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Abstract
Gastroesophageal variceal bleeding (EVB) is 
a frequent and life-threatening complication 
in cirrhotic patients with portal hypertension. 
D e s p i t e  a d v a n c e s i n  e n d o s c o p i c  a n d 
pharmacologic treatment for EVB, it remains 
an unacceptably high mortal i ty and risk 
of rebleeding. For primary and secondary 
prevention of EVB, non-surgical treatment 
strategies are still particularly challenging. 
Nonselective beta blockade, propranolol, is 
considered the first choice in the primary 
prophylaxis of EVB. Somatostatin and its 
analogue, octreotide, have been used as first-line 
treatment for EVB. The rate of controlling EVB 
accounts for 85%-90%, pituitrin, a vasopressin 
has essentially been abandoned because of side 
effects. Available treatments for prevention of 
rebleeding have been recommended, such as 
the beta blockers, nitrates (especially used in 
combination with beta blockers), and mechanical 
therapies such as endoscopic sclerotherapy/

band ligation and transjugular intrahepatic 
portosystemic shunt (TIPS). TIPS should not 
be used as a first-line treatment for EVB, but as 
a rescue for medical or endoscopic treatment 
failure. The evaluations on combination of non-
surgical treatment for EVB are still not more 
evidence-based medical trails. The clinical 
studies on treatment for slight varices and early 
portal hypertension are positively needed.

Key Words: Portal hypertension; Propranolol; So-
matostatin; Transjugular intrahepatic portosystemic 
shunt; Endoscopic therapy
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摘要
心得安推荐作为预防Child A或B级肝硬化患
者中-重度静脉曲张初次出血; 生长抑素及其
类似物为急性食管胃底静脉曲张出血(EVB)
的首选药物, 控制出血疗效85%-90%; 心得安
或联合5-单硝异山梨醇、内镜下套扎或硬化
剂可作为预防静脉曲张再出血的方法; 经颈
静脉肝内门腔分流术(TIPS)仅为Child B或C
级患者准备肝脏移植的过度. 内科联合治疗
方法的评价需要循症医学的证据, 轻度静脉
曲张及早期门脉高压的治疗策略仍需要进一
步研究.  

关键词: 门脉高压症; 心得安; 生长抑素及其类似

物; 经颈静脉肝内门腔分流术; 内镜治疗
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0  引言

肝硬化门脉高压症是指门静脉压力增加 
(>15 mmHg), 门静脉系统血流受阻和/或血流量

增加, 伴侧支循环形成的一组临床综合征. 近20
年研究发现, 肝脏贮备功能及肝静脉压力梯度

(hepatic venous pressure  gradient, HVPG)是决定

www.wjgnet.com

®

■背景资料
食管胃底静脉曲
张出血是肝硬化
门脉高压症最严
重的常见并发症, 
近 年 来 ,  非 手 术
治疗取得了很大
的进步. 但是, 食
管胃底静脉曲张
再 出 血 率 很 高 , 
病 死 率 仍 高 达
20%-30%. 因此, 
肝硬化门脉高压
症仍是目前国外
医生面临的重要
问题. 



食管胃底静脉曲张出血(EVB)的重要因素, 如果

HVPG<10 mmHg, 肝硬化患者不发生静脉曲张; 
如果HVPG<12 mmHg, 可控制门静脉高压相关

的并发症[1-3]. 另一方面, 门脉高压症的发病机制

中存在许多可逆因素, 为药物治疗提供了理论

基础[4-5]. 因此, 理论上讲, 长期用药持续降低门

脉压力, 可能减少门脉高压症相关并发症的发

生率, 但目前仍无理想的治疗方法. 本文概述近

年来国内外有关肝硬化门脉高压症内科治疗的

方法, 临床医生如何正确选择与评价.

1  门脉高压症的生物学基础

门脉高压症发生的细胞分子生物学机制尚未完

全阐明. 目前认为, 肝脏损伤是肝硬化门脉高压

症形成的始动因素, 而肝窦周细胞及其与血管

活性介质间的相互作用是维持肝硬化门脉高压

症及其进一步发展的重要因素, 也是临床药物

治疗的理论基础[5]. 在肝窦周细胞中, 活化肝星

状细胞(hepatic stellate cell, HSCs)具有类平滑肌

细胞的特性, 表达内皮素、血管紧张素及生长

抑素等多种血管活性物质的受体[6]. HSCs的收

缩与舒张在调节肝窦阻力及微循环中具有重要

作用, 与肝硬化门脉高压症的发生、发展有密

切关系. 近年来, 以HSCs为靶点, 研究如何调节

HSCs的舒缩功能可能是门脉高压症内科治疗的

新策略. 

2  基本概念与共识[7-8]

2.1 门脉高压症的治疗目的 (1)控制急性EVB; 
(2)预防食管胃底静脉曲张首次出血或再次出血; 
(3)改善肝脏贮备功能. 
2.2 基本概念(根据Baveno Ⅳ共识)[7] (1)静脉曲

张出血的诊断: 急诊内镜检查(出血48 h内)是唯

一可靠的诊断方法. 内镜下可见静脉曲张活动

性出血(渗血、喷血); 曲张静脉血栓或血痂形

成; 内镜下除曲张静脉外, 无其他病灶; (2)出血

控制失败: 72 h内出现以下表现定义为控制出血

失败. ①6 h内输血4单位以上, 生命体征不稳定

(收缩压<70 mmHg, 心率>100次/min或心率增加

>20次/min; ②间断呕血或/和便血; 收缩压降低

20 mmHg以上或心率增加>20次/min; 继续输血

才能维持Hb稳定; ③药物或内镜治疗后新鲜呕

血或便血超过2 h; 在没有输血的情况下, Hb下降

3 g/d上; ④需要改变治疗方法. (3)静脉曲张再出

血: ①出血控制后再次有活动性出血的表现: 呕
血或/和便血; 收缩压降低20 mmHg以上或心率
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增加>20次/min; 在没有输血的情况下, Hb下降 
3 g/d上; ②早期再出血: 出血控制后72 h 6 mo内
出现活动性出血; ③迟发性再出血: 6 mo后出现

活动性出血.

3  门脉高压症内科治疗策略[7-10]

3.1 药物治疗

3.1.1 生长抑素及其类似物 生长抑素(somatostatin: 
商品名为思他宁)在肝脏代谢, 正常人半衰期为

2-3 min, 肝硬化患者半衰期为3-5 min. 1982年人

工合成了八肽生长抑素(Sandostatin: 商品名为

善宁), 其半衰期为70-90 min. 有关生长抑素及其

类似物对肝硬化门脉高压症血液动力学影响的

研究报道结果不一致[3,11]. 研究发现, 生长抑素及

其类似物能降低HVPG及肝脏血流量, 全身动脉

压及血管阻力无变化; 也有研究发现, 尽管生长

抑素能减少肝脏血流量, 但对HVPG无影响. 我
们研究发现[11], 不同剂量善宁均能明显降低门脉

压力, 门脉血流量参数和门静脉最大血流速度

(PFVmax)降低; octreotide 50 μg/h组患者停药后

48 h, 门脉压力无明显回升; 而octreotide 25 μg/h
组患者门脉压力逐步回升. 生长抑素及其类似

物影响门脉高压症血液动力学机制尚不完全清

楚; 认为通过生长抑素受体亚型抑制肝星状细

胞的收缩及血管扩张活性物质的作用, 如胰高

血糖素、血管活性肠肽、一氧化氮等[6,11]. 控制

急性EVB疗效达85%-90%, 国内大多数专家推

荐将该类药作为首选. 对于生长抑素及其类似

物控制出血失败者, 内科可考虑急诊内镜或三

腔二囊管压迫控制急性出血, Child-Pugh A级肝

硬化患者还可行急诊外科手术. 近10年来, 内科

药物治疗门脉高压症并发EVB取得了很大的成

绩, 病死率基本在20%以内.
3.1.2 血管加压素及其类似物 人工合成的血管

加压素为9肽, 半衰期为10-20 min, 较早推荐用

于治疗EVB. 近来发现, 急性出血患者与非出血

者比较, 血管加压素几乎没有降低HVPG; 同时, 
出血伴有休克者与不伴休克者比较, 血管加压

素未明显降低HVPG. 因此, 对血管加压素治疗

EVB提出疑问. 但也有资料表明: 门脉高压症循

环血管扩张因子增加可能减弱对血管加压素的

反应. 血管加压素及其类似物通过血管平滑肌

V2受体引起血管收缩. 多数学者报道, 该类药控

制首次急性EVB疗效为50%-60%, 停药24-48 h
再出血率为45%, 约1/3患者出现明显的不良反

应. 国内主要应用垂体后叶素, 其疗效与血管加

www.wjgnet.com

■研发前沿
近 2 0  a 来 ,  国 内
外学者在细胞及
分子水平较深入
地研究了肝硬化
门脉高压症的发
生、发展机制, 为
临床治疗提供了
新思路和药物. 但
是, 临床医生面对
这些治疗方法, 如
何科学、客观、

正确的选择?  本
文提出了一些重
要的观点.
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压素相似, 价格低廉, 在一些基层医院仍作为控

制急性EVB的一线药物.
3.1.3 心得安(普萘洛尔) 心得安是一种非选择性

β受体阻滞药, 用于治疗门脉高压症近30年历史. 
大量临床研究证实[1-2,7]: 普萘洛尔可作为预防中

-重度静脉曲张首次或及再出血的标准治疗, 不
宜作为急性EVB的治疗. 普萘洛尔从小剂量开

始, 20-40 mg/d, 最大剂量为160 mg/d, 副反应少, 
价格低廉. 普萘洛尔的反应指标: HVPG降低到

12 mmHg以下, 能防止静脉曲张出血; 或心率下

降基础心率的25%(不低于55次/min). 禁忌证: 
(1)Child C级患者: 普萘洛尔通过减少肝动脉血

液灌注和门静脉血液灌注而发挥作用, 会因肝

脏血液灌注减少而加重肝脏损害; (2)其他禁忌

证, 如窦性心动过缓, 支气管哮喘, 慢性阻塞性

肺部疾病、低血压、房室传道阻滞等. 长期服

药后突然停药可引起胃肠道出血; 然而, 没有证

据说明这种所谓的反跳性出血是一个严重的问

题. 对于肝硬化Child A或B级患者, 如果对心得

安的反应性差或基础心率低, 可联合应用血管

扩张药, 如硝苯吡啶、5-单硝酸异山梨醇等, 但
仍需要更多临床循证医学依据. 
3.1.4 其他值得期望的药物 包括血管紧张素转

化酶抑制剂(ACEI)和血管紧张素受体阻断剂[2-4]. 
失代偿期肝硬化患者应用ACEI目的是改善

不良的水钠代谢、降低HVPG. 近来发现, 肝硬

化氮质血症腹水患者多次服伊那普利(enalapril, 
10 mg/d), 早期动脉压明显下降, 平均每天尿量

增加12%-14%, 尿钠增加40%-50%; 尿PGF2, 6-酮
-PGF1α及激肽水平增加. 因此, 伊那普利能改善

肝硬化氮质血症腹水的肾功能及水钠潴留, 但对

HVPG的影响及防治EVB的作用缺少临床研究. 
门静脉血管系统存在血管紧张素受体(AT), 

其中75%为AT1亚型, 25%为AT2亚型. 近来研究

表明, AT1受体阻断剂-氯沙坦可显著降低HVPG, 
有效地降低门脉压[12]. Schneider et al [13]洛沙坦

(Losartan)用于30例重度食管静脉曲张(HVGP≥20 
mmHg)和15例中度静脉曲张(HVGP<20 mmHg)
的门静脉高压症患者, 25 mg/d, 1 wk后重度组

HVGP下降(46.8±15.5)%, 中度组下降(44.1±
14.7)%. 平均动脉压仅有轻微下降, 对肝、肾无

损害, 是预防EBV非常有潜力的一种药物, 但尚

需进一步临床研究[14]. 
3.1.5 药物联合应用 由于部分肝硬化门脉高压

患者因各种原因对药物无反应或不宜使用, 故
需选择联合用药(表1).

理想的药物至少应具备: 选择性作用内脏

血管床, 降低门静脉压; 能维持肝脏有效血液灌

注及改善肝功能; 长期甚至终身用药方便, 依从

性好. 因此, 寻找新的药物、药物优化组合等仍

需进一步的基础和临床研究. 
3.2 内镜治疗 内镜治疗的目的是控制急性食管

静脉曲张出血及尽可能使静脉曲张消失或减轻

以防止其再出血. 内镜治疗包括硬化剂或组织

黏合剂注射治疗(EIS)、内镜下曲张静脉套扎术

(EVL)和EIS, EVL治疗EVB分别有50和20 a历史. 
临床研究证明[7-8,12], EIS/EVL控制EBV与生长抑

素及其类似物相似, 因此在活动性EVB时, 不推

荐作为首选. 在预防EVB方面, 国外较多临床研

究证明, EVL在预防肝硬化患者初次EVB效果

与心得安相似. 由于国内医疗环境原因, 大多数

专家推荐EIS/EVL仅作为防治肝硬化患者再次

EVB的方法, EIS/EVL连续3次以上的患者, 其静

脉曲张约50%可消失或明显减轻. 国内多数学

者推荐内镜下组织黏合剂注射仅适合胃底静脉

曲张出血, 内镜下激光治疗静脉曲张出血国内

外文献报道少, 影响内镜治疗效果的因素, 包括

血液动力学、侧枝循环及肝功能等需要多中心

联合研究评价. 内镜治疗禁忌证: 活动性大出血, 
循环状态不稳定者; 肝性脑病不合作者, 患者或

家属拒绝签字者. 
3.3 放射介入治疗 TIPS介入治疗在短期内明显

降低门静脉压, 因此推荐用于治疗EVB[1,7,10]. (1)
适应证: ①难控制的急性EVB; ②多次内镜治

疗无效的静脉曲张出血; ③顽固性腹水. (2)禁
忌证: ①严重的或快速进展性肝功能衰竭; ②
严重的或难以控制的肝性脑病; ③严重出血倾

向. TIPS术前多科讨论, 判断手术成功的可能性

和存在的风险; 由于TIPS远期效果差. 因此, 专
家建议该方法是肝移植的过度. 近年来, 聚四氟

乙烯(polytetrafluoroethylene, PTFE)内膜支架

应用于临床, 明显降低了TIPS术后再狭窄及血

■创新盘点
本文就国内外肝
硬化门脉高压症
临床与基础研究
的进展, 结合我国
医疗技术水平, 提
出了内科治疗的
策略及亟待研究
的问题.

表 1 肝硬化门脉高压症治疗药物的选择

     
                                                 推荐药物及方法

急性出血       一线药物: 生长抑素(思他宁)或其类似物(善宁)

                     血管加压素/垂体后叶素＋硝酸甘油/酚妥拉明

预防初          一线药物: 心得安

次出血          心得安+5-单硝异山梨醇/螺内酯/硝苯吡啶

预防再          一线药物: 心得安

次出血          心得安+5-单硝异山梨醇/螺内酯/硝苯吡啶

                     长效生长抑素类似物、血管紧张素受体拮抗剂      

■应用要点
肝硬化门脉高压
症患者预后差, 医
生诊治过程中承
担的风险大. 本文
就目前我国医疗
环 境 ,  为 临 床 医
生如何科学、客
观、正确的选择
门脉高压症的治
疗方法, 以获得最
大的疗效, 将风险
降 至 最 小 ,  本 文
有较重要的参考 
价值. 
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栓形成, 远期效果提高, 但需要进一步临床对照 
研究. 

食管胃冠状静脉栓塞术治疗EVB已有50多
年历史, 控制出血率为90%左右. 缺点是创伤较

大, 由于近几年EIS及EVL的普及, 经皮经肝胃冠

状静脉栓塞术很少开展, 不推荐作为EBV的治

疗方法. 

4  问题与展望 

对于轻度静脉曲张的处理意见及是否用药物预

防肝硬化患者静脉曲张的发生, 目前缺乏可靠

的临床对照研究. 已有的数据证明, 心得安不能

预防静脉曲张的发生、发展. 因此, 多数学者建

议, 对于明确诊断的肝硬化患者, 每年一次内

镜检查,了解静脉曲张的情况. HVPG是预测肝

硬化门脉高压症是否发生相关并发症及评价降

门脉压药物的理想指标, 但是HVPG测定创伤

较大, 临床难常规开展. 非常有兴趣的是, 2007
年欧洲肝脏病年会(EASL)有专家报道, 采用无

创方法测定肝脏硬度(liver stiffness, LS)可反映

HVPG[15]. 因此, 测定LS进一步研究门脉高压症

发生发展的自然史, 随机、对照研究药物、内

镜、放射介入及多种联合治疗等方法预防肝硬

化患者1 a、2 a等EVB的效果及成本-效益, 具有

重要的临床价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of gap junction 
intercellular communication (GJIC) in rat liver 
on the proliferation of hepatic oval cells (HOC) 
in vivo.

METHODS: Male Wistar rats were randomized 
into control group (n = 6), model group and 

phenobarbital (PB) group. HOC proliferation 
was induced in the rats of model group: 9 days 
of treatment with 2-AAF, 20 mg/kg per day by 
gavage, interrupted on day 5 to perform a 70% 
hepatectomy (2-AAF/PH). The rats in PB group 
were administered with PB (0.8 g/L, till the end 
of experiment) in drinking water, and on the 8th 
day they received the same treatment as model 
group. The rats in model and PB group were 
sacrificed and necropsied at the 4th hour, on 
the 4th, 8th, 12th and 16th day (6 rats at each time 
point) followed hepatectomy. The morphologi-
cal changes of liver tissues were observed by 
pathological examination and the proliferation 
of HOC was counted using immunohistochem-
istry and morphological recognition. GJIC was 
confirmed by incision loading/dye transfer (IL/
DT), and the levels of CX32 protein and mRNA 
were detected by immunohistochemistry and 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR), respectively. The expression of CX43 
protein and mRNA were determined by im-
munohistochemistry, Western blot and RT-PCR, 
respectively.

RESULTS: No HOC proliferation was seen in 
the rat liver of control, 4-hour model and PB 
group. HOC appeared at portal area in model 
group on day 4, increased to the peak on day 
8, intensely proliferated from the portal spaces 
and invaded the liver parenchyma on day 12, 
and decreased on day 16 as compared with day 
12. HOC proliferation had a significant increase 
in PB group (from day 4 to 16) as compared 
with that in model group. The distance of dye 
transfer in model group (4 h, 4, 8, 12, 16 d) was 
significantly reduced in comparison with that in 
control group, and moreover, it was further de-
creased in PB group. The signal number of CX32 
in the rat liver of model and PB groups were re-
duced as compared with that in control group (P 
< 0.05), and there was also significant differences 
between model and PB group (P < 0.05 or P < 
0.01). The expression of CX32 mRNA in model 
group at the 4th hour, on the 4th, 8th, 12th and 16th 
day was 0.82 ± 0.13, 0.33 ± 0.11, 0.51 ± 0.13, 0.68 
± 0.14 and 1.12 ± 0.18 folds of that in control 
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■背景资料
缝隙连接蛋白几
乎表达于各种组
织细胞, 介导的缝
隙连接细胞间通
讯(GJIC)是其参
与调节生物学过
程的核心 .  GJIC
可调节多种干细
胞细胞的生长、

增殖及分化过程, 
但是对肝卵圆细
胞(肝干细胞的子
代细胞)的作用目
前所知尚少. 本实
验通过抑制肝脏
GJIC功能 ,  构建
肝卵圆细胞增殖
模型, 从CX32、
CX43表达角度探
讨肝脏GJIC对体
内肝卵圆细胞的
调控. 



group, respectively. As compared with that in 
model group, the level of CX32 mRNA expres-
sion in PB group had no statistical difference 
at the 4th hour (P > 0.05), but had a significant 
increase on day 4 to 16 (P < 0.05). The expression 
of CX43 protein in the liver of model group at 
the 4th hour, on the 4th, 8th, 12th and 16th day was 
1.14 ± 0.17, 3.87 ± 0.35, 5.28 ± 0.48, 2.96 ± 0.33 and 
2.12 ± 0.19 folds of that in control group, respec-
tively. As compared with that in model group, 
the quantity of CX43 protein in PB group had 
no statistical difference at the 4th hour (P > 0.05), 
but had a significant decrease on day 4 to 16 (P 
< 0.05). The level of CX43 mRNA expression in 
model group at the 4th hour, on the 4th, 8th, 12th 
and 16th day was 1.09 ± 0.16, 2.82 ± 0.23, 5.46 ± 
0.58, 3.34 ± 0.64 and 0.91 ± 0.11 folds of that in 
control group, respectively. As compared with 
that in model group, the level of CX43 mRNA in 
PB group was increased (P < 0.05).

CONCLUSION: The GJIC of hepatocyte and 
HOC can be decreased by altering the spatial 
and temporal expression patterns of CX in rat 
liver after 2-AAF/PH, which leads to the accel-
eration of HOC proliferation.

Key Words: Rat; Hepatic oval cell; Connexin; Gap 
junction intercellular communication; Immunohisto-
chemistry; Reverse transcription-polymerase chain 
reaction; Western blot; Incision loading/dye trans-
fer

Li XD, Fu HQ, Li SH, Shang XL, Xing HS, Hu P. Effects 
of gap junction intercellular communication in rat liver 
on the proliferation of hepatic oval cells in vivo. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(14):1583-1590

摘要
目的: 研究肝脏缝隙连接细胞间通讯(GJIC)对
大鼠体内肝卵圆细胞(HOC)增殖的影响. 

方法: 健康♂Wista r大鼠, 随机分成对照组
(n  = 6)、模型组、苯巴比妥(Phenobarbital, 
PB)组. 模型组大鼠按每天20 mg/kg剂量灌喂
2-AFF, 连续4 d, 第5天不灌喂行2/3肝切除, 
术后次日按每天20 mg/kg剂量继续灌喂5 d 
(2-AFF/PH); PB组予以0.8 g/L PB饮水7 d, 第
8天按模型组处理, 0.8 g/L PB饮水持续至实
验结束. 模型组、PB组在术后4 h, 4, 8, 12和 
16 d随机取6只大鼠检测. 采用组织病理技术
观察肝组织的形态学变化; 免疫组化和细胞
形态学方法计数HOC; 切开标记/染料示踪技
术(incision loading/dye transfer, IL/DT)技术确
定GJIC; 免疫组化及RT-PCR技术检测CX32蛋
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白及mRNA表达; 免疫组化、Western blot及
RT-PCR技术分析CX43蛋白及mRNA水平. 

结果: 对照组及模型组和PB组4 h未见HOC
增殖 .  模型组4 d汇管区有H O C增殖反应 ,  
8 d HOC增殖达峰值, 12 d HOC从汇管区向
肝实质内浸润, 16 d HOC增殖较12 d减少. 与
模型组比较PB组4-16 d各时点HOC明显增
加(P <0.01); IL/DT显示各时点模型组大鼠肝
脏GJIC均低于对照组(P <0.01), 与模型组比
较PB组各时点GJIC进一步降低(P <0.01); 模
型组、PB组各时点CX32的表达低于对照组
(P <0.05), 与模型组比较PB组CX32表达在4 h, 
12, 16 d时点减少(P <0.05), 在4, 8 d时点表达增
多(P <0.05); 模型组4 h-16 d时点CX32 mRNA
水平分别为对照组的0.82±0.13, 0.33±0.11, 
0.51±0.13, 0.68±0.14, 1.12±0.18倍, 与模
型组比较PB组4 h时点无显著差异(P >0.05), 
4-16 d时点明显升高(P <0.05). 模型组4 h-16 d
各时点CX43蛋白表达分别为对照组的1.14±
0.17, 3.87±0.35, 5.28±0.48, 2.96±0.33, 2.12
±0.19倍, 与模型组比较PB组CX43蛋白4 h上
调(P >0.05), 4-16 d明显减少(P <0.05). 模型组 
4 h-16 d各时点CX43 mRNA水平分别为对照
组的1.09±0.16, 2.82±0.23, 5.46±0.58, 3.34
±0.64, 0.91±0.11倍. 与模型组比较PB组各时
点CX43 mRNA表达上调(P <0.05).

结论: 改变大鼠2-AAF/PH模型肝脏CX32、
C X43的时空表达模式, 降低肝脏肝细胞及
HOC与其偶联细胞的GJIC, 可解除HOC生长
抑制, 促进HOC的增殖.

关键词: 大鼠; 肝卵圆细胞; 缝隙连接蛋白; 缝隙连

接细胞间通讯; 免疫组化; 逆转录-聚合酶链反应; 

免疫印迹; 切开标记/染料示踪技术

李学东, 傅华群, 李少华, 尚西亮, 邢宏松, 胡鹏. 肝脏GJIC
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0  引言

肝卵圆细胞(hepatic oval cells, HOC)是肝干细

胞的子代细胞 ,  对其增殖、分化的研究多集

中于细胞因子及细胞外基质的调控 [1-5].  由于

缝隙连接细胞间通讯(gap junction intercellular 
communication, GJIC)是细胞间重要的信息交流

形式, 可调节组织细胞的生长、增殖与分化[6-8]. 
本实验采用苯巴比妥(phenobarbital, PB)抑制大

鼠肝脏GJIC, 并构建HOC增殖模型(2-乙酰氨

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝卵圆细胞可分
化 为 肝 细 胞 ( 表
达CX32)及胆管
上 皮 细 胞 ( 表 达
CX43),  因而探讨
CX32和CX43对
肝卵圆细胞分化
的影响, 可能是阐
明肝干细胞分化
调控机制的关键.
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基芴喂食+2/3肝切除术2-acetylaminofluorene/ 
two-thirds partial hepatectomy, 2-AAF/PH), 以
肝脏GJIC功能为本, 从缝隙连接蛋白(connexin, 
CX)32, 43表达的角度探讨肝脏GJIC对体内HOC
的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Wis ta r大鼠, 体质量150 g左
右, 由南昌大学医学院动物科学部提供; 苯巴

比妥(广东邦民制药有限公司); 2-乙酰氨基芴

(2-acetylaminofluorene, 2-AAF; Sigma公司); 聚
乙二醇(PEG400, 上海试剂一厂); 小鼠抗大鼠

OV-6单克隆抗体(美国S Sell实验室); Mouse anti-
human CX43抗体、Mouse anti-human CX32抗
体(Santa Cruz公司); 抗小鼠SP试剂盒(北京中杉

金桥生物技术有限公司); Lucifer yellow(LY)、
Rhodamine D(Sigma公司); TRIzol(Invitrogen公
司); Oligo(dT)15(北京天为时代公司); dNTPs(BM
公司); M-MLV逆转录酶(Promega公司); 大鼠

CX43, CX32, GADPH引物(上海生工公司).
1.2 方法 
1.2.1 动物处理及标本采集 大鼠首先随机分成

对照组、模型组和PB组. 2-AFF用分子量为400 
Da的PEG溶解成浓度为4 g/L的溶液, 模型组大

鼠每天按20 mg/kg剂量灌喂, 连续4 d, 第5天不灌

喂, 在乙醚吸入麻醉下行2/3肝切除, 术后次日按

每天20 mg/kg剂量继续灌喂5 d(2-AFF/PH). PB
组大鼠参考文献[9]予以0.8 g/L PB饮水7 d, 第8
天按模型组处理, 0.8 g/L PB饮水持续至取材. 模
型组和PB组大鼠在术后4 h, 4, 8, 12和16 d随机

取6只检测. 对照组大鼠未预特殊处理, 作正常

对照(n  = 6). 大鼠在乙醚吸入麻醉后剖腹, 取0.5 
cm×0.5 cm×0.3 cm的右肝中叶, 置中性缓冲福

尔马林液固定, 备行HE染色及免疫组化; 取1.0 
cm×1.0 cm×1.0 cm的右肝中叶, 行切开标记/染
料示踪技术(incision loading/dye transfer, IL/DT)
分析; 剪右肝中叶成50-100 mg的小块若干, 分置

液氮保存, 提取总蛋白及RNA. 
1.2.2 免疫组织化学染色 石蜡切片经常规脱蜡

水化后, 抗原热修复15-20 min; 按SP免疫组化

试剂盒说明书操作 ,  一抗工作液浓度分别为: 
OV-6 1∶80, CX32 1∶250, CX43 1∶300. 磷酸

盐(PBS)缓冲液代替一抗做空白对照. 
1.2.3 IL/DT 方法参考文献[10-13]在新鲜肝组

织表面上滴少许(约200 μL)含有LY(5 g/L)和
RhD(5 g/L)染料的PBS缓冲液, 用刀片作3-4个深

1 mm、长7-8 mm的切口, 再于切口内注入少许

染料, 室温下染料扩散3 min, 后用PBS洗3次, 每
次1 min, 再将组织放入40 g/L福尔马林液内避光

过夜, 石蜡包埋, 垂直切口作5 μm厚的石蜡切片, 
于免疫荧光显微镜下测量LY的净染色传输距离. 
1.2.4 图像分析 每张OV-6免疫组织化学切片选

取5个互不重叠且肝卵圆细胞增殖最明显的视

野, 在400倍显微镜下对符合肝卵圆细胞特征(体
积较小约为肝细胞直径的1/3-1/5, 细胞核呈卵圆

形, 胞质较少, 略嗜碱性)且OV-6染色阳性的细

胞进行计数, 其平均值作为此标本卵圆细胞增

殖的数量; 每张CX32免疫组织化学切片于400倍
镜下随机取5个视野, 计算CX32阳性信号数与视

野内的肝细胞数之比, 作为该标本CX32的信号

数; 每张IL/DT切片随机在免疫荧光显微镜下取

5处测量LY和RhD的染色区域. LY的净染色区分

析GJIC. 其均值作为GJIC结果. 
1.2.5 CX43蛋白Western blot分析 取100 mg肝组

织在冰冻下研成粉末, 加入1.0 mL裂解缓冲液

匀浆, 12 000 g  4℃, 离心20 min, 取上清液Folin-
酚法进行蛋白质的定量-70℃冷冻备用. 取50 μg
总蛋白加入上样缓冲液煮沸5 min变性, 经SDS-
PAGE凝胶电泳, 电泳后将蛋白转至硝酸纤维

素膜上; 脱脂奶封闭150 min, 与1∶1000稀释的

CX43抗体4℃孵育过夜, 再与1∶500稀释的二

抗孵育2 h, 与化学发光试剂ECL温浴1 min后曝

光、显影和定影. X光胶片扫描后, 在医学图形

分析系统上进行分析. 计算方法为: 所得CX43蛋
白带的综合灰度除以对照组样本的综合灰度值

即为表达量. 
1.2.6 RT-PCR检测肝组织CX32、CX43 mRNA
表达 取肝组织50-100 mg, 总RNA提取用TRIzol
试剂按说明操作进行. cDNA采用M-MLV RT 
kit(Promaga, USA)试剂盒进行. CX32, CX43和
GADPH引物设计利用Primer Premier 5.0软件

(PremierBiosoft, CA)设计完成. 引物序列及长度

见表1. PCR反应条件: 94℃预变性5 min, 94℃变

性40 s, 58℃退火45 s(CX32, GADPH), 63℃退火

45 s(CX43), 72℃延伸1 min, 30个循环后, 72℃延

伸10 min.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 组间比

较用方差分析. P <0.05被认为差异具有统计学

意义.

2  结果

2.1 各组大鼠肝组织病理形态学变化 对照组肝

■应用要点
CX及介导的GJIC
可为体外修饰肝
卵圆细胞实现其
定向增殖、分化
提 供 一 个 关 键 
靶点.
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组织结构完整, 肝细胞索排列正常, 未见增殖反

应. 模型组、PB组4 h肝组织结构无明显破坏及

增殖反应. 模型组4, 8 d肝索结构紊乱, 肝细胞水

肿、变性坏死, 第4天汇管区有增殖反应, 第8天
增殖反应明显, 并向小叶中央区穿插生长; 12 d
肝细胞水肿、坏死减轻多由增殖细胞替代, 增
生已连成片, 增生反应减少; 16 d仍可见增殖反

应. PB组4-16 d也可见肝索结构破坏, 汇管区

增殖细胞并向肝内浸润重建损伤肝脏过程, 与
模型组比较PB组各时点增殖反应明显, 持续时

间长. 增殖细胞体积较小、约为肝细胞直径的

1/3-1/5, 细胞核呈卵圆形, 胞质较少, 略嗜碱性、

大小分布不均匀、呈簇状分布, 从汇管区向肝

小叶中央浸润(图1). 
2.2 HOC的活化、增殖情况 依据OV-6阳性染色

和细胞形态学计数HOC. 对照组未见HOC. 模型

组、PB组在肝切后4 h无明显HOC增生, 模型组

4-16 d各时点HOC数量分别为: 8.20±1.50, 26.53
±1.56, 16.60±2.30, 11.10±3.20个, HOC增殖呈

逐渐升高至8 d达峰值后下调趋势. PB组4-16 d
各时点HOC数量分别为: 14.20±3.57, 38.24±
5.20, 28.65±4.87, 18.58±3.54个, 与模型组比较

 

表 1 PCR引物序列及产物长度

     
基因                                    正义(5'-3')                                                            反以(5'-3')                    产物长度(bp)  

GADPH           TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTTGGC CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC          983

CX32           CTGCTCTACCCGGGCTATGC                 CAGGCTGAGCATCGGTCGCTCTT          386

CX43           TGGGGGAAAGGCGTGAG                 CTGCTGGCTCTGCTGGAAGGT        1275

图 1 大鼠肝组织光镜检查结果(A, C, E×100; B, D×40). A: 对照组; B-C: 模型组8 d; D-E: PB组8 d.

A

C

E

B

D

■名词解释
缝隙连接细胞间
通讯的选择渗透
特性: 缝隙连接细
胞间通讯(GJIC)
是目前证实相邻
细胞间唯一、直
接的物质信息交
流 形 势 .  允 许 小
分子物质(分子量
<1000 Da)在细胞
间交换, 从而发挥
其生物学效应. 大
量实验表明CX形
成GJ的通讯能力
不仅是被动的物
质 转 运 ,  而 且 对
交流物质有高选
择性. 例如, 利用
离子替代实验发
现不同的CX通道
对阴阳离子渗透
能力差别高达10
倍以上, 对ATP、
IP3、腺苷、谷光
甘肽选择转运能
力差别在10-100
倍 .  CX的通道选
择渗透特性是其
参与调节复杂生
物学过程的基础.
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HOC增殖趋势相似, 但增殖水平高、持续时间

长(图2). 
2.3 大鼠肝脏GJIC的变化 IL/DT检测结果显示

对照组GJIC功能良好, 染料扩散距离大约250.0
±5.0 μm, 约相当于10个肝细胞的直径. 模型组4 
h-16 d各时点染料扩散距离低于对照组(P <0.01), 
分别为: 84.5±3.4, 60.6±3.3, 108.6±4.2, 150.6
±2.6, 199.6±3.7 μm, 在4 h明显降低、4 d至
低峰、8 d后逐渐恢复. PB组4 h-16 d各时点染

料扩散距离与模型组规律相同, 但低于模型组

(P <0.01), 分别为: 74.3±3.4, 38.4±2.9, 88.5±
4.3, 126.7±4.5, 175.9±4.8 μm(图3). 
2.4 大鼠肝脏CX32, CX43蛋白表达 免疫组化显

示CX32表达于肝细胞膜上, 对照组每个肝细胞

CX32阳性染色信号数为9.8±1.3个; 模型组、

PB组各时点CX32的表达低于对照组(P <0.05), 
模型组4 h-16 d各时点分别为: 5.10±0.70, 2.85
±0.39, 3.19±0.20, 4.34±0.80, 7.20±0.68个, 在
4 h表达下调, 4 d至低峰, 8 d后逐渐恢复. 与模型

组比较PB组在4 h, 12, 16 d时点CX32表达减少

(P <0.05), 在4, 8 d时点CX32表达增多(P <0.05), 
4 h-16 d各时点分别为: 3.96±0.28, 3.56±0.20, 
3.68±0.20, 4.10±0.48, 6.21±0.42个(图4). 

免疫组化显示C X43表达于汇管区, 伴随

HOC数量增加而染色增强. Western blot结果显

示对照组大鼠肝组织CX43蛋白水平很低, 模型

组、PB组CX43蛋白表达在4 h上调、4 d表达明

显、8 d达高峰、12 d后下降, 呈逐渐升高而后

逐渐恢复趋势, 模型组4 h-16 d各时点分别为对

照组的: 1.14±0.17, 3.87±0.35, 5.28±0.48, 2.96
±0.33, 2.12±0.19倍, 与对照组比较4 h CX43蛋
白的表达上调, 无显著差异(P >0.05), 余时间点

明显高于对照组(P <0.01). PB组各时点CX43蛋
白表达上调分别为对照组的: 1.32±0.24, 2.18
±0.20, 2.97±0.22, 2.57±0.26, 1.67±0.27倍, 与
模型组比较4 h上调, 无显著差异(P >0.05), 4-16 
d表达明显减少(P <0.05). 模型组、PB组各时点

CX43蛋白印迹呈现程度不同的三条带, 代表了

CX43的不同磷酸化状态(P1, P2是磷酸化CX43, 
NP为非磷酸化CX43, 图5)[14]. 

A B C

图 2 OV-6免疫组化显示HOC增殖情况(×40). A: 对照组; B: 模型组8 d; C: PB组8 d.

图 3 大鼠肝组织IL/DT结果(A, C×100; B×200). A: 对

照组; B: 模型组8 d; C: PB组8 d. 白色箭头显示染料传

输距离.

A B C

→→

→→ → →

A B C 图 4 大鼠肝组织CX32的表达(×400). A: 

对照组; B: 模型组8 d; C: PB组8 d.

■同行评价
本文探讨了肝脏
GJIC对体内肝卵
圆细胞增殖的影
响 ,  文 章 设 计 合
理, 方法先进, 得
出了有意义的结
论, 有一定创新性
和学术价值.
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2.5 大鼠肝脏CX32, CX43 mRNA的表达 模型

组4 h-16 d各时点CX32 mRNA水平分别为对照

组的0.82±0.13, 0.33±0.11, 0.51±0.13, 0.68±
0.14, 1.12±0.18倍, 在4 h开始下降, 4 d达低峰, 8 
d后逐渐恢复, 4 h, 4, 8, 12 d时点明显低于对照

组(P <0.01), 16 d时点与对照组比较上调(P >0.05). 
PB组4 h-16 d各时点CX32 mRNA分别为对照组

的: 0.65±0.14, 0.46±0.12, 0.66±0.16, 0.76±
0.15, 1.42±0.13倍, 与模型组比较4 h时点无显著

差异(P >0.05), 4-16 d时点明显升高(P <0.05, 图6). 
对照组C X43 m R N A表达很低. 模型组4 

h-16 d各时点CX43 mRNA分别为对照组的1.09
±0.16, 2.82±0.23, 5.46±0.58, 3.34±0.64, 0.91
±0.11倍, 即在建模后4 h上调(P >0.05), 4 d表达

明显升高, 12 d达高峰, 4, 8, 12 d时点明显高于

对照组(P <0.01), 16 d低于对照组, 但无显著差异

(P >0.05). PB组4 h-16 d各时点CX43 mRNA分别

为对照组的: 1.48±0.14, 4.34±0.43, 6.69±0.74, 
5.83±0.57, 2.74±0.39倍, 与模型组比较各时点

CX43 mRNA表达上调(P <0.05), 表现为峰值高, 
持续时间长(图6).

3  讨论

细胞作为一个开放的体系 ,  时刻通过细胞膜

与周围的环境发生着物质、能量和信息的交

换 ,  从而调节细胞正常的生长、增殖、分化

过程[6,15-16]. 目前越来越多的证据显示[17-21], CX介

导的GJIC作为细胞间唯一、直接的信息交流形

式可调节多种非肝源干细胞的增殖、分化过程. 
但是肝脏GJIC对体内HOC的调控目前尚未见文

献报道. 
H O C是肝干细胞的子代细胞, 大鼠S o l t-

Farber(2-AAF/PH)模型是研究HOC应用最多的

动物模型之一[22]. 本实验中, 对照组大鼠肝组织

结构完整, 未见增生反应及HOC, 且GJIC功能良

好; 模型组大鼠肝索结构紊乱, 肝细胞水肿、变

性坏死, 4 d可见HOC增殖, 8 d增殖达到高峰, 12 
d后数量逐渐减少. IL/DT结果显示肝脏GJIC 4 h
明显降低, 4 d至低峰, 8 d后逐渐恢复. GJIC功能

与HOC的增殖趋势相反, 且变化时点早于HOC
的增殖. 结果表明肝脏GJIC的功能与HOC的增

殖密切关联; PB是肝脏GJIC的抑制剂[9,23-26], 可
进一步下调各时点2-AAF/PH大鼠肝脏的GJIC, 
明显增加4-16 d各时点的HOC数量. 结果提示肝

脏GJIC的抑制能促进2-AAF/PH大鼠体内HOC
增殖. 

肝细胞表达CX32, 而HOC表达CX43, 是
肝脏GJIC的功能基础. 为了明确模型组、PB组

图 6 大鼠肝组织CX32, CX43 mRNA表达琼脂糖电泳凝胶图. A-B: CX32; C-D: CX43; M: marker分子量标记物; 1: 对照组; 

2-6: 模型组4 h, 4, 8, 12和16 d; 7-11: PB组4 h, 4, 8, 12和16 d.

GADPH 983 bp

CX32 386 bp

M         1          2          3          4         5         6 M        7         8          9        10       11A B

CX43 1275 bp
GADPH 983 bp

M         1          2          3         4          5         6 M         7         8         9        10       11C D

图 5 各组大鼠肝组织CX43水平蛋白印迹图. Control: 对照组; 1-5: 模型组4 h, 4, 8, 12和16 d; 6-10: PB组4 h, 4, 8, 12和16 d.

Control       1         2           3            4           5 6              7             8             9           10

P2
P1
NP

P2
P1
NP
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大鼠肝脏GJIC功能抑制的机制, 免疫组化结果

显示模型组、PB组大鼠肝脏CX32蛋白的表达

与GJIC趋势相同, Western blot结果显示CX43
蛋白的表达与GJIC趋势相反. 表明GJIC下调是

CX32表达抑制所致(与CX的细胞特异性表达

相关[27]). 与模型组比较PB组在4, 8 d时点CX32
表达增多(P <0.05, 与高增殖的HOC分化成较多

的肝细胞相关), 而肝脏GJIC各时点均低于模型

组, 说明PB可能也在CX32的通道门控上抑制

大鼠2-AAF/PH肝脏的GJIC; 同步进行的CX32 
mRNA检测显示, 模型组、PB组肝脏CX32蛋白

与mRNA表达均呈下调趋势, 说明CX32的蛋白

下调是由CX32 mRNA转录减少所致; 与模型组

比较PB组CX32 mRNA在4 h表达减少(P <0.05), 
4-16 d增加(P <0.05), 而CX32蛋白表达在4 h, 12, 
16 d时点低于模型组, 说明PB能在翻译或翻译

后调节大鼠2-AAF/PH肝脏CX32蛋白的表达(机
制待明). 模型组、PB组肝脏CX43蛋白和mRNA
各时点均呈上调趋势, 说明CX43蛋白的上调是

由mRNA转录增加引起的; 与模型组比较, PB组
CX43 mRNA 4 h-16 d升高, 而CX43蛋白4-16 d
下降, 这种蛋白与mRNA表达的分离现象说明了

PB可能在翻译或翻译后抑制2-AAF/PH肝脏的

CX43蛋白表达. 抑制GJIC可减少细胞凋亡、分

化和生长抑制, 增加细胞增殖[15]. PB组HOC增殖

数较模型组多, 而CX43蛋白表达减少, 说明PB
不仅能降低肝细胞与偶联细胞的GJIC, 而且通

过抑制HOC的CX43蛋白表达, 减少HOC与偶联

细胞的GJIC, 解除HOC生长抑制, 促进HOC的
增殖. 

