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炎症性肠病发病机制的微生物因素
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摘要
炎症性肠病(IBD)的病因和发病机制尚不明
确, 肠道微生物与IBD发病关系密切, IBD患者
肠道菌群存在失调, 有证据表明, 正常人群的
肠黏膜免疫系统对肠道正常菌群存在耐受, 而
某些具有IBD遗传易感性人群的肠黏膜免疫
系统对其肠道菌群失去耐受, 肠道菌群参与了
IBD的发病. 肠道细菌及其产物能刺激肠黏膜
免疫系统, 诱发这些具有IBD遗传易感性人群
肠黏膜免疫系统功能紊乱, 产生异常的免疫反
应. 不过, 探究肠道细菌与IBD发病之间的关
系, 尚需要进一步的临床和实验研究.  

关键词: 炎症性肠病; 肠道微生物; 发病机制

白爱平. 炎症性肠病发病机制的微生物因素. 世界华人消化杂
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0  引言

人体肠道内大约有400多种细菌, 包括常驻菌和

一些暂驻菌. 炎症性肠病(IBD)主要包括克罗恩

病(CD)和溃疡性结肠炎(UC), 其病因和发病机

制尚不明确. 肠道微生物与IBD发病关系密切, 
长期以来很多学者致力搜寻与IBD发病密切相

关的致病微生物. 目前大量的研究显示, 人体肠

道内数量巨大的细菌影响肠黏膜免疫系统的功

能, 大量肠腔抗原如肠道细菌和细菌产物等, 诱
发具有IBD遗传易感性个体的肠道产生异常免

疫反应, 导致IBD发病. 

1 肠道致病微生物的感染

IBD的发病部位是结肠、直肠、回肠等肠道接

触细菌最多的部位, 并且IBD的一些临床特征与

一些肠道感染性疾病类似. 虽然目前研究资料

不支持某一特异性致病微生物的感染导致IBD
发病, 但临床观察发现, 这些微生物所致的肠道

感染能诱导缓解期IBD复发. 肠道感染使一些条

件致病菌和/或致病菌损害肠黏膜屏障, 肠腔内

抗原移位至肠黏膜固有层, 并激活肠黏膜免疫

系统, 诱导IBD发病. 
1.1 副结核分支杆菌 长期以来, 肠道副结核分

枝杆菌感染与IBD发病的关系是IBD病因学的

研究热点, 副结核分枝杆菌是否是IBD的病原

菌, 目前存在很大的争议. 目前检测组织中副结

核分枝杆菌较常见的方法是免疫组织化学法、

PCR、血清免疫学和细菌的分离培养技术. 1984
年Chiodini et al [1]自CD患者手术切除的肠组织中

成功分离出副结核分枝杆菌, 随后他们将CD患

者手术切除的肠组织培养了18-30 mo, 培养液

中有菌壁缺如的分枝杆菌菌体, 该细菌见于61%
的CD患者, 而UC和其他肠道炎症则没有该菌. 
他们认为, 这种杆菌能转变成有菌壁的副结核

分枝杆菌. Sanderson et al [2]用PCR技术检测了副

结核分枝杆菌特异性IS900片段, 他们发现65%
的CD、4%的UC和13%正常人的肠组织能检测

出副结核分枝杆菌IS900片段. Kreuzpaintner检
测了不同人群血清中副结核分枝杆菌特异性抗

原(45/48 hu)的抗体, 发现该抗体在CD患者检出

率为64.7%, UC为10%, 结肠癌为5%, 而正常人

皆阴性, 并且CD患者病变肠段被切除后, 抗体的

滴度明显降低[3]. 
不过, 其他学者用同样的方法未能在CD患

者炎症肠组织中检测出分枝杆菌. 
2000年, Collins et al [4]在美国和丹麦对439例

IBD患者及324例正常人进行了多中心实验研究, 
结果显示, 19% CD患者和26% UC患者副结核

分枝杆菌高特异性的IS900抗体为阳性, 而6%正

常人阳性; 美国CD患者副结核分枝杆菌血清抗

体阳性率高于UC和正常人, 而丹麦CD患者副结

核分枝杆菌血清抗体阳性率与UC和正常人无差

别; 美国CD患者的阳性率高于丹麦CD患者, 这

®

■背景资料
虽然目前有关炎
症性肠病(IBD)治
疗的实验研究已
经取得了很大的
进展, 但临床治疗
效果却仍难尽如
人意. 我们很有必
要反思现今我们
对 I B D病因、发
病机制理解的正
确性. 与肠黏膜免
疫系统有着密切
联系的肠腔内细
菌、大量的抗原
物质, 在IBD发病
中的作用, 可能远
比我们想象的复
杂. 

■研发前沿
I B D的病因和发
病 机 制 尚 不 明
确, 但肠道菌群对
I B D发病的触发
作用日益为人所
接受. 本文详细地
介绍了可能参与
I B D发病的肠道
病原微生物, 及肠
道细菌参与 I B D
发病可能的机制. 
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■创新盘点
本文介绍了可能
参与 I B D发病的
病原微生物、肠
道菌群失调, 并详
细介绍了肠道细
菌参与 I B D发病
可能的机制. 

可能是因为欧洲的卡介苗接种率高于美国, 他
们推测, 卡介苗的接种能减少副结核分枝杆菌

的感染. 然而令研究者很难解释的是: 美国和欧

洲IBD的发病率没有差异; 对IS900PCR阳性的

IBD和正常人肠组织进行培养, 都未发现有副结

核分枝杆菌的生长. 
其他研究结果也显示, 副结核分枝杆菌的

感染与IBD发病没有明显的联系. 例如, 在副结

核分枝杆菌高感染率的农场, 农场家庭的IBD发

病率并不高. 一些实验试图用副结核分枝杆菌

感染动物来诱导出肉芽肿性结肠炎, 但实验并

没有成功. 尽管有报道称部分IBD患者的乳汁中

可能会发现副结核分枝杆菌, 并且这种可能性

高于正常人, 但这些患者经乳汁喂养的后代IBD
发病率并不比CD患者非乳汁喂养的后代高[5]. 

到现在为止, 尚没有发现IBD患者针对副结

核分枝杆菌的细胞免疫学证据, 而且针对副结

核分枝杆菌的抗生素治疗并不能完全缓解IBD
患者病情, 因此, 目前尚不能认为分支杆菌的感

染与IBD发病存在一定的联系. 
1.2 麻疹病毒 Wakefield et al [6]认为, 人体对麻疹

病毒抗原存在耐受, 麻疹病毒在体内能持续感

染, 当其他麻疹病毒或病原微生物再感染时, 机
体对该病毒的耐受被打破并诱发持续的炎症; 
一些麻疹病毒如副黏液病毒持续感染肠系膜血

管内皮细胞, 引起肉芽肿性血管炎, 造成肠系膜

血管灶状缺血, 可能会诱发CD的病理改变[6]. 他
们同时用免疫组织化学法、原位杂交和电镜等

技术在CD的肠组织尤其是肉芽肿组织中发现了

麻疹病毒样的病毒颗粒[6]. 
但近几年来, 探讨麻疹病毒感染与IBD发病

间关系的研究所得出的结果相互矛盾. 有研究

认为, 麻疹病毒流行感染高峰后3 mo内出生的

人群患CD的危险性要明显高于预期的患病率. 
但其他对照研究未能发现麻疹病毒流行感染与

CD发病率间有任何联系. Robertson et al [7]认为

没有证据证明麻疹病毒感染是CD的病因. 麻疹

病毒是否是CD的病原体目前仍有争议, 目前不

推荐使用麻疹疫苗来预防CD发病. 
1.3 其他可能的病原微生物 一些学者对IBD其他

可能的病原菌进行了研究. Liu et al [8]报道, 75% 
CD患者肠道病变组织黏膜固有层、肠系膜淋巴

结内巨噬细胞中含有李斯特菌抗原, 而13% UC
患者为阳性, 正常人群没有发现该抗原. 不过, 
李斯特菌是一种普遍存在的细菌, 通常80%以上

CD患者能同时检测出该菌及大肠杆菌、链球菌

的抗原, 说明该菌可能是IBD发病后的继发感染

菌, 而不是病原菌. 其他学者在CD患者肠组织中

没有检测出李斯特菌. 
巨细胞病毒感染与IBD复发可能存在一定

的联系. 临床上巨细胞病毒感染常见于免疫缺

陷的患者, 如HIV感染患者出现CD4+ T细胞减

少, 或接受化疗药物治疗的患者. 不过, 巨细胞

病毒感染常导致IBD复发, 并且病情进展很快, 
及时行抗病毒治疗能很好地缓解IBD病情[9]. 因
此, 当对皮质激素抵抗的IBD患者出现发热、淋

巴细胞减少、肌肉疼痛和肝脏转氨酶升高时, 
要进行巨细胞病毒血清学检测以诊断巨细胞病

毒感染. 

2 肠道菌群失调

一些学者认为, IBD的发病涉及遗传、肠菌失调

和免疫异常等因素, 发病的触发点是肠道内致

病菌与正常菌群比例失调所致[10]. IBD患者的肠

道菌群存在失调, 活动性CD患者肠道厌氧菌, 尤
其是拟杆菌明显增多, UC患者肠道菌群中需氧

菌增多[10]. 
很多实验证实, 肠道细菌参与了实验性结

肠炎的发病. 很多转基因动物在无菌环境中不

发生结肠炎, 而在有菌环境中则出现慢性结肠

炎. 例如, 先天性IL-10 缺陷小鼠置有菌环境中

时, 2周龄的基因缺陷小鼠肠道尚未有损伤表

现, 肠道通透性即有增高, 并且肠黏膜内IFN-γ、
TNF-α的浓度也开始增高, 肠道通透性增高与

IFN-γ、TNF-α的浓度相平行. 而置无菌环境

中的基因缺陷小鼠肠道通透性正常, 肠黏膜内

IFN-γ、TNF-α的表达也正常. 该实验说明先天

性IL-10缺陷小鼠对肠道菌群的黏膜免疫反应发

生异常, 导致肠通透性增加, 并且肠通透性的增

加先于肠道炎症的发生[11]. IBD患者肠道通透性

存在异常, 但其原因目前尚存有争议, 可能与遗

传、肠道炎症、环境因素如吸烟等有关. 肠道

细菌在人IBD肠道通透性增高中的作用是否与

动物结肠炎模型类似, 需要更多的研究来探讨. 

3 肠道细菌参与IBD发病可能的机制

目前研究认为, 肠道细菌可能通过如下一种或

多种途径参与IBD发病. 
3.1 肠道菌群失调, 触发IBD发病 IBD患者肠道

菌群失调, 肠道内致病菌增多, 分泌的肠毒素使
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■应用要点
目 前 普 遍 认 为 , 
I B D发病是由于
肠道细菌及其产
物能刺激肠黏膜
免 疫 系 统 ,  诱 发
这些具有 I B D遗
传易感性人群肠
黏膜免疫系统功
能紊乱, 产生异常
的免疫反应. 本文
详细介绍了肠道
细菌参与 I B D发
病可能的机制, 这
些机制也是目前
选择益生菌治疗
IBD的参照标准. 

肠上皮通透性增高; 病菌分泌免疫抑制性蛋白, 
导致黏膜免疫失调; 增多的致病菌直接侵袭、

损伤肠上皮细胞, 破坏肠黏膜屏障[12]. 
肠道致病菌分泌的异常肠毒素能使肠道细

菌和产物发生移位. 有学者发现, HT-29细胞与

拟杆菌B.fragilis分泌的肠毒素共育时, 拟杆菌

B.fragilis所分泌的肠毒素不影响HT-29细胞的活

力, 但再加入一些肠道其他细菌如沙门氏菌、李

斯特菌、大肠杆菌、肠球菌等, 肠毒素能明显增

加这些致病细菌侵入HT-29细胞内的数量[13]. 
肠道菌群失调时 ,  条件致病菌数量增多 , 

并产生一些能诱导肠道炎症的物质, 这些物质

能激活肠黏膜免疫系统. 例如, 细菌的脂多糖

(LPS)、糖蛋白-多糖(PG-PS)能诱导易感动物发

生结肠炎, PG-PS浆膜下注射能诱导慢性肉芽

肿性肠炎复发, 并伴有肠外病变如关节炎、肝

炎等[14]. 肠道细菌产生的甲酰寡肽如甲酰甲二

磺酰亮氨酰苯基丙氨酸(FMLP), 参与了肠道炎

症的病理生理机制, 并可导致肝胆并发症发生. 
FMLP在大鼠体内存在肠肝循环, 给大鼠结肠灌

注FMLP后, 结肠炎大鼠胆道分泌FMLP是正常

大鼠的10倍, 这是由于结肠炎时肠黏膜通透性

增高, 增加了FMLP肠肝循环的量[15]. 细菌的这

些产物能激活肠黏膜巨噬细胞, 诱导NF-κB激

活, 并分泌大量细胞因子[16]. 
最近研究发现, 细菌DNA的CpG基序能刺

激一些免疫细胞产生TH1型为主的免疫反应[17]. 
DSS动物结肠炎发生后, 用细菌CpGs处理动物

会加重动物急慢性结肠炎的病情; 而在诱导结

肠炎开始前, 用细菌CpGs处理动物可能会诱导

免疫耐受, 并明显减轻结肠炎病情. 
肠道细菌诱发肠道炎症的具体机制尚不清

楚. 目前对于以下问题尚存在争议: 与肠黏膜免

疫系统存在异常相互作用的肠道细菌及菌体成

分如糖蛋白、脂多糖、细菌DNA基序等直接诱

发了肠道和肠外炎症, 还是这些细菌仅仅是在

炎症肠黏膜出现溃疡等病变后, 侵入病变组织, 
加重肠道炎症. 
3.2 肠黏膜屏障功能缺陷, 肠道通透性增高, 肠
腔内成分诱发异常免疫反应 维持肠黏膜屏障的

重要因素包括肠上皮细胞间的紧密连接和上皮

细胞表面的黏液, N-cadherin转基因小鼠肠上皮

细胞间紧密连接存在缺陷, 导致肠道局部炎症

和腺瘤的发生[18]. 人类IBD和实验性结肠炎的相

关实验结果说明, 肠道炎症的发生与肠黏膜屏

障存在缺陷有关. 肠道屏障功能受损, 通透性增

高, 肠腔内的抗原、内毒素等促炎症物质进入

肠黏膜固有层, 诱发免疫反应. 肠黏膜通透性增

高可以导致肠道细菌和细菌产物移位, 细菌产

物如LPS、PG-PS、FMLP等进入肠肝循环后, 
进一步损坏肠黏膜屏障. 

不过, 目前对于IBD患者是否存在先天性肠

黏膜屏障功能缺陷尚存有争议. Hilsden et al [19-20]

报道, IBD患者健康的直系亲属肠黏膜通透性较

正常人增高, 而其他学者并没有发现IBD患者直

系亲属肠黏膜通透性增高. 
3.3 肠道免疫功能异常, 对肠道内物质失去耐受 
正常肠黏膜免疫系统对肠道内正常菌群耐受, 
肠黏膜固有层仅保持一定的前炎症状态. 在IBD
时, 肠道菌群发生改变, 肠黏膜免疫系统对肠道

内已发生变化菌群的耐受被打破. 
Duchmann et al [21]研究发现, 从正常小鼠脾

脏、小肠和大肠提取的单个核细胞与自体肠菌

的裂解液共育时, 不会发生增殖反应, 但与异体

肠菌的裂解液共育时, 发生强烈的增殖反应; 并
且, TNBS结肠炎小鼠肠黏膜局部和机体系统免

疫对肠道细菌的免疫耐受被打破, 如果用IL-10
或者抗I L-12抗体治疗, 小鼠的免疫耐受会恢

复, 结肠炎也会减轻, 说明TNBS结肠炎为Th1
型免疫反应. 但有趣的是, 抗炎细胞因子的治疗

只能使机体对自身肠道细菌恢复耐受, 而对异

体细菌所引发的增殖反应没有作用. Duchmann 
et al [22]进一步研究发现, 将活动性IBD患者炎症

肠黏膜固有层单个核细胞(LPMC)在体外与自身

肠道内细菌裂解液共育后, LPMC发生强烈的增

殖反应, 伴有大量的细胞因子如IL-12、IFN-γ、
IL-10等分泌, 而正常人LPMC对自身肠菌裂解

液不发生增殖反应, 说明正常人对自身的肠菌

存在耐受, IBD患者的这种耐受被打破. 
3.4 肠道细菌功能的异常 IBD患者肠道正常细菌

的种类、数量和功能发生了改变. 某些过度生

长的细菌能影响肠上皮细胞能量代谢, 导致上

皮细胞受损伤, 诱发肠道炎症的发生. 丁酸盐和

其他短链脂肪酸(SCFA)是厌氧菌在肠道内发酵

难于被消化吸收的食物成分, 如碳水化合物和

蛋白质等所产生, 由于肠道细菌的种类和功能

发生了改变, IBD患者肠腔内SCFA的量明显减

少[23]. SCFA是结肠上皮细胞的主要能量来源, 具
有一定的抗炎特性. UC炎症肠道内丁酸盐的浓

度明显下降, 因此UC被认为是一种能量饥饿性
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■名词解释
肠道菌群失调指
人体肠道内致病
菌与正常菌群比
例失调, 致病菌、

条件致病菌的数
量增多, 而双歧杆
菌、乳酸杆菌等
对人体有益的正
常细菌数量减少. 

疾病[23]. 最近Luhrs et al [24]观察了丁酸盐灌肠的

临床效果, 实验中11例UC患者分别接受丁酸盐

或安慰剂灌肠, 治疗4-8 wk后丁酸盐治疗组患

者临床症状明显缓解, 炎症肠道中NF-κB激活的

单核细胞数量明显减少, 而对照组患者的临床

症状没有明显改善, 说明丁酸盐对UC具有一定

的临床治疗效果. 
肠腔内氢化硫与丁酰辅酶A反应, 所生成的

过硫酸盐能抑制上皮细胞内短链甲酰辅酶A脱

氢酶功能和细胞代谢, 导致结肠细胞能量缺乏, 
使肠黏膜炎症持续[25]. UC患者肠道内氢化硫浓

度明显升高[26], 在肠道内能迅速增殖的脱硫酸盐

菌如脱磺弧菌, 是肠腔内产氢化硫的主要细菌. 
不过, 国内外有关脱磺弧菌的研究比较少, 脱磺

弧菌与IBD发病的关系尚须进一步研究. 
总之, 目前大量的实验和临床资料显示, 肠

道菌群参与了IBD的发病. 某些具有遗传易感性

的人群肠道菌群失调, 细菌及产物等抗原可能

诱导肠黏膜免疫功能失衡, 使肠黏膜免疫系统

对肠腔内抗原失去耐受, 引发了肠道炎症. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of Jiawei Zuojin Wan 
(JZW) on the expression of epidermal growth 
factor receptor (EGFR), vascular endothelial 
growth factor (VEGF), C-met, Bcl-2 and P53 
protein in rats with gastric precancerous lesions 
(GPL), and to study the possible mechanism of 
AZP in the treatment of GPL.

METHODS: The model of GPL was established 
mainly through N-methyl-N-nitro N-nitrosoguani-
dine (MNNG) together with other factors includ-
ing 56℃ NaCl solution (150 g/L), sodium deoxy-
cholate (8.5 g/L), alcohol stimulation (400 mL/L), 

www.wjgnet.com

ranitidine (0.3 g/L), and undue hunger and over-
eating. The 43 survived rats after modeling were 
randomly divided into spontaneous recovery (SR), 
retinoic acid (RA), and high-, moderate-and low-
dose JZW group. After the corresponding treat-
ment, the rates of EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2 and 
P53 protein expression was detected by immuno-
histochemical method in each group.

RESULTS: The rates of EGFR expression in high- 
and moderate-dose JZW, VEGF expression in 
moderate-and low-dose JZW, and Bcl-2 expres-
sion in high-, moderate- and low-dose JZW were 
distinctly lower than those in SR group (EGFR: 
25.0%, 0 vs 100%, P < 0.05, P < 0.01; VEGF: 12.5%, 
25.0% vs 100%, both P < 0.05; Bcl-2: 12.5%, 0, 
25.0% vs 100%, P < 0.01 or P < 0.05), respectively. 
There were no significant difference in expression 
rate of EGFR, VEGF, and Bcl-2 protein between 
JZW groups and RA group (P > 0.05). The ex-
pression of C-met protein was not significantly 
different between JZW groups, SR and RA 
group (P > 0.05). The expression rates of P53 pro-
tein in all groups were negative.

CONCLUSION: JZW is effective in the treatment 
of rats with GPL by inhibiting the expression of 
EGFR, VEGF and Bcl-2 protein.

Key Words: Adjusted Zuojin pills; Gastric pre-
cancerous lesions; Epidermal growth factor re-
ceptor; Vascular endothelial cell growth factor; 
C-met; Bcl-2; P53

Hu YL, Jiang N, Tan DQ. Effect of Jiawei Zuojin Wan on 
expression of epidermal growth factor receptor, vascular 
endothelial growth factor, C-met, Bcl-2 and P53 protein 
in rats with gastric precancerous lesions. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(7):650-654

摘要
目的: 观察加味左金丸对大鼠胃癌前病变胃黏
膜EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2, P53表达的影响. 

方法: 采用MNNG, 0.3 g/L雷尼替丁、56℃
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加味左金丸对大鼠胃癌前病变胃黏膜EGFR、VEGF、
C-met、Bcl-2、P53表达的影响

胡运莲, 姜 楠, 谭大琦

■背景资料
新观点认为癌变
的过程特点是调
控失常 ,  有潜在
的逆转可能 ,  那
么 ,  逆转治疗也
重 在 调 控 . 多 年
来研究表明中医
药对胃癌前病变
有一定逆转作用, 
但胃癌前病变阶
段存在哪些基因
调控异常和中医
药对其是否具有
调控作用尚不清
楚.

 wcjd@wjgnet.com 
®

■研发前沿
胃黏膜上皮细胞
癌变机制及中医
药对胃癌前病变
阻断或逆转治疗
机制仍是本研究
领域的热点和重
点.
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150 g/L盐水、8.5 g/L脱氧胆酸钠、400 mL/
L乙醇、饥饱失常等多因素造模, 存活的43只
大鼠随机分为自然恢复组、维甲酸组、加味
左金丸高、中、低剂量组, 各组大鼠作相应的
处理后, 免疫组化法检测各组大鼠胃黏膜组织
EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2, P53表达水平. 

结果: 加味左金丸高、中组EGFR(25.0%, 0 vs  
100%, P <0.05, P <0.01), 中、低组VEGF(12.5%, 
25.0% vs  100%, 均P <0.05)、以及高、中、低

组Bcl-2蛋白(12.5%, 0, 25.0% vs  100%, P <0.01
或P <0.05)阳性率与自然恢复组比较差异有统

计学意义, 与维甲酸组比较差异无统计学意义

(P >0.05); 加味左金丸各组C-met蛋白阳性率与

自然恢复组、维甲酸组比较差异均无统计学

意义(P >0.05); 各组均未见P53表达.

结论: 加味左金丸通过下调E G F R, V E G F, 
Bcl-2蛋白表达而抑制细胞增殖和诱导细胞凋
亡, 进而发挥治疗大鼠胃癌前病变的作用. 

关键词: 加味左金丸; 胃癌前病变; EGFR; VEGF; 

C-met; Bcl-2; P53

胡运莲, 姜楠, 谭大琦. 加味左金丸对大鼠胃癌前病变胃黏膜癌

基因EGFR、VEGF、C-met、Bcl-2、P53表达的影响. 世界华

人消化杂志  2006;14(7):650-654
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0  引言

癌变过程不仅存在细胞增生异常, 而且也存在

细胞凋亡异常. 细胞增生与凋亡是受基因控制

的 ,  原癌基因的激活或/和抑癌基因的失活是

其重要原因. 原癌基因产物表皮生长因子受体

(EGFR)、血管内皮生长因子(VEGF)、肝细胞

生长因子受体(C-met)、凋亡抑制因子-2(Bcl-2)
和抑癌基因产物P53分别与细胞增生或凋亡关

系的研究已有较多报道, 但同时研究5个基因和

中、西药物对其影响的报道尚未见到. 加味左金

丸是全国第二批名老中医药专家程丽芳教授的

经验方, 原汤剂临床应用30余年. 先期的临床研

究[1]和实验研究[2]表明, 加味左金丸对大鼠胃癌

前病变有较好的逆转治疗作用(包括对大鼠一般

情况、体质量及胃黏膜肉眼观和显微镜镜下观

的改善), 其获效机制之一是通过抑制端粒酶活

性、细胞增殖活性及COX-2蛋白的高表达而实

现的(另文发表). 我们又观察了大鼠胃癌前病变

胃黏膜癌基因EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2, P53表

达情况及加味左金丸对其影响, 以进一步探讨

加味左金丸的可能治疗机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 甲硝基亚硝基胍(MNNG)为Fluka公司

产品, 每周用双蒸水配成1 g/L的母液4℃避光

储存, 临用时用双蒸水配成所需浓度; 脱氧胆

酸钠购自湖北省医药公司; 维甲酸由上海第六

制药厂生产; 雷尼替丁由杭州赛诺菲圣德拉堡

民生制药有限公司生产; 乙醇用双蒸水稀释成

400 mL/L 的浓度; 加味左金丸水煎液由黄连

6 g, 吴朱萸6 g, 党参10 g, 茯苓10 g, 醋柴胡10 g, 
白芍15 g, 法半夏10 g, 三七粉3 g(冲), 莪术10 g, 
白花蛇舌草15 g, 百合10 g, 炙甘草6 g组成, 由湖

北省中医院中药制剂室供给, 浓度为2 kg/L. 即
用型EGFR,VEGF, C-met, Bcl-2, P53免疫组织化

学染色SP试剂盒; EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2, 
P53多克隆抗体, DAB即用型显色试剂盒, 均购

自北京中山生物技术公司. 显微摄像全自动图

像分析仪由武汉大学医学院病理教研室提供, 
软件为同济千屏影像工程公司HPIAS2000型图

像分析软件.
1. 2  方法 选用SPF级6周龄SD♂大鼠60只, 体
质量100-120 g(武汉市疾病预防控制中心提供). 
造模参照严茂祥 et al[3-5]综合造模方法并加以改

进. 大鼠自购进后适应性喂养1 wk. 从60只大鼠

中随机抽取10只作为正常组, 其余50只用于造

模. 正常组大鼠不做任何处理; 造模大鼠每日自

由饮用100 mg/L MNNG液(饮料瓶用油漆涂黑

避光)、进食含0.3 g/L雷尼替丁的纯鼠饲料、

上午用56℃ 150 g/L的氯化钠液按10 mL/kg灌
胃, 进食2 d, 禁食1 d, 进食当天下午用8.5 g/L
脱氧胆酸钠溶液按10 m L/k g灌胃, 禁食当天

下午用400 mL/L乙醇按10 mL/kg灌胃, 连续

24 wk. 24 wk末时随机抽取正常组和造模大鼠

各1只, 杀检, 观察组织病理学变化(以HE染色光

学显微镜下观察的结果为主), 确认模型是否成

功. 造模过程中共死亡6只. 模型成功后, 将造模

存活的43只大鼠随机分为自然恢复组11只, 维
甲酸组8只, 加味左金丸高、中、低剂量组(简称

高、中、低剂量组)各8只. 高剂量组每日每只按

20 g/kg(相当于成人1 d用量的2倍)灌胃, 中剂

量组按10 g/kg(相当于成人1 d用量)灌胃, 低剂

量组按5 g/kg(相当于成人1 d用量的一半)灌胃. 
维甲酸组按40 mg/kg灌胃. 上述治疗16 wk. 自
然恢复组同正常组大鼠常规饮食. 40 wk末所有

■相关报道
1 白兆芝, 白震宁. 
中医药对胃癌前
病变基因缺失及
点突变的调节作
用与辨治思路. 山
西中医  2000; 16:  
8-10
2 胡玲 ,  劳绍贤 , 
周 福 生 .  胃 炎 消
对胃癌癌前病变
相 关 靶 基 因 蛋
白表达的调控作
用. 浙江中西医结
合杂志 2001; 11: 
334-336
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动物禁食1 d, 处死, 剖腹取胃, 沿胃大弯剪开, 生
理盐水冲洗, 肉眼观察, 平铺于硬纸板上, 于胃

窦部剪取组织1块, 40 g/L多聚甲醛固定, 石蜡包

埋, 切片5 mm, 免疫组织化学染色. PBS代替一

抗作阴性对照, 已知阳性切片作阳性对照. 免疫

组化染色阳性为棕色或黄褐色. EGFR定位于胞

质及胞膜上; VEGF定位于胞质; C-met定位于胞

质; Bcl-2定位于胞质或胞膜; P53定位于胞核. 采
用显微摄像计算机图像分析系统. 数5个以上高

倍视野, 不少于1 000个细胞.
E G F R染色结果以阳性百分率表示 ,  并

根据染色深浅和阳性细胞百分数 ,  将阳性强

度判为(+)弱阳性(0%-25%), (++)中等度阳性

(25%-50%), (+++)强阳性(>50%). VEGF阳性细

胞按如下方法统计, (-): 无阳性细胞或阳性细

胞＜5%; (+): 阳性细胞数为5%-20%; (++): 阳
性细胞数为20%-60%; (+++): 阳性细胞数为

>60%.C-met阳性细胞按如下方法统计, (-): 无
阳性细胞或阳性细胞＜30%; (+): 阳性细胞数

为30%-50%; (++): 阳性细胞数为50%-80%; 
(+++): 阳性细胞数为>80%. Bcl-2阳性细胞按

如下方法统计: ＜10%为阴性, ≥10%定为阳性.  
        统计学处理 计数资料采用c2检验.

2  结果

2.1 胃黏膜EGFR蛋白表达 正常大鼠胃窦黏膜即

有EGFR蛋白表达, 主要分布在靠近腺体基底部

的增殖细胞中, 呈弥漫性胞质表达(图1A). 自然

恢复组5例全呈阳性表达, 阳性率100%. 加味左

金丸各治疗组EGFR蛋白阳性率与自然恢复组

比较差异有统计学意义(中剂量组P <0.01或高、

低剂量组P <0.05); 维甲酸组EGFR蛋白阳性率与

自然恢复组比较差异无统计学意义(P >0.05); 加
味左金丸各治疗组EGFR蛋白阳性率与维甲酸

组比较差异无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.2 胃黏膜VEGF蛋白表达  VEGF染色阳性定

位于胞质(图1B). 正常大鼠胃黏膜没有VEGF
蛋白表达. 自然恢复组5例全呈阳性表达, 阳性

率100%. 加味左金丸中、低剂量组VEGF蛋白

阳性率与自然恢复组比较差异有统计学意义

(P <0.05), 高剂量组与之比较差异无统计学意义

(P＞0.05); 维甲酸组VEGF蛋白阳性率与自然恢

 表  1 大鼠胃黏膜EGFR，VEGF，C-met，Bcl-2，P53蛋白阳性表达  n (%)

   分组            n       EGFR             VEGF           C-met             Bcl-2         P53

正常组
自然恢复组
维甲酸组
高剂量组
中剂量组
低剂量组

9
5
8
8
8
8

1 (11.1)
5 (100.0)
3 (37.5)
2 (25.0)a

0 (0)b

1 (12.5)

0 (0)
5 (100.0)
2 (25.0)a

3 (37.5)
1 (12.5)a

2 (25.0)a

1 (11.1)
5 (100.0)
5 (62.5)
5 (62.5)
3 (37.5)
4 (50.0)

0 (0)
5 (100.0)
1 (12.5)b

1 (12.5)b

0 (0)b

2 (25.0)a

0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)

aP<0.05, bP<0.01 vs  自然恢复组.

图 1 加味左金丸中剂量组EGFR、VEGF、Bcl-2蛋白的表达.
A: EGFR; B: VEGF; C: Bcl-2.

A

B

C

■创新盘点
1  尽量模拟人的
患病因素, 采用7
种因素造模.
2  加味左金丸以
调 和 肝 胃 ( 脾 )、
辛开苦降、行气
活血, 兼调寒热和
辅以抗癌药物为
立法依据. 
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复组比较差异有统计学意义(P <0.05); 加味左金

丸高、中、低剂量组VEGF蛋白阳性率与维甲

酸组比较差异无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.3 胃黏膜C-met蛋白表达 C-met染色阳性定位

于胞质. 正常大鼠胃黏膜可有C-met蛋白表达, 主
要分布在腺颈部. 自然恢复组大鼠5例全呈阳性

表达, 阳性率100%. 加味左金丸高、中、低剂量

组及维甲酸组C-met蛋白阳性率与自然恢复组比

较差异无统计学意义(P >0.05); 加味左金丸高、

中、低剂量组C-met蛋白阳性率与维甲酸组比较

差异无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.4 胃黏膜Bcl-2蛋白表达 Bcl-2染色阳性定位

于胞质(图1C). 正常组大鼠无Bcl-2蛋白阳性表

达; 自然恢复组大鼠5例全呈阳性表达, 阳性率

100%; 加味左金丸高、中剂量组和维甲酸组

Bcl-2蛋白表达与自然恢复组比较差异有统计

学意义(P <0.01), 加味左金丸低剂量组与自然恢

复组比较差异有统计学意义(P <0.05); 加味金丸

高、中、低剂量组和维甲酸组之间比较差异无

统计学意义(P >0.05, 表1).
2.5 胃黏膜P53蛋白表达 P53染色阳性应定位于

胞核, 可各组均在胞质可见, 均示为阴性.

3  讨论

1994年加拿大Schipper对经典肿瘤模式提出了

新认识, 认为恶变特征是由于少数基因和环境变

化的结果, 癌变的过程特点是调控失常, 并且这

种癌变过程有潜在逆转可能; 对癌症的治疗应

通过调整机体对它们的控制, 而不是必须杀死所

有癌细胞, 这种认识与中医的整体观点相吻合[6].
我们基于上述理论(即癌变过程有逆转可能和癌

症的治疗应整体调控)而设立本研究. EGFR是原

癌基因C-erbB-1的表达产物, 它与相应的配体结

合后发挥其调节细胞生长的作用. 有研究表明, 
正常大鼠胃黏膜中存在EGFR mRNA表达, 表明

正常胃黏膜具有合成EGFR的能力, 这对维持胃

黏膜细胞的正常生长更替是必要的[7]; 在胃癌前

病变阶段EGFR蛋白的表达与胃癌无差异, 提示

EGFR蛋白表达阳性的胃癌前病变可能有较高

的癌变易感性[8]. VEGF是促进血管增生和形成

的最重要的因子之一, 大量的研究报道多集中在

其与肿瘤生物学行为方面的关系, 是一晚期行

为; 但也有部分研究表明它在胃癌前病变阶段即

存在较高表达, 在胃癌的发生中即早期阶段可能

起了一定的作用[9]. C-met是原癌基因C-met的表

达产物, 称为肝细胞生长因子(HGF)的受体, 通
过与HGF结合参与了肿瘤细胞增殖与移动的信

号转导过程[10]. 有研究显示, C-met蛋白在正常

胃黏膜的腺颈部可呈现阳性表达, 提示与胃黏

膜上皮的更新与修复活动有关[11], 在胃癌前病

变已有较高表达, 反映胃黏膜细胞的增殖状态

并具有恶变倾向, 是胃癌发生中的早期事件[12]. 
Bcl-2是目前研究最多的一种凋亡拮抗基因, 主
要通过延长细胞寿命而导致异常细胞的积聚, 
进而阻止凋亡的发生. 有研究结果显示[13]从正

常胃黏膜→慢性萎缩性胃炎→肠上皮化生→异

型增生→胃癌中, Bcl-2的表达逐渐上升, 与癌变

前期过程有关, 参与胃癌的启动和胃癌形成的

早期, 与肿瘤进展无关. p53本为抑癌基因, 可因

不同位点的错义突变或等位基因的缺失失活而

表现癌基因的特性. 有研究者指出, p53基因的

突变和过表达不仅存在于胃癌各临床分期, 在
肿瘤的启动和进展期均起作用, 且可发生于癌

变前各阶段[14-15]. 总之, 众多研究表明, 在胃癌

前病变阶段已存在多种癌基因、抑癌基因的结

构、表达异常, 使细胞增殖与凋亡平衡失调, 若
不及时纠正, 极有可能进一步发展为胃癌.

本研究也显示正常大鼠胃黏膜有少许

EGFR和C-met蛋白表达, 其中, EGFR主要分布

在靠近腺体基底部的增殖细胞中, C-met主要分

布在腺颈部细胞, 但没有VEGF、Bcl-2蛋白阳性

表达; 模型大鼠胃黏膜EGFR、VEGF、C-met、
Bcl-2蛋白表达率均100%. 提示在大鼠胃癌前病

变阶段即存在EGFR、VEGF、C-met、Bcl-2等
多个基因的激活, 也可能是MNNG等诱发大鼠

胃癌前病变的重要原因. 但本研究(多个实验室

重复))显示P53抑癌基因蛋白均位于胞质, 与许

多文献报道的主要位于胞核, 少部分位于胞质

或胞质无表达不一致. 分析原因可能与胡氏[16]一

样, 与组织标本经福尔马林固定, 石腊包埋有关.
早些时候, 如胃舒胶囊[17]、胃逆转丸[18]、萎

胃散[19]、养胃冲剂[20]、摩罗丹[21]、乐胃煎[22]、

半夏泻心汤[23]、仁术健胃颗粒[24]等从不同侧重

面探索了逆转治疗胃癌前病变的方法, 均取得

较好的临床和病理疗效, 其治疗机制研究多集

中在增强胃黏膜屏障、调节胃肠运动、阻止胆

汁反流、抗H Pylori感染、调节免疫机能及影响

细胞动力学等方面. 近年来从分子水平研究其

机制虽然有所涉猎, 但仍在探索当中, 如猴菇多

糖可降低胃黏膜癌前病变Bcl-2蛋白表达[25]; 金
果胃康颗粒可抑制胃黏膜H-ras、EGFR蛋白表

达的异常改变[26]; 善胃方可降低EGF及EGFR表
达水平[27]; 胃炎消对P21ras, C-erbB-2, Bcl-2蛋白表

达有一定调控作用, 但对P53抑癌基因蛋白无明

■应用要点
弄清胃癌前病变
阶段基因等分子
异常和中医药对
其影响机制, 为胃
癌的早期诊断和
中药靶基因治疗
提供依据; 本研究
项目来源于临床
实战, 以期回到实
践为广大的胃癌
前病变患者服务.
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显影响[16,28]; 胃转安方可有效抑制端粒酶活性[29]; 
三七可降低EGFR、C-erbB-2、H-ras、Bcl-2癌基

因的异常表达[30]; 胃复春片可降低P21r a s、P53表
达水平[31]等. 但尚未见到同时研究中药对胃癌前

病变5个基因影响的报道.
加味左金丸是我院程丽芳教授的经验方. 程

师认为由于脾胃本身的生理功能、升降枢纽作

用及脏腑之间的相互作用(主要为肝), 虽然不同

个体在不同阶段其病因病机侧重点有所不同, 但
其基本病机和病理改变即是肝脾(胃)不调(包括

脾失健运, 肝失条达, 胃失和降), 同时变生出气

机的升降出入失调、气滞血瘀, 寒热虚实错杂等

病理情况. 所以, 治疗胃癌前病变关键在于调和

肝胃(脾)、辛开苦降、行气活血, 兼调寒热和辅

以抗癌药物. 加味左金丸便由此法而立, 与上述

有关药物的立法有所不同. 本研究显示加味左金

丸各组能不同程度地降低EGFR、VEGF、Bcl-2
蛋白的表达, 均以中剂量为优, 但对C-met蛋白的

表达作用不明显, 提示加味左金丸则可能是通过

对抗C-erbB-1、VEGF、Bcl-2基因的激活, 抑制

EGFR、VEGF、Bcl-2蛋白的表达, 抑制细胞增

殖、诱导“病态”细胞尽早凋亡, 以恢复细胞凋

亡与增殖平衡而发挥治疗胃癌前病变的作用. 这
种多基因调控作用可能与中药多成分、中医整

体调节优势有关, 是加味左金丸治疗或逆转大鼠

胃癌前病变的机制之一.
阳性对照药维甲酸是细胞分化诱导剂, 对胃

癌前期病变具有部分阻断和逆转作用[32]. 本实验

也表明维甲酸与加味左金丸一样对大鼠胃癌前

病变胃黏膜VEGF、Bcl-2蛋白表达具有明显的

抑制作用, 但对降低EGFR、C-met蛋白的表达

作用不明显.
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■同行评价
中药对癌前病变
的逆转方面有一
定作用, 但机制尚
不清楚, 本文拟通
过实验研究探讨
中药逆转大鼠胃
黏膜癌前病变有
一定价值.
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Abstract
AIM: To study the effect of small interfering 
RNA (siRNA) on the gene expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) as well as the 
proliferation of gastric cancer cell line SGC-7901.

METHODS: Two groups of siRNA were de-
signed targeting VEGF mRNA and finally 
obtained by in vitro transcription. Then the 
obtained siRNA was transfected into cultured 
human gastric cancer cell line SGC-7901 by Li-
pofectamine. Hoechst33258 staining was used 
to observe the apoptotic bodies in the cells, and 
flow cytometry was used to detect the change 
of cell cycles. The level of VEGF mRNA expres-
sion was analyzed by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) and the se-
cretion of VEGF protein in the supernatant was 
examined by enzyme-linked immunosorbent as-

say (ELISA).

RESULTS: Both groups of VEGF-targeted siR-
NA inhibited the proliferation of SGC-7901 cells 
and induced cell apoptosis effectively and after 
transfection. The percentage of G0/G1 phase 
cells was significantly increased in siRNA1- and 
siRNA2-transfected cells in comparison with that 
in the control cells (75.04%, 76.52% vs 58.37%, 
P < 0.01), but the percentage of S phase cells 
was significantly decreased (17.82%, 16.73% vs 
39.52%, P < 0.01). The level of VEGF mRNA ex-
pression was significantly inhibited in siRNA1- 
and siRNA2-transfected cells as compared with 
that in the controls (0.638 ± 0.078, 0.656 ± 0.085 
vs 0.941 ± 0.046, P < 0.01), and the secretion of 
VEGF protein was also notably decreased in 
both siRNA-transfected cells (164.7 ± 22.7, 166.3 
± 26.6 vs 414.0 ± 61.5, P < 0.01).

CONCLUSION: VEGF-targeted siRNA can ef-
fectively inhibit the proliferation of human gas-
tric cancer cell line SGC-7901.

Key Words: Gastric cancer; SGC-7901; RNA inter-
ference; Vascular endothelial growth factor

Xu WH, Ge YL, Xu HW, Wang XL, Geng FS. Effect of 
down-regulating vascular endothelial growth factor gene 
on proliferation of gastric cancer cell line SGC-7901. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(7):655-659

摘要
目的: 研究siRNA(small interfering RNA)对人
胃腺癌细胞SGC-7901的VEGF基因表达的
影响. 

