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腺相关病毒在肝脏移植应用的研究进展
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摘要
腺相关病毒(AAV)载体已成为当前基因治疗
中最有潜力的病毒载体, 在肝移植面临的缺
血再灌注损害、免疫排斥反应等问题的基因
治疗中发挥其独具的优势. 他安全, 无致病性,  
低免疫原性,  高效转染肝脏并且目的基因长
期表达. 同时AAV用于肝移植基因治疗又涉
及到一些问题, 如肝移植中不可避免的缺血再
灌注损伤、AAV目的基因表达的峰值延迟现
象以及AAV与肿瘤发生的关系等,  本文就以
上问题进行综述.
 
关键词�� 腺相关病毒; 肝移植; 基因治疗
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0  引言

腺相关病毒载体(AAV)因其无致病性、宿主范

围广、转染和表达效率高、目的基因长期表达

等优点成为当前基因治疗中最有潜力的病毒载

体, 在世界范围内的基因治疗研究中得到广泛

应用, 并有若干项目已进入临床试验. 在肝移植

基因治疗中通过病毒载体对移植肝进行基因修

饰, 以达到抑制免疫排斥反应、诱导免疫耐受

的目的. 以往的研究多集中于腺病毒(Ad)载体, 
本文对AAV应用于肝移植基因治疗的优势、涉

及的问题及发展前景作一综述. 

1  AAV载体在肝移植基因治疗中的优势

1.1 安全性 AAV无致病性, 流行病学资料表明, 
大多数人感染过野生型AAV. 在美国, 约85%的

成年人血清中可以检测到AAV抗体. 在20到30
岁的人群中, 血清中AAV抗体阳性者, 德国约

50%, 法国约63%, 巴西约55%, 日本约46%[1]. 迄
今尚无证据表明AAV的感染与某种疾病的发生

有关; 相反, 在某些情况下AAV的感染对于人们

似乎是有益的, 如AAV感染可能对于宫颈癌的

发生有防护作用[2]. 目前在基因治疗研究中常用

的AAV载体均由人2型AAV改造而来, 他去除了

大部分野生型AAV的基因组, 包括AAV的复制

蛋白(rep)和外壳蛋白(cap)的基因组, 仅保留了

反向末端重复序列(ITR), 进一步保证了载体的

安全性. 
A AV有低免疫原性 ,  单纯A AV感染仅引

起机体轻微的免疫反应 ,  在A AV的临床试验

中, 局部注射部位无或仅有微弱的炎症反应[3]. 
Stilwell et al [4]基于DNA微阵列的一项研究结

果显示, 腺病毒感染肺成纤维细胞后, 可以诱导

包括致病效果相关的免疫和应激反应的基因表

达, 而重组和野生型AAV感染仅诱导一群抗增

殖性基因与巨噬细胞抑制因子1(MIC1)等的基

因表达. MIC1可能发挥抑制前炎症细胞因子产

生的作用. 
野生型AAV2型偏向于特异性地整合到人

基因组19号染色体q臂的特定位置AAVS1, 从而

避免了像其他病毒那样因随机整合而可能引起

抑癌基因失活和原癌基因激活的危险. 在构建

重组AAV载体时, 通过保留rep基因以保留其定

点整合的特性, 可以更好的加强AAV载体的安

全性. 
1.2 有效性 AAV载体宿主范围广, 可以转染分

裂细胞和非分裂细胞. 但对不同的细胞, AAV载

体的转染效率存在差异; 对同一种细胞, 不同

血清型的AAV载体转染效率也不尽相同. AAV
的转染效率与细胞表面存在的受体有关, 该受

体分为两类, 一类是主要受体, 另一类是辅助受

体. 对于AAV 2型而言, 硫酸乙酰肝素蛋白多糖

是AAV 2型的主要受体, AAV通过主要受体结

合于细胞表面; 1型成纤维细胞生长因子受体
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(FGFR1)和αVβ5整合素是AAV 2型的辅助受体, 
他协助病毒有效的进入细胞内部[5-6]. 最近的研

究表明, 肝细胞生长因子受体c-met也是AAV 2
型的一种辅助受体, 他通过细胞内吞作用辅助

AAV进入细胞质[7]. 肝细胞表面受体的丰度决定

了AAV对肝脏的转染效率, 使其成为肝脏指向

基因治疗的有效病毒载体[8]. 
AAV载体介导的目的基因转移可以在宿主

细胞内长期稳定的表达. Nakai et al [9]研究表明, 
AAV载体转染小鼠肝脏后, 外源性目的基因可

以持续稳定的表达. 但其发生整合的比率很小, 
而是通过形成首尾相接的环状高分子量多聚体

以染色体外的形式存在. Yang et al [10]构建rAAV-
hcTLA-4Ig, 并利用大鼠原位肝移植模型体外

转导供肝, 结果显示, 受体血清中和移植物内的

hcTLA-4Ig水平均在术后逐渐升高, 在移植后

8 wk左右达峰值, 并维持较高水平180余天. 
1.3 可行性 常规构建重组AAV需要共转染一个

载体质粒和一个表达病毒复制和结构基因的

包装质粒到Ad感染的培养细胞中. 但这种方法

有明显的局限性, 如产量低、Ad辅助病毒污染

等. 伍志坚 et al [11]用“一种病毒感染一株细胞”

的生产策略, 用一种能提供重组AAV复制和包

装功能的重组Ⅰ型单纯疱疹病毒(HSV-1), 去感

染载体细胞株, 实现了重组AAV的大规模生产. 
Collaco et al [12]构建了pSH3和pSH5两种辅助质

粒, 均可表达AAV的rep, cap基因和Ad E2A, VAI, 
E4基因. 可以在没有Ad感染的情况下共转染到

人293细胞中, 使重组AAV载体产量提高80倍. 
在纯化上, 吴小兵 e t a l [13]用“氯仿处理-PEG/
NaCl沉淀-氯仿抽提”的三步浓缩、纯化方法

获得临床级的AAV. Auricchio et al [14]利用AAV与

肝素的高亲和性, 采用单步圆柱纯化法(single-
step column purification), 不仅简化了操作步骤, 
而且得到了更纯、感染能力更强的AAV载体. 
随着人们对重组AAV生产策略及纯化方法的不

断深入研究, AAV载体的快速、高效的大规模

高滴度生产模式已经日趋成熟, 为AAV载体的

临床应用奠定了基础.

2   AAV用于肝移植基因治疗涉及的问题

2.1 缺血-再灌注损伤 AAV是一种偏向于潜伏感

染的病毒, 只在有辅助病毒(Ad或疱疹病毒等)共
感染时发生增殖性感染. 但用某些可损伤基因

的因素如紫外线照射、各种化学致癌剂等处理

某种类型的哺乳动物细胞, 可使之在无辅助病
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毒存在的情况下发生增殖性感染. Zhou et al [15]

体外实验研究表明, 在亚致死剂量的紫外线诱导

的AAV复制蛋白的表达, 可以使细胞发生细胞

凋亡样反应而迅速死亡. 在肝脏移植中, 存在不

可避免的缺血-再灌注损伤以及随之而来的肝脏

对损伤结构的修复. 这种损伤-修复过程一方面

可以提高AAV的转染效率, 其原因可能是DNA
损伤及随后引起的DNA修复可以促进AAV第二

链的合成与AAV的转录[10]; 另一方面, 过度的损

伤是否会增加AAV的细胞毒性, 仍需进一步的

研究. 
2.2 峰值延迟 AAV转染细胞后目的基因可以

长期表达, 但目的基因表达达到高峰的时间约

4-8 wk[16]. 肝移植时, 术后急性免疫排斥反应

发生在术后约1 wk. 这使得我们在供肝获取时

转染目的基因, 在术后约1 wk急性排斥反应高

峰时, 目的基因产物表达水平较低, 不足以发挥

作用. 在大鼠同种异体原位肝移植中, 单独应用

rAAV-hCTLA-4Ig转染供肝不能使移植物长期存

活, 而在移植后3 d联合应用小剂量FK506, 却能

使移植肝长期存活[17]. 我们课题组通过在移植前

一段时间转染供体肝脏, 以使目的基因表达峰值

与急性排斥反应高峰重叠(资料待发表). 
2.3 靶向性 在肝移植的基因治疗中, 我们希望能

靶向性的转染肝脏, 使目的基因在肝脏局部高表

达从而有助于提高基因治疗的有效性和安全性. 
AAV能转染分裂细胞和非分裂细胞, 经肝动脉

注射后, 其主要集中于肝脏, 但短期内在血清、

其他组织、器官内也可以检测到AAV[18]. AAV从

第一次接触细胞到进入细胞核的时间大约只需

15 min[19], 因此用AAV载体离体状态下转染供

肝, 并且经冷保存一段时间后, 可以使AAV靶向

性转染肝脏. 
2.4 肿瘤发生 目前常用的重组AAV载体由于缺

少rep基因, 失去了定点整合的能力. 这就使得理

论上他可整合至细胞基因组的任意位置, 有潜在

的因随机插入而引起基因突变导致肿瘤发生的

能力. 
但在许多动物试验中, 并没有发现任何对宿

主细胞的毒性及肿瘤的发生. 然而, 在rAAV介导

的小鼠溶酶体贮积病、黏多糖贮积症Ⅶ型(MPS 
Ⅶ)的基因治疗实验中, 却出现了人们意料之外

的结果. 60例中有6例发生恶性肿瘤, 其中5例肝

细胞癌, 2例血管肉瘤(其中1例同时有肝细胞癌

和血管肉瘤)[20]. 为明确该实验中小鼠的恶性肿

瘤是否与rAAV载体有关, Donsante et al [20]对发生
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肿瘤的小鼠进行了深入的研究, 提出一些假说

并进行了验证. 假说1: MPS Ⅶ小鼠模型有肿瘤

发生倾向, 然而在其他应用MPS Ⅶ小鼠模型的

实验中并没有出现肿瘤发生. 假说2: 插入基因

突变, 可是通过检测发生肿瘤的细胞中rAAV的

启动子/增强子DNA, 结果显示每个细胞中rAAV
的拷贝数小于0.113, 有的样品甚至检测不出(<1
个拷贝/1000个双倍体), 说明肿瘤不是由于插入

突变而使转导细胞克隆增殖引起的, 但也不能

排除rAAV与之的关系. 其他假说如: 少数细胞过

度表达目的蛋白(GUBS)、转导对象是新生鼠、

病毒载体制备中涉及的化学物质等, 在相应的

对照实验中也没有被证实. 没有证据表明肿瘤

发生与rAAV插入基因突变有关, 肿瘤发生的真

正原因仍需进一步研究. 
Miller et al [21]研究AAV载体在体外整合至

HeLa细胞克隆的过程, 发现在其整合位点有染

色体的缺失和重排. 因此认为, AAV载体通过末

端删除整合于染色体的断端, 在某些情况下, 可
以引起染色体重排, 这可能会同时影响转导基

因和细胞的基因表达. 但HeLa细胞是肿瘤细胞, 
他的染色体组与人正常细胞相比有显著的差异. 
Miller et al [22]通过进一步研究认为, AAV载体可

以整合于染色体的断裂处, 而不是其本身引起

染色体断裂, AAV感染后并不能增加人正常细

胞的突变几率, 因此认为AAV载体可以应用于

临床. 
总之, AAV载体的特点, 使他在基因治疗领

域得到广泛的应用, 已进入临床试验包括用于

治疗帕金森氏综合症、血友病和肺的囊状纤维

化等疾病. AAV载体用于动物肝移植的实验研究

已取得很大进展, 随着移植免疫学的不断发展

及基因治疗理论和实践的不断完善, 我们相信, 
AAV载体在临床肝移植基因治疗以减少急、慢

性免疫排斥反应, 提高移植肝的存活时间等方

面有广阔的应用前景.
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■名词解释
腺相关病毒(AAV)
是微小病毒科家
族的成员之一. 这
一家族成员是一
类微小、无被膜
及具有二十面体
结构的病毒，病
毒颗粒的直径在
20-26 nm之间, 含
有大小在4.7-6 kb
之间的线状单链
DNA基因组, 属于
依赖性病毒类. 他
最初是在纯化的
腺病毒液中发现
的一种污染成分, 
顾而得名.
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■同行评价
肝移植面临的缺
血再灌注损害、

免疫排斥反应等
问题的基因治疗
是目前研究的热
点问题, 而以重组
病毒为载体的基
因治疗因其独特
的 优 势 ,  尤 其 是
AAV作为目前临
床可以应用的病
毒载体备受瞩目. 
作者以AAV在肝
移植应用的优势
及面临问题进行
综述, 具有一定的
意义.
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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.

21 Miller DG, Rutledge EA, Russell DW. Chromosomal 
effects of adeno-associated virus vector integration. 
Nat Genet  2002; 30: 147-148

22 Mil ler DG, Petek LM, Russel l DW. Adeno-
associated virus vectors integrate at chromosome 
breakage sites. Nat Genet  2004; 36: 767-773

                                   电编  李琪  编辑  张海宁
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Abstract
AIM: To investigate the effect of moti l in 
microinject ion into bi lateral basomedial 
amygdaloid nucleus (BMA) on the gastric 
motility in rats, and explore its underlying 
mechanism.

METHODS: Forty male Wistar rats were used 
for four sets of experiments (Exp). Exp 1: Ani-
mals received bilateral injections of motilin (MT, 
1 μg/side) or normal saline (NS, 0.5 μL/side) 
into BMA, and both intragastric pressure (IGP) 
and gastric motility frequency (GMF) were re-
corded to estimate the gastric motility (n = 14). 
Exp 2: Pretreatment of vagotomy was carried 
out in 12 rats, and then MT or NS was injected 
into BMA as in Exp1. Exp3: Sixty minutes after 
MT or NS injection into BMA, c-Fos protein ex-

pression was detected in the paraventricular nu-
cleus (PVA, n = 7). Exp 4: Motilin contents were 
measured in five brain areas (hypothalamus, 
midbrain, pons, medulla, and pituitary gland), 
using radioimmunoassay (RIA) method (n = 7).

RESULTS: Exogenous motilin in BMA en-
hanced the gastric motility in rats, and this ac-
tion lasted about 15 min. At the 10th, 15th, 20th, 
25th min after motilin injection, the changes of 
IGP percentage were 19.7% ± 6.5%(P = 0.023), 
62.9% ± 4.7% (P < 0.01), 45.1% ± 7.9% (P < 0.01), 
29.3% ± 10.3% (P = 0.029). The changes of GMF 
percentage at the 15th, 20th min were 36.7% ± 
8.5% (P < 0.01) and 19.5% ± 6.0% (P = 0.015), re-
spectively. No obvious changes in both IGP and 
GMF were observed in normal saline controls. 
Pretreatment of subdiaphragmal vagotomy abol-
ished the enhanced gastric motility induced by 
motilin injection. Motilin injection into bilateral 
BMA induced increased numbers of c-Fos posi-
tive cells in PVN, as compared with the saline 
control (53.4 ± 8.9 vs 22.5 ± 5.2, P < 0.01). Among 
the five tested brain areas, the highest motilin 
level was found in the hypothalamus area (74.3 
± 19.6 mg/kg). The motilin contents in the other 
four areas ranged from 7.8 ± 2.2 mg/kg to 17.3 ± 
6.6 mg/kg.

CONCLUSION: Exogenous motilin in BMA 
can enhance the gastric motility in rats, which 
might rely on the amygdala-hypothalamus 
and brain stem-vagus pathway.

Key Words: Motilin; Amygdaloid; Gastric motility; 
C-Fos; Vagotomy; Rats

Han XH, Xu L, Tao SM. Effect of exogenous motilin in 
amygdaloid nucleus on gastric motility in rats and its 
underlying mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(22):2159-2163

摘要
目的: 观察双侧基底内侧杏仁核(BMA)内注
射胃动素对大鼠胃运动的影响, 并探讨胃动
素作用的神经传导通路化测定等方法探讨胃
动素作用的神经传导通路. 

www.wjgnet.com

■背景资料
胃动素对胃肠运
动的调控是目前
研究的热点之一, 
其外周促进胃肠
运动的作用已经
有大量报道. 近年
来, 本实验室运用
电生理、免疫组
织化学等多种方
法对胃动素的中
枢作用做了系列
研究. 杏仁核是参
与胃肠道等内脏
活动整合的重要
的皮层下核团, 该
部位存在大量的
胃动素免疫阳性
细胞及其受体, 提
示杏仁核外源性
胃动素可能参与
对胃肠运动的调
节.
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■研发前沿
目前胃动素的中
枢作用机制仍有
很多尚未阐明的
问题. 例如其中枢
作用的部位, 核团
间的相互关系, 信
号传导通路等. 另
外, 由于胃肠动力
障碍是临床上最
常见的疾病之一, 
胃动素拟似剂的
研究具有巨大的
应用价值, 是目前
胃动素研究领域
的热点.



方法: 选用成年♂Wistar大鼠40只, 进行实验
1: 双侧BMA注射胃动素(MT, 1 μg/侧)或生理
盐水(NS, 0.5 μL/侧), 通过胃内球囊-压力换能
器-二道生理记录仪观察胃内压(IGP)和胃运动
频率(GMF)的改变(n = 14); 实验2: 膈下迷走神
经切断后重复实验1(n = 12); 实验3: BMA注射
MT或NS后60 min, 采用免疫荧光法观察下丘
脑室旁核(PVN)c-Fos蛋白表达(n = 7); 实验4: 
放射免疫法测定正常大鼠各脑区胃动素含量
(n = 7). 

结果: 双侧BMA注射胃动素后, 大鼠胃运动
明显加强, 给药10, 15, 20, 25 min后, IGP变
化百分率分别为 19.7%±6.5%(P  = 0.023), 
62.9%±4.7%(P <0.01), 45.1%±7.9%(P <0.01), 
29.3%±10.3%(P  = 0.029). GMF在给药后15和
20 min明显增加, 其变化百分率分别为36.7%
±8.5%(P <0.01)和19.5%±6.0%(P  = 0.015). 
双侧BMA注射NS后IGP和GMF均未见明显
改变. 大鼠行膈下迷走神经切断后重复实验
1, 可观察到胃动素促进胃运动的效应完全被
阻断(P >0.05). 双侧BMA注射MT后, PVN内
c-Fos阳性细胞数较NS对照组明显增多(53.4
±8.9 vs  22.5±5.2, P <0.01), c-Fos蛋白表达增
强. 正常大鼠下丘脑胃动素含量较高(74.3±
19.6 mg/kg), 其他脑区内胃动素含量为7.8±
2.2→17.3±6.6 mg/kg.

结论: 基底内侧杏仁核外源性胃动素可加强
大鼠胃运动, 该效应可能通过杏仁核-下丘脑
和脑干-迷走神经通路来完成.

关键词: 胃动素; 杏仁核; 胃运动; 迷走神经切断; 

c-Fos; 大鼠
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0  引言

胃动素(MT)是由胃肠黏膜分泌的含22个氨基酸

的多肽, 在外周可促进胃肠平滑肌收缩, 消化间

期呈周期性释放, 诱发胃肠道移行性复合运动

Ⅲ相的出现[1-2]. 除消化道外, MT免疫阳性细胞

及其受体还存在于垂体、下丘脑、大脑皮层、

小脑及松果体中[3-5]. 现已证实, 外源性胃动素在

海马、下丘脑和延髓均明显促进大鼠胃运动[6-9]. 
因此, MT也是参与胃肠运动调节的脑-肠肽之

一. 杏仁核是边缘系统中重要的皮层下核团, 不
仅参与情绪反应、学习记忆、生殖行为等复杂

行为的整合, 对心血管、胃肠道和呼吸等内脏

活动也具有明显的调节作用[10-11]. 采用放射自显

影技术及免疫组化方法均发现, 杏仁核内存在大

量的胃动素免疫阳性细胞及其受体[4,12]. 根据以

往研究, 我们观察了基底内侧杏仁核(BMA)注射

MT对大鼠胃运动的影响, 并采用膈下迷走神经

切断、免疫组化等方法对胃动素的作用机制作

进一步探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 选用健康♂Wistar大鼠40只, 体质量

200-250 g, 由青岛市药检所提供. MT和抗MT兔
血清为美国Sigma公司产品; c-Fos多克隆抗体为

美国Chemicon international公司产品; 异硫氰酸

荧光素(FITC)交联的山羊抗兔IgG系美国Jackson 
ImmunoResearch公司产品; MT放射免疫试剂盒

由上海第二军医大学提供. SN-3型脑立体定位仪

系日本成茂科学仪器研究所产品; 3066-23型台式

生理记录仪为成都精密仪器厂产品; 激光共聚焦

显微镜系日本Olympus公司产品;  Leica-1401型冰

冻切片机系德国Leica公司产品.
1.2 方法 实验前所有大鼠禁食16 h, 随机分组进

行实验. 实验1: 双侧BMA注射MT, (1 μg/侧, n  = 
7)或生理盐水(NS, 0.5 μL/侧, n  = 7), 通过胃内

球囊-压力换能器-二道生理记录仪观察胃内压

(IGP)和胃运动频率(GMF)的改变; 实验2: 膈下

迷走神经切断后重复实验1(n  = 12); 实验3: BMA
注射胃动素(n  = 4)或生理盐水(n  = 3)60 min后, 
采用免疫荧光法观察下丘脑室旁核(PVN)c-Fos
蛋白表达; 实验4: 放射免疫法测定正常大鼠各

脑区(下丘脑、中脑、脑桥、延髓、垂体)胃动

素含量(n  = 7).
1.2.1 核团微量注射及胃运动观察 大鼠用200 g/L
乌拉坦(1 g/kg, ip)麻醉后作头部正中切口, 参照

Paxinos-Watson大鼠脑图谱[13]将自制不锈钢套管

插入双侧BMA(前囱后2.8 mm, 旁开4.5 mm, 颅
骨表面下9.0 mm), 以502胶和牙脱水固定套管. 
用微量注射器向双侧BMA注射MT(1 μg/侧)或
NS(0.5 μL/侧), 1 min内匀速注入. 实验结束后, 经
心脏以生理盐水及甲醛灌流脑部, 快速断头取脑. 
40 g/L福尔马林内浸泡2 d后作50 μm系列冠状

切片, 观察脑片套管轨迹, 定位不准确者弃去. 头
部手术后作上腹部正中切口, 沿胃大弯上部作长

1 cm切口, 置水囊于胃窦部, 荷包缝合, 囊内注水

3 mL维持基础压力. 水囊与压力换能器相连, 信
号输入二道生理记录仪记录IGP和GMF变化[14]. 
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■创新盘点
本文主要对杏仁
核 内 胃 动 素 调
节胃运动的神经
传导通路进行研
究.除常用的胃运
动记录及迷走神
经切断外, 还采用
c-Fos免疫组化方
法在细胞水平进
行研究.



取给药前单位时间(以每5 min作为一个时段)IGP
或GMF作为基础值, 给药后单位时间的IGP或
GMF作为效应值, 计算各自的变化百分率, 即单

位时间内IGP或GMF变化百分率(%) = [(效应值

-基础值)/基础值]×100%. 另外12只大鼠行膈下

迷走神经切断术[15], 在靠近胃贲门部的食管周围

分离膈下迷走神经的腹侧支和背侧支, 结扎剪断, 
术后30 min分别向双侧BMA注射MT(1 μg/侧)或
NS (0.5 μL/侧), 观察胃运动变化.
1.2.2 PVN c-Fos表达 双侧BMA分别注射MT 
(1 μg/侧)或NS (0.5 μL /侧)后60 min, 以生理盐

水和40 g/L多聚甲醛经心脏灌注固定, 断头取脑, 
后固定2 h, 梯度蔗糖浸泡过夜, 待组织块沉底后

行脑冠状连续冰冻切片, 片厚为20 μm. 脑片在

含有40 mL/L正常羊血清. 5 mL/L Triton X-100的
0.1 mol/L PBS溶液中孵育2 h, 将兔抗c-Fos多克

隆抗体(1∶200) 滴加到切片上, 4℃孵育40 h, 用
0.01 mol/L PBS 漂洗3次, 每次5 min, 加入二抗

羊抗兔FITC-IgG (1∶500), 避光孵育2 h后以0.01 
mol/L PBS冲洗, 甘油/PBS封片剂封片, 激光共聚

焦显微镜下观察c-Fos免疫阳性细胞(绿色荧光). 
各组脑片均在同一水平每隔3张取1, 每组均取6
张, 每张切片在阳性细胞最密集处取4个互不重

叠的高倍视野(×400)计数, 取平均值作为该切片

的阳性细胞数[16].
1.2.3 脑内胃动素的放射免疫测定 脑区内胃动素

的提取和放免检测按说明书进行操作. 首先配制

胃动素标准液(将胃动素标准品用PBS缓冲液稀

释成每100 μL分别含胃动素2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 
160, 320, 640, 1280 pg. 胃动素抗血清用PBS稀释

至1∶8000. 正常大鼠迅速断头取脑, 将脑和垂体

置于煮沸的生理盐水中分别煮5 min和3 min, 吸
干分离脑区并称重, 加0.5 mol/L盐酸1.0 mL制
成匀浆, 室温下静置100 min. 然后加1 mol/L氢
氧化钠1 mL中和, 4000 r/min离心20 min, 取上

清液测定. 测定程序: 各管加125I-胃动素100 μL, 
抗MT血清100 μL. 样品管加100 μL(下丘脑)或
300 μL(其他脑区)上清液, 标准管加胃动素标准

品100 μL, 最后以磷酸缓冲液补足至总反应体

积500 μL; 4℃冰箱内孵育24 h; 各管加1∶3羊抗

兔血清100 μL, 继续孵育24 h, 4000 r/min离心

20 min, 弃上清液. 测沉淀物的cpm, 根据同批测

定管的MT标准曲线, 求每克组织中胃动素含量.
统计学处理 数据均用均数±标准差(mean

±SD)表示. 两样本均数的比较用t检验, P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 双侧B M A注射M T对胃运动的影响  双侧

BMA注射MT 10 min后, 可观察到大鼠胃运动

明显加强, 持续约15 min逐渐恢复. 给药后10, 
15, 20, 25 min, IGP变化百分率分别为19.7%±

6.5%(P = 0.023), 62.9%±4.7%(P <0.01), 45.1%±

7.9%(P <0.01), 29.3%±10.3%(P = 0.029, 图1A); 
GMF在给药后15 min和20 min明显增加, 其变

化百分率为36.7%±8.5%(P <0.01)和19.5%±

6.0%(P = 0.015, 图1B). 双侧BMA注射NS后, IGP
和GMF均未见明显改变(图1A-B).
2.2 膈下迷走神经切断对MT增强胃运动效应的

影响 大鼠行膈下迷走神经切断后重复2.1, 可
观察到MT的效应完全被阻断, 给药前后单位时

间内I G P和G M F的变化百分率无明显差异(图
2A-B).
2.3 PVN c-Fos蛋白表达 c-Fos蛋白免疫反应物

质呈黄绿色颗粒, 存在于PVN神经元核中. 双侧

BMA注射MT后, 可见PVN内c-Fos阳性细胞数

较生理盐水对照组明显增多(53.4±8.9 vs  22.5±
5.2, P <0.01), c-Fos蛋白表达增强(图3A-B).
2.4 不同脑区胃动素含量测定 正常大鼠各脑区

内MT含量有很大差异, 其中以下丘脑MT含量最

高(74.3±19.6 mg/kg), 中脑、脑桥、延髓及垂体
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图 1  双侧BMA注射胃动素对胃内压和胃运动频率的影响. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  给药前基础值. NS: 生理盐水;  MT: 胃
动素.

■应用要点
本研究将为胃动
素及其拟似剂对
胃肠动力障碍性
疾病的治疗提供
有价值的实验依
据.



含量分别为8.7±2.3, 7.8±2.2, 17.3±6.6, 11.4±
1.3 mg/kg.

3  讨论

近年来的研究表明, MT是体内调节胃肠运动的

最重要的脑-肠肽之一, 其中枢作用部位包括下

丘脑(外侧区、腹内侧核、室旁核)、海马、延

髓迷走背核复合体等[6-9]. 脑内MT免疫阳性细胞

及其受体分布非常广泛, 包括垂体、下丘脑、

大脑皮层、小脑及松果体等处[3-5]. MT在大鼠脑

内的分布和其他神经肽不同, 以小脑的MT浓度

最高, 在下丘脑内侧基底部和正中隆起有中等

浓度的MT分布[4]. 我们利用放射免疫法对各脑

区MT含量进行测定, 发现下丘脑含量明显高于

低位脑干, 该结果同以往的研究相吻合.
杏仁核是边缘系统中重要的皮层下核团, 

由多个解剖和功能不同的核团组成, 主要分为

皮质内侧核群与基底外侧核群 ,  以及前杏仁

区、皮质移行区2个大过渡区. 杏仁核与脑干、

丘脑、下丘脑及皮层感觉区等存在广泛的纤维

联系[10,17-18], 使杏仁核涉及机体许多重要生理功

能的调节机制, 包括对摄食行为[19-20]和胃肠运

动的调节[11-12]. 运用放射性自显影及免疫组化等

方法证明, 杏仁核也有丰富的MT免疫反应阳性

细胞及其受体分布[4,12],  因此, 杏仁核很可能是

MT调控胃肠运动的中枢部位之一. 我们向双侧

BMA注射外源性胃动素后, 大鼠胃运动明显加

强, 验证了以上的假说. 
PVN是下丘脑的一个异质性核团, 既具有

神经内分泌功能, 又参与对植物神经活动的调

控, 是神经体液调节的关键性部位[21-23]. PVN接

受来自海马、隔核、蓝斑及孤束核发出的内

脏传入纤维, 发出的纤维至下丘脑的大部分核

团, 上行纤维至隔核及杏仁核; 下行纤维至孤束

核、疑核等[21,23], 因此他常被认为是内脏信息的

重要转换站. 我们通过观察胃动素注射后PVN 
c-Fos蛋白的表达, 以及膈下迷走神经切断对胃

动素效应的影响, 进一步探讨了胃动素作用可

能的神经传导通路.
c-Fos原癌基因是即早基因家族中的一员,

可被多种刺激诱导而快速表达 ,  其表达产物

c-Fos蛋白被迅速转运到胞核内, 与Jun蛋白结

合形成Fos-Jun异二聚复合体, 发挥对靶基因的

调控作用[24-26]. 检测神经细胞核内c-Fos蛋白表

达可以从单细胞水平上观察神经元的活动情

况, 从而得以追踪生理或药理刺激发挥作用的

神经传导通路[26]. 我们发现, 杏仁核注射MT后
可诱导PVN c-Fos蛋白的表达增强, 提示杏仁

核和下丘脑室旁核之间具有密切的功能联系. 
Wu et al [16]的研究发现, 侧脑室注射MT后, PVN
及视上核c-Fos表达增加, 但下丘脑其他区域及

海马等c-Fos表达无明显变化. 该实验结果提示

PVN可能是中枢胃动素调节胃肠运动的重要中
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■同行评价
本文提出的胃动
素通过杏仁核-下
丘脑-脑干迷走神
经通路调节胃运
动的结论具有一
定的创新性.
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继站之一. 各级脑中枢对胃运动的调节是通过

交感神经和迷走神经传出纤维实现的. 支配胃

的交感神经对胃运动一般起抑制作用. 迷走神

经节前纤维起源于迷走背核, 到达胃肌间的神

经节换元后, 其节后纤维支配胃平滑肌, 大部分

节后纤维末释放乙酰胆碱, 通过M受体加强胃

运动[15]. 我们切断膈下迷走神经后再向杏仁核

注射MT, MT的效应完全被阻断, 表明该效应需

要迷走神经的参与.
总之, 杏仁核外源性MT可促进大鼠的胃运

动. MT作用的可能机制是: 外源性MT首先与杏

仁核中MT受体结合, 通过受体后的信号传导激

活下丘脑及低位脑干, 最后经过迷走神经将神

经冲动传至胃平滑肌, 调节大鼠胃运动. 
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somal instability in tet-off DLD1tTA-Cyclin E 
cells ranged from 0.97% to 1.22% (t = 3.81, P > 
0.01). However, the percentages of cells with 
chromosomal instability were 2.41%, 3.63%, 
3.92%, 6.17% and 8.34%, respectively, 1, 3, 5, 7 
and 14 d after the induction of Cyclin E expres-
sion (t = 4.77, P < 0.01)..

CONCLUSION: Deregulation of cyclin E can 
induce the formation of aneuploidy in human 
colon cancer cell line DLD1, and it also plays 
an important role in the pathway of chromo-
somal instability..

Key Words: Cyclin E; Human colon cancer; Chromo-
somal instability

Chen JY, Huang WG, Tao KX, Wang GB. Deregulation 
of  cycl in E induces chromosomal  instabi l i ty  in 
human colon cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(22):2164-2168

摘要
目的: 研究Cyclin E的表达失调对人类结肠
癌细胞系DLD1染色体稳定性的影响. 

方法: 建立四环素调控的Cyclin E稳定表达的
细胞系DLD1tTA-Cyclin E, Western blot 检测
Cyclin E表达. Cyclin E持续稳定表达 1, 3, 5, 7
和14 d后, 对细胞进行DAPI染色, 在荧光显微
镜下计数CIN细胞的百分比. 

结果: Western blot显示, Cyclin E表达在96 h后
达最高峰. Cyclin E表达关闭的DLD1细胞中, 
CIN细胞的百分比波动在0.97%-1.22%之间(t 
= 3.81, P >0.01); 而Cyclin E持续表达1, 3, 5, 7
和14 d后的DLD1细胞中, CIN细胞的百分比分
别为2.41%, 3.63%, 3.92%, 6.17%和8.34%(t = 
4.77, P <0.01).

结论: Cyclin E的表达失调可导致DLD1结肠
癌细胞非整倍体数染色体的形成, 也是造成结
肠癌CIN的重要因素.

关键词: Cyclin E; 人类结肠癌; CIN
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■背景资料
人类结直肠癌是
常见的恶性肿瘤, 
其发病率在逐年
增 加 .  研 究 显 示
85%的结直肠癌
存在异常的染色
体数目, 即非整倍
体的染色体数目
(aneuploidy), 而对
形成这种染色体
不稳定(CIN)的分
子机制尚不清楚. 
在人类仅有数种
相关的癌基因和
/或抑癌基因被证
实与CIN相关.
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Abstract
AIM: To study the influence of stably inducible 
expression of Cyclin E on the chromosomal 
instability in human colon cancer cell line DLD1.

METHODS: Tetracycline-responsive gene-
inducible cell line DLD1tTA-cyclin E was gen-
erated. Western blot was used to examine the 
induction of Cyclin E expression upon removal 
of doxycycline. 4'-6-Diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) staining was performed to detect the 
percentage of cells with chromosomal instability 
1, 3, 5, 7 and 14 d after the induction of Cyclin E 
expression..

RESULTS: Western blot showed that the peak 
of Cyclin E expression appeared 96 h after in-
duction. The percentage of cells with chromo-
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0  引言

结直肠癌是全球第三大癌症, 也是导致死亡的

第四大恶性疾病. WHO统计, 结直肠癌每年新

增病例约945 000人, 死亡病例约49 200人, 其
5 a总体生存率在发达国家可超过60%, 但在不

发达国家仍低于40%[1-2]. 虽然结肠癌的发病率

在逐年增加, 但其早期诊断仍主要依赖结肠镜

检查的普及和遗传突变筛查的开展[3-5]. 由于大

部分实体肿瘤的发病都与遗传不稳定(gene t ic 
instability)有关, 而导致这些遗传不稳定的基因

各不相同[6-7], 因此, 深入研究人类结直肠癌发病

的分子机制并提高患者术后药物治疗的敏感性

具有重大的临床意义和社会价值[8-9]. 

1  材料和方法

1.1 材料 DLD1tTA细胞系培养于含100 mL/L胎
牛血清的McCoy'5A(Gibco公司)培养基中. 细胞

转染使用Lipofectamine 2000试剂盒(Invitrogen公
司). 将野生型Cyclin E cDNA克隆到pBI载体中四

环素反应启动子下游的多克隆位点处, 产生四环

素诱导Cyclin E表达的载体pBI-cyclin E. 
1.2 方法 建立四环素调控的稳定表达cyclin E的
细胞系DLD1tTA-Cyclin E: 稳定表达四环素反

应元件tTA(tetracycline-controlled transactivator, 
四环素控制的反式作用元件)的人类结肠癌细

胞系DLD1tTA(Tet-Off)购自BD公司, 稳定细胞

克隆的筛选标记为500 mg/L G418(Invitrogen公
司). 野生型Cyclin E的表达载体pBI-cyclin E和含

hygromycin B(Invitrogen公司)筛选标记的表达

载体pTK-Hyg按10∶1的比例共转染DLD1tTA
细胞系, 转染24 h后, 用250 mg/L hygromycin B, 
500 mg/L G418和0.5 mg/L doxycycline(Sigma公
司)筛选2-3 wk, 其间保持细胞密度在10%-25%左

右, 每隔2-3 d更换培养基和筛选抗生素. 
1.2.1 Western blot 培养细胞用预冷的PBS溶液漂

洗2次, Laemmli缓冲液(62.5 mmol/L Tris-HCl (pH 
6.8), 100 mL/L甘油, 10 g/L SDS, 50 g/L 2-巯基乙

醇, 0.25 g/L溴酚蓝)裂解细胞, 蛋白质定量后每份

样品取40 µg总蛋白于100 g/L SDS-PAGE凝胶中

分离, 转移到PVDF膜上进行免疫杂交. 一抗为小

鼠Cyclin E和兔b-Actin多克隆抗体, 二抗为相应

的HRP标记的抗鼠和抗兔IgG抗体, ECL发光显影

(Santa Cruz公司). 

1.2.2 细胞核DAPI染色 待染色的细胞培养于特

殊载玻片上, 细胞完全贴壁后, PBS溶液漂洗细

胞3次, 40 g/L甲醛在室温下固定细胞5-20 min, 
PBS溶液洗去固定液, DAPI(4', 6-diamidino-2-
phenylindole hydrochloride)染液于37℃避光染色

30 min后, PBS溶液漂洗细胞3次, 用含DAPCO(1, 
4-diazabicyclo-2(2, 2, 2) octane)的盖玻片覆盖细

胞, 在荧光显微镜下观察染成蓝色的正常和异常

的细胞核形态. 
1.2.3  CIN细胞计数  将稳定诱导Cyclin E表达的

细胞系DLD1tTA-Cyclin E(Tet-Off)接种于10个
10 cm细胞培养皿中, 其中5个培养皿持续使用

0.5 mg/L四环素以关闭Cyclin E的表达, 另外5
个培养皿在细胞贴壁后充分洗脱四环素以开放

Cyclin E的表达. 分别于1, 3, 5, 7和14 d后平行收

集Cyclin E表达前后的细胞进行DAPI染色, 在63
倍油镜下, 随机连续计数2000个细胞, 计算其中

CIN细胞的百分比, 每组细胞按双盲法计数3次, 
计算微核(micronuclei)产生的平均百分比..

统计学处理 用SPSS 10.0统计软件进行数据

的处理,  组间比较采用t检验.

2  结果

2.1  Cyclin E的稳定诱导表达  将hygromycin B和
G418耐受细胞克隆种植于7-8个10 cm细胞培养

皿中, 用HBSS液充分漂洗3-5次, 以充分洗脱四

环素再分别于0, 12, 24, 36, 48, 72和96 h后收集

细胞总蛋白, 用Western blot检测耐受细胞克隆中

Cyclin E的稳定诱导表达. 结果显示, 自洗脱四环

素后12 h开始, Cyclin E的表达逐渐增加, 在96 h
时达到最高峰. b-actin蛋白作为加样对照(图1). 
2.2 CIN的细胞核形态 CIN的细胞核是指在细胞

不正常分裂后产生的游离于原细胞核外周的直

径不超过原细胞核1/3的圆形的、含染色体的细

胞核部分, 又称为微核[10-13]. 用DAPI染色可以使

细胞核内染色体在荧光显微镜下发出蓝色荧光, 
因而可以显示细胞核的形态(图2). 图中显示了

CIN的细胞中游离于原细胞核之外的染色体成

分(箭头所指). 

DLD1tTA-Cyclin E

  0    12   24   36   48   72   96    Dox (h)

 Cyclin E

 b-actin

图 1 四环素调控的cyclin E稳定诱导表达.

■应用要点
本研究初步发现 
细胞周期调控蛋
白cyclin E的表达
失调与人类结直
肠癌CIN相关, 这
对深入研究人类
结直肠癌发病的
分子机制并提高
患者术后药物治
疗的敏感性具有
重要的临床意义
和社会价值.



图 2 染色体不稳定的细胞核形态. A: 染色体稳定细胞核
对照; B: 染色体不稳定细胞核形态(箭头所指).
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2.3 Cyclin E诱导表达前后CIN细胞百分比 四环

素关闭Cyclin E表达的DLD1细胞中, CIN细胞

的百分比波动在0.97%-1.22%之间(P >0.01); 而
洗脱四环素诱导Cyclin E表达1, 3, 5, 7和14 d后, 
CIN细胞的百分比分别为2.41%, 3.63%, 3.92%, 
6.17%和8.34%, 即Cyclin E的过表达增加了CIN
的细胞百分比, 并随着细胞的有丝分裂的累积, 
这些CIN的细胞总数和百分数也将增加更明显. 
统计学分析组间差异有显著性(P <0.01).

3  讨论

多年来, 研究者认为癌症的主要特征是遗传不

稳定, 而这种遗传不稳定表现在2个不同水平: 
一是表现在核苷酸水平的遗传不稳定, 即出现

一些核苷酸的碱基替换、缺失和插入[14-15]; 二
是表现在染色体水平的遗传不稳定, 即出现整

个染色体或染色体的大部分缺失和/或获得, 这
也是绝大部分实体肿瘤的特征[16-17]. 发生在调

节细胞生长、分化、代谢和血管生成的关键基

因(如癌基因和抑癌基因)的遗传不稳定, 将改

变这些基因的表达和转录, 促使细胞具有选择

生长的优势, 因而诱发肿瘤的生成和进展[18-19]. 
人类结直肠癌也具有遗传不稳定的基本

特征 [20]. 研究发现, 大约15%的结直肠癌表现

为核苷酸水平的遗传不稳定 ,  即因错配修复

基因h M L H1和/或h M S H2的失活导致的错配

修复缺陷(mismatch repair deficiency, MMR). 
M M R功能失活使细胞基因组易感于突变, 特
别是那些简单重复序列, 又称为微卫星不稳定

(microsatellite instability, MIN或MSI)[21-22]. 具
有MIN的结直肠癌细胞在核苷酸水平的突变率

高于正常细胞的100-1000倍, 尽管如此, MIN结

直肠癌细胞的染色体数目仍是二倍体(diploidy)
或接近二倍体. 然而, 85%的结直肠癌和其他

大部分的实体肿瘤并不表现为MIN, 而表现为

异常的染色体数目, 即非整倍体的染色体数目

(aneuploidy), 体外培养这些细胞的单细胞克

隆时发现 ,  这些细胞的染色体丢失和/或获得

的机率极高, 并导致细胞与细胞之间染色体核

型的巨大差异, 这种类型的遗传不稳定被称为

CIN(chromosomal instability, CIN)[23-25]. 与MIN
不同的是, CIN结直肠癌细胞通常不存在核苷

酸水平的遗传不稳定, 因此, 理论上认为MIN和

CIN不可能在结直肠癌中同时存在, 他们是导

致结直肠癌发生的2个独立机制, 而CIN是大多

数散发型实体肿瘤发生的优势机制[26]. 目前的

研究认为, CIN不是指染色体的部分或全部丢

失和/或获得的状态或肿瘤细胞中非整倍体的

染色体数目, 而是指染色体的部分或全部丢失

和/或获得的机率. 研究显示, CIN细胞在每次细

胞分裂时, 每条染色体有1%的机率出现CIN, 而
MIN细胞的机率极低甚至检测不到. 同时CIN
的存在促使细胞迅速获得导致肿瘤形成的关键

遗传改变, 如肿瘤抑制基因的杂合性丢失(loss 
of heterozygosity, LOH)和/或癌基因的有效扩

增[27]. 在酵母细胞的研究中已经发现, 有100多
种基因的突变可以导致CIN, 这些基因主要涉

及染色体代谢、纺锤体形成、细胞周期调节和

有丝分裂控制有关, 但在人类肿瘤细胞只有少

数基因如hBUB1, BRCA1和hMAD2被证实与

CIN有关[28]. 
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图 3 Cyclin E诱导表达前后染色体不稳定细胞核计数.
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人类Cyclin E蛋白是1991年后发现的与细

胞周期密切相关的蛋白, 他的表达在细胞周期

不同时相差异很大, 在G1晚期和临近S期表达

达到高峰, 当细胞进入分裂期后, Cyclin E蛋白

被迅速降解, 因此Cyclin E的关键功能是调节细

胞周期从G1期进入S期, 即DNA合成期[29]. 实验

证实, Cyclin E的表达异常与多种恶性肿瘤的形

成相关, 在这些恶性肿瘤中Cyclin E基因明显扩

增并使Cyclin E蛋白在细胞周期的各个时相都

高表达[30-31]; 在转基因鼠的乳腺组织中过表达

Cyclin E可明显导致相关组织的增生和肿瘤形

成[32]. 
本实验研究Cyclin E蛋白的过表达是否导

致结肠癌细胞CIN的发生. DLD1细胞系是具

有二倍体染色体数目的、染色体稳定的人类

结肠癌细胞系, 我们用四环素控制的稳定诱导

Cyclin E表达的系统, 在DLD1细胞中稳定过表

达Cyclin E蛋白2 wk, 结果发现Cyclin E蛋白的

稳定过表达可以导致DLD1细胞异常染色体的

出现(即微核的形成), 并且随着表达时间的延

长, 发生CIN细胞的百分比明显增加. 由于这种

CIN细胞必然存在调节细胞生长和分化关键基

因的缺失或功能改变, 因而可以促使细胞的恶

性转化. 我们认为Cyclin E可以导致结肠癌细胞

的CIN, 并维持这些CIN的细胞克隆能够随着细

胞分裂周期的增加而增加. 由于Cyclin E是控制

细胞周期从G1期向S期转移的关键蛋白, 在多

种人类肿瘤中发现有Cyclin E的高表达, 因此

一些研究认为, Cycl in E是与细胞恶性增生相

关的癌基因. 但是, 在人类结直肠癌中, 没有发

现Cyclin E基因拷贝数的增加, 也只有约30%的

患者存在Cyclin E蛋白的表达或活性增加, 但
Cyclin E蛋白表达的增加与患者的肿瘤分级和

预后无关. 我们推论Cyclin E虽然不能评估结直

肠癌的预后, 但他可能是结直肠癌发生早期事

件中的重要因素, 他是人类结直肠癌CIN形成

的关键基因之一[33]. 
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Abstract
AIM: To observe the level changes of tumor 
necros i s fac tor -a lpha (TNF-α ) , p la te le t 
activating factor (PAF), interleukin-10 (IL-10), 
interleukin-12 (IL-12) and soluble TNF receptors 
(sTNFR) in rats with severe acute pancreatitis 
(SAP) and the influences of Ginkgolide B 
(BN52021) on the changes.

METHODS: Male Wistar rats were randomly 
divided into 3 groups: SAP model group (SAP, 
n = 15), BN52021 treatment group (BN, n = 15) 
and negative control group (NC, n = 15). SAP 
was induced by retrograde infusion of 50 g/L 
sodium taurocholate into the pancreatic duct 

of rats. Sham operation was performed in the 
rats of NC group, while the rats in SAP and NC 
groups received the femoral vein injection of 
normal saline (5 mL/kg) 15 min after induction 
of SAP. Moreover, the rats in BN group received 
BN52021 injection instead of normal saline. After 
operation, the animals were sacrificed at 1st, 6th 
and 12th h for plasma cytokines detection with 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: The levels of plasma TNF-α and 
PAF were significantly higher in SAP group 
than those in NC group (746.2 ± 374.1 ng/L vs 
385.1 ± 86.3 ng/L, P<0.05; 82.5 ± 35.4 ng/L vs 1.1 
± 1.9 ng/L, P<0.05), but they were significantly 
decreased in BN group (503.7 ± 177.9, 39.9 ± 29.9 
ng/L)(both P<0.05). The levels of plasma sTNFR 
were 50.0 ± 21.0, 488.7 ± 363.8, and 883.4 ± 552.5 
ng/L in NC, SAP and BN group, respectively, 
and there were significant differences among 
them (P<0.05). Plasma IL-12 level was mark-
edly increased in SAP group as compared with 
that in NC group (97.1 ± 55.9 ng/L vs 20.4 ± 19.4 
ng/L, P<0.05), while it was further increased at 
the 1st h in BN group as compared with that in 
SAP group (133.5 ± 33.4 ng/L vs 55.9 ± 14.7 ng/L, 
P<0.05). The level of IL-10 was not significant 
different among the three groups (P > 0.05).

