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卢雅丕, 任建林

卢雅丕, 福建医科大学2005级硕士研究生 福建省福州市
350000
任建林, 厦门大学附属中山医院消化内科 福建省厦门市 
361004
任建林, 2004年西安交通大学医学博士, 2003年哈佛大学麻省
总院, 纽约大学研修, 教授、主任医师 、硕士研究生导师, 厦门
大学附属中山医院消化内科主任, 厦门市消化中心常务副主任 
主要从事胃黏膜病变与胃癌的相关研究.
通���������������� 任建林, 361004, 福建省厦门市湖滨南路201号, 厦门
大学中山医院消化内科, 厦门市消化中心. jianlinr@msn.com
电话: 0592-2292017 传真: 0592-2292017
收稿日期: 2006-0�-11 ��日期: 2006-09-10: 2006-0�-11 ��日期: 2006-09-102006-0�-11    ��日期: 2006-09-10: 2006-09-102006-09-10

摘要
三叶因子在黏膜修复与重建及肿瘤的发生、

发展过程中发挥了重要的作用, 对其结构与
功能及基因表达调控的研究一直是近20余年
来黏膜保护及肿瘤研究领域的热点. 目前的
研究发现, 许多转录因子如C/EBPβ、GATA家
族、NF-kB等, 调节蛋白质如雌激素、EGF及
TGFa等, 及其他化学物质如NSAIDs、TPA、

硫氨素等均参与了三叶因子基因的表达调控
过程. 通过调节这些相关因子, 我们可以充分
发挥三叶因子生物学作用中的有利方面, 避免
其不利方面, 为临床应用创造条件.

关键词�� 三叶因子; 基因表达调控

卢雅丕, 任建林. 三叶因子基因表达调控相关因子. 世界华人消

化杂志  2006;14(30):2907-2912

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2907.asp

0  引言

自从1980年代发现三叶因子(trefoil factor family, 
TFF)以来, 对其结构与功能及基因调控的研究

一直是黏膜保护及肿瘤研究领域的热点. 大量

的研究发现, 许多转录因子、调节蛋白及其他

化学物质参与了三叶因子基因的调控过程, 本
文拟就近年来这一方面的研究进展作一综述.  

1  三叶因子

T F F是一群主要由胃肠道黏液细胞分泌的小

分子多肽. 其共同特征为均含1个特殊的P结构

域, 由38-39个氨基酸通过6个半胱氨酸残基经

由3个二硫键相互联接, 使整个肽链扭曲、折叠

形成三叶状结构. 这种结构的稳定性使三叶因

子家族具有明显的抗蛋白酶水解、酸消化及

耐热特性, 因而能在消化道复杂的环境中保持

生物活性[1]. 目前在哺乳动物体内发现的三叶

因子有3种, 即乳癌相关肽(pS2/TFF1)、解痉多

肽(SP/TFF2)和肠三叶因子(ITF/TFF3). TFF1于
1982年由Masiakowski et al [2]在雌激素诱导的人

乳腺癌细胞系MCF-7中获得; TFF2于1982年由

Jorgensen et al [3]在从猪胰腺提纯胰岛素的过程

中分离获得; TFF3于1991年由Suemori et al [4]从

大鼠空肠中分离. 3种三叶因子的基因串联分布

于21号染色体长臂(21q22.3), TFF1和TFF3有3
个外显子, 只含有1个P功能域; TFF2有4个外显

子, 内部有2个P功能域. 他们在胃肠道呈组织细

胞特异性表达, 在黏膜修复与重建及肿瘤的发

生、发展过程中发挥了重要的作用[5].

2  三叶因子基因调控相关因子

2.1 三叶因子间的相互调节作用 3种三叶因子的

基因具有相似的5'端核苷酸序列, 这使他们之间'端核苷酸序列, 这使他们之间端核苷酸序列, 这使他们之间

可以相互调节. 有研究表明, 低浓度的三叶因子

可以刺激自身及其他三叶因子家族成员基因的

转录及蛋白质的分泌[6], 这一过程是三叶因子通

过Ras/MEK/MAPK依赖性途径实现的, 且需要

表皮生长因子受体(EGFR)的间接激活[7]. 
2.2 雌激素 TFF1被看作是雌激素调节系统蛋白

(或称雌激素诱发蛋白)的代表性蛋白. TFF1基
因定位于第21号染色体, 在乳腺癌细胞中, TFF1
只有在雌激素作用下才能被转录与翻译. 人乳

腺癌细胞系MCF-7中的雌激素反应基因(包括

TFF1)通常含有一个存在于Sp1结合位点旁的雌

激素反应元件(estrogen response elements, ERE). 
Barkhem et al [8-9]对雌激素与TFF1之间的关系

做了一系列的研究, 发现雌激素经由激活蛋白

1(activator protein 1, AP1)与TFF1启动子中的

ERE及类固醇受体共活化物-1(steroid receptor 
coactivator-1, SRC-1)协同作用, 诱导TFF1基因

在激素依赖性乳腺癌细胞中表达. Sun et al [10]通

过免疫沉降分析观察MCF-7细胞系中雌激素受

体、Sp1和Sp3与对雌激素敏感的TFF1启动子
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之间的结合效应, 发现位于ERE上游的Sp1/Sp3
结合位点在TFF1启动子对雌激素的反应过程中

具有重要的作用, Sp位点突变可抑制Sp1和Sp3
与TFF1基因启动子的结合, 减弱TFF1对雌激素

的反应性. 这提示雌激素调节TFF1基因的作用

是通过Sp1/Sp3实现的. 最近, Espino et al [11]的研

究也提示, 在雌二醇存在时, MCF-7细胞系中的

TFF1 mRNA水平明显升高. TFF3基因的启动子

中亦含有ERE, 其在子宫内膜增生期及月经周期

的卵泡期表达明显上升, 而在分泌期急剧下降, 
提示TFF3亦接受雌激素调节[12].      
2 . 3  转 录 因 子 C C A AT / 增 强 子 结 合 蛋 白 β 
(CCAAT/enhancer binding proteinβ, C/EBPβ) 
C/EBPβ是近20 a来在对无数调节基因的研究

中发现的一个功能极其广泛的转录因子, 他在

众多细胞反应如细胞分化、代谢及肿瘤发生等

过程中发挥了关键的调节作用. 在胃癌组织中, 
C/EBPβ较正常明显升高. 有研究发现, TFF1启
动子中含有一个具有C/EBPβ结合位点的抑制

区, 在鼠和人细胞系中过表达C/EBPβ可以抑制

TFF1基因的转录[13]. 我们在前期的实验中发现

胃癌组织中的TFF1表达显著减少或缺如[14], 考
虑可能与胃癌组织中升高的C/EBPβ对TFF1转
录的抑制作用有关. Chi et al [15]研究发现, TFF2
在乳腺癌细胞系MCF-7中的表达是在胃癌细胞

系AGS中的两倍, 并通过电泳迁移率变动分析

(electrophoretic mobility shift assay, EMSA)及定

向诱变(site-directed mutagenesis)的方法, 证实在

TFF2启动子5'端具有一个细胞系特异性转录调'端具有一个细胞系特异性转录调端具有一个细胞系特异性转录调

节元件, 这一元件中包含有C/EBPs的一致性结

合位点. 这一结合位点的突变可使MCF-7乳腺癌

细胞系中TFF2启动子的转录活性降低50%, 而
对AGS胃癌细胞系中的TFF2转录则没有影响. 
这提示C/EBPs可能作为一种细胞特异性顺式作

用元件, 调节TFF2的细胞特异性表达. 
2.4 非甾体类抗炎药(NSAIDs)及过氧化物酶体

增生物激活受体γ(PPARγ) Azarschab et al [16]发现, 
阿司匹林和吲哚美辛均可以显著提高胃腺癌细

胞系MKN45及KATOⅢ、肠腺癌细胞系LS174T
中内源性TFF2基因转录水平. 当向前述细胞系

中同时加入阿司匹林及吲哚美辛时, 可以进一

步提高T F F2基因转录水平, 但并不表现为叠

加效应, 提示二者可能通过相同的信号转导途

径发挥作用. 向细胞系中进一步加入蛋白激酶

C(PKC)抑制剂十字孢碱, 发现TFF2基因表达下

降10倍, 再次加入阿司匹林和吲哚美辛刺激无

2908                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年10月2�日    第14卷   第30期

法逆转这种抑制效应, 说明PKC途径与TFF2基
因的转录激活有关. 另有多位学者用吲哚美辛

及阿司匹林刺激MKN45细胞系, 亦发现TFF2 
mRNA水平呈剂量及时间依赖性升高, 荧光素

酶报告基因测定发现外用PGE2并不会逆转吲

哚美辛对TFF2表达的这种上调作用. 因此考虑

吲哚美辛对TFF2的调控是通过一种不依赖于环

氧合酶(COX)的机制起作用的[17-18]. 吲哚美辛是

PPARγ的配体, 他在产生上调TFF2转录效应的

相同浓度范围内, 也可活化PPARγ, 其对TFF2的
诱导作用可被PPARγ的特异性抑制剂GW9662
所阻断. 提示吲哚美辛及阿司匹林对TFF2的诱

导作用是通过激活PPARγ起作用的, 这一机制在

减轻NSAIDs所致的胃肠道黏膜损伤方面可能

具有重要的意义[18]. 另有研究发现, PPARγ的其

他配体如15d-PGJ2及曲格列酮(TGZ)等也能在

MKN45细胞系中上调TFF1及TFF2的表达水

平[19]. 
2.5 GATA家族 GATA家族是一类能识别GATA序

列并与之结合的转录调节因子, 普遍具有锌指

结构, 共有6个家族成员(GATA-1--GATA-6). Al-
azzeh et al [20]研究发现, 在胃腺癌细胞系MKN45
及KATOⅢ、肠腺癌细胞系LS174T、胰腺癌细

胞系Capan-2、胰腺导管癌细胞系IMIM-PC1及
IMIM-PC2等细胞系中, GATA-6转录因子可活

化TFF1和TFF2基因转录, 但不影响TFF3基因的

转录. 共转染TFF报告基因及GATA-6表达载体

到胃癌细胞系中, 也得到相同的结果[21]. GATA-4
及GATA-5亦可激活三叶因子表达. GATA-4及
GATA-5启动子甲基化及转录静止现象常发生

在胃癌及结直肠癌中, 而GATA-6没有类似现象. 
在胃肠道肿瘤中, 一些由GATA-4及GATA-5调
节的抗肿瘤基因如三叶因子、inhibina和Dab2
等也出现转录静止, 同时伴有启动子的甲基化. 
药物或相关基因诱导的去甲基化过程可导致结

直肠癌细胞GATA-4、GATA-5及其下游目的基

因如三叶因子基因表达. 表达外源性GATA-5基
因也可引起下游目的基因激活. 提示GATA-4及
GATA-5可通过激活三叶因子等抗肿瘤基因的转

录而发挥抗肿瘤作用[22]. 
2 .6  表皮生长因子 (E G F)及转化生长因子a 
(TGFa) 在三叶因子基因的5'端存在一个雌激素'端存在一个雌激素端存在一个雌激素

/表皮生长因子反应元件(EGF/URO). Wright et al [23]

的研究表明, 在EGF的调控下, TFF参与了组织

的损伤修复, 在胃、十二指肠、胰腺等众多组

织中三叶因子表达均与EGF/URO反应元件相

www.wjgnet.com

■研发前沿
三叶因子的作用
目前较为明确, 但
作用机制尚不清
楚. 目前研究的热
点及重点集中于: 
(1)三叶因子的作
用机制, 明确其作
用的细胞信号转
导途径 ;  (2)三叶
因子基因的表达
调控 ;  (3)蛋白质
水平的研究, 如寻
找三叶因子相关
受体或结合蛋白. 
特别是后者, 是目
前亟待研究的问
题. 
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关. TGFa是消化道中最主要的表皮生长因子受

体的配体, 能诱导三叶因子表达. 原位杂交表明, 
在正常小鼠中, TFF1 mRNA在胃黏膜表面黏液

细胞中表达. 而在胃黏膜中过表达TGFa的转基

因鼠中, TFF1表达明显升高, 其mRNA遍及整个

胃小凹区[24]. 在黏膜修复过程中, TFF2及TFF3也
受到TGFa的调节. Cook et al [25]制作了野生鼠及

TGFa基因敲除鼠的胃黏膜损伤模型, 测定损伤

前后胃黏膜中TFF2及TFF3的表达情况, 发现两

种因子在野生鼠损伤后胃黏膜中的表达较损伤

前明显升高, 而在TGFa基因敲除鼠中, 损伤前

后TFF2及TFF3的表达无明显改变. 提示TGFa
在三叶因子发挥其胃黏膜保护及修复作用的过

程中是不可或缺的. 正常小鼠胰腺中TFF1表达

甚微, 而过表达TGFa的小鼠胰腺中的TFF1表达

却明显升高且表现出显著的特异性免疫反应性, 
亦证明TGFa能上调TFF1的表达[26]. 
2.7 核因子kB(NF-kB)及肿瘤坏死因子a(TNFa) 
尽管NF-kB是公认的转录激活因子, 能与多种

基因启动子或增强子的特异序列结合, 并促进

其转录, 然而在一些实验研究中发现, NF-kB也
可抑制或负调节某些基因的转录表达. Loncar 
e t a l [27]研究发现, 在人结肠癌细胞系HT-29中, 
TNF-a可通过NF-kB信号途径下调TFF3表达; 
Dossinger et al [28]也发现在IL-1β, IL-6抑制了NF-
kB及C/EBP的转录后, TFF1启动子的活性降低, 
基因表达下调. 由此推测在TFF基因上游可能存

在NF-kB的结合位点, 活化的NF-kB可结合TFF1
的特异序列并抑制其转录活性. 
2.8 上游刺激因子(USF) USF具有抗增殖活性, 
在癌细胞中往往缺乏, 提示这种因子具有抑制

肿瘤的作用[29]. TFF1, TFF2及TFF3基因的启动

子区均含有上游刺激因子(USF)的结合位点E 
box. E Al-azzeh et al [21]在胃腺癌细胞系MKN45
及结肠腺癌细胞系LS174T, HT-29, COS-7中加

入外源性USF, 发现USF对TFF2启动子具有很

强的激活作用. 其中, USF2的作用较USF1显著, 
两种USF共表达的作用又远高于USF2. 使TFF2
基因E box的DNA序列发生突变后, 这种激活作

用被显著抑制, 无法结合TFF2 DNA的USF突变

体也无法激活TFF2启动子, 提示USF对TFF2启
动子的激活作用是通过USF与E box特异性结合

而实现的. 他们同时测定了TFF1及TFF3, 发现

TFF3启动子被中度激活, 而TFF1启动子则不受

USF影响. 
2.9 肝细胞核因子3(HNF-3/FKH) 有研究发现, 

在人和两栖动物的三叶因子启动子中具有一个

接近TATAA盒的一致序列, 该序列与HNF-3的
结合位点具有惊人的相似性, 由此推断HNF-3
可能对三叶因子基因转录产生影响[30-31]. 共转

染HNF-3a和β表达载体, 可以特异性激活野生

型TFF1报告基因. 通过凝胶阻留法分析发现, 
HNF-3a和β主要结合于TFF1, 对TFF2及TFF3的
亲和力较弱. 若此一致序列发生变异, 则TFF1
报告基因的转录显著下降. 在HNF-3a和β基因

产物的作用下, 内源性TFF1 mRNA的表达在胰

腺细胞系Capan-2中升高1000倍, 在胃细胞系

MKN-45中升高5倍. 另有学者发现, 在乳腺癌细

胞系中, HNF-3基序位于ERE附近, 可能与激活

雌激素调节基因包括TFF1有关[32]. 
2 .10  杯状细胞沉默基因抑制因子结合蛋白

(GCSI-BP) 正常生理条件下, 肠三叶因子TFF3选
择性表达于肠道杯状细胞中. 以前的研究已经

证实了在TFF3基因启动子附近存在一些顺式调

控元件, 但不足以解释为什么TFF3在体内的这

种组织及细胞特异性表达的现象. 最近, Iwakiri 
et al [33]发现, 在鼠TFF3基因中含有一个沉默子元

件, 这个元件可以有效防止TFF3在非杯状细胞

中表达. 杯状细胞中含有一种可以与杯状细胞

沉默基因抑制因子(GCSI)调控元件结合的核蛋

白, 称为GCSI结合蛋白(GCSI-BP), 这种GCSI调
控元件可以废除其临近的各种顺式调控元件的

沉默作用, 使TFF3基因在杯状细胞中表达. TFF3
在体内细胞特异性表达的实现便有赖于这种

GCSI调控元件. 
2.11 缺氧诱导因子1(HIF-1) HIF-1是一种介导缺

氧信号、在胃肠道完整性和血管发生方面起着

关键性作用的中枢转录因子. 胃肠道表面上皮

细胞经常受到组织微循环障碍及缺氧相关性损

伤, 缺氧条件下, HIF-1升高, 并通过其诱导作用

导致TFF3 mRNA和蛋白质的水平升高, 保护肠

黏膜. Karhausen et al [34]发现, 在小鼠结肠炎模型

中, 降低HIF-1表达使小鼠出现更严重的肠黏膜

损伤, 体质量明显减轻, 死亡率升高. 而在高表质量明显减轻, 死亡率升高. 而在高表明显减轻, 死亡率升高. 而在高表

达HIF-1的小鼠中, 黏膜屏障保护性因子TFF3的
mRNA及蛋白质水平均明显升高, 其他黏膜保护

因子如多药耐药基因、CD73等的表达亦有所升

高, 使肠黏膜屏障修复能力较同窝正常小鼠明

显升高. 
2.12 12-O-十四烷酰佛波醋酸酯-13(TPA) 早在

1989年, Nunez et al [35]便发现, 在乳腺癌细胞系

MCF-7中TFF1基因的转录受到雌激素的调控, 
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 但在胃黏膜中则不受雌激素调控. 他们通过瞬

时转染分析, 发现TFF1基因的5'端含有一个复'端含有一个复端含有一个复

合增强子元件, 这个增强子能与TPA、雌激素、

EGF、c-Ha-ras癌蛋白和c-jun原癌蛋白等物质结

合, 影响TFF1基因的转录. 最近, Espino et al [11]的

研究也提示, TPA对TFF1基因的转录具有重要的

诱导作用, 且这种诱导可被组蛋白3(H3)分裂原

和应激活化蛋白激酶(MSK)抑制剂H89及MAPK
激酶抑制剂UO126所阻断, 提示TPA对TFF1基因

的转录诱导作用是通过Ras/MAPK信号途径实

现的. 
2.13 短链脂肪酸 短链脂肪酸可以引起肠道黏膜

损伤, 早年便有学者发现他们可以抑制TFF3的
表达, 其抑制作用按强弱顺序依次为丁酸盐、

丙酸盐及乙酸盐[36]. Lin et al [37]发现, 在丁酸盐诱

导的新生鼠结肠损伤黏膜中TFF3 mRNA水平明

显下降, 体外研究也显示, 用TFF3启动子-荧光

素酶报告基因质粒转染LS174T细胞, 在丁酸盐

存在的条件下, TFF3启动子报告基因活性降低, 
提示丁酸盐通过抑制特异性启动子下调TFF3表
达, 降低黏膜屏障功能, 引起黏膜损伤. Mik i 
et al [38]也发现, 丁酸钠及丙酸钠均可抑制TFF3基
因表达. 
2.14 白细胞介素家族 炎症因子白细胞介素家族

也是三叶因子基因表达的重要调节因子. Dos-
singer et al [28]研究发现, IL-1β及IL-6可以通过抑

制NF-kB及C/EBPβ而协同抑制TFF1启动子的

活性及基因表达. Blanchard et al [39]也发现, 在结

肠癌细胞系HT-29中, IL-4和IL-13可以上调TFF3 
mRNA及蛋白质水平, 这种调节效应呈时间及剂

量依赖性, 杯状细胞分泌产物黏液素2(MUC2)亦
随之增加. 
2.15 其他 胃泌素也是TFF1的正调节蛋白. Khan 
et al [40]的研究证实, 在人TFF1启动子中具有一

个胃泌素效应元件, 在表达胃泌素/胆囊收缩素

受体的胃癌细胞系AGS-G R中加入胃泌素可以

快速提高TFF1 mRNA水平. Liu et al [41]将硫氨素

转运载体THTR2转染到MCF-7乳腺癌细胞系中, 
发现TFF1水平明显下降, 在硫氨素消耗殆尽后, 
TFF1水平复又升高, 提示硫氨素对TFF1的转录

起抑制作用. X线放射、花生四烯酸及过氧化氢

等物质均与三叶肽基因表达相关. 肠道的神经

传递物质、拟胆碱药、血管活性肠肽、生长抑

素、TNFa、FGF2/bFGF、FGF7/KGF、葡萄糖

等均可以调节三叶因子表达及分泌. 此外, DNA
的自身修饰如启动子甲基化也是一个重要的调

节因素. TFF基因表达依赖于启动子甲基化, 在
不表达TFF的组织中, 3种三叶肽的启动子通常

都是甲基化的[42-43]. 
总之, 三叶因子基因表达受到众多转录因

子、蛋白质及其他化学物质的调控, 各种因子

的调控机制不尽相同. 鉴于三叶因子在黏膜修

复与重建及肿瘤的发生、发展过程中发挥了重、发展过程中发挥了重发展过程中发挥了重

要的作用, 深入了解三叶因子错综复杂的基因

表达调控机制是非常必要的. 通过调节其基因

表达调控相关因子, 我们可以充分发挥三叶因

子的生物学作用中的有利方面, 避免其不利方

面, 为临床应用创造条件.
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我国科技论文数跃居世界第四   论文被引用次数升至世界第十三位

北京10月27日讯(科学时报记者潘锋)中国科学技术信息研究所10月27日在京发布“2005年度中国科技论文统科学时报记者潘锋)中国科学技术信息研究所10月27日在京发布“2005年度中国科技论文统记者潘锋)中国科学技术信息研究所10月27日在京发布“2005年度中国科技论文统

计结果”, 在2005年度的科技论文与引文统计工作中, 国际论文数据取自三种在国际上颇具影响的检索工具: 

《科学引文索引》(SCI)、《工程索引》(Ei)和《科学技术会议录索引》(ISTP). 自2005年起还新增加了对美国

《医学索引》(MEDIINE)和对《社会科学引文索引》(SSCI)收录的社会科学论文的统计与分析. 国内论文数

据取自中国科学技术信息研究所研制的《中国科技论文与引文数据库》(CSTPCD), 该数据库2005年度收录的

中国科技论文统计源期刊, 即中国科技核心期刊共1652种.  

2005年SCI、Ei和ISTP收录的、在作者机构中含有“中华人民共和国”的论文共153374篇, 比2004年的

111356篇增加了42018篇, 增长率为27.4%. 我国科技论文占世界论文总数2231002篇的6.9%, 所占份额较2004

年增加了0.6个百分点. 按照国际论文数量排序, 我国科技论文数首次超过德国, 跃居世界第4位. 位于我国之前

的三个国家分别是美国、英国和日本.  

2005年反映基础研究状况的SCI所收录的中国论文数为68226篇, 比2004年增加了10849篇, 增长18.9%. 按

论文数排序我国位列世界第5位, 与2004年相同. 论文数排在前四位的国家为: 美国、英国、德国和日本.  

被SCI 2000-2004收录的我国科技人员作为第一作者发表的国际论文在2005年被引用情况, 与2004年相

比被引用论文数量由32536篇增加到51223篇; 被引用次数由75234次增加到133417次, 增长率分别为57.4%和

77.5%. 我国科技论文被引用次数已由2004年的第14位升至第13位.  

Ei是全世界最早的工程文献来源和工程领域最权威的数据库, Ei数据也是各国高技术竞争力比较研究的

重要参考. 2005年在反映工程科学研究情况的Ei收录期刊论文中, 中国论文有显著增长, 为54362篇, 比2004年

增长了62.3%, 占世界的比例为12.6%, 继续保持世界第2位, 仅落后于美国.  

ISTP收录的是科技会议论文, 在发展迅速的学科领域, 许多创新的想法、概念经常会首先在国际会议上

进行交流, 会议论文是科研成果产出除期刊以外的一个重要补充, ISTP汇集了自然科学、医学、农学科学和

工程技术领域每年全世界出版的会议文献的80%-90%, ISTP 2005年共收录我国科学家发表的论文数显著增长, 

达到30786篇, 比2004年的20479篇增加了10307篇, 增长了50.3%, 占全世界总数的6.2%. 我国科技会议论文的

世界排位继续保持世界第5位, 国际会议论文数超过我国的是美国、日本、德国和英国.  

创刊于1879年的美国《医学索引》收录了世界70多个国家和地区、40余种文字的4800种生物医学及相

关学科的期刊, 目前我国大陆有83种期刊被该系统收录. 2005年该系统共收录中国论文27460篇, 与2004年的

18962篇相比增长了44.8%.  

2005年我国科技人员在1652种中国核心期刊上共发表论文355070篇, 比2004年增加了80466篇, 增长了

29.3%; 海外科技人员作为第一作者在我国刊物上发表论文2495篇, 比2004年增加708篇.  

      截至2005年9月, SCI收录我国大陆科技期刊76种, Ei收录我国大陆期刊141种.
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Abstract
AIM: To investigate the changes of the Bcl-2 
family in human gastric cancer cell line MKN 
45 after epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 
treatment.

METHODS: The mRNA expression of apopto-
sis-related genes Bcl-xl, Bcl-2, Bax, Bid and Bad 
were examined by reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR). Western blot 
analysis was performed to detect the changes of 
the corresponding protein expression, and then 
the ratio of Bcl-2 to Bax (Bcl-2/Bax) was calcu-
lated.

RESULTS: The mRNA and protein expression 
levels of pro-apoptotic members, such as Bax, 
Bid and Bad, were increased gradually as the 

treating time extended (Bax protein: 0.6292 ± 0.0�, 
0.6454 ± 0.04, 0.�069 ± 0.09, 0.�992 ± 0.07, P < 0.05; 
Bid protein: 1.1214 ± 0.0�, 1.3697 ± 0.07, 1.610 ± 
0.09, 2.0623 ± 0.12, P < 0.05; Bad protein: 0.4327 
± 0.02, 0.7531 ± 0.01, 1.2�27 ± 0.02, 1.63�� ± 0.09, 
P < 0.05; for 0, 12, 24, and 36 h, respectively). 
However, the mRNA and protein expression 
levels of anti-apoptotic members, such as Bcl-xl 
and Bcl-2, were decreased as the time prolonged 
(Bcl-xl protein: 0.6444 ± 0.01, 0.6060 ± 0.02, 0.5647 
± 0.04, 0.54�7 ± 0.11, P < 0.05; Bcl-2 protein: 0.�112 
± 0.04, 0.6716 ± 0.0�, 0.4664 ± 0.03, 0.3146 ± 0.01, 
P < 0.05). Meanwhile, the ratio of Bcl-2/Bax was 
decreased as well (P < 0.05).

CONCLUSION: EGCG induces apoptosis of gas-
tric cancer cells through influencing the mRNA 
and protein expression of the Bcl-2 family, espe-
cially the ratio of Bcl-2/Bax.

Key Words: Epigallocatechin-3-gallate; Apoptosis; 
Gastric cancer; Bcl-2 family

Tong JL, Ran ZH, Chen X, Xiao SD. Expression of the 
Bcl-2 family is influenced by Epigallocatechin-3 -gallate in 
human gastric cancer cell MKN 45. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(30):2913-2917

摘要
目的: 探讨EGCG干预人胃癌细胞株MKN45
后Bcl-2 家族相关基因表达的变化情况. 

方法: 运用半定量RT-PCR法和蛋白免疫印迹
法分别检测EGCG干预人胃癌细胞株MKN 45
后不同时间点上(0, 12, 24, 36 h)抗凋亡相关基
因Bcl-xl和Bcl-2及促凋亡相关基因Bax、Bid
和Bad的mRNA和蛋白表达水平, 并比较不同
时间点的Bcl-2与Bax的比值. 

结果: 促凋亡相关基因B a x、B i d和B a d的
m R N A与蛋白表达水平随着E G C G作用于
人胃癌细胞株M K N 4 5的时间延长 ( 0 , 1 2 , 
24, 36 h)逐渐升高(Bax蛋白: 0.6292±0.08, 
0.6454±0.04, 0.8069±0.09, 0.8992±0.07, 
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■背景资料
表 没 食 子 儿 茶
素 没 食 子 酸 酯
(EGCG)是从茶叶
中分离得到的儿
茶素类单体, 是茶
多酚生物活性的
主要成份, 具有抑
制肿瘤生长, 诱导
癌细胞凋亡等作
用. EGCG的临床
前实验及其有效
释放剂型的研究
将为E G C G进入
临床应用做好铺
垫, 分子作用机制
的研究有利于筛
选作用的靶点.



P <0.05; Bid蛋白: 1.1214±0.08, 1.3697±0.07, 
1.610±0.09, 2.0623±0.12, P <0.05; Bad蛋白: 
0.4327±0.02, 0.7531±0.01, 1.2827±0.02, 
1.6388±0.09, P <0.05), 而抗凋亡相关基因Bcl-
xl及Bcl-2的mRNA和蛋白表达水平却逐渐降
低(Bcl-xl蛋白: 0.6444±0.01, 0.6060±0.02, 
0.5647±0.04, 0.5487±0.11, P <0.05; Bcl-2蛋
白: 0.8112±0.04, 0.6716±0.08, 0.4664±0.03, 
0.3146±0.01, P <0.05). Bcl-2/Bax比值也随着
EGCG作用时间的延长逐渐变小(P <0.05).

结论: E G C G可改变B c l-2家族不同成员的
mRNA与蛋白表达水平, 尤其是Bcl-2/Bax比
值, 这可能与EGCG来调控胃癌细胞凋亡有关.

关键词�� 表没食子儿茶素没食子酸酯; 细胞凋亡; 胃

癌; Bcl-2
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0  引言

饮食中的多酚成分能抑制癌细胞的生长, 而又

不影响正常细胞的功能, 因此越来越受到研究

者们的关注, 以期寻求新的安全的癌症预防和

治疗方法[1]. 全世界茶饮用量仅次于水, 茶叶根

据制作工序和发酵时间可以分为红茶﹑绿茶

和乌龙茶. 绿茶中的茶多酚主要包括表没食子

儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin-3 gallate, 
EGCG)﹑表没食子儿茶素(epigal locatechin, 
EGC)﹑表儿茶素没食子酸酯(epicatechin gallate, 
ECG)及表儿茶素(epicatechin, EC), 其中EGCG
的含量最为丰富, 而且活性也最强. EGCG不仅

具有化学预防和抗炎作用, 还能抑制许多不同

器官肿瘤细胞的生长和诱导其凋亡, 譬如胃﹑

食管﹑肺和前列腺等. 虽然EGCG诱导凋亡的分

子机制尚不太明了, 但目前研究表明主要同其

抗氧化作用, 调节致癌物的代谢和抑制细胞增

殖等有关. Bcl-2家族蛋白如Bcl-2, Bax和Bcl-xl
等定位于线粒体膜上, 实验证实Bcl-2家族蛋白

可以影响PT通道开放﹑Cyto-c及AIF的释放, 改
变线粒体外膜的通透性. 我们前期的实验表明, 
EGCG可以通过线粒体途径激活Caspase-3, 从而

诱导人胃癌细胞株MKN45的凋亡[2]. 因此我们

推测EGCG诱导人胃癌细胞株的凋亡涉及Bcl-2
家族相关基因的蛋白表达改变, 并通过影响线

粒体途径上一系列事件, 进而诱导凋亡. 
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1  材料和方法

1.1 材料 E G C G单体购自中国农科院茶叶研

究所, 纯度为99%, 溶解于RPMI-1640中, 即配

即用; RPMI-1640为美国Gibcol公司产品; 小
鼠抗人B c l-2 m A b(s c-7382)﹑兔抗人B c l-x l 
mAb(sc-7195)﹑小鼠抗人Bad mAb(sc-8044)﹑
兔抗人Bax多克隆抗体(sc-526)和兔抗人Bid多
克隆抗体(sc-11423)等一抗购自Santa Cruz公司, 
二抗驴抗兔IgG-HRP(sc-2317)及驴抗小鼠IgG-
HRP(sc-2318)也均购自Santa Cruz公司. 
1.2 方法 人胃癌细胞株MKN 45为本所细胞室

保存; 细胞培养基为RPMI-1640, 内含100 mL/L
灭活胎牛血清和100 kU/L青霉素及100 mg/L链
霉素的完全培养液. 细胞置于含50 mL/L CO2的

CO2孵箱中, 在37℃﹑95%湿度条件下培养. 取对

数生长期的MKN 45细胞, 以1×108-2×108/L的
浓度接种于25 cm2培养瓶中, 24 h后加入新鲜配

置的EGCG, 终浓度为80 μmol/L. 分别于干预后

12, 24和36 h收集细胞. 
1.2.1 总RNA抽提及逆转录聚合酶链反应(RT-

PCR) 总RNA抽提按TRIzol试剂(Invitrogen公司)
说明书建议的步骤操作, 在约含5×106个细胞的

25 cm2培养瓶中加入TRIzol试剂1 mL, 吸管吹

打2 min, 裂解细胞. 将细胞裂解液移入1.5 mL 
Eppendoff管中, 室温静置2-3 min; 4℃ 12 000 g离
心15 min; 取最上层无色水相层(RNA相)移入另

一Eppendoff管中, 加入0.5 mL异丙醇, 轻轻摇匀, 
室温静置10 min; 去上清夜, 空气干燥30 min, 重
新溶于50 μL DEPC水中, 经紫外分光光度法测

定RNA纯度和浓度后, 置于-70℃保存. 
引物设计和合成: 根据GenBank中的基因

序列, 采用Primer Premier 5.0引物设计软件设计

各凋亡相关基因的PCR扩增引物(表1), 由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成. RT-PCR: 
按两步法分别进行RT-PCR. 先将mRNA逆转录

为cDNA, 再以cDNA为模板进行PCR扩增, RT-
PCR结果重复3次. PCR反应条件:  b-actin: 94℃
变性5 min; 94℃ 30 s, 60℃ 1 min, 72℃ 1 min, 循
环30次; 72℃延伸10 min. Bax: 94℃变性5 min; 
94℃ 30 s, 62 ℃ 1 min, 72℃ 1 min, 循环35次; 
72℃延伸10 min. Bid: 94℃变性5 min; 94℃ 30 s, 
56.3℃ 1 min,72℃ 1 min, 循环30次; 72℃延伸10 
min. Bcl-2: 94℃变性5 min; 94℃ 30 s, 58.8℃ 1 
min, 72℃ 1 min, 循环33次; 72℃延伸10 min. Bcl-
xl: 94℃变性5 min; 94℃ 30 s, 56 ℃ 1 min, 72℃ 
1 min, 循环32次; 72℃延伸10 min. Bad: 94℃变
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■同行评价
本文分析了EGCG
对 胃 癌 细 胞 株
MKN 45的Bcl-2
家 族 相 关 基 因
表 达 的 影 响 ,  发
现E G C G可影响
Bcl-2家族不同成
员的mRNA与蛋
白 表 达 水 平 ,  尤
其是Bcl-2/Bax比
值. 课题有一定的
创新性, 方法比较
实用, 结果也较可
信 .  建 议 今 后 以
real-time RT-PCR
检测Bcl-2/Bax转
录水平, 更具说服
力.
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性5 min; 94℃ 30 s, 57 ℃1 min, 72℃ 1 min, 循环

32次; 72℃延伸10 min. 取PCR产物10 μL加6×上

样缓冲液2 μL于含5 μL/dL goldviewTM核酸染

料(北京赛百盛基因技术有限公司)的20 g/L琼脂

糖凝胶中电泳, 紫外线下生物电泳图像分析系统

(FR-200型, 上海复日科技有限公司)观察结果并

拍照. 
1.2.2 总蛋白抽提和Western印渍 总蛋白抽提: 小
心倾去培养液后, 用预冷的PBS清洗贴壁的细

胞两次, 倾去PBS. 向培养瓶中加入1 mL预冷的

含有抑制剂的蛋白抽提试剂(1 mL抽提试剂中

加入5 µL蛋白酶抑制剂混合液﹑5 μL PMSF和
5 μL磷酸酶混合液)(购自康成公司), 轻轻摇动

5 min, 再用预冷的细胞刮刮下贴壁细胞, 转移细

胞悬浮液到离心管中, 冰浴下摇动30 min进行

裂解. 将裂解液置于预冷的离心机中18 800 g离

心15 min, 立刻转移上清液至新的离心管中, 并
取一部分上清液进行BAC蛋白质定量. Western
印渍: 蛋白质等量样品加入6×加样缓冲液, 煮
沸变性5 min, 100 g/L SDS-PAGE 80 V电泳

45 min及150 V电泳80 min, 然后100 V 1 h电转

移至硝酸纤维素膜上. 丽春红S染色10 min以
观察各电泳带蛋白量是否一致. 5%(50 g/L)脱
脂牛奶TBST(Tween 20/TBS)缓冲液室温封闭

2 h, 分别加入一抗b-actin(1∶1000)﹑Bax (1∶
1000)﹑Bcl-2 (1∶500)﹑Bad (1∶1000)﹑Bcl-
xl(1∶5000)和Bid(1∶1000), 4℃过夜. PBS洗涤

20 min, 再用TBS洗涤20 min. 然后与结合有辣

根过氧化物酶标记的二抗(1∶3000)室温孵育

1 h, TBS洗涤40 min, Supersignal West Femto 
Kit(PIERCE公司, 美国)法检测, 硝酸纤维素膜

与检测液反应5 min, X胶片曝光1 min, 显影.

