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 述评 EDITORIAL 

肠源性内毒素血症在胰腺炎发病中的作用

韩德五

韩德五, 山西医科大学肝病研究所 山西省太原市 030001 
韩德五, 教授, 博士生导师, 主要从事于肠源性内毒素血症的基
础与临床研究. 
通���������������� 韩德五, 030001, 山西省太原市新建南路56号, 山西
医科大学肝病研究所. smuhan@public.ty.sx.cn 
电话: 0351-4135073
收稿日期: 2006-04-06     接受日期: 2006-04-29

摘要
急性胰腺炎时由于禁食等因素使肠黏膜通
透性升高, 形成肠源性内毒素血症(intestinal 
endotoxemia, IETM). 肠源性内毒素激活枯否
细胞、中性粒细胞、肥大细胞与淋巴细胞释
放多种细胞因子(如TNF-α)、炎性因子、氧
自由基等, 引起炎症级联反应以及微循环障
碍, 造成胰腺腺泡的凋亡与坏死. 总之, IETM
对胰腺实施了“第二次打击”, 故而发展成为
重型急性胰腺炎. 

关键词�� 胰腺炎; 内毒素/肠源性; 肠黏膜通透性

韩德五. 肠源性内毒素血症在胰腺炎发病中的作用. 世界华人消

化杂志 2006;14(29):2825-2829

http: //www. wjgnet. com/1009-3079/14/2825. asp

0  引言

近年来, 对于急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP), 
特别是重型急性胰腺炎(serious acute pancreatitis, 
SAP)的研究, 已取得重要进展, 先后有“微循环

障碍”[1]、“中性粒细胞过度激活”[2]、“肠道

细菌移位”[3]、“自由基损伤”及“腺泡Ca2+

超载”[4]等观点, 都从不同侧面和角度对SAP的
发病进行了阐述. SAP多伴有肠源性内毒素血症

(intestinal endotoxemia, IETM), 现已成为共识. 
然而, IETM在SAP发病中有何等作用? 与已发表

的诸多观点有何内在联系? 轻型胰腺炎是如何

转化为重型胰腺炎的, 尚无更多报道.  

1  AP时IETM的发生机制

根据我们以往大量实验证实, IETM的形成主要

与肠黏膜通透性增高和肝脏枯否细胞(Kupffer 
cell, KC)吞噬功能减弱有关. 

1.1 肠黏膜通透性增高 我们的实验用胰胆管逆

行注射50 g/L牛磺胆酸钠建立SAP大鼠模型, 观
察SAP时肠黏膜通透性的变化及其机制. 实验分

为3组: 假手术组(SO)、禁食组(FD): 皮下注射

100 g/L葡萄糖与9 g/L的生理盐水混合液20 mL, 禁
食72 h, 与SAP组. 结果发现, FD组大鼠肠壁变

薄, 肠绒毛变短变细, 肠上皮细胞严重缺损, 肠
组织有淤血与出血现象, SAP组则更为严重. 通
过血浆与小肠组织二胺氧化酶(DAO)测定也证

实上述所观察的结果. FD组与SAP组血浆内毒

素水平均明显高于SO组, 而SAP组又明显高于

FD组. 统计学处理发现肠黏膜损伤与IETM密

切相关. 在探讨肠黏膜通透性变化机制时, 发现

SAP组的通透指数明显高于FD组, 肠上皮细胞

凋亡数也较FD为多, 并与IETM呈正相关. 此外, 
甲苯胺蓝染色结果显示, 呈激活状态的肥大细

胞数量与脱颗粒现象在SAP组明显多于FD组, 
此结果说明内毒素也可通过激活补体使肥大细

胞活化, 脱颗粒释放组胺, 引起肠黏膜和血管通

透性的增高与炎性反应增强, 从而使肠黏膜通

透指数增高. 此项研究提示, 禁食组大鼠由于肠

黏膜通透性增强使肠内的内毒素通过门静脉经

肝脏进入体循环而形成IETM, IETM又反作用于

肠黏膜使其上皮细胞凋亡, 此种恶性循环促使

SAP大鼠形成更为严重的IETM. 因此, 对当前临

床治疗SAP患者时采用禁食, 即所谓胃肠道外营

养的得失提出质疑[5]. 
1.2 肝脏KC活化 我们对SAP时KC是否被活化

进行了研究. 实验分为3组: 假手术组、SAP组与

GdCl3预处理组. 结果发现, SAP组大鼠血浆内毒

素水平、TNF-α、NO、MDA均较GdCl3预处理

组为高. SAP组大鼠KC吞噬指数和KC数量与假

手术组无差异, 而GdCl3预处理组较SAP组明显

减弱与减少. 病理组织学观察表明, SAP组大鼠

肝组织出现点状坏死与凋亡, 后者从流式细胞

仪检测也得到了证实. 然而, 经GdCl3预处理的

SAP组大鼠未见明显肝损伤. 胰腺病理学检查证

实SAP组大鼠胰腺发生了胰腺腺泡坏死并伴严

■背景资料
近年来对于急性
胰腺炎(A P),  特
别是重型急性胰
腺炎 (S A P)的研
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展 ,  先后有“微
循 环 障 碍 ” 、

“中性粒细胞过
度激活”、“肠
道细菌移位”、

“自由基损伤”

及“腺泡C a2+超
载”等观点 ,  都
从不同侧面和角
度对S A P的发病
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重的炎症反应, 而经GdCl3预处理的胰腺未见有

所减轻, 这与血清中AMS水平未见降低相一致. 
此实验结果再次提示SAP时KC已被活化, 促使

其分泌功能增强, 但吞噬功能未见增强. 在KC活
化时伴有肝脏实质细胞的损伤, 这与临床所作

的报道相一致[6]. 
在观察GdCl3预处理对微循环障碍的影响时

发现SAP组大鼠血中ET-1, NO及ET-1/NO比值与

TXA2与6-keto-PGF1α及其比值均较假手术组明

显增高, 提示SAP组大鼠血中ET-1与TXA2水平

占有优势, 提示微血管处于收缩状态. 而GdCl3预

处理组大鼠上述两个比值均明显低于SAP组, 提
示GdCl3预处理可使SAP动物微循环得到明显

改善.  

2  IETM在AP发病中的作用

我们研究结果提示为此作了系统研究, 其实验

共分假手术组、SAP组与双利肝, 甘氨酸治疗

组. 双利肝由活血化淤药物丹参与清热解毒药

物大黄所组成. 此实验是用他们的有效单体进

行的. 这些药物均有降低血浆内毒素水平及抑

制内毒素的生物学效应发挥的药效[7].
2.1 细胞因子 实验结果表明, 随着模型时间的延长, 
血浆内毒素水平逐渐升高, 于3 h已形成IETM, 之后

呈直线上升, 36 h后则呈缓慢上升趋势. 各时间点

测定的内毒素水平与同时测定的TNF-α, IL-1β, NO
及OFR水平相比较, 二者呈正相关, 并证实了主要

是由于IETM激活KC所致. 实验结果表明, SAP组大

鼠胰腺组织TNF-α mRNA的表达较假手术组明显

上调, 而双利肝与甘氨酸治疗后则明显下调. 应用

Western blot方法检测结果显示IETM可使胰腺组织

iNOS和ICAM-1表达上调, 并与血浆内毒素呈正相

关, 经双利肝与甘氨酸治疗后iNOS和ICAM-1表达

均下调. 
2.2 微循环障碍与血液流变学 通过对S A P大
鼠血清中ET-1, NO及ET-1/NO比值与TXA2与

6-keto-PGF1α以及TXA2/6-keto-PGF1α比值的测

定, 发现二者的比值均升高, 并与血浆内毒素呈

正相关, 提示收缩微循环的因子占有主导地位. 
在造模36 h后胰腺微血管内可看到大量蓝色丝

状团块样的微血栓. 透射电镜下可见毛细血管

基底膜与内皮细胞的肿胀与断裂. 全血黏度与

最大血小板凝聚力增大, 并与血浆内毒素水平

密切相关. 
2.3 免疫功能 实验根据Th细胞产生的细胞因子

如Th1细胞检测IL-12, IFN-γ, Th2细胞检测IL-4
与IL-10, 并观察Th1/Th2 比值. 结果发现, SAP组
Th1/Th2比值升高, 提示细胞免疫功能增强与促

炎细胞因子占优势, 使胰腺腺泡细胞坏死与炎

症反应加重. 而经双利肝与甘氨酸治疗后由于

IL-10升高特别显著导致Th1/Th2比值趋于平衡, 
炎症反应明显减轻.
2.4 病理细胞学 SAP组大鼠胰腺出现片状坏死, 
腺泡结构破坏, 伴有出血与炎症细胞浸润. 毛细

血管内可见微血栓. 免疫组织化学观察还发现

胰腺组织有大量的腺泡细胞凋亡[5], 透射电镜下

可见腺泡细胞内线粒体肿胀, 嵴模糊不清或者

断裂, 呈空泡样变. 内质网扩张与溶解. 细胞核

变性, 染色体边集, 核周隙增宽等. 用双利肝与

甘氨酸治疗后胰腺组织的损害明显减轻.

3  二次打击论

综合上面的实验结果发现: ⑴在SAP早期(3 h)
即伴有IETM, 并持续存在于发病的全过程; ⑵
IETM与SAP发病的诸多观点与学说存在着紧密

的内在联系, 激活单核巨噬细胞、中性粒细胞

等所释放的细胞因子(TNF-α, IL-1β等)、炎性递

质与氧自由基等除加重腺泡细胞的坏死与炎症

反应外, 还加重微循环障碍与Th1/Th2比值的失

衡来影响SAP的发病过程. 因此可以认为IETM
在SAP发病中起着关键作用. 双利肝与甘氨酸的

治疗作用也从另一侧面证实了此点. 
现有资料表明, 炎症启动的特征是参与炎

症反应的细胞被激活. 这些细胞包括单核巨噬

细胞(K C占据其80%)、中性粒细胞、肥大细

胞、血小板和内皮细胞等. 内毒素的主要毒性

成分脂多糖(LPS)与KC、中性粒细胞等细胞表

面的受体结合, 启动多条信号转导通路: ⑴激活

转录因子NF-κB: NF-κB是一种能与多种基因启

动子部位的κB位点发生特异性结合并能促进其

转录的DNA结合蛋白的总称, 是调控多种炎性

因子基因表达的枢纽[8]. 大量实验证实, NF-κB
活化是AP时炎症递质过度表达和炎症反应的

关键因素[9-10]. LPS等刺激因子可以引起IκB发生

磷酸化进而降解使NF-κB二聚体与IκB解离, 并
迅速从细胞质移位到细胞核, 启动相关基因转

录. Ethridge et al [11]发现在AP动物模型中除了

30 min NF-κB即有强烈的表达外, 在3-6 h NF-
κB表达又出现第二个高峰. Han et al [12]实验证

明, 所出现的两个高峰与LPS有关. LPS通过早

■应用要点
本文从肠源性内
毒素血症(IETM)
角度探讨重症急
性胰腺炎(SAP)的
发病机制过程中, 
发现IETM与现已
发表的诸多学说, 
如胰腺微循环障
碍学说、白细胞
过度激活学说、

细胞因子级联反
应学说、肠道细
菌移位-胰腺组织
继发感染学说等
均有着因果联系, 
并在其中发挥着
中心作用, IETM
对胰腺发挥“二
次打击”的作用, 
为防治SAP提供
新的思路. 
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期激活NF-κB和继发性激活AP-1加重炎症反应, 
进一步说明NF-κB在炎症递质调解网络中发挥

主要作用[13]. Fujioka et al [14]在体外实验也得出

了同样结果. 由此可见, LPS激活中性粒细胞、

KC和内皮细胞[15]的NF-κB导致大量炎症递质产

生, 如IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α, 细胞间黏附因子

(ICAM-1), 血管黏附因子(VCAM-1), 氧自由基

(OFR), iNOS, PAF, 粒-巨噬细胞集落刺激因子

(GM-CSF), COX2及P, E选择素等而使AP进一步

严重化, 并伴发全身炎症反应综合症(SIRS)和多

器官功能衰竭(MOF), 进而成为AP患者致死的

主要原因. 因此选用特异性的NF-κB抑制剂阻

断NF-κB激活的信号转导通路, 可能为防止AP
的发展提供了可能[16]. ⑵激活MAPK家族, 尤其

是p38: p38MAPK信号转导通路可与NF-κB通

路在下游聚合, 调控细胞因子的产生, 故在AP
发展中起着极其重要的作用. Dabrowski et al [17]

发现活性氧(ROS)可显著激活MAPK胰腺腺泡

p38MAPK. Liu et al [18]在牛磺胆酸钠诱导AP模型

中发现巨噬细胞MAPK活性增强, 同时伴有NF-
κB的激活. Murr et al [19]用弹性蛋白酶刺激KC
在7 min即可检测出磷酸化的p38MAPK, SAPK/
JNK和ERK1/2, 以及活化的NF-κB和TNF-α的
表达. 然而在60 min时NF-κB和TNF-α回落, 而
p38MAPK仍处于活化状态. O'Neill et al [20]发现

p38MAPK持续的激活可引起炎性因子的不断产

生, 而导致级联“瀑布”效应, 并由此导致SIRS, 
MOF的发生. 抑制p38MAPK信号转导能发挥有

效的抗炎作用, 减少细胞因子, 炎症递质的释放, 
减轻胰腺腺泡细胞损伤, 明显提高动物的生存

率[21-22]. 此外, TNF-α, IL-1β等促炎细胞因子可进

一步激活白细胞和内皮细胞, 使其表达黏附分

子, 并可使中性粒细胞出现吞噬活性, 释放蛋白

水解酶和氧自由基, 从而导致炎性反应的扩大. 
研究发现, IETM伴有高组胺血症. 其机制

是内毒素通过旁路途径激活补体, 形成过敏毒

素C3a, C5a为主的补体片段, 促使肥大细胞脱颗

粒而释放组胺. 组胺可抑制IL-12的表达, 也可抑

制LPS诱导单核细胞产生IFN-γ, 但可增加IL-4与
IL-10的生成. 组胺与多种细胞因子之间的互相

调节, 具有抑制Th1型细胞因子的分泌及向Th2
型转换的特点[23]. LPS激活肥大细胞的主要途径

是通过其膜上的Toll样受体. 肥大细胞在LPS作
用下, 可快速释放出已储存在颗粒中的和新合

成的TNF-α, 组胺, 白三烯B4, 白三烯C4, IL-1α, 

IL-1β, IL-8等, 使中性粒细胞与嗜酸性粒细胞聚

集在炎症部位. 肥大细胞过量释放炎症介质和

细胞因子有助于引发“瀑布式级联反应”, 造
成组织细胞的炎症损伤. 肥大细胞释放的组胺

和蛋白水解酶能使血管通透性增高, 血管内皮

细胞黏附分子的表达明显升高, 从而加重局部

的炎症反应. 总之, 肥大细胞同巨噬细胞、中性

粒细胞一样具有多种免疫功能[24]. 
近年来的研究显示, SAP并不是简单的“胰

酶自身消化”的结果, 而更多的与免疫异常有

关. Th细胞是免疫应答的中心细胞, 他不但是机

体免疫应答的启动细胞, 而且其活性对整个免

疫应答具有重要的调节作用. Th1与Th2细胞主

要是通过分泌的细胞因子发挥其生物学效应. 
成熟的Th1细胞分泌IL-1, IL-2, IL-12, TNF-α, 
IFN-γ等细胞因子, 以促炎症介质为主, 故又称之

为炎症性T细胞, 主要介导细胞免疫. 一般认为

Th1应答能增强宿主抗微生物感染. 成熟的Th2
细胞分泌IL-4, IL-5, IL-6, IL-10等细胞因子, 以
抗炎症介质为主, 主要介导体液免疫应答, 与炎

症的持续、进展和慢性化有关. Th1和Th2细胞

通过各自分泌的细胞因子, 进行交叉调节, 相互

抑制. 在SAP的早期, 机体以Th1优势应答为主要

病理改变, 表现为多种促炎介质升高, 可导致全

身炎症反应综合征(SIRS); 在SAP的中晚期, Th1
细胞功能普遍降低, 而Th2细胞功能明显升高, 
Th1向Th2型细胞漂移. 由于Th1/Th2细胞因子形

成动态的复杂的网络, Th1/Th2失衡会造成“瀑布

样级联反应”, 导致免疫异常贯穿病程始终[25]. 
SAP时微循环障碍(MCD)已不仅局限于胰

腺组织本身, 而且已经累及全身各个器官, 并可

以诱发多器官功能不全(MOD)或衰竭(MOF)[26]. 
至今对微循环障碍在AP发病过程中是启动还是

促进因素这个问题仍在争议. AP时胰腺微血管

运动失调, 血管收缩(失血)与血管扩张(再灌注

再氧化)参与胰腺炎的发病. 因此, 缺血再灌注损

伤在胰腺微循环障碍中的作用已倍受关注. 有
人提出胰腺炎时血浆中NO/ET的失调是引起微

血管运动失调的重要因素[27]. 在AP早期毛细血

管的通透性就明显增加, 炎症递质如PAF, ICAM, 
ET, OFR等均参与了此过程. Eibl et al [28]在SAP动
物上应用以上炎症递质的相应抗体或受体拮抗

时发现微循环障碍明显改善, 也提示炎症递质

在MCD中的重要地位. 我们通过降低IETM水平

可使炎症递质释放减少, 毛细血管淤滞减轻, 微

■同行评价
本 文 对 I E T M 在
SAP发病中的作
用进行了全面系
统的综述, 文章层
次 分 明 ,  文 笔 流
畅, 内容新颖, 有
可读性. 对SAP的
实验研究和临床
诊治均有一定的
指导价值.
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血栓减少, 血液黏度减轻, 使MCD明显改善, 与
此同时NO/ET比值亦近于正常. 

目前有诸多学说, 如胰酶自身消化学说, 细
菌移位和继发感染学说, 微循环障碍学说, 白细

胞过度激活学说, 氧自由基学说, 细胞因子和炎

症递质学说等都是从不同角度或侧面来阐明AP
的发病机制, 故用单一学说难以解释AP发病机

制的全部. IETM在AP发病机制中与上述各学说

有着直接或间接的联系. 换言之, IETM在AP发
病机制网络中处于中心地位. 

总之, SAP所伴的IETM激活KC、中性粒细

胞、肥大细胞与淋巴细胞释放大量细胞因子、

炎症介质与自由基等引起炎症级联反应, 从而

通过炎症反应扩大, Th1/Th2失衡与微循环障碍

等又对原来的胰腺炎实施“第二次打击”使之

转化为重症急性胰腺炎(图1). 这与我们多年研

究的IETM对肝脏的作用相一致: 各种肝损伤因

子通过不同机制引起原发性肝损伤, 后者所出

现的IETM又使肝脏经受第二次打击而发生继发

性肝损伤, 后者或使肝炎重型化, 或使其慢性化, 
最终以肝衰竭而告终[29]. 

4      参考文献
1 Klar E, Messmer K, Warshaw AL, Herfarth C. 

Pancreatic ischaemia in experimental acute 
pancreatitis: mechanism, significance and therapy. 
Br J Surg  1990; 77: 1205-1210 

2 Rinderknecht H. Fatal pancreatitis, a consequence 
of excessive leukocyte stimulation? Int J Pancreatol 
1988; 3: 105-112

3 Wang X, Andersson R. Intestinal brush border 
membrane function. Scand J Gastroenterol  1994; 29: 
289-299

4 张红, 李永渝. 急性胰腺炎的发病机制研究进展. 中国
危重病急救医学  2000; 12: 121-125

5 邓群, 黎沾良, 陆连荣, 梁延杰, 孙小庆. 急性坏死性胰
腺炎时肠屏障损害及肠源性细菌和内毒素移位的实
验研究. 中国普通外科杂志  2001; 10: 313-316

6 张喜平, 王蕾. 重症急性胰腺炎并发肝损害的机制研
究进展. 世界华人消化杂志  2005; 13: 1335-1339

7 韩德五. 肠源性内毒素血症与肝病: 肝衰竭的IETM学
说. 北京: 中国科学技术出版社, 2004: 34-41

8 Storz P, Toker A. NF-kappaB signaling--an 
alternate pathway for oxidative stress responses. 
Cell Cycle  2003; 2: 9-10

9 Vir los I , Mazzon E, Serraino I , Di Paola R, 
Genovese T, Britti D, Thiemerman C, Siriwardena 
A, Cuzzocrea S. Pyrrolidine dithiocarbamate 
reduces the severity of cerulein-induced murine 
acute pancreatitis. Shock  2003; 20: 544-550

10 Hietaranta A, Mustonen H, Puolakkainen P, 
Haapiainen R, Kemppainen E. Proinflammatory 
effects of pancreatic elastase are mediated through 
TLR4 and NF-kappaB. Biochem Biophys Res Commun  
2004; 323: 192-196

11 Ethridge RT, Hashimoto K, Chung DH, Ehlers 
RA, Rajaraman S, Evers BM. Selective inhibition 
of NF-kappaB attenuates the severity of cerulein-
induced acute pancreatitis. J Am Coll Surg  2002; 
195: 497-505

12 Han SJ, Ko HM, Choi JH, Seo KH, Lee HS, Choi EK, 
Choi IW, Lee HK, Im SY. Molecular mechanisms 
for lipopolysaccharide-induced biphasic activation 
of nuclear factor-kappa B (NF-kappa B). J Biol Chem 
2002; 277: 44715-44721

13 Krappmann D, Wegener E, Sunami Y, Esen M, 
Thiel A, Mordmuller B, Scheidereit C. The IkappaB 
kinase complex and NF-kappaB act as master 
regulators of lipopolysaccharide-induced gene 
expression and control subordinate activation of 
AP-1. Mol Cell Biol  2004; 24: 6488-6500

14 Fujioka S, Niu J, Schmidt C, Sclabas GM, Peng B, 
Uwagawa T, Li Z, Evans DB, Abbruzzese JL, Chiao 
PJ. NF-kappaB and AP-1 connection: mechanism of 
NF-kappaB-dependent regulation of AP-1 activity. 
Mol Cell Biol  2004; 24: 7806-7819

15 Mole DJ, Taylor MA, McFerran NV, Diamond T. 
The isolated perfused liver response to a 'second 
hit ' of portal endotoxin during severe acute 
pancreatitis. Pancreatology  2005; 5: 475-485

16 Pezzilli R, Ceciliato R, Barakat B, Corinaldesi 
R. Immune-manipulation of the inflammatory 
response in acute pancreatitis. What can be 

图 1 IETM对胰腺炎的二次打击示意图

致胰腺炎因子

↓
轻型急性胰腺炎
(原发性胰腺炎)

第一次打击

↓

↓
肠黏膜通透性增强

↓
肠源性内毒素血症

↓

↓
激活肥大细胞激活淋巴

细胞
枯否细胞活化 中性粒细

胞激活

↓↓ ↓
↓

Th1/Th2
失衡

↓

细胞因子(TNF-α 等)
炎症介质、自由基等

↓

↓↓ ↓
腺泡细胞凋亡、坏死

与炎症级联反应
微循环障碍导致

胰腺缺血

↓ ↓

↓↓
重症急性胰腺炎(继发

性胰腺损伤)

↓
第二次打击

↓
↓



www. wjgnet. com

韩德五. 肠源性内毒素血症在胰腺炎发病中的作用                                                                                                          2829

expected? JOP  2004; 5: 115-121
17 Dabrowski A, Boguslowicz C, Dabrowska M, 

Tribillo I, Gabryelewicz A. Reactive oxygen species 
activate mitogen-activated protein kinases in 
pancreatic acinar cells. Pancreas  2000; 21: 376-384

18 Liu HS, Pan CE, Liu QG, Yang W, Liu XM. 
Effect of NF-kappaB and p38 MAPK in activated 
monocytes/macrophages on pro-inflammatory 
cytokines of rats with acute pancreatitis. World J 
Gastroenterol  2003; 9: 2513-2518

19 Murr MM, Yang J, Fier A, Gallagher SF, Carter G, 
Gower WR Jr, Norman JG. Regulation of Kupffer 
cell TNF gene expression during experimental 
acute pancreatitis: the role of p38-MAPK, ERK1/2, 
SAPK/JNK, and NF-kappaB. J Gastrointest Surg 
2003; 7: 20-25

20 O'Neil l S , O'Neil l AJ, Conroy E, Brady HR, 
Fitzpatrick JM, Watson RW. Altered caspase 
expression results in delayed neutrophil apoptosis 
in acute pancreatitis. J Leukoc Biol  2000; 68: 15-20 

21 Yan SR, Al-Hertani W, Byers D, Bortolussi R. 
Lipopolysaccharide-binding protein- and CD14-
dependent act ivat ion of mitogen-act ivated 
protein kinase p38 by lipopolysaccharide in 
human neutrophils is associated with priming of 
respiratory burst. Infect Immun  2002; 70: 4068-4074 

22 English JM, Cobb MH. Pharmacological inhibitors 

of MAPK pathways. Trends Pharmacol Sci  2002; 23: 
40-45

23 李红, 韩德五, 张素美, 赵龙凤. 乙型肝炎患者肠源性
内毒素血症、高组胺血症与细胞免疫功能之间的关
系. 中国病理生理杂志  2006; 22: 559-562

24 周艳春, 何韶衡. 肥大细胞在细菌和病毒感染中的作
用. 中国病理生理杂志  2006; 22: 607-611

25 马小鹏, 易继林. Th1/Th2平衡在急性胰腺炎中的作
用. 肝胆胰外科杂志  2005; 17: 337-339, 342

26 Foitzik T, Eibl G, Hotz B, Hotz H, Kahrau S, Kasten 
C, Schneider P, Buhr HJ. Persistent multiple 
organ microcirculatory disorders in severe acute 
pancreatitis: experimental findings and clinical 
implications. Dig Dis Sci  2002; 47: 130-138 

27 V o l l ma r B , Me n g e r MD . Mi cr oc i r cu l a t or y 
dysfunction in acute pancreatitis. A new concept 
of pathogenesis involving vasomotion-associated 
arteriolar constriction and dilation. Pancreatology 
2003; 3: 181-190

28 E i b l  G ,  B u h r H J ,  F o i t z i k  T .  T h e r a p y o f 
microcirculatory disorders in severe acute 
pancreatitis: what mediators should we block? 
Intensive Care Med  2002; 28: 139-146

29 Han DW. Intestinal endotoxemia as a pathogenetic 
mechanism in liver failure. World J Gastroenterol 
2002; 8: 961-965

电编  张焕兰  编辑  潘伯荣

American College of Gastroenterology 
Annual Scientific  
20-25 October 2006 

Las Vegas, NV 

71st ACG Annual Scientific  and 
Postgraduate Course  
20-25 October 2006  
Venetian Hotel, Las Vegas, Neveda  
The American College of 
Gastroenterology

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息•

国际会议

AASLD 57th Annual  - The Liver �eeting�eetingT� 

27-31 October 2006  
Boston, �A  
AASLD

9th World Congress on Gastrointestinal Cancer
20-23 June 2007  
Barcelona  
Imedex  
meetings�imedex�coms�imedex�com



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年10月18日; 14(29): 2830-2833
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

大鼠实验性肝癌发生中卵圆细胞的变化

朱言亮, 陈孝平, 张万广, 裘法祖

朱言亮, 陈孝平, 张万广, 裘法祖, 华中科技大学同济医学院
附属同济医院肝脏外科 湖北省武汉市 430030
朱言亮, 1996年蚌埠医学院本科毕业, 2006年华中科技大学同
济医学院博士, 主要从事肝癌的基础研究. 
国家自然科学基金资助课题, No. 30430670
通���������������� 朱言亮, 430030, 湖北省武汉市, 华中科技大学同济
医学院附属同济医院肝脏外科. yl_zhu@126.com
收稿日期�� 2006�04�09 ��日期�� 2006�04�30�� 2006�04�09 ��日期�� 2006�04�302006�04�09    ��日期�� 2006�04�30�� 2006�04�302006�04�30

Role of oval cells in 
carcinogenesis of 
experimental hepatocellular 
carcinoma in rats 

Yan-Liang Zhu, Xiao-Ping Chen, Wan-Guang Zhang, 
Fa-Zu Qiu

Yan-Liang Zhu, Xiao-Ping Chen, Wan-Guang Zhang, 
Fa-Zu Qiu, Center of Hepatic Surgery, Tongji Hospital of 
Tongji Medical College, Huazhong University of Science 
and Technology, Wuhan 430030, Hubei Province, China
Supported by National Natural Science Foundation of 
China, No. 30430670
Correspondence to: Yan-Liang Zhu, Center of Hepatic 
Surgery, Tongji Hospital of Tongji Medical College, Hua-
zhong University of Science and Technology, Wuhan 
430030, Hubei Province, China. yl_zhu@126.com
Received: 2006-04-09    Accepted: 2006-04-30 

Abstract
AIM: To discuss the role of oval cells in the 
carcinogenesis and progression of hepatocellular 
carcinoma.

METHODS: A total of 60 male Sprague Dawley 
rats were divided into experiment group (n = 
48) and control group (n = 12). 3’-methyl-4-di-
methylaminoazobenzene (3’-Me-DAB) was used 
to induce hepatocellular carcinoma, and the 
presence of oval cells, the expression of p53 gene 
and P53 protein were dynamically (4, 8, 12, 16, 
20, 24 wk) detected by immunohistochemistry, 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot, respectively..

RESULTS: Large numbers of oval cells ap-
peared in the periportal regions 4 wk after the 
induction of carcinoma, and these cells were 
OV-6-positive. Cancer nodules were observed 
at the 16th wk, and the oval cells were located in 

and around the cancer nodule. A part of these 
proliferated cells were P53-positive, and the two 
kinds of cells were almost located in the same 
region. Twenty weeks after cancer induction, the 
levels of p53 mRNA (F = 4.78, P < 0.05) and P53 
protein in the cancer tissues of rat liver were sig-
nificantly elevated (F = 2.46, P < 0.05).

CONCLUSION: Oval cells are involved in the 
process of rat hepatocarcinogesis induced by 3’
-Me-DAB, and its mechanism may be related to 
the mutation of p53 gene.

Key Words: Hepatic stem cell; Oval cells; Hepato-
carcinoma; P53; Experimental rat

Zhu YL, Chen XP, Zhang WG, Qiu FZ. Role of oval 
cells in carcinogenesis of experimental hepatocellular 
carcinoma in rats.  Shi j ie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(29):2830-2833

摘要
目的: 探讨卵圆细胞在大鼠肝癌发生、发展
过程中的作用. 

方法: 60只SD大鼠随机分为对照组(n  = 12)和
实验组(n  = 48). 用化学致癌剂3'-甲基-4-二甲
基氨偶氮苯(3'-Me-DAB)诱发大鼠肝癌, 通过
免疫组织化学、RT-PCR, Western blot技术对
大鼠诱癌过程(4, 8, 12, 16, 20, 24 wk)中肝组
织内卵圆细胞及p 53基因表达的变化进行动态
的检测. 

结果: 诱癌4 wk, 大鼠肝门管区及坏死区内均
见大量卵圆细胞, 这些细胞呈OV-6染色阳性. 
诱癌16 wk, 肝组织内可见癌结节形成, 癌结节
内外均可见有卵圆细胞聚集, 部分增生的卵圆
细胞P53阳性反应, 二者的分布区域基本一致. 
诱癌20 wk后大鼠肝癌组织内的p 53 mRNA(F  
= 4.78, P <0.05), P53蛋白水平均显著升高(F  = 
2.46, P <0.05).

结论: 卵圆细胞贯穿了大鼠受化学诱癌剂作
用后发生肝癌的全过程, 与肝癌的发生有着密
切的联系; 其机制可能与p 53基因的突变有关.

®

■背景资料
肝癌是最常见恶
性肿瘤之一, 到目
前为止, 肝癌发生
的细胞学机制仍
不十分清楚. 近几
年成人干细胞的
研究提示, 肝癌的
发生与干细胞密
切相关, 并由此提
出了肿瘤干细胞
的概念. 较多研究
资料显示, 肝干细
胞是肝细胞癌和
胆管细胞癌的祖
细胞. 由于肝干细
胞更新迅速, 生命
期长, 极易成为致
癌因子的靶细胞. 
若肝癌起源于干
细胞这一学说得
到证实, 将改变人
们对肝癌发生机
制的认识, 极大地
促进肝癌相关研
究进展, 有可能在
起源细胞水平找
到彻底治愈肝癌
的措施.
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0  引言

成体干细胞(adult stem cells, ASC)的研究是生命

科学中一个应用前景极为广阔的领域. 目前有

研究认为, 肿瘤的发生可能与ASC的异常分化有

关, 并由此提出了肿瘤干细胞的概念[1]. 卵圆细

胞(oval cell)作为肝脏内的干细胞其在肝癌发生

中的作用一直是肝癌发生学研究中的重要课题. 
我们通过化学诱癌剂3'-甲基-4-二甲基氨偶氮苯

(3'-Me-DAB)诱发大鼠肝癌的发生, 动态观察卵

圆细胞及p 53基因的表达在肝组织中的变化, 探
讨卵圆细胞与实验性肝癌的发生关系, 以期对

肝癌的癌变机制及其发生学提供进一步的实验

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 体质量140±20 g的♂SD大鼠60只, 购
自同济医学院动物实验中心, 3'-Me-DAB购自东

京化成工业株式会社, 小鼠抗大鼠OV-6抗体购

自R&D公司, 小鼠抗大鼠P53抗体购自Zymed公
司, 山羊抗小鼠IgG二抗及化学发光ECL系统购

自上海申能博彩公司, 免疫组化SABC试剂盒购

自武汉博士德, 总RNA提取试剂TRIzol, 逆转录

试剂盒及Taq DNA聚合酶购自深圳晶美生物技

术有限公司. p 53和内参照b-actin引物自行设计

并由上海生工生物公司合成.
1.2 方法 将60只大鼠随机分为正常组(12只)和
实验组(48只). 正常组和实验组再随机分成6个
亚组, 每个亚组分别为2只和8只. 正常组大鼠常

规喂饲和饮水; 实验组大鼠喂饲0.6 g/L的DAB
饲料, 常规饮水. 二组大鼠于肝癌造模后4, 8, 12, 
16, 20及24 wk分别处死一个亚组的大鼠, 取出

肝脏后立即置-70℃冰箱冷冻保存待用. 另留一

部分以40 g/L中性甲醛溶液固定, 常规石蜡包埋, 
5 µm连续切片, 行光镜及免疫组织化学染色

鉴定.
1.2.1 SABC法 取大鼠肝脏组织石蜡切片标本, 
常规脱蜡和水化后, 30 g/L过氧化氢灭活内源

性过氧化物酶, 抗原热修复后以50 g/L BSA封

闭, 室温20 min, 以消除背景染色, 然后加入第一

抗体工作液(小鼠抗大鼠OV-6抗体1∶100; 小鼠

抗大鼠P53抗体1∶100)4℃过夜, PBS洗2 min×

3次, 加入生物素标记的第二抗体(山羊抗小鼠

IgG)室温处理20 min, 加SABC复合物37℃孵育

20 min, DAB室温显色, 镜下控制反应时间, 苏木

素轻度复染、脱水、透明、封片, 显微镜下观

察. 以PBS缓冲液代替一抗作阴性对照. 
1.2.2 RT-PCR检测p 53 mRNA 总RNA提取和

逆转录反应按试剂盒说明书进行操作. 内参照

b-actin 引物: 上游: 5'-TCCACCACCCTGTTGC
TGTA-3', 下游: 5'-ACCACAGTCCATGCCATGC
CATCAC-3'(扩增片段126 bp), p 53引物: 上游: 5'-
ATGACTGCCATGGAGGAGTCACAG-3', 下游: 
5'-CTAGCAGTTTGGGCTTTCCTCCTTG-3'(扩
增片段488 bp); PCR反应条件: 94℃ 2 min, 94℃ 
1 min, 56℃ 50 s, 72℃ 1 min, 30个循环, 72℃延

伸10 min, 扩增体系50 µL. 用15 g/L琼脂糖凝胶

电泳PCR产物, SybrGreenⅠ染色, 凝胶成像系统

和图像分析系统观察并半定量计算PCR产物的

相对表达量, 结果以目的基因与b-actin mRNA的

灰度值比值表示. 
1.2.3 三去污剂法提取组织总蛋白  配置三去

污裂解液, 临用前加入100 mg/L苯甲基磺酰氟

(PMSF)和1 g/L抑肽酶, 预冷后取200 µL与0.1 g
组织一起加入匀浆器研磨, 冰上作用30 min, 收
集裂解液, 12 000 r/min离心10 min, 取上清, 置于

-70℃备用. 
1.2.4 Western blot检测P53蛋白表达 取50 µg提取

的总蛋白, SDS-PAGE凝胶电泳, 电转移至硝酸纤

维素膜, 丽春红染色证实转移成功, 一抗封闭过

夜, 二抗孵育1 h, 加发光底物ECL及增强剂, 暗室

内曝光, 洗片. 一抗: 小鼠抗大鼠P53抗体1∶2000
稀释, 二抗: 羊抗小鼠IgG抗体1∶500稀释.