CX形成GJ的通讯能力不仅是被动的物质转

运, 而且对交流物质有高选择性. 例如, 利用离

子替代实验发现不同的CX通道对阴阳离子渗透

能力差别高达10倍以上[28], 不同的CX对ATP、
I P 3、腺苷、谷光甘肽选择转运能力差别在

10-100倍[29-31]. CX43, CX32构成的GJ对谷氨酸盐

和谷光甘肽转运效率相似, 而CX43对核苷(特别

是ADP, ATP)转运比CX32通道快10倍, 二者对核

苷转运可产生2-3倍的差异. 因此, 通过调节大鼠

2-AAF/PH肝脏CX32及CX43时空表达模式, 改
变肝脏对生长信息的整合, 是PB促进体内HOC
增殖的关键因素. 

总之, 改变大鼠2-AAF/PH模型肝脏CX32, 
CX43的时空表达模式, 降低肝细胞及HOC与

其偶联细胞的GJIC, 可解除HOC生长抑制, 促
进HOC的增殖. 因此, 通过基因转染或药物诱

导, 改变HOC或其偶联细胞的GJIC功能, 可调节

HOC的增殖、分化过程. GJIC可能是体外修饰

HOC实现其定向增殖、分化的一个关键靶点.
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Abstract
AIM: To investigate the cytotoxic effects of 
human peripheral blood γδT cells on the tumor 
cell lines of digestive system.

METHODS: The γδT cells in peripheral blood of 
healthy volunteers were expanded using inter-
leukin-2 (IL-2) and isopentenyl pyrophodphate 
(IPP) in PRMI 1640 medium. After 10 days, the 
purity of γδT cells was analyzed by flow cytom-
etry. The cytotoxic activity of the purified γδT 
cells against human gastric cancer cells, pancre-
atic carcinoma cells and hepatocellular carci-
noma cells were tested in different effector-to-
target ratios. 

RESULTS: After peripheral blood mononuclear 
cells were cultured for 10 days, the γδT cells 
were expanded rapidly from 4.21% to 70.35%. 
Cytotoxic activities of the purified γδT cells 
against human gastric cancer cells, pancreatic 
carcinoma cells and hepatocellular carcinoma 
cells were 61%, 50% and 59% respectively at the 
effecter-to-target cell ratio of 40∶1. The cyto-
toxic activities of the attached γδT cells on tumor 
cells were higher than those of the suspended 
γδT (50%, 37% and 37%, respectively) and CIK 
(45%, 34% and 40%, respectively) cells.

CONCLUSION: The purified human peripheral 
blood γδT cells show a highly-efficient cytotoxic-
ity against the tumor cells of digestive system. 
The attached γδT cells are more efficient than 
the suspended γδT and CIK cells. γδT cells may 
be another important group of immune effector 
cells in the adoptive immunotherapy for cancer. 

Key Words: γδT cells; Cytotoxicity; Digestive system 
carcinoma; Adoptive immunotherapy
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摘要
目的: 探讨人末梢血扩增的γδT细胞对常见的
消化系统肿瘤细胞株的杀伤作用. 

方法: 用含IPP和IL-2的RPMI 1640培养基扩
增人外周血γδT细胞, 用流式细胞术检测培养
10 d的γδT细胞的纯度. 用扩增后的γδT细胞与
人胃癌细胞株、胰腺癌细胞株和肝癌细胞株
按不同效靶比例孵育后进行细胞毒活性测定. 

结果: 人末梢血单个核细胞经过培养扩增10 d
时γδT细胞迅速从4.21%扩增到70.35%. 培养
10 d时贴壁生长的γδT细胞对人胃癌细胞株、

胰腺癌细胞株和肝癌细胞株均有较强的杀伤
活性, 在效靶比例为40∶1时细胞毒活性分别
为61%、50%和59%, 高于悬浮生长的γδT(分
别为50%、37%和37%)和CIK(分别为45%、

34%和40%)细胞毒活性.
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■背景资料
γ δT 细 胞 只 占 外
周血单个核细胞
0.5-5%, 但却是皮
肤、小肠、肺和
生殖器官等黏膜
皮下组织淋巴细
胞的主要成分之
一, 提示γδT细胞
在粘膜免疫中起
着重要作用. 近年
来研究发现γδT细
胞以MHC非限制
方, 式杀伤肿瘤细
胞在免疫监视中
具有重要作用, 同
时也是适应性免
疫中的起始因子. 
以往在外周血中
培养扩增γδT细胞
大多用γδT单克隆
抗体法等方法, 这
些方法较繁杂, 费
用高, 现用小分子
非肽抗原可在体
外获得大量高纯
度的有杀伤功能
的γδT细胞, 这为
γδT细胞用于临床
治疗提供了支持. 
消化系统的一些
肿瘤是我国常见
的肿瘤病种, 这些
肿瘤细胞常表达
γδT细胞杀伤的靶
分子, 因此, 我们
应用IPP扩增的人
外周γδT细胞对胃
癌、肝癌和胰腺
癌细胞株进行杀
伤活性测定, 发现
对这些肿瘤细胞
有较高的杀伤作
用. 这为治疗这些
肿瘤提供了实验
证据.



结论: 人末梢血扩增的γδT细胞对消化系统常
见的肿瘤细胞有较强的杀伤作用, 贴壁生长的
γδT细胞对肿瘤细胞的杀伤作用强于悬浮生
长的γδT细胞和CIK细胞. γδT细胞将是肿瘤细
胞免疫治疗中又一类重要的免疫效应细胞.

关键词: γδT细胞; 细胞毒活性; 消化系肿瘤; 过继性

免疫治疗
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0  引言

γδT细胞是体内固有免疫中的一个重要T细胞群, 
他广泛分布于消化系统和呼吸系统上皮组织内, 
末梢血中也有一定数量的γδT细胞. 随着对γδT
细胞结构和功能研究不断深入, 人们发现γδT细
胞除了有与αβT细胞类似的一些功能特征外, 还
有其他的一些独特的功能, 如识别抗原不需要

MHC分子提呈, 直接识别蛋白质和肽类抗原以

及非肽类抗原, 具有抗原提呈细胞的一些特征, 
并能通过细胞接触和分泌的细胞因子起免疫调

节作用. 近几年来, 应用γδT细胞基因敲除的小

鼠证明, γδT细胞在肿瘤免疫监视中具有重要的

作用[1-2]. 为此, 我们应用新建立的体外快速扩增

的末梢血γδT细胞, 对消化系统常见的肿瘤细胞

进行体外抗肿瘤实验, 为γδT细胞用于消化系统

肿瘤的治疗提供依据, 现将结果报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640干粉为Gibco公司产品, 人
A B型血清购自徐州市血站, 胎牛血清和淋巴

细胞分离液购自中国科学院血液学研究所 , 
Hepes(Amersham公司产品)购于天来生物医

学科技有限公司, 异戊烯焦磷酸(i sopentenyl 
pyrophosphate IPP)购自Sigma公司, IL-2购于北

京双鹭股份有限公司, 抗人TCR-γδ-FITC、抗人

CD3-PE和抗人CD44-FITC均购自杭州联科生物

(Immunotech, France), SGC-7901人胃腺癌细胞

株, SW-1190人胰腺癌细胞株和SMMC-7721人
肝癌细胞株均购于中国科学院上海细胞生物学

研究所. 流式细胞分析仪(TACS Calibur)为美国

Becton Dickinson公司产品.
1 .2 方法  取健康献血者抗凝血100 m L,  以 
1500 r/min离心15 min, 吸白细胞层, 再经淋巴细

胞分离液分离出末梢血单个核细胞(PBMC). 将
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PBMC洗涤后加入1640培养液(培养液含100 mL/L
小牛血清, 50 mL/L人AB型血清, IPP 2 μg/L, 
IL-2 105 IU/L)中, 调整细胞密度为1×108/L, 置
75 ㎝2细胞培养瓶中, 于37℃, 50 mL/L CO2培

养箱中培养, 并根据细胞生长情况及时添加培 
养液.
1.2.1 CIK细胞培养及鉴定 按以往报告的方法 
进行[3].
1.2.2 γδT细胞和CIK细胞杀伤活性检测 以乳酸

脱氢酶释放法测定细胞杀伤活性[4], 以SGC-7901
人胃腺癌细胞株、SW-1190人胰腺癌细胞株和

SMMC-7721人肝癌细胞株作为靶细胞并分别

配成2×108/L的细胞悬液, 按效靶细胞比5∶1,  
10∶1, 20∶1, 40∶1的比例加入培养10 d时的效

应细胞(γδT细胞和CIK细胞), 37℃, 50 mL/L CO2

条件下孵育6 h, 收集上清液在全自动生化分析

仪(AU1000 Olympus)340 nm波长下测定吸光度

(A )值.
杀伤活性 = (A实验组-A效应细胞自然释放组)/(A靶细胞最

大释放组-A靶细胞自然释放组)×100%

2  结果

2.1 γδT细胞培养形态学观察 PBMC在γδT细胞

培养液中培养24 h即可见贴壁生长, 每个集落约

3-6个细胞, 48 h后集落开始变大, 培养10 d可见

大的集落和极少量单个贴壁生长细胞, 单个细胞

可见细胞呈条梭状, 整个集落形态与用TNF培养

后的树突状细胞较为相似, 也有部分呈悬浮生长

的细胞. 培养10 d的γδT细胞涂片行瑞姬氏染色

发现大多数细胞体积大, 呈椭圆或不规则形, 细
胞核大多为椭圆或圆形, 核染质疏松, 核膜不规

则, 有凸起, 每个细胞可见1个小核仁, 呈深蓝色; 
胞质丰富, 染成蓝灰色, 形态不规则, 有的像伪

足, 近核处有淡染现象, 也有呈不规则形(图1).
2.2 γδT细胞纯度鉴定 收集培养10 d时的细胞

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前在体外扩增
γδT细胞越来越多
地采用小分子抗
原如磷酸抗原和
烷基胺等. 这些小
分子一是容易洗
涤去除, 不影响细
胞免疫治疗, 不产
生毒副作用, 二是
价格比较低. 用这
些方法扩增的γδT
细胞已在体外和
体内对多种肿瘤
细胞进行了杀伤
活性和体内抗肿
瘤研究. 现已报告
用扩增的自身γδT
细胞对人胃癌、

淋巴瘤和晚期肾
癌进行了治疗, 治
疗初步结果是安
全有效的. 今后亟
待研究的问题是
这些小分子抗原
在体外扩增的γδT
细胞亚群是否一
致, 是否有选择性
增殖某一亚群. 对
γδT细胞杀伤不敏
感的瘤细胞如何
增加对γδT细胞杀
伤的敏感性如何
利用γδT细胞的抗
原提呈作用研制
肿瘤性疫苗. γδT
细胞与其他免疫
细胞如树突状细
胞、NK细胞等的
相互作用和γδT细
胞在病毒性疾病
中的治疗作用等
也是今后研究的
重点.

图 1 培养10 d时γδT细胞瑞姬氏染色形态.
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进行mAb荧光标记后经流式细胞术检测并分析

结果. PBMC未培养前γδT细胞数为4.21%, 培
养10 d时的γδT细胞数为70.35%(图2), 在培养 
10 d时, 我们分别将悬浮细胞吸出, 并再将黏附

细胞吹打洗脱, 收集后分别行CD44 mAb荧光标

记后进行检测, 结果悬浮生长细胞CD44表达为

86.39%, 贴壁生长细胞CD44为94.00%, 从图3可
以看出, 贴壁细胞中有一高表达CD44峰.
2.3 γδT细胞和CIK细胞对3种消化道肿瘤细胞株

的细胞毒性 贴壁生长γδT细胞对3株消化系统肿

瘤细胞的杀伤活性要高于悬浮生长的γδT细胞和

CIK细胞. 在效靶比为40∶1时, 贴壁生长的γδT细
胞对SGC-7901, SW-1190和SMMC-7721的杀伤活

性分别为61%, 50%和59%, 明显高于悬浮生长的

γδT细胞(分别为50%, 37%和37%)和CIK细胞(分别

为45%, 34%和40%); 而悬浮生长的γδT细胞在对

SGC-7901胃癌细胞的杀伤活性要高于CIK细胞, 对
SW-1190胰腺癌细胞的杀伤活性低于CIK细胞, 对
SMMC-7721肝癌细胞株的杀伤活性与CIK细胞相

同(图4).

3  讨论

自1990年从肺癌肿瘤浸润淋巴细胞(T IL)中分

离出γδT细胞, 并发现这些细胞对新鲜的自体肿

瘤细胞和K562细胞有高效杀伤活性, 许多作者

证实了在直肠癌、肾癌、肝癌和乳腺癌等实

体瘤的TIL中存在有γδT细胞, 并具有抗肿瘤作 
用[5-8]. 随着研究的不断深入, 人们发现从人外周

血中培养的γδT细胞同样具有强而广的抗肿瘤 
效应[9-17].

γδT细胞杀伤肿瘤细胞的机制与CTL细胞

和N K细胞相似, 主要通过穿孔素、颗粒酶和

Fas/FasL途径起作用, 然而γδT细胞对肿瘤细胞

的识别还不完全清楚, 通常γδT细胞对肿瘤细

胞的识别大多数是MHC非限制性的, 主要是通

过NKG2D识别肿瘤细胞表达的MICA, MICB, 
ULBPs, MHCⅠb类蛋白和F1-ATP合酶以及

参与肿瘤浸润和转移相关的单体型层黏连蛋

白(MLR)等配体[18]. Corvaisier et al [10]研究还证

实, 对肿瘤细胞的识别还与肿瘤细胞上γδTCR
刺激物(如甲羟戊酸途径代谢物-IPP)的产生和

■相关报道
Corvaisier  et al 对
γδT细胞对自身和
异体肿瘤细胞的
杀伤机制进行了
较详细地研究, 发
现对自身肿瘤细
胞和异体肿瘤细
胞均有杀伤活性, 
而对自身正常细
胞无杀伤作用. 这
种杀伤是MHC非
依赖性的, 并与肿
瘤细胞的γδTCR
刺激物的产生和
ICAM-1表达密切
相关. Kobayashi 
et al最近报告用体
外激活的γδT细胞
治疗7例晚期肾癌
患者, 发现治疗后
能明显增加外周
血中γδT细胞数 , 
无毒副作用, 患者
能够耐受治疗.

■创新盘点
本文应用非肽抗
原从PBMC培养
γδT细胞, 纯度达
70%以上, 并对我
国消化系统常见
肿瘤细胞进行杀
伤活性测定, 发现
γδT细胞对3种肿
瘤细胞有较强杀
伤活性, 并发现贴
壁 生 长 的 γ δT 细
胞高表达CD44分
子, 对肿瘤细胞的
杀伤活性也高于
悬浮生长的γδT细
胞. 这在国内外还
未见报告. 
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图 2 PBMC 培养后γδT细胞百分率. A: PBMC培养前; B: 培养10 d.
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图 3 培养10 d时γδT细胞流式细胞术分析CD44的表达. A: 悬浮γδT细胞; B: 贴壁γδT细胞.
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■应用要点
肿瘤细胞免疫治
疗关键是要联合
使用固有免疫细
胞和适应性免疫
细胞进行治疗, 才
能将一些肿瘤变
异逃逸株进行杀
伤 清 除 .  固 有 免
疫中的树突状细
胞、NKT细胞的
培养技术已较成
熟 ,  并 已 应 用 于
临床, 而γδT细胞
培养技术尚不成
熟, 本文报告的方
法可弥补这方面
的不足. 有了足够
数量的γδT细胞 , 
再与DC, CIK和
CD3AK细胞等免
疫效应细胞联合
应用于肿瘤患者
的治疗, 必将提高
肿瘤细胞免疫治
疗的效果. 此外，

由于γδT细胞高分
泌IFN-γ, 以及在
抗病毒中的重要
作用, 因此, 他的
过继性回输治疗
病毒性疾病也将
逐步得到应用.

ICAM-1表达密切相关. 我们结果也表明, 从人

外周血分离培养出的γδT细胞对消化道系统常

见肿瘤细胞均有较强的杀伤作用, 而且贴壁生

长的γδT细胞杀伤活性均高于CIK细胞. 从图3
中可以看出, 有部分贴壁细胞高表达CD44, 人
CD44属于黏附分子家族的跨膜糖蛋白, 他能与

许多蛋白相结合, 高表达CD44的贴壁γδT细胞对

几种癌细胞的杀伤活性高于悬浮生长的γδT细
胞, 这也可能与肿瘤细胞高表达黏附分子受体, 
使其容易与γδT细胞黏附有关. 一些试验证实, 
γδT细胞在体内具有明显的抗癌作用, Kabelitz  
et al [19]用阿伦磷酸激活的γδT细胞与IL-2一起治

疗已接种人肿瘤细胞的SCID小鼠, 发现能明显

延长生存期. Zheng et al [8]给已建立鼻咽癌的裸鼠

注射正常人γδT细胞2次, 每次5×107, 可见肿瘤

明显缩小和生存期延长, 且与注射次数相关, 免
疫组化证实肿瘤内有局部坏死, 注射的γδT细胞

在瘤内聚积. 戴梦华 et al [20]胰腺癌外周血经抗人

TCRγδT mAb包被扩增的γδT细胞注入已建立胰

腺癌的裸鼠腹腔内, 发现γδT细胞具有显著的抑

瘤作用. 朱忆斯 et al [21]用自身外周血培养的γδT
细胞治疗4例胃癌术后患者, 随访10-25 mo未见

复发. 最近Kobayashi et al [22]用2甲基-1丁烯基一

焦磷酸激活7例晚期肾癌患者PBMC中γδT细胞, 
然后进行回输治疗, 发现治疗后有6例患者外周

血中γδT细胞绝对值增多, 治疗未见毒副作用. 
γδT细胞体内应用除直接杀伤肿瘤细胞外, 还可

以通过与NKT细胞和成熟树突状细胞(DC)相互

作用, 释放出抗肿瘤免疫中的关键分子IFN-γ和
募集活化淋巴细胞、抗原提呈细胞的趋化性细

胞因子来启动抗肿瘤免疫细胞网络, 从而实现持

续的抗肿瘤免疫应答[23-26].
以往在体外扩增γδT细胞多采用γδT细胞

单克隆抗体固相包被、结核杆菌低分子多肽抗

原诱导和HSP70多肽诱导等方法[12,27-30], 这些方

法所用的试剂不易购买且价格较贵, 难以满足

临床治疗需求. 我们建立的这一新的培养方法

可以在较短时间内培养出满足临床应用的γδT
细胞. 在知情者同意原则下, 我们对部分晚期

肿瘤患者进行自身CIK, DC和γδT细胞联合治

疗, 治疗过的患者除个别患者有一过性发热外, 
未见有其他毒副作用. 由于γδT细胞在病毒性

疾性疾病的控制中起着重要的作用, 因此用此

法在体外培养出大量高纯度的γδT细胞, 这也为

病毒性急性疾病的综合性细胞免疫治疗提供可 
能[31-33]. 我们在知情同意下, 对2名HBV-DNA高负

荷患者进行了自身CIK、树突状细胞和γδT细胞

联合治疗, 患者无毒副反应, 近期疗效正在观察 
之中.

肿瘤免疫编辑理论认为, 机体固有免疫和

适应性免疫均参于机体的抗肿瘤过程[34]. 在免

疫逃逸期, 部分肿瘤细胞可发生MHCⅠ类分子

低表达或缺失, 肿瘤抗原缺失或下调和抗原提

呈异常等使机体免疫细胞不能对其进行特异性

杀伤[35]. 因此, 在肿瘤免疫均衡期和免疫逃逸期, 
必须联合固有免疫和适应性免疫中的抗肿瘤效

应细胞一起应用, 才能达到清除肿瘤的目的. 在
体外扩增大量的自身具有抗肿瘤活性的γδT细
胞回输可以杀伤那些逃逸αβT细胞杀伤的肿瘤, 
如能与肿瘤特异性CTL, NK细胞, NKT细胞, DC
和巨噬细胞等进行综合性细胞免疫治疗, 将会

明显提高肿瘤患者的细胞免疫治疗效果.
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■同行评价
γδT细胞是体内固
有免疫中的一个
重要T细胞群, 其
结构和功能受到
关注. 因为他有自
己独特的功能. 本
文通过细胞杀伤
试验探讨了人末
梢血γδT细胞对消
化系统肿瘤细胞
的杀伤作用, 文章
新颖性较好, 有应
用前景. 
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Abstract
AIM: To study the effect of pcDNA3-CTLA4Ig 
plasmid on islet allograft rejection in mice.

METHODS: C57BL/6 mice were randomly 
divided into control group, blank group and 
experiment group (transfected with pcDNA3-
CTLA4Ig plasmid). The level of serum CTLA4Ig 
was detected by Western blot on day 5 after 
transfection. Blood glucose was examined after 
operation every other day. Immunohistochemi-
cal staining was used to determine the expres-

sion of insulin. 3H-thymidine incorporation was 
performed to detect the ability of T lymphocyte 
increment and the levels of CD4+ and CD8+ T 
lymphocytes were detected by flow cytometry 
on day 7 after transplantation.

RESULTS: Five days after transfection, Western 
blot demonstrated serum expression of CT-
LA4Ig, and the transfection efficacy was 27.50%. 
Blood glucose maintained at the normal level for 
a longer period of time in the experiment group, 
and on day 7, the proliferation of lymphocytes 
was markedly decreased (P < 0.05). The levels 
of CD4+ and CD8+ T lymphocytes were signifi-
cantly lower in the experiment group than those 
in the control and blank group (CD4+: 14.38% ± 
0.84% vs 20.56% ± 0.68%, 21.04% ± 1.14%, P < 0.05; 
CD8+: 14.77% ± 0.92% vs 24.63% ± 1.30%, 23.84% 
± 1.21%, P < 0.05), and the intensity of immuno-
histochemical staining was also stronger.

CONCLUSION: CTLA4 gene can be transferred 
into mouse muscular cells by cation liposome 
and express its products in the serum, which 
leads to the inhibition of islet allograft rejection 
by the blockage of B7/CD28 signal pathway.

Key Words: Islets of langerhans transplantation; 
Rejection; Costimulatory signal; B7/CD28

Zhao GH, Sun HZ, Zhong XP, Zhang JX, Xu GY, Zhao N, 
Cheng Y, Zhang JL, Liu YF. Preventive effect of pcDNA3-
CTLA4Ig plasmid transfection on islet allograft rejection in 
mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(14):1596-1601

摘要
目的: 探讨真核表达载体pcDNA3-CTLA4Ig转
染受体小鼠肌细胞后对胰岛移植后排斥反应
的影响. 

方法: 受体C57BL/6小鼠随机分为对照组、空
白转染组和实验组(转染pcDNA3-CTLA4Ig). 
Western blot检测受体小鼠血清CTLA4-Ig表
达, 观察移植物存活时间, 术后7 d取受体肾脏
做HE染色及胰岛素免疫组化染色, 采用微量

®

■背景资料
胰岛移植排斥反
应是由MHCⅡ类
分子介导的. 与胰
腺移植相比具有
手术简单、并发
症少、可重复性
好、对全身干预
小等优点, 但移植
术后排斥反应制
约了胰岛移植的
进一步开展和应
用. 现代免疫学研
究进展表明, 共刺
激信号系统在同
种异体移植排斥
反应中起了重要
的作用, 而最重要
的一组共同刺激
分子是B7/CD28, 
如果阻断B7与受
体相结合, 抑制第
二信号的产生, 将
可能导致T细胞的
克隆失活或克隆
无反应, 诱导免疫
耐受. 
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全血3H-胸腺嘧啶掺入法检测单个核细胞在刀
豆蛋白A刺激下的增殖程度, 流式细胞仪检测
外周血T细胞亚群表达情况. 

结果: 受体小鼠转染5 d后, Western blot检测到
血清内有CTLA4Ig表达, 转染效率为27.50%; 
实 验 组 小 鼠 血 糖 维 持 正 常 时 间 明 显 延 长
(P <0.05); 术后7 d, 转染组单个核细胞在刀
豆蛋白刺激下的增殖程度明显降低(P <0.05), 
CD4+、CD8+ T淋巴细胞表达与对照组和空
白转染组相比有显著差异差异(CD4+: 14.38%
±0.84% vs  20.56%±0.68%, 21.04%±1.14%, 
P <0.05; CD8+: 14.77%±0.92% vs  24.63%±

1.30%, 23.84%±1.21%, P <0.05), 小鼠肾被膜
下胰岛素免疫组化染色强度明显增高.

结论: 利用脂质体法可将pcDNA3-CTLA4Ig
转染到活体小鼠肌细胞内并在小鼠体内表达
CTLA4Ig, 从而阻断B7/CD28共刺激信号途
径, 抑制胰岛移植术后排斥反应.

关键词: 胰岛移植; 排斥反应; 共刺激信号; B7/

CD28
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0  引言

胰岛移植是治疗糖尿病的有效手段之一, 但目

前临床开展并不理想, 主要原因是免疫排斥反

应[1-5]. 阻断CD28/B7共刺激通路是一个较为理

想的无胰岛毒性的特异性免疫抑制方案[6-10]. 本
实验观察真核表达载体pcDNA3-CTLA4Ig是否

可以转染受体小鼠肌细胞, 并在小鼠血清中表

达CTLA4Ig, 从而抑制受者胰岛移植后的排斥

反应.

1  材料和方法

1.1 材料 供体为BALB/C小鼠, 受体为C57BL/6
小鼠, 体质量30±2 g, 年龄8-10周龄, 均为♀, 
购自中国医科大学实验动物中心. 随机分为3
组, 每组10只. 对照组: 仅进行胰岛移植, 不进行

质粒转染; 空白转染组: 将胰岛移植入空质粒

pcDNA3转染的小鼠肾被膜下; 实验组: 将胰岛

移植入质粒pcDNA3-CTLA4Ig转染的小鼠肾被

膜下. 质粒pcDNA3-CTLA4Ig由大连博瑞德生

物工程公司构建(质粒结构见图1). 质粒快速大

量提取试剂盒购自V-gene生物公司, 阳性脂质

体Lipofectamine2000转染试剂盒购自Invitrogen
公司. 胶原酶Ⅴ型(C-9263)、双硫腙(dithizone,  
D T Z)、链脲霉素(s t r e p t o z o t o c i n, S T Z)、
Ficoll-400均购自Sigma公司. 抗胰岛素抗体购

自博士德公司, 即用型第二代免疫组化SP试剂

盒、DAB显色剂购自迈新公司. 3H-TdR购自北

京原子能研究所. fluorescein isothiocynate(FITC)
标记的CD4和CD8 mAb、Phycoerythrin(PE)标
记的CD3 mAb均购自San Diego公司.
1.2 方法 
1.2.1 pcDNA3-CTLA4Ig扩增、纯化和鉴定 将
质粒与感受态菌按2 μL∶1 ng的比例混合, 42℃
水浴90 s. 而后迅速冰浴, 接种于含有100 mg/L
氨苄青霉素的LB液体培养基中, 37℃振荡培养

过夜, 收集菌液, 采用无内毒素质粒快速大量提

取试剂盒大量抽提质粒. 具体操作步骤参见说

明书. 经收集、裂解、层析和洗脱后, 回收质粒. 
紫外分光光度仪检测DNA纯度和浓度, 调整浓

度为0.5 g/L, 4℃储存备用. 
1.2.2 pcDNA3-CTLA4Ig转染小鼠 用阳性脂质

体载体Lipofectamine将pcDNA3-CTLA4Ig包
裹(超声法混匀)后, 按lipofectamine(10 μL)与 
pcDNA3-CTLA4Ig(4 μg)的混匀液注入小鼠右侧

大腿肌肉组织. 
1.2.3 Western blot检测血清CTLA4Ig水平 注射 
5 d后, 取受体小鼠静脉血0.2 mL, 抗凝后离心取

上清, 做SDS-PAGE电泳. 取出凝胶置于硝酸纤

维素膜上, 用BioRad公司的蛋白质转印系统在

转移缓冲液(5 mmol/L Tris, 250 mmol/L甘氨酸, 
1 g/L SDS)中, 电泳转印(50 V, 2 h左右). 转印完

毕用TBS浸泡10 min, 将膜用TTBS(含50 g/L脱
脂奶粉的TBS)室温下封闭1 h, 用TTBS洗膜2次, 
每次5 min. 洗膜后, 一抗4℃过夜(1∶250), TTBS
洗5 min 2次 . 二抗2 h(1∶2000), TTBS洗5 min 2
次. 加入底物, 反应显色, 分析结果. 连续2次血

清呈阳性表达者视为转染成功. 
1.2.4 小鼠糖尿病模型的建立 受体小鼠腹腔内

注射20 g/L链脲霉素140 mg/kg(Sigma), 注射后

2-3 d查空腹血糖, 如连续3 d血糖>16.8 mmol/L, 
模型建立. 
1.2.5 小鼠胰岛分离和纯化 供体小鼠10 g/L戊巴

比妥4 mL/kg腹腔内注射麻醉, 固定, 开腹, 胰管

内灌注冷却胶原酶溶液3-5 mL(胶原酶V型, 1.5 
g/L, Sigma), 使胰腺均匀膨胀后迅速取出, 置于

盛有5 mL冷胶原酶溶液的容器中, 38±1℃水浴

■相关报道
相关文献在阻断
C D 2 8 分 子 方 面
已经有较多的研
究 报 道 ,  比 如 在
心脏、肝脏、肾
脏、角膜以及皮
肤等方面, 均取得
了一定的抑制排
斥反应效果.
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静止消化, 12-15 min后加入冷却Hanks液20 mL
终止消化, 1000 r/min离心3 min, 弃上清, 同法洗

涤2次后, 400 μm钢网滤过, 沉淀物行Ficoll不连

续密度梯度离心. Ficoll梯度离心柱浓度自下而

上依次为250, 230, 205, 110 g/L. 4℃ 2000 r/min
离心10 min, 收集230, 110 g/L层间的胰岛悬液. 
再用无菌RPMI1640培养液离心漂洗2次, 于倒置

显微镜下作平板计数. 
1.2.6 胰岛移植 受体小鼠麻醉后, 俯卧位固定经

右侧脊柱旁切口暴露右侧肾脏, 于被膜下注入

胰岛悬液0.3 mL(约含150胰岛当量), 并作标记. 
1.2.7 血糖监测 术后非空腹血糖连续2 d高于 
11.2 mmol/L, 以第一时间作为移植物受排斥、

功能丧失发生的时间, 观察移植胰岛的有功能

存活时间. 
1.2.8 外周血单个核细胞(PBMC)增殖反应试验 
术后第7天, 实验各组动物分别取静脉血0.2 mL, 
10 mg/L刀豆蛋白A作为刺激剂, 微量全血3H-胸
腺嘧啶(3H-TdR)掺入法检测单个核细胞增殖程

度, 液体闪烁计数仪监测单个核细胞转化后的

闪烁计数值. 
1.2.9 CD4+, CD8+ T细胞表达情况 应用流式细

胞仪检测移植术后第7天CD4+和CD8+ T淋巴细

胞的表达. 重复管加入PE-anti-CD3抗体、FITC-
anti-CD4 mAb和PE-anti-CD8 mAb, 对照管加入

PE-羊抗鼠-Ig, 进行免疫标记反应. 4℃ 30 min, 
离心(1000 r/min, 5 min), 弃上清液, 沉淀中加入5 
mL PBS液, 离心(1000 r/min, 5 min), 重复洗涤1
次, 流式细胞仪进行检测. 
1.2.10 病理组织学检查 术后第7天, 分别切取受

者小鼠移植局部组织适量, 先做HE染色. 然后 
40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 连续切片, 微波

抗原修复(92-100℃, 3 min), 50 μL 130 mL/L过
氧化氢孵育10 min,  50 μL抗Insulin-Ab(1∶100), 
4℃孵育过夜. 50 μL聚合物增强剂(A液), 室温下

孵育20 min. 50 μL酶标抗鼠聚合物(B液)室温下

孵育30 min, 加入新鲜配置的DAB液, 显微镜下

观察3-10 min, 冲洗后苏木素复染. 常规脱水透

明及封片.
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 采

用方差分析(其中血糖维持正常时间以mean±
SE表示, 采用Kruskal-Wallis Test), 所得数据均经

SPSS11.5处理, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 pcDNA3-CTLA4Ig的鉴定 对含有pcDNA3-

CTLA4Ig质粒的LB菌液进行鉴定测序, 目的基

因片段大小为694 bp, 测序结果与GenBank上公

布的序列完全吻合, 证明质粒构建正确. 
2.2 受体小鼠血清CTLA4Ig的表达情况 受体小

鼠转染5 d后, SDS-PAGE和Western blot结果显

示, 在相对分子质量为55 kDa处出现单一的目的

蛋白条带(图2). 转染40只小鼠, 有11只转染成功, 
血清内稳定表达CTLA4Ig, 转染效率为27.50%. 
2.3 小鼠胰岛移植后血糖维持正常的时间 对照

组受体小鼠于胰岛移植后3 d血糖恢复正常, 但
在4-8 d时发生排斥, 移植物平均存活时间为6.00
±0.16 d. 空白转染组受体小鼠血糖变化与对照

组相同, 移植物平均存活时间为5.00±0.45 d, 两
组比较存活时间没有显著性差异(P >0.05). 转染

组于移植后3 d血糖恢复正常, 之后血糖维持正

常水平的时间较前两组明显延长, 移植物平均

存活时间为19.00±1.10 d, 与对照组和空白转染

组比较, 移植物存活时间有显著性差异(P <0.05).  
2.4 移植术后外周血T淋巴细胞功能状态 移植术

■创新盘点
在本实验中, 由于
胰岛本身是一种
不具有分化能力
的细胞, 一般的转
染效率很低, 而且
直接转染胰岛本
身还存在影响胰
岛功能的潜在危
险, 所以本实验不
以胰岛细胞作为
直接的靶细胞, 而
采用直接转染受
体小鼠肌细胞的
方法, 取得了良好
的转染效果. 本实
验利用的脂质体
转染、直接肌肉
注 射 的 方 法 ,  具
有操作简便、广
谱和高效的特点, 
应用Western blot
方法检测血清中
CTLA4Ig水平, 与
以往的双抗体夹
心酶联免疫吸附
实验 (EL ISA)相
比 ,  具 有 简 便 易
行, 价格便宜的特
点, 而且结果不受
相关因素的影响.
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图 1 质粒pcDNA3-CTLA4Ig结构示意图.

图 2 Western blot. 1: Marker; 2: 免疫印记.
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后7 d, 对照组、空白转染组和转染组T淋巴细胞

增殖实验显示, 3H-TdR放射性闪烁计数值(cpm)
均值分别为250.925±3.189, 249.664±5.937, 
177.219±3.412次/min. 空白转染组和对照组比

较, 转化率没有显著性差异(P >0.05), 而转染组

与前两组比较, 转化率有显著性差异(P <0.05). 
2.5 T淋巴细胞亚群表达情况 术后第7天, 实验各

组CD4+, CD8+ T淋巴细胞平均荧光阳性百分率

见表1. 空白转染组和对照组比较, 阳性百分率

没有显著性差异(P >0.05), 而转染组与前两组比

较, 阳性百分率有显著性差异(P <0.05). 
2.6 病理组织学结果 转染组小鼠肾被膜下可见

有成团的核深染细胞, 核深染、胞质较少, 排列

成团但并不形成管腔, 也不具备肾小球的囊壁

结构, 周边可见少量的淋巴细胞浸润. 对照组和

空白转染组也可见类似结构, 但细胞团中心细

胞很少, 周边有大量的淋巴细胞浸润. 转染组小

鼠肾被膜下可见上述细胞团染成棕黄色, 呈颗

粒状, 证实为有功能的胰岛. 而对照组和空白转

染组上述细胞团仅有少量细胞染成棕黄色, 证
明上述细胞是移植胰岛但功能丧失(图3-4).

3  讨论

胰岛移植与胰腺移植相比具有手术简单、并发

症少、可重复性好、对全身干预小等优点, 但
移植术后排斥反应制约了胰岛移植的进一步开

展和应用. 现代免疫学研究进展表明[11-16], 共刺

激信号系统在同种异体移植排斥反应中起了

重要的作用, 而最重要的一组共同刺激分子是

B7/CD28, 如果阻断B7与受体相结合, 抑制第二

信号的产生, 将可能导致T细胞的克隆失活或克

隆无反应, 诱导免疫耐受[17-20]. 
CTLA4Ig是B7/CD28共刺激信号的特异性

阻断剂. 体内、外实验表明[21-25], CTLA4Ig有很

强的免疫抑制作用, 应用CTLA4Ig封闭B7/CD28
后, 对心脏、肾脏、肝脏、脾、骨髓、肺脏、

角膜和皮肤等同种移植物有明显的保护作用. 
因此, 应用CTLA4Ig阻断CD28/B7共刺激通路

是一个较为理想的无胰岛毒性免疫抑制方案

和潜在的诱导免疫耐受方案. 以往的实验基本

都是应用C T L A4I g在体内来直接封闭B7, 而
CTLA4Ig的制备过程本身就比较复杂, 价格比较

昂贵, 而且应用CTLA4Ig注射本身存在着单克隆

抗体生物活性降低、血浆药物浓度不稳定等问

 

■应用要点
通过阻断CD28诱
导胰岛移植后免
疫耐受, 有可能达
到真正的免疫耐
受状态, 较以往任
何一种抗排斥方
法或阻断途径都
有更大更广的应
用前景.

A B C

图 3 小鼠肾被膜下移植胰岛HE染色(×200). A: 对照组; B: 空白转染组; C: 转染组.

A B C

图 4 小鼠肾被膜下移植胰岛Insulin免疫组化染色(×200). A: 对照组; B: 空白转染组; C: 转染组.

表 1 各组CD4+ , CD8+ T淋巴细胞表达情况(mean±SD, n 
= 5)

      
                             各组荧光阳性百分率(%)

                                       CD3+ CD4+      CD3+ CD8+

转染组  14.38±0.84a   14.77±0.92a

空白转染组 21.04±1.14   23.84±1.21

对照组  20.56±0.68   24.63±1.30

分组

aP<0.05 vs  空白转染组和对照组.
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题. 近年来, 随着分子生物学的发展, 基因合成

和基因转染技术的成熟为细胞长期稳定表达某

种特殊基因产物提供了可能, 可以人为地合成

某种特定基因, 然后转染实验个体, 最终达到治

疗目的[26-28]. Chahine et al [29]和O'Rourke et al [30]分

别将含CTLA4Ig的cDNA转染至离体培养的肌

细胞和树突状细胞中, 再与胰岛细胞共同移植

于小鼠肾被囊下, 观察到肌细胞和树突状细胞

作为基因库在移植原位不断表达CTLA4Ig, 且作

用于移植物, 明显延长了移植物的存活时间. 
在本实验中, 由于胰岛本身是一种不具有

分化能力的细胞, 一般的转染效率很低, 而且直

接转染胰岛本身还存在影响胰岛功能的潜在危

险, 所以本实验不以胰岛细胞作为直接的靶细

胞, 而采用直接转染受体小鼠肌细胞的方法, 取
得了良好的转染效果, 转染40只小鼠, 11只稳定

表达CTLA4Ig, 转染成功率为27.50%. 也有实验

成功的利用腺病毒载体和改良HIV病毒的Lenti
病毒载体转染胰岛, 但病毒载体存在一些潜在

的危险, 如在宿主体内过度复制, 对机体基因组

DNA产生不良影响等. 因此我们采用了质粒真

核表达载体, 在不增加异种抗原的基础上获得

了满意的转染效果, 又避免了腺病毒载体可能

对宿主基因造成的不良影响. 本实验利用的脂

质体转染、直接肌肉注射的方法, 具有操作简

便、广谱和高效的特点, 应用Western blot方法

检测血清中CTLA4Ig水平, 与以往的双抗体夹

心酶联免疫吸附实验(ELISA)相比, 具有简便易

行, 价格便宜的特点, 而且结果不受相关因素的

影响. 
本实验中, 转染组受体小鼠血糖维持正常时

间及移植物存活时间均明显延长, T淋巴细胞转

化率明显降低, CD4+和CD8+ T淋巴细胞平均荧

光阳性百分率明显下降. 免疫组化染色结果显

示, 转染组小鼠肾被膜下胰岛素颗粒染色强度

明显增强, 说明排斥反应受到了明显的抑制. 
本实验通过构建的真核表达载体pcDNA3-

CTLA4Ig转染小鼠肌细胞, 在小鼠血清中成功的

表达了CTLA4Ig, 抑制了同种异体胰岛移植排斥

反应, 诱导小鼠自身的免疫耐受状态, 提高了胰

岛移植的成功率, 为诱导移植免疫耐受提供了

新的途径.
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Abstract
AIM: To construct recombinant plasmids that 
can express small interfering RNA (siRNA) 
targeting nephroblastoma overexpressed gene 
(NOV) and investigate its effect on the biological 
behaviors of hepatic stellate cells (HSCs).

METHODS: Hairpin siRNA templates targeting 
NOV gene were synthesized and cloned into 
plasmid vector psiRNA-H1neo. Three vector-
derived siRNAs (denoted psiRNA1, 2 and 3) and 
one mocking pconsiRNA (as control) were con-
structed. The recombinant NOV siRNA plasmids 
were constructed and identified using restrictive 
enzyme analysis and DNA sequencing, and then 
transfected into HSCs by lipofectamine. HSCs 
were divided into group psiRNA1, psiRNA2, 
psiRNA3 and pconsiRNA, transfected with the 
corresponding recombinant plasmids. Blank 
group consisted of HSCs contaning no plasmids. 

The expression of NOV and α-smooth muscle 
actin (α-SMA) were detected by semi-quanti-
tative reverser transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and Western blot. The mRNA 
expression of type Ⅰ collagen and type Ⅲ colla-
gen were detected by semi-quantitative RT-PCR. 
Cell proliferation was assayed by MTT method 
and cell apoptosis by flow cytometry.

RESULTS: Restrictive enzyme analysis and 
DNA sequencing revealed the successful con-
struction of siRNA expression plasmids. Com-
pared with negative control group, extrogenous 
recombinant plasmid psiRNA2 reduced the 
mRNA levels of NOV (decreased rate: 73.0% 
vs 23.2%, P < 0.05), type Ⅰ collagen (decreased 
rate: 59.8% vs 17.0%, P < 0.05), type Ⅲ collagen 
(decreased rate: 37.1% vs 6.6%, P < 0.05), and 
inhibit the expression of α-SMA at mRNA level 
(decreased rate: 51.4% vs 15.1%, P < 0.05) and 
protein level. Compared with non-transfection 
group, extrogenous recombinant plasmid psiR-
NA2 significantly decreased the proliferating ac-
tivity of HSC (24 h: 0.172 ± 0.005 vs 0.318 ± 0.018, 
P < 0.05; 48 h: 0.296 ± 0.004 vs 0.472 ± 0.029, P < 
0.05; 72 h: 0.432 ± 0.024 vs 0.672 ± 0.050, P < 0.05). 
No obvious changes were found in psiRNA1 
group and psiRNA3 group (all P > 0.05).

CONCLUSION: NOV can increase the secretion 
of extracellular matrix (ECM) and promote the 
proliferation and activation of HSCs. NOV may 
be a novel target for gene therapy of liver fibrosis.

Key Words: Nephroblastoma overexpressed gene; 
Small interfering RNA; Hepatic stellate cell

Xu D, Lin JS, Ren JH, Chen Q, Yao JJ, He XX. Effect 
of nephroblastoma overexpressed gene on biological 
behaviors of rat hepatic stellate cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(14):1602-1608

摘要
目的: 构建能表达靶向肾母细胞瘤过度表达
基因(NOV)的小干扰RNA(siRNA)的重组质

®

■背景资料
肝纤维化是慢性
肝病发展到肝硬
化的必经阶段, 其
发病机制的研究
是肝病攻关的热
点课题之一. 而肝
星状细胞在肝纤
维化发生、发展
中起主导作用. 对
肝星状细胞活化
过程中相关基因
表达的变化进行
研究可以有助于
更好了解肝纤维
化的致病机制, 为
肝纤维化新的治
疗方法提供理论
依据. 

www.wjgnet.com
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粒, 研究NOV对大鼠肝星状细胞(HSC)活化、

增殖、凋亡、分泌细胞外基质(ECM)的影响. 

