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世界华人消化杂志现状及未来发展的目标
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0  引言

《世界华人消化杂志》创刊于1993-01-15, 原刊

名《新消化病学杂志》, 1999-03-25经国家科学

技术部和国家新闻出版总署批准更名为《世界

华人消化杂志》.《世界华人消化杂志》综合介

绍消化病学前沿基础与临床研究的发现, 覆盖

消化病学领域中经临床实验证明的技术进展. 
经历了近14 a的发展, 本刊在以下几个方面取得

了长足的进步.  

1  编辑及编委会组成

目前,《世界华人消化杂志》编辑部由3名科学

编辑、2名电子编辑组成, 编委会成员共计295
名, 分布在北京(50)、天津(4)、武汉(15)、上

海(54)、福州(6)、西安(20)、广州(27)、重庆

(17)、哈尔滨(16)、长春(5)、石家庄(5)、沈阳

(6)、本溪(1)、杭州(3)、大连(4)、南京(10)、
南通(3)、济南(3)、唐山(1)、厦门(3)、温州

(1)、郑州(3)、南宁(3)、成都(4)、兰州(2)、长

沙(3)、贵阳(2)、深圳(2)、昆明(3)、苏州(3)、
合肥(1)、徐州(2)、新乡(1)、泰安(1)、石河子

(1)、镇江(1)、银川(1)、香港(1)、汕头(1)、乌

鲁木齐(1)、大同(1)、南昌(1)、宁波(1)、海口

(1)、滨州(1).

2  刊登文章范围

《世界华人消化杂志》综合介绍以下领域的

内容: 消化基础研究、消化临床研究、消化内

科、消化内镜、消化外科、消化肿瘤、消化介

入治疗、消化护理、消化医学影像、消化病

理、消化预防医学、消化误诊误治、消化中西

医结合、消化检验、消化新技术应用、消化病

诊断、消化病治疗、消化新药应用、消化专家

门诊.

3  《世界华人消化杂志》的同行评议

《世界华人消化杂志》对所有文章进行在线同

行评议, 采用匿名方式. 通常每篇文章邀请2-3位
专家审阅, 至少2人通过方可录用, 否则退稿. 每
期最后一页致谢本期所有审稿人(含退稿). 文章

等级评定: ○A级  ○B级  ○C级  ○D级  ○E级  
○不清楚. 其中A和B属于很好, C和D不算太好, 
E是很差, 还有一部分是不清楚. 

4  国内外检索系统收录情况

《世界华人消化杂志》入选《中国科技论文

统计源期刊》和《中文核心期刊要目总览》. 
2004年度《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; 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.

《世界华人消化杂志》发表的英文摘要

被美国《化学文摘(Chemical Abstracts)》, 荷
兰《医学文摘库/医学文摘(EMBASE/Excerpta 
M e d i c a)》 ,  俄罗斯《文摘杂志(A b s t r a c t s 
Journals)》收录.

5  世界华人消化杂志在线办公系统

自2005-12-15起,《世界华人消化杂志》正式开

通了在线办公系统(http://www.wjgnet.com/wcjd/
ch/index.aspx), 所有办公流程均可在线进行, 包
括投稿、审稿、编辑、审读 ,  以及作者、读

者、编者之间的信息反馈交流.

6  电子杂志的开放存取出版

《世界华人消化杂志》采取开放存取出版方式, 
自1995年起, 发表的文章可以在线免费阅读全

文(http://www.wjgnet.com/1009-3079/index.jsp). 
自2003-04-15/2006-08-17, 电子版的点击次数为

www.wjgnet.com

®

2006-08-18/20世
界胃肠病学杂志
社在河北香河第
一城召开了2006
年第二次工作会
议, 编辑部主任作
了题为《世界华
人消化杂志现状
及未来发展的目
标》的报告.



11 280 031, 平均每天点击9097次. 总下载次数

133 655, 平均每天下载108次.

7  2006年收稿及文章发表情况

自2006-01-01/07-31, 世界华人消化杂志收到文

章共计826篇, 1月份66篇, 2月份123篇, 3月份

164篇, 4月份121篇, 5月份107篇, 6月份127篇, 7
月份118篇, 平均每月104篇. 退稿299篇, 退稿率

36%. 作者分布涉及除西藏、宁夏、内蒙以外所

有的省、直辖市、及自治区(含香港特别行政

区), 由以哈尔滨、沈阳、长沙、南京、北京、

西安、郑州、上海、广州、成都、重庆、武

汉、杭州、青岛、厦门等省会城市、直辖市为

多, 稿件大部分来自高等院校及附属医院.
自2006-01-01/07-31,《世界华人消化杂

志》共发表文章421篇, 其中述评21篇(5%), 研
究原著176篇(41%), 文献综述76篇(18%), 研
究快报51篇(12%), 临床经验81篇(19%), 病例

报告17篇(4%), 英文摘要299篇(70%), 国家基

金资助文章89篇(21%), 省部级基金资助文章

125(29%).

8  《世界华人消化杂志》开辟配发内容专栏

从2006年起,《世界华人消化杂志》在栏目与版

型上做了重大调整, 增加以下配发内容, (1)背景

资料: 简要、精确概括此文的相关背景, 使读者

更广泛的了解文章的相关知识, 更深入的理解

文章的意义. (2)研发前沿: 简要介绍此文章研究
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领域中的研究热点、重点, 以及亟待研究的问

题. (3)相关报道: 为了方便读者对文章有更深入

的理解, 或得到更系统, 详实的相关知识, 简要

引用并点评与文章有关的其他发表的研究报道

的亮点部分, 以方便读者进行更广泛的阅读. (4)
创新盘点: 总结、提炼此文章与其他相关、或

类似文章、报道的不同点以及创新之处, 以方

便读者比较, 并有重点的阅读文章. (5)应用要点: 
总结此文章在实际应用中的价值, 或对应用的

指导、改进作用, 以及在将来应用中的前景. (6)
名词解释: 将文章中出现的, 对文章的理解有重

要意义, 而大部分读者可能不太熟悉, 或理解的

不是很全面、准确, 或者这些词在此文中的意

思异于他处的名词给予简单、直白、明了的解

释说明. (7)同行评价: 编辑部将同行评议时审稿

专家的意见中最能概括文章特点、价值、意义

的词语、句子进行概括总结, 使读者可以对文

章有个比较客观的认识.

9  《世界华人消化杂志》发展方向

经历了14 a的发展,《世界华人消化杂志》已经

由当初的季刊发展到如今的旬刊, 作者遍布全

国各地, 发表的论文质量也一步步提高. 但是, 
为了满足当前学术的发展、作者的需求以及市

场需要, 在未来的发展中还需要面临以下问题: 
(1)进一步扩大编委及审稿人力量, 提高审稿及

组稿质量; (2)在线办公系统的完善; (3)扩大征

订; (4)加大广告宣传力度. 

             电编  张敏  编辑  张海宁

www.wjgnet.com
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                                                                                                                     • 更正与说明 •

作者更正 江苏省建湖县第二人民医院消化内科肖海刚2006-08-25来函, 更正其发表在世界华人消化杂志

2006-04-08第14卷第10期的文章(细菌性痢疾于肠易激综合征相关性分析)中两个数据, 分别是第1013页中材料

和方法部分第6-7行: 数据32.4%应为22.4%, 46例应为76例, 67.6%应为77.6%.

经责任核查, 作者和编辑均有不可推卸的责任, 严重的损害了本刊形象. 在此, 本编辑部向广大读者表示郑

重致歉.
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 述评 EDITORIAL 

肝纤维化的发生机制与治疗进展

高润平, 齐晓艳

高润平, 齐晓艳, 吉林大学第一医院肝病科 吉林省长春市 
130021
高润平, 留美博士后, 教授, 主要从事肝病专业, 专于肝纤维化的
研究.
吉林省自然科学基金资助课题, No. 200505211
通讯作者: 高润平, 130021, 吉林省长春市新民大街1号, 吉林大
学第一医院肝病科. gao_runping@yahoo.com 
电话: 0431-5612704  传真: 0431-5612468
收稿日期: 2006-05-09    接受日期: 2006-05-29

摘要
肝纤维化是各种致病原因引起细胞外基质
(ECM)在肝内过多沉积的病理过程. 在细胞和
分子发病机制方面的研究显示, 细胞因子作用
于窦周间隙静止的肝星状细胞(HSC)使其转
变为激活状态, 继而增殖, 合成ECM. 因此认
为激活的HSC是产生ECM的主要细胞, 其他
如肝静脉区成纤维细胞和骨髓源性肌成纤维
细胞也是某些肝纤维化初期的主要纤维原性
细胞. 目前认为, 进展性肝纤维化具有可逆性. 
药物旨在通过抑制HSC的激活、诱导其凋亡
和防止ECM沉积的干预性治疗在实验性肝纤
维化已取得疗效, 但人类抗肝纤维化的有效性
和安全性有待于进一步研究和论证.

关键词: 肝脏疾病; 纤维化发生学; 药物治疗 

高润平, 齐晓艳. 肝纤维化的发生机制与治疗进展.  世界华人消

化杂志  2006;14(23):2263-2269

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2263.asp

0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis)是继发于各种原因引

起的肝脏炎症或损伤后组织修复过程中的代偿

反应, 以细胞外基质(extracellular matrix, ECM)
在肝内过量沉积为病理特征[1-2]. 我国是病毒性

肝炎高发区, 仅乙型肝炎病毒(HBV)携带者就

达1.2亿, 其中慢性乙型肝炎患者有3000万以上. 
全球慢性HBV感染者3.5亿[3], 约25%慢性乙肝

患者最终将发展为肝硬化(hepatic cirrhosis), 甚
至肝癌[4]. 丙型肝炎病毒(HCV)感染慢性化达

50%-85%, 10%-30%发展为肝硬化, 3%-10%演

变为肝癌[5-6]. 其他如乙醇性肝病、非乙醇性脂

肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)、

自身免疫性肝炎及原发性胆汁性肝硬化(primary 
biliary cirrhosis, PBC)等疾病亦可发生肝纤维化

肝硬化, 而这些疾病在我国亦不少见. 
由于各种原因所致慢性肝病在病程中伴随

着肝纤维化的发生, 而进展性肝纤维化得不到

有效控制最终发展为肝硬化, 甚至肝癌, 由此可

见肝纤维化是各种慢性肝病导致严重后果的共

同途径. 近年来, 随着对肝纤维化发病机制的广

泛深入研究, 明确提出肝纤维化是完全可逆转

的观点[7], 同时引发人们针对肝纤维化某些发病

环节干预性药物治疗的研究. 现概括介绍肝纤

维化的发病机制, 着重阐述导致肝纤维化机制

国外研究的一些新资料, 探讨抗肝纤维化治疗

的方法及今后的发展趋向. 

1  肝纤维化的发生机制

1.1 肝纤维化与肝硬化 肝纤维化是许多慢性致

病因素作用于肝脏, 以ECM在肝脏内沉积为特

征[8]. 在急性肝脏损伤后, 肝组织出现炎症反应

和有限的ECM沉积, 肝实质细胞再生来取代坏

死或凋亡的细胞. 如果肝脏损害持续存在, 最终

肝脏重建失败, 肝细胞被大量富含胶原的ECM
取代而导致肝纤维化发生(hepatic fibrogenesis). 
肝脏纤维性物质的分布特点与肝损伤的原因相

关. 在乙醇性肝病和NASH, ECM沉积起始于窦

周间隙, 引发中央静脉周围肝纤维化的初期表

现[9], PBC和原发性硬化性胆管炎, 纤维组织最

初分布在门静脉区, 形成门静脉区-门静脉区的

纤维间隔, 即所谓胆管型纤维化[10]. 慢性乙型肝

炎和慢性丙型肝炎以门静脉区-中央静脉区的纤

维间隔形成为特征[11], 随着各种慢性肝病的进

展, 肝脏病理进程可从早期的肝纤维化, 继而发

展为以纤维组织环绕增生肝细胞团的硬化结节

为特征的肝硬化. 
1.2 细胞外基质与肝纤维化 肝纤维化是由过多

的ECM在肝内沉积所致, 伴随肝纤维化的进程, 
ECM的量和成份发生变化[12]. 在肝纤维化的高

级阶段肝脏内的ECM约为正常的6倍, 胶原是

ECM的主要成份. 间质胶原Ⅰ, Ⅲ型和模型胶原
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Ⅳ型是主要的骨架蛋白[13-14]. ECM的其他成分

有纤维连接素、粗纤维调节素、弹性蛋白、层

黏连蛋白、透明质酸和蛋白多糖. 肝脏的基质

金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)
可特异地水解胶原和其他基质蛋白. 人类肝脏

可表达MMP-1, -2, -3, -8, -9, -12, -13和-14[15]. 在
肝脏疾病的急性期, 过多的ECM受到MMPs的
水解而被去除. 在严重和反复的损伤因子作用

下, 纤维产生大于纤维降解(f ibrolysis)导致过

量的ECM沉积, 引起肝纤维化. 肝纤维化的发

生受到ECM合成的上调, MMPs分泌和活性的

下调[16]. MMPs组织抑制剂(tissue inhibitors of 
metalloproteinases, TIMPs)的过多表达通过抑制

MMPs活性而对ECM的合成和沉积起上调作用. 
1.3 肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC) 在正

常肝脏, HSC位于窦周间隙, 是维生素A的储存

场所. 在慢性损伤的肝脏或培养的塑料器皿表

面上, HSC从含有维生素A脂滴的静止状态转化

为另一种“激活”的肌成纤维样细胞. 完全激

活的HSC不再含有维生素A, 能够表达α-平滑肌

动蛋白(α-SMA), 具有收缩性, 原始炎症性, 高增

殖性, 并能产生肝脏绝大部分ECM[2,7,17-18]. 因此, 
HSC是损伤因子作用下肝纤维化发生过程中起

主要作用的细胞[19-20]. 激活的HSC受细胞因子、

基质蛋白的趋化可从邻近部位迁移并聚集在组

织损伤修复的场所, 既可分泌大量的ECM, 又能

调节ECM的降解[21-22]. 正常肝脏门静脉区没有固

定的HSC, 如门静脉周围的慢性炎症扩展波及肝

小叶内部, HSC由于细胞因子和基质蛋白的趋化

能够从窦周间隙迁移至门静脉区[21]. HSC通过这

种方式参与门静脉区血吸虫性肉牙肿纤维形

成[23]. 静止的HSC可表达脂肪细胞具有的标志, 
如过氧化物酶体增殖受体-γ、瘦素(leptin)等, 激
活的HSC能表达肌原性标志, 如α-SMA, 肌细胞

加强因子-2. 此外, HSC还可表达大量神经内分

泌标志和神经传导介质的受体[1,24-25], 这些特征

使得HSC远比我们已知其在肝纤维化发生学的

生物学功能和调节机制复杂. 
目前研究表明, 除HSC在肝纤维化发生学中

是主要的纤维原性细胞外, 肝细胞也具有潜在

的纤维原性. 其他肌成纤维细胞尽管在特定结

构和机能上表现了与HSC的异质性[26-27], 如肝脏

固有的肌成纤维细胞, 源于骨髓的肌成纤维细

胞, 在不同肝损伤过程中也参与了肝纤维化的

发生[28-29]. 不同致病因子引起肝损伤引发不同的

纤维原细胞发挥作用, 在中央静脉周围受损时, 
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HSC是主要的纤维原细胞. 损伤发生在门静脉周

围时, 如胆汁性肝硬化, 源于门静脉区的肌成纤

维细胞在胆管周围增生 ,  率先启动胶原的沉

积[1,26,30]. 尽管上皮间充质细胞在肾脏疾病的纤

维发生学发挥作用, 然而, 该细胞以及来源于循

环血液的纤维细胞在肝脏尚未被证实[31-33]. 
1.4 调节肝纤维化的细胞因子 不同的肝脏细胞

在肝纤维化发生过程中产生复杂的相互作用. 致
病因素如肝炎病毒、乙醇代谢产物和胆汁酸等

可引起肝细胞损伤, 受损的肝细胞释放活性氧物

质(reactive oxygen species, ROS)和纤维原性介

导物质, 引起炎症细胞浸润[34]; 枯否细胞(Kupffer 
cell)是肝内的巨噬细胞, 主要通过释放ROS和细

胞因子对肝脏炎症发挥作用[35]. 其他如肝内窦

周内皮细胞和来自肝外的细胞(血小板、淋巴细

胞、中性粒细胞)亦可释放细胞因子引起炎症反

应. 这些旁分泌的细胞因子作用于静止的HSC, 
使其形态转化, 合成和自分泌细胞因子及表达

相应的受体, 继而使HSC激活并发挥致纤维化

作用[36-37]. 在众多的细胞因子中, 转化生长因子

b1(transforming growth factor b, TGF-b)和血小

板衍化生长因子(platelet-derived growth factor, 
PDGF)是肝纤维化发生过程中最重要的 [38-40]. 
TGF-b可刺激HSC转化为肌成纤维样细胞, 促进

ECM的合成和抑制其降解[41]. TGF-b1在肝脏过

度表达可引起严重的肝纤维化[42]. PDGF可刺激

HSC分裂增殖, 上调肝纤维化的发生[43]. 其他细

胞因子在肝纤维化发生学的作用也引发人们的

关注, RANTES可引起HSC增殖、迁移[44], HCV
感染患者RANTES基因多态性与门管区炎症有

关[45]. 在慢性肝损伤时肾素-血管紧张素系统的

某些成分局部表达, 激活HSC, 产生血管紧张素

Ⅱ, 诱发肝脏炎症[46]. 外源性血管紧张素Ⅱ可促

进HSC增殖, 迁移, 促进炎症前细胞因子分泌和

胶原合成[47]. 其他血管收缩剂内皮素-1, 通过作

用于他的受体A可促进纤维化的发生[48], 相反, 
扩血管物质一氧化氮, 驰缓素具有抗肝纤维化的

作用[49]. 
瘦素和脂连素是由脂肪组织产生的脂肪细

胞素(adipokine), 可调节脂肪及其他组织的代

谢[50]. 近年来的研究表明, 激活的HSC可表达瘦

素, 其可上调HSC胶原的合成, 引起单核细胞趋

化蛋白-1及其受体的表达[51], 在NASH和慢性

HCV患者瘦素是一种调节肝纤维化发生的重要

细胞因子[50,52]. 静止的HSC内可合成脂连素, 该
细胞因子可维持HSC处于静止状态, 并可诱导激

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前研究证实进
展性肝纤维化是
可逆转的. 药物旨
在通过抑制HSC
激活、诱导其凋
亡及防止ECM沉
积的干预性治疗
在实验性肝纤维
化已取得疗效. 本
文着重介绍导致
肝纤维化发病机
制国外的一些新
资料, 探讨人类抗
肝纤维化的方法
和今后的发展趋
势.



高润平, 等. 肝纤维化的发生机制与治疗进展                                                                                                                   2265

www.wjgnet.com

活的HSC凋亡, 因而其具有抗肝纤维化作用[53]. 
1.5 调节肝纤维化的细胞内信号途径 H S C培

养和基因敲除小鼠模型是目前体外和体内研

究信号通路在肝纤维化发生学作用的主要方

式. TGF-β是调节肝纤维化发生的重要细胞因

子, 因而其信号通路的研究备受关注. TGF-β家
族含有3种密切关联的异构体(TGF-β1, TGF-β2, 
T G F-β3), 他们和H S C膜上相应的受体结合 . 
TGF-β主要通过细胞内Smad通路介导其生物

学活性[54]. 目前从哺乳类动物分离出8种Smad
蛋白 ,  其中S m a d2和S m a d3属于受体介导性

(R-Smad). TGF-β可引起静止HSC内Smad2磷酸

化, 从胞质转移至胞核内, 而引起激活的HSC内
Smad3磷酸化和细胞核内转移[55]. Smad3在HSC
内过度表达引起纤维连接素、Ⅰ型胶原沉积增

加和a-SMA应力纤维加速组合[56], 而缺乏Smad3
小鼠的HSC对纤维原性刺激反应降低[57], 因此,  
Smad3通路在介导慢性肝病肝纤维化发生学起

主要作用, 同时为肝纤维化干预性治疗提供了

一个靶目标. PDGF可以激活HSC的细胞外信号

调节激酶(ERK1/2)和FAK-PI3K-Akt通路而引起

HSC增殖及致纤维化作用[58]. c-Jun氨基端激酶

(JNK)和NF-kB通路调节HSC分泌炎性细胞因

子[59]. 其他一些转录因子(如JunD, KLF6, c-Myb)
及过氧化物酶体增殖受体路径也参与了HSC的
激活及肝纤维化的发生[60]. 
1.6 不同肝脏疾病肝纤维化发生机制的特点 不
同原因所致肝脏疾病其肝纤维化发生机制不尽

相同. HCV逃逸HLA-Ⅱ类分子介导免疫应答的

监视而感染肝细胞, 引起活性氧自由基和纤维

原性细胞因子产生, 导致HSC激活和胶原的沉

积[6]. 此外, HCV的核心蛋白和非结构蛋白还可

以直接诱导HSC增殖和炎症细胞因子释放, 引
起肝纤维化的发生[61]. 某些基因多态性(如血管

紧张素原、TGF-β1等)与慢性丙型肝炎不同个

体肝纤维化进展速度有关. NASH的肝纤维化

发展过程中, 瘦素参与了HSC的激活, 而激活的

HSC可自分泌瘦素. 瘦素通过与其受体结合引起

HSC内胶原的合成. 此外, 与代谢综合征相关的

情况如肥胖、2型糖尿病、高脂血症均与NASH
的肝纤维化发生有关. NASH和肝纤维化的发

生、发展尚与人类下列遗传基因有关: (1)对胰

岛素敏感基因; (2)调节肝内脂肪储存、氧化和

释放入血的基因; (3)与肥胖体型及脂肪分布相

关的基因; (4)调节肝内铁水平(如遗传性血色素

沉着症基因)和氧化应力产生的基因; (5)细胞因

子(TNF-a, IL-10)基因[62]. 基于NASH二次创击学

说, 由于胰岛素抵抗引起外周血清游离脂肪酸

升高, 继而沉积于肝细胞引起脂肪肝的发生. 脂
肪变性的肝细胞遇到第二次创击, 在氧化压力

和细胞因子作用下发生凋亡, HSC可被激活, 导
致肝纤维化的发生[62]. 

在慢性胆汁淤积性肝病(如PBC), 炎症细

胞首先在胆管周围浸润, T淋巴细胞和细胞因

子引起胆管持续性损伤, 胆管细胞释放纤维原

性介质激活临近门静脉区的成纤维细胞, 分泌

ECM[63]. 因此认为胆汁淤积性肝纤维化的早期, 
门静脉区的成纤维细胞是主要的纤维原细胞. 
随着门静脉区炎症的扩展, 肝小叶外围肝细胞

可以被破坏, 激活窦周HSC, 参与纤维条带形成. 
此外, IL-1和HLA基因多态性与PBC病情进展及

肝纤维化发生有关[64]. 
1.7 肝纤维化可逆转的分子生物学基础与临床

证据 HSC、枯否细胞可分泌多种MMPs[15], 依据

底物的特异性MMPs可被分为5类: 即间质胶原

酶(MMP-1, -8, -13), 明胶酶(MMP-2, -9), 基质溶

解素(MMP-3, -7, -10, -11), 模型基质金属蛋白酶

(MMP-14, -15, -16, -17, -24, -25)和金属弹性酶

(MMP-12)[19]. 这些酶可特异性的降解胶原及其

他基质分子, 使肝纤维化逆转成为现实. 分子生

物学研究显示, 这些酶的mRNA及胶原降解活性

在肝脏甚至硬化的肝脏表达, 受到MMPs组织抑

制剂TIMPs的抑制[65]. 纤维胶原(Ⅰ, Ⅲ型)能够被

间质MMPs(人的MMP-1, -8, -13, 啮齿类动物的

MMP-13)降解, 模型胶原(Ⅳ型)可被MMP-2, -9
降解[19,66]. 肝纤维化进展期, 当致病因子去除, 基
质重构启动, HSC因失去存活因子的维持而凋

亡[67]. HSC的凋亡, 使其产生的TIMP减少, 枯否

细胞及其他细胞产生MMPs增加, 导致纤维基质

的降解[19,68]. 因此, 促进ECM的降解和加速HSC
凋亡是减轻肝纤维化, 向正常肝脏结构发展的

两个重要环节. 
与以往肝硬化是不可逆的观点不同, 近期

研究表明, 即使是严重的纤维化(肝脏结构破坏

的末期结节性纤维化)仍是可逆的[69]. 但这种肝

纤维化的明显减轻需要数年的时间, 其原因可

能在于: (1)由于慢性肝病伴随胶原交叉连接的

长期存在, 使其对MMPs的降解作用不敏感; (2)
胶原和其他基质分子形成大的疤痕使得MMPs
难以接近; (3)降解基质的MMPs减少和抑制这

些酶功能的蛋白水平持续升高. 肝纤维化逆转

时间长短除与纤维化程度有关外, 还取决于引
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起肝脏疾病的原因. 去除进展性肝病致病因素

如戒酒和空肠回肠绕道术分别使乙醇性肝病和

NASH患者的肝纤维化缓解[19]. 越来越多的迹

象表明, 慢性HCV感染接受有效的抗病毒治疗

(PEG-IFN+利巴韦林)后, 肝脏炎症得到控制和

纤维化明显减轻[6,19,69]. 有效控制铁和铜负荷过

重、血色病、继发性胆汁淤积性肝病、自身免

疫性肝炎及采用拉米夫定治疗慢性HBV感染的

患者均能够观察到上述现象, 而且近半数患者

肝硬化出现很大程度的逆转[1,19].

2  肝纤维化的治疗途径

去除致病原因是治疗肝纤维化最有效的方式, 
而且这种对策对许多原因引起的慢性肝病是有

效的. 然而, 事实上绝大多数肝病难以从根本上

去除病因, 如慢性乙型肝炎, 自身免疫性肝炎, 
PBC等. 尽管肝移植是治疗肝硬化具有并发症患

者最有效的手段, 可是对于乙型、丙型肝炎后

肝硬化的患者移植后病毒可重新感染, 常常发

展为慢性肝病甚至肝硬化. 近年来随着对肝纤

维化发病机制的深入理解, 肝纤维化有效治疗

正在变为现实. 目前, 在啮齿动物实验研究已经

揭示了某些防止肝纤维化发展的靶点[70], 因而本

文列出几种针对肝纤维化发生学某些环节的治

疗方法.  
2.1 抑制炎症和免疫反应 由于炎症先于并促进

肝纤维化的发生, 因而有效的控制肝脏的炎症

反应具有后继的抗肝纤维化作用. 皮质类固醇

具有抑制肝脏炎症反应的作用, 但目前仅限于

自身免疫性肝炎和急性乙醇性肝炎所致肝纤维

化的治疗. 皮质类固醇长期用药全身不良反应

较多, 而且能促进HBV复制, 故不适合治疗慢性

乙肝肝纤维化. 
2.2 抗氧化损伤 ROS在不同肝脏疾病的发生、

发展过程中起着重要的作用, 因而抗氧化损伤

是治疗肝纤维化的一个环节. 抗氧化剂如维生

素E、麸胺基硫、水飞蓟素、磷脂酰胆碱、S腺
苷蛋氨酸能减轻氧化应激, 抑制TGF-β介导的

a1(Ⅰ)胶原合成, 抑制HSC的激活, 保护肝细胞

避免凋亡, 减轻实验性肝纤维化[1,11]. 抗氧化剂在

治疗乙醇性肝病和NASH是有效的. 
2.3 受体与信号通路的阻断 TGF-β是最有潜能的

纤维原性细胞因子, 阻断TGF-β与HSC膜受体结

合或灭活其信号传导分子(Smad3, Smad7)的受

体, 在体内外显示具有抗肝纤维化作用[6,11]. 口服

内皮素受体拮抗剂可有效控制大鼠实验性肝纤

维化. 血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂或血管紧张素

转化酶抑制剂可有效延迟大鼠肝纤维化的发生, 
然而这种剂量超过人体抗高血压剂量的100倍[6]. 
肾素-血管紧张素抑制剂类药物对慢性丙肝和

NASH患者的初步治疗以及对肝移植合并高血

压患者进行的治疗结果显示, 这些药物在预防

纤维化进展有作用[1]. 然而这种方法需要足够的

临床实验才能被推荐于临床治疗. 
2.4 抑制HSC的激活 HSC从静止向激活状态的

转化是肝纤维化发生的一个中心环节, 因此, 抑
制HSC的激活是治疗肝纤维化的关键步骤. 一
些抗氧化剂可抑制因氧化应激而引起的HSC激
活, 具有抑制实验性肝纤维化的作用, 这为人类

选择抗氧化剂(如维生素E, S腺苷蛋氨酸, 磷脂

酰胆碱)和肝细胞保护剂水飞蓟素抑制慢性肝病

肝纤维化进程提供理论依据. γ-干扰素、肝细胞

生长因子在动物肝纤维化实验模型可抑制HSC
的激活, 发挥抗肝纤维化作用. α-干扰素可阻断

培养HSC的激活、增殖和胶原的合成. 对慢性丙

型肝炎患者采用α-干扰素治疗的一项回顾性研

究和一项小样本的前瞻性研究显示出α-干扰素

具有防止肝纤维化进展的作用, 即使在那些抗

病毒非应答的患者[6]. 过氧化物酶体增殖受体-α 
(PPAR-α)和/或PPAP-g的配体具有下调HSC的激

活, 如: 噻唑烷二酮在动物实验性肝纤维化中及

人类NASH患者有积极的抗肝纤维化作用[1]. 
2.5 诱导HSC凋亡 诱导HSC的凋亡促使肝纤维

化逆转正在引起人们的重视. 在细胞和活体实

验研究显示, 谷氏菌素可选择性的引起HSC的凋

亡, 减轻肝纤维化[19]. 
2.6 抑制胶原的产生和加速纤维疤痕降解 人类

肝脏疾病的肝纤维化治疗需要促进已有基质的

吸收和防止新疤痕的形成, 因此通过刺激HSC、
枯否细胞、肝细胞产生MMPs, 或者下调MMPs
的抑制剂TIMPs, 或直接给予MMPs以促进疤痕

基质的降解是肝纤维化治疗的重要目标. TGF-β
拮抗剂通过下调TIMPs和增加MMPs的活性具

有抑制实验性肝纤维化的疤痕形成[37]. 抑制胶原

的合成和促进其降解是抗肝纤维化的另一种方

法[70]. 脯氨酸-4羟化酶抑制剂和卤夫酮(halofugi-
none)通过抑制胶原的合成可防止实验性肝硬化

的进展. 施予MMP-8和尿激酶型纤溶酶原激活

物可刺激活体内胶原降解. 
2.7 中药治疗 中医药确有抗肝纤维化的独特优

势, 国内研究发现抗肝纤维化比较有效的单味

中药有丹参、黄芪、桃仁、冬虫夏草、当归、

■应用要点
加深对肝纤维化
发病机制的理解, 
探讨针对人类各
种致病因素所致
肝纤维化治疗的
方法, 将有助于有
效抑制进展性肝
纤维化的发展, 并
控制其最终演变
为肝硬化, 甚至肝
癌.
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葫芦素B、齐墩果酸、苦参素等, 复方制剂有复

方861冲剂、扶正化瘀胶囊、鳖甲软肝片等. 相
信中药在未来慢性肝病肝纤维化治疗中会发挥

重要的作用. 但中药抗肝纤维化需要长疗程、

大样本、多中心联合、随机、双盲、安慰剂对

照的临床实验来论证其有效性. 中药及其有效

成分抗肝纤维化正在受到国际的关注, 目前国

外研究较多的有: 
水飞蓟素(silymarin): 水飞蓟素是从植物水

飞蓟中提出来的混合物, 其主要成分黄酮类化

合物水飞蓟宾(silybinin)占60%. 水飞蓟宾在体

外可刺激肝细胞RNA合成, 清除自由基, 保护肝

细胞, 抑制HSC的增殖和胶原合成. 水飞蓟宾可

抑制大鼠胆汁性肝纤维化肝内胶原沉积, 对严

重肝纤维化仍然有效[71].
小柴胡汤是我国传统的中药方剂, 近年日

本学者对其抗肝纤维化的作用进行了系统研究. 
该方的活性成分之一黄芩苷(baicalei)亦属于黄

酮类, 结构上与水飞蓟宾相似, 其有清除自由基, 
在体内外具有抗肝纤维化的作用[6]. 

甘草甜素(glycyrrhizin)是从中药甘草中提

取的有效成分. 具有抑制HSC激活、增殖和胶原

的合成. 最近日本的一项随机双盲临床研究表

明, 甘草甜素用药4 wk可使慢性丙型肝炎患者

血清ALT明显下降, 用药8 wk可改善肝脏组织

学的变化, 长期使用可降低肝细胞癌的发病率[72]. 
卤夫酮(halofuginone)是源于抗疟药物常山

的一种半合成生物碱衍生物, 其可抑制HSC胶原

的合成, 减轻继发性胆汁淤积性和硫代乙酰胺

所致实验性肝纤维化[73-74]. 
丹参(salvia miltiorrhiza)可降低CCl4实验性

大鼠肝纤维化肝内TGF-β1, Ⅰ型和Ⅲ型前胶原

和TIMP-1的mRNA水平, 提高MMP-13的水平, 
因而发挥抗肝纤维化的作用[75]. 

总之, 尽管各种致病原因引起肝纤维化发生

机制不尽相同, 但致病因子持续作用于肝脏引

起氧化应激和细胞因子产生是肝纤维化的始动

因素. 在细胞因子如TGF-β, 血管紧张素Ⅱ, 瘦素

等作用下HSC的激活是肝纤维化发生的中心环

节. MMPs特异降解胶原纤维和其他基质蛋白及

致病因素去除后HSC凋亡是肝纤维化逆转的分

子和细胞学基础. 人类不同的肝病致纤维化分

子机制的研究将有利于确定新的治疗靶点. 今
后需在临床工作中揭示遗传因素对肝纤维化进

程的影响, 将已知能够减轻试验性肝纤维化的

药物用于人体试验.
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Abstract
AIM: To investigate the role of recombinant 
adenovirus IkBaM (Ad-IkBaM) on the apoptosis 
of gastric carcinoma SGC-7901 cells induced 
by 5-fluorouracil (5-FU) as well as the possible 
mechanism.

METHODS: The cultured SGC-7901 cells were 
divided into group A, B and C. The cells in 
group A and B were infected with Ad-IkBaM 
and Ad-IkBa, respectively, and those in group 
C served as controls. 5-FU was added to each 
group at the concentration of 5 mg/L, respec-
tively. Electrophoretic mobility shift assays were 
used to detect the activation of nuclear facter 

kappa B (NF-kB) in all the groups, and the 5-FU-
induced apoptosis of SGC-7901 cells was tested 
by MTT and TUNEL method.

RESULTS: After 5-FU treatment, NF-kB was 
activated in gastric carcinoma cells, but in the 
cells infected with Ad-IkBaM, the activity of NF-
kB was inhibited. MTT assay indicated that the 
apoptosis rate of cells infected with Ad-IkBaM 
(56.36% ± 0.60%) was significantly higher than 
that of cells infected with Ad-IkBa (47.50% ± 
1.42%), or without infection (42.95% ± 1.27%) (P 
< 0.001). TUNEL method showed that the apop-
tosis rate was 29.7% ± 2.5% in the cells infected 
with Ad-IkBaM, which was also significantly 
higher than that of cells infected with Ad-IkBa 
(20.0% ± 2.6%) or without infection (12.3% ± 1.1%) 
(P < 0.01). Therefore, infection with Ad-IkBaM 
markedly promoted the apoptosis induced by 
5-FU.

CONCLUSION: Infection with Ad-IkBaM can 
effectively inhibit the activation of NF-kB in hu-
man SGC-7901 cells, and increase the apoptosis 
induced by 5-FU.

Key Words: Nuclear factor kappa B; Gastric carci-
noma; 5-Fluorouracil; Gene therapy

Hu LH, Liu BR, Liu D, Guan JM, Lv ZW, Du YJ. Role of 
recombinant adenovirus IkBaM in 5-fluorouracil-induced 
apoptosis of gastric carcinoma SGC-7901 cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(23):2270-2274

摘要
目的: 研究重组腺病毒Ad-IkBaM对5-氟尿嘧
啶(5-FU)诱导胃癌细胞凋亡的作用情况, 进而
研究胃癌细胞抵抗5-FU的机制. 

方法: 培养胃癌SGC-7901细胞, 感染重组腺
病毒Ad-IkBaM的细胞为实验组, 感染Ad-
IkBa及非感染的空白对照为对照组, 以5 mg/L 
5-FU加入上述各组细胞, 采用EMSA法检测
5-FU处理后各组细胞内NF-kB激活情况; 应用
MTT和TUNEL法分别检测5-FU对各组细胞诱

®

■背景资料
核 转 录 因 子 N F -
κB是近年来研究
的 热 点 .  研 究 表
明, 肿瘤细胞对化
疗药物的耐药性
与NF-κB的激活
密切相关 .  因此 , 
通过基因治疗手
段抑制NF-κB的
激活来抑制耐药
性的产生, 提高肿
瘤化疗药物的治
疗效果是一个全
新的有广泛应用
前景的研究课题.
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导凋亡的情况. 

结果: 5-FU作用于胃癌细胞可使细胞内NF-
kB激活, 感染Ad-IkBaM使NF-kB活性受到
明显抑制. MTT法证明, 5-FU作用后, 感染
Ad-IkBaM细胞的凋亡(56.36%±0.60%)较感
染Ad-IkBa组(47.50%±1.42%)及未感染组
(42.95%±1.27%)明显, 各组间比较有统计学
差异(P <0.001); TUNEL法结果与MTT相符, 感
染Ad-IkBaM组的凋亡率为29.7%±2.5%, 明
显高于感染Ad-IkBa组(20.0%±2.6%)及未感
染组(12.3%±1.1%)(P <0.01). 可见, 感染Ad-
IkBaM可明显提高5-FU诱导的细胞凋亡.

结论: 感染Ad-IkBaM可通过抑制胃癌细胞
NF-kB的活性增强5-FU的诱导凋亡作用.

关键词: 核转录因子kB; 胃癌; 5-氟尿嘧啶; 基因治

疗
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0  引言

5-氟尿嘧啶(5-Fluorouracil, 5-FU)是最常用的抗

肿瘤药物, 也是胃癌化疗的首选药物. 然而许多

胃癌细胞对5-FU具有一定的耐药性, 从而大大

影响了胃癌的治疗效果. 核转录因子B (nuclear 
factor κB, NF-κB)是近年来发现的一种重要的转

录调节因子[1-3], 他的激活被认为是许多肿瘤细

胞对化疗药物产生耐药性的关键因素[4-5]. 目前

国外的一些研究表明[6-7], 在5-FU诱导胃癌细胞

凋亡的同时, NF-κB也被激活, 说明NF-κB与胃

癌细胞的抗凋亡作用机制有关. 因此, 是否可以

通过抑制NF-κB的激活来增强5-FU治疗胃癌的

效果是一个十分有意义的课题. 他不仅可以找

到一条治疗胃癌的有效途径, 同时可以进一步

证实NF-κB的抗凋亡机制. 
正常状态下, NF-κB与其主要的调节蛋白

IκBa结合以非活性状态存在于细胞质中. 肿瘤

细胞在受到化疗药物、放疗等刺激后, IκBa迅

速磷酸化降解, 被激活的NF-κB会进行核内转

移, 与DNA启动子上特定的认知序列结合, 转录

靶基因, 抑制肿瘤的凋亡[8]. 研究表明, 第32位
和36位丝氨酸位点发生突变的IκBa不会被降

解 ,  与N F-κ B发生不可逆性结合而抑制其激

活[9-10], 这一突变的IκBa被称为NF-κB超抑制物

(IκBaM). 我们应用自行构建的重组腺病毒Ad-
IκBaM[11-12]为基因治疗手段, 以胃癌SGC-7901
细胞为研究对象, 研究Ad-IκBaM在5-FU诱导胃

癌细胞凋亡中的作用, 进而研究胃癌细胞抵抗

5-FU诱导凋亡与NF-κB活化的关系, 为探索胃癌

治疗的新方法打下基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌SGC-7901细胞系, 购自中科院上

海细胞所细胞库. 重组腺病毒Ad-IκBaM为含

第32和36位丝氨酸定点诱变为丙氨酸的中国人

IκBa基因编码区的cDNA序列, 并表达绿色荧光

蛋白(GFP)的重组腺病毒; 重组腺病毒Ad-IκBa
为含未突变的中国人I κ B a基因, 并表达绿色

荧光蛋白的对照用重组腺病毒, 详见参考文献

[11-12]. 5-FU注射液(10 mL∶0.25 g), 购自天津

金耀氨基酸有限公司; TUNEL细胞凋亡原位检

测试剂盒购自Roche公司; 核蛋白抽提试剂盒、

非放射性凝胶迁移(EMSA)试剂盒, 购自宁波唯

奥基因科技发展有限公司.
1 . 2  方法 实验组细胞感染重组腺病毒A d -
IκBaM; 感染对照组细胞感染重组腺病毒Ad-
IκBa; 空白对照组细胞不感染任何病毒. 3组胃

癌细胞用2种方法进行处理, 一种常规培养, 另
一种用5 mg/L 5-FU作用一定时间, 诱导细胞的

凋亡和NF-κB的表达. 细胞接种于六孔培养板, 
待细胞贴壁且处于对数生长期时, 弃培养液, 加
入不同感染复数(MOI)的Ad-IκBaM及Ad-IκBa, 
培养2 h, 弃病毒液, 加入完全培养基继续培养. 
感染Ad-IκBaM及Ad-IκBa的浓度分别为25, 50, 
100, 200, 400, 48 h后在荧光显微镜下计数GFP
阳性细胞百分率. 
1.2.1 凝胶电泳迁移率实验 对SGC-7901细胞用

5-FU分别诱导0, 0.5, 2, 12 h后收获, 按核蛋白抽

提试剂盒操作说明提取核蛋白; BCA法进行蛋

白浓度测定, 将实验抽提的核蛋白调至相同的

量(3 mg/孔); 进行EMSA, 其步骤为配制60 g/L
聚丙烯酰胺凝胶, 然后将细胞核提取物与NF-
κB寡核苷酸探针进行结合反应, 反应体系按总

体积10 mL上样; 电泳后取出凝胶板, 用电泳转

膜装置将凝胶上的蛋白转至结合膜, 交联、洗

涤、底物结合反应、Cool Imager成像系统成像, 
选择NF-κB活性较高的时间作为选定时间点. 3
组细胞用5-FU诱导上述选定时间后按以上方法

进行EMSA. 
1.2.2 MTT比色法 在96孔板每孔接种细胞4×103

■研发前沿
目前, 此领域的研
究重点在于探讨
不同的肿瘤细胞
对某些化疗药物
产生耐药性与NF-
κ B 激 活 的 关 系 , 
并寻找更有效的
抑制NF-κB激活
的方法, 进一步探
讨是否可通过抑
制NF-κB活性的
方法抑制肿瘤细
胞耐药性的产生, 
提高肿瘤的治疗
效果.
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个细胞, 设调零组, 8 h后按计划实验组感染重

组腺病毒Ad-IκBa, 感染对照组感染Ad-IκBa, 空
白对照组不感染任何病毒, 48 h后按计划5-FU
处理组加5 mg/L 5-FU, 对照不加任何药物; 继
续培养48 h后, 每孔加入5 g/L MTT 20 mL, CO2

培养箱37℃培养4 h; 弃培养液, 各孔加200 mL
二甲基亚砜, 振荡10-20 min, 用自动酶标检测仪

在570 nm处检测96孔的吸光度(A值), 按公式计

算生长抑制率: 抑制率(%) = (1-实验组A值/对照

组A值)×100, 每一处理组取3个复孔. 
1.2.3 原位末端标记法 将无菌盖玻片置于培养

板中, 将培养瓶中细胞用胰酶消化制成细胞悬

液, 等量(约4×106个/孔)接种于培养板内盖玻

片上, 待细胞贴壁且处于对数生长期时, 上述方

式分组处理后, 40 g/L多聚甲醛固定30 min, 用
TdT酶将生物素标记的dUTP连接到DNA断裂端

的3'OH上, 加入ABC反应试剂作用后, 用DAB/
H2O2液显色, 苏木精复染, 中性树胶封片. 凋亡

指数的计算: 随机计数高倍视野下细胞每100个
细胞中阳性细胞数, 即为凋亡指数.

统计学处理 采用mean±SD表示数据结果, t
检验, c2检验等统计学方法进行分析.