CONCLUSION: The plasma levels of pro- and 
anti-cytokines are increased in SAP rats, and 
BN52021 can inhibit the production of pro-
cytokines and promote the secretion of anti-
cytokines such as IL-12 and sTNFR to some 
extent.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Cytokine; 
Ginkgolide B

Di Y, Xia SH, Tong CQ. Effect of Ginkgolide B on plasma 
levels of cytokines in severe acute pancreatitis in rats. 
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摘要
目的: 观察重症急性胰腺炎 (S A P)大鼠血
浆中TNF-α, 血小板活化因子(PAF), IL-10, 
IL-12, sTNFR的水平变化及其银杏苦内酯

www.wjgnet.com

■背景资料
银 杏 苦 内 酯 B 对
急性胰腺炎具有
显著疗效, 但其作
用机制尚缺乏深
入研究. 细胞因子
是SAP局部和全
身炎症反应中的
关键因素, 是导致
胰腺持续性坏死
的重要机制. 对于
SAP发病机制的
研究是目前胰腺
研究的热点.
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B(BN52021)的影响. 

方法: 实验选用Wistar♂大鼠45只, 随机分
成SAP模型组(SAP, n = 15), BN52021治疗组
(BN, n  = 15)和阴性对照组(NC, n  = 15). 前两
组以50 g/L牛磺胆酸钠逆行注入主胰管制
成SAP模型, NC组开腹后仅翻动十二指肠并
触摸胰腺数次关腹. 制模15 min后, SAP组
经股静脉以5 mL/mg注射生理盐水; BN组以
BN52021(5 mg/kg)代替生理盐水静注. 制模
后分别于1, 6, 12 h采血, 应用ELISA技术测定
血浆TNF-α, PAF, IL-10, IL-12和sTNFR水平. 

结果: SAP组, NC组和BN组大鼠血浆TNF-α
和PA F水平相比, 具有显著性差异, S A P组
(746.2±374.1, 82.5±35.4 ng/L)显著高于NC
组(385.1±86.3, 1.1±1.9 ng/L), BN组(503.7
±177.9, 39.9±29.9 ng/L)显著低于SAP组
(P <0.05). 血浆sTNFR水平三组相比存在明显
差异, SAP组(488.7±363.8 ng/L)显著高于NC
组(50.0±21.0 ng/L), BN组(883.4±552.5 ng/L)
显著高于SAP组(488.7±363.8 ng/L)(P <0.05). 
血浆I L-12三组相比存在明显差异, S A P组
(97.1±55.9 ng/L)显著高于NC组(20.4±19.4 
ng/L), BN组在1 h时相点(133.5±33.4 ng/L)显
著高于SAP组(55.9±14.7 ng/L)(P <0.05). 血浆
IL-10三组相比不存在明显差异(P >0.05).

结论: SAP大鼠促炎细胞因子和抗炎细胞因
子均显著升高. BN52021能降低血浆促炎因
子含量, 提高IL-12和细胞因子拮抗剂sTNFR
含量.

关键词: 胰腺炎; 细胞因子; 银杏苦内酯B
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)为胰酶消化

自身胰腺及其周围组织所引起的化学性炎症. 
重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
占AP病例的10%-15%, 病因复杂, 病情危重, 并
发症多, 预后不良. 大量实验证明, 细胞因子是

SAP局部和全身炎症反应中的关键因素, 是导

致胰腺持续性坏死的一大重要机制. 细胞因子

与炎性介质, 血管活性物质形成恶性循环, 产
生一系列连锁反应和放大效应, 加剧对全身细

胞的损伤, 导致全身炎症反应综合症(systemic 

inflammatory response syndrome, SIRS), 进一步

发展成多器官功能障碍综合症(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS), 多器官衰竭

(multiple organ failure, MOF), 甚至死亡. 银杏苦

内酯B(Ginkgolide B, 代号BN52021)为银杏叶提

取物中重要的有效成分之一, 具有抗炎、抗休

克、抗血栓形成等多种药理作用. BN52021在
治疗AP的实验中也表现出显著疗效, 但其作用

机制尚缺乏深入研究. 本实验旨在通过制备SAP
大鼠模型, 以BN52021进行治疗, 观察大鼠血浆

中肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor alpha, 
TNF-α), 血小板活化因子(platelet activating 
factor, PAF), 白介素-10(interleukin-10, IL-10), 白
介素12(interleukin-12, IL-12), 可溶性肿瘤坏死

因子受体(soluble TNF receptors, sTNFR)的表达

水平变化, 从炎症介质水平探讨BN52021对SAP
的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠45只, 质量200±10 g, 购
自解放军军事医学科学院实验动物中心. 随机

分为SAP模型组(SAP, n  = 15), BN52021治疗组

(BN, n   = 15)和阴性对照组(NC, n  = 15)共三组. 动
物模型的制作参照Aho et al [1]方法制作, Wistar大
鼠称质量, 标记, 术前24 h禁食, 自由饮水. 4 g/L
戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔注射麻醉, 仰卧位固

定后, 备皮, 消毒, 铺无菌巾, 于上腹正中做2 cm
切口进入腹腔, 找到大鼠的十二指肠和胆胰管

后, 用无创血管夹夹住胆胰管肝端, 用钝头针头

经十二指肠浆肌层行胆胰管逆行穿刺术, 穿刺成

功后, 微量注射器逆行胰胆管内注射50 g/L牛磺

胆酸钠(0.1 mL/100 g), 推注速度0.20 mL/min. 推
药后用无创血管夹夹住胰胆管入十二指肠处, 观
察10 min, 去除血管夹, 确认腹腔内无活动性出

血后, 两层关腹并用无菌纱布覆盖伤口, NC组开

腹后仅翻动十二指肠并触摸胰腺数次关腹. 术
后15 min NC组和SAP组股静脉注射生理盐水

(5 mL/g); BN组股静脉注射BN52021(5 mg/kg).
1.2 方法 SAP, BN, NC三组每组内分别随机分为

1 h, 6 h, 12 h各小组, 每小组5只大鼠, 并分别于

实验结束后1 h, 6 h, 12 h经右心房直接穿刺取

血, 收集血浆, 并贮存于-20℃冰箱内待测. 全自

动生化仪检测血浆淀粉酶(试剂盒购自北京科美

东雅生物技术有限公司). 用ELISA方法对大鼠进

行血浆TNF-α, PAF, IL-10, IL-12, sTNFR测定(操
作按试剂盒说明进行, 试剂盒产自美国Rapid Bio 

2170                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志      2006年8月8日    第14卷   第22期

www.wjgnet.com

■应用要点
本文为中药单体
BN52021治疗SAP
提供了重要的实
验依据, 为我国国
宝中药的开发做
出了一定工作.



Lab公司). 采用双抗体夹心法测定, A值450 nm, 
通过测定标准品绘制标准曲线, 以样品A值在标

准曲线上查到样品对应浓度. 采血后处死大鼠, 
取部分胰腺组织, 40 g/L中性缓冲甲醛固定, 石蜡

包埋切片后HE染色制片, 观察胰腺组织病理学

变化.
统计学处理  实验数据用mean±SD表示, 应

用SPSS 11.5进行统计学分析, 采用Kolmogorov-
Smirnov进行正态性检验, 采用单因素方差分析, 
方差齐性检验, 用LSD检验进行组间两两比较, 

以P <0. 05作为显著性检验的界值.

2  结果

2.1 大鼠SAP模型血浆淀粉酶升高(表1-2). SAP
组大鼠胰腺腺泡片状出血, 坏死, 正常胰腺小叶

消失, 结构破坏, 可见散在的空泡变性的腺泡细

胞, 部分泡核溶解消失, 间质血管扩张充盈, 坏
死胰腺组织周围可见大量中性白细胞浸润; 而
BN组较SAP组的组织结构破坏明显减轻, NC组
胰腺腺泡结构大致正常. 
2.2 SAP大鼠血浆细胞因子的变化(图A-E, 表3) 
大鼠血浆TNF-α和PAF水平在三组之间存在显

著性差异, SAP组显著高于NC组, BN组显著低

于SAP组(P <0.05). 血浆sTNFR水平三组相比存
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表 1  各组不同时相点胰腺组织病理评分值 (mean±SD)

SAP组
BN组
NC组

组别             1 h               6 h           12 h

4.82±0.35a

5.55±0.30a

0.12±0.05

9.15±0.55a

5.55±0.36ac

0.13±0.04

10.10±0.65a

  6.72±0.30ac

  0.12±0.06

图 1 SAP大鼠血浆TNF-α, PAF, IL-10, IL-12, sTNFR变化及其
BN52021的影响. A: TNF-α; B: PAF; C: IL-10; D: IL-12; E: 
sTNFR.

aP<0.05 vs NC组; cP<0.05 vs  SAP组.
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表 2 血浆淀粉酶的组间比较 (nkat/L, n  = 15, mean±SD)

SAP

BN

NC

分组  1 h              6 h           12 h

42683.5±2025.4a

36915.7±1818.7ac

28947.5±9546.9     

82011.4±2327.1a

63090.9±2068.8ac

30599.5±10 222.0

58116.6±3030.6a

57578.2±4402.6a

31094.6±7061.4

aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  SAP组.

■同行评价
本 文 主 要 通 过
ELISA技术检测
S A P 大 鼠 血 浆
细 胞 因 子 T N F -
α , PA F,  I L - 1 0 , 
IL-12, sTNFR含
量的动态变化, 并
分析了BN52021
对 S A P 的 影 响
作 用 ,  结 果 显 示
BN52021能降低
血浆促炎因子含
量, 在SAP早期降
低抗炎因子IL-10
含量 ,  提高IL-12
和细胞因子拮抗
剂sTNF R含量. 文
章选题合适,结果
明确, 有一定的科
学性、新颖性.



在明显差异, SAP组显著高于NC组, BN组显著

高于SAP组(P <0.05). 血浆IL-12三组相比存在明

显差异, SAP组显著高于NC组, BN组在1 h时相

点显著高于SAP组(P <0.05). 血浆IL-10三组相比

不存在明显差异(P >0.05).

3  讨论

TNF-α是炎症反应的启动介质, 介导胰腺局部

和全身炎症反应. 其作用机制主要有[1-4]: 参与

IL-1β, IL-6的生成, 促进TNF-α自身生成; 增加

毛细血管通透性, 导致局部缺血, 形成血栓, 损
伤微循环; 激活炎症细胞, 上调黏附分子表达, 
增强NO及氧自由基生成; 使白细胞趋化, 黏附, 
脱颗粒, 释放溶酶体; 诱使腺泡细胞凋亡, 胰腺

组织坏死等. Liu et al [6]通过PCR实验, 认为SAP
动物胰腺组织中的TNF-α水平在1 h已有显著

升高, 7 h达到顶峰. 本实验数据表明, SAP组各

时相血浆TNF-α水平较NC组均明显升高, 说明

在SAP发病早期TNF-α水平已有明显增加; BN
组与SAP组比较, 显著降低, 说明BN52021对
SAP大鼠具有治疗作用, 这与Valone et al [7]研究

结果较为一致; 而BN组与NC组比较, 不具有显

著性差异, 说明BN52021对SAP大鼠具有明显

的治疗效果, 使其血浆TNF-α水平明显下降, 接
近NC组水平. PAF在AP的局部和全身的炎症反

应中被称为关键性炎症介质[8], 其参与AP炎症

反应的作用可能在于[9]: (1)通过胆碱能作用影

响胰腺外分泌, 参与胰酶自身消化; (2)上调内

皮细胞黏附分子表达, 促进中性粒细胞聚集及

炎性介质释放; (3)增加肠上皮细胞通透性, 破
坏肠道屏障功能, 造成多器官功能障碍; (4)引
起心输出量降低, 胰腺血流减少, 胰腺组织破

坏. 在胰腺炎早期(24 h内), 胰腺组织内检测不

出PAF, 在7-14 d时, 胰腺组织内PAF含量则是

正常对照组的12倍之高[10]. 本实验发现, NC组

难检测到PAF的存在, 含量接近于0, 而在SAP早
期(1 h), 即可见到PAF的显著升高, SAP组PAF
含量显著高于N C组, 说明S A P的发病确实导

致机体释放PAF的量显著增加; BN组显著低于

SAP组, BN52021对PAF的拮抗作用在6, 12 h时
相点表现的尤为显著, 不仅使BN组血浆PAF含
量快速下降, 同时也使BN组血浆PAF含量接近

NC组水平. 
IL-10是抗炎细胞因子中很重要的一员, 他

是主要由Th2细胞产生一种单键糖蛋白, 主要

作用在于[11-12]: (1)能抑制单核细胞合成和表达

TNF-α, IL1-β, IL-6, IL-8等, 减轻炎症; (2)抑制

Th1细胞产生干扰素, 抑制免疫反应; (3)作为

旁分泌或自分泌介质发挥作用; (4)减轻动物模

型AP严重程度. Shi et al [13]对早期SAP大鼠的

IL-10水平进行了检测, 发现IL-10在3 h和6 h时
相点均显著升高. 夏时海 et al [14]研究结果提示, 
急性胰腺炎患者发病后1 d, IL-10升高, 随后呈

进行性下降. 本实验在1 h时相点, SAP组血浆

IL-10水平显著高于NC组, 这与Machado et al [15]

的实验结果十分相似; BN组血浆IL-10水平显

著低于SAP组, 提示BN52021在SAP发病早期可

促使机体减少抗炎因子IL-10过度释放. 随时间

变化,  存在于3组间的差异逐渐消失, P >0.05. 
IL-12又名NK细胞刺激因子, 主要作用有[16-17]: 

(1)诱导T细胞增殖, 增加CD56+NK细胞活性, 
诱导NK细胞增殖; (2)直接促进骨髓干细胞增

殖和形成集落; (3)抗细胞生成作用, 阻止肿瘤

和其他恶性病变中的血管形成. 2003年, Uehara 
et al [18]对AP患者血浆进行ELISA测定, 发现AP
早期IL-12明显上升, SAP患者血浆IL-12水平

比MAP患者上升得更为明显. Pezzill i et al [19]

发现AP患者发病1-6 d内, 血清IL-12等细胞因

子显著高于正常组. 在本实验中, SAP组患者

血浆I L-12水平较对照组明显上升, P <0.005, 
这与Uehara et al的实验结果一致. IL-12是一

种具有抗炎作用的细胞因子 ,  其水平的升高

对于S A P的预后可能具有积极意义 .  我们发

现SAP组IL-12水平在6, 12 h时相点显著高于

NC组, 峰值出现在6 h; 1 h时相点BN组血浆

IL-12水平显著高于SAP组, 说明在SAP发病早
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表 3 BN52021对SAP大鼠血浆细胞因子的影响 (ng/L, n = 15, mean±SD)

SAP组

BN组

NC组

分组   TNF-α                   PAF                   IL-10               IL-12                sTNFR 

746.2±374.1ac

503.7±177.9

385.1±86.3  

82.5±35.4ac

39.9±29.9a

  1.1±1.9 

117.8±248.3

  37.6±60.7

    0.6±1.2

aP< 0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  SAP组.

97.1±55.9ac

54.4±50.9

20.4±19.4

488.7±363.8ac

883.4±552.5a

   50.0±21.0



期应用BN52021进行治疗, 可以有效提高抗炎

因子IL-12的含量, 有助于阻止SAP病程的进展. 
sTNFR是TNF的拮抗剂. 其作用是双方面的: (1)
对局部产生的TNF起到结合和灭活作用, 减少

发挥作用的TNF的数量; (2)作为TNF的储库, 维
持低水平TNF的生物学活性, 延长其效应[20]. 目
前sTNFR在胰腺炎中的作用逐渐成为研究的焦

点.  Kaufmann et al [21]的实验证实sTNFR与MOF
的发生率、死亡率正相关(r  = 0. 81), sTNFR与胰

腺坏死的关系提示sTNFR能反映炎症组织损坏

导致严重全身合并症的发生. 长期以来, TNF都
作为AP的有力的生化指标, 但在发病早期TNF
的值很难测到, sTNFR容易检测, 是反应TNF-α
的良好指标[22]. de Beaux et al [22]发现, MAP患者

在发病的1-2 d血清sTNFR水平明显升高, 本实

验发现1 h时相点SAP组大鼠血浆sTNFR水平显

著高于NC组. 说明血浆sTNFR水平确实能替代

TNF-α, 作为SAP发病的一项生化指标. 在SAP, 
BN, NC各组之间, 血浆sTNFR水平存在明显差

异, BN52021对大鼠血浆sTNFR含量具有明显的

提升作用, 利于抗炎作用的发挥. 
现代医学认为, 解决SAP的关键是调节炎

症反应平衡. 在适当时效内抑制炎性细胞因子

的过度释放; 同时保存细胞免疫力, 不至引起免

疫抑制. 使用特异性细胞因子拮抗剂, 血液净化

清除过多细胞因子都是基于该指导思想的研究

和探索. 细胞因子的可溶性受体, 受体拮抗剂能

有效降低某种细胞因子的水平, 减轻胰腺损伤, 
但只能针对某一种细胞因子起作用, 疗效并不

确切. 全身炎症反应过程复杂, 是数量巨大种类

繁多的细胞因子共同作用的结果. 抗炎治疗亦

应联合应用多种细胞因子拮抗剂和调节剂进行

综合调节, 我们发现BN52021既能有效降低促

炎因子TNF-α, PAF的含量, 又能提高具有抗炎

作用的IL-10, IL-12, sTNFR的含量, 从而抑制炎

症反应的过度发生, 可望对SAP有较好的治疗

效果, 为从阻止全身炎症反应方面治疗SAP带
来了希望.
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with SacⅠ, and then with SalⅠ. A long segment 
from pEGFP6-1-siFas1 and a short segment from 
pGenesil-1-siFas2 were reclaimed, and con-
nected with T4 DNA Ligase. The recombinant 
plasmid series was identified by restriction en-
donuclease digestion..

RESULTS: The two Fas-targeted shRNAs were 
successfully inserted into the plasmid vector 
pEGFP6-1, and the coding sequences of the 
obtained shRNAs were consistent with the de-
signed fragments..

CONCLUSION: The recombinant plasmid 
series of two Fas-targeted shRNAs is success-
fully constructed in one pEGFP6-1 plasmid�.

Key Words: Fas; RNA interference; Short hairpin 
RNA; Plasmid series

Liu MS, Wang L, Zhao ZF, Zhang GY, Zhang Y, Feng JN. 
Construction of recombinant plasmid series with two 
Fas-targeted short hairpin RNAs. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(22):2174-2179

摘要
目的: 利用pEGFP6-1和pGenes i l-1质粒构
建针对Fas的2个短发夹RNA(short hairpin 
RNA, shRNA) 串联表达的载体. 

方法: 设计表达2个shRNA结构的互补DNA
序列, 经退火成双链, 分别克隆至带有U6启动
子的质粒载体pEGFP6-1和pGenesil-1中, 构建
重组质粒, 转化大肠杆菌DH5α菌株, 扩增, 提
取质粒, 酶切鉴定后测序分析. 分别用Sac I+ 
Sal I双酶切重组质粒, 胶回收酶切pEGFP6-
1-siFas1大片段和酶切pGenesil-1-siFas2小片
段, T4 DNA Ligase连接酶切大、小片段, 得到
pEGFP6-1-siFas1+siFas2重组质粒. 转化感受
态细胞DH5α, 扩增, 提取串联重组质粒进行
酶切鉴定. 

结果: 成功构建靶向Fas的2个shRNA串联重组
质粒载体pEGFP6-1-siFas1+siFas2. 酶切鉴定
和测序分析重组质粒, shRNA编码序列与设计
的片段完全一致, 经酶切凝胶电泳证实载体构

■背景资料
Fas是重要的凋亡
诱导受体, 当Fas
这一重要的细胞
凋亡受体过度表
达 时 ,  则 可 以 引
起疾病 .  RNA干
扰(RNAi)技术的
发展为抑制疾病
状态下Fas基因的
过渡表达带来新
希望. 构建shRNA
真核表达载体可
以在细胞内有效
表达shRNA, 发挥
RNAi作用, 有效
沉默基因表达.
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Abstract
AIM: To construct the recombinant plasmid 
expressing two Fas-targeted short hairpin RNA 
(shRNA) by pEGFP6-1 and pGenesil-1 plasmids 
vector�

METHODS: Two pairs of DNA sequences were 
designed, and then synthesized into comple-
mentary chains by annealing, respectively� Then 
the obtained products containing short hairpin 
structure were inserted into plasmid vector 
pEGFP6-1/pGenesil-1 with U6 promoter. The 
recombinant plasmids were transformed into 
Escherichia coli strain DH5α for screening and 
amplifying� The sequence analysis of the plas-
mids identified by restriction enzyme were car-
ried out. The two plasmids were first digested 
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建成功.

结论: 表达2个靶向Fas的shRNA表达框成功
构建在一个重组质粒载体上.

关键词�� Fas; RNAi; shRNA; 串联质粒
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0  引言

RNAi技术是通过导入细胞19-23 n t的小分子

干扰RNA(small interference RNA, siRNA), 降
解同源mRNA, 高效、特异性阻断目的基因表

达[1-5]. 但是, 裸siRNA导入机体和细胞, 转染效

率低, 抑制时间短. 针对靶基因不同位点设计

的s iRNA, 抑制效果也各有差异. 因此需要筛

选、设计和构建高效导入和稳定、持久并有效

抑制基因表达的siRNA载体. 短发夹RNA(short 
hairpin RNA, shRNA)是设计导入细胞的RNA
单链上, 在编码s iRNA正、反义链序列之间添

加一段不相互补的碱基序列, 这样使RNA自身

折叠成发卡状双链后形成一个loop环. 在细胞

内, shRNA的loop环被酶切而成为siRNA双链. 
有研究表明, shRNA对靶基因的抑制效果优于

siRNA[6-7], 因此, 我们针对小鼠Fas基因设计了2
个位点的shRNA表达序列, 用小鼠U6启动子和

RNA polymeraseⅢ(PolⅢ)终止信号, 构建针对

Fas的特异性shRNA真核表达载体, 在一个载体

上串联两个shRNA表达框架. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒载体pEGFP6-1/pGensil-1(含有EGFP, 
Kanar, Neor表达框架和U6启动子), Escherichia 
coli感受态菌株DH5α均由武汉晶赛生物公司提

供; 质粒抽提试剂盒由中鼎公司提供; DNA连接

酶和核酸内切酶: T4 DNA Ligase, SalⅠ, SacⅠ, 
Bam HⅠ、Hin dⅢ以及DL2000 Marker均由美国

NEB公司提供. 
1.2 方法

1.2.1 靶向Fas RNAi位点筛选及表达shRNA序

列的设计 根据GeneBank中小鼠Fas的核苷酸序

列,  参考siRNA的设计策略, 使用BLAST排除

和其他编码序列/EST同源的序列, 结合文献[8], 
最后筛选2个作用位点(1个位于Fas胞外的受体

域, 另1个位于Fas胞内的死亡域), 分别设计表达

■相关报道
Song et al 2003年
首先运用化学方
法 合 成 针 对 F a s
基因的s iRNA并
成功导入小鼠体
内 ,  有 效 抑 制 了
ConA诱导的肝细
胞Fas过表达; 刘
苏虎 et al 2005年
根据Song的一个
s iRNA序列构建 
Fas靶向的干扰质
粒载体并进行了
生物活性; 雷印胜 
et al 2005年构建
串联表达shRNA
载体, 观察RNAi
对大鼠心肌细胞
Kir2 .1的体外效
应.
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图 1  pEGFP6-1/pGenes i l-1质粒载体图.  MCS结构: 
pEGFP6-1质粒为: 5 '-Hin dⅢ-Inse r t_DNA-Bam H
Ⅰ-U6_Promotor-Eco RⅠ-Sac Ⅰ-Kpn Ⅰ-Sal Ⅰ-Bss H
Ⅱ-Xba Ⅰ-Not Ⅰ-Pst Ⅰ-Dra Ⅲ-3'; pGenesil-1质粒为: 
5'-Hin dⅢ-Insert_DNA-Bam HⅠ-U6_Promotor-Eco R
Ⅰ-SalⅠ-XbaⅠ-DraⅢ-3'.

shRNA(65 bp)的寡核苷酸序列, siFas1, siFas2和
通用阴性对照HK. 表达shRNA的寡核苷酸结构:
B a m HⅠ -S e n s e-L o o p-A n t i s e n s e-终止信

号E c o R I/S a c I-H i n dⅢ .  s i F a s1的靶序列1: 
5'-GTGCAAGTGCAAACCA GAC-3'. siFas1-
A(Sense)和siFas1-B(Antisense): 5'-GATCCGTG
CAAGTGCAAACCAGACTTCAAGACGGTCT
GGTTTGCACTTGCACTTTTTTGAATTCA-3'; 
3'-GCACGTTCACGTTTGGTCTGAAGTTCTGC
C A G A C C A A A C G T G A A C G T G A A A A A
A C T TA A G T T C G A-5' .  s i F a s2的靶序列2: 
5'-AAGCCGAATGTCGCA GAAC-3'. siFas2-
A(Sense)和siFas2-B(Antisense): 5'-GATCCAAG
CCGAATGTCGCAGAACTTCAAGACGGTTC
TGCGACATTCGGCTTTTTTTTGAGCTCA-3'; 
3'-GTTCGGCTTACAGCGTCTTGAAGTTCTGC
CAAGACGCTGTAAGCCGAAAAAAAACTC
GAGTTCGA-5'. 通用对照靶序列HK: 5'-GACT
TCATAAGGCGCATGC-3'. HK-1(Sense)和HK-
2(Antisense):
5'-GATCCGACTTCATAAGGCGCATGCTTCAA
GACGGCATGCGCCTTATGAAGTCTTTTTTGT
CGACA-3'; 3'-GCTGAAGTATTCCGCGTACGA
AGTTCTGCCGTACGCGGAATACTTCAGAAA
AAACAGCTGTTCGA-5'
以上序列送武汉伯杰生物技术公司合成.
1.2.2 表达质粒的线性化 pEGFP6-1和pGenesil-1
两种质粒(图1)均用Bam HⅠ和Hin dⅢ双酶切, 
37℃酶切8 h, 10 g/L Agarose凝胶电泳分别回收

大片段, 即为线性化表达质粒.
1.2.3 质粒pEGFP6-1/pGenesil-1与siFas1/siFas2
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的连接 分别用annealing buffer 50 μL溶解上述

单链寡核苷酸(2OD)片段. 各取2 μL(即siFas1-A 
2 μL+siFas1-B 2 μL或siFas2-A 2 μL+siFas2-B 
2 μL)+annealing buffer 16 μL混匀. 94℃退火 
5 min, 自然冷却至室温, 得到退火产物siFas1和
siFas2双链. 各取退火产物1 μL加H2O 99 μL稀
释100倍. 稀释的退火产物siFas1和siFas2分别

与线性化质粒pEGFP6-1和pGenesil-1载体用T4 
DNA Ligase, 10×Ligase Buffer进行连接, 22℃
水浴反应过夜. 连接产物分别命名为pEGFP6-1-
siFas1和pGenesil-1-siFas2. 各取过夜连接产物

(pEGFP6-1-siFas1和pGenesil-1-siFas2)5 μL转
化感受态DH5α, 分别涂布于含Kanar抗性(终浓

度为30 mg/L)的LB平板上, 37℃恒温箱培养过

夜. 从每个培养皿上随机挑取3个单菌落接种于

3 mL含Kanar抗性(终浓度为30 mg/L)的LB培养

液中, 37℃恒温摇床(250 r/min)培养过夜. 用质

粒提取试剂盒小量提取质粒, 并分别做酶切鉴

定: pEGFP6-1-siFas1 8.5 μL用Eco RⅠ 0.5Ⅰ 0.5 μL,  
10×H Buffer 1 μL做酶切, 37℃水浴反应3 h; 
pGenesil-1-siFas2 8.5 μL用SalⅠ 0.5 μL,  10
×L Buffer 1 μL做酶切, 37℃水浴反应3 h. 挑
取经酶切鉴定克隆正确的pEGFP6-1-siFas1和
pGenesil-1-siFas2质粒转化菌液去测序. 通用阴

性对照HK与pEGFP6-1的连接亦如上述. 
1.2.4 pEGFP6-1-siFas1与pGenesil-1-siFas2的

串联 用SacⅠ+SalⅠ双酶切pEGFP6-1-siFas1
回收大片段,  用SacⅠ+ SalⅠ双酶切pGenesil-
1-s i F a s2回收小片段(403 b p). 先用S a c Ⅰ酶

切, 质粒DNA 5 μL, 10×L Buffer 2 μL, Sac
Ⅰ 1 μL和H2O 12 μL, 37℃水浴反应3 h. 加入

5 mol/L NaCl 2 μL, 混匀, 再加入乙醇 51 μL, 
混匀. -70℃冰箱放置15 min,  15 000 r/min离
心15 min. 用700 mL/L乙醇洗涤2遍, 然后各用

H2O 17 μL溶解. 再用SalⅠ酶切, 上步SalⅠ酶

切产物17 μL 10×H Buffer 2 μL和SalⅠ1 μL, 
37℃水浴反应过夜. 10 g/L Agarose凝胶电泳, 胶
回收试剂盒分别回收大片段和小片段(403 bp), 
各用30 μL H2O洗脱. 用T4 DNA Ligase 1 μL和
10×Ligase Buffer 1 μL连接回收大片段4 μL与
回收小片段4 μL, 22℃水浴反应过夜. 连接产物

命名为pEGFP6-1-siFas1+siFas2. 取过夜连接产

物5 μL转化感受态细胞DH5α, 涂布于含Kana r
抗性(终浓度为30 mg/L)的LB平板上, 37℃恒温

箱培养过夜. 从培养皿上挑取3个单菌落接种于

3 mL含Kanar抗性(终浓度为30 mg/L)的LB培养

液中, 37℃恒温摇床(250 r/min)培养过夜. 用质

粒提取试剂盒小量提取质粒, 并分别用Bam HⅠ

做酶切鉴定, 37℃水浴反应3 h, 10 g/L Agarose
凝胶电泳.

2  结果

2.1 重组质粒pEGFP6-1-siFas1和pGenesil-1-
siFas2酶切鉴定 pEGFP6-1-siFas1经酶切分析: 
因为pEGFP6-1质粒载体本来只含有一个Eco R
Ⅰ的酶切位点, 而pEGFP6-1-siFas1质粒能够被的酶切位点, 而pEGFP6-1-siFas1质粒能够被

Eco RⅠ酶切出一条393 bp的DNA带, 说明目的Ⅰ酶切出一条393 bp的DNA带, 说明目的酶切出一条393 bp的DNA带, 说明目的

序列siFas1已经插入到pEGFP6-1质粒载体(图2, 
条带3, 4和5, 6). pGenesil-1-siFas2经酶切分析: 
因为pGenesil-1质粒载体本来不含SacⅠ的酶切的酶切

位点的, 而pGenesil-1-siFas2质粒能够被SacⅠ酶酶

切, 表明目的序列siFas2已经插入到pGenesil-1质
粒载体(图2, 条带7, 8). pEGFP6-1-HK质粒能够

被SalⅠ酶切出一条415 bp的DNA带, 说明目的酶切出一条415 bp的DNA带, 说明目的

序列HK已经插入到pEGFP6-1质粒载体(图2, 条
带1, 2).
2.2 重组质粒pEGFP6-1-s iFas1和pGenes i l-
1-siFas2测序分析 经测序结果分析pEGFP6-1-
siFas1, pGenesil-1-siFas2和pEGFP6-1-HK均为插

入正确的克隆质粒, 而且分子质量均符合设计分子质量均符合设计质量均符合设计

标准(图3).
2.3 重组质粒pEGFP6-1-siFas1+siFas2的酶切鉴

定 经酶切分析, 目的序列siFas1和siFas2与质粒

连接成功后的串联重组质粒MCS应该为: -Hin d
Ⅲ-siFas1-Bam HⅠ-U6_Promotor-Eco RⅠ-siFas2-
Bam HⅠ-U6_Promotor-Eco RⅠ-SalⅠ-Bss HⅡ

-XbaⅠ-NotⅠ-PstⅠ-DraⅢ-. 3个单菌落质粒经

M     1       2      3     4      5      6      7      8

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

图 2 pEGFP6-1-siFas1, pGenesil-1-siFas2以及pEGFP6-
1-HK质粒经酶切后凝胶电泳图. M: DL2000 Marker; 1:
pEGFP6-1-HK; 2: pEGFP6-1-HK+SalⅠ; 3, 5: pEGFP6-1-
siFas1; 4, 6: pEGFP6-1-siFas1 + EcoRI; 7: pGenesil-1-siFas2; 
8: pGenesil-1-siFas2 + SacⅠ.

■创新盘点
本研究采用骨架
质粒pEGFP6-1和
pGenesil-1, 将靶
向Fas基因2个位
点的shRNA表达
框架串联构建在1
个质粒上, 以提高
RNAi沉默基因的
效率.
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Bam HⅠ酶切, 10 g/L Agarose凝胶电泳(图4), 可
见407 bp的DNA条带, 符合设计要求, 故为插入

正确的重组质粒.

3  讨论

在生物体发育过程中和在许多疾病的发病机

制中, 细胞凋亡起着重要的作用[9-12]. 参与调节

细胞凋亡的许多信号途径中, Fas/FasL是最重

要的介导细胞凋亡系统[13-16]. 细胞表面的死亡

受体中, Fas是最重要的诱导凋亡的受体[17]. Fas 
与F a s L或抗F a s抗体结合导致一个凋亡信号

启动, 通过细胞内的Fas相关死亡域蛋白(Fas-
associated with death domain, FADD)[18-19], 活化

蛋白酶caspase-8[20-22], 激活caspases的级联反应, 
最后由caspase-3活化caspase依赖的核酸内切酶

(caspase-activated DNase, CAD)[23], 切割细胞骨

架和核骨架蛋白, 完成细胞凋亡全过程[24]. 肝脏

的许多细胞表达Fas/FasL, 当Fas这一重要的细

胞凋亡受体过度表达时, 则可以引起疾病. 如, 
受HBV感染的人肝细胞表面有高度表达的Fas, 
可以诱发感染细胞过度凋亡, 成为严重肝功能

衰竭的主要原因 [25-27].  越来越多的证据表明 , 
Fas/FasL在许多肝脏疾病中起着重要作用. 抑制

疾病状态下Fas蛋白的过度表达, 对于治疗疾病

和控制疾病的发展, 具有重要意义. 近年来发展

的RNAi技术是一种快速、简洁、经济的抑制

基因表达技术[28], 尤其给病毒性疾病的基因治

疗带来新的希望[29-30]. 
RNAi技术运用于沉默哺乳动物基因, 可以

通过体外转录或化学合成siRNA经脂质体、质

粒或病毒载体等转染细胞后发挥作用, 也可用

shRNA表达载体转染细胞, 在细胞内shRNA经

酶切去loop环形成siRNAs双链而起作用. 体外

化学合成的s iRNAs因成本高、不能持续抑制

基因表达, 且易于污染RNA酶而降解, 限制了

其应用. 而shRNAs表达载体转染细胞后在细胞

A GC T T G A A T T CA AA A A AG T G CA A G T G CA A A CC A G A C C G T C T  TG A A G T CT G G T T T  GCA C T T G C A CG G A T
110                     120                      130                       140                       150                      160                      170

AG C T T G A G C T CA AA A AA AA GC C G A A T G T C GC A G A AC C G T C  T T GA A GT  TC T G C G AC A T T C G G C T T G GA T
110                      120                      130                       140                      150                      160                       170

A GC T T  GT C G A CAA A A A A GA C T T C A T AA G G C G CA T G C C GT  C T T G A AG CA T G C GC C T T  A T G AA G TC G G A T
110                      120                      130                       140                       150                      160                       170

A

B

C

图 3 重组质粒pEGFP6-1-siFas1和pGenesil-1-siFas2测序结果. A:  pEGFP6-1-siFas1测序部分; B: pGenesil-1-siFas2测序部
分; C: pEGFP6-1-HK测序部分.
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图 4 pEGFP6-1-siFas1 + siFas2质粒提取后Bam HI酶切凝胶
电泳图. M: DL2000 Marker; 1, 3, 5: pEGFP6-1-siFas1+siFas2; 
2, 4, 6: pEGFP6-1-siFas1+ siFas2+BamHⅠ.

■应用要点
在 同 1 个 质 粒 上
串 联 2 个 s h R N A
表 达 框 架 的 方
法 ,   不仅可以提
高沉默基因的效
率 ,   也减少了质
粒构建费用. 靶向
Fas shRNA的串联
表达质粒的构建,  
为进一步体外和
体内实验 ,   探索
抑制Fas表达在疾
病治疗中的作用
奠定了基础.
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内可持续稳定表达, 构建成本相对较低,  作用

效果也优于转染体外合成的siRNA[6-7]. 串联多

个shRNA于同一质粒载体上, 增强RNAi沉默

基因的作用, 或同时发挥RNAi抑制多个基因的

作用研究并不多见[31]. 有文献报道, 针对Fas基
因的siRNA可以有效的沉默基因表达, 并保护

由ConA诱导的小鼠肝损伤[8]. 也有学者构建了

质粒载体并成功抑制Fas基因的表达[32]. 尚无人

在同一载体构建多个针对Fas的shRNA表达载

体. 为提高对Fas基因表达的持续有效抑制, 我
们筛选针对小鼠Fas基因2个位点的shRNA, 通
过GeneBank数据库BLAST分析, 选用的siRNA
编码序列没有与人和动物其他基因明显同源

的靶位点, 保证RNAi的特异性, 把2条shRNA成

功串联在同一个载体质粒上, 在不同位点同时

发挥RNAi作用, 可以增强抑制基因的效果. 另
外, 我们所构建的载体含有EGFP基因, 在细胞

内, EGFP基因的表达产物-绿色荧光蛋白可以

方便地通过荧光显微镜或流式细胞仪检测, 确
定载体转染效率. 构建的Fas shRNA真核表达载

体使用了U6启动子指导shRNA编码序列的转

录、Pol Ⅲ识别的转录终止信号, 经过酶切和测Ⅲ识别的转录终止信号, 经过酶切和测识别的转录终止信号, 经过酶切和测

序分析无碱基突变, 证实质粒载体构建成功. 通
过Fas shRNA载体质粒转染细胞, 检测其对Fas 
mRNA的抑制效率, 为进一步研究Fas基因在多

种疾病中的作用以及探索肝病的基因治疗奠定

基础. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of early continuous 
high-volume hemofiltration on the histopatho-
logical changes of pancreas and extrapancreatic 
organs in pigs with severe acute pancreatitis 
(SAP).

METHODS: Twenty-four domestic pigs were 
randomly and averagely assigned into 3 groups: 
control group (untreated model group) as group 
A, low-volume hemofiltration [20 mL/(kg·h)] 
group as group B, and high-volume hemofiltra-
tion [100 mL/(kg·h)] group as group C. SAP 
model was produced by injection of sodium 
taurocholate (40 g/L, 1 mL/kg) and trypsin (2 
U/kg) via the pancreatic duct. The pigs in group 

B and C received hemofiltration immediately af-
ter modeling. The parameters including survival 
time and histopathological scores of pancreas 
and extra-pancreatic organs were observed.

RESULTS: The median survival times were 41, 
50 and 65 h in group A, B, and C, respectively, 
and there were significant differences among 
them (P < 0.01). The histopathological scores  
had no marked differences between the three 
groups (P > 0.05). However, the scores for he-
patocellular degeneration, pulmonary hyaline 
membranes and microthrombi, and renal tubu-
lar damage were obviously lower than those in 
the other groups (P < 0.05).

CONCLUSION: Although hemofiltration can 
not reduce the pancreatic damage in pigs with 
SAP, early continuous high-volume hemofiltra-
tion can significantly ameliorate the hepatocel-
lular degeneration, the formation of pulmonary 
hyaline membranes and microthrombi, and the 
renal tubular damage in pigs with SAP, which is 
useful in improving the survival time.

Key Words: Hemofiltration; Acute pancreatitis; His-
topathology; Multiple organ dysfunction syndrome

Zhang ZH, Li WQ, Wang H, Yan XW, Li JS. Effect 
of early continuous high-volume hemofiltration on 
histopathological changes of pancreas and extrapancreatic 
organs in pigs with severe acute pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(22):2180-2185

摘要
目的: 观察早期持续高容量血液滤过(HVHF)
对重症急性胰腺炎(SAP)猪的胰腺及胰外重要
脏器病理变化的影响. 

方法: 长白猪24只, 随机分为: 对照组(n  = 8, 
模型组), 低容量血滤组(n  = 8), 接受20 mL/
(kg·h)置换量的血液滤过, 及HVHF组(n  = 8), 
接受100 mL/(kg·h)置换量的血液滤过. 通过
向胰管注入40 g/L牛磺胆酸钠(1 mL/kg)和胰
蛋白酶(2 U/kg)溶液, 诱导猪的SAP模型. 治疗

■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)是临床上常
见的危重病, 既往
死亡率高达50%, 
近年来, 随着器官
功能支持治疗不
断进步, SAP的死
亡率明显降低, 但
仍然在15%-25%, 
其 死 亡 原 因 往
往 是 M O D S .  而
MODS的主要机
制是免疫的失衡, 
促炎和抑炎因子
的紊乱.
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组在模型诱导后立即开始血滤治疗, 并观察各
组的生存时间以及胰腺和胰外重要脏器的组
织病理学评分. 

结果: 各组的半数生存期分别是41, 50和65 h 
(P <0.01). 胰腺本身的病理损害评分在各组间
无明显差异(P >0.05), 但HVHF组在肝细胞的
变性、肺透明膜和微血栓的形成以及肾小管
损伤等指标的评分上明显降低(P <0.05).

结论: 持续性血液滤过虽然不能减轻SAP猪
胰腺本身的病理损害, 但早期HVHF能有效地
减轻SAP猪肝细胞的变性、肺透明膜和微血
栓的形成以及肾小管的损伤, 延长生存时间.

关键词�� 血液滤过; 急性胰腺炎; 组织病理学; 多器

官功能障碍综合征
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0  引言

血液滤过治疗特别是高容量血液滤过(HVHF), 
能够有效地清除重症急性胰腺炎(SAP)时过多

的炎症介质及细胞因子, 从而改善脏器的功能, 
防治多器官功能障碍综合征(MODS), 这一点

已取得广泛共识[1-3]. 但是血液滤过是否能改善

SAP的胰腺及胰腺外器官病理损害, 目前尚不清

楚, 为了探讨这个问题, 我们观察了血液滤过对

SAP猪的胰腺及胰腺外器官病理变化的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 牛磺胆酸钠购自美国Sigma公司. 胰蛋

白酶购自美国Difco公司. 健康长白猪24只(由
南京军区总医院动物实验中心提供), 体质量

25-30 kg, 雌雄不限. 
1.2 方法 SAP猪模型的诱导. 术前晚开始禁食, 
术晨禁水. 所有动物用氯胺酮20 mg/kg和阿托

品1 mg im作诱导麻醉, 后持续iv 25 g/L硫喷

妥钠, 根据麻醉深度由静脉泵控制在4-10 mg/
(kg·h). 麻醉后行气管插管并接呼吸机辅助呼吸, 
使用容量控制模式, 频率为20次/min, 潮气量为

15 mL/kg, FiO2为0.21. 无菌条件下, 腹正中切口

进腹, 暴露胰十二指肠, 将其向右翻转, 在十二

指肠系膜侧, 可见与肠系膜血管平行走向的主

胰管, 沿系膜缘游离并切开主胰管, 小心置入直

径为1 mm的聚氯乙烯导管, 深约1-2 cm, 备用. 

使用含40 g/L硫磺胆酸钠和胰蛋白酶(2 kU/L)
的生理盐水溶液, 按1 mL/kg、以100 mmHg的
压力, 向胰管导管缓慢注入, 直视下可见整个胰

腺因药物渗入变为棕黑色, 然后拔除导管并结

扎胰管, 诱导成功后逐层关腹. 所有的动物在整

个实验过程中给予一般治疗, 包括静脉输生理

盐水5 mL/(kg·h), 持续麻醉、机械通气. 模型诱

导后, 立即开始血液滤过治疗. 分组: (1)对照组

(n = 8), 一般治疗; (2)低容量组(n = 8), 一般治

疗+20 mL/(kg·h)置换量的血液滤过; (3)高容量

组(n = 8), 一般治疗+100 mL/(kg·h)置换量的血

液滤过. 血液滤过方案为零平衡持续性血液滤

过(CVVH). 血管通路采用Seldinger血管穿刺技

术, 经颈内静脉穿刺, 置入双腔血滤导管. 使用

Baxter BM25机器, 置换液以前稀释方式输入, 低
容量组置换液流量为20 mL/(kg·h), 高容量组为

100 mL/(kg·h). 各组的血流量均为80 mL/min. 
滤器使用聚丙烯腈膜(AN69, Hospal, France), 面
积1.2 m2, 每24 h更换1次. 采用低分子肝素抗

凝. 观察时限最长为72 h, 后静推100 g/L KCl 
10 mL将动物处死. 立即留取胰腺(分别取头、

体、尾)、肺(分别取自左右肺的每一叶)、肝、

肾组织, 组织标本修剪成2 cm×1 cm×0.5 cm
大小, 每个器官至少留取3块标本, 用100 g/L甲
醛磷酸缓冲液(pH 7.4)固定. 常规石蜡切片, HE
染色. 用Olympus显微镜观察组织学变化并照相. 
胰腺采用Schmidt评分[4](表1), 肺、肾及肝脏评

分按文献[5-6]标准(表2-4). 由病理科医师进行

单盲读片, 根据镜下所见, 并结合大体病理严格

依照标准进行评分, 同一器官不同区域及视野

的分值有出入时取平均值.
统计学处理 生存时间采用Kaplan-Meier法

计算生存曲线, 并进一步用Log rank检验进行生

存曲线的比较. 病理组织学评分采用单因素方

差分析, 组间比较用SNK-q检验. P <0.05认为有

统计学意义.

2  结果

2.1 生存时间 对照组、低容量血滤组和HVHF
组的半数生存时间分别是41, 50和65 h, 无论是

低容量血滤组, 还是HVHF组均较对照组的生存

时间显著延长(P <0.05), 而且HVHF组较低容量

血滤组的生存时间也明显延长(P <0.05, 图1). 
2.2 脏器的病理变化 胰腺本身的病理损害评分

在各组间无明显差异, 但HVHF组在肝细胞变

性、肺透明膜和微血栓形成以及肾小管损伤的

■研发前沿
高容量血液滤过
( H V H F ) 由 于 其
置 换 量 大 ,  可 更
加有效地清除过
多 的 炎 性 介 质 . 
但H V H F是否能
通过改善SAP胰
外器官的病理损
害, 而保护相应的
器官功能及防治
MODS呢? 这是目
前研究的热点和
亟待回答的问题.
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评分上明显降低(P <0.05, 图2-3). 