    M      1       2       3      4  

Bcl-xl

 Bcl-2

 Bax

 Bid

 Bad

b-actin

图 1 EGCG干预后Bcl-2家族相关基因mRNA改变情况. 1: 
为对照未处理组; 2: 为处理后12 h; 3: 为处理后24 h; 4: 为处
理后36 h.

     1        2       3         4

Bcl-xl 

Bcl-2 

Bax 

Bid

Bad

b-actin

图 2 EGCG干预后Bcl- 2家族相关蛋白改变情况. 1: 为对
照未处理组; 2: 为处理后12 h; 3: 为处理后24 h; 4: 为处理后
36 h.

表 1  Bcl-2家族相关基因的RT-PCR引物序列及相关信息

     
基因 引物序列                                                            产物大小 (bp)      GenBank号

Bax 同义 5'- tct gac ggc aac ttc aac tg-3'                   2��                 gi:34335114

                反义 5'- cac tgt gac ctg ctc cag aa-3'         

Bid 同义 5'- aca gca tgg acc gta gca tc-3'                 302                  gi:33150623

                反义 5'- gtc cat ccc att tct ggc ta-3'          

Bad 同义 5'- ccc aga gtt tga gcc gag tg-3'                 314      gi:4�456824

                反义 5'- gct gtg ctg ccc aga ggt t-3'          

Bcl-2 同义 5'- gga gga ttg tgg cct tct tt-3'                   287                   gi:17�366

                反义 5'- tca ctt gtg gct cag ata ggc-3'          

Bcl-xl 同义 5'- gag gca ggc gac gag ttt-3'                     4�1                  gi:510�00

                反义 5'- gac gga gga tgt ggt gga-3'          

b-actin 同义 5'- gga ctt cga gca aga gat gg-3'                404      gi:33878222

                反义 5'- aca tct gct gga agg tgg ac-3'          
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统计学处理 所有实验均重复3次, 结果以均

数±标准差表示. 各组间数据的差异应用SAS 
6.12统计软件包, P <0.05时认为差异具有统计学

意义.

2  结果

2.1 EGCG对Bcl-2家族相关基因mRNA表达的影

响 EGCG处理人胃癌细胞株MKN 45细胞, 终浓

度为80 μmol/L, 运用半定量RT-PCR检测处理后

12, 24和36 h Bcl-2家族相关基因mRNA表达情

况. 随EGCG作用时间的延长, Bcl-xl和Bcl-2的
mRNA表达逐渐减弱 (P <0.05), 而Bax, Bid和Bad
的mRNA表达逐渐增强 (P <0.05)(图1). 
2.2 EGCG对Bcl-2家族相关基因蛋白表达的影响 
以终浓度为80 μmol/L EGCG干预人胃癌细胞株

MKN 45细胞, 运用Western Blot法分别检测干预

后12, 24和36 h等时间点的蛋白表达情况, Bcl-xl
和Bcl-2的蛋白表达水平同样随EGCG作用时间

延长逐渐减弱(P <0.05), 而Bax, Bid和Bad的蛋白

表达则逐渐增强 (P <0.01)(表2, 图2). 
2.3 Bcl-2/Bax比值 通过软件分析获得Bcl-2和
Bax蛋白的光密度值, 并计算Bcl-2/Bax比值. 随
EGCG作用时间的延长, Bcl-2/Bax比值逐渐降低 
(P <0.05).

3  讨论

胃癌是我国常见的肿瘤之一, 为全部恶性肿瘤

的第3位, 占消化道肿瘤的首位. 胃癌的死亡率

相当高, 其年死亡率为25.21/10万, 是各种恶性

肿瘤中的第1位. 虽然近些年来胃癌在我国发病

率有降低趋势, 但作为重大疾病, 胃癌的防治在

我国的形势依旧十分严峻, 亟待发掘新的有效

的治疗策略. 绿茶是三大茶系之一, 绿茶多酚占

绿茶干重的30%, 大多数是黄酮醇类儿茶素. 许
多流行病学研究都表明饮用绿茶同众多部位发

生肿瘤的危险度偏低相关, 尤其是胃﹑食管和

肺等. 体内实验也显示, 服用茶提取物或茶多酚

能抑制裸鼠的乳腺癌和前列腺癌的生长[3]. 饮茶

在亚洲较为盛行, 因此利用茶叶或茶叶成分预

防和治疗肿瘤极具前景. EGCG是儿茶素中主要

的成分, EGCG具有强的抗氧化作用, 能广泛地

诱导肿瘤细胞凋亡. 许多研究表明, EGCG在体

内和体外都均能抑制肿瘤的生长, 包括肺癌﹑

胃癌﹑前列腺癌, 皮肤癌﹑结肠癌﹑肝癌和乳

腺癌等. 虽然EGCG的癌症预防作用机制尚未完

全阐明, 但一般与诱导凋亡及抑制端粒酶活性

相关. 我们先前的研究业已表明EGCG可以通过

线粒体途径激活Caspase-3, 从而诱导人胃癌细

胞株的凋亡. 因此在本研究中我们进一步检测

了针对于线粒体途径上其他相关作用蛋白, 如
Bcl-2家族相关蛋白.  

B c l-2家族蛋白包括抗凋亡因子(B c l-2、
Bcl-xl和Mcl-1等)、促凋亡因子(Bax和Bak等)及
只含BH3结构域蛋白(Bim和Bid等). 该家族为细

胞凋亡的线粒体通路中最重要的调控因子, 决
定细胞色素C从线粒体释放至胞质. Bcl-x通过剪

切可形成Bcl-xl和Bcl-xs两个产物, Bcl-xl与Bcl-2 
同源, 两者通过抑制细胞色素C从线粒体的释放

和阻止Bak与Bax蛋白的移位来发挥他们的抗凋

亡作用. Bcl-xl同时抑制由凋亡刺激或氧化磷酸

化抑制剂导致的线粒体肿胀, 并与Bax形成异二

聚体[4]. Caspase 8分解Bid成截短的Bid移位到线

粒体, 使Bak和Bax寡聚体化形成孔隙, 以利于细

胞色素C从线粒体的释放, 并放大Caspase激活

后的下游信号. 促凋亡家族的Bax正常是以非活

性状态存在于胞质中, 但一旦受到凋亡刺激, 就
会被激活并插入到线粒体外膜和内质网中. 在
线粒体中, Bax形成释放细胞色素C和其他促凋

亡因子的孔隙; 相比之下, 在内质网Bax诱导钙

离子释放, 从而促进线粒体上释放细胞色素C的
孔隙的打开[5]. 另外一个促凋亡家族的Bak以非

活性状态存在于线粒体中, 一旦激活, 就发生寡

聚体化, 促进线粒体外膜通透性增高和细胞色

素C的释放. Bcl-2家族中大多数都可以形成同源

或异源二聚体, Bax在体内除了结合Bcl-2形成异

二聚体, 同样还可以形成同二聚体. 过度表达的

 
表 2  EGCG干预后Bcl-2家族蛋白相对改变情况 (mean±SD)

     
蛋白 Bax/Actin                   Bad/Actin                    Bid/Actin                   Bcl-2/Actin Bcl-xl/Actin

0 h 0.62�2±0.08 0.4327±0.02 1.1214±0.08 0.8112±0.04 0.6444±0.01

12 h 0.6454±0.04 0.7531±0.01 1.36�7±0.07 0.6716±0.08 0.6060±0.02

24 h 0.806�±0.0� 1.2827±0.02   1.610±0.0� 0.4664±0.03 0.5647±0.04

36 h 0.8��2±0.07 1.6388±0.0� 2.0623±0.12 0.3146±0.01 0.5487±0.11
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Bax可以抵消Bcl-2的抗凋亡活性[6-7]. 因此Oltvai 
et al [8]提出Bcl-2与Bax的比例决定凋亡刺激后

是否生存或凋亡的模型. 1995年Yang et al [9]通过

酵母双杂交实验筛选到新的Bcl-2相互作用蛋白

Bad, 他具有Bcl-2蛋白的BH1和BH2同源结构域. 
Bad选择性与Bcl-2和Bcl-xl形成二聚体, 但不与

Bax, Bcl-xs, Mcl-1和A1结合, 也不会形成同二

聚体.   
生理性细胞死亡过程-凋亡机器的损害是肿

瘤发生及促进肿瘤对细胞化疗药物的反弹的关

键因素. 当前治疗肿瘤的主要策略之一是激活

细胞内凋亡程序, 离子辐射和化疗药物就是通

过诱导凋亡杀死一些肿瘤细胞. 一旦细胞受到

凋亡刺激, 线粒体内就会发生一系列事件, 包括

释放细胞色素C. 抗凋亡Bcl-2家族蛋白(如Bcl-2
和Bcl-xl)的表达可以抑制细胞色素C的释放, 而
促凋亡的Bcl-2家族蛋白(如Bax和Bid)的表达则

可以诱导细胞色素C的释放[10]. 肿瘤细胞常伴

有Bcl-2及相关生存蛋白的过度表达, 这也正是

其对化疗药物耐药原因之一[11]. 目前抗凋亡蛋

白Bcl-2已成为成熟的抗肿瘤靶点, Oltersdorf 
et al [12]通过基于核磁共振技术的筛选方法找出

了抗凋亡因子Bcl-2, Bcl-xl和Bcl-w的小分子抑

制剂ABT-737, 应用于动物实验,并得到了初步

肯定作用. 
虽然在一些体外研究(如前列腺癌细胞等)

中EGCG诱导的凋亡不改变细胞中Bcl-2, Bcl-xl
和Bad的表达, 即与Bcl-2家族部分成员无关[13], 
但在本实验中, EGCG处理人胃癌细胞株MKN 
45后, Bcl-2表达下调, 而Bax的表达则上调, 从
而提示Bcl-2和Bax是EGCG诱导人胃癌细胞株

MKN 45凋亡的关键因素. 通过影响Bcl-2家族

蛋白的表达, 调节细胞色素C的释放, 进而调控

Caspase 3的激活, 因此更进一步说明了EGCG是

通过线粒体途径诱导人胃癌细胞株MKN 45的
凋亡. 
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Abstract
AIM: To investigate the dynamic expression and 
alteration of insulin-like growth factor-Ⅱ(IGF-
Ⅱ) during in the pathogenesis and development 
of hepatocellular carcinoma.

METHODS: Hepatoma models were induced 
with 2-fluorenylacetamide (2-FAA) in male 
Sprague-Dawley (SD) rats. The morphologi-
cal changes of rat livers were observed by HE 
staining. The dynamic changes of IGF-Ⅱ in rat 
livers and sera were quantitatively analyzed by 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). 
Simultaneously, the expression and cellular dis-
tribution of IGF-Ⅱ were detected by immuno-
histochemistry..

RESULTS: Histological examination confirmed 
that the expression of IGF-Ⅱwas increased in 
gradient after granule-like degeneration, atypi-
cal hyperplasia and carcinoma appeared in he-
patocytes, and it was significantly higher in 
carcinoma group than that in degeneration and 
control group (carcinoma vs degeneration, χ2 = 
9.55, P < 0.01; carcinoma vs control, χ2 = 14.00, P 
< 0.01). IGF-Ⅱwas positively expressed inside 
the liver cancer cells, and there was positive 
correlation between tissue and serum IGF-Ⅱ ex-
pression (r = 0.97, P < 0.01).

CONCLUSION: IGF-Ⅱ is involved in the carci-
nogenesis of hepatocellular carcinoma, and its 
expression is up-regulated at the early stage of 
carcinoma, which can help to achieve early diag-
nosis and prognosis judgment.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Insulin-like 
growth factorⅡ; Immunohistochemistry; Enzyme 
linked immunosorbent assay
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摘要
目的: 观察肝细胞癌变过程中胰岛素样生长
因子Ⅱ(IGF-Ⅱ)的动态改变及与病理学特征
的关系. 

方法: 以2-乙酰氨基芴(2-FAA)喂饲♂SD鼠诱
发肝细胞发生癌变, 以病理学方法(HE染色)和
酶联免疫吸附法(ELISA), 分别观察肝细胞形
态学、肝及血IGF-Ⅱ的动态变化. 以免疫组织
化学法分析肝组织IGF-Ⅱ表达与胞内定位. 

结果: 组织学证实SD鼠在喂饲2-FAA后, 在
肝细胞出现颗粒样变性、不典型增生到HCC
的形成过程中IGF-Ⅱ呈梯度表达, 表现为癌
组明显高于对照组和变性组(癌组 vs  变性组, 
χ2 = 9.55, P <0.01; 癌组 vs 正常组, χ2  = 14.00, 

■背景资料
我国为肝癌高发
区, 对肝癌的早期
诊断是治疗的重
点 和 难 点 .  近 年
来, 通过监测癌基
因或癌相关基因
以提高肝癌早期
诊断率的研究成
为国际上的热点. 
IGF - I I作为胰岛
素样生长因子类
癌基因家族成员
之一, 其在肝癌发
生、发展过程中
的作用机制及通
过监测IGF-II以诊
断肝癌的方法学
探索也日益受到
关注.
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P <0.01), 大鼠肝癌中IGF-Ⅱ在肝细胞内呈阳
性表达; 肝组织和外周血中IGF-Ⅱ呈显著正相
关(r  = 0.97, P <0.01).

结论: IGF-Ⅱ参与肝细胞的癌变过程, 在癌
变早期表达增加有助于肝癌早期诊断及预后
判断.

关键词�� 肝癌; 胰岛素样生长因子Ⅱ; 免疫组化; 酶

联免疫吸附试验
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0  引言

肝癌(HCC)是由病毒、化学致癌物等多病因作

用[1-3], 因癌基因或癌相关基因激活、抗癌基因

失活或胚胎期某些酶基因重新复活等诸多因素

引起肝细胞生长失控而致癌变, 经启动、促进、

演变多阶段的发病过程, 其中基因的调控和表

达、多种生长因子的活性等均与肝癌的发生、

发展密切相关[4-6]. 胰岛素样生长因子(Insulin-like 
growth factor, IGF)-Ⅱ是与胰岛素同源的多肽, 并
具有胰岛素样活性, 引起不同类型细胞的有丝分

裂[7]. 本文以免疫组织化学法分析了诱癌过程中

IGF-Ⅱ在大鼠肝脏的胞内定位及表达, 并以酶联

免疫吸附法测定了大鼠肝脏诱癌过程中IGF-Ⅱ
水平在肝脏和血清中的变化趋势, 探讨了IGF-Ⅱ
在肝癌发生、发展过程中的作用机制及其作为

肝癌早期诊断标志物的可能性. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Sp r ague-Dawley(SD)大鼠48只, 
4-6 wk龄, 体质量120-160 g, 由南通大学实验动

物中心提供, 清洁级. 分笼喂养于8个等大的笼

中, 普通大鼠颗粒饲料由南通大学实验动物中

心提供. 随机分为6只/笼, 随机挑选1个笼子的大

鼠作为正常对照组, 其余为实验组(其中1组为

备用组). 对照鼠给予一般颗粒饲料, 其余实验鼠

以0.5 g/L的2-乙酰氨基芴(2-Fluorenylacetamide, 
2-FAA, Sigma)颗粒饲料作恒环境饲养. 实验期间

剔除死亡鼠, 以备用鼠补足. 每2 wk取1只正常鼠

及1组实验鼠, 以乙醚轻度麻醉. 从心尖取血5 mL
分离血清, 置-20℃冰箱保存; 肝组织洗去血迹, 
部分用40 g/L中性甲醛液固定作病理学检查(HE
染色)和免疫组织化学染色, 其余组织置-80℃保

存(Sanyo超低温冰箱). 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠肝组织的HE染色观察 肝组织经40 g/L
中性甲醛液固定, 脱水、透明、石蜡包埋后, 经
切片(厚度4 µm)、展片、贴片、烤片后制成空

白片. 经脱蜡、水化, 苏木素染色, 分化、反蓝, 
伊红浸染, 脱水、透明、封片后制成苏木素-伊
红(HE)染色切片. OLYMPUS BX 50光学显微镜

(日本OLYMPUS公司)下观察. 
1.2.2 免疫组织化学染色(链霉亲和素-生物素法, 
S-P法) 新鲜鼠肝组织经取材、固定、浸蜡, 作
成厚度4 μm的组织切片; 常规脱蜡、水化; 双氧

水阻断内源性过氧化物酶; 高压加热法修复抗

原; 正常动物血清封闭非特异性结合; 滴加IGF-
Ⅱ抗体, 4℃过夜, 磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗; 滴加

生物素标记的第二抗体, 室温孵育10 min, PBS漂
洗; 滴加链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶, 室温孵

育10 min, PBS冲洗; 滴加新鲜配制的四盐酸二氨

基联苯胺(DAB)溶液, 室温显色, 蒸馏水洗涤; 苏
木素复染. 无水乙醇脱水透明、封片. OLYMPUS 
BX 50光学显微镜观察、摄像. 以0.01 mol/L PBS
液(pH7.5)分别替代一抗、二抗和SP试剂作阴

性对照, 已知表达IGF-Ⅱ的乳腺癌组织作阳性

对照. 组织中显示棕黄色颗粒为IGF-Ⅱ表达阳

性. 肝组织中IGF-Ⅱ表达强度: +, 阳性细胞数为

10%-25%; ++, 阳性细胞数为26%-50%; +++, 阳
性细胞数为>50%. 
1.2.3 鼠肝细胞质蛋白浓度测定 取肝组织60 mg
左右, 剪碎. 按20∶1混合适当量的细胞质蛋白

抽提试剂(碧云天)A和B, 加入PMSF至终浓度为

1 mmol/L配制成组织匀浆液. 取匀浆液200 μL与
组织混合, 充分匀浆. 冰浴15 min, 4℃ 15 000 g
离心5 m in. 分离上清至一预冷的塑料管中, 为
部分质蛋白. 每20 μL沉淀加入添加了PMSF的
试剂A 200 μL. 高速剧烈振摇5 s, 使沉淀完全悬

浮分散开. 冰浴15 min. 加试剂B 10 μL. 高速剧

烈振摇5 s, 冰浴1 m in. 高速剧烈振摇5 s, 4℃
12 000-16 000 g离心5 min. 立即吸取上清至上

述塑料管中, 即为抽提得到的质蛋白. 肝细胞质

蛋白浓度以BCA法测定, 按50∶1混合BCA试剂

A、B配制适量BCA工作液. 蛋白标准品稀释10
倍. 稀释后的标准品按0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 μL
加至标准品孔中, 加水补足到20 μL. 加适当体积

样品至样品孔中, 加水稀释到20 μL. 各孔加入

BCA工作液200 μL, 37℃放置30 min. 测定A 578. 
根据标准曲线计算出蛋白浓度. 

■研发前沿
目 前 ,  通 过 监 测
肝 癌 患 者 血 清
中IGF-Ⅱ水平以
阐明其在肝癌发
生、发展过程中
的意义及其作为
早期诊断肝癌标
志物的可行性的
研究较为深入, 但
通过动物实验直
接观察大鼠肝脏
诱癌过程中IGF-
Ⅱ表达与改变的
研究尚较少见.
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1.2.4 大鼠IGF-Ⅱ测定 大鼠IGF-Ⅱ以大鼠IGF-Ⅱ
ELISA Kit/96T(ADL公司)分析. 浓缩洗涤液稀

释50倍. 辣根过氧化物酶(HRP)稀释60倍. 标本

稀释50000倍. 加入标准品100 μL、已稀释标本

100 μL于相应反应板孔中. 轻轻混匀30 s, 25℃
温育20 min. 反复洗板3次. 加生物素化的抗大鼠

IGF-Ⅱ100 μL. 轻轻混匀30 s, 25℃温育20 min. 反
复洗板3次. 加100 μL×HRP. 轻轻混匀30 s, 25℃
温育10 min. 反复洗板3次. 每孔加入100 μL TMB
显色液, 轻轻混匀10 s, 25℃温育20 min. 每孔加

入终止液100 μL. 轻轻混匀30 s; 测定A 450. 根据标

准曲线计算其浓度.
统计学处理 所有数据以均数±标准差表

示, 多个样本均数间的比较先进行方差齐性检

验, 再进行方差分析, 两样本均数的比较采用t检
验, 样本率之间的比较采用Fisher确切概率法; 
相关性用直线相关分析. 以P <0.05表示差异有显

著性.

2  结果

2.1 诱癌过程中大鼠肝细胞的病理组织学变化 
在2-FAA的诱癌过程中, 大鼠肝细胞在形态学上

发生了明显变化, 诱癌不同时期大鼠肝脏病理

学变化的实际发生情况见表1. 在鼠肝细胞癌变

阶段, 经组织学检查发现: 在诱癌早期, 肝细胞

胞质出现颗粒样变性, 偶见大的异型胞核(肝细

胞变性组); 中期阶段肝板细胞层次增多, 局灶细

胞层次超过3层, 细胞核染色质增粗, 核质比例

增大(癌前病变组); 在诱癌的后期, 可见肝组织

结构消失, 肝细胞排列成巢状、粗条索状, 细胞

核中等大, 核染色质增粗, 核质比例增大, 均为

高分化HCC(肝细胞癌变组). 
2.2 大鼠肝细胞癌变过程中IGF-Ⅱ的表达及动态

改变 IGF-Ⅱ表达阳性物质呈棕黄色颗粒, 主要Ⅱ表达阳性物质呈棕黄色颗粒, 主要表达阳性物质呈棕黄色颗粒, 主要

■创新盘点
关于IGF-Ⅱ水平
与肝癌关系的研
究目前大都集中
在临床血清学检
测方面. 本文则在
大鼠肝脏诱癌的
动 物 实 验 中 ,  以
病理学方法 ( H E
染色)和酶联免疫
吸附法(ELISA), 
分别观察肝细胞
形态学、肝及血
IGF-Ⅱ的动态变
化. 以免疫组织化
学法分析肝组织
IGF-Ⅱ的表达、

胞内定位及变化
规律.

定位于胞质, 少数细胞出现胞核着色, 胞膜未见

着色(图1). 随着大鼠肝组织癌变的发生, IGF-ⅡⅡ
阳性率逐渐增高, 正常鼠无阳性表达, 变性组阳

性率仅为36.36％, 癌前组与癌变组明显上升, 阳
性率已达100%, 差别均有显著性意义(P <0.01). 
而且IGF-Ⅱ表达强度呈增强趋势, 在变性鼠阳Ⅱ表达强度呈增强趋势, 在变性鼠阳表达强度呈增强趋势, 在变性鼠阳

性中多呈“+”表达水平 ,  癌前鼠已有3例达

“++”或“+++”水平, 而癌变组的8例中有5例
为“+++”水平(表2).
2.3 诱癌过程中大鼠肝脏和血清中IGF-Ⅱ的动态

改变 在大鼠肝细胞诱癌过程中, 肝细胞质IGF-
Ⅱ的表达水平随肝组织学形态的改变呈增高

趋势, 表现为癌变组>癌前病变组>肝细胞变性

组>正常对照组, 其变化趋势有显著性意义(F  = 
13.2, P <0.01). 肝细胞质中IGF-Ⅱ平均浓度在癌

表 1  诱癌过程鼠肝细胞的病理组织学变化(n )

                          肝组织病理组织学形态变化
分组                  n 

               正常        变性        癌前         癌变

对照组             6        6             0            0              0   

实验组第2周    6        0             6            0              0  

           第4周    6        0             6            0              0  

           第6周    6        0             5           1               0  

           第8周    6        0             3           2               1

           第10周  6        0             2           1               3

           第12周  6        0             0           2               4

总计               42        6            22          6               8

表 2  肝细胞癌变过程中IGF-II表达强度与动态改变
的定性分析(%)

                                              表达强度
分组         n      IGF-II阳性(％)

                               -         +        ++        +++

正常组     6        0 (0)              6        0        0           0

变性组    22       8 (36.36)     14        6        1           1

癌前组      6       6 (100)a         0        3        2           1

癌变组      8       8 (100)b         0        1        2           5 

aP<0.05,  bP<0.01 vs 正常组及变性组.

图 1 IGF-II表达免疫组化分析(SP×400). A: 模型鼠肝癌; B: 
对照鼠肝.

A

B
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前病变组明显高于正常组(t  = 12.46, P <0.01)及
变性组(t  = 3.50, P <0.01); 癌变组明显高于正常

组(t  =16.39, P <0.01)、变性组(t  = 6.79, P <0.01)
和癌前病变组(t  = 2.42, P <0.05). 肝脏IGF-Ⅱ释

放入血后, 引起血清中IGF-Ⅱ增加. 血IGF-Ⅱ
浓度, 正常肝对照组>肝细胞变性组>癌前病变

组>肝细胞癌变组, 呈明显梯度升高, 差别有显

著性意义(F  = 48.1, P <0.01), 其中癌前病变组

显著高于正常组(t  =16.18, P <0.01)及变性组(t  = 
7.40, P <0.01); 癌变组显著高于正常组(t  = 9.03, 
P <0.01)、变性组(t  = 6.75, P <0.01)及癌前病变

组(t  = 4.30, P <0.01). 血清与肝细胞质中IGF-
Ⅱ浓度的变化呈显著正相关(r  = 0.97, t = 5.97, 
P <0.01)(表3).

3  讨论

I G F-Ⅱ为小分子肽 ,  由67个氨基酸残基组成

(MW 7.5 kDa), 分子中含有3个链内二硫键, 其
分子结构与胰岛素前体具有较高同源性, 他对

体内多种组织中的代谢、细胞生长和分化具有

调节作用. 成人肝脏是IGF主要的生物合成及内

分泌场所, 但在人体, 除肝外的大部分组织也具

有外分泌或旁分泌产生IGF的能力, IGF-Ⅱ型受

体则可能参与IGF-Ⅱ的降解[8]. 以蛋白质复合

形式存在的IGF易于与其受体结合以调节其活

性, 体内的生长激素参与调控IGF的表达[9]. 血
清中IGFs与特异结合蛋白具有高度亲和力, 现
已鉴定出的结合蛋白(B P)有6种 ,分别命名为

IGFBP1-6. 外周血中IGFs是由IGF、IGFBP和对

酸敏感的亚单位组成, 大约为150 kd的高分子复

合物, 结合形式的IGFs可延长其半寿期, 防止如

低血糖血症的急性胰岛素样作用出现. 此外血

中也存在31-40 kd二聚体IGFs形式, 他易于通过

毛细血管壁到达靶组织而发挥生物学效应[8,10]. 
体内IGF-Ⅱ是肝细胞癌变过程中发挥重要

作用的生长因子, 他通过IGF-Ⅰ受体上的酪氨酸

■应用要点
本文为进一步探
讨IGF-Ⅱ在肝癌
发生、发展过程
中的作用机制及
其表达规律提供
了新的研究思路
和方法, 今后可从
基因水平对IGF-
Ⅱ的表达做进一
步的研究.

激酶途径合成与活化[11-13]. IGF-Ⅱ的活化与表达

过程, 已在化学诱癌鼠、转基因鼠和肝炎病毒慢

性感染的实验动物及肝组织中得到证实[14-15]. 转
基因鼠中若持续表达IGF-Ⅱ, 则肝细胞癌和淋巴

瘤的发病频率增加. 在肝细胞癌变过程中, 胚胎

型IGF-Ⅱ基因活化, 使IGF-Ⅱ呈高水平状态[16]. 
肝细胞癌变过程中IGF-Ⅱ呈高度表达的机制尚

不十分清楚, 可能与IGF-Ⅱ通过自分泌或旁分泌

作用促进细胞转化有关. 本研究以免疫组织化

学法分析了大鼠诱癌过程中IGF-Ⅱ的表达与变

化, 并以酶联免疫吸附法对大鼠肝组织和血清中

IGF-Ⅱ水平在诱癌过程中的变化趋势和相互关

系进行了分析. 研究发现大鼠肝脏IGF-Ⅱ表达阳

性率在癌前病变组及癌变组均明显高于正常组

和变性组, 且其表达水平也呈升高趋势. 大鼠肝

脏和血清中IGF-Ⅱ浓度的变化趋势也显示, 诱癌

过程中癌前病变鼠肝组织及血清IGF-Ⅱ水平均

明显高于正常组及变性组, 而癌变鼠肝组织及血

清IGF-Ⅱ水平又显著高于正常组、变性组及癌

前病变组, 且肝组织和血清中IGF-Ⅱ的变化趋势

有明显的相关性. 证实IGF-Ⅱ在肝细胞癌变的发

生、发展过程中均具有重要作用. 其主要机制可

能为诱癌因素导致IGF-Ⅱ基因的异常激活和过

量表达, 促使具有高增殖活性状态的癌前肝细胞

转化, 最终导致肝癌发生, 同时IGF-Ⅱ的表达水

平亦同步反映肝脏病变的程度[17-18]. 
肝癌细胞置于缺氧状态中培养6  h, 发现

IGF-Ⅱ mRNA增加,提示缺氧可能是肝细胞癌变

过程中诱导IGF-Ⅱ表达的重要因素[19-20]. 肝癌为

典型的血管丰富的肿瘤, IGF-Ⅱ在肝癌的新血管

形成过程中起重要作用. 在肝癌细胞培养的一定

时间内, IGF-Ⅱ增加同时引起血管内皮生长因子

(VEGF)-mRNA和蛋白质浓度的增加. 他们均为

缺氧引起的表达, 可以认为IGF-Ⅱ为肝癌的一种

缺氧诱导血管生成因子[21]. 由于肝硬变再生结节

和肝癌细胞的快速分裂可导致肝脏供血不足, 造

 
表 3  诱癌过程中鼠血和肝组织中IGF-II水平的动态改变的定量分析

     分组       n       血IGF-II (mean±SD, ng/L)     t          P         肝IGF-II (mean±SD, μg/g蛋白)    t              P  

正常组   6              86.4±14.7               �.03   <0.01                21.7±4.5                    16.3�     <0.01

变性组  22           174.2±43.4               6.75   <0.01                54.�±12.8                    6.7�     <0.01

癌前组   6            274.1±24.1               4.30   <0.01                70.3±8.4                      2.42     <0.05

癌变组   8            450.3±112.6                                                 80.7±7.4

t , P均为癌变组与其他三组比较结果.
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 ■同行评价
作者通过制作化
学性致肝癌模型,
监测癌变过程中
IGF-Ⅱ及肝细胞
病理变化对于进
一步揭示肝细胞
恶变机制有一定
意义, 同时为临床
上应用IGF-Ⅱ检
测来早期诊断肝
癌提供一定理论
依据 .  选题先进 , 
实验设计合理可
靠.

成局部缺氧状态, 促使IGF-Ⅱ合成增加, 并作为

血管活性因子间接促进血管内皮生长因子的合

成, 刺激HCC新生血管的形成[22]. 此外, 在HCV感

染的慢性肝病发展过程中, IGF-Ⅱ的启动子P1、

P3和P4水平呈进行性增加, 其中胚胎型P3呈显著

表达, 提示在癌前期肝细胞分化中IGF-Ⅱ呈过度

表达, 并参与肝细胞的癌变过程[23]. 
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Abstract
AIM: To study the relat ionship between 
radiation-induced apoptosis and the expression 
of early growth response-1 (Egr-1) gene in liver 
cancer cell lines.

METHODS: The cul tured ce l l s (HepG2, 
SMMC-7721 and HL-7702) were irradiated 
at 4Gy X-radiation. The expression of Egr-1 
gene was detected by fluorescent quantitative-
polymerase chain reaction (FQ-PCR) before and 
1, 2, 4, 6, 12, 24 h after irradiation. Cell cycle 
and apoptosis were detected by flow cytometry 
(FCM).

RESULTS: The expression of Egr-1 was in-

creased from 1 to 4 h after irradiation in the 
three kinds of cell lines HepG2, SMMC-7721 
and HL-7702, and the highest expression was 
in HepG2 cells (ΔEgrHepG2 = 12.9629 ± 1.0649), 
which was significantly higher than that in 
SMMC-7721 or HL-7702 cells (ΔEgr7721 = 0.0017 
± 0.0003, ΔEgr7702 = 0.0096 ± 0.0008, P < 0.01). 
Radiation-induced apoptosis was not significant 
6 h after irradiation in all the three cell lines, but 
it reached the peak value at 12 in HepG2 (41.16%) 
and HL-7702 cells (27.45%). Radiation-induced 
apoptosis was still relatively low in SMMC-7721 
cells at 24 h (24.94%). Radiation-induced 
changes of S phase and apoptosis was opposite 
in the tendency from 6 to 12 h in HepG2 and 
SMMC-7721 cells.