2  结果

用不同M O I的A d-I κ B a M及A d-I κ B a感染

SGC-7901细胞, 48 h后用荧光显微镜观察, 结果

发现, 随着MOI的增高发出绿色荧光的阳性感染

细胞(图1)数量逐渐增多. 当MOI等于50时, 感染

效率达到40%, 当MOI等于100时, 感染效率超过

90%, 故选择100 MOI作为实验最佳MOI值.
2.1 凝胶电泳迁移阻滞实验 可见胃癌SGC-7901
细胞受到化疗药物5-FU处理前(0 h)细胞内NF-
κB基本无活性; 5-FU处理0.5 h NF-κB具有较强

的活性, 2 h活性降低, 12 h则无活性(图2). 在检

测感染Ad-IκBaM及Ad-IκBa对NF-κB抑制作用

的实验中, 感染Ad-IκBaM及Ad-IκBa 48 h后, 
5-FU诱导0.5 h收获细胞, 提取核蛋白. 感染Ad-
IκBaM的细胞NF-κB无明显的活化现象(图3), 
NF-κB的活性完全被Ad-IκBaM抑制; 感染Ad-
IκBa对照组则仍有NF-κB的活化现象, 可见感

染Ad-IκBa对NF-κB活性的抑制作用较弱(→所

示为NF-κB阳性条带).
2.2 MTT比色法检测抑制率 常规培养的细胞感

染Ad-IκBaM实验组及感染IκBa的感染对照组

胃癌细胞生长均受到抑制, 但两者之间比较差

别无统计学意义, 说明IκBaM及IκBa本身对肿

瘤细胞的生长无影响, 两者与空白对照组之间

的差别是腺病毒自身的毒性引起的. 5-FU处理

后各组间生长抑制率比较: 感染Ad-IκBaM实验

组>感染Ad-IκBa对照组>空白对照组, 三者之间

采用LSD-t检验, 两两比较P <0.001 (56.36±0.60 
vs  47. 50±1.42, t = 11.89; 47.50±1.42 vs  42.95
±1.27, t = 7.81; 56.36±0.60 vs 42.95±1.27, t = 
19.70), 其差别均具有统计学意义, 可见感染Ad-
IκBaM可明显提高5-FU致胃癌7901细胞的生长

抑制(图4).
2.3 原位末端标记法 凋亡细胞核染上棕褐色, 而
正常细胞核被染成淡蓝色. 常规培养的细胞各

组间比较凋亡百分率没有显著性差别; 5-FU处

图  1  发出绿色荧光的阳性感染细胞(×100).

→

阳性对照    0       0.5      2       12 (t /h)

图  2  5-FU处理不同时间NF-kB活性变化.

→

阳性对照    空白对照 感染对照 实验组

图  3  经5-FU处理0.5 h NF-kB的活性.

■创新盘点
I k B a M 是 由 本
文课题组自行克
隆成功的中国人
IkBaM基因进行
定点诱变后构建
成的NF -kB超抑
制物, 在此基础上
应用AdEasy腺病
毒构建系统构建
成重组腺病毒Ad-
I k B a M .  以 A d -
IkBaM为基因治
疗手段, 研究其对
NF -kB活性的抑
制作用, 进而揭示
胃癌细胞对5-FU
耐药的机制, 在国
内相关研究领域
尚属首次.
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理的细胞各组间比较: 感染Ad-IκBaM的实验组

>感染Ad-IκBa的对照组>空白对照组, 组间两两

比较: 29.7±2.5 vs  20.0±2.6, c2 = 7.51, P <0.01; 
29.7±2.5 vs  12.3±1.1, c2 = 26.91, P <0.01, 差别

具有统计学意义(表1).

3  讨论

胃癌的发病率和死亡率均居我国恶性肿瘤的第

一位[13]. 5-FU为胃癌化疗首选药物, 诸多化疗方

案都以其为基础. 但在多年的临床工作中人们

却发现, 5-FU等许多化疗药物在诱导胃癌细胞

凋亡的过程中会产生耐药性, 关于其机制一直

未能明确. 1996年Hsu et al [14]发现, 当TNF作用于

肿瘤细胞时, 肿瘤细胞通过激活NF-κB而发挥抗

凋亡途径. 随后, 越来越多的研究表明, 肿瘤细

胞对抗癌药物诱导的细胞凋亡的抗凋亡能力与

NF-κB激活直接相关[15-16]. NF-κB抗凋亡机制的

研究, 使人们对肿瘤细胞抗凋亡机制的研究有

了突破性的进展. 如何有效地抑制NF-κB的活性

进而将其用于肿瘤的治疗成为近年肿瘤治疗的

新焦点. 抑制NF-κB活性的方法有很多[17-23], 近
年来国内外学者在应用NF-κB超抑制物IκBaM
为基因治疗手段治疗肿瘤, 以提高化疗药的敏

感性方面作了大量的工作, 以定点诱变和N端缺

失的方式构建而成的NF-κB超抑制物IκBaM, 对
肿瘤细胞的抗凋亡能力有明显的抑制作用[24-29]. 
重组腺病毒Ad-IκBaM, 自其构建以来, 已将其

应用于肝癌细胞、血管内皮细胞等进行研究, 
均证明其可明显抑制NF-κB活化. 

Uetsuka et al [6]通过体外实验证明, 用5-FU
分别对5-FU耐药的胃癌细胞株(NUGC3/5FU/L)
和对5-FU敏感的胃癌细胞株(NUGC3)进行处

理, 结果NUGC3/5FU/L细胞株可见明显的NF-
κB激活, 但在NUGC3中则无NF-κB激活. Camp 
et al [7]通过体外实验证明, 可以通过抑制NF-κB
活化的方法降低胃癌细胞对5-FU的耐药性, 国
内尚无此方面的研究报道. 本实验证明, 当胃癌

SGC-7901细胞受到5-FU作用后, 细胞内的核转

录因子NF-κB被激活; 感染Ad-IκBaM的细胞内

NF-κB的活性完全被IκBaM抑制; 感染Ad-IκBa
的细胞中NF-κB活性不能完全被抑制, 可能是

IκBa被部分磷酸化降解的原因. 进一步的实验

表明, 感染Ad-IκBaM后, 5-FU对胃癌细胞生长

抑制及诱导凋亡作用也明显增强, 而感染Ad-
IκBa的细胞对5-FU的诱导凋亡作用的增强作用

则较差. 由此我们可以得出, 5-FU在诱导胃癌细

胞凋亡的同时激活了细胞内的NF-κB, 使胃癌细

胞内的抗凋亡机制激活产生耐药性. 应用重组

腺病毒Ad-IκBaM可以有效的抑制NF-κB激活, 
因此可明显降低胃癌细胞对5-FU的耐药性, 增
强5-FU的抗胃癌作用. 5-FU联合基因治疗的方

法将为胃癌的治疗开辟一条新的途径. 
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■同行评价
本文研究了重组
腺病毒Ad-IkBaM
对5-FU诱导胃癌
细胞凋亡的作用
情况, 实验设计合
理 ,  方 法 较 为 先
进, 结论明确, 证
实了NF -kB在胃
癌抗5-FU诱导凋
亡中的作用.
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Abstract
AIM: To explore the influence factors of post-
immunization gastritis after H pylori vaccine 
immunization in mice.

METHODS: (1) C57BL/6 and BALB/c mice were 
orally immunized with H pylori vaccine (H pylori 
whole cell sonicate antigen plus mucosa adju-
vant cholera toxin). Gastric H pylori infection 
and inflammation were evaluated after H pylori 
challenge. (2) C57BL/6 mice were orally immu-
nized with H pylori vaccine, and then challenged 
by different amounts of H pylori. Gastric H pylori 
infection and inflammation were evaluated after 
H pylori challenge. (3) C57BL/6 mice were immu-
nized orally or intraperitoneally with H pylori 
vaccine. Gastric H pylori infection and inflamma-
tion were evaluated after H pylori challenge at 
different time points. (4) Infected C57BL/6 mice 
were orally immunized with H pylori vaccine, 

and gastric H pylori infection and inflammation 
were evaluated after immunization at different 
time points.

RESULTS: (1) Similar decreasing of H pylori 
colonization was found in both C57BL/6 and 
BALB/c mice. However, C57BL/6 mice showed 
more severe post-immunization gastritis than 
BALB/c mice did. (2) Although H pylori coloni-
zation was similar in all groups with different 
challenging amounts, larger amount of H pylori 
challenge induced more severe post-immuni-
zation gastritis. (3) Similar post-immunization 
gastritis and decreasing of H pylori colonization 
were found in mice with both oral and intraperi-
toneal immunization at different time points. 
(4) Therapeutic immunization led to significant 
decreasing of H pylori colonization in infected 
mice; meanwhile more severe gastritis was also 
found in therapeutic group when compared 
with that in control group.

CONCLUSION: Post-immunization gastritis oc-
curs in different immune hosts, the same hosts 
with different vaccination routes and hosts re-
ceived therapeutic immunization. H pylori chal-
lenge amounts and immune host are influential 
factors of post-immunization gastritis degree.

Key Words: Helicobacter pylori ; Vaccine; Post-
immunization gastritis; Mice

Chen J, Chen MH, Wang JH, Zhu SL. Influence factors 
of post-immunization gastritis after Helicobacter pylori 
vaccine immunization in mice. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(23):2275-2280

摘要
目的: 研究幽门螺杆菌(H pylori )疫苗接种小
鼠产生免疫后胃炎的影响因素. 

方法: 将H pylori疫苗免疫C57BL/6和BALB/c
的小鼠, 观察攻击后胃黏膜H pylori 定植和炎
症情况. 将H pylori 疫苗免疫C57BL/6小鼠, 然
后予不同菌量的H pylori 攻击, 观察胃黏膜H 
pylori 定植和炎症情况. 将H pylori 疫苗经口
和经腹腔免疫C57BL/6小鼠, 观察攻击后胃黏
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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 ( H 
pylori )是慢性活
动性胃炎和消化
性溃疡的重要致
病 菌 ,  并 与 胃 腺
癌和胃黏膜相关
淋巴组织淋巴瘤
发病相关. 大量动
物 实 验 表 明 ,  通
过适当的抗原传
递系统 (Ant igen 
delivery system)如
佐剂或细菌、病
毒载体将H pylori
抗原导入机体进
行 免 疫 接 种 可
预 防 甚 至 治 疗H 
pylori 感染, 说明
有效的疫苗接种
可诱导机体产生
保护性免疫反应. 



膜H pylori定植和炎症情况. 对感染H pylori的
C57BL/6小鼠予H pylori疫苗治疗, 观察治疗免
疫后胃黏膜H pylori定植和炎症情况. 

结果: 不同品系的小鼠免疫保护程度无明显
差异, 但C57BL/6小鼠免疫后胃炎重于BALB/c
小鼠. 接受不同攻击菌量的小鼠保护程度无明
显差异, 但大的攻击菌量可诱导更严重的免疫
后炎症. 不同免疫途径诱导的免疫保护程度及
攻击后不同时间点的炎症程度均无显著性差
异. 治疗性免疫导致H pylori定植明显降低, 同
时也引发更为严重的胃炎.

结论: 在不同的免疫宿主、免疫途径和治疗
性免疫中均存在免疫后胃炎. 免疫后胃炎的强
弱程度受免疫宿主和攻击菌量的影响.

关键词: 幽门螺杆菌; 疫苗; 免疫后胃炎; 小鼠
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0  引言

在幽门螺杆菌(H pylori )疫苗免疫的动物实验中, 
免疫后胃炎这一现象引起了越来越多的关注. 
早在90年代初Eaton et al [1]即报道免疫后的悉生

小猪受到H pylori攻击时出现较感染对照更为严

重的活动性胃炎. 以后一些研究者在他们的实

验中均提及了这一现象[2-4], 而且发现这种胃炎

的严重程度与免疫动物受保护的程度相关, 为
了和单纯H pylori感染导致的胃炎区别, 将其称

为免疫后胃炎(post-immunization gastritis). 免疫

后胃炎的报道引起人们对H pylori疫苗用于人体

的安全性的担忧[5]. 对免疫后胃炎的一种解释是

由于免疫反应未能彻底清除攻击细菌, 残存的

细菌导致了炎症的发生[2]. Eaton et al [6]用联合免

疫缺陷(SCID)小鼠所做的被动免疫实验提示免

疫后胃炎与细胞免疫有关; Sutton et al [7]的报道

也指出免疫后胃炎是由细胞免疫导致的一过性

增强的炎症反应, 而且对免疫动物用猫胃螺杆

菌(H. files )攻击较H pylori攻击可诱发更为严重

的免疫后胃炎, 提示免疫后胃炎严重程度受细

菌因素影响. 我们前期的研究表明, 不同抗原传

递系统组成的H pylori疫苗即以减毒鼠伤寒沙门

菌(Salmonella typhimurium )为载体构建的重组H 
pylori疫苗和以黏膜免疫佐剂霍乱毒素(cholera 
toxin, CT)加H pylori全菌超声粉碎抗原组成的

2276                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2006年8月18日    第14卷    第23期

疫苗免疫小鼠后均出现免疫后胃炎, 免疫后胃

炎实质上是免疫动物受到H pylori攻击后增强的

Th1反应的一种表现, 他是伴发于抗H pylori感染

免疫应答的组织病理损伤[8-11]. 我们将进一步探

讨免疫后胃炎的其他影响因素, 包括宿主、免

疫途径、攻击细菌量等; 了解治疗性免疫(即对

已经感染H pylori的动物进行免疫)是否也会导

致免疫后胃炎以及免疫后胃炎的持续时间, 这
些问题的研究将进一步加深我们对H pylori疫苗

保护性免疫机制认识, 同时对H pylori疫苗应用

于人体的安全性提供有价值的资料. 

1  材料和方法

1.1 材料 C57BL/6和BALB/c小鼠(清洁级)均为

♀, 8周龄, 体质量17-20 g, 由中国医学科学院

医学实验动物研究所提供. 所用H pylori  SS1菌
株(Sydney Strain 1)为澳大利亚新南威尔士大学

微生物学院Adrian Lee教授惠赠. 霍乱毒素购自

Sigma公司. H pylori培养和全菌超声粉碎抗原的

制备均按我室建立方法进行[10].
1.2 方法 

1.2.1 免疫宿主对免疫后胃炎的影响 C57BL/6小
鼠和BALB/c小鼠各30只, 随机分为免疫组(20
只)和对照组(10只). 免疫组在第1周和第4周分

别灌胃CT 5 µg+H pylori超声粉碎抗原1 mg, 对
照组予生理盐水(normal saline, NS) 100 µL. 第
2次免疫后4 wk给予H pylori  SS1菌株攻击1次(5
×107 cfu), 攻击后5 wk处死所有小鼠, 观察胃黏

膜H pylori 定植和炎症情况. 按照我们既往的

报道[8-11], 胃黏膜H pylori定植通过快速尿素酶试

验和组织学检查评价, 胃黏膜炎症情况通过组

织学检测评分. 
1.2.2 攻击菌量对免疫后胃炎的影响 C57BL/6
小鼠随机分为3个免疫组(15只/组)和1个对照

组(10只). 免疫组在第1周和第4周分别灌胃CT 
5 µg+H pylori超声粉碎抗原1 mg, 对照组予NS 
100 µL. 第2次免疫后4 wk, 3个免疫组分别予H 
pylori  SS1菌株5×107 cfu×2次, 5×107 cfu×1次
和5×105 cfu×1次攻击, 对照组予SS1 5×107 cfu
攻击1次. 攻击后5 wk处死所有小鼠, 观察胃黏

膜H pylori定植和炎症情况. 
1.2.3 免疫途径对免疫后胃炎的影响 C57BL/6小
鼠随机分为经口免疫组(40只), 腹腔免疫组(40
只)和对照组(25只). 免疫组在第1周和第4周分

别予CT 5 µg+H pylori超声粉碎抗原1 mg进行

灌胃或ip免疫, 对照组予NS 100 µL. 第2次免疫

www.wjgnet.com

■应用要点
近 年 来 在 利 用H 
pylori 疫苗所做的
免疫实验中, 免疫
后胃炎, 即免疫动
物受到H pylori 攻
击后出现较单纯
感染对照更为严
重的胃炎这一现
象引起越来越多
关注, 对免疫后胃
炎的实质以及其
影响因素的研究
将 加 深 我 们 对H 
pylori 疫苗保护性
免疫机制认识, 同
时对H pylori 疫苗
应用于人体的安
全性提供有价值
的资料.
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后第4周予H pylori  SS1菌株攻击1次(5×107 cfu), 
攻击后3, 6, 12, 26, 35 wk免疫组各处死8只小

鼠, 对照组5只, 观察胃黏膜H pylori定植和炎症

情况. 
1.2.4 治疗性免疫对免疫后胃炎的影响 C57BL/6
小鼠随机分为免疫治疗组(40只)和对照组(25
只). 全部小鼠先予H pylori  SS1菌株感染(5×
107 cfu×2次), 感染4 wk后治疗组予CT 5 µg+H 
pylori超声粉碎抗原1 mg进行灌胃免疫, 1 wk 1
次, 连续4次. 对照组灌胃同体积NS. 免疫后3, 6, 
12, 26, 35 wk治疗组各处死8只小鼠, 对照组5
只, 观察胃黏膜H pylori定植和炎症情况.

统计学处理 采用SPSS 10.0统计软件进行. 
各组尿素酶试验结果、H pylori定植评分和胃黏

膜炎症评分均以中位数(median, Md )表示, 采用

Kruskal-Wallis秩和检验和Mann-whitney秩和检

验对各组变量进行比较, P <0.05认为有统计学

差异.

2  结果

2.1 免疫宿主对免疫后胃炎的影响 和对照组相

比C57BL/6小鼠和BALB/c小鼠免疫组在H pylori
攻击后5 wk胃黏膜H pylori定植量均明显降低

(免疫 vs  对照, P <0.001), 但两免疫组保护程度无

明显差异; 和对照组相比两免疫组均出现更为

严重的胃炎(免疫 vs  对照, P <0.01), 以胃体及窦

体交界黏膜中底部和黏膜下层为明显, C57BL/6

小鼠的炎症程度重于BALB/c小鼠(P  = 0.043, 
表1).
2.2 攻击菌量对免疫后胃炎的影响 和对照组

相比3个免疫组在H pylori攻击后5 wk胃黏膜H 
pylori定植量均明显降低(P <0.001), 但3组保护程

度无明显差异; 3免疫组均出现较对照组更为严

重的胃炎(表2), 5×107 cfu攻击菌量诱导的炎症

程度重于5×105 cfu攻击菌量(P  = 0.037).
2.3 免疫途径对免疫后胃炎的影响 和对照组相

比经口免疫组和腹腔免疫组在攻击后各时间点

胃黏膜H pylori定植量均明显降低(P <0.001), 且
免疫组随时间推移H pylori定植逐渐减少, 但两

免疫组各时间点保护程度无明显差异. 和对照

组相比免疫组在攻击后3, 6, 12 wk出现更为严

重的胃炎(P <0.01), 以胃体及窦体交界黏膜中底

部和黏膜下层为明显, 但不同免疫途径免疫组

炎症程度无显著性差异; 攻击后26, 35 wk免疫

组炎症程度有所减轻而对照组炎症程度逐渐加

重, 免疫组和对照组炎症程度相比无显著性差

异(表3). 在整个实验期间除炎症反应外, 所有小

鼠胃黏膜未见萎缩、肠化生等病理改变(图1).
2.4 治疗性免疫对免疫后胃炎的影响 和对照组

相比治疗组在免疫后各时间点H pylori定植均明

显降低(P <0.01), 且治疗组随时间推移H pylori定
植逐渐减少(表4); 治疗组在免疫后3, 6, 12 wk出
现较对照组更为严重的胃炎(P <0.05), 免疫后26, 
35 wk治疗组炎症程度较前有所减轻, 但和对照

表  1  各组实验小鼠在攻击后5 wk的H pylori 定植情况和
炎症评分

     
                                                   H pylori 定植       炎症评分

分组	                        n     尿素酶   组织学   胃体    胃窦

                                                 试验       评分

BALB/c小鼠对照组	    10       2            3          1       0.5

BALB/c小鼠免疫组	    20       0            0.5       2	  1

C57BL/6小鼠对照组     10       2            3	         1.2    0.5

C57BL/6小鼠免疫组     20       0            0           3      1.5

表  2  各组实验小鼠在攻击后5 wk的H pylori 定植情况和
炎症评分

     
                          攻击菌量          H pylori 定植       炎症评分

分组         n            (cfu)          尿素酶   组织学   胃体    胃窦

                                                  试验        评分

对照组   10    5×107×1次      2            3          1      0.5

免疫组   15    5×107×2次      0            0.5       3      2

免疫组   15    5×107×1次      0            0          3      2

免疫组   15    5×105×1次      0            0	         2      1.5

表  3  各组实验小鼠在攻击后不同时间点的H pylori 定植情况

     
                                                  尿素酶实验                                        H pylori 定植组织学评分 

                         3 wk     6 wk     12 wk     26 wk     35 wk     3 wk     6 wk     12 wk     26 wk     35 wk

对照组             1.5        2          2            2	            2          2        2.5         3            3           3

经口免疫组      1           0          0            0            0          1.2     0.5         0            0           0

腹腔免疫组      1           0.5       0            0            0          1.5     0.8         0.5         0           0

分组

■同行评价
本 文 研 究 了 宿
主、免疫途径、

攻击细菌量等对
免疫后胃炎的影
响, 证明宿主因素
也会影响免疫后
胃炎的严重程度; 
经口免疫和腹腔
免疫两种途径达
到的免疫保护程
度无明显差异, 两
种免疫途径均导
致了程度相似的
免疫后胃炎, 证明
免疫后胃炎的产
生与不同的免疫
接种途径无关. 研
究选题准确, 设计
合理, 结果数据可
信, 结论明确, 具
有一定的理论意
义.
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组相比无显著性差异(图2).

3  讨论

虽然有不少文献都提及了免疫后胃炎这一现

象, 但对其进行系统研究的报道极少. 我们前期

的研究已经证明, 免疫后胃炎的实质是免疫动

物受到H pylori攻击后早期增强的Th1反应的一

种表现, 他是伴发于抗H pylori感染免疫的组织

病理损伤. 免疫后胃炎和H pylori感染本身导致

的胃炎的实质是一样的, 但在时间上H pylori感
染本身导致的胃炎较免疫后胃炎明显延迟[8-11]. 
Sutton et al [7]报道, 对免疫动物用H. files攻击较

H pylori攻击可诱发更为严重的免疫后胃炎, 提
示免疫后胃炎严重程度受细菌因素影响. 虽然

免疫后胃炎在不同的动物模型包括悉生小猪、

雪貂、小鼠[1-2,7,12-13]中均有报道, 但是没有研究

对不同宿主的免疫后胃炎进行比较. 本研究对

C57BL/6和BALB/c 2种不同品系的小鼠予同样方

案免疫, 再用H pylori攻击, 结果发现2种小鼠免

疫保护程度无明显差异, 但C57BL/6小鼠的免疫

后胃炎程度重于BALB/c小鼠, 证明宿主因素也

会影响免疫后胃炎的严重程度. 
在H pylori自然感染的研究中, 许多文献报

道认为胃组织病理损害的严重程度与活动度均

与感染菌量呈正相关[14-16]. 那么在H pylori疫苗

免疫动物模型中, 用于攻击感染的细菌量是否

会对免疫后胃炎的严重程度产生一定影响呢? 
我们比较了不同攻击菌量对免疫后胃炎的影响, 

表  4  治疗组和对照组小鼠在免疫后不同时间点的H pylori 定植情况

     
                                                  尿素酶实验                                        H pylori 定植组织学评分 

                         3 wk     6 wk     12 wk     26 wk     35 wk     3 wk     6 wk     12 wk     26 wk     35 wk

对照组              2          2          2            2	           2          2.5        3          3           3            3

治疗组              1          1          1            0           0          1.5        1.5       0.5        0            0

分组

图  1  不同时间点各组小鼠胃体炎症、胃窦炎症评分结果. A: 小鼠胃体炎症; B: 小鼠胃窦炎症.
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图  2  不同时间点对照组和治疗组小鼠胃体炎症、胃窦炎症评分结果. A: 小鼠胃体炎症; B: 小鼠胃窦炎症.
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结果发现和单纯感染对照组相比, 3个免疫组在

H pylori攻击后5 wk胃黏膜H pylori定植量均明

显降低, 3个免疫组均出现较对照组更为严重的

胃炎, 5×107 cfu攻击菌量诱导的炎症程度重于

5×105 cfu攻击菌量. 这证明攻击菌量在早期可

以影响免疫后胃炎的严重程度. 由于H pylori是
一种黏膜感染, 在H pylori疫苗的研制中多数实

验采用黏膜免疫进行接种, 包括经口、经鼻黏

膜和直肠黏膜等途径[2,17-18]. 值得注意的是免疫

后胃炎多数出现于黏膜免疫途径接种的报道

中, 而在系统免疫途径中少有报道. 我们比较了

经口免疫和腹腔注射免疫两种不同免疫途径对

免疫后胃炎的影响, 结果发现经口免疫和腹腔

免疫两种途径达到的免疫保护程度无明显差异, 
两种免疫途径均导致了程度相似的免疫后胃

炎, 证明免疫后胃炎的产生与不同的免疫接种

途径无关. 在现有的报道中, 免疫后胃炎高峰期

大多数出现于免疫动物受到攻击的早期, 时间

从攻击后1 wk到3 mo不等[2-3,7,12], 随着H pylori
被清除, 免疫后胃炎逐渐减轻, 我们的研究也证

明在不同疫苗[8-11]、不同免疫宿主、不同免疫

途径的免疫/感染模型中免疫后胃炎的高峰期多

出现于攻击后5 wk, 以后炎症程度逐渐减轻. 但
是文献报道和本研究均发现, 虽然免疫后胃炎

在高峰期过后逐渐减轻, 但在现有的观察期内

(Goto et al [3]报道为18 wk, Ermak et al [2]报道为

54 wk, Sutton et al [7]报道为18 mo, 本研究最长

为35 wk), 免疫后胃炎并没有如预期的完全消

退, 而且随时间的推移免疫后胃炎和感染对照

组的炎症程度已没有明显差异. 对于H pylori减
少乃至清除后免疫后胃炎在一定时间内仍然持

续的原因, 有研究推测与自身免疫反应有关[19]. 
免疫后胃炎和H pylori感染本身导致的胃炎的实

质都是Th1反应的一种表现, 在Th1反应中产生

的一些细胞因子, 例如IFN-γ可以显著增加胃黏

膜上皮细胞MHCⅡ抗原的表达, 而过度表达的

MHCⅡ抗原可以将自身抗原提呈给免疫细胞从

而激发自身免疫反应. 自身免疫反应也可以解

释H pylori定植和免疫后胃炎产生部位的一些差

异, 因为H pylori多数定植于胃窦和窦体交界部

位的胃黏膜[20], 然而免疫后胃炎产生的部位却以

胃体和窦体交界部位的胃黏膜为主. 
有关免疫后胃炎的报道多数见于预防性免

疫实验, 在治疗性免疫实验中报道较少, 一些报

道表明随着H pylori的根除, 免疫动物的胃炎也

随之减轻[21-23]. 但Whary et al [13]对感染了鼬鼠螺

杆菌的雪貂进行免疫治疗, 却使雪貂的十二指

肠炎和溃疡等病理损害加重; Dieterich et al [24]

对感染海尔曼螺杆菌(H. heilmannii )的小鼠进

行免疫治疗, 结果使免疫小鼠胃黏膜细菌显著

减少的同时也加重了胃体黏膜萎缩; 近期Eaton 
et a l [25]所做的被动免疫治疗实验证明, 将免疫

C57BL/6小鼠的脾细胞转移给H pylori感染的联

合免疫缺陷(SCID)小鼠, 结果受体鼠在被动免疫

后出现了较单纯H pylori感染的C57BL/6小鼠更

为严重的胃炎, 这种炎症反应由细胞免疫介导, 
在免疫后9 wk达到高峰, 在免疫后45 wk随H 
pylori感染的清除而减退. 本研究也证实, 治疗性

免疫使免疫小鼠H pylori感染清除的同时也导致

了较对照鼠更为严重的胃炎, 这种炎症反应在

免疫后3-12 wk达到高峰, 免疫后26 wk减轻, 但
和预防性免疫实验类似这种炎症直到实验期结

束(免疫后35 wk)也没有完全消退, 炎症持续的

原因, 推测也与自身免疫反应有关. 对于治疗性

免疫导致免疫后胃炎的现象我们可以做如下解

释: 在治疗性免疫中, 已经存在的细菌感染对实

验动物而言相当于“初次免疫”, 而后来进行

的免疫治疗则相当于再次免疫; 再次免疫可以

导致机体产生更强的免疫反应, 在清除感染细

菌的同时也加重了胃黏膜炎症反应. 
总之, 我们证实了在不同的免疫宿主、免

疫途径和治疗性免疫中均存在免疫后胃炎. 免
疫后胃炎的强弱程度受免疫宿主和攻击菌量的

影响. 虽然到目前为止免疫后胃炎还没有在人

体实验中报道, 但仍然需要更多的尤其是临床

实验提供H pylori疫苗应用于人体的安全性的数

据. 
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Abstract
AIM: To investigate whether human L02 
hepatocytes can repopulate after implantation to 
the normal, immunocompetent rats treated with 
2-acetaminofluorene.

METHODS: Human L02 hepatocytes were in-
jected into the peritoneal cavities of fetal Sprague 
Dawley rats to induce immune tolerance. The 
2-week rats were injected with different doses 
of 2-acetaminofluorene or normal saline, and re-
ceived partial hepatoectomy. After 1, 1′-Diocta-
decyl-3, 3, 3′, 3′-tetramethylindocarbocyanine 
perchlorate (DiI) staining, the hepatocytes were 
implanted to the 3-week rats via the spleen. 
Immuno-fluorescent staining, reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR), S-P 
immunohistochemistry, and DiI staining were 
used to detect human albumin, human albumin 

mRNA and specific proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA) in the rat liver. The distribution 
of human L02 hepatocytes was observed under 
fluorescent microscope. The number and area 
density of PCNA-positive cells were quantified 
with the help of computer-assisted imgine ana-
lyzer.

RESULTS: All the examined indicators were not 
significantly different between the rats treated 
with 2-acetaminofluorene and normal saline. 
Dynamic distribution of human L02 hepatocytes 
in the rat livers was observed from wk 1 to 10 
after implantation. Human albumin and human 
albumin mRNA were detected from wk 2 to 8 af-
ter implantation and the peak content appeared 
at the 4th wk. Specific human PCNA was detect-
ed in the rat livers from wk 2 to 6 after implanta-
tion. There were the most PCNA-positive cells 
at the 4th wk. Nonspecific PCNA was detected in 
the rat livers from wk 1 to 8 after implantation.

CONCLUSION: Human L02 hepatocytes can not 
significantly repopulate after implantation to 
the normal, immunocompetent rats treated with 
2-acetaminofluorene. Human L02 hepatocytes 
can survive for 10 wk after implantation, and 
exhibit unique hepatic biochemical functions for 
8 wk.

Key Words: Chimeric liver; L02 hepatocytes; Animal 
model; Implantation; Rats

Lin H, Mao Q, Wang YM, Jiang YG, Deng GH, Jiang L, 
Li JG, Liu GD. Repopulation of human L02 hepatocytes 
in tolerant rats treated with 2-acetaminofluorene. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(23):2281-2287

摘要
目的: 应用2-乙酰氨基芴(2-acetaminofluorene, 
2-AAF), 研究L02细胞移植到具有正常免疫性
的大鼠肝内的存活与增殖情况. 

方法: SD大鼠出生前宫内ip正常人L02肝细
胞, 诱导胎鼠对L02肝细胞产生免疫耐受, 出
生2 wk时分别ip小(1.2 mg/kg)、中(13 mg/
kg)、大剂量(30 mg/kg)2-乙酰氨基芴或生理
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■背景资料
人鼠嵌合肝是将
人肝细胞移植到
受体鼠肝脏内建
立的动物模型, 但
是, 直接给予受体
鼠移植人肝细胞, 
移植细胞的存活
数量与时间很有
限, 移植细胞在受
体肝内的增殖是
其存活及发挥功
能的关键, 要建立
稳定持久的人鼠
嵌合肝动物模型, 
必须提高移植细
胞的增殖能力.



盐水, 隔日行2/3肝切除术, 同时经脾移植DiI
染色后的人L02肝细胞, 建立2-AAF/PH肝细胞
增殖模型. 采用免疫荧光、RT-PCR、免疫组
化、DiI荧光示踪等方法, 在不同时相分别检
测人白蛋白、人白蛋白mRNA、增殖细胞核
抗原(PCNA)以及在荧光显微镜下观察人L02
肝细胞在鼠肝内的分布, 并采用计算机图像分
析系统分析不同时相PCNA阳性细胞的数密
度和面积密度. 

结果: 2-乙酰氨基芴实验组(小、中、大剂量)
的各项检测, 均与对照组无明显区别; 于移植
后1, 2, 4, 6, 8, 10 wk在荧光显微镜下观察到
人L02肝细胞在鼠肝内的动态分布; 移植后2, 
4, 6, 8 wk大鼠均检测出人白蛋白及人白蛋白
mRNA; 移植后2, 4, 6 wk检测出特异性人增殖
细胞核抗原PCNA, 移植后1, 2, 4, 6, 8 wk检测
出非特异性PCNA.

结论: 2-AAF/PH模型中, 2-乙酰氨基芴对移
植L02细胞无明显增殖作用; L02细胞在2-乙
酰氨基芴处理人鼠嵌合肝动物模型中存活
10 wk, 产生白蛋白功能持续8 wk.

关键词: 嵌合肝; L02肝细胞; 动物模型; 移植; 大鼠

林沪, 毛青, 王宇明, 蒋业贵, 邓国宏, 蒋黎, 李俊刚, 刘国栋. L02

细胞在2-乙酰氨基芴处理大鼠肝中的增殖.  世界华人消化杂志  

2006;14(23):2281-2287

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2281.asp

0  引言

移植细胞在受体肝内的增殖是其存活及发

挥功能的关键 ,  必须提高移植细胞的增殖能

力 ,  才能建立稳定持久的人鼠嵌合肝动物模

型 [1].  研究认为 ,  移植细胞要大量增殖 ,  必须

满足2个条件 :  移植肝细胞有更强的生长优

势 ;  受体细胞的更新必须超过正常肝细胞更

新水平, 二者相辅相存的 [2]. 前者常用肝脏毒

性药物: 倒千里光碱等生物碱、2-乙酰氨基芴

(2-AAF)、dipin、呋喃(furan)、丝裂霉素、DDC 
(3'5-diethoxycarbonyl-1, 4-dihydrocollidine)、烯

丙醇、甲基亚硝基氨(DEN)等[3-6], 可阻断受体肝

细胞进入再生周期; 后者常采用四氯化碳、2/3
肝切除(partial hepatoectomy, PH)等[7-8]再生刺激

作用, 二者共同促进移植肝细胞增殖.
2-AAF与PH联合, 即卵圆细胞活化的基本

模型[9], 目前国内外多用2-AAF抑制肝细胞的增

殖, 在肝细胞再生需求下, 促进卵圆细胞的活化, 
但是否能促进人鼠嵌合肝中移植细胞的增殖却
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少有报道. 我们将诱导免疫耐受的大鼠首先ip 
2-AAF, 2 wk后行PH, 同时经脾移植DiI染色后

的L02细胞, 建立2-AAF/PH肝细胞增殖模型; 采
用免疫荧光、RT-PCR、免疫组化、DiI荧光示

踪以及计算机图像分析系统等方法, 检测嵌合

于具有正常免疫活性大鼠肝内人L02细胞的存

活、增殖情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 生育期SD大鼠6只, 购自第三军医大学

实验动物中心. 选择大鼠孕龄15-17 d, 体质量

250-300 g者为实验对象. L02细胞属于人正常肝

细胞, 购自中国科学院上海细胞生物学研究所. 
加入胰酶酶解后, 1100 r/min, 离心3 min, 重新

混悬. 血细胞计数板计算肝细胞的数量, 台盼蓝

拒染法计算存活率, 超过80%的用于实验.
1.2 方法 诱导胎鼠免疫耐受: 对孕龄15-17 d的6
只SD大鼠进行乙醚吸入麻醉. 自孕鼠腹白线逐

层依次剪开, 暴露子宫. 用1 mL注射器将50 μL
人L02细胞培养液(含1×108个细胞)缓慢经孕鼠

子宫壁注射到胎鼠腹腔内, 缝合腹腔. 至孕鼠自

然生产. 药物配制: 2-AAF用M400的聚乙二醇

溶解, 该溶剂毒性小. 实验分组与药物注射: 6只
SD孕鼠共产胎鼠约60只, 均分为实验组和对照

组大鼠. 实验组免疫耐受胎鼠, 出生2 wk腹腔内

注射2-AAF, 分小(1.2 mg/kg)、中(13 mg/kg)、
大剂量组(30 mg/kg), 各分配约10只, 考虑到

2-AAF对肝细胞的抑制有累积剂量依赖性[10], 分
别按小剂量组每日连续注射, 共7针; 中、大剂

量组隔日注射, 共4针. 对照组免疫耐受鼠, 出生

2 wk ip生理盐水, 其余与药物组同. 实验组与对

照组于注射结束后第2天, 乙醚麻醉下行PH并

经脾移植DiI染色的L02肝细胞培养液100 μL (1
×1012/L). PH: 大鼠在乙醚吸入麻醉下. 自腹白

线暴露肝脏, 用细丝线分别结扎左前叶、右前

叶、右后叶及尾叶后切除, 保留肝中叶, 腹腔青

霉素抗炎. DiI荧光染色: 具体方法见文献[11], 标
记细胞经4 g/L台盼蓝染色计数后, 用PBS液调

整细胞浓度为1.0×1012/L; 于荧光显微镜诺丹明

滤片下进行荧光观察并照相后送移植. L02细胞

移植: 出生2 wk的实验组胎鼠, 乙醚吸入麻醉, 
自孕鼠腹白线逐层剪开, 暴露脾, 自脾系膜缘进

针, 向脾体和脾尾方向, 将100 μL经DiI染色的

L02细胞培养液缓慢注入, 轻压注射点, 防止出

血和渗液. L02细胞移植后1 wk取标本, 2 wk开
始每2 wk取1次标本, 至10 wk结束, 每次每组
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■研发前沿
目前常用肝脏毒
性药物首先阻断
受体细胞的细胞
周 期 ,  抑 制 其 增
殖, 联合再生刺激
作用, 二者共同促
进移植肝细胞增
殖. 本研究采用卵
圆细胞活化的基
本模型, 即2-AAF
与部分肝切除术
联合, 观察2-AAF
促进人鼠嵌合肝
中移植细胞的增
殖能力.



林沪, 等. L02细胞在2-乙酰氨基芴处理大鼠肝中的增殖                                                                                                 2283

www.wjgnet.com

取4只大鼠收集标本. 大鼠在乙醚吸入麻醉下行

肝部分切除术, 新鲜肝组织送冰冻切片, 在荧光

显微镜诺丹明滤片下观察; 部分组织用40 g/L中
性甲醛固定, 石蜡包埋切片. 术后大鼠继续喂养. 
用DiI染色L02肝细胞后, 移植前于荧光显微镜诺

丹明滤片下观察; L02细胞移植后, 大鼠取新鲜

肝组织送冰冻切片, 在荧光显微镜下观察．

1.2.1 免疫荧光检测肝组织人白蛋白  采用链

霉菌亲生物素蛋白-过氧化酶法(strept avidin-
biotin immunostaining, SP)免疫组织化学染色(中
山公司PV-6002试剂盒). 新鲜肝组织用冰冻切

片4-8 μm, 室温放置30 min后, 入4℃丙酮固定

10 min, 37℃下100 mL/L封闭血清孵育20 min, 
滴加鼠抗人白蛋白mAb(Sigma公司, 滴度1∶
400), 37℃孵育60 min或4℃过夜, 加荧光标记二

抗, 异硫氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate, 
FITC)标记山羊抗大鼠IgG(滴度1∶100), 37℃暗

室下孵育45 min. 用900 mL/L缓冲甘油封片, 荧
光显微镜下用蓝色滤光片观察. PBS替代一抗作

阴性对照．

1.2.2 检测肝组织特异性人PCNA 采用SP免疫

组织化学染色. 新鲜肝组织用40 g/L中性甲醛

固定, 石蜡包埋后切片, 60℃烤箱中烤1-2 h, 脱
蜡至水, 加入含0.5 g/L的Triton×100的PBS, 室
温下孵育5 min, 37℃下30 mL/L过氧化氢孵育

20 min, 特异性人PCNA mAb (Chemicon公司, 
滴度1∶200)或非特异性PCNA mAb(滴度1∶
200, 检测所有脊椎动物)4℃过夜, 然后加聚合物

辅助剂和辣根酶标记羊抗鼠IgG多聚体. 底物用

DAB显色, 苏木素复染, 中性树胶封片, 光镜下

观察. PBS替代一抗作阴性对照. 采用LeicaQWin
计算机图像分析系统, 在100倍PCNA免疫组化

切片下, 每个切片随机选取5个测量区域, 计算

在不同时相PCNA阳性细胞的数密度(个/μm2)和
面积密度(μm2/μm2).
1.2.3 RT-PCR检测鼠肝组织人白蛋白mRNA 按 
Trizol提取RNA试剂说明进行, 采用BioDev公司

RT-PCR试剂盒的两步法逆转录和扩增反应, 引
物由大连Takara公司设计合成. 人白蛋白mRNA
引物, 正向引物Hs: 5'-TCGACAACGGCTCCGG
CAT-3', 逆向引物Ha: 5'-AAGGTGTGGTGCCA
GATTTTC-3', 扩增目的片段为241 bp; 正常大

鼠白蛋白mRNA引物, 正向引物Rs: 5'-CGGTTT
AGGGACTTAGGAGAACAGC-3', 逆向引物Ra: 
5'-ATAGTGTCCCAGAAAGCTGGTAGGG-3', 
扩增目的片段为388 bp. 扩增条件: 94℃预变性

5 min, 94℃变性50 s; 55℃退火50 s; 72℃延伸

1 min; 共32个循环, 最后72℃延伸8 min. 采用

未加入AMV反转录酶的扩增作为阴性对照以排

除假阳性的可能. 产物经15 g/L琼脂糖凝胶电

泳, 溴化乙锭染色后于凝胶成像仪上获取图像.
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 采用

SPSS 10.0统计分析软件, 两均数的比较采用配

对t检验.

2  结果

由于实验鼠太小, 无法活体取肝组织且不易继

续喂养, 故在实验鼠出生2 wk时经脾移植L02细
胞. 实验组1只大鼠因麻醉过量死亡; 对照组2只
大鼠因麻醉过量死亡. 从未纳入实验和对照组

的胎鼠中选取, 继续给药实验. 其余大鼠营养及

生长状况良好.
2.1 DiI荧光示踪 DiI染色的阳性细胞在绿色滤

光片下显示红色荧光. 细胞均匀着色呈圆形或

椭圆形, 不能区分胞核与胞质. 3种剂量实验组

和对照组未见明显区别. 实验组或对照组的4只
实验大鼠1, 2, 4, 6, 8 wk均可检测出, 10 wk每
组有2至3只大鼠仍可见较微弱的荧光细胞, 其
他1至2只为阴性, 每组4只大鼠12 wk均未再检

出. 早期时相L02细胞分布在受体鼠肝内的门静

脉区域, 聚集成团分布, 以后逐渐扩散到肝实质

区域. 荧光细胞数目逐渐减少, 亮度逐渐减弱, 
维持10 wk左右, 最后留下细胞核呈现点状荧

光, 逐渐消失. 移植后1 wk的DiI荧光显示: 荧光

染色区域较多, 有的区域密集分布, 荧光亮度大, 
提示移植的L02肝细胞较多, 说明刚从脾转移到

肝的L02细胞尚未弥散; 有的区域散在分布, 提
示移植的L02肝细胞相对较少. 移植后2 wk和
4 wk的DiI荧光显示: 荧光染色区域较多, 未见

密集分布, 可见荧光散在分布, 说明从脾转移到

肝的L02细胞已逐渐弥散分布. 移植后8 wk的
DiI荧光显示: 荧光细胞较少, 可见少量荧光点状

分布, 荧光亮度明显减弱(图1).
2.2 鼠肝组织中人白蛋白 FITC标记荧光二抗, 阳
性细胞在蓝色滤光片下显示为绿色荧光, 与周

围大鼠肝细胞界限清楚, 胞核未着色. 3种剂量

实验组和对照组未见明显区别. 移植L02细胞后

2 wk的大鼠肝组织中即能检测到合成人白蛋白

的L02细胞; 实验组的4只实验大鼠2, 4, 6 wk均
可检测出合成人白蛋白的L02细胞, 以4 wk发现

绿色荧光细胞最多; 8 wk有3只大鼠可见绿色荧

光细胞, 1只为阴性, 4只大鼠10 wk均未再检出

■创新盘点
在诱导免疫耐受
的人鼠嵌合肝动
物 模 型 基 础 上 , 
应用肝毒性药物
2-AAF, 抑制受体
肝细胞的增殖, 明
确其提高移植细
胞 增 殖 功 能 .  同
时, 对人鼠嵌合肝
中移植细胞进行
多样化检测: DiI
示踪法动态显示
其生存及分布; 免
疫荧光证实移植
细胞具有一定的
生物学功能; 免疫
组 化 对 P C N A 的
检测, 及计算机细
胞图像分析系统
定量分析数密度
和面积密度反映
了移植细胞的增
殖情况.
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(图2).
2.3 PCNA 实验组和对照组各取两份切片, 分组

为: 实验组1: 一抗为特异性人PCNA mAb. 特异

性人PCNA阳性的细胞核, DAB显色后均为棕色, 
其实验组和对照组无区别. 移植L02细胞后1 wk
的大鼠肝组织中未能检测到特异性人P C N A; 
2 wk才能检测到特异性人PCNA; 每组4只实验

大鼠2, 4, 6 wk均可连续检测出特异性人PCNA, 
以4 wk发现PCNA阳性细胞最多, 4只大鼠8 wk
均未再检出. 实验组2: 一抗为非特异性PCNA 
mAb. 非特异性PCNA阳性的细胞核, DAB显色

后亦为棕色, 其实验组和对照组亦无区别. 移植

L02细胞后1 wk的大鼠肝组织中即能检测到特

异性人PCNA; 每组4只实验大鼠1, 2, 4, 6, 8 wk
均可连续检测出大量非特异性人PCNA(图3). 