3  讨论

SAP是临床上常见的危重病, 既往死亡率高达

50%, 近年来, 随着ICU的发展, 器官功能支持治

疗不断进步, SAP的死亡率明显降低, 但仍然在

15%-25%[7], 其死亡原因往往是MODS, 特别是

早期进行性恶化的MODS[8]. 如何防治SAP早期

进行性恶化的MODS, 是近年来危重病医学界一

直关注并致力于解决的问题之一, MODS的形成

原因可能与促炎和抗炎因子失衡有关. 任何一

方的过度产生或减少, 都可引起不同的病理生

理反应, 如全身炎症反应综合征(SIRS), 补偿性

抗炎症反应综合征(CARS)和混合性拮抗反应综

合征(MARS). SIRS多在疾病的早期出现, 是由

于机体的免疫应激反应过于激烈, 促炎因子产

生过多而引起的组织细胞自身性破坏及器官功

能障碍. 过去针对SIRS促炎因子mAb的实验研

究空前高涨, 但在临床实验中, 这些mAb治疗全

     

表 1 胰腺病理组织学评分标准

                                                    腺细胞坏死                 炎症(小叶内或血管周                出血(血管外或间隔内

                                                          (坏死细胞数/高倍视野) 白细胞数/高倍视野)                 红细胞数/高倍视野)

1 = 小叶间隔局灶性扩张                 1 = 1-�                          1 = 1-10                       1 = 1-50

2 = 同1+小叶间隔广泛性扩张                 2 = 5-10                          2 = 11-20                       2 = 51-100

3 = 同2+腺泡间隔扩张                 3 = 11-16          3 = 21-30                       3 = 101-150

� = 同3+细胞间隔扩张                 �≥16                  �≥30或小脓肿形成                       �≥150

水肿

     

表 2 肺脏病理组织学评分标准

分值   透明膜   微血栓     水肿   肺间质浸润   肺不张    出血

0            无          无          无           无    无          无

1          稀少       有少,       轻     轻  小灶       小灶

                         小血管

2          中度      有一些     中     中  大灶       大灶

3          严重        许多,      重     重  广泛       广泛

                         大血管

     

表 3 肾脏病理组织学评分标准

分值        肾小管损伤                肾小球损伤           微血栓

0       无                       无               无

1          广泛扩张, 灶性           内皮细胞肿胀         少量

            刷状缘缺损

2          广泛刷状缘缺损,           小球水肿            有一些

            灶性小管坏死

3          广泛性肾小管坏死      小球纤维素样坏死  许多

     

表 4 肝脏病理组织学评分标准

分值      肝细胞变性或坏死                          炎症 (汇管区炎性细胞浸润)     血管扩张

0           无                                        无                                      肝窦无扩张

1           灶性肝细胞水肿                        轻                                      肝窦扩张, 窦内枯否细胞浊肿, 数量增多

2           广泛肝细胞水肿, 或轻度脂肪变性      中                                      肝窦扩张, 窦内枯否细胞浊肿, 数量明显增多

3           弥漫性肝脂肪变性, 或灶性坏死        重                                      肝窦显著扩张, 窦内枯否细胞浊肿, 数量明显    

                                                                                                                      增多, 可见PMNs
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图 1 SAP猪生存曲线. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 

vs 低容量血滤组.

■创新盘点
本研究通过动物
实验证实, HVHF
能 有 效 地 减 轻
SAP猪胰外器官
的病理损害, 更多
地延长动物的生
存时间. 

身性感染及多器官衰竭患者均不能降低病死率, 
无一通过Ⅲ期临床研究, 结果令人失望[9]. 原因

之一可能就是一种或几种促炎因子的阻滞并不

能阻断其他炎性因子的有害影响. 
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CVVH可同时非选择性的清除多种炎症介

质, 从理论上讲HVHF对炎症介质的清除更加有

效, 从而有可能控制SIRS, 改善重要脏器的病理

损害 ,  达到防治M O D S, 延长生存时间的目

的[10-11]. 从本次实验的生存分析来看, HVHF组的

半数生存时间较对照组和低容量血液滤过组都

显著延长, 达到了预期的目的. 一些实验研究证

明, 通过早期HVHF, 可维持机体促炎和抗炎因

子的平衡, 防治MODS[5,12-13]. MODS虽说是器官

的功能障碍, 但也有其病理解剖基础. 为此, 我
们专门观察了SAP猪的胰腺及胰外重要脏器的

镜下病理变化及早期HVHF对其变化的影响. 我
们诱导SAP模型的胰腺病理变化主要表现为胰

腺的水肿、白细胞浸润、腺细胞坏死和灶性出

血. 从本实验来看, 无论是低容量血液滤过, 还
是HVHF, 都不能有效地改善SAP时胰腺本身的

病理损害, 与相关的实验结果一致[11,14]. 这符合

急性胰腺炎的“共同通道”学说, 胰酶的激活

导致胰腺的“自身消化”, 是导致胰腺坏死的

始动的和主要的原因. 在胰管注射的模型中, 由
“白细胞的过度激活”带来炎症介质的过多释

放所导致胰腺的病理损害是次要的. SAP模型的

肝损害主要表现为肝细胞变性(水肿变性和脂肪

变性)、坏死, 其次是汇管区的炎性细胞浸润和

肝窦的扩张. 其机制可能有: (1)SAP产生的炎性

介质、氧自由基等对肝细胞的损害, 实验研究

表明, SAP早期TNF, IL-6明显升高, 且其升高程

度与肝损伤呈正相关[15]; (2)急性胰腺炎时肝损

害与低血容量和血管活性物质释放导致的肝微

循环障碍、氧供下降有关; (3)急性胰腺炎时经

门静脉回流至肝脏的毒性物质和生物活性物质

增多, 同时, 肝脏对其清除和解毒作用下降. 血
液滤过不仅可以清除炎性介质, 而且可以清除

SAP时的部分毒性物质和生物活性物质, 从而减

轻他们对肝细胞的损害. 从本实验看来, 无论是

对照组 低容量组 高容量组

水肿                腺细胞坏死              炎症                    出血

5
4
3
2
1
0

a a a

透明膜       微血栓         水肿      肺间质浸润    肺不张         出血

4
3
2
1
0

4

3

2

1

0
肾小管损伤                      肾小球损伤                    微血栓

a
a

A

B

C

  3
2.5

2

1

  0

1.5

0.5

肝细胞变性或坏死                 炎症                          血管扩张

D

a a

图 2 脏器病理损伤评分结果. A: 胰腺; B: 肺脏, aP<0.05 vs  

对照组和低容量血液滤过组; C: 肾脏, aP<0.05 vs 对照组和

低容量血液滤过组; D: 肝脏, aP<0.05 vs 对照组.

A2A1

B2B1

C2C1

图 3 SAP猪脏器镜下病变(HE×200). A1: 肝脏, 对照组; A2: 

肝脏, HVHF组; B1: 肾脏, 对照组; B2: 肾脏, HVHF组; C1: 

肺脏, 对照组; C2: 肺脏, HVHF组.

■应用要点
虽然常规量血液
滤 过 是 否 能 改
善SAP患者的预
后 尚 有 争 议 ,  但
H V H F 的应用价
值已得到认可. 在
实际工作中, 不要
因为 H V H F 的置
换液需要量大, 护
理工作繁重而影
响其开展.



www.wjgnet.com

2184                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年8月8日    第1�卷   第22期

 

低容量血液滤过组, 还是HVHF组对肝细胞的变

性、坏死较对照组都有明显的改善. 但对汇管

区的炎性细胞浸润和肝窦的扩张都无改善作用, 
这可能与这两项肝损害本身并不严重(评分较

低)有关. 
肺损伤是SAP最常见和最先出现的并发症[16-17]. 

导致ARDS的病理变化既复杂又严重, 从本实

验来看, 有肺水肿、间质炎症细胞浸润、肺不

张、出血、微血栓和透明膜的形成. 造成肺脏

损害的机制也很复杂, 有关因素有: (1)SAP时的

肠功能障碍, 菌群失调导致内毒素血症[18]; (2)白
细胞的过度激活. 研究发现, 大量多形核白细胞

(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[19-22]. 杜成辉 et al [23]的实验研究证实, 
HVHF不仅能清除相关的炎性介质, 而且能促进

PMN的凋亡, 减轻由于白细胞过度激活造成的

病理损害. 我们的研究结果证实了HVHF组的部

分肺损害指标(如: 肺出血、微血栓和透明膜的

形成)有改善, 而低容量组则否. ARF在SAP中也

较常见. 由于CVVH具有肾脏替代作用, 因此, 不
能仅从肾功能指标来评价肾损害, 而应看其病

理解剖的变化. 实验显示, SAP的肾损害表现为

肾小管上皮细胞刷状缘的脱落和上皮的变性坏

死, 肾小球内皮细胞的浊肿以及微血栓的形成. 
ARF的病理机制也与炎症介质的作用有关[24-26]. 
从本实验的结果来看, HVHF有助于肾小球内皮

和肾小管上皮损伤的改善, 而低容量血液滤过

组则否. 这可能与HVHF对炎性介质的清除作用

更为强大有关. 
总之, CVVH虽然不能减轻SAP猪胰腺本身

的病理损害, 但早期HVHF因其对炎症介质的强

大清除效率, 能有效地减轻SAP猪肝细胞变性、

肺透明膜和微血栓形成以及肾小管的损伤, 从
而改善这些重要脏器的部分功能, 有助于MODS
的防治, 达到延长生存时间, 改善其预后的目的. 
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■名词解释
高容量血液滤过
(HVHF): 是相对
于常规量的血液
滤 过 而 言 的 .  何
谓高容量目前尚
无 统 一 标 准 ,  大
多 数 作 者 认 为
置 换 量 超 过 了
3 L/h ［42.8 mL/
(h·kg)］则可认为
高容量.
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■同行评价
SAP的治疗目前
还是全球研究的
热点和难点, 本研
究应用早期持续
H V H F 的方法有
一定的创新性, 课
题紧密结合临床, 
对临床有一定的
指导意义, 是一篇
较好的动物实验
论文.
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Abstract
A I M : T o p r e p a r e a h i g h l y s p e c i f i c a n d 
efficient egg yolk immunoglubin (IgY) against 
recombinant vacuolating cytotoxin A-Helicobacter 
pylori adhesin A (VacA-HpaA) from the yolk of 
hen’s eggs.

METHODS: Recombinant bacteria of pQE30-
VacA-HpaA-DH5α was cultured in large num-
bers to get VacA-HpaA fusion protein. The 
recombinant protein was purified by Ni2+-NTA 
column chromatography and used to immunize 
the hens. The VacA-HpaA IgY was extracted 

from the yolk of hen’s eggs by water-dilution 
methods. In order to evaluate the relationship 
between IgY titer and immune time, the titer 
of IgY was detected by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA). IgY was purified and 
concentrated by deposition technique with am-
monium sulfate. The purity of IgY was analyzed 
by SDS-PAGE, and protein content of IgY was 
checked by Bradford method. The specificities 
of VacA-HpaA IgY to the antigens of VacA and 
HpaA were identified by Western blotting..

RESULTS: The recombinant protein was mainly 
expressed as inclusion body. The content of fu-
sion protein was 0.72 g/L. VacA-HpaA IgY from 
eggs’ yolk of hens immunized with the fusion 
protein could react with the fusion protein. The 
titer of VacA-HpaA IgY was increased with the 
immune time. After purification and concentra-
tion, the purity of VacA-HpaA IgY was about 
60%; the titer was 1∶128 000; And the concen-
tration of IgY was 22 g/L. Western blot exhib-
ited the protein bands with molecular weight of 
27 000 and 30 `000. The titer of VacA-HpaA IgY 
to VacA and HpaA were 1∶3200 and 1∶6400 (P 
< 0.01)..

CONCLUSION: VacA-HpaA-IgY with high 
concentration, purity, and specificity is suc-
cessfully prepared..

Key Words: Helicobacter pylori ; Fusion protein; 
Vacuolating cytotoxin A; Helicobacter pylori  adhesin 
A; Egg yolk immunoglubin

Ye CL, Yang ZB, Huang W, Mao XQ, Zhang SL, Huang 
J. Preparation of egg yolk immunoglubin against 
recombinant vacuolating cytotoxin A-Helicobacter pylori 
adhesin A in Helicobacter pylori. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(22):2186-2191

摘要
目的: 采用基因工程技术大量表达、提纯幽
门螺杆菌(H pylori )细胞空泡毒素毒性片段, 和
黏附素片段的融合蛋白, 以此为抗原, 制备高
效价的抗VacA-HpaA蛋黄抗体(IgY). 

■背景资料
幽门螺杆菌是慢
性胃炎和大部分
消化性溃疡的重
要 病 因 ,  并 明 确
为胃癌的危险因
素. 世界上超过了
一半的人群受到
H pylori 感染, 在
发展中国家80%
以上的成年人感
染本菌, 且婴幼儿
和儿童的感染也
很普遍. 在中国, 
据报道成人感染
率在60%以上. 根
除H pylori 感染的
的方案很多, 如药
物的二联、三联
以及四联疗法, 取
得了一定的疗效, 
但近年来由于广
泛、长期应用抗
生素, 耐药菌株不
断增加, 同时出现
了一些药物副作
用, 而且患者耐受
性、依从性以及
经济承受力都是
需要面对的问题. 
因此研究者们寻
找更多的替代药
物来预防和治疗H 
pylori 感染, 最有
效的方法是研制
免疫制剂.
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方法: 大量培养重组菌pQE30-VacA-HpaA-
DH5α, 诱导表达获得融合蛋白VacA-HpaA, 
Ni2+-NTA树脂纯化. 将纯化的重组蛋白免疫
鸡, 水稀释法提取I g Y, 硫酸铵沉淀法纯化
浓缩VacA-HpaA IgY. ELISA法测定抗体产
生的时间-效价变化, SDS-PAGE分析纯度, 
Bradford法测定蛋白含量, Western blot检测其
分别对VacA和HpaA抗原的特异性, ELISA法
检测效价. 

结果: 重组蛋白主要以包涵体形式表达, 免
疫鸡后提取的IgY可与该蛋白发生免疫反应, 
IgY效价总体上随免疫时间增加而升高. 经纯
化、浓缩后, 获得纯度为60%左右, 效价为1∶
12 800的VacA-HpaA IgY, 蛋白浓度为22 g/L, 
Western blot显示在M r27 000和M r30 000处分
别有相应条带, ELISA检测与VacA和HpaA反
应的效价分别为1∶3200和1∶6400(P<0.01).

结论: 成功制备了高浓度、高效价的抗重组
VacA-HpaA的特异性IgY.

关键词�� 幽门螺杆菌; 重组蛋白; 细胞空泡毒素抗原; 

黏附素; 蛋黄抗体
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0  引言

现有的资料表明, 幽门螺杆菌(H pylori )是胃炎、

胃十二指肠溃疡、胃癌等消化道疾病的重要病

原菌[1-8], 1994年国际癌症研究机构将其列为1类
致癌原, 清除H pylori感染已具有现实的临床意

义. 虽然多种抗生素和铋剂的联合应用是清除H 
pylori的有效方法, 但10%-15%的病例由于细菌

产生耐药性而治疗失败. 而且随着抗生素的应

用, 耐药菌株正在不断增加, 寻找防治H pylori感
染的有效措施是临床急需解决的问题. 目前, 发
现该菌有多种毒力因子, 如尿素酶、细胞空泡

毒素抗原(vacuolating cytotoxin antigen, VacA)、
黏附素(H pylori  adhesin A , HpaA)、细胞毒素相

关抗原[9-11]等. 在众多的致病物质中, HpaA是主

要定植因子, 是致病的先决条件, 为H pylori所
特有, 能与多种胃上皮细胞表面受体结合, 使H 
pylori紧密黏附于胃上皮细胞, 进而发挥对胃黏

膜的损伤作用, 其免疫原性已被证实. 针对HpaA
的被动免疫具有预防H pylori感染的作用. VacA

是引起细胞病变的主要毒力因素, 也是研究得

最清楚的一种致病物质. VacA可通过受体介导

的内吞作用进入细胞内, 引起内吞作用障碍, 最
终导致细胞内空泡样变性; 同时能在胞膜上形

成通道, 增强极化上皮单层细胞的渗透性, 最终

导致细胞死亡. 针对VacA的被动免疫具有治疗H 
pylori感染所致的细胞损伤作用. Telford et al的
实验指出, 全菌疫苗不但不能起到清除H pylori
的作用, 而且会増加人体全身和局部黏膜的不

良反应. 单一抗原的保护率低于80%, 二种或二

种以上抗原组合的疫苗具有更好的保护效果. 
因此针对VacA-HpaA融合蛋白的防治措施具有

重要价值. 
蛋黄抗体(egg yolk immunoglubilin, IgY)是

母鸡接受免疫后血液中的免疫球蛋白IgG选择

性转移到卵黄中形成的抗体[12-13]. 因其具有优越

的生物学活性和较高的稳定性, 且采集方便, 产
量高, 具有产业化生产价值, 许多学者将其制成

各种针对特异性病原的口服制剂, 用于防治肠

道感染性疾病, 已取得满意效果[14-19]. 本文旨在

制备抗H pylori重组VacA-HpaA的IgY[20-25], 为制

备集预防和治疗为一体的, 抗H pylori感染的特

异性口服制剂奠定基础. 

1   材料和方法

1.1 材料 DH5α菌株和pQE30质粒, 源于重庆医

科大学病毒性肝炎研究所, 本室保存. 重组菌

pQE30-v/h-DH5α由本室构建并保存[2]. VacA和

HpaA[3]重组蛋白由本室制备. 114日龄立克体产

蛋母鸡, 西南大学荣昌校区生物中心提供. HRP
标记羊抗鸡IgY为Promega公司产品. 蛋白质

marker为深圳晶美公司产品. Ni2+-NTA亲合层析

柱为Qiagen公司产品. 琼脂粉为日本公司产品. 
IPTG、SDS、DTT、EDTA、丙烯酰胺、N, N'-
亚甲丙烯酰胺、考马斯亮蓝R250、考马斯亮蓝

G250均为Sigma公司产品. 胰蛋白胨、酵母抽提

物均为Difco公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 重组VacA-HpaA蛋白的大量表达 挑取一

个含有重组质粒pQE30-v/h的阳性克隆DH5α菌
落接种于LA培养基5 mL中, 同时以含空pQE30
质粒的DH5α和空DH5α为对照, 37℃ 150 r/min
振摇过夜培养. 按1∶20比例, 吸取菌液转种于

盛有100 mL LA培养基的培养瓶中, 于37℃培

养至A 570 = 0.6时, 加入终浓度为0.5 mmol/L的
IPTG, 诱导表达4 h. 收集菌液, 4℃ 6000 r/min

■相关报道
大 量 文 献 显 示 ,  
lgY技术正成为医
药领域的新热点, 
他适于生产特异
性抗体, 其被动免
疫功能可以用于
抗病毒和细菌性
疾病, 具有开发功
能性食品和新药
的潜能, 用特异性
IgY治疗腹泻等胃
肠道疾病已经在
兽医学中广泛应
用. Lee et al (2002)
在体外实验中发
现特异性IgY能有
效防治人沙门氏
菌性肠炎. Sarker 
et al (2001)报道口
服 特 异 性 I g Y 可
以治疗儿童轮状
病 毒 腹 泻 .  王 忠
泽 et al (2002)报
道了抗大肠杆菌
O157∶H7鸡蛋黄
抗体的制备及被
动保护作用, 通过
动物实验表明IgY
是治疗肠道感染
的一种有潜力的
口服药物. Mine 
et al (2002)总结了
IgY的治疗作用后
表明口服IgY是抗
人胃肠道病原的
有效防治制剂.
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离心10 min, 弃上清, 沉淀物按3 mL/g湿菌的比

例加入超声破碎缓冲液(50 mmol/L NaH2PO4, 
300 mmol/L  NaCl)碎菌. 然后4℃ 8000 r/min离
心40 min, 分别收集沉淀与上清. 120 g/L SDS-
PA G E分析重组蛋白的表达形式 .  在细菌破

碎物的沉淀中加入包涵体裂解液(50 mmol/L 
NaH2PO4, 300 mmol/L NaCl, 8 mol/L尿素), 4℃裂

解4 h, 然后4℃, 12 000 r/min离心15 min, 收集上

清, 用Ni2+-NTA树脂亲和层析进行纯化. 120 g/L 
SDS-PAGE分析纯度, Bradford法测定蛋白含量. 
1.2.2 母鸡免疫和IgY的分离 用纯化的重组VacA-
HpaA和等量完全弗氏佐剂混合, 并充分研磨乳

化作为抗原, 胸部肌肉多点注射免疫114日龄立

克体母鸡, 第1次免疫剂量为100 μg/只; 15 d后进

行第2次免疫, 剂量为200 μg/只; 之后每隔1 mo
进行第3次免疫和加强免疫, 剂量均为300 μg /只. 
第2次免疫后1 wk开始收集鸡蛋4℃保存备用. 采
用水稀释结合氯仿有机沉淀法. 具体步骤为: 用
一次性注射器取出蛋黄液; 加入与蛋黄液等体

积的生理盐水稀释并用力摇匀; 加入2倍体积的

氯仿, 摇匀后静置过夜; 离心留上清, 即含有IgY, 
4℃保存备用. 
1.2.3 建立检测VacA-HpaA IgY的间接ELISA
法 以融合蛋白为抗原, 用包被液倍半稀释为

40.0-2.0 mg/L, 每孔100 μL包被聚苯乙烯反应

板, 酶标羊抗鸡IgY用酶稀释液作1∶10 000-1∶
100 000稀释, 方阵滴定法确定最佳抗原包被浓

度和酶标二抗工作浓度. 测定20份免疫前的鸡蛋

的A 570值, 取其平均值作为阴性对照. 测定免疫

后提取的IgY, 以免疫后与免疫前IgY的A 570值之

比大于2.1判为阳性. 将未免疫和第1次免疫后不

同时间提取的IgY用样品稀释液稀释成一定浓

度, 用所建立的ELISA法测定其效价. 将免疫后

110-120 d提取的IgY混合, 用常规饱和硫酸铵法

纯化. 用已建立的ELISA法测定IgY效价. 120 g/L 
SDS-PAGE检测IgY的纯度; Bradford法测定蛋白

含量. 分别以重组蛋白的VacA和HpaA为包被抗

原, 建立检测VacA和HpaA IgY的ELISA法.
1.2.4 IgY的特异性检测 采用western blot分析, 分
别将纯化的融合蛋白VacA, HpaA抗原120 g/L 
SDS-PAGE. 将凝胶靠近阴性一侧, NC膜靠近阳

性一侧, 在150 V条件下转移2 h, 取出NC膜, 用
PBS洗涤4次, 每次5 min, 然后加封闭液, 室温

封闭非特异性位点, 用PBS同上洗膜. 然后, 加上

融合蛋白 IgY(37℃作用2 h, 用PBS同上洗膜)和
HRP标记的羊抗鸡IgY二抗(37℃作用2 h, 用PBS
同上洗膜). 最后, 将NC膜浸泡在DAB显色剂中

10-15 min, 用双蒸水冲洗, 以终止染色.

2  结果

2.1  重组Va c A - H p a A的表达纯化和定量 
SDS-PAGE分析表明, 破碎菌的沉淀物可见

明显特异蛋白表达带 ,  薄层扫描分析表明 , 
目的蛋白表达量为86%, 上清液中无明显表

达带, 表明融合蛋白主要以包涵体形式表达

(图1). 将收集的破碎菌的沉淀洗涤后变性溶

解, 以NI2+-NTA柱纯化, 经SDS-PAGE和图像

分析表明, 纯化产物主要存在于前3管洗脱

液中, 纯度为90%(图2). Bradford法测定蛋白

含量为0.72 g/L.
2.2 检测IgY的间接ELISA法 方阵滴定法确定抗

原包被浓度为10 g/L, 酶标二抗的稀释度为1∶
40 000, 20份免疫前IgY标本检测结果, A 570平均

值为0.134, 按P >2.1N判为阳性, 即A 570>0.281时, 
判为阳性, A 570≤0.281判为阴性. 在上述实验条

件下, VacA-HpaA IgY效价可达1∶6400. ELISA
法检测结果发现, 免疫时间和抗体效价的变化

   1     2     3    4    5      6    7

116 000

  66 200
  46 000
  35 000
  26 000

  18 400

  14 400

  65 000

图 1 重组蛋白表达形式的鉴定. 1: protein marker; 2,3: 
pQE30-v/h-DH5α induced without IPTG; 4,5: supernatant of 
pQE30-v/h-DH5α induced with IPTG; 6,7: precipitation of 
pQE30-v/h-DH5α induced with IPTG.

M r               1  2  3  4   

 97 400

 66 200
 43 000

 31 000

 20 100
 14 400

  65 000

图 2 纯化的重组VacA-HpaA的SDS-PAGE分析. M r: protein 
marker; 1-4: purified recombinant protein (E1, E2, E3, E4). 

■创新盘点
VacA和HpaA作
为H pylori 的重要
毒力因子, 也是制
备疫苗的重要候
选抗原, 两者均具
有良好的免疫原
性, 用VacA-HpaA
融合蛋白所制备
的IgY将既能阻止
H pylori 黏附又能
中和H pylori 细胞
毒性, 现今尚无报
道.
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bP<0.01.

         

表 1  纯化浓缩IgY与VacA和HpaA反应的效价 (mean±SD)

VacA  A 570  
HpaA A 570  

                              1∶400                1∶800              1∶1600          1∶3200            1∶6400           1∶128 00          1∶25 600 

0.75±0.03b

0.�5±0.05b
0.46±0.04b

0.74±0.04b
0.31±0.03b

0.5�±0.02b
0.23±0.01b

0.32±0.03b
0.10±0.02b

0.25±0.03b
0.0�±0.02
0.13±0.01

稀释度
项目 A 570

总体上呈上升趋势: 在第1次免疫后30 d(PID30)
左右抗体效价达到1∶200, 在50 d时可达1∶
3200, 并保持了1 mo. 但随后至70 d时A 570值下

降到1∶800, 直至100 d方开始回升, 至120 d时
可达1∶6400, 免疫时间与抗体效价变化(图3).
2.3 纯化浓缩后IgY的效价、蛋白浓度和纯度   
纯化浓缩后IgY效价为1∶12 800, 蛋白浓度为

22 g/L. 在样品缓冲液中含100 mmol/L DTT
时, IgY的二硫键被拆开, 经120 g/L SDS-PAGE
电泳见2条带(图4). IgY纯度约为60%左右, 重
链的分子质量为65 kDa左右, 轻链为24 kDa
左右. 两条重链与两条轻链之和与总分子质量

180 kDa相符合..
2.4 融合蛋白IgY的特异性 NC膜显色后分别在

相对分子质量约27 000和30 000处出现相应的质量约27 000和30 000处出现相应的约27 000和30 000处出现相应的

条带, 与预期值一致, 表明该融合蛋白同时能与

VacA, HpaA两种蛋白发生反应(图5).
2.5 融合蛋白IgY与VacA, HpaA反应的效价 方
阵滴定法确定工作浓度是: VacA和HpaA抗原

包被浓度分别为7.5 mg/L和10 mg/L, 样品稀

释度为1∶100时, 酶标羊抗鸡IgY的稀释度为

1∶40 000, 阴性IgY平均值为0.142. 在上述实

验条件下, 按P >2.1N判为阳性, A 570>0.298时, 
判为阳性, A 570≤0.298判为阴性. 测得浓缩后

IgY分别与VacA和HpaA反应的效价可达1∶
3200和1∶6400(表1).

3  讨论

口服特异性IgY替代抗生素可以成功地治疗许

多胃肠道疾病, 近年来报道较多[26-31], 如抗轮状

病毒的IgY. 在抗H pylori感染中, 以研究抗尿素

酶IgY较多[32-34]. Nomura et al [22]用抗尿素酶IgY
治疗感染H pylori的沙鼠模型, 结果显示规律服

用IgY不仅能预防H pylori对沙鼠的感染, 而且

能抑制所感染的H pylori生长. Sasazuki et al [6]

用抗尿素酶IgY对志愿者进行实验, 结果17名
13C-尿素呼气实验阳性的志愿者, 在按规定口服

该IgY 4 wk后其检测值明显降低. 这些结果为

抗H pylori  IgY的应用提供了实验依据. Lehours 
et al报道, 如果一种蛋白能够包括H pylori的两

种或多种有效抗原成分, 刺激机体将会产生多

重免疫保护性反应, 有利于防治H pylori的感染. 
大量研究表明, VacA和黏附素是H pylori

引发疾病的主要致病因子, 影响H pylor i在胃

内定植的因素有很多, 如鞭毛、尿素酶、热休
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图 5 VacA-HpaA IgY的Western blot鉴定. 1,4: protein 
marker; 3,6: control(without induction); 2: VacA-HpaA IgY 
responsed with VacA; 5: VacA-HpaA IgY responsed with 
HpaA.
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图 4　纯化浓缩后IgY的SDS-PAGE分析. 1: protein marker;  
2-5: purified recombinant protein.

■应用要点
自 从 1 8 9 3 年
Klemperer发现鸡
蛋中存在抗体以
来, IgY技术正成
为医药领域的新
热点. 与产生于哺
乳 动 物 的 I g G 相
比, IgY具有许多
独特的优点. 本实
验中的IgY尚需做
进一步的体内外
实验证实其实用
性, 为确定其集预
防与治疗为一体
的口服疫苗打下
良好的基础.
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图 3 免疫时间与抗体效价变化. PID: 第1次免疫后的时间. 
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克蛋白、黏附因子、过氧化物歧化酶等, 其中

的关键环节是黏附, 宿主细胞的特异性黏附由

黏附素受体系统介导, 依赖于黏附分子上某些

特定的氨基酸位点与受体的结合. HpaA基因为

H pylori所特有, 编码保守的HpaA能与多种胃

上皮细胞表面受体结合, 使H pylori紧密黏附于

胃上皮细胞, 进而发挥对胃黏膜的损伤作用. 而
VacA是H pylori引起细胞损伤的重要的致病物

质. 如能制备二者融合蛋白的IgY, 将既能阻止

H pylori黏附又能中和H pylori细胞毒性, 应有

更好的抗H pylori感染效果. 为此我们制备了融

合蛋白VacA-HpaA IgY, 国内外尚未见报道. 通
过Western blot法表明, 该IgY可分别与VacA和

HpaA反应, 即同时具有VacA和HpaA的抗体活

性, 这表示他既可阻止H pylori在胃内定植, 又
可中和VacA的细胞毒性作用, 为进一步制备防

治H pylori的IgY抗体制剂打下了良好的基础. 
经ELISA检测VacA-HpaA IgY对VacA和HpaA
的效价分别为1∶3200和1∶6400, 该效价略

低于与融合蛋白抗原反应时的效价, 可能是因

为在VacA-HpaA融合基因构建过程中VacA和

HpaA的部分有效基因被覆盖, 导致所表达的融

合蛋白所产生的IgY分别对VacA和HpaA反应

的效价降低. 
抗原免疫后 I g Y效价通常是与免疫时间

成正比的, 而我室制备的VacA-HpaA IgY的时

间效价变化曲线未完全随时间递增, 首次免疫

60-70 d时, 效价从60 d的1∶3200降到1∶800, 
且持续了20 d, 第100 d后又迅速递增, 120 d时
达到1∶6400. 分析其原因可能是在60至100 d
时的鸡蛋收回后未能及时提取IgY, 以至提取时

其效价已降低. 如果采蛋后立刻提取IgY, 4℃冷

藏保存其效价则可保存效长时间. 
在制备IgY的过程中, 纯化的方法很多[35], 

其中以水稀释最为常用, 且效率高、纯度高, 简
便实用, 适合大规模制备. 进一步纯化IgY的最

好的方法是亲和层析, 得到的IgY纯度可达90%
以上, 但在洗脱过程中可能会造成IgY变性, 产
率也低. 因此本实验用水稀释结合氯仿有机沉

淀法提取IgY后, 再用浓度为25%-40%的硫酸

铵沉淀IgY, 纯化并浓缩IgY, 纯度可达60%左右, 
蛋白含量为22 g/L, 抗体效价达1∶12 800, 并
有效保证了其抗体活性, 可满足本实验的要求. 
本实验进一步为制备集预防和治疗性为一体的

抗H pylori感染的IgY口服制剂奠定了基础.
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Abstract
AIM: To investigate the methylation and 
expression of c-myc oncogenes, p16INK4A, p21WAF1, 
hMLH1 and hMSH2 tumor suppressor genes, 
and their associations with folate and methyl
enetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene 
polymorphisms in gastric cancerous tissues.

METHODS: Paired samples of primary gastric 
cancer and corresponding para-cancerous, non-
cancerous gastric mucosa were obtained from 
surgically resected specimens of 38 patients, and 
the latter were used as controls. Folate concen-

tration was detected by FOL ACS: 180 automat-
ed chemiluminescence system. Two common 
polymorphisms of MTHFR gene were analyzed 
by polymerase chain reaction-restriction frag-
ment length polymorphism (PCR-RFLP). The 
mRNA expression of tumor-related gene was 
detected by real-time reverse transcription-PCR 
(RT-PCR). The methylation status of gene pro-
moter was determined by methylation-specific 
PCR (MSP).

RESULTS: Up-regulation of c-myc, down-reg-
ulation of p16INK4A,  hMLH1 and hMSH2 expres-
sion were associated with the aberrant methyla-
tion of gene promoters in gastric canceous mu-
cosae, while p21WAF1 expression was not. Down-
regulation of p21WAF1 and hMSH2 expression, 
hypermethylation of p16INK4A were associated 
with low folate level. Over-expression and hy-
pomethylation of c-myc coexisted with low folate 
level. 677CC genotype of MTHFR showed hy-
permethylation and down-regulation of p16INK4A 
expression, and there was no significant relation-
ship between the two common polymorphisms 
of MTHFR and the methylation and expression 
of the other tumor-related genes.

CONCLUSION: DNA methylation plays an im-
portant role in human gastric carcinogenesis. Fo-
late level and MTHFR gene polymorphisms may 
regulate the expression of tumor-related genes 
by affecting the methylation status.

Key Words: Gastric cancer; Tumor-related genes; 
DNA methylation; Folate; Methylenetetrahydro-
folate reductase; Gene polymorphism

Weng YR, Fang JY, Sun DF, Chen ZF, Lu R, Gu WQ, 
Zhu HY. Methylation and expression of tumor-related 
genes and their associations with folate and MTHFR 
gene polymorphisms in gastric cancerous tissues. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(22):2192-2198

摘要
目的: 探讨人胃癌组织中癌基因c-myc , 抑癌
基因p 16INK4A, p 21WAF1, 错配修复基因hMLH1

■背景资料
胃癌是消化系统
最常见的恶性肿
瘤, 其发生、发展
与癌基因的过度
表达和抑癌基因
的失活等有关. 胃
癌源于黏膜上皮
细胞, 本文不以血
液标本为研究对
象, 而是以胃黏膜
组织为研究对象, 
平行观察了胃癌
组织中多种肿瘤
相关基因的甲基
化状态及其表达
与叶酸水平和代
谢酶MTHFR基因
多态性之间的关
系. 
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和hMSH2 的甲基化状态及其表达与叶酸、

MTHFR基因多态性的关系. 

方法: 胃癌38例手术切除标本的癌区、癌旁
和外周正常黏膜组织, 运用FOL ACS: 180自动
化学发光系统测定叶酸含量, PCR-RFLP技术
检测MTHFR基因677 (C→T)和1298 (A→C)两
个常见多态, 并分别以Real-time RT-PCR和甲
基化特异性PCR (MSP)技术检测肿瘤相关基
因的表达和甲基化状态. 

结果: c-myc 表达升高, p 16INK4A, hMLH1 和
hMSH2 表达降低的胃癌黏膜组织其基因启动
子区异常甲基化. p 21WAF1, hMSH2 表达降低, 
p 16INK4A高甲基化者叶酸水平明显降低, c-myc
低甲基化和表达升高者中均存在低叶酸水
平. MTHFR 677CC基因型的胃癌黏膜组织
p 16INK4A甲基化升高且表达降低, 而其余肿瘤
相关基因的甲基化及其表达与MTHFR两个常
见多态均无明显相关性.

结论: DNA甲基化在胃癌的发生、发展中具
有重要作用, 叶酸水平和MTHFR基因多态性
通过影响部分肿瘤相关基因的甲基化状态而
调控其表达.

关键词�� 胃癌; 肿瘤相关基因; DNA甲基化; 叶酸; 

MTHFR; 基因多态性
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0  引言

DNA甲基化是表观遗传修饰的主要内容之一, 
他通过影响癌基因和抑癌基因的表达以及基因

组的稳定性而参与肿瘤的发生与发展. 叶酸是

主要的甲基基团供体, 叶酸缺乏通过破坏总基

因DNA低甲基化、DNA合成与修复失常而发挥

致癌作用[1]. 亚甲基四氢叶酸还原酶(methylenete
trahydrofolate reductase, MTHFR)是叶酸代谢途

径的关键酶之一, 他有2个常见多态, 即677 (C→
T)和1298 (A→C). 突变的基因型增加酶的热不

稳定性并降低其活性, 从而影响DNA甲基化和

核酸的稳定性[2-4]. 胃癌是消化系统最常见的恶

性肿瘤, 其发生、发展与癌基因的过度表达和

抑癌基因的失活等有关. 我们研究胃癌发生、

发展过程中叶酸和代谢酶MTHFR基因多态性对

癌基因c-myc , 抑癌基因p 16INK4A, p 21WAF1, 错配修

复基因hMLH1和hMSH2的甲基化状态及其表达

的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-07/2005-01组织学确诊为胃癌的

手术患者38例. 年龄31-91(平均61.7±14.7)岁, 
其中≥60岁22例, <60岁16例. 男25例, 女13例. 
肿瘤直径≥5 cm 20例, <5 cm 18例. 淋巴结转

移20例, 无转移18例. TNM临床分期:Ⅰ期5例, Ⅱ
期21例, Ⅲ期12例. 标本分为3部分, 癌区组织取

自癌灶中央非坏死部分, 癌旁组织取自距癌灶

边缘5 cm以内的黏膜组织, 外周正常组织取自

距癌灶边缘5 cm以上的黏膜组织, 切除后立即

置液氮冻存. 病例临床资料完整, 并且术前均未

进行任何抗肿瘤治疗. 所有标本均经本院2位高

年资病理科医生证实. 全部病理诊断基于HE染
色和根据WHO组织学诊断标准. 癌旁组织的病

理学特征为炎症, 部分伴有肠化和异型增生.
1.2 方法 组织叶酸含量检测和MTHFR基因型

检测见文献[5]. 肿瘤相关基因的表达运用Real-
t ime RT-PCR技术. (1)分别提取不同来源组织

RNA (Trizol, Gibco BRL); (2)逆转录50 μL体系

中将10 μg RNA逆转录为cDNA; (3)Real-time 
PCR采用定量PCR中的相对定量法, 以β-actin作
为内参照, 同时以外周正常组织为基准, 癌区和

癌旁组织RNA的肿瘤相关基因(x)表达量均表达

成外周正常组织的N倍即(Nx). 每次定量反应后

产物都经30 g/L琼脂糖电泳证明为所需扩增的

片段. 通常情况下, 正常组织此值将位于0.3-3.0
之间, Nx≥3为表达升高, 而≤0.3为表达降低[6]. 
反应条件94℃ 5 min, 92℃ 15 s, 60℃ 1 min, 40
个循环. 每次反应均作3复孔, CT取其均值. 引物

和探针序列见表1. 肿瘤相关基因甲基化分析: 
(1)分别提取不同来源组织DNA (QlAamp DNA 
Mini Kit); (2)DNA亚硫酸氢盐处理(CpGenomeTM 
Universal DNA Modification Kit, Chemicon): 
DNA经过亚硫酸氢盐的化学修饰, 单链DNA中

的所有的非甲基化的胞嘧啶都会发生脱氨基作

用而转变成尿嘧啶, 而甲基化的胞嘧啶则不被

修饰, 仍保持5-甲基胞嘧啶状态; (3)甲基化特异

性PCR (MSP): 引物序列及PCR扩增条件见表2; 
(4)PCR产物采用20 g/L琼脂糖电泳, 生物电泳图

像系统分析结果.
Nx = 2-△△Ct

△△Ct = △Ct样品-△Ct基准 = (Ct样品x-Ct
样品β-actin)-(Ct基准x-Ct基准β-actin)

■同行评价
文章平行观察了
胃癌组织中多种
癌相关基因的甲
基化状态与叶酸
水平及MTHFR之
间关系, 发现叶酸
水平和MTHFR基
因多态性可以影
响部分肿瘤相关
基因的甲基化状
态. 本研究内容较
为前沿, 同时检测
指标较多, 工作量
较大, 研究结果具
有一定指导意义.
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表 1 定量PCR引物及探针序列

基因           正义引物(5'-3')    反义引物(5'-3')                           探针                      基因登录号

β-actin         CTG GCA CCC AGC         GGA CAG CGA GGC              ATC ATT GCT CCT           BC016045

                     ACA  ATG                         CAG GAT                               CCT GAG

p16INK4A      CAT AGA TGC CGC         CAG AGC CTC TCT                CCT CAG ACA TCC      NM_058197

                     GGA AGG T                     GGT TCT TTC AA                   CCG

p21WAF1      CTG GAG ACT CTC         GGA TTA GGG CTT                ACG GCG GCA GAC         NM_078467     

                     AGG GTC GAA                 CCT CTT GGA                        CAG CAT GA

c-myc       ACA CCG CCC ACC         CCA CAG AAA CAA               AGC GAC TCT GAG          V00568

                     ACC AG                            CAT CGA TTT CTT                 GAG G

hMLH1      GGC CAG CTA ATG         CTT TAA CAA TCA CTT          ATT GAG AAC TGT          U07418    

                     CTA TCA AAG AG            GAA TAC TTG TGG A             TTA GAT GCA

hMSH2      ATC CAA GGA GAA         CAA AGA GAA TGT CTT        CAT ATA AGG CTT         U04045    

                     TGA TTG GTA TTT G        CAA ACT GAG AGA               CTC CTG GC

     

表 2 MSP引物序列及PCR扩增条件

基因                 正义引物(5'-3')         反义引物(5'-3')                                  反应条件                         基因登录号

p16INK4A (M)         TTA TTA GAG GGT         GAC CCC GAA CCG         95℃ 5 min; 95℃ 30 s, 65℃ 30 s,       X94154

                           GGG GCG GAT CGC       CGA CCG TAA                  72℃ 30 s, 40 cycles; 72℃ 5 min

p16INK4A (U)          GGG GGA GAT TTA        CCC TCC TCT TTC           95℃ 5 min; 95℃ 30 s, 58℃ 30 s,        X94154

                           ATT TGG                         TTC CTC                           72℃ 30 s, 40 cycles; 72℃ 5 min

p21WAF1 (M)         TGT AGT ACG CGA         TCA ACT AAC GCA          95℃ 5 min; 95℃ 40 s, 60℃ 40 s,      NM_007592     

                           GGT TTC G                      ACT CAA CG                    72℃ 40 s, 40 cycles; 72℃ 5 min

p21WAF1 (U)          TTT TTG TAG TAT           AAC ACA ACT CAA          95℃ 5 min; 95℃ 40 s, 56℃ 40 s,      NM_007592

                           GTG AGG TTT TGG         CAC AAC CCT A              72℃ 40 s, 40 cycles; 72℃ 5 min

c-myc (M)          TAG AAT TGG ATC         CGA CCG AAA ATC         95℃ 5 min; 95℃ 1 min, 56℃ 2 min,   AF002859    

(exon1-2)           GGG GTA AA                  AAC GCG AAT                  72℃ 3 min, 5 cycles; 95℃ 30 s, 

                                                                                                            56℃ 30 s, 72℃ 1 min, 35 cycles; 

                                                                                                            72℃ 5 min

c-myc  (U)          TAG AAT TGG ATT          CCA ACC AAA AAT          95℃ 5 min; 95℃ 1 min, 56℃ 2 min,  AF002859 

(exon1-2)           GGG GTA AA                  CAA CAT GAA T               72℃ 3 min, 5 cycles;  95℃ 30 s,

                                                                                                            56℃ 30 s, 72℃ 1 min, 35 cycles;

                                                                                                            72℃ 5 min

hMLH1 (M)        ACG TAG ACG TTT          CCT CAT CGT AAC          95℃ 5 min; 95℃ 30 s, 60℃ 60 s,       AB017806    

                           TAT TAG GGT CGC         TAC CCG CG                    72℃ 60 s,  40 cycles; 72℃ 5 min

hMLH1 (U)         TTT TGA TGT AGA TGT   ACC ACC TCA TCA          95℃ 5 min; 95℃ 30 s, 60℃ 60 s,       AB017806

                           TTT ATT AGG GTT GT     TAA CTA CCC ACA          72℃ 60 s, 40 cycles; 72℃ 5 min

hMSH2 (M)        TCG TGG TCG GAC         CAA CGT CTC CTT          95℃ 5 min; 95℃ 30 s, 60℃ 60 s,       AB006445

                           GTC GTT C                      CGA CTA CAC CG           72℃ 60 s, 40 cycles; 72℃ 5 min

hMSH2 (U)         GGT TGT TGT GGT         CAA CTA CAA CAT CTC   95℃ 5 min; 95℃ 30 s, 60℃ 60 s,       AB006445

                           TGG ATG TTG TTT          CTT CAA CTA CAC CA     72℃ 60 s, 40 cycles; 72℃ 5 min

统计学处理 采用SAS 6.12统计软件包进行

统计处理. 通过方差分析进行均数间两两比较, 
两样本率比较用确切概率计算法,  P <0.05为差

异有显著性.

2  结果

2.1 肿瘤相关基因在胃癌组织中的表达 与外周

正常组织相比, 胃癌区组织中p 21WAF1, hMLH1
和hMSH2表达降低, c-myc表达升高(P <0.05), 而
p 16INK4A则无统计学显著差异(P >0.05); 胃癌旁组

织中hMLH1表达降低, c-myc表达升高(P <0.05), 
其余则无显著差异(P >0.05, 表3). 
2.2 叶酸和肿瘤相关基因表达的关系 p 21WAF1和

hMSH2表达降低的胃癌区组织叶酸含量明显
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表 3 肿瘤相关基因在胃癌组织中的表达  n  (%)

基因       组织     表达升高          无变化            表达降低                    Nx

p16INK4A      癌旁      2 (5.3)         22 (57.9)          14 (36.8)           0.78±0.82

      癌区      2 (5.3)         13 (34.2) 23 (60.5)         0.70±0.93

p21WAF1      癌旁      3 (7.9)         22 (57.9) 13 (34.2)         0.93±1.01

      癌区      2 (5.3)         14 (36.8) 22 (57.9)         0.70±0.86a

hMLH1      癌旁      1 (2.6)         20 (52.6) 17 (44.7)         0.66±0.92a

      癌区      2 (5.3)         14 (36.8) 22 (57.9)         0.61±0.86a

hMSH2      癌旁      2 (5.3)         20 (52.6) 16 (42.1)         0.82±1.22

      癌区      1 (2.6)         17 (44.7) 20 (52.6)         0.68±0.85a

c-myc        癌旁       14 (36.8)        21 (55.3)   3 (7.9)         2.76±3.44b

      癌区       19 (50.0)        15 (39.5)   4 (10.5)         3.27±2.88b

aP<0.05, bP<0.01.

     

表 4 MTHFR多态性与肿瘤相关基因表达的关系  n  (%)

                                 表达                      表达        

                                 增强                      减弱

p16INK4A    677CC 1           3     10(71.4)    0.63±1.05

                677CT 1           8     10(52.6)      0.7±0.88

                677TT              2       3(60.0)    0.85±0.96

                1298AA 1           9     16(61.5)    0.57±0.96

                1298AC 1           4       7(58.3)    0.81±1.15

p21WAF1    677CC 1           7       6(42.9)    1.06±1.06

                677CT 1           5     13(68.4)    0.47±0.69

                677TT              2       3(60.0)    0.55±0.55

                1298AA 2         10     14(53.9)    0.75±0.85

                1298AC              4       8(66.7)    0.58±0.85

c-myc   677CC 6(42.9)  7       1             2.26±2.17a

                677CT    11(57.9)  6       2      4.32±3.25

                677TT 2(40.0)  2       1      2.15±1.8

                1298AA  15(57.9)  8       3      3.84±3.17

                1298AC 4(33.3)  7       1      2.06±1.64

hMLH1 677CC              3     11(78.6)    0.46±0.67

                677CT 1           8     10(52.6)    0.57±0.82

                677TT 1           3       1(25.0)      1.3±1.28

                1298AA 2         10     14(53.9)    0.72±0.96

                1298AC              4       8(66.8)    0.39±0.55

hMSH2 677CC 　         5       9(64.3)    0.31±0.32

                677CT 1         10       8(42.1)    0.88±0.97a

                677TT              3       2(40.0)    0.94±1.12

                1298AA 1         13     12(46.2)      0.8±0.98

                1298AC 　          5       7(58.3)      0.4±0.42

基因         MTHFR                 无变化                            Nx

aP<0.05.

