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摘要
聚腺苷酸二磷酸核糖转移酶-1[po ly (ADP-
ribose) polymerase-1, PARP-1]是存在于真核细
胞中催化聚ADP核糖化的细胞核酶, 他参与的
聚ADP核糖化是真核细胞中蛋白质翻译后的
重要修饰方式之一. PARP-1在DNA修复和细
胞凋亡中发挥至关重要的作用. PARP-1的缺
失使细胞对DNA损伤因子易感, 可能参与肿
瘤的发生. 体外和体内研究表明抑制PARP-1
则可降低DNA修复功能, 增强放疗和化疗对
肿瘤的治疗效果. 目前PARP-1抑制剂已进入
抗肿瘤药物Ⅰ期临床研究, PARP-1有望成为
肿瘤治疗的一个新靶点.

关键词: PARP-1; DNA修复; 肿瘤发生; 肿瘤治疗
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0  引言

聚腺苷酸二磷酸核糖转移酶[poly(ADP-ribose) 
polymerase, PARP]是存在于真核细胞中催化聚

ADP核糖化的细胞核酶. 1963年法国斯特拉斯

堡Mandel小组发现肝细胞核中尼克酰胺单核苷

酸(NMN)促进已标记的ATP合成一种难溶于酸

的片段. Sugimura et al推测该片段是一种小分

子代谢物合成的高聚物, 于1966年证实为聚腺

苷酸二磷酸核糖, 并从肝细胞核中提取一种新

的酶, 即PARP(Masutani et al [1]提及). PARP自发

现40多年来, 其在DNA损伤修复和维持基因组

的稳定性方面的重要作用引起广大学者的关注, 
尤其是近年来对PARP与肿瘤发生的关系及利用

调节PARP来提高肿瘤治疗效果的研究取得了令

人鼓舞的成绩. 而在PARP家族成员中以PARP-1
结构最典型,研究较多. 

1  PARP-1的结构与代谢

PARP-1是一种分子质量116 ku的核酶, 他包括

DNA结合域(DNA-binding domain, DBD), 自身

修饰域(the automodification domain, AMD)和
C-端催化域(图1). 其中DBD分子质量为46 ku, 
他含有2个锌指结构(FⅠ和FⅡ)及核定位信号

(nuclear localization signal, NLS), 可以结合到

DNA单链或双链缺口, NLS中含有凋亡相关的

DEVD模体; AMD含有15个保守的谷氨酸残基

作为自身聚ADP核糖基化靶位, 含有与DNA修

复有关的乳腺癌感受蛋白C端模序(BRCT); C-
端催化域分子质量为54 ku, 含有NAD结合位点, 
在PARP家族中高度保守[2-3].

PARP-1主要参与细胞内聚腺苷酸二磷酸核

糖(PAR)的代谢. 识别DNA缺口后活化的PARP-1
形成同型二聚体并催化尼克酰二核苷酸(NAD)
降解为烟酸和ADP, 然后以ADP为底物在受体

蛋白(包括自身)上合成聚腺苷酸二磷酸核糖

基(PAR), 从而改变其功能. 这些受体蛋白包括

PARP-1自身、组蛋白、各种转录因子、DNA修

复子以及信号转导子(包括NF-kB, AP-2, Oct-1, 
YY1, B-MYB, DNA依赖型蛋白激酶, P53等)
等[3]. 而PAR的分解依赖于2种酶: 聚ADP核糖水

解酶[poly (ADP-ribose) glycohydrolase, PARG]
和裂解酶. PARG可以清除PAR线状和分枝的核

糖与核糖基, 而裂解酶则裂解最近端的单ADP
核糖基, 裂解后的ADP核糖可以与烟酸再合成

NAD, 实现再利用[2,4]. PARG可裂解PARP-1上的

聚ADP核糖基使其从DNA缺口上分离, 有利于

PARP-1活性恢复(图2). PARP与PARG的活性平

衡维持着细胞内聚ADP核糖基化的水平, 从而

保持受体蛋白活性的稳定.

2  PARP-1的功能

2.1 DNA修复 PARP-1参与DNA缺口的识别. 
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DNA缺口主要包括单链DNA缺口(single-strand 
break, SSB)和双链DNA缺口(double-strand break, 
DSB). PARP-1作为DNA缺口感受器(DNA nick 
sensor), 依赖N-端DBD的两个锌指模序结合到

单链DNA缺口(SSB)或双链DNA缺口(DSB). 其
中, 锌指模序Ⅰ是SSB和DSB依赖的PARP-1活
化所必需的, 而锌指模序Ⅱ主要在SSB依赖的

PARP-1活化中发挥作用. 而锌指模序下游的氨

基酸残基与非特异DNA结合有关[1,5]. 识别DNA
缺口后活化的PARP-1形成同型二聚体并催化

NAD分解成尼克酰胺和ADP核糖, 利用后者为

原料使核受体蛋白聚ADP核糖化, 从而影响这

些修复相关蛋白的功能. PARP-1可参与DNA修

复过程. DNA的修复主要有碱基切除修复, 核苷

酸切除修复, 错配修复, 重组修复和非同源末端

连接, 其中单链DNA缺口(SSB)的碱基切除修复

(BER)中聚ADP核糖化起着重要作用. Haince 
et al [6-7]认为, PARP-1参与SSB修复有两个主要机

制: 首先, PARP-1自身和组蛋白的聚ADP核糖化

加速他们与DNA链分离, 从而促进染色质的松

弛, 以利于修复蛋白在缺口处的集结. PARP-1自
身以及组蛋白的聚ADP核糖化改变了其电荷从

而促使其与DNA链排斥分离. 其次, 聚ADP核糖

(PAR)和聚ADP核糖化的PARP-1促进X线修复

交叉互补组合-1(X-ray repair cross-complement-
ing group 1, XRCC1)和DNA连接酶Ⅲ募集到

SSBs以及DNA聚合酶beta的活化[8-10]. 另外, PAR
可能与募集的蛋白中特异性PAR结合模序非共

价结合从而改变了这些蛋白的功能[11]. 
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双链DNA缺口(DSB)是一种致命的DNA损

伤, 可以由电离辐射, 化学物质造成, 亦可由于

DNA复制叉的延伸停滞所致. Susse et al [12]发现, 
全长PARP-1或仅DNA结合域的短暂过度表达可

促使DSB修复下调, 不依赖PARP的酶活性, 并与

P53在抑制染色体重排方面起协同作用. 哺乳动

物细胞的DSB修复主要利用两条修复旁路进行: 
一是同源重组(homologous recombination, HR), 
另一种是非同源末端连接(nonhomologous end-
joining, NHEJ). 许多研究发现PARP-1可能影响

HR. PARP-1基因缺失或活性抑制的小鼠容易

发生姐妹染色单体交换(SCE)和基因扩增(gene 
amplification), 而SCE和基因扩增被认为是同源

重组引起的, 这表明PARP-1可能影响同源重组

(HR)[13-15]. Dominguez et al [15]发现PARP-1抑制剂

3-AB可以促使BrdU(5-溴脱氧尿苷)处理后的中

国仓鼠卵巢细胞姐妹染色单体交换(SCE)频率增

加, 但并不同步增加易位的频率. Waldman et al [16]

研究发现, 抑制小鼠成纤维细胞PARP-1活性可

影响染色体内HR, 但并不影响染色体外HR. 而
Schultz et al [14]抑制中国仓鼠卵巢细胞PARP-1
并未见HR频率改变. PARP-1的作用究竟是使

引发HR的DNA损伤数量改变还是直接参与影

响HR曾存在争议. 同源重组需要一组叫RAD52
的族蛋白, 包括Rad51, Rad52, Rad54, BRCA1和
BRCA2. 这些蛋白聚集在DNA损伤处形成亚核

结构称为聚集点(foci), 其中Rad51是foci动态结

构的相关核心组分[17]. 绝大多数参与同源重组

的蛋白位于Rad51聚集点, 而同源重组缺陷的细

胞不能形成Rad51聚集点. 然而Schultz et al [14]发

现, PARP-1-/-细胞仍可形成Rad51聚集点, 故推

测PARP-1主要并不位于Rad51聚集点. PARP-1
抑制或缺失可以增加自发的Rad51聚集点的形

成, 而在PARP-1抑制的细胞中, 针对位点特异

性DSB的同源定向修复正常. 因此, 目前认为

PARP-1控制着HR识别的DNA损伤而非直接影

响HR的执行. 
DSB的非同源末端连接(NHEJ)修复机制

主要依赖Ku70/80异二聚体, Ku70/80可能作为

DNA锚定亚单位与DNA依赖的蛋白激酶催化

www.wjgnet.com

图  1  PARP-1的结构.

■同行评价
本文的内容较为
详实 ,  从PARP-1
与肿瘤的各方面
联系阐述了其与
肿瘤发生与治疗
的关系, 有一定的
指导意义.
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图  2  PAR的代谢.
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亚单位(DNA-PKcs)结合形成DNA-PK全酶, 后
者募集XRCC4和DNA连接酶Ⅳ完成NHEJ修
复. 在NHEJ方面, PARP-1可能通过紧密结合到

DSB与DNA-PKcs或Ku70/80相互作用[18]. Tong 
et al [19]亦发现, PARP-1与Ku80可能存在一定的

协同作用. 另外, Audebert et al [20]认为, PARP-1与
XRCC1/DNA连接酶Ⅰ亦可通过不依赖于DNA-
PKcs, XRCC4和连接酶Ⅳ的途径参与NHEJ. 
2.2 细胞凋亡 细胞凋亡过程中, 半胱-天冬蛋白

酶Casepase-7和Casepase-3可以通过识别PARP-1
核定位信号(NLS)的DEVD模序, 促使DNA结合

域与催化域分离导致PARP-1分裂成p89和p24
两个片段, 后者可不可逆结合于DNA缺口, 抑
制PARP-1与DNA缺口结合能力, 导致PARP-1
损伤修复作用丧失, 诱发凋亡[21]. Casepase介导

PARP-1失活的正反馈控制环存在表明PARP-1
的活性阻滞对于维持正常细胞凋亡至关重要. 
另外, PARP-1在凋亡诱导因子(AIF)介导的半胱

-天冬蛋白酶非依赖型的细胞凋亡中发挥重要作

用[21-22]. 然而缺乏PARP基因的小鼠表型正常, 仅
在老年时易发生表皮增生和肥胖. PARP-1-/-小

鼠表现出正常DNA切除修复、V(D)J重组和免

疫球蛋白转型, 但对大剂量的g射线高度敏感, 
表现出姐妹染色体交换频率增加和D N A破坏

诱导的微核形成. 缺乏PARP基因的细胞在给予

TNF-a, g射线和地塞米松仍可以发生凋亡. Wang 
et al [23-24]因此推测PARP-1在多数凋亡中是可有

可无的. 尽管如此, 许多学者仍认为PARP-1的裂

解在调亡机制中发挥着重要作用.

3  PARP-1与肿瘤的发生和治疗

3.1 PARP-1与肿瘤发生 PARP-1在维持基因组的

稳定性方面至关重要, 而PARP-1的抑制可能使

机体细胞对烷化剂, 电离辐射等DNA损伤因子

易感, 可能导致更容易发生肿瘤. 目前PARP-1的
抑制模型主要有三种: 一是PARP-1基因敲除: 这
种方式缺乏PARP-1结合的SSB是暴露的, SSB可
形成停止复制叉, 推测SSB可能通过非PARP-1
介导的修复机制参与修复. 二是利用抑制剂抑

制PARP-1活性, 这阻碍PARP-1从单链DNA缺

口(SSB)分离, 阻碍了BER修复蛋白募集到SSB
上, 因此在细胞分裂S期未修复的SSB的复制叉

将停滞. 这种停滞复制叉有赖于重组修复. 三
是PARP-1基因部分损耗(depletion): 利用siRNA
干扰PARP-1, 从而改变PARP和PARG的平衡, 
PARG活性相对增强因而使PAR降解过多. 这种

作用相当于PARP抑制剂[7]. 这三种途径在肿瘤

发生和治疗方面研究以前两种应用较多. 许多

研究发现, PARP-1的基因敲除的小鼠经其他的

DNA损伤因子处理后可导致肿瘤发生, 而单纯

PARP-1缺失的小鼠观察至9月龄却未发现任何器

官发生肿瘤[25]. Morrison et al [26]发现PARP-1-/-SCID
小鼠胸腺淋巴瘤发生率明显高于PARP-1+/+SCID
组. Tsutsumi et al [27]通过破坏PARP-1外显子1产
生PARP-1-/-小鼠, 然后经BHP(N-二亚硝基-2-羟
丙胺)处理后, 其肝血管瘤, 血管肉瘤和肺腺瘤

发生率明显高于PARP-1+/+组. Nozaki et al [25]通

过破坏PARP外显子1产生PARP-1-/-小鼠, 给予

AOM(氧化偶氮甲烷)后PARP-1-/-小鼠结肠腺瘤

和腺癌、肝脏结节发生率均明显高于PARP+/+

组, 然而从出生至9月龄的PARP-1-/-小鼠各器官

并未发生自发的肿瘤. 而Conde et al [28]发现, 破
坏PARP-1外显子4所产生的PARP-1和p53共缺

失(PARP-1-/- p53-/-)的小鼠和单纯p53完全缺失组

鼠(PARP-1+/+ p53-/-)几乎都死于肿瘤(主要是淋巴

瘤, 肉瘤, 表皮肿瘤和脑肿瘤), 然而前组无瘤生

存率却明显高于后组. Tong et al [29-30]发现PARP-1
无效性突变(null mutation)会使p53缺失的小鼠

在8周龄时髓母细胞瘤发生率增高, 破坏PARP-1
外显子2产生的PARP-1-/- p53-/-小鼠淋巴瘤、乳腺

和结肠肿瘤发生率明显增高. Dandri et al [31]发现

PARP抑制剂可以明显增加过氧化氢诱导HepG2

肝癌细胞的HBV整合, 提示PARP-1可以限制

HBV整合到宿主DNA, 而HBV-DNA整合是肝癌

的高危因素之一, 这似乎表明PARP-1与HBV相

关的肝癌发生存在一定联系. 而Nomura et al [32]

发现, 人肝癌组织中PARP-1比邻近非肿瘤组织

表达增高且活性增强, 其具体机制尚待进一步

阐明. Tong et al [19]研究发现, PARP-1-/- Ku80-/-小

鼠约在胚胎至少8.5 d之前即发生生长迟滞, 并
于9.5 d死亡, 提示PARP-1和Ku80双缺失对小鼠

是致命的. 而且在PARP-1-/-小鼠中Ku80的单个

等位基因缺失将增加肝腺瘤和肝癌的发生率, 
可见PARP-1与参与细胞NHEJ机制的Ku80可能

存在一定的协同作用. 
3.2 PARP-1与肿瘤治疗 从分子水平而言, 恶性肿

瘤的治疗策略多数是利用损伤肿瘤细胞DNA的

方法, 如放疗和化疗等, 来杀伤肿瘤细胞. 因此

针对参与DNA损伤识别、反应和修复的分子靶

向治疗探索一直是近年来研究的热点. PARP-1
在DNA修复、细胞死亡、增殖分化等方面发

挥着重要作用, 推测通过抑制PARP-1活性可抑
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制PARP-1介导的DNA修复机制, 提高放疗和化

疗对肿瘤细胞DNA的损伤, 因而对肿瘤可能具

有潜在治疗价值. 目前已有多种PARP-1抑制剂

应用于临床药物研究, 例如已开发的NU1025, 
GPI15427, AG014699, CEP-6800, AG14361, 
INO1001等. 无论从分子水平、细胞水平, 还是

从整体水平, 这些PARP-1抑制剂在联合化疗、

放疗或单独化疗方面的治疗研究都取得一些重

要进展. 许多研究发现PARP-1抑制剂可加强多

种抗肿瘤药(如烷化剂、拓扑异构酶抑制剂)的
疗效. Tentori et al [33]发现NU1025可延长脑淋巴

瘤荷瘤小鼠的生存期. Delaney et al [34]采用12个
人类肿瘤细胞株(包括肺, 结肠, 卵巢, 乳腺的肿

瘤细胞系各3个), 发现PARP-1抑制剂NU1025或
NU1085与抗肿瘤药temozolomide(TMZ, 烷化剂)
或topotecan(TP, 喜树碱类)联用可增强后二者对

瘤细胞的生长抑制作用, NU1025和NU1085的
抑瘤增强作用与二者对PARP的抑制强度有关. 
Guilford公司开发的PARP-1抑制剂GPI15427可
增强TMZ的作用, 明显延长多形性胶质母细胞

瘤、脑淋巴瘤或颅内恶性黑色素瘤荷瘤小鼠的

生存期[35]. Calabrese et al [36]研究皮下移植结肠

癌细胞的小鼠发现, AG14361会增强TMZ的抗

肿瘤作用. Miknyoczki et al [37]用PARP-1抑制剂

CEP-6800分别与TMZ、CPT-11(喜树碱类)或顺

铂联用治疗临床相应肿瘤(U251MG人类胶质母

细胞瘤, HT29人类结肠腺癌和Calu-6非小细胞

肺癌)的异种移植模型, 研究表明CEP-6800可分

别使TMZ、喜树碱或顺铂处理后的肿瘤细胞停

滞于G2/M期的时间和/或比例增加, 并可增强

TMZ、喜树碱和顺铂对荷瘤裸鼠的治疗效果. 
尽管PARP-1抑制剂联合化疗的研究表明抗肿瘤

作用显著增强, 但其安全性和可行性仍然是人

们担忧的一个问题. Miknyoczki et al [37]的研究发

现, 治疗剂量的CEP-6800并未增加这三种化疗

药对离体的人类肠上皮和肾脏细胞造成损害, 
也不增加活体小鼠中TMZ的胃肠毒性和顺铂的

肾脏毒性, 这预示着CEP-6800联合化疗的价值

和可行性. 辉瑞公司开发的一种新型PARP-1抑
制剂AG014699有望与烷化剂TMZ联合治疗恶

性黑色素瘤, 该药正处于Ⅰ期临床研究阶段[38]. 
另外PARP-1抑制剂GPI 15427由于半衰期长、

生物利用度高, 通过口服给药局部可达到有效

药物浓度, 在与TMZ联用治疗的中枢神经系统

肿瘤模型取得较好疗效[39]. Ku-DOS公司也宣布

一种口服PARP抑制剂作为抗肿瘤药物(主要针

对遗传性乳腺癌和卵巢癌)进入Ⅰ期临床研究阶

段[40]. 
PARP-1抑制剂的另一方面研究在于是否

加强放疗的抗肿瘤效应. 肿瘤细胞对放疗的抵

抗依赖于酶介导的双链DNA缺口(DSB)修复机

制, 尤其是NHEJ修复机制. 后者依赖于DNA-PK
的作用, 而已有研究表明PARP-1与DNA-PK之

间存在相互作用[18-19], 这一定程度上为PARP-1
抑制剂联合放疗的应用研究提供了理论基础. 
Veuger et al [41]利用小鼠胚胎成纤维细胞和中国

仓鼠卵巢细胞研究发现, PARP-1或DNA-PK缺

失均可使相应细胞对放射的敏感性提高到4倍, 
并降低G0期细胞的潜在致死损伤修复(PLDR). 
PARP-1特异性抑制剂AG14361和DNA-PK特异

性抑制剂NU7026可分别使PARP-1和DNA-PK
无缺陷的细胞对放射的敏感性增加, 二者联用

具有加和作用. AG14361或NU7026单用分别可

使非缺陷细胞的PLDR降至1/3, 二者联用可完

全阻止PLDR. 联用AG14361或NU7026后, 即使

在放射后24 h仍可阻止90%的DNA-DSB重新结

合. 这种对放射介导的DNA-DSB修复抑制作用

与其细胞毒作用加强相关. Calabrese et al [36]在活

体实验中发现AG14361可增强皮下移植结肠癌

细胞的小鼠对局部放疗的敏感性. Brock et al [42]

发现PARP-1抑制剂INO1001可提高人类成纤维

细胞对放射线的敏感性. 这些预示着PARP-1抑
制剂单独应用或与其他抗肿瘤药联合可能有利

于提高肿瘤对放疗的敏感性. 
此外, 单独抑制PARP-1在肿瘤治疗(主要是

乳腺癌)研究方面取得了一定进展. 乳腺癌易感

基因BRCA1和BRCA2在DNA同源重组(HR)、
单核苷酸切除修复(NER)以及可能在非同源末

端连接(NHEJ)中发挥重要作用[43]. 家族性乳腺

癌多数由于BRCA1或BRCA2的一个等位基因

遗传缺陷引起, 某些杂合子细胞由于残留的一

个BRCA1或BRCA2等位基因缺失可能启动了

肿瘤的发生. BRCA缺陷细胞(系指BRCA1-/-或

BRCA2-/-细胞)同源重组(HR)缺陷, 抑制PARP-1
可使正常情况下依赖姐妹染色单体交换(SCE)
修复的DNA损伤(lesion)产生增多, 这些损伤在

同源重组(HR)缺陷细胞中积聚可导致染色质失

常甚至细胞死亡. Farmer et al [44]通过干扰PARP-1
的RNA发现, BRCA1缺陷的小鼠胚胎干细胞株

比BRCA1正常的野生株克隆存活率低. 类似结

果见于BRCA2缺陷的中国仓鼠卵巢细胞, 以及

BRCA1 mRNA损耗的人乳腺癌细胞株MCF7中. 
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同样, 利用PARP-1高效选择抑制剂KU0058684
和KU0058948分别作用于野生株、BRCA1缺陷

株和BRCA2缺陷株, 发现后两株的敏感性明显

高于野生株. 而由于KU0051529不能有效抑制

PARP-1和PARP-2, 其作用后三组敏感性无明显

差异. KU0058684作用24 h后的细胞多数停滞

在G2期. 尽管BRCA缺陷细胞对PARP-1高效抑

制剂高度敏感, 杂合子的BRCA1突变细胞和杂

合子BRCA2突变细胞均无此效应. Bryant et al [45]

将人类乳腺癌细胞系MCF7野生株和MDA-MB-
231(p53突变株)分别经BRCA2-siRNA处理, 发
现两株细胞对PARP抑制剂NU1025的敏感性无

差异, 但NU1025仅使BRCA2-siRNA处理后的两

株细胞生存率明显下降. 利用RNA干扰同时造

成BRCA2和PARP-1损耗可使细胞生存率明显

降低. 将BRCA2-/-细胞和BRCA2+/-细胞移植入裸

鼠股部, 用PARP-1抑制剂AG14361作用于两组

后, 发现BRCA2-/-组鼠相对BRCA2+/-组鼠肿瘤生

长明显受抑制. BRCA2-/-细胞由于同源重组缺陷, 
对PARP-1抑制剂特别敏感, 因此在BRCA2+/-患

者的肿瘤治疗中(肿瘤组织为BRCA2-/-), PARP-1
抑制剂极有可能实现肿瘤特异性治疗. 最近研

究表明在同源重组(HR)遗传缺陷细胞中PARP-1
是必需的, 而且似乎并不局限于缺陷的是参与

HR的某一种具体分子, 因此抑制PARP-1可能为

HR缺陷的肿瘤的治疗提供了新的前景[7,44-45]. 
总之, 对PAPR-1的研究一定程度上推动了

DNA修复、细胞凋亡、增殖分化的机制研究, 
有助于我们进一步探索肿瘤的发生机制和治疗

策略. 将来恶性肿瘤治疗策略是对肿瘤细胞的

特异杀伤, 而对正常细胞DNA影响甚微的靶向

治疗, PARP-1有望成为有效而特异的抗肿瘤靶

分子之一. 今后PARP-1的研究大体有两个方向: 
一是对PARP-1在肿瘤和其他疾病的分子机制进

一步广泛和深入的研究; 另一方面是PARP-1干
预手段的探索和临床应用, 包括高效特异而安

全的PARP-1抑制剂的研制开发和RNA干扰等技

术的应用. 相信随着PARP-1研究的进展, 以及联

合其他抗肿瘤治疗手段的进步, 针对PARP-1的
靶向干预在肿瘤防治中必将发挥重要的作用. 
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

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

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

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

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

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

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

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

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

投稿和报名参加. 

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

副主任积极投稿和报名参加.

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

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

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

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of RAB5A 
and CD44v9 and their significances in colorectal 
cancer.

METHODS: SP immunohistochemical method 
was adopted to detect the expression of RAB5A 
and CD44v9 proteins in the pathological par-
affin sections from colorectal cancer (n = 43). 
RNA samples of 60 fresh tissues excised from 
patients with colorectal cancer were extracted 
and reversely transcribed into cDNAs, and then 
real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) 
was used to detect the expression of RAB5A and 
CD44v9 genes. The correlations of RAB5A and 
CD44v9 expression with the differentiation and 
metastasis of colorectal cancer were analyzed�.

RESULTS: RAB5A protein was positively ex-
pressed in cytoplasm cell membrane with a rate 
of 100%, while CD44v9 protein was positively 

expressed only in cytoplasm with a rate of 
86.7%. RT-PCR results showed that Tm of each 
sample was coincided with that of positive con-
trol by melting curve analysis. The expression of 
RAB5A cDNA was lower in highly and moder-
ately differentiated cancers than that of poorly 
differentiated ones (P < 0.01), and it was also 
lower in cancers without lymph node metastasis 
than that with lymph node metastasis (P < 0.01). 
The expression of CD44v9 gene and protein 
were positively related to those of RAB5A (χ2 = 
14.532, P < 0.01).

CONCLUSION: The expression of RAB5A and 
CD44v9 are correlated with the differentiation 
and metastasis of colorectal cancer, which may 
play important roles in the signal transduction 
across cellular membrane and matrix invasion.

Key Words: RAB5A; CD44v9; Colorectal cancer; 
Differentiation; Metastasis

Li ZG, Li XD, Dong XS, Pang HG, Du J. Significance of 
RAB5A and CD44v9 expression in colorectal cancers 
tissues. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(9):848-852

摘要
目的: 探讨大肠癌组织RAB5A和CD44v9表达
的意义. 

方法: 应用SP免疫组化法检测43例大肠癌病
理蜡块中RAB5A和CD44v9的蛋白质表达; 取
60例大肠癌患者新鲜组织标本, 提取RNA并
逆转录合成cDNA, 应用Real-time PCR法检测
组织样本中RAB5A和CD44v9的基因表达; 分
析CD44v9和RAB5A的基因与蛋白质表达量
与大肠癌分化及转移程度的相关性. 

结果: RAB5A蛋白表达阳性率为100%, 阳性
表达位于胞质和胞膜; CD44v9表达阳性率为
86.7%, 阳性表达位于胞质; 荧光定量PCR结
果经熔解曲线分析各样本扩增产物的Tm值一
致并与阳性对照的Tm值吻合. RAB5A cDNA
的表达量在高分化和中分化大肠癌组织中低
于低分化大肠癌组织(P <0.01), 在无淋巴结
转移的大肠癌组织中低于有淋巴结转移的组

■背景资料
研究表明RAB5A
和CD44v9在肺癌
和胃癌等组织中
的高表达与肿瘤
的分化、浸润和
转移存在着正相
关, 但其与多种消
化道肿瘤的相关
性尚待进一步研
究.

®
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■研发前沿
RAB5A和CD44v9
与恶性肿瘤转移
的相关性为近期
研究的重点.

织(P <0.01), 而CD44v9 cDNA的表达趋势与
RAB5A相同; RAB5A与CD44v9的蛋白和基因
表达均呈正相关(χ2 = 14.532, P <0.01).

结论: RAB5A和CD44v9的表达与大肠癌的分
化和转移有关, 可能在跨膜信号传导和基质侵
袭中共同发挥作用.

关键词: RAB5A; CD44v9; 结直肠肿瘤; 分化; 转移
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0  引言

大肠癌为常见多发病, 其发病率有逐年上升趋

势. 近年来, 人们对大肠癌的浸润与转移机制进

行了广泛的研究. RAB5A和CD44v9是近期研究

较多的两类分化和转移相关靶基因, 研究表明, 
其在肺癌和胃癌等组织中的高表达与肿瘤的分

化、浸润和转移存在着正相关[1], 但其与多种消

化道肿瘤的相关性尚待进一步研究. 我们研究

了大肠癌组织标本中RAB5A和CD44v9基因和

蛋白质的表达, 以探讨二者与大肠癌分化及转

移的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 RAB5A和CD44v9抗体由美国Santa 
C r u z公司生产;  S Y B R荧光定量P C R即用试

剂盒由美国A B I公司生产 ;  T r i z o l试剂由美

国lnvitrogen生物公司生产; MuMLv Reverse 
transcr iptase由美国Promega生物技术公司生

产; DEPC由美国S igma生化试剂公司生产; 其
他均为国产试剂纯. Gene Amp PCR System 
2400型PCR仪由美国MJ公司生产; J2-21M型

台式冷冻离心机由美国B e c k m a n公司生产 . 
2003-01/2003-05资料完整并经病理证实的大

肠癌石蜡包埋组织43例, 男27例, 女16例. 年
龄26-74岁, ≥55岁21例, <55岁22例. 高分化12
例, 低分化31例(含黏液腺癌10例). 应用Primer 
P r e m i e r5 .0进行引物设计 .  引物序列分别如

下: CD44v9上游引物FCD44v9: 5'-GCA GAG TAA 
TTC TCA GAG CTT CTC TAC AT-3'; 下游引物

RCD44v9: 5'-TTG ATG TCA GAG TAG AAG TTG 
TTG GAT GG-3', 扩增产物片段长度为195 bp. 
RAB5A上游引物FRAB5A: 5'-AGC ACT AGG CTT 
GAT TTG-3'; 下游引物RRAB5A: 5'-CAC CGC CAT 
AGA TAC ACT-3', 扩增产物片段长度为299 bp. 

由上海生工生物工程公司合成.
1.2 方法 免疫组化按照说明书步骤进行操作, 以
PBS代替一抗作为阴性对照. 结果判定: RAB5A
阳性表达以细胞膜和/或细胞质内出现棕黄色颗

粒为准, CD44v9以血管内皮细胞的细胞质内或

细胞膜出现棕黄色颗粒者为准, 计数5个高倍视

野或1 000个细胞. 按染色强度计分: 0分为无色, 
1分为淡黄色, 2分为棕黄色, 3分为棕褐色. 按阳

性细胞所占百分比计分: 0分为阴性, 1分为阳性

细胞≤10%, 2分为阳性细胞数11%-50%, 3分为

阳性细胞数51%-75%, 4分为阳性细胞数>75%. 
染色强度与阳性细胞所占百分比乘积3-5分计为

(+), 6-9分为(++), 12分为(+++). 各指标≥6分为

高表达, <6分为低表达. 另入院手术病理证实的

大肠癌患者新鲜组织标本60例, 男37例, 女23例. 
年龄35-87岁, ≥55岁39例, <55岁21例. 高中分化

48例, 低分化12例. 取全层组织标本约100 mg, 
经典Trizol法提取总RNA、逆转录cDNA第一链

合成. 先用β-ac t in上、下游引物进行扩增以确

定实验条件, 然后进行RAB5A和CD44v9基因

扩增. RAB5A的反应条件为95℃预变性10 min; 
95℃ 30 s, 50.8℃ 30 s, 72℃ 45 s; CD44v9的
反应条件为95℃预变性10 min; 95℃30 s, 55℃ 
30 s, 72℃ 1 m in, 均扩增30个循环. 在每一循

环的退火温度时收集荧光信号. PCR反应后, 按
1.0℃/step的温度上升速率从65℃递增至99℃进

行熔解曲线分析. 用ABI Prism 7000专用软件进

行结果分析, cDNA的定量以扩增曲线的交叉点

(crossing point, Cp)的数值来表示. 产物特异性经

解链曲线分析确定, 并取反应产物5 μL进行琼

脂糖凝胶电泳, 以检验反应的特异性.
统计学处理 运用SAS 6.12软件包分析数据. 

计量资料的数据以mean±SD表示, 组间差异采

用方差分析处理, P <0.05表示差异具有统计学

意义.

2  结果

2.1 免疫组化检测结果 43例大肠癌组织中, RA-
B5A蛋白阳性率达100%, 高分化的12例中只有3
例强阳性, 而低分化的31例中28例强阳性, 即随

着大肠癌分化程度逐渐降低, RAB5A表达明显

增高; 阳性表达位于胞质和胞膜(图1). 在43例大

肠癌组织中, 35例有不同程度的CD44v9表达, 阳
性率为81.4%, 阳性表达主要位于胞质(图2). 随
着大肠癌分化程度逐渐降低, CD44v9蛋白表达

呈明显增高的趋势. RAB5A表达随着大肠癌分
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■创新盘点
关 于 R A B 5 A 和
CD44v9与大肠癌
的相关研究目前
多集中于蛋白水
平, 而本文则从基
因水平对其与大
肠癌的相关性作
了较为深入的研
究.

化程度的降低而明显增高(P <0.01), 而与大肠癌

患者的年龄、性别无明显相关(P >0.05, 表1). 不
同分化程度大肠癌组织CD44v9的表达程度差异

有显著性(P <0.01), 与大肠癌患者的年龄、性别

也无明显相关(P >0.05, 表1). 此外, RAB5A蛋白

强阳性表达的31例中, 26例同时CD44v9强阳性

表达, 5例CD44v9阴性/弱阳性表达; RAB5A蛋

白弱阳性表达12例中, 10例同时CD44v9阴性/弱
阳性表达, 2例CD44v9强阳性表达, 两者的表达

水平差异有显著性(P <0.01), 显示RAB5A蛋白与

CD44v9的表达呈正相关. 
2.2 荧光定量PCR实验结果 经熔解曲线分析各

样本扩增产物的Tm值一致并与阳性对照的Tm
值吻合, 阴性对照均未见扩增(图3A-B). 其中, 
RAB5A cDNA的表达量在高分化和中分化大肠

癌组织中要低于低分化大肠癌组织(P <0.05), 显
著低于大肠癌黏液腺癌组织(黏液腺癌组织(液腺癌组织(P <0.01). 而CD44v9 
cDNA的表达趋势与RAB5A相同. 定量PCR产物

琼脂糖凝胶电泳结果可见RAB5A基因的产物在

299 bp处有特异性条带(图4), 而CD44v9基因的

产物在195 bp处有特异性条带.

3  讨论

RAB5A是位于质膜, 早期内体上的GTP酶开关, 

图  1  大肠癌组织RAB5A蛋白表达 (SP×200). A: 阴性对照; 

B: 低分化大肠癌组织; C: 高分化大肠癌组织.

图  2  大肠癌组织CD44v9蛋白表达 (SP×200). A: 阴性对照; 

B: 低分化大肠癌组织; C: 高分化大肠癌组织.

A

B

C

A

B

C

表  1  RAB5A与CD44v9蛋白表达程度与大肠癌临床病理
特征间的关系

    临床及病                     RAB5A蛋白表达程度   CD44v9表达程度

理学指标                          +/++	   +++         －/++          +++

男	          27           8            19            14             13

女	          16           4            12              9	    7

年龄≤55	          21           6            15            12	    9

        >55	          22           6            16            11	  11

高分化	          12           9              3            10	    2

低分化	          31           3             28b          13	  18b

有淋巴结转移    32           5            27            13	  19

无淋巴结转移    11           8              3d             8	    3d

bP<0.01 vs  高分化, dP<0.01 vs  有淋巴结转移.

n
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■应用要点
本文为进一步研
究肿瘤转移相关
基因提供了新的
研究靶点, 下一步
可对其与肿瘤细
胞的侵袭等转移
相关特性进行研
究.

负责调控胞吞中早期内体的融合, 与细胞内物

质运输、蛋白分选以及信号传导、受体下调和

病原体吞噬有关. RAB5A蛋白突变体研究表明, 
RAB5A蛋白的突变可导致细胞功能失调, 引起

多种疾病发生. 李钰 et al [2]采用mRNA差异展示

技术发现RAB5A基因在具有高转移潜能的人

肺腺癌细胞系Anip973中高表达, 而在其低转移

潜能的母系AGZY83-a中低表达, 是一个肺癌转

移相关基因. 陈宇 et al [3]曾应用免疫组化SP法检

测胃癌石蜡包埋组织RAB5A蛋白的表达情况, 
发现RAB5A与胃癌分化程度相关, 分化程度越

低RAB5A的表达越高. 为进一步研究RAB5A与

消化道肿瘤分化程度的相关性, 我们以大肠癌

为研究对象, 选用与大肠癌分化相关的细胞黏

附分子CD44v9作为参照, 以探讨其在大肠癌进

而在肿瘤的形成和演进中的作用. CD44是细胞

黏附分子家族中的一员, 主要位于细胞表面, 介
导细胞与细胞间或细胞与基质间相互接触和结

合, 以配体-受体对应的形式发挥作用. CD44基
因在转录过程中, 外显子经过选择性剪切可产

生多种变异型, 与肿瘤的形成、演进、转移及

复发有明显关系[4]. CD44v9是由外显子14插入

CD44标准型近细胞膜细胞外功能区上形成的. 
Higashikawa et al [5]研究证明CD44v9与消化道肿

瘤关系最为密切, 可能与大肠癌的分化有密切

关系. 
我们发现, R A B5A蛋白在43例高低不同

分化程度的大肠癌组织中表达的阳性率达

100%(43/43), 其表达随着大肠癌分化程度的降

低而明显增高(P <0.01), 并随着大肠癌转移度的

增高而增加(P <0.01), 提示RAB5A蛋白的表达

程度可能与大肠癌细胞分化以及浸润转移的能

力密切相关. 同时发现CD44v9蛋白表达随着大

肠癌分化程度的降低也明显增高(P <0.01), 这
与已有研究报道相符[6-7]. 统计学相关性分析表

明RAB5A蛋白与CD44v9的表达水平呈显著性

正相关(P <0.01), 因此与分化相关细胞黏附分子

CD44v9可作为阳性参照, 以探讨RAB5A与大肠

癌分化的关系, 并进一步探讨RAB5A作为蛋白

质跨膜分选的信号调控开关, 在高低不同分化

程度的大肠癌中与CD44v9表达的相关性. 同时

也提示两者在大肠癌分化过程和浸润转移中共

同发挥调控作用, 联合检测两蛋白表达对预测

肿瘤分化程度、远隔转移的发生及评估预后将

具有一定的指导意义. 
荧光定量P C R技术是目前基因定量的最

常用的技术, 可以实时动态地显示PCR扩增曲

线的生成, 定量的线性范围大于7个数量级, 区
分5 000和10 000个拷贝的DNA模板可信度达

99.7%. SYBR Green Ⅰ是一种只与DNA双链结

合的荧光染料, 与DNA双链结合时发出荧光, 
从D N A双链上释放出来时 ,  荧光信号急剧减

弱. 因此, 在一个体系内, 其信号强度代表了双

链DNA分子的数量[8]. 本研究应用SYBR Green 
Ⅰ荧光染料一步法, 对60例大肠癌临床标本中

RAB5A和CD44v9的表达进行了研究. 结果可见, 
RAB5A基因在大肠癌标本中均有表达, 随着肿

瘤分化程度的降低其表达量逐渐增多, 尤其是

伴有淋巴结转移的组织, 其表达量明显高于无

转移的组织. 同时, CD44v9基因的表达也随其转

移度的增加而增加. 此现象与应用免疫组化法

图  3  RAB5A cDNA定量RT-PCR结果和熔解曲线. A: 定量

RT-PCR结果; B: 熔解曲线. a: 黏液腺癌; b: 低分化腺癌; c: 

中分化腺癌; d: 高分化腺癌; control: 阴性对照组.

图  4  大肠癌标本RAB5A定量PCR特异性检测. 1: 高分化无

转移; 2: 低分化有远处转移; 3, 4: 相应标本的β-actin PCR产

物; 5: DL2000 Marker. 
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得出的RAB5A和CD44v9蛋白质表达趋势相同. 
两结果互相验证, 从而在mRNA和蛋白质两个水

平同时证明了RAB5A和CD44v9的表达与大肠

癌的转移程度呈正相关. 
总之, RAB5A和CD44v9的表达与大肠癌的

分化和淋巴结转移有关, RAB5A在大肠癌的进

展和分化过程中可能通过调控蛋白质跨膜运输

通路发挥重要的作用, 并且二者可能共同在肿

瘤转移过程中发挥作用, 而其中的具体机制有

待于进一步研究. 
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■背景资料
SAP常伴有胰外
多脏器功能的损
害 ,  其 中 肺 损 伤
是最常见和最严
重的并发症之一. 
ET是由内皮细胞
合成和释放的生
物活性肽, 他是胰
腺炎急性炎症反
应的重要介质, 同
时ET也与许多肺
部疾病的发生、

发展具有密切关
系, 而丹参具有活
血化淤、抑制氧
自由基、解除血
小板聚集、调节
脂质炎症介质的
代谢等作用.
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Abstract
AIM: To explore the changes of endothelin (ET) 
levels, in serum and lung, and the therapeutic 
effects of labiatae on severe acute pancreatitis 
(SAP) with lung injury in rats.

METHODS: A total of 60 Wistar rats were ran-
domized into sham operation group (J), model 
group (F), and Danshen treatment group (D). 
The model of SAP was established by retrograde 
injection of 50 g/L sodium taurocholate into the 

pancreatic and biliary duct. The rats in group 
D were intraperitoneally injected with Danshen 
(5  mL/kg) 1 d before and 10 min after model-
ing. The levels of serum and pulmonary endo-
thelin-1 were evaluated 24 and 48 h after mod-
eling. Meanwhile, the changes of pulmonary 
histopathology and lung index were observed�.