PCNA的细胞图像分析, 实验组1与对照组1比较

无统计学差异(P >0.05), 实验组2与对照组2比较

无统计学差异 (P >0.05, 表1).
2.4 RT-PCR检测人白蛋白mRNA 实验组和对

照组均于移植后2, 4, 6, 8 wk检测出人白蛋白

mRNA. 分别采用人和大鼠白蛋白mRNA引物作

RT-PCR时, 可在实验大鼠肝组织中检测到相应

的人白蛋白mRNA条带(241 bp)及大鼠白蛋白

mRNA条带(388 bp)(图4).

3  讨论

肝细胞脾内植入后, 50%-65%随门脉血流迁移

到受体肝窦, 但其中大约70%被门静脉血内的巨

噬细胞清除, 残留的移植肝细胞在穿过肝窦内

皮层时失去其细胞膜缝隙连接, 这些细胞合成

A B C

D E F

图  1  DiI染色L02细
胞荧光图像(×200). 
A, B, C: 实验组移植

1, 4, 8 wk; D, E, F: 

移植1, 4, 8 wk.

A B C 图  2  鼠肝组织中胞
质呈绿色的L02细胞的
免疫荧光(×400). A: 

正常鼠肝组织; B: 实验

组移植4 wk鼠肝组织; 

C: 对照组移植4 wk鼠

肝组织.

     

表  1  大鼠不同时相PCNA的数密度和面积密度(mean±SD, n  = 4)

                                                      分组	             1 wk	    2 wk	             4 wk	    6 wk	             8 wk

数密度(10-4  个/μm2)               实验组1                                    0.14±0.03       0.43±0.04      0.26±0.08

                                              对照组1	                               0.12±0.06	      0.52±0.07      0.11±0.03	

                                              实验组2	      6.26±1.07       5.79±0.75       6.32±0.84       7.58±1.17       5.18±1.03

                                              对照组2	      5.17±1.05       7.42±1.22       5.86±1.12       4.46±1.03       6.33±0.75

面积密度(10-4 μm2/μm2)        实验组1	                               1.58±0.27       2.36±0.26       1.17±0.22	

                                              对照组1		                1.38±0.47	      2.25±0.33       1.74±0.46	

                                              实验组2	      54.6±2.56        49.9±3.37	      52.7±4.46       47.5±3.58	      51.4±3.27

                                              对照组2	      52.6±1.73        67.2±2.34	      62.8±1.83       55.2±1.47	      68.3±1.73

■应用要点
本研究证实, L02
细胞宫内诱导胎
鼠产生免疫耐受, 
出生后移植到实
验鼠肝内, 移植细
胞可以在嵌合鼠
体内整合、增殖, 
并具有一定的生
物学功能 ;  但是 , 
2-AAF不能促进
移植肝细胞的增
殖, 有待进一步应
用其他方法. 建立
长期稳定的动物
模型, 从理论和实
践中都能够证明
人鼠嵌合肝动物
模型的应用前景, 
构建在正常免疫
系统基础上的动
物模型, 可为进一
步研究病毒感染
免疫应答、致病
机制、抗病毒治
疗等提供新的方
法.
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血管内皮生长因子及获得细胞膜再生[12], 在移

植5 d后可观察到移植的肝细胞与宿主肝细胞

间的缝隙连接及胆管样结构的重构, 意味着移

植细胞成功整合需要5 d以上[13-14]. 移植肝细胞

与宿主肝整合后, 才可表达出白蛋白、胆汁的

代谢和酶等功能. 我们在1 wk未能测出人白蛋

白及特异性人PCNA, 而荧光示踪可见阳性, 提
示移植L02细胞虽已转移并整合至鼠肝内, 但尚

未具备合成白蛋白和增殖的功能. 肝细胞的主

要功能之一是合成白蛋白, 所以白蛋白的合成

是判断肝细胞功能非常敏感的指标, 其含量与

有功能的肝细胞数量成正比. 许多研究将其作

为衡量成熟肝细胞数量的指标[15]. 我们采用免

疫荧光技术和RT-PCR, 从移植后2, 4, 6, 8 wk嵌
合肝大鼠肝组织中检测出人白蛋白和人白蛋白

mRNA, 证明L02细胞不仅在大鼠肝组织中存活, 
而且具有正常人肝细胞一定的生物学功能. 既
往研究表明, 肝细胞移植后的免疫排斥反应一

般发生在移植后3 wk[16], 我们的实验发现L02细
胞移植后8 wk仍具有合成白蛋白的功能. 因此, 
本实验在诱导免疫耐受基础上进行的人肝细胞

异种移植, 移植细胞的消亡不是因为与宿主的

免疫排斥反应, 而是移植细胞有限的增殖能力[17]. 
但实验同时发现, 2-AAF实验组(小、中、大剂

量)均与对照组无显著区别, 证明2-AAF对移植

L02细胞无明显增殖作用. 

A B

C D

图  3  肝组织中胞核PCNA呈棕色的L02细胞(SP×200). A: 正常鼠肝; B: 非特异性PCNA作一抗; C: 实验组; D: 对照组.

   1       2       3      4       5       6        7
bp

400
300
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图  4  RT-PCR检测肝组织人白蛋白和鼠白蛋白mRNA. 1: 标

准分子质量DNA Marker; 2, 3: 正常大鼠肝; 4, 5: 人肝; 6, 7: 

嵌合鼠肝; 2, 4, 6: 大鼠白蛋白mRNA引物, 2对照组大鼠及

6实验大鼠肝组织中均出现鼠白蛋白mRNA, 扩增目的片段

388 bp; 而4为人肝组织未出现相应扩增产物; 3, 5, 7: 人白蛋

白mRNA引物, 3对照组大鼠肝组织未出现扩增产物, 5为人

肝组织和7为实验大鼠肝组织均出现人白蛋白mRNA, 扩增

目的片段241 bp.

亲脂性碳花青荧光染料DiI标记整个细胞[18], 
对活体细胞无毒性, 不会影响细胞活性和基本

生理特性, 不从已标记的细胞转移到未标记的

细胞, 且荧光衰减慢[19]. 有报道标记的神经元在

体外保持4 wk以上, 而体内保持活性9 mo以上, 
仍没有明显衰减和向周围的神经元细胞转移[20]. 
运用DiI对SD大鼠进行脾内肝细胞移植示踪观

察, 发现经DiI标记的肝细胞容易从宿主组织中

辨认出来, 荧光L02细胞移植到鼠肝后, 数目逐

渐减少, 亮度逐渐减弱, 不同时相的DiI及免疫

组化均显示了L02细胞的分布: 移植的L02细胞

■名词解释
人鼠嵌合肝是利
用人肝细胞异种
移植方法建立的
新型动物模型, 是
人肝细胞移植后
在受体鼠体内存
活、增殖, 并具有
其正常的生物学
功能. 诱导免疫耐
受建立的人鼠嵌
合肝动物模型, 可
进行已知和未知
肝炎致病因子的
研究.
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首先到达受体鼠肝内的远端门静脉区域和肝窦, 
聚集成团分布, 以后逐渐扩散到肝实质区域, 并
呈散在分布[21]. 3种剂量实验组和对照组结果未

见明显区别. 移植10 wk的荧光点基本消失, 可
能是残余移植细胞活性下降, 也可能意味着细

胞死亡或其碎片为吞噬细胞吞噬. 该荧光剂显

示时间较长, 较好显示了L02细胞整合后的存活

情况. 同时, 通过免疫组化和免疫荧光发现, 植
入肝细胞还表达了合成白蛋白及增殖功能. 

我们应用的肝毒性药物2-AAF是一种致癌

药物, 他在肝细胞内可被Ⅰ相代谢酶分解为具

有肝细胞毒性的N -羟基衍生物, 该物质为细胞

有丝分裂的抑制剂, 可有效抑制肝实质细胞的

增殖. 胆管上皮细胞及幼稚的肝卵圆细胞内富

含Ⅱ相酶, 可将肝细胞致癌剂解毒, Ⅰ相酶的含

量则极低, 故2-AAF不能抑制此类细胞的增殖. 
此时给予PH, 在肝细胞再生需求下, 由于2-AAF
抑制了肝细胞的增殖, 促进胆管上皮细胞向卵

圆细胞大量增殖[22]. 70% PH是最常见的大鼠肝

再生模型, 肝严重损伤后的再生主要是肝前体

细胞即卵圆细胞或小肝细胞的增殖与分化的

过程, 可能少量的成熟肝细胞通过大量增殖来

参与肝脏的再生与修复[23]. 2-AAF是常用于卵

圆细胞活化的肝毒性药物, 阻断受体肝细胞的

DNA合成, 从而抑制肝细胞的增殖[24-25], 在肝细

胞再生需求下, 可促进卵圆细胞的活化, 但是否

能促进移植细胞在嵌合肝中的增殖却少有报道. 
计算机图像分析和统计学分析, 检测不同时相

PCNA细胞的数密度和面积密度. PCNA在静止

期细胞中量很少, G1晚期开始增加, S期达到高

峰[26]. 可作为评价移植肝细胞增殖状态的指标[27]. 
我们从移植后2, 4, 6 wk大鼠肝组织中检出细胞

核为棕色的特异性人PCNA阳性细胞, 表明此期

间嵌合鼠体内有处于增殖期的人肝细胞存在. 
特异性人PCNA作一抗时, 实验组与对照组在时

间和数量上均无明显差异, 说明2-AAF虽能抑制

受体肝细胞增殖, 促进卵圆细胞的增殖分化, 但
未能促进移植肝细胞的增殖; 4 wk PCNA细胞

数量最多, 提示移植肝细胞在4 wk时增殖能力

最高; 8 wk PCNA细胞基本消失, 即L02细胞增

殖能力消失, 但荧光与组化显示, 仍存在活的移

植细胞并具备一定的功能. 非特异性PCNA作一

抗时, 实验组与对照组也无明显差异, 自1 wk出
现阳性胞核后, 不同时相检测一直持续存在且

数量很多, 说明鼠肝细胞在行PH后迅速表现出

强烈的增殖趋势, 对照组受体肝细胞及移植肝

细胞均开始增殖, 由于此类模型可能以卵圆细

胞增殖为主, 且移植肝细胞数量远远少于受体

肝细胞, 所以, PH促进L02细胞的增殖能力非常

有限[28]; 实验组由于2-AAF广泛破坏受体肝细胞

的DNA合成, 使受体肝细胞增殖受阻, 而此类模

型可能以卵圆细胞增殖为主, 即使阻断了受体

成年肝细胞增殖, L02细胞的增殖比例仍然很小. 
由于移植肝细胞数量在嵌合肝中比例很小, PH
促进L02细胞增殖的数量很少, 所以, 非特异性

PCNA在1 wk出现, 而特异性人PCNA在1 wk未
能发现, 且在相应时相, 特异性人PCNA与非特

异性PCNA比较数量明显稀少. 
本研究证实, L02细胞宫内诱导胎鼠产生免

疫耐受, 出生后移植到实验鼠肝内, 可成功建立

针对移植物耐受的动物模型, 移植的L02细胞可

以在嵌合鼠体内整合、增殖, 并具有一定的生

物学功能; 但是, 2-AAF不能促进移植肝细胞的

增殖, L02细胞在正常免疫活性的大鼠肝内存活

未超过10 wk. 为提高移植肝细胞在宿主肝内的

生存时间和比例, 有待进一步应用其他方法促

进移植肝细胞的增殖, 从而建立长期有效的动

物模型. 
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Abstract
AIM: To clone rat pim-3 cDNA and construct its 
eukaryotic expressing plasmid, and to investi-
gate the expression of pim-3 and its effect on the 
apoptosis in SMMC-7721 cells.

METHODS: Total RNA was isolated from rat 
skeletal muscle tissues with TRIzol method. 
pim-3 cDNA was obtained by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
constructed into eukaryotic expression vector 
pEGFP-N2, which expressed green fluorescent 

protein. The recombinant pEGFP-N2/pim-3 was 
then transformed into E.coli JM109 host bacte-
ria. After identified by restriction endonuclease 
digestion and sequencing, plasmid pEGFP-N2/
pim-3 was transfected into SMMC-7721 cells by 
liposome mediation. Fluorescent microscopy 
was used to examine the expression of pim-3 
gene, and the biological behaviors of the trans-
fected cells were tested by flow cytometry and 
MTT colorimetric assay.

RESULTS: Restriction enzyme digestion analy-
sis and sequencing showed that the recombinant 
plasmid of rat pim-3 was correctly constructed; 
Flow cytometry showed the apoptosis rate was 
3.48% in the cells transfected with the recom-
binant plasmid pEGFP-N2/pim-3, 10.74% in 
those transfected with the plasmid pEGFP-N2, 
and 11.01% in those without transfection. There 
were signicant differences between the recom-
binant plasmid transfected group and the other 
two control groups (both P < 0.05). Fluorescent 
microscopy and MTT showed that pim-3 was ex-
pressed in SMMC-7721 cells and the apoptosis of 
the transfected cells was significantly inhibited.

CONCLUSION: pim-3 gene is successfully 
cloned, and it can induce apoptosis of hepatocel-
lular carcinoma cells.

Key Words: Liver cancer; Pro-oncogene pim -3; 
Clone; Apoptosis; Fluorescent microscopy; Flow cy-
tometry; MTT colorimetric assay

Deng H, Liu LM, Zhang JX, Luo J, Yin D, Xiong Y, Tang 
L, Xie ZY. Cloning of pro-oncogene pim-3 cDNA and 
its effect on apoptosis of hepatocellular carcinoma cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(23):2288-2293

摘要
目的: 克隆大鼠原癌基因pim -3并构建真核表
达重组质粒pEGFP-N2/pim -3, 观察他在真核细
胞SMMC-7721中的表达情况以及对细胞凋亡
的影响. 

方法:  利用T R I z o l从液氮保存的大鼠骨骼
肌组织中提取总RNA, 采用RT-PCR方法获

®

■背景资料
P i m 蛋 白 广 泛 表
达于人类各种组
织 细 胞 中 ,  并 且
能够磷酸化多种
在细胞凋亡、细
胞周期调控中起
着重要作用的细
胞 因 子 ,  从 而 在
肿瘤发生及发展
过程中发挥着重
要的作用. 目前对
于Pim-1激酶的研
究 较 为 深 入 ,  但
对 于p i m 家 族 的
最新成员: pim -3
仍 知 之 甚 少 ,  本
实验在国内首次
成 功 的 克 隆 出
pim -3基因, 并重
点研究了Pim-3激
酶对人肝癌细胞
SMMC-7721凋亡
的影响.
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取pim -3 cDNA, 并构建重组质粒pEGFP-N2/
pim -3, 转化用CaCl2法制备的大肠杆菌JM-109
菌株, 酶切以及测序鉴定. 将重组质粒通过脂
质体介导转染肝癌SMMC-7721细胞后利用倒
置荧光显微镜观察基因表达情况, 并利用流式
细胞术及MTT比色实验对转染细胞的生物学
行为进行检测. 

结果: 将RT-PCR产物全部用于低熔点琼脂糖
凝胶电泳、回收, 在DL 2000 Marker 1000 bp
附近可见清晰条带, 与实验设计符合; 阳性
克隆质粒的酶切电泳和测序结果表明, 大鼠
pim -3 cDNA的克隆和重组质粒pEGFP-N2/
pim -3的构建成功; 重组质粒pEGFP-N2/pim -3
转染组凋亡细胞占3.5%, 质粒pEGFP-N2转染
组凋亡细胞占10.7%, 而仅加入转染液的空白
组凋亡细胞占11.0%, 重组质粒转染组与两对
照组之间差异有统计学意义(P <0.05); 倒置荧
光显微镜可以观察到pim -3在SMMC-7721细
胞中的正常表达; MTT比色实验显示原癌基
因pim -3能够明显抑制细胞凋亡.

结论: 真核表达重组质粒pEGFP-N2/pim -3构
建成功; 原癌基因pim -3能明显抑制肝癌细胞
凋亡.

关键词: 肝癌; 原癌基因pim -3; 克隆; 凋亡; 荧光显

微镜; MTT比色试验; 流式细胞术
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0  引言

原癌基因pim家族已发现3个成员: pim -1, pim -2
和pim -3, 目前对于pim -1的研究较为深入, 他
编码的丝/苏氨酸激酶(serine/threonine kinase): 
P im-1包含一个被称为ATP锚的活化位点, 属
于钙/钙调蛋白调节激酶(calcium/calmodulin-
regulated kinase, CAMP), 在多细胞组织的进化

过程中高度保守[1]. 他广泛的分布于各种正常

的组织细胞中, 是多种关键性信号传导通路的

重要组成部分, 如: C-myc, STATs, Bcl-2等[2-4], 
P im-1激酶能通过一个保守的甘氨酸环状模序

(motif)磷酸化众多的特异性底物, 从而抑制细胞

凋亡, 最终导致肿瘤细胞的出现[5].
而对于原癌基因pim -3的研究成果, 仅限于

Fujii et al [6]成功克隆出的pim -3基因全长cDNA核

苷酸序列. Pim-3激酶是否与Pim-1激酶一样能通

过抑制细胞凋亡来促进肿瘤的发生, 以及二者

之间的作用机制有何异同等问题, 目前尚不得

而知. 为了研究Pim-3激酶对细胞凋亡的影响, 并
进一步探讨其具体作用机制以及应用于临床疾

病治疗的可能途径, 我们从Wistar大鼠的骨骼肌

组织中克隆出pim -3基因, 并将其重组入真核表

达载体pEGFP-N2内, 通过转染肝癌SMMC-7721
细胞、倒置荧光显微镜观察细胞内绿色荧光蛋

白(green fluorescent proein, GFP), 来研究Pim-3
激酶在真核细胞内的的表达、定位及其具体的

生物学功能, 并为进一步研究如何利用构建成

功的重组质粒pEGFP-N2/pim -3能够抑制细胞凋

亡的特性, 为治疗目前临床缺乏有效治疗手段

的急性肝损伤、肝衰竭等疾病提供分子生物学

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年♂Wista r大鼠, 体质量200
±10 g, 南昌大学医学院动物科学部提供. 实
验前1 wk领取动物, 分笼饲养, 给予自由进食

和饮水. 室温维持25℃, 并每隔12 h开灯照明. 
TRIzol试剂, ThermoScriptTM reverse transcriptase, 
Lipofectamine 2000, RPMI 1640培养基购自美

国Invitrogen公司; olig(dT)15, 1 kb DNA step 
ladder marker, 限制性核酸内切酶Eco RⅠ和Kpn
Ⅰ, Wizard SV gel and PCR Clean-Up System Kit, 
Wizard PureFection Plasmid DNA Purification 
System, T4 DNA连接酶均购自美国Promega
公司; LA TaqTM DNA聚合酶, dNTP Mixture(各
2.5 mmol/L), DL 2000 marker为日本TaKaRa公
司; 质粒pEGFP-N2和E.coli  JM109菌株为本实验

室保存; 肝癌SMMC-7721细胞株购自上海细胞

研究所; 胎牛血清为美国Gibco公司产品; 引物

由上海Sangon公司合成; 无内毒素质粒小提取

试剂盒(离心柱型)购自北京Tiangen生化科技有

限公司.
1.2 方法 

1.2.1 RT-PCR获得目的基因pim -3 cDNA片段 
根据NCBI GenBank (NM_022602)收录的大鼠

pim -3 mRNA序列, 借助Primer Premier 5.0软件

(PremierBiosoft, USA)设计引物如下: 正义引物: 
5'-TAT GAA TTC GAT GCT GCT GTC C-3'; 反
义引物: 5'-TAT GGT ACC TCA AGC TCT CAC 
TGC-3'.

分别在正义引物和反义引物的5 '末端引

入了限制性核酸内切酶Eco RⅠ和Kpn Ⅰ识别

■创新盘点
1 首次在国内成
功 克 隆p i m - 3 基
因 ,  并 构 建 真 核
表 达 重 组 质 粒
pEGFP-N2/pim -3.
2 重点研究pim -3
基因对于人肝癌
细胞SMMC-7721
凋亡的影响.
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序列(下划线所示), 扩增产物长度为998 bp. 总
RNA提取自成年Wistar大鼠骨骼肌组织, 按照

TRIzol试剂说明书的操作步骤进行. 逆转录为

cDNA后使用TaKaRa公司的LA Taq扩增Pim-3蛋
白编码区域, 建立50 μL反应体系如下: LA Taq 
(5 U/μL) 0.5 μL, 2×GC BufferⅠ 25 μL, dNTP 
Mixture(各2.5 mmol/L) 8 μL, 逆转录产物2 μL, 
上、下游引物(20 μmol/L)各1 μL, 补去离子水

至50 μL. 扩增条件: 95℃预变性5 min; 94℃变

性1 min; 55℃退火1 min 10 s; 72℃延伸1 min; 
35个循环后72℃延伸2 min. PCR产物全部加入

10 g/L低熔点琼脂糖凝胶进行电泳检测, 并用

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System试剂盒

纯化回收目的片段, 操作步骤同说明书.
1.2.2 重组质粒pEGFP-N2/pim -3的构建与鉴定  
扩增产物纯化回收后用Eco RⅠ和Kpn Ⅰ酶过

量酶切, 酶切产物经10 g/L低熔点琼脂糖凝胶

电泳、纯化回收, 与同样经Eco RⅠ和KpnⅠ双

酶切后的线性pEGFP-N2质粒利用T4 DNA连接

酶, 按照1∶1, 1∶3和3∶1的比例, 室温3 h重新

连接, 目的基因连接在EGFP编码区之前的多克

隆位点区(图1). 将连接产物转化CaCl2法制备的

E.coli  JM109感受态细胞, 37℃培养48 h后, 于
Kanamycin (+)的LB固体培养基上随机挑取单克

隆进行小剂量质粒抽提用于Eco RⅠ和KpnⅠ双

酶切鉴定, 双酶切证实的阳性克隆送北京三博

远志生物工程有限公司进行测序分析.
1.2.3 重组质粒pEGFP-N2/pim -3转染真核细胞  
将重组质粒pEGFP-N2/pim -3通过Lipofectamine 
2000转染进入肝癌SMMC-7721细胞中, 瞬时转

染方法按照说明书进行. 将转染细胞放入CO2

恒温孵育箱内, 分别于转染后24, 48和72 h在荧

光倒置显微镜下, 利用488 nm激发波观察, 表
达GFP的细胞发出绿色荧光. 为了探讨Pim-3激
酶对细胞凋亡的影响, 收集在相同条件下分别

用重组质粒pEGFP-N2/pim -3转染、空载体转染

和仅加入转染液后72 h, 并且生长状态良好的

SMMC-7721细胞, 制备细胞悬液, 测量时用碘

化丙啶(PI)染色, 于流式细胞仪检测细胞凋亡率. 
进一步观察Pim-3激酶对细胞生长状态的影响. 
将制备好的SMMC-7721细胞悬液以103-104/孔
的密度接种于96孔板内, 生长72 h后分别用重

组质粒pEGFP-N2/pim -3和空载体转染, 分别于

转染后24, 48和72 h时, 利用倒置荧光显微镜观

察到正常的GFP表达后进行MTT比色实验, 检测

细胞存活状态. 分组包括: 重组质粒pEGFP-N2/

pim -3转染组、空载体转染组、正常细胞组和空

白调零组, 每组细胞取4孔, 在酶联免疫检测仪

上测吸光度值(A 490 nm), 以空白孔调零, 求其平

均值.
统计学处理 组间比较用One-Way ANOVA

一元方差分析检验, 所有数据由SPSS 11.0统计

学软件处理.

2  结果

2.1 大鼠原癌基因pim -3 cDNA片段的获得与扩

增 pim -3基因预计大小为998 bp(含酶切位点), 
扩增产物在10 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 于D L 
2000 Marker 1000 bp条带附近形成1条明显条

带, 与预计的cDNA片段大小一致(图2). 重组质
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NotⅠ
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图  1  pEGFP-N2质粒结构图.
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图  2  大鼠pim -3
基因RT-PCR扩增产
物电泳图. M: DL 

2000; 1: RT-PCR

产物.
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图   3   重 组 质 粒
pEGFP-N2/pim -3和
质 粒 p E G F P - N 2酶 切
电泳图. 1: 重组质粒

pEGFP-N2/pim -3经

Eco RⅠ单切; 2: 质粒

pEGFP-N2经Eco RⅠ

单切; 3: 重组质粒经

Eco RⅠ和Kpn Ⅰ双酶

切.

■应用要点
真 核 表 达 重 组
质粒pEGFP-N 2/
pim -3的成功构建
为在动物模型上
进行pim -3基因的
研究提供了有利
条件, Pim-3激酶
抑制凋亡的特性
也为以凋亡为主
要病理改变的临
床疾病的治疗提
供了全新的视角.
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粒的酶切鉴定结果: 利用从Kanamycin (+)的LB
固体培养基上得到的阳性克隆, 分离、纯化重

组质粒pEGFP-N2/pim -3, 经Eco RⅠ和KpnⅠ双酶

切后, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳出现1条约1000 bp
的pim -3基因片段和1条约4.7 kb的pEGFP-N2质

粒片段, 仅使用Eco RⅠ单酶切后只出现一条约

5.7 kb的条带, 符合预期结果(图3).
2.2 目的基因片段的测序结果 将双酶切鉴定的

阳性克隆测序, 获得的目的基因片段与NCBI 
GenBank (NM_022602)收录的大鼠pim -3 mRNA
序列比较: 该基因第285位氨基酸编码碱基由T
突变为G, 但编码的氨基酸都为丙氨酸; 第657位
氨基酸编码碱基由T突变为C, 但编码的氨基酸

都为亮氨酸, 属于沉默突变型, 表明已经成功的

克隆并插入pim -3基因片段, 将重组质粒命名为

pEGFP-N2/pim -3(图4).
2.3 pim -3在真核细胞内的表达情况 瞬时转染

24 h后即可在倒置荧光显微镜下观察到明显的

绿色荧光, 表明重组质粒pEGFP-N2/pim -3中的原

癌基因pim -3在真核细胞内可以正常表达, 流式

细胞术结果将验证pim -3基因对细胞凋亡的抑制

作用. 转染72 h后, 仅加入细胞转染液的细胞组, 
凋亡细胞占11.0%; 质粒pEGFP-N2转染细胞组, 
凋亡细胞占10.7%; 重组质粒pEGFP-N2/pim -3转
染细胞组, 凋亡细胞占3.5%, 重组质粒转染组

与两对照组之间差异有统计学意义(P <0.05). 转

染后24, 48和72 h, 重组质粒pEGFP-N2/pim -3转
染组细胞状态与正常细胞对照组出现明显差异

(P <0.05), 质粒pEGFP-N2转染组细胞与正常细胞

对照组之间无明显差异(表1, 图5).

3  讨论

原癌基因pim家族第一个成员: pim -1基因最早是

作为莫洛尼小鼠白血病病毒(MoMuLV)的前病

毒插入点而被发现的[7], 他编码产生的丝/苏氨酸

激酶Pim-1能够通过自身催化结构域与具有特定

序列的底物结合, 这一共同序列为: (赖/精)3-X-
丝/苏-X[(Lys/Arg)3-X-Ser/Thr-X]或者精/赖-精
/赖-精-精/赖-X-丝/苏-X(Arg/Lys-Arg/Lys-Arg- 
Arg/Lys-X-Ser/Thr-X), X是一个具有一段侧链

的氨基酸残基[8]. 随着研究的深入以及pim -2基
因的发现, pim家族在细胞凋亡调控中的作用日

益受到人们的关注. Pim激酶不仅能直接磷酸化

BH3-only蛋白Bad上的第112位丝氨酸, 并使之失

200                210                 220               230                240                250                260              270                280              290               300

GCC GCTGTGC GG CACTGC CACAATTGTGGGGTC GTGCACC GC GACATCAAGGACGAGAACC TGCTGG TGGACCTGC GCTC G GGAGAG CTGAAGCTCATCGACTTC GGCT CGGG CGC
660               670               680              690               700              710               720               730               740              750               760               770

1090              1100              1110              1120              1130              1140              1150              1160             1170              1180              1190    
GA GC GTTC CAG AGAAC TGTGACCTT CG GC TTTGTG CCC TGGATACTG ACGAC GG AGC C AGTACC ACTTC CAG CAGTGAG AG CTTGAGGTAC CG C GGG C C C GGGATC CA CC

ATGC T GC TGT CCAAG TTCGG CT CCC T GG CGCACC TC TG C GG G CC TGG CGG  CGTGGA CCACCT C CCA GTGAAGATCCTACAG CCAG  CCAAGG CGGAC AAGGAGAGCTTCGA

图  4  目的片段的部分测序结果. 

     

表  1  各组转染细胞MTT检测结果 (A 490nm)

分组                                                    24 h      48 h       72 h

重组质粒pEGFP-N2/pim-3转染   0.707   1.016a   1.541a

质粒pEGFP-N2转染                     0.702    0.763    0.832

正常细胞对照                               0.693    0.725    0.827

aP<0.05 vs  对照组.

■名词解释
1 DNA克隆(DNA 
cloning): 在体外
利用酶学方法将
感兴趣的物种来
源的DNA片段转
移到能自主复制
的遗传单元中, 形
成重组的DNA分
子, 并在宿主细胞
中增殖. 
2 细胞凋亡(apop-
tosis): 是一种细
胞生长的负性调
控机制, 又称程序
性细胞死亡, 是一
种早期以染色体
浓缩, 晚期以细胞
质、细胞核裂解, 
或出现凋亡小体
为特征性表现的
细胞死亡.
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活从而失去与Bcl-2的结合能力, 导致线粒体外

膜上通透性转换(permeability transition, PT)通道

关闭, 线粒体内促凋亡因子无法释放进入细胞

质, 从而促进了细胞在受到外界凋亡刺激因素

作用下的存活[9-11]. 最近的研究表明, Pim激酶还

可能通过p53/Puma这条重要途径来抑制细胞凋

亡, 但具体作用机制尚不清楚. 虽然对于pim -1和
pim -2的研究已经取得不少进展, 但对pim -3的了

解仍处于一片空白: pim -3是否也能显著的抑制

细胞凋亡; 如果能, 那么他的具体作用机制如何, 
是与pim -1和pim -2类似或者还可以通过其他特

定的途径来起作用; 临床上众多疾病都是由于

细胞过度凋亡引起, 并且缺乏有效的治疗手段, 
是否能够将pim -3基因抑制细胞凋亡这一重要特

性用于这类疾病的治疗? 这同样也是一个令人

感兴趣的疑问. 
为了深入研究原癌基因pim -3, 并考虑到使

用大鼠建立临床疾病模型的可行性和普遍性, 
所以选择克隆大鼠pim -3基因, 利用基因重组技

术将其连接到真核表达载体上. 在质粒的选择

上, 采用具有GFP报告基因的pEGFP-N2质粒, 这
样可以非常直观的利用荧光显微镜观察他在真

核细胞内的表达情况, 以及在将其用于动物疾

病模型后追踪pim -3基因在体内的作用部位以及

分布浓度, 同时利用pEGFP-N2质粒的卡那霉素

抗性基因进行转化细菌的阳性克隆筛选. 进行

引物设计时, 去除pim -3基因的终止密码, 并将其

插入在GFP报告基因之前的多克隆位点区域, 这
样可以通过观察GFP的正常表达来部分监测重

组质粒是否成功构建. 重组质粒经酶切鉴定表

明成功插入长度为998 bp的目的基因, 经测序

证实为大鼠原癌基因pim -3. 为了模拟并观察将

重组质粒用于动物疾病模型后的表达效率, 我
们选用通过脂质体介导的瞬时转染方法. 在利

用重组质粒转染的肝癌SMMC-7721细胞内成

功的观察到高效率的GFP表达, 也反映出重组

质粒的正常功能, 将重组质粒命名为pEGFP-N2/
pim -3. 这一步的完成, 为之后pim -3基因作用机

制的深入研究提供了分子生物学基础. 为了初

步研究pim -3基因对真核细胞凋亡的影响, 将成

功构建的重组质粒pEGFP-N2/p im -3转染肝癌

SMMC-7721细胞, 并进行流式细胞术以及MTT
比色试验检测, 结果表明, pim -3能够显著抑制真

核细胞的凋亡. 
在临床上对于急性肝损伤、肝衰竭尚缺乏

有效的治疗手段, 原因之一就是对于其发生机

制缺乏足够的了解. 目前的研究发现, 急性肝损

伤、肝衰竭的主要病理表现为肝细胞大面积的

凋亡和坏死, 细胞凋亡在此过程中起着重要的

作用, 他往往是肝细胞对损伤因子做出的第一

反应, 之后才会有坏死发生[12-14]. 因此, 如何有效

的抑制肝细胞对损伤因子做出的过度细胞凋亡

的反应将成为急性肝损伤、肝衰竭防治过程中

的重点. 我们已经成功的利用亚致死剂量的内

毒素造成D-半乳糖苷(D-galactosamine, D-GalN)
致敏大鼠的急性肝损伤实验动物模型[15], 他为研

究急性肝损伤、肝衰竭的机制以及治疗手段提

供了理想的平台. 下一步将致力于利用成功构

建的重组质粒pEGFP-N2/pim -3通过内毒素性急

性肝损伤实验动物模型, 探求急性肝损伤、肝

A1 A2 B1 B2

C1 C2 D1 D2

图  5  细胞转染情况(IF×400). A1, A2: 质粒pEGFP-N2转染24 h; B1, B2: 重组质粒pEGFP-N2/pim-3转染24 h; C1, C2: 重组

质粒pEGFP-N2/pim-3转染48 h; D1, D2: 重组质粒pEGFP-N2/pim-3转染72 h.

■同行评价
本文研究了原癌
基 因p i m - 3 转 染
SMMC-7721细胞
对凋亡抑制的影
响 ,  实 验 方 法 可
靠, 结果可信, 有
一定的学术价值.
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衰竭的基因治疗途径. 
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Abstract
AIM: To investigate the feasibility that ZHJ-
multipotent adult progenitor cells from bone 
marrow (ZHJ-MAPCs) dif ferentiate into 
hepatocytes as co-cultured with human liver cell 
line L02 in vitro.

METHODS: Co-culture without cell-to-cell con-
tact: ZHJ-MAPCs and L02 hepatocytes were 
speared on coverslip separately, and then were 
put in a culture dish. The levels of albumin (ALB), 
alpha-fetoprotein (AFP), cytokeratin-18 (CK-18), 
and cytokeratin-19 (CK-19) expression in ZHJ-
MAPCs were detected by immunocytochemistry 
at different time points. Separated culture of L02 
hepatocytes served as positive controls and sep-
arated culture of ZHJ-MAPCs served as nega-
tive controls. Co-culture with cell-to-cell contact: 

ZHJ-MAPCs labelled with carboxyfluorescein 
diacetate succidimidyl ester (CFSE) were mixed 
with L02 hepatocytes (both with cell density of 
1×107/L), and then the mixed cells were seeded 
on special dish for detection by laser scanning 
confocal microscopy (LSCM). Five days later, 
the cells were doubly stained with SABC-Cy3 
fluorescent reagent. The levels of ALB, AFP, 
and CK-18 in ZHJ-MAPCs were observed under 
LSCM. Similarly, the positive and negative con-
trols were designed.

RESULTS: Co-culture without cell-to-cell con-
tact: High level of AFP expression appeared in 
ZHJ-MAPCs at the 1st day, and then AFP expres-
sion tapered daily. The expression of ALB was 
very weak at the 1st day, but increased a lot at 
the 3rd day, and reached the peak at the 5th day. 
The initial expression of CK18 appeared at the 
5th day, and reached a higher level at the 7th day. 
The expression of CK19 was always negative. 
Co-culture with cell-to-cell contact: Yellow cells 
were ZHJ-MAPCs differentiated into hepato-
cytes; Green cells were undifferentiated ZHJ-
MAPCs; Red cells were L02 hepatocytes. At the 
5th day, many ZHJ-MAPCs with positive expres-
sion of ALB and CK18 appeared, while just few 
ZHJ-MAPCs with positive expression of AFP 
were observed.

CONCLUSION: ZHJ-MAPCs can be induced 
to differentiate into mature hepatocyte-like 
cells by co-culture with L02 hepatocytes, ei-
ther with or without cell-to-cell contact, but 
the former may be more effective.

Key Words: Multipotent adult progenitor cells from 
bone marrow; Hepatocyte; Co-culture; Cell-to cell 
contact

Wang HL, Gao Y, Jiang ZS, Mu N. ZHJ-multipotent adult 
progenitor cells differentiate into hepatocyte-like cells as 
co-cultured with human liver cell line L02. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(23):2294-2300

摘要
目 的 :  探 索 人 骨 髓 来 源 多 能 成 体 祖 细 胞

■背景资料
杂交型生物人工
肝治疗可使终末
期肝病患者桥接
肝移植, 促进肝细
胞再生, 但其核心
生物材料的肝细
胞来源问题未得
到根本解决. 研究
证明, 人骨髓来源
多能成体祖细胞
具有向肝细胞分
化潜能, 由于其取
材方便, 可以来自
患者自身, 无排斥
反应, 具有重要的
临床应用价值, 因
而有望成为肝组
织工程新的种子
细胞来源.
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充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)亚
群MAPCs(CD45-, GlyA-), 并将之命名为ZHJ-
MAPCs(Zhujiang-MAPCs)[4-5]; 本实验采用ZHJ-
MAPCs与肝细胞系L02共培养的方法继续探讨

ZHJ-MAPCs向肝细胞定向分化的能力. 为其在

组织工程学研究和临床医学中的广泛应用奠定

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 L02人肝细胞株, 购自上海细胞生物

研究所; 羊抗人 ALB, 购自Sigma公司; 鼠抗人 
AFP, 购自Neomarkers公司; 鼠抗人 CK18, 鼠抗

人 CK19, 购自Chemicon公司; 抗小鼠 IgG SABC-
Cy3试剂盒, 抗山羊IgG SABC-Cy3试剂盒, 武汉

博士德; CFSE, 购自Molecular Probes公司; 抗羊

SP免疫组化试剂盒、AEC显色试剂盒、DAB显
色试剂盒、抗鼠免疫组化广谱试剂盒, 购自福州

迈新生物技术开发公司. ZHJ-MAPCs培养基配

方(1000 mL): 低糖DMEM  600 mL, MCDB-201 
400 mL, 胰岛素5 mg, 转铁蛋白100 mg, 牛血

清白蛋白1 g, 地塞米松 0.03 925 mg, 硒仕钠抗

坏血栓2-磷酸盐25.62 mg, 亚油酸4.7 mg, 谷氨

酰胺3.9 mg, 用NaHCO3调节pH值至7.4, 过滤除

菌, 4℃保存(LIF按10 µg/L、FCS按50 mL/L浓
度在使用中加入). CFSE荧光染剂: CFSE 500 µg; 
DMSO 90 µL(使用时取上述原液1 µL加入PBS 
2 mL中) .   
1.2 方法  
1.2.1 人肝细胞系L02与ZHJ-MAPCs间接共培养

诱导其向肝样细胞分化 (1)将分别接种于盖玻片

上的传代ZHJ-MAPCs和人肝细胞系L02(密度均

为1×107/L)按照各50%比例共置于直径10 cm
培养皿中, 培养液共通(自制ZHJ-MAPCs培养

基, 5% FCS, 不加LIF), 实现间接共培养. (2)分别

于间接共培养第1, 3, 5, 7天免疫细胞化学鉴定

ZHJ-MAPCs的ALB, AFP, CK18, CK19等肝细胞

特征性表型表达变化情况, 并设阳性对照(单独

培养的L02细胞)和阴性对照(单独培养未经诱导

的ZHJ-MAPCs), 计数阳性细胞比率, 起始共培

养时间计为第0天. 间接共培养的细胞达到各诱

导时间点后, 行免疫细胞化学染色. 一抗为羊抗

人ALB(1∶400)、鼠抗人AFP(1∶320)、CK18(1∶
400)和CK19(1∶400), 设阳性、阴性、替代对

照. 其中AFP, CK18和CK19用ABC法, DAB显色, 
胞质内出现棕黄色颗粒反应为阳性; ALB用SP
法, AEC显色, 胞质内出现棕红色颗粒反应为阳

(ZHJ-MAPCs)在与人肝细胞系L02在体外共
培养条件下诱导分化为肝细胞的可行性. 

方法: (1)间接共培养: 将第4代ZHJ-MAPCs
和人肝细胞系L02仅培养液相通行间接共培
养. 分别于培养第1、3、5、7天应用免疫细
胞化学法鉴定ZHJ-MAPCs的ALB、AFP、
CK-18、CK-19等肝细胞特征性表型表达情
况, 并设阳性对照和阴性对照, 计数阳性细
胞比率; (2)直接共培养: 将CFSE荧光(绿色)
标记的第4代ZHJ-MAPCs与L02(密度均为1
×107/L)按照各50%比例混合行直接共培养. 
5 d后用SABC-Cy3免疫荧光(红色)双标后在
激光共聚焦显微镜下分别观察ZHJ-MAPCs表
达ALB, AFP, CK-18的情况. 同样设阳性对照
和阴性对照. 

结果: (1)间接共培养: AFP在ZHJ-MAPCs间接
共培养第1天即表现为强阳性, 随后表达逐渐
减弱. ALB在共培养第1天有可疑阳性, 第3天
出现较强的阳性, 第5天达到高峰. CK-18在培
养第1、3天检测均为阴性, 至第5天开始出现
阳性, 第7天表达较前增强. CK-19在各时间点
均为阴性着色. (2)直接共培养: 胞质内呈黄色
荧光ALB和CK18的阳性细胞即向肝细胞分
化的ZHJ-MAPCs在共培养5 d时出现较多, 而
AFP阳性表达则仅出现在极个别细胞, 该结果
与阳性对照细胞荧光表达类似.

结论: 人骨髓来源的ZHJ-MAPCs与人肝细胞
系L02行间接或直接共培养均能够诱导其向
成熟肝样细胞定向分化，且直接共培养有提
前趋势.

关键词:  人骨髓来源多能成体祖细胞; 肝细胞; 直接

共培养; 间接共培养
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0  引言

人骨髓来源多能成体祖细胞(multipotent adult 
progenitor cells, MAPCs)具有向肝细胞分化潜

能[1-3], 由于其取材方便, 可以来自患者自身, 无
排斥反应, 具有重要的临床应用价值, 因而有

望成为肝组织工程新的种子细胞来源. 我们已

经通过密度梯度离心-贴壁培养筛选-免疫磁

性双阴性分选(magnetic activated cell sorting, 
M A C S)3个步骤高效率地纯化分选出骨髓间

■研发前沿
目前诱导干细胞向
肝细胞定向分化的
方法以细胞因子诱
导多见[10-11,17-18], 其
可能的机制在于
这些生长因子和
细胞因子对肝细
胞的分化和再生
的控制作用; 利用
共培养诱导骨髓
间充质干细胞的
实验研究较少, 且
局限于啮齿类动
物细胞[19-21].



免疫细胞化学染色计数方法: 每个结果取5个具代表意义的高
倍镜视野(×200), 计数阳性染色细胞所占百分比, 取其平均
值. -, 0％; ±,＜10%; +, 20％; ++, 30％; +++, 40％; ++++, 
50％; +++++, 60％; ++++++,>70%. 

        

表  1  各组在诱导各时间点免疫细胞化学染色结果

1
3
5
7
阳性对照
阴性对照

天数 (d)           ALB	          AFP	      CK-18	     CK-19

     ±
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    －
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     + 
    ±
    ±
    －
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  －
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  －
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性. 我们采用半量化免疫细胞化学结果: 每个结

果我们取5个有代表性的高倍镜视野(×200), 计
数阳性染色细胞所占百分比, 取其平均值. 
1.2.2 CFSE标记第4代ZHJ-MAPCs后与人肝细

胞系L02直接共培养诱导其向肝样细胞分化 待
50 mL培养瓶内长满第4代ZHJ-MAPCs后(2×
106)吸去培养液, 加入配制好的CFSE荧光染剂

2 mL, 终浓度为0.3 nmol/细胞, 37℃孵箱内孵育

20 min; 吸去CFSE荧光染剂, PBS清洗2遍; 加入

自制MAPCs全培后37℃孵箱内继续孵育30 min. 
更换全培后37℃孵箱内过夜. 用0.25 g/L胰酶将

CFSE标记的ZHJ-MAPCs消化下来后与L02细
胞(密度均为1×107/L)按照各50%比例混合后接

种于激光共聚焦显微镜扫描专用培养皿内, 实
现直接共培养. 直接共培养5 d用SABC-Cy3(红
色荧光)间接免疫荧光进行双标免疫荧光染色. 
一抗为羊抗人ALB(1∶400), 鼠抗人AFP(1∶
320)和CK18(1∶400)、设阳性、阴性、空白对

照. 阳性对照为单独培养的CFSE标记L02细胞, 
阴性对照为单独培养未诱导分化的CFSE标记

ZHJ-MAPCs. 在激光共聚焦显微镜下观察ZHJ-
MAPCs表达ALB, AFP, CK18的情况. 阳性结果为

胞质出现黄色荧光.

2  结果

2.1  ZHJ-MAPC的形态学(图1A-C)  ZHJ-MAPCs

单独培养时大多呈现内皮细胞样的梭型或成纤

维细胞样长条形. 在两种共培养体系中, 梭形或

成纤维细胞样ZHJ-MAPCs均随着诱导时间的延

长, 变成纺锤、不规则圆形或多角形, 与L02肝
细胞形态相似(图1D).  
2.2 间接共培养免疫细胞化学染色结果 我们分

别在诱导第1, 3, 5, 7天对ZHJ-MAPCs行免疫细

胞化学染色, L02细胞为阳性对照, 未诱导ZHJ-
MAPCs细胞为阴性对照, 结果见表1. 结果显示: 
AFP作为不成熟肝细胞的表型标志, 在间接共

培养第1天表现为强阳性表达, ALB可疑阳性表

达, CK18为阴性; 而间接共培养第3天, ALB即出

现较强的阳性表达, 相反AFP的阳性表达减少; 
第5天, ALB的阳性表达即达到高峰, AFP阳性

→

－
－
－
－
－
－

A B

图  1  ZHJ-MAPC细胞共培养后的生长形态以及L02肝细胞的形态学特征(×200). A: 第6代ZHJ-MAPC生长形态; B: 间接共
培养 7 d ZHJ-MAPC生长形态; C: 直接共培养5 d ZHJ-MAPC细胞生长形态; D: L02旰细胞形态.