低于表达升高者(图1), c-myc表达升高的胃癌区

组织叶酸含量明显低于表达降低者(P <0.05), 而
p 16INK4A和hMLH1表达与叶酸含量无明显相关

(P >0.05). 
2.3 MTHFR基因多态性与肿瘤相关基因表达

及甲基化的关系 (1)677 (C→T)位点: hMSH2表
达降低的胃癌区组织以C C基因型最多见, 其
mRNA表达明显低于CT基因型, 与TT基因型

相比有降低趋势; p 21WAF1以CT基因型最多见, 
与CC基因型相比有降低趋势; hMLH1则以CC
基因型最多, 与TT基因型相比有降低趋势; 而
p 16INK4A以CC基因型最多, 与其余两种基因型相

比无显著差异. c-myc表达升高的胃癌区组织以

CT基因型最多见, 其mRNA表达明显高于CC基
因型. (P <0.05) p 16INK4A , c-myc甲基化紊乱以CC
基因型多见, p 21WAF1, hMLH1和hMSH2以CT基
因型多见. (2)1298 (A→C)位点: c-myc表达升高

的胃癌区组织以AA基因型最为多见, 其mRNA
表达与AC基因型相比有降低趋势. 其余肿瘤相

关基因表达降低者中3种基因型的mRNA表达无

显著差异. 各基因甲基化紊乱均以AA基因型多

见(表4, 图2). 
2.4 叶酸及肿瘤相关基因表达与甲基化的关系 

c-myc癌基因低甲基化见于表达升高者, 余基因

中除有1例p 21WAF1高甲基化见于表达无改变者, 
高甲基化均见于表达降低者. 癌旁组p 21WAF1有2
例, p16INK4A和hMLH1各1例有高甲基化, 其余甲

图 1 叶酸和肿瘤相关基因表达的关系. aP  = 0.02, bP  = 0.01.

10

 8

 6

 4

 2

 0

表达增强

表达减弱

  p21WAF1a                                       hMSH2 b                                   c-myc a

叶
酸

浓
度
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表 5 叶酸和肿瘤相关基因表达与甲基化的关系

                                                增高和    叶酸浓度

                                                无变化                   (μg/L)

p16INK4A       高  9             0   2.16±1.11

                   非         14           15b   4.11±1.96b

p21WAF1       高  7 1   3.09±1.39

                   非         15           15   3.77±2.11

hMLH1    高  8 0   3.06±1.62

                   非         14           16a   3.81±2.04

hMSH2    高  5 0   2.77±0.84

                   非         15           18a   3.78±2.06

c-myc      低  0 6   2.25±1.23

                   高         19           13a   3.91±2.01

基因         甲基化     降低

aP<0.05, bP<0.01.

8

6

4

2

0

CC
CT
TT
AA
AC

p16INK4A                  p21WAF1               hMLH1                    hMSH2               c-myc

甲
基

化
紊

乱

图 2 MTHFR多态性与肿瘤相关基因甲基化的关系.

Mark  M    U     M   U     M    U    M    U 

p16INK4A

Mark  M    U     M   U     M    U    M    U 
p21WAF1

Mark M    U     M    U    M     U    M    U 

hMLH1

hMSH2

Mark M    U     M    U    M     U    M    U 

Mark M    U     M    U    M     U    M    U 

c-myc

图 3 肿瘤相关基因甲基化特异性PCR扩增. Mark: 100 bp 

Ladder; M: 甲基化; U: 非甲基化.

基化紊乱均见于癌区组, 外周正常组未有发现. 
经统计学检验, 除p 21WAF1外, 余基因的甲基化紊

乱与其表达明显相关(P <0.05, 表5, 图3). p 16INK4A

高甲基化者叶酸水平明显低于非甲基化; c-myc
低甲基化者叶酸水平与非甲基化相比有降低趋

势; p 21WAF1, hMLH1和hMSH2高甲基化者与非甲

基化相比, 叶酸水平无统计学差异(表5).

3  讨论

胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤, 其发生、

发展是一个多基因参加的多步骤过程, 包括癌

基因的过度表达和抑癌基因的失活等[7]. DNA甲

基化在基因表达调控中具有重要作用. 迄今为

止, 已发现在大量的肿瘤细胞中抑癌基因失活

与该基因启动子区过度甲基化有直接关系, 而
过低甲基化则导致某些在正常情况下受到抑制

的癌基因大量表达, 并可导致整个基因组的不

稳定性增加. p 16INK4A基因是一种抑癌基因, 对
细胞周期起负调控作用. 在人胃癌中常可检测

到p 16IINK4A蛋白的缺失[8], 我们也发现胃癌区组

织与外周正常组织相比p 16INK4A mRNA表达有

降低趋势(P  = 0.054). 近来许多研究发现胃癌

中p 16INK4A基因的突变和纯合缺失并不多见, 该
基因启动子区的甲基化紊乱是基因静默的主要

机制[9-10]. 我们通过MSP方法检测发现p 16INK4A 

mRNA低表达的癌区组织有9/23 (39.1%)存在

DNA启动子区高甲基化, 而在p 16INK4A表达升高

或无变化的样品中却无1例存在此现象, 提示胃

癌组织p 16INK4A mRNA的表达降低与DNA甲基化

有关. 
p 21WAF1基因上有p 53作用的位点, 能协助

p 53发挥抑癌作用. 虽然信号传导、细胞分化

或某些影响因子能改变p 21WAF1 mRNA的稳定

性, 但近来研究表明, p 21WAF1启动子区高甲基

化是该基因失活的可能机制[11-12]. 然而, Scot t 
et al [13]发现, 5-aza-dC通过释放组蛋白脱乙酰化

酶1(HDAC1)介导p 21WAF1表达上调, 而该基因启

动子区并未发生去甲基化. 我们发现, 胃癌区组

织中p 21WAF1表达明显低于外周正常组织, 其中

表达降低者有7/22 (31.8%)、无变化者有1/16 
(6.3%)存在高甲基化, 增高者中未发现甲基化

紊乱现象(P >0.05). 提示胃癌组织中p 21WAF1低表

达, 但调控其表达的主要机制并非该基因的异

常甲基化. 错配修复(mismatch repair, MMR)是
细胞纠正复制错误的重要手段, 常出现在增殖

过程中以维持基因的精确性, 对DNA复制的忠

实性和基因组的稳定性起重要作用. MMR基因

表达异常将会出现微卫星DNA的不稳定性或复

制错误, 引起整个基因组不稳定性增加, 促使肿

瘤发生[14-15]. hMLH1和hMSH2是MMR系统最为

重要的2种基因成分. 现认为hMLH1基因启动子
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的继发性转录缺失与该基因启动子区的甲基化

密切相关[16-17], 而对于DNA甲基化是否能引起

hMSH2表达缺失仍有异议[18-19]. 本实验胃癌区组

织中hMLH1和hMSH2表达水平明显低于外周正

常组织, 其中表达降低的癌组织中高甲基化分

别有8/22 (36.4%)和5/20 (25.0%), 而表达增强或

无变化者中未发现异常甲基化. 这一结果说明

hMLH1甲基化在胃癌的发生中起重要作用, 也
提示DNA甲基化在一定程度上影响了hMSH2表
达缺失[20]. 

c-myc是一个多功能的癌基因, 有转录因子

活性, 可启动细胞增殖、抑制细胞分化、调节细

胞周期并参与细胞凋亡的调控. 通常正常组织的

c-myc基因3'端CCGG是被甲基化的, 只有少数细

胞存在轻度低甲基化, 甲基化异常可导致该基因

异常高表达, 进而参与肿瘤的发生、发展. 我们

既往的研究显示, c-myc在胃癌[21]和肝癌[22]发生

中甲基化水平降低. 本实验胃癌组织中c-myc过
表达, 其mRNA表达水平明显高于外周正常组

织, 其中6/19 (31.58%)的癌组织DNA启动子区

低甲基化, 提示DNA低甲基化引起c-myc过度激

活可能是胃癌发生的参与因素. 叶酸是主要的

甲基基团供体, 他在调节包括细胞内甲基化反

应和保持基因组稳定性方面具有重要作用, 其
缺乏或代谢障碍与许多肿瘤的发病风险增高相

关[23]. MTHFR不可逆催化5, 10-亚甲基四氢叶

酸转变为5-甲基四氢叶酸, 他通过合成SAM而

参与多种甲基化过程, 而酶活性的降低减少了

同型半胱氨酸向甲硫氨酸的转变, 改变了SAM
水平, 从而导致DNA低甲基化; 又通过胸腺嘧

啶的合成参与DNA复制和细胞分化, 而其底物

5, 10-亚甲基四氢叶酸减少, 使尿嘧啶错误掺入

DNA, 被DNA修复系统识别和切除, 从而增加染

色体的不稳定性[24]. 已有学者研究发现叶酸[25]和

MTHFR基因多态性[26]与部分肿瘤相关基因甲基

化紊乱有关, 但迄今缺乏针对胃癌的研究. 
基于以上所述 ,  我们还研究了叶酸和

MTHFR基因多态性与肿瘤相关基因甲基化及

其表达的关系. 就叶酸而言, 胃癌黏膜中p 21WAF1, 
hMSH2表达降低, p16INK4A高甲基化与低叶酸相

关; 低叶酸通过使c-myc癌基因甲基化水平降低

调控该基因表达. 就MTHFR基因2个多态位点

而言, 胃癌区组织中携带677CC基因型的个体

p 16INK4A甲基化升高而表达降低, 而其余肿瘤相

关基因的甲基化及其表达与MTHFR 2个常见多

态则无显著关系. 

总之, 胃癌的发生是一个多基因、多阶段

的复杂病变过程, 位点特异的DNA甲基化调控

基因的表达, 癌基因的低甲基化和抑癌基因的

高甲基化参与胃癌的发生、发展[27-28]. 叶酸缺乏

及其代谢酶MTHFR多态性影响DNA的甲基化

和核酸的稳定性, 从而参与肿瘤的形成. 由于样

本数量有限, 我们未能探知实验设计中所有肿

瘤相关基因与叶酸和MTHFR多态性的关系, 但
从中可看出一定趋势, 即叶酸水平和MTHFR多
态性通过影响部分肿瘤相关基因的甲基化状态

而调控其表达. 大样本的实验有待开展, 以进一

步验证我们的结果, 同时探讨各基因与胃癌组

织分型及TMN分期的关系, 拓展对胃癌发病机

制的研究. 
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e m e c h a n i s m o f 
cyclooxygenase-2 (COX-2), basic fibroblast 
growth factor (BFGF) in the carcinogenesis of 
colorectal carcinoma and adenoma.

METHODS: Intestinal biopsy specimens were 
collected from patients with colorectal carci-
noma (n = 49), adenoma (n = 25), and normal 
mucosa (n = 20), and the expression of COX-2 
and BFGF were detected by immunohistochemi-
cal staining (SP method).

RESULTS: The positive rates of COX-2, BFGF 
expression were 59.2%, 69.3% in colorectal car-
cinoma, and 52.0%, 56.0% in adenoma, respec-
tively. COX-2 and BFGF expression were not de-
tected in normal intestinal mucosa. The positive 
rates of COX-2 and BFGF expression were not 

significantly difference between colorectal car-
cinoma and adenoma (P > 0.05). The expression 
of COX-2 and BFGF were not significantly corre-
lated with the gender, age, tumor size, tumor lo-
cation, and cell differentiation, but had marked 
correlations with Dukes stages (stage C, D vs 
A, B: 81.5% vs 54.5%, P < 0.05) and lymph node 
metastasis (metastasis vs non-metastasis: 81.5% 
vs 54.5%, P < 0.05). Furthermore, there were sig-
nificant correlations between COX-2 and BFGF 
expression (r = 0.349, P < 0.05).  

CONCLUSION: Excessive expression of COX-2 
and BFGF may play a synergic role in the carci-
nogenesis and development of colorectal carci-
noma and adenoma.

Key Words: Carcinogenesis; Colorectal carcinoma; 
Cyclooxygenase-2; Basic fibroblast growth factor

Lin YG, Wei LH. Expression and significance of 
cyclooxygenase-2 and basic fibroblast growth factor 
in colorectal carcinoma and adenoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(22):2199-2202

摘要
目的: 研究COX-2和BFGF在大肠癌及大肠腺瘤
组织中的表达及意义. 

方法: 采用免疫组化SP方法检测了手术切除
的大肠癌49例, 腺瘤性息肉25例, 正常大肠黏
膜组织20例中的COX-2和BFGF表达. 

结果: COX-2和BFGF在大肠癌中的表达阳
性率分别为59.2%和69.3%, 在腺瘤性息肉的
表达率为52.0%和56.0%, COX-2和BFGF在
大肠癌组织与腺瘤性息肉中表达无显著性差
异(P >0.05); 正常肠黏膜中未检出COX-2和
BFGF. COX-2和BFGF在大肠癌中表达与性
别, 年龄, 肿瘤大小, 肿瘤位置, 分化程度无关
(P >0.05). 但与肿瘤Dukes分期有关, C, D期高
于A, B期(81.5% vs  54.5%, P <0.05), 淋巴结转
移之间具有显著性差, 有异淋巴结转移高于无
淋巴结转移(81.5% vs  54.5%, P <0.05). 肠癌组
织中COX-2、BFGF表达二者间有相关性(r  = 
0.349, P <0.05).

www.wjgnet.com

■背景资料
近年来, 细胞生长
因子与肿瘤的关
系已日益受到重
视. 多种生长因子
在不同的肿瘤组
织或体液中可被
检测; 某些生长因
子的编码基因与
癌基因有同源性, 
与肿瘤血管生成
关系密切. 碱性成
纤维细胞生长因
子(BFGF)是成纤
维生长因子家族
中的一员, 研究证
明与肿瘤发生关
系密切. 近年研究
证明, 动物实验、

细胞学研究、临
床试验和流行病
学研究证明环氧
合酶-2(COX-2)抑
制剂可以在早期
阶段阻止结直肠
癌的发生.
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结论: COX-2、BFGF在大肠癌组织及大肠腺
瘤中的表达水平增高, 在大肠腺瘤恶变及大肠
癌的发生发展过程中起协同作用, 共同促进肿
瘤的发生.

关键词: 大肠癌; COX-2; BFGF
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0  引言

大肠癌是我国发病率及死亡率最高的恶性肿瘤

之一, 其发病机制尚未完全清楚. 目前认为大

肠癌的发生及发展是一个涉及多阶段、多基

因、多因素异常积累的复杂过程. 细胞生长因

子、癌基因与肿瘤的关系已日益受到重视. 我
们采用免疫组化方法检测大肠良恶性肿瘤组织

中的COX-2及BFGF蛋白表达, 以探讨COX-2和
BFGF蛋白在大肠癌发生和发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-11/2004-04手术治疗病理确诊为

结直肠癌的广西籍患者49例, 术前未行放化疗. 
男32例, 女17例; 年龄24-85(中位57.4)岁, 年龄

<50岁15例, 年龄≥50岁34例; 直肠癌32例, 结肠

癌17例; 肿瘤大小<5 cm 20例, 肿瘤大小≥5cm 
29例; 高中分化腺癌41例, 低未分化腺癌8例; 有
区域淋巴结转移27例, 无区域淋巴结转移22 例; 
远处转移9例; Dukes A期12例, B期10例, C期18
例, D期9例. 大肠腺瘤性息肉25例(为经病理确

诊内镜下电凝电切息肉)及正常大肠黏膜标本20
例(均为IBS病例且患者有病理检查要求, HE染
色均为为正常肠黏膜). 全部标本均用甲醛固定, 
石蜡包埋, 5 µm厚连续切片. 
1.2 方法 免疫组化染色采用SP法进行. COX-2, 
BFGF均为即用型抗体, 由福建迈新生物技术开

发公司提供, 按说明书进行操作. 结果判断使用

德国Leica公司QMR+Q550型计算机图像分析仪

进行分析. COX-2, BFGF免疫阳性物质定位于

胞质或胞膜. 先按染色强度打分: 0分为无色, 1 
分为浅黄色, 2分为棕黄色, 3分为棕褐色; 再按

阳性细胞百分比打分: 阳性细胞数≤5%为0分, 
6%-25%为1分, >26%-50%为2分, >51%-75%为3
分, >75%为4分; 最后按染色强度分数与阳性细

胞百分比分数之和判断结果≥2分为+, <2 分为-. 

      统计学处理 采用SPSS 10.0统计软件包, 2个
样本率的比较用卡方检验; 相关分析为计数资

料的相关分析. P <0.05具有显著差异. 

2  结果

2.1 大肠癌组织COX-2和BFGF蛋白的表达(表1, 
图1) COX-2和BFGF蛋白在正常肠黏膜胞质及核

内未出现阳性黄色信号, COX-2和BFGF蛋白在腺

瘤性息肉胞质内出现淡黄色阳性信号, COX-2和
BFGF蛋白在大肠癌细胞质出现棕黄色阳性信号

(图1). 大肠癌和腺瘤性息肉中COX-2和BFGF蛋白

的表达明显高于正常肠黏膜(P <0.05), 大肠癌和腺

瘤性息肉中COX-2和BFGF蛋白的表达无显著性

差异(P >0.05, 表1). 
2.2 大肠癌COX-2和BFGF表达与临床病理特征

的关系 COX-2在大肠癌中表达与性别、年龄、

肿瘤大小、肿瘤位置、分化程度无关, 但与肿瘤

Dukes分期、淋巴结转移有关(表2-3).
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■创新盘点
BFGF或COX-2在
大多数结直肠肿
瘤明显升高并与
肿瘤的发生密切
相 关 ,  但 他 们 是
协同或各自发挥
作用,目前未见有
相关报道. 本研究
初步阐明BFGF, 
COX-2与结直肠
癌及大肠腺瘤的
关系, 及结直肠癌
中BFGF与COX-2
的关系.

      

表 1 大肠癌COX-2和BFGF蛋白的表达 n  (%)

大肠癌              49             29 (59.2)a               34 (69.3)a          
腺瘤性息肉       25             13 (52.0)a               14 (56.0)a              
正常肠黏膜       20               0 (0)                        0 (0)   

组织类型             n              COX-2阳性                BFGF阳性   

aP<0.05 vs  正常肠黏膜.

      

表 2  COX-2和BFGF与大肠癌临床病理特征的关系                
n  (%)

性别     
  男                      
  女                            
年龄  
 ＜50岁                
  ≥50岁          
肿瘤大小 
  <5cm                                                
  ≥5cm                                                                   
肿瘤位置
   结肠                      
   直肠                
分化程度
   高、中分化               
   低分化                            
Dukes分期
   A, B       
   C, D                   
淋巴结移  
  无       
  有

临床病理特征         n                  COX-2                    BFGF 

aP<0.05.

 
21 (65.6)            
13 (76.5)             
      
  8 (53.3)            
26 (76.5)             
             
15 (75.0)                  
19 (65.5)          
                         
11 (64.7)              
23 (71.9)             
            
28 (68.3)            
  6 (75.0)                  
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3  讨论

近年来研究表明, 在肿瘤形成和演化的多步骤过

程中, 细胞生长因子, 癌基因扮演着一个相当重

要的角色. COX-2在多种肿瘤(如肝癌, 肺癌等)的
发生、发展过程中起重要作用[1-2], 并与肿瘤转

移、血管浸润等恶性生物学行为有关. COX-2可
通过刺激肿瘤血管形成, 抑制肿瘤细胞凋亡, 增
加细胞侵袭和转移能力等途径, 促进肿瘤的发生

和发展, 其在大肠癌发生和发展中的作用已得

到充分的证实[3-6]. COX-2是“早期即时”基因, 
他可被迅速诱导, 严格的调控, 在基础条件下, 
COX-2表达是高度受限的, 而在炎症过程中却能

奇迹般地升高. Eberhart et al研究发现, COX-2蛋
白在大约80%的大肠癌和40%的大肠腺瘤中高

表达. 国内外大量实验现已证实, COX-2的过表

达与大肠癌发生、发展有密切联系. 我们用免疫

组织化学染色法检测49例大肠癌组织标本中的

COX-2表达, COX-2的表达为61.22%, 在大肠癌

中表达与性别, 年龄, 肿瘤大小, 肿瘤位置, 分化

程度无关. 但与肿瘤Dukes分期, 淋巴结转移有

关. 与国内外报道相比: COX-2蛋白与大肠癌临

床病理特征的关系与大多数学者研究的结果基

本一致, 但表达率偏低, 这种差别可能与样本量

不够大及区域性致癌因素不同有关. 我们检测到

大肠癌组织与腺瘤的COX-2蛋白表达无显著差

异, 与国内外报道结果相符[7-9]. 腺瘤中COX-2蛋
白表达增多, 可能是腺瘤向腺癌发生的早期事

件, 数据支持多数学者认为的腺瘤具有高癌率的

林瑶光, 等. 大肠癌和大肠腺瘤COX-2和BFGF表达的意义                                                                                                2201
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表 3   COX-2蛋白表达与BFGF蛋白表达的关系

   +                    24                 5                              29
   -                    10                10                             20
合计                  34                15                             49

                  BFGF 

r = 0.349, P<0.05.

                                 +                     -
COX-2                                                       合计

图 1 大肠癌组织COX-2和BFGF蛋白的表达. A: 正常肠黏膜COX-2; B: 大肠腺瘤COX-2; C: 大肠癌COX-2; D: 正常肠黏
膜BFGF;  E: 大肠腺瘤BFGF; F: 大肠癌BFGF. 

■应用要点
将 B F G F 和
COX-2作为靶向
治 疗 的 目 标 ,  将
为防治结直肠癌
提供理论依据.
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结论. 
BFGF在体内分布广泛, 存在于中胚层、神

经外胚层的细胞及多种肿瘤细胞中, 对这些细胞

有促增殖分化功能, 参与胚胎发育、血管生成、

损伤修复、神经再生、肿瘤生长等多项生理及

病理过程. 许多研究表明,  BFGF能够促进细胞

恶性转化及肿瘤形成. BFGF可能通过以下两种

主要机制参与肿瘤的形成和发展: 一方面通过表

达BFGF而以自分泌或旁分泌方式促进细胞过度

增殖和肿瘤生长, 另一方面通过促进新生血管形

成, 为肿瘤细胞生长提供丰富营养. 现代分子生

物学研究表明, BFGF过度表达与肿瘤发生、发

展及预后有密切关系[10]. 我们用免疫组织化学染

色法检测49例大肠癌组织标本中的BFGF表达阳

性率为67.3%, 在大肠癌中表达与性别、年龄、

肿瘤大小、肿瘤位置、分化程度无关, 但与肿瘤

Dukes分期、淋巴结转移之间具有显著差异, 与
国内检测结果基本一致. BFGF蛋白在恶性肿瘤

组织中强表达, 可能因为: (1)BFGF基因在4号染

色体上与癌基因Hat, int-2相邻, 并且有相当程度

的同源性, 因而推断BFGF基因与Hat, int-2等癌

基因为连锁基因. 因此, 当外界因素使肿瘤Hat, 
int-2等癌基因表达时, 通过某种机制, 促使BFGF 
mRNA的表达, 导致BFGF蛋白的过表达; (2)因
BFGF为细胞分裂原, 当肿瘤细胞恶性生长时, 为
了适应本身生长需要, 通过某种反馈, 促使BFGF 
mRNA的表达, 因而BFGF合成增多. 在良性肿

瘤中, 肿瘤生长较慢, 细胞几乎无坏死, 以及各

种酶释放减少, 不能启动BFGF mRNA表达的机

制, 因此, BFGF无法合成. 但本研究检测到大肠

癌与腺瘤BFGF蛋白表达无显著差异(P >0.05). 腺
瘤BFGF蛋白表达达56.0%. 为什么腺瘤中BFGF
蛋白表达这么高, 目前国内外未见相关文献报

道, 我们认为可能的原因为腺瘤是一种癌前病

变, 其演变过程为正常肠上皮→增生改变/微小

腺瘤→早期腺瘤→中期腺瘤→后期腺瘤→癌→

癌转移. 在这一过程中伴随着一系列癌基因和抑

癌基因的变化, BFGF为其中的一种. 但是BFGF
在腺瘤中的作用机制仍需进一步研究. 我们发

现, COX-2蛋白、BFGF蛋白与大肠癌Dukes分
期、淋巴结转移有关, 提示COX-2蛋白、BFGF
蛋白高表达可以影响大肠癌的生物学行为, 可使

其更易发生转移等, 可能是预后不良的指征. 因

此, 我们认为, 作为Dukes分期的补充, 大肠癌组

织中COX-2蛋白、BFGF蛋白的检测可作为大

肠癌患者判断预后有价值的指标. 虽然COX-2, 
BFGF均参与肿瘤细胞增生、肿瘤血管形成、调

节细胞凋亡等, 但目前国内外尚无有关BFGF与
COX-2直接联系的研究报道. 我们的研究表明大

肠癌组织中的COX-2, BFGF蛋白表达水平增高, 
参与了大肠癌的发生发展过程, 大肠癌组织中的

COX-2, BFGF蛋白表达具有相关性, 提示他们在

大肠癌的发生发展中起到协同作用, 共同促进肿

瘤的发生, 但他们二者之间如何相互作用, 仍需

进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of P57kip2 and 
Ki67 and their roles in the carcinogenesis and 
progression of colon adenocarcinoma.

METHODS: Avidin-biotin-peroxidase complex 
(ABC) immunohistochemistry was used to de-
tect the expression of P57kip2 and Ki67 in normal 
colon tissues (n = 10), colon benign tumor (n = 
10), and colon adenocarcinoma (n = 69).

RESULTS: The expression of P57kip2 and Ki67 
were not significantly different between normal 
colon tissues and colon benign tumor (P > 0.05). 
The expression of P57kip2 in colon cancer was sig-
nificantly lower than that in normal colon tissues 
and colon benign tumor (P = 0.0001), while the 
expression of Ki67 was markedly higher in co-
lon cancer (P = 0.0001). The expression of P57kip2 

and Ki67 were correlated with the age and sex of 
patients (P > 0.05). The expression of P57kip2 was 
significantly lower in the poorly-differentiated 
cancer than that in the well-differentiated cancer 

(P = 0.032), while the expression of Ki67 was 
just in the contrary condition (P = 0.0226). The 
expression of P57kip2 in the cancer tissues with 
lymphatic invasion was significantly lower than 
in those without lymphatic invasion (P = 0.0001), 
while the expression of Ki67 was also in the con-
trary condition (P = 0.0001). In the cancer tissues, 
the expression of P57kip2 in the Duke’s stage A+B 
and T1+T2 stage was significantly higher than 
that in the Duke’s stage C+D and T3+T4 stage 
(P = 0.0002; P = 0.0311), while the expression of 
Ki67 was in the contrary condition (P = 0.0006; 
P = 0.0235). The expression of P57kip2 were nega-
tively correlated with the expression of Ki67 in 
the cancer tissues (r = -0.847, P = 0.0001).  

CONCLUSION: The decreased expression of 
P57kip2 and/or over-expression of Ki67 antigen 
may play important roles in the carcinogenesis, 
progression and metastasis of colon adenocarci-
noma.

Key Words: P57kip2; Ki67; Colon adenocarcinoma; 
Immunohistochemistry
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摘要
目的: 研究结肠癌中P57kip2与Ki67的表达与肿
瘤的发生和发展的关系. 

方法: 采用免疫组化技术ABC法检测P57kip2与
Ki67抗原在正常结肠粘膜10例、结肠良性肿
瘤10例和结肠癌69例组织中的表达. 

结果:  正常结肠黏膜组织和结肠良性肿瘤
组织中P57k i p2和K i67的表达没有统计学差
异. 结肠癌组织中P57kip2抗原表达的标志指数
(labeling index, LI)较正常结肠黏膜组织和结
肠良性肿瘤明显降低(P  = 0.0001); Ki67抗原表
达LI较正常结肠黏膜组织和结肠良性肿瘤明
显升高(P  = 0.0001). 不同性别、年龄结肠癌
患者癌组织中P57kip2和Ki67的表达没有统计
学差异. P57kip2在结肠癌低分化腺癌组织中的

www.wjgnet.com

■背景资料
结肠癌的发生被
证实是一个多染
色体异常、多基
因改变、多步骤
发展的复杂过程, 
其具体原因和机
制仍不清楚. 研究
结肠癌组织P57kip2

和Ki67表达, 探讨
其与结肠癌发生
发展和转移的关
系, 具有一定的临
床指导意义.
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®

■研发前沿
蛋白质组学发展
推动肿瘤标志物
的发现和研究, 利
用蛋白质组学的
研究手段找出肿
瘤组织与其相应
正常组织或肿瘤
患者血清与正常
血清中有无差异
的蛋白, 对这些差
异蛋白的深入研
究有望为肿瘤诊
断和预后判断提
供良好的指标.



表达较在中高分化腺癌组织中的表达明显降
低(P  = 0.032). Ki-67在结肠癌低分化腺癌组织
中的表达较在中高分化腺癌组织的表达明显
升高(P  = 0.0226). P57kip2在有淋巴管浸润的结
肠癌组织中的表达较在无淋巴管浸润的结肠
癌组织中的表达明显降低(P  = 0.0001). Ki-67
在有淋巴管浸润的结肠癌组织中的表达较在
无淋巴管浸润的结肠癌组织中的表达明显升
高(P  = 0.0001). P57kip2在结肠癌Duke's A期和B
期的癌组织中的表达较在C期和D期癌组织中
的表达明显升高(P  = 0.0002). Ki-67在A期和B
期的癌组织中的表达较在C期和D期癌组织中
的表达明显降低(P  = 0.0006). P57kip2在结肠癌
T1, T2期的癌组织中的表达较在T3, T4期癌组
织中的表达明显升高(P  = 0.0311). Ki-67在T1, 
T2期的癌组织中的表达较在T3, T4期癌组织
中的表达明显降低(P  = 0.0235). P57kip2与Ki-67
在结肠癌组织中的表达呈现明显的负相关(r  = 
-0.847, P  = 0.0001).

结论: P57kip2表达下调, Ki67抗原表达上调在
结肠癌的发生发展和转移过程中发挥着重要
作用.

关键词: P57kip2; Ki67; 结肠癌; 免疫组化
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0  引言

结肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一, 根治

术后5 a生存率约50%. 肿瘤的发生是多因素、

多基因参与的复杂病理过程 .  近年研究发现 , 
P57kip2失活与多种人类恶性肿瘤的发生和发展

相关, 包括肺癌、胃癌、肝癌、胆管癌和胰腺

癌等[1-7]. Ki67广泛表达于增殖期细胞而不表达

于静止期细胞 ,  是评估细胞增殖的较好指标 , 
Ki67表达增高与多种恶性肿瘤的进展和预后相

关. 我们采用免疫组化方法检测P57kip2和Ki67在
结肠癌组织中的表达, 旨在探讨他们对结肠癌

浸润和转移的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-01/2004-09结肠癌手术切除69
例, 术前未予以针对性治疗. 其中男37例, 女
32例, 年龄37-85岁; 升结肠癌34例, 横结肠癌

2例, 降结肠癌12例, 乙结肠癌21例; 有淋巴转

移27例, 无淋巴结转移42例; 管状腺癌44例, 黏

液腺癌8例, 未分化腺癌9例, 混合型癌8例. 正
常结肠黏膜标本10例和结肠良性肿瘤10例(腺
瘤5例、息肉5例). 以上标本均经病理证实. 羊
抗人P57k i p2多克隆抗体(C-20, 1∶50)为美国

Santa Cruz Biotechnology公司产品; 鼠抗人

Ki67mAb(MIB-1, 1∶100)是丹麦DAKO公司的

产品; 生物素标记马抗羊IgG(1∶250)、马抗鼠

IgG(1∶250)以及ABC试剂盒均购自美国Vector
公司. 
1.2 方法 P57kip2与Ki67染色方法均为常规ABC
免疫组化法. P57kip2与Ki67阳性细胞为细胞核出

现棕褐色颗粒, 同时伴有或不伴有胞质轻度着

色; 显微镜计数阳性细胞; 只计数细胞核着色的

细胞. 读片工作由专人负责, 标准统一. P57kip2与

Ki67 LI = 阳性细胞数/1000个肿瘤细胞, 双盲法, 
随机取10个高倍视野, 计数1000个肿瘤细胞, 取
均值; 用已知阳性切片作阳性对照, PBS代替第

一抗体作阴性对照. 
统计学处理 P57kip2与Ki67 LI与临床病理因

子之间关系用SAS 6.12统计软件处理, P <0.05被
认为有统计学差异. 

2  结果

2.1 P57kip2和Ki67在结肠组织中的表达 P57kip2, 
Ki67蛋白阳性染色表现以细胞核染色为主. 正
常结肠黏膜组织和结肠良性肿瘤组织中P57kip2, 
K i67的表达没有统计学差异 .  结肠癌组织中

P57kip2LI较正常结肠黏膜组织和结肠良性肿瘤

组织明显降低(P = 0.0001). 结肠癌组织中Ki67 
LI较正常结肠黏膜组织和结肠良性肿瘤组织明

显升高(P = 0.0001). 不同性别、年龄结肠癌患

者癌组织中P57kip2, Ki67的表达没有统计学差

异. P57kip2在结肠癌低分化腺癌组织中的表达

较在中高分化腺癌组织中的表达明显降低(P = 
0.032). Ki67在结肠癌低分化腺癌组织中的表

达较在中高分化腺癌组织的表达明显升高(P = 
0.0226). P57kip2在有淋巴管浸润的结肠癌组织中

的表达较在无淋巴管浸润的结肠癌组织中的

表达明显降低(P = 0.0001). Ki67在有淋巴管浸

润的结肠癌组织中的表达较在无淋巴管浸润

的结肠癌组织中的表达明显升高(P = 0.0001). 
P57k i p2在结肠癌D u k e's分期A期和B期的癌组

织中的表达较在C期和D期癌组织中的表达明

显升高(P = 0.0002). Ki67在A期和B期的癌组

织中的表达较在C期和D期癌组织中的表达明

显降低(P = 0.0006). P57kip2在结肠癌T1, T2期的
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■创新盘点
P57kip2的失活与多
种人类恶性肿瘤
的发生和发展相
关, 包括肺癌、胃
癌、肝癌、胆管
癌和胰腺癌均有
相关报道, 但在结
肠癌方面国内外
报道较少.



癌组织中的表达较在T3, T4期癌组织中的表达

明显升高(P <0.001). Ki67在T1, T2期的癌组织中

的表达较在T3, T4期癌组织中的表达明显降低

(P <0.001). P57kip2与Ki67在结肠癌组织中的表达

具有明显的负相关(γ = -0.847, P = 0.0001, 表1).

3  讨论

P57kip2是细胞周期素依赖性激酶抑制(CDKI)家
族成员, 有广谱的CDK抑制活性, P57kip2在细胞

G1/S期转变中起重要作用, P57kip2与Cyclin/CDK
复合物结合, 阻止细胞由G1期进入S期, 从而抑

制周期的进行. P57kip2的作用相当于抑癌基因, 表
达低下会促进细胞的异常增殖和癌变. P57kip2基

因位于染色体11p15, 正常情况下, P57kip2基因为

父源基因印记, 母源基因表达. 文献报道肺癌患

者存在P57kip2母源基因缺失, 导致印记缺失、父

源基因表达, 提示P57kip2存在基因印记缺失(Loss 
of imprinting LOI)[1]. P57kip2, P21WAF1/CIP1, 
P27Kip1同属CIP/KIP家族, 研究证实, 大肠癌患者

P21, P27蛋白表达下调, 提示P21, P27基因参与结

肠癌的发生, 其中P27Kip1表达下调可能与泛素蛋

白水解酶复合体活性升高有关[8]. Nakai et al [4]在

研究肝癌的研究中认为, P57kip2可作为一个独立

预后指标. 我们发现, 与正常组织及良性肿瘤相

比, 69例结肠癌的P57kip2表达呈显著降低, 并且伴

淋巴结转移者或Duke's C, D期或低分化腺癌或

T3, T4组分别显著低于无淋巴结转移者或Duke's 
A, B期或中高分化腺癌或T1, T2组, 本组资料有

远处转移Duke's D期结肠癌共3例, 其P57kip2表达

明显低于Duke's A, B期和Duke's C期, 但由于样

本数少, 没有统计学意义. 提示P57kip2可能是结肠

癌发生的负性调控因子, 可能与LOI和泛素蛋白

水解酶复合体活性异常相关, 结肠癌中P57kip2表

达降低的机制有待于进一步的研究. 
编码Ki67的人类基因定位于第10号染色体

的长臂上, Ki67蛋白由相对分子质量为358761和
319508的两条多肽链组成, 由2个相连接的9768
和8686 bp的mRNA所编码. Ki67的研究多用于

判断肿瘤的良、恶性及恶性程度, 也用于探讨细

胞增殖活性、细胞周期与肿瘤的生长方式、浸

润方式、复发、转移等生物学行为与预后的关

系. Ki67广泛表达于增殖期细胞而不表达于静止

期细胞, 是评估细胞增殖的较好指标. Van Triest 
et al [9]研究显示, Ki67与患者年龄、性别、Duke's
分期、分化程度等均相关. 我们发现, Ki67高
表达与结肠癌的肿瘤细胞分化程度、Duke's分

期、淋巴管浸润和肿瘤浸润深度呈显著性相关, 
与年龄、性别无关. 结肠癌Ki67表达明显高于正

常黏膜(P <0.01), 与Kikuchi et al [10]的研究结果相

一致, 表明结肠癌细胞比正常黏膜细胞增殖又更

为活跃. 本组研究表明, 结肠癌组织较正常结肠

组织与结肠良性肿瘤, P57kip2表达降低, Ki67表达

升高, 且结肠癌恶性程度越高, 肿瘤分化越差, 肿
瘤分期越晚, P57kip2表达越低, Ki67表达越高, 且
两者呈负相关(γ = -0.847, P = 0.0001), 提示P57kip2

和Ki67在结肠癌的发生、发展中可能共同作用, 
相互之间是否存在协同或拮抗关系, 其具体作用

机制, 需要进一步的研究来阐明. 
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表 1 P57kip2和Ki67在结肠组织中的表达

正常结肠黏膜    
结肠良性肿瘤   
结肠癌           
性别
   男          
   女         
年龄
   ≤50          
    >50       
肿瘤特征
    分化好       
    分化差     
淋巴管浸润
    阳性          
    阴性          
Duke's分期
  A+B     
  C+D        
浸润深度
    T1+T2       
    T3+T4      

                                       P57kip2  LI                        Ki67  LI  

aP<0.05; bP<0.01.

10         
10         
69       

37         
32       

20         
49          

46        
23          

44          
25          

42         
27          

29            
40           

  4.9±6.5
  6.5±2.2
43.0±17.0b

44.6±16.2
44.3±15.1

40.9±11.7 
43.2±15.1

40.7±16.9
49.9±12.4a

51.7±13.7
33.0±10.6b

39.6±16.1
52.4±11.5b

38.5±8.1
46.5±13.3b

68.3±10.2              
65.3±8.8                     
42.3±10.3b                   

42.9±8.9                      
44.2±7.8                   

46.7±5.2                    
41.7±11.1              

43.7±16.2                
39.7±6.9                   

40.1±6.6                    
48.2±8.1b                 

46.3±7.9                     
39.1±6.4b                   

45.3±6.8                       
39.4±5.2b

(mean±SD, %)             (mean±SD, %) 
n

■应用要点
本文研究结果提
示P57 kip2表达降
低 ,  K i67表达上
升与结肠癌恶性
程 度 相 关 ,  对 结
肠癌的诊断和预
后判断有一定的
临床指导意义.
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■同行评价
本研究从肿瘤标
本中直接检测与
结肠癌侵袭性很
强的两个关键指
标P57kip2和Ki67, 
对结肠癌术后的
继续治疗有一定
的指导意义. 文章
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2004年度《世界华人消化杂志》、《World Journal of 
Gastroenterology》的影响因子在1608种中国科技论文统计

源期刊中的排位

本刊讯  根据由中国科学技术信息研究所完成的“2004年度中国科技论文统计与分析结果”, 在收录的1608种

中国科技论文统计源期刊中, 总被引频次平均值433.61次/刊, 影响因子平均值0.386.

《世界华人消化杂志》的总被引频次为3353, 位居1608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1608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.

《World Journal of Gastroenterology》的总被引频次为4127, 位居1608种中国科技论文统计源期刊的第3

位, 内科医学类, 28种期刊的第1位.《World Journal of Gastroenterology》的影响因子为2.654, 位居1608种中国

科技论文统计源期刊的第4位,内科医学类28种期刊的第1位.《World Journal of Gastroenterology》的即年指标

0.399, 他引总引比0.58, 地区分布数27, 基金论文比0.52, 国际论文比0.26.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
intrahepatic perforin expression in patients with 
chronic hepatitis B virus (HBV) infection.

METHODS: The hepatic biopsies were per-
formed in 47 patients with chronic hepatitis 
B, and out of them, 35 patients subsequently 
received interferon α-2b antiviral therapy. The 
expression of perforin in liver tissues was de-
tected by immunohistochemistry, and the HBV 
DNA loads, the serum HBV immunologic mark-
ers and transaminases were also determined in 
peripheral blood samples..

RESULTS: The expression of intrahepatic perfo-
rin was positive in 37 patients (13 cases strongly 

positive). The intensity of perforin showed a 
significant accordance with serum alanine ami-
notransferase (ALT) level (χ2 = 8.004, P = 0.018) 
and histological inflammation grades (χ2 = 8.532, 
P = 0.014), but did not correlate with the degrees 
of liver fibrosis (χ2 = 0.865, P = 0.649). The data 
showed a significantly negative correlation be-
tween perforin and the HBV DNA loads (χ2 = 
7.902, P = 0.019), and there was almost signifi-
cantly correlation between perforin and the level 
of HBeAg (χ2 = 5.283, P = 0.071). Among the 35 
patients accepted interferon antiviral therapy, 
there were 12 cases with complete responses, 
14 cases with partial responses and 9 without 
responses at the end of treatment. The intensity 
of perforin expression was positively correlated 
with the interferon responses (χ2 = 7.533, P = 
0.023).

CONCLUSION: The expression of intrahepatic 
perforin can mediate the liver cell injury, con-
tribute to the clearance of hepatitis B virus, and 
enhance the antiviral efficacy of interferon, and 
it may be a predictor to interferon antiviral ther-
apy.

Key Words: Liver; Biopsy; Perforin; Chronic hepati-
tis B; Clinical significance
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perforin expression in patients with chronic hepatitis B. 
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摘要
目的: 探讨慢性乙肝患者肝组织穿孔素表达
的临床意义. 

方法: 慢性乙肝患者47例, 进行肝穿刺活组织
病理学检查, 其中的35例患者随后接受了α-2b
干扰素抗病毒治疗. 用免疫组织化学技术检测
肝组织穿孔素的表达, 同时检测外周血HBV 
DNA载量、乙肝病毒血清免疫学标志物和肝
功能等. 

结果: 慢性乙肝患者中有37例肝组织穿孔素
表达阳性, 其中强阳性13例. 穿孔素表达强度
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■背景资料
在慢性乙肝患者
中, 细胞毒T淋巴
细胞(CTLs)在清
除乙肝病毒感染
的同时也引起了
肝细胞的损伤, 其
细胞毒效应是依
赖穿孔素和凋亡
两条途径实现的, 
通常以前者为主. 
当特异性CTLs被
激活后就会释放
穿孔素, 使之成为
肝细胞损害的终
末 效 应 分 子 ,  因
此, 近年来在病毒
性肝炎的研究中
受到了足够的重
视.

■创新盘点
本研究对慢性乙
肝患者肝组织穿
孔素的表达与血
清酶学指标、肝
组织炎症、纤维
化、血清病毒蛋
白、病毒载量和
干扰素抗病毒治
疗的关系进行了
比较全面的研究, 
进一步加深了对
穿孔素与慢性乙
肝发病关系的认
识.



与血清ALT水平、肝组织炎症程度具有显著
的一致性关系(分别为χ2 = 8.004, P  = 0.018; χ2 
= 8.532, P  = 0.014); 与肝组织纤维化程度无关
(χ2 = 0.865, P  = 0.649); 与外周血乙肝病毒载
量呈显著的负向关系(χ2 = 7.902, P  = 0.019), 
与HBeAg水平也几乎呈显著的负向关系(χ2 = 
5.283, P  = 0.071). 35例接受干扰素抗病毒的患
者治疗结束时完全应答为12例, 部分应答14
例, 无应答9例, 分析显示治疗前穿孔素表达的
强度与干扰素应答具有显著的一致性关系(χ2 
= 7.533, P  = 0.023).

结论: 慢性乙肝患者肝组织穿孔素的表达介
导了肝细胞的损害, 有利于乙肝病毒的清除, 
可能会促进干扰素的抗病毒效果, 并具有预测
干扰素抗病毒疗效的价值.

关键词�� 肝组织; 穿孔素; 乙型肝炎, 慢性; 临床意义
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0  引言

在乙肝病毒感染的过程中, 细胞毒T淋巴细胞

(CTLs)的细胞毒效应是清除肝内乙肝病毒的主

要作用机制. 通常, CTLs依赖2条独立的途径发

挥其细胞毒作用, 即穿孔素途径和凋亡途径[1]. 
国外的部分临床和动物研究已发现, 穿孔素与

病毒性肝炎的肝细胞损害有密切的关系[2-3]. 为
进一步探讨肝组织穿孔素的表达对肝脏炎症、

纤维化、乙肝病毒及抗病毒治疗的影响, 我们对

47例慢性乙肝患者的相关指标进行了如下研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-04/2005-03间的住院慢性乙型肝

炎患者47例, 男36例, 女11例, 年龄21-52(平均

30.4)岁. 其中轻度17例, 中度27例, 重度3例. 诊
断参照2000年西安全国病毒性肝炎会议修订

的临床诊断标准. 所有患者均排除了甲、丙、

丁、戊型肝炎病毒重叠感染以及其他原因(如
酒精、药物、自身免疫等)引起的肝脏损害. 其
中35例接受了α-2b干扰素500 MU抗病毒治疗

6 mo, 干扰素疗效判断标准依据2005-12中华医

学会肝病学分会、感染病学分会制定的慢性乙

型肝炎防治指南. 乙肝病毒血清免疫学标志物

检测试剂购自美国Abbott公司; HBV DNA荧光

定量PCR试剂购自深圳百雅克泰公司; 鼠抗人穿
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孔素mAb为美国Biolegend公司产品; 生物素标

记的羊抗鼠抗体为英国KPL公司产品; ABC试

剂盒及DAB底物试剂盒为美国Vector实验室产

品. 采用沪产18号肝活检针, 抽吸负压后1 s快速

穿刺, 获得肝组织长度均在1.5 cm以上, 所有肝

标本均用40 g/L甲醛溶液立即固定, 24 h后石蜡

包埋, 4 μm连续切片, 作病理学检查, 其余切片

-20℃冰箱保存待作免疫组织化学染色. 同期采

集血清检测HBV免疫学标志物和HBV DNA载

量, 并检测肝功能和血常规. 干扰素抗病毒治疗

者定期抽血复查以上指标.
1.2 方法 肝组织穿孔素的免疫组化染色 采用亲

和素-生物素-过氧化物酶技术(SABC法)检测, 镜
下控制显色时间, 染色结束后自然干燥, 中性树

胶封片, 研究设阴性对照. 根据穿孔素在肝组织

内染色的深浅及分布范围, 按阴性: 不显色; 阳
性: 显示淡棕黄色, 断续分布; 强阳性: 显示深棕

黄色, 弥漫性或团块状分布.
统计学处理 数据分析采用Excel 2003软件

的列联表χ2检验, 检验水准为α = 0.05.