方法: 选择血管内皮生长因子(VEGF)基因为
靶基因, 设计两组针对VEGF mRNA的小干
扰RNA, 合成DNA寡核苷酸链, 体外转录合
成siRNA. 以人胃腺癌细胞系SGC-7901为靶
细胞, 应用脂质体转染的方法, 将siRNA导入
细胞. 采用Hoechst33258染色观察siRNA作用
于SGC-7901细胞中出现凋亡小体的情况, 流
式细胞仪检测细胞周期的改变, RT-PCR法比
较转染前后VEGF mRNA表达水平的变化, 
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■背景资料
胃癌是我国最常
见的消化道肿瘤, 
其死亡率位于恶
性肿瘤前列, 探索
其治疗方法具有
重要应用价值.



ELISA法检测细胞培养液中VEGF蛋白分泌量
的变化. 

结果: 两组s i R N A转染后均能有效地抑制
SGC-7901细胞的生长, 诱导细胞凋亡产生凋
亡小体. siRNA作用于SGC-7901细胞, 其细胞
周期均发生了明显的变化, 主要表现为G0/G1

期细胞增多, S期细胞减少, 并使细胞周期阻
滞于G0/G1期(siRNA1组, siRNA2组G0/G1期 vs  
对照组G0/G1期: 75.04%, 76.52% vs  58.37%, 
P <0.01; siRNA1组, siRNA2组S期 vs  对照组S
期: 17.82%, 16.73% vs  39.52%, P <0.01), 而其
他组则无明显变化. VEGF mRNA的表达量
大幅度减少(siRNA1组, siRNA2组 vs 对照组: 
0.638±0.078, 0.656±0.085 vs  0.941±0.046, 
P <0.01), 相对应的VEGF蛋白水平也显著降
低(164.7±22.7, 166.3±26.6 vs  414.0±61.5, 
P<0.01), 而其他组siRNA转染后则无上述作用.

结论: 应用靶向VEGF基因RNA干扰技术可以
有效抑制胃癌细胞SGC-7901的增殖.

关键词: 胃癌; SGC-7901; RNA干扰; 血管内皮细胞

生长因子
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0  引言

胃癌是我国最常见的消化道肿瘤, 其死亡率居

各种恶性肿瘤之首[1-3]. 探索治疗胃腺癌的新方

法具有重要的临床价值. 肿瘤的基因治疗中抗

血管生成疗法成为近年来较为引人注目的一

种.  肿瘤血管的形成受多种因子调节, 其中最重

要的是血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF). VEGF基因位于染色体

的6p21.3, 全长28 kb, 编码VEGF的基因长约

14 kb, 由8个外显子和7个内含子交替构成. 其
mRNA的不同剪接产生5种异构体, 即VEGF121, 
145, 165, 189及206[4]. 大量研究发现, VEGF在
胃腺癌组织中高表达, 其中VEGF165表达较高[5-7]. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是将双链

RNA寡核苷酸片段(dsRNA)导入细胞引起特异

基因mRNA降解的一种细胞反应过程[8-9]. 一般

使用19-23 bp的dsRNA可特异性地发挥RNAi作
用[10]. 通过抑制VEGF的表达抑制肿瘤微血管形

成是当前抗肿瘤研究的热点[11]. RNAi作为生命
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科学领域的新技术, 其应用非常广泛, 从单细胞

生物一直到人, 作为基因表达干预的理想方法可

应用于病毒和肿瘤的基因治疗[12-13]. 目前已成功

用于基因功能和信号传递系统上下游分子相互

关系的研究, 有可能成为继反义核酸、核酶之后

的又一新手段[14]. 我们利用设计的针对VEGF基
因的两组siRNA(19-23 bp), 研究对人胃腺癌细

胞系SGC-7901 VEGF基因表达的抑制作用, 探
讨RNAi在肿瘤基因治疗中的应用前景. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株SGC-7901购自中国

医学科学院基础医学研究所; LipofectamineTM 
2000、Trizol Reagent、RPMI 1640培养基等

购自Invitrogen; T7 RiboMAXTM Express RNAi 
System试剂盒、Access RT-PCR Introductory 
System购自Promega; 人VEGF ELISA Kit购自

武汉博士德生物工程有限公司. 从GenBank中
获取已知的人VEGF mRNA序列(ACCESSION: 
AB021221). 采用Promega在线siRNA设计工具, 设
计两组siRNA序列(每组中第1条链为编码链, 第
2条为模板链)和错义序列组SCR序列[15-16](与第

2组s iRNA序列有相同的GC组成, 但是和人的

mRNA没有同源性, 以此作阴性对照), 模板链

的5'端带有T7启动子. 体外转录出来的s iRNA
分别标记为s iRNA1、s iRNA2和s iRNA SCR. 1: 
5'-GAUCAAACCUCACCAAGGCUU-3'; 5'-GC
CUUGGUGAGGUUUGAUCUU-3'. 2: 5'-GGAG
UACCCUGAUGAGAUCUU-3'; 5'-GAUCUCA
UCAGGGUACUCCUU-3'. 3(SCR组): 5'-GCGU
AACGCGGGAAUUUACUU-3'; 5'-GUAAAUU 
CCCGCGUUACGCUU-3'. 目前干扰用siRNA
的获得及高通量、大范围的应用仍以体外转录

法为主[20-21], 具体参照Promega T7 Ribo MAXTM 
Express RNAi System试剂盒方案. SGC-7901细
胞用含100 mL/L新生牛血清的RPMI 1640培养

基, 于37℃ 50 mL/L CO2条件下培养.
1.2 方法 

1.2.1 细胞的凋亡 取对数生长期的SGC-7901细
胞, 配制6×107/L起始浓度的细胞悬液加到24孔
板, 同时加入多聚赖氨酸包被的盖玻片, 24 h后
弃上清, siRNA1, siRNA2, siRNASCR采用脂质体

包裹转染的方法(200 nmol/L)转染48 h后, 吸净

培养液, 加入多聚甲醛固定1 h, 去固定液, PBS
洗3遍, 再加入10 mg/L的Hoechst33258(0.5 mL/
孔 )避光染色10  m i n ,  用封片液 (500  m L/L 

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤的生长与血
管的快速生长密
切相关. 肿瘤血管
的形成受多种因
子调节, 其中最重
要的是血管内皮
生长因子(vascular 
endothelial growth 
factor, VEGF). 在
胃 腺 癌 组 织 中
VEGF165高表达. 
如 何 抑 制 V E G F 
165表达, 已成为
防治胃癌的热点. 
R N A 干 扰 ( R N A  
interference, RN-
A i ) 是 近 几 年 刚
刚发现的自然现
象 ,  一 小 段 双 链
RNA(dsRNA)可
引起特定mRNA
降解.



PBS+500 mL/L甘油)封片, 荧光显微镜观察. 各
组细胞以1.5×105/L起始密度接种于25 cm2培

养瓶, 同样方法转染后继续培养48 h, 胰酶消化

离心收集并悬于PBS中, 4℃ 700 mL/L的乙醇

固定30 min, 用含RNase及碘化丙锭(propidium 
iodide, PI)的染色液染色30 min. 根据流式细胞

仪(EPICS-ELITE-ESP)进行细胞周期分析, 每个

样本约检测11 000个细胞, 得出各期细胞数占细

胞总数的百分率. 
1.2.2 V E G F基因表达分析  转染24 h后收获

细胞 ,  用总R N A提取试剂盒Tr i z o l提取各组

细胞总R N A. 取1 µ g总R N A进行RT-P C R扩

增VEGF mRNA的部分片段. 上游引物: 5'-A
ATCGAGACCCTGGTGGACA-3', 下游引物: 
5'-TTAACTCAAGCTGCCTCGCC-3'; 内参照

基因GAPDH(甘油醛-3-磷酸脱氢酶)引物: 上
游: 5'-CGTGGAAGGACTCATGACCA-3', 下游: 
5'-TCCAGGGGTCTTACTCCTTG-3'. 反应体系

体积为50 µL, 按照Promega“Access RT-PCR 
Introductory System”试剂盒方案: 45℃, 45 min
进行反转录反应; PCR反应条件为94℃, 2 min, 
AMV反转录酶灭活和RNA/cDNA引物预变性; 
94℃ 30 s, 52.5℃ 1 min, 68℃ 2 min, 40个循环, 
最后68℃延伸7 min. RT-PCR产物进行20 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 凝胶紫外摄像系统中照相, 并运
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用天能分析软件对条带进行光密度扫描, 检测

各组VEGF mRNA RT-PCR产物与其对应的内参

GAPDH mRNA RT-PCR产物A值, 然后对A VEGF/
A GAPDH的比值进行统计分析. 另收取转染24 h后
细胞上清用于检测VEGF蛋白分泌量. 严格按试

剂盒说明操作, 将不同浓度的VEGF标准品(7.8, 
15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 500, 1 000 ng/L)以及

不同组细胞上清液于Rayto2100C酶标仪中检测

450 nm吸光度值. 读板后仪器自动绘制标准曲

线并计算出各待测样本的VEGF定量值.
统计学处理  数据以mean±SD表示, 采用单

因素方差分析, 用SPSS 11.5统计软件进行统计

处理.

2  结果

2.1 细胞凋亡 S G C-7901细胞的D N A结合了

Hoechst33258之后, 紫外光激发式发射明显的蓝

色荧光. siRNA组的细胞核出现典型的凋亡形态

学改变, 凋亡细胞的主要特征为核染色质致密

深染, 形成致密质块, 有时可碎裂, 产生凋亡小

体[17]. 空白对照组、脂质体组、错义序列组的

细胞没有出现这些细胞和染色质的形态学改变

(图1). 
2.2 细胞周期 流式细胞仪检测细胞周期变化见

表1. siRNA作用的细胞G0/G1期(细胞静止期和

DNA合成前期)比例升高, S期和G2/M期(DNA合

成期与有丝分裂期)比例降低, 错义序列组、脂

质体组无此变化, 证明siRNA对SGC-7901细胞

生长有抑制作用.
2.3 SGC-7901细胞VEGF表达 转染24 h后VEGF 
mRNA表达水平可见到明显变化, siRNA1组和

siRNA2组较正常对照组、脂质体组和错义序列

组VEGF mRNA表达水平明显降低, 说明发挥了

特异的RNAi作用, 这与细胞增殖实验结果相符

(图2, 表2). siRNA1和siRNA2组的VEGF分泌含量

www.wjgnet.com

u检验, bP<0.01 vs 对照组.

    

表 1 SGC-7901细胞周期变化 (%)

分组                  G0/G1期          S期                G2/M期

siRNA1组                  75.04b       17.82b               7.14

siRNA2组                  76.52b       16.73b               6.75

错义序列组  58.23       41.34               0.43

脂质体组                  58.76       40.18               1.06

空白对照组  58.37       39.52               2.11

■创新盘点
本研究所选靶基
因为血管内皮生
长因子基因, 不是
一般癌基因; 利用
DNA模板体外转
录法合成小RNA, 
纯度高, 无其他化
学试剂.

■应用要点
本实验设计针对
VEGF mRNA的
两组siRNA, 抑制
人胃腺癌细胞系
SGC-7901VEGF
基因的表达, 研究
RNAi在肿瘤基因
治疗中的应用前
景.

图 1 SGC-7901细胞凋亡形态. A: 脂质体对照组; B: siRNA1转染组SGC-7901细胞Hoechst染色.

BA
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明显低于脂质体对照细胞组等其他3组, siRNA1

和siRNA2组与脂质体对照组比较均有统计学意

义(表2).

3  讨论

肿瘤(neoplasm)是一种常见多发病. 近年来, 我
国胃腺癌的发病率逐年增高, 但至今仍无有效

疗法. 新生血管过度生长是肿瘤快速生长和转

移的重要基础. 抑制新生血管生长是防治恶性

肿瘤的一条重要途径. 实体瘤的生长需要血管

生成来输送营养和氧. 实验发现, 肿瘤细胞集

落一旦发生血管化, 肿瘤将以几何数量级倍增. 
此外, 还有其他多种病理过程与血管过度增生

有关. 如: 慢性感染、特异性免疫反应等. 血管

生成与动脉粥样硬化、关节炎、视网膜增生

及内皮细胞恶变(如血管瘤)等也密切相关. 因
而, 抑制新生血管生长是治疗上述疾病, 尤其

是防治恶性肿瘤的一条重要途径. 目前已有一

些血管生成抑制药物, 如某些激素和氨甲喋呤

(methotrexate)等, 但大部分都由于毒性太大不

能用于临床[12], 寻找新的高效无毒的血管生成

抑制方法, 已引起人们的重视. 大量研究发现, 
VEGF基因在胃腺癌组织中高表达, 在血管生成

中起着关键的作用. 而RNAi技术为基因表达干

预的理想方法, 通过导入一段与内源基因同源

的dsRNA序列, 可以高效、特异地降解有关基

因的mRNA, 诱使细胞表现出特定基因缺失的

表型[18]. 从而从基因水平抑制VEGF基因的表达, 
达到减低甚至阻止VEGF分泌的效果; Spankuch-
Schmitt et al [19]在乳腺癌细胞系、子宫颈癌细胞

系、结肠癌细胞系等细胞中进行了成功的RNA
干扰实验, 并观察到癌细胞增殖明显减少, 凋亡

显著增加. 同时, RNAi具有特异、高效、毒性小

的特点, 在肿瘤的基因治疗中具有良好的应用

前景[16,12]. 若能联合上述作用, 必将极大增强多

种恶性肿瘤的治疗效果. 利用RNAi基因干预技

术, 阻止血管生成和淋巴管生成防治癌症的研

究, 目前还没有人报道[20-21].
我们以人胃腺癌细胞系S G C-7901为对

象, 利用分子生物学技术, 设计、体外转录针

对VEGF基因的两组s iRNA, 转染体外培养的

SGC-7901细胞, 遏制VEGF基因的表达, 研究胃

腺癌的防治方法. 结果表明, 从mRNA转录到蛋

白质表达, siRNA都对VEGF基因的表达具有明

显的抑制效果, 并抑制了胃腺癌细胞SGC-7901
的增殖 .  在胃腺癌的抗血管生成基因治疗中

VEGF可以成为有效的靶位点. 实验所用体外转

录试剂盒所转录出来的siRNA纯度高, 可直接应

用于体外培养细胞的转染. 脂质体带正电, 可以

靠静电作用结合RNA形成RNA-阳离子脂质体

复合物, 同时又吸附在带负电的细胞膜表面. 因
此, 脂质体转染法在短期应用的基因治疗中具

有明显优点[16,22-23].
总之, 我们的结果为RNAi应用于肿瘤的基

因治疗提供了一些实验基础. 验证了应用RNA 
干扰技术可以有效抑制肿瘤相关基因的表达, 
从而抑制瘤细胞的增殖、防治肿瘤的基因治疗

思路, 为下一步动物实验打下了基础. 当然, 针
对VEGF的RNAi技术临床应用于胃腺癌治疗尚

需要进一步的细胞实验以及动物实验. 
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图 2 转染siRNA后SGC-7901细胞VEGF mRNA表达水平. 1: 

DNA marker; 2: siRNA1组; 3: siRNA2组; 4: 正常对照组; 5: 

脂质体组; 6: 错义序列SCR组.
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第十一届全国普通外科学术会议征文通知

本刊讯 中华普通外科杂志编辑部将于2006-07下旬在内蒙古呼和浩特市召开“第十一届全国普通外科学术会

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

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

交流, 经验介绍、开展讨论. 

1 征文内容

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

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

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

2 征稿要求

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

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

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

获得国家级继续医学教育一类学分. (3)截稿日期2006-06-30. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Maspin, 
urokinase-type plasrninogen activator (uPA) 
uPA and Matrix metalloproteinase-7 (MMP-7) 
and their roles in the tumorigenesis and progre-
ssion of gastric cancer.

METHODS: Immunohistochemistry SP method 
was used to detect the expression of Maspin, 
uPA and MMP-7 in tissues from gastric adeno-
carcinoma (n = 30), signet-ring cell carcinoma (n 
= 30), and normal gastric mucosa (n = 20).

RESULTS: The positive rates of Maspin, uPA 
and MMP-7 were 50%, 70% and 80%, respec-
tively, in gastric adenocarcinoma, and they were 
46.7%, 76.7% and 90%, respectively, in signet-
ring cell carcinoma. However, the positive rates 
of Maspin, uPA, and MMP-7 were 90%, 35%, 
and 30%, respectively, in normal gastric mucosa. 
Maspin, uPA, and MMP-7 expression were sig-
nificantly different between tissues from carci-
noma and normal mucosa (P < 0.05 or P < 0.01). 
Maspin expression was significantly related to 

the depth of invasion and lymph node metasta-
sis, but not to tumor size and TNM staging. The 
expression of uPA and MMP-7 were markedly 
related to the depth of invasion, lymph node 
metastasis and TNM staging, but not to tumor 
size. Maspin expression had a negative correla-
tion with uPA and MMP-7 (P = 0.012, r = -0.322; 
P = 0.008, r = -0.341), while uPA expression had 
a positive correlation with MMP-7 (P = 0.034, r = 
0.274).

CONCLUSION: Down-regulated expression of 
Maspin and up-regulated expression of uPA and 
MMP-7 play important roles in the invasion and 
metastasis of gastric carcinoma. They may serve 
as effective markers of reflecting the biopatho-
logical behaviors of gastric carcinoma.

Key Words: Gastric tumor; Maspin; Urokinase-type 
plasrninogen activator; Matrix metalloproteinase-7
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摘要
目的: 观察胃癌及正常胃黏膜Maspin, uPA, 
MMP-7表达的意义. 

方法: 应用免疫组化SP法检测胃管状腺癌30
例, 胃印戒细胞癌30例, 正常胃黏膜组织20例
中Maspin, uPA, MMP-7的表达情况. 

结果: 在胃管状腺癌中Maspin, uPA, MMP-7
阳性表达率分别为50%, 70%和80%; 胃印戒
细胞癌中阳性表达率分别为46.7%, 76.7%和
90%; 正常胃黏膜组织中阳性表达率分别为
90%, 35%和30%. Maspin的表达与浸润深度、

淋巴结转移相关, 而与肿块的大小和TNM分
期无关. uPA和MMP-7的表达与浸润深度、淋
巴结转移、TNM分期相关, 而与肿块的大小
无关. Maspin的表达与uPA和MMP-7的表达
呈负相关(P  = 0.012, r  = -0.322; P  = 0.008, r  = 
-0.341); uPA的表达与MMP-7的表达呈正相关
(P  = 0.034, r  = 0.274).

®

■背景资料
Maspin是一种新
发现的丝氨酸蛋
白酶抑制剂, 已在
多种肿瘤中证实
其具有抑制肿瘤
侵袭、转移的作
用. 但有关Maspin
在胃癌中的研究, 
国内外报道很少. 
我们对Maspin在
胃癌组织的表达
进 行 了 研 究 ,  探
讨了其表达与临
床病理的关系, 首
次分析了胃癌组
织Maspin,  uPA, 
MMP-7表达的相
关性及其意义, 初
步探讨了Maspin
可能的作用机制, 
为以后更深入的
研究打下基础.
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结论:  M a s p i n在胃癌中表达下调 ,  u PA和
MMP-7在胃癌中过表达, 他们在胃癌的浸润
转移中起重要作用, 可作为反应胃癌病理生物
学行为的有效指标.

关键词: 胃癌; Maspin; 尿激酶型纤溶酶原激活物; 基

质金属蛋白酶-7
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0  引言

胃癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一, 许多基

因在胃癌的浸润转移中发挥重要作用. Maspin
基因是丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族中的一种, 
分子质量为42 ku, 具有肿瘤抑制活性. 大量研

究表明, 在多种肿瘤比如乳腺癌、口腔鳞癌中, 
Maspin的表达与其预后有关. 而Maspin基因的

缺失会导致肿瘤浸润转移能力的增强. MMP-7
和uPA分别属于金属蛋白酶类和丝氨酸蛋白酶

类, 他们能有效地降解细胞外基质, 与恶性肿瘤

发生和发展密切相关. 但是, 联合检测Maspin, 
uPA, MMP-7与胃癌的生物学特性的关系尚未见

报道. 我们应用免疫组化SP染色法, 检测Maspin, 
uPA, MMP-7在胃管状腺癌、胃印戒细胞癌及正

常胃黏膜组织中的表达, 并探讨他们之间的关

系及其在胃癌浸润转移中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 1998-01/2004-01手术切除(术前未化

疗)的胃癌组织石蜡块80例, 其中胃管状腺癌30
例, 印戒细胞癌30例. 正常胃黏膜组织20例取自

胃癌手术切除标本的正常切缘, 切缘经组织学

证实无癌组织浸润. 胃癌中肿块≥4 cm 36例, 
<4 cm 24例. 侵及黏膜及黏膜下层者8例, 侵及

固有肌层者13例, 侵及浆膜层者39例. 有局部淋

巴结转移者36例, 无淋巴结转移者24例. TNM 
0, Ⅰ期24例; Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ期36例. Maspin即用型

mAb(MS-1767-R7)购自美国Neomaker公司, uPA 
mAb购自武汉博士德公司, MMP-7 mAb购自福

州迈新公司, SP-9000购自北京中杉生物公司.
1.2 方法 采用免疫组化SP法, 切片常规脱蜡至

水, 30 mL/L过氧化氢孵育10 min, pH 8.0的
EDTA缓冲液微波修复5 min, 滴加正常山羊血

清工作液孵育10 min, 一抗4℃过夜, 滴加二抗, 
孵育15 min, 滴加三抗, 孵育15 min, DAB显色, 
苏木素复染, 脱水, 透明, 封片. PBS代替一抗作

阴性对照, 已知阳性切片作阳性对照. Maspin定
位于细胞质内或细胞质细胞核同时着色. 依据

染色强度及阳性细胞率来计算评分. 染色强度: 
0为阴性, 1为弱阳性, 2为阳性, 3为强阳性; 阳性

细胞数0, <1%, <10%, <1/3, <2/3, >2/3分别积分

为0, 1, 2, 3, 4, 5; 两项之和0-2分为阴性(-), 3-5分
为阳性(+), 6-8分为强阳性(++). uPA定位于细胞

质内, 细胞质呈棕黄色者为阳性细胞, 依据染色

强度及阳性细胞率来计算评分. 染色强度: 0为
阴性, 1为弱阳性, 2为阳性, 3为强阳性; 阳性细

胞数0, 1%-25%, 25%-50%, >50%分别积分为0, 
1, 2, 3; 两项之和为3-6分者评为免疫组织化学染

色阳性. MMP-7定位于细胞质内, 取10个高倍视

野1 000个细胞计数阳性细胞数, 阳性细胞<10%
为阴性, ≥10%为阳性.

统计学处理 应用SPSS 11.5统计软件进行统

计分析. 采用χ2检验及Spearman等级相关分析. 
检验水准为0.05.

2  结果

2.1 Maspin, uPA, MMP-7的表达 Maspin主要表

达于正常胃黏膜的腺上皮细胞和胃癌细胞的细

胞质(图1). 在胃管状腺癌中Maspin阳性表达率

为50%(15/30), 9例为阳性(+), 6例为强阳性(++), 
强阳性率为20%; 胃印戒细胞癌中Maspin阳性

表达率为46.7%(14/30), 10例为阳性(+), 4例为

强阳性(++), 强阳性率为13.3%; 正常胃黏膜组

织中Maspin阳性表达率为90%(18/20), 5例为阳

性(+), 13例为强阳性(++), 强阳性率为65%. 正
常胃黏膜组织中Maspin阳性表达率和阳性表

达强度明显高于胃管状腺癌和胃印戒细胞癌

(P <0.05), 而胃管状腺癌和胃印戒细胞癌之间

Maspin阳性表达率无明显差别(P >0.05). uPA阳

性物质主要位于正常胃黏膜的腺上皮细胞和肿

瘤细胞的胞质(图2), 30例胃管状腺癌中uPA阳性

表达率为70%(21/30), 30例胃印戒细胞癌中uPA
阳性表达率为76.7%(23/30), 20例正常胃黏膜组

织中uPA阳性表达率为35%(7/20). 正常胃黏膜

组织中uPA阳性表达率明显低于胃管状腺癌和

胃印戒细胞癌(P <0.05), 而胃管状腺癌和胃印戒

细胞癌之间无明显差别(P >0.05). 正常胃黏膜和

肿瘤细胞MMP-7阳性者为胞质中出现棕黄色颗

粒(图3). 30例胃管状腺癌中MMP-7阳性表达率

为80%(24/30), 30例胃印戒细胞癌中阳性表达

率90%(27/30), 20例正常胃黏膜组织中阳性表

达率为30%(6/20). 正常胃黏膜组织中MMP-7阳
性表达率明显低于胃管状腺癌和胃印戒细胞癌

■创新盘点
我们对Maspin在
胃癌组织的表达
进行了研究, 探讨
了其表达与临床
病 理 的 关 系 ,  首
次分析了胃癌组
织Maspin,  uPA, 
MMP-7表达的相
关性及其意义, 初
步探讨了Maspin
可能的作用机制, 
为以后更深入的
研究打下基础.
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(P <0.05), 而胃管状腺癌和胃印戒细胞癌之间无

明显差别(P >0.05, 表1). 
2.2 Maspin, uPA, MMP-7与胃癌临床病理特征

的关系 肿瘤的大小和TNM分期与Maspin的阳

性表达率无明显关系(P >0.05). 而浸润深度与

Maspin的阳性表达率有相关性, 侵及黏膜及黏

膜下、侵及肌层和侵及浆膜层者阳性率分别

为75%(6/8), 61.5%(8/13), 38.5%(15/39), 有统

计学意义(P <0.05). 无淋巴结转移者Maspin的
阳性表达率为66.6%(16/24), 有淋巴结转移者

为36.1%(13/36), 前者明显高于后者(P <0.05). 
肿瘤的大小与u PA和M M P-7的阳性表达率

无明显关系(P >0.05). 60例胃癌组织中uPA的

阳性表达与浸润深度有关 ,  侵及黏膜及黏膜

下、侵及肌层和侵及浆膜层者阳性率分别

为50%(4/8), 61.5%(8/13), 82.1%(32/39), 有统

计学意义(P <0.05);  无淋巴结转移者阳性表

达率为54.2%(13/24),  有淋巴结转移者阳性

表达率86.1%(31/36), 差异有显著性; TNM分

期中0,  Ⅰ期和Ⅱ ,  Ⅲ ,  Ⅳ期胃癌组织阳性表

达率分别为58.3%(14/24), 83.3%(30/36), 有
统计学意义(P <0.05). 胃癌组织中M M P-7的
阳性表达与浸润深度有关 ,  侵及黏膜及黏膜

下、侵及肌层和侵及浆膜层者阳性率分别为

62.5%(5/8), 76.9%(10/13), 92.3%(36/39), 有统

    

表 1 胃癌组织Maspin, uPA, MMP-7 +, ++ (%) 的表达

                                         Maspin               uPA               MMP-7

                                      +～++ (％)       +～++ (％)      +～++ (％)

胃管状腺癌      30      9    6 (50.0)b   21   (70.0)a    24   (80.0)b   

胃印戒细胞癌  30    10    4 (46.7)b   23    (76.7)b    27   (90.0)b   

正常胃黏膜      20      5  13 (90.0)      7    (35.0)      6    (30.0) 

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常胃黏膜.

分组                    n

图 1 胃黏膜Maspin阳性表达. A: 正常; B: 胃管状腺癌; C: 

胃印戒细胞癌.

A

B

C

图 2 胃黏膜uPA阳性表达. A: 正常; B: 胃管状腺癌; C: 胃

印戒细胞癌.

A

B

C
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计学意义(P <0.05); 无淋巴结转移者阳性表达

率为70.8%(17/24), 有淋巴结转移者阳性表达率

94.4%(34/36), 二者有显著差异; TNM分期中0, 
Ⅰ期和Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ期胃癌组织阳性表达率分别为

70.8%(17/24), 94.4%(34/36), 二者有显著差异(表2).
2.3 胃癌Maspin, uPA, MMP-7表达的相关性 胃
癌组织中17例Maspin与uPA同时阳性表达, 4例
Maspin与uPA同时阴性表达, Maspin与uPA表达

呈负相关(P <0.05). 21例Maspin与MMP-7同时阳

性表达, 1例同时阴性表达, Maspin与MMP-7表
达呈负相关(P <0.05). 40例uPA与MMP-7同时阳

性表达, 9例uPA与MMP-7同时阴性表达, uPA与

MMP-7表达呈正相关(P <0.05, 表3).

3  讨论

Maspin是丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族中的一

种, 具有抑制肿瘤的活性. 目前研究表明Maspin

在多种正常细胞如乳腺、阴道、前列腺、皮肤

的上皮细胞中高表达[1-2], 而在癌细胞如口腔鳞

癌、乳腺癌中表达下调或缺失[3-6]. 我们的研究

也显示正常胃黏膜中Maspin的阳性表达率明

显高于胃管状腺癌和胃印戒细胞癌, 而胃管状

腺癌和胃印戒细胞癌之间的阳性表达率无显

著差异. 此结果提示Maspin表达下调与胃癌的

恶性演进有关. 有作者报道癌细胞中Maspin的
启动子出现cytosine甲基化, 而用甲基化抑制剂

后, Maspin重新表达, 且出现剂量依赖, 这提示

Maspin基因表达的下调与甲基化有关[7-9]. 也有

作者认为Maspin表达下调与转录因子Ets和Ap1
的转录活性失活有关, 正常上皮细胞中Ets可和

Ap1协同作用, 激活启动子转录, 而癌细胞中Ets和
Ap1正调节作用减弱, Maspin表达降低[10]. 我们讨

论了Maspin的表达与临床病理特征的关系, 发
现Maspin的表达与浸润和转移有关. 即浸润越

深、有转移者Maspin表达越低. 这提示Maspin
作为肿瘤转移抑制基因在胃癌演进中起着重

要的抑制作用, 这与Maspin在其他肿瘤演进中

图 3 胃黏膜MMP-7阳性表达. A: 正常; B: 胃管状腺癌; C: 

胃印戒细胞癌.

A

B

C

    

表 2 胃癌组织Maspin, uPA, MMP-7表达与临床病理特
征的关系

临床病理                    n           Maspin           uPA            MMP-7

肿块大小                                                                      

    <4 cm                 24            13              18                 20

    ≥4 cm                36            16              26                 31

浸润深度                                                                

    达黏膜及黏膜下    8              5                4                   5

    达固有肌层         13              9a               8a                10

    达浆膜层             39            15              32                 36

淋巴结转移                                                                

    无                        24            16              13                 17

    有                        36            13a             31b                34a

TNM分期                                                                      

    0, Ⅰ期                24            13              14                 17

   Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ              36            16              30a                34a

aP<0.05, bP<0.01.

    

表 3 胃癌组织Maspin, uPA, MMP-7表达的关系

                     Maspin                                   uPA                               

                      -     ＋                                 -     ＋

MMP-7 -    1     8                               9      0 

              ＋  30   21  -0.341   0.008   11   40   0.274   0.034

 uPA       -    4   12

              ＋  27  17   -0.322   0.012

项目                                  r s          P 值                         r s         P 值
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的表现是吻合的[11-15]. 大量研究表明, Maspin
在肿瘤浸润转移的各个环节中起着重要的作

用: Maspin能改变细胞表面整合素的结构, 增
强细胞对细胞外基质的黏附能力 ,  影响细胞

内的信号传导 ,  使细胞向更良性表型转化[16]; 
Maspin能有效阻止内皮细胞对血管生长因子的

反应, 抑制内皮细胞的生长, 阻止其形成管道

结构, 使肿瘤微血管的密度减少[17-19]. 最近的研

究表明Maspin还可以通过调节小G蛋白Rac1和
PAK1(p21-活性激酶)的活性来抑制细胞的运动, 
通过磷酰肌醇-3激酶(PI3K)和细胞外信号调节

激酶(ERK)途径来调节细胞的黏附[20]. 
uPA是一种丝氨酸蛋白酶, 与特异性受体

(uPAR)结合后, 具有活性, 能启动纤溶酶原活化

为纤溶酶, 后者能降解肿瘤细胞外基质, 促进肿

瘤的浸润转移. 我们发现, 正常胃黏膜中uPA的

阳性表达率明显低于胃管状腺癌和胃印戒细胞

癌, 且胃癌中浸润越深、有转移者uPA阳性表

达越高. 这与Okusa et al [21]发现uPA高活性与肿

瘤浸润深度和转移相关是一致的. 我们还发现

Maspin的表达与uPA呈负相关, Biliran et al [22]发

现Maspin可特异抑制细胞表面相关的uPA, 从而

降低体外细胞的浸润运动潜能. 且有作者发现

重组Maspin的反应活性部位是RSL结构, 能特异

地与单链纤维蛋白溶酶原激活物结合, 形成稳

定的复合物, 从而抑制纤维蛋白溶酶原激活物

的活性[23-25]. 此外, Maspin可与uPA结合形成一

种抗SDS的蛋白酶复合物, 降低uPA的释放能力, 
减少纤溶酶原活化为纤溶酶. 

MMP-7是MMP家族的重要成员, 他能降解

基底膜成分如Ⅳ型胶原和弹性蛋白. 有作者发

现胃癌中MMP-7表达增强[26-28]. 本研究发现正常

胃黏膜中MMP-7的阳性表达率明显低于胃腺癌

和胃印戒细胞癌, 且胃癌中浸润越深、有转移

者MMP-7阳性表达越高. 这与其他作者的发现

是一致的. 此外, uPA与MMP-7表达呈正相关. 有
研究表明: uPA可以激活MMP, 开启MMP对细胞

外基质的降解机制, 主要是uPA通过细胞外信号

通路酪氨酸激酶活性包括Src和磷酰肌醇-3激酶

(PI3K), 与整合素β1结合, 激活pro-MMP, 从而调

节MMP的活性[29-30]. Maspin与MMP-7表达呈负

相关, 这提示Maspin对MMP-7可能有下调作用, 
我们推测其机制可能是Maspin通过下调uPA的

表达, 从而影响信号传导系统使MMP-7的表达

下降, 但其具体作用机制有待进一步探讨. 
总之, 我们的结果提示, Maspin表达的下调

和uPA, MMP-7的过表达在胃癌的浸润转移中起

重要作用, 他们可以作为反映胃癌病理生物学

行为的指标. 但三者之间是如何调节的有待进

一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the genes differently 
expressed between gastric adenocarcinoma and 
normal mucosal tissues by cDNA microarray 
technique.

METHODS: The total RNA was extracted from 
gastric adenocarcinoma and normal mucosal tis-
sues and then purified. The cDNA was obtained 
by reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR), and then labeled with Cy5 and Cy3 flu-
orescence as probes, which were hybridized with 
gene chip containing 14 784 human 14KcDNA. 
Subsequently, the signal images were scanned by 
Agilent fluorescence scanner and analyzed by Pix 
QuantArray software.

RESULTS: Of the 14 784 target genes, 29 genes 
were screened out for differences in gene expres-

sion level between gastric adenocarcinoma and 
normal gastric mucosa. Ten of the 29 genes were 
up-regulated, of which 2 were with unknown 
function, and 19 were down-regulated.

CONCLUSION: Multiple genes take part in the 
carcinogenesis of gastric adenocarcinoma. The 
29 gene differentially expressed may be involved 
in the occurrence and development of gastric 
cancer.

Key Words: Gastric adenocarcinoma; Gene ex-
pression profile; Differentially expressed genes
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摘要
目的: 利用基因芯片技术筛选胃腺癌组织和
癌旁正常组织间的差异表达基因. 

方法: 分别抽取胃腺癌组织和癌旁正常组织

的总RNA. 采用逆转录的方法, 制成cDNA链, 
并以两种荧光Cy5和Cy3标记后作为探针, 与
含有14 784条人类14KcDNA基因表达谱芯片

进行杂交. 以Agilent荧光扫描仪扫描芯片上两

种荧光信号, 并用计算机处理和分析. 

结果: 在14 784条基因中, 4例胃腺癌组织和

癌旁正常组织共同差异表达基因29条, 其中上

调基因10条, 下调基因19条, 上调的基因中有2
条功能信息不明.

结论: 胃腺癌发生过程中有多基因的参与, 胃
腺癌与癌旁正常组织共同差异表达的29条基

因可能与胃癌的发生、发展有关.

结论: 胃腺癌发生过程中有多基因的参与,胃
腺癌与癌旁正常组织共同差异表达的29条基

因可能与胃癌的发生、发展有关. 

关键词:  胃腺癌; 基因表达谱芯片; 差异表达基因
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应用基因表达谱芯片筛选胃腺癌相关基因

李 曼, 赵作伟, 辛 彦

■背景资料
本研究通过基因
芯片技术获得胃
癌组织和癌旁正
常组织在不同状
态下的基因表达
谱 ,  通过生物信
息学处理 ,  对其
进行比较 ,  确定
正常组织和胃癌
组织的基因表达
上的差异以及不
同基因在表达上
的相关性 ,  进而
帮助人们在基因
水平上深入了解
胃癌的发生、发
展.
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0  引言

胃癌是严重威胁人类健康的主要恶性肿瘤, 其中

胃腺癌占绝大多数, 约为40%-60%, 成为胃癌最

常见的组织学类型. 目前对胃癌病因、发病机制

的研究已经进入了分子水平, 认为胃癌的发生和

发展是多种肿瘤相关基因表达失常. 基因表达谱

芯片为研究胃癌相关基因表达提供了理想的技

术支持, 通过对来源不同个体、不同组织、不同

刺激条件下的组织细胞内表达情况的对比分析, 
筛选出具有个体特异性、组织特异性、刺激特

异性差异表达基因群, 并对基因群的变化特征和

规律进行描述[1-2]. 我们利用基因芯片技术的同

步高通量、高灵敏度、平行性的特性, 应用含有

14 784条人类14KcDNA基因表达谱芯片, 以临

床切除的胃腺癌组织和癌旁正常组织标本为研

究对象, 对其差异基因进行研究, 探讨相关基因

与胃腺癌生物学特性可能的内在联系. 

1  材料和方法

1.1 材料 手术病理检查证实的胃腺癌和癌旁正

常组织标本4例, 术前均未经放疗和化疗. 男女

各2例. 平均年龄49(42-71)岁, 高分化腺癌1例, 中
低分腺癌2例, 低分化腺癌1例.无转移2例, 淋巴

结转移1例, 肝转移1例, 癌旁组织取自距肿瘤基

底部至少5 cm外黏膜. 芯片采用上海生物芯片

有限公司提供的人14KcDNA表达谱芯片, cDNA
克隆用通用引物进行PCR扩增, 扩增片段长度为

800-3 000 bp, PCR产物用异丙醇纯化, 通过琼脂

糖电泳监控PCR质量, 将样品cDNA溶解于3×
SSC盐溶液中, 用Gene machine公司Omigrid Sloa
点样仪进行自动点样, 将点样后的玻片进行扫

描, 然后经水合1-2 h, 室温下干燥, 置于紫外交联

仪中交联, 以2 g/LSDS、水及2 g/L硼氢化钠溶

液处理, 晾干备用, 人14KcDNA表达谱芯片基因

总数14 784个, 矩阵点数为18点×18点×48(亚
矩阵), 点间距230 μm.
1. 2 方法 按Trizol一步法抽提胃癌组织和癌旁

正常组织总RNA, 使用QIAGEN Rneasy Kit进
步一纯化总R N A, 应用琼脂糖凝胶电泳判断

28S和18S的亮度比例评价总R N A的质量, 分
离m R N A. 在20 μ L逆转录体系中加入10 μ g 
mRNA, 参照Schena et al[3]的方法逆转录cDNA

探针并标记mRNA, 用Cy3-dUTP标记胃癌组

织m R N A, 用C y5-d U T P标记癌旁正常组织

mRNA. 用无水乙醇将上述两种标记的探针沉

淀, 再混合溶解在杂交试剂中(杂交试剂由上

海生物芯片公司提供). 将含混合探针的杂交

液与芯片分别经95℃变性后, 将杂交液滴于芯

片点样区, 用盖玻片覆盖, 置于杂交舱中, 用
Parafilm密封, 42℃温水浴杂交16 h. 芯片杂交

完成后分别用洗液Ⅰ(2×SSC+2 g/L SDS)、
洗液Ⅱ(0.1×SSC+2 g/L SDS)、洗液Ⅲ(0.1×
SSC)洗涤10 min, 室温晾干. 采用激光共聚焦

荧光扫描仪Ag i lent扫描芯片, 用QuantArrayR

分析软件读取数据, 分辨率Scan resolution为
10 μm, PMT为100%, 采用Genespring进行标准

化处理分析, 得出Cy3和Cy5标记的强度值, 计
算Ratio值为Cy3/Cy5. Cy3和Cy5信号荧光强度

必须有一个>800; Ratio(Cy3/Cy5)比值的自然

对数绝对值>2或<0.5, 判断为差异表达的基因.  
  
2  结果

2.1 总RNA提取 总RNA提取结果良好, 提取

胃癌组织和癌旁正常组织中总R N A的含量在

50-100 μg之间, 琼脂糖凝胶电泳结果分析RNA, 
28S RNA和18S RNA条带清晰, 5S条带模糊, 说
明RNA纯度和完整性较好(图1).
2.2 芯片杂交结果的可靠性 为了监控芯片和杂

交过程, 设立5个阴性对照, 结果这些点的杂交

信号极低, 说明杂交时无外源污染. 空白对照分

散于48个亚矩阵中, 杂交信号低, 证明实验中不

存在交叉污染. 在每个亚矩阵中设立的11个管

家基因均为阴性, 在数据处理时能校对2种荧光

标记之间的信号强度, 保证检测体系正常, 杂交

结果的可靠性.
2.3 差异表达基因筛选结果 胃腺癌组织和癌旁

正常组织(图2-3)中共同差异表达基因29条, 其中

表达上调基因10条(表1), 表达下调基因19条(表
2), 发现功能信息不明新基因2条, 均为上调基因.