C D

■相关报道
根据Takeda et al [28]

的研究, 将骨髓来
源基质细胞和大
鼠肝细胞共培养, 
发现肝细胞和基
质细胞数均较单
独培养明显增加, 
且肝细胞功能较
单独培养增强, 而
将二处细胞用可
透过可溶因子的
半透膜隔开共培
养, 肝细胞增殖不
明显, 间接证明了
骨髓基质细胞对
肝细胞的作用是
通过直接接触发
生作用的.
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表达继续减少, 而此时CK-18出现阳性表达; 间
接共培养第7天, 密集生长的细胞广泛的阳性表

达ALB, AFP的阳性表达已经很少, CK-18阳性

表达增多; CK-19在各时间点均为阴性着色 (图
2A-D).
2.3 直接共培养免疫荧光染色激光共聚焦扫描结

果 我们将CFSE(绿色)荧光标记的ZHJ-MAPCs和
L02直接共培养, 在第5天行SABC-Cy3免疫细胞

荧光(红色)染色后行激光共聚焦显微镜扫描分

析, 观察ALB, AFP, CK18的表达情况, 镜下呈黄

色荧光的细胞即是向肝细胞分化的ZHJ-MAPCs, 
为阳性细胞; 单纯表达绿色荧光的细胞为未分化

的ZHJ-MAPCs; 单纯表达红色荧光的细胞为L02
细胞. 图像分析显示, 胞质内呈黄色荧光的ALB
和CK18表达阳性细胞较多, 而AFP则仅在极个

别细胞内呈阳性表达(图3A-E).

3  讨论

自1999年以来, 在骨髓中已经发现多种细胞亚群

具有向肝细胞分化的潜能[6-9], 其中MAPCs在一

定诱导、培养条件下, 不仅能分化为间充质组

织细胞, 而且能分化为内皮组织[10-12]细胞如血管

内皮细胞和内胚层组织细胞如具有肝功能样肝

细胞[13-15]. 我们参照Reyes et al [10,16]的研究从正常

成年人骨髓中通过梯度离心及免疫磁珠筛选分

离纯化出MSCs一个亚群的ZHJ-MAPCs (CD45-, 
glycophorin-A-), 该类细胞具有易于调控、供源

丰富、易于获得、有自体供源避免免疫排斥等

优点. 但是ZHJ-MAPCs是否能在一定条件下向

肝细胞定向分化, 是其能否成为肝组织工程种子

细胞的关键. 目前诱导干细胞向肝细胞定向分化

的方法以细胞因子诱导多见[10-11,17-18]. Yamazaki 
et al [19], Yamada et al [20], Lange et al [2,21]分别将鼠骨

髓细胞与肝非实质细胞、胎肝细胞、肝细胞共

培养, 检测到较强表达的肝细胞特异性基因及成

熟肝细胞表型的基因, 并阐明其机制在于模拟了

器官特异性的微环境. 本实验应用的人肝细胞系

L02源于正常成人肝细胞, 是一种高分化的人肝

细胞系, 各项生物功能较好[22]. 探讨ZHJ-MAPCs
与其在间接和直接两种共培养模式下向肝样细

胞分化的能力. 
在间接共培养模式下, ZHJ-MAPCs与L02

细胞分别培养, 培养液共通, 结果显示, AFP作为

不成熟肝细胞的表型标志, 在间接共培养1 d表
现为强阳性表达, 随着时间逐渐减少; ALB在第

1 d可疑阳性表达, 随着时间渐增强, 间接共培养

7 d, 密集生长的细胞广泛的阳性表达ALB, AFP
的阳性表达已经很少; 另一种成熟肝细胞特征

表型CK18在共培养5 d出现阳性表达, 在间接共

培养7 d阳性表达增多; 成熟胆管细胞特征表型

图  2  间接共培养第1, 5, 7天 ZHJ-MAPC细胞免疫组化特征(×200). A: 间接共培养第1天AFP胞质内棕色染色为阳性(ABC法, 
DAB显色); B: 间接共培养第5天 ALB胞质内棕色染色为阳性(ABC法, DAB显色); C: 间接培养第7天 CK 18胞质内红色染色
为阳性(SP法, AEC显色); D: L02旰细胞株ALB胞质内棕色染色为阳性(ABC法, DAB显色).

A

C

B

D

■创新盘点
目前利用共培养
诱导骨髓间充质
干细胞的实验研
究 较 少 ,  且 局 限
于啮齿类动物细
胞 ,  本 文 课 题 实
验利用自行分离
纯化、传代培养
的人骨髓来源的
多能成体组细胞
(ZHJ-MAPCs), 建
立了与人肝细胞
系L02共培养, 诱导
其向肝样细胞定
向分化的方法. 在
较短的时间(7 d)
诱导ZHJ-MAPCs
转化为具有较成
熟肝细胞表型的
肝样细胞, 且获得
了较高的转化效
率, 比较利用细胞
因子、病理血清
等诱导的方法, 在
诱导时间及效率
上, 共培养表现出
较为明显的优势.
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CK19在各时间点均为阴性着色. 说明在此模式

下, 7 d可以诱导ZHJ-MAPCs分化为较为成熟的

肝样细胞. 本实验结果表明ZHJ-MAPCs和肝细

胞或具有肝细胞特异性功能的肝细胞系间接共

培养, 可能为ZHJ-MAPCs向肝样细胞定向分化

提供适宜的微环境, 从而诱导其分化为肝细胞. 
在间接共培养取得阳性结果的基础上, 我们

探讨了直接共培养诱导分化的方法, 即将ZHJ-
MAPCs与L02细胞混合后共培养, 使之直接接触. 
我们采用了绿色荧光染料羧基荧光素二醋酸盐

琥珀酰亚胺酯(5, 6-carboxyfluorescein diacetate 
succinimidyl ester, CFSE)标记ZHJ-MAPCs, 这是

一种可穿过细胞膜的荧光染料[23-24], 细胞分裂时

CFSE标记荧光可平均分配到两个子代细胞中, 
可定位于细胞膜、细胞质和细胞核内, 细胞核

标记最明显[25], 且对细胞的正常生理活动无影

响[26]; SABC-Cy3是专为免疫荧光化学设计的检

测试剂盒, 用以显示组织或细胞中的抗原分布. 
其中花箐素-3(Cyanine-3, Cy3)是3H-吲哚箐染料

中的代表化合物, 与标记在二抗上的长臂生物素

结合后, 激发呈鲜红色荧光, 较传统荧光更具有

亲水性. 标记CFSE后的ZHJ-MAPCs与未标记的

L02细胞直接共培养, 在第5天行SABC-Cy3免疫

细胞荧光(红色)染色后行激光共聚焦显微镜扫

描(laser scanning confocal microscope, LSCM), 分
别观察ALB, AFP, CK18的表达情况. 镜下单纯

表达绿色荧光的细胞为未分化的ZHJ-MAPCs; 
表达黄色荧光的细胞既是向肝细胞分化的ZHJ-
MAPCs, 为阳性细胞; 单纯表达红色荧光的细胞

为L02细胞. 结果ALB和CK18胞质内出现较多黄

色荧光表达, 而AFP则仅在极个别细胞内阳性表

达. 初步说明直接共培养5 d, ZHJ-MAPCs被诱导

图  3  直接共培养第5天免
疫荧光激光共聚焦扫描结果
(CFSE, SABC-Cy3间接双标记
阳性细胞胞质内呈黄色荧光, 
×400). A: ALB; B: CK 18; C: 
AFP; D: 阳性对照(ALB, L02
肝细胞单独培养); E: 阴性对
照(ALB, ZHJ-MAPCs单独培
养). 
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■应用要点
通过共培养模式
诱导其定向分化, 
扩大培养规模有
望在短时间内满
足治疗数量级的
需求和维持较高
的肝特异性功能, 
可以为H B A L和
肝细胞移植等肝
细胞组织工程提
供更为充足的肝
细胞源.
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分化为较为成熟的肝样细胞, 较间接共培养诱导

分化的时间似乎更为提前, 提示细胞直接接触

时, 细胞间直接信号交流和或细胞因子局部的高

浓度也可能对诱导特异性分化产生作用. 国内外

尚未见有关于人类骨髓来源干细胞的类似研究

结果. 根据Mizugchi et al [27]的研究, 将骨髓来源

基质细胞和肝细胞共培养, 发现肝细胞和基质细

胞数均较单独培养明显增加, 且肝细胞功能较单

独培养增强. Takeda et al [28]的体内实验取得了相

似的结果. 
目前利用共培养诱导骨髓间充质干细胞的

实验研究较少, 且局限于啮齿类动物细胞, 本实

验利用我们自行分离纯化、传代培养的人骨

髓来源的多能成体组细胞(ZHJ-MAPCs), 建立

了与人肝细胞系L02共培养诱导其向肝样细胞

定向分化的方法, 在较短的时间(7 d)诱导ZHJ-
MAPCs转化为具有较成熟肝细胞表型的肝样细

胞, 且获得了较高的转化效率, 比较利用细胞因

子[10-11,17-18]、病理血清[29-30]等诱导的方法, 在诱

导时间及效率上, 共培养表现出较为明显的优

势. 同时, 本实验间接共培养的研究由于干细胞

不与肝组织直接接触而排出了融合的可能性, 与
Jiang et al [31]的结果一致, 支持了微环境诱导ZHJ-
MAPCs横向分化为功能性肝细胞的理论. 

尽管向肝细胞分化的ZHJ-MAPCs的功能尚

需进一步检测, 干细胞定向分化的机制仍需探

索, 与不同细胞共培养诱导转化的效能尚需要更

多的证据, 共培养情况下肝细胞功能的改变仍值

得进一步研究, 但我们已经证实ZHJ-MAPCs具
有较高的纯度, 体外培养获得了活跃而稳定的增

殖特性, 并表明骨髓来源的ZHJ-MAPCs与肝细

胞体外共培养可以成功诱导其向成熟肝样细胞

定向分化. 通过共培养模式诱导其定向分化, 扩
大培养规模有望在短时间内满足治疗数量级的

需求和维持较高的肝特异性功能, 可以为HBAL
和肝细胞移植等肝细胞组织工程提供更为充足

的肝细胞源. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of the selective 
cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor NS-398 on 
the expression of matrix metalloproteinases 
(MMPs) and tissue inhibitor of metalloproteina-
ses (TIMPs) in liver cancer cell line induced by 
hepatocyte growth factor (HGF), and to explore 
the possible mechanism of NS-398 in depressing 
tumor cell invasiveness.

METHODS: HGF-induced liver cancer cells 
HepG2 were treated with different concentra-
tions of NS-398 (0, 20, 40, 60, 80 µmol/L). The 

expression of MMP-7, MMP-9 and TIMP-1 in-
side the cells, the contents outside of the cells 
and the levels of mRNA were observed by im-
munohistochemistry staining, enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA), and reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR), 
respectively.

RESULTS: After HepG2 cells were treated 
with NS-398 for 48 h, the expression of MMP-7, 
MMP-9 and TIMP-1 protein in the cells were 
decreased; the content of MMP-7 in the culture 
fluid was 8.2 ± 0.6, 5.8 ± 0.8, 4.3 ± 0.8, 2.7 ± 0.4, 
and 1.7 ± 0.4 μg/L, respectively, as 0, 20, 40, 60, 
and 80 μmol/L NS-398 was used; the relative 
level of MMP-7 mRNA in the cells was 0.58 ± 
0.06, 0.42 ± 0.03, 0.37 ± 0.01, 0.36 ± 0.01, and 0.33 
± 0.01, respectively; MMP-9 can not be detected 
in the culture fluid, but its relative mRNA level 
was 0.32 ± 0.02, 0.23 ± 0.02, 0.21 ± 0.01, 0.17 ± 0.01, 
and 0.13 ± 0.01, respectively, in the cells; the con-
tent of TIMP-1 in the culture fluid was 39.0 ± 0.9, 
29.5 ± 2.8, 25.0 ± 0.9, 16.8 ± 0.4, 11.8 ± 0.3 μg/L 
and its relative mRNA level in the cells was 0.19 
± 0.02, 0.17 ± 0.02, 0.16 ± 0.01, 0.13 ± 0.01, and 0, 
respectively.

CONCLUSION: The selective COX-2 inhibitor 
can inhibit the gene transcription of MMP and 
TIMP, and lead to the imbalance of TIMP and 
MMP percentage, which is one of the possible 
mechanisms in reducing tumor cell invasive 
ability.

Key Words: Specific cyclooxygenase-2 inhibitor; 
Matrix metalloproteinase; Tissue inhibitor of metal-
loproteinase; Invasiveness; Liver cancer cell line

Yin JB, Liu TF, Meng XN, Zhao LL, Liu XC. Effect of 
NS-398 on matrix metalloproteinase expression in 
hepatocyte growth factor-induced HepG2 cell line. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(23):2301-2305

摘要
目的: 研究选择性COX-2抑制剂NS-398对肝
癌细胞株MMP和TIMP表达的影响, 探讨选择
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■背景资料
选择性COX-2抑
制剂较多用于风
湿性关节炎的镇
痛和抗炎治疗, 效
果很好. 近些年研
究 发 现 ,  其 具 有
抑制肿瘤细胞的
增殖、诱导其发
生凋亡、改变细
胞周期分布等作
用, 并且这些作用
不依赖于PGE2/
COX-2的表达与
否.



性COX-2抑制剂降低肿瘤细胞侵袭力的机制. 

方法: 以不同浓度的NS-398 (0, 20, 40, 60, 
80 μmol/L)作用于HGF诱导的HepG2细胞, 免
疫组化法观察细胞中MMP-7, MMP-9, TIMP-1
的蛋白质表达, ELISA法检测细胞外培养液中
MMP-7, MMP-9, TIMP-1的含量, RT-PCR法分
析3种蛋白酶的mRNA转录水平. 

结果: NS-398作用细胞48 h后, 发现MMP-7, 
MMP-9, TIMP-1的蛋白质表达程度均下降, 
NS-398作用于HepG2细胞后, MMP-7在培养
液中的含量和其在细胞内的mRNA相对水平
分别为8.2±0.6, 5.8±0.8, 4.3±0.8, 2.7±0.4, 
1.7±0.4 μg/L和0.58±0.06, 0.42±0.03, 0.37
±0.01, 0.36±0.01, 0.33±0.01; MMP-9在培
养液中未检出, 其细胞内mRNA相对水平分别
为0.32±0.02, 0.23±0.02, 0.21±0.01, 0.17±
0.01, 0.13±0.01; TIMP-1在培养液中的含量
和其在细胞内的mRNA相对水平分别为39.0
±0.9, 29.5±2.8, 25.0±0.9, 16.8±0.4, 11.8±
0.3 μg/L和0.19±0.02, 0.17±0.02, 0.16±0.01, 
0.13±0.01, 0.

结论: 选择性COX-2抑制剂能够抑制MMP和
TIMP基因转录, 使TIMP/MMP比例失衡, 这可
能是其降低肿瘤细胞侵袭力的机制之一.

关键词: COX-2抑制剂; 肝细胞生长因子; 基质金

属蛋白酶; 基质金属蛋白酶抑制剂; 侵袭力; 肝癌细

胞株
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人消化杂志  2006;14(23):2301-2305
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0  引言

选择性环氧化酶(COX)-2抑制剂不仅抑制肿瘤

细胞增殖和诱导凋亡[1-2], 还具有抑制肿瘤细胞

运动的作用. 但选择性COX-2抑制剂通过何种机

制降低肿瘤细胞的运动能力尚不十分清楚. 我
们以选择性COX-2抑制剂NS-398作用于肝细胞

生长因子(HGF)诱导的肝癌细胞株, 观察其对基

质金属蛋白酶(MMP)-7, -9及其抑制剂TIMP-1表
达的影响, 探讨选择性COX-2抑制剂降低肿瘤细

胞侵袭力的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2, 哈医大二院消化

科刘冰熔教授惠赠. rhHGF购自美国CytoLab公
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司; NS-398购自美国Cayman Chemical公司; 鼠
抗人MMP-7, MMP-9和TIMP-1 mAb, 免疫组化

试剂盒购于北京中杉金桥生物公司; TRIzol, RT-
PCR试剂盒购于美国invitrogen公司; ELISA试剂

盒购于上海森雄生物公司; 胎牛血清购于天津

灏源生物公司; DMEM培养基购自美国HyClone
公司 ;  引物由上海博亚生物技术公司合成 . 
HepG2细胞以100 mL/L FBS的DMEM培养基培

养于25 cm2培养瓶中, 置37℃, 50 mL/L CO2的

孵箱中, 2-3 d换培养液1次. 最终逐渐过渡到含

20 mL/L FBS和30 μg/L rhHGF的低血清培养基

中培养.
1.2 方法 按每孔2×105个细胞接种于24孔板, 
分别以不同浓度的NS-398培养基200 μL培养

48 h. 加入5 g/L的MTT溶液20 μL, 继续培养

2 h. 弃上清, 加入DMSO 200 μL, 摇晃5 min, 取
150 μL加入96孔板中. 在酶标仪波长492 nm处

测A值. 设4个复孔. 根据MTT结果、光镜和电镜

下细胞形态选择NS-398药物浓度范围, 进行分

组实验. 
1.2.1 免疫组化 细胞爬片后, 以不含有和含有

60 μmol/L的NS-398的低血清培养基处理48 h. 
40 g/L多聚甲醛室温固定15 m i n. P B S漂洗

5 min 3次. 滴加1∶25, 1∶25, 1∶15稀释的抗

MMP-7, MMP-9, TIMP-1抗体, 4℃过夜. PBS漂
洗后, 滴加二抗, 37℃孵育30 min, DAB显色. 苏
木素复染后, 封片. 结果判定: 深棕色(+++), 棕黄

色(++), 浅棕色(+), 无色(-). 
1.2.2 培养液中MMP-7, MMP-9, TIMP-1含量的

检测 按每孔2×105个细胞接种于24孔板, 培养

48 h. 以不含和含有NS-398(分别为20, 40, 60, 
80 μmol/L)的培养基500 μL培养48 h, 收获上

清. 分别取100 μL加入不同的酶标板中, 按试

剂盒要求操作, 最后在酶标仪波长492 n m处

测A值, 重复4次. 根据标准曲线, 计算培养液中

MMPs的含量, 取平均值. 
1.2.3 RT-PCR 107个细胞加入TRIzol 1 mL, 提
取总RNA. 取RNA 2 μL, 按照试剂盒说明在

20 μL体系下完成逆转录, -20℃保存. MMP-7
引物为5'-AT G G G A C AT T C C T C T G A-3'和
5'-CATTTATTGACATCTACGC-3', 产物长度

372 bp; MMP-9引物为5'-TCCCTGGAGAC
CTGAGAACC-3'和5'-CGGCAAGTCTTCC
GAGTAGTTT-3', 产物长度307 bp; TIMP-1
引物为5 ' -C C G C A G C G A G G A G T T T-3 '和
5'-GGTCCGTCCACAAGCAA-3', 产物长度

www.wjgnet.com

■相关报道
Abiru et al 研究发
现, 选择性COX-2
抑制剂NS-398具
有抑制肿瘤细胞
增殖信号转导通
路中的ERK1/2等
酶的活化, 可能与
选择性COX-2抑
制剂的抗肿瘤作
用直接相关.
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215 bp; b-actin引物为5'-TTGTAACCAACTGG
GACGATATGG-3'和5'-GATCTTGATCTTCATG
GTGCTAGG-3', 产物长度745 bp. 反应条件为

94℃变性30 s, 50℃退火30 s, 72℃延伸60 s, 30
个循环. 取产物2 μL在110 V下经20 g/L琼脂糖

凝胶电泳30 min, 利用凝胶成像系统(上海天能

科技有限公司GIS-2010)扫描分析、拍照, 获取

条带平均密度和面积数据, 计算MMP-7, MMP-9, 
TIMP-1的mRNA相对含量.

统计学处理 应用SPSS 11.5统计学软件进行

数据分析. P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 NS-398对HepG2细胞形态和增殖的影响 肿
瘤细胞在无HGF的培养基中表现出对NS-398
的浓度依赖性抑制(P <0.05). 当给予30 μg/L的
HGF作用后, 30 μmol/L和60 μmol/L的NS-398
组与未给药组之间的细胞增殖无显著性差

异, 而90 μmol/L, 120 μmol/L, 150 μmol/L的
NS-398组与未给药组之间的细胞增殖具有显著

性统计学差异(P <0.05, 图1). 
2.2 NS-398对细胞中MMP/TIMP表达的影响 
30 μg/L的HGF诱导HepG2细胞48 h后, MMP-7, 

MMP-9, TIMP-1均匀表达于细胞质中, 呈细颗

粒状, 三者的表达强度分别为(++), (++)和(弱
+)/(+). 以60 μmol/L的NS-398作用细胞48 h后, 
发现三者的蛋白质表达程度均下降, 分别为(弱
+)/(+)、(弱+)和(-)(图2). 
2.3 NS-398对细胞培养液中MMP/TIMP含量

的影响  用不同浓度的N S-398作用肿瘤细胞

48 h, 培养液上清中MMP-7和TIMP-1的含量随

NS-398浓度增加逐渐减少, 且TIMP-1/MMP-7的
比值出现递增变化; 在培养液上清中没有检测

到酶或酶原形式的MMP-9(表1). 
2.4 NS-398对MMP和TIMP的mRNA水平的影

响 以不同浓度的NS-398处理HGF诱导的HepG2
细胞24 h, 细胞内MMP-7, MMP-9, TIMP-1
的mRNA相对含量逐渐降低, 并且出现TIMP 
mRNA/MMP mRNA的比例失衡(图3, 表2), 提
示N S-398能够影响细胞内M M P-7, M M P-9, 
TIMP-1基因的mRNA转录.

3  讨论

MMP是一组锌离子依赖性内肽酶, 翻译后分泌

过程中前酶原逐渐被加工修饰形成酶原或酶, 
在转录、激活和抑制剂3个水平接受调控, HGF

■创新盘点
本 研 究 证 实 ,  选
择性COX-2抑制
剂NS-398在0-80 
μmol/L的浓度范
围内, 可能通过调
节TIMP/MMP的
比例, 达到降低肝
癌细胞侵袭力的
作用.

图  1  NS-398对HepG2细胞增殖的影响. aP <0.05, bP <0.01 

vs  无处理组.

无HGF
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表  1  NS-398处理48 h后上清中MMP-7, MMP-9, 
TIMP-1的含量变化

     
NS-398         MMP-7        MMP-9        TIMP-1         TIMP-1

(μmol/L)	       (μg/L)	          (μg/L)            (μg/L)         MMP-7

  0	    8.2±0.6	         39.0±0.9        4.8

20	    5.8±0.8a	         29.5±2.8a       5.1

40	    4.3±0.8b	         25.0±0.9b       5.8

60	    2.7±0.4b	         16.8±0.4b       6.2

80	    1.7±0.4b	         11.8±0.3b       6.9

aP<0.05, bP<0.01 vs  无处理组.

表  2  NS-398对MMP-7, MMP-9, TIMP-1的mRNA的影响

     
NS-398                                                                                                TIMP-1 mRNA            TIMP-1 mRNA

(μmol/L)                                                                                                MMP-7 mRNA          MMP-9 mRNA

  0	     0.58±0.06         0.32±0.02          0.19±0.02	          0.33	                        0.59

20	     0.42±0.03         0.23±0.02a         0.17±0.02	          0.40	                        0.74

40	     0.37±0.01a        0.21±0.01a         0.16±0.01	          0.43	                        0.76

60	     0.36±0.01a        0.17±0.01a         0.13±0.01a             0.36	                        0.76

80	     0.33±0.01a        0.13±0.01b         0	

aP<0.05, bP<0.01 vs  无处理组.

MMP-7                MMP-9                  TIMP-1
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可以促进MMP的表达[3]. MMP-7属于基质溶素

类, 主要降解基质中的层黏蛋白、纤维蛋白和

蛋白多糖等, 是MMP家族中唯一由上皮性肿瘤

细胞特异性表达的酶, 由于其能够抑制肿瘤细

胞凋亡, 激活其他MMP成员(MMP-2, MMP-9
等)和灭活serpins(丝氨酸蛋白酶抑制剂), 而被认

为与肿瘤细胞转移直接相关; MMP-9属于明胶

酶类, 主要降解Ⅳ/Ⅴ型胶原, 与c-met、肿瘤大

小、肿瘤肝内转移或血管癌栓、生存时间等临

床指标呈正相关, 对评估肝癌的进展和转移十

分重要. TIMP-1特异的抑制MMP-7和MMP-9的
活性, 降低肿瘤细胞的迁移能力. Abiru et al [4]利

用Matrigel检测细胞侵袭力, 发现选择性COX-2
抑制剂明显降低HepG2肝癌细胞株在人工基质

中的迁移性. 我们的研究结果显示, NS-398作
用于HGF诱导的HepG2肝癌细胞株后, MMP-7, 

■应用要点
选择性COX-2抑
制剂具有降低肿
瘤细胞侵袭力的
作用, 因此有望成
为一种新型的临
床抗肿瘤药物.

 
A B

C D

E F

图  2  NS-398对HepG2细胞MMP和TIMP表达的影响(×40). A: MMP-7; B: NS-398处理后MMP-7; C: MMP-9; D: NS-398

处理后MMP-9; E: TIMP-1; F: NS-398处理后TIMP-1.

1     2     3    4     5     6A 1     2     3     4     5     6B 1     2    3     4    5     6C 1      2    3     4    5     6D

图  3  NS-398对MMPs mRNA表达的影响. A: MMP-7, 372 bp; B: MMP-9, 307 bp; C: TIMP-1, 215 bp; D: β-actin, 745 bp; 1: 

Maker为DL2000; 2: 无NS-398处理; 3: 20 μmol/L NS-398处理; 4: 40 μmol/L NS-398处理; 5: 60 μmol/L NS-398处理; 6: 80 

μmol/L NS-398处理. 
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MMP-9和TIMP-1的mRNA和胞内胞外蛋白质表

达均不同程度地减少, TIMP/MMP比值增加, 出
现TIMP/MMP比例失衡, 这可能是选择性COX-2
抑制剂抑制肿瘤细胞侵袭力的作用机制之一. 
培养液中没有检测出分泌型M M P-9, 但细胞

内却有前MMP-9的mRNA和蛋白质表达, 说明

MMP-9在细胞内向细胞外分泌过程中可能受到

抑制而难以激活. 实验中我们发现, 当NS-398浓
度大于90 μmol/L时, 细胞受到明显的增殖抑制, 
细胞形态变化较大, 随着培养时间的延长, 死亡

细胞数量也增加, 提示选择性COX-2抑制剂的作

用与药物浓度有关. 
研究证实, 选择性COX-2抑制剂可以影响

TIMP/MMP比例, 降低肿瘤细胞株的侵袭力, 但
是否通过抑制HGF/c-met/ERK(细胞外信号调

节的激酶)信号途径[5-6], 抑制肿瘤细胞迁移力以

及分子作用机制还需进一步研究. 另外, 选择性

COX-2抑制剂虽然具有一定的预防和治疗消化

道肿瘤的效果, 但也要重视其带来的不良反应, 
合理掌握药物的使用方法及开发新型药物, 比
如新近研发的NO释放Aspirin和COX抑制NO供

体[7-8]都有助于提高其临床安全性. 因此, 深入研

究COX-2抑制剂的抗肿瘤的分子生物学机制具

有深远的临床意义. 
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■同行评价
本 文 选 题 先 进 , 
选择性环氧化酶
(COX-2)抑制剂不
仅与肿瘤细胞运
动有关, 而且与肿
瘤增殖和调亡有
关 ,  探讨NS-398
对MMP-7, -9, 及
其抑制剂TIMP-1
的影响, 从而探讨
COX-2抑制剂降
低肿瘤细胞侵袭
力的机制十分有
意义. 设计科学、

技术合理、结果
可信.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
expression of biomarkers and the prognosis of 
hyperproliferative intestinal metaplasia (HIM) 
and usual intestinal metaplasia (UIM) in Padova 
and Vienna international classification.

METHODS: The risk of progression to dysplasia 
or gastric cancer in patients with UIM or HIM 
was estimated in a prospective study in Chinese 
populations at high risk area of gastric cancer 
from 1992 to 2001 in Shandong province. The 
cases included 2 groups: progressive group (n = 
27) and non-progressive group (n = 60).  Immu-
nohistochemistry was used to detect the expres-

sions of pS2, MUC5AC, MUC6 and Ki-67 in both 
groups.

RESULTS: HIM had a higher risk of dysplasia 
or gastric cancer than UIM (OR = 7.23, 95%CI 
2.59-20.20). The risk of dysplasia or gastric can-
cer was reduced in IM with the expression of 
MUC5 (OR = 0.27, 95%CI 0.10-0.73) or pS2 (OR = 
0.33, 95%CI 0.12-0.90). Ki-67 labeling index was 
elevated in progressive IM in comparison with 
that in non-progressive one (28.5% ± 14.3% vs 
16.4% ± 9.8%, P < 0.01). An elevated risk of dys-
plasia or gastric cancer was observed in patients 
with HIM and negative expression of MUC5AC 
(OR = 10.40, 95%CI 2.99-36.21). The expression 
of was also higher in progressive IM than that in 
non-progressive one (OR = 1.56, 95%CI 0.53-4.60), 
but the difference was not significant.

CONCLUSION: HIM has a higher risk of pro-
gression to dysplasia or gastric cancer than UIM. 
It may be helpful to evaluate the prognosis of IM 
by combining the histological classification and 
the detection of some biomarkers, such as Ki-67, 
MUC5AC and pS2.

Key Words: Hyperproliferative intestinal metaplasia; 
Usual intestinal metaplasia; pS2; MUC5AC; MUC6; 
Ki-67

Zhang Y, Zhang L, Pan KF, You WC, Li JY. Prognosis 
of intestinal metaplasia and expressions of biomarkers 
i n  h i g h - r i s k  p o p u l a t i o n s  o f  g a s t r i c  c a n c e r  i n 
Shangdong province. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(23):2306-2310

摘要
目的: 在山东胃癌高发区人群中观察增生型
和普通型肠化的预后转归, 结合分子标记物的
检测比较其进展为异型增生或胃癌的危险性. 

方法: 采用前瞻性研究方法, 分析增生型和
普通型肠化进展为异型增生或胃癌的危险性. 
进展组(n  = 27)的肠化病变选自1992-2001年
对山东胃癌高发区的随访研究, 对照病例(n  = 
60)随机选自无进展的肠化病变. 根据Padova
国际分型, 将所选肠化病变重新分为增生型

®

■背景资料
Padova和Vienna
国际分类在形态
学上将胃黏膜肠
化病变分为增生
型和普通型两类, 
并提出增生型肠
化在病变发展过
程中属于不确定
的 异 型 增 生 ,  可
能与胃癌的发生
有关 .  Padova和
Vienna国际分类
对胃癌及癌前病
变详细的病理学
划分, 帮助各国的
病理医生对复杂
多样的胃黏膜病
变统一归类, 指导
胃癌的预防和治
疗. 同时与胃癌发
生相关的分子标
记物研究也在国
内外有大量报道. 
但对胃癌各阶段
癌前病变的生物
学特性及其预后
转归, 尚缺乏系统
的人群研究.



张阳, 等. 山东省胃癌高发区人群胃黏膜肠化的预后与标记物表达                                                                                   2307

www.wjgnet.com

和普通型. 用免疫组化法检测pS2, MUC5AC, 
MUC6, Ki-67在不同肠化病变中的表达. 

结 果 :  增 生 型 肠 化 进 展 为 异 型 增 生 或 癌
的危险性为普通型肠化的7 .23倍 (95%C I 
2.59-20.20). MUC5AC, pS2与肠化进展为
异型增生或胃癌的危险性呈负相关, O R 值
分别为0.27 (95%CI 0.10-0.73), 0.33 (95%CI 
0.12-0.90). Ki-67标记指数在进展组中明显
高于未进展组(28.5%±14.3% v s  16.4%±

9.8%, P <0.01). MUC5AC表达阴性的增生型
肠化进展为异型增生或胃癌的危险性上升为
10.40倍(95%CI 2.99-36.21). MUC6的表达在
进展组中略高于未进展组(OR  = 1.56, 95%CI 
0.53-4.60), 但差异无统计学意义.

结论: 增生型肠化进展为异型增生或胃癌的
风险明显高于普通型肠化. 肠化病变的病理分
型如同时结合Ki-67, MUC5AC, pS2等分子标
记物的检测, 将有助于评估其预后转归.

关键词: 增生型肠化; 普通型肠化; Ki-67; MUC6; 

MUC5AC
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0  引言

Padova[1]和Vienna[2]国际分类将胃黏膜病变划分

为5组: (1)无异型增生(Negative for dysplasia); (2)
不确定的异型增生(indefinite for dysplasia); (3)
非浸润性肿瘤(non-invasive neoplasia), 又称异型

增生(dysplasia); (4)可疑浸润性癌; (5)浸润性癌. 
在这2个分类标准中, 肠化病变被分为2类: 普通

的肠化(本研究称为普通型肠化)属于第1组病变, 
且包括完全型和不完全型2种类型; 而增生型肠

化(hyperproliferative intestinal metaplasia)归类于

第2组病变. Padova和Vienna国际分类从组织形

态学上描述了增生型肠化的组织和细胞异型性

都明显高于普通型肠化, 但2类肠化预后转归的

前瞻性研究以及病变相关分子标记物研究, 国
内外尚未报道. 自1989年, 北京大学临床肿瘤学

院和美国国家肿瘤研究所合作在山东省临朐县

胃癌高发区开展对胃癌前病变的一系列前瞻性

研究. 我们报道Padova国际分类中普通型和增生

型肠化的预后转归, 以及病变相关标记物(包括

增殖相关标志物Ki-67和胃黏膜分化相关标志物

pS2, MUC5AC, MUC6)与病理形态学和预后的

关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 标本选自在山东省临朐县胃癌高发区

进行的队列研究[3-4]. 即1989-1990年在临朐县随

机挑选了14个村庄的3399名35-64岁居民进行胃

镜检查, 在胃体、胃角、胃窦7个标准部位取活

检组织经病理诊断, 确定胃黏膜病变. 以7个部

位病理检查诊断后的任意最严重病理病变为该

病例的最高诊断. 1992年对其中689例胃癌前病变

(包括深度肠化和异型增生)进行胃镜复查[5], 并分

别于1994和1999年对所有受试者进行胃镜随访, 
监测胃黏膜病变的进展情况. 在随访过程中, 对
发现有凝血功能障碍、高血压、肝脏疾病和慢

性阻塞性肺病等情况的受试者退出随访, 失访

者的基础病变与整体人群的病变构成相似. 至
2001年, 从随访人群中按照肠化病变是否进展

至异型增生或胃癌挑选进展和非进展2组. 活检

组织标本用40 g/L甲醛固定、石蜡包埋、HE
染色. 多次复查中病理诊断标准、方法相同. 3
位对全部病理进行诊断的病理医师, 用盲法对

1992年确定为肠化的病理切片进行复阅, 按照

Padova国际分类将肠化分为增生型和普通型. 分
子标记物的免疫组化检测组织标本选自进展和

非进展组病例在1992年的随访胃镜检查病理标本.
1.2 方法 免疫组化采用卵白素-生物素-过氧

化物酶染色系统[6]. 组织切片常规脱蜡、复水, 
30 g/L H2O2阻断内源性过氧化物酶10 min, 用
枸橼酸钠抗原修复液微波抗原修复, 滴加非免

疫小牛血清封闭, 37℃孵育30 min, 弃去封闭液

后滴加相应的mAb稀释液, 4℃冰箱过夜. 选用

的mAb为抗pS2 [BC04(7). GenTech], MUC5AC 
(45M1. NeoMarker 1∶100), MUC6 (MCN6.01. 
NeoMarker 1∶100), Ki-67 (MIB-1 MaximBiotec 
1∶100). 滴加通用型IgG抗体(Fab段)-HRP多
聚体(PV-6000 PicTureTM Kits)水浴37℃. 1 g/L 
DAB-H2O2显色后苏木素染色, 常规脱水封片. 
pS2, MUC5AC, MUC6染色以>5%的细胞胞质或

胞膜染为棕黄色至深棕黄色为阳性. Ki-67以细

胞核呈棕黄色至深棕黄色为阳性细胞, Ki-67标
记指数(labeling index)是以3-5个高倍视野(40倍)
内计数500个上皮细胞, 计算阳性细胞的百分比[7].

统计学处理 运用SPSS 10.0统计分析软件

包分析数据. χ2检验用于分析肠化病理类型和

■相关报道
在 2 0 0 0 年 分 别
发表的Padova和
Vienna国际分类
中 ,  详 细 描 述 了
增生型肠化的病
理 学 特 征 ,  指 出
其细胞和组织分
化水平均明显低
于 普 通 型 肠 化 . 
另外, You et al 在
1989-2003年进行
的随访研究, 介绍
了本文选取的高
发区人群的基础
病变构成, 癌前病
变进展状况以及
可能的相关因素.
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MUC5AC, MUC6, pS2的免疫组化结果, t检验

用于分析Ki-67标记指数, P <0.05被认为具有显

著性.

2  结果

1992年进行胃镜复查的胃癌前病变中, 病理诊

断确定434例胃黏膜肠化. 经10 a (1992-2001)随
访, 共27例病变进展(进展组), 其中22例为胃癌, 
5例为异型增生; 在407例未进展的肠化病变中, 
随机挑选60例对照作为“非进展组”. 在27例
进展组中有22例为男性, 平均年龄67.6±10.1岁; 
在60例非进展组中有40例为男性, 平均年龄65.8
±10.6岁, 2组在年龄和性别分布中未见统计学

明显差异, P >0.05. 
2.1 肠化转归与组织学分类 病变进展组中20例
(74.1%)基线病变为增生型肠化, 7例(25.9%)为
普通型肠化(其中完全型7.4%, 不完全型18.5%). 
非进展组的60例肠化病例中, 有17例(28.3%)为
增生型肠化, 43例(71.7%)为普通型肠化(完全

型46.7%, 不完全型25.0%). 两组相比, 增生型肠

化进展为异型增生或胃癌的OR值为7.23 (95% 
CI 2.59-20.20, 表1). 将普通型肠化进一步分为

完全型和不完全型肠化进行比较, 不完全型肠

化病变进展的OR值为4.67 (95% CI 0.81-27.01, 
P >0.05). 将增生型肠化与完全型肠化比较, 增生

型肠化进展为异型增生或胃癌的OR值上升为

16.47 (95% CI 3.42-79.45). 
2.2 肠化转归与标记物表达 MUC5AC, pS2在
进展组的肠化病例中表达(24.1%, 55.2%)明显

低于非进展肠化(56.7%, 81.7%), OR值分别为

0.27 (95% CI 0.10-0.73), 0.33 (95% CI 0.12-0.90). 
Ki-67标记指数在进展的肠化中(28.5%±14.3%)
显著高于非进展的肠化组织(16.4%±9.8%, 
P <0.01).  M U C6的表达在进展组中(24.1%)
略高于未进展组(18.3%), OR = 1.56 (95% CI 
0.53-4.60), 但差异无统计学意义(表2, 图1).
2.3 MUC5AC, pS2表达与肠化转归 单独MU-
C5AC表达缺失或病理类型为增生型的肠化进

展为异型增生或胃癌的OR值分别为0.61 (95%  
CI 0.11-3.52)和1.30 (95% CI 0.21-8.03). 而当上

述两种因素同时存在时肠化病变进展的OR值

明显升高为10.4 (95% CI 2.99-36.21). 单独pS2
表达缺失或病理类型为增生型肠化的OR值分

别为3.42 (95% CI 0.27-43.7)和8.54 (2.41-30.24), 
而两种因素同时存在时的OR值为7.59 (95% CI 
2.19-26.31), 未见显著上升(表3).

3  讨论

在山东省临朐县胃癌高发区人群进行的前瞻性

研究结果显示, 根据Padova国际分类将胃黏膜肠

化病变划分为增生型和普通型, 并结合病变相

关分子标记物的检测, 对于了解肠化病理分类

的分子机制、提示预后判断具有科学和应用的

价值. 以往对胃黏膜肠化病变的研究显示, 人群

中近40%有胃黏膜肠化[8], 根据累及范围将其分

为浅表和深度肠化. 以浅表性或萎缩性胃炎为

参照组, 浅表肠化进展为异型增生或癌的危险

性为2.2倍; 而深度肠化的危险性增至4.7倍[4]. 不
完全型肠化(13.3%)进展为胃癌的比例高于完全

型肠化(1.9%)[4], 与许多文献报道一致[9-11]. 2000
年, Padova和Vienna国际分类对胃黏膜病变重新

划分后, 提出增生型肠化是一些在黏膜深部排

列紧密、分化不太成熟的腺体, 细胞大且不规

则, 细胞异型性明显. 增生型肠化的细胞和结构

特点是从黏膜基底部到表层呈一种逐级演变的

趋势, 即底层腺体幼稚, 异型性明显, 到表层呈 
“渐进性成熟”. 其形态学特征提示增生型肠

化可能与胃癌, 尤其是肠型胃癌的关系密切. 我

图  1  在增生型肠化中pS2, MUC6, MUC5AC, Ki-67表达
(standard Envision法, ×100). A: pS2降低; B: MUC6胞质阳性; 

C: MUC5AC降低; D: Ki-67胞核阳性.

■创新盘点
本文首次将近年
来国际认可的胃
黏膜病变分类标
准应用于长期、

大样本的自然人
群队列研究中, 对
病变的预后转归
及可能相关的分
子标记物进行了
系统的研究. 结果
提示, 增生型肠化
进展为异型增生
或胃癌的危险性
明显高于普通型
肠 化 ,  并 且 结 合
Ki-67等标记物的
检测有助于评估
肠化病变的预后
转归, 预警胃癌的
发生.

     

表  1  增生型和普通型(完全型和不完全型)肠化的预后比
较 n  (%)

肠化              非进展          进展          OR             95% CI

普通型        43(71.7)       7(25.9)       1

完全型        28(46.7)       2(7.4)         1

不完全型    15(25.0)       5(18.5)       4.67    (0.81-27.01)

增生型        17(28.3)      20(74.1)      7.23b   (2.59-20.20)

bP<0.01.

A B

C D
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们进一步证实, 增生型肠化发展为更严重病变

的风险显著高于普通型肠化. 与普通型肠化中

的完全型肠化相比, 不完全型肠化向异型增生

或胃癌发展的危险性上升3.67倍(统计学差异不

显著, 可能是由于2组肠化病例数偏少); 增生型

肠化进展的危险性增加15.47倍. 因此我们从预

后转归的差异水平证实, 增生型肠化是比普通

型肠化更容易发生进展的高危癌前病变. Padova
国际分型对胃黏膜肠化病变进行重新划分后, 
增强了其与胃癌发生的关联强度, 能够帮助更

好地预警胃癌的发生. 
为了解肠化病变发展过程中的生物学基

础, 我们检测了Ki-67, MUC5AC, pS2, MUC6的
表达状况. Ki-67标记指数作为反映细胞增殖状

态的敏感指标, 在进展组肠化中明显升高, 提示

旺盛的细胞增殖是肠化病变向异型增生或胃

癌发展的危险因素. MUC5AC, pS2是胃黏膜分

化成熟的标志[6,12], 且pS2可能是胃特异的肿瘤

抑制因子, 其表达从正常胃黏膜到肠化、腺瘤

逐渐下降[13]. 这些观点与本研究的结果相符, 即
MUC5AC和pS2的高表达是肠化病变进展为异

型增生或胃癌的保护性因素, 可使其危险性降

低为约30%. MUC6可能与胃型黏膜的分化有

关[14], 正常表达于胃窦基底部腺体[15], 在胃癌组

织中降低[16-18], 在不完全型肠化中高于完全型肠

化[19]. MUC6的表达在进展组略高于未进展组, 
但其在肠化进展过程中的作用尚需进一步大样

本研究探讨. 结果显示, MUC5AC, pS2和Ki-67

在肠化病变的进展过程中可能发挥重要作用, 
其检测结果可以帮助我们客观评价肠化病变的

预后转归. 将MUC5AC和pS2表达与肠化病变的

病理类型综合分析显示, 增生型肠化中同时伴

随MUC5AC的表达缺失, 该病变进展为异型增

生或胃癌的危险性显著升高; 而伴随有pS2表达

缺失的增生型肠化进展的危险性则没有明显的

上升. 这一现象提示, MUC5AC的表达缺失与增

生型肠化的组织类型在肠化病变进展过程中可

能存在协同关系. 两种因素综合考虑, 可能提高

对肠化病变预后转归评估的准确性. 
本研究的优点在于, 在胃癌高发区代表性

人群中进行胃镜和病理学诊断 ,  按照最新的

Padova国际分类前瞻性观察不同病理类型肠化

的转归, 并综合讨论了多种病变相关标记物的

表达, 结果可靠. 但由于所选标本均来自自然人

群的随访研究, 因此观察到的进展肠化病例数

偏少, 从而限制了多因素的综合分析能力, 今后

还有待于扩大随访病例数和延长随访时间. 总
之, 本研究结果显示, 增生型肠化比普通型肠化

进展为异型增生或胃癌的风险更高. 将肠化划

分为增生型和普通型两种类型, 同时结合Ki-67, 
MUC5AC, pS2等分子标记物的检测, 将有助于

评估肠化病变的预后转归. 
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于不确定的异型
增生, 表现为腺体
分化不太成熟、
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假复层排列、细
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核大深染、可见
核分裂象. 从黏膜
基底部到顶层呈
“渐进性成熟”, 
即底层腺体幼稚, 
异型性明显, 到表
层逐渐变得成熟, 
分化程度高.
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Abstract
AIM: To investigate the associations of suscep-
tibility to hepatocellular carcinoma (HCC) with 
DNA repair gene hOGG1 Ser326Cys polymor-
phism.