2  结果

2.1 肝组织穿孔素的表达及分布 在47例慢性乙

肝患者中, 肝组织穿孔素表达阳性者37例, 阳性

率为78.7%, 其中强阳性13例. 穿孔素呈棕黄色

或深棕黄色染色, 多表达于肝细胞质中, 呈点

状、弥漫性或团块状分布, 主要分布于肝组织

的炎症活动部位和汇管区(图1A-B).
2.2 肝组织穿孔素表达的意义 以ALT和AST的3
倍正常值上限(ULN)为界(本院ULN为46 IU/L, 
约合766.8 nkat/L), 分析肝组织穿孔素表达与肝

脏炎症的关系, 发现穿孔素表达的强度与ALT水
平呈显著一致性关系(χ2 = 8.004, P = 0.018); 但
与AST水平未见有显著性关系(χ2 = 2.779, P = 
0.249, 表1). 参照2000年西安全国病毒性肝炎会

议修订的肝脏病理学诊断标准, 将肝脏炎症和

纤维化大致分为轻、中和重度3个级别, 以分析

肝脏炎症及纤维化与穿孔素表达强度的关系(表
1). 结果显示穿孔素表达与肝脏活动性炎症呈显

著一致性关系(χ2 = 8.532, P  = 0.014), 但与肝组

织纤维化的程度无关(χ2 = 0.865, P = 0.649).
根据外周血HBV DNA载量的高低分为3组, 

分析其与肝组织穿孔素表达强度的关系, 可见

肝组织穿孔素表达越强, 外周血HBV DNA载量

越低, 经显著性检验, 发现两者有显著的关系(χ2 

= 7.902, P  = 0.019, 表1). 对其中31例HBeAg阳性

www.wjgnet.com

■应用要点
肝组织穿孔素的
表达与病毒清除
和肝脏炎症程度
密切相关, 可能会
促进干扰素的抗
病毒应答 ,  因此 , 
根据治疗前肝脏
穿孔素表达的强
度可以预测干扰
素的疗效.
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表 1 肝组织穿孔素表达与肝脏炎症、纤维化、乙肝病
毒载量及抗病毒治疗的关系

                                                               穿孔素表达强度                

                                                         阴性      阳性      强阳性

ALT   

    ≤19 0�� nkat/L            20         8           9            3

    >19 0�� nkat/L             27         2         15          10

AST    

    ≤19 0�� nkat/L            22         7         10            5

    >19 0�� nkat/L             25          3         1�           8 

炎症分级    

    轻度(G1)                       15          6           8            1

    中度(G2-G3)                22          �         12            6  

    重度(G�)                       10          0           �            6

纤维化分期    

    轻度(S1)                       15          5           7            3

    中度(S2-S3)                 21         �         11            6

    重度(S�)                        11         1           6             �

乙肝病毒载量    

    <105 copies/mL              7          0           2            5

    105-108 copies/mL       27          �         16            7

     >108 copies/mL           13          6           6            1

干扰素应答    

    完全                              12         0            �            8

    部分                              1�         1            9            �

    无                                   9          6            2            1

临床研究参数                       n

图 1 肝组织穿孔素呈棕黄色或深棕黄色染色, 主要分布于炎症活动部位和汇管区. A: SABC×200; B: SABC×400.

A B

患者穿孔素表达的强度与HBeAg水平(以200 S/
CO为界分为2组)进行分析, 发现穿孔素表达越

强, HBeAg水平越低, 经显著性检验, 两者的关

系为χ2 = 5.283, P  = 0.071, 几乎具有统计学意义. 
35例接受干扰素抗病毒治疗6 mo的患者, 应答

结果: 为完全应答12例, 部分应答14例, 无应答

9例. 分析表明, 治疗前穿孔素表达强度与干扰

素的疗效具有显著的一致性关系(χ2 = 7.533, P = 
0.023, 表1).

3  讨论

穿孔素主要是由C T L s和N K细胞产生的 ,  当
CTLs被激活后, 胞质内的毒性颗粒借助微管作

用被集中到靶细胞一侧, 并被释放到靶细胞与

CTLs结合部位的间隙中, 穿孔素在Ca2+的作用

下, 嵌入靶细胞膜的双层磷脂中, 形成管状的多

聚穿孔素, 使细胞外的水分进入细胞内, 一些电

解质和大分子物质流出胞外, 靶细胞终因渗透

压改变而溶解死亡. 在慢性乙肝患者肝组织活

检标本中均可以检测到穿孔素mRNA, 而在脂肪

肝、Gilbert综合征和Dubin-Johnson综合征等患

者的肝组织中则不能检测到[4]. 并且, 肝组织穿

孔素mRNA表达的强度与乙型肝炎组织活动性

指数及血清ALT水平呈正相关关系[4-5], 提示T细
胞合成的穿孔素与慢性乙肝的发病机制密切相

关. 我们在蛋白质水平上探讨肝组织穿孔素表

达对慢性乙肝的临床影响, 发现在检测的所有

患者中, 有37例肝组织穿孔素表达阳性, 阳性率

为78.7%, 低于肝组织中mRNA检测的阳性率[4], 
这可能主要是PCR方法的敏感性要显著高于免

疫组化方法的敏感性. 本研究结果同样表明, 肝
内穿孔素表达强度与血清ALT水平、肝组织炎

症活动度具有显著的一致性关系. 但资料表明, 
肝组织纤维化的程度与穿孔素的表达无关, 说

明肝组织穿孔素的表达主要反映的是肝细胞炎

症活动的当时状况, 而对炎症所致的结果并无

直接的关联. 由于穿孔素可直接引起受染肝细

胞的损害, 导致细胞溶解. 因此, 从理论上说, 穿
孔素无疑是有利于乙肝病毒清除的. 本研究通

过检测外周血乙肝病毒载量和HBeAg水平, 显
示肝组织穿孔素的合成与病毒载量及其蛋白抗

原的产生呈负向关系, 证实穿孔素对清除乙肝

病毒确实是有利的.

■名词解释
穿孔素是由激活
的CTLs和自然杀
伤细胞产生的一
种融细胞蛋白, 释
放后插入靶细胞
膜上形成跨膜通
道, 引起细胞渗透
压的改变, 导致靶
细胞的溶解和死
亡. 同时, 形成的
跨膜通道可以引
起 颗 粒 酶 B 进 入
靶细胞, 导致靶细
胞的凋亡.
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进一步分析显示, 在接受干扰素治疗前, 肝
组织穿孔素表达较强者, 治疗结束时的疗效要

显著优于穿孔素表达低下和无表达者. 这表明

慢性乙肝患者肝内穿孔素表达的水平反映了患

者的免疫水平, 治疗前存在较强免疫应答者, 获
得抑制或清除病毒的机会将会增大. 因此, 肝组

织穿孔素表达的强度可以预测干扰素抗病毒的

疗效. 在慢性丙肝的治疗中曾发现, 干扰素治疗

前外周血单个核细胞中穿孔素基因表达较高者, 
治疗后更易获得持续的生化应答[6]. 我们在慢性

乙肝的肝组织中检测穿孔素的表达, 以及我们

同期在检测患者外周血单个核细胞中穿孔素的

表达时, 也发现与干扰素的治疗存在类似的关

系. 研究结果表明, 在CTLs介导的特异性细胞免

疫应答中, 作为反应终端的效应分子, 穿孔素在

慢性乙肝的发病、病毒的清除以及干扰素的抗

病毒疗效方面都发挥了一定的作用. 
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■同行评价
本文通过对47例
慢性乙肝患者进
行肝穿, 探讨了肝
组织穿孔素的表
达对肝脏炎症、

纤维化、乙肝病
毒及抗病毒治疗
的影响. 结果发现
慢性乙肝患者肝
组织穿孔素的表
达介导了肝细胞
的损害, 有利于乙
肝病毒的清除, 可
能会促进干扰素
的抗病毒效果, 并
具有预测干扰素
抗病毒疗效的价
值 .  研 究 方 法 得
当, 结果可靠, 有
临床实用价值.
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摘要
乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)属于嗜
肝DNA病毒科, 由于HBV复制过程中HBV 
DNA聚合酶缺乏校正功能, 导致HBV容易发
生突变. 根据基因序列差异的多少, 可将HBV
划分为A-H 8种基因型, 其中A, B, C, F 4个基
因型还可以划分为不同的亚型. HBV基因型
呈一定的地理区域性分布. 并且HBV基因型
对于探讨HBV的传播途径, HBV携带者的流
动形式以及变异株在不同人群中的流行情况
都有很重要的意义. HBV基因型之间结构和
功能的差异均可影响慢性HBV感染者在临床
诊治过程中出现的基因变异、病情预后以及
对抗病毒治疗的反应性. 虽然近几年对HBV
基因型的研究迅速增多, 但尚处于探索阶段对
其研究仍任重而道远. 

关键词: 乙型肝炎病毒; 基因型; 变异; 治疗
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0  ����

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染呈世

界范围广泛流行, 仅慢性HBV携带者就有近4亿
人之多. HBV感染不仅可导致急、慢性病毒性

肝炎, 而且还可发展为肝硬化及肝细胞癌, 每年

导致大约100万人死亡, 严重影响了人类的健康. 
1988年Okamoto首先提出了HBV基因分型法. 
目前, HBV基因型与HBV基因变异、HBV导致

的临床疾病、慢性HBV感染者对抗病毒治疗的

反应性及病情预后之间的关系已成为研究的热

点. 现将HBV基因型的分型方法、不同基因型

的地域分布以及与HBV血清型、基因变异、临

床疾病、抗病毒治疗及预后的关系等方面的研

究进展进行阐述. 1988年, Okamoto et al [1]对18株
HBV的全部核苷酸序列进行分析, 根据核苷酸

全序列异质≥8%分为A, B, C, D 4个基因型, 从
而提出了HBV基因型的概念并初步建立了HBV
基因型的分型标准. 1992年Norder et al [2]对HBV
的S基因序列进行分析, 根据S基因差异≥4%, 
发现了2种新基因型E, F. 以后Stuyver et al [3]及

Arauz-Ruiz et al [4]分别在2000年和2002年发现

了基因型G和H. 到目前为止, 根据HBV核苷酸

全序列异质≥8%或S基因序列核苷酸差异度≥

4%, 已将乙肝病毒株分为A到H 8种基因型. 其
中基因型A还可分为Ae(e代表欧洲)和Aa(a代表

亚洲和非洲)2个亚型[5]; 基因型B又可分为Ba(a
代表亚洲)和Bj(j代表日本)2个亚型[6]; 基因型C
可分为C1和C2 2个亚型[7]; 基因型F又可分为4
个分支(Ⅰ-Ⅳ), 亚基因型F1属于分支Ⅰ, 亚基因

型F2属于分支Ⅱ和Ⅳ, 基因型H属于基因型F的
分支Ⅲ. 基因型H的全基因序列与基因型F相差

7.5%-9.6%, 所以把他从基因型F中分离出来作

为一种新的基因型[4,8-9]. 鉴于HBV的进化特点, 
今后还有可能发现新的基因型.

由于不同基因型的HBV在流行特征、致病

性、对药物治疗反应等方面存在差异, 因此了

解HBV基因型具有重要的临床意义. 通过HBV
基因分型(1)可用于流行病学研究, 了解HBV基

因型的地区分布、致病性、基因变异及变异株

在不同人群中的流行情况; (2)探索HBV传播途

径. 基因型A与性接触有关, 而基因型D则与血

液传播有关[10]; (3)可观察疫苗的预防作用, 尤其

对母婴传播基因型的研究; (4)可了解基因型与

抗病毒疗效之间的关系[11]. 

1  HBV基因分型的检测方法

1988年Okamoto首先提出了乙型肝炎病毒基因

分型法. 随着分子生物学技术的发展, 基因分型

的方法也在不断进步, 渐趋简化、准确. HBV
基因分型方法主要有(1)H B V全基因测序. 由
Okamoto et al [1]首先提出, 根据HBV核苷酸全序
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列异质≥8%进行分型, 是HBV基因分型的金标准; 
(2)S基因序列测定. 由Norder et al [2]提出, 初步简

化了HBV的基因分型方法. 以上这2种方法均需

时费力、较为繁琐, 不适合流行病学调查; (3)S
基因聚合酶链反应-限制性片断长度多态性分析

(PCR-RFLP). 即采用能识别各基因型特异性序列

的限制酶, 并依据限制性片断长度多态性而确定

基因型的技术. 此方法灵敏度较高、特异性较强, 
能较准确地鉴定HBV基因型,可用于HBV基因型

的流行病学调查, 但步骤较繁杂、易受污染、酶

切位点易受基因变异的影响[12-13]; (4)HBV基因

型特异性表位mAb联免疫吸附法. Usuda et al [14]

通过制备前S2区域基因型特异性表位mAb, 并
用辣根过氧化物酶进行标记, 更简化了检测方

法, 适用于大规模的流行病学调查, 但本法对于

不同基因型混合感染或基因型特异性表位存在

点突变时则不能分型, 同时需要建立一套mAb; 
(5)H B V基因型特异性引物P C R(P C R-S S P).  
Naito et al [15]设计了A-F 6种基因型的型特异性

引物进行套式PCR, 操作较简单准确, 可用于

HBV感染的分子诊断和大范围的调查; (6)PCR
微板核酸分子杂交-ELISA法. 生物素化的引物

PCR反应扩增待检模板后, 用包被有特异探针的

微孔板捕获扩增产物, 链霉亲和素标记的酶与其

结合, 酶促底物显色检测, 能快速简便确定HBV
基因型, 该方法杂交时间短、分型较可靠、自动

化程度高, 可大规模进行HBV基因分型[16]. 另外, 
近几年发展起来的基因芯片技术使检测HBV基

因型变的更加简便、高效、准确成为可能, 基因

芯片用于乙型肝炎病毒的基因分型检测有很多

潜在的优势, 但在实现过程中还有许多需待解决

的问题[17].

2  HBV基因型的地理分布和血清型

2.1 地理分布 近几年研究发现, HBV基因型呈一

定的地理区域性分布, A型主要分布于欧洲的西

北部、北美、非洲和菲律宾; B型和C型是亚洲

和大洋洲的特征性基因型, B型主要见于中国、

日本、印度尼西亚、越南和巴西, 其中Bj亚型在

日本被发现, 而Ba亚型则分布在整个亚洲; C型
主要见于中国、韩国、日本、越南和玻利尼西

亚; D型在全世界均有分布, 主要分布于地中海

地区、中东和南亚; E型主要见于非洲西部沿海

地区及马达加斯加; F型多见于南美洲的土著居

民; G型主要分布在美国、法国、德国、英国和

意大利, 大多常与基因型A共同感染; H型主要

分布在美洲中部的印第安人, 在加利福尼亚和

墨西哥也被发现[18-20]. 目前认为, 不同地区优势

基因型反映了HBV自然感染史发生的变异特点, 
是否HBV基因型分布与人种易感性有关目前尚

不清楚. 基因型分布还受种族背景的影响, 基因

型A和D主要在白种人中被发现[21], 而亚洲的病

毒携带者主要是基因型B和C. 不同HBV基因型

的盛行也反映了移民的源地及移民形式的情况, 
移民可造成某一地区基因型分布及其流行的改

变. 在西班牙基因型A和D是很常见的, 在美洲中

部基因型D的存在也是西班牙人迁入的结果[19]. 
在亚洲尤其在我国HBV基因型以B和C型为主. 
在我国, B型和C型的分布也不平行, 也存在一定

的地域差异即南方以B型为主, 北方以C型为主, 
A型和D型在我国多数地区也占有一定比例. 宋
淑静 et al [11]报道, 北京、天津、长春、沈阳和大

连这5个城市主要基因型均是C型, B型次之, B, 
C混合型也比较多见. 
2.2 血清型 血清型是由病毒外膜蛋白上的一

些氨基酸残基决定的, 是病毒外膜蛋白的表现

型, 并不能真正反映病毒基因组的差异. 通过

HBV包膜蛋白上的一个共同抗原决定簇“a”
和两个亚型决定簇“d/y”和“w/r”, 将HBV血

清型分为4个亚型: ayw, adw, ayr, adr, 又将w分

为w1-4, q分为q+和q-, 使其扩展为ayw1, ayw2, 
ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+和adrq- 9个
血清型[19,22-23]. 虽然血清型的分型方法已建立多

年, 但人们发现他的临床意义并不是很大. 虽然

根据HBsAg序列可分为基因型和血清型, 但两

者之间不一定相符合, 他们之间的分布可能会

有一定的差异. 但很多研究[19,22-23]发现, HBV基

因型和血清型之间也有一定的相关性, 总结两

者之间的关系大致为: 基因型A(adw2, ayw1), 基
因型B(adw2, ayw1), 基因型C(adw2, adrq+, adrq-,  
ayr), 基因型D(ayw2, ayw3), 基因型E(ayw4), 基
因型F(adw4, adw2, ayw4), 基因型G(adw2), 基因

型H(adw3). 可见同一种血清型可属于不同的基

因型, 而同一种基因型可有几种不同的血清型. 
但这两者之间关系的临床意义尚未明确.

3  HBV基因型和基因变异的关系

HBV在宿主体内感染的过程中会发生自然变异, 
变异的不断积累也使HBV的基因组核苷酸序列

产生了较大的变化, 在此基础上形成了不同的

基因型, 所以这两者之间有一定的相关性. 研究

发现不同的基因型易发生的突变类型不同, 与

■相关报道
Locarnini在文献
Molecular virology 
of hepatitis B virus 
(Seminars in Liver 
Disease  2004; 24: 
3 - 1 0 ) 中 对 乙 型
肝炎病毒的基因
型、基因变异、

对 抗 病 毒 药 物
的耐药性及解决
办法等方面进行
了较为详细的阐
述，有助于对乙
型肝炎病毒的基
因变异及对抗病
毒药物的耐药性
等方面进行较为
全面的了解. 
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病情转归也有一定的相关性. HBV基本核心启

动子(basic core promoter, BCP)1762T和1764A
变异, 在临床上较常见. 该双突变在基因型C中

较基因型B频繁, 而在基因型A中较基因型D频

繁, 并且发现与肝硬化及肝细胞癌的发生具有

明显的相关性[24-27]. 在基因型A中亚型Aa突变

较亚型Ae更显著, 且核心启动子双突变(1762T
和1764A)在亚型A a中较亚型A e更频繁 [5]. 另
外Duong et al [28]报道, 在HBeAg阴性的患者中, 
BCP突变在HBV基因型D中明显低于基因型C. 
在肝细胞癌患者中, HBV基因型C和核心启动

子突变所占的比例明显较多, 但进一步的研究

发现, 肝细胞癌的发生可能与HBV基因型C之

间并无直接的关系, 而可能与HBV基因型C核

心启动子的高突变率有关[29]. Leon et al [30]对50
名HBV阳性患者的HBV基因分型后发现, 在乙

肝病毒携带者中, HBx M130K和V131I(T-A)变
异在基因型F中被发现, 但在急性乙型肝炎恢复

后的患者中未被发现, 但T-A变异是否可作为

HBV感染的严重肝病患者的预后因素仍需更多

的研究证实.
HBV前C区(precore)可发生1896A, 1862T, 

1899A等部位的变异, 以前C区1896A变异与基

因型的关系报道较多. HBV前C区1896A突变在

基因型B中较基因型C普遍[24], 基因型F与前C
区终止密码子变异亦具有明显的相关性[31], 前
C区1896A位变异使第28位的密码子色氨酸转

变为终止密码TAG, 使前C/C区编码的HBeAg
合成提前终止, 导致感染1896A变异株的患者

血清中HBeAg阴性. 在基因型B, D, E, G和一些

基因型C中1858位的碱基为T，所以终止密码

子发生1896A变异后可与1858位的碱基T组成

稳定的T-A结构，所以这些基因型易发生前C
区终止密码子1896A变异; 而在基因型A及一

些基因型C和F中因1858位的碱基C和1896位的

碱基G组成稳定的G-C结构, 所以不易发生前

C区终止密码子1896A变异, 从而使HBeAg的
血清转换延迟或不发生[32]. 另有文献[33]报道, 
T-1762变异在基因型C中更频繁, 且更容易引起

炎症和纤维化, 前C区变异却较少引起炎症, 并
多伴有HBeAg阴性和低病毒复制. 基因变异与

HBeAg血清转换也有一定的相关性. HBV前C
区1896A, 1862T, 1899A变异及HBV BCP 1762T
和1764A双突变均可导致血清HBeAg阴性. Ni 
et al [34]对110名年龄相近的慢性HBV感染的儿童

进行研究后发现, 核心启动子1752, 1775和1799
核苷酸变异与HBeAg血清转换具有明显的相关

性; 1762+1764核苷酸变异与HBeAg血清转换的

关系却不大, 然而却可引起基因型C的HBeAg血
清转换, 同时发现前C区1896核苷酸变异与一半

的儿童患者HBeAg血清转换有关.

4  HBV基因型与临床疾病的关系

4.1 临床发病 HBV感染患者的临床表现之间

有很大的差异, 这不仅和患者的自身情况有关, 
还可能与感染病毒株的基因型种类密切相关. 
目前已有一些关于这方面的研究报道, 并得出

了初步的结果. HBV基因型与病毒复制水平及

病毒标志物的表达有一定的相关性. 研究发现, 
基因型B的HBeAg血清转换率比基因型C要高, 
基因型C较基因型B有较高的H B e A g阳性率 , 
并发现ant i-HBe在基因型B中较基因型C普遍, 
而HBV DNA水平在基因型B和C之间却未见有

差异[18,24,33,35], 但有文献[36]报道, 基因型C却比

基因型B有较高的HBV DNA水平. Verschuere 
e t a l [37]也发现, HBV基因型A和B(尤其Bj)均
有较高的HBeAg清除率. 但Lim et al [38]却报道, 
HBeAg及anti-HBe与基因型B和C之间无相关

性, 可能与研究的病例数较少有关. 有文献[39]
报道, 对145名急性乙型肝炎进行基因分型后发

现基因型A较基因型C有较高的HBV DNA定量

及较长的HBsAg持续时间. 另外Zollner et al [40]

对41份对拉米夫定耐药的病毒株经基因分型后

发现, 发生拉米夫定耐药后, 血清HBV拷贝数

在HBV基因型A中较基因型D高. HBV基因型A
比基因型D的HBV DNA和HBsAg更容易被清

除, 并在HBeAg发生血清转换后能获得持久的

缓解, 但HBeAg血清转换与HBV基因型无明显

相关[41]. 法国的一项研究[10]却发现, 基因型A与

HBeAg阳性相关, 而基因型D与anti-HBe阳性相

关. HBV基因型与病情之间的关系报道较多. 在
亚洲HBV基因型以B和C为主, 而严重肝病的发

生与基因型C的关系比基因型B的关系更密切, 
基因型C较基因型B有较高丙氨酸转氨酶水平, 
组织学炎症活动程度较高的患者基因型C较基

因型B多见, 而组织学炎症活动程度较低的患者

基因型C却比基因型B少, 基因型C在乙肝后肝

硬化的发病中起一定的作用, 然而基因型B与年

轻无肝硬化患者肝癌的发生有关, 而在日本感

染HBV基因型B的年轻患者(≤30岁)却未见肝癌

■应用要点
HBV基因型对于
H B V 的 基 础 研
究、分子流行病
学调查、临床诊
治过程中出现的
基因变异、对抗
病毒治疗反应和
病情预后评估等
均有重要的意义, 
有其广泛的应用
前景. 
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的发生[18,24, 33,35-36,42]. Sumi et al [43]对585名患者(其
中258名组织学上证实为慢性肝病患者, 74名为

肝细胞癌患者)的研究发现, 感染HBV基因型B
的患者发生肝纤维化及肝细胞癌的平均年龄要

比感染HBV基因型C的患者的年龄大; 在慢性肝

病患者中, 基因型B的HBeAg血清转换率比基因

型C要高. 在组织学上证实为慢性肝病的患者中, 
基因型B发生肝纤维化的比例要比基因型C低, 
这种差异在年轻患者中更显著而在年老患者中

则无差异, 然而慢性肝病及肝细胞癌患者在这2
种基因型中的分布却相似. 可见虽然基因型B的
HBeAg血清转换发生较早, 引起肝纤维化及肝

细胞癌的进程较慢, 然而患者一生中发生肝纤

维化及肝细胞癌的风险在B型及C型慢性肝病患

者中则可能无差异. Yotsuyanagi et al[39]报道, 基
因型A较基因型C有较低的最高ALT水平, 并且

较基因型C有较长及较轻的临床过程, 并发现在

日本大都市市区急性乙型肝炎中以基因型A最

常见. Duong et al [28]对413名HBV携带者的血清

进行基因分型后发现, 基因型C与慢性肝病有关, 
而基因型D与无症状携带者有关, 且可引起早期

HBeAg血清转换. 另外有研究[21,35]发现, HBV基

因型A较基因型D更易伴随慢性感染, 基因型A
主要引起慢性活动性肝炎, 而基因型D在急性肝

炎中最常见. 基因型F引起的肝病的死亡率要比

基因型A或D高[41].
4.2 HBV基因型与抗病毒疗效之间的关系 病毒

感染人体后, 感染者具有不同的临床经过和预

后, 对抗病毒治疗的应答也不尽相同, 既可能与

感染者的免疫状态和基因背景有关, 也可能与

病毒的基因特性有关. HBV基因型是决定抗病

毒疗效的一个重要因素, 用于估计抗病毒的治

疗反应是很重要的, 但是否能在临床上广泛应

用尚待进一步的研究决定. (1)HBV基因型与干

扰素抗病毒疗效之间的关系. 干扰素抗病毒作

用是通过激活干扰素激活基因, 编码产生一系

列抗病毒蛋白来完成, 很多研究发现, 干扰素抗

病毒疗效与HBV基因型有一定的相关性. 有文

献[10,36]报道, 基因型C和D对干扰素的治疗反应

要比基因型A和B差. 一项纳入266例HBeAg阳性

患者的随机对照试验[44]研究发现, 用干扰素抗病

毒治疗对基因型A可产生较好的HBsAg清除率. 
Erhardt et al [45]对165例患者研究发现, 用干扰素

抗病毒治疗后的持久反应, HBV基因型A要比基

因型D好, 其中对于HBeAg阳性患者各占46%和

24%(P <0.03), 对于HBeAg阴性患者各占59%和

29%(P <0.05). (2)HBV基因型与拉米夫定抗病毒

疗效之间的关系. 拉米夫定抑制HBV DNA聚合

酶, 从而有效抑制HBV的复制. 目前有关拉米夫

定与HBV基因型的研究主要为基因型B和C, 其
他基因型报道较少. 有研究[36,46]发现, 对拉米夫

定的疗效及停药后疗效的持久性基因型C均较

基因型B差; 对拉米夫定耐药的发生率基因型A
较基因型D高, 但在基因型B和C之间未见有差

别. Akuta et al [35]对213名慢性乙肝患者给予1 a
的拉米夫定治疗后发现, HBV对拉米夫定耐药

的发生率不依赖于基因型(A, B, C). HBV亚基因

型Ba对拉米夫定耐药的发生率显著比亚基因型

Bj高. 对于基因型C, HBeAg阳性者对拉米夫定

耐药的发生率要显著高于HBeAg阴性者, 而对

于基因型B这种差异不显著. 但另有研究[47]发现, 
不同的结果, 在中国乙肝患者中, 经过1 a的拉米

夫定抗病毒治疗后发现, HBV基因型B和C对抗

病毒治疗的反应及YMDD变异的发生率均无差

别, 并表明在中国乙肝患者中, 用拉米夫定抗病

毒治疗前通过检测基因型来预测抗病毒疗效可

能并不重要. (3)HBV基因型与阿德福韦酯抗病

毒疗效之间的关系. 阿德福韦酯口服后最终在

细胞内转化为阿德福韦双磷酸酯, 后者可选择

性抑制HBV DNA聚合酶. 目前关于HBV基因型

与阿德福韦酯抗病毒疗效之间的关系的报道较

少. 一项由多国参与的阿德福韦酯临床试验[48]共

纳入了694例受试者, 经过48 wk的阿德福韦酯抗

病毒治疗后发现, HBeAg血清转换率在HBV基

因型间无统计学上的差异, 且阿德福韦酯抗病

毒疗效与HBV基因型、HBeAg及种族均没有明

显相关性. 另外一项纳入了700例受试者的临床

试验[49]研究后发现, 经过48 wk的阿德福韦酯抗

病毒治疗后并未发现阿德福韦酯耐药变异的发

生. HBV基因型是决定抗病毒疗效的重要因素, 
有文献[44,50]报道, 即使用干扰素联合拉米夫定

抗病毒治疗其效果也并不一定优于单一疗法.
总之, 目前对基因型的研究尚需寻找更加简

易高效、准确统一的分型方法; 对HBV基因型

的不同致病性、病毒变异及抗病毒疗效之间的

关系尚缺乏大样本研究; 而且能否通过改变基

因型达到防治乙型肝炎的目的也是个值得探讨

的课题. HBV基因型对于HBV的基础研究、分

子流行病学调查、临床诊治过程中出现的基因

变异、对抗病毒治疗反应和病情预后评估等均

有重要的意义, 有其广泛的应用前景.

■名词解释
HBV基因型 :  乙
肝病毒通过逆转
录机制复制, 由于
HBV DNA聚合酶
缺乏校正功能, 因
此在复制过程中
极易发生核苷酸
配对错误而造成
基因突变, 因此各
个HBV间存在着
DNA序列的差异
性 ,  即HBV间的
自然异质性. 根据
HBV核苷酸全序
列异质≥8%或S
基因序列核苷酸
差异度≥4%, 将
乙肝病毒株分为
A 到 H  8 种 基 因
型. 基因型反映了
HBV自然感染史
发生的变异特点, 
是病毒变异进化
的结果. 



www.wjgnet.com

刘兴, 等. 乙型肝炎病毒基因型研究新进展                                                                                                                      2215

5      参考文献� 
1 Okamoto H, Tsuda F, Sakugawa H, Sastrosoewignjo 

RI, Imai M, Miyakawa Y, Mayumi M. Typing hepa-
titis B virus by homology in nucleotide sequence: 
comparison of surface antigen subtypes. J Gen Virol 
1988; 69(Pt 10): 2575-2583

2 Norder H, Hammas B, Lofdahl S, Courouce AM, 
Magnius LO. Comparison of the amino acid se-
quences of nine different serotypes of hepatitis B 
surface antigen and genomic classification of the 
corresponding hepatitis B virus strains. J Gen Virol 
1992; 73(Pt 5): 1201-1208

3 Stuyver L, De Gendt S, Van Geyt C, Zoulim F, Fried 
M, Schinazi RF, Rossau R. A new genotype of hepa-
titis B virus: complete genome and phylogenetic 
relatedness. J Gen Virol  2000; 81: 67-74

4 Arauz-Ruiz P, Norder H, Robertson BH, Magnius 
LO. Genotype H: a new Amerindian genotype of 
hepatitis B virus revealed in Central America. J Gen 
Virol  2002; 83: 2059-2073

5 Sugauchi F, Kumada H, Acharya SA, Shrestha SM, 
Gamutan MT, Khan M, Gish RG, Tanaka Y, Kato T, 
Orito E, Ueda R, Miyakawa Y, Mizokami M. Epide-
miological and sequence differences between two 
subtypes (Ae and Aa) of hepatitis B virus genotype 
A. J Gen Virol  2004; 85: 811-820

6 Sugauchi F, Orito E, Ichida T, Kato H, Sakugawa H, 
Kakumu S, Ishida T, Chutaputti A, Lai CL, Ueda 
R, Miyakawa Y, Mizokami M. Hepatitis B virus of 
genotype B with or without recombination with 
genotype C over the precore region plus the core 
gene. J Virol  2002; 76: 5985-5992

7 Huy TT, Ushijima H, Quang VX, Win KM, Luen-
grojanakul P, Kikuchi K, Sata T, Abe K. Genotype 
C of hepatitis B virus can be classified into at least 
two subgroups. J Gen Virol  2004; 85: 283-292

8 Mbayed VA, Barbini L, Lopez JL, Campos RH. 
Phylogenetic analysis of the hepatitis B virus (HBV) 
genotype F including Argentine isolates. Arch Virol 
2001; 146: 1803-1810

9 Norder H, Arauz-Ruiz P, Blitz L, Pujol FH, Echevar-
ria JM, Magnius LO. The T(1858) variant predispos-
ing to the precore stop mutation correlates with one 
of two major genotype F hepatitis B virus clades. J 
Gen Virol  2003; 84: 2083-2087

10 Halfon P, Bourliere M, Pol S, Benhamou Y, Ouzan D, 
Rotily M, Khiri H, Renou C, Penaranda G, Saadoun 
D, Thibault V, Serpaggi J, Varastet M, Tainturier 
MH, Poynard T, Cacoub P. Multicentre study of 
hepatitis B virus genotypes in France: correlation 
with liver fibrosis and hepatitis B e antigen status. J 
Viral Hepat  2006; 13: 329-335

11 宋淑静, 何忠平, 庄辉, 闫杰, 董庆鸣. 中国北方5城市
慢性乙型肝炎患者的基因分型. 中国公共卫生  2004; 
20: 166-167

12 阁丽, 侯金林, 郭亚兵, 王战会, 林裕龙, 骆抗先. 乙型
肝炎病毒基因型S基因PCR-RFLP分型方法的建立. 中
华传染病杂志  2001; 19: 224-228

13 Mizokami M, Nakano T, Orito E, Tanaka Y, Sakuga-
wa H, Mukaide M, Robertson BH. Hepatitis B virus 
genotype assignment using restriction fragment 
length polymorphism patterns. FEBS Lett  1999; 450: 
66-71

14 Usuda S, Okamoto H, Tanaka T, Kidd-Ljunggren 
K, Holland PV, Miyakawa Y, Mayumi M. Differ-
entiation of hepatitis B virus genotypes D and E by 

ELISA using monoclonal antibodies to epitopes on 
the preS2-region product. J Virol Methods  2000; 87: 
81-89

15 Naito H, Hayashi S, Abe K. Rapid and specific ge-
notyping system for hepatitis B virus correspond-
ing to six major genotypes by PCR using type-
specific primers. J Clin Microbiol  2001; 39: 362-364

16 王虹, 万成松, 王省良, 彭华国. 采用PCR微板核酸杂
交-ELISA技术进行HBV DNA基因分型的研究. 中华
微生物学和免疫学杂志  2001; 21: 234-236 

17 杨夏, 张跃新, 朱滨, 孙悦, 阿曼•古丽, 张明智. HBV基
因型芯片检测方法的研究. 中华微生物学和免疫学杂
志  2005; 25: 603

18 Yuen MF, Sablon E, Tanaka Y, Kato T, Mizokami 
M, Doutreloigne J, Yuan HJ, Wong DK, Sum SM, 
Lai CL. Epidemiological study of hepatitis B virus 
genotypes, core promoter and precore mutations of 
chronic hepatitis B infection in Hong Kong. J Hepa-
tol  2004; 41: 119-125

19 Jazayeri MS, Basuni AA, Cooksley G, Locarnini 
S, Carman WF. Hepatitis B virus genotypes, core 
gene variability and ethnicity in the Pacific region. J 
Hepatol  2004; 41: 139-146

20 Kato H, Orito E, Gish RG, Sugauchi F, Suzuki S, 
Ueda R, Miyakawa Y, Mizokami M. Characteristics 
of hepatitis B virus isolates of genotype G and their 
phylogenetic differences from the other six geno-
types (A through F). J Virol  2002; 76: 6131-6137

21 Mayerat C, Mantegani A, Frei PC. Does hepatitis B vi-
rus (HBV) genotype influence the clinical outcome of 
HBV infection? J Viral Hepat  1999; 6: 299-304

22 Magnius LO, Norder H. Subtypes, genotypes and 
molecular epidemiology of the hepatitis B virus as re-
flected by sequence variability of the S-gene. Intervirol-
ogy  1995; 38: 24-34

23 Liu CJ, Kao JH, Chen PJ, Lai MY, Chen DS. Molecu-
lar epidemiology of hepatitis B viral serotypes and 
genotypes in taiwan. J Biomed Sci  2002; 9: 166-170

24 Watanabe K, Takahashi T, Takahashi S, Okoshi S, 
Ichida T, Aoyagi Y. Comparative study of genotype 
B and C hepatitis B virus-induced chronic hepatitis 
in relation to the basic core promoter and precore 
mutations. J Gastroenterol Hepatol  2005; 20: 441-449

25 Song BC, Kim H, Kim SH, Cha CY, Kook YH, Kim 
BJ. Comparison of full length sequences of hepatitis B 
virus isolates in hepatocellular carcinoma patients and 
asymptomatic carriers of Korea. J Med Virol  2005; 75: 
13-19

26 Tanaka Y, Hasegawa I, Kato T, Orito E, Hirashima 
N, Acharya SK, Gish RG, Kramvis A, Kew MC, 
Yoshihara N, Shrestha SM, Khan M, Miyakawa Y, 
Mizokami M. A case-control study for differences 
among hepatitis B virus infections of genotypes A 
(subtypes Aa and Ae) and D. Hepatology  2004; 40: 
747-755

27 Huy TT, Ushijima H, Quang VX, Ngoc TT, Hayashi 
S, Sata T, Abe K. Characteristics of core promoter 
and precore stop codon mutants of hepatitis B virus 
in Vietnam. J Med Virol  2004; 74: 228-236

28 Duong TN, Horiike N, Michitaka K, Yan C, Mizo-
kami M, Tanaka Y, Jyoko K, Yamamoto K, Miyaoka 
H, Yamashita Y, Ohno N, Onji M. Comparison of 
genotypes C and D of the hepatitis B virus in Japan: 
a clinical and molecular biological study. J Med Vi-
rol  2004; 72: 551-557

29 Yuen MF, Tanaka Y, Mizokami M, Yuen JC, Wong 
DK, Yuan HJ, Sum SM, Chan AO, Wong BC, Lai 

■同行����
HBV基因型的研
究是近年来的研
究热点, 本文从基
因型检测方法, 与
血清型、基因变
异以及抗病毒药
物疗效的关系等
角度进行了较为
全面的阐述, 文中
观点引证有据, 内
容 前 沿 ,  文 笔 流
畅, 有参考价值.



www.wjgnet.com

2216                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年8月8日    第14卷   第22期

CL. Role of hepatitis B virus genotypes Ba and C, 
core promoter and precore mutations on hepatocel-
lular carcinoma: a case control study. Carcinogenesis  
2004; 25: 1593-1598

30 Leon B, Taylor L, Vargas M, Luftig RB, Albertazzi F, 
Herrero L, Visona K. HBx M130K and V131I (T-A) 
mutations in HBV genotype F during a follow-up 
study in chronic carriers. Virol J  2005; 2: 60

31 Franca PH, Gonzalez JE, Munne MS, Brandao LH, 
Gouvea VS, Sablon E, Vanderborght BO. Strong as-
sociation between genotype F and hepatitis B virus 
(HBV) e antigen-negative variants among HBV-
infected argentinean blood donors. J Clin Microbiol 
2004; 42: 5015-5021

32 Miyakawa Y, Mizokami M. Classifying hepatitis B 
virus genotypes. Intervirology  2003; 46: 329-338

33 Lindh M, Hannoun C, Dhillon AP, Norkrans G, 
Horal P. Core promoter mutations and genotypes in 
relation to viral replication and liver damage in East 
Asian hepatitis B virus carriers. J Infect Dis  1999; 
179: 775-782

34 Ni YH, Chang MH, Hsu HY, Tsuei DJ. Longitudinal 
study on mutation profiles of core promoter and 
precore regions of the hepatitis B virus genome in 
children. Pediatr Res  2004; 56: 396-399

35 Akuta N, Suzuki F, Kobayashi M, Tsubota A, Su-
zuki Y, Hosaka T, Someya T, Kobayashi M, Saitoh 
S, Arase Y, Ikeda K, Kumada H. The influence of 
hepatitis B virus genotype on the development of 
lamivudine resistance during long-term treatment. J 
Hepatol  2003; 38: 315-321

36 Kao JH. Hepatitis B virus genotypes and hepatocel-
lular carcinoma in Taiwan. Intervirology 2003; 46: 
400-407

37 Verschuere V, Yap PS, Fevery J. Is HBV genotyping 
of clinical relevance? Acta Gastroenterol Belg  2005; 
68: 233-236

38 Lim CK, Tan JT, Khoo JB, Ravichandran A, Low 
HM, Chan YC, Ton SH. Correlations of HBV Geno-
types, Mutations Affecting HBeAg Expression and 
HBeAg/ anti-HBe Status in HBV Carriers. Int J Med 
Sci  2006; 3: 14-20

39 Yotsuyanagi H, Okuse C, Yasuda K, Orito E, Nishi-
guchi S, Toyoda J, Tomita E, Hino K, Okita K, Mu-
rashima S, Sata M, Hoshino H, Miyakawa Y, Iino 
S. Distinct geographic distributions of hepatitis B 
virus genotypes in patients with acute infection in 
Japan. J Med Virol  2005; 77: 39-46

40 Zollner B, Petersen J, Puchhammer-Stockl E, 
Kletzmayr J, Sterneck M, Fischer L, Schroter M, 
Laufs R, Feucht HH. Viral features of lamivudine 
resistant hepatitis B genotypes A and D. Hepatology  

2004; 39: 42-50
41 Sanchez-Tapias JM, Costa J, Mas A, Bruguera M, 

Rodes J. Influence of hepatitis B virus genotype 
on the long-term outcome of chronic hepatitis B 
in western patients. Gastroenterology  2002; 123: 
1848-1856

42 Chen CH, Lee CM, Lu SN, Changchien CS, Eng HL, 
Huang CM, Wang JH, Hung CH, Hu TH. Clinical 
significance of hepatitis B virus (HBV) genotypes 
and precore and core promoter mutations affecting 
HBV e antigen expression in Taiwan. J Clin Micro-
biol  2005; 43: 6000-6006

43 Sumi H, Yokosuka O, Seki N, Arai M, Imazeki F, 
Kurihara T, Kanda T, Fukai K, Kato M, Saisho H. 
Influence of hepatitis B virus genotypes on the pro-
gression of chronic type B liver disease. Hepatology 
2003; 37: 19-26

44 Flink HJ, van Zonneveld M, Hansen BE, de Man 
RA, Schalm SW, Janssen HL. Treatment with Peg-
interferon alpha-2b for HBeAg-positive chronic 
hepatitis B: HBsAg loss is associated with HBV 
genotype. Am J Gastroenterol  2006; 101: 297-303

45 Erhardt A, Blondin D, Hauck K, Sagir A, Kohnle T, 
Heintges T, Haussinger D. Response to interferon 
alfa is hepatitis B virus genotype dependent: geno-
type A is more sensitive to interferon than geno-
type D. Gut  2005; 54: 1009-1013

46 Enomoto M, Tamori A, Nishiguchi S. Hepatitis B 
virus genotypes and response to antiviral therapy. 
Clin Lab  2006; 52: 43-47

47 Yuen MF, Wong DK, Sablon E, Yuan HJ, Sum SM, 
Hui CK, Chan AO, Wang BC, Lai CL. Hepatitis B 
virus genotypes B and C do not affect the antiviral 
response to lamivudine. Antivir Ther  2003; 8: 531-534

48 Westland C, Delaney W 4th, Yang H, Chen SS, 
Marcellin P, Hadziyannis S, Gish R, Fry J, Brosgart 
C, Gibbs C, Miller M, Xiong S. Hepatitis B virus 
genotypes and virologic response in 694 patients in 
phase Ⅲ studies of adefovir dipivoxil1. Gastroenter-
ology  2003; 125: 107-116

49 Westland CE, Yang H, Delaney WE 4th, Gibbs CS, 
Miller MD, Wulfsohn M, Fry J, Brosgart CL, Xiong 
S. Week 48 resistance surveillance in two phase 3 
clinical studies of adefovir dipivoxil for chronic 
hepatitis B. Hepatology  2003; 38: 96-103

50 Janssen HL, van Zonneveld M, Senturk H, Zeu-
zem S, Akarca US, Cakaloglu Y, Simon C, So TM, 
Gerken G, de Man RA, Niesters HG, Zondervan P, 
Hansen B, Schalm SW. Pegylated interferon alfa-
2b alone or in combination with lamivudine for 
HBeAg-positive chronic hepatitis B: a randomised 
trial. Lancet  2005; 365: 123-129

                                   电编  李琪  编辑  潘伯荣 



www.wjgnet.com

占大钱, 黄志勇, 陈孝平, 华中科技大学同济医学院附属同
济医院肝脏外科中心  湖北省武汉市 430030
教育部新世纪优秀人才支持计划项目资助, No. NCET-04-0701
通讯作者���� 黄志勇, 430030, 湖北省武汉市解放大道1095号, 华
中科技大学同济医学院附属同济医院肝脏外科中心. 
zyhuang@medmail.com.cn
电话: 027-83663871 传真: 027-83663400
收稿日期: 2006-05-11  接受日期: 2006-05-26

摘要
Ku蛋白是DNA结合蛋白, 能与DNA末端及
DNA损伤导致的双链DNA断裂(DSBs)结合. 
Ku蛋白, 由Ku70/Ku80两亚基紧密结合形成
的异二聚体结构, 与DNA依赖的蛋白激酶催
化亚基(DNA-PKcs)结合形成DNA依赖的蛋白
激酶全酶(DNA-PK), 在DSBs的非同源末端结
合(NHEJ)修复途径中发挥重要作用. 此外, Ku
蛋白在维持端粒结构也有着重要作用. Ku蛋
白缺失会造成小鼠成纤维细胞明显的染色体
的畸变和淋巴瘤的发生. 在人的肿瘤中, Ku蛋
白的活性与肿瘤的发生发展相关. Ku蛋白的
DNA末端结合(DEB)活性以及表达和功能与
肿瘤对抗癌治疗抵抗相关. 因此, Ku蛋白可作
为一个治疗靶点克服肿瘤细胞对抗癌的抵抗
而增强对肿瘤的杀伤作用. 

关键词: Ku蛋白; DNA修复; 肿瘤
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Ku80蛋白(又称Ku80)与Ku70蛋白形成异二聚

体, 称Ku 蛋白. 他是存在于细胞中的DNA末端

结合蛋白. Ku蛋白是一种进化保守蛋白, 在不同

物种中均发现有同源的Ku蛋白. 最初他是作为

一种自身抗原在多发性肌炎-硬皮病重复症候

群(scleroderma-polymyositis overlap syndrome)
患者中被发现的, 其命名是源于第一个患者前

两个字母Ku[1]. Ku蛋白广泛存在于不同组织中, 
但其mRNA的含量在胸腺和淋巴细胞中更丰富. 
Ku蛋白主要存在细胞核中, 但也有报道分布在

细胞质和细胞膜上[2-5]. 近年来, 许多学者对Ku

蛋白的功能进行了广泛研究, 发现Ku蛋白与肿

瘤的发生和发展以及肿瘤的放化疗抵抗性相关. 

1  Ku蛋白的结构

Ku蛋白是由2条多肽链通过非共价键紧密结合

形成的异二聚体结构, 分别称为Ku70和Ku80. 人
Ku70基因位于染色体22q13, 编码609个氨基酸

(AA), 相对分子质量为69 kDa. Ku80基因位于

2q33-34, 编码732个AA, 相对分子量约83 kDa. 
尽管两亚基有不同的生化特性, 但是他们很可

能起源于同一个基因, 在酵母中对Ku80与Ku70
两亚基比较研究发现, 位于两亚基C端的AA中

22%是相同的, 38%是相似的[6-8]. 
Ku80与Ku70有一定的相互作用区域, 也均

有与DNA末端结合的特定区域, 这也是与DNA
结合的分子基础. 研究认为Ku70的C端20 kDa与
Ku80的C端32 kDa是形成异二聚体的结合部位. 
进一步研究认为, Ku80的第449-477位AA是两亚

基相互作用的重要部位[6]. Wang et al [9]报道Ku80
的第371-510位AA是与Ku70相互作用的部位; 
Ku80C端的第179-732位AA对DNA的末端结合

是必要部位. Ku70的第536-609位AA是与DNA结

合的核心结构域[7]. Ku蛋白的稳定性有赖于两亚

基的相互依存. 如在Ku80突变的xrs-6细胞系中,  
尽管Ku70 mRNA的表达正常, 但很难测得Ku70
蛋白[10-11]. 不过也有报道Ku80蛋白水平的下降并

不影响Ku70的表达[12].