3  讨论

自从1972年Huebner和Todar提出细胞癌变的癌

基因学说后, 对肿瘤机制的研究在近几年已进

入分子水平. 目前认为肿瘤是一个多因素、多

步骤、多基因参与的复杂过程, 是由一组基因

的变化及其相互作用决定的, 不是一两个或少

数几个基因所能决定的. 基因表达谱芯片的应

用提供了相关基因的基因组学的证据, 突破了

■应用要点
基因芯片是目前
筛选差异表达基
因较为成熟的方
法, 寻找并克隆与
肿瘤相关差异表
达基因是肿瘤基
因诊断和基因治
疗的关键.
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以往单个基因孤立研究的局限, 从整体上全面

了解整个基因组多个基因的变化, 为在全基因

组范围内寻找与肿瘤发生、发展相关的基因变

化提供了一个强有力的手段.
我们应用含14 784个基因的基因芯片技术

比较胃癌原发灶与癌旁正常组织之间基因表达

谱的差异, 发现在两组间共同差异表达基因29
条, 涉及癌基因、抑癌基因、免疫相关基因、

细胞信号和传递蛋白相关基因、细胞周期蛋

白相关基因和细胞受体相关基因, 与肿瘤的发

生和发展过程有着密切的关系. 这一结果进一

步证实胃腺癌的发生是一个多基因参与的过

程, 多基因变异的结果. 在胃腺癌组织中呈上调

表达的基因中, EphB4是受体酪氨酸蛋白激酶

癌基因, 编码具有酪氨酸蛋白激酶活性的受体

蛋白, 酪氨酸蛋白激酶在细胞生长、增殖、分

化、转化过程中起着重要的作用, 与肿瘤的发

生密切相关. Xia et al [4]报道抑癌基因p53, PTEN
的缺失和酪氨酸激酶及其受体、胰岛素样生

长因子及其受体的改变能够诱导EphB4基因表

达, 增强酪氨酸蛋白激酶活性, 激活细胞内信号

传递系统, 刺激细胞生长与增殖、转化恶变. 研

究表明EphB4癌基因在前列腺癌、乳腺癌、头

颈鳞癌等恶性肿瘤细胞中高表达, 促进肿瘤形

成[4-6]. Xia et al [4]报道利用RNA干扰或反义寡核

苷酸技术敲除EphB4编码的癌蛋白, 使肿瘤细

胞生长、迁移和侵袭受到明显抑制并诱导凋

亡, 这表明EphB4基因可以直接或间接参与肿

瘤细胞的增殖调控过程. DMBT1基因是从染色

 表 1 胃腺癌组织与癌旁正常组织比较共表达上调基因

   GenBank ID         ratio                                                    gene_description                                                                

BG540617　
NM_014297
NM_006412
NM_004444

NM_000308
AW962980
AW054747
NM_001091
NM_007329
AW966777

6.24
2.76
3.302
2.581

2.231
5.451
2.019
9.894
22.75
3.018

Homo sapiens ethylmalonic encephalopathy 1 (ETHE1)  
Homo sapiens 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 2(AGPAT2)
Homo sapiens EphB4 (EPHB4)     
Homo sapiens protective protein for beta-galactosidase
(galactosialidosis)(PPGB)
'EST375053 MAGE resequences, MAGH Homo sapiens cDNA, mRNA sequence 
Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2501448 3'    
Homo sapiens amiloride binding protein 1  (ABP1)  
Homo sapiens deleted in malignant brain tumors 1 (DMBT1) 
'EST378851 MAGE resequences, MAGI Homo sapiens cDNA, mRNA sequence

图 1 总RNA凝胶电泳图. ACEG: 胃腺癌组织; BDFH: 癌旁
正常组织.

图 2  胃腺癌组织与癌旁正常组织(局部)双色荧光叠加图. 
芯片为18点×18点×48(亚矩阵), 对于某一点的两种叠加荧
光信号, 如果Cy3信号较强, 该点多显绿色(下调趋势); 如果
Cy5信号较强, 该点多显红色(上调趋势); 如果信号强度相
似, 即显黄色.

图 3 基因芯片杂交信号的散点图. X轴以Cy5荧光强度前
景值为坐标, Y轴以Cy3荧光强度前景值为坐标, 每一个数据
点代表芯片上一个基因的杂交信号.

28 S
18 S

5 S

     A      B      C      D      E      F      G      H

■同行评价
本研究利用基因
芯片技术筛选胃
腺癌组织和癌旁
正常组织间的差
异表达基因, 对于
两种组织之间已
知基因表达的差
异提供了初步的
研究结果, 表明胃
癌发生发展过程
中多基因参与的
特性.具有一定的
探索性.
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aP < 0.05 vs 对照组, 肝素组.

体10q25.3-26.1分离出来的, 近来被认为是食管

癌、胃癌、大肠癌和肺癌新的候选抑癌基因[7].
Kang et al [8]报道在胃黏膜分化过程中, 通过激活

细胞内信号分子蛋白激酶C(PKC)和细胞外调节

蛋白激酶(ERK), 催化核内转录因子磷酸化反应, 
调节基因的转录, 使DMBT1基因表达降低, 从而

启动细胞分裂和增殖, 引起肿瘤的发生. 但是在

本实验中原发胃腺癌组织DMBT1基因高表达的

原因还不清楚.
与癌旁正常组织相比, 在胃腺癌组织表达下

调的基因中, TXNIP基因是细胞氧化还原过程中

的调控子, 也是转录因子的抑制剂, 通过抑制特

异性基因表达所需的某些转录因子活性而抑制

细胞分化. Takahashi et al [9]报道利用原位杂交技

术检测出TXNIP基因转录多发生在细胞分化末

期, 其mRNA水平在胃肠道上皮细胞中低表达, 
而在淋巴滤泡里的淋巴细胞中高表达, 这说明

TXNIP基因可能在胃肠道上皮细胞分化和黏膜

免疫反应中起作用. 作为血浆脂质转运系统中的

ApoD基因是乳腺癌和前列腺癌的雄激素调节蛋

白[10], 对正常细胞有负向调节作用, 通过选择性

地抑制血小板衍生的生长因子BB诱导细胞外信

号调节激酶的核转运, 从而抑制血管平滑肌细胞

增殖, 对一些肿瘤细胞的侵袭具有抑制作用, 被
看作是肿瘤细胞分化和生长停滞的标记物[11], 在
乳腺癌、前列腺癌、卵巢癌、子宫内膜癌和视

网膜母细胞癌中低表达[10,12]. 1960年代人们第一

次发现鼠MITF基因转录因子突变, 之后在基因

座中发现了24个自发的和诱发的M ITF基因突

变体[13]. MITF基因编码具有碱性区螺旋环-螺旋

-拉链亚型Myc基因家族的转录因子, 与结构相

似的基因形成同质二聚体或异质二聚体, 此二

聚体与DNA特异性结合, 起转录调节作用, 引起

细胞增殖, 产生促癌作用. 本研究中MITF基因

表达下调与以上作用机制不同, 很可能存在其

它的致癌途径. Hershey et al [14]报道MITF基因是

破骨细胞、黑色素细胞、视网膜上皮细胞、肥

大细胞和自然杀伤细胞发育过程中所必需的转

录因子, 本研究中MITF基因表达下调是否与抑

制自然杀伤细胞转录调节功能导致癌变的发生

有关, 有待进一步证实. CKB基因在卵巢癌细胞

和神经胶质瘤细胞等恶性肿瘤细胞中高表达, 
并能促进癌细胞转移[15-16]. 而本研究中胃腺癌组

织与癌旁正常组织相比, CKB基因表达下调, 其
机制有待进一步探讨.

通过上述研究, 我们已经筛选出一些胃腺

癌相关表达基因, 有助于人们从分子水平理解

胃腺癌发生的病因, 为寻找理想的胃腺癌肿瘤

标志物和探索基因治疗提供可靠的线索. 但由

于本研究为初步试验结果, 许多基因在胃腺癌

发生过程中存在什么样的时空关系、彼此有何

联系, 以及哪些基因是真正的胃腺癌易感基因, 

 表  2 胃腺癌组织与癌旁正常组织比较共表达下调基因

   GenBank ID         ratio                                              gene_description                                                                

NM_002065
NM_198057
AL831930
NM_006472
NM_198159
BC011762
NM_021069
NM_018192
NM_001647
NM_001823
NM_001442
NM_002084

NM_005398
NM_018185

AF480883

NM_001823
NM_002718
AF318382
NM_003819

0.138
0.265
0.113
0.243
0.350
0.211
0.485
0.398
0.436
0.094
0.364
0.258

0.427
0.366

0.472

0.084
0.453
0.278
0.271

Homo sapiens glutamate-ammonia ligase (GLUL)
Homo sapiens delta sleep inducing peptide, immunoreactor (DSIPI)
'Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp761C2021
Homo sapiens thioredoxin interacting protein (TXNIP)
Homo sapiens microphthalmia-associated transcription factor (MITF)
    
Homo sapiens Arg/Abl-interacting protein ArgBP2 (ARGBP2)
Homo sapiens myxoid liposarcoma associated protein 4 (MLAT4)
Homo sapiens apolipoprotein D (APOD)
    
Homo sapiens fatty acid binding protein 4, adipocyte (FABP4)
Homo sapiens glutathione peroxidase 3 (plasma) (GPX3)
Homo sapiens protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) 
subunit 3C (PPP1R3C)
Homo sapiens chromosome 13 open reading frame 17 (C13orf17)
Homo sapiens vascular endothelial growth factor and type I 
collagen inducible protein (VCIP) 
Homo sapiens creatine kinase, brain (CKB)
Homo sapiens protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B'', 
alpha (PPP2R3A)
'Homo sapiens pp9974 mRNA, complete cds 
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目前还了解甚少, 有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To explore the expression of RhoC protein 
and its relations with microvessel density (MVD) 
in hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Immunohistochemical staining was 
used to detect the expression of RhoC protein 
and MVD in the tissues from HCC (n = 49), 
metastatic focus of HCC and normal liver (n = 9). 
The relationship between the RhoC expression 
and pathological features as well as MVD was 
evaluated.

RESULTS: The positive rate of RhoC expres-
sion was 73.5% (36/49) in HCC, 81.8% (18/22) 
in the metastatic focus of HCC and 11.1% (1/9) 
in normal liver tissues, and there was significant 
difference between the former two and the lat-
ter (P < 0.01). The expression of RhoC protein in 
HCC was not correlated with the age, gender of 

patients, tumor size, α-fetoprotein expression, 
HBsAg and tumor encapsulation (P > 0.05), but 
significantly correlated with the Edmondson 
grading (χ2 = 8.037, P = 0.005) and tumor metas-
tasis (χ2 = 7.335, P = 0.007). The value of MVD 
in HCC, metastatic focus of HCC was markedly 
higher than that in the normal tissues (H = 4.564, 
P < 0.01; H = 4.442, P < 0.01). Meanwhile, the 
value of MVD in HCC with positive and nega-
tive expression of RhoC was 93.3 ± 25.0/mm3 
and 55.7 ± 23.4/mm3, respectively, and there 
was notable difference between them (P < 0.01).

CONCLUSION: RhoC expression may be a good 
marker in the identification of HCC patients 
with high risks in the angiogenesis, invasion and 
metastasis.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Metastasis; 
RhoC; Microvessel density
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摘要
目 的 :  探 讨 R h o C 蛋 白 表 达 和 肝 细 胞 癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)临床病理的关
系及其和微血管生成之间的联系. 

方法: 应用免疫组织化学法, 检测49例HCC、
22例肝癌转移灶组织、9例正常肝组织内
RhoC蛋白表达和微血管密度(microvesse l 
density, MVD), 并将检测结果与患者的临床资
料进行统计分析. 

结果: R h o C蛋白在9例正常肝组织中有1例
呈阳性表达, 占11.1%, 而在49例HCC中有36
例阳性表达, 占73.5%, 22例肝癌转移灶中有
18例呈阳性表达, 占81.8%, 正常肝组织组与
另两组比较有显著性差异(P <0.01); RhoC蛋
白表达强度与年龄、性别、肝癌大小、AFP
表达量、H B s A g是否阳性及有无包膜无关
(P >0.05), 而与肝癌分化程度、有无侵袭转移
有显著关系(χ2 = 8.037, P  = 0.005; χ2 = 7.335, 

www.wjgnet.com
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■背景资料
RhoC基因作为肿
瘤转移相关基因
近年来得到广泛
关 注 ,  当 前 众 多
研 究 表 明 R h o C
的过量表达与肺
癌、乳腺癌、胃
癌、胰腺癌、膀
胱癌、卵巢癌、

黑色素瘤等恶性
肿瘤的侵袭转移
密切相关. 一些研
究利用分子生物
学方法表明RhoC
与肝癌的关系, 而
本研究则利用免
疫组化方法证实
了 R h o C 在 H C C
组织中的表达上
调与HCC分化程
度、侵袭转移能
力 密 切 相 关 ,  推
测RhoC基因可能
是通过调控肝癌
细胞运动和促进
肝癌血管生成来
促进肝癌的侵袭
转移 .  相信RhoC
有可能成为判断
HCC侵袭转移能
力及肝癌患者预
后的一个新指标.



P  = 0.007). 肝癌、肝癌转移灶中MVD显著高
于正常肝组织(H  = 4.564, P <0.01; H  = 4.442, 
P <0.01). RhoC阳性表达的肝癌MVD值为93.3
±25.0/mm3, 阴性表达的肝癌MVD值为55.7
±23.4/mm3, 前者明显高于后者(t  = 4.715, 
P <0.01).

结论: RhoC在HCC组织中的表达上调与其血
管生成和侵袭转移有关.

关键词: 肝癌; 转移; RhoC蛋白; 微血管密度
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0  引言

近年来研究表明, RhoC GTP酶的过量表达与肿

瘤的侵袭转移密切相关[1-2]. 我们通过分析RhoC
在肝细胞癌组织内的表达及与肝癌微血管密度

和临床病理学征象之间的关系, 探讨RhoC在肝

癌侵袭转移和血管生成中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 厦门大学附属中山医院2002-01/2004-12
肝癌手术切除标本49例, 肝癌转移灶标本22例
(含门静脉、胆管癌栓、肝内转移灶、腹壁、

腹腔、脑、牙龈等远处转移灶), 另外选取9例
肝外伤患者肝脏标本作为对照组. 肝癌患者中

男39例, 女10例, 年龄25-75(平均47)岁, 均经手

术后病理切片证实为HCC, HCC病理分级采用

Edmondson 4级法: Ⅰ-Ⅱ级29例, Ⅲ-Ⅳ级20例; 
肿瘤直径≤5 cm的25例, >5 cm的24例; AFP≤
7.02 µg/L 9例, >7.02 µg/L 40例; HBsAg(+)33例, 
HBsAg(-)16例; 具有包膜的28例, 无包膜21例; 
有脉管癌栓或远处转移灶的27例, 镜下无脉管

侵袭或转移的22例. 所有组织均经40 g/L甲醛固

定, 常规石蜡包埋, 厚4 µm连续切片, 分别作苏

木精-伊红(HE)和免疫组织化学染色.
1.2 方法 所有标本均行RhoC和CD34免疫组织

化学染色 ,  分别采用链霉素抗生物素蛋白-过
氧化物酶(S-P)方法和Envision法检测RhoC和

C D34的表达. 羊抗人R h o C多克隆抗体(美国

Santa Cruz公司产品)工作浓度1∶100; 鼠抗人

CD34单克隆抗体及Envision plus试剂盒(美国

Neomarkers公司产品)购自福州迈新生物公司. 
操作步骤按试剂盒说明书进行. 用PBS替代一
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抗作阴性对照. RhoC免疫组化染色位于细胞质

和胞膜, 染色强度为黄色、棕黄色或棕褐色. 根
据瘤组织或非瘤肝组织中染色程度分为4个等

级: 缺乏细胞质染色或弱染的评分为0～+, 判定

为阴性细胞; 弥漫的, 中到强细胞质染色评分为

++～+++(“0”未染色;“+”呈黄色;“++”呈

棕黄色;“+++”呈棕褐色), 判定为阳性细胞[3]. 
阳性细胞数≥30%者为阳性, <30%为阴性. 微血

管密度测定参照Weidner方法, 即先在低倍镜(×
40)下扫视整个切片, 选取血管密度最高的5个区

域, 再在高倍镜(×200, 0.74 mm3/视野)下计数

被染成棕黄色的血管数目, 共记录5个视野中的

MVD值, 取其平均数作为该切片的MVD值. 由
于观察中发现一种特殊类型的血管, 其管腔很

大, 单位面积内的血管数目相对较少, 因此采用

Tanigawa et al [4]报道的改良法计数, 即每40 µm
长度的此类血管计数为1个MVD值. 以上均请两

位专职病理科医师以双盲法分别进行评估, 两者

意见不统一时, 由两位医师讨论后作出结论.
统计学处理 利用SPSS 11.5统计分析软件包

处理. 统计分析方法为χ2检验和t检验(方差不齐

时采用两独立样本非参数检验Mann-Whitney U
检验).

2  结果

2.1 肝脏组织RhoC的表达 肝癌及肝癌转移灶组

织阳性表达率明显高于正常肝组织(36/49, 18/22 
vs  1/9, χ2 = 16.174, P <0.01), 而肝癌和肝癌转移

灶组织阳性表达率无差别(χ2 = 0.581, P >0.05). 
RhoC主要表达于癌细胞胞质和胞膜中, 呈棕黄

至棕褐色(图1A). 染色强弱与细胞分化程度相

关, 腺样多角形癌细胞分化程度相对较高, 呈巢

样结构, 相对局限化, 侵袭能力较低, RhoC染色

较弱; 梭形样癌细胞异型性明显, 分化程度较低, 
RhoC染色强, 呈条索状分布, 并与肿瘤的侵袭性

生长相一致(图1B). 
2.2 RhoC表达与肝细胞癌临床病理特征的关系 
RhoC表达阳性率与肝癌患者的病理分级和有

无侵袭转移相关(P <0.01, 表1), 而且表达水平与

肝癌患者的病理分级和有无侵袭转移也密切相

关(P <0.05, 表2), 但与患者性别、年龄、肿瘤大

小、胞膜有无、AFP水平及是否合并乙肝无关

(P >0.05, 表1). 
2.3 MVD与HCC临床病理特征及RhoC的关系 
CD34标记血管内皮, 阳性染色局限于血管内皮

细胞的胞质和胞膜, 呈棕褐色, 形成条状(纵切
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面)或环状(横切面), 在肝癌组织中多为弥漫性

分布(图2), MVD值为61.7±11.9, 而在正常肝

组织中MVD值为11.3±6.9, 两者有显著差异(H  
= 4.564, P <0.01); 在侵袭转移肝癌组中MVD值

74.4±12.2; 无转移肝癌组MVD值46.0±11.1, 
前者高于后者, 具显著意义(H  = 4.442, P <0.01). 
MVD值与患者年龄、性别、AFP水平、肿瘤大

小及病理分级间无统计学意义(P >0.05). RhoC阳
性表达的肝癌MVD值为93.3±25.0/mm3, 阴性表
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达的肝癌MVD值为55.7±23.4/mm3, 前者明显高

于后者(t = 4.715, P <0.01).

3  讨论

Rho GTP酶是Ras超家族小分子G蛋白的成员, 
包括Rho(RhoA, RhoB, RhoC), Rac, cdc42, Rnd,  
RhoD, TTF等6个亚家族共22种成员蛋白[5], 其中

的RhoC基因定位于1p13-p21, RhoC蛋白含193
个氨基酸. 肿瘤细胞的运动能力是肿瘤侵袭的

先决条件, 是肿瘤转移扩散的关键. 肿瘤细胞的

移动包括细胞前进端质膜的突起; 前进端与胞

www.wjgnet.com
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图 1 肝癌组织RhoC表达(S-P). A: 癌细胞胞质和胞膜呈棕褐色(×100); B: 腺样多角形癌细胞分化程度较高, RhoC染色较弱; 

周边梭形癌细胞异型性明显, 分化程度低, RhoC染色强(×40).

图 2 肝癌组织中CD34染色阳性局限于血管内皮细胞的

胞质和胞膜, 呈棕褐色, 形成条状或环状, 呈弥漫性分布

(Envision×100).

    

表 1 肝癌患者临床病理特征与RhoC表达间的关系

临床病理特征        n            RhoC+             χ2                 P 值

年龄  

    >40岁              31           23             0.000          1.000

    ≤40岁            18            13     

性别

    男                    39           28             0.015          0.902

    女                    10             8               

肿瘤大小 

    >5 cm             24            17            0.168          0.682

    ≤5 cm            25           19  

包膜

    无                    21           15             0.790          0.779

    有                    28            21    

AFP 

    +                     40            30            0.009          0.925

    _                        9              6

HBsAg

    +                     33           25             0.031          0.860

    _                      16           11

病理分级

   Ⅰ-Ⅱ               29           17             8.037          0.005

   Ⅲ-IV               20            19

转移

    无                    22           12             7.335          0.007

    有                    27           24

    

表 2 RhoC的表达强度与肝癌病理分级和侵袭转移的关系

病理特征                    n                    +～+++                   +++

病理分级

   Ⅰ～Ⅱ                 29                     17                        7           

   Ⅲ～IV                 20                     19b                     14a

转移

    无                       22                     12                        4          

    有                       27                     24b                     17a

aP<0.05, bP<0.01.

BA ■应用要点
RhoC有可能成为
判断HCC侵袭转
移能力及肝癌患
者预后的一个新
指标.
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外基质新的黏附位点的形成; 尾端与旧黏附点

的脱离; 最后以细胞内肌动球蛋白为基础的细

胞骨架收缩促使细胞整体向前移动. 研究表明, 
Rho刺激、调节纤维母细胞及其他一些黏附细

胞的肌动蛋白张力纤维和局灶性黏附, 介导肌

动蛋白结构重组, 通过调节肌球蛋白轻链磷酸

化, 使肌球蛋白和肌动蛋白丝相互作用, 形成收

缩性的肌动-球蛋白束, 最终导致癌细胞极性消

失及促进细胞运动. RhoC则能通过调节细胞骨

架蛋白来加快细胞迁移的这些步骤[1,6], 例如在

黑色素瘤细胞的转移和扩散中RhoC蛋白是必需

的[1]; Ikoma et al [7]在对鼠的肺癌模型进行基因转

导研究时发现, 过度表达RhoC组能显著增加纵

隔淋巴结转移, 相反, 过表达显性失活Rho组纵

隔淋巴结转移的大小明显减少, 质量也明显减

轻. 同样在体外迁移和侵袭实验中, RhoC的过表

达提高了迁移和侵袭能力(后者比前者明显), 而
过表达显性失活Rho能同时抑制迁移和侵袭. 这
些结果表明RhoC可能通过调节细胞移动来促

进肺癌的转移. 另外Ikoma et al [7]还发现过度表

达RhoC能导致MMP-2, MMP-9, MT1-MMP和
TIMP-2等mRNA表达的显著升高, 反之过表达

显性失活Rho能降低上述MMP的mRNA表达水

平. 运用酶谱分析法也证实了过度表达RhoC不
但明显上调MMP-2和MMP-9的前体(失活状态), 
还明显上调活性状态的MMP-2, 从而首次揭示

了RhoC和MMPs在癌中的关系, 并提出了RhoC
作用新机制: RhoC不但能明显上调MMPs的表

达水平, 同时也能增加MMPs的活性, 使降解胞

外基质能力增强, 从而导致肿瘤侵袭活性的增强. 
和Ras超家族的所有成员一样, RhoC在非

活性GDP结合形式和活性GTP结合形式之间循

环, 与GDP结合游离于胞质中, 与GTP结合作用

于细胞内的效应分子. 但和Ras不同的是RhoC
极少突变[8], 更多的是表达水平上的异常. 如通

过使用基因芯片技术对比高转移性和低转移性

黑色素瘤细胞, 发现前者RhoC明显升高[1]; Kleer 
et al [9]也发现RhoC的表达水平与乳腺癌侵袭转

移特性密切相关. 研究显示在恶性肿瘤的转变

中, Rho蛋白与GTP或GDP结合形式的转换起着

重要作用, 而RhoC的过量表达则可能加快GTP
与GDP的循环转换过程. 近年来, RhoC的表达与

肿瘤侵袭转移的关系成为研究热点, 已有大量

资料发现肿瘤组织中异常表达RhoC与其侵袭

转移相关[1-2,7,9-24]. 我们通过免疫组织化学法检测

了RhoC蛋白在正常肝、肝癌及其转移灶中的表

达. 结果表明, RhoC蛋白表达水平在伴有侵袭转

移的肝癌中明显高于无侵袭转移的肝癌, 而无

论在伴有转移还是在不伴有转移的肝癌以及肝

癌转移灶中, RhoC的表达水平都明显高于正常

肝组织, 且肝癌恶性程度越高, RhoC表达越强. 
此外, 我们还观察到, 强RhoC染色的肝癌细胞分

布呈条索状, 与肿瘤细胞的侵袭性生长相一致. 
因此我们推测, RhoC基因与肝癌的侵袭转移密

切相关, 可能是通过调控癌细胞的运动促进肿

瘤的侵袭转移. 
肝癌的侵袭转移大多是通过血管途径转移. 

本研究显示, RhoC的表达强度与新生血管数量

有关, 表明两者之间存在密切的关系. 在研究乳

癌中发现, RhoC GTP酶的过量表达能特异而直

接的通过炎性乳癌细胞来控制血管生成因子的

合成[25-26], 因此我们推测, RhoC也能促进肝癌血

管生成, 增加肝癌细胞进入血管的可能性, 促进

肝癌的扩散转移. 然而, 其中具体机制尚不完全

清楚, 需要进一步研究. 本研究结果提示, RhoC
基因的表达与HCC分化程度、侵袭转移能力密

切相关. RhoC有可能成为判断HCC侵袭转移能

力及肝癌患者预后的一个新指标. 
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Abstract
AIM: To explore the possible role of Arecolinehy-
drobromide (Ah) in the dynamics of digestive 
tract and the effects of Ah on the contraction of 
colon smooth muscle cells (SMCs) and the con-
centration of intracellular [Ca2+]i.

METHODS: SMCs from colon of mice were 
cultured in vitro. Based on different treatment 
methods, four groups were divided into as fol-
lows: Ah group in which cultured SMCs were 
stimulated by Ah; control group in which there 

was no additional treatment on cultured SMCs; 
Acetylcholine (Ach) group in which cultured 
SMCs were stimulated by Ach; Atropine group 
in which cultured SMCs were pretreated with 
atropine before Ah was added. Laser scanning 
confocal microscope (LSCM) was used to mea-
sure the concentration of intracellular [Ca2+]i and 
the contraction of colon SMCs in the above four 
groups.

RESULTS: No spontaneous cellular contraction 
took place in control group in which there was 
a tendency of decrease in fluorescent intensity 
because of attenuation of the indicator. In Ah 
group, a rapid elevation in the concentration 
of intracellular [Ca2+]i occurred shortly after 
Ah was added, which was recorded as a pulse 
wave. Then there was a gradual and slow in-
crease in intracellular [Ca2+]i which reached its 
peak at 484.0 ± 47.6 s. The peak was followed by 
a quite long plateau and afterward returned to 
the resting level at 1 400 s. The percentage of cel-
lular contraction was 20.70% ± 0.07%. In Ah and 
Ach groups, a tendency of SMCs contraction in 
accordance with elevation of intracellular [Ca2+]i 
was observed following Ah or Ach was added. 
However, the effect was faster and shorter in Ah 
group than that in Ach group. The contractive 
effect of Ah was completely inhibited in SMCs 
pretreated by atropine.

CONCLUSION: Ah can cause contraction of 
SMCs of colon and increase of intracellular 
[Ca2+]i. The contractive effect of Ah can be effec-
tively inhibited by atropine. Ah may be promis-
ing for improving dynamics of digestive tract.

Key Words: Colon; Smooth muscle cells; Cell cul-
ture; Arecolinehydrobromide; Calcium; Laser scan-
ning confocal microscope

Liang NX, Yi LJ, Tian L, Hu F, Liu CP, Wei MX. Effects of 
Arecolinehydrobromide on contraction and intracellular 
free Ca2+ concentrations of colonic smooth muscle cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(7):676-681

摘要
目的: 观察氢溴酸槟榔碱(Ah)促进培养的结肠

®

■背景资料
结肠动力障碍性
疾病(如慢性传输
性便秘等)在我国
发病率较高, 促结
肠动力是治疗此
类疾病的主要手
段. 而目前临床常
用的促结肠动力
药物较少, 且大多
具有不同的副作
用 ,  如西沙比利 , 
由于心脏和其他
方面的毒副作用, 
使其应用受到限
制. 因此, 研究和
开发高效、低毒
的促结肠动力新
药具有重要意义. 
临床和实验证实, 
很多种类中药具
有不同程度的促
结肠动力作用, 其
中槟榔被认为是
具有开发前景的
促胃肠动力中药. 
槟榔碱是从槟榔
中分离得到的一
种生物碱, 近年来
主要被用于防治
钉螺, 在促胃肠动
力作用方面研究
不多.
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平滑肌细胞收缩作用及对胞内游离Ca2+浓度
的影响. 

方法: 培养大鼠结肠平滑肌细胞, 分为4组: 正
常对照组、Ah刺激组、乙酰胆碱(Ach)刺激
组、阿托品预处理组. 应用特异性Ca2+荧光批
示剂Fluo-3/AM负载细胞, 激光共聚焦显微镜
检测游离Ca2+浓度和细胞收缩率. 

结果: 正常对照组细胞未发生自主性收缩, 因
指示剂的衰减, 荧光强度(FI)有递减的趋势; 
A h刺激组在加药后短时间内胞内钙离子浓
度迅速升高, 出现一个波峰, FI平均基础值与
峰值有差异(P <0.05), 而后胞内钙离子浓度
再缓慢攀升, 在484.0±47.6 s达到高峰, 而后
有一个较长时间的平台期, 在1 400 s左右恢
复至静息水平, FI基础值与峰值有显著差异
(P <0.01), 细胞收缩百分数为20.70%±0.07%; 
Ach刺激组在加药后胞内钙离子浓度升高, 形
成一个小波峰, FI基础值和峰值差异有显著
性(P <0.01). 随后胞内钙离子浓度缓慢攀升, 
在600 s左右达到高峰, 而后有一个较长时
间的平台期. FI基础值与峰值差异有显著性
(P <0.001); 经阿托品预孵育处理后的细胞, 加
入Ah后, 其收缩效应被完全抑制.

结论: Ah可引起结肠平滑肌细胞收缩, 升高细
胞内游离Ca2+浓度. 其收缩效应可以被M受体
阻断剂阿托品所抑制.

关键词: 结肠; 平滑肌细胞; 细胞培养; 槟榔碱; 钙离

子; 激光共聚焦显微镜
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0  引言

氢溴酸槟榔碱(arecoline hydrobromide, Ah)是从

槟榔中分离得到的一种生物碱, 作为槟榔的有

效成分, 槟榔碱近些年来主要被用于防治钉螺, 
在促胃肠动力作用方面的研究不多[1]. 我们采用

了离体结肠单个平滑肌细胞制备及其运动记录

技术观察了不同浓度的Ah对大鼠急性分离结肠

平滑肌细胞的直接作用, 证实了Ah可使游离的

单个结肠平滑肌细胞收缩[2]. 细胞内游离钙在细

胞信息传递过程中起着重要作用. 钙离子作为

细胞内第二信使, 在细胞兴奋、增殖及收缩等

细胞反应中起重要作用, 游离钙离子浓度, 能反

映细胞的状态、药物和环境等对细胞的影响[3]. 
目前, Ah对培养的结肠平滑肌细胞收缩及胞内

钙离子浓度的影响未见报道. 我们采用激光共聚

焦显微镜技术, 观察加入Ah后细胞的收缩反应

及测定和分析Ah对培养的结肠平滑肌细胞内钙

离子的动态变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, 雌雄不拘, 体质量250 g左右. 
由南京医科大学医学实验动物中心提供. 胎牛

血清, DMEM培养基, Gibco公司产品. Ⅱ型胶原

酶、大豆胰蛋白酶抑制剂, 槟榔碱, Sigma公司

产品. N-2羟乙基哌嗪-N-2'-乙烷磺酸(HEPES), 
BSA, Amerseco公司产品. Fluo-3/AM乙酰甲酯: 
Calbiochem公司产品. 谷氨酸钠: 中国医药集团

上海化学试剂产品. Trypan蓝: 北京有机化工厂

产品. 其他均为国产分析纯试剂. Hepes Ringer
缓冲液的配制(mmol/L):  HEPES 24.5, NaCl 101, 
KCl 13, NaH2PO4 2.5, CaCl2 21.8, MgCl2  21.2, 
谷氨酸钠5, 谷氨酰胺2, 葡萄糖11.5, BSA 1 g/L. 
pH值用70 g/L NaHCO3调至7.2. PBS液的配制

(0.01 mol/L): NaCl 2 g, KCl 0.05 g, NaH2PO4 
0.287 5 g, KH2PO4 0.05 g, 双蒸水加至200 mL. 
超净工作台(苏州净化设备厂); 24孔细胞培养

板(丹麦Nunc); 25 cm2细胞培养瓶(丹麦Nunc); 
Beckman离心机(美国Beckman公司); TH-C型恒

温震荡器(江苏太仓实验设备厂); 体视显微镜; 
倒置显微镜(Olympus); 动物手术器械; 细胞计数

板(上海光学仪器厂); 尼龙筛网(100目); CO2细

胞培养箱(Type4, 德国Heraeus); 激光扫描共聚焦

显微镜(Carl Zeiss公司, 德国).
1.2 方法 结肠平滑肌细胞培养见参考文献[4]. 每
次取正常大鼠一只, 实验时断椎处死, 在无菌条

件下快速自肛门上2 cm取结肠10-15 cm, 生理

盐水中反复灌肠冲洗, 移入含青链霉素的Hepes 
Ringer缓冲液中浸泡. 超净工作台上在体视显微

镜下仔细刮去黏膜及浆膜层, 将肌层组织剪碎成

匀浆状, 加入到4 mL含1 g/L Ⅱ胶元酶和0.1 g/
L大豆胰蛋白酶抑制剂的消化液中, 30℃恒温水

浴20 min, 离心, 弃消化液. 再加入6 mL消化液

中, 30℃震荡30 min. 消化后再对倍缓冲液稀释

以中止消化, 用滴管反复轻柔吹打, 1 000 r/min
离心3 min, 用10 mL DMEM培养液重悬细胞, 
过100目筛网, 取细胞滤液用Trypan蓝染色检查

细胞活性, 确认活细胞在90%以上. 用DMEM培

养液将细胞浓度调整至5×107/L, 接种至培养瓶

■研发前沿
以现代科学技术
为依托, 胃肠动力
中药研究方法学
上呈现出从整体
水平到细胞水平
乃至分子水平不
断深入、从单味
药向药物单体成
分上发展的趋势. 
最常采用的两种
实验方法是生理
仪测定肌条张力
变化、急性分离
或体外培养的胃
肠平滑肌细胞结
合共聚焦技术测
定胞内钙离子浓
度.
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中, 放入培养箱内, 37℃, 950 mL/L O2和50 mL/
L CO2条件下培养. 细胞培养24 h后换液, 弃去

未贴壁细胞, 加入培养液继续培养, 以后每3-4 d
换液1次, 期间用倒置显微镜观察细胞生长情况. 
7-9 d, 细胞长满后用胰酶传代. 取第2代培养细

胞观察. 培养的结肠平滑肌细胞分为1: 正常对

照组; 2: Ah刺激组: 即时加入1×10-5 mol/L的Ah
刺激结肠平滑肌细胞; 3: Ach刺激组: 即时加入

1×10-3 mol/L的Ach刺激结肠平滑肌细胞; 4: 阿
托品组: 以0.5 g/L阿托品处理5 min, 再用1×
10-5 mol/L的Ah刺激平滑肌细胞.
1.2.1 胞内钙离子浓度变化 Fluo-3/AM用纯二甲

基亚砜(DMSO)配成1 mol/L的储备液, 低温保

存备用, 实验前Fluo-3/AM用PBS液稀释10倍. 将
培养的细胞标本内培养液弃去, 用PBS液冲洗

细胞3次, 加入探针, 放入37℃孵箱中约20 min, 
于荧光显微镜下观察负载情况, 如荧光强度较

低, 可适当延长5-10 min, 然后用PBS洗去细胞

外残余染料. 将探针孵育好的细胞, 置于200倍
光学显微镜下, 选择单个或两个细胞及其层面, 
再在激光显微镜下进行连续动态扫描. 与钙离

子结合的Fluo-3在波长488 nm处激发, 发射波

长526 nm, 计算机记录结肠平滑肌细胞的钙离

子荧光强度并储存结果. 细胞内荧光强度变化

可指示细胞内游离钙离子浓度的变化. 实验结

果以给药前后单个细胞的荧光强度(fluorescent 
intensity, FI)及幅度的变化表示细胞内游离钙离

子浓度的相对变化. 
1.2.2 细胞收缩反应的测量 在激光共聚焦显微

镜下连续动态扫描的荧光图像中, 随机抽取6个
细胞, 测量加药前后细胞的长度. 细胞收缩反应

以给药前后细胞平均长度下降百分数表示.      
公式为: 细胞收缩百分数 = (给药前平均细

胞长度-给药后平均细胞长度)/给药前平均细胞

长度×100%[2].
统计学处理  数据经计算机系统对图形及时

间进行实时测量而获得. 使用软件为LSM510自

带软件. 实验结果均以mean±SD表示. 统计处理

采用SPSS软件.

2  结果

2.1 Ah对结肠平滑肌细胞内游离的钙离子荧光

图像的影响 结肠平滑肌细胞以Fluo-3/AM负载

后, 在激光共聚焦显微镜下观察, 呈规则的梭形

或多边形, 轮廓清晰. 胞核荧光较强, 胞质较弱. 
由于细胞所处状态不同, 各细胞荧光强度有差

异, 有的细胞荧光强度强, 有的细胞荧光强度弱

(图1A). 用Fluo-3/AM负载结肠平滑肌细胞荧光

图像清晰, 强弱变化, 可较好地显示细胞内游离

钙离子浓度的变化过程. 在加药后细胞荧光强

度增强, 后逐渐变弱, 再渐渐由弱变强, 最后再

由强变弱, 在1 400 s左右恢复至原荧光强度(图
1B-E). 
2.2  A h组结肠平滑肌细胞内游离钙离子变化 
Time course所示动态曲线表明细胞内标记区域

荧光强度(FI)的变化. FI与钙离子浓度呈正比, 因
此在本实验中以FI表示钙离子浓度的变化. 加
药后短时间内胞内钙离子浓度迅速升高, 出现

第一个波峰(图2), FI平均基础值与峰值有差异

(P <0.05), 随后胞内钙离子浓度再缓慢攀升, 出
现第二个波峰, 在484.01±47.55 s时达到高峰, 
FI基础值与峰值有显著差异(P <0.01, 表1). 而后

有一个较长时间的平台期, 在1 400 s左右恢复

至静息水平. 正常对照组结肠平滑肌细胞游离

钙离子浓度变化曲线较为平坦, 没有出现较大

的波动(图3), 因为观察时间较长, 荧光指示剂衰

减, 曲线出现下降趋势. FI基础值与峰值差异无

显著性(P >0.05, 表1). 1×10-3 mol/L Ach能引起

胞内钙离子浓度迅速升高, 出现第一个波峰(图
4), FI基础值和峰值差异有显著性(P <0.01). 随后

胞内钙离子浓度缓慢攀升, 出现第二个波峰, 在
600 s左右达到高峰, FI基础值与峰值差异有显著

性(P <0.001, 表1). 而后有个较长时间的平台期. 
经过阿托品孵育5 min后, 1×10-5 mol/L  Ah升高

→

图 1 Ah刺激诱导的结肠平滑肌细胞内钙荧光强度的动态变化. A: 加药前; B: 加药后25 s; C: 加药后183.24 s; D: 加药后

484.017 s; E: 加药后1 400 s.

■创新盘点
体外培养细胞影
响因素单一, 是激
光共聚焦显微镜
观察的最适宜的
细胞, 但可能是因
为结肠的生物学
特性和采集环境
的特殊性而造成
细胞培养难度大. 
本研究在国内首
次报道了大鼠结
肠平滑肌细胞培
养, 并在此基础上
结合共聚焦技术, 
探讨了槟榔碱对
结肠平滑肌细胞
内钙离子的影响.

A B C D E
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胞内钙离子浓度的作用被抑制(图3). FI基础值

与峰值差异无显著性(P >0.05, 表1).
2.3 Ah对结肠平滑肌细胞的收缩作用 1×10-5 mol/
L的Ah对结肠平滑肌细胞具有显著的收缩作用

(图5), 其细胞收缩百分数为20.70%±0.07%.

3  讨论

当前, 结肠动力障碍性疾病(如慢性传输性便秘

等)在我国的发病率较高, 其病理生理主要表现

为结肠运动功能的减退, 促进结肠动力是治疗

此类疾病的主要手段. 而目前临床上常用的促

结肠动力药物较少, 且大多数具有不同的副作

用, 如5-HT4受体激动剂西沙比利, 经研究证实对

结肠有一定的兴奋作用[6], 但由于心脏和其他方

面的毒副作用[7-8]近年来人们就中药对胃肠动力

的影响及其调节机制作了一些探索, 并提出了

“胃肠动力中药”这概念[9], 其中槟榔被认为是

具有开发前景的促胃肠动力中药, 其主要有效

成分槟榔碱为M受体激动剂[10-11], 通过激动M2受

体, 槟榔碱可兴奋神经元[12], 增加细胞内钙离子

浓度[13].  

图 5 细胞的长度. A: Ah加入前; B: Ah加入后.

■应用要点
本文为筛选中药
的活性成分建立
起在细胞水平层
面上更可行、结
果更可靠的实验
方法. 通过激光共
聚焦显微镜离子
通道观察技术, 能
够证实中药促胃
肠动力作用的部
分机制, 为筛选中
药的活性成分的
研究搭建了高通
量、高度可靠的
细胞学实验平台.
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表 1 各实验组FI静息值与增高值变化 (mean±SD, FI)

分组                            静息值         增高值

正常对照                       60.1±11.5              65.6±11.9

Ah刺激         第1峰        41.5±16.9              62.0±26.3a

                     第2峰        42.9±18.4              63.0±17.4b

Ach刺激        第1峰        26.9±17.4              50.7±16.9b

                     第2峰        16.1±7.4              101.0±16.8b

阿托品                        5.5±1.6        4.8±1.4

aP<0.05, bP<0.01 vs  静息值.

图 3 正常对照组、阿托品组结肠平滑肌细胞游离钙离子

浓度变化曲线. 
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图 2 Ah刺激组胞内游离钙离子荧光强度变化. A: Time 

course所示动态曲线; B: 激光共聚焦显微镜下荧光图像.  
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目前, 激光共聚焦图像系统结合新一代荧光

染料的使用, 已广泛应用于精确分析活细胞内

钙离子的动态变化. 脂溶性钙荧光指示剂Fluo-3/
AM可穿越细胞膜进入细胞内, 被活细胞内的非

特异酯酶水解后, 与细胞内游离钙呈高度特异

性结合, 并在一定波长激发光激发后产生荧光. 
由于Fluo-3/AM是一种单波长的发光基团, 其荧

光强度与[Ca2+]i成正比, 因而可精密观察分析细

胞内[Ca2+]i的动态变化. 本实验中以荧光强度

(FI)表示浓度的变化. 与以往的细胞内[Ca2+]i的

测定方法比较, 此项技术以激光为光源, 结果准

确, 背景噪音小, 对细胞损伤小[14]. Fluo-3/AM为

新型、可激发出可见光的钙荧光指示剂, 较易

负载染色至细胞内, 对游离钙离子敏感性高, 可
连续动态监测钙离子浓度的变化[15]. 