METHODS: The polymorphism of Ser326Cys in 
DNA damage repair gene hOGG1 was analyzed 
by sequencing and genotyping in 96 HCC pa-
tients and healthy controls.

RESULTS: The frequencies of Cys/Cys, Cys/Ser 
and Ser/Ser genotypes were 20.9%, 44.2% and 
34.9%, respectively. The odd ratio (OR) of het-
erozygote Ser/Cys was 1.5, and that of homozy-

gosity Cys/Cys was 1.9, which was significantly 
higher that of Ser/Ser, respectively. The relative 
risk of HCC in patients with hepatitis B virus 
(HBV) infection was over 9 times in patients 
without HBV infection (OR = 9.2; 95%CI 0.99-5.9). 
Furthermore, the OR for the variant genotype 
and HBV infection was 5.5 (95%CI 0.7-240.1) and 
10.9 (95%CI1.6-453.3), respectively, while that 
was 27.8 (95%CI4.7-970.2) in patients with both 
variant genotype and HBV infection.

CONCLUSION: The allele Cys for hOGG1 gene 
may increase the genetic susceptibility of HCC, 
in which HBV infection plays a synergic role.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; DNA dam-
age repair gene; Polymorphism; Hepatitis B virus 
infection

Zhang H, Hao BT, He FC. Impact of DNA repair 
gene hOGG1 Ser326Cys polymorphism on the risk of 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(23):2311-2314

摘要
目的: 探讨DNA损伤修复基因hOGG1的遗传
多态Ser326Cys与肝细胞癌(HCC)易感性的关系. 

方法: 应用基因测序分型方法, 分析96例HCC
患者和96例健康对照hOGG1的遗传多态及与
HBV感染的交互作用. 

结果: HCC病例组的Cys/Cys, Cys/Ser和Ser/Ser
基因型分别为20.9%, 44.2%和34.9%. Ser/Cys
杂合子个体的OR 值为1.5, Cys/Cys纯合子个
体的OR 值为1.9, 明显高于Ser/Ser个体, 表现
出剂量效应. HBV感染者发生HCC的相对风
险度是非HBV感染者的9倍(OR  = 9.2; 95%CI 
0.99-5.9). 对于HCC, hOGG1-Ser326Cys变
异或H B V感染单一因素的O R 值分别为5.5 
(95%CI 0.7-240.1)和10.9 (95%CI1.6-453.3), 但
携带变异基因者如果感染HBV, OR 值则高达
27.8 (95%CI4.7-970.2).
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■背景资料
肝癌的发生与个
体的易感性相关, 
中国人肝癌的个
体易感因素目前
尚不清楚, 乙肝病
毒感染是导致肝
癌的重要原因, 二
者的关系是本文
想要探讨的问题.

■研发前沿
多基因疾病已成
为该领域研究的
热 点 ,  估 计 参 与
多基因疾病发病
原理的基因可达
3-20个, 这些基因
的单核苷酸多态
及其特定组合可
能是造成疾病易
感性最重要的原
因. 对特定候选基
因的单核苷酸多
态与相关疾病的
关联研究是该领
域研究的重点.



结论: DNA修复基因hOGG1的Cys等位基因
可能增加HCC的遗传易感性, 他与HBV协同
在乙肝相关性HCC的发生中起着重要作用.

关键词: 肝细胞肝癌; DNA修复基因; 遗传多态; 

HBV感染
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0  引言

近年来, 肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)的发病率居高不下, 已成为严重危害人民

健康的恶性肿瘤之一. 乙型肝炎病毒(HBV)感染

是公认的HCC的主要病因, 但HBV感染者中只

有一小部分发展成HCC; 提示在相同的暴露条

件下, 个人的易感性因素可能是促使发病的关

键. 通过对HBV导致HCC的发病机制的研究发

现, HBV基因组中的蛋白HBx是引起HCC的重

要蛋白[1-2]. 最近发现, HBx可以与DNA损伤结合

蛋白DDB1 (damaged DNA binding protein 1)作
用, 从而降低细胞的核苷酸切除修复能力[3]. 在
DNA损伤中8-羟基鸟嘌呤(8-hydroxyguanine)是
一种高突变损伤, hOGG1是修复8-羟基鸟嘌呤

的主要的DNA糖苷酶[4]. 有研究表明, 在hOGG1
基因中存在着一个改变氨基酸编码序列的多态, 
可以导致这个糖苷酶326位的Ser改变为Cys, 携
带Ser的hOGG1修复能力是Cys变异体的7倍[5]. 
既往研究表明, hOGG1的遗传多态在多个群体

中与肺癌的遗传易感性关联[6]. 其与乙肝相关性

HCC是否相关尚未见报道. 为此, 我们采用基因

测序方法进行了病例-对照研究, 分析hOGG1的
遗传多态与HBV感染交互作用对HCC风险的

影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用病例-对照研究, 包括96例HCC患
者和96例正常对照, 病例和对照均为北方汉族

群体, 来自河南省人民医院, 所有病例经临床资

料和组织病理学检查确诊为HCC, 所有研究对

象之间没有直系血缘关系(表1).
1.2 方法 采用改良Miller法抽提研究对象外周血

白细胞DNA, 应用Primer 3.0软件设计引物序列, 
正向引物: 5'-CACACAGACTCCACCCTCCTA; 
反向引物: 5'-CTGAACCGGGAGTTTCTCTG. 
反应体系为 2 5  μ L ,  含 0 . 1  μ g模板D N A , 
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0.4 μmol/L各引物, 0.1 μmol/L dNTP, 1.5 mmol/
L MgCL2, 1.0 U Taq聚合酶以及1×反应缓冲液, 
反应条件为: 95℃预变性2 min, 而后94℃ 30 s, 
58℃ 30 s和72℃ 30 s, 进行28个循环, 最后72℃
延伸9 min. 然后将PCR产物采用MultiScreen
®-PCR plate (Millipore)进行纯化. 取纯化产物

2 μL为模板, 用ABI PRIMERTM Big-Dye测序

试剂盒, 进行PCR测序反应. 再在ABI 3700自动

测序仪进行毛细管电泳序列测定. 在Unix服务

器上运行PolyPhred软件, 获得每个个体的基因

型, 并通过人工确定.
统计学处理 以比值比(odds rat io, OR )及

其95%置信区间(confidence interval, CI)表示相

对风险度. 所有的统计检验均为双侧概率检验. 
所用统计软件为Statistic Analysis System第6版
(SAS Insititute, Cary, NC, USA).

2  结果

2.1 测序结果 通过测序可以明确地获得病例和

对照的hOGG1基因Ser326Cys的基因型(图1). 
C/C基因型对应蛋白编码序列Ser/Ser个体, G/G
基因型对应蛋白编码序列Cys/Cys个体, C/G基

因型对应蛋白编码序列Ser/Cys个体. 由于部分

样本DNA降解, 导致测序不成功. 96个对照和96

www.wjgnet.com

■相关报道
Radicella et al 克
隆了人hOGG1基
因并发现其具有
遗 传 多 态 性 ,  日
本 的 研 究 发 现 , 
hOGG1基因多态
增高肺癌易感性, 
邢德印的研究表
明, hOGG1基因多
态与中国人食管
癌易感性相关, 为
本研究提供借鉴.

表  1  研究对象的年龄、性别构成和HBV感染状况

     
项目	                            病例组	      对照组

男性 (n )	                          81	                      79

女性 (n )	                         15	                      17

年龄 (y)	                         49.9±18	      49.9±17.0

非HBV感染n (%)	         22 (23.3)	      84 (87.9)

HBV感染n (%)	         74 (76.7)	      12 (12.1)

240

220

240

230

G   C   G   C   C   A    A  T   N   C   C    G   C   C   A  T   G

G   C    G   C   C   A    A  T    C   C   C    G   C   C   A   T   G
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图  1  3种基因型个体在hOGG1基因第5外显子基因组区域
测序结果.

■创新盘点
本 文 采 用 基 因
测 序 的 方 法 ,  对
hOGG1基因多态
与肝癌发生进行
关联研究, 从基因
水平研究肝癌的
致病机制.
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个病例测序结果, 可以明确得到的分型有89例
对照、86例病例, 两组平均测序成功率为91%. 
2.2 hOGG1基因型分布及其与HCC的关系 HCC
病例组的Cys/Cys, Cys/Ser和Ser/Ser基因型分别

为20.9%, 44.2%和34.9%. 基因型Cys/Cys和Cys/
Ser与Ser/Ser相比在患者中的频率高于正常对

照, 表现出剂量效应. 其中携带Cys/Cys基因型的

个体患病风险增加约为2倍(OR  = 1.9). 正常人群

Cys等位基因频率为33.1%, HCC病例组为43.%, 
HCC患者要明显高于正常对照(表2). 
2.3 hOGG1-Ser326Cys多态和HBV感染交互作

用与HCC风险 HCC组的HBV感染率显著高于

对照组(76.7% vs  10.1%), HBV感染者发生HCC
的相对风险度是非HBV感染者的9倍(OR  = 9.2; 
95% CI 0.99-5.9). 我们以携带野生型而又未感

染HBV者为参照, 分析变异基因型与HBV感染

之间的交互作用对H C C风险的影响. 结果(表
3)显示, 对于HCC, hOGG1-Ser326Cys变异或

HBV感染单一因素的OR值分别为5.5 (95% CI 
0.7-240.1)和9.9 (95% CI 1.6-453.3), 但携带变异

基因者如果感染HBV, OR值则高达27.8 (95% CI 
4.7-970.2). 

3  讨论

HBV基因组中的蛋白HBx是引起HCC的重要蛋

白, 该蛋白可与细胞中的多种癌症相关的蛋白

包括P53, CREB, ATF2, RBP5等相互作用[1-2]. 最
近人们发现, HBx可以与DDB1作用, 从而抑制该

蛋白与DNA的结合[3]. DDB1是DNA修复系统中

核苷酸切除修复(nucleotide excision repair, NER)
途径的重要蛋白, 他可以结合到受损伤的DNA
上, 引发核苷酸切除修复[7]. HBx蛋白与DDB1
的结合可以降低细胞的核苷酸切除修复能力[3]. 
HBx还可以降低2个重要的NER蛋白XPB和XPD
的表达. XPB和XPD是NER中的转录修复因子

TFⅡH复合物的重要组成部分, 具有解旋酶的作

用[7]. 这2个蛋白的突变可以导致一种严重的肿

瘤易感性疾病-着色性干皮病[8-9]. 对HCC的EST
分析也发现DNA修复相关基因DDB2, RAD51C, 
RAD23A, ERCC1和LIG1表达的下调[3,10,15]. 在过

量表达DNA修复基因MGMT的转基因小鼠中也

发现自发性HCC发病率降低[11], 而在患有活动

性肝炎的HBV转基因小鼠体内可以检测到广泛

的DNA氧化损伤[12]; 这些均提示HBV在肝细胞

癌变过程中, 可能通过影响DNA损伤修复来起

作用, DNA修复基因在HCC的发生过程中起着

重要作用. 
在生理或病理状态下, DNA氧化损伤广泛

存在; 如果损伤得不到及时有效的修复, 细胞将

发生基因突变和癌变[12], 因此, 由各种因素导致

的DNA氧化损伤, 可能参与了HCC的发生和发

展. 本文结果表明, hOGG1的Ser326Cys多态及

与HBV感染交互作用与中国人HCC的风险显著

相关. 
hOGG1基因编码的蛋白产物具有DNA糖苷

酶和AP裂解酶活性, 可以特异切除oh8Gua, 从
而避免在DNA复制过程中导致的G∶C→T∶A
颠换突变[13]. oh8Gua是氧化自由基攻击DNA形

成的主要产物, 是一种重要的致癌性致突变性

损伤[14]. 我们应用病例-对照分子流行病学方法, 
通过基因测序分析发现, 等位基因Cys的基因

频率在HCC患者高于正常对照, 基因型Cys/Cys
和Cys/Ser与Ser/Ser相比较, 在患者中的频率都

要高于对照, 表现出量效关系, 携带Cys/Cys基
因型的个体患病风险较其他基因型(Cys/Ser和
Ser/Ser)增加约2倍. 我们的结果从分子遗传学角

度为DNA氧化损伤可能导致HCC提供了证据. 
hOGG1基因涉及oh8Gua切除修复, 该基因多态

可引起个体对DNA氧化损伤修复能力的差异, 
因此, 可能与HCC的遗传易感性有关. hOGG1基
因Cys/Cys基因型增高HCC风险具有生物学上

的关联性. 体外实验发现, Cys等位基因的修复

能力比Ser等位基因低约7倍[5], 从机制上支持我

表  2  hOGG1-Ser326Cys多态性与HCC风险的关系

     
                                   HCC 病例    对照组        

                                        n (%)          n  (%)

等位基因  Ser           98(57.0)  119(66.9)  1.0(ref)

                 Cys          74(43.0)    59(33.1)  1.5(0.99-2.35)

基因型      Ser/Ser     30(34.9)   42(47.2)  1.0(ref)

                 Cys/Ser    38(44.2)   35(39.3)  1.5(0.79-2.93)

                 Cys/Cys   18(20.9)   13(14.6)   1.9(0.83-4.55)	

项目                                                        OR  (95% CI)

表  3  hOGG1-Ser326Cys变异与HBV感染交互作用对
HCC的风险

     
基因   HBV   HCC病例   对照组	                 OR  (95% CI)

否        无          1             16        1.0

是        无          5             22        5.5(95% CI 0.7-240.1)

否        有          2               8        9.9(95% CI 1.6-453.3)

是        有        38               4      27.8(95% CI 4.7-970.2)	

■应用要点
肝癌为我国高发
的恶性肿瘤, 如果
检测和确定肝癌
易感性单核苷酸
多态, 则为阐明我
国人群肝癌的病
因及基于遗传学
背景的个体化治
疗和临床试验奠
定基础, 为肝癌的
预防、诊断、治
疗和新药筛选创
造条件.

■名词解释
单核苷酸多态: 指
在基因组水平上
由单个核苷酸的
变异所引起的一
种DNA序列多态
性, 是人类基因组
DNA序列中最常
见的变异形式, 并
有很高的信息含
量.
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们的结论. 目前认为, 肿瘤遗传易感性最根本的

原因是各种损伤因素破坏了基因组的稳定性. 
hOGG1作为DNA修复基因, 可能在维持基因组

稳定性方面发挥重要作用. 实验表明, hOGG1灭
活后酵母菌基因组中G∶C→T∶A突变频率显

著增加[5], 由于Cys等位基因编码的蛋白活性降

低, 所以携带Cys/Cys基因型的个体修复oh8Gua
的能力可能降低, 这样造成oh8Gua在基因组中

存留而加快肿瘤相关G∶C→T∶A突变的积累, 
使发生肿瘤的易感性增加. 在人类肺癌、食管

癌以及其他一些肿瘤p53基因的G∶C→T∶A突

变率较高[15], 而实验表明, oh8Gua是引起此类突

变的重要原因[16]. 如果两者之间确实存在因果

关系, 那么oh8Gua功能低下也可能易患其他肿

瘤. 事实上, 已有研究报道Cys/Cys基因型个体

罹患肺鳞癌的风险显著高于其他两种基因型[17]; 
hOGG1基因错义突变也与小细胞肺癌和食管癌

的发生有关[18-19]. 
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 ■同行评价
D N A 损 伤 修 复
基因的遗传多态
性 与 肿 瘤 的 发
生 ,  是 目 前 肿 瘤
流行病学研究的
热 点 ,  本 文 选 择
hOGG1的遗传多
态Ser326Cys与肝
细胞肝癌易感性
的关系为研究对
象, 比较新颖, 但
是样本量少(国际
上一般样本量达
200-300), 有一定
学术价值.



世界华人消化杂志 2006年8月18日; 14(23): 2315-2318
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH 

食管鳞癌癌细胞Survivin蛋白及其体视学参数的测定

韩 永, 徐燕杰, 余 琦, 杨 敏, 赵 敏, 周会芹

韩永, 余琦, 杨敏, 赵敏, 周会芹, 解放军总医院第二附属医
院病理科 北京市 100091
徐燕杰, 解放军总医院第二附属医院医务部 北京市 100091
韩永, 2005年解放军总医院病理学硕士, 主管技师, 从事病
理实验工作十余年.
通讯作者: 韩永, 100091, 北京市, 解放军总医院第二附属医院
病理科. frankbj72@163.com 
电话: 010-66775260
收稿日期: 2006-06-21    接受日期: 2006-07-10

Expression of Survivin 
protein and measurements 
of stereology parameters 
in esophageal squamous 
carcinoma

Yong Han, Yan-Jie Xu, Qi Yu, Min Yang, Min Zhao, Hui-
Qin Zhou

Yong Han, Qi Yu, Min Yang, Min Zhao, Hui-Qin Zhou, 
Department of Pathology, the Second Affiliated Hospital of 
Chinese PLA General Hospital, Beijing 100091, China
Yan-Jie Xu, Department of Medical Administration, the 
Second Affiliated Hospital of Chinese PLA General Hospi-
tal, Beijing 100091, China
Correspondence to: Dr. Yong Han, Department of Pathol-
ogy, the Second Affiliated Hospital of Chinese PLA General 
Hospital, Beijing  100091, China. frankbj72@163.com 
Received: 2006-06-21    Accepted: 2006-07-10 

Abstract
AIM: To investigate the expression of Survivin 
in esophageal squamous carcinomas (ESC) and 
measure the stereology parameters of ESC cells.

METHODS: SP immunohistochemistry was 
used to detect the expression of Survivin protein 
in 52 ESC patients. Thirty Survivin-positive ESC 
cells were measured with image analyze system 
under microscope. The data for the stereologi-
cal analysis include the body density of nucleus 
(Vvn), the surface area density of nucleus (Svn), 
the mean volume of nucleus (V), the surface area 
of nucleus (S), the mean free path of nucleus 
(λ), the number density of nucleus (Nv), and the 
mean curvature density of nucleus (Kv). The 
differences of the parameters were compared 
among the tumors with different degrees.

RESULTS: The positive rate of Survivin protein 

was 57.7% in ESC, and up-regulated expression 
of Survivin was strongly associated with poor 
differentiation (χ2 = 6.1099, P = 0.0471). The val-
ues of Vvn, Svn, V and S were increased, but 
those of Kv, Nv, and λ were decreased ordinally 
in well, moderately and poorly differentiated tu-
mor cells, of which the values of Vvn (F = 3.8368, 
P = 0.0342) and Svn (F = 3.7143, P = 0.0376) had 
significant differences (P < 0.05).  

CONCLUSION: The expression of Survivin pro-
tein is correlated with the differentiation in ESC. 
Vvn and Svn were important indexes of cellular 
abnormity, which provides evidences for clinical 
morphological diagnosis.

Key Words: Esophageal neoplasm; Survivin; Immu-
nohistochemistry; Stereology

Han Y, Xu YJ, Yu Q, Yang M, Zhao M, Zhou HQ. 
Expression of Survivin protein and measurements 
of stereology parameters in esophageal squamous 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(23): 
2315-2318

摘要
目的: 探讨凋亡抑制因子Survivin在食管鳞癌
(ESC)组织中的表达及其肿瘤细胞进行体视学
分析. 

方法: 应用免疫组织化学SP法检测52例不同
分化食管鳞癌Survivin 蛋白的表达, 运用图像
分析系统在显微镜下测量Surv iv in阳性肿瘤
细胞的体视学参数, 依据有关体视学公式计
算出参数核的体密度(V vn)、核的表面积密度
(S vn)、核的平均体积(V )、核的平均表面积
(S )、核的平均自由程(λ)、核的数密度(N v)、
核的平均曲度密度(K v), 比较这些参数在不同
分化肿瘤的差异. 

结果: Survivin蛋白在ESC组织中阳性表达率
为57.7 %, 其表达越强, 组织分化程度越低(χ2 

= 6.1099, P  = 0.0471). 参数V vn, S vn, V , S的
大小是依高、中、低分化的顺序增加, 而K v, 
N v, λ依高、中、低分化的顺序减小, 其中V vn 
(F  = 3.8368, P  = 0.0342), S vn (F  = 3.7143, P  = 
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■背景资料
我国是世界上食
管癌发病率和死
亡率最高的国家,
对人们健康构成
极大威胁. 近年来
Survivin在恶性肿
瘤组织中的表达
已有较多报道, 且
与ESC的分化程
度有密切关系; 但
体视学参数用于
ESC的报道国内
未见.
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0.0376)参数有显著性差异(P <0.05).

结论: ESC组织Survivin蛋白的表达与其分化
程度有密切关系, 肿瘤细胞V vn, S vn参数是肿
瘤细胞分化重要指标, 且为临床形态学诊断提
供了依据.

关键词: 食管肿瘤; Survivin; 免疫组化; 体视学
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0  引言

传统的形态研究方法容易使人们对组织结构

的认识局限在二维空间, 并且缺乏组织结构的

数量概念. 随着电子计算机的普及、图象分析

仪器的产生和体视学原理、方法的发展等, 生
物形态研究正由定性向定量、由二维向三维

方向发展, 充分展现了体视学发展和应用的广

阔前景[1-2]. 应用体视学方法能使人们从三维水

平定量地阐明组织、细胞结构. 体视学的基本

原理就是通过定量分析切片图像与组织结构

的关系, 用几何学、概率论、数理统计、微积

分、曲线、曲面理论和拓扑学等数学方法准确

地揭示这种关系以实现对三维结构的定量分

析[3-4]. Survivin是凋亡抑制因子家族的新成员, 
选择性表达于常见的恶性肿瘤 ,  而在癌旁正

常组织和成人分化组织中不表达或低表达[5-6]. 
Surv iv in对某些肿瘤凋亡抑制的程度是影响其

预后的关键[7-9]. 目前, 国内外文献中对其在食

管鳞癌(ESC)中的表达报道甚少[10]. 我们采用

免疫组化SP法检测ESC组织中Survivin的表达, 
应用体视学技术, 对食管鳞癌不同分化的癌细

胞的Survivin的表达体视学参数进行定量研究, 
从量化角度进一步探讨ESC不同分化机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 1997-2005手术切除的ESC 52例, 均经

病理学确诊, 高分化15例, 中分化17例, 低分化

20例. 同时取非癌食管组织作为对照. 男38例, 
女14例, 平均年龄50岁, Survivin阳性30例, 非癌

食管组织均为阴性.  
1.2 方法 标本经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 
切片厚4 μm, HE染色进行组织学分类. 免疫组

化采用SP法. Survivin购自Santa Cruz公司, 试剂

盒为北京中山公司产品. 苏木素复染. 空白对照

以PBS取代一抗, 阳性对照为已知阳性片. 阳性

判断标准: 阳性染色主要位于细胞质, 呈棕黄色

颗粒状, 背景清晰. 阴性对照无着色. 应用北京天

地百年科技有限公司TD-2000真彩色病理细胞

显微分析系统, 显微镜下选取阳性细胞集中的视

野, 调整图像效果, 经彩色CCD摄像机将图像输

入计算机病理图像分析系统, 转化为数字图像. 
注意输入图像的背底灰度(即每张载玻片上没有

细胞或组织区域的灰度)一致, 以消除载玻片透

光度及背底灰度等的影响. 每个图像选取30个阳

性细胞, 选择测量指标, 由系统自动测量相应数

据. 选用的参数有: V vn, 核的体密度; S vn, 核的

表面积密度; V , 核的平均体积; S, 核的平均表面

积; λ, 核的平均自由程; N v, 核的数密度; K v, 核
的平均曲度密度. 
      统计学处理 Survivin蛋白采用定性资料的R×
C表资料的Pearson  检验, 体视学参数采用单因素

多水平完全随机设计的方差分析. 以上统计分析

均在计算机上由统计软件包SPSS 10.0 进行. 

2  结果

2.1 ESC组织Su r v iv in蛋白的表达 ESC组织中 
Survivin蛋白阳性表达率为57.7%(30/52, 图1). ESC
的组织分化程度越低, Survivin蛋白的表达越强, 
低、中、高分化ESC阳性表达率明显降低(表1), R
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图  1  ESC细胞质Survivin蛋白表达(SP×100).

χ2 = 6.1099, υ = 2, P = 0.0471.

      

表  1   ESC病理分级Survivin表达及R/C表资料的卡方检验

高
中
低
合计

	                     Survivin	
                            Positive              Negative
分化                                                                            小计

  5
10
15
30

 10
   7
   5
 22

15
17
20
52

■创新盘点
体视学参数用于
ESC的研究比较
新颖, 该文提示是
肿瘤细胞分化的
重要指标, 可为临
床形态学诊断提
供依据.



×C表资料的Pearson χ2 检验, χ2  = 6.1099, 自由度 
= 2, P  = 0.0471(P <0.05).
2.2 不同分化ESC Survivin蛋白表达体视学参数 
参数V vn, S vn, V , S是依高、中、低分化的顺序

增加K v, N v, λ是依高、中、低分化的顺序减小

(表2), 完全随机设计的方差分析, V vn, S vn参数

的比较有显著差异(P <0.05, 表3, 表4).

3  讨论

Survivin是Duperray et al [11]利用效应细胞蛋白酶

受体cDNA在人体基因组库中筛选克隆出的新

基因, 该基因定位于人染色体17q25, 是凋亡抑

制基因家族的一个新成员, 通过级联式激活并

溶解蛋白质, 主要抑制Caspase-3, Caspase-7的活

性, 阻断细胞的凋亡, Survivin蛋白是迄今发现

的最强的凋亡抑制因子[12]. 在胚胎发育期组织

和人类大多数肿瘤组织可见阳性表达, 但在正

常成熟组织中不表达(胸腺、生殖腺除外)[13-14]. 
而在大多数肿瘤组织内却有Survivin 蛋白的表

达, 其参与肿瘤的发生发展, 并与肿瘤的分级密

切相关. Survivin表达与肿瘤的组织学类型、分

化程度、TNM分期及淋巴结转移的关系各家报

道不一．多数研究表明, Survivin的表达与多种

肿瘤的生物学特性, 分期密切相关[15]. Kawasaki 
et al [16]的资料显示, Survivin表达与胃癌的组织

学类型及淋巴管浸润有关. Lo et al [17-18]的研究显

示, Survivin在口腔及皮肤鳞癌组织中的表达与

肿瘤的分化程度和淋巴结转移有密切关系. 少
数研究认为Survivin的表达与上述临床病理因素

无关[19]. 我们发现Survivin蛋白在食管鳞癌组织

中的阳性表达率为57.7%, 且低、中、高分化组

阳性表达有显著性差异. 提示在肿瘤组织中的

Survivin蛋白能够抑制正常的细胞凋亡过程, 使
癌细胞获得永生性(immartality). Survivin蛋白在

肿瘤细胞中的表达越高, 其对癌细胞凋亡抑制的

能力越强, 癌细胞的生存能力和肿瘤的恶性程度

也随之增高. 提示Survivin是一个有研究价值的

肿瘤标志物及判断ESC预后的参考指标, 他可能

会成为评估食管鳞癌侵袭进展情况的参考指标

和肿瘤治疗的新靶点. 体视学是从二维平面上测

得的图像数据, 获取三维空间内结构的定量信息

的科学. 他是根据结构的随机截面(切片), 定量

研究结构的几何特征的方法学. 已应用于肝癌, 
大肠癌[20]等疾病的研究中. 癌巢的表面积密度

(S v)为肿瘤单位体积内癌巢的表面积, 癌实质的

体积密度(V v)为肿瘤单位体积内癌实质的体积. 
S v值越大, 表明癌与间质接触面积越大, 侵袭血

管的机会越大; V v值大, 说明癌实质的量多, 间
质的量少, 癌与间质接触面积少[21]. 细胞分子水

平的变化必然引致细胞形态的改变, 从我们的实

验结果可以看出, 参数V vn, S vn, V , S的大小是依

高、中、低分化的survivin蛋白阳性细胞的顺序

增加, λ, N v, K得参数大小则依高、中、低分化

的Survivin蛋白阳性细胞得顺续减少, 说明细胞

分化越低部分体视学参数也呈现出规律性的量

化改变, 其中V vn, S vn参数得比较差异显著. 可
以说明V vn, S vn两项参数是细胞分化的重要指

标,他们为临床形态学诊断及预后提供了依据. 

4      参考文献
1	 Pickett J, London E. The neuropathology of autism: 

a review. J Neuropathol Exp Neurol  2005; 64: 925-935
2	 Stark AK, Pelvig DP, Jorgensen AM, Andersen 

韩永, 等. 食管鳞癌癌细胞Survivin蛋白及其体视学参数的测定                                                                                        2317

www.wjgnet.com

      

 
3.8368 

表  3  V vn完全随机设计方差分析

总
组间
组内

 变异来源        SS          df          MS               F                P

0.0602
0.0133
0.0468

29
  2
27

 
0.0067 
0.0017

 
0.0342 

→

      

表  4  S vn 完全随机设计方差分析

总
组间
组内

 变异来源        SS          df          MS              F                 P
0.0338
0.0073
0.0265

29
  2
27

 
0.0036
0.0010

 
3.7143

 
0.0376 

      

表  2  ESC病理分级Survivin标记各体视学参数统计分析 (mean±SD)

高
中
低

                                                                                                                    参数

0.471±0.030
0.509±0.037
0.530±0.047

V vn	               S vn                    λ(×103)               K v	                N v	     V (×106)          S (×106))
分化

0.187±0.013
0.212±0.031
0.230±0.035

90±28
90±29
88±29

0.067±0.014
0.066±0.006
0.065±0.003

0.0012±0.0003
0.0011±0.0001
0.0010±0.0003

4.9±0.6
5.0±0.7
5.1±0.7

2.1±0.2
2.1±0.3
2.1±0.3

■名词解释
体视学是从二维
平面上测得的图
像数据, 获取三维
空间内结构的定
量信息的科学. 他 
是根据结构的随
机截面(切片), 定
量研究结构的几
何特征的方法学. 
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摘要
免疫抑制是控制免疫系统稳定的一种重要机
制. 调节性T细胞(regulatory T cells, Tregs)控制
着免疫系统对自身抗原的免疫耐受, 具有强大
的抑制免疫反应能力, 广泛参与了各种免疫抑
制现象. 随着对Tregs研究的不断深入, 人们发
现Tregs参与调节了肝脏免疫耐受、肝移植、

慢性肝炎和肝癌等各种肝脏病理生理现象. 
Tregs的功能异常也会影响肝脏多种疾病的进
程. 我们总结了调节性T细胞的相关进展及其
在肝脏免疫及疾病中的作用.

关键词: 调节性T细胞; 肝脏疾病; 免疫抑制

杨俊涛, 张令强, 贺福初. 调节性T细胞在肝脏免疫及疾病中的作

用.  世界华人消化杂志  2006;14(23):2319-2323

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2319.asp

0  引言

免疫系统的稳态控制对机体至关重要. 免疫系

统既要有能够识别外来抗原或病原体并将其

清除的能力, 也要具有识别自身抗原并诱导自

我免疫耐受的机制 .  免疫系统即为识别“自

我”与“异我”并产生相应反应的系统[1]. 早在

1970年代, 人们就发现了一种具有免疫抑制性

质的T细胞[2], 伴随着曲折的研究, 调节性T细胞

(regulatory T cells, Tregs)这种控制着自身免疫耐

受的重要细胞逐渐为人们所认识并得到了深入

研究. Tregs能够抑制免疫反应, 防止自身免疫的

发生, 诱导免疫耐受. 而肝脏作为人体重要的器

官, 在生理和某些病理情况下经常处于免疫豁

免或免疫低下状态. 因此, Tregs在肝脏正常生理

状态下的作用机制, 以及Tregs在病毒性肝炎、

肝癌、肝移植等肝脏病理过程中的功能作用就

引起了人们极大的兴趣. 我们就Tregs的研究进

展及Tregs在肝脏免疫及疾病中的作用进行综

述. 

1  调节性T细胞的来源

调节性T细胞是指既可天然产生又可以经诱导

而产生的具有免疫抑制功能的细胞亚群. 天然

产生的调节性T细胞是指经由胸腺分化, 并且在

机体正常情况下持续表达IL-2受体α链(CD25+)
的CD4+T细胞[3], 又称为CD4+CD25+Tregs. 目
前, 胸腺来源天然CD4+CD25+Tregs的功能研究

较为清楚. CD4+CD25+Tregs在胸腺发育的晚期

产生, 如果对这时的幼鼠进行胸腺切除后, 由于

CD4+CD25+Tregs的生成障碍, 就可以导致小鼠

产生多种自身免疫疾病[4]. 如果清除成年小鼠体

内的CD25+的细胞, 也会导致小鼠自身免疫病的

发生. CD4+CD25+Tregs能够与自身抗原结合, 通
过转基因小鼠的实验证明, CD4+CD25+Tregs的
TCR受体与胸腺细胞表面MHCⅡ-自身抗原复

合体的高亲和力结合是其发育和功能获得的关

键因素[5-6]. 这种与自身抗原结合的能力使其在

逃脱了胸腺的克隆清除后形成了强大而广泛的

免疫抑制能力. 还有一小部分调节性T细胞是在

皮肤或黏膜等外周器官经过抗原刺激而产生, 
这部分细胞称之为抗原诱导型及抗原特异性的

调节性T细胞, 根据分泌细胞因子的种类分为

高水平生成IL-10的Tr1细胞[7], 特异性分泌IL-4
的Th2细胞和大量分泌TGF-β的Th3细胞[8]等, 
其免疫抑制能力具有抗原特异性, 其成熟需要

CD4+CD25+Tregs的参与[9].

2  调节性T细胞的特征

CD4+CD25+Tregs表面表达一些活化标志, 如糖

皮质激素诱导的TNFR超家族(glucocorticoid-
induced TNFR superfamily, GITR)相关蛋白[10], 
OX40 (CD134)[11], L-selectin (CD62L)[12], and 
CTLA-4 (CD152)[13]等特殊分子, 但最重要的标

志是其高表达转录因子Foxp3 (forkhead fam-
ily transcription factor, forkhead Box p3). 通过
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■背景资料
调 节 性 T 细 胞 参
与了免疫系统的
稳态控制, 影响机
体对“自我”和
“异我”的识别. 
肝脏在免疫系统
中的地位十分特
殊, 在面对大量外
来食物抗原及病
原体的情况下能
够产生免疫抑制
表型, 在病理情况
下肝脏疾病又易
于慢性化. 深入理
解调节性T细胞在
肝脏中的功能有
助于对肝脏疾病
的治疗.



分析“knock in”表达Foxp3-EGFP融合蛋白

基因的小鼠表明, 只有CD4+CD25+Tregs才能

高表达Foxp3, 而CD4+CD25-T细胞以及CD8+T
细胞的Foxp3的表达量均极低. Foxp3不仅能

作为CD4+CD25+Tregs的标志分子, 还是决定

CD4+CD25+Tregs功能的关键基因. 未经刺激的

原始T细胞在转染了Foxp3基因后, 会产生类似

于CD4+CD25+Tregs的免疫抑制表型[14]. Foxp3
在人、小鼠、大鼠中的同源性极高, 显示了其

功能的保守性. Foxp3缺陷的小鼠易发自身免

疫病, 回输正常小鼠的CD4+CD25+Tregs则可以

阻止疾病发生[15]. 相应的, 人类的Foxp3基因突

变会导致X染色体连锁的先天免疫缺陷综合征

(IPEX)[16]. 这表明了Foxp3的表达及其下游靶基

因的转录是CD4+CD25+Tregs实现免疫抑制功能

的决定因素. 对于抗原诱导型的Tr1, Th2, Th3细
胞, 细胞表面的特征分子没有明显差别, 其各自

不同的细胞因子分泌情况决定了其不同特征和

功能[17].

3  调节性T细胞的功能

Tregs控制着机体对“自我”与“异我”之间

耐受与反应的平衡. 在外周血中大约有5%-10%
的CD4+细胞为CD4+CD25+Tregs, 他们调节自身

耐受和自主免疫. CD4+CD25+Tregs在体内发挥

抑制免疫反应能力时虽然可以通过分泌IL-10
和TGF-β等免疫抑制因子来抑制效应T细胞的

活性, 但其主要还是通过表面的CTLA-4分子

与抗原提呈细胞(APC)及效应T细胞表面上的

CD80或CD86分子相互作用来发挥其免疫抑制

功能[18], 通过其表面不同的趋化因子受体分布

到全身[19-20], 进而调节机体自身免疫耐受. 回输

CD4+CD25+Tregs能有效的治疗胸腺切除小鼠所

患的自身免疫性疾病. 但人们在多种感染性疾

病的治疗实验过程中发现, 如果向感染小鼠体

内回输病原体抗原特异性的CD8+T细胞, CD8+T
细胞却不能有效的分泌细胞因子并发挥杀伤活

性, 只有通过CD25抗体清除掉被感染小鼠体内

的CD4+CD25+Tregs之后, 病原体抗原特异性的

CD8+T细胞才能有效清除病原微生物[21]. 抗原诱

导型的Tregs是在包括CD4+CD25+Tregs等多种细

胞的参与下, 通过外来抗原提呈-细胞活化-再识

别这3步成熟[17], 进而拥有了抑制针对特定抗原

免疫反应的能力, 这很可能与感染的慢性化相

关. 正是由于调节性T细胞具有强大的抑制免疫

2320                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2006年8月18日    第14卷    第23期

反应能力, 其在体内的功能呈现出一种正负两

面效应. 调节性T细胞既可以防止免疫系统对自

身抗原的反应, 防止自身免疫性疾病的发生, 又
可以诱导机体对移植物、病原体乃至肿瘤产生

免疫耐受[22], 这是导致病毒慢性感染及肿瘤逃

避免疫系统监视的重要原因[23], 也为相应的治

疗提供了细胞生物学基础[24]. 

4  调节性T细胞在肝脏疾病中的作用

4.1 调节性T细胞在肝脏中的作用机制 近年来随

着研究的不断深入, 肝脏在各种病理生理状态

下其特殊的免疫表型与Tregs的关系正逐渐被揭

开. 肝脏能够通过由肝窦内皮细胞(LSECs)作为

抗原提呈细胞诱导CD4+T细胞转变为免疫抑制

状态的细胞表型[25], 从而使肝脏在正常生理条

件下往往处于免疫豁免状态, 在面对大量外来

食物抗原时维持一种低的免疫应答. 在病理状

态下, Tregs强大的免疫抑制能力可以控制肝脏

的炎症反应, 例如爆发性或自身免疫性肝炎, 减
少肝脏损伤, 也可以调节肝脏移植时产生免疫

耐受. 但是, Tregs抑制免疫反应的能力同时也会

导致病毒性肝炎的慢性化, 同时还可能保护肿

瘤抵抗免疫系统的杀伤作用而迅速生长. 
4.2 自身免疫性肝炎与肝移植 自身免疫性肝炎

体现为免疫紊乱, 循环中出现大量抗自身抗原

抗体, 造成肝脏损伤. 人们早已关注Tregs在自身

免疫性肝炎中的作用[26-27]. 有研究发现, 患者的

自身免疫肝炎的严重程度越高, 其体内Tregs的
数量就越少, 同时与健康人相比, 从自身免疫性

肝炎患者体内分离得到的Tregs活性明显降低, 
而且易于发生凋亡, 人为的升高患者体内Tregs
的量可能是治疗自身免疫性肝炎的新方法[28-29]. 
肝脏移植是治疗晚期肝癌有效手段, Tapirdamaz 
et al [30]在研究调节Tregs功能的重要分子CTLA-4
的单核苷酸多态性时发现, 当肝脏移植受体者

的CTLA-4基因存在着+49A/+6230G这种风险等

位时, 肝脏移植后患者发生急性排斥的机率远

高于正常患者, 表明Tregs正常功能的发挥关系

到宿主对移植肝脏的耐受能力[31]. Demirkiran 
et al [32]及Jiang et al [33]研究都表明, 在肝移植后发

生急性排斥反应的患者, 其体内循环中Tregs的
量较未发生排斥的患者要低很多, 这意味着提

高受供者循环中Tregs的量有利于移植肝脏的存

活[34]. 动物体内试验已经证明, 通过免疫抑制剂

二羟维生素D3 (1a, 25-dihydroxyvitamin D3)及
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■相关报道
调节性T细胞在肝
脏中的功能研究
这几年才刚刚开
始, 目前普遍认为
其功能具有两面
效应, 即在抑制了
危及肝脏的急性
免疫反应之后, 却
保护了病原体或
癌细胞, 对肝脏形
成了长期的慢性
危害.

■研发前沿
在对调节性T细胞
的研究中, 影响其
功能的因素无疑
是一大热点. 如果
能够人为的对其
功能进行控制, 那
么自身免疫病、

慢性炎症乃至癌
症的免疫治疗就
大有可能.
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霉酚酸酯(mycophenolate mofetil)作用于小鼠, 诱
导其体内的Tregs数量增高, 使小鼠对移植物的

耐受明显增强, 而且将这种Tregs转移至未经

治疗小鼠体内, 受体小鼠也产生了移植耐受现

象[35]. 这为通过应用免疫抑制剂人为增加Tregs
的数量, 进而治疗自身免疫性肝炎和降低肝脏

移植排斥开辟了新的领域和方向[36]. 
4.3 病毒性肝炎 病毒性肝炎一直是威胁人类健

康的主要疾病, 其感染易于慢性化, 极大地增加

了病毒性肝炎的危害. Roh et al [37]通过基因疫苗

对HBV的转基因小鼠进行治疗时发现在二月龄

转基因小鼠中, 其体内的Tregs细胞起到了免疫

抑制的作用, 使基因疫苗不能有效的引发免疫

反应. Furuichi et al [38]发现在活体内, 如果预先清

除小鼠体内的CD25+细胞, 通过基因治疗后的小

鼠体内针对HBV特异性的效应CD8+T细胞和记

忆性CD8+T细胞的数量均显著升高. Franzese 
et al [39]发现在急性及慢性感染HBV个体中, 从
其体内分离得到的CD4+CD25+Tregs均可以有

效抑制细胞毒C D8+T细胞的活性. X u et al [40]

最近优秀的研究证实了在严重慢性H B V肝炎

患者中, 外周循环的CD4+CD25+Tregs数量明

显升高, 而普通的HBV慢性肝炎患者其循环中

CD4+CD25+Tregs量与其病毒载量正相关, 急性

HBV肝炎患者循环中CD4+CD25+Tregs的量在急

性期降低, 随着患者的恢复而逐渐升高. 而且分

离得到的CD4+CD25+Tregs具有诱导形成HBV抗

原特异性Tregs的能力, HBV抗原特异性Tregs则
加强了HBV感染的慢性化. 以上的研究表明, 不
论在体内还是在体外, Tregs都能下调抗病毒免

疫反应而导致HBV感染的慢性化, 这为通过免

疫手段抑制Tregs从而治疗HBV的慢性感染提供

了理论基础. 
Bolacchi e t a l [41]和Cabrera e t a l [42]的研

究表明 ,  持续性 H C V 感染升高了循环中

CD4+CD25+Tregs的数量, 并直接抑制了HCV特

异性细胞CD8+T的活性[43]. Tajimi et al [44]则进一

步证实了在HCV慢性患者中, 出现了针对HCV
核心抗原及NS3抗原的抗原特异性Tregs, 这种

抗原特异性Tregs的诱导生成无疑加重了HCV
的感染. 令人感兴趣的是Boyer et al [45]的研究. 
在慢性感染HCV的患者中, 30%-50%的患者会

并发冷球蛋白血管炎(mixed cryoglobulinemia 
v a s c u l i t i s, M C)这种自身免疫性疾病, 而且

10%-15%的患者会发展成系统性重度自身免疫

病变, 所以人们又称之为病毒相关的自身免疫

病. Boyer发现, 与未发病的HCV患者相比, 严
重并发MC的HCV患者, 其CD4+CD25+Tregs在
外周循环数量会明显下降, 甚至会低于正常健

康人群. 这可能是由于CD4+CD25+Tregs过分

聚集于炎症区域, 在努力抑制炎症反应的同时

却导致了外周循环的Tregs数量下降, 从而减

弱了其抑制自身免疫的能力, 进而导致了HCV
患者并发MC. 这从一个方面解释了为什么病

毒感染会导致自身免疫病的原因 ,  也揭示了

CD4+CD25+Tregs在免疫上微妙的调节作用. 
4.4 肝癌 肿瘤之所以能够快速生长并转移的一

个重要原因就是机体的免疫系统对肿瘤组织呈

现出一种耐受性, 肿瘤细胞不能被淋巴细胞有

效杀伤[46]. Tregs在HCC患者中发挥了重要的作

用. Ormandy et al [47]的研究首次表明, HCC患者

外周循环中的CD4+CD25+ Tregs数量增加, Foxp3
表达上调而且肿瘤组织中有CD4+CD25+ Tregs
浸润. 而Unitt et al [48]进一步研究了HCC患者肿

瘤组织浸润的淋巴细胞, 发现只有少量的CD8+T
细胞具有杀伤能力 ,  同时肝癌组织中浸润有

CD4+CD25+ Tregs细胞, 与健康人相比, HCC患者

外周的CD4+CD25+ Tregs细胞表达TGF-β的量远

远高于健康人, 抑制免疫反应的能力明显升高. 
Yang et al [49]细致分析了25位HCC患者的肝组织, 
发现癌旁组织的CD4+CD25+ Tregs细胞比例高于

癌远端组织, 而CD8+T细胞的比例恰好相反. 而
且在癌旁组织分离得到的CD4+CD25+ Tregs能够

抑制CD8+T细胞的增殖. Tregs可能错误的认为

肿瘤为“自体”组织而抑制了免疫系统的效应, 
防止“自身”免疫反应的发生, 却错误的保护

了肿瘤. 所以目前有观点认为[50]: 以肿瘤组织内

的Tregs为治疗靶点, 通过药物消除其抑制免疫

的能力, 就能够“唤醒”机体的免疫系统对肿

瘤的识别, 进而消除肿瘤, 这为肿瘤的免疫治疗

提供了新的思路[51]. 
目前, 关于Tregs如何逃脱胸腺的克隆清除; 

Foxp3具体调控的基因以及Tregs抑制免疫反应

的具体分子机制还不清楚. 但随着研究的深入, 
人们不仅会详细了解其控制免疫反应的分子机

制, 同时Tregs在肝脏生理病理各个阶段中的作

用也会被逐步揭开. 彻底阐明Tregs的功能和作

用机制, 不仅有利于我们进一步了解肝脏在生

理条件下的免疫机制, 而且还为人们有针对性

的治疗自身免疫性肝炎、病毒性肝炎、爆发性

■创新盘点
本文详细介绍了
调节性T细胞特点
及其功能, 全面的
总结了肝脏在生
理及病理条件下
调节性T细胞所发
挥的作用.
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肝炎、肝移植乃至肝癌等肝脏疾病开辟一个新

的方向, 为治疗性药物的研发提供新的思路.
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摘要
基因组印记(genomic imprinting)是目前肿瘤
医学领域研究的新热点, 印记基因胰岛素样
生长因子Ⅱ基因(insulin-like growth factor 2, 
IGF2)与肿瘤相关性的研究也逐渐显现其参与
肿瘤的发生、发展过程. IGF2是最早发现的
印记基因之一, 对个体的生长发育起着重要的
作用. 近年发现大多数恶性肿瘤中都存在该
基因的印记丢失所致的IGF2高表达现象, 且
IGF2印记丢失可以作为大肠癌等肿瘤发生危
险性的分子标记, 但肿瘤中IGF2印记形成和
丢失的机制尚不清楚, 本文将从等位基因差异
性甲基化区域(differentially methylated region, 
DMR)甲基化状态、绝缘蛋白CTCF (CCCTC-
binding factor)结合能力及BORIS (brother of 
the regulator of imprinted sites)共同参与印记
形成几个方面, 阐述肿瘤中IGF2印记形成及
其印记丢失的可能机制.