方法: 以NOV为目的基因, 以质粒psiRNA-
h H1n e o为载体, 构建能在真核细胞中表达
的靶向N O V的s i R N A的重组质粒p s i R N A 
( p s i R N A 1 ,  2 ,  3 ) 和 阴 性 对 照 重 组 质 粒
pconsiRNA. 限制性酶切和测序鉴定构建成功
后, 脂质体介导重组质粒转染HSC, 依据转染
质粒的不同将HSC分为psiRNA1组、psiRNA2
组、psiRNA3组、阴性对照pconsiRNA组, 并
以未转染重组质粒的HSC为空白对照组. 半
定量RT-PCR检测HSC的NOV、α-平滑肌肌动
蛋白(α-SMA)、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原mRNA
表达情况, Western blot检测α-SMA蛋白表达, 
MTT法检测细胞增殖, 流式细胞仪分析细胞
凋亡. 

结果: 限制性酶切和测序鉴定表明成功构
建了N O V s i R N A表达质粒; 与阴性对照组
相比, 转染外源重组质粒psiRNA2的HSC内
NOV、α-SMA的mRNA表达水平下降(73.0% 
vs  23.2%, 51.4% vs  15.1%, 均P <0.05), Ⅰ型
胶原、Ⅲ型胶原m R N A表达水平明显下降
(59.8% vs  17.0%, 37.1% vs  6.6%, P <0.05), 
α-S M A蛋白表达水平下降 .  与空白对照组
相比, 转染外源重组质粒psiRNA2的HSC内
HSC增殖活性显著降低(24 h: 0.172±0.005 vs  
0.318±0.018, P <0.05; 48 h: 0.296±0.004 vs  
0.472±0.029, P <0.05; 72 h: 0.432±0.024 vs  
0.672±0.050, P <0.05). psiRNA1组、psiRNA3
组的HSC内NOV mRNA、α-SMA、Ⅰ型胶
原、Ⅲ型胶原的表达及HSC增殖活性均无明
显下降(均P >0.05).

结论: NOV可促进HSC增殖、活化及分泌细
胞外基质, 提示NOV可以作为肝纤维化基因
治疗的一个新的靶位点.

关键词: 肾母细胞瘤过度表达基因; 小干扰RNA; 肝

星状细胞; 半定量RT-PCR
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0  引言

肝纤维化是肝硬化的前期病理阶段, 是肝脏受

到慢性损伤时, 细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)可逆性沉积的创伤愈合过程. 肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)的活化和增殖是肝纤

维化发生的关键环节[1]. 肾母细胞瘤过度表达基

因(nephroblastoma overexpressed gene, NOV)是
一种胰岛素样生长因子(insulin like growth factor, 
IGF)结合蛋白(IGF binding proteins, IGFBPs), 属
于CCN家族的成员[2-3]. Lee et al [4]研究发现活化

的HSC中NOV基因表达上升. 但NOV对HSC的
作用目前尚无研究. RNA干扰(RNA interference, 
RNAi)是一种由小干扰RNA(small interfering 
RNA, siRNA)诱发的特定基因沉默[5], 基于此的

RNAi技术在基因功能研究及基因治疗中发挥了

重要作用. 本实验构建靶向NOV的siRNA的表达

载体, 观察其对NOV表达和HSC活化、增殖及

表达细胞外基质的影响, 以此来研究NOV基因

对大鼠HSC生物学行为的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 质粒DNA提取纯化试剂盒、胶回收试

剂盒购自北京博大泰克生物基因技术有限责任

公司; RNA提取试剂TRIzol购自上海华舜生物

工程有限公司; BbsⅠ和AseⅠ内切酶、Taq酶购

自Fermentas公司; T4DNA连接酶购于TaKaRa公
司; M-MLV购自Promega公司; 真核细胞转染试

剂Lipofectamine2000为Invitrogen公司产品; 噻
唑蓝购自Amersco公司; 小鼠抗α-平滑肌肌动蛋

白(α-smooth muscle actin, α-SMA)抗体购自武汉

博士德生物工程有限公司, 小鼠抗GAPDH mAb
购自武汉三鹰生物科技有限公司, 辣根酶标记

山羊抗小鼠IgG(H+L)购自武汉凌飞科技有限公

司; 其他试剂均为国产分析纯. HSC由福建医科

大学翁山耕教授惠赠[6]. 真核表达载体psiRNA-
hH1neo由本实验室留存.
1.2 方法 
1.2.1 靶向N O V基因的s i R N A表达载体的构

建 根据RNAi软件分析, 设计寡核苷酸片段, 以
consiRNA为阴性对照, 序列如表1. 单链寡核苷

酸片段由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成, 经过退火、连接、转化、筛选、AseⅠ酶

切鉴定后, 并进一步DNA测序证实这些阳性克

隆的正确性.
1 .2 .2  H S C培养与形态学观察  大鼠H S C系

rHSC-99是从正常Wistar大鼠分离出来的一个

HSC系. 细胞于37℃快速复苏, 接种于玻璃培养

瓶中, 于50 mL/L二氧化碳、950 mL/L潮湿空气

的二氧化碳培养箱里培养, 24 h细胞完全贴壁

后换液, 以后每3-4 d换1次培养液, 每隔4-8 h用

www.wjgnet.com

■研发前沿
肾母细胞瘤过度
表达基因(NOV)
表达产物是一种
低亲和力胰岛素
样生长因子结合
蛋白, 在正常HSC
中无表达, 近来研
究发现在活化的
HSC中NOV基因
表 达 ,  并 且 随 着
HSC活化程度的
上升NOV表达上
升 ,  但NOV在活
化的HSC中的作
用尚不明了. 需要
进一步研究.
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OlympusCKX41相关倒置显微镜进行观察, 待细

胞长满单层, 经胰蛋白酶消化并传代. 
1.2.3 细胞瞬时转染 细胞分5组: HSC分别用重组

质粒psiRNA1, psiRNA2, psiRNA3和pconsiRNA
转染细胞, 设未转染组为空白对照. 转染前1 d, 
用胰蛋白酶消化液消化细胞并计数, 将HSC细胞

按每孔3×105浓度接种到6孔细胞培养板, 同时

按每孔3×103浓度接种到96孔细胞培养板, 应用

真核细胞转染试剂Lipofectamine2000转染, 6孔
板, 每孔转染4.0 µg重组质粒, 96孔板每孔转染

0.2 µg重组质粒. 
1.2.4 MTT法检测HSC增殖 96孔细胞培养板内

每组设8个复孔, 同时另设8个复孔不加细胞作

为调零孔, 均在转染24, 48和72 h后测定. 测定时

分别在每孔加入5 g/L噻唑蓝20 mL, 再培养4 h, 
弃去上清后加入二甲基亚砜(DMSO) 200 µL, 振
荡10 min后, 用酶标仪(波长490 nm)测定HSC吸
光度(A ). 
1.2.5 RNA抽提及RT-PCR分析 6孔细胞培养板

内细胞转染后48 h, 按TRIzol说明书抽提细胞总

RNA, 溶于20 µL DEPC-H2O, 测A 260/A 280值, 计算

RNA浓度. 取2 µg RNA, 按Promega公司M-MLV
说明书操作行逆转录. 反应条件: 42℃ 60 min, 
95℃ 5 min, 以所得cDNA为模板行PCR, 按
Fermentas公司Taq酶说明书操作, 引物序列如下

(表2).
反应条件: PCR循环94℃ 45 s, 退火温度30 

s, 72℃ 45 s, 30个循环; 72℃ 7 min. 扩增产物于

20 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 应用JS2380自动图像

凝胶分析仪(上海培清公司), 分析每条带的光密

度值和所占的百分比, 并和GAPDH比较, 计算各

组细胞的基因表达差异. 
1.2.6 蛋白质抽提及Western blot分析 收集6孔
板内细胞用冰P B S漂洗3次, 离心, 弃上清液, 
加蛋白裂解液[含50 mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 
150 mmol/L NaCl, 1 mL/L TritonX-100, 10 g/L 
NaDeoxycholate, 1 g/L SDS, 2 mmol/L EDTA, 1 
mmol/L PMSF及蛋白酶抑制剂]抽提细胞蛋白, 
用Braford法测蛋白浓度. 取40 µg蛋白样本放沸

水震荡水浴5 min, 以100 g/L SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离α-SMA和GAPDH蛋白, 转蛋白

至硝酸纤维素膜; 50 g/L脱脂奶粉封闭2 h; 一抗

表 1 siRNA序列表

      
                                                                                                                                                                                 目标起

                                                                                                                                                                                                  始位置

ConsiRNA正义链 5'-TCCCAGCCTCCAAACTGTGAGTCTCTCCACCAGAGACTCACAGTTTGGAGGCTT-3'

ConsiRNA反义链 5'-CAAAAAGCCTCCAAACTGTGAGTCTCTGGTGGAGAGACTCACAGTTTGGAGGCT-3'

siRNA1正义链 5'-TCCCAGTTCCAGAGGGAGACAACTGTCCACCACAGTTGTCTCCCTCTGGAACTT-3'        292

siRNA1反义链 5'-CAAAAAGTTCCAGAGGGAGACAACTGTGGTGGACAGTTGTCTCCCTCTGGAACT-3'

siRNA2正义链 5'-TCCCAGAAATCCATCCACCTACAGTTCCACCAACTGTAGGTGGATGGATTTCTT-3'         795

siRNA2反义链 5'-CAAAAAGAAATCCATCCACCTACAGTTGGTGGAACTGTAGGTGGATGGATTTCT-3'

siRNA3正义链 5'-TCCCAGCTGCTGTACGCCCTTCAATACCACCTATTGAAGGGCGTACAGCAGCTT-3'        878

siRNA3反义链 5'-CAAAAAGCTGCTGTACGCCCTTCAATAGGTGGTATTGAAGGGCGTACAGCAGCT-3'

名称                                                                                           序列

表 2 引物序列表

      
引物名称                                                     引物序列                         扩增片段长度(bp)       退火温度(℃)

NOV上游引物        5'-ATGGTTCCAGAGGGAGACAA-3' 647              52.8

NOV下游引物        5'-CCTGGCAAACACTGAAACTC-3'  

α-SMA上游引物        5'-TGTGCTGGACTCTGGAGATG-3'                 292              54

α-SMA下游引物        5'-GATCACCTGCCCATCAGG-3'  

GAPDH上游引物        5'-TGCACCACCAACTGCTTAG-3'                 177              53

GAPDH下游引物        5'-GGATGCAGGGATGATGTTC-3'  

Ⅰ型胶原上游引物        5'-GAGGCATAAAGGGTCATCGTG-3' 715              54

Ⅰ型胶原下游引物        5'-GAACCTTCGCTTCCATACTCG-3'  

Ⅲ型胶原上游引物        5'-CATTGCTGGAGTTGGAGGTG-3' 704              50

Ⅲ型胶原下游引物        5'-GTCTCATGGCCTTGCGTGTT-3'

■创新盘点
肝星状细胞活化
在肝纤维化过程
起主导作用. 肝星
状细胞活化、凋
亡相关基因是目
前肝纤维化研究
中的热点. 本文研
究了NOV与肝星
状细胞生物学性
状之间的关系, 发
现NOV可促进肝
星状细胞的活化, 
增强肝星状细胞
的增殖能力, 增加
Ⅰ型胶原、Ⅲ型
胶原mRNA的表
达.
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[α-SMA小鼠mAb(1∶100稀释); GAPDH小鼠

mAb(1∶1000稀释)]4℃孵育过夜; TBS-T(含2 
mL/L Tween20, 20 mmol/L Tris-HCl, 150 mmol/L 
NaCl, pH7.4)洗膜3次, 每次10 min; 二抗(辣根过

氧化物酶标记羊抗小鼠IgG 1∶2000稀释)37℃
孵育1 h, TBS-T洗膜3次, 每次10 min, 应用DAB
显色, 处理后观查结果. 应用JS2380自动图像凝

胶分析仪(上海培清公司)对DAB显色结果进行

扫描分析, 以GAPDH为内参照. 
1.2.7 siRNA对HSC凋亡的影响 收集转染后的细

胞, 用预冷的PBS液洗涤2次, 然后用-20℃预冷

的700 mL/L乙醇固定过夜, PBS重悬, 用10 mg/L 
PI和5 g/L RNase在室温下避光进行DNA染色, 
采用FACS流式细胞仪检测细胞凋亡, 数据采用

ModFit软件分析.
统计学处理 数据资料用mean±SD表示, 采

用SPSS11.0进行方差分析, 以P <0.05表示差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 NOVsiRNA表达载体的构建和鉴定 经双酶

切纯化的线性质粒psiRNA-hH1neo与退火形成

的双链siRNA插入片段按一定的比例连接, 连接

后转入DH5α, 经卡那霉素板行蓝白斑筛选, 筛
选出的阳性克隆抽提质粒, 内切酶AseⅠ酶切分

析鉴定为psiRNA1, psiRNA2, psiRNA3, pconsi-
RNA(图1), 结果显示与预期完全一致, 测序结果

进一步显示目的片段插入psiRNA-hH1neo载体

中, 所测序列与合成序列吻合(测序结果未显示).
2.2 HSC中NOV基因mRNA表达 RT-PCR检测

NOV mRNA表达, 经计算机灰度扫描及与内

参比较分析显示, 与空白对照组相比, 在转染

psiRNA1, psiRNA2, psiRNA3, pconsiRNA后48 
h HSC内NOV mRNA分别下降37.8%, 73.0%, 
42.5%, 23.2%. 与阴性对照组相比, psiRNA2组
内NOV mRNA明显下降(P <0.05), 而psiRNA1
组、p s i R N A3组内N O V m R N A下降不明显

(P >0.05)(图2).
2.3 HSC中α-SMA表达的检测 RT-PCR及Western 
blot结果经计算机灰度扫描并与内参照(GAP-
DH)比较分析显示, 与空白对照组相比, 在转染

psiRNA1, psiRNA2, psiRNA3, pconsiRNA后48 
h HSC内α-SMA mRNA分别下降25.7%, 51.4%, 
27.2%, 15.1%(图3). 转染psiRNA2组α-SMA蛋白

表达较空白对照组下降40%(图4). 与阴性对照

组相比, psiRNA2组内α-SMA mRNA明显下降

(P <0.05), 而psiRNA1组、psiRNA3组内α-SMA 
mRNA下降不明显(均P >0.05).
2.4 MTT检测HSC增殖 转染psiRNA2组细胞增

殖活性显著低于空白对照组(P <0.05), 且在转

染后24 h时siRNA2抑制细胞增殖活性的能力最

强; 转染pconsiRNA、psiRNA1和psiRNA3组细

胞增殖活性与空白对照组相比没有显著改变(均
P >0.05)(表3).

 

图 1 Ase Ⅰ酶切重组siRNA. M: Marker 3; 1: psiRNA-

hH1neo; 2: psiRNA-hH1neo酶切后; 3: psiRNA1酶切后; 4:  

psiRNA2酶切后; 5: psiRNA3酶切后; 6: pconsiRNA酶切后.

M        1       2       3       4       5       6

2000 bp
1200 bp

M        1        2       3        4        5
1000 bp
750 bp
647 bp
500 bp
250 bp

100 bp

NOV

GAPDH

图 2 HSC中NOV mRNA表达. M: Marker DL2000; 1: 空白组;  

2: 转染pconsiRNA组; 3: 转染psiRNA1组; 4: 转染psiRNA2

组; 5: 转染psiRNA3组.

图 3 α-SMA mRNA表达. M: Marker DL2000; 1: 空白组; 2: 

转染pconsiRNA组; 3: 转染psiRNA1组; 4: 转染psiRNA2组; 

5: 转染psiRNA3组.

M       1        2        3       4        5
500 bp

250 bp
250 bp

100 bp

α-SMA

GAPDH

图 4 α-SMA蛋白表达. M: 预染蛋白分子量标准; 1: 空

白组; 2: 转染pconsiRNA组; 3: 转染psiRNA1组; 4: 转染

psiRNA2组; 5: 转染psiRNA3组.

M       1        2        3       4        5

49 kDa

34 kDa

34 kDa
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GAPDH

■应用要点
本研究结果表明
肾母细胞瘤过度
表达基因(NOV)
能促进肝星状细
胞 的 活 化 、 增
殖, 增加细胞外基
质 的 表 达 ,  表 明
NOV基因在肝纤
维化发展中起促
进作用. 本实验为
NOV在肝星状细
胞中作用机制的
进一步研究提供
了实验依据, 为肝
纤维化的研究提
供了一条新思路, 
同时为肝纤维化
的基因治疗提供
了新靶点.
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2.5 流式细胞仪分析细胞凋亡 流式细胞术分析

表明, 与空白对照组相比, 转染pconsiRNA, psiR-
NA1, psiRNA3和psiRNA2的HSC凋亡均不显著. 
2.6 Ⅰ, Ⅲ型胶原mRNA的表达 RT-PCR结果经

计算机灰度扫描并与内参照(GAPDH)比较分

析显示, 与空白对照组相比, 在转染psiRNA1, 
psiRNA2, psiRNA3, pconsiRNA后48 h Ⅰ型胶

原mRNA分别下降19.4%, 59.8%, 34.1%, 17.0%, 
Ⅲ型胶原mRNA分别下降17.2%, 37.1%, 9.2%, 
6.6%. 与阴性对照组相比, psiRNA2组内Ⅰ, Ⅲ型

胶原mRNA明显下降(P <0.05), 而psiRNA1组、 
psiRNA3组内Ⅰ, Ⅲ型胶原mRNA下降不明显

(均P >0.05)(图5).

3  讨论

肝纤维化是慢性肝病发展到肝硬化的必经阶段, 
在致病因素消除后可以发生逆转[7], 其发病机制

的研究是肝病攻关的热点课题之一. HSC在肝纤

维化发生、发展中起主导作用. 在各种致病因

素作用下, 静止期HSC被激活并增殖, 转化为肌

成纤维样母细胞, 合成和分泌ECM上调, 同时合

成和释放大量的基质金属蛋白酶抑制因子, 使
间质胶原酶等蛋白酶活性降低, ECM降解减少, 
最终导致ECM积聚而发生肝纤维化乃至肝硬化[1]. 

NOV是一种低亲和力胰岛素样生长因子结

合蛋白, 其效应有胰岛素样生长因子依赖性和

胰岛素样生长因子非依赖性[8]. 目前研究发现

NOV可调节细胞内钙离子水平[9-10], 并对某些肿

瘤有抑制生长作用. Lee et al [4]研究发现在活化

的HSC中NOV基因表达上升. Northern analysis 
表明NOV mRNA在培养的鼠HSC中表达上升. 
并观察发现在CCL4诱导的及胆管结扎导致的鼠

肝纤维化模型中NOV mRNA上调, RT-PCR表明

与正常肝组织相比, 人NOV mRNA在纤维化的

肝组织中增加. 在人或鼠的肝纤维化中NOV蛋

白的表达主要位于导管增生区或纤维隔HSC中. 
但NOV在活化的HSC中的作用尚不明了. 

RNAi现象是指内源性或外源性双链RNA 
(dsRNA)介导细胞内的mRNA发生特异性降解, 
导致靶基因的表达沉默, 产生相应的功能表型

缺失[5]. RNAi具有自我扩增性, 能够在细胞间传

代, 甚至将效应传到下一代[11]. 最近研究表明, 无
论在体内还是体外RNAi比反义寡核苷酸更具有

优势效应[12-13]. 
早期s iRNA多为化学合成, 目前的研究中

较多的使用基于载体表达的方法制备s iRNA. 
根据研究物种的不同, 可选用特异的RNA多聚

酶识别的启动子, 目前已用于哺乳动物RNAi
研究的载体常用的启动子有T7, H1, U5, U6启
动子等. 这些表达载体, 在瞬时稳定地转染了

哺乳动物细胞后, 可以持续的表达siRNA. 这一

类基于载体制备的s i R N A能够在细胞内持续

表达, 因此可以比直接转染siRNA更持久[14-16]. 
可将插入序列设计成含基因特异序列的反转

重复序列 ,  他在体内表达后自发形成小发卡

RNA(smallhairpinRNAs, shRNA), shRNA继而被

表 3 siRNA沉默NOV基因对HSC增殖的影响(mean±SD, n = 8)

      
                                                           吸光度(A )

                                            24 h                           48 h                           72 h

空白                 0.318±0.018 0.472±0.029 0.672±0.050

pconsiRNA 0.256±0.030 0.440±0.011 0.575±0.041

psiRNA1                 0.215±0.005 0.401±0.018 0.473±0.019

psiRNA2                 0.172±0.005a 0.296±0.004a 0.432±0.024a

psiRNA3                 0.210±0.034 0.381±0.007 0.469±0.0137

分组

aP<0.05 vs  空白对照组.

图 5 Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原mRNA表达. M: Marker DL2000;  

1: 空白组; 2: 转染pconsiRNA组; 3: 转染psiRNA1组; 4: 转染

psiRNA2组; 5: 转染psiRNA3组.

M       1        2        3       4        5
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp

100 bp

Ⅰ型胶原

GAPDH

M       1        2        3       4        5
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp

100 bp

Ⅲ型胶原

GAPDH

■名词解释
肾母细胞瘤过度
表明基因(NOV): 
人 N O V 基 因 定
位 于 常 染 色 体
8q24.1, 其编码产
物是一种低亲和
力胰岛素样生长
因子结合蛋白, 属
于CCN家族的成
员, 目前研究发现
其能调节细胞内
钙离子水平, 并能
抑制某些肿瘤的
生长.
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加工成siRNA样分子, 执行基因特异的沉默[17].
本实验构建了针对NOV的siRNA的真核表达载

体, 并把其转染入HSC细胞内, 结果证实这些载

体可以在转染的HSC中高效表达, RT-PCR结果

显示siRNA2抑制靶基因表达的效果最明显, 而
siRNA1和siRNA3抑制效果不明显, 这可能是因

为靶基因上siRNA作用位点选择不当, 并且不是

所有的siRNA都能够接近靶序列RNA, 有些序列

包埋于靶RNA的二级结构或折叠区域, 而另一

些则与蛋白质形成紧密的复合物, 阻碍了对靶

基因序列的识别[18]. 
肝星状细胞活化过程中伴随着α-平滑肌肌

动蛋白表达增加[19], 检测α-平滑肌肌动蛋白表达

是鉴定HSC激活或判定HSC活化状态的一种有

效方法. 本实验中转染psiRNA2的HSC与转染其

他质粒的相比α-SMA的mRNA及蛋白表达明显

下降, 表明siRNA2能明显抑制HSC的活化, 由此

可推论NOV在HSC的活化中可以起一定的促进

作用. 
Ⅰ型胶原及Ⅲ型胶原是细胞外基质的主要

成分. 胶原蛋白在正常肝脏内约占蛋白总量的

5%-20%, 肝纤维化时可增加至50%左右. 肝纤

维化时发现有5种主要胶原蛋白, 其中以Ⅰ、Ⅲ

型为主, 肝纤维化早期以Ⅲ型为主, 后期以Ⅰ型

为主[20-21]. 在肝纤维化过程中Ⅰ、Ⅲ型胶原是肝

纤维间隔的重要来源. RT-PCR结果显示siRNA2
沉默NOV基因对大鼠HSCⅠ型胶原、Ⅲ型胶原

mRNA表达有明显抑制作用. 这表明NOV基因

可促进活化的HSC表达细胞外基质. 
Maillard et al [22]研究发现, 在前列腺细胞转

化过程, 随着NOV表达增多, 细胞的增殖能力增

强. Glukhova et al [23]在肾细胞癌的研究中发现

随着NOV表达上升, 癌细胞的分级增高, 并且

在SCID小鼠中的成瘤能力增强. 本实验MTT结
果证实了siRNA2降低HSC增殖活性, 表明NOV
基因能增强HSC增殖能力. 但Gupta et al [24]研究

发现在G59神经胶质瘤细胞系中导入NOV基因

降低了细胞的增殖能力和致瘤性. 同时NOV基

因表达在不同类型的组织中可以不同, 如在骨

肉瘤中表达升高, 在尤文氏肉瘤中不确定, 而在

横纹肌肉瘤中则降低[25], 在尤文氏肉瘤中随着

NOV表达增多, 细胞的增殖能力减弱, 但转移

及侵袭性增强[26]. 这些研究结果表明NOV的生

物学效应也许与效应细胞种类有关. 本实验表

明NOV可促进HSC的活化及增殖, 增加Ⅰ型胶

原、Ⅲ型胶原mRNA的表达, NOV可以作为肝

纤维化基因治疗的一个靶位点.
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Abstract
AIM: To observe the inhibitory effects of 
Pinelliae Decoction for Purging Stomach-Fire 
(PDPSF) on the development from colitis to 
colon cancer.

METHODS: A total of 65 male ICR mice were 
randomly divided into normal group, model 
group and PDPSF groups with different doses. 
Except 10 mice in normal group, the other mice 
were given a single intraperitoneal injection of 
1, 2-dimethylhydrazine (DMH) at the dose of 
20 mg/kg body weight. One week after the in-
jection, the animals were given 20 g/L dextran 
sodium sulfate (DSS) in drinking water for 7 
consecutive days. Except the 20 mice in model 
group, 10 of the remaining survived 30 mice 
were administered orally with PDPSF at doses of 

100, 200 and 400 mg/kg, respectively, once daily 
for 11 weeks. In the 20th week, all the mice were 
sacrificed, and the colon was removed, weighted 
and fixed with 40 g/L formalin for HE staining.

RESULTS: In the 20th week, rectal prolapse was 
investigated in 40% mice in model group, and 
the occurrence rate of carcinoma was 85%. How-
ever, no rectal prolapse was found in the mice 
received PDPSF treatment, and the occurrence 
rate of carcinoma was 20%, 10% and 10% when 
PDPSF was used at the doses of 100, 200 and 
400 mg/kg. After induction of DMH/DSS, the 
spenic index was significantly increased (6.50 ± 
4.08 mg/g vs 4.25 ± 3.39 mg/g, P < 0.01), while 
the thymus index was markedly decreased 
(0.60 ± 0.33 mg/g vs 0.71 ± 0.29 mg/g, P < 0.05) 
in comparison with that in the control group. 
PDPSF remarkably resisted the atrophy of 
thymus gland and splenic enlargement. Patho-
logical examination showed that PDPSF had 
stopped colitis from developing into colonic car-
cinoma.

CONCLUSION: PDPSF can suppress colon car-
cinogenesis induced by DMH/DSS, indicating 
that effective therapy for ulcerative colitis might 
help to inhibit colon cancer development.

Key Words: Pinelliae Decoction for Purging Stom-
ach-Fire; Ulcerative colitis; Colon cancer; 1, 2- 
dimethylhydrazine; Dextran sodium sulfate

Feng J ,  Liu L,  Li  YH, Sun Y,  Zhang R,  Liu ZG, 
Wang QW, Mei QB. Pinelliae Decoction for Purging 
Stomach-Fire inhibit the incidence of colitis-related 
colon cancer induced by 1, 2-dimethylhydrazine and 
dextran sodium sulfate. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(14):1609-1614

摘要
目的: 观察半夏泻心汤对DMH/DSS诱导的结
肠炎向结肠癌转变的抑制作用. 

方法: ♂ICR小鼠65只, 随机分为正常组、模
型组和半夏泻心汤3个剂量(100, 200, 400 mg/
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■背景资料
半夏泻心汤出自
《伤寒论》, 一般
认为本方是有效
的胃肠道黏膜保
护剂和良好的免
疫调节剂. 日本学
者野村麻乃曾用
半夏泻心汤治疗
TNBS诱导的大鼠
溃疡性结肠炎取
得良好疗效, 本实
验观察半夏泻心
汤对1, 2-二甲肼
(DMH)/右旋葡聚
糖苷钠(DSS)诱导
的结肠炎向结肠
癌的转变, 以期为
临床使用半夏泻
心汤阻滞溃疡性
结肠炎癌变提供
理论依据. 



kg)给药组. 采用腹腔注射1, 2-二甲肼20 mg/kg
及饮用含20 g/L的右旋葡聚糖苷钠复制结肠
炎相关的小鼠结肠癌. 除模型组20只小鼠, 其
余30只存活小鼠在出现第二次便血时分别口
服给予半夏泻心汤100, 200和400 mg/kg进行
治疗, 1次/d, 共11 wk. 实验第20周, 乙醚麻醉
处死小鼠, 截取结肠, 称重; 记录结肠肿瘤数
目, 取结肠做HE染色; 摘取脾脏、胸腺称重. 

结果: 在实验第20周, 40%的模型组小鼠出现
脱肛, 成癌率为85%. 半夏泻心汤3个剂量组
则未见脱肛小鼠, 100 mg/kg组成癌率为20%, 
200和400 mg/kg成癌率为10%. DMH/DSS诱
导的结肠癌小鼠脾脏指数显著升高(6.50±
4.08 mg/g vs  4.25±3.39 mg/g, P <0.01), 而胸
腺指数则明显降低(0.60±0.33 mg/g vs  0.71±
0.29 mg/g, P <0.05), 与对照组相比有显著性差
异. 半夏泻心汤可明显的对抗结肠癌小鼠胸腺
的萎缩(P <0.05), 而对脾脏的增大也有明显的
治疗作用(P <0.01). 病理结果表明, 半夏泻心
汤成功的将小鼠结肠停留在炎症状态, 阻止了
结肠炎向结肠癌的转变.

结论: 半夏泻心汤能够显著地抑制结肠炎向
结肠癌的转变, 结肠炎的有效治疗是防止结肠
癌发生的重要措施.

关键词: 半夏泻心汤; 结肠炎; 结肠癌; 1, 2-二甲肼; 

右旋葡聚糖苷钠
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种病

因复杂的消化道疑难病, 在西方国家的发病率

高达234/10万, 在我国也呈逐年上升趋势. 由于

结肠炎症反复发作, 迁延不愈, 25 a以上病程癌

变率高达40%[1]. 研究报道表明, 慢性炎症的反

复损伤、修复、增生、引起基因突变, 从而引

起细胞癌变, 大约有20%的人类癌症来源于慢

性炎症[2]. 据报道, 上海市的结肠癌发病率、病

死率均明显升高. 在众多恶性肿瘤中, 其病死率

已跃居第2位. 因此, 对于结肠炎症的有效治疗

是阻止结肠炎向结肠癌演变的重要手段, 采用

非甾体类抗炎药可以有效的延缓结肠炎向结肠

癌的转变, 但是此类药物长期使用有很多副作

用, 是否可以常规的用于阻止结肠炎的癌变, 尚
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存在很多争论[3-4]. Vanamala et al [5]采用柚柑有

效成分通过抗炎作用显著的阻滞了氧化偶氮甲

烷(azoxy-methane, AOM)引起的结肠炎向结肠

肿瘤的发展. 近年来越来越多的报道显示, 中医

复方治疗溃疡性结肠炎疗效好, 副作用少, 而且

可长期使用. 半夏泻心汤出自《伤寒论》, 由君

药半夏和生姜, 臣药黄芩与黄连, 佐使人参、炙

甘草和大枣组成, 因其对消化系统疾病的可靠

疗效, 被誉为“调和脾胃”的祖方, 一般认为本

方是有效的胃肠道黏膜保护剂和良好的免疫调

节剂[6]. 日本学者野村麻乃[7]曾用半夏泻心汤治

疗三硝基苯磺酸(2, 4, 6-trinitro-benzene sulfonic 
acid, TNBS)诱导的大鼠溃疡性结肠炎取得良

好疗效, 本实验观察半夏泻心汤对1, 2-二甲肼

(DMH)/右旋葡聚糖苷钠(DSS)诱导的结肠炎向

结肠癌的转变, 以期为临床使用半夏泻心汤阻

滞溃疡性结肠炎癌变提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂5周龄CD-1(ICR)小鼠65只, 购于上

海斯莱克实验动物中心. 小鼠购回后饲养在第

四军医大学实验动物中心. 5只一组, 饲养于代

谢笼内, 给予自由饮水、饲以普通的颗粒饲料. 
饲养环境控制在: 湿度(50%±10%), 光照(12 h
照明, 12 h黑暗交替), 温度(23±2℃). 适应饲养

7 d后, 随机分为正常组10只、模型组和半夏

泻心汤3个剂量给药组, 共55只. 每天观察动物

的一般行为, 每周记录动物摄食量及动物体质

量, 并观察动物的尿液. 1, 2-二甲肼(DMH), 购
于Sigma公司, 右旋葡聚糖苷钠(DSS), 分子量为

36 000-50 000, 购于美国ICN公司.
1.2 方法 
1.2.1 半夏泻心汤提取物制备 半夏泻心汤由半

夏、生姜、黄芩、黄连、人参、炙甘草和大枣

组成. 依据半夏泻心汤的组方剂量, 严格按照

《伤寒论》的配比, 将7味药混合打粉, 提取回

流3次, 每次2 h, 合并提取液, 浓缩, 干燥、打粉, 
备用. 
1.2.2 小鼠结肠炎相关结肠癌模型的复制 小鼠

结肠炎相关结肠癌模型的复制依据文献[8-10]
方法. 将65只ICR小鼠随机分为2大组, 即: 生理

盐水组(10只)和模型组(55只). 将DMH溶于生理

盐水中, 使其终浓度为20 mg/kg, 用0.25 mol/L 
NaOH调整pH值至6.5, 腹腔注射给予小鼠. 1 wk
后, 在模型组和半夏泻心汤组小鼠的饮水中添

加DSS(20 g/L), 给予小鼠连续饮用7 d. 所有存活

www.wjgnet.com

■同行评价
结肠癌的发病率
在美国等西方国
家较高, 中国也有
上升趋势, 研究预
防结肠癌的发生
是一项非常有意
义的工作, 尤其是
应用中医经方来
预防该疾病的发
生, 更是光大中医
的优势, 因此, 本
文有应用价值.
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小鼠(50只)按常规饲养, 在小鼠出现第二次便血

时, 即给予DMH后的第9周, 按体质量随机将模

型小鼠分为4组, 即: 模型组(20只)和半夏泻心汤

组: 100, 200, 400 mg/kg(各10只, 剂量由人用量

换算过来). 半夏泻心汤灌胃给予小鼠, 每天1次, 
共11 wk. 
1.2.3 小鼠结肠癌模型指标评价 实验第20周, 乙
醚麻醉小鼠. 剪开小鼠腹腔, 在冰浴中从肛门向

上截取结肠8 cm, 用生理盐水冲洗后, 滤纸吸干, 
称体质量. 记录结肠肿瘤数目, 取结肠约1 cm浸

泡于40 g/L甲醛固定液中24 h. 组织包蜡后切片, 
以备做HE染色. 摘取脾脏、胸腺称体质量.

统计学处理 数据用SPSS11.0软件处理, 结
果采用均数±标准差(mean±SD)表示.

2  结果

2.1 半夏泻心汤对DMH/DSS诱导小鼠结肠癌脱

肛率的影响 腹腔给予小鼠20 mg/kg DMH后, 5
只小鼠死亡, 由于DMH有严重的肝毒性, 解剖死

亡小鼠, 发现其肝脏萎缩明显. 给予20 g/L DSS
后, 小鼠在第4周出现血便. 同时体质量有所下

降(无显著性差异, 数据未列出), 血便出现1 wk
后消失. 第9周小鼠再次出现血便, 分别给予小

鼠半夏泻心汤100, 200和400 mg/kg. 模型组小鼠

在第20周, 40%的小鼠出现脱肛, 而半夏泻心汤

三个剂量组则未见脱肛小鼠(图1).

2.2 半夏泻心汤对DMH/DSS诱导小鼠结肠癌

脾脏、胸腺变化的影响 DMH/DSS诱导的结肠

癌小鼠, 脾脏指数显著升高, 而胸腺指数则明

显降低, 与对照组相比有显著性差异(P <0.01或
P <0.05). 半夏泻心汤对脾脏的增大有治疗作用, 
也可明显的对抗结肠癌小鼠胸腺的萎缩(P <0.01
或P <0.05)(表1). 
2.3 半夏泻心汤对DMH/DSS诱导小鼠结肠癌结

肠重量、成瘤率和肿瘤数量的影响 DMH/DSS
引起的小鼠结肠炎在经过20 wk的变化, 20只小

鼠有17只(85%)小鼠结肠出现1-20个不等的小肿

瘤, 其余3只未形成肿瘤的小鼠, 结肠充血增厚. 
而半夏泻心汤治疗的小鼠, 100 mg/kg组10只小

鼠仅有2只出现结肠肿瘤, 而且肿瘤数目明显减

少. 200和400 mg/kg组每10只小鼠仅有1只出现

结肠肿瘤, 肿瘤数目仅有1个(表2, 图2). 病理结

果表明, DMH/DSS组细胞排列紊乱、浸润性生

长, 边界模糊, 诊断为腺瘤样增生; 半夏泻心汤

三个剂量组黏膜缺失, 炎症细胞广泛浸润, 呈典

型炎症改变, 成功地将小鼠结肠停留在炎症状

态, 阻止了结肠炎向结肠癌的转变(图3).

3  讨论

Virchow's在1863的预言肿瘤是慢性炎症的最终

结果已经被越来越多的实验证实[11]. 慢性炎症的

反复发作引起组织增生, 基因突变, 最终导致细

图 1 DMH+DSS引起小
鼠脱肛, 半夏泻心汤100, 
200和400 mg/kg均能阻
止小鼠脱肛. A: 脱肛小

鼠; B: 未脱肛小鼠.

表 1 半夏泻心汤对DMH/DSS诱导小鼠结肠癌脾脏、胸腺变化的影响(mean±SD)

     
药物                                                 体质量(g)            脾脏质量(mg)      脾脏指数(mg/g)  胸腺质量(mg)    胸腺指数(mg/g)

盐水对照组                                      48.12±4.02  194.20±121.30       4.25±3.39      34.50±15.44      0.71±0.29

DMH+DSS                                      48.96±4.81       296.75±187.37        6.50±4.08b     32.75±15.44      0.60±0.33a

DMH+DSS+PDPSF 100 mg/kg      45.46±2.11       155.50±105.77d       4.42±1.37      31.30±22.01      0.73±0.45

DMH+DSS+PDPSF 200 mg/kg      44.37±3.62       198.78±61.58d        4.48±1.00      33.72±19.68c     0.76±0.53

DMH+DSS+PDPSF 400 mg/kg      47.68±3.95       207.88±150.08d      4.36±3.25      35.76±12.83c     0.75±0.28

aP<0.05, bP<0.01 vs  盐水对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  DMH+DSS.

A B
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胞癌变[12], 因此慢性炎症的治疗是降低癌症发生

率的重要手段. 溃疡性结肠炎病因复杂, 临床表

现为结肠黏膜水肿增生、炎症、溃疡形成, 迁
延不愈, 直至发生癌变[13]. 研究表明, 结肠炎发病

机制主要与免疫失调、肠道菌群紊乱, 以及基

因易感等因素密切相关[14]. 一般认为结肠炎的治

疗应从肠道黏膜保护、抗菌消炎、调节免疫等

多方面入手. 但目前尚无特异性的治疗措施, 世
界各国正在致力于结肠炎治疗药物的研究, 但

是进展缓慢. 中医复方的多靶点治病特点给临

床治疗结肠炎带来了希望.  
半夏泻心汤是国内外研究较多的中药经验

方, 疗效确切, 是消化系统疾病的治疗良方, 被
称为“调和脾胃”的祖方[15-18]. 实验表明, 半夏

泻心汤可降低应激性胃溃疡大鼠的溃疡指数、

抑制局部溃疡组织的炎性渗出、减少白细胞浸

润; 升高胃黏蛋白量、调节胃液中表皮生长因

子的含量以及调节胃黏膜细胞增殖[19-21]. 半夏泻

 

图 2 半夏泻心汤对DMH/DSS诱导小鼠结肠癌形成的影响. A: DMH/DSS导致小鼠结肠出现1-20个不等的小腺瘤; B: 半夏

泻心汤(PDPSF)治疗后, 结肠肿瘤数目显著减少.

A B

A B C

D E

图 3 正常组、DMH/DSS组及半夏泻心汤治疗组小鼠结肠病理变化(×200). A: 盐水对照组; B: DMH/DSS模型组; C: 半夏

泻心汤100 mg/kg; D: 半夏泻心汤200 mg/kg; E: 半夏泻心汤400 mg/kg.

表 2 半夏泻心汤对DMH/DSS诱导小鼠结肠癌结肠重量、成瘤率的影响

     
药物                                                       体质量(g)                结肠质量(mg)       结肠指数(mg/g)     肿瘤数目        成瘤率

生理盐水                                                48.12±4.02          212.30±70.13          5.12±1.24         0         0

DMH+DSS                                            48.96±4.81          480.25±265.07b     10.14±6.27          1-20       85%(17/20)

DMH+DSS+PDPSF 100 mg/kg             45.46±2.11          218.70±81.26          5.26±0.71          1-3         20%(2/10)

DMH+DSS+PDPSF 200 mg/kg             44.37±3.62          207.00±36.92          4.70±0.90          1       10%(1/10)

DMH+DSS+PDPSF 400 mg/kg             47.68±3.95          225.40±33.29          4.73±0.79          1             10%(1/10)

bP<0.01 vs  盐水对照组.
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心汤水溶部分所含多糖和皂苷(人参多糖和人参

皂苷具有显著的抗溃疡作用)可能是本方胃肠道

保护作用的有效成分之一. 此外, 甘草具有抗炎

和促进溃疡愈合作用, 黄酮苷可能是其有效成

分; 半夏具有抗炎作用, 其机制可能与其糖皮质

激素样作用有关[22]. 因此半夏泻心汤治疗溃疡

性结肠炎的原因之一可能与其影响肠道黏膜修

复动力学有关. 临床采用抗生素治疗溃疡性结

肠炎具有一定疗效, 表明溃疡性结肠炎的发病

与细菌感染有一定联系. 虽然没有试验报道半

夏泻心汤可调节肠道菌群的紊乱, 但临床试验

表明半夏泻心汤具有显著的抗幽门螺旋菌的活

性[23-24]; 实验报道黄连、黄芩和甘草配伍, 抗菌

作用增强[25-26]; 干姜的醇提物具有显著的抗菌、

抗炎活性. 以上试验提示半夏泻心汤具有抑制

肠道致病菌的物质基础, 但是尚未见试验报道, 
因此其抗菌的药效物质基础可能是半夏泻心汤

治疗溃疡性结肠炎的作用靶点之二. 溃疡性结

肠炎的发病机制研究表明, 结肠炎可能是由于

CD4+T细胞功能紊乱而导致肠道免疫亢进, 破坏

T细胞亚型CD4+/CD45RBhigh和CD4+/CD45RBlow

对肠道独特的免疫调节作用, 从而增加肠黏膜

的通透性, 激活巨噬细胞和淋巴细胞, 释放一系

列的细胞因子和炎性介质, 破坏细胞因子网络

平衡, 导致机体免疫平衡失调. 因此免疫调节剂

治疗溃疡性结肠炎的研究成为目前结肠炎治疗

药物研究的热点, 但尚无有效的免疫调节剂面

世. 试验表明半夏泻心汤对机体具有免疫调节

作用: 其煎液能升高脾脏指数和吞噬率, 对NK细

胞的活性呈现出双向调节作用. 方中人参能提

高机体对疾病的抵抗能力, 调节机体机能状态; 
大枣具有免疫增强作用; 甘草的甙元糖蛋白具

有免疫抑制作用. 我们的实验研究也表明, 大黄

多糖具有免疫调节作用, 能促进脾细胞增殖[27], 
对抗TNBS诱导结肠炎大鼠升高的CD4+T细胞的

数目和蛋白表达[28]. 因此半夏泻心汤治疗溃疡性

结肠炎的作用靶点之三可能与其对机体的免疫

调节有关. 
总之, 半夏泻心汤治疗溃疡性结肠炎的作用

机制可能与肠道黏膜损伤修复, 肠道致病菌的抑

制和机体免疫的调节等多靶点作用相关, 与本方

所具有的多层次药效物质基础相关, 因此, 半夏

泻心汤有效的阻止了结肠炎向结肠癌的发展.
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届
消化介入新技术研讨会会议及征文通知

本刊讯 第七届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会是卫生部“十年百项”适宜技术推广、上海市重大医学

成果转化及国家级继续医学教育项目, 为进一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入诊治的技术

水平, 我们联合上海同仁医院、山东省立医院和山东省医学影像研究所, 定于2007-09-21/25在山东省济南市举

办第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会, 参会者可获得国家级一类继续医学教育学

分12分. 会议将以专题讲座、论文交流、操作演示及研讨沙龙多种形式相结合, 安排相关学科的著名专家着重

介绍消化道病变内镜治疗、介入放射学治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗的新理论、新技术和新方法.  

