以确定抗肝纤维化疗法的作用点. 这些

疗法包括: ①治疗原发病以预防损伤; ②减轻炎

症或宿主的反应以避免刺激肝星状细胞活化; 
③直接下调星状细胞的活化; ④抵消星状细胞

www.wjgnet.com

■背景资料
各种慢性肝病都
伴有肝纤维化的
病理改变, 因此抗
肝纤维化是治疗
慢性肝病的重要
方面. 近30 a来的
研究已改变了以
往认为肝纤维化
不可逆转的观点, 
“肝纤维化经过
适当的治疗可以
减轻或治愈”已
得到共识. 近年来
有关肝硬化是不
治之症的观点也
受到挑战, 愈来愈
多的证据显示肝
硬化经过治疗也
是可以逆转的. 科
技先进国家相关
基础研究深入, 但
是临床药物的研
发尚处于实验室
阶段. 我国发掘祖
国医学宝库, 已有
数个中药制剂经
SFDA批准作为新
药在临床用于治
疗肝纤维化, 已证
实具有相当的疗
效. 开创临床肝纤
维化治疗新纪元
的重任已历史性
地落在我国肝病
工作者的肩上, 我
们应当利用这一
优势, 在实践中解
答前人无法解决
的临床难题.

 wcjd@wjgnet.com 
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的增殖、形成纤维、收缩和/或对炎症的反应;  
⑤刺激星状细胞的凋亡; ⑥由刺激细胞产生基

质金属蛋白酶、下调基质金属蛋白酶抑制物或

直接给予金属基质蛋白酶以增加细胞外基质的

降解[3]. 但是在2005年召开的第56届美国肝病年

会上, 仍缺乏令人振奋的治疗肝纤维化和肝硬

化的临床研究报告. Friedman在美国年会期间的

1次晨会中指出, 抗肝纤维化的生物制剂如可溶

性TGF-b1受体因半衰期短而无法应用于临床, 
基因疗法在最近的20-30 a内应用于临床的可能

性也不大. 因而笔者预计西方国家肝硬化的死

亡率在未来数年仍将维持在较高水平. Friedman
指出: 逆转肝纤维化的前景现在已引起了巨大

的兴趣, 基础科学的发展正在转化为新的有希

望的抗肝纤维化疗法. 在未来25 a里, 治疗肝硬

化的梦想将变为现实[4]. 开创临床肝纤维化治疗

新纪元的重任已历史地落在我国肝病工作者的

肩上. 我国已有数个经SFDA批准上市的抗肝纤

维化中药制剂可用于临床, 已证实具有相当的

疗效. 我们应当利用我国在国际肝病领域仅有

的这点“优势”, 在肝纤维化和肝硬化临床治

疗上独树一帜, 在国际讲坛上争得一席之地. 在
抗肝纤维化的临床实践中, 我们面临这些问题: 
什么时候开始治疗肝纤维化为宜? 抗肝纤维化

疗程应多长? 病因去除后肝纤维化是否还会进

展? 转氨酶正常的带病毒者是否需要抗肝纤维

化治疗？抗肝纤维化与其他疗法的关系? 

1  肝纤维化治疗愈早愈好, 需长期坚持

Friedman教授在上海会议指出,“不仅肝纤维

化是可逆的, 肝硬化的可逆问题也逐渐明晰起

来. 丙肝、乙肝、丁肝和酒精性肝病所致肝硬

化的可逆性现已被很好地证明了”[3]. 由此可

见, 在可逆的肝纤维化阶段给予适当的抗肝纤

维化治疗, 可以取得较好的疗效. 即使患者已是

肝硬化了, 仍然有逆转的可能性存在, 仍应积极

地抗肝纤维化治疗. 最近, Friedman撰文, 建议

用“regression”表示“逆转”肝纤维化或肝硬

化, 其定义是纤维化的程度较前减轻, 而不必对

逆转的幅度量化或要求组织学完全恢复到正常. 
相应的临床重要概念是达到纤维化稳定或面对

持续的肝损伤不再进展[4]. 笔者认为, 理性的肝

纤维化治疗的目标应该由最高目标和最低目标

两部分组成: 肝纤维化阶段的最高目标是完全

逆转肝纤维化, 最低目标是阻断或延缓肝纤维

化进展; 肝硬化阶段的最高治疗目标是阻断肝
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纤维化进展, 最低目标是延缓肝纤维化进展. 因
此我们应当争取尽早干预肝纤维化的形成, 以其

实现治疗的最高目标. 
从生化角度分析, 纤维组织中的主要成分胶

原蛋白一旦“共价交联”, 结构将变得相当稳

定, 不易被基质金属蛋白酶所降解, 因此胶原蛋

白的共价交联是阻碍肝硬化逆转的重要因素[5]. 
我们现有的抗肝纤维化中药制剂, 其主要机制可

能主要在于通过抑制肝星状细胞的活化从而抑

制细胞外基质的合成分泌, 以及通过提高金属

基质蛋白酶活性从而促进细胞外基质的降解[6-9]. 
在有效针对胶原蛋白共价交联的抗肝纤维化治

法方药问世以前, 我们只能“设卡”在胶原蛋白

共价交联之前, 以防止细胞外基质在肝脏沉积, 
所以肝纤维化治疗宜早. 研究发现这种共价交联

与肝星状细胞的活化密切相关, 而肝星状细胞在

肝病时是不断活化的(见下文), 因此在找到有明

确的促进活化肝星状细胞凋亡的治疗方法以前, 
肝纤维化需要长期不松懈的连续治疗. 

2  肝纤维化可不受病因影响, 主动进展

有人认为只要失去病因的刺激, 例如清除病毒

或戒酒, 肝纤维化就不会再发展甚至可能逆转, 
因此不必特意抗肝纤维化. 我认为这种认识上

的误区来源于对肝纤维化形成机制缺乏足够了

解. 10多年前我们就知道, 肝星状细胞的活化主

要有2条途径: 由病因刺激损伤的肝细胞以及枯

否细胞和内皮细胞等能合成分泌一些细胞因子, 
激活肝星状细胞, 这称为旁分泌途径;  而肝星状

细胞活化后也能合成分泌相同的细胞因子, 自
我进一步激活, 此谓自分泌途径[10]. 这一认识至

今仍被认可[11]. 自分泌途径一旦开放, 意味着即

使没有病因的进一步刺激, 肝纤维化也可能主

动进展. 因此病因治疗和原发病的治疗不能代

替抗肝纤维化治疗. 在参加56届美国肝病年会

期间, 我曾与Friedman教授专门探讨了这一问

题, 他完全同意我的看法, 并指出如果不能完全

消除病因, 例如不能彻底清除乙肝病毒, 那么少

量残存病毒通过刺激免疫系统损伤肝细胞后, 
仍然可以刺激肝纤维化的形成.

3  转氨酶正常的带病毒者要注意治疗肝纤维化

对慢性HBV携带者, 如肝炎病变不明显或未作

肝组织学检查, 国内外各种《抗乙肝病毒用药指

南》都建议暂不进行治疗. 对非活动性HBsAg携
带者, 各《指南》也都认为一般不需治疗[12]. 需
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■研发前沿
科技发达国家对
肝纤维化的机理
研究已深入到分
子生物学水平. 围
绕调控肝星状细
胞的活化和凋亡, 
研发基因疗法和
生物疗法抗肝纤
维化, 是国际肝病
研究领域的热点
之一. 我国近几年
开发中医药抗肝
纤维化的制剂比
较热烈, 我们应当
利用中医药的优
势, 将临床抗肝纤
维化治疗的研究
作为我国肝病研
究的前沿, 以此开
创具有我国特点
的研究热点. Scott 
Friedman 提出当
务之急要解决2个
问题：一是发展
更好的诊断方法
以帮助确定肝纤
维化的疗效、明
确临床试验的终
点; 二是需要建立
1种能使任何慢性
肝病肝纤维化病
理停止发展甚至
逆转的抗肝纤维
化疗法. 我国抗肝
纤维化已进入临
床实用阶段, 一些
问题如哪些患者
是抗肝纤维化治
疗的适宜对象?何
时开始抗肝纤维
化治疗为宜? 疗程
应多长? 肝硬化患
者是否也需抗肝
纤维化治疗? 都亟
待在临床实践中
寻找答案, 得到验
证.



要明确的是, 这里所称的“治疗”是特指“抗

乙肝病毒治疗”. 对这类人员不作抗乙肝病毒

治疗的理由是疗效不好. Yalcin et al曾对转氨酶

为正常水平的13个HBeAg阳性慢乙肝患者[男
7女6, 平均年龄23.3±5.8岁, 平均ALT活性为

450 nkat/L(350-667 nkat/L)(原文27 IU/L, 21-40 
IU/L), 平均HBV DNA为4116 ng/L(2885-6628 
ng/L)]给予了3 mo疗程的拉米夫定治疗, 并与

33例不接受治疗的患者[男18女15, 平均年龄 
24.8-6.9岁, 平均ALT活性为500 nkat/L(317-650 
nkat/L)(原文30 IU/L,19-39 IU/L), 平均 HBV 
DNA为4094 ng/L (782-7387 ng/L)]相对照. 观察

到拉米夫定在降低HBV DNA到不可检测的水

平、HBeAg/anti-HBe血清转换以及降低转氨酶

活性等方面都没有明显的作用. 治疗开始后第

12 mo的HBV DNA和ALT与治疗前的差值在2
组间无差异. 治疗组无1例发生HBeAg血清转换

和由HBsAg阳性转换为抗-HBs阳性[13]. 
假如以转氨酶活性在正常范围内来判断肝

炎是“非活动性”, 可能会得出错误的结论. 韩
国保险公司曾对94 533例男性和47 522例女性

作了为期8 a的随访, 研究正常范围的血清转氨

酶浓度与肝病死亡率之间的关系. 他们根据死

亡证明获得肝脏疾病死亡率, 发现转氨酶浓度

与肝脏疾病的死亡率有正相关, 甚至在正常范

围内(583-667 nkat/L)(原文35-40 IU/L)也是如

此. 与浓度<333 nkat/L(原文<20 IU/L)相比, 谷
草转氨酶的浓度为333-483 nkat/L(原文20-29 
IU/L)和500-650 nkat/L(原文30-39 IU/L)时, 调
整后的相对危险性分别为男性为2.5(95%可信

区间2.0-3.0)和8.0(6.6-9.8), 女性为3.3(1.7-6.4)和
18.2(8.1-40.4). 谷丙转氨酶相应的危险性分别为

男性2.9(2.4-3.5)和9.5(7.9-11.5), 女性3.8(1.9-7.7)
和6.6(1.5-25.6). 作者提出谷草转氨酶和谷丙

转氨酶预测男性肝脏疾病的最佳临界点分别

为517 nkat/L及500 nkat/L(原文31 IU/L及30 
IU/L). 结论是: 对于转氨酶活性轻度升高但仍

在正常范围者, 应密切观察并进一步进行肝脏

疾病的检查[14]. 如对这类人群作肝穿刺检查, 可
以发现肝脏有哪些病理改变呢? 广州第八人民

医院杨湛 et al对112例转氨酶在正常范围内的

慢性HBsAg携带者进行了肝活检, 结果显示肝

组织学有病理改变者占89.3%(100/112). 其中炎

症改变分布G1 68.8%(77/112), G2 16.1%(18/112), 
G3 3.6%(4/112) , G4 0.9%(1/112); 纤维化程度

徐列明. 重视肝纤维化的治疗                                                                                                                                          1651

分布S0 17.9%(20/112), S1 41.1%(46/112), S2 
25.9%(29/112), S3 3.6%(4/112), S4 0.9%(1/112). 
肝组织炎症程度与同期HBeAg及HBV DNA定

量水平无关; 肝组织纤维化程度与HBV DNA定

量水平也无关; S2期中以HBeAg(-)患者所占比例

为多(P <0.01), 且外周血中HA、 PⅢP有明显升

高(P <0.05, P <0.01)[15]. 这项非常有价值的研究提

示我们, 那些无症状且肝功能也正常的乙肝带

病毒者的肝脏实际大多有炎症存在, 很可能已

经有肝纤维化了. 如果不给予任何治疗, 任其发

展, 若干年后无纤维化者可能出现肝纤维化, 已
有肝纤维化者可发展为肝硬化. Colletta et al的
研究给了我们这方面更多的证据, 他们对40例
未经治疗的HCV-RNA阳性患者作了2次肝穿刺

检查, 前后平均间隔78.5 mo, 观察期间受试者

的ALT浓度从未超过正常值上限的1.2倍. 他们

观察到在第1次肝穿刺时, 仅有1例(2.5%)有明显

的肝纤维化(≥ F2), 而在第2次肝穿刺时, 这个数

字增加到14例(35％)[16]. 最近1份来自意大利的

报告提供了以下资料: 他们在为期10 a的研究和

观察中, 共收集了207例 (平均年龄49.7±11.6岁)
抗HCV阳性同时ALT在正常水平(<500 nkat/L , 原
文<30 IU/L)的资料. 其中189例在研究初期HCV 
RNA阳性, 到观察期末有25例转为阴性, 平均病

毒载量1 320 500 kU/L, 101(48.8%)例的ALT持
续正常, 106例(51.2%)的ALT不时升高到(2-3)×
UNL. 肝脏病理组织学显示: 1.4%的患者无损伤, 
轻微改变占24.2%, 慢性中等度肝炎为40.6%, 伴
或不伴有肝硬化的严重肝炎为33.8%. 5 a后在

101例ALT正常者中, 有5例的ALT升高, 72/96患
者直至第2次肝穿刺ALT都持续正常. 尽管没有

生化指标的异常, 在HCV阳性而ALT持续正常者

中有20.8%显示明显的纤维化. 因此报告提出, 确
认ALT正常的病毒携带者需要长达5 a的连续观

察; 以血清HCV RNA或ALT水平来预测肝纤维

化的活动度及程度都不可信[17]. 我们平时在临床

上经常遇到一些患者, 称数年前感染了乙肝病

毒, 但转氨酶活性一直在正常范围之内, 因医生

告知不需治疗而未予重视, 结果拖成了肝硬化. 
笔者非常赞成最近发布的《慢性乙型肝炎防治

指南》[18]的建议,“对慢性HBV携带者, 应动员

其作肝组织学检查. ”如病理发现有炎症和纤

维化, 不论是否抗病毒治疗, 都要抗肝纤维化治

疗, 其理由来自于我国著名肝脏病理学家胡锡

琪教授的病理观察, 他对慢乙肝患者治疗前后
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■相关报道
Friedman和Bansal
为 H e p a t o l o g y
创 刊 2 5 周 年 撰
写的Reversal of 
hepatic fibrosis-
fact or fantasy? 
( H e p a t o l o g y 
2006;43, Suppl 1:
S82-88), 对过去
25 a肝病研究领
域特别是肝纤维
化研究领域所取
得的成就作了精
辟 的 总 结 ,  提 出
不但肝纤维化是
可 逆 的 ,  肝 硬 化
也 是 可 以 逆 转
的 .  他 们 建 议 用
“regression”表
示“逆转”肝纤
维化或肝硬化, 其
定义是纤维化的
程度较前减轻, 而
不必对逆转的幅
度量化或要求组
织学完全恢复到
正常. 相应的临床
重要概念是达到
纤维化稳定或面
对持续的肝损伤
不再进展. 认为逆
转肝纤维化的前
景现在已引起了
肝病学者巨大的
兴趣, 基础科学的
发展正在转化为
新的有希望的抗
肝纤维化疗法. 他
们乐观地预计, 在
未来25 a里, 治疗
肝硬化的梦想将
变为现实.
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2次肝穿刺标本的对比观察, 得出的结论是慢性

肝炎不伴纤维化, 炎症易吸收消失; 慢性肝炎伴

纤维化, 炎症难以吸收消失[19]. 如果患者血清转

氨酶活性虽在正常范围但接近正常值的上限达

1年以上, 又不愿作肝穿刺检查, 根据前述韩国

保险公司和广州八院提供的数据, 估计会有肝

脏炎症和肝纤维化, 因此建议要及时保肝抗肝

纤维化治疗.

4  肝窦毛细血管化阻碍了药效的发挥和肝细胞

的修复

胡教授提出“慢性肝炎伴纤维化, 炎症难以吸

收消失”的观点是很有道理的. Shindo et al [20]

在抗病毒治疗慢性乙型肝炎时也发现, 在肝纤

维化存在的情况下, 干扰素的药效发挥受限, 拉
米夫定的疗效虽不受影响, 但是肝纤维化进展

快速的患者服拉米夫丁后YMDD变异很快就会

出现. 这种现象可能与肝纤维化时的一个重要

病理特点-“肝窦毛细血管化”有关[21-23]. 正常

肝窦内皮细胞胞体富有窗孔, 细胞间连接也很

松散留有孔隙, 肝窦内皮面向狄氏间隙侧覆盖

着1层充满筛孔的功能性基底膜. 这些孔隙结构

允许血液中的一些成分通过, 进入狄氏间隙, 与
肝细胞进行物质交换. 肝脏受损后, 肝窦内皮细

胞肿胀、窗孔消失、细胞连接紧密, 活化的肝

星状细胞合成分泌Ⅰ型胶原、形成致密的基底

膜, 使肝窦变成毛细血管样的结构. 此种病理变

化, 影响了肝窦对肝细胞的血液供应, 从而使肝

细胞与肝窦之间的物质交换发生障碍[24]. 通过

抗肝纤维化, 可以抑制甚至逆转“肝窦毛细血

管化”[25], 改善肝脏血液微循环, 改善肝细胞的

血液供应, 也能使吸收在血液中的抗病毒药物

和保肝降酶药物成分更多更好地与肝细胞接触, 
发挥药效. 而抗病毒有效的结果, 则是减轻肝内

的炎症, 减少肝细胞的损伤, 从而减少对肝星状

细胞的旁分泌激活. 抗病毒药物和抗纤维化药

物联合应用, 双管齐下, 既能提高抗病毒的疗效, 
也能增强抗肝纤维化的疗效. 我们已经积累了

相关疗效较好的病例资料. 
总之, 抗肝纤维化已进入我国临床实践, 我

们对这一疗法的认识将随着应用实践不断加

深并得到检验. Hans Popper教授的至理名言: 
“谁能阻止或延缓肝纤维化, 谁将能医治大多

数慢性肝病(Anyone who can stop or delay liver 
fibrosis would be able to cure most chronic liver 
diseases.)[26]”我们记忆犹新. 重视肝纤维化治

疗, 应用中医药开展抗肝纤维化治疗, 能使我国

肝病研究在国际学术界独树一帜, 可望降低肝

硬化患者的死亡率.
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■名词解释
肝窦毛细血管化: 
正常肝窦内皮细
胞胞体富有窗孔, 
细胞间连接也很
松散留有孔隙, 肝
窦内皮面向狄氏
间 隙 侧 覆 盖 着 1
层充满筛孔的功
能性基底膜. 这些
孔隙结构允许血
液中的一些成分
通过, 进入狄氏间
隙, 与肝细胞进行
物质交换. 肝脏受
损后, 肝窦内皮细
胞肿胀、窗孔消
失、细胞连接紧
密, 活化的肝星状
细胞合成分泌Ⅰ
型胶原、形成致
密的基底膜, 使肝
窦变成毛细血管
样的结构. 此种病
理变化, 影响了肝
窦对肝细胞的血
液供应, 从而使肝
细胞与肝窦之间
的物质交换发生
障碍.
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

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

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

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

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

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

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

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

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

投稿和报名参加. 

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

副主任积极投稿和报名参加.

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

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

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

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.
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RNA干扰体外抑制人食管鳞癌细胞Eca-109缺氧诱导因
子-1α的表达
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Abstract
AIM: To investigate inhibitory effect of hypoxia 
inducible factor-1α (HIF-1α) short hairpin RNA 
(shRNA) on the expression of HIF-1α in human 
esophageal squamous cancer cell line Eca-109, 
and to screen suitable interference targets in 
HIF-1α gene.

METHODS: Three pairs of oligonucleotides tar-
geting HIF-1α were cloned into linearized PGCsi 
eukaryotic expression vector after annealing. 
The recombinant plasmids were identified by se-
quencing. Human esophageal squamous cancer 
cells Eca-109 and embryonic kidney cells 293T 
were transfected with the recombinant plasmids, 
respectively. Fluorescence microscopy was used 

to observe the effect of RNA interference and 
evaluate the efficacy of transfection. The tran-
scription of HIF-1α gene and the expression of 
HIF-1α protein were determined by real-time 
quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot, re-
spectively..

RESULTS: DNA sequencing showed that three 
recombinant plasmids (pGCsi-HIF 1, 2, 3) were 
successfully constructed. The mean efficacy of 
transfection was 85.4% in 293T cells, and it was 
73.2% in Eca-109 cells. The transcription of HIF-
1α gene and the expression of HIF-1α protein 
were down-regulated by RNA interference. The 
pGCsi-HIF 2 and pGCsi-HIF 3 showed higher 
interfering efficiency than pGCsi-HIF 1. The 
inhibition rates of pGCsi-HIF 2 and pGCsi-HIF 
3 were 78.5% and 86.9% (P = 0.000, P = 0.000 vs 
control group) in 293T cells 72 h after transient 
transfection, respectively. The inhibition rate of 
pGCsi-HIF 3 was also 69.7% (P = 0.000 vs control 
group) in Eca-109 cells after screening for 2 wk.

CONCLUSION: The recombinant plasmid pGC-
si-shHIF can effectively suppress the expression 
of HIF-1α in esophageal squamous cancer cells 
Eca-109, and the efficient interfering targets in 
HIF-1α gene are screened out.

Key Words: Esophageal squamous cancer; Hypoxia 
inducible factor-1α; RNA interference; Short hairpin 
RNA

Xiao B, Shi RH, Du YP, Zhu H, Ling TS, Zhang GX, Lin Y, 
Hao B. RNA interference inhibits expression of hypoxia 
inducible factor-1α in human esophageal squamous 
cancer cell line Eca-109 in vitro. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(17):1654-1661

摘要
目的: 观察缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible 
factor-1α, HIF-1α)短发夹状RNA(short hairpin 
RNA, shRNA)对人食管鳞癌细胞系Eca-109中
HIF-1α基因的沉默效应, 筛选有效干扰靶点. 

®

■背景资料
H I F - 1 α 与 肿 瘤
的增殖、血管生
成、代谢、侵袭
转移等多种生物
学行为有关, 多种
肿瘤组织中存在
HIF-1α的高表达, 
现已成为肿瘤诊
断、基因治疗研
究的热点之一. 但
通过分子生物学
手段在食管鳞癌
中研究HIF-1α功
能的研究尚不多
见.
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方法: 设计合成干扰缺氧诱导因子-1α RNA
寡核苷酸片段, 经退火、连接等步骤克隆至
线性化的PGCsi真核表达载体上, 测序鉴定. 
应用LipofectamineTM 2000将该质粒分别转
染Eca-109细胞和293T细胞, 其中Eca-109抗
性细胞又经2-4 wk的G418筛选. 荧光显微镜
评估转染效率, 荧光定量RT-PCR检测HIF-1α 
mRNA表达情况, Western blot检测HIF-1α蛋白
表达情况. 

结果: 成功构建了3个靶点的重组质粒pGCsi-
H1-shHIF, 293T细胞平均转染效率为约85.4%, 
Eca-109细胞的平均转染效率约73.2%. 荧光定
量RT-PCR和Western blot显示瞬时转染这3种
重组质粒的293T细胞和筛选2 wk的Eca-109
细胞HIF-1α mRNA和蛋白表达均较对照组
有不同程度的下降, 其中2号和3号靶点的干
扰效应尤为明显. 在瞬时转染72 h后的293T
细胞中, 其抑制率分别达到了78.5%、86.9% 
(P  = 0.000, P  = 0.000 vs  72 h空白对照组), 筛
选2 wk的Eca-109细胞中, 3号靶点对HIF-1α 
mRNA的抑制率也达到了69.7% (P  = 0.000 vs  
2 wk空白对照组).

结论: 重组质粒pGCsi-shHIF能有效抑制食管
鳞癌细胞Eca-109中HIF-1α基因的表达, 经不
同细胞中的瞬时和稳定转染筛选出了有效干
扰靶位.

关键词�� 食管鳞癌; 缺氧诱导因子-1α; RNA干扰; 短

发夹状RNA

肖斌, 施瑞华, 杜琰萍, 朱宏, 凌亭生, 张国新, 林艳, 郝波. RNA

干扰体外抑制人食管鳞癌细胞Eca-109缺氧诱导因子-1α的表
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0  引言

缺氧诱导因子-1(hypoxia inducible factor-1, 
HIF-1)是在哺乳动物体内广泛分布的核蛋白, 是
目前公认的在细胞缺氧自适应调节过程中重

要的转录因子之一. HIF-1属于bHLH-PAS(basic 
helix-loop-helix-Per/ARNT/Sim)转录因子家族, 
是由α亚基和b亚基组成的异二聚体, 其中HIF-
1α的表达与缺氧有关, 是调控下游转录的活性

亚基, 其表达随细胞内氧浓度的下降而增加. 对
缺氧的耐受是肿瘤细胞能够在实体瘤组织中存

活和快速增殖的基础, 在多种肿瘤组织中检出

了HIF-1α的过表达[1], 进一步研究发现, HIF-1α
还与肿瘤血管生成、能量代谢、离子和儿茶

酚胺代谢、肿瘤细胞凋亡、侵袭转移和耐药性

的产生有关[2-3]. HIF-1α在核内与HIF-1b结合形

成异二聚体, 通过与下游靶基因上含共有序列

5'-RCGTG-3'的缺氧反应元件(hypoxia response 
element, HRE)结合, 促进靶基因如血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)、
血红素加氧酶(hemeoxygenase 1, HO-1)、诱导

型NO合酶(iducible nitricoxide synthase, iNOS)、
转铁蛋白及其受体、胰岛素样生长因子Ⅱ

(insulin-like growthing factor Ⅱ, IGF-Ⅱ)及多种

糖酵解相关酶等基因的转录, 从而启动一系列的

代偿反应, 使肿瘤细胞在缺血缺氧的恶劣环境下

存活并保持旺盛的增殖活力. 目前HIF-1α的研

究已应用到肿瘤的诊断、预后评估和基因靶向

治疗等方面. 我们通过构建针对HIF-1α mRNA
的s h R N A真核表达载体并转染人食管鳞癌细

胞Eca-109和胚肾细胞293T, 以RNA干扰手段

抑制HIF-1α的表达, 经实时荧光定量RT-PCR和
Western blot分别在核酸和蛋白水平上验证干扰

效率, 从而筛选出针对HIF-1α mRNA的有效靶

位, 为进一步研究HIF-1α在食管鳞癌发生、发

展过程中的作用以及在肿瘤基因治疗中的应用

打下基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 pGCsi-H1-GFP环形质粒(上海吉凯公

司)为携带cGFP报道基因并不干扰任何内源基

因的短发夹状R N A载体, 同时携有H1启动子

及氨苄、新霉素抗性. 人食管鳞癌细胞Eca-109
及胚肾细胞293T购自中科院上海细胞所 ,  细
胞培养液为含100 mL/L胎牛血清的DMEM培

养液. 胎牛血清及DMEM均为Hyclone公司产

品, 感受态大肠杆菌DH5α由本实验室保种. 限
制性内切酶Bam H Ⅰ、Hin d Ⅲ和T4 DNA连接

酶为Fermantas公司产品, 脂质体细胞转染试剂

LipofectamineTM 2000购自Invitrogen公司, 质粒

抽提纯化试剂盒(3SHL Spin Column Plasmid 
Maxi-Prep Kit V4)购自上海申能博彩生物科技有

限公司, 小鼠HIF-1α mAb为Chemicon公司产品

(MAB5382), HRP标记羊抗鼠二抗为Rockland公
司产品, 鼠抗人的Tubulin-α mAb为Sigma公司产

品, PVDF膜购自Roche公司, BCA蛋白定量试剂

盒、化学发光试剂盒均购自Pierce公司, 总RNA
抽提试剂Tri-Blue购自上海申能博彩生物科技

有限公司, RNA逆转录试剂盒(#K1622)、Taq酶
(#EP 0404)、10 mmol/L dNTP Mix (#R0191)均

■研发前沿
RNA干扰是近年
来兴起的高效、

高特异性基因沉
默技术, 该技术广
泛应用于基因功
能研究. 目前食管
鳞癌中的干扰报
道不多.
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为Fermentas公司产品, SYBR Green Ⅰ购自上海

捷瑞生物工程有限公司(RS0975). 相差倒置荧光

显微镜为Carl Zeiss公司产品, 荧光实时定量PCR
仪(RG-3000)为Corbett Research公司产品, 蛋白

电泳及转膜系统为Bio-Rad公司产品.
1.2 方法 

1.2.1 H I F-1α s h R N A表达载体的构建、扩

增与纯化 根据人HIF-1α基因序列(GenBank 
No. NM001530)设计合成3对HIF-1α-s iRNA
寡核苷酸片段 ,  序列分别为 :  1号靶正义链 : 
5'-GATCCCGAGGAAGAACTATGAACATAA 
TTCAAGAGA  TTATGTTCATAGTTCTTCCTC 
TTTTTGGAT-3', 反义链: 5'-AGCTATCCA
A A A A G A G G A A G A A C TAT G A A C ATA A 
T C T C T T G A A  T TAT G T T C ATA G T T C T T
C C T C G G-3 ' ;  2号靶正义链 :  5 ' -G AT C C C 
G C A C A G G C C A C A T T C A C G T A T A 
T T C A A G A G A  T AT A C G T G A AT G T G
G C C T G T G C T T T T T G G AT- 3 ' ,  反义链 : 
5'-AGCTATCCAAAAAGCACAGGCCACA
TTCACGTATA TCTCTTGAA  TATACGTG
AATGTGGCCTGTGCGG-3'; 3号靶正义链: 
5'-GATCCC GACTGATGACCAGCAACTTGA 
TTCAAGAGA  TCAAGTTGCTGGTCATCAGTC 
TTTTTGGAT-3', 反义链: 5'-AGCTATCCA
A A A A G A C T G AT G A C C A G C A A C T T G A 
TCTCTTGAA  TCAAGTTGCTGGTCATCAGT
CGG-3'(斜体为LOOP). 每对寡核苷酸两端分别

带有Bam H Ⅰ和Hin d Ⅲ酶切位点. 将各1 μL的
正向和反向siRNA寡核苷酸片段与48 μL的退

火缓冲液混合; 混合物在90℃温育4 min, 70℃
温育10 min. 缓慢冷却退火的寡核苷酸片段至

10℃. 同时用Hin d Ⅲ和Bam H Ⅰ限制酶将1 μL
的pGCsi载体线性化. 将2 μL退火后的siRNA寡

核苷酸片段加到T4 DNA连接酶缓冲液中, 接着

再加1 μL pGCsi载体、5 μL DEPC水、1 μL T4 
DNA连接酶, 室温下温育过夜. 构建成的质粒

分别称为: pGCsi-HIF 1, pGCsi-HIF 2和pGCsi-
HIF 3. 常规方法将重组质粒及pGCsi空载体转

化入感受态宿主细胞DH5α, 细菌在含氨苄青霉

素的LB平板37℃培养过夜后挑单克隆, 接种至

LB培养基(10 g/L胰蛋白酶胨, 5 g/L酵母提取物, 
10 g/L氯化钠), 37℃振摇培养过夜, 次日按说明

书操作以试剂盒进行质粒纯化抽提, 测浓度后

保存于-20℃备用. 部分质粒送英骏公司测序. 
1.2.2 细胞转染、培养和观察 两种细胞各分5

组, 分别为0组空白对照组、1组转染pGCsi-HIF 
1质粒组、2组转染pGCsi-HIF 2质粒组、3组转

染pGCsi-HIF 3质粒组、4组转染空载体组. 转染

前一天取对数生长期的Eca-109细胞及293T细
胞2.5×105个接种于35 mm培养皿, 培养于不含

抗生素的DMEM培养液(含100 mL/L胎牛血清), 
次日观察细胞长至约90%聚合开始转染. 取质粒

4 μg, 脂质体LipofectamineTM 2000 10 μL稀释于

不含抗生素的DMEM, 室温孵育20 min后加入培

养皿, 培养于37℃培养箱, CO2浓度为50 mL/L. 6 h
后更换新鲜的含100 mL/L胎牛血清, 100 kU/L
青霉素, 100 mg/L链霉素的DMEM培养液. 其
后每2 d换液. 293T细胞做瞬时转染, 分别于48, 
72 h收集细胞, Eca-109细胞转染后24 h按1∶
9的比例传代, 48 h后开始用含800 mg/L G418
的选择性培养液进行筛选, 2 wk后挑取克隆在

400 mg/L G418培养液中继续传代培养2-4 wk, 
分别收集该时段细胞进行检测 .  细胞转染后

48 h在荧光显微镜下观察绿色荧光显色情况并

照相, 镜下分别计算10个40倍视野下发绿色荧

光的细胞占总细胞数的百分率作为细胞转染效

率的近似值. 
1.2.3 实时定量PCR 收集各组细胞, 采用一步法

提取细胞总RNA(Tri-blue), 随后取RNA 2.5 μg
按试剂盒说明书以小鼠M-MuLV逆转录酶进行

逆转录, 转录后的cDNA中取1个样品进行梯度

稀释作为绘制标准曲线的样本, 与其余样品同

时进行QPCR, 在25 μL体系中加入HIF-1α的

上、下游引物各0.12 μmol/L, Taq酶0.625 U, 
dNTP Mix 0.2 mmol/L, SYBR Green Ⅰ终浓度

为0.3×, 以b-act in作为内参照同时扩增, 每样

品均做复孔, 另有2管为不加模板的空白对照. 
94℃ 5 min预变性, 94℃ 20 s, 58℃ 20 s, 72℃ 
30 s, 80℃ 10 s读板, 扩增35个循环, 最后72℃
延伸10 min. 应用Rotor-Gene Real-Time Analysis 
Software 6.0软件分析数据得到CT值, 绘制标准

曲线并根据公式amount of target = 2-△△CT计算

得出相对样品模板量[4]. 所用引物以Primer-5软
件根据引物设计要求自行设计, 交由上海申能

博彩生物科技有限公司合成, HIF-1α上游引物: 
5'-GCA AGA CTT TCC TCA GTC GAC ACA-3', 
下游引物: 5'-GCA TCC TGT ACT GTC CTG 
TGG TGA-3'; b-actin上游引物: 5'-CCA GCC 
ATG TAC GTT GCT ATC-3', 下游引物: 5'-CAG 
GTC CAG ACGCAGGATGGC-3'. 扩增结束后

取PCR产物10 μL上样, 10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 

■相关报道
HIF-1α基因研究
微观上已进入亚
分 子 水 平 ( 参 考
文献[11-13]), 宏
观上在提高早期
肿瘤检出率、提
高对放、化疗、

光动力治疗敏感
性及肿瘤基因治
疗等方面均有积
极 的 尝 试 ( 参 考
文献[15-17]). 而
应用RNA干扰手
段进行基因治疗
的研究更是层出
不 穷 ( 参 考 文 献
[19-30]).
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EB染色, Tanon凝胶成像系统摄片并分析结果. 
1.2.4 Western blot 收细胞, 冰PBS洗2次, 加入细

胞裂解液[20 mmol/L Tris (pH 7.5), 4 mmol/L 
EDTA, 20 g/L SDS] 150 μL裂解细胞, 超声破碎

后12 000 r/min, 离心5 min, 取上清, 用BCA蛋白

定量试剂盒检测总蛋白浓度后, 以蛋白上样量

60 μg, 行稳流100 g/L SDS-PAGE电泳, 稳压冰

浴电转至PVDF膜, 50 g/L脱脂奶粉室温封闭1 h
后TBST洗膜, 加入鼠抗HIF-1α mAb(工作浓度1
∶400) 4℃孵育过夜. 次日TBST洗膜后再加HRP
标记的羊抗鼠二抗(工作浓度为1∶10 000)室温

孵育1 h, TBST洗膜. ECL化学发光法显影, 暗室

曝光. 以α-Tubulin(单抗工作浓度为1∶4000)为
内参照.

统计学处理 所得数据均以mean±SD表示, 
采用SPSS 11.0软件进行统计分析. 单因素方差

分析, LSD法检验各组与对照组间差异, P <0.05
认为两组数据存在显著性差异. 感光胶片条带

以Tanon Gis软件进行灰度值分析, 以目的条带

与内参照α-Tubulin条带的比值代表目的基因蛋

白的表达水平.

2  结果

2.1 pGCsi-HIF重组质粒 质粒抽提后送上海英骏

生物技术有限公司测序, 测序结果证实与设计

相符, 插入shRNA序列100%正确(测序结果略). 
2.2 细胞转染效率 转染后48 h于倒置荧光显微

镜下观察绿色荧光表达情况(图1), 按发绿色荧

光的细胞占总细胞数的百分率计算, 293T细胞

转染空载体及3个重组质粒的平均转染效率为

约85.4%, Eca-109细胞的平均转染效率约73.2%. 
2.3 HIF-1α mRNA表达 转染3种重组质粒的细

胞HIF-1α mRNA相对表达量均小于1, 认为3种
shRNA在2细胞中均发挥了不同程度的干扰作

用, 其中pGCsi-HIF 2和pGCsi-HIF 3的干扰效应

尤为明显, 在瞬时转染72 h后的293T细胞中, 抑
制率分别达到了78.5%, 86.9%(P均<0.01, fP = 
0.000, gP = 0.000 vs  72 h空白对照组, 图2A), 在
转染后经G418筛选2 wk的Eca-109细胞中, 质
粒pGCsi-HIF 3对HIF-1α mRNA的抑制率也达

到了69.7%(P <0.01, kP = 0.000 vs  2 wk空白对照

组, 图2B), 接近70%. 而在筛选4 wk的Eca-109细
胞中, HIF-1α mRNA的表达似乎有不同程度的

上升, 相对于同时间段的空白对照细胞而言, 3
种质粒的抑制率仅为29.3%, 33.0%, 40.4%(P均

<0.05, mP = 0.016, nP = 0.008, oP = 0.002 vs  4 wk

对照组, 图2B). 此外, 转染空载体的各组细胞

HIF-1α mRNA表达量均接近1, 与空白对照组

无显著性差异(dP = 0.525, hP = 0.412, iP = 0.372, 
pP = 0.848), 说明转染空载体细胞中未发生针对

HIF-1α mRNA的干扰效应. 
2.4 HIF-1α蛋白表达 在瞬时转染的293T细胞中

转染pGCsi-HIF 2, pGCsi-HIF 3两种质粒的实验

组蛋白表达量较空白对照均有不同程度的低减, 
其中转染后72 h的HIF-1α蛋白表达水平尤其低

下, 此外, 在经G418筛选的Eca-109细胞中, 转染

pGCsi-HIF 3质粒的细胞HIF-1α蛋白表达较空

白对照组也有一定程度的降低, 但这种抑制效

应不如瞬时转染的293T细胞中明显, 同时检测

的仅转染空质粒的对照组(4组)和空白对照组(0
组)相比HIF-1α蛋白表达未见明显差异(P >0.05, 
图3). 灰度扫描结果与上述结果相符合(图4). 这
说明重组载体pGCsi-HIF 2、pGCsi-HIF 3通过

RNA干扰有效抑制了HIF-1α蛋白的表达, 其中

pGCsi-HIF 3的干扰效应尤其强烈. 结果与荧光

实时定量PCR一致.

3  讨论

我国是食管癌的高发区, 死亡率居世界第一, 病
理类型中鳞癌占绝大多数, 约90%左右. 食管癌

确诊时往往已届晚期, 大多已无手术机会, 放化

疗对鳞癌的疗效甚差, 故而通常治疗困难, 预后

不佳. 因此, 研究发病机制、提高早期诊断率、

寻找新的治疗途径和预后判断标准就成为食管

癌防治研究的关键. 作为生长迅速的实体肿瘤, 
食管癌组织内常常存在缺氧微环境和代谢紊乱

状态, 在缺氧数小时内, 肿瘤细胞即可分泌大量

促血管生成因子如血管内皮生长因子(VEGF)
等, 从而使血管内皮细胞大量增殖, 肿瘤组织中

新生血管生成, 同时细胞内无氧代谢增加以使

其在恶劣环境下得以生存并保持增殖活性, 在
此过程中, 缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)发挥了重

要作用[5-6], 目前认为HIF-1α是调节VEGF转录最

重要的核转录因子之一[7]. 研究表明, HIF-1α在

人类大多数肿瘤的缺氧部位表达明显上调[8]. 不
仅如此, HIF-1α在细胞代谢、转录调控、凋亡

抑制、侵袭性和耐药性等肿瘤相关生物学行为

中都扮演着重要角色. 多种抑癌基因失活或原

癌基因激活也会诱导HIF-1α的高表达[9]. 在结构

上HIF-1α具有氧浓度依赖性功能域(ODD), 常
氧下该功能域与E3泛醌连接酶结合通过泛素-
蛋白酶体途径将HIF-1α迅速降解, 半衰期不到

■创新盘点
利用RNA干扰手
段研究食管鳞癌
中HIF-1α基因功
能 ,  抑制效应高 , 
特异性好, 该手段
将为食管癌相关
基因研究开辟广
阔前景.
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5 min[10], 而缺氧时, 细胞内脯氨酸羟化酶(prolyl 
hydroxylase domain, PHDs)受抑制, HIF-1α的泛

素降解途径受阻, HIF-1α在核内积聚, 同时缺氧

也可通过PI3K和MAPK途径将HIF-1α磷酸化, 
增加其稳定性, 从而使HIF-1α蛋白表达增加, 并
与b亚单位形成有活性的异二聚体HIF-1, 再与

下游靶基因上缺氧反应元件(HRE)结合, 调控下

游60余种靶基因转录, 最终启动各种生理病理

过程[11-13]. 在不同肿瘤组织中进行的研究表明, 

HIF-1α不仅在肿瘤的局部和转移灶中高表达, 
而且与肿瘤的良恶性、发生进展演进过程、侵

袭、转移能力及预后状况直接有关[1-2,14], 此外, 
在基因治疗方面, Koukourakis et al [15]在早期食

管癌中进行的研究发现HIF-1α在早期癌组织中

亦有明显升高, 高表达HIF-1α者完全缓解(CR)
率低, 同时这种升高与癌肿对光动力治疗的敏

感性呈正相关, Sun et al [16]通过反义HIF-1α的作

用完全而持久地消除了直径0.1 cm的肿瘤, 并诱

图 1 质粒转染48 h后荧光显微镜观察绿色荧光表达情况(×10). A: 293T细胞; B: Eca-109细胞; 1, 2, 3, 4: 转染pGCsi-HIF 1, 

pGCsi-HIF 2, pGCsi-HIF 3重组载体和空载体的细胞.

A1 A2

A3 A4

B1 B2

B3 B4

■应用要点
本研究构建了3种
针对HIF-1α基因
的质粒载体并验
证了其在食管鳞
癌细胞中对该基
因的抑制效应, 这
为进一步研究食
管鳞癌中HIF-1α
基因功能和以该
基因为靶点的基
因治疗提供了技
术平台.
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导了NK细胞依赖的杀瘤效应. 业已证明, 针对肿

瘤多种信号转导通路的抑癌剂大多间接抑制了

HIF-1的作用[17]. HIF-1α在肿瘤的病理过程中起

着“中心枢纽”和“最后通路”的作用, 进一

步研究HIF-1α在肿瘤细胞中的表达及其功能将

为其在肿瘤治疗、早期诊断和预后判断的应用

奠定基础[18]. 
R N A干扰是生物进化过程中基因组水平

上的免疫监控机制[19], 他作为一种特异性基因

沉默技术, 正越来越多地在反向遗传学研究、

细胞信号转导通路研究和某些疾病, 如病毒感

染、肿瘤及多种遗传相关性疾病的发病机制和

治疗学研究中发挥着重要作用. 相对于传统上

反义寡核苷酸和核酶等基因沉默手段来说, 由
于siRNA具有RNA双链结构和3'端双核苷酸悬

垂, 较难被核酶降解, 所以RNA干扰具有更好的

稳定性和更优越的抑制效果[20], 是高通量基因

功能研究的得力工具. 不仅如此, RNA干扰的研

究为疾病的基因治疗开拓了一个全新的途径, 
通过抑制过表达的致瘤基因、干扰细胞周期调

节蛋白E及其相关基因阻遏细胞分裂以及通过

抑制抗凋亡基因促进细胞凋亡可能对肿瘤的治

疗带来重大突破, 以RNA干扰抑制耐药基因及

多药耐药基因以改善肿瘤对化疗的反应性也有

利于肿瘤的治疗[21]. 此外, 也有利用RNA干扰手

段抑制肿瘤细胞的侵袭和转移的研究[22-24]. 体内

RNA干扰的难点在于如何将siRNA安全输入并

富集于有效部位, 在这方面有学者做了一些有

意义的尝试, Zhang et al [25]使用带有转铁蛋白受

体和胰岛素受体抗体的系统, 将针对表皮生长

因子受体(EGFR)的shRNA载体通过血脑屏障和

肿瘤细胞膜转入小鼠脑胶质细胞瘤中, 结果使

肿瘤中EGFR的表达明显下调, 干扰后进展期颅

内肿瘤小鼠的生存期较对照组延长了88%. 至
今已有多项针对肿瘤的干扰实验取得明显效

果, 如对胃癌、肝癌、白血病、淋巴瘤、口腔

癌、脑癌的基因治疗和逆转化疗敏感性的研

究[26-30], 但目前在食管鳞癌细胞中的干扰报道

图 2 2种细胞HIF-1α mRNA表达. A: 瞬时转染后293T细胞; 

B: 筛选后Eca-109细胞.