由于胃肠道平滑细胞膜上的钙通道远比骨

骼肌细胞膜上的钙通道多, 而钠通道又比骨骼

肌少许多, 所以钙离子和钙通道在胃肠平滑肌

动作电位产生中居主导地位[16]. 现在一般认为, 
平滑肌收缩活动与胞内钙离子浓度变化密切相

关. 高浓度Ca2+引起平滑肌收缩, 低浓度Ca2+引起

平滑肌舒张. 平滑肌收缩时的钙离子来源于细

胞外液Ca2+内流和细胞内钙库Ca2+释放(主要是

肌质网, SR)[17]. 胞外Ca2+内流是通过质膜钙离子

通道来控制的. 质膜钙离子通道分为两类: 电压

门控钙通道和配体门控钙通道. 电压门控通道

是主要通道[18], 他又可分为T型和L型通道. 肌质

网的Ca2+释放调节机制至少有两种: 一是三磷酸

肌醇[inositol(1, 4, 5)-friphosphate, IP3]与其受体

(IP3R)结合后, 引起钙通道开放; 二是ryanodine
受体(RyR)钙通道. IP3介导的Ca2+释放是量子化, 
具有“全或无”的特性. 在无Ca2+条件下IP3几乎

不能诱导其受体开放, 当细胞内Ca2+浓度升高时, 
IP3R释放Ca2+增加, 构成正反馈; 如果Ca2+浓度

升高超过300 nmol/L时, IP3R对IP3变得不敏感, 
Ca2+释放被抑制, 此属负反馈[18]. 现在认为与钙

离子诱导的钙离子释放(calcium induced calcium 
re lease, CICR)有关, 并有四步模型可以解释

CICR: (1)胞外钙离子进入细胞内钙库; (2)充满

钙离子的钙库被少量钙离子通过IP3R和RyR释

放钙离子到胞质; (3)钙离子作为信使导致周围

钙库释放钙离子并产生钙波; (4)钙离子释放通

过负反馈效应而停止. 钙泵使胞质钙离子排出

胞外或进入胞内钙库而恢复静止态, 并准备进

入下一个反应循环. 
在消化道平滑肌收缩过程中[Ca2+]i增加的

两种动员途径存在器官和种属的特异性, 并与

引起收缩的激动剂有关. 猫食管环形平滑肌细

胞收缩时[Ca2+]i增加主要通过细胞外Ca2+内流, 
而下食管括约肌及基底部细胞则通过肌质网IP3

敏感地贮存Ca2+释放[19]. 狗结肠平滑肌细胞收缩

时Ca2+动员通过细胞外Ca2+内流和肌质网IP3、

RyR敏感地贮存Ca2+释放[20]. 招明高 et al [5]研究

认为, 在培养的胃底平滑肌细胞5-羟色胺可引

起[Ca2+]i的迅速升高, 然后是一个持续的、升高

的、稳定的平台期. [Ca2+]i的迅速升高依赖于胞

外Ca2+的流入和胞内Ca2+的释放, 而平台期依赖

于Ca2+的内流. 
目前采用激光共聚焦技术观察药物对结肠

平滑肌细胞钙离子影响的报道不多, 国内只有

天津总医院Ma et al [21]有报道. 他们认为, 在急性

分离的结肠平滑肌细胞大黄素引起[Ca2+]i短暂

的升高后下降到一个持续的、稳定的、比静息

状态稍高[Ca2+]i的平台期, 他认为[Ca2+]i的迅速

升高依赖于肌质网IP3、RyR敏感地贮存Ca2+释

放, 而平台期是胞外钙离子内流而引起的. 
本研究采用Fluo-3/AM荧光指示剂对培养

的结肠平滑肌细胞钙离子变化进行观察, 显示1
×10-5 mol/L Ah刺激可使结肠平滑肌细胞内在

短时间内钙离子浓度有个迅速、显著增加, 而
后钙离子出现缓慢、更高幅度的升高, 随之下

降到一个持续的、稳定的、比静息状态稍高

的、较长时间的平台期. 同时平滑肌细胞产生

收缩效应. 
我们与Ma et al的研究结果相比, 有一定的

差异. Ma et al观察的细胞钙离子变化图只出现

了一个波峰, 而我们观察的细胞钙离子变化图

出现了两个波峰. 这个图形是否符合CICR的四

步模型[18], 即Ah引起胞内钙离子出现的第一个

快速升高的波峰是由胞外钙离子的迅速内流后

进入胞内钙库而引起的, 第二个缓慢升高的波

峰是由钙库被少量钙离子通过IP3R和RyR释放

钙离子到胞质和钙离子作为信使导致周围钙库

释放钙离子而产生的, 可以通过从钙离子释放

的各个途径选择相应的拮抗剂来进一步证实. 
Ah和Ach组结肠平滑肌细胞内游离钙离子

变化升高趋势一致, 但Ah组作用时间短, 效应更

快, 说明Ah促结肠动力作用更加明显. 预先用M
受体阻断剂阿托品处理后, Ah上述作用被抑制, 
证明Ah是通过激动M受体而产生效应的.  

本研究旨在为筛选中药的活性成分建立起

■同行评价
选题科研方向明
确 ,  科 研 设 计 详
细 ,  技 术 路 线 可
行, 内容新颖, 结
论有说服力, 研究
结果有一定学术
价值.
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在细胞水平层面上更可行、结果更可靠的实验

方法. 通过激光共聚焦显微镜离子通道观察技

术, 能够证实中药槟榔胃肠活性的部分机制, 为
筛选中药的活性成分的研究搭建了高通量、高

度可靠的细胞学实验平台. 
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Abstract
AIM: To study the influence of static electric 
field with different intensities on the growth of 
Esoherichia coli.

METHODS: The static electric field of 3 and 24 
volt were used upon the big tubes (Ф = 30 mm) 
in which E. coli were cultured. The optical densi-
ty and bacterial colony numbers were measured 
during the growth process of E. coli. Meanwhile, 
the morphology of E. coli under the action of 
24-volt static electric field was observed by scan-
ning electron microscopy (SEM) comparatively 
analyzed with the control group.

RESULTS: The growth of E. coli obviously re-
strained during the prophase of culturing under 
the experiment conditions. Stable growth period 
of E. coli was advanced 2 and 4 hours under the 

action of static electric fields of 3 and 24 volt, 
respectively. E. coli appeared the second loga-
rithm growth period 6-8 h after the first stable 
period started. That was the growth remediation 
of bacteria. And in the experimental conditions, 
the intensity of static electric field was in inverse 
relation with the restoring speed of E. coli. In 
addition, the morphological distortion of E. coli 
was found under the SEM.

CONCLUSION: The external low-voltage static 
electric field has inhibitory effect on the growth 
of E. coli.

Key Words: Static electric field; Esoherichia coli ; 
Restraint; Growth remediation

Dai QW, Dong FQ, Deng JJ. Effect of low-voltage static 
electric field on growth of Esoherichia coli. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(7):682-686

摘要
目的: 研究不同强度低压静电场对大肠杆菌
(E. coli )生长过程的影响. 

方法:  将3 V和24 V两种不同强度低压静
电场施加于培养大肠杆菌的大试管 ( Φ  = 
30 mm), 测量大肠杆菌生长过程中的吸光度
A 540nm及菌落数, 并对24 V静电场作用下8 h
的大肠杆菌进行扫描电镜(SEM)观察, 对比其
与对照管的菌体形态变化特征. 

结果: 大肠杆菌的生长在培养前期受到了明
显的抑制. 3 V和24 V静电场作用下大肠杆菌
进入稳定生长期的时间分别提前了2 h和4 h, 
当第1个稳定生长期持续6-8 h后出现第2次生
长, 即出现“生长修复”. 且在试验条件下, 外
加静电场越强, 修复速度就越慢. 扫描电镜分
析发现了试验条件下大肠杆菌菌体形态出现
了一定的变异, 进一步说明了外加低压静电场
对大肠杆菌生长存在一定程度的影响作用.

结论: 外加低压静电场对大肠杆菌生长存在
一定的抑制作用.

关键词: 静电场; 大肠杆菌; 抑制; 生长修复

®

■背景资料
如何保护人体正
常菌群的微生态
平衡并进一步利
用其来达到治疗
部分细菌性疾病
成为研究的热点. 
相关报道大部分
注重于医用抗生
素等药物对正常
菌群平衡的影响, 
而忽视了人类日
常生活环境对其
带来的影响. 电场
对微生物生长影
响也主要集中在
利用高压、高频
电磁场杀菌的研
究上, 而未见有关
低压静磁场对微
生物生长的影响
研究, 本文就是基
于以上两个方面
进行试验研究的.
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0  引言

正常情况下, 人体正常菌群(normal flora)在维持

人体与外界平衡, 增加人体免疫力甚至治疗部

分疾病等方面起着重要作用[1-5]. 近年来, 人们在

逐步认识人体正常菌群作用的同时, 有关外界

环境(如: 过量服用抗生素及外界物理损伤等)对
人体微生态平衡影响研究在国内外开始引起重

视[6-9]. 
电场对微生物影响研究主要集中在脉冲电

场上, 包括利用脉冲电场低温杀菌[10-14]及其在食

品灭菌储藏中的应用研究, 弥补高温消毒的弊

端[15-17]; 脉冲电场与磁场, CO2等其他物理条件协

同作用杀菌能够进一步提高杀菌效果[18-20]; 脉冲

电场以及直流电场对微生物生长过程的影响研

究及其杀菌机制研究等[21-30]. 有关静电场对微生

物影响研究较少, 且所选静电场主要为高压静

电场[31]. 然而低压静电场对微生物生长的影响, 
特别是对人体正常菌群的微生态平衡影响方面

研究目前少见报道. 我们对大肠杆菌在低压静

电场(low-voltage static electric field)下生长情况

进行了研究, 初步探讨了其对大肠杆菌生长的

影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌(ATCC25922)来自卫生部临

床检验中心. 营养肉汤培养基: 牛肉膏5 g, 蛋白

胨10 g, NaCl 5 g, 加蒸馏水1 000 mL, 调pH 7.2
左右. 营养琼脂培养基: 牛肉膏5 g, 蛋白胨10 g, 
NaCl 5 g, 琼脂18 g, 加蒸馏水1 000 mL, 调pH 
7.2左右. 葡萄糖溶液: 葡萄糖30 g, 加蒸馏水

100 mL, 浓度为300 g/L. 以上全部经过高压蒸

汽消毒, 备用.  LEO S440型扫描电子显微镜; 国
产721型分光光度计; 国产DG-410型电热恒温培

养箱; 低压静电场3 V,  24 V.
1.2 方法 接种一环E.coli菌种于10 mL液体培养

基中, 置于36℃培养箱中, 24 h后取出, 作为原

菌液备用; 取5 mL的葡萄糖溶液加入到250 mL
液体培养基中, 混匀后分装到直径为30 mm的

大试管中各30 mL; 在大试管中插入电极并用

棉塞塞紧(图1). 在每支试管中加入50 μL的原菌

液, 将低压静电场作用管(以下简称试验管)分别

接通试验所需电源, 同时做无外加静电场的对

照管. 将整个装置置于36℃恒温培养箱中, 每隔

一定时间各取2 mL菌液(摇匀)测吸光度A值, 并
用倾注法测菌落数. 测定时以无菌蒸馏水做空白

对照, 选用540 nm波长, 用光程为0.5 cm的比色

杯, 并将测试结果绘制曲线.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS 10.0统计软件处理. 试验组与对照组间比

较采用t检验.

2  结果

2.1 大肠杆菌生长过程 24 V试验管大肠杆菌从

6 h处开始细菌悬液的吸光度A值基本出现稳定, 
证明开始进入“稳定生长期”, 相对正常情况下

提前了4 h, 3 V试验管则相对提前了2 h; 另外

对照管相对试验管在该时期的A值较大, 表现为

生长曲线相对较“高”. 试验管整个生长曲线有

2个“台阶”, 即2个稳定生长期, 第2台阶开始于

24 h处. 可能由于大肠杆菌在实验静电场作用下

经过多代生长繁殖, 对外界环境干扰产生了耐受

性, 逐渐适应了电流对其生长的抑制作用, 在第

1个稳定生长期持续6-8 h后出现第2次生长, 即
其生长出现了“反弹现象”, 或者说是“生长修

复”. 从菌落数对数曲线可以看出, 与对照相比, 
试验管曲线较低且中间出现了波动, 24 V静电

场作用下大肠杆菌衰亡期延迟, 电压越大, 修复

速度就越慢(表1, 图2). 
2.2 扫描电镜下大肠杆菌形态变化 对照样E.coli
菌体形态均一(SEM×50 000). 24 V静电场作用

下, 大肠杆菌出现畸形. 部分大肠杆菌菌体变宽, 
中部出现凹陷, 整个菌体变“瘪”, 形态不规则, 
呈“哑铃状”; 另有菌体变消长, 其长度为正常

菌体的3-4倍. 实验外加低压静电场对大肠杆菌

的生长具有明显的影响, 造成了其形态的变化

(图3).

3  讨论

细菌固体成分的50%-80%是蛋白质, 细菌蛋白

■研发前沿
探讨利用高频、

高压脉冲电场及
静电场的杀菌效
果, 目的是实现低
温 下 杀 菌 ,  为 食
品、医药等行业
提供更有效的低
温灭菌手段. 人体
正常菌群的微生
态平衡与人体健
康之间的关系, 医
用药物对人体正
常菌群的微生态
平衡的影响以及
对其的防护等为
当前研究热点.

图 1 低压静电场作用试验装置. 

棉塞

电极

培养基
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■创新盘点
本文首次采用内
置电极法模拟低
压 静 电 场 ,  人 体
安全电压(3 V和
24 V)对人体正常
菌株——大肠杆
菌的生长过程影
响进行了研究, 不
同于其他有关的
高频、高压电磁
场与微生物相互
作用的研究报道. →

    

表 1 大肠杆菌在不同环境下生长情况比较 (mean±SD, n = 3)

取样时                                  A 540nm                                                                          ΔA 540nm                                                                        菌落数 (109 CFU/L)

间 (h)          3 V                       24 V                     对照                      3 V                      24 V                     对照                         3 V                           24 V                          对照

  0     0.095±0.001    0.095±0.001    0.095±0.001    0                        0                        0                                  5.0±1.0                 5.0±1.0               5.0±1.0

  4     0.226±0.002b   0.257±0.003b   0.220±0.001b   0.131±0.001b     0.162±0.002b    0.125±0.001b    1.2×102±6.0b       8.7×101±2.0b     8.0×101±5.0b

  6     0.442±0.001b   0.472±0.002b   0.464±0.002b   0.216±0.001b   0.215±0.001b    0.244±0.001b    5.6×102±14.0b     4.0×102±8.0b     1.2×103±15.0b

  8     0.475±0.003b   0.480±0.002b   0.568±0.001b   0.033±0.002b   0.008±0.001b    0.104±0.001b    3.0×103±11.0b     1.8×103±17.0b    5.0×103±10.0b

10     0.480±0.002b   0.492±0.002b   0.600±0.001b   0.005±0.001b   0.012±0.001b    0.032±0.001b    5.0×102±13.0b       1.0×103±15.0b   7.5×103±17.0b

12     0.510±0.001a   0.505±0.003b   0.602±0.002b   0.030±0.001b   0.013±0.001b    0.002±0.001b    3.8×103±23.0b     5.0×102±15.0b   1.0×104±35.0b

14     0.512±0.002a   0.517±0.002b   0.615±0.002b   0.002±0.001b   0.012±0.001b    0.013±0.001b    4.5×103±21.0b     2.0×103±14.0b   8.0×103±13.0b

24     0.587±0.002a   0.580±0.002b   0.622±0.001b   0.075±0.001b   0.063±0.001b    0.007±0.001b    1.3×103±15.0b     4.8×103±26.0b   1.5×103±19.0b

36     0.585±0.001b   0.590±0.002b   0.650±0.002b -0.002±0.001b   0.010±0.001b    0.028±0.001b    2.0×102±8.0b       5.5×102±7.0b     2.5×102±14.0b

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组.

图 2 不同作用条件下大肠杆菌的生长. A: 生长曲线; B: 吸

光度差值ΔA 540nm变化曲线; C: 菌落数变化曲线. 

质和其他蛋白质一样, 由多种氨基酸组成, 是一

种兼性离子, 具有两性游离性质, 在溶液中可电

离成带负电荷的羧基(COO-)和带正电荷的氨基

(NH3
+), 氨基酸的电离与溶液的pH值有关. 即当

细菌所处的环境pH高于等电点时, 带正电. 溶液

的pH 2-5之间时细菌处于等电点, 通常细菌所

处的环境呈弱碱性(pH 7.2-7.6), 因此细菌带负

电荷. 在实验外加低压静电场的作用下, 电极周

围形成静电场, 改变了菌体正常生长环境下的

原有“电位差”, 从而打破了细胞内外的离子
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图 3 正常条件和24 V静电场作用下E.coli 生长8 h的SEM照片(×50 000). A: 正常条件下; B, C: 24 V静电场作用下. 
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■应用要点
本文对模拟低压
静电场对大肠杆
菌生长过程的影
响进行了研究, 并
证实外加低压静
电场对大肠杆菌
生长存在一定的
抑制作用, 这对一
些细菌性疾病的
临床治疗以及维
护人体正常菌群
的微生态平衡有
一定的价值.

浓度平衡状况, 也就会影响到细菌的生长. 另外, 
直流电场作用胶体除了使带电离子产生电泳外, 
还会使悬浮粒子的均匀媒质(如水)产生电渗. 因
为蛋白质中羧基电解会产生H+, H+被水分子包

围, 形成水合离子并向阴极移动, 使阴极附近的

水分增多, 阳极的水分减少. 含水量的变化将影

响生物功能. 
由于大肠杆菌菌体本身带负电荷, 要顺着

电场方向移动, 即向电极方向移动, 而由于电极

的水分减少会使菌体水分部分渗出, 造成细菌

细胞的“塌陷”变瘪. 从而给细菌带来一定的

损伤甚至是破坏, 一定程度上抑制了细菌的生

长, 这种抑制作用在细菌培养后期减弱, 出现了

“生长修复”现象. 也可能是外加静电场影响

细菌菌体内一些酶的生成或活力, 从而抑制了

大肠杆菌的生长. 其中具体作用机制还有待进

一步研究. 这对一些细菌性疾病的临床治疗以

及探讨外部环境对人体内正常菌群平衡的影响

方面都具有一定的参考价值, 同时也为微生物

物理学方面的研究提供了一些理论依据. 
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■同行评价
课题设计新颖, 合
理, 结果可信, 具
有一定的科学意
义. 对一些细菌性
疾病的临床治疗
以及探讨外部环
境对人体内正常
菌群平衡的影响
方面具有一定的
参考价值, 同时也
为微生物物理学
方面的研究提供
了一些理论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the important roles of 
dendritic cells (DC) and CD4+CD25+ regulatory 
T cells in immune prevention against insulin 
dependent diabetes (IDDM) by autoantigen 
insulin administration.

METHODS: The model of IDDM was estab-
lished by intraperitoneal injection of low-dose 
streptozotocin (STZ) 40 mg/kg per day for 5 
consecutive days in Balb/c mice. The bovine 
insulin (100 μg) in incomplete Freund's adjuvant 
(IFA, emulsified 1∶1) was given subcutaneously 
to the mice weekly for 4 weeks. The blood glu-
cose was examined once a week and all the mice 
were killed after 5 weeks. Pancreas tissues were 
collected for histopathological examination. DC 

precursor cells from bone marrow and lympho-
cytes from spleen were isolated. The phenotype 
of DC and CD4+ CD25+ regulatory T cells were 
analyzed by fluorescence activated cell sorter 
(FACS). DC-stimulated proliferation of lympha-
cytes was determined by allo-mixed lymphocyte 
reaction (aMLR).

RESULTS: The level of blood glucose was de-
creased significantly after insulin injection in 
comparison with that in the model control group 
(13.79 ± 2.71 mmol/L vs 20.98 ± 1.43 mmol/L, P 
< 0.05). Fewer lymphocytes infiltration was ob-
served and pancreatic histological structure was 
intact. The surface marker CD11c on DC from 
bone marrow was decreased markedly in IDDM 
mice (26.4%) than that in normal mice (47.5%). 
DC differentiated abnormally, and the capacity 
of stimulating proliferation of allogeneic T cell 
was weakened as compared with that of normal 
mice (1.47 ± 0.01 vs 2.93 ± 0.01, P < 0.01, and 1.32 
± 0.01 vs 2.94 ± 0.02, P < 0.01, at DC/T ratios of 
1∶10 and 1∶20, respectively). The percentage 
of CD4+CD25+ T cells were decreased to 1.43%, 
while it was 5.09% in normal mice. In contrast, 
blood glucose in mice given insulin subcutane-
ously was well controlled, and the amount of 
DC with CD11c was increased (50% approxi-
mately); the expression of CD86 and MHC-Ⅱ 
was low (26.6% and 28.8%, respectively) and 
MLR showed that DC capacity in stimulating T 
cell proliferation was lower than those from the 
normal mice, but higher than those from IDDM 
model mice (2.30 ± 0.06 and 2.17 ± 0.02, at DC/T 
ratios of 1∶10 and 1∶20, respectively); the per-
centage of CD4+CD25+ T cells from spleen was 
enhanced to 7.15%.

CONCLUSION: Subcutaneous administration 
of insulin can confer protection to mice against 
IDDM induced by STZ. The immune protection 
of autoantigen may be associated with the es-
tablishment of immune tolerance by improving 
the function of abnormal DC and promoting the 
production of CD4+CD25+ T cells in vivo.
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■背景资料
1型糖尿病属于自
身免疫性疾病, 目
前尚无有效药物
防治1型糖尿病的
发病, 因此成功诱
导免疫耐受是防
治 1 型 糖 尿 病 的
最佳方式. 近些年
来, 以自身抗原为
研究对象并经各
种途径在糖尿病
转基因动物中诱
导免疫耐受已进
行了大量的研究, 
然而对于在疾病
动物模型体内诱
导免疫耐受的研
究却少见报道.



Key Words: Autoantigen; Dendritic cells; Regula-
tory cells; Insulin dependent diabetes

Xiang M, Zhang CL, Zou XL, Cai XH, Peng JB. Roles 
of dendritic cells and regulatory T cells in autoantigen-
induced murine immune tolerance model. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨树突状细胞(DC)及CD4+CD25+调
节性T细胞在胰岛素自身抗原sc所诱导的小鼠
胰岛素依赖性糖尿病(IDDM)的免疫耐受中的
重要作用. 

方法: 低剂量链脲佐菌素(STZ)(40 mg/kg)ip
连续5次在Balb/c小鼠体内建立IDDM模型, 胰
岛素(100 μg)与不完全弗氏佐剂(IFA, 1∶1)混
合液sc 1次/wk, 连续4 wk. 模型建立后每周测
定血糖, 5 wk时处死动物, 取胰腺进行病理组
织学检查. 分离骨髓DC前体及脾脏T淋巴细胞
并进行体外培养. 采用流式细胞术测定DC表
型和CD4+CD25+调节性T细胞, 以同种淋巴细
胞刺激实验检测DC刺激淋巴细胞增殖功能. 

结果: 胰岛素sc 4 wk后可明显降低小鼠的
血糖, 与模型对照组有极显著差异(13.79±
2.71 mmol/L vs  20.98±1.43 mmol/L, P <0.05), 
胰岛内炎症细胞浸润减少 ,  组织结构完整 . 
IDDM模型建立后, 小鼠骨髓来源树突状细
胞CD11c表达为26.4%, DC分化异常, 而正常
小鼠CD11c表达为47.5%; 混合淋巴细胞反应
中DC刺激能力减弱, 刺激指数分别为1.47±
0.01和1.32±0.01(刺激细胞和反应细胞比例
分别为1∶10和1∶20), 与正常小鼠相比, 差
别具有极显著性意义(P 值均小于0.01). 脾脏
C D4+C D25+调节性T细胞减少到1.43%, 而
正常小鼠为5.09%. 与此相反, 胰岛素自身抗
原连续应用后, 不仅使血糖得到控制, 表达
CD11c的树突状细胞数量增加, CD86和MHC-
Ⅱ表面分子表达降低到26.6%和28.8%, 刺激
淋巴细胞反应的能力弱于正常DC, 但强于模
型小鼠的DC, 刺激指数分别为2.30±0.06(1∶
10)和2.17±0.02(1∶20), CD4+CD25+调节性T
细胞数量上升到7.15%.

结论: 胰岛素sc可预防STZ所致小鼠IDDM的
发生, 自身抗原可以通过改善功能异常的树突
状细胞, 诱导CD4+CD25+调节性 T细胞分化在
模型小鼠体内建立免疫耐受.

关键词: 自身抗原; 树突状细胞; 调节性T细胞; 1型糖

尿病
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0  引言

1型糖尿病, 即胰岛素依赖性糖尿病(IDDM)是T
细胞介导的. 以胰岛素分泌性胰腺b细胞破坏为

主要病理特点的自身免疫性疾病[1]. 建立抗原特

异性T细胞耐受是目前防治自身免疫病的主要

研究方向. 大量研究发现, 如果在自身免疫反应

前期给予一定数量的可溶性b细胞或胰岛素自

身抗原, 可通过诱导免疫耐受而发挥预防IDDM
作用[2-5]. 去除或抑制CD4+CD25+调节性T细胞能

打破天然的免疫耐受平衡, 导致自身免疫病[6-7]. 
而体外处理或修饰树突状细胞可在NOD小鼠体

内促进Th细胞的免疫偏离, 预防IDDM发生[8]. 因
此免疫耐受与调节性T细胞和树突状细胞的关

系倍受关注. 但目前对于诱导IDDM免疫耐受的

方法较多, 结论也不完全一致[9]. 此外大多数耐

受建立在NOD小鼠体内, 该种类小鼠发病有性

别限制, 且口服抗原治疗仅使50%-60%的小鼠产

生耐受[10]. 因此我们拟在IDDM模型小鼠体内建

立胰岛素自身抗原诱导免疫耐受的方法, 并深入

探讨免疫耐受与CD4+CD25+调节性T细胞以及

树突状细胞的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 牛胰岛素、链脲佐菌素(S T Z)购自

Sigma公司. 不完全弗氏佐剂(IFA)购自Difco公
司. Ficoll-Paque淋巴细胞分层液购自Amersham
公司. MTT购自Amresco公司. RPMI 1640完全培

养基购自Gibco公司. FITC标记anti-mouse CD4, 
PE标记anti-mouse CD25购自eBioscience公司. 
集落刺激因子(GM-CSF)和白介素4(IL-4)购于

R&D公司. FITC标记抗小鼠CD11c mAb, FITC标
记抗小鼠CD86, MHC-Ⅱ (I-Ad)单克隆抗体购自

BD Pharmingen公司. ♂Balb/c小鼠, 平均体质量

22 g, 由华中科技大学同济医学院实验动物中心

提供.
1.2 方法 制备小鼠IDDM模型并诱导免疫耐受: 
小鼠每日ip 40 mg/kg的链脲佐菌素, 连续5 d, 
建立IDDM模型. 于造模前1 d分别sc或口服灌胃

胰岛素和IFA的混合乳剂(1∶1, 100 μg/只), 每
周给药1次或2次, 连续4 wk. 经尾静脉采血测血

糖. 在非禁食状态下, 2次血糖值在16.7 mmol/L

www.wjgnet.com

■研发前沿
树突状细胞的不
同状态在自身免
疫病发病和诱导
免疫耐受中所起
的作用, 一直是该
领域研究的热点, 
如何发挥和调控
树突状细胞诱导
免疫耐受是基础
研究和临床应用
研究领域所关注
的焦点.
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■创新盘点
研究采用自身抗
原皮下注射的方
式在STZ诱导的
I D D M 模型中建
立免疫耐受, 并且
探讨树突状细胞
和调节性T细胞的
作用, 目前国内尚
无报道, 而研究结
果对于免疫耐受
的基础研究和应
用都具有重要的
指导意义.

以上者确定为糖尿病. 胰岛病理组织学分析: 颈
椎脱臼处死小鼠, 取胰腺, 于40 g/L中性甲醛固

定, 制作石蜡切片, 镜检, 观察病理组织学变化. 
DC的制备及鉴定: 取小鼠胫骨骨髓, 过无菌尼龙

网去除杂质, 清洗, 即可获得骨髓细胞悬液. 以
淋巴细胞分层液分离细胞. 取3×107细胞加入

含100 mL/L胎牛血清(FCS)的RPMI 1640液, 置
于37℃ 50 mL/L CO2培养箱内培养过夜. 次日

弃上清液和悬浮细胞, 清洗并加入RPMI 1640完
全培养液(含20 μg/L GM-CSF和20 μg/L IL-4), 
于37℃ 50 mL/L CO2培养箱内培养. 至第7天收

获细胞, 于1×109/L细胞悬液200 μL中分别加

入FITC标记抗小鼠CD11 mAb、FITC标记抗小

鼠CD86和MHC-Ⅱ(I-Ad)mAb. 4℃孵育30 min
后, 以PBS离心洗2次, 重新悬于0.4 mL的PBS液
后, 采用FACScan(Becton-Dickinson公司)流式

细胞仪检测树突状细胞表型. 另设正常小鼠淋

巴细胞对照. 混合淋巴细胞增殖反应(MLR): 取
培养7 d的DC用完全RPMI 1640培养液悬浮, 加
入终浓度为25 mg/L的丝裂霉素C(MMT), 37℃
孵育30 min作为刺激细胞. 无菌分离昆明种小

鼠脾脏淋巴细胞, 于96孔板内每孔分别加入2×
105个细胞作为反应细胞. 再分别加入2×104、

1×104刺激细胞, 终体积200 μL, 每组设3个复

孔. 37℃ 50 mL/L CO2条件下培养72 h后, 每孔

加入5 g/L的MTT 20 μL, 继续培养4 h, 离心弃

上清液, 每孔加入DMSO 150 μL, 用酶标仪在

550 nm波长下测定各孔A值. 以刺激指数(刺激

指数 = 实验组A值/对照组A值)评定细胞增殖程

度. CD4+CD25+ T细胞亚群分析: 取小鼠脾脏, 碾
磨过无菌尼龙网收集细胞, 清洗, 采用淋巴细胞

分层液分离制备淋巴细胞悬液, 于1×1010/L细胞

悬液200 μL中分别加入FITC标记抗小鼠CD4和
PE标记抗小鼠CD25mAb或相关阴性对照, 同上

法处理后, 采用流式细胞仪检测.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 各组资

料分析应用二组均数t检验法.

2  结果

2.1 小鼠IDDM模型的建立以及自身抗原对血

糖的影响 低剂量STZ连续5次ip后, Balb/c小鼠

体内血糖明显升高(图1). 非禁食血糖值大于

16.7 mmol/L, 因此确定为糖尿病. 此后至5 wk
时, 高血糖持续存在, 与空白对照小鼠相比有极

显著差异. 病理组织学分析显示, STZ模型组多

数胰岛结构不完整, 且有明显的淋巴细胞及中

性粒细胞浸润, 残余胰岛细胞散在分布, 呈现明

显的炎性破损. 由此提示在Balb/c小鼠体内少量

多次给予STZ可以诱导IDDM. 模型建立前1 wk
开始sc胰岛素, 1次/wk, 小鼠血糖略有升高, 但连

续5 wk均低于16.7 mmol/L, 没有出现糖尿病, 
且胰岛HE染色显示多数胰岛结构保持完好, 胰
岛细胞清晰可见, 几乎没有炎性细胞浸润. 胰岛

素口服给药, 开始可控制血糖, 但2 wk后血糖便

持续增高, 与模型对照组无明显区别. 结果说明

胰岛素皮下注射可预防IDDM发展, 有效控制血

糖. 
2.2 DC表面抗原分析 正常小鼠DC前体经体外诱

导培养7 d后, 镜下观察可见形态不规则、呈现

树突状的典型DC表现. 47.5%的贴壁细胞经流式

细胞术检测为表达CD11c的树突状细胞. IDDM
模型组表达CD11c的细胞仅为26.4%, 且细胞形

态异常. 胰岛素皮下注射组CD11c表达与正常组

相当, 约为50%. 此外胰岛素处理组细胞表面抗

原MHC-Ⅱ和共刺激分子CD86的表达显著低于

正常组, 表现为非成熟状态, 而模型组表面抗原

和共刺激分子的表达则低于胰岛素给药组(图2). 
DC表面抗原分析显示IDDM小鼠DC表型异常, 
DC的标志抗原CD11c表达明显降低, 胰岛素皮

下注射组DC表型未受到明显破坏, 而且DC处于

非成熟免疫耐受状态.
2.3 胰岛素sc对DC刺激淋巴细胞增殖能力的影

响 STZ诱导糖尿病模型组DC刺激脾T淋巴细胞

增殖的能力比空白对照组明显降低(P <0.01, 图
3). 胰岛素皮下注射组, 小鼠DC刺激淋巴细胞增

殖的能力高于模型组, 但与正常小鼠DC刺激淋

巴细胞的功能相比明显减弱(P <0.05). 此结果与

DC表型分析一致, STZ所致的糖尿病模型DC表
型和功能明显异常, 胰岛素皮下注射后, DC的表

型和功能分析显示DC处于耐受状态, 与IDDM
得以有效控制的结果一致.

图  1  胰 岛 素 自 身 抗 原 对 I D D M 模 型 小 鼠 血 糖 的 影 响 . 
aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照组.
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■应用要点
本文研究内容对
于利用树突状细
胞 和 调 节 性 T 细
胞诱导自身免疫
病免疫耐受发挥
对 疾 病 尤 其 是
I D D M 的免疫保
护作用, 提供了理
论依据, 也为自身
抗原胰岛素诱导
免疫耐受的临床
应用提供重要的
参考.

2.4 CD4+CD25+ T细胞亚群分析 STZ诱导的

IDDM可持续发病5 wk以上, 模型建立后小鼠

脾脏CD4+CD25+ T细胞经流式细胞仪检测仅为

1.43%, 明显低于正常小鼠的5.09%, 由此说明

STZ导致糖尿病小鼠外周调节性T细胞下降, 外
周免疫耐受遭到破坏. 而胰岛素皮下注射4 wk
后, CD4+CD25+ T细胞增加到7.15%, 明显高于模

型对照组(图4), 每图右上象限表示CD4+CD25+ T
细胞亚群. 以上结果进一步说明胰岛素sc可上调

CD4+CD25+ T细胞水平, 建立外周免疫耐受, 保
护胰岛b细胞免受损害.

3  讨论

1型糖尿病患者和NOD小鼠体内, Th1细胞针对

自身抗原如胰岛素、谷氨酸脱羧酶(GAD)65或
热休克蛋白(hsp)60肽p277产生Th1应答, 使体内

DC异常, 不能促进足够的调节性T细胞生成, 由
此导致免疫调节紊乱[11]. 本研究发现STZ所致的

图 2 DC表面抗原分析. A: 空白对照组; B: IDDM模型对照组; C: 胰岛素sc组.
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■名词解释
   树 突 状 细 胞
(dendritic cell): 已
知机体内最重要
的专职抗原提呈
细胞(APC), 在体
内数量较少, 是机
体免疫应答的主
要启动者, 同时在
自身免疫耐受的
维持中也发挥重
要的作用. 
    免疫耐受(im-
mune tolerance): 
指在一定条件下, 
机体免疫系统接
触某种抗原后所
产生的对该抗原
的特异性弱应答
或无应答状态.

糖尿病模型小鼠表达CD11c的DC明显减少, 刺
激T细胞增殖的能力减弱, CD4+CD25+ T细胞亚

群也明显低于正常小鼠. 此结果与在IDDM患者

和NOD小鼠发病后所观察到的树突状细胞表型

和功能异常一致[12-15]. 因此我们采用STZ诱导小

鼠糖尿病模型[16], 探讨DC及CD4+CD25+ T调节

性细胞在胰岛素自身抗原诱导免疫耐受中的作

用. 成熟的树突状细胞(mDC)是强抗原提呈细

胞, 可促进T细胞免疫应答, 不成熟树突状细胞

(iDC)在稳定状态下诱导外周T细胞耐受[17]. 然而

临床上iDC并不适用于自身免疫病的治疗, 因为

iDC很有可能在炎症环境下转化为mDC[18], 因此

有效的治疗方法应该是采用特殊的淋巴因子、

免疫原或者药物制剂诱导促进T调节性细胞分

化的耐受性DC[19-21]. 
胰岛素是在胰岛b细胞上表达的特异性抗

原 .  完整的胰岛素分子 ,  胰岛素b链及其肽段

B9-23经适宜的途径均可有效预防NOD小鼠、

BB大鼠发病[22-23]. 研究发现, NOD小鼠口服胰岛

素能诱导抗原特异性调节T细胞产生, 通过分泌

IL-4, IL-10, TGF-b在胰岛内抑制Th1型细胞及其

他效应细胞, 使IFN-g和诱导型一氧化氮合成酶

(iNOS)表达显著下调, 从而保护胰岛免受破坏, 
分泌胰岛素维持正常血糖[24]. 本结果显示, 胰岛

素sc可有效防止IDDM的发生, 血糖虽高于正常

小鼠, 但与模型组相比显著下降, 始终控制在正

常范围内. 实验结果与文献报道的不同之处是

口服胰岛素对STZ诱导的IDDM几乎无效. 其原

因可能是模型本身与NOD小鼠有一定区别, 如
发病率和性别限制等. 另外胰岛素可能在胃内

代谢失活而影响结果. STZ所致小鼠IDDM, 除出

现血糖升高和胰腺炎症细胞浸润等典型病理特

征外, DC表型和功能明显异常, CD11c标志性表

面抗原下调, DC减少, 混合淋巴细胞反应明显减

弱, 骨髓DC分化异常. 相比之下胰岛素sc明显降

低STZ所致的高血糖的同时, 也观察到DC表面

抗原MHC-Ⅱ和共刺激分子CD86表达下降, DC
刺激脾T淋巴细胞增殖能力减弱, 但DC表面抗

原CD11c与正常小鼠接近, DC数量维持正常, 因
此胰岛素sc后所产生的免疫保护作用可能与诱

导耐受性DC形成, 减弱对T细胞增殖和分泌Th1
型细胞因子的作用有关[25]. 我们还发现, 糖尿病

模型小鼠脾脏CD4+CD25+ T细胞较正常小鼠低, 
小鼠皮下注射胰岛素后, 脾脏CD4+CD25+ T细胞

显著升高, 明显高于正常小鼠. 因CD4+CD25+ T
细胞与控制自身免疫病发展的T h2细胞偏离

有关[26-28]. 尽管耐受性DC和调节性T细胞均有

免疫保护作用, 但无论是抗原特异性耐受还是

针对T细胞的抗体防御措施均涉及调节性T细
胞的活化和功能的发挥[29]. 因此推测胰岛素sc
后诱导DC耐受, 外周不成熟的DC摄取抗原成

分, 进入次级淋巴结, 刺激T细胞的前体分化为

CD4+CD25+ T调节细胞, 后者一方面抑制抗原特

异性T细胞增殖, 另一方面通过负反馈下调DC
表面MHC分子和共刺激分子[30], 结果抑制DC与
T细胞的相互作用, 导致生成更多的调节性T细
胞, 诱导并维持免疫耐受, 防止由胰岛局部炎症

所致的b细胞破坏, 从而发挥抗IDDM作用. 
总之, 自身抗原胰岛素皮下注射可在STZ所

致IDDM小鼠体内诱导免疫耐受的形成, 其机制

与诱导耐受性DC产生, 促进CD4+CD25+调节性

T细胞分化, 抑制T淋巴细胞低免疫应答有关. 自
身抗原诱导免疫耐受中树突状细胞与调节性T
细胞相互作用的方式以及耐受性树突状细胞和

调节性T细胞的作用机制还有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
distribution of osteopontin (OPN) in hepatic 
hydatid cyst and its significances.

METHODS:  Proteins extracted from 60 surgi-
cally excised hydatid cyst tissues were subjected 
to polyacrylamide gel electrophoresis followed 
by Western blotting, using polyclonal antibodies 
directed against OPN; the distribution of OPN 

was also observed by immunohistochemical tech-
niques.

RESULTS: OPN expression was detected in 
48(80%) cases of cysts by Western blotting. OPN 
was mainly distributed in the side of pericystic 
layer near the parasite, which was significantly 
higher than that distributed near the liver (75% vs 
8.3%, P < 0.05).

CONCLUSION: OPN plays a regulated role in 
the granuloma reaction of the pericystic layer of 
hepatic hydatid cyst.

Key Words: Liver; Echinococcus; Osteopontin; 
Western blotting

Li JH, Peng XY, Tang J, Wu XW, Zhang SJ, Niu JH, Sun 
H, Niu SX, Lv Y. Analysis of osteopontin in pericystic 
layer of hepatic hydatid cyst by Western blotting and 
immunohistochemical technique. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(7):693-696

摘要
目的: 研究肝细粒棘球蚴(肝包虫)周围纤维囊
壁中骨桥蛋白(osteopontin, OPN)的表达定位. 

方法: 采用免疫印记法检测OPN在肝细粒棘
球蚴(n  = 48)周围纤维囊壁中的表达, 并结合
免疫组化方法观察其组织学分布. 

结果: 肝细粒棘球蚴周围纤维囊壁经免疫印
记分析80%有OPN表达, 形态学观察集中分布
于近虫体侧纤维性囊壁(内层), 与近肝侧纤维
性囊壁(外层)比较有显著差异(75% vs  8.3%, 
P <0.05).

结论: OPN参与肝细粒棘球蚴周围内层纤维
性囊壁肉芽肿反应的调节. 