RESULTS: In comparison with those in group 
J, the pulmonary histopathological changes in 
group F were significantly aggravated, and the 
level of serum endothelin-1 and lung index were 
increased markedly 24 and 48 h after modeling 
(endothelin-1: 75.8 ± 4.8, 70.4 ± 4.8 ng/L vs 32.0 
± 6.9, 30.3 ± 4.8 ng/L, P < 0.01; lung index: 0.62 ± 
0.06, 0.73 ± 0.07 vs 0.41 ± 0.08, 0.41 ± 0.07, P < 0.01). 
Meanwhile, the expression of pulmonary endo-
thelin-1 (using optical density) was elevated (F 
group: 0.48 ± 0.09, 0.61 ± 0.10; J group: 0.05 ± 0.01, 
0.05 ± 0.01, P < 0.01; for 24 and 48 h respectively). 
Compared with those in group F, the pulmonary 
pathological changes in group D were notably 
alleviated, and the levels of serum endothelin-1 
and lung index were notably dropped 24 and 
48 h after modeling (60.2 ± 7.3 ng/L, 0.52 ± 0.06, 
P < 0.05; 57.9 ± 5.4 ng/L, 0.58 ± 0.06, P < 0.01), 
and the expression of pulmonary endothelin-1 
was also decreased significantly (0.23 ± 0.10, 0.36 
± 0.09, for 24 and 48 h, respectively, P < 0.01 vs 
group F). The expression of pulmonary endothe-
lin-1 was correlated with the lung index both at 
24 and 48 h (r = 0.736, P < 0.01; r = 0.828, P < 0.01).

CONCLUSION: Endothelin-1 plays an impor-
tant role in lung injury induced by SAP. Danshen 
can protect lung tissues from such injury.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Lung injury; 
Endothelin; Danshen

Huang XL, Liu SY, Wang GP, Zeng HM, Yang L, 
Wang Z. Changes of endothelin levels and therapeutic 
effects of Danshen in lung injury induced by severe 
acute pancreatitis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(9):853-857

摘要
目的: 探讨重症急性胰膜炎(SAP)肺损伤时血

®
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■研发前沿
急 性 肺 损 伤 是
SAP早期最常见
和最严重的并发
症之一, 故有人认
为其可以作为临
床评价SAP严重
程度的标准之一. 
因此, 对于ALI的
发病机制、诊断
和治疗已经成为
SAP研究中的一
项重要课题.

清和肺组织内皮素(E T)变化及丹参的保护
作用. 

方法: Wistar大鼠60只, 随机分为假手术组(J
组)、模型组(F组)和丹参治疗组(D组). 50 g/L
牛磺胆酸钠胰胆管逆行注射方法制作SAP模
型. D组大鼠分别在造模前1 d和造模后10 min 
ip丹参注射液(5 mL/kg). 各组在制模后24 h及
48 h测定血清ET-1水平及其在肺组织(光密度)
表达情况, 同时观察肺系数变化及肺组织病理
学改变. 

结果: 与J组比较, F组24和48 h肺组织损伤明
显加重, 血清ET-1水平(F组: 75.8±4.8, 70.4±
4.8 ng/L; J组: 32.0±6.9, 30.3±4.8 ng/L)和肺
系数显著增高(F组: 0.62±0.06, 0.73±0.07; J
组: 0.41±0.08, 0.41±0.07)(P <0.01), 肺组织24
和48 h ET-1表达增高(F组: 0.48±0.09, 0.61±
0.10; J组: 0.05±0.01, 0.05±0.01)(P <0.01). 与
F组比较, D组24和48 h肺组织学损伤明显减
轻, 血清ET-1水平和肺系数明显下降(60.2±
7.3 ng/L, 0.52±0.06, P <0.05; 57.9±5.43 ng/L, 
0.58±0.06, P <0.01), 肺组织ET-1表达明显减
少(0.23±0.10, 0.36±0.09, P <0.01). 相关性分
析显示, 造模后24和48 h肺组织ET-1表达与
肺系数密切相关(r  = 0.736, P <0.01; r  = 0.828, 
P <0.01).

结论: ET-1在SAP肺损伤中起着重要的作用, 
丹参对SAP肺损伤具有保护作用.

关键词: 胰腺炎; 肺损伤; 内皮素; 丹参
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
常伴有胰外多脏器的损害, 其中肺损伤是最常

见和最严重的并发症之一, 且多在SAP的早期

出现[1]. SAP发病2 wk内死亡者, 约50%以上是

由于并发肺损伤所致[2]. SAP时的微循环障碍是

胰腺及肺、肾等胰外器官损害的重要原因之一. 
内皮素(endothelin, ET)及其受体对肺通气和肺

循环起着重要的调节作用, 其合成、分泌和代

谢的异常与许多肺部疾病的发生、发展具有密

切关系[3]. 我们旨在观察SAP大鼠血清和肺组织

ET的变化及其与肺损伤的相关性, 同时探讨丹

参的保护机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康Wistar♂大鼠60只, 体质量

200-300 g, 购自南京安立默科技有限公司. 牛磺

胆酸钠购自美国Sigma公司; 戊巴比妥钠购自中

国医药上海化学试剂公司; 丹参注射液为四川

升和制药有限公司产品; 内皮素ELISA试剂盒由

美国DR lab提供; SP-9000免疫组化染色试剂盒

购自北京中杉金桥生物技术有限公司; ET-1一
抗购自北京博奥森生物技术有限公司. CliniBio 
128C酶标仪: 澳大利亚ASYS Hitech GembH.
1.2 方法 将大鼠随机分为3组: 急性重症胰腺炎

假手术组(J组)、模型组(F)、丹参治疗组(D). 各
组又按模型制备后24 h, 48 h分为2组, 每组10
只. 大鼠术前禁食12 h, 不禁水, 按体质量腹腔内

注射30 g/L戊巴比妥钠溶液(40 mg/kg), 麻醉生

效后, 上腹正中切口, 寻找到十二指肠及胰胆管, 
用小动脉夹阻闭胰胆管近肝门端及近肠端, 以
4.5号针头逆行穿刺入胰胆管, 注入50 g/L牛磺

胆酸钠溶液, 剂量1.5 mL/kg, 注毕5 min后去除

小动脉夹, 观察到出现胰腺水肿伴出血后缝合腹

壁. J组仅作剖腹及轻轻翻动十二指肠和胰腺. D
组在造模前1 d及造模后10 min内分别ip丹参注

射液, 剂量5 mL/kg, 余两组ip等容积生理盐水. 
各组大鼠均在麻醉前5 min计算呼吸频率, 并在

手术清醒后每30 min计算一次呼吸频率, 连续

观察6 h, 同时观察临床变化. 大鼠处死后取肺和

胰腺组织, 40 g/L福尔马林溶液固定, 取胰头部

及右下肺组织常规脱水石蜡包埋, 4-6 μm切片, 
HE染色, 光镜观察胰腺和肺组织充血、水肿、

出血、坏死、炎细胞浸润情况. 模型成功后在规

定时相点, 取大鼠股动脉血2 mL, 离心取上清, 
-20℃低温保存, 采用ELISA方法检测血清ET-1
水平, 参照ELISA试剂盒说明书操作. 

肺系数计算: 肺湿质量(g)/大鼠质量(g)×
100. 肺组织ET-1免疫组化染色: 取各组大鼠肺

石蜡切片, 常规S-P法免疫组化染色, 按SP-9000
免疫组化染色试剂盒说明书操作, 工作浓度1∶
200, PBS代替一抗为空白对照. 结果判断: 细胞

染色为棕黄色, 定位于胞质. 着色强度: (-)为未

着色, (+)为浅黄色, (++)为黄色, (+++)为棕黄色. 
大鼠肺组织ET-1免疫染色切片(每组5张切片), 
并用图像分析软件计算每张切片中5个肺小血管

壁及5个细支气管壁的ET-1平均A值.
统计学处理 所有数据均以mean±SD来表

示, 采用单因素方差分析和q检验, 肺组织A值与

肺系数采用Pearson相关分析, 以P <0.05为差异
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■创新盘点
本文分别观察了
造模成功后24 h
和48 h ET在血液
和肺组织中的表
达与肺损伤的关
系, 而其他文章多
数报道造模24 h
内一些炎性介质
的变化, 未见用免
疫组化法检测ET
在SAP相关肺损
伤的肺组织中表
达的类似报道.

显著性. 采用SPSS 11.5软件包进行统计学处理.

2  结果

各组大鼠在实验前呼吸平稳, 呼吸频率(RR)为
40-50次/min, F组制模后呼吸立即加快, RR为

90-100次/min, 显著高于术前, 伴有呼吸窘迫, 口
唇紫绀; D组动物术后呼吸困难渐减轻, RR为

70-90次/min; J组动物术后呼吸稍快, 为60-70次
/min.
2.1 胰肺组织病理改变 胰腺组织: J组胰腺组织

正常; F组大鼠的胰腺腺泡细胞坏死融合成大片

状, 叶间隔、小叶间隔及腺泡间隔显著增宽, 炎
症细胞浸润明显, 微血管充血伴血栓形成并可

见红细胞渗透至间质; D组上述病变程度减轻; F
和D组中24 h组均较48 h组病变程度轻. 肺组织: 
J组肺组织正常; F组大鼠的肺内及支气管周围大

量炎细胞浸润、间质充血、水肿、出血, 肺泡

壁完整性破坏; D组上述病变程度减轻; F和D组

中24 h组均较48 h组病变程度轻(图1-2). 

2.2 血清ET-1水平 F组各时点血清ET-1水平显著

高于D和J组(P <0.01), D组明显高于J组(P <0.01), 
F组中制模后24 h组的血清ET-1水平稍高于制

模后24 h组, 但差异无显著性(表1).
2.3 肺系数和肺组织ET-1表达 F组各时点肺系

数明显高于J组和D组(P <0.01), D组明显高于F
组(P <0.01), 且F组中制模后48 h组的肺系数较

24 h组明显升高(P <0.05, 表1). ET-1主要在支气

管黏膜细胞, 血管浆液细胞、肺泡Ⅱ细胞的胞

质表达, 阳性细胞表现为棕黄色颗粒物. F组ET-1表达, 阳性细胞表现为棕黄色颗粒物. F组ET-1
免疫组化呈强阳性表达(+++), D组呈阳性表达

(+～++), J组呈阴性至弱阳性表达(-～+)(图1). F
组各时点的A值显著高于D和J组(P <0.01), D组

显著高于J组(P <0.01), F组中制模后48 h组高于

24 h组, 但差异无统计学意义(表1).
2.4 相关性分析结果 制模后24 h肺组织免疫组

化A值与肺系数密切相关(r = 0.736, P <0.01); 制
模后48 h肺组织免疫组化A值与肺系数密切相

关(r = 0.828, P <0.01).

图  1  SAP大鼠肺组织ET-1表达 (SP×200). A: J 24 h; B: J 48 h; C: F 24 h; D: F 48 h; E: D 24 h; F: D 48 h.

A B

C D

E F
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■应用要点
本文不是临床研
究, 虽然丹参在实
验中的作用被证
实, 但临床应用的
确切作用尚不能
确立, 因此临床意
义有限.

3  讨论

ET为内皮细胞分泌释放的一种具多种活性功能

的血管活性多肽, 他是迄今认为在体内作用最

强、持续时间最久的缩血管物质. 肺脏是体内

ET含量最丰富的器官[4], ET在肺内广泛分布于

肺血管、呼吸道上皮、黏膜腺体和拟交感神经

节. 肺既是ET作用的靶器官, 又是ET合成、分

泌、代谢的重要场所[5], 肺内主要产生ET-1, 亦
有少量的ET-3. ET-1具有强烈的缩血管和促进气

管、支气管平滑肌收缩的功能[6]. 
本实验应用Aho et al [7]牛磺胆酸钠胰胆管逆

行注射方法成功复制了SAP模型, 病理标本可见

胰腺及肺组织充血、水肿, 光镜下胰腺腺泡和

肺组织均有不同程度坏死、出血、间质水肿、

炎细胞浸润, 符合胰腺炎相关性肺损伤病理改

变. 本实验结果表明: 大鼠造模后24 h血清ET-1
水平增高, 且在肺组织中高表达, 随着时间的延

长, 肺组织损伤加重, ET-1在肺组织中表达更明

显, 但血清ET-1的浓度反而有所下降, 原因可能

为: 由于肺损伤的加重, 肺组织破坏增加, 肺组

织中ET-1代谢减慢, 而其合成和释放入血液的

ET-1减少. ET-1的这种变化提示我们, ET-1可能

主要在SAP肺损伤的早期起作用. 另外, 相关性

分析也显示, 在不同的时间点肺组织ET-1的A值

与肺系数呈密切正相关, 间接提示肺内ET-1水
平与肺水肿程度密切相关. 这与陈晓玲 et al [8]有

关肺组织ET-1含量与急性肺损伤病变的程度呈

正相关的报道一致. SAP时由于肠道细菌移位出

现内毒素血症, 而内毒素又是ET-1合成与释放

的强烈刺激因素, 使血清和肺内ET-1升高. ET的
过度生成可造成血液循环障碍[9], 降低胰血流, 
引起胰腺局部缺血坏死[10-11], 并可引起肺血管的

强烈收缩, 导致肺动脉高压和肺水肿. 同时, ET
可导致气管、支气管和细支气管的持续收缩, 

    

表  1  SAP大鼠血清ET-1水平、肺系数和肺组织ET-1 A 值比较 (mean±SD,  n = 10)

                                            血清ET-1 (ng/L)		                       肺系数	                                        肺组织ET-1 A 值   

                                      24 h                       48 h	         24 h                       48 h	                24 h                       48 h

假手术组 (J)

模型组 (F)

治疗组 (D)

aP<0.01, bP<0.05 vs  J组; cP<0.05, dP<0.01 vs  F组; eP<0.05 vs  F 24 h组.

32.00±6.86        30.30±4.83         0.41±0.08          0.41±0.07          0.05±0.01          0.05±0.01

75.80±4.76a       70.40±4.77a        0.62±0.06a         0.73±0.07ae       0.49±0.09a         0.61±0.10a

60.20±7.29ad      57.90±5.43ad       0.52±0.06ac        0.58±0.06bd       0.26±0.10ad        0.36±0.09ad

分组

图  2  SAP大鼠胰腺组织HE染色 (SP×200). A: J 24 h; B: F 24 h; C: D 24 h; D: F 48 h.

A B

C D
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■同行评价
内皮素是急性炎
症反应的重要介
质, 也是SAP合并
肺损伤的介质. 本
文实验研究SAP
大鼠模型的内皮
素改变与肺损伤
的关系以及丹参
的治疗作用及机
制, 是当前研究的
热 点 ,  有 一 定 意
义.

加重缺氧, 从而导致肺组织进一步损伤. ET还可

通过引起细胞外钙内流及动员细胞内钙库, 导
致细胞内钙超载[12], 进而促发炎性细胞的呼吸爆

破、释放氧自由基等, 促进介质损伤胰腺和肺

泡细胞. 
本实验发现丹参治疗组胰腺和肺病理改变

均较模型组轻, 大鼠临床症状减轻, 肺系数也有

所下降, 提示丹参对胰腺坏死及肺损伤具有一

定的保护作用. 丹参具有活血化淤、抑制氧自

由基、解除血小板聚集、调节脂质炎症介质的

代谢等作用, 并能阻止细胞外钙内流, 而使细胞

内游离钙浓度维持在生理许可范围内. 已有一

些实验证明 ,  丹参通过以上作用减轻胰腺损

害[13-16]. 本实验还发现丹参治疗组血清ET-1水平

及其在肺组织的表达均较模型组降低, 提示丹

参还能降低血和肺组织ET-1水平. ET-1具有收缩

肺血管的作用, 其水平的降低可使肺血管舒张, 
改善肺组织血流, 同时可改善气管、支气管和

细支气管的持续收缩, 缓解肺组织缺氧使损伤

减轻. 总之, 丹参在SAP发病早期应用, 对其并发

的肺脏损伤具有一定抑制作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of passive 
protection induced by the recombinant adeno-
virus bearing human rotavirus NSP4 gene and 
to explore the clues for novel rotavirus vaccine 
development.

METHODS: Human rotavirus NSP4 protein was 
expressed in a recombinant adenovirus. AdEasy 
system was recruited to facilitate the preparation 
and the NSP4 gene was inserted into the early 
1 region of the vector by homologous recom-
bination in E.coli. The expression of NSP4 was 
confirmed by Western blotting. The resultant 
recombinant adenovirus rvAdEasyNSP4 was in-

duced to mice by intranasal (i.n.) immunization. 
Specific IgG and IgA antibodies were detected 
in the murine serum. Murine pups born to the 
rvAdEasyNSP4 immunized dams were chal-
lenged with simian rotavirus SA11 strain orally 
4 d after birth, and the induced diarrhea was 
graded�.

RESULTS: The recombinant adenovirus 
rvAdEasyNSP4 showed typical morphology 
under electron microscope. The transcription of 
NSP4 specific mRNA by rvAdEasyNSP4 was 
confirmed with RT-PCR in infected 293 cells, 
and the expression of the NSP4 protein was 
verified by Western blotting. After immuniza-
tion for three times, the positive rates of serum 
IgG antibody were 28.5%, 85.7% and 100%, re-
spectively, while after the first immunization, 
the titer of serum IgG reached 1∶1 000. After 
immunization, the positive rate of IgA antibody 
reached the level of 71.4%. Moderate protection 
was achieved after simian rotavirus SA11 strain 
challenged in murine pups.

CONCLUSION: NSP4 protein of human rota-
virus strain can be expressed by a recombinant 
adenovirus vector and trigger effective immune 
response in mice, laying a solid foundation for 
the development of novel rotavirus genetic engi-
neering vaccine.

Key Words: Rotavirus; NSP4; Adenovirus vector; 
Immunization
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摘要
目的: 研究以非复制型重组腺病毒表达人轮
状病毒NSP4基因作为新型轮状病毒基因疫苗
的可行性. 

方法: 用AdEasy系统构建表达NSP4蛋白的

®

■背景资料
轮状病毒感染是
腹泻住院的主要
原因之一, 而预防
接种是控制全世
界婴幼儿轮状病
毒腹泻最有效的
手段 ,  故WHO将
轮状病毒疫苗作
为优先开发的疫
苗项目之一. 轮状
病毒腹泻对世界
各个国家、地区
和家庭的卫生保
健带来相当大的
影响, 发展安全、

有效, 可用于世界
各地儿童的轮状
病毒疫苗迫在眉
睫.
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■研发前沿
目前发展的轮状
病毒疫苗主要有
两大类: 口服轮状
病毒活疫苗和非
复制性疫苗. 口服
轮状病毒活疫苗
模拟自然轮状病
毒感染的保护作
用, 包括单价疫苗
和重配疫苗. 非复
制型疫苗有其理
论上的优点, 即不
需要人工减毒, 没
有回复突变的危
险等.

重组腺病毒, 并通过形态学观察、PCR、RT-
PCR、Southern blot和Western blot等对重组腺
病毒进行鉴定. 通过滴鼻途径免疫♀小鼠, 对
免疫后母鼠生产的乳鼠(4日龄)用SA11株轮状
病毒灌胃攻击, 观察腹泻的产生情况并进行腹
泻评级. 

结果: 获得了重组腺病毒r v A d E a s y N S P4. 
Southern blot表明, 在重组腺病毒中确有特异
性的NSP4基因整合, Western blot证明, 目的蛋
白得到表达. 初次免疫小鼠后血清IgG抗体的
滴度可达1∶1 000, 但阳转率仅为28.5%; 再次
免疫后, 血清抗体阳转率达到了85.7%; 第3次
免疫后, 血清抗体阳转率达到100%. 血清IgA
阳转率可以达到71.4%. 实验组乳鼠攻毒后腹
泻的百分率和腹泻评分(反应腹泻严重程度)
均较对照组低.

结论: 腺病毒载体可有效表达轮状病毒非结
构蛋白NSP4并可有效诱导小鼠免疫反应, 这
些结果的取得为新型轮状病毒疫苗的研制提
供了依据.

关键词: 轮状病毒; NSP4; 腺病毒载体; 免疫
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0  引言

早在1980年代初, 人们就开始研制一些轮状病

毒口服活疫苗, 用于预防儿童严重脱水性腹泻

及其导致的死亡. 其中猴-人轮状病毒四价重配

株口服活疫苗RotaShield于1998年在美国被批

准作为计划免疫疫苗, 但是由于怀疑与肠套叠

发病有关而于次年退出市场[1]. 在意外地发现

RotaShield与肠套叠有关后, 口服活疫苗就在

公众心中蒙上了阴影. 与口服疫苗不同, 肠道

外轮状病毒疫苗、非复制型重组疫苗等可能

不会涉及到肠套叠问题. 轮状病毒非结构蛋白

NSP4(nonstructural protein 4)因其在轮状病毒的

形态发生和致病性中发挥重要作用[2-3], 近来备

受瞩目. 我们以非复制型重组腺病毒表达NSP4
基因, 并以滴鼻途径免疫动物, 初步探讨其作为

新型轮状病毒基因疫苗的可行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 含有N S P4基因的克隆质粒p G E M-

11zf-NSP4为本课题组构建. 腺病毒骨架质粒

载体pAdEasy-1, 穿梭载体pShuttle-CMV质粒

及E.coli  BJ5183均由美国Johns Hopkins大学

TC He博士惠赠; 腺病毒E1区转化的人胚肾细

胞293购自美国ATCC. 用SalⅠ和NotⅠ双酶切

pGEM-11zf-NSP4质粒, 回收NSP4片段, 克隆入

pShuttle-CMV载体, 得到重组穿梭质粒pShuttle-
CMV-NSP4. 用PmeⅠ单酶切线性化pShuttle-
CMV-NSP4, 与腺病毒骨架质粒pAdEasy-1共
同电转化E.coli  BJ5183, 再将所得的重组腺病

毒质粒pAdEasy-1-NSP4转化宿主菌DH10B(rec 
A1, end A1), 挑取目的克隆, 提取质粒用PacⅠ
酶切线性化后, 使用Lipofectamine 2000(GIBCO)
转染293细胞 ,  将获得的重组腺病毒命名为

rvAdEasyNSP4. 用293细胞常规培养重组腺病

毒, 待细胞病变完全后, 反复冻融3次, 离心后取

病毒液上清少许, 经磷钨酸负染后在透射电子

显微镜下观察病毒形态. 用PCR扩增鉴定目的基

因片段. Southern blot: 采用Roche公司探针标记

与杂交试剂盒, 按说明书进行操作. 使用野生型

Ad5作为阴性对照. RT-PCR检测目的基因的转

录, 按照试剂盒说明进行. Western blot分析目的

蛋白表达, 方法参照分子克隆实验室手册[4].
1.2 方法 将6-8周龄♀Balb/c纯系小鼠随机分组, 
接种前, 通过小鼠尾部采取基础血进行轮状病

毒和NSP4抗体检测. 鼻腔接种时, 先用乙醚麻醉

小鼠, 然后将100 mL(2×108 IFU)的重组腺病毒

滴入小鼠鼻腔. 分别于免疫后4 wk和8 wk, 再
次经尾部采血, 并用与初次免疫时等量的病毒

加强免疫, 对照组接种等量的野生型5型腺病毒, 
其他处理完全相同. 按常规方法用间接ELISA
法测定小鼠血清标本中抗NSP4的特异性IgG抗

体, 用0.05 mol/L碳酸盐缓冲液(pH 9.6)稀释纯

化的GST-NSP4T蛋白[5]包被96孔酶标板(Costar), 
二抗为辣根过氧化物酶(H R P)标记的羊抗鼠

IgG(Santa Cruz Biotechnology). 用间接ELISA法

检测小鼠血清中特异性抗NSP4 IgA抗体, 二抗

为HRP标记的抗鼠IgA抗体(Sigma-Aldrich). 乳
鼠攻毒试验: 将小鼠免疫3次后与♂小鼠(轮状病

毒抗体阴性)合笼, 使其怀孕, 对生产的乳鼠(4日
龄)用SA11株轮状病毒灌胃(10DD50), 观察腹泻

的产生情况并进行腹泻评级, 方法参见文献[6].

2  结果

将穿梭载体pShuttle-CMV和pGEM-11zf-NSP4
质粒分别用SalⅠ和NotⅠ酶切、回收、连接后,、连接后,连接后, 
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■同行评价
本研究立题依据
充分, 起点高, 方
法 先 进 ,  条 理 性
强. 对防治轮状病
毒具有重要的临
床意义.

得到pShuttle-CMV-NSP4(图1). 293细胞经反复

冻融释放出重组腺病毒, 经磷酸钨负染, 在透射

电镜下可见病毒典型二十面体结构, 直径约为

70 nm, 具有典型的腺病毒形态. 分别用NSP4全
长引物和编码区引物, 对获得的重组腺病毒进

行PCR扩增, 可以检测到全长750 bp和编码区

525 bp的特异性扩增条带(图2). Southern blot分
析: 提取第10代重组腺病毒的DNA, 经Bam HⅠ

酶切、凝胶电泳、转膜后, 与针对NSP4的特异

性探针进行杂交反应, 结果表明在重组腺病毒

中确有特异性的RV NSP4基因稳定整合. 图3为
重组腺病毒rvAdEasyNSP4的Bam HⅠ酶切产物

与NSP4探针杂交的结果. 实验中使用了野生型

Ad5作为阴性对照.
2.1 NSP4在重组腺病毒中的表达 经RT-PCR获
得的目的片段与预计的大小一致(图4). 分别用

rvAdEasyNSP4、Ad5野毒株感染293细胞48 h
后, 收获细胞, 行SDS-PAGE, 转膜后用山羊抗

NSP4多克隆抗体进行Western blot以检测表达产

物, 可见上清和沉淀在30 ku附近均检测到特异

的条带(图5), 而Ad5对照则无特异条带产生. 
2.2 诱发NSP4特异性抗体 以野生型腺病毒免疫

后的小鼠血清为阴性对照. 初次免疫后血清抗

体的滴度可达1∶1 000, 但是阳转率仅为28.5%; 
再次免疫后, 最高血清抗体滴度仍为1∶1 000, 
但是血清抗体阳转率有了较大幅度的提高, 达
到了85.7%; 第三次免疫后, 血清抗体阳转率达

到100%. 除了血清中的IgG外, 我们还对免疫后

图  1  NSP4重组腺病毒穿梭载体酶切鉴定结果. 1: DNA 

Markers; 2: pShuttle-CMV经Sal Ⅰand Not Ⅰ酶切; 3: 

pShuttle-CMV-NSP4经Sal Ⅰand Not Ⅰ酶切; 4: DNA 

Markers.

图  2  重组腺病毒基因组中NSP4基因的PCR检测. 1: Ad5; 

2: rvAdEasyNSP4(编码区); 3: rvAdEasyNSP4(全长); M: DNA 

Markers.

图   3   重 组 腺 病 毒

rvAdEasyNSP4中特异

性 N S P 4 基 因 片 段 的

Southern blot检测. 1: 

Ad5/Bam HⅠ阴性对照; 

2: rvAdEasyNSP4/BamH

Ⅰ.

图  4  重组腺病毒中NSP4基因转录的检测. M: DNA 

Markers; 1: rAdEasyNSP4; 2: 阴性对照.
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图  5  NSP4表达产物的Western blot分析. 1: rAdEasyNSP4 

(沉淀); 2: 野生型Ad5; 3: rAdEasyNSP4(上清液).
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小鼠血清中IgA的产生情况进行了分析, 在第3
次加强免疫后, 血清IgA的滴度为1∶50-1∶100, 
阳转率可以达到71.4%.
2.3 对SA11株轮状病毒的免疫保护作用 重组腺

病毒免疫小鼠后能产生针对SA11株轮状病毒的

免疫保护作用, 用SA11攻击后, 重组腺病毒免疫

组腹泻的百分率和腹泻评分(反应腹泻严重程

度)均较对照组低(图6).

3  讨论

预防接种是控制全世界婴幼儿轮状病毒腹泻最

有效的手段, WHO将轮状病毒疫苗作为优先开

发的疫苗项目之一. RV腹泻具有的较高发病率

和死亡率造成的巨大的疾病负担[7-9], 对世界各

个国家、地区和家庭的卫生保健带来相当大的

影响, 发展安全、有效, 可用于世界各地儿童的

轮状病毒疫苗迫在眉睫[10]. 轮状病毒非结构蛋白

NSP4有可能成为轮状病毒疫苗的候选基因, 是
因为: (1)非结构蛋白NSP4较外壳结构蛋白保

守[11], 因此可能产生较好的交叉免疫保护作用, 
有助于解决轮状病毒的高变异问题; (2)NSP4
在病毒复制过程中发挥关键作用[12], 因而针对

NSP4的免疫反应有可能在病毒复制的早期阶段

便可发挥作用; (3)NSP4在轮状病毒致病中发挥

重要作用[13-16], 是目前发现的唯一与轮状病毒腹

泻发生直接相关的轮状病毒蛋白, 抗轮状病毒

腹泻研究自然要考虑NSP4的作用; (4)已有的研

究表明, 轮状病毒自然感染后有针对NSP4蛋白

的免疫反应[17], 在血清中可以检测到低滴度的抗

NSP4抗体. 对NSP4作为轮状病毒疫苗候选基因

的研究工作不仅将为新型RV疫苗的研制提供理

论依据, 而且对于其他病毒疫苗的研究也有借

鉴作用. 
由于腺病毒载体在哺乳动物及多种细胞上

进行基因转移和蛋白表达的高效性, 使其在基

因疫苗、基因治疗及蛋白功能等的研究中受到

人们的青睐, 成为当今使用最多的病毒载体之

一[18-21]. 与复制型腺病毒相比, 非复制型腺病毒

更为安全, 而且因非复制型腺病毒是以低剂量

的方式产生抗原蛋白, 不裂解细胞, 有利于激发

长期的免疫反应[22-26]. 运用AdEasy系统, 我们获

得了表达NSP4蛋白的重组腺病毒, 经滴鼻途径

免疫动物, 结果表明, 重组腺病毒不仅能诱导

高滴度的抗NSP4 IgG抗体, 而且能诱导IgA抗

体的产生. 因为已知只有IgG可以通过胎盘, 活
化T细胞、IgA等不能通过胎盘, 在重组腺病毒

rvAdEasyNSP4免疫过的母鼠产生免疫反应之

后, 其产下的乳鼠对轮状病毒攻击有抵抗作用, 
腹泻的百分率和腹泻评分(反应腹泻严重程度)
均较对照组低, 这提示抗NSP4的IgG具有保护

作用. 但是也可以看出, 经SA11攻毒后, 试验组

与对照组腹泻的持续时间并没有区别, 而且尚

不能产生完全的免疫保护作用, 不过考虑到小

鼠细胞并非人腺病毒的许可细胞, 而且使用的

NSP4基因并未进行优化密码子的改造, 本研究

取得的结果还是有积极意义的. 
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■背景资料
中医证型的研究
是“证”本质研
究的基础, 是近年
来的热点和难点, 
对于中风、慢性
哮喘病、胆囊炎
等特定疾病的证
型探索正在不断
地深入, 并且已经
在部分疾病上取
得了很可喜的进
展和发现. 对胃癌
这一常见恶性肿
瘤证型的探索和
本质研究起步不
到10 a, 近5 a相关
研究报道才日渐
增多, 正在向广度
深度发展, 研究角
度从简单的病理
形态、胃酸pH值
等深入到肿瘤相
关基因的表达, 研
究水平也从蛋白
水平深入到分子
水平, 甚至借助了
基因芯片、蛋白
芯片等技术手段, 
取得了部分的成
绩. 
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Abstract
AIM: To study the relationship between gastric 
carcinoma tradit ional Chinese medicine 
(TCM) classifications of syndrome and tumor 
proliferation.

METHODS: Ninety-one patients with gastric 
carcinoma were assigned into 6 groups accord-
ing to TCM classification of syndrome criteria 
before operation. Specimens prepared from 
operation were detected for Ki67 and Cyclin E 
protein expression by EnVision method of im-
munohistochemistry.

RESULTS: The positive rates of Ki67 and Cyclin 
E expression were 98.90% (90/91) and 72.53% 
(66/91), respectively, in gastric carcinoma. The 
expression of Cyclin E protein was correlated 
with the histological types (P = 0.0394) and 

distant metastasis (P = 0.0096). There was sig-
nificantly positive relationship between Cyclin 
E protein expression and distant metastasis in 
female patients (P = 0.0193). The expression of 
Ki67 protein had significant correlations with 
gastric carcinoma TCM classifications of syn-
dromes (P = 0.0377), but the expression of Cyclin 
E protein did not (P = 0.1254). The expression 
of Ki67 in the syndrome of “Incoordination be-
tween the Liver and Stomach” was significantly 
higher than that of “Phlegm-damp Coagulation” 
(P < 0.05) or “Deficiency of both Qi and Blood” 
(P < 0.01), and it was more significant in the 
syndrome of “Stomach-heat and Deficiency of 
Stomach-yin” than that of “Phlegm-damp Co-
agulation” (P < 0.05)�.

CONCLUSION: Cyclin E can be used as an im-
portant marker in the judgment of gastric carci-
noma prognosis. Tumor proliferation is partly 
different among different gastric carcinoma 
TCM classifications of syndromes, with which 
Ki67 protein expression is correlated�.

Key Words: TCM classification of syndrome; Prolif-
eration; Ki67; Cyclin E

Shi J,  Wei PK, Xu L, He J,  Sun DZ. Relationship 
between gastric carcinoma traditional Chinese medicine 
classifications of syndrome and tumor proliferation. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(9):863-868

摘要
目的: 探索胃癌中医证型与肿瘤增殖的关系. 

方法: 胃癌患者91例, 术前按中医辨证分型标
准归类成6型, 术后标本用免疫组化Envision法
检测胃癌组织Ki67与Cyclin E的蛋白表达, 观
察不同证型肿瘤增殖差异. 

结果:  K i67, C y c l i n E阳性表达率分别为
98.90%(90/91), 72.53%(66/91). Cyclin E的表
达与胃癌病理分型(P  = 0.0394)及远处转移(P  
= 0.0096)存在相关性, 女性患者有无远处转移
与Cyclin E表达有统计学意义(P  = 0.0193), 有
远处转移的患者表达较高. Ki67与预后相关因
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■研发前沿
胃癌证型的研究
目前主要包括以
下几个方面 :  (1)
胃癌辨证分型的
文献研究, 包括对
胃癌证型“金标
准”的探索和归
纳 .  (2)胃癌证型
与病理及TNM分
期关系, 包括对H 
pylori、病理分型
等预后相关因素
的探索. (3)胃癌证
型与内环境之间
关系, 包括血液流
变学、胃内低酸
环境、亚硝酸盐
含量、血清必需
脂肪酸、甲状腺
功能等. (4)胃癌证
型蛋白基因水平
探索, 包括肿瘤相
关C-myc、P21、
P 5 3、 P C N A、

C - e r b B - 2 、

B e l - 2 、 B a x 、

nm23、P18等基
因蛋白与分子水
平表达 .  (5)胃癌
特定证型的研究, 
如以脾虚证作为
研 究 的 重 点 ,  探
索Cyclin E、T细
胞亚群、红细胞
C 3 b 受 体 花 环 等
的变化.

素未见相关性. Ki67的表达与证型存在相关性
(P  = 0.0377), 肝胃不和型与痰湿凝结型、气
血双亏型Ki67表达存在差异, 肝胃不和型高
于痰湿凝结型(P <0.01)、气血双亏型(P <0.05), 
胃热伤阴型与痰湿凝结型Ki67存在差异, 胃热
伤阴型高于痰湿凝结型(P <0.05); Cyclin E的
表达各证型未见统计学差异(P  = 0.1254).

结论: Cyclin E可作为判断胃癌预后的重要指
标. 胃癌不同证型存在部分增殖差异, Ki67与
胃癌证型相关, Cyclin E与证型无关.

关键词: 中医证型; 增殖; Ki67; Cyclin E
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0  引言

证在中医治疗中占有极其重要的地位, 证型的确

立是诊治疾病的关键. 《丹溪心法》中说:“欲

知其内者, 当以观乎外; 诊于外者, 斯以知其内. 
盖有诸内者形诸外”, 特定疾病的不同中医证型

必定存在着其内在的不同病理生理变化及其不

同基因表达的差异, 探明这些差异是探讨中医证

内涵的关键. 肿瘤的生长主要决定于肿瘤细胞

的增殖能力, 细胞增殖的异常与癌变密切相关, 
甚至有人认为肿瘤即是一类细胞周期疾病(cell 
cycle disease). 各种癌基因、抑癌基因等多基因

的作用及其功能效应, 最终都会聚集到细胞周期

机制上来. 类同的内在基因表达与细胞周期改

变, 经过机体一系列复杂的病理反应过程, 必有

“症”作为外在表达的“信号”, 最终必会出现

特定的症候群或者说特定的证, 其在疾病的发展

过程中有规律地变化和发展, 如同潮涨潮落, 特
定证型的出现可能预示肿瘤细胞增殖能力的增

强或者减弱，病情进展或者好转. 
细胞周期素存在于细胞周期的不同阶段, 

Cyclin E是Cdk2的调节亚单位, 是细胞周期中G1
期进入S期的一个重要调控因子. Ki67为细胞增

殖的一种标记物, 存在于细胞周期G1期、S期、

G2期和M期, 其高度表达与细胞增殖关系密切, 
已被广泛用来作为细胞增殖活性的重要指标之

一. 我们选取Cyclin E及Ki67作为观察细胞增殖

活性的代表指标, 探索胃癌中医证型与肿瘤增殖

的关系, 从增殖角度探索胃癌中医证侯的部分内

涵, 力图为证本质的研究探索有规律的信息. 

1  材料和方法

1.1 材料 Ki67: 鼠抗人蛋白一抗, 购自福州迈

新生物技术开发公司; Cyclin E: 鼠抗人蛋白一

抗, 购自福州迈新生物技术开发公司; 免疫组

化EnVision试剂盒购自DAKO公司. 标本来源: 
2002-11/2004-05长征医院外科住院手术病理证

实为胃癌94例, 按下法辨证分型, 收集病例资料, 
包括手术记录、术后病理报告、辅助检查等, 并
将手术标本以石蜡块形式保存以备用, 辅助检查

明确有远处转移灶的则记录转移部位. 因石蜡切

片未切至肿瘤组织或掉片, 剔除3例, 最终91例, 
胃癌各证型年龄、病理分型等均未见统计学差

异(P >0.05, 表1).
1.2 方法 术前1 d由2名主治医师以上医师同时

辨证, 记录辨证相关症状、体征、舌脉象等, 并
拍摄舌象照片. 辨证方法参照1978年全国第一

届胃癌学术会议北京市胃癌协作组制定的分型

方法及本科自然基金课题“胃癌证型与肿瘤侵

袭、转移的关系研究”(30271626)胃癌中医证

型文献研究结果[1-2]分为6型: 肝胃不和、瘀毒内

阻、痰湿凝结、脾胃虚寒、胃热伤阴、气血双

亏. 采用主症次症打分法, 具备主症2项, 舌脉象

基本符合, 或者主症1项, 次症2项, 舌脉象基本

符合即可. 具体分型标准如下: (1)肝胃不和型: 
主症为胃脘胀痛或窜及两胁; 嗳气频繁; 嘈杂泛

酸, 次症为呃逆呕吐; 口苦口干; 大便不畅. 舌质

淡红, 苔薄白或薄黄, 脉沉或弦细; (2)脾胃虚寒

型: 主症为胃脘隐痛; 胃痛喜按喜温; 食后胀闷

痞满; 纳呆少食; 便清腹泻, 次症为朝食暮吐, 暮
食朝吐; 面色苍白; 肢冷神疲; 便溏浮肿. 舌淡而

胖, 苔白滑润, 脉沉缓; (3)瘀毒内阻型: 主症为胃

脘刺痛不移; 胃痛日久不愈; 大便潜血或黑便, 
次症为心下痞硬; 吐血; 皮肤甲错. 舌质暗紫, 可
见瘀斑, 脉沉细涩; (4)胃热伤阴型: 主症为胃脘

灼热食后疼痛; 口干欲饮; 大便干燥, 次症为胃

脘嘈杂; 五心烦热; 食欲不振. 舌红少苔, 或苔黄

少津, 脉弦细数; (5)痰湿凝结型: 主症为胸闷痞

满; 呕吐痰涎; 进食发噎; 痰核累累, 次症为腹胀

便溏; 面黄虚肿; 口淡无味; 乏力纳呆. 舌淡红, 
苔滑腻; (6)气血双亏型: 主症为神疲乏力; 面色

无华; 头晕目眩; 次症为心悸气短; 虚烦不寐; 自
汗盗汗; 畏寒肢冷. 舌淡苔薄, 边有齿痕, 脉沉细

无力. 免疫组化采用EnVision法, 按试剂盒说明

书常规操作. 用DAB显色, 阳性为棕色, 虽然阳

性染色分布不均匀, 强度有差别, 但只要有明确

阳性产物即作为阳性细胞. 以任意5个高倍镜视
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■创新盘点
对于胃癌证型的
研究角度多样, 包
括与侵袭转移关
系、与抑癌基因
关系等, 但目前尚
未有胃癌证型与
肿瘤增殖关系的
相关报道, 本文正
是从肿瘤增殖角
度, 选取代表性的
指标来探讨胃癌
证型与增殖的关
系.