0    a1   a2  a3   a4  b1   b2   b3   b4

293T

Eca-109

HIF-1α

Tubulin-α

HIF-1α

Tubulin-α

0     c1  c2   c3   c4   d1  d2   d3   d4

图 3 2种细胞中HIF-1α蛋白表达. 0: 空白对照; 1, 2, 3, 4: 转

染pGCsi-HIF 1, pGCsi-HIF 2和pGCsi-HIF 3及空载体的细

胞组; a, b: 转染后48, 72 h的293T细胞; c, d: 筛选2, 4 wk的

Eca-109细胞.
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图 4 2种细胞HIF-1α蛋白表达灰度扫描经内参校正后的结

果. 1, 2, 3, 4: 转染pGCsi-HIF 1, pGCsi-HIF 2, pGCsi-HIF 3

重组载体和空载体的细胞. A: 瞬时转然后293T细胞HIF-1α; 

B: 筛选2-4 wk Eca-109细胞HIF-1α. 

■同行评��
该文采用RNA干
扰 技 术 ,  研 究 其
对食管鳞癌细胞 
Eca-109, HIF-1α
表达的抑制作用, 
为研究食管癌中
该基因的功能奠
定了基础, 选题新
颖 ,  方法学先进 , 
结果可信, 有较强
的科学性.
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尚少. 我们设计了3对HIF-1α-siRNA寡核苷酸片

段, 并通过分子克隆技术成功构建了质粒pGCsi-
HIF 1、pGCsi-HIF 2和pGCsi-HIF 3. 经脂质体

LipofectamineTM 2000转染入食管鳞癌细胞系

Eca-109挑克隆筛选稳定转染细胞, 同时选择转

染效率较高的胚肾细胞293T进行瞬时转染靶点

筛选. 研究结果显示, 3种shRNA在两细胞中均

发挥了不同程度的干扰作用, 其中pGCsi-HIF 2
和pGCsi-HIF 3对HIF-1α发生了明显抑制, HIF-
1α的表达量较空白对照组和转染空载体组的

差异有统计学意义, pGCsi-HIF 3差异尤为明显, 
在筛选2 wk的Eca-109细胞中也出现了这种差

异. 这表明2号、3号靶位可能是有效的, 而3号
靶位的干扰效率是这3个靶点当中最高的. 在筛

选4 wk的Eca-109细胞中对HIF-1α基因沉默效

应似乎出现了减弱的现象, 我们分析可能与挑

克隆的方法有关, 大平皿挑细胞团的方法得到

的并非纯合克隆, 其中部分虽带有抗生素抗性

基因而未敲除HIF-1α基因的细胞经较长时间的

培养呈现出生长优势, 影响了HIF-1α沉默细胞

的增殖, 导致总体水平上核酸和蛋白表达水平

的增加. 目前我们已另采用有限稀释法进行单

克隆化操作筛选稳定转染细胞株, 进一步对HIF-
1α基因在食管鳞癌发生、发展和基因治疗中

的作用进行研究. 我们构建的HIF1-α短发夹状

RNA表达载体在食管鳞癌细胞系Eca-109中特异

性地抑制了HIF1-α基因的表达, 这为今后深入

研究HIF1-α在食管鳞癌及其他肿瘤发病、进展

机制和基因治疗的探索打下了基础. 
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第十一届全国普通外科学术会议征文通知
本刊讯  中华普通外科杂志编辑部将于2006-07下旬在内蒙古呼和浩特市召开“第十一届全国普通外科学术会

议”. 本次会议将围绕普通外科手术并发症与外科再手术的主题就普通外科临床与基础研究、外科并发症、

以及外科再手术等问题进行研讨. 会议邀请国内外著名外科专家, 对热点问题做专题演讲, 参会代表进行学术

交流、经验介绍和开展讨论. 

1 征文内容

征文内容包括: (1)腹部外科手术并发症和外科再手术经验; (2)普通外科的新进展、新诊断、新技术、新方

法、新手术、新经验; (3)临床研究、基础研究、实验研究; 手术适应证、禁忌证问题; (4)腹腔镜手术; (5)肿瘤

的放化疗; (6)手术并发症和再手术的营养支持; (7)手术并发症和再手术的护理等. 

2 征文要求

征文要求包括: (1)请将未公开发表的论文全文以及800字以内的中文摘要各1份, 并附拷贝软盘, 寄到100034, 

北京西城区阜内大街133号 齐老师 收; 联系电话: 010-66168321转3126, 010-66164704. (2)来稿请注明单位、作

者姓名、邮编及联系电话(请自留底稿, 恕不退稿), 请在信封左下角注明“普外会议征文”字样. 参会代表将

获得国家级继续医学教育一类学分. (3)截稿日期: 2006-06-30.  
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between the 
meridians and zang-fu as well as the specific 
effect of the points on their related zang-fu.

METHODS: Atropine was intravenously in-
jected in the rabbits to inhibit the myoelectric ac-
tivities of the stomach and the sphincter of oddi 
(SO). After electroacupuncturing at Zusanli and 
Yanglingquan points, the myoelectric activities 
of the stomach and SO were observed, and the 
levels of motilin (MTL) and cholcystokinin (CCK) 
in the antrum, SO and plasma were measured..

RESULTS: After atropine injection, the mean 
amplitudes for the high activity of myoelectric 

slow wave and fast wave were significantly de-
creased (P = 0.028, P = 0.001). Moreover, the av-
erage frequency of myoelectric slow wave was 
not significantly changed. The mean amplitudes 
for the myoelectric slow wave and fast wave 
were enhanced to some extent after electroacu-
puncturing at Zusanli and Yanglingquan points. 
The levels of MTL (P = 0.000) and CCK (P = 0.001) 
in the antrum, SO and plasma were increased 
markedly after electroacupuncturing at Zusanli 
and Yanglingquan points. The levels of MTL in 
the antrum (P = 0.020) and plasma (P = 0.001) 
and CCK in plasma (P = 0.001) were obviously 
increased after electroacupuncturing at Zusanli 
point, whereas the levels of MTL in SO and CCK 
in the antrum and SO were notably increased 
after electroacupuncturing at Yanglingquan 
point. There was a positive effect on the release 
of MTL and CCK after electroacupuncturing at 
the points.

CONCLUSION: The inhibition for the myo-
electric activities of the stomach and SO are 
improved after electroacupuncturing at Zusanli 
and Yanglingquan points. The possible mecha-
nism may be that the acupuncture influences the 
release of MTL and CCK, so as to regulate the 
activity of the alimentary canal.

Key Words: Electroacupuncture; Zuyangmingjing; 
Zusanli; Stomach; Zushaoyangjing; Yanglingquan; 
Sphincter of oddi; Motilin; Cholcystokinin

Chang XR, Yan J, Liu YQ, Zhang H, Yi SX, Lin YP. Effects 
of electroacupuncturing at Zuyangming and Zushaoyang 
Jingxue on stomach and gallbladder kineses and related 
brain-gut peptide in rabbits. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(17):1662-1668

摘要
目的: 研究经脉-脏腑相关理论及经穴对相应
脏腑的特异性作用. 

方法: 静脉滴注阿托品造成家兔(n  = 50)胃和
Oddi括约肌运动抑制状态, 观察电针家兔足三
里穴及阳陵泉穴对胃电及Oddi括约肌肌电的
影响并检测血浆和胃窦平滑肌及Oddi括约肌

®

■背景资料
近年来针灸对脑
肠肽影响的研究
逐渐增多, 针刺是
否可通过影响脑
肠肽的含量来调
控消化道运动是
目前的一个研究
热点. 本课题组在
“九五”期间对
足阳明经与胃相
关的外周通路研
究中发现电针足
三里对大鼠胃肌
电具有一定兴奋
作用, 并有血浆或
胃窦组织中胃动
素、胃泌素等的
含量升高, 提示脑
肠肽参与了对足
阳明经与胃相关
的外周通路的调
节.



常小荣, 等. 电针足三里和阳陵泉穴对家兔胃胆运动及脑肠肽的影响                                                                               1663

www.wjgnet.com

组织中胃动素(M T L)胆囊收缩素(C C K)的
含量. 

结果: 静滴阿托品后家兔胃电和Oddi括约肌
肌电慢波高活动相平均振幅(P  = 0.001)和快
波平均振幅(P  = 0.028, P  = 0.001)明显降低; 慢
波平均频率变化不明显. 电针足三里穴和阳陵
泉穴对家兔胃电(P  = 0.020, P  = 0.000)及Oddi
括约肌肌电(P  = 0.021, P  = 0.001)平均振幅有
不同程度的兴奋作用, 表明经脉-脏腑之间既
有直接相关又有间接相关. 电针足三里穴和阳
陵泉穴可升高胃窦平滑肌、Oddi括约肌组织
及血浆中MTL(P  = 0.000)、CCK(P  = 0.001)含
量. 电针足三里穴对胃窦平滑肌和血浆MTL 
(P  = 0.020, P  = 0.001)及血浆CCK(P  = 0.001)含
量升高最显著, 差异有显著性意义. Oddi括约
肌MTL及胃窦平滑肌、Oddi括约肌CCK以电
针阳陵泉穴明显. 提示MTL和CCK是参与针
刺调整消化道运动的重要脑肠肽物质.

结论:  电针足三里和阳陵泉穴可促进胃和
Oddi括约肌运动, 其机制之一可能为针刺影响
外周MTL、CCK的释放, 进而调整消化道运
动. 这种经穴对相应脏腑的调整作用具有相对
特异性.

关键词�� 电针; 足三里; 阳陵泉; Oddi括约肌; 胃动

素; 胆囊收缩素
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0  引言

足阳明、足少阳经是人体的重要经脉, 针刺此

二经腧穴对胃肠及胆的运动、分泌或排泄、

血流等均有显著的调节作用. 近年, 针灸对脑

肠肽影响的研究也逐渐增多, 针刺可通过影响

脑肠肽的含量来调控消化道运动. 本课题组围

绕足阳明经与胃相关进行了大量的研究, 探讨

了足阳明经与胃联系途径及与脑肠肽关系. 在
“九五”期间对足阳明经与胃相关的外周通路

研究中发现电针足三里对大鼠胃肌电具有一定

兴奋作用, 并有血浆或胃窦组织中胃动素、胃

泌素等的含量升高. 提示脑肠肽参与了对足阳

明经与胃相关的外周通路的调节. 本实验比较

研究电针足阳明经之足三里穴及足少阳经之阳

陵泉穴对胃和Oddi括约肌收缩效应影响及其与

相关脑肠肽的关系. 以揭示“经脉-脏腑相关”

的物质基础及可能机制. 

1  材料和方法

1 . 1  材料 新西兰大耳白兔 ,  5 0只 ,  体质量

2.0-2.5 kg, 雌雄兼用, 由湖南中医学院实验动物

中心提供(普通级), 每只分笼圈养, 于实验前禁

食24 h, 自由饮水. 将50只家兔随机分为5组, 空
白组、阿托品组、足三里组、阳陵泉组、承筋

组, 每组10只. 实验记录肌电60 min后, 耳缘静

脉滴注阿托品(剂量: 0.25 mg/kg, 生理盐水中阿

托品浓度: 25 g/L, 静滴速度: 20 git/min, 相当于

1 mL/min, 静滴时间: 10 min/kg), 造成胃运动、

Oddi括约肌运动抑制状态. 100 mg/L EDTA-
Na2(海特生物公司)、抑肽酶4万μL/mL(海特生

物公司)、MTL测定试剂盒(北京华英生物技术

研究所)、CCK测定试剂盒(北京华英生物技术

研究所).
1.2 方法 家兔禁食24 h, 自由饮水后, 称质量, 
200 g/L乌拉坦(4.5 mL/kg)耳缘静脉推注麻醉, 
将兔仰卧固定于兔台, 气管切开, 接动物人工呼

吸机, 上腹部剪毛, 消毒, 铺无菌孔巾, 剑突下腹

正中线右侧0.5 cm处纵向切口约6 cm, 暴露胃

窦及Oddi括约肌, 分别埋植两根电极, 分别接二

道生理记录仪, 同步记录胃电及Oddi括约肌肌

电快、慢波活动60 min后, 停记录, 耳缘静脉滴

注阿托品(时间: 10 min/kg)并同步电针双侧同

一穴位20 min(空白组为耳缘静脉滴注生理盐水

10 min/kg), 处理后, 继续记录胃电及Oddi括约

肌肌电60 min. 取颈动脉血、胃窦部平滑肌组

织及Oddi括约肌、部分十二指肠组织. 肌组织

用蒸馏水清洗后, 置冻存管中, 于液氮(-196℃)
中保存; 血液离心, 取血浆置-20℃冰箱保存. (手
术过程无菌操作)参照林文注[1]《实验针灸学》: 
常用实验动物的针灸穴位方法定位及拟人比较

法. G6805-Ⅱ型电针治疗仪, 疏密波(疏波: 4 Hz, 
密波: 50 Hz), 脉冲宽度0.5 ms, 输出电压60 V, 
输出电流4-6 mA, 0-60峰峰(1 KΩ负载), 针刺

深度直刺0.8 cm, 时间20 min. 电针极性固定

不变, 为左正右负. 二道生理记录仪记录参数: 
慢波时间常数2 s, 高频滤波10 Hz, 灵敏度2或
5 mV/cm, 走纸速度25 mm/min, 敏度0.5或1或
2 mV/cm, 走纸速度25 mm/min. 肌电记录完成

后, 取液器取100 mg/L EDTA-Na2 60 μL和抑肽

酶60 μL于试管中, 取颈动脉血4 mL于此试管

中, 混匀, 4℃离心(3000 r/min) 15 min, 取液器

取上清液(血浆)约3 mL, 分两管装入1.5 mL EP

■研发前沿
足阳明和足少阳
经是人体的重要
经脉, 针刺二经腧
穴对胃肠及胆的
运动功能和血浆
及组织中的相关
脑肠肽物质是否
具有调节作用是
本实验的研究目
的.
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管中, 置-20℃冰箱保存待测. 取血后, 迅速剪取

适宜大小的胃窦平滑肌及O d d i括约肌、部分

十二指肠分别装入冻存管置于液氮中保存. 组
织块150±2 mg, 称质量后分别置于100℃的生

理盐水5 mL中煮沸3 min, 加入1 mol/L冰醋酸

0.5 mL于匀浆器中匀浆后, 置4℃ 1-2 h, 再用

1 mol/L的NaOH 0.5 mL中和, 4℃离心(3000 r/
min) 30 min, 取上清液于EP管, -20℃保存待测. 
采用放射免疫分析法, 试剂盒购自北京华英生

物技术研究所, 检测仪器为中国科技大学实业

总公司生产的GC-911-γ-放射免疫计数器, 操作

严格按试剂盒说明书进行.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 同

组自身前后比较若满足正态性采用配对t检验, 
否则采用t '检验; 多组样本均数比较, 若方差齐

性用F检验, 两两比较用q检验; 方差不齐, 用秩

和检验和q '检验. 运用SPSS 10.0及Excel 2000统
计软件进行处理分析.

2  结果

2.1 电针对家兔胃电的影响 慢波高活动相平均

振幅, 各组处理后与处理前比较(表1), 均有显

著性差异(P <0.01, P <0.05); 慢波高活动相平均

频率, 各组处理后与处理前比较, 均无显著性

差异; 慢波高活动相平均振幅处理前后差值(处
理后-处理前), 组间比较: 空白组与阿托品组比

较, 有显著性差异(P <0.01); 足三里组、阳陵泉

组与阿托品组比较, 均有显著性差异(P <0.01); 
承筋组与阿托品组比较, 差异无显著性, 而与

空白组、足三里组、阳陵泉组比较, 差异有显

著性(P <0.01); 慢波高活动相平均频率处理前

后差值(处理后-处理前)组间比较无显著性差异

(P >0.05). 慢波低活动相平均振幅, 阿托品组、

阳陵泉组处理后与处理前比较(表2), 均有显著

性差异(P <0.05); 承筋组处理后慢波低活动相

平均频率下降, 与处理前比较, 有显著性差异

(P <0.01); 慢波低活动相平均振幅处理前后差值

(处理后-处理前), 组间比较: 空白组、阳陵泉组

与阿托品组比较, 有显著性差异(P <0.01), 空白

组、阳陵泉组与足三里组比较, 有显著性差异

(P <0.05, P <0.01); 慢波低活动相平均频率处理前

后差值(处理后-处理前), 组间比较无显著性差

异(P >0.05). 空白组、足三里组、阳陵泉组处理

后快波平均振幅显著升高(表3), 均有显著性差

异(P <0.05, P <0.01); 承筋组处理后, 快波平均振

幅降低, 前后比较有显著性差异(P <0.05); 快波

平均振幅前后差值(处理后-处理前), 组间比较: 
空白组、足三里组、阳陵泉组与阿托品组比较

     

表 1 电针对家兔胃电慢波高活动相振幅和频率的影响 (mean±SD)

                                                 振幅 (mV)                                  频率 (个/min)

                         处理前              处理后                  差值              处理前  处理后            差值

空白    11.�±4.9        14.1±5.8b          3.0±�.6d       3.3±0.4        3.3±0.5          0.1±0.3

阿托品    1�.4±�.8        10.3±�.3a        -�.1±�.6        3.4±0.3        3.�±0.6        -0.�±0.6

足三里    11.8±4.3        14.7±8.0            3.0±4.5d      3.4±0.4        3.5±0.8           0.1±0.7

阳陵泉    1�.3±5.5        15.3±6.45a         3.0±3.4d      3.3±0.�1      3.3±0.6           0.0±0.6

承筋    13.6±1.8        10.�±1.3b         -3.4±1.3fd       3.3±0.5        3.1±0.6        -0.�±0.7

组别

aP<0.05, bP<0.01 vs 处理前; dP<0.01 vs  阿托品组; fP<0.01 vs  空白组和足三里组.

     

表 2 电针对家兔胃电慢波低活动相平均振幅和平均频率的影响 (mean±SD)

                                                 振幅 (mV)                                                频率 (个/min)

                         处理前              处理后             处理后-处理前             处理前             处理后            处理后-处理前

空白      3.5±�.1          4.6±�.7          1.0±1.9de      3.9±0.3         3.6±0.7      -0.3±0.9

阿托品      4.3±1.1          3.7±1.0a        -0.6±0.7      3.8±0.5         3.8±0.5         0.0±0.4

足三里      3.5±1.�          3.1±1.5        -0.4±0.8d      3.9±0.6         3.5±0.8       -0.5±0.9

阳陵泉      �.3±1.�          3.8±�.3a          1.5±1.7df      4.0±0.6         4.0±0.6         0.1±0.6

承筋      4.6±1.5          5.1±1.0          0.4±1.4      4.1±0.4         3.5±0.4b       -0.6±0.5

组别

aP<0.05, bP<0.01 vs 处理前; dP<0.01 vs  阿托品组; eP<0.05, fP<0.01 vs  足三里组.

■创新盘点
本实验比较研究
电针足阳明经之
足三里和足少阳
经之阳陵泉穴对
胃、Oddi括约肌
收缩效应影响及
其与相关脑肠肽
的 关 系 .  以 揭 示
“ 经 脉 - 脏 腑 相
关”的物质基础
及 可 能 机 制 .  为
“经脉-脏腑”相
关理论及经穴对
相应脏腑的特异
性研究提供科学
依据.



www.wjgnet.com

常小荣, 等. 电针足三里和阳陵泉穴对家兔胃胆运动及脑肠肽的影响                                                                               1665

均有显著性差异(P <0.05, P <0.01); 承筋组与空白

组、足三里组、阳陵泉组比较均有显著性差异

(P <0.05, P <0.01).
2.2 电针对家兔Oddi括约肌肌电的影响 空白组

处理后, 慢波高活动相平均振幅升高(表4), 差异

有显著性意义(P <0.01); 阿托品组处理后, 慢波

高活动相平均振幅下降, 差异有显著性(P <0.05); 
足三里组、阳陵泉组、承筋组处理前后慢波高

活动相平均振幅及各组处理前后慢波高活动相

平均频率, 均无显著变化; 慢波高活动相平均振

幅处理前后差值(处理后-处理前), 空白组、足

三里组、阳陵泉组与阿托品组比较有显著性差

异(P <0.05, P <0.01); 足三里组、阳陵泉组、承筋

组与空白组比较差异有显著性(P <0.05, P <0.01); 
慢波高活动相平均频率处理前后差值(处理后-
处理前)组间比较, 无显著差异. 各组慢波低活动

相平均振幅及频率处理后比较(表5), 无显著性

差异; 慢波低活动相平均振幅及频率处理前后

差值(处理后-处理前)组间比较, 无显著差异. 空
白组处理后快波平均振幅升高(表6), 差异有显

著性(P <0.05); 阿托品组处理后快波平均振幅降

低, 差异有显著性(P <0.05); 足三里组、阳陵泉

组处理后快波平均振幅有升高趋势, 但无显著

性意义; 承筋组处理后, 快波平均振幅降低, 差

异有显著性(P <0.05); 快波平均振幅处理前后差

值(处理后-处理前)组间比较: 空白组、阳陵泉

组与阿托品组比较有显著差异(P <0.05, P <0.01); 
足三里组、承筋组与空白组比较, 有显著性差

异(P <0.05, P <0.01); 承筋组与阳陵泉组比较, 有
显著性差异(P <0.05).
2.3 电针对家兔MTL和CCK含量的影响 血浆

M T L含量 ,  空白组、足三里组、阳陵泉组、

承筋组较阿托品组高 (表7 ) ,  有显著性差异

(P <0.05, P <0.01); 承筋组比空白组低, 有显著

性差异(P <0.05); 阳陵泉组、承筋组比足三里

组低, 有显著性差异(P <0.01); 胃窦部MTL含
量, 空白组、足三里组、阳陵泉组比阿托品组

高, 有显著性差异(P <0.01); 足三里组较空白组

高, 承筋组较空白组低, 均有显著性差异(P <0.05, 
P <0.01); 阳陵泉组、承筋组比足三里组低, 有
显著性差异(P <0.01); 承筋组较阳陵泉组低, 有
显著性差异(P <0.01); Oddi括约肌MTL含量, 组
间比较, 无显著性差异. 血浆CCK含量, 空白

组、足三里组、阳陵泉组比阿托品组高(表7), 
有显著性差异(P <0.05, P <0.01); 胃窦部CCK含

量, 空白组、足三里组、阳陵泉组比阿托品组

高, 有显著性差异(P <0.05, P <0.01); 承筋组比足

三里组、阳陵泉组低, 有显著性差异(P <0.05, 

     

表 3 电针对家兔胃电快波平均振幅和峰簇数据的影响 (mean±SD)

                                                 振幅 (mV)                                                频率 (个/min)

                         处理前              处理后             处理后-处理前             处理前             处理后            处理后-处理前

空白      0.9±0.4          1.6±0.8b          0.6±0.6d       3.�±0.3        3.3±0.5        0.1±0.3

阿托品      1.1±0.4          0.9±0.4a        -0.�±0.3       3.4±0.3        3.�±0.4      -0.�±0.5

足三里      1.0±0.7          1.6±1.�a          0.6±0.6d       3.4±0.3        3.5±0.7        0.1±0.6

阳陵泉      0.8±0.6          1.1±0.7b          0.3±0.3c       3.4±0.�        3.3±0.6      -0.0±0.6

承筋      1.1±0.4          0.9±0.3a        -0.�±0.�fh       3.3±0.5        3.1±0.6        -0.�±0.7

组别

aP<0.05, bP<0.01 vs 处理前; cP<0.05, dP<0.01 vs  阿托品组; fP<0.01 vs  空白组和足三里组; hP<0.05 vs 阳陵泉组.

     

表 4 电针对家兔Oddi括约肌肌电慢波高活动相平均振幅和平均频率的影响 (mean±SD)

                                                 振幅 (mV)                                                频率 (个/min)

                         处理前              处理后             处理后-处理前             处理前             处理后            处理后-处理前

空白     10.5±�.6       13.6±�.7b         3.�±�.7d       3.0±0.3        3.1±0.4        0.1±0.4

阿托品     11.�±3.4         9.6±3.0a       -1.6±1.6       3.3±0.7        3.1±0.9      -0.1±0.5

足三里     11.�±1.9       1�.1±3.3         0.8±�.4ce       3.�±0.3        �.9±0.4      -0.3±0.5

阳陵泉     1�.9±�.9       13.8±4.1a         0.9±3.3ce       3.9±0.9        3.4±0.6      -0.5±0.7

承筋     1�.6±1.6       1�.7±1.6       -0.1±�.0f       3.�±0.4        3.0±0.1      -0.�±0.4

组别

aP<0.05, bP<0.01 vs 处理前; cP<0.05, dP<0.01 vs  阿托品组; eP<0.05 vs  空白组; fP<0.01 vs  足三里组.

■应用要点
本研究结果显示
电针足三里和阳
陵泉穴均能对家
兔Oddi括约肌肌
电 活 动 及 胃 肌
电活动产生交互
作用 ,  表明经脉-
脏腑之间既有直
接相关又有间接
相 关 .  电 针 足 三
里、阳陵泉穴兴
奋胃、Oddi括约
肌肌电活动的同
时, 伴随血浆、胃
窦平滑肌、Oddi
括约肌中MTL、
CCK含量的增加, 
提示MTL、CCK
是经脉-脏腑相关
的二种重要肽类
物质. 针刺对不同
脏腑的影响及经
脉-脏腑相关的相
对特异性与脑肠
肽及其释放量的
不同有着密切关
系.
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P <0.01); Oddi括约肌CCK含量, 组间比较, 无显

著性差异. 

3  讨论

本结果表明, 静滴阿托品后, 胃电、Oddi括约肌

肌电慢波高活动相振幅及快波振幅明显下降, 
而慢波活动相振幅, 慢波频率及快波峰簇数无

明显变化; 而静滴生进盐水, 家兔胃电、Oddi括
约肌肌电慢波高活动相振幅及快波振幅明显增

加, 其他肌电指标无变化; 静滴阿托品同时电

针足三里、阳陵泉穴, 家兔胃电、Oddi括约肌

肌电慢波高活动相振幅及快波振幅明显增加, 
而电针承筋穴无此作用, 且电针足三里穴对胃

电、阳陵泉穴对Oddi括约肌肌电兴奋作用明显. 
免疫组化结果表明, 电针腧穴可提高血浆及胃

窦平滑肌、Oddi括约肌组织中MTL、CCK的含

量, 电针足三里穴对血浆、胃窦平滑肌中MTL
含量及血浆中CCK含量升高最明显, 而电针阳

陵泉穴使Oddi括约肌MTL及胃窦平滑肌、Oddi
括约肌CCK含量明显升高, 作用最强. 

经脉-脏腑相关理论是传统中医学的理论

核心, 经穴有其相对特异性, 对其相应脏腑功

能活动有特殊影响. 《灵枢·海论》“夫十二经

脉者, 内属于府藏, 外络于支节”, 《灵枢·九针

十二原》“五脏有疾也, 应出十二原”. 足三里

穴、阳陵泉穴分别为足阳明胃经和足少阳胆经

的合穴, 又是相应内腑的下合穴. 《灵枢·邪气

藏府病形》“合治内府”. 《素问·咳论》“治

府者, 治其合. ”《灵枢·五邪》曰: “邪在脾胃

……皆调于三里”. ” 《四总穴歌》“肚腹三

■名词解释
1 脑肠肽: 是一种
神经调质, 适应于
调节缓慢而持久
的功能变化, 与针
灸穴位时作用于
内脏缓慢、持久
且具有较长时间
的后效应, 以及循
经的缓慢传导等
特点十分相似. 
2  胃 电 :  分 为 快
波和慢波, 人的胃
电慢波节律为3次
/分, 家兔为3-4次
/分 .  胃电快波是
负载于慢波之上
的一系列锋电位, 
是环行肌和纵行
肌的动作电位.

     

表 5 电针对家兔Oddi括约肌肌电慢波低活动相平均振幅和平均频率的影响 (mean±SD)

                                                 振幅 (mV)                                                频率 (个/min)

                         处理前              处理后             处理后-处理前             处理前             处理后            处理后-处理前

空白      �.6±1.3          3.8±1.7          1.3±1.8       3.7±0.5        3.8±0.6        0.1±0.7

阿托品      3.6±1.8          �.6±1.8             -1.0±�.4       3.6±0.5        3.4±0.8      -0.�±0.7

足三里      3.0±1.�          �.8±1.4        -0.�±1.3       3.8±0.4        3.7±0.5      -0.1±0.6

阳陵泉      �.9±0.9          �.6±0.8        -0.3±0.5       4.1±0.�        4.�±0.4        0.1±0.5

承筋      4.3±1.1          4.7±�.6          0.4±�.7       3.7±0.5        3.3±0.4      -0.4±0.6

组别

     

表 6 电针对家兔Oddi括约肌肌电快波平均振幅和峰簇数的影响 (mean±SD)

                                                 振幅 (mV)                                                频率 (个/min)

                         处理前              处理后             处理后-处理前             处理前             处理后            处理后-处理前

空白      0.7±0.3          1.3±0.81a          0.6±0.7d       3.0±0.�        3.1±0.4        0.1±0.3

阿托品      1.0±0.5          0.8±0.4a        -0.�±0.3       3.�±0.7        3.1±0.8      -0.1±0.6

足三里      0.7±0.3          0.9±0.7          0.�±0.5e       3.�±0.3        �.9±0.4      -0.�±0.5

阳陵泉      0.7±0.5          1.0±0.9          0.3±0.5c       3.8±0.8        3.6±0.5      -0.�±0.4

承筋      1.1±0.�          0.9±0.�a        -0.�±0.�f       3.1±0.4        3.0±0.1      -0.1±0.3

组别

aP<0.05 vs 处理前; cP<0.05, dP<0.01 vs  阿托品组; eP<0.05, fP<0.01 vs  空白组.

     

表 7 电针对家兔MTL和CCK含量的影响 (n  = 10, mean±SD, ng/L)

分组      血浆MTL                 胃窦MTL             Oddi括约肌MTL          血浆CCK            胃窦CCK         Oddi括约肌CCK

空白 1�7.4±19.5b        391.5±51.5b         36�.4±10�.7          6.5±�.�b          4.5±1.3a             5.9±�.3

阿托品   97.7±1�.9         �76.9±69.5           357.5±80.8          3.9±1.7  3.5±0.9             4.6±1.9

足三里 140.�±�4.�b        446.8±58.6bc        390.6±60.4          6.1±�.3a  4.7±0.8a             6.�±1.6

阳陵泉 107.1±1�.9af        366.1±76.7bf        410.�±58.5          5.9±1.9a  5.6±1.5b             6.8±1.6

承筋 117.4±��.6acf       �5�.0±�7.5dfh       38�.6±37.9          5.0±�.1  3.5±1.3eh            5.1±1.9

aP<0.05, bP<0.01 vs 阿托品组; cP<0.05, dP<0.01 vs  空白组; eP<0.05, fP<0.01 vs  足三里组; hP<0.01 vs  阳陵泉组.
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里留”. 由上述古文献可知足三里穴为主治胃

肠疾患的要穴. 阳陵泉穴治疗胆腑疾患, 在古

文献中也不乏论述, 如《灵枢·邪气藏府病形》

“胆病者: 善太息, 口苦, 呕宿汁……取阳陵泉. ”
《针灸甲乙经》“胁下支满, 呕吐逆, 阳陵泉主

之. ” 胃电分为快波和慢波, 胃的慢电位周期

恒定不变, 人的胃电慢波节律为3次/min, 家兔

为3-4次/min. 胃电快波是负载于慢波之上的一

系列锋电位, 是环行肌和纵行肌的动作电位. 胃
电慢波并不一定伴有胃肌收缩, 但在胃电慢波

基础上产生的动作电位可引起胃肌收缩. 慢波

电位本身虽不能引起平滑肌的收缩, 但却是平

滑肌的起步电位, 是平滑肌收缩节律的控制波, 
决定蠕动的方向、节律和速度[2-6]. 本实验结果

表明电针足三里穴、阳陵泉穴均可以使胃电慢

波高活动相振幅及快波振幅升高. 而电针承筋

穴不能产生同样作用. Oddi括约肌(sphincter of 
Oddi, SO)为胆总管与胰管进入十二指肠处的肌

肉括约肌, 由大量平滑肌纤维所组成, 是胆汁排

出胆道的唯一门户, 其生理功能是调节胆囊充

盈, 控制胆汁排出及维持胆道系统正常压力等, 
这些功能均由括约肌的收缩及其产生的压力变

化来实现[7-17]. 我们观察到, 电针阳陵泉穴、足三

里穴对家兔SO肌电慢波高活动相及快波振幅有

明显的兴奋作用, 而电针承筋穴无此作用. 脑肠

肽作为神经调质, 适应于调节缓慢而持久的功

能变化, 与针灸穴位时作用于内脏缓慢、持久

且具有较长时间的后效应, 以及循经的缓慢传

导等特点十分相似. 因而, 近年来, 针灸对脑肠

肽影响的研究也逐渐增多起来. 胃动素(MTL)是
一个含有22个氨基酸的直链多肽, M r  2698[18]. 由
胃肠分泌细胞分泌, 主要由小肠上部的Mo细胞

释放. 在中枢、外周和胃肠道壁内神经系统中

同样有MTL存在, 因此, MTL在多个水平上调节

胃运动功能, 与胃肠运动有密切关系, 其生理作

用是影响胃肠运动, 对胃窦平滑肌有直接收缩

作用, 诱发胃强烈的收缩和小肠明显的分节运

动, 还可引起结肠与胆囊的运动[19-20]. 胆囊收缩

素(cholecystokinin, CCK)的化学结构具有多种

分子形式, 消化系统中合成CCK的细胞主要分

布于十二指肠和空肠上端的黏膜层. CCK对胆

囊平滑肌和Oddi括约肌的作用研究较深入, 进
食或刺激胆囊收缩后, CCK释放, 其8肽(CCK-8)
可直接作用于Oddi括约肌, 也可间接通过神经

机制调节括约肌运动. 不同动物对CCK的反应

不同, CCK可兴奋负鼠与兔的Oddi括约肌收缩, 

而抑制人、狗和猫的Oddi括约肌收缩, 这可能

是通过非肾上腺素和非胆碱能神经直接作用所

致[21-24], 目前针刺对CCK影响研究还处于起步

阶段, 文献报道较少. 总之, 本实验结果表明针

刺足三里、阳陵泉穴可促进胃及Oddi括约肌运

动抑制状态得以部分恢复, 对胃电、Oddi括约

肌肌电慢波高活动相振幅及快波振幅有明显的

兴奋作用. 同时, 可提高MTL、CCK在血液及胃

窦平滑肌和Oddi括约肌中的含量, 表明MTL、
CCK是参与电针足三里、阳陵泉穴兴奋胃电、

Oddi括约肌肌电的重要脑肠肽. 提示针刺足三

里、阳陵泉穴对相应内脏运动的调控作用可能

是通过外周某些脑肠肽的释放或抑制来实现的. 
我们本次实验得出这样的结论: (1)电针足三里

及电针阳陵泉穴均能对家兔Oddi括约肌肌电活

动及胃肌电活动产生交互作用, 表明经脉-脏腑

之间既有直接相关又有间接相关; (2)电针足三

里、阳陵泉穴兴奋胃、Oddi括约肌肌电活动的

同时, 伴随血浆、胃窦平滑肌、Oddi括约肌中

MTL、CCK含量的增加, 提示MTL、CCK是静

脉-脏腑相关的二种重要肽类物质, 针刺对不同

脏腑的影响及经脉-脏腑相关的相对特异性与脑

肠肽及其释放量的不同有密切关系. 
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2006上海中日早期胃肠肿瘤国际研讨会通告

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

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

1 会议内容

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

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

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

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

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

 

2 征文

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

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

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

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

会议将授予国家继续教育Ⅰ类学分8分.



 
wcjd@wjgnet.com 
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Abstract
AIM: To prepare polylactic acid-O-carboxyme-
thylated chitosan (PLA-O-CMC) nanoparticles 
and evaluate their influences on the morphology 
and functions of cultured porcine hepatocytes.

METHODS: PLA-O-CMC nanoparticles were 
prepared from PLA and O-CMC by ultrasonic 
method. The nanoparticles were characterized 
by atomic force microscopy and X-ray photoelec-
tron spectrometry. Isolated porcine hepatocytes 
were divided into two groups: commonly cultur-
ing group and nanomaterial group (co-culturing 
hepatocytes with PLA-O-CMC nanoparticles). 
The morphology and functions of the cultured 

hepatocytes were observed within 1 wk..

RESULTS: PLA-O-CMC nanoparticles were 
successfully prepared, and the diameter was 
300-500 nm under atomic force microscope. 
X-ray photoelectron spectrometry showed that 
the proportions of C, O, and N element were 
72.51%, 23.69%, and 3.80%, respectively. The 
hepatocytes lost their features of polygons after 
common culture for 48 h. However, after co-cul-
ture with PLA-O-CMC nanoparticles, the hepa-
tocytes clustered into conglobulations, and most 
of them restored their cell polarities, shaping as 
typical polygons. After culture for 1, 3, and 5 d, 
the content of albumin (ALB) was significantly 
higher in nanomaterial group than that in com-
monly culturing group (3.53 ± 0.052, 3.48 ± 0.075, 
3.57 ± 0.137 g/L vs 3.10 ± 0.179, 3.17 ± 0.186, 3.10 
± 0.219 g/L, all P < 0.05), while on day 3, 5 and 7, 
the level of alanine aminotransferase (ALT) was 
markedly lower (15.33 ± 13.05, 8.84 ± 8.87, 7.00 ± 
5.22 nkat/L vs 24.17 ± 20.35, 16.17 ± 27.49, 15.50 
± 11.95 nkat/L, all P < 0.05). From day 3 to 7, the 
content of supernant blood urea nitrogen (BUN) 
was higher in nanomaterial group than that in  
commonly culturing group, but there was no 
significant difference (P > 0.05).

CONCLUSION: PLA-O-CMC nanoparticles are 
successfully prepared, and can be used in the 
culture of hepatocytes.

Key Words: Polylactic acid-O-carboxymethylated 
chitosan; Nanoparticles; Hepatocytes; Culture; 
Hepatocytes transplantation
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摘要
目的: 制备聚乳酸-O-羧甲基壳聚糖纳米粒子
并探讨其对培养猪肝细胞形态和功能的影响. 
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■背景资料
肝细胞移植有望
成为急性肝衰竭
治疗的一种有效
手段. 但如何提高
移植肝细胞的活
性和降低免疫排
斥反应是急需解
决的两大问题. 移
植肝细胞有多种
来源, 但除动物肝
细胞外, 其他种类
肝细胞的研究尚
不成熟. 猪肝细胞
因其生物功能与
人类肝细胞的接
近性及易于获得
而在肝细胞移植
实验和临床研究
中受到重视. 探索
高活性培养肝细
胞的方法仍是目
前肝脏组织工程
研究的重要内容
之一.



方法: 以聚乳酸和O-羧甲基壳聚糖为基质材
料, 采用超声波法制备了聚乳酸-O-羧甲基壳
聚糖纳米粒子, 用原子力显微镜对其进行了物
理表征, 用X射线光电子光谱法对其表面的化
学结构进行了表征. 用聚乳酸-O-羧甲基壳聚
糖纳米粒子进行原代猪肝细胞培养, 并以普通
培养作为对照组. 观察培养后1 wk内肝细胞的
形态和功能变化. 

结果: 聚乳酸-O-羧甲基壳聚糖纳米粒子制
备成功, 原子力显微镜下其直径300-500 nm. 
经过XPS光谱分析显示, C, O, N的比例分别
为72.51%, 23.69%, 3.80%. 普通培养的肝细
胞, 48 h后逐渐失去多边形特征. 而与PLA-O-
CMC共培养48 h后, 肝细胞形成细胞黏附聚
集的球形体, 大部分肝细胞重建细胞极性, 呈
现较典型、均匀的多边形形态特征. 培养后
24 h, 3 d和5 d时, 纳米细胞培养组ALB含量高
于普通培养组(3.53±0.052, 3.48±0.075, 3.57
±0.137 g/L vs  3.10±0.179, 3.17±0.186, 3.10
±0.219 g/L, 均P <0.05); 3, 5, 7 d时, 纳米细
胞培养组ALT水平明显低于普通组(15.33±
13.05, 8.84±8.87, 7.00±5.22 nkat/L vs  24.17
±20.35, 16.17±27.49, 15.50±11.95 nkat/L, 
均P <0.05), 而BUN含量虽然有所升高, 但是不
显著(P >0.05).

结论: 聚乳酸-O-羧甲基壳聚糖纳米粒子是肝
细胞培养的良好材料.

关键词�� 聚乳酸-O-羧甲基壳聚糖; 纳米材料; 肝细

胞; 培养; 肝细胞移植
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0  引言

急性肝衰竭(acute liver failure, ALF)是各种肝

脏疾病特别是病毒性肝炎的主要死因之一. 肝
细胞移植可以起到一定的肝功能支持作用. 由
于其具有操作简单、对机体生理环境干扰小、

供体来源广泛等优点, 已引起了众多研究者的

广泛关注[1-3]. 然而, 如何提高移植肝细胞的活

性和降低免疫排斥反应是急需解决的两大问

题. 纳米材料因其结构特点, 可促进肝细胞的生

长[4-6]. 为此, 我们制备了聚乳酸-O-羧甲基壳聚

糖(polylatic acid-O-carboxymethylated chitosan, 
PLA-O-CMC)纳米粒子并应用该材料对猪肝细
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胞进行了体外培养, 观察培养后肝细胞的形态

和功能. 

1  材料和方法

1.1 材料 中国实验用小型猪, 雌雄不限, 体质量

2-4 kg, 由南通大学动物实验中心提供. 聚乳

酸(polylatic acid, PLA)、新生牛血清购自美国

Sigma公司. O-羧甲基壳聚糖(O-carboxymethy-
lated chitosan, O-CMC)自制. RPMI 1640培养

基、胶原酶Ⅳ、表皮细胞生长因子、肝细胞

生长因子购自Gibco公司. 24孔细胞培养板购自

晶美生物工程有限公司. 其他试剂为国产分析

纯. JY92-2D型超声均质仪购自宁波新芝生物

科技股份有限公司. 恒温水浴箱购自上海医疗

器械厂. Avanti J-25型高速离心机、低温超速

离心机购自美国Beckman Coulter公司产品. 超
净工作台购自苏州净化设备厂. 全自动生化分

析仪(Vitros 250)购自美国强生公司. CO2培养

箱购自美国Shellab公司. 倒置显微镜购自日本

Olympus公司. 真空冷冻浓缩仪购自丹麦Heto公
司. CSPM3000原子力显微镜为中科院本原纳米

仪器有限公司产品.
1.2 方法 

1.2.1 PLA-O-CMC纳米粒子的制备 将10 mL浓
度为0.3 g/L PLA二氯甲烷溶液10 mL和1.5 g/L 
O-C M C溶液10 m L在超声情况下充分反应

25 min, 待其中的有机溶剂挥发完全后得到乳

光较重的均匀悬浊液. 将此悬浊液先以2000 r/
min低速离心5 min, 取上清液以14 000 r/min高
速离心10 min, 得到部分白色沉淀, 吸去部分上

清液, 将沉淀冷冻抽干取出并置于紫外灯下照

射12 h, 消毒后备用. 
1.2.2 猪肝细胞的分离和培养 采用原位胶原酶

循环肝灌注法分离猪肝细胞 [7-10]. 将分离所得

肝细胞分为两组进行培养: (1)普通培养组将

肝细胞以5×108个 /L的密度接种到培养板上

(1 mL/孔), 置于37℃, 50 mL/L CO2条件下静置

培养12 h内, 每30 min摇动1次, 每次持续5 min, 
以利于细胞集聚形成球形体. (2)纳米材料培养

组: 将肝细胞以5×108个/L与40 mg/L的PLA-O-
CMC纳米粒子相混合接种到培养板上(1 mL/
孔), 置于37℃, 50 mL/L CO2条件下静置培养

12 h内每30 min震动1次, 每次持续5 min, 以促

进纳米材料与肝细胞的结合, 且有利于细胞集

聚形成球形体. 冻干后得到的PLA-O-CMC纳米

粒子以PBS缓冲液溶解, 将其置于原子力显微

www.wjgnet.com

■创新盘点
用于组织工程的
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镜下观察其表面形态, X线光电子光谱法(X-ray 
photoelectron spectrometry, XPS)光谱分析PLA-
O-CMC聚合物中C, O, N, S成分. 
1.2.3 培养肝细胞形态观察和功能检测 分别取

第0.5, 1, 3, 5, 7天的肝细胞培养上清液测定白蛋

白(ALB)、谷丙转氨酶(ALT)、尿素氮(BUN), 倒
置显微镜观察肝细胞形态, 扫描电镜观察培养

在PLA-O-CMC纳米粒子上的肝细胞形态.
统计学处理 数据以mean±SD表示. 用State 

7.0软件行方差分析和配对Student t检验. P <0.05
为差异有显著性.

