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Abstract
The small intestine is the longest organ of the 
gastrointestinal tract. Due to the curved course 
and overlapped canal of the small intestine, 
the technology of traditional intestinal canal 
examination and endoscopy can not exhibit the 
intestinal wall and extra-luminal structure well. 
Multi-slice spiral computed tomography (MSCT) 
and magnetic resonance imaging (MRI), which 
have the capability of helical scanning and 
three-dimensional post-processing techniques, 
can demonstrate the intestinal wall and extra-lu-
minal structure clearly. Computed tomography 
enteroclysis (CTE) and magnetic resonance en-
teroclysis (MRE), as new imaging technologies, 
provide three-dimensional imaging capabilities 
and excellent soft-tissue contrast, which can ana-
lyze the abnormalities of peripheral intestinal 
structure as well as the tunica mucosa, greatly 
advancing the cognition of the imaging diagno-
sis for the intestinal disease. In this review, we 
described the progress in imaging diagnosis of 
the small intestinal disease.
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摘要
小肠是胃肠道最长的器官, 因其走行弯曲, 肠
管常互相重叠, 传统的胃肠道和内镜检查单纯
地观察消化道腔内结构, 尚不能很好显示肠壁
和腔外结构. 多层螺旋CT (MSCT)和磁共振成
像(MRI)具有快速扫描和三维后处理能力, 能
清晰反映肠壁和肠腔外的病变. 新的影像技
术CT小肠灌肠造影(CTE)、MR小肠灌肠造影
(MRE)具有良好的软组织对比度及三维成像
能力, 不仅可以观察黏膜, 同时能够分析肠管
周围的改变, 提高了人们对小肠疾病影像诊断
的认识. 本文就近年来小肠疾病影像学诊断的
进展及今后努力的方向作一述评.
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0  引言

小肠是胃肠道中最长的一段肌性管道, 也是消

化与吸收营养物质的重要场所, 并有内分泌功

能. 小肠疾病在临床中并不少见, 主要包括梗

阻、缺血、肿瘤、炎症性肠病等, 其临床表现

主要有腹痛、腹泻、肠道梗阻及其继发的各种

表现. 由于其肠管长, 常互相重叠排列, 且活动

度较大, 小肠疾病的临床诊疗比较困难[1-2]. 由于

很多小肠疾病不但侵及肠壁、向腔内发展, 而
且还穿透肠壁向腔外浸润. 既往由于缺乏有效

的检查手段, 以致延误了该类疾病的诊治[3]. 随
着内镜和各种影像学技术的飞速发展, 小肠疾

病的诊疗水平有了很大的提高. 尤其是多层螺

www.wjgnet.com

®

■背景资料
小肠由于其肠管
长, 常互相重叠排
列 ,  且 活 动 度 较
大, 因此, 小肠疾
病的临床诊断比
较困难, 而影像学
诊断不可忽视. 



旋CT(multi-slice spiral computed tomography, 
M S C T)和磁共振成像(m a g n e t i c r e s o n a n c e 
imaging, MRI)的问世, 小肠疾病的诊疗水平有了

很大的提高. 

1  小肠疾病诊断的现状

以往小肠疾病的检查手段主要是口服钡剂造影

和小肠灌肠(small bowel enema, SBE)气钡双对

比造影, 显示肠壁黏膜和肠管形态. 由于小肠较

长, 走行弯曲, 肠管常互相重叠, 常规口服钡剂

检查不能短时间、同时、全面显现整个小肠的

形态; SBE需要插管, 操作较复杂, 且患者比较

痛苦, 使得小肠双对比造影不能普遍开展. 电子

小肠镜检查也是近年来开展起来的项目, 目前

国内外使用最多的是推进式小肠镜, 可对小肠

肿瘤进行诊断、活检及治疗[4], 但检查过程中患

者极为痛苦, 操作难度较大, 耗时较长, 同时只

能检查近端的部分小肠[5]. 胶囊内镜能够无创的

观察小肠全段, 获得整个小肠的影像学资料, 而
且操作较简单, 不需用镇静剂, 患者安全无痛. 
检查期间患者可正常工作和生活, 检查结束后

即可正常进食, 其主要用于不明原因的胃肠道

出血, 也用于早期Crohn病的评估[6], 国内报道

胶囊内镜对不明原因的消化道出血的诊断率为

81%[7]. 其主要缺点是不能活检和治疗, 另外一

个风险是在肠腔狭窄处被滞留[8]. 日本学者山本

博德[9]发明的双囊电子小肠镜, 比普通推进式小

肠镜能观察到更长的肠段, 即使在远端小肠也

能够操作是他的特色之一, 并且能够往返多次

观察、活检以及在给定的部位进行内镜治疗[8]. 
双囊电子小肠镜操作比较简单, 术前应用麻醉

或其他镇静药, 可明显减少患者的痛苦.
利用钡剂及各种内镜的检查技术主要显示

肠壁黏膜和肠管形态, 然而很多小肠疾病不但

侵及肠壁向腔内发展, 而且还穿透肠壁向腔外

浸润. 近年来新的影像技术MSCT和MRI的应用, 
能够较好的显示肠壁、肠腔和周围结构, 为小

肠疾病的诊断提供了新的检查手段.

2  小肠疾病诊断新技术

2.1 MSCT成像技术 1998年MSCT的开发成功, 
标志着CT历史上的又一次重大革新. MSCT与
普通CT相比, 具有扫描速度快、照射量较低、

X线管损耗小、空间分辨率高、采集信息量大

及强大的图像后处理功能等优点. 其成像技术

主要有多平面重建(multi-planar reconstruction, 
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MPR)、曲面重组法(curved planar reforma-
tion, CPR)、最大密度投影(maximum intensity 
projection, MIP)、表面覆盖法(shaded surface 
display, SSD)、容积积分技术(volume rendered 
technique, VRT)、CT仿真内镜(computed to-
mography virtual endoscopy, CTVE)、CT血管造

影(computed tomography angiography, CTA)等. 
MPR技术有利于诊断肠梗阻, CTA是诊断肠缺

血的首选方法, VRT对显示缺血肠系膜血管的改

变有重要价值.
CT小肠灌肠造影(computed tomography en-

teroclysis, CTE)早在1990年代中期就已开展, 由
于早期的单排螺旋CT成像质量不高, 其结果没

有得到大家的重视[10]. 新技术MSCT小肠灌肠造

影(multi-slice spiral computed tomography entero-
clysis, MSCTE)是通过小肠导管插管至十二指

肠远段, 经导管注入中性对比剂(如甲基纤维素

配制成4%-15%的泛影酸钠水溶液)或阳性对比

剂(如1%稀释钡剂)使小肠肠腔充盈, 并经MSCT
增强扫描, 将图像进行后处理, 使肠腔、肠壁、

壁外系膜、腹腔内血管、后腹膜及腹内实质脏

器多方位显示出来[11]. 已经证明CTE能够敏感的

诊断Crohn病[12-13]及小肠肿瘤[14]. Boudiaf et al [15]

证明CTE在诊断小肠疾病时有100%的敏感性、

95%的特异性. 和常规小肠造影相比, CTE能够

较好的显示肠壁及腔外结构[16]. 研究指出[17], 在
诊断小肠疾病时, CTE与常规CT的敏感性分别

为88%和80%.
2.2 MRI成像技术 MRI是利用磁场中人体氢质

子共振所产生的信号经重建成像的一种方法, 
不同的脉冲序列可产生不同参数成像. MRI技术

能够很好的分辨软组织, 进行多方位成像, 后处

理软件较丰富, 现代MR扫描技术克服了呼吸运

动伪影及肠蠕动伪影的干扰, 并且较其他影像

学检查有更多的优越性, MRI软硬件所具备的

优点使胃肠道高分辨率的图像得以快速采集[18]. 
随着MRI技术发展, 如快速扫描、水成像技术和

对比剂的完善, MRI在小肠疾病的应用已日趋广

泛[19]. MRI有多种脉冲序列和成像技术, 其中某

些特殊序列可用来评价肠梗阻, 另一些特殊序

列在诊断Crohn病方面亦有优势. 常用的成像方

法为磁共振水成像: 因肠液在MRI重T2序列呈高

信号, 可利用肠道内的液体作为天然对比剂, 作
横断面、冠状面、矢状面扫描, 采用快速自旋

回波(spin echo, SE)和半傅里叶采集单次激发快

速自旋回波序列(half-fourier acquisition single-
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■研发前沿
多 层 螺 旋 C T 
(MSCT)和磁共振
成像(MRI)具有快
速螺旋扫描和三
维后处理能力, 能
清晰反映肠壁和
肠腔外的病变.
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shot turbo echo, HASTE)等序列, 即“水成像”

技术, 尤其适用于肠道肿瘤引起的肠梗阻, 可以

显示增厚的肠壁和梗阻性肿块. 小肠磁共振水

成像就是利用肠壁和腔内对比剂产生的信号差

异显示小肠的形态.
MR小肠灌肠造影(magnetic resonance en-

teroclysis, MRE)是一种新的技术, 他结合传统小

肠造影的优点和磁共振形态学成像性能, 使MR
从纯形态学图像诊断发展成为功能与形态相结

合的检查方法. MRE检查需要肠道清洁良好及

肠管充分扩张, 同时小肠适宜的充盈至关重要. 
因此, 选择能充分扩张肠管、不形成伪影而且

对人体无害, 与肠壁的对比度良好的对比剂非

常重要, 常用的有空气和顺磁性的钆. 虽然小肠

双对比造影有利于观察早期黏膜改变, 但难以

观察肠壁周围及肠系膜的病变, 而且患者受到

较多的射线辐射. MRE技术无辐射, 具有良好的

软组织对比度及进行三维成像, 不仅可以观察

黏膜, 同时能够分析肠管周围的改变.

3  新的影像技术诊断小肠常见疾病

3.1 小肠急腹症

3.1.1 小肠梗阻 小肠梗阻最常见的病因是手术

后的黏连、Crohn病和肿瘤[20]. 对于儿童来说, 肠
套叠是另一个相对常见的病因, 而相对成年人

却是非常少见的[21]. 以往诊断肠梗阻主要依据

临床体征、病史和X线检查[22]. 虽然目前在国内

平片检查仍被大多数医院作为首选影像诊断方

法, 但其空间分辨率和密度分辨率较差, MRI成
像速度虽已大大加快, 与MSCT的快速螺旋扫描

相比, 检查时间仍然较长, 易产生呼吸运动伪影, 
MSCT对梗阻程度、部位及病因的判断, 明显优

于腹部X线平片和MRI. MSCT能直接显示梗阻

部位肠管的形态、肠壁的增厚、积气积液的肠

袢、肠系膜及肠系膜血管的改变、肠管周围及

腹腔间隙是否出现积液等情况. 多数情况下患

者肠道内的积气积液是良好的对比剂, MSCT和
MRI检查时并不需要口服对比剂.      

小肠梗阻的一个征象是梗阻近段肠管扩张, 
远段空虚萎陷, MSCT可以直接显示梗阻近段肠

管、移行段肠管以及梗阻远侧不扩张的肠管, 
易于诊断出肠梗阻[23]. 明兵 et al [24]认为小肠内径

≥2.5 cm是诊断肠梗阻小肠扩张的可靠征象. 小
肠梗阻的另一个征象是肠管内见到粪便, 如果

同时在梗阻点附近的肠管内见到混合的气泡和

粒状物质, 则提示小肠的高位梗阻[25]. 肠胃结石

(粪石)是腔内梗阻的一个原因, 但有时与粪便难

以区别. 植物粪石多为卵圆形的含气块状物, 而
小肠内粪便多涉及较长的肠段, 外形上多为长

管状[26]. 利用多层螺旋CT的后处理技术-曲面重

建, 能够帮助区别含粪便的肠段内是粪便还是

肠胃结石[23].
MSCT诊断肠梗阻有较高的准确率, 但是根

据疾病的病程和病变的严重程度而不同[27]. 对
梗阻病因的判断, MSCT和MRI明显优于腹部X
线平片. Matsuoka et al [28]认为MRI, CT及腹部平

片对诊断肠梗阻的敏感性分别为92.6%, 92.3%
和81.5%, 且MRI和CT对其病因诊断的敏感性分

别为92.6%和88.5%. MSCT薄层扫描和强大的

后处理技术结合横断面图像在诊断肠梗阻中发

挥着越来越重要的作用. Jaffe et al [29]认为, 利用

16排MSCT的横断面检查, 能很好地诊断小肠梗

阻, 而从各项同性数据资料进行的冠状面重建, 
可以增加确诊或排除小肠梗阻的可信度. 刘文

瑾 et al [30]认为, MSCT薄层扫描MPR技术对明确

梗阻点、梗阻原因和范围有很大的帮助, 提高

了准确率; 并且直观地显示了病变的空间形态

与周围组织的毗邻关系, 有利于临床医师及时

把握病情, 制订出有效的治疗方案. 沈蓓蕾 et al [31]

也指出, MPR是最有价值的后处理技术, 应作为

肠梗阻首选的应用技术. CTE可确定小肠梗阻的

原因, 黏连的分类及精确定位, 横轴面图像结合

冠状面及矢状位重组有助于区别肠壁的黏连和

内脏的黏连[32]. MSCTE对部分性小肠梗阻的敏

感性为89%, 特异性为100%, 明显高于常规CT
的50%和94%, 如怀疑腹部恶性肿瘤所致梗阻时, 
MSCTE更具优势, 更易明确有无梗阻以及梗阻

的程度、类型和原因[33]. 最近Boudiaf et al [15]总

结了107例MSCTE检查资料, 其敏感度、特异

度、准确度、阳性预测值和阴性预测值分别为

100%, 95%, 97%, 94%和100%. MRI的HASTE检
查能显示增厚的肠壁, 但对引起梗阻的肿瘤性

肿块显示不十分清楚, 这一缺陷可用常规T2SE
序列弥补帮助评估阻塞性肿块的性质. 
3.1.2 肠缺血 肠缺血的影像学表现有肠壁增厚

所致的“靶征”、肠系膜动静脉栓塞、积气性

肠炎及门静脉和肠系膜静脉内积气、肠壁强化

不明显或异常增强等, 而增强扫描对肠管的缺

血程度、范围及血运情况的评价十分重要. CT
检查是诊断急性肠缺血可靠而且比较方便的方

法. MSCT中CTA技术还可将腹腔动脉和静脉显

示为与介入法血管造影所见极为相似的冠状面

■创新盘点
新的影像技术CT
小 肠 灌 肠 造 影
(CTE)、MR小肠
灌肠 (MRE)具有
良好的软组织对
比度及三维成像
能力, 不仅可以观
察黏膜, 同时能够
分析肠管周围的
改变, 提高了人们
对小肠疾病影像
诊断的认识.
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或矢状面图像, 与诊断肠缺血的传统方法——

介入性血管造影的“标准”方法比较, 由于CTA
检查无创伤性、方法简便和医师无须在射线下

操作, 已逐渐有代替前者的趋向, 目前已成为诊

断本病首选的主要检查方法. Zalcman et al [34]认

为MSCT的应用更有利于诊断和排除肠梗阻引

起的肠缺血(敏感性为96%, 特异度为93%). 轴位

成像和多平面显示技术能够有效地检测出肠壁

和主要肠系膜血管的改变, 而VR技术通过一次

扫描即可判断出从起源到远端分支的肠系膜血

管的改变[35]. 
3.2 炎症性肠病

3.2.1 Crohn病 Crohn病是一种以全肠壁炎症、非

连续性病变为特点的全身性肉芽肿性疾病. 可
以累及肠管的任何部位, 但主要是在回肠末端

和部分结肠[36]. 典型表现为肠管跳跃式受累, 肠
壁不均匀增厚. 重症患者常伴有瘘管、脓肿及

窦道形成, 在慢性期还可伴有肠腔狭窄. 气钡双

对比造影一直是小肠Crohn病的主要影像学检

查方法, 他可显示炎症早期增生的淋巴滤泡、

颗粒状隆起及其中心的口疮样溃疡, 进展期的

溃疡结节、“卵石征”、肠管变形、狭窄、僵

硬、瘘管、窦道、病变的不对称性和跳跃性分

布等. 在显示小肠黏膜的改变上, 气钡双对比造

影有着不可替代的作用, 但难以显示周围受累

器官的改变.
MSCT技术有较高的密度分辨率, 能显示肠

壁、肠系膜及肠管周围结构的异常, 发现传统

小肠造影难以发现的病变, 对准确诊断Crohn病
及其并发症能提供决定性的信息[37]. Crohn病在

CT上最常见的表现是节段性、非连续性肠壁增

厚, 肠腔狭窄, 病变段肠周围结构改变如蜂窝织

炎、纤维脂肪增生或脓肿等, 肠系膜及腹膜后

淋巴结增大, 其他相关表现有骶髂关节炎、肛

周脓肿等[38]. 正常小肠的厚度在CT上显示一般

不超过2-3 mm, 而在Crohn病时其平均厚度可达

11-13 mm, 最厚可达20 mm. Crohn病的肠壁增厚

的CT表现与炎症活动性有关, 增厚的肠壁分层

强化是活动期的表现, 而均一强化则表明是静

止期. 在Crohn病活动期, 由于水肿、痉挛等可

造成受累肠壁可逆增厚, 肠壁分层及肠壁明显

不均一增强而形成“靶征”或“双晕征”. 在
Crohn病慢性期或静息期, 由于全肠壁纤维化及

疤痕形成则使受累肠壁不可逆增厚、肠壁轻度

均一增强或不增强.
Freeman et al [39]指出, CT和MRI都能很好的

显示出Crohn病的脓肿和瘘管的形成. MSCTE
能高度精确地显示黏膜病变、肠壁增厚、瘘管

窦道及肠外并发症等, 利用三维重建能有效地

显示瘘管窦道与周围肠襻的关系. 研究指出[40], 
MSCTE与常规小肠插管造影对Crohn病检出率

为89%及78%. 有人将MSCTE与MRE比较后, 发
现MSCTE对观察肠壁增厚, 肠壁强化和淋巴结

肿大有更高的一致性和敏感性 [41].  最近的研

究[42-43]表明, 在诊断活动性Crohn病时, MRE明显

优于常规造影. 在MRE影像上, 可见到高信号的

斑片状的“卵石”征, 边界清楚, 累及较长的肠

段, 在显示线性溃疡和假息肉方面, 序列不同结

果就不一样[44]. Rieber et al [45]及Low et al [46]均认

为诊断炎性病变、脓肿和瘘管, MRI均较传统小

肠灌肠和CT优越. 但MRE对肠道准备和肠管扩

张的要求较高, 目前在显示肠黏膜改变方面难

以与双对比造影相比, 在显示周围器官的改变, 
其空间分辨率不如MSCT. 因此, 在诊断Crohn病
时, 三种方法应互为补充. 
3.2.2 小肠结核 小肠结核以回盲部最多见, 分为

较常见的溃疡型和少见的增殖型. 钡剂造影是

检查小肠结核的主要手段, 溃疡型肠结核因炎

症及溃疡刺激, 激惹征象明显, 表现为病变肠段

无钡剂或仅有少量钡剂呈线状, 其相邻的上下

端肠腔则能满意充盈, 有如跳跃一段肠管, 有时

可与末段回肠Crohn病有完全相同的CT表现, 双
对比造影可显示出病变的细微改变及其特征,  
对鉴别诊断有很大意义. 受累肠壁增厚时, 注意

应和肿瘤性病变鉴别: 当增厚肠壁厚度>1 cm, 
肠系膜或腹膜后淋巴结呈环状强化时考虑为肠

结核; 增厚肠壁厚度>1 cm, 肠系膜或腹膜后淋

巴结短径>1 cm时, 要考虑肠肿瘤或淋巴瘤.
3.2.3 其他 小肠憩室炎的CT表现包括憩室的显

示、憩室壁的增厚及肠壁周围炎症, 肠腔外的

气体、瘘管和脓肿, 肠系膜门静脉的血栓性静

脉炎在CT上也能明确显示[27]. Werner et al [47]指出

CT是描述憩室壁的穿孔、腹腔内穿孔、瘘管和

肠梗阻等并发症的主要影像技术. Kircher et al [48]

指出MSCT对憩室炎诊断的准确度、敏感性、

特异度大于95%. Leschka et al [49]提出冠状面重

建更利于正常和非正常肠壁的鉴别. MSCTE能
清楚区分放射性小肠炎的受累肠段和正常肠段, 
能区分梗阻的程度及是否被腹膜纤维化包裹, 
也能清楚显示肠内瘘[50]. 小肠Behcet病主要累及

回肠, 钡剂造影表现为圆形或椭圆形溃疡, 边缘

光滑锐利, 但无卵石样结节, 很少有肠管狭窄, 

■应用要点
腹部MSCT、MRI
和小肠钡剂灌肠
能提供各自特有
并互补的信息, 而
CTE和MRE同时
具备了两者的优
点 .  CTE和MRE
简便易行, 无明显
并发症, 能全景式
显示小肠腔、小
肠壁、肠外淋巴
结、肠系膜、肠
系膜血管以及毗
邻结构等, 适用于
多种小肠病变, 图
像直观生动, 诊断
符合率高, 临床医
生和患者皆十分
欢迎.
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可与Crohn病鉴别. 溃疡性小肠炎以多发溃疡为

特点, 钡剂造影时对比剂被稀释, 肠管狭窄和扩

张, 黏膜皱襞增厚, 由于明显的分泌紊乱而使溃

疡不易显示. 类风湿性关节炎及红斑狼疮等全

身性疾病累及小肠时可表现为肠梗阻、肠穿

孔等. 
3.3 小肠肿瘤 原发性小肠肿瘤发病率较低, 约占

胃肠道肿瘤的1%-5%[51]. 良性肿瘤以腺瘤最多, 
其次为间质瘤. 恶性肿瘤在十二指肠、空肠、

回肠的发生率约为18%, 36%, 41%[2]. 最常见的

恶性肿瘤是腺癌, 好发于十二指肠远端和近端

空肠. 临床怀疑原发性小肠肿瘤时应首选上胃

肠道造影, 而CT和MRI可以明确诊断原发肿瘤, 
确定肿瘤与腔外及周围组织结构的关系以及所

属肠壁淋巴结或肝脏等处有无转移, 对肿瘤分

期和选择治疗方案有重要意义. MSCT后处理技

术及三维重建能从不同的角度和方位直观立体

地显示病变及与周围毗邻的关系, 在小肠肿瘤

的诊断上有着巨大的优势. MSCTE能更精确地

判断小肠肿瘤的数目, 而且能发现小到0.5 cm的

结节[52].
3.3.1 腺癌 小肠腺癌多发生于十二指肠和空肠

交界处 ,  以黏膜破坏、中断及肠壁不规则增

厚、肠腔向心性狭窄为主要表现, 也可表现为

环形浸润、结节样肿块或溃疡. CT检查既可确

诊钡剂检查中疑似病灶, 又可发现易漏诊部位

的肿瘤, 与其他影像学方法相比较, 更能清楚显

示肿瘤的大小、形态及内部结构, 向腔内外侵

犯的程度, 与邻近结构的关系, 从而判断有无局

部浸润及远处转移. CT的另一重要价值是对肿

瘤进行分期, 观察实质性脏器转移程度, 从而避

免不必要的手术治疗. 普通CT对小肠腺癌分期

的准确度较低, 因不能区别肿瘤是否局限于黏

膜和肌层, 难以分辨Ⅰ期和Ⅱ期. MSCT能及早

发现黏膜下小肿瘤(肿瘤直径≥0.4 cm), 尤其是

MSCT三维重建技术, 因有很高的空间分辨力, 
能清晰显示病灶细微结构, 明确其来源、性质, 
精确定位病灶且进行大体分型; 评价肿瘤浸润

肠壁深度以及有无向壁外发展, 显示肠系膜、

网膜、腹膜后及其他脏器有无肿瘤转移, 分期

亦更准确, 尤其能清晰显示十二指肠水平部肿

瘤及其与胰腺、主动脉、系膜血管的关系 [53]. 
MRI检查亦能够显示原发肿块、估计肿瘤在肠

壁中浸润的深度和了解肠管外侵犯情况. 其主

要作用是对小肠恶性肿瘤进行临床分期, 有助

临床治疗方案的选择, 且能评估疗效及随访发

现复发病变. 小肠腺癌淋巴转移时, 强化的转移

性淋巴结能在脂肪抑制增强图像上清晰显示.
3.3.2 淋巴瘤 小肠淋巴瘤好发于回肠末段, 多发

小息肉型淋巴瘤表现为回肠壁内广泛的结节

状、小息肉样增生, 形态相似, 并伴有溃疡. 恶
性淋巴瘤CT或MRI表现为肠腔内多发性息肉样

肿块及阶段性狭窄, 肠壁不均匀增厚, 管腔扩大, 
内壁不光滑, 可见结节样突起, 亦可见腔外软组

织肿块. 淋巴瘤显示的肠壁广泛增厚呈“夹心

面包”样改变, 肠腔呈“动脉瘤样扩张”, 具有

一定的特征性. 气钡双对比造影有利于显示肠

道黏膜的改变、多发息肉、小灶性溃疡, 并观

察病变段肠管的柔软度, 目前仍为首选的影像

检查方法. CT和MRI在显示管壁增厚的程度、

形态、范围, 软组织肿块的形态大小及密度, 浆
膜面的改变, 肠外器官的侵犯, 淋巴结增大, 穿
孔、瘘道等并发症等方面能提供更详细的影像

学资料, 有利于病变的定性、分期, 确定治疗方

案和治疗前后的疗效评价. 而且MRI可以任意方

位重建图像, 分辨率高, 能更好地显示淋巴瘤的

弥漫性肠壁增厚或伴较大的肿块, 而且对于骨

骼的早期受累敏感.
3.3.3 间质瘤 小肠间质瘤多见于中老年男性, 临
床症状出现晚且无特异性. Nishida et al [54]认为间

质瘤的临床表现与肿瘤大小有关. 影像学检查

是发现和诊断小肠间质瘤的主要手段, 以钡剂

造影和CT检查为常用. 小肠钡剂造影可重点显

示间质瘤累及黏膜的情况以及管腔的改变, CT
及MRI可显示间质瘤的发生部位、密度、与周

围组织器官的关系以及有否远处转移. 良性小

肠间质肿瘤CT表现为在黏膜下形成肿块, 钡剂

造影时显示为局部黏膜变平或消失, 腔内出现

境界清楚的类圆形充盈缺损, 可伴有偏心性龛

影. 恶性小肠间质肿瘤黏膜常破坏消失, 肠腔偏

侧性狭窄或部分缺失, 龛影可位于肠轮廓外, 伴
有不全性肠梗阻者可有近段肠管扩张、蠕动增

强等肠动力性改变. CT增强扫描肿块有明显不

均匀强化, 与邻近肠壁分界清楚. 恶性小肠间质

瘤常有明显的黏膜破坏及肠壁缺损, 可伴有肝

脏及肠系膜淋巴结转移. 小肠间质瘤在MRI上的

信号是不均匀的, 这主要与肿瘤内部出血坏死

及液化有关, 一般表现为形态不规则肿块影, 大
多边界清晰, 部分可见完整包膜, T1WI呈较低信

号或等信号, T2WI呈不均匀高信号, 增强扫描呈

不均匀强化. 