CONCLUSION: X-radiation may induce cell-cy-
cle changes and cell apoptosis by up-regulation 
of Egr-1 gene expression, and radiation-induced 
apoptosis may be associated positively with 
Egr-1 expression level. HepG2 and SMMC-7721 
cells of S phase might be susceptible to apoptosis 
after irradiation.

Key Words: X-radiation; Early growth response-1; 
Cell cycle; Apoptosis; Liver cancer cell line

Dong GL, Xing LN, Liu XB, Liu W, Jin Q, Zhang SY. 
Egr-1 gene expression and its role in radiation-induced 
apoptosis of liver cancer cell lines. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(30):2923-2927

摘要
目的: 研究Egr-1基因的表达在放射诱导的细
胞凋亡中的作用. 

方法: 选择肝癌细胞系HepG2, SMMC-7721
和正常肝细胞系HL-7702培养; 培养细胞接受
4Gy X射线照射; 收获受照前和受照后1, 2, 4, 
6, 12和24 h的细胞, 采用荧光定量PCR(FQ-
PCR)检测0, 1, 2和4 h Egr-1基因的表达, 采用
流式细胞术(FCM)检测0，6, 12和24 h细胞周
期和细胞凋亡. 

结果: 随H e p G2, S M M C-7721和H L-7702

www.wjgnet.com
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■背景资料
目前的研究表明, 
射线照射与某些
起转录因子作用
的早期基因激活
有关, 如jun, fos和
Egr-1等. Egr-1是
早期生长反应因
子基因(Egr)家族
成员之一, 该家族
包括Egr-1, Egr-2, 
E g r - 3 ,  E g r - 4 , 
Egr-α和Wilms肿
瘤 抑 制 因 子 1 基
因 (WT1). Egr-1
基因启动子区含
有 6 个 高 度 保 守
的CC(A+T) 6GG
模体(motif), 可感
受电离辐射产生
的 氧 自 由 基 ,  而
在其表达产物的
羧 基 端 有 1 个 含
3 个 锌 指 结 构 的
区域 ,  可与DNA
序列5 ' - G C G ( T /
G ) G G G C G - 3 ' 
或 5 ' - T C C ( T /
A)CCTCCTCC-3'
结 合 ,  诱 导 下 游
基 因 的 表 达 ,  如
TGF-β1 ,  PTEN, 
p53, p73和TNF-α, 
他们都是诱导细
胞周期阻滞和细
胞凋亡的效应基
因 .  所以Egr-1基
因在射线诱导的
细胞周期阻滞和
细胞凋亡中可能
起关键作用.



在4 G y  X射线照射后1  h即诱导了E g r - 1
基 因 表 达 增 高 ,  4  h 均 未 达 峰 值 ,  分 别 为

ΔEgrHepG2(12.9629±1.0649)、ΔEgr7702 (0.0096
±0.0008)和ΔEgr7721(0.0017±0.0003), HepG2
显著高于HL-7702和SMMC-7721(P <0.01). 
照射后6 h射线诱导的3株细胞凋亡均不明
显, 但在12 h均诱导了明显的细胞凋亡, 而且
HepG2(41.16%)和HL-7702(27.45%)已达峰值; 
SMMC-7721诱导的细胞凋亡水平较低, 24 h
仅为24.94%, 且未达峰值. 在射线诱导的细胞
周期变化中, HepG2和SMMC-7721 S期的变化
与细胞凋亡变化在6-12 h走势相反.

结论: 在HepG2, SMMC-7721和HL-7702细胞
中, 射线通过诱导Egr-1基因表达而诱导了细
胞周期和细胞凋亡的变化; 射线诱导的Egr-1
基因表达水平可能与射线诱导的细胞凋亡成
正相关; S期肿瘤细胞可能易发生射线诱导的
细胞凋亡.

关键词�� X射线; Egr-1基因; 细胞凋亡; 细胞周期; 
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0  引言

早期生长反应因子1(early growth response-1, 
E g r - 1 )基因启动子区含有 6个高度保守的

CC(A+T)6GG模体(motif), 可感受电离辐射产生

的氧自由基的刺激而诱导基因表达[1-4]. 在Egr-1
基因表达产物(EGR-1)的羧基端有1个含3个锌

指结构的区域, 可与DNA同意序列5'-GCG(T/
G)GGGCG-3'或5'-TCC(T/A)CCTCCTCC-3'结
合. 已在许多基因的启动子区域发现该类DNA
序列, 如转录因子、生长因子、受体、细胞周

期调控子和促凋亡等基因[5-6]. 所以, 由射线诱导

的Egr-1基因表达, 可能是射线诱导的细胞周期

阻滞和(或)细胞凋亡的关键因素. 为此, 我们对

肝癌细胞系HepG2, SMMC-7721和正常肝细胞

系HL-7702射线诱导的Egr-1基因表达水平, 以
及射线诱导的细胞周期和细胞凋亡的变化进行

了检测. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系HepG2, SMMC-7721和正常

肝细胞系HL-7702均购于中国医学科学院肿瘤研
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究所; 流式细胞术(FCM)检测所用试剂为Becton 
Dickinson公司的试剂盒(CycleTESTTM PLUSDNA 
Reagent Kit); 由上海生物工程有限公司合成; 
SYBR GreenⅠ和荧光定量PCR(FQ-PCR)反应试

剂(RealMasterMix)由Tiangen Biotech(Beijing)公
司提供; 其他试剂均购于Promega公司. 直线加

速器为XHA600C(山东新华医疗器械厂); 流式细

胞仪为Becton Dickinson FACsort(美国BD公司). 
FQ-PCR仪为LightCycler(美国Roche公司). 普通

PCR仪Bioer XP Cycler(中国博日公司).
1.2 方法 HepG2, SMMC-7721和HL-7702用含

100 mL/L小牛血清的DMEM培养, 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). 继续培养受照细胞. 按试剂盒要

求收获照射前和照射后1, 2, 4 h的细胞用于基因

表达水平检测. 采用荧光染料(SYBR GreenⅠ)
标记的荧光定量PCR(FQ-PCR)技术. 引物设计

参照文献[6-7], β-actin: 上游引物5'-CCCAGCACA
ATGAAGATCAAGATCAT-3', 下游引物5'-ATCT
GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3'; Egr-1: 上游

引物5'-AAAGTTTGCCAGGAGCGATG-3', 下游

引物5'-CAGGGGATGGGTATGAGGTG -3'. FQ-
PCR反应体系20 mL, 含2.5xRealMasterMix 8 mL, 
20xSYBR GreenⅠ 1 mL, 上下游引物各1 mL, 
cDNA 2 mL(50-100 ng总RNA逆转录产物). 反应

条件: 94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 58℃退火

40 s和72℃延伸20 s, 40个循环, 于每个循环延伸

结束后, 以SINGLE方式检测F1通道的荧光强度. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
Egr-1基因在放射
生物学反应中的
作用及其启动子
序列在放射诱导
的基因治疗中的
应用是目前关注
的热点.
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图 1 4Gy射线照射前后Egr-1(Egr-1 mRNA/actin mRNA)的
表达水平. A: HepG2; B: SMMC-7721和HL-7702.
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按试剂盒要求将β-actin和Egr-1的普通PCR产物

纯化, 连接到pEM-T载体上, 构建标准质粒pEM-
actin和pEM-Egr. 常规提取标准质粒, 建立荧光定

量标准曲线. 按试剂盒要求收获照射前和照射后

6, 12和24 h的细胞, 并用流式细胞术进行细胞周

期和细胞凋亡检测.
统计学处理 数据处理采用SPSS 10.0软件系

统, 照射前后和细胞系之间基因表达和细胞凋

亡变化的比较采用t检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 X射线诱导的Egr-1基因表达 3株细胞均在射

线照射后1 h诱导了Egr-1基因表达水平的增高, 
HepG2照射后2 h明显增高, HL-7702则在照射

后4 h明显增高, 而SMMC-7721的Egr-1基因表

达水平始终较低. 在照射后4 h射线诱导的Egr-1
基因表达分别为: ΔEgrHepG2, 12.9629±1.0649; 
ΔEgr7702, 0.0096±0.0008和ΔEgr7721, 0.0017±
0.0003, HepG2显著高于HL-7702和SMMC-
7721(P <0.01, 图1).
2.2 X射线诱导的细胞凋亡 3株细胞在射线照

射后6 h均未诱导明显的细胞凋亡, 而在照射

后12 h均诱导了明显的细胞凋亡, 且HepG2和
HL-7702细胞凋亡达高峰, 而SMMC-7721细
胞凋亡比率继续增高. 在照射后12 h诱导的细

胞凋亡率分别为: ΔapoHepG2, 45.16%; Δapo7702, 
27.45%和Δapo7721, 12.25%. SMMC-7721在照

射后24 h诱导的细胞凋亡达24.94%, 仍未达到

HL-7702诱导的细胞凋亡水平(图2).
2 .3  X射线照射后细胞周期的变化  H e p G2, 
S M M C-7721和H L-7702在照射前后不同时

间点呈现了不同的变化模式 .  在G 0 - G 1期 , 
SMMC-7721与其他两株细胞呈现不同的走势, 
前者在照射后12 h内随时间延长该期的百分

比呈增高走势, 而后者则相反呈降低走势, 但

变化均不明显. 在S期, 3株细胞呈现不同的走

势, HL-7702在观察时间内其百分比略呈增高走

势; HepG2在6-12 h则呈明显降低走势, 而随后

在12-24 h又呈增高走势; SMMC-7721在6-12 h
与HepG2相似也呈明显降低走势, 但在随后的

12-24 h则没有明显变化. 在G2-M期, 在照射

前和照射后6 h内3株细胞均为极低比例, 此后, 
SMMC-7721和HL-7702呈相同走势, 且保持较

低水平, 而HepG2则完全与其S期走势相反(图3).
2.4 射线诱导的细胞凋亡与细胞周期变化关系 
HepG2和SMMC-7721在照射后6-12 h射线诱导

的细胞凋亡和S期成相反走势, 射线诱导的细胞

凋亡可能发生在S期. 而正常细胞株未有相同趋

势(图3).

3  讨论

放射治疗产生DNA损伤, 诱导细胞周期阻滞[8-11]

■创新盘点
用荧光定量PCR
法研究射线诱导
的Egr-1基因表达
的变化, 同时用流
式细胞术研究射
线诱导的细胞周
期和细胞凋亡的
变化, 为放射生物
学机制研究提供
了实验依据.
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图 2 3株细胞4Gy射线照射前后细胞凋亡的变化.
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图 3 4Gy射线照射前后细胞周期和细胞凋亡的变化. A:
HepG2; B: SMMC-7721; C: HL-7702.
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和细胞凋亡[12-15], 并有许多基因参与[16-17]. 如近年

来, 采用微阵列技术已检测了射线诱导的基因表

达谱, 如低剂量照射(2cGy)可诱导细胞信号传导

和DNA损伤反应等基因谱的表达; 大剂量(4-6Gy)
则诱导细胞增殖、细胞修复和细胞凋亡等基因

谱的表达, 其中包括Egr-1基因[18-19]. 已有研究表明

Egr-1基因可介导组织细胞凋亡[20-22]. 又因Egr-1基
因启动子区含有6个高度保守的CC(A+T)6GG模

体(motif), 可感受电离辐射产生的氧自由基, 而在

其表达产物的羧基端有1个含3个锌指结构的区

域, 可与DNA同意序列5'-GCG(T/G)GGGCG-3'或
5'-TCC(T/A)CCTCCTCC-3'结合, 诱导下游基因的

表达, 如TGF-β1, PTEN, p53, p73和TNF-α, 他们都

是诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡的效应基因. 所
以Egr-1基因在射线诱导的细胞周期阻滞和细胞

凋亡中可能起关键作用[23-27]. 我们研究的HepG2, 
SMMC-7721和HL-7702 3株细胞在4Gy射线照射

后均诱导了Egr-1基因表达水平的增高、细胞凋

亡的增加和细胞周期的变化.
在照射前, 3株细胞Eg r-1基因表达水平均

较低, 与文献报道较一致[28]. 在4Gy照射后2 h和
4 h, HepG2和HL-7702均诱导了较高水平的基

因表达, 在12 h诱导了最大程度的细胞凋亡. 而
SMMC-7721在4 Gy照射后2 h和4 h, 诱导的基

因表达水平相对较低, 在12 h不仅诱导的细胞

凋亡比例相对较低, 而且未达到峰值. 这些结果

提示同种组织不同细胞株射线诱导的Egr-1基因

表达水平可能不同; 射线诱导的Egr-1基因表达

水平可能与射线诱导的细胞凋亡成正相关. 另
外, 在照射前后细胞周期与细胞凋亡变化的比

较中, 我们发现, 在4Gy照射后6-24 h, HepG2 S
期细胞比例变化与细胞凋亡比例变化成相反走

势, 提示HepG2 S期细胞可能易发生细胞凋亡. 
SMMC-7721 S期细胞比例变化与细胞凋亡比例

变化也成相反走势, 可能与HepG2有类似的结

果. 而HL-7702则未发现细胞周期与细胞凋亡之

间有相关的变化.
我 们 的 研 究 结 果 表 明 ,  在 H e p G 2 , 

SMMC-7721和HL-7702 3株细胞中, 射线通过诱

导Egr-1基因表达而诱导了细胞周期和细胞凋亡

的变化; 射线诱导的Egr-1基因表达水平可能与

射线诱导的细胞凋亡成正相关. 在不同细胞株

射线通过Egr-1基因诱导细胞凋亡的确切分子机

制有待进一步明确. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of select ive 
cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor NS398 on 
the proliferation and apoptosis of colorectal 
cancer cells, and reveal the COX-2-independent 
mechanism.

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was performed on hu-
man colon cancer cell line SW480 to examine 
COX-2 mRNA expression. Then, NS-398 (a se-
lective COX-2 inhibitor) was added into culture 
media, and MTT assay was used to examine the 
proliferation of the cells; Western blot analysis 
was performed to detect the expression of per-
oxisome proliferators-activated receptor (PPAR); 
Flow cytometry was applied to analyze the cell 
cycle and apoptosis.

RESULTS: The expression of COX-2 mRNA was 
not detected in colon cancer SW480 cells. NS-398 
inhibited the cell proliferation and induced 
apoptosis in colon cancer cell lines. Seventy-two 

hours after the treatment of NS398 (75 μmol/
L), the proliferative level of SW480 cells was 
decreased; the rate of the cells at G1 stage was 
increased from 31.2% to 40.6%, while the rate 
of those at S stage was decreased from 52.8% 
to 41.2%. The expression of PPARα, PPARδ, 
PPARγ, cyclin D1 and Bcl-xl were decreased 
along with the prolonging of NS398 treated time.

CONCLUSION: The selective COX-2 inhibitor 
NS-398 can inhibit the proliferation while induce 
the apoptosis of colon cancer cell lines through 
COX-2-independent pathway.

Key Words: Colorectal neoplasm; Signal transduc-
tion; Peroxisome proliferators-activated receptor; 
COX-2

Yu LW, Ma XT. Molecular mechanism of COX-2 inhibitor 
in regulating proliferation of colon cancer cells through 
modulating PPAR signal transduction pathway. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(30):2928-2932

摘要
目的: 观察选择性COX-2抑制剂NS-398对结
肠癌细胞系SW480中PPARs信号转导通路的
影响, 以期初步阐明选择性COX-2抑制剂抗结
直肠癌非COX-2依赖性途径的作用机制. 

方法: 应用RT-PCR检测结肠癌细胞系SW480
中COX-2 mRNA表达水平, 用选择性COX-2
抑制剂N S-398处理结肠癌细胞系S W480, 
Western blot检测PPARs信号转导通路成员表
达, 四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测细胞增殖状
态, 流式细胞技术检测细胞周期与凋亡情况. 

结果: 结肠癌细胞系SW480中未检测到COX-2 
mRNA表达, NS-398(75 μmol/L)作用于SW480
细胞72 h后, G1期细胞比率由31.2%上升至
40.6%, S期细胞比率由52.8%下降至41.2%, 细
胞增殖受抑制. PPARα, PPARδ, PPARγ, cyclin 
D1与Bcl-xl表达水平随NS-398作用时间延长
而下降.

■背景资料
非 甾 体 抗 炎 药
(NSAIDs)可以抑
制 C O X - 2 表 达 , 
阻断结直肠肿瘤
细 胞 增 殖 ,  但 是
NSAIDs拮抗肿瘤
的作用机制并不
只局限于COX-2. 
选择性COX-2抑
制剂抗结直肠癌
非COX-2依赖性
途径的作用机制
是近期研究的重
点.
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COX-2抑制剂NS398调控PPARs信号转导通路抑制结肠
癌细胞增殖的分子机制
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结论: 选择性COX-2抑制剂NS-398可能通过
非COX-2依赖途径影响结肠癌细胞的增殖.

关键词�� 结直肠肿瘤; 信号转导; 过氧化物酶体增殖

因子激活受体; COX-2

余力伟, 马向涛. COX-2抑制剂NS398调控PPARs信号转导

通路抑制结肠癌细胞增殖的分子机制. 世界华人消化杂志  

2006;14(30):2928-2932
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0  引言

研究表明 ,  环氧合酶-2(c y c l o o x y g e n a s e-2, 
COX-2)在结直肠癌中呈过表达, 而非甾体抗炎

药(nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)
可以抑制COX-2表达, 阻断结直肠肿瘤细胞增

殖, 但是NSAIDs拮抗肿瘤的作用机制并不只局

限于COX-2, 研究显示, NSAIDs参与调控某些细

胞内信号转导通路, 其机制尚不清楚[1-4]. 本研究

观察选择性COX-2抑制剂NS-398对COX-2低表

达结肠癌细胞增殖与凋亡的影响, 以期初步阐

明选择性COX-2抑制剂抗结直肠癌非COX-2依
赖性途径的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌细胞系SW480与HT29由北京大

学人民医院外科肿瘤研究室保存. RPMI 1640
培养基、胰蛋白酶(美国GIBCOL/BRL公司)、
胎牛血清(美国HyClone公司)、四甲基偶氮唑

盐(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)、NS-398(美国

Sigma公司). 兔抗人PPARα, PPARδ, cyclin D1, 
Bcl-xl多克隆抗体(美国Santa Cruz公司), 逆转录

聚合酶链式反应(RT-PCR)试剂盒(美国Promega
公司).
1.2 细胞培养 结肠癌细胞系SW480与HT29在含

有100 mL/L胎牛血清(美国HyClone公司)的RPMI 
1640培养基(美国GIBCO/BRL公司)中传代培养. 
1.3 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)法检测COX-2 
mRNA表达 (1)β-微球蛋白引物序列: 上游引物

(GH20)5'GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 3'; 
下游引物(PCO4)5'CAA CTT CAT CCA CGT TCA 
CC 3'; PCR产物长度268 bp; (2)COX-2引物序列: 
上游引物5'TTC AAA TGA GAT TGT GGG AAA 
ATT GCT 3'; 下游引物5' AGA TCA TCT CTG 
CCT GAG TAT CTT 3'; PCR产物长度305 bp; 
(3)RT-PCR: 应用TRIzol试剂盒(美国GIBCOL/
B R L公司 ) ,  按说明书提取细胞株S W480、
HT29(作为阳性对照)总RNA. 各取5 μg RNA加随

机引物Oligo(Dt)12-18及逆转录酶合成cDNA链, 
取2 μL cDNA作为模板, 总体积为25 μL的反应

体系中包括MgCl2 1.5 mmol/L, 拓扑异构酶2.5 U, 
COX-2与β-微球蛋白引物终浓度为0.5 μmol/L, 
94℃变性35 s, 55℃退火35 s, 72℃延伸30 s, 共40
个循环. PCR反应产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳

进行鉴定. 
1.4 细胞增殖状态检测 取第3-6代生长状态良好

的对数生长期细胞, 常规消化、分离、收集细

胞、细胞计数及测定细胞活力, 活细胞率达95%, 
按每孔3.2×105个细胞接种于96孔板中, 贴壁后, 
无血清培养细胞16-24 h, 使细胞同步化. 实验分

两组进行, 即空白对照组与COX-2抑制剂组. 每
个研究点设置3组平行对照, 重复3次实验取平

均值. 空白对照组加无血清培养基; COX-2抑制

剂组加无血清培养基及NS-398; 加入NS-398至
浓度达到0, 12.5, 25, 50, 75, 100, 125 μmol/L, 第
0, 24 h, 48 h, 72 h分别加入四甲基偶氮唑盐5 
mg/mL(美国Sigma公司), 继续培养4 h, 每孔加入

DMSO 200 μL,  酶标仪测定540 nm的光密度值A, 
绘制生长曲线. 
1.5 流式细胞仪检测细胞周期 SW480细胞在

RPMI1640培养基中培养至80%融合后加入无血

清培养基继续培养16-24 h, 使细胞同步化; COX-2
抑制剂组培养基中加入NS-398处理细胞; 在不

同时间点(0, 24 h, 48 h, 72 h)消化细胞, 0.5 mL 
PBS重悬细胞, 70%(体积分数)冰乙醇固定细胞过

夜, 加入RNAase A至终浓度50 mg/L, 37℃恒温水

浴1 h, 加入碘化丙啶至终浓度50 mg/L, 4℃避光

染色1 h, 上流式细胞仪FACScan(美国Becton-
Dickinson公司)检测, 资料用Cell Quest细胞周期

分析软件处理. 
1.6 细胞总蛋白、胞质蛋白与核蛋白提取 (1)细
胞总蛋白提取: 细胞于裂解缓冲液中裂解, 离心

30 min后收集上清液得到细胞总蛋白; (2)胞质蛋

白提取: 收集细胞悬液, 离心2 min后用胞质缓冲

液重悬裂解产物, 收集上清液得到胞质蛋白; (3)
细胞核蛋白提取: 收集细胞悬液, 用低渗缓冲液

于冰上裂解细胞10 min, 离心后取上清为核提取

物; (4)蛋白浓度测定方法(Bradford法): 以牛血

清蛋白(BSA)作为标准品, 根据蛋白定量试剂盒

(美国Bio-Rad公司)说明绘制蛋白定量标准曲线, 
于分光光度计595nm下测吸光度, 计算提取液蛋

白浓度. 
1.7 Western blot法检测蛋白表达 在进行Western 
b lo t之前将蛋白提取物与2×十二烷基磺酸钠

■创新盘点
本文研究的PPAR
通路在结直肠癌
发生中的作用机
制是目前研究发
展的趋势.
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(SDS)上样缓冲液按1∶1混合后100℃水浴下加

热5 min. 取蛋白样品50 μg, 75-100 g/L聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离后电转移到PVDF膜上. 转膜

后用TBST 缓冲液(10 mmol/L Tris·HCl, pH 7.5, 
150 mmol/L 氯化钠, 0.5% Tween-20)与50 mL/L
牛血清白蛋白封闭30 min. 封闭后, 分别加入一

抗(PPARα, PPARδ, PPARγ, Bcl-xl, cyclin D1), 
工作浓度1∶1000, GAPDH 作为内参照, 于4℃
条件下孵育过夜, 与辣根过氧化物酶结合的二

抗孵育30 min, 工作浓度1∶1000. 用ECL(英国

Amersham公司)化学发光试剂盒检测杂交信

号. 用PhosphoImager图像分析仪(美国Molecular 
Dynamics公司)测定条带的光密度(A值), 以A值

代表蛋白的相对表达量.
统计学处理 应用SPSS 12.0统计学软件, 采

用独立样本t检验, P <0.05时为有统计学差异.

2  结果

结肠癌细胞中COX-2 mRNA表达见图1. NS-398
可以抑制S W480细胞增殖: 不同浓度N S-398
加入培养基后的第0, 24 h, 48 h, 72 h, 用MTT
法测定细胞增殖, 与相应空白对照组相比加入

COX-2抑制剂NS-398后, SW480细胞增殖水平

下降(图2). NS-398对SW480细胞周期的影响: 
NS-398(75 μmol/L)作用于SW480细胞72 h后, G1

期细胞比率由31.2%上升至40.6%, S期细胞比率

由52.8%下降至41.2%, 细胞增殖受抑制. NS-398
处理组与空白组相比差异有显著性(t  = 2.847, 
P <0.01). NS-398抑制SW480细胞PPAR通路成员

表达: PPAR通路成员表达水平随NS-398作用时

间延长表达下降(0、24、48、72 h)(图3).

3  讨论

结直肠癌是消化道常见恶性肿瘤之一, 在欧美国

家有较高的发病率. 近20 a来, 我国结直肠癌发

病率也迅速上升. 研究发现, COX-2作为体内前

列腺素生物合成的限速酶, 不仅在炎症中起重要

作用, 而且参与结直肠癌发生、 发展过程[5-7]. 尽
管在结直肠癌发生的分子生物学机制方面已取

得了许多进展, 已经发现某些信号转导通路与结

直肠癌恶性潜能密切相关, 但是其详细作用机制

还有待深入[8-12]. 
过 氧 化 物 酶 体 增 殖 因 子 激 活 受 体

(peroxisome proliferators-activated receptor, 
PPAR)在脂肪代谢、细胞分化与细胞周期调控

中起重要作用[13-15]. PPARs属于类固醇核激素受

体超家族, 存在3种亚型: PPARα, PPARδ(也称

PPARβ)和PPARγ. 他们由不同的基因编码, 分别

由441-479个氨基酸残基组成[16-18]. 
PPARs是过氧化物酶体增殖物(peroxisome 

proliferator, PP)的激活受体. 研究表明, PP是一

图 2 NS-398作用于SW480后细胞增殖曲线. SW480细胞
增殖水平随NS-398浓度增加及作用时间延长而下降.

    0        24       48        72

PPARα

PPARδ

PPARγ

cyclin D1 

Bcl-xl

GAPDH

图 3  Western blot法检测SW480细胞中PPARs通路成
员蛋白表达. COX-2抑制剂NS-398(75 μmol/L)可以抑
制SW480细胞中PPARs通路成员的表达, Western blot显
示PPARα、PPARδ、PPARγ、cyclinD1与Bcl-xl表达下降, 
GAPDH为内参照.

图 1 结肠癌细胞中COX-2 mRNA表达. A: HT29细胞
中 COX-2 mRNA表达呈阳性; B: SW480细胞中COX-2 
mRNA表达呈阴性. (β-globin为内参照; 1-7代表泳道编号).
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25  μmol/L
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■应用要点
本文为研究COX-2
抑制剂抗结直肠
癌非COX-2依赖
性途径提供了新
的 研 究 靶 点 ,  进
一步可通过阻断
PPAR通路了解肿
瘤细胞转移相关
特征的改变.

 M     1      2      3     4      5     6     7

COX-2 305 bp

β-globin 268 bp

COX-2 305 bp

β-globin 268 bp

 M     1      2     3     4      5     6     7B
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类致癌物, 可以诱导增殖凋亡基因c-myc, c-fos, 
c-jun, Egr-1的表达, 从而在调控细胞周期中起关

键作用[19-22]. PPARs在肿瘤细胞系及组织中高表

达有利于PP类物质发挥其致癌作用. 研究报道

PPARδ信号转导通路在结直肠癌发生、发展过

程起重要作用, 其详细调控机制尚不清楚[23-25]. 
NSAIDs作为环氧合酶(COX)抑制剂, 具有

解热、镇痛及抗炎作用. 研究显示, NSAIDs可以

抑制结肠癌细胞生长并促进其凋亡, 但是其作

用机制不能完全用COX-2活性受抑制解释[26-28]. 
本研究结果显示, SW480细胞不表达COX-2 

mRNA, 提示SW480中无COX-2基因的转录. 进
一步研究发现, PPARδ信号转导通路成员表达

水平随NS-398作用时间延长而下降,  NS-398
可以使SW480细胞G0/G1期比率增高, 降低S、
G2/M期比率, 其可能机制为NS-398阻断PPARδ
通路后, 抑制肿瘤细胞进入DNA合成期从而影

响SW480结肠癌细胞增殖并诱导凋亡[29-31]. 
本研究表明, NS-398存在COX-2非依赖性

途径, 而其作用机制可能与肿瘤细胞内多种信

号转导通路密切相关, PPAR通路可能是结直肠

癌的重要靶点[32-34]. 深入研究选择性COX-2抑制

剂对于细胞内信号转导通路的作用可能对于治

疗结肠癌提供理论基础[35-36]. 
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
carcinoembryonic antigen (CEA) and i ts 
s ign i f i cance in the four d i f ferent co lon 
adenocarcinoma cell lines.

METHODS: Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) was used to measure the expres-
sion of CEA in the cell culture medium and the 
immunohistochemistry was used to detect the 
protein expression of CEA in LS174T, SW4�0, 
LoVo and HCT-� cell lines, separately. Semi-
quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) for the expression of 
CEA mRNA in the four kinds of cell lines was 
also carried out..

RESULTS: A great variation in CEA content 
was found among the four kinds of colon cancer 

cell lines. The expression of CEA was detectable 
at the protein and mRNA level in LS174T and 
SW4�0 cell lines, and moreover, it was higher in 
the former (culture supernatant fluid: 1050 ± 25.0 
ng/107 cells vs 66 ± 5.6 ng/107 cells, P < 0.0001; 
mRNA: 1.137 ± 0.155 vs 0.399 ± 0.135, P = 0.003). 
Meanwhile, CEA was negatively expressed in 
LoVo cells no matter at the protein or mRNA 
level, and HCT-� cells were only found with 
weakly-positive immunohistochemical staining.

CONCLUSION: There is a great variation in 
CEA expression among the four kinds of hu-
man colon cancer cell lines as compared with 
the reported results previously. The expression 
change of CEA in the different cell lines may af-
fect its in vitro biological behavior and further 
lead to the uncertainty of the experiment.

Key Words: Carcinoembryonic antigen; Human 
colon cancer cell line; Semi-quantitative reverse 
transcription-polymerase chain reaction; Immuno-
histochemistry

Wang LF, Liu BR, Qian XP, Yin HT, Yu LX, Wei J. 
Expression of carcinoembryonic antigen in the four 
different human colon adenocarcinoma cell lines. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(30):2933-2937

摘要
目的: 检测四株结肠癌细胞株中癌胚抗原
(carcinoembryonic antigen, CEA)的表达, 并探
讨其意义. 

方法: 四株人结肠腺癌细胞(LS174T, LoVo, 
SW480及HCT-8)分别应用EL ISA法测定细
胞培养上清中CEA含量; 免疫组化检测细胞
CEA蛋白表达; 半定量RT-PCR检测细胞CEA 
mRNA表达丰度. 

结果: LS174T和SW480细胞在蛋白和mRNA
水平均可检测到CEA的表达且前者表达量高
于后者(细胞培养上清中CEA含量: 1050±25.0 
ng/107 cells vs  66±5.6 ng/107 cells, P<0.0001; 
半定量检测CEA mRNA表达丰度: 1.137±
0.155 vs  0.399±0.135, P  = 0.003); 而LoVo细胞
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■背景资料
目前, 已建系的肠
癌细胞株已有近
百种, 因在抗原表
达、遗传特性及
生物学行为等方
面的不同而在不
同的研究中被广
泛使用. 然而这些
细胞系在长期传
代培养中由于多
种因素可能导致
细胞时常表现出
遗传学的不稳定
性从而可能影响
实验结果.



在蛋白和和mRNA水平均未检测到CEA的表
达; HCT-8细胞免疫组化有弱阳性染色.

结论: 四株结肠癌细胞株的实际CEA表达情
况与既往文献报道不尽相同. 这种细胞株CEA
表达特性的改变有可能影响其体外生物学行
为从而导致实验结果的不确定性.

关键词�� 癌胚抗原; 人结肠癌细胞; 半定量R T-

PCR; 免疫组化
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0  引言

癌胚抗原(carcinoembryonic antigen, CEA)是一

相对分子质量约为200 kDa的糖蛋白. 作为一广

谱肿瘤相关抗原, CEA在临床中有着广泛的应

用, 尤其在监测肠癌的复发、转移方面更有着

独特的价值[1-6]. 血浆CEA升高可见于多种恶性

肿瘤如肺癌、肠癌、胰腺癌、乳癌以及妇科

肿瘤等[7]. 随着对该蛋白特性的不断深入了解, 
CEA目前的应用主要集中于肿瘤的监测与预后

复发、免疫治疗、靶向影像及治疗领域[8-12].
由于原代培养肿瘤细胞尤其是上皮来源性

肿瘤细胞耗时长、繁琐且容易因污染导致培养

失败, 在体外进行的大多数研究都是采用已建系

的肿瘤细胞株. 目前已建系的肠癌细胞株已有近

百种, 因在抗原表达、遗传特性及生物学行为等

方面的不同而在不同的研究中被广泛使用. 然而

这些细胞系大多来源于不同的实验室, 对其生物

学特性的检测手段不尽相同; 加上长时间体外培

养时肿瘤细胞时常表现出遗传学的不稳定性, 从
而可能影响实验结果. 由于CEA所具有的重要生

物学功能: 促进细胞黏附、抑制细胞死亡、介

导信号转导及激发肿瘤免疫[13-17]以及其在肠癌

中的应用价值, 我们推测目前被广泛采用的肠癌

细胞系有可能部分细胞株的CEA表达水平与既

往文献不尽相同; 这种CEA表达的改变有可能

影响肿瘤细胞在体内/体外的生物学行为, 如果

研究者在一些相关生物学功能研究中未加验证

的选用某种CEA表达已发生变化的细胞系则有

可能产生不确信的结果. 在本实验中我们选取了

LS174T、LoVo、SW480及HCT-8四株肠癌细胞, 
分别从蛋白水平、分子生物学水平检测CEA的

表达, 发现与既往的文献报道不尽相同, 提示在
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选择细胞系前对其重要的生物学指标加以验证

是完全必要的. 

