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Abstract
Vertical transmission is the main path of hepa-
titis B virus (HBV) infection in patients with 
chronic hepatitis B (CHB). According to the 
development history of embryo and the pos-
sible mechanism of vertical transmission, it’s 
supposed that the effective method to prevent 
vertical transmission should be immunoprophy-
laxis in both mother and baby. Pregnant woman 
with positive HBsAg should receive monthly 
injection of 200 IU hepatitis B immunoglobulin 
(HBIg, or 400 IU once if HBV DNA is positive) 
from the 16th week after pregnancy (at from 
the 20th week). The newborn child should re-
ceive combined immunization (active/passive), 
namely injection of 200 IU HBIg within 24 hours 
(better within 6 hours) after birth, and one more 
repeat after 2 weeks. HBV vaccination should be 
carried out at the same time in order to acquire 

the best protection result. The treatment of CHB 
mainly depends on antiviral therapy, and sys-
temic immunization may also contribute to the 
efficacy of antiviral drugs. A simple classifica-
tion method of CHB was suggested according 
to serum HBV DNA level in this article, which 
could be easily used in clinical practice.

Key Words: Chronic hepatitis B; Vertical transmis-
sion; Immunotherapy

Zheng PY, Tang FA, Lu GF, Bai JX. Prevention of vertical 
transmission and treatment of chronic hepatitis B. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(1):1-6

摘要
慢性乙型肝炎患者感染HBV的主要途径为母
婴传播, 根据胎儿发育史, 从分析母婴传播的
可能机制入手, 提出阻断母婴传播的措施应
当是母婴共同进行免疫预防, 即HBsAg(+)孕
妇应从妊娠第16周开始, 最迟不应晚于20 wk, 
应进行每月1次的乙肝免疫球蛋白200 IU肌注
(若HBV DNA阳性也可以用400 IU/次), 直至
分娩; 娩出的新生儿应进行主动-被动联合免
疫, 即娩出24 h(最好6 h)内注射乙肝免疫球蛋
白200 IU, 2 wk后再重复一次, 并同时进行疫
苗接种, 以期得到最佳保护效果. 慢性乙型肝
炎治疗以抗病毒为主, 同时兼顾提高机体免疫
的疗法, 并提出以HBV DNA定量为基础的慢
乙肝简单分类方法, 便于推广应用.

关键词�� 慢性乙型肝炎; 母婴传播; 免疫治疗
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0  引言

慢性乙型肝炎病毒感染的自然病程漫长, 可持

续30-50 a, 并多在青壮年时期发病, 是我国常见

慢性传染病之一. 人感染乙型肝炎病毒后, 病毒

持续6 mo仍未被清除称为慢性HBV感染. 慢性

HBV感染者约有30%-50%是通过母婴传播形成

www.wjgnet.com

®

■背景资料
慢 性 乙 型 肝 炎
(CHB)患者感染
HBV的主要途径
是母婴传播, 故阻
断母婴传播是预
防CHB的重要环
节. 对CHB治疗目
前多以抗病毒药
物为主, 由于这类
药物需长期应用, 
给患者造成较大
经济负担, 且病毒
耐药株的出现又
使患者不愿意使
用, 故提高阻断母
婴传播效率预防
CHB较为理想.



的, 感染时年龄越小, 成为慢性携带者的机率越

高[1], 因此采取阻断母婴传播的有效措施对慢性

乙型肝炎的控制有重要意义. 

1  HBV母婴传播阻断的策略分析

HBV感染的自然史一般可分为3个时期, 即免疫

耐受期、免疫清除期和非活动或低复制期[2-3]. 
母婴传播是慢性乙肝病毒感染的主要途径, 我
国的HBV携带者30%-50%是母婴传播形成的[4], 
这包括种系传播和宫内传播[5]. 种系传播为带有

HBV DNA的生殖细胞(HBV DNA可穿过透明带

和卵膜, 进入卵母细胞并整合到染色体上[6]. 正
常人的活精子捕获的外源性HBV DNA, 主要存

在于精子头的膜部和核心部中, 与乙肝患者精

子内HBV DNA分布位置一致, 感染HBV DNA
的精子仍可穿过透明带, 顺利完成受精过程). 随
受精卵的分裂而不断分裂增殖, 将HBV直接传

染给胎儿[7-11]. 胚胎学研究认为妊娠第7周造血干

细胞自卵黄囊迁移至肝脏, 开始B细胞发育, 后
又迁移至骨髓, 至18 wk后B细胞就由骨髓产生, 
直至终生. 胚胎8-9 wk就有B细胞离开骨髓进入

发育中的淋巴结. 而T细胞的干细胞自妊娠8 wk
从肝、脾、骨髓随血流进入胸腺, 至11-12 wk
胸腺小叶结构及皮、髓质分界开始明显, 胸腺

内有大量干细胞, 其迅速分裂增殖逐渐发育成

熟, 成为有功能的T细胞. 胸腺内95%以上T细胞

由于对自身抗原的免疫性克隆清除作用而死亡, 
仅少量成熟T细胞向胸腺髓质移动而后离开胸

腺进入次级淋巴管, 20 wk胸腺发育成熟. 免疫

耐受性诱导从第10周T细胞发育开始, 16-18 wk
完成[12-13]. 此时免疫细胞唯一可接触到的抗原为

自身抗原, 也包括了随生殖细胞而带来的HBV 
DNA的表达产物(若HBV DNA不表达则可能随

着细胞分裂逐渐被清除). 据此可以推断, 种系

传播而感染HBV的新生儿免疫细胞由于经过与

自身抗原结合、激活而发生凋亡过程, 对HBV 
DNA的表达产物也不能识别而获得耐受性, 其
出生时血清学检查应为HBV DNA阳性、HBsAg
阳性、HBeAg阳性(或阴性), 抗HBe和抗HBc则
由于免疫细胞无法识别产生免疫应答而呈阴性. 
故也就不会引起肝细胞损害, 肝功能检测正常, 
肝组织学检查正常, 成为慢性HBV携带者[2]. 这
类患者不需治疗, 但若HBV DNA过度增殖, 可给

与核苷类似物治疗, 抑制其HBV DNA合成, 减少

体内HBV数量.
宫内传播包括血源性和细胞源性传播, 其
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机制为: (1)先兆早产引起胎盘微血管破裂, 致
含HBV的母血进入胎儿血循环[14]; (2)HBV经胎

盘细胞表面的CD16介导进入胎盘细胞, 感染了

胎盘组织的HBV, 随妊娠时间延长, HBV逐层

“细胞转移”, 渐接近胎儿, 孕中晚期滋养层变

薄, 绒毛-血管膜通透性升高, HBV更易突破胎

盘屏障, 感染胎儿, 故越接近分娩、母婴传播率

越高[15-18]; (3)母血中感染HBV的PBMC也可穿

透胎盘屏障感染胎儿[19-22], 这可以解释母亲血清

HBV DNA阴性的新生儿却能发生宫内感染, 甚
至仅表现为PBMC中HBV DNA(+)的现象; (4)分
娩时由外伤或HBV感染的产道分泌物、羊水等

感染胎儿[23-25]. 产程中感染的胎儿, 出生时血清

学HBV检测可以为阴性, 但2-4 mo后可发展为

HBsAg(+); 从孕早期至足月分娩, 胎盘感染胎儿

有逐渐增加趋势, HBV经胎盘感染胎儿的时间

示胎肝组织中HBV DNA存在, 大约在孕28 wk
以后, 但也有少数在孕早期HBV已感染蜕膜细

胞(24例HBsAg阳性, 孕40-90 d的孕妇中有1例孕

50 d蜕膜细胞受感染). 6例孕中期引产的胎盘中

有1例胎盘(孕19 wk)蜕膜细胞、绒毛滋养层、

绒毛间质细胞受感染, 并且突破胎盘屏障的最

后一道防线, 即绒毛毛细血管内皮细胞, 导致胎

儿发生宫内感染, 从而证实HBV经胎盘感染胎

儿的时间可能发生在孕中期; 而随着妊娠发展

至孕晚期, 由于滋养层逐渐变得很薄, 形成绒毛

-血管膜, 使HBV更易突破胎盘屏障而感染胎儿, 
19例(孕38-43 wk)孕妇足月分娩时期胎盘绒毛毛

细血管内皮细胞在分娩时已感染HBV, 其中6例
新生儿发生宫内感染, 从而表明HBV经胎盘感

染胎儿时间主要在孕晚期[26]. 据胚胎学分析妊

娠18 wk后胎儿对病毒性感染才有可能反应, 这
是因为正常胎儿出生前不具备对付周围抗原的

免疫反应, 母体IgG自第18周开始通过胎盘, 以
保证胎儿被动获得抗体IgG, 以防御来自妊娠母

体的抗原攻击, 这种抗体对胎儿接触非来自母

体的抗原起不到防御作用. 胎儿B细胞只能产生

IgM, 婴儿出生后3 mo才能合成IgG[12], 故自妊

娠18 wk至新生儿出生3 mo内, 由于其无法合成

IgG, 对HBV感染则不发生反应或反应很弱, 导
致免疫耐受. 故经宫内传播而感染HBV的婴儿

出生时血清学检查与种系传播而感染HBV的婴

儿一样, 为慢性HBV携带者. 婴儿出生3 mo后, 
由于自己已有合成IgG能力, 4 mo基本上可满足

需要, 2-3岁即可达成人水平. 故对妊娠18 wk以
后所感染的HBV(即孕中晚期感染的HBV), 胎儿

www.wjgnet.com

■应用要点
本文从胎儿发育
及宫内感染不同
时期相结合分析
HBV长期携带者
的不同情况, 依其
产生机制, 提出可
行的阻断方案, 并
提出在CHB治疗
中要兼顾到免疫
治疗的作用, 更深
入细致地研究、

完善免疫治疗方
案, 以指导临床采
用更加合理的措
施防治CHB.
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在母体内不予应答, 直至出生3 mo后才可开始产

生应答. 血清学检查HBV DNA(+)、HBsAg(+)、
HBeAg(+)、抗HBe(+)或(-)、抗HBc(+), 有了免

疫应答就有了肝损害, 依HBV量的多少, 免疫应

答水平的高低表现为转氨酶升高或正常, 肝组

织学检查正常或轻度异常, 故对HBsAg(+)母亲

所产婴儿, 应争取在出生后4-6 mo时进行第二

次血清学检查. 二次检查皆为HBV DNA(+)、
HBsAg(+)、HBeAg(+)、抗HBc(-)、抗HBe(-)
者, 可能是种系传播或孕18 wk前感染的HBV, 
由于经过自身抗原的阴性克隆清除, 对体内存

在的HBV无法识别, 而形成真正的免疫耐受. 这
种患者多数体内H B V随细胞多次分裂已逐渐

消除, 或者存量很少. 假如少数患者HBV DNA
较高, 则只能抗病毒治疗, 利用免疫疗法是无效

的, 其处理同种系传播的患者. 第一次血清学检

查为HBV DNA(+)、HBsAg(+)、HBeAg(+)、抗

HBc(-)、抗HBe(-), 第二次检查时抗HBe或/和抗

HBc(+)的患者, 可见机体对HBV已发生免疫反

应, 可能是孕18 wk后至出生时感染了HBV即孕

中晚期经宫内传播而感染的HBV, 以后利用抗

病毒治疗或免疫治疗都是有效的. 这就为卫生

工作者提出了一个建议, 对HBsAg(+)母亲的婴

儿在刚出生和出生后4-6 mo内进行二次HBV的

血清学检查, 以便为以后的治疗作准备(因3 mo
龄时才具有合成IgG能力, 故以推迟1 mo为宜).

1岁以内婴儿HBsAg阳性率为3%-4%, 可
能大部分为垂直传播. 1-4岁幼儿HBsAg检出率

为8%-12%, 增长的部分来自水平传播. 婴幼儿

HBV水平传播是垂直传播的2倍, 这主要是母子

密切接触所致. 其表现为出生时HBV DNA(-), 
4-6月龄检查时则HBV DNA(+), HBsAg(+), 抗
HBe(+)或(-), 抗HBc(+), 其发展情况同孕晚期

以后感染HBV的婴儿, 对抗病毒及免疫治疗皆

有效果. 由于HBV经胎盘感染胎儿的时间可能

在孕中晚期, 而孕早中期感染的HBV常易被清

除, 极少发生宫内感染[26-27], 尽管极少, 但为了提

高阻断母婴传播的有效率, 免疫阻断选择时间

应在16-18 wk, 即从妊娠第4个月起, 每月注射

HBIg 3334-6668 nkat, 最迟不能晚于20 wk(特别

是有过劳、摔倒等使胎盘震动史者), 以达到更

高的新生儿保护率, 这方面国内已有不少报道. 
乙肝疫苗接种阻断母婴传播安全有效, 但仍有

20%-30%的新生儿接种后未产生抗体, 其原因

可能是宫内感染, HBV变异, 小儿免疫功能不健

全. 其中宫内感染是接种失败的主要原因[28-29]. 

利用乙肝疫苗联合乙肝免疫球蛋白进行免疫, 
母婴传播阻断的失败率也有25%, 按每年约26万
新生儿经此途径感染HBV计算, 这对我国来讲

仍是一个很大的数字(6-7万人). 故对HBV DNA
阳性孕妇在不影响胎儿发育的前提下, 尽可能

早的(16 wk)应用乙肝免疫球蛋白或/和乙肝疫苗

联合免疫, 最大限度的降低母血中HBV数量仍

不失为一种暂时可行的办法[30-31]. 但这方面的工

作很少有人涉及, 特别是对胎儿发育影响的研

究还较少.
由于乙肝免疫球蛋白能迅速提供高浓度

HBV抗体以中和病毒, 如结合乙肝疫苗的主动

免疫可对产程中、后期的HBV传播起到有效阻

断作用[32]. 因此应用乙肝疫苗及乙肝免疫球蛋白

的主动-被动联合免疫是加强对HBV携带者的母

亲所生婴儿保护的一项有效措施. 美国、加拿

大、日本、荷兰、澳洲等国家的一些免疫、卫

生机构已推荐联合免疫, 甚至作为常规免疫策

略用于预防围产期HBV的母婴传播[33]. 我国目

前推荐的方法是: 新生儿出生24 h以内(最好6 h
以内)注射乙肝免疫球蛋白1667 nkat或200 nkat, 
2 wk后再重复一次. 并在不同部位注射酵母乙肝

疫苗10 mg (CHO乙肝疫苗为20 mg)[34-35]. 联合免

疫主要对HBsAg/HBeAg双阳性母亲的婴儿, 而
在HBV高流行区, 亦有建议对所有HBsAg阳性

母亲的婴儿均进行联合免疫. 结果显示了较单

用乙肝疫苗更好地保护效果, 其可有效降低围

产期HBV传播造成的慢性携带状态, 推迟出生

后感染的发生. 我国上海、浙江等地已开始实

施. 主被动联合免疫也可用于阻断HBV父婴间

的传播[36].
尽管乙肝疫苗与乙肝免疫球蛋白联合免疫

之应用对阻断母婴传播已获巨大成功, 但仍有

10%-15%免疫预防失败, 因这种免疫仅对产道

和产后HBV感染者有效, 对宫内感染者无效. 故
学者们提出对HBsAg阳性孕妇使用乙肝免疫球

蛋白, 以提高母婴阻断率. 其所用方法较多, 目
前较为流行的是从孕28 wk开始, 每4 wk注射乙

肝免疫球蛋白一次, 每次3334 nkat, 共3次[21]. 从
987例生于HBsAg阳性无症状母亲产前多次肌

注乙肝球蛋白的新生儿中, 注射组高危新生儿

宫内感染率为5.7%, 对照组为14.3%, 显示出明

显差异. 经1 a随访32例宫内感染儿HBV标志转

阴, 可能与主被动联合免疫近期无效而远期转

阴率高有关. 母亲与新生儿共同联合阻断, 使母

婴传播阻断率达95%, 这是目前最高的免疫保护

■同行评价
本文内容丰富, 层
次 清 晰 ,  观 点 鲜
明, 贴近临床, 对
各层面的从事肝
病临床和科研工
作者都有较大参
考意义.
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措施[37]. 也有人从孕16, 20 wk开始应用乙肝免疫

球蛋白的报道, 剂量为1667-3334-6668 nkat, 每
月1次, 于分娩前1 mo每2 wk 1次, 等等. 总之方

法未统一[38-42]. 有皮疹、关节痛、恶心、中枢神

经系统症状等不良反应, 但可用药物控制, 未见

严重不良反应及影响胎儿发育的报道. 故说明

乙肝免疫球蛋白的应用还是安全的, 但仍须更

多病例、更深入的研究. 据我们分析, 应从16 wk
开始应用乙肝免疫球蛋白为宜, 每月1次, 每次

3334 nkat, 直至分娩[43]. 这是因为母体IgG从第18
周可以通过胎盘, 以保证胎儿获得抗体, 且已有

孕19 wk已发生宫内感染的报道, 故在考虑不影

响胎儿发育的前提下, 以较早应用为佳.
然而, 有些学者考虑到乙肝免疫球蛋白为

异体蛋白, 有抗原性, 可引起过敏反应, 特别是

乙肝免疫球蛋白使用会加速HBsAg“a”表位

基因变异的原因(此变异可导致HBV基因型改

变, 使目前所用HBsAg检测试剂失效, 影响目前

乙肝疫苗预防效果, 导致乙肝大流行). 而不推荐

HBV感染的孕妇使用乙肝免疫球蛋白[44]. 从文

献报道分析, 这种S基因a抗原决定蔟的变异是

在长期高水平的免疫压力下, 诱导产生的逃逸

突变, 与乙肝免疫球蛋白使用时间、剂量有关. 
停药后突变株能回复为野生株, 且突变株分泌

有感染力病毒颗粒的能力明显低于野生株(仅为

其20%), 稳定性也下降, 不至于引起突变株流行. 
且阻断母婴传播所用乙肝免疫球蛋白的剂量远

远低于肝移植者(166 700 nkat/次, 所用总剂量在

肝移植术后第1, 2年为1 333 600-2 000 400 nkat/
年), 故不必担心乙肝免疫球蛋白用于阻断母婴

间HBV传播所带来的负面影响[45].

2  慢乙肝治疗策略分析

随着小儿的发育, 免疫系统功能日趋完善, 识别

HBV能力增强, 出现免疫系统与HBV相互作用, 
即进入免疫清除期, 表现为转氨酶升高, 肝脏病

理学改变, 此期应以抗病毒治疗为主, 同时也可

兼顾扶持机体免疫功能, 处理原则可参考“慢

性乙型肝炎防治指南”. 但对12岁以下, 特别是

6岁以下儿童, 抗病毒治疗药物应用应慎重, 可
试用拉米夫定[3], 也可以应用免疫治疗[46-47].

经过免疫清除期后, HBV量明显减少, 转氨

酶复常, 机体免疫功能占优势, 慢乙肝相对静止, 
进入残留整合期. 此期可不予治疗, 但应注意保

护免疫功能, 必要时用些支持免疫功能的药物, 
以保持机体免疫系统随时监视、清除HBV, 防

止CHB再发作. 根据慢乙肝防治指南的意见, 对
HBV携带者建议进行肝组织学检查是较理想的, 
但实际操作中很难实施, 由于这部分患者HBV 
DNA(+), 对周围人有威胁, 包括发现的隐匿性

CHB患者, 其心理负担较重, 应予合理治疗, 特
别是免疫治疗还是可行的[46]. 而对非活动性HB-
sAg携带者不必治疗, 定期随访即可.

总之, 我们认为CHB治疗应从二方面入手: 
一是抗病毒药物治疗, 有效杀灭抑制HBV, 另一

方面通过免疫治疗提高机体对HBV的识别能力, 
主要依靠机体自身免疫细胞杀灭抑制HBV, 在
适当情况下二者应当兼顾, 不可偏面强调一方. 
即要纠正目前治疗CHB主要靠抗病毒药物治疗, 
而忽略免疫治疗这一倾向. 故加强免疫治疗方

法的更深入研究, 确是当务之急[48-51].
据此, 根据我国国情, 依据大多数农村及城

镇社区的实际情况, 对CHB治疗中可进行简单

分类如下: 依血清学HBV DNA(PCR法)定量分

为(1)HBV DNA(-)者: 若ALT持续正常1 a以上, 
则为非活动性HBsAg携带者, 嘱其注意身体保

健, 防止免疫力低下, 定期追踪观察即可. 若ALT
异常, 大多可能是非病毒所致, 但应排除其他病

毒所致的ALT升高, 可给予保肝降酶治疗, 维持

ALT正常后, 复查HBV DNA仍为阴性, 即转变为

非活动性HBsAg携带者; (2)HBV DNA(+)者: 若
ALT≥1333.6 nkat/L, 则参考“指南”进行以首

选干扰素为主的抗病毒治疗, 也可辅以免疫治

疗以提高疗效. 若ALT<1333.6 nkat/L可进行免

疫治疗, 但也可以阿德福韦, 恩替卡韦作抗病毒

治疗. 若ALT正常1 a以上, 为慢性HBV携带者可

进行免疫治疗或严密追踪观察不予治疗, 动员

其肝穿, 依病理检查结果决定是否治疗. 在CHB
治疗过程中还应注意: 若DNA过高, 为防止应答

反应过强引起重型肝炎, 可于免疫治疗前给与

核苷类似物以部分抑制病毒, 使血清HBV DNA
≤109 copies/L再开始免疫治疗较为安全. 对出现

HBeAg(-)者, 有条件应进行HBV变异检测. 若有

变异配合恩替卡韦、阿德福韦等治疗较好. 对
有干扰素适应症者一定要首选干扰素正规治疗, 
以减少肝癌发生. CHB患者每2 a做肝纤维化指

标检测, 异常者进行抗纤维化治疗. 对乙型肝炎

肝硬化的处理参照“指南”中意见.
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第二届国家级慢性乙型肝炎生物免疫治疗及病毒性肝炎
新进展研讨会会议纪要

本刊讯 第二届国家级慢性乙型肝炎生物免疫治疗及病毒性肝炎新进展研讨会于2006-12-08/12-10在美丽的绿

城河南郑州举办, 会议由郑州大学第二附属医院消化科主办, 会议荣幸地邀请到四川大学华西医院赵连三教

授、北京大学第一医院王贵强教授、上海第二军医大学长征医院缪晓辉教授等国内著名肝病专家作精彩学术

报告, 来自全国各地的200余名消化科、肝病科、传染科代表参会并进行了广泛交流, 河南省卫生厅、医学会

有关领导到会祝贺, 郑州大学第二附属医院消化科博士生导师郑鹏远教授主持会议并就慢性乙肝生物免疫治

疗、拉米夫定、阿德福韦等药物对慢乙肝患者外周血树突状细胞功能的影响等作了精彩报告. 会议就慢性乙

型肝炎(CHB)的生物免疫治疗和抗病毒治疗、母婴传播阻断、治疗型疫苗以及孕妇、儿童等特殊人群的乙肝

抗病毒治疗等问题进行了交流与探讨.  

虽然有关乙肝治疗性疫苗的研究已经有了长足的进展, 成为医疗界和广大患者共同关注的热点, 但仍然处

于试验阶段; 此外, 治疗性疫苗的安全性问题也是人们关注的焦点. 在成为可以让广大患者使用的疫苗之前, 还

需要进行大量和长期的工作, 必须通过严格的临床试验研究评审程序, 估计, 治疗性乙肝疫苗的正式上市至少

还需要5-10 a, 甚至更长的时间; 现有治疗性疫苗的疗效尚属有限, 并且有待重复验证. 即使治疗性乙肝疫苗最

终成功上市, 也只能与现有的抗HBV药物互为补充, 不可能取而代之; 所以, 当前应当告知患者对此采取冷静

的科学态度. 利用乙肝疫苗与免疫佐剂或联合DC制成特异性DC疫苗, 在CHB治疗中已取得较好效果. 这说明

从提高CHB患者免疫功能为出发点的CHB特异性免疫治疗途径, 增强CHB患者的T细胞应答是有效的、可行

的. 无论对HBeAg阴性或阳性的CHB及慢性HBV携带者皆可试用. 乙型肝炎母婴传播问题也是本次会议的热

点之一, 判断孕妇注射HBIG是否能提高母婴传播的阻断效果, 无论肯定或否定的意见, 最终均须以循证医学的

临床证据为准绳, 以高质量的证据服人. 因此, 就HBV感染母婴传播阻断相关课题的学术争鸣, 积极推动开展

多中心、大样本、严格设计的随机对照试验, 是达成同行共识, 推动临床医学进步的唯一途径. 

本次会议内容丰富, 资料详实, 涉及面广, 对广大肝病专家尤其是基层医生具有重要的参考和指导作用. 会

议指出慢性乙肝的治疗目标是长期抑制病毒, 延缓疾病进展; 大多数慢性乙肝患者需要长期抗病毒治疗才能实

现治疗目标; 长期抗病毒治疗需要正确的耐药管理策略, 生物免疫治疗是慢性乙肝抗病毒治疗的有益补充. 并

决定与广大基层医院建立科研联系, 利用其丰富的病例进行乙肝相关科研协作, 同时加强对基层医生的临床和

科研能力培训. (卢高峰 郑鹏远 郑州大学第二附属医院消化科)
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
morphogene Sonic hedgehog (Shh), interleukin-
1β (IL-1β), tumor necrosis factor-α (TNF-α) in 
gastric epithelium of mongolian gerbils after H 
pylori inoculation and their correlations with the 
pathologic changes of Helicobacter pylori  related 
gastritis.

METHODS: A total of 50 male mongolian ger-
bils were inoculated with H pylori and another 
50 gerbils served as controls. The levels of Shh, 
IL-1β and TNF-α mRNA expression were de-
tected by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR), and the level of Shh protein 
expression was examined by immunohistochem-

istry 4, 12, 24, 36 and 48 weeks after inoculation..

RESULTS: As compared with those in the con-
trols, both the expression levels of Shh mRNA 
and protein were decreased significantly at the 
36th (t = 3.24, P < 0.05; Z = 4.84, P < 0.001) and 
48th week (t = 3.01, P < 0.05; Z = 4.65, P < 0.001) 
after H pylori inoculation. Furthermore, the level 
of Shh mRNA expression was negatively corre-
lated with the expression of IL-1β mRNA, TNF-α 
mRNA and the grade of gastritis, respectively (r 
= -0.372, P < 0.01; r = -0.301, P < 0.05; r = -0.397, 
P < 0.001). Similarly, the level of Shh protein ex-
pression was negatively correlated with the ex-
pression of IL-1β mRNA, TNF-α mRNA and the 
grade of gastritis (r = -0.321, P < 0.05; r = -0.313, 
P < 0.05; r = -0.371, P < 0.001) respectively.

CONCLUSION: After H pylori infection, the 
expression of IL-1β and TNF-α is increased and 
positively correlated with the grade of gastritis, 
and while the expression of Shh is decreased 
and negatively correlated with the expression of 
IL-1β, TNF-α and gastritis grades.

Key Words: Helicobacter pylori ; Sonic hedgehog; 
Interleukin-1β; Tumor necrosis factor-α; Atrophic 
gastritis

Li ZW, Liu LY, Tian MM, You WC, Li JY. Expression 
of Sonic hedgehog gene, interleukin-1β, tumor necrosis 
factor-α in gastric epithelium of mongolian gerbils 
after H pylori inoculation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(1):7-13

摘要
目的: 研究形态基因Sonic hedgehog (Shh)以及
IL-1β和TNF-α在H pylori相关性胃炎中表达的
相关性及作用. 

方法: ♂蒙古沙鼠50只给予悉尼菌株灌胃造
成H pylori 感染模型, 另设50只♂蒙古沙鼠作
为对照. 应用RT-PCR的方法对沙鼠胃黏膜组
织中的Shh, IL-1β以及TNF-α mRNA表达水平
进行检测; 应用免疫组化的方法对于Shh蛋白
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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 ( H 
pylori )感染是非
萎 缩 性 胃 炎 、

萎缩性胃炎和肠
上皮化生发生的
重要因素 .  Sonic 
hedgehog(Shh)基
因在胃肠道黏膜
的发育以及维持
黏膜的结构、形
态、功能中发挥
重 要 的 作 用 ,  有
研究报道, Shh基
因在H pylori 感染
后表达下调. 在H 
pylori 感染后, IL-
1β和TNF-α显著
上调, 并可能通过
抑制胃酸分泌而
引发相应的病理
学变化.



进行细胞定位以及半定量分析其表达水平. 

结果: H pylori灌胃36 和48 wk后, Shh mRNA
表达水平明显降低(0.28 vs  0.48, t  = 3.24, 
P <0.05; 0.18 vs  0.45, t  = 3.01, P <0.05). Shh 
mRNA表达水平与IL-1β, TNF-α mRNA表
达之间以及与炎症分级之间呈显著负相关
(r  = -0.37, P <0.01; r  = -0.30, P <0.05; r  = -0.39, 
P <0.001). Shh蛋白主要表达于胃体壁细胞胞
质中, H pylori 灌胃36和46 wk, 表达Shh抗原
的阳性细胞数明显减少(Z  = 4.84, P <0.001; 
Z  = 4.57, P <0.001). Shh蛋白的表达与IL-1β 
mRNA, TNF-α mRNA的表达以及慢性炎症分
级之间也呈显著负相关(r  = -0.321, P <0.05; r  = 
-0.313, P <0.05; r  = -0.371, P <0.001).

结论: 蒙古沙鼠胃黏膜感染H pylori后, IL-1β
和TNF-α表达上调, 并与炎症程度呈显著正
相关; Shh表达下调, 并与炎症分级及IL-1β和
TNF-α表达呈显著负相关.

关键词�� 幽门螺杆菌; Sonic hedgehog基因; 白细胞

介素-1β; 肿瘤坏死因子-α; 萎缩性胃炎 
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylor i )感染是非萎缩性胃炎、

萎缩性胃炎和肠上皮化生发生的重要因素[1-7]. 
H pylori的毒力因子如cagA, vacA以及babA等

与这些病变密切相关[8-14], 但他们引发的宿主反

应以及上述病变的发病机制仍在探讨中. Sonic 
hedgehog(Shh)基因在胃肠道黏膜的发育以及维

持黏膜的结构、形态、功能中发挥重要的作用. 
Shh基因敲除的小鼠, 胃黏膜上皮被能分泌碱性

磷酸酶的肠上皮所取代[15]. 有研究发现, Shh基
因在萎缩性胃炎及肠上皮化生中表达下调[16]. 这
些结果提示, Shh基因可能在萎缩性胃炎及肠上

皮化生病变中发挥着重要作用. 另外, Dimmler 
et al [17]在体外实验发现, 低pH值环境促进Shh基
因在胃癌细胞系23132中的表达; 而在pH值升

高的情况下, Shh基因的表达明显下调. IL-1β和

TNF-α是胃酸分泌强有力的抑制因子, 引起胃

内pH值升高[18-26], IL-1β和TNF-α与Shh基因表达

水平之间可能存在一定的联系, 而这种联系可

能在萎缩性胃炎以及肠上皮化生的发病过程中

8                       ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R             世界华人消化杂志         2007年1月8日       第15卷       第1期

发挥着重要的作用. 我们以蒙古沙鼠经口灌服

H pylori造成H pylori感染模型为实验对象, 检测

IL-1β和TNF-α与Shh基因在H pylori相关性胃炎

中的表达, 分析其表达水平与H pylori相关性胃

炎分级的相关性及Shh表达与IL-1β和TNF-α表
达之间的相关性, 探讨其在非萎缩性胃炎、萎

缩性胃炎及肠上皮化生发生中可能的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 无菌6周龄SPF级♂蒙古沙鼠100只, 由
浙江医学科学院提供, 随机分为对照组和实验

组两组, 每组各50只. 禁食水12 h后, 实验组沙鼠

给予(1015 CFU/L)H pylori (SS1, 悉尼菌株)悬浮液

0.8 mL灌胃, 共3次, 每次间隔24 h; 对照组沙鼠

只用相应的H pylori培养液灌胃. 分别于灌胃后

4, 12, 24, 36和48 wk股动脉放血处死对照组及实

验组沙鼠各5只. 将胃组织标本剪成两半, 一半

固定于中性甲醛用于HE, Warthin-Starry银染及

免疫组化染色, 另一半保存在-70℃冰箱用于RT-
PCR检测.
1.2 方法 胃组织石蜡切片厚度5 μm, HE染色显

微镜观察, 按新悉尼标准对慢性胃炎的分级进

行评判, 分为轻度、中度、重度3级. Warthin-
Starry银染用以判断H pylori的感染状态. 免疫

组化: 切片常规脱蜡至水; 浸泡于3 mL/L过氧

化氢中10 min以消除内源性过氧化物酶; 将切

片放入枸橼酸钠(0.01 mol/L, pH 6.5)抗原修复

液中, 微波加热至100℃并维持10 min, 自然冷

却; PBS清洗3遍; 滴加Shh抗体(1∶100; sc1194, 
Santa Cruth, Calif, USA), 4℃过夜; 滴加羊抗

兔二抗(111-035-003, Jackson, USA), 37℃孵育

30 min; DAB(00-214, Zymed, USA)显色, 镜
下控制显色时间, 充分水洗, 苏木素复染细胞

核; 计数阳性区5个高倍视野(×400)下Shh表
达阳性的细胞数, 用求得平均值表示Shh蛋白

表达情况. 另按TRIzol(15596-026, Invitrogen, 
USA)试剂盒说明提取总RNA; 紫外分光光度

计测定总RNA浓度及纯度; 应用逆转录试剂盒

(A3500, Promega, USA)逆转录合成cDNA. 具体

的步骤如下: 取总RNA 0.5 g/L, 在70℃条件下使

其充分变性10 min, 然后将变性的RNA 2 μL, 
4 μL MgCl2(25 mmol/L), 10×RT Buffer 2 μL, 
dNTP混合物(10 mmol/L) 2 μL, RNA酶抑制剂

0.5 μL, 250 nkat逆转录酶, 随机引物0.5 μg充分

混合, 42℃孵育60 min, 95℃ 5 min充分灭活逆

转录酶. PCR反应体系为: 无菌蒸馏水16.25 μL, 
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■研发前沿
关 于 S h h 基 因 的
研究主要侧重于
如前列腺癌、基
底细胞癌、乳腺
癌 、 胃 肠 道 等
肿瘤的研究以及
胃肠道等器官的
发育两方面 .  IL-
1β和TNF-α是H 
pylori 相关性胃炎
中重要的前炎症
性细胞因子.
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10×Buffer 5 μL, MgCl2(25 mmol/L) 2.0 μL, 
dNTP(2.5 mmol/L) 1.0 μL, Taq聚合酶(Promega, 
Madison, WI)83.35 nkat, cDNA模板1.0 μL; 反
应条件: 95℃预变性5 min, 94℃ 1 min, 特异退

火温度40 s, 72℃ 1 min, 经30个循环, 72℃延伸

10 min. 产物于20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭

染色(10 mg/L)后, 通过美国Alphamager 2200凝
胶成像系统对目的电泳条带进行图像分析; Shh, 
IL-1β, TNF-α目的条带与β-actin灰度的比值代

表该基因的mRNA表达水平; Shh, IL-1β, TNF-α, 
β-actin特异性引物及其退火温度详见表1.

统计学处理 采用SPSS 11.5统计学软件对数

据进行处理. 两组之间Shh mRNA以及Shh蛋白

表达情况的比较分别采用t检验和Wilcoxon秩和

检验; 实验组不同时间点IL-1β, TNF-α mRNA表

达情况的比较采用方差分析; 各基因表达与胃

炎分级之间的相关性分析采用Spearman秩相关

检验, 双侧P <0.05表明差异具有统计学意义.

2  结果

Warthin-Starry银染镜下观察发现, 实验组沙鼠

H pylori感染均为阳性(图1A). 对照组沙鼠胃黏

膜仅见少量的炎症细胞浸润 .  在实验组中 ,  
H pylori灌胃4 wk后, 5只沙鼠胃黏膜固有层均可

观察到轻度炎症细胞浸润, 以淋巴细胞和少量

单核细胞为主, 中性粒细胞少见. 炎症反应以胃

体与胃窦移行区为著. H pylori灌胃24, 36 wk后, 
沙鼠胃黏膜可见重度慢性胃炎表现, 并伴有淋

■相关报道
Shiotani A et al 报
道 S h h 蛋 白 主 要
表达于人胃体腺
壁细胞中, 而且该
蛋白的表达下调
与萎缩及肠化病
变严重程度之间
存在显著正相关. 
Suzuki et al 的研
究结果显示, 蒙古
沙鼠在H pylori 感
染后51 wk, Shh基
因表达显著下调, 
而且该基因的表
达与壁细胞的丢
失及腺颈部细胞
的分化受阻呈显
著正相关. Beales 
IL et al 报道IL-1β
和TNF-α是胃酸
分泌强有力的抑
制因子.

表 1 Shh, IL-1β, TNF-α, β-actin的引物序列及相应PCR反应中的退火温度

     
基因                                 引物序列                                  退火温度     PCR产物  

IL-1β        F 5'-CTGAAAGCTCTCCACCTC-3'                  54.0℃      542 bp

                       R 5'-CTTTGAACAGAATGTGCC-3' 

TNF-α        F 5'-CCATCGGACGGGCTGTACCTC-3'          66.0℃      274 bp

                       R 5'-CTCGGCGCTGAGTCGGTCTC-3' 

Shh        F 5'-GGCAGATACGAAGGGAAGAT-3'           66.2℃      261 bp

                       R 5'-ACCGCTCGGCCCTCGTAGTG-3'   

β-actin        F 5'-GCACCACACCTTCTACAATGAG-3'        66.0℃      164 bp

                       R 5'-ATAGCACAGCCTGGATAGCAAC-3'

A

C D

B

图 1 蒙古沙鼠H pylori 灌胃. A: Warthin-Starry银染; B: 36 wk胃黏膜固有层可见囊性扩张的腺体; C: 48 wk Shh蛋白表达减

弱; D: 对照组Shh蛋白主要表达于胃体壁细胞胞质中.
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巴滤泡形成. H pylori灌胃48 wk后, 沙鼠胃黏膜

除大量淋巴细胞浸润为特征的重度慢性胃炎改

变外, 还可见囊性扩张的腺体(图1B). 对照组及

实验组炎症分级见表2. 
对照组沙鼠胃黏膜组织 I L-1β ,  T N F-α 

mRNA的表达均为阴性. 实验组沙鼠胃黏膜组织

在H pylori灌胃后4 wk即可观察到 IL-1β, TNF-α 
mRNA表达(图2). H pylori灌胃后36, 48 wk后, 
IL-1β, TNF-α mRNA表达水平较H pylori灌胃后

4, 12, 24 wk显著升高(表2). IL-1β, TNF-α mRNA
的表达与慢性炎症的分级呈显著正相关(r s = 
0.433,  P <0.01, r s = 0.456,  P <0.01, 表3). 

Shh mRNA以及蛋白的表达之间显著正相

关(r s = 0.431, P <0.01). Shh mRNA表达水平在

H pylori灌胃4, 12, 24 wk呈下降的趋势, 但是并

未达到统计学意义. 与对照组相比, H pylori灌
胃后36和48 wk, Shh mRNA表达水平显著降低

(t  = 3.240, P <0.05; t  = 3.812, P <0.05, 表2). Shh 
mRNA的表达与IL-1β mRNA, TNF-α mRNA的

表达以及慢性炎症分级之间均呈显著负相关(r  
= - 0.372, P <0.01; r  = - 0.301, P <0.05; r  = - 0.397, 
P <0.001, 表3). 免疫组化结果显示, Shh主要表达

于胃体腺壁细胞的胞质中. 灌胃后4, 12, 24 wk的
实验组与对照组相比, 表达Shh阳性细胞数没有

统计学差异. 灌胃后第36和第48周, 实验组表达周, 实验组表达, 实验组表达

Shh抗原的阳性细胞数较同一时间点对照组明

显减少(Z = 4.843, P <0.001; Z = 4.657, P <0.001, 

表 2 蒙古沙鼠H pylori 胃炎新悉尼标准炎症分级和Shh, IL-1β, TNF-α mRNA表达情况

     
                                                                4 wk                       12 wk                 24 wk             36 wk          48 wk 

炎症分级        实验组     1.00(0-3)    

                      1.0                1.4           2.0                       2.4                    2.8

                      0-3                0-3           0-3      0-3                    0-3

        对照组     0.25(0-3)    

                      0.25                0.25           0                       0                    0

                      0-3                     0-3           0-3      0-3                    0-3

mRNA表达     Shh                        0.65±0.045        0.54±0.036        0.47±0.037        0.28±0.035a         0.18±0.026a

        IL-1β     1.14±0.043        1.13±0.053        1.23±0.044        1.31±0.045c         1.33±0.056c

        TNF-α                   0.64±0.037        0.67±0.035        0.68±0.026        0.74±0.043c         0.75±0.036c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs H pylori灌胃后4, 12, 24 wk.

■创新盘点
以往研究只侧重
于Shh基因表达或
宿主免疫反应与
形态学变化单方
面的研究, 而本实
验将Shh基因以及
IL-1β, TNF-α的表
达结合在一起, 研
究了在H pylori 感
染后不同阶段, 形
态基因Shh以及宿
主免疫反应动态
变化, 并初步探讨
了萎缩性胃炎和
肠上皮化生的发
病机制.

Marker 对照组 4 wk  12 wk 36 wk  48 wk 56 wk
IL-1β
542 bp

TNF-α
274 bp

Shh
261 bp

β-actin
164 bp

图 2 蒙古沙鼠H pylori 胃炎IL-1β, TNF-α, Shh及β-actin 
mRNA的表达.

图 3 蒙古沙鼠H pylori 胃炎Shh蛋白表达的比较. bP <0.001 

vs  对照组, Wilcoxon秩和检验.
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图1C-D及图3). Shh蛋白的表达与IL-1β mRNA, 
TNF-α mRNA的表达以及慢性炎症分级之间

呈显著负相关(r  = - 0.321, P <0.05; r  = - 0.313, 
P <0.05; r  = - 0.371, P <0.001, 表3). 

3  讨论

本研究结果显示 ,  I L-1β ,  T N F-α  m R N A在

H pylori灌胃后4 wk就有所表达, 而且与慢性胃

炎的分级正相关. 这表明IL-1, TNF-α在H pylori
相关性胃炎的早期就发挥作用 .  有研究表明 , 
IL-1, TNF-α与NF-kB可以形成自我激活的循环

联系, 并且与NF-kB所调控的下游众多趋化因子

如: IL-8, MCP-1, RANTES和MIP-1α等共同构成

复杂的细胞因子网络, 增强和放大H pylori感染

后胃黏膜的炎症反应, 加重胃黏膜的损伤[27]. 
Shh基因是胃肠道发育过程中有着重要作

用的形态基因. Shh与其特异性受体Patched(Ptc)
结合以后 ,  可以移除P t c对另一种转录蛋白

Smoothened(Smo)的抑制作用, 并最终通过Gli
家族发挥转录调控作用. 有研究表明, Shh蛋白

主要表达于胃体腺壁细胞中, 在H pylori感染阳

性的患者, Shh蛋白表达明显下调, 而且该蛋白

的表达下调与萎缩及肠化病变严重程度之间存

在显著正相关[16]. Suzuki et al [28]的研究结果显

示, 蒙古沙鼠在H pylori感染后51 wk, Shh基因表

达显著下调, 而且该基因的表达与壁细胞的丢

失及腺颈部细胞的分化受阻呈显著正相关. 在
本实验中, 虽未观察到明显的萎缩及肠化等病

变, 但是Shh mRNA以及蛋白的表达在H pylori
灌胃后36和48 wk显著下调, 且与IL-1β, TNF-α 
mRNA的表达以及胃黏膜的炎症反应分级之间

存在着显著负相关. 有研究表明, IL-1β和TNF-α
是胃酸分泌强有力的抑制因子[18-26]. 而胃内pH值

对于Shh基因表达至关重要, 在pH值升高的情况

下Shh基因表达明显下调[17]. 所以本实验中Shh
基因的表达下调可能与IL-1β和TNF-α抑制胃酸

分泌, 胃内的pH值升高有关. 
本实验结果显示, S h h基因主要表达于沙

鼠胃体黏膜壁细胞胞质中, 这与以往研究报道

一致[28]. 壁细胞通过Shh-Ptc信号通路在调节主

细胞以及胃腺体其他细胞的分化、维持其功能

方面发挥着重要作用[29-30]. 与以往的研究结果

不同的是, 在本实验中, 形态基因Shh表达在萎

缩性胃炎与肠上皮化生发生之前就已经发生改

变. Canfield et al [31]发现, 敲除壁细胞的转基因小

鼠, 其主细胞系的分化也会受到抑制. 我们发现, 
Shh基因显示表达下调, 可能会影响到胃黏膜腺

体的其他成分(如主细胞等)在受到炎症损伤后

的再生, 从而不利于胃黏膜腺体修复而发生萎

缩. 另外, 有研究表明, Shh基因敲除的小鼠, 其
胃黏膜上皮细胞被肠上皮细胞所取代[15]. 所以, 
Shh基因在H pylori感染后的表达下调, 还可能

是肠上皮化生发生的重要原因之一. 因而, Shh
基因表达下调, 也有可能成为预测萎缩性胃炎

以及肠上皮化生发生的一个重要的生物标记物. 
本研究结果显示, H pylori感染蒙古沙鼠胃黏膜, 
IL-1β和TNF-α等前炎症性细胞因子的表达上调, 
并与炎症程度正相关; 同时发现, 形态基因Shh
表达下调, 并与炎症分级及IL-1β和TNF-α等前

炎症性细胞因子的表达水平呈显著负相关, 这
可能与IL-1β和TNF-α抑制胃酸的分泌相关. Shh
的表达下调, 可能是萎缩性胃炎和肠化生的前

驱, 他发生于组织学上出现萎缩性胃炎和肠上

皮化生病变之前, 即Shh的表达下调继之可能导

致萎缩性胃炎和肠化生的发生, 这有待于进一

步研究证实. 
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使用价值, 具有国
内领先水平.



www.wjgnet.com

李忠武, 等. 蒙古沙鼠幽门螺杆菌相关性胃炎Sonic hedgehog基因、IL-1β及TNF-α的表达                                                13

30 van den Brink GR, Hardwick JC, Nielsen C, Xu C, 
ten Kate FJ, Glickman J, van Deventer SJ, Roberts 
DJ, Peppelenbosch MP. Sonic hedgehog expression 
correlates with fundic gland differentiation in the 
adult gastrointestinal tract. Gut 2002; 51: 628-633

31 Canfield V, West AB, Goldenring JR, Levenson R. 
Genetic ablation of parietal cells in transgenic mice: 
a new model for analyzing cell lineage relationships 
in the gastric mucosa. Proc Natl Acad Sci USA 1996; 
93: 2431-2435

             电编  张敏  编辑  潘伯荣

   

   

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

2005 年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序表 1

代码                期刊名称                              总被引频次            学科内排名           影响因子           学科内排名

G275     WORLD JOURNAL OF                     2665                        1                1.062                  5
              GASTROENTEROLOGY
G803     肝脏                                                      369                      17                0.428                15
G257     临床内科杂志                                      383                      16                0.289                22
G855     临床消化病杂志                                      173                      24                0.163                28
G261     临床心血管病杂志                                      589                      13                0.289                22
G293     临床血液学杂志                                      256                      22                0.340                19
G662     内科急危重症杂志                                      134                      27                0.172                27
G190     世界华人消化杂志                                    2079                        4                0.485                14
G800     胃肠病学                                                      271                      20                0.324                20
G326     胃肠病学和肝病学杂志                      292                      19                0.282                24
G083     心肺血管病学杂志                                      154                      25                0.192                26
G419     血管病学进展                                      297                      18                0.238                25
G260     心脏杂志                                                      394                      15                0.355                17
G610     胰腺病学                                                      137                      26                0.589                11
G234     中国动脉硬化杂志                                      670                      12                0.662                10
G267     中国实用内科杂志                                    1167                        8                0.312                21
G444     中国体外循环杂志                                        68                      28                0.354                18
G203     中国心脏起博与心电生理杂志      415                      14                0.563                12
G633     中国血液净化                                      229                      23                0.391                16
G231     中华肝脏病杂志                                    2014                        5                1.573                  1
G155     中华内分泌代谢杂志                    1249                        7                0.981                  6
G156     中华内科杂志                                    2409                        3                0.903                  7
G161     中华肝脏病学杂志                                    1003                        9                1.077                  4
G211     中华糖尿病学杂志                                      859                       11                1.209                  3
G285     中华消化内镜杂志                                       934                      10                0.782                  9
G168     中华消化杂志                                    1645                        6                0.798                  8
G892     中华心律失常学杂志                      269                       21                0.514                13
G170     中华心血管病学杂志                    2622                        2                1.272                  2
              平均值                                                      849                                 0.593

1中国科技期刊引证报告/潘云涛, 马峥著. 北京: 科学技术文献出版社, 2006. 10



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年1月8日; 15(1): 14-21
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

血红素氧合酶的干预对糖尿病大鼠结肠动力障碍的影响

吴高珏, 林 琳, 张红杰, 李学良, 罗 云, 王美峰

吴高珏, 林琳, 张红杰, 李学良, 罗云, 王美峰, 南京医科大学
第一附属医院消化科 江苏省南京市 210029
吴高珏, 南京医科大学硕士研究生在读, 主要从事胃肠动力性疾
病方面的研究.
江苏省“135工程”医学重点人才基金项目, No. 苏卫科教
[2003]19号
江苏省自然科学基金项目, No. BK2004158
通���������������� 林琳, 210029, 江苏省南京市广州路300号, 南京医科
大学第一附属医院消化科. lin9100@yahoo.com.cn
电话: 025-83718836-6920
收稿日期: 2006-10-10 ��日期: 2006-11-02: 2006-10-10 ��日期: 2006-11-022006-10-10    ��日期: 2006-11-02: 2006-11-022006-11-02

Effect of interference in 
heme oxygenase on colonic 
dysfunction of diabetic rats 

Gao-Jue Wu, Lin Lin, Hong-Jie Zhang, Xue-Liang Li, 
Yun Luo, Mei-Feng Wang

Gao-Jue Wu, Lin Lin, Hong-Jie Zhang, Xue-Liang Li, 
Yun Luo, Mei-Feng Wang, Department of Gastroenterol-
ogy, the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical Uni-
versity, Nanjing 210029, Jiangsu Province, China
Supported by the Fund from “135 Project” for the Key 
Talents of Health and Science Education Department of 
Jiangsu Province, No[2003]19, and the Natural Science 
Foundation of Jiangsu Province, No. BK2004158
Correspondence to: Dr. Lin Lin, Department of Gastro-
enterology, the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical 
University, 300 Guangzhou Road, Nanjing 210029, Jiangsu 
Province, China. lin9100@yahoo.com.cn 
Received: 2006-10-10    Accepted: 2006-11-02 

Abstract
AIM: To investigate the effect of heme oxygenase 
(HO) interference on the colonic dysfunction in 
rats with diabetes mellitus (DM).