■名词解释
1  C T 小 肠 灌 肠
( C T E ) :  是 通 过
小肠导管插管至
十二指肠远端, 经
导管注入中性对
比剂(如甲基纤维
素配制成4%-15%
的泛影酸钠水溶
液)或阳性对比剂
(如1%稀释钡剂)
使小肠肠腔充盈, 
并经 M S C T 增强
扫 描 ,  将 图 像 进
行 后 处 理 ,  使 肠
腔、肠壁、壁外
系膜、腹腔内血
管、后腹膜及腹
内实质脏器多方
位显示出来. 
2  M R 小 肠 灌 肠
(MRE): 是一种新
的技术, 他结合传
统小肠造影的优
点和磁共振形态
学 成 像 性 能 ,  使
M R 从 纯 形 态 学
图像诊断发展成
为功能与形态相
结合的检查方法. 
MRE检查需要肠
道清洁良好及肠
管充分扩张, 同时
小肠适宜的充盈
至关重要. MRE技
术无辐射, 具有良
好的软组织对比
度及进行三维成
像, 不仅可以观察
黏膜, 同时能够分
析肠管周围的改
变, 对小肠疾病的
诊断有极大的价
值.
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4  MSCT和MRI成像技术在小肠疾病中的应用问

题和展望

尽管现在有很多敏感的、直接的和间接的技术

可以应用 ,  但是小肠疾病的诊断仍是一个难

点[55-56]. MSCT和MRI的优质图像能清晰反映肠

壁和肠腔外的病变, 因此, 将传统的X线检查和

现代的MSCT与MRI检查技术, 特别与CTE和
MRE结合起来, 能够互相补充、比较全面地反

映小肠病变的部位、范围和性质[57-61]. MSCT是
目前应用最为广泛的影像学检查技术[62-67], MRI
检查费用相对较高, 所需时间长, 应用还没普及; 
MRI征象的特异性常还不够理想(多有重叠), 并
且比CT成像更易产生运动伪影, 对某些器官和

疾病的检查还有一定的限度. 然而MRI技术较其

他方法有独特地优越性[68-72], 随着各种MR检查

序列的不断开发、成像技术的不断完善, 检查

时间的进一步缩短, CT和MRI将成为检查小肠

疾病的一种有效方法[73-76]. 
一个有效完善的小肠影像学检查应既能发

现早期病变, 争取及时诊治机会, 同时又能避免

不必要的手术损伤. 因此, 在诊断时应选用恰当

的检查方法, 制定具体的检查顺序, 取长补短, 
择优从简. 随着科学技术的进步以及各种影像

学技术的飞速发展, CTE和MRE对小肠疾病的

诊断将会更完善, 效果更佳[77-81].
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Abstract
AIM: To investigate the characteristics of the 
pacemaker current in cultured interstitial cells 
of Cajal (ICC) from murine stomach and small 
intestine.

METHODS: ICC was isolated from murine 
stomach and small intestine and then cultured 
in the medium with stem cell factors. After 72 
hours, ICC was identified by immunohisto-
chemical technique with monoclonal antibody 
for c-kit protein labelling and the pacemaker 
currents in gastric and intestinal ICC were re-
corded under the conventional whole-cell patch-
clamp configuration. When the concentration 
of calcium-chelating agent EGTA was increased 

from 0.1 to 10 mmol/L, the effects of low intra-
cellular calcium on the pacemaker currents were 
observed.

RESULTS: At the 72nd hour, 2 to 4 projections 
were stacked out from the body of ICC, which 
interconnected with neighboring cells and 
formed cell networks under light microscope. 
Immunohistochemistry showed that c-kit pro-
tein was positively expressed on the surface of 
ICC. Under the conventional whole-cell configu-
ration, the spontaneous and rhythmic inward 
currents (pacemaker currents) were elicited in 
cultured gastric and small intestinal ICC, respec-
tively, as the membrane potential was held at -60 
mV. There were differences in the amplitudes 
and frequencies between single ICC and ICC 
networks or between gastric ICC and small in-
testinal ICC. Under the conventional whole-cell 
configuration, an inward current was activated 
in ICC by increasing the concentration of EGTA 
in pipette solution W-7, a calmodulin-inhibitor, 
which activated the inward current and in-
creased the amplitude of pacemaker currents in 
ICC.

CONCLUSION: The frequencies of the pace-
maker currents from gastric and small intestinal 
ICC are very similar to the frequencies of rhyth-
mic contraction in murine gastric and small in-
testinal smooth muscles; ICC network generates 
higher- amplitude, stabler and more rhythmic 
pacemaker currents than single ICC does; low 
concentration of intracellular free calcium is an 
important factor for generating pacemaker cur-
rent; calmodulin is involved in the inhibitory 
regulation of the pacemaker current.

Key Words: Intersititial cells of Cajal; Pacemaker 
current; Calmodulin; Intracellular calcium
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摘要
目的: 探讨培养的小鼠小肠和胃Cajal间质细
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■背景资料
众所周知, 胃肠平
滑肌具有自动节
律性收缩和舒张
的特性, 而这种节
律性运动由基本
电节律 ( 慢波 ) 所
控制 .  长期以来 , 
认为胃肠平滑肌
节律性运动起源
于纵行肌, 但近年
的研究逐步认为, 
引起胃肠平滑肌
自动节律性运动
的起搏细胞是位
于纵行肌和环行
肌之间的Cajal间
质细胞(简称ICC), 
他们是一种兼有
成纤维细胞和平
滑肌细胞特性的
间质细胞. 本研究
利用电生理学方
法在培养的小鼠
和小肠 I C C 上比
较观察了起搏电
流的特性. 



胞(ICC)起搏电流的特性. 

方法: 用二型胶原酶分离ICC并在含有干细胞
因子的培养液中培养, 72 h后通过免疫组织化
学方法进行鉴定. 利用传统全细胞模式膜片钳
技术记录胃窦和小肠ICC的起搏电流. 把电极
内液的钙螯合剂EGTA浓度由0.1 mmol/L增加
到10 mmol/L, 使游离钙浓度降低, 观察细胞内
低钙对起搏电流的影响. 

结果: 培养72 h 后的ICC在光镜下表现出自胞
体发出2-4条长突起, 并与邻近ICC突起相互连
接成网络状; 激光共聚焦显微镜下观察到ICC
表面酪氨酸激酶受体c-kit表达呈阳性; 膜电位
钳制在-60 mV的条件下, ICC上可以记录到自
发而节律性内向电流, 即起搏电流. 在胃和小
肠ICC之间以及单个ICC和ICC网络之间, 电
流幅度、频率有差异. 在传统的全细胞膜片钳
模式下, 通过增加电极内液中EGTA浓度使细
胞内游离钙降低时, 可以激活ICC的内向电流; 
在细胞外给予钙调蛋白抑制剂W-7时, 可以激
活ICC内向电流的同时明显增加起搏电流的
幅度.

结论: 小鼠胃和小肠ICC产生的起搏电流频
率与小鼠胃和小肠自律运动的频率非常接近; 
网络ICC产生的起搏电流比单个ICC稳定、幅
度高、频率快; ICC内游离钙浓度的降低是产
生起搏电流的重要因素; 钙调蛋白在ICC内参
与起搏电流的抑制性调节.

关键词: Cajal间质细胞; 起搏电流; 钙调蛋白; 胞内

钙 
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0  引言

消化道平滑肌细胞以静息膜电位为基础可产生

节律慢的自发性去极化称为慢波(slow waves)
电位, 又称基本电节律(basic electrical rhythm, 
BER). 胃肠平滑肌具有自动节律性收缩和舒张

的特性, 而这种节律性运动由基本电节律(慢波)
所控制[1-4]. 关于胃肠平滑肌慢波的起源及其产

生的离子通道机制尚不清楚. 长期以来, 认为

胃肠平滑肌节律性运动起源于纵行肌, 但近年

的研究逐步认为, 引起胃肠平滑肌自动节律性

运动的起搏细胞是位于纵行肌和环行肌之间的
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Cajal间质细胞(interstial cells of cajal, ICC), 他
们是一种兼有成纤维细胞和平滑肌细胞特性的

间质细胞. 一般认为, ICC可分为ICC-MY(inter-
muscular layer ICC)和ICC-IM(intra-mucular ICC)
两类, 其中ICC-MY是起搏细胞, 而ICC-IM与两

层平滑肌细胞均形成缝隙连接(gap junctions)可
将ICC-MY产生的慢波传给平滑肌[3-6]. ICC从食

道到肛门内括约肌均有分布并形成网络. 越来

越多证据表明, ICC是胃肠平滑肌的起搏细胞, 
发动平滑肌的慢波, 控制胃肠平滑肌的节律性

运动[7-9]. 国内外关于ICC产生起搏电流的机制、

以及起搏电流如何转变成平滑肌细胞的慢波并

控制平滑肌的节律性运动等很多问题有待于解

决, 尤其国内有关ICC起搏电流的研究报道甚少. 
因此, 本研究在培养的小鼠胃和小肠的ICC起搏

电流的特性进行了初步探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 生后10-15 d的Balb/c小鼠(由中国科学

院实验动物中心提供), 雌雄不拘. Kraft-Bruhe液
(K-B液)的成分(mmol/L): EGTA 0.5, HEPES 10, 
MgCl2·6H2O 3, KCl 50, Glucose 10, L-Glutamate 
50, Taurine 20, KH2PO4 20, 以KOH调pH值至

7.40. Ca2+-free-Hank's的成分(mmol/L): KCl 5.36, 
NaCl 125, NaOH 0.336, NaHCO3 0.44, Glucose 
10, Sucrose 2.9, HEPES 10, 以Tris调pH值至7.40. 
培养基: SMGM(Smooth Muscle Growth Medium; 
Clonetics Corp., San Diego, CA, USA); 抗生素

(antibiotic/antimycotic Gibco BRL, Grand Island, 
NY, USA); SCF(Sigma, St Louis, MO, USA); PSS
的成分(mmol/L): NaCl 134.8, KCl 4.5, HEPES 
10, CaCl2 10, MgCl2·6H2O 1, Glucose 10, 以Tris
调pH值至7.40. 电极内液的成分(mmol/L): CsCl 
110, TEA 20, EGTA 0.1, HEPES 5, Na2ATP 3, 
MgCl2·6H2O 3.5以Tris调pH值至7.30. 配制完成

后, 用1 mL的分装瓶分装存放于0℃的冷冻箱中, 
实验前解冻使用. W-7配成10 mmol/L母液待用. 

实验动物脱臼致死并浸泡在750 mL/L酒精

约5 min. 立即剖开腹壁取胃, 沿胃小弯切开, 用
K-B液反复漂洗胃内容物, 胃组织用小针固定

在特制的盛有K-B液溶液的培养皿(通氧气). 在
解剖显微镜下剥离胃黏膜, 将胃组织切成小块, 
并在无钙的Hank's溶液中孵育40 min, 然后参照

Koh et al [10]的方法用二型胶原酶分离细胞. 分离

后的细胞接种于平滑肌生长培养基并在二氧化

碳培养箱(37℃, 950 mL/L氧, 50 mL/L二氧化碳)

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃肠动力障碍性
疾病在临床上非
常常见, 尤其功能
性胃肠动力障碍
疾病的发病原因
不清楚, 因此没有
理想的治疗方法. 
因为 I C C 是控制
胃肠平滑肌自律
性运动的起搏细
胞, 因此了解和掌
握 I C C 电生理特
性是非常重要的
课题.
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进行培养. 培养24 h后更换无抗生素但含有干细

胞因子(stemcell factor, SCF)的平滑肌生长的培

养液.
1.2 方法 细胞稳定培养3 d后, 进行免疫组织化学

鉴定. 倾去培养皿内的培养基, PBS冲洗3次; 在
室温下用丙酮固定10 min; 再用PBS冲洗3次每

次3 min; 加入羊血清后在室温下封闭30 min; 再
加入c-Kit mAb (1∶100)4℃过夜; 然后加入羊抗

大鼠FIT-C标记的二抗(1∶50)在常温下作用1 h; 
最后PBS冲洗3次每次3 min, 用500 mL/L甘油封

片. 在激光共聚焦显微镜或荧光显微镜下观察

细胞. 
取出培养72 h的ICC, 在实验前用室温的无

钙生理盐水轻轻的反复冲洗, 取1个盖玻片平铺

于倒置显微镜(Ⅸ-70 Olympus, Japan)镜台上的

灌流槽底部, 进行灌流(2-3 mL/min)灌流. 然后用

电阻为2-5 MΩ的玻璃电极进行5-10 GΩ的千兆

封接. 膜电位钳制在-60 mV, 全细胞电流是通过

膜片钳放大器EPC-10型膜片钳放大器记录分析

处理.
统计学处理 所有统计数据用均数±标准差

来表示. 实验结果采用同体对照的t检验, 具有显

著性差异的标准为P <0.01.

2  结果

ICC培养24 h后在倒置显微镜下观察, 可见ICC
已贴壁, 胞体呈三角形或梭形, 有少量突起. 核
大、胞质内有许多黑色糖原颗粒. 培养72 h后可

见自胞体发出2-4条长突起, 并与邻近细胞胞体

及ICC突起相互连接成网络状(图1). 
2.1 ICC免疫组织化学鉴定 ICC培养72 h后, 进行

免疫组织化学鉴定. 免疫荧光染色后, 在荧光显

微镜下观察, ICC表面酪氨酸激酶受c-Kit表达呈

阳性, 胞体和突起均明显着色, 部分细胞发出长

的凸起(图2). 
2.2 全细胞膜片钳模式记录小鼠胃肠道起搏电

流 在传统的全细胞膜片钳模式下, 将膜电位钳

制在-60 mV, 记录胃和小肠ICC的起搏电流. 结
果表明, 在胃和小肠ICC均可以记录到自发并

具有节律的内向电流, 而胃和小肠ICC以及单

一ICC与网络ICC之间起搏电流幅度、频率均

有差异(图3A). 图3B结果显示: 胃单一ICC和网

络状ICC的起搏电流振幅分别为130.8±9.6 pA
和226.9±28.3 pA, 频率分别为2.6±0.2次/min
和3.6±0.5次/min, 两者比较振幅和频率均有显

著性差异(P <0.001, n = 6); 小肠单一ICC和网络

状ICC的起搏电流振幅分别为79.7±11.2 pA和

272.3±38.8 pA, 频率分别为6.5±0.4次/min和
16.3±1.0次/min, 两者比较振幅和频率均有显著

性差异(P <0.001, n = 6); 胃和小肠单一ICC与网

络状ICC之间振幅和频率相比较也有显著性差

异(P <0.001, n = 6). 
2.3 细胞内低钙对ICC钳制电流的影响 在传统的

全细胞膜片钳模式下, 将膜电位钳制在-60 mV
记录胃ICC起搏电流. 为了观察细胞内低钙对起

搏电流的影响, 把电极内液的钙螯合剂EGTA浓

■创新盘点
本文利用膜片钳
技术比较观察了
小鼠小肠和胃培
养 的 I C C 起 搏 电
流 的 特 征 ,  发 现
I C C 内 游 离 钙 浓
度的降低是产生
起搏电流的重要
因素; 钙调蛋白在
I C C 内 参 与 起 搏
电流的抑制性调
节.

图 1 培养72 h的Cajal间质细
胞. A: 胃(×100); B: 胃(×400); 

C: 小肠(×100); D: 小肠(×

400).

A B

C D
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度由0.1 mmol/L增加到10 mmol/L, 使游离钙浓

度降低. 结果表明, 随着含有高浓度EGTA的电

极内液向细胞内扩散, 逐步激活一种内向电流

(图4), 其钳制电流的幅度平均增加219.93 pA. 
2.4 钙调蛋白抑制剂W-7对ICC起搏电流的影

响 在传统的全细胞膜片钳模式下, 将膜电位

钳制在-60 mV记录起搏电流. 为了探讨钙调蛋

白对起搏电流的影响, 观察了钙调蛋白抑制剂

W-7(50 µmol/L)对起搏电流及钳制电流的影响. 
结果表明, W-7明显增加ICC钳制电流的同时增

加其起搏电流幅度(图5A). W-7增加起搏电流

振幅由原来的48.5±9.9 pA增加到142.3±25.4 
pA(图5B, P <0.001, n = 4), 并使钳制电流平均增

加93.8 pA.

3  讨论

基本电节律是消化道平滑肌细胞以静息膜电

位为基础可产生节律缓慢的自发性去极化, 又
称为慢波(slow waves)电位. 关于胃肠平滑肌慢

波的起源及其产生的离子通道机制, 长期以来

的观点认为, 胃肠平滑肌节律性运动起源于纵

行肌. 但是, 近年的研究逐步认为, 引起胃肠平

滑肌自动节律性运动的起搏细胞是位于纵行

肌和环行肌之间的ICC[11-12], 他们是一种兼有成

纤维细胞和平滑肌细胞特性的间质细胞, 可分

为ICC-MY(inter-muscular layer ICC)和ICC-IM 
(intra-muscular ICC)两类, 其中ICC-MY是起搏

细胞, 其自发性产生的节律性电活动, 称为起搏

电流(pacemaker current). 因此, ICC作为一类特

殊的细胞, 已成为胃肠动力学领域的一个新的

研究方向. 然而, 关于起搏电流的电生理特性、

产生机制还存在一些分歧有待于进一步研究. 
在本研究中我们参照Koh et al [7]方法培养

了小鼠小肠和胃的ICC, 并比较观察了胃和小肠

以及单个ICC和ICC网络起搏电流的特性. 关于

ICC鉴定, 目前国际上惯用的方法是用c-Kit蛋白

免疫组织化学染色法. c-Kit受体是Ⅲ型酪氨酸

激酶受体家族中的重要成员, c-Kit对于黑色素

细胞、生殖细胞、造血干细胞及肥大细胞的发

育是必要的, c-Kit与配体相互作用在这些细胞

的分化与增殖中具有重要的作用. 研究发现, 几
乎所有ICC均c-Kit阳性表达, 而胃肠道内表达

c-Kit的细胞绝大多数为ICC, 从而将c-Kit作为

ICC的标志物为鉴定ICC开辟了新纪元[13-14]. 我
们把培养的ICC进行c-Kit免疫组化鉴定, 结果表

明, 在显微镜下ICC以细胞团为中心向四周放射

状成长, 细胞的形态多样, 如三角、星星状、不

规则形态等, 但共同点是细胞体各角伸出突起

就象神经元的树突, 而这些细胞c-Kit蛋白表达

均为阳性. 这些结果与其他研究者报道的结果

相似[7-8]. 
近年来的单细胞记录和分子水平的研究证

明, 胃肠道无论是纵形肌还是环形肌均不具有

发动SW的能力, 慢波是由存在于纵形肌和环形

肌之间的Cajal间质细胞产生. 在本实验中我们

通过免疫组织化学鉴定ICC后, 进一步采用膜片

■应用要点
本文结果显示, 在
小 肠 和 胃 I C C 上
能够记录起搏电
流而这种起搏电
流频率基本符合
小鼠胃和小肠运
动频率. 因此通过
记 录 I C C 起 搏 电
流 以 及 I C C 形 态
学观察的方法, 可
以深入研究胃肠
动力障碍疾病与
ICC之间关系.

图  2  c - K i t 蛋 白 免 疫 阳 性
Cajal间质细胞. A, B: 单个Cajal

间质细胞(×100); C, D: 形成

网络的Cajal间质细胞(×100).