关键词: 印记基因; DMR; LOI; CTCF
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0  引言

胰岛素样生长因子Ⅱ基因(insulin-like growth 
factor 2, IGF2)和H19是最早发现的内源性印记

基因之一, 二者紧密连锁于11p15.5, 且共用位

于H19下游的增强子. IGF2是重要的促胚胎生

长因子, 可通过自分泌或旁分泌的方式作用于

细胞表面的IGFⅡ受体, 调节胚胎及滋养叶的

生长发育, 其母源等位基因印记而其父源等位

基因表达. H19无蛋白质产物, 但其转录的RNA

可以调节IGF2的印记和表达, 其父源等位基因

印记而母源等位基因表达. Ping et al [1]发现IGF2
基因印记丢失(loss of imprinting, LOI)是BWS 
(beckwith-wiedemann syndrome)疾病肿瘤高发

风险的重要原因, 另外在肝癌 [2]、肺癌 [3]、胃

癌[4]、肠癌[5-6]、卵巢癌[7]、肉瘤[8]等多种成人多

发的肿瘤中也都发现了IGF2表达量异常增加及

其LOI的现象, 提示IGF2的表达异常是肿瘤发

生的相关因素. 但肿瘤中IGF2印记形成和丢失

的机制尚不清楚, 本文将从等位基因差异性甲

基化区域(differentially methylated region, DMR)
甲基化状态、绝缘蛋白CTCF (CCCTC-binding  
factor)结合能力及BORIS (brother of the regulator 
of imprinted sites)共同参与印记形成几个方面, 
阐述肿瘤中IGF2印记形成及其印记丢失的可能

机制. 

1  IGF2/H19 DMR与IGF2印记形成

尽管维持机体IGF2正常印记及印记丢失的分子

机制尚未完全明确, 但近年研究发现, IGF2/H19 
DMR, 即印记控制区(imprinting control region, 
ICR)在其中起重要作用. 参与IGF2印记状态的

DMR有多个, 包括H19上游DMR (H19 DMR)和
IGF2 DMR. 鼠的H19 DMR区域有4个锌指蛋白

CTCF (CCCTC-binding factor)结合位点[9], 而人

类H19 DMR含有7个CTCF结合位点, 其中只有

第6个结合位点在父母源等位基因上甲基化状

态不同[10], 这一区域的甲基化状态改变与IGF2/
H19印记状态密切相关. 根据Bell et al [9]的增强

子及CTCF绝缘子模型, H19 DMR在甲基化和

未甲基化状态时依其结合蛋白情况不同对等位

基因表达进行调控, 体细胞中母源等位基因此

DMR区呈未甲基化状态, 结合CTCF蛋白作为绝

缘子, 阻止IGF2启动子与H19下游增强子结合导

致IGF2不表达; 而父源等位基因上H19 DMR呈
高甲基化状态, 不能结合CTCF蛋白形成绝缘子, 
下游增强子作用于IGF2启动子, 此时IGF2表达. 

Nakagawa et al [11]发现大肠癌中IGF2 LOI伴
有H19 DMR的双等位基因甲基化, 这一结果符

®

■背景资料
基因组印记 ( g e -
nomic imprinting)
是指控制某一表
型的一对等位基
因由于亲源的不
同而呈差异性表
达, 即机体仅转录
来自亲本一方的
等位基因而与自
身性别无关. 所谓
印记丢失(loss of 
imprinting, LOI)
是指被印记的无
活性的等位基因
被 重 新 激 活 .  胰
岛素样生长因子
Ⅱ基因 ( insu l in -
Like growth factor 
2, IGF2)是父源表
达的印记基因, 编
码一个强有力的
有丝分裂原, 促使
细胞增殖, 其表达
量增加可促使细
胞恶性转化与增
殖, 参与肿瘤的发
生、发 展 .  维 持
IGF2正常印记及
丢失的分子机制
尚未明确, 但近年
差异性甲基化区
域(differentially 
methylated region, 
DMR)在印记调节
中的作用备受关
注.



樊红, 等. 肿瘤中胰岛素样生长因子Ⅱ基因印记及其丢失的机制                                                                                      2325

www.wjgnet.com

合上述绝缘子模型. 父母源等位基因H19 DMR
上都发生甲基化, CTCF无法结合发挥绝缘作用, 
H19下游增强子作用于两个同源等位基因上的

I G F2启动子而使I G F2双等位基因表达 .  C u i 
et al [12]在Wilms肿瘤中也发现同样的甲基化改变; 
Ulaner et al [13]在骨肉瘤研究中发现, IGF2和H19 
LOI伴随CTCF结合位点的互为相反的甲基化改

变, 亚硫酸盐测序表明, IGF2 LOI时CTCF结合

位点上是双等位基因甲基化, H19 LOI时CTCF
结合位点上是双等位基因去甲基化, Cui et al [14]

同样在大肠癌中检测到IGF2 LOI伴有H19 DMR
的双等位基因低甲基化, 这与Nakagawa的结果

是相反的. Takai et al [10]在6例膀胱肿瘤中发现有

2例肿瘤发生IGF2 LOI, 伴有H19 DMR低甲基化. 
Ishizaki et al [15]指出IGF2 LOI与H19 DMR区异常

甲基化无关, IGF2 LOI而H19 DMR甲基化状态

正常, 除此之外依照IGF2/H19染色质绝缘模型, 
IGF2 LOI除存在H19 DMR的双等位基因甲基化

以外, 还应伴有H19的双等位基因失去表达[16-17]. 
Ulaner et al [13]在绝缘子模型基础上提出一个设

想, 在H19 DMR CTCF结合位点, 甲基化模式的

变化可能是不同的. 如果甲基化的丢失或获得

是不完全的, 这可能导致有缺陷的CTCF绝缘功

能, 这可解释为同一亲源等位基因上IGF2和H19
皆表达, 故IGF2 LOI可与H19单表达共存(反之

亦然); 若甲基化丢失与获得是完全的, 则一个双

表达伴有另一个沉默[17], 以此说法同样可以解

释IGF2和H19同时发生LOI[18], 若母源染色体上

CTCF结合位点是高甲基化的, 父源染色体上是

低甲基化的, 当这种克隆在肿瘤细胞群体中占

有一定比例, 则可见到IGF2和H19同时LOI. 
研究表明, 鼠I G F2基因内有3个D M R[15], 

DMR0和DMR1位于IGF2编码区上游, DMR2位
于基因内部, DMR0在失活的母源染色体上是甲

基化的[19], 而DMR1和DMR2在有活性的父源染

色体上是甲基化的. IGF2 DMR1缺失或DMR0, 
DMR1同时缺失[20-21], 不论发生在父源染色体还

是母源染色体上都导致IGF2和H19两个基因同

时LOI, 实验结果表明, 有抑制因子与母源未甲

基化的等位基因结合而沉默母源IGF2表达. Cui 
et al [14]认为, 鼠DMR0相当于人类IGF2外显子2-3
区域的DMR, 母源上是甲基化的. Ulaner et al [13]

对骨肉瘤的研究结果却显示出这一区域的甲

基化模式与IGF2印记无关. 因此可以推断IGF2 
DMR与其LOI的关系不是稳定不变的, 可能与肿

瘤来源有关. 

另外母源H 1 9基因缺失导致母源 I G F 2 
DMR0去甲基化[20]和父源IGF2 DMR1, DMR2
去甲基化[22], H19 DMR的缺失导致IGF2 DMR
的不同水平的甲基化变化[23]. H19 DMR完全缺

失, 能够保护体细胞中母源IGF2基因避免发生

甲基化, 而对卵细胞中甲基化情况无影响. 说明

H19 DMR和IGF2的DMR有某种功能上的联系, 
IGF2/H19区域的印记是由H19 DMR和IGF2中的

DMR区的相互作用来维持.

2  CTCF在IGF2印记中的作用

真核生物的核染色质由活性区域和非活性区域

组成, 这些区域中基因的表达被调控元件所调

节: 如增强子、启动子等是在一定距离内有效

激活基因所需的, 而沉默子则在阻碍基因转录

时起作用. 细胞中的相邻基因常与功能上相拮

抗的元件之间存在相互作用, 例如增强子与沉

默子, 尽管这些元件相距很近, 但他们并不影响

附近基因的表达. 绝缘子或分隔元件是这样一

些DNA序列, 其能够作为中立的隔离工具, 使
DNA序列避免受到邻近序列活性状态的影响, 
并把基因组分隔成互相独立的功能域, 主要功

能是防止远处的增强子作用于某一位点, 并阻

止失活染色质蔓延. H19 DMR即是其中一种绝

缘子, 已知有数个CTCF结合位点, H19 DMR在
未甲基化时能够结合CTCF, 共同发挥绝缘功能. 
位于在内源性H19 DMR的核苷酸序列突变[24], 
可导致CTCF不能与其结合, 而发生IGF2印记丢

失. 说明CTCF-H19 DMR复合体在形成和保持

配子印记中是关键的. 
CTCF是高度保守的多功能的、多价的核

因子[25], 具有肿瘤抑制属性, 在几乎所有体细胞

中表达, 功能涉及基因启动子激活与抑制, 激素

诱导基因沉默, 甲基化敏感的染色质绝缘以及

‘阅读’印记区域等, 与甲基化依赖的X染色体

随机失活亦密切相关. 从果蝇到哺乳动物包括

人有90%同源性, 在鼠和人中的实验证实唯一

不表达CTCF的细胞是睾丸中的某些生殖细胞, 
到目前为止确定的所有脊椎动物染色质沉默子

或边界元件都能与CTCF结合. CTCF蛋白含有

11个锌指结构, 不同的锌指形成不同的组合可

与序列截然不同的DNA结合, 但发挥类似相近

的调节功能. 在正常培养细胞中抑制CTCF表达

可导致急速的不可逆的细胞死亡, 而在肿瘤细

胞中则发现有CTCF表达的下调. 除表达下调外

CTCF与靶位点结合改变也常见于肿瘤中, 利用 

■研发前沿
IGF2 LOI为肿瘤
的表观遗传学改
变之一, 探讨IGF2
印记及其丢失的
机制, 将更好的理
解个体发育及肿
瘤形成的机制, 从
而指导肿瘤的诊
断和治疗. 但IGF2
印记的机制是一
个复杂的调控系
统 ,  除了与DMR
甲基化和CTCF等
蛋白关系密切外, 
不 可 忽 视 的 是 , 
他还与染色质重
塑、组蛋白乙酰
化、组蛋白甲基
化、DNA甲基转
移酶表达等有关.

■创新盘点
肿瘤中IGF2印记
形成和丢失的机
制 尚 不 清 楚 ,  本
文 D M R 甲 基 化
状态、绝缘蛋白
CTCF (CCCTC-
binding factor)结
合能力及BORIS
共同参与印记形
成几个方面阐述
肿瘤中IGF2印记
形成及其印记丢
失的可能机制.
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■应用要点
在多种肿瘤中都
发现有IGF2 LOI, 
使 得 无 活 性 的
IGF2等位基因被
重 新 激 活 ,  造 成
IGF2等位基因的
双表达, 促使了细
胞恶性转化与增
殖, 从而促进了肿
瘤的发生和发展. 
探讨IGF2印记及
其丢失的机制, 将
更好的理解个体
发育及肿瘤形成, 
从而指导肿瘤的
诊断和治疗.

EMSA可检测到CTCF基因肿瘤特异性的突变使

其蛋白失去了与IGF2-H19 DMR结合的能力, 失
去或减弱了与生长调节基因P19/ARF和MYC启
动子结合的能力. 但对于在细胞增殖中属于中

性基因的β-球蛋白绝缘子或溶菌酶基因沉默子, 
其与CTCF的结合能力没有改变, 可能与这些位

点结合的锌指没有发生突变, 说明CTCF基因肿

瘤特异性的突变是与促进肿瘤生长的基因密切

相关的. 
Fedoriw et al [26]在转基因鼠中应用有效的

RNAi技术, 选择性地在卵细胞中沉默CTCF表
达, 发现卵子H19 DMR甲基化水平增加. 从而阐

明卵细胞中H19 DMR的甲基化免除直接依赖于

CTCF蛋白, 同时发现, CTCF缺如的卵细胞受精

后产生的后代发育障碍, 表明CTCF对于正常的

植入前发育是重要的. 故是否可这样认为, 卵子

中H19 DMR的未甲基化状态作为缺如状态而

存在, 在卵细胞发生过程中与CTCF结合, 后者

可能具有驱逐DNA甲基化转移酶(DNA methyl-
transferase, DNMT)的作用而在使母源H19 DMR
避免植入时全基因组的普遍甲基化, 并在受精

卵发育及其后的生命过程保持这一缺如状态, 
同时维持正常印记. 

Schoenher r e t a l [23]发现母源传递的H19 
DMR CTCF结合位点突变, 与CTCF的结合丢失, 
在新生鼠中H19 DMR获得程度不同的甲基化, 
卵母细胞和早期囊胚中H19 DMR却是未甲基化

状态, 表明CTCF的结合在卵子发生过程中对于

建立未甲基化DMR不是必须的. 提示CTCF调节

H19 DMR区甲基化在配子发生过程中和受精卵

发育及正常体细胞中机制可能并非如想象那么

简单, 但可以肯定的是CTCF在其中扮演了一个

非常重要的角色.

3  BORIS参与印记形成与维持

Loukinov et al [25]利用在脊椎动物中保守的一段

CTCF基因序列作为探针, 再辅以5'RACE (rapid 
amplification of cDNA ends)和3'RACE, 从人类睾

丸cDNA文库中筛查出一个与CTCF同源性很高

的基因, 得到他的核酸序列和氨基酸序列, 将他

命名为BORIS. 其蛋白含有与CTCF相同的11个
锌指结构域, 此结构域可与CTCF相似的靶DNA
序列结合, 而锌指两侧的氨基酸序列同源性不

高, 表明行使的功能与CTCF不同. 利用Northern 
blot, Western blot和RT-PCR分析以及组织染色

鉴定BORIS在鼠、人、人各种肿瘤细胞中的表

达谱, 结果发现BORIS正常情况下只表达于个体

的睾丸组织, 其他组织中没有, 而在几种肿瘤中

却见表达. 对于睾丸组织做的微结构染色及甲

基化分析发现, 精母细胞中BORIS表达阳性而

CTCF表达阴性, 这也是唯一已知CTCF不表达

的细胞类型, 而这类细胞中是没有甲基化胞嘧

啶的; 在精细胞和精子中恰好与此相反, BORIS
表达阴性而CTCF表达阳性, 此类细胞中胞嘧啶

是发生了甲基化的. 根据这一结果作者提出一

个假说, 认为BORIS在精子发生过程中参与全基

因组的去甲基化过程[27], CTCF和BORIS在精子

细胞发育和体细胞正常印记产生和维持过程中

相互协调, 通过精确有序的基因开关来控制. 这
种平衡被打破则可能发生印记异常甚或肿瘤. 

BORIS位于20q13, 这一区域在许多肿瘤中

都经常观察到拷贝数增加, 这可能导致BORIS
被异常激活; 在同样的肿瘤中也观察到16q22 
CTCF基因位点的突变, BORIS可能作为CTCF蛋
白的竞争者来破坏CTCF在细胞中的正常功能, 
干扰CTCF的生长抑制功能. 另外可能通过影响

CTCF在印记基因如IGF2表达中的绝缘功能而

参与印记异常的发生, 如此类印记基因是与细

胞增殖有关的, 则又间接地促进了肿瘤发生. 对
20q13和16q22的染色体结构分析表明在哺乳动

物进化到某一时间点, CTCF及其附近其他基

因在内的一段区域复制并插入到20q13.2, 逐渐

演化并产生了睾丸特异的启动子, 从而产生了

BORIS这一与CTCF极其相似的基因[28-29]. 
总之 ,  基因组印记不仅参与个体生长发

育、性别决定等正常生命活动 ,  同时基因印

记的异常与人类遗传病、肿瘤发生有关. 揭示

IGF2基因印记调控机制, 将有助于深入了解正

常发育过程与肿瘤的发生、发展. 当然, IGF2
印记调控是一个复杂、多样性的系统, 可能在

不同的肿瘤, 甚至同一种肿瘤的不同起源的组

织中, 其印记形成与丢失的模式都有所不同, 因
此研究肿瘤中印记丢失现象将依据基因组印记

形成的时空特异性而考虑多元化成分的协同作

用, 即除了关心DMR甲基化、CTCF蛋白及其相

关蛋白外, 还不能忽视其可能与染色质结构变

化、组蛋白乙酰化、组蛋白甲基化、DNA甲基

化转移酶表达等有关. 
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

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

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

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

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

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

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

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

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

和报名参加. 

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

副主任积极投稿和报名参加.

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

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

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

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.
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摘要
胃肠运动障碍性疾病(功能性消化不良、肠
易激综合征等)是一类临床常见病, 临床上以
腹胀、早饱、恶心、呕吐、腹泻、便秘等症
状为主要表现, 严重影响了患者的生活质量. 
Ghrelin为一种生长激素促分泌剂(GHSs)受体
的内源性配体. 目前最新的研究表明, Ghrelin
除在摄食与能量代谢、心血管功能等方面具
有调节作用外, 还具有调控胃肠分泌、运动等
功能. 本文就Ghrelin对胃肠运动的调节作用
作一综述.

关键词: Ghrelin; 胃肠运动
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0  引言

Ghrelin是1999年Kojima et al [1]发现的第一个生

长激素促分泌剂(GHSs)受体(growth-hormone 
secretagogue receptor, GHS-R)的内源性配体, 是
由28个氨基酸组成的小分子多肽 .  研究表明 , 
Ghrelin除在摄食与能量代谢、心血管功能等方

面具有调节作用外, 还具有控制胃酸分泌、调

节胃肠动力和胃黏膜保护作用. 本文就Ghrelin
对胃肠运动的调节进行综述. 

1  Ghrelin及其受体

Ghrelin分布于人体多种组织器官, 包括心脏、

胃肠道、胰腺、肾脏、胎盘、睾丸、下丘脑和

脑垂体等, 其中以胃组织中含量最高, 约占全身

的20%左右, 说明Ghrelin在胃肠功能的调节上

具有重要意义[2]. Ghrelin主要位于胃泌酸腺体的

中部, 在人类这些泌酸腺体以P/D1颗粒为特征, 
而在啮齿动物则以X/A样颗粒为特征. 胃泌酸黏

膜层中, Northern blot分析显示有大量Ghrelin的
mRNA, 免疫细胞化学研究证明, 有大量Ghrelin
免疫阳性的内分泌样细胞存在[3]. Ghrelin受体

(GHS-R)不仅分布于中枢, 而且在大部分外周组

织都有分布. 人和大鼠胃结肠组织神经元胞体

和纤维、胃腺相关细胞、公认的肠内分泌细胞

和/或肥大细胞中均表达GHS-R免疫反应性, 平
滑肌细胞和上皮细胞不表达GHS-R免疫反应性,  
且只有大鼠与肌肉相关神经纤维上表达GHS-R
免疫反应性 [4]. 原位杂交研究显示, GHS-R与

NPY共存于下丘脑弓状核[5], GHS-R mRNA存

在于迷走传入神经元上[6]. Xu et al [7]还观察到

GHS-R mRNA存在于肠壁和肠肌丛神经元上, 
且GHS-R与ChAT阳性神经元共存于豚鼠肠肌间

神经丛. 
GHS-R有1α, 1b 2种亚型. GHS的促分泌效

应主要是通过与1α型GHS-R结合而发挥的. 研
究表明, Ghrelin的功能性受体GHS-R1α mRNA
主要在垂体表达 ,  在下丘脑弓状核、腹内侧

核、漏斗核也有表达, 而在甲状腺、胰腺、脾

脏、脂肪组织及肾上腺表达水平很低, 而非功

能性GHS-R1b mRNA在组织器官中广泛表达[8].

2  Ghrelin的作用

2.1 对胃肠平滑肌的作用 胃肠运动是由消化道

管壁的平滑肌有规律的收缩和舒张完成的. Dass 
et al [4]探讨了Ghrelin对人和大鼠离体胃和结肠

环行肌条电刺激(electrical field stimulation, EFS)
引起的神经介导反应的影响. 在大鼠胃环行肌, 
Ghrelin (0.1-10 μmol/L)对平滑肌张力无影响, 
但呈浓度依赖性增强兴奋性神经刺激引起的肌

肉收缩幅度, 相似条件下, Ghrelin对大鼠远端

结肠和人升结肠和乙状结肠无作用. Kitazawa 
et al [9]也发现Ghrelin及其合成肽(growth hormone 
releasing peptide, GHRP-6)和非肽GHS-R拟似剂

capromorelin能有效地增强EFS诱导小鼠胃底肌

条的胆碱能反应. 研究表明, Ghrelin具有明显促

进胃动力活性.  
2.2 胃排空与肠转运的作用 动物研究表明, 除
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■背景资料
胃肠运动障碍性
疾病是一类临床
常 见 的 疾 病 ,  临
床上以腹胀、早
饱 、 恶 心 、 呕
吐、腹泻、便秘
等症状为主要表
现, 每年耗费了国
家大量的医疗资
源, 严重影响了患
者的生活质量, 但
其发病机制尚未
完全清楚. Ghrelin
为一种新近发现
的调节肽, 除能调
控摄食与能量代
谢、心血管功能
外, 还对胃肠运动
具有非常重要的
调节作用.

■研发前沿
在功能性胃肠病
研究中, 其发病机
制与胃肠运动障
碍、内脏高敏感
性、胃肠分泌异
常有关. Ghrelin, 
一种新近发现的
调节肽, 在胃肠运
动研究中调控作
用, 已成为当前研
究的热点, 深入系
统的从细胞和分
子机制来研究其
对胃肠平滑肌、

胃 排 空 和 肠 转
运、胃肠蠕动反
射、消化间期的
胃肠运动等方面
的调节作用, 具有
十分重要的临床
意义.



了增加摄食外, Gh re l i n能促进胃排空、刺激

大鼠小肠动力[10], 但似乎对结肠动力无影响[4]. 
Masuda et al [11]发现乌拉坦麻醉大鼠iv Ghrelin 
(0.8-20 μg/kg)呈剂量依赖性促进胃排空. Levin 
et al [12]给大鼠灌注含51Cr的聚乙二醇4000或含
51Cr的液体营养餐. 结果发现在iv Ghrelin 20 min
后, Ghrelin对营养性液体的胃排空无影响, 但
显著促进了非营养性液体的胃排空. 给大鼠iv 
Ghrelin, 胃排空和小肠对流质饮食的转运加快, 
并可逆转手术后肠梗阻[13]. Dornonville et al [14]

观察了Ghrelin, des-Gln14-ghrelin, des-octanoyl 
ghrelin, Ghrelin -18, -10, -5对小鼠胃排空影响. 
结果表明, Ghrelin, des-Gln14-ghrelin剂量依赖

性促进胃排空, 而des-octanoyl ghrelin无作用. C-
末端剪切的Ghrelin片段也有作用, 但明显弱于

Ghrelin本身. 给小鼠icv或ip Ghrelin, 胃排空速

率显著增加[5]. Ghrelin和des-Gln14-ghrelin还可

促进小鼠小肠排空, 并有效缓解手术后引起的

肠梗阻, 而此过程中大剂量胃动素无效. Murray 
et al [15]观察了外源性Ghrelin对糖尿病胃轻瘫患

者胃排空的影响. 在Ghrelin注入90 min时, 血浆

Ghrelin水平达到峰值, 且与生长激素血浆峰值

相对应. Ghrelin使10个患者中的7人胃排空增快

(30%±6% vs  43%±5%, P <0.05), 受损的迷走神

经张力与餐后胰多肽峰值负相关, 但与胃排空

率无明显关联. 因而认为Ghrelin促进DM胃轻瘫

患者的胃排空, 这不依赖于迷走神经张力. 不过

也有相反的研究结果, De Smet et al [16]应用Ghre-
lin基因敲除小鼠Ghrelin (-/-)模型, 观察到Ghre-
lin存在对胃排空无影响, 外源性Ghrelin引起胃

排空加速的铃形剂量效应曲线在Ghrelin (+/+)和
Ghrelin (-/-)小鼠并无变化. 因而认为Ghrelin并不

是一种必须的胃排空调节因素.  
2.3 MMC的调控作用 胃肠空腹状态下并不是

静止不动的, 胃肠腔内压力呈周期性变化, 称
为消化间期的运动周期, 又称为消化间期移行

性复合运动(interdigestive migrating motor com-
plex, IMMC). 如同motilin一样, Ghrelin也能诱

导MMC. Edholm et al [10]观察到Ghrelin剂量依

赖性缩短大鼠小肠MMC周期, iv Ghrelin期间, 
十二指肠MMC间期从17.2±2.0 min下降至9.9
±0.8 min, 而空肠MMC间期从17.5±2.2 min
下降至10±0.8 min. 阿托品能阻断此效应. 提示

Ghrelin通过胆碱能神经元刺激消化间期小肠动

力. Tack et al [17]进一步观察了Ghrelin对人MMC
的影响. 在MMCⅢ相出现后20 min, 分别iv生理
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盐水或Ghrelin 40 μg. 结果发现, 所有受试者均

记录到自发出现的MMCⅢ相. 给予Ghrelin后胃

MMCⅢ相明显缩短(12±3 vs  95±13, P <0.001). 
注入Ghrelin能升高血浆胰多肽和Ghrelin水平, 
但对motilin、生长抑素和胰高糖素水平无影响. 
因而认为, Ghrelin能诱导人胃不成熟的MMCⅢ
相, 且不是通过释放胃动素来介导的.

3  作用机制

已有文献报道Ghrel in通过迷走和非迷走神经

介导机制影响胃肠动力. 在迷走传入神经元上

分布有Ghrelin受体, 可能是Ghrelin信号和迷走

传入神经活动相互作用的基础. icv Ghrelin可以

诱导孤束核和迷走神经背核神经元的原癌基因

c-fos表达增加, 这些核团也是中枢神经系统对

胃运动调节的主要位点. iv Ghrelin可增加胃酸

分泌和增强胃动力, 此效应被阿托品或双侧迷

走神经切除所阻断, 但不能被组胺H2受体拮抗

剂所阻断[11]. 离体研究也发现, 除迷走神经依赖

机制外, Ghrelin作用也可由ENS所介导. Ghrelin
能增加大鼠胃肌条电刺激所引起的胆碱能神经

效应[4,9-10]. 形态学也证实豚鼠回肠肠神经元上存

在Ghrelin及其受体[7]. 还有研究表明, Ghrelin通
过GHS-R1a受体活化肠肌丛神经元. 除了作用

于迷走神经和肠神经元外, Ghrelin也影响了参

与调节消化间期胃肠动力的血浆胃肠激素水平[18]. 
Chen et al [19]认为, 外周des-acyl Ghrelin(减慢胃排

空)可透过血脑屏障直接激活脑受体, 而没有激

活迷走传入途径. 大脑中的CRF2而非CRF1受体

参与了此效应. 可见, Ghrelin及其拟似剂有可能

成为治疗胃肠动力低下疾病的有效治疗手段. 
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■应用要点
本文较系统的介
绍了Ghrelin对胃
肠平滑肌、胃排
空和肠转运、消
化间期的胃肠运
动的调节作用及
可能的调控机制, 
覆盖面广, 为胃肠
运动的临床和实
验研究提供了思
路.
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摘要
影像学检查是诊断急腹症的重要手段. 电子
计算机断层(computed tomography, CT)对腹部
解剖和病变的准确显示, 越来越体现出其优
越性, 而多层螺旋CT具有快速螺旋扫描和三
维后处理能力, 显著提高了图象质量和显示
细微结构的能力, 尤其是其新的成像技术: 多
平面重建、最大密度投影、曲面重组法等的
出现, 在急腹症的诊断上体现了巨大的优势. 

关键词: 急腹症; 螺旋CT; 成像技术
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0  引言

急腹症是以急性发作的剧烈腹痛为特征的一组

临床综合症, 常需急诊内科或外科处理. 其病因

复杂, 临床表现多样, 有些患者在很短时间内, 
病情可能发生很大的变化, 造成严重后果, 甚至

危及患者生命. 因此, 能否及时准确地诊断对

患者预后乃至生命有重大影响[1]. 有文献分析

了10 000多个急性腹痛的患者, 其中急性阑尾

炎约占28%, 急性胆囊炎约占9.7%, 肠梗阻约占

4.1%, 4%为急性妇科疾病, 2.9%为急性胰腺炎, 
2.5%为溃疡穿孔, 1.5%为憩室炎, 还有1/3的患

者病因不明. 由于临床表现、体格检查和实验

室检查不具特异性, 急腹症的临床诊断仍是一

个难点[2-3]. 而CT是有效的、准确的影像检查技

术, 尤其是多层螺旋CT(multi-detector computed 
tomography, MDCT)有更多的优势. 当前MDCT
发展的总趋势是向探测器多层、多排发展, 这
种CT的优越性已得到一致的公认[4]. 

1  急腹症CT诊断现状

在过去的20 a, 对于有急性剧烈腹部疼痛的患

者, CT是评估其病情的主要影像技术. 研究表

明, CT对包括胰腺炎、阑尾炎、肠梗阻及实质

脏器破裂等多种原因所致的急腹症诊断是一种

敏感、准确的手段[3-5]. 随着科学技术的日新月

异的发展, 尽管CT的应用已经明显提高了临床

诊断能力, 但其扫描速度仍然无法满足临床检

查的需要, 特别是难以解决运动脏器的扫描问

题. MDCT的出现, 解决了这一难题. MDCT由
于是容积扫描, 没有跳层现象和数据遗漏, 扫描

速度快, 克服了普通CT肠蠕动和呼吸运动的影

响, 图象可以任意间隔重建, 可保证以病变中心

重建, 对病变特征显示率高, 同时可以提供大量

信息了解病变及腹腔周围情况 [6]. 对急腹症患

者不采用任何对比剂的常规平扫的方法, 虽然

快捷, 无风险, 也不会给患者带来任何不适, 但
给影像分析带来一定困难 [2]. 而MDCT的应用

口服或静脉注入对比剂的动态增强技术, 可以

提高诊断的准确性, 增加诊断医生的信心[7].

2  MDCT成像技术

2.1 MDCT的优势 1998年MDCT的开发成功, 标
志着CT历史上的又一次重大革新. MDCT采用

多排探测器技术, 既有横向排列, 又有纵向排列

的探测器阵列, 具有快速螺旋扫描和三维后处理

能力, 显著提高了图象质量和显示细微结构的能

力, 尤其是其新的成像技术的出现, 在急腹症的

诊断上体现了巨大的优势. MDCT与常规CT相
比, 具有扫描速度快、照射量较低、X线管损耗

小、空间分辨率高、采集信息量大等优点. 其优

势为: (1)通过患者的一次屏气而完成整个扫描

过程, 缩短了检查时间, 增加了信息量, 减少了

运动伪影, 这对于病情紧急的患者来说是非常

重要的[8]; (2)利用薄层原始扫描的数据采集, 进
行任意方位和各种间隔的高质量影像重建和三

维成像; (3)利用注入对比剂的方法实现一些脏

器的多时相动态增强检查, 尤其对于血管疾病的

评价很有意义[9]. 另外, MDCT扫描技术不仅突破
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■背景资料
MDCT不但克服
了普通CT扫描时
肠蠕动和呼吸运
动的影响, 而且可
以以病变为中心
进行任意间隔重
建, 明显提高急腹
症病变诊断准确
率, 为进一步紧急
处理提供客观的
影像依据.
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了常规CT的技术限制, 而且还具有能直接进行

血管造影, 进行三维重建, 减少患者的X线辐射, 
降低对比剂用量等诸多优点.
2.2 MDCT成像技术 随着MDCT技术的不断发

展, 快速的断层扫描, 较宽的纵向轴向覆盖长

度和极薄层厚的数据采集方式, 使图象的纵向

分辨率越来越高. MDCT时间分辨率提高, 兴
趣区强化程度更高, Z轴分辨率提高, 重组影像

基本达到各向同性. MDCT具有强大的图象后

处理功能, 其新的成像技术主要有多平面重建

(multi-planar reconstruction, MPR)、曲面重组法

(curved planar reformation, CPR)、最大密度投

影(maximum intensity projection, MIP)、表面覆

盖法(shaded surface display, SSD)、容积积分技

术(volume rendered technique, VRT)、CT仿真

内窥镜(computed tomography virtual endoscopy, 
CTVE)、CT结肠造影(computed tomography 
colonoscopy, CTC)、CT血管造影(computed 
tomography angiography, CTA)等. MDCT后处理

技术及三维重建能从不同的角度和方位直观、

立体地显示病变及与周围毗邻的关系, 在急腹症

的病因诊断上体现了巨大的优势[10-11].

3  MDCT成像技术在急腹症中的应用研究

3.1  急性阑尾炎 急性阑尾炎是最常见的需急诊

手术的急腹症, 虽然依据临床表现可以先作出诊

断, 但是如果其症状不典型或与其他疾病的表现

相似, 就难以作出正确判断. 而MDCT的应用可

以使诊断错误率减少到5%以下, 从而减少了不

必要的辅助检查和外科手术, 同时在需要的情况

下, 也能进行及时有效的手术[12]. 急性阑尾炎的

最常见和最可靠的MDCT征象为阑尾区域的炎

症或蜂窝织炎, 有时可直接显示阑尾壁增厚. 增
强扫描可见增厚的肠壁强化, 以及充满液体的

扩张的管状结构. MDCT亦能准确反映出阑尾炎

炎症程度及范围[13]. Weltman et al [14]在同一组患

者中比较两种检查方法, 指出对急性阑尾炎的诊

断价值, 后者的敏感度、准确度和正常阑尾显示

率均高于前者. MDCT的多平面成像技术更利于

观察阑尾并确定是否为急性阑尾炎[15], 冠状面重

建对观察异位阑尾尤为有利[9]. 近年来, Huwart 
et al [16]提出正常阑尾的新的MDCT诊断标准: 阑
尾的直径多在5 mm至11 mm之间, 而且70%其

直径大于6 mm. 尽管MDCT有其优越性, 但仍有

18%的正常阑尾难以明确诊断[17].
3.2 急性胰腺炎 急性胰腺炎是常见的急腹症

之一, 临床多表现为不同程度的剧烈腹痛、恶

心、呕吐、黄疸及体温升高等. CT薄层扫描可

直接显示胰腺形态、大小及实质密度的改变, 
并可发现胰周水肿及急性胰腺炎向腹膜后间隙

扩展的情况[13]. MDCT扫描速度快, 明显缩短了

扫描时间, 一次屏气可获得整个胰腺薄层扫描, 
避免了呼吸运动伪影和胃肠道气体的影响, 而
且有利于判断胰周血管受累情况, 是判断急性

胰腺炎及其并发症的十分有价值的工具, 尤其

对坏死型和出血型胰腺炎的诊断有重要价值. 
自1980年代以来, 动态增强CT已成为确定胰腺

坏死和胰周炎性改变的基本方法[18]. 动态增强

CT是快速向血管内注入造影剂后, 对检查层面

进行一系列短时间连续扫描, 测定兴趣区CT值
变化, 绘出时间密度曲线, 观察其生理、病理变

化, 协助确定病变的性质. 近年来, 随着MDCT扫
描技术的飞速发展和图象质量的提高, 腹部快速

多期动态增强扫描得以广泛的临床应用[18]. 当胰

腺有坏死时, MDCT能清楚显示胰腺内的低密度

坏死区, 增强扫描显示更准确, 腹部动态MDCT
增强扫描时, 胰腺微循环被破坏的组织不强化

而呈低密度. 当胰腺坏死超过30%时, MDCT诊
断准确率高于90%.目前多数学者认为, 腹部增

强MDCT扫描是非侵入性诊断胰腺坏死的金标

准[19]. 由于MDCT快速的数据采集时间, 可以清

楚分辨出血管增强期[20]. 增强扫描对坏死区的大

小、形态和范围的显示是其他诊断方法无可比

拟的, 而且MDCT薄层准直扫描能够显示脾静脉

和门静脉的假性动脉瘤和血栓等并发症[9]. 曲面

重组技术对于整个扭曲胰腺的显示, 胰胆管和

胰周血管的追踪, 突显周围解剖结构及其损害

的关系有很高的价值[21].
3.3 憩室炎 憩室炎的CT表现包括憩室的显示、

憩室壁的增厚及肠壁周围炎症 ,  肠腔外的气

体、瘘管和脓肿, 肠系膜门静脉的血栓性静脉

炎在CT上也能明确显示[3]. 虽然临床对急性憩室

炎的诊断一般都很准确, 但CT在确认诊断、显

示瘘管和脓肿等并发症方面有着十分重要的作

用[22]. Werner et al [23]指出CT是描述憩室壁穿孔、

腹腔内穿孔、瘘管和肠梗阻等并发症的主要影

像技术. MDCT对憩室炎诊断的敏感性、特异度

都很高[23]. Kircher et al [22]指出其准确度、敏感

性、特异度大于95%. Leschka et al [9]提出冠状面

重建更利于正常和非正常肠壁的鉴别. 另外还

可以在CT引导下对较复杂的憩室疾病进行介入

治疗, 而且对大多数患者来说也能安全成功的

■研发前沿
MDCT MPR是最
有价值的后处理
技术, 应作为肠梗
阻首选的应用技
术.
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进行结肠周围和盆部脓肿的引流手术[24].
3.4 肠梗阻 肠梗阻也是常见的急腹症之一. 小肠

梗阻最常见的病因是手术后的黏连、Crohn's病
和肿瘤[25]. 对于儿童来说, 肠套叠是另一个相对

常见的病因, 而相对成年人却是非常少见的[26]. 
大肠梗阻常见的3个主要病因是肿瘤、憩室炎

以及肠扭转[27]. 以往诊断肠梗阻主要依据临床

表现、病史和平片表现[9]. 虽然目前在国内平

片检查仍被大多数医院作为首选影像诊断方

法, 但其空间分辨率和密度分辨率较差, 对于判

断是否存在梗阻的正确率只有46%-80%. 而CT
检查可同时显示肠腔内、外和肠壁的情况, 特
别是MDCT的应用更有利于对梗阻病因的判断. 
MDCT能直接显示梗阻部位肠管的形态、肠壁

的增厚、积气积液的肠袢、肠系膜及肠系膜血

管的改变、肠管周围及腹腔间隙是否出现积

液等情况[28]. MDCT诊断肠梗阻有较高的准确

率, 但是根据疾病的病程和病变的严重程度而

不同 [3]. 多数情况下肠梗阻患者肠道的积液、

积气是良好的对比剂, 因此MDCT检查时并不

需要口服造影剂, 而增强扫描对肠管的缺血程

度、范围及血运情况的评价十分重要. MDCT可
以直接显示梗阻近段肠管、移行段肠管以及梗

阻远侧不扩张的肠管. 小肠内径≥25 mm是诊

断肠梗阻小肠扩张的可靠征象[29]. 对于急性肠

梗阻, 刘文瑾 et al [30-31]指出, 临床疑似肠梗阻患

者应首选CT检查, MDCT薄层扫描和强大的后

处理技术结合横断面图像在诊断肠梗阻中发挥

着越来越重要的作用; MDCT薄层扫描MPR技

术对明确梗阻点、梗阻原因和范围有很大的帮

助, 提高了诊断准确率; 并且直观地显示了病变

的空间形态与周围组织的毗邻关系, 有利于临

床医师及时把握病情, 制订出有效的治疗方案, 
而MDCT MPR是最有价值的后处理技术, 应作

为肠梗阻首选的应用技术. 马万辉 e t al [6]提出

MDCT检查可提高成人肠套叠诊断水平, 对尽

早明确诊断, 选择治疗方案和手术方式有重要

意义.
3.5 急性肠缺血 CT检查是诊断急性肠缺血可靠

而且比较方便的方法. MDCT中CTA技术还可将

腹腔动脉和静脉显示为与介入法血管造影所见

极为近似的冠状面或矢状面图像. 与诊断肠缺

血的传统方法-介入性血管造影的“标准”方法

比较, 由于CT检查无创伤性、方法简便和医师

无须在射线下作插入导管等操作, 已逐渐有代

替前者的趋向, 目前已成为诊断本病首选的、

主要的检查方法. 应用MDCT检查不仅使许多以

前被误诊或漏诊的多数急性肠缺血患者能够得

到及时正确的诊断, 还使多数患者得到极为宝

贵的及时手术治疗的机会, 大幅度地降低了本

病的死亡率. 急性肠缺血的CT表现有时很明显, 
有时仅有微小的改变, 需要仔细观察, 加以辨

识. 应注意观察以下表现: 肠壁有否增厚, 肠腔

有否扩张, 肠壁有无增强, 肠壁的增强为均一性

或杂异性, 肠壁呈低衰减或高衰减, 有无系膜的

条束状影(stranding)、血管淤血、腹水, 有无肠

气囊肿(pneumatosis)或门脉积气. 在急性肠缺血

时, 这些表现可能发生在小肠, 也可能发生在大

肠; 可以是弥漫性的, 也可以是局限性的、节段

性的、局灶性的; 可以是表浅性的, 也可以是穿

壁性(transmural)的, 这些表现多数无特异性, 也
可出现于许多其他肠病. 所以, 急性肠缺血的CT
诊断必须密切结合患者的临床情况, 了解肠缺

血的病因、病理、疾病的严重程度、部位、范

围、分布几率、有无黏膜下或肠壁内出血、有

无伴发的感染、有无穿孔等. MDCT检查在急性

肠系膜缺血诊断方面虽有极重要价值, 但在有

些情况下还是会发生漏诊、误诊. 应特别注意

以下几点: (1)如果结肠缺血仅为节段性的, 而且

仅损伤了黏膜表面, 此时可仅出现反射性结肠

挛缩, 如无肠周围脂肪条束状影和异常衰减或

增强等肠缺血的其他异常表现, 可被误诊为单

纯挛缩. 解决的方法是结肠内灌入造影剂使之

扩张, 或注射解痉剂后再作扫描. 肠腔扩张和痉

挛消除后的肠壁增厚才是真实病变的增厚; (2)
如果灌入的造影剂或气体使结肠过度扩张, 致
原来因缺血而增厚的结肠壁的厚度人为的变薄

至3-5 mm之内, 可被放射科医师认为属于正常

范围而误诊; (3)诊断医师将急性肠缺血时出现

的肠曲充气、充液、扩张及液平误认为是麻痹

性肠梗阻或假性肠梗阻, 此种情况特别在急性

肠缺血无肠壁增厚表现时容易发生. 一般放射

科医师大都以为急性肠缺血时的肠壁应有增厚, 
放射医师如将有这种情况的急性肠缺血患者误

诊, 就将造成极为严重的后果. 因为立即手术是

挽救这种急性肠缺血患者的惟一手段, 而麻痹

性肠梗阻则一般不考虑手术探察或手术治疗. 
而且, 在绝大多数医疗单位内, MDCT检查可能

是目前对此病惟一可能应用的方法, 如果MDCT
诊断时未想到急性肠缺血的可能, 则几乎没有

■应用要点
急 腹 症 进 行
MDCT检查时尽
可能使用新技术
增加诊断信息或
给予增强CT扫描
便于鉴别诊断. 



www.wjgnet.com

宋富珍, 等. 多层螺旋CT成像技术在急腹症中的应用                                                                                                       2335

其他方法可以另行作出此病的正确诊断. 这样, 
在很多情况下, MDCT检查很可能就是诊断本病

惟一有决定价值的检查, 会成为肯定和排除本

病的最后裁决手段[32].
3.6 其他 CT是腹膜后出血和腹主动脉瘤破裂

的首选检查方法. Zalcman et al [33]认为MDCT的
应用更有利于诊断和排除肠梗阻引起的肠缺血

(敏感性为96%, 特异度为93%). 轴位成像和多

平面显示技术能够有效地检测出肠壁和主要肠

系膜血管的改变, 而VR技术通过一次扫描即可

判断出从起源到远端分支的肠系膜血管的改变[34]. 
MDCT对胆管结石诊断的敏感性为80%, 但诊断

准确率为100%. 由于结石的不透光性, 不用增

强、低剂量的MDCT技术即可快速、准确地诊

断胆管、尿路结石[35-37]. CTA是评价血管系统的

一种重要技术, 他无创、价廉, 还可描述重要的

非血管异常, 是常规血管造影不可比的. CT在
腹部钝挫伤诊断中的应用价值已得到广泛认同, 
然而其不足之处是CT平扫无法明确活动性出

血, 仍需要增强CT或者血管造影进一步检查[38]. 
由于MDCT的高分辨率、高速度和广覆盖的性

质, 对比增强CT在急性腹部钝挫伤中的应用越

来越广泛.