METHODS: DM model was established by in-
traperitoneal injection of streptozotocin (STZ) 
in Sprague and Dawley rats. Six weeks later, 
the diabetic rats were validated to be suffered 
with gastrointestinal dysfunction using charcoal 
(Indian ink) propulsion experiment. Then the 
rest rats were randomly divided into 4 groups, 
named group A (normal control), B (diabetic 
rats without interference), C (diabetic rats ad-
ministrated with Hemin, the inducer of HO) and 
D [diabetic rats administrated with zinc proto-
porphyrin Ⅸ (ZnPP Ⅸ), the inhibitor of HO]. 
The weight and blood glucose of the rats were 

tested. Three more weeks later, the motilities of 
the strips isolated from the proximal and distal 
colon were recorded. The level of HO in the co-
lon was also detected by immunohistochemistry 
and Western blot..

RESULTS: The model of diabetic rats suffered 
with gastrointestinal dysfunction was success-
fully duplicated. Administration of Hemin or 
ZnPP Ⅸ had no effect on the weight or blood 
glucose of diabetic rats (P > 0.05). There was 
no significant difference in HO-2 expression of 
the distal colon between the diabetic rats with 
or/and without interference (P > 0.05). But in 
comparison with the controls, HO-2 expres-
sion of the proximal colon in group B, C or D 
was significantly declined (Western blot: 1.20 
± 0.09, 1.08 ± 0.11, 1.10 ± 0.08 vs 1.66 ± 0.14, P < 
0.05). The colonic expression of HO-1 was not 
significantly different between group A and B 
(Western blot: proximal 0.22 ± 0.02 vs 0.22 ± 0.03; 
distal 0.23 ± 0.03 vs 0.23 ± 0.03; both P > 0.05), 
but HO-1 expression was markedly higher in 
group C (proximal 0.66 ± 0.09; distal 0.47 ± 0.07) 
than that in the former two groups (P < 0.05); the 
expression of HO-1 was hardly found in group 
D. In comparison with those in group B, the 
gastrointestinal propulsion rate (54.4% ± 2.9% vs 
63.0% ± 1.2%, P < 0.05), spontaneous contraction 
frequencies, amplitudes, and reaction to acetyl-
choline of colonic smooth muscles were dramati-
cally declined in group C (P < 0.05), while those 
(gastrointestinal propulsion rate: 72.5% ± 2.6% 
vs 63.0% ± 1.2%, P < 0.05) in group D were mark-
edly improved (all P < 0.05).

CONCLUSION: HO interference has no effect 
on the body weight or blood glucose of diabetic 
rats. The induction of HO-1 may aggravate the 
decline of colonic motility in diabetic rats, while 
HO-1 blockage may improve the declined co-
lonic motility.

Key Words: Heme oxygenase; Colonic dysfunction; 
Diabetes mellitus; Hemin; Zinc protoporphyrin Ⅸ

Wu GJ, Lin L, Zhang HJ, Li XL, Luo Y, Wang MF. 
Effect of interference in heme oxygenase on colonic 

®

■背景资料
糖尿病胃肠功能
紊乱的发病机制
目前仍不清楚, 临
床也缺乏有效治
疗手段. 因此研究
糖尿病胃肠动力
障碍的发生机制, 
为寻找该病新的
治疗方法提供理
论基础, 具有十分
重要的社会和经
济意义.
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摘要
目的: 探讨血红素氧合酶(heme oxygenase, 
HO)的干预对糖尿病(diabetes mellitus, DM)大
鼠结肠动力障碍的影响. 

方法: 链脲佐菌素ip建立DM模型, 饲养6 wk
时以碳沫推进实验证实DM大鼠存在胃肠慢
传输运动后, 所有大鼠分为正常对照组、DM
未干预组、DM+Hemin组[予HO诱导剂正铁
血红素(Hemin)]及DM+ZnPP组[予HO阻滞剂
锌原卟啉(zinc protoporphyrin Ⅸ, ZnPP Ⅸ)]; 
监测体质量、血糖. 饲养9 wk时再测胃肠推进
率, 离体肌条实验记录结肠平滑肌条自发收缩
反应及对Ach的反应性, Western blot及免疫组
化检测近、远端结肠HO的表达. 

结果: 6 wk时DM大鼠胃肠慢传输运动模型建
立. HO干预对DM大鼠体质量、血糖无影响
(P >0.05). 9 wk时Western blot示DM未干预组
(1.20±0.09)、DM+Hemin组(1.08±0.11)及
DM+ZnPP组(1.10±0.08)近端结肠HO-2表达
无显著差异(P >0.05), 但均较正常对照组(1.66
±0.14)显著减少(P <0.05); 各实验组远端结肠
HO-2表达无差异. 正常对照组与DM未干预
组近、远端结肠HO-1的表达无差异(Western 
blot示HO-1/α-tubu l in: 近端结肠0.22±0.02 
vs  0.22±0.03; 远端结肠0.23±0.03 vs  0.23±
0.03, P >0.05); DM+Hemin组结肠HO-1的表达
(近端结肠0.66±0.09; 远端结肠0.47±0.07)较
前两组显著增多(P <0.05); DM+ZnPP组结肠
HO-1基本无表达. DM+Hemin组胃肠推进指
数(54.4%±2.9% vs  63.0%±1.2%, P <0.05)、
结肠平滑肌条自发收缩频率、波幅和对Ach
的反应性较DM未干预组显著下降(P <0.05), 
而DM+ZnPP组胃肠推进指数(72.5%±2.6% vs  
63.0%±1.2%, P <0.05)、结肠平滑肌条自发收
缩频率、波幅和对Ach的反应性较DM未干预
组明显改善(P <0.05).

结论: HO干预(诱导或阻断), 对DM大鼠体质
量、血糖无影响. 诱导HO-1使DM大鼠慢传输
型结肠动力障碍加重, 而阻断HO-1可能改善
DM大鼠慢传输型结肠动力障碍.

关键词�� 血红素氧合酶; 糖尿病; 结肠动力障碍; 正

铁血红素; 锌原卟啉 

吴高珏, 林琳, 张红杰, 李学良, 罗云, 王美峰. 血红素氧合酶的

干预对糖尿病大鼠结肠动力障碍的影响. 世界华人消化杂志  

2007;15(1):14-21

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/14.asp

0  引言

糖尿病(diabetes mellitus, DM)胃肠动力障碍是

糖尿病极为常见的并发症, 发病率达70%[1-2]. 病
理生理特点是胃肠张力和收缩力下降、蠕动减

慢、排空延迟[3]. 便秘可见于25%左右的DM患

者[4], 成为糖尿病胃肠动力障碍突出症状之一. 
有关DM胃肠动力障碍的机制尚不完全清楚. 近
年来, 气体信使一氧化碳(carbon monoxide, CO)
作为一种胃肠道抑制性神经递质[5], 在胃肠动力

障碍性疾病中的作用受到重视. 内源性CO主要

由血红素氧合酶(heme oxygenase, HO)催化血红

素分解产生, 人体内HO有3种同工酶, 即: HO-1, 
HO-2和HO-3. 本研究借助糖尿病大鼠胃肠动力

障碍模型, 对胃肠道HO进行干预, 探讨HO在糖

尿病结肠动力障碍中的作用及其病理生理意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 链脲佐菌素(streptozotocin, STZ), 正铁

血红素(Hemin), 锌原卟啉(zinc protoporphyrin 
Ⅸ, ZnPP Ⅸ), 乙酰胆碱(acetylcholine, Ach)购自

美国Sigma公司; c-kit兔抗鼠多克隆抗体(sc-168), 
HO-1兔抗鼠多克隆抗体(sc-10789), HO-2兔抗

鼠多克隆抗体(sc-11361)购自美国Santa Cruz 
Biotechnology公司; SP免疫组化试剂盒购自福

州迈新生物公司; 多道水平高感度离体器官实

验系统(日本国立医学生理研究所), RM6240生
物信号采集处理系统(成都仪器厂), Indian墨水

购自南京晚晴化玻仪器有限公司.
1.2 方法 

1.2.1 糖尿病模型的建立和实验分组 ♂ SD大

鼠(上海斯莱克公司), 体质量200-250 g, SPF环
境饲养. DM模型建立: 大鼠按60 mg/kg体质量

一次性ip STZ[6-7], 3 d后尾静脉采血测血糖, 血
糖≥16.7 mmol/L, 并能维持1 wk以上, 确定为

DM模型建立成功. 血糖<16.7 mmol/L者剔除

实验. 正常对照组一次性ip等量的柠檬酸缓冲

液. 所有进入实验的大鼠均每周监测记录血糖

和体质量变化. 实验分组: 第一阶段: 饲养6 wk
时, 随机选取DM大鼠和正常大鼠各8只, 行碳

末推进实验, 确认有无胃肠动力障碍. 第二阶

段: 剩余大鼠分为正常对照组(n = 8), DM未干

预组(n = 8), DM+Hemin组(n = 8)和DM+ZnPP组
(n = 8). 自饲养6 wk起予以干预: (1)DM+Hemin

■研发前沿
糖尿病结肠动力
障碍是糖尿病极
为常见的并发症, 
其发病机制目前
仍 不 清 楚 .  近 来
CO/HO体系在胃
肠动力障碍性疾
病中的病理生理
作用已成为研究
热点.
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组: 6 wk起隔日ip Hemin 30 μmol/kg 3 wk后
处死; (2)DM+ZnPP组: 6 wk起隔日ip ZnPP Ⅸ 
10 μmol/kg 3 wk后处死(Hemin和ZnPP Ⅸ均以

0.1 mol/L NaOH溶液溶解, 再以0.1 mol/L磷酸盐

缓冲液调pH至7.4); (3)正常对照组和DM未干预

组: 均6 wk起隔日ip 0.1 mol/L磷酸盐缓冲液(pH 
7.4) 3 wk后处死. 分别采集各组大鼠近端、远端

结肠各长0.5 cm.  
1.2.2 碳末推进实验(胃肠推进指数) 所有大鼠监

测血糖、体质量. 处死前行碳末推进实验: 禁食

12 h后, 给予Indian墨水(10 mL/kg)灌胃, 30 min
后将大鼠颈椎脱臼处死, 剖腹取出全部胃肠道, 
测量并计算无张力下胃肠推进指数(墨水前端

至幽门括约肌距离/幽门括约肌至肛门距离×

100%)[8]. 
1.2.3 离体平滑肌条实验 处死大鼠后, 按常规分

别取近端结肠纵行肌肌条(longitudinal muscle of 
proximal colon, LMPC)、近端结肠环行肌肌条

(circular muscle of proximal colon, CMPC)、远

端结肠纵行肌肌条(longitudinal muscle of distal 
colon, LMDC)和远端结肠环行肌肌条(circular 
muscle of distal colon, CMDC), 各长7 mm、宽

1 mm[9]; 肌条固定于浴槽中, 与张力换能器相

连, 给予0.5 g的预张力, 持续灌流含950 mL/
L O2+50  m L/L C O2的37℃恒温K r e b液 ,  以
“RM6240生物信号采集系统”记录平滑肌条

自发性等长收缩活动, 测定近、远端结肠纵、

环行肌条平均波幅、收缩频率; 在平滑肌条自

发收缩稳定后, 在浴槽中加入10-2 mol/L Ach, 记
录肌条反应情况, 测定运动指数(即加入Ach后
反应曲线的曲线下面积).  
1.2.4 Western blot测定结肠组织HO-1和HO-2表

达 HO-1: 结肠组织提取的蛋白样品80 μg, SDS-
PAGE凝胶电泳分离后, 90 V电转膜1.5 h, 将蛋

白转印至PVDF膜. 50 g/L脱脂奶粉于室温封闭

2 h, 加入1∶150稀释的HO-1兔抗鼠多克隆抗体, 

4℃孵育过夜. TBST洗膜后, 加1∶10 000 HRP
标记羊抗兔单克隆二抗(Vector公司), 室温孵育

1 h, TBST洗膜, 加入化学发光剂至膜上1 min, 最
后曝光、显影. HO-2: 方法同上, 上样量为30 μg, 
一抗为HO-2兔抗鼠多克隆抗体, 以1∶500稀释. 
所得图片扫描入计算机, GIS凝胶图像处理系统

软件对目标条带及内参(α-tubulin)条带进行灰度

扫描分析.  
1.2.5 免疫组化(SP法)及结果判断 常规固定、包

埋、切片、梯度脱蜡、染色. HO-1一抗浓度为

1∶30, HO-2一抗浓度为1∶50, 苏木素衬染胞核, 
阳性结果判断: 显微镜下胞质出现棕黄色片状

或颗粒状物为阳性反应. 每张切片选择5个高倍

视野(×400倍), 应用Leica RX250型图像分析系

统进行定量灰度扫描, Qwin软件分析并自动计

算HO-1和HO-2阳性细胞面积.
统计学处理 所有数据录入SPSS 11.0统计软

件包, 以均数±标准差(mean±SD)表示, 进行单

因素方差分析, 组间比较采用q检验, P <0.05为有

显著性差异.

2  结果

2.1 大鼠体质量、血糖值、胃肠推进指数质量、血糖值、胃肠推进指数、血糖值、胃肠推进指数 第一

阶段(6 wk): DM建模6 wk后. (1)体质量(g): DM质量(g): DM(g): DM
大鼠(258.38±52.35)较对照组(436.38±19.87)
显著下降(P <0.05); (2)血糖(mmol/L): DM大鼠

(25.95±2.71)较对照组(4.73±0.42)显著升高

(P <0.05); (3)胃肠推进指数: D M大鼠(61.4%
±3.7%)较对照组 (71.9%±4.3%)显著减低

(P <0.05), 证实糖尿病胃肠慢传输型动力障碍模

型建立[10].  
第二阶段(9 wk): DM建模6 wk并干预3 wk

后: (1)DM未干预组大鼠较正常对照组体质量质量

显著下降, 血糖显著升高, 胃肠推进指数显著

减低(P <0.05); (2)DM+Hemin组及DM+ZnPP组
大鼠体质量、血糖较DM未干预组无显著差异质量、血糖较DM未干预组无显著差异、血糖较DM未干预组无显著差异

■相关报道
CO/HO体系在神
经、心血管、呼
吸、泌尿等系统
已有较多的报道, 
已有对以上系统
H O 干预的研究 , 
且关于其在胃肠
道的表达及与相
关疾病的关联也
有较多报道.

表 1 大鼠(9 wk)体质量、血糖值及胃肠推进指数(n  = 8)

     
分组                        体质量(g) 血糖(mmol/ L)      胃肠推进指数(%) 

正常对照组 564.38±37.75   5.03±0.41 71.8±2.0

DM未干预组 300.63±50.21a 25.91±2.94a 63.0±1.2a

DM+Hemin组 302.25±45.36a 26.55±1.85a 54.4±2.9ac

DM+ZnPP组 300.25±48.44a 26.39±2.27a 72.5±2.6c

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  DM未干预组.
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(P >0.05); 胃肠推进指数: DM+Hemin组较DM未

干预组显著减低(P <0.05); 而DM+ZnPP组较DM
未干预组明显改善(P <0.05), 且与正常对照组无

显著差异(P >0.05, 表1).
2.2 各组大鼠(9 wk)近、远端结肠平滑肌条自发

收缩的频率、波幅及运动指数 DM未干预组大

鼠较正常对照组显著降低(P <0.05); DM+Hemin
组较DM未干预组更加降低, 尤以近端结肠为显

著(P <0.05); 而DM+ZnPP组则较DM未干预组有

明显改善(P <0.05), 部分指标已达到正常对照组

水平(P >0.05, 图1).
2.3 Western blot检测各组大鼠(9 wk)近、远端结

肠HO-1和HO-2的表达 HO-2: 近端结肠: DM未

干预组、DM+Hemin组及DM+ZnPP组HO-2的
表达无显著差异(P >0.05), 但均较对照组显著减

少(P <0.05). 远端结肠: 各实验组HO-2的表达无

显著差异(P >0.05, 图2A, 图3A); HO-1: 正常对照

组与DM未干预组近、远端结肠HO-1的表达无

显著差异(P >0.05), DM+Hemin组近、远端结肠

HO-1的表达较前两组显著增多(P <0.05), 且尤以

图 1 近、远端结肠平滑肌条. A: 自发收缩频率; B: 自发

收缩波幅; C: 对Ach的运动积分. LMPC: 近端结肠纵行肌; 

CMPC: 近端结肠环行肌; LMDC: 远端结肠纵行肌; CMDC: 

远端结肠环行肌; aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  DM未

干预组.
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图 2 实验各组大鼠近、远端结肠HO-2和HO-1的表达
(Western blot). A: HO-2; B: HO-1. 1: 正常对照组近端结

肠; 2: DM未干预组近端结肠; 3: DM+ZnPP近端结肠; 4: 

DM+Hemin近端结肠; 5: 正常对照组远端结肠; 6: DM未干

预组远端结肠; 7: DM+ZnPP远端结肠; 8: DM+Hemin远端

结肠.

■创新盘点
本研究首次对结
肠 H O 进行干预 , 
并综合运用分子
生物学及机能学
的实验方法, 验证
了干预的有效性
及其对糖尿病大
鼠结肠动力产生
的显著影响.
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图 3 Western blot灰度扫描分析(灰度值之比). A: HO-2/

α-tubulin; B: HO-1/α-tubulin. aP <0.05 vs  正常对照组; 
cP<0.05 vs  DM未干预组.
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近端结肠显著; DM+ZnPP组近、远端结肠HO-1
基本均无表达(图2B, 图3B). 
2.4 免疫组化检测各组大鼠(9 wk)近、远端结肠

HO-1和HO-2的分布和表达 HO-1和HO-2阳性细

胞主要分布于结肠肌间神经丛和黏膜下神经丛, 
尤以肌间神经丛为著, 环肌和纵肌内亦有少量

分布. 免疫组化显示, 各实验组大鼠(9 wk)近、

远端结肠HO-1和HO-2的表达情况与Western 
blot的结果相似(图4-5). 

3  讨论

糖尿病结肠动力障碍是糖尿病常见的并发症之

一, 严重影响人们的生活质量. 该病以腹胀和

便秘为主要临床表现, 以结肠张力和收缩力低

■应用要点
本研究对HO的干
预显著影响了糖
尿病大鼠的结肠
动力 ,   这一发现
有望为糖尿病胃
肠功能障碍开拓
新的治疗靶点.

图 4 实验各组大鼠近、远端结肠HO-2的表达(×400倍). A: 正常对照组近端结肠; B: DM未干预组近端结肠; C: DM+ZnPP

组近端结肠; D: DM+Hemin组近端结肠; E: 正常对照组远端结肠; F: DM未干预组远端结肠; G: DM+ZnPP组远端结肠; H: 

DM+Hemin组远端结肠.

A B

C D

E F

G H

↓
↓

↓↓

↓
↓

↓↓

环肌层

纵肌层



www.wjgnet.com

吴高珏, 等. 血红素氧合酶的干预对糖尿病大鼠结肠动力障碍的影响                                                                                   19

下、蠕动减慢、排空延迟[11]为病理生理特点. 目
前, DM胃肠动力障碍的机制尚不完全清楚, 可
能与自主神经、Cajal间质细胞及胃肠平滑肌病

变、高血糖和激素分泌异常等多种因素有

关[12-14], 临床缺乏有效的治疗手段. HO有3个同

工酶, 为诱导型HO-1、结构型HO-2和HO-3. 生
理情况下, HO-2在胃肠道分布较丰富[15], HO-1

表达较少[16], 但在疾病、损伤等情况下(包括血

红素、内毒素、紫外线、重金属和NO等)可诱

导HO-1的表达升高, 这些诱导剂的共同特征是

可以产生氧化应激. HO-3不能分解血红素, 其
作用尚不清楚[17]. 在胃肠道, HO主要产生于神

经元、神经纤维、血管内皮细胞、血管平滑肌

细胞、Cajal间质细胞中[18-20]. 目前研究认为, 在

■名词解释
血 红 素 氧 合 酶
(HO):  在体内分
布广泛, 血红素在
其作用下生成胆
绿素、内源性CO
和Fe 2+.  CO是继
NO后发现的又一
具有重要生理作
用的气体分子. 作
为胃肠道抑制性
的神经递质 ,  CO
通过活化鸟苷酸
环化酶介导平滑
肌舒张, 且大多数
学者认为CO在胃
肠道肌层是个超
极化因子.

图 5 实验各组大鼠近、远端结肠HO-1的表达(×400倍). A: 正常对照组近端结肠; B: DM未干预组近端结肠; C: DM+ZnPP

组近端结肠; D: DM+Hemin组近端结肠; E: 正常对照组远端结肠; F: DM未干预组远端结肠; G: DM+ZnPP组远端结肠; H: 

DM+Hemin组远端结肠.
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 DM较长的病程中, 上述细胞逐步发生不同程度

的病变[14,21]. 本实验中所观察到的DM未干预组

近端结肠HO-2的表达较正常对照组减少, 与上

述产生HO的细胞随DM病程进展而逐步病变的

过程相符, 但这一改变在DM未干预组远端结肠

却不甚明显. 而对于HO-1, 本实验发现, DM未干

预组HO-1表达并未下降, 可能是DM病程中(或
者某一阶段)发生了氧化应激[22], 诱导HO-1生成, 
使病变轻或残余的HO表达细胞代偿性的产生一

定的HO-1; 但如果DM病程继续延长, HO-1将发

生怎样的变化, 有待进一步研究.  
我们应用Hemin和ZnPP Ⅸ分别作为HO

的诱导剂和阻滞剂[23-25], Western blot和免疫组

化结果显示, DM+Hemin(HO的诱导剂)组结肠

HO-1的表达较正常对照组和DM未干预组显著

增多, 而DM+ZnPP(HO的阻滞剂)组近、远端结

肠HO-1基本无表达, 证实了本实验对HO的干预

是成功的. 但HO-2作为结构型HO, 表达不易受

到干预的影响, 文献认为仅肾上腺皮质激素能

诱导其生成, 本实验以小剂量Hemin对HO-2干
预作用不明显, 与文献结果相符; 本实验中, 无
论DM+Hemin组或DM+ZnPP组, HO-2的表达较

DM未干预组均无显著差异, 以小剂量ZnPP Ⅸ
对HO-2进行干预, 作用不明显, 其机制不详. 以
往我们的实验提示, DM大鼠建模6 wk后, 开始

出现胃肠推进率下降[26], 本实验再次证实糖尿

病大鼠建模6 wk后, 胃肠慢传输型动力障碍已

经出现. 在DM大鼠已产生胃肠慢传输运动的基

础上, 我们以Hemin和ZnPP Ⅸ对DM大鼠进行干

预. 在DM+Hemin组, 结肠HO-1的表达显著增多, 
尤以近端结肠更为显著; 碳末推进实验及离体

平滑肌条实验均证实结肠慢传输型动力障碍较

DM未干预组进一步加重, 同样以近端结肠更为

显著. 这与Kadinov et al [27]在体外以Hemin对豚

鼠HO-1进行诱导, 使胃平滑肌条兴奋性下降的

结果一致, 且他们发现, HO的阻滞剂锡原卟啉Ⅸ

(Sn-protoporphyrin Ⅸ, SnPP Ⅸ)可阻断这一现象. 
同时, 本实验发现DM+ZnPP组, 近、远端结肠

HO-1的表达被阻滞, 而其结肠慢传输型动力障

碍较DM未干预组明显改善, 胃肠推进率及离体

平滑肌条实验均提示其结肠动力已恢复到与正

常对照组相似的水平.  
研究认为, 血红素在HO的作用下降解产生

内源性CO. 在胃肠道, 内源性CO作为一种非胆

碱能、非肾上腺素能抑制性神经递质, 主要通

过cGMP途径介导胃肠道平滑肌舒张, 即CO与

鸟苷酸环化酶中血红素基团上的铁原子结合, 
激活该酶, 增加细胞内cGMP的生成, 降低胞质

中的Ca2+, 介导平滑肌舒张[28-30], 胃肠运动减慢. 
本实验中, 干预HO-1, 使内源性CO这一抑制性

神经递质的生成发生变化, 进而影响DM结肠运

动的改变, 提示CO可能是DM大鼠结肠慢传输

动力障碍的重要机制之一.  
总之, HO的干预可以影响糖尿病结肠动力, 

阻滞HO-1可能改善糖尿病结肠动力障碍, 而诱

导HO-1则加重结肠动力障碍. 至于HO的干预是

否还通过其他机制影响糖尿病结肠动力仍有待

进一步研究. 
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Abstract
AIM: To study the apoptosis of gastric cancer 
cell line MKN-45 induced by valepotriate and its 
relationship with the expression of Caspase, P53, 
and Survivin.

METHODS: Gastric cancer cell line MKN-45 was 
divided into 4 groups, named group A (control), 
B (treated with Caspase-3, -8 and -9 inhibitors), 
C (treated with valepotriate) and D (treated 
with inhibitory agents plus valepotriate), re-
spectively. The apoptosis rates of MKN-45 cells 

were tested by fluorescence activated cell sorter 
(FACS) at different time (24, 48 and 72 h) in each 
group. After exposure to different concentra-
tions of valepotriate for different time (12, 24, 48 
and 72 h), MKN-45 cells were collected and the 
RNA was extracted by tripure agent. The mRNA 
expression of Survivin was assayed by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR), while the protein expression of P53 and 
Survivin were detected by immunohistochemi-
cal methods 24 hours after exposure to different 
concentrations of valepotriate (50 and 100 mg/L)..

RESULTS: The apoptosis rates of MKN-45 cells 
were not significantly different between group A 
and B at 24, 48 and 72 h (P > 0.05). The apoptosis 
rates were significantly higher in MKN-45 cells 
exposed to valepotriate plus Caspase-3 inhibitor 
or Caspase-9 inhibitor for 24, 48 and 72 h than 
those in group A (24 h: 5.73%, 5.41% vs 4.38%, P 
< 0.01; 48 h: 6.88%, 6.32% vs 4.35%, P < 0.01; 72 h: 
7.72%, 8.62% vs 4.54%, P < 0.01), but lower than 
those in group C (24 h: 5.73%, 5.41% vs 8.14%, P 
< 0.01; 48 h: 6.88%, 6.32% vs 12.31%, P < 0.01; 72 h: 
7.72%, 8.62% vs 26.41%, P < 0.01). The apoptosis 
rates of MKN-45 cells exposed to valepotriate 
plus Caspase-8 inhibitor for 24, 48 and 72 h were 
notably increased in comparison with those in 
group A (8.02% vs 4.38%, P < 0.01; 11.05% vs 
4.35%, P < 0.01; 24.86% vs 4.54%, P < 0.01), but 
was not significantly different from those in 
group C (P > 0.05). Valepotriate down-regulated 
the expression of Survivin mRNA in MKN-45 
cells in both concentration- and time-dependent 
manner. Valepotriate also down-regulated the 
expression of Survivin protein but up-regulated 
the expression of P53 protein in MKN-45 cells in 
a concentration-dependent way.

CONCLUSION: Valepotriate-induced apopto-
sis of MKN-45 cells is correlated with the high 
expression of P53 protein and low expression 
of Survivin mRNA and protein, and it can be 
inhibited by Caspase-3 inhibitor or Caspase-9 
inhibitor, but not by Caspase-8 inhibitor.

Key Words: Valepotriate; Apoptosis; Caspase inhibi-
tor; Survivin; P53
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■背景资料
缬草波春是一种
从纯中药神农缬
草中所提取的化
合物, 国外80-90
年代一些体外实
验 表 明 ,  缬 草 波
春 的 活 性 成 分
二 氢 缬 草 酸 酯
(didrovaltrate)缬
草三酯(valtrate)
及 其 代 谢 降
解 产 物 缬 草 醛
(baldrinal)对肝细
胞癌细胞、Kreb's 
Ⅱ腹水癌细胞、

骨髓造血祖细胞
(CFU-GM, CFU-
Eos)和人T2淋巴
细胞有抑制作用, 
是否对胃癌细胞
有抑制作用及作
用机制如何未见
报道, 本文课题组
前期研究发现, 缬
草波春对S-180腹
水癌、结肠癌、

肝癌有明显抑制
作用, 本研究通过
Caspase抑制剂、

P53和Survivin对
缬草波春诱导凋
亡的影响, 探讨其
机制, 为临床寻找
价廉、有效和毒
副作用小的新药
提供理论依据.
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摘要
目的: 研究缬草波春诱导胃癌细胞凋亡, 探讨
其诱导凋亡与半胱氨酸酶(Caspase)及生存素
(Survivin) mRNA、P53蛋白、Survivin蛋白表
达的关系. 

方法:  以1 0 0  m g / L的缬草波春作用于加
C a s p a s e-3抑制剂、C a s p a s e-8抑制剂、

Caspase-9抑制剂和未加Caspases抑制剂培养
的MKN-45细胞24, 48和72 h, 用流式细胞仪分
别检测细胞凋亡率; 不同浓度的缬草波春(5, 
10, 25, 50, 100 mg/L)作用MKN-45细胞不同
时间(24, 48, 72 h)后, 用tripure提取液提取细
胞RNA, 用RT-PCR法, 检测Survivin mRNA的
表达. 不同浓度缬草波春(50和100 mg/L)作用
MKN-45胃癌细胞株24 h后, 用免疫组化的方
法, 检测P53蛋白和Survivin蛋白的表达. 

结果: 单用Caspase抑制剂组, 作用24, 48和
72 h对MKN-45细胞凋亡率无明显影响, 与
对照组比较差异无显著意义. Caspase-3抑制
剂、Caspase-9抑制剂与缬草波春联合应用
后24, 48和72 h使MKN-45细胞凋亡率高于
对照组(24 h: 5.73%, 5.41% vs  4.38%, P <0.01; 
48 h: 6.88%, 6.32% vs  4.35%, P <0.01; 72 h: 
7.72%, 8.62% vs  4.54%, P <0.01), 低于缬草波
春组(24 h: 5.73%, 5.41% vs  8.14%, P <0.01; 
48 h: 6.88%, 6.32% vs  12.31%, P <0.01; 72 h: 
7.72%, 8.62% vs  26.41%, P <0.01), 与对照组及
缬草波春组比较差异均有显著意义(P <0.01). 
Caspase-8抑制剂与缬草波春联合应用后24, 
48和72 h MKN-45细胞凋亡率明显增加, 与
对照组比较差异有显著意义(8.02% vs  4.38%, 
P <0.01; 11.05% vs  4.35%, P <0.01; 24.86% vs  
4.54%, P <0.01), 与单用缬草波春组比较差异
无显著意义. 缬草波春降低MKN-45胃癌细胞
株Survivin mRNA的表达, 并有浓度依赖性和
时间依赖性, 而且使MKN-45胃癌细胞株P53
蛋白表达增加, Survivin蛋白表达降低, 均有浓
度依赖性.

结论: 缬草波春可诱导MKN-45细胞凋亡, 其
作用可部分被Caspase-3, Caspase-9抑制剂所
抑制, 但不能被Caspase-8抑制剂所抑制. 缬草
波春诱导MKN-45胃癌细胞株凋亡与P53蛋白
表达提高及Survivin mRNA和Survivin蛋白低
表达降低有关.

关键词�� 缬草波春; 细胞凋亡; 半胱氨酸酶抑制剂; 

生存素; P53 
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0  引言

缬草波春是一种从纯中药神农缬草中所提取的

化合物, 主要含二氢缬草酸酯(didrovaltrate)缬
草三酯(valtrate)及一些萜烯类成分. 体外实验

表明, 缬草波春的活性成分didrovaltrate, valtrate
及其代谢降解产物缬草醛(baldrinal)对肝细胞

癌细胞、Kreb's Ⅱ腹水癌细胞、骨髓造血祖细

胞(CFU-GM, CFU-Eos)和人T2淋巴细胞有抑制

作用. 我们的前期研究发现, 缬草波春对S-180
腹水癌、结肠癌、肝癌有明显抑制作用, 动物

实验显示, 毒副作用较小, 无明显骨髓抑制作

用. 半胱氨酸酶(Caspase)是细胞调亡的重要信

号分子, 是执行细胞凋亡的主要酶类, 绝大部分

细胞凋亡依赖Caspase的存在. 我们通过Caspase
抑制剂研究缬草波春诱导凋亡的途径是否依

赖Caspase. 生存素(Survivin)是新近发现的凋亡

抑制因子, 而P53是重要的抗癌因子, 参与化疗

药物诱导肿瘤细胞凋亡的过程. 我们试图通过

Caspase抑制剂对缬草波春诱导MKN-45胃癌细

胞凋亡的影响及缬草波春诱导MKN-45胃癌细

胞凋亡P53蛋白、Survivin mRNA及Survivin蛋
白的表达阐明其诱导凋亡的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 缬草波春由华中科技大学同济医学

院老年医学研究所提供. 取缬草波春1 g, 吐温

-80 2 g和生理盐水100 mL混合, 4℃冰箱保存备

用. MKN-45胃癌细胞由华中科技大学同济医

学院协和医院中心实验室提供. Caspase抑制剂

购自日本MBL公司, 为多肽类抑制剂, 分别为

Caspase-3抑制剂(Z-DEVD-FMK)、Caspase-8
抑制剂(Z-I E T D-F M K)、C a s p a s e-9抑制剂

(Z-LEHD-FMK). 先用高纯度DMSO重构成10 
10 mmol/L原液, 再用含100 mL/L小牛血清的

RPMI 1640稀释成2 mmol/L浓度备用. Annexin-
V-FITC Kit购自奥地利BenderMedSystems公司. 
流式细胞仪为B.D公司产品. TRIpure分离试剂

购自美国Roche Diagnostic Corp. UltrasensitiveTM 

S-P超敏试剂盒, 产品编号Kit-9701/9702/9703. 

■创新盘点
本 研 究 发 现 ,  缬
草 波 春 诱 导
MKN-45胃癌细
胞 株 凋 亡 与 P 5 3
蛋白表达提高及
Survivin mRNA和
Survivin蛋白低表
达降低有关.
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购自福州迈新生物技术开发有限公司. Survivin 
Ab-2(Line4F7), 鼠单抗0.5 mL, 浓度为200 mg/L, 
购自美国Labvision公司.
1.2 方法 

1.2.1 Caspase抑制剂对缬草波春诱导MKN-45细

胞凋亡的影响 取对数生长期MKN-45细胞, 消化

后用含100 mL/L FBS的RPMI 1640培养基制成

细胞悬液, 接种于6孔板中, 每孔2 mL, 使细胞成

指数生长后, 更换新鲜培养基. 1组为对照组, 加
等量RPMI 1640培养基. 2组每孔加Caspase抑制

剂, 使Z-DEVD-FMK, Z-IETD-FMK和Z-LEHD-
FMK浓度为10 μmol/L[3]. 3组分别每孔加入缬草

波春使其浓度为100 mg/L. 4组每孔同时加上述

浓度的Caspase抑制剂和缬草波春. 分别培养24, 
48和72 h, 每24 h更换1次培养基及药物. 终止培

养后上流式细胞仪检测、分析.  
1.2.2 Survivin RT-PCR引物设计 Survivin引物: 上
游引物: 5'-ACCAAGGGTTAATTCTTCA-3', 下
游引物: 5'-AGGACCACCGCATCTC-3', 目的片

段长度254 bp; β-actin引物: 上游引物: 5'-GGAC
CTGACTGACTACCTC-3', 下游引物: 5'-TCATA
CTCCTGCTTGCTG-3', 目的片段长度540 bp. 细
胞RNA提取: MKN-45细胞悬液2 mL分别加入

10 mL玻璃瓶, 待玻璃瓶底铺满后, 换液并分组. 
对照组加等量RPMI 1640培养液, 其余加缬草波

春使其浓度分别为5, 10, 25, 50及100 mg/L, 分
别培养24, 48及72 h. 到规定培养时间后, 消化、

离心收集细胞, 加入TRIpure液0.5 mL. 取溶于

TRIpure液中细胞裂解液离心(1000 r/min), 液体

分成3层, 取第1层总RNA 4 μg于一支0.2 mL离心

管中, 65-70℃保温5 min, 离心数秒, 放置冰浴中. 
按规定的程序进行RT-PCR. PCR产物行15 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色, 紫外灯下观察.
1.2.3 Survivin蛋白和P53蛋白的测定 (1)细胞涂

片制备: 6孔培养板每孔先放入已消毒玻片, 加
入含MKN-45细胞的培养液2 mL及浓度分别

为50和100 m g/L的缬草波春, 对照组加入同

体积的RPMI 1640培养液, 分别培养24及48 h. 
(2)UltrasensitiveTMS-P免疫组化染色: 试剂盒用

生物素标记的第二抗体与链霉素抗生物素蛋白

连接的过氧化物酶及底物色素混合来测定细胞

和组织中的Survivin蛋白和P53蛋白抗原.
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 数

据处理用SPSS11.0统计软件, 组间比较用方差分

析(F检验), 与对照组比较用t检验.

2  结果

2.1 Caspase抑制剂对缬草波春诱导MKN-45细

胞凋亡的影响 Caspase-3抑制剂和缬草波春共同

作用的凋亡率低于缬草波春组, 高于对照组, 比
较差异有显著意义(P <0.01, 图1A). Caspase-8抑
制剂和缬草波春共同作用的凋亡率高于对照组, 
差异有显著意义(P <0.01), 与缬草波春组比较无

明显差异(P >0.05, 图1B). 图1C与图1A类似. 
2.2 缬草波春对M K N-45胃癌细胞S u r v i v i n 
mRNA表达的影响 缬草波春能降低MKN-45胃
癌细胞Survivin mRNA的表达, 并有时间依赖性

图 1 Caspase-3, Z-IETD-FMK, Z-LEHD-FMK抑制剂对
缬草波春诱导MKN-45细胞凋亡的影响. A: Caspase-3; B: 

Z-IETD-FMK; C: Z-LEHD-FMK.
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和浓度依赖性(图2). 
2.3 缬草波春对MKN-45胃癌细胞P53蛋白和Sur-
vivin蛋白表达的影响  
2.3.1 P53的表达 P53蛋白主要在细胞核内表达, 
对照组表达不明显, 而从低浓度(50 mg/L)组到

高浓度(100 mg/L)组表达也随浓度增加而增强

(图3).
2.3.2 Survivin的表达 Survivin的表达主要在胞

质, 对照组表达最强, 随缬草波春浓度的增加

Survivin的表达而减弱(图4). 

3  讨论

Caspase抑制剂包括肽类抑制剂、生物性抑制

剂和凋亡抑制蛋白家族(inhibitor of apoptosis 
protein, IAPS)[1-3]. 本实验所用为肽类抑制剂. 目
前认为, 诱导细胞凋亡主要有Caspase依赖途径

和非Caspase依赖途径, 而以Caspase依赖途径

为主 ,  C a s p a s e激活有外源性和内源性两条

途径[4-7]. 在外源性途径中, 细胞膜表面的TNF
家族受体(F a s)接受外源性刺激信号后 ,  通过

胞质中的蛋白网络传导至上游的启动子蛋白

-Caspase-8, 激活启动凋亡程序[8-9]. 内源性途径

的特点是线粒体的参与. 在接受包括DNA损伤

在内的各种有害刺激时, 线粒体释放细胞色素

C, 细胞色素C可和Apaf-1结合并使之活化, 活化

的Apaf-1可以结合并激活Caspase-9, 导致内源

性细胞凋亡过程的启动[10-11]. 活化的Caspase-8
和Caspase-9裂解后可激活Caspase-3和下游众

多的Caspase, 下游的蛋白酶级联反应是外源和

内源途径的共同途径, 其中主要的效应分子是

Caspase-3. 当然, 激活Caspase-9及Caspase-3最
终还是会激活Caspase-8, 形成正反馈回路, 产
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图 2 不同浓度缬草波春(mg/L)作用MKN-45细胞株24, 48, 
及72 h Survivin的表达. A: 24 h; B: 48 h; C: 72 h.

A

B

C

图 3 缬草波春作用MKN-45细胞24 h后P53的表达(×400). 
A: 对照组; B: 50 mg/L组; C: 100 mg/L组.

■同行评价
文章是在以往系
列工作的基础上
的进一步延伸, 具
有较高的理论意
义.
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生级联反应 .  整个凋亡激活信号通路十分复

杂, 不同信号分子之间相互联系, 不能绝然分

开. 本研究显示, 流式细胞学检测发现缬草波

春诱导MKN-45细胞凋亡可被Caspase-3抑制

剂、Caspase-9抑制剂抑制, 而不被Caspase-8抑
制剂抑制. 说明, 缬草波春诱导MKN-45细胞凋

亡与Caspase有关, 通过启动内源性凋亡途径

实现的, 与外源性凋亡途径无关. 而缬草波春

诱导MKN-45细胞凋亡被Caspase-3抑制剂、

Caspase-9抑制剂所抑制是不完全的, 可能还有

其他途径参与, 有待更深入的研究. 
P53是一种肿瘤抑制蛋白, 他控制大多数动

物的细胞数, 在组织中广泛表达, 起着稳定染色

体、DNA的作用. 当细胞的DNA受到辐射、药

物等因素损伤时, P53的N-末端会因磷酸化而影

响其和DNA, HDM2结合的能力, 从而被激活, 诱
导细胞生长停滞、细胞衰老、分化、细胞凋亡

及介导DNA修复. 若损伤的细胞处于G1期, P53
触发细胞周期限制点. 如果细胞已进入S期, P53
触发细胞凋亡. P53还通过上调Bax及IGF-BP-3, 
抑制Bcl-2, Survivin表达, 从而调控细胞凋亡, 行
使抑癌基因功能[12-14]. 临床上许多肿瘤的发生多

是因为P53功能的丧失, 最主要的方式是基因突

变, 其他原因有Rb, p16, BRCA1, BRCA2等抑癌

基因异常, 同时P53抑癌蛋白的过度表达或P53
的共刺激因子的缺乏也可引起P53抑癌功能丧

失[15-17]. 新近发现的ASPP蛋白家族对P53家族的

抑癌功能也有重要的影响[18-20]. 野生型P53蛋白

表达的恢复有利于诱发肿瘤细胞的凋亡[21]. 
Survivin是新近发现的一个凋亡抑制因子, 

是凋亡抑制蛋白家族(IAPs)成员, 正常组织除甲

状腺和胎盘表达外均不表达, 在癌组织呈高表

达[22]. Survivin可能的抑癌机制是: Survivin含有

IAP家族特有的BIR片段, 通过其本身的BIR结

构和Caspase-9结合, 抑制Caspase-9的促凋亡功

能; 通过与SMAC(second mitochondria activator 
of caspase)结合间接促进XIAP的凋亡抑制作

用; IAP家族成员之间协同作用; 与P53竞争与

Caspase-9的结合; 抑制下游效应分子Caspase-3
和Caspase-7[23-28]. 有实验发现, Survivin下调

Survivin基因表达水平可以降低肿瘤细胞凋亡的

阈值, 并且其表达与肿瘤细胞的耐药性有关, 其
表达下调可增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感

性[29]. Survivin的表达与P53有密切的关系, 目前

普遍认为, 野生型P53可抑制Survivin mRNA和

蛋白的表达. 转染实验发现, 野生型P53的表达

在许多细胞中对Survivin启动子有强烈的抑制作

用[30]. 外源性Survivin的过表达能减低P53诱导的

凋亡, 且具有量效关系, 提示Survivin的丧失参与

了P53依赖的凋亡旁路[31]. 免疫学研究提示, P53
与Survivin启动子结合, 其结合位点与E2F转录

因子连接位点重叠. Mirza et al [32]认为, 基因缺失

和突变都不是Survivin转录受抑的原因, P53对
S u r v i v i n启动子内染色质的修饰才是真正的

原因.  
我们发现, 野生型P53蛋白主要表达在胞核

内, 缬草波春使MKN-45胃癌细胞野生型P53蛋
白表达增强, 并与浓度有相关性, 100 mg/L明显

强于50 mg/L. Survivin mRNA在MKN-45胃癌

细胞有强表达, 加用缬草波春后, 表达下降, 表
达的强弱与时间与浓度呈负相关, Survivin蛋
白的表达与Survivin mRNA是一致的. P53蛋白

表达的上调, 一方面可加强bax等的促凋亡作

图 4 缬草波春作用MKN-45细胞24 h后Survivin的表达(×
400). A: 对照组; B: 50 mg/L组; C: 100 mg/L组.
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B
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用, 另一方面可抑制Survivin, bcl-2的表达, 促
进凋亡发生. Survivin mRNA和Survivin蛋白的

均表达降低, 说明Survivin蛋白表达降低主要是

由于Survivin mRNA表达降低所致. P53高表达

与Survivin蛋白低表达的关系, 可能受P53调节

有关, 还有可能缬草波春直接通过某种途径促

使Survivin mRNA表达降低, 使Survivin蛋白低

表达, 也有可能P53的高表达是由于Survivin蛋
白低表达所致, 具体机制有待进一步研究. P53
高表达可增加胃癌细胞株对药物的敏感性, 启
动细胞凋亡机制, 诱导细胞生长停滞. Survivin 
蛋白表达减弱能使抑制Caspase-3, Caspase-7
和Caspase-9的功能减弱, 增加胃癌细胞株对药

物的敏感性, 从而促进凋亡. 缬草波春诱导的

MKN-45胃癌细胞被Caspase-3和Caspase-9所抑

制证实了上述推测. 
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2007 中华肝胆胰脾外科 ( 国际 ) 学术论坛征文通知

本����� “2007中华肝胆胰脾外科(国际)论坛”应澳门特区外科学会的盛情邀请于2007-04-13/16在澳门举办, 

现将征文通知公布如下:

1 征文内容

(1)肝癌诊断及外科与综合治疗: 新诊断技术-可切除与否的界定-综合治疗与序贯化思路-对复发转移的研究进

展-微创技术实际应用的可能性; (2)医源性胆管损伤的预防-胆管下端功能状态对修复及重建的影响-肝胆管结

石外科治疗的新经验-肝门胆管癌根治性切除的实施与效果; (3)胰腺炎-重症急性、出血坏死性、“凶险性”-

治疗中早期复苏的策略与实施-相关并发症的预防和处理; (4)胰腺癌-早期诊断的思路与进展-根治术在当前的

含义和尺度-术前减黄与并发症的处理; (5)脾功能研究进展-保脾和切脾含义和抉择-PH时单纯切脾的指征与价

值; (6)肝移植-应用指征的决策-供肝切取与保存-技术性与非技术性并发症-再移植-远期存活的努力.