1  材料和方法

1.1 材料 TRIzol试剂及细胞培养液为Invitrogen
公司产品, 逆转录PCR 试剂盒及Taq 酶购于日本

TaKaRa公司; ELISA检测CEA试剂盒购于美国

Lifekey公司; 免疫组化用CEA mAb、 EnVision
试剂盒均购自DAKO公司.
1.2 方法 LoVo细胞株购于中科院上海细胞库; 
LS175T, HCT-8和SW480购于南京凯基生物有

限公司. 所用细胞于含100 m L/L小牛血清的

RPMI1640培养液中37℃、50 mL/L CO2条件下

常规培养.
1.2.1 夹心ELISA法检测培养上清CEA的表达 四
株细胞以相同密度接种至T75培养瓶中, 3-5 d后
收集上清. 按CEA ELISA 试剂盒说明检测培养上

清液中的CEA, 每样品均设3个复孔, 以试剂盒中

的CEA做标准曲线, 定量.
1.2.2 免疫组化检测细胞的CEA表达 四株细胞分

别以胰酶消化后PBS洗涤3遍, 调整密度后甩片, 
40 g/L多聚甲醛固定30 min后免疫组化检测. 免
疫组化标记采用EnVision二步法, 具体操作按试

剂盒说明书进行. CEA一抗为鼠抗人mAb.
1.2.3 半定量RT-PCR TRIzol 一步法分别抽提

LS175T, HCT-8, SW480和LoVo细胞的总RNA, 
反转录为cDNA, 体系如下: 5×M-MLV Buffer 
4 μL, dNTP 1 μL, Oligo dT 1 μL, M-MLV逆转录

酶0.5 μL, RNase抑制剂0.5 μL, 总RNA 2-3 μg, 加
水至20 μL. 42℃ 15 min, 95 ℃ 2 min. 产物保存于

-20℃.
CEA及内参β-actin基因片段的引物由上海

博亚生物技术有限公司合成. CEA mRNA的特异

性引物序列按文献所述[18-20]: 上游序列5'-TGTA
GCTGTTGCAAATGCTTTAAG GAAGAAGC-3'; 
下游序列5'-GGGCCACTGTCGGCATCATG
ATTGG-3'. β-act in引物序列, 上游序列5'-CT
ACAATGAGCTGCGTGTGGC-3'; 下游序列

5'-CAGGTCCAGACG CAGGATGGC-3'. 反应

体系如下: 5 μL cDNA , 5 μL 10×PCR缓冲液, 
0. 2 μL Ex Taq 酶, 4 μL dNTPs, 25 mmol/ L的
MgCl2 4 μL, 引物各1 μL , 加水至50 μL. CEA 
cDNA PCR反应条件: 95℃预变性5 min, 95℃变

性30 s, 60℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 30个循

环, 最后72 ℃终延伸9 min. β-actin cDNA PCR反
应条件: 95 ℃预变性5 min, 94 ℃变性30 s, 55℃
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■研发前沿
由于CEA所具有
的重要生物学功
能以及其在肠癌
中的应用价值, 我
们推测, 目前被广
泛采用的肠癌细
胞系有可能部分
细胞株的CEA表
达水平与既往文
献不尽相同; 这种
CEA表达的改变
有可能影响肿瘤
细胞在体内/体外
的生物学行为从
而产生不确信的
结果.
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退火30 s, 72 ℃延伸45 s, 30 个循环, 最后72 ℃
终延伸5 min. 扩增产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳

Image-Pro plus图像分析软件进行光密度积分值

分析, 计算出CEA与β-actin光密度积分值之比, 
重复3次.

统计学处理 所有数据采用SPSS 10.0统计软

件分析, 以均数±标准差(mean±SD)表示, 各组

之间比较采用t检验.

2  结果

2.1 细胞培养上清中CEA的表达 ELISA结果表

明LS174T高表达CEA(1050±25.0 ng/107 cells); 
SW480细胞也有CEA的表达(66±5.6 ng/107 
cells)但其表达量远低于前者(P <0.0001); 而LoVo
和HCT-8细胞培养上清中的CEA含量在检测下

限(<1 ng).
2.2 免疫组化检测结果 CEA的阳性表达主要定

位于肿瘤细胞的细胞膜和细胞质, 呈棕黄色颗

粒状. 免疫组化结果表明, LS174T和SW480细
胞均为阳性染色其中以LS174T细胞染色最强; 
HCT-8仅有个别细胞弱染色, 而LOVO细胞则未

见阳性染色(图1).
2.3 C E A m R N A表达 四株人结肠癌细胞中, 
LS174T和SW480细胞RT-PCR可以检测到CEA 
mRNA的表达且半定量分析表明两者之间的表

达有显著性差异: (1.137±1.55 vs  0.399±0.135, 

P = 0.003); 而在LoVo和HCT-8细胞中则未能检

测到相应表达(图2).

3  讨论

作为研究最为透彻的肿瘤相关抗原之一, CEA家

族成员结构已逐渐为人们所知. 已有30多个相关

基因/假基因被认为与CEA家族有关. 这些基因

均定位于人染色体19q13.2[21]. 有研究者将这一大

家族分为两类: 一类为CEA相关的细胞黏附分子

(CEA-related cell adhesion molecules, CEACAM), 
这些具有黏附因子作用的分子在肿瘤细胞的信

号转导中发挥重要作用, 包括CEA(CEACAM5, 
CD66e)在内的CEA家族成员在肿瘤细胞膜表面

的表达被认为具有利于肿瘤细胞播散的作用; 另
一类为pregnancy-specific glycoproteins (PSG). 不
同家族成员间由于具有部分相同的抗原决定簇

常有交叉反应的发生[22].临床上CEA主要用于结

图 1 免疫组化检测CEA表达. A: LoVo细胞(×150); B: SW480细胞(×150); C: LS174T细胞 (×60); D: HCT-8细胞(×60).

图 2  RT-PCR检测四株人结肠腺癌细胞株CEA mRNA的表
达(以β－actin为内参). 1-3: LoVo细胞; 4, 5, 7: SW480细胞; 
8-10: HCT-8细胞; 11-13: LS174T细胞; 6: Marker.

β-actin, 275 bp

CEA, 131 bp

1     2   3    4   5    6    7    8   9  10  11  12  13 

A B

C D

■创新盘点
本文分析了四株
人结肠腺癌细胞
CEA表达情况并
与既往文献报道
进行比较, 发现其
表达在部分细胞
系发生变化. 
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 直肠癌的诊断、判断肿瘤分期和病变程度、监

测治疗和预报复发等[23-26]. 然而研究者们往往只

单纯关注于CEA作为肿瘤相关抗原的身份而忽

略了其本身所具有的生物学功能[27]. 血浆CEA水

平的升高与肿瘤的分化程度、侵袭及转移密切

相关, 有研究者认为, CEA在肿瘤的进展中扮演

发挥着关键作用[28]. 因此, 肿瘤细胞株CEA蛋白

的表达与否与其在体外、体内的生物学行为有

直接的关系.
由于缺少高效、方便的方法原代培养肿瘤

细胞, 已建系的细胞株仍然在现今的肿瘤研究

中广受青睐. 已有多篇文献报道肿瘤细胞系存

在一定缺陷如显著的遗传表型漂移的可能性; 
因此, 早在1988年Trainer et al [29]就提出对于已

建系的肿瘤细胞株周期性地对其生物学性状重

新评估是极其必要的. 我们检测了四株肠癌细

胞的CEA表达, 结果显示, 不论在蛋白质水平还

是在mRNA水平, LS174T细胞均高表达CEA; 而
在LoVo细胞中则完全检测不到CEA 的表达, 这
与文献中LoVo细胞高表达CEA 的报道完全相

反[29-32]. SW480细胞的CEA表达情况既往有不

同的报道:  Dai et al和Liebig et al认为SW480细
胞高表达CEA[33-34], 而另一研究组则有相反的结

论[29], 这种相反的结论可能与不同实验室采用

不同来源的细胞有关. 我们的结果表明, SW480
细胞表达CEA但其表达丰度远低于LS174T细
胞. HCT-8是文献报道不表达CEA的细胞株, 我
们在细胞上清及mRNA水平均未检测到CEA的

表达, 而在免疫组化中个别细胞有弱染色, 分析

这是由于免疫组化实验中所使用的CEA抗体与

NCA、BGP等CEA家族成员有交叉反应有关.
通过对四株肠癌细胞株的研究我们发现实

际CEA表达情况与既往文献报道不尽相同. 由
于CEA所具有的多种生物功能, 我们推测这种

细胞株CEA表达特性的改变有可能影响其体外

生物学行为从而导致实验结果的不确定性. 提
示在当今广泛使用肿瘤细胞系为研究载体的同

时, 更加不能忽视对选用的细胞系某些重要生

物学功能重新加以确认以保证结果的准确性; 
同时, 由于CEA家族拥有众多成员, 广义的CEA
抗体常与多个成员间有交叉反应的发生, 在肿

瘤研究中应加以注意选择相应的抗体. 
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■同行评价
本文研究四株人
结肠癌细胞CEA
水平的表达情况, 
有一定的参考价
值, 对于肿瘤研究
细胞的选择以及
评价有一定的指
导意义. 论文撰写
规范, 结果可信.
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Abstract
AIM: To investigate the potential role of 
Granzyme B (GrB) in the biological behavior 
of gastric cancer, such as angiogenesis and 
lymphatic metastasis.

METHODS: The identification of GrB expression 
in gastric cancer cells was performed immuno-
histologically in patients with primary gastric 
cancers (PGC, n = 35) and lymphoid metastatic 
gastric cancer (LMGC, n = 23), and GrB+ cyto-
toxic T lymphocytes (CTL) served as positive in-
ternal control.The antibodies recognizing vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) and CD34 

were employed to detect the VEGF expression 
and microvascular density (MVD), respectively..

RESULTS: The positive rate of GrB expression 
was relatively lower in PGC with lymphoid 
metastasis than that without metastasis, but no 
significant difference was observed (P = 0.709). 
The positive rate of GrB expression in LMGC 
was significantly higher than that in the cor-
responding PGC (P = 0.038). The synchronous 
expression rate of GrB and VEGF came up to 
57.1%, while there was no significant correlation 
between them. A significant negative correlation 
was found between the level of GrB expression 
and MVD (r = -0.421, P = 0.012) in PGC. VEGF 
expression was showed to have no significant 
effect on MVD in GrB positive PGC (P = 0.494). 
However, the decreased MVD in VEGF+ PGC 
was remarkably associated with GrB expression 
(P = 0.023), and similar feature was exhibited in 
VEGF negative PGC (P = 0.134). The lowest and 
the highest MVD were demonstrated in PGC 
with positive GrB and negative VEGF, and PGC 
with positive VEGF and negative GrB, respec-
tively (P = 0.013).

CONCLUSION: The over-expression of GrB in 
gastric cancer cells might contribute to the in-
hibition of tumor angiogenesis, but also might 
contribute to the survival potential of diffused 
tumor cells in lymph gland.

Key Words: Gastric cancer; Granzyme B; Angiogen-
esis; Lymphoid metastasis

Zhou YJ, Xiong YX, Yi GP, Xu L, Xia D, Wei RZ. 
Differential expression of Granzyme B in tumor cells 
between primary and metastatic gastric cancer and its 
potential role in tumor angiogenesis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(30):2938-2942

摘要
目的: 探讨胃癌细胞Granzyme B(GrB)表达在
肿瘤血管生成和淋巴转移中的作用. 

方法: 以细胞毒T淋巴细胞为内对照, 采用免

■背景资料
GrB是CTL及NK
细胞所特有的细
胞毒蛋白, 发现其
在肺癌、乳腺癌
及胃癌等上皮源
性肿瘤细胞表达
是近年来肿瘤研
�领域的重要进
展, 但GrB在上皮
肿瘤细胞表达的
生物学意义至今
仍不清楚.
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疫组织化学染色S-P法检测35例胃癌及其中23
例淋巴转移癌细胞GrB蛋白的表达; 同法检测
35例胃癌血管内皮生长因子(VEGF)的表达及
CD34标记的微血管密度(MVD). 

结果: GrB的表达在无淋巴转移的胃癌高于
有淋巴转移者, 但无显著性差异, 但淋巴转移
灶的胃癌细胞GrB阳性率较相应的原发肿瘤
显著增高(P  = 0.038); 胃癌GrB与VEGF表达
的同步率达57.1%, 两者表达水平无明显相关
性, 而GrB表达水平与胃癌MVD呈显著负相
关(r  = -0.421, P  = 0.012); GrB阳性胃癌无论
其VEGF表达水平如何, 其MVD无显著差异; 
VEGF阳性胃癌MVD与GrB的表达状态明显
相关, GrB阳性者MVD显著下降(P  = 0.023), 
在VEGF阴性胃癌中也有类似结果; GrB+＆

VEGF-表型胃癌MVD最低, VEGF+＆GrB-表
型胃癌MVD最高, 两者有显著性的差异(P  = 
0.013).

结论: 胃癌细胞GrB表达可能有助于抑制肿瘤
血管生成, 但也可能有助于淋巴转移胃癌细胞
的存活.

关键词�� 胃癌; 颗粒酶B; 血管生成; 淋巴转移
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0  引言

Granzyme B(GrB)是细胞毒T淋巴细胞和NK细胞

发挥免疫应答作用的主要效应分子, 近年来有研

究发现, GrB可表达于人体肺癌、乳腺癌[1-2]和胃

癌[3]等上皮肿瘤细胞, 成为肿瘤研究的重要进展. 
但其在肿瘤细胞中表达的生物学意义仍不清楚. 
本研究观察GrB在原发胃癌及淋巴转移癌细胞

中的表达状况, 以及GrB与VEGF表达和微血管

密度(MVD)的关系, 探讨GrB在胃癌血管生成和

淋巴转移等生物学行为中的作用, 为进一步揭示

GrB在胃癌细胞表达的生物学意义奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 35例胃癌来自1996-2000在我院普外

科手术治疗的患者, 其中男28例, 女7例; 年龄

31-66(平均45)岁; 早期胃癌4例(均为原位癌)、进

展期胃癌31例; 肿瘤浸及浆膜者16例; 伴有淋巴

转移者23例, 参照国际抗癌联盟(UICC)的TNM
分期标准, Ⅰ期10例、Ⅱ期18例、Ⅲ期15例、Ⅳ

期2例. 所有胃癌患者均接受了根治性或姑息手

术切除, 但术前均未接受化疗、放疗及生物治

疗. 鼠抗GrB, CD34 mAb、兔抗VEGF多克隆抗

体、Ultrasensitive S-P Kit及DAB Kit均购自福州

迈新生物技术开发公司的即用型产品. 
1.2 方法 石蜡包埋的组织标本5 μm连续切片,  
应用S-P免疫组化染色法, 操作按试剂说明进行, 
高温高压修复抗原, 用PBS替代一抗作阴性对照. 
胃癌细胞GrB表达以间质中GrB+CTL为内对照, 
定位于细胞质. GrB和VEGF的表达水平以染色

强度评分+阳性细胞面积评分的积分表示, 采用

先前的方法评定[4], 以积分≥3为表达阳性, 淋巴

转移的胃癌细胞GrB表达采用相同的方法评估. 
MVD计数标准与方法参照Weidner et al [5]的方法, 
对任何相互独立的、直径8个红细胞直径的微血

管、单个内皮细胞或细胞簇均视为一个微血管

计数. 计数方法为: 先在低倍镜(×100)下扫视整

个切片, 寻找出4个高血管密度区(热区), 再在高

倍镜(×200)下计数, 其平均值作为MVD.
统计学处理  计量资料以m e a n s±S D表

示, 根据适用条件, 组间差异比较采用One-way 
ANOVA或非参数检验及Pearson相关性分析; 计
数资料以阳性率表示, 采用Fisher精确概率法分

析, 应用统计软件SSPS 13.0处理, 以P <0.05为有

显著性意义.

2  结果

2.1 GrB在胃癌原发灶和淋巴转移灶肿瘤细胞

的差异表达 以胃癌组织中浸润的GrB+T淋巴细

胞作为阳性内对照, 在各种分化程度及组织类

型的胃癌中均可观察到GrB的表达, 其表达定

位于细胞质(图1), 胃癌原发灶GrB表达阳性率

为34.3%(12/35), GrB表达与肿瘤分化程度、浸

润深度、淋巴结转移状态和TNM分期均无明

显关系. 淋巴转移灶的胃癌细胞也可见GrB表

达(图2), 23例淋巴转移胃癌GrB阳性表达率为

65.2%(15/23), 而相应的原发癌GrB阳性表达率

为30.4%(7/23), 两者具有显著性差异(P  = 0.038). 
2.2 GrB表达与胃癌VEGF表达和血管生成活性

的关系 VEGF 表达定位于细胞质, CD34位于

肿瘤血管内皮细胞, 显示肿瘤新生血管(图3). 
GrB阳性胃癌VEGF的表达水平高于GrB阴性

胃癌, 但差异无统计学意义, 相关分析显示两者

无显著相关性(P  = 0.31); GrB阳性胃癌MVD显

著低于GrB阴性胃癌, 具有统计学意义(39.12±
14.56 vs 53.05±20.97, P  = 0.048), 相关性分析显

■研发前沿
淋巴转移和血管
生成是影响胃癌
预后的重要因素, 
G r B表达在胃癌
淋巴转移和血管
生成中的作用目
前尚不清楚, 我们
就此进行初步探
讨.
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示, GrB表达程度与胃癌MVD呈显著负相关(r  = 
-0.421, P  = 0.012, 图4).
2.3 GrB和VEGF表达之间的关系及其不同组

合与胃癌血管生成活性的关系 G r B和V E G F
组成的的4种不同表型的胃癌中, 两者同时阳

性表达者占22.8%(8/35), 同时阴性表达者占

34.3%(12/35), 同步率为57.1%; GrB+&VEGF-

胃癌占11.43%(4/35), G r B-&V E G F+胃癌占

31.4%(11/35), 非同步率42.9%, 两者无显著差异

(P >0.05). GrB和VEGF组成的各表型组间胃癌

MVD有显著性差异(F  = 3.142, P = 0.039), 其中

图 1 胃癌细胞GrB阳性表达(SP×400). A: 高分化腺癌; B: 中分化腺癌；C: 低分化腺癌.

图 2  GrB在淋巴转移胃癌细胞阳性表达(SP×400). A: 淋巴细胞GrB表达(阳性对照); B: 淋巴转移胃癌细胞GrB强阳性表达, 
周围淋巴组织可见GrB阳性淋巴细胞; C: 淋巴转移的胃低分化腺癌GrB阳性表达.

A B C

A B C

A B C

图 3  胃癌组织VEGF表达和肿瘤微血管检测(SP). A-B: 浸润性胃中、低分化腺癌(×200); C: CD34+肿瘤微血管内皮细胞
(×400).

图 4 胃癌细胞GrB表达水平与肿瘤血管生成的关系.

■创新盘点
本研�提示G r B
可能具有双向作
用: (1)具有VEGF
非依赖性的抑制
胃癌血管生成的
作用; (2)GrB表达
本身并无促进胃
癌淋巴转移的作
用, 但可能使转移
的胃癌细胞具有
免疫耐受的功能
而有助于在淋巴
结的存活和发展. 
国内外无类似报
道.
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以GrB+&VEGF-胃癌MVD最低, GrB-&VEGF+

胃癌MVD最高. 分层分析显示: 在GrB+胃癌中, 
VEGF阳性较VEGF阴性者MVD增高, 但无统计

学意义; 在GrB-胃癌中VEGF阳性较阴性者MVD
增高更为明显, 但亦无统计学意义(60.14±19.8 
vs  48.4±20.34, P = 0.134), 与之相反, 在VEGF
阳性胃癌中, GrB阳性者MVD显著下降(60.14
±19.8 vs  39.88±13.97, P = 0.023); 在VEGF阴
性胃癌中, GrB阳性者MVD亦明显低于GrB阴

性者, 但无统计学意义(48.4±20.34 vs  32.13±
13.4, P  = 0.134); GrB-&VEGF+胃癌组织MVD高

于GrB+&VEGF-胃癌, 两者差异有统计学意义

(60.14±19.8 vs  32.13±13.4, P = 0.013).

3  讨论

GrB在非淋巴肿瘤中表达的报道极少. Kontani 
et al [1]首先发现GrB和穿孔素在人体乳腺癌和肺

癌细胞的表达, 且两者的表达水平与区域淋巴

结的转移呈显著负相关; Hu et al [2]最近在人体

乳癌细胞和RB缺失的乳癌细胞株证实确有内

源性GrB的表达, 但其表达调节机制仍不明确. 
本研究显示, GrB在人体胃癌细胞也有表达, 值
得注意的是, GrB在分化程度较高, 浸润程度较

低、无淋巴转移的胃癌中表达较高, 呈现出与

胃癌分化、浸润, 淋巴转移等生物学行为负性

关联的趋势, 尽管无统计学意义, 这是否可提示

GrB阳性的胃癌具有较好的预后? 由于本研究

观察的样本量较小, GrB表达与胃癌生物学行为

的关系尚难以确定, 需要进一步研究. GrB在胃

癌淋巴转移中的作用是本研究关注的重要内容, 
为此, 我们进一步检测了淋巴转移性胃癌细胞

GrB表达的情况. 结果发现, 在淋巴转移肿瘤细

胞GrB呈阳性或强阳性表达, 而其相应的原发灶

肿瘤细胞GrB则呈弱阳性表达, 转移至淋巴结的

胃癌细胞GrB表达水平较相应的原发肿瘤细胞

显著上调, 这是否暗示GrB阳性胃癌细胞可能具

有较高的淋巴转移潜能? 有研究显示, 表达GrB
的淋巴细胞及树突状细胞本身可表达丝氨酸蛋

白酶抑制剂PI9, PI9可防止GrB介导的细胞毒攻

击而具有免疫豁免功能[6], 我们推测表达GrB的
胃癌细胞也可能存在类似的机制. 由此, 我们提

出下列假说: GrB阳性的胃癌细胞本身可能并不

具有更高的淋巴转移潜能, 但其可使肿瘤细胞

获得免疫耐受的功能: 一旦发生转移后能更好

地耐受CTL攻击而在淋巴组织获得较高的生存

能力, 而GrB阴性胃癌细胞转移到淋巴细胞组织

则易被清除而难以存活和发展, GrB在淋巴转移

性的胃癌细胞高表达现象可能是经过细胞免疫

选择后的结果. 无论如何, 本研究结果提示, GrB
表达与胃癌淋巴转移可能有着密切的关系. 

VEGF是最强的促肿瘤血管生成的主要因

子, 其表达与胃癌血管生成显著相关. 本研究显

示, GrB阳性胃癌MVD显著低于GrB阴性者, 其
表达程度与MVD呈显著负相关; 但GrB阳性胃

癌其VEGF的表达水平并不下降, 反而有所上调; 
在GrB和VEGF的各种组合表型中, GrB阳性胃

癌无论VEGF的表达水平如何, 其MVD均较GrB
阴性表达者显著降低; 分层分析发现: 在GrB阳
性胃癌中VEGF阳性表达者MVD仅有轻度增加

(无统计学意义), 但在GrB阴性胃癌中VEGF表
达者MVD则显著增加; 无论胃癌VEGF的表达

状态如何, GrB阳性表达者MVD均显著下降, 尤
以在VEGF阳性者更为显著. 而仅有GrB阳性表

达胃癌MVD极显著地低于仅有VEGF阳性表达

者. 这些结果强烈提示胃癌细胞GrB表达对肿瘤

血管生成活性可能具有抑制作用, 其作用并非

是通过调节VEGF表达的途径, 也不受VEGF表
达水平的影响, 并对VEGF诱导血管生成还可能

具有显著的拮抗作用. 
GrB是细胞毒蛋白, 可以穿孔素依赖和非依

赖的方式进入靶细胞并水解其DNA, 诱导其凋亡, 
清除病变细胞, 在细胞免疫中是主要的效应分子. 
体外实验证实, 血管内皮生长因子受体(VEGFR)
结合肽-GrB融合蛋白可靶向进入表达VEGFR的
猪动脉内皮细胞, 诱导其凋亡[7]和靶向破坏LoVo
细胞诱导的鸡胚绒毛尿囊新生血管[8], 提示GrB
对肿瘤新生血管内皮细胞具有显著细胞毒作用. 
据此并结合本研究结果, 我们推测GrB抑制血

管生成机制可能有: (1)新生血管内皮细胞有较

高的VEGF或其他促血管生成因子的受体表达, 
GrB也可能在肿瘤细胞内与VEGF或其他促血管

生成因子形成融合蛋白的形式分泌, 对新生血

管内皮细胞产生靶向细胞毒作用, 诱导其凋亡, 
从而抑制血管生成, 其作用对VEGF或其他促血

管生成因子的表达有一定依赖性; (2)肿瘤新生

血管内皮细胞结构尚不完整, 渗透性高, 为GrB
的进入提供了条件, 胃癌细胞通过旁分泌GrB, 
发挥细胞毒作用, 直接诱导新生血管内皮细胞

凋亡, 其作用不依赖于VEGF的表达. 

■应用要点
G r B阳性胃癌可
能是胃癌的新亚
型, 其生物学行为
一定有其特殊性, 
对其进一步认识
有助于探索胃癌
的起源和肿瘤免
疫耐受新机制, 对
其他肿瘤的研�
也有借鉴作用.
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■同行评价
本文探讨了胃癌
细胞 G r B 表达与
血管生成和淋巴
转移中的作用, 发
现 G r B 对胃癌血
管生成和淋巴转
移有抑制作用, 为
了解胃癌生物学
行为提供了重要
指标.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of P53 
and C-erbB-2 proteins in chronic atrophic 
gastritis (CAG) and their correlation with 
clinicopathological parameters in CAG.

METHODS: SP immunohistochemistry was used 
to detect the expression of P53 and C-erbB-2 pro-
teins in normal gastric mucosa (n = 56), chronic 
atrophic gastritis with cystic dysplasia (n = 61), 
intestinal metaplasia (n = 73), atypical hyperpla-
sia (n = 295) and early gastric carcinoma (n = 57). 
The relationship between the expression of P53 
and C-erbB-2 and the clinicopathological charac-
teristics were analyzed..

RESULTS: The positive rates of P53 and 

C-erbB-2 protein expression were increased with 
the malignant degrees of gastric tissues. There 
were significant differences between normal gas-
tric mucosa, moderate atypical hyperplasia, in-
testinal metaplasia, severe atypical hyperplasia 
and gastric carcinoma (P < 0.01). The expression 
of P53 was notably correlated with the age and 
gender of patients (χ2 = 12.393, P < 0.01; χ2 = �.799, 
P < 0.01), while C-erbB-2 expression was just 
correlated with the age of patients (χ2 = 7.706, P 
< 0.01). Besides, the expression of P53 was posi-
tively correlated with that of C-erbB-2 (r = 0.�67, 
P < 0.05).  

CONCLUSION: P53 and C-erbB-2 expression 
have significant correlations with the malig-
nancy progression in CAG, and they can help to 
make early diagnosis for gastric cancer.

Key Words: Chronic atrophic gastrit is; P53; 
C-erbB-2; Gastric cancer; Immunohistochemistry

Zhao S, Fu YM, Zhao B, Liu LX. Expression of P53 
and C-erbB-2 and their  significances in chronic 
atrophic gastrit is .  Shi j ie  Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(30):2943-2947

摘要
目的: 探讨慢性萎缩性胃炎(CAG)黏膜上皮中
P53及C-erbB-2的表达及意义. 

方法: 用免疫组化技术(SP法)检测正常胃黏
膜56例、慢性萎缩性胃炎429例(腺体囊性扩
张61例, 大肠型化生73例, 轻、中、重度不典
型增生各120、91和84例)和早期胃癌57例中
P53和C-erbB-2的表达, 分析P53和C-erbB-2表
达及其与CAG胃黏膜病变类型的关系. 

结果: 正常胃黏膜, 囊性扩张腺体, 轻、中度
不典型增生, 大肠型化生, 重度不典型增生, 
早期胃癌P53和C-erbB-2表达的阳性率呈上
升趋势. 前三组间表达率差异无统计学意义
(P >0.05); 正常胃黏膜与中度不典型增生、大
肠型化生、重度不典型增生及胃癌组P53和
C-erbB-2的表达差异有统计学意义(P <0.01). 
Spearman等级相关分析显示P53和C-erbB-2表
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■背景资料
慢性萎缩性胃炎
(CAG)是胃癌癌
前过程的重要环
节之一 ,  但CAG
在病理组织学上
包 括 多 种 病 变 , 
本 文 研 究 P 5 3 和
C-erbB-2在CAG
不同病理类型中
的表达情况, 分析
其与胃癌发生的
关系, 有助于监测
CAG癌前病变的
进展及胃癌的早
期发现 .
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■研发前沿
胃癌的发生、发
展涉及多种基因
的 改 变 ,  P 5 3 和
C-erbB-2是胃癌
中常见的基因变
化 ,  其 表 达 与 胃
癌临床病例类型
和恶性程度相关. 
CAG病理类型与
癌变关系的研究
是新近胃癌癌前
病变中的重要课
题, 而与胃癌发生
有关的基因在癌
前病变中的表达
情况也是研究热
点.



达呈正相关(r  = 0.867, P <0.05). 年龄<40岁和
≥40岁组间、性别组间P53表达阳性率差异
有统计学意义(χ2 = 12.393, P <0.01; χ2 = 8.799, 
P <0.01). C-erbB-2的表达在上述年龄组间差异
有统计学意义(χ2 = 7.706, P <0.01), 而在性别
组间无统计学意义(P >0.05).

结论: 检测慢性萎缩性胃炎中P53和C-erbB-2
的表达, 有助于监测CAG癌前病变的进展及
胃癌的早期发现.

关键词�� 慢性萎缩性胃炎; P53; C-erbB-2; 胃癌; 免

疫组织化学
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0  引言

慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastrititis, 
CAG)与胃癌的发生关系密切, 很可能是癌前过

程的重要环节之一[1-5]. 由于CAG在病理组织学

上包括多种病变, 因此CAG类型与癌变关系的

研究是新近胃癌癌前病变中的重要课题[2,6-8]. 胃
癌的发生和发展与人体基因组的变化有密切关

系, 涉及多个基因突变的过程及多种分子遗传

学改变[9-10]. 我们利用免疫组织化学方法, 检测

P53及C-erbB-2在CAG中的表达, 进一步探讨其

与胃癌发生的关系及临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 1995-01/2003-01尸检、手术及胃镜活

检标本存档蜡块CAG共672例, 其中伴轻度不典

型增生120例, 中度不典型增生91例, 重度不典

型增生84例, 大肠型化生73例(经奥新兰染色证

实), 腺体囊性扩张61例, 共计429例(占63.8%). 
男302例, 女127例, <40岁108例, ≥40岁321例. 
正常胃黏膜56例和早期胃癌(肠型)57例. 所有蜡

块均为40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 4 μm厚

切片, 分别进行HE和免疫组化染色. 试剂购自

福州迈新生物技术开发公司, 鼠抗人P53 mAb 
(Pab1801)由美国Santa Cruz公司生产, 鼠抗人

C-erbB-2为德国Maxim Biotech公司产品. 
1.2 方法 免疫组化采用SP法, P53, C-erbB-2蛋
白测定按照试剂盒说明进行. 采用微波抗原修

复, 设阳性和阴性对照. P53阳性表达为细胞核

出现棕色颗粒, C-erbB-2阳性表达为细胞膜、胞

质中出现棕色颗粒. 结果判定根据Volm et al [11]

报道的标准进行, 即每张切片在高倍镜(×400)
下计数10个视野, 依着色细胞占视野细胞总数

的百分比计分: 阳性细胞<10%为1分, 11%-50%
为2分, 51%-75%为3分, >75%为4分. 染色强度

计分: 0分, 阴性, 无染色; 1分, 弱阳性, 浅黄色; 2
分, 中等, 棕黄色; 3分, 强阳性, 棕褐色. 阳性细

胞百分比计分及染色强度计分之和>2者为免疫

组化阳性. 
      统计学处理 采用SPSS 10.0统计软件, χ2检验

及求Spearman相关系数. 

2  结果

2.1  P53和C-erbB-2的表达 P53表达为腺上皮细胞

胞核内出现棕黄(褐)色颗粒, 正常胃黏膜组织中仅

见极少数细胞呈微弱阳性表达. CAG中, 轻度不典

型增生腺上皮细胞、囊性扩张腺体呈弱阳性表达, 
大肠型化生及中度不典型增生腺上皮细胞呈阳性

表达(图1A-B). 重度不典型增生及胃癌中表达明

显增强(图1C-D). 大肠型化生、中度和重度不典型

增生组P53表达阳性率均高于正常胃黏膜组, 差异

有统计学意义(χ2 = 11.468, 7.256, 31.994, P <0.01, 
表1). 轻度不典型增生和囊性扩张腺体组P53表达

阳性率与正常胃黏膜组相比, 差异无统计学意义

(χ2 = 0.042, 2.062, P >0.05). 从正常胃黏膜、囊性

扩张腺体、轻、中度不典型增生、大肠型化生、重

度不典型增生至胃癌, P53的表达率呈上升趋势, 
重度不典型增生组接近胃癌组, 差异无统计学意

义(χ2 = 0.334, P >0.05). C-erbB-2阳性表达为腺上

皮细胞膜及胞质中出现棕黄(褐)色颗粒. 重度不
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■创新盘点
本文通过检测正
常胃黏膜、CAG
伴腺体囊性扩张, 
CAG伴肠上皮化
生、CAG伴轻、

中、重度不典型
增生及胃癌组织
中P53和C-erbB-2
表达, 分析两者在
CAG不同阶段至
胃癌的表达情况, 
分别探讨这两种
基因表达的检测
结果与胃癌临床
病理参数及预后
的关系.

 aP<0.05, bP<0.01  vs  正常; dP<0.01 vs各组内.

        

表 1   P53和C-erbB-2在慢性萎缩性胃炎中的表达(n /%)

正常胃黏膜
慢性萎缩性胃炎
年龄
  <�0岁
  ≥�0岁
性别
   男
   女
不典型增生
   轻度
   中度
   重度
   大肠型化生
   肠管囊性扩张
早期胃癌

临床病理指标 n  P53阳性 C-erbB-2阳性

  5�

10�
321

302
127

120
  �1
  ��
  73
  �1
  57

   3 (5.3)

12 (11.1)d

�� (27.7)

�3 (27.�)d

1� (1�.1)

  � (7.5)
20 (22.0)b

�3 (51.�)b

21 (2�.7)b

  � (13.1)
31 (5�.3)b

 1 (1.7)

  � (�.3)d

�� (1�.�)

5� (1�.5)
17 (13.3)

  2 (1.�)
1� (17.5)a

3� (��.�)b

1� (1�.1)b

  2 (3.2)
2� (50.�)b



典型增生及胃癌组强阳性表达(图2A-B). 正常胃

黏膜上皮细胞见极少数散在的微弱表达(1.7%), 
囊性增生腺体及轻度不典型增生腺体为弱阳性

表达, 与正常胃黏膜相比差异无统计学意义(χ2 

= 0.023, 0.002, P >0.05). C-erbB-2在中度不典型

增生、大肠型化生、重度不典型增生及胃癌

组中的表达率依次上升, 各组与正常胃黏膜组

间差异有统计学意义(χ2 = 8.458, 9.329, 21.813, 
34.910, 均P <0.05, 表1).
2.2 P53及C-erbB-2表达的相关性 Spearman等级

相关分析显示, 二者表达呈正相关(r  = 0.867, P 
= 0.0 006). P53在年龄<40岁和≥40岁组中的表

达率分别为11.1%和27.7%, C-erbB-2在年龄<40
岁和≥40岁组中的表达率分别为8.3%和19.9%, 

二者在年龄组间的表达差异有统计学意义(χ2  

= 12.393, 7.706, P <0.01). P53在性别组间的表

达差异也具有统计学意义(χ2 = 8.799, P <0.01), 
C-erbB-2在性别组间的表达差异无统计学意义

(χ2 = 1.684, P >0.05).

3  讨论

胃癌的发生、发展中, 既有抑癌基因的突变, 又
有原癌基因的激活[9,12]. 研究表明P53基因是胃癌

中最常突变的抑癌基因[10-14], 而c-erbB-2是胃癌

中常见的原癌基因变化[15-16]. 本研究利用免疫组

化方法检测CAG中P53及C-erbB-2的表达情况, 
探讨CAG与胃癌发生的关系. 野生型p53作为一

种抑癌基因, 通过调控细胞生长和促进凋亡发
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A B

C D

图 1 P53的表达(SP×200). A: CAG大肠型化生阳性; B: CAG中度不典型增生阳性; C: CAG重度不典型增生腺上皮细胞中
强阳性; D: 肠型胃癌强阳性. 