2  结果

2.1 PLA-O-CMC纳米材料的表征 冻干后得到

的P L A-O-C M C纳米粒子以P B S缓冲液溶解, 
将其置于原子力显微镜下观察 ,  显示其直径

300-500 nm(图1). 经过XPS光谱分析PLA-O-
CMC聚合物中C, O, N的比例分别为72.51%, 
23.69%, 3.80%, 符合PLA和O-CMC两者聚合后

的平均数, 表明新得到的聚合物为PLA-O-CMC.
PLA-O-CMC微球聚合物中C, N, O, S 4种元

素的结合能, 见图2. 图中显示, 氮元素的含量约

为3.80%. 由于氮元素只存在于O-CMC中, 因此

该图谱表明O-CMC位于PLA-O-CMC微球的表

面. 这将对微球利用O-CMC带正电的胺基通过

静电作用吸附带负电的寡核苷酸非常有利. 这
更加有利于细胞在其表面的黏附, 更加有利于黏附, 更加有利于附, 更加有利于

细胞的聚集和成团, 为细胞的生长提供了良好

的生物支架.
2.2 肝细胞形态变化 分离的肝细胞呈单个球

形状态悬浮于培养基中, 用苔盼蓝拒染法检测

细胞活率为95%-98%. 普通培养的肝细胞, 接
种后很快沉于培养板底并贴壁生长, 其形态立

即由刚分离的圆球形向单层扁平多边形伸展, 
48-72 h后细胞进一步变薄, 逐渐失去多边形特

征, 肝细胞连接成片生长. 将分离的肝细胞与

PLA-O-CMC纳米粒子混合培养, 间歇振荡12 h 
后, 细胞黏附在纳米材料上. 培养48 h后, 形成黏附在纳米材料上. 培养48 h后, 形成附在纳米材料上. 培养48 h后, 形成
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图 2 PLA-O-CMC聚合物表面各元素的结合能.

图 1 PLA-O-CMC

纳 米 粒 子 原 子 力 显

微镜照片.

1000 nm
■应用要点
在肝细胞培养中
改性壳聚糖材料
已被广泛应用, 但
纳米级改性壳聚
糖复合材料的使
用还鲜见报道. 我
们的探索为肝细
胞培养中新型生
物材料的应用开
拓了思路.



www.wjgnet.com

1672                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志      2006年6月18日    第1�卷   第1�����期

细胞黏附聚集的球形体, 提高了细胞密度. 培养黏附聚集的球形体, 提高了细胞密度. 培养附聚集的球形体, 提高了细胞密度. 培养

24 h, 大部分肝细胞仍保持圆球状, 部分肝细胞

向多边形转变, 多数肝细胞相互黏连, 成束状生

长. 约培养48 h后, 大部分肝细胞重建细胞极性, 
呈现较典型、均匀的多边形形态特征. 以扫描

电镜对PLA-O-CMC纳米材料肝细胞的混合培

养物进行了观察, 显示肝细胞成团聚集于PLA-
O-CMC纳米材料表面, 生长良好(图3).
2.3 肝细胞功能变化

2.3.1 两组肝细胞培养上清中白蛋白(ALB)含量

比较(表1) 经统计学处理, 培养后24 h、第3天和天和和

第5天, 纳米细胞培养组ALB含量高于普通培养天, 纳米细胞培养组ALB含量高于普通培养, 纳米细胞培养组ALB含量高于普通培养

组(P <0.05). 培养24 h后, 普通培养组ALB低于

培养后12 h值(P <0.05); 纳米培养组ALB高于培

养后12 h值, 培养7 d后下降.
2 .3 .2  两组肝细胞培养上清中丙氨酸转氨酶

(ALT)含量比较(表2) 经统计学处理, 培养后第

3-7天, 纳米材料培养组ALT含量低于普通培养天, 纳米材料培养组ALT含量低于普通培养, 纳米材料培养组ALT含量低于普通培养

组(P <0.05). 两组培养第3天后, ALT含量逐渐降天后, ALT含量逐渐降后, ALT含量逐渐降

低(P <0.05). 
2.3.3 两组肝细胞培养上清液中尿素氮(BUN)含
量比较(表3) 经统计学处理, 培养后第3-7天BUN天BUNBUN
含量有所增高, 但各组之间及各时段之间相比

差异无显著性(P >0.05). 

3  讨论

移植肝细胞功能的维持和提高是肝细胞移植临

床应用面临的一大问题. 微载体培养是近年来

广泛应用的大规模细胞培养的一种方法, 有利

于细胞的高密度培养, 并维持较高的细胞代谢

活性. 张立国 et al [11-13]运用壳聚糖制作微米级的

微载体来进行大鼠肝细胞的培养, 表明壳聚糖

制成的微载体可以提供肝细胞黏附的生物相容

性界面, 促进肝细胞之间的相互作用, 维持肝细

胞的形态和功能, 能够较好的维持肝细胞的分

化和极性 ,  并且具有良好的组织相容性 .  L i 
et al [14]制备了CS/胶原复合载体, 并将该载体与

肝细胞混合培养. 结果表明, CS/胶原复合物是

     

表 1 两组肝细胞培养上清液中ALB含量比较 (mean±SD)

ALB (g/L)                                              12 h                         24 h                     3 d                 5 d            7 d

普通培养组 (n = 6)                   3.3�����±0.121         3.10±0.1�����9         3.1�����±0.186        3.10±0.219    3.13±0.103

纳米材料培养组 (n = 6)   3.33±0.082         3.53±0.052         3.�8±0.0�����5         3.5�����±0.13�����         3.23±0.13�����

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

     

表 2 两组肝细胞培养上清液中ALT含量比较 (mean±SD)

ALT (nkat/L)                             12 h                       24 h                  3 d               5 d             7 d

普通培养组 (n = 6)                   3�.1�����±9.�2       31.33±8.������        2�.1�����±20.35        16.1�����±2�����.�9         15.50±11.95

纳米材料培养组 (n = 6)   33.00±13.0�     30.8�±19.�5      15.33±13.05       8.8�±8.8�����      �����.00±5.22

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

     

表 3 两组肝细胞培养上清液中BUN含量比较 (mean±SD)

BUN (mmol/L)                                        12 h                         24 h                     3 d                 5 d            7 d

普通培养组 (n = 6)                   0.65±0.036          0.68±0.038         0.�����5±0.038         0.80±0.015        0.80±0.026

纳米材料培养组 (n = 6)   0.63±0.029          0.6�±0.030         0.82±0.02�����        0.90±0.03�����    0.86±0.020

P值                                           >0.05       >0.05                   >0.05               >0.05            >0.05

■同行评��
本文文笔清晰流
畅 ,  有 一 定 创 新
性, 有科研的实用
性.

图 3 PLA-O-CMC纳米粒子肝细胞混合培养SEM.

30 mm
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内置型生物人工肝的良好载体. Yagi et al [15]以低

压冻干法将果糖连接到多孔CS支架的表面, 将
改性后的CS支架(50-200 mm)与肝细胞混合培

养. 结果肝细胞的数量显著增多, 肝细胞表现为

球型, 表面有大量的微绒毛存在, 表明了肝细胞

的生长状况良好, 培养肝细胞白蛋白及尿素的

合成功能良好. 此外, Park et al [16]制备了半乳糖

基壳聚糖, Chung et al [17]制备了海藻酸盐/半乳糖

壳聚糖支架用于肝细胞的培养都取得了良好的

效果. 纳米材料是近年来兴起的一个崭新的领

域. 纳米材料具有大量的界面或自由表面, 各纳

米单元之间存在着或强或弱的相互作用. 由于

这些结构上的特殊性, 使纳米材料具有一些独

特的效应, 如表面与界面效应, 小尺寸效应和量

子尺寸效应等[18-19]. Xie et al [4]的研究表明, 纳米

尺寸粗糙表面能够适度地调控细胞的黏附、增

殖、分化和凋亡.    
我们在金胶纳米粒子上培养猪肝细胞的研

究中发现, 细胞在纳米材料上能迅速增殖, 表现

出良好的功能[20]. 用于肝细胞移植的纳米材料

应具有良好的生物相容性和可降解性. 壳聚糖

具有良好的生物相容性和生物可降解性, 还有

广谱抗菌、抗感染和很强的凝血作用, 以及促

进伤口愈合、调节血脂和降低胆固醇、增强免

疫和抗肿瘤等多种生理活性作用[21-24]. 但壳聚

糖是非水溶性物质, 故我们对其进行了改性得

到了O-CMC, 并与PLA聚合制备了PLA-O-CMC
纳米粒子, 将其置于原子力显微镜下观察, 显示

其直径大约在300-500 nm, 以XPS分析光谱对

其化学性质进行了表征, 进一步证实了所得到

的聚合物为PLA-O-CMC. 分别以光学显微镜及

电子显微镜观察了PLA-O-CMC纳米粒子对培

养猪肝细胞的作用. 结果表明, 与普通肝细胞培

养相比较, 纳米培养组的肝细胞形成球形聚集

体的时间明显缩短, 球形聚集体的比例明显增

加, 细胞形态好, 培养后1, 3和5 d, ALB含量增

高. PLA和O-CMC是两种性质不同的高分子材

料, 将二者结合作为新的细胞培养载体有如下

优点: (1)PLA和O-CMC都是具有良好生物相容

性和生物降解性的高分子材料, 对机体无毒无

害; (2)O-CMC为水溶性高分子, 可解决微载体制

备和培养过程中的沉淀问题; (3)PLA带负电荷, 
O-CMC带正电荷, 将二者制备成纳米微球, 可调

节微球结构中正负电荷的比例, 从而降低由过

强正电荷产生的载体本身的细胞毒性; (4)PLA

和O-CMC都是可生物降解的高分子材料, 可通

过纳米生物技术为细胞的生长提供良好的界

面[25-26]. 
研究结果显示, 培养后3和5 d, 纳米培养组

ALT含量低于普通培养组(P <0.05). 两组培养3 d
后, ALT含量逐渐降低(P <0.05). 表明新制备的

肝细胞悬液由于受到胶原酶和其他因素的影响, 
肝细胞膜受到不同程度的破坏, 而经培养后肝

细胞膜重新修复完整; 纳米材料更有助于肝细

胞膜的修复. 
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
matrine on the cold ischemia and reperfusion (I/
R) injury during orthotopic liver transplantation 
(OLT) and its mechanism in rats.

METHODS: Two hundred and twenty-four 
syngeneic SD rats were randomly divided into 
control, matrine, and pseudo-treatment group. 
The rats in matrine group were treated with 
low (40 mg/kg) and high dose (80 mg/kg) of 
matrine respectively. After the donor liver was 
preserved in Ringer’s (LR) solution for 5 h, the 
orthotopic implantation was performed. The 
serum and tissue samples were collected for 
analysis 1, 2, 4 and 24 h after reperfusion of the 
portal vein, and the one-week survival rate was 
observed in each group..

RESULTS: In comparison with those in the con-
trol group, the levels of ALT decreased signifi-

cantly in low- and high-dose treatment groups 
at different times post-transplantation, and their 
one-week survival rates also increased markedly 
(75%, 75% vs 0, P < 0.01). Matrine treatment de-
crease the expression of tissue intercellular ad-
hesion molecule-1 (ICAM-1), serum hyaluronic 
acid (HA) and the adhesion of inflammatory 
cells to sinusoidal endothelial cells (SEC), and in-
creased the production of nitric oxide (53.1 ± 5.1, 
54.2 ± 4.9 μmol/L vs 30.2 ± 2.3 μmol/L, P < 0.01), 
resulting in suppression of microcirculation in-
jury caused by hepatic reperfusion. The level of 
endotoxin (ET) was decreased significantly in 
low- and high-dose treatment groups (0.343 ± 
0.111, 0.302 ± 0.059 kEU/L vs 0.643 ± 0.110 kEU/
L, P < 0.01), and matrine markedly inhibited the 
activation of Kupffer cells and the release of tu-
mor necrosis factor-α (1.69 ± 0.22, 1.29 ± 0.33 U/
L vs 5.96 ± 0.59 U/L, P < 0.01), and the content of 
hepatic malondialdehyde (0.87 ± 0.41, 0.69 ± 0.22 
μmol/g vs 2.35 ± 0.54 μmol/g, P < 0.01) were no-
tably decreased. Meanwhile, the activity of su-
peroxide dismutase was elevated notably (19.89 
± 1.84, 21.04 ± 1.86 kU/g vs 13.39 ± 0.85 kU/g, P 
< 0.01). Matrine treatment markedly ameliorated 
the focal necrosis of hepatocytes, inflammatory 
cell aggregation, and detachment of SEC. No 
significant difference was observed between the 
treated groups.

CONCLUSION: Matrine can prevent hepatic 
cells and SEC from cold ischemia and reperfu-
sion injury during orthotopic liver transplanta-
tion in rats, and the mechanism is associated 
with the inhibition of Kupffer cell activation and 
the release of inflammatory cytokines.

Key Words: Orthotopic l iver transplantation; 
Matrine; Ischemia and reperfusion injury; Sinusoi-
dal endothelial cell; Rats
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摘要
目的: 探讨苦参碱对大鼠原位肝移植中供肝
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■背景资料
如何防治供肝冷
保存再灌注损伤
一直是肝移植领
域的研究热点, 而
临床广泛应用的
苦参碱药理学结
构 明 确 ,  具 有 抗
炎、抗氧化、免
疫抑制、保肝等
作用, 本文作者在
前期的研究中已
明确其对供肝的
冷保存再灌注损
伤具有保护作用, 
本文进一步对其
分子生物学作用
机制进行探讨.



冷缺血再灌注损伤的保护作用及其机制. 

方法: 应用延长保存的大鼠原位肝移植模型, 
大鼠224只随机分为对照组、低剂量(40 mg/
kg)、高剂量苦参碱治疗组(80 mg/kg)和假手
术组, 将供肝在4℃林格液中保存5 h后植入受
体, 分别观察移植术后1 wk生存率, 并且检测
移植术后1, 2, 4, 24 h血ALT, TNF-α, 内毒素
(ET), 透明质酸(HA), 一氧化氮(NO)及肝组织
丙二醛(MDA), 超氧化物歧化酶(SOD), 细胞
间黏附分子-1(ICAM-1)的含量, 并观察移植肝
脏病理形态学的改变. 

结果: 与对照组比较, 苦参碱低剂量、高剂量
治疗组术后1 wk生存率显著增加(75%, 75% 
vs  0, P <0.01), 肝功能改善, 血清HA (277.62
±29.06, 406.84±95.04 μg/L vs  1109.42±
110.28 μg/L, P <0.01)和肝组织ICAM-1表达均
显著减少, 血清NO含量增加(53.1±5.1, 54.2
±4.9 μmol/L vs  30.2±2.3 μmol/L, P <0.01), 
TNF-α(1.69±0.22, 1.29±0.33 U/L vs  5.96
±0.59 U/L, P <0.01)、E T (0.343±0.111, 
0.302±0.059 kEU/L vs  0.643±0.110 kEU/L, 
P <0.01)以及肝组织MDA (0.87±0.41, 0.69±
0.22 μmol/g vs  2.35±0.54 μmol/g, P <0.01)
水平均明显降低, 肝组织SOD (19.89±1.84, 
21.04±1.86 kU/g vs  13.39±0.85 kU/g, P <0.01)
水平均明显升高, 肝细胞和肝窦内皮细胞形态
也发生改善.

结论:  苦参碱可以通过减轻再灌注后内毒
素血症 ,  抑制库氏细胞激活及释放T N F-α , 
ICAM-1等炎症性细胞因子, 清除氧自由基, 促
进NO合成等途径, 减轻肝细胞及肝窦内皮细
胞的损伤.

关键词�� 原位肝移植; 苦参碱; 缺血再灌注损伤; 内

皮细胞; 大鼠

朱新华, 仇毓东, 史敏科, 丁义涛. 苦参碱对大鼠原位肝
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0  引言

在原位肝移植过程中, 供肝冷保存和门静脉阻

断是不可避免的, 研究减轻移植肝脏的再灌注

损伤具有重要意义. 供肝冷保存再灌注损伤是

一个由多因素参与的复杂的病理过程, 其中肝

窦内皮细胞形态和功能的改变可引起肝内微循

环障碍, 最终可导致移植肝脏原发性无功能[1-3], 
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近年研究表明库氏细胞激活释放TNF-α等炎性

损伤因子在供肝冷保存再灌注损伤中也发挥着

重要作用[4-6]. 苦参碱为中药苦参中提取的有效

成分, 其基本结构为苦参次碱-15酮, 具有抗炎、

抗氧化、免疫抑制、保肝等作用[7], 临床已广泛

用于慢性肝病的治疗. 我们采用大鼠原位肝移植

模型, 研究苦参碱对供肝冷缺血再灌注损伤的保

护作用, 并对其作用机制进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂健康SD大鼠224只(购自南京军区总

医院动物中心), 体质量200±10 g, 随机分为

对照组、低剂量治疗组、高剂量治疗组和假

手术组. 假手术组有大鼠32只, 其余3组各有大

鼠32对. 大鼠原位肝移植模型参照改良Kamada
法 [8]进行 .  各组供肝取出后均置于4℃林格液

中保存5 h再植入受体. 受体门静脉阻断时间

16-18 min. 低剂量治疗组受体术前0.5 h ip苦参

碱(购自广州明兴制药厂)40 mg/kg; 高剂量治疗

组术前0.5 h ip苦参碱80 mg/kg; 对照组同法注

入生理盐水1 mL; 假手术组方法同肝移植受体

的肝脏游离, 只是不作肝切除, 目的是进行正常

对照, 以排除手术因素或肝动脉结扎对实验的影

响. 各组大鼠于再灌注后1, 2, 4和24 h分别取6
只经下腔静脉取血4 mL, 离心(4℃, 3000 r/min) 
10 min后, 取上清置于-70℃冰箱保存待测. 同时

分别取肝中叶组织适量快速置于液氮中保存

待测.
1.2 方法 各组分别取8只受体大鼠进行饲养, 观
察1 wk存活率. 取各组大鼠再灌注后4和24 h血
清, 采用全自动生化分析仪测定ALT.   
1.2.1 血清学测定 分别取各组大鼠再灌注后1, 2, 
4和24 h血清, 采用以L929细胞为靶细胞的结晶

紫法进行测定, 以kU/L表示. 取各组大鼠再灌注

后1和2 h血样采用鲎试剂法测定血浆内毒素(内
毒素定量测定试剂盒购自上海医学检测中心). 
取各组大鼠再灌注后1, 2和4 h血清, 采用透明质

酸放射免疫分析测定盒(购于上海海洋医学生物

技术中心)测定血清透明质酸浓度. 取各组大鼠

再灌注后1和2 h血清, 采用硝酸还原酶法一氧化

氮测定试剂盒(购自南京建成生物工程研究所)
测定血清NO2

-/ NO3
-含量. 

1.2.2 肝组织检查 取各组大鼠再灌注后1, 2和4 h
肝组织标本1 g, 制成匀浆后, 采用考马斯亮蓝法

进行蛋白定量, 分别采用丙二醛法、黄嘌呤氧化

酶法测定MDA, SOD含量(测定试剂盒购自南京

www.wjgnet.com

■研发前沿
供肝冷保存再灌
注损伤及防治一
直是肝移植领域
的研究难点, 其中
肝窦内皮细胞损
伤及微循环障碍
机制正成为研究
热点. 苦参碱免疫
抑制、抗炎抗氧
化等药理学作用
在移植领域的应
用正日益受到人
们的关注.
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建成生物工程研究所). 再灌注后1, 2和4 h分别

处死大鼠后取肝中叶组织, OCT胶包埋后, 液氮

冻存. 冰冻切片6 μm, 室温放置30 min后, 入4℃
丙酮固定10 min, PBS洗, 5 min×3, 30 mL/L过
氧化氢孵育5-10 min后, PBS洗, 5 min×2, 下
接常规辣根过氧化物酶法免疫组化染色操作步

骤. 一抗采用mouse-anti-rat CD54 (ICAM-1)mAb, 
MCA773(购自英国Serotec公司), 稀释度为1∶
50. 再灌注后4 h处死大鼠, 各取前叶肝组织经

40 g/L中性甲醛固定、石蜡包埋后切成4 μm薄

片, HE染色, 光镜下观察肝脏组织的病理形态学

变化. 再灌注后4 h处死大鼠, 各取前叶1-2 mm
见方肝组织放入4℃ 20 g/L戊二醛液中固定, 经
锇酸后固定, 乙醇脱水, 环氧树脂Epon 618包埋, 
用AO-E型超薄切片机超薄切片, 铅铀双染, 在
JEM-1200EX型透射电镜下观察.

统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 采
用SAS软件方差分析Student-Newman-Keuls法进

行统计分析.

2  结果

大鼠原位肝移植手术成功率约为95%, 但对照组

8只大鼠都于术后48 h内死亡, 尸体解剖可见腹

腔内大量腹水和渗血, 肝脏明显肿大, 且色泽不

均, 镜下供肝呈明显的局灶样坏死. 而两苦参碱

治疗组大鼠术后的1 wk存活率均达到75%. 
2.1 血清学变化 与假手术组比较, 治疗组和对

照组移植术后ALT值均升高. 两治疗组术后4和
24 h的ALT值均显著低于对照组(P <0.01, 图1), 
且两治疗组间术后4和24 h的ALT值也有显著差

异(分别为P <0.05和P <0.01). 假手术组血清中未

检测出TNF-α活性, 而对照组血清TNF-α活性迅

速上升, 再灌注后2 h达到高峰(7.94±0.42 kU/
L), 4 h后迅速下降(4.83±0.27 kU/L), 到再灌注

后24 h一直维持低水平(5.04±0.33 kU/L). 另两

治疗组术后TNF-α活性也在再灌注后2 h达到

高峰(图2), 且与对照组相比各时间点的TNF-α
活性均有显著降低(P <0.01), 而两治疗组间比较

无显著差异. 假手术组术后血中内毒素水平较

低(0.137±0.029 kEU/L), 对照组术后1, 2 h内
毒素水平分别为0.643±0.110 kEU/L和0.704±
0.203 kEU/L(图3). 两治疗组术后1, 2 h内毒素

水平均较对照组显著降低(P <0.01), 而两治疗组

间比较无显著差异. 与假手术组比较, 治疗组和

对照组移植术后各时间点HA值均升高, 且术后

HA的高峰均出现在术后2 h. 两治疗组术后各时

间点HA值均显著低于对照组(P <0.01), 且两治疗

组间术后各时间点HA值也有显著差异(分别为

P <0.05和P <0.01, 图4). 与假手术组比较, 治疗组

和对照组移植术后各时间点NO2
-/NO3

-值均降低. 
两治疗组术后NO2

-/NO3
-值均显著低于对照组

(P <0.01, 图5), 两治疗组间术后NO2
-/NO3

-值无显

著差异. 
2.2 肝组织的检测 与对照组比较, 两治疗组术后

各时间点的MDA含量均显著降低(P <0.01, 图6), 
而两治疗组间的MDA水平无显著差异. 与对照

组比较, 两治疗组术后各时间点的SOD水平均

显著升高(P <0.01, 图7), 而两治疗组间的SOD水

平无显著差异. 对照组术后1 h即可在肝窦内皮

细胞表面、部分肝细胞及肝血窦内出现ICAM-1

■创新盘点
本研究在国内首
次将苦参碱应用
于防治供肝冷保
存再灌注损伤的
基础研究, 并且对
分子生物学作用
机制进行深入探
讨.
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的表达, 至术后2和4 h更可见ICAM-1的强表达. 
两治疗组术后各时间点在类似部位也出现了

ICAM-1的表达, 但其表达均明显减弱, 且两组间

表达程度未见明显差异. 假手术组肝组织结构

基本正常, 对照组可见肝细胞灶性坏死, 伴大量

中性粒细胞及单核细胞浸润, 肝窦内皮细胞受

损, 与Disse间隙脱离, 枯否氏细胞增生明显. 小
剂量治疗组可见少数肝细胞呈空泡变性, 无肝

细胞坏死, 炎性细胞浸润明显减少, 枯否氏细胞

大致正常. 大剂量治疗组形态学改变与小剂量

治疗组相似. 
2.3 肝血窦超微结构 假手术组: 大多数肝细胞、

SEC形态和结构基本正常, 未见明显肿胀及凋

亡细胞. 对照组: 肝细胞核皱缩, 染色质浓集, 线
粒体肿胀, 嵴结构不清, 粗面内质网扩大成指

状. SEC明显肿胀, 核膜不规整, 可见核固缩、聚

集、着边的凋亡细胞, 线粒体水肿、部分空泡

化, 粗面内质网扩张, 可见髓鞘样结构. 内皮细

胞向血窦腔内突出, 并可脱落入肝血窦腔内. 血
窦腔内可见大量中性粒细胞、淋巴细胞等浸润. 
库氏细胞高度活跃, 细胞突起增多, 胞质增宽,质增宽,增宽, 
胞质内可见许多吞噬溶酶体、透明的空泡和颗质内可见许多吞噬溶酶体、透明的空泡和颗内可见许多吞噬溶酶体、透明的空泡和颗

粒, 细胞核形态不规则. 小剂量治疗组: 肝细胞

核圆居中, 线粒体和粗面内质网结构清晰. SEC

核膜稍显不规整, 伸展部变薄, 但覆盖完整. 内
皮细胞轻度水肿, 溶酶体增多, 粗面内质网无扩

张, 吞饮小泡丰富, SEC损伤明显减轻. 血窦腔内

炎性细胞浸润的程度和范围也明显轻于对照组. 
枯否氏细胞呈圆形, 突起减少, 细胞核规则, 胞
质内容物减少. 大剂量治疗组: SEC损伤仍存在,内容物减少. 大剂量治疗组: SEC损伤仍存在, 
其与肝细胞、枯否氏细胞的超微结构改变与小

剂量治疗组类似.

3  讨论

冷缺血再灌注损伤是缺血再灌注损伤的特殊类

型, 在现代临床肝移植中越来越显出其重要性. 
以往研究表明在肝脏的再灌注期, 枯否氏细胞

大量激活, 释放一系列的炎性损伤因子, 导致肝

窦内皮细胞损伤及肝功能受损[1,9-10]. 在冷保存期

间导致再灌注损伤的因素已经存在, 而在再灌

注期通过某种途径激活相关损伤因子, 导致肝

脏损伤[11-12]. 我们将苦参碱作用于再灌注期, 以
期能打断这种途径, 保护肝组织免受再灌注损

伤. 大鼠肝脏在4℃平衡液中保存的安全时限为

2-4 h[13], 为探讨苦参碱对供肝冷缺血再灌注损

伤是否有保护性作用, 我们采用将供肝于移植

术前置于4℃平衡液中保存5 h, 再移植入受体

的大鼠原位肝移植模型, 观察苦参碱对大鼠移

■应用要点
苦参碱作为药物
的单体成分, 其化
学结构、药代动
力学、药效学及
药理作用机制明
确 ,  副作用很小 , 
并已制备出多种
剂型供临床选用, 
临床应用前景较
广泛.

图 5 大鼠原位肝移植冷缺血再灌注损伤后血NO2
-/NO3

-的

变化. bP<0.01 vs 对照组.
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植术后1 w k生存率及肝细胞形态及功能的影

响. 实验结果表明, 苦参碱对移植肝脏有明显的

保护作用, 能显著的改善大鼠肝功能和移植术

后1 wk存活率. 在本实验中, 对照组大鼠均于术

后48 h内死于肝功能衰竭, 1 wk生存率为0%, 
而两治疗组大鼠的1 wk存活率均达到75%. 对
照组大鼠死后尸体解剖可见腹腔内有大量腹水

和渗血, 肝脏明显肿胀, 且颜色深浅不一, 镜下

肝脏呈明显的局灶样坏死, 符合其死于移植术

后原发性移植肝无功能的表现. 另外, 治疗组的

肝功能指标ALT有明显的改善, 并且对再灌注

后4 h肝组织光镜和电镜检查也显示治疗组的

肝脏枯否氏细胞激活及炎性细胞浸润明显减少, 
肝细胞及肝窦内皮细胞损伤程度明显减轻. 随
着苦参碱剂量的增加, 其对肝细胞和肝窦内皮

细胞的保护作用没有明显增强 ,  这与Z h a n g 
et al [14]研究结果相一致, 并且实验过程中并未发

现大剂量运用苦参碱的毒性. 
肝移植缺血再灌注中, 枯否氏细胞被激活后

可产生TNF等炎性细胞因子, 同时释放出大量的

氧自由基, 从而在肝脏再灌注损伤中发挥重要

作用[5-6,15]. 我们的研究结果表明, 对照组移植术

后内毒素血症明显, 枯否氏细胞呈现激活状态, 
并且TNF-α随之显著升高, 伴随着肝细胞及肝窦

内皮细胞明显受损. 与之相比, 两苦参碱治疗组

的血浆内毒素水平明显降低, 伴随着血清TNF-α
活性及肝组织中TNF-α含量的显著减少, 并且枯

否氏细胞增生活跃程度及炎性细胞浸润也明显

减轻. 同时, 苦参碱能增强机体清除氧自由基和

抗脂质氧化的能力. 
肝血窦内皮细胞损伤及顺应性改变可致肝

血窦阻塞, 再灌注障碍, 从而使肝组织细胞仍处

于缺血状态, 损伤进一步加重发展[16-17]. 因此, 在
肝移植缺血再灌注损伤过程中, 保护内皮细胞

和保护肝细胞同样重要[18-20], 这对于防止移植肝

脏微循环障碍, 术后发生“无复流”等现象, 最
终导致原发性移植肝无功能具有重要临床意

义[3,21-23]. 结果表明, 治疗组术后各时间点反映肝

窦内皮细胞功能和活力的指标-血HA浓度及肝

脏ICAM-1的表达均较对照组明显下降, NO含量

显著增加, 肝窦腔内淤血及炎性细胞浸润明显

减轻, 并且SEC损伤的超微结构改变也有相应改

善. 随着苦参碱剂量的增加, 通过对血HA浓度分

析其对SEC的保护作用反而有所降低, 但实验过

程中并未发现大剂量运用苦参碱的副作用. 
苦参碱具有抗炎、抗氧化、免疫抑制、保

肝等作用[7], 苦参碱可以通过减轻再灌注后内

毒素血症, 抑制枯否氏细胞激活及释放TNF-α, 
IL-1, IL-6, ICAM-1等炎症性细胞因子, 清除氧自

由基, 促进NO合成等途径, 减少粒细胞与SEC的
黏附, 从而减轻肝细胞及SEC的损伤, 改善移植

肝脏微循环, 减轻供肝冷保存再灌注损伤. 苦参

碱作为药物的单体成分, 其化学结构、药代动

力学、药效学及药理作用机制明确, 副作用很

小, 并已制备出多种剂型供临床选用, 临床应用

前景较广泛. 
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Abstract
AIM: To invest igate the ki l l ing ef fect of 
lentivirus-mediated double suicide genes under 
the regulation of kinase domain-containing 
receptor (KDR) promoter targeted on colorectal 
carcinoma cells.

METHODS: 293FT packaging cells were trans-
fected by the constructed plasmids pLenti6/V5-
D-KDR-CDglyTK and pLenti6/V5-D-GFP. After 
blasticidin selection and cell cloning, the infec-
tious viruses were generated. Then SW620 (with 
KDR expression) and LS174T cells (without KDR 
expression) were transfected with the obtained 
viruses by lipofectamin 2000. The transfection 
efficacy was evaluated by the fluorecence mi-
croscopy. The expression of CDglyTK was de-
tected by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR). After treatment with 5-FC 
and GCV, the killing effects and bystander effect 
of CD/TK suicide genes on the two kinds of cell 

lines were assessed..

RESULTS: The transfection efficacy was not sig-
nificantly different between SW620 and LS174T 
cells, and elevated with the increase of virus 
titer. RT-PCR demonstrated that CDglyTK was 
expressed only in SW620 cells infected by pLen-
ti6/V5-D-KDR-CDglyTK but not in LS147T cells. 
For the transfected SW620 cells, the survival rate 
was 32.34% ± 2.42% or 30.56% ± 2.14% when 
GCV (100 mg/L) or 5-FC (2.0 g/L) was used 
alone, respectively, and it was 5.36% ± 1.55% 
when GCV and 5-FC were used in combination. 
For the transfected LS174T cells, the survival rate 
was 95.48% ± 1.70% when GCV and 5-FC were 
used in combination. SW620 cells had a higher 
sensitivity to the prodrugs than LS174T cells 
did (P < 0.001), and the effects of double suicide 
genes were markedly stranger than that of either 
single gene (P < 0.001). Considerable bystander 
effect was also observed. When the infected cells 
covered a percentage of 40%, the survival rate 
of SW620 cells was 11.42% ± 2.66%, while that of 
LS174T cells was 99.54% ± 2.61% after treatment 
with GCV and 5-FC. There was significant dif-
ference between the two kinds of cells (P < 0.001).

CONCLUSION: Lentivirus-mediated CD/TK 
suicide genes driven by KDR promoter have 
specific killing effect on colorectal carcinoma 
cells with KDR expression.

Key Words: Colorectal carcinoma; Kinase domain-
containing receptor promoter; Suicide gene; Lenti-
virus

Chen HJ, Huang ZH, Su GQ, Wu AG, Yu JL. Targeted 
killing effect of lentivirus-mediated CD/TK suicide genes 
on colorectal carcinoma cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(17):1681-1687

摘要
目的: 研究慢病毒介导的KDR启动子驱动CD/
TK双自杀基因系统对大肠肿瘤细胞选择性杀
伤作用. 

方法: 构建的重组质粒pLenti6/V5-D-KDR-

www.wjgnet.com

®

■背景资料
理想的病毒载体
能同时提供高效
的基因转移, 长期
稳定的基因表达
及生物安全性. 近
来, 一些研究者把
目光投向了以Ⅰ
型人类免疫缺损
病毒(HIV-1)为代
表的慢病毒. 研究
表明, 以HIV-1为
基础构建的这类
慢病毒载体具有
可感染非分裂细
胞,目的基因整合
至靶细胞基因组
长期表达, 免疫反
应小等优点, 适于
体内基因治疗, 因
此有望成为理想
的基因转移载体. 
自Folkman提出肿
瘤的生长具有血
管形成依赖以来, 
对实体瘤的血管
形成及其相关微
循环的研究及抗
肿瘤血管生成已
成为当今肿瘤研
究的热点之一, 以
肿瘤血管为靶点, 
采用各种途径抑
制肿瘤血管的形
成, 切断肿瘤的供
养, 即能有效抑制
肿瘤生长和转移, 
因此, 以KDR启动
子, 慢病毒介导的
双自杀基因疗法
可能为基因治疗
大肠肿瘤提供一
个新的思路.



CDglyTK及阳性对照质粒pLenti6/V5-D-GFP
在l ipofectamine 2000介导下转染293FT细
胞, 包装扩增后获得病毒颗粒, 体外感染表达
KDR的SW620细胞株和不表达KDR的LS174T
细胞株, 荧光显微镜下计数确定阳性对照质粒
的感染效率并以RT-PCR方法检测转基因细胞
CDglyTK的表达, 然后给予不同浓度的前药
5-FC及GCV处理, 观察该体系对不同细胞株
的杀伤效应及其旁观者效应. 

结果: 重组体对各细胞株的感染率相似, 其感
染率随慢病毒滴度的增高而递增. RT-PCR方
法检测发现: 除LS174T细胞外, SW620细胞
有目的基因CDglyTK的表达. 对于转基因的
SW620细胞, 单用GCV(100 mg/L)时, 其存活
率为32.34%±2.42%. 单用5-FC(2.0 g/L)时, 
存活率为30.56%±2.14%. 而联合应用两者时, 
SW620细胞存活率为5.36%±1.55%, LS174T
细胞存活率为95.48%±1.70%. SW620细胞对
前药具有较高的敏感性, SW620与LS174T细
胞株对前药敏感性有显著性差异(P <0.001), 
双自杀基因的疗效优于任一单自杀基因的
疗效(P <0.001). 当转基因细胞比率为40%时, 
加入前药G C V和5-F C, S W620细胞存活率
为11.42%±2.66%, 而LS174T细胞存活率为
99.54%±2.61%, 二者比较差异有显著性意义
(P <0.001), 该体系旁观者效应明显.

结论:  慢病毒作为载体有较高的转染效率 , 
KDR基因启动子可调控双自杀基因系统选择
性杀伤表达KDR的大肠肿瘤细胞.

关键词�� 大肠癌; KDR启动子; 自杀基因; 慢病毒
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0  引言

自杀基因治疗是肿瘤基因治疗中一个重要的研

究策略[1-3]. 但基因转移的低效率是这一疗法广

泛开展的主要障碍. 实验研究中大多使用逆转

录病毒载体和腺病毒载体进行基因转染治疗. 
逆转录病毒载体虽可使目的基因整合至靶细胞

基因组实现稳定表达, 但只能转导分裂期细胞, 
不能转导非分裂期细胞. 腺病毒载体虽能转导

分裂期细胞和静止期细胞, 转导效率也较高, 但
目的基因不整合至靶细胞基因组, 仅能短暂表

达, 而且腺病毒蛋白可引起人体免疫反应及炎
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症反应. 慢病毒载体可感染非分裂细胞, 目的基

因整合至靶细胞基因组长期表达, 转染效率很

高, 从而提供长期、稳定的目的基因表达, 并且

生物安全性很高, 有望成为理想的基因转移载

体[4]. 血管内皮细胞生长因子受体(kinase insert 
domain-containing receptor, KDR)既表达于肿瘤

新生血管内皮细胞, 又表达于恶性程度高的肿瘤

细胞. 这为以肿瘤细胞及滋养血管为治疗靶点的

基因治疗提供了研究基础. 如果将KDR启动子

引入该体系驱动基因治疗则既可避免该方案的

副作用, 又可放大其治疗效应. 本研究即探讨慢

病毒介导的以KDR为启动子的CD/TK双自杀基

因系统对大肠肿瘤细胞的选择性杀伤效应, 为其

进一步体内应用提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 ViraPowerTM Bsd Lentiviral Support 
Kit, pLenti6/V5-Directional TOPO® Cloning Kit, 
293FT Cell Line (Invitrogen). 质粒pLenti6/V5-
D-GFP珠江医院普通外科构建. pMKD-K(大连

宝生物公司). pcDNA3, JM109细菌(南方医科大

学细胞生物教研室). 各种核酸内切酶, T4连接

酶, Taq DNA聚合酶(New England Biolabs). 大
肠癌SW620细胞引自美国ATCC全球生物资源

中心, 大肠癌细胞株LS174T来源于中科院上海

细胞库. DMEM, 小牛血清及Trizol Reagent试
剂盒为Gibco公司产品. GCV为Roche Pharma 
(Switzerland)公司产品, 5-FC购自Sigma公司. 
KDR启动子, CD及TK基因引物合成以及DNA测

序由上海申友生物技术有限公司完成.
1.2 方法 

1.2.1 PCR扩增KDR启动子序列 根据GenBank 
X 8 9 7 7 6中K D R启动子序列设计引物 (包括

KDR启动子最小核心序列-226至+268), 另根

据pLent i6/V5-D-TOPO质粒引物设计的要求,
在KDR启动子起始密码子ATG前加上4个碱基

CACC, 并在5'端和3'端分别加BglⅡ和Hin dⅢ酶

切位点. 引物上游序列为: 5'-GGAAGATCTCAC
CATGAGTTGCTCAGCGCCCGTTAC-3', 下游

序列为: 5'-CCCAAGCTTGGCGAAATGCCCAG
AACTCG-3'. 抽提正常人外周血基因组DNA为

模板, 以TacDNA聚合酶扩增出KDR启动子片段, 
PCR反应参数为: 94℃变性5 min后30个循环, 
94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 59 s, 最后一循环再

72℃ 10 min, 4℃ 2 h. 并将其与T载体连接, 构
成pMD-18KDR质粒. 
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■研发前沿
目前己证实, KDR
在肿瘤血管及肿
瘤组织细胞中均
高表达, 且正常组
织表达甚微或不
表达. 基于此, 构
建以KDR为启动
子调控的CD-TK
双自杀基因重组
慢病毒载体, 一方
面通过KDR为启
动子介导双自杀
基因选择性杀伤
肿瘤细胞及肿瘤
血管内皮细胞, 并
减少内皮细胞表
达KDR.  另一方
面通过选择性杀
伤肿瘤细胞, 抑制
肿瘤细胞分裂增
殖, 减少VEGF的
分泌. 通过二者的
协同作用达到抑
制肿瘤原发灶生
长, 阻断VEGF和
KDR的结合, 抑制
由 V E G F 引 起 的
KDR的磷酸化及
其后的信号传导
通路, 从而抑制肿
瘤血管生成, 削减
肿瘤发生远处转
移.
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1.2.2 pcDNA3-CDglyTK的构建 根据GenBank 
S56903中E.col i  CD的序列, 设计CD引物, 以
JM109细菌基因组为模板, 扩增CD片段, 使扩增

出的CD基因起始密码子改为ATG, 终止密码子

TGA改为编码甘氨酸的GGA, 并在5'端和3'端分

别加以Hin dⅢ和Bam HⅠ酶切位点. CD上下游

引物分别为: 5'-GGGAAGCTTAGGCTAGCAAT
GTCGAATAACGCT-3'与5'-GGGGGATCCTCC
ACGTTTGTAATCGATGGCTTC-3'. 将GenBank 
V00470中TK序列与pREP8-TK中的HSV-TK序

列核对无误, 以pREP8-TK为模板, 应用Oligo6.0
软件设计引物, 使TK基因5'端加上8个编码甘氨

酸的密码子和Bam HⅠ酶切位点, 3'端加上XbaⅠ
酶切位点, 此TK引物为: 5'-GGGGGATCCGGCG
GGGGCGGTGGAGGAGGGGGTATGGCTTCG
TAC-3'及5'-GGGTCTAGATTAGTTAGCCTCCC
CCATCTC-3'. 将所扩增的CD及TK片段亚克隆

入pcDNA3载体构建成质粒pcDNA3-CDglyTK. 
1.2.3 pLenti6/V5-D-KDR-CDglyTK的构建 自质

粒pMD-18KDR中BglⅡ和Hin dⅢ双酶切出KDR
片段, 经与相同酶切的pcDNA3-CDglyTK连接构

成pcDNA3-KDR-CDglyTK, 转化DH5α感受态筛

选鉴定正确后, 抽提质粒, 分别以BglⅡ, PvuⅡ
单酶切取出3.3 kb的KDR-CDglyTK-PA片段, 将
目的基因片段与pLenti6/V5-D-TOPO载体按照

pLenti6/V5-D-TOPO克隆试剂盒的说明书要求,
取2 μL PCR产物, 1 μL载体(尽量保证PCR产物

与载体的摩尔比为0.5∶1-2∶1), 2 μL无菌水, 
1 μL盐(1.2 mol/L NaCl+0.06 mol/L MgCl2), 共
计6 μL, 混合并室温温育5 min, 使PCR产物和

载体连接, 然后转化至Stb13TM感受态大肠杆菌, 
将转化菌在含氨苄青霉素的LB培养皿中克隆

后, 挑单菌落扩增, 取菌液行PCR鉴定.  
1 .2 .4  重组慢病毒液的制备  制备转染液 (溶
液A: 分别将含3 μ g p L e n t i6/V5-D-K D R-
CDglyTK和pLenti6/V5-D-GFP的重组体质粒和

9 μg ViraPowerTM Packaging Mix溶于1.5 mL
无血清的O p t i-M E M I培养基中 .  溶液B: 将
LipofectamineTM 2000 36 μL稀释于1.5 mL无血

清的Opti-MEMI培养基中). 混匀A、B溶液, 室
温孵育20 min, 让DNA-脂质体复合物形成. 将
DNA-脂质体复合物加入10 cm组织培养皿中

(含5 mL Opt i-MEMI生长培养基和血清). 将
5 mL 293FT细胞悬液(共6×106个细胞)加入

含Opti-MEMI培养基和DNA-脂质体复合物的

培养皿内, 细胞置于CO2孵箱内, 37℃孵育过夜

后用含1 mmol/L丙酮酸钠的DMEM完全培养

基置换. 转染后48-72 h去除培养基, 将含病毒

的上清液移入15 mL无菌锥形管中, 4℃ 3000 
r/min离心15 min, 将悬液分装后, -80℃保存备

用. SW620细胞经2.5 mL/L胰酶消化并计数, 将
适量细胞平铺于6孔板, 24 h后细胞达30%-50%
汇合, 加入不同稀释度(10-2到10-6)的病毒上清

1 mL, 每孔内加入polybrene达到终浓度为6 μg/L. 
转染后2 d加入2 mL RPMI 1640完全培养基. 
24 h后换含适量杀稻瘟菌素(blas t ic idin)的选

择培养液, 经10-12 d, 筛选获得的blasticidin抗
性集落, 通过计数不同稀释度病毒上清液感染

SW620细胞所产生的blasticidin抗性集落形成单

位, 确定病毒滴度(1×105 TU/L). 采用PCR方法, 
以病毒基因组DNA为模板, 应用CD基因的上游

引物和TK基因的下游引物扩增CDglyTK融合基

因. 以KDR启动子的上下游引物进行PCR反应, 
鉴定KDR启动子. 
1 .2.5重组慢病毒对S W620, L S174T的感染  
S W620及L S174T以含100 m L/L胎牛血清的

DMEM培养. 取对数生长期的上述细胞, 以2×
105个细胞数接种于6孔培养板, 待细胞丰度达约

90%, 加入不同感染复数(multiplicity of infection, 
MOI)的质粒为pLenti6/V5-D-GFP重组慢病毒, 
加少许培养基振荡2-3 h后, 补足培养基继续

在37℃, 50 mL/L CO2孵箱内培养, 12-14 h后
在荧光显微镜下计数GFP阳性细胞百分比. 按
照Trizol Reagent试剂盒说明提取转基因细胞

总RNA, 逆转录合成cDNA, 利用CDglyTK的上

下游引物进行PCR反应, 电泳鉴定其产物. 将
SW620, LS174T以1×104个细胞/孔接种于96孔
培养板中, 次日丰度达90%后用40 MOI的重组

慢病毒感染之, 培养24 h后弃去培养液, 分别加

入以50 mL/L血清培养基稀释的不同浓度的前

药GCV和5-FC, 设GCV组、5-FC组、GCV+5-
FC组、阴性对照及空白对照组, 加药72 h后, 
以M T T法检测细胞生长抑制率 .  分别取对数

生长期的转基因和未转基因的细胞, 以不同比

例进行混合, 以1×104个细胞/孔接种于96孔培

养板中, 24-48 h后不同组别分别加入GCV和

5-FC(GCV浓度为100 mg/L, 5-FC浓度为2.0 g/
L). 72 h以后MTT法检测细胞存活率.