2 投稿要求及截稿日期

来稿请寄未曾公开发表过4000字以内全文及800字论文摘要各1份(无摘要不入汇编)并请在信封上注明“会议

征文”. 截稿日期: 2007-01-31. 正式代表发论文证书并授一级继续教育学分. 来稿请寄:《中华肝胆外科杂志》

编辑部.

3 联系方式

地址: 北京市复兴路28号; 邮编: 100853; 电话: 010-66936223; 电传: 010-68177009; E-mail: zhgdwkzz@vip.163.

com; 详情请登陆网站: www.zhgdwkzz.net.
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Abstract
AIM: To observe the response to edible alcohol-
induced injury and expression of prostaglandin 
E2 (PGE2), transforming growth factor-α (TGF-α) 
in gastric mucosa of rats.

METHODS: A total of 36 Sprague Dawley rats 
were divided group A, B, and C, intragastrically 
treated with edible alcohol (530 ± 20 mL/L), eth-
anol (530 mL/L), and normal saline at 5 mL/kg 
once every other day, respectively. The rats were 
killed at 1 week and 1 month after treatment, 
and the extent of mucosal injury was evaluated. 
Immunohistochemistry was used to examine the 
mucosal expression of TGF-α protein. Anther 
36 rats were selected and treated as the method 
mentioned above, and the level of PGE2 in gas-
tric mucosa was determined by enzyme linked 
immunosorbent assay..

RESULTS: The most severe gastric mucosal in-
jury was found in group C, then in group B, and 
the rats in group A were found with the mildest 
mucosal injury. The scores for mucosal injury 
were significantly different among group A, B 
and C 1 week (26.5 ± 6.4 vs 40.5 ± 8.1 vs 69.3 ± 4.3, 
all P < 0.05) and 1 month (34.8 ± 8.0 vs 54.8 ± 8.0 
vs 74.8 ± 3.1, P < 0.05) after treatment. The level 
of mucosal PGE2 was increased significantly in 
group A and B as compared with that in group 
C 1 wk after treatment (15.7 ± 1.4, 14.6 ± 1.9 ng/
L vs 18.5 ± 2.7 ng/L, P < 0.05), but there was no 
difference between group A and B. One month 
after treatment, the level of PGE2 was decreased 
in group A, not different from that in group C, 
but there was obvious difference between the 
former two groups and group B (15.7 ± 1.4, 14.6 
± 1.9 ng/L vs 18.5 ± 2.7 ng/L, P < 0.05). The 
expression of TGF-α was significantly lower in 
group A and B than that in group C 1 week after 
treatment (both P = 0), but no difference was 
found between group A and B. TGF-α expres-
sion was significantly different among group 
A, B, and C 1 month after treatment (P = 0.013, 
0.001, and 0, respectively). The level of PGE2 and 
the expression of TGF-α were notably different 
between 1 week and 1 month in group A and C, 
but not in group B.

CONCLUSION: Appropriate stimulus with ed-
ible alcohol and ethanol may lead to adaptive 
cytoprotection in gastric mucosa through up-
regulation of PGE2 and TGF-α.

Key Words: Gastric mucosa; Edible alcohol; Adap-
tive cytoprotection; Prostaglandin E2; Transforming 
growth factor-α

Qin YM, Zhou L, Sun YF, Zhang YH, Hou YL, Zhang 
GL. Adaptive cytoprotection of gastric mucosa in rats 
after intragastric administration of edible alcohol. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(1):29-33

摘要
目的: 观察食用白酒灌胃后, 大鼠胃黏膜对无
水乙醇损伤的反应及前列腺素E2(PGE2)、转
化生长因子α(TGF-α)的表达情况. 
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■背景资料
胃黏膜保护机制
是胃肠基础研究
的热点之一. 食用
白酒参与对胃黏
膜的刺激损伤. 然
而适量饮酒, 绝大
多数人胃黏膜仍
能保持正常的形
态、结构与功能, 
即使发生损伤也
可不同程度的自
行修复.



方法: SD大鼠36只, 分别采用食用白酒530±
20 mL/L(A组), 乙醇530 mL/L(B组)、生理盐
水(C组)按5 mL/kg隔日给大鼠灌胃, 在1 wk
末、1 mo末处死动物, 对比观察胃黏膜的Guth
积分 ;  用免疫组织化学方法测定胃黏膜中
TGF-α的表达强度. 另取36只大鼠, 按以上相
同处理后用酶联免疫方法测定胃黏膜中PGE2

水平. 

结果: 胃黏膜损伤程度由轻到重依次为A, B, 
C组, A, B, C组1 wk Guth积分分别为26.5±
6.4, 40.5±8.1, 69.3±4.3, 两两比较均有统计
学差异(P <0.05); A, B, C组1 mo Guth积分分别
为34.8±8.0, 54.8±8.0, 74.8±3.1, 两两比较均
有统计学差异(P <0.05). 1 wk A, B组胃黏膜组
织内PGE2水平与C组相比明显增高(17.2±1.8, 
16.6±1.1 ng/L vs  13.0±1.5 ng/L, P <0.05), A组
与B组相比无差异(P >0.05); 1 mo后A组PGE2

值下降, 与C组相比无差异(P >0.05), 而A, C组
与B组相比均有差异(15.7±1.4, 14.6±1.9 ng/L 
vs  18.5±2.7 ng/L, P <0.05). TGF-α表达1 wk A, 
B组与C组有统计学差异(均P  = 0), A组与B组
无差异; 1 mo A, B, C组两两比较有差异(P  = 
0.013, 0.001, 0). PGE2水平、TGF-α表达强度
1 wk与1 mo比较, 在A, C组差异有统计学意义
(P <0.05); B组前后无差异.

结论:  食用白酒及乙醇对胃黏膜均可产生
抗损伤作用; 同时胃黏膜P G E2水平增高、

TGF-α表达增强, PGE2, TGF-α在胃黏膜适应
性保护过程中起到重要作用.

关键词�� 食用白酒; 胃黏膜; 适应性保护; 前列腺素

E2; 转化生长因子α 
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0  引言

目前认为胃黏膜保护是指黏膜能耐受经常接触

的各种损伤因子, 而结构与功能不受明显伤害

的现象[1]. 受到刺激的胃黏膜可启动某些内在的

防御机制, 增强其对各种损害因素作用的抵抗

力, 即产生适应性细胞保护作用. 有些学者认为

慢性饮酒能增强黏膜防御机制[2]. 本研究旨在观

察大鼠胃饲食用白酒、乙醇后对无水乙醇胃损

伤的适应性保护情况, 黏膜保护因子——前列

腺素E2(PGE2)、转化生长因子α(transforminggro
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wthfactor, TGF-α)的表达情况及其在此过程中的

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 9周龄健康♂SD系大鼠36只(购于河南

医科大学实验动物中心), 体质量为220-280 g, 经
1 wk的喂养适应期后, 开始进行实验. 食用白酒

530±20 mL/L(贵州茅台); 无水乙醇(分析醇); 
PGE2酶免疫测定试剂盒(美国BPB生物制品公

司); TGF-α免疫组化染色试剂盒及DAB试剂盒

(武汉博士德生物工程有限公司); 酶联免疫检测

仪(博赛Biocell-02, 奥地利); IDA-2000高清晰度

数码显微图像分析系统(中国科学院空海科技发

展有限公司).
1.2 方法 36只大鼠随机分为3组, 对照组12只, 
给予生理盐水, 实验组A 12只, 给予茅台530±
20 mL/L, 实验组B 12只, 给予乙醇530 mL/L, 实
验前禁食12 h, 自由饮水, 活动不受限. 按5 mL/kg
剂量, 隔日1次直接空腹灌胃, 灌胃量及方法参

见文献[3-5], 但略有改动. 于7 d末、30 d末分2批
全部处死动物, 处死前2 h空腹胃内灌入无水乙

醇2 mL. 
1.2.1 胃黏膜损伤测定 大鼠处死后, 取出胃体, 
沿胃大弯剪开, 40 g/L多聚甲醛冲洗后, 将全胃

浸入40 g/L多聚甲醛溶液中固定30 min, 平展在

平板上, 肉眼观察胃黏膜改变, 用直尺及放大镜

测定病变大小并按Gu th积分标准计算[6]损伤指

数(UI). 制成切片, 进行苏木精-伊红染色观察组

织病理学改变. 
1.2.2 免疫组化ABC法检测TGF-α 实验方法参

见文献[7]. 以细胞质中有棕黄色颗粒的细胞为

阳性细胞. 每张切片随机选择8个视野胃黏膜在

高倍镜下进行观察. 应用IDA-2000显微图像分

析系统(新乡医学院生命科学院形态学教研室提

供), 对选取视野内免疫组化阳性信号, 进行平均

灰度分析, 计算模型组与对照组胃组织TGF-α
灰度积分值(灰度积分值与染色面积和强度成反

比, 表达越强灰度积分值越低). 
1.2.3 酶联免疫吸附测试胃黏膜PGE2 另取36只
大鼠, 分成A, B, C 3组, 灌胃剂量及处置方法同

前. 胃黏膜中抽取PGE2方法参见文献[8-9]. 按
PGE2 EIASA试剂盒说明测定, 测得A值, 据标

准曲线求得其含量, 胃黏膜中PGE2含量表示为

ng/L.
统计学处理 采用SPSS 12.0分析软件包进行

统计学分析, 所有数据用mean±SD表示, 组间比

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃黏膜保护作用
由多种因素介导, 
这些因素相互作
用, 形成复杂的网
络体系. 前列腺素
E2(PGE2), 转化生
长因子α(TGF-α)
等参与黏膜损伤
后的修复过程.
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较采用q检验, 组内比较采用t检验. P <0.05有统

计学意义.

2  结果

2.1 组织病理学 对照组(盐水组)1 wk大鼠肉眼可

见胃黏膜不完整, 广泛线状、片状糜烂及出血, 
黏膜表面明显水肿. 1 mo可见较多点片状黑色

烧灼样改变. 光镜下可见损伤侵入黏膜全层, 大
量上皮细胞脱落, 腺体结构破坏, 中性粒细胞全

层浸润; 1 mo组部分病变深度超过黏膜肌层, 形
成浅溃疡. 实验组A(白酒组)全胃黏膜较完整, 点
片状糜烂、出血和水肿. 1 mo可见散在黑色烧

灼点样变. 光镜下损伤局限于黏膜表层, 较多上

皮细胞脱落, 固有层可见较多的中性粒细胞浸

润(图1). 实验组B(乙醇组)胃黏膜欠完整, 较多

点、片状糜烂, 黏膜表面水肿, 可见片状黑色烧

灼样改变. 光镜下部分上皮细胞脱落, 部分主细

胞、壁细胞肿胀, 腺体结构大部完整, 部分被破

坏, 固有层可见较多的中性粒细胞浸润, 一些淋

巴细胞及嗜酸性粒细胞. 
2.2 TGF-α的免疫组化结果 生理盐水组TGF-α在
胃腺颈部、基底部细胞都有表达, 呈弱阳性(图
2); 在白酒组、乙醇组胃腺颈部、基底部强阳性

表达细胞多见, 图像半定量分析见表1. 
2.3 UI积分、TGF-α、PGE2在胃黏膜的表达 灌
胃1 wk后处死大鼠各组胃黏膜UI积分比较: A组

与B组、A组与C组、B组与C组差异有统计学

意义, P值分别为0.002, 0, 0. TGF-α比较: A组与

C组、B组与C组差异有统计学意义, P值均为0; 
A组与B组无统计学差异, P值为0.304. PGE2比

较: A组与C组、B组与C组差异有统计学意义, P
值分别为0, 0.001; A组与B组无统计学差异, P值
为0.477. 灌胃1 mo后处死大鼠, 各组胃黏膜UI
积分比较: A组与B组、B组与C组、A组与C组

差异有统计学意义, P值均为0. TGF-α比较: A组

与B组、A组与C组、B组与C组差异有统计学

意义, P值分别为0.013, 0.001, 0. PGE2比较: A组

与B组、B组与C组差异有统计学意义, P值分别

为0.005, 0.034; A组与C组无统计学差异, P值为

0.366. TGF-α组内1 wk与1 mo比较: A组的P值

为0.033, B组的P值为0.117, C组的P值为0.049. 
PGE2组内1 wk与1 mo比较: A组的P值为0.032, B
组的P值为0.144, C组的P值为0.009.

3  讨论

既往研究证实, 弱刺激作用于胃黏膜后, 常导致

内源性PGs, TGF-α, NO及三叶肽合成增加, 并
通过刺激感觉传入神经, 增加黏膜血流量及黏

膜细胞的增殖及移行能力; 重复强刺激作用于

胃黏膜则增强黏膜EGF, TGF-α及EGFR表达, 使
黏膜的增殖、修复能力明显增加, 加强抗损伤

能力. 前者称为适应性保护, 后者称为耐受性保

图 1 各组大鼠的病理学观察. A: C组1 wk大体观; B: C组1 wk×200倍; C: A组1 wk大体观; D: A组1 wk×200倍.

■创新盘点
本文将乙醇和食
用白酒对胃黏膜
的 损 伤 从 形 态
学、组织学及细
胞因子的影响等
多方位、多层次
进行比对研究. 为
研究食用白酒对
胃黏膜的影响提
供实验数据, 对胃
黏膜自身防御机
制提供直接证据.

A B

DC
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护. 本实验中, A, B组预先给予530 mL/L食用白

酒、乙醇刺激胃黏膜, 1 wk后再用无水乙醇强

刺激, 与对照组相比, 实验组黏膜损伤程度明显

减轻, 3组之间Guth积分均有差异(P <0.01), 其中

食用白酒组病变最轻. 前人研究发现, 在一定范

围内, 随弱刺激强度的增加, 其屏障破坏程度即

增大, 适应性细胞保护作用效应增强, 但往往有

一最佳弱刺激强度, 引发的适应性保护作用最

大. 推测同等浓度的食用白酒刺激强度优于乙

醇, 530 mL/L乙醇刺激强度超出该范围, 保护作

用减弱. 本实验中, 胃饲1 mo后, 进行抗损伤实

验, 保护作用仍存在, 实验组与对照组相比损伤

积分差异显著(P <0.01). 总之, 不管是1 wk或是

1 mo, 实验组胃黏膜大部完整, 腺体结构基本不

被破坏, 食用白酒、乙醇刺激后均可产生抗损

伤作用. 
R o b e r t曾做一系列实验 ,  先给大鼠胃饲

200 mL/L乙醇、0.075 mol/L NaOH、0.35 mol/L 
HCl、40-50 g/L NaCl、5 mmol/L牛黄酸盐等物

质后, 可以明显减轻随后给予的致坏死物质(强
刺激), 如无水乙醇、0.2 mol/L NaOH、0.6 mol/L 
HCl、200 g/L NaCl、80 mmol/L牛黄酸盐等所

致的胃黏膜损伤[10]. 
许多学者对胃黏膜适应性保护发生机制进

行了探讨. Robert认为弱刺激增加了内源性PGs
合成; Uehigashi et al [11]采用细胞淘洗技术、梯

度离心方法证实50 mL/L乙醇可刺激胃黏膜内

肥大细胞合成PGs, 与适应性细胞保护有关. 吴
作艳 et al [12]研究发现, 乙醇连续刺激大鼠胃黏

膜, 使PGE含量增加, 起到适应性细胞保护作用, 
而胃黏膜损伤是PGE, NO, ET作用失衡的结果. 
刘春英 et al [13]在内毒素诱发的幼鼠急性胃黏膜

损伤过程中发现, 增加胃黏膜PGE2浓度后, 胃黏

膜损伤减轻. 本实验中PGE2值变化复杂, 1 wk内
530 mL/L白酒与乙醇可同等程度引起PGE2增加; 
1 mo处死, 食用白酒组该值不再增高, 反而略有

下降, 与盐水组无差异(P >0.05), 与乙醇组有差

异(P <0.01). 对于盐水组, 1 mo与1 wk相比, PGE2

值增高显著(P <0.01), 考虑1 mo组处死前灌入无

水乙醇后, 黏膜损伤很重, PGE2值2-3 h内迅速增

高. 乙醇组前后无差异(P >0.05). 由此得出预先

刺激黏膜后, PGE2值增高, 再给予强刺激后, 黏
膜损伤明显减轻, 实验组PGE2值高, 进一步说明

其在适应性保护中起重要作用. 随时间延长, 乙
醇组黏膜损伤较重者, 该值相应较高或增高, 仍
具有抗损伤作用. PGE2是由花生四烯酸在环氧

合酶作用下合成. 炎症部位该因子合成以COX-2
诱导为主, 而COX-2与胃癌的形成关系密切. 黏
膜保护是一多因素、多水平、多环节的综合过

程, 大鼠胃黏膜在白酒长期、慢性刺激下, 是否

产生其他因子抑制PGE2产生, 或可能所选用的

白酒在自然发酵过程中产生一些复杂的化合物

质, 抑制了COX-2的活性, 使PGE2合成减少, 这
些机制有待于进一步研究. 

TGF-α在正常的胃黏膜表层细胞, 腺颈部

表 1 灌胃1 wk, 1 mo后处死大鼠胃黏膜UI积分、TGF-α、PGE2表达情况

     
                                                      1 wk                                                                    1 mo

         UI                 TGF-α      PGE2 (ng/L)     UI             TGF-α              PGE2 (ng/L) 

茅台A  26.5±6.4           83.7±2.7          17.2±1.8          34.8±8.0           8�.5±5.0          15.7±1.4

乙醇B  40.5±8.1           85.4±3.6          16.6±1.1          54.8±8.0           82.3±2.7          18.5±2.7

N�S C  6�.3±4.3           �4.5±2.1          13.0±1.5          74.8±3.1           ��.5±5.0          14.6±1.�

分组

A

B

图 2 TGF-α在细胞质的表达(×400). A: C组弱阳性表达; B: 

A组阳性表达.

■名词解释
胃黏膜保护: 指黏
膜能耐受经常接
触的各种损伤因
子, 而结构与功能
不受明显伤害的
现象. 分为适应性
保护与耐受性保
护.
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细胞及基底部细胞均有表达, 通过自分泌、旁

分泌或内分泌发挥作用. TGF-α参与内皮结构重

建, 促进上皮细胞增殖及黏液生成, 增加胃黏膜

微循环, 在受损胃黏膜修复及维持完整性中起

重要作用. 本实验中, 实验组A, B胃腺颈部、基

底部强阳性表达细胞多见, 对照组多为弱阳性

表达细胞. 图像半定量分析差异有统计学意义. 
实验组该因子表达增强, 胃饲1 wk食用白酒组与

乙醇组之间无差异(P >0.05), 1 mo后两组之间出

现差异(P<0.05), 乙醇组表达较强. 说明530 mL/L
乙醇刺激强度较大, 反复作用后, 黏膜损伤较重, 
该因子的高表达使黏膜的增殖及修复能力明显

增加, 表现为耐受性保护. Tarnawski et al [14]实验

发现, 大鼠胃饲500 mL/L乙醇连续4 d, 组织学

检查小凹区、胃腺颈区高度明显增加, 黏膜及

胃壁厚度增加, 免疫组化染色黏膜EGF, TGF-α, 
EGFR表达明显增加, 胃黏膜产生耐受性. 胡义

亭 et al [15]临床研究发现, 消化性溃疡活动期患

者血清、胃液中TGF-α水平显著低于正常对照

组, 认为TGF-α合成与释放减少, 削弱黏膜的防

御能力, 促进溃疡的发生, 而在溃疡愈合期, 该
值明显增加, 提示TGF-α促进溃疡愈合. 李点玲 
et al [16]临床研究发现H pylori +胃溃疡患者胃黏膜

TGF-α值高于H pylori -胃溃疡患者, 认为H pylori
感染引起胃黏膜炎症反应, 诱导TGF-α等肽类生

长因子表达, 参与炎症愈合过程并促进黏膜再

生修复. 
有学者认为, 弱刺激造成表浅上皮细胞损

伤后, 可以在损伤部位形成一碱性保护层——黏

液盖, 可以减轻随后给予的腔内强刺激的刺激作

用, 起到一种物理屏障作用, 并增强了黏膜修复

能力及表浅上皮的快速整复过程. 有研究发现

200 mL/L乙醇、50 g/L NaCl可增加黏附黏液层

厚度, 并可减轻无水乙醇对黏液层的破坏作用[17]. 
胃黏膜适应性保护是一个抗损伤和修复的

过程, 多种物质均参与其中. 王玮 et al [18]将这些因

素概括为: 抗微生物肽、细胞因子、生长因子、

Ghrelin以及短链脂肪酸和谷胺酰胺等营养物质. 
食用白酒鼻饲后黏膜能够对抗无水乙醇的损伤, 
PGE2, TGF-α参与黏膜的适应性保护过程, 同时

与CGRP介导GMBF的增加. 黏膜防御机制进一

步增强. 但经此处理后黏膜能否降低胃H pylori的
感染率, 或对其产生适应性, 有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the activity of protein 
kinase B (PKB) and the expression of Cyclin A in 
colorectal cancer LoVo cell line after treatment 
of basic fibroblast growth factor (bFGF), and 
to further analyze the signal transduction 
mechanism of bFGF in regulating the growth of 
LoVo cells via PI3-K/PKB pathway.

METHODS: Colorectal cancer cell line LoVo 
was cultured in vitro using routine method, and 
then treated with bFGF, LY294002 (inhibitor of 
PI3-K), and bFGF plus LY294002, respectively. 
MTT assay was used to determine the prolif-
eraion of LoVo cells; PKB activity in LoVo cells 
was measured by (γ-32P)ATP incorporation as-
say; Cyclin A mRNA expression was examined 
by reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR); Cyclin A protein expression was 
detected by Western blot..

RESULTS: The activity of PKB was increased 
in LoVo cells after bFGF treatment at different 
time, but it was decreased by LY294002 pre-

treatment [704.32 ± 12.35 pmol/(mg·min) vs 
1352.79 ± 19.85 pmol/(mg·min), P < 0.05]. The 
expression of Cyclin A was significantly in-
creased at both protein and mRNA levels in the 
cells treated by bFGF, but the up-regulation of 
Cyclin A was obviously inhibited by LY294002 
pre-treatment.

CONCLUSION: Via PI3-K/PKB pathway, bFGF 
can regulate the transcriptional activity of Cyclin 
A and modulate its expression in LoVo cells, 
which may promote the proliferation of colorec-
tal cancer cells.

Key Words: Basic fibroblast growth factor; Protein 
kinase B; Cyclin A; Coloretal cancer

Zhou Y, Wang GL. Signal transduction mechanism of 
basic fibroblast growth factor in promoting the growth 
of colorectal cancer LoVo cell line. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(1):34-38

摘要
目的: 通过改变碱性成纤维细胞生长因子
(bFGF)作用于LoVo细胞的时间, 检测PKB活
性和Cyclin A的表达情况, 进一步研究bFGF通
过PI3-K/PKB通路调控大肠癌细胞生长的信
号转导机制. 

方法: MTT法分析bFGF对LoVo细胞增殖程
度的影响; (γ-32P)ATP掺入法检测大肠癌LoVo
细胞株中PKB的活性; RT-PCR法检测大肠癌
LoVo细胞株中Cyclin A的表达; Western blot法
检测bFGF作用LoVo细胞后Cyclin A的表达. 

结果: bFGF以不同时间作用于LoVo细胞时, 
通过(γ-32P)ATP掺入法检测发现其可提高细
胞PKB活性, PI3-K的抑制剂LY294002预处理
后再施加bFGF, 可显著降低PKB的活性, 两者
相比差异显著[704.32±12.35 pmol/(mg·min) 
vs  1352.79±19.85 pmol/(mg·min), P <0.05]. 
bFGF刺激LoVo细胞时Cyclin A蛋白和Cyclin 
A mRNA表达均高于其他各施加因素组, 而
PI3-K的抑制剂LY294002组的Cyclin A蛋白和
Cyclin A mRNA明显降低.

®

■背景资料
近 年 来 ,  肿 瘤 的
发生与细胞生长
因子关系已日益
受 到 重 视 .  碱 性
成纤维细胞生长
因子(bFGF)作为
一种细胞丝裂原
和促血管生成因
子, 在许多肿瘤的
生长中起着重要
的作用, 研究证明
bFGF与多种肿瘤
发生密切相关.
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结论: bFGF刺激大肠LoVo细胞后可通过依赖
PI3-K/PKB途径调节Cyclin A的转录活性, 促
进其表达, 进而促进细胞增殖.

关键词�� 碱性成纤维细胞生长因子; 蛋白激酶B; 

Cyclin A; 大肠癌 
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0  引言

碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)作为一种细胞

丝裂原和促血管生成因子, 在许多肿瘤的生长

中起着重要的作用[1-2]. 他对神经胶质瘤、白血

病、肺癌、肝癌等细胞具有促增殖分化的功能, 
但对大肠癌细胞这方面的研究报道很少. 目前

认为, bFGF不仅可以促进肿瘤血管的生成, 在肿

瘤的发生、发展中起着重要作用, 而且对肿瘤

细胞具有促增殖作用[3]. 大肠癌是常见恶性肿瘤

之一, 手术治疗仍是大肠癌首选治疗方法. 但相

当一部分在发现时已出现浸润或转移, 即便手

术切除之后仍有复发, 对放疗和化疗的治疗效

果亦不甚理想. 关于bFGF通过PI3-K/PKB信号

途径调控大肠癌细胞生长的具体机制仍不清

楚[4]. 我们通过改变bFGF作用于LoVo细胞的时

间, 检测PKB活性和Cyclin A的表达情况, 进一

步研究bFGF通过PI3-K/PKB通路调控大肠癌细

胞生长的信号转导机制, 以抑制肿瘤细胞增殖, 
诱导肿瘤细胞凋亡, 这为治疗大肠癌提供了新

思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 LoVo细胞株购自中科院上海细胞所; 
DMEM培养基(Gibcolbrl公司); 小牛血清(华美

生物工程公司); 扶济复(重组人bFGF, 北京双

鹭药业有限公司); LY294002(美国Sigma公司); 
TRLzol(Life-Technology公司); Cyclin A(美国

NeoMarkers公司)及PKB(SANTA CRUZ)一抗, 
羊抗鼠及兔抗羊辣根过氧化物酶标记的二抗和

ECL试剂盒(北京中山生物技术公司), TaKaRa 
RNA PCR试剂盒(大连宝生物工程有限公司).
1.2 方法 

1.2.1 细胞培养 将低温冷冻的大肠癌LoVo细胞

株常规方法制成均匀细胞悬液(8×107/L)37℃, 
50 mL/L CO2孵箱中培养. 24 h换液密度达到106

个以上时收集对数生长期细胞, 以6×107/L接种

于培养瓶, 每24 h换液一次. 
1.2.2 实验分组及施加实验因素 将培养的大肠

癌细胞按随机原则分为: (1)空白对照(作为bFGF
及LY294002组的对照); (2)bFGF组: 观察bFGF对
细胞的作用; (3)LY294002组: 观察LY294002对
细胞的作用; (4)bFGF+LY294002组: 观察bFGF
及LY294002同时施加时对细胞的作用. 
1.2.3 MTT比色 胰酶消化处于对数增殖期的细

胞, 以5×103个细胞/孔接种于96孔板, 在37℃, 
50 mL/L CO2, 及饱和湿度的条件下恒温密闭

培养. 按分组要求加入肝素8 μL(2 g/L)和含有

不同浓度的bF G F培养液, 使各孔终体积均为

200 μL. 将96孔板放回孵箱, 3 d后倾出培养液, 
每孔加MTT溶液(5 g/L)20 μL. 继续孵育4 h, 每
孔加入150 μL DMSO, 振荡10 min, 用酶联免疫

检测仪读取每孔A值(测量波长600 nm, 参考波

长570 nm), 绘制细胞生长曲线, 根据公式B/A×

100%计算细胞的增殖、抑制率(A, B分别为对

照组和实验组的光密度值). 实验重复3次, 每浓

度均设3孔. 
1.2.4 (γ-32P)ATP掺入法检测大肠癌LoVo细胞

株中PKB的活性 实验分组: 根据预实验结果确

定对LoVo细胞不同浓度bFGF处理时间为4 h, 
bFGF浓度分别为0, 25, 50, 75, 100 μg/L. 进行

3次重复测定, 对结果进行统计学处理. PKB活

性测定方法: 将-70℃保存的样品取出融化, 超
声波处理30 s, 离心(35 000 g , 60 min), 上清液

用于胞液PKB测定, 沉淀用150 μL匀浆缓冲液

溶解后, 作膜性PKB测定. 反应完成后取25 μL
在W h a t m a n P81强阳离子交换滤纸上 ,  放入

75 mmol/L磷酸溶液终止反应, 并用此磷酸液反

复洗3次, 每次2 min, 取出晾干, 放入预装有9 mL
蒸馏水的液闪瓶中, 液闪仪测定cpm数. PKB比
活性计算方法: PKB比活性 = (CPM数-本底CPM
数)/总放射性×ATP浓度/时间(min)/蛋白量. 
1.2.5 RT-PCR检测Cyclin A的表达 细胞总RNA
提取, 在设定条件下进行逆转录反应. PCR扩增

后的产物, 取8 μL进行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 凝
胶成像仪扫描摄影, 用b-actin作为参照标化各组

中Cyclin A的含量. 
1.2.6 Western blot检测Cyclin A的表达 收集细

胞, 进行裂解, 蛋白定量采用考马斯亮蓝定量

法. 取各组细胞40 μg总蛋白上样于100 g/L SDS-
PAGE电泳分离后, 电转移至硝酸纤维素膜上, 
转印膜在封闭液中封闭过夜. 分别用Cyclin A和

GAPDH一抗, 37℃孵育2 h, 洗膜, 加上兔抗羊和

■研发前沿
肿瘤细胞信号转
导特别是细胞生
长因子与肿瘤发
生的信号转导更
是该领域的研究
热点 ,  bFGF通过
PI3-K/PKB通路
调控大肠癌细胞
生长的信号转导
机制是其中之一.
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羊抗鼠辣根过氧化物酶标二抗, 孵育1 h, TTBS
洗2次, TBS洗1次. 化学发光试剂ECL A液和B液
等量混合, 按0.125 mL/cm2膜面积点于转印膜上, 
室温孵育1 min, 倾掉ECL, 保鲜膜覆盖后置暗盒

中曝光40 s至1 min, 冲洗胶片, 可重复曝光. X光

片扫描成像, 经凝胶自动分析成像系统分析各

样品灰度值.
统计学处理 根据分析采用SPSS 10.0软件包

中进行统计处理, t检验来判断差异的统计学意

义, P <0.05具有显著性.

2  结果

2.1 bFGF对LoVo细胞增殖程度的影响 (1)12 h A
值变化不明显, 24 h细胞开始随浓度增大而增加

(图1), 36 h细胞数随着浓度加大而下降, 48 h细
胞数量下降更加明显; (2)48, 36 h第一个空白孔

A值相似, 12, 24 h第一个空白孔A值相似, 两个

A值差异显著, 这说明此细胞的增殖周期为30 h
左右.
2.2 bFGF对LoVo细胞PKB活性的影响 当采用外

源性bFGF(50 μg/L)以不同时间作用于LoVo细
胞时, 通过(γ-32P)ATP掺入法检测发现, 其可提

高细胞PKB活性(图2A). LY294002(100 nmol/L)
预处理1 h后再施加bFGF, 可显著降低PKB的活

性, 单因素方差分析表明, LY294002预处理组

和未做预处理组之间差异有显著性[704.32±
12.35 pmol/(mg·min) vs  1352.79±19.85 pmol/
(mg·min), P <0.05], 说明bFGF可通过PI3-K调控

PKB的活性(图2B). 
2.3 RT-PCR检测bFGF对LoVo细胞Cycl in A 
mRNA表达的影响 当外源性bFGF(50 μg/L)以不

同时间作用于LoVo细胞时, Cyclin A表达增加, 
在30 min时达到高峰, 与未处理相比升高1倍, 用
LY294002预处理1 h后施加bFGF, 发现Cyclin A
表达减少, 说明, bFGF可通过PI3-K调节Cyclin A
表达增加(图3).
2.4 Western blot检测LoVo细胞施加不同因素后

Cyclin A蛋白的表达情况 bFGF刺激LoVo细胞

图 1 MTT法分析施加不同浓度bFGF 24 h后对LoVo细胞的
影响.
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图 2 bFGF处理不同时间对LoVo细胞和LY294002预处理的
LoVo细胞PKB活性的影响.

498 bp

216 bp

1            2           3           4           5

图 3 LoVo细胞中Cyclin A的表达. 1: Maker; 2: bFGF; 3: 

bFGF+LY294002; 4: LY294002; 5: 饥饿细胞.

175 kDa
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37 kDa
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图 4 Western blot法检测LoVo细胞施加不同因素后Cyclin A
蛋白的表达情况. 1: Marker; 2: 正常培养细胞; 3: 饥饿细胞; 

4: LY294002; 5: bFGF+LY294002; 6: bFGF.

■创新盘点
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时Cyclin A蛋白表达都高于其他各施加因素组, 
LY294002抑制组蛋白明显降低(图4), 从而也证

实bFGF引起LoVo细胞Cyclin A的蛋白表达是通

过PKB之途径而介导.

3  讨论

关于FGF的细胞内转导通路虽然早有报道[1-2], 
但至今为止, 人们对其调节仍然没有统一认识. 
bFGF作为一种细胞有丝分裂原和促血管生成因

子, 可以直接刺激内皮细胞的增生, 促进内皮细

胞产生蛋白酶, 调节内皮细胞的迁移, 从而促进

肿瘤血管生成, 在许多肿瘤的生长中起着重要

的作用[3-5]. bFGF不仅可以促进肿瘤血管的生成, 
而且对肿瘤细胞有促增殖的作用. 许多研究表

明 ,  b F G F能够促进细胞恶性转化及肿瘤形

成[6-10]. 
蛋白激酶B(protein kinase B, PKB)是丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶, PKB是磷脂酰肌醇3-激酶

(phosphatidylinositol3-Kinase, PI3- Kinase)的直

接下游靶蛋白, PKB就成为信号转导深入研究的

焦点[11]. PKB在蛋白质和脂类合成、葡萄糖代谢

与运输、细胞周期、凋亡和肿瘤转化等方面发

挥重要的作用, 处于多个信号转导通路的交叉

点, 成为生长因子介导的PI3-K信号转导通路中

的重要组成因子[22-27], 尤为重要的是PKB介导细

胞存活而且在恶性肿瘤发生中也是关键的因

素[12-13]. PKB蛋白的过度活化可使细胞发生恶性

转化, 在不同的肿瘤如胰腺癌、甲状腺癌、大

肠癌、卵巢癌和乳腺癌等均发现PKB的过度活

化, 提示PKB在肿瘤细胞恶性行为中起重要的作

用[14-19]. 体外实验发现, 不仅PKB水平在人肺癌

癌前病变细胞和肺癌细胞中明显高于正常支气

管上皮细胞, 而且PKB在前两者中处于持续活化

状态, 在后者中却处于非活化状态, 提示PKB在
肺癌的发生过程中可能起重要作用[20-21]. 

本实验研究表明 ,  当采用外源性b F G F 
(50 μg/L)以不同时间作用于LoVo细胞时, 通过

(γ-32P)ATP掺入法检测发现, 其可提高细胞PKB
活性. 而PI3-K的抑制剂LY294002预处理1 h后再

施加bFGF[32], 可显著降低PKB的活性, 单因素方

差分析表明, LY294002预处理组和未做预处理

组之间差异有显著性, 说明bFGF可通过PI3-K调

控PKB的活性. 随着对细胞周期调控认识的不断

深入, 出现了“癌症可能是一类细胞周期性疾

病”的观点! 因为, 在多种肿瘤细胞都存在着若

干细胞周期调控因子的改变. 而肿瘤的发生、

发展和恶变与细胞周期调控失控密切相关. 周
期素是一类存在于细胞周期的不同阶段, 能够

活化CDK的蛋白, 是细胞得以通过细胞周期的

各个阶段所必需的. Cyclin A是一类在哺乳动物

细胞S期和G2/M期两个调节点均起重要作用的

蛋白. Cyclin A在S期可以检测到, 在进入G2期含

量增加, 是细胞增殖的有用标记物[28-29]. 在多种

肿瘤中可检测到周期素A表达的增加, 提示与肿

瘤增殖状态密切相关[30-31]. 
我们采用外源性bFGF处理LoVo细胞, 显示

bFGF能促进Cyclin A mRNA水平的提高, 导致

Cyclin A的表达增加. 已知Cyclin A属S期和G2期

达峰值[28-29], PI3-K抑制剂LY294002预处理的细

胞, 经bFGF刺激后, 在各时间点Cyclin A mRNA
水平均下降, 同时Cyclin A表达水平也降低, 表
明bFGF对LoVo细胞周期素A表达的影响是通过

影响其转录活性实现的, 而且这种调节作用依

赖于PI3-K/PKB途径. 我们通过体外实验证明, 
PI3-K/PKB途径可介导bFGF对LoVo细胞的促增

殖作用, 通过调节Cyclin A的转录活性促进其表

达而促进细胞增殖. 进一步的体内研究如能证

实内源性bFGF通过PI3-K/PKB途径影响Cyclin 
A表达, 将为在信号转导通路的不同水平上的肿

瘤治疗提供新思路和新方法. 
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Abstract
AIM: To determine the expression of macro-
phage migration inhibitory factor (MIF) in 
hepatocellular carcinoma (HCC) and its effect on 
cell proliferation and angiogenesis.

METHODS: The protein expression of MIF, in-
terleukin-8 (IL-8), and vascular endothelial fac-
tor (VEGF) as well as microvessel density (MVD) 
were examined by immunochemistry in HCC 
tissues (n = 40), cancer-adjacent liver tissues (n = 
40) and normal liver tissues (n = 10). At the same 
time, real time quantitative polymerase chain re-
action (RQ-PCR) was used to detect the mRNA 

levels of MIF, VEGF and IL-8. After human 
hepatocarcinama cell line Bel-7402 was treated 
with recombinant MIF (rMIF), cell proliferation 
was detected by MTT assay and the secretion 
levels and mRNA expression of VEGF and IL-8 
were examined by enzyme linked immunosor-
bent assay (ELISA) and RQ-PCR, respectively..

RESULTS: The positive rates of MIF, IL-8 and 
VEGF in HCC tissues were significantly higher 
than those in normal liver tissues (72.5% vs 
30.0%, 67.5% vs 20.0%, 62.5% vs 30.0%, all P 
< 0.01). The expression of MIF and IL-8 were 
markedly correlated with VEGF expression 
(r = 0.271, P < 0.05) and MVD (r = 0.284, P < 
0.05). VEGF concentration in the supernatant of 
Bel-7402 cells was higher (900.00 ± 264.58 ng/L) 
than that in the controls (180 ± 50 ng/L) at the 
24th hour after rMIF treatment (P < 0.01). How-
ever, there was no significant variation in IL-8 
concentration (P > 0.05). The post-treatment 
level of VEGF mRNA was 6.86 times as high as 
that without treatment (P < 0.05), and there was 
no significant change in IL-8 mRNA expression 
(P > 0.05).

CONCLUSION: The over-expression of MIF 
plays a crucial role in the angiogenesis of liver 
cancer and the roles of MIF and IL-8 may be re-
alized via VEGF.

Key Words: Liver cancer; Macrophage migration 
inhibitory factor; Vascular endothelial factor; Inter-
leukin-8; Microvessel density; Immunochemistry; 
Real time quantitative polymerase chain reaction

Guan QL,  Yu XH, Huo YZ,  Li  B.  Expression of 
macrophage migration inhibitory factor and its effect on 
cell proliferation and angiogenesis in human liver cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(1):39-45

摘要
目的: 研究巨噬细胞移动抑制因子(MIF)在原
发性肝癌中的表达及对肝癌细胞增殖和血管
形成的影响. 
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■背景资料
原发性肝癌(PLC)
的高转移性和高
复发性是影响其
预后的主要因素. 
深入研究原发性
肝癌,包括肝细胞
性肝癌 (HCC)的
转移复发机制和
积极探索有效的
抗复发治疗措施
等是当前原发性
肝癌诊治中的重
点和难点. 最新的
研究表明, 肝癌的
生长和代谢需要
持续的血管生成; 
肝癌的血管新生
化与其生长、浸
润转移、分期及
预后有着密切联
系, 探索原发性肝
癌血管新生化的
机制及抗血管生
成策略是肝癌基
础与临床研究领
域的新热点.



方法:  免疫组化法检测40例肝癌、癌旁组
织和10例正常肝组织中MVD及MIF, IL-8和
VEGF蛋白的表达情况, RQ-PCR检测MIF, 
IL-8和VEGF的mRNA表达水平. MTT法检测
人重组MIF(rMIF)对Bel-7402肝癌细胞株增殖
的影响, 酶联免疫吸附试验(ELISA)和实时定
量聚合酶链反应(RQ-PCR)检测VEGF和IL-8
的分泌和mRNA的表达. 

结果: MIF, VEGF和IL-8在肝癌组织中均高表
达(72.5%, 67.5%, 62.5%), 经χ2检验, 与正常组
织相比(30.0%, 20.0%, 30.0%), 差异具有显著
性(P <0.01). MIF和IL-8的表达与VEGF的表达
呈正相关(r  = 0.271, P <0.05), 并且与MVD显著
相关(r  = 0.284, P <0.05). rMIF和Bel-7402共培
养24 h后, 上清中VEGF含量为900±265 ng/L, 
对照组为180±50 ng/L(P <0.01), 而IL-8含量
改变无明显的变化(P >0.05); 实验组肝癌细
胞株VEGF mRNA表达量是对照组的6.86倍
(P <0.05); 而IL-8 mRNA是对照组的1.23倍
(P >0.05).

结论: MIF是一种血管生成因子, MIF和IL-8
的参与肿瘤血管形成有可能是通过VEGF发
挥作用.