野中阳性显色作为评定依据. 浅棕色(+), 棕黄

色(++), 深棕色(+++). 免疫组化着色按其强弱

分为-、+、++、+++, 分别给予分值为0, 1, 2, 3
分; 细胞表达数0, 1%-25%, 26%-50%, 51%-75%, 
76%-100%, 分别给予分值为0, 1, 2, 3, 4分; 将每

一标本的两个分值相乘, 作为结果.
统计学处理 采用SAS统计软件包, 非正态

分布资料用完全随机化设计资料的非参数检验

进行数据处理和分析, 两两比较用Nemenyitest
法检验.

2  结果

2.1 预后相关因素与K i67、C y c l i n E的关系

Ki67, Cyclin E阳性表达率分别为98.90%(90/91), 
72.53%(66/91). Cyclin E的表达在性别、TNM
分期、部位、浸润深度、分化程度、淋巴结

转移上未见统计学差异(P >0.05), 与病理分型(P 
= 0.0394<0.05)及远处转移(P = 0.0096<0.01)存

在相关性, 女性患者无远处转移者平均分值为

1.52(47/31), 有远处转移者为3.00(15/5), 有统计

学意义(P = 0.0193<0.05), 有远处转移的患者表

达较高. Ki67与各预后相关因素未见相关性. 

2.2 胃癌证型与Ki67、Cyclin E的关系 胃癌证型

与Ki67存在相关性(P = 0.0377<0.05, 表2). 进一

步进行证型间的两两比较统计表明, 肝胃不和

证型与痰湿凝结证型、气血双亏证型Ki67表达

存在差异(P <0.01, P <0.05), 肝胃不和证型Ki67表
达高于痰湿凝结证型、气血双亏证型; 胃热伤

阴证型与痰湿凝结证型Ki67存在差异(P <0.05), 
胃热伤阴证型Ki67表达高于痰湿凝结证型. 统
计分析显示胃癌中医证型与Cyclin E未见明显

相关性(P = 0.1254>0.05, 表2).

3  讨论

现代认为肿瘤是多基因变化导致细胞周期紊乱, 
细胞失控性生长所致的一类疾病, 几乎所有肿

         

表  1  胃癌证型病例一般资料

分析因素                      肝胃不和           脾胃虚寒           瘀毒内阻            胃热伤阴             痰湿凝结       气血双亏            合计 

年龄

性别

病理

分化

浸润程度(T)

部位

淋巴结转移
(N)

远处转移
(M)

<40
≥40
男
女
腺癌
印戒
较好
较差
1
2
3
4
贲门
胃底
胃窦
胃体
小弯
残胃
0
1
2
0
1 

  2
14
10
  6
14
  2
  5
11
  0
  5
  6
  5
  1
  0
  6
  5
  4
  0
  5
  5
  6
15
  1

  0
15
10
  5
14
  1
  9
  6
  1
  3
10
  1
  3
  1
  4
  2
  3
  2
  5
  5
  5
14
  1

  1
14
  8
  7
14
  1
  6
  9
  1
  5
  7
  2
  2
  2
  4
  3
  4
  0
  4
  7
  4
13
  2

  2
12
  5
  9
12
  2
  8
  6
  1
  3
  5
  5
  0
  0
  3
  2
  9
  0
  6
  3
  5
10
  4

  1
15
12
  4
14
  2
  9
  7
  1
  4
  7
  4
  0
  0
  7
  2
  7
  0
  7
  1
  8
12
  4

  1
14
10
  5
15
  0
  6
  9
  0
  2
  8
  5
  1
  2
  4
  3
  5
  0
  4
  3
  8
15
  0

  7
84
55
36
83
  8
43
48
  4
22
43
22
  7
  5
28
17
32
  2
31
24
36
79
12

         

表  2  胃癌中医证型与Ki67及Cyclin E表达的关系

证型	              Ki67分值	    平均秩和        Cylin E分值	     平均秩和 

肝胃不和
脾胃虚寒
瘀毒内阻
胃热伤阴
痰湿凝结
气血双亏

5.63 (90/16)
3.87 (58/15)
4.27 (64/15)
5.36 (75/14)
2.94 (47/16)
3.47 (52/15) 

59.19
43.30
47.43
55.68
37.97
33.06

1.69 (27/16)
1.60 (24/15)
2.00 (30/15)
1.64 (23/14)
1.31 (21/16)
1.07 (16/15)

45.13
56.33
55.30
46.43
38.50
35.13
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■应用要点
本文就胃癌与增
殖的关系只是选
取了具有代表意
义的2个指标, 并
且目前尚处于蛋
白水平, 相对于肿
瘤增殖研究来说, 
还有流式细胞仪
检测凋亡等多种
角度与方法可运
用, 也可以进一步
深入到分子水平, 
利用RT-PCR等技
术探讨分子水平
的相关性. 本文对
于胃癌证型与增
殖的研究起到一
个抛砖引玉的作
用.

瘤都有一个根本的共同特征: 细胞周期调控机

制的破坏, 导致细胞无控制地增殖. 正常的细胞

周期包括G1、S、G2、M四期, 细胞周期调控

是由一系列基因参与的非常复杂的过程. 细胞

周期关卡(检测点 check point)保证细胞周期按

一定的次序完成, 主要有3个, 即G1/S、G2/M、

M中期 /M后期 .  细胞周期的关卡调控系统主

要由细胞周期素(Cycl ins)-细胞周期素依赖性

激酶(CDKs)-细胞周期素依赖性激酶抑制蛋白

(CKIs)-视网膜母细胞瘤蛋白(pRb)组成. 为了确

保细胞周期事件发生的时间性、协同性, CDKs
的时相性激活是细胞周期调控机制的核心, 他
主要依赖于Cycl ins的细胞周期特异性或时相

性表达、累积与分解. 人类细胞主要的细胞周

期素有Cyclin B1、Cyclin A、Cyclin E、Cyclin 
D1、D2和D3, CDK1(CDC2)与Cyclin B1的结合

是M期事件的启动和进行的必要条件, CDK2与
Cyclin A的结合是G2期事件的启动和进行的必

要条件, CDK2还负责S期的进行, 与Cyclin E结
合是S期启动的必要条件, 而CDKS、CDK6与
Cyclin D1、D2、D3结合是G1期运行的必要条

件[3]. Cyclin E基因定位于19q12-13, 有4个外显

子及3个内含子, 转录2.2kb的mRNA, 编码395个
氨基酸的蛋白质[4]. Cyclin E作为一种核蛋白, 最
初是从酿酒酵母菌中提取出来的, 其是细胞周

期G1/S期转移调控的一个正性调节因子. 其合

成开始于G1期中期, 最大化表达出现在细胞进

入S期时刻, 而在整个S期中又逐渐降解直至消

失, 其含量在细胞周期中成周期性变化[5]. Cyclin 
E通过与CDK2结合并激活CDK2, 促进G1/S期
转换, Cyclin E的过表达可缩短G1期时间或加

速G1期进行. 国外学者在肺、肾、胰腺、胃、

结肠等肿瘤研究中认为Cyclin E应是一个致癌

基因, 在肿瘤组织中他的表达在质和量上都有

异常. 异常情况下Cyclin E蛋白失去周期性表

达, 而在整个细胞周期中表达水平高, 则持续性

在整个周期中激活CDK2, 促使G1/S期转换, 使
细胞发生异常增殖[6]. 现代研究发现Cyclin E与
胃癌有密切关系. 刘晓波 et al [7]发现Cyclin E表
达与组织病理分化程度呈负相关, 分化差表达

强, 与肿瘤侵袭、淋巴结转移、远处转移无明

显关系. 李远晁 et al [8]发现Cyclin E有肝转移组

明显高于无肝转移组, 与分化也存在相关性. 刘
天孚 et al [9]研究发现Cyclin E的阳性表达率为

48.7%(19/39), Cyclin E阳性者的S期细胞比例明

显高于阴性者. 金顺花 et al [10]研究Cyclin E阳性

率为45.2%. 杨苏敏 et al [11]发现Cyclin E表达阳

性率为62%, 在胃癌与癌旁组织中存在差异, 与
分化程度呈负相关, 而与淋巴结转移无关. 刘勇

et al [12]利用显微摄像计算机图像分析技术发现

Cyclin E的过表达与胃癌的发生、发展明显相

关, Cyclin E过表达对细胞增殖有促进作用, 其
表达与组织类型、分化程度、淋巴结转移无明

显关系, 仅与癌细胞的浸润有关. 刘玉村 et al [13]

发现Cyclin E分别与分化程度、浸润深度、淋巴结

转移相关. 王力 et al [14-15]则发现与浸润深度、淋巴

结转移、T N M分期有关, 与分化无关. 赵仲生 
et al [16]研究发现Cyclin E表达水平与肿瘤大小、

浸润深度、局部淋巴结转移、脉管侵犯和远处

转移均相关. 杨晓东 et al [17]研究结论类似, 在低

分化、有淋巴结转移和(或)远处转移及浸润胃

壁全层的胃癌中Cyclin E表达明显增高.
综上所述, 众多研究已经证实Cyclin E的过

表达与预后相关因素存在关联, 如分化程度、

淋巴结转移等. 我们发现Cyclin E阳性表达率

为72.53%(66/91), 比文献所载40%-62%稍高; 
Cyclin E的表达与胃癌病理分型及远处转移存

在相关性, 而在性别、TNM分期、胃癌发生部

位、浸润深度、分化程度、淋巴结转移上未具

有统计学意义, 这可能与本观察中早期胃癌病

例较少有关, 有待于进一步扩大样本研究, 但从

与病理类型和远处转移的相关性来看同样证实

了Cyclin E与胃癌的恶性潜能有关, 可作为判断

胃癌预后的一项重要指标. 从性别角度进一步

对Cyclin E的表达进行分析, 女性患者有无远处

转移Cyclin E表达有统计学意义, 有远处转移的

患者表达较高, 男性则无此现象, 这提示Cyclin 
E对于女性患者似乎关系更为密切, Cyclin E对
于预后的价值在女性患者上体现的更为明显. 
我们前期胃癌不同证型性别构成差异研究结果

提示[18], 女性虚证比例明显升高, 气血双亏、胃

热伤阴型女性患者多于男性. 结合中医理论, 邪
正相争, 正气虚损, 虚证多出现在疾病后期来看, 
按Cyclin E表达强, 预后差来推断, 女性患者预

后潜在就比男性差, 这与临床观察女性患者预

后差, 恶性程度高的文献报道相符合[19]. 
正常和肿瘤组织的增殖活性由参与细胞周

期的细胞数和完成细胞周期的时间所决定. 肿
瘤细胞的高增殖率与肿瘤的恶性进展和不良预

后高度相关. 因此, 检测细胞增殖可为协助诊断

和判断肿瘤预后提供参考. Ki67抗原是典型的

与细胞周期相关的核蛋白, 在增殖细胞的G1、
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S、G2和M期表达, G0期不表达, 与细胞的合成

代谢有关, 能够客观地反映肿瘤的性质, 在一些

方面甚至优于增殖细胞核抗原(PCNA). 正常组

织中Ki67蛋白的分布反映了细胞的动力特点, 
扁桃体的生发中心细胞、上皮的基底层细胞和

睾丸组织的未分化精原细胞均表达Ki67抗原, 
而肝、肾和脑细胞不表达. 由于肿瘤细胞具有

高增殖活性, 故有关Ki67与胃癌的研究多见报

道. 如郭长青 et al [20]研究发现, Ki67核抗原的表

达与胃癌的侵袭、低分化、淋巴结转移显著相

关. 田丽峰 et al [21]研究表明Ki67表达与胃不典

型增生程度、分化程度、组织学类型有关, 与
EGFR有协同作用. 徐佶 et al [22]研究发现Ki67指
数和浸润深度、淋巴结转移有关. 陈玉芳 et al [23]

研究提示胃癌恶性度低, Ki67指数低, 反之则高. 
总之, 多数研究表明Ki67和胃癌病理密切相关, 
可作为胃癌预后的参考指标. 我们未发现Ki67
与预后相关因素的相关性, 可能与胃癌早期症

状隐蔽, 发现皆较晚, 手术患者大多数已非早期, 
造成纳入病例中晚期为主有关, 有待于进一步

扩大样本研究. 
证是中医特有的一个概念, 既是对疾病临

床表现的概括, 又是在一定程度上对疾病本质

的反映. 《丹溪心法》中说:“欲知其内者, 当
以观乎外; 诊于外者, 斯以知其内. 盖有诸内

者形诸外”. 不同中医证型其内在的不同病理

生理变化, 不同基因表达的差异是探讨中医证

内涵的关键. 胃癌证型研究近年在蛋白基因水

平上不断深化. 如张万岱 et al [24]检测胃癌组织

c-myc、p21、p53阳性表达, 结果提示阳性表达

各证型依次为脾胃虚寒>胃阴不足>肝胃不和>
寒热夹杂, 提示癌基因及抑癌基因表达与胃癌

及癌前病变中医分型有一定关系. 章锐[25]研究

发现胃癌虚、实证患者其胃癌组织中PCNA、

p53基因、C-erbB-2基因表达显著升高(P <0.01), 
虚证更为显著, 不同阶段PCNA、癌基因、抑癌

基因表达不同, 晚期即中医虚证阶段表现更为

显著. 周冬枝 et al [26]检测胃癌组织P53、Bel-2、
Bax蛋白的表达, 发现脾虚组患者P53、Bel-2蛋
白的阳性表达率及表达水平显著高于非脾虚组

(P <0.05), 脾虚患者症状积分与P53、Bel-2蛋白

表达水平呈正相关, 提示p53、bel-2基因是脾虚

证的物质基础之一. 刘莺 et al [27]运用基因芯片

技术寻找不同胃癌证型组织中的相关基因表达

谱表达差异, 结果表明胃癌患者的基因表达有

相同表达改变, 不同中医证型的基因谱表达改

变不相同, 如nm23基因增高等. 我们曾就胃癌

不同证型转移相关基因表达进行探索, 发现不

同证型虽在病理类型上未见差异[28], 但是转移

相关基因E-Cad上存在差异, 瘀毒内阻与肝胃不

和型表达偏低[29-30]. 由此可见在胃癌不同证型中

肿瘤侵袭转移存在着内在的部分差异. 我们发

现Ki67与胃癌证型密切相关, 此结果未见文献

报道. 研究结果提示胃癌各个证型Ki67表达存

在显著差异, 而Cyclin E却未见证型间差异, 这
可能与Ki67和Cyclin E针对细胞周期作用点不

同有关, 一般认为Ki67 在G1、S、G2和M期表

达, G0期不表达, 而Cyclin E只作用于G1晚期及

S早期, 这提示我们不同证型增殖差异是否存在

于Ki67与CycinE表达不同的G2和M期. Ki67表
达两两比较发现部分证型间差异亦明显, 这提

示我们不同证型增殖可能存在不同的内在机制, 
或者增殖影响环节存在差异, 值得进一步进行

探索研究. 

4      参考文献
1	 孙大志, 许玲, 姜林娣, 魏品康. 中医药治疗胃癌临床

研究文献质量的调查评价. 中国临床医学  2003; 10: 
833-835

2	 许玲, 孙大志, 施俊, 陈亚琳, 魏品康. 胃癌中医证
型分类的文献研究. 世界华人消化杂志  2004; 12 : 
1457-1459  

3	 Sherr CJ. The Pezcoller lecture: cancer cell cycles 
revisited. Cancer Res  2000; 60: 3689-3695 

4	 Hayashi H, Ito T, Yazawa T, Ikeda M, Inayama Y, 
Nakatani Y, Kameda Y, Nakamura N, Kitamura H. 
Reduced expression of p27/Kip1 is associated with 
the development of pulmonary adenocarcinoma. J 
Pathol  2000; 192: 26-31 

5	 Gong J, Ardelt B, Traganos F, Darzynkiewicz Z. 
Unscheduled expression of cyclin B1 and cyclin E in 
several leukemic and solid tumor cell lines. Cancer 
Res  1994; 54: 4285-4288

6	 Resnitzky D, Gossen M, Bujard H, Reed SI . 
Acceleration of the G1/S phase transition by 
expression of cyclins D1 and E with an inducible 
system. Mol Cell Biol  1994; 14: 1669-1679 

7	 刘晓波, 姜彦多, 王继红, 庄家珠. Cyclins E蛋白异常
表达在胃癌的意义. 中国肿瘤临床  2000; 27: 508-510

8	 李远晁, 徐志林.胃癌组织Cyclins E和p53蛋白表达的
研究. 中国现代医学杂志  2002; 12: 23-25

9	 刘天孚, 耿敬妹.细胞周期素A、E在胃癌组织中的
表达及与细胞周期的关系. 黑龙江医学  2003; 27 : 
422-423 

10	 金顺花, 朴熙绪, 金海峰, 朴凤顺, 许强. P27kipl、
CyclinE和CyclinA在胃癌中的表达及意义. 世界华人
消化杂志  2003; 11: 1804-1806

11	 杨苏敏, 李金龙, 王崇宇, 原学斌, 王翠莲. 胃癌组
织Cyclin E表达的研究. 长治医学院学报  2000; 14: 
167-168 

12	 刘勇, 路名芝. 细胞周期调控因子p27、cyclin E和Ki-67
在早期胃癌中的表达.中华普通外科杂志  2002; 17: 366

13	 刘玉村, 高付生, 高红桥, 王振军, 万远廉. p 2 7、
Cyclin E、Rb蛋白在胃癌中的表达及临床意义.北京

■名词解释
证 :  是 一 组 特 定
症状和体征的综
合 ,  也 是 疾 病 的
病因、病理、病
位、病变性质、

正与邪双方力量
对比状况等方面
的综合概念, 并据
此提出治疗原则, 
如脾胃虚寒、肝
胃不和等. 
症: 指单一的症状
或体征, 如头痛、

发热等.



868                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R               世界华人消化杂志      2006年3月28日    第14卷   第9期

www.wjgnet.com

大学学报(医学版)  2001; 33: 20-22
14	 王力, 钟德玝. 胃癌p27, Cyclin E蛋白表达及其意义. 

中国现代医学杂志  2004; 14: 64-66
15	 王力, 钟德玝. 胃癌Cyclin E蛋白表达及其意义. 南华

大学学报·医学版  2003; 31: 275-277
16	 赵仲生, 茹国庆, 马杰. 细胞周期素E和p53蛋白在胃癌组

织中表达及预后意义. 中国癌症杂志  2003; 13: 211-214
17	 杨晓东, 王杉, 梁斌, 姜可伟, 于永祥. 细胞周期素E及

细胞周期素依赖性激酶2在胃癌组织中的表达及意义. 
中华普通外科杂志  2001; 16: 301-303

18	 施俊, 许玲, 孙大志. 胃癌不同证型的性别构成比较分
析. 中国中西医结合杂志  2005; 25: 480

19	 赵平, 唐令超, 黄蔚, 罗进, 杨玉波. 女性胃癌127例临
床分析. 肿瘤防治杂志  2001; 8: 508-509

20	 郭长青, 李继昌, 李建生, 刘国永. Ki67核抗原在良、
恶性胃黏膜病变中的表达及临床意义. 胃肠病学和肝
病学杂志  2002; 11: 249-250, 264

21	 田丽峰, 李莹杰, 陈嘉薇, 吴克菲, 付红, 朱江. EGFR和
Ki67在胃不典型增生和胃癌中的表达及二者相关性. 
哈尔滨医科大学学报  2001; 35: 116-118

22	 徐佶, 张一楚, 孙久远, 张忠德, 张文竹, 钱惠琴. bcl-2, 
bax, Ki67在胃癌中的表达及意义. 肿瘤  2001; 21: 

211-212
23	 陈玉芳, 万美珍, 史永娟. 胃癌组织中Ki-67抗原表达的

意义.河南肿瘤学杂志  2002; 15: 118-119 
24	 张万岱, 王小虎, 曾锦章, 张亚历, 孙勇. 胃癌及癌前病

变的中医分型与幽门螺杆菌感染、癌基因表达的关
系. 中国中西医结合脾胃杂志  1998; 6: 5-6

25	 章锐.胃癌中医证型与细胞增殖活性及癌基因关系的
研究.临床中老年保健  2001; 4: 159-161

26	 周冬枝, 吴苏冬, 刘永惠, 邓景元, 谢宏. 胃癌中医证型
与p53、bel-2、bax基因蛋白表达关系的研究. 中国中
西医结合杂志  2003; 26: 56-59

27	 刘莺, 李俊军, 朱文锋, 刘平. 胃癌中医证型相关基因
的表达谱. 世界华人消化杂志   2003; 11: 1318-1321

28	 许玲, 孙大志, 何金, 刘龙, 秦志丰, 施俊, 李峻, 魏品
康. 胃癌病理分型与辨证分型的关系探讨. 中华实用
中西医杂志  2005; 18: 272-274

29	 许玲, 刘龙, 孙大志, 魏品康. E-钙黏蛋白与胃癌中
医证型关系的研究. 成都中医药大学学报  2004; 27: 
40-43

30	 许玲, 孙大志, 何金, 刘龙, 魏品康. 胃癌同证型中肿瘤
转移相关基因蛋白的表达. 世界华人消化杂志  2004; 
12: 2782-2787

电编  李琪  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 •                
    

中华消化学会第一届全国肝胆疾病学术研讨会
本刊讯  中华消化学会第一届全国肝胆疾病学术研讨会将于2006-07-27/30在长春举行, 现将征文通知公布如

下:

1 稿件要求及截稿日期

结构式摘要(500字)及全文3 000字各1份, 2006-03-31截稿.
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■背景资料
TRAIL 能强烈诱
导转化细胞、肿
瘤细胞和病毒感
染细胞等凋亡, 而
正常组织细胞却
对 其 不 敏 感 ,  这
种选择性细胞毒
性使其在肿瘤治
疗中有着潜在的
广 泛 应 用 前 景 . 
Jo  et al发现, 虽然
人TRAIL -His对
鼠肝细胞没有毒
性, 对原代成人肝
细胞却有强烈的
细胞毒性. Nagata
与Gura呼吁对于
TRAIL 药物的开
发要十分谨慎.
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Abstract
AIM: To investigate the toxicity of recombinant 
protein rhTRAIL55-281 and GST-rhTRAIL55-281 to 
human hepatic cells, and to provide the experi-
ment evidence for development of anti-tumor 
drugs.

METHODS: Primary cultured human hepatic 
cells were obtained from adult and fetus by tryp-
sin digestion and mechanical separation. GST 
tag was cut off by Factor-Xa from recombinant 
protein GST-rhTRAIL55-281 to gain rhTRAIL55-281. 
Human hepatic cell strain L-02, primary cultured 
human hepatic cells from adult and fetus and 
normal human peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) were intervened by recombinant 
protein rhTRAIL55-281 or GST-rhTRAIL55-281, and 
finally the apoptosis of cells were detected by 
flow cytometry�.

RESULTS: The viability of primary cultured 
human hepatic cells from adult and fetus exceed 
95%, and the purity of rhTRAIL55-281 without GST 
tag was 97%. Mass of apoptosis was detected in 
L-02, adult human hepatocytes and human fetal 
hepatocytes, and the apoptosis rates were 79.1%, 
72.8%, and 42.2% or 80.3%, 74.7%, and 47.2%, 
respectively, 48 h after rhTRAIL55-281 or GST-
rhTRAIL55-281 intervention at concentration of 10 
mL/L. However, PBMCs showed little apoptosis.

C O N C L U S I O N : R e c o m b i n a n t p r o t e i n 
rhTRAIL55-281 or GST-rhTRAIL55-281 is limited in 
the development of antineoplastics due to its he-
patocyte toxicity.

Key Words: Recombinant protein; rhTRAIL 55-281; 
GST-rhTRAIL 55-281; Antineoplastics; Toxicity; Human 
hepatic cells; Apoptosis

Liu HB, Fan XG, Huang JJ, Li N, Ying RS, Peng JP. 
Toxicity assay for recombinant protein of rhTRAIL55-281 
and GST-rhTRAIL55-281 to hepatic cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(9):869-873

摘要
目的: 检测重组蛋白r hT R A I L 55-281与G S T-
rhTRAIL 55-281的对肝细胞的毒性, 以确定其是
否可以开发为抗肿瘤药物. 

方法: 采用胰酶消化与机械分离结合的方法,
获取原代成人肝细胞和胎肝细胞. 用Factor-
Xa切除重组蛋白GST-rhTRAIL 55-281的GST
标签获取rhTRAIL 55-281蛋白, 然后分别利用
rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281干预肝细胞
株L-02、原代成人肝细胞、原代胎肝细胞及
对照组正常人外周血单个核细胞(PBMC), 最
后利用流式细胞仪检测细胞的凋亡率. 

结 果 :  获 得 的 原 代 成 人 肝 细 胞 和 胎 肝 细
胞 细 胞 活 力 达 9 5 % 以 上 ,  无 G S T 标 签 的
rhTRAIL 55-281蛋白纯度达到97%; rhTRAIL 55-281

与GST-rhTRAIL 55-281使肝细胞株L-02及原代
成人肝细胞、胎肝细胞大量凋亡. 在10 mL/L
的浓度下, 48 h后凋亡率分别为79.1%, 72.8%, 
42.2%与80.3%, 74.7%, 47.2%, 而对照组正常

®
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■创新盘点
本 文 经 过 对 肝
细 胞 株 、 原 代
成 人 肝 细 胞 、

胎肝细胞进行测
试 ,  验 证 了 自 制
的两种重组蛋白
rhTRAIL 55-281与
GST-rhTRAIL 55-281

对人肝细胞的毒
性. 

人PBMC基本不凋亡.

结 论 :  重 组 蛋 白 r hT R A I L 5 5 - 2 8 1与 G S T-
rhTRAIL 55-281有肝细胞毒性.

关键词: 重组蛋白; rhTRAIL 55-281; GST-rhTRAIL 55-281; 

抗肿瘤药物; 肝细胞; 毒性; 细胞凋亡
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0  引言

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TNF related 
apoptosis inducing ligand, TRAIL )是TNF超家族

成员中的一员. TRAIL能强烈诱导转化细胞、

肿瘤细胞和病毒感染细胞等凋亡, 而正常组织

细胞却对其不敏感, 这一特征使其在肿瘤治疗

中有着潜在的广泛应用前景[1-2]. 但近来的研究

表明, 重组蛋白rhTRAIL有肝细胞毒性[3], 这制

约着rhTRAIL作为抗肿瘤药物开发. 本研究组

已经克隆出非全长人TRAIL基因, 随后对他进

行了体外表达及纯化的深入研究, 纯化出大量

GST-rhTRAIL 55-281, 并检测了GST-rhTRAIL 55-281

的凋亡活性 [ 4 - 5 ] .  本研究在此基础上 ,  利用

rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281干预肝细胞株

L-02及原代成人肝细胞、胎肝细胞, 然后利用流

式细胞仪进行凋亡检测, 以确定rhTRAIL 55-281与

GST-rhTRAIL 55-281肝细胞毒性的大小, 为重组蛋

白rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281是否可以作

为抗肿瘤药物开发提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 重组蛋白GST-rhTRAIL 55-281系本研

究室纯化[5]. Factor-Xa购自Pharmacia公司. 超
滤器Centricon YM-10, 30购自Millipore公司. 
Glutathione Sepharose 4B、胰酶购自Amersham
公司. 胎牛血清、DMEM等购自Gibco公司. 细
胞生长因子、铁硫蛋白、鼠尾胶系卢瑾硕士惠

赠. 人肝细胞株L-02系我室保存. 成人肝组织系

本院手术取得, 人胎肝组织系本院水囊式人工

流产约14 wk胎儿身上取得(以上均取得病患与

医院伦理委员会批准). 凋亡检测试剂盒购自鼎

国生物科技公司.
1.2  方法 用F a c t o r-X a切除重组蛋白G S T-
r hT R A I L 55-281的G S T标签 ,  重组蛋白G S T-
rhTRAIL 55-281溶于冰浴PBS中, 加入Glutathione 

Sepharose 4B琼脂糖珠, 冰浴缓摇2 h后, 4℃, 
500 r/min离心5 min, 将琼脂糖珠重悬于冰浴

20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4), 0.1 mol/L NaCl缓
冲液中. 加入适量的Factor-Xa, 4℃, 24 h, 500 r/
min离心5 min, 上清小心倒入超滤器Centricon 
YM-30, 4℃, 1 500 r/min离心15 min, 滤液小心

加入超滤器Centricon YM-10, 4℃, 1 500 r/min
离心15 min, 适量PBS溶解超滤器中截留的切

除了GST的rhTRAIL 55-281蛋白, 利用紫外分光

光度仪检测其蛋白浓度. 原代成人肝细胞与胎

肝细胞的分离与培养采用胰酶消化与机械分

离结合的方法, 试剂准备同肝脏原位灌注消化

法[5]. 收集细胞, 在DMEM中加入10 mL/L胎牛

血清, 500 r/min离心5 min, 如此洗涤细胞2-3
次, 最后用含100 mL/L胎牛血清、0.1 g/L细胞

生长因子、1 g/L铁硫蛋白DMEM培养基、用

鼠尾胶处理[6]后的一次性塑料培养瓶, 在37℃, 
50 mL/L CO2的培养条件下培养. 24 h贴壁后

换液, 用台盼蓝排斥法检测细胞活力, 细胞活力

达95%以上的就可用于重组蛋白rhTRAIL 55-281

与GST-rhTRAIL 55-281的肝细胞毒性检测实验. 人
肝细胞株L-02的培养按照常规方法进行, 培养

基为DMEM+100 mL/L小牛血清, 培养条件为

37℃, 50 mL/L CO2. 培养至细胞80%-85%时进

行rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281肝细胞毒性

检测实验. 以分离的正常人的外周血单个核细胞

(PBMC)为对照组, 在L-02细胞株、活力检测后

的原代成人肝细胞与胎肝细胞中加入稀释度为

100 mL/L的rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281, 
及无关蛋白(白蛋白)干预24, 36及48 h. 然后按

流式细胞术检测的要求与方法分别收获细胞, 碘
化丙啶(P I)染色后, 用流式细胞仪检测细胞凋

亡率.
统计学处理 采用配对t检验和相关分析.

2  结果

GST-rhTRAIL 55-281的GST标签被Factor-Xa有效的

切除, 切除GST标签后, rhTRAIL 55-281的分子量大

小约为M r 25 000, 利用超滤器Centricon YM-10, 
30, 有效的去除了F ac to r-X a(M r 48 000), 使
rhTRAIL 55-281纯度达到97%, 与GST-rhTRAIL 55-281

相当(图1). 用胰酶消化与机械分离结合的方法

获得了大量的原代成人肝细胞与胎肝细胞. 这些

原代细胞贴壁换液后, 逐渐伸展为多边型(图2). 
利用台盼蓝排斥法进行活力检测,发现其活力在

95%以上. 胎肝细胞还有很强的分裂能力, 但成

人肝细胞却基本不能分裂, 原代成人肝细胞在
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■同行评价
文章有理论意义
和实际应用价值. 
是一篇具有较高
价值的论文.

培养10 d逐渐开始死亡. 他们都可以很好的满

足重组蛋白rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281的

肝细胞毒性检测实验. 通过对L-02细胞株、检测

后的原代成人肝细胞与胎肝细胞等细胞的干预, 
发现rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281对L-02细
胞株、原代成人肝细胞与胎肝细胞均有较强的

细胞毒性(表1), 且两者的毒性无统计学差异, 原
代胎肝细胞的凋亡率明显低于L-02细胞株与原

代成人肝细胞 .  他们对正常人P B M C无细胞

毒性.

3  讨论

TRAIL能强烈诱导转化细胞、肿瘤细胞和病毒

感染细胞等凋亡, 而正常组织细胞却对其不敏

感, 这种选择性细胞毒性使其在肿瘤治疗中有

着潜在的广泛应用前景. 通过多次小鼠的体内

试验研究发现, 重组人TRAIL蛋白并没有毒副

作用, 应该是安全的[2,7-8]. 但是, 随后Jo et al [3]发

现, 虽然人TRAIL -His对鼠肝细胞没有毒性, 对
原代成人肝细胞却有强烈的细胞毒性. Nagata
与Gura呼吁对于TRAIL药物的开发要十分谨

慎[9-10]. 当然, 也有不同的声音: 认为通过去除标

签, 加入锌离子使外源表达的TRAIL分子形成

完整的三聚体后, 不会对肝细胞产生毒性[11]; 天
然的TRAIL蛋白对于人正常的角质化细胞与黑

色素细胞几乎没有细胞毒性[12]. 最近研究又发

图  1  GST-rhTRAIL 55-281的GST标签的切除与纯化, 100 g/L 

SDS-PAGE胶电泳图. 1: 蛋白质分子量标准; 2: 纯化的GST-

rhTRAIL 55-281蛋白; 3, 4: Factor-Xa消化后GST标签部分被切

除; 5: 纯化的rhTRAIL 55-281蛋白.

46 ku

25 ku

1          2          3            4           5

    

表  1  重组蛋白rhTRAIL 55-281或GST-rhTRAIL 55-281干预下细胞凋亡率

分组	                           Th                  PBMC	             L-02	            成人肝细胞	               人胎肝细胞

白蛋白 (无关蛋白)	        48            0.8±0.15	         0.6±0.17	             0.9±0.20	                0.7±0.16

                                        12            0.8±0.14             17.49±1.21bcd              16.22±1.27bcd                9.0±1.79bc

	                         24            1.2±0.31             39.52±3.11bcd              33.17±4.57bcd            18.64±3.06bc

                                        48             2.3±0.20             79.11±4.79bcd	         72.83±6.12bcd	            42.15±3.93bc

                                        12            0.9±0.12             19.89±2.03bcd              16.63±0.79bcd            11.01±1.29bc

	                         24            1.5±0.17             41.47±3.45bcd              34.86±2.19bcd            19.67±4.22bc

                                        48             2.3±0.23             80.31±5.13bcd              74.73±5.03bcd            47.15±5.31bc

bP<0.05 vs 白蛋白(无关蛋白); cP<0.05 vs  PBMC; dP<0.05 vs人胎肝细胞.

1∶100

rhTRAIL 55-281

1∶100

GST-rhTRAIL 55-281

A B

图  2  原代培养的人胎肝细胞与成人肝细胞 (绿色滤镜). A: 原代人胎肝细胞 (×400); B: 原代成人肝细胞 (×500).
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现: DR4和DR5可诱导肝细胞凋亡[13]; 在体的正

常肝细胞可抵抗TRAIL诱导的凋亡, 而在体外

则无法避免[14]; 胆汁酸可对死亡受体的信号转

导起调节作用, 他可以促进TRAIL诱导肝细胞凋

亡[15-17]; 正常人关节软骨细胞对TRAIL诱导的凋

亡也很敏感[18]; 也有人认为在体内与体外均对

肝细胞无毒性[19]. 基于以上正反两方面的观点, 
TRAIL药物的开发还是要十分谨慎, 安全性亟待

深入研究. 然而, 我国有人在追捧TRAIL , 甚至某

大型生物科技有限公司为TRAIL药物的开发投

入资金达亿元. 为了为TRAIL抗肿瘤药物开发

的可行性提供实验依据, 我们利用rhTRAIL 55-281

与GST-rhTRAIL 55-281干预肝细胞株L-02及原

代成人肝细胞、胎肝细胞, 然后利用流式细胞

仪进行凋亡检测, 以确定rhTRAIL 55-281与GST-
rhTRAIL 55-281肝细胞毒性的大小. 通过实验, 重
组蛋白rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281对正常

人PBMC无细胞毒性, 这与本研究小组早前报道

的结果是一致的[20], 综合本研究小组对可溶性

GST-rhTRAIL 55-281凋亡活性的检测实验[4], 可以

再次肯定: TRAIL重组蛋白对细胞有选择性毒

性. 重组蛋白rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281

对肝细胞有毒性, 这与Jom et al对有His标签的

重组蛋白TRAIL -His的研究结果一致. 因此, 无
论是全长还是非全长的, 无论是TRAIL -His还
是GST-rhTRAIL 55-281与rhTRAIL 55-281都对肝细胞

有较强的毒性, 重组蛋白rhTRAIL 55-281与GST-
rhTRAIL 55-281作为抗肿瘤药物开发受到其肝细胞

毒性的制约. 至于原代胎肝细胞的凋亡率明显

低于L-02细胞株与原代成人肝细胞的原因, 可
能是胎儿尚处于免疫发育不完全时期, 胎肝细

胞的TRAIL死亡受体表达不完整抑或诱骗受体

TRAIL-R4高表达造成[21-22], 有待我们进一步研究. 
鉴于以上实验结果, 我们认为: 对于TRAIL

药物的开发要把安全性放在首位, 在大量投入

资金之前, 必须验证他对正常细胞可能的杀伤

作用, 以免如同Fas药物开发一样[23], 造成不必要

的巨大浪费. 

致谢: 宋惠萍教授及张卫社教授给予了热忱的
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■背景资料
胃内同时发生内
分泌细胞增生并
典型类癌和印戒
细胞癌非常少见, 
更未见上述两癌
合并胃壁胰腺组
织异位的病例. 本
文报道了上述三
个病变共存1例的
情况, 其病理诊断
和鉴别诊断是难
点, 涉及到胃黏膜
内分泌细胞增生
与类癌的诊断标
准; 典型类癌与印
戒样内分泌细胞
癌和印戒细胞癌
的鉴别以及与异
位胰腺灶旁多灶
内分泌细胞增生
的鉴别. 明确这一
点将直接影响本
例类癌的临床分
期, 与患者的预后
判断密切相关. 本
文会对今后胃肿
瘤病理诊断实践
有帮助.
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Abstract
AIM: To report a case with synchronous occurr-
ence of carcinoid, signet-ring cell carcinoma 
(SRC) and heterotopic pancreas in stomach.

METHODS: One male patient aged 63 years old 
was diagnosed with coexistence of carcinoid, 
signet-ring cell carcinoma and heterotopic pan-
creas in stomach by gastroscopy and pathologi-
cal examination. These three lesions were further 
observed by histopathological, histochemical 
and immunohistochemical approaches, with the 
related literatures reviewed�.

RESULTS: Multiple foci of proliferative endo-
crine cells were found in lamina propria of the 
corpus, and carcinoid was found in corpus on 

the greater curve of the stomach, with muscu-
laris mucosae involved. The tumor cells were 
strongly positive for neuron-specific enolase, 
synaptophysin and chromogranin A. An in-
tramucosal SRC lesion was found in the lesser 
curve of corpus. Heterotopic pancreatic tissue 
was observed in muscularis propria of the an-
trum on the lesser curve, with hyperplasia of 
endocrine cells producing multiple pancreatic 
hormones.

CONCLUSION: Carcinoid in corpus of the 
greater curve and SRC in the lesser curve are 
independent lesions; the foci of endocrine cells 
in the muscularis propria and serosa are hyper-
plastic lesions from the heterotopic pancreatic 
tissue, rather than carcinoid dissemination.

Key Words: Heterotopic pancreas; Carcinoid; Sig-
net-ring cell carcinoma; Gastric tumor; Endocrine 
cell hyperplasia

Yang L, Zhang HT, Zhang X, Sun YT, Su Q. Coexistence 
of carcinoid, signet-ring cell carcinoma and heterotopic 
pancreas in stomach: a clicopathological observation. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(9):874-878

摘要
目的: 报道胃黏膜内类癌合并印戒细胞癌和
胃壁内胰腺组织异位1例, 并结合文献探讨其
诊断和鉴别诊断问题. 

方法: 患者, 男, 63岁, 主因“上腹部烧灼样不
适2 a余, 加重2 mo”行胃镜检查, 见胃体大弯
前壁黏膜结节状扁平隆起, 直径0.7 cm, 镜下
为类癌. 遂行胃大部切除, 常规取材病理送检
发现上述3个不同部位的病变, 对此进行组织
病理学、组织化学和免疫组织化学观察并复
习相关文献. 

结果: 胃体黏膜固有层内多灶内分泌细胞增
生并于胃体大弯侧形成类癌, 局灶浸润黏膜
肌层, 病变呈嗜铬颗粒蛋白A和突触素强阳性; 
胃体小弯黏膜固有层内查见印戒细胞癌; 胃

®
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■同行评价
胃内同时发生典
型类癌和腺癌或
印戒细胞癌非常
少见, 曾有1例胃
内 同 时 出 现 腺
癌、类癌和神经
内分泌黏液癌的
报道. 本病例在胃
的不同部位同时
出现三种不同类
型的肿瘤或病变, 
确实非常罕见, 有
报道价值.

窦小弯侧肌壁内查见异位胰腺组织伴内分泌
细胞成分显著增生, 后者由胰岛素、胰高血糖
素、生长抑素和胃泌素阳性细胞构成.

结论: 胃体大弯黏膜内类癌与小弯黏膜内印
戒细胞癌是各自独立的病变; 肌层和浆膜层
内分泌细胞团是增生的胰腺内分泌组织而非
类癌浸润.