统计学处理 应用SPSS 10.0软件进行数据处

理, 采用配对计量资料t检验及单向方差分析(组
间多重比较应用LSD法).

■创新盘点
本实验将目的慢
病 毒 感 染 表 达
KDR的肿瘤细胞
株SW620和不表
达KDR的LS174T, 
并分别给以不同
浓度的前药5-FC
和GCV, 结果发现
感染重组慢病毒
的细胞株SW620
随前药浓度的增
加其生存率递减, 
而LS174T细胞生
存率则几乎不受
影响. 这充分表明
KDR基因启动子
调控的自杀基因
体系的细胞特异
性.
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2  结果

2.1 重组慢病毒的滴度测定及鉴定 转染重组慢

病毒质粒的293FT细胞, 培养10-12 d后收集细

胞, PCR鉴定扩增出目的基因片段(图1). 重组慢

病毒表达克隆的滴度为4.55×105 TU/ L . 
2 . 2  重 组 慢 病 毒 的 感 染 效 率 及 转 基 因 细 胞

CDglyTK基因表达产物的鉴定 以质粒pLenti6/
V5-D-GFP为对照质粒, 用LipofectamineTM 2000
转染293FT细胞后获得病毒上清, 采用不同MOI
的重组慢病毒分别感染SW620, LS174T细胞, 
48 h后观察结果. 细胞的感染率随腺病毒滴度

的增加而递增, 当MOI = 1时, 仅少数细胞有荧

光. 当MOI = 10时, LS174T 80%表达, 余细胞均

有95%以上的GFP表达. MOI =40时, 几乎所有

的细胞均被感染, 且各种细胞具有相似的感染

效率(图3, 4). 通过RT-PCR检测发现, 除LS174T
细胞外, 感染pLenti6/V5-D-KDR-CDglyTK的

SW620细胞检测到目的基因的表达(图2). 
2.3 重组慢病毒对细胞的体外抑制效应 对于转

基因的SW620细胞, 单用GCV(100 mg/L)时, 其
存活率为32.34%±2.42%. 单用5-FC(2.0 g/L)
时, 存活率为30.56%±2.14%. 而联合应用两者

时, SW620细胞存活率为5.36%±1.55%, LS174T
细胞存活率仍有95.48%±1.70%. SW620细胞

对前药具有较高的敏感性, SW620与LS174T细
胞株对前药敏感性有显著性差异(P <0.001), 双
自杀基因的疗效优于任一单自杀基因的疗效

(P <0.001)(图5, 6). 

图  1  P C R 鉴 定 重

组腺病毒. 1: 580 bp 

KDR启动子片段; 2: 

2.4 kb CDglyTK片段; 

M: 1 kb DNA Ladder 

(Gibco公司).

M        1           2

4072
3054
2036
1636
1018

506

1           2           3          4

3064
2034
1636
1018

506

图 2 RT-PCR

鉴 定 感 染 细 胞

C D g l y T K 的 表

达. 1: 293FT细

胞; 2: 1 kb DNA 

Ladder (Gibco公

司); 3: LS174T细

胞; 4: SW620细

胞.

BA

图 3 各种细胞感染重组慢病毒后表达绿色荧光蛋白(MOI = 10). A: SW620细胞; B: LS174T细胞.
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图 4 重组慢病毒对各细胞株的感染率. 图 5 重组慢病毒对各细胞株的抑制效应. 
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■应用要点
在对慢病毒载体
不断改进的研究
前提下, 提高慢病
毒的生物安全性,
慢病毒载体高效
长期表达目的自
杀基因, 不失为肿
瘤自杀基因治疗
提供一个新途径.
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2.4 重组慢病毒对细胞杀伤的旁观者效应 当
转基因细胞的比率为40%时, SW620细胞存活

率为11.42%±2.66%, 而LS174T细胞存活率为

99.54%±2.61%, 二者比较差异有显著性意义

(P <0.001)(图7).

3  讨论

肿瘤的自杀基因治疗已成为其基因治疗中研究

热点之一, 但目的基因的靶向性及基因转移的

低效率是这一疗法广泛开展的主要障碍. 实验

研究中大多使用逆转录病毒载体和腺病毒载体

进行基因转染治疗, 与其他几种常用的病毒载

体相比较, 逆转录病毒载体病毒滴度低, 只能感

染分裂期细胞[5], 容纳外源基因的DNA片段长

度不超过8 kb. 而腺病毒载体感染细胞时, 病毒

DNA游离在细胞核内, 并不整合到染色体上, 在
体内不能实现稳定的长期表达, 且反复应用容

易引起免疫反应, 因而在应用上这两种病毒载

体都受到一定的限制[6]. 慢病毒载体最大的特点

是可以感染分裂期及非分裂期细胞, 容纳外源

性目的基因的片段大, 可以在体内长期地表达, 
免疫反应小, 安全性较好[7], 可在更多范围的宿

主细胞内生成高滴度的病毒. 己成为当前基因

治疗中载体研究的热点. 人们已成功地应用慢

病毒载体转染了肝细胞[8-13], 造血干细胞[14-16], 
中央神经系统[17-20]以及慢病毒介导的转基因动

物[21-24]. 
Gusella et al [25]己经成功将携带标记基因

的慢病毒载体转导到B A L B/C小鼠肾脏细胞. 
Follenzi et al [26]应用改良的慢病毒载体可有效地

转导大鼠肝脏实质及非实质细胞、脾脏和骨髓

细胞, 并可稳定表达标记基因. 同时, 如能使自

杀基因选择性地作用于目的肿瘤细胞而不在正

常细胞中表达, 将能使该治疗策略更加完善. 既
往研究利用肿瘤特异性基因调控元件调控自杀

基因表达, 如以erbB-2, α-人乳白蛋白(hALA)启
动子驱动自杀基因进行乳腺癌基因治疗, 甲胎

蛋白(AFP)基因启动子用于肝癌自杀基因疗法, 
癌胚抗原(CEA)基因启动子用于肠道肿瘤自杀

基因疗法等. 上述治疗方案中, 每一特异启动子

仅能进行针对某一类型肿瘤的靶向肿瘤细胞的

基因治疗,  而绝大多数恶性实体瘤的生物学特

性为生长迅速, 致使其滋养血管不能及时供应

所有肿瘤细胞, 该特点使前体药物难以接近所

有肿瘤细胞. 选择一合适启动子既靶向肿瘤血

管内皮细胞, 又靶向肿瘤细胞, 如此既可杀伤肿

瘤细胞, 又可靶向破坏肿瘤滋养血管使得其灌

流区大量肿瘤细胞缺血性坏死, 这样即高效放

大了自杀基因的疗效. 大量研究证明, KDR在正

常人体组织中呈低水平表达, 而在绝大多数肿

瘤中呈现高表达, 且KDR不仅表达于血管内皮

细胞, 还表达于肿瘤细胞, 其表达水平与血管内

皮细胞更新速度及肿瘤恶性程度呈正相关[27-28]. 
故认为除旁分泌外, 还存在自分泌途径. 他不仅

促进血管内皮细胞分裂、增殖, 且诱导肿瘤血

管增生, 并促使其肿瘤细胞生长转移. 在肿瘤组

织内KDR表达明显高于正常内皮细胞, 血管的

发生对于肿瘤的生长和转移起着关键的作用. 
因此, 将KDR作为靶点, 可为治疗和诊断肿瘤提

供新的理论依据. Harada et al [29]报道KDR在胃

癌、结肠、直肠、卵巢、乳腺癌[30]等多数肿瘤

组织中的表达明显增高, 并与其生物学行为相

关, 并伴随肿瘤分级的上升而表达增强. 
我们发现, 具有较高转移潜能的大肠癌细

胞株SW620高表达KDR; 而低转移潜能的大肠

癌细胞株LS174T不表达KDR. 为研究KDR启动

子驱动的自杀基因体系特异性的杀伤作用, 我
们将目的慢病毒感染肿瘤细胞株SW620和不表

达KDR的LS174T, 并分别给以不同浓度的前药

5-FC和GCV, 结果发现感染重组慢病毒的细胞

图 7 重组慢病毒对各细胞株的旁观者效应. 

100

80

60

40

20

0
5           10           20          40           80

转基因细胞所在比率(%)

细
胞

存
活

率
 (

%
)

SW620       LS174T

■名词解释
自杀基因: 又称化
疗敏感基因, 化疗
药物前体活化基
因, 是存在于细菌
或真菌中的一类
基因, 哺乳动物体
内往往缺乏. 自杀
基因通过编码特
异的酶, 将一些低
毒或无毒的前体
化疗药物转化为
具有毒性的代谢
产物而发挥抗肿
瘤作用.
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图 6 前药对各细胞株的杀伤作用. 
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株SW620随前药浓度的增加其生存率递减, 而
不表达KDR的LS174T细胞生存率则几乎不受影

响. 这充分表明KDR基因启动子调控的自杀基

因体系的细胞特异性. 自杀基因的治疗体系也

存在不足, 如单自杀基因存在细胞及组织特异

性和治疗的耐药性. 但该治疗体系却具有巨大

的应用潜力, 因为自杀基因的旁观者效应与基

因联合治疗的优势放大了自杀基因治疗的效果, 
并克服了单自杀基因治疗的不足. 本研究发现, 
相同浓度的两种前药优于任一单药的疗效, 大
肠肿瘤细胞株SW620可见巨大的旁观者效应. 

总之, 慢病毒介导的双自杀基因治疗体系

转染效率较高, 对肿瘤细胞具有较为满意的杀

伤作用, KDR启动子的引入优化了该体系的疗

效, 使其选择性的作用于目的肿瘤细胞, 而对正

常组织无毒副作用, 为该体系进一步研究及临

床应用奠定了基础. 
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第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会第二轮通知

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

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

志共同协办. 会议将邀请众多著名专家围绕消化疾病介入诊治新热点及消化道内支架治疗的热门技术和疑难
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Abstract
AIM: To explore the mechanism of lung injury 
in experimental acute pancreatitis (AP) and the 
protective effect of prostaglandin E1 (PGE1).

METHODS: Seventy-eight rats were averagely 
and randomly divided into sham operation, 
AP, and PGE1 group. AP model was induced by 
creating a closed duod enal loop in rats. The rats 
in PGE1 group were intravenously injected with 
PGE1 (60 ng/kg). The histopathological changes 
of pancreatic and pulmonary tissues were exam-
ined by microscopy. The serum level of amylase, 
the activity of myeloperoxidase (MPO), the pul-
monary level of lipid peroxidation (LPO), and 
lung capillary permeability (LCP) were mea-
sured. The expression of pulmonary intercellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1) was determined 
by immunohistochemical technique (ABC)..

RESULTS: In AP group, the progressive patho-
logical damages in the pancreas and lung tissues 
were clearly observed. The activity of pulmo-
nary MPO (12 h: 5.65 ± 0.80 vs 1.22 ± 0.71 kat/g, 
P < 0.01; 24 h: 7.22 ± 1.05 vs 1.48 ± 0.57 kat/g, P 
< 0.01), the level of LPO (12 h: 1.44 ± 0.63 vs 0.38 
± 0.07 μmol/g, P < 0.01; 24 h: 3.64 ± 0.83 vs 0.44 
± 0.15 μmol/g, P < 0.01) and LCP (12 h: 145.4 
± 23.0 vs 47.3 ± 5.5 μg/g wet weight, P < 0.01), 
as well as pulmonary ICAM-1 expression were 
markedly increased as compared with those 
in sham operation group. In comparison with 
those in AP group, the activity of MPO (12 h: 2.96 
± 1.04 vs 5.65 ± 0.80 kat/g, P < 0.05; 24 h: 3.68 ± 
1.15 vs 7.22 ± 1.05 kat/g, P < 0.05) and the level 
of LPO (12 h: 0.86 ± 0.34 vs 1.44 ± 0.63 μmol/g, 
P < 0.05; 24 h: 1.69 ± 0.45 vs 3.64 ± 0.83 μmol/g, 
P < 0.05) in the lung tissues were significantly 
decreased, and the level of LCP (12 h: 105.9 ± 
23.9 vs 145.4 ± 23.0 μg/g wet weight, P < 0.05), 
as well as pulmonary ICAM-1 expression was 
down-regulated (12 h: P < 0.05; 24 h: P < 0.01) in 
PGE1 group. Pathological examination revealed 
that intra-alveolar hemorrhage, edema and poly-
morphonuclear leukocytes (PMN) infiltration 
in the lung tissues were attenuated after PGE1 
treatment, although pancreatic damages were 
not alleviated.

CONCLUSION: The over-expression of ICAM-1, 
PMN infiltration and the release of free oxygen 
radicals in lung tissues may be closely related 
to pancreatitis-associated lung injury. PGE1 can 
ameliorate lung injury by reducing ICAM-1 ex-
pression and inhibiting PMN activation and the 
release of free oxygen radicals.

Key Words: Acute pancreatitis; Lung injury; Pros-
taglandin E1; Intercellular adhesion molecule-1; 
Polymorphonuclear leukocytes; Free oxygen radi-
cals

Yin Y, Li ZL. Mechanism of lung injury and protective 
effect of prostaglandin E1 in experimental acute pancreatitis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(17):1688-1692

摘要
目 的 :  探 讨 实 验 性 急 性 胰 腺 炎 ( a c u t e 

®

■背景资料
急性肺损伤是重
症胰腺炎早期的
严重并发症, 文献
报道95%的重症
胰腺炎早期死亡
病例存在肺水肿
和肺淤血的表现, 
在发病7 d内的死
亡病例中有60%
与急性肺损伤关
系密切, 可见防治
急性肺损伤对于
降低重症胰腺炎
早期死亡率至关
重要 .  研究发现 , 
大量中性粒细胞
聚集于肺组织是
急性肺损伤早期
的基本病理改变, 
也是导致急性肺
损伤的重要因素.
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pancreatitis, AP)合并肺损伤的发生机制及前
列腺素E1 (PGE1)的保护作用. 

方法: 健康成年SD大鼠78只, 随机平均分为
假手术组(SO组)、AP组和PGE1组, 采用十二
指肠闭袢法建立大鼠AP模型. PGE1组制模后
即刻经颈静脉持续每分钟输入PGE1 60 ng/kg. 
观察胰腺和肺组织的病理组织学改变, 测定血
清淀粉酶、肺组织中性粒细胞髓过氧化物酶
(MPO)活性、脂质过氧化产物(LPO)水平及肺
毛细血管通透性(LCP), 免疫组织化学ABC法
检测肺组织细胞黏附分子-1(ICAM-1)的表达. 

结果: 制模后12和24 h, AP组大鼠胰腺和肺
组织病理损伤持续加重, 肺组织MPO (12 h: 
5.65±0.80 vs  1.22±0.71 kat/g, P <0.01; 24 h: 
7.22±1.05 vs  1.48±0.57 kat/g, P <0.01)和
LPO (12 h: 1.44±0.63 vs  0.38±0.07 μmol/g, 
P <0.01; 24 h: 3.64±0.83 vs  0.44±0.15 μmol/
g, P <0.01)水平以及LCP (12 h: 145.4±23.0 
vs  47.3±5.5 μg/g组织湿重, P <0.01)明显高
于SO组, AP组大鼠肺组织ICAM-1表达呈阳
性或强阳性, 而SO组呈阴性; 与AP组比较, 
PGE1组的胰腺病理损伤虽未减轻, 但肺组织
MPO (12 h: 2.96±1.04 vs  5.65±0.80 kat/g, 
P <0.05; 24 h: 3.68±1.15 vs  7.22±1.05 kat/g, 
P <0.05)和LPO (12 h: 0.86±0.34 vs  1.44±
0.63 μmol/g, P <0.05; 24 h: 1.69±0.45 vs  3.64
±0.83 μmol/g, P <0.05)水平以及LCP (12 h: 
105.9±23.9 vs  145.4±23.0 μg/g组织湿重, 
P <0.05)明显降低, ICAM-1表达下调. 肺间质
出血、水肿和中性粒细胞(PMN)浸润明显减轻.

结论: 肺组织ICAM-1过度表达、PMN浸润
和氧自由基大量释放与AP早期肺损伤的发生
关系密切. PGE1通过降低肺组织ICAM-1表达, 
抑制PMN活化和氧自由基释放, 从而减轻AP
早期肺损伤.

关键词�� 急性胰腺炎; 肺损伤; 前列腺素E1; 细胞间

黏附分子-1; 中性粒细胞; 氧自由基
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0  引言

急性肺损伤是重症胰腺炎早期主要合并症之一, 
在发病1 wk内死亡的病例中有60%归因于急性

肺损伤[1], 目前治疗尚无良策. 前列腺素E1(PGE1)
是一种活性较强的二十碳烯酸代谢产物, 研究

发现, PGE1对急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)
早期肺损伤具有防治作用[2], 我们旨在探究AP早
期肺损伤的发生机制, 并观察PGE1的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 PGE1针剂为重庆药友制药有限公司

产品; 戊巴比妥钠, Serva进口分装; 伊文思蓝, 
Fluka进口分装; 髓过氧化物酶(MPO)、脂质过

氧化产物(LPO)丙二醛检测试剂盒由南京建成

生物工程研究所提供, 小鼠抗大鼠细胞间黏附

分子-1(ICAM-1)mAb、SABC免疫组化检测试

剂盒及DAB显色试剂盒购自武汉博士德生物工

程有限公司. 健康成年Sprague-Dawley大鼠78
只, 雄雌不拘, 体质量180-250 g.
1.2 方法 大鼠随机分为假手术组(SO组)、AP组
和PGE1组, 每组各26只. 参照Nevalainen et al [3]

的十二指肠闭袢法制备大鼠AP模型, 术前禁食

24 h, 自由饮水, 30 g/L戊巴比妥钠(30 mg/kg) 
ip麻醉, 颈静脉插管成功后经皮下隧道引至背部

与微量输液泵连接, 消毒腹部皮肤, 正中切口入

腹, 胃窦部切开将长3 cm内径0.4 cm无菌塑料

软管插入十二指肠, 结扎十二指肠形成闭袢, 袢
长2 cm, 缝合胃窦部切口及腹壁. SO组仅作胃

窦切开术. PGE1组制模后即刻经颈静脉持续每

分钟输入PGE1 60 ng/kg, SO组和AP组给予等

量生理盐水. 术后12, 24 h每组各取10只大鼠采

血用碘比色法测定血清淀粉酶(AMY), 处死大

鼠迅速取胰腺和肺组织固定于40 g/L甲醛溶液

中, 包埋制片, 采用盲法由病理医师在光镜下观

察胰腺和肺组织的病理改变和肺组织ICAM-1蛋
白的表达, 另取数块肺组织-70℃保存待测. (1)
取肺组织约100 mg, 制备肺组织匀浆, 超声粉

碎亚细胞成分, 然后按照MPO检测试剂盒说明

书进行操作. (2)肺组织LPO含量的测定采用硫

代巴比妥酸法, 按照试剂盒说明书进行操作, 考
马斯亮兰法测定组织蛋白含量. (3)肺组织石蜡

切片ICAM-1表达采用辣根过氧化物酶标记链

霉卵白素(ABC)免疫组织化学法, 一抗工作浓

度为1∶50, 以PBS液代替一抗孵育作为阴性对

照. 判断标准: 根据细胞染色的深浅和分布进

行半定量分析. 无染色-0分, 淡黄色-1分, 棕黄

色-2分, 深棕黄色-3分; 视野中显色细胞所占的

比例<20%: 0分, 20%-40%: 1分, 40%-60%: 2分, 
>60%: 3分, 取10个视野的平均值. 将两项评分

的乘积作为积分数, 根据积分将ICAM-1表达分

为4级: 0分: 阴性, 1-3分: 弱阳性, 4-6分: 阳性, >6

■创新盘点
本实验研究显示, 
肺 组 织 I C A M - 1
过度表达、中性
粒细胞浸润和氧
自由基大量释放
与AP早期肺损伤
的发生关系密切. 
PGE1能够降低肺
组 织 I C A M - 1 表
达, 抑制中性粒细
胞活化和氧自由
基释放 ,  减轻AP
早期肺损伤. 这一
结果为临床防治
重症胰腺炎早期
肺损伤提供了理
论依据.
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分: 强阳性. (4)肺脏毛细血管通透性(LCP)的测

定. 每组各取6只大鼠, 于术后12 h经尾静脉穿

刺注入20 g/L伊文思蓝(20 mg/kg), 15 min后
脱颈处死动物, 迅速剖胸, 由右心室匀速注入生

理盐水10 mL冲洗血管内染料, 取出肺脏, 将肺

表面水分吸尽后称取湿质量, 浸入甲酰胺4 mL
中, 37℃放置24 h, 提取组织中染料, 过滤, 染液

620 nm处读取吸光度(A值), 通过标准曲线计

算提取出的染料量, 以单位组织中染料提取量

反映肺脏毛细血管通透性. 伊文思蓝标准曲线

的建立方法: 分别取1 g/L伊文思蓝标准品0, 5, 
15, 20, 30, 40 μL, 加入甲酰胺4 mL中, 620 nm
比色, 数据进行线性回归分析, 回归方程为: A  = 
0.011x-0.001 (r  = 0.99).

统计学处理 用SPSS 10.0软件进行统计学分

析, 组间比较采用t检验, ICAM-1表达的积分数

比较采用秩和检验.

2  结果

2.1 血清AMY和肺组织MPO, LPO水平 术后12, 
24 h AP组和PGE1组大鼠AMY水平均显著高于

SO组(P <0.01, 表1), 而PGE1组与AP组比较差异

无显著性. 术后12 h AP组和PGE1组肺组织MPO, 
LPO水平均显著高于SO组(P <0.01, 表1), 至术后

24 h, 两组MPO, LPO水平继续升高; 而PGE1组

两时间点MPO, LPO水平明显低于AP组(P <0.05, 
表1).
2.2 胰和肺病理组织学改变 SO组胰腺和肺脏

组织结构清晰, 无异常改变. AP组术后12 h胰
腺组织间质水肿, 可见红细胞漏出, 血管扩张充

血, 腺泡间隔增宽, 部分腺泡组织坏死伴PMN浸

润, 24 h腺泡坏死范围扩大, 间质出血、PMN浸

润更加明显. AP组术后12 h肺间质毛细血管扩

张、充血, 肺泡壁塌陷, 肺泡隔PMN浸润明显, 
部分肺泡腔有红细胞漏出, 24 h肺组织出血明

显加重, 肺泡腔内可见淡红色液体渗出(肺水肿). 

PGE1组胰腺的病理损伤与AP组无明显差异, 但
两时间点肺脏间质充血、出血、水肿和PMN浸

润均较AP组明显减轻(图1).
2.3 肺组织ICAM-1表达 SO组肺泡上皮细胞和肺

泡隔血管内皮细胞表面均无染色, ICAM-1的表

达为阴性. AP组术后12 h肺泡隔血管内皮细胞

表面出现淡黄色或棕黄色颗粒, 部分肺泡Ⅰ, Ⅱ
型上皮细胞表面也可见淡黄色颗粒, ICAM-1表
达为阳性; 24 h肺泡隔血管内皮细胞和肺泡上

皮细胞表面出现深棕黄色颗粒, ICAM-1表达呈

现强阳性. PGE1组12, 24 h肺组织ICAM-1表达

的分布与AP组基本一致, 但其表达强度的积分

数明显低于AP组(12 h: P<0.05; 24 h: P<0.01)(图2).
2.4 肺LCP改变 术后12 h SO组大鼠LCP值为

47.3±5.5 μg/g组织湿质量, A P组和P G E1组

的L C P值分别为145.4±23.0 μg/g和105.9±

     

表 1 AP大鼠血清AMY和肺组织MPO, LPO水平的改变(mean±SD, n = 10)

                                          AMY (kat/L)                                           MPO (kat/g)                                     MDA (μmol/g)

                               12 h                          24 h                       12 h                        24 h                      12 h                        24 h

SO组             3079±624            3105±620          1.22±0.71           1.48±0.57         0.38±0.07          0.44±0.15

AP组          21 869±2193a      23 627±1805a             5.65±0.80a                7.22±1.05a              1.44±0.63a               3.64±0.83a

PGE1组      21 442±2239a      23 643±1708a        2.96±1.04ac        3.68±1.15bc       0.86±0.34ac        1.69±0.45ac

组别

aP<0.01, bP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  AP组.

图 1 AP大鼠24 h肺组织损伤的病理改变(HE×200). A: AP

组; B: PGE1组.

A

B

■同行评��
本研究立题依据
充分, 实验动物选
择标准, 模型建立
和实验操作规范, 
结论可靠, 文章简
洁、论点明确, 条
理性强, 组织学图
谱清晰漂亮.
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23.9 μg/g, 均显著高于SO组(P <0.01), 而PGE1组

LCP值与AP组相比明显降低(P <0.05).

3  讨论

急性胰腺炎(AP)是临床常见的消化系急症, 尤其

重症胰腺炎发病急骤、凶险, 死亡率高达40%[1]. 
AP早期易并发急性肺损伤, 其病理特点与急性

呼吸窘迫综合征(ARDS)十分相似, 表现为肺泡

毛细血管壁通透性增高, 肺泡内皮细胞和肺间

质损伤, 肺水肿及中性粒细胞(PMN)聚集. 文献

报道95%的重症胰腺炎早期死亡病例存在肺水

肿和肺淤血的表现, 发病1 wk内的死亡病例中

有60%与急性肺损伤关系密切[1,4], 可见防治急

性肺损伤是降低重症胰腺炎早期死亡率的重要

措施. 目前对于AP合并肺损伤的发生机制尚未

完全阐明, 但研究发现, 大量PMN过度激活并聚

集于肺组织是急性肺损伤早期的基本病理改变, 
也是导致急性肺损伤的关键因素[5-12]. 过度激活

的PMN跨内皮细胞迁移、浸润, 直接释放弹性

蛋白酶、促炎细胞因子和氧自由基等大量细胞

毒性物质, 使肺内皮细胞损伤、变性, 血管通透

性增加, 肺间质水肿, 氧交换障碍[4,13-17]; 另外, 聚
集的PMN机械堵塞肺毛细血管致微循环障碍, 
并可产生缩血管活性物质, 使肺血管收缩, 产生

肺动脉高压, 导致通气/血流比例失调、低氧血

症, 发生ARDS[18].
在P M N跨越内皮细胞屏障、聚集浸润于

局部受损区域之前, 首先须完成与血管内皮细

胞的黏附. 细胞黏附是一个复杂、多步骤的过

程, 需要多种细胞表面黏附分子的参与. 其中, 
PMN表面的整合素CD11b/CD18β2复合体与血

管内皮细胞表面的细胞间黏附分子-1(ICAM-1)
以受体-配体的形式相结合是细胞黏附过程中

的关键环节. 实验研究发现, AP鼠的胰腺、肺脏

及血清中ICAM-1水平均明显升高, 胰腺、肺脏

有大量PMN浸润, 而敲除ICAM-1基因或应用抗

ICAM-1抗体后AP鼠胰腺、肺脏中PMN积聚数

目明显减少, 微血管通透性降低, 组织损伤也明

显减轻[14,19-22]. 临床研究也发现, AP早期患者血

浆可溶性ICAM-1水平高于正常对照组, 且与胰

腺坏死性组织损伤程度密切相关[23-24]. 本实验结

果显示, AP组大鼠术后12 h肺组织出现明显的

肺泡壁塌陷、充血、出血和PMN浸润等病理改

变, 至24 h肺组织损伤程度更为严重. 同时发现, 
术后12  h肺泡隔血管内皮细胞和部分肺泡上

皮细胞表面即可见ICAM-1表达, 术后24 h肺组

织ICAM-1表达强度和范围进一步增大, 肺组织

MPO和LPO水平明显高于对照组. 以上结果进

一步表明, AP早期肺损伤与肺组织ICAM-1高表

达和大量PMN浸润密切相关. 因此, 早期阻断或

抑制细胞黏附分子的表达, 降低PMN的黏附能

力, 减少活化PMN的迁移和各种炎症介质的释

放 ,  可能成为防治A P早期急性肺损伤的有效

手段.
PGE1是一种活性较强的二十碳烯酸代谢产

物, 他具有扩张血管, 改善组织血供, 抑制血小

板聚集等作用. 此外, PGE1通过扩张血管, 增加

血流速度, 机械性阻止血液中PMN在微血管内

皮细胞表面的滚动、紧密黏附及穿越过程, 从
而抑制PMN活化和毒性介质的释放, 并诱导具

有保护效应因子的生成[2,25-26]. 但在AP时, PGE1

对各种细胞黏附分子的表达有无直接影响目前

并不十分清楚. 本研究结果显示, 术后12和24 h, 
PGE1组大鼠肺组织中ICAM-1表达较AP组明显

减低, MPO活性和LPO水平明显下降. 术后12 h, 
PGE1组肺毛细血管通透性明显低于AP组. PGE1

组大鼠胰腺的病理损伤虽无改善, 但肺组织出

血、水肿和PMN浸润等病理改变明显减轻. 我
们认为, PGE1可下调大鼠肺脏ICAM-1的表达, 
降低PMN的黏附和聚集, 从而减少氧自由基及

脂质过氧化产物的释放, 对肺泡上皮细胞和肺

图 2 AP大鼠24 h肺组织ICAM-1的表达(ABC×400). A: AP

组(强阳性); B: PGE1组(阳性).

A

B
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泡隔血管内皮细胞起到一定的保护作用. PGE1

的抗黏附作用为AP合并肺损伤的治疗提供了一

条新的思路. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of lamivudine 
on the function of dendritic cells derived from 
patients with chronic hepatitis B (CHB) in vitro.

METHODS: Dentritic cells (DCs) derived from 
the monocytes of CHB patients were cultured 
with interleukin-4 (IL-4) plus granulocyte-mac-
rophage colony-stimulating factor (GM-CSF). 
Three days after being cultured, the cells were 
divided group A and B. Group A was treated 
with different concentrations of lamivudine (0, 
0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 mmol/L), while group B 
served as the control. Cell morphology was ob-
served under light microscope and cell surface 
molecules including HLA-DR, CD80, CD83, and 
CD1a were assayed by flow cytometry. The con-

centrations of IL-6 and IL-12 in the supernatant 
were measured by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA). T cell proliferation induced 
by DC was detected by methyl thiazolyl tetrazo-
lium (MTT)..

RESULTS: The cells treated with 0.5 mmol/L 
lamivudine had the highest expression of CD1a, 
CD83 and HLA-DR, and the expression of CD80 
was not significantly different between the cells 
with and without lamivudine treatment. After 
treatment with 0.5 mmol/L lamivudine, the 
expression of CD1a, CD83 and HLA-DR were 
significantly higher than those of DCs without 
lamivudine treatment (CD1a: 54.0 ± 9.2 vs 33.6 
± 10.1, P < 0.05; CD83: 20.3 ± 6.1 vs 11.8 ± 6.2, 
P < 0.05; HLA-DR: 74.5 ± 7.1 vs 52.9 ± 7.7, P < 
0.05); the secretion of IL-12 was significantly 
increased in comparison with that of the control 
group (810.0 ± 91.5 ng/L vs 268.0 ± 34.3 ng/L, 
P < 0.05), while the level of IL-6 was lowered 
markedly (28.1 ± 2.6 ng/L vs 55.3 ± 7.4 ng/L, P < 
0. 05); the stimulatory capacity of DCs in the al-
logeneic mixed leukocyte reaction was markedly 
enhanced as compared with that of the control 
group (stimulatory index: 1.9 ± 0.6 vs 1.2 ± 0.5, P 
< 0.05).

CONCLUSION: Pulsed with lamivudine in cer-
tain concentration, the biological activity of DCs 
derived from CHB patients can be efficiently en-
hanced.

Key Words: Chronic hepatitis B; Dendritic cells; An-
tigen presentation; Lamivudine
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摘要
目的: 体外研究不同浓度拉米夫定(lamivu-
dine, LAM)对慢性乙型肝炎(chronic hepatitis 
B, CHB)患者树突状细胞(dendritic cell, DC)功
能影响. 
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■背景资料
DC是功能最强的
抗原提呈细胞, 能
激 活 初 始 化 T 细
胞, 诱发T细胞免
疫应答. CHB体内
DC功能低下 ,  不
能充分提呈抗原
给T细胞 ,  使T细
胞活化. 如何增强
DC的抗原提呈功
能是CHB治疗中
需解决的关键性
问题 .  LAM为一
口服核苷类药物. 
在细胞内经磷酸
化后 ,  与dCTP竞
争进入病毒合成
中的DNA链 ,  终
止病毒DNA的复
制. 国外研究发现
LAM在抗病毒同
时能提高DC表面
HLA-DR的表达, 
国内尚未见相关
文献报道.



方法: 分离慢乙肝患者外周血单核细胞, 在
含GM-CSF+IL-4及不同浓度LAM (0, 0.125, 
0.25, 0.5, 1, 2 mmol/L)培养条件下制备DC. 观
察DC形态学变化并用MTT法测定DC刺激同
种异体淋巴细胞增殖能力, 流式细胞仪(FCM)
测定其细胞表型分子CD1a, CD83, CD80及
HLA-DR的表达, ELISA法检测培养上清中
IL-12和IL-6含量. 

结果: 在LAM 0.5 mmol/L组, DC表型分子
CD83, CD1a, HLA-DR的表达最高, CD80与
LAM未处理组相比无明显差异. 与LAM未处
理组相比, LAM 0.5 mmol/L处理组DC膜表面
分子CD1a, CD83, HLA-DR表达增高(CD1a: 
54.0±9.2 vs  33.6±10.1, P <0.05; CD83: 20.3
±6.1 vs  11.8±6.2, P <0.05; HLA-DR: 74.5±
7.1 vs  52.9±7.7, P <0.05); 其上清液中IL-12
分泌水平增高(810.0±91.5 ng/L vs  268.0±
34.3 ng/L, P <0.05), IL-6则显著降低(28.1±
2.6 ng/L vs  55.3±7.4 ng/L, P <0.05); 刺激同种
异体淋巴细胞增殖能力(SI)增强(1.9±0.6 vs  
1.2±0.5, P <0.05).

结论: LAM体外可增强慢乙肝患者树突状细
胞活性.

关键词�� 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 抗原提呈; 拉

米夫定
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0  引言

慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)造成免

疫耐受的重要原因之一是患者自身树突状细胞

(dendritic cell, DC)功能低下, 抗原提呈功能缺

陷, 不能有效地把病毒抗原的信号传递给机体

免疫系统[1-2]. DC是唯一能激活初始化T淋巴细

胞的抗原提呈细胞(antigen-presenting cell, APC), 
在抗病毒的细胞免疫治疗中起重要作用[3-4]. 如
何加强DC的抗原提呈能力, 发挥其免疫功能已

成为治疗CHB急需解决的问题之一. 拉米夫定

(lamivudine, LAM)为一口服核苷类药物, 在细胞

内经磷酸化后, 与脱氧胞嘧啶核苷(dCTP)竞争

进入病毒合成中的DNA链, 终止病毒DNA的复

制[5-7]. 国外研究发现LAM在抗病毒同时对DC也
有一定作用[8-9]. 国内尚未见相关报道. 我们以不

同浓度LAM与CHB的DC共孵育, 观察LAM对
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CHB的DC生物学特性的影响, 为临床上LAM与

DC疫苗联合治疗CHB寻找理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 rhGM-CSF, rhIL-4, 抗人CD1a、CD80、
CD83、HLA-DR均购自美国R&D公司; RPMI 
1640培养基, 美国GIBCO公司; 胎牛血清, 杭州

四季青公司; MTT购自美国Sigma公司; 淋巴

细胞分离液, 天津市津脉基因测绘技术有限公

司; IL-12, IL-6 ELISA试剂盒, 上海森雄科技有

限公司; LAM购自葛兰素史克(苏州)制药有限

公司. 按中华医学会传染病与寄生虫学分会、

肝病学分会联合修订的《病毒性肝炎防治方

案》(2000-09西安)为诊断标准 ,  从门诊选出

HBeAg(+)慢性乙型病毒性肝炎患者15例, 同时

设健康对照者15例.
1.2 方法 常规方法分离CHB外周血单核细胞, 悬
浮后加入24孔板, 37℃, 50 mL/L CO2孵箱温育

2 h, 吸弃培养上清, 洗涤去除非贴壁细胞, 即获

得贴壁细胞. 每孔加入含100 mL/L自体血清, 
GM-CSF 10 mg/L, IL-4 5 mg/L的RPMI 1640培
养基1 mL, 于37℃, 50 mL/L CO2孵箱培养[10], 
并于第4天将DC分成2组: 一组加入LAM (0.125, 
0.25, 0.5, 1, 2 mmol/L)作为实验组即LAM处理

组; 一组继续培养作为对照组即LAM未处理组. 
各组均隔天半量换液. 第8天收集细胞行相关检

测.
1.2.1 DC形态学及表型检测 倒置相差显微镜动

态观察DC形态学变化并收集8 d的各组DC, 调
细胞密度为1×108/L, 各取细胞悬液0.5 mL加入

FCM测定管, 分别加入FITC标记的鼠抗人CD1a
和鼠抗人CD83, PE标记的鼠抗人CD80和鼠抗

人HLA-DR各2 mL, 轻轻摇匀2 s, 室温避光反应

45 min, 生理盐水洗涤1次, PBS重悬细胞后上机

检测DC表型分子CD1a, CD83, CD80及HLA-DR
的表达.
1.2.2 混合淋巴细胞反应[11] 取健康者外周血, 分
离出单核细胞, 37℃, 50 mL/L CO2孵箱温育2 h
后吸取未黏附细胞为淋巴细胞, 调密度为1×
108/L; 收集培养第8天的各组DC并用丝裂霉素

C (50 mg/L)孵育30 min, 调密度为1×107/L. 按
DC与淋巴细胞比例为1∶10混合作为实验孔种

植于96孔板, 200 mL/孔, DC组及T淋巴细胞组为

对照孔, 设3复孔, 用MTT法在570 nm处测各孔

A 570值, 并计算刺激指数(SI) ＝ 实验组A值/(反
应细胞对照组A值+刺激细胞对照组A值). 另按
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■创新盘点
本实验首次以不
同 浓 度 L A M 与
C H B 的 D C 共 孵
育 ,  通 过 一 系 列
指标检测来观察
L A M 对 C H B 的
DC生物学特性的
影 响 ,  为 临 床 上
LAM与DC疫苗相
结合治疗慢乙肝
寻找理论依据.
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ELISA试剂盒说明书操作, 测定培养第8天各组

DC上清中IL-12和IL-6含量.
统计学处理 用SPSS 10.0统计软件进行处

理, 全部数据均采用mean±SD表示, 以α = 0.05
为检验性水准, P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 DC形态和表型 倒置显微镜下, 培养24 h后
可见细胞呈集落生长, 2 d后细胞数目明显增多,
体积开始逐渐增大, 胞体拉长; 第5天观察部分第5天观察部分5天观察部分天观察部分观察部分

细胞有多个短突起, 有的胞体四周细胞膜扩展

成多方向长突起, 呈树枝状, 面纱状, 第7, 8天时第7, 8天时7, 8天时天时时

可见培养液中漂浮着颜色较深、云雾状的大细

胞或细胞团. LAM处理小剂量组(图1B)与LAM

未处理组(图1A)相比, 变形细胞较少, 细胞数目

变化不大. LAM处理大剂量组(图1F)于加药第2第22
天镜下观察可发现培养液中出现大量颗粒状物镜下观察可发现培养液中出现大量颗粒状物察可发现培养液中出现大量颗粒状物可发现培养液中出现大量颗粒状物

质, 细胞数量减少, 考虑为受药物毒性作用所致

裂解的细胞碎片(图1). 在DC+LAM 0.5 mmol/L
组, DC表型分子CD83, CD1a, HLA-DR的表达a, HLA-DR的表达, HLA-DR的表达

最高, CD80与LAM未处理组相比无明显差异, 
但其膜分子表达量与健康人DC相比仍有所降

低; 而其他组别与LAM未处理组相比, 虽有差他组别与LAM未处理组相比, 虽有差组别与LAM未处理组相比, 虽有差

异但无统计学意义. 说明CHB的DC体外与LAM 
(0.5 mmol/L)共孵育后, 其递呈抗原及刺激T细
胞增殖能力相对增强(表1).
2.2 淋巴细胞增殖能力 在DC+LAM 0, 0.125, 
0.25, 0.5, 1, 2 mmol/L组DC刺激同种异体T淋

图 1 培养8 d树突状细胞形态(×400). A: LAM未处理组; B: DC+LAM 0.125 mmol/L; C: DC+LAM 0.25 mmol/L; D: 

DC+LAM 0.5 mmol/L; E: DC+LAM 1 mmol/L; F: DC+LAM 2 mmol/L.

A B C

D E F

     

表 1 LAM处理后树突状细胞表型分子的表达 (mean±SD, ％)

                                                           CD83                CD80          CD1a                  HLA-DR

LAM 0 mmol/L (CHB) (A) 12.8±2.1          35.8±2.4           33.6±3.1           52.8±2.5

0.125 mmol/L  13.4±2.2          37.7±3.2     40.3±2.1           53.7±3.3

0.25 mmol/L  18.3±3.2          41.1±3.6     53.1±2.8           67.8±4.2

0.5 mmol/L (B)  20.2±2.5ae        41.7±4.2     54.1±4.2ae         74.5±5.2ae

1 mmol/L                  12.8±2.3          25.7±3.1     16.6±1.9           42.1±3.9

2 mmol/L                  11.9±1.3          24.7±2.6     16.5±1.8           41.0±3.5

0 mmol/L (健康人) (C) 61.4±6.6c         49.3±6.9     71.1±6.7c          87.3±6.5c  

aP<0.05, cP<0.05 vs  A组; eP<0.05 vs  C组.

■同行评��
本文题目确切, 结
果明确, 对于3TC
可能存在的对于
DC的免疫调节作
用有一定的阐释
作用.
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巴细胞增殖能力分别为1.2±0.5, 1.3±0.6, 1.5
±0.5, 1.9±0.6, 0.9±0.4, 0.6±0.3; DC+LAM; DC+LAMDC+LAM 
2 m m o l/L组, 由于大量细胞裂解刺激淋巴细

胞增殖能力减弱; 而DC+LAM 0.5 mmol/L组
其刺激指数(S I)值与对照组相比有差异. 另经

ELISA检测, 在LAM浓度依次为0, 0.125, 0.25, 
0.5, 1, 2 mmol/L时, 与其共孵育的DC培养上清

液中IL-12含量分别为268.1±34.3, 380.3±51.2, 
500.4±89.4, 810.2±91.5, 255.1±73.1, 138.0±
27.9 ng/L; IL-6含量依次为55.2±7.4, 47.1±5.2, 
32.2±2.7, 28.4±2.6, 69.1±8.7, 67.3±8.4 ng/L; 健
康人DC所分泌的IL-12, IL-6含量依次为1075.3
±92.6, 21.2±6.7 ng/L(图2). 其中IL-12含量在

DC+LAM 0.5 mmol/L组较高; IL-6含量在此浓

度下较低, 与LAM未处理组及健康者DC分泌的

IL-12, IL-6相比均有差异. DC+LAM 2 mmol/L
组, 由于大量细胞裂解分泌IL-12, IL-6含量下降.

3  讨论

HBV转基因小鼠试验中证明, 在清除乙肝病毒

过程中, 机体免疫及细胞因子发挥了重要作用[12]. 
感染后首先启动一系列非特异性早期应答, 包
括干扰素, NK细胞及枯否氏细胞的活化; 彻底

清除病毒则有赖于HBV特异性T细胞[13-14]. HBV
分泌的各种抗原可刺激机体产生多克隆的、

HBV抗原特异性的CTL应答, 杀伤携带HBV的

靶细胞. 若不能对病毒进行有效的清除, 则造成

感染的慢性化, 诱导机体内HBV抗原特异性的

CD8+T细胞大幅度下降, 导致机体内抗原特异

性T细胞免疫耐受, 造成CHB的发生[15-16]. 机体内

的APC, 尤其是DC是特异性免疫应答的关键细

胞, 启动和介导特异性T细胞免疫应答[17]. HBV
感染慢性化与被感染者机体免疫功能低下尤其

与其体内DC低表达黏附分子, 递呈抗原及刺激

T细胞增殖能力低下有关[18-19]. 选择性修饰DC, 
有效激活机体抗HBV特异性免疫反应, 已成为

CHB治疗中的一条重要途径[20-22]. Beckebaum 
et al [9]报道, LAM在抗HBV同时, 能提高DC表面

HLA-DR表达. 在此基础上, 我们参考LAM的临

床应用剂量, 用不同浓度的LAM与培养第4天的

DC共孵育, 第8天收获各组细胞进行了检测, 观
察LAM对CHB的DC生物学活性的影响.