关键词�� 肝癌; 巨噬细胞移动抑制因子; 血管内皮生

长因子; 白细胞介素-8; 微血管密度; 免疫组织化

学; 实时定量聚合酶链反应 
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0  引言

巨噬细胞移动抑制因子(macrophage migration 
inhibitory factor, MIF)是一种来源于活化T淋巴

细胞和巨噬细胞的细胞因子, 在机体的炎症反

应中起炎症介质的作用. 近年来, 研究发现, MIF
在有些肿瘤发展和演进的过程中也起非常重要

的作用, 他可能涉及肿瘤细胞的分化、增殖及

肿瘤血管的生成, 抑制肿瘤细胞的凋亡. 由于目

前尚未发现MIF的受体分子, 因而还不了解MIF
促进肿瘤细胞信号传导的作用机制, 他可能涉

及肿瘤细胞的分化、增殖及肿瘤血管的生成, 
抑制肿瘤细胞的凋亡. 并且, 在一些癌前病变中

也呈高表达, 提示MIF有可能成为一种肿瘤标记

物和预测肿瘤发生的检测指标. 有文献报道MIF
可明显上调IL-8, TGF-β和VEGF, 提示MIF可能
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是通过上调这些血管生长因子, 促进肿瘤微血

管的形成, 以实现肿瘤细胞的恶性增殖. MIF在
原发性肝癌的作用报道较少, 我们探讨了MIF在
肝癌发生、发展及血管生成中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-04/12新鲜的原发性肝癌及癌旁

组织标本40例, 男33例, 女7例, 年龄27-75(中位

51.5)岁. 以上标本均术中取材, 取一小部分立即

液氮保存, 然后在-80℃冰箱冻存; 并取10例正

常肝组织(肝移植的供肝无乙肝、丙肝等肝病背

景)为对照, 余肝癌组织送病理科行常规病理组

织学检查, 所有标本均经病理科确诊为肝癌. 所
有患者术前未经介入、放射及射频等治疗. 查
阅病历, 收集临床及病理组织学资料. TNM采

用国际抗癌联盟(UICC)的分期方法及日本肝

癌研究组进一步归纳将肝癌分为4期, 其中Ⅰ

期1例, Ⅱ期15例, Ⅲ期14例和Ⅳ期11例. 肿瘤

Edmondson分级:Ⅰ-Ⅱ级23例, Ⅲ-Ⅳ级17例; 伴
有肝硬化33例; 合并门静脉癌栓11例; HBsAg阳
性36例; 肿瘤直径≤5 cm 5例, >5 cm 25例, 多发

10例; AFP≥400 μg/L者24例, <400 μg/L者16例. 
肝细胞癌37例, 为混合性肝癌2例, 腺癌1例. 人
肝癌细胞系Bel-7402细胞由四川大学华西医院

传染科实验室提供, 常规培养传代, 待细胞长满

培养瓶底的70%-80%时备用. 免疫组织化学采

用SABC法. MIF一抗采用鼠抗人MIF mAb(Santa 
Cruz), 工作浓度2 mg/L. VEGF一抗采用鼠抗人

VEGF mAb(武汉博士德公司), 工作浓度4 mg/L. 
IL-8一抗采用鼠抗人IL-8 mAb(Santa Cruz), 工
作浓度2 m g/L. C D34一抗采用鼠抗人C D34 
mAb(武汉博士德公司), 工作浓度2 mg/L. 用PBS
缓冲液替代各种第一抗体做为阴性对照. 人MIF
的上下游引物及探针: 正义链: 5'-CTGCACAGC
ATCGGCAAGAT-3'; 反义链: 5'-AGTTGATGTA
GACCCTGTCC-3'; TaqMan: 5'-CAGCAGGCCG
CACAGCAGCTT-3'; 扩增产物片段为112 bp. 人
VEGF的上下游引物及探针: 正义链: 5'-GCAGA
ATCATCACGAAGTGGT-3'; 反义链: 5'-TGAAG
ATGTACTCGATCTCATCA-3'; TaqMan: 5'-CCC
TGGTGGACATCTTCCAGG-3'; 扩增产物片段

为125 bp. 人IL-8的上下游引物及探针: 正义链: 
5'-CAAACCTTTCCACCCCAAAT-3'; 反义链: 
5'-CAAACCTTTCCACCCCAAAT-3'; TaqMan: 
5'-CTCTGTCTGGACCCCAAGGA-3', 扩增产物

片段为169 bp. 人GAPDH的上下游引物及探针: 

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤血管形成受
正负调节因子的
调节, 正调节因子
主要包括: VEGF, 
bFGF, pIGF等, 他
们起刺激和启动
血管形成的作用. 
负调节因子包括
各种抑素. VEGF
是 作 用 最 强 、

最重要的促血管
内皮细胞生长因
子 ,  近 几 年 针 对
EGFR, VEGF的靶
向治疗已取得喜
人的疗效, 但仍有
其局限性, 多靶点
治疗是将来发展
的方向. 
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正义链: 5'-GGGTGTGAACCATGAGAAGT-3'; 
反义链: 5'-CCAAAGTTGTCATGGATGACCT-3'; 
TaqMan: 5'-CTGCACCACCAACTGCTTAGC-3'; 
扩增产物片段为180 bp(大连宝生物).
1.2 方法 

1.2.1 实时定量PCR 取-80℃冷冻保存的组织, 采
用TRIzol试剂(美国MRC公司), 提取组织的总

RNA, 按试剂盒操作说明操作. 提取的总RNA经

10 g/L琼脂糖凝胶电泳结果, 可见28 S, 18 S, 5 S
三条带, 无DNA污染条带, 无明显降解条带, 表
明提取的总RNA纯度较高. RNA的逆转录采用

RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit(立
陶宛M B I公司),  按试剂盒操作说明操作 .  将
cDNA进行常规PCR扩增, 扩增条件(略), 常规

PCR产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 目的条带清

晰, 且没有杂带, 说明引物设计合成无误, 可以

进行荧光定量PCR(FTC2000, 加拿大枫岭公司). 
制定标准曲线, 扩增条件如下:  94℃ 1 min, 94℃  
10 s, 55℃ 30 s, 72℃ 1 min, 共45 cycles. 45循环

的扩增反应结束后, 系统将采集到的每一循环

反应时的各反应管的荧光强度增长指数(DRn)
进行分析绘制每一反应管的扩增动力学曲线. 
根据动力学曲线确定每个样品管中荧光强度增

加到某一特定阈值时的扩增循环数(Ct值), 根据

Ct值与标准模板初始拷贝的对数值作图, 得到该

样品的标准曲线. 将逆转录得到的cDNA样品中

各取5 μL, 加入和上面完全相同的反应体系中, 
在同样的反应条件下行PCR扩增. 收集数据, 绘
制动力学曲线, 测定各样品的Ct值与标准曲线进

行比较, 得出待侧样品的相对拷贝数. 在PCR反
应过程中, 设定无cDNA样品的空白管作为阴性

对照. 依据参考文献的计算方法对荧光定量PCR
所得数据计算相对拷贝数后行方差分析△△

Ct = (Ct肿瘤组织目的基因-CtGAPAH)实验组-(Ct肿瘤组织目的基因

-CtGAPAH)正常肝组织; 标化后的目的基因的相对表达

比[1] = 1.9-△△Ct. 
1.2.2 MTT比色试验 将肝癌细胞株Bel-7402稀释

成0.5×108个/L, 以每孔200 μL接种于96孔板, 培
养24 h待细胞贴壁后, 更换培养液. 各实验组加

入不同浓度的人重组MIF(rMIF)(R&D System公

司), 以不加药物组作为对照, 每组设3个复孔. 分
别于加药后24, 48, 72 h, 加入MTT 20 μL, 继续培

养4 h, 加入DMSO 150 μL震荡溶解10 min, 使结

晶充分溶解. 空白对照调零, 选择595 nm波长在

酶联免疫检测仪上, 测定各孔的光吸收值(A值), 
以时间为横轴, A值为纵轴, 绘制细胞生长曲线. 

1.2.3 酶联免疫吸附试验 在实验组中加入终浓

度为200 μg/L的rMIF, 继续培养24 h, 吸取细胞

培养上清500 μL, 12 000 g , 离心5 min以除去上

清液中的细胞碎片. 每组设3个复孔. 人VEGF 
ELISA试剂盒和IL-8 ELISA试剂(武汉博士德生

物公司), 按试剂盒操作说明操作. 用酶标仪在

450 nm测定A值, 将TBM空白显色孔设为对照. 
所有的标准品和样品的吸收值减去零孔的吸收

值后, 在坐标纸上画出曲线, 以吸光值作为纵坐

标, 以浓度作为横坐标. 另在实验组中加入终浓

度为200 μg/L的rMIF, 共培养24 h, 收获细胞, 提
取总RNA, 进行VEGF mRNA和IL-8 mRNA的

RQ-PCR检测(引物序列、实验方法、步骤和计

算统计方法同前).
统计学处理 结果以均数士标准差(mean士

SD)表示, 采用SPSS 11.0统计软件进行分析, 相
关变量采用方差分析, t检验, 相关性检验采用

Pearson, χ2检验, P <0.05为差异有显著性标准.

2  结果

2.1 肝癌组织中MIF, VEGF和IL-8的表达 MIF在
肝癌和癌旁组织及正常肝组织中的阳性表达率

分别为72.5%, 90.0%和30.0%; VEGF的阳性表达

率分别为67.5%, 87.5%和20.0%; IL-8的阳性表

达率分别为62.5%, 82.5%和30.0%, 经χ2检验, 均
具有统计学意义(P <0.01). 以CD34标记的微血

管密度(MVD)值在肝癌的组织中计数值范围为

0-l6.71, 中位数为5.68. 经Pearson相关分析, 肝癌

组织中MIF, VEGF和IL-8的表达与MVD具有相

关关系(r = 0.284, P <0.05). MIF和VEGF的表达与

肿瘤的分化程度有关(P <0.05); MIF和IL-8的表

达同肿瘤有无包膜形成有关(P <0.05), 而且IL-8
的表达与肿瘤的大小有关(P <0.05); 并且MIF和
IL-8的表达与VEGF的表达呈正相关(r = 0.271, 
P <0.05). 经RQ-PCR检测, MIF mRNA在肝癌和

癌旁组织表达分别是正常肝组织的3.22和6.52
倍, VEGF mRNA在肝癌和癌旁组织表达分别是

正常肝组织3.78和4.64倍, IL-8 mRNA在肝癌和

癌旁组织表达分别是正常肝组织3.39和5.62倍, 
经t检验, 均具有统计学意义(P <0.05)(表1).表1).).
2.2 rMIF对人肝癌细胞的影响 rMIF在50 μg/L
组, 24 h对肝癌细胞的生长影响不明显(P >0.05), 
48 h后肝癌细胞的生长逐渐增加(P <0.05), 随
着浓度的增加和作用时间的延长, 肝癌细胞的

生长明显增加, 在72 h最为显著, 肝细胞的生长

■相关报道
MIF不仅是免疫
和炎症反应中必
要 成 分 ,  也 可 在
肿瘤细胞中表达, 
并且与较差的预
后和较高的肿瘤
转移危险性密切
相关, MIF在许多
肿 瘤 中 表 达 ,  如
淋巴瘤、前列腺
癌、乳腺癌、结
肠癌、肝和肺癌. 
有实验证明MIF
是诱导乳腺细胞
增 殖 和 抑 制 P 5 3
功能的关键的细
胞因子. Benedetti
发现IL-8像VEGF
一样可显著刺激
HDMEC增生, 说
明 IL-8在肿瘤细
胞和内皮细胞的
生长过程中起重
要 作 用 ,  I L - 8 和
VEGF共同作用时
可起协同效应, 使
凋亡细胞的数量
减少50%. 进一步
通过细胞实验发
现, MIF的刺激增
强了癌细胞VEGF
的分泌水平, 同时
也 上 调 了 V E G F 
mRNA表达MIF
在癌组织的高表
达, 说明有可能促
进肝癌细胞的增
殖和血管形成, 有
报道MIF与肝癌
和胃癌的血管形
成有关.
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与对照组相比有显著的差异(P <0.01). rMIF与
Bel-7402肝癌细胞共24 h后, 培养上清中VEGF
含量为900±265 ng/L, 对照组为180±50 ng/L, 
经t检验, 具有统计学意义(P <0.01);  IL-8含量为

39±22 ng/L, 对照组为47±34 ng/L, 经t检验, 无
统计学意义(P >0.05). rMIF刺激Bel-7402肝癌

细胞24 h后, 经RQ-PCR检测, 实验组肝癌细胞

VEGF mRNA表达是对照组的6.86倍(P <0.05); 
IL-8 mRNA的表达是对照组的1.23倍(P >0.05); 
说明rMIF刺激后, 肝癌细胞VEGF mRNA表达上

调, 而IL-8 mRNA的表达无明显变化.

3  讨论

MIF不仅是免疫和炎症反应中必要成分, 也可在

肿瘤细胞中表达, 并且与较差的预后和较高的

肿瘤转移危险性密切相关[2-3]. MIF在许多肿瘤中

表达, 如淋巴瘤[4]、前列腺癌[5-6]、乳腺癌[7]、结

肠癌[8]、肝[9]和肺癌[2]等. 我们的研究证实, MIF
在肝癌组织和癌旁组织分别有72.5%和90.0%表

达, 明显高于正常肝组织(P <0.001); 肝癌组织和

癌旁组织的mRNA分别是正常肝组织的3.22和
6.52倍(P <0.01), 肝癌组织MIF mRNA水平明显

低于癌旁组织, 癌旁组织的MIF mRNA是癌组

表 1 原发性肝癌组织MIF, VEGF和IL-8的表达与部分临床病理特点的关系

     
                                                                    MIF                                  VEGF                                             IL-8

                                                    蛋白      mRNA                   蛋白        mRNA                蛋白                 mRNA

性别       

    男                 33 22a 3.65±2.43 23 12.21±1.������ 22 5.00±4.62

    女                   7   7 2.07±1.02   4 12.57±1.72   7 4.3�±3.70

年龄       

    ≥60                 15 12 2.77±2.06 10 12.13±1.������ 11 4.67±2.61

    <60                 25 17 3.74±2.43 17 12.36±1.�����5 1����� 4.40±4.44

分化       

   Ⅰ�Ⅱ                 21 12a 4.50±2.64a   �a 13.05±1.�����6a 10 4.24±2.74

   Ⅲ�Ⅳ                 1� 17 2.13±0.�1 1����� 11.42±1.44 17 4.7�±4.�����1

大小       

    ≤5 cm                   5   2 2.30±0.������   4 11.10±0.22   3 �.10±5.73a

    >5 cm                 25 20 3.22±2.23 15 12.46±1.�1 16 3.70±3.41

多发                 10   5 4.30±2.�����3   ����� 12.40±2.01   7 4.20±1.��

分期       

   Ⅰ                   1   0                    1                    0 

   Ⅱ                 15   � 3.73±2.32   ����� 12.77±1.�����0   7 4.77±4.4�

   Ⅲ                 14 12 2.53±1.77 10 11.�0±1.�3 11 3.�����7±3.����������

    Ⅳ                 11   ����� 4.22±2.��   ����� 12.22±1.�����6   � 4.3�±1.�����0

包膜       

    有                 12   6a 3.65±2.43   6 12.1�±1.44   7 6.27±4.40a

    无                 2����� 23 3.24±2.30 21 12.32±2.03 23 3.65±3.26

癌栓       

    有                 11   ����� 3.40±12.65   �   12.2±31.66   7 3.77±3.04

    无                 2� 21 3.36±2.23 1����� 12.2�±1.�3 2� 4.7�����±4.0�

肝硬化       

    有                 33 23 3.4�±2.42 22 12.46±1.70 20 4.�����5±4.03

    无                   7   6 2.�����6±1.�����7   5 11.43±2.37   5 2.�����6±2.12

AFP       

    ≥400 mg/L 26 16 3.7�±2.43a 1� 12.1�±1.53 17 5.21±5.0�

    <400 mg/L  14 13 2.61±1.�5   ����� 12.43±2.3����� 10 4.12±2.������

HBSAg       

    阳性                 36 25 3.5�����±2.35 23 12.3�±1.65 26 3.�6±0.66

    阴性                   4   4 1.50±0.5�����   4 11.25±3.30   3 2.36±1.1�����

项目                              n

aP<0.05.

■创新盘点
肝癌的血管生成
促进因子有多种, 
如血管内皮生长
因子(VEGF)、血
小板源性生长因
子(PDGE)、转化
生长因子(TGF)、
表皮细胞生长因
子 ( E G F )、成纤
维细胞生长因子
(FGF)、肿瘤坏死
因子(TNF)、血管
趋化素、前列腺
素E1, E2及胰岛素
样生成因子等, 其
中以VEGF作用最
强. 肝癌血管生成
促进因子与抑制
因子以及他们之
间的相互作用关
系仍需进一步深
入研究. 本文重点
研究了MIF, IL-8
和VEGF对肝癌中
的作用及对血管
形成的影响以及
他们之间的相互
作用.
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织的2.03倍, 存在明显差异(P <0.05), 这与肝癌的

核酸代谢旺盛密切相关, 说明MIF有可能参与肿

瘤的生长和增殖. MIF是一种炎症因子, 在促进

各种炎性疾病的病理过程中, MIF促进细胞生长

的特性是其重要的机制. 有实验证明MIF是诱导

乳腺细胞增殖和抑制P53功能的关键的细胞因

子[10]. MIF在癌组织的高表达, 并且与MVD相关, 
说明有可能促进肝癌细胞的增殖和血管形成, 
有报道MIF与肝癌和胃癌的血管形成有关[11-12]. 

VEGF主要由癌细胞产生, 并启动了肿瘤血

管生长, 癌细胞可通过自分泌途径促进癌组织

内血管的生成[13-14]. 已有VEGF能强烈诱导血管

形成及刺激HCC复发转移的实验研究报告[15-16]. 
IL-8属于趋化因子CXC基因家族, 是一种多功

能的细胞因子. 他在许多肿瘤中都表达, 如乳腺

癌[17]、胃癌[18]、胰腺癌[19]和肝癌[20]. IL-8以旁分

泌方式与白细胞和血管内皮细胞表面的CXCR
受体结合, 促使白细胞趋化进入肿瘤组织和引

起内皮细胞增殖形成新生血管, 从而加速肿瘤

生长和转移[21]. 我们发现, 肝癌组织和癌旁组

织VEGF和IL-8表达高于正常肝组织, 并且与

MVD相关, 表明VEGF和IL-8有可能参与肝癌

的增殖和血管形成. 我们还发现, MIF mRNA和

IL-8 mRNA的表达与VEGF mRNA表达呈正相

关(P <0.05), 这说明MIF和IL-8参与肿瘤血管的

形成有可能是通过VEGF实现的. 有实验发现, 
MIF在多形性成神经胶质细胞瘤明显高表达, 在
体外实验发现, 缺氧和低血糖状态能明显上调

MIF的表达和促进血管形成, 同时MIF的表达同

VEGF的表达明显相关[22-23]. 肝癌细胞可以产生

IL-8, 是肝癌的一种血管生成因子[24]. 我们的实

验未证实MIF mRNA和IL-8 mRNA表达的相互

关系. 肝癌的血管形成和增殖是多种细胞因子

相互作用的结果, 从我们的实验可以说明MIF和
IL-8上调肝癌细胞VEGF的表达, 二者协同作用, 
促进血管的形成和肿瘤增殖. 

Benedetti et al [25]发现IL-8像VEGF一样可显

著刺激HDMEC增生, 说明IL-8在肿瘤细胞和内

皮细胞的生长过程中起重要作用, IL-8和VEGF
共同作用时可起协同效应, 使凋亡细胞的数量

减少50%. 进一步通过细胞实验发现, MIF的刺

激增强了癌细胞VEGF的分泌水平, 同时也上

调了VEGF mRNA表达; 但是IL-8的分泌水平和

mRNA的表达未见明显上调, 可能与这种肝癌细

胞不分泌或者仅分泌极微量的IL-8, 或者是通过

其他信号转导途径分泌其他细胞因子而发挥作

用. 但也有文献报道, MIF能刺激肝癌细胞分泌

IL-8, 促进肝癌细胞的侵袭和转移, 认为MIF与
肝癌的转移和血管生成有关[13]. 肿瘤血管形成

受正负调节因子的调节, 正调节因子主要包括: 
VEGF, bFGF, pIGF等, 他们起刺激和启动血管形

成的作用. 负调节因子包括各种抑素. 近年来认

为MIF是具有血管生成因子功能的炎症因子, 许
多肿瘤血管生成前都有MIF的过表达, 因而对肿

瘤细胞转移过程中的微血管形成具有重要的作

用. MIF作用于肿瘤细胞表面的受体, 使其分泌

VEGF, 从而促进血管内皮的形成. MIF还可以上

调其他细胞因子的, 如TGF-β, PDGF的表达, 并
与其共同作用促进肿瘤的增殖和血管的形成, 
Shimizu et al [26]采用背侧气囊技术在人黑色素瘤

模型也证实MIF抗体对肿瘤血管形成的抑制作

用, 说明MIF在肿瘤相关的血管形成中起着重要

的作用[27]. Chesney et al [28]将同源的B淋巴细胞注

入syngeneic小鼠体内, 观察在MIF多克隆中和抗

体缺乏/存在的情况下肿瘤的生长情况, 结果发

现, MIF的免疫中和抗体在肿瘤生长的初始阶段

明显影响肿瘤生长的大小; 然后用反义核算技

术抑制肿瘤形成部位MIF的形成, 取得了和MIF
特异性抗体一样的抑瘤效果, 抑制MIF的反义核

酸几乎完全抑制了肿瘤的生长. 进一步研究发

现, MIF的中和抗体不是抑制肿瘤细胞的增殖, 
而是抑制内皮细胞的生长. 说明MIF是内皮细胞

增殖和肿瘤血管生成的必需因子. 
我们研究MIF, VEGF和IL-8的表达与肝癌

临床病理特点的关系, 结果表明, MIF和VEGF的
表达与肿瘤的分化程度有关, 提示MIF和VEGF
与肿瘤的分化、发展有关, 说明他们能够成为

反映恶性肿瘤生物学行为及预后的重要生物学

标记物; MIF和IL-8的表达同肿瘤的包膜形成有

关, 提示癌细胞MIF和IL-8的表达可能影响了癌

细胞间的黏附性, 使癌细胞更加容易相互分离

移动, 向周围邻近组织及周围血管侵袭, 促进肿

瘤向远处转移或肝内播散. 而且IL-8的表达与肿

瘤的大小有关, 说明参与肿瘤的增殖与血管的

形成[29]. 
MIF作用特征之一是在许多生物学现象里

呈钟型的剂量依赖曲线, 如抑制巨噬细胞的迁

移, 这就说明高低浓度的MIF都可以对细胞的生

长起到调节作用. 我们采用不同浓度的MIF对体

外培养的肝癌细胞的生长影响进行研究, 结果

表明, 低浓度的就可以促进肝癌细胞的生长增

殖, 并且随着剂量增加和时间的延长其生长增

■应用要点
目前, 针对抑制肿
瘤血管新生的药
物有许多优点, 如
这类制剂作用广
泛, 可用于多种肿
瘤, 不诱导肿瘤细
胞的耐药性, 可多
次重复应用, 副作
用少等. 因此对抑
制生成因子的研
究无疑已成为当
前研究的新热点. 
随着对其的进一
步深入研究, 有可
能增加肿瘤治疗
有效的途径.
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 殖逐渐增强, 说明MIF能够促进肿瘤细胞的增殖

和生长. 
所以有理由推断, 在生长因子诱导细胞增

殖的作用中, MIF是生长因子依赖型血管生成的

介质, 可能是通过刺激肿瘤细胞分泌VEGF发挥

作用. MIF有可能用作肝癌治疗的一种新的靶点. 
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• 消息 •

中华医学会第七次全国消化系疾病学术会议征文通知

本刊讯  中华医学会消化病学分会定于2007-05上旬在山东省济南市召开第七次全国消化系疾病学术会议. 现

将会议的征文内容及有关事项通知如下.

1  征文内容

消化系统疾病的流行病学、基础及临床(包括内镜诊断和治疗)研究. 因会议论文交流将按下列组别进行分会

场交流, 故务必请在下列8个组别中选择1个您认为适合的交流组别, 并在论文摘要的右下角上标明.(1)功能性

胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; 

(5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性疾病; (7)胃肠激素; (8)其他.

2  征文要求

请提供800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论,注明作者的姓名、单位和邮

政编码. 并提供电脑打印稿(附软盘), 经所在的单位审查盖章后寄至中华医学会学术会务部刘亚君收(北京

东四西大街42号 邮编 100710), 信封上请注明会议名称. 请最好同时通过本次会议专用网站(网址: www.

assimilation2007.com)邮寄电子文稿和报名. 凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文,

不予受理. 截稿日期: 2007-02-28(以当地邮戳为准)
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Abstract
AIM: To explore the roles of psychosocial 
factors, enteric mucosal mast cells (MC) and 
5-hydroxytryptamine (5-HT) in the pathogenesis 
of irritable bowel syndrome (IBS).

METHODS: Hamilton anxiety scale (HAMA) 
and Hamilton depression scale (HAMD) were 
used to evaluate the psychosocial status of 27 
IBS patients and controls. Immunohistochemis-
try was used to examine the number of mucosal 
MC in ileocecal junction (ICJ), and the content of 
mucosal 5-HT in ICJ was detected by high-per-
formance liquid chromatography (HPLC) with 
an electrochemical detector. The relationship 
among the scores of HAMA and HAMD, the 
number of MC and the concentration of 5-HT 
were analyzed..

RESULTS: The scores of HAMA (18.26 ± 6.23) 
and HAMD (20.93 ± 6.96) in IBS patients were 
significantly higher than those in the controls 
(9.15 ± 4.91, 9.89 ± 5.31) (P < 0.05). The number 
of mucosal MC and the percentage of degranu-
lated MC in ICJ were significantly higher in 
patients with constipation predominant IBS (C-
IBS) (22.1 ± 6.5/HP, 35.4% ± 7.1%) and diarrhea-
predominant IBS (D-IBS) (28.4 ± 7.3/HP, 42.3% ± 
10.1%) than those in the controls (15.6 ± 6.9/HP, 
24.8% ± 7.2%) (P < 0.05), and they were also sig-
nificantly higher in D-IBS patients than those in 
C-IBS patients (P < 0.05). The concentration of 
ileocecal mucosal 5-HT in C-IBS (2669 ± 920 ng/
g) and D-IBS (2628 ± 906 ng/g) patients was 
markedly higher than that in the controls (1893 ± 
984 ng/g) (P < 0.05), and it was not significantly 
different between D-IBS and C-IBS patients (P 
> 0.05). The scores of HAMA and HAMD were 
positively correlated with the number of MC (r = 
0.784, 0.711) and the percentage of degranulated 
MC (r = 0.842, 0.860) in ICJ mucosa of IBS pa-
tients (P < 0.01), but not with the concentration 
of mucosal 5-HT (P > 0.05). The concentration 
of mucosal 5-HT was not correlated with the 
number of mucosal MC and the percentage of 
degranulated MC (P > 0.05).

CONCLUSION: IBS patients show the abnormal 
psychosocial status, increased number of MC, 
elevated percentage of degranulated MC and en-
hanced 5-HT in ICJ. The abnormal psychosocial 
factors are correlated with the increased number 
and degranulation of mucosal MC.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Pathogen-
esis; Psychosocial factors; Mast cell; 5-hydroxytryp-
tamine

C h e n  W K ,  Z o u  Y Y ,  L i  F J ,  L u o  D .  C h a n g e s  o f 
psychosocial factors, enteric mucosal mast cells and 
5-hydroxytryptamine in irritable bowel syndrome. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(1):46-50

摘要
目的: 探讨精神心理因素、肠黏膜肥大细胞

®

■背景资料
肠易激综合征是
由腹痛或腹部不
适伴排便异常组
成的一组肠功能
障碍性综合征, 无
任何器质性或异
常的生化指标. 该
病是胃肠病中最
常见的疾病之一, 
发病率甚高, 但其
发病原因和发病
机制至今尚不完
全明了.
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(MC)及5-羟色胺(5-HT)变化在肠易激综合征
(IBS)发病机制中的作用. 

方法: 应用汉密尔顿焦虑量表(HAMA)和汉密
尔顿抑郁量表(HAMD)分别对27例IBS患者和
27例对照者进行精神心理因素评分. 应用免疫
组化法检测回盲部肠黏膜MC含量. 应用高效
液相电化学检测法测定回盲部肠黏膜5-HT含
量. 应用直线相关分析焦虑抑郁评分、回盲部
肠黏膜MC数目和脱颗粒比率、5-HT浓度之
间的关系. 

结果: IBS组焦虑抑郁评分HAMA (18.26±
6.23)和HAMD (20.93±6.96)总分均明显高于
对照组(9.15±4.91, 9.89±5.31), 差异有显著
性(P <0.05). IBS组回盲部肠黏膜MC数目、

MC脱颗粒比率便秘型(22.1±6.5/HP, 35.4%
±7.1%)和腹泻型(28.4±7.3/HP和42.3%±

10.1%)明显高于对照组(15.6±6.9/HP和24.8%
±7.2%), 差异有显著性(P <0.05), 其中腹泻型
较便秘型明显升高(P <0.05). IBS组回盲部肠
黏膜5-H T浓度便秘型和腹泻型明显高于对
照组(2669±920, 2628±906 ng/g vs  1893±
984 ng/g, P <0.05), 其中便秘型和腹泻型相
比无显著性差异(P >0.05). IBS患者焦虑抑郁
评分与回盲部肠黏膜M C数目、M C脱颗粒
比率呈正相关性(r HAMA = 0.784, 0.842, r HAMD = 
0.711, 0.860, P <0.01), 与回盲部肠黏膜5-HT浓
度无明显相关性(P >0.05). IBS患者回盲部肠
黏膜5-HT浓度与MC数目、MC脱颗粒比率之
间无明显相关性(P >0.05).

结论: IBS精神心理因素异常, 回盲部肠黏膜
MC含量及活化比例增高, 5-HT浓度增高. 精
神心理因素异常与肠黏膜MC含量增加及肠
黏膜MC的脱颗粒有关.

关键词�� 肠易激综合征; 发病机制; 心理因素; 肥大

细胞; 5-羟色胺 
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
胃肠病中最常见的疾病之一, 发病率甚高, 但其

发病原因和发病机制至今尚不完全明了. 目前

的研究认为, IBS的发生与胃肠动力、内脏感

知、精神心理因素异常和肠道感染、脑-肠轴

之间的神经内分泌免疫网络功能紊乱有关[1]. 神
经内分泌免疫机制是近年来研究的热点. 现已

证明, IBS患者的精神心理异常高于一般人. 最
近研究发现, 精神心理应激可促进下丘脑释放

促肾上腺皮质激素释放因子, 能明显诱发IBS患
者腹部症状, 促进人和鼠的结肠运动、黏液分

泌、黏膜通透性及肥大细胞(MC)释放炎性介

质, 提示精神心理刺激可通过肠道免疫内分泌

等影响其功能. 我们研究IBS患者焦虑、抑郁积

分和结肠黏膜MC、5-HT的含量变化的关系, 探
讨他们在IBS发病机制中的作用, 为精神心理因

素与脑-肠轴的关系提供新的依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2004-08/2005-02门诊的IBS患者27
例, 其中腹泻型(D-IBS)14例, 便秘型(C-IBS)13
例, 平均年龄40.3(17-62)岁, 男12例, 女15例. 符
合RomeⅡ标准, 且无器质性疾病的“警戒”表

现, 大便常规+潜血、腹部B超、肠镜等检查缺

乏可解释症状的形态学改变和生化异常. 对照

组为无长期腹痛、腹胀、便秘、腹泻等消化道

症状的健康体检者、志愿者或单纯痔疮患者27
例, 平均年龄37.0(19-56)岁, 男13例, 女14例. 所
有IBS患者和11例对照者进行了结肠镜检查, 均
取回盲部黏膜4-5块, 1块用40 g/L中性福尔马林

液固定18 h后, 经系列乙醇脱水、二甲苯透明、

浸蜡、石蜡包埋, 用于检测肥大细胞; 其余几块

在生理盐水中稍漂洗后, 滤纸吸干, 精密分析天

平称质量后迅速置于-70℃冰箱保存, 用于5-HT
检测. 鼠抗人MC类胰蛋白酶抗体、抗鼠/兔即

用型快速免疫组化MaxVisionTM检测试剂盒

购自福州迈新生物技术开发有限公司. 5-HT对
照品购自Sigma公司. 乙腈(色谱纯)购自迪马公

司. Olympus电子结肠镜, Olympus CX21型光学

显微镜, 日本岛津公司LC-6A型液相色谱仪、

L-ECD-6A电化学检测器.
1.2 方法 由两名经过专门培训的医生对所有IBS
患者和对照者针对汉密尔顿焦虑量表(HAMA, 
由Hamilton于1959年编制, 包括14个项目)、汉

密尔顿抑郁量表(HAMD, 由Hamilton于1960年
编制, 用24项版本)中的问题进行交谈, 根据患者

的回答以及表现作出综合评定, 给予评分. 总分

是能较好地反映焦虑抑郁程度的指标, 即病情

越轻, 总分愈低; 病情愈重, 总分愈高. 肥大细胞

检测: 石蜡标本常规连续切片, 采用免疫组化方

法染色MC(参照试剂说明书). 每张切片随机选5

■研发前沿
目前的研究认为, 
I B S 的 发 生 与 胃
肠动力、内脏感
知、精神心理因
素异常和肠道感
染、脑-肠轴之间
的神经内分泌免
疫网络功能紊乱
有关. 精神心理因
素与脑-肠轴之间
的神经内分泌免
疫网络之间的互
动机制是近年研
究来的热门课题, 
而肠道中重要的
免疫细胞——肥
大细胞和神经介
质5-HT是其中的
研究热点.
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个高倍视野(40×10), 计数MC总数及脱颗粒MC
数. MC计数以平均每高倍视野的MC个数表示, 
脱颗粒MC比率则以脱颗粒MC数占总MC数的

比值表示. 5-HT检测采用高效液相电化学法测

定, 工作电压0.75 V. 高效液相电化学法最终结

果为黏膜所含的5-HT质量, 5-HT质量与黏膜质

量相比, 即为5-HT浓度(ng/g黏膜组织).
统计学处理 所有实验数据均以均数±标准

差表示, 用SPSS 11.0软件包进行统计. 两个样本

均数之间的比较采用t检验, 多个样本均数之间

的比较采用单因素方差分析(One-way ANOVA), 
焦虑抑郁评分、MC数目和脱颗粒比率、5-HT
浓度之间关系采用Pearson直线相关分析, P <0.05
为差异有显著性.

2  结果

2.1 焦虑抑郁评分 IBS组HAMA(18.26±6.23)
和H A M D(20.93±6.96)总分均明显高于对照

组(9.15±4.91和9.89±5.31), 差异有显著性

(P <0.05).
2.2 MC免疫组化 光学显微镜下MC呈卵圆形或

椭圆形, 散在于黏膜腺体之间, 并以小血管周

围多见, 胞质呈棕褐色, 细胞核不着色; 其中边

界模糊, 细胞周围有点、片状棕黄着色者为脱

颗粒MC(图1). IBS组回盲部黏膜MC数目、脱

颗粒比率均较对照组明显增多, 差异有显著性

(P <0.05); 其中腹泻型较便秘型明显增多, 差异

有显著性(P <0.05, 表1). 
2.3 5-HT检测结果 IBS组回盲部黏膜5-HT浓度

与对照组相比明显增高, 差异有显著性(P <0.05); 
其中便秘型和腹泻型相比无显著性差异(P >0.05, 
表1).

2.4 焦虑抑郁评分与MC含量和5-HT浓度的关系 
Pearson直线相关分析表明, IBS患者焦虑抑郁评

分与回盲部肠黏膜MC数目、MC脱颗粒比率呈

正相关性(P <0.01), 与回盲部肠黏膜5-HT浓度无

明显相关性(P >0.05, 表2). IBS患者回盲部肠黏

膜肥大细胞数目、肥大细胞脱颗粒比率与5-HT
之间无明显相关性(P均>0.05, 表2).

3  讨论

国内外研究显示, 心理社会因素与IBS密切相关, 
心理社会因素的异常可影响该病的发生、发展

和预后[2-5]. HAMA, HAMD心理量表是国际心

理学界公认的进行心理客观、量化测定的具有

权威性的标准量表, 我们采用其来评定IBS患者

的精神心理因素. 结果显示, IBS患者的焦虑、

抑郁评分明显高于对照组, 与国内外文献报道

一致[6-7], 说明IBS患者有明显的精神心理异常. 
已有研究表明, 情绪或应激可以改变结肠和小

肠运动, 并且可以提高胃肠道内脏感觉的敏感

性, 在功能性胃肠疾病发病机制中起重要作用[8]. 
MC表面有多种受体表达, 当细胞受体与其识别

的特异性抗原结合时, 可被激活而发生特征性

化学和形态改变, 称为过敏性脱颗粒, 能引起生

物活性介质的通道开放, 释放生物活性介质[9-10]. 

图 1 结肠黏膜MC染色(DAB×400). A: 正常人; B: IBS; C: 

正常脱颗粒; D: IBS脱颗粒.

表 1 IBS患者回盲部黏膜MC和5-HT

     
                                                      脱颗粒MC       5-HT浓度 

                                                            (%)                 (ng/g)

IBS组便秘型 13   22.1±6.5a   35.4±7.1a     2669±920a

IBS组腹泻型 14   28.4±7.3ac  42.3±10.1ac   2628±906a

对照组          11   15.6±6.9    24.8±7.2      1893±984

分组                 n        MC/HP

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  便秘型.

A B

DC

→ →

→

→

表 2 焦虑抑郁评分与MC, 5-HT的关系

     
指标              MC数目      MC脱颗粒比率    5-HT浓度

HAMA评分 

   r                         0.784               0.842              0.166

  P              0.000               0.000              0.408

HAMD评分 

  r              0.711               0.860              0.217

  P              0.000               0.000              0.278

5-HT浓度

  r              0.091               0.056 

  P              0.651               0.780

■创新盘点
通过研究IBS患者
精神心理因素和
结肠黏膜肥大、

5-HT的含量变化
的关系, 探讨他们
在IBS发病机制中
的相互作用, 此为
本研究的一大亮
点.

■应用要点
精神心理因素异
常与肠黏膜肥大
细胞含量增加及
肠黏膜肥大细胞
的脱颗粒有关, 为
探讨精神心理因
素与脑-肠轴之间
的神经内分泌免
疫网络之间的关
系提供了新的依
据.
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肥大细胞释放的生物活性介质包括: 生物胺、

酶、花生四烯酸及代谢产物、腺苷、神经肽、

细胞因子等. 他们作用既广泛又复杂多样: 可使

微血管平滑肌和通透性发生改变、使肠道平滑

肌收缩和舒张状态发生改变、调节腺体分泌功

能、调节机体免疫状态、使痛觉敏感性发生改

变等[11]. 我们发现, IBS患者回盲部黏膜MC数目

与MC脱颗粒比率均明显高于对照组, 其中腹泻

型明显高于便秘型. 与O'Sullivan et al [12]、董文

珠 et al [13]、王静 et al [14]的研究报道一致. 我们观

察到的MC数量多于以往报道, 可能与采用其特

异的鼠抗人MC类胰蛋白酶抗体标识MC有关. 
这是目前国际上检测MC数目和活性的最先进

方法, 与传统的HE、阿尔新蓝染色、醛品红-橙
黄G特染法有所不同, 具有更高的特异性和敏感

性. IBS患者MC增多和活性增强可解释: IBS肠
道高反应状态、肠道平滑肌运动异常、IBS患
者食物不耐受等现象[15-16]. 

5-HT是广泛存在于中枢神经系统和胃肠道

的一种单胺类神经递质, 具有多种生物学功能, 
参与胃肠运动、摄食、睡眠、情绪、认知及生

殖等在内的多种生理功能调控. 近年来其在IBS
发病机制中的作用倍受关注. 5-HT的调节胃肠

运动和内脏感觉功能以及与精神情志的关系可

能与IBS的病理生理关系密切[17-22]. 有不少研究

者发现[23-26], IBS患者血液中5-HT含量较对照组

升高, 但肠黏膜中5-HT含量的研究不多, 且不一

致. 因此检测肠黏膜中5-HT的浓度, 对于进一步

认识5-HT在IBS发病机制中的作用具有重要意

义. 我们发现, IBS患者结肠回盲部黏膜5-HT含
量增高, 与李兆申 et al [27]报道的结肠黏膜内分

泌5-HT的EC数量明显增加一致, 提示结肠黏膜

5-HT含量升高与IBS发病可能相关.
有研究表明, 焦虑和抑郁情绪积分与肠运

转的时间有相关性[28]. 焦虑和抑郁情绪还可降

低患者对内脏痛觉的阈值, 使患者对正常的生

理运动感知为异常的疾病症状. 精神心理因素

对胃肠道运动、感觉的影响是通过神经内分泌

免疫网络来实现的. 目前的研究认为, MC很可

能是在神经和免疫机制之间担当沟通作用的重

要免疫细胞, 而5-HT是一种广泛存在于中枢神

经系统和胃肠道的重要神经递质. 我们的研究

表明, IBS患者焦虑抑郁总积分和回盲部肠黏膜

MC数目、MC脱颗粒比率之间具有正相关性. 
这一现象可能与促肾上腺皮质激素释放因子和

神经紧张素有关[29-31]. 这提示精神心理异常对

胃肠道的运动、感觉功能的影响可能与肠黏膜

MC含量增加及诱导消化道的MC脱颗粒这一机

制有关. 但焦虑、抑郁总积分和回盲部肠黏膜

5-HT浓度之间无明显相关性, 可解释为5-HT只
是调节胃肠功能的多种重要神经递质中一种, 
IBS患者胃肠功能失调是多种神经递质综合作

用的结果, 但也可能与本实验检测例数较少, 实
验样本不能代表总体有关, 有待扩大样本量进

一步研究证实. 
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Abstract
Helicobacter pylori infection causes the defect of 
mismatch repair (MMR) in eucaryotes, and mi-
crosatellite instability (MSI) in gastric epithelial 
cells, which increases the spontaneous muta-
tion of relative genes, and finally results in the 
susceptibility to tumors in human bodies. DNA 
MMR can prevent the excessive proliferation of 
mutant cells and development of tumors by cor-
recting mismatched bases, which occur in the 
process of duplication and recombination, and 
inducing apoptosis of the cells in which DNA 
had been seriously impaired. The majority of the 
mutation in mismatch repair gene is the gene 
mutation in which substitution exceeds the ab-
sence or insertion of the single basic group. In 
MMR, hMLH1 and hMSH2 gene are the main 
controlling genes. Current research showed that 
H pylori infection might lead to functional defect 
of MMR, which had played an important role in 
the development of gastric carcinomas. In this 
article, we reviewed the correlations between H 
pylori infection and DNA mismatch repair sys-
tem.

Key Words: Mismatch repair; Microsatellite instabil-
ity; Helicobacter pylori ; Mutation; Tumor
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摘要
H  p y l o r i 感染导致了真核细胞错配修复
(mismatch repair, MMR)系统的缺陷, 在胃
上皮细胞中引起微卫星不稳定(micrsatellite 
instable, MSI), 使相关基因自发突变率增加, 
最终可导致机体对肿瘤的易感. DNA错配修
复功能通过纠正复制或重组过程中出现的错
配碱基、诱导DNA严重受损的细胞发生凋亡, 
从而阻止突变细胞过度增殖以及肿瘤的发生. 
在错配修复基因突变中, 绝大部分是点突变, 
以单个碱基的替代大于碱基的缺失或插入, 其
中hMLH1和hMSH2基因是DNA错配修复系
统的主要控制基因. 研究表明H pylori 的感染
及其导致的错配修复系统功能缺陷在胃癌的
发生、发展中起着主导作用.

关键词�� 错配修复; 微卫星不稳定; 幽门螺杆菌; 突

变; 肿瘤
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )是上消

化道疾病的主要致病菌, 在我国普通人群的感

染率高达50%-80%, 并仍以每年1%-2%的速度

增加, 每年新增感染病例超过1200万人. H pylori
的感染不但与B型胃炎和消化性溃疡的发生有

密切关系, 而且与肠道的MALT淋巴瘤和胃癌的

发生也有重要关系, 已被世界卫生组织国际癌

症研究机构列为第一类致癌原[1-5]. 虽然H pylori
致癌机制一直是研究的热点, 但其结果至今进

展缓慢 .  随着分子生物学研究的飞速发展 ,  
H pylori基因组和蛋白质组学研究的深入, 给广

大科研工作者带来了曙光. 最近研究发现, 肿瘤

的发生与DNA错配修复系统的缺陷有关, 表现

www.wjgnet.com
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■背景资料
最近研究发现肿
瘤的发生与DNA
错配修复系统的
缺 陷 有 关 ,  而H 
pylori 感染可以直
接导致胃黏膜细
胞DNA错配修复
系统的缺陷, 这为
阐明H pylori 致癌
机制奠定了基础.



为hMSH2和hMLH1蛋白以及其他错配修复系统

蛋白的数量减少以及相对应的mRNA减少[6-10], 
而H pylori感染可以直接导致胃黏膜细胞DNA
错配修复系统的缺陷, 这为阐明H pylori致癌机

制奠定了基础[11].
自1970年代在大肠杆菌中发现MutHLS途

径的DNA错配修复(mismatch repair, MMR)系统

以来, 人们对MMR系统在人类肿瘤发生中的作

用及作用机制进行了大量的研究, 取得了令人

曙目的成就. 大家知道, 肿瘤是由基因突变引起, 
基因突变可由微生物、致癌剂等引起, 也可由

DNA代谢过程中的碱基错配引起, 为保证遗传

物质的完整性和稳定性, 细胞有许多防止基因

突变的系统, 而这些系统包括: (1)切除修复; (2)
损伤碱基的直接修复; (3)错配修复; (4)重组修

复; (5)跨损伤DNA合成. 而MMR基因能纠正由

于DNA重组和复制产生的碱基错配. MMR系统

不仅通过纠正由于DNA重组和复制产生的碱基

错配而保持基因组的稳定和真实, 而且还通过

诱导DNA受到严重损伤细胞的凋亡而消除由突

变细胞生长而形成的癌变[12-14], 如果发生错配修

复基因的突变, 则将导致患癌的风险率大大的

提高[15], 因此本文就MMR及其与H pylori关系的

研究进展作一综述. 

1  MMR基因的结构与生物学特性

M M R是细胞复制后一种修复机制, 起着维持

D N A复制保真度、控制基因突变的作用 ,  在
修复反应过程中, 通过对模板链与新生链甲基

化程度差异的识别来完成 .  目前发现参与错

配修复功能的基因有9个: 即hMSH2, hMSH3, 
hMSH4, hMSH5, hMSH6(GTBP), hMLH1, 
hMLH3, hPMS1和hPMS2, 前5个与大肠杆菌

Muts同源, 后4个与MutL同源. 人类和大肠杆菌

MMR系统存在差异, 大肠杆菌Muts和MutL蛋
白质形成同源二聚体, 而人类则形成异源二聚

体. 其中hMSH2和hMLH1在遗传性非息肉性大

肠癌(hereditary nonpolyposis colorectal cancer, 
HNPCC)以及肠道的其他恶性肿瘤中有较高比

例的突变率[16].
hMSH2是第一个被分离得到的人类MMR

基因, 该基因与E.coli  MutS高度同源, 为重要的

DNA错配修复基因, 其产物参与甲基导向错配

修复途径, 起识别DNA错配并启动修复反应的

作用. 人的hMSH2位于染色体2p21-22上, 其基

因组DNA全长约73 kb, 含16个外显子, 其中第3

52                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R            世界华人消化杂志         2007年1月8日       第15卷       第1期

外显子最长, 有279 bp, 11外显子最短, 仅98 bp. 
cDNA全长3111 bp, 含有2727 bp的开放读码框

架, 翻译后编码一种由909个氨基酸残基组成

的蛋白质, 其氨基酸序列有41%与酵母MSH2
相同, 高度保守区同源性达85%, 最保守区位于

573-764氨基酸序列处. 而hMLH1于1994年被克

隆, 为E.coli  MutL的高度同源基因, 人的hMLH1
位于染色体3p21.3-23上, 其基因组DNA全长约

58 kb, 含19个外显子,  cDNA有2268 bp的开放读

码框架, 编码由756个氨基酸残基组成的蛋白质, 
与酿酒酵母的MLH1高度同源, 其氨基酸产物同

源性达41%, 保守区同源性51%[17]. 体外实验表

明, hMSH2蛋白能与DNA双链中的G-T, A-C错
配特异系性结合, 还能与(CA)4及含14个碱基的

IDL型错配结合. 目前已证实hMSH2以复合蛋

白质的形式与错配进行结合, 这种错配结合因

子是由两种不同的蛋白质组成的异源二聚体, 
能够特异性地识别并结合错配的DNA序列, 而
hMLH1则以形成多聚复合物的方式参与错配修

复反应, 可能与细胞烷化剂耐受及细胞周期检

验点有关.