关键词: 异位胰腺组织; 类癌; 印戒细胞癌; 胃肿瘤; 

内分泌细胞增生

杨琳, 张宏图, 张洵, 孙耘田, 苏勤. 胃黏膜内类癌合并印戒细胞

癌伴胃壁胰腺组织异位的临床病理观察.  世界华人消化杂志  

2006;14(9):874-878

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/874.asp

0  引言

胃类癌较少见, 占胃肠道肿瘤的0.4%-1.8%[1]; 但
印戒细胞癌为较常见的胃癌[2]. 他们发病隐匿, 
早期诊断较困难, 但二者的生物学行为有明显

区别. 胃壁胰腺组织异位常为胃外科手术或尸

检时偶然发现, 发病率为0.6%-13.7%[3]. 目前尚

未见有关上述3种病变共存的报道. 我们报道了

胃黏膜内类癌合并印戒细胞癌伴有胃壁内胰腺

组织异位1例, 结合文献探讨了上述3种病变的

鉴别诊断. 

1  材料和方法

1.1 材料 患者, 男, 63岁, 主因“上腹部烧灼样不

适2 a余, 加重2 mo”行胃镜检查, 见胃体大弯

前壁黏膜呈结节状扁平隆起, 直径0.7 cm, 活检

病理报告为“胃体神经内分泌源性恶性肿瘤”

(经免疫组织化学证实). 入院后查体发现剑突下

深压痛. 胸片、上消化道造影、腹部超声未见

异常; 腹部CT检查显示胃窦部胃壁略增厚; 血
清胃泌素93.2 mg/L, 血清CA19-9、癌胚抗原

(CEA)、CA724及CA242水平均正常. 患者否认

肿瘤家族史. 术中取大弯前壁黏膜隆起病变(病
变1)做冰冻切片, 结合形态及活检切片诊断“符

合类癌”, 行根治性远端胃大部切除术.
1.2 方法 胃大部切除标本经广泛取材, 常规石

蜡切片, 苏木精-伊红(HE)、阿尔辛蓝/过碘酸雪

夫(AB/PAS)和免疫组织化学染色. 免疫组织化

学反应采用PV-9000通用型二步法检测试剂盒, 
第一抗体包括针对胰高血糖素、胃泌素、生长

抑素、血管活性肠肽(VIP)、胰多肽(PP)等的多

克隆抗体; 以及针对细胞角蛋白(CK)18、胰岛

素、促肾上腺皮质激素(ACTH)、突触素(SY)、
嗜铬素颗粒蛋白A(CgA)、神经元特异性烯醇化

酶(NSE)、波形蛋白、P53(DO-7)和Ki-67等的单

克隆抗体. 上述试剂均购自北京中杉金桥生物技

术有限公司.

2  结果

远端胃大部切除标本, 小弯长11.5 cm, 大弯长

16.0 cm. 于胃体大弯前壁见一直径约1.0 cm缺

损区(病变1, 冰冻已取材), 镜下见轻-中度慢性轻-中度慢性

萎缩性胃炎改变伴黏膜固有层内多灶性内分泌黏膜固有层内多灶性内分泌

细胞增生, 并在病变1处形成一个直径为0.7 cm
的结节. 病变主要位于黏膜固有层, 部分浸润黏

膜肌, 呈CK18、NSE、SY和CgA阳性(图1). 胃
体小弯侧局部黏膜略增厚, 病变大小为3.0 cm×

2.0 cm(病变2). 镜下为黏膜固有层内印戒细胞

癌, AB/PAS染色显示肿瘤细胞内含混合性黏液黏液液

(图2), 神经内分泌标志物阴性. 胃窦小弯侧查见

一肌壁增厚区(厚约2.5 cm), 切面见黏膜下层和

肌层之间有一边界清楚的灰黄色类圆形结节(病
变3), 大小为2.5 cm×2.5 cm×2.0 cm, 质地中

等; 镜下显示病变为分化较成熟的胰腺腺泡、

导管及胰岛结构, 伴平滑肌组织显著增生; 病变

周边见成团的小圆细胞, 他们形态均一, 胞质淡

染, 分布于深肌层和浆膜层, 排列成索状, 有的

位于扩张的血窦内(图3); 这些细胞团呈CK18、

图  1  胃体部大弯侧黏膜内类癌, 浸润黏膜固有层和黏膜肌. 

A: HE×20; B: 类癌组织呈CgA阳性, IHC×20.

A

B
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CgA、SY阳性, 由产生胰岛素、胰高血糖素、

生长抑素和胃泌素的细胞组成, 形态学和免疫

组织化学表型上与异位胰腺组织内胰岛结构相

似. 上述3种病变不连续, 其组织化学表型也不种病变不连续, 其组织化学表型也不不连续, 其组织化学表型也不

同(表1). 
病理诊断为: 胃体小弯黏膜内浅表平坦型

印戒细胞癌; 胃体大弯前壁多灶性内分泌细胞

增生伴类癌形成, 类癌组织浸润至黏膜肌层; 胃
窦-幽门部肌层及浆膜层内胰腺组织异位伴内分组织异位伴内分异位伴内分

泌细胞增生. 上、下切缘净. 胃旁淋巴结未见肿

瘤转移灶(0/12). 该患者术后已13 mo, 未见肿瘤

复发或转移证据.

3  讨论

2000年WHO将胃的内分泌肿瘤分为类癌(高分

化内分泌肿瘤), 小细胞癌(低分化内分泌肿瘤)
和瘤样病变(包括内分泌细胞增生和不典型增

生)[4], 其中类癌占大多数, 主要由肠嗜铬样细胞

(ECL细胞)组成[5]. 类癌分为3型:Ⅰ型与自身免

疫性萎缩性胃炎相关; Ⅱ型与多发性内分泌肿

瘤综合征Ⅰ型(MEN-Ⅰ)和/或卓-艾综合征(ZES)
相关; Ⅲ型为散发型[6]. Ⅰ、Ⅱ型遵从“内分泌

细胞增生-不典型增生-肿瘤形成”的发生、发

展过程, 内分泌细胞增生和不典型增生均被认

为是其前期病变[7]. 当内分泌细胞增生形成结节

直径>0.5 cm或浸润黏膜下层时即应诊断为类

癌[8]. 本例胃黏膜活检表现为自身免疫性轻-中
度萎缩性胃炎伴多灶性内分泌细胞增生, 并在

局部形成直径0.7 cm的结节, 该病变浸润黏膜肌

层, 其相邻胃黏膜内可见内分泌细胞增生, 符合

内分泌细胞增生伴Ⅰ型类癌形成. 
本例标本在胃体小弯黏膜内查见表浅的印

戒细胞癌(病变2). 这是否为一类特殊的印戒样

内分泌细胞癌[9-11]? 即这个病灶是否由类癌(病
变1)播散而来? 有3点理由不支持上述假设. 首
先, 二者形态不同, 类癌和印戒细胞癌均为典型

的病变, 形态学表型无相似之处; 其次, 两个病

变发生部位不同, 而且相距较远; 另外, 两个病

变各有不同的组织化学表型, 病变1呈黏液染色

阴性、神经内分泌标志物阳性, 而病变2为黏液

反应阳性、神经内分泌标志物阴性. 因此, 二
者为各自独立的病变. 文献中胃类癌合并腺癌

的报道共5例[12-16], 其中仅1例为合并印戒细胞

癌[16]. 

图  2  胃体部小弯侧黏膜固有层内印戒细胞癌. A: HE×40; B: AB/PAS ×40.

A B

图  3  胃窦部肌层异位胰腺组织, 镜下显示病变为分化较成熟的胰腺腺泡、导管及胰岛结构, 伴平滑肌组织显著增生. A: 

HE ×10; B: 异位胰腺组织病变周边见成团的小圆细胞, 他们形态均一, 胞质淡染, 分布于深肌层和浆膜层, 排列成索状, 有

的位于扩张的血窦内, HE×20.

A B
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胃内胰腺组织异位发生率为0.6%-13.7%[3], 
通常位于幽门附近、胃大弯前壁或后壁, 最常

见于黏膜下, 也可位于肌层或浆膜下. 组织学上, 
胰腺组织异位分为四型:Ⅰ型包含有胰腺的全部

成分;Ⅱ型仅由胰导管成分构成; Ⅲ型仅由腺泡

成分构成; Ⅳ型仅含有内分泌组织, 由产生多种

胰岛激素的细胞构成[17]. 胃壁胰腺异位通常无

症状, 偶可因胃黏膜侵蚀引起腹痛、上消化道

反复出血、梗阻或恶变. 异位胰腺恶变几率虽

然相当低, 但已经有转变为腺癌[18-25]或神经内分

泌肿瘤的报道[26]. 判定异位胰腺恶变的标准有3
点: 肿瘤必须在异位胰腺组织内部或附近; 肿瘤

必须与异位胰腺组织有移行; 非恶变的胰腺组

织应当包含分化良好的腺泡和导管[3]. 此外, 功
能性胰腺内分泌肿瘤仅由分泌一种激素的细胞

组成, 此点与内分泌组织增生不同. 本例属于Ⅰ

型胰腺组织异位, 但内分泌部增生较显著, 尤其

是在病变周边部分, 在肌层和浆膜层内浸润, 有
的位于扩张的血窦内. 这些内分泌细胞增生性

病变形态与病变1(类癌)相似. 那么, 病变3中的

这些多灶内分泌细胞增生是否已经是肿瘤性病

变(即类癌)? 与类癌(病变1)的关系如何? 是否

属于病变1的浸润性病灶? 明确这一点将直接影

响本例类癌的临床分期. 我们的观察显示, 病变

3大部分区域中内分泌部与外分泌部相间排列; 
功能上, 病变3的内分泌组织由胰岛素、胰高血

糖素和生长抑素阳性细胞组成, 这与正常胰岛

的细胞组成相似, 反映了其多克隆性; 而病变1
中未见上述激素合成(表1). 这说明, 病变3中的

内分泌组织是非肿瘤性增生, 与病变1各自独立, 
不是由后者播散形成的. 本例属于Ⅰ型类癌伴

胃黏膜内印戒细胞癌及胃窦和幽门部胰腺组织

异位. 至于这3种病变在发生机制上有无内在联

系, 有待今后观察. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of transform-
ing growth factor alpha (TGF-α) and epidermal 
growth factor receptor (EGFR) in Barrett’s 
esophagus and esophageal adenocarcinoma.

METHODS: Immunohistochemistry (SABC 
assay) was used to detect the expression of 
TGF-α and EGFR protein in patients with reflux 
esophagitis (n = 13), Barrett’s esophagus (n = 17), 
esophageal adenocarcinoma (n = 11) and normal 
esophageal mucosa (n = 30)�.

RESULTS: In the development of reflux esopha-
gitis, Barrett’s esophagus and esophageal adeno-
carcinoma, the expression of TGF-α and EGFR 
protein increased gradually and closely corre-
lated with each other (r = 0.951, P < 0.01). TGF-α 
protein was mainly expressed in the cytoplasm. 
EGFR was expressed in the cellular membrane 
in the normal esophageal mucosa and reflux 
esophagitis, but strongly positively expression 

was also observed in the cytoplasm and nucleus 
of cells in Barrett’s esophagus with dysplasia 
and esophageal adenocarcinoma.

CONCLUSION: TGF-α and EGFR expression in-
crease and may play synergic roles in the devel-
opment of Barrett’s esophagus and esophageal 
adenocarcinoma.

Key Words: TGF-α; EGFR; Barrett’s esophagus; Es-
ophageal adenocarcinoma

Hu CY, He CF. Expression of transforming growth factor alpha 
and epidermal growth factor receptor in Barrett’s esophagus 
and esophageal adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(9):879-883

摘要
目的: 研究Barrett食管和食管腺癌中TGF-α和
EGFR的表达意义. 

方法: 采用免疫组化SABC法检测反流性食管
炎13例、Barrett食管17例和食管腺癌11例中
TGF-α和EGFR的表达, 并以30例正常食管黏
膜为对照, 运用免疫组化图像分析加以定量, 
进行统计学的分析和比较. 

结果: TGF-α和EGFR在正常食管黏膜、反
流性食管炎、B a r r e t t食管和食管腺癌的表
达逐渐增高, 二者呈明显的正相关(r  = 0.951, 
P <0.01); TGF-α主要表达于细胞质, EGFR在
正常食管黏膜和反流性食管炎表达于细胞膜, 
而在Barrett食管非典型增生和食管腺癌, 则可
见细胞质和细胞核的明显表达.

结论:  T G F-α和E G F R在反流性食管炎、

Barrett食管和食管腺癌中表达逐渐增高并且
相互作用, 可能对Barrett食管和食管腺癌的发
生、发展起一定的作用.

关键词 :  转化生长因子α ;  表皮生长因子受体; 

Barrett食管; 食管腺癌
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■背景资料
胃食管反流病是
消化系统的常见
病 .  慢 性 胃 食 管
反流一个常见和
潜在的严重后果
是食管原有的鳞
状上皮被化生的
柱状上皮增殖所
替 代 ,  这 一 状 况
被称为Barrett食
管. 这种化生上皮
可能进展至食管
腺癌. 本文研究了
Barrett食管和食
管腺癌中TGF-α
和EGFR的表达意
义.



0  引言

Barrett食管是反流性食管炎的主要并发症之一, 
他是由于长期胃食管反流导致柱状上皮化生替

代正常食管鳞状上皮的一种病理现象, 被认为

是食管腺癌的癌前病变[1-2]. 在过去30 a里, 食管

腺癌的发病增长速度远远超出其他肿瘤, 严重

威胁着人类健康, 而大多数食管腺癌可能来源

于Barrett上皮化生[3-7]. 但是, 在胃食管反流者中

只有少数发生了Barrett食管, 而Barrett食管发展

为食管腺癌的年发生率估计约为0.2%-2%[8-10]. 
目前研究表明, 源于Barrett上皮化生的食管腺

癌的形成是一个由多因素参与的多步骤的过

程, 在这一过程中, 转化生长因子(transforming 
growth factor alpha, TGF-α)和其受体表皮生长因

子受体(epidermal growth factor receptor, EGFR)
可能起一定作用[11-12]. 我们通过免疫组化法及图

像分析, 探讨TGF-α和EGFR在反流性食管炎、

Bar re t t食管和食管腺癌中的表达变化及其意

义, 初步阐述二者在其发生、发展中的作用, 为
Barrett食管和食管腺癌的发病机制提供可能的

理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 反流性食管炎13例经临床、内镜及

24 h食管pH检测确诊, 根据我国食管炎内镜诊

断标准[13]分级为Ⅱ-Ⅲ级. Barrett食管17例, 其
组织标本来源于胃-食管交界处上方3 cm以上

的舌形、岛形或环周形病灶黏膜, 均在内镜下

取得, 并经病理诊断证实伴有肠化者收入本研

究; 在17例Barrett食管中, 7例属非典型增生, 其
中6例为中-重度不典型增生. 食管腺癌11例收

集于病理科标本. 对照组30例为反流性食管炎

和Barrett食管患者自身正常食管黏膜, 均取自

胃-食管交界处上方3 cm以上且距病灶缘至少

5 cm之外, 并经病理证实为正常食管鳞状上皮. 
TGF-α和EGFR多克隆抗体、相应二抗IgG和

SABC试剂盒均购自武汉博士德生物公司.
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1.2 方法 实验采用免疫组织化学链霉亲合素-生
物素-过氧化物酶复合法SABC法, 具体操作步骤

按说明书进行, 免疫反应阳性物呈淡黄色或棕

褐色, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 免疫组化

图像分析采用北航多功能真彩色病理分析图像

-[miad]软件, 每例标本选3个不同视野, 以阳性目

标总面积/统计场总面积即面密度为指标, 在光

镜下进行定量分析.
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 

TGF-α和EGFR组内差异分别采用F检验, 二者

之间的相关性采用Spearman等级相关分析法, 
P <0.05为显著性差异.

2  结果

2.1 TGF-α和EGFR的表达 在正常食管黏膜, 
TGF-α几乎无表达, EGFR弱表达; 在反流性食

管炎, TGF-α表达仍很低, 而EGFR的表达明显增

加(P <0.05); 在Barrett食管, TGF-α和EGFR表达

量均较反流性食管炎明显增加(P <0.05, P <0.05); 
在Barrett食管非典型增生, TGF-α和EGFR的表

达虽然有所增加, 但与Barrett食管组相比无统计

学意义; TGF-α和EGFR在食管腺癌中的表达最

高, 与Barrett食管相比, 具有显著性差异(P <0.05, 
P <0.05)(表1). TGF-α主要表达于细胞质; EGFR
则定位于正常食管黏膜和反流性食管炎的细胞

膜, 在Barrett食管中-重度非典型增生和食管腺

癌中, EGFR除表达于细胞质, 在细胞核也可见

明显的表达(图1).
2.2 TGF-α和EGFR的相关性 TGF-α和EGFR在
正常食管黏膜、反流性食管炎、Barrett食管、

Barrett食管非典型增生和食管腺癌组表达增幅

虽不尽一致, 但均呈逐渐增高趋势. 通过绘制散

点图发现, TGF-α和EGFR在上述五组中的表达

呈非线性关系, 而且为等级资料, 故采用Spear-
man等级相关分析法, 二者在统计学上呈显著的

正相关(r  = 0.951, P <0.01)(图2).
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■研发前沿
源于Barrett上皮
化生的食管腺癌
的形成是一个由
多因素参与的多
步 骤 的 过 程 ,  包
括有癌基因与抑
癌基因、生长因
子、黏附分子、

细胞增殖与凋亡
及其调控失衡等
的参与和作用.

    

表  1  TGF-α和EGFR免疫组化表达量 (面密度, mean±SD)

分组	                      n 	  男∶女	           年龄 (岁)	           TGF-α	               EGFR

对照组	                  30	  21∶9	        43 (26-71)	     0.036±0.003	       0.089±0.005

反流性食管炎	  13	    9∶4	        41 (28-67)	     0.045±0.009	       0.236±0.031

Barrett食管	  10	    7∶3	        39 (26-51)	     0.469±0.054	       0.381±0.029

非典型增生	    7	    5∶2	        52 (35-71)	     0.590±0.053	       0.388±0.033

食管腺癌	                   11	    6∶5	        60 (37-75)            0.768±0.069	       0.426±0.040



呼闯营, 等. TGF-a和EGFR在Barrett食管和食管腺癌的表达                                                                                        881

www.wjgnet.com

■创新盘点
本实验系统地研
究了转化生长因
子TGF-α及其受
体 E G F R 在 反 流
性食管炎-Barrett
食管-食管腺癌这
一序贯过程中的
表达, 结果发现二
者呈逐渐增高的
趋势, 并且具有明
显的相关性, 提示
TGF-α和EGFR可
能在Barrett食管
和食管腺癌的发
生、发展中起一
定的作用.

3  讨论

生长因子是一类能与细胞膜特异受体呈高亲和

力结合而刺激细胞增殖的多肽. 肿瘤细胞自分

泌的生长因子可不断地刺激自身细胞的生长, 
是肿瘤发生和发展的重要因素之一[14-16]. TGF-α
最早发现于病毒感染细胞, 此后证实多种肿瘤

细胞可分泌TGF-α并促进自身的生长. EGFR
是TGF-α和表皮生长因子EGF的共同受体, 与
TGF-α和EGF的亲和力相同, 但EGF的活性远远

低于TGF-α. 表达异常的TGF-α如果与过量表达

或结构改变的EGFR结合并相互作用, 则可使细

胞获得恶性增殖优势[17-18]. 在食管炎、Barrett食
管和食管腺癌也分别有TGF-α和EGFR表达异

常的报道[19-23]. 我们采用免疫组化法和图像分析

定量, 检测了包括反流性食管炎、Barrett食管和

食管腺癌以及正常食管黏膜TGF-α和EGFR的

表达变化, 以期从肿瘤细胞自分泌生长因子方

面解释部分反流性食管炎发展为Barrett食管, 并
在此基础上恶变为食管腺癌的可能机制. 结果

显示: 从正常食管黏膜、反流性食管炎、Barrett
食管和非典型增生到食管腺癌, TGF-α和EGFR
的表达呈现逐渐增高的趋势, 但增幅并不一致, 
TGF-α主要定位于细胞质, EGFR则表达广泛. 在
正常食管黏膜, TGF-α几乎无表达, 提示正常食

管鳞状上皮可能缺乏生成和分泌TGF-α的能力, 
EGFR则少量表达于细胞膜. 在反流性食管炎, 
TGF-α表达仍很低, 提示TGF-α在反流性食管炎

炎性反应中不起重要作用, 而EGFR表达增高可

能是机体保护反应所致, 其机制可能与其他因

素有关[24-25]. 当Barrett食管形成后, 肠化型柱状

细胞可大量合成和分泌TGF-α及EGFR, 二者结

合可促进细胞的分化和增殖, 而且细胞异型性

增生程度越高, 这种能力越强, 最终导致部分细

胞发生癌变. 在Barrett食管非典型增生和食管腺

癌, TGF-α和EGFR的表达明显增高, 而且EGFR
分布广泛, 他不仅表达于细胞质, 细胞核也可见

明显的表达. EGFR的高表达特别是细胞核的高

表达可能是细胞核过度增殖和细胞异型的表现, 
是细胞恶性程度的标志之一[26-27]. EGFR从细胞

膜转位至细胞核是否参与了Barrett食管和食管

腺癌的发生、发展过程, 尚有待进一步证实. 
我们试用Spearman等级相关分析法探讨了

TGF-α和EGFR从正常食管黏膜、反流性食管

炎、Barrett食管和非典型增生到食管腺癌过程

中表达的相关性, 统计学显示二者存在明显的

正相关, 提示TGF-α和EGFR同时参与并可能共

同作用于Barrett食管和食管腺癌的发生、发展, 
其内在机制可能在于二者系受体配体间相互作

用的关系[28-30]. 综上所述, TGF-α和EGFR在反流

性食管炎、Barrett食管和食管腺癌中表达逐渐

图  1  食管组织EGFR的表达 (SABC×200). A: 反流性食管炎; 

B: Barrett食管非典型增生; C: 食管腺癌.
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图  2  TGF-α和EGFR的相关性 (Spearman等级相关分析法).
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增高及其相互作用, 可能对Barrett食管和食管腺

癌的发生、发展起一定的作用. TGF-α和EGFR
在反流性食管炎、Barrett食管和食管腺癌的表

达并不一致, 联合检测TGF-α和EGFR可能更有

助于准确地判断病情和预测疾病的进展. 
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摘要
Barrett食管是一类公认的食管腺癌癌前病变, 
在西方国家常见. 近年来在中国也有上升的趋
势. 目前有研究显示胆汁返流与Barrett食管及
食管腺癌有关联. 有研究显示胆汁返流可能导
致Barrett食管发病率上升, 从而食管腺癌发生
率亦上升. 其可能的机制涉及到返流时胆盐在
Barrett食管过程中对有关癌基因的影响、慢
性炎症在其中的作用、胆囊切除术后相应的
解剖学改变等. 本文就此作一综述.  

关键词: 胆汁返流; Barrett食管; 肿瘤

台卫平, 张玫, 罗和生. 胆汁返流与Barrett食管及食管肿瘤. 世界

华人消化杂志 2006;14(9):884-887
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0  引言

1950年, 英国医师Barrett首次报告了食管的柱状

上皮化病例, Barrett食管(Barrett esophagus, BE)
最初的定义为食管远端的正常鳞状上皮被替代, 
其受累长度大于3 cm. 目前认为, 食管下端的复

层鳞状上皮被化生的柱状上皮所代替, 无论是

化生的胃上皮、小肠上皮或者大肠上皮, 都可

以定义为BE, 而不考虑其受累长度. Barrett食管

是一类公认的食管腺癌癌前病变, 在西方国家

常见. 近年来在中国也有上升的趋势. 食管腺癌

的发病率在西方国家中在过去的数十年间上升

了数倍, 食管腺癌的主要危险因素为Barrett食
管. 结直肠腺瘤-腺癌序列及其潜在的分子突变

序列已经作为癌变进展模型被广泛接受, 与之

类似的食管腺癌模型发生通路正在建立, 包括

食管黏膜炎症-化生-不典型增生-癌序列. 许多

学者的研究显示不仅胃返流, 十二指肠返流在

BE和腺癌的病理生理过程中也起到一个重要

的作用. 以前有观点认为BE是先天性发育异常

所致, 现认为BE是胃食管返流疾病(GERD)的严

重并发症, 大多继发于返流性食管炎. 长期以来, 
胃酸一直被认为是引起GERD患者食管损伤的

主要因素[1]. 随着食管内24 h pH检测及胆红素

监测的应用, 胆汁返流在BE形成中的作用日益

受到重视[2]. 胆汁是十二指肠内容物的主要成分, 
故测定食管内胆汁的含量可代表食管暴露于

十二指肠内容物的时间及量. 

1  相关结果  
十二指肠食管返流已被证实可以促进实验动物

中食管癌的发生, 最近的研究证实十二指肠返

流(DERD)或者十二指肠胃返流(DGRD)可以促

进食管癌的发生, 甚至是在没有致癌物质存在

的情况下[3]. 相反, 单纯胃返流并不能导致这一

化生-癌的序列发生[4]. 这些试验证实了暴露于

十二指肠内容物情况下食管腺癌肿瘤发生的重

要性[5]. 
BE的抗返流手术其效果尚不确切. 有文献

报道抗返流手术后BE可以完全缓解[6], 化生和

肿瘤的危险性可以下降, 但同时也有报道认为

抗返流手术很少能够导致完全缓解[7]. 一篇综述

报道在340名经历抗返流手术的BE患者中, 74% 
BE没有变化, 完全和部分缓解的比例分别为4%
和12%[8]. 

相反, 最近一项全美国范围的回顾性序列研

究提示在经历抗返流手术后, BE患者发展为食

管腺癌的危险性较普通人群要高. 因此, 抗返流

手术可否诱导BE的衰退以及预防其发展为肿瘤

仍需要进一步研究[9]. 
也有研究证实十二指肠以及十二指肠胃内

容物不仅可以诱导大鼠腐蚀性食管炎, 而且可

以诱导为食管腺癌[10]. 相反, 单独胃内容物诱导

BE的几率很低, 并不能诱导任何食管腺癌. 这些

证据显示十二指肠内容物而非胃内容物在大鼠

BE的起源和随后的食管腺癌发生中起着重要作

用. 近年来随着Bilitec 2000胆汁返流检测仪的应

■背景资料
Barrett食管是一
类公认的食管腺
癌癌前病变, 目前
有研究显示胆汁
返流与Barrett食
管及食管腺癌有
关联.有研究显示
胆汁返流可能导
致Barrett食管发
病率上升, 从而食
管腺癌发生率亦
上升. 其可能的机
制涉及到返流时
胆盐在Barrett食
管过程中对有关
癌基因的影响、

慢性炎症在其中
的作用、胆囊切
除术后相应的解
剖学改变等.
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■研发前沿
目前该领域的研
究 热 点 集 中 在
有关癌基因的影
响、慢性炎症在
其中的作用、胆
囊切除术后相应
的解剖学改变、

动物模型的制作
以及大规模的临
床前瞻性实验等.

用, 使更加可靠的诊断十二指肠返流成为可能, 
其检测结果与其他十二指肠返流检测方法的大

量临床对照研究结果基本一致, 被认为能准确

地反映十二指肠胃返流和十二指肠胃食管返流. 
张俊et al [11]研究证实酸返流和胆汁返流在GERD
病中均具有重要作用, 二者可能具有正性协同

作用. 

2 机制

2.1 胆盐在Barrett食管病理过程对癌基因的影

响  在Barrett食管患者中可以检测到比正常人或

者GERD患者更高的胆盐浓度[12]. 其确切机制尚

不甚明了, 他可以导致c-myc, 一类前癌基因的

过表达[13]. 一类假设是胆酸可以引起正常细胞凋

亡, 而已经有p53基因突变的细胞则不然[14]. 给予

这些患者明显的胆汁返流而非胃酸, 例如, 那些

经历过胃部手术的患者, 其Barrett食管患病率并

没有明显的提高, 似乎胆酸在其中并不是起关

键性的作用[15-16]. 有证据显示只有在胆盐被酸化

的情况下, 才可以诱导COX-2和c-myc的上调, 而
在中性pH值环境中则不然[17]. 在pH位于3和6之
间时, 胆酸是可溶解的而非离子化的, 这样使得

其可以通过黏膜屏障, 集聚于黏膜细胞间, 可能

导致细胞损伤[18]. 但是, 在高pH值时, 其仍保持

离子状态, 从而不能通过细胞屏障. 在更低的pH
值时, 胆酸则被排斥出来. 因此, 不完全的酸抑

制可能事实上促使胆酸施加其毒性作用. 同时, 
联合胆汁和酸性返流在体内已被证实有损伤作

用[19], 在体外的作用尚不能够支持这一点[20]. 
2.2 慢性炎症在其中的作用 Fein et al [21]采用以

下术式: 在胃-食管连接处以上横断食管, 切除全

胃, 十二指肠旷置, 将食管断端吻合到Treitz韧带

远端、肠系膜对侧的空肠壁上. 于术后2 wk和
6 wk均未在反流液中检测到N-亚硝基-牛磺胆

酸、N-亚硝基-甘氨胆酸或其他N-亚硝基产物; 
所有反流液标本虽均表现有细胞毒性, 但均无

基因毒性. 因此胆汁反流的致癌机制与特异性

致癌物无关, 尤与N-亚硝基-胆汁酸无关, 他们认

为胆汁反流的致癌作用与食管黏膜的慢性炎症

有关. 这一观点得到Buttar et al [3]的支持, 他们发

现胆汁反流能诱导食管黏膜环氧合酶-2(COX-2)
的表达, 导致组织中前列腺素E2(PGE2)水平显

著升高. 组织中PGE2水平的升高与黏膜炎症程

度加重和腺癌发生率增加显著相关. 肿瘤组织

中P G E2的水平显著升高, 黏膜的炎症程度亦

显著加重. 选择性COX-2抑制剂能显著减轻黏

膜炎症, 腺癌发生率亦随之降低. 但是, 组织

中COX-2的表达及PGE2水平的升高不影响

Barrett食管和不典型增生的发生率, 而Barrett
食管是公认的食管腺癌的癌前病变, 说明存在

其他原因与两者有关. 研究认为慢性炎症中的

氧化应激损伤可能是原因之一, 这一发现来自

于大鼠补铁治疗纠正贫血后, 食管黏膜炎症显

著加重, Barrett食管、不典型增生和腺癌的发

生率均显著增高, 且癌组织显著增大, 表明腺

癌发生较早或癌细胞浸润加快[22], 研究发现组

织中脂质、蛋白质和DNA的氧化损伤产物水

平显著增高, Barrett上皮细胞和癌细胞中具有

细胞保护效应的氧化应激反应基因血红素氧

化酶21(HO-1)和金属硫蛋白(MT)基因的表达

异常活跃, 食管鳞状上皮的基底层细胞亦有

MT 过量表达, 另外, 通过组织化学染色发现, 
铁颗粒在Barrett上皮及围绕其周围的巨噬细

胞中沉积明显增多[23], 说明长期胆汁反流能造

成食管黏膜炎症, 补铁治疗虽纠正了贫血, 却
使铁离子在炎症局部沉积, 而铁离子是目前已

知的诱导氧自由基产生最有效的金属离子, 因
此导致食管黏膜存在持续的氧化应激损伤[24]. 
研究认为食管鳞状上皮的基底层细胞内存在

上皮内干细胞[24], 其MT基因的过量表达, 表明

其亦遭受氧化应激损伤, 氧自由基使其基因发

生突变, 致使其向腺上皮分化, 形成Barrett食
管, 而Barrett上皮细胞是Barrett食管黏膜中氧

化应激损伤的靶细胞, 其基因受氧自由基的损

伤, 亦发生突变, 导致不典型增生, 继而形成腺

癌. 癌细胞中基因的氧化损伤可能与恶性度增

加、肿瘤浸润加快有关, 表现为癌组织显著扩

张. 以上研究表明长期胆汁反流能诱导食管黏

膜COX-2表达, 使PGE2水平升高, 导致食管黏

膜炎症. 炎症时氧化应激活跃, 产生大量氧自

由基, 氧自由基使食管鳞状上皮基底层内的上

皮内干细胞发生基因突变, 向腺上皮化生, 形
成Barrett食管. Barrett上皮细胞内基因受氧自

由基的损伤, 发生突变, 形成不典型增生. 快速

增生的细胞分裂活跃, 基因经常暴露于氧自由

基而受损伤, 因突变累积而形成腺癌. 癌细胞

的基因再受氧自由基的损伤, 使其恶性程度增

加、浸润加快. 在Barrett食管组织体外培养系

统中, 酸和胆汁的刺激均能造成COX-2的表达

增加, 而二羟基胆酸能促进COX-2的转录. 
2.3 胆囊切除术与胆汁返流及食管癌 有研究

证实患者大于60岁的, 比起年轻患者其食管



www.wjgnet.com

886                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R               世界华人消化杂志      2006年3月28日    第14卷   第9期

■创新盘点
本文率先对胆汁
返流与Barrett食
管及食管肿瘤的
相关性进行了综
述.

腺癌的危险性要高. 没有发现食管鳞癌和胆囊

切除术的联系. 该文发现胆囊切除术和食管腺

癌有关, 而非胆囊结石. 和食管鳞癌之间有关联. 
其可能的机制是十二指肠胃食管返流(DGER)
引起的GERD. 胆囊切除后十二指肠胃返流和胃

食管返流增加的可能是因为十二指肠液进入食

管的可能性增加. 在动物试验中已经发现十二

指肠液可以增加腺瘤的可能性. 在鼠的实验研

究中, 通过建立食管胆囊吻合, 可以诱导食管腺

瘤, 而当胆汁引流到下消化道时, 则食管腺瘤并

无增加; 已经发现十二指肠食管返流(DEGR)导
致前肠黏膜(pre-intestinal mucosal)增生, 淀粉酶

和胆盐对肝脏细胞、结肠细胞以及食管黏膜是

有害的[25-26]. Barret t食管患者有一个高流行的

DGER, 在发展为腺癌的患者中其发病率更高. 
其病理生理机制尚不清楚. 有不同的理论来解

释. 一个理论是DGER的食管黏膜中的表皮生长

因子的增加, 导致了不成熟的细胞转移到表皮

表面[27-28], 他们对胆汁成分所引起的损害更加易

感. 这一机制似乎是由环氧合酶-2介导, 在体外

已有实验发现选择性阻断该酶可以降低肿瘤细

胞在体外的生长. 更深入的研究发现胆酸可以

主动转运入表皮细胞, 因此使细胞内膜和外膜

以及连接断裂[29]. 该报道深入的阐述了DGER在
食管腺瘤的肿瘤发生过程中的作用. 以下的发

现支持GERD合并DGER是胆囊切除后食管腺

瘤患者的主要危险暴露因素: (1)食管鳞癌和返

流性疾病没有联系; (2)外科手术而非胆囊结石

增加了食管腺癌的危险性. 胆汁返流在人类食

管腺癌发生中的作用需要进一步研究. 
总之, 胆汁返流与Barrett食管和食管肿瘤关

系密切, 目前已经有相当的动物试验和大规模

的临床回顾性研究证实了这一点, 其涉及到的

可能机制有前癌基因的改变、慢性炎症等, 还
需要进一步的动物和临床试验来证实这一点. 
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全国胃黏膜癌前病变与癌前疾病诊治研讨会
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摘要
严重烧伤后发生的急性胃肠黏膜缺血损害以
及由此而引起的胃肠道屏障功能的改变是导
致烧伤后炎症反应综合征(SIRS)和多器官功
能障碍综合征(MODS)发生的重要原因, 也是
降低烧伤休克复苏质量, 诱发肠源性感染和内
毒素血症的危险因素. 本文详细阐述了烧伤后
胃肠道功能的改变、具体的机制及防治对策, 
对提高烧伤后胃肠道功能障碍的认识有重要
意义.

关键词: 严重烧伤; 胃肠道功能; 多器官功能障碍综

合征

李晓芳. 严重烧伤后胃肠道功能障碍的机制和防治.  世界华人

消化杂志  2006;14(9):888-893
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0  引言

严重烧伤后常发生多器官功能障碍综合征

(multiple organ dysfunction syndrome, MODS), 
其死亡率高, 救治难度大, 是目前烧伤并发症研

究领域中的重大课题.
长期以来, 人们对肠道功能的认识偏重于

肠道对营养物质的消化吸收. 自1970年代以来

人们发现死于脓毒症的相当部分患者找不到明

确的感染灶或细菌培养阴性, 而且仍有部分病

例的原发感染灶即使在尸检时也找不到. 这些

感染大多为革兰氏阴性(G-)杆菌、肠球菌及白

色念珠茵等肠道常驻菌所致, 应用抗生素预防

和控制感染并不能有效地降低MODS的发生率

与病死率, 进一步观察到这类患者及动物模型

体内常表现明显的肠道细菌移位现象, 推测肠

道是这类脓毒症患者的细菌感染源, 为此有学

者提出GOS(gut origin sepsis)的概念[1]. 近20 a
来, 通过大量动物实验和临床研究, 对肠道屏障

机制和肠黏膜代谢的认识、肠道免疫功能的进

一步了解, 以及对全身性炎症反应综合征(SIRS)
和MODS发生机制的进一步阐明, 使人们对胃

肠道作为一个独立器官在外科应激反应时的

功能和结构的变化, 进行了大量研究和再认识. 
现已知, 胃肠道是人体最大的免疫器官, 含有

约50%的网状内皮细胞和其他免疫细胞, 体液

免疫的80%也来自于肠道. 各种致伤因素如创

伤、烧伤、感染、休克、缺血再灌注损伤、

放射治疗、化疗药物等作用于机体以及SIRS
本身都直接(或)间接地导致肠道内细菌过度生

长、肠机械屏障破坏和(或)机体免疫力降低 , 
引起肠内细菌和(或) 毒素移位, 产生SIRS、脓

血症, 甚至MODS[2-3]. 本文就严重烧伤后胃肠

道功能的改变, 具体机制及防治做一综述. 

1  烧伤后胃肠道屏障功能障碍

正常状态下, 胃肠道依赖于胃肠黏膜屏障的防

御机能, 能够保护宿主免受肠腔中细菌、内毒

素的侵袭. 严重烧伤后发生的急性胃肠黏膜缺

血损害以及由此而引起的胃肠道屏障功能的改

变, 是导致烧伤后SIRS和MODS发生的重要原

因, 也是降低烧伤休克复苏质量, 诱发肠源性感

染和内毒素血症的危险因素. 胃肠黏膜屏障包

括机械屏障、生物屏障和免疫屏障三部分, 他他
们共同作用形成一个多方面、多层次的防护

网[4]. 一方面, 肠黏膜上皮细胞、细胞间紧密连

接与菌膜三者构成肠黏膜机械屏障, 他限制定他限制定限制定

植于肠黏膜表面的常驻菌穿透黏膜进入体内; 
另一方面, 肠道常驻菌与宿主的微空间结构形

成一个相互依赖又相互作用的微生态系统, 他他
构成了肠道内的生态屏障. 在此情况下, 肠道菌

群的定植性、繁殖性等作用使外来菌无法在肠

道内定植. 特别是正常菌群中厌氧菌对机体定

植抗力(colonization resistance)具有重要作用, 可
阻止肠道条件致病菌的定植与大量增殖. 此外, 
肠相关淋巴细胞(包括肠黏膜间质存在的T淋巴

细胞、B淋巴细胞和浆细胞等)及其免疫活性产

物构成了重要的免疫屏障. 其中肠黏膜表面免

■背景资料
严重烧伤后发生
的急性胃肠黏膜
缺血损害以及由
此而引起的胃肠
道屏障功能的改
变, 是导致烧伤后
SIRS和MODS发
生的重要原因, 也
是降低烧伤休克
复苏质量, 诱发肠
源性感染和内毒
素血症的危险因
素, 而MODS既是
严重烧伤的常见
并发症, 也是常见
的致死原因之一. 
故进一步了解胃
肠道屏障功能的
机制, 采取有效的
防御措施,减少并
发症的发生,在严
重烧伤的治疗中
具有重要意义.
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■ 研发前沿
胃肠道屏障功能
障碍的机制的实
验研究主要集中
在动物实验上, 临
床实验由于标本
的局限而进展不
大; 临床研究的重
点主要是早期胃
肠道营养防治胃
肠道屏障功能障
碍, 以及特殊营养
物质的应用.