4  MDCT成像技术在急腹症中的应用问题和展望

MDCT自2000年初研究成功到应用于临床, 在影

像医学中的高质量成像、快速扫描、减少辐射

量方面发挥了巨大作用. MDCT的应用是CT技
术的一次革命性飞跃, 他扫描速度快, 大大减少

了胃肠道的运动伪影和呼吸运动的干扰, 同时

具有先进的后处理功能以及高质量的三维重建

图像, 病变的显示更加清晰, 使急腹症的诊断技

术提高到一个新的水平. 然而, MDCT技术对微

小病灶的检出能力还比较缺乏, 并且对某些疾

病的显示还不够精确, 如果某些疾病的诊断标

准能够详细一些, 将会使急腹症的诊断更为准

确、迅速和安全, 而且MDCT的应用会更加普

及. MDCT有多种三维后处理技术, 如何选择合

适的影像学检查方法达到准确诊断的目的, 也
是临床医生所面临的挑战. 尽管MDCT诊断急

腹症仍有一定的困难, 但随着科学技术的进步, 
各种影像学技术的飞速发展, CT扫描速度和分

辨率的不断提高以及后处理功能和三维重建, 
MDCT对急腹症的诊断将会不断完善, 应用会更

广泛、效果更佳.
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颖性.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of gamma-
aminobutyric acid (GABA) on the growth of 
pancreatic cancer cell line SW1990.

METHODS: Pancreatic cancer cell line SW1990 
was cultured by routine method, and then 
treated with different concentrations of GABA 
(20-320  μmol/L). The proliferation, apoptosis, 
and cell cycle of SW1990 cells was investigated 

by MTT assay and flow cytometry, respectively. 
Radioimmunoassay was used to measure the 
intracellular cyclic adenosine monophosphate 
(cAMP) content.

RESULTS: The different concentrations of 
GABA promoted the growth of SW1990 cells and 
affected the distribution of cell cycle. The per-
centage of cells in G0/G1 phase was decreased 
while that in S and G2/M phase was increased. 
The content of intracellular cAMP was increased 
with the increase of GABA concentration in a 
dose-dependent manner (P < 0.01). The apop-
tosis rate of SW1990 cells was decreased from 
27.5% to 5.4%, which had significant difference 
(χ2 = 10.19, P <0.01).

CONCLUSION: GABA can promote the prolif-
eration of SW1990 cells by inhibiting apoptosis 
and influencing the distribution of cell cycle, 
which may be mediated by the information tran-
sition of post-receptor.

Key Words: Pancreatic cancer; Gamma-aminobutyr-
ic acid; Cell proliferation; Apoptosis

Wang Y, Yu SL, Liu JQ, Fei SJ, Chen JQ, Xu TJ, Wang RH, 
Liu W. Effect of gamma-aminobutyric acid on the growth 
of pancreatic cancer cell line SW1990. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(23):2337-2339

摘要
目的: 观察γ -氨基丁酸 (G A B A)对胰腺癌
SW1990细胞生长的影响. 

方法: 采用MTT法和流式细胞术检测GABA
对胰腺癌SW1990细胞增殖、细胞凋亡、细胞
周期的影响, 放射免疫分析法检测cAMP含量. 

结果: 不同浓度的GABA (20-320 μmol/L)促进
胰腺癌SW1990细胞的生长, 促进细胞周期比
例的分布, 使G0/G1细胞减少, S期和G2/M细胞
增多, 同时促进胰腺癌SW1990细胞内cAMP
含量的增加, 且呈剂量依赖性(P <0.01). 显著
抑制细胞凋亡, 凋亡率由27.4%降低到5.4% 
(χ2 = 10.19, P <0.01).

www.wjgnet.com
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■背景资料
随着神经生物学
研究的深入, 作为
神经系统中细胞
间的信号传递物
质——神经递质, 
其神经系统以外
的作用逐渐被认
识. 神经递质与某
些肿瘤生长、侵
袭和转移有关. γ-
氨基丁酸(gamma-
aminobutyric acid, 
GABA)为氨基酸
类神经递质之一, 
有关GABA在肿
瘤方面的研究国
内仅有少数, 国外
相对较多. 近年研
究显示, GABA含
量和GAD活性在
多种进展期肿瘤
组织中表达水平
明显增加.



结论: GABA促进胰腺癌SW1990细胞生长, 
可能通过受体后信息介导.

关键词: 胰腺癌; γ-氨基丁酸; 细胞增殖; 凋亡
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0  引言

随着神经生物学研究的深入, 发现神经递质不

仅参与支配局部组织的运动及感觉生理活动, 
还可通过与细胞膜表面的特异性受体结合进行

信号传导, 进而对靶细胞分化、生长、代谢、

细胞骨架结构、基因表达产生影响. γ-氨基丁酸

(gamma-aminobutyric acid, GABA)是体内重要

的抑制性神经递质, 不仅存在于中枢神经系统, 
也广泛存在于外周组织, 胰腺细胞含有GABA
受体, 并能释放高活性的谷氨酸脱羧酶(glutamic 
acid decarboxylase, GAD)[1-3], 而GAD是GABA合

成的关键酶. 近年研究显示, GABA含量和GAD
活性在多种肿瘤组织中表达水平明显增加[4-8]. 
我们观察体外GABA对胰腺癌细胞株SW1990增
殖及凋亡的作用, 探讨神经递质在肿瘤发生、

发展过程中的神经信号传导作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 GABA和异丁基甲基黄嘌呤(IBMX)为
Sigma公司产品, 125I-cAMP放免试剂盒为上海中

医药大学产品, 噻唑氮蓝(MTT)为瑞士Fluka公
司产品, 流式细胞检测仪(美国Becton Dickinson, 
BDFACSCalibur). 胰腺癌细胞株SW1990由上海

交通大学附属第一人民医院王兴鹏教授惠赠. 
胰腺癌细胞SW1990置含100 mL/L的小牛血清

RMPI 1640培养液中, 37℃, 50 mL/L CO2条件培

养. 将传代72 h的细胞消化脱壁, 再用含100 mL/
L的小牛血清RPMI 1640培养液配成细胞悬液

(109/L), 接种于96孔培养板(每孔0.1 mL), 待细胞

贴壁生长后, 培养24 h.
1.2 方法 实验组加入不同浓度的GABA, 对照

组加入等量的培养液, 培养48 h后待测, 3孔重

复. 应用甲基偶氮唑盐MTT比色法. 实验组与对

照组加入MTT 20 μL, 培养4 h, 弃去上清, 加入

二甲基亚砜100 μL, 待其沉淀产物完全溶解, 在
酶标仪570 nm波长测定各孔吸光度(A ). 另收

集细胞, 1500 r/min离心5 min, 700 mL/L冷乙
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醇固定, 离心后每样品管中加碘化丙啶(P I)染
液1 mL, 4℃避光染色30 min, 流式细胞仪检测

细胞周期及细胞凋亡, 每个样本分析10 000个
细胞. 再取对数生长期细胞消化后, 在细胞悬液

中(含细胞109/L), 加入10 mmol/L IBMX, 将细

胞悬液分为实验组和对照组, 37℃培养. 取出悬

液0.15 mL, 加入70.6 g/L三氯醋酸, 混匀, 4℃
离心. 取上清洗涤后, 将水移入玻璃瓶内, 75℃
水浴蒸干, 冰箱贮存待测. 放射免疫分析法检测

cAMP.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 计

量资料采用t检验, 计数资料采用χ2检验.

2  结果

2.1 GABA对胰腺癌细胞增殖的影响 胰腺癌细

胞SW1990在给予20-320 μmol/L GABA培养

48 h后, 不同浓度的GABA均能明显促进胰腺癌

细胞SW1990的生长(表1).
2.2 GABA对胰腺癌细胞周期和细胞凋亡的影

响 与对照组相比, 不同浓度的G A B A对胰腺

癌SW1990细胞周期均有作用, 使G0/G1细胞减

少, S期和G2/M细胞增多(表2). GABA抑制胰腺

癌SW1990细胞凋亡, 随剂量的增加凋亡率下

www.wjgnet.com

     

表  1  GABA对胰腺癌细胞生长和细胞内cAMP生成的影
响 (mean±SD, n ＝3)

c  (GABA)/μmol/L        光密度值 (A )                cAMP (nmol/L)

0                             0.563±0.013               0.52±0.042  

20b                          0.872±0.022               0.78±0.035  

40b                          0.957±0.061               0.82±0.010  

80b                          1.012±0.027               0.89±0.014  

160b                        1.103±0.016               0.94±0.020  

320b                        1.114±0.034               0.98±0.052

bP<0.01 vs  0 μmol/L.

     

表  2  GABA对胰腺癌细胞周期的影响 (mean±SD, n ＝3)

GABA (μmol/L)           G0/G1                   S                  G2/M

0                       87.29±1.34    8.91±0.78    3.80±0.55    

20b                    74.29±1.25  14.78±0.76  10.93±0.49   

40b                    65.25±1.39  19.99±0.32  14.76±0.32   

80b                    58.15±1.94  22.77±2.01  19.08±0.06   

160b                  52.06±1.04  24.09±1.62  23.85±2.65   

320b                  46.18±1.12  25.32±0.74  28.50±1.35

bP<0.01 vs  0 μmol/L.

■应用要点
本文研究了体外
GABA对胰腺癌
细胞株SW1990具
有促进生长的作
用, 其作用机制有
待进一步研究, 如
其受体的表达, 与
癌基因、抑癌基
因的关系等等, 有
助于揭示神经递
质在肿瘤发生、

发展过程中的作
用, 将为肿瘤的诊
断及治疗提供新
的途径.
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降, 凋亡率分别为27.4%, 21.2%, 14.7%, 11.6%, 
5.4%, 组间比较差异有统计学意义(χ2 = 10.19, 
P <0.01, 图1).
2.3 GABA对胰腺癌细胞cAMP的影响 GABA促

进胰腺癌SW1990细胞内cAMP生成呈剂量依赖

性(表1).

3  讨论

神经递质传统意义上被认为仅仅作为神经系

统中细胞间的信号传递. 最新的肿瘤生物学研

究结果显示, 神经递质和其受体结合与肿瘤生

长、侵袭和转移有关[1,9]. 近年研究显示, GABA
含量和GAD活性在结肠癌、乳腺癌、胃癌、甲

状腺癌及前列腺癌中表达水平明显高于正常组

织和良性病变, GABA含量和GAD活性与恶性肿

瘤的发生及其生物学行为密切相关[4-8]. 国内有

人发现, 胰腺癌GAD65表达明显增高, 且低分化

腺癌表达高于高分化腺癌[10]. 
我们发现 ,  不同浓度的G A B A均能促进

SW1990增殖, 抑制细胞凋亡, 促进cAMP生成, 
且呈剂量依赖性. GABA对SW1990细胞周期也

有一定影响, 不同浓度GABA处理SW1990细胞

48 h后, G1期细胞比例明显下降, S, G2期和M期

细胞比例增加. 结果提示, GABA加快细胞周期

进程. 最新研究发现, GABAA受体π亚单位在胰

腺癌组织中过度表达[11]. GABA促进SW1990生

长, 抑制细胞凋亡, 可能通过受体后信息传导途

径, 使细胞内cAMP增加. GABA作为神经递质可

能在肿瘤的生长过程中具有重要的作用. 
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图  1  GABA抑制SW1990细胞凋亡的比例.
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Abstract
AIM: To investigate the influence of lactulose 
and glutamine on the changes of jejunal mucosal 
morphology of rats with obstructive jaundice.

METHODS: Eighty-four Wistar rats were ran-
domly divided into 4 groups. The rats in group 
A served as sham operation controls, and those 
in group B as common bile duct ligation con-
trols. The rats in group C and D were intragas-
trically treated with lactulose and glutamine, 
respectively, besides common bile duct ligation. 

The rats were sacrificed at the 0, 5th and 10th 
post-treatment day. The morphology of jejunum 
mucosa was observed and the height of jejunal 
villi was measured under microscope.

RESULTS: The tela submucosa of jejunum had 
a few lymphocytes in group A, while that had 
more lymphocytes in group B, C and D under 
microscope. The height of jejunal villi in group A 
was not changed, and it was significantly higher 
than that in group B (5 d: q = 4.32, P < 0.01; 10 d: 
q = 11.03, P < 0.01). The height of jejunal villi in 
group B was obviously lower than that in group 
C or D, but it was not significantly different be-
tween group A and D (5 d: q = 3.62, P > 0.05; 10 
d: q = 3. 83, P > 0.05). There was also no marked 
difference between group C and D (P > 0.05).

CONCLUSION: Common bile duct ligation 
leads to obstructive jaundice, which results in at-
rophy of the jejunum mucosa. Both lactulose and 
glutamine may prevent the atrophy of intestinal 
mucosa, but their effects are not significantly dif-
ferent.

Key Words: Obstructive jaundice; Rats; Jejunal mu-
cosa; Lactulose; Glutamine

Wu DQ, Lv Z, Zhang XC, Su HW, Cui HZ, Zhao RB, 
Zhong ZJ, Gao YH. Influence of lactulose and glutamine 
on the jejunum mucosa of rats with obstructive jaundice.  
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2006;14(23):2340-2343

摘要
目的: 研究梗阻性黄疸时空肠黏膜的变化及
lactulose 和 glutamine对梗阻性黄疸大鼠空肠
黏膜的影响.  

方法: Wistar大鼠84只, 随机分为4组. 通过手
术结扎切断大鼠胆总管得到梗阻性黄疸模型. 
对梗阻性黄疸大鼠分别经胃灌注lactulose 和 
glutamine药物, 比较给药前及给药后5, 10 d各
组大鼠空肠黏膜绒毛高度变化, 同时与未行胆
管结扎的假手术对照组进行比较. 

结果: 无论胆总管结扎与否, 给药前各组空肠

■背景资料
临床上梗阻性黄
疸患者, 无论其原
发病是恶性还是
良性, 都常常很快
出现营养不良及
消耗状态. 如何正
确认识和改善这
种营养不良, 对梗
阻性黄疸的治疗
起到至关重要的
作用, 包括能够通
过手术方法解除
梗阻的患者的术
前准备, 尤其是无
法解除胆道梗阻
的患者的长期营
养支持. 
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黏膜的绒毛高度无明显差异. 胆总管结扎后大
鼠空肠黏膜高度减低(5 d: q  = 4.32, P <0.01; 10 
d: q   = 11.03, P <0.01); 应用生理盐水组大鼠的
空肠黏膜绒毛高度明显低于应用lactulose 和
glutamine组大鼠的空肠黏膜绒毛高度, 且应用
glutamine组与胆总管未结扎组相近 (5 d: q   = 
3.62, P >0.05; 10 d: q   = 3. 83, P >0.05); 而应用
lactulose 和glutamine的2组大鼠空肠黏膜绒毛
高度无明显差异(P >0.05).

结论: 结扎大鼠胆总管可导致其空肠黏膜萎
缩. 经胃肠道应用lactulose 或 glutamine对胆道
梗阻所致的大鼠空肠黏膜萎缩均具有保护作
用, 且二者对肠黏膜的保护作用无明显差异.

关键词: 梗阻性黄疸; 大鼠; 空肠黏膜; 乳果糖; 谷氨

酰胺
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0  引言

梗阻性黄疸导致患者营养状况下降的诸多因

素中, 空肠黏膜改变是其重要原因之一. 因此, 
如何保护空肠黏膜对改善梗阻性黄疸患者的

营养状况非常重要. 以往研究中发现, 乳果糖

(lactulose, Lact)和谷氨酰胺(glutamine, Gln)对感

染和创伤过程中的空肠黏膜损害都有一定的保

护作用. 那么, 这种保护作用对梗阻性黄疸时的

空肠黏膜是否也同样存在呢？我们对此进行了

实验研究. 

1  材料和方法

1.1  材料 健康♀W i s t a r大鼠84只 ,  体质量

190-210 g (黑龙江中医药大学动物实验中心提

供), 实验前适应性饲养1 wk. 随机分为4组, 即
假手术对照组、胆总管结扎对照组、胆总管结

扎Lact实验组、胆总管结扎Gln实验组. 每组21
只, 分笼饲养. 大鼠术前12 h禁食, 正常饮水. 氯
胺酮麻醉, 22 mg/kg, im. 取仰卧位, 四肢及头部

固定. 鼠尾静脉穿刺建立输液通道. 术区碘伏消

毒. 取上腹正中切口, 将结肠、胃、网膜、十二

指肠及小肠拉开, 显露胆总管并加以游离, 将游

离的胆总管两端结扎后于中间剪断, 断端以碘

伏消毒. 关腹. 假手术对照组的手术过程前半

部分与之相同, 但仅做胆总管的显露而不做游

离、结扎与切断.

1.2 方法 梗阻性黄疸大鼠模型建立后, 经口腔插

管灌胃给药, 每日2次, 容量均为每次5 mL/kg. 
根据给药时间各组再分为给药前、给药5 d、
给药10 d, 每组大鼠7只. 胆总管结扎Lact实验组

用Lact灌胃(5 mL/kg), 胆总管结扎Gln实验组用

Gln灌胃(0.5 g/kg稀释成5 mL/kg), 胆总管结扎

对照组和假手术对照组均以生理盐水5 mL/kg
灌胃. 对各组大鼠分别于预定时间即给药前、

给药5 d、给药10 d断头处死. 立即开腹, 距屈

氏韧带远端1 cm处开始切取空肠约2 cm,  制成

1.5 cm×1.5 cm的组织块, 置于40 g/L甲醛中固

定. 对甲醛固定的空肠组织经乙醇脱水、石蜡包

埋后切片, 厚度约3-4 μm, 干燥后HE染色进行

光学显微镜观察和空肠绒毛高度的图像分析. 空
肠绒毛高度图像分析利用北航真彩图像分析系

统完成. 每张切片标本按相同方位测定5个视野, 
取其平均值为该切片的绒毛高度.

2  结果

2.1 大体观察 假手术对照组肝脏无淤胆及肿胀, 
胆总管与周围无黏连, 表面光滑, 管径无扩张. 胆
总管结扎对照组、胆总管结扎Lact实验组、胆

总管结扎Gln实验组之肝脏均呈明显淤胆肿胀, 
胆总管结扎离断部位与周围组织黏连, 结扎近端

胆总管明显扩张, 呈囊状, 远端胆总管空虚回缩. 
各组空肠表面外观均无明显异常.
2.2 光镜观察 假手术对照组大鼠的空肠黏膜上

皮完整, 黏膜腺体及绒毛排列整齐, 黏膜、黏膜

下层及肌层等各层次清晰, 黏膜下层有少许淋

巴细胞浸润. 胆总管结扎对照组大鼠空肠黏膜水

肿, 腺体排列紊乱, 黏膜内杯状细胞增多, 黏膜下

层有较多的淋巴细胞浸润. 胆总管结扎Lact实验

组及Gln实验组大鼠空肠黏膜的改变与胆总管结

扎对照组相近, 但程度较轻.
2.3 空肠绒毛高度(表1) 经单因素方差分析显示, 
给药前4组大鼠空肠黏膜的绒毛高度无显著性

差异[F  = 0.19<F 0.05(3.24) = 3.01, P >0.05]. 随着胆

管结扎导致其梗阻时间的延长, 大鼠空肠黏膜

的绒毛高度逐渐发生了显著性的差异, 即给药

5 d时, F  = 4.35>F 0.05(3.24) = 3.01, P <0.05; 给药

10 d时, F  = 21.9>F 0.01(3.24) = 4.72, P <0.01. 假手

术对照组与胆总管结扎对照组相比, 均以生理盐

水灌胃, 5 d时q  = 4.32>q 0.01(2.20) = 4.02, P <0.01; 
10 d时, q  = 11.03>q 0.01(2.20)  = 4.02, P <0.01. 假
手术对照组与胆总管结扎Lact实验组相比, 即
用Lact灌胃, 5 d时, q  = 3.61>q 0.05(3.20) = 3.58, 

■创新盘点
通过结扎大鼠胆
总管制作胆道梗
阻 模 型 ,  从 而 观
察梗阻性黄疸时
空 肠 黏 膜 的 变
化及 lactulose和
glutamine对梗阻
性黄疸时空肠黏
膜的保护作用.
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P <0.05, 灌胃10 d时, q  = 4.59>q 0.05(3.20) = 3.58,  
P <0.05. 说明胆总管梗阻后应用Lact灌胃, 大鼠

空肠黏膜的绒毛高度与非手术对照组的胆总管

未结扎相比, 在5 d及10 d时均有所降低, 且有

显著性, 但好于胆总管结扎生理盐水灌注组(后
者P <0.01). 假手术对照组与胆总管结扎Gln实验

组相比, 即用Gln灌胃5 d时, q  = 3.62<q 0.05(4.30) 
= 3.85, P >0.05; 灌胃10 d时, q  = 3.83<q 0.05(4.30) 
= 3.85, P >0.05. 说明胆总管梗阻后应用Gln灌胃, 
5 d及10 d时大鼠空肠黏膜的绒毛高度与非手

术对照组相比均无明显降低. 胆总管结扎对照

组与Lact实验组相比, 在用Lact灌胃5 d时, q  = 
2.96>q 0.05(2.20) = 2.95, P <0.05; 灌胃10 d时, q  = 
4.01>q 0.05(2.20) = 2.95, P <0.05. 说明胆总管梗阻

后应用Lact灌胃5 d及10 d时均比应用生理盐

水灌胃的大鼠空肠黏膜绒毛明显增高. 胆总管

结扎对照组与Gln实验组相比, 在用Gln灌胃5 d
时, q  = 3.90>q 0.05(3.20) = 3.58, P <0.05; 灌胃10 d
时, q  = 5.75>q 0.01(3.20) = 4.64, P <0.01. 说明胆总

管梗阻后应用Gln灌胃5 d时比应用生理盐水灌

胃的大鼠空肠黏膜绒毛明显增高, 灌胃10 d时
增高更加明显. 胆总管结扎LACT实验组与Gln
实验组相比, 即分别用Lact和Gln灌胃5 d时, q  = 
1.54<q 0.05 (2.30)  = 2.89, P >0.05; 灌胃10 d时, q  = 
2.83< q 0.05(2.30) = 2.89, P >0.05. 说明胆总管梗阻

后应用Lact和Gln灌胃5 d及10 d时, 二者对大鼠

空肠黏膜的绒毛高度的影响无明显差异.

3  讨论

胆道梗阻后患者营养状态下降的主要原因之一

是空肠黏膜萎缩[1]. 这种空肠黏膜的改变可能是

由于梗阻性黄疸时, 肠道内胆酸、胆盐、S-IgA
等减少或缺乏, 以及包括肝脏网状内皮系统在

内的全身免疫系统受抑制, 导致肠道内细菌过

渡繁殖, 产生的内毒素增多, 吸收入血, 形成内

毒素血症, 致使胃肠黏膜淤血和消化吸收功能

障碍, 蛋白质和能量代谢障碍, 从而造成肠黏膜

结构和功能异常[2]. 本实验中也清楚的看到, 结

扎大鼠胆总管后, 其空肠黏膜的绒毛高度明显

低于假手术的胆总管未结扎组, 进一步证明胆

道梗阻后确实能引起空肠黏膜萎缩. 有鉴于此, 
如果能够采取适当对策有效阻止或减轻胆道梗

阻后的空肠黏膜改变, 势必会有益于改善梗阻

性黄疸患者的营养状态. Lact和Gln已被证实在

疾病、感染和创伤等应激过程中对空肠黏膜具

有保护作用[3-4]. Lact是一种人工合成的双糖, 口
服后很少吸收, 起到肠道微生态调节剂作用. 能
够促进肠道内嗜酸性乳酸杆菌的大量生长和抑

制嗜碱性革兰阴性杆菌的繁殖, 从而减少肠道

内毒素的生成, 降低肠道内的酸度, 并通过其非

吸收性的渗透负荷作用减少内毒素在肠腔蓄积

及吸收入血, 达到保护肠黏膜结构和功能的作

用[4-5]. Gln是一种条件必需氨基酸, 是肠道黏膜

等快速增殖细胞较好的呼吸燃料, 有效地为肠

黏膜细胞提供氧化底物, 为其蛋白质更新提供

氮源, 增加肠黏膜表面糖蛋白的合成[6]; 其生糖

作用有助于黏膜固有层淋巴细胞分泌SIgA, 以
防止肠腔内细菌或毒素的易位, 提高肠黏膜的

屏障功能[7-8]; Gln还能增加胃肠道黏膜细胞的谷

胱苷肽合成, 增强肠黏膜细胞抗氧化能力而延

长其寿命[9-10]; 作为蛋白质代谢的重要调节因子, 
在应激状态下调节细胞代谢和免疫细胞的功能, 
包括调节肠道局部和全身的免疫功能而保护肠

黏膜屏障[11-12]. 从实验结果中我们看到, Lact和
Gln对胆管梗阻时的小肠黏膜同样具有保护作

用. 因为对大鼠胆总管结扎后, 给予生理盐水的

大鼠小肠黏膜绒毛高度明显低于胆总管未结扎

的假手术对照组, 而胆总管结扎后给予Lact和
Gln, 其空肠黏膜的绒毛高度明显高于给予生理

盐水的大鼠, 尤其是给予Gln组空肠绒毛高度与

未行胆管结扎的假手术对照组相当. 虽然给予

Lact组的空肠黏膜绒毛高度与假手术对照组相

比有所降低, 但仍好于应用生理盐水组, 并且给

予Lact和Gln两组之间相比大鼠空肠黏膜的绒毛

高度无明显差异, 说明二者具有相近的肠黏膜

保护作用. 由于Lact用于治疗肝昏迷和做为缓泄

     

表  1   各组大鼠空肠黏膜绒毛高度对比 (mean±SD, µm)

  分组                                  给药前                      给药5 d                    给药10 d

  假手术对照	                 		     530.3±29.3           523.1±17.5 

  胆总管结扎对照	            		      435.5±15.1           397.2±15.5

  胆总管结扎Lact实验           		      483.9±22.6           465.9±20.1

  胆总管结扎Gln实验	            	     498.1±28.3           491.6±29.4

525.1±31.6

511.8±17.2

516.7±21.1

514.3±18.7

■应用要点
l a c t u l o s e 和
glutamine对梗阻
性黄疸大鼠空肠
黏膜的这种保护
作用如果能在临
床患者中得到证
实和应用, 必将对
改善梗阻性黄疸
患者的营养状态
发挥积极的作用, 
具有重要的实际
应用价值.
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剂、Gln用于重症营养支持在临床已应用多年. 
所以, 为改善梗阻性黄疸患者由于肠黏膜改变对

营养状态的影响, 根据这两种药物的肠黏膜保护

作用, 有理由考虑对梗阻性黄疸患者围手术期或

不适于手术的梗阻性黄疸患者适当应用Lact和
Gln, 可能对其营养状态的改善有一定作用. 

另外, 根据光学显微镜观察到假手术对照

组大鼠空肠黏膜下层仅有少量淋巴细胞存在, 
而胆总管结扎Lact实验组、Gln实验组与胆总管

结扎对照组一样, 其黏膜下层都有较多的淋巴

细胞浸润, 提示Lact与Gln均未能完全阻止胆道

梗阻时空肠黏膜的损害, 只是具有一定程度的

保护作用.
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Abstract
AIM: To observe the effect of psychophysical 
factors on the immune function of rats in water 
avoidance stress.

METHODS: Thirty-two adult male SD rats were 
randomly divided into four groups (A, B, C and 
D). The rats in group A, B and C received the 
stress induced by water avoidance, noise, noise 
plus water avoidance, respectively. The rats in 
group D served as controls. After stress, the pro-
liferative ability of the mesentery lymphocytes 
and the cytotoxicity of natural killer (NK) cells 
were analyzed.

RESULTS: The proliferative abilities of B and 
T dominant lymphocytes were not significantly 
different between group A and D (P > 0.05), 
while they were markedly decreased in group 
B (LPS: 0.71 ± 0.11 vs 1.00 ± 0.00, P < 0.05; PHA: 
0.68 ± 0.08 vs 1.00 ± 0.00, P < 0.05) and C (LPS: 0.4 

± 0.05 vs 1.00 ± 0.00, P < 0.01; PHA: 0.46 ± 0.06 vs 
1.00 ± 0.00, P < 0.01). The minimal proliferatative 
ability was found in group C, and significant dif-
ference was found between group B and C (LPS: 
0.4 ± 0.05 vs 0.71 ± 0.11, P < 0.05; PHA: 0.4 ± 0.05 
vs 0.68 ± 0.08, P < 0.05). The cytotoxicity of NK 
cells in group A and D showed no significant 
difference (P > 0.05), but it decreased signifi-
cantly in group B (1/10: 24.6 ± 11.6 vs 39.5 ± 13.1, 
P < 0.05; 1/20: 21.8 ± 9.6 vs 34.6 ± 10.4, P < 0.05; 
1/40: 17.8 ± 7.9 vs 30.2 ± 10.6, P < 0.05). Again, 
the minimal cytotoxicity of NK cells was found 
in group C (1/10: 17.6 ± 8.3 vs 39.5 ± 13.1, P < 0.01; 
1/20: 14.9 ± 5.8 vs 34.6 ± 10.4, P < 0.01; 1/40: 10.2 
± 4.3 vs 30.2 ± 10.6, P < 0.01), and significant dif-
ference was found between group B and C (1/10: 
17.6 ± 8.3 vs 24.6 ± 11.6, P < 0.05; 1/20: 14.9 ± 5.8 
vs 21.8 ± 9.6, P < 0.05; 1/40: 10.2 ± 4.3 vs 17.8 ± 7.9, 
P < 0.05).

CONCLUSION: Under stress, the immune func-
tions of rats are undermined, and the psycho-
physical factors have potential inhibitory effects 
in noise plus water avoidance stress.

Key Words: Water avoidance; Noise; Stress; Psy-
chological factors; Immune function

Shi BL, Hu JL, Pan BR, Qiu JW, Ji WS, Wu KC, Fan DM. 
Effect of psychological factors on immune functions of 
rats in water avoidance stress. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(23):2344-2348

摘要
目的: 探讨噪音联合避水应激中的心理因素
对大鼠免疫功能的影响. 

方法: 成年♂SD大鼠32只, 随机分为实验A, 
B, C组和对照组. A组大鼠接受避水应激, B组
接受噪音应激, C组接受噪音避水复合应激. 
应激结束后, 检测所有大鼠肠系膜淋巴细胞增
殖反应和外周血NK细胞杀伤功能. 

结果: 以B淋巴细胞为主的淋巴细胞增殖实验
及以T淋巴细胞为主的淋巴细胞增殖实验结
果均显示, 避水组与对照组淋巴细胞刺激指数
无明显差异(P >0.05); 噪声组的增殖指数低于

®

■背景资料
应激是人类生活
中不可回避的问
题, 他可对免疫功
能产生广泛的影
响, 并与疾病的发
生、发展密切相
关. 对应激与免疫
相互关系的深入
研究, 不仅能增加
本文对机体生理
调节机制的了解, 
并由此对疾病的
诊断、治疗和预
防产生积极的影
响.
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对照组(LPS: 0.71±0.11 vs  1.00±0.00, P <0.05; 
PHA: 0.68±0.08 vs  1.00±0.00, P <0.05); 复
合应激组刺激指数明显低于对照组(LPS: 0.4
±0.05 vs  1.00±0.00, P <0.01; PHA: 0.46±
0.06 vs  1.00±0.00, P <0.01), 且与噪声组也存
在差异(LPS: 0.4±0.05 vs  0.71±0.11, P <0.05; 
PHA: 0.4±0.05 vs  0.68±0.08, P <0.05). 避水
组与对照组的NK细胞杀伤活性无明显差异
(P >0.05); 而噪声组NK细胞杀伤活性低于对
照组(1/10: 24.6±11.6 vs  39.5±13.1, P <0.05; 
1/20: 21.8±9.6 vs  34.6±10.4, P <0.05; 1/40: 
17.8±7.9 vs  30.2±10.6, P <0.05); 复合刺激组
NK细胞杀伤活性明显低于对照组(1/10: 17.6
±8.3 vs  39.5±13.1, P <0.01; 1/20: 14.9±5.8 
vs  34.6±10.4, P <0.01; 1/40: 10.2±4.3 vs  30.2
±10.6, P <0.01), 且与噪声组也存在差异(1/10: 
17.6±8.3 vs  24.6±11.6, P <0.05; 1/20: 14.9±
5.8 vs  21.8±9.6, P <0.05; 1/40: 10.2±4.3 vs  
17.8±7.9, P <0.05).

结论: 应激导致大鼠免疫功能下降, 噪音联合
避水应激中的心理因素对大鼠免疫系统抑制
起一种潜在的作用.

关键词: 避水; 噪声; 应激; 心理因素; 免疫功能

施炳龙, 胡家露, 潘伯荣, 仇军文, 季万胜, 吴开春, 樊代明. 噪音

避水应激中心理因素对大鼠免疫功能的影响.  世界华人消化杂

志  2006;14(23):2344-2348
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0  引言

突发性公共卫生事件给社会公众带来了巨大心

理压力, 并对人体造成应激性伤害, 给社会特别

是政府和医疗卫生、卫生信息系统带来了严竣

的挑战, 应激性疾病的相关研究也因此得到广

泛重视[1-3]. 自Bartrop et al [4]于1970年代中期开创

性的对应激导致健康人群免疫功能变化进行前

瞻性研究以来, 有关精神状态与免疫功能关系

的研究便持续深入的开展起来[16-18]. 应用复合应

激模型来研究其中的心理因素在应激中所起的

作用未见报道, 我们在改良的大鼠应激模型的

基础上研究应激大鼠肠系膜淋巴细胞增殖反应

及其外周血NK细胞的杀伤活性变化, 旨在探讨

应激中的心理因素对大鼠免疫功能的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年♂SD大鼠32只由第四军医大

学动物中心提供, 体质量180-220 g, 自由饮食, 

在光/暗周期为12/12 h(光照时间06:00-18:00)、
背景声音40±5 dB、温度25±3 ℃条件限制下

饲养. 实验室温度、湿度、照明及环境噪声相

同. RPMI 1640 (Gibco, 美国); LPS, PHA (Sigma,
美国); 3H-TdR, 51Cr(上海原子能研究所). 录有

战场武器声的录音带(第四军医大学军事卫勤

教研室提供)、后级放大器(Sony公司)、精密

声级计和倍频程滤波器(上海市红声器材厂)、
MRP-2100酶联免疫检测仪(SYNTRON, 美国)、
β-液闪仪(Beckman, 美国)、γ-晶闪仪(Wallac Oy 
Turkur, 芬兰)、CO2细胞培养箱(TABAIESPEC, 
日本).
1 . 2  方 法  大鼠随机分为避水组、噪声组

(100 dB)、复合刺激组(避水+噪声100 dB)与对

照组, 每组8只. 避水试验参照Enck et al [5]的方法

进行改良, 将大鼠置入装有玻璃块的实验箱中, 
然后倒入水(25±2)℃, 不行噪声刺激; 噪声组行

噪声刺激而无避水刺激, 按噪声强度为100 dB. 
复合刺激组在避水中待大鼠爬上玻璃块后启动

声源, 噪声强度为100 dB. 每天1次, 每次1 h, 共
14次, 实验结束后大鼠返回饲养区. 空白对照组

大鼠同时进实验箱但不行任何刺激. 全部实验

均个别实施, 实验由主试及3名助手进行, 分别

负责控制声源、记时、观察大鼠的行为、采集

标本. 为避免形成时间定势干扰实验结果, 大鼠

每次进箱、刺激的时间应随机轮换. 
1.2.1 肠系膜淋巴结淋巴细胞增殖实验 应激后

断头放血处死大鼠, 无菌下取出肠系膜淋巴结, 
在细胞培养液中挤压, 经200目尼龙网过滤, 制
成单细胞悬液, 细胞计数后制成密度为1×109/L
的悬液. 在悬液中加入有丝分离原P H A/L P S 
(10 mg/L), 然后取此悬液100 μL加入96孔细胞

培养板中, 置入CO2细胞培养箱内培养. 50 mL/L 
CO2, 饱和湿度及37℃孵育72 h. 培养终止前6 h, 
每孔加入1 μci 3H-TdR, 继续培养6 h, 培养结束

后用多头细胞收集仪将细胞收集在玻璃纤维滤

纸上, 冲洗、烘干, 然后将滤纸放入盛有5 mL闪
烁液的闪烁瓶中, 在液体闪烁仪上测定每孔的

放射强度cpm值. 刺激指数(SI) = [PHA/LPS(或
实验组)cpm - 机器=本底cpm]/(空白对照组cpm - 
机器本底cpm).
1.2.2 外周血NK细胞杀伤功能的检测 应激后大

鼠抽取尾静脉血, 用淋巴细胞分离液分得淋巴

细胞, 按1×109/L接种在含IL-2 (500 kU/L)的
100 mL/L FCS RPMI 1640诱导培养72 h. 小鼠

YAC-1细胞标记51Cr后作为靶细胞, 收获处于对

■研发前沿
应激与免疫关系
的研究已相当广
泛, 但是应激中的
心理因素在其中
的作用的研究因
相关影响因素较
多, 因此成为研究
难点.
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数生长期靶细胞, 洗涤后调整细胞密度为2×
109细胞/L, 取1×109细胞/L靶细胞(0.5 mL), 加
Na2 

51CrO4, 37℃孵育3 h, 期间振摇3次, 用含

100 mL/L FCS的RPMI 1640洗涤3次, 每次800 
r/min离心5 min, 重悬细胞为1×108/L, 加入96
孔培养板中, 每孔加100 μL (1×104细胞, 每份3
个复孔), 每孔加入100 μL不同细胞密度的效应

细胞(效靶比为1∶10, 1∶20, 1∶40), 最大释放

组加入1% TritonX-100 100 μL; 自然释放组加

入100 μL完全培养基, 950 mL/L O2, CO2 37℃
孵育4 h, 每孔取出100 μL上清, γ记数仪上测定

cpm值. NK细胞活性 = (实验组51Cr放射性-自发

的51Cr放射性 )/(总的51Cr放射性-自发的51Cr放射

性)×100%.
统计学处理 数据均采用SPSS 11.0软件包进

行统计学分析, 结果以mean±SD表示, 组间比较

采用t检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 B淋巴细胞增殖  避水组与对照组以B淋

巴细胞为主的淋巴细胞刺激指数无明显差

异(P >0.05);  噪声组的增殖指数低于对照组

(P <0.05); 复合刺激组刺激指数明显低于对照组

(P <0.01), 且与噪声组也存在差异(P <0.05, 表1). 
2 .2  T淋巴细胞增殖  避水组与对照组以T淋

巴细胞为主的淋巴细胞刺激指数无明显差

异(P >0.05);  噪声组的增殖指数低于对照组

(P <0.05); 复合刺激组刺激指数明显低于对照组

(P <0.01), 且与噪声组也存在差异(P <0.05, 表1). 
2.3 外周血NK细胞杀伤活性 避水组与对照组

的NK细胞杀伤活性无明显差异(P >0.05); 而噪

声组NK细胞杀伤活性低于对照组(P <0.05); 复
合刺激组N K细胞杀伤活性明显低于对照组

(P <0.01), 且与噪声组也存在差异(P <0.05, 表1). 

3  讨论

临床研究表明, 当人们在日常生活中遇到突发

应激事件或长期处于一种应激状态, 其患感染

性疾病或肿瘤的机率会大大增加 ,  表明遭受

应激后 ,  人体的免疫功能会受到一定程度的

损害[6,16-17]. 对大学生和抑郁症患者的进一步临

床研究发现, 其外周血中的淋巴细胞对促细胞

分化剂的增殖反应会降低, 自然杀伤细胞的活

性呈低调状态, 外周血γ干扰素的含量减少. 此
外, 在一些处于紧张性生活状态(如婚姻关系紧

张、丧偶)中的人群也有类似的发现[6-8]. 因此, 
研究人体在应激条件下免疫系统出现的功能减

退及其机制是当今医学研究中的重要课题. 由
于人较其他动物有其特殊性——思维的存在, 
所以人们往往更容易遭受来自心理方面的应激. 
因此, 研究心理应激对人体的免疫功能的影响

显得尤为重要. 而单纯的心理应激很难建立较

好的动物模型, 与人相比很可能动物对来自心

理应激远不如生理应激明显. 一些精神应激模

型如水迷宫、电刺激、束缚应激等并未排除人

为施加的躯体因素, 无法较好地模拟动物所处

的自然状态, 因此造成免疫指标受到一定程度

的干扰. 所以, 我们采用了一种减弱避水试验[5,9], 
并复合噪声应激(一种经典的躯体性刺激), 通过

比较单纯避水因素、单纯噪声因素以及避水复

合噪声因素之间的差异, 间接观察心理应激对

免疫系统功能的影响. 我们在细胞水平上选取

了T/B淋巴细胞增殖试验和NK细胞杀伤活性的

改变, 来观察应激后免疫系统的变化. 
既往对受躯体应激的动物进行研究发现, 应

激主要是通过HPA轴引起血中肾上腺皮质激素

浓度的增高, 从而引起动物生理的改变[10-11]. 此
外还有儿茶酚胺、内源性阿片和一些神经肽的

参与. 应激对动物免疫功能的影响也是通过上

表  1  大鼠肠系膜淋巴细胞刺激指数和NK细胞杀伤活性的影响 (n  = 8, mean±SD, %)

     
                                                              SI                                                          NK细胞杀伤活性 (效应细胞∶靶细胞)

                                     LPS (B细胞)                PHA (T细胞)                       1∶10                           1∶20                          1∶40

空白对照组	 1.00±0.00	 1.00±0.00	 39.5±13.1	 34.6±10.4	 30.2±10.6

避水组 (A)	 0.91±0.08	 0.92±0.12	 37.8±13.4	 35.4±11.5	 27.7±9.7

噪声组 (B)	 0.71±0.11a	 0.68±0.08a	 24.6±11.6a	 21.8±9.6a	 17.8±7.9a

复合刺激组 (C)	   0.4±0.05bc	 0.46±0.06bc	 17.6±8.3bc	 14.9±5.8bc	 10.2±4.3bc

分组

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  噪声组.