2  Ku蛋白的功能

2.1 在DNA损伤修复中的作用 Ku蛋白可结合游

离的DNA末端或一些特殊的DNA结构. 与DNA
末端的结合并不依赖DNA末端特异结构, 如能

与平性末端, 与3'和5'黏性末端结合, 还能与发

夹样末端结合, 但是不能与单链末端结合. 特殊

DNA结构主要包括单链向双链转变, 环状DNA
分子内的一个缺口或D N A单链上的一个空隙

或双链中因为碱基不互补而形成的“泡状”结

构, 这些结合都非DNA序列特异性的. 可以推断, 
Ku能与细胞内的各种DNA断裂结构相结合而
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■背景资料
K u 蛋 白 通 过 调
控DNK-PK的活
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识别各种类型的DNA损伤[13]. 同时, 发现Ku蛋白

与DNA-PKcs结合形成DNA-Pk全酶[14-15]. DNA-
Pk是一种由双链DNA激活的丝-苏氨酸激酶, Ku
蛋白是DNA-Pk的调控成分; DNA-PKcs是催化

亚基部分, 由4127个AA组成, 相对分子质量约

470 kDa的大分子量蛋白, 其基因位于8q11, 他
是磷脂酰肌激酶3(PI3-K)家族中的一员, 但没

有脂质激酶的活性[7,16]. Ku蛋白可通过2条途径

激活DNA-PKcs, (1)Ku蛋白与DNA结合后招募

DNA-PKcs而激活; (2)Ku蛋白可直接与DNA-
PKcs相互结合激活, 但游离的Ku蛋白与DNA-
PKcs直接结合并不形成稳定结构. 尽管如此, 在
没有Ku蛋白时DNA-PKcs本身能与游离的DNA
末端结合而被激活[7]. 

DNA-PK最初一直作为一个转录调控因子

被研究, 因为体外研究结果显示, 他可以磷酸

化包括SP1, P53, OC-1以及RNA聚合酶Ⅱ在内

的一系列转录因子[6]. 后续研究才认识到Ku和
DNA-PKcs在哺乳细胞系的DSBs修复中起重要

作用[17-20]. DSBS可由外源性损伤导致, 如电离辐

射, 抗癌药物; 生理过程中也会产生, 如V(D)J重
组即在淋巴细胞发育过程产生多态性抗体和T细
胞表面受体分子特异性基因重组过程. DSBs是
最致命的DNA损伤, 不仅威胁到基因组的完整

性, 也会导致机体的死亡. 未修复的DSBS可激活

细胞周期阻滞机制或发出细胞死亡信号; 更糟的

是未修复的DSBS或不恰当修复或重组的DSBS
可导致基因结构的改变而导致肿瘤发生[16,21]. 

对于DSBS细胞, 主要有两条途径修复即非

同源性末端连结合(NHEJ)和同源重组修复(HR). 
在不同物种中两者所起的作用不同, 在哺乳细胞

系中NHEJ途径占主导地位, 而在酵母细胞则主

要由HR途径修复[16,22]. HR主要用姐妹染色单体

和同源染色体作为模板修复损伤的染色体. 目前

认为, NHEJ途径至少有6种核心因子参与: 其中

Ku70,  Ku80, 连接酶Ⅳ XRCC4蛋白在酵母和哺

乳类都有, 而DNA-PKCs和Artemis蛋白是在最近

的进化过程中产生的[16,23]. 其中Artemis有核酸内

切酶和外切酶活性, 对不能直接连接的部位进行

修饰[24]. 当DNA的DSBS修复时, 首先, 2个Ku分
子分别识别并结合到一条DNA链末端, Ku-DNA
复合物招集DNA-PKCs到损伤部位与之结合并

激活其激酶活性, 而且还可能招集其他蛋白质参

与DNA修复[13,23]; 然后, 两DNA末端通过在DNA-
PK上的相互独立的结合位点或两DNA-PK相互

联系而连系在一起, 此后有些DSBs可直接连接, 

大多数情况下, DSBs不能直接连接而需要加工. 
研究发现: DSBs修复时会切除DNA末端的核苷

酸直到可互补的1-6不等的核苷酸同源处再通过

碱基互补, 没有互补的核苷酸被核酸酶水解掉,
这可能就是加工的过程[21]. 此后, 由DNA聚合酶

合成填补空缺; 最后, 由XRCC4蛋白和连接酶

Ⅳ连接DNA末端形成DNA分子[16]. 在连接之前, 
DNA-Pk发生自身磷酸化, 使DNA-PKcs和Ku从
DNA链解离下来.      

当然, 在哺乳类动物中NHEJ对DSBs修复占

主导作用, 但HR也同样能修复DSBs. 在Ku80突
变的xrs-6细胞系中, 发现HR在修复DSBs起重要

作用[22]. 在缺失DNA-PK的细胞系中, DSBs仍可

以通过其他途径修复多达50%[23]. 研究结果显

示, NHER主要修复G1和G0期的DSBs, 虽然在其

他细胞周期中也发挥作用, 但作用很小; HR则是

在细胞间期和G2期起作用[16]. 
2.2 Ku蛋白与端粒 端粒是位于染色体末端类似

染色体的“帽子”的特殊结构, 由重复序列和

一系列蛋白质构成, 能保护DNA末端避免外切

酶损伤而降解和阻止不合理的重组及末端融合,
在维持染色体的稳定性发挥重要作用. 在酵母

细胞中端粒还可以抑制临近基因的表达, 被称

为端粒沉默或端粒位置效应. 当编码YKu70或
YKu80蛋白基因突变时不仅NHEJ受损而且端

粒沉默和端粒长度明显受损[25]. 在哺乳类动物

中DNA-PKCS以及(TRf-2)端粒重复序列激活因

子共同作用形成染色体末端的t环样结构而发挥

人类染色体末端的帽子功能[26]. 在Ku80-/-小鼠

中也出现与染色体末端相关的广泛的端粒缩短, 
Ku80+/-细胞表型出中度水平的端粒缩短[27]. 在
DNA-PK任一组成部分发生突变的小鼠, 小鼠均

出现染色体末端融合, 而且DNA-PK活性部分丧

失足有影响端粒的保护功能. 可见DNA-PK对端

粒的保护是必要的. 那么Ku, DNA-Pkcs是怎样

同时一方面促进DNA损伤断端的连接而另一方

面又能保护染色体末端的, 目前并不清楚[28]. 
当然, 除此之外, Ku蛋白及DNA-Pkcs也参

与其他生命活动. 如DNA-PK激活后磷酸化P53
和其调控因子Mdm-2, 使P53活化产生损伤应答, 
但辐射损伤后P53的激活并非DNA-PK依赖的, 
研究表明DNA-PK选择性的激活P53诱导的细胞

凋亡途径而对细胞周期阻止是非必要的[29]. 可
见, DNA-PK还可能转导细胞周期阻滞或凋亡信

号而参与DNA修复或凋亡. 有报道认为, 分布在

细胞膜上的Ku蛋白介导肿瘤细胞与纤维结合蛋

■研发前沿
进一步深入研究
Ku的生物活性以
及作为一个治疗
靶点的有效性成
为研究热点. 
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白的结合以及细胞之间的相互作用[30-31].

3  Ku蛋白与肿瘤

肿瘤是由于一系列的基因的改变导致控制细胞

生长、分化、死亡机制的紊乱或基因组的不稳

定而引发的多基因紊乱性疾病[32]. DNA修复机

制和端粒结构在保护基因组的稳定性而抑制

肿瘤发生和进展方面起着重要作用. Ku蛋白和

DNA-PKcs在NHEJ修复中扮演着重要角色, 与
端粒结构的维持也紧密相关. 因此, Ku蛋白可能

为一个肿瘤抑制蛋白. 
肿瘤易感基因分为carethaker和gatekeeper. 

Caretaker基因主要在DNA修复中发挥作用而

维持基因组的稳定性; gatekeeper主要控制细胞

的死亡和增殖, 2种基因功能的共缺失会大大增

加肿瘤的易感性[33]. 研究认为, Ku基因是一个

caretaker基因, 当与gatekeeper基因共缺失或异

常将导致肿瘤的发生. 对Ku80-/-小鼠研究表明,
小鼠能成活, 不自发产生肿瘤, 但其成纤维细胞

表现出明显的染色体畸形, 83%基因断裂或易

位, 15%出现非整倍体[34-35]. Ku70基因敲除也可

造成小鼠成纤维细胞姐妹染色体互换率增高及

淋巴瘤的发生[36]. Lim et al [37]把小鼠的Ku80基因

和P53基因共敲除后中发现: 小鼠开始发育正常, 
但出生3 mo后都因发生原B细胞淋巴瘤而死亡. 
另有研究显示, Ku8和PARP-1(DNA损伤信号分

子)作为caretakers基因在抑制肝脏肿瘤的发生有

协同作用, Ku80和PARP-1基因共敲除的小鼠在

胚胎期第9.5 d死亡, PARP-1/-Ku80+/-小鼠肝脏

肿瘤的发生率高达60%[38]. 不过, 人肿瘤组织的

Ku蛋白的研究结果并不完全一致. Moll et al [39]

对各种正常组织和肿瘤组织中Ku蛋白和DNA-
Pkcs的表达研究发现, 大多数正常组织有两者的

表达, 但各组织间的表达水平不同, 呈组织细胞

特异性, 而且Ku蛋白和DNA-Pkcs的表达水平会

随机体的生理状态改变, 如在泌乳期乳腺组织

80%有Ku蛋白和DNA-Pkcs的表达, 而静止期很

少有表达. 肿瘤组织中两者的表达与对应正常

组织相类似. Ku70mRNA, Ku80mRNA和DNA-
PkcsmRNA在各组织的表达差异小, 因此认为

是转录后水平的修饰引起各组织间的Ku蛋白和

DNA-Pkcs的差异. Rigas et al [40]用免疫组化方法

对人正常结肠组织、结肠腺瘤、结肠癌和结肠

癌周边的正常组织中的Ku蛋白及DNA-Pkcs表
达水平研究发现, 在结肠腺瘤中Ku70/Ku80水平

只有结肠癌的1/3-1/2水平, 但两者均较正常结

肠组织低, 而DNA-Pkcs下降不明显. 认为腺瘤

阶段的Ku70/Ku80蛋白水平的明显下降很可能

对结肠癌的发展起关键性的作用. Korabiowska 
et al [41]也报道, 在结肠直肠肿瘤中Ku70/Ku80表
达下调, 而且在遗传性的肿瘤更多见. 在恶性

黑色素瘤中, Ku基因的表达随着肿瘤的进展而

下调[42]. 相反, Stronati et al [43]发现膀胱癌细胞

中的Ku表达以及Ku-DNA结合活性较对照组增

强. Lim et al [44]发现胃癌细胞的高度增殖与细胞

核中的COX-2(环氧化酶-2)依赖的Ku70/Ku80高
水平相关. 在结肠直肠肿瘤中DNA-Pk活性以及

Ku70/Ku80, DNA-Pkcs的mRNA和蛋白水平因为

转录因子SP1的增高而增高[45]. 在成人, 儿童的

急性和慢性恶性淋巴细胞中Ku80的平均表达水

平比对照组增高[46]. Pucci et al [47]对15例膀胱癌

和乳腺癌病人的癌组织中Ku的DNA结合活性进

行研究发现,  Ku70/Ku80的DNA结合活性的调

控与人肿瘤的进展相关, 在开始阶段Ku的活性

与癌细胞的的快速增殖有关, 在后期及转移阶

段, Ku的DNA修复活性失活抑制DNA自发损伤

的修复促使肿瘤的进展. 另有报道分布在细胞

膜上的Ku蛋白与基质金属蛋白酶相作用调控细

胞外基质的重建, 在细胞浸润中和肿瘤的转移

中发挥作用[30,48].
目前, 有许多靶向作用或干扰DNA功能的

肿瘤治疗手段, 如抗癌药物、丝裂霉素C、放疗

等. 然而, 受到正常组织和肿瘤组织的敏感性问

题的限制, 在临床上的应用不大理想. DNA-Pk
在DSBs的修复中发挥重要作用, 他的活性的增

高使细胞对抗癌药物和放疗产生抵抗, 而DNA-
Pk的活性是由Ku蛋白的DEB活性调控. 因此认

为Ku蛋白的表达水平和功能与肿瘤的抵抗性相

关. 在多发性骨髓瘤细胞的研究中发现: 86%只

表达Ku86变异体即Ku86v(能与Ku70结合, 但结

合DNA末端活性下降)14%表达Ku86及Ku86v. 
只表达Ku86v的细胞较正常骨髓和有Ku86表达

的细胞对放射更敏感[49]. 顺铂抵抗的和电离辐射

抵抗的白血病细胞(L1210)也显示了DEB活性增

高与Ku86亚基的过度表达[50]. 体外研究发现, 在
未处理的苯丁酸氮芥抵抗的慢性白血病中的B
淋巴肿瘤细胞中, DNA-Pk的活性增高与他对苯

丁酸氮芥抵抗相关, 而DNA-Pk的活性的增高与

Ku的DEB活性增高相关[51-52]. Willson et al [53]发

现在宫颈癌患者中, 虽然Ku表达和DNA-Pk活性

不与SF2(即放疗剂量为2Gray的生存分数)相关, 
但放疗敏感的肿瘤中DNA-Pk的活性下降, 肿瘤

■相关报道
Ku蛋白的高表达
与活性的增高与
肿瘤抵抗相关, 并
且有报道认为以
Ku为靶点能提高
肿瘤的放化疗敏
感性. 
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细胞中Ku70表达低的生存率高, 因此, 认为Ku70
在人宫颈癌中可作为一个放疗疗效的预测指标. 
Harima et al [54]研究认为, Ku80低表达使得宫颈癌

放疗敏感以及Ku80在宫颈癌的治疗结果中扮演

重要角色. 在儿童的急性和慢性恶性淋巴细胞中

发现, 高水平的Ku80蛋白对放化疗反应较对照组

差[46]. 在慢性恶性B细胞淋巴瘤中Ku70/Ku80的表

达和DNA末端结合的活性与敏感性的相比, 在表

现抵抗性的患者中要高2-3倍[55]. Shintani et al [56]报

道在口腔鳞状细胞癌细胞系和术前放疗患者中

DNA-PK复合物表达增高, 增高的量与肿瘤的

放疗抵抗性相关. 可见, Ku蛋白的表达以及结合

活性与肿瘤的放化疗敏感性紧密相关. 此外, 在
前列腺癌细胞中, 发现Ku和PARP-1与转录因子

C/EBPalpha相作用可增强细胞对DNA的损伤因

子的敏感性和减弱Ku和PARP-1的对DSBs的修

复能力, 这在肿瘤对治疗的增强其敏感性有着重

要的指导意义[57]. 
为此, 许多学者通过各种方法抑制K u80, 

Ku70和DNA-PK的活性来致敏肿瘤细胞, 提高

肿瘤的放化疗效果. Belenkov et al [58]用Ku80反
义链转染至未缺失D N A-P K c s的神经胶质瘤

MO59K细胞系中使Ku80基因表达受抑而抑制

DNA-PK的活性, 发现转染后细胞对电离辐射

和抗癌药物敏感性增强, 但不能增强同源的缺

失DNA-PKcs的MO59J细胞系的敏感性[58]. Li 
et al [59]用腺病毒介导热击诱导表达的反义Ku70 
RNA使内源性的Ku70 RNA表达下降, 能明显地

增高转染细胞的敏感性, 同时使鼠肿瘤Fsa-Ⅱ
对电离辐射敏感. 此外, 以DNA-PKcs为作用靶

点如PI3-K的抑制剂, 渥曼青霉素(wortmamnin)
以及DNA-PKcs特异性抑制剂UN7062, 可以抑

制DNA-PK的活性而使肿瘤细胞对电离辐射更

加敏感[60-63]. Sak et al [64]通过DNA-PKcs的反义

链抑制非小细胞型肺癌中的DNA-PK的活性发

现, DSBs的连接被抑制和非小细胞型肺癌的放

射敏感性较对照组增高. 另外研究结果表明, Ku-
DNA结合活性, Ku70/Ku80, DNA-PKcs水平在多

药耐药性(MDR)肿瘤细胞系中比同源的药物敏

感细胞中要高, 而且DNA-PK抑制剂渥曼青霉素

能使MDR细胞系对抗癌药物敏感[65]. 
Ku蛋白作为DNA修复蛋白, 在正常情况下

修复DNA修复. 同样, 癌细胞也利用Ku蛋白及

DNA-PKcs的修复能力使细胞对放化疗产生抵

抗作用, 而且, 认为肿瘤细胞更依赖于DNA修复

机制. 因此, 可以以Ku蛋白为靶点阻断DNA损伤

的NHEJ的修复途径致敏肿瘤细胞; 其次, 肿瘤细

胞中Ku蛋白活性的改变在理解肿瘤的发生发展

及对放疗反应的机制中具有重要意义. 相信, 随
着对Ku蛋白的功能及其作用机制的进一步了解

以及更有效地抑制肿瘤细胞中Ku蛋白活性方法

的不断出现, 使Ku蛋白可作为一个治疗靶点, 增
强对肿瘤细胞的杀伤作用, 有效地对肿瘤局部

控制和预防各种恶性肿瘤的转移成为可能.
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■名词解释
1 DNA-PK: DNA-
PK是一种由双链
DNA激活的丝-苏
氨酸激酶, 由调控
成分Ku蛋白和催
化亚基部分DNA-
PKcs组成, 参与机
体多种生命活动, 
如 D N A 的 修 复 , 
凋亡等.  
2 NHEJ: 即非同
源末端连接, 至少
由Ku70, Ku80, 连
接酶Ⅳ ,  XRCC4
蛋白, DNA-PKcs
和Artemis蛋白参
与,在连接处可能
会水解几个碱基. 
直到同源互补处
才连接而完成修
复. 
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摘要
肝纤维化是多种慢性肝病进展至肝硬化的中
间过程, 其特征为以胶原蛋白为主的细胞外基
质(extracellular matrix, ECM)合成与降解失衡. 
现有的研究表明, 肝星状细胞(hepatic stellate 
cells, HSC)是肝纤维化时过量ECM的主要来
源, 激活的HSC大量增殖, 发生表型改变并分
泌过多的ECM沉积于肝脏是肝纤维化形成的
关键. 这一复杂的病理过程是多条细胞信号传
导通路和一系列细胞信息分子网络共同控制
的结果, 转化生长因子β(transforming growth 
factor beta, TGFβ)等细胞因子分别通过TGFβ-
Smad通路、ROCK通路、MAPK(丝裂原激活
的蛋白激酶, mitogen activated protein kinase)
通路、Rho-、PI-3K通路等众多细胞信号通路
网络交互影响, 共同介导肝纤维化复杂的病理
生理变化. 现综述参与肝纤维化的主要信号转
导通路及其可能的致肝纤维化机制. 

关键词: 肝纤维化;  信号通路

吴晓玲, 曾维政, 蒋明德, 王丕龙. 肝纤维化的信号转导通路. 世

界华人消化杂志  2006;14(22):2223-2228

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2223.asp

0  ����

肝纤维化是一个有多种细胞因子和多条细胞信

号通路共同参与的复杂的全身性病理过程, 目
前研究较为清楚的主要有TGFβ-Smad信号通路, 
Rho-ROCK信号通路, MAPK信号通路, 以及PI-
3K信号通路等, 各种信号通路在不同的环节发

挥作用, 共同介导肝纤维化的发生发展. 

1  TGFβ-Smad信号通路

TGFβ与TβR结合→R-Smad活化→R-Smad与
Co-Smad结合成多聚体并转位入胞核→靶基因

转录. 脊椎动物转化生长因子β(transforming 
growth factor beta, TGFβ)共有3种: TGF1, 2和
3, 肝脏含量最高且具有生物活性的是TGFβ1, 
其Ⅰ, Ⅱ型受体结合形成二聚体. 当配体与Ⅱ型

受体(TβRⅡ)胞外端结合, 其胞内段Ser/Thr激
酶即被活化, 进而Ⅰ型受体(TβRⅠ)活化并将

信号向细胞内转导[1]. 
T G F β信号通路关键的信号传导分子为

胞质蛋白Smad[2-3].  Smad至少有8个成员 ,  即
Smad1-8, 根据其功能分为3类: 第1类膜受体激

活Smad(R-Smad), 有Smad 1, 2, 3, 5, 8, 第2类
通用型Smad(co-Smad), 只有Smad 4, 可与其他

Smad结合形成稳定的异源多聚体, 转位入胞核

调节靶基因转录; 第3类抑制性Smad(Ⅰ-Smad)
有Smad 6, 7, 可与R-Smad竞争性结合受体, 阻止

R-Smads磷酸化, 或抑制Smad多聚体形成从而

阻断TGFβ的信号. Smad多聚体在胞核内可与特

定的DNA序列CAGAC或AGAC结合(称为Smad
结合元件, SBEs)调控靶基因表达, 但这种直接

的DNA结合活性很低, 更重要的作用是与胞核

辅激活蛋白或辅阻遏蛋白结合调节靶基因转录, 
主要的辅激活蛋白有CBP/P300, c-Jun, Lef-1, 辅
阻遏蛋白有SINP1, Sno-N, Ski等[4]. 

肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)活化、

增殖是肝纤维化的关键事件[5], TGFβ是其必需的

调节因子[6-12]. 在HSC内, Smad 3, Sp1共同结合

于α2(Ⅰ)胶原基因序列的-313-255位点, 该位

点具有很强的增强子活性, 使胶原基因转录明

显增加. TGFβ在肝损伤的不同时期也有不同的

效应[11], 急性肝损伤时, HSC分泌TGFβ增加, 促
进α2(Ⅰ)胶原基因转录, HSC内Smad 2以自分

泌方式活化, 随后诱导Smad 7表达, Smad 7与
Smad 2结合并终止TGFβ的信号转导, 是TGFβ
信号的负反馈调节. 但在慢性肝损伤, HSC转

化为肌样成纤维细胞(MFB)后Smad 2持续磷

酸化 ,  S m a d 7表达水平低下 ,  不能有效抑制

TGFβ的信号传递. Smad 2持续活化及Smad 7
水平低下可能是慢性肝损伤向肝纤维化进展的

原因之一. 研究显示, 动物肝纤维化往往伴随
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■背景资料
肝纤维化的发病
机制研究取得了
许多新进展, 不
仅明确了肝星状
细胞在发病中的
关键地位, 更重
要的是研究发现
许多细胞信号传
导 通 路 都 参 与
了肝纤维化的发
病. 针对肝纤维
化信号通路的研
究不仅可以深入
探索肝纤维化的
发病机制, 也为
肝纤维化的防治
提供了更多的靶
点 和 有 效 的 途
径.
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血清及组织TGFβ增加, HSC数量进行性增多, 
Smad 3 mRNA表达显著增高, Smad 7则初期升

高、中晚期进行性下降, 提示肝纤维化发生发

展与TGFβ-Smad信号通路密切相关[14-18]. 应用

Smad 2, 3, 4反义寡聚核苷酸或cDNA可有效抑

制TGFβ的生物学功能; 将Smad 7 RNA注射入非

洲蟾蜍胚胎, 则活动素与TGFβ的效应均被阻断; 
以RGD三肽引物与Smad 7基因合并构建重组质

粒导入HSC, 则RGD-Smad 7 mRNA表达明显增

加, 培养液中Ⅲ型胶原水平明显降低.

2  Rho-ROCK信号通路

Rho活化→ROCK活化→平滑肌收缩、纤维合

成、肿瘤浸润转移、器官纤维化. Rho-ROCK信

号通路的关键分子包括Rho、GTP酶、Rho相关

卷曲螺旋形成蛋白激酶(ROCK)和肌球蛋白磷

酸酶等. Rho主要有Rho A, B, C 3种异构体, Rho 
GTP酶属小G蛋白家族, ROCK属于丝氨酸/苏氨

酸(Ser/Thr)蛋白激酶家族成员, 是Rho下游的靶

效应分子. ROCK接受Rho传递的活化信号, 发生

多个氨基酸位点磷酸化而激活, 并介导下游一

系列磷酸化/脱磷酸化反应, 引起细胞收缩、游

走黏附、生长分裂、应力纤维产生及平滑肌运

动、胶原合成等生物效应, 与哮喘、高血压、动

脉硬化、肿瘤浸润转移以及多种器官纤维化等

疾病密切相关[19-23]. 目前关于Rho-ROCK信号通

路在肝纤维化时的变化规律及其与肝纤维化的

关系研究尚不多, Murata et al [24-26]研究发现, 特异

性的ROCK阻断剂Y-27632能够明显抑制HSC活
化, 具有抑制大鼠肝纤维化作用; 对Rho-ROCK
信号通路的深入研究可能为肝纤维化的防治提

供一个新的途径.

3  PDGF信号通路

PDGF与受体结合启动下游蛋白级联磷酸化反应

信号通路. PDGF是重要的促肝纤维化因子[27-29]. 
多种信号转导分子可作为PDGF受体(PDGFR)的
底物与其自磷酸化位点结合, 这些底物大都含

有一个SH-2结构域, 与PDGFR结合并活化后, 可
启动多种蛋白级联磷酸化信号转导通路, 主要

的下游信号通路有: Ras/ERK, PI-3K, JAK/STAT, 
PLCγ等. 此外, PDGF还可通过细胞内pH值及

Ca2+浓度变化传递信号. 
3.1 Ras/ERK通路 Ras活化→ERK活化并移位

入胞核→转录因子及c-fos基因转录, 细胞周期

蛋白D, E表达, HSC增殖. 丝裂原激活蛋白激酶

(MAPK)属于Ser/Thr蛋白激酶家族, 主要成员有

3个: ERK(细胞外信号调节激酶)(信号途径: Raf
→MEK→ERK), JNK(c-Jun氨基末端激酶)(信
号途径: SEK→MKK→JNK), 和P38(信号途径: 
MEKK→MKK→P38). 在胞核内, ERK的核靶

主要是转录因子ELK-1, 功能是调节细胞生长

和分化; JNK和P38的底物主要是c-Jun, ATF-2和
ELK-1, 在细胞凋亡和细胞因子表达中起重要作

用. MAPK作为可以易位至胞核并激活转录因子

的蛋白激酶, 成为多种信号途径的“瓶颈”和

汇集点, MAPK信号通路的激活有促肝纤维化作

用[30-31], 其中, PDGF激活的主要是ERK信号通路. 
Ras是21 kDa的小G蛋白, 是多种细胞信号转导

通路的汇合点, 有“分子开关”之称. Ras激活可

引发ERK的磷酸化级联反应, 促使Raf-1→MEK
→ERK相继磷酸化活化. Raf-1(或称MAPKK激

酶, MAPKKK)为GTP酶活化蛋白(GAPs), 被Ras
活化后激活Ser/Thr激酶, 使MEK(亦称MAPKK)
激活, 进而使ERK1/2(亦称MAPK1/2)磷酸化而

活化, 活化的ERK移位入胞核, 调节ELK-1, SAP
等转录因子及c-fos基因转录; 还能介导细胞周

期蛋白(Cyclin)D, E表达, 促使HSC从G1期进入

S期并增殖. 研究表明, PDGF刺激HSC ERK通

路的激活可导致c-fos表达增加, 干预ERK通路

能够抑制PDGF诱导的HSC增殖. 多烯磷脂酰胆

碱可阻断Ras/ERK通路中ERK1的活化而抑制

PDGF的促HSC增殖效应; 用含己酮可可碱(PTF)
的培养基培养HSC, 亦能明显抑制PDGF诱导的

ERK磷酸化活化、c-fos表达和HSC增殖. 
3.2 P I-3K通路 P I-3K活化→产生第二信使→

PDK, PKB激活→HSC增殖、迁移. 磷脂酰肌

醇3-激酶(PI-3K) 途径是另一条由PDGF激活的

信号通路[32], 此激酶家族有多种类型, 与PDGF
信号转导相关的为PI-3K A型, PI-3K激活后, 除
自身磷酸化以外, 主要的效应是产生PI(3, 4)P2
和PI(3, 4, 5)P3等第二信使向下游传递信号. 其
中, 蛋白激酶B(protein kinase B, PKB)是主要

的下游信号分子. 第二信使PI(3, 4)P2和PI(3, 4, 
5)P3可与PKB结合而将其激活; 活化的PKB调节

P70s6k, GSK3, Bcl-2等活化产生细胞效应, 可促

进HSC增殖和迁移, 并聚集于炎症区. 研究表明, 
PDGF活化PI-3K的能力与其促HSC增殖效应有

关. 特异性PI-3K阻断剂Wortmannin可使体外培

养的HSC阻滞于G0/G1期不能增殖; Marra et al
研究发现, PI-3K的激活对PDGF促进HSC有丝分

裂及趋化作用都是必需的. PDGF-AA, AB及BB

■研发前沿
目前肝纤维化防
治领域研究的热
点为肝纤维化相
关的信号转导通
路, 及其可能的
干预手段, 从而
为肝纤维化的治
疗提供更多的途
径. 研究比较多
的信号通路主要
有:  TGFβ-Smad
通路 ,  MAPK通
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均可激活PI-3K, 以BB的作用最强. 
3.3 JAK/STAT通路 JAK活化→与STAT形成多

聚体→STAT活化、转位入胞核→靶基因转录. 
PDGF也能激活JAK(Janus激酶)/STAT(信号转

导子和转录激活子)信号通路向细胞内传递信

号[33]. PDGF与受体结合后可募集、激活胞质酪

氨酸蛋白激酶JAK, 随即JAK磷酸化而活化, 使
其底物蛋白STAT及受体Tyr残基磷酸化, 并使

STAT以SH-2结构域与受体或激活的JAK结合形

成复合体, 然后STAT形成二聚体移位入胞核, 激
活靶基因转录促使细胞生长和分裂. STAT在该

信号通路中兼有信号转导分子和转录因子作用, 
可将PDGF信号从受体和JAK直接传递到胞核

内, 是一条刺激靶基因转录的直接信息通路. 
3.4 Na+/H+泵 HSC胞膜Na+/H+泵活性增加→胞

内pH值增加→HSC增殖. 研究表明, PDGF可增

强大鼠HSC细胞膜Na+/H+泵(Na+/H+ exchanger, 
NHE)活性, 使细胞内pH值增加, 促进HSC增

殖[34]. NHE活性的增加可能依赖于钙离子-钙调

蛋白及蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)途径. 
NHE抑制剂阿米洛利可抑制PDGF对HSC的促

增殖效应; 吡非尼酮(pirfenidone)可抑制PDGF诱
导的NHE及PKC活化而抑制HSC增殖, 此作用

与PDGFR自磷酸化、ERK1/2及pp70(S6k)活化

均无关; 选择性的NHE抑制剂cariporide可明显

抑制在体及离体状态下PDGF诱导的大鼠HSC
增殖, 若对大鼠进行二甲基亚硝胺(DMN)预处

理而后给予cariporide, 其HSC活化、增殖减少, 
胶原沉积减少, 且肝损伤减轻. 
3.5 钙通道 胞膜钙通道活性增加→Ca2+内流→

胞内Ca2+增加→HSC收缩、有丝分裂. 在体外

培养的HSC, PDGF的促有丝分裂效应与HSC内
Ca2+浓度有关. PDGF与受体结合后, 诱导磷酸肌

醇(IP)循环, 产生三磷酸肌醇(IP3)作用于内质网

受体促使Ca2+释放, 引起胞内Ca2+水平迅速增加, 
形成胞内Ca2+增加的峰期; IP3进一步磷酸化产生

的IP4能促使胞外Ca2+内流. 研究表明, PDGF对
不含Ca2+培养基培养的HSC并没有促增殖作用, 
其促有丝分裂能力依赖于Ca2+通道开放与细胞

外Ca2+内流引起的细胞内Ca2+浓度增加. 细胞外

Ca2+内流有两条通道: 不依赖膜电位的通道和依

赖膜电位的T通道, T通道抑制剂氯化镍能阻断

PDGF对HSC的促增殖作用, 提示PDGF引起胞

外Ca2+内流与T通道开放有关.

4  NF-κB信号通路

激活APK或PKC→ IκB解离→NF-κB活化、移

位入核→靶基因转录. 核因子κB(neuclear factor 
κB, NF-κB)是一个重要的转录因子, 由P50和
P65 2个亚基组成二聚体, 有3种形式: P50P50, 
P65P65及P50P65,  发挥生理作用的主要为

P50P65. 未活化的NF-κB存在于胞质中, 以P65
亚基与ＩκB(NF-κB的抑制蛋白)结合, 覆盖P50
的核定位信号. 当细胞受到刺激时, 激活的APK
或PKC使IκB磷酸化并从NF-κB复合物上解离, 
导致NF-κB活化并移位入核, 与DNA结合并启

动靶基因转录[35] . NF-κB在肝脏的效应主要有: 
(1)在HSC, NF-κB可使IL-6, 黏 附分子ICAM-1
等表达增强, 参与炎症反应; (2)NF-κB可与某些

DNA启动子和增强子结合, 促进早期反应基因

如G6Pase, PEPCK, IGF-1表达, 促进肝脏再生; 
(3)NF-κB可激活某些抗凋亡基因拮抗TNF-α诱
导的肝细胞凋亡. TGFβ可使IκB稳定性增加及

NF-κB活性下降, 诱导HSC凋亡.

5  Vit A类信号通路

Vit A类与核内受体结合→顺式作用于靶基因

启动子RARE, RXRE, 或与激素受体形成异二

聚体作用于DNA激素反应元件→靶基因转录. 
Vit A类的主要活性形式为视黄酸(RA), 其核内

受体包括视黄酸受体(RAR)和RXR(retinoid X 
receptor), Vit A类反应元件包括视黄酸反应元

件(RARE)和RXRE(retinoid x response element). 
Vi t A类核内受体二聚化后可通过顺式作用于

靶基因启动子的RARE, RXRE调控靶基因表

达, 也可与其他核内受体如激素受体(HR)形成

RXR/HR异二聚体而作用于DNA的激素反应

元件(HRE). 已知CRBP, α1(Ⅰ), 基质金属蛋白

酶-1(MMP-1)、STAT-1及组织型纤溶酶原激活

物(tPA)等基因上游调控区内均含有RARE. 
肝纤维化时HSC内Vi t A类含量、RARβ 

mRNA水平降低, 补充外源性Vit A可使HSC重
新获得Vit A类, 细胞内RARβ, CRBP mRNA水

平增高, HSC增殖、激活受抑制而ECM合成减

少[36]. Vit A类抑制肝纤维化的机制可能有: (1)调
节HSC增殖和分化: Vit A类可诱导细胞周期素

依赖激酶抑制物(CKI)基因表达, 调控细胞周期; 
(2)影响ECM合成: RA可通过RARE调控α1(Ⅰ)
等胶原基因表达, 还可与c-Jun, c-Fos竞争结合

于DNA的AP-1结合位点抑制靶基因转录; RA还

可经此途径抑制HSC自分泌TGFβ1, 间接减少

ECM合成; (3)影响ECM降解: RA可促进HSC分
泌尿激酶纤溶酶原激活物(uPA), 使纤维蛋白溶

■相关报道
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酶增高, 促进ECM降解; 或增强MMP活性而间

接起作用.

6  整合素信号通路

整合素与受体RGD序列结合→FAK, She活化→

激活多条信号通路→介导细胞-ECM及细胞-细
胞之间的信息交流. 整合素(integrin)属于跨膜

糖蛋白受体家族分子, 有α, β两种亚基, 目前已

发现19种α亚基和8种β亚基, 可组合成25种整合

素分子. 整合素的配体有3类: ECM成分(包括纤

维连接蛋白, 玻连蛋白, 层黏连蛋白等), 免疫球

蛋白类黏附分子如ICAM(细胞间黏附分子)、
VCAM(血管细胞黏 附分子)和血清游离蛋白分

子(如血清纤维蛋白原). 整合素可识别配体上特

定的RGD序列(精-甘-天冬氨酸基序)而结合, 然
后激活黏着斑激酶(FAK)通路和She通路. FAK
活化后与Sre家族激酶形成信号转导复合物, 继
而通过与桩蛋白(paxillin), Grb2, Cas(Crk结合位

点), PI-3K, MAPK, ERK, JNK等信号分子结合激

活多条信号转导通路. 
整合素在肝纤维化中的作用主要是作为

“桥梁”介导细胞与ECM之间的相互作用, 形
成细胞-基质及细胞-细胞之间复合物, 经Ras途
径激活MAPK调节HSC的增殖、收缩、黏附及

迁移; 同时, 肝窦内皮细胞整合素表达增加、

FAK活性增加, 与肝窦毛细血管化有关; 因此, 整
合素信号通路的效应主要是调节细胞与其外周

环境之间的相互作用, 对整合素信号转导的深

入研究可能发现干预肝纤维化的重要靶点[37]. 
总之, 肝纤维化发病机制的研究取得了很多

进展, 目前明确HSC的活化是肝纤维化的始动环

节, 慢性肝病进展至肝纤维化是一个有多种细

胞因子、多种细胞信号转导通路参与的复杂的

全身性病理过程, 随着研究的不断深入, 目前已

有许多新的信号通路逐渐被发现和探索, 如瘦

素及其信号通路, LPS信号通路, 结缔组织生长

因子(connective tissue growth factor, CTGF)及其

信号通路, VEGF(血管内皮生长因子)信号通路, 
激活素及其信号通路等等[38-60], 并且, 各种细胞

信号转导途径并非各自独立、互不相干, 而是

纵横交错、相互影响, 有的信号分子本身就是

多条信号途径所共用的信息分子, 有的信号途

径可以激活或抑制其他信号途径的信息传导过

程, 构成一个复杂的细胞信号通路网络, 共同介

导慢性肝损伤至肝纤维化的漫长病理过程. 虽
然每种细胞信号传导通路的作用细节尚未完全

阐明, 可以肯定的是, 单一细胞因子或单一信号

通路的激活并不足以启动肝纤维化病变的发展. 
众多的促纤维化细胞因子分别经TGFβ-Smad, 
MAPK, Rho-ROCK, PI-3K等信号通路将刺激信

号传递至效应细胞, 使其靶基因转录增加, 产生

肝细胞坏死、再生, 胶原合成等, 最终引起肝纤

维化甚至肝硬化. 针对肝纤维化细胞信号传导

通路的研究不仅有助于更深入地探讨肝纤维化

发病的分子机制, 也为肝纤维化防治研究提供

了更多可能有效的干预环节.
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摘要
树突状细胞(DC)是目前所知机体内功能最强
的专职性抗原递呈细胞. 在肠道内, 树突状细
胞不但能对致病菌产生免疫应答, 而且能对肠
腔内共生菌及各类食物蛋白产生免疫耐受. 因
此, 了解DC的功能及相关作用机制对研究肠
道免疫屏障具有重要意义. 现就肠道树突状细
胞在免疫、耐受及疾病发生过程中的作用作
一综述, 旨在为研究肠道屏障功能提供有益的
帮助. 

关键词: 树突状细胞; 免疫屏障
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肠道免疫屏障包含2方面的内容: (1)对各类致

病微生物产生免疫应答, 消除病原体; (2)对肠

道内正常定植的共生菌和日常大量食物蛋白产

生免疫耐受(oral tolerance). 在这一过程中, 作
为体内功能最强的抗原递呈细胞, 树突状细胞

(dendritic cell, DC)起到了关键的作用. 肠道内

各类抗原主要是经DC传递后, 作用于T, B淋巴

细胞, 其产生的效应取决于DC的类型、接受到

的信号分子以及局部微环境的影响. 肠道不同

组织内DC的表型有很大区别, 但主要是CD11c+

的DC. 在Peyer's淋巴结(Peyer's patch, PP), 根
据是否表达CD11b和CD8α可将CD11c+表型的

DC分为CD11b+CD8α-, CD11b-CD8α+, CD11b-

CD8α-和CD11cintCD8α+B220+4组. 而在肠系膜

淋巴结(mesenteric lymph nodes, MLN), 除上述

4类外, 发现有另外2种DC(CD11b+CD4+DC和

CD4-CD8-DEC-205int). 确定DC的亚群种类对于

研究DC的功能至关重要[1]. 随着近年来研究的

深入, 肠道内DC的功能及其作用机制已有初步

揭示, 本文就此相关内容作一综述. 

1  肠道DC的迁移

DC起源于体内的多能造血干细胞, 正常情况下

处于未成熟状态. 当受到外来刺激, 如肿瘤坏

死因子(TNF-α)、细菌产物脂多糖(LPS)等影

响时, DC发生迁移经外周血循环进入各淋巴组

织. DC摄取抗原物质后, 在一系列信号分子如

CD40/CD40L, TNF/TNFR, RANK/RANKL等作

用下, DC发育成熟并刺激T, B淋巴细胞产生免

疫反应. 因此, DC的迁移实际上是其成熟的过

程, 且有利于促进免疫系统的发育. 肠道内DC
主要定植于PP和MLN, 少量散布于肠道上皮黏

膜固有层(lamia propria, LP). 其中, PP是肠道重

要的免疫器官, 由大量初始型B淋巴细胞集合及

其外周少量T淋巴细胞构成. PP顶部由特殊的上

皮细胞覆盖, 能摄取特殊类抗原如细菌, 称为M
细胞(microfold cell). PP内DC大部分位于M细胞

下方, 呈递抗原并刺激B淋巴细胞分泌IgA或诱

导T细胞产生免疫或耐受. 
已知D C的迁移是在各类细胞因子及其受

体的控制下进行, 因此研究肠道组织内不同DC
亚群上信号分子和相应受体的表达具有十分重

要的意义. 其中, MIP-3α(CCL20)是肠道DC重

要的趋化因子, 在肠道上皮细胞和PP顶部的滤

泡上皮呈高表达, 能诱导表达CCR6的未成熟

DC从血循环迁移至肠道组织内. 体外实验已证

实, 位于PP内滤泡上皮下方的CD11b+DC, 其表

面存在CCR6分子, 能受到MIP-3α的趋化作用

发生迁移. 而在CCR6表达缺陷的大鼠体内, 相
应区域的CD11b+DC含量明显减少. 因此, MIP-
3α被认为是控制DC在PP和肠道固有层内定位

的主要信号分子[2]. 最近的研究报道, 用更敏感

的荧光技术发现, 即使是CCR6缺陷的大鼠, 在
PP的滤泡上皮下方也存在CD11b+DC. 进一步研

究发现, 这些CD11b+DC具有CCL9的趋化活性, 
CCL9的受体CCR1在CD11b+DC上高度表达; 
阻断CCL9的活性能减少PP内CD11b+DC的数
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量; 但是, CCR1缺陷的大鼠并未出现CD11b+DC
的显著减少. 说明CCL9在DC表面可能还有另

外的受体或者CCR1存在独立的活性[3]. 目前还

不清楚是否CD11b+DC迁移至PP需要同时表达

CCR6和CCR1. MIP-3b(ELC)能诱导表达CCR7
的CD8α+DC发生迁移, 进入PP内的T细胞富集

区. 同时, DC通过高表达CCR7与MIP-3b, 6Ckine 
(SLC)的反应, 可从PP迁移进入淋巴管间内皮

小静脉和输出淋巴结的T细胞富集区. 一旦接

触到T细胞, 成熟DC能接收到另外的成熟信号

(如TNFR 家族分子 CD40L, RANKL, 4-1BBL和 
OX40L)来进一步提高T细胞触发的免疫反应[4]. 

通过摄入荧光聚苯乙烯微粒的研究发现 ,  
CD11b-CD8α-DC亚群主要存在于PP的圆顶区和

滤泡间区, 占此处DC数量的大部分[2]. 值得注意

的是, 这些DC并不随着摄入颗粒直接迁移到滤

泡间区而是先在PP内滤泡上皮下停留较长的一

段时间. 只有当大鼠给予外来刺激(如感染沙门

菌或给予霍乱毒素)时, DC才迁移至T淋巴细胞

区和B细胞滤泡内发育成熟. 这说明DC的迁移

和成熟除了各类信号分子相互作用外, 还需要

外来的刺激因素[4].

2  肠道DC的抗原递呈功能

肠腔内的抗原物质主要经由 3条途径吸收 : 
(1)DC途径: 肠道DC能直接从上皮细胞之间伸出

轴突摄取抗原或细菌; (2) M细胞途径: 特殊抗原

(如细菌)经由PP顶部的M细胞吸收, 传递给PP内
的DC, 直接激活T淋巴细胞或促使B淋巴细胞分

泌IgA; (3) 上皮细胞途径: 可溶性抗原可直接由

肠上皮细胞通过囊泡摄取或经细胞旁途径进入

黏膜固有层, 进而与T细胞或巨噬细胞反应[5]. 
2.1 可溶性抗原的递呈 可溶性抗原主要是指各

类食物蛋白经消化后进入肠道内吸收的小分子

蛋白质. 此类抗原主要经由肠上皮细胞和细胞旁

途径吸收. 早期的研究已证实, 肠道内可溶性抗

原的摄取可诱发DC的增殖, 从而提高肠道相关

淋巴组织参与的免疫耐受[6] , 但其机制未阐明. 
最近, Kunkel et al [7]通过对PP和MLN内DC参与

抗原递呈的可视化研究结合流式细胞计数发现, 
虽然 PP内的DC首先递呈肠道来源的可溶性抗

原, 但是MLN内的初始型T淋巴细胞却优先激活

并分组表达; 在PP缺陷的大鼠体内, 参与可溶性

抗原递呈的DC出现的数量和频率与正常大鼠受

同等刺激后的表现相似. 因此, PP内DC可能并不

是诱导免疫耐受所必须, 有学者研究认为MLN
可能才是真正诱导免疫反应的关键部位. 用荧光

标记的抗原鉴定递呈可溶性抗原的DC亚群时发

现, 标记抗原可出现在外周淋巴结CD8α-DC和

CD8α+DC上, 而在MLN内仅有CD8α-DC. 与此

相比, 在致免疫应答的条件下, 标记抗原仅在外

周淋巴结CD8α-DC上发现[8]. 上述研究表明, 相
同DC亚群可同时在免疫应答和免疫耐受的条件

下递呈抗原, 但是其应答或耐受功能可能取决

于DC的定植部位和组织微环境的影响. 
2.2 DC对特殊抗原的递呈 特殊抗原(细菌及不

溶性颗粒)进入肠道黏膜免疫系统一般是通过PP
肠腔面特殊的M细胞的吞饮作用来完成. 早期研

究发现, 在PP内DC与M细胞相邻而居. 用伤寒沙

门氏菌感染肠道黏膜数小时后, 即可发现PP内
DC与沙门菌共存, 表明DC是肠道内细菌类抗原

的主要递呈细胞[9]. 通过DC吞入荧光聚苯乙烯

微粒的实验表明, 此类大部分为CD11c+CD11b-

CD8α-DC, 定位于滤泡上皮下区域[10]. 除了经由

PP内M细胞途径摄取细菌类抗原外, 散布于整

个肠道LP的DC也可直接与细菌接触. LP内DC
可以从肠腔上皮细胞间伸出突触来与细菌接

触, 与此同时通过表达和调节紧密连接蛋白(如
JAM, occluding, claudin, ZO-1等)来维持肠道屏

障的完整性, 目前认为此机制与DC诱导肠道对

共生菌的免疫耐受有关[11]. 
鉴别肠道内的致病菌与共生菌是维持肠道

稳态的基础条件. 目前假设机制是DC利用其表

面的Toll样受体(TLR)和C型lectin来辨别两类

细菌固有的特征性相关分子, 从而将其区分[12]. 
TLR是细胞表面的跨膜蛋白, 能与特定的配体

(通常是细菌产物)结合, 从而诱导免疫反应. 例
如TLR4能识别E.coli来源的LPS; TLR2主要识别

G+菌细胞壁成份; TLR5能识别G-菌来源的鞭毛

素; TLR9可识别细菌DNA内GpG结构[13]. 但是, 
目前还不清楚肠道不同组织内DC亚群表面TLR
表达情况及其与各类细菌识别的具体机制. C型
lectin能结合糖基抗原, 与多种微生物(如病毒、

细菌、酵母、寄生虫等)的抗原递呈有关. 同时, 
C型lectin在DC的迁移过程中也起重要作用. 目
前研究较深入的C型lectin分子如DC-SIGN, 他能

与血管内皮表面ICAM-2结合促进未成熟DC从
血管内渗出; 通过与T细胞表面ICAM-3结合即

可激活免疫反应[14].