统计学处理 采用SPSS 10.0软件包, 所有数

据以mean±SD表示, 数据比较采用单因素方差

分析.

2  结果

2.1 HCC发生情况 第1例HCC发生于16 wk, 未至

时间点死亡的大鼠不计数, 至实验结束24 wk时计数, 至实验结束24 wk时数, 至实验结束24 wk时
止, 实验组HCC发生率为66.7%(14/21); 正常组

大鼠无HCC发生. 
2.2 大鼠肝脏组织学变化特点 诱癌4 wk, 大鼠肝

门管区及坏死区内均见大量卵圆细胞, 这些细

胞呈OV-6染色阳性(图1A). 诱癌16 wk始, 肝组

织表面散在肉眼可见的粟粒样大小的结节, 肝
脏质地变硬, 镜下可见癌结节形成(图1B), 癌结

节内外均可见有卵圆细胞聚集(图1C), 部分增生

■研发前沿
目前原发性肝癌
的细胞起源学说
认为他由肝卵圆
细胞成熟受阻、

异常分化而来, 其
间有多个癌基因
和/或抑癌基因共
同调控使肝卵圆
细胞向肝癌细胞
转化, 具体机制还
不详. 目前已证实
了白血病干细胞
的存在, 但在实体
瘤中尚无确凿的
证据. 关于肝干细
胞增殖分化异常
与肝癌发生密切
相关的观点更多
是基于理论与现
象的推测, 尚迫切
需要通过进一步
的实验分离鉴定
肝干细胞, 探索其
向肿瘤演进的机
制.



www.wjgnet.com

2832                     ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志       2006年10月18日     第14卷     第29期

 

的卵圆细胞P53阳性反应, 二者的分布区域基本

一致(图1D). 正常组大鼠肝组织未见显著性变化. 
2.3 大鼠肝癌组织p 53 mRNA的表达 肝组织的

内参照b-actin mRNA表达水平接近(图2A), 表
明他可以作为衡量p 53 mRNA表达水平相对高

低的参照. 大鼠肝癌组织内的p 53 mRNA水平(4, 
8, 12, 16, 20, 24 wk分别为1.042±0.416, 1.063±
0.188, 1.109±0.515, 1.096±0.262, 4.164±0.874
和3.559±0.694)在诱癌20 wk以后显著升高(F  
= 4.78, P <0.05); 而正常组大鼠肝组织内的P53 
mRNA水平无明显变化. 
2.4 大鼠肝癌组织P53蛋白的表达 从实验早期

(8 wk)至HCC发生前, 已可在实验组大鼠的肝组

织内检出突变的P53蛋白(图2B). 证明p 53基因突

变发生在肝细胞发生癌变之前; 正常组无HCC
发生, 也未检出P53蛋白及p 53突变, 提示p 53基
因突变是启动细胞癌变过程中非常重要的因素. 
同大鼠肝癌组织内p 53 mRNA的表达水平相似

(4, 8, 12, 16, 20, 24 wk分别为117±35, 268±74, 
325±39, 302±68, 841±107和854±143), 在诱

癌20 wk以后P53蛋白的表达呈显著性升高(F = 
2.46, P <0.05). 

3  讨论

卵圆细胞被认为是肝脏内的干细胞, 在创伤修

复、细胞移植、基因治疗和器官功能重建方面

具有广阔的应用前景. 但另一方面, 卵圆细胞的

异常分化过程也会导致肝脏肿瘤的发生[2-3]. 对
卵圆细胞与肝癌的关系进行研究以探讨卵圆细

胞发生转化的分子机制从而阻断其恶变, 甚至

逆转其异常分化有助于我们进一步在细胞水平

上认识肿瘤的发病机制, 并最终找到治疗肿瘤

安全有效的方法. 关于原发性肝癌的细胞学起

源有二种学说[4]: 其一认为来源于分化成熟的细

胞, 通过去分化过程演变而来; 其二是由肝内未

分化的干细胞或卵圆细胞异常分化所致. 目前

图 1 诱癌大鼠肝组织变化(×40). A: 4 wk门管区大量卵圆细胞OV-6阳性; B: 16 wk癌结节形成; C: 癌结节内外均有卵圆细

胞聚集(OV-6); D: 部分增生的卵圆细胞P53阳性反应.

 A B

C D

p53
b-actin

400 bp
100 bp

1    2     3    4    5    6    M

A

P53

b-actin

B

对照    1       2      3      4     5      6

图 2 大鼠肝癌组织内p 53的表达. A: p 53 mRNA; B: P53

蛋白.

■相关报道
Huang et al 研究
H o x a - 1 3基因在
乙型肝炎病毒/丙
型肝炎病毒相关
的肝癌病例中的
表达情况时发现, 
Hoxa-13基因在来
源于肝干细胞的
肝癌细胞系中表
达 ,  而 不 在 来 源
于肝细胞及胆管
细胞的肝癌细胞
系 中 表 达 ,  因 而
推测其对于肝干
细胞向肝癌细胞
的转化具有重要
意义. Ruch et al
认为卵圆细胞的
分化与其表达的
Connexin的种类
和与之发生细胞
间缝隙连接信息
交流(GJIC)的细
胞种类有关. GJIC
受阻可能决定卵
圆细胞是否进展
为恶性肿瘤.
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多数研究结果支持卵圆细胞参与肝癌发生的假

说[5-7], 其依据包括: (1)在许多肝脏肿瘤的实验动

物模型中可以观察到卵圆细胞增生的现象; (2)
卵圆细胞在形态上与过渡细胞、小肝细胞、嗜

碱性细胞、胆管上皮细胞有过渡, 提示上述细

胞均由卵圆细胞分化而来; (3)将转化的卵圆细

胞株接种到裸鼠或新生大鼠体内可诱导胆管上

皮癌和肝细胞癌的发生. 我们的实验也支持卵

圆细胞参与了肝癌发生, 主要证据有: (1)卵圆细

胞贯穿了DAB诱发大鼠肝癌发生、发展的全过

程. 从诱癌4 wk至20 wk肝癌结节的形成, 均可看

到卵圆细胞的聚集, 可见卵圆细胞对肝癌的发

生、发展起到重要作用; (2)卵圆细胞在诱癌过

程中有p 53基因表达产物的检出, 表现在部分增

生的卵圆细胞呈P53阳性反应, 其与OV-6阳性细

胞的分布区域基本一致, 这表明卵圆细胞的异

常增生可能为致癌物作用后癌基因的异常激活

所引起的. 大量研究显示, 细胞癌变及恶性肿瘤

的形成是多因素、多阶段、多基因变异所致的

结果, 其癌变过程的每一个阶段都存在癌基因

和抑癌基因一系列的变化. p 53基因是迄今发现

的与人类肿瘤相关性最高的一种抑癌基因, p 53
基因的缺失和突变可引起细胞恶性增殖, 导致

肿瘤的发生[8-9]. 我们的实验显示, 诱癌末期, 肝
癌组织中p 53 mRNA, P53蛋白的表达水平均有

显著升高(P <0.05), 表明p 53的突变参与了化学

致癌剂DAB诱发的大鼠肝癌的发生, 其可能是

通过卵圆细胞的异常增生、分化而引起了肝癌

的发生. 我们的实验没有提供直接的证据证实

p 53突变导致卵圆细胞异常分化为癌细胞, 在下

一步的实验中, 我们将对纯化的卵圆细胞施以

致癌因素的影响, 观察卵圆细胞是否能诱变为

肝癌细胞以及诱癌过程中p 53的动态变化, 从而

为原发性肝癌起源于肝脏干细胞的异常分化提

供更为直接的证据. 
总之, 我们认为卵圆细胞贯穿了大鼠受化

学诱癌剂作用后发生肝癌的全过程, 与肝癌的

发生有着密切的联系, 其机制可能与p 53基因的

突变有关, 但具体机制仍有待于进一步的研究. 
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靠, 结论可信, 具
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■名词解释
1 干细胞: 指具有
无限自我复制、

自我更新的全能
或多能分化能力
的细胞群, 可分化
为多种细胞系并
形成组织和器官. 
2 肿瘤干细胞: 肿
瘤由不同类型的
癌细胞组成, 只有
极少数癌细胞亚
群能无限增殖并
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类肿瘤细胞与干
细胞的自我更新
机制相似, 将这部
分肿瘤细胞称为
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Abstract
AIM: To analyze the properties of radiation-
induced apoptosis and cell cycle changes in liver 
cancer cell lines.

METHODS: Liver cancer cell lines HepG2 and 
SMMC-7721 were included in this study, and 
normal liver cell line HL-7702, pulmonary small 
cell carcinoma cell line HCI-H460 and lung ad-
enocarcinoma cell line A549 were used as con-
trols. After routine culture for 48 h, all the cells 
were irradiated under 4Gy X-radiation. The cell 
cycle and apoptosis were detected by flow cy-
tometry (FCM) before and 6, 12, 24, 36, 48 h after 
irradiation..

RESULTS: After irradiation, cell apoptosis 
started from the 6th h and reached to the peak 
at 12 h in HepG2 cells (ΔApoHepG2 = 45.16%, t = 
8.864, P < 0.0025), while at 24 h in SMMC-7721 
cells (ΔApo7721 = 24.94%). In comparison with 
SMMC-7721 cells, HepG2 cells had an earlier 
and higher apoptosis peak. The cell cycle and 
apoptosis were generally in the same situa-
tion in HCI-H460 and A549 cells as those in 
SMMC-7721 and HepG2 cells. The pre-S-phase 
cell apoptosis was found in both kinds of liver 
cancer cells. Significant blockage of G2/M phase 
occurred 12 h after irradiation.  

CONCLUSION: After 4Gy X-radiation, premi-
totic apoptosis occurs both in HepG2 and 
SMMC-7721 cells. Furthermore, X-radiation may 
induce G2/M-phase cell injuries and deaths in 
HepG2 cells.

Key Words: X-radiation; Apoptosis; Cell cycle; Cell 
line; Flow cytometry

Dong GL, Xing LN, Liu XB, Liu W, Jin Qian, Zhang SY. 
Properties of radiation-induced apoptosis and cell cycle 
changes in liver cancer cell lines. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(29):2834-2837

摘要
目的: 探讨肝癌细胞系放射诱导的细胞周期和
细胞凋亡的变化特点. 

方法:  研究细胞系为肝癌细胞系H e p G2和
SMMC-7721, 对照细胞系为正常肝细胞系
HL-7702、肺小细胞癌HCI-H460和肺腺癌
A549. 常规培养48 h后接受4Gy射线照射, 收
获受照前(0 h)和受照后6, 12, 24, 36和48 h的
细胞, 采用流式细胞术(FCM)检测各细胞系细
胞周期和细胞凋亡. 

结果: 4Gy X线照射后, HepG2在照射后12 h出
现细胞凋亡高峰, 射线诱导的细胞凋亡比率为
45.16% (t  = 8.864, P <0.0025), 而SMMC-7721
在24 h达高峰, 诱导的细胞凋亡比率为24.94%, 
HepG2较SMMC-7721射线诱导的细胞凋亡高
峰出现早、比率高; HepG2和SMMC-7721与

■背景资料
射线照射不仅使
受照组织细胞坏
死, 更可诱导组织
细 胞 凋 亡 ,  是 肿
瘤放射治疗的主
要机制. 射线诱导
细胞凋亡的发生
与射线剂量、细
胞周期和组织源
性等有关. 大剂量
(20Gy)射线可使
受照细胞在4-6 h
内发生快速细胞
凋亡, 主要发生在
细胞周期S相的细
胞, 伴有caspase-3
的 快 速 激 活 .  低
剂量(5Gy)射线照
射使受照细胞在
24 h后发生延迟
细 胞 凋 亡 ,  主 要
发生在细胞周期
G1相的细胞 ,  且
在24 h内不伴有
caspase-3的激活. 
但EL-4细胞即使
在20Gy射线照射
下也只发生延迟
细胞凋亡. 这种差
异的确切机制尚
不清楚, 可能与细
胞凋亡信号传导
系统和DNA损伤
修复系统功能有
关, 决定了组织细
胞的放射敏感性.

 
wcjd@wjgnet.com 

■研发前沿
不同的射线剂量
和照射后时间诱
导的基因转录谱
和蛋白表达谱差
异的研究是目前
研究的热点, 有助
于阐明放射诱导
的细胞凋亡的机
制.

®
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HCI-H460和A549变化较一致, 凋亡变化的走
势和峰值均与S期的相反, 两株肝癌细胞可能
均发生了射线诱导的有丝分裂前S期细胞凋
亡. HepG2在照射后12 h有明显的G2/M期阻滞, 
可能有射线诱导的G2/M期细胞损伤, 发生了
延迟的间期死亡.

结论: 两株肝癌细胞可能均发生了射线诱导
的有丝分裂前S期细胞凋亡, HepG2可能伴有
射线诱导的G2/M期细胞损伤, 发生了延迟的
间期死亡.

关键词�� X射线; 细胞周期; 细胞凋亡; 细胞系; 流式细

胞术
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0  引言

射线诱导的肿瘤细胞凋亡是放射治疗的主要机

制之一, 与肿瘤组织细胞放射敏感性或放射抗

性有关[1-2]. 在临床放射治疗中, 不同组织器官或

不同组织来源的肿瘤具有不同的放射敏感性, 
如肺小细胞癌较肺腺癌或宫颈癌放射敏感性高. 
对体外细胞系的研究也表明, 同种组织不同个

体或不同组织来源的细胞系放射敏感性不同[3]. 
这可能与射线诱导的依赖细胞周期的细胞凋亡

特点不同有关[4-5]. 为了更好的利用细胞系开展

放射治疗的相关研究, 我们对我院科研实验中

心正在使用的肝癌细胞系放射诱导的细胞周期

和细胞凋亡的特点进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系HepG2和SMMC-7721, 
正常肝细胞系H L-7702,  肺小细胞癌细胞系

H C I-H460和肺腺癌细胞系A549均购于中国

医学科学院上海肿瘤研究所 .  直线加速器为

XHA600C(山东新华医疗器械厂). 流式细胞仪

为FAC sort(美国BD公司). 流式细胞术(FCM)检
测所用试剂为Becton Dickinson公司的试剂盒

(Cycle TestTM Plus DNA Reagent Kit).
1.2 方法 以肝癌细胞系HepG2和SMMC-7721
为研究细胞系, 以正常肝细胞系HL-7702为同

种组织对照细胞系, 以放射敏感的肺小细胞癌

细胞系HCI-H460和相对放射抗拒的肺腺癌细

胞系A549为不同肿瘤组织对照细胞系; 用含

100 mL/L小牛血清的DMEM常规培养细胞, 5

×105个/孔接种6孔板, 培养48 h. 用4Gy X线照

射(剂量率: 250 cGy/min)后, 继续培养受照细

胞. 按试剂盒要求收获照射前0 h和照射后6, 12, 
24, 36和48 h的细胞, 并用FCM进行细胞周期和

细胞凋亡检测. 
      统计学处理 率的比较采用t检验, P<0.05有统

计学意义.

2  结果

2.1  放疗前后细胞凋亡(Apo)的变化(图1) 4Gy X
线照射后6 h HepG2和SMMC-7721与HL-7702
和A549较一致均未诱导明显的细胞凋亡, 照射

后12 h均诱导了明显的细胞凋亡, 诱导的细胞凋

亡率 分别为45.16%, 12.25%, 27.45%和37.93%, 
而且HepG2和HL-7702, A549一样达到高峰, 诱
导了显著的细胞凋亡(t  = 8.864, P <0.0025). 而
SMMC-7721在24 h达高峰, 诱导的细胞凋亡率为

24.94%, 接近HL-7702在12 h时诱导的细胞凋亡

水平. 没有细胞系与HCI-H460一致, 在射线照射

后6 h即诱导了明显的细胞凋亡, 在12 h达高峰, 
而且在36 h出现第二个细胞凋亡峰, 两峰分别为

30.41%和35.79%. 两株肝癌细胞在放射前后也呈

现不同的细胞凋亡特点, HepG2在照射前细胞凋

亡水平较低, 在照射后12 h诱导了较高的细胞凋

亡比率, 而SMMC-7721在照射前细胞凋亡水平较

高, 在照射后24 h才诱导了较高的细胞凋亡比率, 
低于HepG2(24.94% vs  45.16%).
2.2 放疗前后细胞周期的变化(图2) 在G0/G1期, 
HepG2和HL-7702较一致, 呈现先降后升或平的

走势; SMMC-7721和HCI-H460、A549较一致, 呈
现先升后降的走势. 各株细胞在多个时间点均呈

现较高的比例(>40%), 只是HepG2在24 h和36 h
呈明显降低. 在G2/M期, HepG2、SMMC-7721和
HL-7702以及HCI-H460和A549在多个时间点均

呈现较低的比例(<20%), 只是He pG2在12 h和
48 h呈明显增高. 在细胞周期的S期, HepG2和
SMMC-7721与HCI-H460和A549走势较一致, 均
先降后升, 且均在12 h降为最低, 而HL-7702则成

■创新盘点
本 文 同 时 对 比
研 究 了 肝 癌
细 胞 H e p G 2 和
SMMC-7721, 同
种组织的正常肝
细胞系HL-7702, 
不同肿瘤组织细
胞系HCI-H460和
A549在4Gy X射
线照射后细胞凋
亡和细胞周期变
化 特 点 ,  为 以 细
胞凋亡为指标的
放射生物学研究
者选择合适的研
究剂量和检测时
间点提供了实验
依据.
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图 1 4Gy射线照射前后细胞凋亡的变化.
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相反走势先升后降.
2.3 放疗前后细胞凋亡的变化与细胞周期的关系

(图2) HepG2和SMMC-7721与HCI-H460和A549
相似, 在照射后细胞的凋亡峰值均与S期的最低

值相对, 射线诱导的细胞凋亡变化和S期成相反走

势, 射线诱导的细胞凋亡可能主要发生在有丝分

裂前S期(图2A-B, D-E). 没有细胞株与HCI-H460
相似, 在射线照射后6 h即诱导了明显的细胞凋亡, 
在12 h达高峰, 在36 h出现第二个细胞凋亡峰, 可
能也发生了快速间期细胞凋亡和细胞周期延迟

异常的有丝分裂期凋亡, 该细胞系在照射后48 h
未有明显的细胞周期的恢复(图2D). HepG2在照

射后12 h, 出现G2/M期高峰, 可能有G2/M期阻滞. 
HepG2和SMMC-7721与HL-7702和A549相似, 在
照射后24-48 h均有细胞周期的恢复(图2A-C, E).

3  讨论

近年来, 对放射诱导的细胞凋亡与细胞周期的

关系及其分子机制均有了较深入的认识[5-11]. 依
据不同的实验技术分析可得出不同模式的细

胞凋亡. 用染料排除实验(dye exclusion test)可
分析间期细胞死亡(interphase death), 用集落生

成实验(clonogenic assay)可分析细胞增殖性死

亡(reproductive death), 能切实反映细胞的放射

敏感性. 而FCM能够很好地分析细胞凋亡与细

胞周期变化的关系[5,12-13], 已得出几种模式: (1)
快速间期死亡(rapid interphase death), 发生在

射线照射后5-6 h以内, 主要是由DNA双链断

裂识别系统启动S期细胞死亡; 延迟的间期死

亡(delayed interphase death), 发生在G2期阻滞

后, 主要依赖G2期细胞的损伤; 有丝分裂或延迟

的有丝分裂死亡(mitotic/delayed mitotic death), 
发生在一次或几次有丝分裂后 ,  主要由于致

命的染色体异常所致. (2)快速间期凋亡(rapid 
interphase apoptosis), 同快速间期死亡; 延迟

异常的有丝分裂凋亡(delayed aberrant mitotic 
apoptos is), 有一个长时间的细胞周期延迟, 细
胞死亡发生在照射后36-60 h; 有丝分裂后间

期凋亡(postmitotic interphase apoptosis), 主要

发生在一次或几次有丝分裂后S期细胞. (3)有
丝分裂前凋亡(premitotic apoptosis)和有丝分裂

后凋亡(postmitotic apoptosis). 我们通过对肝癌

细胞HepG2和SMMC-7721在4Gy X线照射后

细胞凋亡和细胞周期进行检测, 并与同种组织

的正常肝细胞系HL-7702, 不同肿瘤组织细胞

系HCI-H460和A549的检测结果比较分析表明, 

HepG2与HL-7702, A549和HCI-H460较一致, 在
射线照射后6-12 h诱导了明显的细胞凋亡, 且
达高峰; 而SMMC-7721略有不同, 在射线照射

后6-24 h诱导了明显的细胞凋亡 ,  且达高峰; 
HepG2和SMMC-7721以及HL-7702和A549均
未出现HCI-H460射线诱导的细胞凋亡特点, 即
在射线照射后6 h即诱导了明显的细胞凋亡, 在
12 h达高峰, 而且在36 h出现第二个细胞凋亡

峰. HCI-H460是小细胞肺癌细胞株, 对射线敏感, 
本实验中该细胞系呈现的射线诱导的细胞凋亡

特点与其放射敏感性较一致, 而A549是肺腺癌

细胞株, 对射线有一定的抗拒性, 两株肝癌细胞

■应用要点
在以细胞凋亡为
指标的放射生物
学研究中, 一定要
考虑特定组织细
胞放射诱导的细
胞凋亡和细胞周
期的特点, 选择合
适的研究剂量和
检测时间点.
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图  2  五 株 细 胞 4 G y 射 线 照 射 前 后 细 胞 凋 亡 和 细 胞 周
期的变化. A:HepG2; B: SMMC-7721; C: HL-7702; D: 
HCI-H460; E: A549.
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和正常肝细胞与其呈现了较相似的射线诱导的

细胞凋亡特点. 两株肝癌细胞在放射前后也呈

现不同的细胞凋亡特点, HepG2较SMMC-7721
射线诱导的细胞凋亡峰出现早、比率高.

将细胞凋亡变化和细胞周期变化综合分

析发现, HepG2和SMMC-7721与HCI-H460和
A549变化模式较一致, 凋亡变化的走势和峰值

均与S期的相反, 可能发生了有丝分裂前S期细

胞凋亡. HCI-H460在照射后6 h内即发生明显

细胞凋亡, 可能发生了快速间期凋亡; 该细胞又

在36 h出现第二个细胞凋亡峰, 可能发生了细

胞周期延迟异常的有丝分裂凋亡, 使该细胞在

48 h时也未有明显的细胞周期的恢复. HepG2
和SMMC-7721, 以及A549和HL-7702不同于

HCI-H460, 均未出现快速间期凋亡和细胞周期

延迟异常的有丝分裂凋亡, 使这些细胞在48 h
时已有明显的细胞周期的恢复. HepG2在照射后

12 h有明显的G2/M期阻滞, 也使该细胞在该时

间点被诱导了较高水平的细胞凋亡, 但在48 h
则表现为最低水平的凋亡, 这与Liu et al [14]的报

道较一致.
在我们的研究中同种组织不同性质或来源

的细胞呈现了不同的细胞周期和细胞凋亡特点, 
进一步证实射线诱导的细胞凋亡和细胞周期变

化有组织细胞依赖性, 可能有不同的分子机制

的参与[15-17], 有待进一步研究. 另外提示, 在以细

胞凋亡为指标的放射生物学研究中, 一定要考

虑特定组织细胞放射诱导的细胞凋亡和细胞周

期的特点, 选择合适的研究剂量和检测时间点. 
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■同行评价
本文以探讨了肝
癌细胞系放射诱
导的细胞周期和
细胞凋亡的变化
特点. 课题设计合
理 ,  实 验 流 程 清
晰, 结论及分析论
点明确. 其实验结
果对临床工作有
一定的指导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects of 
survivin antisense oligonucleotide (ASODN) on 
nude mice bearing human pancreatic carcinoma 
xenograft.

METHODS: The nude mouse model of pancre-
atic cancer was established using human pancre-
atic cancer cell line BxPC-3. The mice bearing tu-
mor were intratumorally injected with survivin 
ASODN (40 g/200 L per mouse). The tumor size 
and volume were measured before and after 
injection. The pathological changes of tumor 

tissues were observed. The expression level 
of survivin mRNA was measured by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT- 
PCR), and the activity of caspase-3 was evalu-
ated using a caspase-3 assay kit. The expression 
of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and 
microvessel density (MVD) were detected by 
immunohistochemistry..

RESULTS: Twenty days after injection, the 
tumor volume and weight were significantly 
decreased in survivin ASODN group as com-
pared with those in the control and SODN 
group (427.34 ± 12.44 mm3 vs 703.56 ± 12.51, 
687.59 ± 12.44 mm3, P < 0.01; 0.57 ± 0.06 g vs 1.16 
± 0.12, 1.07 ± 0.10 g, P < 0.01), and the tumor 
inhibition rate was 50.86%. The expression of 
survivin mRNA was decreased by 50%, while 
the caspase-3 activity was significantly higher in 
survivin ASODN group than that in the control 
and SODN group (0.040 ± 0.018 vs 0.006 ± 0.001, 
0.007 ± 0.002, P < 0.01). The expression of PCNA 
and MVD were significantly lower in survivin 
ASODN group than those in the control and 
SODN group (28.33 ± 2.16 vs 35.17 ± 3.71, 34.33 
± 3.27, P < 0.01; 15.50 ± 3.08 vs 21.33 ± 2.94, 20.67 
± 2.16, P < 0.01). However, both expression of 
PCNA and MVD had no significant difference 
between the control and SODN group (P > 0.05).

CONCLUSION: Survivin ASODN can inhibit 
the growth of human pancreatic carcinoma xe-
nograft in nude mouse through activating cas-
pase-3 to induce apoptosis, and suppressing the 
proliferation of pancreatic cancer cells as well as 
the angiogenesis of carcinoma.

Key Words: Pancreatic cancer; survivin; Antisense 
oligonucleotide; Nude mice

Liu JW, Zhang YJ, Huangfu QF, Li KZ, Zhang D, 
Lei  T.  Therapeutic effects of  survivin antisense 
oligonucleotide on nude mice bearing human pancreatic 
carcinoma xenograft. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(29):2838-2843

摘要
目的: 探讨survivin反义寡核苷酸对胰腺癌荷

®

■背景资料
胰腺癌因恶性程
度高, 手术切除率
低, 同时存在对放
疗和化疗的不敏
感 性 ,  在 临 床 上
对胰腺癌的治疗
面临着巨大的挑
战, 近年来, 以某
些肿瘤基因作为
靶点的基因治疗
可能为胰腺癌的
治疗提供新的有
效方法. survivin
是近年发现的一
种 凋 亡 抑 制 基
因, 属于凋亡抑制
蛋白(inhibitor of 
apoptosis protein, 
IAP)家族的新成
员, 是目前发现的
最强的凋亡抑制
因子, 因其在肿瘤
组织表达的特异
性而成为研究的
热点.
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 瘤裸鼠的治疗作用. 

方法: 构建胰腺癌荷瘤裸鼠模型, 采用瘤内
注射方式, 每只注射surv iv in反义寡核苷酸
(ASODN) 40 g/200 L, 对裸鼠进行干预治疗. 
观测裸鼠肿瘤生长情况及瘤体质量、病理形
态; 应用RT-PCR检测肿瘤的survivin mRNA变
化; 应用caspase-3试剂盒检测caspase-3活性;  
免疫组织化学法检测肿瘤增殖指数(PI)和微
血管密度(MVD). 

结果: 治疗20 d后, survivin ASODN治疗组的
平均体积(427.34±12.44 mm3)明显小于对
照组(703.56±12.51 mm3)和正义组(687.59
±12.44 mm3)(P <0.01); 治疗组瘤重(0.57±
0.06 g)也显著低于对照组(1.16±0.12 g)和正
义组(1.07±0.10 g)(P <0.01), 抑瘤率为50.86%. 
survivin ASODN治疗组survivin mRNA与对
照组和正义组相比降低了约50%; su rv iv in 
ASODN治疗组肿瘤的caspase-3相对活性明显
高于对照组和正义组(0.040±0.018 vs  0.006±
0.001, 0.007±0.002, P <0.01); survivin ASODN
治疗组的P I(28.33±2.16)明显低于对照组
(35.17±3.71)和正义组(34.33±3.27)(P <0.01); 
survivin ASODN组MVD(15.50±3.08)明显
低于对照组(21.33±2.94)和正义组(20.67±
2.16)(P <0.01); 而对照组和正义组PI和MVD均
无显著性差异(P <0.05).

结论: survivin ASODN可显著抑制荷胰腺癌
裸鼠的肿瘤生长, 其作用机制可能是通过提高
caspase-3活性来诱导细胞凋亡, 通过抑制肿瘤
细胞的增殖和新生血管的形成来发挥抗肿瘤
效应.

关键词�� 胰腺癌; survivin; 反义寡核苷酸; 裸鼠
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0  引言

在中国, 胰腺癌在肿瘤引起的死亡中占第6位, 
胰腺癌的5 a生存率不到4%, 而且, 近年来胰腺癌

的发病率在中国呈上升趋势[1-2]. 因胰腺癌起病

隐匿, 发展迅猛, 缺乏有效的早期诊断工具, 在
胰腺确诊时大部分患者已经出现转移, 只有20%
的患者有手术切除的机会, 但术后预后较差, 另
一方面胰腺癌对放疗和化疗存在着不敏感性 ,  
因此 ,  对胰腺癌的治疗面临着巨大的挑战[3]. 

近年来随着对肿瘤分子学机制研究的不断深

入, 以某些肿瘤基因作为靶点的基因治疗可能

为胰腺癌的治疗提供新的有效方法[4-5]. survivin
是近年发现的一种凋亡抑制基因, 属于凋亡抑

制蛋白(inhibitor of apoptosis protein, IAP)家族

的新成员, survivin选择性的表达于胚胎发育组

织和大多数肿瘤组织, 其表达与肿瘤患者的病

程恶性进展、预后差、肿瘤的复发和耐药性密

切相关[6-12]. 我们先前的研究表明, survivin在胰

腺癌组织中高表达, 而在正常组织中不表达, 其
表达与胰腺癌的细胞增殖、凋亡和血管生成

密切相关, 并且survivin反义寡核苷酸(antisense 
oligonucleotides)可诱导胰腺癌BxPC-3细胞增

殖、诱导细胞凋亡并增加BxPC-3细胞对吉西他

滨化疗敏感性[13-16]. 本研究进一步探讨survivin 
ASODN对胰腺癌荷瘤裸鼠的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 胰腺癌BxPC-3细胞系购自第四军医

大学口腔生物细胞培养库. ASODN序列 [16-17]

为5'-CCCAGCCTTCCAGCTCCTTG-3', 正义

寡核苷酸(SODN)序列为: 5'-CAAGGAGCTG
GAAGGCTGGG-3', 二者均经硫代磷酸化修

饰, 以及survivin和内参β-act in引物均由上海

生工生物工程公司合成. 阳离子脂质转染剂转

染(LipofectAMINETM2000)系Gibco公司产品;  
RNA提取液(TRIzol)购自Life Technologies公司; 
RT-PCR购自TaKaRa公司; 鼠抗人PCNA mAb为
北京中山公司产品; 兔抗人FⅧ-RAg多克隆抗体

和Envision二步法免疫组化试剂盒系DAKO公司

产品; caspase-3比色检测试剂盒系Calbiochem公

司产品. 所用BALB/C nu/nu遗传背景的裸鼠购

于第四军医大学动物中心, 选用4-6周龄、体质

量18-22 g的♀裸鼠21只, 在兰州军区乌鲁木齐

总医院动物中心SPF级条件下饲养.
1.2 方法 

1.2.1 细胞培养及裸鼠荷瘤模型的建立 胰腺癌

BxPC-3以含100 mL/L的新生小牛血清(56℃, 
灭活30 min)、100 kU/L青霉素、100 mg/L链
霉素的RPMI 1640培养基(Gibco公司), 在37℃, 
50 mL/L CO2饱和湿度条件下培养, 每2-3 d换液

传代, 取对数期生长的细胞实验. 至对数生长期

的细胞用2.5 g/L胰酶消化后, 收集制成1011个/L
的细胞悬液备用. 将胰腺癌BxPC-3细胞107混以

0.1 mL PBS皮下注射于裸鼠背部, 建立肿瘤模

型. 每只裸鼠取1个注射点, 接种后每天观察有

■应用要点
本研究在先前研
究的基础上, 建立
胰腺癌裸鼠模型, 
应用survivin反义
寡核苷酸, 从荷胰
腺癌裸鼠模型的
体内实验进一步
证明靶向survivin
的基因治疗可抑
制肿瘤细胞的增
殖 、 抑 制 血 管
生 成 ,  通 过 提 高
caspase-3的活性
来诱导细胞凋亡, 
在临床上有广阔
的应用前景.
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 无肿瘤形成及注射点有无破溃红肿, 按规定时

间测量肿瘤体积, 经过3-7 d潜伏期, 可见接种部

位皮下出现灰白色结节, 并逐渐长大, 呈圆形或

椭圆形, 突出于体表, 以肿瘤直径0.5 cm为成瘤. 
1.2.2 实验分组及处理 皮下接种15 d后, 有19
只裸鼠成瘤, 将其中18只裸鼠随机分为3组, 每
组6只. 正常对照组: 注射lipofectin 10 μg+转染

液(无血清无抗生素培养液), 总量200 μL; 正义

治疗组: 注射survivin SODN 40 μg+lipofectin 
10 μg+转染液总量200 μL; 反义治疗组: survivin 
ASODN 40 μg+lipofectin 10 μg+转染液总量

200 μL. 各组均同时于第15, 20, 25, 30天瘤内多

点注射试剂200 μL, 注射前脂质体先于室温下溶

于转染液中45 min, 再与寡核苷酸包裹并室温下

静置15 min.
1.2.3 检测指标和检测方法 每次在转染开始前

用游标卡尺测量肿瘤大小1次, 每5 d 1次, 连续

观测20 d, 期间未出现裸鼠死亡, 于第35天拉

颈处死裸鼠, 剥离皮下肿瘤, 测量肿瘤长、短

径, 称瘤质量m . 肿瘤体积按公式V  = 3.14/6×a
×b 2计算, 其中a为肿瘤的长径, b为短径, 单位

为毫米(mm). 抑瘤率 = (对照组m -实验组m /对
照组m )×100%, 肿瘤标本部分快速投入液氮

罐中, -80℃保存, 部分组织用40 g/L中性甲醛

固定, 石蜡包埋, 连续切片, 厚度4 μm, 以备免

疫组化染色和HE染色用. 取肿瘤组织50 mg, 用
RNA提取液TRIzol提取总RNA. 用RT-PCR试剂

盒方法, 取1 μg总RNA用于逆转录合成cDNA, 
10 μL cDNA用于PCR反应, 加入survivin的引物

序列为: 5'-GTGAATTTTTGAAACTGGACAG-
3'(F)和5'-CCTTTCCTAAGACATTGCTAAG-
3 ' ( R ) ,  2 4 3  b p ;  内参β - a c t i n引物序列为 : 
5'-CTTCTACAATGAGCTGCGTG-3'(F)和
5'-TCATGAGGTAGTCAGTCAGG-3'(R), 309 bp;  
经过变性后进入循环. PCR产物5 μL在20 g/L琼
脂糖上电泳(含0.5 mg/L溴化乙锭), 经凝胶图像

分析仪分析结果, 将survivin和β-actin的比值做

为survivin表达的参数, 对survivin的PCR产物进

行相对定量. 实验取未处理的B x P C-3细胞做

对照.
1.2.4 caspase-3活性测定 取肿瘤组织20 mg, 将组

织团块加入1 mL冰裂解液(50 mmol/L HEPES, 
1 mmol/L DTT, 0.1 mmol/L EDTA, 10 g/L 
CHAPS, pH 7.4)中10 min, 4℃; 13 000 g离心

10 min, 取上清液; 用Coomassie Reagent(Pierce)
进行蛋白定量;  100 μ g蛋白用裂解液稀释到

40 μL; 加入40 μL反应缓冲液(100 mmol/L NaCl, 
50 mmol/L HEPES, 10 mmol/L DTT, 1 mmol/L 
EDTA, 10 g/L CHAPS, 100 mL/L丙三醇, pH 7.4) 
和20 μL比色标记的caspase-3底物(Ac-DEVD-
pNA), 使终浓度为200 μmol/L, 放入50 mL/L CO2

孵箱, 37℃, 4 h; 用酶标免疫测定仪测定波长

405 nm下的吸光度值来反映caspase-3相对活性

的吸光度. 实验重复两次, caspase-3相对活性用

mean±SD表示.
1.2.5 增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear 
antigen, PCNA)的检测 采用免疫组化SP法染色. 
鼠抗人PCNA mAb工作浓度1∶50. PCNA蛋白

表达以细胞核出现棕黄色颗粒为阳性细胞, 每
例切片计数至少10个400倍视野, 以平均每1000
个细胞中所含阳性细胞的个数作为增殖指数

(proliferating index, PI).
1.2.6 肿瘤微血管密度(microvessel density, MVD) 
采用免疫组化SP法染色, 兔抗人FⅧ-RAg多克隆

抗体工作浓度1∶100. 光镜下进行微血管计数

并取其均值, 方法如下: 每张切片先在低倍镜下

(100倍)全面观察, 确定5个血管密度最高热点, 
再在高倍镜下(<200倍)进行微血管计数. 记录5
个热点视野的微血管数, 取其均值作为该标本

的MVD.
统计学处理 采用SPSS 10.0, 进行作图和统

计分析, 均数比较用t检验.