关键词:  肝; 细粒棘球蚴; 骨桥蛋白; 免疫印记
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■背景资料
肝细粒棘球蚴病
是一种在我国西北
部牧区广泛流行
的人畜共患寄生虫
病. 由于目前尚无
特效药物, 外科治
疗仍为首选. 彭心
宇在外科实践中
发现肝包虫周围
纤 维 性 囊 壁 的
病 理 组 织 结 构
与 传 统 理 论 不
符 ,  外囊可分为
内层和外层 ,  两
层 之 间 有 可 分
离间隙存在 ,  沿
此 间 隙 可 完 整
摘 除 包 虫 -“肝
包 虫 外 膜 内 完
整摘除术” .  我
们 对 肝 包 虫 周
围 纤 维 性 囊 壁
形 成 机 制 的 阶
段 性 实 验 结 果
表明 :  肝包虫周
围 纤 维 性 囊 壁
分层 ,  且形成机
制不同 ,  近肝侧
外 层 纤 维 性 囊
壁 主 要 以 受 挤
压 和 纤 维 化 的
G l i s s o n 系统和
肝 静 脉 系 统 为
主 ;  并观察到内
层 纤 维 性 囊 壁
以 肉 芽 肿 反 应
为主.
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0  引言

骨桥蛋白(osteopontin, OPN)是一个磷酸化的钙结

合蛋白, 为骨的有机基质[1-2]. 最初发现OPN 与骨

病理生理、一些肿瘤及心血管疾病的发生、发展相

关, 近来一些学者研究发现OPN参与结核病、矽

肺、血吸虫卵肉芽肿病灶的形成过程[3-11]. 前期研

究初步证实肝包虫纤维囊壁分层且形成机制不

同: 近肝侧外层纤维囊壁为受挤压的Glisson系
统和肝静脉系统纤维化所致, 并初步认为近虫体

侧内层纤维囊壁为肉芽肿反应的产物, 这一研究

结果为“肝包虫外膜内完整摘除术”提供了初

步的理论基础[12-17]. 我们采用免疫印记和免疫组

化方法检测OPN在肝包虫周围纤维囊壁中的表

达和分布, 旨在进一步探讨肝包虫周围纤维囊壁

的形成机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 电泳仪, 垂直电泳槽以及电泳转移槽

(Bio-Rad公司), 低温高速离心机(Backman公司). 
脱脂奶粉(伊犁牌产品), 三氨基甲烷(Tr is), 丙
烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺(分析纯)、β2巯基乙

醇、十二烷基硫酸钠(SDS)、低分于量标准蛋白

和硝酸纤维素膜, 二硫苏糖醇(DTT)、苯甲基磺

酰氟化物(PM SF)、B-巯基乙醇, Tween 20(上海

生物工程有限公司); 兔抗人OPN多克隆抗体(效
价为1∶200, 美国NeoMarkers公司, 福洲迈新生

物技术有限公司提供); 辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗(北京中杉生物有限公司). 二氨基联

苯胺(DAB)(美国Sigma公司), EnVision免疫组化

试剂盒(Dako, 美国). 我院2002/2005行肝包虫外

膜内完整摘除术的肝包虫病患者60(男36, 女24)
例, 年龄5-82岁.

标本来源及取材: 收集新鲜手术切除肝包

虫囊肿60例, 实验标本均从囊壁多部位取材, 并
包括肝包虫周围纤维囊壁及其邻近肝实质组织. 
标本用40 g/L福尔马林固定, 石蜡包埋, 制成厚

4-5 μm连续切片, 用于病理学检查. 同时一部分

新鲜标本取材后立即置于液氮, 于-80℃冰箱保

存, 用于免疫印记分析.
1. 2  方法 
1.2.1 免疫印记分析 样品缓冲液含100 mmoL/L 
Tris-HCI pH 6.8, 200 mL/L甘油, 2.5 g/L溴酚蓝, 
200 mmol/L DTT. 取手术切除肝包虫周围纤维

囊壁及周围正常肝组织分别称质量, 用冰生理

盐水冲洗干净, 盛放在一干净培养皿中. 用经酒

精消过毒的剪刀将组织块剪碎, 转移至组织研

磨器中. 向研磨器中加入5倍组织块体积的生理

盐水和苯甲基磺酰胺(PMSF)溶液, 将组织块研

磨, 制成匀浆, 12 000 r/min离心10 min, 取上清

为待检蛋白样品, -20℃保存. 沸水浴加热上清

液, 使样品变性, 经SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳(浓
缩胶浓度150 g/L, 分离胶浓度100 g/L, 上样量

每孔分别按20 μL). 电泳完毕, 小心剥下凝胶, 
将凝胶在中央位置切为左右两半, 一半用于考

马斯亮蓝染色, 脱色后拍照分析; 另一半用于下

步实验. 将切好的另一半凝胶转膜至硝酸纤维

膜(NC膜)上, NC膜经丽春红染色, 用防水性印

度墨汁标出标准分子质量位置, 50 g/L脱脂奶

粉PBS 溶液4℃封闭2 h, 兔抗人OPN多克隆抗

体(1∶500)4℃缓摇孵育过夜,  PBS洗膜3次, 每
次15 min, 羊抗兔IgG-HRP(1∶1  000)室温缓摇

2 h, PBS溶液清洗3次, 每次10 min, 加入DAB
显色清晰后用EDTA缓冲液终止反应,  PBS 和
水冲洗薄膜后拍照分析, 室温下将膜晾干永久

保存[18].
1.2.2 免疫组织化学定位 采用免疫组织化学二

抗-酶标多聚体(EnVision)二步法. 兔抗人骨桥

蛋白(1∶100), 每批染色以磷酸盐缓冲液(PBS)
代替一抗作阴性空白对照. 结果判断: 细胞质、

膜、间质出现棕黄色颗粒为OPN表达阳性; 根
据显色深浅划分为4级, 呈棕褐色或棕黄色反应

分别为强阳性(+++)或阳性(++), 呈浅黄色反应

为弱阳性(+), 无着色为阴性(-)[15-17].
统计学处理 统计学处理采用c2检验, P <0.05

为有统计学差异.
    
2  结果

2.1 免疫印记结果 蛋白质电泳(SDS-PAGE)后, 
考马斯亮蓝染色, 呈现清晰显色条带, 这些条带

与转移到NC膜上的丽春红染色带相对应, 说明

转移电泳成功(图1). 经抗人OPN多克隆抗体, 免
疫印记结果显示48例(80%)内层纤维囊壁出现

分子量约50.5 ku的特异阳性条带(图2, 结合电

泳图经Quantity One软件初步确定分子质量), 相
邻正常肝组织及近肝侧外层纤维囊壁未见该蛋

白明确表达. 
2.2 免疫组织化学染色结果OPN表达 45例(75%)
囊壁中观察到不同程度的OPN表达, OPN表达呈

棕黄色片状, 集中分布于近虫体侧纤维性囊壁(内
层), 近肝侧纤维性囊壁(外层)表达甚少, 二者比

较有显著差异(P <0.05), 内外层交界处浸润细胞

胞质亦有散在表达, 肝细胞未见明确表达(图3).

■研发前沿
骨桥蛋白(osteopon-
tin, OPN)是一个磷
酸化的钙结合蛋
白.最初发现OPN
与骨病理生理、

一些肿瘤及心血
管疾病发生、发
展 相 关 ,  近 来 一
些学者研究发现
O P N 参 与 结 核
病、矽肺、血吸
虫卵肉芽肿病灶
的形成过程, 研究
表明在肉芽肿病
理方面OPN可能
调节巨噬细胞聚
集, 而参与正常的
肉芽肿形成.

■创新盘点
在我们前期研究
之基础上, 本研究
进一步证实肝包
虫周围纤维性囊
壁可分为内外两
层, 且形成机制不
同, 内层为肉芽肿
反应的结果, 为临
床开展“肝包虫
外膜内完整摘除
术”提供新的理
论依据.
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3  讨论

彭心宇在外科实践中发现肝包虫周围纤维性囊

壁可分为内层和外层, 两层之间有可分离间隙

存在, 沿此间隙可完整摘除包虫-“肝包虫外膜

内完整摘除术”[12-14]. 该术式在达到根治目的同

时, 极大减少了手术并发症, 明显优于其他根治

性术式[19-20]. 基于这一发现, 我们对肝包虫周围

纤维性囊壁形成机制的阶段性实验结果表明: 
肝包虫周围纤维性囊壁分层, 且形成机制不同, 
近肝侧外层纤维性囊壁主要以受挤压和纤维化

的Glisson系统和肝静脉系统为主; 并观察到内

层纤维性囊壁为肉芽肿反应为主[15-17]. 骨桥蛋白

(osteopontin, OPN)是一个磷酸化的钙结合蛋白
[1-2]. 最初发现OPN 与骨病理生理、一些肿瘤及

心血管疾病发生、发展相关, 近来一些学者研

究发现OPN可能通过调节巨噬细胞聚集, 参与

结核病、矽肺、血吸虫卵肉芽肿病灶的形成过

程[3-11]. 因电泳条件及蛋白表达翻译后修饰等因

素, 文献报道OPN分子质量为45-75 ku[21-22].
本实验用免疫印记的方法检测到80%肝细

粒棘球蚴周围纤维囊壁有OPN表达, 其分子量

约为50.5 ku; 免疫组化染色观察OPN集中分布

于近虫体侧纤维性囊壁(内层), 与近肝侧纤维性

囊壁(外层)比较有显著差异(P <0.05). 其中3例免

疫组化观察阴性的囊壁, 经免疫印记可检测到

OPN的表达, 分析可能与实验方法检测灵敏度

有关. OPN这种选择性分布的特点进一步证实

肝包虫周围纤维性囊壁的分层, 且形成机制不

同, 内层纤维性囊壁为肉芽肿反应的结果.
许多寄生虫感染都可引起宿主的肉芽肿反

应, 但关于肉芽肿的定义与分类一直不十分明

确. James[23]对肉芽肿的定义解释为“肉芽肿是

一种由于非降解产物引起机体持续性超敏反应, 
主要由炎症细胞, 单核细胞聚集形成的局限性

病灶. Warren[24]根据肉芽肿的形成机制是否为免

疫反应, 将肉芽肿分为免疫学的与非免疫学的

二类. 沈一平[25]在Warren分类的基础上分为免疫

性肉芽肿, 非特异炎症性肉芽肿及原因不明(包
括未研究)的肉芽肿三类. 结合本实验及前期研

究[15-17], 我们认为肝包虫内层纤维囊壁为特殊类

型的肉芽肿反应的结果: 一方面作为宿主对致

病因子的一种免疫应答, 该肉芽肿反应将虫体

局限, 并能隔离和清除虫卵释放的抗原[26]; 另一

方面, 由于其内部虫体不断生长导致该肉芽肿

组织随之受压、膨大并逐渐增厚, 最终形成一

层纤维囊壁(内层), 在内层纤维囊壁膨胀性形成

过程中, 囊周Glisson系统和肝静脉系统受挤压

并不断纤维化, 形成另一层纤维囊壁(外层).
本实验有12例未检测到囊壁中OPN的表达, 

在相同样本进行的其他实验中表明, 该12例囊

壁均未观察到明显钙盐沉积, OPN表达阳性的

样本均合并有不同程度的钙化, 提示作为一种

■应用要点
本研究首次检测
到肝包虫周围纤
维性囊壁中有骨
桥蛋白 (OPN)表
达, 为阐明肝包虫
周围纤维囊壁形
成机制提供了依
据和新的线索, 深
入研究将有助于
了解虫体宿主免
疫作用机制, 对于
开辟新的治疗途
径具有潜在的理
论意义和实用价
值.

表 1 骨桥蛋白在肝包虫周围纤维囊壁中的免疫组织化
学定位

囊壁           n                  

内层
外层

60
60

15
55

                      骨桥蛋白
-        +        ++        +++       阳性率 (%)

10
  0

18
  0

17
  0

75b

8.3

图 1 肝包虫肝周围纤维囊
壁组织SDS-PAGE凝胶电泳.

图 2 肝包虫周围纤维囊壁
中OPN的Western blot测定.

bP<0.01 vs  外层.

Standard
 (ku)

116.0

  66.2

  45.0

  35.0

  25.0

  
18.4

  

14.4

OPN             50.5 ku

图 3 肝包虫周围纤维囊壁OPN表达, 集中分布于内层纤维
囊壁 (+++), 而近肝侧外层未见明确表达(-), SP×200.

EL

IL

■名词解释
肝包虫病属于自
然疫源性疾病, 人
类作为中间宿主
而 受 害 .  绝 大 多
数细粒棘球绦虫
(犬绦虫)的幼虫 , 
少数由泡状棘球
绦虫的幼虫入侵
肝 后 致 病 ,  以 形
成寄生虫性肝包
囊 为 特 征 ,  故 又
分别称作肝棘球
蚴病或肝泡球蚴
病. 我国主要流行
于西北、内蒙、

西藏等牧畜地区, 
20-40岁的青壮年
就诊率较高, 男女
之比约为2∶1.该
病已见于世界上
许多国家，成为
日趋严重的全球
性问题.
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钙结合蛋白[27], OPN亦参与囊壁钙化的调节; 其
表达与内层纤维囊壁形成进程某一阶段有关(未
发表数据). 目前对肝包虫肉芽肿的形成机制及

免疫调控的研究较少. 我们检测到OPN在囊壁

中的表达, 虽然其生物学意义仍然需要进一步验

证, 但为阐明肝包虫周围纤维囊壁形成机制提供

了依据和新的线索. 深入研究将有助于了解虫体

宿主免疫作用机制, 并对于开辟新的治疗途径具

有潜在的理论意义和实用价值.

致谢: 石河子大学医学院病理教研室, 李洪安, 蒋
金芳两位研究员在本实验过程中给予的支持与

帮助.
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摘要
肝癌是恶性程度极高的肿瘤, 目前对其发生、

发展的分子机制尚不清楚. 黏附分子cadherin
分子超家族参与机体内许多生物过程, 包括调
节钙介导的细胞黏附、细胞极性及形态形成, 
细胞的聚集和迁移, 细胞的识别和信号传导机
制, 近年来研究发现cadherin分子与肝癌的恶
性生物学特征如肿瘤恶性增殖、侵袭及转移
特征有密切相关性. 如经典的E-cadherin的表
达下调与肝癌细胞的高侵袭表型、癌细胞扩
散密切相关. 非经典的cadherin分子T-cadherin
已发现具有抑制乳腺癌和胶质母细胞瘤增殖
及转移的特征, 肝癌中T-cadherin表达缺失可
能提示与肝癌的恶性生物学特征的相关性. 
cadherin分子与肝癌的生物学特征的关系的研
究进展, 可为肝癌的治疗提供新的研究思路.  

关键词: cadherin; 肝癌
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0  引言

肝癌是一种高度恶性的肿瘤, 具有进展快、侵

袭性强、转移早等特点, 其死亡率高居我国肿

瘤死亡率的第二位. 近年来, 对细胞黏附分子

cadherin这一大类介导细胞间黏附作用的跨膜蛋

白已有诸多研究, 发现他不仅参与介导正常细

胞间的黏附, 而且还参与细胞间的信号传导机

制来调节正常细胞生长的接触性抑制[1-2]. 研究

还发现cadherin分子家族成员与肝癌的增殖及

转移等恶性生物学特征有密切的关系, 深入研

究cadherin分子与肝癌的恶性生物学特征, 如恶

性分化、远处转移和复发的关系及其调控机制, 

可为肝癌的治疗提供新的研究思路. 

1  cadherin的分类和主要功能

cadherin分子超家族据其结构的不同分为经典

cadherin分子和非经典cadherin分子两大类. 
经典的cadherin超家族均为跨膜糖蛋白, 由

细胞外区, 跨膜区和细胞内区三部分组成, 他
们位于细胞结合位点上而介导特定组织或器

官的同质细胞间的黏附, 其黏合的稳定性主要

是由黏附分子胞内区的连环素蛋白和细胞骨

架蛋白来维系. 根据分布部位的不同, 经典的

cadherin分子主要有三大类: (1)上皮型钙黏蛋白

(epithelial cadherin, E-cadherin): 主要存在于人和

动物的上皮细胞, 是维护上皮细胞形态和结构

的完整性和极性的重要分子. (2)神经型钙黏蛋

白(neural cadherin, N-cadherin): 存在于肌肉和神

经细胞. (3)胎盘型钙黏蛋白(placental cadherin, 
P-cadherin): 最初发现于鼠胎盘中, 后发现同时

存在于人类极少数上皮细胞中. 在经典cadherin
中, 对E-cadherin和N-cadherin的研究比较深入. 
其蛋白链的羧基端和氨基端分别位于细胞的胞

内和胞外, 虽然其胞外部分包含保守的钙结合

域, 但却表现出不同的结构组合. 胞外区由5个
重复串联的结构单元组成(EC1-EC5), 每个结

构单元大约由110个氨基酸构成, EC1羧基端的

第一个重复序列中包含His-Ala-VaL基序的结

构域, 决定了E-cadherin嗜同性结合的特异性[3]. 
研究显示: 因其胞外独特的结构, E-cadher in
和N-cadherin两者中任何一种表达在细胞表面

均可导致细胞的聚集和同质性的黏附 .  经典

cadherin分子胞内部分首先与β-连环素直接相

连, 而后通过β-连环素的中介作用同α-连环素

接触[4-5], 从而激活肌丝蛋白网络系统中β-连环

素, 作为WNT(wingless/int)信号传导途径正向调

节的重要效应物[6]. 近年来, 人们主要从结构和

功能两方面来研究经典cadherin的分子机制. 最
初cadherin超家族仅被认为是细胞黏附分子, 后
来人们发现cadherin参与机体内许多生物加工

过程, 包括调节钙介导的细胞黏附、细胞极性

®
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及形态形成, 细胞的聚集和迁移, 细胞的识别和

信号传导机制, 甚至于许多病理过程如恶性肿

瘤的演进等都有一定的相关性[7-9]. 恶性肿瘤从

原发灶向远处组织器官转移是一个涉及多个步

骤的过程. 原发恶性肿瘤转移发生的首要条件

就是肿瘤细胞能从原发灶脱落, 而这一生物学

特性和cadherin的功能有密切关系. 肿瘤细胞之

间通过cadherin的作用而发生黏附, 不易脱落. 
但是当cadherin表达下降时, 就会使肿瘤细胞间

的黏附减弱, 从而易引起肿瘤的转移. 如经典的

cadherin: E-、N-cadherin分子, 他们的缺失或突

变引起的表达下调在多种肿瘤如肝癌、胃癌、

大肠癌、乳腺癌、肺癌等肿瘤细胞十分的常见, 
其表达水平的降低与肿瘤细胞的浸润转移能力

呈明显的相关性[10-11]. 
非经典黏附分子主要是指T-cadherin, 他因

为缺失经典cadherin分子所具有的跨膜区而经

糖基磷脂酰肌醇分子附着于细胞膜上[7], 故而命

名truncated-cadherin(即T-cadherin, 又称CDH13
或H-cadherin). T-cadherin首先在鸡的神经系统

中被发现的, 后来证明他也存在于灵长类动物

体多种组织中, 甚至于在骨骼肌、心肌、肾和

主动脉组织也有表达. 因此, T-cadherin被认为

是各种正常的末期分化细胞上的标志性蛋白, 
在维持正常细胞的表型方面就有一定的调节功

能. T-cadherin的氨基端没有His-Ala-Val序列, 但
由五个重复体组成的胞外区的结构同经典的

cadherin结构非常相似. T-cadherin除没有跨膜区

外, 也缺乏胞内区, 但研究发现T-cadherin仍能调

节同种悬浮细胞的黏附[12]. 所以T-cadherin与大

多数通过跨膜区和胞内区发挥黏附作用的经典

cadherin所介导的细胞黏附机制明显不同[13]. 早
期Koller et al [9]研究认为T-cadherin和E-cadherin
在极化的细胞中的功能就有差别, T-cadherin更
应该被看作在细胞的黏附过程中发挥识别信号

的作用, 而不应仅仅是黏附作用. 这一点在后来

Philippova et al [14]研究中得到了验证. T-cadherin
是完整的分布在整个细胞上, 而经典cadher in
则均匀的分布于细胞间接触的部位, 因此他们

认为T-cadherin具有介导细胞迁移的能力, 准确

的说他应该是作为调节细胞间识别的受体, 即
让细胞感受到周围环境改变的感受器 .  另外 , 
T-cadherin另一个不常见的特性是他能在细胞表

面同时表达组成他的两种蛋白质形式, 即一种

成熟蛋白质分子和另一种包含功能尚不清楚的

前体分子[12]. 近年来, T-cadherin分子与恶性肿瘤

的生物学特征的关系已开始引起人们的重视, 研
究发现, 在肝癌、乳腺癌、肺癌、结直肠癌、

卵巢癌及皮肤鳞状细胞癌等多种肿瘤中观察到

T-cadherin缺失[15-21], 将T-cadherin转染肿瘤细胞可

抑制瘤细胞的增殖[22], 表明T-cadherin可能还在调

节肿瘤的恶性生物学特征方面发挥重要作用. 

2 经典的cadherin与肝癌的生物学特性

E-cadherin介导细胞与细胞之间的黏附, 维持细

胞结构和形态的稳定; 其表达下降可影响细胞

间的黏附, 使细胞容易分离. 对经典cadherin分
子与肝癌的恶性生物学特征的相互关系, 人们

进行了深入的研究. 研究表明, E-cadherin在肝

癌中的表达同他在其他肿瘤如大肠癌、乳腺癌

等的表达相似, 均呈低度表达. 因此, 人们推测

E-cadherin的表达下调使肝癌细胞出现高侵袭表

型, 同种细胞间的黏附减弱或丧失, 促进了癌细

胞扩散. Saeki et al [23]在体外用生长因子刺激具

有高、低不同侵袭力的肝癌细胞亚株G5、G1
后, 发现E-cadherin在高侵袭力 G5 细胞株中表

达下降, 而在低侵袭力的G1细胞株的表达无明

显变化. 表明肝癌细胞中E-cadherin的表达与肝

癌的侵袭力呈负向相关, 揭示了E-cadherin对肝

癌肿瘤侵袭能力影响的重要性. Nam et al [24]从

E-cadherin信号传导途径着手, 发现在某些需要

Src族激酶激活的肿瘤分子中, Src族激酶的抑制

因子pp2不仅能恢复E-cadherin/catenin的表达, 
而且也能上调由E-cadherin调节的钙离子依赖性

的细胞间的黏附作用, 这种改变有助于减少肝

肿瘤转移的机率. 在转基因鼠肝癌模型的研究

中, 已证实了E-cadherin的下降调节可能参与肝

癌侵袭转移[25]. 另外, E-cadherin的表达与肝癌的

分化程度和术后复发也有密切关系. Shimoyama 
et al [26]对64例原发性肝癌中E-cadherin的表达进

行研究, 将其按病理学特征分为四期, 发现Ⅰ-Ⅲ
期的癌组织都表达E-cadherin, 而在Ⅳ期未分化

癌中则缺失表达. 表明E-cadherin表达的高低与

肝癌的分化程度呈负相关. Inayoshi et al [27]将36
例直径小于6 cm的原发性肝癌根据结节的数量

分为三类: Ⅰ为单结节生长, Ⅱ为不多于两个结

节, Ⅲ为多结节. 发现E-cadherin的表达率在Ⅱ类

和Ⅲ类中表达缺失或是下降, 但在E-cadherin的
表达率高于Ⅱ类和Ⅲ类患者的Ⅰ类患者术后复

发率较Ⅱ类和Ⅲ类患者复发率明显降低. 这些研

究结果均表明了E-cadherin表达缺失与肝癌的转

移、复发及恶性分化程度之间具有密切的关系. 
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尽管目前对E-cadherin在肝癌中表达缺失的分

子机制尚不十分清楚, 研究已表明E-cadher in
基因启动子甲基化、转录水平的下调和基因

突变可能是导致E-cadherin在肝癌中表达缺失

的主要机制 .  目前研究的较为深入的是关于

E-cadherin基因启动子甲基化和基因突变的机

制. 针对E-cadherin在肝癌中低表达这一现象, 
Kwon et al [28]对E-cadherin基因启动子附近的

CpG岛甲基化现象进行了研究, 发现在64例肝癌

患者中有32例检测到CpG岛甲基化, 而CpG岛甲

基化与E-cadherin的低表达存在显著的相关性. 
Huang et al [29]认为E-cadherin的表达下调与肝

癌的早期复发有一定的联系, 其表达下调的机

制可能是发生在转录时或转录后. Slagle et al [30]

对中国人由于HBV病毒引起的肝癌进行研究时

发现, 在64%的被检患者中E-cadherin的表达下

降, 并进一步揭示E-cadherin的表达下降是由于

E-cadherin基因上一个片段的缺失造成的. 
间充质来源的细胞表达的N-cadherin与上皮

组织细胞表达的E-cadherin结构相似, 均具有介

导细胞黏附的功能. 研究者在较早前就已经发

现在神经胚的发育过程中, 神经上皮细胞的钙

黏蛋白从E-cadherin向N-cadherin转变[31]. 最近, 
在对脊索瘤[32]、膀胱癌[33] 、胃癌、肺癌、乳腺

癌[34]的研究中发现: N-cadherin和E-cadherin的表

达呈现负相关, 而E-cadherin表达的下降则明显

增加了患者的死亡率, N-cadherin的高表达能延

长患者的存活率. 虽然N-cadherin在肿瘤中的高

表达具有普遍性, 但是在肝癌中是否也存在这

种现象却有待研究. 早期对P-cadherin在肿瘤方

面所进行的研究则仅仅是揭示这种蛋白的表达

下降同肺癌[35]和黑色素瘤[36]的转移力具有相关

性. 而最近Paredes et al [37]研究发现P-cadherin的
表达同肿瘤的侵袭能力密切相关, 是一个较好

的临床诊断指标. 但P-cadherin表达与肝癌恶性

生物学特征的关系目前尚未见研究报道. 

3 T-cadherin与肝癌的生物学特性

人们认识T-cadherin的功能是在肿瘤细胞中发现

的, 相对于正常的组织中T-cadherin的表达, 他
在肿瘤中的表达是降低的. T-cadherin在人类癌

细胞中表达减少, 可能暗示他在维持正常细胞

表型方面同经典的cadherin都有着同样重要的

作用. 在早期, 有研究者[38]将一携带T-cadherin 
cDNA的表达型的质粒转染到T-cadherin阴性的

NH-12成神经细胞瘤中, 发现表达T-cadherin的

神经瘤细胞失去了表皮生长因子引发的增殖反

应. Lee et al [39]研究发现在体外转染T-cadherin 
cDNA的肿瘤细胞的增殖和侵袭能力减弱, 而在

裸鼠内[38]接种表达T-cadherin肿瘤细胞也失去

了对其生长因子的敏感性. T-cadherin作为肿瘤

抑制因子的推测, 逐渐引起人们的注意. Huang 
et al [22]近期的研究表明, 将T-cadherin基因导入

缺失表达T-cadherin分子的大鼠胶质母细胞瘤

C6细胞使其过度表达T-cadherin分子后, C6细
胞的增殖及侵袭能力显著受抑, 证实T-cadherin
在大鼠胶质母细胞瘤中的肿瘤抑制功能, 并进

一步揭示其抑制机制是T-cadherin分子通过诱

导p21CIP1/WAF1表达致使肿瘤细胞于细胞周期G2
期阻滞. 胶质母细胞瘤是恶性程度极高的肿瘤, 
T-cadherin对大鼠胶质母细胞瘤恶性生物学特征

的抑制功能引起了人们对T-cadherin与肝癌的

恶性生物学特征关系的研究兴趣. T-cadherin基
因位于染色体16q24位上, 肝癌的发生与染色体

16q24的缺失、突变密切相关[40]. Riou et al [15]对

染色体16q24处的13个常常在肝癌中缺失表达

的基因的转录进行研究发现: T-cadherin mRNA
在HepG2, PLC/RPF/C, TONG和HA22TNGH四

种肝癌细胞株中缺失表达, 但T-cadherin基因本

身并未发生缺失突变. Yu et al [41]进一步研究显

示T-cadherin基因启动子在肝癌中存在甲基化, 
且T-cadherin基因启动子甲基化与T-cadherin基
因失活密切相关. 这些研究表明T-cadherin基因

启动子甲基化是T-cadherin基因在肝癌中失活

的主要机制. 但是目前对T-cadherin基因失活与

肝癌恶性分化程度、肝内外转移及复发等恶性

生物学特征的关系的研究并不太清楚, 仍是需

要继续研究的方向. 总之, 经典cadherin分子中

E、N-cadherin表达的缺失或下降与肝癌的低分

化、高侵袭、远处转移和高复发率呈正相关, 
是预示肿瘤进展及患者预后指标之一[42], 而非

经典的T-cadherin在肝癌中的缺失表达是否是导

致肝癌恶性分化程度、肝内转移及复发等恶性

生物学特征的发生的因素之一, 也逐渐为人们

所重视. 所以, 虽然对于cadherin与原发性肝癌

恶性生物学特征关系及机制还不完全为人们所

了解, 但是cadherin在肝细胞癌发生、发展过程

中可能发挥着重要的作用已开始为人们所认识. 
cadherin在肝癌发生、发展的过程中或许只是

导致正常肝组织发生病变的多基因改变中的一

步, 但研究肝癌中cadherin的表达改变与恶性生

物学特征关系, 则有益于人们在微观方面更好
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的认识肝癌在分子水平上的复杂改变. 通过对

cadherin在肝癌中的基因功能深入研究, 或许能

为更有效的治疗这一恶性肿瘤提供新的思路和

方法. 
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摘要
原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)的病因不清, 国内外学者从多个角度入
手对其发病机制进行了深入研究并提出了多
个假设, 取得了较大进展. PBC患者的家庭成
员有较高的患病风险, 且其一级亲属多伴有其
他自身免疫性疾病; PBC与HLA Ⅱ型抗原关
系较密切, 但欧美各国与中国研究结果存在差
异, 说明PBC的遗传学与流行病学可能与地理
分布有关; 非HLA遗传因素单核苷酸多态性
(SNPs)在CTLA-4、IL、维生素D及细胞色素
P450等方面的研究都取得了不同进展; PBC易
感性还可能与X连锁基因相关; 近期利用重组
丙酮酸脱氢酶复合物E2亚单位(PDC-E2)特异
性二聚体IgA单克隆抗体(mAbs)杆状病毒表
达系统对AMA进行的研究阐述了IgA在PBC
患者胆管上皮细胞(BECs)损伤中的作用, 并提
出了新的假设. 对Sp 100的研究发现其对抗原
始内皮细胞血管生成中的作用, 与PBC的发病
存在一定关系. 近来不断有新的物质被鉴定与
PBC发病相关. 

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 自身免疫; 环境因

素; 发病机制; 感染

赵臣, 夏薇, 李永哲. 原发性胆汁性肝硬化发病机制研究进

展. 世界华人消化杂志  2006;14(7):702-708
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0  引言

PBC是一种慢性胆汁淤积性肝病, 病因不清, 他
导致进行性非化脓性中、小肝内胆管破坏, 最
后肝硬化和衰竭, 女性患者多见, 发病高峰为

50-60岁, 最高发病率为400例/百万人[1-2]. 目前

PBC被认为是一种典型的自身免疫性疾病, 具
有高特异性的自身抗体, 他的发生和发展与环

境因素及个体易感性密切相关, 下面我们从基

因、免疫与环境等角度探讨PBC发病机制. 

1  PBC的遗传易感性

1.1 家族聚集性PBC PBC患者的家庭成员有较

高的患病风险, 在以往的研究中发现, PBC患者

家庭内常有多个病例发生, 各国对此报道不一. 
Arbour et al [3]报道, PBC患者家庭成员中21岁以

上的一级亲属患病风险为4%, 但如果仅考虑妇

女则为10%. 而对冰岛PBC患者的相关研究中

发现, 在85个一级亲属中只有一个受影响[4]. 研
究发现, PBC患者亲属中, 轻度的特异性免疫失

调普遍存在. Watt et al [5]发现, 160个PBC患者中

14%的一级亲属至少有一种自身免疫病, 其中, 
系统性硬皮病是最常见的. Arbour et al [3]的研究

中PBC患者一级亲属有21%存在自身免疫性疾

病, 其中关节炎占60%, 甲状腺病16%, SLE12%, 
说明PBC和其他自身免疫性疾病有强烈的基因

遗传倾向, 并且与其他常见环境因素结合在一

起. 而在Bittencourt et al[6]的研究中, 26个患者5%
的一级亲属中有自身免疫性疾病(如: 关节炎、

SLE、甲状腺病等), 且母女和姐妹组合最常发

生, 而经血清自身抗体检测, 大多数病例没有伴

随自身免疫病临床症状. 
1.2 MHC与PBC
1.2.1 HLA Ⅰ类抗原 以往的研究认为人类白细

胞抗原(HLA)Ⅰ与PBC之间没有伴随关系, 但
Invernizzi et al [7]认为, 过去的研究由于时间和条

件的限制, 在病例采集及实验方法上均存在一

定缺陷, 他的小组研究了186个意大利PBC患者, 
并用558名年龄、性别及地理分布相匹配的健

康人做对照, 结果发现, 在PBC进展过程中HLA-
DRB1*11显著减少, 没有发现HLA-DRB1*08伴
随关系, B*15，B*41，B*55 和B*58等位基因在

PBC中出现频繁. HLA多态性出现频率在进展及

非进展期以及伴或不伴AMA的PBC患者中相似. 
因此他认为PBC与HLA I类基因存在联系. 
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■背景资料
原发性胆汁性肝
硬化 ( P B C ) 是一
种累及中小胆管
的慢性肝病, 病情
反复发作, 迁延不
愈, 患者以女性为
主，且发病率逐
年升高. PBC是一
种自身免疫性疾
病, 他的发病机制
目前尚未完全阐
明, 现在认为遗传
易感性、免疫机
制、感染因素及
化学物质等方面
因素参与了PBC
的 发 病 机 制 .  了
解PBC的发病机
制对于采取正确
合理的治疗方案,
降低其发病率和
死亡率意义重大,
本文就遗传易感
性、免疫机制、

感染因素及化学
物质等几方面对
PBC发病机制的
研究进行了综述 ,
并对HLA Ⅱ类抗
原、非HLA遗传
性基因、AMA 、
A N A 及 抗 E P O
抗体、感染因素
以及化学物质与
PBC发病机制的
关系进展进行了
重点介绍.
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1.2.2 HLA Ⅱ类抗原 对HLA Ⅱ类抗原等位基

因在高加索人与亚洲人中与P B C伴随关系的

研究很广泛 .  以往欧美各国的研究中 ,  H L A-
DR8(DRB1*08)在PBC患者中显著高于对照组; 
数据表明DR8可能是高加索地区PBC发病的危

险因素[8]. 英国Donaldson et al [9]发现, 晚期患病组

HLA DRB1*0801-DQA1*0401-DQB1*0402单体

型基因显著升高, 但在早期患者中没有发现. 证
明HLA DRB1*0801-DQA1*0401-DQB1*0402伴
随PBC的进展. Mullarkey et al [8]证明, 少数PBC患
者中存在1个DRB1*08-DQA1*0401-DQB1*04单
倍型伴随基因. 而Invernizzi et al [7]与Bittencourt 
et al [10]在美国和巴西的研究却未证实这种伴随

的存在. Liu et al [11]对中国地区PBC患者的研究

发现, DRB1*0701的频率与对照组相比显著升

高. 没有发现HLA-DRB1*08伴随现象. A*2等位

基因在PBC组出现频率很高. 其他A、B和DRB1
等位基因在患者组及对照组相似. 据此说明中国

人对PBC易感性伴随DRB1*0701等位基因, 与北

美、南美、北欧甚至日本不同. 但是这种伴随情

况并不是严格出现在任何特殊的患者中, 并且指

出HLA DRB1第78号位上的缬氨酸可能在PBC
的发病机制上起着重要的作用. 总之, HLA Ⅱ类

抗原与PBC的伴随关系相当复杂, PBC的遗传背

景及流行病学分布可能与地理分布相关. 　
1.2.3 HLA Ⅲ类抗原 以往研究中发现, 一个区域

基因多态性升高能产生更频繁的TNF1变化[12], 
Fan et al [13]认为, 尽管TNF-α*2百分率在PBC患
者中下降, 但在中国PBC患者及健康对照之间没

有显著差别. 结果表明中国人TNF基因型与疾病

的易感性和起动之间没有伴随关系. Bittencourt 
et al [10]发现PBC患者中TNFA与细胞毒性T细胞

受体4(CTLA-4)等位基因之间没有伴随关系. 组
织学也显示HLA与TNFA及CTLA-4等位基因不

相关. 因此认为巴西人PBC易感性与HLA-DR、
DQ抗原及CTLA-4无伴随关系, TNFA对疾病进

展没有影响. 　
1.2.4 非HLA遗传性基因 研究表明, PBC中单

核苷酸多态性 (S N P s)与调节免疫反应有关 . 
CTLA-4是一种负调节蛋白, 在CD4(+)T细胞

激活中起至关重要的作用, F a n e t a l [14]发现, 
CTLA-4基因外显子49A/G多态性(A49G SNP)
在PBC及对照组间有显著的伴随关系, 并且G等

位基因与对照组相比显著升高. 尽管CTLA-4外
显子1启动子基因型分布在PBC患者及对照组

间无显著不同, GG-CC在患者组中是升高的. 因
此认为CTLA-4基因多态性与中国人群PBC易

感性相关. 而Bittencourt et al [10]认为, PBC易感

性与HLA-DR、DQ 抗原及CTLA-4无伴随关

系. Donaldson et al [9]发现, PBC患者中IL-1B*1,1
及IL-1RN*1,1基因型水平较高, 而IL-1B*1,2 、
IL-1B*2,2及IL-1RN*1,2基因型水平较低. IL-
1B*1,1基因型分布的不同在早期患者中更显著, 
而IL-1RN基因型分布在患病早期与晚期是相似

的. 数据表明IL-1等位基因是疾病易感性和进展

程度的双重标志, 他可能影响疾病的进展. Fan 
et al [15-16]发现, 大部分中国人包括患者和健康对

照者伴有IL-1B 1,1基因型, PBC患者和对照组无

差异. 在PBC与对照之间IL-1RN 基因多态性有

显著统计学意义. PBC患者IL-1RN1,1基因型频

率显著升高, IL-1RN1,2基因型显著下降. 而77
例PBC患者中有4例表达IL-6-174GG基因型, IL-
6-174GG的出现频率与对照组相比显著升高. 没
有发现IL-10启动子基因型在AIH和PBC中与对

照组有差异. 说明IL-1RN与IL-6 -174G/C基因

多态性与中国PBC患者相伴随. 维生素D受体基

因的SNPs在一些实验中的研究相互矛盾, Fan 
et al [17]发现中国人VDR基因多态性的分布与韩

国、日本相似, 与德国及西班牙人不同. PBC患
者Bb表现型携带者的百分率与健康对照组相比

显著降低, 而bb表现型携带者的百分率与健康

对照组相比显著升高. 在中国PBC患者中发现

PBC 和VDR的BsmI之间存在显著的伴随关系. 
Kimura et al [18]对编码细胞色素P450(CYP)2E1 
和2D6进行了基因分析, 没有发现多态现象伴随

PBC易感性, 而CYP2E1 c2等位基因与疾病严重

程度有关. 此外, Hiraide et al [19]没有发现PBC患
者与正常对照组间在Fas多态性基因型的等位基

因频率方面有统计学意义. 
最近, 关于双生子与PBC的关系也受体重

视, 而Selmi et al [22]在世界范围内1 400个家庭中

选择16对双生子进行研究, 结果发现, 16对双生

子中8对是单卵双生子, 8对中有5对均患PBC, 
患病一致率为63%. 在双卵双生子中, 没有发现

PBC一致性. 有趣的是, 单卵双生子的发病年龄

均在4-5岁, 但在病史及病情严重程度上却不一

致. 说明其患病情况不仅是遗传学的作用, 后天

因素和环境因素也起着至关重要的作用. 
1.3 PBC与性染色体 X连锁基因已知决定性别

相关特征, 他还调节免疫功能, 特别是维持耐受. 

■研发前沿
目前对PBC的研
究热点集中在遗
传、自身抗体、

感染及化学因素
方面. 尤其是近年
来提出的HLA抗
原、细菌N. aro-
maticivorans 及多
种食品添加剂在
PBC发病机制中
的作用越来越受
到重视.
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Invernizzi et al [23]研究了100例PBC妇女、50例慢

性肝炎、50例健康对照外周血单个核细胞X单

体率, 结果发现所有组X单体率均随年龄增高而

上升, 但PBC组显著高于对照组, 他认为伴X基

因单倍量不足可能是女性自身免疫病突出的关

健因素. 最近Invernizzi et al [24]再次对女性系统硬

皮病(SSc)、自身免疫性甲状腺疾病(AITD)及年

龄匹配的健康妇女外周血单个核细胞作X单体

存在率进行了研究, 结果发现X单体随年龄升高

而增加. X单体存在率SSc及AITD显著高于健康

对照妇女. 重要的是, X单体率在外周T和B淋巴

细胞中比其他血细胞中要常见得多, 并且在男

性胎儿中不存在. 这些数据强调了SSc和AITD妇

女染色体异常是常见的[25]. 结合PBC主要影响绝

经后妇女的事实, 说明PBC易感性可能与X连锁

基因相关.