DC摄取抗原并将其处理成具有免疫原性

的多肽, 以MHC-抗原肽复合物的形式表达于

其表面的同时, 其膜表面的协同刺激分子与T细
胞表面相应配体结合, 进而激活抗原特异性T细
胞, 促其活化增殖, 产生免疫应答[23-25]. 实验中分

别检测了DC表面CD1a, CD83, HLA-DR及CD80
的表达. CD1a是DC的特异性表面标志, CD1a
阳性细胞数的多少可反映DC的数量; CD83为
DC的成熟性标志; HLA-DR为MHC-Ⅱ类分子

之一, 主要参与抗原提呈; CD80为DC表面的共

刺激分子之一, 通过与淋巴细胞表面的共刺激

分子受体(如CD28)相结合, 形成强烈的共刺激

信号, 参与T细胞的活化[26-27]. 本实验结果表明, 
LAM (0.5 mmol/L)与DC共孵育后提高了DC表
面CD1a, CD83, HLA-DR的表达. 其CD80的表达

与LAM未处理组相比有所增高, 但统计学上无

差异. 与健康者DC相比, 其膜分子表达量仍有所

降低. 而适当浓度LAM (0.5 mmol/L)孵育的DC
淋巴细胞增殖能力增强, 这初步提示淋巴细胞

的活化增殖不是单纯依赖于传统的双信号机制, 
可能有其他机制参与. DC通过分泌IL-6, IL-12,  
IFN-γ等来控制Th0细胞向Th1和Th2细胞分化[28]. 
IL-12为成熟DC所分泌, 调节Th0细胞向Th1细
胞分化, 促进Th1细胞分泌IFN-γ, IL-2等刺激T细
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图 2 LAM处理的DC分泌IL-12, IL-6水平(mean±SD). 
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胞活化增殖, 介导细胞免疫应答; IL-6主要由未

成熟DC分泌, 主要促使Th0细胞向Th2细胞分化, 
通过抑制Th1细胞的功能来抑制细胞免疫, 诱
导免疫耐受[29-30]. 实验发现LAM可影响DC分泌

IL-12, IL-6水平. 在DC+LAM 0.5 mmol/L组细胞

培养上清液中IL-12分泌水平较高, IL-6分泌量

较低. 故选择合适浓度LAM处理DC可促使T淋
巴细胞增殖能力增强并向Th1分化, 增强其细胞

免疫学活性. 实验结果表明, LAM可以提高CHB
的DC表面分子CD1a, CD83, HLA-DR的表达, 提
高DC分泌细胞因子IL-12水平, 降低IL-6分泌, 
增强DC刺激淋巴细胞增殖能力. 表明LAM除了

作为抗病毒药物外, 还可作为免疫调节剂, 一定

程度上改善CHB的DC生物学活性. 这为临床上

LAM与DC疫苗相结合进行慢性乙型肝炎的免

疫治疗提供了理论依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
DNA methylation and expression of p16, Rb, 
and cyclin D1 in the carcinogenesis of colorectal 
carcinoma.

METHODS: Methylation-specific polymerase 
chain reaction (MS-PCR) was used to detect the 
methylation status of p16, Rb, and cyclin D1 in 
the specimens from colorectal carcinoma, can-
cer-adjacent tissues of carcinoma and adenoma, 
and normal colorectal mucosa,  respectively. The 
correlations of methylation with protein expres-
sion and the clinicopathological indexes were 
analyzed..

RESULTS: For the levels of p16 and Rb meth-
ylation, there were increased tendencies in the  
carcinogenesis of colorectal cancer, while for 
the level of cyclin D1 methylation, there was a 
decreased tendency. The expression of p16 and 

cyclin D1 protein were inversely correlated with 
the methylation status of p16 (normal mucosa: 
r = -0.185, P = 0.173; adenoma: r = -0.381, P = 
0.013; cancer-adjacent tissues: r = -0.419, P = 0.001; 
cancer tissues: r = -0.516, P = 0.000) and cyclin 
D1 gene (normal mucosa: r = -0.282, P = 0.035; 
adenoma: r = -0.329, P = 0.033; cancer-adjacent 
tissues: r = -0.298, P = 0.026; cancer tissues: r = 
-0.618, P = 0.000). The levels of p16 and cyclin D1 
methylation were significantly correlated with 
the degrees of differentiation (p16: χ2 = 11.232, 
P = 0.002, cyclin D1: χ2 = 9.144, P = 0.015), the 
depth of invasion (p16: χ2 = 6.229, P = 0.013; cy-
clin D1: χ2 = 8.023, P = 0.006) and the metastasis 
of lymph node (p16: χ2 = 5.707, P = 0.016; cyclin 
D1: χ2 = 7.794, P = 0.005). The methylation of Rb 
gene didn't play a main role in the inhibition of 
Rb protein expression during colorectal carcino-
genesis.

CONCLUSION: Aberrant methylations of p16 
and cyclin D1 are the main mechanisms of p16 
inactivation and cyclin D1 over-expression, 
which play important roles in colorectal carcino-
genesis. They are valuble in the early diagnosis 
and prognosis of colorectal carcinoma.

Key Words: Colorectal carcinoma; DNA methyla-
tion; p16; Rb; cyclin D1
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摘要
目的: 探讨大肠癌发生与演进中p16, Rb, cyclin 
D1甲基化状态与蛋白表达的关系及意义. 

方法: 提取正常黏膜、腺瘤、癌旁组织及癌
组织基因组DNA, 应用MSP法检测不同病变
阶段组织中各基因的甲基化状态, 并对其与蛋
白表达及临床病理参数的关系进行分析. 

结果: 在大肠癌发生与演进过程中, p16, Rb
基因甲基化率呈增高趋势, cyclin D1基因甲
基化率呈下降趋势, p16(切缘: r  = -0.185, P  
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■背景资料
DNA甲基化是哺
乳动物细胞基因
表达调控的重要
方 式 之 一 ,  对 于
肿瘤细胞, 基因组
中出现高甲基化
区域的同时, 还存
在着低甲基化区
域. 前者对抑癌基
因的灭活起重要
作 用 ,  后 者 与 癌
基因的激活、过
量表达有密切关
系, 并由此引起细
胞的异常增生, 最
终导致肿瘤的发
生. cyclin D1作为
细胞周期的正调
节因子可促进细
胞增殖, 已被视为
一种癌基因; p16
和p27属于CKI家
族, 通过抑制CDK
的活性阻止细胞
周期的进程, 是细
胞周期的负性调
节因子, 作为抑癌
基因可阻止肿瘤
的形成. 非磷酸化
的Rb蛋白可结合
E2F, 阻止G1/S期
转换.



= 0.173; 腺瘤: r  = -0.381, P  = 0.013; 癌旁: r  = 
-0.419, P  = 0.001; 癌: r  = -0.516, P  = 0.000)、
cyclin D1(切缘: r  = -0.282, P  = 0.035; 腺瘤: r  = 
-0.329, P  = 0.033; 癌旁: r  = -0.298, P  = 0.026; 
癌: r  = -0.618, P  = 0.000)基因甲基化程度分别
与其蛋白表达呈明显负相关, 且在癌组织分化
程度(p16: χ2 = 11.232, P  = 0.002, cyclin D1: χ

2 
= 9.144, P  = 0.015)、浸润深度(p16: χ2 = 6.229, 
P  = 0.013; cyclin D1: χ

2 = 8.023, P  = 0.006)和淋
巴结转移(p16: χ2 = 5.707, P  = 0.016; cyclin D1: 
χ2 = 7.794, P  = 0.005)上有显著性差异. Rb基因
的甲基化状态在Rb表达抑制上不起主要作用.

结论: 大肠癌p16高甲基化和cyclin D1低甲基
化可能是p16失活和cyclin D1过表达的主要机
制, 在大肠癌的发生、发展中发挥重要作用, 
对于大肠癌的早期诊断、恶性程度及预后判
断有重要意义.

关键词�� 大肠癌; DNA甲基化; p16; Rb; cyclin D1
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0  引言

大肠癌的发生与演进涉及多种癌基因的过表达

和/或抑癌基因的失活[1-6]. 另外, 在基因表达的

调控中, DNA甲基化起着重要作用[7], 多种肿瘤

的发生过程中伴有癌基因的低甲基化或抑癌基

因的高甲基化[8-11]. 我们曾报道了p27基因甲基

化在大肠癌发生中的变化[12], 并报道了p16, Rb, 
cyclin D1表达与大肠癌的关系[13], 发现p27基因

异常甲基化可能是p27失活的主要机制. 为了

进一步从细胞周期的角度探讨大肠癌发生的分

子机制, 我们检测了大肠癌相关基因p16, Rb, 
cyclin D1的甲基化状态, 探讨基因甲基化改变

与蛋白表达的关系及其对大肠癌发生、发展的

影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 新乡医学院三附院、新乡市中心医

院、第二人民医院2001-01/12手术切除的大肠

癌标本56例(包括癌、癌旁组织、手术切缘上

皮)、腺瘤42例, 年龄37-76(中位55)岁, 标本经病

理学证实. DNA分子质量Marker, TaqDNA聚合

酶、脱氧核苷三磷酸、DNA purify system等为

Promega公司产品; 亚硫酸氢钠、氢醌等为国产
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分析纯. 酚-氯仿法提取组织DNA并定量, 按参

考文献[14]方法略作修改进行亚硫酸氢盐处理. 
即: 氢氧化钠变性DNA后, 亚硫酸氢钠、氢醌处

理, DNA purify system纯化、回收DNA.
1.2 方法 MSP检测基因甲基化状态. PCR反应条

件: 95℃预变性10 min后接由94℃变性45 s, 退
火(温度见表1)45 s, 72℃延伸45 s三步组成的35
个循环, 最后72℃延伸5 min. 引物序列、退火

温度及产物长度见表1.
统计学处理 采用χ2检验或确切概率法及相

关分析, 应用SPSS 10.0统计软件处理.

2  结果

2.1 p16, Rb, cyclin D1基因的甲基化状态 MSP分
析各基因的甲基化状态(图1)结果显示, 在大肠

癌的发生与演进过程中, p16和Rb甲基化率呈增

高趋势, 其在手术切缘上皮、癌旁、腺瘤、癌

组织中的甲基化率分别为28.6%和3.6%, 44.6%
和10.7%, 0.0%和11.9%, 64.3%和14.3%; cyclin 
D1甲基化率呈下降趋势 ,  其在切缘、癌旁、

腺瘤、癌组织中的甲基化率为64.3%, 37.5%, 
31.0%和23.2%. 
2.2 基因甲基化与其蛋白表达的关系 各病变阶

段, p16(切缘: r  = -0.185, P = 0.173>0.005; 腺瘤: 
r = -0.381, P = 0.013<0.05; 癌旁: r = -0.419, P = 
0.001<0.001; 癌: r = -0.516, P = 0.000<0.01)、
cyclin D1(切缘: r = -0.282, P = 0.035<0.005; 腺瘤: 
r = -0.329, P = 0.033<0.05; 癌旁: r = -0.298, P = 
0.026<0.005; 癌: r = -0.618, P = 0.000<0.01)甲基

化率与其蛋白表达呈明显负相关, 而Rb甲基化

率与蛋白表达无相关性(表2). 
2.3 癌组织中基因甲基化与临床病理参数的关系 
p16, cyclin D1甲基化率在癌组织分化程度(p16: 
χ2 = 11.232, P = 0.002<0.01, cyclin D1: χ

2 = 9.144, 
P = 0.015<0.05)、浸润深度(p16: χ2 = 6.229, P = 
0.013<0.05; cyclin D1: χ

2 = 8.023, P = 0.006<0.01)
和淋巴结转移(p16: χ2 = 5.707, P = 0.016<0.05;  
cyclin D1: χ

2 = 7.794, P = 0.005<0.01)上均有显著

性差异(表3).

3  讨论

肿瘤细胞区别于正常细胞的基本特征是细胞生

长失控和分化受阻, 细胞生长、分化的调节与

细胞周期的许多因素密切相关, 细胞周期调控

因子是一组调节细胞增殖、分化的正负信号, 
他们通过相互促进或抑制作用维持细胞周期的

www.wjgnet.com

■创新盘点
在多种人肿瘤中
抑癌基因启动子
区CpG岛高甲基
化而灭活和癌基
因低甲基化而过
表 达 ,  如 肝 细 胞
癌、非小细胞肺
癌、胃癌、食管
癌 等 ,  在 大 肠 癌
中 仅 见 p 1 6 基 因
高甲基化的检测
及其机制的相关
报 道 ,  缺 乏 采 用
较大样本从正常
肠黏膜→异常增
生→腺瘤→大肠
癌系统的多基因
联合对比性研究. 
为 此 ,  本 研 究 采
用 较 大 样 本 ( 包
括大肠癌切缘正
常黏膜上皮、癌
旁组织、腺瘤和
大 肠 癌 标 本 ) 利
用甲基化特异性
PCR(methylation-
s p e c i f i c  P C R , 
MSP)技术和免疫
组化染色检测了
4 种 与 细 胞 周 期
调控有关的基因
(cyclin D1、p16、
p27和Rb)启动子
区CpG岛甲基化
状态及其蛋白在
大肠癌发生、发
展过程中的表达
情况.
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正常进程. 在恶性肿瘤细胞中, 这些调控因子常

发生过表达或失活, 从而引起细胞周期的正常

调节紊乱, 促进肿瘤的形成与演进[15-18]. p16作为

抑癌基因与细胞周期紧密相关, 通过细胞周期

与其他癌基因、抑癌基因相互作用, 成为正常

细胞增殖的负性调控因子[19]. 目前研究认为, 在
与Rb, cyclin D1/CDK4共同组成的细胞增殖调控

途径中, p16作为cyclin D1/CDK4复合物的特异抑

制剂而发挥调节作用[20]. Rb作为CDK4的重要底

物参与了细胞周期调控, 与多种细胞蛋白结合

抑制其活性转录功能而有G1期阻滞作用, 作为

抑癌基因阻止肿瘤的形成[21-22]. cyclin D1在细胞

周期中与CDK结合, 协同CDK对Rb蛋白磷酸化, 
磷酸化后的Rb蛋白失去其抑制活性[23-25], 从而促

进细胞增殖成为细胞周期的正调控因子. 研究

发现, 大肠癌中存在着多种细胞周期调控因子

的异常表达, 但其中对于p16, Rb失活和cyclin D1 
过表达的机制目前的报道有诸多差异[11,26-27]. 近

     

表 1 MSP引物序列、退火温度及产物长度

引物                                      序列 (5'→3')                                退火温度          产物长度

p16M              TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC            65℃              150 bp

                        GACCCCGAACCGCGACCGTAA

p16U               TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT             60℃              151 bp

                        CAACCCCAAACCACAACCATAA 

RbM                GGGAGTTTCGCGGACGTGAC                     55℃              172 bp

                        ACGTCGAAACACGCCCCG

RbU                 GGGAGTTTTGTGGATGTGAT                      55℃               172 bp

                        ACATCAAAACACACCCCA

cyclin D1M       TACGTGTTAGGGTCGATCG                        55℃               276 bp

                        CGAAATATCTACGCTAAACG

cyclin D1U        GTTATGTTATGTTTGTTGTATG                   55℃                222 bp

                        TAAAATCCACCAACACAATCA 

     

表 2 基因甲基化与蛋白表达的关系 (n )

                             p16 蛋白      　　Rb蛋白　   cyclin D1蛋白

  　　　　　　    -       +     -     + 　　    -     +

切缘        +          5     11              1      1            34     2

               -          6     34            13    41            15     5a 

癌旁        +        16       9              4      2            16     5 

               -          7     24b           20    30            16   19a

腺瘤        +        15       6              3      2            10     3 

               -          7     14a           16     21           12   17a

癌           +         33       3              5      3            11     2 

               -          9     11b           26     22             7   36b

甲基化

aP<0.05, bP<0.01 vs  甲基化阳性者.

图 1 MSP产物琼脂糖凝胶电泳. M: 标准分子质量DNA; N: 

手术切缘黏膜上皮; P: 癌旁组织; C: 癌组织; A: 腺瘤; U: 阴

性对照; m: 甲基化特异引物; u: 非甲基化特异引物. Ａ: p16; 

Ｂ: cyclin D1; Ｃ: Rb.

151 bp
150 bp

500 bp
200 bp
100 bp

N       P       C       A        U
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m  u    m  u    m  u    m  u     m  u

A

N       P       C       A        U
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m  u    m  u    m  u    m  u     m  u

276 bp
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500 bp
300 bp
200 bp

B

N       P       C       A        U
M

m  u    m  u    m  u    m  u     m  u

172 bp
500 bp
200 bp
100 bp

C

■应用要点
在大肠癌发生过
程中p16基因高甲
基化和cyclin D1

基因低甲基化可
能 是 p 1 6 失 活 和
cyclin D1高表达
的主要机制, 其在
大肠癌的发生、

发展中发挥了重
要作用, 对于大肠
癌的早期诊断、

恶性程度和预后
判断有重要意义.
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来研究表明, 在肿瘤细胞中常存在DNA甲基化

状态的改变, DNA甲基化异常分为甲基化增强

和甲基化降低两种类型, 可引起与细胞增殖和

分化有关基因的表达异常, 导致细胞恶变形成

肿瘤[7-11]. DNA异常甲基化导致肿瘤发生的机制

可能与基因突变、影响染色体凝聚及癌基因、

抑癌基因的表达有关[28-29]. 
本研究结果显示, 在大肠癌发生过程中p16

基因高甲基化和cyclin D1基因低甲基化可能是

p16失活和cyclin D1高表达的主要机制, 其在大

肠癌的发生、发展中发挥了重要作用, 对于大

肠癌的早期诊断、恶性程度和预后判断有重要

意义. 该结果与Norrie et al [26]的报道不同, 可能

与实验中所用样品来源和检测方法不同等有关. 
但与Dominguez et al [11]的报道一致. 值得注意的

是, DNA甲基化改变可发生在大肠癌形成的早

期甚至起始阶段, 因而建立检测DNA甲基化状

态改变的准确而敏感的方法可早期诊断细胞恶

变. 在细胞癌变过程中, 基因结构改变是不可逆

的, DNA甲基化改变是可逆的, 尤其是癌变早期

的异常改变可能使之向正常逆转[30], 这对肿瘤的

防治尤为重要. Rb基因的甲基化率在大肠癌发

生中虽然也呈增加趋势, 但阳性率很低, 并且甲

基化程度与Rb蛋白表达也无相关性. 因此在大

肠癌发生过程中Rb基因异常甲基化在Rb基因的

失活上并不起主要作用, 而可能是由于突变、

缺失等引起Rb基因的失活, 这有待于进一步研究. 
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■名词解释
甲 基 化 特 异 性
PCR(methylation-
s p e c i f i c  P C R , 
MSP) : 是用亚硫
酸氢钠处理DNA, 
则未甲基化胞嘧
啶变为尿嘧啶, 而
甲基化胞嘧啶则
不变. 据此, 在基
因启动子区富含
CpG二核苷酸处
设计甲基化和非
甲基化特异性引
物, 对所测基因的
同一核苷酸序列
进行PCR扩增, 扩
增产物经凝胶电
泳后进行结果分
析. 此法克服了以
往甲基化状态研
究方法的局限性, 
即使肿瘤组织中
混有正常组织也
不完全影响结果. 
因此, MSP法是一
种简单、敏感、

高效的方法.

     

表 3 基因甲基化与大肠癌临床病理参数的关系 (n )

                                                       p16                     cyclin D1

  　　　　　　                        -          + 　     -          +

男                          30          10        20            23         7

女                          26          10        16            20         6 

年龄

   ＜50                   24            �        16            1�         6

   ＞50                   32          12        20            25         7

分化程度

    高                      23          14          9            13       10 

    中                      30            6        24b           27         3b  

    低                        3            0          3              3         0

浸润深度

    黏膜下层           24          13        11            14       10 

    肌层                  32            7        25a           29         3b

淋巴结转移

    有                      23            4        19            22         1

    无                      33          16        17a           21       12b

n

aP<0.05, bP<0.01.
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■同行评��
本文通过对56例
大肠癌和42例腺
瘤标本检测分析
p16、cyclin D1和
Rb基因的甲基化
状态, 探讨基因甲
基化与基因失活
和蛋白表达异常
的关系及其机制. 
结果表明p16基因
高甲基化和cyclin 
D1基因低甲基化
可能是p16失活和
cyclin D1高表达
的主要机制, 不但
对大肠癌早期诊
断、恶性程度和
预后判断有重要
性, 可能还具有防
治作用 .  Rb基因
甲基化与蛋白表
达无相关性, 因而
Rb基因的失活机
制尚有待进一步
研究. 本文有临床
参考价值.
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Abstract
AIM: To systematically evaluate the therapeutic 
effect of endoscopic injection sclerotherapy 
(EIS) and endoscopic variceal ligation (EVL) on 
esophageal variceal bleeding after liver cirrhosis.

METHODS: The correlated literature about the 
therapeutic effect of EIS and EVL on esophageal 
variceal were identified from Medline, EMBase 
and China Biological Medicine Disk between 
January, 1985 and November, 2005. RevMan 4.2.8 
software was used for data analysis..

RESULTS: According to the included criteria, 
seven prospective, randomized, controlled, clini-
cal trials were selected finally. The combined re-
sults of meta-analysis showed that the rehaem-
orrhage rate of scherotherapy on the esophageal 
variceal bleeding after liver cirrhosis was higher 
than ligation (RR = 1.32, 95%CI: 1.10-1.57, P < 
0.05), while their motility rates were similar (RR = 
1.24, 95%CI: 0.99-1.55, P > 0.05)..

CONCLUSION: In comparing with EIS, EVL has 
a better effect on obviating rehaemorrhage in 
esophageal varices bleeding after liver cirrhosis 
but has no difference in degrading motility..

Key Words: Ligation; Sclerotherapy; Liver cirrhosis; 
Esophageal variceal bleeding; Meta-analysis

Fan TY, Cheng LF. Comparison between effects of 
ligation and sclerotherapy in treatment of esophageal 
variceal bleeding after liver cirrhosis: a meta-analysis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(17):1704-1709

摘要
目的: 对套扎疗法与硬化疗法治疗肝硬化食
管静脉曲张出血的疗效进行系统评价. 

方法: 通过Medline、EMBase和中国期刊全文
数据库检索1985-01/2005-11发表的有关硬化疗
法与套扎疗法治疗肝硬化食管静脉曲张出血
相关文献, 并采用RevMan4.2.8进行Meta分析. 

结果: 按照入选标准, 有7项前瞻性随机对照
临床试验纳入. Meta分析结果显示, 硬化疗
法在治疗肝硬化食管静脉曲张中的再出血率
高于套扎疗法(RR  = 1.32，95%CI: 1.10-1.57, 
P <0.05); 而在降低死亡率方面二者相似(RR  = 
1.24, 95%CI:  0.99-1.55, P >0.05).

结论: 套扎疗法较硬化疗法在治疗肝硬化食
管静脉曲张中能更好的预防再出血, 在降低
死亡率方面无差异.

关键词�� 硬化; 套扎; 肝硬化; 食管静脉曲张出血; 荟

萃分析
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0  引言

肝硬化患者40%-70%会并发食管静脉曲张, 30%

■背景资料
对于食道静脉曲
张出血应用硬化
疗法和套扎疗法
疗效的比较一直
存在争议. 本文应
用荟萃分析的方
法对其进行系统
评价, 得出对于肝
硬化食管静脉曲
张出血应用套扎
和硬化治疗, 在降
低死亡率方面没
有明显差异, 在预
防再出血方面存
在差异的结论. 在
国外, 如日本肝硬
化的病因以丙肝
为主, 欧美发达国
家以酒精性肝硬
化为主, 而我国肝
硬化病因为乙肝
肝硬化, 本文所选
文献大部分是国
外文献, 这是否适
合我国国情有待
进 一 步 研 究 .  另
外, 为了正确比较
两种治疗方法的
疗效, 应在我国进
行多中心的研究, 
且真正作到随机
对照前瞻性的研
究.

 
wcjd@wjgnet.com 
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会发生静脉曲张破裂出血[1], 6 mo内再出血发

生率为60%-70%, 病死率高达30%-60%[2]. 食管

静脉曲张出血是肝硬化患者主要的致死原因, 
因此临床上控制活动性出血及预防再出血显得

十分重要. 内镜下硬化疗法(endoscopic injection 
sclerotherapy, EIS)和内镜下曲张静脉套扎术

(endoscopic variceal ligation, EVL)是目前治疗活

动性出血和预防再出血的较为有效的方法,可降

低食管静脉破裂出血的病死率[3]. 然而对于二者

的疗效存在争议. 因此我们设计了荟瘁分析来

比较两种疗法治疗肝硬化食管静脉曲张破裂出

血的疗效, 从而指导临床治疗. 

1  材料和方法

1.1 材料 符合以下条件的临床试验可作为研究对

象: (1)有关两种疗法的前瞻性, 随机、对照临床

实验; (2)所有受试对象均为依据临床及实验室检

查或病理学证实的肝硬化患者, 既往有与肝硬化

相关的上消化道出血病史; (3)所有受试者均无严

重心肺脑等疾患, 除肝硬化外, 无其他肝脏疾患; 
(4)随访至少半年; (5)研究的终点指标: 再出血和

死亡的例数. 再出血的定义为出血停止24 h以上, 
又出现出血, 并出现下列指标: 再次呕血, 胃管

内抽出血性液体; 内镜下见活动性出血; 临床出

现休克表现, 收缩压降低(<90 mmHg), 脉搏增快

(>100次/min), 24 h内Hb下降≥20 g/L. 
1.2 方法 文献检索方法: 英文数据库以“sclero-
therapy ”, “ligation”, “esophageal variceal 
bleeding”为检索词, 检索库为Medline和EM-
B a s e(1985-01/2005-11). 中文数据库以“硬

化”、“套扎”、“食管静脉曲张”为检索词, 
检索库为中国期刊全文数据库(1985-01/2005-11). 
查阅所有检出论文的参考文献作为补充. 入选文

献评阅标准参照Jadad评分标准[4](表1). 由两名评

价员独立选择试验、提取资料, 并进行质量评价. 
资料提取时隐去了作者的姓名, 论文发表的期刊

名称, 年份, 国家. 摘录的内容: (1)包括研究者, 出
版年限, 受试者的例数, 平均年龄, 性别比, 病因, 
肝功能分级(Child-pugh分级); (2)实验设计细节, 
是否随机, 随机方法, 失访者的例数; (3)治疗方

案; (4)随访时间; (5)随访过程中上消化道再出血, 
死亡的例数. . 

统计学处理 系统分析软件为Cochrane协作

网提供的Revman4.2.8. 采用c2检验进行各研究间

的异质性检验, 假设齐性检验的a值为0.1, 齐性

检验的P值>0.1则RR是齐性的, 否则为非齐性. 如

果RR齐性, 采用固定效应模型进行统计; 如果

RR非齐性, 找出异质性的原因后, 对纳入资料

进行亚组分析, 即将具有临床同质性的研究分

为一个亚组, 再对其进行统计学异质性分析(以
I2<50%, 亚组内以P >0.1, 亚组间以P >0.05, 为同

质性检验水准, 亚组内和无异质性的亚组间合

并, 采用固定效应模型; 如亚组间存在异质性, 
则采用随机效应模型. 为保证meta分析结论的稳

健性, 就文章的样本量的大小分层, 对RR值进行

敏感性分析. 方法同上. 考虑到本研究仅仅收集

了发表的文献, 我们用失效安全数来估计出版偏

倚对在P = 0.05水平有统计学意义的合并检验结

果的影响. 失效安全系数＝K×(Z2-1.6452)/1.6452

此值越大说明出版偏倚的影响越小, 结论的可靠

性越好. 

2  结果

2.1 纳入文献状况 根据检索式和检索词以及入

选文献评价标准和对文献的要求, 最终共查找

出7篇相关文献, Jadad评分均为3分, 符合入选

标准. 其中4篇通过Medline检索获得, 2篇通过

EMBase检索获得, 1篇为中国期刊全文数据库

获得. 在入选的11项研究中, 其中4项研究为同

一作者重复发表, 另外2项研究为同一作者重复

发表, 我们分别选择了最近一篇. 最终共纳入

7项研究进行评价. 各项研究硬化组和套扎组

的病例数、年龄、性别比, 酒精性肝硬化的比

例、Child-Pugh各级的人数. 各研究均进行了试

验组与对照组间基线的比较, 结果显示两组基

线差异无统计学意义(表2). 在7项研究中共纳

入762例患者, 硬化组381例, 再出血和死亡的例

数分别为166, 119. 套扎组381例, 再出血和死亡

的例数分别为125, 95(表3). 
2.2 硬化疗法和套扎疗法的评价 在7篇文献中

报告了肝硬化食管静脉曲张出血治疗后再出血

的人数硬化组166例, 套扎组125例. 各研究间无

统计学异质性(P  = 0.85, I2 = 0%), 采用固定效应

模型; 两种疗法的疗效差异有统计学意义[RR 
= 为1.32, 95% CI  (1.10, 1.57), P <0.05]; 表明与

硬化组相比较, 套扎疗法在降低再出血率方面

更加明显(表4). 在7篇文献中报告了肝硬化食

管静脉曲张出血治疗后随访期间内死亡的人数

硬化组119例, 套扎组95例. 各研究间无统计学

异质性(P = 0.36, I2 = 9.2%), 采用固定效应模型; 
两种疗法的疗效无明显差异[RR = 1.24, 95% CI  
(0.99, 1.55), P >0.05]. 表明与硬化组相比较, 套

■同行评价
食道静脉曲张的
套扎及硬化治疗
是当今食管静脉
曲张破裂出血的
重要治疗手段, 孰
优孰劣 ,  有争议 , 
但一直缺乏有说
服力的研究报告. 
本文以荟萃分析
方法进行研究得
出的结论具有指
导临床治疗价值
和理论依据.
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扎疗法降低死亡率方面无明显差异(表5). 由于

入选文献均为高质量文章, 由文献质量问题产

生的异质性较小. 在剔除刘德良 e t a l [6]这篇样

本量较小的文献后, 结果与硬化疗法相比较, 套
扎疗法能更好的预防再出血[RR  = 1.32, 95% CI  

(1.11, 1.59), P <0.05]; 在降低死亡率方面无明显

差异[RR = 1.24, 95% CI (0.98, 1.56), P >0.05]. 可
见我们的meta分析的稳健性较好(见表6,7). 由于

套扎疗法和硬化疗法在预防再出血方面存在差

异, 我们引入失安全系数这一概念, 失安全系数

       

表 1 Jadad评分标准1

指标 符合要求                                 不符合要求

根据随机数字表或计算机
随机产生的数字 (2分)
随机数字置于封好的信封
中或类似的方法 (2分)
对照组严格采用安慰剂或
类似的盲法方案 (2分)
描述了任何失访或退出的
人数及理由 (1分)

未有描述 (1分)
半随机或假随机 (0分)
未有描述 (1分)
随机数字打开或轻易可见 (0分)
未采用安慰剂方案 (1分)
两组用药途径完全不同 (0分)无盲法 (0分)
未描述失访或退出人数及理由 (0分)

分组方案

分组隐藏

双盲

随访

1总分≤2分者为低质量文章, ≥3分者为高质量文章.

       

表 3 入选文献的特征

 研究者                                 治疗方案   再出血n /n       随访时间 (d) 死亡人数n /n

硬化剂 (1)
套扎装置 (�)
硬化剂 (1)
套扎装置 (�)
硬化剂 (2)
套扎装置 (�)
硬化剂 (2)
套扎装置 (�)
硬化剂 (3)
套扎装置 (�)
硬化剂 (2)
套扎装置 (�)
硬化剂 (1)
套扎装置 (�)

31/23

33/23

1�/10

 2/61

 8/�

2�/2�

10/�

Stiegmann GV et al  (1��2)

Gimson AE et al (1��3)

Laine L et al  (1��3)

Lo GH et al (1��5)

刘德良 et al (1���)

Hou MC  et al (2000)

Baroncini D et al  (1���)

 325±21�
 31�±208
 322
 33�
 30�±��
 2�5±�8
 2�5±120
 310±105
 �1�±38
 3�8±35
63.�±11.6
60.1±1�.5
 53�±�2
 ��6±�0

2�/18

23/25

3/3

1�/10

11/�

22/18

12/12

(1)1.0％十四烷基硫酸钠;  (2)1.5％十四烷基硫酸钠;  (3)5％鱼肝油酸钠; (�)Bard International 
Products, Tewksbury, Ma, USA.

       

表 2 入选文献患者的特征资料

                                                          硬化组/套扎组

60.0±11.�
60.�±12.1
50.1±�.1
�8.2±8.5
   5�±12
   5�±13
   �8±2
   ��±1
   53±13
   51±13
�8.8±1�.�
53.�±13.8
61.�±�.8
63.0±�.1

�0/�1

�0/�1

5�/61

3�/38

65/6�

��/5�

5�/5�

Hou MC et al [5]

刘德良 et al [6]

Lo GH et al [�]

Laine L et al [8]

Stiegmann GV et al [�]

Gimson AE et al [10]

Baroncini D et al [11]

研究者                          年龄             男              病因学     Child-pugh 

             (mean±SD)    n /n           酒精/其他       (A/B/C)

5�/56

31/33

��/�8

2�/31

51/53

25/32

3�/38

13/5�
11/60
  2/38
  1/�0
12/��
15/�6
30/�
31/�
52/13
53/11
2�/25
25/2�
��/10
��/8

1�/3�/1�
20/26/25
 6/25/�
 8/32/10
 �/2�/28
 �/22/30
 �/25/5
 �/21/13
20/32/13
20/33/12
15/22/12
1�/25/15
18/22/1�
1�/2�/16

n /n
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过较为全面的检索系统对二者在预防再出血和

降低随访期间的死亡率方面作一评价. 我们收

集了7项前瞻性的随机对照临床试验, 所有试验

的硬化组和套扎组除病因学方面有一定的差异, 
余无明显差异. 因此具有总体肝硬化病人的代

表性. 我们发现应用硬化法和套扎法后, 在随访

期内再出血这一不利结局的发生数, 硬化组总

共166例, 套扎组总共125例. 综合结果表明RR = 
1.32[95% CI , (1.10, 1.57) ], 菱形完全位于垂直

线的右侧, 得出套扎组比硬化组有效的结论. 但
在降低死亡率方面, 图示可见菱形与垂直线相

交, 提示二者之间无明显差别. 由于本研究收录

的仅仅是发表的文献, 所以我们引用了失效安

全数的概念对有差异的分析进行了检验, 失安

为17, meta分析的结果可能存在出版偏倚. 所得

结论需进一步研究. 

3  讨论

本系统评价纳入的研究质量较齐. 所有研究按

明确的纳入和排除标准. 均为随机、对照研究

方法, 对失访者均有描述, 但未提及具体的随机

方法, 分组隐藏未有描述, 也未提及评价者是否

应用盲法. 根据Jadad评分标准, 均为高质量文

章, 因此由此产生的偏倚较少. 
食管静脉曲张破裂出血是门脉高压严重的

并发症,病死率很高. 套扎法和硬化法是目前安

全有效的治疗方法, 可以提高临床治愈率, 减少

病死率. 但是二者的疗效一直存在争议. 我们通

       

Stiegmann GV et al

Gimson AE et al   

Laine L et al   

Lo GH et al     

Baroncini D et al   

刘德良 et al  

Hou MC et al   

Total (�5% CI)

Total events�� 166 (硬化组), 125 (套扎组)

Test for heterogeneity�� Chi?= 2.62, df = 6 (P  = 0.85), I?= 0%

Test for overall effect�� Z  = 3.03 (P  = 0.002)

31/65

33/5�

1�/3�

30/5�

10/5�

  8/�0

 3�/�0

   381

23/6�

23/��

10/38

2�/61

  �/5�

  �/�1

2�/�1

   381

18.�8

1�.23

  8.08

22.�3

  6.�8

  5.51

1�.00

100.00

1.33 [0.88, 2.01]

1.30 [0.�0, 1.88]

1.66 [0.8�, 3.1�]

1.0� [0.��, 1.5�]

1.1� [0.52, 2.66]

1.1� [0.��, 2.�3]

1.56 [1.05, 2.32]

1.32 [1.10, 1.5�]

1��2

1��3

1��3

1��5

1���

1���

2000

Favours treatment  Favours control 

Review   套扎疗法与硬化疗法对肝硬化食管静脉曲张出血疗效的meta分析

Comparison:  01 硬化组 versus. 套扎组

Outcome:       02 再出血  

Study                                                         硬化组                             套扎组                                     RR  (fixed)                      Weight               RR  (fixed)

or sub-category                                         n /N                                    n /N                                          95% CI                             %                     95% CI                              Year

0.1 0.2 0.5 1 2 5 10

表 4 硬化疗法与套扎疗法在再出血率方面的比较

       

Stiegmann GV et al

Gimson AE et al   

Laine L et al   

Lo GH et al     

Baroncini D et al   

刘德良 et al  

Hou MC et al   

Total (�5% CI)

Total events�� 11� (硬化组), �5 (套扎组)

Test for heterogeneity�� Chi?= 6.61, df = 6 (P  = 0.36), I?= �.2%

Test for overall effect�� Z  = 1.88 (P  = 0.06)

2�/65

23/5�

 3/3�

1�/5�

12/5�

11/�0

22/�0

   381

18/6�

25/��

  3/38

10/61

12/5�

  �/�1

18/�1

   381

18.�6

2�.�0

  3.18

10.28

12.21

  �.2�

18.68

100.00

1.5� [0.��, 2.55]

0.83 [0.55, 1.26]

0.�� [0.21, �.53]

1.�6 [1.00, 3.8�]

1.06 [0.52, 2.1�]

1.25 [0.58, 2.6�]

1.2� [0.�3, 2.10]

1.2� [0.��, 1.55]

1��2

1��3

1��3

1��5

1���

1���

2000

Favours treatment  Favours control 

Review   套扎疗法与硬化疗法对肝硬化食管静脉曲张出血疗效的meta分析

Comparison:  01 硬化组 versus. 套扎组

Outcome:       03 随访期间内死亡人数  

Study                                                         硬化组                             套扎组                                     RR  (fixed)                      Weight                     RR  (fixed)

or sub-category                                         n /N                                    n /N                                          95% CI                              %                          95% CI                             Year

0.1 0.2 0.5 1 2 5 10

表 5 硬化疗法与套扎疗法在死亡率方面的比较
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全系数为17, 因此对于套扎疗法在预防再出血

方面优于硬化疗法的结论有待于进一步的讨论. 
另外, 本研究存在一定的局限性. 在试验研究中

如果具有较高的有效率则有利于文献的发表, 
因此我们不能排除发表偏倚的存在. 而且对于

肝硬化上消化道出血的患者应用内镜治疗需要

较好的设备和经验丰富的医师, 因此这对于随

访期间死亡人数亦有一定的影响. 本分析中只

有一篇为中文文献, 在病因学中, 国人以肝炎性

肝硬化为主, 而发达国家则以酒精性肝硬化为

主, 因此只能从总体上反应两种疗法的治疗效

果. 由于两种疗法存在各自的优缺点, 目前在国

内具体临床工作中作到真正的随机尚有一定的

难度. 因此两种疗法在我国治疗肝硬化的疗效

评估尚需要进一步研究.  
总之, 对于肝硬化食管静脉曲张出血应用套

扎和硬化治疗, 在降低死亡率方面没有明显差

异, 在预防再出血方面存在差异. B a r o n c i n i 
et al [11]认为, 与硬化治疗相比较, 套扎疗法对于

食管静脉曲张出血的治疗, 在随访早期具有较

大的优势, 但在长期随访中却发现有较高的静

脉曲张复发率. 因此两种疗法对于肝硬化食管

静脉曲张出血在其他方面的疗效有待进一步研

究. 另外, 对于临床试验在方法学上, 除了要做

到正确的随机分配、完善分组隐藏并详细报告, 
还要对失访者进行详细记录, 对于评价者实施

盲法, 这样既可以得到完整的试验结果, 又可以

提高Meta分析的可靠性, 从而为临床提供良好

       

Stiegmann GV et al

Gimson AE et al  

Laine L et al   

Lo GH et al     

Baroncini D et al   

Hou MC et al   

Total (�5% CI)

Total events�� 158 (硬化组), 118 (套扎组)

Test for heterogeneity�� Chi?= 2.5�, df = 5 (P  = 0.��), I?= 0%

Test for overall effect�� Z  = 3.05 (P  = 0.002)

31/65

33/5�

1�/3�

30/5�

10/5�

3�/�0

   3�1

23/6�

23/��

10/38

2�/61

  �/5�

2�/�1

   3�0

1�.56

20.35

  8.55

2�.06

  �.3�

20.10

100.00

1.33 [0.88, 2.01]

1.30 [0.�0, 1.88]

1.66 [0.8�, 3.1�]

1.0� [0.��, 1.5�]

1.1� [0.52, 2.66]

1.56 [1.05, 2.32]

1.32 [1.11, 1.5�]

1��2

1��3

1��3

1��5

1���

2000

Favours treatment  Favours control 

Review   套扎疗法与硬化疗法对肝硬化食管静脉曲张出血疗效的meta分析

Comparison:  01 硬化组 versus. 套扎组

Outcome:       02 再出血  

Study                                                         硬化组                             套扎组                                     RR  (fixed)                    Weight                      RR  (fixed)

or sub-category                                         n/N                                    n /N                                          95% CI                           %                             95% CI                             Year

0.1 0.2 0.5 1 2 5 10

表 6

       

Stiegmann GV et al

Gimson AE et al   

Laine L et al   

Lo GH et al     

Baroncini D et al   

Hou MC et al   

Total (�5% CI)

Total events�� 108 (硬化组), 86 (套扎组)

Test for heterogeneity�� Chi?= 6.60, df = 5 (P  = 0.25), I?= 2�.3%

Test for overall effect�� Z  = 1.�� (P  = 0.0�)

2�/65

23/5�

 3/3�

1�/5�

12/5�

22/�0

   3�1

18/6�

25/��

  3/38

10/61

12/5�

18/�1

   3�0

20.�0

30.21

  3.50

11.33

13.�6

20.60

100.00

1.5� [0.��, 2.55]

0.83 [0.55, 1.26]

0.�� [0.21, �.53]

1.�6 [1.00, 3.8�]

1.06 [0.52, 2.1�]

1.2� [0.�3, 2.10]

1.2� [0.�8, 1.56]

1��2

1��3

1��3

1��5

1���

2000

Favours treatment  Favours control 

Review   套扎疗法与硬化疗法对肝硬化食管静脉曲张出血疗效的meta分析

Comparison:  01 硬化组 versus. 套扎组

Outcome:       03 随访期间内死亡人数  

Study                                                             硬化组                              套扎组                                     RR  (fixed)                         Weight                 RR  (fixed)

or sub-category                                              n /N                                    n /N                                          95% CI                               %                        95% CI                          Year

0.1 0.2 0.5 1 2 5 10

表 7
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的依据.
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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.  
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更正与说明专栏

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

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

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

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

稿. 
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摘要
胃癌是对人类健康危害极大的恶性肿瘤, 我国
胃癌的年死亡率在各种恶性肿瘤中占首位. 胃
癌的发病机制还不清楚. 近年来, 随着对干细
胞和肿瘤研究的深入, 越来越多的证据表明
干细胞和肿瘤细胞有很多相似之处, 肿瘤中某
些细胞具有干细胞特性, 提出了肿瘤干细胞学
说. 胃癌也可能来源于干细胞, 是一种干细胞
疾病.

关键词�� 干细胞; 肿瘤; 胃癌

王宁, 陈凛, 赵向阳. 干细胞与胃癌关系的研究进展. 世界华人

消化杂志  2006;14(17)��1710�1713

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1710.asp

0  引言

胃癌是对人类健康危害极大的恶性肿瘤, 我国

胃癌每10万人口的年死亡率为25.21, 在各种恶

性肿瘤中占首位. 胃癌的发病机制目前还不十

分清楚. 近年来, 随着对干细胞和肿瘤研究的深

入, 越来越多的证据表明干细胞和肿瘤细胞有

很多相似之处, 肿瘤来源于干细胞的理论越来

越受到重视, 干细胞与肿瘤关系的研究已经成

为目前研究热点之一, 现对国内外有关干细胞

与胃癌关系的研究进行综述. 