A B

C D
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钳技术确认了培养的胃、肠ICC是否产生起搏

电流. 结果表明, 在传统全细胞模式下把膜电位

钳制在-60 mV, 可以记录到自发并节律性内向

电流, 其幅度与胃、肠自律性运动频率非常接

近. 在正常生理条件下胃的自发性运动频率明

显低于小肠, 因此, 我们比较了胃和小肠ICC起
搏电流频率. 我们结果显示, 小肠ICC起搏电流

频率远高于胃ICC起搏电流频率. 既然在胃肠道

ICC形成网络共同完成起搏功能, 而不是以单个

细胞来完成起搏功能. 因此, 我们也比较了单个

ICC和网络ICC的起搏电流. 结果表明, 单个ICC

起搏电流的节律不如网络ICC规则、幅度和频

率明显低于网络ICC. 这些结果说明, 尽管ICC是
形成胃肠平滑肌节律性运动的起搏细胞, 但是

当他们形成网络才能完成起搏功能. 
有关ICC产生起搏电流机制的研究, 正逐

步成为本领域的热点问题 [15].  已有的研究表

明, ICC内由IP3介导的钙库、线粒体和细胞膜

上的非选择性阳离子通道(nonselective cation 
channel, NSCC)这三个要素共同构成的起搏单

位(pacemaker unit), 产生起搏电流[16-17]. 其具体

过程是, 首先IP3介导的钙库释放钙, 胞内游离钙

增加启动线粒体钙吸收, 当线粒体吸收钙使胞

内游离明显降低时, 细胞膜上的NSCC被激活, 
产生一种内向电流即起搏电流. 细胞内的高浓

度游离钙和Ca2+-钙调蛋白(calmodulin, CM)依赖

的蛋白激酶抑制起搏电流. 因此, 把产生起搏电

流的非选择性阳离子电流也称为低钙敏感内向

电流(low calcium sensitive inward current)[18-19]. 
在本实验中我们首先提高电极内液中的钙螯合

■名词解释
c-Kit受体: 是Ⅲ型
酪氨酸激酶受体
家族中的重要成
员. c-Kit对于黑色
素细胞、生殖细
胞、造血干细胞
及肥大细胞的发
育是必要的, c-Kit
与配体相互作用
在这些细胞的分
化与增殖中具有
重要的作用. 研究
发 现 ,  几 乎 所 有
ICC均表达c-kit, 
胃 肠 道 内 表 达
c-kit的细胞绝大
多数为ICC, 因此
将c-Kit作为鉴定
ICC的标志物.
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图 3 胃和小肠Cajal间质细胞起搏电流的比较. A: 胃和小

肠Cajal间质细胞上记录到的起搏电流原始图; B: 胃和小肠

Cajal间质细胞起搏电流幅度和频率的比较; GS ICC: 胃单个

ICC; GN ICC: 胃网络ICC; IS ICC: 小肠单个ICC; IN ICC:

小肠网络ICC. aP <0.001 vs  GS ICC; bP <0.001 vs  GS ICC; 
cP<0.001 vs  IS; dP<0.001 vs  GN ICC, n = 6.

图 4 细胞内低浓度游离钙对Cajal间质细胞起搏电流的影
响.
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图 5 钙调蛋白抑制剂对Cajal间质细胞起搏电流的影响. 
A: 起搏电流, a和b表示局部放大图; B: 钙调蛋白抑制剂激活

Cajal间质细胞起搏电流的统计图(P<0.001, n  = 4).
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剂EGTA的浓度, 使细胞内游离钙最大限度地降

低情况下观察了ICC钳制电流的影响. 结果表明, 
当形成全细胞模式后随着EGTA向细胞内扩散

逐步激活非常明显内向电流. 此外, 细胞外给予

钙调蛋白抑制剂W-7后不仅同样激活内向电流, 
起搏电流的幅度也明显增加. 以上结果提示, 胃
肠ICC产生起搏电流的过程中细胞内游离钙水

平和钙调蛋白起着重要的作用. 
ICC是胃肠自律性运动的起搏细胞, 因此

ICC生理学功能以及ICC与胃肠动力相关性疾病

的关系研究已经成为国内外学者关注的研究热

点. 关于ICC起搏电流的产生机制还存在分歧, 
如以加拿大学者Huizinga为代表的学者们认为

ICC起搏电流的产生与钙敏感氯电流有关[20]; 而
以Sanders为代表的美国学者们认为ICC起搏电

流与非选择阳离子电流有关[13]. 因此, 在培养的

ICC上研究他的起搏电流的特性, 探讨起搏电流

的机制不仅对消化生理学具有重要的理论意义, 
也对临床研究胃肠动力性疾病的发病机制具有

重要的意义. 
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Abstract
AIM: To invest igate the prevent ive and 
therapeutic effect of preparation of Chinese 
Allium fistulosum Linn (PCAL) on the rats 
with fatty liver disease (FLD) and its related 
mechanism.

METHODS: Sixty Sprague Dawley rats were 
randomly and averagely divided into group 
A, B, C, D, E and F. High-fat diet, ethanol, and 
carbon tetrachloride (CCl4) were used to induce 
the model of FLD in all the rats except those in 
group A, and the rats in group A served as blank 
controls. Then the rats in group C, D, E and F 

were treated with low-, middle-, and high-dose 
PCAL (0.06, 0.12, 0.24 g/kg, repectively), and 
Dongbao Gantai (DBGT, 0.7 g/kg), respectively. 
All the animals were sacrificed after 8 weeks. 
Liver index (liver/body weight ratio) was calcu-
lated, and the levels of plasma total cholesterol 
(TC) and triglyceride (TG) were determined 
by automatic biochemical analyzer. Plasma 
endothelin-1 (ET-1) was assayed by radioim-
munoassay. Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blotting 
were used to measure the expression of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) mRNA and nuclear 
transcription factor-kB (NF-kB) in liver tissues, 
respectively.

RESULTS: Liver index, the levels of plasma TC, 
TG, ET-1, the expression of TNF-α mRNA and 
NF-kB p65 protein were significantly higher in 
group B that those in group A (3.45% ± 0.20% 
vs 2.33% ± 0.08%; 2.03 ± 0.38 mmol/L vs 1.39 ± 
0.31 mmol/L; 1.18 ± 0.57 mmol/L vs 0.48 ± 0.08 
mmol/L; 180.22 ± 9.80 ng/L vs 138.67 ± 21.84 
ng/L; 0.84 ± 0.04 vs 0.47 ± 0.01; 180.33 ± 8.39 vs 
110.67 ± 12.90; all P < 0.01). However, the above 
indexes were obviously decreased in group C, 
D, E and F (liver index: 2.59% ± 0.12%, 2.55% ± 
0.19%, 2.65% ± 0.25%, 2.57% ± 0.16%, P < 0.01; 
TC: 1.67 ± 0.31, 1.65 ± 0.17, 1.69 ± 0.29, 1.52 ± 0.31 
mmol/L, P < 0.05 or P < 0.01; TG: 0.65 ± 0.23, 0.60 
± 0.29, 0.55 ± 0.17, 0.61 ± 0.27 mmol/L, P < 0.05 
or P < 0.01; ET-1: 149.39 ± 17.82, 136.91 ± 22.48, 
130.52 ± 24.93, 154.45 ± 18.46 ng/L P < 0.05 or P 
< 0.01; TNF-α mRNA: 0.79 ± 0.01, 0.73 ± 0.03, 0.64 
± 0.05, 0.71 ± 0.02, P < 0.01 or no significance; 
NF-kB p65: 158.67 ± 8.08, 141.33 ± 9.29, 115.67 ± 
14.05, 118.00 ± 9.85, P < 0.05 or P < 0.01) in com-
parison with those in group B.

CONCLUSION: PCAL is effective in the preven-
tion and therapy of FLD rats, and the mecha-
nism may be related to the reduction of NF-kB 
activity in liver tissues and alleviation of ET-1- 
and TNF-α-induced tissue impairment.

Key Words: Preparation of Chinese Allium fistulo-
sum Linn; Fatty liver disease; Endothelin-1; Tumor 
necrosis factor-α; Nuclear factor-kB
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■背景资料
由于当前临床上
用于治疗脂肪肝
的理想药物并不
多, 西医常用维生
素 E、熊 去 氧 胆
酸和胰岛素增敏
剂等, 疗效尚不确
定, 中医药防治此
类疾病已有几千
年的历史, 且疗效
可靠 ,  价格低廉 , 
开发中医药宝库
有望能为防治脂
肪肝提供一种很
好的选择. 华夏小
葱制剂是武汉市
中西医结合医院
经过多年研究的
一种中药口服液, 
已获国家专利. 据
以往文献记载其
性味辛温、通阳
利尿之功效, 本文
对其防治实验性
脂肪肝大鼠的作
用进行了探讨研
究. 
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摘要
目的: 探讨华夏小葱制剂对大鼠脂肪肝的防
治作用及其机制. 

方法: 60只SD大鼠随机平均分为6个组: 空白
对照组, 模型对照组, 华夏小葱制剂低、中、

高剂量组以及东宝肝泰片组. 除空白对照组
外, 其他组用高脂饮食及酒精水喂养, 并结合
皮下注射小剂量四氯化碳色拉油溶液建立大
鼠脂肪肝模型. 华夏小葱制剂低、中、高剂
量组及东宝肝泰片组分别给予相应剂量的华
夏小葱制剂0.06, 0.12, 0.24 g/kg或东宝肝泰
片混悬液0.7 g/kg. 8 wk后计算肝脏指数(肝湿
质量/体质量), 取肝左叶作组织病理学检查, 
全自动生化分析仪测定总胆固醇(T C)、甘
油三酯(TG)等指标, 放射免疫法测定血浆内
皮素(ET-1)含量, RT-PCR测定肿瘤坏死因子
-α(TNF-α) mRNA的表达, Western blot检测核
转录因子-kB(NF-kB) p65蛋白的表达. 

结果: 模型对照组肝指数、TC、TG、ET、
TNF-α mRNA及NF-kB值(分别是2.33%±

0.08%, 1.39±0.31 mmol/L, 0.48±0.08 mmol/
L, 138.67±21.84 ng/L, 0.47±0.01, 110.67±
12.90)显著高于空白对照组(P <0.01); 华夏小
葱低、中、高剂量组及东宝肝泰片组肝指
数、TC、TG、ET-1、TNF-α mRNA、NF-kB 
p65值(肝指数: 2.59%±0.12%, 2.55%±0.19%, 
2.65%±0.25%, 2.57%±0.16%, P <0.01; TC: 
1.67±0.31, 1.65±0.17, 1.69±0.29, 1.52±0.31 
mmol/L, P <0.05 or P <0.01; TG: 0.65±0.23, 
0.60±0.29, 0.55±0.17, 0.61±0.27 mmol/L, 
P <0.05 or P <0.01; ET-1: 149.39±17.82, 136.91
±22.48, 130.52±24.93, 154.45±18.46 ng/L, 
P <0.05 or P <0.01; TNF-α mRNA: 0.79±0.01, 
0.73±0.03, 0.64±0.05, 0.71±0.02, P <0.01
或无显著性差异; NF-kB p65: 158.67±8.08, 
141.33±9.29, 115.67±14.05, 118.00±9.85, 
P <0.05 o r P <0.01)低于模型对照组(分别是
3.45%±0.20%, 2.03±0.38 mmol/L, 1.18±
0.57 mmol/L, 180.22±9.80 ng/L, 0.84±0.04, 
180.33±8.39).

结论: 华夏小葱制剂对实验性大鼠脂肪肝具
有较好的防治作用, 其机制可能与降低NF-kB
的激活、减少ET-1和TNF-α的损伤有关.
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0  引言

脂肪性肝病(fatty liver disease, FLD)简称脂肪肝, 
是一种多病因引起的以肝细胞内中性脂肪异常

沉积为主的临床病理综合征. 近年来, 全球脂肪

肝发病率呈上升趋势, 目前尚缺乏有效的防治

药物[1-3], 防治本病则成为普遍关注的医学和社

会问题[4]. 华夏小葱制剂是武汉市中西医结合医

院正在研究中的一种中药口服液(已获国家专

利), 以往研究表明: 华夏小葱制剂具有防治动脉

粥样硬化[5]、球囊损伤术后再狭窄[6], 治疗冠心

病心绞痛[7]等作用. 据其具有性味辛温、通阳利

尿、化解津液及瘀血等功效, 我们对其防治实

验性脂肪肝大鼠的作用进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠60只, 体质量150±20 g, 雌雄

各半, 购自华中科技大学同济医学院动物中心

[合格证号: SCXK(鄂)2004-0007]. 华夏小葱制

剂是精选百合科植物葱(Allium fistulosum Linn, 
本实验用葱取自湖北黄陂)近根部的鳞茎(葱
白), 切去须根及叶, 剥去外膜, 利用现代的技

术加工方法将其提取物精制而成的口服液, 由
武汉市中西医结合医院制剂中心提供, 专利号: 
200610125543.1, 批号: 20050326; 东宝肝泰片

(复方蛋氨酸胆碱片), 通化东宝药业股份有限公

司, 批号: 060106, 灌胃前用2 g/L羟甲基纤维素

(CMC)配制成70 g/L的混悬液. 两者均要在4℃
冰箱保存备用. 总胆固醇(TC)试剂盒、甘油三脂

(TG)试剂盒(上海申能-德赛诊断技术有限公司); 
ET-1放射免疫分析药盒(北京北方生物技术研究

所); DEPC、琼脂糖、TRIzol、Tag DNA聚合酶

(上海捷瑞生物工程有限公司); M-MLV逆转录

酶(MBI); PCR Marker(大连宝生物公司); NF-kB 
p65兔多抗抗体(美国Santa Cruz公司). 全自动生

化分析仪(Olympus Au560, 日本); 台式低温离心

机(Genrifuge5471, 德国); FJ2003/50G型γ免疫计

数器(国营二六二厂); 分光光度计(721型, 上海

科学仪器厂); 梯度PCR仪(Eppendorf公司); 凝胶

成像及图像分析系统(上海培清科技有限公司); 
垂直型电泳槽、电泳仪以及转膜仪(E-C公司).

www.wjgnet.com

■研发前沿
因脂肪肝已成为
一种常见病、多
发病, 发病机制至
今 尚 未 明 确 ,  临
床上仍未找到治
疗脂肪肝的特效
药, 脂肪肝的研究
受到了社会的普
遍关注. 目前, 主
要从脂肪肝的发
病机制、降脂药
及护肝药物的治
疗、脂肪肝的预
后等方面进行突
破.
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1.2 方法 
1.2.1 分组与动物模型 大鼠适应性喂养1 wk后, 
按体质量分层随机分为6组(n  = 10). 空白对照

组, 模型对照组, 华夏小葱低、中、高剂量组, 
东宝肝泰片组. 空白对照组使用标准大鼠饲料

和普通水喂养. 其他组参考孙要武 et al [8]报道的

方法加以改进, 复制大鼠脂肪肝模型: 动物给予

高脂饲料(含100 g/L猪油)和酒精水(含150 mL/L
乙醇), 每周一次后肢皮下注射400 g/L CCl4色拉

油溶液(首次剂量5 mg/kg, 以后为3 mg/kg). 
1.2.2 给药及取材方法 造模同时, 空白对照组, 
模型对照组给予注射用生理盐水8 mL/(kg·d), ig; 
华夏小葱低、中、高剂量组分别给予华夏小葱

制剂0.06 g/(kg·d)、0.12 g/(kg·d)、0.24 g/(kg·d), 
i g ;  东宝肝泰片组给予东宝肝泰混悬液0.70 
g/(kg·d), ig. 连续给药8 wk后, 大鼠禁食16 h, 称
质量, 以30 g/L戊巴比妥钠溶液40 mg/kg腹腔注

射后, 心脏采血, 抽取血样置于含有抗凝液的离

心管中, 离心后收集上清液, -20℃保存备用. 摘
取大鼠肝脏并称质量, 计算肝脏指数(肝脏指数 
= 肝湿质量/体质量×100%). 观察大体外观后, 
取肝左叶作组织病理学检查; 取肝右叶, 制成100 
g/L的肝组织匀浆. TG, TC用全自动生化分析仪

测定, 其余指标按试剂盒说明书方法进行测定. 
1.2.3 血浆ET-1含量放免测定 2 mL血样注入

含100 g/L EDTA的离心管中, 混匀, 4℃, 3000 
r/min, 离心15 min, 取上清, 按试剂盒步骤测ET-1
含量. 
1.2.4 RT-PCR测定TNF-α mRNA的表达 其序列

参考文献[9]设计如下: TNF-α mRNA (295 bp), 
b-actin (349 bp). 其序列如下: TNF-α 5'-TAC, 
TGA, ACT, TCG, GGG, TGA, TTG, GTC, C-3', 
5'-CAG, CCT, TGT, CCC, TTG, AAG, AGA, 
ACC-3'; b-actin 5'-TTG, TAA, CCA, ACT, GGG, 
ACG, ATA, TGG-3', 5'-GAT, CTT, GAT, CTT, 
CAT, GGT, GCT, AGG-3'. 以上引物均由上海捷

瑞生物工程有限公司合成. 采用TRIzol提取肝

脏总RNA, -20℃保存备用. RT-PCR按试剂盒说

明操作, PCR反应体系为25 mL, 10×PCR Buffer 
2.5 mL, 0.2 mmol/L dNTP 0.5 mL, 25 mmol/L 
MgCl2 1.5 mL, cDNA 3 mL, 上游引物和下游引物

终浓度为0.8 mmol, 各加1 mL, Taq DNA聚合酶

0.5 mL, 加入无核酸酶水至总体积25 mL. 然后执

行如下反应条件: 94℃预变性2 min后, 94℃变性

30 s, 60℃退火50 s, 72℃延伸30 s, 末次延伸为

72℃ 10 min, 循环次数为30次, 终止反应, -20℃

保存. 取4 mL PCR产物和4 mL b-actin扩增产物与

2 mL电泳上样缓冲液混合, 将其在20 g/L的琼脂

糖凝胶中进行电泳, 每组重复电泳3次, 紫外灯

下观察后, 用凝胶成像分析系统成像及分析图

像, 进行半定量分析. 以TNF-α与b-actin的条带

积分光密度比值表示mRNA的表达水平. 
1.2.5 Western blot检测NF-kB p65蛋白的表达 用
组织裂解液裂解100 mg肝组织后, 根据考马斯

亮蓝确定样品上样量为7 mL, 进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳, 染色, 脱色, 拍照后再转膜, 进行抗原

抗体反应: 封闭液20-37℃封闭PVDF膜1-2 h; 
0.01 mol/L PBST洗涤PVDF膜2次, 5 min/次; 
PVDF膜孵育NF-kB p65兔多抗抗体(1∶100), 
4℃过夜; 0.01 mol/L PBST振荡洗涤PVDF膜2次; 
用二抗(1∶400)羊抗兔抗体孵育PVDF膜, 37℃ 
40 min; 0.01 mol/L PBST振荡洗涤PVDF膜4次
(每隔5 min/次), 洗涤后暗室化学发光准确显影. 
定量分析: 用凝胶成像分析系统对Western blot
杂交图进行灰度分析.

统计学处理 各组数据以mean±SD表示, 用
SPSS11.0统计软件进行单因素方差分析(One 
way ANOVA), P <0.05表示差异具有显著性意义.

2  结果

2.1 常规观察 空白对照组动物皮毛光亮整洁, 灵
活好动, 饮食正常, 体质量持续增加, 无死亡现

象; 模型对照组有不同程度的精神萎靡, 活动减

少, 饮食减少, 皮毛凌乱, 体质量下降等表现, 华
夏小葱低、中、高剂量组及东宝肝泰片组较模

型对照组有不同程度的改善. 
2.2 肝脏外观变化情况 空白对照组肝脏肉眼观

察呈鲜红色, 表面光滑. 脂肪肝模型对照组肉眼

见肝脏体积增大, 颜色呈浅黄色, 质软, 切面有

油腻状. 华夏小葱低、中、高剂量组及东宝肝

泰片组部分肝脏接近正常, 表面呈紫红色, 无油

腻状, 指压有弹性, 体积大小接近空白对照组. 
2.3 各组大鼠肝脏指数的比较 模型对照组大鼠

肝指数显著高于空白对照组(P <0.01); 华夏小葱

低、中、高剂量组及东宝肝泰片组肝指数显著

低于模型对照组(P <0.01, 表1). 
2.4 各组大鼠血浆TC, TG的比较 经全自动生化

分析仪测定, 结果表明: 模型对照组大鼠血浆

TC, TG显著高于空白对照组(P <0.01), 且模型

对照组TG值超过空白对照组的两倍. 华夏小葱

低、中、高剂量组及东宝肝泰片组大鼠血浆TC, 
TG显著低于模型对照组(P <0.05或P <0.01, 表1). 

■创新盘点
本实验首次证明
华夏小葱制剂对
高脂及酒精引起
的脂肪肝具有防
治作用, 其作用可
能与减轻内皮素
的损伤、抑制细
胞因子表达有关, 
这为开发华夏小
葱制剂提供了新
的内容.

■应用要点
临床上目前缺乏
有效的药物治疗
脂肪肝. 华夏小葱
制剂可通过减少
内皮素和细胞因
子的损伤作用而
减少脂肪肝的危
害, 为临床上脂肪
肝的防治提供一
种可靠的方法. 
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2.5 治疗后各组ET-1水平比较 采用放免法进行

测定分析可得出模型对照组大鼠血浆ET-1值显

著高于空白对照组(P <0.01); 华夏小葱低、中、

高剂量组及东宝肝泰片组大鼠血浆值显著低于

模型对照组(P <0.05或P <0.01, 表1).
2.6 TNF-α mRNA表达分析 通过琼脂糖凝胶电

泳图进行灰度分析可得出模型对照组大鼠肝脏

组织TNF-α/b-actin mRNA值显著高于空白对照

组(P <0.01); 华夏小葱低、中、高剂量组及东宝

肝泰片组大鼠肝脏组织TNF-α/b-actin mRNA值

显著低于模型对照组(图1, 表2).
2.7 NF-kB蛋白表达 经Western blot方法测定, 结
果显示模型对照组大鼠肝脏组织NF-kB值显著

高于空白对照组(P <0.01); 华夏小葱低、中、高

剂量组及东宝肝泰片组大鼠肝脏组NF-kB值显

著低于模型对照组(P <0.05, 图2, 表2).

3  讨论

脂肪肝并非临床上一个独立的疾病, 而是各种

原因导致的肝脏脂肪蓄积过多的一种病理状态. 
有研究结果显示[10]: 在不同时期、不同国家和

地区以及不同的人群中, 脂肪肝的发病率及其

病因构成比是不同的. 多种因素参与了脂肪肝

的发病过程[11-13], 主要包括: (1)遗传因素; (2)环
境因素饮食营养状态食物污染食物营养素比例

失调; (3)脂质代谢异常; (4)氧应激及脂质过氧化

损伤. 本实验采用高脂饮食及酒精水喂养, 并结

合每周一次行后肢皮下注射小剂量四氯化碳色

拉油溶液的方法成功建立大鼠脂肪肝模型, 符
合脂肪肝发病的一般规律. 实验结果表明: 模型

对照组大鼠肝指数、血浆TC, TG值显著高于空

白对照组(P <0.01), 华夏小葱低、中、高剂量组

及东宝肝泰片组大鼠肝指数、血浆TC, TG值显

著低于模型对照组(P <0.01或P <0.05), 说明造模

后脂肪肝大鼠血浆中的脂质水平显著增高, 给
予华夏小葱制剂灌胃后能显著降低肝指数、

TC, TG的含量, 其具有良好的降脂作用. 
内皮素(ET)是一种首先由猪的血管内皮细

图 1 大鼠肝脏组织TNF-α mRNA表达分析图. M: marker; 1: 

空白对照组; 2: 模型对照组; 3: 华夏小葱低剂量组; 4: 华夏

小葱中剂量组; 5: 华夏小葱高剂量组; 6: 东宝肝泰片组.

表 1 华夏小葱制剂对各组脂肪肝大鼠肝指数、大鼠血浆TC, TG, ET-1的比较(mean±SD, n  = 10)

     
分组                            肝指数     TC (mmol/L)  TG (mmol/L)     ET-1 (ng/L)            

空白对照组 2.33%±0. 08%     1.39±0.31  0.48±0.08 138.67±21.84

模型对照组 3.45%±0.20%b     2.03±0.38b  1.18±0.57b 180.22±9.80b

小葱低剂量组 2.59%±0.12%d     1.67±0.31c   0.65±0.23c  149.39±17.82c

小葱中剂量组 2.55%±0.19%d      1.65±0.17c  0.60±0.29c 136.91±22.48d

小葱高剂量组 2.65%±0.25%d      1.69±0.29c  0.55±0.17d 130.52±24.93d

东宝肝泰片组 2.57%±0.16%d      1.52±0.31d  0.61±0.27c 154.45±18.46c

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型对照组.

1000
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65 kDa
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图 2 大鼠肝脏组织NF-kB蛋白表达分析图. 1: 空白对照组; 

2: 模型对照组; 3: 华夏小葱低剂量组; 4: 华夏小葱中剂量组; 

5: 华夏小葱高剂量组; 6: 东宝肝泰片组.