A B

图 2 C-erbB-2的表达(SP×200). A: CAG重度不典型增生强阳性表达; B: 肠型胃癌强阳性. 

■应用要点
通过CAG胃镜活
检的免疫病理学
观察, 检测P53和
C-erbB-2的表达
情 况 ,  有 助 于 对
胃黏膜病变倾向
作出判断.
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挥作用[14,17]. 突变后的P53基因不仅失去了上述

作用, 反具有促进细胞恶性转化的功能[18-20]. 野
生型P53基因产物半衰期短(<30 min), 用免疫组

化方法难以检测, 而突变型P53基因产物的稳定

性高, 用免疫组化方法检测出的P53蛋白, 皆为

突变型基因产物[14], 因此, 可作为一种辅助诊断

胃癌的标志物[21-22]. 我们发现, 从正常胃黏膜、

囊性扩张腺体、轻、中度不典型增生、大肠型

化生、重度不典型增生至胃癌, P53表达率呈依

次上升趋势, 其中重度不典型增生组与胃癌组

该基因表达率差异无统计学意义(P >0.05), 而与

正常胃黏膜组间差异显著(P <0.001), 说明p53基
因的突变在CAG胃黏膜上述病变中广泛存在, 
重度不典型增生中其表达已接近于胃癌, 提示

P53基因的突变在胃癌癌前病变的后期明显上

升. 因此, 检测P53的表达有助于对胃黏膜癌前

病变进展的监测.
原癌基因c-erbB-2是细胞基因组的正常成

分, 其表达产物在细胞增殖及分化调控中起重要

作用. 该基因被激活后, 表现为基因的扩增和产

物的高表达, 具有致癌变活性[23-24]. Werner et al [16]

发现, 在胃癌及其组织周围的肠化、异型增生胃

黏膜中有C-erbB-2表达的明显增加. 本研究发现, 
除在正常胃黏膜中该基因的表达率极低(1.7%)
外, 囊性扩张和轻度不典型增生腺上皮细胞中也

有弱阳性, 大肠型化生和中度不典型增生组阳性

表达率增加, 重度不典型增生组和胃癌组均为强

阳性表达, 这一发现证明c-erb B-2也参与CAG癌

前病变的发生. 本组观察结果表明, 在CAG上述

病变中, 既有P53基因的广泛突变, 又有c-erb B-2
的广泛激活, 二者表达呈正相关, 提示二者在

CAG癌前病变中具有重要作用.
此外, P53和C-erbB-2在<40和≥40中的人

群间表达差异显著, 提示年长者更易发生P53和
C-erbB-2的改变. 本文中P53在男性的表达率高

于女性, 差异具有统计学意义(P <0.01), 分析其原

因可能为男性嗜烟酒比例高于女性, 这一发现与

吸烟是胃癌发生的危险因素的研究结果一致[25]. 
吸烟对P53作用的具体机制尚需进一步研究. 近
年来纤维胃镜的广泛应用为CAG病变跟踪观察

提供了有利条件[26-27], 根据本文的发现, 对慢性

萎缩性胃炎, 应用纤维胃镜活检的免疫病理学观

察, 检测P53和C-erbB-2的表达情况, 有助于对胃

黏膜病变倾向作出判断, 在胃癌尚未达到病因学

一级防治的今天, 对胃癌的早期预防和治疗具有

重要临床意义. 
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Abstract
AIM: To estimate the prevalence of H pylori 
infection in rural families, and to investigate the 
transmission route of H pylori infection.

METHODS: A cross-sectional study was car-
ried out among 263 villagers from 71 families in 
September 2004 in Zunhua city, Hebei province. 
Each subject was interviewed using a unified 
questionnaire. Blood sample of 5 mL was col-
lected for the antibody examination by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Western 
blot analysis was performed to distinguish the 
infected strains, and compared with two stan-
dard strains NCTC 11637 and CAPM N111, re-
spectively. Similarity analysis was then carried 
out with Quantity one 4.1.1 software, which is 
special for photographs of electrophoresis. 

RESULTS: The seroprevalence of H pylori infec-
tion in residents of this area was of medium lev-
el in our country, and it was not associated with 
gender. In this area, the risk factors of infection 

were bad living conditions, overcrowding and 
possession of pigs during childhood, as well as 
several generations eating together, less vinegar 
and fruit intake. The overall prevalence and se-
rum level of anti-H pylori antibodies in 263 sub-
jects was 57.41% and 0.911 ± 0.810 μg/L, respec-
tively. In males, they were 60.50% and 0.948 ± 
0.843 μg/L, while 54.86% and 0.880 ± 0.748 μg/L 
in females, respectively (P > 0.05). Infection clus-
tered within families, and 60% and 51.35% of the 
children with two or at least one infected parent 
were H pylori-positive, while the prevalence rate 
in the children with both parents uninfected was 
only 11.11% (P < 0.05). Western blot showed that 
the antibodies of the residents living in the area 
were similar in bands (F = 1.22, P > 0.05).

CONCLUSION: The prevalence of H pylori in 
residents of this area was of medium level in our 
country. Infection clusters within families, and 
the status of parents’ infection can affect that of 
the children.

Key Words: Rural residents; Helicobacter pylori ; 
Family clustering; Seroepidemiology; Western blot

Fan HM, Yuan JX, Xu YJ, Zhang TZ. A seroepidemiology 
survey on Helicobacter pylori infection in rural families. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(30):2948-2953

摘要
目的: 了解幽门螺杆菌(H pylori )感染在农村
居民的感染率和探索H p y l o r i 感染的传播
途径. 

方法: 2004-09对河北省遵化市某村71户家庭
263人进行横断面研究, 采用面对面问卷调查
形式由专人填写调查表, 采集静脉血液标本
5 mL, 用酶联免疫吸附实验(ELISA)方法检测
HpUIgG抗体. 用免疫印迹方法(Western blot)
检测血清中的H pylori抗体. 

结果: 该地区居民的H pylori感染率属于中等
水平, 男女感染率没有差别. 当地居民H pylori
感染的危险因素有未成年时住房拥挤、条件
差、养猪、现在家庭中几代共同进餐及醋和

■背景资料
H pylori 感染的途
径至今未阐明, 但
许多资料表明人
与人密切接触可
以增加感染的传
播机会. 在关系密
切的家庭成员中, 
其H pylori 感染率
要高于普通人群. 
但关于H pylori 感
染在家庭内的传
播, 大多数已开展
的研究是针对有
症状儿童的父母
和兄弟姐妹, 而不
是普通人群的. 为
了避免这种可能
出现的选择偏性, 
我们对河北省遵
化市某村263人进
行了H pylori 感染
的血清流行病调
查 ,  收 集 其 一 般
情况、吸烟、饮
酒、饮食嗜好、

社会经济状况、

生活习惯、健康
状况、疾病家族
史等信息, 了解其
H pylori 的感染情
况, 可能的相关因
素, 有否家庭聚集
性及其相关的传
播途径, 为制定合
理的预防措施提
供依据.
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水果进食过少等. 263位受检者中, H pylori总
血清感染率为57.41%, 抗体平均水平为0.911
±0.810 μg/L; 其中男性感染率为60.50%, 抗
体平均水平为0.948±0.843 μg/L; 女性感染率
为54.86%, 抗体平均水平为0.880±0.784 μg/L. 
H pylori 感染有家庭聚集性. 父母双方或者一
方H pylori感染阳性的其子女H pylori感染率
(60%, 51.35%)明显高于父母H pylori感染均阴
性者(11.11%, P <0.05). 以家庭为单位进行的血
清Western blot分析发现各种血缘关系家庭成
员, 其血清抗体平均相似度较之家庭间成员的
平均相似度并没有差别(F  = 1.22, P >0.05), 两
两比较结果亦无差别.

结论: 该地区居民的H pylori感染率属于中等
水平, 男女感染率没有差别. H pylori感染存在
家庭聚集性.

关键词�� 农村居民; 螺杆菌; 幽门; 家庭聚集性; 血清

流行病学; Western blot
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0  引言

自从1982年Warren和Marshall从慢性活动性胃

炎患者的胃黏膜中首次分离出幽门螺旋杆菌

(Helicobacter pylori , H pylori )以来, 大量研究表

明, H pylori作为世界上人类感染率最高的细菌

之一, 是B型胃炎的主要致病因子, 并且与消化

性溃疡的发病密切相关. 人类胃黏膜上H pylori
的持续定植, 也增加了胃腺癌和胃黏膜相关性

淋巴样组织(MALT)恶性淋巴瘤发生的风险. 早
在1994年, 国际癌症研究机构(IARC)就已将H 
pylori列为人类的Ⅰ类致癌物. 我国属于H pylori
的高感染地区. 流行病学资料显示, 我国各地自

然人群中成人H pylori感染率在50%左右, 感染

后的自愈率几乎为零, 即一旦受到感染, 如果不

采取正规方案治疗, 将终生受累. 在目前无理

想的H pylori疫苗预防其传播的情况下, 弄清H 
pylori的传播机制和影响因素是当前流行病研究

的热点之一. H pylori感染的途径至今未阐明, 但
许多资料表明, 人与人之间密切接触可以增加

感染的传播机会. 在关系密切的家庭成员中, 其
H pylori感染率要高于普通人群. 但关于H pylori
感染在家庭内的传播, 大多数已开展的研究是

针对有症状儿童的父母和兄弟姐妹, 而不是普

通人群的. 为了避免这种可能出现的选择偏性, 
我们对河北省遵化市某村263人进行了H pylori
感染的血清流行病调查, 了解其H pylori的感染

情况、有否家庭聚集性及其相关的传播途径, 
为制定合理的预防措施提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 远离城市、交通不便、相对独立的河

北省遵化市某村71户家庭进行了普查, 共263人, 
其中男性119人, 女性144人, 年龄在6-86岁之间. 
中国预防医学科学院研制山东潍坊医药集团股

份有限公司生产的纯化尿素酶试剂盒, 该试剂

盒灵敏度为98%, 特异度为96%. 国际标准菌株

NCTC11637和国内标准菌株CAPM N111由中国

疾病预防控制中心传染病控制中心惠赠.
1.2 方法 采用面对面问卷调查形式, 由专人填

写调查表, 内容包括一般情况, 现社会经济状况

及生活饮食习惯, 未成年时社会经济状况及生

活饮食习惯, 健康状况, 胃病家族史等55个因素. 
每位受试者采肘静脉血5 mL, 1000 r/min离心

10 min, 分离血清, -20℃冻存, 统一进行检测. 采
用纯化尿素酶试剂盒检测抗HpUIgG, 该试剂盒

灵敏度为98%, 特异度为96%. 严格按照试剂盒

使用说明书进行操作. 其结果判定: (1)肉眼观察, 
颜色深于或等于标准血清为阳性, 颜色浅于标

准血清为阴性, 同一样本相同稀释度的两孔出

现明显不同颜色深度时, 该样本重做. (2)仪器测

定: 以酶标仪450 nm波长测定各孔A值, 样本平

均A值大于或等于标准血清平均A值者为阳性; 
否则为阴性. 同一样本相同稀释度的两孔的A值

波动超过其均值的1.5倍时, 该样本重做. 以血清

抗体阳性受检者的比率作为H pylori感染率. 人
群样品的Western blots分析: 选择具有地区代表

性和抗原代表性的国际标准菌株NCTC11637
和国内标准菌株CAPM N111, 收菌于双蒸水中

制成约1010 cfu/mL菌液, 加等量2×样品缓冲液. 
100℃水浴5 min后, 用于聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE), 标准菌株由中国疾病预防控制中

心传染病中心(张建中研究员)惠赠. H pylori抗
原的SDS-PAGE: 制备双份PAGE胶, 分离胶浓

度为110 g/L和50 g/L, 每胶12加样孔, 每孔加入

100 μL样品, 在恒压45 V, 16 h的SDS-PAGE后, 
采用80 mA, 恒流6 h将抗原转移至醋酸纤维膜

(NC膜)上, 转膜后的NC膜进行相应标记后, 放入

50 g/L的脱脂奶粉中封闭过夜. NC抗原片的切割

及再次预封闭: 将封闭后的各抗原膜纵向切成

■创新盘点
本文对农村居民
家庭H pylori 感染
的血清流行病学
进 行 了 调 查 ,  以
期了解H pylori 感
染在农村居民的
感 染 率 和 探 索H 
pylori 感染的传播
途径. 
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3 mm宽的膜条, 按顺序标记, 以便在照相记录结

果时能够恢复原来的排列位置. 不同菌株相同

号码抗原条编入一组并放入50 g/L的脱脂奶粉

中过夜进行再次封闭. 血清标本的Western blot
分析: 将再次封闭后的膜片, 用TBS-T洗涤3次, 
每次10 min, 将1∶4稀释的各待测血清2 mL放
入相应的NC膜组容器中, 室温震荡2 h, 用TBS-T
洗涤NC膜3次, 每次10 min, 将NC膜放入1∶50
稀释的HRP-羊抗人IgG中, 室温震荡1.5 h, 再用

TBS-T洗涤膜3次, 每次10 min后, 将NC膜放入新

配制的4-氯-1萘酚底物液中, 显色满意后, 放入

蒸馏水中终止反应. 血清样品的Western blot实
验结果用BIORAD Gel Doc 2000TM凝胶成像分

析系统照相记录结果后, 用电泳照片分析处理

专用软件quantity one 4.1.1进行条带相似度分析.
统计学处理 全部资料采用EXCEL建库, 用

SAS 6.12统计软件包进行单因素χ2分析, t检验和

方差分析.

2  结果

2.1 研究对象的一般情况及H pylor i 感染的危

险因素 263位受检者中, H pylori总血清阳性人

数为151人, 感染率为57.41%, 平均抗体含量为

0.911±0.810 μg/L; 其中男性受检者119人, 阳
性者72人, 感染率为60.50%, 平均抗体含量为

0.948±0.843 μg/L; 女性受检者144人, 阳性者79
人, 感染率为54.86%, 平均抗体含量为0.880±
0.784 μg/mL; 男女H pylori感染率和平均抗体含

量比较差异没有显著性. 虽然有的年龄段由于

受检人数少, 感染率值不稳定, 仍可看出随着年

龄的增大, 总的H pylori感染率呈上升趋势(表1). 
该村居民中初中毕业者占52.09%, 比例较

大. 将调查对象按照年龄分为两组(<20岁组和

≥20岁组), 分别比较不同文化程度者H pylori

感染情况, 未见感染率有差异. 受检者中非本

地出生者均为嫁入或入赘本地的成年人, 均在

20岁以上, 故在分析时选择20岁以上年龄组人

群, 比较其H pylori感染状况, 结果发现外地迁

入者H pylori感染率高于本地出生居民(76.47% 
vs  61.64%), 但差异尚无显著性. 在受检者中, 
有过长期外出史的人占43.73%, 比例较大, 其
H pylori感染率虽然高于无长期外出史的人群

(61.74% vs  54.05%), 但差异无显著性. 按照现

在及未成年时人均居住面积将调查对象分别分

为两组, 分别进行两组, 分别进行组, 分别进行H pylori感染状况与人均居住

面积的关系比较, 发现H pylori感染与未成年时

人均居住面积有关, 未成年时居住拥挤者的感

染率较高, 与现人均居住面积无关(χ2 = 7.230, 
P = 0.007). 未成年时居住草房、简易房者其H 
pylori感染率较住平方及瓦房者高, 统计学有显

著性(χ2 = 4.493, P = 0.034). 现家中养猪组及不

养猪组的人群H pylori感染率分别为63.96%及

52.63%, χ2检验未见有统计学显著性, 但未成年

时家中养猪组及不养组的人群H pylori感染率分

别为60.80%及46.88%, 差异有显著性. 既往有文

献报道, 吸烟饮酒可能与H pylori感染有关, 因此

按性别对受检者中20岁及以上者进行H pylori感
染与吸烟、饮酒关系的分析, 差别均无显著性. 
本研究发现, 几代人共同进餐家庭成员H pylori
感染率较核心家庭进餐家庭成员H pylori感染率

高, 差异有显著性. 被调查者的饮食习惯中, 发
现H pylori感染状况与经常食醋, 食水果有关. 常
食醋及常食水果者, 其H pylori感染率较不食者

低(P <0.05). 石家口村地处山区, 水质良好, 水位

在10 m以下, 被调查人群, 各家均有自备水井, 
村民饮用生水习惯普遍存在. 调查发现饮用生

水者其H pylori感染率高于饮用开水者(分别为

59.56%和44.74%), 但是χ2检验未见差异.

表 1 H pylori 感染率的性别、年龄分布 

     
                                               男                                                            女                                             合计

年龄组(岁)    检查  阳性    阳性          抗体含量        检查  阳性   阳性          抗体含量        检查  阳性    阳性         抗体含量

                        数      数      率(%)           (μg/L)           数      数     率(%)               (μg/L)            数      数      率(%)            (μg/L)

  6-                6       1      16.67    0.305±0.295      4       2     50.00    0.�59±0.971     10      3      30.00   0.527±0.667

10-     20     11      55.00    0.�10±0.7�5    35     10     2�.57    0.55�±0.56�     55    21      3�.1�   0.650±0.660

20-     15     10      66.67    1.002±0.�66    15       9     60.00    0.�47±0.727     30    19      63.33   0.924±0.790

30-     29     20      6�.97    0.96�±0.�56    3�     25     65.79    0.990±0.757     67    45      67.16   0.9�0±0.795

40-     29     16      55.17    0.9�3±0.972    20     12     60.00    1.076±0.9�3     49    2�      57.14   1.021±0.967

50-     20     14      70.00    1.160±0.73�    32      21    65.63    0.99�±0.�3�     52    35      67.31   1.060±0.79�

合计   119     72      60.50    0.94�±0.�43  144      79    54.�6    0.��0±0.7�4   263  151      57.41   0.911±0.�10

■同行评价
本文选题较准确, 
但有一定参考价
值, 流行病学调查
缺乏循证医学意
义.
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2.2 家庭H pylori感染状况分析 调查对象中共有

74对夫妻, 年龄为20-69岁, 为探讨夫妻共同生活

的可能传播途径, 对受检夫妻H pylori感染率与

结婚年数之间的关系进行分析. 考虑到H pylori
感染率是随着年龄的增加而逐渐上升的, 将受

检者按照年龄分为>30岁年龄组和≤30岁年龄

组, 分别进行比较, 结果差别无显著性(表2). 调
查的74对夫妻中, 33对双方均为阳性, 12对双方

均为阴性, 29对为夫或妻阳性, 夫妻H pylori感染

的一致性为60.81%. 以父母抗HpUIgG水平为索HpUIgG水平为索水平为索

引, 对其100名家庭成员的H pylori感染状况检测

结果进行分析(不包括父母在内), 其总的H pylori
感染率为48%, 父母均阳性的家庭成员H pylori
感染率为60%, 父母一方抗体阳性的家庭成员H 
pylori感染率为51.35%, 父母均阴性的家庭成员

H pylori感染率为11.11%(表3).
2.3 血清H pylori抗体Western blot分析 选择具

有抗原代表性和地区代表性的国际标准菌株

NCTC11637和国内标准菌株CAPM N111作为抗

原, 对所有ELISA检测结果阳性的血清, 以家庭

为单位进行Western blot分析. 观察家庭内部成

员之间, 及家庭间不同人群之间免疫印迹反应

条带的相似性. 比较家庭成员之间, 不同家庭成

员之间的免疫印迹反应条带相似度, 从而对其

感染的H pylori抗原情况进行分析(表4). 子女之

间的血清相似度均高于其他各种家庭关系的血

清相似度, 且其数值变异度较小(F  = 1.220, P = 
0.2915). 虽然方差分析显示家庭内部成员之间

及不同家庭成员之间其血清免疫印迹反应条带

相似度并没有显著性差异, 两两比较结果亦如

此. 但仍可认为子女间感染的菌株是较为相似的.

3  讨论

关于H pylori的具体传播途径至今尚未阐明, 有
学者提出H pylori感染可能是通过人与人之间的

密切接触而传播的, 其感染的家庭聚集性就是

一个重要的证据. 但大多数已开展的这类研究

是以家庭中某种消化道疾病患者为先证者, 对

其家庭成员进行调查, 而不是针对普通人群的

调查, 在对象的选择上往往存在偏向性. 许多资

料表明, 密切生活接触利于H pylori的传播, H 
pylori感染的家庭聚集现象就是一个重要的证

据[1-2]. 本次研究亦发现, 在父母均为H pylori阳
性的家庭中, 子女H pylori感染率达到60%, 父
母一方H pylor i阳性的家庭中, 子女感染率为

51.35%, 而在父母均为H pylori阴性的家庭中, 子
女的H pylori感染率仅为11.11%. 提示, H pylori
感染在家庭中有聚集现象. 此外, 许多资料均表

明, 在生活在人口密度较大的集体人群, 如生

活在军队[3]、学校[4-5]或孤儿院[6-10]等的人群, H 
pylori感染率均较高. 但是, H pylori是如何在人

与人之间传播的目前尚不完全清楚, 随着细菌

从唾液、牙菌斑、胃液和粪便中的检出[11-15], 提

表 2 H pylori 感染与结婚年数的关系 

     
≤30岁组        ≤感染状况                                                >30岁组       H pylori 感染状况

结婚年数       阳性       阴性                                              结婚年数      阳性            阴性

0-        9      5 14           62.49         5-        10           4         14        71.43

5-10        7      1   �           �7.50       10-        69         43       112        61.61

合计      16      6 22           72.73       合计        79         47       126        62.70

合计       感染率(%)                                                                  合计       感染率(%)

表 3 父母H pylori 感染状况与子女感染状况的关系 

     
父母感               子女H pylori 感染状况

染状况                阳性                   阴性

父母均阳性         27                    1�          45        60.00

父母一方阳性     19                    1� 37        51.35

父母均阴性          2                    16 1�        11.11

合计           4�                    52       100         4�.00

合计   感染率(%)

χ2 = 10.5��, P = 0.005.

表 4 家庭内成员各种关系及家庭间成员血清条带相似
度(mean±SD, %) 

     
相互关系                                血清条带相似度

夫妻                              54.51±14.59

母女                              54.01±11.51

父女                              53.50±13.63

父子                              57.29±16.31

母子                              57.71±14.02

兄妹                              64.00±6.59

隔代                              56.56±10.75

家庭间成员              54.4�±9.2�
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出其可能的主要传播途径可能是口口途径和粪

口途径. 口口途径是指H pylori定植于口腔中的

牙菌斑上, 通过唾液传播给他人, 这种途径往往

需要人与人的直接接触. 有调查指出, 母亲把咀

嚼过的食物喂给婴儿和吃饭时家庭内共用饭碗

是发展中国家H pylori感染的传播机制[16-21]. 本
次研究亦对父母口嚼食物喂养子女情况进行

了调查, 未发现口嚼喂养的子女的H pylori的感

染率升高, 但发现几代共同进餐家庭H pylor i
感染率要高于核心家庭成员的H pylori感染率

(P <0.05), 这可能是由于家庭中成员吃饭时共用

碗筷而致其H pylori感染率的升高. 粪口途径被

认为是H pylori传播的另一途径. 有报道[21-28], 对
日本的70对夫妻志愿者进行内镜检查, 并用限

制性长度多态性(RFLP)PCR法检测H pylori , 双
方都检出者仅有21对, 双方H pylori感染的一致

率达到50%. 但这21对夫妻均H pylori阳性者中

又有20对具有不同的RFLP, 仅有1对显示有相同

的UreB和UreC RFLP模式. 本次调查的74对夫妻

中, H pylori感染的一致率为60.81%, 但未发现H 
pylori感染与夫妻的结婚年数之间存在有关联性

(P  = 0.563), 关于夫妻之间H pylori感染的传播还

需要进一步的研究予以阐明. 
本次研究中, 对HpUIgG抗体阳性血清进行

的免疫印迹分析, 发现其与抗原的反应条带结

果具有相似性. 同一家庭的不同关系成员之间

血清条带相似度与不同家庭成员的相似度比较

虽未见差异, 仍可见子女间血清条带相似度较

大, 且变异度较小. 结合本次研究H pylori感染

家庭聚集性及血清Western blot反应条带的分析

结果, 可看出儿童时期是H pylori感染的主要时

期, 生活中家庭成员之间的密切接触, 可能是H 
pylori传播的主要方式. 与国内一些关于成人H 
pylori感染状况的报道相一致[9,29-30]. 
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摘要
肝脏的祖细胞和肝脏星状细胞都具有神经内
分泌的特征. 祖细胞表达嗜铬粒蛋白-A、神
经细胞黏附分子、甲状旁腺素相关肽、S-100
蛋白、神经营养因子和其受体, 肝脏星状细
胞表达突触素、胶质纤维酸性蛋白、神经细
胞黏附分子、nest in、神经营养因子和其受
体. 这种表型提示, 这些细胞类型形成了可能
受控于中枢神经系统的肝脏神经内分泌区室. 
我们证明了副交感神经系统促进了肝脏损伤
后的祖细胞伸展, 而去神经的移植肝脏和肝
炎肝脏, 其祖细胞数量都较原本的完全神经
支配的肝脏为少, 解释再生和瘢痕形成的神
经控制机制是非常重要的. 而且, 对于再生机
制的深入认识可能具有治疗学上的意义, 甚
至可能避免原位肝脏移植的必要. 

关键词: 肝脏祖细胞; 肝脏星状细胞; 副交感神经系

统; 肌纤维母细胞; 神经内分泌
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肝脏与胆囊、胰腺及肺等都是前肠衍生的器官, 
除肝脏外都具有与肠神经系统的神经元和神经

胶质衍生自相同胚胎起源的固有神经丛和神经

节, 肝脏则通过副交感神经和交感神经与下丘

脑相联系而不具有神经嵴衍生的固有神经元[1]. 
肝脏具有两种发育成熟的上皮细胞区室, 即肝

细胞和胆管上皮细胞, 还含有受控于中枢神经

系统、在肝脏损伤修复和肿瘤演进中发挥重要

作用的神经内分泌区室, 即祖细胞和星状细胞. 
中枢神经系统与肝脏神经内分泌区室的联系具

有重要的生理功能, 但肝脏移植术后, 移植的肝

脏是去神经支配的, 与受体的神经系统没有联

系, 相对于非移植的肝脏, 移植的肝脏具有一种

被扰乱的再生潜能. 

1  肝脏祖细胞

1.1 祖细胞和祖细胞的激活 肝脏祖细胞的概念

主要基于细胞培养、肝癌形成的动物模型和

化学损伤后的肝细胞再生 [2-4]. 在这些模型中, 
一种门静脉周围小的原始上皮细胞组成的细

胞群, 其增殖与肝细胞增殖相关或者在肝细胞

增殖之前, 这些细胞根据其形状被称为椭圆形

细胞, 这种称谓被广泛用于动物肝脏的祖细胞. 
椭圆形细胞表达的表型标记物包括(不成熟的)
肝细胞(如甲胎蛋白)和胆管细胞(如胆管型细

胞角蛋白). 动物实验证实了骨髓源性干细胞可

以发生肝细胞、椭圆形细胞和胆道细胞[5-8], 相
似的情况在人类肝脏也有所描述[9]. 人类肝脏

也存在祖细胞(相当于鼠的椭圆形细胞), 并在

多种肝脏疾病中可以被激活, 祖细胞的激活是

指祖细胞数量的增加和其向肝细胞和/或胆的

细胞谱系的分化. 通过动物模型我们已知, 当
肝细胞和/或胆道细胞的损伤或丢失合并成熟

细胞类型参与的损伤修复时祖细胞被激活. 祖
细胞可以分化成为肝细胞和胆管上皮细胞, 对
于患病肝脏这些细胞区间的再生发挥作用 [10]. 
人类的肝脏中, 向胆的细胞谱系分化导致反应

性小胆道形成, 向肝细胞谱系分化则形成中间

型肝胆管细胞. 这种从最不成熟的细胞到小管

道和中间型的肝细胞形成了一种具有独特表

型的细胞区室, 即祖细胞区室. 事实上每一种

急性或慢性人类肝脏疾病都伴随肝细胞和/或
胆道细胞这两种主要的肝脏上皮细胞区间的

损伤和缺失. 多种诱发因素会导致损伤, 包括

病毒、乙醇、毒性物质、代谢异常和其他未

知因素. 终末期慢性肝病唯一可能的治疗方法

是肝移植. 供体器官的缺乏要求研究出可以替

代的治疗策略. 细胞治疗在将来可能成为一种

可替代肝移植的疗法. 由于祖细胞具有双向分

化的潜能, 可能成为细胞治疗理想的候选者. 
1.2 祖细胞区室的神经内分泌特征 肝脏祖细

胞区室具有神经内分泌特征, 表达嗜铬粒蛋白

-A、神经细胞黏附分子(NCAM)、甲状旁腺素

■背景资料
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相关肽、S-100蛋白、神经元特异性磷酸丙酮

酸水合酶、神经营养因子(NT)和其受体等. 
1.2.1 嗜铬粒蛋白-A 一种在神经内分泌颗粒基

质中存在的分子, 其作用一方面是封装和加工

激素和神经肽, 另一方面是稳定颗粒内容物. 相
对于其他分子, 嗜铬粒蛋白-A已经被证实是一

种神经内分泌细胞的高度可靠的标记物. 
1.2.2 对NCAM的反应性 NCAM在胚胎中是广

泛分布的, 但在成人组织中主要局限于神经系

的细胞和内分泌细胞. N C A M通过细胞-细胞

和细胞-基质方式在发育中发挥重要的调节作

用. NCAM可能在调节祖细胞/反应性小胆道在

外周基质中的分布范围发挥重要作用, 也可能

通过细胞-细胞相互作用, 与已经证实能够表达

NCAM的肝脏星状细胞结合. 
1.2.3 神经元特异性烯醇酶(NSE) 一种在神经

和内分泌细胞中存在的糖酵解酶. 常被用作多

数神经内分泌细胞和肿瘤反应标记物. 反应性

胆小管已经被证实表达NSE. 
1.2.4 甲状旁腺激素相关肽(P T H r P) 胆道梗

阻、亚大片坏死后的再生、原发性胆汁性肝硬

变和原发性硬化性胆管炎中, 大部分的反应性

胆小管细胞表达PTHrP. 正常人类肝脏的胆小

管细胞和肝细胞对于PTHrP或者神经内分泌标

记物没有免疫反应性.

2  肝脏星状细胞(HSC)和肌纤维母细胞

2.1 HSC和HSC的激活 HSC位于窦状隙周围, 其
长突起一直延伸围绕窦周和肝细胞间, 细胞质内

可见脂滴. 基于表达弹性蛋白、结蛋白和α-平滑

肌肌动蛋白(αSMA), HSC已经被认为是间充质

起源. 自从Kupffer首次描述HSC, 使用氯化金染

色找到神经纤维开始, HSC的神经内分泌指征不

断积累. HSC被认为是在所有病理条件(肝炎、

纤维化、肝硬变、肝细胞癌等)下激活. HSC激

活以丢失脂小滴和获得αSMA表达为特征. HSC
激活后分化为肌纤维母细胞, 在肝脏修复、瘢

痕形成及肿瘤演进中发挥重要作用[11-12]. 上皮细

胞和间质细胞的联合作用在胚胎发育、创伤修

复和肿瘤演进等现象中发挥着重要作用. 肝细胞

癌等许多上皮性肿瘤具有结缔组织细胞和细胞

外基质发生局部聚集的特点, 这种现象被称作间

质反应. 肌纤维母细胞是间质反应细胞性组分中

最重要的一种[13]. 肌纤维母细胞在正常肝脏是不

存在的, 其来源于前体细胞的活化, 研究最多的

是HSC[14]. 起源于HSC的肌纤维母细胞在肝窦毛

细血管化和肿瘤血管形成中发挥作用, 这利于

肿瘤的转移[15]. HSC表达突触素(SYN)、胶质纤

维酸性蛋白(GFAP)、NCAM、nestin、NT和其

受体. HSC通过分泌肝细胞生长因子(HGF)、干

细胞因子(SCF)和脑源性神经营养细胞诱向因

子(BDNF)与祖细胞相互作用, 祖细胞表达这些

生长因子的受体. SYN是一种小颗粒(30-80 nm), 
电子半透明(SET)小囊泡的跨膜糖蛋白. 这类小

囊泡包括神经细胞内的突触前小囊泡和神经内

分泌细胞内的一些较大的突触样微泡(SLMV). 
SYN蛋白与细胞外排作用的控制和神经肌肉突

触等神经递质的释放有关. SYN的免疫组织化学

检测通常使用结合嗜铬粒蛋白-A、NSE和人自

然杀伤细胞-7表面的抗原决定簇的方法以决定

身体各处的组织和肿瘤的神经内分泌起源和/或
分化. 已经证实仅仅在神经和神经内分泌细胞

表达SYN, 兔的血小板除外. SYN染色是一种临

床实践中常用的诊断工具, SYN蛋白的存在与神

经/神经内分泌的分化明确相关. NT家族包括神

经生长因子(NGF)、BDNF、NT-3和NT-4/5. 中
枢、周围神经系统以外的器官或组织表达NT被
认为是对过度生长物的刺激反应和对周围神经

系统的维持[16]. 中枢神经系统损伤后反应性神经

胶质细胞增殖的现象与HSC在多种病理条件下

的行为表现出了惊人的形态学相似性. HSC和神

经胶质细胞都表达nestin, NCAM和GFAP. 神经

变性疾病的反应性神经胶质细胞表现出明显的

ABCRYS向上调节[17-18]. 在肝脏中, ABCRYS的
表达不限于HSC, 肝细胞中也有较低的表达. 在
激活/反应性细胞中ABCRYS的表达和诱导作用

是HSC和神经胶质细胞的另一个相似性. 祖细胞

和HSC/肌纤维母细胞形成了肝脏的神经内分泌

区室. HSC和祖细胞被认为是在中枢神经系统控

制下工作的修复和再生的效应细胞, 也可能是

为病变或再生组织的神经支配恢复创造合适环

境所必需的.