2  结果

2.1 survivin ASODN对胰腺癌荷瘤裸鼠的肿瘤

生长抑制作用 应用经典的胰腺癌皮下移植瘤

方法建立胰腺癌裸鼠模型, 1 wk后可见裸鼠胰

腺癌移植瘤成功率90.47%, 种植肿瘤15 d开始

进行治疗(图1), 在接种肿瘤的第25天(即治疗开

图 1 三组裸鼠的肿瘤生长曲线. 
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■同行评价
本文内容丰富, 实
验设计合理, 数据
处理准确, 结论较
为明确, 是一篇较
好的实验研究文
稿.
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始的第10天), survivin ASODN治疗组的肿瘤的

体积明显小于对照组和正义组, 到第35天, 对照

组、正义组和survivin ASODN组肿瘤的平均体

积分别为703.56±12.51, 687.59±12.44, 427.34
±12.44 mm3, survivin ASODN治疗组的平均体

积明显小于对照组和正义组(P <0.01), 而对照

组、正义组之间差异无显著性(P >0.05)(图1), 3
组的平均瘤质量分别为1.16±0.12, 1.07±0.10, 
0.57±0.06 g, survivin ASODN治疗组的平均瘤

重明显小于对照组和正义组(P <0.01), 而对照

组、正义组之间差异无显著性(P >0.05). survivin 
ASODN组的平均抑瘤率为50.86%. 在饲养期间

未发现裸鼠死亡及出现其他躯体的毒性反应.  
2.2 组织学观察 对照组组织切片HE染色可见, 
肿瘤细胞为导管上皮细胞, 肿瘤细胞在部分区

域呈实性巢状排列, 许多瘤细胞排列松散, 亦偶

可见呈游离状态的瘤细胞, 间有小腺腔样结构, 
肿瘤细胞异型性明显, 瘤巨细胞及多核瘤细胞

可见. 治疗组组织切片发现, 肿瘤细胞出现坏死

区, 可见淋巴浸润细胞(图2).
2.3 肿瘤组织survivin mRNA的表达 RT-PCR产物

电泳显示对照组和处理组在243 bp处均出现特

异性的survivin条带, ASODN组survivin mRNA
的表达明显低于对照组, 经凝胶图像分析仪分

析结果显示, 对照组、正义组和survivin反义寡

核苷酸组的平均survivin/β-actin mRNA分别为

0.87±0.05, 0.84±0.04和0.44±0.06, survivin 
ASODN组与对照组和正义组之间均具有显著性

差异(P <0.01). survivin ASODN组survivin与对照

组相比下降了约50%.
2.4 survivin ASODN对肿瘤组织caspase-3活性的

影响 对照组、正义组和survivin ASODN组肿瘤

的caspase-3相对活性分别为0.006±0.001, 0.007
±0.002和0.040±0.018, survivin ASODN组与对

照组和正义组之间均具有显著性差异(P <0.01).

2.5 survivin ASODN对肿瘤的细胞增生和血管

生成的影响 surviving ASODN组肿瘤的PCNA 
PI(28.33±2.16)明显低于对照组(35.17±3.71)和
正义组(34.33±3.27), 差异具有显著性(P <0.01). 
对照组、正义组和survivin ASODN组肿瘤的

MVD分别为21.33±2.94, 20.67±2.16, 15.50±
3.08, survivin ASODN组的MVD明显低于对照组

和正义组, 均具有显著性差异(P <0.01), 而对照

组和正义组PI和MVD均无显著性差异(表1). 

3  讨论

survivin是IAP家族的新成员, 是目前发现的最

强的凋亡抑制因子, survivin的组织分布特征具

有明显的选择性, 其表达于胚胎和发育的胎儿

组织, 但不见于终末分化的成人组织(胸腺、生

殖腺除外), 而表达于大多数的肿瘤组织中[18-19]. 
survivin具有抑制凋亡和调节细胞分裂的双重

功能, 他参与细胞增生、分裂、细胞周期及细

胞凋亡的调控, 与肿瘤的发生密切相关, 研究

表明, survivin能够通过杆状病毒IAP重复序列

(BIR)作用于caspase-3, caspase-7来抑制细胞凋

亡[20-21], survivin的高表达可以使肿瘤细胞免受

各种凋亡信号的刺激而帮助细胞存活[22-23]. 一
些研究表明, surv iv in的高表达与肿瘤的预后

差和耐药性有关[24-26]. survivin的过表达与胰腺

癌的发生、发展密切相关[27]. 本研究结果显示, 
survivin ASODN作用于荷瘤裸鼠瘤体20 d后, 

表 1 三组肿瘤的增殖指数、微血管密度和瘤质量

     
分组                 PI     MVD        瘤质量(g)

对照组          35.17±3.71     21.33±2.94     1.1�±0.12

SODN组       34.33±3.27     20.�7±2.1�     1.07±0.10

ASODN组     28.33±2.1�b   15.50±3.08b    0.57±0.0�b

bP<0.01 vs  对照组.

图 2 对照组和反义治疗组肿瘤的组织学形态(HE×200). A: 对照组; B: 反义治疗组.

BA
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 survivin ASODN治疗组的平均体积明显小于对

照组和正义组, 而对照组、正义组之间差异无

显著性. survivin ASODN治疗组的平均瘤重明

显小于对照组和正义组, 而对照组、正义组之

间差异无显著性. survivin ASODN组的平均抑

瘤率为50.86%. 在饲养期间未发现裸鼠死亡及

出现其他躯体的毒性反应. survivin ASODN组

survivin mRNA与对照组相比下降了约50%. 这
充分表明, survivin ASODN对荷瘤裸鼠体内靶基

因表达和肿瘤生长确有一定抑制作用. 同时发

现, survivin ASODN治疗组肿瘤的caspase-3相对

活性明显高于对照组和正义组. caspase是细胞

凋亡的核心机制, survivin直接作用于caspase, 主
要抑制caspase-3和caspase-7的活性, 阻断细胞

凋亡过程[21]. caspase-3主要通过以下途径促进凋

亡: 裂解DNA修复相关分子; 裂解凋亡抑制蛋白

等; 裂解细胞外基质蛋白及骨架蛋白; 裂解其他

相关分子[28]. caspase-3对底物的切割不仅特异, 
而且高效. 在凋亡发生的过程中, caspase-3既可

作为凋亡的启动者, 也可作为凋亡的效应物, 从
而形成瀑布式连锁反应, 促使凋亡得以完成[29]. 
研究证明, 利用反义核酸技术干扰survivin的表

达或抑制其功能的发挥可抑制有丝分裂并促进

自发的细胞凋亡[30]. 使肿瘤生长速度延缓, 瘤重

量减轻. 我们的实验数据显示, survivin ASODN
组肿瘤的PCNA PI明显低于对照组和正义组, 具
有显著性差异. survivin ASODN组的MVD明显

低于对照组和正义组, 均具有显著性差异, 表明

survivin ASODN对肿瘤的抑制作用是通过抑制

细胞增殖和血管生成来实现. survivin在肿瘤血

管新生调节中是至关重要的, 正常血管内皮细

胞不表达survivin, 而体内外研究证明, 肿瘤血

管内皮细胞过度表达survivin, 使得肿瘤血管内

皮细胞凋亡减少, 有利于肿瘤生长. 因此, 反义

survivin能够拮抗肿瘤血管内皮因子的保护作

用, 从而抑制肿瘤血管的新生, 促进肿瘤内皮细

胞凋亡, 最后导致肿瘤生长受到抑制, 达到治疗

肿瘤的目的[31].
肿瘤的基因治疗在实验室阶段取得了瞩目

的进步, 肿瘤的反义基因治疗是应用反义核酸

在转录和翻译水平阻断某些异常基因的表达, 
以阻断瘤细胞内的异常信号传导, 使瘤细胞进

入正常分化轨道或引起细胞凋亡的一种治疗手

段, 由于survivin基因表达的特异性, 可能成为基

因治疗的有效靶点, 在临床上具有广阔的应用

前景. 
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• 消息 •

2006中国结直肠肛门外科学术会议通知

本刊讯 为了加强与世界同行的交流与接轨, 将我国直肠肛门外科的专利化发展到一个新的台阶, 由“中华医

学会外科学分会结直肠肛门外科学组”、“中国抗癌协会大肠癌专业委员会”、“中国中医药学会肛肠分

会”和“中国中西医结合学会大肠肛门病专业委员会”共同主办的“2006中国结直肠肛门外科学术会议”将

于2006-11-09/12在珠海国际会议中心大酒店举行. 届时结直肠肛门外科的专家、同行将共聚一堂, 规划我国结

直肠肛门外科协作研究、共同发展的前景. 大会将邀请国际最著名的美国、欧洲、新加坡、日本、香港及台

湾的专家和我国外科界、中医界、肿瘤界以及相关领域的专家就本专业进展作专题报告. 大会同时还采用手

术录像、提问、讨论、争鸣、答疑、展板等多种方式进行研究交流. 这将是我国结直肠肛门外科学界的一次

盛会. 诚邀普通外科、结直肠肛门外科的专家、同行参会, 参会者可获得中华医学会Ⅰ类继续教育学分. 联系

电话: 020-87331428, 87332200-86698 



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年10月18日; 14(29): 2844-2848
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

双歧杆菌对内毒素损伤幼年大鼠抗氧化作用的影响

王 玮, 李金梅, 马文旭, 孙 梅

王玮, 孙梅, 中国医科大学附属第二临床学院儿科 辽宁省沈
阳市 110004
李金梅, 鸡西矿业集团总医院儿科 黑龙江省鸡西市 158100
马文旭, 大庆油田总医院儿科 黑龙江省大庆市 163001 
通���������������� 孙梅, 110004, 辽宁省沈阳市和平区三好街36号, 中
国医科大学附属第二临床学院儿科. sunm@cmu2h.com
电话: 024-83956503, 83955572
收稿日期: 2006-07-11 ��日期: 2006-08-18: 2006-07-11 ��日期: 2006-08-182006-07-11    ��日期: 2006-08-18: 2006-08-182006-08-18

Effect of bifidobacteria on the 
antioxidation in infant rats 
with endotoxin-induced injury 

Wei Wang, Jin-Mei Li, Wen-Xu Ma, Mei Sun

Wei Wang, Mei Sun, Department of Pediatrics, the Second 
Affiliated Hospital of China Medical University, Shenyang 
110004, Liaoning Province, China
Jin-Mei Li, Department of Pediatrics, General Hospital of 
Jixi Mining Bureau, Jixi 158100, Heilongjiang Province, 
China
Wen-Xu Ma, Department of Pediatrics, Daqing Oilfield 
General Hospital, Daqing 163001, Heilongjiang Province, 
China
Correspondence to: Mei Sun, Department of Pediatrics, 
the Second Affiliated Hospital of China Medical University, 
36 Sanhao Street, Heping District, Shenyang 110004, Lia-
oning Province, China. sunm@cmu2h.com
Received: 2006-07-11    Accepted: 2006-08-18 

Abstract
AIM: To investigate the changes of superoxide 
dismutase (SOD) during the endotoxin-induced 
injuries in infant rats and the protective effect of 
bifidobacteria.

METHODS: A total of 160 rats were randomly 
and averagely divided into group C, E, Tc and 
and T. The rats in group E were intraperitone-
ally injected with lipopolysaccharide (LPS), and 
those in group T were intragastrically admin-
istrated with bifidobacteria suspension 7 d in 
advance. Meanwhile, the rats in group C were 
intraperitoneally injected with normal saline 
and those in group Tc were intragastrically ad-
ministrated with normal saline 7 d before intra-
peritoneal injection of LPS. The tissue injuries of 
the ileum were observed under naked eyes and 
light microscope, and the serum and tissue SOD 
activity were detected at different time points..

RESULTS: The rats in group T had milder 
symptoms such as cachexia, anorexia, abdomi-
nal distention, diarrhea, intestinal congestion 
and edem, and distension of the intestine than 
those in group E. Light microscopy showed that 
the damaged intestinal villi were repaired in 
advance after hematoxylin and eosin staining. 
The serum SOD activity in group T was signifi-
cantly higher than that in group E at 6, 12 and 
24 h (2158.10 ± 219.04, 2295.96 ± 247.38, 2416.48 
± 197.21 vs 1644.66 ± 240.38, 2016.40 ± 147.03, 
2108.42 ± 225.55; all P < 0.05). The tissue SOD 
activity in the ileum of group T was marked 
higher than that of group E at 6 and 12 h (7604.69 
± 662.80, 7573.85 ± 780.66 vs 6805.36 ± 741.98, 
6723.51 ± 614.62; both P < 0.05).

CONCLUSION: Bifidobacteria can lessen the 
endotoxin-induced injuries of the ileum in infant 
rats, and the mechanism may be associated with 
the increase of SOD activity at well as the inhibi-
tion of lipid peroxidation.

Key Words: Bifidobacteria; Lipopolysaccharide; 
Antioxidation; Superoxide dismutase; Infant rat
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摘要
目的: 探讨内毒素损伤时幼年大鼠体内超氧
化物歧化酶(SOD)的变化及双歧杆菌的保护
作用. 

方法: ip内毒素制造内毒素损伤动物模型(模
型组, E组), 治疗组(T组)提前7 d给予双歧杆菌
灌胃, 同时设对照组(C组, ip生理盐水)和治疗
对照组(Tc组, ip内毒素同时提前7 d给予生理
盐水灌胃), 于不同时间点处死后观察大体及
光镜下肠组织损伤变化, 同时检测血清和肠组
织中SOD的活性. 

结果: 双歧杆菌治疗组大鼠萎靡、食欲差、

腹胀、腹泻、肠组织的充血水肿及肠管扩张

®

■背景资料
肠源性感染是儿
科多脏器功能衰
竭的重要致病因
素. 双歧杆菌是肠
黏膜屏障中生物
屏障的主要成分, 
目前对其抗菌机
制的研究集中在
产生有机酸, 产生
过氧化氢, 产生类
似细菌素的蛋白
质, 对其确切的作
用机制目前还不
清楚.
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情况均比模型组轻, HE染色光镜下可见肠绒
毛损伤修复时间提前. 治疗组血清SOD活性
6 h(2158.10±219.04), 12 h(2295.96±247.38)
和24 h(2416.48±197.21)比模型组高(1644.66
±240.38, 2016.40±147.03, 2108.42±225.55, 
P < 0 . 0 5 ) ;  治疗组回肠组织 S O D 活性 6  h 
(7604.69±662.80), 12 h(7573.85±780.66)比
模型组高(6805.36±741.98, 6723.51±614.62, 
P <0.05).

结论: 双歧杆菌能减轻由内毒素损伤引起的
幼年大鼠的肠组织改变, SOD活性增高进而抑
制脂质过氧化损伤可能是其作用机制之一.

关键词�� 双歧杆菌; 内毒素; 抗氧化�用; 超氧化物

歧化酶; 幼年大鼠
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0  引言

双歧杆菌是人体主要的益生菌之一, 参与了宿

主的消化、营养、代谢、吸收、免疫及抗感染

过程, 尤其在维持机体肠黏膜屏障的完整性方

面起重要作用[1-2]. 我们通过研究双歧杆菌对内

毒素损伤幼鼠的抗氧化作用探讨其对肠道的保

护机制. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  双 歧 杆 菌 为 婴 儿 双 歧 杆 菌

(Bifidobacterium infantis ), 菌种编号KLDS 
2 . 0 0 0 2 ,  购自乳品科学教育部重点实验室

(KLDS)-东北农业大学; 大肠杆菌精制内毒素

(lipopolysaccharide, LPS, Escherichia coli  O55: B5

脂多糖, Sigma公司); 考马斯亮蓝蛋白测定试剂

盒和超氧化物歧化酶(SOD)试剂盒购自南京建

成生物工程研究所; Wistar大鼠由哈尔滨医科大

学附属二院实验动物中心提供.
1.2 方法 

1.2.1 内毒素损伤动物模型制作 健康18日龄

Wistar大鼠160只, 平均体质量31.16±6.38 g, 雌
雄不限, 进食鼠乳. 除对照组40只外均ip LPS 
5 mg/kg[3-5], 配比浓度为5 mg/L, 用生理盐水溶

解. 注射后仍送回母鼠笼内哺喂鼠乳. 
1.2.2 实验分组 实验动物随机分为4组, 每组40
只. 对照组(C组)ip生理盐水1 mL/kg, 模型组(E
组)ip LPS(5 mg/kg, 5 mg/L); 治疗组(T组)提前

1 wk给予双歧杆菌混悬液(2.0×1012 cfu/L, 由
乳品科学教育部重点实验室提供)灌胃, 每次

0.5 mL, 每日2次, 直至实验结束[6-8]; 治疗对照组

(Tc组)提前1 wk给予生理盐水灌胃, 每次0.5 mL, 
每日2次, 直至实验结束. 分别于注射LPS或生理

盐水后2, 6, 12, 24, 72 h断头处死动物, 留取血清

和回肠组织(表1).
1.2.3 观察指标及测定方法 各组动物于各时间

点断头处死后, 取血, 3500 r/min离心15 min, 取
上清-20℃保存. 距回盲部2-3 cm处留取0.5-1 cm
回肠, 置于0.1 mo l/L PBS配置的40 g/L多聚甲

醛溶液中固定, 常规石蜡包埋, 切片, 常规苏木

精-伊红(HE)染色, 观察形态学变化; 距回盲部

3-4 cm处留取2-3 cm回肠, 冰生理盐水冲洗肠腔

内容物后, 滤纸吸干水分, 称质量, 用生理盐水

制成10 g/L匀浆, 3000 r/min离心10 min, 留上清

-20℃保存. 血清和回肠组织SOD活性采用黄嘌

呤氧化酶法, 回肠组织匀浆蛋白质含量测定采

用考马斯亮蓝染色法, 具体操作严格按照试剂

盒说明进行.
统计学处理 采用SPSS 10.0统计软件, 计量

资料结果以mean±SD表示, 组间比较采用t检验

法, P <0.05提示差异有显著性意义.

2  结果

2.1 动物模型临床表现 C组幼鼠反应及活动如

常; E组及Tc组注射LPS后出现懒动、萎靡、食

欲差, 1-2 h出现腹胀、腹泻, 6-12 h时上述症状

加重, 同时出现呼吸促, 口唇青紫, 少动, 体毛凌

乱、少光泽, 24 h时上述症状部分缓解, 72 h基本

恢复正常; T组症状较模型组轻, 且恢复快.  
2.2 大体及组织学表现 C组肠管有光泽, 颜色正

常; E组及Tc组大体见胃滁留, 肠壁及肠系膜血

管充血, 肠管扩张, 肠腔渗出物增多, 严重者见

肠壁点、片状出血, 以6 h组表现明显; T组大体

所见较以上表现减轻. HE染色光镜下C组肠绒

毛完整, E组及Tc组2 h无明显异常, 6 h肠绒毛腺

体脱落、缺失, 纹状缘变薄或缺失, 肠绒毛高矮

表 1 实验动物分组及处理因素

     
分组                                 ip                                 灌胃

C组                       生理盐水 　

E组                       内毒素(LPS) 

T组                       内毒素(LPS)          双歧杆菌

Tc组                       内毒素(LPS)          生理盐水

■相关报道
体外实验证明, 双
歧杆菌可刺激肠
上皮细胞产生β -
防御素-2; 亦有研
究表明双歧杆菌
能维持肠黏膜上
皮细胞增殖与凋
亡的平衡; 还有研
究证实双歧杆菌
可增加脑组织的
SOD活性.
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不一, 密度减低, 固有层毛细血管充血, 炎细胞

浸润, 12 h部分肠绒毛上皮细胞开始修复, 24 h修
复明显, 72 h基本正常; T组6 h可见肠绒毛上皮

细胞有修复, 部分肠管杯状细胞分泌亢进, 12 h
修复明显, 24 h基本正常, 72 h修复完全或正常

(图1).
2.3 血清SOD检测结果 E组SOD活性在6, 12, 
24 h与C组比较有显著降低(P <0.05), T组SOD
活性在2 ,  6 ,  12 ,  24 h与E组比较有显著升高

(P <0.05), Tc组SOD活性在2, 6, 12, 24 h与T组比

较有显著降低(P <0.05), Tc组与E组在各个时间

点均无显著性差异(表2).
2.4 肠组织SOD检测结果 E组肠组织SOD活性

在6, 12, 24 h与C组比较有显著降低(P <0.05), T
组S O D活性在6 ,  12  h与E组比较有显著升高

(P <0.05), Tc组SOD活性在6, 12, 24 h与T组比较

有显著降低(P <0.05), Tc组与E组在各个时间点

均无显著性差异(表3). 

图 1 各组大鼠不同时间点组织学改变. A: C组(×200); B: E组72 h(×400); C: E组6 h(×400); D: T组6 h(×400); E: E组
12 h(×200); F: T组12 h(×400); G: E组24 h(×200); H: T组24 h(×200).

A B

C D

E F

HG

■应用要点
双歧杆菌目前多
用于腹泻和肠菌
群失衡的治疗. 本
研究结果表明双
歧杆菌可做为肠
源性感染及多器
官功能衰竭的辅
助治疗.
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3  讨论

胃肠功能障碍在多器官功能衰竭的发展进程

中起重要作用, 而肠黏膜屏障功能损伤是胃肠

功能障碍发生的主要机制之一, 双歧杆菌是肠

黏膜屏障中生物屏障的主要成分, 是人体主要

的益生菌之一, 参与了宿主的消化、营养、代

谢、吸收、免疫及抗感染过程, 尤其在维持机

体肠黏膜屏障的完整性方面起重要作用. 消化

道为人体最大的细菌库, 危重患者因禁食、使

用制酸剂及抗生素等因素, 可破坏肠道内微生

态稳定性, 由此引起的肠道菌群失调已成为细

菌移位及肠源性感染的最主要原因[9]. 体外研究

中, RT-PCR和Northern杂交证明双歧杆菌可刺

激人肠腺上皮细胞β-防御素-2基因的表达, 并初

步确定双歧杆菌胞壁及胞壁蛋白是其主要的活

性成分[10]. 双歧杆菌分泌型黏附素能抑制LPS和
H2O2对肠上皮的损害作用, 有效维持肠黏膜上

皮细胞增殖与凋亡的平衡, 从而保持肠黏膜屏

障功能的完整性[11]. 外源性双歧杆菌在肠道定

植, 能拮抗潜在致病菌的过度增殖, 减少细菌和

内毒素移位, 并能利用肠道谷氨酸合成谷氨酰

胺, 有利于肠损伤的恢复[8]. 双歧杆菌作为肠黏

膜的主要生物屏障, 目前对其抗菌机制的研究

主要为以下3个方面: (1)产生有机酸, 能显著降

低环境中的pH值, 使不耐酸的腐败菌和致病菌

的生长繁殖受到抑制; (2)产生类似细菌素的蛋

白质, 有一定的杀菌作用; (3)产生H2O2, 从而激

活机体产生过氧化氢酶, 抑制和杀灭革兰阴性

菌[12]. 生理情况下, 机体内自由基的生成与清除

处于一种动态平衡中, 但在感染、创伤等病理

状态下, 体内自由基生成增多[13], 从而引发强烈

的脂质过氧化反应, 形成的脂质过氧化物损伤

细胞膜, 造成细胞的损伤. SOD是体内重要的抗

氧化酶, 与超氧阴离子(O2
-)反应生成过氧化氢, 

在酶促作用下转变成水, 因而可以清除体内的

自由基, 保护细胞免受损伤. 有研究报道, 双歧

杆菌表面分子脂磷壁酸(LTA)能明显增强衰老小

鼠的脑组织SOD活性, 提高脑组织对自由基的

清除能力, 阻断自由基的组织细胞损伤[14]. 
本研究表明, ip LPS可以使幼年大鼠血清

SOD下降, 以6, 12, 24 h明显(P <0.05), 回肠组织

匀浆SOD下降, 以6, 12, 24 h明显(P <0.05), 提前

1 wk给予双歧杆菌混悬液灌胃, 可以减轻血清

2, 6, 12, 24 h和回肠组织6, 12 h的SOD下降, 增加

SOD活性, 抑制自由基的脂质过氧化反应, 保护

肠道或促进肠损伤恢复. 双歧杆菌含有SOD, 而
且经过长期驯化的兼性厌氧双歧杆菌SOD活性

比初代分离的活性高[15], 本研究应用的双歧杆

菌属于驯化后的兼性厌氧菌, 其自身含有SOD, 
故灌服双歧杆菌引起的内毒素损伤幼鼠血清和

回肠SOD增加是外源性还是内源性的机制还有

待于进一步研究. 

4      参考文献
1 Alvarez-Olmos MI, Oberhelman RA. Probiotic 

a g e n t s a n d i n f e c t i o u s d i s e a s e s : a m o d e r n 
perspective on a traditional therapy. Clin Infect Dis 

表 2 各组大鼠不同时间点血清SOD活性(mean±SD, nkat/mL)

     
分组              2 h              6 h               12 h                24 h                72 h

C组  2080.2±138.7   2208.9±157.5    2386.8±177.0     2387.6±221.5     2385.1±176.7

E组  2087.8±109.2   1644.7±240.4a    2016.4±147.0a     2108.4±225.6a     2412.0±218.9

T组  2263.6±144.2c   2158.1±219.0c    2296.0±247.4c     2416.5±197.2c     2382.8±209.4

Tc组  2011.2±181.9e   1815.2±273.4e    1898.7±199.7e     1901.0±197.2e     2340.3±331.6

aP<0.05 vs  C组; cP<0.05 vs  E组; eP<0.05 vs  T组.

表 3 各组大鼠不同时间点肠组织SOD活性(mean±SD, nkat/mgprot)

     
分组              2 h              6 h               12 h                24 h                72 h

C组  8180.6±494.1   8251.5±399.4    8287.2±664.5     8400.8±578.1     8239.6±690.1

E组  8040.8±584.0   6805.4±742.0a    6723.5±614.6a     7226.6±878.0a     8146.6±582.3

T组  8212.3±507.9   7604.7±662.8c    7573.8±780.7c     7518.2±605.3     8174.0±477.4

Tc组  7803.4±476.3   6771.2±323.4e    6888.5±402.6e     6953.7±345.7e     8314.7±628.3

aP<0.05 vs  C组; cP<0.05 vs  E组; eP<0.05 vs  T组.

■同行评价
本文针对研究热
点, 设计合理, 研
究方法得当, 结果
真实可靠, 统计详
实, 讨论分析逻辑
性强, 文献引用详
尽 ,  紧 跟 研 究 前
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第六届西太平洋幽门螺旋杆菌会议通知

本����� 由泰国Chulalongkorn医院承办的第六届西太平洋幽门螺旋杆菌会议将于2006-11-12/14在泰国曼谷举

行, 欢迎各国研究幽门螺旋杆菌的学者报名参加.
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Rama 4 Road, Patumwan, Bangkok 10330 Thailand

2 联系方式

电话: +662-256-4265; 传真: +662-253-8272, +662-652-4219; Email: wphc_2006@mail.com; 网址:网址: 
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Abstract
AIM: To probe the expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF), nuclear factor 
kappa B (NF-κB) in H pylori-associated gastric 
ulcer (GU) and gastric cancer (GC) tissues and 
their correlations, and further investigate the 
mechanism of H pylori-induced GU and GC.

METHODS: SABC immunohistochemical tech-
nique was used to detect the expression of H 
pylori, VEGF, and NF-κB in pathological samples 
of GU (n = 36) and GC (n = 52). 

RESULTS: The incidence rate of GU existed 

significant difference between H pylori positive 
and negative group (78% vs 22%, P < 0.05). The 
expression of VEGF or NF-κΒ in H pylori posi-
tive GU tissues was markedly higher than that 
in H pylori negative ones (53.6% vs 12.5%, P < 0.05; 
39.3% vs 0, P < 0.05). The expression of VEGF or 
NF-κΒ in H pylori positive GC tissues was no-
tably higher than that in H pylori negative ones 
(84% vs 40.7%, P < 0.05; 80% vs 48.1%, P < 0.05). 
There existed significant correlations between 
the expression of NF-κΒ and VEGF in GC and 
GU tissues (r = 0.997, P < 0.05).

CONCLUSION: H pylori infection is closely re-
lated to the expression of VEGF and NF-κB in 
GU and GC. H pylori infection may be the initiat-
ing factor, and the activation of NF-κB may be 
the key event in the pathogenesis of GU and GC. 
H pylori infection, NF-κB activation, and VEGF 
expression play synergic roles in the occurrence 
of GU and GC.

Key Words: Gastric ulcer; Gastric cancer; Helico-
bacter pylori ; Vascular endothelial growth factor; 
Nuclear factor kappa B
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vascular endothelial growth factor and nuclear factor 
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摘要
目的: 探讨H pylori相关性胃溃疡、胃癌组织
中VEGF, NF-κB的表达及三者的相互关系, 进
一步了解H pylori致胃溃疡、胃癌的发病机制. 

方法:  选择胃镜室及外科手术切除的36例
胃溃疡和52例胃癌病理标本, 应用免疫组化
SABC法, 检测H pylori , VEGF及NF-κB的表达. 

结果: H pylori (+)组胃溃疡发病率与H pylori (-)
组比较差别有显著性(78% vs  22%, P <0.05), 
36例胃溃疡组织中H pylori (+)组VEGF, NF-κB
表达明显高于H pylori (-)组(53.6% vs  12.5%, 
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■背景资料
胃溃疡(GU)是内
科 常 见 病 ,  胃 癌
(GC)是人类常见
的恶性肿瘤, 两者
的发病机制一直
未完全明确. 幽门
螺杆菌(H pylori )
是两者的常见病
因, 血管内皮生长
因子(VEGF)、核
转录因子-κB(NF-
κB)与GU, GC发
病 密 切 相 关 ,  故
研究H pylori 相关
性GU, GC组织中
VEGF, NF-κB的
表达, 对明确GU, 
GC的发病机制有
意义.



P <0.05; 39.3% vs  0, P <0.05); 52例胃癌组织
中H pylori (+)组VEGF, NF-κB表达明显高于
H pylori (-)组(84% vs  40.7%, P <0.05; 80% vs  
48.1%, P<0.05); NF-κB与VEGF在胃溃疡、胃
癌组织中的表达具有相关性(r  = 0.997, P<0.05).

结论: 胃溃疡、胃癌组织中NF-κB, VEGF的
表达与H pylori感染相关, 其中H pylori感染为
初始因素, 而H pylori对NF-κB的激活, 则可能
是胃溃疡、胃癌发病的关键步骤, 三者的协同
作用导致胃溃疡、胃癌的发病.

关键词�� 幽门螺杆菌; 胃溃疡; 胃癌; 血管内皮生长

因子; 核转录因子κB 
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0  引言

胃溃疡(GU)是内科常见病, 胃癌(GC)是人类常

见的恶性肿瘤, 居全球肿瘤发病和癌症死亡率

的第二位, 我国是世界人口最多的国家, GU, GC
的发病率又明显高于世界平均水平, 所以GU, 
G C的发病机制研究尤为重要. 目前已经明确

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )感染

是GU和GC的最常见病因. 血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)是一种

高度特异的血管内皮细胞有丝分裂素, 他促进

血管内皮细胞增殖、血管生成, 增加血管通透

性, 有胃黏膜保护作用和促溃疡愈合作用, 同时, 
GC的生长、转移和预后与VEGF和血管生成有

密切的关系[1]. 核转录因子(nuclear factor kappa 
B, NF-κB)是一种调控多种基因表达的重要转录

因子, H pylori作为胃黏膜最常见和最重要的感

染因素, 可以活化NF-κB, 改变多种细胞因子表

达, 引起局部炎症反应, 从而参与胃部炎症的发

生和发展, 并与GC形成、浸润转移等有关[2]. 近
年H pylori , VEGF, NF-κB与GU, GC的关系分别

有相关报道证实, 但H pylori相关性GU, GC组织

中VEGF, NF-κB的表达及3者的相互关系尚未见

报道. 本研究通过免疫组化SABC法检测GU 36
例、GC 52例组织中H pylori , VEGF, NF-κB的表

达, 探讨3者在GU, GC发病过程中的作用, 进一

步了解H pylori致GU, GC的发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-11/2005-10佳木斯大学附属第一
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医院胃镜室及外科手术切除的GU, GC病理标

本共88例, 其中GU 36例, 男20例, 女16例, 年龄

21-76(平均50.2)岁; GC 52例, 男43例, 女9例, 年
龄34-81(平均61.9)岁. 所有病例胃镜检查前或手

术前无抗溃疡治疗和化疗、放疗史. 所有检测

的病理标本按有无H pylori表达分为阳性组和阴

性组.
1.2 方法 

1.2.1 标本处理及阳性判定 取GU, GC病理组

织置入固定液(40 g/L中性甲醛)中固定3 h后取

出, 依次脱水、透明、浸蜡及包埋, 制成5 μm切

片, 免疫组织化学染色玻片经poly-Lysine处理, 
H pylori , VEGF, NF-κB用免疫组化SABC法染

色(所需试剂盒购于武汉博士德生物工程有限

公司), 染色结果显示, 棕黄色颗粒者为阳性. H 
pylori阳性部位胃小凹上皮表面, VEGF阳性部位

细胞质为主, NF-κB阳性部位细胞核为主. 
1.2.2 阳性标准判定 H pylori : 切片中高倍视野见

到淡黄、棕黄或棕褐色染色颗粒为阳性; VEGF, 
NF-κB: 每张切片随机选取5个高倍视野进行结

果判定, 按染色强度计分(无色: 0分; 淡黄色: 1
分; 棕黄色: 2分; 棕褐色: 3分)和阳性细胞百分

比计分(<5%: 0分; 5%-25%: 1分; 26%-50%: 2分; 
>50%: 3分)的乘积判定为: (-): 0分; (+): 1-3分; 
(++): 4-5分; (+++): ≥6分.