2  MMR功能缺陷致癌机制

DNA通常是以A和T, G和C之间通过氢键互补而

形成稳定的双螺旋结构, 当双螺旋DNA之间的

配对碱基由于各种因素的作用而发生配对错误

时, 就形成了DNA错配. MMR基因是生物进化

过程中的保守基因, 具有修复DNA碱基错配, 增
强DNA复制忠实性, 维持基因组稳定性, 降低自

发性突变的功能. DNA错配修复通过纠正复制

或重组过程中出现的错配碱基、诱导DNA严重

受损的细胞发生凋亡, 使细胞基因组的稳定性

提高近1000倍. 人类MMR蛋白在进化过程中是

高度保守的, 在双链特异性错配修复和错配修

复依赖性凋亡信号传导起始过程中发挥重要作

用. MMR编码基因的失活可导致基因组的不稳

定, 特别是在一些简单的核甘酸重复序列, 并导

致一些肿瘤的发生. 错配修复基因突变怎样引

起肿瘤仍不清楚, 可能与下述原因有关: 一方面

使DNA复制过程中含简单重复序列的同源顺序

发生遗传重组而出现简单重复序列长度的变异, 
表现为肿瘤细胞中的微卫星DNA不稳定; 另一

方面, MMR缺陷会使发生在某些原癌基因和抑

癌基因中的突变得到快速积累, 并最终影响到

正常细胞的增殖调控[18-20]. 总之, 错配修复功能

缺陷可能通过以下三条途径促进肿瘤的发生与
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■研发前沿
hMLH1和hMSH2
是DNA错配修复
的主要控制基因, 
其表达的失活与
该启动子区高甲
基化有关, 研究胃
癌组织中hMLH1, 
hMSH2的表达与
DNA甲基化的关
系, 是目前的研究
热点及重点.

■相关报道
Nan et al 对110例
胃癌患者以及220
例健康对照者进
行了研究, 结果发
现hMLH1启动子
超甲基化与MSI
密切相关, MSI阳
性患者hMLH1启
动子甲基化率达
到了71.4%, 因此
作者提出MMR可
能参与了胃癌的
发生.
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发展. 
2.1 增加癌基因和/或抑癌基因的突变率 基于肿

瘤细胞中如此高频率的基因突变, 有学者认为

肿瘤细胞应该具有突变子表型, 使得基因突变

事件不断放大与积累, 导致大量的错误信息遍

布整个基因组, 从而引起基因组内由1-6个核苷

酸的大量简单重复序列即微卫星不稳定(micro-
satellite instability, MSI), 使相关基因自发突变

率增加, 引起各种相应的功能紊乱, 最终导致机

体对肿瘤的易感[21-24]. 微卫星DNA是由1-6个核

苷酸组成, 具有高度多态性的简单串联重复序

列, 其重复可达10-50次, 广泛分布于原核和真核

生物基因组中, 在真核细胞中最常见的微卫星

序列为(CA)n, 重复的单位可以完全相同, 可以是

具有间隔的重复单位. 从基因结构分析知道, 微
卫星序列位于启动子、基因编码区、内含子区

域、内含子与外显子的交接区, 因此认为对启

动子、重组位点或DNA拓扑酶结合位点具有调

控作用. 如果错配修复功能缺陷, 常常导致微卫

星的不稳定[25-26], 同时也导致肿瘤对化疗药物的

耐受[27-28]. 因此有学者认为肿瘤的发生可能是: 
错配修复功能缺陷→细胞突变子表型→癌基

因、抑癌基因突变→肿瘤的形成. 这在遗传性

非息肉性大肠癌(hereditary nonpolyposis colorec-
tal cancer, HNPCC)、胃癌、胰腺癌以及乳腺癌

等肿瘤中得到证实.
2.2 重要的功能基因发生遗传不稳定 错配修复

功能缺陷除了导致微卫星序列不稳定外, 更为

重要的是使一些重要的功能基因发生遗传不稳

定. 细胞的生长是由细胞生长因子和细胞生长

抑制因子的调控来实现的, 这些因子通过与细

胞膜上的相关受体结合而启动细胞内的信号传

递链. 肿瘤的发生可通过上调细胞生长刺激因

子来完成, 也可以通过下调细胞生长抑制因子

来促使肿瘤的发生.
2.3 通过化学物质使细胞损伤导致肿瘤的发生  
在正常的情况下, 当细胞受到环境致癌物如多

环芳烃(PAHs)、二恶英(TCDD)以及其他矿物他矿物矿物

质等致命损伤后, 错配修复机制可以有效识别

其错配, 引起一系列切除和再合成, 最终由于造

成DNA双链缺口使DNA复制受阻而导致细胞凋

亡. 当错配修复功能缺陷时, 细胞在受到PAHs, 
TCDD以及其他矿物质等致命损伤后, 细胞不会他矿物质等致命损伤后, 细胞不会矿物质等致命损伤后, 细胞不会

停顿在G2期进行修复或发生凋亡, 而是继续复

制, 使大量错误信息在细胞内不断积累, 最终导

致细胞恶变, 研究发现肠道中确实存在PAHs等

烷化剂, 由于对其耐受, 错配修复功能缺陷的细

胞具有生长的优势, 从而使其更容易出现突变, 
加速肿瘤的发生[29].

3  MMR与胃癌

肿瘤的发生过程中, 表型遗传修饰对肿瘤相关

基因的表达起调控作用, 主要有总基因组甲基

化水平降低, 癌基因的低甲基化和抑癌基因的

高甲基化及抑癌基因的低乙酰化. 其中, DNA
错配修复基因的失活与基因的甲基化紊乱密切

相关, hMLH1和hMSH2是DNA错配修复的主要

控制基因, 其表达的失活与该启动子区高甲基

化有关, 胃癌的发生也不例外[30-31]. 在人散发性

肿瘤中, 胃癌具有较高的MSI, MMR的突变可

导致MSI的产生, 因此MMR系统与胃癌之间存

在密切的关系[32], 同时错配修复蛋白hMLH1和
hMSH2减少或丧失也提示肿瘤患者预后不良[33]. 
研究证实, 在胃癌MSI阳性的肿瘤中存在MMR
基因的突变, 有学者探讨了hMLH1启动子甲基

化与胃癌的关系, 结果显示hMLH1启动子高甲

基化达到76.9%, 而且证实hMLH1启动子甲基

化与hMLH1转录失活及大部分MSI阳性胃癌中

MMR缺陷有密切的关系. Nan et al [34]对110例胃

癌患者以及220例健康对照者进行了研究, 结果

发现hMLH1启动子超甲基化与MSI密切相关, 
MSI阳性患者hMLH1启动子甲基化率达到了

71.4%, 因此作者提出MMR可能参与了胃癌的

发生.

4  H pylori 与MMR

H pylori是上消化道疾病的主要致病菌, 动物实

验表明H pylori能够导致蒙古沙鼠胃癌的发生, 
已被世界卫生组织国际癌症研究机构列为第一

类致癌原. 而H pylori是怎样导致肿瘤的发生, 其
确切机制目前还不清楚. 最近研究表明H pylori
感染可直接导致胃黏膜细胞DNA错配修复系统黏膜细胞DNA错配修复系统膜细胞DNA错配修复系统

的缺陷, 从而导致复制差错阳性, 表现为微卫星

不稳定. Park et al [35]研究认为H pylori的感染导

致了错配修复系统的缺陷, 在胃上皮细胞中引

起了MSI, 这就代表了H pylori早期致癌作用中

基因突变、积累的一个重要机制. 在对60例胃

炎及消化性溃疡患者H pylori感染根治前后的

研究中发现, 根除H pylori之后, 胃黏膜上皮细胞黏膜上皮细胞膜上皮细胞

hMLH1和hMSH2表达与根治前相比显著性地

增加, 而未根除H pylori的患者, 其错配修复蛋白

则没有任何改变, 说明H pylori感染干扰了DNA

■应用要点
研究证实, H pylori
的感染及其导致
的错配修复系统
缺陷在胃癌的发
生、发展中起了
一定作用, 这为预
防肿瘤发生、发
展和为肿瘤的基
因治疗提供了可
靠的分子生物学
理论依据 .  同时 , 
随着人们对MMR
缺陷与肿瘤发生
的关系的进一步
认识 ,  对hMLH1
和hMSH2等错配
修复蛋白的检测
将有望应用于临
床,作为胃癌的早
期诊断指标之一, 
从而为肿瘤学的
临床应用开辟一
个新的领域.
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错配修复系统, 而根除H pylori之后, DNA错配

修复系统至少部分是可以逆转的. Ma et al [36]探

讨了胃癌患者H pylori感染与hMLH1和hMSH2
相互作用及其机制, 在癌组织中, H pylori感染组

hMLH1和hMSH2表达率分别是77.2%和56.8%, 
而未感染组87.5%和81.3%; 在癌周围组织中, 
H pylori感染组hMLH1和hMSH2表达率分别是

86.4%和29.5%, 而未感染组96.9%和43.8%; 在
胃炎的黏膜中,黏膜中,膜中, H pylori感染组hMLH1和hMSH2
表达率分别是88.5%和38.5%, 而未感染组则是

91.7%和50.5%. 因此作者认为H pylori感染引起

了hMLH1和hMSH2低表达是H pylori致癌的分

子基础. K i m e t a l [37]通过胃癌细胞株分别与

H pylori、细菌浸液、空肠弯曲杆菌或大肠杆菌

共培养探讨了H pylori感染对错配修复蛋白表

达及mRNA的影响, 结果显示, 与H pylori培养的

细胞株呈剂量依赖性降低错配修复蛋白的表达, 
上述现象也见于共培养的热敏感H pylori产物, 
因此作者认为H pylori感染导致了错配修复蛋

白的减少, 推测与H pylori诱导的错配修复基因

mRNA的减少有关. 大量的实验表明, H pylori感
染导致胃上皮细胞错配修复系统的缺陷, 表现

为hMSH2和hMLH1蛋白以及其他错配修复系统他错配修复系统错配修复系统

蛋白的减少以及相对应的mRNA减少, 这就增加

了胃上皮细胞发生突变积累的可能性以及发生

胃癌的危险性.

5  展望

肿瘤的发生是多因素综合作用的结果, 而H py-
lori的感染及其导致的错配修复系统缺陷在胃癌

的发生、发展中起着主导作用, 因此为预防肿、发展中起着主导作用, 因此为预防肿发展中起着主导作用, 因此为预防肿

瘤发生、发展和为肿瘤的基因治疗提供可靠的、发展和为肿瘤的基因治疗提供可靠的发展和为肿瘤的基因治疗提供可靠的

分子生物学理论依据. 在预防和根治H pylori感
染方面, 取得了显著的效果, 采用三联或四联药

物根除H pylori感染可达到60%-95%, 随着近年

来基因工程技术、疫苗技术的发展以及H pylori
基因组、蛋白质组学的研究进一步深入, H py-
lo r i 疫苗的研究也取得长足进步, 为彻底根除

H pylori感染及其相关性疾病奠定了基础. 同时

随着对MMR系统深入研究的进行, 人们对MMR
缺陷与肿瘤发生的关系、对hMLH1和hMSH2等
错配修复蛋白检测的意义也有了更进一步的了

解和深刻的认识, 相信不久的将来, 将找到一些

特异性强、敏感性高和相对简便的实验方法来

筛查高危人群等, 实现对肿瘤的早期预防、早

期诊断、早期治疗的目的, 为肿瘤学的临床应

用开辟一个新的领域.
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■同行评价
本文研究了幽门
螺杆菌与DNA错
配修复系统之间
的 关 系 ,  选 题 新
颖 ,  科 学 价 值 较
高, 具有一定的指
导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the immunologic response 
to pcHBV-CD80, a hepatitis B virus (HBV) small 
gene chimeric DNA vaccine containing CD80, in 
mice.

METHODS: Five randomly divided mouse 
groups were inoculated twice at a 2-week in-
terval by intramuscular injection with pcHBV-
CD80 (containing HBV-preS2 120-134, core 
47-56, core 57-76, core 170-180 and human CD80 

genes), pcHBV (containing HBV-preS2 120-134, 
core 47-56, core 57-76 and core 170-180 genes), 
pcDNA-CD80 (containing human CD80 gene), 
pcDNA3.1(empty plasmid), and normal saline, 
respectively. The levels of specific antibodies, 
interferon-γ (IFN-γ) and the rate of lymphocyte 
transformation in the mice were detected..

RESULTS: Both plasmids pcHBV-CD80 and 
pcHBV induced the production of specific an-
tibodies, and the levels of anti-preS2 and anti-
HBc were not significantly different between the 
former two groups (anti-preS2: 15125.52 nkat/L 
vs 14463.56 nkat/L; anti-HBc: 7607.35 nkat/L vs 
7711.21 nkat/L; both P > 0.05). However, pcH-
BV-CD80 had a higher efficacy in increasing the 
production of γ-IFN (1266.7 ng/L vs 986.3 ng/L, 
P < 0.01) and lymphocyte transformation rate 
than pcHBV did..

CONCLUSION: HBV small gene chimerical DNA 
vaccine containing CD80 can stimulate the spe-
cific humoral and cellular immunologic responses 
in mice..

Key Words: Chimeric DNA vaccine; Small gene; 
CD80 molecule; Hepatitis B virus

Zhang JJ ,  Yang XD, Shi  XL,  Yuan ZP,  Wang C. 
Immunologic response to a hepatitis B virus small gene 
chimeric DNA vaccine in mice. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(1):61-63

摘要
目的: 探讨含C D80的乙肝病毒小基因嵌合
DNA疫苗的免疫应答.

方 法 :  以 乙 肝 病 毒 小 基 因 嵌 合 D N A 疫 苗
pcHBV-CD80(含CMV启动子、HBV-preS2片
段、HBV-C片段和CD80)、pcHBV (含CMV
启动子、HBV-preS2片段、HBV-C片段), 以及
质粒pcDNA-CD80、pcDNA3.1和生理盐水, 
im免疫小鼠2次(间隔2 wk), 末次接种后2 wk
时检测特异性抗体、γ-IFN水平和淋巴细胞转
化率.

结果: 质粒pcHBV-CD80和pcHBV免疫后均

www.wjgnet.com

■背景资料
我国现在HBV感
染 者 多 达 1 . 2 亿 , 
部分感染者可能
演 变 为 肝 纤 维
化、肝硬化和肝
癌. 机体对外周血
循环中乙肝病毒
的清除, 主要依靠
抗-HBs;  而要彻
底清除受感染肝
细胞内的HBV, 则
需 要 针 对 C 抗 原
的细胞免疫功能, 
即  CTLs的功能 . 
乙肝病毒感染慢
性化或持续感染
的成因, 在病毒方
面, 主要是基因变
异(包括S区和/或
C区)导致的免疫
逃避; 宿主方面的
因素比较复杂, 包
括H B V特异性T
细胞克隆排除、

病毒基因产物引
起的免疫耐受、

CTLs细胞不能到
达之部位发生的
感染等. 其中, 免
疫耐受是主要原
因. 所以, 打破乙
肝病毒免疫耐受, 
应该是彻底治愈
乙肝病毒感染的
有效途径.

 
wcjd@wjgnet.com 
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可检测到特异性的抗体, 抗-preS2在pcHBV-
CD80组和pcHBV组分别为15125.52 nkat/L
和14463.56 n k a t /L;  抗 -H B c在p c H B V-
CD80组和pcHBV组分别为7607.35 nkat/L
和7 7 11 . 2 1  n k a t / L ,  两组间无明显差异 ; 
但 p c H B V- C D 8 0 更能增加 γ - I F N 的产生
(1266.7 ng/L vs  986.3 ng/L, P <0.01), 并增强
免疫小鼠的激淋巴细胞转化.

结论: 含CD80的乙肝病毒小基因嵌合DNA
疫苗可诱导特异性的体液免疫和细胞免疫
应答.

关键词�� 嵌合DNA疫苗; 小基因; CD80分子; 乙型肝

炎病毒

张建军, 杨向东, 史小玲, 袁志平, 王超. 小鼠对乙肝病毒小基因
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0  引言

机体彻底清除受感染肝细胞内的乙肝病毒

(H B V), 需要针对C抗原的细胞免疫功能, 即 
CTLs的功能[1]. 我们选择已经明确之HBV preS2

区主要编码B细胞表位的基因, 与C区T细胞表位

编码基因相嵌合, 构建了小基因DNA疫苗, 再将

共刺激因子CD80嵌合新型的疫苗, 免疫小鼠后, 
研究该新型疫苗在小鼠中的体液免疫和细胞免

疫应答情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 嵌合乙肝小基因DNA疫苗pcHBV和

pcHBV-CD80由本室构建, 经测序确认前者含

编码HBV-preS2 120-134, Core 47-56, Core 57-76, 
Core 170-180位多肽的嵌合基因, 后者含上述基

因和人CD80基因(另文发表); 6 wk龄、清洁级的

健康小鼠C57BL/6N, 由泸州医学院实验动物中

心提供, 体质量18-22 g. 随机分为(1)pcHBV-CD80
疫苗组; (2)pcHBV组; (3)pcDNA-CD80组; (4)空载

体pcDNA3.1组和(5)空白对照组; 每组10只, 雌雄

各半; 抗-preS2和抗-HBc EIA检测试剂盒购自北

京肝炎试剂研制中心; IFN-γ检测试剂盒由晶美

公司提供; MTT细胞增殖试验试剂盒购自Roche
公司. 
1.2 方法 取纯化后的质粒DNA 10 μL稀释至含

9 g/L NaCl溶液的3 mL比色皿中, 以生理盐水为

空白对照, 以A 260/A 280≥1.8为纯度合格要求, 稀
释质粒DNA至1. 0 g/ L, -20℃保存备用. 第(1)、

(2)、(3)、(4)组每只小鼠两侧股四头肌共注射

100 μL(每侧50 μL) 相应质粒DNA, 第(5)组即空

白对照组同法注射100 μL生理盐水; 2 wk后同

法加强免疫一次. 
1.2.1 抗-preS2、抗-HBc和IFN-γ的检测 末次免

疫后2 wk处死小鼠, 心脏采血, 3000 r/min离心

30 min分离血清,  -20℃冻存, 按北京肝炎试剂研

制中心的抗-preS2和抗-HBc EIA检测试剂盒进行

检测, 方法按说明书进行. IFN-γ的检测, 按晶美公

司ELISA检测试剂盒说明书操作. 
1.2.2 脾淋巴细胞转化实验 于免疫后的第5周, 每
组随机抽取5只小鼠, 无菌取脾, 常规方法制备脾

细胞悬液, 用1640液调细胞浓度至1×1010/L时, 
作ConA(5 mg/ L)刺激, 并以单纯1640培养液作对

照孔; MTT(5 mg/L) 染色, 测A 570, 计算刺激指数

(SI)∶SI = ConA 刺激孔A均值/对照孔A均值. 
统计学处理 组间计量资料采用校正t检验, 

双侧检验, α = 0.05.
 
2  结果

2.1 诱导小鼠抗-p reS2、抗-HBc和IFN-γ的产

生 免疫后第2周, 抗-preS周, 抗-preS, 抗-preS2在(1)和(2)组分别可

检测到15 125.52±377.24 nka t/L和14 463.56
±331.07 nkat/L; 抗-HBc在(1)和(2)组分别可

检测到7607.35±428.59 n k a t/L和7711.21±
312.90 nkat/L, 两组抗体滴度无显著差异; 而(3), 
(4), (5)组未检测到相应抗体. IFN-γ的产生, 在不

同的组间, 出现比较大的差别: (1)组平均值高达

1266.7 ng/L, (2)组也平均产生了986.3 ng/L, (3)
组平均533.6 ng/L, (4)组和(5)较低(表1). 
2.2 淋巴细胞转化实验结果 (1), (2), (3), (4)和
(5)组的淋巴细胞转化实验刺激指数均值分别为

4.914±0.667、3.421±0.352、2.353±0.264、
1.356±0.135和1.313±0.198, (1)组与其他各组他各组各组

有显著性差异; (2)组与(3), (4)和(5)有显著性差

异; (3)组与(4)和(5)有显著性差异; 而(4)和(5)间
无差异.
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表 1   IFN-γ的检测结果(mean±SD, ng/L)

(1)  pcHBV�CD80    1266.7±102.4a

(2)  pcHBV                       �86.3±86.3b

(3)  pcDNA�CD80      533.6±55.�c

(4)  pcDNA3.1      165.8±3�.5e

(5)  生理盐水                       144.3±24.�

组别      疫苗                              IFN-γ

aP<0.01 vs  其他各组; bP<0.05 vs  (3)(4)(5)组;  cP<0.05 vs  (4), (5)
组; eP>0.05 vs  (5)组.

■创新盘点
以往对乙型肝炎
DNA疫苗的研究
重点, 在于筛选有
效的目的基因, 以
及目的基因与细
胞因子嵌合后的
免疫增强效应. 本
文采用基因重组
技术, 将乙肝小基
因与协同刺激信
号  CD80基因融
合, 构建成融合乙
肝DNA疫苗 ,  旨
在提高乙肝DNA 
疫苗的免疫效果, 
可望通过基因免
疫 ,  获 得 免 疫 原
性强、以低剂量
即可有效刺激机
体产生T细胞和B
细胞应答、安全
可靠的新型乙肝
DNA疫苗.



3  讨论

1970年代, 乙型肝炎(HB)病毒(HBV)的发现和

HB的肆虐, 催生了HBV疫苗. 30余年来, HBV疫

苗的种类已由最初单一血源HBV疫苗发展为目

前的多种基因重组HBV(rHBV)疫苗[1-3], 而用于

免疫治疗研究的, 则多为核酸疫苗(DNA疫苗). 
蛋白质抗原抗原提呈细胞摄取后, 将被降

解成8-12个氨基酸的短肽, 这些短肽带有不同

的抗原表位, 分别与MHCⅠ类和MHC Ⅱ类分

子结合并被提呈到细胞表面, 与MHCⅠ类分子

结合的短肽激活CD8+T细胞(CTL), 与MHCⅡ类

分子结合的短肽激活CD4+T细胞, 而分泌到细

胞外的抗原则被表达相应抗体的B细胞捕捉, 并
在T h细胞分泌淋巴因子的刺激下转化为浆细

胞, 大量分泌抗体. 人体感染HBV后, 血清中病

毒主要依靠特异性保护抗体, 即抗-HBs清除, 而
肝细胞中的病毒, 则需要特异性细胞毒淋巴细

胞(CTLs)来清除, 主要是针对HBcAg的CTLs[4-5]. 
根据这个原理, 治疗慢性HBV感染的疫苗, 应该

满足既能诱导体液免疫、又能激发细胞免疫. 
DNA疫苗, 或核酸疫苗, 应用于慢性HBV感染

治疗的研究, 已经取得了初步的效果. DNA疫苗

可以明显增强受试者的细胞免疫应答[6-7]. 而只

含有HBcAg第18-27位氨基酸的疫苗, 也能诱导

明显的T细胞应答[5], 说明只含有B细胞表位和T
细胞表位的疫苗, 能够取代大分子的亚组分疫

苗. 本研究选择含编码HBV-preS2  120-134, Core 
47-56, Core 57-76, Core 170-180位多肽[8]的嵌合

基因, 所构建的DNA疫苗, 在小鼠体内, 能够诱

导出特异性抗体, 也能有效刺激γ-IFN和淋巴细

胞转化. 国内赫兢等研究也发现, HBV preS2核

酸疫苗的免疫接种效果, 比S核酸疫苗好[9]. 
有研究显示 ,  与乙肝疫苗强应答者相比 , 

无、弱应答者外周血单个核细胞(P B M C)体
外对外源性r H B s A g刺激的增殖反应明显低

下, PBMC 共刺激分子CD80, CD86的表达显

著降低, IL-12和IL-10的产生均有所减少, 说明

rHBsAg诱导的免疫应答中, 共刺激信号以及促

进TH1细胞和TH2细胞增殖分化的细胞因子都

明显不足[10]. 向机体APC细胞提供CD80分子, 
增加表达, 应该是解决该问题的思路之一. 本研

究所构建的嵌合DNA疫苗pcHBV-CD80, 尽管

在诱生抗体水平, 与无CD80质粒间无差异, 但
其IFN-γ水平、淋巴细胞转化方面, 明显优于无

CD80质粒. 本研究显示, preS2区主要编码B细

胞表位的基因, 与C区T细胞表位编码基因, 以及

CD80嵌合的新型疫苗, 能够有效诱导机体体液

免疫和细胞免疫应答. 
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是重要的, 也比较
新, 通过研究得出
了一定的数据与
结果, 提供了有意
义的信息. 本文具
有科学性与一定
的创新性.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年1月8日; 15(1): 56-60
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

钙离子信号调节亲环素配体研究进展

程勇前, 成 军

程勇前, 中国人民解放军302医院病毒性肝炎研究室 北京市 
100039
程勇前, 军事医学科学院在读博士研究生 北京市 100850
成军, 北京地坛医院 北京市 100011
通���������������� 程勇前, 100039, 北京市, 中国人民解放军302医院病
毒性肝炎研究室. cheng.yq@126.com
电话: 010-66933392
收稿日期: 2006-10-09 ��日期: 2006-10-1�: 2006-10-09 ��日期: 2006-10-1�2006-10-09    ��日期: 2006-10-1�: 2006-10-1�2006-10-1�

Research progress in calcium-
modulating cyclophilin ligand 

Yong-Qian Cheng, Jun Cheng

Yong-Qian Cheng, Department of Viral Hepatitis, the 302 
Hospital of Chinese PLA, Beijing 100039, China
Yong-Qian Cheng, Doctor in Reading, Academy of Mili-
tary Medical Sciences, Beijing 100850, China
Jun Cheng, Beijing Ditan Hospital, Beijing 100039, China
Correspondence to: Yong-Qian Cheng, Department of 
Viral Hepatitis, the 302 Hospital of Chinese PLA, Beijing 
100039, China. cheng.yq@126.com
Received: 2006-10-09    Accepted: 2006-10-18 

Abstract
Calcium-modulating cyclophilin ligand (CAML) 
is a ubiquitous protein that has been implicated 
in signal transduction, cell apoptosis, immune 
regulation and virus infection, although its role 
and mechanism of action are unknown. Many 
proteins, including transmembrane activator 
and CAML interactor, epidermal growth factor 
receptor, angiotensin 1 receptor-associated pro-
tein, immediate early gene X-1 protein, p56Lck, 
fibrocystin (coded by PKHD1), and Kaposi's 
sarcoma-associated herpesvirus protein, have 
been proved to be interacting with CAML. In 
this article, the recent development of CAML-
associated study is reviewed.

Key Words: Calcium-modulating cyclophilin ligand; 
Signal transduction; Interaction; Progress
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摘要
钙离子信号调节亲环素配体(CAML)作为亲

环素B的结合蛋白于1994年被首次发现, 尽管
其具体作用机制目前还不十分清楚, 但许多
研究已证实其在T细胞受体及钙离子信号转
导、细胞凋亡、免疫调节以及病毒感染等方
面具有重要作用. 目前已经报道与其相互作
用的蛋白主要有: 跨膜激活剂及钙调亲环素
配体相互作用分子(transmembrane activator 
and CAML interactor, TACI)、EGF受体, 血
管紧张素ⅡⅠ型受体相关蛋白(AT1 receptor-
associated protein, ATRAP)、人立早基因
(immediate early gene X-1, IEX-1)、淋巴细胞
特异蛋白质酪氨酸激酶(p56Lck)、常染色体隐
性遗传性多囊肾疾病的相关基因PKHD1编码
的蛋白fibrocystin, 以及霍普金氏肉瘤相关疱
疹病毒K7蛋白(KSHV)等. 本文就CAML相关
研究进展作简要综述.

关键词�� 钙离子信号调节亲环素配体; 信号转导; 相

互�用; 进展
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0  引言

钙离子信号调节亲环素配体(Ca2+-modulat ing 
cyc lophi l in l igand, CAML)是1994年Bram 
e t a l [1]在利用酵母双杂交技术研究人亲环素

B(cyclophilin B)的相互作用蛋白时克隆到的一

个新基因. 尽管其具体作用机制目前还不十分

清楚, 但自该基因被克隆并命名以来, 许多研究

证实其在T细胞受体及钙离子信号转导、细胞

调亡、免疫调节以及病毒感染等方面具有重要

作用[2-6]. CAML基因定位于人类5号染色体q23[7], 
由891个核苷酸组成, CAML cDNA仅含一个

888 bp的开放读码框架, 编码1个含296个氨基

酸的蛋白. 推测其C末端有3个大于20个氨基酸

的疏水区, 分别位于189-228, 238-258, 267-287
位氨基酸 .  因此推测C A M L是一个膜内在蛋

白, 其大部分多肽在胞质面, 与其钙离子调节和

转运作用一致[1]. 激光共聚焦显微镜研究显示, 

®

■背景资料
CAML作为亲环
素 B 的 结 合 蛋 白
于1994年被首次
发现, 目前已经报
道多种与其相互
作用的蛋白, 并证
实其在钙离子信
号转导、细胞调
亡、免疫调节以
及病毒感染等方
面具有重要作用.
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CAML的亚细胞分布主要在细胞核周围[8]. 用免

疫显微镜观察到CAML分布在整个细胞质的小

泡样结构中. Northern blot分析证实, CAML可以

在所有组织中表达, 在睾丸和大脑中表达水平

最高[1]. 
Lee et al [9]研究证实, 大鼠CAML cDNA含

有一个可编码294个氨基酸的开放度码框架 . 
CAML在物种间高度保守, 与人、小鼠和鸡的

同源性分别为85%, 89%和69%. 在星型胶质细

胞、小胶质细胞和神经元的基因表达资料显示, 
CAML的mRNA和蛋白在这些中枢神经系统的

细胞中组成型表达. 

1  CAML在钙离子信号转导中的作用

T细胞受体(TCR)活化后通过多种途径引起T细
胞基因表达的改变和细胞功能的变化, 主要的

途径有Ca2+、G蛋白、MAPK等[10-14]. 在Ca2+途径

中, TCR活化后通过接头蛋白的作用将磷脂酶γ 

(PLCγ)调动到近膜区, 在蛋白酪氨酸激酶(PTK)
的作用下发生酪氨酸磷酸化并被活化. PLCγ作

用于膜磷脂成分PIP2产生IP3和DAG, IP3与内质

网上相应的受体结合, 促进细胞内钙库释放, 使
细胞内Ca2+水平升高. 升高的Ca2+水平进而可以

诱导钙调蛋白(CaM)的活性. CaM激活一种Ca2+/
钙调蛋白依赖的丝/苏氨酸酯酶, 即钙调磷酸酶

(calcineurin), 钙调磷酸酶作用于激活淋巴细胞

核因子(NF-AT), 使转录因子在Ca2+存在的条件

下转位到核内, 发挥调节转录的功能. 免疫抑制

剂环孢霉素和FK506可以通过抑制钙调磷酸酶

的作用抑制机体的免疫功能. CaM还可以通过诱

导C a M激酶Ⅱ的活性 ,  参与I L-2基因表达的

调控. 
CAML作为亲环素B的结合蛋白而被首次

发现, 亲环素是免疫抑制药物环孢霉素A的作用

靶, 当环孢霉素A与亲环素结合时, 环孢霉素A
结合并灭活关键的信号中介钙调磷酸酶. 阻止

来源于T细胞受体的钙离子依赖的信号, 从而阻

止T细胞的活化. CAML可以与亲环素B相互作

用, 但不能与亲环素A, C, FKBP12或钙调磷酸酶

A亚基相互作用[1]. CAML在Jurkat T细胞中过量

表达时, 可通过激活T细胞特异的转录因子NF-
AT和NF-IL2A, 特异性的诱导来自IL-2增强子

的转录. 但CAML激活的NF-AT活性需要佛波酯

(PMA)对蛋白激酶C(PKC)的外源刺激, 而TCR
介导的活性足以激活钙离子和PKC信号通路. 
提示CAML在钙离子信号通路中发生作用位于

TCR和PKC下游. 进一步研究显示, 位于细胞表

面受体相关的酪氨酸激酶Fyn及Lck下游. 环胞

霉素A, FK506是钙调磷酸酶的特异抑制剂, 免
疫抑制剂量的这两种药物可以完全消除CAML
介导的活性, 提示CAML并不直接作用于NF-AT, 
而是位于钙调磷酸酶的上游. 很显然CAML是钙

信号转导途经的新的参与者, 无论环孢霉素是

否存在[1]. 
通过流式细胞仪分析显示, CAML过表达细

胞中的钙离子, 与对照相比基线水平明显增高, 
提示CAML能通过引起钙离子内流而激活钙调

神经磷酸酶. 因此CAML过表达激活钙离子依

赖的信号通路是通过引起钙离子内流, 而不是

直接结合并活化钙调神经磷酸酶[1]. 即: TCR→
CAML→钙离子内流→钙调神经磷酸酶→NF-
AT激活→IL-2表达. 为确定CAML蛋白的活性残

基, Holloway et al [15]将CAML的10个不同片段的

缺失突变体分别插入真核表达质粒, 并分别转

染到Jurkat T细胞中. 检测缺失突变的CAML对
NFAT的激活作用, 结果提示缺失CAML的N末

端一半以及C末端7个氨基酸对NFAT活性无明

显影响, 但是, 缺失C末端46个氨基酸将明显消

除对NFAT的激活作用. 该片段启动NFAT也是通

过激活钙调磷酸酶. 用流式细胞仪检测细胞内

钙离子浓度. 结果提示, 含240-289氨基酸残基的

缺失体转染细胞后可以增加细胞内钙离子浓度. 
由此证实位于C末端的第2, 3个疏水的跨膜区域

(240-289氨基酸)是CAML的最小活性片段. 
Holloway et al [15]对CAML基因的结构功能

分析表明, CAML的第2, 3跨膜结构域对调节钙

离子内流是必需的和足够的. 推测CAML疏水的

C末端形成其效应结构域, 而N末端的亲水结构

域发挥调节作用. 由于含240-289氨基酸残基的

小肽不可能作为酶催化产生一个更小的二级信

号, 他们设想CAML的这个区域直接作为一个与

其他蛋白质相互作用的位点, 并由此激活这条

通路上的下一级信号, CAML的下一级信号目前

还不清楚, 但推测应该包括一些特点, 例如, 作
为肌醇磷酸受体, 或内质网钙离子泵, 或推测的

细胞内钙离子渗漏通道. 由于240-289氨基酸残

基的疏水特性, 可能CAML本身是细胞内钙离子

通道的一部分. 利用不连续蔗糖梯度分离细胞

抽提物和间接免疫荧光观察显示, CAML与肌浆

网/内质网Ca2+/ATP酶-2和钙网蛋白共同定位于

膜结合胞质小泡. 限制酶消化分析显示, CAML
亲水的氨基末端位于胞质[16]. 这将有利于CAML

■研发前沿
本文课题组研究
发现HCV NS4A
可以与CAML相
互作用, 如果二者
相互作用也将影
响HCV感染细胞
的凋亡过程, 将为
进一步揭示HCV
感染慢性化机制
提供新的思路, 并
为抗HCV感染慢
性化的治疗提供
新的靶点.
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与其他蛋白在胞质中相互作用. CAML蛋白在

Jurkat细胞中过表达时可激活钙离子内流. 尽管

CAML显示直接参与膜激活剂和CAML相互作

用细胞表面受体引发的钙离子依赖信号, 但其

作用机制仍不清楚. NF-AT的激活需要钙离子

内流信号[17], 这个信号通常来自于TCR的刺激, 
thapsigargin是一种Ca2+/ATPase泵抑制剂, 可以

模仿TCR的作用[18]. CAML过表达可以增加细胞

内Ca2+/ATP酶抑制剂thapsigargin的敏感性, 耗竭

细胞内thapsigargin敏感的钙池. 这些资料显示, 
CAML可能通过激活容积性钙离子内流而引发

钙离子信号, 从而刺激转录因子. 由于CAML在
哺乳动物组织中广泛表达, 他可能是钙离子储

存的重要调节因子[16]. 
Tovey et al [8]在NIH3T3细胞, 对照和CAML

表达细胞显示对钙离子动员激动剂ATP的浓度

依赖的反应, CAML的表达降低了细胞对钙离

子动员激动剂ATP的敏感性, 在低ATP浓度时, 
只能观察到局部钙离子释放. 与对照相比, 表
达CAML的细胞, 钙离子波振幅明显降低, 获得

全面的钙离子波需要较高浓度的ATP. 与以前

研究提示, CAML导致细胞内钙池耗竭相一致. 
CAML不影响局部的钙离子信号, 提示CAML并
不直接影响钙离子释放通道.

2  目前已鉴定的CAML相互作用蛋白

CAML蛋白包括亲水的N末端、C末端以及3个
推测的跨膜区, N末端朝向胞质, 是与其他分子

相互作用的部位[19-20,22,24,27], 目前已经报道的与其

相互作用的蛋白主要有: 跨膜激活剂及钙调亲

环素配体相互作用分子(transmembrane activa-
tor and cAML interactor, TACI)、EGF受体, 血
管紧张素Ⅱ,Ⅰ型受体相关蛋白(AT1 receptor-
associated protein, ATRAP)、人立早基因(im-
mediate early gene X-1, IEX-1)、淋巴细胞特异

蛋白质酪氨酸激酶(p56Lck)、常染色体隐性遗传

性多囊肾疾病的相关基因PKHD1编码的蛋白

fibrocystin, 以及霍普金氏肉瘤相关疱疹病毒K7
蛋白(KSHV)等. 1997年von Bulow et al [19]用酵母

双杂交技术筛选了细胞内与CAML相互作用的

蛋白, 发现跨膜激活因子和CAML相互作用因子

(transmembrane activator and CAML-interactor, 
TACI)可以与CAML相结合, 他们的相互作用可

以引起钙离子依赖的转录因子NF-AT的活化. 提
示CAML与TACI可能存在于共同的信号转导通

路中. TACI属于肿瘤坏死因子受体超家族, 位于

细胞膜表面, 可以直接与CAML相互作用, 从而

使NF-AT活化. 由于CsA和FK506以及细胞外钙

离子的耗竭均可以阻断TACI对NF-AT的活化, 
故TACI活化NF-AT需要通过依赖钙离子的钙调

磷酸酶. 通过缺失突变分析证实, TACI羧基末端

126个氨基酸与CAML氨基末端201个氨基酸为

二者相互作用所必需. 
CAML在Jurkat细胞中过表达是NF-AT活化

的共诱导因素. 在转染了TACI特异抗体的Jurkat
细胞, TACI与其抗体的交联可以使NF-AT, AP-1
和NF-kB活化. TACI诱导NF-AT的活性可以被

CAML突变体阻止, 提示CAML是信号中介者. 
Tran et al [20]研究CAML基因缺失的小鼠, 发现

小鼠早期胚胎发育过程中需要CAML基因, 但
对细胞生存能力无明显影响. CAML缺失细胞

对表皮生长因子(EGF)的增殖反应被明显削弱. 
尽管EGF诱导的信号激活和表皮生长因子受体

(EGFR)内化通常不需要CAML, 但内化的EGFR
再循环到胞质膜将受到明显影响, 从而减少了

EGFR在细胞表面的聚集. CAML以配体依赖的

方式与EGFR的激酶区域相互作用. 二者具体

结合部位为CAML氨基末端1-189位氨基酸残

基, 及EGFR的激酶区域(683-958位氨基酸残基). 
免疫荧光染色分析显示, 在未用EGF处理细胞, 
EGFR分布在细胞表面, 而CAML分布在胞质内

质网区域, 而用EGF处理后可以观察到, EGFR在
胞质内分布明显增多, 并且与CAML重叠, 说明

二者可能在EGFR内化后在细胞质内发生相互

作用. 因此他们认为CAML参与EGFR的信号转

导, 他可能在细胞对EGF刺激后的长期增殖反应

的受体再循环过程中发挥作用. Kumar et al [21]证

实与调节细胞调亡和细胞生长有关的人立早基

因IEX-1可以与CAML相互作用, 虽然未报道二虽然未报道二未报道二

者相互作用的具体位点, 但依然认为CAML与调但依然认为CAML与调认为CAML与调

节细胞调亡有关. 
血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)在心血管生理及疾病

中有重要作用, Guo et al [22]利用酵母双杂交技术

筛选发现血管紧张素Ⅱ,Ⅰ型受体(AT1)相关蛋

白(ATRAP)可以与CAML相互作用. 二者相互作

用的位点是CAML的1-189位氨基酸和ATRAP的
40-82位氨基酸. 二者的相互作用部位在细胞内

质网小泡. 敲除ATRAP基因将增强NF-AT活性, 
ATRAP在细胞中过表达将降低AngⅡ或CAML
诱导的NFAT转录活性. 这些研究显示, CAML是
AngⅡ调节钙调磷酸酶-NF-AT信号途径活性的

重要诱导者, CAML与ATRAP的相互作用可能

■名词解释
亲环素: 是免疫抑
制药物环孢霉素
A的作用靶, 当环
孢 霉 素 A 与 亲 环
素结合时, 环孢霉
素 A 结 合 并 灭 活
关键的信号中介
钙调磷酸酶, 阻止
来源于T细胞受体
的钙离子依赖的
信号, 从而阻止T
细胞的活化.
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介导AngⅡ在血管生理中的作用. 尽管CAML在
免疫系统中的生理作用仍不清楚, 但Tran et al [23]

研究显示, CAML对外周血T淋巴细胞的成熟十

分重要. 灭活小鼠胸腺细胞中的CAML将减少

双阳性及单阳性胸腺细胞的数量, 并且阳性选

择减少, 而阴性选择增加. p56Lck是由lck基因编

码的分子量为56 kDa的单链分子, 属于以p60v-
src/c-src为代表的蛋白酪氨酸激酶家族成员. 目
前发现, p56Lck相对特异地存在于淋巴细胞中, 尤
其是成熟的静止T淋巴细胞中. p56Lck可能在T细
胞活化信号转导以及分化调节过程中起着重要

的作用. 进一步研究显示CAML可以与p56Lck相

互作用, 并且调节其在静止T细胞及TCR刺激的

T细胞中的亚细胞定位. CAML缺失细胞p56Lck及

ZAP-70磷酸化增强, IL-2产生增加, 并且对TCR
刺激后的细胞凋亡更加敏感. 因此, CAML是胸

腺选择过程中T细胞生存的基本中介者, CAML
缺失将下调p56Lck信号. Nagano et al [24]利用酵母

双杂交技术发现CAML可以与fibrocystin相互作

用, fibrocystin是目前认为与常染色体隐性遗传

性多囊肾疾病的相关基因PKHD1编码的蛋白, 
利用缺失突变分析发现, CAML的N末端53个氨

基酸与fibrocystin的C末端紧邻跨膜区的144个
氨基酸是二者相互作用的具体位点. 二者共同

定位于细胞基体及纤毛结构, 推测与细胞钙离

子浓度调节有关..

3  CAML对病毒感染的意义

在病毒感染时, 感染细胞能成为宿主免疫反应

的靶子, 或者通过细胞凋亡作为限制病毒复制

的防御机制[25-26]. 为对抗宿主防御机制, 病毒也

有精密的机制搅乱凋亡过程. Feng et al [27]鉴定

了一个新的抗凋亡蛋白: KSHV K7蛋白. KSHV 
K7蛋白在细胞裂解复制过程中表达. KSHV K7
基因编码一个小的线粒体膜蛋白, 他的表达可

以有效抑制多种致凋亡因子所引起的凋亡. 酵
母双杂交结果显示K7与细胞内CAML结合, 与
CAML相似, K7的表达明显增强细胞内针对凋

亡刺激的细胞内钙离子浓度的反应动力学和幅

度. 突变分析显示K7抑制凋亡需要与CAML的
相互作用. 提示K7通过作用于CAML从而增加

胞质钙离子反应, 从而保护细胞的线粒体损伤

和细胞凋亡. 这是一个新的抗病毒策略, KSHV
线粒体K7蛋白针对细胞内钙离子调节蛋白赋予

细胞对凋亡的抵抗, 从而使病毒完成裂解细胞

的复制, 并且保持在宿主细胞中的持续感染. 

线粒体膜电位的丧失发生在细胞凋亡的

早期, 为验证K7与CAML相互作用对细胞调亡

的影响, 他们构建了pTracer-GFP/K7载体, 将
pTracer-GFP及pTracer-GFP/K7通过电穿孔转染

入BJAB细胞, 在不同时间加入细胞凋亡诱导剂, 
之后加入四甲基罗丹明甲酯(TMRM), 用流式细

胞仪检测线粒体膜电位的改变. 发现K7的表达

可以阻止由TG诱导所导致的线粒体膜电位丧

失, 而不能阻止由Ca2+载体A23187诱导所导致的

线粒体膜电位丧失. TG主要通过抑制内质网/肌
浆网Ca2+-ATPase(SERCA)引起胞质内钙离子浓

度增高, 而Ca2+载体A23187则主要通过对胞质膜

钙离子通道的抑制引起胞质内钙离子浓度增高, 
从而导致细胞凋亡. 缺失突变分析显示CAML
的N末端1-160个氨基酸, 与K7蛋白N的末端的

22-74个氨基酸为二者相互作用所必需. 转染了

K7或CAML的细胞均可抑制TG诱导所致的细胞

线粒体膜电位丧失, 而共转染了K7与CAML的
细胞并未显示抗凋亡作用增强, 提示细胞内源

的CAML对与K7相互作用已是足够的. 并且, 突
变分析显示, 与CAML没有相互作用的K7蛋白N
末端75-126个氨基酸转染细胞后并不能抑制TG
诱导所致的细胞线粒体膜电位丧失, 由此证实, 
K7蛋白与CAML的相互作用对抑制凋亡诱导剂

所致的细胞线粒体膜电位丧失是必需的. 提示

K7通过作用于CAML明显增强细胞内针对凋亡

刺激的细胞内钙离子浓度的反应动力学和幅度, 
这种对胞质钙离子浓度的早期调节保护细胞了

的线粒体损伤和细胞凋亡. 
我们新近研究发现, 丙型肝炎病毒非结构

蛋白4A(HCV NS4A)可以与CAML相互作用, 二
者相互作用之后对细胞功能及其抗病毒机制的

影响正在进一步研究之中. 如果二者相互作用

引发细胞内钙离子浓度及线粒体膜电位改变, 
进而影响HCV感染细胞的凋亡过程, 将为进一

步揭示HCV感染慢性化机制提供新的思路, 并
为抗HCV感染慢性化的治疗提供新的靶点.