3  肝脏的神经支配

肝脏通过副交感神经和交感神经与下丘脑相联

系, 这些神经在进入肝实质前沿着门静脉、肝

动脉和胆管走行. 交感神经发起自胸7-10脊神

经, 通过腹腔神经节支配肝脏; 副交感神经通过

前后的迷走神经支配肝脏. 鼠化学损伤后选择

性迷走神经切断术减少了祖细胞的数量, 副交

感神经系统刺激则促进了祖细胞伸展. 人类去

神经的移植肝脏和肝炎发生的肝脏, 祖细胞数

■创新盘点
祖细胞和星状细
胞形成了一个具
有神经内分泌特
征的细胞区室, 交
感神经系统和副
交感神经系统都
对这个细胞区室
产生影响, 这对于
肝脏疾病的治疗
策略是很重要的.
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量都较完全神经支配的肝脏为少. 
3.1 副交感神经系统对肝脏神经内分泌区室的

影响 迷走神经肝支切断术抑制了肝部分切除术

后的肝再生, 下丘脑腹内侧核损伤后迷走神经

的刺激则会促进肝部分切除术后的肝脏再生. 
HSC表现出与肝脏神经末梢密切的联系并且表

达GFAP、NCAM、nestin、SYN和NT及其受

体[19-20]. 肌纤维母细胞、肥大细胞和胆碱能的神

经末梢的功能上的复合已被证实在肝硬化的发

生上发挥作用, 在肝硬化的过程中, 肝脏祖细胞

也被证实参与其中[21]. 人类肝脏祖细胞表达M3
受体. M3受体的表达减少了祖细胞向肝细胞系

的分化而保持了向胆系的分化. 进一步的实验揭

示了迷走神经的肝脏分支分泌乙酰胆碱, 后者以

结合到M3受体的方式在正在增殖的胆管细胞中

做为营养因子而发挥作用. 肝脏的神经是已知的

唯一的肝脏内乙酰胆碱的来源, 因为他们含有乙

酰胆碱和包装乙酰胆碱的运载体囊泡的产生所

必需的胆碱乙酰基转移酶[22]. 肝脏非神经细胞不

可能存在其他的乙酰胆碱产生部位, 这已经在其

他组织得到证实[23]. 肝脏神经分泌的乙酰胆碱一

定具有重要和不可被目前发现的任何一种附加

的局部来源代偿的作用. 在动物实验中, 迷走神

经肝脏分支在再生和典型的小导管反应中的明

显的营养性作用已被证实. 乙酰胆碱具有通过旁

分泌的方式介导其效应的能力. 肝细胞产生和分

泌胆碱酯酶和乙酰胆碱酯酶的部位在细胞表膜. 
血清胆碱酯酶的浓度精确反应了肝细胞团块大

小, 也可用来估计肝硬化患者的预后. 在正常和

部分切除的肝脏, 每个祖细胞被一定数量的肝细

胞包围, 通过产生和分泌胆碱酯酶, 这些肝细胞

缺乏乙酰胆碱而不能和祖细胞上M3受体结合. 
但当肝细胞缺失和损伤性增殖时, 胆碱酯酶活性

对应局部和严重的肝细胞缺失而表现出成比例

的下降, 而允许乙酰胆碱对肝脏祖细胞发挥其营

养效应, 直到肝细胞团块恢复原先大小. 肝移植

的过程中, 迷走神经的肝脏分支被切断, 仅仅在

移植肝脏的肝门部有恢复的神经支配. 无论正常

或患病的移植肝脏, 乙酰胆碱不能再对肝脏祖

细胞发挥其有利效应. 通过哌唑嗪这种α1-肾上

腺素能的拮抗剂或通过6-羟基多巴胺这种化学

性交感神经阻断剂引起的交感神经系统的抑制, 
促进了祖细胞的激活也降低了肝脏的损伤 [24]. 
Oben et al [25]已经证明了星状细胞自身产生去甲

肾上腺素并且对去甲肾上腺素应答. 祖细胞和孤

立的HBC都表达α-肾上腺素能受体[26]. 

总之, 祖细胞和HBC形成了一个具有神经

内分泌特征的细胞区室. 交感神经系统和副交

感神经系统都对这个细胞区室产生影响, 这对

于肝脏疾病的治疗策略是很重要的, 我们要刺

激祖细胞激活同时抑制HBC激活, 这种疗法最

终将延缓甚至取代肝移植.
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第三届亚洲大洋洲光生物学大会

本刊讯 由亚洲大洋洲光生物学学会发起, 中国生物物理学会光生物学专业委员会负责承办的第三届亚洲大

洋洲光生物学大会(http://www.aosp2006.org.cn/)定于2006-11-17/20在北京举行. 会议将讨论和交流包括光化

学、光物理、光技术、光感应、时间/节律生物学、光合作用、生物与化学发光、光医学、环境光生物学和

紫外辐射效应在内的光生物学领域的所有重要进展, 会议还将为与会的光生物学、光医学各个领域的物理学

家、化学家、生物学家和临床医生提供相互交流的极好机会. 会议可以办理国家Ⅰ类继续教育学分10学分.

1 会议安排

会议时间: 2006-11-17报到, 18-20日会议; 会议地点: 北京西郊宾馆(三星级), 有关大会报告及15个分会邀请报

告的内容请见会议网页http://www.aosp2006.org.cn/; 会议工作语言: 英语; 截止日期: (1)论文摘要: 2006-09-15; 
(2)会前注册: 2006-09-15.

2 会议联系人

投稿摘要 :  魏舜仪 ,  100101,  北京朝阳区大屯路15号中国生物物理学会(电话 :  010-64889894; 传真 : 
010-64889892; E-mail: wsy@moon.ibp.ac.cn). 注册: 王悦, 100101, 北京朝阳区大屯路15号中国生物物理学会(电
话: 010-64889894; 传真: 010-64889892; E-mail: wangyue@sun5.ibp.ac.cn).
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摘要
肠息肉是一类从黏膜表面突出到肠腔内的隆
起状病变的临床诊断. 在最近的研究中陆续
证实, 其发生和发展的原因和机制, 是由于
Bmpr1a , APC , SMAD4 , PTEN , STK11 等基因
突变而使各种细胞信号分子通过影响BMP信
号通路, PTEN信号通路及Wnt信号通路所组
成的生长信号调控网络, 造成b-catenin在肠干
细胞中的过度积聚, 使得肠干细胞功能紊乱, 
导致其自我更新、克隆增殖、分化和凋亡失
去平衡的结果. 

关键词: 肠息肉; 肠息肉病; 分子生物学
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0  ����

肠息肉是一类从黏膜表面突出到肠腔内的隆起

状病变的临床诊断. 他是一种较常见的新生物. 
大约有30%的人在一生中会有肠息肉的形成, 
且随着年龄的增长, 发生肠息肉的风险越大. 而
大部分患肠息肉的患者因无任何症状都不会发

现有肠息肉的存在, 常常是在死亡后尸体解剖

时才会被发现. 在中国, 约1.4%-20.4%的肠息肉

患者其肠息肉会转变为恶性[1], 且因早期症状不

明显, 常不能及时发现而耽误病情. 特别是对于

肠息肉病(肠息肉综合征)的患者, 不仅因肠息肉

数目过多(常>100个), 并具有特殊的临床表现, 
常对日常生活造成极大的困扰, 且息肉癌变的

风险也大大增加, 威胁生命. 因而, 从细胞和分

子生物学水平上研究肠息肉发生的根本机制及

原因, 对于肠息肉病的早期诊断与寻找新的治

疗方法和新的靶点具有非常重要的意义. 

1  肠息肉分类及其特点

在临床上, 肠息肉常因各自特殊的临床表现和

组织结构学上差异 ,  给予了不同的临床疾病

名称和组织学分类 .  如根据其组织结构的特

点划分 ,  肠息肉主要分为腺瘤型肠息肉和错

构瘤型肠息肉. 前者除了包括大部分散发的肠

息肉外, 还包括家族性腺瘤性息肉病(famil ia l 
adenomatous polyposis, FAP)、加德纳综合

征(Gardner's syndrome, GS)、特科特综合征

(Turcot's syndrome), 以其息肉在组织学上为

腺瘤样, 有较高的恶变倾向为特点. 第二类是

错构瘤型肠息肉, 主要包括色素沉着息肉综合

征(Peutz-Jegher syndrome, PJS)、幼年性息肉

病综合征(juvenile polyposis syndrome, JPS)、
Cowden综合征(CS)、BRR综合征(Bannayan-
Riley-Ruvalcaba syndrome,  BRRS)[2-3].

2  肠息肉形成的细胞生物学机制

最近的细胞生物学研究表明, 肠息肉的形成, 是
由于肠干细胞细胞生物学功能紊乱, 导致其自我

更新和克隆增殖、分化和凋亡失去平衡的结果. 
在生理条件下, 小肠表面上存在着一种简单的柱

状细胞, 这种细胞是内陷的, 存在于肠隐窝中, 是
肠隐窝中主要的增殖细胞. 他们以发芽的方式

进行增殖, 分化形成绒毛状的肠功能细胞. 同时, 
某些间充质细胞, 例如, 成纤维细胞沿着肠隐窝

-绒毛轴梯度堆积细胞外基质物, 小肠上皮组织

下隐窝周围的肌纤维母细胞辅助肠隐窝的形成

等, 共同促进了小肠表面最重要的小肠上皮组织

的主要结构－肠隐窝和绒毛的形成. 通常, 1个绒

毛来源于6-10个肠隐窝[4], 而1个肠隐窝就是由

1个肠干细胞增殖扩增所形成的. 这种相对未分

化肠干细胞, 常位于近肠隐窝底部倒数第3或第

4个细胞位置, 位于潘氏细胞之上[5-6]. 而对于结

肠来说, 因其不存在绒毛及潘氏细胞, 其肠干细

胞常位于隐窝的底部[6]. 肠干细胞在自我更新时, 
呈不对称分裂, 即在产生1个自身细胞(保留同源

染色体最初的模板链, 并停留在肠隐窝底部附

近)的同时产生另1个增殖性祖细胞(proliferative 

■背景资料
肠息肉是一类从
黏膜表面突出到
肠腔内的隆起状
病变的总称, 是一
类发病率高, 危害
程度重, 部分具有
肯定的恶变趋向
的疾病. 由于其发
生和发展的原因
和机制一直少有
突破, 诊疗上亦少
有进展.

■研发前沿
明确肠息肉的发
病机制, 是当前
研究的难点和热
点 .  近年来 ,  随
着分子遗传学进
步, 特别是细胞
内分子信号传导
以及干细胞技术
的进步, 其相关
研 究 有 重 大 突
破. 有望成为阐
明其发病机制的
新的突破口. 
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progenitor). 而该祖细胞相对于干细胞, 只存在着

相当有限的自我更新能力, 当他们经过3-4次细

胞分裂后, 他们的子代将沿着肠隐窝－绒毛轴逐

渐移行到绒毛顶端, 并不断的分化成熟成下面4
种类型：肠吸收细胞, 分泌黏液的杯状细胞, 分
泌激素的肠激素细胞, 抗微生物的潘氏细胞[4,7]. 
其中分化成熟的潘氏细胞不在长轴上, 而逐渐移

行到隐窝底部, 在此生存约3 wk[4]. 其他分化的

细胞在24-48 h后将移行到绒毛顶端并逐渐凋亡

脱落. 而对于缺乏绒毛的结肠来说, 增殖的子细

胞位于结肠隐窝的下2/3, 而分化成熟的细胞位

于结肠隐窝的上1/3和肠上皮组织[6], 在组织结构

上相当于小肠的绒毛结构, 并有着同样的细胞增

殖灭活的生理过程. 只有当肠干细胞的不断增殖

分化和移行与肠道上皮组织细胞不断的灭活相

互平衡时, 才能共同维持肠道正常的生理结构. 
当肠干细胞因某种原因突变, 通过肠隐窝的过度

分裂, 不断进行自我更新、克隆、增殖分化, 超
过了正常肠上皮组织细胞灭活的速度, 打破了生

理平衡, 导致肠上皮组织上不断的细胞扩增, 并
超过临近的正常肠隐窝时, 就导致了肠息肉的形

成[5,8]. 因此, 肠道干细胞的异常克隆增殖在肠息

肉形成过程中起着关键作用.

3  肠息肉形成的分子生物学机制

3.1 肠干细胞中b-catenin的积聚与肠息肉的关

系 b-ca tenin在肠干细胞中的过度积聚是导致

肠干细胞过度克隆增殖和肠息肉形成的主要因

素. 早在1990年代, 已有多个研究发现, 在APC
基因敲除小鼠中存在b-catenin在肠息肉中的过

度积聚, 证实了b-catenin在肠息肉发生机制中

的重要性[9]. 而近年, He et al [5]又在Bmpr1a基因

突变小鼠的实验中进一步证实了肠息肉组织

中b-catenin不仅积累显著增多, 并且证实了其

积聚主要存在于肠干细胞中, 阐明了肠干细胞

中b-catenin过度积聚在肠息肉发病中的重要作

用. 当肠干细胞胞质中b-catenin过度堆积后, 将
促进其转移到细胞核中, 与细胞核中的TCF(T-
cell factor)相结合, 并与染色质构型重塑蛋白(the 
choromatin-remodeling protein)p300和Brg-1共同

激活c-myc, cyclinD1, matrilysin, gastrin, ITF-2等
特异靶基因的转录[10-11], 通过b-catenin/TCF转录

通路导致肠干细胞的过度增殖与分化[5], 从而打

破增殖与凋亡的平衡, 导致肠息肉形成. 
3.2 肠干细胞中b-ca ten in的调节 肠干细胞中

b-catenin的调节, 与BMP信号通路, PTEN信号通

路或Wnt信号通路息息相关, 而这3条通路又相

互作用, 相互影响, 共同平衡细胞的更新和凋亡. 
3.2.1 Wnt通路 研究证实, Bmpr1a, APC, SMAD4, 
PTEN, STK11(丝氨酸/苏氨酸激酶11)等细胞信

号分子都可通过各自相应的信号途径影响Wnt
通路,调节肠干细胞中b-catenin的代谢, 导致肠

息肉的发生. 因而, Wnt通路是众多细胞信号分

子调节肠干细胞增生,导致肠息肉形成的共同

通路. 当该途径中的Wnt配体与细胞膜上的FZ 
受体相结合后, 使得DSH磷酸化[12], 而磷酸化

DSH则与Axin结合, 阻止b-catenin与GSk3b、
Axin、APC形成复合物[10-11], 导致b-catenin不能

被GSk3b磷酸化以及被BTrCp泛素化[12], 抑制了

b-catenin在细胞质中的水解而逐渐积聚, 最终

b-catenin可转位进入细胞核, 激活b-catenin/TCf
依赖的转录, 促进肠道干细胞的不断更新及增

殖分化. 同时有研究发现, STK11也参与了Wnt-
b-catenin途径的调节, 与肠息肉发生相关, 但具

体机制尚不清楚[3]. 
3.2.2 PTEN通路 在PTEN通路中, PTEN可抑制

PI3K-AKT途径, 使得AKT不能抑制GSk3b . 从
而影响Wnt通路, 间接促进b-catenin, GSk3b, 
Axin, APC复合物的形成, 加快了b-catenin磷酸

化和泛素化, 以及在细胞质中的分解, 与Wnt通
路共同平衡细胞的更新和凋亡[5,8,13]. 
3 .2 .3  B M P通路  B M P通路则通过B M P2或
BMP4与BMPRⅡ结合后磷酸化Bmpr1a, 从而

激活Bmpr1a. 激活后的Bmpr1a一方面可磷酸

化SMAD1, SMAD5或SMAD8, 而磷酸化的

SMAD8或SMAD1, 5又与SMAD4组成化合物, 
从细胞质转移到细胞核 ,  与D N A结合蛋白结

合, 共同调节转录编码细胞周期的抑制基因, 从
而调节细胞凋亡 [3,14]. 而这一机制在肠息肉的

发生机制中尚未得到完全证实, 不同研究机构

■创新盘点
本文较系统、全
面的从细胞学、

分子生物学及基
因水平上, 对该疾
病的发病机制进
行了阐述. 特别是
在肠干细胞及其
细胞内信号分子
方面, 如BMP信号
通路, PTEN信号
通路及W n t信号
通路所组成的生
长信号调控网络,
造成b-catenin在
肠干细胞中的过
度积聚, 导致肠干
细胞增殖、分化
和凋亡失去平衡
的结果, 系统阐述
了肠息肉发生的
机制让读者对肠
息肉的发生和发
展机制最新进展
有较全面的认识.
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图 1 肠息肉发生过程中肠干细胞分子信号通道及调控网络.
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在此点上仍有分歧. 除此以外, BMP通路中的

SMAD4似乎可阻止Wnt配体与FZ受体的结合, 
通过Wnt信号通路调节b-catenin, 从而调节细胞

的更新与凋亡, 但其具体机制亦尚不清楚[13], 有
待进一步研究. 而另一方面, 激活后的Bmpr1a还
可影响PTEN通路. 其激活后的Bmpr1a可通过

促进PTEN抑制PI3K-AKT通路, 进而影响Wnt通
路, 共同调节b-catenin的代谢, 平衡细胞的更新

和凋亡[5,8,13]. 因此, 这3条通路共同构成了一个网

络系统, 调节b-catenin在细胞中的降解和积累, 
控制肠道干细胞的增殖分化和肠隐窝的分裂, 
与肠息肉的发生密切相关(图1).

4  肠息肉病与上述细胞信号分子的基因突变的

关系

4.1 BRRS, CS与PTEN 基因突变 近年来研究发

现, 大约有60%的BRRS患者, 80%-85%的CS患
者不仅有PTEN基因的突变[3,12], 并且与PTEN基

因的突变密切相关[14]. 而PTEN基因作为一种肿

瘤抑制基因, 位于10q23[3]. 除了外显子1, 4, 9外, 
PTEN基因的其他各个部位都可发现有突变. 突
变类型主要包括有意义的突变、无意义的突

变、缺失、插入、剪切位点突变等类型. 并且

众多研究还证实，其外显子5是PTEN基因突变

的热点[3-12], 而该区域则主要编码PTEN蛋白作

为磷酸酶的核心部位, 该部位在PTEN通路中起

着重要作用, 调节b-catenin在肠干细胞中的降解

代谢[3]. 且尽管BRRS与CS都存在PTEN的变异, 
但二者在临床表现等各方面仍有所不同, 因此

可能在每一种综合征中存在着其某种独立基因

的突变[3], 但现在机制尚不清楚. 而另外一种观

点则认为BRRS和CS是同一种类型的不同表现, 
统称二者为“PTEN错构瘤综合征”[3]. 且这个

称呼从细胞分子发生机制上看似乎更为确切[14]. 
4.2  FAP, GS, Furcot's综合征与APC基因 对于腺

瘤中的FAP、Gardner综合征(GS)、Furcot's综
合征则主要与wnt通路中的APC基因的变异有

关[15]. APC亦是一种肿瘤抑制基因, 位于5q21[12]. 
当其基因突变造成APC某功能结构异常后, 可
影响b-catenin的代谢, 造成b-catenin在肠道干细

胞中的过度积聚, 与肠息肉的发生密切相关. 其
中对于FAP的患者来说, 常常可发现有其中一个

等位基因的突变. 突变类型以点突变, 插入, 缺
失为主, 而1-8个碱基对之间的插入和丢失所造

成的基因移码是最常见的, 他们常导致异常的

终止密码子和功能失活的截断蛋白的产生. 其

中有20%的突变在外显子15的5'区(1000-1600
密码子)之间, 33%的突变在1061, 1309, 1465密
码子[16]. 且不同的密码子基因的突变, 对于肠息

肉发生的部位、数量、癌变倾向等似乎都有相

应关系, 例如, 编码APC蛋白羧基端终末部分的

2644密码子的突变只会造成部分的结肠息肉[12],  
3'端至1250密码子之间基因的突变则更易出现

腺瘤癌变[17]. 对于GS的患者, 虽在临床表现上

与FAP稍有差异, 但在分子基因发生机制上, 亦
与FAP一样, 同APC基因的突变密切相关. 因此, 
现有观点认为GS与FAP是同一种疾病发展的不

同阶段. 而Furcot's综合征, 则不仅与APC基因的

突变相关, 并且还可见hMLH1、hMLH2基因突

变[15], 但现研究较少, 具体机制尚不完全清楚. 
4.3 JPS与Bmpr1a, SMAD4, PTEN基因突变 对
JPS来说, 约有20%-30%的JPS患者与Bmpr1a基
因的突变相关. 且He et al[5]在所研究设计的杂

和Bmpr1a基因突变模型老鼠中, 发现了该小鼠

所形成的肠息肉在组织学上与幼年性息肉综

合征及其相似, 且细胞的扩增主要源于隐窝数

量的增加. 而Bmpr1a基因则主要位于10q23[3,18]. 
其基因的突变可通过影响P T E N-W n t通路造

成b-catenin在肠道干细胞中的积聚, 打破肠道

上皮细胞增生与凋亡的平衡 .  现研究已不仅

证实了JPS与Bmpr1a基因的突变密切相关, 并
且发现其突变主要有以下4种: (1)外显子1中
44_47delTGTT, 导致35-36密码子的终止. (2) 外
显子7G-C的交换导致Gln239Stop. (3)外显子

7G-A的交换导致Trp271Stop. (4)外显子8中一个

碱基的丢失-961delC[12,19-20]. 而对SMAD4来说, 
在功能上也是一种抑癌基因. 约20%的JPS患者

中有SMAD4的突变[20]. 且Takaku et al [21]曾在研

究设计的杂合子SMAD4基因敲除模型老鼠中, 
发现其在1.5-2 a可出现类似JPS的表现, 进一步

证实了JPS的发生与SMAD4基因的突变密切相

关. 而SMAD4基因则位于18q21.1, 一共有15个
外显子, 其突变主要位于8个外显子中. 其突变类

型主要包括丢失、插入、替换, 不包括剪接位

点突变. 常见的SMAD4的突变除了Howe et al [22]

发现的1244delACAC, 还包括414-416密码子的

4个碱基对的缺失, 348密码子2个碱基对的缺失

和229密码子1个碱基对的插入[3]. 这些突变都可

引起SMAD4蛋白的功能缺失, 通过wnt通路阻碍

b-catenin的降解. 而除此以外, 也有研究曾发现

部分JPS的患者中存在着PTEN基因的突变, 但
后来证实这部分JPS患者最后大部分被确诊为

■应用要点
肠息肉的细胞和
分子生物学发生
机制, 可为肠息肉
病的早期诊断以
及为寻找新的治
疗靶点及方法, 提
供重要的理论指
导. 
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CS或BRRS患者, 因此PTEN基因的突变与JPS是
否有关, 尚在研究中[20,23]. 
4.4 PJS与STK11基因突变相关 STK 11作为一种

肿瘤抑制基因, 主要位于19q13.3. 437氨基酸蛋

白的截断及基因的缺失、插入、异常终止密码

子、剪切位点的突变都曾报道与PJS的发生有

关[12]. 其中,  Kruse et al [24]曾对部分PJS的患者的

外周血进行STK11基因测序, 明确发现STK11基
因突变有以下4种: (1)外显子4中(474-480del)所
导致的移码突变; (2)外显子1中(125-137del) 所
导致的移码突变; (3)外显子4中(516-517insT)所
导致的移码突变; (4)外显子5中(Q220X)的无意

义突变. 而在PJ患者中发现除了有STK 11基因的

突变, 同时也可存在其他基因的突变, 如p 53的
突变, b-catenin的突变等. 并在最近的一个研究

中发现, 在所有的PJ患者的肠上皮细胞中都可见

有b-catenin在细胞核中的堆积. 这提示, STK11
涉及到多种途径, 包括Wnt/b-catenin/TCF-4途
径, 是PJ综合征的“看门人”[3]. 但STK11参与各

种途径的具体机制现还尚不清楚, 有待进一步

研究.
总之, 近年来的研究证实, 肠息肉的研究不

仅在细胞和分子生物学发生机制上取得了巨大

的进展和成就, 阐明了许多以肠息肉发生为主

要表型的疾病的病因, 而且其信号通道网络分

子及基因突变在肠息肉发病间联系的证实, 为
息肉发病机制的最终阐明, 必将做出重要的贡

献. 并在不远的将来, 可为肠息肉病的早期诊断

以及为寻找新的治疗靶点及方法, 提供重要的

理论指导.
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■创新盘点
本实验比较研究
针刺足三里、电
针刺激足三里、

电针刺激非经非
穴组各组刺激前
后小珠排出时间
的差异, 进一步验
证高频电针刺激
足三里对大鼠结
肠的推进运动功
能的促进作用. 
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Abstract
AIM: To observe the changes of co lonic 
propulsive movement in rats after high-
frequency electroacupuncture stimulation (EAS) 
at Zusanli (ST-36).

METHODS: A total of 33 adult male Sprague-
Dawley rats were randomly and averagely di-
vided into Zusanli acupuncture, sham EAS, and 
Zusanli EAS group, named A, B, and C, respec-
tively. The parameters of EAS were set at 100 
Hz, 3 mA. In the experiment, one plastic bead (3 
mm in diameter) was pushed 3 cm into the rats’ 
rectum with a slender tube, and the time for 
bead excretion was recorded in all the rats.

RESULTS: The time for bead excretion under 
EAS condition was shortened about 27% in 
group C as compared with that under normal 
condition, and there was significant difference 
(1142.8 ± 123.9 s vs 1563.5 ± 155.9 s, P < 0.01). 
However, the time in group A and B were not 
significantly different before and after stimula-
tion (P > 0.05).

CONCLUSION: Colonic propulsive movement 
can be obviously promoted by high-frequency 
EAS at ST-36..

Key Words: Acupuncture; Electroacupuncture 
stimulation; Zusanli ; Colonic propulsive movement; 
Colonic motility

Chen L, Liu S. High-frequency electroacupuncture at 
Zusanli point promotes colonic propulsive motility in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(30):2962-2964

摘要
目的: 通过高频电针刺激足三里穴观察大鼠
结肠推进运动的改变, 进一步验证电针刺激足
三里穴对结肠运动的促进作用. 

方法: SD大鼠33只, 随机分为3组, 即针刺足
三里组(组1)、电针非经穴组(组2)、电针足三
里组(组3), 每组11只. 各组大鼠均以细软管将
1个直径约3 mm的塑料小珠由肛门推入直肠
3 cm处, 分别记录正常情况下和给予相应刺
激后的小珠排出时间. 

结果: 组3刺激后小珠排出时间较刺激前增
快约27%, 有明显统计学差异(1142.8±123.9 
vs 1563.5±155.9, P <0.01); 而组1及组2刺激
后小球排出时间与刺激前相比无统计学差异
(P >0.05).

结论: 高频电针刺激足三里穴对结肠推进运
动有着显著的促进作用.

关键词�� 针刺; 电针刺激; 足三里; 结肠推进运动; 结

肠动力
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0  引言

针灸在中国已经应用了3000多年, 并且越来越广

泛的被全世界的医生和患者所接受. 临床上针灸

已经用于治疗胃肠功能性疾病[1], 包括便秘和腹

■背景资料
临床上针灸已经
用于治疗多种胃
肠功能性疾病. 电
针刺激则是将针
灸和电流刺激结
合一起的方法, 近
年来更多用于功
能性胃肠疾病的
临床治疗和科学
研究, 但对结肠运
动的研究十分少
见, 仅少数国外学
者报道电针刺激
足三里穴可促进
大鼠结肠传输. 足
三里穴为胃经的
主要穴位, 通过高
频电针刺激足三
里穴观察大鼠结
肠推进运动的改
变, 揭示电针刺激
足三里穴对结肠
运动功能的影响. 
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■应用要点
本研究结果表明, 
高频电针刺激足
三里穴可显著促
进大鼠结肠推进
运动, 与国外学者
的相关研究结果
相一致, 从而为电
针刺激治疗结肠
运动障碍性疾病
提供实验依据.

泻、功能性消化不良[2-3]、肠易激综合征[4-6]. 但
针灸对胃肠运动的确切作用及机制尚不清楚. 电
针刺激是将针灸和电流刺激结合一起的方法, 具
有可重复性优点, 近年来更多用于功能性胃肠疾

病的临床治疗和科学研究[7]. 足三里穴作为胃经

的主要穴位, 最常用于治疗功能性胃肠疾病[2,5,8]. 
目前, 有关电针刺激对结肠运动的研究十分少

见, 仅少数国外学者报道电针刺激足三里穴可促

进大鼠结肠传输, 增加远段结肠运动幅度[9-10]. 本
研究目的在于通过高频电针刺激足三里穴观察

大鼠结肠推进运动的改变, 进一步验证电针刺激

足三里穴对结肠运动的促进作用, 从而为电针刺

激治疗结肠运动障碍性疾病提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠(250-300 g)33只, 由同济医学

院实验动物所提供. 大鼠于标准条件(12 h光照

/黑暗循环; 22℃, 50%湿度; 自由获得食物和水)
下至少适应7 d. 电针刺激仪为上海华谊医用仪

器厂生产. 
1.2 方法 33只大鼠随机分为3组, 即针刺足三里组

(组1)、电针非经穴组(组2)、电针足三里组(组3), 
每组11只. 组1针刺双侧足三里而不给予电刺激; 
组2电针刺激足三里穴水平旁开1 cm处, 刺激参

数设为100 Hz, 3 mA; 组3电针刺激双侧足三里穴, 
刺激参数设为100 Hz, 3 mA. 进针均为直刺7 mm. 
结肠推进运动的检测采用小珠排出实验[11]. 各组

大鼠禁食24 h, 并装入限制笼里. 待大鼠适应环境

改变后, 用细软管将1个直径约3 mm的光滑塑料

小珠由大鼠肛门推入直肠3 cm处, 然后开始计时, 
待小珠排出, 立刻记录截止时间. 第一次实验结

束. 实验大鼠恢复30 min后, 重新装入限制笼内, 
相应预刺激5 min后, 再行刺激条件下的小珠排出

实验, 方法同上, 推入小珠后, 相应刺激持续至小

珠排出, 并记录第二次小珠排出时间.
统计学处理 结果以均数±标准误(mean±

SE)表示, 应用SPSS软件行配对t检验分析. P<0.05
表示差异有统计学意义.
 
2  结果

电针刺激足三里组刺激后小珠排出时间较刺

激前增快约27%, 有明显统计学差异(1142.8± 
123.9 vs  1563.5±155.9, P<0.01); 而针刺足三里

组和电针非经穴组刺激前后小珠排出时间均无

显著性差异(P>0.05)(表1). 

3  讨论

电针刺激相关穴位可通过调节肠神经系统及神

经递质、胃肠激素的释放, 来调控胃肠动力. 目
前, 国内外关于电针刺激足三里穴对胃运动影

响的研究较多. Liu et al [12], Ouyang et al [13]研究认

为, 电针刺激足三里穴可促进由迷走神经调控的

胃肌电活动性, 从而促进胃排空. 有学者曾报道

电针刺激足三里穴可明显改善束缚应激引起胃

排空延迟症状, 并可促进小肠动力, 而迷走神经

和坐骨神经的切断都能取消这种效应[14-16]. 常小

荣 et al [17], 孙大勇 et al [18]发现电针刺激足三里穴

可引起家兔及犬多种脑肠肽的变化从而影响其

胃胆运动功能. 皮肤－胃肠运动反射神经机制的

相关研究表明后肢穴位的刺激可通过增加胃迷

走传出神经活性来增强胃运动[19]. 电针刺激足三

里穴对结肠运动功能的影响方面研究甚少. 最
近, Sevcencu et al [20]发现序列电刺激可促进猪的

降结肠推进运动, 这种作用是通过硝基能和胆碱

能神经通路来调节. Iwa et al [9]研究报道电针刺激

大鼠双侧后肢足三里穴可显著加快结肠传输, 并
可明显增加远端结肠运动幅度. 此效应可被预先

注射的阿托品阻断, 若预先将远端结肠进行去外

在神经处理也可使这种促进效应消失, 故推断这

种促进效应是通过骶骨副交感传出神经来进行

的. 前原曾电针刺激Wistar♂大鼠双侧后肢足三

里穴处, 分为低频及高频刺激, 刺激强度由1 mA
增至3 mA, 观察对结肠动力的影响, 其结果表明

低频刺激(3 Hz, 15 Hz)对结肠影响不明显, 而高

频刺激(100 Hz)可使脑、脊髓释放胆囊收缩素

(CCK), 并与存在于中枢的CCK-A受体结合引起

结肠的长爆发棘波(long spike burst, LSB)明显增

加, 促进结肠动力[10]. 
高荣慧[10]在相关文章中阐述: 山口 et al曾报

道低频电针刺激仅对胃动力有促进作用; 岩昌

宏 et al亦认为低频电针刺激对结肠影响不明显, 
仅高频(100Hz)电针刺激才能促进结肠运动; 前
原 et al也曾报道(100 Hz, 3 mA)高频电针刺激对

结肠动力的促进作用非常显著. 故本次实验采用

bP<0.0� vs  刺激前. 

       

表 1 各组大鼠刺激前后结肠小珠排出时间(mean±SD, s)

刺激前  �3��.3±�44.�   �4�3.�±�0�.�   ���3.�±���.�
刺激后  �3�3.�±���.2   �2��.4±�4�.�   ��42.�±�23.�b

                 针刺足                  电针非                  电针足

              三里组 (组1)         经穴组 (组2)           三里组(组3)
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■同行评价
本文通过高频电
针刺激足三里穴
观察大鼠结肠推
进 运 动 的 改 变 ,  
进一步验证电针
刺激足三里穴对
结肠运动的促进
作用, 实验方法和
结果基本可信. 

100 Hz, 3 mA作为刺激参数, 结果显示, 高频电

针刺激大鼠双侧足三里穴组刺激后的小珠排出

时间较刺激前明显缩短27%, 差异有统计学差异

(P <0.01), 表明该刺激频率明显促进大鼠结肠推

进运动. 而针刺足三里穴组刺激前后小珠排出时

间的差异无统计学意义, 与前人研究结果相一

致. 另外, 高频电针刺激非经穴组刺激后小珠排

出时间虽较刺激前增快14%, 但此差异仍无统计

学意义, 由此说明了单纯高频刺激所致的机械应

激对结肠推进运动无明显影响, 另一方面也验证

了足三里穴对结肠动力的影响. 
高频电针刺激足三里穴对结肠推进运动有

明显促进作用, 但这种效应机制仍然不清楚. 黄
裕新 et al[21]认为电针刺激足三里穴(感受器、神

经末梢)很可能是通过腓总神经、坐骨神经、脊

髓、延髓神经中枢(NTS, DMV)、迷走神经最

终影响到胃肠功能. Iwa et al [9]也认为这种刺激

形式是通过骶骨副交感传出神经加快结肠传输. 
Sevcencu et al [20]认为序列电刺激促进降结肠推

进运动是通过硝基能和胆碱能通路来调节. Liu  
et al [12]发现, 这种促进效应在双侧迷走神经切断

术后可完全消失, 且迷走神经背侧核(the dorsal 
vagal complex, DVC)中SP能神经纤维的平均光

密度在电针刺激穴位后增加. 
总之, 高频电针刺激足三里穴促进结肠推进

运动的确切机制仍需要进行深入研究探讨, 并且

如何将其转变为临床上治疗胃肠动力障碍性疾

病的一种手段也是非常关键的问题. 
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Abstract
AIM: To study the level changes of hypoxia-
i n d u c i b l e f a c t o r - 1α ( H I F - 1α ) , v a s c u l a r 
endothelial growth factor (VEGF), glucose 
transporter 1 (GLUT1) and multidrug resistance 
gene (MDR1) in pancreatic carcinoma cells 
SW1990 exposed to hypoxia, and to explore the 
possible molecular mechanism.