表 2 华夏小葱制剂对脂肪肝大鼠肝脏组织TNF-α/
b-actin mRNA, NF-kB灰度值结果的比较(mean±SD, n  = 3)

     
分组           TNF-α/b-actin mRNA              NF-kB            

空白对照组 0.47±0.01             110.67±12.90

模型对照组 0.84±0.04b            180.33±8.39b

小葱低剂量组 0.79±0.01             158.67±8.08c 

小葱中剂量组 0.73±0.03d            141.33±9.29d 

小葱高剂量组 0.64±0.05d            115.67±14.05d 

东宝肝泰片组 0.71±0.02d            118.00±9.85d 

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型对

照组.

■名词解释
1  肿 瘤 坏 死 因
子 -α ( T N F -α ) : 
TNF-α细胞来源
极为广泛, 包括各
种免疫细胞、内
皮细胞、成纤维
细胞等. 他可趋化
和激活中性粒细
胞, 促进黏附分子
的表达, 具有广泛
的生物学活性, 例
如: 参与炎性反应
和免疫应答; 抗肿
瘤; 参与内毒性休
克、动脉硬化、

静脉血栓形成和
脉管炎等病理过
程; 引起恶液质. 
2 核转录因子-kB 
(NF-kB): 他是由
p50和p65多肽亚
基组成同源二聚
体及异源二聚体. 
静息时, NF-kB二
聚体与其抑制蛋
白IkB家族成员结
合, 以三聚体形式
存在于胞质中. 氧
化应激等因素可
通过一个或多个
信号转导途径激
活IkB激酶, 使胞
质中NF-kB三聚
体复合物中的磷
酸 化 解 离 ,  游 离
的NF-kB进入细
胞核中 ,  与DNA
分子的特定基因
启动子区域上的
NF-kB结合位点
相结合, 启动基因
转 录 ,  生 成 多 种
mRNA并表达而
参与机体炎症、

免疫等反应.
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胞中分离纯化出的21个氨基酸组成的生物活

性多肽, 人的ET有三种基因表达, 即ET-1, ET-2, 
E T-3, 其中以E T-1活性最强 .  有研究作过报

道[14-15]: ET-1可通过刺激单核细胞、中性白细

胞产生IL-8, TNF-α而造成肝细胞损害. 肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)主是由单核-吞噬细胞及其他

多种细胞产生, 具有极为广泛的生物学活性. 例
如, 他可通过激活核转录因子-kB (NF-kB)触发

其他细胞因子或黏附分子的分泌, 如IL-6, IL-8
和细胞间黏附分子, 从而致肠腔渗透性增加和

氧自由基(ROS)产生, 加重炎症和损伤[16-17]. 又有

研究显示[18]: 脂肪肝患者的肝脂肪组织有TNF-α 
mRNA的过度表达, 缺乏TNF-α受体鼠不能诱导

发生脂肪性肝炎, 提示了TNF-α在脂肪肝的致病

机制的重要作用. NF-kB是由p50和p65多肽亚基

组成同源二聚体及异源二聚体, 是一种分布和

作用十分广泛的真核细胞转录因子, 在脂肪肝

的发病过程中具有非常重要的作用[19], Ribeiro 
et a l [20]临床研究也显示了脂肪肝与活化的NF-
kB表达相关性. 脂肪肝发病时, NF-kB过度活

化, 上调包括TNF-α等在内的多种促炎因子基因

的表达, 参与机体炎症、免疫等反应[21]. 通过本

实验的研究发现: 模型对照组大鼠ET-1, TNF-α 
mRNA, NF-kB值显著高于空白对照组(P <0.01); 
华夏小葱低、中、高剂量组及东宝肝泰片组大

鼠ET-1, TNF-α mRNA, NF-kB值低于模型对照

组(P <0.01或P <0.05或无显著性差异但有趋势). 
结果表明: 华夏小葱制剂能够减轻脂肪肝形成

中ET的损伤, 抑制NF-kB的活化, 减少TNF-α的
表达, 从而在防治脂肪肝中发挥重要的作用. 

华夏小葱制剂是我院用鲜葱白提取物精制

而成口服液, 已申请了国家专利. 本实验探讨了

其对脂肪肝大鼠肝指数、血浆脂质水平、内

皮素及细胞因子水平的影响, 为临床上脂肪肝

的预防和治疗提供理论指导, 也为开发一种高

效、低毒、价廉的中药制剂提供了良好的前景. 
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■同行评价
本文用华夏小葱
制剂低、中、高
剂量组施与大鼠
脂肪肝模型模型, 
初步结果显示其
可降低NF-kB的
激活, 减少ET-1和
TNF-α, 对实验性
大鼠脂肪肝具有
较好的防治作用. 
实验设计合理, 方
法 可 行 ,  数 据 可
信.
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Abstract
AIM: To explore of the role of JNK/SAPK 
signal transduction system in the apoptosis of 
human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 
induced by arsenic trioxide (As2O3).

METHODS: Human hepatocellular carcinoma 
cell line HepG2 was treated with different con-
centrations of As2O3. MTT assay was used to 

observe the proliferation of HepG2 cells, and 
flow cytometry was used to examine the apop-
tosis rate and growth cycles of the cells. The 
expression of p-MEK4, JNK, p-JNK, Caspase-3 
and poly (ADP ribose) polymerase (PARP) were 
detected by Western blot before and after JNK 
signal was blocked by SP600125, a JNK inhibitor.

RESULTS: As2O3 inhibited the proliferation 
of HepG2 cells in a concentration- and time-
dependent manner. Flow cytometry showed that 
As2O3 induced the apoptosis of HepG2 cells in a 
time-dependent way, and the cells were mainly 
blocked in G2/M phase (7.22% ± 1.50%, 11.56% ± 
0.73%, 33.8% ± 1.62%, and 46.02% ± 0.11% for 0, 
24, 48, and 72 hours, respectively). Western blot-
ting exhibited that As2O3 induced the activation 
of Caspase-3 and PARP cleavage. The expres-
sion of p-MEK4 and p-JNK were detected 10 
minutes after As2O3 treatment, reached the peak 
at the 20th minute, but decreased gradually from 
the 30th minute, and preceded apoptosis. The 
content of total JNK had no significant change. 
The activation of Caspase-3 and PARP were 
markedly suppressed after SP600125 treatment.

CONCLUSION: As2O3 can inhibit the prolifera-
tion and induce the apoptosis of HepG2 cells in 
vitro. As2O3-induced apoptosis is achieved by 
the activation of JNK, and then Caspase-3.

Key Words: Arsenic trioxide; Hepatic cancer; MTT 
assay; Flow cytometry; Western blot

Li HY, Zhong XP, Sui CY, Kong FM, Dong M, Zhang H, 
Liu JG. Role of JNK/SPARK signal transduction system in 
the apoptosis of hepatocellular carcinoma cell line HepG2 
induced by arsenic trioxide. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(7):688-693

摘要
目的: 探讨JNK/SAPK信号转导系统在三氧化
二砷(As2O3)诱导人肝癌细胞株HepG2凋亡过
程中的作用. 

方法: 采用MTT法观察不同浓度的As2O3对人

®

■背景资料
As2O3是中国传统
中药砒霜的主要
有效成分, 我国学
者应用As2O3治疗
急性早幼粒性白
血病 ( A P L ) 取得
了显著的临床效
果. 近来的大量实
验表明As2O3对肝
癌、食管癌、胃
癌以及结肠癌等
实体瘤亦有明显
的抑制作用, 但对
于As2O3抑制肿瘤
的具体机制还有
待进一步阐明. 
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类肝癌细胞株HepG2细胞生长的抑制作用; 以
流式细胞术观察细胞的凋亡率及生长周期的
变化; 以Western blot法检测p-MEK4、JNK、

p-JNK、Caspase-3及PARP蛋白在As2O3作用
下及SP600125阻断JNK信号转导通路情况下
的表达. 

结果: 各浓度A s2O3均能明显抑制肝癌细胞
HepG2增殖, 且具有剂量依赖性和时间依赖
性; 流式细胞术(FCM)分析显示, As2O3能够诱
导肝癌细胞HepG2凋亡且具有时间依赖性, 细
胞滞留于G2/M期(0, 24, 48, 72 h百分率分别
为7.22%±1.50%, 11.56%±0.73%, 33.8%±

1.62%, 46.02%±0.11%); Western blotting结果
显示, As2O3诱导肝癌细胞HepG2凋亡伴随着
Caspase-3和PARP的活化; As2O3作用于HepG2

细胞10 min后p-MEK4和p-JNK蛋白表达开始
增加, 20 min达到高峰, 30 min开始减少, 总
JNK蛋白的含量无明显改变, MEK4和JNK的
激活早于细胞凋亡; 用SP600125预处理HepG2

细胞株后, 可以明显减少Caspase-3和PARP的
活化.

结论: A s2O3可以体外通过诱导细胞凋亡抑
制肝癌细胞株HepG2的增殖, 细胞凋亡通过
Ca spa se-3途径实现. JNK信号转导通路参
与了A s2O3诱导的H e p G2凋亡反应, 并位于
Caspase-3的上游.

关键词: 三氧化二砷; 肝癌; MTT法; 流式细胞术; 

Western blot法 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是我国

常见的恶性肿瘤之一, 早期诊断困难, 根治性切

除的机会小, 死亡率高, 对放化疗均不敏感, 总
体疗效欠佳. 三氧化二砷(arsentic trioxide, As2O3, 
亚砷酸)是中国传统中药砒霜的主要有效成分, 
我国学者应用As2O3治疗急性早幼粒性白血病

(APL)取得了显著的临床效果[1-4]. 近来的大量实

验表明, As2O3对肝癌、食管癌、胃癌以及结肠

癌等实体瘤亦有明显的抑制作用[5-6]. 其中对肝

癌作用研究最广泛[7-10], 认为As2O3可以通过诱导

肝癌细胞凋亡实现抗肿瘤作用. 但对于诱导凋

亡的机制, 特别是哪些信号转导通路参与其中

尚有待进一步阐明. 作为细胞应激产物的c-Jun 
氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, JNK)/应
激激活蛋白激酶(stress-activated protein kinase, 
SAPK)信号传导系统, 是丝裂素活化蛋白激酶

(mitogen activated protein kinases, MAPK)家族

的一员[11]. 在应激状态下, JNK信号传导系统的

胞质内组分首先感受这些变化, 并将其传递给

胞核内的组分, 最终通过核转录因子来调控细

胞的表达[12]. 我们通过体外细胞实验, 研究JNK/
SPAK信号转导系统在As2O3诱导肝癌细胞凋亡

中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2, 由中国医科大

学附属第一医院肿瘤研究所提供. RPM I1640
培养液购自北京华美公司 ,  小牛血清 ,  M T T
购自G i b c o公司 ,  二甲基亚砜 (D M S O)购自

Sigma公司, 兔抗MEK4 (phospho S257+T261) 
ant ibody (Abcam产品)[13]、兔抗SAPK/JNK 
Antibody (CST产品)[14]、兔抗Phospho-SAPK/
JNK(Thr183/Tyr185) Antibody(CST)[15]、兔抗

PARP Polyclonal Antibody (Biovision产品)、兔

抗Cleaved Caspase-3 (Asp175)Antibody (CST
产品)及特异性J N K抑制剂S P600125(A l e x i s 
B iochem icals产品)[16]均购自晶美生物工程有

限公司. 亚砷酸三氧化二砷(As2O3)注射液为哈

尔滨伊达药业有限公司上市药品. 肝癌细胞株

HepG2常规培养于含100 mL/L小牛血清, 1×
105 U/L青霉素及链霉素的RPMI1640培养液中, 
置于37℃, 50 mL/L CO2培养箱内培养.
1.2 方法 As2O3对肝癌细胞增殖的抑制作用, 用
四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法进行检测. 取对数

生长期细胞制成1×107/L单细胞悬液, 接种96孔
培养板, 每孔200 µL, 37℃, 50 mL/L CO2的培养

箱培养, 培养24 h后, 弃去培养液, 每孔分别加入

终浓度为0.5, 1, 2, 5, 10 µmol/L的As2O3 200 µL, 
对照孔加200 µL培养液, 继续培养0-72 h, 实验

终止前4 h加入50 g/L MTT溶液20 µL, 继续孵

育4 h, 除去每孔培养液, 加DMSO 100 µL, 振
荡15 m in, 用酶联仪以波长570 nm测定各孔A
值. 并计算细胞生长抑制率(%) = (1-加药孔平

均A值/对照孔平均A值)×100%. 另取1×106的

对数生长期的细胞悬液接种于培养瓶中, 待细

胞贴壁后, 采用血清饥饿法使细胞同化. 加入终

浓度为10 µmol/L的As2O3溶液, 置培养箱中培

养0-72 h. 贴壁细胞用25 g/L胰酶+0.2 g/L乙二

■研发前沿
近 年 来 ,  关 于
As2O3体外抑制肝
癌细胞株生长和
诱导其凋亡的研
究成为研究热点, 
但关于A2O3的具
体作用机制尚未
研究清楚, 特别是
他与调节凋亡的
信号转导系统之
间的关系有待研
究证实.
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胺四乙酸二钠(EDTA)消化、离心(2000 r/m in, 
5 min), 缓慢加入700 mL/L预冷的乙醇1 mL固
定1 h, 加入含有RNase 10 mg/L和50 mg/L的碘

化丙啶(Propidium Iodide)的PBS进行染色, 过滤

后, 存放在4℃冰箱内, 20 m in后上流式细胞仪

检测. 使用CELL Quest软件进行分析. 以上实验

重复3次, 取其平均值. As2O3作用下Caspase-3和
PARP的激活, 采用Western blot进行检测. 根据作

用时间的不同分为12, 24, 48和72 h四组, 每组又

根据是否有As2O3作用分为两个亚组. 在As2O3作

用下JNK/SAPK信号转导系统各因子的变化情

况, 采用Western blot进行检测. 根据作用时间的

不同分为10, 20和30 min三组, 每组又根据是否

有As2O3作用分为两个亚组. JNK信号转导通路

阻断采用SP600125, 20 µmol/L, 预处理HepG2细

胞株1 h后, 加入As2O3, 检测各指标变化. 根据是

否同时有As2O3和SP600125作用交叉分组, 采用

Western blot进行检测. 主要步骤为: 取1×106的

对数生长期的细胞悬液接种于培养瓶中, 待细

胞贴壁后, 采用血清饥饿法使细胞同化. 分别加

入终浓度为10 µmol/L的As2O3溶液, 置培养箱中

培养0-30 min. PBS洗涤后, 加入适量细胞裂解液

裂解细胞, 用细胞刮刀刮下后, 收集于1.5 mL的
微量离心管中, 以12 000 r/min离心20 min (4℃). 
取上清, 用Bradford法测定蛋白含量. 每种样品

各取蛋白50 µg, 上样, 100 g/L SDS-PAGE (分离

胶100 g/L, 浓缩胶60 g/L). 泳毕, 将凝胶上的蛋

白电转移至硝酸纤维膜(NC)上, 滴加10 g/L BSA
封闭后, 依次滴加一抗(兔抗, 工作浓度均为1∶
1000)及二抗(1∶3000 HRP标记的羊抗兔IgG), 
于室温下分别作用2, 1 h, 设b-actin为内参照, 洗
膜后, 用ECL化学发光法观察结果.

统计学处理 实验数据采用SPSS12.0统计分

析软件进行t检验, 所有数值以mean±SD表示, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 As2O3抑制HepG2增殖 MTT结果显示, 各浓度

As2O3均能明显抑制肝癌细胞HepG2增殖(图1), 
且具有剂量依赖性和时间依赖性, 抑制率同作

用时间呈直线相关(P<0.01). 结果表明, 10 µmol/L
组在24,  48和72  h的抑制率分别为29.63%, 
71.27%和81.44%, 对HepG2增殖抑制最明显, 因
此, 在后续的实验中我们采用10 µmol/L As2O3作

为干扰因素, 探讨As2O3对各指标的影响. 
2.2 As2O3诱导HepG2凋亡 流式细胞术(FCM)分

析显示, 将终浓度为10 µmol/L的As2O3溶液作

用于肝癌细胞0-72 h后, 经流式细胞仪检测, 结
果显示, 作用24, 48和72 h凋亡率分别为15.35%, 
24.62%和48.53%, 呈时间依赖性. 对细胞周期的

分布表现为, 随着作用时间的增加, S期细胞呈

下降趋势, 而G2/M期细胞比例呈上升趋势. 说
明细胞滞留于G2/M期(表1). Western blot结果显

示, As2O3作用于HepG2细胞24 h后可以看到Cas-
pase-3前体及其底物PARP被剪切激活, 出现活

化的Caspase-3条带(cleaved Caspase-3, 17 kDa)
和活化的PARP条带(85 kDa), 并随时间延长作用

加强(图2).
2.3 As2O3激活MEK4和JNK Western blot结果显

示, As2O3作用于HepG2细胞10 m in后p-MEK4
和p-JNK蛋白表达开始增加, 20 m in达到高峰, 
30 min开始减少. 总JNK蛋白的含量无明显改变

(图3). MEK4和JNK的激活早于细胞凋亡. 
2.4 SP600125阻断JNK通路对凋亡的影响 用

■创新盘点
本研究不但证实
了As2O3可以体外
通过诱导细胞凋
亡抑制肝癌细胞
株HepG2的增殖 , 
并且证实了JNK
信号转导通路参
与了As2O3诱导的
HepG2凋亡反应 , 
并位于Caspase-3
的上游, 首次阐明
了A s 2O 3与 JNK/
SAPK信号转导系
统之间的连系.

抑
制
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图 1 As2O3对HepG2细胞生长的抑制率. 

Cleaved
Cap3

PARP

b-actin

As2O3      -      +        -      +       -      +       -      +

t /h         12              24             48             72

图 2 As2O3诱导HepG2凋亡. As2O3作用于HepG2细胞24 h

后可以看到Caspase-3前体及其底物PARP被剪切激活, 出现

活化的Caspase-3条带(cleaved Caspase-3, 17 kDa)和活化的

PARP条带(85 kDa), 并随时间延长作用加强.
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SP600125, 20 µmol/L, 预处理HepG2细胞株1 h后, 
加入As2O3作用48 h, Western blot检测结果显示, 
SP600125可以明显减少Caspase-3和PARP的活

化, 提示JNK信号转导通路参与了As2O3诱导的

HepG2细胞凋亡反应(图4).

3  讨论

As2O3的抗肿瘤作用最早在急性早幼粒白血病

的治疗中得到体现, 近年来人们开始将A s2O3

研究的热点转移到各种实体瘤的治疗上, 特别

是对肝癌细胞的抑制作用研究的较为深入 [17], 
发现A s2O3可以抑制肝癌细胞的增殖 [18]. 我们

采用MTT法检测不同浓度As2O3对肝癌细胞株

HepG2生长影响的实验, 结果表明As2O3可以使

HepG2的生长受到明显的抑制作用, 并且这种抑

制作用具有时间依赖性及剂量依赖性, 从而证

实As2O3确实具有体外抑瘤作用[19]. 流式细胞分

析结果显示, 终浓度为10 µmol/L的As2O3溶液

作用于HepG2后, 可以诱导其凋亡, 并具有时间

依赖性. Western blot结果进一步揭示, As2O3作

用24 h后开始出现活化的Caspase-3和PARP蛋
白, 并随时间的延长而表达增加, 持续至少72 h. 
由此可见, As2O3抑制肝癌细胞增殖的作用可能

是通过诱导细胞凋亡来实现的[20-21]. 细胞凋亡

(apoptosis)是正常机体细胞对环境的生理性病理

性刺激信号, 环境条件的变化或缓和性损伤产

生的应答有序变化的死亡过程, 黏在多细胞生

物的组织分化、器官发育、机体稳态的维持中

有着重要的意义. 细胞凋亡不是一件被动的过

程, 而是主动过程, 黏涉及一系列基因的激活、

表达以及调控等的作用. 有研究发现, As2O3作用

于肿瘤细胞引起的凋亡在48 h达到较高水平后

开始下降, 提示As2O3引起的细胞死亡是非典型

死亡, 即凋亡与坏死现象共存, As2O3在诱导肿瘤

细胞凋亡的同时也发挥了一定的细胞毒作用[22]. 
但本研究结果未发现上述改变, 随着As2O3作用

时间的延长, HepG2的凋亡率逐渐增加, 这种作

用至少持续72 h. 
Caspase-3是ICE/CED-3家族的重要成员, 是

细胞凋亡调控的重要因子, 以无活性前体存在

于细胞质中, 当细胞进入凋亡时被激活, 并可

促进ICE家族其他成员一起促进细胞凋亡[23-25]. 

■应用要点
针对信号转导通
路不同作用点, 特
别是JNK/SAPK
信号转导系统的
抗 癌 药 物 已 经
在 国 外 出 现 .  阐
明A s 2O 3与 JNK/
SAPK信号转导系
统之间的连系, 不
但有助于揭示其
作用机制, 更为其
在抗癌领域的临
床应用奠定了坚
实的基础.

表 1 As2O3对HepG2细胞凋亡及细胞周期的影响(%)

     
分组(h)           凋亡                          G0/G1               S                            G2/M              

0   -                  67.35±0.88 25.43±1.12   7.22±1.50

24 15.35±2.11 63.43±1.53 25.01±1.27 11.56±0.73

48 24.62±3.71 41.43±2.24 24.77±0.23   33.8±1.62

72 48.53±4.22 34.41±1.55 19.57±2.01 46.02±0.11

图 3 As2O3激活MEK4和JNK. As2O3作用于HepG2细胞

10 min后p-MEK4和p-JNK蛋白表达开始增加, 20 min达到

高峰, 30 min开始减少, 总JNK蛋白的含量无明显改变.

p-MEK4

p-JNK

JNK

As2O3      -          +         -          +          -         +

10 min             20 min             30 min    

b-actin

图 4 SP600125阻断JNK通路对凋亡的影响. 用SP600125预

处理HepG2细胞株1 h后, 可以明显减少Caspase-3和PARP的

活化.

Cleaved
Cap3

PARP

b-actin

SP600125   -       +       -      +      -      +        -       +

As2O3      -        -       +     +      -       -        +      +
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PARP为Caspase-3的底物, 因Caspase-3的活化

将导致细胞发生凋亡性死亡, 所以PARP又被称

为“死亡底物”[26]. Caspase-3经激活后能识别

PARP中的Asp-Glu-Val-Asp (DVCD)序列, 从而

剪切PARP. 目前认为, PARP蛋白的剪切是细胞

凋亡的标志. PARP在维持DNA的完整性方面起

着重要作用. 当PARP被降解后便失去了对DNA 
完整性的监护作用, 结果使受PARP负调控影响

的Ca2+/Mg2+依赖性核酸内切酶活性增高, 裂解

核小体间的DNA, 引起细胞凋亡[27-29]. 
有研究表明, As2O3可以通过活化Caspase-3

途径诱导人肿瘤细胞凋亡[30-32]. 本研究亦发现, 
As2O3诱导HepG2细胞凋亡伴有Caspase-3的活

化. Caspase-3作为细胞凋亡的执行因子, 受其上

游多种信号转导通路的调控. 我们在研究中发

现, As2O3作用10 min后开始出现磷酸化MEK4和
磷酸化JNK蛋白表达增加, 20 min达到高峰, 30 
m in开始减少, 且总JNK蛋白表达无变化, 表明

p-JNK蛋白的增加是JNK活化所致. 因此, As2O3

可以活化MEK4和JNK蛋白[33], 这种作用要早于

细胞凋亡的出现(24 h), 即出现活化Caspase-3及
PARP. 应用特异性JNK阻断剂SP600125, 预处理

HepG2细胞株后, Caspase-3及PARP的活化受到

明显抑制. 可见, JNK信号转导通路参与了As2O3

诱导的HepG2凋亡反应, 并位于Caspase-3的上

游. 由于SP600125并未完全阻断Caspase-3及
PARP的活化, 因此As2O3还可以通过其他信号转

导通路来活化Caspase-3, 诱导HepG2凋亡. 要阐

明所有参与As2O3诱导HepG2凋亡反应的信号转

导通路, 尚须进一步的相关研究. 
总之, 我们的研究表明, As2O3可以体外通过

诱导细胞凋亡抑制肝癌细胞株HepG2的增殖. 细
胞凋亡通过Caspase-3途径实现. JNK信号转导通

路参与了As2O3诱导的HepG2凋亡反应, 并位于

Caspase-3的上游. 
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Abstract
AIM: To explore the effect of micro-ecological 
enteral nutrition (EN) with prebiotics on the 
intestinal barrier dysfunction and endotoxin 
t r a n s l o c a t i o n i n r a t s w i t h s e v e r e a c u t e 
pancreatitis (SAP).