4      参考文献
1 Bram RJ, Crabtree GR. Calcium signalling in T 

cells stimulated by a cyclophilin B-binding protein. 
Nature 1994; 371: 355-358

2 Salzer U, Grimbacher B. Monogenetic defects in 
common variable immunodeficiency: what can we 
learn about terminal B cell differentiation? Curr 
Opin Rheumatol 2006; 18: 377-382 

3 Diaz-de-Durana Y, Mantchev GT, Bram RJ, Franco 
A. TACI-BLyS signaling via B-cell-dendritic cell 
cooperation is required for naive CD8+ T-cell 

■同行评价
钙离子信号调节
亲 环 素 配 体 是
1994年Bram et al
在利用酵母双杂
交技术研究人亲
环 素 B 的 相 互 作
用蛋白时克隆到
的一个新基因. 研
究证实其在钙离
子信号转导、细
胞调亡、免疫调
节以及病毒感染
等方面具有重要
作用, 本文内容较
新, 有学术价值.



www.wjgnet.com

60                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R            世界华人消化杂志         2007年1月�日       第15卷       第1期

 priming in vivo. Blood 2006; 107: 594-601
4 Boya P, Pauleau AL, Poncet D, Gonzalez-Polo RA, 

Zamzami N, Kroemer G. Viral proteins targeting 
mitochondria: controlling cell death. Biochim 
Biophys Acta 2004; 1659: 178-189  

5 Liu W, Szalai A, Zhao L, Liu D, Martin F, Kimberly 
RP, Zhou T, Carter RH. Control of spontaneous 
B lymphocyte autoimmunity with adenovirus-
encoded soluble TACI. Arthritis Rheum 2004; 50: 
1884-1896

6 Wang H, Marsters SA, Baker T, Chan B, Lee WP, 
Fu L, Tumas D, Yan M, Dixit VM, Ashkenazi A, 
Grewal IS. TACI-ligand interactions are required 
for T cell activation and collagen-induced arthritis 
in mice. Nat Immunol 2001; 2: 632-637

7 Bram RJ, Valentine V, Shapiro DN, Jenkins NA, 
Gilbert DJ, Copeland NG. The gene for calcium-
modulating cyclophilin ligand (CAMLG) is located 
on human chromosome 5q23 and a syntenic region 
of mouse chromosome 13. Genomics 1996; 31: 
257-260 

8 Tovey SC, Bootman MD, Lipp P, Berridge MJ, 
Bram RJ. Calcium-modulating cyclophilin ligand 
desensitizes hormone-evoked calcium release. 
Biochem Biophys Res Commun 2000; 276: 97-100

9 Lee SJ, Drabik K, Benveniste EN. Cloning of rat 
calcium-modulating cyclophilin ligand. DNA Seq 
2001; 12: 209-213

10 金伯泉. 细胞和分子免疫学. 第2版. 北京: 科学出版社, 
2001: 586-587

11 Savignac M, Moreau M, Leclerc C, Paulet P, Druet P, 
Pelletier L. Calcium-dependent pathways involved 
in the production of cytokines in lymphocytes. J Soc 
Biol 2001; 195: 309-317

12 Ballard DW. Molecular mechanisms in lymphocyte 
activation and growth. Immunol Res 2001; 23: 
157-166

13 Tasken K, Skalhegg BS, Tasken KA, Solberg R, 
Knutsen HK, Levy FO, Sandberg M, Orstavik S, 
Larsen T, Johansen AK, Vang T, Schrader HP, 
Reinton NT, Torgersen KM, Hansson V, Jahnsen 
T. Structure, function, and regulation of human 
cAMP-dependent protein kinases. Adv Second 
Messenger Phosphoprotein Res 1997; 31: 191-204

14 Cantrell D. T cell antigen receptor signal transduc-
tion pathways. Annu Rev Immunol 1996; 14: 259-274

15 Holloway MP, Bram RJ. A hydrophobic domain 
of Ca2+-modulating cyclophilin ligand modulates 
calcium influx signaling in T lymphocytes. J Biol 
Chem 1996; 271: 8549-8552

16 Holloway MP, Bram RJ. Co-localization of calcium-

modulating cyclophilin ligand with intracellular 
calcium pools. J Biol Chem 1998; 273: 16346-16350

17 Jain J, McCaffrey PG, Miner Z, Kerppola TK, 
Lambert JN, Verdine GL, Curran T, Rao A. The 
T-cell transcription factor NFATp is a substrate for 
calcineurin and interacts with Fos and Jun. Nature 
1993; 365: 352-355

18 Kirby MS, Sagara Y, Gaa S, Inesi G, Lederer WJ, 
Rogers TB. Thapsigargin inhibits contraction and 
Ca2+ transient in cardiac cells by specific inhibition 
of the sarcoplasmic reticulum Ca2+ pump. J Biol 
Chem 1992; 267: 12545-12551

19 von Bulow GU, Bram RJ. NF-AT activation induced 
by a CAML-interacting member of the tumor 
necrosis factor receptor superfamily. Science 1997; 
278: 138-141

20 Tran DD, Russell HR, Sutor SL, van Deursen J, 
Bram RJ. CAML is required for efficient EGF 
receptor recycling. Dev Cell 2003; 5: 245-256

21 Kumar R, Lutz W, Frank E, Im HJ. Immediate early 
gene X-1 interacts with proteins that modulate 
apoptosis. Biochem Biophys Res Commun 2004; 323: 
1293-1298

22 Guo S, Lopez-Ilasaca M, Dzau VJ. Identification of 
calcium-modulating cyclophilin ligand (CAML) 
as transducer of angiotensin II-mediated nuclear 
factor of activated T cells (NFAT) activation. J Biol 
Chem 2005; 280: 12536-12541

23 Tran DD, Edgar CE, Heckman KL, Sutor SL, 
Huntoon CJ, van Deursen J, McKean DL, Bram 
RJ. CAML is a p56Lck-interacting protein that is 
required for thymocyte development. Immunity 
2005; 23: 139-152

24 Nagano J , Kitamura K, Hujer KM, Ward CJ, 
Bram RJ, Hopfer U, Tomita K, Huang C, Miller 
RT. Fibrocystin interacts with CAML, a protein 
involved in Ca2+ signaling. Biochem Biophys Res 
Commun 2005; 338: 880-889

25 Zhu LX, Liu J, Ye Y, Xie YH, Kong YY, Li GD, Wang 
Y. A candidate DNA vaccine elicits HCV specific 
humoral and cellular immune responses. World J 
Gastroenterol 2004; 10: 2488-2492

26 Chen S, Wang YM. Genetic evolution of structural 
region of hepatitis C virus in primary infection. 
World J Gastroenterol 2002; 8: 686-693

27 Feng P, Park J, Lee BS, Lee SH, Bram RJ, Jung 
JU. Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus 
mitochondrial K7 protein targets a cellular calcium-
modulating cyclophilin l igand to modulate 
intracellular calcium concentration and inhibit 
apoptosis. J Virol 2002; 76: 11491-11504

             电编  张敏  编辑  潘伯荣



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年1月8日; 15(1): 64-68
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

结肠途径治疗对高温中暑狗肝脏的保护作用

姚 欣, 冯子坛, 白启轩, 吉 丽, 贾 昭, 吴 颖, 刘文格, 孙 蓉

姚欣, 冯子坛, 白启轩, 吉丽, 贾昭, 吴颖, 刘文格, 孙蓉, 白求
恩国际和平医院消化内科 河北省石家庄市 050082
通���������������� 姚欣, 050082, 河北省石家庄市中山西路398号, 白求
恩国际和平医院消化内科. xinyaoyongpeng@126.com
收稿日期�� 2006�09�2����� ��日期�� 2006�10�26�� 2006�09�2����� ��日期�� 2006�10�262006�09�2�����    ��日期�� 2006�10�26�� 2006�10�262006�10�26

Effects of colon hydrotherapy 
on liver injury induced by 
hyperthermia in dogs 

Xin Yao, Zi-Tan Feng, Qi-Xuan Bai, Li Ji, Zhao Jia, 
Ying Wu, Wen-Ge Liu, Rong Sun

Xin Yao, Zi-Tan Feng, Qi-Xuan Bai, Li Ji, Zhao Jia, Ying 
Wu, Wen-Ge Liu, Rong Sun, Department of Gastroenter-
ology, Bethune International Peace Hospital, Shijiazhuang 
050082, Hebei Province, China
Correspondence to: Xin Yao, Department of Gastroenter-
ology, Bethune International Peace Hospital, 398 Zhong-
shan West Road, Shijiazhuang 050082, Hebei Province, 
China. xinyaoyongpeng@126.com
Received: 2006-09-24    Accepted: 2006-10-26 

Abstract
AIM: To investigate the effect of colon hydrothe-
rapy on the liver injury induced by hyperthermia 
in dogs.

METHODS: After the dog models of heat stroke 
were set up, the dogs were randomly divided 
into two groups, receiving colon hydrotherapy 
and conventional therapy, respectively. Cooling 
time as well as serum alanine aminotransferase 
(ALT), aspartate aminotransferase (AST), lactate 
dehydrogenase (LDH), malondialdehyde (MDA) 
and superoxide dismutase (SOD) levels before 
heat stroke, 6, 24 and 48 h after heat stroke were 
determined. The dogs were sacrificed 48 h after 
heat stroke. The contents of liver MDA and SOD 
were also measured and pathological changes 
were observed by light and electron microscopy..

RESULTS: In compared with those in conven-
tional therapy group, the cooling time of dogs 
in colon hydrotherapy group was decreased 
(t = 5.39, P < 0.01), accompanied with reduced 
ALT, AST, MDA and elevated SOD at the 24th 
(t = 3.46, P < 0.01; t = 3.74, P < 0.01; t = 2.43, P < 
0.05; t = 2.44, P < 0.05) and 48th (t = 3.33, P < 0.01; 

t = 2.97, P < 0.05; t = 3.32, P < 0.01; t = 4.34, P < 
0.01) after heat stroke. The content of liver MDA 
was decreased (t = 4.08, P < 0.01) while that of 
SOD was increased (t = 6.52, P < 0.01) in colon 
hydrotherapy group. The values of LDH were 
similar between the two groups (P > 0.05). Light 
microscopy showed that hepatocellular cho-
lestasis, fatty changes and focal necrosis were 
lessened, accompanied by lessened congestion 
of sinus hepaticus and decreased inflammatory 
cells in colon hydrotherapy group. In addition, 
ultrastructural observation showed that fusion 
of mitochondrial cristaes and degranulation of 
rough endoplasmic reticulum were decreased in 
colon hydrotherapy group.

CONCLUSION: Colon hydrotherapy is a more 
rapid cooling technique than conventional ther-
apy, and it can promote the decrease of serum 
enzymes and relieve the hepatic injury induced 
by lipid peroxidation and pathological lesion.

Key Words: Colon hydrotherapy; Dogs; Hyperther-
mia; Liver disease
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摘要
目的: 探讨结肠途径治疗对高温中暑狗肝脏
的保护作用. 

方法: 建立高温中暑狗的动物模型, 将狗随机
分为两组(肠疗组、常规组), 比较两组的降温
时间, 测定两组中暑前、中暑后6, 24, 48 h的
血谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、乳
酸脱氢酶(LDH)、丙二醛(MDA)、超氧化酶
歧化酶(SOD)水平. 中暑后48 h处死狗, 测定肝
脏MDA和SOD含量, 并行肝脏光镜和电镜病
理学检查. 

结果: 与常规组相比, 肠疗组降温时间明显缩
短(t  = 5.39, P <0.01); 血ALT, AST, MDA在中
暑后24 h (t  = 3.46, P <0.01; t  = 3.74, P <0.01; 

®

■背景资料
肝脏是中暑患者
最易损伤的部位
之一, 目前中暑肝
损伤尚无有效的
治疗方法. 临床上
治疗中暑肝损伤
主要是降温、支
持、对症治疗, 但
死亡率仍高. 
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t  = 2.43, P <0.05)和48 h (t  = 3.33, P <0.01; t  = 
2.97, P <0.05; t  = 3.32, P <0.01)均明显降低, 血
SOD在中暑后24 h (t  = 2.44, P <0.05)和48 h (t  
= 4.34, P <0.01)明显增高; 肝脏MDA明显下
降(t  = 4.08, P <0.01), SOD明显升高(t  = 6.52, 
P <0.01). 两组血LDH各时间点均无显著性差
异. 病理学检查光镜下可见肠疗组肝细胞淤
胆、脂肪变性、坏死等损害较常规组明显减
轻, 肝窦充血减轻, 炎细胞浸润较少. 电镜下见
肠疗组线粒体嵴融合及粗面内质网脱颗粒现
象较常规组减轻.

结论: 结肠途径治疗可加快高温中暑狗降温
速度, 促进血清酶恢复, 减轻肝脏脂质过氧化
损伤和病理损害, 对高温中暑狗肝脏具有保护
作用.

关键词�� 结肠途径治疗; 狗; 高温; 肝脏疾病 
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0  引言

中暑是环境高温和/或剧烈体力活动时, 因热作

用而引起的一种急性热致疾病. 重症中暑可导

致多器官、系统的功能不全或衰竭, 死亡率可

高达10%-75%[1]. 其中, 肝脏是中暑患者最易损

伤的部位之一, 几乎所有的中暑患者都有肝组

织损伤[1]. 近年研究表明, 中暑时多器官功能损

伤与高热的细胞毒作用、细胞因子过度释放、

内毒素血症、凝血异常等因素复杂的交互作用

有关[2-9]. 实验及临床研究证明, 结肠途径治疗可

以降温, 清除肠腔病原体及其毒素, 清除促炎因

子, 减轻内毒素血症[10-12], 而其对高温中暑的治

疗作用尚未见报道. 本实验旨在探讨结肠途径

治疗对高温中暑狗肝脏是否具有保护作用, 以
期为其应用于临床提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 普通级杂种狗由白求恩国际和平医院

实验动物中心提供, 体质量13-16 kg, 雌雄不限.  
8803型电子测温仪, 购自台湾衡欣科技股份有

限公司. Clean Master型结肠途径治疗机, 购自北

京智立医学仪器公司. 丙二醛(MDA)和超氧化

酶歧化酶(SOD)试剂盒购自南京建成生物工程

研究所. 谷丙转氨酶、谷草转氨酶、乳酸脱氢

酶测定试剂盒购自北京九强公司.

1.2 方法 

1.2.1 建立中暑动物模型 参照White et al [13]方法

并加以改进, 14只杂种狗动物随机分为2组: 中
暑结肠途径治疗组(肠疗组)7只, 中暑常规治疗

组(常规组)7只. 在本实验室常温下饲养1 wk后
开始实验. 术前12 h禁食, 自由饮水. 2组狗以

20 g/L的硫喷妥钠15-20 mg/kg静脉麻醉后, 行
气管插管, 呼吸机辅助呼吸, 将狗置于恒温恒湿

箱中(本实验室自制), 箱内气象条件: 温度42℃, 
湿度60%-70%, 并同时应用电子测温仪监测深

部鼻腔温度, 以此反映动物脑的温度[14]. 待狗深

部鼻腔温度达43℃后, 降低箱内温度, 使此温度

维持43℃达10 min. 之后将狗取出. 
1.2.2 降温方法 2组狗均置于温度23℃, 湿度 
65%的室温下降温, 常规组给予冰袋置于大动

脉处(颈部两侧、两侧腋窝、腹股沟)降温, 肠
疗组应用进行结肠途径治疗降温. 结肠途径治

疗液组成: 甘露醇200 g, 葡萄糖100 g, 加去离

子水至20 000 mL, 液体温度经结肠治疗系统控

制在37-38℃之间. 将探头插入直肠10 cm, 进水

管缓慢插入60 cm至升结肠, 调节注水速度为

200 mL/min. 2组狗从恒温恒湿箱中取出后立即

行冰袋降温或结肠途径治疗, 待狗体温下降至

38℃时降温结束. 分别记录2组的降温时间. 2组
狗麻醉清醒后, 均解除外固定, 自由饮用50 g/L
葡萄糖水, 每日观察并记录一般情况. 肠疗组第

一次结肠途径治疗后间隔24, 48 h行第2, 3次治

疗, 每次治疗时间为100 min. 2组狗中暑前(0 h)
及中暑后6, 24, 48 h采集静脉血5 mL, 并于第3次
结肠途径治疗结束后处死. 定位切取狗肝右叶

组织标本, 部分肝脏标本放入10 g/L甲醛固定用

于普通光镜检查, 部分肝脏标本放入40 g/L戊二

醛固定用于电镜检查, 部分肝脏标本以无菌生

理盐水漂洗后-20℃保存, 用于MDA和SOD测定. 
1.2.3 血清学指标的测定 血液凝固后, 1000 r/min
离心10 min, 分离血清于-20℃保存. 采用全自

动生化分析仪测定ALT, AST, LDH. 应用黄嘌呤

氧化酶法测定SOD活力, 硫代巴比妥酸法测定

MDA活力, 具体操作参照试剂盒说明书进行. 
1.2.4 肝脏MDA, SOD测定 取冻存肝组织, 称质

量、剪碎、匀浆, 测定方法同前, 具体操作参照

试剂盒说明书进行. 
1.2.5 组织病理学检测 将部分肝组织标本, 剪成

大小约0.5 cm×1 cm×1 cm, 放入10 g/L甲醛, 固
定24-48 h, 然后脱水、透明、石蜡包埋, 切片, 
切成约5 μm厚, HE染色. 将部分肝组织标本, 以

■创新盘点
文献报道结肠途
径治疗可降温和
改善肝功能, 但未
见治疗中暑的报
道. 本文研究结肠
途径治疗对高温
中暑肝脏是否具
有保护作用.
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快刀切成大小约0.1 cm×0.1 cm×0.1 cm, 放入

40 g/L戊二醛中, 固定72 h, 送透射电镜检查.
统计学处理 应用SPSS11.0统计软件进行统

计学分析, 计量资料以mean±SD表示, P <0.05有
统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况比较 中暑后观察48 h, 2组狗均无

死亡. 中暑后24 h, 2组狗均有不同程度的精神萎

靡、懒动、反应迟钝、不思饮水现象, 中暑后、懒动、反应迟钝、不思饮水现象, 中暑后懒动、反应迟钝、不思饮水现象, 中暑后、反应迟钝、不思饮水现象, 中暑后反应迟钝、不思饮水现象, 中暑后、不思饮水现象, 中暑后不思饮水现象, 中暑后

48 h, 肠疗组大部分(5/7)基本恢复正常, 常规组

部分(2/7)基本恢复. 常规组1例出现四肢肌张力

增高, 去大脑强直, 给予对症治疗后未恢复, 余
动物未出现明显神经系统异常. 
2.2 降温速度的比较 与常规组相比, 肠疗组降

温时间缩短, 降温速度加快, 差异有统计学意义

(P <0.01)(表1). 
2.3 血清学指标的比较 狗高温中暑后, ALT, AST, 
LDH, MDA均较中暑前升高, SOD下降. 与常规

组相比, 肠疗组24和48 h ALT, AST, MDA均明

显降低(P <0.05), 血SOD明显增高(P <0.05), 2组
LDH各时间点均无显著性差异(P >0.05)(表2).
2.4 肝脏MDA, SOD比较 与常规组相比, 肠疗

组肝脏MDA明显下降(1.680±0.129 μmol/g
蛋白 vs  2.269±0.359 μmol/g蛋白), SOD明显

升高(8724.23±907.96 μkat/g蛋白 vs  6659.05
±1386.91 μ k a t/g蛋白), 差异有统计学意义

(P <0.01). 
2.5 肝脏病理 肉眼观常规组中3只狗肝脏出现散

在黄色变性与暗红色淤血, 呈红黄相间改变, 肝
脏大小、质地正常. 肠疗组肝脏颜色、质地、

大小正常. 光镜下见常规组肝小叶结构正常存

在, 肝细胞肿胀, 弥漫性脂肪变性, 部分肝细胞

胞质疏松, 染色浅淡, 呈水样变性, 部分肝细胞

出现淤胆, 并可见少数肝细胞凝固性坏死. 肝窦

明显充血, 炎细胞浸润, 部分毛细胆管及小胆管

可见淤胆. 肠疗组仅有肝细胞轻度肿胀, 少数肝

细胞出现淤胆、脂肪变性, 未见坏死. 肝窦充血

减轻, 炎细胞浸润较少(图1). 电镜下可见常规组

线粒体肿胀, 嵴几乎全部融合、消失, 变成均质

物质, 粗面内质网有重度脱颗粒现象. 肠疗组线

粒体仍呈肿胀状态, 部分嵴融合, 粗面内质网存

在轻度脱颗粒现象(图2).

3  讨论

中暑是一种以高热、意识障碍为特点的常见的

临床急症, 可能导致多器官、系统的功能不全

表 1 肠疗组和常规组降温速度的比较(mean±SD)

     
分组      造模前温度(℃)  降温时间(min)   降温速度(℃/min) 

肠疗组    37.60±0.72     92.88±9.50b     0.0�����9±0.005b

常规组    37.53±0.����������   123.�����3±11.60    0.037±0.003 

bP<0.01 vs  常规组.

图 1 肝组织光镜下病理变化(HE). A: 模型组(×100); B: 模

型组(×200); C: 治疗组(×100); D: 治疗组(×200).

A

B

C

D

■应用要点
结肠途径治疗不
仅可降温, 而且对
高温中暑肝脏具
有保护作用; 操作
简便 ,  无副作用 , 
适合临床推广应
用.
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或衰竭. 肝脏是中暑患者最易损伤的部位之一, 
在重症中暑中后期, 肝损伤常给患者带来致命

性打击[15-16]. 中暑肝损伤的病理机制目前尚不清

楚, 但高温的直接损伤、缺血、缺氧、宿主的

炎症反应等因素引起一系列恶性事件可能起到

关键作用[14,16-17]. 临床上治疗中暑肝损伤主要是

快速降温和支持、对症治疗[1]. 快速、有效的降

温对降低中暑死亡率非常重要[13]. 本研究发现, 
与常规治疗相比, 结肠途径治疗可使高温中暑

狗降温时间明显缩短, 降温速度明显加快, 改善

动物一般情况. 同时, 与灌胃、腹腔内灌洗、静

脉快速输液等其他中心降温方法相比, 操作简

便、无副作用、患者无不适感, 因此, 更适用于

临床. 
血清酶ALT, AST和LDH的升高是中暑的

主要临床特征之一, 又是临床判断肝功能及中

暑患者预后的重要指标[1,18-19]. 本研究发现, 狗
高温中暑后, 血ALT, AST, LDH较中暑前明显升

高, 肠疗组24和48 h ALT, AST均较常规组明显

降低(P <0.05). Aizeer et al [19]研究发现, 最有用的

判断预后的指标是LDH, 在死亡组和较快恢复

组差异最显著. 本研究中肠疗组和常规组LDH
各时间点均无显著性差异, 48 h观察2组全部存

活, 表明2组在预后上无明显差异, 与Aizeer et al
研究结果一致. SOD活力及MDA含量的测定, 可
间接反映氧自由基的产生和他所引起的组织细

胞损伤程度. 2002年Yang et al [20]首次报道了中

暑后机体存在氧化应激损伤, 其原因亦与氧化

系统和抗氧化系统失衡有关, 并发现大鼠中暑

后脑、肝和心脏组织脂质超氧阴离子产生增加, 
总SOD量减少. 本研究发现, 狗高温中暑后, 血 

MDA亦出现升高, SOD下降. 与常规组相比, 肠
疗组24和48 h血和肝脏MDA均明显升高, SOD
明显下降, 差异有统计学意义(P <0.05). 病理组

织学检查光镜下可见肠疗组肝细胞淤胆、脂肪

变性、坏死等损害较常规组明显减轻, 肝窦充

血减轻, 炎细胞浸润较少. 电镜下亦见肠疗组线

粒体嵴融合及粗面内质网脱颗粒现象较常规组

减轻. 结肠途径治疗可加快高温中暑狗降温速

度, 清除肠腔病原体及其毒素, 清除促炎因子, 
减轻内毒素血症[10-12], 促进血清酶恢复, 减轻肝

脏脂质过氧化损伤和病理损害, 对高温中暑狗

肝脏具有保护作用. 

表 2 肠疗组和常规组ALT, AST, LDH, MDA, SOD的比较(mean±SD)

     
项目         分组                            0 h                                        6 h                                       24 h                                     48 h 

ALT         肠疗组           978.70±136.03             3�����62.53±683.97             2����������5.66±552.78b            2695.71±6�����1.96b

(nkat/L)     常规组           87�����.01±193.71              3�����86.36±752.98             5608.29±2353.8             6051.21±2588.85

AST         肠疗组           807.33±112.52                3519.7±109�����.72           2931.59±723.1�����b             �����33�����.2±1321.93a

(nkat/L)     常规组           936.31±292.89              3767.�����2±1138.73           5308.23±1518.6�����           7727.71±2721.5�����

LDH        肠疗组         2702.87±733.65              6308.�����3±2093.25           �����360.37±1�����98.�����7           5008.17±11�����8.29

(nkat/L)     常规组         2731.55±791.83              7172.93±1927.22           5517.77±�����88.�����3             6675.17±1829.87   

MDA       肠疗组               6.�����5±0.6�����                       7.27±0.5�����                       7.00±1.19a                      6.53±0.83b

(μmol/L)   常规组               6.�����8±0.69                       8.12±1.1�����                       8.36±0.89                       8.02±0.86

SOD        肠疗组         121�����.2�����±161.87             11�����6.56±97.35               115�����.06±68.35a              1218.2�����±11�����.52b

(μkat/L)     常规组         1207.57±126.53             1007.03±1�����6.86             1010.87±139.03               988.36±80.52

aP<0.05, bP<0.01 vs  常规组.

图 2 肝组织电镜下病理变化. A: 模型组; B: 治疗组.

A

B

■同行评价
本研究立题较新
颖, 思路清晰, 以
观察结肠途径对
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用为主要目的, 有
一定创新.
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Abstract
AIM: To explore the protective effect of guava 
leaf water extract on the colonic tissues with 
ulcerative colonitis induced by trinitrobenzene 
sulfonic acid (TNBS) as well as its mechanism in 
rats.

METHODS: Rat model of ulcerative colonitis 
was established by clyster of TNBS. After treat-
ment with guava leaf extract for 2 weeks, the 
colon mucosal damage index (CMDI) was evalu-
ated. The activity of myeloperoxidase (MPO), 
superoxide dismutase (SOD), the content of 
malondialdehyde (MDA) in colon tissues, and 
the levels of tumor necrosis factor (TNF), inter-
leukin-8 (IL-8) and interleukin-10 (IL-10) in se-
rum were examined..

RESULTS: Guava leaf extract (200, 500, 
800 mg/kg) decreased the values of CMDI (2.62 

± 0.47, 2.06 ± 0.54, 1.83 ± 0.43 vs 3.15 ± 0.39; P 
< 0.05, P < 0.01, P < 0.01), the activity of MPO 
(2240.78 ± 479.26, 2078.42 ± 377.91, 1748.85 ± 
236.71 nkat/g vs 2695.37 ± 624.79 nkat/g; P < 
0.05, P < 0.01, P < 0.01), the contents of MDA (2.16 
± 0.41, 1.97 ± 0.35, 1.96 ± 0.30 μmol/g vs 2.66 ± 
0.65 μmol/g; P < 0.05, P < 0.01, P < 0.01), and 
the levels of TNF (2.65 ± 0.40, 2.51 ± 0.47, 2.21 
± 0.41 μg/L vs 3.30 ± 0.63 μg/L; P < 0.05, P < 
0.01, P < 0.01), IL-8 (1.20 ± 0.33, 1.05 ± 0.24, 0.92 ± 
0.13 μg/L vs 1.53 ± 0.38 μg/L, P < 0.05, P < 0.01, 
P < 0.01) and IL-10 (39.36 ± 9.65, 50.26 ± 11.32, 
59.68 ± 13.65 ng/L vs 30.74 ± 12.91 ng/L, P < 0.05, 
P < 0.01, P < 0.01), but increased the activity of 
SOD (3618.06 ± 538.44, 3756.92 ± 577.45, 4197.51 
± 375.74 nkat/g vs 2663.37 ± 603.79 nkat/g, P < 0.05, 
P < 0.01, P < 0.01) in a dose-depended manner.

CONCLUSION: Guava leaf extract can relieve 
the inflammatory reaction and colonic injury in 
colonitis rats by immunoregulation, anti-oxida-
tion and wound repair.

Key Words: Guava leaf extract; Anti-oxidation; Im-
munoregulation; Colonitis; Rat
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摘要
目的: 研究番石榴叶提取物对大鼠结肠炎组
织损伤的保护作用及其机制. 

方法: 用健康Wistar大鼠建立大鼠结肠炎模
型, 灌胃用药2 wk后, 评价大鼠结肠黏膜损
伤指数(CMDI), 检测结肠组织髓过氧化物酶
(MPO)及超氧化物歧化酶(SOD)活性、丙二醛
(MDA)含量和细胞肿瘤因子(TNF)、白细胞
介素-8(IL-8)、白细胞介素-10(IL-10)水平. 

结果: 不同剂量番石榴叶提取物(200, 500, 
800 m g/k g)灌胃均能不同程度降低模型大
鼠C M D I(2.62±0.47, 2.06±0.54, 1.83±
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■背景资料
溃疡性结肠炎是
一种病程迁延、

容易复发、较难
治 疗 的 疾 病 ,  其
机制涉及免疫异
常, 是一种自体免
疫性疾病, 并与变
态反应及遗传因
素等有关. 免疫异
常、氧自由基作
用在炎症性肠病
的发病机制中占
有重要地位. 当前
中西医都无特效
的药物, 但是研究
证明单味中药对
实验动物TNBS与
乙醇诱发的结肠
炎的病理生理过
程有明显影响.



0.43 vs  3.15±0.39, P <0.05, P <0.01, P <0.01), 
M P O活性 (2240.78±479.26,  2078.42±
377.91, 1748.85±236.71 nkat/g vs  2695.37
±624.79 nkat/g P <0.05, P <0.01, P <0.01), 减
少MDA含量(2.16±0.41, 1.97±0.35, 1.96±
0.30, P <0.05, P <0.01, P <0.01), 提高SOD活性
(3618.06±538.44, 3756.92±577.45, 4197.51
±375.74 nkat/g vs  2663.37±603.79, P <0.05, 
P <0.01, P <0.01), 降低TNF(2.65±0.40, 2.51
±0.47, 2.21±0.41 μg/L vs  3.30±0.63 μg/L, 
P <0.05, P <0.01, P <0.01)、IL-8(1.20±0.33, 
1.05±0.24, 0.92±0.13 μg/L vs  1.53±0.38 μg/L, 
P <0.05, P <0.01, P <0.01)、IL-10(39.36±9.65, 
50.26±11.32, 59.68±13.65 ng/L vs  30.74±
12.91 ng/L, P <0.05, P <0.01, P <0.01)水平, 且与
用药剂量呈一定量效关系.

结论: 番石榴叶提取物通过拮抗氧化、免疫
调节、损伤修复作用缓解结肠炎大鼠炎症反
应, 减轻结肠损伤.

关键词�� 番石榴叶提取物; 抗氧化�用; 调节免疫; 

结肠炎; 大鼠 
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0  引言

番石榴叶又名鸡矢茶, 是桃金娘科植物番石榴

的嫩叶, 其性平味干涩, 功用收敛止泻, 主要成

分含苠蓄苷、槲皮素、石榴酸、石榴苷、鞣

酸及挥发油等[1]. 现代药理研究表明, 番石榴叶

具有抗菌、抗病毒作用[2-3], 且对消化系统有解

痉、增强胃肠蠕动的作用[4]. 因番石榴叶具有收

敛止泻作用, 民间习用其嫩叶煎水口服治疗小

儿腹泻. 为了探讨番石榴叶对炎症性肠炎是否

有抗损伤保护作用, 我们通过建立大鼠结肠炎

模型, 用不同剂量番石榴叶灌胃给药, 进行了相

关实验研究, 观察番石榴叶对炎症性肠炎的保

护作用及其机制如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 番石榴叶水提取物: 以下简称提取物

(生药含量1 kg/L), 选番石榴叶用水煎煮3次, 过
滤后浓缩成1 kg/L的浓度即得, 由湖北民族学

院附属医院中医系制剂室完成. 2, 4, 6一三硝基

苯磺酸(TNBS)为美国Sigma公司产品; 5-氨基水
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杨酸(5-ASA)原料药由国怡药业有限公司提供; 
MPO, SOD, MDA检测试剂盒由南京建成生物

工程研究所提供; TNF, IL-8试剂盒由解放军总

医院科技开发中心放免所提供; IL-10试剂盒由

深圳晶美生物工程公司提供; Aeroset 09D05-01
全自动生化分析仪(美国); TL-16G型高速冷冻离

心机(上海实验仪器厂生产); GC-1200 r放射免疫

计数器(中国安徽科大创新股份有限公司). 健康

Wister大鼠, 雌雄兼用, 体质量250-270 g, 由湖北

省动物实验中心提供.
1.2 方法 大鼠禁食24 h后(饮水照常) ,  将溶

于500 mL/L乙醇的TNBS按100 mg/kg, 体积

0.25 mL/只, 用导管(直径4 mm)经肛门插人结

肠内约8 cm灌肠1次, 建立结肠炎模型[5]. 实验

设正常组、模型组、阳性药物对照组(5-ASA, 
100 mg/kg)、不同剂量番石榴叶给药组(灌服

番石榴剂量分别为200, 500, 800 mg/kg), 从制

备模型7 d后开始灌胃给药, 每日1次, 共14 d. 正
常组与模型组均给予等量生理盐水灌胃. 实验

完成后处死动物, 参照文献[6]方法及标准评价

CMDI, 评分标准为: 0 = 无损伤; 1 = 轻度充血, 
水肿, 表面光滑, 无糜烂或溃疡; 2 = 充血水肿, 
黏膜粗糙呈颗粒状, 有糜烂或肠黏连; 3 = 高度

充血水肿, 黏膜表面有坏死及溃疡形成, 溃疡最

大纵径<1 cm, 肠壁增厚或表面有坏死及炎症; 4 
= 在3分基础上溃疡最大纵径>1 cm, 或全肠壁坏

死. 结肠标本常规石蜡包埋, 切片, HE染色, 光镜

观察. 尾动脉采血放免法检测TNF, IL-8, IL-10. 
另取新鲜结肠组织, 用预冷的生理盐水冲洗除

去血液, 滤纸吸干称质量, 加9倍生理盐水, 在低

温(冰水)中用玻璃研磨器研磨制成100 mL/L的
组织匀浆, 高速离心取上清液低温(3℃)保存待

测, MPO, MDA, SOD按试剂盒说明书进行.
统 计 学 处 理  实验数据采用S P S S  f o r 

Windows 10.0软件进行t检验统计处理.

2  结果

2.1 病理学及炎症反应 模型组大鼠结肠黏膜充

血水肿, 大量炎性细胞浸润, 肠壁增厚, 黏膜表

面有明显坏死及溃疡形成, 腺体中杯状细胞减

少. 而不同剂量的番石榴叶提取物用药组以上

病理组织表现明显缓解. CMDI, MPO活性在

模型组大鼠升高, 而不同剂量番石榴叶给药组

(200, 500, 800 mg/kg)与5-ASA(100 mg/kg)灌胃

不同程度降低(P <0.05, P <0.01), 且番石榴叶给药

组呈现一定量效关系(表l). 

www.wjgnet.com

■应用要点
随着深入研究中
药对炎症性肠炎
的抗损伤保护作
用, 以及免疫异常
与氧自由基在炎
症性肠病的发病
机制中的作用机
制的明确, 有可能
开辟中西医结合
治疗溃疡性结肠
炎的一个有效的
途径.

■创新盘点
以往中药对溃疡
性结肠炎研究主
要集中在临床用
药观察疗效方面, 
由于溃疡性结肠
炎的机制涉及免
疫异常, 是一种自
体免疫性疾病, 并
与变态反应及遗
传因素等有关, 故
本实验研究了番
石榴叶对炎症性
肠炎的抗损伤保
护作用, 以及免疫
异常与氧自由基
在炎症性肠病的
发病机制中的作
用.
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2.2 结肠炎大鼠氧自由基和免疫功能 与模型

组比较, 不同剂量番石榴叶给药组(200, 500, 
800 mg/kg)与5-ASA(100 mg/kg)灌胃均降低结

肠组织中MDA含量, 升高SOD活性, 且番石榴

叶给药组中、大剂量作用显著(P <0.01, 表l). 与
对照组比较, 模型组大鼠血清中TNF, IL-8水平

明显升高, IL-10明显降低(P <0.01); 经过2 wk的
灌胃用药, 模型组大鼠血清TNF, IL-8水平降低, 
IL-10明显升高(P <0.05, P <0.01, 表l).

3  讨论

TNBS与乙醇诱发大鼠结肠炎的主要机制为乙

醇破坏结肠黏膜屏障, TNBS渗人结肠与大分子

物质结合, 形成全抗原引起肠壁一系列免疫应

答与炎症反应, 因其发病机制及病理表现与人

类炎症性肠炎非常相似[7]. 免疫异常、氧自由基

作用在炎症性肠病的发病机制中占有重要地位. 
本实验采用TNBS与乙醇诱发大鼠结肠炎模型

后, 发现大鼠血清中的促炎因子与抗炎因子水

平变化明显, 结肠组织中MDA含量明显升高、

SOD活性降低, 证明了免疫异常与氧自由基在

炎症性肠病的发病机制中起重要作用. 
我们观察到, 番石榴叶组组织病理损伤程

度明显缓解, 且呈一定剂量效应, 显示采用番石

榴叶提取液灌胃用药可明显减轻模型组大鼠结

肠损伤, 缓解炎症反应, 表现出抗炎、抗损伤的

保护作用; 实验中番石榴叶提取液灌胃用药能

降低结肠炎模型组大鼠代谢产生的脂质过氧化

物MDA含量, 升高重要抗氧化酶SOD活性, 表现

出抗氧化特性, 从而抑制结肠组织中的脂质过

氧化反应, 保护组织细胞. 免疫异常在炎症性肠

病的发病机制中起重要作用, 而细胞因子实质

上是维持免疫细胞功能协调运转, 相互联络的

“信使”, 其促炎因子与抗炎因子间的失衡是

导致结肠免疫损伤的主要因素, 实验结果显示, 
番石榴叶提取物灌胃能明显降低模型组大鼠

TNF, IL-8及升高IL-10水平, 足以表明其对免疫

异常有一定调节恢复作用, 从而缓解结肠免疫

损伤与炎症反应. 
总之, 番石榴叶提取物通过免疫调节及抗

脂质过氧化作用, 对大鼠结肠炎结肠损伤进行

修复, 抑制结肠炎大鼠炎症反应, 对结肠炎具有

抗损伤保护作用. 番石榴为野生植物资源, 果实

富含蛋白质、维生素、糖类、非挥发性的有机

酸、矿物质及芳香化合物等, 番石榴嫩叶可制

茶, 常喝能清热解毒、防治肠炎和腹泻等[8], 具
有很高的营养食用价值和药用价值, 开发利用

前景广阔. 
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■同行评价
本文研究了番石
榴叶提取物对三
硝基苯磺酸诱导
大鼠结肠炎结肠
组织的保护作用, 
有一定创新性.

表 1 番石榴叶提取物对结肠炎大鼠炎症反应、氧自由基和免疫功能的影响 (mean±SD, n  = 10)

     分组         mg/kg      CMDI              MPO(nkat/g)         MDA(μmol/g)          SOD(nkat/g)          TNF(μg/L)        IL-8(μg/L)         IL-10(ng/L)

正常组          0.00±0.00      733.98±117.86    1.73±0.24     4505.90±624.29    1.79±0.31    0.59±0.17    88.31±16.62

模型组          3.15±0.39d   2695.37±624.79d   2.66±0.65d   2663.37±603.79d   3.30±0.63d   1.53±0.38d   30.74±12.91d

5-ASA组 100   1.71±0.28b   1729.01±236.55b   1.86±0.49b   4067.31±746.48b   2.19±0.35b   0.83±0.16b   67.32±10.36b

给药组 200   2.62±0.47a   2240.78±479.26a   2.16±0.41a   3618.06±538.44a    2.65±0.40a   1.20±0.33a   39.36±9.65a

 500   2.06±0.54b   2078.42±377.91b   1.97±0.35b   3756.92±577.45b   2.51±0.47b   1.05±0.24b   50.26±11.32b

 800   1.83±0.43b   1748.85±236.71b   1.96±0.30b   4197.51±375.74b   2.21±0.41b   0.92±0.13b   59.68±13.65b

aP<0.05, bP<0.01 vs 模型组; dP<0.01 vs  对照组.
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Abstract
AIM: To explore the changes o f p lasma 
endothelin and P-selectin as well as the effects 
of Salvia miltiorrhiza (SM) in patients with acute 
pancreatitis (AP).

METHODS: A total of 82 patients with acute 
pancreatitis were divided into group A (n = 40) 
and B (n = 42), treated with general method and 
SM, respectively. Anther 20 normal individu-
als were used as normal controls. The levels 
of plasma endothelin (ET) and P-selectin were 
measured by radioimmunoassay..

RESULTS: The levels of ET and P-selectin in 
patients with severe acute pancreatitis (SAP) 
were significantly higher than those in the cases 
with mild acute pancreatitis (MAP) and normal 
controls (ET: 147.56 ± 10.65 ng/L vs 85.13 ± 9.47, 
52.27 ± 6.23 ng/L, P < 0.01; P-selectin: 85.32 ± 
6.21 µg/L vs 30.01 ± 4.82, 10.26 ± 2.57 µg/L, P 

< 0.01), and the levels of ET and P-selectin were 
positively correlated in SAP (r = 0.705, P < 0.01). 
After treatment, the levels of ET and P-selectin 
in group B were obviously decreased as com-
pared with those before treatment (ET: 69.77 
± 7.65 ng/L vs 100.54 ± 11.41 ng/L, P < 0.01; 
P-selectin: 4.07 ± 4.75 µg/L vs 54.52 ± 9.79 µg/L, 
P < 0.01). The average in-hospital time of group 
B was distinctly shorter than that of group A (9.76 
± 1.77 d vs 14.27 ± 2.55 d, P < 0.01).

CONCLUSION: Endothelin and P-selectin may 
be involved in the pathogenesis of AP, and SM 
is effective in the treatment of AP.

Key Words: Pancreatitis; Endothelin; P-selectin; 
Salvia miltiorrhiza
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摘要
目的: 观察急性胰腺炎(AP)患者血浆内皮素
(E T)和P-选择素的变化特点及丹参对其的
影响. 

方法: 将82例AP患者随机分为一般治疗组40
例和丹参组42例, 同时以健康体检者20例作对
照组. A组用基础治疗, B组用基础治疗+丹参. 
采用放射免疫法分别测定血浆ET和P-选择素. 

结果: 重症急性胰腺炎(SAP)组ET和P-选择素
显著高于轻型急性胰腺炎(MAP)组和正常组
(147.56±10.65 ng/L vs  85.13±9.47, 52.27±
6.23 ng/L, P <0.01; 85.32±6.21 µg/L vs  30.01
±4.82, 10.26±2.57 µg/L, P <0.01). SAP组ET
和P-选择素呈显著正相关(r  = 0.705, P <0.01). 
AP患者经一般治疗后ET和P-选择素的水平较
治疗前差异无显著性(P >0.05). 丹参组治疗后
较治疗前ET及P-选择素水平明显下降(69.77
±7.65 ng/L vs  100.54±11.41 ng/L, P <0.01; 
4.07±4.75 µg/L vs  54.52±9.79 µg/L, P <0.01), 

®

■背景资料
近年来, 有研究表
明胰腺血液循环
障碍可诱发AP和
促使MAP发展成
为SAP.  在AP的
发病过程中, 胰腺
微循环障碍作为
一种持续的损伤
机制贯穿于AP的
整个发展过程. 丹
参因具有活血化
淤、改善微循环
的特点而被用于
AP的治疗.
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平均住院日与一般治疗组相比明显缩短(9.76
±1.77 d vs  14.27±2.55 d, P <0.01).

结论: 血浆内皮素和P-选择素参与了AP的发
病过程, 丹参对AP具有一定的治疗作用.

关键词�� 胰腺炎; 内皮素; P-选择素; 丹参 
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0  引言

急性胰腺炎(AP)的发生与发展不完全取决于胰

酶的消化, 而与胰腺微循环障碍及炎性介质造

成的多脏器损害有关. 在AP的发病过程中, 胰腺

微循环障碍作为一种持续的损伤机制贯穿于AP
的整个发展过程[1-2]. 近年来, 胰腺微循环障碍在

AP发病过程中的作用越来越受到重视[3]. AP时
胰腺血流的变化与胰腺炎的严重程度有关, 重
型急性胰腺炎(SAP)时胰腺血流量明显降低, 在
轻型胰腺炎(MAP)时, 早期胰腺血流量上升, 其
后随着病情变化发展而降低, 故缺血是AP的始

发和加重因子[4]. 本实验测定了AP患者血浆内皮

素(ET)和P-选择素水平的变化及丹参对其的治

疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 本院住院患者82例, 符合我国AP的临

床诊断标准[5]. 其中男46例, 女36例, 年龄22-70
岁. 全部病例以平行对照设计原理分为一般治

疗组(A组)40例和丹参组(B组)42例, 同时以健康

体检者20例作对照组(C组), 其中男11例, 女9例, 
年龄26-60岁. 两组的病情严重程度经APACHE
评分分别为10.68±2.01, 11.49±2.73, 经t检验差

异无显著性(P >0.05), 具有可比性. MAP组: 60例, 
其中男31例, 女29例, 年龄22-68岁. SAP组: 22例, 
其中男15例, 女7例, 年龄29-70岁.
1.2 方法 

1.2.1 标本的采集 所有病例均从肘正中静脉采

血, 取空腹静脉血6 mL, 首次采血于患者住院后

24 h内完成, 治疗7 d后重复采血. 
1.2.2 治疗方法 一般治疗组: 住院后即给予禁食

水、胃肠减压、H2受体阻滞剂、止痛、抗感染

及营养支持. 丹参组: 在上述治疗基础上, 丹参

注射液250 mL, 每日2次静点. 
1.2.3 检测方法 ET和P-选择素放射免疫试剂盒

购自北京北方生物技术研究所, 按试剂盒说明

操作.
统计学处理 所有数据均用均数±标准差

(mean±SD)表示, 采用t检验、直线相关分析.

2  结果

2.1 急性胰腺炎时患者血浆ET和P-选择素的变

化 急性胰腺炎时血浆ET和P-选择素较正常组(C
组)明显升高(P <0.01); 增高程度与急性胰腺炎

病情程度有关. SAP组ET和P-选择素显著高于

MAP组和正常组(P <0.01, 表1). SAP组ET和P-选
择素呈显著正相关(r  = 0.705, P <0.01). 
2.2 一般治疗组及丹参组治疗急性胰腺炎前后

患者血浆ET和P-选择素的变化 急性胰腺炎治疗

后7 d, 一般治疗组治疗后血浆ET和P-选择素的

水平与治疗前比较差异无显著性(P >0.05); 丹参

治疗组治疗后血浆ET和P-选择素的水平与治疗

前比较均明显下降(P <0.01, 表2). 

3  讨论

ET主要由血管内皮细胞分泌释放的血管活性多

肽, 具有强烈收缩血管作用, 是迄今所知最强的

血管收缩物质, 其血管收缩效应发生缓慢而作

用持久. 夏时海 et al [6]于2001年发现急性出血坏

死性胰腺炎大鼠ET明显升高, 大量临床实验也

证实AP患者较健康人血浆内皮素水平有显著增

表 1 入院24 h内各组患者血浆ET和P-选择素的测定结
果(mean±SD)

     
分组                n                  ET(ng/L)               P-选择素(µg/L)

N组              �0           5�.�7±6.�3           10.�6±�.57

MAP组        60           85.13±9.47b          30.01±4.8�b

SAP组          ��         147.56±10.65bd       85.3�±6.�1bd

bP<0.01 vs  N组; dP<0.01 vs  MAP组.

表 2 治疗前后患者血浆ET和P-选择素的测定结果
(mean±SD)

     
                                  ET                P-选择素            住院日

                               (ng/L)                 (µg/L)                   (d)

一般治疗组                                                  14.�7±�.55

    治疗前     101.43±1�.54  50.14±10.65   

    治疗后       95.74±11.78  45.75±10.77 

丹参组                                                           9.76±1.77d

    治疗前     100.54±11.41  54.5�±9.79

    治疗后       69.77±7.65b     4.07±4.75b

bP<0.01 vs  本组治疗前; dP<0.01 vs  一般治疗组.