疫活性成分分泌性IgA对维持肠道正常的免疫

功能具有极其重要的作用, 他能有效阻止细菌他能有效阻止细菌能有效阻止细菌

对肠上皮表面的吸附、中和病毒、毒素和酶等

生物活性抗原等. 生理情况下, 由于宿主有完整

的肠黏膜机械屏障, 肠道菌群的微生态平衡及

健全的免疫防御系统, 肠道细菌一般不易发生

移位. 但在多种应激因素打击下, 机体肠黏膜屏

障破坏则可引起肠道细菌移位/内毒素血症的发

生[5],  进一步发展可能诱发脓毒症及MODS. 严
重烧伤后胃肠道屏障功能障碍发生的原因和下

列因素密切相关.
1.1 缺血缺氧与肠黏膜损伤 机体在正常情况下, 
循环血流的30%流经胃肠道. 当机体遭受严重烧

伤甚至休克时, 机体为了保护心、脑等重要器

官, 使全身血液重新分配, 胃肠道血流明显减少.  
若全身血流量减少10%, 即可导致胃肠道血流减

少40%[6]. 研究表明, 在各种应激时, 胃肠道最早

发生缺血缺氧, 又最迟得到恢复, 易较早受损或

衰竭[7]. 在烧伤抗休克复苏过程中很容易忽视隐

性代偿性休克, 即无低血容量临床表现, 在循环

和生命体征平稳的背后, 隐藏着内脏器官缺血

的危机. 隐性休克时胃肠道血流量减少, 胃肠道

黏膜pH值降低[8]. 肠黏膜在解剖上有其特点: 小
肠绒毛营养血管呈发夹状, 发夹顶端位于绒毛

顶部, 故其血供较差. 加之绒毛营养血管从母支

直角分发, 出现血球“跳跃”现象, 致营养绒毛

血液的氧容量下降, 因此在病理情况下, 肠绒毛

顶端更容易发生缺血性损害. 缺血缺氧时, 使得

肠黏膜上皮水肿, 上皮细胞膜及细胞间连接断

裂, 细胞坏死, 上皮从绒毛顶端开始脱落甚至黏

膜全层脱落而形成溃疡, 导致肠通透性增加, 细
菌移位发生[9].
1.2 缺血再灌注与肠黏膜损伤 组织缺血后, 最根

本的治疗措施是尽快恢复组织的血液灌注. 然
而在动物实验和临床上观察发现, 恢复血液再

灌注后, 部分动物或患者细胞代谢障碍及结构

破坏反而加重, 这种损伤远超过原缺血对组织

细胞的损伤, 这种现象称之为缺血再灌注损伤. 
导致肠缺血再灌注损伤的主要机制是形成具有

毒性的活性氧代谢产物, 包括超氧阴离子(O-
2)、

过氧化氢(H2O2)、羟自由基(OH•)等. 这些氧代

谢产物可损伤核酸、蛋白质、脂质等, 导致细

胞功能障碍甚至细胞死亡. 而且肠组织中富含

黄嘌呤氧化酶, 肠黏膜细胞所遭受的应激损伤

更为显著[10].
1.3 炎症介质与肠黏膜损伤 在严重烧伤后, 炎症

介质大量产生并相互作用, 形成网络, 且不断循

环促进, 形成“瀑布样”反应, 造成肠黏膜损伤

并加重甚至衰竭. 参与的炎症介质包括血小板

活化因子(PAF)、肿瘤坏死因子(TNF)、白介素

(IL)、γ干扰素(IFN-γ)、一氧化氮(NO)等. TNF 
作为一种细胞因子主要由巨噬细胞产生, 在机

体受到致病因素作用后, 产生最快, 到达高峰的

时间亦最早, TNFα→IL-1→IL-6是细胞因子级

联反应的基本过程[10]. 在细胞因子复杂的连锁反

应中, TNFα可能起着核心作用, TNFα能激活中

性粒细胞, 促使中性粒细胞释放大量的活性氧

与弹性蛋白酶, 对血管内皮细胞和器官组织细

胞产生损害作用; TNFα还可诱导大量NO生成, 
造成持续低血压, 微循环淤血, 加重组织的缺血

缺氧; TNFα还能通过交感-肾上腺髓质系统使儿

茶酚胺分泌增加, 而后者可以促进多种血管活

性物质释放, 如白三烯、PAF、TXA2等, 加剧了

微循环障碍. 余佩武 et al [11]通过研究发现大鼠烫

伤后, 血和肠细胞PAF水平均显著升高, 与内毒

素水平呈正相关, 大鼠肠黏膜通透性增加, 给予

PAF拮抗剂治疗能明显降低血浆内毒素水平以

及肠黏膜通透性.
1.4 内毒素与肠黏膜损伤 内毒素是G-菌胞壁的

脂多糖(LPS)部分, 其生物学效应及病理生理作

用是由脂多糖的类脂A部所致. 内毒素可引起黏

膜水肿, 肠绒毛顶部细胞坏死, 肠黏膜通透性增

加, 从而破坏肠黏膜屏障功能. 当机体受到严重

创伤、烧伤、感染和长期传统的肠外营养时, 
肠黏膜有可能发生通透性增高, 导致细菌和内

毒素移位. 内毒素可以激活补体、激活血液凝

固, 产生刺激血管的激肽和激活巨噬细胞的IL-1
等. 当门静脉内毒素浓度增高时, 又可使肝脏免

疫功能受损, 同时肝脏库否细胞吞噬内毒素后

可释放一系列花生四烯酸产物及细胞因子, 如
前列腺素、血栓素、TNF、IL-1、IL-6等, 引起

多器官损害. Chakravortty et al [12]通过试验发现

内毒素对肠黏膜屏障功能的破坏作用是通过成

纤维细胞来调节的, 内毒素可刺激成纤维细胞

产生TNFα等细胞因子, 给予TNFα抗体时, 内毒

素对肠黏膜屏障功能的破坏作用明显减弱 [13].  
临床研究也发现[14], 大面积烧伤早期血浆内毒素

水平增高, 在伤后7-12 h和3-4 d形成两个高峰, 
和伤后肠道通透性增高发生时间相符, 并常与

MODS的发生与预后显著相关.
1.5  营养障碍与肠黏膜损伤 严重烧伤后, 患者

处于高代谢、负氮平衡和负热量平衡状态, 往
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延迟复苏使其加重, 可导致其通透性显著增高, 
可能是诱发肠道内毒素和细菌移位的重要原因

之一[17-18].
1.7 肠道免疫防御体系障碍 严重的创伤、休克

时, 肠道免疫防御体系会发生影响. 于勇 et al [19]

对烫伤大鼠肠道固有层及上皮内淋巴细胞数量

进行测定, 证实CD3+、CD4+淋巴细胞明显减少, 
导致CD4+/CD8+比值倒置. SIgA是机体分泌量最

大免疫球蛋白, 能中和毒素, 防止细菌黏于肠壁. 
创伤、烧伤致B淋巴细胞分泌免疫球蛋白减少, 
黏膜面SIgA含量下降, 有利于细菌、毒素侵入

体内[20]). 肝脏库否细胞数量占全身吞噬细胞的

70%, 吞噬能力占95%, 细菌和内毒素由肠道进

入肝脏, 逃逸库否细胞吞噬后方能进入体循环. 
在生理情况下, 肠道有少量内毒素进入门静脉, 
回流进入肝脏后可被库否细胞吞噬清除. 所以

肝脏库否细胞在调节机体防御反应方面起重要

作用, 这也就是肠肝轴(gut-liver axis)假说, 在机

体遭受严重创伤、休克时, 肝脏库否细胞功能

受抑制, 一方面, 肠道内细菌和内毒素侵入循环

系统引起肠源性感染; 另一方面, 库否细胞被进

入肝脏的内毒素激活, 可以释放一系列炎症介

质, 如TNFα、IL-1、IL-6、前列腺素E2、血栓

素A2、血小板活化因子等[21]. 这些炎症介质可

以相互作用, 形成网络, 循环促进, 进一步造成

肠黏膜以及远距离器官组织损伤, 库否细胞的

双重性作用在危重患者具有重要的病理生理

意义.

2  ��������������严重烧伤后胃肠道动力功能障碍

正常生理状态下, 胃肠节律性收缩、舒张, 通过

蠕动一方面将营养物质消化吸收, 另外还将废

物排出体外. 大面积烧伤对机体是严重的应激, 
对胃肠动力系统的影响以抑制为主. 严重烧伤

创伤后消化系统的改变主要有两个方面: 一是

胃肠黏膜的缺血缺氧性损害, 由此而导致的消

化道出血, 应激性溃疡等; 另一则是胃肠运动障

碍, 表现为腹胀、呕吐、腹泻, 严重者可表现为

中毒性肠麻痹等[22]. 王少根 et al [23]采用碳素墨

汁灌胃的方法对严重烫伤豚鼠胃排空及小肠结

肠推进功能进行了广泛研究, 结果表明严重烫

伤早期胃排空及肠道推进功能明显下降, 结肠

动力恢复较快, 表现为先抑制后增强, 甚至激惹

现象, 而胃动力恢复较慢, 休克期后仍低于正常

水平. 进一步研究发现烫伤面积越大, 休克时间

越长, 胃动力受损越重, 恢复也越慢. 胃肠运动

往伴有营养代谢障碍. 营养不良可引起肠上皮

细胞DNA含量减少、蛋白质合成及细胞增生减

弱, 肠腔内黏液层厚度变薄, 导致黏膜萎缩及继

发肠黏膜酶活性下降. 同时营养不良又降低了

机体蛋白质水平, 使免疫球蛋白水平下降, 淋巴

细胞减少, 影响了肠道及全身的免疫功能. 过去

人们对危重患者给予营养支持时, 只着重于能

量与蛋白质的补充, 而忽视了特殊成分萎缩、

肠通透性增加、细菌和内毒素移位[15]. 另外, 长
期禁食或TPN患者, 其肠黏膜缺少食物和消化

道激素刺激, 黏膜更新修复能力降低. 同时, 胃
酸、胆汁、溶菌酶、黏多糖等分泌减少, 肠液

化学杀菌能力减弱, 都可促使肠道致病菌大量

繁殖, 导致肠屏障功能障碍.
1.6 细菌移位 在过去的20 a中, 人们对胃肠道在

严重创伤和多种疾病时的改变及其与机体代谢

和炎症反应的关系进行了深入的研究, 许多研

究证实: 在休克、创伤等重症状态下, 肠源性细

菌和内毒素移位是确实存在的. 正常情况下, 胃
肠中的微生物占人体总微生物量78%, 肠道的

优势菌群是专性厌氧菌, 约占肠道细菌总数的

99%, 需氧菌和兼性厌氧菌占1%[15]. 出血性休

克、创伤、内毒素血症和烧伤等打击均可引起

肠道黏膜屏障功能不全, 从而导致肠道细菌移

位到肠系膜淋巴结, 甚至侵入其他器官和血循

环. 王忠堂 et al [16]采用单因素及多因素方法, 分
析128只体表面积30% Ⅲ度烫伤大鼠肠源性细

菌移位与肠道机械屏障、生物屏障、免疫屏障

相关的7项指标间的关系. 结果显示, 烫伤后细

菌移位率为53.9%(69/128). 单因素分析发现细

菌移位组血浆内毒素和IL-6水平、回盲部菌群

中大肠杆菌和真菌数、回肠损伤评分显著增高, 
肠黏液sIgA、肠道菌群中双歧杆菌量显著减少. 
多元Logistic逐步回归发现回肠损伤评分和回盲

部菌群中双歧杆菌量是烫伤后细菌移位发生的

独立危险因素. 该研究表明, 肠道黏膜屏障功能

和肠道菌群中双歧杆菌量为肠源性细菌移位发

生的独立预测因素. 此外, 严重烧伤患者长期使

用广谱抗生素, 肠道内菌群拮抗平衡被破坏, 代
之以致病菌过度生长. 当念珠菌达到一定数量

后则可穿越肠黏膜进入门静脉系统, 肠球菌和

链球菌也有类似现象. 肠道菌群失衡加之正常

肠屏障功能障碍, 使胃肠成为“病原库”, 大量

细菌和内毒素侵入循环系统导致全身性感染. 
通过对烫伤大鼠肠黏膜凋亡情况的研究发现严

重烧伤后可引起肠黏膜上皮发生广泛细胞凋亡, 

■ 创新盘点
本文从严重烧伤
所致的急性胃肠
道功能障碍出发, 
详细的阐述胃肠
道功能障碍的机
制, 尤其指出胃肠
道动力障碍的特
殊性和重要性; 防
治重点在于肠内
营养及特殊营养
物质的应用.
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受到神经-内分泌系统的调节, 整个胃肠道本身

也是个巨大的内分泌器官. 有些激素主要存在于

胃肠道内分泌细胞, 有的主要存在于胃肠道神

经系统中, 有的则同时存在于两者之中. 他们以他们以们以

内分泌、旁分泌或神经分泌三种方式发挥作用. 
在胃肠肽中以内分泌为主要作用方式的有胃泌

素(GAS), 胆囊收缩素(CCK), 胃动素(MTL), 神
经降压素(NT)等, 而以胃肠神经肽为主要作用

方式的有血管活性肠肽(VIP), 生长抑素(SS), 降
钙素(LT), 降钙素基因相关肽(CGRP), P物质, 脑
啡肽(ENK)等[24]. 这些物质可能参与了烧伤后胃

肠动力紊乱的病理过程. 刘正玉 et al [24]发现烫伤

大鼠肠道组织ATP酶活性下降, 可能是肠道动力

降低的原因之一. 王少龙 et al [25]认为给严重烫

伤动物早期进食, 可促进胃泌素分泌, 改善胃肠

动力. 李兆申 et al [26]对16例烧伤患者血浆内VIP, 
CCK-8、SS、GAS含量进行放免测定, 发现血浆

CCK-8、SS、GAS含量显著升高, VIP含量明显

降低. 胡大海 et al [27]动态观察体表面积30% Ⅲ度

烫伤大鼠空肠免疫活性P物质及绒毛内P物质-免
疫反应(SP-IR)阳性神经纤维的变化, 结果发现

烫伤后大鼠空肠内P物质出现应激性释放与消

耗, P物质可能参与了烫伤后大鼠的肠道损伤, 肠
绒毛内的P物质能神经纤维是肠黏膜损伤的直

接参与因素. 胃肠道运动和排空能促进吸收、分

泌, 防止细菌过度繁殖及移位, 是机体防御功能

的一部分. 严重烫伤后胃肠蠕动减弱, 瘀滞麻痹

的肠道使有害细菌繁殖加剧, 内毒素吸收及细菌

移位大大增加. 烧伤后吸收入血的内毒素反过来

作用于胃肠道而使胃肠动力进一步降低, 促成恶

性循环, 损伤效应不断扩大, 导致SIRS加重直至

MODS.

3  �����������������严重烧伤后胃肠道功能障碍的防治策略

烧伤后肠道屏障功能障碍是一个多因素致伤的疾

病, 因此在防治策略上不能单采用任何单项治疗

措施或依靠单一药物, 应强调重在预防, 重在早期

全方位内脏复苏. 一旦出现肠道屏障功能障碍时, 
应结合患者的个体差异, 及时采用多疗法有机结

合的方式, 发挥其协同作用.
3.1 建立快速有效的全方位内脏复苏治疗方案(total 
splanchnic resuscitation) 以预防和减轻烧伤后早

期缺血再灌注损伤. 对于入院晚因延迟复苏出现

休克的患者, 应在严密心肺功能的监护下实施快

速复苏或“冲击疗法”, 于入院后1-2 h内快速输注

2000-3000 mL的乳酸钠林格氏液或输入预算液体

总量的1/3-1/2, 维持机体稳定的血流动力学状态

和良好的氧动力学状态, 迅速补充并恢复有效

血容量[28], 相应增加血液动力学和氧合指数、

动脉血清乳酸(BLA)、胃黏膜pH值(pHi)和碱缺

失(BD)等指标监测, 以纠正隐性代偿性休克[8]. 
通过以上措施, 尽力避免休克的发生.
3.2 早期应用特殊营养物质, 行肠内营养支持治

疗. 同样是营养支持, 在维护肠黏膜结构完整性

方面肠内营养明显优于肠外营养, 肠道对营养

需求的特殊性即需要食物中的营养成分与肠黏

膜直接接触, 否则肠黏膜细胞的增殖和分化能

力将受到抑制, 甚至造成黏膜细胞的死亡[29], 肠
腔中的食物是肠黏膜生长最重要的刺激剂, 调
节肠黏膜细胞的更新. 大量研究发现早期肠内

营养可以减轻肠黏膜受损程度, 促进肠黏膜修

复, 有利于严重烧伤的治疗[30-33]. 生长激素(GH)
是垂体前叶嗜酸性细胞合成分泌的促合成代谢

激素, 应用合成的rhGH能促进合成代谢, 促进机

体蛋白质合成, 促进创面愈合, 广泛应用于严重烧

伤的治疗[34]. rhGH 联合肠内营养能更有效保护肠

道功能, 减少内毒素入血, 减轻炎性反应[35], 其机

制可能是rhGH增加肠黏膜IGF-1 mRNA的表达, 
通过IGF-1刺激肠黏膜生长繁殖, 维护肠黏膜的

机械和免疫屏障, 减少了内毒素的移位, 减少促

炎症介质释放的结果. 故烧伤患者在能耐受的

情况下, 应优先采用经肠道营养, 并且越早越好. 
特殊营养物质是指具有抗炎、调控免疫作用以

及可维持细胞结构和功能正常的营养物质, 其
中首推谷氨酰胺和精氨酸. 近20 a, 国内外临床

营养学者和外科学、危重症医学学者对谷氨酰

胺口服颗粒和双肽谷氨酰胺注射剂进行了从动

物基础研究到临床随机、对照、双盲的研究, 
在肠内营养支持治疗中加用谷氨酰胺, 研究结

果显示可明显改善烧(创)伤后肠道黏膜损害, 维黏膜损害, 维膜损害, 维
护或降低肠道通透性, 减少肠源性细菌和内毒

素的移位率[36-39]. 精氨酸是一种含有两个碱性基

团及氨基和胍基的氨基酸, 是人体的一种条件

必需氨基酸. 精氨酸作为肠内营养剂, 具有维护

肠道健康与屏障功能的作用. 精氨酸可在肠道

细胞精氨酸酶的作用下生成鸟氨酸和尿素, 鸟
氨酸在鸟氨酸脱羧酶的催化下转化成多胺, 从
而增加肠道黏膜总厚度及小肠绒毛数量, 为肠

道正常菌群提供营养支持, 以维持肠道固有细

菌的正常比例, 维护肠黏膜微生物屏障, 改善肠

道血流灌注, 降低肠黏膜通透性并减轻肠道细

菌/毒素移位等. 添加精氨酸进行肠内营养后, 大

■ 应用要点
本文对严重烧伤
后胃肠道功能障
碍的防治有一定
指导意义.
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鼠肠黏膜上皮增殖细胞核抗原(PCNA)阳性数量

增加, 肠黏膜DNA含量恢复较快; 组织病理学观

察也证实, 精氨酸具有明显的促进肠黏膜上皮

细胞增殖的作用[40]. 精氨酸还可产生免疫效应, 
他具有组织特异性免疫刺激作用. 但是, 目前学具有组织特异性免疫刺激作用. 但是, 目前学

术界对危重病患者采用精氨酸进行免疫营养治

疗仍持有不同的看法, 邓诗琳[41]认为对危重烧伤

患者应用精氨酸等免疫营养制剂治疗的关键在

于掌握恰当的时机, 选择适当的药物剂量和正

确的给药方式; 对处于严重脓毒症/MODS的危

重病患者, 应慎用或不用.
3.3 及时发现和去除应激因素, 早期切痂植皮封

闭创面.
3.4 采用中西医结合治疗 应用中医通里攻下、活血、活血活血

化瘀、清热解毒、调理脾胃等治疗原则辨证施治. 
史洪涛 et al [42]发现谷参肠安对家兔缺血再灌注损

伤肠道有保护作用. 谷参肠安是复方制剂, 由茯

苓、白术、甘草和谷氨酰胺等成分组成, 中药成分

含皂甙类、脂肪酸、维生素、酶类, 具有调节中枢

神经系统功能, 增强机体抗病能力的作用. 
总之, 胃肠道已不仅被认为是营养吸收的重胃肠道已不仅被认为是营养吸收的重

要场所, 而且还是重要的代谢、免疫器官以及

体内肠道菌群及其毒性产物的有效屏障. 随着

对胃肠生理学和对炎症反应相关的分子生物学

的深入研究, 严重烧伤后胃肠道功能障碍的发

生机制将会近一步得到阐明.
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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、经验介绍和开展讨论. 

1 征文内容

征文内容包括: (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 征文要求

征文要求包括: (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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消化道恶性肿瘤淋巴管生成的研究进展
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摘要
消化道恶性肿瘤的发病率日益增高, 而肿瘤
的淋巴道转移是导致患者最终死亡的重要因
素之一. 在某些恶性肿瘤中已经证实有淋巴
管生成, 被称为淋巴管生成因子的VEGF-C、
VEGF-D及其受体VEGFR-3能够诱导淋巴管
的生成. 恶性肿瘤中的淋巴管生成因子不但能
够促进肿瘤淋巴管的生成, 而且与淋巴道转移
密切相关. 近年来对于消化道恶性肿瘤的淋巴
管生成以及淋巴道转移的研究正在开展, 本文
将对消化道恶性肿瘤淋巴管生成机制, 淋巴管
生成与肿瘤淋巴道转移的关系, 最新研究进展
以及此项研究的临床意义加以综述.

关键词: 恶性肿瘤; 淋巴管生成; 血管内皮生长因子; 

消化道 

李锐, 高善玲. 消化道恶性肿瘤淋巴管生成的研究进展.  世界华

人消化杂志  2006;14(9):894-899

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/894.asp

0  引言

消化道恶性肿瘤发病日益增多, 而恶性肿瘤的

淋巴道转移是导致患者最终死亡的重要因素之

一. 淋巴管和区域淋巴结肿瘤细胞的检测对肿

瘤的分期, 手术和放疗均有重要意义[1]. 因此肿

瘤淋巴管生成与淋巴道转移的关系是近年肿瘤

转移机制的一大研究热点. 

1  肿瘤淋巴管的生成

血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth 
fac tor, VEGF)能够明显的促进某些内皮细胞

的有丝分裂, 特别是具有强大的促血管生成作

用. VEGF-C和VEGF-D是VEGF家族的两个新

成员. VEGF-C被确认为是一种刺激酪氨酸受

体Flt4 (VEGFR-3)因子, 其mRNA在成人组织包

括胎盘、卵巢、肌肉和小肠中表达. VEGF-D
是另一个重要的淋巴管生成因子, 与VEGF-C
高度同源, 在皮肤角质细胞中过表达时也有淋

巴管生成作用[2]. 血管内皮生长因子受体有3种, 
VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, 这3种受体的表

达有所不同, 其中VEGFR-1表达于血管内皮细

胞, VEGFR-2在血管、淋巴管内皮细胞上均有

表达, 而VEGFR-3在胚胎早期可表达于血管内

皮细胞, 到胚胎后期和出生后VEGFR-3仅表达

于淋巴管内皮细胞. VEGF-C和VEGF-D两者既

可与VEGFR-2结合介导血管、淋巴管的生长, 
又可与VEGFR-3结合介导淋巴管生长[3]. 

由于V E G F-C与V E G F R-3的高度亲和

力, 使VEGF-C促进淋巴管生成作用成为主导, 
VEGF-C的作用属于一种旁分泌模式, 通过结合

受体(VEGFR-2/VEGFR-3)使受体自身磷酸化, 
通过胞质内信号传导, 使DNA有丝分裂增强, 导
致细胞增殖[4]. VEGF-C还可能是肿瘤细胞自分

泌的一种肿瘤细胞活性调节因子[5]. He et al [6]在

动物模型中发现新的淋巴管形成主要是从原有

淋巴管以发芽的方式生成. Szuba et al [7]曾采用

兔耳淋巴水肿模型观察了重组VEGF-C对淋巴

管生成的促进作用, 发现经皮下注射VEGF-C后, 
不但兔耳淋巴管显著增生, 而且淋巴管功能明

显改善. 另有研究[8]显示, VEGF-C+/-小鼠会出现

持续的组织淋巴水肿, VEGF-C-/-基因剔除胚鼠

静脉内皮可以向淋巴管内皮转化, 但无法出芽

形成淋巴管, 导致胚鼠因广泛组织水肿死亡, 在
转染了VEGF-C、VEGF-D后, 静脉可以出芽形

成淋巴管.

2  肿瘤微巴管的特点及淋巴管的识别

2.1 肿瘤微淋巴管的特点 很多研究表明, 肿瘤

内部存在着无功能的条索状的淋巴管, 而肿瘤

周围即癌旁的淋巴管呈管腔状, 淋巴管的密度

(LMVD)增加, 淋巴管有功能. Padera et al [9]研究

表明, 小鼠转移瘤周围检测到VEGFR-3阳性的

功能性淋巴管, 并认为癌周扩大的淋巴管足以

导致肿瘤淋巴道转移. 张雅芳 et al [10]在电镜下

®
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观察到癌组织周围的淋巴管密度较正常高, 淋
巴管内皮细胞及细胞器均有明显变化, 内皮细

胞连接开关增加. 常见淋巴管管壁破坏和不完

整, 而癌区淋巴管分布于各层组织中, 超微结构

变化不明显. Yanai et al [11]的研究则认为将人胃

癌细胞系AZ521(该细胞系极少出现淋巴结转

移和VEGF-C表达)创建的VEGF-C转染子(AZ 
VEGF-C)转染到裸鼠胃内后, 这些细胞出现了较

高的转移潜能, 并促进肿瘤内淋巴管生长. 也有

报道认为在乳腺癌中没有分化的淋巴管, 未分

化的淋巴管多存在于肿瘤周围, 而淋巴管的密

度与肿瘤的侵袭性呈负相关, 并认为乳腺癌的

淋巴结转移可能是通过预先存在的淋巴管进行

的[12]. 不同实验结果的原因可能是所用试剂规格

不同, 所用仪器设备有差别, 更重要的是没有找

到真正能够识别肿瘤中新生淋巴管的特异的

方法. 
2.2 淋巴管的识别 常用的淋巴管识别技术: 淋
巴管注射法; 酶组织化学染色方法; 免疫组织化

学方法; 电镜技术; 放射性核素示踪技术等. 免
疫组化染色法目前被认为是鉴别淋巴管内皮细

胞, 尤其是与血管内皮细胞相鉴别的最佳方法. 
VEGFR-3是淋巴管最具特异性的标志物, 也是

在培养的淋巴管内皮细胞中保持其特异性表达

的唯一标志物. Veikkola et al [2]报道, VEGFR-3转
基因鼠皮下淋巴管增生、扩张; 敲除VEGFR-3
基因或可溶性VEGFR-3转基因鼠胚则出现淋

巴管发育不全. Witmer et al [13]则通过连续切片

法, 并采用PAL-E标记可进一步判断VEGFR-3
阳性脉管的归属. Prox-1是同源异型盒转录因

子基因产物,与胚胎淋巴管芽的生长, 内皮细胞

的表型改变紧密相关[14], 是淋巴管发育不可缺

少的因子. 敲除prox-1基因后, 静脉内皮细胞无

法向淋巴内皮细胞定向分化, 胚胎发育时以出

芽方式自静脉内皮细胞生成淋巴管过程受阻, 
表明prox-1是淋巴管生成最基本的调控因子[15]. 
Podoplanin(肾小球足突细胞膜黏蛋白)为一种膜黏蛋白)为一种膜蛋白)为一种膜

性黏蛋白, 可选择性表达于淋巴管内皮上. Podo-黏蛋白, 可选择性表达于淋巴管内皮上. Podo-蛋白, 可选择性表达于淋巴管内皮上. Podo-
planin在淋巴管内皮细胞的表达有许多特点, 在
正常组织表达与淋巴管管径大小有关, 由单层

内皮构成的淋巴毛细胞表达最明显, 而有平滑

肌的淋巴管表达稍差[16]. 在人体中Podoplanin表
达于成骨细胞、肾的足细胞、肺泡Ⅰ型上皮细

胞和胸膜及胸腺上皮细胞, 在皮肤淋巴管上也

有强烈表达[17]. LYVE-1(淋巴管内皮透明质酸受

体)参与淋巴管内皮对透明质酸的结合和吸收, 

是第一个在淋巴管内皮上发现的透明质酸受体, 
在活体LYVE-1只表达于淋巴管, 均匀分布于淋

巴管内皮细胞基底面和胞腔面. Mouta et al [18]和

Jackson et al [19]的实验研究则表明, LYVE-1除表

达于淋巴管内皮细胞外, 也表达于正常肝窦内皮

细胞上, 故而认为LYVE-1与prox-1联合检测会

更好地标志淋巴管内皮细胞. Cursiefen et al [20]采

用免疫金标记技术及免疫电镜技术研究了角膜

的淋巴管生成, 发现表达Podoplanin和LYVE-1的
内皮细胞具有淋巴内皮细胞的超微结构特点, 因
而认为二者可以作为淋巴管内皮细胞特异性标

志物. 其他标志物还有Desmoplakin, Lyp-1等, 但他标志物还有Desmoplakin, Lyp-1等, 但标志物还有Desmoplakin, Lyp-1等, 但
他们都不是真正意义上的淋巴管特异性标记物, 
因此寻找更加特异的标志物是我们研究中需要

努力完成的任务之一.

3  VEGF-C和肿瘤淋巴管生成与肿瘤淋巴道转移

的关系

许多研究者通过RT-PCR、原位杂交、Western 
b l o t、免疫组化等方法从基因水平和分子水

平上检测到许多肿瘤细胞如黑色素瘤、甲状

腺癌、乳腺癌、肺癌、口腔部鳞癌等都表达

VEGF-C. 并且其表达水平与肿瘤淋巴管生成及

淋巴道转移呈正相关. 为研究消化道肿瘤淋巴管

生成及淋巴道转移提供了依据. 如Skobe et al [21]

发现转染VEGF-C的黑色素瘤细胞的移植肿瘤

有显著的瘤内血管和淋巴管生成, 癌周也有丰富

的扩张淋巴管, 淋巴管的数量与肿瘤淋巴道转

移密切相关. Mattila et al [23]发现过表达VEGF-C
的乳腺癌细胞接种裸鼠后肿瘤生长增快 ,  在
无血管区出现淋巴管增生; 可溶性V E G F R-3
蛋白可以中和VEGF-C, 能阻止VEGF-C的淋

巴管生成作用, 但不能使肺转移的发生率降

低. 但K r i s h n a n et al [24]的研究表明, 以可溶性

VEGFR-3受体球蛋白封闭VEGF-C和VEGF-D活

性可抑制淋巴结和肺转移. Beasley et al [25]采用

免疫组化及实时PCR等技术分析了人头颈癌标

本, 分析结果表明, 人恶性肿瘤能诱导肿瘤淋巴

管生成, 而瘤灶内淋巴管计数与肿瘤的颈淋巴结

转移相关. 多因素分析还显示VEGF-C是预测术

后5 a生存率的危险因子.  Nisato et al [26]用转基

因动物研究发现, VEGF-C不是通过促进淋巴管

增生, 而是通过活化已存在的淋巴管来完成肿瘤

淋巴道转移. 淋巴管内皮细胞可能会在局部释放

旁分泌因子影响瘤细胞浸润, 或是通过改变现

有或新生的淋巴管内皮细胞的一些特性以有利

■创新盘点
本文从基本知识
开始逐步深入主
题, 通过大量近5 
a来国内外科研成
果来说明此项研
究的意义及研究
进展, 使读者读后
即能对该研究有
所认识.
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于肿瘤细胞向淋巴管内渗透、转移[21-22]. Arinaga 
e t a l [27]采用免疫组化方法检测了180例非小细

胞肺癌VEGF-C表达, 发现VEGF-C表达与淋巴

结转移无关, 但提示预后较差. AL-Rawi et al [28]

研究发现, IL-7可明显上调MCF-7乳腺癌细胞

VEGF-D的表达, 从而诱导淋巴管生成及肿瘤的

淋巴道转移. 但对此尚未有确切研究证实. 
临床病理研究中VEGF-C表达与肿瘤淋巴

结转移的关系较明确, 但肿瘤内淋巴管密度与

V E G F-C表达和淋巴结转移关系的研究尚少.  
Schoppmann et al [29]研究显示乳腺癌肿瘤内淋巴

管密度与淋巴结转移显著相关. VEGF-C也可促

进肿瘤血管生成及其血道转移. Valtola et al [30]报道

VEGF-C与乳腺癌的血管生成和血道转移有关. 
VEGF-C、VEGF-D亦可结合并激活VEGFR-2
可解释在一定的条件下能够促进肿瘤血管生成, 
但Hamada et al [31]研究表明VEGF-C/VEGFR-3信
号通路也与血管发生和造血有关. 这也可能成

为增加肿瘤向血液循环系统播散的因素之一. 

4  消化道肿瘤淋巴管生成与肿瘤淋巴道转移的

研究进展

国内外对于消化道恶性肿瘤淋巴管生成的研究

日渐增多. Auvinen et al [32]报道食管Barrett's上皮

向异型增生和Barrett's腺癌进展过程中VEGF-C
表达逐渐增加, 且VEGFR-3表达也相应上调, 尤
其是在异型增生和腺癌阶段. 龙志强 et al [33]在食

管鳞癌患者的研究中得出, 血清VEGF-C水平为

区分有无淋巴结转移提供了有意义的补充, 是
食管鳞癌淋巴结转移的可靠标志物. 

I sh ikawa e t a l [34]证明胃癌中VEGF-C、

VEGF-D表达与淋巴浸润有明确的相关性, 而
与血道转移无关. 未分化型早期胃癌VEGF-C阴
性表达者无淋巴结转移, 而VEGF-D阳性表达

者有淋巴结转移, VEGF-C和VEGF-D阳性染色

者有较高淋巴结转移率(44%), 相反VEGF-C和

VEGF-D阴性染色者未发生淋巴结转移. 胃癌

中VEGF-C及其蛋白表达与淋巴侵犯, 静脉侵

犯, 淋巴结转移及低的5 a生存率相关[35]. 董文

广 et al [36]用免疫组化检测得出, 与正常组织相

比胃癌VEGF-C与VEGFR-3表达均上调, 相应淋

巴管密度增加, VEGF-C与VEGFR-3表达无相关

性. 与文献[37]报道相一致. Yonemura et al [38]研

究显示胃癌肿瘤内淋巴管密度与VEGF-C表达

及淋巴结转移均显著相关. Shida et al [39]对50对
正常胃组织和胃癌组织研究, 结果是VEGF-C和

VEGF-D在大多数病例中表达, 只有VEGF-C的
表达导致肿瘤淋巴结转移, VEGFR-3的表达伴

随VEGF-C和VEGF-D的表达, 但是不伴有淋巴

结转移, 但其表达与肿瘤的不良预后相关联. 
Furudoi e t a l [40]发现152例结肠癌中有71

例在肿瘤浸润边缘有肿瘤细胞V E G F-C表达, 
VEGF-C与淋巴管和淋巴结转移密切相关. 许
天文 et al [41]对94例大肠癌患者进行分析, 其中

53.2%的患者VEGF-C呈阳性表达, VEGF-C在淋

巴结转移阳性中表达与阴性比较有统计学意义, 
并与淋巴管浸润及Dukes'分期密切相关. 姜金

波 et al [42]经实验证明VEGF-C阳性的患者生存

率明显低于VEGF-C阴性的患者(P  = 0.002 25), 
LMVD高密度组患者生存率明显低于LMVD低

密度组患者(P  = 0.0036), VEGF-C和LMVD在结

肠癌淋巴结转移中起重要作用, 对于判断结肠

癌的侵袭性和预后有重要的参考价值, LMVD
可以作为判断结肠癌预后的独立指标 .  牟江

洪 et al [43]得出高LMVD的结直肠癌的患者5 a生
存率较低LMVD的患者有所降低, 并认为癌周

LMVD检测可以判断肠癌患者预后. 
胆管癌组织与正常胆管组织VEGF-C表达

水平之间有显著性差异, 且VEGF-C表达与胆

管癌的分化程度 ,  肿瘤大小和淋巴结转移有

关[44]. 陈元文 et al [45]实验得出胰腺癌VEGF-C与
VEGFR-3表达增高, 具有促进胰腺癌的淋巴管

增生的作用. VEGF-C与VEGFR-3和LMVD都

与胰腺癌淋巴道转移有关, 都可以作为检测胰

腺癌有无淋巴结转移的重要指标. VEGF-C与

VEGFR-3的作用, 对控制胰腺癌的淋巴道转移

可能是一个有效的选择. Wang et al [46]证明肝癌

的淋巴道转移归因于淋巴管的生成, VEGF-C和
VEGF-D的改变可能影响淋巴管的生成, 并对肝

癌的淋巴转移产生有效的影响.

5  研究消化道肿瘤淋巴管生成的临床意义

大量研究表明V E G F-C/V E G F-D可通过活化

VEGFR-3, 刺激肿瘤淋巴内皮细胞增殖、迁移, 
促进淋巴管生成, 从而增加肿瘤淋巴道转移的

发生率. 因此, 阻断淋巴管生成是抑制肿瘤淋巴

道转移的有效方法. 对于肿瘤的抗淋巴管治疗

国内外已有一些研究, 一些抗肿瘤淋巴管生成

治疗已在动物模型上成功开展, 并取得了抑制

肿瘤淋巴道转移的作用. 如功能性阻断抗体, 可
溶性VEGFR-3, 小分子肽抑制剂, PCs抑制剂. 利
用VEGFR-3抑制剂或VEGF-C、VEGF-D的中和

■应用要点
首先是在科研上, 
继续不断发现特
异性淋巴管特异
性标志物, 从而更
准确的得出肿瘤
转移与淋巴管新
生的关系, 指导临
床进一步的抗淋
巴管生成治疗.
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■名词解释
PCs: PCs叫前蛋
白转化酶, 广泛存
在 于 生 物 界 ,  参
与多种前体蛋白
转化为成熟蛋白
的 酶 解 过 程 .  在
多种疾病如肿瘤, 
糖 尿 病 ,  病 毒 感
染等中发挥作用. 
VEGF-C/VEGF-D
成熟过程中涉及
P C s 的 作 用 ,  其
前体蛋白能激活
VEGFR 3.

性抗体阻断其信号通道时, 就可以抑制实验动

物模型中的淋巴管生成[47]. 用可溶性VEGFR-3
受体蛋白能够明显抑制小鼠肺癌的淋巴管生成, 
降低淋巴结转移率[48]. Shimizu et al [49]在胃癌的

动物模型研究中应用抗VEGFR-3抗体可明显降

低肿瘤的淋巴管密度及淋巴结转移. Karpanen 
et al [50]采用AdR3-Ig静脉注射治疗转染VEGF-C
的乳腺癌细胞系MCF-7鼠原位种植肿瘤, 结果其

肿瘤内不存在增生淋巴管. 表明静脉注射AdR3-
Ig可抑制肿瘤淋巴管生成及淋巴道转移的发生. 
α1-PDX是一种PCs的广泛性抑制剂[51], 通过阻

止VEGF-C或VEGF-D的成熟, 可能达到抑制肿

瘤淋巴管生成的作用.  
大量的研究已证实消化道肿瘤存在着肿瘤

淋巴管生成, 而肿瘤淋巴管生成可促进淋巴道

转移, 淋巴管系统参与肿瘤生长与转移的各个

环节, 肿瘤转移的早期诊断有赖于应用特异敏

感的淋巴管标志物与先进的技术方法对淋巴管

生成与淋巴结转移作出准确的诊断, 有助于对

肿瘤生物学特性进行精确的评估. 消化道恶性

肿瘤有些会在早期即发生淋巴道转移, 因此应

以早期发生淋巴道转移的肿瘤为重点, 深入探

讨肿瘤淋巴道转移与肿瘤新生淋巴管调控机制. 
肿瘤淋巴道转移机制与肿瘤新生淋巴管研究成

为继血管生成机制研究的前沿领域, 针对肿瘤

新生淋巴管机制研制特异性拮抗剂有望成为肿

瘤生物治疗的一种新途径.
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摘要
血红素氧合酶(heme oxygenase, HO)是体内唯
一一种催化血红素分解代谢的限速酶, 他可以
氧化降解血红素, 将其分解为一氧化碳、自由
铁和胆绿素. 血红素氧合酶-1(HO-1)是唯一可
以被诱导的血红素氧合酶, 近年来大量的研究
发现HO-1具有抗炎、抗凋亡、抗增生反应等
多种保护作用. HO-1不仅可以在机体生理状
态下发挥作用, 更为重要的是他可以在机体非
正常状态包括应激状态下被诱导, 被认为是在
细胞受损时维持其氧化和抗氧化动态平衡的
关键因素. 本文就HO-1在器官移植研究领域
的细胞保护作用作如下综述.
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0  引言

血红素氧合酶(heme oxygenase, HO)是体内唯

一一种催化血红素(heme)分解代谢的限速酶, 
几乎分布于所有组织器官并存在于整个生长

发育过程之中. 他可以氧化降解血红素, 将其

分解为一氧化碳(CO)、自由铁(Fe2+)和胆绿素

(biliverdin), 胆绿素随后又被胆红素还原酶转化

为胆红素(bilirubin). 血红素氧合酶有三种同功

酶: HO-1又称热休克蛋白-32(HSP-32), 广泛存在

于哺乳动物细胞中; HO-2存在于大脑和睾丸中, 
HO-2与HO-1的氨基酸和核苷序列存在43%的相

似性; HO-3只表达很低的酶活性, 可能与血红素

的识别或绑定有关[1-2]. 其中HO-1是唯一可以被

诱导的血红素氧合酶, 其特性最早于1968年为

Tenhunen et al [3]所描述. HO-1基因被认为是一种

应对体内血红素蓄积的管家基因(house-keeping 
gene). 近年来大量的研究发现HO-1具有抗炎、

抗凋亡、抗增生反应等多种保护作用. HO-1不
仅可以在机体生理状态下发挥作用, 更为重要

的是他可以在机体非正常状态包括应激状态下

被诱导, 被认为是在细胞受损时维持其氧化和

抗氧化动态平衡的关键因素. 就HO-1在器官移

植研究领域的细胞保护作用作如下综述.