1   征文内容

包括消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等. 消化系

良性病变如门静脉高压、胆道结石、消化道出血等的内镜及介入新技术应用. 消化病诊治边沿交叉学科与消

化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.  

2   征文要求

专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 经验交流、短篇报道等全文限

1000字以内. 所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 书写规范, 稿件应是未发表过的论文, 优秀论文将

安排在国家级杂志上发表. 所有稿件一律要求电脑打印(WORD格式), 邮寄者需附软盘; 特别鼓励用E-mail投稿

(用附件WORD格式). 截稿日期: 2007-07-31. 征集疑难病例: 会议将安排专门时间研讨疑难病例, 欢迎与会代表

将临床中遇到的疑难病例带到会上讨论. 通信地址: 山东省立医院消化科张春清收, 济南市经五路纬七路324

号, 邮编: 250021. 联系电话: 0531-85186350, 86701337; 传真: 0531-87902348; E-mail: zhchqing@medmail.com.cn.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Janus kinase 
(JAK) specific inhibitor AG490 combined with 
gemcitabine on the proliferation of human 
pancreatic cancer cell line SW1990 and STAT3 
signal transduction pathway as well as their 
mechanisms.

METHODS: Human pancreatic cancer cell line 
SW1990 was divided into control group, AG490-
treated group, gemcitabine-treated group and 
AG490 + gemcitabine-treated group. After 48 
hours, the proliferation of SW1990 cells was de-
tected by MTT assay. Flow cytometry was used 
to examine cell apoptosis. The expression of 
STAT3, Cyclin D1, Bcl-xL and Bax were detected 
by reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) and Western blot, respectively.

RESULTS: The proliferation of SW1990 cells 
was significantly lower in AG490 or gemcitabine 
group than that in control group (2.20 ± 0.25, 
2.30 ± 0.220 vs 3.78 ± 0.42, P < 0.05), but the 
apoptosis rate was markedly higher (35.40% ± 
3.08%, 34.64% ± 1.38% vs 16.49% ± 1.45%, P < 

0.05). Moreover, the proliferation (1.49 ± 0.15) 
and apoptosis (43.80% ± 1.57%) had notable dif-
ference between AG490+gemcitabine group and 
AG490 or gemcitabine group. After 48 hours, 
AG490 remarkably down-regulated the expres-
sion of p-STAT3 (13.83% ± 0.64% vs 79.87% ± 
1.43%, P < 0.05), and the expression of Cyclin 
D1 (mRNA: 15.63% ± 0.59% vs 43.83% ± 0.64%, 
P < 0.05; protein: 17.50% ± 0.92%  49.87% ± 
1.27%, P < 0.05), Bcl-xL (mRNA: 13.93% ± 0.21% 
vs 75.70% ± 0.46%, P < 0.05; protein: 34.17% ± 
1.70% vs 83.93% ± 0.80%, P < 0.05) and Survivin 
(mRNA: 58.27% ± 0.42% vs 82.93% ± 1.68%, P < 
0.05; protein: 13.23% ± 1.03% vs 18.60 ± 1.08%, P 
< 0.05) were also decreased in comparison with 
that in control group; however, Bax expression 
was increased (mRNA: 10.33% ± 1.18% vs 5.43% 
± 0.70%, P < 0.05; protein: 13.07% ± 1.04% vs 
6.23% ± 2.40%, P < 0.05). There was no difference 
between gemcitabine and control group. 

CONCLUSION: Blockade of STAT3 signal path-
way inhibits the proliferation and promotes the 
apoptosis of SW1990 cells. AG490 combined 
with gemcitabine shows a synergic effect, which 
provides a new therapeutic approach for pancre-
atic cancer therapy. 

Key Words: Pancreatic cancer; Signal transducers 
and activators of transcription 3; AG490; Prolifera-
tion; Apoptosis; MTT assay; Flow cytometry; West-
ern blot; Reverse transcription-polymerase chain 
reaction

Chen G, Qiu ZJ, Huang C. Effect of AG490 combined with 
gemcitabine on the growth of human pancreatic cancer 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007;15(14):1615-1621

摘要
目的: 探讨J a n u s激酶(J A K)特异性抑制剂
AG490联合化疗药物健择对人胰腺癌细胞系
SW1990的生长增殖及STAT3转导通路的影响
和其机制.

方法: 人胰腺癌细胞系SW1990分为对照组、

AG490组、健择组及AG490+健择处理组. 培
养48 h后, MTT法检测细胞增殖状态, 流式细
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■背景资料
胰腺癌是致死性
最强的人类肿瘤
之一, 占男性肿瘤
死亡的第5位, 女
性第6位, 由于其
起病隐匿, 较少特
异性症状和体征, 
胰腺癌患者手术
切除率不到20%, 
术后复发率和转
移率高 .  健择(吉
西他滨)是胰腺癌
化疗的一线药物, 
但如何提高化疗
的效果和减少耐
药性是临床需要
解决的重要问题.



胞仪检测细胞凋亡, Western blot和RT-PCR检
测STAT3, Cyclin D1, Bcl-xL, Bax, Survivin的
表达情况.

结果: A G490组和健择组的细胞增殖明显
低于对照组(2.20±0.25, 2.30±0.220 vs  3.78
±0.42 ,  P <0.05),  凋亡率明显高于对照组
(35.40%±3.08%, 34.64%±1.38% vs  16.49%
±1.45%, P <0.05). 并且, AG490+健择组细胞
增殖(1.49±0.15)明显低于明显低于AG490或
健择组(P <0.05), 而凋亡率(43.80%±1.57%)
则明显高于AG490或健择组(P <0.05). AG490
处理SW1990 48 h后, p-STAT3表达明显低于
对照组(13.83%±0.64% vs  79.87%±1.43%, 
P <0.05), 同时Cyc l in D1(mRNA: 15.63%±

0.59% v s  43.83%±0.64%, P <0.05; 蛋白: 
17.50%±0.92% vs  49.87%±1.27%, P <0.05), 
Bc l-xL(mRNA: 13.93%±0.21% vs  75.70%
±0.46%, P <0.05; 蛋白: 34.17%±1.70% vs  
83.93%±0.80%, P <0.05)和Survivin(mRNA: 
58.27%±0.42% vs  82.93%±1.68%, P <0.05; 蛋
白: 13.23%±1.03% vs  18.60±1.08%, P <0.05)
表达也明显降低, 而Bax的表达则明显增高
(mRNA: 10.33%±1.18% vs  5.43%±0.70%, 
P <0.05; 蛋白: 13.07%±1.04% vs  6.23%±

2.40%, P <0.05), 健择处理组上述指标与对照
组相似.

结论: 阻断STAT3信号转导通路可以抑制人胰
腺癌细胞增殖, 促进其凋亡, 健择联合AG490
能起协同作用. AG490联合健择可能为胰腺癌
治疗提供新的思路.

关键词: 胰腺肿瘤; 信号转导与转录激活因子3; 

AG490; 增殖; 凋亡; MTT法; 流式细胞术; 免疫印

迹; 逆转录-聚合酶链反应
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0  引言

STAT3是信号转导与转录激活因子家族(signal 
transducers and activators of transcription, 
STATs)家族的一员. 多种细胞外信号, 如生长因

子, 细胞因子, 非受体酪氨酸激酶, G蛋白等, 都
可通过直接或间接激活JAK激活STAT3. 研究表

明STAT3在头颈部鳞状细胞癌[1]、恶性黑色素

瘤[2]、前列腺癌[3]、胰腺癌[4]、胃癌[5]等多种肿

瘤组织与细胞系中异常表达和激活, 并与肿瘤

的增殖分化、细胞凋亡、血管生成、侵袭转移
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和免疫逃避密切相关[6,8]. 本课题前期研究已在

胰腺癌组织中发现磷酸化STAT3(p-STAT3)和
Cyclin D1均过表达[9], 用AG490阻断STAT3转导

通路可抑制人胰腺癌细胞增殖, 促进细胞凋亡, 
并且AG490的剂量与其作用成正相关[10]. 本实

验探讨AG490联合健择对高表达STAT3的人胰

腺癌细胞系S W1990的生长增殖的影响和其

机制.

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM细胞培养基、小牛血清、胰蛋

白酶购自Hyclone公司, 噻唑蓝(MTT)购自Sigma
公司. STAT3, p-STAT3第一抗体(针对705位酪氨

酸磷酸化位点)均购自Cell Signal公司, Bcl-xL, 
Bax, Survivin, Cyclin D1第一抗体购自武汉博士

德公司. 细胞核蛋白抽提试剂盒购自ActiveMotif 
公司, R I PA细胞裂解液、辣根过氧化物酶结

合的第二抗体和电化学发光(ECL)试剂盒购自

Santa Cruz公司. JAK特异性抑制剂AG490购自

Calbiochem公司, 健择(Gemcitabine, 吉西他滨)由
美国礼来公司提供. 人胰腺癌细胞系SW1990 购
自ATCC. 细胞在含100 mL/L小牛血清、100 kU/L
青霉素和100 mg/L链霉素的DMEM完全培养基

内, 37℃ 50 mL/L CO2饱和湿度孵箱中培养. 细胞

单层贴壁生长, 至70%-80%融合时以2.5 g/L胰蛋

白酶消化传代.
1.2 方法 分4组: 对照组: 细胞于无血清培养液

中培养48 h; AG490组: 细胞于加入AG490的无

血清培养液中培养48 h; 健择组: 细胞于加入健

择的无血清培养液中培养48 h; AG490+健择组: 
细胞于同时加入AG490和健择的无血清培养液

中培养48 h. 溶液中含等量DMSO, 各组DMSO
体积分数不超过0.1%. 其中AG490和健择的浓

度参照前期实验根据量效曲线选择药物浓度

AG490: 40 μmol/L; 健择: 0.4 μmol/L[10-11].
1.2.1 MTT法检测细胞增殖 取对数生长期细胞, 
制成单细胞悬液, 按5×103个/孔(每孔100 μL)接
种于96孔板, 贴壁生长后, 无血清培养细胞18-20 h, 
使细胞同步化. 分别加入AG490, 健择和同时加

同浓度的AG490联合健择, 每组设8个平行孔,  
对照组加无血清培养基, 继续培养48 h后, 每孔

加入浓度为5 g/L的MTT 20 μL, 继续培养4 h, 吸
弃上清液, 每孔加入150 μL DMSO, 振荡10 min, 
用酶标仪测定490 nm波长处每孔的光密度(A ) 
值, 细胞增殖率为48 h与0 h的A 490的相对比值, 
绘制图. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
自 从 1 9 8 5 年
Slamon教授通过
与HER-2/neu癌基
因的发现者Axel 
Ullrich博士合作, 
确立了HER-2/neu
与浸润性乳腺癌
患者预后的关系, 
从而为肿瘤的分
子靶向治疗奠定
了基础. 目前肿瘤
的分子靶向治疗
是肿瘤治疗的研
究热点. 最新研发
的一种酪氨酸酶
抑制剂Lapatinib, 
在体外试验中显
示了对多种人类
肿瘤细胞有活性. 
AG490作为酪氨
酸酶抑制剂, 也在
多种肿瘤中证实
能抑制肿瘤细胞
增殖, 促进凋亡.
.



陈钢, 等. AG490联合健择对人胰腺癌细胞生长的影响                                                                                                    1617

www.wjgnet.com

1.2.2 流式细胞仪检测细胞凋亡 各组处理细胞

48 h后, 收集细胞, 制成单细胞悬液, 调整细胞数

量为1×109/L. 4℃条件下500 r/min离心5 min, 弃
上清. 加入1500 μL A溶液(胰酶消化液)充分作

用, 再加入1500 μL B溶液(胰酶抑制酶液)5 min, 
胶乳1500 μL C溶液(PI-碘化丙锭)作用15 min以
上. 200目尼龙网过滤, 上机做采样分析.
1.2.3 Western blot检测蛋白表达 各组细胞培养

48 h后, 提取细胞蛋白. 总蛋白提取: 参照Santa 
Cruz公司提取方法进行. 细胞核蛋白提取参照

ActiveMotif公司提取方法进行. 分别将相同含

量的蛋白样品和2×上样缓冲液等体积混合 , 
100℃水中煮沸5 m in使蛋白变性. SDS-PAGE 
电泳后电转移至硝酸纤维素膜上. 5 g/L脱脂奶

粉封闭后, 加入1∶1000稀释的第一抗体, 4℃
孵育过夜, TBS洗膜后, 加入1∶2000稀释的第

二抗体, 室温60 min, TBS洗膜后, ECL增强发

光, X线曝光5 min. 以β-actin蛋白作内参照, 以
BANDSCAN图像分析软件进行光密度积分值

分析.
1.2.4 RT-PCR检测各基因表达 各组细胞培养48 
h后按照TRIzol说明书分别抽提细胞总RNA, 紫
外分光光度仪定量. 取2 μg总RNA按试剂盒步骤

逆转录为cDNA. PCR经优化反应条件, 总体系

为50 μL, 其中10×Buffer 5 μL, MgCl2 5 μL, 10 
mmol/L dNTP 1 μL, primer(10 mol/L)各1 μL, Taq
酶0.6 U, cDNA 2 μL, 补足水至50 μL反应条件

为94℃变性5 min, 变性94℃ 30 s, 退火58℃ 30 s, 
延伸72℃ 30 s, 循环30次, 终末延伸72℃ 10 min. 
PCR产物经15 g/L琼脂糖凝胶(含5 g/L溴化乙锭)
电泳分离, 紫外灯下观察并拍照. 凝胶成像系统

分析条带灰度值, 并与GAPDH相比较计算结果.
统计学处理 实验重复3次, 独立完成. 实验

数据用mean±SD表示, 应用SPSS11.5统计学软

件, 采用单因素方差(ANOVA)分析及双变量相

关分析, 以P <0.05为差异有显著性意义.

2  结果

2.1 AG490和健择对SW1990细胞增殖的影响 
AG490, 健择, 及AG490联合健择作用SW1990 
48 h后, 细胞增殖率分别为2.20±0.25, 2.30±
0.22, 1.485±0.15, 明显低于对照组(3.78±0.42, 
P <0.05), 并且AG490联合健择后细胞增值率明

显低于AG490或健择组(P <0.05)(图1).
2.2 AG490和健择对SW1990细胞凋亡的作用 
AG490组和健择组凋亡比例分别为35.40%±

3.08%和34.64%±1.38%, 明显高于对照组的

16.49%±1.45%(P <0.05); 而AG490联合健择组

凋亡比例43.80%±1.57%明显高于单独AG490
组或健择组(P <0.05)(图2).
2.3  A G490和健择对S W1990细胞中S TAT3 , 
p-STAT3, Cyclin D1, Bcl-xL, Bax, Survivin表达

的影响 AG490或AG490联合健择作用48 h后
SW1990细胞中Cyclin D1，Bcl-xL，Survivin的
mRNA表达明显低于对照组和健择组(P <0.05), 
而B a x的m R N A表达是明显增强的(P <0.05), 
健择组则与对照组相似(P >0.05)(表1,图3A) . 
AG490组和AG490联合健择组中的p-STAT3, 
Cyclin D1, Bcl-xL, Survivin的蛋白表达明显低

■相关报道
Toyonaga et al 使
用AG490处理胰
腺 癌 细 胞 ,  发 现
AG490能显著抑
制高表达STAT3
细 胞 株 P a n c 1 和
K p 4 细胞的生长
增殖. 马向涛 et al
用AG490联合5-Fu, 
处理结肠癌细胞, 
发现两者联合在
抑制结肠癌细胞
增殖, 促进癌细胞
凋亡方面能起到
协同作用.

表 1 AG490和健择对STAT3和相关基因mRNA表达的影响(mean±SD, %)

     
                            Control                       AG490                   gemcitabine             AG490+gemcitabine

STAT3          73.67±0.71           73.23±0.70    73.40±0.26      73.37±0.72

Cyclin D1     43.83±0.64           15.63±0.59a    43.63±0.64      15.87±0.15ac  

Bcl-xL         75.70±0.46           13.93±0.21a             75.83±1.75      13.80±0.72ac

Bax                5.43±0.70           10.33±1.18a               5.20±0.87               10.37±0.64ac

Survivin       82.93±1.68            58.27±0.42a            82.10±1.93                57.83±1.17ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  健择组.

图 1 AG490和健择对人胰腺癌细胞增殖的影响.
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于对照组和健择组(P <0.05), B a x蛋白表达明

显增强(P <0.05); 健择组与对照组各指标相似

(P >0.05)(表2, 图3B).

3  讨论

JAK/STATs信号转导通路与细胞增殖、分化及

凋亡密切相关, STAT3的异常活化可导致细胞

异常增殖和恶性转化. STAT3是近年来研究异

常活跃的核转录因子, 在细胞因子等的作用下, 
JAK活化后诱导STAT3酪氨酸磷酸化激活形成

p-STAT3, 2个分子p-STAT3形成二聚体进入细胞

核, 与目的基因的启动子区域结合, 调节靶基因

转录[12-13]. 研究表明在多种肿瘤组织和细胞中存

在STAT3的异常活化和过表达, 并上调与细胞增

殖、细胞凋亡、血管生成和侵袭转移等相关基

因的表达, 在肿瘤的发生和发展中起重要作用, 
目前STAT3已被定义为癌基因, 成为肿瘤研究中

的热点之一[7].　　

α-氰基-(3, 4-羟基)N-苄苯乙烯胺(AG490)
是J A K2的特异性拮抗剂, 是一种P TK抑制物
[14]. 有资料[15]证实人脐静脉内皮细胞在可溶性

白介素6(IL-6)受体α的诱导下可表达相关癌基

因蛋白α, 将AG490作用于人脐静脉内皮细胞, 
能特异性阻断J A K2信号转导通路, 内皮细胞

中生长相关癌基因蛋白α的表达受到抑制. 许
多研究均表明A G490可以明显抑制S TAT3的
活性 ,  抑制肿瘤细胞的增殖和诱导细胞凋亡 . 
N i e t a l [16]发现前列腺癌细胞中STAT3异常激

活, 而使用AG490可阻断STAT3活化, 抑制前列

腺癌细胞的体外增殖力和体内致瘤性. Burke 
e t a l [17]发现乳腺癌细胞株MAD-MB-468和卵

巢癌细胞株Caov-3和MDAH2774中, AG490均
可抑制STAT3的持续活化, 而诱导乳腺癌细胞

凋亡. Toyonaga et al [18]分别使用AG490和显性

失活(dominant negative)STAT3处理胰腺癌细

胞, 发现AG490能显著抑制高表达STAT3细胞

株Panc1和Kp4细胞的生长增殖. 本研究发现

在人胰腺癌细胞株SW1990中存在p-STAT3的
过表达, AG490作用48 h后p-STAT3表达下调, 
明显抑制细胞增殖, 并可诱导细胞凋亡, 提示

AG490可以通过抑制STAT3的激活而抑制细胞

的增殖, 诱导细胞凋亡. 我们还发现健择联合

AG490可以起到协同作用, 其抑制人胰腺癌细

胞增殖, 促进凋亡的作用强于单用健择. 健择

主要作用于S期, 使细胞停滞于S期产生细胞毒 

■创新盘点
本 实 验 用 特 异
性 的 酪 氨 酸 酶
抑制剂AG490联
合健择处理高表
达STAT3细胞株
SW1990, 观察对
癌细胞增殖凋亡
的影响, 并探讨其
机制. 其结果对指
导临床胰腺癌治
疗有一定意义.

性[19]. 而Tomita et al [20]发现AG490通过改变p53, 
p21, Pim-1, c-Myc, Cyclin D2, Cdk4的表达阻

滞ATL(adult T-cell Leukemia)细胞周期于G1期. 
Chun et al [21]发现联合使用Gefitinib(一种特异

性的细胞周期阻滞剂, 通过抑制EGFR的磷酸

化阻滞细胞周期于G1期)和健择, 其促头颈部

癌细胞株UMSCC-1凋亡的作用优于单用健择; 
并且先用健择培养24 h后用Gefitinib的效果优

于先用Gefitinib培养24 h再加健择. 他们认为其

机理可能是因为健择作用于细胞周期的S期而

Gefitinib则阻滞细胞周期于G1, 先用健择后用

Gefitinib可以起到协同作用; 而先用Gefitinib后

图 2 AG490和健择对SW1990细胞凋亡的影响. A: 对照组; 

B: AG490组; C: 健择组; D: AG490组联合健择组.
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用健择则使细胞大都阻滞于G1期, 因而未能增

强健择的化疗效果. 本实验结果与Patrick et al
的结果相似, 其机理可能也与AG490和健择作

用于细胞不同周期有关. 
本研究进一步研究了AG490和健择抑制胰

腺癌细胞增殖, 诱导细胞凋亡的分子机制, 发
现AG490作用SW1990细胞48 h后, 细胞周期素

Cyclin D1的mRNA和蛋白表达下调, 而健择没

有这种作用, 表明阻断STAT3活化可通过下调

Cyclin D1的表达而抑制SW1990细胞的增殖. 本
研究也发现用AG490培养细胞48 h后, p-STAT3
的表达明显下调, Bcl-xL, Survivin mRNA和蛋

白表达明显下调, Bax的表达则上调, 而细胞凋

亡百分比明显升高, 健择对这些基因表达无明

显作用. STAT3正是通过对抗凋亡基因Bcl-xL、
Mc l-l、Surviv in等调控而增强细胞抵抗凋亡

的能力, 促进其恶性转化[22-23]. Leslie et al [24]在

乳腺癌中发现Cyclin D1和STAT3的高表达, 用
STAT3-C可上调Cyclin D1 mRNA的表达, 并且

发现Cyc l in D1启动子上存在STAT3的结合位

■应用要点
本实验结果表明
联合应用AG490
和健择可以起到
协同作用, 这对临
床提高胰腺癌治
疗 效 果 ,  减 少 化
疗耐药性有一定
的提示作用. 研究
STAT3信号转导
通路可能为治疗
胰腺癌提供新的
思路.

点. Amin et al [25]使用显性负性STAT3抑制间变

性大细胞淋巴瘤细胞的STAT3表达, 可显著下调

Bcl-xL, Survivin等抗凋亡基因的表达, 诱导细胞

凋亡. Gritsko et al [26]发现在对化疗耐受的高危

人乳腺癌患者中, Survivin表达的增加与STAT3
的增加是直接相关的(P  = 0.001), STAT3可直

接结合并调节Survivin启动子, 并且直接的阻

断STAT3的信号通路则抑制了Survivin的表达. 
Nielsen et al [27]发现在蕈样肉芽肿肿瘤期细胞中

用AG490在抑制STAT3表达的同时, Bcl-xL的表达

下调, Bax的表达则上调. Bhardwai et al [28]则发

现用白藜芦醇作用于多发性骨髓瘤细胞, 通过

抑制STAT3, 进而抑制了Cyclin D1, Bcl-xL, Survivin, 
上调了B a x, 促进骨髓瘤细胞的凋亡, 抑制了

增殖. 可见AG490可能正是通过抑制STAT3的
活化, 改变STAT3下游Cyclin D1, Bcl-xL, Bax, 
Survivin等基因的表达, 进而抑制人胰腺癌细胞

的增殖, 促进凋亡的.
本研究初步探讨了A G490联合健择对高

表达STAT3的人胰腺癌细胞系SW1990生长增

表 2 AG490和健择对各蛋白表达的影响(mean±SD, %)

     
                               Control               AG490              gemcitabine          AG490+gemcitabine

p-STAT3        79.87±1.43          13.83±0.64a           80.40±0.36      13.07±0.90ac

Cyclin D1        49.87±1.27          17.50±0.92a           49.07±1.44      17.53±1.01ac  

Bcl-xL            83.93±0.80          34.17±1.70a           84.20±1.25      35.07±0.45ac

Bax                   6.23±2.40          13.07±1.04a             6.13±2.78               13.17±1.00ac

Survivin          18.60±1.08          13.23±1.03a            18.53±1.60               12.90±1.40ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  健择组.

图 3 AG90和健择对个基因和蛋白表达的影响. A: 基因; B: 蛋白.
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■同行评价
该 文 研 究 了
AG490联合健择
对人胰腺癌细胞
生长的影响, 该实
验选题符合该领
域的研究热点, 设
计科学、合理, 作
者掌握了相关的
实验基础理论和
专门实验技术, 统
计处理符合统计
学 方 法 ,  结 论 可
靠, 为胰腺癌的治
疗提供新思路, 有
参考价值.

殖的作用, 结果表明AG490联合健择可进一步

增强A G490阻断S TAT3转导通路的作用抑制

人胰腺癌细胞的增殖, 促进其凋亡. 说明联合

AG490和健择可能可以提高对胰腺癌的化疗效

果, 提高疗效. 但STAT3转导通路的异常激活及

协同作用的机制还需进一步研究, 研究STAT3
信号转导通路可能为治疗胰腺癌提供新的 
思路.
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中国中西医结合第十九次全国消化病学术会议最后通知

本刊讯 由中国中西医结合学会消化专业委员会主办、河北医科大学第二医院承办的中国中西医结合第十九

次消化学术会议, 定于2007-07-27/29日将在河北省石家庄市中山宾馆召开. 2007-27全天报道, 2007-28/29日为

大会专题报告与学术交流. 大会将邀请多位国内外知名专家作专题学术报告, 并进行学术论文交流. 参加会议

的正式代表将授予国家I类继续教育学分7分[2007-3-3-027(国)]. 参加会议的每位代表收取会务费700元(包括餐

费和资料费等)欢迎广大从事中西医结合基础与临床工作者、消化内、外科、胃肠、肝胆科、消化内镜的医

务人员以及研究生等踊跃投稿积极参加. 现将本次学术会议征文的有关事项通知如下.  

1   征文内容

(1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肠、肝、胆、胰等中西医结合诊疗、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)

中西医结合对脾胃学说与脾虚证研究进展; (5)当前消化疾病的最新诊断与治疗技术的临床应用与进展.  

2   征文要求

论文应具有科学性、先进性、实用性和真实性. 文字表达准确、精练、通顺. 大会论文摘要800-1000字左右, 

具有目的、方法、结果、结论. 来稿最好以Email形式发送; 或以A4纸5号字打印并附软盘或光盘一份, 寄送

至下列单位: (1)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疾病专业委

员会)邮编: 150080  收件人: 李春雷  贾云  电话: 0451-57752440或86632450  传真: 0451-86603878; Email: czs.

xiaohua@163.com或211zyke@163.com; (2)石家庄市和平西路215号河北医科大学第二医院消化内科 蒋树林 孙

玉凤副教授, 邮政编码: 050000, 联系电话: 0311-87222301; 87222951; Email: zxyjhxh@yahoo.com.cn(特别提醒: 

此为新注册信箱, 原信箱因故不可使用), 截稿日期2007-06-30. 

来稿请注明“中西医结合消化会征文”字样, 并用楷体写清楚作者姓名、单位、通讯地址、邮政编码、

便捷联系电话和E-mail信箱.  欢迎采用Word格式E-mail投稿.  入选论文将编入《中国中西医结合消化学术会

议论文汇编》. 优秀论文将推荐至《中国中西医结合消化杂志》《世界华人消化杂志》等杂志.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the expression of checkpoint with fork head 
assoc ia ted and r ing f inger (CHFR) and 
P53 protein in gastric cancer (GC) and the 
clinicopathologic characteristics, and to explore 
the correlated molecular mechanism of CHFR 
and p53 genes in gastric carcinogenesis. 

METHODS: Five paraffin blocks of tissue mi-

croarray were constructed using a Tissue Array 
Machine (Steve Leighton Beecher Instruments, 
USA), including 151 cases of primary GC (101 
cases with matched normal mucosa, intestinal 
metaplasia or dysplasia). Envision immunohis-
tochemical method was employed to detect the 
protein expression of CHFR and mutant p53 in 
GC and precancerous tissues mentioned above.

RESULTS: The positive rate of CHFR protein ex-
pression in GC (49.67%, 75/151) was significantly 
lower than that in normal gastric mucosa (85.25%, 
52/61)(P < 0.05). The down-regulation or absence 
of mitotic checkpoint CHFR protein expression 
was correlated with the sex of GC patients. The 
absent rate of CHFR protein expression in the 
female GC patients was significantly higher than 
that in the male GC ones (64% vs 43.56%, P < 0.05). 
The absent rates was also significantly different 
between GC patients of Borrmann Ⅲ + Ⅳ and 
Ⅰ + Ⅱ types (57.14% vs 34.78%, P < 0.05). In the 
present study, though CHFR protein expression 
showed no significant difference among various 
histological types of GC, the absent rate of CHFR 
protein expression was the highest (71.43%) in 
signet ring cell carcinoma. The absent expression 
of CHFR protein was not related to the depth of 
invasion and lymph node metastasis of GC. In 
addition, no correlation was found between the 
expression of CHFR and P53 protein expression 
in GC (P > 0.05). 

CONCLUSION: Down-regulation or absence 
of mitotic checkpoint CHFR protein expression 
is frequent events in GC and may take a part in 
gastric carcinogenesis. Abnormal expression of 
CHFR may be of more importance in the devel-
opment of female patients and diffuse-type GC. 

Key Words: Checkpoint with fork head associated 
and ring finger; Mutant p53; Gastric Cancer; Im-
munohistochemistry

Gao YJ, Xin Y, Zhang SN, Zhang JH, Wu DY. Protein 
expression of checkpoint with fork head associated and 
ring finger and mutant p53 and their clinicopathological 
significances in gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(14):1622-1627

®

■背景资料
C H F R 是 一 个 新
的有丝分裂前期
检查点基因, 在一
些肿瘤中存在失
活或低表达, 提示
其异常可能参与
癌的发生. 但迄今
CHFR蛋白表达与
胃癌的关系少有
报道. 本研究检测
胃癌组织中CHFR
和mP53蛋白的表
达, 探讨二者异常
与胃癌发生的关
系及意义.
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摘要
目的: 观察CHFR和P53蛋白的表达与胃癌临
床病理学特征的关系, 探讨其在胃癌发生发展
过程中的作用及相关的分子机制. 

方法: 利用组织芯片制作仪(美国), 构建成5
个包括151例胃癌及101例与其配对的正常胃
黏膜、肠化生或不典型增生的组织芯片蜡块. 
采用Envision免疫组化二步法检测151例胃癌
及101例配对癌旁胃黏膜组织中CHFR蛋白和
P53蛋白的表达. 

结果: CHFR蛋白在非癌胃黏膜组织中阳性表
达率为85.25%(52/61), 在胃癌组织中阳性表
达率显著降低(49.67%, 75/151, P <0.05); CHFR
表达下调或缺失与胃癌患者的性别显著相
关, 女性患者胃癌组织中CHFR表达缺失率
显著高于男性患者(64% vs  43.56%, P <0.05). 
BorrmanⅢ+Ⅳ型胃癌组织中CHFR表达缺失
率显著高于Borrman Ⅰ+Ⅱ型胃癌(57.14% vs  
34.78%, P <0.05). 虽然不同组织学类型胃癌
之间CHFR的表达无统计学差异, 但本研究
发现胃印戒细胞癌组CHFR表达缺失率最高
(71.43%). 胃癌组织中CHFR蛋白的表达缺失
与肿瘤浸润深度、淋巴结转移以及mP53蛋白
表达未见显著相关性(P >0.05).   

结论: 有丝分裂前期检查点CHFR基因表达下
调或缺失在胃癌中是频发事件. 可能参与胃癌
的发生, 其与女性、弥漫浸润型胃癌发生发展
的关系可能更为密切.

关键词: CHFR基因; 突变型p53; 胃癌; 免疫组化
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0  引言

CHFR(checkpoint with fork head associated and 
ring finger)是Scolnick et al [1]于2000年发现的

一个新的有丝分裂前期检查点基因 ,  定位于

12q24.33, 其编码产物为664个氨基酸的蛋白质. 
细胞存在有丝分裂应激时, CHFR通路激活引起

plk1的泛素化并降解, 控制Cdc2激酶的活性, 延
迟染色体凝集和中心体分离, 阻止细胞于有丝

分裂前期. 其表达增强细胞对应激的生存能力. 
已有研究发现, CHFR基因在一些肿瘤中存在失

活或低表达, 提示CHFR基因异常可能参与最初

的癌变过程[2-4], 与肿瘤的发生关系密切[5-6]. 胃

癌的发生发展过程中既有抑癌基因的突变, 又
涉及有癌基因的激活[7-8], 其中p53突变频率最 
高[8-9]. 但迄今CHFR蛋白表达与胃癌的关系国内

外少有报道. 本研究通过检测胃癌组织中有丝

分裂前期检查点CHFR基因和肿瘤抑制基因p53
编码蛋白的表达状态, 探讨二者表达与胃癌发

生的关系及意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003-12/2004-05中国医科大学附

属第一医院肿瘤科及辽宁省肿瘤外科手术切除

胃癌标本151例, 平均年龄60岁.术前未放化疗. 
男性101例, 女性50例(其中≤50岁者18例). 临床

病理分期:早期1例, 中期7例, 晚期143例. 大体

Borrmann分型: Ⅰ+Ⅱ型46例, Ⅱ+Ⅳ型105例. 组
织学类型(按胃癌组织学分型标准):乳头状腺癌1
例; 管状腺癌124例, 其中高分化腺癌11例, 中分

化腺癌38例, 低分化腺癌75例; 未分化癌2例; 印
戒细胞癌7例(女性3例); 黏液腺癌17例. 151例胃

癌标本中, 有相应癌旁黏膜者101例, 其中36例
可观察到癌旁黏膜肠上皮化生, 4例可观察到癌

旁黏膜不典型增生. 伴有淋巴结转移者118例,不
伴有淋巴结转移者33例. 每例分别取癌组织、

肠上皮化生、不典型增生、正常胃黏膜组织,  
40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 制作常规病理切片

行HE染色以确定其病理诊断及目标病变定位. 
1.2 方法 利用组织芯片制作仪(美国), 根据上述

定位的目标病变从组织蜡块中穿取目标组织(组
织样品直径为1 mm), 构建成5个胃癌及其癌前

病变的组织芯片蜡块, 行4 μm连续切片, 其中1
张行常规HE染色, 其他保存备CHFR和P53蛋白

免疫组化染色用. 采用GBI公司推出的免疫组化

检测二步法, Immuno-Bridge＋试剂盒, 鼠抗人

CHFR单克隆抗体(工作浓度1∶75)和鼠抗人P53
单克隆抗体分别购自Abnova公司和北京中杉金

桥生物技术有限公司. 用PBS代替一抗作阴性对

照. CHFR和mP53蛋白免疫染色阳性信号均定位

于细胞核, 呈棕黄色颗粒, 每个标本随机观察2
个有代表性的高倍视野, 每个视野计数100个细

胞确定其染色强度并取平均值, 阳性细胞数≤

20%为阴性(-), 阳性细胞数>20%为阳性(+).
统计学处理 利用计算机软件SPSS10.0进行

数据处理, 统计方法采用χ2检验和Spearman等级

相关检查. P <0.05视为有显著性统计学差异.

2  结果

2.1 CHFR蛋白在胃癌组织中的表达 正常胃黏膜

■应用要点
胃癌组CHFR蛋白
的阳性表达率显
著低于正常胃黏
膜及肠上皮化生
P <0.05. Borrmann
Ⅲ + Ⅳ 型 胃 癌 中
CHFR蛋白阳性表
达率显著低于Ⅰ+
Ⅱ型胃癌P <0.05; 
女 性 胃 癌 C H F R
蛋白阳性表达率
显著低于男性胃
癌P <0.05. 提示 , 
CHFR基因启动区
CPG岛甲基化导
致其蛋白表达下
调可能是胃黏膜
癌变过程中的早
期分子事件且与
女性、弥漫浸润
型胃癌发生发展
的关系可能更为
密切.
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及肠上皮化生黏膜CHFR蛋白阳性表达率分别为

85.25%(52/61)和100%(36/36)(图1A-B), 胃癌组织

中CHFR蛋白阳性表达率(49.67%, 75/151)显著低

于正常胃黏膜和肠上皮化生(图1C-D), P <0.05.不
典型增生组因例数少未做统计学处理. CHFR蛋
白表达与胃癌的组织学类型未见相关(P >0.05). 
CHFR蛋白表达阳性率在浸润局限于黏膜层及

肌层组(50%, 4/8)与穿出肌层组(49.65%, 71/143)
之间未见显著差异(P>0.05). Borrmann Ⅲ＋Ⅳ型

胃癌中CHFR蛋白阳性表达率(42.86%)显著低

于Ⅰ+Ⅱ型胃癌(65.22%), P <0.05; 女性胃癌蛋白

CHFR阳性表达率(36%, 18/50)显著低于男性胃

癌(56.44%, 57/101) P<0.05(表1).
2.2 胃癌组织中CHFR和mP53蛋白表达的关系 
本组资料胃癌组织中mP53蛋白阳性表达率为

67.42%(60/89). 44例mP53阳性胃癌中CHFR阳

性率(47.73%, 21/44)高于mP53阴性组(33.33%, 
10/30), 但二者之间的差异无统计学意义(χ2 ＝ 
1.518, P >0.05)(表2, 图2).

3  讨论

CHFR是一种新的在人类癌症中灭活的检查点

基因, 在用微管毒素治疗的癌细胞中可延迟染

色体浓集. 研究表明, CHFR是Plk1的泛素连接

酶并且在哺乳动物细胞中, 主要通过抑制cyclin 
B1进入细胞核、保持Aurora A、Aurora B、plk1
和cyclin B1/cdc2灭活及与p38应激激酶相互作

用阻止细胞进入有丝分裂前期[10-12]. 最近, Oh  
et al [13]鉴定了USP7(也被称为HAUSP), 一种分

解多聚泛素链和/或泛素前体并能与C H F R相

互作用的蛋白 .  他在体内外能去除自动泛素

的CHFR的泛素部分. 导致CHFR在细胞内的

表 1 CHFR蛋白表达与胃癌及其癌前病变临床病理因素之间的关系

     
                                                 CHFR蛋白表达

                                                 阴性(n )            阳性(n ) 阳性率(%)           
χ2                   P

年龄                           0.055            >0.05

    ≤50岁                 39  19               20   51.28  

    ＞50岁               112  57               55   49.11  

性别                           5.587            <0.05

    女                 50  32               18   36  

    男               101  44               57   56.44 　 　

组织性质                         52.240            <0.005

    正常胃黏膜 61    9               52   85.25  

    肠化生                 36    0               36        100  

    不典型性增生   4    1                 3   75  

    胃癌                151  76               75   49.67  

胃癌      

    大体分型                          6.397           <0.05

         I+II                 46  16               30   65.22  

        Ⅲ+IV             105  60               45   42.86  

 组织学分型           5.270            >0.05

    乳头状腺癌   1    0                 1 100  

    高分化腺癌 11    4                 7   63.64  

    中分化腺癌 38  19               19   50  

    低分化腺癌 75  39               36   48  

    未分化癌   2    0                 2 100  

    黏液腺癌 17    9                 8   47.06  

    印戒细胞癌   7    5                 2   28.57  

侵袭深度                           0.0003           >0.05

    黏膜层、肌层      8    4                 4   50  

    穿出肌层            143  72               71   49.65  

伴淋巴结转移           3.296            >0.05

    阳性               118  64               54   45.76  

    阴性                 33  12               21   63.64  

分组                              n  

■同行评价
本文为回顾性研
究 ,  总 体 设 计 尚
可, 文中所研究的
CHFR和mp53基
因编码蛋白为胃
癌临床诊断提供
了一定参考价值.
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积累. 这一研究结果表明USP7介导的CHFR去

泛素化致其累积可能对于C H F R激活是一个

关键的调节步骤, 并且在CHFR介导的细胞周

期进程和肿瘤抑制的调解方面可能发挥着重

要作用. C H F R在正常人组织中普遍表达, 而
在人类肿瘤中发现CHFR表达缺失. 在消化道

肿瘤中, CHFR表达由于CPG岛高甲基化所沉

默[14-19]. Milne et al [20]研究结果显示, 在174例
胃癌中CHFR蛋白表达缺失率为33%, 且其表

达缺失与弥漫型胃癌显著相关(P  = 0.001). 许
多研究已证实, 在胃癌中CHFR基因异常甲基

化是频发事件并且发现D N A甲基化与C H F R
表达下调有关[21-24], 提示CHFR的DNA甲基化

在胃癌中C H F R的转录沉默方面发挥着主要

作用 .  在胃癌中由D N A甲基化所致的C H F R
灭活可能导致染色体的不稳定性. 另外, 为了

探讨是否CHFR的下调直接导致肿瘤发生, Yu  
e t a l [11]制作了敲除CHFR的鼠, CHFR缺乏的

鼠是易患癌症的 ,  产生自发性肿瘤并在用二

甲基苯并蒽处理后增加皮肤肿瘤的发病生

率. CHFR+/-鼠肿瘤发生率是介于CHFR+/+和
CHFR-/-之间的发生率. 在CHFR-/-鼠中较高的

死亡率和肿瘤发生率表明CHFR是重要的肿瘤

抑制基因. CHFR在体内与Aurora A相互作用并

在体内外泛素化Aurora A. 总之, 这些结果表明

CHFR是一种抑癌基因, CHFR通过调解Aurora 

A的表达水平和维持基因组的稳定而起作用并

且推断CHFR-Aurora A通路的破坏促进肿瘤发

生也支持染色体不稳定在人类能导致肿瘤发生

的假说. 本组研究发现, 在151例胃癌中, CHFR
蛋白表达缺失率为50.33%, 胃癌组CHFR蛋白的

阳性表达率明显低于正常胃黏膜及肠上皮化生

组(P <0.05), 提示胃癌发生过程中CHFR蛋白表

达发生了下调, 推测可能与CHFR基因缺失或突

变相关, 也可能在转录水平或转录后水平受到

特异地调控, 而使蛋白表达受到抑制. 但CHFR
蛋白表达与胃癌的分化程度、组织学类型、肿

瘤浸润深度、及淋巴结转移未见显著性差异

(P >0.05), 提示CHFR蛋白表达缺失与胃癌的发

生关系密切, 可能是胃黏膜癌变过程中的早期

分子事件.  
胃癌发病率存在年龄、性别和种族差异, 

随年龄增加, 发病率也随之增加.在50-70岁左

右达高峰, 随后快速下降, 小于30岁的病倒较

DC

BA

图 1 胃黏膜组织CHFR蛋白表达(Envision二步法×200). A: 正常胃黏膜CHFR蛋白呈阳性表达; B: 肠化生CHFR蛋白呈强阳

性表达; C: 胃高分化腺癌CHFR蛋白呈弱阳性表达; D: 弥漫浸润性生长的胃印戒细胞癌CHFR蛋白呈阴性表达.