统计学处理 应用SPSS 10.0统计软件进行统

计学处理, 采用χ2检验和Spearman等级相关性分

析. 检验水准a = 0.05.

2  结果

2.1 H pylori 在GU, GC组织中的检测结果 88例
病理组织H pylori检测结果中(表1), 可见GU H 
pylori (+)组发病率78%(28/36)与H pylori (-)组发

病率22%(8/36)比较差别有显著性(P <0.05); H 
pylori (+)组GU, GC总体发病率为60.2%(53/88), 
H pylori (-)组为39.8%(35/88), 说明H pylori感染

与GU, GC发病相关.
2.2 H pylori , VEGF, NF-κB 3者在GU组织中的

表达结果 36例GU标本中H pylori (+)组的VEGF 
(53.6%), NF-κB(39.3%)的表达明显高于H py-
lori (-)组(12.5%, 0%)(P <0.05, 表2).
2.3 H pylori , NF-κB, VEGF 3者在GC组织中的表

达结果 52例GC组织中H pylori (+)组VEGF表达

(84%)明显高于H pylori (-)组(40.7%); NF-κB表达

(80%)明显高于H pylori (-)组(48.1%)(表3).
2.4 VEGF, NF-κB在GU, GC组织中表达的相关
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■研发前沿
H pylori , VEGF, 
N F - κ B 在 胃 溃
疡、胃癌组织中
的表达及意义已
有报道, 但结论均
来自体外实验, 并
且为单因素研究
居多. 今后的重点
是积极开展体内
实验, 进一步明确
VEGF, NF-κB在
胃溃疡、胃癌组
织中的异常表达
状态, 以及多因素
相关性的研究.



袁禧先, 等. H pylori相关性胃溃疡、胃癌组织中VEGF和NF�κB的表达及意义                                                                 2851

www.wjgnet.com

性结果 NF-κB与VEGF在GU, GC组织中的表达

具有相关性(表4).

3  讨论

1983年Warren和Marshall首次报道从人胃黏膜中

培养出H pylori , 并注意到这一细菌与胃炎[3]和

消化性溃疡相关[4]. 经过几十年的大量研究, 现
已清楚, H pylori感染后通过各种机制影响胃酸

和胃泌素的生理学[5-9]. H pylori毒力因子空泡毒

素(VacA)蛋白和细胞毒素相关基因(CagA)蛋白

及诱导的炎症反应、免疫反应破坏胃黏膜组织

上皮结构[10], 导致损害黏膜侵袭因素与黏膜自

身的防御因素之间失去平衡, 最终导致胃炎和

消化性溃疡的发生、发展. 许多研究都表明, H 
pylori感染与GC的发生有明确的关系[11-12], 但H 
pylori致GC的确切机制不明. 本实验结果显示, H 
pylori感染与GU, GC的发病密切相关, GU组中H 
pylori阳性率为78%, 与有关文献报道一致, GC
组H pylori阳性率48%, 阳性率较低, 与一部分报

道一致[13], 可能的原因为GC后H pylori的生存场

地胃上皮小凹大量被萎缩的黏膜和肠腺化生所

替代, 导致H pylori不宜被查到[14]. H pylori致GC
是一个复杂的过程, 从人类H pylori感染率较高

(约占正常人群的一半)但最终发生、发展为GC
极少的相关结果分析, H pylori感染后导致GU, 
GC还有其他因素. 所以研究者们已从H pylori本
身的致病因素研究发展到从细菌(H pylori )-环境

-宿主3方面及其相互作用中寻找答案. 
VEGF是1989年Leung et al [15]从牛垂体滤泡

星状细胞的体外培养液中首先纯化出来并命名

的, VEGF能通过其受体特异性作用于血管内

皮细胞, 促进其增殖, 新生血管形成, 增加血管

通透性的作用, 现已证实VEGF是唯一对血管

形成具有特异性的重要生长因子. 有研究表明, 
VEGF表达增强的肿瘤患者多有血管、淋巴结

侵犯和肝脏等脏器转移, 是一种有效的促进肿

瘤血管生长的介质[16]. 所以VEGF是评价肿瘤患

者状况和预后不良的重要因素. 本实验表明, H 
pylori感染与VEGF共同促进GU, GC发病, VEGF
在GC组织中的高表达, 在H pylori (+)组更加明

显, 但VEGF在GC和GU发病中的作用不同. 有研

究证实, 长期持续的H pylori感染的刺激, 可上调

VEGF的表达, 诱导GC组织中的新生血管形成, 
促进GC的发生[17]. 而VEGF在GU的发病中则起

到积极的促溃疡愈合作用, 其机制为通过增加

微血管通透性稀释胃内有害物质, 保护胃黏膜和

通过刺激腺体和血管生成促进溃疡愈合[18]. 所以, 
我们推测, H pylori与VEGF在GU发病中的双重

性, 可能存在于溃疡的不同时段, 即早期H pylori
感染阶段VEGF上调不明显甚至被抑制, 溃疡形

成后, 由于机体复杂的自我保护调节, VEGF可
能反馈升高, 以利愈合溃疡, 也可能是不同结构

的H pylori其生物学特点不同.
NF-κB是在1986年由Sen和Baltimore[19]首

先报道的. 他们发现B细胞核提取物中有一种蛋

白, 能与免疫球蛋白κ轻链基因增强子κB序列

特异结合, 促进了κ轻链的表达, 称其为NF-κB. 
后来发现, 许多组织细胞中的蛋白质基因的启

表 3 H pylori 与GC组织中VEGF, NF-κB的表达关系

     
            VEGF (n )        百分         NF-κB (n )      百分

                        -   +  ++  +++  率(%)    -   +   ++  +++  率(%)

H pylori (+)     4   9  10    2      84a      5   9   7     4    80a

H pylori (�)   16   5 6    0      40.7  14   7   5     1    48.1

aP<0.05 vs  H pylori (�)组.

表 1 H pylori 在GU, GC组织中的检测结果 

     
                        GU     百分率      GC       百分率     总发病率

                         (n )         (%)          (n )           (%)               (%)

H pylori (+)     28a        78a        25          48            60.2

H pylori (�)       8         22         27          52            39.8

aP<0.05 vs  H pylori (�)组.

表 2 H pylori 与GU组织中VEGF, NF-κB的表达关系

     
            VEGF (n )        百分        NF-κB (n )       百分

                        -   +  ++  +++  率(%)    -   +   ++  +++  率(%)

H pylori (+)    13 13  2     0    53.6a   17 10   1     0    39.3a

H pylori (�)      7   1  0     0    12.5      8   0   0     0      0

aP<0.05 vs  H pylori (�)组.

表 4 NF-κB, VEGF在GU, GC组织中表达的相关性 (n )

     
                               VEGF(GU)                    VEGF(GC)

                       -     +     ++   +++           -      +    ++    +++  

�                 15     9     1       0           12     6     1      0

+                   8     2     0       0             5     5     6      0

++                 0     0     1       0             3     3     6      0

+++               0     0     0       0             0     2     1      2

相关性       γ = 0.997 P = 0.003       γ = 0.981  P = 0.019

NF-κB

■相关报道
国外研究已证实, 
H  py lor i 阳性者
的胃黏膜上皮细
胞中NF-κB表达
程 度 明 显 高 于H 
pylori 阴性者. 体
外 实 验 显 示 ,  将
H py lor i 和胃癌
细胞一起培养可
激活NF-κB, 而H 
pylori 可分别使胃
癌MKN45细胞、

K ATO Ⅲ 细 胞、

TMK1细胞中NF-
κ B 活 性 提 高 5 . 2
倍、6 .9倍、3 .4
倍 ,  而 且 有 完 整
CagPAI的菌株可
使NF-κB激活, 而
CagPAI部分或完
全缺失的菌株则
否, 提示H pylori
的生物学特征与
其致病性有关. 此
外 有 研 究 表 明 , 
VEGF在GU的发
病中则起到积极
的促溃疡愈合作
用, VEGF是评价
肿瘤患者状况和
预后不良的重要
因素.
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 动子和增强子部位均存在κB基序. 有研究[20]表

明, H pylori相关性胃炎中NF-κB上调有关细胞

因子或黏附分子表达, 参与胃炎发生和病情发

展. 尤为重要的是, H pylori可使GC细胞中NF-
κB呈持续活化状态, NF-κB通过调控各种靶基

因, 如IL-8, COX-2, Bcl-2, uPA等的表达, 参与

GC的发生、发展及转移. Handa et al [21]发现细

胞因子诱导的中性粒细胞趋化因子-1(CINC-1)
的启动子含有NF-κB结合位点, H pylori活化NF-
κB并促使黏膜上皮细胞合成并释放CINC-1, 引
起中性粒细胞趋化和聚集. NF-κB亦与细胞间黏

附分子-1(ICAM-1)基因上转录调控区结合, 增
加ICAM-1表达. NF-κB还可上调血管细胞黏附

分子-1(VCAM-1)和E-选择素(E-selectin)的表达, 
参与中性粒细胞的浸润[22-23]. NF-κB可在转录水

平调控TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-8和COX-2等多种

炎性因子, 上述化学因子吸引中性粒细胞、淋

巴细胞、单核巨噬细胞等到达H py lori定植部

位, 炎症细胞释放炎性介质, 最终破坏胃黏膜, 
导致胃炎、胃溃疡的形成; 另外, NF-κB与GC的
浸润和转移有关[24-25]. 本实验表明, GU和GC H 
pylori (+)组中VEGF, NF-κB表达与H pylori (-)组
相比差别有显著性(P <0.05), 表明VEGF, NF-κB
对GU和GC的致病机制与H pylori感染有关. 而
NF-κB与VEGF在GU和GC组织中的表达有相

关性(r  = 0.997, P <0.05), 表明VEGF与NF-κB, H 
pylori  3者在GU, GC的发生、发展过程中具有协

同作用. H pylori感染可能为初始因素(H pylori
感染上调或抑制VEGF), 通过活化NF-κB导致一

系列炎性细胞浸润和细胞因子释放, 最终破坏

黏膜上皮形成GU. 同时NF-κB上调VEGF表达则

有助于溃疡的愈合, 所以NF-κB在GU的发病中

可能有双重性. 而进一步发展的NF-κB的抑制细

胞凋亡作用, 再加上宿主的免疫功能缺陷和其

他因素, 则可能是后期形成GC的机制. 
联合检测H pylori , VEGF, NF-κB, 可以进一

步明确NF-κB, VEGF在GU, GC组织中的异常表

达与H pylori的关系, 以及NF-κB在GC中的活化

机制、作用的靶基因, 从而明确H pylori致GU, 
GC的发病机制. 3者的联合检测将为GU, GC的
诊断和治疗提供新的理论依据, 以及更全面、

规范评估GC的进展情况和预后, 同时也为临床

应用VEGF, NF-κB的激活剂和抑制剂提供基础

资料, 这也将为GC的诊断、治疗和预防提供新

的途径. 
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Abstract
AIM: To study the efficacy of Chinese medicine 
Jiangganlong combined with anti-virus medicine 
in the treatment of active liver cirrhosis (ALC).

METHODS: A total of 114 ALC patients were 
divided into treatment group and control group, 
named A and B, respectively. The patients in 
group A were treated with Jiangganlong and 
lamivudine (LAM). Jiangganlong decoction or 
pills were given a dose every three days, or 4.0 g 
(tid). LAM was administered 0.1 g per day. Af-
ter the emergence of YMDD variations, adefovir 
(ADV) was added. LAM was stopped when 
HBV DNA YMDD variation became negative. 
The patients in group B received general and 

symptomatic treatment. The mean treatment 
therapeutic time was 36 months. 

RESULTS: The rates of negative conversion for 
the serum HBV DNA were 75.4% (43/57) and 
3.5% (2/57) in group A and B, respectively, and 
there was significant difference between them (P 
< 0.01). The cumulative rate of YMDD variations 
among patients of group A was 40.4% (23/57). 
After the emergence of YMDD variations, 20 
patients received ADV treatment, 90% (18/20) 
of which were found YMDD variation-negative; 
there were 3 patients who did not receive ADV 
treatment, and they died of liver failure. The 
negative conversion rates of HBeAg were 44.4% 
(16/36), 16.7% (5/30) in group A, B, respectively, 
and there was marked difference between them 
(P < 0.05). The total bilirubin (TBIL) and alanine 
aminotransferase (ALT) returned to the normal 
level, and the albumin level, Child-Pugh score, 
and decompensation status were improved in 
group A. The rate of complications was dra-
matically lower in group A than that in group 
B [14.0% (8/57) vs 50.8% (29/57), P < 0.01]. The 
mortality rate was also decreased in group A as 
compared with that in group B [7.0% (4/57) vs 
29.8% (17/57), P < 0.01], while the survival time 
was notably prolonged (3.3 ± 2.1 a vs 1.1 ± 1.0 a, 
P < 0.01).

CONCLUSION: Chinese medicine Jiangganlong 
combined with anti-virus medicine can inhibit 
the replication of HBV DNA, ameliorate liver 
function, decrease the rate of complications, re-
duce the mortality rate, and prolong the survival 
time as well as improve the prognosis of ALC 
patients.

Key Words: Jiangganlong; Lamivudine; Adefovir; 
Active Liver Cirrhosis; Hepatitis B; YMDD variation; 
Mortality rate; Survival time
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■背景资料
活动性肝炎肝硬
变 (ALC)的临床
特点是在病毒持
续复制的基础上, 
肝脏炎症的持续
存在, 导致肝纤维
的 持 续 增 生 ,  以
致由代偿性ALC
发展为失代偿性
A L C .  中药治疗
ALC有较好的保
护肝脏、抗纤维
化作用, 也有一定
的抗病毒作用.
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摘要
目的: 观察降肝隆联合抗病毒治疗活动性肝
炎肝硬变(ALC) 114例的长期疗效及对预后的
影响. 

方法: 随机选择ALC 114例, 分为治疗组和对
照组. 治疗组: 降肝隆煎剂1付/3 d或丸剂4.0 g, 
3次/d, LAM 0.1 g/d, YMDD变异后加用ADV
联合中药的治疗, 待HBV DNA阴转后停用
LAM, ADV联合中药继续治疗; 对照组: 中成
药如复方鳖甲软肝片、或大黄蜇虫丸等抗纤
维化治疗、降酶, 对症治疗. 两组均可予以支
持, 感染、出血、肝性脑病等合并症的对症处
理相同. 平均疗程36.0 mo. 

结果: 治疗组与对照组HBV DNA总阴转率
分别为75.4%(43/57)、3.5%(2/57), 两组相比
有显著差异(P <0.01). 治疗组YMDD变异率
为40.4%(23/57), YMDD变异后, 3例未加用
ADV, 肝功能衰竭而死亡; 加用 ADV治疗20
例, HBV DNA变异病毒阴转率90%(18/20). 治
疗组的HBeAg(+)阴转率为44.4%(16/36), 和对
照组16.7%(5/30)相比差异显著(P <0.05). 治疗
组患者的TBIL、ALT的复常率均明显优于对
照组, 治疗后白蛋白明显升高, Child-Pugh积
分下降, 肝功能失代偿例数明显减少, 合并症
的发生率14.0%(8/57)和对照组50.8%(29/57)
相比有明显差异(P <0.01). 治疗组的死亡率为
7.0%(4/57), 对照组为29.8%(17/57), 两组相比
差异显著(P <0.01). 治疗组中失代偿肝硬变的
生存时间显著长于对照组(3.3±2.1 a vs  1.1±
1.0 a, P <0.01).

结论:  中药降肝隆联合L A M抗病毒药治疗
ALC, 病毒复制受到抑制, 患者的肝功能持续
改善, 减少了合并症的发生, 降低了ALC的病
死率, 延长了患者的生存时间, 改善了ALC患
者的预后, 且未见肾功能损伤.

关键词�� 降肝隆; 拉米夫定; 阿德福韦酯; 活动性肝

硬变; 乙型肝炎; YMDD变异; 病死率; 生存时间
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0  引言

慢性乙型肝炎相关性活动性肝炎肝硬变(ALC)
预后极差. ALC的临床特点是在病毒持续复制

的基础上, 肝脏炎症的持续存在, 导致肝纤维的

持续增生, 以致由代偿性ALC发展为失代偿性

ALC. 中药治疗ALC有较好的保护肝脏、抗纤

维化作用, 也有一定的抗病毒作用[1], 但是对于

HBV DNA高复制、TBIL, ALT顽固难降, 很快

由代偿性肝硬变发展为代偿性肝硬变的患者, 
单一中草药难以控制病情. LAM和ADV抗乙肝

病毒的治疗效果是肯定的, 单一抗病毒能否改

善和逆转其病程? 在本实验初, 部分患者曾一度

采用LAM单一治疗, 虽然病毒复制指标阴转, 但
是肝功能反复异常, 脾脏增大, 表明单一抗病毒

治疗并不能改善所有ALC患者的肝纤维化进程. 
要想改善ALC的预后, 就必须在抗病毒的同时, 
予以保肝、抗肝纤维化治疗. 因此我们将临床

治疗ALC有效中药方剂降肝隆及抗病毒药LAM
和ADV设为治疗组, 中药复方鳖甲软肝片或大

黄蜇虫丸作为对照组, 并进行了较长时间的临

床观察, 分析了其对ALC预后的影响, 将有关情

况报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择1999-08/2006-06我院住院、门诊

及江苏省中医院门诊的114例ALC患者, 用分层

随机抽样平均分为治疗组和对照组. 入选病例

标准: 年龄18岁以上、男或女ALC患者, HBeAg, 
HBV DNA均阳性或HBeAg阴性、HBV DNA
阳性、肝功能异常、B超提示肝硬化者. 排除

病例: 临床诊断肝癌或可疑肝癌患者; 病原学

提示有其他病毒感染者; 有严重合并症者; 酒
精性肝硬变者; 代谢性肝硬变者. 治疗组: 57
例, 其中男48例, 女9例; 年龄19-71(中位数41.0)
岁; 病程0.5-34(中位数为10.7)a; 代偿性肝硬变

34例, 失代偿性肝硬变23例; Child-Push分级, A
级34例, B级12例, C级11例. 对照组: 57例, 其中

男48例, 女9例; 年龄18-66(中位数39.8)岁; 病程

0.5-34(中位数10.6)a; 代偿性肝硬变33例, 失代

偿性肝硬变24例; Child-Push分级, A级40例, B
级8例, C级9例. ALC的临床诊断依照西安会议

《病毒性肝炎防治方案》制定的ALC临床诊断

标准. Child-Pugh分级按陈灏珠主编的《实用内

科学》第11版标准: A级5-6分, B级7-9分, C级≥

10分. 治疗组及对照组在年龄、性别、病程、

诊断及Child-Pugh分级等诸方面均有可比性. 肌
酐(Cr)试剂由英国Randox公司提供; 凝血酶原时

间(PT)试剂由上海太阳生物技术有限公司提供; 
ELISA试剂由美国Abbott公司提供; HBV DNA
提取试剂为QIAamp DNA Blood Mini Kit, 由美

■同行评价
作者采用中药降
肝隆联合西药拉
米夫定及阿的氟
韦抗病毒药物对
114例活动性肝硬
化进行了长期的
治疗和预后观察, 
应当说积累了一
定的经验, 而且在
探索中药治疗肝
病方面做了不少
工作, 值得肯定.
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国QIAGEN公司提供; PCR试剂由大连宝生物有

限公司提供; YMDD测序试剂盒由美国USB公司

提供. TBIL试剂由瑞士得克公司提供; ALT、血

清白蛋白(A)试剂由上海长征康仁医学有限公司

提供; 测序仪(美国DNA Sequencer).
1.2 方法 治疗组的治疗方法: 告之患者病情及用

药之利弊, 经患者同意签字后, 方可选入治疗组. 
治疗组用中药煎剂降肝隆(基本方: 巴戟天、叶

下珠、白术、杏仁、鸡血藤等. 阳虚者加温阳

药; 阴虚者加用生、熟地、女贞子), 1剂/3 d, 或
丸剂, 4.0 g, 3次/d, 拉米夫定0.1 g/d, YMDD变异

后, LAM加ADV联合中药治疗, 待HBV DNA阴

转后, ADV联合中药继续治疗; 对照组: 中成药

如复方鳖甲软肝片、或大黄蜇虫丸等抗纤维化

治疗及降酶, 保肝, 对症治疗. 两组均可予以支

持治疗, 感染、出血、肝性脑病等合并症的对

症处理相同. 两组疗程最短12 mo, 最长79 mo, 
疗程的中位数36.0 mo(治疗组包括ADV治疗时

间). 在治疗期间两组患者每月查肝功能及血常

规、肾功能, 生化仪检测血清TBIL, ALT, A, Cr; 
每3 mo作HBV-M检测, 用ELISA法检测; HBV 
DNA定量检测用PCR法, <5.0×105 copies/L为
阴性, HBeAg定量<280 PEIU/L为阴性, HBeAb
≤1.0 S/CO为阳性; 对患者血清中的HBV DNA
进行提取、扩增(PCR)、测序作YMDD检测, 每
6 mo查PT1次, B超检查肝脾大小及门静脉的变

化; 凝固法检测PT, 检测时质控同时进行. 同时

认真观察症状及合并症的变化 ,  患者的病死

率等.
统计学处理 计数数据用χ2检验, 计量资料

mean±SD, 用t检验.

2  结果

2.1 治疗前后的血清HBeAg, HBV DNA, YMDD

变异变化 治疗组的HBeAg(+)治疗前36例, 治疗

后20例, 阴转16例, 阴转率44.4%(16/36), 和对照

组16.7%(5/30)相比, P <0.05; 治疗组57例患者使

用LAM, YMDD变异率为40.4%(23/57). YMDD
变异后, 3例未加用ADV而死亡, 加用 ADV治疗

20例, HBV DNA变异病毒阴转率90%(18/20), 
HBV DNA总阴转率为75.4%(43/57)与对照组

3.5%(2/57)相比, P <0.01(表1). 
2.2 治疗前后TBIL, A, ALT, Chi ld-Pugh积分

变化  治疗组、对照组T B I L的复常率分别为I L的复常率分别为的复常率分别为

31.6%(18/57), 0%(0/57), 两组比较差异显著

(P <0.01); 治疗组、对照组的ALT复常率分别为

66.7%(38/57), 5.2%(3/57), 两组比较差异显著

(P <0.01); 治疗组、对照组治疗前后白蛋白分别

为40.31±6.27, 43.14±7.51, 39.48±7.43, 38.05
±8.52 g/L, 两组比较差异显著(P <0.01); 治疗

组、对照组治疗前后Child-Pugh积分分别为7.06
±2.38, 5.13±2.46, 7.00±2.37, 7.75±3.05, 两
组比较差异显著(P <0.01); 治疗组和对照组治疗

前肝功能失代偿例数分别为23, 24; 治疗后肝功

能失代偿例数分别为3, 27, 两组比较差异显著

(P <0.01, 表1).
治疗组和对照组脾脏回缩率分别为47.4% 

(27/57), 10.5%(6/57), 两组相比P <0.01; 脾脏无

变化率分别为29.8%(17/57), 12.3%(7/57), 两组

相比P <0.05; 脾脏增大率分别为12.3%(7/57), 
68.4%(39/57), 两组相比P <0.01(表2).
2.3 两组合并症与死亡率比较(表3) 治疗组合并

症(包括: 感染、出血、肝性脑病、肝肾综合征)征))
的发生率14.0%(8/57), 和对照组50.8%(29/57)相
比, P <0.01; 慢性重型肝炎的发生率7.0%(4/57), 
和对照组14 .0%(8/57)相比 ,  P >0 .05;  肝癌的

发生率治疗组与对照组分别为7 .0%(4 /57) , 
12.3%(7/57), 两组相比, P >0.05; 治疗组的死亡率

表 1 治疗前后的血清HBeAg、HBV DNA、YMDD变异、TB、A、Child-Pugh积分的变化 (n ＝57)

     
    HBeAg      HBeAg      HBV DNA      YMDD      加用ADV后     TBil正常      ALT正常                A       Child-Pugh

                       (+)(n )         (-)(n )            (+)(n )          (+)(n )    HBV DNA(-)(n )        (n )               (n )                   (g/L)                   积分

治疗组

    治疗前       36       21        57                                               27               5          40.31±6.27      7.06±2.38

    治疗后       20a       37        14b         23            18              45b             43b         43.14±7.51b    5.13±2.46b

对照组

    治疗前       30       27        57                 17 9           39.48±7.43     7.00±2.37

    治疗后       25       32        55                                                17            12           38.05±8.52     7.75±3.05

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

分组
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7.0%(4/57), 对照组为29.8%(17/57), 两组相比差

异显著(P <0.01).
生存时间: 治疗组和对照组中失代偿肝硬

变患者的生存时间分别是3.3±2.1, 1.1±1.0 a, 
两组相比差异显著(P <0.01).

治疗组病例用药后未见肾功能损伤及血小

板进一步减少.

3  讨论

LAM治疗HBV相关的失代偿性肝硬变, 短期内

有良好的相关性[4-5]. 中药降肝隆联合LAM治疗

ALC, 能抑制病毒复制, 推迟YMDD变异的发

生[2-3], YMDD变异部分患者可能引起致命性的

肝炎活动[6], 及时加用ADV[7-9], YMDD变异病毒

再次受到抑制, 肝功能中TBIL, ALT, A, Child-
Pugh积分仍持续改善, 脾脏回缩, 合并症减少, 
死亡率下降, 失代偿性肝硬变的生存时间延长, 
生活质量提高, 明显改善患者的预后.

中药联合抗病毒药治疗ALC, 可明显改善

其预后, 首要因素是病毒复制的持续抑制, 降低

了由Y M D D变异而致的慢性重型肝炎的死亡

率. LAM能抑制病毒复制, HBeAg, HBV DNA
阴转后, 患者病情改善. 随着LAM治疗时间的

延长 ,  Y M D D变异可能引起致命性的肝炎活

动[10], 治疗组4例患者均因YMDD变异发生了

慢性重型肝炎, 前2例患者未能加用ADV, 发生

暴发性肝功能衰竭而死亡; 后2例及时加用了

ADV, 变异病毒的复制受到了持续的抑制[11-12], 
肝功能持续改善, 和国内有关报道相一致 [13]; 
治疗组57例患者使用LAM, YMDD变异率为

40.4%(23/57). YMDD变异后加用ADV, YMDD
变异病毒HBV DNA阴转率90.0%(18/20), 表明

ADV对YMDD变异病毒有明显的抑制作用; 治
疗组总的HBV DNA阴转率为75.4%(43/57)与对

照组3.5%(2/57)相比P <0.01. 治疗组HBeAg阴转

率为44.4%(16/36), 和对照组16.7%(5/30)相比, 
P <0.05; 抗病毒药物的序贯使用, 使病毒复制持

续抑制, 因而减少了ALC由于变异病毒的复制

而引起致命性的肝炎活动造成肝功能衰竭. 对
照组有8例患者发生了慢性重型肝炎, 死亡8例,
病死率100.0%(8/8); 治疗组慢性重型肝炎病死

率50%(2/4), 与对照组100.0%(8/8)相比, 差异显

著(但需临床更多病例的证实). 中药联合抗病毒

药治疗ALC, 使其在治疗中合并肝癌患者死亡

率下降, 生存时间延长. 在肝炎肝硬变的基础上

合并肝癌患者的预后极差, 肝功能衰竭及合并

症的发生是其重要的死因. 抗病毒治疗后, 由于

病毒复制的持续抑制, 肝功能的改善, 使患者对

肝癌的治疗有更多的选择[14-15]. 对照组中ALC
合并肝癌的患者死亡率为100.0%(7/7), 治疗组

为25%(1/4), 治疗组除一例在治疗服用LAM第

27月发生肝癌, 外院行肝移植术4 mo后, YMDD
变异, 未加用ADV, 发生暴发性肝功能衰竭死

亡外, 另外3例均在抗病毒的基础上, 加用放射

性介入疗法及中药治疗, 现均健在, 最长存活期

已达3 a. 中药联合抗病毒药治疗ALC合并症的

减少是死亡率下降、生存时间延长的第三个原

因. ALC合并症的发生, 是死亡的重要原因. 在
抗病毒药物使用, 病毒复制持续受到抑制的同

时, 中药降肝隆温补肾阳、清热解毒外, 加用了

益气养血、化瘀通络之白术、鸡血藤等, 改善

了患者的肝功能, 表现为胆红素、ALT的复常

率比对照组明显升高, A的升高, Child-Pugh积分

下降, 肝功能持续好转, 脾脏的回缩, 肝组织持

续改善[16], 肝功能失代偿例数明显减少, 治疗组

患者的病情相对稳定, 治疗组合并症的发生率

14.0%(8/57), 和对照组50.8%(29/57)相比, 差异

显著; 合并症的减少, 使死亡率下降, 治疗组的

死亡率7.0%(4/57), 对照组为29.8%(17/57), 两组

相比差异显著; 死亡率下降使患者的生存期延

长, 治疗组和对照组中失代偿肝硬变的生存时

间治疗组和对照组分别是3.3±2.1, 1.1±1.0 a, 
与肝功能失代偿1 a生存率为55%-70%, 5 a生存

率为14%-28%[17-18]的有关报道资料相比, 治疗组

肝功能失代偿1 a生存率为100.0%, 平均生存时

间已超过3 a. 且未见肾功能损伤[19]及血小板进

表 2 两组治疗前后脾脏的变化 (n ＝57, n )

     
                                                        治疗后

                           脾脏回缩          无变化 增大

治疗组      6             27b  17a    7b

对照组      5               6                    7  39

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组治疗后.

分组         治前切脾

表 3 两组合并症与死亡率比较 (n ＝57, n )

     
                             合并症                      重型  肝  死亡  死亡

              感染  出血  肝脑  肝肾 合计  肝炎  癌  人数    率

治疗组    3       3       2        0      8b     4      4     4b  7.0%b

对照组  13       6       6        4    29      8      7   17   29.8%

bP<0.01治疗组 vs  对照组.

分组
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 一步减少.
总之, 中药降肝隆联合LAM治疗ALC, 有较

好的疗效, 部分患者发生了YMDD变异, 加用了

ADV治疗后, HBV DNA复制再次受到抑制, 肝
功能指标改善, Child-Pugh积分下降, 脾脏回缩, 
失代偿肝硬变例数减少, 合并症减少, 肝炎肝硬

变患者的慢性重型肝炎、肝癌的死亡率下降, 
从而降低了肝炎肝硬变患者的死亡率, 延长了

患者的生存时间, 提高了患者的生存质量, 改善

了ALC患者的预后, 且未见肾功能损伤及血小

板进一步减少. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
HBV YMDD mutations and the polymorphism 
of human leukocyte antigen (HLA) alleles in 
patients with chronic hepatitis B virus (HBV) 
infection.

METHODS: Fluorescent hybridization biprobe 

PCR and melting curve assay (FH-PCR-MC) was 
used to determine HBV YMDD mutations in 
serum specimens from 142 patients with chronic 
HBV infection. HLA-A, B, and DRB1 alleles in 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
were detected by polymerase chain reaction-
sequence specific primer (PCR-SSP). The PBMCs 
were collected from 56 of the 142 patients.

RESULTS: YMDD mutations occurred in 56.3% 
of the 142 patients who received lumivudine 
treatment. The frequencies of HLA-B*58 and 
DRB1*03 alleles were significantly lower in 
YMDD mutation group in comparison with 
those in YMDD wild group (0.013 vs 0.094, P = 
0.036; 0.000 vs 0.063, P = 0.024). The frequency of 
HLA-A*30 allele was markedly higher in YIDD 
group than that in YVDD group (0.158 vs 0.024, 
P = 0.034), while the frequency of HLA-A*33 al-
lele was lower in YIDD group ( 0.119 vs 0.000, P = 
0.028).

CONCLUSION: YMDD mutation is associ-
ated with the polymorphism of HLA alleles in 
patients with chronic hepatitis B. Individuals 
with HLA-B*58 and DRB1*03 alleles may have 
resistance to YMDD mutation. Patients with 
HLA-A*30 allele may have a susceptibility to 
YIDD mutation, and those with HLA-A*33 al-
lele are susceptible to YVDD mutation. 

Key Words: Hepatitis B virus; Chronic hepatitis B; 
YMDD mutation; HLA allele

Zhang SY, Li XK, Dong GL, Yang SF, Gu HX, Li D, Jin Q, 
Liu W, Du B, Lu B. Correlation of HBV YMDD mutations 
with the polymorphism of HLA alleles in persons with 
chronic HBV infection. Shi jie Huaren Xiaohua Zazhi 
2006;14(29):2854-2859

摘要
目的: 初步探讨慢性乙型肝炎(C H B)患者
拉米夫定治疗中Y M D D变异与H L A-A, B, 
DRB1各位点等位基因分布频率的相关性. 

方法: 对142例CHB患者, 采用荧光标记杂交
双探针PCR融解曲线法(FH-PCR-MC)检测血

■背景资料
目 前 常 用 的 抗
HBV药物有干扰
素和核苷类似物. 
干扰素(IFN)是机
体组织细胞产生
的一种具有抗病
毒、抗细胞增殖
和免疫调节等生
物活性的细胞因
子. 核苷(酸)类似
物是一类抗病毒
的 化 学 药 物 ,  目
前已批准临床应
用的有拉米夫定
(LMD)、阿德福
韦(adefovir)和恩
替卡韦(entecavir). 
美国FDA于1998
年底批准葛兰素
威康公司的拉米
夫定(贺普丁)用于
治疗CHB. 但长期
应用易发生HBV 
YMDD变异, 从而
影响拉米夫定的
疗效和应用. 目前
HBV YMDD变异
的机制尚未完全
阐明.
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浆HBV YMDD变异; 对其中56例患者的外周
血白细胞, 采用序列特异性引物/聚合酶链式
反应(PCR-SSP)技术检测人类白细胞表面抗
原等位基因(HLA-A, B, DRB1)分型. 

结果: 在用拉米夫定治疗的142例CHB患者
中, Y M D D变异率为56.3%. H L A-B*58和
DRB1*03等位基因分布频率在YMDD变异组
与YMDD野生组比较有显著性降低(0.013 vs 
0.094, P = 0.036; 0.000 vs  0.063, P  = 0.024)；
HLA-A*30等位基因分布频率在YIDD组明
显增高, 与YVDD组比较差异显著(0.158 vs  
0.024, P  = 0.034); HLA-A*33等位基因分布频
率在YVDD变异组明显增高, 与YIDD变异组
比较差异显著(0.119 vs  0.000, P  = 0.028).

结论: YMDD耐药变异与HLA等位基因多态
性有一定相关性. 携有HLA-B*58和DRB1*03
等位基因的个体感染的H B V可能不易发生
YMDD变异; 携有HLA-A*30等位基因的个
体感染的HBV可能易发生YIDD变异; 携有
HLA-A*33等位基因的个体感染的HBV可能
易发生YVDD变异.