1  干细胞与肿瘤

干细胞(s tem ce l l)是一类具有自我更新(se l f-
renewal)和增殖分化能力的细胞, 通过不对称

分裂能产生和自己完全相同的子细胞, 还能分

化为祖细胞. 干细胞分为胚胎干细胞和成体干

细胞两大类. 胚胎干细胞(embryonic stem cell, 
ESC)为全能干细胞, 可以分化成人体各种细胞,
这些细胞又构成人体各种组织和器官, 如胚胎

干细胞在体外可以被诱导分化出包括3个胚层

在内的所有分化细胞. 在动物体内, ESC可分化

产生出由3个胚层细胞组成的畸胎瘤. 但ESC在
临床应用中受到伦理学和取材困难等因素的限

制. 成体干细胞(adult stem cell, ASC)存在于胎儿

和成人各种组织及器官中, 来源广泛, 不涉及伦

理问题. 过去认为成体干细胞具有组织特异性,
只能分化成特定的组织和器官. 但研究表明成

体干细胞也具有强大的分化可塑性, 同样具有

分化成其他细胞或组织的潜能. 
随着对干细胞研究的不断深入, 在肿瘤研究

领域, 亦加深了对肿瘤起源与发病机制的认识. 
人们发现干细胞与肿瘤细胞之间存在着很多相

似之处[1], 他们都具有自我更新能力和分裂增

殖的能力; 具有相似的细胞表面标志, 如Msi-1, 
CD133, Sox2, nestin, ABCG2/Bcrp1等[2-3]; 以及具

有一些相同的细胞信号调节通路参与干细胞和

肿瘤细胞的自我更新, 如Notch, Wnt, SHH, Oct3 
/4信号通路[4-7]. 由于肿瘤细胞与干细胞之间存在

着许多相似性, 近年提出了肿瘤干细胞学说, 认
为肿瘤组织中存在极少量肿瘤细胞, 在肿瘤中

充当干细胞角色, 具有无限的自我更新能力, 能
够产生与上一代完全相同的子代细胞; 并有多

种分化潜能和高度增殖能力, 产生不同表型的

肿瘤细胞, 使肿瘤在体内不断扩大, 或形成新的

肿瘤. 早在19世纪, 病理学家们就利用显微镜观

察肿瘤组织, 发现了胚胎组织与肿瘤组织之间

的相似性, 并提出了肿瘤可能起源于胚胎样组

织[8]. Alison et al [9]认为: 肿瘤实际上是干细胞疾

病, 因为仅持续存在于组织的细胞才能有足够

充分的时间来接受肿瘤形成所必须的遗传改变

信息. Caussinus et al [10]认为, 他们有可靠的证据

表明某些类型的癌症是由于干细胞发生错误而

产生的. 他们研究显示, 如果干扰干细胞中的某

些特殊基因, 使关键分子在干细胞分裂时没有

处于正确位置, 最终可能形成致命的肿瘤. 
大部分混合瘤中虽然肿瘤细胞有各种不同

的组织形态, 但却有遗传同源性, 说明他们很可

能来源于一个共同的祖细胞[11]. 大多数肿瘤起源

®
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于单个细胞, 这些细胞转换为肿瘤起始细胞(肿
瘤干细胞), 他们具有在体内增殖和形成肿瘤的

能力, 然而肿瘤干细胞的起源仍然不是很清楚. 
研究发现, 在机体发育和组织损伤的过程中, 不
同来源的细胞之间基因和胞质中物质的融合是

一个很重要的生理过程, 这种细胞融合和横向

的基因传递事件也同一些癌症的基本特性相联

系, 而且可能在肿瘤干细胞发育过程中扮演了

重要角色[12]. 已经有越来越多的证据表明, 至少

一些肿瘤中存在干细胞(肿瘤干细胞), 肿瘤干细

胞是肿瘤生长、侵袭、转移和复发的根源, 而
肿瘤干细胞可能起源于机体的正常干细胞或其

前体细胞. Bonnet et al [13]分离出人急性髓系白血

病(AML)中的肿瘤干细胞为CD34+CD38-细胞. 
尽管这些细胞只占所有AML细胞的0.2%, 但是

他们是唯一能在NOD/DCID鼠内形成AML移植

瘤的细胞. 这就排除了所有AML细胞都能形成

克隆的可能性, 而能形成克隆的只是少数细胞

亚群, 并且能在动物体内形成移植瘤. Al-Haj j 
et al [14]建立了严重联合免疫缺陷小鼠模型, 用于

肿瘤干细胞的鉴定, 并利用细胞表面标志物分

离出了人乳腺癌肿瘤干细胞, 这些肿瘤干细胞

表面抗原为ESA+, Lin-, CD44+, CD24-/low.

2  胃干细胞与胃癌

随着对胃黏膜上皮细胞动力学、胃癌前病变、

微小胃癌以及各种形态胃癌细胞的深入研究, 
使人们对过去的一些有关胃癌组织发生的学说

产生了质疑, 也许胃癌的组织起源细胞并不那

么复杂, 可能都起源于一种细胞-胃腺峡部的原

始干细胞. 由于原始干细胞具有多向分化的潜

能, 再加之致癌因素及癌变过程的多样化, 而使

得最终发生的胃癌呈现了多种多样的形态差异

和不同生物学行为. 胃干细胞是有自我更新和

复制能力的原始细胞, 属于成体干细胞, 胃腺体

多能干细胞通过向祖细胞分化, 后者进一步分

化形成胃的各种腺体细胞, 这种特性在维持胃

黏膜更新及保持组织内环境稳定方面起着重要

作用. 同时, 他可能是基因突变和积累的靶细胞, 
所以说胃干细胞可能在胃癌的最早期阶段发挥

重要作用. 由于缺乏特异性标志, 不了解调节胃

干细胞增殖分化的分子通路, 目前还没有理想

的技术可以分离纯化出人类胃干细胞[15]. 因此这

也就成为目前的研究热点. 
胃腺体多能干细胞被认为存在于胃腺体峡

部一带, 于普通制备的标本中不易辨认, 主要是

应用3H标记的胸腺嘧啶核苷注入实验动物体内

后, 以放射自显影术发现该部位摄取了胸腺嘧

啶核苷, 表明这些细胞处于活跃的增殖状态. 胃殖状态. 胃状态. 胃
黏膜不同种类的前体细胞从这里产生, 并向上

或向下双方向迁移, 最终形成成熟的胃黏膜细

胞, 即壁细胞、主细胞、黏液细胞和内分泌细

胞. Tatematsu et al [16]通过对C3H/HeN↔BALB/c
嵌合体小鼠研究发现, 在正常嵌合体小鼠的胃

肠道黏膜, 每个腺体只包含CSA (C3H strain-
specific antigen)阳性或阴性细胞, 没有发现具有

混合细胞的腺体. 胃底腺的表皮黏膜细胞(小凹

上皮细胞)、颈黏液细胞、壁细胞和主细胞都来

源于同一细胞. 同样, 每个胃底腺的表皮黏液细

胞和幽门腺细胞也来源于单一的祖细胞. 以上

这些都说明各种类型的胃腺体细胞都起源于单

一的祖细胞. Yang et al [17]研究表明发育中鼠的胃

底腺干细胞最初分散在上皮各层, 随后集中在

小凹深层, 随着胃底腺的成熟, 干细胞离开腺体

基底部向胃腔方向移居. 出生4 wk后胃底腺发

育渐趋完善, 干细胞被限制在腺体峡部. 成年鼠

胃底腺峡部的干细胞分化形成黏膜表面黏液细

胞和腺细胞. 
在正常情况下, 组织特异性干细胞产生适

应其微环境的特定组织细胞类型. 在胃黏膜内

存在潜能干细胞, 即胃干细胞, 他在正常情况下

分化为胃黏膜细胞, 当受到持续的炎症刺激、

自身抗体或其他因素作用时转向增殖为肠的

细胞, 如吸收细胞、杯状细胞和潘氏细胞, 即肠

上皮化生. 上皮化生过程是组织细胞分化异常

所致, 这种细胞分化异常发生在干细胞水平[18].  
Inada et al [19]认为人胃的肠上皮化生分为两种类

型: 一种是胃肠混合型, 另一种是单纯肠型. 胃
肠混合型中既有胃表型细胞(胃小凹和幽门腺

细胞), 也有肠表型细胞(杯状、肠吸收和潘氏细

胞). 胃细胞类型分析研究表明同一个干细胞可

产生胃、肠表型细胞, 结果提示胃的干细胞在

肠上皮化生过程中表现出异常的细胞分化. 胃
干细胞可以产生胃型和肠型细胞, 与之类似, 各
种组织类型胃癌的表型表达能清晰的分为胃型

和肠型上皮细胞. 胃癌表型表达的异质化假定

反映了向这两个方向分化的内在潜能. 作为独

立的组织类型, 早期胃癌主要包括胃型细胞, 在
胃癌进展过程中可以清楚地观察到表型从胃型

转到肠型. 资料表明: 对于胃癌, 肠上皮化生可

能不是癌前病变, 而是肠型细胞独立出现在肠

上皮化生和胃癌的胃黏膜中. 胃黏膜的肠上皮

■研发前沿
肿瘤与干细胞关
系是目前研究的
热点之一. 本文从
干细胞与肿瘤关
系、胃干细胞与
胃癌、骨髓间充
质干细胞与胃癌
等 三 个 方 面 ,  系
统、全面地综述
了干细胞与胃癌
关系的研究进展.
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化生和癌细胞可能表现一种同源异位转化[20]. 
根据Lauren病理分型, 胃癌可分为弥漫胃癌

和肠型胃癌. 弥漫型胃癌被认为直接起源于胃

黏膜, 可能发生于胃腺的干细胞区域, 镜下无腺

样结构. 肠型胃癌认为源于肠上皮化生, 肿瘤中

可见腺泡分化. 胃癌的发生是一个多步骤现象, 
以癌前病变开始, 通常是慢性萎缩性胃炎伴肠

上皮化生. 在这里胃腺体被黏液分泌细胞所代

替, 可发生在胃体、胃窦和胃体-胃窦交界处. 如
果胃底黏膜腺体出现分泌黏液的细胞, 被称为

假幽门化生、黏液化生或胃窦化. 通常认为幽

门腺化生是干细胞基因重组造成的[21]. Tatematsu 
et a l [22]发现用N-甲基-N-亚硝基脲染色的C3H/
HeN↔Balb/c嵌合小鼠胃癌细胞由同一亲本类型

细胞组成. 
综合各种资料和研究结果, 认为在各种类型

胃癌的组织发生上, 用胃腺多能干细胞起源来

解释比较合理. 干细胞通过不对称分裂可以产

生子代原始干细胞和定向干细胞, 癌变过程既

可能起始于原始干细胞, 也可能起始于定向干

细胞.

3  骨髓间充质干细胞与胃癌

成人间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSC)主要来源于骨髓, 是具有多向分化潜能的

成体干细胞. 骨髓MSC是体外培养的骨髓基质

细胞(stromal cells)群体中的一类细胞组分, 不表

达造血干细胞表面抗原CD34, CD14及白细胞

表面抗原CD45. 骨髓MSC表达SH2, SH3, CD29, 
CD106和CD166等表面抗原. PDGF作为结缔组

织生长因子, 对体外MSC生长有理想的促进作

用[23]. 在合适的条件下, MSC容易诱导分化为间

充质组织细胞, 如成骨细胞和其他结缔组织细

胞. MSC也可分化为神经细胞、肝细胞及肌肉

细胞. 来源于中胚层的骨髓MSC可跨越胚层界

限, 也可向来源于内胚层及外胚层的组织、细

胞分化[24]. Serakinci et al [25]在活体外研究表明

成人间充质干细胞可能是恶性转化的靶细胞. 
Houghton et al [26]发现在幽门螺旋杆菌所致的慢

性炎症的小鼠模型中, 骨髓细胞(能够通过特异

性的标记检测出)能从骨髓迁移至胃黏膜损伤处

参与损伤修复, 但是这种修复由于慢性炎症的

刺激而成为异常修复, 骨髓细胞能够转化为上

皮细胞, 但不是正常的胃上皮细胞, 他有化生的

表现, 骨髓细胞修复而形成的胃黏膜腺体出现

紊乱、畸形, 与胃癌前期变化非常相似, 最后这

些骨髓源性的细胞增殖形成胃癌. 最后作者还

断定参与损伤修复的是骨髓间充质干细胞. 然
而, 这项研究并没有提供充足的证据来说明骨

髓细胞确实是分化为上皮细胞而不仅仅是和上

皮细胞融合. 而且, 由于没有特异的标记物, 还
不能说明人类胃癌是否就是由于骨髓细胞造成

的[27-28]. 普遍认为胃肠道间质瘤起源于间充质干

细胞[29]. 
总之, 大量的观察和实验结果已证明, 肿瘤

中存在肿瘤干细胞. 虽然肿瘤干细胞理论目前

还有许多空白之处, 针对胃癌, 还不清楚干细胞

转化为肿瘤干细胞的具体机制以及胃癌中肿瘤

干细胞的特异标志物等等, 更多的观点是基于

现象的分析和理论的推测. 但随着分离工作的

不断进展, 胃癌干细胞有望部分替代胃癌细胞

系, 而成为更加理想的研究工具. 毫无疑问, 用
干细胞理论研究肿瘤的发生机制, 有助于研究

观念的转变及对肿瘤本质的理解, 为临床有效

地诊断出恶性肿瘤细胞的存在部位, 寻找肿瘤

发生的功能蛋白作为潜在的治疗靶点, 提供了

新的方法. 随着技术和观念的不断飞跃, 相信这

一目标终会达到. 
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摘要
本综述目的在于对转座子及其相关技术成果
进行归纳总结. 人们已经用各种方法, 在生物
界各个领域证实了转座子系统广泛存在. 利用
转座子特有的转座功能, 将带有标记的转座子
插入目的基因甚至基因组, 产生转座子标签技
术、转座子定点杂交技术、转座子基因打靶
技术和非病毒载体基因增补技术. 结果, 人们
利用这些技术, 可以确定基因组的功能, 基因
组间的功能差异; 可以改变目的基因的活性, 
获得转基因生物; 可以阻断毒力基因, 获得基
因疫苗; 可以促进基因整合, 进行基因治疗等. 
转座子及其相关技术是后基因组时代, 人们解
开基因组功能之谜的强有力武器.
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0  引言

“睡美人”转座子系统(sleeping beauty transpo-
son system)于1930年由McClintock[1]提出, 因该

系统自然状态下发生转座的能力不足, 大多数

突变基因处于抑制“睡眠”状态而得名. 现已

证实, 该系统普遍存在于生物基因组中, 甚至在

人类细胞中也有发现[2]. 他对基因设计和基因调

节有很大影响. 作为基因工具, 已大量用于基因

功能的研究[3]. 由此发展起来的转座子标签技术, 
已实现人工插入突变而不破坏原有基因功能的

目的; 转座子定点杂交技术, 可全面确定微生物

必需基因组功能差异; 转座子基因打靶技术, 能
阻断毒力基因并鉴定他们在感染过程中的功能

及其机制; 非病毒载体基因增补技术即转座子

“睡美人苏醒”技术, 克服了基因治疗中缺乏

转入基因整合, 阻碍长期表达的难题. 本文就转

座子及其相关技术应用做一综述. 
转座子(transposon)是存在于DNA上可自

主复制和移位的基本单位. McClintock[1]首次在

玉米中发现, 从此改变了人们对基因组序列稳

定性的认识, 打破了遗传物质在染色体上呈线

性固定排列的传统理论. 转座子插入新的位点

后, 该位点附近的基因即受到抑制呈现隐性的

“睡美人”表型. 一旦转座子在转座酶的作用

下从这一位点上转走, 该位点的基因隐性表型

又恢复为显性表型, 即“睡美人苏醒”. 调控转

座酶和转座子活性的系统称为青蛙王子(Frog 
Prince). 目前认为, 多数生物体有自发突变且有

重要表型效应出现的原因, 都源于转座子的可

动性, 并且可以导致宿主基因组发生从点突变

到染色体重排的一系列变化. 转座子在进化上

为建立宿主基因特性起着重要作用. 用特异的

开放阅读框捕获技术, 可以使自然散在的转座

酶编码基因高表达, 人为催化激活转座子使其

苏醒, 执行插入、黏贴、切除等任务, 目前已经

应用于微生物、昆虫、植物、动物及人类基因

组功能的研究[4]. 例如蛙类基因组含有Tc1水手

转座子超家族, 呈自然失活状态, 转座酶与转座

增强子序列末端结合, 在HMGB1蛋白协助下, 
激活转座子, 使睡美人转座子苏醒[5]. 

转座子学说使McClintock荣获1983年诺贝

尔生理医学奖[6]. 需要指出的是, 并不是所有具

有转座子基因的个体都可以发生转座子转座. 
转座能力个体间有很大差别, 通常情况下需要

一个激活因子Ac. 当细胞中有Ac时转座子才发

生转座, 细胞中无Ac时转座子处于静止状态, 他
所控制的基因不能突变, 细胞中的染色体突变

现象也就停止下来. 转座子的转座活动控制着

结构基因的活性, 造成不同细胞内基因活性状

态的差异. 这就为生物体发育和分化研究提供

了新线索, 也为认识远缘杂交后代及组织培养

中出现大量不稳定的变异类型提供了创建新技

®

■背景资料
转座子是生物进
化的基础. 有自发
突变且有重要表
型的基因都源于
转座子的可动性. 
转座子的发现和
利用是遗传方法
学的革命.
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术的平台. 转座子学说首次在生物学史上提出

基因调控模型[7], 对后来法国著名分子生物学家

Monad提出操纵子学说提供了重要启示. 

1  转座子

1.1 各种生物转座子的研究情况

1.1.1 病毒基因组 转座子可以直接插入病毒基

因组, 重组病毒克隆以确定病毒繁殖必需、非

必需基因[8]. 例如, 转座子Tn3插入巨细胞病毒基

因序列可以稳定复制而不影响大多数基因功

能[9]. 
1.1.2 细菌基因组 转座子广泛存在于细菌基因

组中[10]. 转座子Tn5用于发现新基因、分析基因

功能和形成突变基因文库. 随着成功构建具有

活性的转座酶Tnp EK/LP, 以及对Tnp催化中心

三维结构的深入研究, 转座子Tn5的转座机制已

阐明[11]. 转座子研究最多的革兰氏阳性菌是结核

杆菌[12-17]. 利用Himar1水手转座子[18]的插入, 不
但确定了不同分枝菌的基因功能[19], 而且还确定

了在体外、体内经过巨噬细胞吞噬后, 残存结

核杆菌必需基因的功能[20]. 目前发现, 分枝杆菌

属中生存必需基因呈遗传同质性, 即具有高度

保守的同源序列[21]. 用标示碱性磷酸酶的转座子

分析革兰氏阳性菌分泌蛋白的编码基因[22]时发

现, 转座子在分析基因调控、蛋白分泌和细菌

毒力方面有重要价值. 在需氧环境, 用他插入化

脓性链球菌发现, 编码分泌蛋白的基因表达增

高[22]. 确定了链球菌属编码输出蛋白的基因[23], 
表皮葡萄球菌特征性的非黏液样蛋白和膜内蛋

白编码基因[24], 葡萄球菌的肠毒素基因组[25], 金
黄色葡萄球菌参与脓肿形成的71条毒力基因[26]. 
用转座子相关技术, 找到单核细胞增多性李氏

菌在高渗下不能生长的关键基因——rel基因[27]. 
对革兰氏阴性菌的研究发现, 人们既可以

根据目的基因的不同设计和修饰转座子, 也可

以用转座子多重插入突变分步骤研究基因组[28]. 
大肠杆菌的遗传物质中存在大量转座进化形成

的REP序列, 保守、简单、规律性很强[29], 在营

养丰富培养基中生长, 有620条保守的必需基因[30]. 
插入肠球菌基因组确定了万古霉素抗药性基因

oriT[31]. 沙门氏菌需要490条必需基因[32], 致病毒

力岛1在维持全身感染中起重要作用, 而持续感

染是由于特定的毒力基因在感染的特定时间顺

时表达的原故[33]. 幽门螺旋杆菌感染中, 不仅有

IS605的插入突变, 还存在其他转座子基因成分

参与致病岛的分割[34], 其中有4.5%的基因与毒

力相关[35]. 绿脓杆菌插入转座子分析发现有400
条必需基因[36]. 淋病双球菌铁代谢相关基因有

203条, 30%操纵子级联调控铁代谢[37], 确定了该

菌5个与微小移动元件相关的基因[38], 以及菌毛

素糖化作用和转变的特征性基因[39]. 流感嗜血杆

菌侵袭必需基因有25条, 其中11条基因参与主要

代谢酶的编码[40]. 痢疾杆菌致病毒力岛均携带有

可移动遗传元件, 他与侵袭性大质粒之间在进化

及调控方面关系密切[41]. 副溶血性弧菌的研究是

转座子插入单基因突变的例证[42]. 研究厌氧菌脱

硫弧菌的脱硫作用认为, 微小转座子Tn10连接

pBSL180载体插入基因组, 可检测厌氧菌生存必

需基因[43]. 水手转座子Himar1插入双曲钩端螺

旋体确定了FecA和FeoB基因参与的铁离子运输

系统[44]. 通过全基因组插入转座子序列确定了疏

螺旋体表型突变的必需基因[45]. 
1.1.3 真菌基因组 大量可移动的真菌DNA片段

分布、插入位置、拷贝数有显著不同, 导致真菌

菌株或群体内的多样性. 以丝状真菌研究为例, 
目前已在19个丝状真菌中发现了52个不同类型

的转座子[46]. 通用微小Tn7衍生的转座子插入酵

母基因组, 既可以断裂基因造成单基因突变, 也
可以构建酵母突变基因文库[47]. 原虫的研究中, 
用微小Tn5衍生的转座子克隆注入疟原虫虫体

内, 开创了研究寄生虫必需基因组的方法[48], 新
杆状线虫基因组特征也得到确认[49]. 
1.1.4 昆虫基因组 目前已经用基因组学区分了果

蝇常染色质中的不同转座子[50]. 果蝇质粒P因子

是目前受到关注的DNA转座子, 该因子具有易

动性和对内部序列的强烈修饰作用, 可用于确

认、克隆基因以及安置基因回到基因组. 将目的

基因置于P因子中, 在转座酶的作用下插入前胚

盘染色体上可产生转基因果蝇[51]. 
1.1.5 植物基因组 转座子不仅能在植物本基因组

中转座, 也能转入其他植物使基因失活, 诱导产

生表型突变株. 小麦中发现有黑麦的一条异源转

座子导入, 推测异源转座在生物中广泛存在[52]. 
玉米的Ac/Ds转座子家族是研究较为深入的植

物转座子[53]. 水稻中发现有极高活性的转座子, 
对建立水稻基因克隆和探测功能、诱发突变有

很大促进作用[54]. 通过正反双向转座子插入突变

株的方法, 确定牵牛花B、C和D花器的功能与

SEPALLATA样MADS基因家族有关[55]. 结合基

因芯片、差异显示技术确定依赖茉莉花素的花

药基因[56]. 
1.1.6 动物基因组 DNA转座子已用于脊椎动物

■研发前沿
转座子技术是后
基因组时代发展
最快的技术之一, 
可确定必需基因
组功能并有望用
于基因修复治疗. 
目前正试图用于
克隆转基因生物.
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功能基因组学的研究[57]. 大量无功能的假基因存

在于动物基因组中, 目前认为是整合了大量反

转录转座子的结果[58]. 自然选择没有把他们清

除, 原因是有利于基因组进化. 反转录转座子是

插入突变、多态性和重复序列产生的原因, 也
是基因组保持可塑性的原因. 斑马鱼基因组插

入转座子可迅速确定其必需基因[59-60]. 
1.1.7 人类基因组 研究发现, 类人猿的t RNA 76
个核苷酸序列中有47个与人类Alu家族核苷酸

序列相似. 在演化过程中发生基因突变, 使类人

猿t RNA形成了更类似于Alu家族的结构, 揭示

了转座子在高等动物基因组中的作用[61]. 用转座

子相关技术, 确定了在人类视网膜优先表达的

特异性基因[62]. 
总之, 生物进化从分子水平讲, 其实质就

是DNA的扩增和重组. 转座是生物进化的重要

手段. 对于转座的机制, 长期以来形成了一种

固定模式, 即转座是通过反向转录酶的中介作

用, 以DNA为实体插入转座子的模式. 其形式有

2种: (1)RNA→DNA→插入点; (2)DNA→RNA
→DNA→插入点. 这种理论解释了长序列基因

的转座. 而对于大量的短片段的、亚基因的转

座却是以RNA为中介的调控反应结果, 又称为

调控转座, 即先有调控后有转座, 转座是调控反

应的结果. 所以有学者认为, 转座的实体应当是

RNA, 而不是DNA, 并且不一定要通过反向转录

酶为中介. 
1.2 转座子特征与分类 基因转座时发生的插入

作用有一个普遍的特征, 那就是受体分子中有

一段3-12 bp的靶序列DNA会自我复制, 使插入

的转座子位于两个重复的靶序列之间. 不同转

座子的靶序列长度不同, 但对于一个特定的转

座子来说, 他所复制的靶序列长度都是一样的. 
如IS1两翼总有9个碱基对的靶序列, 而Tn3两端

总有5 bp的靶序列. 转座子分为简单转座子和

复合式转座子. 因没有任何宿主基因, 简单转座

子被直接称为插入序列, 是染色体或质粒DNA
的正常组成部分. 插入序列都是可以独立存在

的单元, 带有协助自身移动的蛋白. 复合式转座

子是另一类带有某些抗药性基因或其他宿主基

因的转座子, 其两翼往往是两个相同或高度同

源的插入序列. 一旦形成复合转座子, 其功能即

被修饰, 插入序列就只能作为复合体移动.

2  转座子相关技术

2.1 转座子分离方法 有4种方法用来分离转座

子: (1)转座子诱捕法, 此法适用于分离具有相当

高的整合和切割频率的转座子. 硝酸盐还原酶

基因特别适用于这种方法, 转座子可以通过PCR
扩增来分离. (2)Southern杂交法, 此种方法需要

有适当的探针, 用于检测已知的转座子. (3)重复

DNA序列鉴定法, 适用于高拷贝数的无论是否

有活性的转座子. (4)PCR扩增法, 对已知序列的

转座子可以设计引物直接PCR扩增. 
2.2 转座子标签技术 是根据转座子随机插入引

起突变的特性而发展起来的分离未知基因的方

法. 转座子整合进入启动子或编码区, 使基因突

变失活, 产生一种新的表型, 再根据转座子上设

计的已知序列标签克隆失活的基因, 分离转座

子和突变基因的侧翼区鉴定该基因, 是定向研

究基因的有效方法[63-66], 也是目前开展基因定位

及其功能研究, 特别是一系列调控基因研究的

首选方法[67]. 转座子标签的设计基本原则是: 只
保留转座子上完成转座过程的必需片段, 同时

加入筛选标记与报道基因. 该技术具有快速、

准确、规模化寻找与某一表型相关基因的特点. 
2.3 转座子定点杂交技术 2001年, 哈佛大学Sas-
setti et al [68]将转座子标签技术和基因芯片技术

结合起来, 创建转座子定点杂交技术(transposon 
site hybridization). 原理是: 在一个突变体系中, 
将所有的转座子插入靶序列, 同时用DNA基因

芯片绘图技术, 确定不同条件下的样本全基因

组之间的差别, 迅速地判断其功能特征的技术. 
通过对需要比较的两个样本全基因组含有T和
A的碱基之间, 随机插入人工合成的转座子序列

标签, 酶切含有标签的各种靶序列. 将已知样本

制备成基因芯片探针, 与未知样本定点杂交, 层
级聚类数据分析得到有功能差异的基因分析

图[69-70]. 转座子定点杂交技术的特点是: 转座子

插入使基因片段断裂均匀化而利于杂交, 克服

了单纯使用芯片时, 基因片段过大或不均匀, 导
致杂交困难和杂交不完全的缺点. 
2.4 转座子基因打靶技术 是将转座子作为核酸

诱变剂插入目的片段, 再将这些突变的基因片

段导入生物体中, 通过同源重组使基因组中相

应的基因发生突变的技术. 大规模的转座子突

变直接应用于内源和外源转座子控制的生物中, 
用以阻断病原微生物毒力相关基因, 并确定他他

们在感染过程中的功能及致病机制. 对于序列

已知的目的基因, 可先用转座子插入目的片段, 
通过转导将该片段引入宿主细胞内, 然后筛选

突变的DNA序列替换野生型亲本DNA序列, 通

■相关报道
转座子使基因标
记成为现实, 为研
究基因以及基因
组打开了方法的
大 门 .  有 大 量 文
献报道该技术用
于研究基因组功
能、鉴别基因群
体多样性和基因
修复治疗等方面.
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过对突变基因的测试来研究相关基因的功能[71]. 
2.5 基因增补技术即非病毒转座子“睡美人苏

醒”技术 “睡美人”转座子系统中含有两个

倒置重复/直接重复(IR/DR)序列. 导入基因插在

两个IR/DR之间, 携带导入基因的非病毒质粒载

体连接在IR/DR的末端作为转座酶的作用位点,转座酶的作用位点,的作用位点, 
定位于IR/DR之外的转座酶活化, 催化导入基转座酶活化, 催化导入基活化, 催化导入基

因整合入宿主基因组, “睡美人”苏醒, 在两个

IR/DR末端切除DNA产生环状转座子/转座酶复转座酶复复

合物, “睡美人”转座子整合入宿主靶基因组

DNA中, 并在每个IR/DR末端带上特征性TA标

志. 该技术的特点是: 利用了能与DNA特异性识

别位点相连并切割转座子的重组转移酶即转座

子/转座酶复合物, 为稳定转入并整合长期表达转座酶复合物, 为稳定转入并整合长期表达复合物, 为稳定转入并整合长期表达

提供了基础, 使基因永久修复成为可能[72].

3  转座子技术的应用

3.1 确定微生物基因组功能 应用转座子及其相

关技术, 全面确定了微生物基因组功能特征, 特
别是分支菌属基因组功能. 例如, 结核分支杆菌

模式菌株的必需基因组及其相关功能均用此类

方法得到确认[73-74]. 
3.2 鉴别菌株及群体多样性 转座子通常限制性

地分布于特定的真菌菌株或群体中, 可以作为

特定菌株的诊断工具. 已用于丝状真菌群体多

样性分析[46]. 在医药工业方面已用于有益菌株的

鉴别, 在植物病理学方面已用于鉴别特定的病

原体. 
3.3 生态环境污染的生物修复 由于基因的可变

性及转座子的遗传调控, 许多微生物能够利用

人工合成的化学物质[75], 与微生物分解代谢相关

的基因往往与插入元件相连[76]. 当环境污染时, 
转座子转移频率提高, 增加了微生物种群的生

物降解潜力[77]. 
3.4 转基因生物的克隆 在细胞工程中, 转座子可

作为有力的工具和基因载体系统用于克隆转基

因生物. 基因组插入质粒P因子已成功克隆转基

因果蝇[51]. 通常认为, 转座子的插入能引起新的

突变体形成, 但其副作用也许会抵消由转基因

提供的任何优势, 以可移动DNA片段作为载体

尚存在转移基因结果的不稳定现象和内源跳跃

基因的相互影响. 因此, 这方面的应用还处于探

索阶段. 
3.5 基因修复与转座子的基因治疗 胚胎干细胞

同源重组、基因突变定位已发展成为研究人类

疾病动物模型的有效研究工具. 干细胞的多向

分化性结合“睡美人”转座子的定向点特异性

修复能力, 使基因修复且无需进行体外细胞培

养治疗多种疾病成为可能. 基于双链Tn5转座子

插入的染色体缺失系统可用于少量基因组制备

和必需基因的分析[78]. Dupuy et al [79]用鼠胚胎干

细胞中的“睡美人”转座子作为细菌诱变鼠的

遗传分析工具, 非同源片段插入子代基因位点

导致基因修复. Yant et al [80]用“睡美人”转座子

整合于血友病成年鼠体细胞染色体功能基因中, 
用Ⅸ因子转座子的供体质粒和“睡美人”转座

酶辅助质粒组成的反转录系统, 可使Ⅸ因子稳

定在治疗水平. Paul et al [81]目前正尝试应用顺式

质粒转移系统, 使“睡美人”转座子在人类脐

带血干细胞中稳定表达. 干细胞基因修复涉及

单核苷酸多态性改变而可能治疗癌变. 此外, 利
用胎儿体内直接注射或体外控制胚胎干细胞发

育进行宫内基因修复, 也为此类疾病的预防和

治疗提供了可能[82]. 目前, 基因修复技术已用于

镰状细胞贫血和地中海贫血等血液病的治疗[83]. 
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慢性心力衰竭中胃肠系统变化的意义

于佳慧, 王岚峰
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摘要
慢性心力衰竭(chronic heart failure, CHF)是多
脏器受累的临床综合征, 其中胃肠道系统的变
化逐渐引起人们关注. 心衰发生后, 胃肠道低
灌注, 胃肠黏膜缺血缺氧, 肠道屏障功能障碍, 
从而发生肠道细菌移位和肠源性内毒素血症. 
内毒素激活体内细胞因子和炎性介质的释放, 
此过程可进一步引起肠道屏障功能障碍和心
肌细胞损害, 从而形成恶性循环, 引起心衰进
展. 国内外有研究发现, 对心衰胃肠道发生的
改变进行干预与治疗, 对改善心衰症状, 阻止
心衰进展具有良好效果.

关键词�� 胃肠道系统; 慢性心力衰竭
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0  引言

近年来, 随着对慢性心力衰竭(ch ron ic hea r t 
fai lure, CHF)的基础和临床研究的深入, 心衰

不再被单纯看成以血流动力学障碍为特征的

综合征, 神经体液系统以及细胞因子在心衰的

发生和发展中的作用逐渐得到人们的关注[1-5]. 
Rauchhaus et al [6-7]认为心衰患者体内炎性介质

和细胞因子改变与心衰严重程度以及预后息息

相关.  胃肠道是人体内最大的“内毒素库”, 心
衰发生后, 肠源性内毒素血症与炎性介质的诱

生密切相关[8-9]. 因此, 有研究认为, 胃肠道既是

心衰过程中易损伤的靶器官, 又是诱发心衰进

展的始动器官[10]. 了解胃肠道系统在CHF中的发

生、发展, 并采取相应的临床监测和防治措施, 
对于改善心衰症状, 阻止心衰进展, 从而改善心

衰患者的预后具有重大意义[11-14]. 本文将对胃肠

道系统在CHF中的发生、发展, 对CHF的影响以

及相关治疗进展进行综述. 

1  胃肠道血供减少和功能障碍

1.1 胃肠道血液供应减少 胃肠道血供丰富, 其
血液供应量占全身总量的30%[14]. 全身血流减

少10%即可导致全胃肠道血流减少40%[15]. 胃肠

道黏膜通过绒毛和微绒毛结构产生大量的吸收

面积(100 m2), 是胃肠道进行新陈代谢的主要场

所, 肠黏膜及绒毛的血流分别占胃肠道血液供

应量的80%和60%, 因此, 肠黏膜以及小肠绒毛

是胃肠道低灌注最敏感部位. 同时小肠绒毛具

有特殊的解剖学特点: 小肠绒毛营养血管呈发

夹状, 发夹顶端位于绒毛顶部, 以“逆流”形式

供血, 血供较差. 当流速低时, 在绒毛根部可产

生微动、静脉之间的短路, 使一部分氧直接进

入微静脉[16]. 由于这种解剖结构, 小肠绒毛顶端

组织氧分压最低, 即使小的血流改变也可引起

该部位的缺血[17]. 此外, 胃肠道交感神经分布丰

富, 心衰发生后, 前毛细血管阻力血管和后毛细

血管容量血管的收缩, 导致内脏灌注延迟和减

少[18].  Secchi et al [19]发现, 心衰患者, 胃肠道最早

发生缺血缺氧, 又最迟得到恢复, 最早发生受损

或衰竭. 
1.2 胃肠道屏障功能障碍 CHF发生后, 胃肠道低

灌注, 出现缺血, 其最早的表现即为肠道通透性

增高[20]. 上皮细胞膜及细胞间连接断裂, 黏膜细

胞旁路通道(紧密连接)以及跨膜通道失去选择

性功能, 导致肠道通透性增加. 肠道通透性增高

发生在肠道黏膜细胞发生形态学改变之前 [21].  
当肠绒毛进一步缺血坏死, 顶部供血较差的部

位首先出现细胞坏死, 继而全层脱落而形成溃

疡, 黏膜下水肿, 细胞分泌黏液减少, 胃肠道相

关淋巴组织分泌免疫球蛋白减少, 肠道黏膜机

械屏障 ,  免疫屏障以及黏液屏障功能均出现

障碍.

2  心衰与胃肠道

2.1 细菌移位与内毒素血症 当肠道屏障功能进
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一步遭到破坏, 大分子物质细菌或其产生的内

毒素能够穿越损伤的肠黏膜进入血液循环, 定
植于肠道外的肠系膜淋巴结以及远处肝脏、脾

脏等器官, 此过程称为细菌移位(bacterial trans-
location, BT)[22-23]. 在细菌移位过程中, 细菌最初

黏附在肠上皮细胞, 随后使黏膜上皮脱落, 从而

允许细菌透过达到细胞基底膜, 进一步通过淋

巴管系统播散至远处组织及器官[24-26]. 内毒素分

子比细菌小, 更容易通过受损黏膜, 因此, 内毒

素移位更早于细菌移位, 并通过门静脉系统进

入血液循环, 从而产生内毒素血症[27]. 有研究认

为, 细菌内毒素在心衰中的作用比细菌更为重

要[28]. 内毒素激活全身免疫系统, 单核/巨噬细

胞、中性粒细胞、内皮细胞释放大量的炎性介

质, 如TNF-α、IL-1等[29-30], 这些炎性介质可引起

血管痉挛, 血管内皮细胞损害, 进一步加重胃肠

道缺血[31]. TNF等炎性介质还可诱导肠道细胞凋

亡[32], 破坏细胞间紧密连接, 直接引起肠道通透

性增高, 破坏肠道屏障功能. 此外, 内毒素对胃

肠动力也有影响. 王晓艳 et al [33]针对充血性心衰

患者胃电图进行研究, 发现患者均出现不同程

度的胃运动节律紊乱和排空障碍, 且胃电图主

频、胃慢波均低于正常, 降低程度与心衰的严

重程度相关. 次秀丽 et al [34]发现, 内毒素与TNF
联合作用, 可致严重的胃肠功能损伤,包括胃肠

动力损伤及肠黏膜屏障损伤. 庞玉生 et al [35]发现

在慢性心理衰竭患者血清中高内毒素血症使患者血清中高内毒素血症使患血清中高内毒素血症使患

者发生循环低胃动素血症, 胃动素是调节胃肠

运动的主要激素, 其生理作用是直接作用于消

化道平滑肌, 诱发胃强烈的收缩和小肠明显的

分节运动[36], 结果可见心衰患者发生肠源性内毒

素血症可引起体内低胃动素血症, 导致胃排空

延迟和肠蠕动减弱, 肠道内菌群过度生长, 进一

步加重细菌和内毒素移位, 再次形成恶性循环,
如此互为因果, 导致更多的内毒素入血[37]. 
2.2 肠源性内毒素血症与心力衰竭 Niebauer研究

发现[38-39], 心衰伴体循环淤血患者体内内毒素浓

度以及促炎症反应因子水平增加, 通过强化利

尿治疗以后, 内毒素降至正常水平. L e q u i e r 
et al [40]研究了充血性心力衰竭患者在心肺旁路者在心肺旁路在心肺旁路

手术(cardiopulmonary bypass, CPB)术前术后的

内毒素水平, 结果证实, 内毒素水平表达的高低

与心衰的发生以及严重性密切相关. 研究认为[41], 
进展性心衰患者的内毒素升高归因于临床病情

严重性以及血清炎性细胞因子水平的增加. 一
项临床试验证实心功能Ⅳ级(NYHA分级)患者
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体内内毒素水平增高, 这种高水平内毒素在心衰

患者体内和体外细胞培养中均可诱发全血的超

强炎性表达[42]. 内毒素具有广泛的生物学效应, 
心衰发生过程中出现的过度炎症、免疫功能异

常、血流动力学紊乱和器官功能损害均与内毒

素作用有着直接和/或间接关系[4]. 内毒素作用于

单核巨噬细胞系统, 使炎症细胞活化, 释放氧自

由基、前列腺素及多种细胞因子(如TNF, IL-1, 
IL-2, IL-6, IL-8等), 损伤内皮细胞, 产生细胞毒

效应, 从而导致心肌细胞内能量代谢紊乱, 心肌

细胞脂质过氧化和氧自由基生成增多, 进一步引

起心血管内皮细胞、心肌细胞的功能和结构的

损伤[42]. 最近研究发现, 血清低水平的内毒素即

可诱导体内产生显著高水平的TNF. Mann[43]指

出, TNF能够抑制心肌收缩力, 导致左室功能下

降, 甚至急性肺水肿, TNF还可促进心肌细胞肥

大、诱导胚胎基因表达、加速细胞凋亡、改变

细胞外基质构成等, 从而导致左室重构[44-47]. 根
据研究结果推断, 心衰发生后, 体内高水平表达

的内毒素通过自身对心肌的毒性作用及其诱发

的一系列炎性因子的表达, 引起心肌细胞代谢异

常, 凋亡, 心脏结构改变, 机体血流动力学变化, 
从而促进心衰进展.

3  治疗策略

3.1 胃肠灌注监测 由于胃肠道对于心衰发生以

后血流动力学的变化具有高度的敏感性, 在心衰

早期即发生胃肠道低灌注. 因此, 监测胃肠道的

血流灌注对于心衰早期治疗具有重要指导意

义[48]. 目前, 临床用于内脏血流灌注评价以及胃

肠道缺血诊断的方法包括内镜, 血管造影, 肝静

脉导管插入术(catheterization), 激光多普勒血流

计以及胃张力测量法. 张力测量法是目前临床

工作中最简单易行的方法, 是评价内脏血流以及

有氧代谢充足程度的非创伤性测量方法 .  目
前[49], 细胞间CO2水平取决于有氧代谢与无氧代

谢过程中产生的CO2与组织血流和肺泡换气过

程中减少的CO2之间的平衡[50]. 肺泡末CO2值依

靠肺泡通气换气量以及肺泡灌注血流, 从而决定

了从血管进入细胞内的CO2量, 也就是黏膜腔内

的CO2量. 因此, 组织CO2反映胃肠道代谢、灌注

以及肺泡功能的微小平衡. 一项多中心对照性研

究表明[51], 胃肠道黏膜间pH值正常的危重症患

者(其中25%患者存在心衰)可受益于通过张力计

监测指导下进行治疗干预. 与未经过pH监测以

及治疗的患者相比较, 死亡率明显降低. 此项研
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■研发前沿
目前研究中, 心衰
患者胃肠道改变
以及肠源性内毒
素血症对心衰进
展的影响以及预
后逐渐得到人们
的关注. 很多研究
尝试针对胃肠道
发生的改变进行
相应的临床治疗. 

■创新盘点
本文从心衰发生
后 ,  胃 肠 道 发 生
肠源性内毒素血
症, 激活炎性介质
的角度出发, 揭示
胃肠道在心衰发
生、发展中的重
要地位, 为心衰治
疗提供一个新的
发向. 
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究并未对单独的心衰人群进行相关报道, 但对

于心衰患者尤其是心源性休克患者可能存在特

殊临床意义. 据报道, 胃肠道黏膜间低水平pH值

可用于预测低心输出量引起的内脏低灌注综合

征, 因此胃肠道张力法可用来作为预测心衰以

及心衰过程中心输出量改变的一种间接检测

指标.  
3.2 增加内脏血流 Ray-Chaudhuri et al [52]在24名
健康志愿者中进行的试验, 采用口服50 mg卡托

普利与维生素C相对照, 结果发现口服卡托普利

组可明显增加肠道灌注血流. Kincaid et al [53]在

危重症患者中应用张力测量法监测胃肠道灌注

的同时, 应用依那普利0.625 mg弹丸式静脉注

射, 结果证实依那普利能够有效的提高胃肠道

灌注血流, 其作用机制在于阻断心衰后神经体

液因子发生的变化. 
3.3 维护肠道屏障功能完整性 吴国豪 et al [54]认

为, 谷氨酰胺可以通过提供肠道黏膜能量, 加强

肠道黏膜的结构屏障功能, 另外, 谷氨酰胺通过

对IL-4, IL-10的调节功能增加肠道分泌型IgA分

泌, 从而增加肠道黏膜的免疫屏障功能[55], 戚仁

斌 et al [56]证实, 谷氨酰胺可以抑制内毒素诱导的

细胞因子TNF-α释放, 还可以促进谷胱甘肽合成

增加, 减少自由基对心肌细胞的损害等作用[57], 改
善细胞能量代谢, 防止心肌细胞乳酸堆积等, 对
内毒素致心肌的损伤具有良好的保护作用[58-59]. 
另外, 有研究证实精氨酸可促进肠黏膜上皮细

胞分化和更新、维持肠黏膜屏障的完整, 在体

内可以构成碳基团. 在肠内代谢时, 可产生氮, 
有抑制细菌的作用和功能, 在应激状态下, 可有

效地保护肠道免疫屏障免受损害[60]. 
3.4 针对细菌移位和内毒素血症 由于细菌移位

和内毒素血症是心衰发生后以及胃肠道发生一

系列变化的重要环节, 针对细菌移位以及内毒

素血症的治疗是目前心衰研究的热点. Gennari  
et al [10]在大鼠内毒素血症模型中应用依那普利, 
发现可减少细菌移位的发生. 推断其作用机制

可能与减少黄嘌呤氧化酶的氧自由基损伤作用

有关. Sorkine et al [61]研究发现, 应用抗生素或者

乳酸杆菌对肠道内细菌进行选择性肠道脱污染

(selective decontamination of the digestive tract, 
SDD), 则循环中内毒素以及TNF水平相对于对

照组明显减少. Sabine et al研究认为, 心力衰竭

患者中出现的内毒素能够刺激肿瘤坏死因子-α
的产生, 对内毒素信号传导进行治疗可能对心

衰患者有益. 

还有研究证实, 在出血性休克大鼠模型中

应用别嘌呤醇通过抑制再灌注损伤介导的黄嘌

呤氧化酶氧化应激作用, 可减少细菌移位[62]. 在
一项针对梗阻性黄疸试验中应用生长激素以及

胰岛素刺激因子意外发现可减少细菌移位, 从
而减轻内毒素血症, 此项结果目前尚未用于临

床CHF患者. 总之, CHF是一种累及多脏器功能

异常的临床综合征, 胃肠道系统因其对血流低

灌注的高敏感性而普遍出现改变. 然而, 胃肠道

系统在心衰发生、发展中的具体作用机制尚不

清楚. 众多研究发现胃肠道系统在心衰早期已

发生缺血表现, 肠道通透性增高, 屏障功能障碍, 
肠道细菌移位, 肠源性内毒素血症产生. 内毒素

激活体内一系列炎性介质和细胞因子的产生, 
对胃肠道系统和心肌细胞均有毒性作用, 从而

进一步加重肠道功能障碍和心力衰竭, 产生恶

性循环. 因此, 针对胃肠道系统发生的改变进行

相关干预和治疗, 有望成为改善心衰症状, 阻止

心衰进展的一项重要研究方向. 
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摘要
在肿瘤治疗学中, 温热治疗是指运用不同方法
对恶性肿瘤进行热治疗, 他常与放疗、化疗联
用, 肿瘤的温度常在40-43℃. 现综述温热治疗
的细胞死亡、体内温热治疗的特征以及温热
治疗的效应器等方面的研究进展.