2  PBC的免疫机制

2.1 自身抗体 (1)抗线粒体抗体(AMA/AMA-M2): 
高滴度血清A M A是P B C的敏感性指标, 超过

95%的患者血清中都能检测到[1]; AMA可分为

A1-A9共9个亚型, 其中M2为PBC特异性抗体. 
AMA-M2的靶位是2氧酸脱氢酶(2-OADC)复合

物家族成员, 包括丙酮酸脱氢酶复合物E2亚单

位(PDC-E2)、支链2氧酸脱氢酶复合物、酮戊

二酸脱氢酶复合物和二氢硫辛酰胺脱氢酶结合

蛋白[25]. 大多数情况下, AMA与PDC-E2发生反

应, 一些患者AMA单纯与PDC-E2发生反应. 尽
管所有有核细胞都含有线粒体自身抗原, 但其

仅针对肝胆管线粒体自身抗原进行免疫攻击, 
其机制尚不清楚. 但从临床观点来看, AMA与

疾病预后的严重性无关[26]. Fukushima et al [27]制

作了重组PDC-E2特异性二聚体IgA单克隆抗体

(mAbs)杆状病毒表达系统, 研究数据表明IgA
能通过多聚免疫球蛋白受体(pIgR)特异性进入

PBC患者胆管上皮细胞(BECs)并与PDC-E2结
合, 从而造成BECs的病理学改变. 他们还提出

两个可能对BECs损伤作出解释的机制, 而且两

个机制都能损伤线粒体功能: (1)IgA以线粒体自

身作为靶点; (1.2)IgA在运输过程中结合到细胞

质中新生的PDC-E2上. 此外, 重组PDC-E2特异

性单克隆抗体提供了一个进一步研究PBC发病

机制中抗PDC-E2 IgA作用的工具. (2)抗核抗体

(ANA): PBC特异性ANA在超过50%患者中出现, 
甚至在AMA阴性患者中更常见. 包括核胞膜型

和斑点型, 分别为抗gp210抗体、抗核孔蛋白62

抗体和抗核体蛋白Sp100抗体[28]. Yordy et al [29]

发现Sp100是通过负向调节内皮素1(ETS1)的
作用来实现其生物学作用的. ETS1转录因子是

保守的序列特异性的DNA结合蛋白Ets家族的

一个成员. ETS1对细胞增殖、分化、淋巴样发

育、活力、侵袭及血管发生等不同的进程起着

重要作用. Sp100与ETS1之间存在功能性相互作

用. 而且在体内、体外均有相互作用. Sp100位
于核小体, ETS1在活细胞表达改变核小体的形

态. Sp100负性调节ETS1 MMP1和uPA启动子转

录活性, 降低这些内源性基因的表达, 减少ETS1 
DNA结合. Yordy et al [30]发现Sp100表达能被干扰

素类上调, 在内皮细胞中负向调节ETS1的活性, 
抗原始内皮细胞血管生成. 因此当Sp100作为抗

原被抗Sp100抗体攻击后, ETS1作用增强, 原始

内皮细胞血管生成增加, 细胞分化、增殖等作

用加剧导致一系列生物学作用发生, 但其与PBC
发病之间的关系还需进一步验证. Nakamura 
et al [31]发现, 几乎所有PBC样本小胆管的BECs
的核包膜gp210抗原表达明显上升. 相反, 在正

常肝脏小胆管的BECs核包膜gp210抗原表达是

阴性的, 此外, 小胆管的BECs核包膜gp210抗原

表达程度与PBC肝门炎症、肝小叶间的炎症呈

正相关. 这些结果指出小胆管gp210表达的升高

可能伴随BECs炎性损伤, 对核包膜gp210抗原

持续抗体反应表明PBC患者有高风险进展到晚

期肝衰竭. Janka et al [32]最近发现小泛素样修饰

因子(SUMO)与Sp100共价结合, 在99例PBC患
者血清样本研究中发现, 抗SUMO-2和SUMO-1
自身抗体分别在42%和15%抗ND阳性PBC血清

中检测到, SUMO也构成独立的特异性的PBC自
身抗原. (3)抗嗜酸性粒细胞过氧化物酶抗体(抗
EPO抗体): 嗜酸性粒细胞过氧化物酶(EPO)是一

种嗜酸性粒细胞颗粒蛋白之一,  EPO是过氧化

物酶多基因家族成员, 由一个14 ku的轻链和一

个58 ku的重链组成. 有趣的是, 人EPO和中性

粒细胞髓过氧化物酶(MPO)分子克隆显示他们

的轻链69%的氨基酸相似, 并且重链70%相似. 
EPO在嗜酸性粒细胞颗粒基质中是过剩的, 并
且对于寄生虫和哺乳动物内皮细胞是强毒物质. 
Takiguchi et al [33]发现, 血清抗EPO抗体在PBC患
者中显著高于其他自身免疫性疾病及健康对照

组, 并考虑抗-MPO抗体可能是ANCA的一种, 这
是首次报道在PBC中检测到抗EPO抗体, 但他

与PBC发病机制的作用还需进一步研究.　　　 
2.2 细胞因子 既往研究发现P B C患者肝脏中
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IFN-γ和IL-4 mRNA阳性细胞比对照组显著升高. 
丝裂原刺激T细胞浸润的PBC肝脏IL-4和IL-10
显著升高. 近期Takii et al [34]的研究表明IFN-α在
PBC中表达上调, 与PBC发病机制有关. 这些结

果表明1型细胞因子在PBC中起主要作用. 导致

PBC患者肝中T细胞聚集的机制仍然是谜, 可能

在不同的状态, T细胞向肝细胞的迁移由不同途

径控制.
2.3 过氧化物酶增殖活化受体(PPAR-γ) 过氧化

物酶增殖活化受体γ(PPAR-γ)的作用是抑制致炎

因子的产生. 在Th1优势的疾病中, PPAR-γ能通

过下调致炎因子的表达来改善临床严重程度. 
PBC具有慢性破坏性胆管炎伴Th1占优势的环境

的特征. Harada et al [35]发现, 在PBC患者的肝样

本里, PPAR-γ蛋白在肝内胆管的表达无处不在, 
然而他的蛋白和mRNA在受损的胆管却是减少

的. 在培养细胞中可以由IL-4(IL-4;Th2-type)诱
导上调, 而由IFN-γ(Th1-type)诱导下调. 他的配

体负性调节脂多糖诱导的NF-kappaB活性. 还有, 
这种配体的抑制作用可用IFN-γ预处理减弱. 总
之, PPAR-γ可能对保持肝内胆管上皮组织内环

境的稳定有很大的作用. 并且他在PBC肝胆管内

的减少可能伴随Th1占优势的环境和慢性胆管

炎的发展. 使用PPAR-γ配体进行免疫抑制可能

对减弱PBC胆管炎症有益.
2.4 赖氨酰氧化酶(Lox)和赖氨酰氧化酶样蛋白

2 (Loxl2) Vadasz et al [36]发现, 在正常肝脏中表

达无显著意义, 相反, Wilson,s病和PBC患者肝细

胞内表达Lox和赖氨酰氧化酶样蛋白2(Loxl2或
LOR-1), 并且这种表达伴随肝细胞周围胶原沉

淀发生. 赖氨酰氧化酶还在其他肝纤维化疾病

中表达, 例如乙肝、丙肝. 但这些疾病中的表达

仅限于纤维变性损伤并且肝细胞周围没有胶原

沉淀. Lox12能氧化胶原残余的赖氨酸, 这与Lox
相类似. 铜离子螯合剂D-青霉胺抑制Loxl2诱导

胶原氧化, 但Lox抑制剂β-氨基丙腈却不抑制他

的氧化, 而在相同浓度下Lox活性被完全抑制. 
Loxl2还催化HepG2细胞表面蛋白氧化抑制他们

扩增. 因此, Wilsons病和PBC患者肝细胞内Lox
和Loxl2上调可能通过各种机制导致肝损伤, 与
PBC发病机制相关.　

此外, Isse et al [37]发现趋化因子Fractalkine及
其受体CX3CR1在受损的PBC胆管中表达上调. 
CX3CR1在PBC患者的肝门束浸润单核细胞和

受损的胆管上皮淋巴细胞的CD3(+), CD4(+)和 

CD8(+)中表达. Notas et al [38]发现校正总抗氧化

能力(CTAC)在PBC患者中显著升高, 而且仅在

疾病的早期出现, 可能与疾病病理生理学机制相

关.

3  感染和化学因素

3.1 感染因素 Wang et al [39]发现, 细菌脂多糖受

体T L R4可能与肝胆管疾病的发病机制有关 . 
PBC肝组织胆管上皮细胞显著表达TLR4, 而慢

性丙肝患者胆管上皮细胞几乎不表达TLR4. 晚
期PBC患者TLR4的表达还在PBC肝组织门静

脉周围的肝细胞发现, 他的表达扩展到了小叶

间肝细胞, 提示在PBC炎性过程中可能包含细

菌病原体和TLR4的作用. Jones et al [40]的SJL/J
鼠模型为研究PBC的发病机制提出了可能, 他
能通过用自己和非已(牛)PDC-E2共免疫鼠诱

导体液和细胞自身免疫反应 .  通过分子模拟

研究发现大肠杆菌、肺炎克雷伯菌、奇异变

形杆菌、金黄色葡萄球菌、小鼠乳腺瘤病毒

(M M T V)、β-逆转录病毒以及新发现的细菌

Novosphingobium aromaticivorans [41-43]等细菌

或病毒等原核抗原与体液的交叉反应可能导

致AMA和/或自身反应性T细胞的出现. 其中最

近新发现的细菌N. aromaticivorans可能是诱导

PBC的最好的代表. 他在环境中广泛存在, 有4
个硫辛酰功能域, 与人硫辛酰化自身抗原具有

惊人的同源性; 在近25%的生活在一起的PBC患
者和非PBC对照组的排泄物中检测到该菌的特

异性16S rRNA基因组; 他能将环境中雌激素代

谢为有活性的雌二醇. 在原发性胆汁性肝硬化

患者中, 抗N. aromaticivorans硫辛酰功能域抗体

滴度是抗大肠杆菌抗体滴度的1 000倍, 10-6浓度

在23%的抗PDC-E2阳性血清中仍能检测到, 在
无症状患者和疾病早期患者中可见到这样的反

应性[39]. Padgett et al [44]通过克隆、序列分析和

蛋白表达等方式对其进行了确认. 他对四种编

码N. aromaticivorans免疫反应蛋白的基因进行

了研究, 发现他们与所有主要人类线粒体抗原

PDC-E2有着惊人的氨基酸同源性. 他们还包含

一个硫辛酰功能域, 这个区域可以被AMA阳性

血清识别, 并与特异性线粒体抗原的单克隆抗

体发生反应. 因此他们认为N. aromaticivorans
具有打破遗传易感性个体自身耐受的可能性. 
最重要的是, 该菌能通过卤化作用代谢数量不

断增长的化学物质; 而Long et al [45]曾报道卤化

■同行评价
本文对原发性胆
汁性肝硬化发病
机制的国内外最
新进展分别从遗
传易感性、免疫
机制、感染因素
及化学物质等方
面进行了综述, 文
献复习全面, 思路
清晰, 论述准确有
指导意义.
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化学异物能诱导动物产生高滴度的线粒体抗

体, 与PBC发病机制相关. 因此我们可以假设

N.aromaticivorans或其他具有N.aromaticivorans
主要特征的细菌可能是诱导PBC发病过程中的

重要环节.
也有报道指出肺炎衣原体感染可能是

PBC的触发剂或是病原体的假设[46], 而Taylor-
Robinson et al [47]研究与此相反, 肺炎衣原体感

染不象是PBC的病因. 另外, 虽然缠绕杆菌种属

DNA已经在PBC和PSC患者肝组织中检测到, 但
Boomkens et al [48]认为PBC不太可能是由缠绕杆

菌感染引起.
3.2 化学物质 肝脏是主要的解毒器官, 这使肝细

胞和BECs摄取、吸入了更多的化学物质. 化学

物质是化学复合物, 他可能修饰或结合到自身

分子, 因此通过免疫反应改变他们的识别和导致

最终侵袭相似的自身分子. Long et al [45]证实, 类
似丙酮酸脱氢酶复合物自身抗原表位的化学物

质, 被循环抗体识别, 这些抗体是从原发性胆汁

性肝硬化患者血清中分离出来的, 针对这些化

学物质的抗体亲和力一般比对天然线粒体抗原

的亲和力大. 这些化合物很多是卤化碳氢化合

物, 他们广泛分布于自然界, 杀虫剂和清洁剂中

也可见到. 一种卤化复合物溴已酸酯, 与牛血清

白蛋白耦联时, 诱导动物产生高滴度的线粒体抗

体, 这些抗体的数量和质量特征与人抗线粒体抗

体相似. Amano et al [49]报道了包括2-苯甲酸、氯

乙酸等在内的139种环境、化妆品、食品添加剂

中常见的外源化学物质可成为PBC抗原. Amano 
et al [50]证明, 用结合非PDC-E2的卤化复合物免疫

动物模型导致血清AMA出现, 而当免疫反应中

断时这种结果是可逆的. 重要的是, 用共价修饰

自身PDC-E2免疫SJL/J鼠能引出T和B细胞同时

打破耐受[51] .
总之, 大量数据显示遗传、免疫、环境等因

素共同引起PBC的发病. 但在PBC遗传易感性、

自身抗体AMA与ANA等在PBC发病过程中所起

的作用尚需进一步研究; SJL/J鼠模型的建立以

及新发现的细菌N. aromaticivorans为研究PBC的
发病机制提出了可能, 但深层次的研究还有待于

进一步开展; 越来越多的感染因素及外源化学物

质参与到PBC的发病机制中, 这些常见的外源物

质在PBC发病机制中所起的作用越来越受到重

视, 对其进行深入研究分析有利于揭开PBC损伤

之谜. 总之, 对PBC发病机制的探讨还在继续进

行, 许多不解之谜有待进一步揭开.
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摘要
食管癌是世界第八大癌症, 死亡率更高居全球
第6位. 尽管放射治疗和化学治疗技术近年不
断改进, 但是患者5 a生存率仍低. 外科切除手
术为本病的根治方法, 然而, 只有早期患者才
适合作手术治疗. 随着人类对基因和蛋白质的
更深认识, 靶向治疗日趋成熟, 近年基因治疗
的开发为食管癌的治疗提供了新希望. 鉴于手
术、放化疗的不良副作用, 中医药治疗和饮食
治疗尤适合帮助食管癌患者的调理和恢复, 并
能配合西医治疗手段, 以达相辅相成之效. 本
文对食管癌作出较详尽的介绍, 并阐述目前食
管癌治疗的最新进展.  

关键词: 食管癌; 分子治疗; 中医药治疗; 饮食治疗
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0  引言

食管癌是指下咽部至胃之间食管上的恶性肿瘤, 
发生部位以食管中段最多(约占50%), 下段次之

(约占40%), 上段最少(约占10%). 作为世界第八

大癌症, 其死亡率全球排名第六, 在中国癌症死

亡率更高居第四位, 欧美国家的发病率也呈上

升趋势. 平均发病年龄为60岁左右, 50-70岁为

发病高峰年龄. 本病好发于男性, 男女发病比例

约为2∶1. 食管癌是地理分布差异很大的一种

癌症, 好发于中国中北部、中亚至伊朗北部、

波多黎各、南美洲及非洲东北部, 据世界卫生

组织2002年统计, 全球每年约有46万例食管癌, 
发展中国家约占85%[1]. 我国高发区有河南、

河北、山西三省交界的太行山区、秦岭东部山

区、大别山区、四川北部的盐亭、广东的汕

头、福建的南安县、苏北的扬中县、新疆的托

里县等. 

1 病因及高危因素

1.1 饮食吸烟酗酒 食管癌的发生与流行和某些

地区人民的生活习惯、地理自然环境等因素有

关. (1)亚硝胺: 亚硝胺类化合物是公认的致癌

物, 大量摄入腌渍、腌熏等含有亚硝酸盐的食

物, 如酸菜、泡菜、咸菜、咸肉、咸鱼、香肠

等, 会增加食管癌发生的危险性[2]. (2)霉菌: 发
霉变质的食物中含有大量串珠镰刀菌毒素, 食
用含有霉菌的食物, 是致癌原因之一[3]. (3)食管

损伤: 进食粗糙、坚硬食物可能引起食管黏膜

损伤, 常食粗硬的食物, 反复损伤可造成黏膜增

生、间变, 导致癌变. (4)热烫饮食: 常进食热烫

的饮食, 会引致食管黏膜发炎, 是罹患食管癌的

一个危险因素[4]. (5)营养和矿物质: 流行病学显

示, 食管癌高发区的人普遍缺乏维生素A, B, C, 
E, 核黄素、尼克酸、动物蛋白、脂肪、蛋类、

新鲜蔬果等, 长期缺乏营养可增加患食管癌的

风险[5]; 此外, 食管癌高发区水土中的钼、硒、

钴、锰、铁、镍和锌等微量元素的含量明显偏

低, 提示缺乏这些矿物质亦会提高患病机率[6]. 
(6)长期吸烟和酗酒与食管癌的发病有密切关系, 
根据统计, 吸烟和饮非烈性酒者患食管癌的机

率比少吸烟饮酒者大3.88倍, 而吸烟加饮烈性酒

者发病率更比少吸烟饮酒者高6.3倍[7]. 
1.2 遗传和基因 林州(原名林县)是我国的食管

癌高发区之一, 也是全球食管癌最高发地区. 自
1959年起, 大批肿瘤医学专家在林州开展了以

预防食管癌为主的多项研究工作, 发现林州食

管癌有家族聚集现象, 并有逐代显性遗传倾向. 
经过多年研究, 发现林州存在一个人群频率约

19%的常染色体隐性基因, 约有4%的人群在环

境因子的作用下有易患食管癌的倾向. 已知与

食管癌有关的基因有粒线体基因[8]、错配修复

基因hMLH 1和hMSH 2[9]、血管细胞黏附分子

-1(CD  106)[10]、环氧化酶-2(COX -2)[11]、乙醛脱

氢酶2(ALDH2)[12]、染色体13q33-q34的缺失[13]、

®

■背景资料
食管癌是严重,威
胁人类生命安全
的疾病, 近年中西
医学界协同科学
界携手合作, 令食
管癌的诊疗方法
和技术均有不少
改进, 但患者的5 
a生存率仍低, 要
攻克这恶性肿瘤, 
仍需继续努力.

■研发前沿
本文对目前食管
癌的诊疗做了详
细论述,除了传统
的 西 医 治 疗 外 ,
还提供了中医治
疗、中西医结合
治疗和饮食治疗
的详尽介绍.
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MDM2、cyclin  D1、pRB、p16和p53[14-15]等, 而
肿瘤坏死因子单核苷酸多态性TNF-alpha-308G/
A和TNF-β+252G/A的基因型鉴定更可作为预

测食管癌的标志物[16]. 处于后基因组年代, 运用

先进的质谱技术, 亦发现了很多与食管癌有关

的蛋白质[17], 包括stefin A[18], clusterin[19], PERP, 
S100A2, SPRR3[20], serum amyloid A (SAA), 
amyloid related serum protein, haptoglobin[21], 
enolase, elongation factor Tu, isocitrate dehydro-
genase, tubulin alpha-1 chain, tubulin beta-5 chain, 
actin (cytoplasmic 1), glyceraldehyde-3 phosphate 
dehydrogenase, tropomyosin isoform 4 (TPM4), 
prohibitin, peroxiredoxin 1 (PRX1), manganese-
containing superoxide dismutase (MnSOD), neu-
ronal protein, transgelin, TPM1, squamous cell 
carcinoma antigen 1 (SCCA1), stratifin, peroxire-
doxin 2 isoform A和alpha B crystalline[22]. 这些基

因和蛋白质的变异可能引致食管癌的发生和发

展; 此外, 实验证明CXCR4蛋白质与食管癌的转

移有关[23]. 
1.3 病毒和炎症 研究发现, 人乳头瘤状病毒可能

与食管癌有关, 其中HPV16型与食管鳞癌发生

有关, 而HPV18型则与食管腺癌有关, 我国约半

数食管癌患者体内有该病毒的基因[24]. 慢性返流

性食管炎患者, 尤其是巴瑞特食管症患者, 因胃

的内容物返流到食管, 造成食管鳞状上皮细胞

被柱状上皮所取代, 在返流物的长期刺激下, 容
易演变为食管癌[25].
 
2 临床诊断

2.1 临床症状 早期食管癌多无明显症状, 至晚

期因肿瘤变大, 明显阻塞食管才会引起吞咽困

难, 临床上95%食管癌患者以吞咽困难及有异物

感为最初表征, 患者在吞咽时感到食物卡在食

管及胸骨后方, 引起隐痛并吐黏沫和黏液痰等. 
早期患者只有吃固体食物时才会有疼痛感觉, 
当肿瘤逐渐变大且食管通道愈来愈窄时, 甚至

连饮用液体都会疼痛. 食管癌有时也会引起呕

吐、咳嗽、声音嘶哑、胸骨后方有压迫或刺痛

感、咽喉痛及呛咳等症状, 中晚期患者体质量

会骤减. 终末期食管癌可能会出现食物返流、

吐血、黑便、呼吸困难等症状, 若侵犯到邻近

的主动脉, 甚至可能会引发致死性大出血. 依不

同转移的器官表现不同症状, 如转移至颈部淋

巴结会出现淋巴结肿大症状; 转移至肺部会出

现咳嗽、咳血、胸痛等症状; 转移至骨骼会出

现骨骼疼痛症状; 转移至肝脏会出现黄疸、腹

胀、腹痛等症状. 
2.2 实验室检查 (1)食管摄影. 患者喝下钡显影

剂, 钡显影剂可附着于食管表面, 通过X射线让

病变处、食管阻塞的程度及病变的范围等显示

出来. (2)食管镜检查. 以内窺镜直接观察食管病

变的部位及范围, 医生可通过食管镜取出食管

壁病变部位的细胞或部分组织做切片检查, 此
法可与食管摄影检查两者相辅相成. 食管镜检

查及细胞或组织切片检查是确立诊断的重要手

段, 病理组织切片合并细胞检查的诊断正确率

高达98%. 近年内窥镜技术更不断改进, 如荧光

内窥镜、散射分光镜等. (3)其他检查. 胸部X射

线、电脑断层扫描、腹部超声波、正电子放射

断层摄影、骨骼扫描检查等可用以评估食管癌

是否已经转移. 
2.3 分型 临床治疗一般多可区分为局部型、局

部转移型(肿瘤已侵犯至食管以外或附近淋巴

结)和远处转移型. 

3 治疗

3.1 西医治疗 (1)外科手术: 早期食管癌患者可接

受食管、附近淋巴结及组织切除术, 剩余的食

管再与胃部重新连结, 有时可利用消化道(如结

肠)来取代被切除的食管. 当肿瘤逐渐变大且食

管通道愈来愈窄而无法进食时, 医生可另做一

条管道, 称为“胃造口术”, 这种手术可将食物

直接灌入胃部; 医生亦可在食管狭窄处置入扩

张支架, 以保持食管畅通[27-28]. (2)放射线治疗: 利
用放射线在外科手术前缩减肿瘤大小, 或在手

术后消灭残留的癌细胞. 当肿瘤的大小及位置

不适于作手术切除处理时, 或患者的其他因素

不适于作手术时, 放射治疗(放疗)是可取代手术

的另一种选择. 近年引进了一些新的放疗技术, 
如“三度空间立体定位顺形放疗”和“强度调

控放疗”等, 更有针对减少放疗对心脏造成伤

害的“4方向照射方式”[29]. (3)化学治疗: 可结

合放射治疗来减小手术前肿瘤的大小, 或消灭

手术后残存的癌细胞. 目前常用的化疗药物有

taxol, vinorelbine和gemcitabine等; 此外, 近年更

引进了不少新药和联合化疗, 如irinotecan、针

对COX-2的celecoxib、联合docetaxel和cisplatin
作一线治疗. 另一方面, 实验证明维生素C协

同5-FU或cisplatin使用, 通过抑制NF-kappaB和
AP-1蛋白质的定位转移, 能增强抗癌作用[30]. (4)
光动力治疗: 近年新的光敏物质和内窥镜技术

■创新盘点
一般综述在介绍
食管癌的病因时, 
很少从分子和基
因的层面加以剖
析, 本文对食管癌
患者的基因突变, 
做了较多的介绍.
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的进步使光动力疗法得以进一步改善, 成为一

线治疗后常用的救援治疗手段. (5)分子治疗: 之
前的研究显示食管癌细胞中生存素表达量会增

多, 在这一基础上, 中国医学科学院/协和医科大

学的研究人员设计了针对生存素的核糖核酸干

扰, 并将其导入人食管癌细胞系KYSE510, 获得

稳定细胞克隆后进行蛋白质印迹检测其表达水

平. 研究人员并分别应用台盼蓝染色排除法和

裸鼠进行体内和体外实验检测肿瘤细胞生长情

况, 以及磷脂结合蛋白V/PI双染色法和常规原位

末端标记法进一步检测细胞系和裸鼠中的细胞

凋亡情况, 最后证明生存素可以强烈抑制体内

和体外食管癌细胞生长. 这一研究不仅加深了

对食管癌分子机制的了解, 而且说明生存素可

能会是治疗食管癌潜在的靶位点[31]. 
3.2 中医治疗 食管癌属于中医“噎膈”范畴, 
《诸病源候论》记述: “噎膈者, 饥欲得食, 但
噎塞迎逆于咽喉胸膈之间, 在胃口之上, 未曾入

胃即带痰涎而出. ”“其槁在上, 近咽之下, 水
饮可行, 食物难入, 名曰噎. ”本病的病变部位

在食管, 故清代杨素园谓: “食管中系有形之物, 
阻挠其间, 而非无故狭窄者明矣. ”清代何梦瑶

《医碥·反胃噎膈》有云: “酒客多噎膈, 饮热

酒者尤多, 以热伤津液, 咽管干涩, 食不得入也. 
”其发病与痰瘀交结、脾肾亏虚有关, 治疗原

则为除痰祛瘀、健脾益气、滋阴养血. 在治疗

方面, 先察其标本虚实, 抓住痰、瘀、虚这主要

病理. 病程初起或体质强壮者, 宜以理气除痰、

袪瘀解毒为主; 久病则多有体虚衰弱, 治疗上宜

以扶正驱邪为主. (1)痰湿内阻者, 症见吞咽梗

阻, 进食不畅, 胸隔痞闷, 伴有胸痛隐隐, 疲倦乏

力, 纳呆, 大便溏, 舌质淡胖, 苔白腻, 脉滑. 治宜

健脾理气, 燥湿化痰. 方以旋覆代赫汤加减, 药
如旋覆花、代赫石、党参、法半夏、苏梗、浙

贝、山慈菇、八月札、生南星、生苡仁、守

宫、瓜萎皮等. (2)气滞血瘀者, 症见进食梗阻, 
食不得下, 甚至水饮难下, 食后即吐, 吐物如豆

汁, 胸隔疼痛或痛连肩背, 便如羊屎, 形体消瘦, 
面色晦暗, 肌肤甲错, 舌质暗红, 或有瘀点瘀斑, 
苔薄黄, 脉涩或弦细. 治宜理气化痰, 活血袪瘀. 
方以通幽汤化裁, 药如桃仁、红花、当归、生

地、丹参、田七、八月札、威灵仙、急性子、

五灵脂、橘红、甘草等. (3)津亏血枯者, 症见进

食梗涩难下, 甚至水饮难咽, 形体消瘦, 口干咽

燥, 五心烦热, 大便秘结, 舌质红干, 或带裂纹, 
无苔或薄黄苔, 脉弦细. 治宜养阴生津, 补血润

燥. 方以百合固金汤加减, 药如百合、玄参、麦

冬、生地、熟地、白芍、川贝、桔梗、甘草、

野葡萄藤、守宫、山海螺等. (4)晚期食管癌气

虚阳微者, 症见饮食难下, 泛吐清涎, 形体消瘦, 
面色泛白, 形寒肢冷, 面浮足肿, 舌质暗淡, 苔薄

白, 脉沉细. 治宜健脾益气, 温阳散结. 方以补气

运脾汤加减, 药如党参、黄芪、白术、茯苓、

法夏、陈皮、桂枝、八月札、全虫、山慈菇、

白芍、熟附子等. (5)放射治疗后热盛津伤络阻

者, 症见皮肤潮红、瘙痒、渗液破溃, 胸痛干咳, 
吞咽疼痛, 进食梗阻加重, 纳呆, 口干舌燥, 小便

短赤, 大便干结, 舌暗红, 苔黄, 脉细数. 治宜清

热解毒, 益气养阴, 活血化瘀. 药如黄芪、北沙

参、石斛、花粉、银花、栀子、瓜蒌、竹茹、

陈皮、茯苓、红花、桃仁、焦六曲、鸡内金、

女贞子等 .  (6)化学治疗后脾肾亏虚、胃失和

降者, 症见疲倦乏力, 脘痞恶心欲吐, 便溏或腹

泻, 纳呆, 舌淡, 苔薄, 脉细. 治宜健脾补肾, 和胃

调中. 药如黄芪、太子参、鸡血藤、白术、茯

苓、姜半夏、陈皮、木香、柿蒂、鸡内金、焦

六曲、泽泻、女贞子、枸杞子、生姜、大枣等. 
近年研究显示, 有些中医药能调控转录因子NF-
κB的表达, 阻断癌细胞的增殖[32]; 亦可降低放

疗食管癌组织中细胞黏附分子CD44v6的表达, 
从而起到抑制食管癌浸润和转移的作用[33]. (7)
针灸治疗. 针刺天鼎、天突、膻中以下气宽隔

除痰, 上脘、中脘、下脘和降胃气, 内关、足三

里健脾胃以资气血生化之源. 病灶在食管上段

加期门、不容等, 痰多便秘加丰隆、大肠俞, 胸
痛引背加心俞及阿是穴, 进食困难重刺内关, 胸
脘痞闷加大陵. 均用平补平泻法. 外敷疗法: 软
坚散结膏由归尾、栝萎、川姜活、白芷、元

明粉、木鳖子、三棱、白芨、白薇、生地、

黄芪、天花粉、川乌等20余种药物组成, 以麻

油、广丹熬制成膏药, 摊在布上均匀撒上散坚

丹(明矾、冰片、樟脑等), 贴于病灶对应处, 也
可贴于肿大的淋巴结处, 具止痛功效. 耳针: 取
穴肾、胃、食道、神门、内分泌, 用于食管癌

吞咽梗阻, 饮食不下. 
3.3 饮食治疗 《素问·平人气象论》曰: “有胃

气则生, 无胃气则死. ”《景岳全书·论脾胃》亦

云: “土气为万物之源, 胃气为养生之主. 胃强

则强, 胃弱则衰. ”可见肠胃的功能和饮食对全

身之气的形成与盛衰具有极重要的作用. 孙思

邈更指出: “食能排邪而安脏腑, 悦情爽志以资

气血. ”提出“为医者, 当晓病源, 如其所犯, 以

■名词解释
1 光动力治疗: 首
先替患者注射光
敏感剂, 然后用激
光照射要治疗的
肿瘤, 光敏剂受到
激光的刺激会把
能量传递给细胞
周围的氧, 氧会变
成活性很强的单
态氧, 再和肿瘤细
胞发生反应, 进而
导致肿瘤细胞受
损死亡. 
2 分子治疗: 以肿
瘤基因学与生物
学变异及相关机
制异常为标的治
疗策略, 包括抑制
肿瘤的血管新生
与细胞内的讯息
传递、改变细胞
周期、促进细胞
凋亡的进程等; 
3 个体医疗: 按每
个体的基因组合
及身体情况量身
设计治疗方法; 
4 靶向治疗: 针对
肿瘤的特异性分
子靶点设计肿瘤
治疗方案, 包括具
有靶向性的表皮
生长因子受体阻
断剂、针对某些
特定细胞标志物
的单克隆抗体、

针对某些癌基因
和癌细胞遗传学
标志的药物、抗
肿瘤血管生成的
药物、抗肿瘤疫
苗以及基因治疗
等.
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食治之, 食疗不愈, 然后命药. ”的临床治疗原

则, 认为医生“若能用食平之, 适性遣疾者, 可
谓良工. ”惟食疗实质应用仍需辨证论治, 以取

得较佳效果. (1)痰湿内阻者, 宜袪湿化痰、理气

止咳, 可用陈皮法夏薏苡仁粥; (2)脾虚痰湿阻滞

者, 宜健脾袪湿, 可用薏苡仁淮山龟肉汤或薏苡

仁菱角田七瘦肉汤; (3)脾胃虚寒者, 宜健脾和胃, 
可用砂仁鱼鳔瘦肉羹或粟米淮山猴头菇水鸭汤; 
(4)气滞血瘀者, 宜活血袪瘀、通络止痛, 可用田

七桃仁瘦肉汤; (5)因病虚损者, 宜补肾填精、

健脾养胃, 可用冬虫草炖鸭肉; 手术的创伤、出

血、发炎、贫血或消化不良, 需要大量营养以

补充和修复机体; 化疗引起的消化系统黏膜溃

疡和恶心、呕吐、腹痛、腹泻等消化吸收不良

综合病征, 更加深了营养吸收障碍; 而放疗因照

射部位的不同, 除有各式各样消化道反应外, 还
可能导致进食困难, 自然对营养吸收有很大影

响. 西医治疗告一段落后, 食疗的意义十分重大, 
尤其是现代医学治疗后的患者, 食欲大都不佳

或有厌食现象, 特别需要补充营养, 以尽快恢复

体力. 由于营养可以影响到机体各种防御功能

的运作, 对癌细胞是否增殖、复发或转移也有

一定作用. 疗养中的食管癌患者, 需要良好的营

养以增强免疫力, 从而改善抗癌治疗后所造成

的消化能力降低症状[5]. (6)外科手术后气血两

虚、创口难以愈合者, 宜益气养血、补虚生肌, 
可用人参黄芪炖生鱼. 临床报告显示, 在食管癌

手术全期护理中, 服用黄芪可明显增强机体免

疫力[34]; (7)放射治疗后阴津亏损者, 宜清胃止

呕、益气袪痰, 可用芦根洋参柿霜粥、无花果

败酱草瘦肉汤或蛇莓龙葵半枝莲瘦肉汤; (8)手
术、放射治疗或化学治疗后身体亏虚者, 宜健

脾益气、滋阴补肾, 可用淮杞炖鳖. 
平均而言, 食管癌的预后不佳, 其主要原因

是无法早期发现、及早治疗. 食管癌患者的5 a
存活率介于10%-20%之间, 患者如无法施行根

除性治疗, 只做姑息性缓解治疗者, 存活期约只

有6 mo. 早期食管癌有极高的5 a存活率, 局部转

移型的患者5 a存活率约20%, 但已发生远程转

移者则预后不良, 5 a存活率甚低. 食管癌经过治

疗后, 仍需定期追踪检查. 外科手术切除后, 局
部复发或远程转移大都在两年内发生, 5 a之后

复发的机会很微. 
总之, 纠正不良的饮食习惯, 不吃发霉变质

的食物, 尽量少吃酸菜、腌鱼、腌肉, 避免进食

粗硬、热烫的饮食, 戒烟、少喝酒, 及时治疗食

管炎等均有助预防食管癌; 多吃蔬菜(如芦筍、

南瓜、海带、冬菇等)和水果(如木瓜、山楂、

猕猴桃等), 研究发现, 多喝绿茶也能预防食管

癌. 有条件的食管癌高发区, 应开展定期的食管

癌普查, 注意早期发现食管癌的症状, 及时到医

院确诊. 食管癌高发区也可试用药物预防. 英国

科学家已开始进行一项大规模临床试验, 测试

一种以抗溃疡药物与阿司匹林的复合疗法预防

食管癌的疗效, 这项临床试验将对5 000名有患

食管癌危险的人进行长达10 a的跟踪观察, 是迄

今最大规模的癌症预防临床试验之一. 食管癌

的初期症状是胃酸返流, 对食管内壁细胞造成

伤害, 试验期间, 研究人员将根据不同程度的症

状让患者服用阿司匹林和治溃疡药物“耐信”, 
据估计, 如果能在初期有效治疗胃酸返流症状, 
食管癌发病率将下降一半. 近年运用先进的技

术平台, 如单核苷酸多态性分析、基因芯片、

质谱仪等, 科学界对肿瘤基因表达、基因组和

蛋白质组得以更深入了解, 这无疑为个体医疗

和靶向治疗的发展提供更佳的条件[35]. 期望在

不久将来, 食管癌的防治得以有效改进, 为万千

病患带来新的曙光. 
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Abstract
AIM: To establish a simple, accurate and practical 
method for the detection of adefovir dipivoxil 
resistance-associated mutation (rtA181V 
mutation) in hepatitis B virus.

METHODS: Four shares of serum were collected 
from patients who had been treated with adefovir 
dipivoxil for more than 1 year, and HBV DNA 
replication reoccurred. Two pairs of primers were 
designed to amplify the region of HBV reverse 
transcriptase codon 181(rt181) in order to intro-
duce a BlpI restriction site upon PCR product of 
wild type (wt). After amplification, the PCR prod-
ucts were digested with BlpI and then subjected to 
electrophoresis. The patterns of rtA181V mutation 
were detected by restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) analysis.

RESULTS: Of the 4 patients, rtA181V mutation 

was detected in 2 cases by the above method. The 
established nest PCR-RFLP assay could detect 
HBV DNA at the level of 103 copies/L. The result 
of RFLP analysis was in accordance with that of 
DNA sequencing.

CONCLUSION: The ntPCR–RFLP assay is a 
rapid, simple, specific and sensitive method for 
the detection of rtA181V mutation in HBV.

Key Words: Adefovir dipivoxil; Hepatitis B virus; 
Mutation
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摘要
目的: 建立一种简便、快速、实用的乙型肝

炎病毒(H B V)阿德福韦(A D V)耐药变异—

rtA181V变异的快速检测方法. 

方法: 根据GenBank收录的HBV基因全序设

计巢式PCR引物, 使野生株(rt181 A)PCR产物

中含有Blp Ⅰ酶切位点(5,GCTNAGC3,), 而变

异株(r t181V)无此限制性酶切位点. 选取4份

应用ADV治疗1 a以上出现HBV DNA反跳的

临床耐药慢性乙型肝炎患者血清，经PCR扩

增、Blp Ⅰ酶切、30 g/L琼脂糖凝胶电泳, 进
行限制性片段长度多态性(RFLP)分析. 并选择

经该方法鉴定的野生株及变异株各一例进行

HBV RT区基因序列分析及对照质粒的构建. 

结果: 自4份血清标本中检测到2例rtA181V变

异. 所建立的ntPCR-RFLP方法灵敏度高, 可以

检测到103 copies/L的HBV DNA; 特异性强, 其
RFLP分析结果与DNA测序结果一致.

结论: 应用ntPCR-RFLP方法检测r tA181V
变异具有灵敏、特异、简便的优点, 适用于

ADV耐药变异的临床监测工作. 
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象 ,  已 得 到 学 术
界公认的耐药株
有两种: rtN236T
变异和 r tA181V
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0  引言

抗乙型肝炎病毒 ( H B V )新药 -阿德福韦酯

(adefovir dipivoxil, ADV)已经国家食品药品

管理局(S F D A)批准在我国上市. 临床研究表

明ADV能有效地抑制HBV DNA复制, 使HBV 
D N A滴度迅速降低 ,  而且在出现拉米夫定

(lamivudine)耐药的患者中ADV能继续有效地

抑制变异株[1-3]. 但随着ADV的长期应用, 目前

已发现该药亦存在耐药现象; 现已得到学术界

公认的耐药株有两种: rtN236T变异和rtA181V
变异[4-5]. 此前我们已建立了基于巢式聚合酶链

反应－限制性片段长度多态技术(ntPCR-RFLP 
assay)的rtN236T变异快速检测方法[6]. 进一步应

用该技术建立用于r tA181V变异的快速检测方

法, 以期对ADV耐药变异进行更为全面的监测. 

1  材料和方法

1.1 材料 4份慢性乙型肝炎(CHB)血清取自北京

地坛医院及济南传染病医院就诊患者. 4患者均

应用ADV治疗1 a以上, 治疗过程中曾出现HBV 
DNA阴转, 此后再次出现HBV DNA反跳.
1.2 方法 胃采用异硫氰酸胍一步法提取血清中

的DNA．待检血清50 mL加入含4 mol/L异硫

氰酸胍的裂解液60 mL，37℃温育10 min; 加入

酚/氯仿/异戊醇(25∶24∶1)50 mL, 震荡混匀后

13 000 g离心10 min; 取上清, 加入等量异丙醇, 
-20℃沉淀2 h, 13 000 g离心10 min, 弃上清; 加
入600 mL/L 乙醇50 mL, 13 000 g离心10 min, 弃
上清, 室温干燥后加入双蒸水20 mL溶解, -20℃
保存．

rtA181V变异是由于HBV基因组第671碱基

由胞嘧啶(C)突变为胸腺嘧啶(T), 从而导致HBV
聚合酶B区rt181氨基酸由丙氨酸(alanine, A)变
异为缬氨酸(valine, V)(图1). 故而以此为基础, 
检索GenBank收录的HBV基因全序, 采用Primer 
Premier 5.0及Oligo 6.67软件辅助分析, 设计巢

式PCR引物(外引物: P1、P2, 内引物: rt181up, 
rt181low); 旨在使野生株(rt181 A)PCR产物中

含有BlpⅠ酶切位点(5, GCTNAGC3, ), 而变异株

(rt181V)无此限制性酶切位点(图1, 表1).
以血清提取物为模板进行巢式P C R反应: 

30 mL PCR反应体系含Taq酶1 U, 10×扩增缓冲

液3 mL，25 mol/L dNTP 0. 12 mL、50 mmol/L引
物0.12 mL; 第一轮PCR模板为血清提取物6 mL, 
引物为P1, P2; 第二轮PCR模板为第一轮PCR产
物3 mL, 引物为rt181up, rt181low. 两轮PCR循环

条件均为94℃ 3 min, 94℃ 10 s, 53℃ 30 s, 72℃ 
30 s, 共 30循环, 72℃ 7 min. 取第二轮PCR产物

8 mL, 以10 g/L琼脂糖凝胶电泳, EB染色后于紫

外灯下观察结果, 于331 bp处出现荧光条带者为

■创新盘点
本文应用ntPCR-
R F L P 技 术 对
r tA181V变异进
行快速检测, 显示
其具有灵敏、特
异、简便、实用
之优点.

表 1  PCR引物序列

    引物                                     nt                 序列      

P1
P2
rt181up
rt181low

   105-122
1 255-1 238
   362-380
   692-672

5'CCTCACCCATATCGTCAA3'
5'CCTCACCCATATCGTCAA3'
5'CCTGGT(C)TATCGC(T)TGGATGT 3'
5'TGAACAAATG(T)GCACTAGTAAGCTGA 3'

rt  aa seq 176-S       P       F      L       L       A       Q      F       T        S

nt seq 655-AGT     CCG   TTT  CTC   CTG  GCT    CAG  TTT    ACT    AGT

         rt181 low  primer
 L       A       Q       F

(wild)rt 181A         CTG   GCT   CAG   CTT

   Blp   Ⅰ site
 L       V       Q       F

(mutant)rt 181V     CTG   GTT    CAG   CTT

 no  Blp   Ⅰ site

图 1 PCR-RFLP检测rtA181V变异的设计．
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阳性．

BlpⅠ酶切: 10 mL酶切反应体系内含第二轮

PCR产物8 mL, BlpⅠ10 U, 酶切缓冲液1 mL, 于
37℃酶切4 h. 将全部酶切产物以30 g/L琼脂糖凝

胶电泳, EB染色后于紫外灯下观察结果. PCR产
物经酶切后野生株较变异株缺失21 bp, 故电泳

速度稍快．

对照质粒的构建: 同时采用PCR产物直接测

序方法对经该方法鉴定的野生株及变异株进行

HBV RT区基因序列分析（方法见参考文献[7], 
序列测定由上海生工生物工程技术服务公司

完成); 并将上述PCR产物纯化后与T-载体(美国

Promega公司)连接, 构建重组质粒, 转化JM109
菌, 经双脱氧末端终止法进行测序鉴定后用作

对照质粒.

2  结果

以不同HBV DNA浓度的血清提取物为模板进

行PCR检测, 终检浓度为103 copies/L(HBV DNA
荧光定量试剂盒购自深圳匹基生物技术公司), 
表明该巢式PCR反应具有良好的灵敏度. 阳性

标本PCR产物大小与预期值相符(331 bp), 表明

该巢式PCR反应具有高度特异性．RFLP分析: 
BlpⅠ酶切后电泳结果显示, 4份血清标本中有

2份被完全酶切, 为野生株(rt181A); 尚有2份未

被酶切, 为变异株(rt181V)(图2). HBV RT区基

因序列测定结果与RFLP分析结果一致(图3), 并
将2条变异株RT区基因序列提交至GenBank, 其
序列号(accession number)分别为: DQ343155、
DQ343156.