关键词�� 乙型肝炎病毒；慢性乙型肝炎；YMDD变

异；人类白细胞抗原等位基因
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0  引言

HBV感染仍然是全球性的健康问题. 目前全球

约有20亿人感染过HBV, 其中慢性感染者达3.5
亿之多, 并易发展为肝硬化和肝癌, 每年约有

100万人死于肝硬化和肝癌, 严重地威胁着人类

的健康. 我国是乙型肝炎高发区, 约占全球HBV
感染者的50%, 对HBV的防治仍是我国健康与

传染病控制中的首要问题[1-2]. 拉米夫定是目前

治疗慢性乙型肝炎(CHB)较有效的药物, 但长期

服用易出现耐药. 这主要与HBV的多聚酶基因

变异有关, 在HBV基因序列上主要表现为739位
A→G 或741位G→T,在HBV聚合酶上表现为酪

氨酸-蛋氨酸-天门冬氨酸-天门冬氨酸(tyrosine-
methionine-asparticacid-asparticacid, YMDD)
基序改变, 即第522位蛋氨酸(M)被缬氨酸(V)
或异亮氨酸(I)所取代, 形成M552V(YVDD)与
M552I(YIDD)变异株[3-7]. 他们可单独或混合存

在, 在群体中表现出异质性. 目前HBV YMDD变

异发生的机制尚不清楚. 大量研究表明YMDD
变异与用药时间呈正相关[8-11]. 近年也有研究报

道YMDD变异可能与机体感染的HBV基因型[12-14]

以及机体免疫功能[15-19]等因素有关. 人类白细

胞抗原(HLA)作为免疫遗传因素在HBV感染、

免疫和治疗中已备受关注[20-22]. HLA等位基因

在乙肝疫苗的有无应答[23-24]、乙肝病毒的清除

或持续[25-27]、对干扰素治疗反应[28-30], 以及肝硬

化等[31]的发生上都有优势位点. 但YMDD变异

与HLA等位基因多态性是否相关未见报道. 为
深入探讨HBV YMDD变异的机制, 对拉米夫定

治疗的CHB患者HBV YMDD变异和HLA-A, B, 
DRB1等位基因多态性进行了检测和分析 . 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-10/2005-11就诊CHB患者142例, 
男112例, 女30例, 年龄18-63(平均42.4±11.9)岁, 
诊断符合第10次全国病毒性肝炎及肝病学术会

议讨论修订的诊断标准[32]. 所有患者均口服拉米

夫定(100 mg/d)进行治疗, 时间为8-40 mo; 均为

无血缘关系的黑龙江地区汉族人, 排除免疫性

疾病和共感染因素. HBV YMDD突变核酸扩增

(PCR)荧光检测试剂购自深圳匹基生物工程有

限公司; HLA-A, B, DRB1等位基因检测试剂盒

(Biotest ABDR SSPtray kit)购自北京诺诗生物技

术有限公司. 
1.2 方法 HBV YMDD变异采用荧光标记杂交双

探针荧光PCR融解曲线法(FH-PCR-MC)检测, 具
体操作步骤按试剂盒的说明进行. 该试剂盒可

检出YMDD野生型(YMDD)、变异型(YVDD或

YIDD)或混合型(YVDD和YIDD). 根据对照品融

解温度(Tm)值和标本Tm值之间符合情况, 判定

标本YMDD变异类型. 对照品Tm值: YMDD(Tm) 
= 50.0±1.5˚C; YVDD(Tm) = 58.0±1.5˚C; 
YIDD(Tm) = 42.5±1.5˚C(图1). HLA-A, B, DRB1
等位基因采用序列特异性引物/聚合酶链式反应

(PCR-SSP)技术检测; 基因组DNA提取、PCR反
应和电泳按试剂盒说明进行; 通过凝胶成像分析

系统记录电泳结果(图2); 用试剂公司提供的软

件进行HLA等位基因判断. 该试剂盒可检测HLA 
A*01-80等位基因44个, B*07-83等位基因163个
和DRB1*01-16等位基因43个. 等位基因分布频率

(AF)采用直接计数法. 
统计学处理 分组间比较采用χ 2检验, P <0.05

■研发前沿
深 入 研 究 H B V 
YMDD变异发生
的机制和影响因
素, 以及如何控制
HBV YMDD变异
的发生是目前该
领域研究的热点.
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YVDD组中为优势基因; HLA-A*33和DRB1*09
在YMDD组中为优势基因.
2.3 YMDD变异组和野生组HLA-A, B, DRB1
各位点等位基因分布频率  在40例Y M D D变

异(YIDD或/和YVDD)患者中, HLA-B*58和
D R B 1 * 0 3等位基因分布频率明显降低 ,  与
YMDD比较差异显著(0.013 vs  0.094, P  = 0.036; 
0.000 vs  0.063, P  = 0.024); 虽然HLA-A*31和
A*33均有2倍以上降低(OR﹤0.500), HLA-B*40, 
D R B1*07和D R B1*15等位基因频率均有2倍
以上增高(O R >2.000), 但均没有统计学意义

(P >0.05)(表2). 其他位点未见明显差异. 
2.4 YIDD和YVDD 变异组HLA-A, B, DRB1各

位点等位基因分布频率 在YIDD组, HLA-A*30
等位基因分布频率明显增高, 而HLA-A*33则
明显降低, 与YVDD组比较差异显著(0.158 vs 
0.024, P  = 0.034和0.000 vs 0.119, P  = 0.028); 
HLA-A*01和A*32在YIDD组也明显增高, 但与

YVDD组比较统计学上均无显著差异(0.079 vs 
0.000, P  = 0.063); HLA-DRB1*09和DRB1*11在
YIDD组均较YVDD组2倍以上增高(OR >2.000), 
HLA-A*24, B*15和B*35在YIDD组均较YVDD
组2倍以上降低(OR﹤0.500), 但均没有统计学意

有统计学意义; AF≥0.010的等位基因纳入统计

分析; 关联度采用优势比(odds ratio, OR )反映, 
并计算其95%可信区间(95%CI). 数据处理采用

SPSS 10.0统计软件完成.

2  结果

2.1 HBV YMDD变异检测 在142例CHB患者中, 
62例为YMDD野生型(YMDD), 占43.7%; 80例发

生YMDD变异, 占56.3%. 在YMDD变异中, 38例
发生YIDD变异, 占47.5%; 24例发生YVDD变异, 
占30.0%; 18例发生YIDD+YVDD混合变异, 占
22.5%.
2.2 YMDD, YIDD和YVDD 3组中HLA-A, B,, YIDD和YVDD 3组中HLA-A, B,YIDD和YVDD 3组中HLA-A, B, 
DRB1各位点等位基因分布(表1) 对56例检测

了HBV YMDD变异的CHB患者(包括YMDD16
例、YIDD19例和YVDD21例)的外周血白细

胞进行了HLA-A, B, DRB1等位基因检测. 检
出HLA-A*01-68共11个位点, HLA-B*07-58共
14个位点, HLA-DRB1*01-15共11个位点. 以
AF≥1.00为优势基因, HLA-A*02, 11, B*13和
DRB1*12在3组中均为优势基因, 而HLA-A*30, 
B*40和DRB1*07, 09, 15在YIDD组中为优势

基因; HLA-A*24, 33, B*40和DRB1*07, 15在

■创新盘点
本文对56例应用
拉米夫定的CHB
患 者 ( Y M D D 1 6
例 、 Y I D D 2 1
例 和 Y V D D 1 9
例)HLA多态性进
行 了 检 测 ,  检 出
了HLA-A*01~68
共 1 1 个 位 点 , 
HLA-B*07~58共
14个位点, HLA-
DRB1*01~15共11
个位点. 结果分析
表明HBV YMDD
耐药变异与HLA
等位基因多态性
可能有一定相关. 
携有HLA-B*58和
DRB1*03等位基
因的个体感染的
HBV可能不易发
生YMDD变异; 携
有HLA-A*30等位
基因的个体感染
的HBV可能易发
生YIDD变异; 携
有HLA-A*33等位
基因的个体感染
的HBV可能易发
生YVDD变异.

图 1 YMDD及其变异标准质粒融
解曲线图(Tm值). Tm�� YIDD 42.5±
1.5℃, YMDD 50.0±1.5℃, YVDD 
58.0±1.5℃. 

图 2 HLA-A, B, DRB1等位基因电泳图. A�� HLA�A*26/A*30, B*13/B*40, DRB1*0�/DRB1*11; B�� HLA�A*02/A*11, 
B*35/B*55, DRB1*01/DRB1*14.
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义(P >0.05)(表3). 其他位点未见明显差异.

3  讨论

拉米夫定即2' ,3 '-双脱氧-3 '-硫代胞嘧啶核苷

(3TC), 为双脱氧胞嘧啶核苷类似物, 是逆转录酶

抑制剂. 拉米夫定口服后在体内磷酸化为三磷酸

3TC, 和dGTP竞争掺入病毒DNA链中, 抑制HBV
的逆转录酶, 有效阻止病毒核酸的合成.由于拉

米夫定能抑制HBV DNA复制, 故能迅速降低患

者的血清HBV DNA水平, 促进血清丙氨酸转氨

酶(ALT)恢复正常[33], 获得一定比率的HBeAg消
失[34], 改善肝组织损伤[35], 已广泛应用于CHB患
者的治疗, 但长期应用易发生耐药. YMDD变异

是拉米夫定治疗发生耐药的主要原因[34]. 本研

究对142例应用拉米夫定治疗的CHB患者进行

了YMDD变异及其分型检测, 结果YMDD变异

总检出率为56.3%, 与文献报道基本一致[8-11].在
YMDD变异中, YIDD变异占47.5%; YVDD变异

占30.0%; YIDD+YVDD混合变异占22.5%. 这些

结果也体现了YMDD变异的异质性和个体差异.
我们以前的研究已表明不同个体感染相同

基因型, 用相同的药物剂量, 可发生不同的变异

类型; 不同的HBV基因型发生YIDD和YVDD的

变异趋势不同, 如B基因型以YVDD变异为主占

77.8%, 而YIDD变异仅占22.2%; C基因型则以

YIDD变异为主占50.0%, YVDD变异占25.0%, 
YVDD+YIDD混合变异占25.0%[14]. 另外, HLA
等位基因的多态性不仅与HBV在体内的持续或

清除有关[27], 也与易感染何种HBV基因型有关

(资料未发表). 为探讨YMDD变异的异质性和个

体差异是否与HLA等位基因的多态性相关, 我
们对142 例应用拉米夫定的CHB患者中的56例

■应用要点
本文为深入研究
HBV YMDD发生
的机制和影响因
素, 以及如何控制
HBV YMDD发生
和开展个体化治
疗等提供理论和
实验依据.
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表 1  不同YMDD变异HLA- A，B，DRB1各位点等位基因频率分布

YIDD            YVDD   YMDD

n = 19                   AF           n  =21                      AF                         n  = 16                AF
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(YMDD16例、YIDD21例和YVDD19例)HLA
多态性进行了检测和分析 ,  结果表明H L A-
DRB1*03和B*58等位基因频率在YMDD变异组

明显低于YMDD野生组(P  = 0.024和P  = 0.036), 
说明含有HLA-DRB1*03和B*58等位基因的患者

可能不易发生YMDD变异; HLA-A*33等位基因

频率在YVDD变异组显著高于YIDD变异组(P  = 
0.028), 但在YMDD变异组与YMDD野生组比较

中无差异, 说明含有HLA-A*33等位基因的患者

可能与YMDD变异发生无关, 但若发生YMDD
变异则可能以YVDD变异为主.HLA-A*30等位

基因分布频率在YIDD组明显高于YVDD组, 为7
倍以上增高(OR = 7.688, P  = 0.034), 但在YMDD
变异组与YMDD野生组比较中无差异, 说明含有

这些等位基因的患者也可能与YMDD变异发生

无关, 但若发生YMDD变异则可能以YIDD变异

为主. 另外, HLA-B*40, DRB1*07和DRB1*15等
位基因分布频率在YMDD变异组都高于YMDD

野生组2倍以上, 但统计学上差异不显著, 而且

在变异分型比较中这些等位基因都未见明显差

异, 提示含有这些等位基因的患者可能有发生

YMDD变异的趋势, 但没有变异类型上的差异, 
其确切的临床意义还有待于扩大标本量进一步

研究.
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表 3  YIDD和YVDD 变异组HLA-A, B, DRB1各位点等位基因分布频率差异
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摘要
食管上段胃黏膜异位症(heterotopic gastric 
mucosa in upper esophagus, HGMUE)是胚胎发
育时期鳞状上皮不完全取代柱状上皮形成的
先天性残余病变. 发病率0.1%-10%, 患者多无
临床症状, 但也可以出现胸骨后烧灼感、吞咽
困难或疼痛、咽部不适等症状, 可导致溃疡、

穿孔、瘘管、狭窄等并发症. 诊断依赖内镜和
活检. 处理包括随访、对症、内镜下黏膜切
除、局段食管切除等. 我们就该病变相关研究
资料作一全面综述.

关键词�� 上段食管; 异位胃黏膜

唐宇, 马洪升. 食管上段胃黏膜异位症. 世界华人消化杂志  

�006;14(�9)����65���67

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2865.asp

0  引言

食管上段胃黏膜异位症(he te ro top ic gas t r i c 
mucosa in upper esophagus, HGMUE)是一种先天

性胚胎残余病变, 是指食管上段存在有胃黏膜. 
随着内镜技术水平的提高及人们对本病认识的

提高, 其发现率逐渐增加. 由于有不少报道证实

其有癌变的趋势, 使广大学者对其倍加重视. 我
们就HGMUE的发病机制、临床表现、治疗、

预后等方面的研究进展作一全面综述. 

1  发病情况

Schmidt于1805年首次报道该病, 儿童尸检发现

率达4.5%. HGMUE的发病率国外报道从5%到

10%不等[1], 国内多在0.1%-1%之间, 可能因为

国内实际发病率低, 或是对该病的重视程度和

警惕性不够所致. 据Maconi et al [2]报道, 若医师

镜检时特别注意, 检出率为2.27%, 不注意时则

为0.3%. 其发病与年龄、性别无关. 普遍接受的

观点是: HGMUE是胚胎发育时期鳞状上皮不完

全取代柱状上皮形成的先天性残余病变. 食管

是从内胚叶的前肠发生的, 发生初期被覆腺上

皮, 以后逐渐被柱状上皮置换, 出生5 mo左右被

鳞状上皮替换, 这种置换是从食管中部开始分

别向上下两个方向进行, 该替换过程可以因某

种原因而中途停止, 食管上段因置换不完全而

残留的柱状上皮被称为异位性胃黏膜, 食管下

段残留的柱状上皮被称为先天性Barrett食管上

皮. Feurle et al [3]用免疫组化检测比较HGMUE
和Barrett食管上皮, 显示两者都含有分泌胰高

血糖素、生长抑素、血清素抗体和胰多肽的细

胞, HGMUE还含有胃泌素细胞, Barrett上皮则还

含有神经紧张素细胞, 提示可能在两者的鉴别

中发挥作用. 另一种观点认为, HGMUE的形成

有多种因素的联合作用: 创伤、反流、感染等

因素损伤了原有的鳞状上皮, 异位胃黏膜继发

性增生以修复损伤, 从而表现为黏膜固有层内

的先天性异常. Chatelain et al [4]报道1例HGMUE
腺癌, 肿瘤表面和周围的HGMUE都测出具有和

Barrett食管相同的免疫组化标志即CK7/CK20
阳性, 并推断HGMUE腺癌和Barrett食管有相同

的病理机制, 都与胃食管反流有关. 多位学者研

究证实, 异位胃黏膜存在G细胞, 并可分泌胃泌

素、生长抑素, 亦有泌酸功能[5-6].

2  临床表现

大多数HGMUE患者无任何症状, 部分患者可出

现胸骨后烧灼感或疼痛、吞咽困难或吞咽痛、

咽部球状异物感、声音嘶哑、咳嗽等, 与异位

的胃黏膜内的壁细胞分泌胃酸破坏食管黏膜有

关, 严重者甚至可并发溃疡、穿孔、出血、狭

窄、气管食管瘘[7-9]而出现相应的症状. HGMUE
的泌酸功能可能是引起咽喉反流导致咽喉炎

的原因. 一项以儿童为对象的研究提示, 有HG-
MUE的儿童更易发生呼吸道症状. 异位性胃黏

膜可以是单发性, 亦可以是多发性的黏膜片段, 
常发生于食管的上1/3段, 近环咽肌水平. 国外的

报道是食管起始3 cm段好发, 多位于侧壁和后
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壁, 也可环绕食管全周径, 若为双发则多形成对

吻性. 镜下可见表面被覆桔红色黏膜的圆形或

卵圆形嵌入斑片(inlet patch), 边界清晰, 与周围

灰珍珠色的正常食管鳞状上皮区别明显, 直径

可从几个微米到30 mm以上. 一些微小的异位斑

片可能被周围鳞状上皮掩盖而不易发现. 斑片

表面一般光滑, 可以呈平坦、凹陷或息肉样隆

起. 该病变易漏诊, 镜检时应特别注意食管上段

环咽肌远端数厘米区域, 缓慢退镜, 重复少量注

气扩张并旋转镜身. 另外, 镜下也可能见到并发

的溃疡、瘘管、狭窄、息肉、食管蹼等病变.  
异位斑片的病理组织学检查显示, 类似胃

黏膜的柱状上皮比正常胃黏膜薄, 其中含有壁

细胞和主细胞. 胃底型、胃窦型和两者的过渡、胃窦型和两者的过渡胃窦型和两者的过渡

型都有报道, 比例不近一致, 以胃底型居多. 斑
片周围多有轻到中度的慢性炎症, 其中幽门螺

杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )的检出率不同

的报道差别明显, 从3%-73%不等. Jacobs et al [10]

在33例HGM患者中仅检出1例H pylori阳性, 认
为H pylori与HGMUE周围的炎性浸润无关. 而
Gutierrez et al [11]研究表明, 异位斑片的H pylori定
植密度与胃内H pylori密度关系密切, 检出H py-
lori的斑片周围的炎性浸润程度与胃内H pylori
感染的炎性活动度有关. H pylori多位于胃窦部, 
而且并不是所有HGMUE都能检出H pylori , 提
示胃食管反流可能是H pylori定植于HGMUE的
原因. Borhan. Borhan et al [12]的结论则是, HGMUE内的H 
pylori感染是H pylori阳性胃炎的一个组成部分, 
不存在胃内H pylori阴性而HGMUE内却检出

H pylori的情况. HGMUE缺乏特异的临床表现, 
对于患者出现的食管和咽喉部的一些症状, 包
括胸骨后烧灼感或疼痛、吞咽困难或吞咽痛、、吞咽困难或吞咽痛、吞咽困难或吞咽痛、、

梗噎感、声嘶、咽喉不适甚至咳嗽, 都应警惕、声嘶、咽喉不适甚至咳嗽, 都应警惕声嘶、咽喉不适甚至咳嗽, 都应警惕、咽喉不适甚至咳嗽, 都应警惕咽喉不适甚至咳嗽, 都应警惕

HGMUE的可能, 及早行内镜检查, 镜检时注意

好发部位与周围灰色黏膜分界明显的桔红色黏

膜斑片, 组织学检查见到柱状上皮即可确诊. 国
外有学者对HGMUE分级如下[13]: Ⅰ: 无症状, 无
并发的病理形态改变(狭窄、食管蹼、瘘管等)
的HGMUE携带者; Ⅱ: 有症状, 无并发的病理形

态改变; Ⅲ: 有并发病理形态改变并引起相应的

症状; Ⅳ: 恶化, 形成上皮内肿瘤; Ⅴ: 进一步发

展为上段食管腺癌. 另外, Tc99高锝酸盐放射性

核素显象能显示异位胃黏膜[14], 可作为该病的辅

助诊断. 临床医师对HGMUE的认识和警惕性是

发现该病的关键.
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3  预后及转归

HGMUE泌酸能力的强弱是决定预后的重要因

素. 大多数患者的HGMUE斑片终身存在且不引

起任何不适. 部分人出现食管和咽喉部症状, 经
抑酸等对症处理缓解, 如未能及时发现病变可

能导致溃疡、出血、狭窄、穿孔、瘘管等严重

后果, HGMUE有癌变的可能, 但多数报道其自

身的恶变倾向很低. 据Noguchi et al [15]报道, 到
2004年共发现19例异位性胃黏膜癌变的病例. 
19例患者中大多数为男性, 女性仅2例. 其他临

床病理特征如年龄、肿瘤大小、大体形态、分

化程度及浸润程度等均没有差别. 
无症状的HGMUE不需要特别治疗或者内

镜监测, 有症状的患者视具体情况而定, 如良性

狭窄可行扩张术, 针对反流症状可使用抑酸剂, 
如质子泵抑制剂. 源于HGMUE的食管上段腺癌

尚无统一的治疗方案, 放化疗后行局段食管切

除, 有一定效果, 早期的腺癌可行内镜下黏膜切

除术.
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对该病的流行病
学资料、临床表
现、病理和治疗
等进行总结认识
有利于提高对该
类疾病的认识. 本
文较全面综述了
病理, 机制, 临床, 
分类, 治疗等, 可
提高医生对这一
少见病认识, 有一
定的科学性和可
读性.
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摘要
糖尿病并发胃肠道疾病是糖尿病的常见并发
症, 与糖尿病自主神经病变、内分泌功能失
调、胃肠微血管病变、幽门螺杆菌易感及糖
尿病代谢紊乱等因素相关. 临床上表现为食
道、胃、肠道病变, 须行相关辅助检查排除消
化道原发疾病以明确诊断. 应在尽早防治糖尿
病的基础上积极对症治疗. 本文就此作一综述.

关键词�� 糖尿病; 胃肠道; 并发症
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0  引言

糖尿病作为一种常见的内分泌疾病, 以糖代谢

障碍为主, 随着其病程进展, 易发生各种并发症, 
分为慢性和急性两类, 而以慢性尤为重要, 是严

重影响患者生存质量以及致残致死的主要原

因, 可累及全身器官和组织. 糖尿病消化系统并

发症是糖尿病常见并发症之一, 食道、胃肠、

肝、胆等均可不同程度的累及并产生功能紊乱

或(和)病变, 临床表现不一, 主要包括糖尿病性

胃肠病、糖尿病性胆石和胆道感染、糖尿病性

肝脏病变等. 糖尿病胃肠病变发生率占糖尿病

患者的1/2左右, 有报道其中胃部病变占10%左

右, 腹泻和便秘各约占20%, 因部分患者无临床

表现, 故临床就诊发病率比实际发病率低. 

1  发病机制

1.1 自主神经病变 内脏自主神经包括迷走神经

和交感神经2种, 糖尿病患者自主神经病变发生

率为20%-40%[1], 常与以下几点相关: (1)迷走神

经和交感神经节发生退行性改变, 进而引起胃

肠蠕动功能和分泌功能下降, 导致胃轻瘫、胃

潴留、便秘等; 同时, 因为内脏神经节的病变, 
导致迷走神经与交感神经电偶联异常, 电偶联

增强时使肠蠕动增加, 产生腹泻, 电偶联减弱时, 
则表现为便秘. (2)胃肠暴发峰电位减弱, 影响胃

肠的协调性运动, 导致便秘等发生[2]. 
目前有多种关于自主神经病变学说: (1)多

元醇通路学说: 糖尿病时, 多元醇通路活性增加, 
在醛糖还原酶作用下, 产生一系列酶联反应, 使
神经细胞内山梨醇通路代谢上升, 果糖生成增

加, 易致神经细胞水肿. (2)山梨醇-肌醇失常学

说: 糖尿病患者常有肌醇水平降低, 代谢产物磷

酸肌醇生成减少, 致使神经元细胞膜上K+-Na+-
ATP酶活性下降, Na+在细胞内增加, 导致神经节

去极化减弱, 神经传导速度下降或失去. (3)氧自

由基学说: 糖尿病患者糖代谢过程中可产生大

量的超氧化物和过氧化氢, 这些高度活性物质

在神经组织中的增加使神经细胞膜磷脂内不饱

和磷脂酸发生过氧反应, 导致一系列生化反应

和结构改变, 引起胃肠神经功能异常. (4)蛋白质

非酶糖化学说: 由于糖尿患者过度糖化终末产

物(AGEs)生成增加, 其参与修饰神经细胞内蛋

白质表达, 引起神经元细胞功能障碍. 
1.2 内分泌功能失调[3] (1)胃泌素: 胃泌素是一种

简明结构的胃-肠-胰(GEP)激素, 为血清中主要

的循环激素之一, 其生理作用包括促进胃酸分

泌和营养胃黏膜并刺激胃黏膜生长、修复. 当
糖尿病患者伴有自主神经病变, 迷走神经对胃

泌素分泌调控作用减弱, 致使出现高胃泌素血

症, 诱发胃炎和溃疡等. (2)胃动素: 胃动素系22
个氨基酸多肽组成, 主要由十二指肠及空肠黏

膜分泌, 结肠和远端小肠也有少量分泌, 在消化

间期时血中含量最高, 以促进胃肠内未消化食

物残渣排空. 糖尿病患者迷走神经病变时, 胃动

素分泌下降, 导致胃动力障碍发生. (3)胰高血糖

素:  胰高血糖素是胰腺A细胞分泌的一种29氨
基酸残基单链多肽, 参与抑制胃、小肠、结肠

张力及蠕动, 抑制胆囊收缩和胰外分泌以及抑

制肠道对水、盐的吸收. 自主神经病变引起其

分泌量改变, 容易导致腹泻和便秘等肠道并发

®

■背景资料
糖尿病并发胃肠
道疾病是糖尿病
的常见并发症之
一, 其发病机制不
清, 可能与糖尿病
自主神经病变、

内 分 泌 功 能 失
调、胃肠微血管
病变、幽门螺杆
菌易感及糖尿病
代谢紊乱等因素
相关. 临床上表现
主要为消化系统
症状, 常诊断食道
运动障碍、胃轻
瘫、应激性溃疡
和消化性溃疡、

糖尿病性腹泻、

糖尿病性便秘; 须
行相关辅助检查
排除消化道原发
疾病以明确. 应尽
早防治糖尿病, 积
极控制血糖, 改善
微循环, 控制和改
善内脏神经病变, 
同时予以对症治
疗减轻症状. 
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症的发生. (4)胆囊收缩素: 由十二指肠和空肠黏

膜中I细胞或CCK细胞分泌, 有刺激胰岛素、胰

消化酶合成和分泌、胆囊收缩、Oddi氏括约肌

舒张等作用, 同时CCK神经也参与胃肠道功能

调节. 糖尿病自主神经病变时, 胆囊收缩素分泌

障碍, 引起和加重相关消化系症状或疾病. (5)胰
多肽: 为36氨基酸多肽, 由胰PP细胞分泌, 是强

力胰腺外分泌抑制剂, 对胰液外分泌起重要的

负调控作用. 糖尿病患者常有胃多肽分泌障碍. 
(6)生长抑素: 其活性成分为小环状14肽, 主要由

神经核分泌合成, 少量D细胞分泌, 参与抑制胃

液、胃酸、胰液、肝胆汁、消化酶等分泌, 抑
制消化道多肽类激素的分泌, 抑制胃肠蠕动和

对葡萄糖、果糖的吸收. 糖尿病患者大多有生

长抑素分泌下降. (7)P物质: 是第一个发现的一

种脑肠肽, 由十一个氨基酸残基组成, 在整个胃

肠道均有分布, 主要存在于十二指肠和空肠EC1
细胞内, 是促进胃肠运动的神经递质, 糖尿病胃

肠病变患者血浆P物质水平低于单纯糖尿病患

者[4]. 
1.3 胃肠微血管病变和血流变异常及血液理化

改变 糖尿病患者微血管病变主要表现为血管基

底膜糖蛋白沉积引起血管壁增厚, 伴有内皮细

胞增生, 使血管管腔狭窄, 形态扭曲, 加上高血

糖引起的血黏滞度升高和血小板、红细胞聚集

增加, 容易引起血流减慢, 甚至于导致血栓形成

或血管闭塞, 导致胃肠黏膜水肿、糜烂和溃疡. 
胃肠微血管病变和血流变异常发生与蛋白激酶

C(PKC)活性增加有关, PKC活化是糖尿病血管

并发症的重要生化机制: (1)细胞内PKC通路参

与血管功能调节, 包括血管舒缩、通透性、基

底膜再生、内皮细胞生长、血管再生、血流动

力学和血凝机制等; (2)参与NO生成调节: 一方

面抑制NO合成酶的活性, 使NO生成减少, 另一

方面又可抑制NO介导的cGMP生成, 导致微血

管动力学改变; (3)通过调节V-W因子的分泌, 增
加PAI-1含量和活性, 增强血小板功能, 使糖尿病

患者血液高凝和高黏滞度. 过度糖化终末产物

(AGEs)在血管中长期蓄积, 以共价键的形式与

蛋白质相结合, 在微血管和血流异常时, 使胶原

蛋白质和血浆蛋白之间发生不可逆性交联, 导
致微血管基底膜增厚, 血流变更加异常, 甚至于

血管腔阻塞. 糖尿病血液易产生高凝状态, 进一

步加重了器官和组织的缺氧, 这主要与血液理

化改变有关, 如高血脂、高血糖、低氧血症、

血小板黏附增加等.   

1.4 幽门螺杆菌感染 有研究表明, 糖尿病胃轻瘫

患者幽门螺杆菌感染率为75.56%, 远高于糖尿

病无胃轻瘫患者的幽门螺杆菌感染率的43.85%, 
后者感染率与普通正常人群接近, 提示幽门螺

杆菌与糖尿病胃轻瘫相关[5]. 
1.5 胆酸吸收障碍 因糖尿病患者胆汁酸吸收不

良, 排泄增加, 加之其有刺激肠道蠕动作用, 故
常易导致腹泻. 
1.6 胰腺外分泌功能障碍 胰腺内分泌激素有促

进胰腺腺泡生长的作用, 特别是胰岛素, 当胰岛

素分泌不足时, 糖尿病患者常有不同程度的外

分泌功能障碍, 表现为脂肪吸收不良性腹泻. 
1.7 酮症酸中毒 酮症酸中毒时, 患者常伴有中毒

产物增加、低氧血症、水电解质平衡紊乱等, 
使胃黏膜微循环障碍, 产生缺血缺氧, 引起胃黏

膜广泛充血、水肿、糜烂、出血, 甚至于产生

溃疡.

2  临床表现

2.1 食道 大多数患者无食道症状, 为亚临床表患者无食道症状, 为亚临床表无食道症状, 为亚临床表

现. 有症状者, 与食道动力障碍有关, 通常表现

为: 胸骨后不适、返酸、嗳气, 更有甚者发生吞

咽困难. 
2.2 胃 (1)糖尿病性胃轻瘫: 1/3左右的糖尿病患

者出现胃轻瘫, 老年糖尿病患者发病率更高, 可
达70%左右, 主要表现为胃动力障碍、排空延

迟所致的上腹胀、早饱、嗳气或模糊不清的上

腹不适感, 严重者出现恶心、呕吐, 表现为胃潴

留、胃扩张等. Jones et al研究发现, 上腹饱胀感

与胃轻瘫明显相关, 且胃排空延迟女性患者明

显高于男性[6]. (2)应激性溃疡: 在应激状态下(如
感染、创伤、手术等), 患者因胃黏膜缺血、血黏膜缺血、血膜缺血、血

流量下降、胃黏膜黏液分泌下降、上皮更新速黏膜黏液分泌下降、上皮更新速膜黏液分泌下降、上皮更新速

度减慢、前列腺素生成减少、胃酸作用可导致

上腹痛、呕吐咖啡色液体、黑便并伴有头晕、

乏力出汗、口干等失血表现, 更有甚者发生失

血性休克. (3)消化性溃疡: 在糖尿病患者中, 可患者中, 可中, 可
发生消化性溃疡, 主要为胃溃疡, 十二指肠发生

率低, 这可能与低胃酸分泌有关. 
2.3 肠道 (1)糖尿病性腹泻: 糖尿病性腹泻主要与

糖尿病所致内脏植物神经变性有关, 也可因小

肠内细菌异常繁殖所致. 多表现为间歇性水样

泻或脂肪泻, 有时腹泻与便秘交替出现, 也可表

现为顽固性水样泻, 往往无明显诱因且以夜间

多发. 大多数患者伴有周围神经性病变(包括肌

张力下降、腱反射减弱、四肢末梢感觉异常等)



www.wjgnet.com

2870                     ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志       200�年10月1�日     第14卷     第29期

 和自主神经病变(瞳孔对光反射减弱、多汗、尿

潴留、大便失禁等), 多发生于长期胰岛素依赖

型糖尿病患者, 且血糖控制不良者. (2)糖尿病性患者, 且血糖控制不良者. (2)糖尿病性, 且血糖控制不良者. (2)糖尿病性

便秘: 糖尿病性便秘是糖尿病患者中常见的消

化道症状之一, 约2/3的糖尿病患者有便秘史, 糖
尿病并发广泛神经病变患者便秘发生率约90%, 
主要因结肠动力障碍所致, 有的患者表现为结

肠扩张, 甚至肠梗阻[4].

3  诊断与鉴别诊断

诊断原则: 有明确的糖尿病病史, 需除外胃肠

道自身的器质性病变、其他系统疾病和药物反

应、精神因素等影响. (1)食道运动障碍: 通过食

道测压确诊并需胸部X线或CT、食道吞钡或胃

镜检查除外食道本身及其周围占位性病变或者

器质性病变, 如食道炎、食道癌、纵隔肿瘤等. 
(2)胃轻瘫: 双核素固体和液体食物排空时间检

查被认为是诊断本病的金标准[7], 有报道B超和

胃肠电图也可作出诊断, 但首先需上消化道钡

餐或胃镜等检查排外消化道器质性病变和其他

全身性疾病. (3)应激性溃疡和消化性溃疡: 均须

通过胃镜检查确诊. 应激性溃疡镜下表现为: 胃
窦或胃角充血、水肿糜烂、出血, 消化性溃疡

应注意与胃癌、胃淋巴瘤等相鉴别. (4)糖尿病

性腹泻: 因糖尿病性腹泻无特异性, 故诊断需除

外其他原因所致, 如肠源性、胰源性、肝胆源

性和其他全身性疾病, 必要时小肠镜或胶囊内

镜检查除外小肠病变. (5)糖尿病性便秘: 诊断为

排除性, 钡灌肠、肠镜除外结肠器质性病变如

克罗恩病、结肠炎、结肠癌等后方可确诊[8].

4  治疗

原则: 由于糖尿病胃肠病变的发生与血糖控制

不良、微循环病变、自主神经变性等密切相关, 
故治疗上需考虑: 积极控制血糖, 改善微循环, 
控制和改善内脏神经病变. 
4.1 食道运动障碍 (1)积极控制血糖. (2)饮食治

疗: 采用低脂低糖高纤维素饮食. (3)药物治疗: 
上腹烧灼感者, 可加用抗酸剂(H2受体抑制剂或

质子泵抑制剂); 上腹饱胀感者, 可加用胃动力药

(如吗丁啉等), 若并发有霉菌感染需加用抗霉菌

药等. 
4.2 胃轻瘫 (1)控制血糖. (2)饮食治疗. (3)营养

神经: B族维生素、肌醇片等. (4)对症治疗: 中
枢和外周多巴胺受体拮抗剂, 胃复安, 一般采用

10-20 mg, tid; 吗丁啉, 常用剂量10-20 mg, tid. 

胃动素受体激动剂, 一般采用红霉素, 200 mg, 
qd. (5)呕吐剧烈伴有脱水患者, 应积极纠正水电

解质平衡. (6)幽门螺杆菌根除治疗: 一般采用质

子泵抑制剂加甲硝唑、阿莫西林和克拉霉素等

3种抗生素中的任意2种组成三联方案的1 wk疗
法, 青霉素过敏者, 采用不选用阿莫西林的三联

方案, 根治失败者, 可加用铋制剂等组成四联用

药方案. (7)手术: Watkins et al发现胃切除术能明

显缓解糖尿病胃轻瘫所致的难治性呕吐且无

反弹[9]. 
4.3 应急性溃疡 积极去除诱因, 加用抗酸类针剂

药物(H2受体抑制剂或质子泵抑制剂), 病情严

重者, 应禁食、胃肠减压, 补液、输血等抗休克

治疗. 
4.4 消化性溃疡 治疗以抑酸、保护胃黏膜为主, 
有饱胀者, 加用胃动力药(吗丁啉), 幽门螺杆菌

阳性者, 需根除治疗: 一般采用质子泵抑制剂加

甲硝唑、阿莫西林和克拉霉素等3种抗生素中

的任意两种组成三联方案的2 wk疗法, 青霉素过

敏者, 采用不选用阿莫西林的三联方案, 根治失

败者, 可加用铋制剂等组成四联用药方案. 
4.5 糖尿病性腹泻 除积极控制血糖、营养神

经、饮食治疗外, 并发感染者需加用抗生素, 一
般选用抗革兰氏阴性菌和厌氧菌类药物, 如青

霉素、甲硝唑等. 其他药物治疗包括: 思密达, 
得每通胶囊, 消胆胺, 生长抑素等. 
4.6 糖尿病性便秘 高纤维素饮食配合促动力药

(西沙比利等)以及改善大便性状类药物(福松等)
进行治疗, 效果欠佳和顽固性便秘者可结合直

肠电生理反馈治疗.