关键词�� 温热治疗; 温热敏感性; 效应器

张安平, 刘宝华, 张连阳. 温热治疗肿瘤的基础研究进展. 世界

华人消化杂志  2006;14(1�)��1�26�1�30

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1726.asp

0  引言

有关研究显示温热治疗方法、治疗费用和治疗

有效性等均存在差别. 无论哪种温热治疗均不

足以替代放疗、化疗等, 但不容质疑的是温热

可增强药物和/或放疗的细胞毒效应, 即热化疗

敏感性和热放疗敏感性, 其目的是提高传统治

疗的效果[1-2]. 局部和区域温热治疗运用于局部

进展期恶性肿瘤的治疗效果尚存在争议. 一些

临床观察发现联合运用温热和放疗可提高疗效

和生存率, 而也有研究认为疗效与是否联合温

热治疗没有明显的关系. 尽管温热治疗的温度

和方法各异, 但实验均显示温热剂量与临床治

疗效果明显相关, 局部和区域温热治疗联合化

疗和放化疗的Ⅱ期实验也证实以上观点[3]. 在肿

瘤温热治疗的Ⅲ期临床实验中, 对于局部进展

期或复发的表浅盆腔肿瘤运用局部/区域温热

治疗联合放疗/化疗, 可明显提高对局部肿瘤的

治疗效果和生存率. 间接温热治疗、温热灌注

化疗和全身温热治疗(whole-body hyperthermia, 
W B H)均应用于临床 ,  且取得良好的治疗效

果[4-5]. 自1970年以来温热治疗的作用机制在前

期临床研究已经取得相当的进展. 

1  温热治疗诱导细胞死亡的基本特点

1.1 温热治疗的细胞毒效应 不同温度(41-47℃)
处理培养细胞可得到细胞温热治疗死亡的量-效
曲线. 该曲线显示具有明显的平台期, 反应出细

胞杀伤的两个步骤, 温热作用初期主要表现为

细胞生长停滞, 随之出现细胞死亡, 随温度和作

用时间增加细胞生存率降低, 温度低于42-43℃
时温热诱导细胞死亡的能力, 与温度高于43℃
相比, 其对细胞的杀伤力明显偏低. 从而得出

以下公式, D = t RT  = 43, D代表热剂量, t代表处理

时间, T代表处理温度, 当T≥43℃时R = 2, 但
T <43℃或变化时, R = 4. 细胞类型不同则诱导细

胞死亡所需的热剂量也不同, 温热治疗的细胞

毒效应主要是与细胞质和细胞膜蛋白的改变有

关[6-7].
1.2 温热等效应剂量 温热治疗中的热剂量计

算公式如上节所述 ,  这也可转换为临床应用

中比较不同温热处理时的“热等效应剂量” 
(thermal isoeffect dose, TID)的概念, TID可转

化为当温度为4 3℃时产生相同热量的时间

(equivalent heating minutes at 43℃, EM43). 虽然

在临床温热治疗中TID受多种环境因素如温度

分布, 热耐受性, 细胞内的pH和其他环境因素的

影响, 但局部和区域温热治疗的实验证实TID仍

可作为评价临床温热治疗有效性的良好指标[7]. 
1.3 细胞周期的影响 处于细胞周期不同阶段的

细胞对热的敏感性存在差异, 总的来说, 有丝分

裂期细胞对热的敏感性最高, M期细胞受到温热

治疗主要表现为有丝分裂损伤而导致有丝分裂

不能顺利进行, 同时多倍体的连续性破坏. S期
细胞对温热处理也敏感, 主要表现为染色体受

到损伤, S/M期细胞在温热治疗后要经历“细胞

死亡的慢模式”(slow mode of cell death), G1期
细胞对温热治疗并不敏感, 显微镜下观察不到

任何损伤. 不同细胞周期阶段的细胞对温热治

疗的反应各异, 表明温热治疗诱导细胞死亡存

在不同的分子机制[8]. 
1.4 耐热性的拮抗作用 细胞对热诱导的细胞毒

性损伤的敏感性降低称作“耐热性”, 他是由

®

■背景资料
肿瘤温热治疗是
运用不同方法对
肿瘤进行热治疗, 
他与肿瘤的其他
治疗方法联合运
用可提高疗效. 如
腹腔温热灌注化
疗就是临床上治
疗腹腔肿瘤播散
的有效措施, 可有
效杀灭腹腔播散
的肿瘤细胞, 这在
国内外的研究中
均有报道. 但温热
治疗肿瘤的基础
研究仍有待深入.
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多种因素造成而并非培养细胞遗传性决定, 部
分由热休克蛋白的诱导以及诸如G2期停滞, 细
胞新陈代谢的改变等所致. 通常一些外部因素

可降低细胞的耐热性如瞬时细胞内pH降低, 耐
热性通常与获得性或遗传性耐药性同时并存[9].

2  体内温热治疗的特征

通常低氧、酸中毒和能量耗竭均可使恶性肿瘤

的血流和血管密度降低, 这是恶性肿瘤微环境

改变的特征之一[10]. 当温度高于42℃, 除了温热

的细胞毒效应外, 还可降低肿瘤血流, 使氧和营

养供应减少, 诱发酸中毒. 根据肿瘤个体和肿瘤

类型的不同, 能够改变肿瘤血流的热剂量也不

同, 这通常依赖于对温热发生反应并能作出调

节的血管比例. 有关温热治疗对肿瘤微环境的

损伤是否为可逆损伤尚存在争议, 可以明确的

是温度超过42℃时肿瘤血供发生显著的改变, 
肿瘤细胞形态学改变与温热诱导的内皮肿胀, 
胞质向细胞间隙流动, 微血栓形成, 血细胞膜的质向细胞间隙流动, 微血栓形成, 血细胞膜的向细胞间隙流动, 微血栓形成, 血细胞膜的

黏度改变等有关, 所有这些因素均促使细胞的度改变等有关, 所有这些因素均促使细胞的

氧和营养供应的减少, 导致肿瘤细胞发生酸中

毒[11]. 在实验中, 当肿瘤温度超过42℃时, 维持体

温调节的周围正常组织对温热的反应使肿瘤的

血流进一步减少. 温热治疗可导致肿瘤细胞饥

饿. 高糖诱导的肿瘤细胞乳酸盐增多, 以及血管

侧支迂回效应均可使肿瘤的血流和营养供应减

少, 高血酸可降低正常组织的氧供应. 通常认为

提供氧和营养可有助于减轻严重的器官毒性反

应. 新近的研究认为, 低于42℃能够更好的改变

肿瘤血流和氧供给, 使温热治疗增强放疗(温热

增加氧供)和化疗(温热增加血供)的效果. 在临

床局部/区域温热抗肿瘤治疗中, 大部分时间的

肿瘤内部温度并没有超过42℃, 但是肿瘤患者患者

的情况显然比实验模拟的系统要复杂的多, 肿
瘤血管的变化依赖于温热治疗的方法[12]. 如果温

热可增加肿瘤血流, 放化疗的治疗目的是使肿

瘤的血流减少, 二者联合运用则存在矛盾, 因此

临床治疗效果值得在将来进一步研究[13]. 
类似于热放疗敏感性一样, 温热治疗可使

抗肿瘤药物的毒性(热化疗敏感性)增强. 在体内

和动物实验中均发现, 温度提高可使化疗药物

对细胞周期的抑制增强. 热化疗敏感性可用一

定化疗药物浓度下, 高热和正常温度的细胞存

活比例或者药物-热相互作用的药代动力学来

描述. 其他如在高热情况下某些药物的稳定性

丧失, 溶剂和添加剂也可与温热相互影响, 从而

诱使细胞产生耐热性或热敏感性[14]. 药物和温

热相互作用通常分为随温度升高呈线性增加的

“协同效应”、在较低温度时毒性无增加或轻

微增加的“临界效应效益”以及药物毒性与温

度无关的“非依赖效应”. 通常当温度从37℃
升高到超过40.5℃, 一些烷化剂(如环磷酰胺、

异环磷酰胺)和铂化合物的细胞毒效应随温度的

升高呈线性增加, 而阿霉素则有温度临界值, 抗
代谢物如5-FU、长春新碱和紫杉醇的细胞毒效

应则与温度变化无关. 不同药物和温热相互作

用的效率各异, 原因是热敏感性主要是温度超

过43℃体外实验观察, 而这并不能适用于临床

温热治疗, 此外, 同一抗肿瘤药物对于不同的动

物肿瘤敏感性各异, 药物在正常温度下比在高

温时其效应更佳. 不同的给药方式和剂量其热

敏感性也有差异. 现有资料表明, 温热治疗同时

运用药物或者在温热后短时内给予药物其热化

疗敏感性增强, 但也有例外, 如环磷酰胺在治疗

广泛肝转移时最好是在温热治疗前运用, 在使

用环磷酰胺后即刻联合温热治疗也可取得较好

的临床效果. 在体外和大鼠实验模型中, 抗代谢

药物吉西他滨最好和温热治疗间隔24 h, 其协

同效应最佳. 在体外同时联合依托泊甙(VP16)
和温热治疗可导致细胞毒性降低. 如何联合细

胞毒性药物和不同温热治疗方法才能取得良好

的临床治疗效果需要进一步研究. 实验表明, 温
热可有效降低肿瘤的耐药性, 这在抗肿瘤药物

顺铂可得到证实. 由于温热使膜通透性、钠/钾
ATP酶活性、谷胱甘肽代谢和DNA修复发生改

变, 而使顺铂的耐药性改变. 但是也应注意到

体外实验的温度要高于临床治疗的温度. 患者患者

在运用顺铂治疗后产生耐药性, 而在联合温热

治疗后在较低温度则可逆转这种耐药性. 中度

温热处理可诱导培养细胞的热休克蛋白(heat-
shock proteins, HSP)表达, 细胞内HSP70的表达

升高与耐热性相关, 将HSP70转染成纤维细胞发

现热敏感性明显下降, 其他HSP家族成员也可观

测类似现象. 耐热性可能与耐药性的不同形式

有关, 温热能诱导如多耐药性、温热依赖性的

拓扑异构酶Ⅱ失活等, 在有些情况下可能同时

出现耐热性和耐药性[15-18]. 在体外, 温热既可克

服耐药性又可诱导耐药性, 但温度超过42℃时

温热可逆转铂类抗癌药物的耐药性, 在较低温

度时可诱导耐药性. 不同的温热方法对耐药性

有不同的影响. 对化疗敏感的患者, 在运用温热患者, 在运用温热, 在运用温热

治疗联合化疗时疗效理想. 中度的温热治疗可

■研发前沿
通过对温热治疗
效应器研究, 从细
胞微观到作用的
分子基础, 使温热
治疗的基础研究
深入到分子生物
学水平, 为更好的
运用该方法治疗
肿瘤提供新的理
论依据.
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调控耐药性, 但区域温热联合放疗和化疗治疗

盆腔肿瘤却可能诱导耐药性[19]. 总之, 在临床运

用中温热可逆转耐药性比诱导耐药性是利大于

弊. 但仍要注意的是在中度温热治疗时可能诱是在中度温热治疗时可能诱在中度温热治疗时可能诱

导耐药性. 
热化学敏感性只能部分反应药物在温热治

疗期的某些药代动力学特征, 对于温热治疗时

有关细胞毒性药物的药代动力学基础尚不完全

清楚. 在恶性肿瘤组织中药物的分布能够反应

肿瘤血液供应的变化, 因此血液供应、电介质

以及p H改变均能导致药物的溶解度、分布容

量等改变. 温热治疗特别是全身温热治疗, 对于

药物的有效剂量影响很大. 胃酸分泌过多和胃

肠道液体扣押均对药物分布产生影响, 而且肝

脏、肾的新陈代谢和排泄的变化与不同的温热

治疗方式相关[20-23]. 在WBH的Ⅰ期临床研究中

发现肾脏对卡铂的排泄轻度减少, 原因可能是

卡铂(CBCDA)联合温热治疗使其肾毒性增强[24]. 
另有实验表明, 严重的肾毒性损害可能是由于

体外血液透析系统使WBH本身增强了肾损害. 
在盆腔区域温热治疗中, 腹腔内运用卡铂, 发现

腹膜的廓清率有升高趋势[3]. 温热治疗时药物的

药代动力学研究资料不多, 从现有的资料可以

看出, 由于温热治疗改变器官(如肝和肾脏)的循

环、温度依赖新陈代谢率改变和液体转移等, 
因此全身温热治疗对同步使用的细胞毒性药物

的药代动力学肯定存在影响. 但是温热-药物的

相互影响和热化学敏感性尚需要更多的临床实

验研究.

3  温热治疗的效应器

3.1 细胞膜和细胞骨架 体外实验发现, 温热影响

细胞膜的流动性和稳定性, 使蛋白的膜转运和

细胞表面受体受阻. 温热导致的细胞死亡很大

程度上是因细胞膜发生变化引起[25]. 温热导致细

胞膜电位改变, 使细胞内钠和钙浓度升高, 钾流

出增多. 但是体外实验显示, 温热导致的细胞死

亡与这些改变没有多大联系, 即使有关系也可

能与温热导致离子的跨膜转运(Na+/H+、HCO3-/
Cl-ATP转运)和细胞pH改变有关. 此外温热还可

导致细胞骨架形态的改变, 如细胞形态、有丝

分裂、胞质内质网、溶酶体. 温热作用于体外

培养的细胞, 首先出现细胞膜空泡, 研究认为膜

空泡形成可能启动程序性死亡即凋亡的发生. 
大量体外和动物实验资料显示温热首先诱导细

胞发生凋亡. 

3.2 细胞蛋白和核酸 体外实验发现当温度在

42-45℃之间, 在细胞内的RNA和DNA分子的合

成和聚合随温度的升高而降低. 在温热处理终

止后RNA和蛋白合成立即恢复. 但是在温热处

理后相当长时间内DNA合成受到抑制. 热休克

细胞的核基质内蛋白聚集减少, 主要是因温热

诱导蛋白伸展后, 细胞内蛋白不能溶解, 限制了

细胞核内的蛋白浓度的升高. 有超过100种细胞

蛋白的结合力升高, 并且在细胞核内重新分布. 
在1960年代, 认为温热如同放射治疗一样主要

是直接的DNA损伤和双链断裂, 后来实验证明

温热本身并不能导致严重的DNA损伤, 而是使

放射诱导的亚致死性细胞损伤修复受阻, 促进

放射诱导的DNA断裂[26]. 促进放射诱导DNA断

裂的原因是温度依赖性抑制DNA修复酶, 温热

主要是抑制DNA多聚酶α和β[27]. 因此认为温热

可能专门抑制“错配修复酶”和“剪切修复系

统”, 但该推论尚未得到证实. 
3.3 热休克蛋白 温热可使许多细胞蛋白的合成

受损, 但对HSP却有所不同. HSP是由至少5个不

同分子质量和生物功能各异的分子伴侣组成, 
HSP通常分为小分子HSP(分子量小于40 kDa), 
HSP60, HSP70, HSP90和HSP100蛋白家族组成. 
HSP家族成员有共同的分子伴侣, 温度升高对

HSP表达和伴侣功能并无限制. 在所谓的“热休

克因子”(heat shock factors, HSF)失活后的数秒

内HSP开始合成, 在三聚作用后HSFs迅速和各

种热休克基因的启动子区结合并将之激活, 这
对于HSP70尤其如此. 现在认为HSP27和HSP70
是“共存活蛋白”, 可以使细胞免受各种致死

性(促凋亡)损伤[28]. 在温热条件下, HSPs被认为

是保护细胞免受热损伤的蛋白, 同时与耐热性

是相互联系的, 当培养细胞在中度温热条件下, 
HSP的合成增加, 在更高的温度下, HSP的合成

减少有一个确定的温度域值. 在某一温度和热

剂量下, 不同的实验系统和实验细胞, HSP合成

抑制也有所不同[29-30]. 在正常温度下使HSPs失活

时(如运用反义寡核苷酸技术)可观察到凋亡增

加. HSP表达升高并不能抑制fas配体和NK细胞

介导的细胞溶解直接导致的凋亡发生. 通过该

途径, 在细胞内HSP水平正常时, 可能导致凋亡

发生. 可见, HSP表达和抑制温热诱导的细胞死

亡是密切相关的. 
总之, 局部和区域温热治疗联合放化疗可

提高疗效已得到证实, 对各种温热治疗方法的

评价也令人鼓舞. 尽管有关温热治疗的机制已

■应用要点
本文通过对肿瘤
温热治疗体内特
征的认识, 可以指
导临床工作者进
一步扬长避短, 发
挥其治疗优势, 特
别是不同药物治
疗和温热治疗联
合时疗效差异性.
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有大量的研究, 但是其细胞和分子机制仍不是

很清楚. 对于肿瘤, 各种温热治疗方法在治疗期

和治疗后可观察到复杂的变化, 如血流、肿瘤

的营养和氧供、新陈代谢改变、信号转导、免

疫、药理学改变等[13,31-35]. 由于温热治疗只是临

床治疗肿瘤的方法之一, 因此对于温热在分子

和细胞水平如何影响免疫功能更是难以解释. 
在实验条件下, 特别是局部和区域温热治疗, 其
温度比临床实际应用中更易使温度达到一致, 
体外温度超过43℃可能会过高估计温热的细

胞毒效应, 在有些条件下却低估温热治疗的副

作用, 如对药物效力和活性的损害、诱导耐药

性、基因改变、使肿瘤细胞播散等, 而达到治

疗效果的肿瘤部位的温度和热剂量如何精确控

制仍未得到良好的解决[36-37]. 不同温热模式理想

的温热治疗标准各异, 临床资料显示在体内运

用温热治疗联合放化疗能取得良好效果的温度

要明显低于体外实验温度. 在相对低热剂量下

确定的量-效关系, 在WBH联合化疗却没有得出

相似的结论. 温热启动HSP启动子以及随温度升

高而激活温度依赖的脂质体等使温热治疗也可

能成为基因治疗的方法之一[11-12]. 临床温热治疗

的机制具有多因素和复杂性, 因此还有待深入

研究. 
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Abstract
AIM: To further study the interaction between 
b e t a - 2 - g l y c o p r o t e i n Ⅰ( β 2G PⅠ) a n d t h e 
membrane of hepatoma SMMC-7721 cells, and 
to explore the mechanism of hepatitis B virus 
(HBV) infection.

METHODS: Fluorescence microscopy and fluo-
rescence activated cell sorter (FACS) was used to 
observe the interaction of β2GPⅠ with the hepa-
toma cell line SMMC-7721, gastric carcinoma cell 
line SGC-7901 and lymphoma cell line HL-60..

RESULTS: Fluorescence microscopy revealed 
specific binding of FITC-β2GPⅠ to SMMC-7721 
cells, but neither to HL-60 nor SGC-7901 cells. 
FACS analysis demonstrated that the binding 
rate of FITC-β2GPⅠ (20 μL) to SMMC-7721 cells 

was significantly higher than that in HL-60 or 
SGC-7901 cells (19% vs 1.7%, 1.9%, both P < 0.01). 
When 50 μL FITC-β2GPⅠ was used, the bind-
ing rate of FITC-β2GPⅠ to SMMC-7721 cells 
was 20.8%, which was not significantly higher 
than 19%. The binding rate to SMMC-7721 cells 
did not increase with the increasing amounts of 
FITC-β2GPⅠ.

CONCLUSION: There exists the specific β2GPⅠ
binding protein in the membrane of SMMC-7721 
cells.

Key Words: Hepatoma; SMMC-7721 cell line; Beta-
2-glycoproteinⅠ; Hepatitis B virus; Receptor; Fluo-
rescence activated cell sorter

Gao YH, Gao PJ, Wang D, Shi Y, Li YQ, Piao YF, Yang 
HY. Expression of beta-2-glycoprotein Ⅰ receptor on 
membranes of hepatoma cell line SMMC-7721. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(17):1731-1734

摘要
目 的 :  研 究 β 2 糖 蛋 白 Ⅰ ( β 2 2 G P Ⅰ ) 与
SMMC-7721肝细胞膜的相互作用过程, 探讨
乙型肝炎病毒(HBV)嗜肝性的发生机制. 

方法: 采用荧光显微镜及流式细胞仪分析的
方法, 检测SMMC-7721、HL-60及SGC-7901
三种细胞膜与FITC-β2GPⅠ相结合的情况以
及二者的结合特性. 

结果: 仅SMMC-7721细胞膜表面附有大量
荧光, 其余2种细胞无此现象. 加FITC-β2GP
Ⅰ 20 μL时, SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ
的结合率为19%, 明显高于FITC-β2GPⅠ与
H L-60的结合率(1.7%)及与S G C-7901的结
合率(1.9%)(P <0.01). 加FITC-β2GPⅠ 50 μL
时, SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ的结合率为
20.8%, 与20 μL的结合率无差异(P >0.05), 说
明SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ的结合率不随
FITC-β2GPⅠ量的增加而增高.

结论: 在SMMC-7721肝细胞膜表面存在能与
人β2GPⅠ特异结合的蛋白.
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■背景资料
β2-糖蛋白Ⅰ是血
浆中较为丰富的
糖蛋白, 他主要由
肝细胞合成, 因其
具有亲脂特性, 参
与脂肪的转运及
代谢, 故又称为载
脂蛋白H(ApoH). 
HBV有选择性地
感染肝细胞的机
制一直是研究的
热 点 问 题 ,  提 出
了 一 些 学 说 ,  如
HBV与肝细胞受
体直接结合, 聚合
人血清白蛋白桥
联双受体嗜肝作
用等, 但都无法很
令人满意地解释
乙肝病毒嗜肝性
问题. Mehdi et al
提出了β2GPⅠ与
rHBsAg具有结合
特 性 ,  这 成 为 了
我们科研的切入
点. 由于ApoH与
脂质有联系, 特别
是乳糜微粒(CM)
和高密度脂蛋白
(HDL), HBV很有
可能连接到这些
脂质颗粒表面的
ApoH上. 在血流
中, CM部分被脂
蛋白脂酶所降解, 
导致CM残余, 这
个残余部分被肝
脏摄取, HDL在胆
固醇的运输过程
中也被肝脏摄取, 
提示感染的HBV
可能与CM或HDL
颗粒结合, “免费
搭车”带进肝细
胞.
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0  引言

β2-糖蛋白Ⅰ(beta-2-glycoproteinⅠ, β2GPⅠ)是
血浆中较为丰富的糖蛋白, 人血浆中的含量为

150-200 mg/L, 他主要由肝细胞合成[1-2]. 因其

具有亲脂特性, 参与脂肪的转运及代谢, 故又称

为载脂蛋白H(apolipoprotein H, ApoH)[3-4]. 他是

含326个氨基酸的单链糖蛋白, M r 55 000. 有关

β2GPⅠ的研究文献大部分着眼于β2GPⅠ参与

凝血[5-7]、纤溶系统的调节[8-9]及其与系统性红

斑狼疮和抗磷脂抗体综合征等自身免疫性疾

病的相关性方面[10-13], 虽成果丰硕, 但对于其受

体的研究鲜有报道. 我们通过酶联免疫吸附试

验及Western blot方法验证了β2GPⅠ与rHBsAg
具有结合特性, 认为β2GPⅠ可能介导HBV感染

肝细胞[14]. 为了进一步明确乙肝病毒-β2GPⅠ复

合物与肝细胞建立联系的途径, 或者说, 在肝

细胞膜上是否存在有β2GPⅠ的受体, 我们利用

Western blot技术对来自多种细胞(肝癌细胞株

SMMC-7721、白血病细胞株HL-60及胃癌细胞

株SGC-7901)的蛋白提取成分进行了筛选, 在人

肝癌细胞株SMMC-7721的40 kDa处, 出现一特

异的显色带, 这可能是特异的β2GPⅠ结合蛋白. 
在本研究中, 我们拟探讨这种蛋白是否定位于

肝细胞膜上以及明确他与β2GPⅠ的结合情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 BSA和FITC购自美国Sigma公司; 人
β2GPⅠ由吉林大学基础医学院张桂荣教授惠赠. 
肝癌细胞株SMMC-7721及白血病细胞株HL-60
由吉林大学第一医院血液研究所提供; 胃癌细

胞株SGC-7901由吉林大学第一医院中心研究

室提供. 液氮中冻存的细胞在37℃恒温水浴箱

中迅速融化, 先用无血清IMDM洗涤, 700-800 
r/min, 离心5 min, 然后用含100 mL/L胎牛血清

的IMDM于37℃, 饱和湿度, 50 mL/L CO2孵箱

内培养, 第2天换液1次, 继续培养并观察, 培养

条件不变, 3-4 d后待细胞长满后传代1次, 此后

每3-4 d传代1次, SMMC-7721及SGC-7901为贴

壁细胞, HL-60为悬浮细胞. 实验前收获细胞: 取
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生长良好的SMMC-7721及SGC-7901, 弃去旧培

养液, 用冷PBS轻轻洗1次, 再用2.5 g/L胰蛋白

酶消化, 待大部分细胞从壁上脱落后用胎牛血

清终止反应, 加入少许PBS, 用滴管反复吹打至

细胞完全从壁上脱落, 离心, 弃上清, 再用冷PBS
洗涤2次, 再离心, 弃上清, 沉淀下来的细胞即为

下一步实验所用. 取生长好的HL-60, 用冷PBS
洗涤2次, 离心弃上清, 沉淀下来的细胞用作实

验. FITC 1 mg溶于1 mL 0.5 mol/L NaHCO3 (pH 
9.0), β2GPⅠ 50 μg溶于0.9 mL PBS (pH 7.4), 加
入1 g/L FITC 0.1 mL, 4℃搅拌反应8 h. β2GPⅠ
-FITC对PBS透析, 4℃ 24 h, 中间换液3次, 除游

离FITC. 标记物加入500 mL/L甘油, -20℃保存

(避光).
1.2 方法 

1.2.1 荧光显微镜观察 分别将SMMC-7721、
HL-60及SGC-7901细胞各约1×106离心回收后, 
用冷0.1 mol/L PBS洗2次, 1000 r/min离心回收, 
每次5 min. 细胞悬浮于0.1 mol/L PBS 1 mL中, 
加入FITC-β2GPⅠ 20 μL, 4℃反应10 min. 标记

后的细胞离心回收, 用冷PBS洗2次, 1000 r/min
离心5 min. 细胞重悬于PBS 0.5 mL中, 取适量

进行荧光显微镜观察摄影记录. 检测时用单色

激发块: FITC; 三色激发块: DAPI/FITC/TRITC. 
FITC波长400-500 nm, 油镜检测镜头. 检测细胞

是否存活时, 用40 g/L台盼蓝, 1∶1(V/V)滴片在

显微镜下观察, 活的细胞不着色, 为亮圆形, 而
死亡的细胞则为蓝色.
1.2.2 流式细胞仪分析 分别将S M M C-7721, 
HL-60和SGC-7901各约3×106细胞离心回收, 用
冷0.1 mol/L PBS洗2次, 1000 r/min离心回收, 每
次5 min. 细胞悬浮于0.1 mol/L PBS 3 mL中, 分
别将SMMC-7721, HL-60和SGC-7901平均分为

3管. 第1管分别加入FITC-β2GPⅠ 20 μL, 第2管
分别加入FITC-β2GPⅠ 50 μL, 第3管不加FITC-
β2GPⅠ, 作为对照, 4℃反应10 min. 反应后离心

回收用冷PBS洗2次, 1000 r/min离心5 min. 细
胞重悬于PBS 1 mL中. 取少许细胞用40 g/L台
盼蓝检测存活率. 用Coulter Elite分析, 激发波长

488 nm, 发射波长513 nm, 计数5000个细胞.
统计学处理 χ2检验 ,  检验水准α = 0.05. 

P <0.05表示有统计学差异性, P <0.01表示有显著

差异性.

2  结果

2.1 荧光显微镜观察 (1)细胞与FITC-β2GPⅠ

www.wjgnet.com

■研发前沿
HBV吸附、入侵
肝细胞, 是病毒感
染肝细胞并引起
病变的第一步, 也
是HBV嗜肝性的
原因之一. 一直以
来, HBV吸附肝细
胞的机制都是研
究的热点 .  目前 , 
提出的主要观点
有 :  HBV与肝细
胞受体直接结合, 
HBV对肝细胞受
体的相应配体存
在于pres1(21-47)
多 肽 部 分 .  但 不
仅 肝 细 胞 膜 ,  外
周血和造血系的
B 细 胞 膜 也 含 有
pres1(21-47)肽段
的 特 异 性 受 体 , 
pres1(21-47)这种
广泛的结合很难
解释HBV的嗜肝
性 ;  HBV能与戊
乙醛聚合人血清
白蛋白(PHSA)结
合, 肝细胞表面有
PHSA受体, HBV
包膜上也有此受
体 ,  推测HBV以
P H S A 为 桥 梁 吸
附至肝细胞表面. 
但不用戊乙醛处
理的人血清白蛋
白则不表现为与
HBV包膜结合的
特性, 而血清中并
不存在此种大分
子. HBsAg与β2GP
Ⅰ可特异结合, 此
复合物与HBV感
染肝细胞的关系
是目前的热点之
一.
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作用, 荧光显微镜观察前, 检测细胞是否存活, 
SMMC-7721细胞, 细胞圆而亮, 不被台盼蓝着

色, 表明细胞状态好, 可以进行荧光显微镜观

察或流式细胞仪分析. (2)SMMC-7721与FITC-
β 2G PⅠ作用后 ,  细胞膜附有大量荧光 ,  说明

SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ能特异结合(图1). 
(3)HL-60和SGC-7901与FITC-β2GPⅠ作用, 载玻

片全部视野未见带有荧光的细胞.
2.2 流式细胞仪分析 (1)SMMC-7721加FITC-
β2GPⅠ 20 μL的分析图(图2A). 二者的结合率为

19%, 明显高于FITC-β2GPⅠ与HL-60的结合率

(1.7%)及与SGC-7901的结合率(1.9%)(P <0.01). 
(2)SMMC-7721加FITC-β2GPⅠ 50 μL的分析图

(图2B). 在(2)中, SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ的

结合率为20.8%, 与(1)比较(19%), 二者无差异

(P >0.05), 说明SMMC-7721与FITC-β2GPⅠ的结

合率不随FITC-β2GPⅠ量的增加而增高, 表明二

者结合有饱和性.

3  讨论

长久以来, HBV有选择性地感染肝细胞的机制

困扰着临床和基础研究人员, 先后提出了几种

学说[15-17], 但都无法很令人满意地解释乙肝病毒

嗜肝性问题. 我们在前期工作中也证实了β2GP
Ⅰ能与重组的乙肝疫苗特异性结合, 认为β2GP
Ⅰ可能介导HBV感染肝细胞[14]. β2GPⅠ作为一

种血浆蛋白, 他如若介导乙肝病毒感染肝细胞

的过程, 中间似乎缺少一个重要的环节, 这一

环节将乙肝病毒-β2GPⅠ的复合物与肝细胞联

系起来, 他可能是分布于肝细胞的膜蛋白, 是
β2GPⅠ的受体. 我们的研究小组在初期工作的

基础上, 对肝细胞膜上究竟是否存在β2GPⅠ受

体, 进而介导了乙肝病毒感染肝细胞进行了研

究. 我们采用蛋白印迹技术对来自3种细胞的蛋

白提取成分进行筛选, 在肝癌细胞SMMC-7721
的40 kDa处, 出现一特异的显色带, 这可能是一

种特异的β2GPⅠ结合蛋白. 这种蛋白究竟定位

于肝细胞中的哪个部位, 他与β2GPⅠ又具有怎

样的结合特性? 在本研究中, 我们进行了进一步

的探讨. 为了证明这一特异蛋白的位置, 我们使

用FITC标记的人β2GPⅠ为探针, 同SMMC-7721
细胞作用, 实验中使用活的细胞, 避免了死亡

细胞质膜外翻对结果的干扰, 同时探针与细胞

的反应是在4℃进行, 且作用时间短(5-10 min), 
避免了探针的内化, 然后立即取出少量细胞用

台盼蓝染色, 证明是存活状态良好的细胞, 并
用荧光显微镜观察. 结果表明, F ITC-β2GPⅠ
与SMMC-7721有特异结合反应, 但与HL-60及
SGC-7901细胞无反应, 说明了这一反应的特异

性及这种未知蛋白的膜结合特性.
细胞表面受体的生物学特性一般应具有

受体与配体结合的特异性 .  这种结合力极强 , 
具有高亲和性, 细胞表面受体的数目有限, 一
般103-105个/细胞, 故细胞外低浓度的配体与

受体结合即可使受体处于饱和状态. 受体与配

图 1 荧光显微镜观察FITC-β2GPⅠ与SMMC-7721细胞的结

合 (IF×400).

图 2 FACS分析FITC-β2GPⅠ与SMMC-7721细胞的结合情

况. A: SMMC-7721加20 μL FITC-β2GPⅠ; B: SMMC-7721

加50 μL FITC-β2GPⅠ

■相关报道
Mehdi et al的系列
研究发现 ,  β 2GP
Ⅰ可与HBV表面
结 构 相 结 合 ,  这
种结合具有饱和
性 ,  可 以 被 过 量
的 r H B s A g、抗
HBsAg及抗β2GP
Ⅰ抗体所阻断, 还
原以后的β2GPⅠ
结合活性被破坏, 
表明β2GPⅠ中22
个二硫键的一个
或一个以上在与
HBsAg的结合中
是必需的. 这一工
作为开展HBV吸
附肝细胞的机制
的研究提供了新
的思路. 同时, 研
究发现在血管内
皮细胞膜上存在
β2GPⅠ受体, 但对
于在肝细胞膜上
是否也存在其受
体尚无报道.

■创新盘点
本 文 在 验 证 了
HBsAg与β2GPⅠ
可特异结合的基
础上, 深入探讨二
者形成的复合物
与肝细胞之间的
联系, 从一个新的
角度阐释乙肝病
毒嗜肝性的机制, 
国内外未见相关
报道.
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体呈非共价结合, 其结合具有可逆性. 我们进

行了FACS分析, 以FITC标记的人的β2GPⅠ为

探针, 同HL-60, SGC-7901和SMMC-7721细胞

作用, 通过Coulter Eliter检测, FITC-β2GPⅠ与

SMMC-7721的结合率明显高于FITC-β2GPⅠ
与HL-60及SGC-7901的结合率, 表明β2GPⅠ
与SMMC-7721细胞膜结合的特异性及高亲和

性. FITC-β2GPⅠ与SMMC-7721的结合率不随

FITC-β2GPⅠ浓度的增加而升高, 推测二者的

结合具有饱和性. 综合以上结果, 我们认为, 在
SMMC-7721肝细胞膜上存在着特异的结合蛋

白, 该蛋白很可能是β2GPⅠ的受体, 参与了乙

肝病毒对肝细胞的感染过程. 目前, 我们已继

续开展对与β2GPⅠ特异结合蛋白的基因克隆, 
重组克隆载体鉴定和目的基因序列测定, 应用

GenBank数据库对测序结果进行同源性分析, 由
此来发现与此β2GPⅠ特异结合蛋白的基因片段

具有高度同源性的物质; 通过质谱分析确定其

成分; 再通过竞争抑制实验等最终明确β2GPⅠ
与其是否为配体与受体的关系. 在未来的工作

中, 我们将对该蛋白的功能做深入的研究. 
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■应用要点
如能阐明HBV嗜
肝性机制, 即可据
此制定干预性的
治 疗 措 施 ,  阻 断
HBV吸附、入侵
肝细胞的过程. 同
时, 关于HBsAg与
β2GPⅠ联合感染
肝细胞机制的研
究也为探讨肝细
胞癌发生机制打
下基础, 进而为提
高肝癌的防治水
平提供理论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the potential effect of HBsAg 
vaccine-pulsed dendritic cells (DC) combined 
with hepatitis B immunoglobulin (HBIg) on 
chronic hepatitis B (CHB) patients and hepatitis 
B virus (HBV) carriers.

METHODS: HBsAg vaccine-pulsed DC (106) and 
HBIg (200 U) were injected into 66 CHB patients 
once a month, respectively. Six months were 
considered as one course, and there were two 
courses in total. At the end of treatment, liver 
function, HBV DNA level and HBV markers in 
the patients were measured..

RESULTS: Of the 27 patients with HBeAg(+) 
CHB, 7 showed complete responses, and 14 
showed partial responses. Of the 15 patients 
with HBeAg(-) CHB, complete responses were 
observed in 4 patients, and partial responses 
were observed in 8 cases. Of the 13 chronic HBV 
carriers, complete responses occurred in 5 cases, 
and partial responses occurred in 2 cases. Of the 
11 inactive HBsAg carriers, 2 cases showed com-
plete responses.

CONCLUSION: HBsAg vaccine-pulsed DC with 
HBIg is effective in the treatment of CHB pa-
tients and HBV carriers.

Key Words: Chronic hepatitis B; Dendritic cell; hep-
atitis B immunoglobulin
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X, Xu JQ. Efficacy of HBsAg vaccine-pulsed dendritic 
cells combined with hepatitis B immunoglobulin 
in treatment of chronic hepatitis B patients and 
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摘要
目的: 观察HBsAg疫苗冲击的树突状细胞与
乙肝免疫球蛋白联合应用对慢性乙型肝炎的
疗效. 

方法: 慢乙肝患者66例每月1次注射HBsAg疫
苗(106/次)冲击的树突状细胞, 乙肝免疫球蛋
白200 U/次, 6次为1疗程, 共2疗程, 治疗结束
后检查肝功能, HBV DNA定量及乙肝标志. 

结果: HBeAg阳性慢乙肝27例治疗后有7例显
示完全应答, 14例显示部分应答. HBeAg阴性
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■背景资料
慢性乙型肝炎是
我国常见的慢性
传染病之一, 目前
的治疗多以抗病
毒药物应用. 我们
从提高患者的免
疫功能入手, 利用
HBsAg致敏树突
状细胞, 联合乙肝
免疫球蛋白对慢
乙肝患者进行治
疗, 也取得了较好
效 果 ,  这 是 慢 乙
肝治疗的又一新
途径. 该方法简便
易行, 适合我国国
情, 是一种有良好
前景的方法.



的慢乙肝15例中有4例出现完全应答, 8例显
示部分应答. 慢性HBV携带者13例中5例显示
完全应答, 2例表现为部分应答. 11例非活动性
HBsAg携带者中2例出现完全应答.

结论: HBsAg疫苗冲击的树突状细胞与乙肝
免疫球蛋白联合可试用于慢乙肝的治疗.

关键词�� 乙肝免疫球蛋白; 树突状细胞; 慢性乙型肝

炎

郑鹏远, 白蓉, 娄海山, 唐芙爱, 白经修, 司方明, 琚新, 徐

建强. H B s A g疫苗冲击树突状细胞联合乙肝免疫球蛋白对

慢 性 乙 型 肝 炎 及 H B V 携 带 者 的 疗 效 .  世 界 华 人 消 化 杂 志  

2006;14(17):1735-1738

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1735.asp

0  引言

慢性乙型肝炎(CHB)是我国常见的慢性传染病

之一, 由于目前所用抗病毒药物如干扰素, 其疗

效有限, 不良反应较大; 核苷类似物虽然抗病毒

作用强而快, 但疗程难以确定, 长期治疗均可产

生耐药突变, 在治疗过程中引起ALT和乙型肝

炎病毒(HBV) DNA的突破(breakthrough), 致使

病情恶化[1]. 以及长期用药费用较高, 皆严重影

响了抗病毒药物的及时广泛合理应用. 故探索

新的治疗方法仍是必需的. 已知机体对HBV形

成免疫耐受是HBV持续感染的主要原因. CHB
患者树突状细胞(DC)功能低下, 导致机体内T、
B淋巴细胞呈耐受状态[2]. 故如何打破免疫耐受

状态, 诱导有效的机体免疫, 抑制并清除HBV是

CHB免疫治疗的关键[3]. 部分HBV患者接种含有

HBsAg或其他HBV相关蛋白后可检测到特异性

的细胞免疫反应, 并有一定的抗病毒作用[4]. 汪
晓莺 et al [5]以HBsAg疫苗冲击DC可使DC成熟

度升高, MHC分子、共刺激分子表达增加, 免疫

功能增强. 我们利用HBsAg疫苗冲击DC, 联合乙

肝免疫球蛋白应用于CHB患者及携带者的治疗, 
如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 按CHB防治指南(2005-12-11中华医

学会肝病学分会, 中华医学会感染病学分会联

合修订)和病毒性肝炎防治方案(中华医学会

传染病与寄生虫学分会, 肝病学分会联合修订

2000-09西安)为标准, 选择门诊患者66例, 年龄

15-46岁, 男42例, 女24例, 病程2-41 a, 可能为母

婴传播者21例. 其中HBeAg阳性CHB 27例, 年
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龄18-45岁, 男17例, 女10例, 血清皆为HBsAg, 
HBeAg, 抗HBc三项阳性, HBV DNA>108-<1013

拷贝/L, ALT 117-10 002 nkat/L. HBeAg阴性

CHB 15例, 年龄17-46岁, 男15例, 血清HBsAg, 
抗HBe, 抗HBc三项阳性者13例, HBsAg, 抗HBc
二项阳性者2例. HBV DNA>108-<1010 拷贝/L, 
ALT 834-2000 nkat/L. 慢性HBV携带者13例, 年
龄15-37岁, 男6例, 女7例, 血清HBsAg, HBeAg, 
抗HBc三项阳性者11例; HBsAg, 抗HBe, 抗HBc
三项阳性者2例; HBV DNA>106-<1012 拷贝/L, 
ALT正常1 a以上. 非活动性HBsAg携带者11例, 
年龄18-36岁, 男4例, 女7例, 血清HBsAg, 抗HBe, 
抗HBc三项皆阳性. HBV DNA阴性, 肝功能持续

正常1 a以上.
1.2 方法 DC制备方法见参考文献[6], 每例患者

sc HBsAg疫苗(含pres1) 86 μg冲击致敏的DC 
106, 每月1次. 乙肝免疫球蛋白200 IU, im, 每月

1次. 6次为1疗程, 共2疗程. 开始治疗前1 mo内, 
每个疗程结束后及治疗结束后6-12 mo内检查

HBV标志, 肝功能及血清中HBV DNA定量(PCR
法). 根据“慢性乙型肝炎防治指南”中的抗病

毒治疗应答标准统计结果.

2  结果

在27例HBeAg阳性CHB中, 病毒学单项应答

结果为13/27 (48.1%)HBV DNA转阴性, 6/27 
(22.2%) HBV DNA降低, 其中1例女, 32岁, 于结

束治疗1 a后转阴, 余8/27 (29.6%)未应答. 在单

项血清学应答中, 发生HBeAg/抗HBe血清学转

换9/27 (33.3%), 3/27 (11.1%)为HBeAg消失, 即
由HBsAg、HBeAg、抗HBc三项阳性转变为

HBsAg、抗HBc二项阳性, 15/27 (55.6%)未应答. 
在单项生化学应答中10/27 (37.0%)肝功能恢复

正常, 3/27 (11.1%)ALT降低, 余14/27 (51.9%)未
应答(表1). 

在15例HBeAg阴性CHB中, 于治疗后单项

病毒学应答为7/15 (46.7%)HBV DNA转阴性, 
8/15 (53.3%)无应答. 单项血清学反应中有1例
男, 32岁, 抗HBe消失, 由HBsAg, 抗HBe, 抗HBc
三项阳性转为HBsAg, 抗HBc二项阳性. 单项生

化学应答中有5/15 (33.3%)ALT恢复正常, 1/15 
(0.067%)ALT降低, 余9/15 (60%)无应答(表1). 

慢性HBV携带者中, 经治疗后在单项病毒

学应答中7/13 (53.8%) HBV DNA转阴性, 6/13 
(46.2%)未应答 .  在单项血清学应答中 ,  H B-
sAg, HBeAg, 抗HBc三项阳性的11例中有5/11 
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■同行评��
CHB免疫疗法亟
待探索, 本文选题
良 好 ,  具 有 先 进
性 ,  分 组 设 计 科
学 ,  结 论 符 合 逻
辑, 有参考价值.
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(45.5%)发生HBeAg/抗HBe血清学转换, 余6/11 
(54.5%)未应答. 单项生化学应答中有1例男, 24
岁, ALT升高达8335 nkat/L, 治疗结束后1 a恢复

正常(表1). 
在非活动性HBsAg携带者中, 有1例女, 23

岁, 在治疗结束后单项血清学应答显示乙肝标

志由HBsAg, 抗HBe, 抗HBc三项阳性转变为HB-
sAg, 抗HBc二项阳性. 治疗1 a后随访中有1例
女, 20岁, 血清乙肝标志全部呈阴性, 未出现抗

HBs, 肝功能正常, HBV DNA阴性. 另1例女, 21
岁, 血清乙肝标志物由HBsAg, 抗HBc二项阳性

转变抗HBs, 抗HBc二项阳性, 即发生HBsAg/抗
HBs血清学转换, 肝功能正常, HBV DNA阴性

(表1).