■相关报道
有研究认为, 严重
的应激反应主要
导致机体的细胞
免疫功能降低, 体
液免疫功能增强, 
形成Th1向Th2漂
移.
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述途径, 包括T/B淋巴细胞. 已有报道表明, 通过

放免配体结合研究发现, 在T/B淋巴细胞表面存

在着多种神经肽及神经递质的受体, 这说明应

激对T/B淋巴细胞功能的影响有着其物质基

础[12-15]. 因此本研究可以通过观察应激后大鼠

T/B淋巴细胞对有丝分裂原的增殖反应来洞悉

应激对免疫功能的影响. 研究表明, 大鼠受避水

应激后, 其肠系膜淋巴结中的淋巴细胞对LPS刺
激增殖反应与正常对照组无明显差异, 而单纯

噪声组其淋巴细胞对LPS刺激增殖反应有明显

减弱, 与以往文献报道相符. 对于避水+噪声复

合组来说, 其淋巴细胞对LPS刺激增殖反应减弱

最为明显, 与单纯噪声组相比, 其差异具有明显

的统计学意义. 在应激后肠系膜淋巴结中的淋

巴细胞对PHA的刺激增殖反应中, 也有类似的

发现. 以上说明, 单纯避水因素不足以影响T/B
细胞对致有丝分裂原的增殖反应, 但通过比较, 
单纯噪声组与避水+噪声复合组之间淋巴细胞

增殖反应的差异说明, 单纯避水因素在应激导

致机体免疫功能降低中起着一种潜在的作用. 
NK细胞是机体免疫系统的重要组成部分, 

他主要执行天然免疫, 在抗感染性疾病及抗肿

瘤中有其独特的生理功能, 因此检测应激对机

体NK细胞杀伤活性的影响具有重要的意义. 既
往的研究发现, NK细胞表面也存在着多种神经

肽及神经递质的受体[13-14]. 同时还发现, 他也能

够合成多种神经肽及神经递质. 因此可以认为, 
应激对NK细胞的功能也可能会有一定的影响. 
本部分研究以YAC细胞作为靶细胞检测了避水

应激、单纯噪声以及避水+噪声复合刺激对大

鼠外周血NK细胞杀伤活性的影响. 研究发现, 单
纯避水应激组其NK细胞杀伤活性与正常对照组

无明显差异, 而在单纯噪声组中, NK细胞的杀伤

活性明显降低; 在避水+噪声复合组中, NK细胞

的杀伤活性降低最为明显, 与其他各组均有显

著差异. 通过比较, 单纯避水组、单纯噪声组及

避水噪声复合组, NK细胞杀伤活性的差异再次

印证了避水因素作为一种心理因素在应激对机

体免疫功能的抑制中起着一种潜在的作用. 
我们在建立大鼠避水应激模型的基础上, 

探讨了应激对大鼠免疫系统功能的影响, 研究

发现, 应激后大鼠肠系膜淋巴结中, 以B淋巴细

胞为主的增殖反应和以T细胞为主的增殖反应, 
噪声复合避水组明显减弱, 单纯噪声组次之, 避
水组与对照组无显著差异, 对于应激后外周血

NK细胞杀伤活性的研究也有类似的发现. 以上

结果说明, 单纯心理因素在应激对免疫系统抑

制中起一种潜在的作用. 
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■应用要点
本研究中的避水
因素作为一种心
理因素在应激对
机体免疫功能的
抑制中起着一种
潜在的作用, 其机
制的研究对临床
心因性疾病的防
治具有重要的借
鉴价值.
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告的内容请见会议网页http://www.aosp2006.org.cn/; 会议工作语言: 英语; 截止日期: (1)论文摘要: 2006-09-15; 

(2)会前注册: 2006-09-15.

2 会议联系人
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010-64889892; E-mail: wsy@moon.ibp.ac.cn). 注册: 王悦, 100101, 北京朝阳区大屯路15号中国生物物理学会(电

话: 010-64889894; 传真: 010-64889892; E-mail: wangyue@sun5.ibp.ac.cn).
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Abstract
AIM: To evaluate the values of ultrathin 
gastroscope in the implantation of esophageal 
metal stents.

METHODS: Thirteen patients suffering dys-
phagia from late-stage esophageal or cardiac 
carcinomas (one of which was complicated 
with esophagotracheal fistula) and 1 patient 
with cardiac achalasia received the implanta-
tion of esophageal metal stents under Fujinon 
EG-270N5 ultrathin gastroscope. Following the 
strictrue was pre-dilated to 9 mm, the stent was 
implanted to an accurate level ensured by both 
controlling the calculated inserting depth of the 
stent conveyor and regulating the position of the 
upper end of the stent in conveyor under ultra-
thin gastroscopy without X-ray monitoring. The 

success rate, accuracy, self-expanding, and com-
plications of the implantation were observed.

RESULTS: The implantation of the stents was 
successfully performed in the accurate position 
with satisfactory self-expanding in all the pa-
tients, and the shortest diameter of the strictures 
was expanded from 2.73 ± 3.18 to 13.65 ± 1.66 
mm. The esophagotracheal fistula was occluded 
by the stents. The grades of dysphagia were 
lowered from 3.15 ± 0.68 to 0.91 ± 0.49.

CONCLUSION: The implantation of esophageal 
metal stents under ultrathin gastroscope without 
X-ray monitoring is simple, accurate, safe, and 
effective, with good compliance of patients.

Key Words: Ultrathin electronic gastroscope; Es-
ophageal strictures; Dysphagia; Metal stent; Com-
pliance

Wang SG, Wang SJ, Tu JL, Gu LJ, Zeng QJ, Wu YC. 
Values of ultrathin gastroscope in implantation of 
esophageal metal stents. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 观察超细胃镜在食管金属支架放置中
的作用. 

方法: 对13例晚期食管/贲门癌(其中1例伴食
管-气管瘘)及1例贲门失弛缓并吞咽困难患者
应用Fujinon EG-270N5超细电子胃镜进行金
属支架放置. 术中对狭窄预扩张至9 mm, 计算
并控制输送器插入深度以及胃镜直视下调节
输送器内支架上端位置以保证放置位置准确, 
全程无X线监控. 观察支架放置成功率、定位
准确性, 扩张效果以及并发症情况. 

结果: 全部患者支架一次性放置成功, 定位准
确; 自膨满意, 最狭窄处内径由2.73±3.18 mm
扩至13.65±1.66 mm, 食管气管瘘被覆盖阻断. 
吞咽困难评级由3.15±0.68降至0.91±0.49.

结论: 单纯超细胃镜下食管金属支架放置术
患者依从性好; 方法简便、准确、安全、有效.

www.wjgnet.com
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■背景资料
内镜下置入是食
管支架置放的常
用方法之一, 超细
胃镜对患者耐受
性好, 而且容易通
过肿瘤狭窄处, 国
内已偶见用于置
放食管金属支架, 
但为数仅数例, 尚
罕见专门报道.
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0  引言

金属内支架置放对不能切除的晚期食管癌合并

有吞咽困难者, 能有效改善其症状, 提高生活质

量. 目前的置放方法有3种: 内镜直视下置入、

X线透视下置入以及两者联合下置入. 前者具有

操作简便、定位准确、易于调整及不需X线照

射等优点. 术中所用内镜目前一般均为普通电

子胃镜, 操作中患者耐受性差, 且不易通过肿瘤

狭窄处. 超细胃镜对患者耐受性好, 而且容易通

过肿瘤狭窄处[1-3], 国内已偶见用于置放食管金

属支架, 但为数仅数例[3], 尚罕见专门报道. 我们

2005-04/2006-04应用Fujinon EG-270N5型超细

胃镜放置国产记忆金属食管支架14例, 现将应

用体会报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-04/2006-04因以下原因致吞咽

困难要求置放支架的患者13例: 晚期食管癌8
例, 贲门癌2例, 食管癌和贲门癌术后吻合口癌

复发各2和1例. 男9例, 女4例, 年龄55-76(平均

62.6)岁. 狭窄长度为4-9(平均6.57±2.35) cm. 最
狭窄处直径均在6 mm以下, 其中5.5 mm 1例, 
3-4 mm 3例, 2-2.9 mm 6例, <2 mm 3例, 平均

2.73±3.18 mm. 位于食管上段2例(病灶上端距

离门齿均>20 cm), 中段6例, 下段5例. 吞咽困难

按以下分级: 0级, 正常吞咽; 1级, 能吞咽大部分

固体食物; 2级, 能吞咽半流质食物; 3级, 只能进

流质; 4级, 完全不能进食. 上述患者中, 2级2例, 
3级7例, 4级4例, 平均为3.15±0.68级. 另有1例
患者, 女性, 31岁, 间歇性吞咽(包括饮水)困难伴

进食后呕吐半年, 经食管钡餐和胃镜证实为贲

门失弛缓, 该例患者拒绝扩张和注射等治疗, 要
求直接置放支架. 所用器械: Fujinon EG-270N5
超细胃镜及相应冷光源; 莎氏(Savary-Gilliard)
锥形硅胶食管扩张器一套; 莎氏探条专用导丝; 
北京赫之缘镍钛记忆金属网状带膜支架, 直径

18-20 mm. 一般采用双喇叭型; 当病灶下端距贲

门≤3 cm时或贲门癌狭窄患者用单喇叭型, 远
端带防反流瓣, 由3瓣硅胶膜材料的鸭嘴形瓣膜
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形成单向阀. 上述支架近端开口均有特殊丝线

串联, 内镜下用活检钳抽拉时可收闭开口即能

移动和回收支架. 相配套输送器的规格为25Fr, 
由内芯、内鞘和外鞘组成.
1.2 方法 术前1 d行常规食管X线造影. 常规查

凝血机制、血常规和血型, 签署知情同意书. 禁
食6 h. 术前15 min im 654-2 10 mg, 咽部利多

卡因表面麻醉. 检查方法同普通电子胃镜. 插
内镜通过狭窄, 观察其上、下端位置, 其间距为

病变长度. 继续插镜入胃后插导丝入胃. 对狭窄

严重内镜无法直接通过者, 在插导丝通过狭窄

段后内镜循导丝通过; 仍不能通过者, 以5 mm
探条扩张后再进镜完成上述目的. 退出胃镜, 保
留导丝. 沿导丝插入9 mm探条扩张2-3 min, 退
出探条, 保留导丝. 选择支架长度 = 狭窄长度

+4 cm(狭窄上、下端各长出2 cm), 将支架安装

于输送器内. 测量输送器内支架长度. 输送器插

入深度 = 狭窄下端距门齿距离+(输送器内支架

长度-狭窄长度)/2. 在输送器外鞘管上以其内支

架下缘为起点测量该深度并作好标记. 沿导丝

插输送器至预定深度. 插入胃镜寻找输送器内

支架上缘, 其与内鞘交界处有一明显的颜色分

界线可资确定(图1C). 直视下调节其位置, 使其

距狭窄上端距离 = (输送器内支架长度-狭窄长

度)/2, 或距门齿的距离 = 狭窄上端距门齿距离

-(输送器内支架长度-狭窄长度)/2. 符合上述两

项中任一条件, 均证实支架位置放置正确. 固定

内芯及内鞘, 逐渐向外拉外鞘释放支架. 释放过

程中亦可按上述方法予以及时调整. 释放后, 退
出输送器和导丝, 保留胃镜. 胃镜进镜通过支架

腔观察支架放置位置和膨胀情况以及有无并发

症. 位置不准确者, 可进一步调整. 观察指标: (1)
胃镜通过狭窄情况; (2)支架置放成功率, 支架释

放后上下端位置或各自超出狭窄上下端的长度

在预期范围内者定为成功; (3)术后支架膨胀直

径, 于术后当天或/和3 d摄X线胸部右斜位片, 
观察支架位置, 测量支架直径; (4)患者吞咽困难

缓解情况; (5)并发症情况. 术后2 h可进温流质

食物; 常规用抗生素3 d以防止食管黏膜破损致

感染; 对症治疗.

2  结果

2.1 胃镜通过狭窄情况 在所有13例癌性狭窄患

者中, 狭窄直径为5.5 mm的患者胃镜直接通过

狭窄段入胃; 3例3-4 mm者, 1例胃镜可勉强通

过, 2例经插导丝引导后缓慢进镜通过狭窄段

www.wjgnet.com

■创新盘点
1 超细胃镜下置
放食管支架前将
狭 窄 预 扩 张 至
9 mm, 便于输送
器通过; 扩张次数
减少, 支架自膨不
受影响. 
2  输送器内支架
长度减去狭窄长
度的差的半数为
输送器内支架应
超出狭窄上、下
端的长度. 由此计
算预定输送器插
入深度和输送器
内支架上端的放
置位置, 可保证支
架定位准确, 简便
实用.
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入胃; 6例2-3 mm者胃镜均需经插导丝引导后

缓慢进镜, 其中4例通过, 剩余2例以及另外3例
<2 mm者以5 mm探条扩张后通过. 不经预扩张

或预扩张前胃镜通过狭窄率为61.54% (8/13). 
2.2 支架置放成功率 所有患者均一次性放置成

功. 
2.3 术后支架膨胀情况 于支架释放完当时, 内镜

下即可见支架上端逐渐膨胀; 之后, 进镜至支架

腔内可见支架全程膨胀良好(图1D-F), 管腔最

窄处内径除1例仅9 mm外, 其余达12.5-16(平均

13.65±1.66) mm. 术后1-3 d进行了X线摄片, 经
测量支架最窄处内径较术中所见更宽, 以术后

3 d数据进行统计为13-18(平均14.5±1.69) mm. 
术中唯一1例贲门失弛缓患者, 术后约1 h X线摄

片支架最窄处内径为16 mm. 
2.4 患者吞咽困难缓解情况 全部患者在置入支

架后能进食流质与半流质, 1 wk后均能进软食. 
吞咽困难由术前3.15±0.68降至0.91±0.49级
(P <0.01). 
2.5 术后并发症 (1)胸痛: 11例出现胸骨后疼痛, 
多能忍受, 持续2-8 d, 其中2例需用止痛药; (2)
出血: 狭窄扩张和支架置放后, 局部有一定出血, 
但无大出血; (3)胃食管反流症状: 无或不明显; 
(4)支架堵塞: 于术后5和6 mo分别有1例患者因

吞咽困难再发随诊, 经食管造影和胃镜检查诊

断为支架上端再堵塞, 活检均为鳞状上皮慢性

炎伴少量异型; (5) 穿孔、支架移位和脱落: 未发

生. 其中随访时间最长者为8 mo.

3  讨论

导丝顺利通过狭窄段并送入胃部是食管狭窄扩

张和支架置放成功的前提. 然而晚期食管癌多

存在局部狭窄或堵塞, 普通胃镜常难以通过狭

窄段. 有一组21例食管癌患者行支架置放治疗, 
扩张前17例胃镜无法通过 [4];  另一组10例有

梗阻症状的食管、贲门癌患者 ,  胃镜均无法

通过[5]. 因而导丝往往需盲插. 盲插过程中往往

需反复试插, 易造成局部损伤出血, 甚至偶可造

成假道, 为避免之, 须在X线下监控确认其顺利

通过狭窄段入胃, 以确保后续插管扩张和支架

置入的安全. 超细胃镜外径较普通胃镜明显缩

小, 对不能通过普通胃镜的食管狭窄, 常能较顺

利通过[1-3]. 我们应用的超细胃镜插入部外径仅

5.9 mm, 所观察的13例食管/贲门癌患者, 狭窄

直径均在6 mm以下, 预扩张前胃镜通过狭窄率

高达61.54%. 其中直径在4 mm以上者胃镜较顺

利通过, 部分3-4 mm者可勉强通过. 理论上狭窄

口径小于胃镜外径时, 胃镜应不能通过, 但操作

中, 通过适当注气, 缓慢向前插、挤或旋镜可使

胃镜通过, 尤其吻合口狭窄或狭窄段较短者, 这
种方法容易成功. 在胃镜入胃后插导丝, 使这些

患者完全避免了盲插导丝的不良作用. 3-4 mm
者中大多数胃镜不能直接通过, 但经插导丝引

导后采取上述进镜法可通过狭窄段. 这些患者

在一定程度上也可避免盲插导丝的不良作用. 
对内镜无法直接通过者要掌握好导丝的插入深

度. 将胃镜端部固定于狭窄上方, 导丝前端插入

狭窄上口时, 在活检孔道钮以外的导丝上以该

钮口为起点测出等于以下长度的位置并标记: 
40-狭窄上端距门齿距离+20-30 cm. 式中40代表

贲门至门齿距离, 术后患者以吻合口距门齿距

离代替之. 将导丝深插至此标记处. 狭窄下端位

置的判定, 是狭窄长度计算的前提. 对普通胃镜

常难以通过的晚期食管癌狭窄, 这种判定通常

是在预扩张后进镜观察完成. 由于需多次扩张

图  1  女性, 70岁, 进行性咽下困难1 a，饮水困难1 mo. A: 

胃镜下见食管狭窄上端距门齿25 cm, 其上方食物潴留; B: 

经活检钳道插入导丝并循之送镜通过狭窄段, 见狭窄下端距

门齿31 cm, 在内镜直视下将导丝送入胃; C: 9 mm探条扩张

后插入支架输送器, 内镜直视下测量并调整支架上端(箭头)

至狭窄上端/门齿距离; D, E, F: 支架释放后内镜通过支架腔, 

进一步目测狭窄上(D中箭头)、下端(F中箭头)至支架上、下

端距离.

■应用要点
超细胃镜常能较
顺利通过普通胃
镜难以通过的食
管 狭 窄 ,  有 助 于
准确测量狭窄长
度, 在无X线监控
下可对支架准确
定位, 术中患者依
从性好、方法简
便、安全性高. 在
食管狭窄支架置
放中有实际应用
价值.

A B C

D E F

↓

↓

↓

A B C

↓
↓

图  2  男性, 58岁, 咽下困难, 确诊食管中段癌行放疗术后
14  mo，仅能进全流3 mo. A: 复查胃镜和活检示贲门-食管

下段磷癌; B: 支架释放后胃镜进入支架下段腔内, 观察狭窄

下端(箭头)至支架下端距离, 视野远处为防反流瓣; C: 进镜

至胃腔反转观察支架下端及其周围情况.
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胃镜方能通过, 且多次扩张后病变部位多有出

血造成视野欠清, 因此不利于快速准确判断. 超
细胃镜由于易通过狭窄段, 多数不需经预扩张

便可进镜观察, 较之普通胃镜视野更清晰, 判断

更快捷准确. 
支架长度的选择我们取病变长度+4 cm. 此

长度为支架张开状态下的长度. 当装入输送器

后因轴向压缩而延长, 释放后又按相应比例而

回缩. 在决定输送器插入深度以及释放前镜下

调节支架上端位置时要充分考虑这种变化. 延
长或回缩的比例因支架材质类型而异, 有些支

架的缩短率为23%, 30%, 或接近50%[6]. 当缩短

率或延长率已知时, 可计算具体的支架延长长

度. 我们所用支架的产品说明中未见此比率的

记载, 因而这种计算方法并不实用. 简单而实用

的方法是对输送器内支架长度进行测量, 所得

长度减去狭窄长度的差的半数即为输送器内支

架应超出狭窄上、下端的长度. 由此可计算确

定输送器插入深度和输送器内支架上端的正确

放置位置. 将输送器插至预定深度, 即可保证支

架下端位置的准确, 也可相应保证支架上端位

置的准确. 但为确保之, 还须插入胃镜观察输送

器内支架上端的位置是否准确. 由于支架与内

鞘接口处存在色差, 同时由于镜身超细, 胃镜在

狭窄上端以上的食管腔内有足够的进退和回旋

空间, 很容易寻找该色差线进行判断和调节. 确
认位置准确后可安全释放支架. 本组所有患者

支架释放后均在镜下观察了支架上、下端距门

齿的位置, 还观察了各自距狭窄上下端的距离

(图1D, F). 由于超细胃镜具有良好的反转观察性

能, 我们对贲门癌或术后吻合口狭窄患者所放

的支架, 还常规进镜至胃腔反转, 可进一步目测

支架下端超出狭窄下口的距离, 并观察支架下

端是否顶住胃壁等情况(图2). 这些观察的结果

表明, 所有支架放置位置均准确无误. 由此可见, 
通过计算和控制输送器插入深度, 结合胃镜下

调节输送器内支架上端的位置, 以及释放后对

上下端位置的观察验证, 可保证支架位置放置

正确. 整个放置过程无需X线的监控, 避免了术

者和患者受X线的辐射, 减少了合作科室和人员

的数量. 
普通胃镜下食管支架置放过程中, 以下步

骤需要胃镜介入: (1)插导丝; (2)扩张后观察狭

窄下端位置; (3)支架定位和释放. 这3步需胃镜

反复插入和退出, 即术中需插3次胃镜(经胃镜活

检通道球囊预扩张者可为2次), 患者的依从性较

差. 应用超细胃镜时, 由于多数情况下不需经扩

张即可通过狭窄段而观察到狭窄下端位置, 因
而前2次插镜可1次完成, 较普通胃镜减少了1次
胃镜插入次数. 加之插入咽部的耐受性好[1-3], 因
而超细胃镜下食管支架置放术较普通胃镜下患

者的依从性明显要好. 
普通胃镜下置放支架前, 往往要将狭窄预

扩张至10-12 mm以便内镜通过[6], 要达此程度

常需依次从细到粗反复扩张数次(最多时达4-5
次). 与此不同, 本组预扩张的最终目的非为内

镜通过作准备, 而在便于输送器的通过. 由于所

用输送器的外径为25Fr(约8 mm), 因而仅需预

扩张至稍大于此外径的程度, 如9 mm便能与

之相适应. 在预扩张前有1个胃镜下通过狭窄段

插导丝的过程, 此过程其实已将狭窄进行了1次
胃镜镜身的扩张, 即已经扩张至镜身般粗细, 约
6 mm. 在此基础上, 仅需以9 mm探条扩张1次
即可. 对狭窄特别严重不能通过胃镜者, 则加1
次上述胃镜通过前的5 mm探条预扩张. 显然, 
不论超细胃镜首过能否通过狭窄段, 预扩张的

次数均较普通胃镜下减少, 操作时间可相应缩

短, 同时也可进一步增加患者的依从性. 预扩张

至9 mm是否会影响到支架释放后的充分膨胀? 
本组在术中于内镜下以及术后X线下对支架最

窄处内径进行了观察. 在术中于支架释放完当

时, 内镜下即可见支架全程膨胀良好, 最窄处内

径达13.65±1.66 mm. 其中仅1例膨胀不良, 最
窄处内径仅9 mm. 术后3 d内X线摄片测量的支

架最窄处内径较术中所见进一步膨胀, 达14.5±
1.69 mm, 上述术中膨胀不良的患者于术后3 d
膨胀至15 mm. 另外, 对支架置放后患者吞咽困

难的症状变化也进行了观察, 其吞咽困难分级

明显下降, 症状明显缓解. 由此可见, 预扩张至

9 mm的程度能达到使支架充分膨胀的作用. 
食管支架置放后常发生胸痛[6], 本组有11例

出现, 但多能忍受. 胃食管反流为另一常见并发

症, 尤其位于食管下段和贲门部位病变者, 采用

防反流瓣支架具有良好的抗反流作用[5]. 本组这

些部位的患者均采用了防反流瓣支架, 术后未

出现反流症状. 另一常见并发症为出血. 本组患

者于狭窄扩张和支架置放后, 局部有一定出血, 
但无一例发生大出血. 所有患者均未发生穿孔

和支架脱落、移位等严重并发症. 这表明, 单纯

超细胃镜下食管金属支架放置术除上述患者依

从性好、方法简便、准确有效等优点外, 尚具

有很好的安全性. 

■名词解释
超 细 胃 镜 :  为 减
少普通胃镜检查
的不适, 近年胃镜
的外径在逐渐缩
小. 本文中胃镜外
径为5.9 mm. 这种
胃镜可经口, 也可
经鼻插入, 故又称
超细胃镜. 一般有
2.0 mm的活检钳
孔道, 能满足诊断
与治疗需要, 尤其
适用于上消化道
狭窄性病变的诊
断和治疗.



www.wjgnet.com

王盛根, 等. 超细胃镜在食管金属支架置放中的作用                                                                                                        2353

4      参考文献

1	 许国铭, 姚银珍, 田青, 王娜, 湛选保, 孙振兴. 鼻胃镜

(GIF-N230)临床应用的初步报告. 中华消化内镜杂志 

2000; 17: 86-87
2	 姜贵君, 刘彩越, 林朝智. 鼻胃镜经口临床应用1020例. 

中华消化内镜杂志 2002; 19: 113
3	 戈之铮, 胡运彪, 李晓波, 薛寒冰, 高云杰, 宋燕. 新型

超细胃镜临床应用的初步评价. 中华消化内镜杂志

2004; 21: 412-414 
4	 熊小强, 朱兆华, 文卓夫. 内镜下放置食管带膜镍钛

记忆金属支架姑息治疗晚期食管癌疗效观察. 癌症 
2000; 19: 1027-1029   

5	 许国铭, 李兆申, 王娜, 谢苏庆, 尹宁. 一种新型防反流
型食管支架及其临床应用. 第二军医大学学报 1998; 
19: 405-407 

6	 钟捷, 吴云林. 食管金属支架演进及临床应用. 世界华
人消化杂志 2001; 9: 797-800

             电编  张敏  编辑  张焕兰

■同行评价
本文探讨了超细
胃镜在放置食管
支 架 中 的 应 用 ,  
具有一定的临床
价值.
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

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

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

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

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

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

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 

1 征文内容

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

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

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

在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

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

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

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

会议地址: 河北医科大学第二医院图书馆楼三楼会议室.

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

(邮政编码050000)蒋树林  电话: 0311-87222301; 0311-87222951.
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Abstract
AIM: To establish a serum protein pattern model 
for screening hepatic cellular carcinoma.

METHODS: The proteomic spectra of patients 
with hepatic cellular carcinoma, hepatic cirrho-
sis, and healthy people were obtained by sur-
face-enhanced laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry (SELDI-TOF-MS) on 
WCX2 chips. The collected data were compared 
and analyzed by Biomarker Wizard software.

RESULTS: A group of proteomic peaks were 
detected. The expression of five protein mol-
ecules (4477, 8943, 5181, 8617, 13 761 Da) in 
patients with hepatic cellular carcinoma was sig-
nificantly higher than those in the controls, and 
the expression of 4477- and 13 761-Da proteins 
were higher while the 4097-Da one was lower in 
HCC patients than cirrhosis ones. The specific-
ity and sensitivity of SELDI-TOF-MS were 100% 
(60/60) and 90% (18/20), respectively. Four pro-
tein molecules (4477, 8943, 13 761, 4097 Da) were 

screened as a proteomic model.

CONCLUSION: The discovered serum protein 
pattern model can efficiently identify patients 
with or without hepatocellular carcinoma. SEL-
DI-TOF-MS plays a valuable role in the diagno-
sis of hepatocellular carcinoma and the discov-
ery of new tumor-specific protein biomarkers.

Key Words: Surface-enhanced laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry; Protein 
Chip; Hepatocellular carcinoma

Liu CB, Pan CQ, Sun LF. Establishment of serum protein 
pattern model for screening hepatocellular carcinoma by 
surface-enhanced laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(23):2354-2357

摘要
目的: 建立肝癌筛选血清蛋白质指纹图谱模型. 

方法: 用表面加强激光解析电离飞行时间质
谱技术(SELDI-TOF-MS)及WCX2蛋白芯片获
得新发肝癌、肝硬化患者和正常人血清的蛋
白质指纹图谱, 用计算机软件进行比较分析, 
建立肝癌的筛选模型. 

结果: 肝癌患者与健康对照组血清蛋白质指
纹图谱之间有5个标志蛋白(4477, 8943, 5181, 
8617, 13 761 Da)在肝癌患者血清中高表达, 肝
癌患者与肝硬化患者血清蛋白质指纹图谱之
间2个标志蛋白(4477, 13 761 Da)在肝癌患者
血清中高表达, 1个标志蛋白(4097 Da)在肝癌
患者血清中低表达. SELDI-TOF-MS技术的特
异性(60/60, 100%); 敏感度(18/20, 90%). 分析
系统筛选出4477, 8943, 13 761, 4097 Da标志
蛋白建立的肝癌诊断模型.

结论: 建立的血清蛋白质指纹图谱模型能够
区分肝癌与非肝癌患者, SELDI-TOF-MS在肝
癌的诊断及肿瘤特异性蛋白质生物标志分子
的筛选等方面具有一定价值.

®

■背景资料
表面增强激光解
析电离 (SELDI -
TOF)蛋白质芯片
技术是2002年提
出来的一项新兴
的蛋白质组学研
究技术, 已经引起
了学术界的高度
重视, 在生物学和
临床医学等方面
具有广泛的应用
前景. 利用蛋白质
芯片具有高度并
行性、高通量、

微型化和自动化
等其他方法无法
比拟的优越性, 在
病理学、药理学
和毒理学等方面
初步取得了卓越
的研究成果.
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0  引言

肝癌为我国常见的恶性肿瘤之一, 肝癌的早期

诊断较为困难, 我们利用美国Ciphergen公司生

产的表面增强激光解吸离子化时间飞行质谱

(surface enhanced laser desorption/ionization)技术

对肝癌患者和肝硬化、健康志愿者血清中的蛋

白质进行对比分析, 采用生物信息学方法建立

可作为肝癌诊断标志的蛋白质组合样式, 寻求

可用于临床肝癌早期诊断的特异性生物标记物. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有肝癌血清样品均为2003-08/2004-06
台州市立医院的门诊、住院患者, 40例, 其中

男30例, 年龄45-60岁; 女10例, 年龄55-64岁, 经
病理证实的肝细胞性肝癌患者. 对照样品来自

经健康查体正常的健康志愿者60例 ,  其中男

40例, 年龄50-68岁; 女20例, 年龄50-65岁和经

肝穿活检为肝硬化患者20例, 年龄35-45岁. 在
10 mL血清分离管中全血采集, 4000 r/min条
件下离心10 min. 取30 μL血清分装在0.5 mL
离心管中, 于-70℃冰箱保存. 美国赛弗吉公司

(Ciphergen Biosystems, Inc.)的表面增强激光

解吸离子化飞行时间质谱仪(Surface Enhanced 
Laser Desorption Ionization-time OF Flight-Mass 
Spectrometry, SELDI-TOF-MS)及该公司配套

WCX2 (Weak Cationic Exchanger, 弱阳离子交

换)芯片. 主要试剂: 尿素、乙腈、三氟乙酸等

均购自Sigma公司, SPA (Sinapinic Acid)购自

Ciphergen Biosystems公司. U9缓冲液(9 mol/L 
Urea, 20 g/L CHAPS, 10 g/L DTT, 50 mmol/L 
Tris-HCl, pH 9.0), U1缓冲液(用50 mmol/L Tris-
HCl缓冲液9倍稀释U9缓冲液), WCX2缓冲液

(100 mmol/L乙酸钠pH 4.0).
1.2 方法 血清经冰浴融解后4℃ 20 000 r/min离
心10 min. 取20 μL血清, 加30 μL U9缓冲液, 
4℃振摇20 min, 再加100 μL U1缓冲液, 4℃震

荡30 min. 每个芯池中加150 μL WCX2缓冲液, 
振荡孵育5 min 2次. 从上述蛋白变性后的血清

样品中取50 μL, 加200 μL WCX2缓冲液稀释, 

加至WCX2芯片的Bioprocessor (Ciphergen公司)
中, 振荡60 min, 甩去血清标本, 每孔加150 μL 
WCX2缓冲液, 振荡孵育5 min 2次, 最后芯片用

20 mmol/L HEPES (pH 7.4)淋洗, 晾干芯片. 芯
片每孔分2次加SPA 0.5 μL, 2次之间自然晾干. 
质谱仪参数设定为激光强度220, 灵敏度7, 优化

范围800-20 000质荷比(m/z). 每条芯片取1点用

同一正常人血清作内参照, 芯片间CV≤10%. 检
测前用ALL-IN-ONE多肽标准芯片校正, 系统质

量偏差≤0.1%. 原始数据先以Proteinchip 3.0软
件校正.

统计学处理 采用Ciphergen ProteinChip软件

和BioMarker Wizard软件对芯片检测得到的蛋

白质相对含量及蛋白质质荷比数据按数据挖掘

要求进行处理. 用Biomarker Wizard Software3.1
软件和Biomarker Patterns Software4.0.1软件对

数据进行分组及相关性分析. 比较2组之间蛋白

质峰强度, P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 肝癌组与健康志愿者组比较 对100例样本检

测到的质谱图进行分析比较, 共得到蛋白质峰

为68个, 其中发现4477, 8943, 5181, 8617, 13 761 
Da这5个蛋白质峰具有显著性差异, 且这5个蛋

白质均为肝癌患者高于健康志愿者(表1). 通过

4477, 8943 Da这2个蛋白质峰建立肝癌蛋白质谱

模型可用于区分肝癌与健康志愿者(图1). 此结

果表明, 该方法的灵敏度为90% (18/20), 特异性

为100% (60/60).
2.2 肝癌组与肝硬化组比较 分别对实验中的

60例样本检测到的质谱图进行分析比较, 共得

到蛋白质峰为46个, 其中4477, 13 761, 4097 Da
这3个蛋白质峰具有显著性差异. 其中在4477, 
13 761 Da峰处肝癌的患者均比肝硬化高, 4097 
Da峰处肝癌的患者均比肝硬化低, 通过4477 Da
这个蛋白质峰即可区分肝癌与肝硬化患者(图2). 

     

表  1  肝癌的5个特征峰的表达值

	 肝癌       肝癌       正常       正常

                平均值   标准差   平均值   标准差	

8943	 9.29      7.19       1.05       0.39        3.1×10-7

8617	 4.61      1.75       1.41       1.23        3.1×10-6

4477        1.20      0.65       0.30       0.10        5.4×10-5

13 761     0.62      0.34       0.22       0.15        4.4×10-5

8151        3.78      3.01      1.06        0.44        3.6×10-4

m/z                                                                               P 值

■创新盘点
本文应用SELDI-
TOF-MS技术分析
肝癌、肝硬化、

正常人之间所引
起的蛋白质组学
的 变 化 ,  为 临 床
诊断、治疗提供
依 据 ,  同 时 探 索
SELDI技术在肿
瘤诊断方面的应
用, 以便深入分析
肿瘤的发生与发
展.
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同时发现肝癌、肝硬化、健康志愿者3者之间

有8943, 13 761 Da这2个蛋白质随着病情的严重

程度逐渐增加(图3).

3  讨论

目前临床上常用AFP作为肝癌的诊断指标, 但
AFP对肝癌诊断阳性率一般为60%-70%, 且在原

发性肝癌诊断中也存在假阳性, 因此缺乏可靠

的早期诊断指标是其预后较差的主要原因. 
蛋白质组学研究的主要技术是双向电泳和

质谱等, 虽然双向电泳的技术很成熟, 但他复杂

的实验过程和大量的样本需求不适应大规模的

标本检测, 限制了双向电泳直接用于临床检测. 
SELDI蛋白芯片技术根据层析技术和质谱技术

发展而来, 其表面可结合特定的蛋白质. 该技术

不会破坏所测定的蛋白质, 检测简便, 特异性和

←

} 健康对照

} 肝癌

7

B

图  1  肝癌与健康志愿者的血清蛋白质谱图. A: 质荷比4477 Da; B: 质荷比8943 Da.

←

} 健康对照

} 肝癌

A

4300

←

4750
肝癌

肝硬化

肝硬化

图  2  肝癌与肝硬化患者的血清蛋白质谱图. 质荷比为4477 Da.

←

} 健康对照

} 肝硬化

} 肝癌

A B

←

} 健康对照

} 肝硬化

} 肝癌

图  3  肝癌和肝硬化、健康志愿者的其他表达血清蛋白质谱图. A: 质荷比为8943 Da; B: 质荷比为13 761 Da.

■应用要点
本文为肝癌临床
诊断提供依据, 并
可为肝癌预防、

术后疗效观察等
提供有效措施.
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敏感性高, 且可将传统方法检测不到的蛋白和

多肽检出. 对照分析患者和健康志愿者的质谱

图, 可发现和捕获新的特异性疾病相关蛋白. 目
前, 用SELDI蛋白芯片技术获得有意义成果的

数量已经日益升高[1-4]. 尤其在一些癌症的诊断

上, 如前列腺癌[1]、卵巢癌[5]、乳腺癌[6]的诊断

上. 从血清中寻求特异性生物标记物用于肝癌

等诊断是目前临床急需解决的难题. 本研究采

用SELDI-TOF-MS技术通过比较蛋白质组学研

究发现一些敏感性和特异性均较高, 且易于临

床检测的诊断方法. 我们采用WCX2蛋白质芯片

对40例肝癌患者和60例健康志愿者及20例肝硬

化患者的血清样本进行了蛋白质谱分析, 通过

Biomarker Wizard分析显示, 在肝癌与健康志愿

者两组之间以4477, 8943 Da这2个蛋白质建立模

型可用于区分肝癌患者与健康志愿者. 所得结

果敏感性为90%, 特异性为100%. 在肝癌组与肝

硬化组中4477 Da只在肝癌组中高表达, 而在肝

硬化组中没有出现. 同时发现肝癌、肝硬化、

健康志愿者3者之间有8943, 13 761 Da这2个蛋

白随着病情的严重程度逐渐增加, 通过这几个

峰的鉴别, 其结果准确性高, 有利于患者免于肝

穿的痛苦. 
本实验将SELDI技术应用于分析肝癌患者

血清差异表达蛋白, 发现了几种新的肝癌相关

蛋白质, 对肝癌的早期诊断有一定的价值. 对于

SELDI技术来说, 每个m/z值对应的可能是很多

分子量相近的多肽, 因此不能对体液中的蛋白

质进行鉴定[7], 故该蛋白质的结构、功能及是否

是已知蛋白等均不清楚, 需要在下一步的实验

中予以解决: 通过质谱技术, 分析该蛋白质的多

肽片段得到其肽指纹图, 在蛋白质数据库中搜

寻与之匹配的蛋白质. 
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Abstract
AIM: To compare unidimensional, bidimensional 
computed tomography (CT), and volumetric 
techniques for evaluation of therapeutic 
response in patients with liver metastases from 
breast and colon carcinoma.

METHODS: Helical CT performed in 22 patients 
with liver metastases before and 3 mo after inter-
ventional treatment. All lesions were measured 
on transverse CT scans with electronic calipers 
according to both unidimensional and bidimen-
sional criteria. Volumetric measurements were 
made by tracing individual lesions, and mea-
surements of individual lesion were summed to 
obtain patient response, which were categorized 
as complete response, partial response, disease 

progression, and disease stabling (size response 
other than that of complete response, partial re-
sponse, or disease progression).

RESULTS: Of the 22 patients, the coincidence 
rate of unidimensional and bidimensional 
measurements was 95.5% (21/22). Volumetric 
measurement gave results different from those 
obtained by unidimensional and bidimensional 
techniques in 8 and 6 patients, respectively. In 
4 patients with partial responses according to 
unidimensional and bidimensional criteria, the 
response based on the volumetric technique was 
disease stabling. In 2 patients with stable disease 
in terms of bidimensional and unidimensional 
criteria, partial response was observed by volu-
metric measurement. In 2 patients with disease 
progression based on bidimensional and unidi-
mensional criteria, stabled disease was found by 
volumetric criteria.

CONCLUSION: Volumetric measurement for 
tumors produces results different from uni-
dimensional or bidimensional techniques in a 
considerable proportion of patients.

Key Words: Liver neoplasms; Metastases; Computed 
tomography; Interventional therapy
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摘要
目的: 比较一维、二维CT和容积测量三种方
法测量肝转移介入治疗的效果. 

方法: 22例肝转移的患者, 在介入治疗前和术
后3 mo行螺旋CT扫描. 在CT 工作站分别按一
维和二维测量横断层面的全部病灶. 用容积
测量技术去追踪测量每个病灶, 将每个病灶
的总和归类于全效、部分有效、病变进展、

病变稳定. 

结果: 在22例肝转移介入治疗前后一维与二

■背景资料
肝转移瘤因为肝
脏 基 础 较 好 ,  介
入治疗结果比原
发性肝癌更为肯
定 .  肝 转 移 瘤 溜
经动脉化疗栓塞
(TACE)已成为常
规治疗手段 .  CT
测量是确定实体
肿瘤疗效的重要
评 价 方 法 .  一 维
(直径)和二维(面
积)测量简单实用, 
但不能全面反映
肿瘤在治疗前后
的变化. 
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维测量符合率达95.5%(21/22), 但容积测量8
例与一维测量不符, 6例与二例测量不符. 4例
一维和二维测量结果均为部分有效, 而容积测
量结果为病变稳定. 2例一维和二维测量病变
稳定者, 容积测量则为部分有效. 甚至有2例一
维、二维测量为病变进展者, 容积测量仍为病
变稳定.

结论: 在肝转移瘤介入治疗前后, 肿瘤容积测
量结果在大多数患者与一维、二维测量结果
不一致. 若要证实容积测量的优势, 还需要大
样本的临床对照研究.

关键词: 肝脏肿瘤; 转移瘤; 计算机断层扫描; 介入

治疗
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0  引言

肝转移因为肝脏基础较好, 介入治疗结果比原

发性肝癌更为肯定[1-4]. 在国内外大型综合医院, 
肝转移经动脉化疗栓塞(TACE)已成为常规治疗

手段. CT测量是确定实体肿瘤疗效的重要评价

方法[5-15]. 一维(直径)和二维(面积)测量简单实

用, 但不能全面反映肿瘤在治疗前后的变化. 最
近有作者[5-10]提倡利用螺旋CT容积处理技术, 使
肿瘤容积完全量化, 更能客观地反映肿瘤变化. 
我院于1997年引进1250MA数字减影血管造影

机, 1999年引进4排螺旋CT, 拥有较先进的数字

化成像能力. 我们收集22例肝转移介入治疗前

后CT资料, 利用CT工作站, 测量肿瘤容积, 并与

肿瘤直径和面积测量结果相比较. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝转移患者22例, 男16例、女６例, 年龄

39-78(平均56)岁. 原发肿瘤为直肠癌12例, 乳腺

癌6例, 肺癌4例. 经股动脉插管至肝动脉, 行肝动

脉造影确定肿瘤染色的数目, 大小和部位. 导管

固定于肝固有动脉, 注入二联或三联化疗药, 常
用的有阿霉素、丝裂霉素、5-Fu等. 然后用3F微
导管分别超选肝左、右动脉, 注入超液态碘油加

化疗药混悬乳剂, 栓塞各个肿瘤. 对供血丰富者, 
加用明胶海绵颗粒栓塞肿瘤供血动脉TAE术. 每
月重复1次.
1.2 介入治疗前后22例患者均在美国G E公司

LightspeedQX/I四层螺旋CT机完成平扫和增强

检查. 一次屏气完成全肝扫描. 扫描的解层面.  
角度等技术参数在治疗前后完全一致. 术前CT
在1 wk内, 术后为3 mo CT复查. CT测量利用一

维、二维和容积3种方法. 测量结果按世界卫生

组织标准[3]将患者分为4组: 全效(临床治愈), 部
分有效, 病变稳定和病变进展. 全效指病灶完全

消失; 部分有效指肿瘤容积减少65%以上; 病变

稳定则指肿瘤容积减少不到65%, 增加不到73%.  
病变进展指肿瘤容积增加73%以上; 3种测量方

法在每一例患者中进行比较, 并按各自标准归类.

2  结果

一维与二维测量符合率达95.5%(21/22). 容积测量

结果有8例与一维测量不一致(8/22, 36%), 有6例
(6/22, 28%)与二维测量不一致. 4例一维和二维测

量结果均为部分有效, 而容积测量结果为病变稳

定. 2例一维和二维测量病变稳定者, 容积测量则

为部分有效. 甚至有2例一维、二维测量为病变进

展者, 容积测量仍为病变稳定. 22例CT资料显示, 
绝大多数病灶为边界清楚的圆形病灶. 导致测量

结果不一致的因素, 包括病灶多发, 不对称生长或

缩小. 

3  讨论

肝转移介入治疗实际上也是一种化疗[1-4], 评价

其治疗效果的方法包括临床、实验室和影像学

检查. 影像学的进步, 如螺旋CT和高场强MR, 
可以提供治疗前后的肿瘤容积三维测量[5-15]. 本
组研究结果提示, 肝转移瘤在介入治疗前后, 肿
瘤直径和面积测量符合率高达95.5%(21/22); 而
肿瘤容积测量与前2种方法不符合者多达1/3. 
从理论上讲, 肿瘤的容积测量肯定比直径、面

积测量更为准确. 当然, 这需要临床结果来证

实. 由于本组患者例数少, 随访时间不长, 尚不

能作出全面的评价. 关于肿瘤容积测量目前仍

有很多争议[5-10]. 容积测量对那些融合性、多发

性、不规则性肝转移比较准确. 但也有他的缺

点, 如追踪每个肿瘤容积相当费时, CT工作站

重装容积测量软件, 对非球性病灶须运用不同

的记算公式等. 高档螺旋CT和MR都具备这种

自动处理图像和容积计算的能力, 放射医生只

需要修正一下图像处理后的肿瘤边缘部分. 我
们相信肿瘤容积测量是判断肝转移介入治疗效

果最准确和最客观的方法, 并在这方面做了一

些尝试. 但本研究样本太少, 又是同一器官肿瘤

■应用要点
本组研究结果提
示 :  肝 转 移 瘤 在
介 入 治 疗 前 后 ,
肿瘤直径和面积
测量符合率高达
95.5%(21/22); 而
肿瘤容积测量与
前两种方法不符
合者多达1/3. 从
理论上讲, 肿瘤的
容积测量肯定比
直径、面积测量
更为准确 .
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的比较, 未与临床结果对照, 绝大多数转移瘤为

规则的圆形, 因此本研究结果不适合那些不规

则性、边界不清楚的转移瘤. 总之, 肝转移在介

入治疗前后CT容积测量比较肿瘤直径和面积

测量有很大差异. CT容积测量的价值还需要大

样本的临床结果来证实.
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■同行评价
本文利用CT 工作
站比较一维、二
维CT和容积测量
三种方法测量转
移性肝癌介入治
疗的效果. 内容有
一定新颖性, 对转
移性肝癌临床介
入治疗效果有一
定的价值和指导
意义 .
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科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608种中国科技论

文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 28种期刊

的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为

1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的

第14位, 内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界

华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比

0.30, 地区分布数28, 基金论文比0.43, 国际论文

比0.01. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 

1-2
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体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5±
0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
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Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲

洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 
左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang 
et al”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
如马连生[1]报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; 
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PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文

献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年核心期刊为

准, 引用被PubMed收录的期刊文献用英文表达, 
请附引用文献网上摘要打印件, 包括PMID编号

(摘要的左下方). 按顺序编号装订, 并考入磁盘

内. 在引用参考文献页码末尾注明PMID编号; 
无PMID编号的期刊请删除(重要文献必须保留

者, 请附首页复印件). 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编

号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版
次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
1    Ma LS, Pan BR. Strengthen international aca-

demic exchange and promote development of 
gas-troenterology. World J Gastroenterol  1998; 
4: 1 [PMID: 11819215]

2   马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863 

3    Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4    尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 第
1版. 上海: 上海科学技术文献出版社, 1995: 
382-385

4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 

投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 
录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.
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