5  预防

糖尿病胃肠病变患者应积极进行二级和三级预

防, 在积极控制血糖的情况下, 尽量避免诱发因

素, 如感染、外伤等, 同时患者应在医生的指导

下合理饮食、用药、控制体质量等, 以有效控

制疾病进展.
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中国中西医结合学会第九次全国中西医结合
影像学术交流大会

本刊讯 兹定于2007-05-10/14, 在泰安市泰山饭店召开中国中西医结合学会影像学专业委员会第九次学术会

议暨全国中西医结合影像诊断与研究学习班. 欢迎相关领域研究人员、医师与会交流经验. 现将有关征文事项

通知如下:

1 征文内容及类别

大会征集内容包括: (1)中西医结合影像学的基础与临床应用研究; (2)影像学(包括X线、CT、MRI、USG及核

素等)的临床应用; (3)介入技术的临床应用; (4)其他传统医学, 如针灸等方面的影像学研究及有关信息的交流; 

(5)影像学最新进展介绍及有关信息的发布. 文章内容可涉及: 有创新意义的实验研究、临床论著、综述、技

术交流、经验介绍及临床病例报告、短篇、个案等.

2 征文要求

来稿请寄3000字左右全文及300字左右摘要各一份, 统一用A4纸打印并附3.5寸Word文档软盘(发E-mail者可不

交软盘). 软盘文件名或E-mail的主题请注明“中西医影像学术会议征文”; 来稿必须附单位介绍信, 注明论文

作者署名无争议、不涉及保密、无一稿多投. 已在全国公开发行的刊物上发表的论文不再采用; 稿件请自留底

稿, 概不退稿.

3 联系方式及截止日期

山东省济南市文化西路42号《中国中西医结合影像学杂志》编辑部. 邮编: 250011; 电话: 0531-82950414-6689; 

E-mail: yxbjb@163.com; 1jb@sdzydfy.com. 2006-12-30截止收稿, 以当地邮戳为准.

    

4 其他

大会同期将举办国家级继续教育项目: 中国中西医结合影像学诊断与研究学习班. 届时将邀请国内知名专家前

来讲学, 并授予国家级继续教育学分.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年10月18日; 14(29): 2872-2875
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

研究快报 RAPID COMMUNICATION

不同给药途径对大鼠溃疡性结肠炎结肠黏膜EGF表达的
影响

王雪茜, 王新月, 杨莉莉

王雪茜, 王新月, 杨莉莉, 北京中医药大学东直门医院 北京
市 100700 
国家自然科学基金资助项目, No. 30572390
国家中医药管理局中医药科学技术研究基金资助项目, 国中
医药科02-03GP03
通���������������� 王新月, 100700, 北京市东城区海运仓5号, 北京中医
药大学东直门医院. wxy6687@sina.com
电话: 010-84013361
收稿日期: �006-05-1����� ��日期: �006-06-30: �006-05-1����� ��日期: �006-06-30�006-05-1�����    ��日期: �006-06-30: �006-06-30�006-06-30

Effects of different 
administration approaches 
on expression of epidermal 
growth factor after in rats with 
ulcerative colitis 

Xue-Qian Wang, Xin-Yue Wang, Li-Li Yang

Xue-Qian Wang, Xin-Yue Wang, Li-Li Yang, Dongzhi-
men Hospital affiliated to Beijing University of Traditional 
Chinese Medicine, Beijing 100700, China
Supported by National Natural Science Foundation of 
China, No. 30572390, and State Administration of Chinese 
Medicine Science and Technology Foundation of China, 
National Chinese Medicine Department 02-03GP03
Correspondence to: Dr. Xin-Yue Wang, Dongzhimen 
Hospital affiliated to Beijing University of Traditional Chi-
nese Medicine, 5 Haiyuncang, Dongcheng District, Beijing 
100700, China. wxy6687@sina.com
Received: 2006-05-19    Accepted: 2006-06-30 

Abstract
AIM: To observe the effects of Kui Jieyin given 
in different ways on the expression of mucosal 
epidermal growth factor (EGF) in the rectum 
and colon of rats with ulcerative colitis (UC), 
and explore a better method for the treatment of 
UC.

METHODS: The UC rat model was induced by 
intermixture of TNBS and ethanol. All the rats 
were divided into 5 groups. Normal group (n 
= 15) and model group (n = 15) were given dis-
tilled water. The rest rats were intragastrically 
administered with olsalazine sodium (group A) 
or Kui Jieyin (group B), or treated with Kui Jieyin 
enema (group C). Then the expression of rectal 
and colonic mucosal EGF was detected by im-

munohisthchemical staining..

RESULTS: After drugs interference, the ex-
pression of colonic mucosal EGF in UC was 
increased, especially in group B and C. For the 
active UC, the expression of EGF was higher in 
group B than that in group C (no significance) or 
A (0.312 ± 0.160 vs 0.217 ± 0.052, P < 0.05). The 
drugs had no marked effect on the UC in the 
middle stage. For the late-stage UC, expression 
of EGF was significantly increased in group B 
and C. Furthermore, there was notable differ-
ence between group C and B (0.372 ± 0.132 vs 
0.307 ± 0.101, P < 0.05).

CONCLUSION: Intragastric administration of 
Kui Jieyin is superior in the acute stage of UC, 
while Kui Jieyin clyster has constant effect from 
the beginning to the end of this disease. Combi-
nation of these two approaches may accelerate 
the concrescence of ulcer.

Key Words: Kui Jieyin ; Epidermal growth factor; Ul-
cerative colitis; Rats

Wang XQ, Wang XY, Yang LL. Effects of different 
administration approaches on expression of epidermal 
growth factor after in rats with ulcerative colitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(29):2872-2875

摘要
目的: 观察中药溃结饮不同给药途径对大鼠
溃疡性结肠炎结肠黏膜EGF表达水平的影响, 
揭示口服与灌肠给药结肠黏膜修复的作用特
点, 获得指导合理选择用药途径, 制定综合治
疗方案的理论和实验依据. 

方法: 采用TNBS/乙醇法造模, 将大鼠随机分
为5组, 正常组和模型组蒸馏水灌胃, 其余分别
为奥沙拉秦钠灌胃组, 溃结饮灌胃组和灌肠
组. 采用免疫组化方法及图像分析测定不同给
药途径下, 结肠黏膜表皮生长因子(EGF)表达
的动态变化. 

结果: 药物干预后大鼠溃疡性结肠炎结肠黏

®

■背景资料
溃疡性结肠炎被
世界卫生组织列
为现代难治性疾
病之一, 是中医消
化胃肠领域所关
注的热点. 目前中
医药对本病的研
究主要集中在经
方验方的疗效方
面, 少数研究应用
现代方法技术探
讨了单独药物或
方剂的治疗机制, 
鲜有报道把关注
热点集中在给药
途径的比较上. 
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膜EGF表达含量增加, 溃结饮治疗组别优势明
显. 急性期溃结饮灌胃后EGF表达量超过溃结
饮灌肠组和奥沙拉秦钠组, 与灌肠组比较无统
计学意义, 与奥沙拉秦钠组比较差异有显著性
(0.312±0.160 vs  0.217±0.052, P <0.05). 病程
中期药物干预作用不明显. 后期中药溃结饮
无论在灌胃还是在灌肠方面都显示出其增加
黏膜EGF含量的优势, 且溃结饮灌肠组优于溃
结饮灌胃组, 两者比较差异有显著性(0.372±
0.132 vs  0.307±0.101, P <0.05).

结论: 溃结饮灌胃起效快, 急性期占一定优
势; 溃结饮灌肠起效较慢, 从开始发挥作用直
至病程末期都能良好促进黏膜修复. 联合应用
两种给药方法, 急性期和中后期分别以口服和
灌肠为主治疗本病, 可能会有效缩短黏膜修复
时间, 加快溃疡愈合.

关键词�� 溃结饮; 表皮生长因子; 溃疡性结肠炎; 大鼠
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)以腹痛、腹

泻、黏液脓血便、里急后重为主要临床表现, 
被世界卫生组织列为现代难治性疾病之一, 是
当前中医消化胃肠领域所关注的热点. 临床治

疗UC的途径与方法多样, 主要以口服、灌肠及

口服灌肠相结合为主. 究竟口服和灌肠治疗哪

一种方式更有利于溃疡的愈合和疾病的康复尚

无深入研究. 溃结饮为田德禄老师临床治疗UC
的经验方之一[1], 主要组成有黄柏、苦参、炮

姜、肉桂粉、三七粉等, 疗效确切. 本实验通过

比较中药溃结饮不同给药途径及西药奥沙拉秦

钠对UC大鼠结肠黏膜EGF表达水平的影响, 揭
示在口服与灌肠给药在黏膜修复方面的作用特

点. 获得合理选择UC用药途径和制定综合治疗

方案的指导理论和实验依据. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  清洁级健康♂ S D大鼠 ,  体质量

180-220 g, 购于北京维通利华实验动物技术有

限公司, 动物合格证号SCXK京2002-0003; 奥沙

拉秦钠胶囊由天津力生制药股份有限公司生产, 
配置成水溶液(24 g/L). 溃结饮由黄柏、苦参、

炮姜、肉桂粉、三七粉等组成, 生药量1264 g/L

用于灌胃, 生药量2528 g/L用于灌肠. 2, 4, 6-三硝

基苯磺酸(TNBS)由Sigma公司生产. 乌拉坦(氨
基甲酸乙酯), 购于恒业中远化工有限公司. EGF
兔抗鼠一抗和即用型SABC实剂盒, 购于武汉博

士德生物工程有限公司; Shandon全自动石蜡切

片机, Shandon半自动石蜡包埋机, Nikon显微照

相系统, Image-Pro Plus 4.1图像分析系统.
1.2 方法 将清洁级健康SD大鼠135只禁食36 h, 
然后随机抽取120只用200 g/L乌拉坦(5 mL/kg)
麻醉后, 用50 g/L TNBS与500 mL/L乙醇12∶5比
例混合的复合物于结肠肛门以上8-10 cm处注射

(其中TNBS 120 mg/kg), 见黏液脓血便则造模成

功; 造模后的动物随机分为模型组、奥沙拉秦

钠组、溃结饮灌胃组和溃结饮灌肠组, 每组30
只, 进行药物干预(各组给药量为体质量50 kg成
年人用量的8倍). 另设正常组15只作为对照. 正
常组和模型组每天以蒸馏水灌胃一次(10 mL/kg); 
奥沙拉秦钠对照组每天以奥沙拉秦钠混悬液灌

胃一次(0.24 g/kg); 溃结饮灌胃组每天以溃结饮

灌胃一次(12.64 g/kg); 溃结饮灌肠组每天以溃结

饮灌肠一次(12.64 g/kg), 疗程共4 wk; 实验动物

每次取材前禁食不禁水24 h, 模型组、奥沙拉秦

钠组、溃结饮灌胃组、溃结饮灌肠组分别于造

模后1, 2, 4 wk各组随机抽取10只大鼠, 正常组于

同一时间随机抽取5只, 以200 g/L乌拉坦(4 mL/kg)
腹腔麻醉后, 剖腹取结肠上距肛门8-10 cm处组

织1-2 cm, 用生理盐水冲洗干净后, 置于40 g/L
甲醛中固定, 之后制作6 μm厚切片, 进行标准

免疫组化染色操作. Nikon显微照相系统观察病

理改变、阳性颗粒着色情况, 继而用Image-Pro 
Plus 4.1图像分析系统统计比较结肠黏膜EGF阳
性染色颗粒的吸光度(A ).

2  结果

2.1 不同给药途径对大鼠U C模型结肠组织中

EGF阳性染色颗粒吸光度值(A )的影响 第1周除

模型组外3个药物干预组结肠黏膜EGF阳性染色

颗粒吸光度值均显著增加, 奥沙拉秦钠组增加

量低于溃结饮灌胃组和溃结饮灌肠组, 且溃结

饮灌胃组与奥沙拉秦钠组比较(0.312±0.160 vs  
0.217±0.052, P <0.05), 差异有显著性. 中药不同

给药途径下无显著差异. 第2周模型组EGF阳性

染色颗粒吸光度值(A )有所升高, 表明随病情发

展大鼠自体修复机制启动. 这一时期各药物干

预组别EGF阳性染色颗粒吸光度值均小于模型

组, 其中溃结饮灌胃组EGF含量升高小于奥沙

■应用要点
由于临床治疗UC
以口服、灌肠及
口服灌肠相结合
的 用 药 方 式 为
主. 所以从不同给
药途径差异的角
度探讨口服和灌
肠治疗哪一种方
式更有利于溃疡
的愈合和疾病的
康复有十分重要
的理论和临床意
义. 本实验通过比
较中药溃结饮不
同给药途径及西
药奥沙拉秦钠对
UC大鼠结肠黏膜
EGF表达水平的
影响, 揭示在口服
与灌肠给药在黏
膜修复方面的作
用特点. 希望获得
合理选择UC用药
途径和制定综合
治疗方案的指导
理论和实验依据.
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拉秦钠组, 差异有显著性. 溃结饮灌肠组EGF阳
性染色颗粒吸光度值降低不明显, 溃结饮灌胃

组较灌肠组降低明显(0.184±0.041 vs  0.254±
0.090, P <0.05). 第4周无论溃结饮灌胃还是灌肠

都明显促进了结肠黏膜EGF的表达使EGF阳性

染色颗粒吸光度值(A )有所增高, 中药干预组与

模型组和奥沙拉秦钠组比较都有显著差异, P值

分别小于0.05和0.001. 溃结饮灌肠组EGF阳性染

色颗粒吸光度值高于溃结饮灌胃组, 两者比较

(0.372±0.132 vs  0.307±0.101, P≤0.05), 差异有

显著性(表1). 
2.2 EGF在大鼠UC结肠黏膜的表达部位 急性期

正常组黏膜下层及血管内皮可见散在EGF弱阳

性表达, 黏膜上皮、腺体和基层未见阳性棕黄

色颗粒. 模型组肉芽组织表层、浅层和深层均

可见稀疏的强阳性EGF表达颗粒, 肉芽组织间隙

和溃疡周边结肠黏膜可见强阳性较密集的棕黄

色. 奥沙拉秦钠组溃疡肉芽组织表层和浅层可

见比较密集的强阳性EGF表达颗粒, 肉芽组织深

层和血管内皮有少量阳性EGF颗粒. 溃结饮灌胃

组肉芽和瘢痕组织深部EGF大量密集的表达. 少
量毛细血管内皮细胞上也有EGF颗粒的弱阳性

表达. 溃结饮灌肠组肉芽组织浅层和深层可见

EGF颗粒的强阳性表达. 中期正常组和模型组

EGF表达部位与急性期相同. 奥沙拉秦钠组溃疡

肉芽组织表层至深层可见较多的强阳性EGF表
达颗粒. 溃结饮灌胃组结肠黏膜表面和肉芽组

织深层可见稀疏的强阳性棕黄色EGF表达颗粒, 
血管内皮细胞上也可见少量阳性EGF颗粒. 溃结

饮灌肠组黏膜下层、肉芽组织深层和血管内皮

细胞上可见较密集的EGF颗粒的强阳性表达. 后
期正常组结肠黏膜表面可见散在的EGF弱阳性

表达颗粒. 模型组黏膜表面及下层可见稀疏的

强阳性EGF颗粒表达, 以白细胞胞质中表达为质中表达为中表达为

多. 奥沙拉秦钠组黏膜表层可见少量棕黄色EGF
阳性颗粒表达. 溃结饮灌胃组EGF集中在肉芽组

织间隙及深层. 溃结饮灌肠组黏膜下层、肉芽

组织深层及重建中的黏膜组织中强阳性深染的

EGF颗粒大量、集中的表达在成纤维细胞、纤

维母细胞和白细胞胞质中. 血管内皮细胞上也

可见少量阳性表达. 高倍镜下可见EGF颗粒主要

表达在白细胞、纤维母细胞和部分成纤维细胞

胞质中呈棕黄色深染的EGF阳性颗粒.质中呈棕黄色深染的EGF阳性颗粒.中呈棕黄色深染的EGF阳性颗粒.

3  讨论

EGF由53个氨基酸残基组成, 相对分子质量为6
×103 kDa, 其与受体EGFR结合后对创伤愈合、

细胞的增殖分化及肿瘤的发生起到重要作用. 
EGF可以促进上皮细胞、间质细胞的生长, 增
加黏膜细胞DNA, RNA和蛋白质合成, 增加黏膜

血流, 促进黏液分泌, 刺激组织生长修复, 保护

胃肠黏膜, 因此许多学者将其应用到UC的研究

领域上. 研究发现, EGF腔内应用可诱导小肠黏

液泌杯状细胞分泌黏液, 保护鼠肠黏膜免受油

酸诱导的损伤[2], 从而维持了结肠黏膜的健康完

整. Mazumdar et al [3]对小鼠UC模型采用EGF体
内注射方法治疗, 结果发现, 结肠溃疡与炎症明

显减轻. 此外, Sinha et al [4]通过实验证实, EGF灌
肠能够有效治疗活动性左侧UC. 所以, EGF的黏

膜保护和组织修复作用是有依据的, 他能促进

黏膜细胞增殖和再生, 减轻炎症损伤, 加快溃疡

愈合. 本研究中我们通过观察EGF阳性染色颗粒

吸光度值来了解EGF的表达情况, 结果发现不同

药物不同给药途径下结肠黏膜EGF的表达有一

定差异. 首先, 中药溃结饮促进结肠黏膜修复的

能力优于西药奥沙拉秦钠. 实验第1周造模各组

结肠黏膜的EGF表达含量均有所增加, 其中, 模
型组EGF的增多, 与正常组比较并无统计学意

义, 可能由大鼠自身修复能力所诱导, 相比之下

3个给药组结肠黏膜EGF表达增加明显; 且溃结

饮灌胃组EGF表达高于奥沙拉秦钠组. 说明中

药组促进黏膜细胞增殖再生, 加快溃疡愈合速

表 1 不同给药途径对UC大鼠模型结肠组织中EGF阳性染色颗粒吸光度值(A )的影响(mean±SD)

     
分组                     n          第1周                               第2周                第4周

正常                   5 0.106±0.018     0.101±0.013        0.101±0.011

模型                 10 0.181±0.043     0.�70±0.0����������b        0.�1�±0.103a

奥沙拉秦钠 10 0.�17±0.05�a     0.�1�����±0.0������bc        0.1�����6±0.075a

溃结饮灌肠               10 0.�65±0.0�����0bc     0.�54±0.0�����0be        0.37�±0.13�acde

溃结饮灌胃 10 0.31�±0.160bc     0.184±0.041ac        0.307±0.101acd

aP<0.05, bP<0.001 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组; dP<0.001 vs  奥沙拉秦钠组; eP<0.05 vs  溃结饮灌胃组.
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度的能力优于西药奥沙拉秦钠. 第2周给药各组

EGF升高幅度有所下降, 模型组EGF表达量却显

著增加. 这是因为第1周中相对较好的修复作用

使3个给药组别的炎症已得到一定程度的控制. 
而模型组此期其相对病变较重激发产生EGF过
量表达而造成的. 第4周中药溃结饮治疗各组结

肠黏膜EGF表达含量有所回升, 奥沙拉秦钠组该

指标与中期相比变化不大. 溃结饮灌胃和灌肠

组EGF表达含量都显著高于奥沙拉秦钠组和模

型组. 这说明, 炎症后期中药溃结饮各组对破损

结肠黏膜的修复能力仍优于奥沙拉秦钠组. 由
上述结果可以推测, 中药溃结饮在病程急性期

和后期均能显著增加损伤结肠黏膜EGF的表达, 
从而行使EGF促进上皮细胞、间质细胞生长, 增
加黏膜细胞DNA, RNA和蛋白质合成, 增加黏膜

血流, 促进黏液分泌, 刺激组织生长修复的功能, 
在这一点上优于西药奥沙拉秦钠. 其次, 中药不

同给药途径对结肠黏膜EGF表达含量影响不同. 
急性期溃结饮灌胃组与溃结饮灌肠组结肠黏膜

EGF在表达含量上没有明显差异, 其中溃结饮灌

胃增加EGF表达的能力显著优于奥沙拉秦钠, 溃
结饮灌肠组却与奥沙拉秦钠组无显著差异. 所
以急性期溃结饮灌胃促进细胞增长和组织修复

的效果略好于溃结饮灌肠. 第2周以后不同给药

途径的作用差异逐渐明显, 不论是第2周末还是

第4周末的实验结果都表明, 溃结饮灌肠促进结

肠黏膜EGF表达的作用更为突出, 优于溃结饮

灌胃组. 因此, 不同给药途径作用于损伤肠黏膜

EGF表达这一环节的作用是交叉的, 他们的起效

时间点有一定差别. 溃结饮灌胃起效较早, 而且

急性期效果占一定优势; 溃结饮灌肠起效较晚, 
但从其作用开始发挥直至病程末期良好的促黏

膜修复作用一直维持在较高水平. 由此可见联

合应用两种给药方法, 并在病程急性期和中后

期分别以口服和灌肠为主治疗本病, 可能会得

到更好的效果, 更有效缩短黏膜修复时间, 加快

溃疡愈合. 此实验结果与本课题另一实验内容

中药溃结饮不同给药途径对大鼠UC血清IFN-γ, 
IL-4浓度和IFN-γ/IL-4比值的影响结果是一致的, 
起到了相互印证的作用. 
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Abstract
AIM: To detect the level of lept in in the 
nonalcohic fatty liver of rats and the preventive 
effects of Salvia miltiorrhiza (SM) injection.

METHODS: Male Sprague Dawley rats were 
selected randomly and given a fat-rich diet for 
8 wk. The rats with fatty livers were randomly 
divided into model group, high-dose SM group, 
low-dose SM group and reduced glutathione 
control group. The serum level of leptin was de-
tected by radioimmunoassay (RIA). The patho-
logical changes in rat livers were observed..

RESULTS: The index of rat nonalcohic fatty 
liver was significantly higher than that in nor-

mal rats (3.09% ± 0.24% vs 2.63% ± 0.19%, t = 4.61, 
P = 0.00), while the level of leptin was markedly 
lower than that in normal rats (1.83 ± 0.44 μg/L 
vs 3.04 ± 0.55 μg/L, t = 5.08, P = 0.00). The level 
of leptin was dramatically elevated while the fat 
accumulation area in rat livers was decreased 
after high-dose SM injection as compared with 
that in model rats (leptin: 2.29 ± 0.46 μg/L vs 1.83 
± 0.44 μg/L, t = 2.33, P = 0.03; area: 1.45 ± 0.93 vs 
2.40 ± 0.70, t = 2.60, P = 0.02).

CONCLUSION: SM injection can improve fat 
metabolism by increasing the level of leptin.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver; Leptin; Salvia 
miltiorrhiza injection; Rats

Huang MZ, Sun LW, Fu ZC, Zhu SJ, Wang ZW, Ren XH, 
Chen ZJ. Level of leptin in nonalcohic fatty liver of rats 
and preventive effects of Salvia miltiorrhiza injection. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(29):2876-2879

摘要
目的: 探讨脂肪肝大鼠瘦素水平的变化及丹
参注射液的影响. 

方法: ♂SD大鼠随机分为5组, 其中1组为正常
组, 服用普通饲料, ip生理盐水; 余4组用高脂
饲料建立脂肪肝模型后, 随机分为模型组、大
剂量治疗组、小剂量治疗组、对照组, 分别ip
生理盐水、大、小剂量丹参注射液、古拉啶
溶液. 8 wk后取血处死大鼠, 测定血清瘦素等, 
观察脂肪肝病理变化. 

结果: 脂肪肝模型大鼠肝指数较正常组升高
(3.09%±0.24% vs  2.63%±0.19%, t  = 4.61, P  
= 0.00), 而血清瘦素水平较正常组低下(1.83
±0.44 μg/L vs  3.04±0.55 μg/L, t  = 5.08, P  = 
0.00), 大剂量丹参注射液提高模型组大鼠血
清瘦素水平(2.29±0.46 μg/L vs  1.83±0.44 μg/
L, t  = 2.33, P  = 0.03). 大剂量丹参治疗后脂肪
肝大鼠肝组织脂肪沉者面积减少(1.45±0.93 
vs  2.40±0.70, t  = 2.60, P  = 0.02).

结论: 丹参注射液改善脂肪代谢可能通过提
高瘦素水平而实现.

®

■背景资料
大 部 分 临 床 和
实 验 研 究 显 示 , 
Lept in在非酒精
性脂肪性肝、非
酒精性脂肪性肝
炎、肝纤维化中
表达升高. 祖国医
学认为脂肪肝由
于长期过食肥甘
酒酪之物, 长久内
伤 七 情 ,  肝 病 之
后, 造成肝胆疏泄
失调 ,  脾失健运 , 
痰湿瘀浊停积胶
着于肝, 致使肝络
阻滞而发病. 活血
祛瘀是基本法则.
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0  引言

随着经济的发展和生活水平的提高, 非酒精性

脂肪肝(nonalcoholic fatty liver, NAFL)的发病

率在发达国家乃至发展中国家均达到相当高的

水平. 脂肪肝与其他慢性肝病一样可通过细胞

因子、肝星状细胞的激活机制进展为脂肪性肝

炎、肝纤维化, 是隐源性肝硬化的重要原因. 一
旦发展为肝硬化, 其预后与一般的门脉性肝硬

化相同[1]. 脂质代谢异常是脂肪肝发生、发展的

主要特征. NAFL除饮食控制、体育锻炼外, 发
展到一定程度需要药物治疗, 相比于西药, 中医

中药治疗具有明显优势. 根据脂肪肝多有血瘀

的特点, 本实验选择具有活血祛瘀的丹参注射

液, 从NAFL的瘦素(leptin)水平进行实验研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 S D大鼠60只 ,  ♂ ,  清洁级 ,  体质量

180-220 g. 由浙江省实验动物中心提供, 大鼠分

笼喂养. 大鼠正常喂养1 wk后随机分为5组. 胆固

醇为河南郑州生物技术有限公司产品, 胆盐为

杭州微生物试剂厂产品. 丹参注射液由正大青

春宝药业有限公司提供, 注射用还原型谷胱甘

肽钠由积华药业有限公司提供, 瘦素试剂盒购

自北方生物技术研究所.
1.2 方法 

1.2.1 造模方法 造模方法参考文献[2]. 第1组为

正常饮食对照组(正常组), 食普通饲料; 第2-5组
为脂肪肝组(食高脂饲料, 即基础饲料77.5%, 猪
油8%, 胆固醇4%, 胆盐0.5%, 蛋黄粉10%, 饲料

加工成粉末状有利于服用和吸收). 其中第2组为

高脂饮食组(模型组); 第3, 4组为丹参注射液治

疗大、小剂量治疗组(治疗组); 第5组为为还原

型谷胱甘肽对照组(对照组). 
1 .2 .2  给药方法  治疗组大鼠每天丹参注射液

3.3 mL/kg ip(用生理盐水稀释至5 mL, 按5 mL/
kg注射, 以成人60 kg用20 mL计算, 剂量相当于

成人20倍)、1.65 mL/kg ip(用生理盐水稀释至

5 mL, 按5 mL/kg注射, 剂量相当于成人10倍); 
对照组每天还原型谷胱甘肽溶液10 mL/kg ip 
(0.2 g溶于5 mL生理盐水, 按5 mL/kg注射, 以成

人60 kg用1.2 g计算, 剂量相当于成人20倍); 正
常组和模型组ip等量生理盐水, 连续8 wk. 
1.2.3 观察指标及测定方法 实验期间每周称体

质量1次, 观察食欲行为、粪便、毛发及动物死

亡情况. 第8周后各大鼠禁食不禁水16 h, 腹腔动

脉取血, 按常规制备血清, 处死大鼠, 取出肝脏, 
观察肝脏外观, 称湿质量, 在同一部位剪取肝脏, 
用40 g/L的甲醛固定, 观察病理变化. 放射免疫

法测定血清leptin, 按试剂盒规范操作. 脂肪肝变

性程度参考文献[3], 肝小叶内脂肪沉着判断标

准见表1.
统计学处理 应用SPSS 10.0统计软件包进行

统计, 计量资料mean±SD表示, 各组间均数的比

较采用t检验.

2  结果

2.1 一般情况 实验期间各组大鼠活动度及毛发

变化不大, 大便正常. 实验结束有效动物数分别

为10, 10, 11, 11, 8只. 高脂饮食大鼠第3周开始体

质量上升较正常组大鼠缓慢而实验结束肝湿质

量增加. 肉眼观正常组肝表面颜色普遍暗红, 色
泽鲜亮, 中等硬度, 切面略有颗粒感, 无油腻感. 
模型组大鼠多数肝脏表面颜色发黄, 肝脏体积

明显增大, 包膜紧张, 部分肝脏呈奶黄色, 切面

油腻, 有油滴, 无颗粒感. 大剂量治疗组大鼠肝

脏较正常组偏大, 大部分颜色红润, 个别淡黄色, 
切面略有颗粒感, 无油腻感. 小剂量治疗组和对

照组大鼠部分肝脏肥厚, 红黄相间, 个别大鼠切

面油腻, 有油滴. 肝湿质量及肝指数(肝湿质量

/体质量×100%)变化见表2. 
2.2 各组大鼠血清leptin变化 实验结果显示, 各
脂肪肝大鼠血清 l e p t i n水平反较正常组低下

(P <0.05), 模型组下降更明显(P <0.01), 用大剂量

药物治疗后血清leptin水平提高(P <0.05), 具体见

表2.  
2.3 各组大鼠肝组织病理变化 镜下见肝小叶基

本清楚, 中央静脉明显. 肝细胞脂肪变出现在小

叶周围. 脂肪空泡可分为中小两种, 少见大泡. 

表 1 肝小叶内脂肪沉着判断标准

     
结果       计分         肝小叶内含脂滴细胞数/总细胞数比值

-              0                                 偶见或无

+              1                                 <1/3

++            2                                1/3-2/3

+++          3                                >2/3

■应用要点
本实验结果提示
leptin在非酒精性
脂肪性肝中表达
低下, 中药丹参注
射液有提高leptin
的作用, 这为我们
对瘦素的认识和
中药的应用提供
了新的内容.
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肝细胞因脂肪变而肿大, 同时也由于肝细胞水

肿(与脂肪空泡同时出现于同一肝细胞)而呈空

泡状, 肝血窦常狭窄、闭塞. 汇管区常见少量炎

症细胞浸润, 主要为单核和淋巴细胞. 小叶内炎

症细胞不多见, 主要也为单核和淋巴细胞, 罕见

有中性白细胞. 肝细胞内有坏死灶出现, 多少不

一, 量少者常可看到正常肝血窦. 结果提示模型

组肝脂肪沉着面积明显, 大剂量丹参治疗后沉

着面积减少(表2).

3  讨论

正常肝脏的脂质含量为4%-7%, 其中甘油三酯

占一半. 当某些致病因子使这种调控系统受损, 
输入肝脏的脂质及游离脂肪酸(free fatty acid, 
FFA)过多而肝脏脂蛋白合成代谢发生障碍, FFA
氧化又不足时, 脂肪就会在肝脏沉积, 发生脂肪

肝. leptin属于蛋白质激素, 主要由脂肪细胞产生, 
最初发现其参与机体代谢调节, 控制机体脂肪

量. leptin又称脂肪抑制素, 在正常机体中, 作为

减肥激素, 在保持体质量和体脂稳定方面起重

要作用. 但临床观察大部分显示leptin在NAFL、
肥胖、非酒精性脂肪性肝炎患者中血清水平升

高[4-6]; 少数文献报道leptin与人类非酒精性脂肪

性肝病、非酒精性脂肪性肝炎无关或低下[7-9]. 
动物实验均提示leptin在NAFL、肝纤维化、非

酒精性脂肪性肝炎中表达增高, 在促进炎症、

促进肝纤维化中起主要作用[10-12]. 本研究显示

leptin在NAFL大鼠模型中表达低下, 表2提示脂

肪肝模型大鼠虽然肝湿质量和肝指数上升, 但
总体质量并未升高, 反而较正常组降低, 这可能

由于脂肪肝大鼠因脂肪代谢紊乱, 营养物质吸

收利用障碍所致. leptin能利用脂肪, 若脂肪利用

障碍, 则易在局部堆积, 由于脂肪肝大鼠leptin水
平低下, 以致不能充分代谢脂肪, 出现肝指数升

高. 这可能为NAFL的预防、诊断和治疗提供新

的途径. 
祖国医学认为脂肪肝由于长期过食肥甘

酒酪之物, 长久内伤七情, 肝病之后, 造成肝

胆疏泄失调, 脾失健运, 痰湿瘀浊停积胶着于

肝, 致使肝络阻滞而发病. 活血祛瘀是基本法

则. 丹参为唇形科多年生草本植物丹参Sa lvia  
miltiorrhiza Bge.的根, 是活血化瘀的代表药. 实
验研究显示, 丹参具有抑制炎症反应, 减轻肝细

胞的变性坏死, 促进肝细胞的再生, 清除对肝脏

有害的自由基, 改善和加强肝脏的微循环, 增加

和加强肝内血管床的数量和质量, 减轻瘀血缺

血状态, 减低脂质的过氧化反应[13-15]. 还原型谷

胱甘肽为天然的活性物质, 为各种肝病治疗的

基础用药, 他可直接补充肝病患者内源性谷胱

甘肽的缺乏, 调节体内瘦素和肿瘤坏死因子等

表达, 防御动物脂肪性肝炎的肝损伤达[16-17]. 本
实验研究显示, 丹参注射液在降低肝指数、改

善脂肪沉着、提高瘦素水平方面优于还原型

谷胱甘肽. 丹参注射液改善症状可能通过提高

leptin水平、改善脂质代谢而实现. 
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Abstract
AIM: To study the expression of protein disulfide 
isomerase (PDI) in gastric mucosa infected with 
H pylori.

METHODS: Semi-quantitative reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot were used to examine the mRNA 
and protein expression of PDI, respectively, in 
human gastric mucosa with or without H pylori 
infection (n = 32 or 28).

RESULTS: The expression amounts of PDI 
mRNA and protein were 0.5704 ± 0.0794 and 
0.5198 ± 0.0379 in the mucosa without H pylori 
infection, which were significantly lower than 
those in the ones with H pylori infection (1.0642 
± 0.1533, 0.8252 ± 0.0321, P < 0.01)..

CONCLUSION: H pylori infection can increase 
the transcription of PDI mRNA and synthesis 
of PDI protein in gastric mucosa..

Key Words: Helicobacter pylori ; Protein disulfide iso-
merese

Wang MC, Guo JB, Liu MH, Fang WG, Li Y. Expression 
of protein disulfide isomerase in gastric mucosa infected 
with Helicobacter pylori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(29):2880-2882

摘要
目的: 了解蛋白质二硫键异构酶 (p r o t e i n 
d isu lf ide isomerase, PDI)在幽门螺杆菌(H 
pylori )感染人胃黏膜组织中的表达情况. 

方法: 分别应用半定量RT-PCR方法及Western 
blot方法检测感染(n  = 32)与未感染(n  = 28)H 
pylori的人胃黏膜组织中PDI mRNA及蛋白的
表达情况. 

结果: 未感染组PDI mRNA及蛋白表达量分
别为0.5704±0.0794, 0.5198±0.0379, 感染
组PDI mRNA及蛋白表达量分别为1.0642±
0.1533, 0.8252±0.0321; 两组相比差异显著
(P <0.01).

结论: 正常情况下胃黏膜组织有PDI mRNA
的表达及蛋白的合成, H pylori感染可使胃黏
膜增加PDI mRNA的表达及蛋白的合成.