3  讨论

从本文结果可以看出本免疫疗法对CHB, 无论

是HBeAg阳性或HBeAg阴性及慢性HBV携带

者都有一定疗效, 治疗结束1 a后的完全应答中

依次为33.3% (9/27), 26.7% (4/15), 38.5% (5/13). 
HBeAg阳性的CHB中有7/27例(25.9%), 慢性

HBV携带者中有5/11例(45.5%)发生HBeAg/抗
HBe血清学转换, 达到治疗终点[7]. 证明特异性

免疫疗法可用于CHB的治疗, 推测其机制可能

是HBV特异性多肽负载的DC诱导出高频数、

功能强的CTL[8], 即是经HBsAg疫苗冲击后DC数
量增多, DC表面分子如CD1a, CD80, CD83, HLA-
DR等表达增加, DC成熟度增加, 提高了DC的抗

原呈递功能[9]. 此外CHB患者外周血DC在无刺

激剂存在时分泌IL-12水平较正常人低, 示CHB
患者DC功能存在缺陷[2], 经HBsAg疫苗冲击后

DC细胞因子分泌异常状态改变, IL-12分泌增

加, IL-6分泌减少, 也促进DC成熟和功能恢复. 
由于DC功能缺陷的纠正, 对HBsAg抗原呈递能

力增强, 特异性激活CD8
+T细胞和CD4

+T细胞, 

IFN、IL-2等水平升高, 机体免疫能力增强, 诱导

HBsAg特异的CTL反应, 从而清除病毒及表达

HBsAg抗原的感染了HBV的肝细胞[10-11]. 治疗中

联合应用的乙肝免疫球蛋白, 是针对HBV共同

抗原a的特异性抗体, 可通过免疫沉淀反应, 形成

免疫复合物, 以中和循环中的HBV, 通过抗原呈

递细胞增加HBsAg内吞数量, 增强HBsAg特异

性CTL克隆的增殖反应, 从而清除HBV[12]. 
此外1例HBeAg阳性慢乙肝, 女, 25岁, 病程

5 a余, 经1个疗程治疗后乙肝标志全部呈阴性, 
已随访2 a余, 未见抗HBs出现. 另1例非活动性

HBsAg携带者, 女, 20岁, 可能为母婴传播, 经2
个疗程治疗后1 a乙肝标志全部呈阴性, 未见抗

HBs出现. 这可能是HBsAg疫苗致敏DC后, IL-2, 
IL-12, IFN等细胞因子分泌增加, 免疫功能增强

或由于乙肝免疫球蛋白的应用, 增加了Th1型细

胞分化, 促进体内IFN, IL-12分泌, 有效清除HBV
后使HBsAg阴性[13-14]. 确切机制尚待进一步探

讨. 另外有2例女性患者, 经治疗后发生HBsAg/
抗HBs血清学转换1例, 21岁, 病程15 a以上, 为
非活动性HBsAg携带者, 经2个疗程治疗后1 a发
生HBsAg/抗HBs血清学转换. 另1例为HBeAg阳
性慢乙肝, 女, 30岁, 病程10 a以上, 2个疗程后, 
经妊娠分娩后出现HBsAg/抗HBs血清学转换. 

总之, 利用乙肝疫苗与免疫佐剂如IL-2, 干
扰素, 乙肝免疫球蛋白, GM-CSF等联合[15]或联

合DC制成特异性DC疫苗[16], 在CHB治疗中已

取得较好效果. 这说明从提高CHB患者免疫功

能为出发点的CHB特异性免疫治疗途径, 增强

CHB患者的T细胞应答是有效的、可行的. 无论

对HBeAg阴性或阳性的CHB还是慢性HBV携带

者皆可试用. 特别是慢性HBV携带者, 因其血液

中有较高水平的HBV, 患者本人及其周围人的

心理负担较重, 迫切要求治疗, 若以肝组织学检

查决定治疗与否, 这在实践中难以实施. 采用特

     

表 1 慢性乙型肝炎患者治疗后应答情况统计表 (n /n )

                                                                单项应答                            时间顺序应答                     联合应答(治疗结束1 a后)                     

                                 病毒学    血清学    生化学         治疗结束时     持久       复发                完全         部分         无

HBeAg(+)慢性乙型肝炎        1�/27      12/27     13/27               21/27        20/27     1/27              �/271    12/27  6/27

HBeAg(-)慢性乙型肝炎         7/15            6/15               10/15        10/15                          4/15      8/15  3/15

慢性HBV携带者               7/13         5/11                              6/13          6/13                           5/13      2/13  6/13

非活动性HBsAg携带者                                                                                                                                         2/112                          2/11   �/11

诊断

1其中1例女, 25岁, 乙肝标志全部呈阴性. 另1例女, 30岁, 治疗后经妊娠、分娩出现HBsAg/抗HBs血清学转换. 2其中1例女, 20岁, 血
清乙肝标志全部呈阴性. 另1例女, 21岁, 血清乙肝标志物由HBsAg, 抗HBc二项阳性转变为抗HBs, 抗HBc二项阳性, 即发生HBsAg/
抗HBs血清学转换.
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异性免疫治疗, 多数患者还是乐于接受的. 对非

活动性HBsAg携带者不必进行治疗, 包括免疫

治疗在内. 这类患者只要长期追踪观察, 嘱其注

意保护肝脏, 提高自身免疫能力, 正确调整心理, 
还是可能自愈的(尽管本组病例中有3例出现完

全应答). 由于本方法使用简便, 费用低廉, 无明

显毒副作用, 只需每月皮下、肌肉注射1次, 适
合广大农村及城镇社区应用, 是一种有前景的

CHB的治疗方法. 但还需要更大样本、更多时

间、更深入地探索, 特别是在病理学、分子生

物学方面的研究更待深入. 还应提醒的是对有

条件者, 仍尽量合理正规使用干扰素, 以减少肝

癌的发生. 
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Abstract
AIM: To observe the efficacy of Chinese herbs 
Tongfu Xiere Fang in the treatment of acute 
perforated peptic ulcer complicated with sepsis.

METHODS: Based on the routine surgical op-
eration and application of antibiotics (n = 44), 
Chinese herbs Tongfu Xiere Fang were used in 23 
patients with acute perforated peptic ulcer com-
plicated with sepsis, and the rest (n = 21) served 
as controls..

RESULTS: In comparison with those of the con-
trols, the incidence rate of complications in the 
Chinese herbs group was significantly decreased 
(Intestinal obstruction: 5/23 vs 11/21, P < 0.05; 
multiple organ dysfunction syndrome: 2/23 
vs 7/21, P < 0.05), and the mortality rate had a 

decreasing tendency. After treatment, plasma 
levels of endotoxin (8.7 ± 3.2 kEU/L vs 16.8 ± 
4.5 kEU/L, P < 0.01), tumor necrosis factor-α 
(23.3 ± 8.6 ng/L vs 30.7 ± 8.7 ng/L, P < 0.01), in-
terleukin-6 (30.4 ± 13.6 ng/L vs 51.4 ± 16.2 ng/L, 
P < 0.01) and interleukin-8 (20.6 ± 9.4 ng/L vs 
31.7 ± 10.8 ng/L, P < 0.01) in the Chinese herbs 
group were decreased significantly, while the 
level of interleukin-2 (754.8 ± 72.4 ng/L vs 600.8 
± 65.8 ng/L, P < 0.01) was increased significantly 
as compared with those in the controls.

CONCLUSION: Chinese herbs Tongfu Xiere Fang 
is effective in the treatment of acute perforated 
peptic ulcer complicated with sepsis by decreas-
ing the level of blood endotoxion and proinflam-
matory cytokines, so as to reduce the mortality 
rate.

Key Words: Acute perforated peptic ulcer; Sepsis; 
Traditional Chinese Medicine; Tongfu Xiere Fang
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摘要
目的: 观察本法治疗消化性溃疡急性穿孔并
发脓毒症的效果. 

方法: 在常规手术和抗生素治疗基础上, 给予
中药通腑泻热方治疗本病23例, 与常规治疗的
21例作随机对照观察. 

结果: 与对照组比较, 治疗组并发症发生率
降低(肠梗阻: 5/23 vs  11/21, P <0.05; MODS: 
2/23 vs  7/21, P <0.05), 死亡率呈下降趋势, 治
疗后血浆内毒素(8.7±3.2 kEU/L vs  16.8±
4.5 kEU/L, P <0.01), TNF-α (23.3±8.6 ng/L vs  
30.7±8.7 ng/L, P <0.01), IL-6 (30.4±13.6 ng/
L vs  51.4±16.2 ng/L, P <0.01), IL-8 (20.6±
9.4 ng/L vs  31.7±10.8 ng/L, P <0.01)均显著降
低, IL-2 (754.8±72.4 ng/L vs  600.8±65.8 ng/L, 
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■背景资料
消化性溃疡急性
穿孔并发脓毒症
病情危急, 须通过
手术紧急对原发
病灶进行处理和
腹腔灌洗引流以
消除脓毒症的始
动因素. 但是高危
手术的创伤, 高效
抗生素杀灭细菌
的同时引发内毒
素的释放, 常加重
脓 毒 症 病 情 .  然
而除了对症治疗
和支持疗法以外, 
目前对脓毒症的
治疗尚缺乏有效
的 手 段 ,  死 亡 率                        
仍居高不下. 因此
积极探索本病急
危重症的有效救
治方法, 仍是消化
外科临床医学的
重要课题.



P <0.01)明显升高.

结论: 中药通腑泻热方能降低消化性溃疡急
性穿孔并发脓毒症患者血中内毒素及促炎细
胞因子水平, 能提高与机体免疫功能直接相关
的细胞因子, 防治MODS, 降低病死率.

关键词�� 消化性溃疡穿孔; 脓毒症; 中医药; 通腑泻

热方
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0  引言

消化性溃疡急性穿孔并发脓毒症是常见急危重

症之一, 需紧急手术治疗. 但脓毒症状况常影响

术后病情恢复, 可诱发多种合并症, 甚至诱发多

器官功能障碍综合征(multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS), 而腹腔脓毒症所致的MODS
是导致本病死亡的主要原因[1]. 2001-01/2006-01
我院在常规手术及抗生素治疗基础上, 应用中

药通腑泻热方治疗消化性溃疡急性穿孔并发脓

毒症, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 消化性溃疡急性穿孔并发脓毒症患者

44例, 均为急诊入住患者, 用随机数字表法随机

分为治疗组和对照组. 治疗组23例, 男20例, 女3
例; 年龄37-80(平均56.5±10.8)岁; 发病至入院

时间18-56(平均26.3±8.5) h, APACHE-Ⅱ评分

6-15(平均9.86±4.12)分. 对照组21例, 男19例, 
女2例; 年龄41-73(平均55.8±11.7)岁; 发病至入

院时间15-60(平均28.2±7.6) h, APACHE-Ⅱ评分

6-13(平均9.40±3.85)分. 两组在性别、年龄、

病程和APACHE-Ⅱ评分方面比较无显著性差异

(P >0.05), 具有可比性. 病例选择标准: 纳入病例

同时符合如下诊断标准和中医辩证标准, 并排

除慢性脏器功能衰竭和长期使用糖皮质激素或

肿瘤化疗的病例. 消化性溃疡急性穿孔的诊断

标准参照“中西医结合胃十二指肠溃疡急性穿

孔诊疗标准”[2]; 脓毒症诊断标准采用1992年美

国胸科医师协会和急救医学会联合推荐的定义

和诊断标准[3]拟定, 即有明确的腹腔感染灶, 伴
有如下表现两项以上者: (1)体温>38℃或<36℃; 
(2)心率>90次/min; (3)呼吸频率>20次/min或
PaCO2<4.3 kPa; 白细胞计数>12.0×109/L或<4.0
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×109/L或杆状核白细胞>0.01. 中医辩证标准参

照“中西医结合胃十二指肠溃疡急性穿孔诊疗

标准”毒热型的辩证要点和中医温病学三焦辩

证之热结肠腑辩证要点[4].
1.2 方法 2组均按外科常规急诊手术及术后对

症处理、抗生素治疗. 治疗组给予中药通腑泻

热方治疗, 早期在禁食及胃管减压期间采用通

腑泻热灌肠方, 处方: 大黄(后下)、龙胆草、

栀子各30 g, 忍冬藤、虎杖、地胆头各60 g, 
莱菔子、芒硝(冲)各20 g, 由本院制剂室制成

500 mL的灌肠液备用, 于术前1次和术后8 h开
始2次/d, 肛管插入肛门约20-25 cm, 成人每次

用250 mL缓慢灌入并保留30-60 min; 解除禁食

后给予通腑泻热内服方加减, 处方: 柴胡、川楝

子、莱菔子各15 g, 黄芩、赤芍、枳壳各10 g, 
大黄6 g, 虎杖、蒲公英各30 g, 甘草3 g, 1剂/d, 
加水350 mL煎液200 mL, 分2次口服, 疗程5 d. 
对照组用等量生理盐水灌肠或口服, 方法疗程

同上. 全部病例在治疗前、治疗后7 d分别抽取

外周静脉血测定内毒素(ETS)、肿瘤坏死因子

-α(TNF-α)、白介素(IL)-2, 6, 8, 并观察临床疗效

及术后并发症情况. ETS测定方法: 采用合成基

质偶氮显色法鲎试剂定量测定, 药盒由上海伊

华临床医学科技公司提供, 由本院临床药理超

净实验室测定. TNF-α, IL-6, 8: 用酶联法, 药盒

由深圳晶美生物工程有限公司提供, 由本院免

疫室测定. IL-2: 用放免法, 药盒由北京东亚免疫

技术研究所提供, 由本院放免室测定. 术后早期

肠梗阻及MODS的判定标准参考相关文献[2,5].
统计学处理 采用t检验和χ2检验, 用统计软

件SAS 8.0处理.

2  结果

治疗组死亡1例, 对照组死亡3例, 均死于术后

并发MODS, 两者差异无显著性意义. 治疗组术

后早期肠梗阻(5/23 vs  11/21, P <0.05)和MODS 
(2/23 vs  7/21,  P <0.05)发生率降低, 与对照组差

别有显著性意义. 治疗组治疗后ETS, TNF-α, 
IL-6, 8显著降低, IL-2明显升高, 与本组治疗前

和对照组治疗后差别有非常显著性意义(表1).

3  讨论

早期肠梗阻及肠道功能障碍是本病术后主要

并发症, 也是脓毒症病情进一步恶化甚至诱发

MODS的关键部位. 积极保护和改善肠道功能, 
阻断和控制肠源性炎症介质释放及肠内细菌

毒素移位, 是治疗本病的重要策略[6]. 中医理论

www.wjgnet.com

■应用要点
在常规医疗的基
础上, 辩证应用中
药通腑泻热方治
疗, 可提高消化性
溃疡急性穿孔并
发脓毒症患者的
疗效, 改善预后.
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认为, 消化性溃疡急性穿孔并发脓毒症的病理

机制为中焦失运, 气血郁闭, 病情进一步发展则

郁久化热, 出现热结腑实, 热深厥深. 若腑气不

通、热毒不泄, 则邪毒客于营血, 内传五脏, 相
继出现五脏阴阳气血衰败. 其中腑气不通、热

毒不泄是本病的基本病机, 所以基本治法宜通

腑泻热. 在剧烈腹痛呕吐或禁食、持续胃管减

压, 不宜内服药物的情况下, 早期用药可通过灌

肠由肠道吸收发挥疗效, 待解除禁食后即给予

内服中药. 作者在辩证的基础上, 根据岭南地区

病多夹湿特点, 拟定的通腑泻热灌肠方和内服

方是该科中西医结合治疗急腹症的常用方药, 
主要功效为通腑泻热、清热解毒. 经临床观察, 
本方灌肠配合电针早期治疗消化性溃疡单纯性

急性穿孔, 具有加强疏通中焦气闭, 减轻或防止

郁久化热的作用, 从而提高非手术治疗成功率[7].
本结果表明, 本方通腑泻热、清热解毒的功

效具有促进肠道功能恢复保护肠道屏障, 遏制

肠道细菌和内毒素移位的作用, 从而有效调控

消化性溃疡急性穿孔并发脓毒症患者血中内毒

素及促炎细胞因子水平, 提高与机体免疫功能

相关的细胞因子, 能发挥多途径、多靶点、多

环节的免疫调理及遏制全身炎症反应的双向作

用[8], 进一步可防治MODS降低病死率. 
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■同行评��
中西医结合诊治
急危重症是未来
疾 病 的 发 展 方
向, 本文充分体现
了“六腑以通为
用”的理论观点, 
具有科学性.

     

表 1 通腑泻热方治疗后ETS, TNF-α, IL-2, 6, 8的变化 (mean±SD)

                                               内毒素                TNF-α                      IL-2                         IL-6                         IL-8     

                                               (kEU/L)                 (ng/L)                      (ng/L)                      (ng/L)                       (ng/L)

治疗        23        前        45.3±8.4         53.1±21.7         125.7±26.0        703.0±298.6        339.9±165.9

                           后          8.7±3.2b        23.3±8.6b          754.8±72.4b         30.4±13.6b           20.6±9.4b

对照        21        前        46.3±7.2         52.2±23.3         138.7±28.5         688.8±306.7        312.6±151.6

                           后        16.8±4.5         30.7±8.7           600.8±65.8           51.4±16.2            31.7±10.8  

分组           n        治疗

bP<0.01 vs  本组治疗前, 对照组治疗后.
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of 
Medilac-S combined with sulfasalazine (SASP) 
in the treatment of ulcerative colitis (UC).

METHODS: Forty-six patients with mild or 
moderate UC (active phase) were divided into 
group A (n = 22) and B (n = 24). The patients in 
group A were treated with Medilac-S and SASP, 
while those in group B, serving as the controls, 
were treated with SASP. The total efficacy rate 
and the changes of main symptoms were statisti-
cally analyzed..

RESULTS: The overall efficacy of group A was 
91.66%, which was higher than that of the con-
trols (68.18%, P < 0.05). There was significant 
difference before and after treatment, as well as 
between the two groups (P < 0.05) in the changes 
of abdominal pain, diarrhea, mucus bloody stool 
and tenesmus (P < 0.05).

CONCLUSION: Combination of Medilac-S and 
SASP is superior to SASP alone in the treatment 
of UC.

Key Words: Ulcerative Colitis; Medilac-S; Treatment

Xiang JY, Feng YC. Therapeutic effect of Medilac-S 
combined with sulfasalazine in treatment of ulcerative 
colitis: an analysis of 22 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(17):1742-1744

摘要
目的: 评价联合美常安治疗溃疡性结肠炎
(UC)的疗效. 

方法: 轻、中度活动期UC患者46例, 随机分
为美常安加柳氮磺吡啶(SASP)治疗组(n  = 22)
和SASP对照组(n  = 24), 评价治疗前后总的疗
效、主要症状的变化. 

结果: 治疗组总有效率为91.66%, 明显高于对
照组(总有效率为68.18%); 腹痛、腹泻、黏液
血便、里急后重主要症状变化的比较二组间
有统计学意义(P <0.05).

结论: 联合美常安治疗溃疡性结肠炎比单用
SASP疗效好.

关键词�� 溃疡性结肠炎; 美常安; 治疗

向军英，冯迎春. 美常安联合柳氮磺吡啶治疗溃疡性结肠炎��

例. 世界华人消化杂志  �006;14(17)��174��1744
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0  引言

溃疡性结肠炎(UC)又称慢性非特异性溃疡性结

肠炎, 是一种病因不明的直肠和结肠的慢性炎

症性疾病. 病变主要限于大肠黏膜与黏膜下层. 
临床表现以腹泻、黏液脓血便和腹痛为主. 病
情轻重不等, 多呈反复发作慢性病程. 近年来在

我国的发病率有逐渐增加趋势, 目前缺乏根治

措施, 给患者造成很大的痛苦. 我院从2003年开

始在常规治疗的基础上, 加用美常安治疗本病, 
取得较好的近期疗效. 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 临床确诊的初发型、慢性复发型活动

期轻、中度溃疡性结肠炎患者共46例, 男性21

®

■背景资料
目前溃疡性结肠
炎在我国的发病
率逐年增加, 虽然
SASP的运用使一
些患者病情好转, 
但仍然有部分患
者使用SASP治疗
后症状无改善, 治
疗效果差.
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例, 女性25例, 年龄46.5±10.5岁, 病程最长15 a, 
最短10 mo, 平均5.4±0.6 a. 随机分为治疗组24
例, 对照组22例. 两组患者的性别、年龄、原发

病和病情等各项指标, 经统计学处理差别无显

著性(P >0.05).
1.2 方法 

1.2.1 诊断标准 参照2000年成都全国炎症性肠

病学术研讨会制定的标准[1], 及中华医学会消化

病学分会对炎症性肠病诊断治疗规范的建议: 
有持续或反复发作的腹泻、黏液及脓血便伴腹

痛、里急后重和不同程度的全身症状, 可有关

节、皮肤、眼及肝胆等肠外表现. 排除细菌性

痢疾、阿米巴痢疾、慢性血吸虫病、肠结核等

感染性结肠炎及结肠CD、缺血性结肠炎、放射

性结肠炎等. 结肠镜检查发现病变多从直肠开

始, 呈连续性弥漫性分布, 有以下改变之一: 黏
膜血管纹理模糊、紊乱、充血、水肿、易脆、

出血及脓性分泌物附着; 也常见黏膜粗糙呈细

颗粒状; 病变明显处可见弥漫性多发糜烂或溃

疡; 慢性病变者可见结肠袋囊变浅、变钝或消

失、假息肉及桥形黏膜等. 活检病理检查证实

有糜烂、溃疡及隐窝脓肿, 腺上皮变性、增生

及杯状细胞减少. 
1.2.2 治疗 全部患者均常规给与营养支持疗法, 
口服柳氮磺吡啶(SASP), 1.0 g/次, 4次/d. 治疗组

在此基础上加用美常安(北京韩美药品有限公司

生产), 2粒/次, 3次/d, 三餐前口服. 
1.2.3 观察 治疗前、治疗2, 4 wk进行症状学随

访, 并检查血、尿、大便常规以及肝肾功能, 观
察药物不良反应, 所有病例治疗前后均进行结

肠镜检查, 并在病变部位取活组织进行病理检查. 
1.2.4 疗效判断 完全缓解: 临床症状消失, 结肠

镜检查发现黏膜大致正常. 有效: 临床症状基本

消失, 结肠镜检查发现黏膜轻度炎症或假息肉

形成. 无效: 经治疗后临床症状、内镜及病理检

查结果均无改善.
统计学处理 采用样本率的χ2检验和均数的t

检验, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2 .1  总的疗效比较  治疗组24例 ,  其中完全缓

解11例(45.83%), 有效11例(45.83%), 无效2例
(8.34%), 总有效率91.66%; 对照组22例, 其中完

全缓解5例(22.73%), 有效10例(45.45%), 无效7
例(31.82%), 总有效率68.18%. 因此治疗组的疗

效优于对照组, 并且经统计学处理, 两组间差异

有显著意义(P <0.05). 
2.2 主要症状疗效比较 两组治疗前后腹痛、腹

泻、黏液血便、里急后重主要临床症状的同

组比较皆P <0.05, 有统计学差异. 治疗后两组腹

痛、腹泻、黏液血便、里急后重临床症状比较

P <0.05, 两组间差异有显著意义(表1).
2.3 不良反应 治疗组1例出现恶心; 对照组1例出

现恶心、呕吐, 1例头晕. 均为轻微一过性的, 继
续服药后消失. 其余患者无明显不良反应及并患者无明显不良反应及并无明显不良反应及并

发症.

3  讨论

UC是一种非特异性的炎性肠病, 其病因和发病

机制尚未完全明确, 已知肠道黏膜免疫系统异

常反应所导致的炎症反应在UC发病中起重要作

用, 目前认为这是由多因素相互作用所致, 主要

包括环境、遗传、感染和免疫因素. 
柳氮磺吡啶(SASP)是治疗本病的常用药物, 

该药口服后大部分到达结肠, 在结肠内经细菌

分解为5-氨基水杨酸与磺胺吡啶, 前者是主要的

有效成分, 可抑制由嘌呤氧化酶或白细胞介导

的氧自由基的形成及抑制肥大细胞放大炎症的

作用从而消除炎症. 但由于SASP有抑菌作用, 同
时由于UC患者大量使用了抗生素, 反过来又抑

制了细菌对SASP的分解作用, 使5-氨基水杨酸

在结肠内的浓度不高, 疗效受限. 
微生态制剂主要包括益生菌及益生元. 益

生菌主要是指能够促进肠道菌群生态平衡, 对
人体起有益作用的活的微生物制剂, 其对肠道

屏障作用的影响主要通过以下机制来实现: (1)
生态平衡理论; (2)生物拮抗理论; (3)生物夺氧; 
(4)参与肠道局部的体液免疫及细胞免疫[2]. 本实

验中所用益生菌是美常安, 即枯草杆菌、肠球

菌二联活菌. 实验显示他的作用机制不是通过

直接补充双歧杆菌, 而是利用生物夺氧作用, 利
用无毒、无害的非致病微耗氧微生物[3], 即枯草

杆菌暂时在肠内定植, 降低局部氧浓度和氧还

■研发前沿
关于溃疡性结肠
炎的治疗和发病
机制方面的研究
已成为目前的研
究热点.

     

表 1 两组治疗前后症状变化结果

                                          治疗组 (n )                 对照组 (n )   

                                  治疗前     治疗后      治疗前     治疗后

腹痛                           1�             �             11            8 

腹泻                           �4             4             ��            8 

黏液血便                    �0             1             19          10 

里急后重                    10             1               8            4
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原电位, 造成适合厌氧的正常肠道优势菌群生

长的环境. 从而抑制需氧的G-杆菌生长, 减少细

菌及内毒素易位. 而耐酸的枯草杆菌与耐胆盐

的肠球菌二种活菌的结合, 可使其在消化系统

的存活率大大提高, 从而发挥最大的生物学效应. 
本文结果显示: 采用美常安与柳氮磺吡啶

两者联合治疗对主要症状及内镜下的改善明显

优于单用SASP. 治疗组的总有效率91.66%高于

对照组总有效率68.18%. 我们认为美常安与柳

氮磺吡啶合用, 通过不同的机制来减轻病情, 缩

短病程, 具有协同作用, 两药合用效果好于单用

一种药物治疗, 临床上有推广价值. 
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■应用要点
本研究显示联合
用药比单一用药
效果好, 有临床推
广价值.
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

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

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

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

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

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

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

通住宿费自理.

1 征文内容

(1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; 

(2)消化系统肿瘤的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; 

(3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; 

(4)慢性肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; 

(5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状;

(6)消化疾病在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

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

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

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

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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Abstract
AIM: To explore the relationship between human 
cytomegalovirus (HCMV) infection and infantile 
hepatitis syndrome (IHS), biliary atresia, and 
choledochal cyst.

METHODS: The blood and urine samples from 
children with IHS (n = 98), biliary atresia (n = 50) 
and choledochal cyst (n = 50), and the blood and 
breast milk from their mothers were analyzed by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
Sixty-two subjects without hepatobiliary dis-
eases and their mothers served as controls..

RESULTS: The positive rates of blood CMV-
IgM were 61.2% and 33.7% in IHS children and 
their mothers, 56.0% and 36.0% in biliary atresia 
children and their mothers, 22.0% and 6.0% in 
choledochal cyst children and their mothers, 
and 22.6% and 8.1% in the controls and their 
mothers, respectively. The positive rates of urine 
HCMV antigen were 71.4%, 62.0%, 20.0% and 

24.2% in IHS, biliary atresia, and choledochal 
cyst, and control children, while the rates were 
91.8%, 82.0%, 54.0% and 56.5%, respectively. The 
positive rates of CMV-IgM and HCMV antigen 
in HIS and biliary atresia group were higher 
than those in the controls (P < 0.01), while the 
rates in choledochal cyst group had no signifi-
cant differences with the controls (P > 0.05).

CONCLUSION: HCMV infection is associated 
with IHS and biliary atresia, but not with chole-
dochal cyst.

Key Words: Human cytomegalovirus; Infantile hep-
atitis syndrome; Biliary atresia; Choledochal cyst

Wang BX, Zhu RQ. Relationship between human 
c y t o me g a l o v i r u s  i n f e c t i o n  a n d  t h r e e  d i se a se s 
including infantile hepatitis syndrome, biliary stresia, 
and choledochal cyst. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(17):1745-1747

摘要
目的: 探讨人巨细胞病毒(HCMV)感染与婴儿
肝炎综合征(IHS)、胆道闭锁、胆总管囊肿的
关系. 

方法: 采用ELISA法和免疫组化法对IHS患儿
98例、胆道闭锁患儿50例、胆总管囊肿患儿
50例血尿及其母亲血和乳汁进行检测, 同时检
测62例非肝胆疾病患儿及其母亲. 

结果: 血CMV-IgM阳性率IHS组61.2%, 其母
亲33.7%; 胆道闭锁组56.0%, 其母亲36.0%; 
胆总管囊肿组22.0%, 其母亲6.0%. 对照组阳
性率22.6%, 其母亲8.1%. 患儿尿HCMV抗原
阳性率HIS组71.4%, 其母亲乳汁HCMV抗原
91.8%; 胆道闭锁组62.0%, 其母亲82.0%; 胆
总管囊肿组20.0%, 其母亲54.0%. 对照组阳
性率24.2%, 其母亲乳汁56.5%. IHS组及胆道
闭锁组患儿及其母亲阳性率分别高于对照组
患儿及其母亲(P <0.01), 胆总管囊肿组患儿及
其母亲阳性率均不高于对照组患儿及其母亲
(P >0.05).

www.wjgnet.com

®

■背景资料
巨细胞病毒严重
危害胎儿、新生
儿、婴幼儿的健
康, 可导致多器官
多系统的损害. 目
前巨细胞病毒感
染与肝胆疾病之
间的关系虽有报
道, 但尚未明确.



结论: IHS及胆道闭锁的发病与HCMV感染有
关, 胆总管囊肿的发病与HCMV感染无明显相
关性.

关键词�� 巨细胞病毒感染; 婴儿肝炎综合征; 胆道闭

锁; 胆总管囊肿
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0  引言

人巨细胞病毒(HCMV)是人类先天性感染的主

要病原, 其传递方式多为母婴垂直传播, 孕妇发

生原发性或复发性HCMV感染时, 病毒可通过

胎盘侵袭胎儿引起宫内感染, 可导致流产、胎

儿宫内生长迟缓、死胎、生后夭折等, 肝胆、

血液系统疾病及不同程度的神经系统损害, 甚
至造成婴幼儿智力低下、精神运动发育迟缓

等严重后果[1]. 在此, 我们采用ELISA法检测血

CMV-IgM和免疫组化法检测抗CMVSP阳性细胞, 
探讨HCMV与婴儿肝炎综合征、胆道闭锁、胆

总管囊肿的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-01/2006-01住院IHS患儿98例(男
65例, 女33例), 年龄30-78 d, 临床表现为黄疸、

肝脏质地变硬(右锁骨中线肋下≥2.5 c m)、
肝脏总胆红素及直接胆红素均增高(直接胆红

素/总胆红素≥50%-60%)、血清丙氨酸转氨酶

(ALT)值增高[2]. 2001-01/2006-01住院胆道闭锁

患儿50例(男22例, 女28例), 年龄1-3 mo, 临床表

现为生后1-2 wk黄疸进行性加重, 伴陶土色大

便、肝脾肿大, 肝脏质地变硬(右锁骨中线肋下

≥2.5 cm)、肝脏总胆红素及直接胆红素均增高

(直接胆红素/总胆红素≥60%)、血清ALT值增

高, B超示胆囊不显像或缩小, 放射性核素显像

示排泄受阻, 其中12例接受手术治疗, 3例术后

病理检查毛细胆管中见巨细胞病毒包涵体; 胆
总管囊肿患儿50例(男18例, 女32例), 年龄0.25-7
岁, 临床表现为黄疸、腹痛、右上腹肿块, B超

及CT、磁共振检查确诊, 且手术进一步确诊, 
术后病理检查均未发现巨细胞病毒包涵体. 清
晨07:00抽取母子不抗凝的新鲜静脉血1 mL立
即送检; 患儿12 h新鲜尿液及母亲新鲜乳汁(≥
100 mL)留于清洁容器中, 立即送检.
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1.2 方法 CMV-IgM检测试剂盒(Zeus公司生产); 
鼠抗CMV(1∶50 PBS稀释, 北京中山有限公司

生产); 过氧化物酶标记的链霉卵白素染色试剂

盒(简称SPTM, 美国ZYMED公司生产). 操作方

法: 见试剂盒说明书.
统计学处理 采用c2检验.

2  结果

巨细胞病毒与婴儿肝炎综合征及胆道闭锁的关

系密切, 分别与对照组相比, 经c2检验, 前二者与

对照组的差异有非常显著意义(P<0.01, 表1), 胆总表1), 胆总), 胆总

管囊肿组与对照组的差异无显著意义(P >0.05).

3  讨论

CMV是一种DNA病毒, HCMV是人体最常见

的机会性感染病毒之一, 用检测抗体方法调查

HCMV感染率, 发达国家人群感染率40%-60%, 
发展中国家为95%-100%. HCMV可在人体内许

多细胞尤其是血液中的单核细胞中长期潜伏, 
抑制机体的免疫系统. 当人体免疫功能低下时

导致多种疾患. 其中危害最大的人群是婴儿和

免疫缺陷者. 人们发现HCMV感染是常见的母

婴传播性疾病[3-4]. 孕妇HCMV感染可在宫内经

胎盘传给胎儿, 分娩过程中婴儿吸入母血或生

后吮入奶汁而得病. 许多文献报道HCMV感染

是引起小儿先天性畸形的主要原因之一[5-6]. 随
着人们对HCMV的逐渐认识, HCMV感染引起肝

胆疾病的报道也日益增多[7-8], 其中关于HCMV
感染引起胆道闭锁的报道也日益增多[9-10].  

近年, 通过对流行病学调查及病理学观察, 
多数学者认为, IHS与胆道闭锁组织学检查极为

相似, 应归属于同一病理过程. 只是一种炎症病

变的不同阶段的表现, 且可同时存在. IHS是炎

症过程的早期阶段, 胆道闭锁炎症过程的终末

阶段, 是炎症性破坏的结局, 致使胆管纤维疤痕

化闭塞, 肝脏发生巨细胞变性, 胆管上皮细胞损
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表 1 IHS、胆道闭锁、胆总管囊肿与HCMV感染的关系

                                                            阳性率 n  (%)                     

分组                    n      血CMV-IgM               CMV-SPTM               

                                      患儿     患儿母血    患儿尿  患儿母乳汁

IHS组               98   60(61.2)   33(33.7)  70(71.4)    90(91.8)

胆道闭锁组       50   28(56.0)   18(36.0)  31(62.0)    41(82.0)

胆总管囊肿组   50   11(22.0)     3(6.0)    10(20.0)    27(54.0)

对照组              62   14(22.6)     5(8.1)    15(24.2)    35(56.5)  

■应用要点
本研究旨在揭示
讨HCMV与HIS、
胆道闭锁、胆总
管囊肿的关系, 为
临床在治疗上述
三种肝胆疾病时
选用抗病毒药物
阐明其理论依据, 
及早研制减毒活
疫苗、必要时终
止妊娠或停止母
乳喂养对降低HIS
及胆道闭锁的发
病率具有重要意
义.
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坏致胆腔闭塞, 最终至胆汁排泄通路梗阻, 出现

梗阻性黄疸. 而胆总管囊肿是先天性胆道囊性

扩张症, 主要由胚胎期胆道或胰胆管发育异常

引起, 也有报道与病毒感染有关[11-12]. 我们采用

ELISA法检测母子血CMV-IgM及免疫组化试管

法检测抗CMVSPTM阳性细胞. 结果表明IHS及胆

道闭锁组HCMV感染率高于对照组, 胆总管囊

肿与对照组无明显差别, 说明IHS、胆道闭锁的

发病与HCMV感染有关. 目前, 国外也有报道肝

脏CMV感染破坏肝脏胆管系统可导致严重的胆

汁淤积及完全缺乏毛细胆管系统[13]. 其机制尚须

进一步探讨. IHS及胆道闭锁组患儿母亲HCMV
感染率也高于对照组母亲, 表明HCMV引起IHS
及胆道闭锁可能与母孕期HCMV活动性感染垂

直传播给胎儿或围产期分娩过程中婴儿吸入母

血感染或婴儿生后吸吮奶汁的接触传染有关. 
通过上述检测, 我们发现HCMV感染是IHS及胆

道闭锁发病的一个重要的原因. HCMV感染破

坏肝脏胆管系统, 肝脏是炎症性变化, 如门脉区

炎性细胞浸润、肝小叶发生微小脓灶或局限性

坏死, 闭塞胆管引起胆管炎, 致胆汁淤积引起婴

儿肝炎综合征; HCMV感染进一步发展, 产生胆

管周围纤维变性, 使胆管逐渐闭塞, 导致胆管闭

锁[14]. 董兆文 et al [15]曾对孕妇血清中HCMV抗体

(IgM)与其流产的绒毛中HCMV抗原检测进行了

对照, 其结果显示二者之间有高度的一致性, 说
明母婴之间存在垂直传播. 国内报道HCMV孕

期活动性感染给子代的危险性为22.4%, 国外报

道孕早期宫内HCMV感染率为20%[16], 两数值

相近. 由此可见, 一旦发生孕期HCMV感染很容

易引起胎儿损害. 孕妇较普通妇女的HCMV活

动性感染的机会更多一些, 可能由于孕期内分

泌的机能和代谢的改变, 以及孕期母体为保护

胎儿而呈暂时性的免疫低下状态, 可以激活潜

伏在孕妇体内的HCMV, 从而成为活动性感染. 
因此, 在妇幼卫生保健工作中, 必须加强防治

HCMV感染的各种措施, 开展孕期及哺乳期血

清流行病学监测, 尽快研制HCMV减毒活疫苗, 
必要时终止妊娠或停止母乳喂养, 对降低IHS及

胆道闭锁的发病率具有重要意义. 此外, 及早治

疗IHS的HCMV感染, 尽可能减少胆道闭锁的发

病率. 
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■同行评��
本文采用ELISA
和免疫组化方法
检测婴儿肝炎综
合 征 、 胆 道 闭
锁、胆总管囊肿
患儿及其母亲样
品中的人巨细胞
病 毒 抗 原 / 抗 体 , 
以此为依据探讨
人巨细胞病毒感
染与这些疾病的
相关性, 其方法可
靠 ,  分 析 讨 论 全
面 ,  结 论 有 说 服
力.

■名词解释
巨 细 胞 病 毒 :  是
一 种 D N A 病 毒 , 
人 巨 细 胞 病 毒
(HCMV)是人体
最常见的机会性
感 染 病 毒 之 一 . 
其特点是细胞肿
胀、核变大, 形成
巨大细胞, 核内有
致密的嗜硷性包
涵体, 其外有一晕
轮围绕, 宛如“猫
头鹰眼”.
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摘要
报告1例苯巴比妥治疗Gilbert综合征致固定性
药疹的少见病例, 并复习了相关文献. 固定性
药疹是药物过敏反应中皮肤损害的常见疹型, 
但由苯巴比妥所致者较少见. 对苯巴比妥过敏
的部分患者可有磺胺、去痛片过敏史; 某些
复方制剂含有苯巴比妥, 故使用苯巴比妥前应
仔细了解有无磺胺、去痛片过敏史, 对复方制
剂必须清楚其组成成分, 防止苯巴比妥引起不
良反应. 

关键词�� 苯巴比妥; 鲁米那; Gilbert综合征; 药疹
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0   引言

苯巴比妥致固定性药疹较少见, 应用苯巴比妥

治疗Gilbert综合征时引起固定性药疹1例, 现报

告如下:

1   病例报告

男, 39岁. 因先天性非溶血性黄疸(Gilbert综合

征)入院. 对磺胺、去痛片和克感敏过敏. 入院

后苯巴比妥60 mg 3/d治疗, 服用1次4 h后双手

背、双足背瘙痒, 双手背、双足背各有一红色

斑疹, 手背为1.5 cm×1 cm, 足背为圆形, 直径

4 cm, 经扑尔敏4 mg 口服3/d 、维生素C 1.0静
滴1/d、葡萄糖酸钙20 mL静滴1/d抗过敏治疗

1 wk皮疹逐渐消退、瘙痒消失. 患者口服另一

厂家生产的苯巴比妥15 mg 4 h后在双手背、

双足背相同的部位出现同样的皮疹, 经扑尔敏

4 mg 口服3/d治疗4 d后消退.

2  讨论

Gilbert综合征[1]是由于遗传性或获得性肝细胞微

粒体中胆红素葡萄糖醛酸转移酶活性不足, 影
响非结合胆红素在肝细胞内结合反应的正常进

行, 以致使肝细胞对胆红素的摄取也受到障碍, 
因而造成肝细胞对非结合胆红素的摄取和结合

功能的双重缺陷, 致使血中非结合胆红素增高

而引起黄疸. 苯巴比妥又名鲁米那, 是诊断和治

疗Gilbert综合征的措施之一[1]. 不仅具有镇静、

催眠和抗惊厥作用, 还可诱导肝细胞葡萄糖醛

酸转移酶的活性, 增加肝细胞与非结合胆红素

的结合, 促使结合胆红素排泄和增加胆汁流量, 
以降低非结合胆红素, 从而使黄疸减轻或消退. 
苯巴比妥常见不良反应: 倦睡、眩晕、头痛、: 倦睡、眩晕、头痛、倦睡、眩晕、头痛、

乏力等. 过敏反应多表现为红斑, 偶有荨麻疹

型、麻疹样型和固定红斑型同时存在[2]. 严重者

可引起剥脱性皮炎[3]. 一般在用药1-2 d出现[4]. 固
定性药疹是药物过敏反应中皮肤损害的常见疹

型, 但由苯巴比妥所致者较少见[5]. 该患者先后

应用不同药厂生产的苯巴比妥后, 均在手背、

足背相同部位出现相同的红斑. 该患者服用苯

巴比妥后出现反应时间短, 仅4 h. 据报道, 苯巴

比妥过敏的部分患者可有磺胺、去痛片过敏史[6], 
此患者曾有磺胺、去痛片过敏史, 故应重视常

用药物过敏史, 在用苯巴比妥前要仔细询问有

磺胺、去痛片过敏情况, 对有磺胺、去痛片过

敏史者应避免使用苯巴比妥. 苯巴比妥是某些

复方制剂(如常用的有安痛定片、去痛片、撒烈

痛片等)成分之一, 提醒临床医师在使用复方制

剂前应知晓其组成成分.

3      参考文献
1	 郑芝田. 胃肠病学. 第3版. 北京: 人民卫生出版社, 		

2000:	1020-1022
2	 柯元芳, 顾传志. 鲁米那钠引起三种不同类型药疹一

例. 中华皮肤科杂志		1996;	29:	293
3	 周湘玲, 李卫平. 病毒性肝炎患者口服鲁米那致严重

剥脱性皮炎1例. 医学理论与实践		2003;	16:	692
4	 苏喜改, 柴爱军. 苯巴比妥引起严重固定性药疹. 药物

不良反应杂志		2004;	1:	48-49
5	 卢长云. 鲁米那引起固定性药疹二例报告. 河南医药

信息		1994;	2:	27
6	 黄爱明. 口服鲁米那致固定性药疹1例的护理. 齐齐哈

尔医学院学报		2005;	26:	105

                            电编  李琪  编��� ���编���  ���

世界华人消化杂志  2006年6月18日;	14(17):	1748
ISSN	1009-3079				CN	14-1260/R

 病例报告  CASE REPORT

苯巴比妥致固定性药疹1例

梁淑文, 屈昌民, 王晓英
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在临床工作中, 抗
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大家的普遍重视. 
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医生对其组成成
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常用药物的过敏
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组成成分, 以免出
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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
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N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 
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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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国科发信字 (95 ) 
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PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文

献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年核心期刊为

准, 引用被PubMed收录的期刊文献用英文表达, 
请附引用文献网上摘要打印件, 包括PMID编号

(摘要的左下方). 按顺序编号装订, 并考入磁盘

内. 在引用参考文献页码末尾注明PMID编号; 
无PMID编号的期刊请删除(重要文献必须保留

者, 请附首页复印件). 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编

号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版
次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
1    Ma LS, Pan BR. Strengthen international aca-

demic exchange and promote development of 
gas-troenterology. World J Gastroenterol  1998; 
4: 1 [PMID: 11819215]

2   马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863 

3    Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4    尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 第
1版. 上海: 上海科学技术文献出版社, 1995: 
382-385

4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 

投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 
录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.

世界胃肠病学杂志社

100023, 北京市2345信箱

郎辛庄北路58号院怡寿园1066号
电话: 010-85381901
传真: 010-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com 
http://www.wjgnet.com
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吕宾 教授 
浙江中医学院附属医院消化科

吕明德 教授  
中山大学附属第一医院

宁琴 教授 
武汉同济医院感染科

潘兴华 副主任医��
成都军区昆明总医院病理实验科

                                                                 • 致谢 • 

致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

潘秀珍 教授 
福建省立医院消化研究室

沈洪 教授 
南京中医药大学附属医院江苏省中医院消化科

孙学英 教授 
哈尔滨医科大学第一附属医院黑龙江省肝脾外科中心

谭学瑞 教授 
汕大医学院第一附属医院院长室

汪波 副主任医�� 
北京大学第一医院急诊科

吴建国 教授 
武汉大学生命科学学院病毒学国家重点实验室

吴君 主任医�� 
贵州省贵阳市贵阳医学院附属医院感染科

夏建川 研究员 
中山大学肿瘤防治中心生物治疗研究室

杨林 副研究员 
中山大学附属第三医院感染病科

杨希山 教授
广东省中医药局消化内科

阴赪宏 研究员
首都医科大学附属北京友谊医院感染暨急救医学科

郁宝铭 教授
上海市第八人民医院结直肠中心

张群华 教授 
上海复旦大学附属华山医院外科

赵平 副教授 
第二军医大学微生物学教研室

周学文 教授 
辽宁中医学院附属医院消化内科

朱人敏 教授 
南京军区南京总医院消化内科

www.wjgnet.com
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