表 2 胃癌组织中CHFR和mP53蛋白表达的关系

    mP53
             n

       CHFR蛋白表达     
阳性率(%)       χ2         p

蛋白表达                     －      ＋         

－   30          20     10           33.33      1.518   >0.05

＋   44          23     21           47.73                   

合计   74          43     31           41.89  
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少. 男女性别之间胃癌发病率存在差异, 男性

发病率约为女性的2倍. 但在<40岁的低年龄组

中, 女性胃癌发病率却超过男性[25]. 女性胃癌

的组织学以黏液腺癌, 低分化腺癌及印戒细胞

癌居多; 大体分型以BorrmannⅢ型和Ⅳ型多见. 
胃印戒细胞癌多起源于黏膜固有层中腺体颈

部未分化干细胞, 好发于中青年女性, 大体分

型以BorrmannⅢ型和Ⅳ型多见, 侵袭力强, 易
在胃壁浸润性生长; 恶性度高, 易发生卵巢、

子宫颈转移[26-27]. 本研究50例女性胃癌中, 年龄

≤50岁的占36%(18/50); 印戒细胞癌7例(其中3
例为女性), 均为BorrmannⅢ型和Ⅳ型. 低分化

癌24例,黏液腺癌5例, 印戒细胞癌3例. 以往文

献报道[26-28], 女性弥漫浸润型胃癌的发生发展

与雌激素受体异常表达有关. 本研究发现, 在
各种组织学类型胃癌中, 印戒细胞癌CHFR蛋

白阳性表达率(28.57%)是最低的; 女性CHFR
蛋白阳性表达率(36%)显著低于男性(56.44%), 
P <0.05; BorrmannⅢ+Ⅳ型CHFR蛋白阳性表达

率(42.86%)显著低于Ⅰ+Ⅱ型(65.22%), P <0.05. 
上述结果提示, CHFR在胃癌组织中表达的异

常下调与女性弥漫浸润型胃癌的发生发展之间

可能存在某种内在的联系, 但CHFR与雌激素受

体水平及雌激素代谢的关系及具体机制尚有待

深入探讨.
p53基因是一种抑癌基因, 分野生型和突

变型. 野生型p53基因通过打开他的效应器如

14-3-3S、GADD45和P21Cip1基因能抑制cdc2-
cyclin B活性, 延迟DNA损伤的细胞从G2期到M
期; 具有抑制癌细胞的增殖和促进癌细胞调亡

的作用. 而突变型p53则相反, 具有抑制癌细胞

凋亡和促进癌细胞增殖的作用, 促进组织恶性

转化的活性[29-30]. p53基因异常与胃黏膜细胞的

癌变过程密切相关. 胃癌组织中存在p53基因突

变, 导致其编码蛋白的功能异常从而参与胃癌

的发生发展[31-32]. 本组实验显示, CHFR蛋白表达

在胃癌中下调或缺失, mP53蛋白表达增加. 其作

用机制与细胞周期调控有关, 推测CHFR蛋白表

达下调或缺失与p53突变共同参与胃癌的发生

发展. 但本组研究结果CHFR与mP53蛋白表达未

见明显的相关性. 说明二者的异常可能主要受

不同的上游调控机制的影响, 提示CHFR基因和

mp53基因可能通过不同的途径和机制参与胃癌

的发生.
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Abstract
Pancreatic cancer is one kind of devastating 
diseases. Those patients without nonspecific 
symptoms at early stage had mostly lost the op-
porunity of surgical therapy when pancreatic 
cancer was detected at advanced stage. Rapid 
growth of proteomic technologies provides pos-
sibilities to study etiopathogenesis, and screen 
early diagnostic and prognosis biomarkers of 
pancreatic cancer. In this paper, the application 
of proteomic techniques in cell lines, tissues, 
serum and pancreatic juice from patients with 
pancreatic cancer is reviewed briefly.

Key Words: Proteomics; Pancreatic cancer; Two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis; 
Mass spectrometry; Electrospray ionization; Matrix-
assisted laser desorption/ionization
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摘要
胰腺癌是一种十分凶险的恶性肿瘤. 胰腺癌早
期症状不明显, 临床确诊的患者多已处于中晚
期, 大多失去手术治疗机会. 蛋白质组技术的
快速发展为研究胰腺癌发病机制、发现早期
诊断和预后的生物标志物提供了可能. 本文就
蛋白质组学技术在胰腺癌细胞系、组织、血
清和胰液等方面的应用作一综述.

关键词: 蛋白质组学; 胰腺癌; 双向凝胶电泳; 质谱; 

电喷雾电离; 基质辅助激光解析电离
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0  引言

胰腺癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一 .  在
西方国家他是第四大恶性肿瘤, 5 a存活率不

足1%[1]; 在中国是第六大恶性肿瘤, 5 a存活率

1%-3%[2]. 近年来发病率呈现明显上升趋势. 虽
然现阶段诊断胰腺癌的标志物CA19-9[3-5], CA50, 
CA125, CA242, K-ras[6-8], p53[9-11], CD44v6和端粒

酶[12-16]等已在临床中应用, 但无论是利用单个或

是组合标志物进行胰腺癌早期诊断, 其检测灵

敏性和准确性都不高. 蛋白质组学技术[17-21]的迅

速发展, 为攻克胰腺癌等重大疾病提供了可能. 
本文就蛋白质组学技术在胰腺癌方面的研究结

果作一综述.

1  蛋白质组学技术

蛋白质组(proteome)一词最早由澳大利亚学者

Wilkins et a l [22]于1994年提出, 并首次出现在

1995年的Biotechnology and Genetic Engineering 
Reviews杂志上, 指的是由一个基因组(genome)
或一个细胞、组织表达的所有蛋白质. 蛋白质

组学(proteomics)是在蛋白质水平上定量、动

态、整体性地研究生物体. 他旨在阐明生物体

全部蛋白质的表达模式及功能模式, 其内容包

®

■背景资料
本文简述蛋白质
组学相关技术及
筛选胰腺癌生物
标志物的研究进
展. 
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括蛋白质的定性鉴定、定量检测、细胞内定

位、相互作用研究等, 最终揭示蛋白质功能, 是
基因组DNA序列与基因功能之间的桥梁. 当前

蛋白质组学的研究策略主要有: “bottom-up”
策略[23-24], 他是指从细胞、组织、体液中提取出

的蛋白质混合物酶切后得到更为复杂的多肽混

合物, 经多维高效液相色谱分离后进行串联质

谱鉴定获得肽段序列信息, 再搜索蛋白数据库

和人工释图确定最后的鉴定结果[25-28], 虽然此方

法相对简单, 但是也有不足: (1)由于蛋白酶解产

生大量的肽段, 致使原始样品的复杂性显著增

高; (2)不同实验室之间很难获得高重复性; (3)
蛋白质的鉴定依赖于对少数肽段的分析, 可能

导致蛋白质修饰信息的丢失. “bottom-up”适

合于研究mRNA是单顺反子的微生物[29]. “top-
down” 策略, 即对蛋白质混合物分离后在蛋白

水平上直接分析[30-32], 当前有几种因素限制这种

策略的广泛应用: (1)目前的分离技术还不能把

较复杂的蛋白混合物分离成单个蛋白质组分后

进行质谱鉴定; (2)现阶段质谱直接鉴定的蛋白

质分子质量最大能到229 kDa[33]; (3)自动化程度

低; (4)费用高、耗费时间. 鉴于以上几点的限制, 
当前一种常见折中办法是对蛋白质混合物预先

分离后, 每组组分酶切后在多肽水平分析. 此方

法适合于研究存在复杂的剪接体变化和翻译后

修饰的真核生物蛋白质组[29]. 
双向凝胶电泳 ( t w o-d i m e n s i o n a l  g e l 

e l e c t r o p h o r e s i s ,  2-D E)[34-36]、质谱(m a s s 
spectrometry, MS)[37]技术是当前分离鉴定蛋白

质的两大支柱技术 ,  在很多文献中已有详细

介绍本文不做赘述 .  随着科学技术的不断进

步, 出现了许多新的蛋白质组学技术, 如表面

增强激光解吸飞行时间质谱(surface-enhanced 
laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, SELDI-TOF MS)[38]技术; 同位素标

记相对和绝对定量(isobaric tag for relative and 
absolute quantitation, iTRAQ)[39]技术是近年来新

开发的一种蛋白质组学定量研究技术, 可对复

杂样本进行相对和绝对定量研究, 具有较好的

定量效果和较高的重复性, 适合差异蛋白质组

学研究. 这些新技术的出现有力的推动了蛋白

质组学技术在临床医学研究中的广泛应用. 多
维色谱(multidimensional chromatography)[40-42]分

离技术的概念由Giddings提出, 指把不同分离机

理的色谱技术有机结合在一起的分离模式, 与
一维色谱分离模式相比其优点是大大地提高了

峰容量, 适用于样品复杂程度高的蛋白质组学

研究. 多维色谱是有不同分离原理的色谱组合

而成[43]: 如(1)离子交换色谱/反相液相色谱; (2)
体积排阻色谱/反相液相色谱; (3)亲和液相色谱

/反相液相色谱等.

2  蛋白质组学技术在胰腺癌研究中的应用

2.1 胰腺癌细胞系蛋白质组研究 Moller et al [44]在

不同浓度柔红霉素条件下孵育细胞系(EPP85-
181P)72 h. 细胞暴露在这种药物环境中导致

17种蛋白上调表达, 其中12种蛋白被鉴定. 3种
蛋白显示出强烈的浓度依赖调节, 细胞角蛋白

7(cytokeratin 7)、细胞角蛋白19(cytokeratin19)
和分化相关基因产物1(differentiation related 
gene product 1). Cecconi et al [45-46]使用酶抑制剂

曲古抑菌素-A(trichostatin-A)和5-氮-2'-脱氧胞嘧

啶核苷(5-aza-2'-deosycytidine)进行胰腺癌细胞

培养, 发现与细胞凋亡相关的新蛋白. 其结果与

观测的trichostatin-A和5-aza-2'-deosycytidine通
过影响细胞周期停滞和细胞凋亡抑制细胞生长

的结果相吻合. Tseng et al [47]建立了一株耐5-氟
尿嘧啶的细胞系, 通过2-DE的方法观察到差异

蛋白, 鉴定了其中的一些蛋白, 他们属于膜联蛋

白家族. Imamura et al [48]建立了一株敲除Smad4
基因的胰腺癌细胞系, 通过2-DE的方法研究了

经TGF-β处理与未经TGF-β处理的胰腺癌细胞

蛋白表达的差异, 并鉴定了13个表达量差异大

于1.3倍的蛋白, 包括参与细胞骨架调节、细胞

周期调节、细胞增殖的蛋白. 这种方法的成功

应用使检测未知通路中新的靶分子成为可能. 
2.2 胰腺组织蛋白质组研究 Hu et al [49]使用2-DE
的方法建立了人的胰腺蛋白质数据库, 他包括

302个蛋白质. 在这些蛋白中30%属于酶, 具有

各种催化活性, 这与胰腺的生理作用一致. 这个

研究小组还对胰腺癌和癌旁附近的正常组织进

行了2-DE的比较分析[50]. 结果发现在癌组织中

有70个蛋白表达上调, 而在正常组织中有41个
蛋白表达上调, 其中大部分是胰腺外分泌产生

的支持胰腺正常功能的蛋白质, 如淀粉酶、脂

肪酶、肽酶等. 在胰腺癌中表达上调的蛋白反

映了他们在恶性肿瘤中的作用, 如增殖活性、

黏连性消失、获得活动性和转移性. 癌组织中

表达上调的组织蛋白酶D和fascin经免疫组化方

法得到确认. Shen et al [51]通过应用2-DE的方法

分析了胰腺癌与邻近正常组织以及慢性胰腺炎

患者胰腺组织与非胰腺疾病患者的胰腺组织. 

■研发前沿
目前蛋白质组学
技术被广泛用于
胰腺癌早期诊断
标志物的筛选, 研
究表明血清/血浆
样本是获得肿瘤
生物标志物最佳
资源之一, 但由于
血清/血浆的成分
极其复杂, 利用目
前技术方法获得
高特异性和高敏
感性的标志物仍
面临较大挑战.



www.wjgnet.com

1630                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年5月18日    第15卷   第14期

鉴定了在胰腺癌中有差异表达的40个蛋白, 包
括一组抗氧化蛋白、伴侣蛋白、钙依赖结合蛋

白、细胞外基质蛋白. 其中7个调节蛋白经蛋白

印记法或免疫组化法得到确认. 以上两个研究

使用了完整的胰腺组织. Shekouh et al [52]利用激

光捕获显微切割(laser capture microdissection)
技术富集非恶性和恶性胰腺导管上皮细胞后进

行2-DE, 获得了4个差异表达的蛋白(annexinⅢ, 
lactate dehydrogenase, trypsin和S100A6). S100A6
的差异表达得到免疫组化方法确认. 在正常胰

腺细胞中S100A6不表达或弱表达, 在80%低分

化和中等分化肿瘤细胞中S100A6表达. 该蛋白

属于S100蛋白家族, S100蛋白家族中某些蛋白

与各种疾病相关, 包括癌症的发展和转移. Chen 
et al [53]使用ICAT(isotope-coded affinity tag)标记

技术[54]对胰腺癌组织和正常组织进行定量蛋白

谱研究, 定量分析了656个特异性蛋白, 其中151
个蛋白差异表达量相差2倍以上. 其中大部分调

节蛋白在细胞生理活动、上皮和肿瘤细胞的细

胞外基质相互作用的通讯系统中发挥作用. 
2.3 胰腺液蛋白质组研究 Wandschneider et al [55]

通过分析不同条件下胰液的2-DE图谱, 研究不

同胰酶抑制剂、不同浓度以及不同的pH范围对

胰液分析结果的影响. 研究结果表明: (1)在pH4
以下的蛋白质很少, 大部分蛋白存在于pH4-7之
间, pH10以上的蛋白也很少; (2)未加入胰酶抑制

剂的2-DE图与加入胰酶抑制剂的2-DE图中的差

异蛋白被后继试验证实为蛋白降解产物; (3)加
入不同胰酶抑制剂的胰液2-DE图表明PMSF抑
制剂的效果较好. Gronborg et al [56]采用1-DE和
LC-MS/MS(liquid chromatography tandem mass 
spectrometry)方法对取自3例胰腺癌患者的未

加任何胰酶抑制剂的胰液进行分析, 分别鉴定

出76, 63, 115个蛋白. 由3例样本确定170个蛋白

质, 胰液中正常组分如胰淀粉酶和胰脂肪酶等, 
异常组分中过量表达的癌相关蛋白如脂皮质素

1(lipocortin I)和CEACAM5等, 以及在胰液中首

次报道的azurocidin和防卫素R-3(defensin R-3). 
值得一提的是鉴定出一个与肝癌-小肠-胰腺/胰
腺炎(hepatocarcinoma-intestine-pancreas/pancre-
atitis-associated-protein HIP/PAP)相关的新蛋白

PAP-2. PAP-2和HIP/PAP的相关性为85%, HIP/
PAP在胰腺癌患者的血清和胰液中都显著上调, 
并且胰液中的含量比血清中高1000倍, 可能为

胰腺癌标志物的候选物. Rosty et al [57]使用SEL-
DI技术分析了22例胰液标本, 其中15例为胰腺

癌, 7例为其他胰腺疾病, 发现有一个分子质量

为16.5 kDa的蛋白在67%(10/15)胰腺癌患者的胰

液标本中存在, 而对照组胰液标本中的阳性率

仅为17%(1/7). 进一步鉴定认为这种蛋白是肝癌

-小肠-胰腺/胰腺炎-相关蛋白1(hepatocarcinoma-
intestine-pancreas/pancreatitis-associated-protein 
1, HIP/PAP-1). 使用ELISA方法定量检测了HIP/
PAP-1在43例患者(包括28例胰腺癌和15例胰腺

其他疾病)胰液标本中的含量, 发现HIP/PAP-1在
胰腺癌患者胰液中的含量(143.75-235.52 mg/L)
显著高于对照组患者胰液中的含量(6.04±7.59 
mg/L), 研究结果表明检测胰液中HIP/PAP-1的含

量将可能有助于胰腺癌的诊断. Chen et al [53]使用

ICAT的方法综合研究了胰液蛋白质谱, 并且定

量鉴定了胰腺癌差异表达的蛋白. 通过对胰腺

癌患者的胰液与正常人的胰液A组, 胰腺炎患者

的胰液与正常人的胰液B组以及正常人的胰液

与正常人的胰液C组进行分析, 共鉴定出136个
蛋白, 其中20个蛋白在3组样品中存在, 40个蛋

白在胰腺炎和胰腺癌的样品中存在, 34个蛋白

在正常和胰腺癌的样品中存在. 最终鉴定了在

胰腺癌胰液中差异表达2倍以上的21个蛋白. 需
要注意的是在一对正常胰液的比较中发现有15
个差异表达在2倍以上蛋白, 这种变化在进一步

的分子标志物的评估中需要认真考虑. 在他们

的另一研究中[58], 依然使用ICAT的方法定量研

究胰液, 通过对1例胰腺癌胰液与11例正常胰液

配对: 1例正常胰液与10例混合的正常胰液、1
例胰腺癌胰液与10例混合的正常胰液比较研究, 
总共鉴定105个蛋白, 在胰腺癌胰液与10例混合

的正常胰液比较中显示30个蛋白定量差异在2
倍以上, 其中有15个蛋白是首次发现与胰腺癌

相关, IGFBP-2(insulin-like growth factor bind-
ing protein-2)是其中之一并使用蛋白质印迹方

法验证. 
2.4 胰腺癌血清蛋白质组研究 Koopmann et al [59]

应用SELDI技术在两种不同的芯片上[(weak cat-
ion exchange, immobilized metal affinity capture 
coupled with copper (IMAC-Cu2+)]分析来自胰腺

癌、非恶性胰腺疾病和健康对照的180个血清

样本, 有两个具有显著差异的质谱峰, 其灵敏性

和特异性分别达到78%和97%. 在另一个独立的

研究中[60], 经阴离子交换分离后使用IMAC-Cu2+

芯片分析了103个来自胰腺癌和非胰腺癌患者

的血清, 其灵敏性100%, 特异性93.5%. 虽然在

这两个研究中观察到的质谱峰有差异, 但是都

■创新盘点
本文较为详细列
出蛋白质组学技
术的局限性和胰
腺癌生物标志物
筛选的样本选择.
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存在一个共同的质谱峰, 其质荷比为m/z 3967, 
他是否为同一个蛋白, 仍需其他方法进行验证. 
Hong et al [61]利用2-DE、蛋白质印迹和质谱技

术结合的方法分析了102例血清样本, 其中36例
胰腺癌、18例慢性胰腺炎、33例非胰腺肿瘤和

15例健康对照, 在一特殊类型(a particular tumor 
type)胰腺癌中鉴定出可诱导体液免疫反应产生

自身抗体的钙网织蛋白1和2. Honda et al [62]应

用SELDI技术在两种不同的芯片[(weak hydro-
phobic (H50), cationic (CM10)]上分析了245例
血清样本, 其中113例肿瘤样本、6例胰腺囊肿

样本、5例慢性胰腺炎样本和121例正常对照样

本. 在肿瘤与正常样本比较中有4个质谱峰m/z 
8766, 17 272, 28 080和14 779差异在2倍以上. 这
组质谱峰与CA19-9联合检测29例胰腺癌患者有

100%的敏感性, 但是在检测39例正常对照时产

生6例假阳性. 这一组蛋白是否可以用于临床筛

查有待进一步检验. 

3  展望

蛋白质组学已经成为生命科学领域研究热点之

一, 并已形成临床蛋白质组学分支. 在蛋白质组

学研究策略普遍被接受的同时, 也应该清醒地

认识到蛋白质组学技术现阶段还不是一种完美

的工具, 在当前技术条件的限制下, 还有一些问

题等待解决. 例如在生物样品的制备与处理过

程中, 由于生物样品极其复杂, 如血清含有上千

种性质各异的物质如蛋白质、核酸、脂类和代

谢产物等, 如何消除生物基质的干扰; 如何解决

高丰度蛋白对低丰度蛋白的掩盖; 如何避免电

喷雾过程中的离子抑制现象和电化学反应等问

题显得非常重要[63-64]. 胰腺癌早期无典型临床表

现, 上腹疼痛需要鉴别的疾病甚多, 易发生误诊

误治, 故寻找高特异性和高敏感性的胰腺早期

诊断的标志物具有重要的临床意义和社会意义. 
胰腺癌具有极强的隐蔽性, 因此血液中的特殊

生物分子将有可能成为胰腺癌早期诊断标志物, 
但是由于血液成分极其复杂, 多种分析和分离

技术的有机结合才有可能从血液样本中获得胰

腺癌早期诊断标志物.
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) includes 
ulcerative colitis (UC) and Crohn's disease (CD). 
Many studies demonstrate an involvement of 
intestinal microflora in the pathogenesis of IBD. 
Tissue damages can result from dysregulated 
immune response to intestinal bacteria in 
genetically susceptible individuals. Therefore, 
alteration of the intestinal microflora may 
represent a feasible therapeutic approach for 
IBD. Probiotics can change the proportion of 
intestinal microflora, improve the function of 
intestinal epithelial barrier, prevent intestinal 
bacterial translocat ion and al leviate the 
inflammation degree. In this article, we reviewed 
the effect of probiotics in the treatments of IBD 
and its mechanism.

Key Words: Probiotics; Inflammatory bowel dis-
ease; Intestinal microflora
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probiotics on inflammatory bowel disease. Shijie Huaren 
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摘要
炎症性肠病包括溃疡性结肠炎和克罗恩病. 炎

症性肠病患者肠道内存在菌群失调, 若给患者
补充正常细菌即益生菌, 使肠道内菌群失调得
到纠正, 可使病情缓解. 益生菌能改变肠道菌
群比例、转化某些肠内物质、提高肠上皮的
屏障功能、防止肠细菌易位以及通过调节细
胞因子减轻炎症. 本文对益生菌以上作用及机
制作一综述. 

关键词: 益生菌; 炎症性肠病; 肠道菌群
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0  引言

炎症性肠病(IBD)包括溃疡性结肠炎(UC)和克

罗恩病(CD). 自从1859年首次报道UC以来, 这
种疾病的病因学方面的研究少有进展. 目前认

为, IBD的病因涉及遗传、环境和免疫三方面以

及三者之间的相互作用. 临床研究发现, 正常细

菌的数量减少, 若给患者补充正常细菌即益生

菌, 使肠道内菌群失调得到纠正, 可使病情缓解. 
益生菌是含有生理性活菌或死菌(包括其组分

和代谢产物)的生物制品, 经口服或其他途径摄

入, 旨在改善黏膜表面的微生物群与酶的平衡, 
或刺激机体特异性或非特异性免疫机制. 1989
年Fuller[1]将益生菌定义为: 经饮食摄取的能促

进宿主机体微生态平衡的活微生物. 本文就益

生菌对炎症性肠病的治疗作用和机制作一简要 
综述. 

1  益生菌对炎症性肠病的治疗作用

益生菌虽有百余年历史, 但真正应用于临床还是

最近几十年才开始. Kruis et al [2]在327例UC患者

维持治疗中比较美沙拉嗪(mesalazine)和益生菌

的治疗效果. 两组患者分别口服美沙拉嗪500 mg 
3次/d和埃希杆菌Nissle1917 1次/d, 疗程12 mo. 
两组的复发率、缓解天数及疾病活动指数相接

近, 说明益生菌治疗可取得与抗炎药物相似的

疗效, 且无药物副作用. 予l8例活动期UC患者长

双歧杆菌和菊粉、寡果糖治疗1 mo后, 治疗组

®
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的乙状结肠镜评分降低, 而安慰剂组无改善, 治
疗组临床症状改善[3]. 传统药物治疗无反应的34
例轻、中度活动期UC患者接受6 wk的一种新近

生产的益生菌制剂VSL#3治疗, 缓解率为53%, 
24%患者有反应．说明VSL#3对UC有一定的治

疗作用[4]. 
慢性贮袋炎是溃疡性结肠炎回直肠吻合术

后的难治性并发症, 被认为是炎症性肠病的第3
种类型, 其病因不明, 可能与细菌过度生长和双

歧杆菌、乳杆菌减少有关[5]. Gionchetti et al [6]应

用VSL#3维持治疗慢性贮袋炎, 他们将40例临

床和内镜下均缓解的慢性贮袋炎患者分为两组, 
一组口服益生菌制剂VSL#3, 6 g/d: 另一组口服

安慰剂. 服药9 mo后, VSL#3组仅3例复发, 而安

慰剂组20例全部复发, 提示益生菌可有效地用

于慢性贮袋炎缓解期的维持治疗. Mimura et al [7]

得到了类似的结果. 
很多学者也研究了益生菌对CD的治疗效

果. Schultz et al [8]将11个处于中度活动期的CD患

者随机分成两组, 分别接受乳酸杆菌GG(LGG-
CM)和安慰剂治疗6 mo, 治疗组和对照组的缓解

期中位数分别是16±4 wk和12±4.3 wk, 统计学

无差异. 75例CD儿童在维持治疗时接受LGG治

疗2 a．其平均缓解时间LGG组9.8 mo, 安慰剂组

l1 mo, 复发率LGG组为31%, 安慰剂组为17%, 与
安慰剂比较无差异[9]. 法国GETAID工作组也得

到了类似的结果[10]. 他们将98个行肠切除的CD
患者随机分成两组, 分别接受乳酸杆菌johnsonii 
strain LA1和安慰剂治疗6 mo, 内镜下复发率分

别是49%和64%, 临床症状上复发人数分别是4
和3, 两组间差异无显著性, 乳酸杆菌johnsonii 
strain LA1对CD患者无明显的治疗效果. 

IBD是一种自身免疫性疾病, 有全身多个系

统损害, 伴有一系列肠外表现, 包括硬化性胆管

炎、关节炎、慢性肝炎等. 某些益生菌能减轻

某些肠外表现. Karimi et al [11]用益生菌复合制剂

VSL#3治疗饱受关节痛之苦的静止期IBD患者, 
这些患者的关节痛病史均超过2 wk. 关节痛强度

采用Ritchie Articular评分标准和直观类比标度

评分. 29人中有16人完成了试验, 根据评分标准, 
有10人关节痛症状有了明显改善. 遗憾的是, 该
研究没有设立对照组, 以及未能阐明其可能机

制, 尚需进一步研究. 
总之, 益生菌治疗IBD的疗效是有限的, 从

目前的资料看, 其作用主要体现在对贮袋炎和

UC缓解期的维持治疗, 对CD的疗效不明确. 可

能原因是: (1)菌株特异性: 不同的菌株对IBD可

能作用不同, 例如大肠埃希杆菌nissle比乳酸杆

菌和双歧杆菌更能刺激外周血单核细胞释放细

胞因子[12]; (2)与肠道不同部位的细菌含量不同

有关, 大肠内细菌数量比空回肠多, 益生菌对UC
的疗效优于CD可能与此有关[13]; (3)UC和CD发

病机制可能不一样.

2  益生菌对炎症性肠病的作用机制

2.1 益生菌能改变肠道菌群比例、转化某些肠

内物质 IBD患者存在肠道菌群比例失调. UC患
者急性期肠杆菌、肠球菌和小梭菌增加, 而双

歧杆菌和乳酸杆菌减少, 缓解期拟杆菌和双歧

杆菌较急性期明显上升, 而小梭菌数量下降; 急
性期CD患者肠杆菌和酵母菌增加, 而双歧杆菌

和乳杆菌下降, 缓解期双歧杆菌有回升, 但仍明

显低于正常, 缓解期与急性期相比双歧杆菌的

数量有明显差异[14]. 某些益生菌能改变肠道菌

群比例, 予IBD患者补充益生菌能增加肠道内的

有益菌, 减少有害菌, 促使失调的肠道菌群正常

化[15]. Madsen et al [16]发现, 给已患结肠炎的大鼠

大肠重新定植乳杆菌reuteri后, 大鼠的结肠炎明

显减轻, 黏膜黏附和易位的细菌比例明显下降, 
说明肠道菌群比例已趋于正常, 其机制可能是

通过竞争性抑制发挥作用. Macfarlane et al [17]运

用细菌学检验和直肠活组织检查方法发现UC患
者肠内双歧杆菌数量明显减少. 他们设计了一

个随机对照实验, 用含有双歧杆菌的合生元给

处于活动期的UC患者口服, 为期1 mo, 在实验开

始前和结束后用细菌学检验和直肠活组织检查

方法检查患者肠内细菌比例. 结果发现定植在

肠黏膜上的双歧杆菌明显增加. 
乳酸盐是结肠内发酵的中间产物, 可以代

谢成短链脂肪酸. 而高乳酸盐产物与IBD等疾病

引起的大肠功能紊乱有关. Hashizume et al [18]将

12只无特异性致病菌的雄性斯普拉-道来大鼠

(Sprague-Dawley rats)以寡聚果糖(100 g/kg)喂养, 
在肠道内转化成乳酸盐. 持续喂养后第2天大便

中乳酸盐的分泌量都大于30 mmol/kg. 第4天将

12只大鼠随机分成两组, 一组(n  = 5)以M.elsdenil 
JCM1772喂养3 d, 另一组以普通鼠食作为对照. 
结果实验组的乳酸盐分泌量明显低于对照组, 
而代之以丁酸盐的分泌量明显增加. 

IBD患者罹患肾结石的危险度是普通人的

10-100倍, 其原因是肠原性尿草酸盐过多. 某些

益生菌能限制肠内草酸盐的吸收. Lieske et al [19]

■研发前沿
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株、选用适宜的
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生态制剂发挥作
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作用的分子机制
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将由各种原因导致的尿草酸盐过多的10个病

人连续3 mo口服乳杆菌制剂, 剂量每月增加一

次, 同时收集24 h尿量计算每个月尿草酸盐的平

均浓度, 第4个月不服药物, 发现1 mo后平均尿

草酸盐排泄量下降19%(P <0.05), 2 mo后下降了

24%(P <0.05), 但是第3个月后稍有上升, 第4个月

又下降20%. 因此他们得出结论: 益生菌能影响

尿草酸盐的排泄从而减少尿石的形成.
2.2 益生菌能提高肠上皮的屏障功能、防止肠

细菌易位 Garcia-Urkia et al [20]将32只成年Wistar
鼠的十二指肠空肠曲到盲肠上10 cm的80%小肠

全部切除, 造成实验性短肠综合症(SBS), 然后用

标准鼠食和自来水喂养. 10 d后, 随机分成两组, 
对照组14只, 实验组18只. 实验组每天加伺双歧

杆菌Lactis. 实验结束时将大鼠全部处死. 将大鼠

肠系膜淋巴结、外周血、门静脉血样本分别进

行培养. 结果对照组90%发生了细菌易位, 而实

验组的发生率只有44%, 差异具有显著性. 他们

由此得出结论, 口服双歧杆菌Lactis能减少实验

性短肠综合症细菌易位的发生. Osman et al [21]将

60只斯普拉-道来大鼠随机分成6组, 前7 d分别

以生理盐水和5种益生菌菌种喂养, 后7 d继续上

述制剂外, 在大鼠饮水中加入5%右旋糖酐硫酸

酯钠(DSS)以诱发结肠炎. 将大鼠处死后取结肠

病理. 结果显示, 与对照组相比, 5个实验组的炎

症明显减轻, 且易位到肠系膜淋巴结的细菌菌

落数明显低于对照组. 
肠道屏障功能受损, 通透性增高, 肠腔内的

抗原、内毒素等促炎症物质进入肠黏膜固有层, 
诱发免疫反应. 益生菌能调节肠道上皮细胞间

的连结, 改善肠上皮的物理屏障功能. 益生菌通

过对底物和肠上皮微绒毛上的脂质和蛋白质多

糖受体结合位点的竞争排除病原．拮抗致病菌

的黏附定植[22]. Madsen et al [23]研究发现, VSL#3
复合制剂中的一种或几种菌属能释放一种可溶

性蛋白质, 提高肠上皮的物理屏障功能. IL-10基
因缺陷鼠体内和体外结肠甘露醇灌注实验均证

实肠黏膜上皮通透性增高. 经过4 wk VSL#3治
疗后, 甘露醇流量完全正常. 他们应用VSL#3作
用于单层肠上皮细胞T84, 能显著提高细胞抗沙

门氏菌侵袭的能力. 用培养过VSL#3的条件培

养液作用于单层肠上皮细胞T84, 也可见到上述

效应, 说明一种可溶性因子被释放作用于上皮

细胞. 该因子对热不稳定, 能被蛋白酶水解, 提
示可能是一种蛋白质. Tao et al [24]发现乳酸杆菌

GG(LGG-CM)分泌的一种可溶性蛋白质能引

起肠上皮细胞热休克蛋白(Hsp)表达增多, 包括

Hsp70和Hsp25. 这种诱导作用持续时间很短, 但
上皮细胞能持续表达Hsp, 提示信号转导途径参

与其中. 实验证实LGG-CM通过激活MAPKs途
径而调节肠上皮细胞Hsp表达, p38和JNK的阻制

剂能阻断Hsp的表达. Hsp能保护肠上皮细胞免

于氧应激, 保持肠上皮细胞完整性.
2.3 益生菌能调节细胞因子减轻炎症 肿瘤坏死

因子α(TNF-α)是一种主要由活化的单核-巨噬细

胞所产生的具有多种生物活性的细胞因子, 可
使白细胞在炎症局部聚集, 刺激单核细胞、血

管内皮细胞等产生细胞因子, 诱导细胞因子合

成并产生级联反应, 最终导致组织的炎症损伤. 
Peran et al [25]使用能释放谷胱苷肽的发酵乳杆

菌治疗IBD, 发现其主要通过降低结肠内TNF-α
水平和诱导氮氧合酶的表达, 从而调节NO等炎

症反应介质产生, 改善炎症症状. 霍利娟 et al [26]

应用益生菌和SASP治疗UC模型大鼠, 发现肠

黏膜中的IL-1β mRNA和TNF-α mRNA均较模

型组显著下降, 说明益生菌可能通过抑制炎性

因子的表达, 在一定程度上达到缓解炎症, 且与

SASP同样起到治疗UC的作用. 两歧双歧杆菌

BCN4能抑制大鼠肠道IFN-γ, MCP-1的产生, 同
时使大鼠IBD临床症状明显减轻[27]. Dalmasso et 
al [28]研究发现, 酵母菌boulardii能使分泌IFN-γ
的Th1淋巴细胞局限于肠系膜淋巴结内, 同时

CD4+淋巴细胞的数量及其分泌的IFN-γ也减少. 
乳杆菌的一种亚型B21060能抑制CD4+淋巴细

胞和单核细胞的增殖而不影响细胞因子的水 
平[29]. 由此可见, 益生菌可能通过改变T淋巴细

胞的迁移、增殖、抑制Th1淋巴细胞的浸润和

前致炎因子的扩增发挥抗炎作用. 
TNF-α, IL-1β表达是由NF-κB调控的[30]. UC

鼠模型的结肠黏膜中巨噬细胞和上皮细胞核因

子NF-κB表达较正常照明显增强, 且其表达与炎

症严重程度呈正相关. NF-κB可能是免疫调节的

中心环节[31]. UC模型小鼠口服双歧杆菌能够减

少小鼠结肠黏膜中NF-κB的表达[32]. 
T L R家族是一个物种进化中的保守家族,  

在结构上具有高度同源性, 每个TLR成员都是模

式识别受体(pattern recognition receptors, PRR), 
能够识别某种高度保守的结构基序, 即病原相

关的分子模式(pathogen-associated molecular 
patterns, PAMP). Lee et al [33]将活的、死的和照

射灭活的益生菌饲于TLR-2, TLR-4, TLR-9和
MyD88的基因敲除IBD模型小鼠, 研究表明, 益

■同行评价
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生菌能够减轻TLR-2, TLR-4基因敲除小鼠结肠

炎症的严重程度, 对于TLR-9, MyD88基因敲除

小鼠则无这种作用. 喂给小鼠益生菌DNA也能

减轻小鼠结肠炎症的严重程度, 而喂给小鼠甲

基化DNA、小牛胸腺DNA、DNA酶处理的益

生菌则无效. 接下来的研究中, 他们发现细菌

DNA通过TLR-9诱导免疫细胞产生Ⅰ型干扰素

介导抗炎效应, Ⅰ型干扰素中和抗体消除了抗

炎效应, 反之重组基因产物INF-β模拟TLR-9诱
导的抗炎效应. 他们由此得出结论, 益生菌的

这种保护作用主要是其自身DNA介导的, 与其

代谢产物和定植能力关系不大. 细菌DNA通过

TLR-9诱导免疫细胞产生Ⅰ型干扰素, 而Ⅰ型干

扰素则可以阻止肠上皮屏障的破坏, 起到抗炎的 
作用. 

目前看来, 信号转导过程与益生菌有关, 包
括通过抑制蛋白酶体介导的NF-κB的调节, HSP
的诱导及激活. 最具挑战性的发现是: 益生菌的

有益作用可以通过其DNA、分泌的可溶性因子

介导产生; TLR-9可能介导了益生菌与免疫细胞

间的相互作用. 
总之, 由于引起IBD的细菌抗原尚不清楚, 

所以到目前为止, 人们还很难去设计抗原特异

性的免疫治疗. 利用益生菌的生物活性拮抗致

病菌的作用, 给IBD治疗提供了一种新的思路. 
但在临床实际应用中存在不少问题: 如何选择

最佳菌株、选用适宜的剂量和疗程都是益生菌

治疗IBD需要考虑的事情; 缺乏对微生态制剂的

认识和使用经验, 尤其是大规模、多中心、随

机、双盲和前瞻性临床试验少, 评价种类也少; 
微生态制剂发挥作用确切的机制尚有待于进一

步阐明; 每一种益生菌作用机制需进一步研究; 
没有一项研究验证益生菌制剂的最小有效剂量; 
目前关于益生菌对IBD 的治疗作用的临床试验

较少, 且样本量较小, 还需进一步行大样本临床

试验[34]. 我们相信随着对益生菌治疗炎症性肠病

实用价值的深入研究, 人类终究会发现应用便

捷、安全而有效的微生态治疗方法.
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关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)
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Abstract
AIM: To investigate the influence of sense or 
anti-sense GCRG213 fragment and GCRG213 
RNA interference (RNAi) on transplanted 
gastric cancer in vivo.

METHODS: Gastric carcinoma cell line MKN45 
at logarithmic growth phase was subcutane-
ously inoculated in 20 athymic mice. After 
tumor formation, the adeno-associated virus 
(AAV) containing sense or anti-sense GCRG213 
fragment and GCRG213 RNA interference frag-
ment was injected into tubercles. Meanwhile, 
empty and normal saline control groups were 
designed. All the mice were killed 2 weeks after 
injection. Tumors were weighted and the expres-
sion of GCRG213 mRNA was detected by semi-
quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction.

RESULTS: Three weeks after inoculation of 
MKN45 cells, small tumor tubercles came into 
formation. The weights of tumor tissues were 
5.12 ± 1.02, 1.22 ± 0.46, 0.81 ± 0.37, 3.13 ± 0.69 and 
3.45 ± 0.87 g in sense, anti-sense, RNAi, empty 
and normal saline group, and the mRNA expres-
sion of GCRG213 were 0.406 ± 0.013, 0.211 ± 0.021, 
0.087 ± 0.015, 0.312 ± 0.050 and 0.283 ± 0.061 in 
the above groups, respectively.

CONCLUSION: Target genes including sense or 
anti-sense GCRG213 and RNAi fragment can be 
effectively expressed in vivo through AAV vec-
tor. Increased or decreased GCRG213 expression 
can promote or inhibit growth of gastric cancer. 

Key Words: Gastric cancer related gene GCRG213; 
Adeno-associated virus; Small interfering RNA; 
Gene transfection; Transplanted gastric cancer

Xu SP, Wu BY, Wang MW, Gao LL, Wu YQ, Wang WH, 
You WD. Effect of sense or anti-sense GCRG213 fragment 
and GCRG213 RNA interference on transplanted 
gastric carcinoma in vivo. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(14):1639-1642

摘要
目的: 观察胃癌相关基因GCRG213体内正、

反向转染和R N A干扰对裸鼠胃癌种植瘤的
影响.

方法: 将对数生长期的胃癌细胞株M K N45
接种到裸鼠皮下, 成瘤后用制备好的分别含
GCRG213正、反义克隆和RNAi片段的腺相
关病毒分别在肿瘤局部注射, 以空病毒和生
理盐水对照, 继续喂养2 wk后处死, 取肿瘤
测量重量, 并用半定量RT-PCR检测肿瘤组织
GCRG213mRNA表达水平.

结果: 裸鼠接种MKN45细胞3 wk左右皮下形
成肿瘤结节. 肿瘤组织重量在正向转染组为
5.12±1.02 g、反向组1.22±0.46 g、RNAi组
0.81±0.37 g、空病毒组3.13±0.69 g、生理
盐水组3.45±0.87 g; 各组GCRG213 mRNA
表达水平依次分别为0.406±0.013, 0.211±
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■背景资料
胃 癌 相 关 基 因
GCRG213是我们
实验室筛选出的1
条在肠型胃癌、

癌旁和正常组织
间差异表达的新
基因, 初步研究表
明: 用其正义克隆
转染人胃癌细胞
系MKN45细胞后, 
能增加细胞的生
长速度和成瘤性, 
用反义克隆转染
或RNA干扰后则
能抑制细胞的生
长速度和成瘤性, 
是1种可能的胃癌
促进因子. 腺相关
病毒 (AAV)载体
是目前唯一没有
引起人类宿主任
何病理反应的载
体, 有望成为人体
基因治疗和基因
功能研究最理想
的载体工具. 为了
进一步在体研究
GCRG213功能 , 
我们包装了含其
正、反义克隆和
特异性RNAi片段
的3种AAV, 并行
裸鼠体内注射, 为
以后的研究奠定
了基础, 同时也为
胃癌基因治疗提
供了有益的尝试.



0.021, 0.087±0.015, 0.312±0.050, 0.283±
0.061.

结论:  三种腺相关病毒分别有效地介导了
GCRG213正、反义克隆和RNAi片段的体内
表达, 提高或降低了GCRG213 mRNA的表达
水平, 促进或抑制了胃癌种植瘤的生长.