关键词�� 幽门螺杆菌; 蛋白质二硫键异构酶
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0  引言

生物细胞在受热和其他许多损害因素如缺血、

缺氧、感染等作用后发生热休克反应, 可以抑

制一些正常蛋白质的合成, 同时启动一类新的

■背景资料
人胃黏膜感染幽
门螺杆菌后发生
热休克反应, 产生
许多热休克蛋白. 
蛋白质二硫键异
构酶为热休克蛋
白, 同时是内质网
分子伴侣家族重
要成员, 有关幽门
螺杆菌感染胃黏
膜后的热休克反
应中是否有蛋白
质二硫键异构酶
参与及其作用机
制如何尚未见研
究报道. 
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蛋白质合成基因-热休克蛋白基因, 合成热休克

蛋白(heat shock protein, HSP). 人胃黏膜感染幽

门螺杆菌(helicobacter pylori , H pylori )后同样可

发生热休克反应, 产生许多HSP. 蛋白质二硫键

异构酶(protein disulfide isomerase, PDI)为热休

克蛋白, 又是内质网分子伴侣家族重要成员, 作
为酶PDI可催化蛋白质分子中二硫键的形成, 作
为分子伴侣PDI在蛋白质的翻译及翻译后进行

的转运过程中起着重要作用. 有关H pylori感染

胃黏膜后的热休克反应中是否有PDI参与及其

作用如何尚未见研究报道. 本文以RT-PCR方法

及Western blot方法分别检测了H pylori感染后胃

黏膜组织中PDI mRNA及蛋白的表达状况. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃镜检查时将除外心脑血管、肝肾疾

病, 检查前2 wk未用抗生素及铋剂的患者列入

本实验. 于胃镜检查时取胃窦黏膜6块, 分别用于

快速尿素酶试验、Giemsa染色、RNA提取、蛋

白提取. 快速尿素酶试验、Giemsa染色同时阳性

为H pylori感染组, 共32例, 其中浅表性胃炎12例, 
胃溃疡10例, 十二指肠溃疡10例. 2项检测同时

阴性为H pylori未感染组, 共28例, 其中基本正常

胃黏膜10例, 浅表性胃炎8例, 胃溃疡5例, 十二指

肠溃疡5例. 所需试剂为TRIzol试剂, Gibco BRL; 
AMV逆转录酶, 5×buffer、RNAsin, Promega; 
Taq酶, dNTP, 10×buffer, MgCl2, Takara公司; 50×
TAE 琼脂糖, 上海生工生物制品公司; ECL试剂

盒, Amerham Phamarcia; 一抗、二抗分别为小鼠

抗羊PDI多克隆抗体, Santa Cruz; HRP标记羊抗

小鼠二抗, 中山公司.  
1.2 方法 
1.2.1 PDI mRNA表达的检测 胃镜下于胃窦大

弯、小弯各取黏膜1块, 置于预冷的装有200 μL 
TRIzol的EP管中, 用TRIzol试剂盒提取总RNA, 
用紫外分光光度计测定RNA的纯度及浓度, 两
步法RT-PCR扩增, 为校正逆转录效率及不同

样品间的差异, 以β-actin为内部参照物, 在同一

反应体系中与PDI同时扩增, 以定量PDI mRNA
的表达量, 与β-ac t in的比值作为校正后的PDI 
mRNA表达量. 反应条件: 94℃ 10 min后, 94℃
变性1 min、58℃复性45 s、72℃延伸45 s, 进
行30循环后, 72℃进行10 min延伸反应. 20 g/L
琼脂糖凝胶电泳后 ,  在紫外灯下确认电泳带 , 
PDI为478 bp, β-actin为750 bp. 在凝胶成像系

统分别扫描PDI与β-actin电泳带密度, 求出二者

比值, 即为PDI表达的相对水平.
1.2.2 PDI蛋白表达 胃镜检查时于胃窦大弯、小

弯各取黏膜1块, 裂解液中匀浆、低温离心, 考
马斯亮蓝法定量. 含15 μg蛋白的样品在80 g/L 
SDS-PAGE进行电泳, 半干转印仪至PVDF膜, 
将PVDF膜浸入封闭液中室温过夜, 加入用杂

交液按1∶1000稀释的一抗, 摇床上室温杂交

30 m in至2 h或过夜. 加入用杂交液按1∶5000
稀释的二抗, 摇床杂交30 min. 将ECL试剂盒内

的detection reagent 1与detection reagent 2等体

积混合后, 均匀滴在PVDF膜上, 固定于暗盒中, 
曝光、洗片. 电脑扫描, Kodak1D软件系统计算

PDI的密度值及β-actin的密度值, 二者比值作为

该样品PDI蛋白的表达量.
统计学处理 数据经SPSS 10.0软件t检验处

理, 以mean±SD表示, P <0.05为有显著差异.

2  结果

2.1 PDI mRNA表达的检测结果 H pylori阳性组

不同病变胃黏膜PDI mRNA表达量无差异, H 
pylori阴性组不同病变胃黏膜PDI mRNA表达量

无差异(表1). H pylori阳性组胃黏膜PDI mRNA

        

表 1 H pylori对不同胃黏膜组织PDI mRNA及蛋白表达的影响 (mean±SD)

基本正常胃黏膜
浅表胃炎(中-重度)
胃溃疡
十二指肠溃疡       

分组    
                                                               PDI mRNA                                                                     PDI蛋白

                                 n      H pylori 阳性              n        H pylori 阴性               n     H pylori 阳性           n     H pylori 阴性 

12   1.0683±0.1397
10   1.0734±0.1617
10   1.0499±0.1590

10    0.5789±0.0706
  8    0.5716±0.0581
  5    0.5441±0.0565
  5    0.5779±0.0565

12  0.8160±0.0249
10  0.8381±0.0339
10  0.8233±0.0337

10   0.5160±0.0447
  8   0.5222±0.0293
  5   0.5290±0.0437
  5   0.5207±0.0267

bP<0.01 vs  H pylori阴性组.

        

表 2  H pylori感染与未感染胃黏膜组织中PDI mRNA及蛋
白的表达(mean±SD)

H pylori阴性      28 0.5704±0.0794    0.5198±0.0379
H pylori阳性      32 1.0642±0.1533b  0.8252±0.0321b

分组                      n         PDI mRNA   PDI蛋白

■同行����
本文反映了目前
幽门螺杆菌感染
的基础研究进展, 
证实了蛋白质二
硫键异构酶在幽
门螺杆菌感染者
胃黏膜中的表达
及 意 义 .  方 法 得
当 ,  具 有 科 学 价
值.
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表达量明显高于H pylori阴性组(P <0.01, 表2).
2.2 PDI蛋白表达结果 H pylori阳性组不同病变

胃黏膜PDI蛋白表达量无差异, H pylori阴性组

不同病变胃黏膜PDI 蛋白表达量无差异(表1). H 
pylori阳性组PDI蛋白表达量明显高于H pylori阴
性组(P <0.01, 表2). 
 
3  讨论

胃黏膜是热休克反应的代表, 无论是离体培养

的胃黏膜细胞还是动物实验、人胃黏膜均有

HSP的多量表达[1-5]. 而感染H pylori后更增加了

某些热休克蛋白的合成[6-7], 如HSP70, HSP72, 
HSP90等, 我们曾报道胃黏膜感染H pylori后可

增加内质网分子伴侣Grp94、Grp78的合成[8-9], 
可能与H pylori感染后胃黏膜合成的一些细胞

因子、激素等有关, 也可能在维持胃黏膜细胞

正常形态及功能上起重要作用. 本实验检测了

另一个内质网分子伴侣PDI的表达情况, 同样发

现PDI在胃黏膜有基础表达, H pylori感染组PDI 
mRNA及蛋白的表达均明显高于H pylori未感染

组, H pylori感染组与未感染组不同胃黏膜病变

中的表达无差异性, 提示H pylori感染后胃黏膜

也增加了PDI的合成. PDI是一种多功能分子伴

侣存在于内质网管腔中, 含量丰富, 占细胞总蛋

白的0.4%. 作为折叠酶PDI能催化蛋白质分子中

二硫键的形成[10], 作为分子伴侣PDI能识别未折

叠好的或部分折叠的新生肽折叠中间物的非天

然结构, 或变性蛋白在重折叠过程中形成的折

叠中间物的非天然结构, 通过其多肽结合部位

与之结合, 从而防止靶蛋白或底物蛋白之间错

误的结合和聚合. 目前的研究表明, 在蛋白质折

叠过程的早期, PDI可能是作为分子伴侣防止部

分折叠的肽链由于错误相互作用导致的聚合; 
在后期, 当多肽链已经折叠到一定程度, PDI的
基本功能则表现为异构酶, 即催化配对巯基的

氧化联接或错接二硫键的异构. 像内质网中的

其他分子伴侣一样, PDI也会因为分泌蛋白的过

量合成或未折叠好的和错误折叠的蛋白在内质

网中的积聚, 而被诱导表达[11].
H pylori是一种革兰氏阴性杆菌, 本身所具

有的毒素、尿素酶、脂多糖等对胃黏膜有损害

作用[12-14], 胃黏膜感染H pylori后上皮细胞发生

空泡变性、G细胞、D细胞等也受到影响, 细胞

内质网的形态发生变化, 因此, 这些细胞在其分

泌粘蛋白、胃肠激素等过程中出现异常, 如在

细胞内聚集未折叠好的或错误折叠的蛋白, 就
可能激发热休克反应, 激活热休克因子, 使PDI
的合成增多, 增多的PDI能防止蛋白错误折叠, 
催化二硫键的形成, 从而维持胃黏膜细胞的正

常功能. PDI的增多到底与哪些胃肠激素的合成

分泌有关, 这也是我们感兴趣的问题, 有待今后

进一步探讨..
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Abstract
AIM: To present the research progress on the 
correlations between Helicobacter pylori infection 
and the risks of gastric cancer, and conclude the 
hot topics.

METHODS: The international papers, published 
from 2001 to 2006 on this topic, were analyzed 
by the method of citation analysis, and then the 
highly-cited references were clustered by SPSS 
soft package. Based on the contents of the papers 
in each cluster, the hot-topic researches were 
concluded..

RESULTS: Research literatures about the topic 
mainly come from the comprehensive journals 
that were well-known in the world, and the core 
journals of oncology and gastroenterology took 
the second place. There were 1547 related papers 
covered in Science Citation Index (SCI) from 
2001 to 2006, of which 42 were cited more than 
60 times, and then they were clustered into five 
parts according to their co-cited frequencies.

CONCLUSION: The hot topics are classified as: 
H pylori infection and epidemiology of gastric 
cancer; H pylori infection and animal model of 
gastric cancer; eradication of H pylori and gastric 
cancer; H pylori infection, cytokine polymor-
phisms and gastric cancer; genes related to H 
pylori-associated diseases.

Key Words: Helicobacter pylori ; Gastric cancer; Bib-
liometrics analysis

Wang XN, Cui L. Bibliometric analysis of literatures on 
relationship between Helicobacter pylori infection and 
gastric carcinogenesis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(29):2883-2888

摘要
目的: 了解H pylori感染与胃癌关系研究现状, 
总结研究热点, 提供参考信息. 

方法: 采用引文分析方法对国外2001-2006 
有关该主题的重要文献进行调查分析, 并用
SPSS对高频被引文献进行聚类分析, 根据各
个类中的文献内容分析当前研究的热点. 

结果: H pylori感染与胃癌关系研究的重要文
献多数发表于世界著名的综合性刊物上, 肿瘤
学与胃肠病学核心期刊次之. 检得SCI数据库
中相关文献1547篇, 其参考文献出现频次高于
60次论文42篇. 高被引论文聚类分析树图分
5类.

结论: H pylori感染与胃癌流行病学、胃癌动
物模型, H pylori感染的根除与胃癌的关系, H 
pylori感染、宿主细胞因子多态性与胃癌易感
性, 以及H pylori致病相关基因的为研究热点.

关键词�� 幽门螺杆菌; 胃癌; 文献计量学

王孝宁, 崔雷. 幽门螺杆菌感染与胃癌发病关系文献计量学分

析. 世界华人消化杂志  2006;14(29):2��3-2���
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0  引言

胃癌是世界范围内癌症导致死亡的第二大原

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胃癌是发病率很
高 的 肿 瘤 之 一 , 
其发病涉及多因
素 .  最 近 研 究 显
示, 幽门螺杆菌(H 
pylori )感染是诱
发胃癌的一个重
要危险因素, 但H 
pylori 感染诱发胃
癌发生的具体机
制目前尚不清楚.



因, 每年大约导致65万人死亡. 胃癌的发病是

多因素多步骤的过程, 研究显示, 幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H pylori )感染是诱发胃癌的

一个重要危险因素, 世界卫生组织下属的国际

癌症研究机构(IARC)已将其定为人类胃癌的Ⅰ

类致癌原[1]. H pylori感染与胃癌的关系近年来

引起了广泛的关注, 是医学界的热点问题. 
本文采用文献计量学中的引文分析方法[2]

对国外近年来有关该主题的重要文献进行调查

分析, 总结出该领域的研究热点, 为广大专业人

员深入开展H pylori感染与胃癌关系的研究提供

参考信息. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究采用美国科学情报研究所出版

的大型综合性数据库《科学引文索引》(science 
citation index, SCI)为样本来源, 以“Helicobacter 
pylori  AND gastric cancer”为检索策略, 检索到

2001/2006-07的相关文献1547篇. 将全部相关文

献的引文(即参考文献, 共65457条)套录下来, 统
计每一篇参考文献的出现频次, 并由高到低进

行排序, 截取其中出现频次高于60次的论文作

为高频被引文献, 共42篇. 这些高频被引文献是

目前本专业领域的研究人员在进行H pylori感染

与胃癌关系这一主题研究的时候最为关注的论

文, 也是该主题的核心文献. 因此, 对这些核心

文献的分析可以反映出当前研究的热点.
1.2 方法 为了反映这些核心文献之间的内在联

系, 本文采用了同被引分析方法: 2篇文献如果

同时被后来的某一篇或者多篇文献引用, 则称

这2篇文献为同被引. 如果同被引次数越多, 说
明他们在引用者看来具有共同的特点. 因此, 根
据论文的同被引次数可以分析出他们之间的亲

疏关系(距离), 运用统计分析软件SPSS对这些高

频被引文献进行聚类分析. 由此形成这些高被

引论文的聚类树图, 根据各个类中的文献内容

分析当前H pylori感染与胃癌关系研究的热点.

2  结果

2.1 高频被引论文及被引频次 高频被引论文大

多数发表在世界著名的综合性刊物上, 如Nature, 
Science, New England Journal of Medicine等, 共
20篇(47%), 发表于肿瘤学核心期刊9篇(21%), 
如Cancer Research等, 发表于胃肠病学核心期

刊9篇(21%), 如Gastroenterology, Gut, 其余4篇
(1%)(表1). 
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2.2 高频被引论文的同被引聚类分析 聚类树图

见图1. 纵轴的文字是这些论文的作者姓名和文

献发表年代等内容, 其后面数字代表表1中的文

献序号; 横轴的数字代表2个高被引论文之间的

距离, 如果2篇文献在越短的距离内聚集到一起, 
说明他们关系密切. 可以看到, 文献15和文献30
首先聚在一起, 说明这2篇文献之间的距离是所

有文献中最小的, 因此他们的关系也是最近的, 
从文献题目中也可以看出他们都是有关H pylori
全基因组序列测定的研究.

3  讨论

根据上面聚类分析的结果, 我们可以把这42篇
论文分为5个类别, 分别是: (1)H pylori感染与胃

癌流行病学研究: 包括文献2, 6, 9, 10, 1, 4, 7, 14, 
5, 21和33. 流行病学调查最先证实了H pylori感
染与胃癌的发生相关, 特别是3例前瞻性病例对

照研究(Parsonnet et al , Nomura et al和Forman 
et al )相继一致发现, 感染H pylori的人群发生胃

癌的危险性增加(OR值分别为3.6, 6.0和2.77). 
Uemura et al前瞻性研究了1246例感染者, 平均

随访7.8 a, 结果2.9%罹患胃癌 .  胃癌发生于

H pylori阳性胃病患者, 如胃溃疡、胃增生性息

肉和非溃疡性消化不良等; 尽管十二指肠球部

溃疡患者H pylori阳性, 但无一例发生胃癌; 所
有H pylori阴性患者均无胃癌发生. 这项研究充

分说明, 感染H pylori有可能发展为胃癌. 国际性

机构EUROGAST的大规模流行病学调查显示, 
H pylori感染人群发生胃癌的风险是非感染人群

的6倍. Huang et al采用Meta分析方法评价二者

的关系, 结果显示H pylori感染是胃癌发生的危

险因素, 并指出现有研究结果不一致的原因是

由于对照组的选择、患者的年龄、胃癌发生的

部位及分期差异等多种混杂因素的影响. (2)H 
pylori感染与胃癌动物模型的研究: 包括文献8, 
24和42. 来自动物实验的依据证实, 长期单独感

染H pylori可诱发胃癌. 例如Watanabe et al用H 
pylori感染50只♂蒙古沙鼠, 于感染后连续观察

胃黏膜的形态变化, 发现第6周动物胃黏膜出现

严重的急、慢性炎症和上皮增生, 第26周出现

胃溃疡和肠上皮化生等病变, 到第62周时, 59%
发生了胃溃疡, 85%出现了肠上皮化生, 37%发

生了胃腺癌. 此研究表明, H pylori感染可直接

诱发蒙古沙鼠胃癌, 以高分化的腺癌为主, 从而

在动物实验中直接证实了H pylori与胃癌发生

有关. (3)H pylori感染的根除与胃癌关系的研究: 

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃癌的发病是多
因素多步骤的过
程 ,  大 量 的 流 行
病学和病理组织
学 资 料 表 明 ,  H 
pylori 感染是诱发
胃癌最重要的单
一 危 险 因 素 .  但
是, 关于H pylori
与胃癌的关系仍
存在一些无法解
释的现象, 现代分
子生物学技术的
发展有望为这些
问题的解决开辟
一条新的途径.
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图 1 42篇高频被引论
文的聚类分析图.

包括文献16, 39, 40, 25和34. 根除H pylori能否降

低发生胃癌的风险是一个很重要的问题, 目前

已有一些关于根除H pylori能否改善胃黏膜组织

形态学的研究结果. 例如Wong et al在中国胃癌

高发的福建长乐地区的7.5 a随访研究结果显示, 
胃内无癌前疾病(如萎缩性胃炎)和癌前病变(如
肠化生、异型增生)者, H pylori根除后无胃癌发

生, 对于已有癌前疾病和病变者, 根除H pylori还

不能防止胃癌的发生. Uemura et al对H pylori阳
性早期胃癌在内镜切除癌肿病变后接受H pylori
根除治疗, 3 a的内镜随访研究显示, 根除H pylori
可改善胃黏膜嗜中性粒细胞渗透和肠化生, 抑
制新发癌灶的产生. (4)H pylori感染、宿主细胞

因子多态性与胃癌易感性研究: 包括文献3, 26, 
23, 28, 17, 41, 22和38. H pylori感染关键的病理

生理效应是启动了炎症反应, 其主要介质是细

■相关报道
此前曾有报道运
用引文分析方法
分析SCI数据库收
录胃癌前病变专
题文献的参考文
献, 以确定胃癌前
病变研究的核心
作者和核心期刊, 
探索胃癌前病变
专题文献的外部
特征及核心信息
源.
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■应用要点
本文采用文献计
量学中的引文分
析方法对国外近
年来有关该主题
的重要文献进行
调查分析, 总结该
领域的研究热点, 
以期为H pylori 感
染与胃癌关系的
研究提供参考信
息.



www.wjgnet.com

王孝宁, 等. 幽门螺杆菌感染与胃癌发病关系的文献计量学分析                                                                                      2887

     
1273-1275

Odenbreit S, Puls J, Sedlmaier B, Gerland E, Fischer W, Haas R. Translocation of Helicobacter 

pylori  CagA into gastric epithelial cells by type IV secretion. Science  2000; 2�7: 1497-1500

Marshall BJ, Warren JR. Unidentified curved bacilli in the stomach of patients with gastritis and 

peptic ulceration. Lancet  19�4; 1: 1311-1315

Correa P. A human model of gastric carcinogenesis. Cancer Res  19��; 4�: 3554-3560

Gastric cancer and Helicobacter pylori : a combined analysis of 12 case control studies nested 

within prospective cohorts. Gut  2001; 49: 347-353

El-Omar EM, Rabkin CS, Gammon MD, Vaughan TL, Risch HA, Schoenberg JB, Stanford JL, 

Mayne ST, Goedert J, Blot WJ, Fraumeni JF Jr, Chow WH. Increased risk of noncardia gastric 

cancer associated with proinflammatory cytokine gene polymorphisms. Gastroenterology  2003; 

124: 1193-1201

Honda S, Fujioka T, Tokieda M, Satoh R, Nishizono A, Nasu M. Development of Helicobacter 

pylori-induced gastric carcinoma in Mongolian gerbils. Cancer Res  199�; 5�: 4255-4259

Uemura N, Mukai T, Okamoto S, Yamaguchi S, Mashiba H, Taniyama K, Sasaki N, Haruma K, 

Sumii K, Kajiyama G. Effect of Helicobacter pylori  eradication on subsequent development of 

cancer after endoscopic resection of early gastric cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev  

1997; 6: 639-642

Machado JC, Pharoah P, Sousa S, Carvalho R, Oliveira C, Figueiredo C, Amorim A, Seruca R, 

Caldas C, Carneiro F, Sobrinho-Simoes M. Interleukin 1B and interleukin 1RN polymorphisms are 

associated with increased risk of gastric carcinoma. Gastroenterology  2001; 121: �23-�29

Covacci A, Telford JL, Del Giudice G, Parsonnet J, Rappuoli R. Helicobacter pylori  virulence and 

genetic geography. Science  1999; 2�4: 132�-1333

Figueiredo C, Machado JC, Pharoah P, Seruca R, Sousa S, Carvalho R, Capelinha AF, Quint W, 

Caldas C, van Doorn LJ, Carneiro F, Sobrinho-Simoes M. Helicobacter pylori  and interleukin 1 

genotyping: an opportunity to identify high-risk individuals for gastric carcinoma. J Natl Cancer 

Inst  2002; 94: 16�0-16�7

Atherton JC, Cao P, Peek RM Jr, Tummuru MK, Blaser MJ, Cover TL. Mosaicism in vacuolating 

cytotoxin alleles of Helicobacter pylori . Association of specific vacA types with cytotoxin 

production and peptic ulceration. J Biol Chem 1995; 270: 17771-17777

Alm RA, Ling LS, Moir DT, King BL, Brown ED, Doig PC, Smith DR, Noonan B, Guild BC, deJonge 

BL, Carmel G, Tummino PJ, Caruso A, Uria-Nickelsen M, Mills DM, Ives C, Gibson R, Merberg 

D, Mills SD, Jiang Q, Taylor DE, Vovis GF, Trust TJ. Genomic-sequence comparison of two 

unrelated isolates of the human gastric pathogen Helicobacter pylori . Nature  1999; 397: 176-1�0

Stein M, Rappuoli R, Covacci A. Tyrosine phosphorylation of the Helicobacter pylori  CagA antigen 

after cag-driven host cell translocation. Proc Natl Acad Sci USA 2000; 97: 1263-126�

NIH Consensus Conference. Helicobacter pylori  in peptic ulcer disease. NIH Consensus 

Development Panel on Helicobacter pylori  in Peptic Ulcer Disease. JAMA 1994; 272: 65-69

Hansson LE, Nyren O, Hsing AW, Bergstrom R, Josefsson S, Chow WH, Fraumeni JF Jr, Adami 

HO. The risk of stomach cancer in patients with gastric or duodenal ulcer disease. N Engl J Med  

1996; 335: 242-249

Malfertheiner P, Megraud F, O'Morain C, Hungin AP, Jones R, Axon A, Graham DY, Tytgat G. 

Current concepts in the management of Helicobacter pylori  infection-the Maastricht 2-2000 

Consensus Report. Aliment Pharmacol Ther  2002; 16: 167-1�0

Higashi H, Tsutsumi R, Muto S, Sugiyama T, Azuma T, Asaka M, Hatakeyama M. SHP-2 tyrosine 

phosphatase as an intracellular target of Helicobacter pylori  CagA protein. Science  2002; 295: 

6�3-6�6

Covacci A, Censini S, Bugnoli M, Petracca R, Burroni D, Macchia G, Massone A, Papini E, Xiang 

Z, Figura N. Molecular characterization of the 12�-kDa immunodominant antigen of Helicobacter 

pylori  associated with cytotoxicity and duodenal ulcer. Proc Natl Acad Sci USA  1993; 90: 

5791-5795

Segal ED, Cha J, Lo J, Falkow S, Tompkins LS. Altered states: involvement of phosphorylated 

CagA in the induction of host cellular growth changes by Helicobacter pylori . Proc Natl Acad Sci 

USA 1999; 96: 14559-14564

19

20

21

22

23

24

25

26

27

2�

29

30

31

32

33

34

35

36

37

      

      �6

      �6

      �2

      79

      76

      74

      73

      72

      72

      72

      72

      71

      69

      6�

      6�

      67

      65

      65

      64

      

■名词解释
文献计量学是借
助文献的各种特
征的数量, 采用数
学与统计学方法
来描述、评价和
预测科学技术的
现状与发展趋势
的图书情报学分
支 学 科 .  有 助 于
科研人员分析、

追踪热点研究领
域、判断科学发
展的宏观态势、

推测学科发展及
确定科研选题等.



www.wjgnet.com

2888                     ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志       2006年10月1�日     第14卷     第29期

      
El-Omar EM, Oien K, Murray LS, El-Nujumi A, Wirz A, Gillen D, Williams C, Fullarton G, McColl 

KE. Increased prevalence of precancerous changes in relatives of gastric cancer patients: critical 

role of H. pylori . Gastroenterology  2000; 11�: 22-30

Sung JJ, Lin SR, Ching JY, Zhou LY, To KF, Wang RT, Leung WK, Ng EK, Lau JY, Lee YT, 

Yeung CK, Chao W, Chung SC. Atrophy and intestinal metaplasia one year after cure of H. pylori 

infection: a prospective, randomized study. Gastroenterology  2000; 119: 7-14

Wong BC, Lam SK, Wong WM, Chen JS, Zheng TT, Feng RE, Lai KC, Hu WH, Yuen ST, Leung 

SY, Fong DY, Ho J, Ching CK, Chen JS. Helicobacter pylori  eradication to prevent gastric cancer 

in a high-risk region of China: a randomized controlled trial. JAMA 2004; 291: 1�7-194

Ekstrom AM, Held M, Hansson LE, Engstrand L, Nyren O. Helicobacter pylori  in gastric cancer 

established by CagA immunoblot as a marker of past infection. Gastroenterology  2001; 121: 

7�4-791

Peek RM Jr, Moss SF, Tham KT, Perez-Perez GI, Wang S, Miller GG, Atherton JC, Holt PR, 

Blaser MJ. Helicobacter pylori  cagA+ strains and dissociation of gastric epithelial cell proliferation 

from apoptosis. J Natl Cancer Inst  1997; �9: �63-�6�

3�

39

40

41

42  

      62

      62

      62

      61

      60

胞因子. 例如El-Omar et al报道IL -1基因多态性

可能表达大量的IL-1β蛋白, 与H pylori感染导致

胃酸分泌减少及胃癌发生相关联. Machado et al
发现IL -1B-511T和IL -1RN*2基因型增加肠型胃

癌发生的风险(OR值为2.7), 进一步证实IL -1基
因多态性与胃癌发生密切相关, IL -1B与IL -1RN
基因多态性之间存在协同作用. (5)H pylori致病

相关基因的研究: 包括文献15, 30, 29, 11, 13, 19, 
31, 37, 12, 35, 36, 27, 20, 18和32. H pylori感染与

胃癌发生相关的分子机制研究, 是目前H pylori
研究的主要方面. Tomb et al和Alm et al对2株H 
pylori 26695和J99全基因组序列测定工作的完

成, 加速了H pylori的研究进程. Atherton et al报
道特异性空泡毒素A(VacA)与体外细胞毒素活

力的水平相关, 且与临床表现及进展结果相关. 
许多研究将注意力集中在CagA上. Parsonnet 
et al报道CagA阳性的H pylori感染者发生胃癌的

风险是无H pylori感染者的5.8倍, 且对肠型和弥

漫性癌均如此. Segal et al报道H pylori与胃上皮

细胞共同培养可引起信号传递和145 kDa宿主

细胞蛋白的酪氨酸磷酸化. Odenbreit et al发现

CagA是经由一个复杂的“注射器”样的Ⅳ型分

泌系统进入胃上皮细胞的, 此分泌装置由CagA
致病岛基因编码. Higashi et al发现CagA进入胃

上皮细胞后被磷酸化, 磷酸化的CagA结合并激

活细胞内的酪氨酸磷酸化酶SHP-2, 使SHP-2锚
定于胞膜上, 并进一步活化去磷酸化的信号传

导级联反应通路, 导致细胞的形态学改变. 
经过对上述有关H pylori感染与胃癌关系

专题相关文献的引用情况调查分析, 可得如下2
个结论: (1)H pylori感染与胃癌关系研究的重要

文献多数发表于世界著名的综合性刊物上, 肿
瘤学与胃肠病学核心期刊次之. (2)目前关于H 
pylori感染与胃癌关系的研究热点包括5个方面: 
H pylori感染与胃癌流行病学研究, H pylori感染

与胃癌动物模型的研究, H pylori感染的根除与

胃癌关系的研究, H pylori感染、宿主细胞因子

多态性与胃癌易感性研究, H pylori致病相关基

因的研究. 
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Abstract
AIM: To evaluate the capability of the model for 
end-stage liver disease (MELD) in predicting 
the prognosis of Chinese patients with liver 
cirrhosis.

METHODS: A cohort of 216 patients with liver 
cirrhosis were retrospectively studied and fol-
lowed up. The area under the receiver operating 
characteristic (ROC) curve (AUC) was used to 
compare MELD, U-MELD (MELD modified by 
the United Network for Organ Sharing), Child-
Turcotte-Pugh (CTP) score and classification in 
predicting accuracy. MELD score was obtained 
for each patient according to the modified for-
mula by Kamath. U-MELD score was obtained 
according to the modified formula by the United 
Network for Organ Sharing (UNOS). Nonpara-
metric approach was applied for the comparison 
of AUC..

RESULTS: The AUC value generated by the 
ROC curve for MELD was 0.838 at 3 mo, 0.856 at 
6 mo and 0.877 at 1 year. MELD was better than 
CTP classification, and there was significant 

difference between them. However, there was 
no significant difference between MELD and 
CTP score. U-MELD was more accurate than 
CTP score in predicting the 3-mo prognosis (P = 
0.028), while it did not show significant superi-
ority in predicting 6-mo and 1-year prognosis.

CONCLUSION: There is no significant dif-
ference between MELD and CTP score, but 
U-MELD is superior to CTP score in predicting 
the 3-mo prognosis.

Key Words: Liver cirrhosis; Prognosis; Model

Lin JH, Wen ZF. Capability of end-stage liver disease 
model in predicting the prognosis of Chinese patients 
with liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(29):2889-2892

摘要
目的: 评价终末期肝病模型(MELD)在评估我
国肝硬化患者预后方面的作用. 

方法: 选择具有完整临床资料和随访结果的
216例肝硬化患者进行回顾性分析. 利用受
试者工作特征曲线(ROC)及其下面积(AUC)
比较MELD、美国器官共享网络(UNOS)修
改后的MELD(U-MELD)、Child-Turcotte-
Pugh(CTP)评分及分级判断预后的能力. 每位
患者的MELD值根据Kamath修改后的公式计
算, U-MELD值根据UNOS修改后的计算方法
计算. AUC的比较采用非参数方法. 

结果: MELD在判断患者3, 6 mo, 1 a等生存
时间的ROC曲线AUC值分别是0.838, 0.856, 
0.877, 均大于CTP评分及分级的AUC值, 与
CTP分级有显著性差异, 但与CTP评分无显著
性差异. U-MELD在判断3 mo预后时的AUC值
与CTP评分的差异有统计学意义(P  = 0.028), 
而在6 mo, 1 a时两者间的AUC差异尚无统计
学意义.

结论: MELD与CTP评分的差异无统计学意
义, 而U-MELD在评估3 mo预后方面较CTP评
分已有显著优势.
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■背景资料
2000年, Malinchoc
建立了一个用于
判 断 行 T I P S 的
肝硬化患者预后
的模型 .  2001年 , 
K a m a t h 修 改 了
该 模 型 ,  称 其 为
MELD. 2002年 , 
U N O S正式选择
MELD作为器官
分配的依据, 并再
次对其进行了一
些修改. 目前对于
MELD的作用和
地位尚有争议, 其
是否适用于我国
肝硬化患者仍有
待证明.
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0  引言

如何判断肝硬化患者的预后一直是临床医生

们关注的问题. 近年来, 随着肝移植技术的发

展, 越来越多的患者选择肝移植. 但供体数目有

限, 临床医生需要更准确的评估患者预后, 以
合理选择进行肝移植的病例. Child-Turcotte-
Pugh(CTP)评分系统已逐渐暴露出自身的一些

局限性. 2000年, Malinchoc et al [1]选取231例行

经颈静脉肝内门体静脉分流术(TIPS)的肝硬化

患者进行研究, 通过Cox比例风险回归模型分

析, 建立了一个用于判断此类患者短期预后的

评分模型. 2001年, Kamath et al [2]对这个模型进

行了一些修改, 称其为终末期肝病模型(MELD). 
2002年, 美国器官共享网络(UNOS)正式选择

MELD作为器官分配的依据, 并再次对其进行

了一些修改. 目前, 对于MELD的作用和地位以

及其是否能取代CTP评分系统尚有争议, 一部

分研究认为MELD比传统的CTP评分系统要优

越[3-4]; 一部分研究则认为MELD的这种优势并

不明显, 尚不能取代CTP评分系统[5]. 且国外肝

硬化病因以酒精性及丙型病毒性肝炎为主, 国
内肝硬化病因以乙型病毒性肝炎为主, MELD
建立的数据基础来源于国外少数拟行TIPS的
肝硬化患者, 其是否适用于我国肝硬化患者仍

有待大量临床病例去证明. 目前, 已有的研究多

采用Kamath修改后的MELD公式, 较少研究比

较UNOS修改后的MELD(U-MELD). 我们拟将

MELD与U-MELD及CTP评分系统进行比较, 以
评价MELD在评估我国肝硬化患者预后方面的

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 1999-01/2005-09在我院消化内科住院

治疗的216例具有完整住院资料和随访结果的

肝硬化患者进行回顾性分析, 所有患者均经病

史、症状和体征、生化和影像学检查确诊, 诊
断按照2000年西安全国传染病与寄生虫病学术

会议修订的诊断标准. 其中男172人(79.63%), 女
44人(20.37%); 年龄16-81(中位54)岁; 乙肝肝硬

化153例(70.83%), 酒精性肝硬化35例(16.20%), 

2890                     ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志       2006年10月18日     第14卷     第29期

丙肝肝硬化10例(4.63%), 其他或原因不明者18
例(8.33%). 平均随访16.27 mo, 最长生存75 mo. 
随访期内共有85例(39.4%)患者死亡.  216例患

者中, CTP分级A级35例(16.2%), 随访期间死亡1
例(占A级的2.8%), B级81例(37.5%), 随访期间死

亡21例(占B级的25.9%), C级100例(46.3%), 死亡

63例(占C级的63.0%).
1.2 方法 复习病历, 根据患者的临床资料, 计算

其MELD, U-MELD, CTP评分及CTP分级. 其
中, MELD = 3.8×loge[胆红素(mg/dL)]+11.2×
loge[国际标准化比值(INR)]+9.6×loge[肌酐(mg/
dL)]+6.4×[病因(酒精性或胆汁性为0, 其他为

1)], 结果取近似的整数[2].
U - M E L D  =  0 . 9 5 7× l o g e[肌酐 ( m g /

d L)]+0.378×l o g e[胆红素(m g/d L)]+1.120×
loge[国际标准化比值(INR)]+0.643. 其中小于1.0
的数据设为1.0, 肌酐的最大值定为4.0 mg/dL, 所
得结果乘以10并取近似整数, 设分值上限40和
分值下限6(供肝分配原则及U-MELD的计算器

可以在www.UNOS.org上查找到). 
CTP评分及分级按参考文献[6]计算. 根据

随访情况, 计算生存时间. 利用受试者工作特

征(ROC)曲线及其下面积(AUC)比较MELD, 
U-M E L D, C T P评分及分级判断预后的能力. 
ROC的AUC比较采用非参数方法[7].