分组

■创新盘点
本文解释了丹参
对急性胰腺炎治
疗的部分机制, 为
临床治疗急性胰
腺炎提供了较为
有效的治疗方法.
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高[7]. Foitzik et al [8]发现, ET使水肿性胰腺炎小鼠

血管收缩、胰腺毛细血管血流量减低, 将过度

表达ET的转基因鼠和同窝普通鼠制作的SAP模
型比较, 前者的胰腺毛细血管血流量更低, 胰腺

细胞坏死更多, 说明ET是促进微循环衰竭, 使水

肿性胰腺炎发展成为坏死性胰腺炎的重要因子. 
SAP时ET-1 mRNA高表达导致ET-1过度生成并

与胰腺损伤有关, 丹参能抑制胰腺ET-1 mRNA
的过度表达, 从而对胰腺起保护作用[9]. ET受体

拮抗剂可以减轻缺血再灌注损伤 ,  改善微循

环[10]. 本研究结果表明, MAP患者血浆ET轻度增

加, 而SAP患者显著增高2-3倍, 并远高于MAP患
者. AP患者ET含量增加, 尤其是SAP患者增高更

明显. 可能为ET一方面通过其缩血管作用保证

其他脏器的血供, 另一方面, 引起胰腺血管收缩, 
胰腺组织缺血缺氧, 导致出血坏死. 

胰腺微循环紊乱是发病的始动因素之一. 
作为全身性的炎症反应性疾病, 细胞因子、细

胞黏附分子、氧自由基在AP病理生理机制中的

作用日益受到学术界的重视. P-选择素是细胞黏

附分子家族中的一员, 介导炎性细胞与内皮细

胞以及活化的血小板与单核细胞、中性粒细胞

的黏附, 为特异性的血小板活化标志物. 选择素

很有可能在引发AP组织损害中起关键作用[11]. 
本研究结果表明, P-选择素与AP患者病情程度

密切相关, 监测P-选择素含量有助于AP患者病

情轻重的判别. 在AP时, 不仅ET产生增加, NO合

成减少导致胰血管持续性收缩, 甚至痉挛, 使胰

组织严重缺血坏死, 而且与血小板活化、聚集

及血栓形成是分不开的. 并且证实ET和P-选择

素呈正相关关系, 共同参与了AP缺血的病理生

理过程. 
丹参具有活血化淤、抗凝、抑制血小板黏

附、聚集[12]和钙拮抗剂作用, 有效降低细胞聚集

指数, 调节血液黏稠度, 改善血液流变性[13], 提高

心肌抗缺氧能力, 提高心肌收缩力, 从而增加胰

腺血流量, 改善胰腺缺血情况, 并抑制溶酶体酶

释放和中性粒细胞趋化作用, 防止AP时微循环

障碍的进一步发展[14]. AP患者经丹参治疗后血

浆ET和P-选择素明显下降, 这可能是其发挥治

疗作用的另一方面的机制. 
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Abstract
AIM: To study the relationship between platelet 
count and the prognosis of patients with 
pyogenic liver abscess.

METHODS: A total of patients with pyogenic 
liver abscess were diagnosed by computed to-
mography (CT), magnetic resonance imaging 
(MRI) and liver punctures, and the average fo-
cus size was 6.54 cm in diameter. Blood routine 
examination was performed everyday, com-
bined with B-ultrasonography every three days. 
The relationship between the dynamic changes 
of platelet count and the prognosis of pyogenic 
liver abscess patients was analyzed..

RESULTS: Within one week, 43 (38.39%) pa-
tients were found with maximal platelet count 
more than or equal to 400 × 109/L, and 22 patients 
(19.64%) with platelet count less than 400 × 109/L. 
More than one week, 29 patients (25.89%) were 
with maximal platelet count more than or equal 
to 400 × 109/L, 18 patients (16.07%) with plate-
let count less than 400 × 109/L. Thrombocytosis 
occurred quickly in the patients in hospital less 
than one week, whose maximal platelet count 

was more than or equal to 400 × 109/L, and their 
clinical symptoms were improved remarkably as 
compared with those of patients in hospital more 
than one week, with maximal platelet count less 
than 400 × 109/L (P < 0.05).

CONCLUSION: Pyogenic liver abscess patients, 
in whom thrombocytosis occurs in short time, 
have a favorable prognosis. Blood count is an 
important indicator for the prognosis of Pyo-
genic liver abscess.

Key Words: Thrombocytosis; Pyogenic liver ab-
scess; Prognosis

Zhang CF, Han Y, Liu ZE, Xia YH. Value of platelet count 
in the prognosis of patients with pyogenic liver abscess. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(1):75-77

摘要
目的: 研究血小板计数对细菌性肝脓肿患者
预后判定的临床价值. 

方法: 经肝脏CT或MRI平扫加增强和肝脏穿
刺确诊的细菌性肝脓肿(平均直径为6.54 cm)
患者(n  = 112), 入院后每天1次血常规, 3天1次
B超, 应用血小板的动态检测研究细菌性肝脓
肿患者的预后. 

结果: 血小板计数1 wk内达到最高值≥400
×109/L共43(38 .39%)例 ,  <400×109/L共
22(19.64%)例, >1 wk达到最高值≥400×109/L
共29(25.89%)例, <400×109/L共18(16.07%)
例. 血小板计数1 wk内达到高峰值的患者预
后明显优于>1 wk的患者(P <0.05), ≥400×
109/L的患者预后明显优于<400×109/L的患者
(P <0.05).

结论: 血小板计数可作为衡量细菌性肝脓肿
预后的重要指标之一.

关键词�� 细菌性肝脓肿; 血小板; 预后 
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■背景资料
本文作者在临床
工作中发现许多
细菌性肝脓肿患
者会出现血小板
的改变, 就收集了
相关资料, 并进行
前瞻性的研究. 目
前关于血小板和
消化系统疾病的
研究较少, 而且研
究方向单一, 主要
在治疗上, 本文重
点是把血小板和
细菌性肝脓肿联
系起来, 利用血小
板的改变了解患
者的预后.



0  引言

目前, 国内外学者对细菌性肝脓肿患者预后, 特
别是关于预后判定的临床指标研究较少, 他们

的研究主要集中在治疗方法及病原学上. 本研

究重在从血小板的的动态检测来了解细菌性肝

脓肿患者的预后. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-06/2006-06我院消化科细菌性肝

脓肿患者112例(经肝脏CT或MRI平扫加增强和

肝脏穿刺确诊的一个细菌性肝脓肿(平均直径为

6.54 cm), 男50例, 女62例, 15-78(平均49.5)岁.
1.2 方法 

1 .2.1  用药方法  入院后根据经验使用甲硝唑

(100 mL, iv, bid )、左氧氟沙星(0.2 g, iv, bid ), 肝
功受损患者(ALT>1333.6 nkat/L), 加保肝药, 禁
用影响血小板药物. 
1.2.2 观察指标 入院后每天一次血常规, 3 d一次

B超, 记录预后(住院时间、肝脓肿愈合时间、

退热时间、临床症状明显改善时间)及血小板的

改变.
统计学处理 采用SPSS 10.0软件包进行数据

处理, 实验结果以均数±标准差(mean±SD)表
示, 各组间比较用t检验, α = 0.05.

2  结果

住院期间通过对血小板计数的动态观察 ,  血
小板计数1  w k内达到最高值≥400×10 9/L 
43(38.39%)例, <400×109/L 22(19.64%)例, >1 wk
达到最高值≥400×109/L 29(25.89%)例, <400×
109/L 18(16.07%)例. 血小板计数1 wk内达到高

峰值的患者预后明显优于>1 wk的患者(P <0.05), 
≥400×109/L的患者预后明显优于<400×109/L
的患者(P <0.05, 表1).

3  讨论

肝脏和骨髓是全身性感染常受累的器官, 细菌
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性肝脓肿是肝脏受累的表现, 骨髓受累的具体

表现在于外周血中出现有形成分异常, 尤其是

血小板对细菌毒素较为敏感[15]. 血小板在感染

性疾病中可能起着重要作用, 他涉及血管舒张

以及血管收缩性物质的释放, 可引起或加重器

官功能障碍的潜在可能[8,10-11]. 本研究通过检测

血小板计数了解细菌性肝脓肿患者预后. 
感染时机体受到细菌毒素刺激后通过单核

巨噬细胞系统激活生化免疫途经, 产生TNF, 进
一步刺激IL-1、IL-8、IFN-5、血小板激活因

子、前列腺素等具有生物效应物质, 使机体处

于应激状态, 血小板释放增加[1-5,9,16], 同时, 血小

板重新分布. 继发性血小板增多的原因包括手

术、感染、肿瘤和慢性炎症等, 可能与骨髓功

能紊乱、巨核细胞、血小板生成素(TPO)、髓

外造血系统及感染时I L-1 ,  I L-6合成增加相

关[2-6,11]. 
本研究通过对细菌性肝脓肿患者血小板

计数的动态检测, 发现46(41.1%)例患者住院前

1 wk内血小板高峰值>400×109/L的患者住院

时间、退热时间、肝脓肿愈合时间和临床症状

改善时间都明显短于迟缓升高患者, 住院费用

也较低, 提示细菌性肝脓肿患者血小板计数在

短期内迅速升高, 预后较好, 否则预后较差. 细
菌性肝脓肿患者在发病过程中, 血小板计数可

能先出现一个逐渐降低的过程, 而后出现高峰

期, 继而恢复正常, 可能与骨髓功能紊乱、血小

板的重新分布、血小板生成素(TPO)、髓外造

血系统及IL-6等炎症因子的作用相关[3,12]. 若细

菌性肝脓肿患者血小板计数迅速达到峰值, 提
示机体免疫功能较好, 对炎症刺激的反应较好, 
预后好. 本研究提示血小板能够比较正确、敏

感反映细菌性肝脓肿患者的病情与预后, 可作

为1个监测指标. 对血小板在短期内升高不明显

甚至降低的患者, 给予增强机体免疫力药物, 可
能会缩短患者的住院时间、退热时间、肝脓肿

www.wjgnet.com

表 1 血小板计数在1 wk内达到高峰值的细菌性肝脓肿患者的预后

     
血小板的最高值(×109/L) 住院时间(d) 退热时间(d)         肝脓肿愈合时间(d) 临床明显改善时间(d) 

7 d内≥400 (n = 43)a 6.�7±1.22 5.23±1.16 5.46±0.�7        3.25±1.36

7 d内<400  (n = 22)c                 15.3±3.�6 13.4±2.53 14.6±1.57        7.56±2.35

7 d后≥400 (n = 2�)e �.11±1.27 7.71±1.12 7.7�±1.34        5.12±0.�5

7 d后<400  (n = 1�)               1�.36±3.25             15.37±2.64             16.6�±1.75        �.7�±3.21

aP<0.05 vs  7 d内<400×10�/L和7 d后≥400×10�/L患者; cP<0.05 vs  7 d后≥400×10�/L患者; eP<0.05 vs  7 d后<400×10�/L患者.

■同行评价
本研究的创意新
颖 ,  有实际意义 , 
希望作者能在后
续研究中检测细
菌性肝脓肿患者
血清中某些细胞
因子(IL-1, IL-8, 
IFN-5等), 如确实
升高, 将使该文章
更完整, 更具有科
学性.
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的愈合时间及临床症状的改善时间, 这可以作

为将来的一个研究方向. 
在本研究中, 没有发现细菌性肝脓肿患者

继发血小板增多症引起血栓形成等并发症, 不
需特殊处理, 国内一些学者[1,6,14]也持相同观点. 
但若发现血小板计数持续升高不降2 mo以上, 可
能合并其他疾病, 应进一步行相关检查[4,7,13]. 
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Abstract
AIM: To explore the values of suprahepatic 
venacavaplasty (cavaplasty) in liver transplan-
tation.

METHODS: The new orthotopic liver transplan-
tation procedure combined with cavaplasty was 
conducted in 103 patients..

RESULTS: There were no perioperative deaths 
in this study. The median operative and anhe-
patic-phase time in cavaplasty group (6.8 ± 0.8 h 
and 52.6 ± 14.5 min, respectively) were  signifi-
cantly shorter than those in classic and modified 
piggyback groups (7.4 ± 0.6 h, 86.5 ± 7.1 min; 
7.9 ± 0.6 h, 78.4 ± 7.94 min) reported recently by 
other data, and blood loss was also less in cava-
plasty group (2960 ± 1120 mL) than those in lat-
ter two groups (4662 ± 913 mL; 4441 ± 1072 mL). 
Post-operative acute renal failure occurred in 30 
cases (29.1%), similar to that in classic group but 
higher than that in modified piggyback group. 
All the patients with acute renal failure recov-
ered within 3 to 4 weeks.

CONCLUSION: Cavaplasty can simplify the 

resection procedure of the diseased liver and 
implantation of new liver, and reduce the opera-
tive time and blood loss during transplantation 
process, indicating that cavaplasty is safe, and 
should be clinically recommended.

Key Words: Orthotopic liver transplantation; Supra-
hepatic venacavaplasty; Piggyback transplantation

Wang X, Lu L, Zhang B, Li ZC, Zhen YS, Xu ZC. 
Suprahepatic venacavaplasty in liver transplantation: 
an analysis of 103 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(1):78-81

摘要
目的: 探讨肝移植新术式肝后腔静脉成形术
在人原位肝移植中的应用价值. 

方法: 应用改良肝移植新术式肝后腔静脉成
形术行原位肝移植103例, 观察其手术所用时
间、无肝期、术中出血量及并发症等. 

结果: 本组无1例发生围手术期死亡. 肝后腔

静脉成形术手术所用时间及无肝期 (6 .8±
0.8 h, 52.6±14.5 min)显著短于同期报告资

料经典式肝移植(7.4±0.6 h, 86.5±7.1 min)
以及改良背驮式肝移植(7.9±0.6 h, 78.4±
7.94 min). 术中出血量(2960±1120 mL)也显

著少于改良背驮式(4662±913 mL)和经典式

肝移植(4441±1072 mL). 肝后腔静脉成形术

术后肾功能不全发生率为29.1%(30/103), 与
经典式肝移植相近, 比改良背驮式高, 但均能

在术后3-4 wk内恢复正常.

结论: 肝移植新术式肝后腔静脉成形术能简

化病肝切除和新肝植入的手术操作, 缩短手

术时间, 减少术中出血, 值得临床进一步推广

应用.

关键词�� 肝移植; 肝后腔静脉成形术; 背驮式

王轩, 陆雷, 张斌, 李增才, 郑以山, 许正昌. 肝后腔静脉成形术

行原位肝移植103例. 世界华人消化杂志  2007;15(1):78-81

■背景资料
肝移植已被公认
是治疗终末期肝
病的最有效方法, 
但肝移植手术操
作难度大, 对术者
技术要求高, 是影
响肝移植手术推
广的主要因素之
一. 
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0  引言

随着肝脏移植技术的日渐成熟, 肝移植已成为

治疗良性终末期肝病及早中期肝癌的最有效方

法[1-3]. 目前肝移植手术方式虽经多种改良, 但临

床最常用的肝移植手术方式仍主要为经典式[4]

和改良背驮式[5]二种, 两者均有手术操作复杂、

耗时较长的缺点. 自2003-04/2006-05我院移植

中心应用Wu et al [6]改进的腔静脉成形术行同种

异体原位全肝移植103例, 效果满意, 现总结报

告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 患者103例, 男性89例, 女性14例, 年龄

21-69(平均46.8)岁. 原发性肝癌合併肝硬化53例, 
肝炎后肝硬化42例, 慢性重型肝炎8例. 7例有脾

切除及门奇断流手术史, 9例有肝癌手术切除史. 
肝功能分级: Child-Pugh A级8例, B级19例, C级
76例.  
1.2 方法 

1.2.1 供肝切取与修整 供肝采用单独肝脏灌洗切

取或腹内脏器联合灌洗切除法. 供体主动脉和肠

系膜上静脉插管、UW液灌注后快速获取肝肾. 
供肝平均热缺血时间为4.9±3.1 min, 冷缺血时

间为8.5±3.8 h. 供受体ABO血型相同或相容. 供
肝修整后, 沿供肝下腔静脉后壁正中自上向下剪

开, 长度约4-5 cm备用. 
1.2.2 病肝切除 第一肝门及肝周韧带的游离同经

典肝移植. 近第一肝门处离断门静脉, 用下腔静

脉阻断钳分别阻断肝下下腔静脉及肝上下腔静

脉, 等待病人血压平稳后, 沿下腔静脉由下向上

分离结扎部分肝短静脉, 用剪刀贴病肝将病肝从

下腔静脉前壁剪下, 贯通三支肝静脉开口, 修剪

并适当扩大下腔静脉前壁开口, 形成一宽大的倒

“三角形”开口, 使其与供肝修整时形成的开口

相匹配, 同时检查并修补下腔静脉前壁破损处. 
用三根3-0 prolene分别从三个角将供受体下腔静

脉对应部分血管壁固定, 按顺序连续缝合腔静脉

的三个边. 门静脉, 肝动脉及胆道重建与经典肝

移植相同. 
统计学处理 采用SPSS11.0软件进行统计

学处理. 计量资料采用mean±SD表示, 行t检验. 
P <0.05为差别有显著性意义.

2  结果

应用肝后腔静脉成形术连续行人同种异体肝移

植术103例, 无围手术期死亡. 术后发生胆漏2
例, 经积极处理后痊愈. 术中采用静脉转流2例, 
余均未转流. 手术所用时间、无肝期、术中出

血量(表1)与同期采用经典原位肝移植及改良

背驮式肝移植报告资料[7]相比, 有显著性差别

(P <0.01). 术后无1例发生血管并发症, 肾功能

损害发生30例, 与经典肝移植相似, 比改良背

驮式肝移植高, 但肾功能损害均能在3-4 wk内
恢复.

3  讨论

经典式和改良背驮式肝移植是目前临床应用最

广的二种肝脏移植术式[8]. 将肝后下腔静脉连

同病肝整块切除的经典式肝移植具有切除范围

广, 切除肿瘤完全的优点, 也是以往应用较多的

的一种肝移植术式. 但由于他在术中需要阻断

下腔静脉血液的回流, 使无肝期血流动力学发

生显著变化, 同时在将肝后下腔静脉从后腹膜

游离出时, 创面大, 出血多, 并易损伤肾上腺静

脉致顽固性大出血. 因而经典式肝移植的应用

受到一定程度限制[9]. 针对其缺点, Calne在1968
年首先提出不需要阻断下腔静脉的背驮式肝移

植 , 并在1989年由Tzakis et al [10]将其成功应用

于成人肝移植. 由于背驮式肝移植保留了受体

肝后下腔静脉, 具有术中不阻断下腔静脉血液

回流, 血流动力学稳定, 对肾功能影响较小, 出
血相对较少这一优点, 近年来该术式被广泛应

用于临床. 但背驮式肝移植也有其明显不足之

处, (1)该术式在切除病肝时需要将肝后下腔静

脉与病肝完全分离, 结扎所有肝短血管, 手术

难度相对大, 所需时间较长; (2)血管重建需要

在部分阻断的下腔静脉上进行, 手术操作相对

较为困难; (3)由于其流出道重建的特殊性, 移
植物术后较易出现流出道梗阻的问题[11-13]. 为
解决这一问题, 近年来许多学者提出改良背驮

式肝移植, 即采用将三支肝静脉整形后与供肝

腔静脉吻合的方式[14]. 但由于三支肝静脉不在

同一水平面, 整形技术要求较高, 技术欠缺易

形成共同开口过长或扭曲, 而且手术操作在供

肝与膈下这一狭窄区域进行, 血管缝合较为困

难, 因此改良背驮式肝移植手术难度较大, 也
并不能完全杜绝肝静脉回流不畅的问题. 而由

Wu et al [6]创建的肝后腔静脉成形肝移植术, 在
保留经典式和背驮式肝移植优点的基础上, 大
大简化了肝移植手术操作难度 , 同时又减少了

肝移植并发症的发生. 肝后腔静脉成形肝移植

■应用要点
腔静脉成形肝移
植术将传统的经
典式和背驮式肝
移植两种术式的
优点结合在一起, 
既降低了手术的
难度、缩短了手
术时间, 又减少了
术中出血, 同时还
不增加术中及术
后并发症的发生, 
值得临床进一步
推广应用.
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术具有以下特点: (1)病肝切除时不需逐一结扎

第三肝门所有肝短静脉及肾上腺静脉, 从而降

低手术切除病肝难度, 病肝切除后, 在直视及无

血状态下逐一缝扎保留的下腔静脉壁破口, 使
病肝切除变得较为容易, 手术时间缩短; (2)手
术保留受体肝后下腔静脉, 从而减少了手术创

面和术中出血, 又同时不需要行肝下下腔静脉

吻合, 缩短了腔静脉吻合时间, 即缩短了肝移植

手术时间; (3)受体腔静脉前壁经整形而形成的

宽大的倒“三角形”开口与供肝下腔静脉后壁

缺口吻合既保证移植肝流出道顺畅, 又使得在

植入新肝时原来较为困难的腔静脉吻合变得较

为容易. 由于该术式的上述特点, 使得肝移植手

术难度大大降低, 同时又缩短了手术时间及无

肝期, 术中出血和输血量均有明显下降. 本组

103例平均手术时间及无肝期分别为6.8±0.8 h
和52.6±14.5 min, 与同期报告数据[3]相比, 有显

著性差别. 此外, 由于该术式在切除病肝时是将

病肝连同部分腔静脉前壁一起切除, 因此, 此种

术式特别适合于再次肝移植. 当然该术式仍存

在切除病肝时需要将腔静脉阻断这一缺点, 术
中对麻醉要求相对较高, 但实践证明, 只要患者

术前心肺功能正常, 术中应用适当的血管活性

药物, 维持适度的血压, 患者完全能耐受1-2 h
腔静脉完全阻断时间. 而且术后发生的肾功能

损害也是一过性的[15], 经过积极治疗及适当调

整抗排斥药物用量, 绝大部分患者肾功能均能

在短时间内恢复正常. 本组103例患者中绝大多

数(101/103)均能耐受下腔静脉完全阻断, 未采

用静脉转流, 仅有2例因术前已有严重肾功能损

害, 术中采用静脉转流. 移植术后移植肝相关肾

功能损害发生率与经典式肝移植术后发生率相

当, 比改良背驮式高, 但术后所改发生的30例肾

功能损害经治疗后肌酐均能于术后3-4 wk内恢

复到正常值以下, 与相关资料相比, 并没有显著

增加其他术后并发症. 由此可见, 肝后腔静脉成

形术既降低了手术难度, 又缩短了手术时间, 减

少术中出血, 是一种值得临床推广的新术式. 
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移植手术过程, 缩
短手术时间, 降低
了肝脏流出道梗
阻发生率等优点. 
该论文具有临床
实用性, 可读性较
好, 对我国肝移植
的临床实践具有
一定的科学价值.
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本����� 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.
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Abstract
AIM: To observe the pre- and post-operational 
changes of serum carcinoembryonic antigen 
(CEA) and carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9) 
in patients with progressive colon cancer and 
their clinical significances.

METHODS: The serum levels of CEA and 
CA19-9 were detected by indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) in 60 patients (30 
cases received chemotherapy during operation 
while 30 cases did not) diagnosed with colon 
cancer and 30 normal volunteers..

RESULTS: The serum levels of CEA and CA19-9 
were significantly higher in all the cancer pa-
tients before operation than those in the normal 
controls (60.73 ± 25.99 mg/L vs 2.67 ± 1.643 mg/L, 
P < 0.01; 112.73 ± 78.76 kU/L vs 14.6 ± 6.68 kU/L, 

P < 0.01). CEA and CA19-9 levels were rapidly 
decreased in the patients received chemotherapy 
(7 d post-operation: 7.96 ± 3.32 mg/L, 29.34 ± 
11.05 kU/L, P < 0.01 vs pre-operation), but they 
were not significantly decreased in the patients 
without chemotherapy (7 d: post-operation: 
34.23 ± 20.59 mg/L, 88.12 ± 32.28 kU/L, P > 0.05 
vs pre-operation).

CONCLUSION: Detection of CEA and CA19-9 
in the peripheral blood confirms that portal vein 
continuous chemotherapy and great volume of 
intraperitoneal chemotherapy are effective in 
preventing postoperative metastasis of colorec-
tal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Intraperitoneal 
chemotherapy; Carcinoembryonic antigen; Carbo-
hydrate antigen 19-9

Yang MP, Yu HL, Wang FJ, Huang YN, Yang WL. 
Detection of serum carcinoembryonic antigen and 
carbohydrate antigen 19-9 in patients with progressive 
colon cancer and its clinical significance. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(1):82-85

摘要
目的: 检测大肠癌患者术中应用化疗药物后, 
手术前后血清CEA和CA19-9的变化, 确定其
对预防大肠癌微转移, 降低术后复发率和死亡
率的临床意义. 

方法: 采用ELISA方法测定30例术中应用化
疗药物大肠癌患者及30例术中未应用化疗
药物大肠癌患者手术前后外周血中C E A和
CA19-9含量的变化, 同时选用30例非肿瘤人
群作为正常对照. 

结果: 60例大肠癌患者(Duck C期)术前外周血
中CEA, CA19-9均值高于正常值(60.73±25.99 
mg/L vs  2.67±1.643 mg/L, P <0.01; 112.73±
78.76 kU/L vs  14.6±6.68 kU/L, P <0.01). 30
例术中应用化疗药物的大肠癌患者手术后
血清CEA、CA19-9下降较快(术后7 d: 7.96

■背景资料
大肠癌术后肝脏
的转移是患者死
亡的主要原因, 有
关文献报道, 对于
进展期大肠癌患
者, 即使行根治性
切除手术后, 肿瘤
复发和转移仍很
常见, 大肠癌术后
复发率达20%左
右.
   

®
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±3.32 mg/L, 29.34±11.05 kU/L, P <0.01 vs  
术前), 术中未应用化疗药物组的大肠癌患
者术后血清C E A和C A-199下降缓慢(术后
7 d: 34.23±20.59 mg/L, 88.12±32.28 kU/L, 
P >0.05 vs  术前).

结论: 通过定量检测大肠癌患者外周血CEA 
和CA19-9的含量, 证明手术中温热灌注化疗
＋动脉化疗以及术后联合化疗的辅助治疗是
十分必要的, 对预防大肠癌微转移, 降低术后
复发率和死亡率的有重要的临床意义.

关键词�� 大肠癌; 术中化疗; 癌胚抗原; 糖类抗原
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0  引言

大肠癌是我国常见恶性肿瘤之一, 其发病率呈

逐年上升趋势[1], 虽然包括外科手术在内的治疗

方法有了很大的进步, 但是大肠癌患者实行了

根治性手术后, 仍会有相当一部分的患者不可

避免的出现复发情况, 大肠癌根治术后5 a生存

率一直徘徊在45%-55%之间[2]. 治疗失败的主

要原因是复发和转移, 肝脏是大肠癌最常见的

转移部位. 半数以上的大肠癌患者死亡时存在

肝转移, 约40%大肠癌患者发生异时性的肝转

移[3], 这严重影响了大肠癌患者手术后的生存

率. 手术过程中应用化疗药物可以直接杀伤癌

细胞, 减少微转移, 对降低大肠癌患者术后复发

率和死亡率具有重要意义[4]. 我们运用ELISA方

法, 对健康人群及术中应用温热化疗+动脉化疗

药物+术后常规化疗组的大肠癌患者和术中未

应用化疗药物仅术后常规化疗组的大肠癌患者

手术前后外周血CEA和CA19-9水平进行动态观

察, 其结果对评价手术效果、术后疗效的观察

及预后的判断有重要的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-02/2005-09我院实行大肠癌根治

术, 有确切病理诊断的患者60例(全部选用Duck 
C期患者且无术中并发症死亡, 否则标本弃用), 
腺癌30例, 腺磷癌16例, 印戒细胞癌8例, 未分化

细胞癌6例; 男33例, 女27例, 平均年龄55岁; 选择

同期非肿瘤人群30例作为对照组. 采用间接酶联

免疫吸附试验(ELISA)检测血清CEA, CA199的
含量, 使用仪器: ESECSYS1010自动酶标仪及配

套试剂盒(由瑞士罗氏公司提供). 
1.2 方法 将受试者分为A对照组: 选择同期非肿

瘤人群30例作为对照组;  B实验组:  30例患者在

术中直肠癌根治术的基础之上, 行术中温热化疗

+术中动脉化疗+术后常规化疗, 术中静滴表阿霉

素40 mg+亚叶酸钙200 mg, 切除肿瘤前, 从支配

所切除肠管的动脉中注入丝裂霉素8 mg+氟尿嘧

啶脱氧核苷0.15 g,  切除肿瘤后, 腹腔内注入45℃
蒸馏水1000 mL+氟尿嘧啶脱氧核苷0.15 g, 留置

20 min后吸出; C实验组: 30例患者在术中根治术

的基础上仅术后应用常规化疗药物, 每位患者取

术前3天、术后第7天和第30天(应用术后常规化

疗药物之前)的外周新鲜血液各5 mL, 取材后, 标
本迅速离心, 保留血清, 并置于-80℃冰箱保存, 
之后使用ESECSYS1010自动酶标仪及相应配套

的试剂盒, 采用间接酶联免疫吸附试验(ELISA)
检测血清中CEA, CA19-9的含量. CEA和CA19-9
阳性标准分别为>5 μg/L和>37 kU/L.

统计学处理 采用χ2检验和t检验进行统计学

分析.

2  结果

2.1 血清CEA及CA 19-9的测定结果 60例大肠癌

患者手术前CEA和CA19-9的含量分别为60.73
±25.99 mg/L和112.73±78.76 kU/L均值高于

对照组A(P <0.01), 术后B实验组: 30例患者术

中应用温热化疗+术中动脉化疗后, 术后第7天
患者血清CEA和CA19-9的含量分别为7.96±
3.32 mg/L和29.34±11.05 kU/L, 与手术前比较

差异有显著性(P <0.01), 第30天患者血清当中

CEA, CA19-9的含量分别为2.99±2.45 mg/L和
17.62±7.29 kU/L, 与手术前比较差异有显著

性(P <0.01), 术后C实验组: 30例患者术中未应

用化疗药物, 仅常规腹腔冲洗, 术后第7天患者

血清当中CEA和CA19-9的含量分别为34.23±
20.59 mg/L和88.12±32.28 kU/L, 与手术前比

较无显著性差异(P >0.05), 第30天患者血清当中

CEA和CA19-9的含量分别为9.97±3.29 mg/L
和44.54±20.22 kU/L两者比较有显著差异性

(P <0.05, 表1).
2.2 大肠癌患者手术前后血清CEA和CA19-9
阳性率及转阴性率的比较  术前血清C E A和

CA19-9的阳性率分别为85.0%和81.6%, B组术

中化疗后术后第7天, 血清CEA, CA19-9的阳
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性率分别30.0%和20.0%, 与术前相比差异显

著(P <0.05), 术后第30天血清CEA, CA19-9的
阳性率分别10.0%和3.3%, 术前相比差异显著

(P <0.01), 而C组组术中未应用化疗药物术后

第7天血清CEA, CA199的阳性率分别80.0%和

70.0%, 与术前相比无显著差异(P >0.05), 术后

第30天血清CEA, CA199的阳性率分别43.3%和

40%, 术前相比差异不显著(P >0.05, 表2).

3  讨论

在大肠癌的辅助诊断中, CEA和CA19-9都是常

见的肿瘤标志. 有关研究发现, 在检测到的复发

症状、体征或影像学改变出现前, 就可检测到

血清CEA和CA19-9水平的持续升高, 尤以CEA
为更早, 也就是说, 在出现临床症状之前, 结
肠癌细胞已分泌相应的分子标志物, 如CEA和

CA19-9等. 所以本实验对CEA和CA19-9的水平

动态监测, 其结果有助于对术后出现升高的患

者加以重视, 更早的发现复发情况. 
大肠癌术后肝脏的转移是患者死亡的主要

原因[5], 有关文献报道对于进展期大肠癌患者, 
即使行根治性切除手术后, 肿瘤复发和转移仍

很常见, 大肠癌术后复发率达20%左右[6]. 造成

大肠癌术后复发和转移的主要原因: 一是术前

已经存在的血液及淋巴的亚临床微转移, 术后

进一步发展为转移灶; 二是手术时不可避免的

创伤所导致的肿瘤细胞经过淋巴管或静脉血扩

散; 三是手术中不适当的刺激挤压导致肿瘤细

胞进入血液进而发生远处转移[7], 大肠的血液回

流具有特殊性, 其静脉回流主要是通过肠系膜

静脉入门静脉系, 继而进入肝脏. 而肝脏又是恶

性细胞良好的捕获器, 恶性细胞一旦被捕获, 就
再也无法循环, 因而, 肝脏成为其转移的主要靶

器官[8]. 对肿瘤转移的研究发现, 大肠癌早期, 哪
怕是Dukes A的患者已有部分血液中检出癌细

胞[9]. 研究发现, 胃癌患者腹腔脱落游离癌细胞

检出率高达43.13%-55.18%[10]. 手术操作和刺激

可进一步增加癌细胞的脱落, 而腹腔低渗温热

化疗+术中动脉化疗+术后常规化疗可降低复发

率, 提高生存率[11]. 
本研究可见, 60例大肠癌患者(Duck C期)

手术前后血清CEA及CA19-9水平作比较: (1)
大肠癌患者手术前CEA及CA19-9的含量均值

高于对照组(P <0.01), B实验组: 术中温热化疗

+术中动脉化疗 ,  术后第7天患者血清中C E A
及CA19-9的含量与手术前比较差异有显著性

(P <0.01), 第30天患者血清当中CEA和CA19-9
的含量与手术前比较差异有显著性(P <0.01), 此
结果说明, 术中温热化疗+术中动脉化疗后, 术
后血清CEA及CA19-9水平下降十分明显, 这对

大肠癌术后预防复发和转移具有重要意义;  (2) 
C实验组: 术中未应用化疗药物, 仅常规腹腔冲

    分组                              n                        CEA (mg/L)                      CA19-9 (U/mL)

 表 1 大肠癌患者手术前后血清CEA和CA19-9含量 (mean±SD)

术前                            60                 60.73± 25.99              112.73±78.76     
应用化疗药物组             
  术后第 7 天               30                  6.96±3.32                    29.34±11.05
  术后第30天               30                  2.99±2.45                    17.62±7.29
未应用化疗药物组  
  术后第 7天                30                34.23±20.59                  88.12±32.28
  术后第30天               30                  9.97±3.29                    43.54±20.22
非肿瘤对照组              30                  2.67±1.64                    14.60±6.68

    
分组

 表 2 大肠癌患者手术前后及手术中应用与未应用化疗药物血清CEA和CA19-9阳
性率及转阴性率的比较

术前                        60         60          51 (85.0)       49 (81.6)      9 (30.0)      11 (36.7)
应用化疗药物组    
术后第7天               30        30            9 (30.0)         6 (20.0)      21 (70.0)     24 (80.0)
术后第30天             30        30            3 (10.0 )        1 (3.3)        27 (90.0)     29 (96.7)
未应用化疗药物组                                
术后第7天               30        30          24 (80.0)       21 (70.0)        6 (20.0)       9 (30.0)
术后第30天             30        30          13 (43.3)       12 (40.0)      17 (56.7)     18 (60.0)

                 CEA      CA19-9           CEA             CA19-9           CEA            CA-199   

                n                            阳性例数 (%)                   阴性例数(%)

■同行评价
本文研究了进展
期大肠癌患者术
中应用化疗药物
外 周 血 C E A 、

CA19-9的检测及
临床意义, 思路正
确 ,  设 计 基 本 合
理, 具有一定临床
应用价值.
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洗, 术后第7天患者血清当中CEA及CA19-9的
含量与手术前比较无显著性差异(P >0.05), 第
30天患者血清当中CEA及CA19-9的含量与手

术前比较差异有显著性(P <0.05), 结果说明, 术
中未应用化疗药物, 术后血清CEA及CA19-9水
平下降十分缓慢, 这说明术前、术中或术后已

经存在的血液及淋巴的亚临床微转移, 术后有

可能进一步发展为转移灶;  (3)术前血清CEA , 
CA19-9的阳性率分别为85.0%和81.6%, B实验

组术中化疗后术后第7天, 血清CEA, CA19-9
的阳性率分别30.0%和20.0%与术前相比差异

显著(P <0.05), 术后第30天血清CEA及CA19-9 
的阳性率分别10.0%和3.3%术前相比差显著

(P <0.01), 而C组术中未应用化疗药物术后第

7天血清CEA, CA19-9的阳性率分别80.0%和

70.0%与术前相比无显著差异(P >0.05), 术后第

30天血清CEA和CA19-9的阳性率分别43.3%和

40%术前相比无显著差异(P >0.05), 此结果说

明, 对于Duck C期的大肠癌患者术中未应用化

疗药物, 将大大增加了大肠癌术后复发和转移

的危险性[12]. 临床研究证明, 手术+术中化疗防

治肿瘤术后肝转移的效果优于单纯手术[13],  热
能直接导致的肿瘤细胞杀伤作用本质上不同于

放疗造成的细胞死亡, 热疗可以达到闭塞肿瘤

血管、破坏或抑制肿瘤新生血管达到抗肿瘤

作用, 除能直接杀伤癌细胞和增强放射敏感性

外, 还可促进化疗药物的细胞毒作用. 所以热疗

不仅可以促进化疗药物进入肿瘤组织内, 而且

使不同抗癌药物产生协同作用, 从而有效降低

腹腔内种植及复发率, 降低病死率. 临床研究证

实, 45℃蒸馏水在腹腔内留置20-30 min, 能杀

死近80%的癌细胞[14], 所以, 本文采用此方法, 
达到了最佳效果. 我们还通过术中门静脉和肠

腔内化疗, 以提高门静脉系统抗癌药物浓度, 减
少癌细胞扩散和(或)肝转移, 从而减少了肝转

移率、提高了生存率. 万德森 et al [15]在术中进

行肠腔化疗后测定肠系膜静脉及周围静脉血药

浓度, 证实前者血药浓度可高达杀死癌细胞的

浓度, 肠腔内化疗可使Dukes C期患者生存率有

所提高. 这些研究表明, 大肠癌的肝转移主要是

通过门静脉发生的, 通过阻断门静脉途径, 可有

效的防治大肠癌的术后复发转移. 
总之, 术中温热化疗+动脉化疗在治疗大肠

癌、预防肝转移和肿瘤复发、降低患者病死率

等方面明显优于单纯术后化疗. 因本组病例有

限, 其确切临床效果有待进一步证实, 还需要对

患者进行长期监测、长期随访. 
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Abstract
AIM: To evaluate the adverse reaction of 
combination chemotherapy of obaplatin, 
fluorouracil and calcium leucovorin.

METHODS: Combination chemotherapy of oba-
platin, fluorouracil and calcium leucovorin was 
used in 26 colorectal cancer patients after opera-
tion, and a total of 30 courses were completed. 
The adverse reaction was evaluated according to 
the standard from World Health Organization..

RESULTS: The adverse reactions that occurred 
frequently were myelosuppression and gastro-
intestinal tract reaction. The decrease of white 
cell and platelet count was significant in myelo-
suppression. Of the 30 treatment courses, white 
cell count was decreased to gradeⅠor Ⅱ in 18 
courses (60.0%), and grade Ⅲ in 2 courses (6.7%); 
Thrombocytopenia of gradeⅠor Ⅱ achieved 
in 20 courses (66.7%), and grade Ⅲ in 3 courses 
(10.0%). Nausea was the dominant gastrointes-

tinal tract reaction, which covered a percentage 
of 16.7%, and vomiting occurred in only 3.3% of 
the cases.

CONCLUSION: Combination of lobaplatin, fluo-
rouracil and calcium leucovorin is safe in post-
operative chemotherapy.

Key Words: Adverse reaction; Combination chemo-
therapy; Lobaplatin; Fluorouracil; Calcium leucov-
orin

Zhou HF, Zhang YX, Cheng LY, Ding HL. Clinical 
observation on adverse reaction of combination 
chemotherapy of lobaplatin, fluorouracil and calcium 
leucovorin. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(1):86-87

摘要
目的: 观察和评价洛铂、氟尿嘧啶与四氢叶
酸钙联合化疗的毒副作用. 

方法: 应用洛铂、氟尿嘧啶与四氢叶酸钙联
合化疗结、直肠癌术后患者26例, 共30个疗
程, 按WHO标准评定毒副反应. 

结果: 毒副作用以骨髓抑制及胃肠道反应为
主, 其中骨髓抑制以白细胞和血小板减少最为
明显. 30个疗程中, 白细胞减少Ⅰ-Ⅱ级有18次
(60.0%), Ⅲ级有2次(6.7%); 血小板减少Ⅰ-Ⅱ
级为20次(66.7%), Ⅲ级为3次(10.0%). 胃肠道反
应主要是恶心, 占16.7%, 发生呕吐者只占3.3%.

结论: 洛铂、氟尿嘧啶与四氢叶酸钙联合使
用是一个较为安全的化疗方案.

关键词�� 毒副�用; 联合化疗; 洛铂; 氟尿嘧啶; 四氢

叶酸钙 
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0  引言

FOLFOX4方案是国际公认的结肠癌辅助化疗

的标准方案[1], 洛铂(lobaplatin)是第三代的铂类

®

■背景资料
目 前 ,  结 直 肠 癌
以FOLFOX作为
一 线 化 疗 方 案 , 
FOLFOX4是国际
公认的标准方案, 
但毒副反应较大. 
洛铂是第三代的
铂类抗癌药, 临床
前研究结果表明, 
他与顺铂的抗癌
活性相似, 但肾毒
性和胃肠道反应
较轻, 且可能对部
分顺铂耐药的肿
瘤有效. 将洛铂替
换FOLFOX4方案
中草酸铂以降低
化疗的毒副作用
成为符合逻辑的
推理, 国内几家大
医院已开始对新
方案进行初步的
临床研究, 对其疗
效和安全性还有
待进一步观察.
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抗癌药[2], SFDA去年批准上市的一类抗肿瘤新

药. 对于洛铂的疗效及毒副作用国内外已有文

献[3-7]报道. 我科2006-02/04以来将洛铂替换

FOLFOX4方案中的草酸铂作为结肠癌辅助化疗

的新方案, 共治疗了30个疗程, 对其毒副作用进

行了观察, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 全组26例患者, 男21例, 女5例, 年龄

32-78(平均56.3±18.4)岁, 均为结、直肠癌术后

患者, 近1 mo未进行化疗或放疗. 其中22例完成

了1个疗程治疗, 4例完成了 2个疗程治疗.
1.2 方法 洛铂50 mg/m2静脉滴注2 h以上, 第1
天; 四氢叶酸钙200 mg/m2静脉滴注2 h以上, 第1
天和第2天; 氟尿嘧啶400 mg/m2静脉推注, 然后

600 mg/m2持续静脉输注22 h以上, 第1天和第2天; 
每2 wk重复. 毒副反应判断标准按WHO标准评定[8].

2  结果

30个疗程中毒副作用以骨髓抑制及胃肠道反应

为主. 其中骨髓抑制以白细胞和血小板最为明

显. 血红蛋白降低Ⅰ-Ⅱ级为26.7%, Ⅲ级为3.3%. 
白细胞减少Ⅰ-Ⅱ级为60.0%, Ⅲ级为6.7%. 血
小板减少Ⅰ-Ⅱ级为66.7%, Ⅲ级为10.0%. 胃肠

道反应主要是恶心, 占16.7%, 发生呕吐者只占

3.3%(表1).

3  讨论

洛铂是第三代的铂类抗癌药, 国外的文献报道

其与顺铂的抗癌活性相似, 但肾毒性和胃肠道

反应较轻, 且可能与顺铂有部分非交叉性耐药[9]. 
本临床观察发现, 洛铂、氟尿嘧啶与四氢叶酸

钙联合化疗的毒副作用以骨髓抑制及胃肠道反

应为主. 其中以白细胞和血小板减少尤为明显, 
是主要的剂量限制性因素, 与文献[3-4,10]报道

一致. 因白细胞、血小板以化疗结束后2 wk降倒

最低, 而此时患者都已出院, 因此2 wk后一定要

求患者复查血象, 根据结果采取措施, 防止感染

和出血. 本组病例在化疗前常规使用止吐剂, 发
生恶心的有16.7%, 发生呕吐者只有1例, 占3.3%, 
较文献报道低[1]. 呕吐的1例患者是因为化疗开

始2 h后才使用止吐剂. 因此化疗前常规使用止

吐剂是有必要的. 肝、肾毒性及周围神经毒性

则较少发生. 因此洛铂、氟尿嘧啶与四氢叶酸

钙联合使用是一个较为安全的化疗方案. 本化

疗方案因治疗病例较少, 随访时间较短, 国内外

尚无大宗病例报道, 疗效有待进一步观察[11]. 
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表 1 洛铂、氟尿嘧啶与四氢叶酸钙联合化疗毒副作用
(n )

     
                                                            WTO分级

                                     0             Ⅰ          Ⅱ          Ⅲ          Ⅳ 

血红蛋白降低           21           6           2           1          0

白细胞减少 10         13           5           2          0

血小板减少                7         10         10           3     0

出血                 30           0           0           0          0

谷丙转氨酶升高 2�           2           0           0          0

恶心呕吐                  24           5           1           0          0

腹泻                         30           0           0           0          0

尿素氮升高 2�           2           0           0          0

头发                         29           1           0           0          0

周围神经                  30           0           0           0          0

毒副反应

■同行评价
本临床观察发现, 
洛铂、氟尿嘧啶
与四氢叶酸钙联
合使用是一个较
为安全的化疗方
案, 属Ⅰ期临床研
究报告, 有一定的
学术意义.
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Abstract
AIM: To investigate the influences of DM-
associated factors on the pathogenesis of 
colorectal cancer (CRC), and clarify whether 
diabetes mellitus (DM) is a risk factor of CRC.

METHODS: A case-control study was per-
formed to compare 364 colorectal cancer patients 
(198 colon cancer patients and 166 rectal cancer 
patients) with 733 controls (patients without 
cancer), with respect to their family history of 
CRC and DM, personal DM history, habits of 
smoking and drinking, cholesterol and triglycer-
ide levels..

RESULTS: The value of odds ratio (OR) in 
patients with DM history was 1.72 and that in 
patients with family DM history was 1.64. The 
value of OR in DM patients with family CRC 
history was 3.23, significantly higher in DM pa-
tients without family CRC history (OR = 1.57). 
After further analysis, the rate of DM patients 
with/without family CRC history was always 
higher than that in the controls. Logistic analy-
sis showed that the age, gender, DM history, 
coronary heart disease, hypertension, smoking, 
drinking, and blood lipid had no marked re-

lationship with colorectal cancer, but DM and 
family CRC history were correlated with the oc-
currence of colorectal cancer (OR = 2.99, P < 0.01; 
OR = 1.79, P < 0.01).

CONCLUSION: DM is an independent risk fac-
tor of CRC. Routine examination for CRC is 
recommended for DM patients to make earlier 
diagnosis of CRC and improve the prognosis of 
patients.

Key Words: Diabetes mellitus; Colorectal cancer; 
Epidemiology; Risk factor

Hu SQ, Tang Z, Zhang M. Investigation on the risks of 
colorectal cancer in patients with diabetes mellitus. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(1):88-91

摘要
目的: 了解糖尿病(DM)与结直肠癌患病的关
系, 明确糖尿病相关因素对结直肠癌发病的
影响. 