3  肠道DC诱导的免疫反应和免疫耐受

3.1 免疫反应 外来致病菌主要由肠道上皮M细

胞吞噬后传递给PP内DC, 继而刺激肠道内淋巴

■应用要点
肠道内DC可同时
诱导免疫应答和
耐受, 在肠道免疫
屏障的构成中起
到决定性作用. 目
前认为: 与DC相
关的疾病包括自
身免疫性疾病、

过敏反应、移植
排斥、感染、肿
瘤等. 肠道内树突
状细胞由于其特
殊的部位和功能, 
主要参与炎性肠
病、肠道肿瘤、

感染、移植排斥
反应等的病理过
程. 因此, DC的功
能研究对完善肠
道肠屏障功能研
究具有重要临床
意义. 
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细胞产生免疫反应. 通过刺激DC表面TNFR分

子来研究DC诱导的免疫发现, 脾脏来源DC经

刺激后可诱导 IL-1, IL-6和IL-12表达增多, 从而

激发免疫应答, 但在PP却诱导IL-10复制增多[4]. 
其中, IL-12是一个重要的免疫应激因子. 在体

内, T细胞是主要的刺激因素, DC通过CD40与T
细胞表面CD40L接触后刺激分泌大量IL-12, 使
辅助性T细胞变成Th1细胞, 并诱导NK细胞分泌

IFN-γ. 在体外, IL-12与携带抗原成分的DC一起

可增强抗原特异性细胞毒性T细胞(CTL)反应. 
DC还能对进入上皮内的异位细菌产生免疫

抑制, 最近研究发现, IL-23可能起到关键作用, 但
机制未阐明. IL-23由2个亚单位构成: IL-23p19和 
IL-12p40. 用表达荧光素酶的动物实验发现, IL-
12p40与IL-23p19在小肠内共同表达, 肠道黏膜固

有层CD11+CD8-CD11b-DC也可表达IL-p40[15]. 在
正常定植的肠道内, 肠道黏膜对细菌的免疫并

不激烈, 而且这种免疫反应有助于局部免疫系

统的发育. 最近研究发现, 肠道内不同部位的DC
亚群对同一刺激反应完全不同, 因此DC诱导免

疫或耐受, 其结果可能更依赖于局部组织内DC
亚群种类以及他们与T细胞的接触[1]. 
3.2 免疫耐受 肠道黏膜免疫耐受的诱导途径有

很多, 涉及一系列的细胞与体液因子参与. 通
过对荧光标记的抗原研究及动态分析发现, DC
参与免疫耐受的诱导过程, 并存在T淋巴细胞

的激活表达. 尽管研究显示, T细胞被激活的部

位不同, 但可以肯定免疫耐受的诱导是一个活

化的过程, 伴随着抗原反应性T细胞增殖[16-17]. 
目前很难通过实验鉴别诱导免疫耐受的DC亚

群. 肠道DC参与的免疫耐受机制包括功能性T
细胞不应/缺失、诱导调节性T细胞分泌TGF-
b(Th3细胞)或IL-1(Tr1细胞)产生免疫抑制. 其
相关途径包括[1]: (1)酶和前列腺素(PGE2)途径: 
胸腺起源的CD4+CD25+调节性T细胞在CTLA-
4-B7和IFN-γ的诱导下能分泌吲哚胺2,3-双加氧

酶(indoleamine 2, 3 dioxygenase, IDO). IDO通

过分解色氨酸(细胞增殖必需)来抑制T细胞的

免疫调节活性. 同时, IDO也受到IFN-γ和DC来
源的IFN-α的调节[18]. PGE2能增加IL-10的产生

而抑制DC的免疫刺激功能; 同时, PGE2也能减

少DC表面白三烯B4(LTB4), IL-12和 MHCⅡ类

分子的产生来降低免疫反应. (2)信号途径: DC
表面Serrate1分子与外周初始型 CD4+T细胞的 
Notch1结合, 诱导其分化为调节性T细胞, 通过

减少IL-2, IFN-γ的分泌来抑制细胞增殖[18]. (3)结

合抑制途径: 研究发现, 用异源性不成熟DC反

复刺激初始型CD4+T细胞能导致T细胞增殖抑

制并大量分泌IL-10, 但这种抑制严格依赖于DC
与T细胞间的接触. (4)细胞因子途径: DC可分泌

IL-10, TGF-b, IFN-α等分子直接调节T细胞的免

疫功能. 
在上述机制中, IL-10和TGF-b是重要的免

疫抑制分子, 起到关键作用. 与免疫应答一样, 
在免疫耐受过程中不同组织来源的DC对于同

一种刺激, 也可表现出不同的功能. 例如, 在PP
内CD11c+CD11b+ DC在CD40L刺激下可特异性

分泌IL-10, 而CD11c+CD8α+DC和CD11c+CD11b- 

CD8α-DC则分泌IL-12p70.

4  肠道DC与疾病

DC是目前所知机体内功能最强的抗原递呈细

胞, 无论是生理或者病理状态下, DC都参与免

疫反应的启动和调节过程, 在多种疾病的发生

和发展中具有重要作用. 目前认为, 与DC相关

的疾病包括自身免疫性疾病、过敏反应、移

植排斥、感染、肿瘤等. 肠道内DC由于其特殊

的部位和功能, 主要参与肠道炎性疾病、肠道

肿瘤、感染、移植排斥反应等的病理过程. 目
前认为, DC的功能紊乱是引起肠道炎性疾病如

Crohn's病、溃疡性结肠炎等发生的重要病因. 
研究发现, 在炎性肠病发生的早期, 转移的T细
胞即可引起CD11c+DC在LP的聚集, 其中涉及一

系列信号分子如OX40/OX40L[19], B7-H1/程序

性死亡-1受体(PD-1)[20]的结合, 但具体机制还未

阐明. 
近来, 有关DC与各种肿瘤的临床病理特征

及预后的关系和以DC为基础的免疫治疗方面已

成为国内外研究的热点, 并且已取得初步成效. 
有学者研究发现, DC的数量和肠癌的组织学类

型、浸润、转移及分期有关. DC在肠癌组织中

与淋巴细胞相伴浸润; 癌周淋巴细胞反应明显

者, 癌组织内DC数量明显增多; 肿瘤侵至浆膜或

淋巴结转移时, 癌组织内DC数量明显减少; 术后

生存时间>5 a者癌组织内DC数量明显多于生存

时间< 5 a者, 提示癌组织内DC可作为估计预后

的一项指标. 
    当肠道发生感染后, 肠道相应组织内DC的数

量明显增多, 同时存在DC表面共刺激分子的高

表达. 肠道内DC可将细菌产物递呈T, B细胞, 从
而诱导免疫应答, 此为肠道免疫系统的正常反

应. 目前临床上小肠移植很难取得成功, 很重要

■名词解释
树 突 状 细 胞 :  首
先由Steinman于
1973年在小鼠脾
脏 中 发 现 , 后 来 
Vanvoohis在人外
周血液中亦发现
这种细胞. 由于这
种细胞向外伸出
许多长的膜性面
纱状、梭状或扁
平状突起, 类似于
神经细胞的树突, 
因而得名 .  DC是
体内功能最强的
专职抗原呈递细
胞. 
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的原因就是移植排斥反应, 相信与肠道内DC密
切相关. 而有关外科病理状态下, 肠道DC改变以

及引起肠免疫功能的影响鲜有报道. 
总之, 肠道内DC可同时诱导免疫应答和耐

受, 在肠道免疫屏障的构成中起到决定性作用. 
但是, DC及其亚群在肠道免疫系统中的功能受

多种因素影响, 包括抗原浓度; T细胞的相互作

用; 局部细胞因子、趋化因子或代谢产物; 致病

菌产物; 局部组织微环境等. 实际上, 这些因素

均参与肠道屏障的构成, 因此, DC的功能及相互

影响因素的研究对完善肠道肠屏障功能概念具

有重要临床意义.
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本文详细综述树
突 状 细 胞 在 免
疫、耐受及疾病
发生过程中的作
用. 文章介绍较为
全面, 阐述较为严
密, 引文较新, 有
一定指导意义.
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Abstract
AIM: To evaluate the method and mechanism of 
l -arginine induced acute necrotizing pancreatitis 
in rats.

METHODS: A total of 60 rats were randomly 
divided into control group (C, n = 24), acute 
pancreatitis group (A, n = 36). The rat model of 
acute necrotizing pancreatitis was induced by 
intraperitoneal injection of l -arginine (1.0 mg/g, 
all 3 times) at the concentration of 60 g/L. All 
the rats were killed at 4th, 12th, 24th and 36th h 
after modeling. The histopathological scores for 
pancreas and the level of serum amylase were 

investigated.

RESULTS: Histopathological results revealed 
that the acinar architecture was destroyed with 
necrosis, interstitial edema and inflammatory 
infiltration at 24th h after l -arginine injection. 
Pancreatic necrosis mainly centralized in the 
edge area of glandular lobule. In comparison 
with those in group C, the histopathological 
scores for the pancreas (4 h: 4.45 ± 1.33 vs 0.50 
± 0.55, P < 0.01; 12 h: 5.33 ± 1.66 vs 0.67 ± 0.82, 
P< 0.01; 24 h: 7.89 ± 1.67 vs 0.67 ± 0.82, P < 0.01; 
36 h: 8.33 ± 1.12 vs 0.67 ± 0.82, P < 0.01) and the 
serum level of amylase (4 h: 8296.16 ± 1028.21 
nkat/L vs 6315.10 ± 816.83 nkat/L, P < 0.01; 12 
h: 11 255.92 ± 2565.18 nkat/L vs 5867.84 ± 632.29 
nkat/L, P < 0.01; 24 h: 54 424.22 ± 27 125.09 
nkat/L vs 6078.05 ± 1070.88 nkat/L, P < 0.01; 36 h: 
28 494.53 ± 12 278.62 nkat/L vs 6286.26 ± 1074.38 
nkat/L, P < 0.01) were significantly increased in 
group A at different time points.

CONCLUSION: The rat model of acute necrotiz-
ing pancreatitis can be induced by intraperitoneal 
injection of l -arginine (1.0 mg/g, three times) at 
the concentration of 60 g/L at an hourly interval.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; L-ar-
ginine; Rat model
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induced acute nectotizing pancreatitis by intraperitoneal 
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摘要
目的:通过大剂量左旋精氨酸(l -a r g i n i n e) 
ip诱导大鼠急性胰腺炎(acu t e nec ro t iz ing 
pancreatitis, ANP)模型, 探讨此模型制备的方
法和机制.

方法: 将60只SD大鼠随机分为正常对照组(C
组, n  = 24), ANP模型组(A组, n  = 36). C组接
受生理盐水对照; A组用60 g/L左旋精氨酸分3
次ip建立ANP模型. 分别观察两组大体病理变
化、光镜下病理评分、血清淀粉酶水平. 
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■背景资料
急性坏死性胰腺
炎 (ANP)是病死
率较高的疾病, 其
发病机制未完全
阐明, 多年来国内
外学者致力于制
备良好的ANP动
物模型用于ANP
的基础研究, 目前
所用的多种ANP
动物模型制备方
法均有不足之处, 
本文试用腹腔注
射大剂量左旋精
氨酸(l -arginine)
腹腔注射法制备
ANP大鼠模型, 探
讨这种新的ANP
实验模型形成机
制, 希望为ANP的
实验研究提供更
多选择.

 
wcjd@wjgnet.com 

®

■研发前沿
迄今尚未有一种
ANP模型能与人
类ANP发病过程
完全一致, 可以全
面解释ANP的发
病机制, 每一种模
型均只能在一定
程度上反映ANP
的某一病理生理
学方面的改变情
况. 此外, 从动物
模型得到的实验
数据和结果并不
完全适用于人类. 
能模拟人类ANP
发病机制和病理
生 理 学 改 变 的
ANP动物模型必
将对ANP的发病
机制基础研究及
临床治疗起到巨
大的推动作用.



结果: l -arginine ip后24 h可观察到集中于小
叶边缘区的大片胰腺组织坏死、腺小叶结
构消失, A组的病理评分(4 h: 4.45±1.33 vs 
0.50±0.55, P <0.01; 12 h: 5.33±1.66 vs  0.67
±0.82, P <0.01; 24 h: 7.89±1.67 vs  0.67±
0.82, P <0.01; 36 h: 8.33±1.12 vs  0.67±0.82, 
P <0.01)、血清淀粉酶(4 h: 8296.16±1028.21 
nkat/L vs  6315.10±816.83 nkat/L, P <0.01; 12 h: 
11 255.92±2565.18 nkat/L vs  5867.84±632.29 
nkat/L, P <0.01; 24 h: 54 424.22±27 125.09 
nkat/L vs  6078.05±1070.88 nkat/L, P <0.01; 
36 h: 28 494.53±12 278.62 nkat/L vs  6286.26
±1074.38 nkat/L, P <0.01)各时点都比C组明显
升高.

结论: 采用分3次ip 60 g/L左旋精氨酸方法可
成功诱导ANP模型.

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 左旋精氨酸; 大鼠模型

赖铭裕, 梁志海, 唐国都, 孙学成. 腹腔注射左旋精氨酸
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0  引言

急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, 
ANP)是病死率较高的疾病, 其发病机制未完全

清楚, 传统的胰酶活化学说不能满意解释ANP
的病程发展和转归, 近年来先后提出ANP后继

发系统性炎症反应综合征(SIRS)、胰腺微循环

障碍、肠道细菌移位等理论对ANP的病理生理

机制有重要意义. 为阐明ANP的发病机制, 大
量的研究采用动物实验进行, 诱导满意的ANP
动物模型是关键的一步, 传统的胰胆管逆行注

射、十二指肠结扎等实验方法存在一定的缺点. 
我们以大剂量左旋(l -arginine)ip法制备ANP大鼠

模型, 探讨这种新的ANP实验模型形成机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠(清洁级)60只,  2-3月龄, 
体质量250-350 g(由广西医科大学实验动物中心

提供), 随机分成正常对照组(C组, n  = 24)、急性

胰腺炎组(A组, n = 36). 左旋精氨酸, 美国Sigma
公司分析纯, 通过深圳晶美生物工程技术有限公

司购进; 血清淀粉酶试剂, 英国Randox公司. 
1.2 方法 ANP动物模型的制备: 参照尚宏清 et al [1]

方法经改良[2]大剂量左旋精氨酸ip法制备大鼠

AP模型. 所有大鼠实验前禁食12 h, 自由饮水; A

组大鼠分3次给予ip左旋精氨酸(3×1.0 g/kg体质

量), 间隔1 h, 诱导ANP模型; C组大鼠生理盐水ip
对照, 用量计算同左旋精氨酸. 在注射左旋精氨

酸诱导ANP模型后4, 12, 24, 36 h共4个时点分批

处死, 从腹主动脉取血, 离心后留血清-80℃下保

存待测; 同时提取胰腺组织. 提取胰头部位组织

用40 g/L福尔马林液固定, 石蜡包埋、切片及HE
染色. 由病理科医生按盲法对大鼠胰腺组织切片

在光镜下观察并参考Kusske et al[3]标准进行组织

病理学评分. 对大鼠胰腺组织在光镜下的表现按

水肿、炎细胞浸润、坏死3方面的轻重程度评分 
(表1). 血清淀粉酶测定: 用底物酶学法在大型生

化仪(Hitachi 7100)上检测血清淀粉酶水平.
统计学处理 应用SPSS 10.0分析, 对两组间

病理评分应用秩和检验, 血清淀粉酶数据差别

比较采用t检验. 实验数据均以mean±SD表示, 
P<0.05为差异具有统计学意义.
 
2  结果

2.1 胰腺组织病理改变 各时点处死的A组大鼠解

剖后在腹腔内可见数量不等的淡黄色或红色血

性腹水, 而且同时可观察到不同程度的鼓肠、腹

腔脏器黏连、脂肪皂化现象, 胰腺外观变成灰白

色, 部分有暗红色出血样改变. 观察时间越长, 以
上表现越重. C组大鼠大体观无变化. A组胰腺标

本在镜下可见胰腺腺泡水肿、组织坏死, 在胰腺

实质、间质内有中性粒细胞、淋巴细胞浸润以
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表 1  病理分级标准评分

水肿

炎症细胞浸润

腺泡坏死

指标                   分级标准                 评分

无
小叶间灶性水肿
小叶间弥散性水肿
腺体紊乱分离
无
局限导管内
实质内 (<50％小叶)
实质内 (>50％小叶)
无
导管周围坏死 (<5％)
灶性坏死 (5％-20％)
弥散性实质坏死 (>20%)

0
1
2
3
0
1
2
3
0
1
2
3

       

表 2 两组大鼠病理评分 (mean±SD)

C
A

分组   n      4 h       12 h          24 h              36 h

6
9

0.50±0.55
4.45±1.33b

0.67±0.82
5.33±1.66b

0.67±0.82
7.89±1.67b

0.67±0.82
8.33±1.12b

bP<0.01 vs  对照组.

■创新盘点
腹 腔 注 射 大 剂
量l -arginine制备
ANP大鼠模型, 此
模型制作方法简
单, 价廉, 不需特
殊材料及设备, 重
复性好 ,  损伤小 , 
病变程度在不同
的胰腺部位比较
均匀一致, 克服了
其他模型需行剖
腹术等缺点, 大大
减少了外源性细
菌污染机会, 且与
人类ANP的病程
及组织学改变相
似.



及出血病灶形成. 随时间延长病变加重, 24 h以
后可见大片胰腺组织凝固性坏死、腺小叶结构

消失、大量炎症细胞浸润. C组标本腺泡结构完

整、腺小叶清晰, 多数无病理改变, 个别只见轻

度水肿及少量炎症细胞浸润, 无细胞坏死, 多数

评分为0分, 个别在1-2分间. A组大鼠胰腺各时点

病理评分较C组明显增高(P <0.01), 时间越长、

评分越高 (表2).
2.2 血清淀粉酶水平 C组血清淀粉酶水平在各

时点变化不明显, A组大鼠血清淀粉酶水平在各

时点都比C组明显增高(P <0.01), 在第24 h达到

高峰, 随后有所下降(表3). 

3  讨论

实验性动物ANP模型可分为侵入性和非侵入性

两类. 侵入性模型主要有: 逆行性胰管注射牛磺

胆酸钠, 手术结扎胰、胆管或胰胆管共同通道, 
十二指肠闭袢法而致ANP模型等. 这些方法都

需要对动物实施麻醉、剖腹手术等复杂的创伤

性操作, 术中易损伤腹腔脏器, 且需要实验人员

掌握一定的手术技巧和设备. 所以, 侵入性模型

操作较复杂, 费用高. 近年来, 人们越来越重视

非侵入性ANP模型的制备, 目前常用的有: ip蛙
皮素和食物诱导(CDE) 两种. 这两种模型操作

简单, 但前者胰腺损害较轻, 多用于研究急性水

肿型胰腺炎(AEP); 后者病情所产生的损害程度

取决于实验鼠的性别、年龄和质量, 使用受到

限制[4]. 由于左旋精氨酸诱导大鼠ANP所使用方

法、剂量和和浓度在国内外各家报道不一[1-2,5-6], 
本实验组须通过预实验摸索合适的具体诱导方

法, 我们在使用80 g/L及以上的左旋精氨酸浓

度注射时大鼠死亡率高, 不利于观察12 h以后

的变化; 当降低注射浓度到6%时胰腺损伤以水

肿为主, 坏死少见, 必须在降低左旋精氨酸浓度

(60 g/L)同时增加ip次数(3次)才能诱导出满意

的ANP模型, 其方法简便、成本低、可重复性

好、动物损伤小, 病变程度在不同的胰腺部位

比较一致, 克服了侵入性模型需行剖腹术的缺

点, 减少了外源性细菌污染机会, 与人类ANP的
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病程及组织学改变相似, 他是目前研究ANP发
病机制及防治措施较为理想、值得推广的动物

模型[7]. 在本实验中, A组的血清淀粉酶增高, 高
峰出现在24 h, 随观察时间的延长, A组大鼠的

大体病理和组织病理学改变加重, 胰腺组织坏

死明显、病理评分加重, 胰腺损伤随时间延长

而加重, 本实验方法形成稳定的ANP模型是肯

定的. 值得注意的是, 本模型胰腺大片的凝固性

坏死多集中于腺小叶周边, 与赵秋玲 et al [8]观察

到的坏死明显集中于小叶边缘区一致, 与传统

的逆行性胰管注射牛磺胆酸钠有所区别. 
大剂量左旋精氨酸ip制备大鼠ANP模型的

作用机制未完全清楚, 最早应用的Tani et al [5]认

为, 实验原理在于他能减少多胺的合成, 抑制蛋

白及蛋白质合成, 损伤蛋白质合成最为活跃的

胰腺细胞, 从而导致胰腺炎发生. 随着研究的深

入, 左旋精氨酸诱导ANP模型的形成机制有以

下观点: (1)左旋精氨酸作为一氧化氮(NO)的前

体, 当大剂量给药时产生过量的NO, 导致了难治

性的血管扩张和胰腺低灌注[9], 导致血流淤滞、

血压下降、局部炎症扩散, 组织利用氧减少, 而
引起胰腺组织病理损伤; (2)大剂量左旋精氨酸

改变胰腺腺泡细胞的肌动蛋白细胞骨架, 增加

了热休克蛋白的表达[10]; (3)左旋精氨酸能诱发

腺泡细胞胰腺炎相关蛋白的细胞凋亡和基因表

达[11], 促进了ANP的发生; (4)NF-κB是多种ANP
动物模型的共同机制, 左旋精氨酸(3 g/kg) ip可
诱导ANP, 注射后12-36 h观察到NF-κB活性和

IL-1β和TNF-α浓度的增高, 在注射左旋精氨酸

前应用干预药物可抑制NF-κB活性、减轻ANP
病理损害, 通过抑制NF-κB活性、减少前炎症

细胞因子合成对减轻ANP有利[12]; (5)l -arginine
左旋精氨酸诱导的ANP模型中发现胰腺组织的

丙二酰二醛(MDA)含量、谷胱甘肽过氧化物酶

(GPx)、过氧化物歧化酶(Mn, Cu, Zn-SOD)以及

血清TNF-α, IL-6的水平明显上升, 应用黄嘌呤

氧化酶抑制剂前干预可减轻实验动物胰腺的水

肿、炎症及坏死程度, 同时检测的以上指标均

有所降低, 所以氧自由基、前炎症因子[6,13]等物

www.wjgnet.com

→

       

表 3 大鼠血清淀粉酶活性对比 (mean±SD, nkat/L)

C
A

分组   n            4 h                               12 h              24 h                    36 h

6
9

6315.10±816.83    5867.84±632.29       6078.05±1070.88          6286.26±1074.38
8296.16±1028.21b 11 255.92±2565.18b     54 424.22±27 125.09b   28 494.53±12278.62b

bP<0.01 vs  对照组.

■名词解释
精氨酸是一种半
必需氨基酸, 其左
旋体l -arginine经
一氧化氮合酶催
化生成一氧化氮
(NO), 是NO的唯
一 来 源 .  小 剂 量
l -arginine可改善
组织微循环, 大剂
量对组织有损伤
作用.
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■同行评价
该文采用腹腔注
射大剂量左旋精
氨酸制备急性坏
死性胰腺炎大鼠
模型, 以病理所见
和血清淀粉酶为
观察指标, 探讨左
旋精氨酸的使用
方法、剂量和浓
度 .  本 模 型 的 建
立为急性胰腺炎
的研究提供了一
个较理想的平台, 
为模型制备提供
简单、有供较准
确剂量可依的方
法. 该模型成功率
高, 较侵入性模型
有不受技术、设
备、条件和手术
损伤程度影响的
不利因素限制. 因
此是一个较理想
的模型.

质增加参与了ANP的病理生理机制. 大剂量左

旋精氨酸ip法能成功建立ANP大鼠模型, 其方法

简便、成本低、可重复性好, 是目前研究ANP
发病机制及防治措施较为理想、值得推广的动

物模型. 
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Abstract
AIM: To study the effect of the strains separated 
from probiotic products for medicinal purposes 
on the germ tube formation of Candida albicans.

METHODS: Ten single strains were isolated 
from the probiotic products bought from the 
market, respectively. Crystal violet-based germ 
tube assay was used and the inhibition efficiency 
of the culture supernatant, live bacteria and 
heat-killed bacteria from each probiotic products 
were evaluated by germination rate..

RESULTS: Neutralized spend culture suspen-
sion of all the single strains separated from pro-
biotic products suppressed the germination of 
Candida albicans significantly (all P < 0.01). Live 
bacteria of Bifidobacterium longum 1, Lactobacillus 
acidophilus and Bacillus inhibited the germination 
while all the heat-killed bacteria didn’t.

CONCLUSION: Probiotic products for medicinal 
purposes can inhibit the growth of germ tube of 

Candida albicans.

Key Words: Probiotic products; Candida albicans ; 
Germ tube
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for medicinal purposes. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 研究市售医用微生态制剂分离的单菌
株对白假丝酵母菌芽管形成的影响. 

方法: 分离市售益生菌产品单菌株10株, 采用
结晶紫芽管染色法, 通过计算出芽率检测各益
生菌分离菌株培养上清, 活菌体和热灭活菌体
对白假丝酵母菌的出芽抑制. 

结果: 五种微生态制剂单菌的中性培养上清
对白假丝酵母菌的芽管生成均具有显著的抑
制作用(P <0.01); 长双歧杆菌1, 嗜酸乳杆菌及
两株芽孢杆菌的活菌可以抑制出芽; 热灭活
菌体无法抑制白假丝酵母菌的出芽.

结论: 市售医用微生态制剂具备抑制白假丝
酵母菌出芽的抑菌效果.

关键词�� 微生态制剂; 白假丝酵母菌; 芽管
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0  引言

白假丝酵母菌(Candida albicans , C.albicans )性肠

炎婴幼儿发病率较高, 多继发于长期腹泻, 营养

不良及重症所致体质虚弱者, 尤其是在长期大

量使用抗生素或激素等导致肠道菌群失调后更

易诱发[1]. 临床上使用培菲康、金双歧、丽珠肠

乐等微生态药物治疗此类感染, 效果与抗真菌

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来, 白假丝酵
母菌成为医源获
得性感染的主要
病原菌之一, 胃肠
道真菌感染患者
增多, 除传统抗真
菌药物外, 微生态
疗法也已广泛应
用于霉菌性腹泻
的治疗. 益生菌药
物疗效显著, 安全
性高, 具备开发为
抗真菌药物的潜
力, 但其拮抗此类
条件性致病真菌
的基础研究相对
较少, 作用机制的
研究亟待深入.

■研发前沿
芽管结构作为白
假丝酵母菌明确
的致病因子成为
筛选抗双相真菌
药物的标靶. 芽管
可以促进白假丝
酵母菌对宿主细
胞的黏附, 穿透及
破坏, 芽管的形成
与白色念珠菌毒
力的增强密切相
关. 当前大量报道
聚焦于芽管的萌
发过程、诱导条
件、阻断途径等.



药物无显著性差异, 且无副作用[2-4], 但除病例分

析外, 对其拮抗白假丝酵母菌感染的机制并未

做进一步研究. 白假丝酵母菌此类双相真菌可

通过酵母相向菌丝相的转变增强其毒力[5], 而芽

管结构是其菌相转化的起点, Hawser et al [6]研究

表明, 药物对于芽管形成的干涉作用比抑制白

假丝酵母菌本身的生长更适合作为评价抗真菌

药物有效性的指标, 因此, 我们以抑制芽管形成

为指标, 研究市售医用微生态制剂对白假丝酵

母菌芽管形成的影响, 以探讨医用微生态制剂

拮抗白假丝酵母菌感染的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 菌株及培养基(表1). 白假丝酵母菌在

含有300 mL/L甘油的YPD培养基中于-70℃保

存. 取冻存菌液按照1∶100的比例接种于新鲜

的YPD液体培养基中, 30℃静置培养48-72 h; 乳
杆菌和肠球菌分别于MRS及M17液体培养基中, 
37℃静置培养24 h; 芽孢杆菌于营养培养基中, 
37℃振荡培养24 h; 双歧杆菌于PTYG液体培养

基中, 37℃厌氧培养24 h.
1.2 方法 益生菌菌株的分离及鉴定详见文献[7], 
简述如下: 从选择性培养基平皿挑取典型单菌

落进行表型鉴定和常规生化鉴定[8], 同时提取

各单菌落培养物的基因组DNA[9], 以提取的细

菌基因组DNA为模板, 使用细菌通用引物27f及
1492r[10]对其进行16S rDNA序列扩增, 将测定序

列上传至GenBank数据库获Accession Number, 
用BLAST工具将测定的序列与GenBank中的序

列进行同源性比对分析. 白假丝酵母菌CFU测

定使用10倍系列稀释法, 于最后3个稀释度各取

100 µL滴入YPD培养基平皿上, 并用L形棒涂
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布均匀, 各做2个重复, 置37℃有氧条件下培养

48 h后进行CFU计数. 收获新鲜白假丝酵母菌

ATCC90028菌液, 使用1×PBS (pH 7.4)漂洗2次, 
洗涤后的样品使用FBS (fetal bovine serum, 天
津TBD公司)重悬, 将菌浓度调至5×109 CFU/L; 
调节好浓度的白假丝酵母菌按照100 µL/孔的

量加入96孔板中, 再加入等量的添加物使体系

血清终浓度为50%, 37℃孵育2 h诱导出芽. 与
白假丝酵母菌共孵育的添加物分为益生菌培

养上清、益生菌活菌及热灭活菌体, 对照孔添

加物为等体积PBS (pH 7.4). 由产品中分离的益

生菌菌株, 经过24 h培养后12 000 g离心获取

上清液, 所有上清液均调节至中性, 0.22 µm微

孔滤膜过滤后即获中性培养上清; 活菌经1×
PBS (pH 7.4)漂洗2次后调节至不同菌密度; 80℃

www.wjgnet.com

     

表 1 实验使用菌株及培养基

菌株名称                                          培养基                                                 来源                                  备注

ATCC90028(白假丝酵母菌) YPD                      第三军医大学西南医院皮肤科惠赠  NCCLS推荐使用菌株

嗜酸乳杆菌                 MRS(Oxoid)                  分离自培菲康                                  上海医药(集团)有限公司

长双歧杆菌1                 PTYG                                                                                         信谊制药总厂

粪肠球菌                                 M17(Difco)

保加利亚乳杆菌                 MRS(Oxoid)                  分离自金双歧                                  内蒙古双歧股份有限公司

长双歧杆菌2                 PTYG

嗜热链球菌                 M17(Difco)

青春双歧杆菌                 PTYG                       分离自丽珠肠乐                                  丽珠集团丽珠制药厂

地衣芽孢杆菌                 营养琼脂(北京奥博星)    分离自整肠生                                  沈阳第一制药厂

枯草芽孢杆菌                 营养琼脂(北京奥博星)    

屎肠球菌                                 M17(Difco)                    分离自妈咪爱                                  北京韩美药品有限公司

     

表 2 益生菌10株中性培养上清对白假丝酵母菌芽管形
成的抑制作用 (mean±SD)

培养上清, pH 7.4          A 590                      出芽率(%)

长双歧杆菌1 0.226±0.04 43.27±8.87d

长双歧杆菌2 0.278±0.03 54.77±5.49da

青春双歧杆菌 0.333±0.02 67.09±6.39da

嗜酸乳杆菌 0.181±0.04 33.32±11.05d

保加利亚乳杆菌 0.408±0.05 83.65±2.66db

粪肠球菌                 0.154±0.03 27.33±4.40d

屎肠球菌                 0.191±0.02 35.39±6.36dc

嗜热链球菌 0.342±0.03 68.90±3.55d

枯草芽孢杆菌 0.248±0.03 48.08±6.60d

地衣芽孢杆菌 0.259±0.02 50.63±8.08d

对照(PBS, pH 7.4) 0.482±0.01    100±8.87

aP<0.05 vs  长双歧杆菌1; bP<0.01 vs  嗜酸乳杆菌; cP<0.05 vs  

粪肠球菌; dP<0.01 vs 对照.

■创新盘点
我国主要微生态
药物对白假丝酵
母菌抑菌活性的
实验研究尚无报
道, 而对益生菌抑
制白假丝酵母菌
的研究重点大部
分仍定位于数量
抑制, 本文首次将
药品分离的10株
益生菌单菌株用
于白假丝酵母菌
的芽管抑制实验, 
进一步明确了微
生态制剂抑制白
假丝酵母菌生长
并削弱其毒力的
作用方式.
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处理30 min获得热灭活菌体. 芽管形成定量检

测以Abe et al [11]的结晶紫染色法为基础加以改

进, 方法如下: 孵育后的样品使用700 mL/L的
乙醇洗涤1次; 吸去乙醇后, 每孔中加入2.5 g/L 
SDS 200 µL, 弃去SDS, 去离子水洗涤3次以清

除SDS; 显微镜观察, 确定没有出芽黏附的白假

丝酵母菌已经被洗掉后, 每孔中添加1 g/L的结

晶紫100 µL, 染色10 min; 倒掉染液后, 96孔板

使用去离子水洗涤3次, 使用2.5 g/L的SDS洗涤1
次, 去离子水再洗涤2次; 96孔板自然干燥后, 每
孔加入异丙醇-0.04 mol/L HCl 200 µL和2.5 g/L 
SDS 50 µL, 在摇床上进行短暂固定; 酶标仪读

取A 590nm的值; 计算出芽率, 公式为: 出芽率(%) 
= (实验孔A 590-空白孔A 590)/(对照孔A 590-空白孔

A 590). 
统计学处理 采用SPSS 12.0软件, t检验组间

比较, P <0.05为统计学上有显著差异.

2  结果

2.1 中性培养上清对白假丝酵母菌的出芽抑制  
益生菌10株的培养上清(pH 7.4)对于白假丝酵母

菌的芽管形成均具有显著的抑制作用, 且双歧

杆菌、乳杆菌、肠球菌同种不同株的抑菌效果

存在显著差异(表2).
2.2 益生菌活菌对白假丝酵母菌的出芽抑制 益
生菌与白假丝酵母菌浓度之比对益生菌的抑菌白假丝酵母菌浓度之比对益生菌的抑菌浓度之比对益生菌的抑菌

能力有一定影响, 该比例降低则对芽管的抑制

能力也有所降低, 仅枯草芽孢杆菌和地衣芽孢

杆菌的抑菌效果未受浓度变化的影响(表3).
2.3 益生菌热灭活菌体对白假丝酵母菌的出芽

抑制 热灭活后的所有益生菌菌体对于白假丝酵

母菌芽管的形成无显著抑制作用(图1). 

3  讨论

近年来, 医源性菌群失调频发, 继发真菌感染明

显增多, 白假丝酵母菌成为深部真菌感染的主

要致病菌之一. 由于白假丝酵母菌性肠炎患者

多为婴幼儿及危重患者, 而临床一线抗真菌药

物普遍具有较强的胃肠道反应, 因此使用微生

态疗法治疗真菌性肠炎日益受到关注. 目前国

内医用微生态制剂主要选用的益生菌包括双歧

杆菌、乳杆菌、芽孢杆菌及肠球菌等, 这些益

生菌具备提供肠道营养、提高机体免疫能力、

维持肠道低pH环境及帮助恢复肠道菌群等复合

作用, 而针对单一标靶性致病菌的抑制和拮抗, 
其确切的功效成分及特异的抑菌机制仍缺乏深

入研究. 我们分离鉴定了5种微生态药物的10株
益生菌单菌株, 其中性培养上清和部分活菌可

显著的抑制白假丝酵母菌的芽管形成. 与热灭
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图 1 益生菌10株热灭活菌体对白假丝酵母菌芽管形成的
抑制作用.

     

表 3 益生菌10株活菌体对白假丝酵母菌芽管形成的抑制作用 (mean±SD)

                                                             出芽率(％)

                                  Probiotic: C.albicans ＝10∶1              Probiotic: C.albicans ＝1∶1

长双歧杆菌1         69.44±9.91d                               95.43±18.25

长双歧杆菌2         94.99±12.10a                               96.14±6.99

青春双歧杆菌         99.88±8.40a                             101.30±3.96

嗜酸乳杆菌         84.94±5.27c                             104.97±2.82

保加利亚乳杆菌         96.77±3.44b                             101.58±2.74

粪肠球菌                       103.08±10.52                             100.71±23.08

屎肠球菌                         92.59±10.28                             101.18±5.84

嗜热链球菌       107.65±20.14                             111.20±20.96

枯草芽孢杆菌         91.64±20.27c                               84.07±10.73c

地衣芽孢杆菌         92.43±2.12c                               91.25±4.02c

对照(PBS, pH 7.4)            100±3.48                                  100±6.24

aP<0.05 vs  长双歧杆菌; bP<0.01 vs  嗜酸乳杆菌; cP<0.05, dP<0.01 vs 对照.

活菌体

■应用要点
临床病例分析已
经表明医用微生
态制剂具有治疗
真菌性肠炎的良
好疗效, 但目前我
国尚无微生态药
物标注有相关适
应症, 本文为拓宽
微生态药物的适
应症积累了药效
学资料. 此外, 对
于白假丝酵母菌
芽管的定量检测, 
结晶紫芽管染色
法较传统的光镜
观察计数法更为
快速和客观.

■名词解释
1 益生菌制剂: 可
以改善宿主肠道
微生态平衡且含
生理性活菌的微
生物制剂.
2 芽管: 白假丝酵
母行无性繁殖, 芽
体从母细胞表面
膨出并最终以菌
丝态从母体缢断
的过程称为出芽, 
萌发过程中形成
的早期结构成为
芽管, 芽管进一步
发展成为新的菌
丝.
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活菌体共孵育并没有降低出芽率, 说明无代谢

能力的益生菌不具备拮抗白假丝酵母菌的能力, 
加之将培养上清调节至中性完全避免了pH值本

身对于白假丝酵母菌的抑制, 因此抑制芽管形

成、拮抗白假丝酵母菌感染的主要作用因子极

可能为益生菌的代谢产物本身, 该结果与Noverr 
et al [12]对三株乳杆菌拮抗白假丝酵母菌的结果

相似. 双歧杆菌、乳杆菌、肠球菌及链球菌等

乳酸细菌均可代谢产生大量短链脂肪酸(如乙

酸、丙酸、丁酸等), 但是有研究显示, 乙酸, 丙
酸及乳酸随着其pH值的中和逐渐失去抗真菌活

性[13-14]; 丁酸则具有较强的免疫调节活性, 并且

可通过抑制几丁质合成酶、破坏真菌细胞壁而

阻止真菌发生形态改变[15], 即便在中性pH值下

对于白假丝酵母菌的芽管形成也具有明显的阻

断作用[12], 因此丁酸的抗真菌作用机制值得进一

步深入研究. 结合我们后续的抑菌实验结果, 10
株菌中仅2株芽孢杆菌的中性SCS可形成阳性抑

菌圈, 其余均为阴性, Kim et al [16]的研究显示, 地
衣芽孢杆菌可产生抗菌能力极强的苯乙酸, 直
接杀死包括白假丝酵母菌在内的多种真菌, 由
此可见, 芽孢杆菌对白假丝酵母菌的抑菌机制

可能有别于乳酸菌. 
当前, 针对传统抗真菌药物的毒副作用和

真菌耐药性的增强, 开展医用微生态制剂抗真

菌感染的机制研究, 对于拓展微生态药物的适

应症、促进其在抗真菌感染中的运用具有积极

意义. 我们首次将国内主要微生态药品的所有

单菌株用于体外芽管抑制实验, 并发现微生态

药物可以通过其代谢产物抑制试验芽管形成, 
结果提示, 这可能是微生态药物拮抗肠道试验

感染的机制之一. 

4      参考文献
1 Dong Y, Wang BC, Zhang YX. Cl inical and 

experimental study on treatment of infantile 
mycotic enteritis by jiechang mixture. Zhongguo 
Zhongxiyijiehe Zazhi 2001; 21: 419-421

■同行评价
本研究初步探讨
了10株微生态制
剂对白色念珠菌
芽管形成的抑制
作用, 观察微生态
单菌及其培养上
清的抗真菌活性, 
得到了有意义的
结果, 但研究方法
较为简单.

2 邱美蕉. 婴儿霉菌性肠炎60例临床分析. 中国微生态
学杂志 2001; 13: 345

3 李菊兰, 朱戎. 霉菌性肠炎治疗的探讨. 中国微生态学
杂志 2005; 17: 147 

4 黄斗芳. 大剂量丽珠肠乐胶囊治疗霉菌性肠炎36例疗
效观察与分析. 江西医药 2002; 37: 192-193   

5 van Burik JA, Magee PT. Aspects of fungal 
pathogenesis in humans. Annu Rev Microbiol 2001; 
55: 743-772 

6 Hawser S, Islam K. Comparisons of the effects of 
fungicidal and fungistatic antifungal agents on the 
morphogenetic transformation of Candida albicans. J 
Antimicrob Chemother 1999; 43: 411-413

7 但国蓉, 袁静, 唐欢, 魏泓. 5种医用益生菌产品的微生
物数量和种属分析. 中国药房 2006; 17: 530-532

8 东秀珠, 蔡妙英. 常见细菌系统鉴定手册. 第1版. 北京:
科学出版社, 2001

9 Cheng HR, Jiang N. Extremely rapid extraction of 
DNA from bacteria and yeasts. Biotechnol Lett 2006; 
28: 55-59

10 Suzuki K, Sasaki J , Uramoto M, Nakase T , 
Komagata K. Agromyces mediolanus sp. nov., 
nom. rev., comb. nov., a species for "Corynebac-
terium mediolanum" Mamoli 1939 and for some 
aniline-assimilating bacteria which contain 2, 
4-diaminobutyric acid in the cell wall peptidogly-
can. Int J Syst Bacteriol 1996; 46: 88-93

11 Abe S, Satoh T, Tokuda Y, Tansho S, Yamaguchi 
H. A rapid colorimetric assay for determination of 
leukocyte-mediated inhibition of mycelial growth 
of Candida albicans. Microbiol Immunol 1994; 38: 
385-388

12 Noverr MC, Huffnagle GB. Regulation of Candida 
albicans morphogenesis by fatty acid metabolites. 
Infect Immun 2004; 72: 6206-6210

13 Atanassova M, Choiset Y, Dalgalarrondo M, 
Chobert JM, Dousset X, Ivanova I, Haertle T. 
Isolation and partial biochemical characterization 
of a proteinaceous anti-bacteria and anti-yeast 
compound produced by Lactobacillus paracasei 
subsp. paracasei strain M3. Int J Food Microbiol 2003; 
87: 63-73

14 Lind H, Jonsson H, Schnurer J. Antifungal effect 
of dairy propionibacteria-contribution of organic 
acids. Int J Food Microbiol 2005; 98: 157-165

15 Hoberg KA, Cihlar RL, Calderone RA. Inhibitory 
effect of cerulenin and sodium butyrate on 
germination of Candida albicans. Antimicrob Agents 
Chemother 1983; 24: 401-408

16 Kim Y, Cho JY, Kuk JH, Moon JH, Cho JI, Kim 
YC, Park KH. Identification and antimicrobial 
activity of phenylacetic acid produced by Bacillus 
licheniformis isolated from fermented soybean, 
Chungkook-Jang. Curr Microbiol 2004; 48: 312-317

             电编  张敏  编辑  潘伯荣



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年8月8日; 14(22): 2241-2246
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE 

胃肠道间质瘤的临床病理分析和免疫组化特点

顾国利, 王石林, 任 力, 魏学明, 李德昌, 周晓武, 黄蓉蓉

顾国利, 王石林, 魏学明, 周晓武, 黄蓉蓉, 空军总医院普通
外科 北京市 100036
任力, 李德昌, 空军总医院病理科 北京市 100036
通���������������� 顾国利, 100036, 北京市海淀区阜成路30号, 空军总
医院普通外科. kzggl@163.com
电话: 010-68410099-6302
收稿日期: 2006-06-1����� ��日期: 2006-0�-18: 2006-06-1����� ��日期: 2006-0�-182006-06-1�����    ��日期: 2006-0�-18: 2006-0�-182006-0�-18

Histopathological and 
immunohistochemical features 
of gastrointestinal stromal 
tumors 

Guo-Li Gu, Shi-Lin Wang, Li Ren, Xue-Ming Wei, 
De-Chang Li, Xiao-Wu Zhou, Rong-Rong Huang

Guo-Li Gu, Shi-Lin Wang, Xue-Ming Wei, Xiao-Wu 
Zhou, Rong-Rong Huang, Department of General Sur-
gery, General Hospital of Chinese PLA Air Force, Beijing 
100036, China
Li Ren, De-Chang Li, Department of Pathology, General 
Hospital of Chinese PLA Air Force, Beijing 100036, China
Correspondence to: Guo-Li Gu, Department of General 
Surgery, General Hospital of Chinese PLA Air Force, Bei-
jing 100036, China. kzggl@163.com 
Received: 2006-06-15    Accepted: 2006-07-18 

Abstract
AIM: To explore the histopathological and 
immunohistochemical features of gastrointesti-
nal stromal tumors (GIST).

METHODS: Immunohistochemistry was per-
formed in GIST, for a panel of antibodies such as 
CD117, CD34, Vim, SMA, S-100 by SP staining 
methods. Clinical data and follow-up documents 
of 24 patients with GIST admitted from January 
2000 to May 2006 were studied retrospectively..

RESULTS: There were 24 patients (males and 8 
females) aged from 29 to 75 (mean 54.5 ± 13.5). 
The tumors were mainly located at the stomach, 
small bowel and rectum. The initial presenta-
tions were bellyache (33.3%), abdomen mass 
(25.0%) and gastrointestinal bleeding (20.8%) in 
the most cases. All patients received successful 
surgical resection of tumor and the total resec-
tion rate was 100%. The rate of recurrence and 
metastasis was 14.3% (3/21) after operation. The 
most cases were diagnosed after surgical resec-

tion. Tumor size varied from 2 to 16 cm (mean 
6.6 cm). The cells were spindle-like, and the epi-
thelioid cells were rare. The mitotic count was 
higher than 5/50HPF in 5 cases, in which the 
tumor sizes were over or equal to 5 cm in diam-
eter, and cystification, hemorrhage or necrosis 
was observed in 4 cases. The mitotic count was 
2-5/50HPF in 4 cases, in which the tumor sizes 
were 3-5 cm in diameter. Immunohistochemi-
cally, CD117, CD34 and Vim showed diffuse and 
strong expression, and the positive rates were 
91.7%, 62.5% and 66.7%, respectively. S-100 was 
hardly present, and SMA was focally present or 
absent.

CONCLUSION: GIST predominantly occurs in 
the middle aged or old patients without specific 
manifestations, so early diagnosis is fairly diffi-
cult. Surgery remains the standard treatment for 
non-metastasis patients with GIST. The tumor 
cells have various kinds of types and different 
arrangements. Immunohistochemical staining is 
positive for CD117, CD34 and Vim, negative for 
S-100, and focal positive for SMA.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumors; His-
topathology; Immunohistochemistry

Gu GL, Wang SL, Ren L, Wei XM, Li DC, Zhou XW, 
Huang RR. Histopathological and immunohistochemical 
features of gastrointestinal stromal tumors. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(22):2241-2246

摘要
目的: 探讨胃肠道间质瘤(GIST)的临床病理和
免疫组化特点. 

方法: 回顾性分析我院收治的24例GIST患者
的临床病理及随访资料, 并对其石蜡标本采用
免疫组化S P染色法检测 ,  分析其免疫组化
特点. 

结果: 本组GIST发病年龄29-75(平均54.5±
13.5), 男16例, 女8例, 主要发生在胃、小肠、

直肠. 并多以腹部隐痛不适、腹部肿物、上
消化道出血为首发症状, 全部患者进行积极外
科治疗, 肿瘤切除率100%, 术后复发转移率为
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■背景资料
GIST是最常见的
消化道间叶性肿
瘤, 其临床病理和
免疫组化特点突
出, 是目前消化道
肿瘤研究的一个
热点 .  GIST可见
于 各 年 龄 段 ,  高
峰为50-70岁, 其
发 生 部 位 :  胃 部
60%-70%, 小肠
20%-25%, 结直肠
约5%. 以腹部隐
痛、腹部肿物和
消化道出血为主
要表现, 无特征性
临床表现. 因其发
生于肌层并多向
腔外生长, 故内镜
活检的确诊率较
低, 影像学检查虽
能作出定位诊断;
但因其缺乏特异
性影像表现, 很难
作出定性诊断.



14.3%. 大多数病例为手术切除后确诊. 肿瘤
大小从2-16 cm(平均6.6±3.9 cm). 基本病理组
织形态为梭形细胞型, 上皮细胞型较少. 5例核
分裂像>5/50HPF者其肿瘤直径均>5 cm, 其中
4例伴有囊性变、出血或坏死. 4例核分裂像
为2-5/50HPF者肿瘤直径在3-5 cm之间. 免疫
组化染色CD117, CD34, Vim为弥漫强阳性, 阳
性率分别为91.7%, 62.5%和66.7%. S-100阴性, 
SMA呈灶状阳性.