METHODS: CoCl2 was used to induce chemical 
hypoxia, and SW1990 cells were divided into 
normal oxygen group and hypoxia group. The 
expression of HIF-1α, VEGF, GLUT1 and MDR1 
at the mRNA and protein levels were analyzed 
by reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) and Western-blot, respectively, 
in the above groups 24 h after treatment with 
hypoxia and transfected with plasmid HIF-1α/
PCDNA3..

RESULTS: Chemical hypoxia induced signifi-
cant expression of HIF-1α protein (P = 0.0089), 

but not mRNA (P = 0.057). After exposure to hy-
poxia, the expression of VEGF (P = 0.046, 0.039), 
GLUT1 (P = 0.0024, 0.036) and MDR1 (P = 0.021, 
0.038) were significantly increased at the mRNA 
and protein level. Furthermore, the mRNA and 
protein expression of HIF-1α, VEGF, GLUT1 
and MDR1 were all elevated to some extent after 
transfection with plasmid HIF-1α/PCDNA3..

CONCLUSION: HIF-1α plays an important role 
in promoting the progression, relapse and resis-
tance to chemotherapeutics of pancreatic carcino-
ma by up-regulating the expression of the related 
genes such as VEGF, GLUT1 and MDR1..

Key Words: Hypoxia-inducible factor-1α; Vascular 
endothelial growth factor; Glucose transporter 1; 
Multidrug resistance gene 1

Chen GT, Bai SH, Gao ZQ. Role of hypoxia-inducible 
factor-1α in pancreatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(30):2965-2970

摘要
目的: 探讨缺氧环境下胰腺癌细胞胰腺癌
肿瘤细胞株S W1990中缺氧诱导因子H I F-
1α、血管生长因子V E G F、葡萄糖转运体
GLUT1、和耐药基因MDR1的变化, 并阐明其
中可能存在的分子调控机制.

方法: 将胰腺癌肿瘤细胞株SW1990分为常氧
组和化学诱导缺氧组(CoCl2诱导), 分别采用
RT-PCR方法和Western blot方法观察两组HIF-
1α、VEGE、GLUT1及MDR1基因和蛋白的
表达; 再分别将两组分为对照组、空白质粒
转染组和HIF-1α/PCDNA3.0质粒转染组, 观察
上述因子的基因和蛋白水平表达的变化.

结果: 化学诱导的缺氧能明显诱导细胞HIF-
1α蛋白的表达(P  ＝ 0.0089), 但对其mRNA的
表达没有明显影响(P  = 0.057); 缺氧时胰腺
癌肿瘤细胞株SW1990中的VEGF(P  = 0.046, 
0.039)、GLUT1(P  = 0.0024, 0.036)、MDR1(P  
= 0.021, 0.038)基因和蛋白的表达水平都明显
增高. 转染质粒的缺氧组与常氧组相比, HIF-
1α、VEGF、GLUT1、MDR1的基因与蛋白

www.wjgnet.com

■背景资料
有关HIF-1α和恶
性肿瘤关系的研
究报道很多, 且开
发了许多以HIF-
1α为靶点的基因
和药物治疗恶性
肿瘤, 这些治疗作
用目前在实验阶
段已经取得了一
定的成就. 胰腺癌
因为缺乏敏感检
测物发现晚、临
床治疗效果差预
后极差, 临床科研
工作者都期盼能
找到有效的方法
控制胰腺癌. HIF-
1α与胰腺癌的诊
断、治疗、预后
以及其他生物学
行为也相关, 本研
究目的不仅在于
探讨HIF-1和胰腺
癌的相关性, 更在
于探讨HIF-1α作
用于胰腺癌的具
体机制, 为用抑制
HIF-1α的表达从
而达到控制甚至
逆转胰腺癌的临
床研究提供背景
资料.
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水平都相应的有所增高.

结论: 缺氧时, 胰腺癌细胞通过上调HIF-1α
的表达引起其下游的靶基因VEGF、GLUT1
和MDR1的表达, 从而耐受缺氧并进一步恶
性进展.

关键词�� 缺氧诱导因子-1α; 血管内皮生长因子; 葡

萄糖转运体1; 多耐药相关基因1
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0  引言

实体肿瘤在发生、发展的过程中, 局部微环境

最显著的变化是缺氧, 而肿瘤耐受缺氧并进一

步恶性演变的调控分子为缺氧诱导因子H I F-
1α[1]. 研究表明, 当环境氧含量低于30 m L/L
时, 细胞的生理代谢会发生一系列的改变, 其中

最主要的反应是机体通过增加葡萄糖转运体

GLUT1来增加糖酵解提供必须的能源, 而局部

组织则通过提高血管内皮细胞生长因子VEGF
水平促进新生血管形成以改善局部的血液供

应, 肿瘤细胞在缺氧的环境中, 同样会发生上

述改变[2-3]. HIF-1α作为肿瘤演变的一个中枢环

节, 在于他下游的40多个调控基因, 他们可以促

进肿瘤血管的形成、无氧糖酵解、细胞增殖、

抗凋亡、耐药等[4], 其中, 最常见且很重要的有

VEGF、GLUT1、MDR1. 有研究表明, 胰腺癌

组织中HIF-1α的含量和胰腺癌恶性生物学行为

正相关[5-6], 虽然对于晚期胰腺癌目前在术前多

配合化疗或者放疗, 但胰腺癌患者因为缺乏早

期诊断的敏感指标而发现晚、目前有限的治疗

方式效果差致使其预后普遍差, 这促使研究人

员努力寻找有效的新的治疗方式. 目前, HIF-1α
因为其与肿瘤的密切相关性而成为研究的热点, 
且以HIF-1α为靶点的基因和药物治疗在实验阶

段取得了很好的成绩,  胰腺癌发展过程中HIF-
1α发挥作用的分子作用机制尚不明, 本研究利

用CoCL2化学缺氧法制造体外培养胰腺癌细胞

的缺氧环境, 观察体外低氧培养条件下的胰腺

癌肿瘤细胞株SW1990中HIF-1α, VEGF, GLUT1, 
MDR1的基因和蛋白的表达, 并通过上调HIF-1α
的表达观察VEGF, GLUT1, MDR1的表达情况, 
来探讨胰腺癌细胞常氧和缺氧环境下血管新生

和能量代谢的调控机制, 明确HIF-1a的功能, 以
期为临床治疗胰腺癌提供可靠的分子靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 培养箱为三气培养箱(NU4950型)、美国

NUAIRE公司出品; 人胰腺癌肿瘤细胞株SW1990
购自美国典型物种保藏中心(ATCC); 化学诱导

低氧组由150 μmol/L CoCl2美国Sigma公司; 脂质

体lipofectamineTM 2000购自美国Invitrogen公司; 
1640完全培养基购自美国sigma公司; TRIzol试
剂、SupperScript逆转录试剂盒、PCR试剂盒等

购自晶美生物公司; 引物由上海生工生物公司合

成; 兔抗人HIF-1α抗体、鼠抗人VEGF抗体由武

汉博士德公司购买; 兔抗人GLUT1抗体由福建迈

新生物工程公司提供, 鼠抗人多药耐药相关蛋白

P-GP多克隆抗体购自晶美生物公司, 羊抗兔IgG, 
羊抗鼠IgG、国产胎牛血清购自北京中山生物技

术公司; 其他各种化学试剂均为武汉博士德公司

提供. 
1.2 方法 
1 .2 .1细胞培养及分组  人胰腺癌肿瘤细胞株

SW1990培养于100 mL/L小牛血清RPMI-1640
培养液中, 置于50 mL/LCO2、饱和湿度的培养

箱中(含21 mL/L O2, 74 mL/L N2)为常氧组; 将
150 μmol/L CoCl2加入培养基中, 余同常氧组, 为
化学性低氧组, 24 h后分别快速提取细胞总的

RNA和蛋白进行检测. 
1.2.2 质粒转染 HIF-1α/PCDNA3.0质粒转染: 通
过预实验, SW1990细胞融合达到70%-80%时, 按
1 μg∶6 μL比例混合HIF-1α/PCDNA3.0质粒和脂

质体lipofectamineTM 2000, 滴加于细胞表面. 同
时平行转染带有lacZ基因的PCDNA3.0质粒, 以
x-gal为底物, 铁氰化钾和亚铁氰化钾染色确定转

染效率. 转染5 h后更换含质粒的无血清1640培养

基为含200 mL/L胎牛血清的1640培养基. 
1.2.3 RT-PCR检测HIF-1α、 VEGF、 GLUT1 和
MDR1 mRNA用TRIzol试剂“一步法”提取细

胞总RNA, 将RNA溶于0.1% DEPC处理水中, 紫
外分光光度计测定样品在260 nm, 280 nm波长

上的吸光度(A值), 估计RNA的纯度和浓度. 2 μg
总RNA逆转录合成cDNA, PCR反应条件根据文

献并稍加改进为: 94℃预变性1 min, 然后94℃
变性30 s, 56 ℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 扩增30
个循环; 最后一次72℃延伸7 min. 别取5 μL PCR
产物在20 g/L琼脂糖凝胶上进行电泳. 待测基因

mRNA表达的半定量分析: 待测基因mRNA表

达丰度的半定量是根据同一细胞株中待测基因

与b-actin基因的RT-PCR产物进行比较, 从而判

断待测基因mRNA在不同细胞中表达丰度的高
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■创新盘点
本研究虽然仅仅
运 用 了 RT- P C R
和Western blot等
较传统的半定量
的 方 法 ,  相 对 一
些大课题而言说
服 力 略 差 ,  但 对
于HIF-1α的下游
因 子 如 V E G F、

GLUT1、MDR1
等都做了研究, 对
HIF-1, 在胰腺癌
中的功能作用介
绍的范围较广, 这
在国内外研究中
少见.



低, 各待测基因与b-actin基因的RT-PCR在同一

试管内进行. 总RNA提取参照TRIzol Reagent试
剂盒说明书进行, 转录合成cDNA: 将RNA稀释

为1 g/L, 在20 μL反应体积中用5 μg的RNA合成

cDNA, 42℃水浴50 min. 15 min失活反应, 各待

测基因的引物由上海生工生物公司合成且进行

扩增时分别按各因子的引物说明要求进行退火

温度的设定(见表1).
1.2.4 三去污剂法提取细胞总蛋白 按文献方法[7]

配制三去污剂, 临用前加入100 mg/L苯甲基磺酰

氟(PMSF)和1 mg/L抑肽酶, 预冷后加入细胞表面

(5 μL/cm2), 冰上作用30 min, 收集裂解液, 离心取

上清, 置于-70℃备用. 
1.2.5 Western blot检测相关因子蛋白水平的表达 
50 μg细胞蛋白SDS-PAGE凝胶电泳, 半干法电转

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, 化学发光法显色, 洗
片. 一抗: HIF-1α抗体1∶500稀释, 鼠抗人VEGF
多克隆抗体, 兔抗人GLUT1抗体, 鼠抗人P-GP抗
体0.15 mg/L, 羊抗兔、羊抗鼠IgG均以1∶5000
稀释(以上所有试验均重复3次, 结果取其均值). 

统计学处理 所有统计学分析采用SPSS 10.0
软件包, 结果以均数±标准差(mean±SD)表示, 
数据比较采用方差分析和t检验.
 
2  结果

常氧组及化学诱导缺氧组分别于处理后24 h提
取细胞总RNA和蛋白(表2, 表3, 图1, 图2)
2.1 经CoCl2处理造成化学缺氧后相应因子的变

化 缺氧处理后HIF-1α的基因表达水平与常氧对

照组无明显差异(P  = 0. 057, >0.05), 而缺氧处理

后HIF-1α的蛋白表达较常氧对照组明显升高(P  
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表 1  各因子的引物设计表

b�actin

HIF�1a

VEGF

GLUT1

MDR1

基因 引物                                                        t  (℃)  片段大小 (bp)

正义链  AAGAGAGGCATCCTCACCCT
反义链  TACATGGCTGGGGTGTTGAA
正义链  TCAAAGTCGGACAGCCTCA
反义链  CCCTGCAGTAGGTTTCTGCT
正义链  TCGGGCCTCCGAAACCATGA
反义链  CCTGGTGAGAGATCTGGTTC
正义链  TCATCGTGGCTGAACTCTTCAG
反义链  TCACACTTGGGAATCAGCCCC
正义链  CATTGGTGTGGTGAGTCAGG
反义链  CTCTCTCTCCAACCAGGGTG

�0

53

55

�0

58

�18

4�0

500

314

1�4

       

表 2   各组检测的相应因子mRNA的表达 (mean±SD)

常氧 (A1)
常氧加空质粒转染 (A�)
常氧加质粒转染 (A3)
缺氧 (B1)
缺氧加空质粒转染 (B�)
缺氧加质粒转染 (B3)

分组                                  HIF-1α          VEGF                           GLUT1       MDR1

0.1�1±0.098
0.144±0.08�
0.409±0.1�3c

0.135±0.08�
0.143±0.04�
0.��9±0.1�4e

0.189±0.043
0.�13±0.1��
0.531±0.�05c

0.4�8±0.15�a

0.518±0.094
0.85�±0.1�3e

0.095±0.113
0.088±0.18�
0.31�±0.14�c

0.413±0.095a

0.5��±0.049
0.���±0.�04e

0.11�±0.08�
0.095±0.109
0.351±0.150c

0.399±0.0�9a

0.40�±0.105
0.�98±0.�0�e

aP<0.05 vs A1组; cP<0.05 vs  A1, A�组; eP<0.05 vs  A3, B1, B�组.

       

表 3   各组检测的相应因子蛋白的表达 (mean±SD)

常氧对照 (A1)
常氧加空质粒转染 (A�) 
常氧加质粒转染 (A3)
缺氧对照 (B1)
缺氧加空质粒转染 (B�)
缺氧加质粒转染 (B3)

分组                                HIF-1α   VEGF          GLUT1           P-GP

  �0±1�
  5�±18
��3±4�c 
18�±15b

1�3±3�
34�±1�e

  8�±15
  91±�4
408±��c

391±59a

48�±�4
�0�±�1e

  9�±14
  �8±89
354±�3c

391±5�a
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  �4±�3
  81±3�
39�±38c

401±1�a

385±��
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aP<0.05, bP<0.01 vs  A1组; cP<0.05 vs  A1, A�组; eP<0.05 vs  A3, B1, B�组.

■应用要点
目前对以HIF-α为
靶点的研究较为
热门, 本研究可以
为以HIF-α为靶点
的药物用于治疗
胰腺癌提供依据.



2968                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     �00�年10月�8日    第14卷   第30期

www.wjgnet.com

= 0. 0089, <0.01); 缺氧处理后VEGF、GLUT1、
M D R1的基因和相应蛋白水平都较常氧组有

显著升高(两组VEGF的基因和蛋白P值分别为

0.046和0.039, GLUT1的P值为0.0024和0.036 , 
MDR1的P值为0.021和0.038, 均小于0.05、有统

计学意义). 
2.2 转染HIF-1α/PCDNA3.0质粒后相应因子的

变化 常氧组转染HIF-1α/PCDNA3.0质粒后较

转染空白质粒组和对照质粒组HIF-1α的基因和

蛋白的表达水平明显升高(常氧组转染质粒与

转染空质粒和未转染质粒HIF-1α的基因表达水

平相比较, P值分别为0.034和0.041, 蛋白表达水

平相比较P值分别为0.022和0.025, 均小于0.05),  
VEGF、GLUT1、MDR1的基因、相应蛋白表

达水平也都随着明显升高(对于VEGF, 常氧组

转染质粒后与转染空质粒以及未转染质粒基因

表达比较, P值为0.025和0.032; 蛋白表达水平

相比较P值为0.029和0.026, 均小于0.05; 同样, 
GLUT1的基因表达水平相比较P值分别为0.015
和0.032, 蛋白相比较P值分别为0.023和0.034, 均
小于0.05; MDR1的基因表达相比较后的P值分

别为0.042和0.034, 蛋白表达相比较P值分别为

0.044和0.038, 均小于0.05、有统计学意义); 缺
氧组转染HIF-1α/PCDNA3.0质粒后较转染空白

质粒组和对照未转染质粒组HIF-1a的基因和蛋

白的表达水平明显升高(转染组和转染空质粒

组以及未转染组相比较, 转染组HIF-1α的基因

表达明显增高, P值分别为0.019和0.024、均小

于0.05, HIF-1α的蛋白表达也有统计学意义上

的升高, P值分别为0.032和0.026、均小于0.05), 
VEGF、GLUT1、MDR1的基因、相应蛋白表

达水平也都明显随着升高(转染组和转染空白质

粒组以及未转染组的VEGF的基因表达比较后P
值分别为0.013和0.031, 均小于0.05; 蛋白表达相

比较, P值分别为0.019和0.032, 均小于0.05、有

统计学意义. 同样, GLUT1基因比较后的P值分

别为0.033和0.041, 蛋白比较后P值分别为0.046
和0.031, 均小于0.05. MDR1的基因比较后P值分

别为0.038和0.034, 蛋白比较后P值分别为0.024
和0.029, 均小于0.05、有统计学意义); 缺氧组

和常氧组转染HIF-1α/PCDNA3.0质粒后相比较, 
HIF-1α, VEGF, GLUT1, MDR1的基因、相应蛋

白表达水平有升高(其中, 两组HIF-1α的基因和

蛋白表达水平相比较, P值分别为0.025和0.039; 
同样, VEGF的P值分别为0.038和0.041; GLUT1
的P值分别为0.037和0.035; MDR1的P值分别为

0.043和0.039, 均小于0.05、有统计学意义). 

2.3 转染空白质粒组  转染空白质粒组和未转

染组相比较, HIF-1α, VEGF, GLUT1, MDR1
的基因和蛋白水平在缺氧组和常氧组都无明

显变化(两组HIF-1α的基因和蛋白表达水平相

比较, P值分别为0.052和0.057, 均大于0.05; 同
样, VEGF基因和蛋白表达后P值分别为0.054和
0.061, 均大于0.05; GLUT1的P值分别为0.062和
0.053, 均大于0.05; MDR1的P值分别为0.067和
0.059, 均大于0.05, 都无统计学意义).

3  讨论

研究早已发现低氧是所有实体肿瘤的特征, 他
与肿瘤的侵袭、血管生成及化疗耐药有关. 肿
瘤在发生发展过程中不可避免的经历缺氧, 而
HIF-1α是缺氧状态下一种最常见的中枢分子

调控信号, 许多研究表明, HIF-1α是维持细胞

和全身氧稳态的重要调节分子[8]. HIF-1由缺氧

诱导的α亚基和组成型表达的b亚基组成, 所以, 
缺氧时, HIF-1二聚体稳定性增加通过HIF-1α
碳末端的入核信号诱导转位入核, 形成由HIF-
1α/HIF-1b组成的异二聚体, 与DNA顺式作用元

HRE(hypoxia response element, 缺氧反应元件)
结合 [9-10], 参与了缺氧早期组织的血管生成、

糖酵解的增强和细胞增殖的调控. 而肿瘤为了

对抗这种缺氧的微环境会发生一系列的适应

性改变, 包括肿瘤细胞基因组和蛋白组学的变

异, 表现出许多新的生物学性状, 如演进[11]、

耐药[12]、无氧糖酵解[13]. 参与这些性状的许多

  A1    A2     A3     B1     B2     B3

HIF-1α

 VEGF

GLUT1

P-GP

  A1    A2     A3     B1     B2     B3
HIF-1α

 VEGT

GLUT1

MDR1

图 1 各检测因子的RT-PCR图. A1: 常氧组; A2: 常氧加空质
粒转染组; A3: 常氧加质粒转染组; B1: 缺氧组; B2: 缺氧加
空质粒转染组; B3: 缺氧加质粒转染组. 

图 2 各因子Western blot图. A1: 常氧组; A2: 常氧加空质
粒转染组; A3: 常氧加质粒转染组; B1: 缺氧组; B2: 缺氧加
空质粒转染组; B3: 缺氧加质粒转染组. 

■同行评价
本文准确反映了
研究工作的科学
问题和特定内容,  
简明而有特色. 结
果科学结论较明
确, 实验证据较充
足. 有一定的科学
性、创新性和可
读性.
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分子为HIF-1α所上调, 他们包含一段共同的基

因调控序列包含一段HRE增强子/启动子序列. 
该HRE包括一个或多个HBS(HIF-binding site, 
HIF-1结合位点)和HBS附近的一个或多个辅助

的顺式作用元件HAS(HIF-1 ancillary sequence, 
HIF-1辅序列). 目前已知的HIF-1a的作用方式有

约3种: (1) HIF-1α直接与效应基因的5'端的顺

式作用元件结合; (2)HIF-1α通过蛋白与蛋白之

间的相互作用和其他与效应基因的顺式作用元

件相结合的蛋白结合, 间接调节效应基因的表

达; (3)HIF-1α可诱导其他促进效应基因转录的

因子的表达[14-15]. 常氧下HIF-1α通过泛素-蛋白

酶体途径很快降解, 缺氧或由于特定环境下如

肿瘤状态由于一些基因例如MAPK[16]、AKT[17]

等表达增加时, HIF-1α的泛素化急剧减少, 并
从胞质转移至胞核, 与HIF-1b形成二聚体, 促
进缺氧诱导基因转录, 而引起一系列细胞对缺

氧的反应[18]. 浸润生长和远处转移是恶性肿瘤

重要的生物学特征, VEGF参与肿瘤细胞的这

种生物学行为, VEGF是一种肝素亲和的外分

泌二聚体糖蛋白, 具有高度保守性, 相对分子

质量为25444-58444, 其基因定位于第6对染色

体长臂, 包括交替选择剪接的8个外显子和7个
内含子. VEGF是刺激血管内皮细胞增殖和移

行的重要因子, 并可影响血管的通透性, 也称

为血管通透因子(VPF), 对血管内皮细胞的分

裂、增殖、抑制凋亡、水解基底膜、迁移和血

管构建的调控作用较强, 且特异性高, 在胚胎发

育、创伤修复、侧支循环建立等病理生理过程

中发挥重要作用. 在VEGF作用下, 内皮细胞增

殖、迁移, 细胞外基质蛋白水解, 毛细血管管腔

形成. 由于mRNA差异剪接所致, VEGF有4种氨

基酸残基数目不同的变异体, 分别为VEGF121, 
VEGF165, VEGF189及VEGF206, 其中VEGF165活性

最强, 分布范围广, VEGF165为分泌型蛋白质可

作用于内皮细胞上的Flt-1, Flk/KDR受体发挥

作用[19], 是体内发挥作用的主要形式, 因此, 我
们选择VEGF165作为研究对象进行观察. 实体肿

瘤在瘤体增大过程中经历无氧糖酵解. 葡萄糖

经载体跨膜转运入细胞膜上GLUT-1数量的调

节可能是组织对缺氧、缺血应激适应的一个重

要机制, 环境和内在因素可在多个环节参与对

GLUT-1蛋白表达的调控. GLUT-1受缺氧本身和

缺氧导致的氧化磷酸化抑制的诱导, GLUT-1基
因5'侧翼区的全长调控序列中有一个480 bp的
SacⅠ/PstⅠ片段与CoCl2(模拟缺氧本身)诱导的

GLUT-1 mRNA相关[20], 高表达GLUT1与肿瘤的

预后呈负相关[21]. 恶性肿瘤耐药复发是临床医

疗工作人员最感棘手的问题, 而多药耐药基因

是恶性肿瘤抵御治疗、复发和恶化的主要原因, 
参与多药耐药的这些基因是遗传缺陷还是肿瘤

生长过程中受环境诱导出现尚不清楚[22], 多药

耐药基因MDR1属于人类MDR基因家族, 是目

前公认的肿瘤多药耐药机制之一, 其产生机制

可能是化疗药物激活肿瘤细胞中MDR1的启动

子, 通过调控的转录和翻译实现MDR1基因过表

达, 出现多药耐药表型. P糖蛋白P-glycoprotein, 
P-gp)为MDR1基因的编码产物, MDR1基因的扩

增导致其过量表达. 其对应的蛋白形式P-gp是
一种跨膜蛋白, 可将进入癌细胞内的抗癌药物

泵出癌细胞, 从而导致癌细胞耐药. 近年来, 基
因工程技术因为其简洁、方便、高效的特点成

为研究基因功能组学和基因治疗应用最广泛的

一种方法, 本实验在CoCl2的化学诱导缺氧的基

础上进一步导入外源基因HIF-1α, 上调HIF-1α
的表达, 观察其对下游基因的效应去研究HIF
的功能. 结果显示, 缺氧可以通过诱导HIF-1α
的表达从而上调VEGF, GLUT1, MDR1的表达. 
HIF-1是一种异二聚体蛋白, 由α和b亚单位构成, 
b亚单位的表达较恒定, 而α亚单位的表达受多

种因素调节, 其蛋白形式极不稳定. CoCl2作用

于细胞后, 可以明显增加HIF-1α蛋白的表达,但
对其mRNA的表达没有明显影响, 提示CoCl2可

能是通过抑制HIF-1α蛋白的降解而使其蛋白表

达增强, 而转染导入外源性的HIF-1α既能诱导

HIF-1α蛋白的表达,又能上调RNA水平的表达, 
这可能既与HIF-1α基因水平升高而在翻译为蛋

白后胰腺癌细胞本身抑制HIF-1α蛋白降解的能

力较强有关. 而在协同CoCl2的作用抑制HIF-1α
蛋白的降解的基础上成功导入外源HIF-1α基因

后, 可以发现: HIF-1α, VEGF, GLUT1, MDR1基
因及其相应的蛋白的表达均明显较其他实验组

升高. 这至少可以部分解释, 在胰腺癌发生发展

过程中, 由于经历了缺氧微环境改变过程, 这种

缺氧微环境的改变当然主要是由于瘤体增大速

度超过血液供应速度以及伴随坏死造成的物理

缺氧, 同时也可能是由于肿瘤中异常的起稳定

或上调HIF-1α表达的因子表达增加, 于是伴随

了HIF的分子水平的改变, 从而导致其下游基因

的变化, 进一步导致了胰腺癌的恶行性演进, 并
耐受化疗、放疗以及复发、远处转移. 因此, 干
扰HIF的表达可以从血管生成、营养供应以及

陈干涛, 等. 缺氧诱导因子�1α在胰腺癌中的作用                                                                                                           2969
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耐药几方面达到治疗胰腺癌的目的, 这一点国

内外已经做了大量的研究工作[22-23], 本实验为胰

腺癌的分子水平治疗进一步提供了可靠的靶点, 
且证明其具有广阔的开发利用的前景. 

本实验也存在明显不足之处, 如观察时间

不长, 时间段的选取不多, 需进一步继续工作, 
也可以进一步从以下几个方面加以改进: (1)可
以观察在物理缺氧条件下HIF的改变; (2)在体胰

腺瘤的发展中氧张力水平和HIF的关系改变; (3)
通过基因敲除RNAi技术观察HIF降低后其下游

基因的变化情况及胰腺癌细胞水平和动物模型

上出现的效应性改变. 
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Abstract
AIM: To quantitatively detect the carotid 
elasticity in patients with liver cirrhosis by echo-
tracking (ET) technique.

METHODS: ET technique was used to deter-
mine the stiffness parameter (β), pressure-strain 
elasticity modulus (Ep), arterial compliance (AC), 
argumentation index (AI) and one-point pulse 
wave velocity (PWVβ) of carotid in 20 cirrhotic 
patients and 150 normal adults..

RESULTS: The values of β and AI in patients 
with liver cirrhosis were higher than those in 
normal adults (P = 0.02; P = 0.00), while of the 
values of Ep, AC and PWVβ were not markedly 
different between cirrhotic patients and normal 
adults (P > 0.05)..

CONCLUSION: The carotid elasticity in cir-
rhotic patients is decreased, and it can be de-
tected quantitatively by ET technique..

Key Words: Ultrasonography; Carotid artery; Elastic-
ity; Liver cirrhosis
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摘要
目的: 探讨血管回声跟踪(echo-tracking, ET)技
术检测肝硬化患者颈动脉弹性功能指标β、
Ep、AC、AI、PWVβ及其意义. 

方法: 应用ET技术检测20例肝硬化患者颈动
脉的弹性指标, 包括僵硬度参数β、压力应变
弹性系数Ep、动脉顺应性AC、脉搏波放大
指数AI及脉搏波传递速度PWVβ, 并采用协方
差分析与同期检查的150例正常人进行比较. 

结果: 排除年龄因素影响后, 肝硬化组与正
常人相比颈动脉的β、AI有差别(P  = 0.02; P  = 
0.00),  Ep、AC、PWVβ差异无差异(P >0.05).

结论:  肝硬化患者的颈动脉弹性较正常人差; 
ET术能够定量检测肝硬化患者的颈动脉弹性
功能改变.

关键词�� 超声波检查法; 颈动脉; 弹性; 肝硬化
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0  引言

肝硬化时机体长期呈高动力状态, 近年来国内外

关于肝硬化时内脏血流动力学改变已有较多报

道, 但是对肝硬化时外周动脉血流动力学及弹性

的研究都不多, 有研究表明, 肝硬化时动脉弹性

降低[1-5]. 血管回声技术(e-tracking, ET)是近年来

新近发展起来的用超声检测动脉弹性的方法, 具
有无创及实时的特点. 本文利用ET技术检测20
例肝硬化患者颈动脉的僵硬度参数β、压力应变

弹性系数Ep、动脉顺应性AC、脉搏波放大指数
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■背景资料
肝硬化时机体长
期呈高动力状态, 
近年来国内外关
于肝硬化时内脏
血流动力学改变
已有较多报道, 但
是对肝硬化时外
周动脉血流动力
学及弹性的研究
都不多, 值得深入
研究.

 
wcjd@wjgnet.com 

®

■相关报道
已有研究表明内
皮 素 、 一 氧 化
氮、血管紧张素
Ⅱ等物质在肝硬
化的发生及发展
中发挥多种病理
生理作用, 并认为
内皮素受体拮抗
剂及肾素－血管
紧张素系统抑制
剂有可能给门静
脉高压及肝硬化
的治疗带来希望.



AI及脉搏波传递速度PWVβ, 旨在初步了解肝硬

化时颈动脉弹性功能的变化及其临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-12/2006-04经临床确诊的肝硬化患

者20例, 年龄22-56(平均43.2)岁, 均不合并高血

压、心血管疾病、肾病及糖尿病. 同期正常人共

150例, 年龄22-84(平均47.0)岁, 入选标准为健康

体检者, 无高血压、心脑血管疾病、糖尿病、肝

肾疾病、高血脂. 所有受检者检查前1 h内未抽

烟、未饮酒或咖啡等. 
1.2 方法 受检者静息15 min后用标准袖带水银血

压计测量上肢肱动脉血压, 测量3次取其平均值. 
然后行超声检测, 所用仪器为ALOKA彩色多普

勒超声诊断仪器α-10及其13 MHz高频探头, 连
接同步ECG; 在颈动脉中段纵断面上获得满意的

最大断面时可启动ET功能, 将两根取样线分别

置于颈动脉前、后壁的内膜上(图1), 连续获得

3-5个以上稳定波形曲线时保留图像, 仪器可自

动计算出该侧颈动脉的β, Eρ, AC, AI及PWVβ值

(图2-3); 所有超声检查均保证有两个有经验的医

师在场, 共同选取符合标准的图像进行数据测量, 
波形图像不稳定时, 重复检查2-3次, 取其平均值; 
记录所有受检者的β, Eρ, AC, AI及PWVβ值.
     统计学处理 采用SAS 6.12软件进行统计分

析. 计量资料以mean±SD表示; 采用协方差检验

比较肝硬化患者与正常人的颈动脉弹性有无差

异. P<0.05则认为差异有统计学意义.

2  结果

年龄对β, Eρ, AC, AI及PWVβ均有影响, 采用协方

差分析消除年龄的混杂作用后, 肝硬化患者β, AI
与正常人有差异, Eρ, AC及PWVβ与正常人无差

异. 亦即肝硬化患者其颈动脉弹性较正常人降低

(表1). 

3  讨论

3.1  肝硬化对颈动脉弹性的影响 肝硬化时机体

长期呈高动力状态, 近年来国内外关于肝硬化

时内脏血流动力学改变已有较多报道, 但是对

肝硬化时外周动脉血流动力学及弹性的研究都

不多[1-5]. 已有研究表明, 内皮素、一氧化氮、

一氧化氮酶、肿瘤坏死因子、血管紧张素Ⅱ等

物质在肝硬化的发生、发展中发挥多种病理生

理作用, 并认为内皮素受体拮抗剂及肾素－血

管紧张素系统抑制剂有可能给门静脉高压及肝

硬化的治疗带来希望. 内皮素、一氧化氮及血

管紧张素Ⅱ均是强烈的缩舒血管的物质, 他们

的改变势必引起血管舒缩功能的改变或血管弹

性功能的改变, 因此研究肝硬化时血管的功能

改变可能有一定临床意义[6-10]. 
3.2 ET检测动脉弹性功能 动脉弹性是动脉缓冲

功能的体现, 包括了动脉的顺应性及扩张性. 临
床检测动脉弹性的方法很多, 如脉搏波传导速

度PWV、压力波放大指数AI、大小动脉弹性

系数等, 他们各自有优缺点[11]. 超声技术的优点
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图 1 ET技术检测方法 .
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图 2 正常60岁男性颈动脉弹性指标 .
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图 3 61岁男性肝硬化患者颈动脉弹性指标 .

■创新盘点
应用血管回声跟
踪技术(ET)检测
肝 硬 化 患 者 颈
动脉弹性功能指
标β, Eρ, AC, AI, 
PWVβ及其意义, 
尤其是参数AI及
PWVβ的测量属
于本文创新之处.

■名词解释
血管回声跟踪技
术: 指通过实时接
受血管壁运动的
射频信号, 检测因
血管壁位移而引
起的射频信号相
位的微小改变, 从
而精确测量血管
直径的改变, 并自
动以波形表示出
来. 以10 MHz探
头为例, 测量精度
可达0.01 mm.



在于他能够同时给我们提供动脉结构和功能的

信息, 新近推出的ET技术[12-13]除自动计算动脉

僵硬度参数β、压力应变弹性模量Eρ、顺应性

AC外, 又增加了脉搏波放大指数AI及单点脉搏

波传导速度PWVβ的测定, 为超声更好测量动

脉弹性增添了新的手段. 已有文献表明, 血管回

声跟踪技术能较好反映血管弹性状态[13]. 本研

究检测结果表明, 肝硬化者颈动脉的僵硬度参

数β、脉搏波放大指数AI速度都增大, 亦即血管

变硬, 与其他研究相似[5], 但是具体指标值无法

比较, 原因在于是ET技术在国内使用不久, 尚
没有超声检测肝硬化脉搏波放大指数及脉搏波

传导速度报道; 且ET测量的AI及PWVβ由于原

理与传统的非超声测量AI及PWV不完全一致, 
因此正常值范围也不一致; 另外由于本组病例

不多, 未对肝硬化患者进一步分层比较. 因此对

于本组资料中每个弹性指标的正常参考值和意

义都有待于进一步研究. 
总之, 我们的初步经验表明, 肝硬化患者其

颈动脉弹性功能降低, ET技术能够定量地检测

这一改变, 更多的研究需要进一步进行..
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肝硬化者与正常人颈动脉弹性指标比较. n �� �检颈动脉例数; 
R�Square�� 相关系数平方; P 年龄�� 年龄的P值; P 肝硬化�� 为肝硬化的
P值.