3  讨论

随着ADV临床应用时间的延长, 与之相关的HBV

耐药变异发生率亦逐年增多,  并且该类耐药变

异的出现可能会导致严重的肝脏失代偿[8]. 我国

HBV慢性感染患者众多, 在ADV广泛应用之前

应建立完善的耐药监测体系以指导临床合理用

药[9], 为此亟待建立一种简便、快速的ADV耐药

变异检测方法. 目前得到学术界公认的耐药株

有两种: rtN236T变异和rtA181V变异[4-5], 此前我

们已建立了基于巢式聚合酶链反应-限制性片段

长度多态技术(ntPCR-RFLP assay)的rtN236T变
异快速检测方法[6]; 为了能够对ADV耐药变异进

行更为全面的监测, 进一步应用该技术建立用

于rtA181V变异的快速检测方法．

在技术路线方面, 仍采用用于检测rtN236T
变异的ntPCR-RFLP技术和30 g/L琼脂糖凝胶电

泳; 是因为基于上述技术的拉米夫定耐药变异

检测方法已为国内众多实验室广泛应用, 具有

灵敏、特异、简便、实用之优点[10-13], 故而采用

该技术便于在国内推广, 建立全国性的完善的

ADV耐药监测体系．

目前已有两种品牌的阿德福韦酯在我国上

市, 随着用药时间的延长, 已有部分患者出现

HBV DNA反跳, 甚至临床症状的加重. 我们应用

ntPCR-RFLP技术检测4例服用ADV 1 a以上出现

临床耐药的患者血清中HBV变异情况, 发现2例
rtA181V变异和1例rtN236T(将于另文报道); 可
见对ADV耐药变异进行临床监测确系刻不容缓.
 
4      参考文献
1 Hadziyannis SJ, Tassopoulos NC, Heathcote EJ, 

Chang TT, Kitis G, Rizzetto M, Marcellin P, Lim SG, 

  Marker M      1     2       3     4     W

400 bp

300 bp

200 bp

图 2 BlpⅠ酶切产物电泳结果. M: 变异型对照质粒; W: 野
生型对照质粒; 1－4: 血清标本.

图 3 HBV RT区基因序列测定结果. A: 野生型对照质粒(nt:
GCT, aa: A); B: 变异型对照质粒(nt: GGT, aa: V).

A

       ↓
nt671

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

A

       ↓
nt671

V
T C C G T T T C T C C T G G T T C A G T T T A C T A

B

■同行评价
本文针对常见的
HBV的ADV耐药
株建立了一种操
作简单、反应灵
敏的检测方法, 具
有较好的实用性, 
具有推广价值.
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Abstract
Aims: To study the distribution of Toll-like 
receptor-4 (TLR4) gene Asp299Gly poly-morp-
hism and to define association between TLR4 
genotype and Helicobacter Pylori asso-ciated 
chronic gastritis in Han Chinese of Hubei 
province. 

Methods: One hundred and fifteen patients 
with chronic superficial gastritis and 264 
healthy controls were genotyped by polymerase 
chain reaction-restriction fragment length 
polymorphism (PCR-RFLP) method for TLR4 
gene Asp299Gly polymorphism. Meanwhile, 
H pylori infection was also detected in all the 
individuals. 

Results: The rate of H pylori infection was 
89.6% in patients with chronic superficial gast-
ritis, and 61.7% in the healthy controls, and 
there was significant difference between them 
(P < 0.000 1, OR = 5.319, 95% CI: 2.784-10.162). 
All the individuals had the same TLR4 Asp-
299Gly genotypes (AA). The distributions 
of the genotypes and allele frequencies of 
TLR4 Asp299Gly were not significantly diffe-
rent between gastritis patients and healthy 
controls.

Conclusion: There is no marked correlation 
between TLR4 Asp299Gly polymorphism and H 
pylori associated chronic gastritis in Han Chinese 
of Hubei province. 

Key Words: Toll-like receptor 4; Helicobacter Pylori ; 
lipopolysaccharide; gene polymorphism

Hua KL, Xia B, Li C, Guo QS. No association between 
Toll-like receptor-4 gene polymorphism and Helicobacter 
pylori infection in chronic gastritis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2006;14(7):718-721 

摘要
目的: 研究我国湖北汉族人群T L R4基因
Asp299Gly多态性与慢性浅表性胃炎及幽门
螺杆菌(H pylori )感染的关系. 

方法: 采用病例-对照研究和多聚酶链反应-限
制性片段长度多态性(PCR- RFLP)方法, 检测
115例慢性浅表性胃炎患者115例和正常对照
者264例的TLR4等位基因Asp299Gly基因型
分布. 

结果: 慢性浅表性胃炎患者的H pylori 阳性率
89.6%, 显著高于正常对照组61.7%(P <0.000 1, 
OR  = 5.319, 95% CI: 2.784-10.162). 在H pylori
感染相关性的慢性胃炎组和正常对照组中
TLR4基因Asp299Gly基因型所有个体均为
AA纯合子, 未发现的突变型, 其基因型、等
位基因以及携带者频率总体分布无显著性
差异. 

结论: TLR4基因Asp299Gly基因多态性与H 
pylori相关性慢性胃炎无明显相关性. 

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 ( H 
pylor i )感染是慢
性胃炎的主要病
因. 脂多糖(LPS)
通过Toll样受体4 
(Toll like receptor 
4, TLR4)激活NF-
kB,  在抗感染免
疫应答中起着启
动 及 调 节 作 用 . 
T L R 4 基 因 发 生
Asp299Gly突变
可中断TLR4介导
LPS信号传导. 本
文旨在研究人群
TLR4基因-299位
点A / G多态性与
慢性胃炎及幽门
螺杆菌感染的关
系. 

®
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )是人类最常见的慢性感染

之一, 也是慢性胃炎病因之一. 然而, 仅极少部

分的H pylori感染者发展成为慢性胃炎, 具体机

制除了可能与细菌数量、毒力以及环境因素有

关外, 可能与宿主的易感性、胃肠黏膜内环境

也存在一定的关系. TLR4是细菌LPS的受体[1], 
在LPS诱导的信号传导中起着重要作用[2]. TLR4
将LPS传导通路的信号迅速传至核内, 激活NF-
kB通路, 刺激NO分泌, 消灭病原; 此外, 激活相

关细胞因子表达, 释放促炎细胞因子, 激活特异

性免疫反应[3], 因而在机体的先天性免疫中起到

重要作用. 近年来, Arbour et al [4]证实Asp299Gly
多态性与LPS的反应减低有关, Asp299Gly等位

基因杂合子和纯合子个体与野生型基因型的个

体相比, 吸入性LPS的气道反应明显减低. 小鼠

TLR4基因突变导致对LPS无反应, 或LPS信号途

径的抑制. 野生型TLR4的表达增强可使LPS信
号传导增强. 我们将TLR基因与H pylori感染相

关性慢性胃炎研究联系起来, 研究TLR4基因突

变与H pylori感染相关性慢性胃炎先天性免疫的

关系, 为阐明H Pylori感染相关性慢性胃炎的遗

传易感性和先天性免疫机制提供依据. 

1  材料和方法

1.1材料 慢性浅表性胃炎疾病患者115例来源武

汉大学中南医院, 于2001-12/2003-04经临床、实

验室、放射学、内镜及组织学检查综合性诊断, 
符合悉尼分类标准[5]. 男60例, 女55例, 平均年龄

55.2岁. 正常体检者264例, 男134例, 女130例, 平
均年龄39.2岁. DNA提取: 取3 mL抗凝血, 用蛋

白酶K(Merck公司)/酚/氯仿法提取基因组DNA. 
1.2 方法  TLR4 Asp299Gly基因PCR扩增: PCR
引物根据文献[6]设计(PCR(Ⅰ)primers For Bsa B
Ⅰ. F1: 5'-ttagaaatgaaggaaacttggaaaag-3'. R1: 5'-t
ttgtcaaacaattaaataagtgattaata-3'. PCR(Ⅱ)primers 
For Bst XⅠ. F2: 5'-agcatacttagactaccacctcgatg-3'. 
R2: 5'-gttgccatccgaaattataagaaaag-3'), 由上海

生物工程技术有限公司合成 .  P C R反应体系

总体积25  μ L ,  含灭菌双蒸水18 .5  μ L ,  10×

PCR反应缓冲液2.5 μL, 每侧引物各10 pmol, 
dNTPs(C lon tech公司)(10 mmol/L)0.5 μL, 
Taq DNA聚合酶(B iostar公司)1 U, DNA模板

1 μ L(约40-100 n g). 反应条件: 94℃预变性

3 m in, 接着38个循环, 94℃变性45 s, 51℃退

火45 s, 72℃延伸45 s, 72℃终末循环5 min, 最
后置于4℃终止反应. 限制性内切酶消化PCR扩
增产物: 取10 μL PCR(Ⅰ)产物, 用限制性内切

酶Bsa BⅠ(MBI公司)0.5 μL(10 MU/L)于65℃
消化酶切4 h, 于80℃灭活20 m i n; 取10 μ L 
PCR(Ⅱ)产物, 用限制性内切酶Bst XⅠ(MBI公
司)0.5 μL(10 MU/L)于55℃消化酶切4 h, 后于

65℃灭活20 m in. 对消化后的PCR产物片段采

用80 g/L的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(100 V , 
1.5 h)分离, 硝酸银染色分析基因型. 所有研究

对象均采用酶联免疫吸附试验(enzyme-l inked 
immunosorbent assay, ELISA), 测定H pylori -IgG, 
检测H pylor i感染, 按照说明常规操作, Dtec t-
ELISA试剂盒由香港大学玛利亚医院惠赠. 慢性

浅表性胃炎疾病患者同时采用胃窦黏膜组织快

速尿素酶试验(pH值指示剂法, 试纸提供为福建

三强生物化工有限公司), 检测H pylori感染. 正
常体检者采用14C-尿素呼气试验, 检测H pylori感
染. 检测前所有研究对象均未行抗H pylori治疗. 
诊断H pylori感染参照安徽桐城会议通过的共识

意见[7], 2项均为阳性诊断H pylori感染. 
统计学处理 直接判读个体基因型, 以χ2检

验和精确概率法检验分析病例组和对照组TLR4 
Asp299Gly基因型及等位基因分布差异, 统计在

SPSS 11.0软件包中进行. P <0.05认为有统计学

意义. 

2  结果

2.1 TLR4基因Asp299Gly多态性 在中国湖北汉

族人群中, TLR4基因Asp299Gly等位基因位点

均为野生型A, 未见突变型G等位基因, A频率及

AA基因型频率均为100%. 扩增的PCR(Ⅰ)产物

长139 bp, PCR(Ⅱ)产物长131 bp. 若TLR4基因

Asp299Gly多态性位点碱基为A(腺嘌呤, 野生

型), 则PCR(Ⅰ)产物被内切酶Bsa BⅠ酶切后有

112 bp和27 bp两个片段; 若Asp299Gly多态性

位点碱基为G(鸟嘌呤, 突变型)时, 则PCR(Ⅱ)产
物被内切酶Bst XⅠ酶切成108 bp和23 bp. 故基

因型AA纯合子其PCR(Ⅰ)产物可为Bsa BⅠ酶切

为112 bp和27 bp片段, 其PCR (Ⅱ)产物则不能

为Bst XⅠ切开; 基因型GG纯合子其PCR(Ⅰ)产

■名词解释
Toll样受体(Tol l 
like receptor, TLR)
是一类跨膜受体, 
与I型IL-1受体结
构同源, 信号传导
途 径 相 同 ,  通 过
识别并结合相应
的病原相关模式
(PAMP), 在免疫
应答的诱导和炎
性反应中发挥重
要作用. TLR4表
达于胃肠上皮细
胞、DC等多种细
胞表面, 识别LPS. 
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物不能为Bsa BⅠ切开, 其PCR(Ⅱ)产物则被Bst X
Ⅰ酶切为108 bp和23 bp片段; 基因型AG杂合

子其PCR(Ⅰ)产物可为Bsa BⅠ酶切为112 bp
和27 bp片段, PCR(Ⅱ)产物则被Bst XⅠ酶切为

108 bp和23 bp片段. 
2.2 TLR4基因Asp299Gly多态性与H pylori感染

的相关性 慢性胃炎H pylori感染率为89.6%, 正
常对照H pylori携带率为61.7%; 两组TLR4基因

Asp299Gly基因型频率, 等位基因频率及携带

者频率总体分布无显著性差异, 二组TLR4基因

Asp299Gly基因型所有个体均为AA纯合子. 

3  讨论  
研究证明H pylor i的感染率与社会经济地位是

密切相关的, 发达国家的感染率是明显低于发

展中国家, 其成人的感染率<40%, 我国人群感

染率为20%-80%, 在我们的研究中, 正常人的H 
pylori感染率是61.7%, 与以上的研究结果一致. 
同时大量研究资料显示: H pylori感染率高的地

区和国家人群的胃炎的发病率也较高. 如发展

中国家同发达的欧美国家比较, H pylori感染相

关胃炎的发病率也高. 通过对湖北汉族人群H 
pylori感染的检测, 发现胃炎组H pylori感染率显

著高于对照组(P <0.000 1, OR  = 5.319, 95% CI: 
2.784-10.162). 我们通过PCR限制性片段长度多

态性分析的方法, 对115例慢性浅表性胃炎患者

及264例正常对照者TLR4基因Asp299Gly基因

型及等位基因分布进行检测, 发现所有样本均

为野生型基因型, 提示突变基因型在中国湖北

汉族人群中少见. 
研究发现胃上皮中树突状细胞能通过胃上

皮细胞间的紧密连接, 到达胃黏液层与H pylori
接触[8-9], H pylori能够特异地定植于胃黏膜的黏

液层下、上皮细胞表面. 在活体内胃上皮细胞

可以表达TLR[10]. Bauditz et al [11]对H pylori感染

相关性胃炎进行研究, 发现LPS引起胃黏膜单核

细胞分泌大量IL-12, 在胃上皮细胞表达的TLRs
可以与H pylori的LPS相互作用后, 通过TLR4/CD14
可激活单核巨噬细胞分泌细胞因子[12], 如TNF-α, 
IL-1, IL-6, IL-8等, 引起胃黏膜的炎症. Su et al [13]

发现临床相关的Ⅰ型H pylori和Ⅱ型H pylori感
染能激活TLR4基因的表达, Kawahara et al [14]发

现Ⅰ型H pylori的脂质A可以激活TLR4途径. 我
们将慢性胃炎患者按H pylori感染分类后, TLR4
基因Asp299Gly多态性突变型并不多见, 与正常

对照组相比无显著差异. 我们的研究提示TLR4

基因多态性不影响中国汉族H pylori感染相关性

慢性浅表性胃炎. 
将中国汉族与日本人、英国及德国白种人

的TLR4基因的Asp299Gly多态性分布进行了比

较, 我们发现不同人群中TLR4基因Asp299Gly等
位基因频率及基因型频率的分布存在显著性差

异. 其中中国汉族人与日本人[6]的分布频率及基

因型频率的分布无明显差异性, 即均未在所检

测的样本中发现TLR4基因Asp299Gly的突变位

点, 与德国人(5.6%)[15]、英国人[16](6.23%)的突变

频率存在明显差异. 因此, 亚洲人该等位基因频

率及基因型频率分布较欧洲白种人明显减低, 而
且TLR4基因Asp299Gly突变基因型并不多见. 在
中国汉族人群中AA基因型频率(100%)显著高于

德国人群(85%)(P <0.000 1, OR = 99.881, 95% CI: 
5.862-1 701.0). 欧亚人种在TLR4基因Asp299Gly
等位基因及基因型频率分布的不同, 表明种族差

异和遗传背景的不同, 可能影响TLR4基因多态

性在慢性浅表性胃炎发病的遗传机制中的作用. 
另外也可能与有CD14协同与TLR4在H pylor i  
LPS的抗原呈递和胞内的信号传导中发挥作用

有关. TLR4基因多态性在慢性浅表性胃炎疾病

的作用, 有待进一步研究. 

4      参考文献
1 Beutler B.Tlr4: central component of the sole mam-

malian LPS sensor. Curr Opin Immunol  2000; 12: 
20-26 

2 Cario E, Rosenberg IM, Brandwein SL, Beck PL, 
Reinecker HC, Podolsky DK. Lipopolysaccharide 
activates distinct signaling pathways in intestinal 
epithelial cell lines expressing Toll-like receptors. J 
Immunol  2000; 164: 966-972  

3 Chow JC, Young DW, Golenbock DT, Christ WJ, 
Gusovsky F. Toll-like receptor-4 mediates lipopol-
ysaccharide-induced signal transduction. J Biol 
Chem  1999; 274: 10689-10692  

4 Arbour NC, Lorenz E, Schutte BC, Zabner J, Kline 
JN, Jones M, Frees K, Watt JL, Schwartz DA. TLR4 
mutations are associated with endotoxin hypor-
esponsiveness in humans. Nat Genet  2000; 25: 
187-191 

5 Dixon MF, Genta RM, Yardley JH, Correa P. Classif-
ication and grading of gastritis. The updated Sydn-
ey System. International Workshop on the His-
topathology of Gastritis, Houston 1994. Am J Surg 
Pathol  1996; 20: 1161-1181

6 Okayama N, Fujimura K, Suehiro Y, Hamanaka Y, 
Fujiwara M, Matsubara T, Maekawa T, Hazama S, 
Oka M, Nohara H, Kayano K, Okita K, Hinoda Y. 
Simple genotype analysis of the Asp299Gly polym-
orphism of the Toll-like receptor-4 gene that is 
associated with lipopolysaccharide hyporesponsive-
ness. J Clin Lab Anal  2002; 16: 56-58 

7 Consensus on the management of Helicobacter Pylori 
infection: Tongcheng, Anhui Province, 2003. Chin J 

■同行评价
疾病发病的遗传
学研究是当今临
床医学研究的热
点 ,  遗 传 学 研 究
的方法常包括研
究参与发病的相
关分子基因多态
性、以及基因突
变等. 本文的目的
为研究TLR4基因
多态性与慢性胃
炎幽门螺杆菌感
染的相关性, 选题
较新颖、准确.



www. wjgnet. com

华开罗, 等. TLR4基因多态性与慢性胃炎幽门螺杆菌感染无相关性                                                                                   721

Dig Dis  2004; 5: 186-188
8 Rescigno M, Urbano M, Valzasina B, Francolini M, 

Rotta G, Bonasio R, Granucci F, Kraehenbuhl JP, 
Ricciardi-Castagnoli P. Dendritic cells express tight 
junction proteins and penetrate gut epithelial mon-
olayers to sample bacteria. Nat Immunol  2001; 2: 
361-367

9 Scheinecker C, McHugh R, Shevach EM, Germain 
RN. Constitutive presentation of a natural tiss-ue 
autoantigen exclusively by dendritic cells in the 
draining lymph node. J Exp Med  2002; 196: 1079-1090 

10 Schmausser B, Andrulis M, Endrich S, Lee SK, Jose-
nhans C, Muller-Hermelink HK, Eck M. Expression 
and subcellular distribution of toll-like receptors 
TLR4, TLR5 and TLR9 on the gastric epithelium in 
Helicobacter Pylori infection. Clin Exp Immunol  2004; 
136: 521-526

11 Bauditz J, Ortner M, Bierbaum M, Niedobitek G, 
Lochs H, Schreiber S. Production of IL-12 in gastr-
itis relates to infection with Helicobacter Pylori. Clin 
Exp Immunol  1999; 117: 316-323

12     Kiechl S, Lorenz E, Reindl M, Wiedermann CJ, 

Oberhollenzer F, Bonora E, Willeit J, Schwartz 
DA. Toll-like receptor 4 polymorphisms and 
atherogenesis. N Engl J Med  2002; 347: 185-192

13 Su B, Ceponis PJ, Lebel S, Huynh H, Sherman PM. 
Helicobacter Pylori activates Toll-like receptor 4 
expression in gastrointestinal epithelial cells. Infect 
Immun  2003; 71: 3496-3502

14 Kawahara T, Teshima S, Oka A, Sugiyama T, Kishi 
K, Rokutan K. Type I Helicobacter Pylori lipopol-
ysaccharide stimulates toll-like receptor 4 and 
activates mitogen oxidase 1 in gastric pit cells. 
Infect Immun  2001; 69: 4382-4389

15 Schmitt C, Humeny A, Becker CM, Brune K, Pahl 
A. Polymorphisms of TLR4: rapid genotyping and 
reduced response to lipopolysaccharide of TLR4 
mutant alleles. Clin Chem  2002; 48: 1661-1667

16 Read RC, Pullin J, Gregory S, Borrow R, Kaczmarski 
EB, di Giovine FS, Dower SK, Cannings C, Wilson 
AG. A functional polymorphism of toll-like recept-
or 4 is not associated with likelihood or severity 
of meningococcal disease. J Infect Dis  2001; 184: 
640-642

             
                               电编  韩江燕  编辑  潘伯荣

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

                                                                                                                                                                                                  • 消息 •                
第十二届全国胆道外科学术会议征文通知

本刊讯 中华医学会外科学分会胆道外科学组拟定于2006-07在辽宁省沈阳市召开第12届全国胆道外科学术会

议. 此次会议由全国胆道外科学组委托中国医科大学附属第二医院(盛京医院)承办, 中国实用外科杂志社协办. 

大会将全面展示我国胆道外科近年来的新进展、新成果. 届时将邀请国内外知名肝、胆外科专家作专题演讲. 

凡参会者均颁发国家级继续教育学分证书. 现将征集论文的有关事宜通知如下: 

1 征文内容

(1)胆道外科学基础研究(胆道解剖与胆道疾病、胆石成因、胆道感染、胆道肿瘤、胆胰管结合部异常与胆道

先天性疾病). (2)胆道外科的临床研究(胆囊、胆管结石、胆道肿瘤、意外性胆囊癌、胆道损伤、肝移植后胆

道狭窄等). (3)胆道外科诊断与治疗的新技术、新方法(腹腔镜技术、内镜技术、介入技术、影像技术等). (4)

胆道外科疾病的其他诊疗经验等. 

2 征稿要求

(1)请寄论文全文及800字以内的摘要各一份. 4号字打印, 附电子稿件. 无摘要者恕不受理. (2)论文要求科学性

强、数据可靠、重点突出、文字精炼且未经发表者. 论文须由作者所在单位审查盖章同意, 并请在信封正面

注明会议征文字样. (3)截稿时间: 2006-05-08(邮戳为准). 稿件邮寄地址: 辽宁省沈阳市和平区三好街36号 中国

医科大学附属第二医院 第一微创、胆道外科; 邮政编码: 110004. 联系人: 吴硕东. E-mail: wushuodong@yahoo.

com.cn
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Abstract
AIM: To probe the activity changes of erythro-
cyte membrane Na+-K+-ATPase (NKA) and Ca2+-
Mg2+-ATPase (CMA) and their effects on the 
concentrations of intracellular sodium, potassi-
um, calcium and magnesium in patients with 
liver cirrhosis.

METHODS: The erythrocyte membrane NKA 
and CMA activities, and the erythrocyte and 
serum sodium, potassium, calcium and magne-
sium (RNa, RK, RCa, RMg; SNa, SK, SCa, SMg) 
concentrations were measured in 52 patients 
with decompensated cirrhosis (group A), 36 pa-
tients with compensated cirrhosis (group B) and 
36 healthy individuals (controls).

RESULTS: Compared with those in control 

group, the activities of NKA, CMA and the con-
centrations of RK and RMg in both group A (t 
= 5.92, P < 0.001; t = 7.21, P < 0.001; t = 2.32, P < 
0.02; t = 4.79, P < 0.001) and group B (t = 3.83, P 
< 0.001; t = 2.53, P < 0.02; t = 2.03, P < 0.05; t = 3.33, 
P < 0.002) were decreased significantly. Com-
pared with those in group B, the activities of 
NKA and CMA in group A (t = 2.29, P < 0.05; t = 
4.14, P < 0.005) were decreased significantly. The 
concentrations of RNa and RCa did not differ 
between among the three groups. In comparison 
with those in control group, the concentrations 
of SNa, SK, SCa and SMg were lowered signifi-
cantly in group A (t = 8.25, P < 0.001; t = 5.73, P 
< 0.001; t = 9.82, P < 0.001; t = 6.15, P < 0.001); 
and in comparison with those in group B, the 
concentrations of SNa, SK, SCa and SMg were 
also lowered significantly in group A (t = 6.94, P 
< 0.001; t = 5.00, P < 0.001; t = 5.57, P < 0.001; t = 
5.73, P < 0.001). The activities of NKA and CMA 
and the concentrations of RK, RMg, SNa, SK, 
SCa and SMg were markedly lower in patients 
at Child C stage than those at Child B stage (P < 
0.01 or P < 0.05). The activities of NKA and CMA 
and the concentrations of RK, RMg, SNa, SK and 
SMg were also markedly lower in patients with 
hepatoencephalopathy than those without hepa-
toencephalopathy (P < 0.01 or P < 0.05). In group 
A, the activities of NKA and CMA in patients 
with decreased SMg concentration were lower 
than those with normal SMg concentration (16.87 
± 3.19 vs 19.04 ± 3.25; 109.83 ± 13.51 vs 120.13 ± 
13.27; both P < 0.05).

CONCLUSION: The deficiencies of potassium 
and magnesium exist in the patients with liver 
cirrhosis, deteriorating with advanced disease 
condition. The decreased NKA and CMA activi-
ties lead to a decrease of intracellular potassium 
and magnesium and increase of sodium and 
calcium. Magnesium deficiency is one of the rea-
sons for decreased NKA and CMA activities in 
advanced cirrhosis.

Key Words: Liver cirrhosis; Erythrocyte; Na+-K+-
ATPase; Ca2+-Mg2+-ATPase

Wang FJ, Liu AL, Cao J, Lu YH, Zhao QE, Han SX, Meng 
L. Changes of activities of erythrocyte membrane Na+-

®

■背景资料
肝硬化时机体内
环境紊乱并导致
病情加重, 甚至诱
发肝性脑病. 肝硬
化细胞外液离子
紊乱已有较多报
道, 但对细胞内离
子状况的研究报
道较少. 钾镁主要
存在于细胞内, 细
胞内低钾低镁将
导致细胞代谢和
生理功能障碍. 细
胞内外的离子交
换受多因素调控. 
游离态离子水平
和离子通道状况
为目前研究热点. 
有关肝硬化时细
胞内镁和ATP酶
的问题已有少量
报 道 ,  但 多 为 分
离性指标观察. 本
研究同步观察了
钠钾ATP酶, 钙镁
ATP酶和细胞内
外钠钾钙镁改变, 
发现细胞内低钾
低镁和钠钙相对
增加, 钠钾ATP酶
和钙镁ATP酶活
性降低为钠钾钙
镁细胞内外异常
分布的原因之一
为主要创新点. 其
意义在于指导临
床关注肝硬化缺
钾缺镁的问题, 并
积极寻找有效治
疗方法. 
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K+-ATPase and Ca2+-Mg2+-ATPase and concentrations 
of Na+, K+, Ca2+ and Mg2+ in erythrocytes of patients 
with liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(7):722-726

摘要
目的: 探讨肝硬化时细胞内钠钾钙镁的改
变及细胞膜钠钾ATP酶(NKA)、钙镁ATP酶
(CMA)活性改变在细胞内钠钾钙镁改变中的
作用. 

方法: 测定了52例肝硬化失代偿期(实验组
A)、36例代偿期(实验组B)患者红细胞及血
清钠钾钙镁(RNa、RK、RCa、RMg; SNa、
SK、SCa、SMg)含量和NKA和CMA活性. 以
36名健康人为对照组. 

结果:  与对照组比较 ,  实验组A的N K A、

CMA、RK、RMg(t  = 5.92, P <0.001; t  = 7.21, 
P <0.001; t  = 2.32, P <0.02; t  = 4.79, P <0.001)和
实验组B的NKA、CMA、RK、RMg(t  = 3.83, 
P <0.001; t  = 2.53, P <0.02; t  = 2.03, P <0.05; t  = 
3.33, P <0.002)均显著降低; 与实验组B比较, 
实验组A的NKA、CMA活性(t  = 2.29, P <0.05; 
t  = 4.14, P <0.005)显著降低. 与对照组比较, 
实验组A的SNa、SK、SCa、SMg(t  = 8.25, 
P <0.001; t  = 5.73, P <0.001; t  = 9.82, P <0.001; 
t  = 6.15, P <0.001)显著降低; 与实验组B比较, 
实验组A的SNa、SK、SCa、SMg(t  = 6.94, 
P <0.001; t  = 5.00, P <0.001; t  = 5.57, P <0.001; 
t  = 5.73, P <0.001)显著降低. 与Child B级组比
较, Child C级组的NKA、CMA、RK、RMg、
S N a、S K、S C a、S M g(P <0.05或P <0.01)
显著降低. 与非肝性脑病组比较, 肝性脑病
组NKA、CMA、RK、RMg、SNa、SK、

SMg(P <0.05或P <0.01)显著降低. 实验组A中, 
低SMg者的NKA和CMA显著低于高SMg者
(16.87±3.19 vs  19.04±3.25; 109.83±13.51 vs  
120.13±13.27; P均<0.05).

结论: 肝硬化患者存在缺钾缺镁, 且随病情加
重而加重, 缺钾缺镁可能为病情加重的原因之
一. NKA和CMA活性降低可导致细胞内低钾
低镁和钠钙蓄积. 缺镁为ATP酶活性在失代偿
期进一步降低的原因之一.

关键词: 肝硬化; 红细胞; Na+-K+-ATP酶; Ca2+-

Mg2+-ATP酶
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0  引言

肝硬化患者多有血钠钾钙镁降低. 慢性进展过程

中多种因素[1]可能导致患者存在缺钾缺镁. 钾镁

主要存在于细胞内, 细胞内钾镁的降低可较好地

反映机体总的钾镁的降低. 细胞内钾镁对细胞外

钾镁水平和细胞内的代谢具有重要的调节功能. 
缺钾缺镁势必对机体造成不良影响. 肝硬化患者

细胞外液钠钾钙镁代谢紊乱已为临床重视. 而细

胞内钠钾钙镁含量的改变少有报道. 了解该病时

红细胞内钠钾钙镁的改变, 以及红细胞膜钠钾

ATP酶、钙镁ATP酶活性改变及其在细胞内钠钾

钙镁改变中的作用具有实际临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验组A, 肝硬化失代偿期患者52例, 男
33例, 女19例, 年龄平均为48.3±10.5岁. 实验组

B, 肝硬化代偿期患者36例, 男22例, 女14例, 年
龄平均为46.6±9.7岁. 实验组A、B均为病毒性

肝炎后性肝硬化, 根据病史、体征、生化和图

像资料诊断, 对照组健康人36例, 男24例, 女12
例, 年龄平均为45.9±7.6岁. 采血前1 mo内未使

用钙镁制剂、氨基糖甙类抗生素、钙阻滞剂、

糖皮质激素和洋地黄类药物. 实验组A、B为

2003-04/2005-10我院住院患者, 对照组为此期间

健康体检者.
1.2 方法 入院次日7时采空腹肘静脉血. NKA
和CMA活性的测定采用沈茂星 e t a l [2]的方法. 
Na2EDTA抗凝血1 200 r/min离心10 min, 弃上

清及上层白细胞, 氯化胆碱溶液洗涤红细胞3
次, 将红细胞1 200 r/min离心10 min, 取0.2 mL
红细胞消化处理 .  未抗凝血1 200 r/m i n离心

10 min, 分离血清. 钠钾测定采用火焰分光光度

计. 钙镁测定采用原子吸收分光光度计. 盛血器

皿均经200 g/L硝酸浸泡24 h, 18.3 kΩ去离子

水冲洗6遍, 干燥备用. 同时测定丙氨酸转氨酶

(ALT)、血清胆红素(SB)、血清白蛋白(AlB)和
凝血酶原时间(PT). 

统计学处理 t检验和相关系数显著性检验. 
P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 肝硬化患者NKA、CMA和红细胞内外钠钾

钙镁改变(表1) 实验组A、B的NKA、CMA活性

均显著低于对照组(P <0.01). 实验组A者亦显著

■研发前沿
细胞内外的离子
交换受多因素调
控. 游离态离子水
平和离子通道状
况为目前研究热
点.
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低于实验组B者(P <0.05). 红细胞钠钙三组间无

显著差异(P >0.05). 实验组A、B的红细胞钾镁均

显著低于对照组(P <0.01或P <0.05). 实验组A的

血钠钾钙镁显著低于对照组和实验组B(P <0.01

或P <0.05).
2.2 按Child分级, 不同程度肝硬化失代偿期患

者NKA、CMA和红细胞内外钠钾钙镁改变(表
2) Chi ld C级组的NKA、CMA活性、红细胞

钾镁和血钠钾钙镁均显著低于B级组(P <0.01
或P <0 .05) ,  红细胞钠钙两组间无显著差异

(P >0.05). 说明随病情的加重, NKA、CMA活性

进一步降低, 缺钾缺镁进一步加重, 而细胞内

钠钙相对蓄积.
2.3 失代偿期肝性脑病患者与非肝性脑病患者

NKA、CMA和红细胞内外钠钾钙镁改变(表3) 
肝性脑病组NKA、CMA、红细胞钾镁、血钠钾

镁均显著低于非肝性脑病组(P <0.05), 红细胞钠

钙两组间无显著性差异(P >0.05). 
2.4  失代偿期低血镁与非低血镁患者N K A、

CMA改变(表4) 52例失代偿期患者中, SMg低于

均值(<0.76)者的NKA活性和CMA活性和SMg均
不低于均值者的NKA活性和CMA活性相比均显

著降低(P <0.05).
2.5 相关性分析 实验组A中, SMg、RMg与血

清白蛋白显著正相关(r = 0.28, P <0.05; r = 0.37, 
P <0.01). SK与SMg、RK与RMg均显著正相关(r 
= 0.31, P <0.05; r = 0.33, P <0.02). 血钠钾钙镁与

细胞内钠钾钙镁间无显著相关性.

→

    

表 2 失代偿期患者不同Child分级组红细胞ATP酶活性与
离子含量 (mean±SD)

项目          B级 (n  = 29)          C级 (n  = 23)           t               P  

NKA        17.42±3.43       15.32±3.25      2.20     <0.05      

CMA     114.28±12.04   106.17±13.23    2.26     <0.05      

RNa          5.05±1.08         4.82±1.24      0.70      >0.05      

RK        143.43±10.22   135.64±8.46      2.89      <0.01      

RCa          0.82±0.10         0.79±0.18      0.76      >0.05       

RMg         2.18±0.58         1.80±0.54      2.42      <0.02       

SNa      132.12±4.22     129.34±3.53      2.48      <0.02       

SK            3.72±0.63         3.32±0.44      2.53      <0.01       

SCa          1.97±0.17         1.83±0.22      2.59      <0.02

SMg         0.78±0.17         0.66±0.21      2.26      <0.05

    

表 3 肝性脑病患者与非肝性脑病患者细胞内外钙镁值 
(mean±SD)

               非肝性脑病组         肝性脑病组

                      (n  = 41)                   (n  = 11)  

NKA        18.38±3.47       15.12±3.05       2.81    <0.01      

CMA     119.34±12.63   104.67±14.43     3.29    <0.01      

RNa          4.95±1.23          5.32±1.14       0.70    >0.05      

RK        145.43±11.42   134.96±10.36     2.73    <0.01     

RCa          0.74±0.21         0.75±0.17       0.45    >0.05

RMg         2.31±0.54         1.82±0.62       2.57    <0.02

SNa      133.42±3.82     129.36±3.35       3.19    <0.01       

SK             3.84±0.71         3.28±0.42       2.43    <0.05       

SCa           2.12±0.24         1.94±0.28       1.44    >0.05

SMg         0.87±0.25         0.62±0.23       2.89    <0.01

项目                                                                       t              P

    

表 4 低血镁与非低血镁患者红细胞钠钾ATP酶、钙镁
ATP酶 (mean±SD)

                   非低血镁组             低血镁组

                       (n  = 16)                   (n  = 36)  

NKA         19.04±3.25        16.87±3.19      2.23   <0.05      

CMA      120.13±13.27    109.83±13.51    2.51   <0.02

项目                                                                        t             P

ATP酶活性单位: mmolPi·gHb-/12 h, 离子单位: mmol/L; aP、bP为对照组分别与实验组A、B比较, cP为实验组A、B比较.

    

表 1 红细胞ATP酶活性与离子含量 (mean±SD)

                       对照组                    实验组A                   实验组B                                                        P 值

                       (n  = 36)                    (n  = 52)                     (n  = 36)               at                 aP              bt                bP            ct                cP

NKA         21.48±3.87          16.12±4.33          18.12±3.57         5.92      <0.001      3.83      <0.001    2.28      <0.05   

CMA      130.72±13.45      108.80±14.40      122.10±15.43       7.21      <0.001      2.53      <0.02      4.14      <0.005   

RNa           5.43±2.67            4.82±1.32            4.78±2.74         1.42       >0.05       1.03       >0.05      0.04       >0.05   

RK         149.10±19.60      141.20±12.38       143.10±12.60      2.32       <0.02       2.03       <0.05      0.70       >0.05    

RCa           0.83±0.11            0.79±0.13             0.82±0.16        1.48       >0.05       0.31       >0.05      0.97       >0.05    

RMg          2.39±0.28            2.16±0.17             2.21±0.16        4.79       <0.001     3.33       <0.002   1.38       >0.05   

SNa       140.10±3.80        131.10±5.70         138.80±4.12        8.25       <0.001     1.39       >0.05     6.9         <0.001   

SK             4.45±0.44            3.67±0.73             4.38±0.53        5.73       <0.001      0.61       >0.05     5.00       <0.001   

SCa           2.51±0.31            1.88±0.23             2.27±0.42        9.82       <0.001      1.75       >0.05     5.57       <0.001   

SMg          1.24±0.43            0.76±0.30             1.15±0.33        6.15       <0.001     1.00       >0.05     5.73       <0.001

项目

■创新盘点
有关肝硬化时细
胞内镁和ATP酶
的问题已有少量
报道, 但多为分离
性 指 标 观 察 .  本
研究同步观察了
钠钾ATP酶, 钙镁
ATP酶和细胞内
外钠钾钙镁改变, 
发现细胞内低钾
低镁和钠钙相对
增加, 钠钾ATP酶
和钙镁ATP酶活
性降低为钠钾钙
镁细胞内外异常
分布的原因之一.
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3  讨论

3.1 肝硬化患者缺钾缺镁 肝硬化失代偿期血钾

镁降低已为临床重视. 实验组A的SK和SMg显著

低于对照组, 与文献[3-5]报道一致. 钾镁主要存

在于细胞内, 细胞内低钾低镁反映出机体缺钾

缺镁. 血钾镁常与细胞内钾镁改变不一致, 难以

准确反映机体是否缺钾缺镁. Koivisto et al [6]对

晚期肝硬化患者进行了镁负荷实验, 发现患者

处于缺镁状态. Faa et al [7]对一例56岁Wilson's病
肝硬化死亡患者脑组织进行尸检化验, 发现除

铜明显增高外, 镁显著降低. Aagaard et al [8-9]发现

酒精性肝硬化时肌肉钾镁降低. Chacko et al [10]发

现酒精性和病毒性肝硬化时肌肉镁亦降低. 实
验组A的RK和RMg显著低于对照组. 综合文献

和本实验结果, 说明失代偿期患者存在缺钾缺

镁. RK与RMg显著正相关, 体现钾镁的同步性改

变. 实验组B的SK和SMg显著高于实验组A, 与
对照组无显著差异, 但其RK和RMg仍显著低于

对照组, 而与实验组A间无显著差异. 说明代偿

期患者也存在缺钾缺镁. 而低血钾主要为失代

偿期的急性表现. 细胞内钾镁明显高于细胞外

液. 耗能性NKA和CMA的逆浓度差将钾镁转入

细胞的“泵”机制是维持细胞内高钾高镁的主

要机制. 肝硬化时肝细胞血循环和营养障碍可

能导致“泵”机制障碍, 从而导致肝细胞内低

钾低镁. 肝脏中镁含量与红细胞相近[11], 肝硬化

时红细胞内低镁可能反映了肝细胞内的低镁. 
尚需实际研究证实. 

Chacko et al [10]对酒精性和非酒精性肝硬化

多因素回归分析显示, 肝性脑病与低钾镁显著

且独立相关, 认为低钾镁与肝性脑病有关. 将实

验组A进一步分组后显示, Child C级组的SK、

SMg、RK、RMg均显著低于B级组. 肝性脑病

组的SK、SMg、RK、RMg均显著低于非肝性

脑病组. 说明随病情的加重缺钾缺镁进一步加

重. 提示在肝性脑病的多种发生机制中, 缺钾缺

镁可能起一定作用. 
3.2 肝硬化患者细胞内钠钙蓄积 肝硬化失代偿

期SNa和SCa降低. 在血钠钙降低的同时, 实验组

A、B和对照组间RNa和RCa无显著差异. 将实

验组A进一步分组后显示, Child  C级组的SNa、
SCa均显著低于B级组, 肝性脑病组的SNa显著

低于非肝性脑病组, SCa于肝性脑病组亦有降低

趋势, 但两组间RNa和RCa无显著差异. 表明细

胞内钠钙相对增加, 细胞内钠钙蓄积. 

3.3 ATP酶活性改变在缺钾缺镁和细胞内钠钙蓄

积的作用 NKA和CMA是调节细胞内外钠钾钙

镁正常分布的主要机制之一, 导致其活性的改

变的机制是多方面的. Muriel et al [12]研究发现, 
实验性肝硬化大鼠的红细胞和肝细胞Na+-K+- 
ATP酶和Ca2+- ATP酶活性降低, α-干扰素保护

了ATP酶的功能, 并显著降低了实验大鼠的死亡

率. Kuralay et al [13]发现, 慢性活动性肝炎及肝硬

化患者Na+-K+- ATP酶降低, 肝组织病理学改变

与红细胞生化改变具有良好的相关性. Na+-K+- 
ATP酶活性的测定可以作为可信地评价肝纤维

化的指标. Kurup et al [14]发现, 慢性肝病时地高辛

样物质合成和自由基增高, 红细胞膜Na(+)-K+ 
ATP酶活性和血镁降低. Aagaard et al [8-9]发现酒

精性肝硬化肌肉钾镁降低的同时, NKA活性亦

降低. 实验组A、B的NKA和CMA活性均显著

低于对照组, 实验组A者显著低于实验组B者; 
Child C级组的NKA和CMA活性显著低于B级

组; 肝性脑病组NKA和CMA显著低于非肝性脑

病组; 表明, NKA和CMA活性的降低在细胞内低

钾低镁和钠钙蓄积的形成中起重要作用. NKA
和CMA活性均为镁依赖性, 缺镁时NKA和CMA
活性将显著降低[15]. 实验组B的SMg与对照组无

显著差异, 其NKA和CMA活性显著低于对照组, 
亦显著低于实验组A. 实验组A中, 低SMg者的

NKA活性和CMA活性显著低于SMg不低者, 提
示低镁为NKA和CMA活性进一步降低的原因

之一. 
3.4 临床意义 钾镁主要存在于细胞内, 对细胞内

的代谢起重要的调节作用. SMg、RMg与血清

白蛋白显著正相关, Child C级组的SK、SMg、
R K、R M g均显著低于B级组, 肝性脑病组的

SK、SMg、RK、RMg均显著低于非肝性脑病

组, 表明缺钾缺镁在病情的加重中起一定作用. 
细胞内钾镁亦为细胞外钾镁水平的调节池. 病
情加重时的血钾镁降低为急性改变, 细胞内低

钾低镁对细胞外钾镁的调节能力降低为该血钾

镁降低的原因之一. 对患者积极补充钾镁是必

要的, 但如何纠正缺钾缺镁有待研究. 
近年来, 钙阻滞剂被用于治疗肝硬化门脉

高压. 细胞内钙的相对增高为该治疗方法提供

了理论基础. 细胞内钠增高的意义有待进一步

研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the possible action and 
mechanism of duodenal-biliary reflux in the 
pathogenesis of bile duct pigment gallstone.