方法: 采用病例对照的方法分析同时期住院
的结直肠癌(n  = 364)与非肿瘤患者(n  = 733)与
糖尿病相关因素的关系及差异. 对比分析两组
患者的糖尿病患病情况、糖尿病家族史、结
直肠癌家族史、并发病情况、吸烟、饮酒等
生活行为以及血脂水平等方面的差异. 

结果: 结直肠癌组糖尿病患者患结直肠癌的
危险度是非糖尿病患者的1.72倍, 有糖尿病家
族史者患结直肠癌的危险度也明显增加(OR  
= 1.64); 有结直肠癌家族史的糖尿病患者患结
直肠癌的风险度(OR  = 3.23)高于无结直肠癌
家族史的糖尿病患者(OR  = 1.57); 但通过进一
步分层分析表明无论患者有无结直肠癌家族
史, 结直肠癌组糖尿病患者所占比例均高于对
照组. 多因素回归分析显示: 年龄、性别、糖
尿病家族史、冠心病、高血压、吸烟、饮酒
及血脂对结直肠癌没有显著影响; 糖尿病及
结直肠癌家族史对结直肠癌患病具有显著影
响(OR  = 2.99, P <0.01; OR  = 1.79, P <0.01).

结论: 糖尿病与结直肠癌患病存在一定的相

®

■背景资料
近年来结直肠癌
在我国的发病率
逐年增加, 严重危
害人民的健康. 国
外学者通过对结
直肠癌的流行病
学研究发现, 其患
病与糖尿病关系
密切. 目前我国糖
尿病患者亦逐渐
增多, 故为进一步
明确国人糖尿病
与结直肠癌患病
的关系, 本研究采
用病例对照的方
法, 研究分析结直
肠癌患病与糖尿
病相关因素的关
系, 为进行前瞻性
队列研究探讨结
直肠癌病因学以
及做好结直肠癌
的一级预防提供
思路.
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关性, 糖尿病增加了患结直肠癌的风险性, 其
是结直肠癌患病的独立危险因素.

关键词�� 结直肠癌; 糖尿病; 流行病学; 危险因素 
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是结肠癌(colon 
cancer)和直肠癌(rectal cancer)的统称. 近年来, 
我国的发病率逐年增加, 严重危害人民的健康. 
据中国恶性肿瘤死亡率抽样调查报告, 结直肠

癌居第5位[1]. 以往的研究表明结直肠癌发病与

遗传因素、食物中的脂肪、肉食以及体力活动

等关系密切[2-3]. 但国外学者近年来通过对结直

肠癌的流行病学研究发现, 其患病还与糖尿病

(diabetes mellitus, DM)关系密切[4-8]. 目前我国糖

尿病患者亦逐渐增多, 成为非常常见的慢性病, 
但国内对糖尿病与结直肠癌的关系研究甚少. 
为进一步明确国人糖尿病与结直肠癌患病的关

系, 本研究采用病例对照的方法, 研究分析结直

肠癌患者与糖尿病相关因素的关系, 为进行前

瞻性队列研究探讨结直肠癌病因学以及做好结

直肠癌的一级预防提供思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-09/2005-12在首都医科大学宣武

医院住院的结直肠癌患者364例, 其中结肠癌

198例, 直肠癌166例, 男220人(60.44%), 女144
人(39.56 %), 年龄26-95(平均64.12)岁. 随机选

择同时期骨、眼、耳鼻喉、普外、泌尿外、

心内、呼吸、肾科住院的非肿瘤患者733例作

为对照组, 主要包括骨科疾病(21.29%, 主要为

外伤、骨折或椎间盘突出、狭窄等), 外科疾病

(23.12%, 主要为急性阑尾炎、泌尿系结石、前

列腺增生、肾损伤、肾囊肿、腹股沟疝、胆囊

结石等), 眼科、耳鼻喉科疾病(26.05%, 包括白

内障、青光眼、眼部及额面部外伤、扁桃体切

除、咽炎、鼻中隔弯曲等), 内科疾病(29.54%, 
包括泌尿系感染、肺炎、支气管炎、高血压、

冠心病等), 其中男441例(60.16%), 女292例
(39.84%), 年龄34 -96(平均61.73)岁.
1.2 方法 采用病例对照研究的方法分析结直肠

癌组和对照组与糖尿病相关因素的关系及差

异. 对比分析两组患者的糖尿病患病情况、糖

尿病家族史、结直肠癌家族史、并发病情况、

吸烟、饮酒等生活行为以及血脂水平等方面的

差异. 评估标准: (1)结直肠癌的诊断: 所有结直

肠癌患者均经手术或活体病理组织检查明确诊

断; (2)结直肠癌家族史的确定: 只有患者的一级

亲属中有患结直肠癌者才确定为有结直肠癌家

族史; (3)糖尿病家族史的确定: 只有患者的一

级亲属中有患糖尿病者才确定为有糖尿病家族

史; (4)糖尿病的诊断: 由医师询问糖尿病诊断时

间、诊断医院、用药史及血糖控制情况, 诊断

医院至少为二级以上医院, 诊断标准参照美国

糖尿病协会(ADA)1997年提出的诊断标准, 即
症状+空腹血浆葡萄糖(FPG)≥7.0 mmol/L, 或随

机血糖≥11.l mmol/L, 或口服葡萄糖耐量试验

(OGTT)2HPG≥11.l mmol/L.
统计学处理 样本均数的比较采用t检验; 单

因素分析用χ2检验, 多因素分析采用Logistic回
归分析. 并计算各暴露因素对结直肠癌发生的

比数比(OR值)估计相对危险度及95%可信区间 
(95%CI ).

2  结果

2.1 一般情况的比较 结直肠癌组和对照组在身

高、体质量、年龄、吸烟率、饮酒率、血脂水

平(甘油三脂和胆固醇)及并发病(高血压和冠心

病)等方面无显著性差异(表1). 
2.2 糖尿病患病情况及糖尿病家族史比较 结直

肠癌组364人中患糖尿病者104人, 占28.57%, 对
照组733人患糖尿病者138人, 占18.83%, 两组比

较有显著性差异(P <0.01), 提示有糖尿病者患结

直肠癌的危险度增加(OR值为1.72). 此外, 在结

■应用要点
本研究通过病例
对照的方法研究
分析结直肠癌患
者与糖尿病相关
因素的关系, 结果
显示糖尿病史是
结直肠癌患病的
独立危险因素. 故
应将糖尿病患者
群作为结直肠癌
的高危人群之一, 
定期进行普查和
筛查, 争取做到肿
瘤的早期发现、

早期治疗.

表 1 结直肠癌组和对照组一般情况的比较

     
                               结直肠癌组              对照组    

                                  (n = 364)               (n = 733)

男/女                �18/146          441/�9� 0.93

身高(cm)           161.36±15.64   16�.51±16.36 0.43

体质量(kg)           63.48±11.09     66.33±11.93 0.35

平均年龄(岁)        64.1�±1�.38    61.73±1�.44 0.09

吸烟           115(31.59%)      �71(36.97%) 0.08

饮酒             76(�0.88%)      180(�4.56%) 0.�0

合并高血压           83(��.80%)      166(��.65%)       1.00

合并冠心病           36(9.89%)        100(13.64%)       0.09

甘油三脂水平        1.33±1.10         1.48±0.85        0.1�

(mmol/L)

胆固醇水平            4.13±1.10         4.55±1.�3        0.08

(mmol/L)

分组                                                                                      P
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直肠癌组, 有糖尿病家族史的比例为9.89%, 显
著高于对照组(6.28%), 有糖尿病家族史者患结

直肠癌的OR值为1.64(表2). 
2.3 结直肠癌家族史对糖尿病与结直肠癌患病

关系的影响分析 结直肠癌家族史是结直肠癌患

病的危险因素, 进一步分层分析结直肠癌家族

史对糖尿病与结直肠癌患病关系的影响, 结果

表明无论患者有无结直肠癌家族史, 结直肠癌

组糖尿病患者所占比例均高于对照组, 但有结

直肠癌家族史的糖尿病患者患结直肠癌的风险

度更高, OR值为3.23, 高于无结直肠癌家族史的

糖尿病患者(OR值为1.57)(表3).    
2.4 结直肠癌患病的多因素分析 为排除多因素

间的相互干扰, 将年龄(老年与非老年)、性别、

吸烟、饮酒、高血压史、冠心病史、糖尿病

史、糖尿病家族史、结肠癌家族史、甘油三脂

及胆固醇等因素代入Logistic多因素回归分析, 
显示结肠癌家族史、糖尿病是结直肠癌患病的

独立危险因素(表4). 

3  讨论

本研究通过对我院住院的364例结直肠癌患者

■名词解释
胰岛素样生长因
子(IGF): 共有2种, 
即胰岛素样生长
因子-1(IGF-1)及
胰岛素样生长因
子-2(IGF-2), 前者
主要存在于成人, 
后者主要存在于
胎儿. 其生理作用
主要是: 促有丝分
裂作用和诱导细
胞分化, 若IGF-1
水平增高, 将导致
细胞过度分裂增
殖 ,  进 而 大 大 增
加肿瘤发生的几
率, 并减少肿瘤细
胞的调亡. 循环中
IGF-1的作用主要
通过IGF-1结合蛋
白 ( IGFBP)来调
节, IGFBP可阻断
IGF-1与其受体结
合 而 抑 制 I G F 的
促有丝分裂作用. 
目前已发现来源
于不同组织的6种
IGFBP, IGF-1主
要与 IGFBP-3结
合后对某些生理
机能起调控作用. 
上述各种过程的
失衡将促使细胞
增殖失控, 进而导
致恶变.

表 2 结直肠癌患者糖尿病史及糖尿病家族史的比较

     
分组                  结直肠癌组(n = 364)       对照组(n = 733)        OR 值           95%CI                           P

糖尿病 

    有              104(�8.57%)             138(18.83%)         1.7�        1.�9-�.31        <0.01, χ� = 13.43

    无              �60(71.43%)             595(81.17%)   

糖尿病家族史 

    有                36(9.89%)                 46(6.�8%)           1.64        1.04-�.59        <0.05, χ� = 4.59

    无              3�8(90.11%)             687(93.7�%)

表 3 结直肠癌家族史及糖尿病史与结直肠癌危险性关系的分析

     
分组                              结直肠癌组(n = 364)     对照组(n = 733)      OR 值         95%CI                       P

有结直肠癌家族史 

    有DM                            �0(39.��%)               5(16.67%)        3.�3      1.06-9.81     <0.05, χ� = 4.50

    无DM                            31(60.78%)             �5(83.33%)   

无结直肠癌家族史 

    有DM                            84(�6.84%)           133(18.9�%)        1.57      1.15-�.15     <0.01, χ� = 8.08

    无DM                          ��9(73.16%)           570(81.08%)

表 4 结直肠癌患病的多因素分析

     
因素                                         回归系数            OR 值                   95%CI

年龄(岁)                                        0.30               1.03               0.58-�.77

性别(男 = 0, 女 = 1)                      -0.10               0.91               0.47-3.88

结直肠癌家族史(有或无)b                1.8�               �.99               1.97-5.03

糖尿病家族史(有或无)                     0.�7               1.03               0.47-�.�3

糖尿病(有或无)b                               0.54               1.79               1.37-�.50

冠心病(有或无)                                0.39               1.46               0.99-�.64

高血压(有或无)                                0.�1               1.�4               0.60-3.13

饮酒(有或无)                                    0.35               1.4�               0.97-�.05

吸烟(有或无)                                    0.36               1.33               0.73-�.5�

胆固醇(mmol/L)                             -0.35               0.70               0.4�-1.13

甘油三脂(mmol/L)                         -0.33               0.74               0.50-1.�1

bP<0.01.
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和同期住院的733例非肿瘤患者调查分析发现, 
结直肠癌组糖尿病患者所占比例(28.57%)明显

高于对照组(18.83%), 提示糖尿病可能是患结

直肠癌的危险因素之一, 风险比分析显示, 糖尿

病患者患结直肠癌的危险度是非糖尿病患者的

1.72倍(OR = 1.72, 95%CI = 1.29-2.31), 与Levi 
et al [4]和Yang et al [5]的报道一致. 另外, 有糖尿病

家族史者患结直肠癌的风险度亦高于无糖尿病

家族史患者(OR = 1.64, 95%CI = 1.04-2.59). 结
直肠癌家族史是结直肠癌患病的危险因素, 有
结直肠癌家族史的糖尿病患者患病风险度(OR 
= 3.23)高于无结直肠癌家族史的糖尿病患者

(OR = 1.53), 但本文通过进一步分层分析表明, 
无论患者有无结直肠癌家族史, 结直肠癌组糖

尿病患者所占比例均高于对照组, 与Levi et al [4]

及Sandhu et al [6]的调查结果一致, 进一步证实了

糖尿病与结直肠癌的相关性, 结直肠癌家族史

可增加糖尿病患者结直肠癌的患病率. 另外为

排除多因素间的相互干扰, 本研究进行Logistic
多因素回归分析, 结果显示结直肠癌家族史、

糖尿病史是结直肠癌患病的独立危险因素, 而
糖尿病家族史为非独立危险因素, 可能与其他

因素协同作用增加了患结直肠癌的风险. 
糖尿病增加结直肠癌患病的可能机制如

下: 胰岛素抵抗是2型糖尿病发病机制的主要环

节, 他将直接或间接导致高胰岛素血症, 刺激胰

岛素样生长因子-1(IGF-1)的增高. 胰岛素样生

长因子结合蛋白(IGFBP), 尤其是IGFBP-3, 可与

IGF-1结合而抑制IGF-1的生理作用[9]. 已有实验

发现, 大部分糖尿病患者群中IGF-1水平较正常

人高, 而IGFBP-3较正常人低; 检测血浆IGF-1和
IGFBP-3水平对估计糖尿病患者群恶性肿瘤的

发生率有重要意义[10]. IGF-1同其受体结合后可

抑制细胞凋亡, 促进分化, 结直肠癌的发生起源

于分子水平突变的累积, 而IGF-1通过加快细胞

周转率而加速了分子水平突变的累积[10]. 目前已

有研究表明, 在结直肠癌黏膜中IGF-1水平较临

近非肿瘤组织高, 且与正常结肠黏膜相比, 结直

肠癌中的IGF-1受体亦表达过度, 这种过度表达

与肿瘤分级、分期与转移密切相关[11], 同时进一

步证实了IGF-1在结直肠癌发病中的作用. 此外, 
糖尿病患者免疫功能紊乱及糖尿病性胃肠动力

障碍等在肿瘤发病中也起到一定作用, 更详尽

的机制还有待进一步研究. 
总之, 糖尿病增加了患结直肠癌的风险性, 

我们可将糖尿病患者群作为结直肠癌的高危人

群之一, 定期进行普查和筛查, 争取做到肿瘤的

早期发现、早期治疗. 但本调查的研究对象为

住院人群, 采用的是病例对照的方法, 肿瘤患病

风险因素分析是通过横断面的数据, 通过现象

得出初步结论, 不能充分说明糖尿病与结直肠

癌发病的因果关系. 故有待今后进行大样本的

社区人群的前瞻性和纵向研究, 以进一步明确

糖尿病与结直肠癌患病的关系. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of human telo-
merase reverse transcriptase (hTERT) in the 
multistep colorectal carcinogenesis and assess its 
relationship with clinicopathologic types, lymph 
node metastasis and relapse of tumors.

METHODS: The levels of hTERT expression 
were detected by immunohistochemistry in 
colorectal cancers (n = 45), colorectal adenomas (n 
= 16) and normal tissues (n = 10). The relation-
ship between the expression of hTERT and its 
clinicopathologic type, lymph node metastasis 
and relapse of tumors were analyzed..

RESULTS: The levels of hTERT expression in 
colorectal carcinomas were significantly higher 
than those in the adenomas and normal tissues 
(77.8% vs 12.5%, 0, both P < 0.05). The expression 
of hTERT was correlated with lymph node me-
tastasis (r = 5.2, P < 0.05). The time to relapse in 
patients with metastasis was notably increased 
as compared with that in ones without metasta-
sis (34 ± 5 vs 20 ± 6 mo, P < 0.05).

CONCLUSION: hTERT is highly expressed in 
colorectal cancer, and immunohistochemical 
determination is effective in the dianosis and 
metastasis prediction of colorectal cancer.

Key Words: Telomerase reverse transcriptase; 
Colorectal cancer; Relapse; Metastasis; Immuno-
histochemistry

Wang FH, Zhang YL, Zheng JY, Zhang W, Zheng ZQ. 
Detection of human telomerase reverse transcriptase 
in colorectal cancer and its clinical significance. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(1):92-94

摘要
目的: 探讨端粒酶催化亚单位(hTERT)在大肠
癌患者中的表达情况及与及临床病理类型、

淋巴结转移和复发之间的关系. 

方法: 免疫组化法测定大肠癌组织(n  = 45)、
腺瘤组织(n  = 16)及正常大肠黏膜(n  = 10) 
hTERT表达情况, 并将hTERT表达情况与大肠
癌临床病理类型、淋巴结转移和肿瘤复发之
间的关系进行总结. 

结果: 大肠癌患者癌组织中的hTERT阳性率
为77.8%, 显著高于腺瘤组(2/16)和正常大肠
黏膜组(0/10), 有显著性差异(P <0.05). hTERT
表达强度与淋巴结转移呈高度相关性(r  = 5.2, 
P <0.05). 大肠癌复发转移平均时间阳性组为
34±5 mo, 阴性组为20±6 mo, 差异有显著性
(P <0.05).

结论:  h T E RT在大肠癌组织中有高表达 , 
hTERT免疫组化检测结果可以作为大肠癌早
期诊断和淋巴结转移的一个重要参考指标.

关键词�� 端粒酶催化亚单位; 大肠癌; 复发; 转移; 免

疫组化 
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■背景资料
端粒酶催化亚单
位(hTERT)是端粒
酶的主要逆转录
酶部分, hTERT表
达也是重获端粒
酶活性的限速步
骤. 因此, hTERT 
与肿瘤的关系非
常密切, hTERT有
望成为新的肿瘤
诊断的标志物, 但
国内对于hTERT 
在大肠癌中表达
及与临床病理类
型、淋巴结转移
和复发关系的研
究尚未见报道.
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0  引言

端粒酶是一种核糖核蛋白酶, 广泛存在于肿瘤

细胞中. 在肿瘤的发生、发展过程中起着重要

的作用. 端粒酶催化亚单位(hTERT)是端粒酶的

主要逆转录酶部分, hTERT表达也是重获端粒

酶活性的限速步骤. 因此, hTERT与肿瘤的关系

非常密切, hTERT有望成为新的肿瘤诊断的标

志物、疗效的判定参数、治疗的新靶点及判定

肿瘤预后有价值的指标. 目前, 国内对于hTERT 
在大肠癌中表达及与临床病理类型、淋巴结转

移和复发关系的研究尚未见报道. 因此, 我们采

用免疫组织化学法检测大肠癌组织中的hTERT
表达, 并结合临床随访资料进行分析, 旨在探讨

hTERT在大肠癌患者中的表达情况及与临床病

理类型、淋巴结转移和复发之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠癌、腺瘤及对照肠黏膜标本均为

我院1998-06/1999-12住院患者的手术标本. 其中

大肠癌45例, 腺瘤型息肉16例, 另取10例正常黏

膜作为对照. 其中男39例, 女32例, 年龄35-69岁. 
兔抗人hTERT抗体试剂盒购自CN Biosciences 
公司, SP试剂盒购自福州迈新公司.
1.2 方法 用链霉菌抗生素蛋白-过氧化酶(SP)法, 
兔抗人hTERT抗体试剂盒购自CN Biosciences 
公司, 实验步骤按试剂盒说明进行, 磷酸盐缓

冲液(PBS)代替一抗作阴性对照. 结果判断: 显
微镜下观察, 细胞无棕色反应或背景同空白对

照者为(-); 细胞呈淡棕黄色或阳性细胞率<25%
者为(+); 细胞呈棕黄色颗粒或阳性细胞率占

25%-50%者为(++); 细胞呈深棕黄色颗粒或阳性

细胞率>50%者为(+++). 结合临床资料, 统计45
例大肠癌患者癌组织hTERT表达与临床病理类

型、淋巴结转移之间的关系(肿瘤大小、分化程

度、Duke分期和淋巴结转移情况). 大肠癌组织

hTERT表达与癌肿复发的关系根据35例患者随

访资料, 分别比较hTERT表达阴性或阳性组大肠

癌患者复发情况(复发率和复发时间).
统计学处理 率的比较采用χ2的确切概率法, 

均数的比较采用t检验, 对等级资料的比较采用

秩和检验.

2  结果

45例大肠癌患者癌组织中的hTERT阳性率为

77.8%(35/45), 16例腺瘤患者组织的hTERT阳性

率为12.5%(2/16), 10例正常肠黏膜的hTERT阳

性率为0, 3组间hTERT表达率有显著差异(χ2 = 
34.8, P  = 0.000). 35例大肠癌患者hTERT阳性表

达患者中, (+)表达12例, (++)表达5例, (+++)表达

18例, 2例腺瘤患者hTERT阳性表达, 皆为(+), 正
常对照组hTERT无表达(图1). 大肠癌患者癌组

织hTERT表达强度与肿瘤的大小、分化程度、

Duke分期无相关性, 但是hTERT表达强度与淋

巴结转移呈相关性, 即淋巴结阳性组hTERT表达

越强(表1). 癌组织hTERT表达与复发的关系为

复发转移率阳性组37.1%, 阴性组为30%, 两组差

异无统计学意义(χ2 = 0.265, P  = 0.606); 复发转

移平均时间阳性组为34±5 mo, 阴性组为20±
6 mo, 差异有显著性(P <0.05), 表明hTERT与大

肠癌术后复发时间有关系, hTERT阳性者预后较

阴性者差, 复发时间较短.

3  讨论

端粒酶作为肿瘤发生、发展过程中一个重要

的分子生物学标志在肿瘤诊断及预后判断上

所起的作用已受到广泛重视[1]. 大量文献报道, 
hTERT在结肠癌、肝癌等组织中有表达[2-5], 尤
其在大肠癌中有较高的阳性率, 并认为其是大

肠癌预后判断的一个重要参考指标[6], 但目前

hTERT表达与大肠癌临床病理类型、淋巴结转

移及肿瘤复发之间的关系尚未见报道. 因此我

们应用免疫组化的方法对大肠癌患者、腺瘤

患者及正常大肠黏膜标本中hTERT表达进行检

表 1 大肠癌中hTERT表达与临床病理类型、淋巴结转移
之间的关系

     
                              hTERT阳性表达

            -　+　++　+++ 

肿瘤大小 

    <3           2 3    4 3            �.35         0.5�0 

    3��           4 5    5 7

    >�           4 4    � 3

肿瘤分化程度 

    高分化           2 5    �        3            �.27          0.53�

    中分化           � 3    7 2

    低分化           2 4    7 3

Duke分期 

   Ⅰ           � �    0 4            4.�0         0.�00

   Ⅱ           4 7    2 4

   Ⅲ           5 4    0 �

    Ⅳ           0 �    4 0

淋巴结转移 

    +           8 8    9      �0            8.79         0.003

    �           2 2    3 3

χ2             P 值

■应用要点
hTERT表达可做
为大肠癌早期诊
断或鉴别诊断的
指标, 对于hTERT
表达阳性的大肠
息肉腺瘤患者, 应
加强随访和采取
积极的手术治疗.
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测, 并结合临床随访资料进行分析, 进一步探讨

hTERT表达与临床病理类型、淋巴结转移和肿

瘤复发之间的关系. 我们的研究结果发现, 大肠

癌患者癌组织中的hTERT阳性率显著高于腺瘤

组和正常大肠黏膜组, 有显著差异(P <0.05). 大

肠腺瘤患者中hTERT阳性表达为12.5%, 而正常

大肠黏膜无表达, 这可能与腺瘤处于癌前病变

有关, 因此, hTERT表达的检测可做为大肠癌早

期诊断或鉴别诊断的指标, 对于hTERT表达阳

性的大肠息肉腺瘤患者, 加强随访和采取积极

的手术治疗. 我们进一步结合临床病理资料发

现, 大肠癌患者癌组织hTERT表达强度与肿瘤

的大小、分化程度、Duke分期无相关性, 但是

hTERT表达强度与淋巴结转移呈高度相关性, 即
淋巴结阳性组hTERT表达强. 而且, hTERT阳性

者预后较阴性者差, 复发时间较短. 因此, 我们

认为, hTERT免疫组化检测结果可以作为大肠

癌早期诊断和淋巴结转移的一个重要参考指标, 
对hTERT表达阳性大肠癌患者应该加强随访. 
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图 1 端粒酶表达(SP×400). A: 癌组织; B: 腺瘤; C: 正常肠

黏膜.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of capecitabine 
(xeloda) by preoperation administration on 
the microvessel density (MVD) and expression 
of thymidine phosphorylase/platelet-derived 
endothelial cell growth factor (TP/PD-ECGF) in 
patients with colorectal cancer.

METHODS: Immunohistochemical staining of 
CD34 and TP/PD-ECGF monoclonal antibodies 
was performed in 32 colorectal cancer patients 
with preoperative xeloda chemotherapy and 
25 cases without chemotherapy (served as con-
trols), and then the expression of TP/PD-ECGF 
and MVD were analyzed..

RESULTS: The positive rate of TP/PD-ECGF 
expression in patients with chemotherapy was 
significantly lower than that in the controls 
(31.2% vs 60.0%, P < 0.05). As compared with 
that in the controls, the value of MVD in patients 
with chemotherapy was markedly different (20.7 

± 8.5 vs 42.3 ± 7.8, P < 0.05).

CONCLUSION: Preoperation chemotherapy of 
xeloda can decrease the activity of TP/PD-ECGF 
and inhibit the angiogenesis in colorectal cancer.

Key Words: Colorector cancer; Thymidine phospho-
rylase/platelet-derived endothelial cell growth fac-
tor; Microvessel density; Xeloda

Yu XQ. Preoperative administration of xeloda on 
the  angiogenes is  and express ion of  thymidine 
phosphorylase/platelet-derived endothelial cell growth 
factor in colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(1):95-98

摘要
目的: 探讨术前希罗达化疗对结直肠癌胸苷
磷酸化酶/血小板衍化内皮细胞生长因子(TP/
PD-ECGF)表达、肿瘤组织微血管密度(MVD)
的影响. 

方法: 对32例术前应用希罗达化疗的和25例
未做术前化疗的结直肠癌标本, 进行TP/PD-
ECGF、CD34免疫组织化学标记, 检测其TP/
PD-ECGF表达及微血管密度MVD. 

结果: 术前化疗组TP/PD-ECGF阳性表达率显
著低于对照组(31.2% vs  60%, P <0.05); MVD
值在术前化疗组与对照组分别为20.7±8.5和
42.3±7.8, 两者差异有显著性(P <0.05).

结论: 希罗达术前化疗能使TP/PD-ECGF活性
降低, 抑制结直肠癌肿瘤血管生成.

关键词�� 结直肠癌; 胸苷磷酸化酶/血小板衍化内皮

细胞生长因子; 微血管密度; 希罗达 

余细球. 希罗达术前化疗对结直肠癌组织TP/PD-ECGF表达和
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0  引言

希罗达(N4-戊氧基碳酰-5'-脱氧-5-氟胞嘧啶)是
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■背景资料
肿瘤微血管密度
与肿瘤的发生、

发展及转归关系
密切, 术前化疗即
新辅助化疗是恶
性肿瘤综合治疗
手段之一. 希罗达
是结直肠癌辅助
化疗的一线抗癌
药物, 本实验通过
术前口服希罗达
后肿瘤微血管密
度的改变, 从肿瘤
血管行为学方面
研究希罗达术前
化疗对治疗结直
肠癌的意义.



一种新型口服氟化嘧啶类抗肿瘤药物. 他以完

整形式通过胃肠道, 经过肝脏和肿瘤中三种酶

催化的一系列反应转化为5-氟尿嘧啶(5-F U). 
首先由肝脏中的羧酸脂酶转化为5'-脱氧-5-氧
胞嘧啶(5-DFCR), 然后由胞苷脱氨酶的作用下

转化为5'-脱氧-5-氟尿嘧啶(5-DFUR), 最后由

肿瘤组织含量较高的胸苷磷酸化酶(thymidine 
phosphorylase, TP)转化为5-FU, 从而发挥抗肿瘤

作用[1]. 而胸苷磷酸化酶与血小板衍化内皮细胞

生长因子(platelet-derived endothelial cell growth 
factor, PD-ECGF)是同一物质, 是促血管生长因

子之一, 能够刺激内皮细胞生长和趋化. 有报道

证实, TP/PD-ECGF在多种实体瘤中表达增高, 
且与肿瘤微血管生长密切相关[2]. 我们应用免疫

组织化学方法, 检测希罗达术前化疗组与对照

组结直肠癌组织中的TP/PD-ECGF表达和肿瘤

微血管密度(microvessel density, MVD), 探讨术

前希罗达化疗对结直肠癌组织TP/PD-ECGF表
达与血管形成的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-08/2004-08我院收治的结直肠癌

患者57例. 术前化疗组32例, 结肠癌14例, 直肠

癌18例; 男25例, 女7例, 年龄33-67(中位43)岁. 
对照组25例, 结肠癌14例, 直肠癌11例; 男20例, 
女5例, 年龄36-70(中位45)岁. 两组患者术前均

经病理确诊, 术后有病理诊断证实, 其中管状腺

癌39例、乳头状腺癌6例、黏液腺癌7例、印戒

细胞癌3例、未分化癌2例. 两组年龄、肿瘤分

期、分化程度、转移等方面统计学上均具有可

比性. 实验组术前口服希罗达1250 mg/m2, 每日2
次, 连续1 wk后手术; 对照组术前不进行任何化

疗或放疗.
1.2 方法 手术切除新鲜标本经40 g/L甲醛固定、

石蜡包埋, 常规HE染色法及免疫组织化学SP法
标记CD34和TP/PD-ECGF. 采用DAB染色. SP试
剂盒、鼠抗人TP/PD-ECGF mAb、鼠抗人CD34 
mAb, 均购自北京中山生物试剂公司. TP/PD-
ECGF染色后主要定位于细胞质, 呈黄色, 偶有

胞核染色. TP/PD-ECGF表达阳性根据细胞染色

强度和染色细胞所占面积两者积分来判断. 染
色强度积分为: 不染色 = 0; 轻度染色 = 1; 中度

染色 = 2; 强染色 = 3. 染色面积分为: 无细胞染

色 = 0; <25%细胞染色 = 1; 25%-50%细胞染色 
= 2; >50%细胞染色 = 3. 若两种积分之和>2, 则
为TP/PD-ECGF表达阳性, ≤2则为表达阴性[3]. 
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CD34+染色后定位于内皮细胞胞质, 呈棕褐色. 
先用低倍镜(×40倍)扫视整个切片以寻找高血

管密度区即“热点”区, 再转到高倍镜(×200
倍)下通过计算机显微图像分析系统在监视器上

计数微血管数目. 取3个热点区微血管数量的平

均值作为每例的微血管数. 微血管判断不以红

细胞的出现来确定是否为血管, 也不以是否出

现管腔来计数血管. 凡染成棕黄色、数个内皮

细胞或内皮细胞族作为一个血管计数, 凡管腔

大于8个红细胞大小、带有肌层的血管均不计

数[4].
统计学处理 TP/PD-ECGF表达为计数资

料, 采用c2检验. 微血管密度MVD为计量资料以

mean±SD表示, 显著性检验采用t检验, P <0.05
为有统计学意义.

2  结果

2.1 TP/PD-ECGF表达 以肿瘤浸润前沿的肿瘤细

胞多见而肿瘤中心的细胞团少有阳性表达或呈

弱阳性表达(图1A). 术前化疗组TP/PD-ECGF表
达阳性率(10/32, 31.2%)较对照组(15/25, 60.0%)
明显降低(P <0.05)
2.2 微血管密度MVD 结直肠癌组织中微血管内

皮细胞均为CD34+染色阳性, 呈棕褐色. 微血管

呈圆形或椭圆形, 多见于肿瘤间质(图1B). 术前

化疗组 MVD值明显低于对照组, 其差异具显著
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■同行评价
目前, capecitabine
在临床已得到广
泛应用 ,  对TP和
血管生成的影响
也有较多研究结
果, 因此本文学术
价值一般, 可供临
床参考.

图 1 结直肠癌组织TP和CD34阳性(SP×200). A: TP; B: 

CD34.

A

B
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性(20.7±8.5 vs  42.3±7.8, P <0.05). 

3  讨论

氟化嘧啶类抗肿瘤药5-FU作为静脉化疗药临床

上得到广泛应用, 但其不良反应限制了对许多

患者的使用. 近年来, 氟化嘧啶类药物的研制和

临床应用都取得了相当大的成就, 抗肿瘤活性

不断提高, 毒副作用逐渐减轻, 特别是氟铁龙、

希罗达等具选择特异性的新药的应用, 因其巧

妙的结构设计和独特的活化机制, 成功的提高

了抗肿瘤的特异性. 尤其是希罗达(卡培他滨, 
capecitabine)是一种对肿瘤细胞有选择性活性的

口服细胞毒制剂. 作为一种肿瘤内激活的口服

药物, 希罗达对抗肿瘤选择性高, 特异性强而引

起肿瘤化疗界的广泛重视[5]. 希罗达是5-FU的前

体物质, 在TP酶作用下才转化为5-FU而发挥抗

肿瘤作用. 一般认为癌细胞增殖旺盛, 核酸合成

活跃, TP酶的活性高, 故TP酶在肿瘤组织异常增

高, 高于正常组织3-10倍[6], 且其活性增高往往

预示预后不良[7]. 正由于TP酶具有特异的组织

分配特性, 即在肿瘤组织中的活性均高于正常

组织, 因此希罗达也在肿瘤组织局部分解活跃, 
从而显示出希罗达的选择特异性抗肿瘤作用[8], 
TP酶与PD-ECGF为同一物质, 而后者有促血管

生长作用. 5-FU与胸腺嘧啶结构相似, 故TP/PD-
ECGF酶能催化抗嘧啶代谢药5-FU和2-脱氧-核
糖-1-磷酸反应生成5'-氟-2'-脱氧尿苷(5'-FduR); 
其最终代谢产物使DNA合成障碍. 因2-脱氧-核
糖-1-磷酸是TP/PD-ECGF酶降解产物之一, 也有

促血管生成作用, 故氟尿嘧啶类化疗药有双重

功能: 阻断DNA合成, 消除潜在血管生长因子[9]. 
据报道称肿瘤PD-ECGF与肿瘤微血管密度密切

相关, 且TP/PD-ECGF可致肿瘤组织微血管密度

增加及肿瘤组织凋亡减少[10-11], 因此TP也是重要

的肿瘤预后因子之一[12]. 希罗达能够选择性的在

肿瘤组织高的TP酶的作用下转化为5-FU, 发挥

了双重功效, 既减少TP酶活性, 从而减少肿瘤血

管增生, 同时又阻抑肿瘤细胞DNA合成, 也降低

了对正常组织的毒性作用, 为肿瘤联合化疗及

抗血管增生提供机会. 
我们也发现, 术前希罗达化疗后TP表达阳

性率31.2%明显低于对照组60.0%, 且其肿瘤组

织的MVD值20.7±8.5也低于对照组MVD值42.3
±7.8. 说明术前希罗达化疗能降低大肠癌组织

的TP活性, 减弱其血管增生作用, 从而减少肿

瘤微血管的增生. 我们还发现, 无论实验组或对

照组, 其TP阳性组MVD值总高于TP阴性组, 其
差异有统计学意义. 表明TP/PD-ECGF与结直肠

癌微血管形成密切相关, 是大肠癌血管形成与

维持的重要因子. 从免疫组织化学染色图片上, 
与Okada et al [13]观察到的一样, 我们也发现, TP/
PD-ECGF阳性染色主要见于肿瘤浸润边缘的癌

细胞, 而肿瘤中心的癌细胞团少有阳性染色, 而
CD34+标记的微血管其分布亦具异质性, 即肿瘤

间质尤其肿瘤浸润前缘的微血管较肿瘤内部密

集, 肿瘤间质中的巨噬细胞、内皮细胞、淋巴

细胞也有阳性染色. 肿瘤微血管主要积聚于肿

瘤组织间质. 这进一步说明, 位于肿瘤组织间质

的TP/PD-ECGF与肿瘤组织的微血管形成有密

切关系. 同时我们发现, 希罗达的毒副作用相对

较轻, 主要表现为恶心、腹泻、手足综合征等, 
无Ⅲ, Ⅳ度以上不良反应.  

已知细胞或生长因子如白介素-1、bFGF和
IFN-α能上调PD-ECGF的TP酶活性, 肿瘤微环

境的低氧和低pH也有一定影响. 故希罗达可能

通过其抗肿瘤毒性而使白介素-1、肿瘤坏死因

子等减少或通过改变肿瘤低氧、pH而下调TP活
性, 从而抑制肿瘤微血管增生[14]. 总之, 希罗达

是一新型的口服氟化嘧啶类抗代谢作用的药物. 
其作用于依赖TP酶, 而TP酶又具有独特的具酶

活性的促血管生成作用. 故TP酶能增强希罗达

的抗肿瘤作用. 希罗达以其独特的结构与活化

机制, 使其有别于5-FU而成为有选择性抗肿瘤

作用, 提高了肿瘤的活性, 减低了毒副作用, 成
功地提高了抗肿瘤特异性. 近年来临床上屡见

报道希罗达有效治疗其他化疗药或5-FU化疗失

败的结直肠癌或乳腺癌患者[15]. 因此检测TP酶
活性可以有效指导化疗. 且希罗达可口服, 依从

性好, 副作用少, 对于TP酶高的肿瘤, 尤其是消

化道肿瘤应用希罗达有独特疗效, 从抗肿瘤生

长及抗血管增生方面是理想的化疗药物. 
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摘要
本文通过3例猝死型胰腺炎的发病过程及病理
特点, 分析了猝死型胰腺炎临床特征: (1)发病
至死亡时间短暂; (2)无明显诱发因素; (3)无胰
腺炎特异性体征; (4)胰腺病理改变比较轻微; 
(5)胰头部胰腺坏死与呼吸骤停可能相关.

关键词�� 猝死; 胰腺炎; 误诊
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0  引言

猝死型胰腺炎或称重症急性坏死性胰腺炎, 是
一进展极为迅猛、凶险 ,  可在极短时间内产

生休克、呼吸困难或抽搐, 病死率为100%的

疾病. 其发生率约占急性出血坏死性胰腺炎的

20%[1], 占猝死病例的10%左右[2]. 由于病因复

杂, 发病机制尚未完全明了, 临床多无典型的症

状和体征, 因此诊断多在尸检后明确[3]. 本文对

2006-01/08在我院急救中心发生的3例猝死型胰

腺炎进行分析. 

1  病例报告

1.1 例1 患者, 男性, 52岁, 于凌晨1点就诊. 急诊

前1 h无诱因出现上腹部不适、恶心伴腹泻、呕

吐两次. 当地医院行心电图(ECG)检查提示正常

后转入我院急诊科. 查体: 体温(T) 36.6℃、脉搏

(P) 89次/min、血压(BP) 130/80 mmHg, 心肺正

常, 腹平软, 全腹无明显压痛及反跳痛, 移动性

浊音阴性. 辅助检查: 白细胞(WBC) 6.4×109/L, 
淋巴细胞(L) 26%, 中性粒细胞(N) 74%; 血淀粉

酶3050.6 nkat/L, 尿淀粉酶6634.7 nkat/L, 便常规

未见异常. 临床诊断: 急性胃肠炎. 给予山莨菪

碱10 mg肌注, 法莫替丁40 mg、硫酸依替米星

150 mg静脉滴注治疗4 h后, 患者在行腹部平片

检查过程中突然出现呼吸停止. 立即心肺复苏

(cardiopulmonary resuscitation, CPR)2 h无效死

亡. 病理检查结果: 胰头部部分组织坏死, 可见

出血及少量中性粒细胞浸润(LY S+), 大部分肺

内充满淡粉染水肿液. 
1.2 例2 患者, 男性, 56岁. 入院前, 患者夜间2点
睡眠中感上腹部不适伴恶心、呕吐. 无放射痛

及其他伴随症状. 既往体健. 查体: T 36.8℃, P 86
次/min, BP 140/80 mmHg, 心肺正常. 腹平软, 腹
部按压后自觉症状缓解, 移动性浊音阴性. 辅助

检查: WBC 7.6×109/L, L 32%, N 68%; 血淀粉酶

4034.1 nkat/L, 尿淀粉酶8101.6 nkat/L. 急诊诊断

急性胃炎. 给予VitB6 200 mg、胃复安10 mg静
脉注射. 2 h后患者突然出现呼吸停止, CPR抢救

30 min未获成功, 患者死亡. 病理检查提示: 胰
头部可见小灶性出血, 局部胰腺组织可见不同

程度坏死、皂化. 部分肺间质充血、水肿. 
1.3 例3 患者 ,  女性 ,  48岁 .  夜间11点出现持

续性上腹胀痛 ,  持续发作2  h不缓解 ,  伴恶

心. 既往体健. 查体: T 36.5℃, P 90次/min, BP 
170/100 mmHg. 心肺正常. 腹平软, 上腹部有

压痛, 无反跳痛, 移动性浊音阴性. 辅助检查: 
CPK 2750.6 nkat/L, AST 433.42 nkat/L, 肌钙蛋

白T(TnT) 0.1 mg/L; 血淀粉酶2733.9 nkat/L, 尿
淀粉酶4884.3 nkat/L. 心电图检查正常. 初步诊

断: 腹主动脉夹层瘤. 给予硝普钠持续静滴、补

液、对症治疗. 4 h后患者突然出现呼吸停止. 经
CPR抢救30 min未能成功. 病理结果: 胰头部胰

腺组织有小片状分布凝固性坏死, 被膜下及坏

死区边缘有中性粒细胞浸润. 部分肺间质水肿, 
肺泡内充满淡粉色水肿液.

2  讨论

猝死型胰腺炎的发生率约占急性出血坏死性的发生率约占急性出血坏死性

胰腺炎的20%[1], 占猝死病例的10%[2], 而其中

38%-42%起病时无任何诱发因素[4]. 因目前临床

发生猝死的第一位原因仍是心血管疾病[5-6], 特
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■背景资料
胰腺炎发生猝死
的比例较高, 但人
们对这种疾病认
识仍然不足, 误诊
率较高, 应就其发
生机制、临床分
型作进一步探讨. 



别是具有心血管疾病病史和诱发因素的患者

极易被误诊为心源性猝死(sudden cardiac death, 
SCD); 加之临床医务人员对猝死型胰腺炎的重猝死型胰腺炎的重的重

视程度不够, 猝死型胰腺炎死前未被明确诊断猝死型胰腺炎死前未被明确诊断前未被明确诊断

者达80%[7]. 所以, 猝死型胰腺炎容易被急诊科猝死型胰腺炎容易被急诊科容易被急诊科

医师漏诊和误诊. 目前, 猝死型胰腺炎发生猝死猝死型胰腺炎发生猝死发生猝死

的机制仍不十分明确, 可能与胰腺在坏死时释

放多种活性物质有关, 这些物质引起人体一系

列损害和抑制全身组织器官功能活动的反应, 
这种复杂的反应可能导致猝死型胰腺炎患者发猝死型胰腺炎患者发患者发

生猝死[8]. 
总结本组病例有如下临床特点: (1)发病急

骤; (2)3例患者均为壮年男女, 既往体健; (3)发病

前无明显诱发因素; (4)症状和体征均不典型; (5)
猝死均发生于夜间; (6)猝死首先表现为呼吸骤

停; (7)病变均局限于胰腺头部, 胰腺坏死的病理

表现比较轻微, 肺组织有轻微改变, 其余组织和

器官无明显的病理改变. 
本组病例临床显示, 猝死型胰腺炎与呼吸猝死型胰腺炎与呼吸与呼吸

骤停密切相关, 但其机制仍需进一步探讨. 从本制仍需进一步探讨. 从本仍需进一步探讨. 从本

组尸检病理显示, 猝死型胰腺炎死者的肺脏结猝死型胰腺炎死者的肺脏结死者的肺脏结

构改变比较轻微, 而且我们的观察结果与国外

报道相一致[9]. 这就表明, 猝死型胰腺炎对呼吸猝死型胰腺炎对呼吸对呼吸

的抑制作用可能是通过呼吸中枢发挥作用. 已
有资料证明, 猝死型胰腺炎与急性呼吸窘迫综猝死型胰腺炎与急性呼吸窘迫综与急性呼吸窘迫综

合征(ARDS)显著相关. Enquist et al [10]报道有

49.3%猝死型胰腺炎发生ARDS; Renner et al [7]报

道了入院7 d内死亡的猝死型胰腺炎中有80.9%猝死型胰腺炎中有80.9%中有80.9%
有肺充血和肺水肿. Interiano et al [11]首先报道

ARDS见于22%的猝死型胰腺炎中, 并对其发生猝死型胰腺炎中, 并对其发生中, 并对其发生

机制做出初步的分析. 作者认为胰腺炎在胰腺

坏死时胰蛋白酶抑制剂的减少使胰蛋白酶激活

激肽系统而损伤肺血管; 活性胰蛋白酶可促使
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微血管内纤维蛋白凝固形成微血栓; 肺局部游

离脂肪酸增加而损伤肺泡膜, 增加磷酯酶A2活
性, 从而导致肺萎缩[12]. 从本组病例中还可以推

测出: (1)发生于胰腺头部的胰腺炎与呼吸骤停

有一定的关系; (2)胰头部胰腺炎猝死率可能高

于胰腺体部和尾部. 这些推测也需临床进一步

证实..
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世界华人消化杂志电子杂志的开放存取出版

本刊讯 《世界华人消化杂志》采取开放存取出版方式, 自1995年起, 发表的文章可以在线免费阅读全文
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均每天点击10409次. 总下载次数166750, 平均每天下载126次. (世界胃肠病学杂志社2007-01-08)
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具有一定的临床
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世界华人消化杂志投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 大
16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 邮
发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 世
界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消化

临床研究、消化内科、消化内镜、消化外科、

消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消化预

防医学、消化护理、消化医学、影像消化误诊

误治、消化中西医结合、消化检验、消化新技

术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、消化

病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消化专

家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检索系

统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析(科技部列选为中国科技论文统计源期刊)、
《中文核心期刊要目总览》2004年版内科学类

的核心期刊、中国学术期刊文摘、中国生物医

学文献光盘数据库、中文科技资料目录医药卫

生、解放军医学图书馆CMCC系统、中国医学

文摘外科学分册(英文版)、中国医学文摘内科

学分册(英文版)收录. 2005年度《世界华人消化

杂志》的总被引频次为2079, 位居全部1652种中

国科技论文统计源期刊的第51位, 内科医学类28
种期刊的第4位. 2005年《世界华人消化杂志》

的影响因子为0.485, 位居全部1652种中国科技

论文统计源期刊的第449位, 内科医学类28种期

刊的第14位.《世界华人消化杂志》的即年指标

0.070, 他引率0.66, 地区分布数26, 基金论文比

0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46.
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(建议第一次也写出全称), 
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. 
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

《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

102                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志       2007年1月8日       第15卷     第1期

《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.

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

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±

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 
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

1-2
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0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜

明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
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Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲

洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 
左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang 
et al”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
如马连生[1]报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; 
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
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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, 
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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
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