METHODS: SAP specific enteral nutrition for-
mula (EN-S) was prepared based on the nutri-
tional and metabolic characteristic of SAP, and 
the micro-ecological EN formula was prepared 
with EN-S plus prebiotics (PRE-EN). Sixty-four 
Spraugue Dawley rats were divided randomly 

and averagely into 8 groups: sham operation 
control 4-day group, sham operation control 
7-day group, SAP with EN-S 4-day group, SAP 
with EN-S 7-day group, SAP with PRE-EN 4-day 
group, SAP with PRE-EN 7-day group, SAP 
with PN 4-day group, and SAP with PN 7-day 
group, named as group A, B, C, D, E, F, G and 
H, respectively. The rat model of SAP was estab-
lished by injection of 38 g/L sodium taurocho-
late (1 mL) beneath the pancreatic capsule. The 
nutritional therapy began after SAP model was 
established. The rats were killed on day 4 and 
7, respectively. The serum levels of endotoxin 
and diamine oxidase (DAO) were detected. The 
apoptosis of intestinal mucosal epithelial cells 
were analyzed with terminal deoxynucleotidyl-
transferase mediated dUTP-biotin nick and 
labeling (TUNEL) method, and the apoptosis 
index (AI) was calculated.

RESULTS: At each time point, the levels of 
plasma endotoxin and DAO, and the value of AI 
were significantly higher in group C (158.7 ± 23.9 
EU/L, 5.17 ± 0.62 kU/L, 50.5% ± 9.7%), D (140.5 
± 20.9 EU/L, 4.09 ± 0.49 kU/L, 41.6% ± 7.8%), 
E (110.4 ± 14.4 EU/L, 3.44 ± 0.59 kU/L, 48.9% ± 
8.5%), F (88.16 ± 30.4 EU/L, 2.83 ± 0.96 kU/L, 
33.8% ± 5.1%), G (202.0 ± 30.3 EU/L, 7.29 ± 0.68 
kU/L, 63.5% ± 6.7%) and H (210.2 ± 30.3 EU/L, 
7.57 ± 1.01 kU/L, 64.7% ± 10.4%) than those in 
group A (39.6 ± 13.1 EU/L, 2.01 ± 0.34 kU/L, 
22.6% ± 3.3%) and B (40.7 ± 12.4 kU/L, 2.12 ± 0.42 
kU/L, 23.1% ± 5.4%) (P < 0.01), and the above 
indexes were also markedly lower in group C, D, 
E and F than those in group G and H (P < 0.01). 
The levels of endotoxin and DAO in group E 
and F were markedly lower than those in group 
C and D, and AI value was significantly lower 
in group F than that in group D (P < 0.05). As 
compared with those on day 4, the level of DAO 
and the value of AI in EN-S and PRE-EN groups 
were significantly decreased on day 7 (P < 0.01), 
and there was a decreasing trend without sig-
nificance for plasma endotoxin level.

CONCLUSION: Micro-ecological EN with pre-

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 是 临 床 常
见的危急重症, 由
于肠屏障功能受
损 ,  肠 源 性 细 菌
和内毒素易位引
起 继 发 感 染 ,  所
导致的多器官功
能障碍综合征是
患者死亡的主要
原 因 ,  目 前 尚 缺
乏有效的治疗手
段. 近年来, 添加
微生态调节剂的
肠内营养在维护
肠屏障功能完整
性方面的作用被
提 升 到 较 高 地
位. 微生态调节剂
主要包括益生菌
(probiotics)、益
生元(prebiotics)
及 两 者 共 同 构
成 的 合 生 素
(synbiotics), 他们
在保护肠屏障功
能方面的作用既
有 共 性 ,  也 有 区
别. 与活菌制剂相
比, 益生元不会对
机体产生任何毒
副作用, 同时还具
有可溶性食物纤
维的基本特性; 具
有良好的耐消化
性, 不易被唾液、

胰液、肠液中的
酶类分解, 可以到
达结肠, 被结肠内
细菌代谢. 目前关
于益生元对肠屏
障功能作用研究
报道较少, 而且相
关作用机制不明
确 ,  尚 需 深 入 研
究. 
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biotics is beneficial in maintaining intestinal 
barrier function, decreasing the apoptosis of 
intestinal epithelial cells and the occurrence of 
endotoxin translocation. EN is superior to PN in 
maintaining intestinal barrier function.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Enteral nu-
trition; Prebiotics; Intestinal barrier dysfunction; 
Endotoxin translocation

Wang H, Zhong Y, Cai DL, Geng SS, Han T, Chen 
LY. Enteral nutrition with prebiotics on intestinal 
barrier dysfunction and endotoxin translocation in 
severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 研究重症急性胰腺炎(SAP)大鼠早期给
予添加益生元的微生态肠内营养后对肠屏障
损害和内毒素易位的作用及其机制. 

方法: 根据S A P营养代谢特点配制专用E N
配方(EN-S), 并添加低聚半乳糖益生元制成
微生态肠内营养配方(RPE-EN). 64只SD大
鼠被随机分成8组(n  = 8): 假手术对照4 d组, 
假手术对照7 d组, SAP+EN-S治疗4 d组、

SAP+EN-S治疗7 d组、SAP+PRE-EN治疗4 d
组、SAP+PRE-EN治疗7 d组、SAP+PN治疗4 
d组、SAP+PN治疗7 d组. 采用胰被膜下均匀
注射38 g/L牛磺胆酸钠法建立SAP大鼠模型, 
营养治疗在模型建立成功后即开始. 分别在第
4天和第7天处死大鼠, 分别采用偶氮基质显色
法和辣根过氧化物酶检测血浆内毒素和二胺
氧化酶(DAO)水平, 采用TUNEL法检测小肠
上皮细胞凋亡, 并计算凋亡指数(AI). 

结果: E N-S、P R E-E N及P N组的血浆内毒
素(4 d组: 158.7±23.9, 110.4±14.4, 202.0±
30.3 EU/L vs  39.6±13.1 EU/L; 7 d组: 140.5±
20.9, 88.16±30.4, 210.2±30.3 EU/L vs  40.7±
12.4 EU/L)、DAO (4 d组: 5.17±0.62, 3.44±
0.59, 7.29±0.68 kU/L vs  2.01±0.34 kU/L; 7 d
组: 4.09±0.49, 2.83±0.96, 7.57±1.01 kU/L vs  
2.12±0.42 kU/L)和AI (4 d组: 50.5%±9.7%, 
48.9%±8.5%, 63.5%±6.7% vs  22.6%±3.3%; 
7 d组: 41.6%±7.8%, 33.8%±5.1%, 64.7%±

10.4% vs  23.1%±5.4%)显著高于假手术对
照组(P <0.01), 而EN-S和PRE-EN组的内毒
素、DAO和AI显著低于相同时间点的PN组
(P <0.01); PRE-EN组的内毒素、DAO水平显
著低于相同时间点的EN-S组(P <0.01), 而AI显
著低于EN-S 7 d组(P <0.05); EN-S和PRE-EN 7 
d组与4 d组相比, DAO水平和AI显著降低, 内

毒素水平有降低趋势, 但未检出显著性差异.

结论: 添加益生元的微生态E N有助于维护
SAP大鼠肠屏障功能, 减少肠上皮细胞凋亡, 
减少内毒素易位的发生; EN在维护SAP大鼠
肠屏障功能方面的作用优于PN.

关键词: 重症急性胰腺炎; 肠内营养; 益生元; 肠屏

障损害; 内毒素易位 
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
患者后期的细菌和内毒素易位以及多器官功

能衰竭是导致患者死亡的主要原因[1-3], 其发生

与肠屏障破坏有密切关系. 肠外营养(parenteral 
nutrition, PN)用于SAP治疗的主要弊端是无法给

肠屏障提供良好的保护, 容易导致后期并发症

的出现, 因此早期给予SAP患者肠内营养(enteral 
nutrition, EN)近年来被重新受到重视[4-6]. 微生态

EN是在普通EN的基础上添加某些微生态调节

剂(包括益生菌、益生元和合生素), 以增强对肠

屏障功能的保护作用. 一直以来人们多关注于

对益生菌的研究而忽略了益生元类物质在临床

的应用价值. 低聚糖类益生元作为一类重要的

微生态调节剂, 可以促进肠内益生菌生长, 对维

护肠屏障功能受损具有一定作用[7-9]. 在众多低

聚糖中被称为双歧杆菌生长因子的低聚半乳糖

(galacto-oligosaccharides, GOS)是很有发展前景

的一种. 本研究根据SAP营养代谢特点研制合成

专用的EN配方(EN-S), 并在该配方基础上添加

GOS益生元制成微生态EN制剂(EN-PRE), 通过

对SAP模型大鼠肠上皮细胞凋亡分析和血浆内

毒素与二胺氧化酶(diamine oxidase, DAO)检测, 
研究该EN-S, EN-PRE和PN在肠屏障功能损害和

内毒素易位发生中的作用效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂清洁级SD大鼠64只, 6-7周龄, 
体质量250±8 g(由第二军医大学实验动物中

心提供). 动物适应性喂养7 d后进行实验. 此期

间自由进食和饮水. 950 g/L水解乳清单白(美国

GRANDE公司), 低聚半乳糖GOS(西安德施普

生物制品有限公司), 内毒素鲎试剂盒(上海市

■研发前沿
如何维护肠屏障
功能的完整性一
直是临床多种应
激性疾病治疗的
关键和难点, 免疫
微生态制剂正成
为解决该问题的
一个重要武器而
受到越来越多的
关注.

■相关报道
近年来有研究发
现在SAP患者肠
内营养中应用益
生元具有改善临
床预后的作用, 动
物实验也发现具
有改善肠屏障的
作用, 但对其作用
机制研究不明确, 
有关对肠上皮细
胞凋亡的调节作
用未见报道.
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医学化验所), 辣根过氧化物酶(Sigma公司), 邻
茴香胺甲醇溶液(Sigma公司), 尸胺二氢氯化物

(Sigma公司), TUNEL原位检测试剂盒(Roche公
司), 肠内营养泵(flocate 800型肠内输注泵, 荷兰

Nutricia公司), 静脉推注泵(Flo-Gard 6201, Baxter
公司), 台式高速低温离心机(Beckman公司), 
UV754分光光度计(上海第三分析仪器厂).
1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型建立 64只SD大鼠被随机

分成8组(n  = 8只): 假手术对照4 d组, 假手术对

照7 d组, SAP+EN-S治疗4 d组、SAP+EN-S治疗

7 d组、SAP+PRE-EN治疗4 d组、SAP+PRE-EN
治疗7 d组、SAP+PN治疗4 d组、SAP+PN治疗

7 d组. 实验前大鼠禁食12 h以上, 自由饮水. 采
用25 g/L硫喷妥钠腹腔注射麻醉, 无菌条件下经

上腹正中切口进腹, 暴露胰腺, 用1 mL注射器从

胰尾部开始被膜下多点缓慢均匀注入38 g/L牛
磺胆酸钠1 mL, 使整个胰腺均匀隆起, 胰腺组织

可在短时间内出现充血、水肿, 继则可见包膜

下胰腺组织点状或小片状出血, 约2 min后轻轻

把胰腺复位, 分层缝合腹部切口. 对照组切开腹

腔后, 轻翻胰腺后缝合切口. 胰腺病理学检查证

实模型组发生出血坏死.
1.2.2 喂养途径建立 胃十二指肠置管方法: 经胃

幽门区, 置入已用生理盐水充盈的外径1.5 mm
无菌硅胶管, 远端位于空肠屈氏韧带以下5 cm左

右, 在胃部荷包缝合固定, 经皮下隧道将硅胶管

自颈部引出, 用自制背扣固定于颈部皮肤, 连接

于肠内营养输注泵. 颈外静脉插管方法: 钝行分

离出颈外静脉, 经颈外静脉置入已用生理盐水

充盈的外径为1.2 mm无菌硅胶管, 用丝线结扎

固定, 随后将硅胶管由颈背部皮下隧道引出, 导
管穿过弹簧, 用自制背扣固定于颈部皮肤, 并连

接于静脉推注泵.
1.2.3 营养给予方式 各EN组待术后动物清醒后

6 h给予少量生理盐水冲洗肠管, 12 h时起肠内

滴注EN制剂, 从最初1.0 mL/h的滴速逐渐增加, 
至术后36 h滴速达到2.0 mL/h, 50 mL/d, 之后维

持此速度; PRE-EN组动物每天营养液内添加

1.0 g GOS益生元; PN组静脉营养液滴注速度在

术后36 h内从1.0 mL/h增加至2.0 mL/h, 50 mL/d.
1.2.4 标本收集及测定 分别在造模后第4天和第

7天处死动物, 腹主动脉取血, 将血液置于抗凝

管中, 2500 r/m离心15 min, 同时取1 cm回肠组

织, 40 g/L中性福尔马林固定. 内毒素检测采用

鲎试剂盒, 用偶氮基质显色法检测. 血浆二胺氧

化酶采用分光光度法测定[10], 在样品管中先后加

入标本、0.2 mol/L pH7.2的磷酸缓冲液、辣根

过氧化物酶、邻茴香胺甲醇和尸胺二氢氯化物. 
在37℃水浴中孵育30 min后, 用紫外分光光度计

在436 nm处测DAO活性. 肠上皮细胞凋亡检测, 
将经福尔马林固定的标本常规石蜡切片, 二甲

苯脱蜡入水, 双蒸水洗, 0.01 mol/L PBS洗涤3次, 
每次5 min, 取标记溶液(含有核苷酸的混合液的

反应液)100 μL做二张阴性对照片, 将酶浓缩溶

液(TdT)50 μL与标记溶液450 μL混合, 置37℃温

箱1 h; 0.01 mol/L PBS洗涤3次, 每次5 min, 滴加

converter-AP, 37℃温箱中30 min, 0.01 mol/L PBS 
缓冲液洗涤3次, 每次5 min, BCIP/NBT显色, 双
蒸水洗涤, GVA封片. 计数每100个上皮细胞中

凋亡细胞个数, 即凋亡指数(apoptotic index, AI), 
每张切片各任选3个视野, 求其平均值.

统计学处理 采用SPSS11.5软件进行统计分

析, 实验结果以mean±SD表示, 运用方差分析统

计, P <0.01或P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 血浆内毒素结果 在第4天和第7天两个时间

点, 与假手术对照组相比, 各SAP组的血浆内毒

素浓度显著升高(P <0.01), 其中PN组水平最高; 
EN-S和PRE-EN组水平显著低于PN组(P <0.01), 
EN-S组水平显著高于对应时间点的PRE-EN组

(P <0.01); EN-S和PRE-EN 7 d组与对应的4 d组相

比, 水平呈降低趋势但无显著性差异, 而PN 7d
组与4 d组相比水平呈升高趋势(P >0.05)(表1).
2.2 血浆二胺氧化酶结果 在第4天和第7天两个

时间点, 各SAP组的血浆DAO浓度显著高于假

手术对照组(P <0.01), 其中PN组水平最高; EN-S
和PRE-EN组水平显著低于PN组(P <0.01), EN-S
组显著高于对应时间点的PRE-EN组(P <0.01); 
EN-S和PRE-EN 7 d组与对应的4 d组相比, 水平

显著降低(P <0.01), 而PN组无此差异(表1).
2.3 小肠上皮细胞凋亡 显微镜下观察原位凋亡

检测结果显示, 与假手术对照组相比, 各SAP
组隐窝处可见较多的凋亡上皮细胞分布, PN组

的凋亡细胞数量最多, PRE组的数量少于EN-S
组(图1). 各S A P组的A I显著高于假手术对照

组(P <0.01), EN-S和PRE-EN组显著低于PN组

(P <0.01); EN-S和PRE-EN 7 d组显著低于4 d组
(P <0.05), 而PN 4 d和7 d组相比无显著性差异; 
在第7天时, PRE-EN组的AI显著低于EN-S组
(P <0.05)(表1).

■创新盘点
本研究通过SAP
大鼠模型, 证实在
肠内营养中添加
低聚半乳糖益生
元可以通过调节
肠道上皮细胞凋
亡, 起到防止内毒
素易位和维持肠
黏膜屏障完整性
的作用.
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3  讨论

肠上皮细胞层构成机体的最前沿防御屏障, 具
有抵御肠腔内有害微生物和潜在致病菌侵入外

周脏器的作用. 由多种原因导致的SAP患者肠屏

障功能破坏是全身继发感染及MODS发生的主

要原因, 直接导致疾病的死亡率增加[11-13]. 如何

维护患者肠屏障功能的完整性一直是临床上一

个非常重要而且棘手的问题. 随着EN作用被重

新认识, 多项研究已证实早期空肠EN是安全的, 
而且有助于维持SAP患者肠屏障功能、减少内

毒素和细菌易位的发生[14-16]. 本研究根据SAP营
养需要和代谢特点, 研制适用于SAP的EN-S制
剂, 前期研究已证实该配方具有改善SAP大鼠蛋

白质代谢和电解质平衡的作用[17]. 本研究我们在

该EN配方中添加一类重要的微生态调节剂——

GOS益生元, 通过观察对SAP大鼠血浆内毒素、

DAO和肠黏膜上皮细胞凋亡的观察, 探讨其对

肠屏障的保护作用. 
研究结果显示与假手术对照组相比, 各SAP

组的血浆内毒素浓度显著升高. 内毒素是主要

由肠道G-菌产生的一种大分子分解产物, 正常情

况下, 完整的肠屏障可以将内毒素局限于肠腔

内[18]. 但当肠屏障受损时, 则会穿过受损的肠屏

障进入外周血循环, 激活单核巨噬细胞系统, 使
其释放多种炎性介质, 大多数SAP患者外周血中

都可以检测出内毒素, 而且这些患者90%以上都

可能死于内毒素血症[19-21]. 本研究中, 与PN组相

比, 不论是EN-S还是PRE-EN都可以显著降低血

浆内毒素水平, 而且PRE-EN组的水平显著低于

EN-S组, 说明在EN中添加GOS益生元可以有效

改善SAP的内毒素血症. 另一方面随着营养治疗

时间的延长, EN-S组和PRE-EN组的内毒素水平

■应用要点
本研究通过动物
实验研究添加益
生元肠内营养对
SAP肠屏障的保
护 作 用 机 制 ,  为
SAP患者寻求新
的有效的营养辅
助治疗途径, 为临
床应用包括益生
元在内的微生态
肠内营养制剂提
供理论依据.

A B

DC

图 1 TUNEL检测小肠上皮凋亡细胞呈深棕色(×400). A: 假手术对照7 d组; B: SAP+EN-S 7 d组; C: SAP+PRE-EN 7 d组; D: 

SAP+PN 7 d组.

表 1 血浆内毒素水平, DAO浓度和小肠黏膜上皮细胞AI结果(mean±SD, n  = 8)

     
                                            内毒素水平(EU/L)                   DAO浓度(kU/L)                                 AI(%)

                                       4 d                  7 d            4 d                         7 d                      4 d           7 d              

假手术对照           39.6±13.1           40.7±12.4          2.01±0.34          2.12±0.42            22.6±3.3       23.1±5.4

SAP+EN-S        158.7±23.9b,d,f     140.5±20.9b,d,f      5.17±0.62b,d,f      4.09±0.49b,d,f,h      50.5±9.7b,f     41.6±7.8b,d,f,h

SAP+PRE-EN    110.4±14.4b,f      88.16±30.4b,f        3.44±0.59b,f        2.83±0.96b,f,h       48.9±8.5b,f     33.8±5.1b,f,h 

SAP+PN             202.0±30.3b       210.2±30.3b          7.29±0.68b         7.57±1.01b          63.5±6.7b      64.7±10.4b

bP<0.01 vs  假手术对照组; dP<0.01 vs  SAP+PRE-EN组; fP<0.01 vs  SAP+PN组; hP<0.01 7 d vs  4 d组.

分组 
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出现降低的趋势, 而PN组则相反, 提示早期EN
可减轻肠内毒素的吸收. 

DAO是人类和所有哺乳动物肠黏膜上层绒

毛细胞胞质中具有高度活性的细胞内酶, 而在

其他组织中则含量少、活性低. 肠黏膜细胞受

损、坏死后该酶释放入血, 或随坏死脱落的肠

黏膜细胞进入肠腔内, 导致血浆和肠腔DAO活

性增高. DAO在外周血中活性稳定, 因而可以反

映肠黏膜屏障的完整性和损伤程度[22-23]. 导致体

内DAO活性发生改变的因素可能包括[24]: (1)与
营养途径有关: 动物研究发现胃肠长期无负荷

状态会导致肠黏膜萎缩, 血浆DAO活性升高; (2)
肠急性缺血: DAO活性改变与肠缺血有关, 把
大鼠肠系膜动脉夹闭60 min后肠DAO活性降低

66%, 而血浆DAO活性则显著增高. 本研究结果

表明, EN-S和PRE-EN与PN组相比, DAO水平

显著降低, PRE-EN组水平显著低于EN-S组, 说
明EN尤其是添加益生元的PRE-EN有助于减少

SAP时的肠黏膜受损程度. 
动物研究发现, SAP时肠黏膜上皮细胞凋亡

与肠道黏膜功能受损有关, 与对照组相比, SAP
组的凋亡指数显著增加, 尤其是隐窝部凋亡细

胞的增加, 可使细胞总体数目减少, 细胞间紧密

连接分离, 使内毒素、细菌等大分子物质容易

通过, 发生内毒素和细菌易位[25-26]. 有研究通过

抑制SAP大鼠的胱门蛋白酶(一种参与细胞凋亡

的关键酶)发现可以显著减少肠上皮细胞凋亡, 
改善肠通透性, 减少内毒素易位的发生, 并降低

动物的死亡率[27]. 导致SAP肠上皮凋亡的可能

原因如下: 内脏血流灌注减少, 肠黏膜缺血缺氧; 
肠蠕动减慢, 肠上皮受损, 细菌容易黏附并穿

过肠上皮, 引起炎症反应以及细胞因子的产生; 
细菌黏附分子表达的异常, 致使上皮细胞与细

胞基质间连接破坏以及氧自由基的作用等. 本
研究结果显示, 各SAP组的AI显著高于对照组, 
EN-S和PRE-EN组显著低于PN组, PRE-EN 7 d组
显著低于EN-S 7 d组, 提示EN在改善及缓解上

皮细胞凋亡方面的作用优于PN, 而且添加GOS
益生元有助于进一步提高EN在缓解凋亡方面的

作用. 目前有关益生元调节细胞凋亡在肠屏障

功能方面的作用尚未见报道, 但某些对结肠癌

的实验研究发现, 益生元物质通过调节结肠上

皮细胞凋亡, 起到一定的预防癌症形成作用[28].
本研究结果提示添加GOS益生元的微生态

EN可以增强EN维持肠黏膜屏障完整性的作用, 
其作用机制可能包括[29-30]: (1)GOS刺激肠内双歧

杆菌和乳酸杆菌等有益菌的生长, 抑制有害菌

增殖, 维持肠内菌丛平衡; (2)刺激肠管相关淋巴

组织的活性以及免疫物质的生成, 增强肠免疫

功能; (3)增强宿主吞噬细胞的活性, 提高机体特

异性和非特异性抗感染能力; (4)作为肠道内益

生菌的营养底物, 发酵后产生各种短链脂肪酸, 
给肠上皮细胞提供能量和营养, 从而有利于肠

上皮细胞再生, 促进屏障功能修复.
随着人们对免疫微生态营养支持在临床治

疗中重要性的认识, 以及各种新型益生元产品

的开发, 有关益生元在维持SAP等重症应激性疾

病中的作用及其机制还值得进一步深入探讨. 
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Abstract
AIM: To amplify and purify the recombinant 
adenovirus vector carrying vascular endothelial 
growth factor 165 (Ad-VEGF165), and to investi-
gate its effect of on the expression of VEGF 
receptor-2 (VEGFR-2) and the proliferation of 
human gastric adenocarcinoma cell line BGC-823 
in vitro.