关键词: 胃癌相关基因GCRG213; 腺相关病毒; 小

干扰RNA; 基因转染; 胃癌种植瘤
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0  引言

胃癌的发生发展是多基因变异累积的过程. 本
实验室应用荧光标记的DDRT-PCR筛选出1条
在肠型胃癌组织、癌旁及正常组织间差异表达

的新基因GCRG213[1]. 初步研究表明, 用其正义

克隆转染人胃癌细胞系MKN45细胞后, 能增加

细胞的生长速度和成瘤性, 用反义克隆转染或

R N A干扰后则能抑制细胞的生长速度和成瘤

性[2-3]. 为了进一步研究GCRG213的体内功能, 
我们用包装好的分别含GCRG213正、反义克隆

和特异性RNAi片段的三种腺相关病毒行裸鼠体

内注射, 观察对胃癌种植瘤生长的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 5周龄雌性裸鼠均购自解放军总医院动

物实验中心, 体质量18-20 g. 包含GCRG213正、

反向克隆的腺相关病毒rAAV-GCRG213-s, rAAV-
GCRG213-a(滴度均为4×1013 v.g./L)和包含

GCRG213特异性RNAi片段的腺相关病毒rAAV-
U6-shRNA(滴度为5×1015 v.g./L)均有本实验室

制备并保存. rAAV-GFP腺相关病毒(滴度为5×
1015 v.g./L)由北京本元正阳公司惠赠. MKN45细
胞系本实验室保存. RT-PCR试剂盒购自TaKaRa
公司.
1.2 方法 
1.2.1 建立胃癌种植瘤模型 5周龄雌性裸鼠20只, 
随机分成5组, 每组4只, 无菌环境下饲养3 d后准

备接种. 取对数生长期MKN45细胞, 2.5 g/L胰酶

消化后, 1×PBS洗涤, 制成浓度为1×1010/L的单

细胞悬液, 在每只裸鼠左后肢皮下注射0.2 mL 
MKN45细胞.
1.2.2 病毒局部注射 将病毒均稀释成滴度为2×
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1014 v.g./L, 待裸鼠皮下有小的瘤结节形成时, 每
组裸鼠分别在肿瘤局部注射0.2 m L相应病毒

或生理盐水. A组(空白组): 注射0.2 mL生理盐

水; B组(空病毒对照组): 注射rAAV-GFP腺相关

病毒; C组(正向转染组): 注射rAAV-GCRG213-s
腺相关病毒;  D组(反向转染组): 注射r A AV-
GCRG213-a腺相关病毒; E组(shRNA干扰组): 注
射rAAV-U6-shRNA腺相关病毒. 注射后裸鼠继

续在无菌环境下饲养2 wk, 观察肿瘤大小变化及

裸鼠存活状况. 
1.2.3 取肿瘤组织 2 wk后将裸鼠引颈处死, 剥离

种植瘤块, 滤纸吸干后测量肿瘤大小并称重, 部
分组织液氮保存, 拟行RT-PCR检测GCRG213 
mRNA表达水平的变化. 
1.2.4 组织总RNA提取及鉴定 称取50-100 mg
组织, 加入l mL TRIzol试剂, 组织体积不超过

TRIzol试剂体积的10%. 匀浆后室温孵育5 min, 
加0.2 mL氯仿, 剧烈震荡15 s, 室温孵育2-3 min. 
4℃ 12 000 g离心15 min. 移出上清, 加0.5 mL异
丙醇, 室温孵育10 min. 4℃ 12 000 g离心10 min. 
移去上清, 用冷的750 mL/L乙醇洗一次. 4℃ 
7500 g离心5 min, 回收RNA沉淀, 溶解于100 μL 
DEPC水中使用, 或置于乙醇中-70℃保存备用. 
取5 μL RNA样品, 以10 g/L琼脂糖凝胶电泳分

析, 紫外灯下观察rRNA, 28S, 18S, 5S的带型和

强度. 总RNA用双蒸水1∶40稀释后测其A 260/280

比值以及有无残留蛋白. 
1.2.5 半定量RT-PCR检测GCRG213 mRNA表达 
取RNA 5 μg进行逆转录反应, 然后各自取cDNA 
1 μL用于PCR反应. GCRG213基因引物序列如

下: P1: 5'-AACTGCAGATGCAACAAGAA-3', 
P2: 5'-CGGGATCCAAGTTTTGAGTGAG-3'. 以
β2-microglobulin为内参照, 引物序列如下: P1 
5'- GCTATCCAGCGTACTCCAAAGA-3', 5'- 
AGAGCTACCTGTGGAGCAACCT-3'. 引物由

上海博亚生物工程公司合成, 反应条件: 94℃ 2 
min. 94℃ 30 s, 51℃ 30 s, 72℃ 30 s, 32个循环. 
72℃延伸7 min. 取5 μL扩增产物, 以10 g/L琼脂

糖凝胶电泳分析. 产物电泳后经凝胶分析软件

(Bandscan)分析其灰度值, 结果以产物与内参照

的比值表示. 

2  结果

2.1 胃癌种植瘤模型及肿瘤生长状况 裸鼠皮下

接种MKN45细胞后, 3 wk左右皮下形成肉眼可

见的肿瘤结节, 局部注射病毒后, 裸鼠生长良好, 

www.wjgnet.com

■同行评价
该文选题新颖, 研
究方法先进, 数据
客观, 结论对于探
索胃癌的发病机
制具有较高的学
术价值, 而且对于
胃癌的基因治疗
也提供了有益的
尝试.



徐世平, 等. 胃癌相关基因GCRG213正反向转染和RNA干扰对裸鼠胃癌种植瘤的影响                                                    1641

www.wjgnet.com

未出现1例死亡.继续喂养2 wk后处死裸鼠, 剥离

瘤块, 滤纸吸干后称重. A, B, C, D, E五组肿瘤重

量分别为(mean±SD, g) 3.45±0.87, 3.13±0.69, 
5.12±1.02, 1.22±0.46, 0.81 ± 0.37, 同A组和B
比较, C组的裸鼠肿瘤生长更快(P <0.05), 而D组

和E组的裸鼠肿瘤生长较慢(P <0.05). 
2.2 肿瘤组织总RNA的提取 肿瘤组织提取的总

RNA(图1), 分光光度计测量A 260/280 = 1.7-1.85, 电
泳清晰显示28S, 18S和5S条带. 
2.3 RT-PCR结果 A, B, C, D, E5组肿瘤组织中

GCRG213 mRNA表达水平(与内参照比值)分
别为0.283±0.061, 0.312±0.050, 0.406±0.013, 
0.211±0.021, 0.087±0.015, 同A组和B组比较C
组的裸鼠GCRG213 mRNA表达水平相对较高, 
而D组和E组的裸鼠肿瘤GCRG213 mRNA表达

水平相对较低, 结果说明注射病毒后正、反向

克隆得到了有效表达, shRNA片段也有效抑制了

目的基因的表达(图2).

3  讨论

胃癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一, 我
国是胃癌发病率较高的地区, 尽管目前我国胃

癌的发病率有下降趋势, 但其发病率和死亡率

仍位居前列[4-5]. 探索疾病发生的相关机制, 寻找

更为有效的治疗手段仍是我们努力的方向. 
GCRG213是我们实验室发现的1条胃癌相

关新基因, 既往的研究表明[2-3]GCRG213可能

是一种新发现的恶性肿瘤形成促进因子. 由于

既往的实验主要是体外实验, 为了进一步研究

GCRG213在体内表达水平的变化对肿瘤的影

响, 我们选用腺相关病毒载体进行了GCRG213
正、反义克隆和特异性RNAi片段的包装, 结果

表明, 用病毒进行裸鼠种植瘤局部注射后, 成功

实现了基因的局部表达, 同注射了空病毒组比

较, 正向表达组促进了肿瘤的发展, GCRG213 
mRNA表达水平升高; 反向表达组和RNAi组
减缓了肿瘤的发展速度, GCRG213 mRNA表

达水平降低. 结果再次证实了GCRG213是一个

促癌因子, 当然本实验裸鼠数量有限, 对实验

的进一步扩大将有助于对结果的更深入观察, 
GCRG213的促癌机制和对体内其他相关基因的

影响也有待进一步研究. 本实验也为胃癌的基

因治疗提供了有益的尝试. 随着生物技术的发

展, AAV载体成为目前载体工具研究的热点. 在
用于人类基因治疗常用病毒载体中, AAV载体

是目前唯一没有引起人类宿主任何病理反应的

载体[6]. 作为体内实验一种理想的基因治疗的病

毒载体, AAV具有使用安全、不致病、可以定

点整合到第19号染色体上、可以感染分裂和非

分裂细胞、宿主范围广、携带的外源基因可长

期稳定表达等优点[7-9]. rAAV携带的外源基因除

了以整合的形式长期表达以外, 还可以染色体

外附加体的形式短暂表达. 这取决于转导的细

胞类型、细胞的代谢和增殖状态以及所采用的

转导条件. rAAV向体内靶组织注射后, 逐渐由

单链的载体基因组转变成高分子量的双链串联

体, 伴随着外源基因的表达逐渐增强, 在数周内

表达达到稳定状态. 外源基因的长期表达既可

以来自整合于染色体的串联体, 也可以来自附

加体形式的串联体, 这两种情况同时存在. 在小

鼠肝脏中, rAAV的单链基因组在5 wk内逐渐消

失, 代之以双链、高分子量串联体的逐渐增加. 
这种串联体在约5%的细胞中是整合形式的, 其
余则是以附加体形式存在的[8]. 因此, AAV有望

成为人体基因治疗和基因功能研究最理想的载

体工具. 本实验显示裸鼠局部注射病毒数达到

1010-1011 v.g., 未出现任何不良反应, 生长状况

良好, 反应了腺相关病毒良好的安全性, 同时用

该病毒成功实现了基因的体内表达, 对肿瘤的

生长产生了抑制或促进作用, 也说明用病毒进

行体内目的基因的正、反向表达和RNA干扰都

图 1 裸鼠肿瘤组织提取总RNA电泳图.

GCRG213

β2-microglobulin

     1       2       3       4       5       6      7       8       9

图 2 裸鼠肿瘤组织GCRG213 mRNA表达水平. 1-2: D组; 

3-4: B组; 5-6: A组; 7-8: E组; 9: C组.
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是可行的. Mahendra et al [10]已经用rAAV介导的

sFlt21抑制肿瘤血管的生成, Veldwijk et al [11]也在

肉瘤细胞系中用rAAV2介导自杀基因来进行基

因治疗的研究, 都显示了rAAV应用于临床的广

阔前景. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是由与

靶序列同源的双链RNA所诱导的特异性的转录

后基因沉默现象, 他具有高效性、特异性的特

点, 已成为基因治疗和基因功能研究领域新的

热点. 典型的转染外源合成的siRNA在转染7 d
以后或者10次细胞分裂后会从mRNA抑制中恢

复[12]. 然而用shRNA载体转染的细胞将经历长

期稳定的mRNA抑制作用. 从而提供了比转染化

学合成的siRNA更经济有效的方法. 如果能用病

毒包装含目的基因特异性的shRNA进行体内感

染并有效表达, 无疑是基因治疗的一种理想的

方法. 由于RNAi的高效表达需要有特异性的U6
启动子[13-14], 我们构建的包含U6启动子和特异性

RNAi片段的rAAV-U6-shRNA腺相关病毒体内

注射后成功实现了RNAi片段的有效表达, 也将

为更多的基因干预和基因的功能研究提供有效

的载体工具.
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Abstract
AIM: To study the anti-lipid peroxidation effect 
of Osthole during acute hepatic injury induced 
by carbon tetrachloride (CCl4) in mice. 

METHODS: Forty Kunming mice were ran-
domly and equally divided into normal control 
group, model group, Osthole-Ⅰ group (treated 
with 50 g/kg Osthole) and Osthole-Ⅱ group 
(treated with 100 g/kg Osthole). Except those in 
the normal control group, the mice in the other 
groups were intraperitoneally injected with  
1 g/L CCl4 (peanut oil solution). Sixteen hours 
later, the serum were collected for the detection 
of superoxide dismutase (SOD) activity and total 
antioxidation capacity (T-AOC), and the liver 
tissues were sampled for the measurement of 
malondialdehyde (MDA) content, nitric oxide 
(NO) level and T-AOC. 

RESULTS: In comparison with model group, 
Osthole at the dose of 50 g/kg markedly en-

hanced the level of NO (F = 6.171, P = 0.01); 
however, Osthole at the dose of 100 g/kg sig-
nificantly decreased MDA content (F = 3.547, P 
= 0.04), increased the level of NO (F = 3.698, P 
= 0.009) and T-AOC (P = 0.000) in liver tissues, 
and elevated SOD activity (F = 4.797, P = 0.04) 
and T-AOC (F = 3.103, P = 0.02) in serum. 

CONCLUSION: Osthole has the effect of anti-
lipid peroxidation. 

Key Words: Osthole; Carbon tetrachloride; Lipid 
peroxidation

Liu JX, Zhou Q, Zhou L, Zhao HY, Lian QS. Influence 
of Osthole on lipid peroxidation induced by carbon 
tetrachloride in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(14):1643-1645

摘要
目的: 研究蛇床子素(Ost)对四氯化碳(CCl4)诱
导小鼠脂质过氧反应的影响. 

方法: 40只昆明种小鼠随机平均分为4组: 正
常对照组、模型组、Ost治疗1组(50 g/kg)、
Ost治疗2组(100 g/kg). 除对照组外, 其余各组
腹腔注射1 g/L CCl4花生油溶液. 16 h后分别
测定血清SOD和T-AOC及肝组织MDA, NO和
T-AOC. 

结果: 与模型组相比, 50 g/kg Ost显著升高肝
组织NO含量(F  = 6.171, P  = 0.01); 100 g/kg 
Ost显著降低CCl4中毒小鼠肝组织中MDA含
量(F  = 3.547, P  = 0.04), 升高NO(F  = 3.698, P 
= 0.009)和T-AOC(P  = 0.000)以及血清中提高
SOD活性(F  = 4.797, P  = 0.04)和T-AOC(F  = 
3.103, P  = 0.02). 

结论: 蛇床子素有抗脂质过氧化作用.

关键词: 蛇床子素; 四氯化碳; 脂质过氧化
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■背景资料
氧自由基可能是
许多病理过程的
共同中间环节之
一, 体内自由基的
生成和清除处于
相对平衡, 体内过
剩自由基的产生
及引发的脂质过
氧化反应, 将促进
细胞损伤和机体
衰老, 并引发多种
疾病. 本实验室曾
报道蛇床子素的
抗氧化作用和肝
损伤的保护作用, 
本文的目的是进
一步肯定蛇床子
素对脂质过氧化
损伤的保护作用.



0  引言

蛇床子素(osthole, Ost)作为一种香豆素广泛存

在于当归、白芷、补骨脂、羌活、独活等伞形

科植物中, 也是这些植物中线型呋喃香豆素的

代表, 他的化学名为7-甲氧基-8-异戊烯基香豆

素(7-methoxy-8-[3-methylpent-2-enyl]coumarin). 
我们曾报道Ost具有Ca2+拮抗作用和抗炎、抗氧

化、抗凝血、肝损伤的保护等作用[1-6]. 有关其

作用机制未见报道, 本研究以CCl4制备小鼠脂质

过氧化损伤模型, 通过体内自由基发生体系进

一步研究了蛇床子素提取液的抗氧化作用, 并
对可能的作用机制进行了探讨, 进一步肯定蛇

床子素对脂质过氧化损伤的保护作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 昆明种小鼠, 体质量20±2 g, 雌雄兼用, 
江西省实验动物中心提供. Ost由成都龙泉高科

天然药业有限公司提供. 实验前用N-2甲基甲酰

胺溶解, 吐温-80助溶, 生理盐水稀释至所需浓度

使用. 溶剂对照液含N-2甲基甲酰胺∶吐温-80∶ 
生理盐水等于(1∶1∶8); 丙二醛、一氧化碳、

超氧化物歧化酶(SOD)、总抗氧化能力(T-AOC)
试剂盒, 由南京建成生物工程研究所提供. 丙
二醛(MDA)含量用硫代巴比妥酸比色法测定, 
T-AOC和SOD活性用黄嘌呤氧化酶法测定, NO
含量用硝酸还原酶法测定. 722N可见光分光光

度计, 上海精密科学仪器有限公司, KDC-2046低
速冷冻离心机, 合肥科大创新股份有限公司中佳

分公司. 
1.2 方法 小鼠40只, 随机分为对照组、模型组、

治疗1组、治疗2组 .  对照组和模型组均腹腔

注射生理盐水10 mL/kg, 治疗1组腹腔注射Ost  
50 g/kg, 治疗2组腹腔注射Ost 100 g/kg, 各组均

每天给药一次, 连续15 d. 各组小鼠处死前禁

食, 自由饮水. 除对照组外, 其余各组分别于第

14天给药后2 h, 腹腔注射1 g/L CCl4食用油溶液

10 mL/kg一次. 16 h后断头取血, 以8192 g离心5 
min, 分离血清, 分别测定SOD和T-AOC. 取出肝

脏组织用生理盐水制成10%肝匀浆, 测定MDA, 
NO和T-AOC. 具体步骤均按各试剂盒说明操作.

统计学处理 使用SPSS11.0统计软件包, 所
有数据用mean±SD表示, 采用方差分析的Post 
Hoc检验, P <0.05为差异有显著性. 

2  结果

与对照组比较, 模型组小鼠肝组织中MDA含量
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显著升高, NO、T-AOC水平显著降低(P <0.05), 
血清中的SOD和T-AOC水平也相应降低; 治疗

蛇床子素高、低浓度组小鼠组织中MDA含量均

明显低于模型组(P <0.05), NO、T-AOC水平明显

高于模型组(P <0.05)同时, 血清中SOD和T-AOC
水平也明显高于模型组. 蛇床子素预处理的小

鼠在CCl4攻击下表现出: 肝组织MDA含量有明

显抑制, 对SOD、NO、T-AOC水平具有显著提

高作用, 这些达到对照小鼠的水平(表1-2).

3  讨论

氧自由基可能是许多病理过程的共同中间环

节之一, 自由基学说认为: 体内自由基的生成

和清除处于相对平衡, 若此平衡被破坏, 体内过

剩自由基的产生及引发的脂质过氧化反应, 将
促进细胞损伤和机体衰老, 并引发多种疾病[7], 
CCl4在体内经肝活化生成多种自由基(如·CCl3

和·OOCCl3等), 后者直接作用于质膜上的多不

饱和脂肪酸, 发生脂质过氧化反应, 生成大量

的MDA, 可严重损伤细胞并加速细胞和机体衰 
老[8]. 另外·CCl3还可抑制细胞膜和微粒体膜上钙

泵的活性, 使Ca2+内流增加, 造成肝细胞脂质过

氧化性损伤, 从而引起中毒死亡[9]. 体内自由基

来源分内源性和外源性, 肝脏是外源性过氧化

物在体内转化和排泄的主要场所. 因此, MDA
在血清、肝组织中的含量间接反应了脂质过氧

化损伤的程度[10-11]. SOD是动物机体内重要的抗

www.wjgnet.com

表 1 各小组肝组织的MDA, NO, T-AOC水平的变化(mean
±SD, n  = 10)

分组    MDA(nmol/g)     NO(μmol/g)       T-AOC(kU/g)

Control      7.47±1.66a     1.61±0.442b     2.51±0.20d 

Model   22.73±14.23    1.01±0.42        1.80±0.64

治疗1组  21.13±20.08    1.33±0.49     2.41±0.62a

治疗2组  10.84±5.61a     1.59±0.35b     2.71±0.38d

aP<0.05, bP<0.01, dP<0.01 vs  模型组.

表 2 各小组血清的SOD, T-AOC水平的变化(mean±SD, 
n  = 10)

     
分组                   SOD(μU/L)     T-AOC(kU/L)

Control               444.44±55.89b   24.78±4.50b 

Model                219.07±44.18   18.69±5.52

治疗1组               231.82±62.49   23.14±2.57

治疗2组               363.59±74.99a   24.05±6.24a

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

■创新盘点
本研究发现蛇床
子素对肝损伤机
体的脂质过氧化
物含量、机体抗
氧化防御体系的
整体状态有不同
程度的影响.
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氧化酶类, 其作用是清除自由基和过氧化物, 从
而降低脂质过氧化物的生成并加速其清除, 减少

其对细胞和组织的损伤. T-AOC, 即机体抗氧化

防御体系的整体状态, 包括酶促和非酶促两个部

分, 前者主要包括超氧化物歧化酶、谷胱甘肽

过氧化物酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽转移酶等, 
后者如维生素E、维生素C、胡萝卜素等. 体内

T-AOC、SOD活性越高, 自由基清除速度越快[12]. 
NO在不同原因所致的肝损伤中所起作用是不同

的. 在CCl4诱导小鼠急性肝损伤中, CCl4抑制NO
的产生可明显地增加肝内的脂质过氧化, 而NO
对急性肝损伤则可改善微循环, 维持肝脏血液灌

流, 防止血栓形成, 灭活氧自由基[12], 可防止肝细

胞凋亡[13], 从而减轻肝脏损伤, 起保护作用. 
本实验研究显示, 小鼠经CCl4致毒后, 肝组织

MDA含量较对照组显著增加, 表明CCl4诱发脂质

过氧化反应模型复制成功. 而预先采用蛇床子素

提取液治疗的小鼠, 肝组织MDA含量较模型组显

著降低, NO水平及T-AOC值明显升高, 同时血清

中SOD含量及T-AOC水平明显升高. 表明蛇床子

素有抗脂质过氧化作用, 其机制可能发生在多个

环节: (1)减少自由基、活性氧的生成; (2)改善微

循环; (3)增加SOD活性; 提高T-AOC. 从而加速自

由基、活性氧的清除. 本实验室曾报道蛇床子素

能抑制细胞钙内流, 具有保护受损的细胞作用[3], 
但是否在化学物质CCl4诱发的肝损伤中通过抑制

钙内流这一途径减轻肝肿胀尚须进一步研究.
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■同行评价
本文作者采用蛇
床子素对小鼠预
处理, 继而用CCl4

诱导小鼠脂质过
氧 化 损 伤 ,  发 现
蛇床子素显著降
低CCl4作用下小
鼠肝组织中MDA
含量, 升高NO和
T-AOC、以及提
高血清中SOD活
性和T-AOC. 由此
推论, 蛇床子素有
抗脂质过氧化作
用. 蛇床子素来自
一些中草药, 然而
其化学结构清楚, 
比较容易探索其
防治肝损伤的机
制, 因而研究方向
值得肯定. 研究内
容具有实用价值. 
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Abstract
AIM: To find out the protective effect of vitamin 
C (VC) and vitamin E (VE) against chemical liver 
injury caused by carbon tetrachloride (CCl4).  

METHODS: A total of 60 Kunming rats were 
randomly divided into 5 groups: control group, 
model group, VC-treated group, VE-treated 
group, and VC plus VE group. After 10 days of 
treatment, 1.5 mL/L CCl4 were injected into all 
the mice except those in control group to induce 
liver injury. Finally, the serum levels of alanine 
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransfer-
ase (AST) and tissue contents of malondialdehyde 
(MDA), glutathione (GSH) and superoxide dis-
mutase (SOD) were examined. The morphologi-
cal changes of liver tissues were observed under 
light microscope.

RESULTS: VC and VE significantly decreased 

the levels of serum ALT and AST (2277.12 ± 
1187.90, 2163.76 ± 1412.11 nkat/L vs 4527.07 ± 
1019.37 nkat/L, P < 0.01), and tissue content of 
MDA (4.37 ± 0.49, 3.26 ± 0.71 μmol/g vs 9.25 ± 
2.74 μmol/g, P < 0.01). Under microscope, liver 
injury was greatly decreased in VC and VB 
group, especially in VC + VB group.

CONCLUSION: Both VC and VE can prevent 
liver tissues from chemical injury, and combined 
use presents a better effect.

Key Words: Vitamin C; Vitamin E; Liver injury; Pro-
tective effect

Sun SZ, Tang W, Hu CJ, Meng XY. Protective effect of 
vitamin C and E against chemical liver injury in mice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(14):1646-1649

摘要
目的: 探讨维生素C(VC)和维生素E(VE)对
CCl4引起化学性肝损伤的预防性保护作用. 

方法: 昆明种小鼠60只随机分5组, 设正常对
照组、病理模型组、VC保护组、VE保护组、

VC+VE保护组, 饲养10 d, 除正常对照组外, 其
余各组ip 1.5 mL/L CCl4致小鼠化学性肝损伤, 
测定小鼠血清中ALT, AST及肝细胞中MDA, 
GSH, SOD, HE染色光镜下观察肝细胞形态 
变化.

结果: VC和VE保护组能显著降低血清中ALT和
AST(2277.12±1187.90, 2163.76±1412.11 nkat/L 
vs  4527.07±1019.37 nkat/L, P <0.01)以及肝
细胞中脂质过氧化物M D A的含量(4.37±
0.49, 3.26±0.71 μmol/g vs  9.25±2.74 μmol/g, 
P <0.01). 镜下观查肝损伤明显减轻, 体外抗氧
化实验能显著性的抑制脂质过化物MDA生
成, 联合应用有协同效应.

结论: VC和VE对化学性肝损伤有预防性保护
作用.

关键词: 维生素C; 维生素E; 肝损伤; 预防性保护

孙设宗, 唐微, 胡承江, 孟新云. 维生素C和维生素E对小

®

■背景资料
我国的肝炎发病
率较高, 近年来乙
醇性肝损伤有逐
年增加的趋势, 各
种原因引起的肝
损伤, 自由基引起
的氧化应激是公
认原因之一 ,  VE
和VC能够有效的
清除自由基, 具有
较强的抗氧化作
用, 探讨增加食物
中V C和V E对实
验性肝损伤的预
防性保护及其作
用机制, 可进一步
拓展V E和V C在
临床上的应用.
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0  引言

肝炎是一种严重危害人们身体健康的传染病之

一, 我国是肝炎高发区. 据调查统计, 仅乙型肝

炎表面抗原的检出率达10.09%[1], 近年来酒精

性肝损伤也呈现不断增加的趋势[2], 尽管各种

肝炎所致肝损伤的机制尚不十分清楚, 但氧化

应激是公认的起始原因之一. 资料表明Vitamin 
C(VC)和Vitamin E(VE)能清除活性氧自由基以

及脂质过氧化自由基[3-5]. 但VC, VE对小鼠化学

性肝损伤预防性保护作用研究很少, 我们在昆

明种小鼠饲料中加入VC, VE, 用四氯化碳(CCl4)
诱导化学性肝损伤, 探讨VC, VE对化学性肝损

伤预防性保护作用, 为进一步拓展VC, VE在临

床上的应用和保健提供实验基础.

1  材料和方法

1.1 材料 昆明种3月龄小鼠60只, 雌雄各半, 体质

量28-36 g, 本院动物中心供给. 丙二醛(MDA)、
超氧化物岐化酶(SOD)、谷胱甘肽(GSH)试剂盒

(南京建成生物工程公司), VE和VC(浙江医药股

份有限公司新昌制药厂), 其余为国产分析纯生

化试剂. ZS83-1型内切式组织匀浆机(浙西机械

厂), MDF-382E型超低温冰箱(Sony公司), 752型
分光光度计(上海第二光学仪器厂), RA-50半自

动生化分析仪(Technicon公司). 
1.2 方法 60只小鼠随机分5组, 每组雌雄各半共

12只, 分笼饲养. 正常对照组: 常规饲料, 自由

饮水; 病理造模组: 常规饲料, 自由饮水; VE保
护组: 自由饮水, 常规饲料中加VE(250 mg/kg
饲料); V C保护组: 自由饮水 ,  常规饲料中加

VC(1500 mg/kg饲料)[6], 由于VC极易氧化, 应少

量多次配制, -20℃冰箱中保存, 使用前取出至室

温喂养; VE+VC保护组: 自由饮水, 饲料中加VC
和VE. 预防性饲养10 d, 第11天正常对照组腹腔

注射豆油溶液, 其余各组腹腔注射1.5 mL/L CCl4

豆油溶液(10 mL/kg体质量)[7], 24 h各组小鼠眼

球取血后处死小鼠, 分离血清测定各组的ALT
和AST. 取出肝脏后立即取肝小叶约0.2 g固定, 
按常规方法切片, HE染色, 观察肝细胞形态变

化. 其余肝脏置冰生理盐水中洗净血液, 用滤纸

吸去水分称质量, 用PBS按1∶10稀释冰浴下匀

浆, 4000 r/min离心5 min, 取上清液用双缩脲法

测肝匀浆中蛋白质含量. 按试剂盒要求测MDA, 
GSH, SOD的含量. 取上述各组肝匀浆(4 g蛋白

/L)0.25 mL置相应的试管中, 除正常对照组外, 
其余各组加6 mmol/L FeSO4 40 μL, 60 mmol/L 
H2O2 40 μL, pH7.4的PBS缓冲液500 μL, 正常对

照组加PBS补充容量至等量. 各管置37℃水浴中

保温25 min起动反应产生脂质过氧化物, 加150 
mL/L的三氯醋酸1.0 mL结束反应, 6.7 g/L的硫

代巴比妥酸溶液1.0 mL, 500 mL/L的冰醋酸1.0 
mL, 置沸水中20 min取出, 冷却后离心用752分
光光度计测532 nm的A值, 测定MDA含量[5]. 计
算VC, VE对脂质过氧化物MDA产生的抑制率, 
抑制率计算方法按文献[8].

统计学处理 用SPSS10.0软件进行方差分析.

2  结果

2.1 VE, VC对CCl4肝损伤小鼠血清ALT, AST的

影响 病理造模组与正常对照组比较, 能显著性

的升高血清中ALT和AST的活性(P <0.01), 说明

CCl4所致肝损伤模型是成功的. 与病理造模组比

较, VE或VC组, 都能显著的降低血清中ALT和
AST的活性(P <0.01), 联合应用与单独应用比较

有协同效应(P <0.05, 表1).
2.2 VE, VC对CCl4肝损伤小鼠肝组织中MDA, 
SOD, GSH含量的影响 病理造模组与正常对照

组比较, 能显著性的升高肝细胞中MDA的含量, 
说明CCl4可导致急性肝损伤. 饲料中加入VC, 
VE能显著降低肝细胞中MDA的含量(P <0.01). 
VE组和VC组, 与模型组和对照组比较各组之间

SOD, GSH并无显著性差异, 虽然SOD是清除自

由基主要的酶, GSH可提供还原当量参与自由基

的清除; 实验表明, 增加饲料中的VE、VC, SOD
和GSH的含量不一定升高, 但均可显著降低脂

质过氧化物MDA的含量. 相反模型组则有代偿

性升高的趋势. 提示VC, VE可能具有对抗自由

基的生成或直接清除自基的作用(表1).  
2.3 VE, VC对体外诱导脂质过氧化物MDA产

生的抑制作用 将肝匀浆中加入6 mmol/L FeSO4 

50 μL, 10 mmol/L H2O2 50 μL, 在保温过程中可

诱导脂质过氧化物的生成, 氧化对照组A 532为

0.697, 明显高于空白对照组(0.359), 说明诱导肝

匀浆产生脂质过氧化物是成功的, 饲料中加入

VE, VC小鼠肝匀浆, 与氧化对照组比较可明显

的抑制脂质过氧化物的生成, A 532显著降低, VE, 
VC应用对脂质过氧化产物MDA生成的抑制率

分别为76.18%±9.03%和73.26%±9.89%, 联合

■相关报道
本课题组前期已
进行了镁离子、

V E 和 V C 对肝损
伤保护作用的研
究, 实验表明镁离
子可对抗自由基
的生成, 直接清除
自由基有作用, 增
加抗氧化酶的活
性, 与VC和VE联
合应用有协同用, 
研究成果已在相
关核心期刊上发
表. (注: 该研究课
题已申报2007年
省级科研项目, 已
通过审批, 可了解
本课题组的后续
研究. )
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应用抑制率为81.06%±10.61%(表2), 体外实验

证明VE, VC可对抗自由基生成, 抑制脂质过氧

化物MDA产生, 联合应用抑制作用加强.
2.4 VE, VC对CCl4肝损伤形态改变的影响 光学

显微镜下观查正常对照组: 肝小叶内的肝细胞

胞质致密、红染, 肝细胞索、肝窦结构清晰; 病
理造模组: 肝小叶内的肝细胞胞质广泛疏松淡

染, 有较多灶状气球样变性、凝固性坏死及炎

性细胞浸润; VC, VE保护组: 肝小叶内的肝细胞

仅见轻度疏松化及少量炎性细胞浸润. 

3  讨论

CCl4对肝细胞所致化学性肝损伤, 其毒性主要是

通过脂质过氧化作用引起肝损伤[8]. CCl4进入机

体后由肝微粒体细胞色素P450代谢, 生成三氯甲

基自由基(·CCl3)、氯离子自由基(·Cl)攻击肝细

胞膜上磷脂分子引起脂质过氧化, 导致脂质过

氧化产物MDA升高; 此外, 在·CCl3起动的过氧

化连锁反应中, 尚可产生毒性更强的超氧阴离

子(O2
-)和氢氧阴离子(OH·)自由基, 自由基与肝

微粒体脂质和蛋白质发生共价结合, 损伤肝细

胞膜结构与功能的完整性, 从而使胞质内的可

溶性酶如ALT, AST等渗入血液中, 引起肝细胞

内酶活性降低, 影响物质代谢, 细胞呼吸受影响

ATP产生减少, 最后导致肝细胞气球样变[9], 严
重时可引起肝细胞变性坏死. 本研究表明, CCl4

所致化学性肝损伤, 通过脂质过氧化作用产生

过量的自由基广泛的损伤肝细胞, 导致模型组

小鼠MDA, ALT, AST显著升高, 肝小叶内的肝

细胞胞质广泛疏松淡染, 有较多的灶状气球样

变性、及炎性浸润. VE和VC保护组, 可显著降

低(P <0.01)小鼠肝匀浆中MDA的含量和血清中

ALT, AST的含量; VE, VC对体外诱导脂质过氧

化物MDA产生, 有显著性的抑制作用, 其抑制

率分别为73.26%和76.18%, 联合应用抑制率为

81.06 %; HE染色, 光学显微镜观察肝细胞形态

损伤程度明显减轻; 表明VE , VC对化学性肝损

伤有预防性保护作用. GSH, SOD虽然是生物体

内重要清除自由基的还原当量和酶, 但本研究

GSH, SOD各组之间的变化无显著性差异, 说明

VC, VE有效的清除CCl4所致化学性肝损伤产生

的自由基, 使细胞内产生的自由基处于较低的

水平. 而病理模型组SOD则有升高的趋势, 可能

是模型组由于急性肝损伤产生较多的自由基, 
当还未损伤DNA时则可诱导SOD的合成, 引起

SOD代偿性升高. VE作为脂溶性抗氧化剂主要

存在于质膜中, 能与不饱和脂肪酸竞争脂质过

氧基, 有效的阻断自由基连锁反应, 终止脂质过

氧化过程. VC抗氧化作用的机制一方面能有效

清除O2
-, H2O2, OH·, LOO·等自由基[10], 可中断自

由基的连锁反应, 减少自由基对膜的攻击, 从而

降低机体内脂质过氧化物MDA的含量, 是机体

内广谱抗氧化物质. 另外VC还能够促进Se的吸

收[10], 而Se是GSH-Px的辅酶; VC还可保持VE的
还原状态, 间接性的增加抗氧化作用, VC, VE联
合应用有协同效应. 

总之, 在小鼠饲料中增加VC, VE能有效的

对抗和清除自由基, 终止脂质过氧化过程, 对
CCl4所致化学性肝损伤有预防性保护作用. 提示

人们在日常生活中注意提高膳食中VC, VE的含

量, 对各种氧化应激所致肝损伤有预防性保护

作用.

表 2 VE, VC对体外诱导脂质过氧化物MDA产生的抑制
作用(mean±SD, n  = 12)

    
分组                                     A 532                           抑制率(%)

空白对照                0.359±0.056                         

氧化对照组             0.697±0.071             

VC组                0.187±0.069   73.26±9.89

VE组                0.166±0.063   76.18±9.03

VC+VE组                0.135±0.074   81.06±10.61

表 1 VC, VE对CCl4肝损伤小鼠ALT, AST, MDA, SOD和GSH含量的影响(mean±SD, n  = 12)

    
分组                             ALT(nkat/L)                  AST(nkat/L)         MDA(μmol/g pro)     GSH(mg/g pro)     SOD(nkat/mg pro)

正常对照           656.29±290.89       1398.11±325.73      5.146±1.50          32.71±7.52      2378.95±788.99

病理造模组      4527.07±1019.37b    3835.43±751.65b       9.25±2.74b           34.8±6.08      2649.36±700.80

VE保护组         2163.76±1412.11d    2029.07±622.12d       3.26±0.71d         28.88±9.75      2372.14±547.94

VC保护组         2277.12±1187.90d    2461.32±609.62d       4.37±0.49d         33.75±6.44      2454.65±552.94

VC+VE保护组  1446.12±1041.64a     1593.98±731.97a       2.98±0.68a         31.26±5.92     2410.31±472.09

aP<0.05 vs  VC, VE保护组; bP<0.01 vs  正常对照; dP<0.01 vs  病理造模组.

■创新盘点
本研究证明VE和
VC能够增加机体
的抗氧化能力有
效的对抗和清除
自由基, 降低肝损
伤时升高的ALT
和AST稳定细胞
膜 的 结 构 ,  降 低
MDA的含量 .  目
前有资料报道VC
和VE可增加机体
的免疫力, 可改善
红细胞膜的流动
性, 提高淋巴细胞
增殖活性. 但其作
用机制尚需进一
步探讨.
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■同行评价
本文采用四氯化
碳诱导小鼠形成
化学性肝损伤模
型, 采用抗氧化剂
维 生 素 C 和 维 生
素E进行预防性保
护, 有一定的临床
价值. 
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本刊讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与世界华人消

化杂志社合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主持, 

并邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的新

进展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办三期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏

移植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容

主要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免

疫抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等

方面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 

收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)

    通讯地址: 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心 邮编: 510630 联系人: 汪根树 电话: 

020-87595523 传真: 020-87595523 E-mail: chengying_827@163.com.
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NERD患者埃索美拉唑联合莫沙必利与加强生活方式干预
对照研究112例
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects 
of lifestyle enhancement on patients with 
non-erosive gastroesophageal reflux disease 
(NERD) based on the combined treatment of 
esomeprazole and mosapride. 

METHODS: A total of 112 NERD patients 
were divided into control group (n = 54) and 
test group (n = 58). All the patients were given 
esomeprazole (40 mg, qd) and mosapride (5 
mg, tid) for 8 weeks. Besides, the lifestyle in test 
group was enhanced (adjusting lifestyle, diet, 
mental status and movement intensity). Chi-
square test was conducted to compare the effi-
cacy between the two groups.

RESULTS: In the test group, notable efficacy 
was found in 42 cases, effectivity in 12 cases, 
and inefficacy in 4 cases and the total effective 
rate was 93.10% (54/58). In the control group, 

notable efficacy was observed in 26 cases, ef-
fectivity in 18 cases, and inefficacy in 10 cases 
are ineffective, and the total effective rate was 
81.84% (44/54). There was significant difference 
between the two groups (χ2 = 7.39, P < 0.01). 

CONCLUSION: On the basis of treatment by 
esomeprazole and mosapride, lifestyle enhance-
ment can improve the compliance and clinical 
symptoms of NERD patients. 

Key Words: NERD; Esomeprazole; Mosapride; Life-
style enhancement

Ji DJ, Huang MT, Yu N, Zhao Y, Chen Y. Efficacy of 
esomeprazole, mosapride and lifestyle enhancement in 
the treatment of non-erosive gastroesophageal reflux 
disease: an analysis of 58 cases and comparative study. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(14):1650-1653

摘要
目的: 探讨NERD患者在埃索美拉唑联合莫沙
必利治疗的基础上, 介入加强生活方式干预的
疗效. 

方法: 112例NERD患者分为对照组(n  = 54)和
试验组(n  = 58). 所有病例均采用埃索美拉唑
(40 mg, qd)联合莫沙必利(5 mg, tid)治疗8 wk, 
实验组同时进行加强干预治疗, 如生活方式调
整、饮食调整、心理干预及运动调养等. 采用
χ2检验比较两组疗效.

结果: 实验组58例中显效42例, 有效12例, 无
效4例, 总有效率93.10%(54/58); 对照组54例
中显效26例, 有效18例, 无效10例, 总有效率
81.84%(44/54). 两组比较具有显著的差异性
(χ2 = 7.39, P <0.01). 

结论: 在药物治疗控制症状的基础上, 积极介
入生活方式干预, 加强了医患之间的沟通, 能
提高患者的依从性, 可更有效地改善NERD患
者的临床症状. 

关键词: 非糜烂性胃食管反流病; 埃索美拉唑; 莫沙

®

■背景资料
N E R D是内镜下
无 食 管 黏 膜 损
伤 的 一 种 疾 病 , 
NERD约占GERD
的 6 0 % - 7 0 % . 
G E R D的发病机
制除与抗反流机
制下降、反流物
攻 击 增 强 有 关
外 ,  还 与 神 经、

社会心理因素、

生活方式等具有
相关性 .  与RE相
比, NERD患者对
各种PPI的治疗反
应较差. 新近文献
报告, 生活方式干
预可增加反流性
食管炎疗效, 但未
见有对N E R D进
行相关研究的报
告. 作者对112例
NERD患者, 在使
用埃索美拉唑联
合莫沙必利治疗
的基础上, 加强了
生活方式干预, 取
得较好的临床效
果. 本病在药物治
疗控制症状的基
础上, 积极介入生
活方式干预, 加强
了医患之间的勾
通, 能提高患者的
依从性, 更好地促
使患者按照医嘱
治疗, 可更有效地
改善N E R D患者
的临床症状, 值得
临床推广应用.
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)根据有无内镜下食管黏膜损伤分为非糜

烂性胃食管反流病(non-erosive gastroesophageal 
reflux disease, NERD)和反流性食管炎(reflux 
esophagitis, RE). NERD是指存在典型的胃食

管反流症状, 但无内镜下食管黏膜损伤的一种

疾病, NERD约占GERD的60%-70%[1]. GERD
的发病机制除与抗反流机制下降、反流物攻

击增强有关外 ,  还与神经、社会心理因素、

生活方式等具有相关性[2-3]. 已有研究提示[4-7], 
与R E相比 ,  N E R D患者对各种质子泵抑制剂

P P I的治疗反应较差 .  文献报告 ,  埃索美拉唑

和抗焦虑抑郁药物联合治疗G E R D优于单药

治疗 [8],  生活方式干预可增加反流性食管炎

疗效 [8-9],  但未见有对N E R D进行相关研究的

报告 .  作者对112例N E R D患者 ,  在使用埃索

美拉唑联合莫沙必利治疗的基础上 ,  加强了

生活方式干预, 取得较好的临床效果, 现报告 
如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2004-12/2006-12我院就诊的148例
NERD患者为研究对象. 患者均有不同程度的反

流相关症状(如烧心、反酸、胸骨后或后背心

疼痛、口中酸苦味等). 所有病例均经胃镜检查

除外RE(RE诊断标准参照2003年济南会议制定

的反流性食管炎诊断和治疗指南[10]). 将符合上

述条件的所有患者按照就诊顺序进行编号, 按
照预设计随机分为两组: 实验组73例; 对照组75
例. 实验过程中, 由于多种原因部分患者退出(因
其他疾病需要中断治疗, 治疗过程中因其他疾

病加用其他药物, 治疗过程中患者因事出差, 部
分患者治疗4 wk后好转而自行停药等), 故被剔

除, 选择坚持完8 wk的112例患者进行总结. 其
中普通治疗组(对照组)54例: 男38例, 女16例, 年
龄19-68(平均38.65±9.75)岁; 加强干预治疗组

(实验组)58例: 男40例, 女18例, 年龄20-67(平均

39.25±8.35)岁. 两组患者年龄、性别、主要症

状等均无明显差异. 