1  HO-1及其催化产物的细胞保护机制

1.1 HO-1和CO的细胞保护机制 HO-1的细胞保

护作用最早是在急性肺损伤和内毒素休克动物

模型上被发现的[4-5]. 随后在小鼠心脏异种移植

模型上得到验证, 当HO-1不能被诱导或者HO-1
活性被抑制剂锌原卟啉(Snpp)所抑制时, 心脏

将很快被排斥, 这证明HO-1的表达对防止移植

心脏被排斥是十分重要的. 令人惊奇的是当供

受体均用CO处理后, 即使在HO-1的活性被抑制

的情况下, 也可以防止急性排斥反应的发生, 并
且可以达到与HO-1表达一样的效果. 由此可见

CO可作为HO-1的替代物, 并可以抑制导致移

植器官排斥的致炎反应. 单核巨噬细胞可以在

很多条件下控制细胞的炎症平衡, 在细菌脂多

糖(LPS)刺激下可产生多种致炎细胞活素包括

TNF-α和抗炎症细胞活素如IL-10. 如果单核巨

噬细胞在受到LPS的刺激之前过表达HO-1或暴

露于CO环境则能够抑制致炎细胞活素TNF-α
的分泌, 同时能促进抗炎细胞活素IL-10的分泌, 
致炎反应被显著抑制, 而抗炎反应则明显增强[6]. 
CO的抗炎作用不依赖于IL-10, 而IL-10的产生

则需要HO-1表达和CO的生成. IL-10和HO-1形
成了一个抗炎症反应的正反馈循环: IL-10诱导

单核巨噬细胞中HO-1基因的表达, HO-1又可以

促进IL-10的生成. 在这一正反馈循环过程中血

红素是必不可少的, 因为只有在血红素存在的

条件下HO-1才能够产生足够的CO, 而在器官移

植过程中, 缺血再灌注损伤(IRI)形成的溶血提

供了维持这一循环必需的血红素. 这一正反馈

®

■背景资料
血红素氧合酶 -1 
(HO-1)又称热休
克蛋白-32, 近年
来大量的研究发
现其具有抗炎、
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反应等多种保护
作用 .  HO-1不仅
可以在机体生理
状态下发挥作用, 
更为重要的是他
可以在机体非正
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状态下被诱导, 被
认为是在细胞受
损时维持其氧化
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■研发前沿
血红素氧合酶 -1
在脏器移植过程
中的细胞保护作
用是近年来移植
外科领域的研究
热 点 之 一 .  大 量
的动物实验研究
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谢产物CO、胆红
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有抗氧化等细胞
保护作用, 可显著
抑制移植过程中
出现的缺血再灌
注损伤. 同时, 对
急性排斥反应和
慢性移植物丧失
也具有限制作用.
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循环被认为是HO-1和CO保护作用的核心机制

之一[7]. CO还可以直接抑制可诱导一氧化氮合

成酶(iNOS)的活性, 从而下调NO的产量, 这一

作用已被证明能够保护TNF-α介导的对移植肝

脏的损害[8]. CO的另外3个抗炎机制是: (1)CO可

以抑制血小板的激活和聚集, 从而抑制血栓形

成和由激活的血小板所诱导产生的致炎反应; 
(2)CO下调了MØ细胞中纤溶酶原激活物抑制剂

(PAI-1)的表达. 此过程在CO保护肺缺血再灌注

损伤中发挥了关键作用; (3)CO可以阻止多种细

胞的凋亡, 包括内皮细胞、肝细胞、胰岛b细胞

和成纤维细胞. 细胞的广泛凋亡可以加剧炎症

反应, 尤其是凋亡的血管内皮细胞可以刺激血

栓形成, 因此CO的抗凋亡作用在其细胞保护作

用中是十分重要的. CO还可以显著抑制平滑肌

细胞的增生反应, 从而减少气囊血管成形术后

血管内膜的增生, 明显降低再狭窄的发生率[9]. 
1.2 胆绿素和胆红素的细胞保护机制 胆绿素和

胆红素的细胞保护作用主要是因为其具有抗氧

化特性, 能够清除多种氧自由基. 同时在胆绿素

分解酶的作用下形成的胆绿素-胆红素循环又进

一步放大了其抗氧化作用[10-11]. 二者还能阻止过

氧化亚硝酸盐介导的蛋白过氧化, 抑制脂质过

氧化. 在体外实验中胆绿素能够抑制补体生成; 
胆红素可以抑制人类淋巴细胞反应, 包括抑制

PHA诱导的增殖, IL-2的生成以及抗体、非抗体

依赖细胞介导的细胞毒性[12-13].

2  HO-1与器官移植缺血再灌注损伤

越来越多的研究证实, 在多种脏器移植中内源

性HO-1表达可以抑制缺血再灌注损伤[14-21]. 而
且诱导移植器官HO-1过表达还可防止慢性移植

器官无功能的发生. 目前此种保护机制尚未完

全阐明, 但已证实此保护机制不仅在于HO-1能
够减少缺血再灌注损伤过程中出现的自由血红

素, 还依赖于HO-1的代谢产物一氧化碳(CO)、
自由铁(Fe2+)和胆绿素的作用. 缺血再灌注损伤

产生的高水平溶血引起血红蛋白血管内释放和

氧化生成甲基血红素. 甲基血红素使移植器官

血管内皮细胞对于缺血再灌注期间产生的ROS
的细胞毒性作用更加敏感. 针对于血管内皮细

胞的细胞毒性可以激活补体级联反应, 促进血

小板聚集, 暴露内皮细胞下层基质, 所有这些均

会导致微血管血栓形成, 这是缺血再灌注损伤

病理过程的核心机制[22-23]. 血管内皮细胞过表达

HO-1将会阻止血红素以及其他强氧化剂的细胞

毒性作用. 
HO-1能够清除细胞内血红素, 当细胞内血

红素含量下降到一定阈值水平后, 促氧化血红素

蛋白如NAD(P)H氧化酶、COX-2、iNOS的表达

和功能都将被抑制. NAD(P)H氧化酶是缺血再

灌注损伤中超氧化物阴离子的主要来源, 因此

HO-1能够明确抑制NAD(P)H氧化酶这一作用具

有重要意义. 当同时抑制了超氧化物阴离子、前

列腺素和NO(分别合成自COX-2和iNOS), 将会

显著抑制缺血再灌注损伤的不良作用. 清除细胞

外的血红素可能也是HO-1预防缺血再灌注损伤

的机制之一. 最新研究表明, 细胞外血红素能够

增强与激活中性粒细胞相关的致炎细胞活素的

分泌, 并能抑制中性粒细胞的凋亡, 从而维持其

致炎活性[24]. HO-1通过减少细胞外血红素的水

平来抑制致炎反应以达到限制缺血再灌注损伤

的作用. 
HO-1产生的胆绿素具有强大的保护作用. 

在ROS和胆绿素分解酶同时存在的条件下, 通过

胆红素-胆绿素循环可以清除大量的ROS预防缺

血再灌注损伤. 此外, 在缺血再灌注过程中胆红

素可以利用其抗氧化活性抑制氧化应激反应信

号转导通道, 也就是NF-kβ的活化作用. CO和NO
在缺血再灌注损伤过程中起重要的调节作用, 二
者均能激活鸟苷酸环化酶促进生成cGMP, 并抑

制内皮细胞血管收缩因子(ET-1, PDGF-B)的表

达, 从而松弛平滑肌, 扩张血管, 减轻缺血再灌注

损伤. 血小板中cGMP产量增多可抑制血小板聚

集, 减少微血管血栓形成. CO还可通过丝裂原活

化蛋白激酶(MAPK)途径下调一些促细胞因子, 
抑制内皮细胞凋亡; 通过IL-10和HO-1正反馈循

环链发挥保护作用.

3  HO-1与器官移植

3.1 急性排斥反应 1997年Poss et al发现, HO-1的
表达可调节T淋巴细胞的激活和增殖, 缺乏HO-1
基因的小鼠外周血中CD4 T淋巴细胞明显多于

野生型鼠. 最近的研究表明CD4 T淋巴细胞的激

活与HO-1表达上调直接相关, HO-1过表达能抑

制CD4 T淋巴细胞的增殖. HO-1的催化产物CO
和胆绿素被证实也能起到相同的作用. 他们与

CD4 T淋巴细胞的激活和增殖形成了一个负反

馈循环链. 诱导HO-1表达可引发受体的CD4 T淋
巴细胞发生AICD(控制CD4 T淋巴细胞反应程度

的调节机制). 有趣的是CO在血管内皮细胞中表

现为抗凋亡作用而在CD4 T淋巴细胞则表现为

■创新盘点
本文总结近年来
关于血红素氧合
酶 -1在脏器移植
领域的研究报道, 
从缺血再灌注损
伤、急性排斥反
应、慢性移植物
丧失等几个方面
探讨其保护作用
的机制.
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■应用要点
本综述为今后进
一步研究血红素
氧合酶 -1在器官
移植过程中的细
胞保护作用提供
了 指 导 ,  并 为 将
诱导血红素氧合
酶 -1表达作为一
种预处理方法应
用于临床打下基
础.

促凋亡作用. 这两种截然相反的作用相协同, 进
一步增强了移植器官抗排斥反应的能力. 通过

保护血管内皮细胞免于凋亡, HO-1可以限制在

缺血再灌注和急性排斥反应过程中发生的移植

器官的不可逆损伤. 同时通过促进激活的CD4 T
淋巴细胞凋亡可以限制其对移植器官造成更严

重的损害. 这可能是CO促进移植器官长期存活

的重要机制. 胆绿素也具有很强的免疫抑制作

用. 在小鼠的心脏同种异体移植模型中, 胆绿素

通过建立供体特异的T淋巴细胞耐受能促进移

植心脏的长期存活[25]. 胆绿素还可发挥强大的抗

T淋巴细胞增殖作用, 破坏T淋巴细胞受体信号

以及IL-2(T淋巴细胞激活、增殖所需的细胞活

素)的转录. 此作用是通过封闭IL-2转录所需的

转录因子(如NF-kβ和NF-AT)的核转位而实现的. 
3.2 慢性移植器官功能丧失 多个实验证明内源

性或外源性HO-1过表达可以阻止小鼠心脏移

植模型慢性排斥反应的发展[26-28]. 外源性CO也

可起到相似的保护作用, CO可抑制心血管系统

白细胞浸润与激活并抑制平滑肌细胞的增殖. 
这两种作用可以抑制移植器官微血管新生内膜

的形成, 而微血管新生内膜的形成是慢性移植

器官无功能的一个重要病理改变. CO的抗平滑

肌细胞增殖作用是通过激活鸟苷酸环化酶生成

cGMP, 继而激活p38MAPK, 表达细胞周期抑制

因子p21Cip1, 使平滑肌细胞周期停滞在G1/S阶
段. 还有证据显示CO能够抑制细胞周期蛋白A
相关激酶和细胞周期蛋白依赖激酶2(cdk2)的活

性, 这些似乎对其抗增殖作用有帮助. 值得注意

的是基因敲除p21Cip1可以消除CO对体外培养的

平滑肌细胞的抗增殖作用, 但并未损害其抑制

气球样损伤后小鼠血管的重塑. 这说明除了对

平滑肌细胞具有抗增殖的作用以外, CO还具有

足以抑制新生内膜形成的其他的保护作用. CO
对血管内皮细胞和单核巨噬细胞亦具有强大的

抗炎和细胞保护作用[29]. HO-1调节细胞内Fe2+含

量是否具有阻止慢性移植器官无功能的作用目

前仍需进一步研究. 已有研究发现血浆低铁蛋

白水平与受体死亡率升高相关[30]. 也有实验证实

胆红素和胆绿素与移植后动脉硬化相关, 血浆

胆红素水平高于正常的受体其血管疾病发生率

明显降低[31-33]. 最新的研究表明胆绿素具有阻止

大鼠气球样变损伤后动脉硬化病灶发展的作用. 
这一作用对阻止移植相关的动脉硬化病灶形成

十分关键. 但上述作用是否能够阻止慢性移植

器官无功能的发生, 仍需更多研究来证实.

4  临床应用前景

CO通常被认为是一种有毒气体, 但其对人体的

毒性只表现在其浓度超过一定的阈值时, 而在

小剂量应用的情况下(0.25 mL/L)其有益作用在

大小鼠及猪实验模型上都得到了证实. 胆绿素

和胆红素的临床应用目前也在进一步研究当中, 
已证明当胆红素血浆水平接近42.75 μmol/L时, 
在发挥其保护作用的同时没有发现不良作用. 
在将诱导HO-1表达应用于临床之前需要解决几

个问题, 首先: 人体内编码HO-1基因的启动子的

GT重复序列长度是有个体差异的, 称为GT长度

的多样性. 研究证实GT重复序列越长HO-1对各

种应激信号的反应能力越弱, 而GT重复序列越

短则具有较高的表达能力[34]. 也就是说在人群中

使用相同的预处理方法后诱导HO-1表达的程度

是不同的, 产生保护作用的能力也是不同的; 其
次, 使用HO-1诱导剂是否存在其他的不良药理

作用尚需进一步临床研究来证实. 今后如证明

其可以安全使用的话, 无疑将具有广泛的临床

应用前景. 
总之, 近年来大量的研究表明HO-1作为哺

乳动物体内唯一可以被诱导的血红素氧合酶同

功酶具有抗炎、抗凋亡、抗增生反应等多种保

护作用. HO-1可以在机体非正常状态下如: 组
织缺血、缺氧、氧过多、炎症、高温、辐射等

条件下被诱导. HO-1及其催化产物: CO、胆绿

素、胆红素等的表达上调在器官移植的多个阶

段均可以发挥重要的移植物保护作用, 具有重

要的临床意义.
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of hepatitis B virus 
surface and e antigens (HBeAg and HBsAg) on 
the activity of angiotensin-converting enzyme 
(ACE) and cytokines excretion in hepatocellular 
carcinoma cell line HepG2.

METHODS: The eukaryotic expression plasmids, 
including pcDNA3.1(-)-HBsAg, pcDNA3.1(-)-
HBeAg, and empty plasmid pcDNA3.1(-), were 
transfected into HepG2 cells, and the levels of 
cytokines, such as IL-6 and IL-8, and the activ-
ity of ACE were determined in the supernatants 
48  h after transfection by flow cytometry and 
biochemical methods, respectively�.

RESULTS: The expression of HBeAg and HB-
sAg were detected in the supernatants, but there 
was no significant difference of ACE activity 
between the cells tranfected with pcDNA3.1(-)-
HBsAg, pcDNA3.1(-)-HBeAg, and empty plas-

mid pcDNA3.1(-). The levels of IL-6 and IL-8 in 
the supernatants had no significant differences 
between the cells transfected with pcDNA3.1(-
)-HBsAg, pcDNA3.1(-)-HBeAg and the control 
cells.

CONCLUSION: HBeAg and HBsAg has no sig-
nificant effects on ACE activity and IL-6, IL-8 
secretion in HepG2 cells.

Key Words: Hepatitis B virus; Fibrogenesis; Angi-
otensin-converting enzyme; HepG2

Liu ZY, Huang YB, Wei HS, Song SJ, Feng X, Liu YN, 
Cheng J. Effects of HBeAg and HBsAg on cytokine 
excretion and angiotensin-converting enzyme activity 
in HepG2 cell  l ine. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(9):904-907

摘要
目的: 观察HBeAg和HBsAg对人肝癌细胞系
HepG2细胞中血管紧张素转化酶(ACE)分泌的
影响. 

方法:  利用本所既往构建的表达乙肝病毒
(H B V)表面抗原和E抗原的真核表达载体
pcDNA3.1(-)-HBsAg、pcDNA3.1(-)-HBeAg
及空载体pcDNA3.1(-)转染HepG2细胞, 观察
转染24, 48 h后细胞上清中ACE活性和炎性细
胞因子IL-6、IL-8的变化. 培养细胞上清液内
ACE活性采用底物裂解法检测; IL-6、IL-8浓
度采用流式细胞仪检测. 

结果: 转染48 h的HepG2细胞裂解液中检测到
了HBsAg和HBeAg的表达, 但二者细胞上清
中的ACE与转染空载体对照pcDNA3.1(-)细
胞上清中的ACE无显著差异; 同样, 炎性因子
IL-6和IL-8也没有显著差异.

结论: HBV HBsAg和HBeAg对ACE活性、

I L-6和I L-8不具有显著的上调或下调作用; 
HBsAg和HBeAg在肝纤维化发生过程中的作
用机制尚待进一步阐明.

®

■背景资料
近 期 研 究 显 示 , 
肝组织局部肾素
血管紧张素系统
(RAS)的激活与肝
纤维化的发生有
关, 并证实激活的
肝星状细胞表达
血管紧张素1型受
体. 但在慢性乙型
肝炎肝纤维化发
生过程中, 乙型肝
炎病毒 (HBV)抗
原与肝组织局部
RAS活性之间的
关系尚不明确.
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■研发前沿
利用构建的HBeAg
和HBsAg表达质
粒, 转染HepG2细
胞系的研究结果
显示, 转染HBeAg
和HBsAg表达质
粒后, 培养HepG2

细胞上清液内血
管紧张素转化酶
活性并未见增加, 
提 示 H B e A g 和
HBsAg可能不是
肝组织局部RAS
活性的直接调控
因子.

关键词: HBV; 肝纤维化; 血管紧张素转化酶; HepG2
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0  引言

近期我们研究结果显示, 肝组织局部肾素血管

紧张素系统(RAS)的激活与肝纤维化的发生有

关, 并证实激活的肝星状细胞表达血管紧张素1
型受体[1-2]. 该观点随后也被国外研究所证实[3-4]. 
但在慢性乙型肝炎肝纤维化发生过程中, 乙型

肝炎病毒(HBV)抗原与肝组织局部RAS活性之

间的关系尚不明确. 本研究旨在探讨HBV某些

抗原对RAS中关键成分, 血管紧张素转化酶的

表达活性、某些炎性细胞因子表达水平的影响, 
以期明确慢性乙型肝炎肝纤维化发生与RAS活
性之间可能的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 绿色荧光蛋白表达质粒p E G F P、E
抗原表达质粒P-HBeAg、表面抗原表达质粒

P-H B s A g、p c D N A3.1(-)真核表达载体、感

受态JM109和HepG2细胞由本室保存, 限制性

内切酶K p n Ⅰ和N h e Ⅰ购自欣经科生物公司 , 
GeneJammer多胺转染试剂购自Stratagene公司, 
磁珠法质粒提取试剂盒购自Promega公司, 血管

紧张素转化酶(ACE)检测试剂盒购自九强公司, 
炎性细胞因子测定试剂盒购自美国BD公司.
1.2 方法 

1.2.1 重组质粒的提取、测序和酶切鉴定 按试

剂盒说明书进行质粒的中量提取 ,  设计针对

pcDNA3.1(-)载体多克隆位点插入片段上下游引

物序列: 上游: 5' GAG AAC CCA CTG CTT ACT 
GGC 3', 下游: 5' AAC TAG AAG GCA CAG TCG 
AGG 3', 对提取质粒进行序列测定, 并用KpnⅠ
和NheⅠ对重组质粒进行双酶切鉴定. 
1.2.2 细胞培养 HepG2细胞生长于含100 mL/L
胎牛血清(Hyclone)的1640培养基中. 于转染前

24 h消化, 接种于6孔培养板中, 调节细胞浓度

至2×105细胞/孔. 
1.2.3 细胞转染 将表达载体pcDNA3.1(-)-HBeAg, 
pcDNA3.1(-)-HBsAg按GeneJammer转染试剂说

明书转染入HepG2细胞, 按1 µg DNA/3 µL转染

试剂/孔的量进行转染; 设pcDNA3.1(-)空载体

对照和正常细胞对照, 另外设立转染效率对照

pEGFP. 分别于转染24, 48 h后收集转染细胞上

清液, 测定上述细胞内ACE和炎性细胞因子IL-6
和IL-8在上清的分泌情况; 在转染48 h消化收集

转染后的细胞, 用化学发光法检测细胞裂解液

中HBeAg和HBsAg的表达. 并在荧光显微镜下

观察绿色荧光蛋白表达情况, 计算转染效率. 
1.2.4 ACE和细胞因子的测定 ACE测定用购自九

强生物公司的试剂盒, 在大型自动生化分析仪

(型号: HITACHI7180)进行. 
1.2.5 炎性细胞因子(IL-6、IL-8)测定 BD CBA试

剂盒购自美国BD公司, 用流式细胞仪进行测定. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 组

间差异采用ANOVA分析. 统计软件使用Office 
2000 EXCEL.

2  结果

2.1 重组质粒的酶切鉴定 重组质粒pcDNA3.1(-) 
-HBeAg和pcDNA3.1(-)-HBsAg经NheⅠ+Kpn
Ⅰ双酶切鉴定可见639 bp的HBeAg和1.2 kb的
HBsAg片段(图1). 序列测定结果表明重组质粒

构建正确.
2.2 pcDNA3.1(-)-HBeAg, pcDNA3.1(-)-HBsAg
及pEGFP转染结果的检测 pEGFP转染HepG2

细胞结果显示, pEGFP转染成功且转染率达到

30%-40%. 化学发光法检测转染pcDNA3.1(-)-
HBeAg和pcDNA3.1(-)-HBsAg表达载体的细胞

培养上清液和细胞裂解液, 结果表明转染48 h
后细胞裂解液中H B e A g和H B s A g检测阳性 , 
pcDNA3.1(-)-HBeAg和pcDNA3.1(-)-HBsAg转
染成功, 并且在HepG2细胞内得到了有效的表达

(图2). 但二者在细胞培养液上清中检测结果均

为阴性.

图  1  重组质粒的酶切鉴定图. 1: pcDNA3.1(-); 2: pcDNA 

3.1(-)-HBeAg; 3: pcDNA3.1(-)-HBeAg/Nhe Ⅰ+Kpn Ⅰ双

酶切; 4: pcDNA3.1(-)-HBsAg; 5: pcDNA3.1(-)-HBsAg/

BamHⅠ+HindⅢ双酶切; 6: 1 kb DNA ladder.
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2.3 ACE和细胞因子的测定 转染pcDNA3.1(-) 
-HBeAg, pcDNA3.1(-)-HBsAg后24, 48 h后
H e p G2细胞上清液与同期转染空载体对照的

pcDNA3.1(-)的细胞上清液分泌的ACE比较无统

计学差异, 同时细胞上清分泌的炎性细胞因子

IL-6和IL-8也无显著的差异(表1).

3  讨论

早期, 我们的研究曾经揭示, 肝组织局部RAS的
激活与肝纤维化发生有关, 血管紧张素转化酶

抑制剂和血管紧张素Ⅱ受体阻断剂可以延缓肝

纤维化的发生[5]. 肝纤维化是肝硬化发生的必然

过程, 但乙型肝炎病毒表达蛋白与肝纤维化之

间的关系仍然未明确, 一个临床上显而易见的

事实是某些慢性HBV携带的患者, 尽管没有显

著的慢性肝损伤病史却同样可以导致肝硬化的

发生. 究竟是什么因素导致了慢性HBV感染后

肝纤维化的发生? 我们试图明确HBV编码蛋白

是否可以通过组织局部RAS激活, 即是否通过非

炎症机制促进了肝纤维化的发生. 
Bruns et al [6]研究结果显示, HBV非感染性

亚病毒颗粒对肝细胞HBV具有自身增强作用. 
表达HBV表面大蛋白(large surface protein of 
hepatitis B virus, LHBs)可以导致肝细胞毛玻璃

样变, 提示HBV编码蛋白可能通过非炎症机制

导致肝细胞的直接损伤[7]. 利用构建的HBeAg
和HBsAg表达质粒, 转染HepG2细胞系的研究

结果显示, 转染HBeAg和HBsAg表达质粒后, 培
养HepG2细胞上清液内血管紧张素转化酶活性

并未见增加, 提示HBeAg和HBsAg可能不是肝

组织局部RAS活性的直接调控因子, 但LHBs对
ACE的活性影响我们正在观察过程中. 但不能

排除的一个因素是体外培养的HepG2细胞系可

能本身即不表达ACE活性. 另外, 本研究中转染

后细胞培养上清中HBeAg和HBsAg两种蛋白检

测为阴性结果, 可能与载体pcDNA3.1(-)不具有

分泌活性有关. 
IL-6是一个与肝细胞分泌密切相关的细胞

因子, 并具有肝细胞自身保护作用, IL-6基因缺

陷小鼠对乙醇诱导的肝细胞损伤更为敏感[8]. 体
内研究还揭示, 高表达IL-6显著降低暴发性肝衰

竭的发生率[9]. IL-8是一个肝细胞和肝星状细胞

表达的炎性趋化因子, 高表达IL-8可加剧镉诱导

的肝细胞损伤[10-11]. 为了进一步明确HBeAg和
HBsAg对培养肝细胞系的可能间接影响, 我们

对转染后的HepG2培养上清液内的IL-6、IL-8表
达水平也进行了检测. 如表1所示, 转染HBeAg
后IL-6有所降低, IL-8有所升高, 而HBsAg似乎

也有类似影响, 但与转染空质粒相比无显著性

差异. 
基于现有的研究资料, HBV表达的蛋白中

只有LHBs对肝细胞有直接毒性作用的客观证

据[7], 但因LHBs具有很强的细胞内滞留性, 质粒

构建和表达相对困难[12], 相应的研究我们目前正

图  2  转染48 h后的HepG2细胞. A: 转染48 h后荧光显微镜下显示的HepG2细胞; B: 同一视野下普通光学显微镜下显示的

HepG2细胞.

A B

表  1  质粒对细胞培养上清中ACE、IL-6和IL-8表达的影响 (mean±SD)

     
		                         ACE (活性单位)	                           IL-6 (ng/L)	                             IL-8 (ng/L)

	                                       24 h	        48 h	                 24 h	           48 h	                   24 h	            48 h

pcDNA3.1(-)-HBeAg    4     2.89±1.98   2.51±1.59   414.62±98.98   369.77±37.43   24.32±18.32    77.84±57.57

pcDNA3.1(-)-HBsAg    4     4.47±0.87   3.07±2.04   394.97±47.75   402.58±37.54   21.25±11.94  126.01±63.47

pcDNA3.1(-)                  4     2.54±1.18   3.78±2.33   368.11±68.97	2 95.37±78.93   21.25±11.94    98.00±47.01

组别	                          n
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在进行中.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of tea poly-
phenols (TP) on liver toxicity induced by 
triptolide (TPI) in mice, and to explore the 
correlated mechanism. 

METHODS: Seventy mice were randomly and 
averagely divided into five groups: high dose 
TPI (0.03 mg/kg) group, low dose TPI (0.015 
mg/kg) group, high dose TPI (0.03 mg/kg) 
plus TP (300 mg/kg) group, low dose TPI (0.03 
mg/kg) plus TP(300 mg/kg) group, and control 
group. After treatment with the correspond-
ing methods for 60 d, we observed the levels of 
serum alanine aminotransferase (ALT), alkaline 
phosphatase (ALP), the activities of superox-
ide dismutase (SOD), glutathione S-transferase 
(GST), and the contents of malondialdehyde 
(MDA) in liver homogenate, as well as the histo-
pathological changes of liver and kidney. 

RESULTS: In comparison with those in control 
group, the level of serum ALT and the content 
of hepatic MDA were significantly elevated in 
group A and B (ALT: 63.7 ± 10.9, 95.8 ± 12.5 
μkat/L vs 38.2 ± 5.6 μkat/L, P < 0.01; MDA: 

8.11 ± 1.38, 12.86 ± 2.01 nmol/mgp vs 6.39 ± 0.98 
nmol/mgp, P < 0.05 or P < 0.01), while the activ-
ities of hepatic SOD and GST were significantly 
dropped (92.31 ± 10.26, 75.93 ± 9.11 U/mgp vs 
122.23 ± 15.27 U/mgp, P < 0.05 or P < 0.01; 15.17 
± 4.41, 11.25 ± 3.46 U/mgp vs 20.53 ± 5.16 U/
mgp, P < 0.05 or P < 0.01). Pathological examina-
tion showed degeneration of hepatic and renal 
cells in group A and B. The level of serum ALT 
(39.4 ± 5.0, 43.4 ± 6.3 μkat/L), the content of he-
patic MDA (6.42 ± 1.04, 6.58 ± 1.19 nmol/mgp) 
and the activity of SOD (119.10 ± 12.72, 109.53 ± 
11.58 U/mgp) had no significant difference in 
group C and D from those of control group. The 
activity of hepatic GST in group C was higher 
than that in control group (27.19 ± 5.24 U/mgp 
vs 20.53 ± 5.16 U/mgp, P < 0.05). No marked 
pathological changes of liver and kidney were 
observed in group C and D. 

CONCLUSION: TPI has toxicity on the liver 
and kidney in mice, while TP can decrease the 
toxicity efficiently by inhibiting lipid peroxida-
tion and inducing hepatic drug-metabolizing 
enzymes.

Key Words: Triptolide; Tea polyphenols; Liver toxic-
ity; Lipid peroxidation

Li QM, Han Z. Protective effects of tea polyphenols on 
liver against triptolide-induced hepatic injury in mice. 
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摘要
目的: 观察不同剂量雷公藤内酯醇(TPI)致小
鼠肝损害的作用以及茶多酚(TP)对其损害的
保护作用, 并初步探讨相关机制.  

方法:  昆明种小鼠 7 0 只 ,  随机平均分成 5
组: 低剂量TPI(0.015 mg/kg)组(A)、高剂量
TPI(0.03 mg/kg)组(B)、低剂量TPI(0.015 mg/
k g ) + T P ( 3 0 0  m g / k g ) 组 ( C ) 、 高 剂 量
TPI(0.03 mg/kg)+TP(300 mg/kg)组(D)和正常
对照组. 实验60 d后观察各组小鼠肝功能酶、

肝匀浆丙二醛(MDA)含量、过氧化物歧化酶
(SOD)活性、谷胱甘肽-S转移酶(GST)活性及
肝肾病理组织学的特点. 

■背景资料
中草药及其提取
物引起的肝损害
现已屡见不鲜, 临
床表现多样化, 其
机制也往往较为
复 杂 .  为 促 进 植
物药的研究和应
用, 人们提取其有
效活性成分, 并通
过改变药物的剂
型、吸收途径以
及联合用药等多
种方式以达增效
减毒的目的, 某些
传统解毒中药也
受到研究者越来
越多的重视.
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茶多酚对雷公藤内酯醇致小鼠肝损害的保护作用
 

李钦民,  韩 真

 
wcjd@wjgnet.com  

■研发��前沿
雷公藤内酯醇是
从经典抗免疫中
草药雷公藤分离
得到的主要有效
成分之一, 在器官
移植抗排斥反应
方面已显示广阔
的应用前景, 但它
的毒性限制了临
床应用; 茶多酚是
同样经典的减毒
中草药茶叶中的
主要有效成分, 国
内外大量报道证
实其对多种原因
所致的实验性肝
损伤有保护作用. 
本文将二者联合
应用于小鼠观察
茶多酚的肝肾保
护作用, 并初步探
讨相关机制.
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结果: 与对照组相比, A, B组血清ALT、肝
匀浆MDA的含量显著提高(ALT: 63.7±10.9, 
95.8±12.5 μkat/L vs  38.2±5.6 μkat/L, P <0.01; 
MDA: 8.11±1.38, 12.86±2.01 nmol/mgp vs 
6.39±0.98 nmol/mgp, P <0.05或P <0.01), 肝匀
浆SOD和GST的活性显著降低(92.31±10.26, 
75.93±9.11 U/mgp vs  122.23±15.27 U/mgp, 
P <0.05或P <0.01; 15.17±4.41, 11.25±3.46 U/
mgp vs  20.53±5.16 U/mgp, P <0.05或P <0.01), 
病理组织学均可见肝肾细胞变性等改变; C, D
组血清ALT(39.4±5.0, 43.4±6.3 μkat/L)、肝
匀浆MDA含量(6.42±1.04, 6.58±1.19 nmol/
mgp)、SOD活性(119.10±12.72, 109.53±
11.58 U/mgp)无显著性改变, 肝肾病理组织学
未见异常. C组肝匀浆GST的活性增高(27.19
±5.24 U/mgp vs  20.53±5.16 U/mgp, P <0.05).

结论: TPI对小鼠肝肾均有一定的损害, 而TP
具有很好的保护作用, 其机制与对抗脂质过氧
化反应和诱导肝药酶有关.

关键词: 雷公藤内酯醇; 茶多酚; 肝毒性; 脂质过氧化

李钦民, 韩真. 茶多酚对雷公藤内酯醇致小鼠肝损害的保护作用. 
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0  引言

雷公藤内酯醇(triptolide, TPI), 又称雷公藤甲素, 
是从卫矛科雷公藤属植物中分离得到的二萜内

酯化合物, 是雷公藤中的主要有效成分之一, 具
有显著的免疫抑制、抗炎、抗生育及抗肿瘤等

多种生物活性, 尤其在器官移植抗排斥反应方

面具有广阔的应用前景[1]. 同时他属于毒性很强

的药物, 多系统不良反应限制了他的临床应用. 
茶多酚(tea polyphenols, TP)是茶叶中一种主要

活性成分, 具有清除自由基和抗氧化等重要生

物活性, 对多种原因所致的实验性肝损伤有保

护作用[2]. 本实验旨在观察TPI对小鼠肝脏的毒

性作用, 并通过TP的对照干预观察TP的保护作

用, 探讨相关机制, 为TPI和TP的进一步临床应

用和研究提供实验基础. 
 
1  材料和方法

1.1 材料 实验动物用健康成年昆明种小鼠70只
(购自南京医药大学实验动物中心), 雌雄各半, 
体质量20±2克. TPI由中国医学科学院南京皮

肤病研究所马鹏程教授惠赠, 纯度99.78%, 用二

甲基亚砜(DMSO)配成2 g/L原液, -20℃保存, 用

时配成所需浓度溶液. TP购自安徽茶多酚厂(TP
含量为99.1%, 儿茶素含量83.9%，EGCG含量

57.2%, 批号: 20050320-2). 相关生化指标测定的

试剂盒均由南京建成生物工程研究所提供. 
1.2 方法 实验动物70只随机平均分成5组, 每组

14只, 雌雄各半(分笼饲养): A组, 每天灌胃TPI 
0.015 mg/kg; B组, 每天灌胃TPI 0.03 mg/kg; C
组, 每天灌胃 TPI 0.015 mg/kg+TP 300 mg/kg; D
组, 每天灌胃TPI 0.03 mg/kg+TP 300 mg/kg; 正
常对照组, 每天灌胃生理盐水.每天给药1次, 连
续60 d, 小鼠在实验期间自由进食和饮水, 每周

称体质量一次, 根据体质量调整用药量. 末日隔

夜禁食不禁水, 次日晨摘眼球取血后处死小鼠, 
分离血清测定肝功能, 并取所需器官测定质量计

算脏器指数、肝匀浆生化指标及病理组织学

检查.
1.2.1 肝功能测定 标本采用空腹12 h以上的动脉

血, 取血后立即分离血清, -80℃保存, 测定血清

谷丙转氨酶(ALT)、碱性磷酸酶(ALP).
1.2.2 肝匀浆生化指标测定 取肝左叶, 4℃下制

成100 g/L肝匀浆, 分别测定丙二醛(MDA)、过

氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽-S转移酶(GST). 
结果以每克肝组织蛋白的含量表示. M D A采

用硫代巴比妥酸法(TBA法); SOD采用羟胺法; 
GST采用化学比色法; 组织蛋白含量采用考马斯

亮蓝法测定. 以上均按试剂盒说明书操作方法

测定.
1.2.3 病理组织学检查 取肝左叶及右肾, 40 g/L
甲醛固定, 石蜡包裹, 切片后常规HE染色, 显微

镜下观察肝组织及肾组织病理变化. 每张切片分

别随机拍摄2个视野的低倍镜(10×10)和高倍镜

(10×40)图像, 观察肝细胞变性情况. 
统计学处理 定量资料数据用mean±SD表

示, 使用单因素方差分析以及SNK-q检验进行统

计分析. 

2  结果

2.1 肝肾脏器指数 实验期间, 各组小鼠活动、进

食、毛发正常, 实验4 wk时, B组雌鼠死亡1只; 
实验结束时观察各组肝肾脏器指数, B组肝肾脏

器指数与对照组相比显著下降(P <0.01); A、C、
D三组肝肾脏器指数与对照组相比无显著差异 
(P >0.05, 表1). 
2.2 血清ALT、ALP AST是肝细胞内非特异性

功能酶, 血清ALT是反映肝细胞损伤较灵敏的

指标; ALP主要从胆汁中排泄, 胆汁淤积时血清

■相关报道
华中科技大学药
物研究所梅之南
et al利用固体脂质
纳米粒降低小鼠
雷公藤内酯醇肝
毒性取得显著效
果, 但固体脂质纳
米粒工艺繁琐、

价格昂贵, 难以推
广使用, 另外, 他
们对肾脏等其他
脏器的影响也未
作探讨.

■创新盘点
本文首次运用茶
多酚对雷公藤内
酯醇致小鼠肝损
害进行干预, 发现
雷公藤内酯醇的
肝脏损害与雷公
藤内酯醇自身固
有毒性引起肝细
胞脂质过氧化等
机制有关; 而茶多
酚对肝肾均有很
好的保护作用, 其
作用与抗氧化、

诱导肝药酶的活
性等有关.
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ALP增高. 如表2所示, A、B两组ALT活性与对

照组相比显著升高; C、D两组ALT活性与对照

组无显著差异;  A组与C组、B组与D组ALT活性

相比均有显著升高, B组与A组相比也有显著升

高; A、B、C、D组ALP与对照组无显著差异. 
2.3 肝匀浆生化指标 SOD、MDA是反映组织脂

质过氧化常用的指标, GST是肝药酶的一种, 兼
有清除体内过氧化物及解毒双重功能. 如表3所
示, A、B两组肝组织SOD、GST活性及MDA含

量与对照组有显著差异(表现为SOD、GST活性

降低, MDA含量增加), 而 C、D两组SOD活性及

MDA含量与对照组比较变化不明显; C组GST活
性高于对照组. 
2.4 病理组织学改变 (1)各组肝脏、肾脏大体形

态正常, 包膜完整, 色泽鲜红, 未见明显病变. (2)
光镜下HE染色显示肝细胞索排列规则, A、B两
组可见肝细胞水样变性, 伴片状坏死, 坏死区可

见大量淋巴细胞浸润, 以小叶3区带显著; 此外

A、B两组还可见肾小球滤过膜细胞显著增生, 
部分切片可见肾小球坏死伴淋巴细胞浸润, 同
时有肾小管上皮细胞变性和轻度坏死, 部分肾

小管管腔内可见蛋白管型; B组病变较A组显著, 
雌性较雄性病变显著. C、D、E组肝脏及C、E
组肾脏大致正常, D组肾脏亦有肾小球滤过膜细

胞增生及肾小管上皮细胞变性, 但程度较轻, 并
且无肾小球、肾小管上皮细胞的坏死. 

3  讨论

随着中草药及其制剂日益广泛使用, 植物药引

起药物性肝病的报道及相关药物种类也逐年增

加[3]. 药物一般通过中毒性肝损害、免疫反应介

导两种途径引起肝脏损害, 前者呈剂量依赖性, 
即剂量越大, 损害越重, 而后者往往和个体体质

有关, 无明显剂量依赖性. 雷公藤临床使用安全

范围比较窄, 不良反应时有报道. TPI是雷公藤主

要有效成分, 同时又是毒性成分, 肝损害是其主

要副反应之一[4]. 通过本实验观察, TPI肝脏损害

主要表现为非特异性肝细胞变性、坏死, 无胆

汁淤积, 雌性小鼠肝损害较雄性显著, 且损害程

度与剂量呈正比, 提示TPI是通过自身固有毒性

直接引起肝脏损害. 药物本身含有的或经肝药

酶代谢产生的有毒物质如自由基、亲电子基、

氧基等, 可通过肝脏SOD、GST等的解毒作用而

不产生肝损伤, 当这些有毒活性物质的产生超

过了肝脏的代偿水平, 即可发生中毒性肝损害[5]. 
本实验中肝匀浆SOD、GST活性降低及MDA含

量显著增加提示TPI肝毒性应与过量自由基、

亲电子基、氧基等产生引起肝细胞脂质过氧化

等病变有关.
TP含有多个酚羟基, 极易被氧化成为醌类而

提供质子H+, 具有较强的供氢能力, 能够显著地

清除体内的有害自由基并抑制原来的自由基链锁

反应. Lee et al [6]在Fe3+诱导的沙鼠脑组织匀浆脂

质过氧化过程中, 发现TP单体EGCG抗脂质过氧

化能力超过t rolox、硫辛酸和褪黑素等常见的抗

氧化物质. 除了抗氧化作用之外, TP还可通过抑制

肠道细菌生长以减少肠源性内毒素产生[7]、阻断

NF-κB活化和TNF-α mRNA及其蛋白表达[8]等途

径参与肝脏保护作用. 本实验结果提示, TP可有

效降低TPI致肝损害的小鼠肝组织过氧化产物

MDA含量、增强SOD活性, 提高肝脏抗氧化能

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; A和B组、A和C组及B和D组间比
较, cP<0.05.