METHODS: Forty-eight patients were divided 
into three groups: polyp of gallbladder (PG, n = 
10), cholecystolithiasis (CH, n = 27) and calculus 
of bile duct (CBD, n = 11). Bile samples were 
collected during operation for bacterial culture 
and endotoxin examination. Forty-one patients 
received T tube drainage after cholecystectomy 
and choledochotomy were divided into reflux (n 
= 16) and non-reflux group (n = 25) according to 
radionuclide examination. The activity of biliary 
amylase, lipase and β-glucuronidase were de-
tected in 26 of the 41 patients.

RESULTS: The positive rate of bacterial cul-
ture was 0% in PG group, 0% in CH group and 
81.8% in CBD group, and the level of endotoxin 
in bile was (0.003 ± 0.004) × 10-6, (0.01 ± 0.02) × 
10-6, and (10.12 ± 4.49) × 10-6 EU/L the above 
corresponding group, respectively. Compared 

with those in the former two groups, the posi-
tive rate and endotoxin level were higher in the 
latter CBD group (P < 0.01). Sixteen patients 
showed duodenal-biliary reflux (39.02%) among 
41 patients. The activities of biliary amylase, 
lipase and exogenous β-glucuronidase in re-
flux group was significantly higher than those 
in non-reflux group (amylase: 79 891 ± 91 152 
nkat/L vs 582 ± 928 nkat/L, P < 0.01; lipase: 
86 110 ± 58 255 nkat/L vs 6 124 ± 7 500 nkat/L, P 
< 0.01; β-glucuronidase: 27 789 ± 13 849 nkat/L 
vs 15 369 ± 7 533 nkat/L, P < 0.01).

CONCLUSION: Duodenal-biliary reflux can 
promote the formation of pigment gallstone 
through bacteria, endotoxin, amylase, lipase and 
exogenous β-glucuronidase.

Key Words: Duodenal-biliary reflux; Pigment 
gallstone; Bacteria; Endotoxin; Amylase; Lipase; 
β-glucuronidase

Jin JZ, Wu SD, Su Y, Zhang ZH, Zhang LK, Kong J. 
Influence of duodenal-biliary reflux on formation of bile 
duct pigment gallstone. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(7):727-730

摘要
目的: 探讨肠胆反流与胆色素结石形成间的
相关性及其可能的作用机制. 

方法: 胆囊息肉组(n  = 10), 胆囊结石组(n  = 
27)和胆管结石组(n  = 11)患者48例, 术中穿刺
获得胆汁标本, 行胆汁细菌培养及内毒素测
定. 另外, 胆囊切除、胆道探查、T管引流术
后患者41例根据核素检查有无肠胆反流分为
反流组(n  = 16)及无反流组(n  = 25), 随机选择
其中26例, 比较两组患者胆汁淀粉酶、脂肪酶
及β-葡萄糖醛酸酶活性. 

结果: 胆囊息肉组、胆囊结石组、胆管结石
组细菌培养阳性率分别为0%, 0%, 81.8%; 胆
汁内毒素水平分别为(0.003±0.004)×10-6、

(0.01±0.02)×10-6、(10.12±4.49)×10-6 EU/L; 
胆管结石组细菌培养阳性率和胆汁内毒素水
平明显高于前两组(P <0.01). 16/41例患者检
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■背景资料
目前多数研究者
认为, 胆色素结石
的形成与细菌感
染有关, 而细菌来
源于肠道. 但具体
途径尚不明确, 或
者经过十二指肠
乳头逆行入胆道, 
或者穿透肠黏膜
屏障进入胆道. 由
于缺乏有效的研
究方法, 关于胆石
症患者肠胆反流
的发生率如何以
及肠胆反流促使
胆管胆色素结石
形成机制的研究, 
国内外鲜见报道.



测到十二指肠胆道反流(39.02%), 反流组淀
粉酶、脂肪酶和外源性β-葡萄糖醛酸酶显著
高于无反流组(79 891±91 152 nkat/L vs  582
±928 nkat/L, P <0.01; 86 110±58 255 nkat/
L vs  6 124±7 500 nkat/L, P <0.01; 27 789±
13 849 nkat/L vs  15 369±7 533 nkat/L, P<0.01).

结论: 十二指肠胆道反流可能通过细菌、内
毒素、淀粉酶、脂肪酶和外源性β-葡萄糖醛酸
酶活性改变, 在胆色素结石的形成中发挥作用.

关键词: 肠胆反流; 胆色素结石; 细菌; 内毒素; 淀粉

酶; 脂肪酶; β-葡萄糖醛酸酶
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0  引言

胆石病在我国常见, 尤其欧美等国家少见的肝

内外胆管色素类结石病, 在我国还占有很高比

例. 有关胆管色素结石的成因研究在相当长的

一段时间内没有取得重大进展, 而十二指肠胆

道反流在胆管色素结石形成中的作用愈来愈引

起人们的重视. 我们观察到胆管胆色素结石的

形成可能与十二指肠胆道反流存在一定联系. 
为分析二者间的相关性及可能的内在机制, 我
们选择临床胆石症患者进一步研究. 以十二指

肠胆道反流-胆管胆汁中十二指肠内含物增加-
胆汁细菌、内毒素及酶学改变-胆色素结石形成

为线索, 对胆管色素结石患者胆管胆汁细菌和

内毒素进行观察, 并以核素判断反流为基础, 对
胆管色素结石术后T型管引流患者分组, 观察胆

汁中淀粉酶、脂肪酶、β-葡萄糖醛酸酶等系列

指标, 分析肠胆反流与胆管结石成因之间的关

系, 探讨胆色素结石的形成机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-05/2006-01, 住院治疗患者89例, 
全部患者无发热及胆系感染表现, 血白细胞正

常. 其中胆囊息肉患者10例, 胆囊结石患者27例, 
胆管色素结石患者11例, 胆囊切除、胆道探查、

T型管引流术后患者41例, 各组间比较差异无显

著性(P >0.05). T型管引流患者因为需行胆道镜

检查, 术后常规保留T型管2 mo左右, 平均术后

时间62.3(59-66) d. 细菌培养原料(法国生物梅

里埃公司), 鲎试剂及细菌内毒素检查用水(湛
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江博康海洋生物制品公司), 细菌内毒素标准品

(中国药品生物制品检定所), 内毒素检测处理剂

(天津一瑞化学试剂有限公司), 酚酞葡萄糖醛酸

(Sigma公司).
1.2 方法 术中穿刺获得胆囊及胆管胆汁标本, 分
别行胆汁细菌培养、胆汁内毒素测定. 随机选

择T型管引流患者26例, 根据核素检查肠胆反流, 
将患者分为反流组及无反流组, 分别测定胆汁

淀粉酶、脂肪酶及β-葡萄糖醛酸酶活性. 细菌培

养采用脱纤维羊血琼脂和中国蓝培养基, 细菌

鉴定采用全自动细菌鉴定系统. 以去热源管收

集胆汁标本, 每份标本平行做2管, 于BET-32B型
细菌内毒素测定仪上, 采用动态浊度法检测胆

汁内毒素. T型管引流患者于检查前禁食1夜, 口
服1 mL含有185 MBq的99mTc-DTPA(diethylene 
triamine pentaacetic acid)溶液, 以240 mL水漱服, 
患者立即平卧. 经T型引流管收集接下来的2 h
胆汁, 取20 mL, 采用RM905型放射活度检测仪

计数放射性活度. 如胆汁中可检测到放射性活

度, 则判定该患者存在十二指肠胆道反流[1]. 以
改良Fishman方法, 分别在pH 4.6和6.8比色波长

550 nm检测内、外源性β-葡萄糖醛酸酶活性. 
使用日立7170A全自动生化分析仪测定胆汁淀

粉酶和脂肪酶.
统计学处理 使用SPSS 11.5统计软件进行统

计, 用mean±SD表示, 分别进行χ2检验、t检验, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

胆管色素结石组11例胆汁培养细菌种类分别为

大肠埃希菌5例, 产酸克雷伯菌2例, 产气肠杆菌

1例, 阴沟肠杆菌1例, 细菌培养阳性率达81.8%, 
并且都是肠道细菌. 而胆囊息肉组和胆囊胆固

醇结石组细菌培养全部阴性, 二者间有明显差

异(P <0.01). 胆汁内毒素水平与细菌培养结果一

致, 胆管色素结石组(10.12±4.49)×10-6 EU/L
明显高于胆囊息肉组(0.003±0.004)×10-6 EU/L
和胆囊胆固醇结石组(0.01±0.02)×10-6 EU/L 
(P <0.01), 说明胆管色素结石与细菌及内毒素有

关. 口服99mTc-DTPA证实, 41例行胆道取石T型
管引流术后的患者中有16例检测到十二指肠胆

道反流(占39.02%), 此16例反流阳性患者的2 h
胆汁中锝计数为0.099 6±0.162 4 MBq, 2 h胆
汁引流量38.5±17.2 mL, 其余25例胆汁样品

中未检测到放射性活度, 2 h胆汁引流量35.9±
20.6 mL. 由此将T型管引流患者分为反流组16

www.wjgnet.com

■研发前沿
胆石的形成受机
体内外环境和遗
传等多因素影响, 
随着β -葡萄糖醛
酸酶基因的克隆
和产物表达成功, 
胆色素结石形成
机制进入了基因
领域研究, 在此方
面我们也同样是
刚刚起步, 目前还
没有突破性进展.

■创新盘点
我们使用了核素
判定肠胆反流的
新方法, 以胆道探
查、T型管引流术
后患者为依托进
行分组, 并比较胆
汁中各有效促成
石成分, 系统地进
行了肠胆反流的
发生及其与胆管
胆色素结石形成
的关系研究.



例和无反流组25例. 随机选取反流组10例及无

反流组16例测定胆汁淀粉酶、脂肪酶和β-葡萄

糖醛酸酶活性, 两组间性别、年龄分布和引流

量比较, 差异无显著性(P >0.05). 胆汁淀粉酶、

脂肪酶和外源性β-葡萄糖醛酸酶活性均较无反

流组明显增高(P <0.01, 表1), 两组间数值相差达

几倍至上百倍; 而内源性β-葡萄糖醛酸酶活性两

组间无统计学差异(P >0.05).

3  讨论

胆色素结石的形成是一种与细菌感染、胆汁成

分代谢异常、胆汁淤滞等多种因素相关的多机

制参与的病理过程[2-4]. 我们再次证实, 胆管色素

结石组胆汁中细菌及内毒素远高于胆囊息肉组

和胆囊胆固醇结石组, 细菌及内毒素与胆管色

素结石具有密切关系. 那么细菌及内毒素的来

源就成为问题的焦点, 十二指肠内容物胆道反

流和细菌移位[5]及内毒素吸收入血[6]是已知的两

种原因, 我们倾向于十二指肠胆道反流起更重

要作用, 不仅仅是细菌和内毒素, 十二指肠内的

其他成分也可能是胆色素结石形成的原因. 有
人发现体外成石胆汁中加入十二指肠液, 可以

促进结石的形成, 但没有人体实验结果支持. 为
了观察二者之间的相关性, 分析其可能的作用

机制和地位, 我们选用了临床实验, 对相关指标

进行了检测. 肠胆反流是一种非正常现象, 只有

在一些病理情况下, 如胆肠吻合术后或Odd i括
约肌切开等, 才存在肠胆反流. 而对于正常人及

未处理Oddi括约肌的胆石症患者是否存在肠胆

反流研究尚少, 且无统一的检查手段, 临床上能

确定十二指肠胆道反流的有效方法较少. 我们

对胆道取石T管引流术后的患者采用99mTc-DTPA
检测十二指肠胆道反流, 其原理是高分子量的
99mTc-DTPA不能穿透肠道黏膜, 并且不经肝脏排

泄. 因此如果在胆汁中测到放射性活度, 则判断

存在肠胆反流. 我们发现41例T管引流术后患者

中16例存在明显的肠胆反流, 发生率为39.02%. 
可见在此类患者中肠胆反流这种异常现象发生
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率非常高, 其他研究表明胆总管探查取石及T型
管引流术后患者胆总管结石再发率达10.3%左

右, 这可能也与十二指肠胆道反流高发生率有

关[7]. 为评价十二指肠胆道反流在胆色素结石形

成中的作用, 以此检查为依托将胆汁标本分为

反流组和无反流组, 进一步检测其成分区别来

判定十二指肠胆道反流在胆色素结石形成中的

意义. 结果可见, 反流组胆汁中淀粉酶、脂肪酶

含量和外源性β-葡萄糖醛酸酶明显高于非反流

组, 这些现象证实了胆色素结石与十二指肠胆

道反流之间具有一定的相关性. 发生肠胆反流

时, 十二指肠内容物主要包含有食物、细菌、

各种消化酶及激素等进入胆道可能与胆管色素

结石形成有关. 
我们认为, 十二指肠胆道反流造成胆管结石

的一个重要因素是细菌. 本胆管色素结石组细

菌培养的阳性率为81.8%, 并证实胆汁中细菌以

肠道细菌为主. 细菌进入胆道后引起胆管结石

的原因有许多学说, 1966年Mak i首先提出β-葡
萄糖醛酸酶水解胆汁中的结合胆红素, 生成非

结合胆红素和葡萄糖醛酸, 非结合胆红素又与

胆汁中的钙离子结合, 生成不溶性的胆红素钙[8]. 
而大多数细菌都能产生β-葡萄糖醛酸酶, 促使胆

石形成[4]. 本反流组外源性β-葡萄糖醛酸酶远高

于非反流组, 而外源性β-葡萄糖醛酸酶主要是

细菌产生的. 多数细菌还能产生磷脂酶, 降解卵

磷脂成为软脂酸, 形成软脂酸钙沉淀, 同时由于

胆汁中卵磷脂减少, 胆红素溶解度降低, 也可促

进游离胆红素与钙结合发生沉淀, 细菌磷脂酶

对磷脂的降解, 也会降低胆汁中胆固醇的溶解

度促进成核[9]. 细菌还可以产生多糖蛋白质复合

物, 这种阴离子糖蛋白使细菌易于黏附到异物

表面形成微小菌落, 促使胆色素沉淀和凝聚[10]. 
细菌产生的自由基是胆红素钙形成的触发因子, 
使胆红素与钙形成沉淀的条件溶解度常数变小, 
促使胆色素沉淀, 自由基还通过糖蛋白的作用

促进成石[11]. 除了上述原因引起结石形成以外, 
细菌还可以产生内毒素, 肠道内毒素也可反流
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■应用要点
由于胆管胆色素
结石的形成与肠
胆反流有密切关
系, 因此Oddi括约
肌作为防止肠胆
反流发生的阀门, 
他的功能状态值
得注意, 临床上也
可以给予相应的
处理来治疗和预
防胆管胆色素结
石, 如调控Oddi括
约肌的药物等, 并
需重新评价Oddi
括约肌切开、成
型以及胆肠吻合
的效果和作用.

    

表 1 胆汁淀粉酶、脂肪酶和β-葡萄糖醛酸酶活性 (mean±SD, nkat/L)

                                                                                                                                                               β-葡萄糖醛酸酶

                                                                                                                                                     外源性                            内源性

反流组              10              79 891±91 152b       86 110±58 255b             27 789±13 849b             1 377±669

无反流组              16                   582±928                      6 124±7 500                15 369±7 533                1 217±584

bP<0.01 vs 无反流组.

分组                 n                         淀粉酶                                 脂肪酶
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进入胆道, 内毒素除了本身的疏水核心与胆汁

微胶粒相互作用成核, 作为结石的成核因子以

外, 还可能通过细胞毒效应或其他机制激活肝

脏细胞、胆道上皮细胞或胆汁中的白细胞, 释
放内源性β-葡萄糖醛酸酶, 参与结石形成[12]. 本
反流组胆汁淀粉酶和脂肪酶升高, 主要有2种可

能: 一是富含胰酶的十二指肠液反流入胆道, 二
是存在胰胆管合流异常, 胰液反流入胆汁[13-14]. 
因此胆道反流可被认为是此结果的主要原因. 
胰脂肪酶是消化脂肪的主要消化酶, 在胆汁中

适宜的pH环境下胆盐激活胰脂肪酶, 可分解甘

油三酯为脂肪酸、甘油一酯和甘油[15]. 胰酶中还

有胆固醇酯水解酶及磷脂酶A2, 分别水解胆固

醇酯和卵磷脂, 前者生成胆固醇和脂肪酸, 后者

生成溶血卵磷脂和脂肪酸. 而脂肪酸与钙离子

结合成脂肪酸钙盐, 可行成结石核心[16]. 脂肪酸

还与胆固醇竞争胆盐及卵磷脂的结合位点, 促
使胆固醇溶解度降低形成结晶. 这些可能都与

胆管色素结石形成有关. 除了细菌、内毒素及

各种酶, 十二指肠内食物也可能通过反流进入

胆道. 反流入胆道的食物, 作为胆道异物起到结

石的成核作用, 胆汁中的黏蛋白、胆红素钙、

细菌及其他物质会围绕此核心聚集, 形成结石. 
基于以上结果, 我们推测十二指肠胆道反

流可能通过细菌、内毒素、各种酶导致胆汁

内、外源性的β-葡萄糖醛酸酶活性改变, 从而在

胆色素结石的形成环节中发挥作用. 作为防止

十二指肠液反流的Odd i括约肌, 其功能状态与

肠胆反流的发生存在密切的关系. 人类Odd i括
约肌解剖结构上与猫类相似, 其特点是收缩时

不能排泄胆汁, 胆汁仅在收缩间期排至十二指

肠. 研究显示猫类及负鼠的Odd i括约肌即使在

十二指肠压高达45 cm H2O时仍能排泄胆汁而

无肠胆反流发生[17], 可见功能正常的Oddi括约肌

是防止肠胆反流发生的重要条件. 而当Odd i括
约肌功能运动不良时, 便失去了对胆汁排泄所

起的单向阀门作用, 不能阻止十二指肠内容物

逆流至胆管内, 成为结石形成的重要原因. 这些

证据提示十二指肠胆道反流在胆管色素结石的

形成中起着重要作用, 而Odd i括约肌异常则可

能是根源所在, 这有待于进一步研究证实. 
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■名词解释
肠 胆 反 流 就 是
十二指肠液的胆
道反流, 也有人称
之为肠胆逆流或
胆肠返流. 肠胆反
流是一种非正常
现象, 只有在一些
病 理 情 况 下 ,  如
胆肠吻合术后或
Oddi括约肌切开
等, 才存在肠胆反
流.

■同行评价
文章有较好的科
学性、创新性和
可读性, 有一定的
学术意义.
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采用内科综合治疗方法抢救暴发性肝豆状核变性1例
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摘要
患者, 男, 13岁, 血红蛋白41 g/L, 铜蓝蛋白
190 mg/L, K-F环(+), 尿铜8 067 μg/24 h, 凝
血酶原时间(PT) 25.8 s, 总胆红素722.6 μmol/
L, 诊断为暴发性肝豆状核变性并重度溶血. 
采用青霉胺、血浆置换、糖皮质激素和输血
等内科综合治疗, 39 d后患者明显好转出院.

关键词: 肝豆状核变性; 暴发; 血浆置换; 青霉胺

何纲, 杨旭. 采用内科综合治疗方法抢救暴发性肝豆状核变性1

例. 世界华人消化杂志  2006;14(7):731-732
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0  引言

肝豆状核变性(Wilson Disease, WD)是常染色体

隐性遗传性铜代谢障碍性疾病. 暴发性肝豆状

核变性临床少见, 病情凶险, 早期诊断困难, 如
不进行肝移植, 死亡率几乎为100%[1]. 我们最近

采用血浆置换、糖皮质激素和青霉胺等内科综

合治疗方法, 成功抢救1例暴发性肝豆状核变性

患者, 现报道如下. 

1  病例报告

患者, 男, 13岁, 学生, 汉族, 湖南人. 因乏力, 纳
差1 m o, 发热、腹痛、皮肤黄染进行性加深

4 d, 于2005-06-19急诊入院, 住院号554733. 患
者1 mo前无明显诱因出现乏力、纳差, 但无厌

油及腹胀. 入院4 d前突发畏寒、发热, 全腹疼

痛, 为阵发性绞痛, 呕吐4-5次, 呕吐物为胃内

容物, 无血块及咖啡色液体, 无腹泻. 并出现皮

肤巩膜黄染, 进行性加深, 小便浓茶样. 患者既

往体质一般, 否认“肝炎”等传染病史, 家族

中无类似病史, 父母非近亲结婚. 入院体查: 体

温36.5℃、脉搏80次/min、呼吸20次/min、BP 
13.97 kPa/6.65 kPa、体质量36 kg. 营养发育正

常, 神清合作, 自动体位, 急性重病容, 重度贫血

貌, 深度黄疸, 无肝掌、蜘蛛痣, 无出血点及皮

疹. 心肺无明显异常. 腹平坦, 上腹部有压痛及

反跳痛, 肝脾肋下未扪及, 移动性浊音阴性. 双
下肢无水肿. 门诊血常规: 白细胞15.7×109/L, 
血红蛋白41 g/L, 红细胞1.1×1012/L, 血小板216
×109/L, 中性粒细胞比值70.7%, 淋巴细胞比值

13.1%; 尿常规: 尿蛋白(+), 尿糖500 mg/L, 尿胆

红素60 mg/L; 肝功能: 谷丙转氨酶340 nkat/L, 
谷草转氨酶1 451.9 nkat/L, 白蛋白 26.3 g/L, 球
蛋白 29 g/L, 总胆红素722.6 μmol/L, 直接胆红

素506.6 μmol/L. 入院诊断: (1)重度贫血; (2)黄
疸查因: 溶血性黄疸? 

入院第2天在裂隙灯下查K-F环阳性 ,  铜
蓝蛋白190 mg/L, 血清铜19.5 μmol/L, 24 h尿
铜8 067 μg, 凝血酶原时间25.8 s, 碱性磷酸酶

9.3 u/L, 抗-HBs(+), 确诊为暴发性肝豆状核变

性并发溶血. 立即给予青霉胺0.125 g, tid, 强的

松30 mg, qd, 输浓缩红细胞、白蛋白、血浆等, 
2006-06-22血浆置换一次. 经上述治疗, 患者病

情迅速好转, 1 wk后强的松减量, 每5 d减5 mg, 
第25天青霉胺加至0.25 g, tid, 第39天带药出院, 
出院前复查血常规: 白细胞6.0×109/L, 血红蛋白

113 g/L, 红细胞3.5×1012/L; 肝功能: 谷丙转氨

酶76.2, 白蛋白41.4 g/L, 球蛋白33.3 g/L, 总胆

红素126.2 μmol/L. 出院后复诊2次, 病情已明显

好转. 目前继续驱铜治疗.

2  讨论

WD基因定位于13q14.3, 编码铜转运P型-ATP酶
(ATP7B)[2]. 如果WD基因出现突变, 导致ATP7B
功能障碍, 胆汁排铜减少, 过量的铜在体内蓄

积即可发病. WD临床表现复杂[3], 暴发性WD是

WD中一种较为少见而极为严重的类型[4], 其可

能的机制有: (1)血中游离铜增加, 直接毒害细胞

膜, 破坏线粒体, 引起氧自由基介导的肝损害; 
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(2)铜在肝细胞溶酶体内沉积, 损伤溶酶体膜, 使
水解酶进入胞质, 致细胞变性死亡; (3)WD病患

者体内过量的铜可诱导Fas/FasL活化, 使肝细胞

大量凋亡. 溶血机制为肝细胞大量坏死, 大量游

离铜从肝细胞大量释放, 破坏红细胞膜的稳定

性引起急性溶血. 本例突然起病, 迅速出现肝功

能衰竭, 急性溶血, K-F环阳性, 铜蓝蛋白降低, 
尿铜极度增加, 并排除了其他病毒性肝炎, 符合

暴发性WD的诊断标准[5]. 暴发性WD预后极差, 
如不进行肝移植病死率几乎为100%. 本例入院

后迅速得到正确诊断, 因无肝移植的条件, 所以

立即采取驱铜、糖皮质激素、血浆置换和补充

浓缩红细胞和新鲜血浆等综合治疗的方法, 患
者病情迅速好转. 血浆置换可以快速降低血清

铜, 青霉胺可以持续地清除血清铜, 糖皮质激素

可以减轻肝脏的炎症及溶血, 这些可能是抢救

成功的主要原因. 本例抢救经验说明, 如能早期

诊断, 迅速采取驱铜、血浆置换等综合治疗措

施, 至少对部分暴发性WD是有效的.
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第八届中西医结合实验医学研讨会

本刊讯 第八届中西医结合实验医学研讨会将于2006-10在南京举行, 现将征文通知公布如下:

1 截稿日期

2006-08-31截稿

2 联系方式

南京中山东路305号南京军区总医院 齐名;邮编:210002;电话: 025-52926620

                                                                                                                                                                                                 •  消息 •                
第十五次全国中西医结合肝病学术会议

本刊讯 第十五次全国中西医结合肝病学术会议将于2006-09在天津举行, 现将征文通知公布如下:

1 截稿日期

2006-06-15截稿

2 联系方式

上海中医药大学 胡义扬; 邮编: 201203
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 病例报告 CASE REPORT 

食用葵花籽致恶心、腹痛等严重过敏反应1例

田 蕾, 尹悦玲

田蕾, 尹悦玲, 武警总医院皮肤科过敏门诊 北京市 100039
通讯作者: 田蕾, 100039, 北京市海淀区永定路69号, 武警总医
院皮肤科过敏门诊. tianleipf@sina.com
电话: 010-88276531
收稿日期: 2006-01-20    接受日期: 2006-02-08

摘要
本文报道1例罕见葵花籽严重过敏病例, 根据
患者的临床表现, 采用Pharmacia CAP System
荧光酶联免疫法进行特异性IgE检查, 结果: 葵
花籽特异性IgE为强阳性而确诊, 表明进食葵
花籽可引起个别人的严重过敏反应而使生命
受到威胁, 值得临床医生提高警惕.

关键词: 葵花籽; 严重过敏反应

田蕾, 尹悦玲. 食用葵花籽致恶心、腹痛等严重过敏反应1

例. 世界华人消化杂志  2006;14(7):733
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0  引言

进食葵花籽后引起严重过敏病例在临床罕见, 
采用Pharmacia CAP System荧光酶联免疫法进

行葵花籽血清特异性IgE检测确诊少见报道, 现
将我们所见食入葵花籽致严重过敏反应1例报

道如下. 

1  病例报告

患者, 女, 13岁. 因食入葵花籽后恶心、风团

20 min伴神志不清5 min急诊收住. 患者入院前

1 h食用葵花籽约50 g, 不久自觉口腔发痒, 十
几分钟后皮肤出现大小不等的风团, 伴瘙痒, 随
后感到恶心、腹痛、心慌、头晕、呼吸困难. 
既往有急性荨麻疹病史. 查体: 患者神志不清, 
面色苍白, 体温35.0℃, 脉搏120次/min, 呼吸26
次/min, 血压测不出, 口唇肿胀, 全身皮肤可见大

小不等的风团, 鲜红色, 部分融合成片. 考虑: 严

重过敏反应. 治疗: 立即皮下注射1 g/L肾上腺素

0.5 mL, 吸氧, 静滴琥铂酸氢化可的松150 mg, 
肌肉注射非那根25 mg等药, 症状逐渐缓解, 生
命体征恢复正常, 继续使用皮质激素、口服抗

组胺药, 恶心、腹痛、皮疹等症状数天后消失. 
特异性诊断试验: 采用Pharmacia CAP System荧

光酶联免疫法进行葵花籽血清特异性IgE检测, 
结果Ⅲ级, 表明葵花籽是引起患者临床表现的

过敏源, 最后诊断为: 葵花籽致严重过敏反应. 
嘱今后严格避免再进食.

2  讨论

资料报道, 我国正常人群中食物过敏的发生率

在0.3%-3.7%[1], 其中严重食物过敏并不少见, 最
易引起食物过敏的有坚果等八类食物, 引起的

过敏反应具有发病突然, 症状快速加重的特点, 
如抢救不及时会有生命危险. 葵花籽在我们日

常生活中是男女老少极喜欢的休闲零食, 目前

已报道[2-3]进食葵花籽致过敏的病例有荨麻疹、

口腔变态反应综合征等, 但像本文患者的严重

过敏少见. 目前, 食物过敏的诊断主要依靠病

史、皮肤试验、食物特异性IgE(sIgE)检测和食

物激发试验来确诊, 其中食物sIgE检测因安全、

不受抗组胺药的影响, 特别适用于严重过敏反

应严重者. 鉴于本文患者出现了严重过敏反应, 
故我们选择了葵花籽血清特异性IgE检测, 结果

证实了葵花籽是引起该患者临床表现的过敏源, 
提示临床医生对此要提高警惕.

3      参考文献
1 周裕成, 胡光荣, 高晓方, 李波. 食物过敏症108例诊断

分析. 中华微生物学和免疫学杂志  2001; 21: 101-102
2 雷承意. 食霉变葵花籽引起荨麻疹1例. 皮肤病与性病 

1994; 3: 68
3 Palma-Carlos AG, Palma-Carlos ML, Tengarrinha 

F. Allergy to sunflower seeds. Allerg Immunol (Paris) 
2005; 37: 183-186  

             电编  张敏  编辑  张海宁

www.wjgnet.com

®

■背景资料
我国正常人群中
食物过敏的发生
率在0.3%-3.7%, 
最易引起食物过
敏的有坚果等八
类食物, 本文报道
1例罕见葵花籽严
重过敏病例, 葵花
籽特异性IgE强阳
性而确诊, 表明进
食葵花籽可引起
个别人的严重过
敏反应而使生命
受到威胁, 值得临
床医生提高警惕.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年3月8日; 14(7): 734-735
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 病例报告 CASE REPORT 

Gardner综合征诊治1例

顾国利, 王石林, 周晓武

顾国利, 王石林, 周晓武, 空军总医院普外科 北京市 100036
通讯作者: 顾国利, 100036, 北京市海淀区阜成路30号, 空军总
医院普外科. kzggl@163.com
电话: 010-68410099-6302
收稿日期: 2006-02-12    接受日期: 2006-03-03

摘要
结直肠息肉病合并胃息肉的女性Gardner综合
征患者1例, 对其先后实施了全结直肠切除、

回肠袢肛管吻合、回肠造口术, 造口回肠还纳
术, 胃镜下息肉灼除术. 患者最终避免了回肠
造口, 能自控排便, 恢复正常生活.

关键词: Gardner综合征; 诊断; 治疗

顾国利, 王石林, 周晓武. Gardner综合征诊治1例. 世界华人消

化杂志  2006;14(7):734-735
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0  引言

Gardner综合征是由APC突变所致的结直肠息肉

病合并结肠外病变的常染色体遗传病, 20-40岁
女性多见. 我们成功收治1例, 现报道如下. 

1  病例报告

患者, 女, 23岁, 因进食后恶心、呕吐伴腹泻

1 mo在他院内镜检查发现胃底体部及全部大肠

多发息肉; 血常规示Hb 68 g/L, 骨穿示缺铁性

贫血. 于2005-07-22以胃结肠息肉病伴贫血收入

院. 体格检查: 体质量40 kg, 贫血貌, 口唇及皮

褶处无色素沉着, 甲状腺不大, 未见骨瘤及体表

囊肿, 肛门指诊可及直肠内多发质韧息肉. 小肠

镜(经肛门)示: 大小不等息肉遍布整个结直肠黏

膜, 息肉表面黏膜糜烂溃疡(图1); 小肠未见息肉. 
活检示: 腺瘤样息肉伴不典型增生. 胃镜示(图2): 
胃底体部多发无蒂息肉, 表面黏膜正常; 胃窦、

十二指肠未见息肉; 活检示: 腺瘤样息肉. 明确

诊断为Gardner综合征. 于2005-08-02行全结直肠

切除、回肠J袢储器肛管吻合术. 因肠系膜短、

吻合口有张力, 行中段回肠暂时性造瘘. 术后经

铁剂治疗后患者Hb升至100 g/L. 回肠肛管吻合

处愈合好, 肛门控便感觉尚可. 1 mo后返院行肠

管造影示: 肠管通畅, 肠袢有储便功能. 行造口

还纳术. 术后患者大便成形, 每日排便3次, 控便

能力好. 2006-01-14再次返院, 体质量46 kg, Hb 
120 g/L. 行胃镜下息肉圈套灼除术, 一次性灼除

息肉50个. 现患者日常生活工作正常.

2  讨论

Gardner综合征是由结肠腺瘤样息肉病(adeno-
matous polyposis coli, APC)基因突变所致的结

直肠息肉病合并结肠外病变的常染色体遗传病. 
以20-40岁女性多见. 目前认为其是家族性腺瘤

病(FAP)的亚型[1]. 临床上, 凡结直肠息肉病合并

骨瘤、皮肤囊性疾病、(硬)纤维瘤、胃十二指

肠息肉、甲状腺乳头状癌、肾上腺瘤、牙齿异

®

图 1 小肠镜(经肛门)示: 大小不等息肉遍布整个结肠和直
肠黏膜, 息肉表面黏膜糜烂溃疡.

■同行评价
Gardener综合症
临床上较少见, 但
癌变率高, 且具有
家族遗传性. 就诊
时患者症状往往
已较重, 临床治疗
也较为困难. 本文
中患者治疗后恢
复较好, 排便功能
基本正常, 生活质
量得到提高. 治疗
经验值得临床医
师借鉴.

图 2 胃镜示: 胃底体部多发无蒂息肉, 直径2-7 mm, 表面
黏膜正常.
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常、先天性视网膜色素上皮肥厚等一种或几种

者, 即可诊断本病. 本病伴发的胃息肉多位于胃

底, 多呈基底腺. 本例即是如此. 
目前认为结直肠切除、回肠袢储器肛管吻

合是最理想术式. 其可切除所有大肠黏膜, 并保

留接近正常的肠功能和性功能, 避免了造口, 并
发症较低, 患者生活质量明显提高. 研究发现, 
全结肠切除后存在“小肠结肠化”的病理生理

过程, 末段回肠可重吸收水分. 因此手术时应尽

可能保留末段回肠以促使大便成形, 利于控便. 
为保证回肠袢肛管吻合口的愈合, 暂时性的回

肠造口是必要的[2]. 造口还纳前可行肠管造影了

解储器的储便情况. 本例患者虽分次手术, 但最

终避免了造口, 排便功能基本正常. 达到了最佳

的预期效果. 
研究发现, 胃息肉的恶变趋势不大[3], 且本

病的主要死因是壶腹周围癌、肠系膜硬纤维瘤

及手术并发症[2]. 因此, 对结肠外病变的激进治

疗可能无法延长患者生命, 反而增加风险、降

低患者生活质量 .  故对伴发的胃息肉以内镜

下治疗和定期复查为宜 .  发现恶变倾向时再

行手术. 
本病约有1/4患者无家族史, 而家庭小型化

也使其遗传表现不甚明显. 临床上往往易忽视

那些无明显家族史或以结肠外病变为主要表现

者, 而造成误诊、漏诊. 家族中一旦有确诊本病

者, 应对其12岁以上成员作结肠镜筛选并定期

复查; 同时配合针对性的肠外检查, 如胃镜、颅

骨和牙齿X线、甲状腺超声、眼底检查等. APC
突变检测有助于筛选病例和免除可疑者的心理

负担及内镜检查的身心痛苦, 但目前检测结果

不稳定, 临床尚未广泛应用.

3      参考文献
1 张铁锋. 家族性腺瘤性息肉病的病因学及诊治进展. 

中国现代普通外科进展  2000; 3: 5-7
2 武希润, 王玲, 郭文栋. Gardner综合征临床分析. 中华

内科杂志  2001; 40: 630-631
3 刘复生, 王奇璐, 果红. 胃肠道息肉病的临床病理特点. 

癌症进展杂志  2003; 1: 165-172  
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更正与说明专栏

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

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

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

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

者凭文章的编号, 可免费注册(http://www.wjgnet.com/1009-3079/new/39.doc)使用中国生物医学基金论文摘要库

3年. 中国生物医学基金论文摘要库(http://www.wjgnet.com/cmfa/index.jsp)收录了1994-2005年国内发表在1204种

生物医学类期刊总计20万以上的论文摘要. 这些论文受国家、军队和省部级自然科学基金、杰出青年基金、重

大计划项目基金资助, 内容丰富、数据准确, 体现了我国生物医学的发展历程、脉络和方向, 可为相关领域广大

学者和研究人员了解并掌握当前研究动态、开辟新的研究领域提供思路. (世界胃肠病学杂志社2006-03-08).
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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. 
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为1 mol/L硫酸, 1 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υ ; 
(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(M大写斜体, r小写正体, 下角标); 
也可采用分子质量, 其单位是ku,“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, 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

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).
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 
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 
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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……; 
PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文

献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年核心期刊为

准, 引用被PubMed收录的期刊文献用英文表达, 
请附引用文献网上摘要打印件, 包括PMID编号

(摘要的左下方). 按顺序编号装订, 并考入磁盘

内. 在引用参考文献页码末尾注明PMID编号; 
无PMID编号的期刊请删除(重要文献必须保留

者, 请附首页复印件). 期刊: 序号, 作者(列出全



World Journal of 
Gastroenterology创
刊于1995-10-01, 
原 刊 名《C h i n a 
National of New 
Gastroenterology 
》 ,  1995-06-27
国科发信字 (95 ) 
2 2 5 号 批 准 国
内 外 公 开 发 行 . 
1998-02-12经国
家科学技术部和
国家新闻出版总
署 批 准 更 名 为
W J G ,  国科发信
字 (1998)027号 . 
2002-11-14经国家
工商行政管理总
局商标局核定使
用商品(第16类), 
获得商标注册证
第2001158号.

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编

号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版
次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
1   Ma LS, Pan BR. Strengthen international aca-
demic exchange and promote development of gas-
troenterology. World J Gastroenterol  1998; 4: 1 
[PMID: 11819215]
2  马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志英

文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 855-863 
3  Lam SK. Academic investigator's perspectives of 
medical treatment for peptic ulcer. In:Swabb EA, 
Azabo S, eds. Ulcer disease: investigation and basis for 
therapy. New York: Marcel Dekker, 1991: 431-450  
4  尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 第1
版. 上海: 上海科学技术文献出版社, 1995: 382-385

4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 
投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 

录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、
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统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和
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编者按 世界华人消化杂志自创刊已有14 a历
史, 目前已经发展成为旬刊. 2006年本刊开辟

了“海宁信箱”专栏, 旨在促使形成作者、读

者、编者互动的局面, 适应我国消化病事业的

飞速发展, 创办高质量的学术期刊, 进一步活跃

学术界. 本专栏面向作者、读者、以及编委征

集反馈信息, 希望借用大家的力量来引导杂志

向更高的质量迈进. 反馈信息包括对杂志的总

体评价、事实纠错、文字更正、解释说明, 编
辑部会如实地将这些信息以公开或匿名的方

式刊登在每期的固定位置. 反馈信息可以通过

Email发送至h.n.zhang@wjgnet.com, 也可以发送

手机短信至13910684938. 

1 反馈信息

1.1 改版后的世界华人消化杂志的排版、栏目

设置、图片印刷质量、测览中的相关信息介

绍(小字体)等均很好. 建议: (1)封面刊病理图片

没什么作用和效果, 应设计一个类似“WJG”

的、有自己特色的固定封面; (2)增加临床(经验

及研究)栏目的内容; (3)可考虑开辟特殊病例讨

论栏目. (季国忠 主任医师, 南京医科大学第二

附属医院消化科)
1.2 世界华人消化杂志2006无论从编委会、

编辑格式、栏目和内容等方面皆令人耳

目一新 .  首先 ,  世界华人消化杂志新一届

(2006-01-01/2008-12-31)编委会成立, 有仍在医

疗教学一线的国内顶级中西医领域内著作等身

的从事胃肠病基础与临床的院士和著名专家; 

又有大量来自全国著名高校、三级综合性医院

具有博士、硕士学位的论著丰硕的中青年杰出

人才加盟, 我们相信在著名杂志战略和编辑专

家马连生和潘伯荣教授为首的带领下, 在全国

胃肠病学界精英的共同努力下, 必将创造杂志

新的辉煌. 其次, 论文编辑格式取得较大的突破. 
通过格式调整, 使作者、读者、审稿人等在论

文的交流上获得新的方式; 明显增加论文阅读

的信息量; 重点突出了背景资料、研发前沿、

创新盘点、应用要点、相关报道、名词解释、

同行评价等创新注解, 至今尚未在其他学术杂

志出现, 为学术杂志编辑开创新河. 最后, 在目

次上又出新招. 通过专家门诊可以系列介绍作

者的工作, 让读者或患者可以了解专家的研究

的精华和临床特长, 从学术杂志角度, 打开沟通

医患之门, 为全社会共同解决“看病难, 看病

贵”提供一条捷径. (程英升 副教授, 上海交通

大学附属第六人民医院放射科、上海交通大学

影像医学研究所)

编辑回应

首先, 对所有关注和支持本刊的读者、作者、以

及编委表示衷心感谢, 对他们的批评和建议我们

一定虚心接受. 我们保证在以后的工作中一定加

强监督、规范工作流程, 不断提高杂志的质量. 其

次, 有了这些高度敬业、严肃对待学术的读者、

作者、以及编委, 我们有信心将本刊进一步推向

更高的发展领域. 

世界华人消化杂志  2006年3月8日; 14(7): 741
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 海宁信箱  

世界华人消化杂志作者、读者、编委反馈信息

2006年, 《世界华
人消化杂志》在
线办公系统将正
式开通, 从投稿到
出版所有环节一
律在网上实现, 将
会大大缩短从投
稿到出版的时间. 
世界胃肠病学杂
志社, 100023, 北
京市2345信箱郎
辛庄北路58号院
怡寿园1066号 电
话: 010-85381901  
h t t p :  / / w w w .
wjgnet.com/wcjd/
index.jsp. 
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                                                                 • 致谢 • 

致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术
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