1.2 方法 所有患者均给予埃索美拉唑镁肠溶片

(耐信片, 阿斯利康)40 mg, qd, 枸橼酸莫沙必利

分散片(新络纳片, 大西南)5 mg, tid, 观察疗程均

为8 wk. 所有完成实验的患者治疗期间均不再加

用其他药物.
1.2.1 生活方式干预方法  对照组除口服的药

物、疗程相同外, 给予普通康复指导, 如嘱患者

注意休息, 避免刺激性食物, 禁忌吸烟饮酒, 坚
持服药等. 干预组在对照组药物治疗的基础上, 
介入生活方式干预. 要求患者每周来医院随访

1次, 除了解患者的病情、家庭情况外, 还指导

患者进行生活方式的调整, 发放健康教育资料. 
从第3周起发放病情追踪卡, 了解患者的遵医

行为和临床症状改善的情况. 发现问题及时进

行针对性的指导和帮助. 具体干预内容参照文 
献[9]改良: (1)生活方式的调整: 进食后不要立即

平卧, 夜晚睡前2 h内最好不再进食, 睡眠时将床

头抬高约20-30 cm, 改变不良睡姿; 不要过度弯

腰、穿紧身衣裤, 扎腰带不要太紧等; 生活要有

规律, 尽可能按时进餐和休息, 保证有充足的睡

眠时间及睡眠质量; 肥胖者要求积极锻炼身体, 
减轻体质量; 每次烧心、反酸、胸痛等症状发

作时, 喝少许温开水, 以冲洗被烧灼过的食管黏

膜; 鼓励适当分次多饮水, 每次饮水量不宜超过 
200 mL; 避免吃过冷、过热、过硬、过咸等食

物, 进食宜细嚼慢咽; 尽可能避免使用降低食管

括约肌张力、可能诱导反流的药物, 如茶碱、

异丙肾上腺素、多巴胺、安定等药物; (2)饮食

调养: 宜少量多餐, 避免高脂、过酸、强刺激性

的饮食, 避免进食咖啡、巧克力及饮酒、喝浓

茶等; 饮食中少用肥肉、奶油及烹调油, 以煮、

炖、烩、蒸为主, 少吃油炸食品; 宜吃新鲜蔬

菜、瘦肉、蛋、鱼等, 适当进食多种水果(以非

酸性水果较好), 以增加多种维生素的摄入, 伴
有腹胀的患者少食牛奶、豆制品等易产气食品; 
(3)心理干预: 建立良好医患关系, 充分了解每位

患者病情变化、性格特征、习惯嗜好、生活现

状, 甚至家属状况等, 以便采取针对性的指导; 
让患者充分了解自己的病情, 扮演合理的角色, 
避免角色强化; 根据患者的工作生活状况和习

惯嗜好, 指导患者采用音乐疗法、电视疗法、

宣泄疗法、放松疗法等保持良好心境, 舒缓紧

张、焦虑、抑郁的情绪, 以减轻心理压力, 避免

情绪变化使病情反复; 引导家属积极配合参与, 
给予患者安慰、关心、支持和鼓励, 为患者营

造一个温馨、祥和的家庭氛围. 不要让患者家

■同行评价
本研究体现了当
今研究的热点, 把
对生活方式干预
进入结果统计, 较
为 新 颖 ,  有 参 考 
价值. 
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属认为此病不严重, 没有治疗的必要, 从而淡化

治疗; (4)运动调养: 适当参加体育锻炼, 根据患

者所处环境及生活条件, 可选择慢跑、散步、

健身操、太极拳、游泳等运动, 以增强患者体

质; 重视季节变化和气侯变化对病情的影响, 注
意避免过度受凉、受热.
1.2.2 观察方法 详细询问患者遵医行为和反流

相关症状及发生频度, 详细询问患者胃食管反

流相关症状, 根据烧心、反酸、胸痛、口中酸

苦味症状严重程度及发生频度进行症状记分[4]. 
根据症状不同程度积分分别为0、1、2、3、4
分, 0分指无症状; 1分症状轻微可以忍受; 2分介

于1分、3分之间; 3分症状明显, 不能忍受, 需休

息和药物治疗. 根据症状发生频度不同记录为

0、1、2、3 分, 0分指无症状; 1分症状每月发

生; 2分症状每周发生; 3分症状每天发生. 将各

级症状所占的百分比和症状频度分级的积分相

乘, 为症状总分. 
1.2.3 疗效判定 症状评定标准: (1)显效: 临床症

状总分降低80%以上; (2)有效: 临床症状总分降

低50%-80%; (3)无效: 临床症状总分降低50%以

下. 总有效率(%) = [(显效+有效)/实验例数]×
100%. 

统计学处理 采用χ2检验(SPSS6.0软件).

2  结果

干预组58例中, 显效42例, 有效12例, 无效4例, 
总有效率93.10%; 对照组54例中, 显效26例, 有
效18例, 无效10例, 总有效率81.48%(表1). 干预

组的疗效明显优于对照组(P <0.01).

3  讨论

在GERD发病机制中, 一过性下食管括约肌松驰

(TLESR)、下食管括约肌压力降低(LESP)和食

管裂孔疝3个因素起着重要作用[11], 其中TLESR
是目前公认的胃食管反流的主要机制[5]. 食管对

胃内反流物清除功能减弱是引起GERD的另一

重要因素. 50% GERD患者存在胃排空延缓, 胃
排空延缓使近端胃扩张, 易诱发TLESR, 导致胃

食管反流. 下食管括约肌(LES)由交感神经和迷

走神经共同支配, 其中迷走神经通路在TLESR
引起反流的机制中起重要作用. 食管高敏感性

在GERD患者中较为普遍[12-13]. 有研究表明[14], 社
会心理因素可以影响一部分GERD患者的症状. 
非心源性胸痛(NCCP)与焦虑和抑郁有关, 烧心

的严重程度与主要生活事件有关, 这一表现可

能与应激诱发的高敏感性相关[2,5]. 因此, 治疗该

病的有效措施可能是如何提高LES张力、降低

胃酸、减少胃食管反流、促进胃酸排向下消化

道. 研究提示[12], 与RE相比, NERD患者的不典

型反流症状发生率更高, 反流的强弱并非惟一

因素, 重要的是食管防御机制的差别, NERD并

不是GERD的病损轻微阶段, 而是一种异质性疾

病. 所以, 抑制胃酸分泌和消化道促动力剂是治

疗GERD有效的方法, 质子泵抑制剂(PPI)已成为

治疗该疾病的首选药物[6-7,13]. 但是, 不同的PPI
疗效是有差别的, 埃索美拉唑是纯左旋异构体

的PPI, 研究报告其疗效优于奥美拉唑等[6]. 尽管

如此, 还有部分患者治疗效果不满意. 而且在治

疗有效的患者中停药后有相当一部分患者症状 
复发. 

NERD发病可能与神经精神因素更相关, 所
以如何减轻患者的心理紧张因素, 提高患者的

依从性显得非常重要. 故本实验在选用有效的

PPI+消化道促动力剂治疗的基础上, 给予加强

心理干预治疗, 加强了与患者的沟通, 减轻了患

者心理因素, 提高了患者的依从性, 从而进一步

提高了疗效. 本组结果显示, 干预组患者治疗 
8 wk后, 对改善烧心、反酸、打胸痛和口中酸

苦味症状等症状的效果优于对照组(P <0.01). 提
示应用上述有效药物治疗的基础上, 再加强生

活方式干预, 对治疗NERD可起到很好的协同作 
用[6,7,15]. 其主要原因可能是: (1)生活方式调整及

饮食调养, 不仅提高了食管下端下段括约肌功

能及食管清除酸性能力, 又避免了各种引起腹

内压过高状态, 减少胃内容物反流入食管, 减轻

胃酸、胃蛋白酶对食管黏膜损伤, 因此可有效

地防止反流; (2)NERD属心身疾病, 心理因素对

疾病的影响相当重要, 当情绪紧张、焦虑、抑

郁时可影响迷走神经和内分泌系统而增加胃酸

的分泌和抑制胃功能的运动. 因此, 情绪乐观、

心胸开阔, 并适当运动调养时, 可促进胃肠蠕动

及排空, 也可有效防止反流而利于NERD的康复. 
总之, 本病在药物治疗控制症状的基础上, 

表 1 两组患者治疗8 wk后症状改善情况比较

     
分组                n   显效      有效     无效     总有效率(%)   

干预组     58   42         12         4         93.10

对照组     54   26         18       10         81.48

χ2 = 7.39, P<0.01.
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积极介入生活方式干预, 加强了医患之间的沟

通, 能提高患者的依从性, 更好地促使患者按照

医嘱治疗, 可更有效地改善NERD患者的临床症

状, 值得临床推广应用. 
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Abstract
AIM: To search for the risk factors that influences 
the prevalence rate of gastroduodenal diseases 
in coal miners, and to seek protection for the 
health of coal miners.

METHODS: A total of 340 coal miners from 
three coalmines were chosen by the method 
of stratified random cluster sampling. Face to 
face interview was conducted to fill the unified 
questionaire. Gastroendoscopy were performed 
in 306 subjects to detect the situation of gastro-
duodenal diseases according to Sydney system 
of diagnosis. At the same time, mucosal biopsies 
were taken according to the regulated location 
for H pylori culture and pathological examina-
tion. Blood samples were obtained to detect the 
anti-H pylori U-IgG by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). 

RESULTS: The prevalence rate of gastroduo-
denal diseases in coal miners was 77.8% (68.5% 
in ground coal miners, 80.7% in underground 
miners). The prevalence rate of gastroduodenal 
diseases was 85.0% in coal miners with H pylori 
infection, and 58.6% in those without H pylori 
infection; it was 79.5% in coal miners who drank 
alcohol and 66.7% in those who didn’t drink.

CONCLUSION: Alcohol-drinking, career, and H 
pylori infection were risk factors of gastroduode-
nal diseases, and dust exposure was also a risk 
factor in underground coal miners.

Key Words: Coal miners; Gastroduodenal disease; 
H pylori  infection
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摘要
目的: 了解煤矿工人胃部有关疾病的患病情
况, 探讨煤矿工人胃部有关疾病与H pylori 感
染及相关因素关系. 

方法: 用分层随机整群抽样方法选取340名
煤矿工人进行问卷调查. 采用细菌培养法和
ELISA法检测H pylori感染; 疾病诊断按胃镜
及病理学规定标准进行; 资料分析采用χ2检
验, Logistic回归分析等. 

结果: 煤矿工人胃部有关疾病的患病率为
77.8%, 其中井下工人的患病率为80.7%, 井
上工人的为68.5%; H pylori 感染者的胃部有
关疾病的患病率为85.0%, 非感染者的患病率
为58.6%; 饮酒者胃部有关疾病的患病率为
79.5%, 非饮酒者的患病率为66.7%. 

结论: 煤矿工人胃部有关疾病发病的危险因
素主要是饮酒和H pylori 感染, 井下工人特有
的职业危险因素为粉尘暴露. 

关键词: 煤矿工人; 胃部有关疾病; 幽门螺杆菌感染

®

■背景资料
煤矿工人作为一
个特殊的职业人
群, 他们的平均文
化水平低, 卫生保
健知识贫乏, 人群
中有不良嗜好如
吸烟、饮酒等的
人数比例较高, 尤
其是井下工人工
作环境恶劣、持
续劳动时间长、

饮食不规律, 又有
特殊的职业暴露, 
造成了该人群特
殊的疾病谱. 而消
化系统疾病多为
长期的慢性疾病, 
严重威胁着煤矿
工人的健康.
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0  引言

慢性胃炎、消化道溃疡、胃癌等胃部有关疾

病是煤矿工人的常见病、多发病, 其发病率远

远高于一般人群, 且发病年龄大多在青壮年时

期, 不仅损害患者本人的健康状况, 而且严重

影响社会的劳动生产率[1]. 大量的研究结果表

明, 影响胃部有关疾病发生的因素有吸烟、饮

酒、饮食习惯、遗传因素、个人性格、精神状

态和H pylori感染等. 在特殊的职业人群中, 特
殊的职业暴露可能是危险因素之一. 文献报道

粉尘等职业暴露可能影响胃部有关疾病的发 
生[2]. 消化系统疾病多为长期慢性疾病, 严重威

胁着煤矿工人的健康, 也影响到煤炭工业的生

产. 因此为了了解煤矿工人胃部有关疾病的患

病情况及影响因素, 尤其是与H pylori感染状况

的关系, 以便采取有针对性的预防和控制措施, 
我们进行了煤矿工人胃部有关疾病与H pylori感
染及相关因素的现况调查. 

1  材料和方法

1.1 材料 根据我国煤炭工业分布的特点及胃癌

发病率的高低, 用典型抽样的方法选择了山东

兖州、河北开滦、辽宁铁法下属的3个煤矿, 在
每个煤矿内按照分层随机整群抽样方法选取5
个不同工种班组的煤矿工人作为本次研究的 
对象. 
1.2 方法 采用《煤矿工人胃幽门螺杆菌感染与

相关消化道疾病防治》调查表进行调查. 由同

一位胃镜医师使用同一台Olympus P-20型胃镜

对调查对象进行检查, 做出胃镜诊断, 之后按

规定的取材部位分别采集用于幽门螺杆菌培养

和病理诊断的黏膜标本. 调查的同时采集血液

标本5 mL用于ELISA法检测抗H pylori U-IgG
抗体. 细菌培养采用100 mL/L羊血布氏琼脂培

养基, 7 d后观察结果并鉴定. 病理诊断由一位

病理学教授光镜下观察做病理诊断. 血清学检

测(ELISA)采用中国预防医学科学院流行病学

微生物学研究所研制的纯化尿素酶试剂盒做H 
pylori U-IgG抗体的检测, 具体操作方法严格按

使用说明书的规定进行, 其敏感性为98%, 特异

性为96%. 
统计学处理 全部调查资料经复核后进行整

理分组归类, 采用Excel建库, 用SAS 6.12软件进

行单因素χ2分析、分层分析及多因素Logistic回
归分析. 

2  结果

本次研究对象共340人 ,  其中306人完成了胃

镜、病理检查和H pylori培养. 在306例煤矿工人

中, 井上工人73例, 井下工人233例. 调查对象的

年龄在20-61岁之间, 30-40岁年龄组煤矿工人所

占比重较大, 井上、井下工人的年龄构成差别

无显著性(P  = 0.124). 调查对象中, 初中文化程

度所占比例较大, 井上、井下工人的文化程度

构成不同, 差异有显著性 (P  = 0.024). 
2.1 煤矿工人胃部有关疾病患病情况 煤矿工人

是一个特殊的职业人群, 由于其特殊的工作条件

和工作环境, 有胃部有关疾病症状的人数比例

较高. 本次对306例煤矿工人进行了胃镜检查和

病理学检查, 按国际公认的胃炎和消化性溃疡

诊断标准诊断, 煤矿工人的胃部有关疾病的患

病率为77.8% (238/306), 其中慢性胃炎的患病率

为46.7% (143/306), 消化性溃疡的患病率为3.6% 
(11/306). 煤矿工人胃部有关疾病以慢性胃炎 
为主. 
2.2 煤矿工人胃部有关疾病与H pylor i 感染及

相关影响因素 在本次研究中, 调查了胃部有关

疾病的影响因素, 包括个人嗜好、社会经济状

况、H pylori感染、职业因素、既往病史、现病

史、胃病家族史等. 在进行煤矿工人的胃部有

关疾病与影响因素之间关系的分析时, 结果表

明差异有显著性因素有H pylori感染状态、饮 
酒等. 
2.2.1 H pylori 感染与胃部有关疾病之间的关系 
大量文献报道, H pylori感染与胃部有关疾病关

系密切[3-4]. H pylori感染可增加胃部有关疾病患

病的危险性. 在本次研究中, H pylori感染按科研

诊断标准进行诊断. 将各种胃部有关疾病归为

一大类, 在煤矿工人中分析H pylori感染与胃部

有关疾病之间的关系. H pylori感染者的患病率

比非感染者高(表1). 
考虑到年龄的混杂作用, 对年龄进行调整

后观察H pylori感染与胃部有关疾病的关系. 调
整后, H pylori感染者的患病率与非感染者之间

差异有显著性. 按H pylori感染和非感染两组工

人合并的年龄构成进行标化后, H pylori感染组

的标化患病率为84.7%, 非感染组的标化患病率

为58.3%, H pylori感染组的患病率仍高于非感 
染组. 

■研发前沿
慢性胃炎、消化
道溃疡、胃癌等
胃部有关疾病是
煤矿工人的常见
病、多发病, 其发
病率远远高于一
般人群, 且发病年
龄大多在青壮年
时期, 严重影响煤
矿工人的身心健
康. 在特殊的职业
人群中, 胃部有关
疾病与特殊的职
业暴露及H pylori
感染的关系是目
前流行病学研究
的热点之一.

■相关报道
国内外研究结果
表明, 长期大量饮
酒者胃炎和消化
性溃疡的患病率
上升, 患萎缩性胃
炎的危险性增加. 
粉尘暴露可能是
危险因素之一, 如
果同时暴露于粉
尘和H pylori感染, 
则患病的危险性
明显增加. 还有噪
声也会影响胃酸
的分泌, 进而影响
胃部有关疾病的
发生. H pylori 感
染与慢性胃炎、

消化性溃疡、胃
癌密切相关. 本次
调查结果表明饮
酒、职业暴露和
H pylori 感染均是
煤矿工人胃部有
关疾病的危险因
素, 与国内外研究
报道一致. 
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2.2.2 饮酒与胃部有关疾病之间的关系 煤矿工

人有饮酒嗜好, 饮酒也是造成其胃部有关疾病

患病率较高的原因之一. 对饮酒与胃部有关疾

病之间的关系进行分析, 饮酒者胃部有关疾病

患病率高于不饮酒者, 但差异无显著性(表1). 按
年龄分层后观察饮酒对胃部有关疾病的作用, 
饮酒者的患病率与不饮酒者之间差异有显著性. 
按饮酒和非饮酒两组工人合并的年龄构成进行

标化后, 饮酒组的标化患病率为78.3%, 非饮酒

组的标化率为65.3%, 饮酒组的患病率仍比不饮

酒组高. 
2.2.3 职业与胃部有关疾病之间的关系 煤矿工

人包括井下工人和井上工人. 井下工人和井上

工人的工作环境和工作条件明显不同. 职业别

煤矿工人胃部有关疾病的患病情况(表1). 井下

工人的胃部有关疾病的患病率(80.7%)高于井上

工人的(68.5%). 
为了控制年龄的混杂作用, 按年龄分层分

析职业与上消化道疾病之间的联系, 井下工人

的上消化道疾病患病率仍比井上工人高. 按井

下和井上两组工人合并的年龄构成进行标化后, 
井上工人的标化患病率为68.6%, 井下工人的标

化率为80.4%, 井下工人的患病率仍高于井上工

人, 两者差别有显著性(P  = 0.045). 
2.2.4 井下职业因素与胃部有关疾病之间的关系 
井下工人有着其特殊的工作环境和工作条件. 
本次研究除了调查了井上工人和井下工人共同

的暴露因素外, 还对井下工人可能的职业危险

因素如井下工种、井下工作年限、井下工作环

境、潮湿原因、环境温度等进行了调查. 结果

表明只有井下工种与胃部有关疾病之间有联系, 
未发现其他职业因素的危险作用. 井下工种包

括采煤、掘进、运输和机电等. 根据工种特征, 

将采煤或掘进归为一类, 其他工种归为一类, 分
析井下工种与胃部有关疾病之间的关系(表2). 
结果表明采煤或掘进工种工人的胃部有关疾病

的患病率高于其他工种. 
2.3 煤矿工人胃部有关疾病影响因素的Logistic
逐步回归分析 煤矿工人胃部有关疾病的发生、

发展受多种因素的影响. 为了控制混杂因素, 在
单因素χ2分析的基础上, 又进行了多因素的Lo-
gistic逐步回归分析, 结果表明影响煤矿工人胃

部有关疾病发病的因素有年龄、饮酒、井下工

种、家族史(表3). 

3  讨论

本次调查研究采用国内外公认的各种诊断标准, 
其中胃镜检查难度大, 由于采取了一系列措施, 
使受检率达90%, 从而保证了研究资料的真实性

和可靠性. 本次研究将胃镜诊断和病理诊断作

为疾病诊断的依据, 保证了诊断结果的可靠性. 
煤矿工人作为一个特殊的职业人群, 他们

的平均文化水平低, 卫生保健知识贫乏, 人群中

有不良嗜好如吸烟、饮酒等的人数比例较高, 
尤其是井下工人工作环境恶劣、持续劳动时间

长、饮食不规律, 又有特殊的职业暴露, 造成了

该人群特殊的疾病谱[1]. 而消化系统疾病多为长

表 1 煤矿工人胃部有关疾病的影响因素

     
因素

                                胃部有关疾病        
 合计       患病率(％)   χ2     P  

  

                                                     有        无

H pylori感染      阳性              200     43           243           82.3               15.0 0.001

                         阴性                 38     25             63           60.3

                         合计               238     68           306           77.8

饮酒                  饮               210     51           264           79.5               3.48 0.062

                         不饮                 28     14             42           67.7

                         合计               238     68           306           77.8

职业                  井上工人        50      23             73           68.5               4.78 0.029

                         井下工人      188      45           233           80.7

                         合计              238      68           306           77.8

χ2 = 8.56, P = 0.003.

表 2 井下工种与胃部有关疾病之间的关系

     
井下工种

               胃部有关疾病        
合计         患病率(%)

                                  有      无

慢采煤或掘进 145     25          170             85.3

其他                   43     20            63             68.3

合计                 188     45          233             80.7

■创新盘点
目前针对煤矿工
人胃部有关疾病
的影响因素, 尤其
是与H pylori 感染
关系及防制措施
的 研 究 ,  国 内 外
研究报道较少. 为
了了解煤矿工人
慢性胃炎或消化
性溃疡的患病率
及其H pylori 感染
状态, 探讨危险因
素, 以便采取有针
对性的防制措施, 
本课题组进行了
此项研究. 

■应用要点
本次研究表明煤
矿工人的患病率
明显比一般人群
高. 将煤矿工人尤
其是井下工人作
为该病的高危人
群采取必要的防
制措施, 可产生巨
大的经济效益和
社会效益. 
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期的慢性疾病, 严重威胁着煤矿工人的健康. 本
次研究结果表明煤矿工人胃部有关疾病患病率

为77.8%, 其中以慢性胃炎和消化性溃疡为主, 
患病率分别为53.2%和3.6%, 均比一般人群高. 
一般人群胃部有关疾病的患病率分别为38%和

2.5%. 本次研究结果亦表明, 井下工人的胃部有

关疾病患病率为80.7%, 比井上工人的患病率高. 
一般人群中, 影响胃部有关疾病患病的因

素较多, 如吸烟、饮酒、饮食不规律、H pylori
感染等. 在特殊的职业人群中, 特殊的职业暴露

也可能是原因之一. 姚沛 et al [2]调查某单位男性

职工胃部有关疾病患病情况时发现, 长期大量

饮酒者胃炎和消化性溃疡的患病率为12.86%, 
显著高于长期少量饮酒者的患病率. 国外也有

研究报道重度饮酒增加患萎缩性胃炎的危险性. 
本次调查结果表明饮酒、职业暴露和H pylori感
染均是煤矿工人胃部有关疾病的危险因素, 与
国内外研究报道一致. 

粉尘暴露可能是危险因素之一, 这可能与

煤矿工人将肺和呼吸道清除的可吸入粉尘吞

咽至消化道有关 [3]. 如果同时暴露于粉尘和H 
pylori感染, 则患病的危险性明显增加[4]. 还有噪

声也会影响胃酸的分泌, 进而影响胃部有关疾

病的发生[5]. 本次研究结果表明井下工人的胃部

有关疾病的患病率高于井上工人. 这除了与井

上、井下工人的饮酒状态不同有关外, 还与其

特殊的职业暴露有关. 井下工人中从事采煤或

掘进工作者胃部疾病患病率高于其他工种, 差
异有显著性. 煤矿工人职业暴露与胃部有关疾

病的关系还有待进一步研究确证. 
H pylori是一种定植在胃黏膜组织上皮细

胞内的微需氧革兰氏阴性杆菌. 自从1983年澳

大利亚学者Warren对H pylori进行了报道后, 各

国学者对H pylori感染进行了广泛深入的研究[6]. 
研究结果表明, H pylori感染与慢性胃炎、消化

性溃疡、胃癌密切相关[7-9]. 本次研究结果亦表

明煤矿工人胃部有关疾病的发生与H pylori感染

有关. 
针对煤矿工人胃部有关疾病发病的危险因

素采取健康教育、加强防尘、服用免疫制剂等

措施降低煤矿工人胃部有关疾病的患病率, 保
护煤矿工人的身体健康. 
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表 3 煤矿工人胃部有关疾病影响因素的Logistic逐步回归分析结果

     
因素           υ          β            SE(β)   χ2        P          OR           95%CI       

INTERCPT         1         5.2223         1.1025         22.4352         0.0001  

年龄           1         1.1158         0.5384           4.2955         0.0382         3.05         1.06-8.76

饮酒           1         1.3865         0.4571           9.1987         0.0024         4.00         1.63-9.80

职业           1         1.7907         0.4716         14.4186         0.0001         5.99         2.38-15.11

井下工种           1         2.2527         0.4865         21.4381         0.0001         9.51         3.67-24.69

■同行评价
本文属于流行病
学调查, 证明煤矿
工人胃部疾病与
H pylori感染有关, 
有流行病学价值. 
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Abstract
AIM: To improve the diagnosis leve l o f 
primary gastric lymphoma by observing the 
endoscopic patterns and analyzing the reasons 
of misdiagnosis.

METHODS: A total of 51 primary gastric lym-
phoma diagnosed by endoscopic biopsy and 27 
pseudo-diagnosed “lymphoma” by endoscopy 
were included in this study. The endoscopic 
patterns of the two groups were compared and 
analyzed with Mann-Whitney U rank-sum test.  

RESULTS: Primary gastric lymphomas were 
mainly ulcer type (33/51, 65%) and nodus type 
(12/51, 23.5%). The 27 suspected gastric lympho-
mas were mainly nodus type (13/27, 48%) and 
bulky mucosa type (10/27, 37%). There was sig-
nificant difference between two groups in endo-
scopic patterns (P < 0.001). However, there was no 
significance in movements and texture (P > 0.05). 

CONCLUSION: Endoscopic patterns of primary 
gastric lymphoma present polytypism. It is im-
portant for the avoidance of misdiagnosis to ac-
quaint its endoscopic presentation and combine 

with deep and multi-spot biopsy. 

Key Words: Primary gastric lymphoma; Endoscopic 
patterns; Misdiagnosis

Yan J, Ou-Yang Q, Huang LB, Yang JL. Endoscopic 
patterns and misdiagnosis of primary gastric lymphoma.
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摘要
目的: 对内镜下原发性胃淋巴瘤的形态进行
分析, 以期提高内镜对胃淋巴瘤的诊断率. 

方法: 收集近两年我院通过胃镜活检确诊的
原发性胃淋巴瘤51例及内镜拟诊的“胃淋
巴瘤”27例, 比较其内镜特点, 并采用Mann-
Whitney U秩和检验进行比较.  

结果: 51例确诊的原发性胃淋巴瘤以溃疡型
33例(65%)和结节型12(23.5%)为主. 27例拟诊
组患者以结节型13例(48%)和黏膜粗大型10
例(37%)为主, 内镜下病变形态有显著性差异
(P <0.001). 而在病变的蠕动性及活检质地方
面没有显著性差异(P >0.05). 

结论: 原发性胃淋巴瘤的内镜下形态具有多
型性, 提高对其内镜下表现的认识并结合多取
及深取活检对原发性胃淋巴瘤的术前确诊具
有重要的意义. 

关键词: 原发性胃淋巴瘤; 内镜表现; 误诊

严瑾, 欧阳钦, 黄丽彬, 杨锦林. 原发性胃淋巴瘤内镜下表现及误

诊分析. 世界华人消化杂志  2007;15(14):1658-1661
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0  引言

在胃的恶性肿瘤中, 除了最常见的胃癌以外, 排
在第2位的应该算胃淋巴瘤.  据统计, 原发性胃

淋巴瘤占胃恶性肿瘤的比例可达2%-8%左右[1-2], 
近年来随着诊断水平的提高以及对该疾病认识

的深入, 确诊为原发性胃淋巴瘤的例数还有明

显增加的趋势[3]. 但由于胃淋巴瘤的内镜下表现

®

■背景资料
原发性胃淋巴瘤
是一种令消化科
医生和肿瘤科医
生都很感兴趣的
疾病, 该病所表现
出来的一些有别
于其他恶性肿瘤
的特质, 引发了人
们对他的研究热
潮. 他在胃内表现
形态多样, 病理分
型复杂, 预后差异
很 大 ,  部 分 低 度
恶性的淋巴瘤与
幽门螺旋杆菌密
切相关, 根除幽门
螺旋杆菌可获得
60%-80%的完全
缓解率, 开创了抗
生素治疗肿瘤的
新纪元. 但由于该
病病理形态复杂, 
长期以来没有统
一的病理诊断标
准, 制约了临床医
生对该病的进一
步认识, 以至于漏
诊及误诊率均很
高. 本文从该病的
胃镜表现方面进
行探讨, 同时对比
误诊病例的胃镜
表现, 以期提高临
床内镜医生对该
病的鉴别能力, 提
高术前确诊率, 使
胃淋巴瘤患者的
“保胃治疗”方
案得以实现.
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形态多样且不典型, 恶性淋巴细胞浸润程度较

深, 活检也有一定难度, 因此术前误诊率较高. 
国外有文章曾报道45例胃淋巴瘤患者, 有37例
是通过手术后确诊, 只有8例患者在术前通过胃

镜活检确诊[4]. 由于近年来人们逐渐认识到该病

预后比胃癌好, 不仅对放化疗敏感, 而且其中的

MALT淋巴瘤采用单纯的抗幽门螺旋杆菌治疗

也能获得60%-80%的完全缓解率. 因此对于无

穿孔、梗阻等并发症的胃淋巴瘤患者目前多主

张采用“保胃治疗”[5-9]. 胃镜检查+活检是术前

确诊胃淋巴瘤最重要的检查方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-10/2006-09我院内镜中心的62 000
例次胃镜检查中, 通过活检共明确诊断胃淋巴瘤

51例. 同时有27例患者胃镜拟诊为“胃淋巴瘤”.
1.2 方法 我们将电脑库中的内镜图片及描述资

料提出进行回顾性分析, 总结该病的内镜下特

点; 同时62 000例次胃镜检查中, 有42份内镜诊

断拟诊胃淋巴瘤, 除去其中15例是既往已确诊

为胃淋巴瘤来进行复查的以外, 有27例是内镜

医生通过内镜下病变的形态而高度怀疑胃淋巴

瘤的, 追踪其最终的病理结果, 统计内镜与病理

诊断的符合率并分析误诊的原因.
统 计 学 处 理  统计各项指标的比例 .  采用

SPSS12.0软件包对确诊胃淋巴瘤组与疑诊胃淋巴瘤

组胃镜特点的比较采用Mann-Whitney U秩和检验.

2  结果

2.1 病理确诊的胃淋巴瘤的特点 51例胃淋巴瘤

的病理分型(按2001年WHO诊断标准[10]): MALT
淋巴瘤9例, Burkitt淋巴瘤1例, 淋巴母细胞淋巴

瘤1例, T细胞淋巴瘤1例, 弥漫性大B细胞淋巴瘤

39例.
2.1.1 病变形态 胃镜下胃淋巴瘤的形态具有多

样性. 根据朱正贤 et al [11]的研究, 将胃淋巴瘤的

内镜下形态以其主要表现类型大致分为以下4
类: (1)溃疡型(图1A-B): 溃疡型占了胃淋巴瘤的

绝大多数共33例(65%), 特别是有29例为巨大溃

疡型(直径超过2 cm), (2)粗大型(图1C): 肿块型5
例(10%), 均为巨大肿块, 3例为单发, 2例为多发; 
(3)小结节或息肉型12例(图1D), 占23.3%, 为累

及多个部位的形态不一大小不均的多发结节或

息肉样改变; (4)黏膜粗大型1例(2%)(图1E), 为
胃黏膜广泛肿胀狭窄, 表面糜烂.
2.1.2 质地, 蠕动性和病变部位 有49份内镜报

告中提及活检质地, 其中质地硬20例(41%), 质
地韧11例(22%), 质地脆10例(20%), 质地软8例
(16%). 有两份报告提到活检时病变有软有硬, 
具有多形性的特点. 有19份内镜报告描述了病

变的蠕动性, 除了2例描述蠕动尚可以外, 其余

17例均描述蠕动差、消失或胃腔狭窄. 26例为

单一病变(多为巨大溃疡型), 其余25例为多发病

变(结节型或多个溃疡型), 病变累及胃腔的多个

解剖部位. 胃体为胃淋巴瘤最常累及的部位, 有

■同行评价
本文作者通过回
顾性总结已经确
诊胃淋巴瘤的病
例, 并从胃镜初诊
疑似胃淋巴瘤病
例追踪分析结果, 
论述角度具有一
定新意, 为探索淋
巴瘤内镜学诊断
提供了新的分析
思路.

图 1 胃淋巴瘤的内镜下形态分型. A-B: 溃疡型; C: 肿块型; D: 小结节或息肉性型; E: 黏膜粗大型.
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34例(67%)病变累及了胃体, 比较常见的部位为

胃底体交界或胃窦体交界部位. 有8例在检查中

发现有活动性出血. 
2.1.3 胃镜初步诊断的结论 回顾性分析这51例
最后经病理活检证实为胃淋巴瘤的病例 ,  其
胃镜初步诊断仅有3例考虑为淋巴瘤; 有27例
(53%)初步诊断提出“胃新生物性质待定”, 对
该疾病的恶性倾向做出了明确的判断; 其余21
例初步诊断为结节(或溃疡)性质待定, 没有明确

判断疾病的良恶性.
2.2 内镜疑诊的胃淋巴瘤的特点

2.2.1 病变形态 其余24例显示: 腺癌18例, 慢性

炎症6例. 回顾这27例的内镜表现: 溃疡型3例
(11.1%); 肿块型1例(3.7%); 结节型13例(48%); 
黏膜粗大型10例(37%). 
2.2.2 质地和蠕动性 有23份报告提及病变质地, 其
中软5例(21.7%); 韧7例(30%); 硬4例(17.4%); 脆7 
例(30.4%). 有16份报告提及蠕动性, 其中蠕动好

仅2例; 蠕动差14例.
2..2.3 两组特点比较 从形态、质地、蠕动性这

3个方面对两组进行比较发现(表1), 两组病变的

形态差异有显著性(P <0.001), 确诊淋巴瘤组以

溃疡型和小结节型为主, 而疑诊组以大结节及

黏膜粗大型为主. 其余两项指标——质地和蠕

动性在两组间差异没有显著性, P分别为0.188和
0.698. 其中MALT淋巴瘤组和疑诊组比较, 病变

形态之间也有显著性差异(P <0.05, 图2).
2.2.4 我院2004-10/2006-9通过外科手术和胃镜

活检共确诊胃淋巴瘤58例, 其中胃镜+活检确诊

51例, 术前确诊率达到了88%.

3  讨论

所谓原发性胃淋巴瘤是指原发于胃内, 而符合

以下条件的淋巴瘤: (1)体表淋巴结无病变; (2) 
血液白细胞计数正常; (3)纵隔淋巴结无病变; 
(4)诊断时胃及其所属淋巴结以外的部位无肉

眼可见病变; (5)肝脾正常. 在研究过程中我们

发现, 我们对原发性胃淋巴瘤内镜下表现的认

识与实际情况有着较大的出入: 一方面后来经

病理活检确诊的淋巴瘤, 在其初次内镜检查时

没能做出淋巴瘤的判断, 其次内镜疑诊的胃淋

巴瘤最后经病理确诊却多半并不符合淋巴瘤的

诊断, 而以低分化胃癌为主. 从既往的文献中我

们得到的经验是: 有两种镜下形态对胃淋巴瘤

的诊断具有特征性意义[11]: 其一是广泛的多发

的结节样、铺路石样或小息肉样病变, 伴胃壁

僵硬, 动度减小; 其二是粗大的黏膜皱襞、僵

直、表面糜烂, 不能为充气所展平. 文献中还特

别指出第1种类型对淋巴瘤具有特别的意义, 因
在胃癌中未能发现此种改变, 因此具有鉴别意 
义[12-14]. 在我们所统计的内镜疑诊病例中, 绝大

多数镜下形态都是这两种类型(85%), 说明我们

的内镜医生对胃淋巴瘤形态的表现是遵照上述

文献来进行判断的. 但遗憾的是通过追踪病理

结果, 除了3例符合淋巴瘤的诊断以外, 其余24
例中18例(75%)是腺癌, 尤其是10例低分化腺癌

在内镜下也常呈现出与淋巴瘤类似的多型性、

结节样改变的特点, 同时低分化腺癌也和淋巴

瘤一样具有黏膜下浸润的生长方式, 因此也常

出现黏膜粗大肿胀的形态. 从我们的研究发现, 

分组 

表 1 淋巴瘤确诊组与疑诊组胃镜表现对比表

     
分组

                                                    形态(n )                                        蠕动性                           活检质地      

                                     溃疡型  肿块型 小结节型     黏膜肿胀型       好      差     未描述     硬     韧   脆 软    未描述

确诊组(51例)      

    MALT淋巴瘤              4      0       4            1            1     6           2   

    非MALT淋巴瘤         29      5       8            0            1    11        30    

    总计                          33            5              12                   1              2    17        32         20    11   10     8         2

疑诊组(27例)        3            1              13          10            2      14        11           4      7     7     5         4

70

60

50

40

30

20

10

0
       1             2              3             4

确诊组
疑诊组

图 2 确诊组与疑诊组内镜下大体形态比较. 1: 溃疡型; 2: 

肿块型; 3: 结节型; 4: 黏膜粗大型.
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以上两种病变形态似乎并不具有特征性, 而且

因为在我国, 胃癌发病率明显高于胃淋巴瘤, 在
病变形态表现为以上两种类型时内镜疑诊淋巴

瘤应更慎重. 
确诊的51例淋巴瘤的内镜下表现以溃疡型

占绝大多数, 而这种类型也是很难与胃癌相鉴别

的. 经过仔细分析图片, 我们发现某些淋巴瘤的

溃疡周边较多见不规则结节, 且活检质地以硬为

主(占41%), 甚至有些取材时感觉像石头一样坚

硬, 有些仔细的内镜医生甚至描述在多个不同的

病变部位取材时感觉质地有明显差异. 以巨大溃

疡为表现形式的多为进展较快, 恶性程度较高的

淋巴瘤, 而MALT淋巴瘤以溃疡型和结节型各占

一半, 且其溃疡型多为多发、散在、不规则、结

节基础上出现的较浅的溃疡, 与文献报道的结果

较吻合[15]. 最近同济医科大学Hu et al [16]报道了

31例胃MALT淋巴瘤的临床和内镜研究结果, 他
也指出当内镜下胃淋巴瘤表现为深大溃疡的时

候, 很难与胃癌相鉴别, 内镜初次正确诊断的阳

性率只有29%. 国外文献报道内镜初次疑诊胃淋

巴瘤的阳性率只达到27%. 但对于该病变的恶性

倾向可达到60%左右的正确判断率[1], 与我们报

道的53%差别不大. 尽管如此, 内镜检查仍是确

诊胃淋巴瘤的重要检查方法. 通过提高内镜医生

对淋巴瘤病变的认识, 必要时辅以超声内镜的扫 
描[17], 通过多取深取活检, 再结合病理科的形态

学表现及免疫组化的方法, 胃淋巴瘤的术前确诊

率是可以进一步提高的.  
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Abstract
AIM: To estimate the value of event related 
potential (ERP) P300 and mini-mental state 
examination (MMSE) in the detection of minimal 
hepatic encephalopathy (MHE).

METHODS: ERP P300 and somatosensory evoked 
potential (SEP) were examined, and MMSE were 
performed in 30 posthepatitic cirrhosis patients, 
and the occurrence of hepatic encephalopathy 
(HE) was observed 1 year after examination.

RESULTS: Abnormal ERP P300 occurred in 21 
patients (70.0%), while abnormal SEP occurred 
in 11 (36.7%). MMSE scores less than 27 were 
found in 13 (43.3%) cases, and both or either ab-
normity of ERP P300 and MMSE were observed 
in 22 (73.3%). Ten cases (33.3%) were found with 
abnormity of both ERP P300 and MMSE. After 1 
year, of the 17 patients with abnormity of ERP 
P300 and/or MMSE, 12 cases developed clinical 
hepatic encephalopathy, while of the 6 patients 

without abnormal ERP P300 and MMSE, only 1 
case developed clinical hepatic encephalopathy. 
There was significant difference between them 
(70.6% vs 16.7%, P < 0.05).

CONCLUSION: ERP P300 and MMSE were sensi-
tive and reliable to evaluate the occurrence of 
MHE in liver cirrhosis.

Key Words: Liver cirrhosis; Event related potential 
P300; MMSE; Minimal hepatic encephalopathy

Xu TJ, Chen JQ, Dong RG, Li X, Geng DQ. Value of event 
related potential P300 and mini-mental state examination 
in the diagnosis of minimal hepatic encephalopathy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(14):1662-1664

摘要
目的: 评价事件相关电位P300和智能精神状态检
查(MMSE)诊断轻微型肝性脑病(MHE)的价值.

方法: 30例肝炎后肝硬化患者进行事件相关
电位P300和脑诱发电位检查及MMSE检测, 并
观察1 a后临床肝性脑病(HE)的出现情况.

结果: 事件相关电位P300异常21例(70.0%), 体
感诱发电位(SEP)异常11例(36.7%), MMSE得
分<27(提示有认知功能障碍)13例(43.3%), 事
件相关电位P300和/或MMSE异常22例(73.3%), 
两者均异常10例(33.3%), 追踪观察1 a的23位
患者中, 17例事件相关电位P300和/或MMSE异
常患者出现临床肝性脑病12例, 两者均无异常
的6例患者中, 出现临床肝性脑病1例, 两者比
较有显著性差异(70.6% vs  16.7%, P <0.05).

结论: 事件相关电位P300和MMSE可作为判断
肝硬化失代偿期是否发生轻微型肝性脑病的
一种敏感又可靠的方法.

关键词: 肝硬化; 事件相关电位P300; 智能精神状态

检查; 肝性脑病
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■背景资料
MHE是慢性肝病
患者临床上无脑
病症状, 常规精神
和神经功能检查
正常, 仅能用精细
的智力测验和/或
神经电生理检测
才能发现的肝性
脑病. 此类患者虽
看似正常, 但操作
能力和应急能力
均降低, 使从事高
空、机械、驾驶
等工种的患者易
发生意外, 因而对
轻微型肝性脑的
研究具有重大意
义. 但国内对此研
究报道较少.
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0  引言

轻微型肝性脑病(minimal hepatic encephalopathy, 
MHE)是指慢性肝病病人无明显肝性脑病临床表

现和血生化检测异常, 仅能通过精细的智能精神

状态检查和/或电生理检测才能诊断的肝性脑病[1]. 
此概念自1978年由Rikker et al提出后愈来愈受

到医学界的重视. 此类患者虽看似正常, 但操作

能力和应急能力均降低, 使从事高空、机械、驾

驶等工种的患者易发生意外, 因而对轻微型肝性

脑的研究具有重大意义[2]. 但国内对此研究报道

较少. 听觉事件相关电位(ERP)之P300是诱发电位

的晚成分, 为最敏感的诱发电位[3], 与注意、认

识、判断及思维等高级神经活动相关, 可作为高

级神经活动功能评价的客观检测手段[4]. 本研究

对30例肝硬化患者进行了事件相关电位P300和体

感诱发电位检测及简易智能精神状态检查, 并追

踪1 a, 观察临床肝性脑病(HE)的出现情况, 以探

讨ERP之P300及简易智能精神状态检查对轻微肝

性脑病的诊断价值.

1  材料和方法

1.1 材料 肝硬化组, 肝硬化失代偿期患者30例, 
为2004-2005住院的肝炎后肝硬化患者, 符合

1995年全国病毒性肝炎防治方案的肝炎后肝硬

化的诊断标准, 有酗酒史、神经系统疾病及听力

障碍者除外. 其中男21例, 女9例, 年龄26-64(平
均51.2)岁, 按Pugh改良的Child肝功能分级. A级8
人, B级9人, C级13人. 正常对照组28例, 男18例, 
女10例, 年龄26-68(平均54.3)岁, 查体正常, 无耳

病、肝病、糖尿病及脑血管疾病的志愿者. 文化

程度, 肝硬化组: 小学4例、中学18例、大学8例, 
对照组: 小学5例、中学16例、大学9例.
1.2 方法 使用日本光电公司Neuro Peak5304K型四

道诱发电位仪. 电极位置参照国际脑电学会10/20
标准安放. 听觉事件相关电位P300测定: 记录电极

置于FZ和CZ, 靶刺激20%, 非靶刺激占80%, 患者

计数靶刺激个数与实际次数的误差不超过3次, 测
试至少重复2次. 观察P300波幅(峰-峰值)和潜伏期. 
体感诱发电位(SEP)测定: 观察各波潜伏期, 波幅

及峰间潜伏期. 以任一种异常超过我院神经电生

理室标准均值±2.5作为异常, 如有2种以上异常, 
则以改变明显者为判断标准. 同时对30例患者予

简易智能精神状态检查量表(MMSE), 包括定向

力、记忆力、注意力、计算力、回忆能力、语言

能力等方法, 提问并打分.
统计学处理 采用χ2检验.