    

表  3  肝组织 SOD、GST活性、MDA含量 (mean±SD)

组别       n    SOD (U/mgp)    MDA (nmol/mgp)   GST (U/mgp)

A组
B组
C组
D组
对照组

14
13
14
14
14

  92.31±10.26ac      
  75.93±9.11bc 
119.10±12.72
109.53±11.58
122.23±15.27

  8.11±1.38ac

12.86±2.01bc

  6.42±1.04 
  6.58±1.19
  6.39±0.98

15.17±4.41ac

11.25±3.46bc

27.19±5.24a

18.99±6.31
20.53±5.16

■应用要点
本研究为雷公藤
内酯醇和茶多酚
的进一步研究和
临床应用提供了
实验基础, 也为有
毒中药的减毒治
疗研究提供了新
的思路.

 bP<0.01 vs  对照组.

      

表  1  实验60 d后小鼠肝肾脏器指数 (mean±SD)

组别               n
脏器指数(×10-2)

肝                   肾 (右侧)

A组
B组
C组
D组
对照组

14
13
14
14
14

3.23±0.29  
2.89±0.22b 
3.40±0.30
3.47±0.37
3.51±0.33

0.67±0.036   
0.61±0.047b 
0.69±0.043
0.67±0.033
0.70±0.048

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  C、B、D组; fP<0.01 vs  A组.

    

表  2  实验后小鼠血清ALT、ALP活性 (mean±SD, μkat/L)

组别                n                      ALT                         ALP

A组
B组
C组
D组
对照组

14
13
14
14
14

63.7±10.9bc 
95.8±12.5bf 
39.4±5.0
43.4±6.3
38.2±5.6

72.7±12.5
85.9±15.4
63.6±16.2 
78.1±15.9
61.1±15.3
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■同行评价
文章具有一定的
科学性, 但创新性
不够, 不过仍不失
为好的探索.

力. TP同时显著增强GST活性, 提高肝脏解毒能

力, 提示TP的肝脏保护作用还与诱导肝药酶的

活性有关. 我们同时观察肾脏的变化, 进一步证

实TP对肾脏亦有很好的保护作用[9], 相关保护机

制尚有待进一步研究.
总之, TPI在器官移植、抗炎、抗生育及抗

肿瘤等领域有很好的疗效, 但对肝肾均有一定

的损害; 而TP具有很好的保护作用, 且在我国来

源广泛, 价格低廉, 将二者联合使用有很好的应

用前景, 也为中药的减毒治疗提供了思路, 但尚

需对二者联用后的疗效作进一步的观察. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship among 
serum hepatitis C virus RNA titer, alanine trans-
aminase (ALT) and liver histological changes in 
patients with chronic hepatitis C.

METHODS: Fluorescent quantitative poly-
merase chain reaction was used to detect the 
level of serum HCV RNA in 132 patients with 
chronic hepatitis C; meanwhile, the levels of se-
rum ALT were measured by biochemical instru-
ment. Liver biopsy was performed in 30 of 132 
patients, and histopathological changes were 
observed by HE staining under light microscope 
and scored according to the grades of liver 
necro-inflammatory activity and stages of liver 
fibrosis�.

RESULTS: Of 132 cases, 98 (74.2%) were positive 

for HCV RNA (over 1.0×106 copies/L), and 99 
(75.0%) were with a higher ALT level. No signif-
icant correlation was noted between HCV RNA 
titer and ALT level (r = 0.40, P = 0.695), but a 
statistical relationship was noted between HCV 
RNA titer and the abnormal rate of ALT level 
(r = 1.00, P < 0.01). Liver biopsies indicated that 
HCV-RNA titer was not significantly correlated 
with the grades of liver necro-inflammatory 
activity (r = 0.50, P = 0.667) or the stage of liver 
fibrosis (r = 0.20, P = 0.80). The level of serum 
ALT was not markedly correlated with the stag-
es of liver fibrosis (r = 0.40, P = 0.60), either, but 
statistically correlated with the grades of liver 
necro-inflammatory activity (r = 1.00, P < 0.01).

CONCLUSION: HCV RNA titer has no correla-
tion with ALT level, and it can not reflect the de-
gree of liver histological damage in patients with 
chronic hepatitis C. ALT level has no correlation 
with the stages of liver fibrosis, but it can reflect 
the grades of liver necro-inflammatory activity 
to some extent.

Key Words: Hepatitis C Virus; RNA; Aminotrans-
ferase; Histopathology

Li Y, Ding Y, Wang XL, Liu P. Correlations of serum 
hepatitis C virus RNA and alanine transaminase 
with liver histopathological changes in patients with 
chronic hepatitis C. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(9):916-919

摘要
目的: 探讨慢性丙型肝炎患者血清HCV-RNA
水平、ALT浓度及肝组织病理改变三者之间
的关系. 

方法: 采用荧光定量聚合酶链反应(FQ-PCR)
检测132例慢性丙型肝炎患者血清中H C V 
RNA的水平, 用生化自动分析仪检测ALT值, 
其中30例患者进行了肝脏活检, 用HE染色, 光
学显微镜下观察肝脏病理改变. 

结果: 在132例慢性丙型肝炎患者中有98例

®

■背景资料
HCV感染与慢性
肝炎、肝硬化甚
至肝癌的发生关
系密切, 目前HCV
感染导致的肝硬
化也是肝移植的
主要原因. 世界人
群HCV感染率约
为3%, 我国人群
HCV感染率约为
3.2% .  HCV感染
导致慢性化和肝
损伤的机制研究
一直备受关注, 明
确其间的关系, 对
于明确HCV感染
者疾病的状态并
采取有效的治疗
措施具有重要的
意义.
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HCV RNA水平超过1.0×106 拷贝/L, 阳性率
为74.2%, 有99例ALT水平超过正常值, 异常率
为75.0%. HCV-RNA水平与ALT浓度相关性不
显著(r  = 0.40, P  = 0.695), 与ALT异常率呈明
显相关(r  = 1.00, P <0.01). 肝穿病理结果表明, 
HCV-RNA水平与肝脏的炎症活动度和纤维化
程度均不相关(r  = 0.50, P  = 0.667; r  = 0.20, P  = 
0.80). ALT浓度与肝脏的纤维化程度不相关(r  
= 0.40, P  = 0.60), 而与肝脏的炎症活动度呈明
显相关(r  = 1.00, P <0.01).

结论: 慢性丙型肝炎患者血清HCV RNA水平
与ALT浓度无关, 也不能反映肝组织病理损伤
程度; ALT浓度与肝脏的纤维化程度无关, 但
可在一定程度上反映肝脏的炎症改变.

关键词: 丙型肝炎病毒; RNA; 丙氨酸氨基转移酶; 组

织病理学

李颖, 丁洋, 王雪莲, 刘沛. 慢性丙型肝炎患者血清HCV RNA, ALT

与肝脏病理间的关系.  世界华人消化杂志  2006;14(9):916-919
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0  引言

自从1989年发现丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)以来, HCV感染已经被认为是引起世界范

围内慢性肝脏疾病并导致慢性肝炎、肝硬化甚

至肝癌发生的主要原因[1-2]. 世界人群HCV感染

率约为3.0%(0.1%-10%)[3], 我国一般人群HCV
感染率为3.2%, 约3800万人感染HCV[4]. HCV感

染的实验室诊断主要是用酶联免疫吸附试验

(ELISA)和聚合酶链反应法(PCR)分别检测血清

中的抗-HCV和HCV RNA[5-6]. 长期以来, 对于丙

型肝炎慢性化和肝损伤的机制一直都在探讨之

中[3]. 我们应用近几年发展起来的荧光定量聚合

酶链反应法(fluorescent quantitative polymerase 
chain reaction, FQ-PCR)[7-8]定量检测132例慢

性丙型肝炎患者血清中HCV RNA的水平, 用
大型自动生化分析仪检测丙氨酸氨基转移酶

(aminotransferase, ALT)浓度, 并对30例肝脏活检

标本的病理改变进行回顾性研究, 以探讨HCV 
RNA水平、ALT浓度与肝组织损伤三者之间的

关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 132例血清标本均来自我科2004-09/ 
2005-09住院患者, 男92例, 女40例, 年龄15-84岁, 
平均46.64±13.94岁, 诊断均符合2000年西安全

国传染病与寄生虫病学术会议修订的病毒性肝

炎防治方案中拟订的诊断标准. 132例标本经检

测抗-HCV抗体均为阳性, 且排除甲、乙、戊型

肝炎病毒感染.
1.2 方法 HCV RNA定量检测采用荧光定量聚合

酶链反应(FQ-PCR), 仪器为大和Line-GeneⅡ荧

光定量PCR扩增仪, 由杭州博日公司提供; 试剂

由深圳匹基公司提供. HCV RNA载量的正常值

为<1×106 拷贝/L. 具体方法: 在150 µL裂解液

中加入50 µL血清、50 µL氯仿, 充分混匀, 离心

13 000 g , 10 min, 取上清, 加入等量异丙醇, 离
心, 然后用750 mL/L的乙醇洗一次, 沉淀中加入

PCR反应液, Tag酶, 按如下条件, 逆转录与扩增

一步完成: 42℃ 30 min, 95℃ 3 min, 95℃ 5 s, 
60℃ 30 s, 40个循环, 反应体系50 µL. 每次实验

均设强阳性、弱阳性和阴性对照. ELISA检测抗

-HCV. 试剂由华美生物工程公司提供的第3代抗

-HCV诊断试剂盒, 所使用的包被抗原为含有丙

肝病毒结构区核心抗原及非结构区抗原的合成

多肽抗原及基因工程抗原. 检测的方法按照说

明书操作, 阈值 = 0.05+0.08×阳性对照平均值.  
ALT的检测由日立全自动生化分析仪完成. 肝穿

取肝组织1-2 cm以上, 立即40 g/L甲醛溶液固

定, 常规脱水, 石蜡包埋切片后, 作HE染色, 病理

诊断参考2000年西安全国传染病与寄生虫病学

术会议修订的病毒性肝炎诊断标准中的组织病

理学诊断标准进行分级和分期[9], 由中国医大附

属二院病理室协助完成. 
统计学处理 采用SPSS 10.0软件进行相关性

分析. HCV RNA水平与ALT浓度的相关性采用

Pearson相关分析, 其他组别采用Spearman相关

分析.

2  结果

在132例慢性丙型肝炎患者血清中, HCV RNA水

平>1×106拷贝/L的标本98例, 阳性率为74.2%, 
A LT>667 n k a t /L的标本有99例 ,  异常率为

75.00%(表1). 经相关性分析, HCV RNA水平与

表  1  血清HCV-RNA与ALT的关系

     
HCV-RNA水平                ALT (mean±SD)             ALT异常  

(拷贝/L)                                    (nkat/L)                 n           %

<1×106            34      1 290.6±1 165.6       19     57.57

106                    10      1 299.0±943.8            6     60.00

107                      8      1 278.9±1 135.6         6     75.00

108                    18      1 442.4±1 123.9       14     77.77

109                    38      1 434.1±987.2          32     84.21

1010                   24      1 550.8±1 455.8       22     91.66

n

■创新盘点
国内学者发表的
相关文章大多都
是将 H C V R N A
水平与ALT进行
比较以确定HCV 
RNA与肝损伤的
关系, 真正有肝脏
病理结果的文章
很少. 第二军医大
学谭龙益 et al 的
文章对肝脏病理
结果按轻、中、

重度进行分组. 本
文的创新之处就
在于不仅进行了
30例的肝脏活检
并按照肝脏炎症
活动度和纤维化
程度的分级和分
期将HCV RNA、

ALT和肝脏病理
三者之间的相关
性进行了分析, 所
得结果更详细、

更客观.
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■应用要点
本文结果提示, 虽
然HCV RNA水平
对于HCV感染者
的抗病毒治疗和
疗效判断具有重
要的意义, 但并不
能确切反映肝损
伤的情况, 肝脏活
检仍是临床判定
丙型肝炎患者肝
脏病理改变的金
标准.

ALT浓度之间相关性不显著(r = 0.40, P = 0.695). 
ALT异常率随着HCV RNA水平的升高而增加, 
且二者之间相关性非常显著(r = 1.00, P <0.01). 
我们对30例HCV RNA阳性患者的肝脏活检标本

进行了回顾性研究, 按其炎症活动度分级, G1 16
例, G2 7例, G2-3 7例. 若按照肝脏纤维化分期, 则
S0-1 15例, S1-2 6例, S2-3 5例, S3-4 4例. 经相关性检

验, HCV RNA水平与肝脏炎症活动度(r = 0.50, P 
= 0.667)及纤维化程度(r = 0.20, P = 0.80)均不相

关, ALT浓度与肝脏纤维化程度的相关性不明显

(r = 0.40, P = 0.60), 而与肝脏炎症活动度明显相

关(r = 1.00, P <0.01, 表2).

3  讨论

在HCV感染者中, 大约有80%的个体可发展为慢

性化, 在这些慢性感染者中有近1/3的人其病程

可在20-30 a的过程中逐渐进展为肝损伤、肝纤

维化, 直至肝硬化, 而这些肝硬化患者每年发展

成肝癌的机率是1.5%-4%[10-11]. 现在已经有证据

表明, 在大多数国家内由于肝癌而导致的死亡

人数增加的主要原因是HCV感染[12-13], HCV感染

导致的晚期肝硬化也是肝移植的主要原因[1,10]. 
HCV感染者病程变化是非常不同的, 有些患者

病程可以十几年甚至几十年缓慢进展, 而有些

患者则可在几年之内进展到肝硬化、肝病晚期, 
甚至肝癌[3,11]. 虽然这其中的主要原因并不清楚, 
但已经有研究证明, HCV感染者病程进展与诸

多因素有关, 包括性别、感染HCV的年龄、过

度饮酒、脂肪变性、合并感染HBV/HIV、免疫

抑制(如器官移植)等[10,14-15]. 也有很多学者研究

了HCV RNA水平、ALT浓度、HCV基因型等因

素与肝脏损伤程度的关系, 但所得结果却完全

不同. Adinolfi et al [16]认为, 血清HCV RNA水平

与肝损伤程度相关, 高水平的病毒载量与脂肪

变性共同作用, 可加速肝损伤的进展. Zechini 
et al [17]认为, ALT水平, 特别是AST的水平, 与肝

损伤的程度有关. 而Puoti et al [18-21]则认为, 肝损

伤程度与临床症状、A LT水平、H C V基因型

和病毒载量不相关. 我们的实验对这几方面的

关系进行了研究, 结果显示, HCV RNA水平与

ALT浓度不相关(r  = 0.40, P  = 0.695), 但和ALT异
常率的相关性非常显著(r = 1.00, P <0.01). HCV 
RNA水平与肝脏炎症活动度和纤维化程度无关

(P = 0.667和P = 0.80). ALT浓度与肝脏的纤维化

程度无关(P = 0.60), 但与肝脏炎症活动度呈明

显相关(r = 1.00, P <0.01). 我们的结果表明, HCV 
RNA水平与ALT浓度并不相关, 也不能反映肝

脏病理改变的程度, ALT水平不能反映肝脏纤维

化的情况, 但是可在一定程度上反映肝脏炎症

的改变. 目前有学者研究结果显示, 在慢性HCV
感染者中, 有约30%的患者在诊断时其ALT水平

是正常的, 而且他们当中的很多人在其后的随

访中ALT也一直正常, 但肝活检结果却显示, 他
们中有很多人有明显的肝纤维化甚至肝硬化的

改变[21-23]. 因此, 有无明显肝损伤的改变或将来

ALT有无升高的可能性是不能完全由病毒学或

生化学的检测所能预测的. 我们的结果也提示

血清中病毒载量和ALT水平高低不能反映慢性

丙型肝炎病理改变程度. 
有学者认为, 慢性丙型肝炎肝损伤的发病

机制是HCV与宿主免疫反应之间复杂的相互作

用的结果[24], 也有学者认为其肝损伤很可能是由

于病毒蛋白的直接细胞病变作用和免疫介导机

制联合作用所引起, 这种免疫介导机制包括细

胞溶解作用和由CTLs(cytotoxic T lymphocytes)
与炎性细胞因子介导的非细胞溶解作用[25], 我们

的结果则提示, HCV可能不直接参与慢性丙型

肝炎肝损伤的发生. 总之, 虽然HCV RNA水平对

bP<0.01.

表  2  炎症活动度分级、纤维化分期与HCV-RNA、ALT的关系

     
肝脏病理                                n                  HCV-RNA (103拷贝/L)             ALT浓度 (nkat/L)

炎症活动度分级  G1 	         16	         6 723 202±14 878 180	       1 076.9±893.1

	            G2 	           7	         2 205 885±3 559 531	       1 119.6±893.1b

	            G2-3          7	       10 151 442±24 301 624	       1 143.4±460.1

纤维化分期         S0-1         15	         7 143 542±15 301 837	       1 052.2±926.8

	            S1-2           6	         2 411 500±3 615 010	         917.1±69.7

	            S2-3           5	         1 382 628±1 876 744	         983.8±256.6

	            S3-4           4	       16 384 315±32 544 160	       1 717.5±609.8
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于慢性丙型肝炎患者的抗病毒治疗和疗效判定

具有重要的意义[26-27], 但是, 血清HCV RNA水平

并不能确切反映患者肝脏的病理改变, 虽然ALT
浓度在某种程度上可反映肝脏炎症的改变程度, 
但是不能反映肝脏纤维化的程度. 由于我们肝

脏活检的样本量小, 这种关系还有待于我们今

后继续观察和总结.
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Abstract
AIM: To analyze the correlations of the degrees 
of acute pancreatitis with the duration of bile-
pancreatic duct obstruction (BPDO) and acinar 
cell apoptosis by observing the change of bile 
duct pressure. 

METHODS: The model of acute pancreatitis was 
established by ligation of bile-pancreatic duct. 
Bile duct pressure was examined 4, 8, and 12  h 
after BPDO as well as 1 and 3  d after removal of 
BPDO. Flow cytometry was used to detect the 
acinar cell apoptosis (AnnexinV-FITC/PI assay) 
and the expression of Caspase-3. 

RESULTS: Compared with that in control group 
(16.42 ± 1.03), the pressure of bile-pancreatic 
duct increased with the prolonging of obstruc-
tion duration (49.98 ± 3.05, 90.20 ± 8.66, 589.00 ± 
60.10 for 4, 8, 12 h after obstruction, respective-
ly). When BPDO was removed, the pressure de-
creased and returned to the normal level within 
1 d (17.50 ± 2.84, 16.37 ± 0.46 for 1 and 3 d after 

removal of obstruction, respectively), and the 
difference was significant (P < 0.01). AnnexinV-
FITC/PI assay showed that the number of apop-
totic cells increased significantly 4 h after BPDO, 
but it decreased while the number of dead cells 
increased 12 h after BPDO. However, after re-
moval of BPDO, acinar cell apoptosis increased 
while cell death decreased markedly with the 
prolonging of BPDO (P < 0.01). Caspase-3 detec-
tion confirmed that apoptosis reached the peak 
at 4 h, and then decreased gradually. Cell death 
was mostly observed at 12 h. One day after re-
moval of BPDO, cell death still covered the most 
percentage, but 3 d later, apoptosis was signifi-
cantly observed (P < 0.01). 

CONCLUSION: Enhancement of bile duct pres-
sure is one of the mechanisms in the patho-
genesis of acute pancreatitis, which leads to a 
decrease of acinar cell apoptosis. It is effective to 
resume the enhanced pressure to normal level at 
the early stage in the prevention of the disease 
from development. 

Key Words: Acute obstructive pancreatitis, Bile duct 
pressure; Acinar cell apoptosis

Fan ZN, Liu XL, Xiong GY, Wen W, Miao L. Change of aci-
nar cell apoptosis in rats with acute pancreatitis induced 
by bile-pancreatic-duct obstruction. Shijie Huaren Xiao-
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摘要
目的: 结合胆管压力的变化来探讨胰腺炎轻
重程度与胆胰管梗阻时间及腺泡细胞凋亡的
关系. 

方法: 采用结扎胆胰管的方法制成胰腺炎模
型. 分别于梗阻后4、8、12 h以及解除梗阻
后1、3 d分别测定胆管压力. 流式细胞分析
法检测胰腺腺泡细胞AnnexinV-FITC/PI和
Caspase-3的表达. 

结果: 与正常对照组(16.42±1.03)相比, 随
着梗阻时间的延长, 胆管压力明显增高(4, 8, 
12 h分别为49.98±3.05, 90.20±8.66, 589.00

■背景资料
急性胆源性胰腺
炎通常是由于胆
总管、胰管受到
不同程度的梗阻, 
造成胆汁返流入
胰管 ,  激活胰酶 , 
损害胰腺细胞, 或
造成胰液排出受
阻 ,  胰 管 内 压 升
高, 导致胆源性胰
腺炎的发生. 近年
来, 大量的研究发
现, 在不同程度的
急性胰腺炎动物
模型中胰腺炎的
严重程度与胰腺
腺泡细胞凋亡是
呈负相关的, 表明
细胞凋亡可能是
对胰腺细胞损伤
有益的保护反应, 
并有可能减轻急
性胰腺炎的严重
程度. 在梗阻早期
腺泡细胞以坏死
为主, 随着梗阻时
间的延长坏死细
胞逐渐增多; 在解
除梗阻后腺泡细
胞凋亡率增加而
坏死减少. 

®
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±60.10), 而在解除梗阻后, 压力迅速下降并
在1 d即恢复正常(1, 3 d分别为17.50±2.84, 
16.37±0.46), 变化显著(P <0.01). AnnexinV-
FITC/PI检测显示梗阻4 h时细胞凋亡较多, 
至梗阻12 h时, 腺泡细胞凋亡明显减少而坏
死增加; 在解除梗阻后, 随着时间的延长凋亡
明显增多, 坏死逐渐减少, 变化显著(P <0.01). 
C a s p a s e-3检测显示在梗阻4 h时凋亡表达
最高, 梗阻8 h已明显减少, 12 h则以坏死为
主要表达方式; 解除梗阻后1 d仍以坏死为
主, 到第3天则表现出大量的凋亡, 变化显著
(P <0.01).
 
结论: 胆管压力升高引起的胆胰液返流是胰
腺炎的发病机制之一, 并可引起胰腺腺泡细胞
的凋亡减少, 而早期恢复正常胆胰管压力可使
细胞凋亡增多, 有效的阻止急性胰腺炎的病情
发展.  
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0 引言

急性胰腺炎的死亡率高达10%以上, 急性胆源性

胰腺炎(acute biliary pancreatitis, ABP)占急性胰

腺炎的34%-54%. 常因结石通过或嵌顿在壶腹

部, 胆胰管共同通路梗阻, 导致胆汁反流至胰管, 
诱发胰腺实质损伤而引起[1]. 急性胰腺炎病情的

严重程度与胰腺腺泡细胞凋亡程度密切相关, 
凋亡基因及其信号的传导在该作用中起着重要

的调节作用. 
我们通过结扎胆胰管制成急性胰腺炎模型, 

检测解除梗阻前后胰腺腺泡细胞凋亡的情况, 
结合胆管压力的变化来探讨胰腺炎轻重程度与

腺泡细胞凋亡及梗阻时间的关系. 

1 材料和方法

1.1材料

1.1.1 实验动物 ♂SD大鼠(清洁型)35只, 质量为

200-250 g, 上海西普尔公司提供. 随机分为6组: 
正常对照组, 梗阻4 h组, 8 h组及12 h组; 解除

梗阻1 d组及3 d组. 
1.1.2 主要试剂及溶液 胶原酶X I、透明质酸

酶、胰蛋白酶抑制因子、Fluo-3/AM(荧光标记

细胞内钙离子示踪剂)、多聚赖氨酸, 均购自美

国Sigma公司; Hanks液; 无钙Hanks液; HBSS液
(含2.5 g/L牛血清白蛋白和0.1 g/L的刀豆胰蛋

白酶抑制因子的Hanks平衡盐溶液); 无钙HBSS
液; Caspase-3和AnnexinV-FITC/PI试剂盒购自晶

美生物公司. 
1.1.3 主要仪器 微型生物换能器(安徽蚌埠微型

电子仪器设备公司). 流式细胞分析仪(FACSVam 
cage SE, 美国B-D公司). 
1.2方法

1.2.1 动物模型的建立 采用结扎胆胰管的方法

制成梗阻型胰腺炎模型. 用2 g/L的乌拉坦腹腔

注射麻醉(6 mL/kg), 将大鼠仰卧固定, 上腹剑突

下正中开腹后, 确认胆胰管, 沿十二指肠寻找并

确认胆胰管, 将腰麻管(塑料经改良与大鼠胆胰

管直径基本吻合)逆行刺入胆胰管末端, 将胆胰

管末端与腰麻管一起扎紧, 固定后逐层关腹, 在
体外结扎腰麻管使胆管梗阻. 梗阻组分别于梗

阻后4、8和12 h测定胆管压力后处死大鼠取胰

腺组织检测. 解除梗阻组于梗阻12 h后解除梗

阻, 并于解除梗阻后1、3 d分别测定胆管压力

后处死大鼠取胰腺组织检测. 
1.2.2 胰腺腺泡细胞的分离 参照Zhou et al [2]和

Padfield et al [3]方法并改良. 处死大鼠取胰腺组

织, 于大试管内剪碎组织, 加入10 mL消化液(含
0.2 g/L XI胶原酶和0.4 g/L透明质酸酶的Hanks
液), 37℃振荡水浴温孵10 min, 并通以950 mL/
L O2和50 mL/L CO2混合气体, 静置. 更换消化

液再温孵10 min, 静置. 重复两次, 将收集的上

清液用200目尼龙网过滤, 500 r/min离心3 min, 
弃上清液, HBSS液洗2次, 收集胰腺腺泡细胞. 
将胰腺腺泡细胞混悬于无钙的HBSS液中, 经台

盼蓝排斥实验证实细胞存活90%以上, 计数在

109-1013个细胞/L间. 
1.2.3 腺泡细胞凋亡的检测 按试剂盒说明在细

胞悬液中加入AnnexinV-FITC, 避光孵育10 min, 
再加入碘化丙锭液(终浓度为 1 mg/L), 采用流

式细胞分析. AnnexinV-FITC阳性而PI阴性为凋

亡, AnnexinV-FITC阴性而PI阳性为坏死. 
1.2.4 Caspase-3的检测 按试剂盒说明在细胞

悬液中加入缓冲液后在冰中孵育10 min, 再加

入含10 mmo l/L DTT的缓冲液和含1 mmo l/L 
DEVD-AFC的酶化物后于37℃孵育1 h, 立即在

流式细胞仪上进行分析. 
统计学处理 所测数据用mean±SD表示, 通

过SPSS11.0统计软件, 采用单因素方差分析对各

组均数进行显著性检验, P<0.05具有显著性差异. 

■创新盘点
本文结合梗阻前
后胆胰管的压力
变化、梗阻的时
间及解除梗阻的
时间来探讨细胞
凋亡和胰腺炎的
病情变化. 
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2 结果

2.1 形态学改变 正常对照组胰腺组织无明显病

理改变. 在胰腺炎各组大体可见胰腺肿大, 呈灰

白色, 严重者胰腺大片出血、有黄色坏死灶, 腹
水, 腹腔脏器黏连, 大网膜、肠系膜和脏器表面

可见皂化斑. 光镜下可见叶间隙增宽、水肿, 中
性粒细胞渗出, 血管充血变形, 血管破裂、大量

出血, 胰腺腺泡解体、胞质空泡形成及坏死. 以
上表现均随梗阻时间延长而加重, 解除梗阻后

随时间延长有所好转. 
2.2 胆管压力的变化 随着梗阻时间的延长, 胆管

压力明显增高. 而在解除梗阻后, 压力迅速下降, 
在1 d内即恢复正常(表1). 
2.3 腺泡细胞凋亡的表现 与正常对照组相比, 
AnnexinV-FITC/PI染色显示梗阻4 h时细胞凋

亡较多, 梗阻12 h时, 腺泡细胞凋亡明显减少而

坏死增加. 梗阻8 h与4 h相比无明显变化. 解
除梗阻后, 凋亡细胞明显增多, 坏死逐渐减少. 
Caspase-3在梗阻4 h时凋亡表达最高, 梗阻8 h
已明显减少, 12 h以坏死为主要表达方式; 解除

梗阻后1 d仍以坏死为主, 第3天则表现出大量

的凋亡(表2). 

3 讨论

胆石嵌顿于壶腹部或排石损伤引起壶腹部水

肿, 壶腹部压力超过胰管分泌压, 造成胆胰液返

流入胰管是急性胆源性胰腺炎发病的重要原因. 
临床上行早期治疗性经内镜逆行胰胆管造影

(ERCP)可有效的缓解病情, 然而早期解除梗阻

对急性胰腺炎的病程发展所起作用机制尚不清

楚. 近年来有大量的文献报道认为, 急性胰腺炎

的病情轻重程度与腺泡细胞的凋亡程度呈负相

关. 轻型胰腺炎时腺泡细胞以凋亡为主, 此时胞

膜完整, 凋亡小体被巨噬细胞吞噬, 无溶酶体和

炎症介质等的释放. 重症胰腺炎时腺泡细胞以

坏死为主, 胞膜破裂, 引起多种酶和炎症介质的

释放, 诱发了更严重的炎症反应, 产生瀑布样效

应, 最终可导致死亡. 可见细胞凋亡是机体对胰

腺腺泡受损的一种保护性反应[4]. 
由于多种原因导致的壶腹部暂时性或功能

性的梗阻, 导致胆管压力大于胰管压力(正常生

理情况下胰管压力大于胆管压力), 胰液引流不

畅. 当胰管被暂时或持久阻塞, 胰管内压力升高

(正常值不超过12 cm H2O)达60 cm H2O时, 可
引起胰腺腺泡膜的破裂, 胰酶释放入胰腺间质

组织, 引发胰腺炎. 曾有人通过增加狗的腹压来

制造胰腺炎模型, 发现由于腹压上升引起胆管

压力的升高, 可使胰腺炎加重[5]. Acosta et al [6]

也认为胆源性胰腺炎的严重程度与壶腹部梗阻

的持续时间呈正相关. 在本研究中, 结扎大鼠胆

胰管可在短时间内明显增高胆管内压力, 并随

着时间的延长, 压力增高幅度也随着增加. 与此

相应, 胰腺组织水肿坏死也逐渐加重; 胰腺腺泡

细胞凋亡逐渐减少, 而坏死明显增加. 在解除梗

阻后, 1 d内胆管压力恢复至正常水平, 至第3天
时, 胰腺组织的水肿坏死情况明显好转, 腺泡细

胞凋亡也明显增加. 可见梗阻所引起的胆胰管

返流是胰腺炎的发病机制之一, 而早期恢复正

常胆胰管压力可有效的阻止急性胰腺炎的病情

发展. 

  

表  1  急性胰腺炎大鼠模型在梗阻解除前后的胆管压力变化的表达

组别 正常对照 梗阻4  h 梗阻8  h 梗阻12  h 解除梗阻1  d 解除梗阻3  d

鼠数 (n ) 6 6 7 6 5 5
胆管压力	 16.42±1.03 49.98±3.05b 90.20±8.66b 589±60.1b 17.50±2.84 16.37±0.46

  

表  2  急性胰腺炎大鼠模型在梗阻解除前后腺泡细胞凋亡的表达

组别 正常对照 梗阻4  h 梗阻8  h 梗阻12  h 解除梗阻1  d 解除梗阻3  d

鼠数 (n ) 6 6 7 6 5 5
AnnexinV 0.58±0.55 16.96±2.96b 17.10±4.27b 3.63±0.43b 18.47±6.87b 69.81±5.46b

Caspase-3 7.85±1.49 48.65±5.08b    9.74±2.31bd 0.65±0.38b   9.34±3.98b    52.2±9.25bf

bP<0.01 vs  正常对照组.

bP<0.01 vs 正常对照组; dP<0.01 vs 梗阻4 h; fP<0.01 vs 解除梗阻1  d. 

■应用要点
近10 a, 对急性胆
源性胰腺炎早期
治疗性ERCP虽被
认可, 但是仍缺乏
相应的研究资料, 
在临床上广泛推
广仍有一定的难
度, 因此本课题通
过研究胰腺炎轻
重程度与胆胰管
梗阻时间及腺泡
细胞凋亡的关系
来探讨临床早期
治疗性ERCP的应
用意义. 
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在细胞凋亡早期, 细胞表面发生变化, 细胞

膜内部的磷脂酰丝氨酸(PS)迁移到细胞外层表

面, 巨噬细胞就是通过识别凋亡细胞表面细胞

的磷脂酰丝氨酸将凋亡细胞或凋亡小体吞噬, 
保护机体避免因细胞内部暴露引起的炎症反

应. AnnexinV是一种对Ca2+依赖, 对PS有高度亲

和力的磷脂结合蛋白, 可作为探针识别细胞膜

表面是否有PS, 从而识别凋亡细胞. Caspase是
半胱氨酸天门冬氨酸蛋白酶(cysteinyl aspartate-
specific proteinase)的简称, 参与细胞凋亡和炎症

反应. 其中Caspase-3(CPP32 apopain)是哺乳动物

细胞凋亡中的关键酶. 临床常用Caspase 3来检

测早早期的细胞凋亡. 
在急性胰腺炎中, Caspase通过多种途径参

与腺泡细胞的凋亡, 包括细胞膜途径、线粒体

途径和内质网途径[7-8]. Frossard et al [9]用Cx32 
基因缺失的大鼠制作急性胰腺炎模型, 表现出

胰腺炎连续的发病过程 ,  腺泡细胞数目减少 , 
Caspase-3活性下降. Gallagher et al [10]对胰腺炎细

胞凋亡情况进行检测发现, Fasl、Fasl-mRNA和

Caspase-3增加. 在本研究中, 随着梗阻时间的延

长, Caspase-3的活性逐渐减少; 而在解除梗阻后, 
随着时间的延长, 残留的腺泡细胞再生, 逐步恢

复了胰腺腺泡细胞的功能, 其死亡方式也逐渐

转为凋亡, Caspase-3的活性也逐渐增加. 
并且我们发现 ,  在梗阻4 h组和8 h组间 , 

Caspase-3和AnnexinV变化的幅度不大, 而12 h
组与上两组相比两项指标均发生明显的变化, 
即凋亡明显减少, 大量的细胞走向坏死. 相应的

在梗阻解除后第1天, Caspase-3和AnnexinV所反

映的细胞凋亡增加并不明显, 而在第3天两项指

标发生了明显变化, 细胞凋亡明显增加. de Dios 
et a l [11]的研究也认为对于梗阻24 h以上的胰腺

腺泡细胞的坏死是无法逆转的, 只有在解除梗

阻3 d后胰腺腺泡细胞才能通过凋亡方式死亡. 
由本研究可见, 在胆管梗阻早期, 胆管的压

力上升还不多, 此时胰腺腺泡细胞尚有一定的

代偿能力, 其死亡方式以凋亡为主; 而当压力持

续上升, 腺泡细胞膜破裂, 大量坏死引起急性胰

腺炎的发生. 当梗阻解除后, 胆管压力迅速下降, 
但在开始时仍有大量腺泡细胞坏死, 只有经过

一定的时间后才逐步恢复正常. 因此在临床上, 
对于胆源性胰腺炎患者采用早期ERCP+十二指

肠乳头括约肌切开术(EST)的治疗, 可以有效减

轻甚至阻止急性胰腺炎的发生与发展. 
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■同行评价
急性胆源性胰腺
炎在急性胰腺炎
中占重要比例, 本
研究以动物模型
胆管压力变化来
探讨胰腺炎轻重
程度与细胞凋亡
及梗阻时间关系, 
研究目的明确. 研
究设有对照组, 研
究观察指标合理, 
科学性强. 实验数
据经统计学处理
图表简明、清晰, 
结果可信度强. 结
论分析与实验结
合较紧密, 逻辑性
好. 结论论证了急
性胰腺炎早期治
疗重要性和尽早
解除梗阻 ( 引流 )
的重要性作出了
理论上的支持, 具
有一定的理论和
临床指导意义. 
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Abstract
AIM: To discuss the effect of radio-frequency 
ablation (RFA) combined with triple therapy in 
the treatment of patients with chronic protrusive 
and erosive gastritis.

METHODS: One-hundred and six patients, di-
agnosed with chronic protrusive and erosive 
gastritis and H pylori positive by endoscopy, 
were divided into 2 groups and treated with 
RFA combined with triple therapy (Omeprazole 
plus Amoxicillin plus Clarithromycin) and triple 
therapy (control group), respectively�.

RESULTS: The reversion rate and efficacy in 
treatment group were significantly higher than 
those in control group (100% vs 27.2%, P < 0.05; 
94.1% vs 58.2%, P < 0.05). H pylori eradication 
rate was not markedly different between the two 
groups (P > 0.05).

CONCLUSION: RFA combined with triple 
therapy is an effective and convenient method in 
the treatment of chronic protrusive and erosive 

gastritis.
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摘要
目的: 探讨射频局部消融配合胃三联治疗慢
性胃炎隆起糜烂型的疗效. 

方法:  内镜下符合慢性胃炎隆起糜烂型诊
断, H pylori阳性的患者106例, 随机分为治疗
组: 射频消融+洛赛克omeprazole、阿莫西林
Amoxicillin、克拉霉素Clarithromycin (简称
胃三联)治疗, 对照组: 单纯胃三联治疗. 

结果: 治疗组隆起糜烂病灶平复率、临床症
状有效率分别为100%和94.1%, 对照组隆起
糜烂病灶平复率、临床症状有效率分别为
27.2%和58.2%, 优于对照组(P <0.05). H pylori
根除率治疗组88.2%, 对照组85.7%, 二者之间
无显著差异(P >0.05).

结论: 射频局部消融配合胃三联治疗慢性胃
炎隆起糜烂型疗效确切、操作简单、安全.

关键词: 射频消融; 三联疗法; 慢性隆起糜烂型胃炎
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0  引言

当前多数学者认为慢性胃炎在临床上分为: 萎
缩性胃炎和非萎缩性胃炎两大类, 而在内镜下

肉眼直观分型又可分为: 充血渗出型胃炎、平

坦糜烂型胃炎、隆起糜烂型胃炎、萎缩型胃

®

■背景资料
在临床工作中常
常遇到单纯用药
物治疗, 隆起的糜
烂不易平复难以
治愈. 联想到胃、

肠黏膜上的广基
息肉, 射频消融治
疗效果很好, 用射
频消融治疗隆起
糜烂型灶, 效果也
会一样好.

■创新盘点
以前文献报道治
疗隆起糜烂型胃
炎多为单纯用微
波 或 射 频 或 抗H 
pylori 治疗, 本文
创新点是将两者
有机结合, 取得了
良好治疗效果.
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■应用要点
对内镜下诊断为
隆起糜烂型胃炎, 
合并有幽门螺杆
菌(H pylori )感染
的患者, 应用该方
法治疗效果理想. 
对严重心、肺、

肝功能不全的患
者禁用.

炎、出血型胃炎、皱襞增生型胃炎、反流型胃

炎等[1]. 其中隆起糜烂型胃炎较常见, 此种胃炎

单纯药物治疗效果不理想, 往往于症状消失后

复查胃镜时, 隆起糜烂病灶依旧存在[2]. 因此, 我
院消化内科2002-11/2004-12对内镜下诊断为隆

起糜烂型胃炎患者, 采用局部射频消融内服胃

三联药物治疗, 疗效满意, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-11/2004-12共作胃镜检查6 359例, 
内镜所见符合慢性隆起糜烂型胃炎106例, 其中

男78例, 女28例. 年龄最大72岁, 最小19岁, 平均

年龄43.8岁. 病程小于1 a 29例, 1-5 a 57例, 大于

5 a 20例. 临床表现为上腹痛94例, 腹胀、嗳气

106例, 烧心21例, 胸骨后灼痛5例, 胸骨后阻塞

感17例; 内镜所见呈圆形或类圆形隆起、中央

凹陷糜烂96例, 不规则隆起顶端凹陷糜烂10例, 
隆起糜烂数≤3个38例, ≥4个68例, 散在分布82
例, 密集成簇状分布24例; 全部病例H pylori均为

阳性(检测H pylori使用试剂为福建三强快速尿

素酶试剂盒), 胃镜检查采用2930K型潘太克斯

电子胃镜.
1.2 方法 

1.2.1 分组 随机分治疗组(射频十胃三联)、对

照组(胃三联). 治疗组51例、对照组55例; 治疗

组采用射频为四川绵阳电子有限公司生产的

LDRF-50型射频治疗仪, 两组所用胃三联为阿斯

-利康公司生产的洛赛克, 江苏恒瑞制药厂生产

的克拉霉素及本院生产的阿莫西林, 其含量分

别为20 mg, 0.25 g及0.25 g. 
1.2.2 射频治疗的具体方法 在内镜直视下, 从
活检孔插入电极导管, 顶端伸出内镜活检孔约

1 cm, 使电极直接密切接触隆起糜烂处, 将射频

输出功率调至30 W, 每个隆起处治疗时间1 s; 
另外根据隆起范围大小也可采用点面或滑动消

融治疗, 至创面呈灰白色停止治疗, 术后服胃

三联. 
1.2.3 治疗组和对照组胃三联服法 洛赛克20 mg 
1次/日、阿莫西林1 g 2次/日、克拉霉素0.25 g 
2次/日, 连服7 d. 治疗完成4 wk后复查胃镜, 并
于胃窦处取一块组织查H pylori . 
1.2.4 疗效判断标准 内镜所见及临床症状显效-
临床症状消失, 镜下见隆起平复, 糜烂愈合; 有
效-症状减轻, 隆起基本平复, 黏膜糜烂愈合; 无
效-临床症状无明显改变, 隆起仍存在或部分存

在, 糜烂未愈合, H pylori根除以4 wk后复查尿

素酶试验转阴性为有效. 