METHODS: The adenoviruses were packaged 
and amplified in human embryonic kidney 293 
cells. Then human gastric adenocarcinoma cell 
line BGC-823 was transfected with the resultant 

adenoviruses. The proliferation and expression 
of VEGFR-2 were measured by MTT assay and 
immunocytochemistry, respectively.

RESULTS: The recombinant adenovirus vector 
carrying VEGF165 or GFP (control virus) was am-
plified and purified successfully. The viral titer 
of VEGF165 or GFP was 3.2 × 1013 and 2.0 × 1013 
pfu/L, respectively. The transfection rate almost 
reached 100% in BGC-823 cells when the multi-
plicity of infection (MOI) was 20. The prolifera-
tion of BGC-823 cells (shown by absorbency) 
transfected with Ad-VEGF165 was significantly 
higher than that of the cells transfected with Ad-
GFP (24 h: 0.960 ± 0.01 vs 0.737 ± 0.01, P < 0.01; 
48 h: 1.321 ± 0.03 vs 0.981 ± 0.02, P < 0.01; 72 h: 
1.663 ± 0.03 vs 1.207 ± 0.01, P < 0.01) or the con-
trolled cells (24 h: 0.960 ± 0.01 vs 0.724 ± 0.03, P 
< 0.01; 48 h: 1.321 ± 0.03 vs 0.968 ± 0.01, P < 0.01; 
72 h: 1.663 ± 0.03 vs 1.185 ± 0.02, P < 0.01). More-
over, the expression of VEGFR-2 was expressed 
was markedly higher in BGC-823 cells trans-
fected with Ad-VEGF165 than that in Ad-GFP-
transfected cells (62.5% vs 37.6%, P < 0.01) and 
the controlled cells (62.5% vs 34.1%, P < 0.01).

CONCLUSION: VEGF can promote the pro-
liferation and increase VEGFR-2 expression of 
BGC-823 cells in vitro.

Key Words: Adenovirus; Vascular endothelial 
growth factor; Gastric carcinoma; Proliferation; 
Vascular endothelial growth factor receptor-2
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摘要
目的: 将已构建的重组腺病毒A d-V E G F165

进行扩增和纯化并观察其对人胃腺癌细胞
(BGC-823)在体外生长及其受体表达的影响. 

方法:  以人胚肾293细胞对重组腺病毒A d-

®

■背景资料
恶性肿瘤严重地
威胁着人类健康
和 生 命 ,  他 在 体
内的生长依赖于
血 管 的 形 成 ,  而
血管内皮生长因
子(VEGF)在迄今
所发现的促血管
生成因子中作用
是最强的, 故针对
这方面的治疗已
成为治疗肿瘤的
的 另 一 希 望 .  该
基因虽已发现多
年, 但并未对其完
全认识, 近年认为
VEGF的促肿瘤生
长作用除了通过
促血管生成作用
外对某些肿瘤细
胞也有直接的促
增殖作用, 但研究
显示不同的肿瘤
细胞VEGF受体种
类及表达程度不
同. 为此, 本文研
究了人血管内皮
生长因子对胃癌
细胞BGC-823在
体外生长的影响
及对其受体表达
的影响. 
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VEGF165和对照病毒Ad-GFP进行包装、扩增
后感染BGC-823细胞, 应用MTT比色法分析
VEGF165对该种细胞体外生长的影响, 并以免
疫细胞化学方法检测该种细胞VEGFR-2的表
达情况. 

结果: 成功扩增及纯化了重组腺病毒A d-
VEGF165及对照病毒Ad-GFP, 获得约3.2×1013 
pfu/L滴度的重组腺病毒和2.0×1013 pfu/L滴
度的对照病毒. 当感染复数(MOI)为20时转
导率即接近100%而无明显细胞中毒现象 . 
MTT结果显示Ad-VEGF165组吸光度明显高
于Ad-GFP组(24 h: 0.960±0.01 vs  0.737±
0.01, P <0.01; 48 h: 1.321±0.03 vs  0.981±0.02, 
P <0.01; 72 h: 1.663±0.03 vs  1.207±0.01, 
P <0.01)及对照组(24 h: 0.960±0.01 vs  0.724
±0.03, P <0.01; 48 h: 1.321±0.03 vs  0.968±
0.01, P <0.01; 72 h: 1.663±0.03 vs  1.185±
0.02, P <0.01). 另外, 在该细胞株上检测到了
VEGFR-2的表达, 且在Ad-VEGF165组其表达
明显高于Ad-GFP组(62.5% vs  37.6%, P <0.01)
和对照组(62.5% vs  34.1%, P <0.01).

结论: VEGF对胃癌细胞有直接的促生长作
用, 并可上调其主要受体VEGFR-2的表达水
平, 从而进一步证实了VEGF对胃癌细胞的自
分泌作用.

关键词: 腺病毒; 血管内皮生长因子; 胃癌; 增殖; 

VEGFR-2 
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0  引言

目前已知肿瘤的生长依赖于血管的形成, 而新

生血管的形成是由于促血管生成因子增多所致, 
在这些因素中血管内皮生长因子(VEGF)作用最

强, 并且研究最多[1-3]. 但以往认为VEGF对肿瘤

的促生长作用是通过VEGF与血管内皮细胞上

的受体结合, 促进其增殖、迁移并增加血管通

透性而实现的. 而近年来发现在很多种肿瘤细

胞上存在有VEGF受体, 因而可介导VEGF对肿

瘤细胞的自分泌作用, 促进其增殖. 因此, 我们

利用复制缺陷型腺病毒作载体将VEGF165基因

导入体外培养的胃癌细胞株BGC-823, 以观察其

对胃癌细胞体外生长的影响, 以及对VEGF主要

受体VEGFR-2表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株BGC-823购自于中

科院; 293细胞购自Microbix Biosystems公司;
复制缺陷型腺病毒重组体及对照病毒由南京

医科大学第一附属医院构建 [4]并赠送. Pac Ⅰ, 
LipofectAmine 2000试剂盒分别购自NEB公司和

Gibco公司, 氯化铯(CsCl)为Sigma公司生产, 透
析袋购自Spectrum公司. VEGFR-2一抗和免疫

组化试剂盒均购自武汉博士德公司. 293细胞和

BGC-823细胞都以100 mL/L胎牛血清、100 kU/L
青霉素及0.1 g/L链霉素的RPMI1640为培养液

在37℃、50 mL/L CO2孵箱中进行常规培养, 以
2.5 g/L胰蛋白酶消化后进行传代.
1.2 方法

1.2.1 Ad-VEGF165的包装、扩增及纯化 取对数生

长期的293细胞, 以细胞密度为5×108个/L的细

胞悬液10 mL接种于100 mm直径的培养皿中, 当
细胞70%贴壁时, 吸去原培养液, 改无血清无抗

生素的RPMI1640培养, 将以PacⅠ酶切回收的线

性化的Ad-VEGF165 1 μg通过Lipofectamine2000
共转染至293细胞 .  观察出现细胞病理反应

(CPE)后收取细胞上清, 再以首次感染的病毒上

清液转染更多的293细胞, 在37℃, 50 mL/L CO2

孵箱中培养3 d后再收集293细胞, 将其于-80℃
至37℃反复冻融3次, 收集细胞裂解液, 最后以

氯化铯梯度超速离心进行纯化.
1.2.2 Ad-VEGF165滴度的测定 采用组织培养半

数感染剂量法(TCID50)测定Ad-VEGF165的滴度. 
以1×104个/孔接种293细胞于96孔板, 待细胞密

度约90%后, 倍比稀释病毒上清、分别以不同稀

释浓度100 μL病毒溶液转染细胞, 以20 mL/L胎
牛血清的培养基培养10 d后倒置显微镜下观察, 
计算每一排中出现CPE的孔数, 根据Karbers公
式计算病毒滴度. 同样方法对对照病毒Ad-GFP
进行包装、扩增、纯化及滴度测定． 
1.2.3 腺病毒体外转导效率的测定 BGC-823细胞

以1×104个/孔接种于96孔板培养至60%-70%细

胞贴壁时, 加入不同感染复数(MOI = 10, 20, 30, 
50, 100)的Ad-GFP稀释液100 μL感染细胞, 8 h后
换含100 mL/L胎牛血清的RPMI1640培养液继

续培养, 48 h后在荧光显微镜下计数, 计算表达

GFP的细胞数占视野中所有细胞的百分数, 取均

值代表转导效率．

1.2.4 MTT法测定VEGF165的转导对BGC-823
细胞增殖的影响  实验分空白对照组(A组)、
对照组(B组)、Ad-GFP(C组)、Ad-VEGF165(D

■研发前沿
近年来在多种肿
瘤细胞上发现有
V E G F 受 体 的 表
达, 证实了VEGF
的 自 分 泌 作 用 , 
说 明 如 果 阻 断
VEGF, 不仅抑制
了肿瘤的血管形
成, 同时也对肿瘤
细胞生长有直接
的抑制作用. 但并
不是所有的肿瘤
细胞上均有受体
存在, 因而细胞有
无受体表达也可
作为估计抗VEGF
制剂的疗效的一
个预测性指标之
一.
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组)共四组, 每组设三个复孔. 取对数生长期的

B G C-823细胞, 以1×104个/孔接种细胞于96
孔培养板中的B, C, D组, A组只加培养液. 于
60%-70%细胞贴壁时对C, D两组予相应的无血

清无抗生素培养液稀释的病毒液100 μ L感染

(37℃; MOI: 20), 感染8 h后换RPMI1640全培养

液继续培养. 以感染当天为第0天, 分别于感染

后第1-3天测定每孔吸光度(A值), 以空白对照孔

的A值调零.
1.2.5 应用免疫细胞化学方法检测V E G F R-2
在B G C-823细胞中的表达  取对数生长期的

BGC-823细胞, 消化后计数并调整培养液用量, 
使细胞悬液终浓度为1.0×108/L, 接种至底部有

小玻片的6孔板中, 每孔2 mL细胞悬液, 置孵育

箱中培养. 次日, 细胞在小玻片上贴壁生长约

70%融合, 分别于两孔中加入Ad-GFP、两孔中

加入Ad-VEGF165(MOI: 20)的无血清无抗生素培

养液稀释的病毒液1 mL感染(37℃; MOI: 20), 感
染8 h后换RPMI1640全培养液继续培养. 两孔中

不加病毒作为对照组. 再于36 h后取出小玻片用

丙酮固定. PBS缓冲液冲洗, 3%双氧水灭活内源

性过氧化酶, 微波抗原热修复后正常山羊血清

封闭, 一抗冰箱过夜, 生物素标记的兔抗二抗工

作液、辣根酶标记链酶卵白素工作液各30 min, 
DAB显色, 复染核、脱水、透明, 中性树胶封片. 
用磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗作阴性对照, 已
知阳性片作阳性对照. 胞质或胞膜见棕黄色颗

粒为阳性. 在200倍显微镜下随机取5个视野细

胞计数, 细胞阳性表达率 = 阳性细胞数/总细胞

数×100%.
统计学处理 实验结果以均数±标准差表

示, 均数间比较采用t检验. 两个率之间的比较应

用χ2检验, 所有数据均采用SAS8.1统计软件进

行分析, P <0.05表示有显著差异.

2  结果

2.1 扩增、纯化后Ad-GFP及Ad-VEGF165 cDNA
的滴度 Ad-GFP的滴度为2.0×1013 pfu/L, Ad-
VEGF165 cDNA的滴度为3.2×1013 pfu/L.
2.2 腺病毒体外转导效率 随着MOI值的加大, 腺
病毒重组体对BGC-823细胞的感染效率逐渐增

加, 当MOI为20时, 其转导效率接近100%而无明

显细胞中毒现象(图1). 当MOI为50时, 其转导效

率虽为100%, 但细胞很快就变圆、脱落. 
2.3 MTT法测定VEGF165转染对BGC-823细胞增

殖的影响 Ad-GFP组和对照组比较: 24 h(t  = 2.13, 

P  = 0.1233), 48 h(t  = 1.08, P  = 0.3878), 72 h(t  = 
1.43, P  = 0.2267); Ad-VEGF165组和对照组比较: 
24 h(t  = 15.26, P <0.01), 48 h(t  = 23.48, P <0.01), 
72 h(t  = 23.23, P <0.01); Ad-VEGF165组和Ad-
GFP组比较: 24 h(t  = 24.98, P <0.01), 48 h(t  = 
12.86, P <0.01), 72 h(t  = 25.16, P <0.01). 结果说明

VEGF165能够促进BGC-823细胞的增殖. GFP对
BGC-823细胞的增殖没有影响(表1).
2 . 4  V E G F R - 2 在 B G C - 8 2 3 细 胞 中 的 表 达 
BGC-823细胞中有VEGFR-2的阳性表达, 且在

Ad-VEGF165组的阳性表达率明显高于对照组

和Ad-GFP组(图2). 对照组、Ad-GFP组及Ad-
VEGF165组三组阳性率分别为34.1%, 37.6%和

62.5%. Ad-GFP组和对照组比较: χ2 =1.048, P 
= 0.306; Ad-VEGF165组和Ad-GFP组比较: χ2 = 
12.83, P <0.01; Ad-VEGF165组和对照组比较: χ2 = 
22.29, P <0.01.

3  讨论

血管内皮生长因子(VEGF)基因的发现至今已

有十余年, 随着对其研究的深入, 仍不断有新的

认识. 目前认为, 在所有的已知实体肿瘤中均

有VEGF的表达上调[5-6], VEGF表达水平与肿瘤

大小、浸润程度、转移及预后密切相关[7-11]. 根
据mRNA剪接方式不同, VEGF可形成多个变构

体, 包括VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183, 

■创新盘点
实验通过对腺病
毒 重 组 体 的 扩
增 和 纯 化 后 ,  将
VEGF导入胃腺癌
细胞株, 不仅检测
了细胞的增殖情
况也检测了对受
体表达的影响, 具
有一定新意.

图 1 MOI = 20时BGC-823细胞的荧光表达(SP×200).

表 1 MTT法测定VEGF165转染对BGC-823细胞增殖的影
响(mean±SD)

                                                               A值

分组                         24 h                 48 h                   72 h              

对照               0.724±0.03   0.968±0.01    1.185±0.02     

Ad-GFP         0.737±0.01   0.981±0.02    1.207±0.01

Ad-VEGF165   0.960±0.01   1.321±0.03    1.663±0.03
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VEGF189, VEGF206. 而VEGF165无论是在数量上

还是在功能上都占有主导地位, 因此广泛用于

临床和实验中[12-13]. 同样, 我们也选择VEGF165 

cDNA作为目的基因. VEGF第一外显子编码分

泌肽序列, 能使VEGF蛋白从细胞中分泌出去, 
再与受体结合而发挥生物学效应. 很多以病毒

为载体研究显示, VEGF165转导入细胞后用酶联

免疫吸附法检测培养液上清中的VEGF165的水

平, 于48 h后达峰值, 并可持续2 wk左右[14-15]. 现
已发现的VEGF受体有VEGFR-1(Flt-1), VEGFR-
2(Flk-1/KDR), VEGFR-3(Flt-4), neuropil in-
1(NRP-1)和neuropilin-2(NRP-2), 但在细胞的生

长和分化中起重要作用的是VEGFR-2. VEGF与
血管内皮细胞上的该受体结合后促使其发生磷

酸化继之引起级联反应, 刺激内皮细胞增殖、

迁移并增加血管通透性[16-17], 从而促进血管的

构建和生长, Weisz et al [18]实验证实VEGF也可

增加内皮细胞和平滑肌细胞中VEGFR-2的表

达. 随着对该基因研究的深入, 又有研究证实在

肺癌[19]、结肠癌[20]、前列腺癌[21]、胰腺癌[22]、

膀胱癌[23]等多种实体肿瘤细胞上也有经典受体

VEGFR-1或VEGFR-2的表达. 随后Bachelder 
et al [24]和Li et al [25]分别在不表达经典受体的乳腺

癌和胰腺癌的肿瘤细胞上检测到NRP-1受体, 并
认为肿瘤细胞也可通过该受体使VEGF对肿瘤

细胞起到自分泌的作用, 促进其增殖、存活及

侵袭转移能力. Tian et al [26]利用RT-PCR检测到胃

腺癌MGC-803细胞株同时有VEGF和VEGFR-2 
mRNA的表达, 且外源性VEGF165能直接刺激该

种细胞的增殖. Ren et al [27]应用原位杂交技术证

实在人胃癌SGC7901细胞中有VEGFR-2 mRNA
的高表达, 并且VEGFR-2的反义寡脱氧核苷酸

明显抑制了该受体的表达. 后来, Zhang et al [28]

又检测了8种胃癌细胞株上受体表达情况, 其中

6种同时有VEGFR-1和VEGFR-2 mRNA的表达, 
一种只有VEGFR-1的表达, 但KATOⅢ细胞株上

均无两者表达, 且在细胞增殖实验中, KATOⅢ

细胞对VEGF165的刺激没有反应. 由此可见, 由
于不同种类的肿瘤细胞表达受体的情况不同, 
因而对VEGF的反应性也就不同. 为此, 我们利

用复制缺陷型腺病毒作为载体将VEGF165基因

导入BGC-823细胞, 检测VEGF对其生长的影响.
本实验之所以采用复制缺陷型腺病毒作为

载体, 是因为复制缺陷型腺病毒载体可广泛感

染宿主细胞, 但所携带的基因不会整合入宿主

细胞的基因组中, 因而具有高转导率和安全性

高的优点[29-30]. Tan et al [31]应用不同种类载体介

导VEGF165转导内皮细胞时, 发现腺病毒载体转

导效率高于其他病毒及非病毒载体, 但不足之

处是其也能表达少量的腺病毒结构蛋白, 可能

会对细胞产生一定的毒性. 我们的实验中, 当
MOI值为50时即可见细胞变圆、脱落. MOI为20
时, 转导效率接近100%而未见细胞中毒现象, 故
本实验的病毒感染强度设为MOI = 20. 在实验

中我们以绿色荧光蛋白(GFP)做平行对照, 因为

GFP是目前唯一能在活细胞中表达的发光蛋白, 
其基因序列很短, 易于构建质粒, 具有敏感的标

记检测率, 而没有放射性的危害[32], 我们的结果

显示GFP对BGC-823细胞的增殖没有影响, 也进

一步证实GFP是在基因转染实验中较理想的平

行对照基因. 
本实验成功制备了高滴度的Ad-GFP和Ad-

VEGF165 cDNA, 并对胃癌细胞有较高的转导效

■应用要点
本 研 究 证 实 了
V E G F 对 胃 腺 癌
BGC-823细胞株
的体外促增殖作
用, 并证实VEGF
又 可 上 调 细 胞
VEGFR-2的表达,
从而阐释了VEGF
促进肿瘤生长的
多 种 途 径 ,  进 一
步为临床应用抗
VEGF制剂治疗恶
性肿瘤提供了理
论依据.

A

B

C

图 2 VEGFR-2在BGC-823细胞中的表达(SP×200). A: 对照

组; B: Ad-GFP组; C: Ad-VEGF165组.
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率. MTT结果显示转染Ad-VEGF165组细胞吸光

度明显高于未转染组及空载体转染组. 而未转

染组及空载体转染组之间比较无明显差异, 说
明VEGF165能够促进体外培养的BGC-823细胞的

生长. 另外, 我们应用免疫细胞化学方法在该种

细胞株上也检测到了VEGFR-2的阳性表达, 且
转染组阳性细胞表达率高于对照组和GFP组, 说
明VEGF水平的增多可上调其受体的表达. 这些

结果进一步证实了VEGF基因对肿瘤生长和转

移的促进作用除了通过血管机制以外, 对肿瘤

细胞也有直接的促生长作用. 
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■名词解释
血管内皮细胞生
长因子(VEGF)基
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色体的6p21.3, 由
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内含子构成. 编码
34-45 kDa的同源
二 聚 体 蛋 白 ,  两
亚基通过二硫键
相连. 由于mRNA
的 剪 接 不 同 可
产生5种变构体 , 
VEGF165无论是在
数量上还是在功
能上都占有主导
地位, 因此广泛用
于临床和实验中.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of melanoma 
antigen A1 (MAGE-A1) and Ki-67 in esophageal 
cancer (EC) and their correlations with the 
clinical pathological features and survival time 
of EC patients.

METHODS: The expression of MAGE-A1 and 
Ki-67 was detected by SP immunohistochemical 
technique using mouse anti-human MAGE-A1 
and Ki-67 antibodies in formalin-fixed and par-
affin-embedded sections from 60 EC patients.

RESULTS: The positive rate of MAGE-A1 ex-
pression was 83.3% (50/60) in EC, with a high 
expression rate of 10% (6/60) and low expres-
sion rate of 73.3% (44/60), while the positive rate 
of MAGE-A1 expression was 0% in the normal 
esophageal tissues, significantly lower than that 
in EC tissues (P < 0.001). The positive rate of 
Ki-67 expression was 93.3% (56/60) in EC, with 
a high expression rate of 70% (42/60) and low 
expression rate of 23.3% (14/60), while the posi-

tive rate of Ki-67 expression was 13.3% (4/30) in 
esophageal normal tissues, significantly lower 
than that in EC tissues (P < 0.001). There was a 
negative correlations between the positive ex-
pression of MAGE-A1 and Ki-67 (r = -2.91, P < 
0.05). Besides, MAGE-A1 expression was also 
correlated with the differentiation degrees of car-
cinoma (P < 0.05), and Ki-67 expression was cor-
related with the age of patients, differentiation 
degrees and pathological type of carcinoma (P < 
0.05). The survival time was higher for patients 
with the positive expression of MAGE-A1 than 
that for patients with the negative MAGE-A1 ex-
pression (P < 0.05).

CONCLUSION: MAGE-A1 is highly expressed 
in EC patients, which is correlated with the 
proliferation of tumor cells. The patients with 
positive MAGE-A1 expression have a favorable 
prognosis.

Key Words: Melanoma antigen A1; Ki-67; Prolifera-
tion; Immunology; Esophageal cancer

Li J, Pan LN, Zhang ZY, Li M. Expression of melanoma 
antigen A1 and its relationship with tumor cell 
proliferation in esophageal carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(7):706-711

摘要
目 的 :  研 究 食 管 癌 中 肿 瘤 特 异 性 抗 原
MAGE-A1, Ki-67的表达及其相关性, 探讨他
们与食管癌生物学行为及生存时间的关系. 

方法: 免疫组化SP法, 利用鼠抗人MAGE-A1, 
K i-67单克隆抗体检测60例食管癌标本中
MAGE-A1, Ki-67表达水平. 

结果: 60例食管癌中M A G E-A1表达率为
83.3%(50/60), 高表达率为10%(6/60), 低表达
率为73.3%(44/60), 正常组织表达率为0%, 食
管癌和正常组织之间的表达具有显著性差异
(P <0.001). Ki-67表达率为93.3%(56/60), 高表
达率为70%(42/60), 低表达率为23.3%(14/60), 
正常组织表达率为13.3%(4/30), 食管癌和正
常组织之间的表达具有显著性差异(P <0.001). 