统计学处理 采用SPSS 13.0及SAS 9.1软件

进行. P <0.05(双侧)为显著性差异.

2  结果

MELD在评估患者3, 6 mo, 1 a预后时ROC曲线

的AUC分别为: 0.838, 0.856, 0.877; U-MELD在

评估患者3, 6 mo, 1 a预后时的AUC分别为0.859, 
0.867, 0.893; C T P评分的A U C分别为0.770, 
0.798, 0.837; CTP分级则分别为0.733, 0.755, 
0.790(表1). 

MELD与U-MELD的AUC比较, 3 mo(χ2 
= 2.0380, P  = 0.1534), 6 mo(χ2 = 0.6873, P  = 
0.4071), 1 a(χ2 = 1.4810, P  = 0.2236)均无显著性

差异(P >0.05); MELD与CTP评分比较, 3 mo(χ2 
= 2.2706, P  = 0.1318), 6 mo(χ2 = 2.2151, P  = 
0.1367), 1 a(χ2 = 1.3627, P  = 0.2431)均无显著性

差异(P >0.05); MELD与CTP分级比较, 3 mo(χ2 = 
4.7021, P  = 0.0301<0.05), 6 mo(χ2 = 5.8326, P  = 
0.0157<0.05), 1 a(χ2 = 5.5232, P  = 0.0188<0.05)
均有显著性差异(表2). 

CTP评分与CTP分级的AUC比较, 3 mo(χ2 = 
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■研发前沿
如何进一步改进
MELD以及正确
评价MELD的地
位是近年来国际
上的一个研究热
点 .  有 的 研 究 将
MELD与其他指
标联合, 有的研究
则将MELD中的
某些指标删除, 但
目前尚无公认的
更好的新模型.
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4.0851, P  = 0.0433<0.05), 6 mo(χ2 = 6.8791, P  = 
0.0087<0.01), 1 a(χ2 = 9.5758, P  = 0.0020<0.01), 
显示两者有显著性差异(表3). 

U-MELD与CTP评分的AUC比较, 3 mo(χ2 = 
4.8281, P  = 0.0280<0.05), 6 mo(χ2 = 3.7368, P  = 
0.0532>0.05), 1 a(χ2 = 3.0116, P  = 0.0827>0.05), 
显示U-MELD在判断患者3 mo预后时与CTP评
分的差异有统计学意义, 而在6 mo, 1 a时两者间

的差异尚无统计学意义(表4).

3  讨论

ROC曲线是以假阳性率(1-特异度)为横坐标, 灵
敏度为纵坐标, 依照连续变化的诊断阈值, 由不

同灵敏度和特异度画出的曲线, 用于二分类判

别效果的评价. 其AUC越大, 诊断的准确性越

高[8]. 当一个判断指标的AUC>0.8时, 可以认为

他是一个非常好的判断标准[9]. 在3, 6 mo, 1 a这
几个时间点上, MELD评估患者生存情况的ROC
曲线的AUC值都>0.8, 比CTP评分或分级都要

高, 可以认为MELD在评估我国肝硬化患者预后

方面是一个很好的模型. 其中MELD与CTP分级

的差别具有显著性(P <0.05), 但MELD与CTP评
分的差别不具有显著性, 提示MELD优于CTP分

级, 但尚未能完全取代CTP评分. CTP中的胆红

素和凝血酶原时间等指标为不连续的断点, 而
MELD为连续性的数值, 因此MELD有更好的鉴

别力[10]. 但也因如此, MELD的计算要比CTP复
杂得多. CTP计算方便, 便于临床使用, 故仍有其

存在的价值. CTP评分的判断能力比CTP分级要

好, 两者的差别具有显著性(P <0.05). 这是因为

CTP分级只有3个级别, 在同一个级别内就不能

再分类了. 用CTP评分代替CTP分级可以提高其

判断预后的能力. 
目前的研究中 ,  M E L D的计算方法并不

统一. 有的研究采用Kamath的公式, 有的研究

采用Malinchoc的公式, 有的研究者则自行对

MELD作了部分修改. 为此, 我们特意比较了

Kamath的计算方法(MELD)与UNOS的计算方

法(U-MELD). MELD判断预后时, 其ROC曲线

的AUC一直比U-MELD低, U-MELD所作出的

修改应该是有益的. 虽然两者间不具有显著性

差异, 但U-MELD在评估患者3 mo预后时的能

力已明显优于CTP评分(P <0.05), 而MELD在

各时间点上与CTP评分均无显著性差异. 正如

Kamath的研究所见, 病因对MELD并没有太大

意义[2], U-MELD就不再使用病因这个指标了. 

■应用要点
本 文 评 价 了
MELD在评估我
国肝硬化患者预
后方面的作用, 为
临床医生评估肝
硬化患者预后及
使用这些预后模
型提供了参考.

表 1 不同时间患者生存情况各评分系统ROC曲线的AUC结果

     
                                                                                   ROC曲线的AUC结果及95%可信区间

                                 MELD                             U-MELD                         CTP评分                      CTP分级

3 mo    0.838 (0.764-0.912)             0.859 (0.795-0.923)             0.770 (0.703-0.837)             0.733 (0.662-0.804)

6 mo   0.856 (0.791-0.920)             0.867 (0.809-0.924)             0.798 (0.737-0.859)             0.755 (0.689-0.822)

1 a              0.877 (0.822-0.932)             0.893 (0.843-0.942)             0.837 (0.779-0.894)         0.790 (0.724-0.855)

生存时间

表 2 MELD与U-MELD、CTP评分、CTP分级的AUC比较

     
                                   U-MELD                       CTP评分         CTP分级

                              χ2               P                     χ2               P                      χ2               P

3 mo              2.0380     0.1534          2.2706     0.1318          4.7021     0.0301

6 mo              0.6873     0.4071          2.2151     0.1367          5.8326     0.0157

1 a                 1.4810      0.2236          1.3627      0.2431           5.5232     0.0188

生存时间

表 3 CTP评分与CTP分级的AUC比较

     
生存时间                                 χ2                                   P

3 mo                               4.0851          0.0433

6 mo                               6.8791          0.0087

1 a                                  9.5758          0.0020

表 4 U-MELD与CTP评分的AUC比较

     
生存时间                                 χ2                                    P

3 mo                               4.8281          0.0280

6 mo                               3.7368          0.0532

1 a                                  3.0116          0.0827
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 U-MELD对一些指标的计算作了一些调整, 也限

制了最大分值和最小分值, 这样就避免了一些

极端数据的影响, 也避免了出现负数分值. 目前, 
对MELD的各种改进意见仍层出不穷. Giannini 
et al [11]发现AST/ALT比值与MELD联合, 可提高

评估病毒相关肝硬化患者中期预后的准确性. 
Robert et al [12]的研究认为, 国际标准化比值(INR)
并不适用于在肝功能不全的患者中代替PT值, 
仅PT活动度(PTA)可作为这类患者PT值报告的

统一尺度. 因此, 用PTA来取代INR可能会更好. 
Heuman et al [13]的研究认为, 当MELD分值低于

21分时, 对预后的评估能力是不足的, 腹水及低

钠血症可以在低分组识别出那些有高死亡风险

的患者. Saab et al [14]的研究则认为, MELD并不

能反映患者的生存质量, CTP因包含了腹水和肝

性脑病这两项指标而与生存质量高度相关. 最
近, Biggins et al [15]又提出了MELD与血钠的联合

公式(MELD-Na)以求更精确地评估预后.
总之, MELD是一个评估我国肝硬化患者预

后的良好模型, 优于CTP分级, 但尚未能完全取

代CTP评分系统. U-MELD在评估患者3 mo预后

方面较CTP评分已有显著优势, 而MELD在各时

间点上与CTP评分无明显差异. MELD仍有改进

的可能. 
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■同行评价
本文评价晚期肝
病的预后具有重
要临床价值, 有较
好的设计、统计
处理, 结论对肝病
临床工作者有指
导意义. 只是对观
察对象随访时间
尚短, 如能延长随
访则说服力更大.
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Abstract
AIM: To investigate clinical characteristics, 
surgical treatment and prognosis factors for the 
patients with duodenal gastrointestinal stromal 
tumors (GISTs).

METHODS: The clinical data of 30 patients with 
duodenal GISTs from 1993 to 2006 were retro-
spectively analyzed. The survival rates were 
calculated by Kaplan-Meier method, and the 
prognosis factors were analyzed by univariate 
analysis, and Cox model multivariate analysis..

RESULTS: Common symptoms of duodenal 
GISTs were abdominal pain and alimentary 
tract hemorrhage. Common lesions of duode-
nal GISTs were located in the descending por-
tion. The overall 1-, 3-, and 5-year survival rate 
were 92.95%, 84.87%, and 69.15%, respectively. 
Univariate analysis showed that Fletcher’s clas-
sification (χ2 = 10.570, P = 0.0143), tumor size (χ2 
= 7.883, P = 0.0485), mitosis (>5, ≤5: χ2 = 14.155, 
P = 0.0002), distant metastases (χ2 = 22.519, P = 
0.0000) were significant prognostic factors. The 
number of patients with radical partial resection 
was markedly larger than that without radical 
partial resection (χ2 = 17.8180, P = 0.0000). COX 
multivariate analysis indicated that only mitosis 

was an independent prognostic factor.

CONCLUSION: Surgical treatment of duodenal 
GISTs should be based on radical partial resec-
tion, and mitosis may be an independent prog-
nostic factor for patients with duodenal GISTs.

Key Words: Duodenal gastrointestinal stromal tu-
mors; Mitosis; Prognosis; Radical partial resection

Zhang Y, Chen L. Clinical analysis of 30 patients with 
duodenal gastrointestinal stromal tumors. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(29):2893-2896

摘要
目的: 分析十二指肠间质瘤的临床特征并探
讨其外科治疗及预后因素. 

方法: 回顾性分析我科1993-2006年30例十二
指肠间质瘤的临床资料. 运用SPSS统计软件
进行生存分析, 采用Kaplan Meier法和log-rank
检验进行单因素生存预后分析, 多因素分析采
用Cox模型. 

结果: 十二指肠间质瘤最常见症状为右上腹
隐痛不适、消化道出血, 发病部位以十二指肠
降段多见. 全组1, 3, 5 a生存率分别为92.95%, 
84.87%, 69.15%. 单因素分析Fletcher风险分级
(χ2 = 10.570, P  = 0.0143), 肿瘤大小(χ2 = 7.883, 
P  = 0.0485), 核分裂象(>5, ≤5: χ2 = 14.155, 
P  = 0.0002), 是否伴发远处转移(χ2 = 22.519, 
P  = 0.0000)具有显著性, 是否行根治术(χ2 = 
17.8180, P  = 0.0000)比较差异具有显著性, 多
因素分析表明核分裂象是独立的预后影响
因素.

结论: 十二指肠间质瘤宜采用局部切除为主
的根治性手术, 本组病例核分裂象是判断预后
的独立因素.

关键词�� 十二指肠间质瘤; 核分裂象; 预后; 根治术
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■背景资料
目前公认胃肠道
间质瘤是胃肠道
最常见的间叶源
性肿瘤, 可发生在
消化道的各个部
位, 但发生于十二
指肠的间质瘤很
少, 国内外十二指
肠间质瘤仅见少
数报道, 临床上对
其治疗和处理尚
未形成标准, 特别
是良恶性判断, 手
术治疗方式及预
后评估仍然是难
点.



0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumor, 
GIST)以往被诊断为平滑肌瘤或平滑肌肉瘤, 近
年基于免疫组化及电镜的发展被区分出来, 是
最常见的间叶组织来源肿瘤, 约占胃肠道肿瘤

的2%[1]. 可发生在消化道的各个部位, 但发生

于十二指肠的间质瘤较少, 约占所有间质瘤的

4.5%[2], 国内外十二指肠间质瘤仅见少数报道[3-7]. 
由于其解剖和生理的特殊性, 在诊断和治疗上

也有其特点. 现总结1993-2006年我院共收治经

病理证实的30例十二指肠间质瘤的临床病理资

料, 分析如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组30例, 男23例, 女7例. 年龄28-74(平
均53.0)岁, 中位年龄53岁. 肿瘤直径2-21.5 cm, 
中位直径7 cm. 肿瘤位于十二指肠球部1例, 降
段18例, 水平段9例, 升段2例. 临床症状表现

为上腹不适疼痛26例(86.7%), 黑便、便血18
例(60.0%), 腹部包块8例(26.7%), 无症状者1
例. F le tcher分级极低风险1例(3.3%), 低风险

10例(33.3%), 中风险6例(20.0%), 高风险13例
(43.3%). 19例行超声检查, 6例提示腹腔占位, 来
自胰腺可能; 4例提示腹膜后肿瘤和腹膜后囊

性肿瘤; 5例诊断肿瘤来自肠道; 4例未能明确

诊断. 13例行十二指肠低张造影, 均诊断病变来

自十二指肠. 26例行CT扫描, 15例提示占位来

自十二指肠占位, 3例提示囊性占位来自腹膜

后, 5例提示胰头后方软组织影, 均与十二指肠

关系密切, 3例未能明确诊断. 5例行核磁共振检

查均提示来自十二指肠肿瘤. 3例内镜超声检查

(EUS)均明确病变部位. 参考Fletcher et al [8]提出

的风险分级标准将十二指肠间质瘤分为极低风

险: 肿瘤直径≤2 cm, 核分裂象<5/50 HPF; 低风

险: 肿瘤直径>2-5 cm, 核分裂象<5/50 HPF; 中
风险: 肿瘤直径<5 cm, 核分裂象>5-10/50 HPF或
肿瘤直径>5-10 cm, 核分裂象<5/50 HPF; 高风

险: 肿瘤直径>10 cm, 任何核分裂象或核分裂象

>10/50 HPF、任何大小的肿瘤. 免疫组化检测主

要内容: SMA蛋白、可溶性酸性蛋白S-100、造

血干细胞抗原CD34和酪氨酸受体CD117. 30例
均行手术治疗, 11例行局部切除加肠修补术; 5
例行十二指肠节段切除(1例行肝肿瘤微波治疗); 
3例行远端胃加十二指肠节段切除(其中1例同时

行脾切除); 1例行十二指肠节段切除, 右半结肠

切除术, 肝肿块部分切除活检术; 9例行胰十二
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指肠切除术(2例同时行胆囊切除, 1例行右半肝

切除, 1例行小肠结肠部分切除); 1例行剖腹探

查、胃空肠吻合、胆囊空肠吻合术. 4例再手术

治疗. 根治性切除24例, 非根治性手术6例. 根治

性手术的标准是肿瘤完整切除无残留, 肿瘤无

破裂, 切缘阴性.
1.2 方法 由本科随访组采取信访、电话随访或

门诊随访形式进行随访, 失访病例按死亡计算. 
应用SPSS软件行统计学分析, 总样本生存率计

算应用Kaplan Meier法, 单因素分析应用log-rank
检验, 多因素分析应用Cox回归模型, P <0.05作
为差异有显著性意义. 单因素分析有统计学差

异的因素进入Cox回归分析, 分析多因素对预后

的影响.

2  结果

30例均随访到, 无失访, 随访3 mo-14 a(平均4.95 
a). 30例十二指肠间质瘤患者1, 3, 5 a生存率为患者1, 3, 5 a生存率为1, 3, 5 a生存率为

92.95%, 84.87%, 69.15%. 免疫组化染色CD117
阳性30例(100%), CD34阳性19例(63.33%), SMA
阳性23例(36.67%), S-100阳性2 例(6.67%) . 
2.1 单因素分析 对不同性别、年龄(>50岁者17、年龄(>50岁者17年龄(>50岁者17
例, ≤50岁者13例)、肿瘤部位, 是否行胰十二指、肿瘤部位, 是否行胰十二指肿瘤部位, 是否行胰十二指

肠切除术分别进行生存率单因素分析差异无显

著性意义(P >0.05). 对不同肿瘤直径大小(<2 cm 
1例, 2-5 cm 10例, 5-10 cm 12例, >10 cm 7例)存
活率分析, 肿瘤直径≥10 cm组存活率明显降

低, P  = 0.0485. 不同核分裂象(>5/50 HPF 16例, 
≤5/50 HPF 14例)组, 核分裂象≤5/50 HPF的肿

瘤存活率明显优于核分裂象>5/50 HPF组(P  = 
0.0002). 不同Fletcher分级存活率随分级依次递

减, 高风险组存活率生存预后差. 极低风险1例极低风险1例低风险1例
(3.3%), 低风险10例(33.3%), 中风险6例(20.0%), 
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图 1 不同核分裂象生存曲线.

■应用要点
本文的实际应用
价值是总结十二
指肠的间质瘤治
疗方式及预后评
估, 有助于临床诊
治的规范.
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高风险13例(43.3%), 各组比较差异有显著性(P  = 
0.0143). 伴远处转移与否(5例伴转移, 25例无远

处转移), 根治性手术组与非根治性手术组(24例
根治性手术, 6例非根治性手术), 差异均具有显

著性(P均 = 0.0000). 不同Fletcher分级, 核分裂象

生存曲线(图1-2, 表1)表1). 
2.2 多因素分析结果 Cox回归分析: Cox回归方

程χ2 = 19.2168, P  = 0.0002, 回归方程拟和较好, 
P  = 0.0362显示核分裂象是影响预后的独立预后

因素.

3  讨论

GIST过去曾被诊断为平滑肌源性或神经源性肿

瘤, Mazur et al [9]1983年首次提出GIST的概念, 近
年来随着电镜和免疫组化等技术的发展, 已证

实GIST是一种非定向分化的间质瘤, 是消化道

独立的一类间叶组织肿瘤, 可发生在从食管至

肛门的胃肠道全长范围, 但发生于十二指肠的

间质瘤较少. 十二指肠间质瘤多发于十二指降

段, 临床表现差异较大, 通常无特殊症状, 当肿

瘤较大时可出现症状, 如腹部肿块、呕血、黑

便、上腹不适等. 免疫组化检查是诊断间质瘤

的主要依据. CD117是最具特征的免疫组化标记

物[2], CD34阳性说明肿瘤来源于间叶细胞, 病理

诊断上CD117和CD34阳性最有诊断意义. 
GIST对放疗和化疗均不敏感[10], 仍以手术

切除为主[2,11-12]. 但十二指肠解剖及生理的特殊

性给十二指肠间质瘤的处理带来困难, 如何选

择最佳的手术方式也无定论[13]. 虽然有报道40%
的十二指肠间质瘤行胰十二指肠切除术[13], 但其

可能并无必要. 我们认为将肿瘤完整切除, 无瘤

体破裂, 切缘阴性即达到根治性标准. 手术还是

以局部切除为主, 一般认为切缘距肿瘤1.5 cm即

可, 手术中还应注意防止肿瘤破裂[14]. 由于十二

指肠固定血循差, 难保吻合口安全愈合, 所以在

十二指肠端端吻合或十二指肠缺损部修补困难

时, 空肠和十二指肠缺损部吻合是必要的. 本组

6例行十二指肠缺损部与空肠侧侧吻合, 愈合良

好. 我们认为只要不影响乳头的正常功能, 切除

范围足够, 尽可能保持十二指肠原有的解剖和

生理功能, 没有必要扩大手术范围. 只有肿瘤直

径≥5 cm且肿瘤位于十二指肠降部, 距离十二指

肠大乳头2 cm以内, 行胰十二指肠切除术. 本组9
例位于十二指肠降部, 且直径均>5 cm, 行胰十二

指肠切除术. 近来也有一些新的治疗方法, 如经

导管动脉栓塞(TAE)后使肿瘤缩小后行手术切

表 1 影响30例十二指肠间质瘤预后的单因素分析

                                                   n              χ2                     P

性别   

    男                         �3            �.613            0.1060

    女                                  7  

年龄                          0.056            0.813�

    ≤50                         17  

    >50                         13  

解剖部位   

    球部                           1         1.850            0.604�

    降段                         18  

    水平段                           9  

    升段                           �  

肿瘤大小(cm)   

    ≤�                           1         7.883            0.0485

    �-5                         10  

    5-10                         1�  

    ≥10                           7  

核分裂象(50 HPF)   

    ≤5                         16       14.155            0.000�

    >5                         14  

手术方式   

    胰十二指肠切除术         9             1.100            0.�943

    其他手术                      �1 

根治性手术   

    是                         �4       17.8180          0.0000

    否                           6  

转移   

    是                         �5       ��.519            0.0000

    否                           5  

Fletcher分级   

    极低风险           1       10.570            0.0143

    低风险                         10  

    中风险                           6  

    高风险                         13

Fletcher分级

高风险
高风险-censored

中风险
中风险-censored

低风险
低风险-censored

极低风险
极低风险-censored
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图 2 不同Fletcher分级生存曲线.
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 除, 以减小手术难度[15]. 对于不能切除或转移性

的GIST, 可使用甲磺酸伊马替尼. 一种通过选择

性抑制酪氨酸激酶的第571号信号传导, 从而抑

制间质瘤细胞的代谢和增殖, 并促进细胞的凋

亡和死亡分子靶向药物. 80%-90%的患者在使

用后能疾病进展能得到控制, 仅有10%-15%在

使用药物后1 a内死亡[16]. 格列卫与手术联合治

疗间质瘤效果良好[17], 但有待于进一步深入研究

和病例积累. 
对于间质瘤的预后, Emory et al [18]提出的标

准将间质瘤分为良性、恶性、交界性, 而事实

上即使分类为良性的间质瘤也有一部分恶变. 
因此Fletcher et al [8]认为所有间质瘤均有潜在恶

性, 间质瘤应该以风险程度分级, 依据间质瘤的

危险程度, 以肿瘤大小, 核分裂象多少为基础分

级. Fletcher分级对间质瘤的分级评定更为全面

合理. 本组资料不同Fletcher分级的肿瘤预后差

异有显著性, 高风险组生存预后差. 另外单因素

分析, 肿瘤直径, 核分裂象, 是否行根治术, 是否

有远处转移影响预后. 虽然Emory et al [18]认为核

分裂象并不是影响间质瘤预后的因素, 但本文

多因素分析表明核分裂象是影响存活预后的独

立预后因素, 可作为判断预后的依据, 从而指导

术后的治疗. 对于核分裂象大于5个/50 HPF的患

者, 应考虑术后及时联合格列卫治疗. 
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■同行评价
本文探讨了发生
在十二指肠的间
质瘤的临床特征
和手术治疗方法, 
具有较好的临床
意义, 并对临床治
疗提供了指导, 条
理较清晰, 统计方
法较严谨.
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Abstract
AIM: To investigate the value of sequential 
change of pre- and post-operative serum P53 
antibodies, carcinoembryonic antigen (CEA) and 
carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9) in patients 
with colorectal cancer.

METHODS: A total of 132 patients with colorec-
tal cancer and 36 ones with benign lesions (as 
controls) were included in this prospective 
study. The blood samples were collected 1 h 
before operation and 30 d postoperatively. The 
presence of serum P53 antibody was determined 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELI-
SA). The levels of serum CEA and CA19-9 were 
detected using radioimmunoassay (RIA).

RESULTS: The positive rate of serum P53 an-
tibodies in patients with colorectal cancer were 
significantly higher than that in ones with be-
nign disease (χ2 = 18.11, P  < 0.0001). Thirty-nine 
(74%) of P53 seropositive patients showed nega-
tive conversion 1 mo after operation, including 
3 cases (33%) in palliative surgery group and 36 
cases (82%) in radical operation group (χ2 = 9.04, 
P  = 0.0026). Thirteen (54%) of CEA seropositive 
patients showed negative conversion 1 mo after 
operation, including 2 cases (18%) in palliative 
surgery group and 11 cases (85%) in radical op-
eration group (χ2 = 10.60, P  = 0.0011). Seven (41%) 
of CA19-9 seropositive patients showed nega-
tive conversion 1 mo after operation, including 
2 cases (20%) in palliative surgery group and 5 
cases (71%) in radical operation group (χ2 = 4.50, 
P  = 0.034).

CONCLUSION: Monitoring of sequential chang-
es of pre- and post-operative serum P53 antibod-
ies, CEA and CA19-9 in patients with colorectal 
cancer can help to evaluate responses to treat-
ment, judge prognosis and guide the compre-
hensive treatment after operation.

Key Words: Colorectal cancer; Serum P53 antibod-
ies; Carcinoembryonic antigen; Carbohydrate anti-
gen 19-9
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antibody, CEA and CA19-9 in patients with colorectal 
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摘要
目的: 通过检测结直肠癌患者手术前后血清
P53抗体, CEA, CA19-9的变化, 评价其临床意
义. 

方法: 选择2002-04/2003-01手术治疗的结直
肠癌患者132例和36例非肿瘤患者为研究对
象. 用ELISA法定性检测血清P53抗体, 放射免
疫分析法(RIA)定量检测CEA, CA19-9. 
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■背景资料
目 前 已 知 C E A , 
CA19-9等与结直
肠癌预后相关, 国
内外近年又陆续
有 血 清 P 5 3 抗 体
作为一种新的肿
瘤标志物的报道.  
国内目前对结直
肠癌患者术后随
访的一项主要内
容就是监测血清
CEA水平, 而血清
P53抗体的敏感性
明显高于像CEA
等 肿 瘤 标 志 物 .  
国外已有学者已
经 开 始 联 合 应
用血清P53抗体 , 
CEA及CA19-9作
为结直肠癌术后
监测的指标.

®



结果: 结直肠癌组中53例血清P53抗体阳性, 
而对照组仅1例阳性(χ 2 = 18.11, P <0.0001). 
CEA和CA19-9在结直肠癌患者中的阳性率
分别为18.2%和12.9%. 血清P53抗体阳性患
者术后1 mo有39例(74%)抗体转阴, 其中姑
息性手术组3例(33%), 而根治性切除组36例
(82%)(χ2 = 9.04, P  = 0.0026). CEA阳性的24例
患者中, 术后1 mo有13例(54%)转为阴性, 其
中姑息性手术组2例(18%), 而根治性手术组11
例(85%)(χ2 = 10.60, P  = 0.0011). 术前CA19-9
阳性的17例患者中7例(41%)在术后1 mo转为
阴性, 在姑息性手术组和根治性切除组的转阴
率分别为20%(2例)和71%(5例)(χ2 = 4.50, P  = 
0.034).

结论: 血清P53抗体, CEA, CA19-9的手术前
后动态检测有助于临床判定病情, 监测疗效.

关键词�� 结直肠癌; 血清P53抗体; 癌胚抗原; 糖类抗

原CA19-9
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0  引言

结直肠癌是威胁人类健康和生命的常见恶性肿

瘤之一, 即使手术切除仍然有部分患者出现复

发和转移. 目前已知CEA, CA19-9等与结直肠

癌预后相关, 国内外近年又陆续有血清P53抗体

作为一种新的肿瘤标志物的报道. 我们通过对

结直肠癌患者手术前后血清P53抗体, CEA及

CA19-9阳性率的检测, 评价其在判定疗效、监

测预后中的作用.  

1  材料和方法

1.1 材料 选择2002-04/2003-01手术治疗的结

直肠腺癌患者132例和非肿瘤患者36例为研究

对象. 结直肠癌术后吻合口复发或伴有其他脏

器原发癌肿的患者不在本研究之内. 结直肠癌

组临床资料见表1. 其中男74例, 女58例; 年龄

32-87(平均64.8)岁. 右半结肠癌43例, 包括肿瘤

位于盲肠、升结肠、结肠肝曲、横结肠的患者; 
左半结肠癌33例, 包括肿瘤位于结肠脾曲、降

结肠、乙状结肠的患者; 直肠癌56例, 包括腹膜

返折上方15 cm远端的癌肿, 肛管癌除外. 所有

病例术前未采取化疗和/或放疗, 术后经病理组

织学检查证实诊断. 其中高分化腺癌35例, 中分

化腺癌69例, 低分化腺癌28例. Dukes分期: A期7
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例, B期64例, C期43例, D期18例. 对照组患者年

龄33-75(平均65.3)岁; 男19例, 女17例. 急性阑尾

炎9例, 腹股沟疝11例, 腹部闭和伤7例, 单纯性

下肢静脉曲张3例, 混合痔6例(表2). 分别于术前

1 h及术后1 mo采取外周静脉血10 mL, 室温静置

30 min, 4℃下1500 r/min离心10 min, 取上清放置

-80℃冰箱保存备用. 血清P53抗体ELISA试剂盒

为德国Dianova公司生产(购于Cosmobio公司).
1.2 方法 P53抗体的测定: 严格按照说明书的要

求操作. 稀释100倍的血清样品100 μL和标准对

照样品分别加入人重组P53蛋白包被的聚苯乙

烯微量反应板内, 室温下孵育1 h. 洗涤5次后, 
加入100 μL过氧化物酶标记的羊抗人IgG抗体

结合液, 室温下孵育1 h. 洗涤后加入反应底物

TMB(四甲基联苯胺), 避光反应30 min后加入终

止液2 mol/L的HCl. 用酶标仪在450 nm读取光吸

收值. 参照说明书, P53抗体效价指数(titre index)
大于10%为阳性. CEA和CA19-9的测定: 采用放

射免疫分析法(RIA), 由医院中心检验科统一检

测. CEA大于5 μg/L为阳性, CA19-9大于37 U/mL
为阳性. 
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表 1  132例结直肠癌患者临床病理资料

                             

性别            男

                    女

肿瘤位置    右半结肠

                    左半结肠

                    直肠

组织分化    高分化腺癌

                    中分化腺癌

                    低分化腺癌

Dukes分期  A

                     B

                     C

                     D

临床病理 n

�4

��

43

33

�6

3�

6�

2�

  �

64

43

1�

    

表 2 对照组36例患者临床资料

临床病理

男

女

急性阑尾炎

腹股沟疝

腹部闭和伤

单纯性下肢静脉曲张

混合痔

1�

1�

  �

11

  �

  3

  6

n

■创新盘点
对 结 直 肠 癌 手
术 前 后 血 清 P 5 3
抗 体 ,  C E A 及
CA19-9等肿瘤标
志物的动态监测
文献报道不多, 这
是本文的创新和
立题新颖之处.
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统计学处理  所有统计分析用S t a t v i e w 
version 5.0.1 (SAS institute Inc 产品) 统计软件处

理, P <0.05认为差异有显著性.

2  结果

2.1 血清P53抗体, CEA和CA19-9阳性率的比较和CA19-9阳性率的比较CA19-9阳性率的比较 
132例结直肠癌患者中53例(40.2%)血清P53抗体

呈阳性, 而对照组仅1例(2.9%)阳性, 两组间有显

著差异(χ2=18.11, P <0.0001). 尽管CEA和CA19-9
在结直肠癌患者中的阳性率分别为18 .2%和

12.9%, 但是与对照组比较无显著差异(图1).
2.2 术后1 mo血清P53抗体, CEA和CA19-9的变和CA19-9的变CA19-9的变

化 血清P53抗体阳性的53例患者中, 术后1 mo
有39例(74%)抗体转阴, 其中姑息性手术组3例
(33%), 根治性切除组36例(82%), 二组间有显

著差异, χ2 = 9.04, P  = 0.0026<0.01. 术前CEA阳

性的24例患者中, 术后1 mo有13例(54%)转为

阴性, 其中姑息性手术组2例(18%), 而根治性

手术组11例(85%), 差异有显著性(χ2 = 10.60, P  
= 0.0011<0.01). 术前CA19-9阳性的17例患者

中7例(41%)在术后1 mo转为阴性, 在姑息性手

术组和根治性切除组的转阴率分别为20%(2
例)和71%(5例), 差异有显著性(χ2 = 4.50, P  = 
0.034<0.05) (图2).

3  讨论

C E A是肠腺癌和胎儿肠中的一种胚胎抗原 , 
也是一种膜抗原和可溶性抗原 ,  分子质量约

200    k D a, 在细胞质中形成 ,  越过细胞膜进入

体液中, 故可在多种体液中检测出, 是消化系统

恶性肿瘤诊断的可靠指标, 尤其是结直肠癌的

诊断意义最大. CA19-9是消化道肿瘤细胞株分

泌的低聚糖肿瘤相关抗原, 主要存在于胃肠或

胰腺癌患者的组织中, 正常人血清中含量甚微. 
最近国外学者应用ELISA技术在各种恶性肿瘤

患者血清中检测到P53抗体[1-2], 尤其是在结直

肠癌和卵巢癌中抗体的阳性率最高[3], 因而受到

众多学者的关注. 资料显示, 血清P53抗体的阳

性率在结直肠癌患者中为23%-68%[4-7], 在健康

人群为1%-4%[3-4,6]. 本研究中血清P53抗体在结

直肠癌中的阳性率为40.2%, 对照组的非肿瘤患

者为2.9%. 这一结果充分说明血清P53抗体和结

直肠癌有显著的相关性, 可以作为诊断的辅助

指标之一. 同时我们还发现CEA和CA19-9的敏

感性较低, 在结直肠癌组的阳性率分别为18.2%

和12.9%, 且阳性率在结直肠癌组和对照组间的

差异无显著性.这些都表明CEA和CA19-9这些

简易的肿瘤标志物对结直肠癌诊断价值不大. 
Kressner et al [8]对一组根治性切除的结直肠癌患

者的多变量分析显示, 血清P53抗体是独立的预

后因素. 术前血清P53抗体水平升高的患者生存

期明显缩短. 因此我们主张对于术前血清P53抗
体阳性的患者, 应在手术切除后采取辅助性治

疗来改善预后. 近年很多文献都显示出辅助性

化疗和/或放疗可以降低复发率, 提高5 a生存率. 
我们对血清P53抗体, CEA及CA19-9阳性的

患者, 在术后1 mo再次测定这些标志物, 结果显

示74%的血清P53抗体阳性患者抗体转阴, 54%
的CEA阳性患者转阴, 41%的CA19-9阳性患者

转阴, 在根治性切除组和姑息性手术组的转阴

率有显著差异. 这表明可以通过血清学检测这3
种肿瘤标志物来判定临床疗效. 然而遗憾的是

我们只随访至术后1 mo, 无法说明是否会有部

分患者由于时间短而暂时没有转为阴性. Takeda et al[9]

也发现手术根治度与术后血清P53抗体的转阴有

显著相关, 28例术前抗体阳性的行根治切除术

患者中, 27例(96%)术后抗体转阴. Broll et al [10]

认为对于术前血清P53抗体阳性的患者, 通过术

结直肠癌组
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图 1 血清P53抗体, CEA及CA19-9在结直肠癌组和对照组中
阳性率的比较. bP<0.01 vs  对照组.

图 2 术后1 mo血清P53抗体, CEA及CA19-9转阴率的比较. 
aP<0.05, bP<0.01 vs 姑息手术组.

■应用要点
对 结 直 肠 癌 手
术 前 后 血 清 P 5 3
抗 体 ,  C E A 及
CA19-9的动态监
测将有助于判定
疗效 ,  监测预后 .
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后的动态监测将有助于早期发现转移或复发. 
国内目前对结直肠癌患者术后随访的一项主要

内容就是监测血清CEA水平, 而血清P53抗体的

敏感性明显高于像CEA等肿瘤标志物[6]. 国外已

有学者已经开始联合应用血清P53抗体, CEA及

CA19-9作为结直肠癌术后监测的指标. 因此对

手术前后血清P53抗体, CEA及CA19-9的动态监

测将是我们今后的进一步研究内容.  
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■同行评价
本文通过检测结
直肠癌患者手术
前 后 血 清 P 5 3 抗
体, CEA, CA19-9
的变化, 评价其临
床意义. 选题思路
清晰 ,  技术可行 , 
具有一定临床价
值. 
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1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的
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N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 
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体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5±
0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
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Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲
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