   

表 1 肝硬化与正常人颈动脉β, Eρ, AC, AI及PWVβ的比较

                           β             Eρ           AC            AI       PWVβ

n                     340        340         340       340       340
R�Square      0.3�       0.4�        0.31      0.13      0.4�
P 年龄               0.00       0.00        0.00       0.00      0.00
P 肝硬化             0.0�       0.1�        0.76      0.00      0.3�

■同行评价
由于ET技术是近
1-2 a的超声新技
术, 进入中国的历
史也才1 a多 ,  各
方面的研究都不
多 ;  而新的ET增
加了AI、PWVβ
的开发及应用, 对
这两个新指标的
肝硬化研究, 国内
尚未见报道. 属于
创新, 值得进一步
探讨.
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Abstract
AIM: To explore the preventive effect of 
rapamycin on acute allograft rejection and 
kidney function recovery in liver transplant 
patients with acute kidney malfunction.

METHODS: A total of 25 liver transplant pa-
tients with acute kidney malfunction received 
rapamycin treatment as preventive measures for 
acute allograft rejection. Both the rejection rate 
and the change of kidney function were moni-
tored..

RESULTS: Of the 25 cases, 23 survived till today 
with the longest time of 34 mo. The 3-mo acute 
rejection rate was 4%, and the kidney function 
of the 23 patients recovered to the normal range 
within 3 mo. It took more time to recover for the 
patients with impaired kidney function (45 ± 
19 d) than that for the ones with normal kidney 
function (24 ± 15 d) before operation (P < 0.01).

CONCLUSION: Rapamycin can prevent the 
occurrence of acute allograft rejection for liver 
transplant patients with acute kidney malfunc-
tion, while not affect the recovery of kidney 

function.

Key Words: Rapamycin; Liver transplantation; 
Acute kidney malfunction; Acute allograft rejection
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摘要
目的: 探讨雷帕霉素(rapamycin, Rap)对合并
急性肾功能不全肝移植患者术后急性排斥反
应的抑制作用及对肾功能的影响. 

方法: 对25例合并急性肾功能不全肝移植患
者术后常规采用以Rap为主的免疫抑制方案, 
观察移植术后急性排斥反应发生及肾功能的
变化. 

结果: 25例患者均随访, 23例存活至今, 最长
存活已达34 mo. 术后3 mo内急性排斥反应发
生率4%. 所有存活患者肾功能均在3 mo内恢
复至正常范围, 术前肾功能有损害者, 术后血
肌酐恢复正常所需要时间为(45±19 d), 较术
前肌酐正常者(24±15 d)长.

结论: 以Rap为主免疫抑制方案完全可预防合
并急性肾功能不全肝移植患者术后急性排斥
反应发生, 同时不影响移植术后肾功能的恢复.

关键词�� 雷帕霉素; 肝移植; 急性肾功能不全; 急性

排斥反应
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0  引言

急性肾功能不全是肝移植术后常见的并发

症[1-2], 如果处理不当, 常致严重后果. 由于目前

临床常用的免疫抑制剂-神经碱钙蛋白抑制剂

类(ca lc ineur in inh ib i to r, CI)具有明显的肾

■背景资料
肝移植术后急性
肾功能不全是肝
移植术后常见并
发症, 其死亡率可
高达50%, 是严重
影响肝移植患者
术后存活的重要
因素. 而目前常用
免疫抑制方案无
论是 F k 5 0 6 还是
环孢素均对患者
肾功能有损害, 因
此寻找一种既无
肾功能损害, 又具
有较强抗排斥作
用、经济实惠的
免疫抑制方案是
当今研究的热点
之一. 
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毒性[3-4], 因此, 对合并有肾功能不全的肝移植

患者来讲, 合理应用免疫抑制剂显得极为重要. 
雷帕霉素(rapamycin, Rap)作为一种新型免疫

抑制剂, 具有较强抗排斥作用及延长移植物存

活的能力, 而对肾无明显毒副作用[5-6]. 我们从

2003-04/2005-12, 对25例术前或术后合并肾功能

不全肝移植患者, 术后采用以Rap为主的免疫抑

制方案预防急性排斥反应, 效果良好, 现报告

如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 25例患者, 男性22例, 女性3例, 年龄

22-69(平均46.5)岁, 原发性肝癌3例, 肝炎后肝

硬化17例, 暴发性肝衰竭3例, 血吸虫肝硬化2
例. 肝功能分级: Child-Pugh评分为A级者2例, B
级者10例, C级者13例. 根据术前血肌酐水平, 将
25例患者分为术前血肌酐增高组(血肌酐≥132 
mmol/L)6例, 血肌酐平均为225±47.8 mmol/L和
术前血肌酐正常组(血肌酐<132 mmol/L)19例.
1.2 方法 1例行改良背驮式肝移植, 1例经典式肝

移植, 23例行腔静脉成形肝移植[7]. 术中无肝期

为57±16.5 min. 所有手术均未采用静脉转流. 
免疫抑制剂采用Rap+骁悉(MMF)+强的松(Pred)
三联方案. 手术后72 h内开始口服Rap, 起始量为

4 mg/d, 次日2 mg/d; MMF 1500 mg/d, 分两次口

服; 在常规甲基强的松龙用药结束后, 口服Pred 
20 mg/d, 每周减少5 mg, 术后1 mo减至5 mg/d. 
应用高压液相色谱法(HPLC)测定全血Rap浓
度. 术后1-6 mo内Rap浓度谷值维持在8-10 mg/L, 
6-12 mo在5-8 mg/L.

2  结果

2.1 人/肝存活情况 25例合并急性肾功能不全肝

移植患者均得到随访, 1例术后35 d死于多脏器

功能衰竭, 1例术后5 mo死于胆道并发症, 余23
例均存活至今, 最长存活已34 mo, 最短2 mo. 有
1例术后2 mo发生急性排斥反应, 经激素冲击治

疗后获得逆转, 3 mo内肝急性排斥反应发生率

为4%(1/25). 
2.2 肾功能恢复情况 25例中除2例术后死于并发

症外, 余23例患者血肌酐和尿素氮均在术后3 mo
内恢复至正常范围. 血肌酐恢复正常最短时间

9 d, 最长时间84 d. 术前肌酐正常组, 术后肌酐

恢复正常时间为24±15 d; 术前肌酐增高组, 术
后恢复正常时间45±19 d, 两者相比, 有显著性

差异(P <0.01). 

2.3 Rap的不良反应 有3例出现白细胞降低, 2例
血小板减少, 经调整剂量及升白细胞药物后白

细胞及血小板升致正常. 15例患者出现胆固醇

和甘油三酯明显增高. 1例术后1 mo出现肝功能

损害, 经暂时停药后, 肝功逐渐恢复正常.

3  讨论

急性肾功能不全是肝移植术后常见并发症, 其
发生除与部分患者术前已有肾功能损害有关

外, 主要与手术时切除病肝和供肝植入时下腔

静脉部分或完全阻断有密切联系. 下腔静脉部

分或完全阻断后, 可致双侧肾脏血液回流受阻, 
回心血量不足, 进一步影响血压和双侧肾的血

供. 因此肝移植术后患者大多会出现程度不等

的血肌酐和尿素氮增高, 轻者可在数日内即可

恢复正常, 但也有部分患者因术前已有肾功损

害, 或术中腔静脉阻断时间较长, 术后表现肾功

能损害较重, 术后肌酐短时难以恢复. 由于目前

临床常规使用的免疫抑制方案均是以环孢素和

Fk506为主, 而两者均有明显肾毒副作用[1,8-9], 在
肾功能受明显损害的情况下继续使用环孢素和

Fk506显然会进一步加重肾功能的损害. 因而此

时免疫抑制剂合理使用就显得格外重要. Rap是
一种新型强力免疫抑制剂, 是由吸湿链球菌属

产生的天然发酵产物, 其作用机制与已知的环

孢素和Fk506完全不同, 他不阻断白介素-2的转

录, 而是通过阻断细胞因子诱导增生的信号传

导, 抑制T淋巴细胞从细胞周期G1向S期转化[5]. 
Rap与环孢素和Fk506联合应用还可产生协同效

应[10]. 此外, Rap无明显肾毒性是其一大显著特

点. 以往在肾功能受损时, 临床多先使用白介素

-2受体阻断剂如噻尼哌等, 推迟使用环孢素和

Fk506, 但白介素-2受体阻断剂价格极其昂贵, 从
而使其广泛应用受到一定程度限制. 针对Rap无
肾毒性, 且具有较强免疫抑制作用这一特点, 我
们从2003-08起, 对肝移植术后有中、重度肾功

能损害的患者采用以Rap为主, 辅以MMF和类

固醇的免疫抑制方案. 初步应用结果表明, 25例
患者中有23例存活至今, 最长存活已达34 mo, 
最短也已2 mo, 仅有1例于术后2 mo出现急性排

斥反应, 移植术后3 mo总体排斥反应发生率为

4%, 明显低于相关文献所报道的应用环孢素和

Fk506所产生的排斥反应发生率(12%)[11-13]. 这说

明, Rap辅以MMF和类固醇的免疫抑制方案安全

有效, 完全能防止肝移植术后的急性排斥反应

的发生. 对移植术后患者肾功能观察, 术后存活

■创新盘点
该研究首次将无
肾毒性的免疫抑
制剂雷帕霉素作
为主要免疫抑制
剂应用于肝移植
术后出现急性肾
功不全患者, 结果
表明, 雷帕霉素不
仅能完全抑制肝
移植术后急性排
斥反应的发生, 而
且对患者肾功能
无不良影响, 有利
于患者术后肾功
能的恢复, 因而该
方案将为合并急
性肾功能不全的
肝移植患者术后
抗排斥治疗提供
一种全新的治疗
方案, 值得临床进
一步推广.
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的23例患者血肌酐和尿素氮均于术后3 mo内恢

复至正常范围, 恢复正常最短时间为9 d, 最长时

间为64 d, 但术前血肌酐增高组术后恢复所需要

时间(45±19 d)明显长于术前血酐正常组(24±
15 d), 两者相比有显著性差异. 这说明移植术前

患者肾功能情况直接影响到患者术后肾功能的

恢复. 由于肝移植术后的肾功能损害多系急性

功能性肾功能不全, 在肝功能恢复后多能自行

恢复, 因此, 对于术后血肌酐升高, 我们认为不

需要特别治疗, 但要避免肾毒性药物的应用, 同
时维持出入量和水电平衡、提供足够能量. 在
肾功能受损较重, 血肌酐>700 mmol/L, 存在水过

多或电解质严重紊乱时, 可考虑应用血透或血

滤, 以清除体内毒素, 促进肾功能恢复. 本组有1
例患者术后血肌酐最高升至960 mmol/L, 经过3
次间断性血滤后, 血肌酐逐渐下降直至正常范

围. 这也进一步证明, 由Rap为主的免疫抑制方

案无肾毒性, 较为安全. 当然, Rap也有一些不良

反应, 如肝功能异常、贫血、白细胞降低等, 其
中较为突出的就是术后长期服用可致高脂血症. 
本组有15例术后3-6 mo出现高胆固醇和高甘油

三酯血症, 发生率高达60% , 对此我们必须高度

重视. 对于高脂血症[14-15], 一方面可以减少Rap用
量, 另一方面也可等肌酐恢复正常后改换环孢

素或Fk506, 在必要时也可酌情考虑应用降脂药. 
总之, 初步临床试验结果表明, 新型免疫抑制剂

Rap配合骁悉和类固醇是一种新型高效低毒免

疫抑制方案, 他不但可以防止肝急性排斥反应

的发生, 而且无明显肾毒性, 有利于肝移植术后

肾功能的恢复, 但对移植术后远期疗效的影响

尚有待进一步观察. 
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■同行评价
本文对25例术前
或术后合并肾功
能不全肝移植患
者 ,  术 后 采 用 以
Rap为主的免疫抑
制方案预防急性
排斥反应, 获得较
好治疗效果, 有一
定临床参考价值.
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Abstract
AIM: To study the prevalence and associated 
factor of fatty liver disease in type 2 diabetes 
patients.

METHODS: Biochemical test, insulin monitor-
ing and liver ultrasound examination were per-
formed in 179 patients with type 2 diabetes..

RESULTS: The prevalence rate of fatty liver 
disease was 47.5% in type 2 diabetes patients, 
whose body mass index (BMI), fasting plasma 
glucose, insulin, and triglycerides (TG) level as 
well as homeostasis assessment model of insulin 
resistance (HOMA-IR) index were higher than 
those in the patients without fatty liver. The lev-
el of TG and HOMA-IR were increased with the 
increase of BMI, and the occurrence rate of fatty 
liver disease was also elevated. Logistic analysis 
showed that HOMA-IR had marked correlation 
with the occurrence rate of fatty liver disease (OR 
= 1.582, P = 0.023)..

CONCLUSION: There are many influential 
factors for the occurrence of fatty liver disease 
in type 2 diabetes patients, and insulin resis-

tance may be the main factor. The increase of 
body mass may affect the formation of fatty 
liver by TG and insulin resistance..

Key Words: Type 2 diabetes mullitus; Insulin resist-
ance; Fatty liver
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摘要
目的: 探讨2型糖尿病合并脂肪肝的患病率及
相关因素. 

方法: 对179例糖尿病患者进行临床、生化、

胰岛素及肝脏彩超检查. 

结果: 2型糖尿病合并脂肪肝的患病率为
47.5%, 该组的体重指数、空腹血糖、空腹胰
岛素、胰岛素抵抗指数(HOMA-IR)及甘油三
酯高于于非脂肪肝组, 2 h胰岛素无差异. 以
不同的体重指数分层, 随着体重指数的增加, 
甘油三酯及HOMA-IR亦升高, 而脂肪肝的患
病率亦呈增加趋势. Logis t ic回归分析显示, 
HOMA-IR对于脂肪肝患病率的增加有显著意
义(OR  = 1.582, P = 0.023).

结论:  影响2型糖尿病合并脂肪肝的因素很
多, 胰岛素抵抗可能为主要影响因素. 体重指
数可能通过高甘油三酯及胰岛素抵抗影响脂
肪肝的形成.

关键词�� 2型糖尿病; 胰岛素抵抗; 脂肪肝

于晓静, 王晓梅, 冯海娟. 2型糖尿病合并脂肪肝危险因素临床分
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0  引言

2型糖尿病(T2DM)合并脂肪肝非常常见, 空腹血

糖升高与肝脏胰岛素抵抗有明确的相关性, 血
糖控制后, 肝脏脂肪侵润情况将减轻, 肝功能损

www.wjgnet.com

■背景资料
随着肥胖和糖尿
病发病率的提高, 
糖尿病合并脂肪
肝的发病率和检
出率也不断增多, 
在我国, 脂肪肝的
发病率以非酒精
性脂肪肝为主, 其
中糖尿病合并脂
肪肝占较大比率. 
因此,了解糖尿病
合并脂肪肝的患
病率及影响因素, 
防治脂肪肝的形
成显得极其重要. 
目前,   对糖尿病
合并脂肪肝后血
脂、血糖等各代
谢指标的变化情
况研究较多, 而对
哪些指标为独立
危险因素的研究
较少, 同时, 多数
研究未根据不同
体重进行分层, 研
究脂肪肝的患病
率及相关指标变
化情况.
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害可减轻[1]. 同时, 胰岛素敏感性将改善, 因此, 
在临床上对患者进行脂肪肝筛查及探讨其危险

因素极其重要. 

1  材料和方法

1.1 材料 179例患者均为我院2004/2005住院随机

选取的T2DM患者, 所有患者均符合1999年WHO
规定糖尿病诊断标准, 男106例, 女73例, 平均年

龄(60.26±12.92)岁, 平均病程(6.87±7.06)年, 所
有患者均未服过调血脂药物或近半年内未服用

调血脂药物, 无酗酒史及药物性肝炎, 所有患者

肝炎病毒标志物均为阴性. 
1.2 方法 所有患者均记录身高、体重, 计算体重

指数(BMI)、病程、家族史、治疗情况、酗酒

史、收缩压及舒张压(为入院后前3 d血压的平

均值). 所有病例均为隔夜空腹12 h采血测定各

项指标, 空腹(FPG)及餐后2 h血糖采用己糖激酶

法测定, 糖化血红蛋白(HbA1c)采用亲和层析微

柱法测定, 血清总胆固醇(TC)和甘油三酯(TG)采
用氧化酶法测定、低密度脂蛋白(LDL-ch)采用

直接测定法、高密度脂蛋白(HDL-ch)采用遮避

法测定, 血清空腹胰岛素(FINS)及餐后2 h胰岛素

(PINS)采用生物化学发光法测定, 胰岛素抵抗指

数(HOMA-IR = FPG×FINS/22.5). 肝脏超声检查

采用德国产超声检查仪, 并由专人负责检查. 非
乙醇性脂肪肝诊断标准: 按中华医学会肝病学分

会2003年[2]脂肪肝诊断标准, 排除药物、乙醇、

妊娠所致及病毒性肝炎.
     统计学处理 统计数据处理在SPSS 11.5软件

中进行, 结果采用Mean±SD表示, 计量资料采

用t检验, 其中TG、HDL-ch、0 h胰岛素、2 h胰
岛素及HOMA-IR指数取自然对数转化为正态分

布后进行统计学分析(t检验). 计数资料采用c2检

验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 脂肪肝患病率及相关因素分析 179例糖尿病

患者中, 合并脂肪肝85例(占47.5%), 年龄60.61±
13.32岁, 非脂肪肝组94例(52.5%), 年龄59.95±
13.32岁, 二组男/女分别为51/34及55/39, 年龄及性

别比率均无差异. 伴脂肪肝组的BMI、TG、LDL-
ch、0 h胰岛素、胰岛素抵抗指数及空腹血糖均

高于于非脂肪肝组, 有统计学差异(表1).
2.2 在以糖尿病合并脂肪肝为因变量的单因素Lo-
gistic回归分析, 回归系数假设检验的水准为0.05, 
P <0.05的可以被引入方程, 结果筛选出5个有意义

的变量, 为体重指数、空腹血糖、甘油三酯、空

腹胰岛素及胰岛素抵抗指数, P <0.05.
2.3 糖尿病合并脂肪肝的多因素Logistic回归分

析, 将单因素分析筛选出的5个变量进行多因素

分析, 结果只有胰岛素抵抗指数进入方程, 偏回

归系数为0.459, 标准回归系数为0.202, Wald统
计量为5.173, P值为0.023, OR为1.582, 95%可信

区间为1.066-2.350, 说明胰岛素抵抗指数为糖尿

病合并脂肪肝的独立危险因素. 
2.4 不同BMI与相应TG水平与脂肪肝患病率关

系分析, 根据中国成人超重和肥胖症预防控制

指南小组制定的中国成人B M I切点为依据 [3], 
将不同BMI分成3组, (1)组<24(kg/m2)、 (2)组
24-28(kg/m2)、(3)组≥28(kg/m2), 结果显示, 随
着BMI增加, 甘油三酯、胰岛素抵抗指数及脂肪

肝患并率有增加趋势, BMI为24-28(kg/m2)和≥

28(kg/m2)组, 与BMI<24(kg/m2)组比较, P <0.01, 
差异有统计学意义. BMI≥28(kg/m2)组与BMI为
24-28(kg/m2)组比较, 差异无统计学意义; 且相应

的TG水平及HOMA-IR指数亦增加, P <0.01, 差
别有统计学意义(表2).

3  讨论

随着肥胖和糖尿病发病率的提高, 糖尿病合并

脂肪肝的发病率和检出率也不断增多, 在我国, 
脂肪肝的发病率以非酒精性脂肪肝为主, 其中

糖尿病脂肪肝占较大比率, 本研究显示T2DM
合并脂肪肝的患病率为47.5%, 与文献[4-5]报道

一致. 胰岛素抵抗可被看作肥胖和非胰岛素依

赖型糖尿病的背景. 也有很多学者认为非酒精

性脂肪肝是胰岛素抵抗代谢综合征(X综合征)
的临床表现之一[6]. 胰岛素抵抗是由于组织对胰

岛素反应不敏感, 以胰岛素受体后信号传导障

碍为主, 是T2DM、肥胖、高血压、脂代谢紊

乱的共同基础. 糖尿病由于脂肪组织对胰岛素

抵抗和胰岛素相对不足, 脂肪酶活性增加, 中性

脂肪分解为甘油三酯和游离脂肪酸, 大量游离

脂肪酸进入肝脏, 游离脂肪酸是甘油三酯合成

的原料, 大量甘油三酯生成超过肝脏转运的能

力时, 在肝细胞内聚集, 引起肝细胞变性、肿大, 
形成脂肪肝. 杨生 et al [4]研究发现, 胰岛素抵抗

是脂肪肝形成的独立危险因素. T2DM胰岛素抵

抗的原因主要在于胰岛素受体亲和力降低和胰

岛素受体数目减少和受体后缺陷. 肥胖, 尤其是

腹形肥胖, 既是脂肪肝的常见病因, 又是T2DM
的病因. 有研究显示, 健康成人脂肪肝发病率与
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■创新盘点
本文通过对2型糖
尿病合并脂肪肝
的各血脂指标、

体重指数及胰岛
素情况进行分析. 
同时, 根据不同体
重指数分层, 总结
不同体重指数下, 
2型糖尿病合并脂
肪肝与血脂及胰
岛素抵抗指数之
间的关系.



BMI、年龄、血糖及乙醇摄入等因素有关[7]; 非
乙醇脂肪肝被认为与肥胖、高甘油三酯血症、

高胰岛素血症及糖耐量减退有关, 部分学者认

为非乙醇性脂肪肝是胰岛素抵抗综合征组成的

一部分[8]; 本研究显示, T2DM合并脂肪肝组空腹

血糖、BMI、TG与非脂肪肝组比较, 均高于非

脂肪肝组; 而空腹胰岛素及胰岛素抵抗指数则

明显的高于非脂肪肝组, 肥胖、高甘油三酯血

症、高血糖及高胰岛素血症共同参与T2DM合

并脂肪肝的形成, 而胰岛素抵抗可能是形成脂

肪肝的最大危险因素, 而胆固醇、高密度脂蛋

白胆固醇与脂肪肝的发生无相关性. 同时, 随着

体重指数的增加, TG水平及胰岛素抵抗指数逐

渐升高, 而脂肪肝的患病率亦增加.
总之, T2DM合并脂肪肝与脂代谢紊乱及胰

岛素抵抗有关, 同时, 脂肪肝在一定程度可参与

或加重胰岛素抵抗, 而脂肪肝可能是糖尿病前

的一个阶段, 在临床上应加强对脂肪肝的筛查

及干预..
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■应用要点
通过对影响2型糖
尿病合并脂肪肝
的各因素分析, 为
防治2型糖尿病合
并脂肪肝提供依
据, 从各危险因素
入手, 更好的防治
2型糖尿病合并脂
肪肝.

   

表 1 脂肪肝与空腹血糖、0 h及2 h胰岛素、血脂及体重指数的关系 (mean±SD)

                  FPG                 TG            LDL-ch        HDL-ch          TC              FINS             PINS      HOMA-IR            BMI

                                (mmol/L)      (mmol/L)      (mmol/L)     (mmol/L)       (mU/L)         (mU/L)         (mU/L)                            (kg/m2)

脂肪肝组    �5  10.��±3.44    0.31±0.26    0.02±0.13    5.46±1.31  5.46±1.31   0.��±0.24  1.33±0.5  1.20±0.66    24.77±2.�5

非脂肪肝组   �4    �.14±3.�a     0.20±0.21a    0.06±0.14   5.2�±1.32  5.2�±1.32   0.70±0.26b 1.23±0.41 0.6�±0.64b    26.0�±2.�4a

组别              n                       

aP＜0.05, bP≤0.01 vs 脂肪肝组.

    

表 2 不同BMI脂肪肝患病率、TG水平及HOMA-IR指数的关系

体重指数 (kg/m2) 甘油三酯 (mmol/L) 胰岛素抵抗指数 脂肪肝患并率(%)

＜24                     0.15±0.22     0.36±0.73       23.�
24�2�                     0.27±0.23a     0.��±0.62b       52.�a

≥2�                     0.33±0.24b     1.2�±0.60b       60.6a

aP<0.05, bP≤0.01 vs BMI<24(kg/m2)组.
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摘要
总结1例A I P患者的临床表现及影像和病理
特点, 探讨慢性自身免疫性胰腺炎(AIP)的临
床表现与特点. 本例42岁发病, 以持续性腹痛
1 mo伴进行性黄疸2 wk多处就医, 均误诊为
胰腺癌, 经术中快速病检证实为AIP. 通过本病
例, 可以看出AIP临床表现缺乏特异性, 临床
医师时刻保持警惕及活组织病检是诊断AIP
的重要手段.

关键词�� 慢性胰腺炎; 自身免疫性; 误诊

宋建功, 黄如川, 李红燕, 李雪玲. 慢性自身免疫性胰腺炎误诊1

例. 世界华人消化杂志  2006;14(30):2980-2982

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2980.asp

0  引言

慢性自身免疫性胰腺炎(AIP)并非罕见病, 但由

于临床表现缺乏特异性, 论断十分困难, 国内报

道极少. 我们报告1例并作一文献复习, 以期引

起同仁的重视. 

1  病例报告

女, 42岁, 因慢性不规则上腹痛1 mo伴进行性黄

疸2 wk就医. 1 mo前无明显诱因出现不规则上腹

痛, 呈发作性, 可忍受, 餐后半小时内痛较明显, 
无放射痛及夜间痛, 伴腹胀不适, 无恶心、呕吐. 
经某县医院胃镜检查诊断为“慢性充血渗出

性胃炎、胃动力障碍”, 口服“吗丁啉、甲硝

唑、阿莫西林”等, 效果不好. 2 wk前开始尿黄, 
1 wk前发现巩膜黄染, 即赴某三级医院就诊, 经
腹部B超、CT检查, 发现胰头胰体肿大, 胰周有

少量渗出, ERCP示主胰管弥漫性狭窄, 管壁不规

则, 胆总管下端狭窄, 上段扩张. 化验: 血常规正

常, 大便常规及隐血正常, 尿胆素阳性, 尿胆原

阴性, 肝功能正常, 甲肝、乙肝、丙肝标志物均

阴性, BS 5.6 mmol/L, 血总胆红素138.4 μmol/L, 
血碱性磷酸酶140 U/L, 血总蛋白68 g/L, 白蛋白

34 g/L, 球蛋白34 g/L, A∶G = 1∶1, 凝血酶原时

间、凝血酶时间、活化部分凝血酶时间测定均

在正常范围, 肿瘤标记物CEA 48 μg/L. 诊断为胰

腺癌晚期, 因经济困难, 转至本院手术. 术中依

次打开腹腔, 顺利打开胃结肠韧带, 见胰头胰体

明显充血, 水肿, 色较深, 腺小叶分割线消失, 与
周围无黏连, 四周有少量液体渗出, 有数处肿大

淋巴结约花生米大小, 无黏连, 胰腺与门静脉界

限清, 与腹膜后无黏连, 腹腔探查未发现他处肿

大淋巴结. 直视下所见与一般胰腺癌不符, 困术

前已有内科医生提到慢性自身免疫性胰腺炎的

可能, 即停止手术, 用21 G Surecut穿刺针在头、

体部各二处活组织取材, 切除肿大淋巴结两枚

一并快速病检. 经冰冻切片镜下可见: 腺泡细胞

萎缩, 弥漫性间质纤维化, 有大量淋巴细胞浸润, 
周围淋巴结可见大量浆细胞浸润呈滤泡样增生, 
均未见肿瘤细胞. 经上级医院紧急病理会诊, 诊
断为慢性自身免疫性胰腺炎, 遂缝合胃结肠韧

带, 逐次关闭腹腔. 1 wk后伤口Ⅰ期愈合, 开始口

服强的松10 mmg, 每日3次, 服药2 wk后腹痛消

失, 黄疸消退, 4 wk后复查B超、CT胰腺形态及

异常化验结果均恢复正常, 强的松开始每周减

量5 mmg, 减至5 mmg时维持4 wk停药, 随访半

年无复发.

2  讨论

慢性胰腺炎的最主要病因仍是胆结石性和乙

醇性, 但仍有约30%的患者病因不明. 自1995年
Yoshida et al [1]提出AIP这一命名以来, AIP作为一

种特殊类型的胰腺炎逐渐被人们所认识, 但远

未引起应有的重视. 据估算, 国内的发患者数应

在4-5位数, 但截止2003年底尚无一例报道一例报道例报道[2], 近
2 a来方有10余例个案报道. 由于AIP的临床表现

和影像及检验结果缺乏特异性, 诊断十分困难, 
不少患者甚至要等到胰腺手术切除后方能确诊, 

■背景资料
AIP在日本及韩国
报道很多, 国内发
病人数估计在4-5
位数, 但截止2003
年底尚无一例报
道, 近年方有10余
例个案报道. 本文
通过对一经几家
医院误诊, 至手术
中才得以确诊的
病 例 描 述 ,  结 合
文献复习, 讨论了
AIP的临床特点及
治疗方法.

■相关报道
日本人Yoshida于
1995年提出了AIP
这 一 命 名 ,  并 进
行了较为深入的
研究, 国内上海第
一医院巫协宁教
授 也 对 A I P 潜 心
研究, 均认为AIP
临床表现缺乏特
异性, 诊断十分困
难. 
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给患者的生理、精神及经济造成了极大的伤害

且无法挽回, 我们报道的1例最终能避免重要脏

器的切除, 亦属万幸. 从目前的资料不难推断, 
AIP不是只发生于某些地区或某些区域的地方

病, 也不是罕见的疾病, 只要对该患者认识深刻, 
时刻保持警惕性, 就能最大限度地减少误诊和

漏诊. 故在此作一文献复习, 以期引起同仁的

重视.  
2.1 病因及发病机制制 病因及发病机制目前均未制目前均未目前均未

明了, 据认为是自身免疫功能异常引起, 是一种

自身免疫异常相关性疾病[1].  
2.2 临床表现及实验室检查 发病年龄多在50岁
以后, 男多于女. 临床表现无特异性, 可有周身

不适、乏力、恶心、消化不良等非特异性症状, 
可有不规则上腹部轻中度痛, 腹痛有时放射到

背部. 腹痛及逐渐加重的梗阻性黄疸往往是患

者就诊的主要原因. 体检多无阳性体征. 部分患

者同时合并有其他自身免疫性疾病如干燥综合

征、炎症性肠病、原发性胆汁性肝硬化、原发

性硬化性胆管炎、自身免疫性肝炎等. 化验提

示半数患者的肿瘤标记物如CA19-9, CEA等可

升高, 但升高的幅度可能低于胰腺癌患者[3]. 部
分患者有高丙种球蛋白血症和IgG4升高, 特别

是IgG4的升高, 约60%患者有血清碳酸酐酶Ⅱ型

抗体阳性, 小部分有抗核抗体及抗甲状腺球蛋

白及抗微粒体抗体阳性[4]. 有梗阻性黄疸者血胆

红素、碱性磷酸酶、谷氨酸转肽酶升高.  
2.3 影像学检查 通常, 腹痛和梗阻性黄疸患者的

检查首选是B超, AIP患者表现为胰腺弥漫性低

回声肿大(呈所谓腊肠样改变)或局限性肿大类

似于胰腺癌的表现, 并且可以有肝外胆管的扩

张, 很易与胰腺癌相混淆, 但可通过彩色多普勒

检查发现AIP肿大的胰腺血供丰富[5]. AIP在CT
和MRI上均表现为胰腺局限性或弥漫性肿大, 增
强延迟, 无钙化或假性囊肿, 呈“腊肠样”改变, 
和超声检查结果类似, 胰周可有包膜样环状影, 
考虑为炎症、周围液体积聚或胰周脂肪组织纤

维化所致[6], 在CT影像上该包膜样环状影表现为

低密度影. 没有钙化是诊断AIP的基本条件, 有
人报道CT对于诊断AIP的灵敏度和特异性可达

86%和95%[7], 但如果病变较局限, 就很难和胰腺

肿瘤相区别.  MRI T1权重示异常信号, 强度低于

肝, 但老年人胰腺信号反应高于肝脏, T2权重胰

实质信号强度增加, 亦可有包膜样改变. ERCP示
胰头或胰体增大, 个别有胰尾增大, 主胰管节段

性或弥漫性狭窄, 并且管壁不规则, 胆总管下端

常有狭窄, 其上段扩张.  
2.4 组织病理学检查 活组织病理学检查对于AIP
的诊断具有最重要的价值. 通常是通过超声内

镜经胃针吸穿刺取得病理组织, 镜下可见胰腺

弥漫性间质纤维化, 腺泡细胞萎缩和以T淋巴细

胞为主的慢性炎性细胞浸润. 周围淋巴结可因

大量浆细胞浸润而呈滤泡样增生[8]. 但该方法所

需设备昂贵, 操作复杂, 很难在基层医院开展.  
2.5 诊断与治疗 1995年, Yoshida et al [1]提出了

AIP的诊断标准, 包括以下10个方面: (1)血清r球
蛋白IgG4增高; (2)碳酸酐酶Ⅰ型或Ⅱ型抗体阳

性; (3)胰头肿大甚于胰体、胰尾; (4)ERP示主胰

管弥漫性或节段性不规则狭窄; (5)组织学示间

质纤维化和淋巴细胞浸润; (6)ERC示胰内胆总

管下端狭窄, 上段扩张; (7)症状无或轻, 无急性

胰腺炎发作史; (8)无钙化或假性囊肿; (9)偶伴其

他自身免疫性疾病或免疫介导性疾病; (10)皮质

激素疗效佳. 目前已知激素是治疗AIP最有效的

方法[9], 初始剂量常用30-40 mg/d, 约1 mo左右, 
该病的症状、体征即可消失, 血清γ球蛋白恢复

正常, B超、CT可示胰腺恢复正常大小, ERCP有
显著改变, 若血清IgG4水平恢复正常, 应是中止

治疗的良好指标. 停用激素时可每周减量5 mg, 
减至5 mg/d时维持治疗1 mo, 少有复发. Tsubakio 
et al [10]报道用熊去氧胆酸治疗AIP也有较好效

果, 为我们治疗AIP提供了更多的选择. 对于激

素治疗无效或怀疑恶性肿瘤时, 就必须进行外

科手术, 对有梗阻性黄疸、感染等合并症的患

者, 在使用激素之前可行胆汁引流术并使用抗

生素. AIP远期疗效尚不清楚, 其预后可能与伴

发疾病如其他自身免疫性疾病的严重程度有关.. 
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本����� 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.
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世界华人消化杂志投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 
大16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 
邮发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 
世界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消

化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外

科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608种中国科技论

文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 28种期刊

的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为

1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的

第14位, 内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界

华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比

0.30, 地区分布数28, 基金论文比0.43, 国际论文

比0.01. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 

1-2
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体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5±
0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
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Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲

洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 
左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang 
et al”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
如马连生[1]报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; 
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