结论: GIST好发于中老年, 缺乏特异的临床
表现, 早期诊断困难, 外科手术仍是未转移的
GIST的首要治疗方式, 并且其肿瘤细胞形态
多变, 排列方式多样, 免疫组化染色为CD117, 
CD34和Vim阳性, S-100阴性, SMA呈灶状阳性.

关键词�� 胃肠道间质瘤; 临床病理; 免疫组化
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0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumor, 
GIST)是一组独立起源于胃肠壁间质干细胞的

肿瘤, 由未分化或多能的梭形或上皮样细胞组

成, 免疫组化多数表达CD117和(或)CD34[1]. 因
其临床病理和免疫组化特点突出, 近年来GIST
受到了人们的广泛关注并成为消化道肿瘤研究

的一个热点. 我院2000-01/2006-05共收治GIST 
24例, 我们采用免疫组化SP染色法对其石蜡标

本进行检测并结合临床病理及随访资料的回顾

性分析, 探讨GIST的临床病理和免疫组化表达

特点及其生物学行为. 

1  材料和方法

1.1 材料 2000-01/2006-05收治GIST患者的肿瘤

组织石蜡标本24例. Leica RM2135病理切片机、

LAB vision Autostainer360自动染色仪系统、

Olympus Bx51光学显微镜、Olympus Dp70图像

采集分析仪. 试剂一抗均为鼠(或兔)抗人mAb, 
EDTA抗原修复缓冲液, DAB和AEC显色剂. 以
上抗体、试剂盒及显色液均购于北京中杉金桥

生物科技有限公司.
1.2 方法 对24例GIST患者的临床病理及随访资

料进行回顾性分析. 将其肿瘤组织标本经40 g/L
甲醛固定, 常规石蜡包埋切片(厚度4 μm), HE
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染色, 光镜观察. SP染色法检测CD117, CD34, 
SMA, S-100, Vim的表达情况, 用已购阳性切

片作阳性对照 ,  P B S代替一抗作为阴性对照 , 
DAB显色, 苏木精复染, 显微镜下观察结果, 染
色步骤和抗体稀释度均按产品说明书进行. 结
果判定: 结构清晰, 着色明显高于背景, 在相应

部位出现棕黄色颗粒者为阳性细胞; 不着色或

显色强度与背景无差别者为阴性细胞. 每例切

片随机选择5-10个高倍视野(×400), 统计阳性

细胞数, 取其平均值; 无着色或<10%为阴性, 
10%-25%为+, 26%-50%为++, >50%为+++.

统计学处理 应用SPSS 12.0统计软件进行统

计分析. 数据用mean±SD表示, 采用计数资料的

χ2检验及Spearman等级相关分析, P <0.05有统计

学意义.

2  结果

2.1 临床资料(表1) 本组患者24例, 男16例, 女患者24例, 男16例, 女24例, 男16例, 女
8例 .  男女比例2∶1. 年龄29-75(中位54.5±
13.5)岁; 其中≥50岁者15例(占62.5%). 病灶位

于胃14例(58.3%)、小肠5例(20.8%)、直肠4
例(16.7%)、结肠1例(4.2%). 肿瘤直径2-16(平
均6.6±3.9)cm, 其中<3 cm 3例, 3-5 cm 10例, 
>5 cm 11例. 发病至就诊时间为1 wk-1.5 a, 平
均5.4 mo. 临床首发表现: 腹部隐痛不适8例, 腹
部肿物6例, 消化道出血5例, 上腹部饱胀3例, 体
检或术中探查发现2例(无症状). 伴随症状有贫

血、乏力、体质量减轻等. 除1例患者在术中探

查被发现外, 其他均行内镜检查, 发现黏膜下肿

物12例, 黏膜溃疡性肿物6例, 黏膜肿物出血5例. 
内镜下组织活检确诊5例(20.8%), 其余为黏膜慢

性炎. 20例行腹部CT检查均发现占位性病变, 考
虑间质瘤9例、胃肠道癌6例、淋巴瘤5例. 14例
行X线造影发现胃肠道腔内充盈缺损12例. 均
行手术切除治疗, 其中胃大部切除术10例, 胃部

分切除术3例, 全胃切除术1例, 小肠部分切除5
例, Miles术2例, 直肠前切除2例, 左半结肠切除1
例. 无手术死亡, 1例发生骶前静脉丛大出血, 经
髂内动脉结扎、宫纱填塞后缓解, 其余无术后

并发症. 本组有3例术后失访(12.5%), 其余患者

采用门诊复查、电话及信访等方式随访, 时间

1 mo-6 a. 21例患者中术后没有伊马替尼(Ima-
tinib mesylate, 商品名Gleevec或Glivec格列卫)治
疗, 有10例行艾迪注射液、复方斑蝥胶囊等中

药治疗. 1例术后1 a复发再次手术切除, 1例死于

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文在总结所诊
治的GIST临床病
理、随访资料的
同时, 结合了免疫
组化的基础研究,
就GIST的诊断治
疗经验进行了总
结, 对提高广大读
者对该病诊断与
治疗的认识有一
定参考价值.
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表 1 GIST患者的临床病理及免疫组化资料

编     性    年龄    首发    病史    部位    细胞    肿瘤大小                        免疫组化                               治疗               随访结果

号     别     (岁)     症状                            形态         (cm)        CD117   CD34   Vim   SMA   S-100

  1    女     �2     上腹    1.����� a 胃      上皮       4×4         ++      -       +       -       -          胃部分切除       �2 mo健在

                          隐痛                         细胞   

  2    男 4�����      上腹   1 mo 胃      梭形       4×3        +++      -       -       -  -          胃大部切除       术后失访

                          隐痛           细胞    

  3    女 6�����      上腹   1.����� a 胃      上皮       3×3          +      -    +++     -  -          胃大部切除       64 mo健在 

                          隐痛                         细胞

  4    男 3�����      上腹   1 a 胃      梭形     1�����×1�����       ++     ++     +        -  -          全胃切除       39 mo后死

                          饱胀                         细胞  出血囊性变                                                                                   于腹腔复发

  �����    男 �2      上腹   1 a 胃      混合       �����×�����         ++         -      -       -  -          胃大部切除       术后失访

                          隐痛                         细胞

  6    男 46      腹部    3 mo 小肠   梭形    11×10      +++      +    +++     -  -          小肠部分切除   66 mo健在

                          肿物                          细胞 出血囊性变

  �    男 61      上腹    6 mo 胃       混合      2×2         ++     ++     +      ++      -          胃大部切除       14 mo健在

                          饱胀                          细胞

  8    女 ������      腹部    3 mo 胃       梭形      �����×�����         ++     ++     -         -      -           胃部分切除       1 mo健在

                          肿物                          细胞

  9    女 �4      便血    10 d 小肠   混合      4×4          +     ++   +++     - -           小肠部分切除   13 mo健在

                                                           细胞

10    女 60      便血    � d 胃       梭形      2×2        +++     ++   +++     - -           胃部分切除       38 mo健在

                                                           细胞

11    男 32      便血    � d 小肠   梭形      8×8        +++      +    +++     - -           小肠部分切除    36 mo健在

                                                           细胞

12    男 �����4      腹部    4 mo 小肠   梭形      8×�        +++      +     ++    +++ -           小肠部分切除   19 mo健在

                          肿物                          细胞

13    女 �0      上腹    4 mo 胃       梭形    16×16        -     ++    ++      - -           胃大部切除       4 mo健在

                          隐痛                          细胞 出血囊性变

14    男 4�����      上腹    1 a 胃       梭形   2.�����×2.�����       +     ++     -        - -           胃大部切除       10 mo健在

                          隐痛                          细胞

1�����    男 46      腹部    2 mo 直肠    梭形   10×6        +++    +++    -       - -           Miles       9 mo健在

                          肿物                          细胞

16    男 41      便血    8 d 小肠    梭形     6×6        +++      +    +++     - -           小肠部分切除    9 mo健在

                                                           细胞

1�    女 60      腹部    1 mo 结肠    梭形  6.�����×6          +     ++   +++     - -           左半结肠切除    2����� mo健在

                          肿物                          细胞

18    男 �����6      便血    1 mo 胃        梭形  4.�����×4         ++     ++   +++     - -           胃大部切除       24 mo健在

                                                           细胞

19    男 �����2      上腹    1 mo 胃        梭形      �����×3.�����       +      -     ++       - -           胃大部切除       40 mo健在

                          饱胀                          细胞

20    男 29      腹部    6 mo 直肠    梭形    10×10        +     ++   +++     - -           直肠前切除       39 mo健在

                          隐痛                          细胞 出血囊性变

21    男 4�      腹部    1 a 胃        梭形      �����×�����          +      -    +++     - -           胃大部切除       62 mo健在

                          肿物

22    男 69      无症状, 术 胃       混合      3×3          -      -       -       - -           胃大部切除       2 mo后死于

                          中探查发现               细胞                                                                                                      其他疾病

23    男 �����0      腹部    1 mo 直肠   梭形    10×8        +++      -       -       - -           直肠前切除       术后失访

                          隐痛                          细胞

24    女 �����1      无症状,  直肠   梭形      0×6        +++      -       -       - -           Miles       术后1 a复发, 

                          体检发现                   细胞                                                                                                      再次手术           

                                                                                                                                                                         48  mo后死

                                                                                                                                                                        于肝转移

■应用要点
GIST是最常见的
消化道间叶性肿
瘤, 其临床病理和
免疫组化特点突
出, 本文通过对所
经治GIST病例的
临床病理资料的
总结和其免疫组
化的染色, 以及结
合国内外同行文
献的学习, 归纳出
GIST的临床病理
和免疫组化特点, 
以期临床医生在
一线工作中提高
对该病的认识和
诊治技能, 加强随
访和复查工作, 避
免误诊误治.
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其他疾病, 2例死于腹腔复发、肝脏转移, 其余

健在. 21例患者中完成3 a随访10例(47.6%), 完
成5 a随访5例(23.8%).
2.2 病理结果(表1) GIST肿瘤细胞基本形态为梭

形细胞和上皮样细胞. 多数梭形细胞界限不清, 
胞质丰富, 淡染, 轻度嗜酸或略嗜碱, 多交叉束

状、旋涡状、席纹状排列(图1A). 上皮样细胞多

呈弥漫片状、束状或巢状排列, 胞质可嗜酸或质可嗜酸或可嗜酸或

嗜碱或二者都有, 细胞界限清楚. 依据梭形细胞

和上皮样细胞的比例可分为上皮样细胞型(上皮

样细胞>50%)、梭形细胞型(上皮样细胞<10%)
和混合型(上皮样细细胞10%-50%). 本组有梭形

细胞型18例(75.0%)、混合细胞型4例(16.7%)、
上皮样细胞型2例(8.3%). 核分裂像>5/50 HPF者
5例, 其肿瘤直径均>5 cm, 其中4例伴有囊性变

或出血. 核分裂像在2-5/50 HPF者4例, 肿瘤直径

3-5 cm, 其中上皮样细胞型和梭形细胞型各2例. 
CD117阳性22例(91.7%)(图1B)、CD34阳性15例
(62.5%)(图1C), CD117和CD34共同阳性表达14
例(58.3%), 多数病例的CD117阳性强度和范围

高于CD34. Vim阳性16例(66.7%)(图1D), CD117, 
CD34, Vim多呈弥漫强阳性. SMA局灶阳性表达

2例(8.3%)(图1E), S-100均无阳性表达.

3  讨论

GIST是最常见的消化道间叶性肿瘤[1-2], 约占消化

道恶性肿瘤的2.2%. 本组占同期收治的胃肠道恶

性肿瘤的2.8% (24/868). 在1983年Mazur et al [3]提

出GIST的概念以前, 其常被诊断为胃肠道平滑肌

瘤、平滑肌肉瘤或神经鞘瘤. 目前认为GIST起

图 1 GIST形态学特点和免疫组化结果. A: GIST梭形细胞呈交叉束状排列(HE,×200); B: CD117染色, 阳性局限于胞膜/胞

质, 呈棕褐色, 形成条状或环状, 呈弥漫性分布(SP, ×200); C: CD34染色, 阳性局限于胞膜, 呈棕褐色, 形成条状, 呈弥漫性分

布(SP, ×200); D: Vim染色, 阳性局限于胞质, 呈棕褐色, 形成条状或环状, 呈弥漫性分布(SP, ×200); E: SMA染色, 阳性局限

于胞质, 呈棕褐色, 形成条状或环状, 呈局灶性分布(SP, ×200).

A B

C D

E

■名词解释
胃 肠 道 间 质 瘤
(GIST) :  是一组
独立起源于胃肠
壁间质干细胞的
肿 瘤 ,  由 未 分 化
或多能的梭形或
上 皮 样 细 胞 组
成 ,  免 疫 组 化 多
数表达CD117和
(或 )CD34.  多数
是由于人类染色
体4q12-13区的c-Kit
基因第11外显子
发生突变所致, 极
少数是由第9, 13, 
14, 17外显子上发
生突变所致.
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源于消化道间叶组织的、具有多向分化潜能的

间质干细胞, 是由于人类染色体4q12-13区的c-Kit
基因第11外显子发生突变所致[4-5], 极少数是由

第9, 13, 14, 17外显子上发生突变所致[6-7]. GIST
可见于各年龄段, 高峰为50-70岁, 无性别显著差

异[1-2,8-14]. 本组男女比例2∶1, 可能是因例数较

少所致. 本组中位发病年龄54.5岁, ≥50岁者占

62.5%, 差异显著(P <0.05). 按GIST发生率的高低

排序依次为胃部60%-70%、小肠20%-25%、结

直肠约5%[1-2,8-14]. 本组发生部位也以胃、小肠、

直肠居多, 结肠较少. 本组患者以腹部隐痛不

适、腹部肿物和消化道出血为主要表现, 无特

征性临床表现. 有23例行内镜检查虽均发现病

变, 但镜下病理确诊率只有20.8%. 原因: GIST发
生在消化道肌层, 主要在肌壁内或向浆膜面生

长, 内镜多无法在消化腔内取到肿瘤组织. 即使

其向腔内生长引起黏膜溃疡、出血、坏死, 钳
取肿瘤组织的阳性率也较低. CT、超声、X线

造影等影像学检查虽能发现肿瘤并作出定位诊

断, 但因GIST缺乏特异性影像表现, 很难作出定

性诊断. 因此手术切除活检和免疫组化检查仍

是确诊的主要方法. 目前伊马替尼价格昂贵, 尚
未在临床普及, 其用于GIST的治疗国内报道较

少. 本组术后均未行伊马替尼治疗, 仅有部分患

者行中药等治疗, 在并非全部患者完成5 a随访

的情况下, 其3 a, 5 a生存率仍较高. 因此, 对于

GIST应积极手术治疗, 特别是首次手术时注意

完整切除. 对于有恶性倾向者应行根治性切除. 
国内外文献[1-2,8-15]报道: 恶性GIST完全切除

肿瘤病灶者, 5 a生存率35%-54%, 不完全切除

者为8%. 本组显示, 原发肿瘤较小、恶性程度较

低并行完整切除的病例预后较好, 而原发肿瘤

较大者其恶性程度增加、完整切除的机会减少, 
故复发的机会增加, 使预后变差. 因对GIST的
生物学行为并未完全掌握, 所以对于直肠GIST
的手术方式目前仍有争议, 根治性手术可能造

成患者永久性结肠造口、性功能障碍、生活质

量降低, 而姑息性切除可能使肿瘤复发风险增

大、生存期缩短. 因此术前需与患者仔细沟通

探讨、共同制订手术方式, 以免引发纠纷. 本组

2例肿瘤较小且位置较高者行直肠前切除术, 另
2例行Miles的原因是肿瘤较大、核分裂像多、

有恶性倾向且位置较低并产生不全梗阻症状, 
其中1例肿瘤侵犯骶前筋膜, 术中剥离时发生骶

前静脉丛大出血, 经双侧髂内动脉结扎、填塞

宫纱压迫止血才得以控制出血. 术后1 wk后分

次拔出宫纱, 患者未再出血, 恢复正常出院. 目
前, 绝大多数学者[16-28]认为CD117, CD34联合

应用是诊断GIST的最有效方法. CD117是诊断

GIST的一项主要指标但不是唯一标准, 必须结

合C D34或其他免疫组化标记, 才能更有效与

其他肿瘤鉴别[22-30]. 本组CD117阳性率为91.7% 
(P <0.05), CD34阳性率70.8%, 与文献[16-28]报
道一致. Vim阳性表明肿瘤起源于间叶组织, 本
组Vim阳性率66.7%, 高于CD34, 因此Vim也是

诊断GIST的一个重要辅助指标. 本组结果显示

CD117, CD34, Vim, SMA和S-100 5项指标的表

达与患者年龄、性别、肿瘤部位及大小和预后

均无相关性, 并且这5项指标内部之间的阳性表

达也无相关性, 因此他们在GIST中的表达意义

仅限于诊断, 对GIST的预后判断及治疗方式无

指导意义. 
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Abstract
AIM: To evaluate the role of the sphincter 
p r e s e r v i n g s u r g e r y w i t h n e o a d j u v a n t 
chemoradiotherapy in locally advanced low 
rectal cancer.

METHODS: Forty-two patients with T3 and T4 
low rectal cancer were treated by pre-operative 
radiotherapy to pelvis, 2 Gy daily up to 40-46 Gy 
in 4 weeks concomitantly with oral administra-
tion of capecitabine (CAP) at 1250 mg/m2 bid for 
10 weeks (group A). Twenty-one patients were 
treated by the same chemoradiotherapy after 
operation (group B)..

RESULTS: Neoadjuvant chemoradiotherapy 
(NCR) was successfully completed in group A. 
Among the 42 patients, tumor lesions disap-
peared in 5 cases, so they didn’t receive opera-
tion. Curative resection was carried out in the 
remaining 37 patients, of which 33 received the 
sphincter-saving resection (SSR) and 4 received 
abdomino-perineal resection (APR). The rate of 

sphincter preservation was 89.2% in group A. Of 
the 21 patients in group B, 11 received SSR and 
10 received APR. The rate of sphincter preserva-
tion was 52.4% in group B..

CONCLUSION: NCR shows high efficacy in 
tumor down-staging and shrinkage of tumor 
mass, and improves the resection rate and 
sphincter preservation..

Key Words: Rectal cancer; Neoadjuant chemoradio-
therapy; Sphincter preserving resection
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摘要
目的: 探讨新辅助化放疗在局部进展期低位
直肠癌保留肛门括约肌中的价值. 

方法:  2002-10/2006-02 T3, T4期低位直
肠 癌 患 者 6 3 例 分 为 A 组 4 2 例 ,  给 予 放 疗
40-46 Gy/20-23次, 5次/wk, 2 Gy/次, 同时给
予卡培他滨1250 mg/(m2·d), 分2次口服, 从放
疗开始连续服至手术, 放疗结束后休息6 wk
进行手术; B组21例, 明确诊断后手术, 术后给
予放化疗. 

结果: A组按计划完成新辅助化放疗, 其中5例
肿瘤完全消失, 未手术. 37例施行根治性手术, 
其中33例行保留肛门括约肌手术, 4例行腹会
阴切除术, A组保留肛门括约肌率为89.2%. B
组21例施行根治性手术, 其中11例行保留肛门
括约肌手术, 10例行腹会阴切除术, 保留肛门
括约肌率为52.4%.

结论: 新辅助治疗能有效地使肿瘤降期缩小, 
使肿瘤切除率和保留肛门括约肌率明显增加.

关键词�� 直肠癌; 新辅助化放疗; 保留肛门括约肌术
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■背景资料
在低位直肠癌患
者的治疗中, 如何
既能保证根除性
切除术的效果, 又
能保留肛门括约
肌功能, 提高术后
生活质量, 一直是
外科医生们的追
求目标 .
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0  引言

低位直肠癌是大肠癌中最好发、最难治、疗效

最差的一类. 随着手术技术和手术器械的发展, 
直肠癌保留肛门括约肌的比例不断提高[1-3]. 但
低位局部进展期直肠癌保留肛门括约肌的手术

仍是目前外科治疗的难点. 为了使更多的低位

局部进展期直肠癌患者生活质量的提高, 保住

肛门[4], 我科2002-10/2006-02对局部进展期低

位直肠癌患者42例先施行新辅助化放疗后再

行经腹直肠癌切除, 经肛门结肠肛管吻合的保

留肛门括约肌的手术, 叙述如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 局部进展期低位直肠癌63例, 男39例, 女
24例; 年龄16-72(平均52±0.5)岁. 患者均经直肠

指诊、结肠镜、腹部B超和盆腔CT扫描, 部分患

者经直肠腔内B超等检查, 临床判断为T3, T4期的

经病理学检查确诊. 按2∶1比例分组. 一组行术

前新辅助化放疗后手术, 术后常规化疗6周期(A
组). 二组确诊后即行手术, 术后常规化疗6周期(B
组). 肿瘤下缘距肛缘5-6.5(平均5.9)cm. 肿瘤T3期

51例, T4期12例(按照国际TNM分期法[5]), 溃疡型

36例, 隆起型22例, 绒毛状腺瘤癌变5例(按中国抗

癌协会制定的大肠癌大体分型), 肿瘤细胞中高

分化(Ⅰ-Ⅱ级)53例, 低分化(Ⅲ级)10例. 
1.2 方法 每日给予卡培他滨1250 m g/m2. 化
疗(瑞士罗氏公司提供)分2次口服 ,  自放疗开

始不间断口服至手术 .  术前放射治疗剂量为

40-46 Gy, 分次剂量为1.8-2 Gy/d, 每周5 d, 休
息2 d, 共4-5 wk完成. 放疗结束后休息6 wk再
决定是否手术. 放疗后5 wk复查直肠指诊、结

肠镜、腹部B超、盆腔CT、大肠癌肿瘤标志物

(CEA, CA19-9等)、部分患者直肠腔内B超. 根
据结果按WHO标准对治疗结果进行评定, 确定

手术方案. 本组病例不论是术前辅助化放疗组, 
还是先手术再化疗组, 手术操作无论是保留肛

门括约肌或腹会阴切除术均按TME操作规范进

行, 其中A组21例行双吻合器(美国强生公司提

供)吻合保留肛门括约肌, 12例按Parks法行肛门

结肠吻合保留肛门括约肌.
统计学处理 用SPSS 11.5统计分析软件包进

行分析处理, 统计分析方法为c2检验和t检验.

2  结果

新辅助化放疗组(A组)术前经10 wk的辅助化放

疗, 当术前再次检查时(包括直肠指诊、纤维结、纤维结纤维结

肠镜、盆腔CT、部分患者直肠腔内B超等检查)、盆腔CT、部分患者直肠腔内B超等检查)盆腔CT、部分患者直肠腔内B超等检查)、部分患者直肠腔内B超等检查)部分患者直肠腔内B超等检查)
发现5例肿瘤完全消失, 未行手术继续给予随访

观察. 余37例施行根治性肿瘤切除, 其中33例行

保留肛门括约肌手术, 4例行腹会阴切除术, 新
辅助化放疗组保肛率89.2%. 未行新辅助化放疗

组(B组), 21例行根治性肿瘤切除, 其中11例行保

留肛门括约肌手术, 10例行腹会阴切除术, B组

保肛率52.4%. A组病理结果与新辅助化放疗前

比较, 达CR(肿瘤完全消失)6例, 加上经新辅助

化放疗肿瘤完全消失未手术的5例, 故达CR的为

11例(26.2%), PR(肿瘤部分缓解)22例(占52.4%), 
SD(病情稳定)9例, ORR(总有效率)为78.6%. 病
理分期为T1N015例, T2N015例, T3N04例, T2-3N13例. 
B组病理分期T3N013例, T2-3N18例. 两组其他资料

基本相同有可比性. 
A组在化疗期间2例出现轻度的手足综合征, 

1例腹泻经处理均完成新辅助治疗, 全组无围手

术期死亡, 均获随访, 随访时间2-40(中位18)mo. 
A组在随访期间发现局部复发2例, 肝转移1例, 
肺转移1例, 复发转移率为10.8%. 随访期间暂无

死亡, 故无复发生存或无瘤生存率为89.2%. B
组随访期间发现局部复发3例, 肝转移1例, 腹腔

内广泛转移2例, 复发转移率为28.6%, 无复发生

存或无瘤生存率为71.4%, 随访期间死亡2例, 死
亡率为9.5%. A, B组无复发生存率比较t = 0.813, 
P <0.01有非常显著差异.

3  讨论

我国直肠癌的好发部位以直肠下段居多,约占

74.1%[6-7]. 近年来, 肠癌的手术效果仍不满意. 
术后5 a生存率仍徘徊在50%左右[8]. 新辅助化

疗可以不同程度的减轻肿瘤负荷, 减轻组织反

应性水肿, 使肿瘤缩小临床分期降低, 因此已受

到越来越多的重视[9]. 外科手术仍是当今结直肠

癌的主要治疗手段, 术后局部复发与远处转移

是导致治疗失败的两大主要原因. 术后局部复

发在低位直肠癌尤为突出, 即使遵循TME原则

进行手术后, 也还有<10%的局部复发率[10]. 引
起局部复发的主要因素之一是肿瘤局部浸润深

度与病期. 如何进一步提高治疗效果, 减少局部

复发和转移? 新辅助化放疗, 能使原来属于中

晚期的病变转变为早中期病变. 肿瘤缩小, 切除

率和保肛率均提高, 复发率随之降低, 生存率亦
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有所提高[11-12]. 本组病例经新辅助治疗, 收到了

较好的疗效. 在化疗期间2例出现轻度的手足

综合征, 1例腹泻经处理均完成新辅助治疗, 全
组无围手术期死亡. 89.2%(33例)保留肛门括约

肌, 随访2-40 mo局部复发2例. 出现肝转移1例,
肺转移1例. 病理判断达CR占26.2%(11例), PR
占52.4%(22例), ORR78.6%; 病理分期从治疗前

的T3-T4期变为T1-T3期. 而未行新辅助治疗组保

留肛门手术仅52.4%, 随访局部复发转移率为

28.6%(6/21), 死亡2例. 两组无复发转移生存率

比较t  = 0.813, P <0.01有非常显著差异, 证实新

辅助治疗对进展期直肠癌能达到降期和降低局

部复发的目的. 
新辅助放疗是直肠癌主要辅助治疗手段

之一[13], 他能很好地预防直肠癌局部复发, 提他能很好地预防直肠癌局部复发, 提能很好地预防直肠癌局部复发, 提
高手术切除率, 增加保肛率, 提高生存质量和

生存率 [14-15]. 新辅助放疗是达到肿瘤降期很有

效的方法. 放射线对癌细胞的作用包括直接作

用和间接作用[16]. 直接作用的靶点是DNA分子

链, 导致细胞核内DNA的单链断裂, 双链断裂. 
间接作用是射线和组织细胞内的原子或分子

相互作用产生的自由基, 造成DNA的间接损伤. 
照射所致细胞死亡的敏感部位在核内, 术前放

疗使肿瘤退缩. 降低分期的另一主要原因是诱

导直肠癌细胞增加凋亡, 明显抑制癌细胞的增

殖[17]. 癌细胞增殖速度越快、增殖比率越大放

射治疗效果越好. 新辅助放疗相对术后放疗最

主要区别在于术前放疗可使肿瘤缩小、降期, 
更有利于手术操作, 可使非常低位的肿瘤施行

保留肛门括约肌手术[18]. 因而术前放疗的生存

率明显高于术后放疗; 同时术前放疗可使保留

肛门括约肌手术的成功率明显提高, 改善生活

质量[19]. 术前放疗要注意两点: (1)剂量要适度, 
剂量太大影响手术, 剂量太小达不到肿瘤降期

的目的. 我们使用的剂量是40-46 Gy, 分次剂量

为1.8-2 Gy/d, 每周5 d, 休息2 d, 共4-5 wk完
成. 此剂量属中等剂量, 患者耐受好, 无明显不

良反应, 全组患者均完成放疗; (2)结束放疗后

需休息4-6 wk再手术[20], 目的是待放射的组织

反应消退, 同时充分发挥放射治疗对肿瘤的杀

伤作用, 达到肿瘤缩小、降期的目的. 过早地进、降期的目的. 过早地进降期的目的. 过早地进

行手术可能增加手术困难和手术并发症. 我们

的经验是放疗后6 wk手术比4 wk好, 降低了手

术操作的难度, 提高了保肛手术的成功率. 
近年来的研究, 从理论上和实践上证实了

下段直肠癌保留肛门括约肌手术的合理性和可

行性[21]. 手术技术和器械的改进和发展, 使直

肠癌保留肛门括约肌手术从40%左右增至目前

的70%左右. 辅助治疗最大限度提供了直肠癌

根治的机会. 直肠癌根治切除必须遵循公认的

TME操作规范[22-25], 在保证切净局部病灶和区

域淋巴结的前提下, 切除肿瘤远侧2-3 cm的正

常肠管. 有些病人切除肿瘤后盆底肌上残留的

直肠不足2 cm或虽长于2 cm但无法使用双吻

合器行保留肛门括约肌手术. 我们应用1972年
Parks[26]提出的经腹直肠癌切除经肛门结肠肛

管吻合的术式, 使12例超低位直肠癌患者成功

地保留肛门括约肌. 实践证明此术式可以弥补

双吻合器技术在低位直肠癌保留肛门括约肌手

术中的不足, 术后经肛门功能锻炼, 术后”新直

肠”逐渐代偿性扩张, 肛门功能在6-12 mo后可

基本恢复正常. 本研究表明, 局部进展期低位直

肠癌采用新辅助化疗与放疗联合应用可使疗效

发挥至最大. 虽然术后肠道功能会受到一定的

影响, 并发症可能会有一定的增加, 但肿瘤根治

性切除率明显提高, 术后局部复发率明显降低, 
对局部进展期低位直肠癌治疗是一种较好的治

疗方法.
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■应用要点
临床中对中晚期
低位直肠癌更倾
向于推行术前化
放疗, 而不是术后
化放疗.
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新辅助治疗的含
义是在明确的局
部治疗前的细胞
减量治疗, 包括化
疗或化疗加放疗, 
新辅助化放疗主
要指术前化放疗.
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■同行����
术前放化疗可降
低直肠癌的TN分
期, 并提高保留肛
门括约肌的可行
性. 国内这方面临
床应用研究不多, 
本文在国内仍有
一定新意, 而且临
床方案为对照研
究, 对临床指导意
义相对可靠.
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Abstract
AIM: To explore the rule of pancreaticobiliary 
disease displayed by endoscopic retrograde 
cholangiapancreatography (ERCP).

METHODS: Retrospective analysis of 190 pa-

tients underwent ERCP from May 1 to August 
30, 2004 was performed at Changhai hospital. 
Three contents including amorphology of the 
biliary tree, influential factors for dilated biliary 
tree and the correlations with pancreaticobiliary 
disease were studied..

RESULTS: Of the 190 patients, examination was 
not completed in 4 cases, and 38 were found 
without intact bile tree and 148 with intact one. 
All the 148 patients were classified into 7 groups: 
Normal bile tree was observed in 18 patients 
with chronic pancreatitis or without biliopan-
creatic disease; Hibernated bile tree was found 
in 15 patients with choledocholithiasis, in whom 
the mean values of common bile duct (CBD) 
and stones were 1.41 ± 0.25 and 0.69 ± 0.22 cm in 
diameter, respectively; Willow-like bile tree was 
found in 56 patients with choloedocholithiasis, 
in whom the mean values of CBD and stones 
were 1.69 ± 0.39 and 1.32 ± 0.44 cm in diameter, 
respectively; Sapless bile tree was found in 36 
patients with choledocholithiasis, in whom the 
mean values of CBD and stones diameter were 
1.80 ± 0.47 and 1.33 ± 0.46 cm in diameter, re-
spectively; Vine-like bile tree was detected in 17 
patients with endobiliary cholangiocarcinoma 
of CBD and carcinoma of pancreatic head, in 
whom the mean values of CBD diameter was 
2.35 ± 0.62 cm; Irregular bile tree was in 6 pa-
tients without dominant disease..

CONCLUSION: The morphology of bile tree 
is associated with biliopancreatic disease and 
its features. The degrees of dilated CBD were 
resulted from the location and nature of the 
disease..

Key Words: Endoscopic retrograde cholangiapan-
creatography; Biliary tree; Common bile duct; Mor-
phology
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■背景资料
逆行胰胆管造影
是在十二指肠镜
下通过乳头插管
注入造影剂, 显示
胰胆管有无扩张
及其病变, 显示胆
树 形 态 ,  判 断 疾
病 性 质 .  已 广 泛
应用于胰胆病的
诊断与治疗中, 是
一种微创伤、痛
苦小、费用低、

效果好的现代诊
疗技术  .  胆树形
态与胰胆病变的
部位、性质、大
小、形态及发生
时间有关. 其具体
的成因及疾病对
胆汁流体力学和
胆道动力学的影
响有待进一步研
究. 

 
wcjd@wjgnet.com 
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摘要
目的: 探索胆胰疾病的ERCP胆树形态表现
规律. 

方法: 回顾性分析胆胰疾病患者190例ERCP
术后胆树形态、肝内外胆管扩张的影响因素
及与胰胆疾病的关系. 

结果: 经ERCP检查的190例患者中, 4例未成
功, 38例不具备完整的胆树形态, 148例具有
完整胆树的形态, 其中正常胆树18例, 见于无
胰胆病患者及慢性胰腺炎患者. 表现为冬眠树
形态的15例, 胆总管平均直径1.41±0.25 cm, 
多见于胆总管结石平均直径为0.69±0.22 cm
的患者; 表现为青柳树形态的56例, 胆总管平
均直径1.69±0.39 cm, 结石平均直径为1.32±
0.44 cm; 枯树枝状胆树36例, 胆总管平均直径
1.80±0.47 cm, 多见于结石平均直径为1.33±
0.46 cm的患者, 少见于下段胆管癌和下段炎
性狭窄者. 软藤状胆树17例, 常见于下段胆管
癌和胰头癌患者, 胆总管平均直径为2.35±
0.62 cm. 不规则型6例, 胆总管平均直径1.70±
0.27 cm, 无优势病种.

结论:  胆树形态与胰胆疾病及严重程度有
关, 胰胆疾病的性质及部位决定了胆总管直
径及扩张程度, 通过胆树形态可初步判断疾
病性质.

关键词�� 逆行胰胆管造影; 胆树; 胆总管结石; 形态
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0  引言

近年来, ERCP的诊治技术广泛开展, 成为胰胆

疾病内镜下微创治疗的重要手段. 熟悉并掌握

ERCP的胆树形态, 对于胰胆疾病的诊断和鉴

别诊断具有重要的指导作用和参考价值. 我们

总结了190例胰胆病的ERCP下的胆树形态特

点及其相互关系, 探索了胰胆病ERCP的表现

规律, 以期提高对胰胆病的认识. 

1  材料和方法

1.1 材料 住院胆胰疾病患者190例, 均经ERCP诊
治, 男115例, 女75例, 年龄10-88(平均58±14)岁. 
临床表现为腹痛130例, 发热30例, 黄疸90例, 呕
吐7例, 腹胀52例. ERCP前经B超、CT、磁共振

及胆道水成像显示确诊为胰头癌7例, 胆管癌29

例, 胆囊癌2例, 肝癌4例, 胆囊切除术后腹痛患者

40例, 慢性胰腺炎14例, 术后黄疸7例, 胆总管结

石86例. 电子十二指肠镜Olympus JF200, JF230, 
X线机(日本产高岛津1250型), Olympus取石网蓝

FG-22Q, 取石气囊BT-2Q, 及BML-4Q碎石器, 造
影导管及乳头括约肌切开刀SD-211Q, Olympus 
高频电源UES-20型及德国爱尔博ICC200高频电

源. EUS采用Olympus GF-UM3型超声内镜, 探头

频率为7.5 MHZ与12 MHZ. 圣诞树塑料支架(美
国Wilson-Cook公司), 金属支架(波士顿产品). 胆
道逐级扩张探条, 胆道细胞刷及鼻胆引流管均为

Wilson-Cook产品. 
1.2 方法 患者均按ERCP术前常规准备, 术前

30 min善宁0.1 mg, sc, 术前15 min地西泮10 mg, 
im, 溴东莨菪碱20 mg, 哌替啶50 mg, 进行心电

监护及鼻吸氧. 操作方法: 所有患者按常规行

ERCP, 首次接受本项目诊治的患者, 若ERCP示
有胆管结石者, 即放置斑马导丝, 在导丝引导下

插入取石网篮取石, 大结石先行碎石后再取石. 
无碎石或胆泥即结束操作. 如有碎石或胆泥, 可
行气囊清扫胆管, 取出结石残渣, 然后留置鼻胆

引流管. ERCP示胆管癌者, 在导丝引导下, 插入

切开刀, 行乳头括约肌切开, 然后行胆管扩张, 胆
管刷检或活检, 最后在导丝引导下行塑料支架置

入或金属支架置入, 以达到减黄目的, 为手术创

造条件. ERCP示胰管结石, 处理方法同上. 胰管

狭窄时, 在导丝引导下, 切开胰管括约肌, 然后置

入塑料支架. 术后处理: 常规禁食24 h, 术后2, 4, 
24 h复查血尿淀粉酶, 并给予输液及常规应用抗

生素3 d. 观察有无腹痛, 胰腺炎, 出血等并发症.
统计学处理 采用SPSS 11.0统计软件作c2方

检验及t检验, 结果以mean±SD表示, P <0.05为
相差显著.

2  结果

ERCP不成功4例, 无任何胰胆病表现6例. 不具备

完整胆树形态的病例38例, 分别是胆总管上段癌

10例, 术后胆管中断4例, 胆肠吻合术后4例, 术后

胆管狭窄5例, 肝转移癌4例, 肝内胆管结石8例, 
胆总管囊肿3例. 具有完整胆树形态148例, 其中

胆总管结石93例, 中下段胆总管癌19例, 胰头癌8
例, 胆总管下段炎性狭窄11例, 慢性胰腺炎11例, 
无胰胆病者6例. 胆囊切除术后的患者40例, 术后

病程2-22(平均10.3±5.9) a. 其中正常5例. 23例出

现胆道结石, 占总胆管结石患者的24.5%. 12例并

发其他病变如胆总管下段狭窄6例, 壶腹癌2例, 
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■创新盘点
关于胆树形态的
研究, 过去关注的
焦点是胆树的解
剖变异如胆总管
囊肿、迷走右肝
管、胰胆管汇流
异常等. 本文研究
胆树形态变化和
胆总管扩张度, 探
讨肿瘤、结石、

炎症、狭窄、肝
移植术后胆道并
发症及其影响, 以
期总结胰胆疾病
的 E R C P 表 现 规
律, 从新的角度认
识胆胰疾病.



肝门胆管癌1例, 慢性胰腺炎3例.  发现十二指肠

憩室39例, 占20.5%(39/190), 其中胆道结石患者

37例, 占憩室患者94.8%, 胆管癌2例. 
将148例具有完整胆树形态的ERCP结果, 

依照胆总管扩张程度, 肝内胆管扩张及有无狭

窄, 分为以下类型: A型: 正常胆树, 共18例, 胆总

管、肝内外胆管均不扩张, 管径与长度在正常

范围, 比例适当, ERCP表现自然柔软, 其中无胰

胆患者6例, 慢性胰腺炎11例, 胰头癌1例; B型: 
冬眠树型, 共15例, 胆总管轻度扩张, 平均直径

1.41±0.25 cm, 左右肝管轻度扩张, 肝内胆管不

扩张, ERCP表现呈冬眠树状态, 第3, 4级分支不

明显, 其中胆总管结石14例, 其结石最大径均值

为0.69±0.22 cm, 胆总管炎性狭窄1例; C型: 外
周型(不规则型), 共6例, 胆总管中度扩张, 平均

直径1.70±0.27 cm, 肝内胆管不规则扩张, 其中

胆总管结石2例, 胆总管下段炎性狭窄2例, 胰头

癌1例, 下段胆管癌1例; D型: 青柳树型, 共56例, 
胆总管中度狭窄, 平均直径1.69±0.39 cm, 肝内

胆管扩张呈垂柳状, 其中胆总管结石52例, 结石

最大径均值为1.32±0.44 cm, 下段胆管癌1例, 
胰头癌1例, 炎性狭窄2例; E型: 枯树枝状, 共35
例, 胆总管重度扩张, 平均直径1.80±0.47 cm, 
1-3级肝内胆管均有不规则扩张弯曲、有狭窄僵

硬呈枯树状. 主要见于胆总管结石24例, 结石最

大径均值为1.33±0.46 cm. 其中下段胆管癌5例,中下段胆管癌5例,下段胆管癌5例, 
下段炎性狭窄6例; F型: 软藤症, 共17例, 胆总管

高度扩张, 平均直径达2.35±0.63 cm, 肝内胆管

不规则扩张扭曲呈软藤状, 其中胆总管结石1例, 
下段胆管癌12例, 胰头癌4例(表1).

3  讨论

在ERCP检查中, 显示的胆管像包括胆总管、肝

总管、左右肝管、肝内外胆管以及胆囊管和胆

囊. 正常的胆管结构及压力梯度是胆汁流动的梯度是胆汁流动的度是胆汁流动的

动力, 胰胆疾病常常引起胆道运动不良, ERCP
具有明确的诊断价值[1]. 通常把胆总管的远端至

肝内胆小管呈愈分愈细的柔和自然的嫩枝状影

像称为胆树[2]. 这是除三维成像技术和磁共振胰

胆管水成像技术(MRCP)之外其他成像技术均

无可比拟的一项显示完整胆树形态的诊断技术.拟的一项显示完整胆树形态的诊断技术.的一项显示完整胆树形态的诊断技术. 
正常胆树胆总管平均直径7.8 mm, 长71.4 mm; 
肝总管平均直径8.3 mm, 长32.9 mm; 左肝管

平均直径5.8 mm, 长17.9 mm; 右肝管平均直

径4.7 mm, 长15.2 mm, 第二级胆管即右前后肝

管与左内外段肝管管径为3-5 mm, 第三级以后

的分支管径更细. MRCP和ERCP均可显示胆树

形态, 但ERCP显示更清晰, 静注胰高血糖素可

提高MRCP观察胆总管可视长度的级别[3]. 胆树

分完全型胆树、不完全型胆树、异型胆树和胆

树解剖变异. 完全型胆树即正常解剖的ERCP胆
树形态, 胆总管远端受胆石、炎症、肿瘤浸润

等而发生的胆管扩张, 扭曲变形, 但仍具有完整

的胆树形态. 不完全胆树是指由于胆总管中段

以上的胆管系统受结石、炎症、肿瘤、外伤及

先天性因素的影响, 而发生的胆树残缺如无树

干、无胆囊等, 不具备完整的胆树形态. 异型胆、无胆囊等, 不具备完整的胆树形态. 异型胆无胆囊等, 不具备完整的胆树形态. 异型胆

树是指先天性肝内外胆管囊肿所致的胆树变异, 
除MRCP和ERCP外, 三度空间胆道造影诊断总

胆管囊肿可达100%[4]. 胆胰管汇流异常分三型, 
胰管型、胆管型和共同管型, 他与胆囊管汇流他与胆囊管汇流与胆囊管汇流

异常及迷走右肝管, 是区别于正常解剖的完全

型胆树的一种另类胆树即胆树解剖变异, MRCP
和ERCP对胆树解剖变异的诊断是准确的, ERCP
是胰胆疾病诊断的金标准[5], 对术前诊断具有重

要的临床意义[6-8]. 
胆树的形态与胰胆疾病的性质有关. 最常

见的疾病有胆总管结石、胆总管炎性狭窄、胆

总管下端癌、壶腹周围癌、胰腺癌、慢性胰腺

炎、十二指肠乳头周围憩室等. 胆道结石和胆

管下段炎性狭窄引起的上段胆管扩张平均直径

无显著差异, 而且二者胆树均以D型和E型为主, 
胆总管结石的大小与胆树形态D和E无关, 但与

胆树B有关, 提示较小结石与大结石导致的胆树

形态变化有区别. 胆管下段炎性狭窄病例较少, 
无法判断与胆树形态的关系. 胆总管下端肿瘤

和胰头癌所致的胆总管扩张度统计学上无差异, 
其胆树形态都以F型为常见. 从表1可以看出结

石和炎症与肿瘤所致的胆管扩张及胆树形态有

明显的不同. 王中秋 et al[9]观察到胆管结石及炎

症常为单纯性肝外胆管扩张, 肝内外胆管及胆

囊一致性扩张或肝内外胆管、胆囊一致性明显
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■应用要点
精确测量胆管扩
张度, 正确判断胆
树形态, 对判断疾
病的性质和程度
具有重要意义, 对
疾病的治疗具有
指导意义.

     

表 1  胰胆病的ERCP胆树分型及胆总管直径 (mean±SD)

胆总管结石
胆总管下段炎性狭窄
胆总管下段肿瘤
胰头癌
慢性胰腺炎
无胰胆病患者

                                          胆总管直径              胆树类型                 

aP<0.0�, bP<0.01 vs  无胰胆病患者.

                              (cm)            A    B    C    D    E    F                
胰胆病种类                n 

�3
11
1�
  8
11
  6

1.6�±0.3�a

1.��±0.��a

�.��±0.6�b

�.13±0.��b

0.7�±0.10
0.7�±0.11

  1
11
  6

1�
  1

�
�
1
1

��
  �
  1
  1

��     
  6
  �
  1

  1

1�
  �



扩张, 肝内胆管轻度扩张, 提示绝大多数是肿瘤

性病变, 少数是嵌顿性结石. 
影响胆树形态变化的因素较多 ,  包括病

程、年龄、性别、有无胆囊切除史、十二指肠

憩室、白细胞数量、结石大小、肿瘤性质及程

度等. 各因素作为胆树形态变化的因变量其作

用不同, 经多因素回归分析发现, 胆树形态主

要与病变的性质和患者年龄有关, 与病程、性

别、有无胆囊切除术、白细胞等无关. 十二指

肠憩室患者并发胆胰疾病的比例较高, 谢苏庆 
e t a l [10]报道达76.2%. 本组研究达94.8%. 李冰道达76.2%. 本组研究达94.8%. 李冰达76.2%. 本组研究达94.8%. 李冰 
e t al [11]报道憩室患者92.12%有胆胰病. 常玉英道憩室患者92.12%有胆胰病. 常玉英憩室患者92.12%有胆胰病. 常玉英 
et al [12]报道51例憩室患者中, 41例患有胰胆病,道51例憩室患者中, 41例患有胰胆病,51例憩室患者中, 41例患有胰胆病, 
占85%, 胰胆病的发生与憩室的存在有关. 胆总

管下端肿瘤, 胰头癌引起的上段胆管及肝内胆

管扩张度均在2.1 cm以上, 肝内胆管不规则扩

张呈软藤症. 胆总管结石、下段炎性狭窄引起

的胆总管扩张度在1.5 cm以上, 肝内胆管扩张

有呈枯树枝或者青柳树状, 与硬化性胆管炎肝

内型的肝内胆管桔树枝状改变无明显区别. 二
者胆总管结石最大径均值无显著差异, 其中可

能存在一些其他影响因素 , 有待进一步研究 .他影响因素 , 有待进一步研究 .影响因素 ,  有待进一步研究 . 
自身免疫性胰腺炎也可出现末端胆管狭窄, 肝
内胆管不规则狭窄[13]. 

总之, 结石、炎症与肿瘤引起的胆树形态

具有较明显区别, 通过ERCP表现如胆总管扩张

度、胆内胆管形态可初步判断病变的性质, 胆
树形态结合病变部位的局部表现可作出明确

诊断. MRCP与ERCP在敏感度、特异度、准

确度上无统计学上的差异, 但MRCP不能取代

ERCP[14]. 联合应用胆道造影术和核磁共振胆

胰管成像, 能了解胆管树的全貌, 有助于胆道

狭窄、胆泥淤积与胆漏的诊断, 影响外科手术

方法与疗效[15-17], 为决策治疗方案提供参考. 与
术后比较, ERCP对胆总管结石的诊断符合率

96.9%, 对恶性肿瘤的诊断符合率77.8%, 明显优

于B超和CT[18], 在ERCP不成功的情况下, 经PTC
螺旋CT胆道成像对肝门胆管癌的诊断具有一定

的诊断价值[19-20], 但ERCP仍然是诊断胆管癌的

金标准[21]. 胰胆疾病的ERCP胆树形态需要进一

步深入研究.
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nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
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N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 

1-2
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体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5±
0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
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
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