2  结果

听觉事件相关电位P300测定结果异常者21例(70%), 
主要表现为P300完全消失、波幅低矮、潜伏期延

长. 其中P300完全消失7例, 波幅低平9例, 潜伏期延

长5例(表1). 随肝功能Child分级增加, ERP P300异常

率增加(χ2 = 11.04, P<0.01)体感诱发电位(SEP)测定

异常共11例, 异常率36.7%, 其中潜伏期延长4例, 波
幅低矮5例, 峰间时程延长2例. 30例患者中MMSE
得分<27(提示有认知功能障碍)有13例(43.3%). 事
件相关电位P300和/或MMSE异常22例(73.3％), 两者

均异常10例(33.3％), 30例患者追踪1 a, 其中失访7
例, 完成随访23例, P300和/或MMSE异常17例, 出现

临床肝性脑病12例(70.6%), P300和MMSE检测均无

常6例, 出现HE 1例(16.7%), 两者比较有显著性差

异(χ2 = 5.25, P <0.05).

3  讨论

M H E是慢性肝病患者临床上无脑病症状, 常
规精神和神经功能检查正常, 仅能用精细的智

力测验和/或神经电生理检测才能发现的肝性

脑病[5]. 1978年Gith in报道肝硬化患者虽然表

面完全健康, 但心理测试发现MHE的发生率达

60%-70%, 由于MHE患者有心理障碍、智力低

下, 反应能力降低, 判断能力降低, 而临床上又

无脑病症状, 常规精神神经检查不易被发现, 因
而不能进行常规治疗和随访[6].

事件相关电位P300是一种特殊的诱发电位, 
P300是ERP中峰潜伏期在300 ms左右的晚期正向

波, 为信号加工特有电位. P300电位对反映轻度认

知功能障碍很敏感[7]. 目前认为P300内源成分与

人的注意、记忆、判断、思维、认知、感觉及

推理等高级神经活动功能有关, 是测定注意、记

忆、智能等高级心理活动的客观指标[4]. Kugler 
et al的研究中指出, 肝硬化患者无论有无临床脑

病, P300潜伏期都明显延长. 随肝性脑病的加重, 
P300潜伏期延长更加明显, 其振幅逐渐变小, 最终

P300波消失[8]. 事件相关电位P300潜伏时的测定能

表 1 肝硬化患者(ERP)P300测定结果

     
Child          P300消失      波幅           潜伏期        异常率

分级        
n

             (n )            降低           延长               (%)

A            8            0               1               1              25.0

B            9            2               4               1              77.8

C          13            5               4               3              92.3

总计     30            7               9               5              70.0

■创新盘点
本文通过对肝硬
化患者进行事件
相关电位P300和体
感诱发电位检测
及简易智能精神
状态检查, 提高其
检出率, 说明应用
事件相关电位P300

和简易智能精神
状态检查是MHE
诊断的一种有效
客观的联检手段, 
从而早发现轻微
肝 性 脑 病 ,  及 时 
治疗.
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正确反应患者的大脑认知水平及心理活动[9], 潜
伏期与肝代谢能力有关, 肝代谢能力减退越严

重, 认知障碍程度也越重. 对无临床脑病的肝硬

化患者, P300检出异常率为78%, 而心理学测验异

常率仅为41%, 可见P300成分对检出MHE及早期

临床肝性脑病有高度敏感性. 我们对30例肝硬

化患者进行事件相关电位P300检查, 发现其异常

率为70%; 且随Child肝功能分级增加, P300异常率

亦增高, 与文献报道基本一致. 另外我们还发现

肝硬化患者P300异常率(70%)高于体感诱发电位

(SEP)的异常率(36.7%), 我们应用事件相关电位

P300和简易智能精神状态检查联合检测, 并追踪

随访1 a, MHE阳性率为70.6%, 说明应用事件相

关电位P300和简易智能精神状态检查是MHE诊断

的一种有效客观的联检手段. MHE所产生的躯

体、精神症状及由之引起的功能限制是慢性肝

病患者生活质量下降的最主要的原因, 而P300电

位作为判断大脑高级功能的客观指标, 能及时反

映肝病患者的认知状况, 对认知功能受损患者及

时进行心理治疗和心理干预, 可通过控制应激源

或情绪而增加机体的免疫功能, 从而降低肝性脑

病的发病率和提高其生活质量[10].
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Abstract
AIM: To explore the expression of Th1 type 
cytokines, interleukin-12 (IL-12) and interferon-γ 
(IFN-γ ) , in ulcerative colitis (UC), and to 
investigate the mechanism of UC at molecular 
level.   

METHODS: Thirty UC patients diagnosed with 
colonoscopy and mucosal biopsy were enrolled 
in this study and 20 healthy volunteers were 
used as controls. IL-12 and IFN-γ mRNA expres-
sion were detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). The serum 
levels of IL-12 and IFN-γ were detected by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

RESULTS: The expression of IL-12 mRNA in 
UC patients (light, moderate and severe degree) 

was significant higher than that in controls (0.51 
± 0.09, 0.59 ± 0.07, 0.66 ± 0.06 vs 0.25 ± 0.03, P 
< 0.05), but no difference was found in IFN-γ 
mRNA expression between the two groups. The 
level of serum IL-12 was not markedly differ-
ent between UC patients and controls (P > 0.05), 
while IFN-γ were not detectable in both groups. 

CONCLUSION: IL-12 may play an important 
role in the pathogenesis of UC.

Key Words: Ulcerative colitis; Interleukin-12; 
Interferon-γ; Reverse transcription-polymerase chain 
reaction; Enzyme-linked immunosorbent assay
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Expression of Th1 type cytokines in patients with 
ulcerative col i t is .  Shi j ie  Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 检测Th1类细胞因子IL-12, IFN-γ在溃疡
性结肠炎(UC)中的表达, 从分子水平上探讨
UC的发病机制.

方法: 选取通过结肠镜诊断并经病理证实的
患者UC 30例, 正常对照者20例.用RT-PCR方
法检测Th1类细胞因子IFN-γ和IL-12 mRNA
表达, 用双抗体夹心ELISA法检测血清IL-12, 
IFN-γ的水平.

结果: UC组(轻、中、重度)IL-12 mRNA表
达较正常对照组显著增加(0.51±0.09, 0.59
±0.07, 0.66±0.06 vs  0.25±0.03, P <0.05), 而
I F N-γ与正常对照组相比, 表达无显著差异
(P >0.05). UC组和正常对照组IL-12的血清浓
度差异没有显著性(P >0.05), IFN-γ未达到可检
测浓度. 

结论: IL-12在UC的发病中可能起重要作用.

关键词: 溃疡性结肠炎; IL-12; IFN-γ; 逆转录聚合

酶链式反应; 酶联免疫试验
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■背景资料
Th细胞的研究近
来进展迅速, 而有
研究发现免疫反
应异常在溃疡性
结肠炎的发病中
起重要作用, 主要
效应细胞为Th1和
Th2细胞, 关于他
们的具体作用, 研
究者意见不一. 
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0  引言

免疫反应异常在溃疡性结肠炎(Ulcerative colitis, 
UC)的发病中起重要作用. CD4+T细胞是免疫应

答的重要效应细胞, 分为Th1和Th2细胞, Th1细
胞表达γ干扰素(interferon-γ, IFN-γ)和肿瘤坏死

因子β(tumor necrosis factor-β, TNFβ), 而Th2细
胞表达IL-4, IL-5, IL-6,  IL-9, IL-10和IL-13[1-2]. 
一般而言, Th1细胞因子有促炎作用, 而Th2细
胞因子则发挥抗炎作用. 在对UC的免疫学发病

机制研究中, 研究者们意见不一. Lakatos[3]认为

UC与Th2细胞密切相关, Sawa et al [4]认为UC是
Th1和Th2共同作用的结果. UC究竟与Th1或Th2
何者更为密切相关还有待研究.我们检测了UC
患者结肠黏膜和外周血中Th1类细胞因子IL-12, 
IFN-γ的表达, 旨在探讨UC的发病机制.

1  材料和方法

1.1 材料 UC患者30例, 经结肠镜检查确诊并经

病理证实, 诊断符合2000年成都会议标准[5], 年龄

26-69岁. 正常对照组20例, 年龄25-51岁. 取每例

患者直肠或乙状结肠部位的活检组织, 置于液氮

罐中, 每例抽取全静脉血5 mL, 离心取血清, 均置

于-70℃保存备用. 所有引物上海博亚生物技术

有限公司合成, ELISA试剂盒购于上海森雄实业

有限公司.
1.2方法 
1.2.1 提取组织RNA, 用反转录法合成cDNA, 
RT-PCR法检测IL-12和IFN-γ的表达 PCR反应

体系为50 μL, 含cDNA模板2 μL、PCR缓冲液 
5 μL、50 mol/L dNTP混合物、10 μmol/L上下游

引物和Taq DNA聚合酶0.5 μL. PCR反应参数为 
94℃ 5 min , 94℃ 30 s,  55℃ 30 s,  72℃ 1 min, 
共30个循环. 72℃延伸10 min, 4℃终止反应. 取 
5 μL PCR扩增产物以12 g/L琼脂糖进行凝胶电

泳, 用图像分析仪进行分析.
1.2.2 采用双抗体夹心ELISA法测血清IL-12和

IFN-γ的水平 具体检测程序如下: 建立标准曲

线:  设标准孔8孔 ,  每孔中各加入样品稀释液 
100 μL, 第1孔加入标准样品100 μL, 混匀后用加

样器吸出100 μL, 移至第2孔. 如此反复作对倍稀

释至第7孔, 最后, 从第7孔中吸出100 μL弃去, 使
之体积均为100 μL. 第8孔为空白对照. 加样: 待
测样品孔中每孔各加入样品稀释液及待测样品
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各50 μL. 将反应板置37℃ 2 h. 洗板: 用洗涤液将

反应板充分洗涤4次, 在滤纸上印干. 每孔中加

入第一抗体工作液50 μL. 将反应板充分混匀后

置37℃1 h, 洗板.每孔加酶标抗体工作液100 μL. 
将反应板置37℃1 h, 洗板.每孔加入底物工作液 
100 μL, 置37℃暗处反应5-10 min. 每孔加入1滴
终止液混匀. 在492 nm处测吸光值A 492. 用标准

物浓度与A 492值计算出标准曲线的直线回归方

程, 将样品的A 492值代入方程式求出样品浓度. 
统 计 学 处 理 :  采用单因素方差分析 ,  用

SPSS10.0统计软件分析, P<0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 IL-12 mRNA 和IFN-γ的表达 UC组IL-12的
表达较正常对照组增加(P <0.05), 而IFN-γ与正

常对照组相比, 差异无显著性(P >0.05), IL-12
和 I F N - γ在轻中重度U C中差异都无显著性
(P >0.05, 表1).
2.2 外周血IL-12和IFN-γ的检测 UC组和正常

对照组, IL-12的浓度分别为23.32±7.86 ng/L
和27.97±10.75 n g/L, 两者差异没有显著性

(P >0.05). IFN-γ在两组中都未达到可检测浓度.

3  讨论

在正常状态下, 体内的Th1和Th2处于动态平衡, 
两者相互制约, 从而维持机体内环境的稳定. 如
果由于某种原因导致Th1/Th2失衡, 比如Th1反
应亢进或Th2反应减弱, 组织器官就可能发生炎

症. IL-12是细胞免疫中非常重要的因子[6], 由活

化的单核-巨噬细胞、树突状细胞等抗原呈递

细胞产生, 能促进Th1细胞的分化和增殖, IL-12
还可刺激自然杀伤细胞(NK细胞)和T细胞产生

包括IFN-γ在内的多种细胞因子. IL-12和IFN-γ
作为前炎症因子都对Th1反应提供了重要信号. 
我们的实验结果表明UC组肠黏膜IL-12 mRNA
的表达较正常对照组增加, 这与Nielsen et al [7]

的研究结果一致, 说明IL-12参与了UC的发病. 
IFN-γ主要由T细胞和NK细胞产生, 有广泛的免

疫调节作用, Th1是产生IFN-γ的主要细胞. IFN-γ

www.wjgnet.com

表 1 IFN-γ和IL-12的表达

     
细胞因子  对照组        轻度UC         中度UC         重度UC

IFN-γ  0.64±0.04  0.65±0.03  0.70±0.03  0.77±0.05

IL-12  0.25±0.03  0.51±0.09a 0.59±0.07a 0.66±0.06a

aP<0.05 vs  对照组.

■同行评价
本文研究思路清
晰, 结合分子水平
来研究临床疾病, 
对进一步探讨UC
的发病机制有很
大意义. 
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主要通过两种途经促进Th1分化: (1)通过阻止

Th2的分化而使Th1的分化占优势; (2)在抗原致

敏过程中, IFN-γ和IL-12直接调节Th1的分化[8]. 
Stevceva et al [9]用类似人类UC的IL-4缺乏小鼠

模型检测IFN-γ, 认为IFN-γ在急性炎症结肠组

织的含量高. Camoglio et al [10]用免疫组化法检

测UC患者IFN-γ和IL-4的表达, 结果二者均未有

显著性升高. Watanabe  et al [11]Northern杂交及定

量PCR法在CD组织中检测到IFN-γ, 而未受刺激

的自身外周血单核细胞(PBMC)、正常对照及

炎症对照组肠黏膜固有层单个核细胞(LPMC)
未能检出IFN-γ. 对于IFN-γ在Th1细胞的发展中

是否必需这个问题一直有争论. Bot et al [12]发现

在完全缺乏IL-4时, T细胞在IL-12存在的情况

下开始向Th1分化, 此时不需要IFN-γ. 我们的实

验结果提示IFN-γ在UC的发病中的作用不明显, 
IL-12可能在IFN-γ不升高的情况下诱导了Th1 
细胞. 

近年来, 对Th细胞的研究进展迅速, 人们已

经认识到细胞因子、T细胞受体、转录因子等

共同调节着Th1/Th2分化方向. 但是, Th1/Th2整
个通路的调节是很复杂的过程, 对整个通路的

初始调节和最重要的调节以及对UC免疫机制的

最终阐明都有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To discuss the diagnosis and treatment 
of ischemic enteropathy resulted from superior 
mesenter ic ar ter ies (SMA) s tenos is and 
evaluate the safety and efficacy of endovascular 
interventional technique for SMA stenosis. 

METHODS: Four cases with SMA stenoses were 
treated with percutaneous transluminal balloon 
angioplasty (PTA) and stent placement. During 
3 to 32 months of following up, we observed 
the efficacy of endovascular interventional tech-
nique for SMA stenosis as well as the prognosis 
of patients. 

RESULTS: PTA and stent placement were 
technically successful in all the cases. Among 
the 4 cases, 3 cases were implanted 1 stent re-
spectively and 1 case was implanted 2 stents. 
After procedure, the symptoms were relieved 
in 3 cases within 1 week and their body weights 
increased to the ideal level during 3 to 6 months. 
The remaining one case obtained conspicuous 
alleviation of abdominal pain, but she still had 
the intermittent abdominal discomfort and her 

body weight didn’t increased markedly. One 
patient died from acute myocardial infarction in 
the 32th month after procedure and didn’t have 
recurrent symptoms when she was alive. During 
the following up, re-stenosis didn’t occur in all 
the cases which assessed by duplex sonography. 

CONCLUSION: Computerized tomographic 
angiograms, magnetic resonance angiograms 
(MRA) and selective angiogram of SMA are 
important methods for the diagnosis of SMA 
stenosis. Stent-assisted angioplasty is safe and 
effective in the therapy of mensenteric arterial 
occlusive diseases, with a low incidence of com-
plications and high technical success rate, espe-
cially fit for the patients with high surgical risk. 

Key Words: Superior mesenteric arteries stenosis; 
Ischemic enteropathy; Diagnosis; Endovascular in-
terventional treatment

Song SH, Zhang WD, Yuan C, Li T, Yuan B, Wang KQ, 
Xing T, Zhang Y. Endovascular interventional treatment 
of superior mesenteric arteries stenosis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(14):1668-1672

摘要
目的: 探讨肠系膜上动脉(SMA)狭窄所致缺血
性肠病的诊断和治疗方法, 评估腔内介入治疗
的安全性及临床效果. 

方法: 4例SMA狭窄患者通过介入治疗技术行
SMA球囊扩张(PTA)及腔内支架植入术, 术后
随访了3-32 mo, 观察腔内治疗的效果以及预
后情况. 

结果: 4例患者支架植入均成功, 3例采用1枚
支架, 1例采用2枚支架. 有3例在术后1 wk内症
状消失, 恢复良好. 最快者术后当天腹痛消失, 
第2天肠梗阻即解除. 3例患者在术后3 mo至 
6 mo内体质量恢复至接近正常. 1例虽然术后
症状较前明显缓解, 但仍有间歇腹部不适, 体
质量恢复不明显. 1例患者在术后32 mo死于突
发心肌梗死, 其生前症状未复发. 随访期间复
查腹部血管超声未发现有SMA再狭窄. 

®

■背景资料
肠 系 膜 上 动 脉
(SMA)狭窄致肠
缺血是临床较少
见的疾病, 由于对
本病的认识不足, 
常导致诊断的延
误. 传统的治疗方
法以外科手术为
主, 主要是血管转
流术及动脉内膜
剥脱术等. 血管腔
内介入治疗技术
(PTA及支架植入
术)为本病的治疗
提供了新途径, 但
国内报道较少, 应
用的经验不多.
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结论: 腹部血管CTA, MRA及选择性血管造影
对确诊SMA狭窄致肠缺血具有重要意义. 血
管腔内技术应用于肠系膜血管疾病的治疗, 是
一种安全有效的方法, 具有创伤小, 恢复快等
特点.

关键词: 肠系膜上动脉狭窄; 肠缺血; 诊断; 腔内介

入治疗
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0  引言

肠系膜上动脉(SMA)狭窄致肠缺血是临床较少

见的疾病, 多由动脉硬化狭窄及血栓形成所致. 
临床上表现为慢性腹痛, 餐后腹痛, 消化不良, 
体质量减轻等[1]. 急性血栓形成时, 可致急性肠

道缺血, 表现为腹痛急性加重以及急、慢性肠

梗阻等症状. 由于对本病的认识不足, 常导致诊

断的延误. 传统的治疗方法以外科手术为主, 主
要是血管转流术及动脉内膜剥脱术等[1,8-10]. 血管

腔内介入治疗是近年来发展很快的新技术, 为
本病的治疗提供了新途径, 但国内报道较少, 关
于其治疗效果及预后尚有争论, 我们报道4例
SMA狭窄患者采用腔内介入治疗的经验体会.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-05/2006-11采用血管腔内技术共

治疗了4例SMA狭窄患者, 男1例, 女3例, 年龄

68-75(平均71.3)岁. 病程1- 42(平均14) mo. 合
并疾病有冠心病2例, 高血压3例, 糖尿病及糖尿

病性肾病1例, 腹主动脉及下肢动脉粥样硬化狭

窄2例, 颈动脉硬化狭窄1例, 真性红细胞增多症

1例, 陈旧性脑梗塞2例, 陈旧性心肌梗塞1例. 4
例均有慢性腹痛, 饱食后腹痛病史. 表现为餐后 
30 min至1 h出现上腹部疼痛不适, 以致对进食

产生恐惧. 所有病例均有明显的体质消瘦, 3例
患者有便血及黑便史; 2例因呕吐及肠梗阻入院. 
查体: 腹软, 均有上腹部或脐周压痛, 有2例可闻

及腹部血管杂音. 实验室检查: 3例有不同程度

的低蛋白血症和血红蛋白降低; Doppler血管超

声初步筛查提示3例发现或怀疑有SMA狭窄; 我
们常规行腹部增强CT血管重建, 其中3例有明

确的SMA狭窄, 并有1例伴有腹腔动脉狭窄, 所
有患者在肠系膜上、下动脉之间均出现明显的

Riolan动脉侧支循环, 另外还提示有结肠水肿增

厚, 剩下的1例因血管重建图像有伪影, SMA显

示不清, 而经保守治疗腹痛症状缓解不明显, 于
是行腹主动脉及选择性SMA血管造影得以确

诊, 在明确诊断的同时行PTA及支架植入; CT
和动脉造影发现SMA狭窄的程度从大约70%至

99%不等; 有3例行上消化道内镜检查发现有浅

表性胃炎, 1例有胃溃疡; 3例行结肠镜者发现

有缺血性肠病表现; 其他常规检查未发现明显 
异常. 
1.2 方法 SMA球囊扩张及支架植入术: 术前3 d
口服阿斯匹林0.3 g/d并给予保护胃黏膜药物; 术
中采用Seldinger技术行股动脉穿刺, 经导丝引

入7F动脉鞘, 将造影导管沿腹主动脉送至SMA
开口附近, 行腹主动脉正、侧位造影和选择性

SMA造影, 确定SMA狭窄部位和长度; 静脉给

予肝素30 mg, 全身肝素化后, 以导引导管结合

超滑导丝选择进入SMA, 通过狭窄处后保留导

丝, 先以直径3 mm的小球囊行预扩张, 然后经

导引导管植入直径和长度合适的球囊扩张式支

架, 准确定位后加压充盈球囊使支架扩张, 再次

造影确认狭窄是否解除, 根据情况, 有的病例可

能需要植入第2枚支架; 支架开通后, 经导管向

SMA内缓慢注入罂粟碱30 mg, 以解除可能的

血管痉挛. 4例患者共植入4枚Palmaz球囊扩张

式支架(美国Cordis公司), 1枚wallstent自膨式支

架(美国Boston科学公司), 其中3枚支架直径是 
6 mm, 2枚支架直径是7 mm. 术中平均操作时间

为58(40-90) min.
术后给予低分子肝素抗凝治疗7-10 d, 并口

服波立维75 mg/d, 2 mo后改为阿斯匹林0.1 g/d, 
一般建议服用6 mo以上, 若无禁忌症可长期口

服. 出院前复查腹部血管超声, 以后每隔3-6 mo
定期复查.

2  结果

4例患者中有3例于SMA狭窄处各植入1枚支架, 
有1例在植入第1枚支架时发生前跳, 又于狭窄

处植入第2枚支架, 所有病例经造影证实支架

开通良好, 血流通畅, SMA狭窄解除, 其远端分

支血管显影良好, 技术成功率为100%. 1例术后

穿刺部位发生小血肿, 未予特殊处置后自行吸

收, 其余患者没有并发症发生. 4例患者于术后

3-5(平均4.2) d出院. 
所有病例术后随访了3-32(平均11.3) mo, 3

例在术后1 wk内症状消失, 饮食逐渐恢复正常, 
最快者术后当天腹痛消失, 第2天肠梗阻即解

■相关报道
早期由于介入技
术及导管和支架
材料性能的限制
等, 应用血管腔内
技术治疗SAM狭
窄的效果不尽如
人意. 近年来随着
影像学和介入技
术的飞速发展, 支
架结构和材料的
改进以及治疗经
验 的 增 多 ,  对 血
管腔内技术治疗
SAM狭窄持肯定
态度的报道不断
增多.
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除. 2例术前有腹部血管杂音者术后均消失. 3例
患者在术后3 mo至6 mo内体质量增加了4-11.5 
(平均7) kg. 1例虽然术后症状较前明显缓解, 进
食增加, 但体质量恢复不明显. 1例患者在术后 
32 mo死于突发心肌梗死, 生存期间腹痛症状

未复发. 随访期间复查腹部血管超声, 均未发现

SMA再狭窄征象(图1-2).

3  讨论

慢性SMA狭窄所致肠缺血因其发病率低及对本

病认识不足, 常被误诊为其他疾病, 如胆囊炎、

上消化道溃疡、胰腺炎等. 患者常常得不到及

时正确的诊治. 其特征性临床表现为三联症: (1)
餐后上腹疼痛; (2)体质量减轻; (3)腹部血管杂

音. 患者因餐后引发腹部疼痛而恐惧和拒绝进

食, 以致明显消瘦、体质量减轻和营养不良[1-4]. 
腹部血管多普勒超声因其简便、无创的

特点, 成为筛选SMA狭窄的重要方法. 但其只

能查看主干血管近端病变, 且受操作者经验等

因素影响较大 .  增强C T尤其是血管三维重建

技术的应用 ,  大大提高了C T对缺血性肠系膜

病变的诊断价值[5-6]. 我们也对此类患者常规进

行了腹部CT血管成像(CTA)检查, 发现其能准

确反映病变的部位和程度, 而且所有4例患者

均发现在肠系膜上、下动脉之间出现粗大的

侧支循环-Riolan动脉, 为本病特征性表现, 具
有诊断意义 .  因此增强C T已成为诊断肠系膜

血管缺血性疾病的主要手段. 渐有取代血管造

影的趋势. MRA与CTA类似, 也是良好的诊断 
方法[6-7]. 

肠系膜血管造影被公认为诊断肠系膜动脉

狭窄或闭塞的金标准. 但关键是要考虑到本病

的可能, 对于CT或核磁诊断不清, 症状不缓解而

患者尚没有腹膜炎等剖腹探查的指征时, 应及

时行腹主动脉及肠系膜上动脉正、侧位造影进

一步确诊, 在造影的同时还可以进行PTA和支架

介入治疗. 
当患者出现肠道缺血症状时, 应考虑采取外

科手术或血管腔内技术治疗. 如不及时治疗, 可
能进展为重度营养不良或肠坏死, 危及生命. 对

BA DC

图 1 男性, 70岁, 腹部不适感2 a, 餐后腹痛6 mo, 肠梗阻5 d入院, 腔内介入治疗. A: 腹主动脉侧位造影示肠系膜上动脉主干

长约1.2 cm狭窄, 狭窄程度约70%; B: 行选择性肠系膜上动脉造影示动脉狭窄情况; C: 以直径6 mm的球囊行动脉狭窄部扩张

后, 效果不佳, 仍有>50%以上的狭窄; D: 植入1枚直径6 mm的Palmaz球囊扩张式支架后造影显示狭窄解除. 术后当天患者腹

痛消失, 第2天肠梗阻即解除.

DCBA

图 2 女性, 74岁, 慢性腹痛、餐后痛3 a, 间断便血1 mo, 肠梗阻2 d, 腔内介入治疗. A: 腹主动脉侧位造影示肠系膜上动脉起

始部重度狭窄, 接近闭塞; B: 行选择性肠系膜上动脉造影示动脉狭窄情况; C: 植入1枚直径7 mm的Palmaz球囊扩张式支架后

发生前跳, 支架未完全覆盖狭窄段; D: 植入第2枚支架后造影显示狭窄完全解除, 术后第5天患者腹痛及肠梗阻完全消失, 便

潜血转为阴性.

←

← ←

←

←

←
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■应用要点
把握好腔内治疗
的 适 应 症 ,  熟 练
掌握血管腔内技
术是其安全应用
的 基 础 .  选 用 合
适的导丝及导管, 
能够选择进入肠
系膜上动脉并通
过狭窄部是关键
所 在 ,  然 后 根 据
病变血管情况选
择合适的球囊扩
张式支架.
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于无症状的SMA狭窄, 是否应外科干预或介入

治疗, 目前尚有争议, 一般认为, 狭窄率>70%者

也应考虑手术或腔内治疗. 传统的治疗方法为

SMA与腹主动脉或髂动脉的血管转流术或SMA
动脉内膜剥脱术等, 术后症状缓解率约为80%. 
但本病患者一般均为高龄, 且有多种并发疾病, 
文献报道手术死亡率6-9%, 其他手术相关并发

症发生率16-22%[9-10], 因此外科手术中及术后的

高风险令医生及患者多有顾虑. 
1980年Furrer et al [11]首先报道了采用PTA方

法成功治疗肠系膜动脉狭窄的病例. 但由于诊

断技术、介入技术及导管和支架材料性能的限

制等, 其应用并未广泛开展. 近年来随着影像学

和介入技术的飞速发展, 支架结构和材料的改

进, 支架输送系统的细型化以及介入治疗经验

的增多, 对于血管腔内技术治疗SAM狭窄持肯

定态度的报道不断增多[1-4,12-14]. 与传统的手术方

法对比而言, 血管腔内介入治疗的技术成功率

高, 而并发症发生率很低, 术后8 h即可下地活动, 
术后2-3 d即可出院, 这对于高龄且有多种并发

疾病的患者, 其治疗的安全性较开腹血管重建

手术具有无可比拟的优势. 本组患者平均年龄

71.8岁, 均有多种并发疾病, 而术中仅用局部麻

醉, 生命指征平稳, 术后恢复良好, 平均术后4.2 d
出院, 充分反映其优势所在. 国外一些报道也认

为其渐有取代手术治疗之趋势[1-4,12-14]. 本组采用

PTA加支架植入术成功治疗了4例患者. 我们的

经验表明: 选择进入肠系膜上动脉并通过狭窄

部是介入治疗关键所在. 只要动脉未完全闭塞, 
经耐心操作, 仔细选择, 介入治疗多可完成. 本
组技术成功率为100%. 有1例SMA与腹主动脉

成角过小, 又有重度狭窄, 以常规方法反复操作

导丝均无法进入, 几乎要放弃而改行手术, 后以

导引导管结合猪尾导管, 以0.018英寸细导丝终

于进入并通过了SMA狭窄部, 完成了治疗. 另外

我们大多采用球囊扩张式支架, 其具有定位准

确, 支架扩张释放时稳定性好等优点, 较适合于

SMA开口部位病变. 在操作中, 我们发现有些动

脉狭窄部位组织比较坚韧, 因此支架长轴中点

应置于狭窄最严重处, 否则也可能发生支架的

前跳及后缩, 甚至有后缩突出或掉入腹主动脉

发生意外的可能. 我们有1例在植入第1枚支架

时发生前跳, 又于狭窄处植入第2枚支架, SAM
狭窄才得以解除. 选择支架的直径主要根据狭

窄远近段血管的直径确定, 4例患者共植入5枚
支架, 其中3枚支架直径是6 mm, 2枚支架直径 

是7 mm. 
目前的研究中, 多数学者认为腹腔动脉3支

血管中至少有2支主干有狭窄或闭塞才会出现

症状. 但我们临床观察的结果表明, 单独SMA严

重狭窄, 即可引起明显的临床症状, 行介入治疗, 
可获得显著的疗效. 本组有3例为单独的SAM狭

窄, 造影及CTA检查未发现腹腔动脉和肠系膜下

动脉主干及分支有明显的狭窄. 有1例为腹腔动

脉及SMA同时有严重狭窄, 仅行SAM支架植入, 
术后症状即完全缓解. Sharafuddin et al [4]也认为

若有包括SMA的多支血管病变, 如SMA和腹腔

干同时有严重狭窄, 则以治疗SMA狭窄为主, 若
SMA狭窄完全解除, 则临床症状大多可以缓解. 
而且研究也表明, 腹腔干短而细, 支架放置有一

定困难; 另外由于腹腔干起始部受中弓韧带压

迫的机率较大, 不易扩张, 植入支架后由于动脉

弹性回缩易使支架受压, 甚至塌陷, 或刺激内膜

增生导致术后再狭窄的机率增高[4,15]. 因此我们

不建议同时行SMA及腹腔动脉支架植入. 
支架植入后 ,  应密切观察患者的全身状

况、腹部症状和体征, 如腹痛无缓解或缓解后

又加重, 则警惕是否已出现肠缺血坏死, 如出现

腹膜炎体征, 则须及时行剖腹探查术, 以免延误

病情, 危及生命. 
介入治疗的并发症主要有动脉夹层、破裂, 

穿刺处血肿、假性动脉瘤, 以及SMA支架植入

后再狭窄或闭塞等. 我们认为, 当SMA为重度狭

窄时, 以直径3 mm左右小球囊行预扩张, 有助于

支架的输送、放置及防止动脉出现夹层或破裂. 
支架植入后再狭窄的发生与局部血栓形成、内

膜增生及动脉硬化进展有关, 术后还需应用抗

栓药物如: 低分子肝素、肠溶阿司匹林、波立

维等, 需要注意观察出血性并发症. 我们术前及

术后常规给予惠加强及泰胃美口服保护胃黏膜, 
预防消化道出血, 监测凝血指标变化, 本组未有

出血性并发症. 有1例术后腹股沟区穿刺部位发

生小血肿, 未予特殊处置而自行吸收. 如此低的

并发症发生率与文献报道相当, 较外科手术具

有明显优势. 
很多新近的研究结果表明, SAM支架植入

术后其早、中期的临床症状缓解率和血管开通

率与外科手术相当, 而长期的支架开通率仍低

于手术治疗. SMA支架植入后发生再狭窄, 大多

可通过再次介入治疗使支架开通[1-4,12-14]. 本组病

例支架植入后的早、中期的结果令人满意, 而
长期结果尚需进一步随访观察. 

■同行评价
该篇文章用微创
的方法治疗肠系
膜上动脉狭窄, 具
有重要的临床实
用价值, 论文书写
规范, 科学性较强.
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总之, 腹部血管CTA、MRA及选择性血管

造影对确诊SMA狭窄致肠缺血具有重要意义. 
血管腔内介入技术(PTA及支架植入术)应用于

SMA狭窄的治疗, 是一种安全有效的方法, 其近

期疗效与手术治疗相当, 且具有技术成功率高, 
并发症发生率低的优点, 相对于外科治疗的高

风险, 对于高龄及有多种并发疾病的患者具有

很大的优势, 可能成为该疾病治疗领域的一个

重要方向.
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Abstract
AIM: To compare the efficacy of rude rhubarb in 
the treatment of severe acute pancreatitis (SAP) 
by nasogastric or nasojejunal feeding. 

METHODS: SAP patients were divided into 
group A (n = 20) and B (n = 23) randomly. Based 
on comprehensive treatment, the patients in 
group A were given rude rhubarb by nasogastric 
feeding, while those in group B were given rude 
rhubarb by nasojejunal feeding. The APACHE-
Ⅱ score and Balthazar CT score on the 7th and 
14th day were observed, and the level of serum 
C-reactive protein (CRP) and amylase and the 
intestinal function were also detected.  

RESULTS: On day 7, the APACHE-Ⅱ score 
in group B was significantly lower than that in 
group A (3.76 ± 2.82 vs 4.58 ± 2.07, P < 0.05), but 
Balthazar CT score had no marked difference be-
tween the two groups (P > 0.05). On day 14, both 
the APACHE-Ⅱ score and Balthazar CT score 
were not notably different between group A 
and B (P > 0.05). The recovery time of CRP and 
intestinal function had significant differences 

between group B and A (8.3 ± 1.7 vs 9.1 ± 3.6, P < 
0.05; 6.2 ± 2.9 vs 8.5 ± 2.3, P < 0.01).  

CONCLUSION: Application of rude rhubarb by 
nasojejunal feeding can more effectively control 
the systemic inflammation in SAP and shorten 
the course of disease. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Rude rhu-
barb; Nasojejunal feeding; Nasogastric feeding

Deng B, Ding YB, Yan ZG, Wang YZ, Wu J, Xiao WM. 
Treatment of severe acute pancreatitis by different 
administration route: a comparative analysis. Shijie 
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摘要
目的: 对比研究经胃管和鼻空肠管不同途径给
予大黄治疗急性重症急性胰腺炎的治疗效果. 

方法: SAP患者43例随机分为A组(n  = 20)和B
组(n  = 23). 在综合治疗基础上A组给予胃管注
入大黄, B组给予鼻空肠管注入大黄, 观察患
者住院7、14 d时APACHE-Ⅱ评分, Balthazar 
CT积分以及CRP及血淀粉酶, 肠道功能恢复
时间.  

结果: 治疗7 d时B组A PA C H E-Ⅱ评分较A
组有明显降低(3.76±2.82 v s  4.58±2.07, 
P <0.05),  B a l t h a z a r  C T积分无明显差别
(P >0.05); 治疗14 d时A组与B组APACHE-
Ⅱ评分、B a l t h a z a r C T积分均无明显差别
(P >0.05); B组CRP及肠功能恢复时间较A组
有明显缩短(8.3±1.7 vs  9.1±3.6, P <0.05; 6.2
±2.9 vs  8.5± 2.3, P <0.01).

结论: 鼻空肠管途径应用大黄能更有效的地
控制急性重症胰腺炎的全身炎症反应, 缩短
病程.

关键词: 重症急性胰腺炎; 大黄; 鼻空肠管; 胃管
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■背景资料
急性胰腺炎是临
床常见的急腹症, 
而其中约20%是
重症急性胰腺炎
(SAP), 有较高的
死 亡 率 .  近 年 来
经鼻空肠管进行
肠内营养以及应
用中药大黄治疗
SAP在临床实践
中已经得到肯定.



0  引言

急性重症急性胰腺炎(S A P)占急性胰腺炎发

病率的20%-30%, 病情凶险, 可产生局部并发

症和导致重要脏器的功能衰竭 ,  其病死率达

10%-15%[1-4]. 近年来随着对其发病机制的逐渐

认识, 新的药物和技术在SAP治疗中广泛应用, 
综合治疗方案不断完善, 其中鼻空肠管放置和

中药大黄的治疗作用和地位得到肯定[5-9]. 传统

应用大黄多通过胃管注入, 而此种方式给药是

否会刺激胰腺分泌, 造成负面影响尚不可知, 通
过鼻空肠管注入大黄是否比传统给药方式具有

优越性尚未见报道. 我们通过对2003-2006年我

院收治的43例SAP患者进行随机对照研究, 对比

分析经过胃管和鼻空肠管不同途径给予大黄治

疗SAP, 评价其治疗效果.

1  材料和方法

1.1 材料 入选标准: (1)符合2003年拟订的《中国

急性胰腺炎诊治指南(草案)》关于SAP的诊断

标准[10], CT分级为D, E级, APACHE-Ⅱ评分≥8; 
(2)年龄30-70岁之间; (3)发病24 h内就诊. 排除标

准: (1)孕妇; (2)治疗时间短于14 d患者; (3)淀粉

酶不升高SAP患者. 符合标准患者随机分为2组, 
A组(20例)为胃管注入大黄组, B组(23例)为鼻空

肠管注入大黄组, 2组患者入院时年龄、性别、

体重、肝肾功能、血糖、血C反应蛋白(CRP)以
及CT分级等指标无统计学差异. 
1.2 方法 入选患者均给予基础综合治疗, 包括: (1)
重症监护, 禁食、胃肠减压; (2)补液, 纠正水电解

质酸碱平衡紊乱; (3)应用胰腺外分泌和胰酶抑制

剂; (4)静脉应用抗生素预防感染; (5)血管活性物

质的应用(丹参等); (6)营养支持, 包括输注胶体物

质(白蛋白、血浆)和补充微量元素、维生素; (7)
应用免疫增强剂. 大黄药液制备方法: 生大黄30 g
沸水300 mL浸泡, 冷却至37℃. A组患者予每8 h胃
管注入大黄一次, 每次100 mL, 闭管1 h; B组患者

在内镜引导下将鼻空肠管置入屈氏韧带下, 通过

鼻空肠管注入大黄, 同样每8 h一次, 每次100 mL. 
观测指标: (1)住院7 d及14 d APACHE-Ⅱ评

分; (2)住院7 d及14 d Balthazar CT积分; (3)CRP
及血淀粉酶恢复时间; (4)肠道功能恢复时间(以
听到肠鸣音为判断肠道功能恢复标准).

统计学处理 计数资料以mean±SD表示, 组
间比较采用One-way ANOVA(SPSS10.0)进行. 

2  结果

2.1 治疗7 d及14 d APACHE-Ⅱ评分 治疗7 d时
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B组APACHE-Ⅱ评分较A组有明显降低(3.76
±2.82 vs  4.58±2.07, P <0.05); 14 d时A, B组

APACHE-Ⅱ评分无明显差别(3.19±1.97 vs  3.12
±2.24, P >0.05).  
2.2 治疗7 d及14 d Balthazar CT积分 治疗7 d时A, 
B组Balthazar CT积分无明显差别(2.33±0.30 vs 
2.63±0.25, P >0.05); 治疗14 d时A, B组Balthazar 
CT积分无明显差别(1.84±0.32 vs  1.63±0.41, 
P >0.05). 
2.3 CRP、血淀粉酶及肠道功能恢复恢复时间 
与A组比较, B组CRP恢复时间有明显缩短(P < 
0.05); A组与B组比较, 血淀粉酶恢复时间无明显

差别(P >0.05); 与A组相比, B组肠功能恢复时间

有明显缩短(P <0.01)(表1). A, B组发病1 wk内血

清CRP随时间变化趋势如图1. 

3  讨论

急性胰腺炎发生初期, 局部炎症促使大量的炎症

介质、毒素释放入血, 从而启动并扩大局部炎症

反应产生全身的过度炎症反应, 造成全身多种器

官损伤, 而肠道黏膜损伤, 除了导致肠道屏障功

能减弱, 引起肠道细菌和内毒素的移位外, 尚可

使肠道巨噬细胞和淋巴组织细胞激活, 造成免疫

紊乱, 以致细胞因子和炎症介质大量释放, 引发

“瀑布样级联反应”, 被认为是SAP由局部炎症

到全身炎症反应, 最终造成多器官功能不全综合
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图 1 血清CRP变化趋势.

■应用要点
本研究初步证实
鼻空肠管途径应
用大黄能更有效
的地控制急性重
症胰腺炎的全身
炎 症 反 应 ,  缩 短 
病程. 

表 1 CRP、血淀粉酶及肠道功能恢复恢复时间(mean±
SD)

     
分组

             CRP                   血淀粉酶               肠道功能

                恢复时间(d)          恢复时间(d)          恢复时间(d)

A组   9.1±3.6            6.2±3.4              8.5±2.3

B组   8.3±1.7a          5.5±2.7       6.2±2.9b

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组.
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征(MODS)发生或加重的重要中间环节[2,13-16]. 
中药大黄在传统医学中有通便导滞、泻火

凉血、活血祛淤之功效, 近年来大量实验表明, 
大黄可通过降低血液、腹水中的炎性细胞因子

IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α的水平而减轻胰腺病理

损伤, 并能降低血中炎性介质丙二醛(MDA)含
量, 升高保护性因子超氧化物歧化酶(SOD)含量

对急性胰腺炎(AP)起到治疗作用, 另外大黄还可

发挥以下药理作用: (1)促进大肠蠕动; (2)维护肠

道屏障功能, 防治肠菌易位; (3)利胆、松弛O ddi 
括约肌; (4)抑制胰酶分泌; (5)改善微循环, 防治

微血栓形成等. 因此, 应用大黄已经成为临床治

疗SAP的重要手段[12]. 
传统方法应用大黄多通过胃管或口服给药, 

而胰酶“自身消化”为急性胰腺炎的启动机

制, 胰腺分泌受复杂的神经内分泌激素调节, 有
头相, 胃相, 和肠相分泌, 无论是口服或胃管注

入药物均可能不同程度的刺激头相、胃相胰酶

分泌, 与AP的治疗常规胰腺“休息”理论相悖. 
有研究表明肠内刺激距幽门越远对胰腺分泌的

影响越弱, 90 cm以上时对胰腺的分泌无明显影

响, 近年来通过鼻空肠管进行肠内营养已经成

为SAP的基本治疗策略, 鼻空肠管给药也将成为

SAP治疗的重要方法, 而目前尚缺乏这方面的对

比评价研究[5,14,17]. 通过本研究我们发现在SAP病
程的初期, 与通过胃管应用大黄相比, 通过鼻空

肠管应用大黄可更为迅速有效的降低血清CRP
和血淀粉酶水平, 促进肠道功能恢复, 治疗7 d时
APACHE-Ⅱ评分较通过胃管应用大黄患者有一

定程度改善, 提示鼻空肠管途径应用大黄能更

有效的地控制全身炎症反应, 可能与药物直接

作用于肠道黏膜, 更为有效的发挥其药理作用, 
并且减少促胰酶激素分泌等因素有关. 而治疗 
14 d时两种不同给药方式患者APACHE-Ⅱ评分

和CT评分并无明显差别, 可能与SAP的自然病

程及常规治疗方法的积极作用有关. 
本文为鼻空肠管途径应用大黄治疗SAP的

初步探讨, 而胃肠激素、炎性细胞因子等在SAP

发生发展以及药物治疗过程中的变化机制有待

于进一步深入研究. 
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■同行评价
本文对比研究了
经胃管和鼻空肠
管不同途径给予
大黄治疗急性重
症胰腺炎的治疗
效 果 ,  有 一 定 的
新意, 得出的结果
对临床具有指导 
意义.
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