2  结果

治疗组隆起平复、糜烂消失显效48例、有效3
例, 有效率100%, 临床症状改善48例, 有效率为

94.1%; 对照组显效5例, 有效10例, 有效率27.2%, 
临床症状改善32例, 有效率58.1%, 经统计学分

析显示: 治疗组隆起平复、糜烂消失、临床症

状改善均优于对照组(P <0.05, 表1, 2), 而H pylori
根除率两组无显著差异(P >0.05, 表3).

3  讨论

慢性胃炎虽是一种最常见的疾病, 但长期以来

对其病因、发病机制、临床分类等问题一直争

论不休, 尤其是在临床诊断及内镜诊断上所用

述语一直混淆不清, 除国外学者根据镜下所见

对胃黏膜呈散在或簇状隆起中央凹陷有糜烂、

似痘疹样, 将其分为胃窦型及弥漫性疣赘性胃

炎外[3], 自1970年代纤维胃镜在我国应用后, 直
至2004年前我国一些学者也根据胃镜下直观所

见称这些有隆起糜烂的慢性胃炎为疣赘型胃炎, 
且进行了一些组织病理学研究. 如李德忠 et al [4]

电镜观察发现病变局部有H pylori、浆细胞、

炎细胞浸润; 有人[5-8]观察了隆起糜烂型胃炎中

的H pylori感染情况, 发现阳性率较一般的慢性

表  1  治疗组与对照组隆起糜烂疗效比较

     
                                  显效                  有效                  无效

治疗组                     48                      3                      0

对照组                       5                    10                    40 

χ2 = 89.5, P<0.05.

表  2  治疗组与对照组临床症状疗效比较

     
                                 显效                   有效                  无效

治疗组                     34                    14                      3

对照组                       9                    23                    23 

χ2 = 29.3, P<0.05.

表  3  治疗组与对照组H pylori 根除比较

     
                                           根除                                 未根除

治疗组                             45                                     6

对照组                             47                                     9
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浅表性胃炎高, 且差异显著, 认为H pylori可能是

隆起糜烂型胃炎的主要病因. 近年来, 不少研究

认为隆起糜烂型胃炎与组织学上的淋巴细胞胃

炎有对应关系, 将二者相提并论[9]. 直到2004年
我国著名消化病专家萧树东[1]根据悉尼分类[10]

及国内大多数学者意见, 明确提出的慢性胃炎

在临床上只分为萎缩性及非萎缩性两大类, 在
内镜直观下主要分为7型, 其中对内镜下所见到

的胃黏膜隆起中央凹陷糜烂者(以前称为疣状胃

炎), 命名为慢性胃炎隆起糜烂型, 与平坦型糜烂

相比存在显著的差异[11], 并认为他是一种具有特

征性病理变化的胃炎[12]. 其临床症状与其他各

型胃炎相仿, 如患者自觉上腹胀、上腹痛、嗳

气、烧心, 少数人胸骨后有阻塞感疼痛等. 根除

H pylori和抑酸治疗虽可解除其症状, 但部分病

灶仍持续存在, 不易消退. 近年来有一些应用微

波、电凝等内镜下治疗隆起糜烂型胃炎的报

道[13-15]. 
我们选择幽门螺杆菌感染阳性的慢性隆起

糜烂型胃炎, 分为治疗与对照组进行治疗观察, 
治疗组先进行内镜下射频消融治疗, 术后用胃

三联治疗1 wk, 对照组单纯用胃三联治疗1 wk, 
第4 wk复查胃镜. 观察隆起糜烂灶平复情况, 临
床症状变化及H pylori根除情况. 结果显示: 治疗

组的隆起糜烂消失情况、临床症状改善情况明

显优于对照组, 而H pylori根除率二者无区别. 说
明射频消融+“胃三联”药物治疗对隆起糜烂

型慢性胃炎有较好治疗效果. 
射频消融治疗技术的优点是: 操作简单, 电

极不黏组织, 不产生烟雾和火花, 可根据需要调

整输出功率和时间来控制深度, 从而减少对正

常组织损伤. 射频治疗的机制主要是通过极性

交换率很高的射频电流, 使组织升温, 细胞内外

水分蒸发干燥、固缩, 使蛋白质变性而无菌坏

死, 从而使隆起糜烂消失. 但应注意如对射频消

融治疗操作掌握不好也可引起胃黏膜组织受到

损伤, 进一步受胃酸等因素作用, 可导致溃疡出

血、穿孔, 故术后应及时使用洛赛克抑制胃酸

分泌, 使用胃黏膜保护剂及原有的阿莫西林、

克拉霉素联合抗H pylori等综合治疗. 故我们的

病例除取得较好的疗效外, 未发生一例出血、

穿孔情况. 因此我们认为: 内镜下射频局部消融

配合胃三联治疗隆起糜烂型胃炎疗效好, 操作

简便且安全, 易于推广, 解决了长期单纯用药物

不能消除隆起糜烂的困扰, 是一种值得推广的

治疗方法.
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■名词解释
射频消融: 通过极
性变换很高的射
频电流, 使组织升
温, 细胞内外水分
蒸发干燥、固缩, 
使蛋白质变性坏
死.
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摘要
目的: 探讨MUC1在胰腺癌组织中的表达及其
在胰腺癌诊断和治疗中的意义. 

方法: 采用免疫组化方法检测43例原发性胰
腺癌组织和15例正常胰腺组织中MUC1的表达. 

结果: MUC1在胰腺癌组织中的阳性表达率为
67.4%, 明显高于正常胰腺组织(20.0%), 与正
常胰腺组织之间存在统计学差异(χ2 = 8.293, 
P <0.01). MUC1在胰腺癌组织中阳性表达率与
胰腺癌淋巴结转移及TNM分期存在关联(χ2 = 
5.180, P = 0.023; χ2 = 4.289, P = 0.038).

结论: MUC1可作为胰腺癌患者预后评价指
标, 并可用于诊断及作为免疫治疗的靶抗原.

关键词: 胰腺癌; 黏蛋白; MUC1; 免疫组化
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0  引言

胰腺癌(pancreatic cancer)是预后较差的恶性肿

瘤之一, 其发病率有逐年上升趋势, 在西方国家

已成为癌肿死亡的第5位[1]. 由于胰腺癌发病早

期无明显临床症状, 恶性程度高, 较早发生局部

浸润和远处转移, 使得胰腺癌患者临床治疗效

果差[2]. 因此, 寻找胰腺癌的早期诊断和治疗的

新途径具有重要的现实意义. 黏蛋白(MUC)是一

类高度糖基化的高分子质量糖蛋白, 主要存在

于体腔上皮细胞及其分泌的黏液中, 起保护和

润滑功能, 参与了细胞间黏附、信息传导、作

为细胞受体等多种功能. MUC1是MUC黏蛋白家

族的成员, 属Ⅰ型跨膜蛋白[3], 在多种肿瘤过度

表达, 但MUC1黏蛋白的表达与胰腺癌的临床病

理特征的关系报道较少. 因此, 我们采用免疫组

化的方法检测MUC1在胰腺癌中的表达及意义, 
以检测MUC1在胰腺癌诊断和治疗中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 标本来源于华中科技大学同济医学院

附属同济医院1997/2005手术切除的胰腺癌标本

43例. 男29例, 女14例. 年龄20-79岁, 平均53岁. 
高分化癌11例, 中分化癌24例, 低分化癌8例. 肿
瘤位于胰头者29例, 位于胰体尾者14例. 正常对

照组标本, 取自法医学系非胰腺疾病死亡人员

尸检标本15例, 男9例, 女6例, 年龄16-67岁, 平均

48岁. 胰腺标本经病理检查均无炎症、化生及

增生性病变. MUC1mAb(克隆系Ma695)购自北

京中杉生物制剂公司, SP试剂盒及DAB显色剂

购自福州迈新生物技术公司.
1.2 方法 采用SP免疫组化技术, 石蜡切片脱蜡水

化, 30 mL/L H2O2室温孵育10 min, 以消除内源

性过氧化物酶活性, 蒸馏水洗, 以微波法进行抗

原修复, PBS浸泡5 min, 100 mL/L山羊血清封

闭液室温孵育10 min, 滴加一抗4℃过夜, 生物

素标记的二抗及辣根酶标记链霉卵白素37℃各

30 min, DAB显色, 水洗、苏木精复染、脱水, 
光学显微镜下对染色结果进行评估. 非顶膜着

色细胞占总细胞的百分数大于或等于10%为阳

性, 小于10%为阴性表达. 仅在胰腺导管细胞顶

膜表达为正常表达. 
统计学处理 计数资料采用χ2检验, 所得数

据运用SPSS 12.0软件系统进行处理, P <0.05为
结果有统计学意义.

2  结果

2.1 MUC1在胰腺组织中的表达 胰腺癌组织43例
中有29例MUC1呈阳性表达(阳性率67.4%), 可
见棕黄色或深棕色颗粒. 阳性信号主要位于细

胞质中(图1A). 在正常对照组15例中有12例为

MUC1阴性表达(图1B), 只有3例呈弱阳性表达

(阳性率20.0%). MUC1在胰腺癌中的阳性表达率

和在正常胰腺组织中的阳性表达率差异有显著
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■背景资料
胰腺癌(carcinoma 
of pancreas)为发
生在胰腺外分泌
部分腺体的癌. 由
于其早期症状不
明显且位置隐蔽, 
早期诊断困难, 发
现时多已是晚期, 
治疗效果极差. 寻
求早期诊断方法
和有效的治疗措
施一直是医学工
作者努力的目标. 
肿瘤标志物检测
及肿瘤生物学治
疗在近年得到了
广泛而深入的研
究, 并带来了医学
的进步. 肿瘤生物
学治疗的基础是
肿瘤相关抗原的
存在. 随着多种与
肿瘤的发生、发
展密切相关的肿
瘤抗原的发现并
广泛应用于临床, 
越来越多的肿瘤
患者得到了更早
的诊断, 治疗效果
有了很大提高.



性(χ2 = 8.293, P = 0.004<0.01).
2.2  M U C 1的表达与胰腺癌临床病理的关系  
MUC1在胰腺癌中的表达随淋巴结转移的出现

及肿瘤TNM分期的升高而明显增高, 存在显著

统计学意义(P <0.05). 但与肿瘤位置及分化程度

无明显相关. 说明MUC1表达随肿瘤病变进展逐

渐增强(表1).

3  讨论

胰腺癌起病隐匿, 早期无特异性症状和体征, 在
诊断明确时多已属晚期, 治疗效果不佳, 预后极

差[4]. 5 a生存率Ⅰ, Ⅱ期为30%, Ⅲ期和Ⅳ期分别

只有7.9%和0%[5]. 目前在西方国家胰腺癌发病

率及病死率仍然很高[6], 在我国的发病率亦有上

升趋势[7]. 寻找对胰腺癌敏感和特异的诊断方法

和有效的治疗方法已成为临床医务工作的重要

组成部分. 黏蛋白(mucins, MUC)是广泛分布于

机体正常各黏膜表面的高分子量的糖蛋白, 对
正常的上皮起保护作用, 同时还介导信号传导

和细胞黏附. 而在肿瘤组织中MUC多出现异常

表达, 表现为量和质的改变并与肿瘤的浸润、

转移及预后相关[8-10]. MUC1属于黏蛋白家族中的

924                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R               世界华人消化杂志      2006年3月28日    第14卷   第9期

Ⅰ型跨膜蛋白, 由三部分组成, 即胞外段, 跨膜

段和胞内段. 在正常腺上皮细胞, MUC1有较低

表达. 主要分布于腺细胞表面, 呈顶端表达, 极
性分布. 主要起物理屏障和维护环境的稳定、

信号传导作用, 并可释放某些活性分子、参与

细胞免疫[11-12]. MUC1在多种肿瘤组织中异常表

达[13-18], 表现为量的增加和结构改变. 其畸形糖

基化或糖基化不全, 使MUC1暴露出新的蛋白表

位或新的糖抗原. 其同种型MUC1/Y具有肿瘤特

异性. 因此, MUC1已作为一种肿瘤生物学标志

物运用于乳腺癌、卵巢癌、胃肠肿瘤等的诊断

和微小淋巴结转移检测. 胡晓宁 et al [19]将MUC1

运用于乳腺癌前哨淋巴结阴性患者的检测, 在
发现微小转移并指导治疗方面发挥了积极作

用. 本结果提示MUC1在胰腺癌组织中过度表达, 
且患者TNM分期越高, MUC1表达越高. Hinoda 
et al [20]也报道MUC1在胰腺癌中有过量表达, 且
MUC1的表达与TNM分期、患者生存期有显著

相关关系. 这说明MUC1在胰腺癌的侵袭和转移

过程中发挥着重要的作用. 其发挥作用的可能

作用机制为: (1)直接促进肿瘤的生长和加速其

转移, 这可能与其抗黏附作用相关. Spicer et al [21]

研究表明, MUC1功能缺陷鼠能显著降低致癌基

因诱导的乳腺肿瘤的生长及减缓肿瘤转移的倾

向. (2)通过分子间相互作用, 促进癌基因的表达

和抑制抗癌基因的表达[22]. (3)高表达MUC1黏

蛋白的肿瘤组织存在某种免疫逃逸机制, 包括

MUC1分子对抗原抗体结合的空间位阻作用、

中央型免疫耐受、肿瘤细胞抗原组成的改变、

肿瘤细胞分泌的免疫抑制物的作用及诱导CTL
凋亡[23]. 

胰腺癌的早期无特异性症状, 诊断十分困

难. 影像学检查阳性结果需肿瘤发展到一定大

小才会出现. 各项标志物检查的敏感性和特异

性均不能达到单独运用于临床的要求. 往往需
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图  1   MUC1在胰腺组织中表达 (SP×200). A: 胰腺癌; B: 正常胰腺.

表  1  胰腺癌组织中MUC1表达和临床病理特征的关系

     
项目         	                                             MUC1阳性表达

TNM分期        Ⅰ-Ⅱ                   9/18                  50.0%

                       Ⅲ-Ⅳ                 20/25a                 80.0%

组织学分化      高                        6/11                  54.5%

                        中                      18/24                  75.0%          

                        低                        5/8                    62.5%

肿瘤部位          胰头                  20/29                  67.0%

                        胰体尾                 9/14                   64.3%

淋巴转移         有转移               19/23                   82.6%       

                        无转移               10/20a                 50.0%

aP<0.05.

■创新盘点
MUC1与多种肿瘤
相关已有较多研
究, 但MUC1与胰
腺癌临床病理特
征的研究较少. 本
研究主要探讨了
MUC1与胰腺癌的
临床病理的关系, 
有利于指导胰腺
癌的诊断治疗.

A B
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要多项指标的联合检查并结合临床及影像学资

料才能得出较可靠的诊断. 在本研究中, MUC1

黏蛋白在胰腺癌组织中的阳性率为67.4%, 与正

常胰腺组织存在显著差异, 有望成为胰腺癌的

一个鉴别诊断指标. 本研究同时表明, MUC1黏

蛋白的表达与胰腺癌的TNM分期及胰腺周围淋

巴结转移之间有着明显的正相关趋势. 胰腺癌

的TNM分期及有无淋巴结转移是胰腺癌的两

个重要的预后指标, 这已为很多研究所证实. 故
MUC1黏蛋白的表达可作为患者预后的一个指

标. MUC1具有抗原性, 在肿瘤中, 由于糖基化不

全及异常糖基化, 肽表位暴露, 可诱导抗肿瘤的

免疫应答, 使MUC1成为一种生物治疗的靶分子[24]. 
最近, 对MUC1疫苗的研究已取得很大进展[25-26], 
尤以治疗乳腺癌的研究较为深入[27-29]. 本研究证

明, MUC1在胰腺癌, 特别是在有淋巴结转移的

胰腺癌中高表达, 是一种能较好反映胰腺癌临

床病理特征的生物学标志物, 可能成为胰腺癌

靶向治疗的潜在靶点, 随着对MUC1与胰腺癌相

关关系的逐步深入认识, 将针对MUC1的疫苗及

其他治疗方式运用于胰腺癌的治疗存在着广阔

前景, 有进一步研究开发的价值.
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■名词解释
1 MUC黏蛋白是
一族由多肽骨架
和通过O-糖苷键
与多肽骨架连接
的糖基侧链组成
的高糖基化、高
分子量的糖蛋白, 
其核心肽内含O-
糖基化位点、富
含苏氨酸和/或丝
氨酸的一前一后
的重复序列(TR)
区域为特征. 到目
前为止, 人类已经
克隆出至少12个
独特的MUC黏蛋
白基因. 
2  M U C 1黏 蛋 白
是一种Ⅰ型跨膜
蛋 白 ,  又 称 附 膜
蛋 白 ,  分 子 量 在
240-450 ku, 其中
O-连接的糖类占
其80%. 在MUC中
MUC1基因克隆最
早, 他定位于染色
体1q21-24. MUC1

具有高度多态性, 
由于不同等位基
因TR数目的不同, 
致使他在不同组
织中出现不同的
表达型.
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■同行评价
本研究起点不高. 
但MUC1黏蛋白的
表达与胰腺癌的
临床病理特征的
关系报道相对较
少, 有一定意义.
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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

征文内容包括: (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. 
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在信封正面注明会议征文字样. (3)截稿时间: 2006-05-08(当地邮戳为准). 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. 投稿E-mail
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摘要
目的: 了解医院抗生素相关性腹泻(antibiotic 
associated diarrhea, AAD)的发病率、发病因
素、临床特点, 提出预防控制措施. 

方法: 对合并ADD患者的临床资料进行回顾
性分析. 

结果: ADD的发生率9.3%, 60岁以上发生率
高(χ2 = 4.73, P <0.05). 采取医疗干预措施、使
用抗生素种类越多、抗生素使用时间≥7 d 
ADD 发生率高. 引起ADD的抗生素依次为半
合成青霉素或加酶抑制剂、第三代头孢菌素
类、青霉素、克林霉素、碳青酶烯类、头孢
二代、喹诺酮类. ADD患者多为单纯性腹泻, 
通过停药及调整肠道菌群等药物治疗大多可
治愈, 但明显延长了住院时间, 增加了患者的
经济负担.

结论: 合理选择和使用抗生素; 减少侵袭性操
作; 提高对ADD的认识; 对急危重症、高龄患
者根据病情及早选用强效广谱抗生素, 避免频
繁更换抗生素, 于病情好转及感染控制后及时
停药, 是预防控制ADD的关键措施.

关键词: 腹泻; 抗生素; 预防控制
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0  引言

抗生素是临床治疗各种感染性疾病的主要药

物, 由于抗生素种类多, 应用广, 由其引起菌

群失调而导致抗生素相关性腹泻(a n t i b i o t i c  
associated diarrhea, AAD)并不鲜见, 常导致停

用抗生素和病情加重并延长住院时间.我们对

2002-02/2005-05我院内科AAD的临床资料进行

分析如下.

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 诊断标准  本组患者A A D的诊断符合

2001-01-02颁发的《医院感染诊断标准(试行)》[1]

的诊断标准. 具体入选标准: 在应用抗生素过程

中或之后新出现腹泻, 多次粪镜检示球菌和杆

菌比例失调, 粪涂片多次发现阳性球菌或真菌, 
包括假膜性肠炎、出血性结肠炎、真菌性肠

炎. 排除标准: 食物中毒、脂肪泻、肠易激综合

征、病毒性肠炎、菌痢、沙门氏肠炎、缺血性

肠炎及慢性肠炎[2-3].
1.1.2 一般资料 78例中男42例, 女36例; 年龄在

22-88岁, 平均年龄58.4±9.6岁. 入院诊断: 肺部

感染42例, 胆系感染22例, 糖尿病合并尿路感染

6例, 自发性细菌性腹膜炎8例. 同期上述患者计

842例.
1.2 方法 分析患者住院病历, 记录一般情况、基

础疾病、临床表现及相关实验室、肠镜检查结

果, 观察抗生素应用种类、剂量、疗程, 采取的

医疗干预措施等.
统计学处理 计量资料以均数±标准差表

示, 各组间发病率的比较采用χ2检验.

2 结果

2.1 临床表现 上述患者均除有不同程度原发病

的表现外, 发生ADD时腹泻表现为大便次数增

多、水样便、黏液便、脓血便, 患者有不同程

度的恶心、呕吐、发热、脱水及电解质紊乱等

表现; 腹部体征较少, 多为轻微腹部压痛, 肠鸣

音增强, 4例不完全肠梗阻者. 症状出现于抗生

素应用第3-20 d, 平均13.7±6.4 d. 腹泻持续时

间2-22 d, 平均9.7±6.4 d.
2.2 ADD发生率 总发生率9.3%(78/842), 60岁以

上398例患者中发生ADD 6l例, 发生率11.6%, 60

■背景资料
据世界卫生组织
公布的调查报告
显 示 ,  我 国 住 院
患者抗生素类药
物 使 用 率 高 达
80%, 联合使用两
种以上抗生素的
占58%, 远远高于
国外的30%.由于
抗生素的应用, 其
不良反应明显增
加 ,  抗 生 素 相 关
性腹泻(antibiotic 
associated diarr-
hea, AAD)是其较
为突出的表现之
一, 虽然大多可治
愈, 但明显延长了
住院时间, 增加了
患者的经济负担, 
因此 ,  提高AAD
的诊断水平及预
防控制已是当务
之急.

®

■创新盘点
A D D 与 患 者 年
龄、采取医疗干
预措施、使用抗
生素种类、抗生
素使用时间等有
关. 急危重症患者
频繁升级应用抗
生素时, 腹泻发生
率 高 ,  持 续 时 间
长.
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■应用要点
提高对AAD的诊
断 水 平 ,  避 免 误
诊、漏诊; 合理选
择和使用抗生素; 
减少侵袭性操作; 
对急危重症、高
龄患者根据病情
及早选用强效广
谱抗生素, 避免频
繁更换抗生素, 于
病情好转及感染
控制后及时停药, 
可减少ADD的发
生.

岁以下发生率7.2%(32/444), 两者有显著性差异

(χ2 = 4.73, P <0.05).
2.3 医疗干预措施与AAD的关系 采取侵袭性操

作措施(鼻饲、气管插管、气管切开、呼吸机、

泌尿道插管等)107例中发生ADD 37例, 发生率

34.6%; 未采取者发生率5.6%(41/735). 采取医疗

干预措施后AAD发生率增高(χ2 = 93.5, P <0.01).
2.4 粪常规及培养 镜检时并无特征性改变, 可有

红、白细胞, 球/杆比例失调, 粪涂片多次发现阳

性球菌或真菌, 部分病例镜检未发现细胞成分. 
52例粪普通培养15例有真菌生长, 未发现难辨

梭状芽孢杆菌; 22例粪便作厌氧菌培养, 6例有

难辨梭状芽孢杆菌生长.
2.5 电子肠镜检查 有6例顽固性腹泻者行电子肠

镜检查, 发现乙状结肠、降结肠、横结肠、升

结肠黏膜水肿、充血、糜烂及溃疡, 有孤立的

黄色隆起, 灰绿色或褐色伪膜.
2 . 6  抗 生 素 应 用 情 况  7 8例中使用2种及以

下、3、4种及以上抗生素者分别为21例、30
例及27例 ,  A D D发生率分别5.2%(21/ 406)、
10.2%(30/ 294)、19.2%(27/ 142), 显示联合使用

抗生素种类越多AAD发生率越高(χ2 = 24.46, 
P <0.05).抗生素使用时间最少3 d、最多25 d, 平
均为10.0±4.4 d, 使用时间<7 d 322例中ADD 
21例发生率6.5%, 抗生素使用时间≥7 d 442例
中ADD 57例发生率12.8%, 两者有显著性差异

(χ2 = 6.79, P <0.05), 表明使用抗生素疗程越长, 
AAD发生率也越高. 使用抗生素剂量多为常规

剂量, 与腹泻的发生及严重程度无关. 引起AAD
的抗生素依次为半合成青霉素或加酶抑制、头

孢三代、青霉素、克林霉素、头孢二代、碳青

酶烯类、喹诺酮类.
2.7 治疗及转归 停用广谱抗生素, 原发感染未控

制者改用窄谱抗生素或加用微生态调节剂双歧

杆菌等; 配合支持对症治疗如蒙脱石粉、补液

等; 有霉菌者口服制霉菌素. 58例经以上处理在

2-13 d内腹泻缓解; 14例脓血便、发热、肠镜明

显异常者用去甲万古霉素、甲硝唑、双歧杆菌

后好转, 腹泻持续时间8-22 d; 2例出院时仍有腹

泻; 4例死亡, 死亡原因主要为感染加重、多脏

器功能衰竭.
对重症患者抗生素应用分析显示: 14例入

院时首先选择抗菌能力强的抗生素(如亚胺培南

/西司他丁、美罗培南), 其腹泻时间短为4-10 d, 
住院20 d, 而9例入院后首先选用青霉素类、头

孢二代、氧氟沙星等较弱的抗生素的患者, 因
疗效不佳导致抗生素不断升级, 频繁更换抗生

素, 腹泻时间延长至9-16 d, 3例死于严重感染, 5
例住院时间明显延长至30-45 d.

3 讨论

近年来, 由于广谱抗生素的应用, 大量感染性疾

病患者的生命得以挽救, 但广谱抗生素的滥用

也使其不良反应明显增加, ADD是其较为突出

的表现之一. 引起ADD的因素有以下几方面[4]: 
(1)难辨梭状芽孢杆菌感染是ADD公认的主要机

制, 其他病原体有产气荚膜梭菌、金黄色葡萄

球菌、产酸克雷伯菌、抗药沙门菌以及念珠菌

等; (2)抗生素使肠道生理性细菌明显减少, 使多

糖发酵成短链脂肪酸减少, 未经发酵的多糖不

易被吸收, 滞留于肠道而引起渗透性腹泻; (3)抗
生素的直接作用可引起肠黏膜损害、肠上皮纤

毛萎缩及细胞内酶的活性降低, 或者与肠道内

胆汁结合使脂肪吸收减少, 从而导致吸收障碍

性腹泻. 几乎所有的抗生素均有可能引起AAD, 
不同的人群、不同的抗生素其AAD的发病率

不同, 一般在1.99%-23.70%之间[5-6], 本文发生率

9.3%. 由于以上因素可同时存在或以一种为主, 
故其临床表现不尽相同, 以肠道菌群失调为主

者可表现为单纯性腹泻, 大便镜检无异常; 以严

重难辨梭状芽孢杆菌感染为主者表现为结肠炎

或伪膜性肠炎而引起黏液脓血便及全身症状.
通过本组资料分析发现A D D有下列临床

特点: (1)抗生素使用时间≥7 d, 腹泻发生率明

显升高; 联合使用抗生素种类越多, 引起腹泻的

发生率越高; 高级广谱抗生素种类越多, 引起腹

泻的危险性越高; 使用抗生素剂量与腹泻的发

生及严重程度无关; (2)医疗干预措施越多、年

龄越大引起ADD的发生率越高; 可能与老年人

本身肠道内双歧杆菌等正常菌群减少有关, 使
用抗生素后更易造成正常菌群的破坏, 合并真

菌感染的可能性增加有关[7]; (3)从引起AAD的

抗生素种类来看, 依次为广谱青霉素或加酶抑

制剂、头孢三代、青霉素、克林霉素、头孢二

代、碳青酶烯类、喹诺酮类, 三代头孢菌素尤

其是头孢曲松及其与其他抗生素联合用药者占

50%以上, 三代头孢菌素引起AAD多的原因与

临床使用三代头孢菌素的频率过高有关; (4)粪
常规及普通培养的非特异性可使AAD被误诊为

一般的肠炎或菌痢, 本文4例初期因此误诊, 继
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■同行评价
通过对78例AAD
的临床分析, 得出
的一些结论有临
床参考价值.

续使用原药物或加用针对杆菌的抗生素而使腹

泻加重, 应引 起临床医生的重视. 应常规作厌氧

菌培养, 必要时在肠镜下进行黏膜活检并进 行
厌氧培养提高难辨梭状芽孢杆检出阳性率[8], 但
危重患者进行肠镜检查时有引起肠穿孔等严重

并发症的危险, 应谨慎; (5)ADD患者多为单纯性

腹泻, 通过停药及调整肠道菌群、对症处理(但
应注意避免使用解痉剂以防毒素滞留肠腔)、健

康人新鲜大便滤液灌肠[9]等治疗, 虽然大多可治

愈, 但明显延长了住院时间, 增加了患者的经济

负担和痛苦. 
总之, 在住院患者中ADD的发生率较高, 且

很难完全避免. 为减少ADD的发生, 关键是合理

地选择和使用抗生素, 尽量减少侵袭性操作, 提
高对ADD的认识, 避免误诊、漏诊. 对于感染相

对不严重的轻症患者, 针对性地尽可能选用窄

谱抗生素, 避免滥用抗生素; 对于急危重症、高

龄的患者, 根据病情需要及早选用强效广谱抗

生素, 尽可能避免频繁更换抗生素, 并于病情好

转及感染控制后及时停药.
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摘要
1例以消化性溃疡为首发表现, 同时发现浅表
淋巴结肿大, 考虑胃癌伴淋巴结转移, 但反复
胃镜下活检病理不支持, 最终取浅表淋巴结活
检确诊为恶性淋巴瘤. 胃恶性淋巴瘤常误诊为
胃癌、胃溃疡等疾病, 临床医生应提高警惕.

关键词: 消化性溃疡; 恶性淋巴瘤
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0   引言

近年来有关胃淋巴瘤的误诊、误治病例报告较、误治病例报告较误治病例报告较

多, 对本病认识有了一定的提高, 但仍存在某些

认识上的不足, 如原发性胃淋巴瘤与继发性胃

淋巴瘤的区别以及本病易误诊为胃溃疡、胃癌, 
仍存在警惕性不高、思路单一等. 本文报告了

一例继发性胃淋巴瘤误诊为胃癌伴淋巴结转移

的病例, 以进一步提高认识.

1   病例报告

患者 ,  男 ,  66岁 .  因“上腹部胀痛20  d”于

2005-05-18入院. 患者入院前20 d来无明显诱因

出现上腹部胀痛, 无放射性痛, 进食后加剧, 伴嗳

气、反酸, 无畏寒、发热, 无呕血、黑便, 发病以

来, 纳差, 体质量进行性减轻5 kg以上, 故来我院

门诊. 检查胃镜示胃体小弯见一大小约2.5 cm×

2.5 cm溃疡, 苔秽, 边缘尚规则, 质地脆, 触之易, 苔秽, 边缘尚规则, 质地脆, 触之易苔秽, 边缘尚规则, 质地脆, 触之易

出血; 胃窦见多发结节样隆起; 另十二指肠球部

见一大小约0.5 cm×0.8 cm溃疡. 考虑“复合性

溃疡; 胃窦多发隆起病变; 性质待查”. 同时分

别进行胃体及胃窦部活检, 病理示黏膜慢性浅表

性炎. 予B超示腹腔占位性病变. 为进一步诊治

收入院. 入院查体: T 36.7℃, P 68次/min, R 20次

/min,  BP 17.2/9.3 kPa(130/70 mmHg), 神志清

楚, 巩膜及皮肤、黏膜无黄染及出血点, 右侧腹

股沟处可及2枚直径分别为1.5 cm×1.5 cm、

1.0 cm×1.0 cm肿大淋巴结, 触痛(+), 质硬, 颈
软, 心肺未及明显异常, 腹软, 未及肠型及胃蠕

动波, 肝、脾未及肿大, 剑突下压痛(+), 未及任

何包块, 腹水征(-), 肠鸣音正常, 双下肢无浮肿. 
入院处理按“复合性溃疡”予质子泵抑制剂等

抑酸、护胃治疗, 症状缓解不明显. 2005-05-20
予上腹部CT示胃壁增厚, 考虑胃肿瘤, 伴有肝

胃韧带、肝十二指肠韧带以及腹膜后主动脉旁

广泛淋巴结肿大, 侵犯右侧腰大肌. 再次胃镜

检查仍示胃体小弯巨大溃疡及胃窦多发隆起病

变, 考虑“胃癌”再取活检, 病理结果仍示黏膜

慢性浅表性炎. 为进一步明确诊断, 决定进行右

侧腹股沟肿大的淋巴结切取活检, 病理结果明

确为弥漫性B细胞恶性淋巴瘤. 故诊断明确, 予
CHOP方案第1次化疗, 自觉症状明显好转. 3 wk
后第2次CHOP方案化疗, 再次上腹部CT检查示

胃壁明显变薄, 腹腔内及腹膜后淋巴结较前明

显缩小、减少. 胃镜复查示胃体溃疡红色疤痕

期, 胃窦未见明显隆起病变, 再取活检送病理, 
结果还是慢性炎性变. 目前随访, 患者恢复良好, 
已完成第3次化疗, 自觉无不适表现.

2   讨论

淋巴瘤(lymphoma)起源于淋巴结和淋巴组织, 是
免疫系统的恶性肿瘤[2]. 按组织病理学分型分为

霍奇金淋巴瘤(Hodgkin lymphoma, HL)和非霍

奇金淋巴瘤(non Hodgkin lymphoma, NHL)两大

类[2]. 据国外1 246例淋巴瘤的病例分析, 淋巴结

外的淋巴组织发生淋巴瘤最多见于胃肠道, 其中

NHL占13%-25%; HL仅占2%; 侵及部位以小肠最

多, 其次为胃, 结肠很少受累[3]. 胃肠淋巴瘤[1]是

发生于胃肠道淋巴组织的恶性肿瘤, 亦称恶性淋

巴瘤. 胃肠道淋巴组织作为黏膜相关淋巴组织的

一部分, 与外周淋巴结有很大不同. 与发生在淋

巴结的恶性淋巴瘤一样, 胃肠恶性淋巴瘤亦分为

HL和NHL. 胃肠道的NHL亦分为原发性胃肠淋
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巴瘤和继发性胃肠淋巴瘤. 前者起源于胃肠道淋

巴组织, 后者是其它部位淋巴瘤累及胃肠道的结

果. 原发性胃恶性淋巴瘤的诊断[4]仍采用Dawson
提出的5条标准: (1)无表浅淋巴结肿大; (2)白细胞

总数及分类均正常; (3)X线胸片中未见纵隔有肿

大的淋巴结; (4)手术中除胃及周围区域淋巴结累

及外, 无其它肉眼可见的侵犯; (5)肝脾正常. 胃恶

性淋巴瘤术前确诊率低, 误诊率较高, 近些年来

多有文章报道, 分析其主要原因可能有: (1)本病

的临床症状缺乏特征性, 早期症状不明显, 晚期

症状与胃溃疡、胃癌相似, 如有上腹隐痛、食欲

不振、嗳气、消瘦等[4]; (2)胃肠淋巴瘤起源于胃

肠道淋巴组织, 对发生于黏膜下的淋巴瘤, 过于

表浅的内镜下活检常为阴性[1]; (3)胃镜检查常见

表现有多发性溃疡结节、息肉样突起、腔内肿

块、带有堤状隆起的大溃疡以及因淋巴瘤浸润

而形成的黏膜皱襞粗大和弥漫性的增厚等, 临床

有时与胃溃疡、胃癌在胃镜表现上不易鉴别[1]; 
(4)有时与胃癌在大体标本中, 甚至在病理组织学

上的鉴别亦发生困难[1]; (5)临床医生对本病的胃

镜等表现缺乏必要的了解, 警惕性不高. 本病X线

钡餐检查诊断胃恶性淋巴瘤者仅18%, 胃镜检查

对病变部位进行合适部位及适当深度取材, 活检

阳性率可达76%以上[4]. 本例患者首发上腹部胀

痛20 d, 伴嗳气、反酸、消瘦来院就诊, 第一次

胃镜检查示“复合性溃疡; 胃窦多发结节隆起样

病变; 性质待查”, 活检病理黏膜慢性浅表性炎. 

之后B超及CT示恶性肿瘤不排除, 随后进行第二

次胃镜检查同时再结合查体有浅表淋巴结肿大

故考虑“胃癌”再多处取活检, 病理仍示黏膜慢

性浅表性炎. 考虑胃恶性淋巴瘤可能, 故决定进

行右侧腹股沟一肿大淋巴结局部手术切取活检, 
病理结果明确B细胞恶性淋巴瘤, 诊断明确, 予
CHOP方案化疗效果明显. 分析本例患者有浅表

淋巴结肿大, 考虑继发性胃恶性淋巴瘤诊断, 本
例临床上极易误诊为胃癌伴淋巴结转移. 如果本

例无浅表淋巴结肿大, 且医院的病理诊断水平有

限或临床医生的主观认识不够、思路单一, 则明

确诊断很困难, 有可能需剖腹探查明确. 总结经

验, 若临床遇到上腹痛、嗳气、消瘦等, 而胃镜

下所见有多发性溃疡结节、不规则大溃疡、苔

污秽和/或见黏膜多发结节隆起样病变等, 反复

活检病理未发现肿瘤细胞, 应注意排除恶性淋巴

瘤的可能, 注意内镜下活检取材及选择必要的相

关检查明确, 如超声内镜等. 临床医生应提高对

本病的认识, 尽量避免诊断思路过于单一.

3      参考文献
1	 陈杰. 胃肠淋巴瘤. 方圻. 现代内科学. 上卷. 第1版. 北

京: 人民军医出版社,  1998: 1963-1969
2	 谢毅. 淋巴瘤. 叶任高, 陆再英主编. 内科学. 第6版. 北

京: 人民卫生出版社,  2004: 619-630
3	 丁训杰, 应韶旭. 淋巴瘤. 陈灏珠. 实用内科学. 下册. 

第11版. 北京: 人民卫生出版社,  2002: 2186-2198
4       张希德. 胃部其他肿瘤. 陈灏珠. 实用内科学.下册. 第

11版. 北京: 人民卫生出版社,  2002: 1762-1763

                             电编  李琪  ��� �����编辑 �����菅鑫妍  

瞿国强. 以消化性溃疡为首发表现的恶性淋巴瘤1例                                                                                                          931

www.wjgnet.com

■同行���评价 
有实际临床价值, 
临床医生应如文
中所述加强对本
病认识,  提高警惕.



www.wjgnet.com

世界华人消化杂志 2006年3月28日; 14(9): 932-936
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

世界华人消化杂志投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 
大16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 
邮发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 
世界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消

化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外

科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608种中国科技论

文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 28种期刊

的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为

1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的

第14位, 内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界

华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比

0.30, 地区分布数28, 基金论文比0.43, 国际论文

比0.01. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.

 
wcjd@wjgnet.com 

®



www.wjgnet.com

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年3月28日    第14卷    第9期                                  933   

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(国家科技
部, 2003年)和中
文核心期刊要目
总览(北京大学图
书馆, 2004年版)
收录的学术期刊. 
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  
E m a i l :  w c j d @
wjgnet.com http://
www.wjgnet.com.

硫酸, 改为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u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改

为M r 30 000(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(mmHg), RBC数用×

1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00
表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以mmol/L, 
nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M

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
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原 刊 名《C h i n a刊 名《C h i n a 
National of New 
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》 ,  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经国经国国
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经国家经国家国家
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》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.

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
传真: 010-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com 
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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 新版世界华人消化杂志与读者见面了. 接到

杂志时, 对其内容编排及栏目结构的印象颇为

深刻, 对《世界华人消化杂志》不断进取、大

胆尝试、方便读者、改革求新的办刊精神深受

感动. 褒扬之词此不赘述, 谨对相关栏目提几点

建议. (1)有的文章背景资料介绍欠深入, 只是正

文前言的重复. 加入背景资料的初衷就是使读

者对论文所在领域的背景和进展情况有必要的

了解, 这样可助更好地理解正文, 认识所读文章

的意义、研究水平和深度. (2)相关报道只重复

列出了参考文献中的2-3篇论文的作者、题名及

出处, 与参考文献完全相同. 若能对相关报道原

文的摘要进行简要介绍则更完美, 圈圈点点、

三言两语, 虽占据少许空间, 却更能使读者了解

正文. (3)建议在研发前沿栏目中加入研究未能

解决的问题或以后相关热点研究等内容, 对读

者进一步理解本研究的未来发展趋向有一定的

指导; 若版面允许可另辟栏目, 如未来研究、热

点研究等. (姚希贤, 蒋树林, 河北医科大学附属

第二医院)
1.2 世界华人消化杂志2006年第4期: (1)基础研

究方面论文质量较好; (2)临床经验方面有两篇

文章质量不高, 其一
125I Ni-Ti支架的治疗效果与

护理关系不大, 文题让人难以理解, 其二埃索美

拉唑根除H Pylori治疗对照组选择不当, 文章说

明不了什么问题; (3)综述部分尚可, 但有两篇

作者达7人, 建议按照国际惯例不要超过三人; 
(4)国际会议通知最好在正文中体现, 不应列在

目次中; (5)建议将部分以患者作为研究对象的

“临床基础研究”文章列入临床研究中. (王小

众 教授, 福建医科大学附属协和医院消化内科) 

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2�8日; 14(9): 937
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 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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