®

■背景资料
恶性肿瘤是当代
威胁人类健康的
最严重的疾病, 具
有病期越晚治疗
越 难 ,  预 后 越 差
的 特 点 ,  因 此 寻
找肿瘤特异性抗
原(tumor-specific 
antigen, TSA)对
于肿瘤的早期发
现、早期诊断、

早期治疗非常重
要. 黑色素瘤抗原
( M A G E )是首先
从黑色素瘤中发
现 的 ,  其 在 正 常
组织中几乎不表
达, 主要表达于以
黑色素瘤为主的
恶性肿瘤组织中, 
MAGE-A1是第一
个发现的黑色素
瘤抗原, 其表达和
肿瘤的发生、发
展及预后关系十
分密切, 黑色素瘤
抗原及其产物可
用于肿瘤的分子
学诊断和免疫治
疗. 
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MAGE-A1与分化程度有关(P <0.05), Ki-67
与年龄、分化程度、病理类型有关(P <0.05). 
MAGE-A1阳性表达的高低与Ki-67阳性表达
的高低呈负相关(r  = -2.91, P <0.05). MAGE-A1
阳性患者的生存时间明显高于阴性者.

结论:  M A G E-A1在食管癌中有较高的表
达, 并且与细胞增殖相关, 正常组织不表达, 
MAGE-A1阳性患者的预后好, 有望作为免疫
治疗的靶点.

关键词: 黑色素瘤抗原基因A1; Ki-67; 增殖; 免疫; 

食管癌 
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0  引言

恶性肿瘤的治疗研究一直是医学界的重要课题, 
食管癌在我国是高发的恶性肿瘤, 其恶性程度

较高, 患者生存期较短, 现有的治疗方法如常规

的手术、放疗、化疗等疗效不好, 因此建立特

异的肿瘤免疫疗法, 作为一种辅助治疗手段有

助于推动肿瘤的治疗研究, 黑色素瘤抗原基因

(melanoma antigen, MAGE)由于其表达产物具有

较高的肿瘤特异性成为当前研究肿瘤学的热点. 
1991年van der Bruggen et al [1]使用基因转染技术

发现了黑色素瘤细胞系上的MAGE-A1基因, 该
MAGE基因是肿瘤特异性抗原基因, 只在各种不

同组织类型的肿瘤组织中表达, 在正常组织(除
胎盘组织和男性生殖细胞)不表达[2-10]. MAGE基
因编码的抗原可以与HLA(人类白细胞抗原)的
Ⅰ类分子结合, 被CTL(细胞毒T淋巴细胞)特异

识别, 产生CTL对肿瘤细胞的特异杀伤作用[11-12]. 
Ki-67是一种与细胞增殖密切相关的核内蛋白. 
因其只表达于增殖细胞各期中, 静止期细胞阴

性, 并具有半衰期短的特点, 而被作为评价细胞

生长分数的有效指标, Rose et al [13]比较数种增殖

标志物, 认为Ki-67抗体较适合作为常规的免疫

组化研究, 目前Ki-67广泛应用于临床及基础研

究.
本课题通过检测人食管癌 (e s o p h a g e a l 

cancer)石蜡标本及食管正常组织中MAGE-A1蛋
白与Ki-67蛋白表达状况, 研究MAGE-A1的表达

与肿瘤增殖程度及机体的抗肿瘤免疫状态之间

的相关性, 初步探讨MAGE-A1基因在此方面可

能具有的调控或影响机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 经病理检查确诊食管癌标本(取自哈尔

滨医科大学附属肿瘤医院2002年存档蜡块)60
例, 男58例, 女2例, 年龄43-70(中位57.73)岁, 按
组织学分级: 低分化20例, 中分化24例, 高分化

16例. 30例食管正常黏膜作为对照. 所有标本

均经中性甲醛固定、石蜡包埋, 4 μm切片用于

HE染色和免疫组化染色. MAGE-A1鼠抗人单

克隆抗体(LAB VISION公司), Ki-67鼠抗人单

克隆抗体(福州迈新生物技术开发有限公司), 
MaxvisionTM试剂盒(福州迈新生物技术开发有

限公司)
1.2 方法

1.2.1 免疫组化SP法 具体步骤参照试剂盒说明

书进行.
1.2.2 免疫组化结果判断 (1)MAGE-A1: 以细胞

质内出现棕黄色颗粒为阳性. 其免疫反应分数

(immunoreactive score, INS)参照Soslow et al [14]

标准略加修改 .  免疫反应分数根据染色强度

(percentage of positive cell, PP)来判定, 即IRS = 
SI×PP. SI: 0分为无色, 1分为浅黄色, 2分为棕黄

色, 3分为棕褐色; PP: 0分为阴性, 1分为阳性细

胞≤10%, 2分为11%-50%, 3分为51%-100%; IRS 
= 0为阴性, ≤3分为低表达, >3分为高表达; 双
盲法观察组织切片全部视野, 采用半定量积分

法[15]判断结果: 首先确定阳性定位, 然后按照下

面的标准进行评分, ①阳性细胞数: ≤5%为0分, 
6%-25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3分, 
>76%为4分; ②阳性强度: 无色为0分, 淡黄色为

1分, 黄色为2分, 棕黄色为3分. 将①②两者积分

相乘, 0分为阴性, >0分为阳性. (2) Ki-67: 以细胞

核内有棕黄色颗粒为阳性. 参考Mehdi et al [16]方

法, 随机选10个视野, 每个视野(放大400倍)计数

100个细胞, 共计1000个细胞. 计算出每张切片

上阳性细胞百分数, 阳性细胞所占百分比<1%
为阴性, ≤25%为低表达, 阳性细胞所占百分比

>25%为高表达. 参照文献[17]制定免疫组化半

定量标准每张切片随机观察5个高倍视野, 每个

视野计数100个肿瘤细胞, 阳性细胞数<10%为阴

性, ≥10%为阳性.
统计学处理 采用SPSS13.0 for Windows

统计学软件. 统计学分析用两独立样本比较的

秩和检验、chi-square分析、相关性分析采用

Spearman秩相关检验.

■研发前沿
对于包括MAGE 
在内的肿瘤特异
性抗原的研究目
前 还 处 于 探 索
阶 段 .  目 前 应 用
MAGE基因编码
的抗原肽进行临
床免疫治疗多仅
限于黑色素瘤, 而
对其他类型的肿
瘤能否产生同等
水平的疗效尚在
动物实验和临床
观察阶段. 随着人
类基因工程的逐
渐完成, 编码蛋白
质的基因序列将
被全部解析, 利用
已知序列、结构
的抗原多肽进行
的抗肿瘤生物预
防和治疗技术, 对
肿瘤患者的治疗
及高危人群的预
防将是最终的成
熟的方法.

■相关报道
Marchand et al 的
临床尝试性实验
均证实了MAGE
抗原用于免疫治
疗无明显副作用, 
能有效刺激机体
的免疫系统, 发挥
一定的抗癌作用. 
因此选用适当的
病例, 应用MAGE
基因家族的表达
产物对恶性肿瘤
患者进行免疫治
疗, 将具有重要的
临床应用价值和
广阔的应用前景.
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2  结果

2.1 食管癌与正常组织中MAGE-A1和Ki-67表

达状况(统计学分析用两独立样本比较的秩和

检验) MAGE-A1蛋白阳性部位定位于肿瘤细

胞胞质, 其染色强度从浅黄色到棕黄色不等(图
1). 周围正常组织和肿瘤间质无MAGE-A1表达. 
MAGE-A1阳性表达率83.3%(50/60), 高表达率

为10%(6/60), 低表达率为73.3%(44/60). 平均秩

为56.50, 正常组织表达率为0%, 平均秩为23.50, 
MAGE-A1在食管癌和正常组织之间的表达有

显著性差异(bP <0.001, 表1). Ki-67蛋白表达于胞

核, 呈棕黄色. 腺癌及鳞癌癌巢周边部位Ki-67
阳性细胞比其中心部位的更密集(图2). 阳性表

达率为93.3%(56/60), 高表达率为70%(42/60), 低
表达率为23.3%(14/60). 平均秩(Mean Rank)为
58.43, 正常组织表达率为13.3%(4/30), 平均秩

(Mean Rank)为19.53, Ki-67在食管癌和正常组织

中的表达有显著性差异(bP <0.001, 表1).
2.2 食管癌中MAGE-A1和Ki-67与临床病理参

数的关系 采用chi-square分析发现, MAGE-A1
的表达强度与食管癌患者分化程度有明显相

关性(P <0.05), 其中低分化与高分化组、中分

化与高分化组间的表达有显著性差异, Ki-67的
表达强度与食管癌患者年龄(P <0.001)、病理

(P <0.05)、分化程度(P <0.001)有明显相关性, 其
中分化程度中低分化与中分化组, 低分化与高

分化组间表达有显著性差异(表2).
2.3 MAGE-A1和Ki-67表达的相关性 采用Spear-
man秩相关检验发现, 食管癌中MAGE-A1和
Ki-67两者的表达有相关关系, 并且为负相关关

系(r  = -2.91, P <0.05, 表3).
2.4 MAGE-A1和Ki-67与食管癌患者生存时间

■创新盘点
本 实 验 在 探 讨
MAGE-A1在肿瘤
组织中的表达, 同
以前的研究进行
对 比 ,  证 实 其 作
为免疫治疗靶点
的 可 行 性 外 ,  还
研究了MAGE-A1
和Ki-67的表达之
间 的 关 系 ,  提 示
MAGE-A1在肿瘤
组织的增殖调控
方面可能具有重
要作用. 进一步的
生存分析也在提
示患者预后方面
做了详细的阐述.

表 1 MAGE-A1和 Ki-67在正常组织和肿瘤组织中的表达

     
                                                MAGE-A1                                             Ki-67

                             阴性    低表达     高表达     平均秩      阴性     低表达     高表达     平均秩              

正常组织     30     30         0              0         23.50        26           3             1          19.63

食管癌        60     10       44              6         56.50b         4         14           42            8.43b

bP<0.001 vs  对照组.

分组               n

图 2 食管癌组织中Ki-67的表达. A: Ki-67表达于食管癌

的胞核中(SP×100); B: Ki-67表达于食管癌的胞核中(SP×

400).

图 1 食管癌组织中MAGE-A1的表达. A: MAGE-A1弥漫表

达于食管癌的胞质中(SP×100); B: MAGE-A1弥漫表达于食

管癌的胞质中(SP×400).

A

B

A

B
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的关系 利用SPSS13.0软件, 根据患者生存时间

及生存状态(由于食管癌患者生存时间较短, 此
次主要比较3 a生存率, 两个因素采用阴性、阳

性分类方法)做生存曲线. MAGE-A1阴性16例, 
平均生存期16.125 mo, 中位生存时间15 mo, 阳
性44例, 平均生存期23.386 mo, 中位生存时间

20 mo(Log Rank = 4.70, P <0.05), MAGE-A1阴
性、阳性对食管癌患者生存时间的影响有显

著性差异. Ki-67生存曲线分析(Log Rank = 0.4, 
P >0.05), 尚不能认为Ki-67阴性、阳性对食管癌

患者的远期生存的影响有显著性差异.
2.5 cox比例风险模型分析临床多因素对食管癌

患者3 a生存率的影响 把各个临床因素分别作生

存曲线分析, 发现年龄、分期、淋巴结转移对

食管癌患者的远期生存时间的影响均有显著性

差异, 把这些有意义的因素作为协变量运用逐

步回归法进行筛选(95%可信区间, 筛选水平 = 
0.05), 进行cox模型分析(表4), 从此复合多因素

的结果看, 只有年龄P >0.05, 其余3者P <0.05, 是
否可以认为把4者综合考虑, 年龄没有其他3者
对患者生存的影响大. 其他因素, 如病理类型、

分化程度等作为独立的因素影响食管癌患者的

生存时间尚未构成统计学上的差异.

3  讨论

人类MAGE(melanoma anigen)基因家族包含23
个成员, MAGE-A1是MAGE家族中最早发现的

基因, 其编码的蛋白产物在细胞质内被蛋白水

解酶裂解, 形成两个可以被递呈系统识别的与

MHC分子HLA-A1和HLA-Cw16.01结合的肽段, 
由抗原加工相关转运物(transporter associated 
with antigen processing, TAP)转送至内质网后, 
与HLA-I类分子结合形成复合物, 被递呈至细胞

表面, 自体细胞毒性T淋巴细胞(CTL)通过识别

抗原肽和HLA-I类分子复合体, 诱导特异性免疫

杀伤肿瘤细胞效应[18-26], 除MAGE-D基因在人体

正常成熟组织普遍表达外, 其他MAGE基因编

码产物则在许多恶性肿瘤组织中有较高的表达, 
但是在正常组织(除了睾丸和胎盘外)均不表达, 
通过RT-PCR技术检测发现, 人类半数以上各种

组织来源的恶性肿瘤中均至少表达一种MAGE
基因, 但癌旁组织鲜见表达. 因而MAGE抗原肽

是一种CTL介导的肿瘤特异性免疫治疗的理想

靶分子.
本实验检测MAGE-A1在食管癌中的表达

情况, 据相关文献报道, MAGE-A1在食管癌中

表达的阳性率为62%[27], 53%[28]. 本结果显示

MAGE-A1在食管癌中表达阳性率高(83.3%), 
在正常组织中不表达, 这种差异的可能原因是

所采标本的病期不同, 因为在食管癌不同发展

阶段中肿瘤抗原表达可能不同, 也可能是本实

验例数少产生一定的误差 ,  本结果提示在食

管癌现有治疗方法不好的基础上 ,  有望利用

MAGE-A1编码抗原作为食管癌免疫治疗攻击

靶点并且可覆盖多数病例, 并有较好的特异性, 
值得尝试. van der Bruggen et al [1]在研究中发现, 
MAGE-1基因阳性表达的黑色素瘤细胞系也必

须同时表达HLA-A1, 才能诱发CTL细胞的杀伤

作用, 否则不能激活CTL细胞. 可通过在体外合

成MAGE编码蛋白与HLA-I类分子结合成多肽

复合物用于临床抗肿瘤免疫治疗. Marchand 
et al [29]的临床尝试性实验均证实了MAGE抗原

■应用要点
MAGE-A1在肿瘤
特异性免疫治疗
中具有特异性靶
位的潜在价值, 对
基因治疗和免疫
治疗的探索可以
产生深远的影响. 
还可以制成基因
芯片, 进行免疫监
视和免疫检测, 可
监视肿瘤细胞的
浸润生长状态, 以
采取合适的干预
措施, 在分子病理
学诊断中的作用
也不容忽视.

表 2 食管癌中MAGE-A1和Ki-67与患者临床病理参数
的关系

        
                    MAGE-A1的表达               Ki-67的表达

                     阴性(n )  阳性(n )              阴性(n )  阳性(n )       

性别     

    男       16    42            6       52 

    女         0           2            0         2 

年龄                  <0.05

    病理类型    

    鳞癌       14         35            3         46    <0.05

    腺癌         2      9            3         8 

分化程度      

    低分化         4    16            6       14c 

    中分化         4         20a     <0.05     0       24    <0.05 

    高分化         8      8a            0       16c 

TNM分期    

    Ⅰ期         2      0            0         2 

    Ⅱ期         9       31            4       36 

    Ⅲ期         3      9            2       10 

    Ⅳ期         2      4            0         6 

淋巴结转移     

    无         7         17            2         22  

    有         9    27            4       32

aP<0.05 vs  低分化组; cP<0.05 vs  中分化组.

P                                     P

表 3 食管癌中MAGE-A1和Ki-67表达的相关性

     
Ki-67                       MAGE-A1 的表达

的表达           阴性(n )  低表达(n )  高表达(n )              

阴性        4       0             4             0          

低表达   14       2           10             2           -2.91  0.024

高表达   42       8           30             4

n                                                             r          P
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用于免疫治疗无明显副作用, 能有效刺激机体

的免疫系统, 发挥一定的抗癌作用. 因此选用适

当的病例, 应用MAGE基因家族的表达产物对恶

性肿瘤患者进行免疫治疗, 将具有重要的临床

应用价值和广阔的应用前景.
MAGE-A1和Ki-67的表达之间具有负相关

性(r  = -2.91, P <0.05), 表明MAGE-A1阳性表达

的肿瘤细胞比其阴性表达者可能具有较低增殖

活性; MAGE-A1高表达的肿瘤细胞没有其低表

达的增殖旺盛, 这提示MAGE-A1在肿瘤组织的

增殖调控方面可能具有重要作用. 有研究认为, 
MAGE家族中的MAGE-B4[30]也可能在细胞周期

调控中发挥重要作用, 推测该家族基因并不仅

仅作为肿瘤特异性抗原存在, 他和组织细胞的

正常增殖、分化也有非常密切的关系. 我们认

为, MAGE-A1表达和肿瘤细胞增殖之间可能具

有某种负调控关系. 肿瘤组织中MAGE-A1基因

甲基化程度增加, 致使MAGE-A1高表达是否导

致肿瘤细胞增殖活性的下调, 还是肿瘤细胞的

高增殖状态诱发MAGE-A1基因高甲基化程度

增加, 致使MAGE-A1高表达目前尚无定论. 另
外, Ki-67阳性细胞在鳞癌癌巢外周部位比中心

部位分布更密集, 提示外周的癌细胞具有更高

的增殖活性.
本实验还表明MAGE-A1的表达和分化程

度有相关性, Ki-67的表达与年龄、病理类型、

分化程度有相关性. 对M A G E-A1和K i-67阴
性、阳性作生存曲线并进一步进行的生存分

析, MAGE-A1阴性、阳性对食管癌患者生存时

间的影响有显著性差异, 与Zambon et al [31]报道

一致, 其报道48例食管癌中不表达任何基因的

患者组(23例, 48%)平均生存期22 mo, 而表达一

种或多种MAGE基因的患者组(17例, 35%)平均

生存期57 mo, 明显高于抗原阴性者, 推测其原

因, 可能是由于MAGE抗原阳性的患者体内存

在识别自体肿瘤细胞的CTL, 肿瘤细胞被特异

性CTL识别杀伤, 从而减少或延缓了肿瘤的复

发与转移, 而MAGE抗原阴性的肿瘤细胞不被

CTL识别杀伤, 肿瘤易复发转移, 生存率也相对

低. 进一步的多因素cox回归生存分析结果显示, 
MAGE-A1、TNM分期、淋巴结转移对生存时

间的影响有意义, 提示能否把他们考虑为影响

预后的独立作用因素.
总之, 合并MAGE-A1的各方面优势, 其作为

免疫治疗的靶点并进行进一步的研究值得尝试. 
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Abstract
AIM: To investigate whether the expressive 
intensity of heat shock protein 70 (HSP70) is 
changed with the progression of stress ulcer.

METHODS: Thirty stress ulcer patients with 
bleeding and ten patients without bleeding be-
fore operation from intensive care unit were in-
cluded as study subjects. Gastric fluid and blood 
specimen were collected from these patients. Af-
ter total RNA was extracted from the shed cells 
in gastric juice and peripheral white blood cells 
(PWBC) by TRIzol method, semi-quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was used to investigate the intensity 
of HSP70 expression. Meanwhile, immunohisto-
chemistry was used to evaluate the expression 
of HSP70 in PWBC.

RESULTS: RT-PCR result showed that the 
expressive intensity of HSP70 in each stage of 
stress ulcer was remarkably higher than that 
in the control group (blood specimen: 0.6289 ± 

0.1839, 1.1322 ± 0.3683, 0.6855 ± 0.1923 vs 0.3868 
± 0.2071; gastric fluid specimen: 0.7741 ± 0.2442, 
1.2385 ± 0.4558, 0.8790 ± 0.2722 vs 0.4626 ± 0.2416; 
for stage 1, 2, 3 and control group, respectively; 
all P < 0.05). The expression of HSP70 in stage-2 
ulcer was higher than that in stage-1 and -3 one 
(P < 0.05), but there was no significant difference 
in the expressive intensity of HSP70 between 
stage-1 and -3 ulcer (P > 0.05). Immunohisto-
chemistry showed that the level of HSP70 ex-
pressive was significantly different among stress 
ulcer of different stages and the control group 
(40%, 80%, 30%, 10%, for stage 1, 2, 3 and control 
group, respectively, χ2 = 10.8383, P < 0.05), and 
the highest expression level occurred in stage-2 
ulcer and the lowest in the control group.

CONCLUSION: HSP70 expression can be de-
tected both in the shed cells in gastric fluid and 
PWBC from patients with stress ulcer. HSP70 
may protect gastric mucosa from stress-induced 
damage and promote the healing of ulcer.

Key Words: Heat shock proteins 70; Gastric mu-
cosa; Stress ulcer

Wang H, Qu Y, Hu D. Protective role of heat shock 
protein 70 for gastric mucosa with stress ulcer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(7):712-716

摘要
目的: 探讨热休克蛋白70(HSP70)表达是否随
应激性胃溃疡病程的进展而变化. 

方法: 收集30例应激性胃溃疡出血患者及10
例术前患者的胃液及外周血, 采用TRIzol一步
法提取胃液脱落细胞及外周血白细胞总RNA, 
采用半定量RT-PCR检测HSP70的表达; 同时, 
采用免疫组化技术检测外周血白细胞HSP70
的表达. 

结果: RT-PCR检测结果提示应激性溃疡各期
的HSP70表达明显高于对照组的表达(血标本: 
1期0.6289±0.1839, 2期1.1322±0.3683, 3期
0.6855±0.1923, 对照组0.3868±0.2071; 胃液
标本: 1期0.7741±0.2442, 2期1.2385±0.4558, 

®

■背景资料
热休克蛋白是一
组高度保守、与
应 激 相 关 的 蛋
白 ,  在 细 胞 正 常
发育和多种应激
状态下对维持细
胞的稳定性具有
重要作用 .  其中 , 
HSP70在正常情
况下表达很低或
是不表达, 而在应
激状态下表达明
显增强. 
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3期0.8790±0.2722, 对照组0.4626±0.2416; 
均P <0.05), 应激性溃疡2期HSP70表达显著高
于1期和3期(P <0.05), 而1期和3期之间无统计
学差异(P >0.05). 免疫组化结果为应激性溃疡
患者外周血白细胞HSP70的表达水平在不同
病期有所不同(1期40%, 2期80%, 3期30%, 对
照组10%, χ2 = 10.8383, P <0.05), 以2期表达水
平最高, 对照组表达最低.

结论: 应激性溃疡时患者外周血细胞和胃液
脱落细胞均可检测到HSP70的表达, 应激状态
可诱导HSP70的表达, HSP70对胃黏膜具有保
护作用, 并可能促进应激性溃疡的愈合.

关键词: HSP70; 胃黏膜; 应激性溃疡 

王鹤, 曲彦, 胡丹. 热休克蛋白70对应激性胃溃疡黏膜的保护作
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0  引言

热休克蛋白是一组高度保守、与应激相关的

蛋白, 在细胞正常发育和多种应激状态下对维

持细胞的稳定性具有重要作用. 机体经常处于

各种应激状态下, 应激可造成胃黏膜损伤并降

低胃黏膜的屏障保护作用, 导致应激性溃疡的

产生 [1-3].  同时应激也可诱导热休克蛋白的合

成,  而热休克蛋白又可以预防应激性溃疡, 抑制

胃黏膜细胞凋亡, 促进胃溃疡的愈合. HSP70在
正常情况下表达很低或是不表达, 而在应激状

态下表达明显增强[4-5], 以往关于应激性溃疡与

HSP70相互关系的研究多为检测血细胞中或干

预后的动物胃黏膜上皮细胞中HSP70的表达, 本
研究同时检测应激性溃疡患者外周血细胞以及

胃液中脱落细胞(胃黏膜上皮细胞和炎性细胞

等)HSP70的表达, 进一步探讨HSP70表达与应

激性溃疡的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-11/2006-06收集30例在重症监护

病房(ICU)进行治疗的应激性溃疡患者的胃液和

外周抗凝血, 其中男18例, 女12例, 平均年龄61.4
±16.1岁. 患者入选条件为: (1)收住时无应激性

溃疡, 住院期间出现; (2)此次入院非消化道因素, 
住院期间因其他疾病导致应激溃疡出血; (3)年
龄18-80岁. 收集3个时间点的胃液, 即刚出现溃

疡出血颜色较浅时; 颜色最深呈深咖啡色且量

较多时; 颜色变淡呈浅咖啡色或转为正常时(分

别定义为1, 2及3期). 同时选择无消化道应激性

溃疡出血的10例(其中男6例, 女4例, 平均年龄

68.3±7.2岁)术前患者, 收集其外周抗凝血和胃

液作为对照. HSP70 mAb为美国NEO公司产品; 
SP通用型染色试剂盒、DAB显色试剂均购自北

京中杉金桥生物技术有限公司; 血细胞分离试

剂Percoll和反转录试剂盒购自美国Promega公
司; PCR反应体系购自上海生工生物工程技术服

务有限公司; DNA marker DL-2000购自大连宝

生物工程有限公司.
1.2 方法 每位患者收集胃液约20 mL, 3000 r/min
离心取沉淀, 分离上皮细胞, 移入1.5 mL EP管
中, 加TRIzol液1 mL提取细胞总RNA. 同时采集

外周抗凝血10 mL, 3000 r/min离心取沉淀后, 用
Percoll试剂分离上层血浆样部分的中性粒细胞, 
一部分制备细胞涂片用于免疫组化检测, 一部

分细胞加TRIzol液1 mL提取细胞总RNA. 
1.2.1 半定量RT-P C R 参照文献[6]设计扩增

HSP70基因和内参照GAPDH基因的特异性引

物, 由上海生工生物工程技术服务工程有限公

司合成. 引物序列为: 上游引物5'-CAACGGGC
GCGACCTGAACA-3',下游引物5'- CCTCTCGC
CCTCGTACACCTGGAT-3', 扩增产物为280 bp. 
内参引物序列为: 上游引物5'-CTCAGACACCA
TGGGGAAGGTGA-3', 下游引物5'-ATGATCTT
GAGGCTGTTGTCATA-3', 扩增产物为450 bp. 
参照逆转录试剂盒要求的标准条件合成cDNA
作为PCR反应模板. PCR反应体系为25 μL, 包括

10×Buffer 2.5 μL, MgCl2 1.5 mmol/L, 4×dNTP 
0.2 mmol/L, 上下游引物各0.5 mmol/L, TaqE 1 U, 
cDNA 3 μL, 无菌去离子水加至25 μL. 反应条件

为: 94℃预变性5 min; 然后94℃ 60 s, 55℃ 45 s, 
72℃ 1 min, 共35个循环; 最后72℃延伸10 min. 
取10 μL PCR扩增产物于含EtBr(0.5 mg/L)的
20 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 80 V, 1 h, 紫外透射仪

下观察电泳结果, 并用天能GIL凝胶图像处理系

统进行分析. 
1.2.2 免疫组化检测HSP70蛋白的表达 制备外

周血白细胞涂片, 干燥后冷丙醇固定, 依次滴加

1∶150稀释的鼠抗人HSP70 mAb、生物素标记

的通用型二抗工作液、辣根过氧化物酶标记的

链霉卵白素工作液于细胞涂片上, 37℃分别孵

育2.5 h, 15 min, 15 min. 加现配制的DAB显色液

覆盖标本, 显色约15-20 min, 自来水充分冲洗后

进行苏木素复染涂片, 进而依次脱水、透明和

中性树胶封片, 光学显微镜下观察结果. 

■研发前沿
近年来, 关于应激
性溃疡与HSP70
相互关系的研究
多为检测血细胞
中或干预后的动
物胃黏膜上皮细
胞中HSP70的表
达, 并且证实应激
可以诱导动物胃
溃疡的形成同时
可以诱导HSP70
表达.

■相关报道
有报道表明, 在睡
眠剥夺鼠胃黏膜
与正常对照胃黏
膜不同表达的基
因研究中发现, 总
的 5 8 8 个 基 因 中
有10个不同的表
达 基 因 ,  这 些 基
因大多数是与消
化有关, HSP70基
因就是其中之一;  
HSP70家族是细
胞面对热刺激和
其他物理刺激时
存活下来所必须
的, 而且大量证据
支持HSP70具有
在致死性刺激时
可以提高细胞存
活力的作用.
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由三位有经验的读片专家分别读片. 根据

染色有无及深浅可分为阳性和阴性结果. 如果

细胞核和细胞质出现棕黄色着色(可同时伴有胞

质的棕黄色颗粒)视为阳性信号, 若同一涂片阳

性细胞数>30%细胞数则视为阳性病例[7].
统计学处理 HSP70 cDNA扩增的半定量

PCR检测结果采用计量资料的方差分析, 免疫组

化结果采用χ2检验进行统计学分析, P <0.05表示

有显著性差异.

2  结果

2.1 外周血细胞RT-PCR检测结果 以GAPDH为

内参照, 应用半定量RT-PCR检测30例应激性

溃疡患者和10例对照者外周血白细胞H S P70 
mRNA水平, 部分标本检测结果见图1. 每份标

本均可观察到280 bp和450 bp两条电泳条带, 分
别为HSP70和GAPDH扩增条带, 以HSP70基因

与GAPDH基因扩增条带光密度值的比值表示

目的基因的表达水平, 计算应激性溃疡患者组

和对照组HSP70平均表达水平. 统计分析结果

表明2期患者HSP70表达水平(1.1322±0.3683)
明显高于1期(0.6289±0.1839)、3期(0.6855±
0.1923)和对照组(0.3868±0.2071), 差别有统计

学意义(P <0.05); 1期和3期患者HSP70表达水平

也明显高于对照组, 差别有统计学意义(P <0.05); 
而1期和3期患者HSP70表达水平无显著性差异

(P >0.05). 结果表明对照组HSP70表达低于其他

各实验组, 而实验组2期HSP70表达明显强于其

他实验组和对照组(表1).
2.2 免疫组化结果与分析 应用免疫组化法检测

对照组和应激性溃疡患者外周血细胞中HSP70
的表达. 结果显示, 在对照组的外周血细胞涂片

中几乎无HSP70阳性细胞(图2A), 但是在应激性

患者的外周血细胞涂片中均可观察到HSP70阳
性细胞, 而且各期的着染程度不同, 图2C为2期
患者检测结果, 可见大量的HSP70阳性细胞; 图
2B为1期患者检测结果显示有HSP70阳性细胞, 
但其表达不如2期多. 计算其阳性率结果见表1, 
1期HSP70阳性率为40%(4/10), 2期为80%(8/10), 
3期为30%(3/10), 对照组为10%(1/10). 4组间比

较, χ2值为10.8383, P = 0.0127<0.05, 差别有统计

学意义, 多个样本率两两比较后显示, 除1期与3
期之间差别无显著性差异外, 其他各组之间均

有显著性差异, 表明应激性溃疡患者外周血白

图 1 半定量RT-PCR检测血细胞中HSP70的表达. 1: DNA 

Marker DL2000; 2-15: HSP70基因(280 bp)和GAPD基因

(450 bp)条带.

■创新盘点
本研究同时检测
应激性溃疡患者
外周血细胞以及
胃液中脱落细胞
( 胃 黏 膜 上 皮 细
胞 和 炎 性 细 胞
等)HSP70的表达, 
证实应激可以诱
导溃疡产生并在
导致溃疡出血的
同时诱导HSP70
的 表 达 ,  而 且
HSP70表达在促
进应激性溃疡恢
复方面具有非常
重要的作用.

表 1 各组HSP70基因与GAPDH基因扩增条带光密度值
的比值及HSP70蛋白表达的比较(n  = 10)

     
                 血标本光密     HSP70蛋白表达   胃液标本光密

                   度值比值        阴性(n ) 阳性(n )       度值比值

1期      0.6289±0.1839      6         4      0.7741±0.2442

2期      1.1322±0.3683      2         8      1.2385±0.4558

3期      0.6855±0.1923      7         3      0.8790±0.2722

对照    0.3868±0.2071       9         1     0.4626±0.2416  

分期

1   2    3   4   5   6   7  8    9  10 11 12 13  14 15
2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp
100 bp

450 bp
280 bp

C

B

A

图 2 外周血白血细胞免疫组化检测结果(400). A: 对照组

外周血白细胞免疫组化镜下结果; B: 1期镜下结果; C: 2期镜

下结果.
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细胞HSP70的表达水平在不同病期有所不同, 以
2期表达水平最高, 对照组表达最低.
2.3 胃液脱落细胞HSP70表达的检测 以GAPDH
为内参照, 应用半定量RT-PCR检测30例应激

性溃疡患者和10例对照者胃液脱落细胞HSP70 
mRNA水平, 部分标本检测结果见图1. 每份标

本均可观察到280 bp和450 bp两条电泳条带, 即
HSP70和GAPDH的扩增条带, 表1为应激性溃

疡患者组和对照组HSP70平均表达水平. 统计

分析结果表明2期患者HSP70表达水平(1.2385
±0.4558)明显高于1期(0.7741±0.2442)、3期
(0.8790±0.2722)和对照组(0.4626±0.2416), 差
别有统计学意义(P <0.05); 1期和3期患者HSP70
表达水平也明显高于对照组, 差别有统计学意

义(P <0.05); 而1期和3期患者HSP70表达水平无

显著性差异(P >0.05). 胃液脱落细胞HSP70检测

结果与血细胞HSP70检测结果相似, 即实验组2
期HSP70的表达最强而对照组HSP70的表达水

平最低.

3  讨论

HSP70系列是最重要的应激蛋白, 几乎在所有

生物的应激细胞中均高水平表达. 诱导HSP70
系列产生的因素包括热应激、化学物质(氧自

由基、乙醇等)、缺血缺氧、感染及严重创伤

等[8-12]. 有学者在应激状态下动物实验研究中检

测到HSP70基因的转录产物, 表明应激性状态

下HSP70的转录产物高于正常[13-16]. 应激状态下

胃黏膜上皮细胞HSP70表达增加的可能机制是:
在应激状态下胃黏膜细胞内蛋白质构型发生改

变, 产生变性聚集的蛋白, 激发细胞的应激反应,
激活热休克基因, 编码产生HSP70. 诱导合成的

HSP70又能促进细胞内蛋白质的合成、折叠、

装配、转位, 并促使细胞从应激中恢复, 从而减

少了黏膜细胞的损伤, 保护胃黏膜. 这与国外文

献报道HSP70家族介导胃黏膜细胞的保护机制

一致[17-21]. 研究显示, 诱导性HSP70家族可以修

复损伤的前核糖体、防止溶酶体破坏、稳定细

胞膜, 从而维持细胞正常的形态和功能, 对抗有

害因素. 诱导产生的HSP70可以产生多种保护

作用, 如可以在大鼠肺脓毒性损伤中产生保护

性作用, 而且可以降低肿瘤坏死因子诱导的肝

细胞凋亡, 表达HSP70的转基因小鼠可以抵抗

局部缺血和致死性热损伤等不良刺激[22-26]. 但这

种保护作用可被抑制HSP70表达的蛋白质合成

抑制剂所阻断, 如果向纤维母细胞注射微量抗

HSP70抗体, 就可增加细胞对亚致死温度的易损

性[27-30]. 由此可见HSP70的表达对多种脏器具有

保护作用. 
应激状态下胃黏膜充血、水肿、糜烂、溃

疡形成、进而引起溃疡出血, 同时伴有胃黏膜

上皮细胞的脱落, 本研究采用半定量RT-PCR检
测应激性溃疡患者胃液中脱落细胞和外周血白

细胞HSP70的表达, 应用计量资料的方差分析对

不同病期患者HSP70基因扩增的光密度比值进

行统计分析. 结果显示, 胃液脱落细胞和血液白

细胞中HSP70在应激状态下的表达相似, 不同病

期应激性溃疡患者胃液脱落细胞及血液白细胞

HSP70的表达有所不同. 对照组HSP70的表达明

显低于应激性溃疡组, 溃疡出血2期即溃疡最严

重期HSP70的表达明显高于其他期, 但是1期和3
期之间即溃疡出血早期和溃疡恢复阶段HSP70
的表达无显著性差异, 表明应激性溃疡可诱导

HSP70表达, 且其表达随着应激性溃疡的发展而

变化. 即当机体处于应激状态时, HSP70开始表

达, 随着应激强度的增加应激性溃疡出血加重, 
HSP70的表达达到了高峰, 其保护作用也在增

强, 随着溃疡的好转, HSP70的表达则逐渐降低. 
同时, 我们也对血液白细胞HSP70表达进行了免

疫组化检测, 所得的结果与RT-PCR的结果相符. 
进一步证实应激可以诱导溃疡产生并在导致溃

疡出血的同时诱导HSP70的表达, 而且HSP70表
达在促进应激性溃疡恢复方面具有非常重要的

作用. 
虽然在应激状态下胃黏膜的保护作用减弱, 

不可避免的会有炎性反应的产生, 进而会有炎

性细胞的聚积, 因此从胃液中提取的细胞不仅

仅是胃黏膜上皮细胞, 还有部分炎性细胞, 但是

结果显示炎性细胞并没有影响应激状态下胃黏

膜上皮细胞HSP70的表达. 而且我们初步认为, 
胃黏膜的炎性反应也可能作为一种应激原诱导

胃黏膜上皮细胞HSP70的表达. 
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Abstract
X gene is one of the four genes of hepatitis B 
virus (HBV). HBV X (HBx) protein, which was 
coded by HBx gene, is a multifunctional regula-
tor of cellular signal transduction and transcrip-
tion pathways, and it is not only essential for the 
regulation of host immune reaction, participates 
all the HBV-related pathogenesis such as inflam-
mation, carcinogenesis and other pathological 
process, but also play a critical role in HBV in-
fection, replication, and gene expression. Down-
regulation, knocking-out, or functional blockage 
of X gene can obviously inhibit the replication of 
HBV. In this review, we attempted to describe 
the current advance on the role of X gene in 
HBV replication and gene expression, and sug-
gested that HBx had been a promising target for 
the treatment of HBV infection.

Key Words: X gene; Hepatitis B virus; Treatment; 
Target

Wu ZQ, Tang JX, Xin Z, Yao L, Song JW. X gene: a novel 
target for anti-hepatitis B virus infection. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(7):717-720

摘要
X基因是乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)
的四个基因之一. 最近的研究表明, 他不仅参
与HBV感染宿主过程, 还影响HBV病毒基因
的复制和表达, 直接或/和间接通过宿主的免
疫反应或其他作用, 导致HBV致病的系列病
理过程, 而且在HBV生命周期中具有非常重
要的作用. 降低或去除X基因转录, 或者封闭
X蛋白某些功能以及使X基因表达沉默均能
显著抑制病毒复制水平. 本文通过对X基因在
HBV复制和基因表达中的作用以及针对X基
因的干预对HBV复制和基因表达的影响的最
新研究成果进行综述, 提出X基因是乙肝抗病
毒治疗的一个新靶点.

关键词: X基因; 乙型肝炎病毒; 治疗; 靶点 
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0  引言

X基因是一种仅存于嗜肝性乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)的基因, 其基因结构具有

极明显的特殊性, 至今尚未在其他逆转录病毒

和生物细胞中发现他的存在. 在被发现初期, 表
达产物X蛋白的氨基酸序列与其他已知的生物

蛋白序列有很大不同, 无法推测其功能, 而被命

名为X蛋白. 同时, X基因还具有高度的保守性[2], 在
嗜肝病毒的进化中, 基因序列一直保持着高度

的基因同源性. 因此, 生物学家推测, X蛋白在

HBV的生物学上一定具有重要的生物学意义, 
从而引起了广大生物学者的关注. 越来越多的

证据表明, 他在HBV的生命周期中, 直接影响病

毒感染宿主、病毒复制, 调节和控制HBV其他

www.wjgnet.com
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■背景资料
X 基 因 是 乙 型 肝
炎病毒四个基因
中的一个, 与宿主
细胞生物学功能
有广泛的联系和
相互作用, 是乙型
肝炎病毒致癌的
主要基因和发病
基础. 但作为一个
仅存于该类病毒, 
而且相当保守的
基因而言, X基因
一定在乙型肝炎
病毒的生命周期
中具有重要生物
作用, 但国际上对
此领域所知较少. 
最近的研究表明, 
特 别 是 随 着 对 X
基因研究的重大
进展 ,  人们发现 , 
X 基 因 在 乙 型 肝
炎病毒的复制和
基因表达方面, 都
有重大影响, X基
因除在HBV致癌
作用外, 在其生活
周期中, 无论是病
毒本身的复制还
是在调节其他基
因表达上, 均具有
重要的生物学功
能. 



基因功能的表达等生命过程, 同时, 他还是乙型

肝炎病毒引起肝癌的直接病因[1], 并广泛参与影

响宿主细胞的基因表达, 反式激活和细胞信号

转导过程. 特别是最近获得的HBx在HBV生命

周期中作用的重大进展[3-5]. 使越来越多的学者

推测, X基因可能是抗乙型肝炎病毒感染的新

靶点. 

1  X基因产物在HBV生命周期中的重要作用

HBV的生命活动周期主要包括HBV感染宿主, 
病毒在细胞内的复制和基因表达, 病毒的包装

及脱颗粒等过程. 现有的研究表明, X基因直

接影响着HBV这些生命的活动. Chen et al [6]和

Zoulim et al [7]在不同的实验室, 应用基因突变技

术, 以土拨鼠为实验动物, 研究HBV感染性质粒

感染宿主土拨鼠的实验, 证实了X基因在HBV感

染中不可或缺的作用. Chen et al [6]将HBV感染质

粒的X基因进行突变, 去除X基因蛋白表达, 或对

X基因表达的C其他突变, 使X蛋白C其他分别截

除52, 31, 16或3个氨基酸, 与野生型感染质粒进

行对照, 研究其感染性与X基因间关系, 结果发

现, 除在C末端截除3个氨基酸的突变质粒外, 其
他各种突变均不能有效感染土拨鼠. Z o u l i m 
et al [7]应用不同的感染性质粒, 独立进行了相似

的实验, 结果显示, 所有注射野生型感染质粒的

土拨鼠均被感染, 而注射X基因突变后的感染

性质粒的实验组却未能检出病毒感染的相应标

志物, 说明没有感染土拨鼠. 提示X蛋白具有在

HBV感染宿主细胞过程中不可或缺的重要性. 
X蛋白的缺失, 不仅影响到病毒感染宿主

的过程, 还直接影响到HBV在细胞内的复制和

基因表达功能. Zoulim et al [7]应用X基因突变技

术, 研究去除X基因表达的质粒在转染HepG2和

Huh7细胞后对病毒复制的影响, 结果发现, 所有

转入的质粒, 无论是野生型, 还是X基因突变后

的质粒, 在转染初期即转染后24 h, 均可发现病

毒的复制, 并从细胞上清中分离出病毒颗粒或

与病毒相关的各种核酸, 然而, 随着观察时间的

延长, 转染X基因突变质粒的细胞中, 肝炎病毒

的分泌量显著减少: 转入HepG2的突变质粒组的

肝炎病毒DNA量在实验第9天, 只有野生型对照

组的15%, 转入Huh7细胞的X基因突变质粒, 在
第24天, 其细胞分泌的HBV DNA量只有野生型

的60%, 进一步分析, 细胞内病毒核内核酸量亦

平行减少. 提示X基因突变的质粒, 病毒的复制

能力显著减弱. Bouchard et al [8]应用基因突变技
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术, 将X基因的突变质粒转入HepG2中, 亦发现

病毒的复制能力显著降低的同样结果 .  X u 
et al [9]应用转基因方法研究X基因在活体动物体

内对HBV复制的影响, 他们应用基因工程方法, 
建立了能高效表达HBx蛋白野生型质粒, 同时应

用点突变技术建立去除HBx蛋白表达的突变质

粒, 并制备各自转基因鼠模型, 结果发现, 能表

达野生型HBx蛋白的转基因鼠能高效复制HBV, 
而表达去除HBx蛋白的HBV转基因鼠, 则不能

形成HBV, 从而在动物整体水平上, 更进一步证

实了HBx蛋白在HBV病毒复制中的重要作用.

2  X基因及其产物是HBV致病的主要原因之一

X基因不仅直接参与了HBV感染宿主、影响自

身病毒基因的复制和表达, 并直接或/和间接通

过宿主的免疫反应或其他作用, 导致了HBV致

病的系列病理过程. X基因是HBV致癌的唯一基

因. 在HBV致癌中的作用, 已获得一致的认同. 
没有X基因禽类HBV病毒, 不能致癌. 

Levrero et al [10]和Tang et al [11]用临床病理研

究方法表明, 细胞内X蛋白的表达与HBV病毒

复制标志物HBeAg显著相关. 而血清抗HBx则
直接与乙型肝炎患者的疾病活动程度及病毒的

复制有关. 对乙肝患者的活检标本检测与血清

学检查结果比较后发现, 在6/38例免疫组化HBx
染色阳性的标本中, 6例血清中应用Western blot
方法检出血清HBx抗体,  组织病理学上, 均证实

为慢性活动性肝炎患者, 且均为高病毒复制患

者, 而无HBV感染的正常和肝癌对照组则全为

阴性. HBeAg阳性的乙型肝炎患者的HBx表达

阳性的细胞数量显著高于HBeAg阴性的患者. 
Hoare et al [12]通过对复制活跃的非肝硬化患者与

复制不活跃的肝硬化患者的肝活检标本的比较

发现, 非肝硬化组HBxAg阳性率显著高于肝硬

化组且染色的细胞数亦明显多于肝硬化组, 患
者血清HBeAg阳性患者的肝活检组织中HBxAg
阳性细胞数量成倍增加. 结合他们以前的研究, 
认为HBx表达与病毒高复制状态和保持高复制

状态有关. Wang et al [13]对218例乙肝相关肝炎和

肝硬化患者进行了HBxAg表达与肝脏病理学研

究, 结果发现, HBxAg阳性细胞数量和染色程度

与慢性活动性肝炎的肝病活动程度密切相关, 
HBxAg表达越多, 肝炎活动程度越重. 此外, 他
们还发现, HBxAg表达还与肝组织中异型增生

(dysplasia)密切相关[14], 并提示HBxAg的细胞核

内表达, 与肝组织的异型增生关系尤其密切, 提
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■创新盘点
本综述在仔细研
究国内外有关领
域的最新研究成
果后, 提出了X基
因是抗乙型肝炎
病毒治疗的新靶
点的假说.
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示HBxAg表达与可能肝癌的发生存在密切的

关系. 
此外 ,  X基因的突变还可影响到H B V基

因的表达 ,  导致血清中不能检出H B s A g和
HBeAg[1,13,15-16]. Wang et al [13]在研究HBxAg阳性

的HBV相关的肝炎和肝硬化中发现, HBxAg阳
性的108例肝硬化病例中, 只有17%病例核心抗

原阳性; Feitelson et al [15]在研究肾透析患者非甲

非乙型HBsAg阴性的患者血标本时, 应用PCR扩
增及基因测序技术, 结果发现, 34例患者中, 27
例(82%)HBV DNA阳性, 其中23例(23/27)同时

存在抗HBx或/和抗乙肝DNA聚合酶阳性, 24例
发现丙肝阳性, 23例为乙、丙肝共同感染. 其后, 
他们对这些HBV DNA阳性的标本, 应用不同引

物, 扩增不同片段时, 发现有不少含core和X基因

的片段, 不能扩增或片段较预期为短, 进一步的

基因测序分析发现, 这些病毒主要存在着X基因

启动子/增强子区多位点的点突变和X基因的缺

失突变, 并认为HBsAg阴性与这些X基因突变有关.

3  干预HBx表达可显著降低HBV复制程度

越来越多的证据证实, X基因可直接影响HBV或

其他病毒的生命活动, 因此应用各种干预技术, 
降低或去除X基因转录, 将会导致HBV复制能力

显著下降; 或者, 在转录后水平上, 封闭X蛋白某

些功能蛋白亦能显著抑制病毒的复制水平[7,15]. 
Bouchard et al [8]应用基因突变技术, 将X基因的

突变质粒转入HepG2中, 使之不能有效表达X基

因, 发现乙型肝炎病毒的复制能力平均降低8-10
倍. 格列本脲(glibenclamide)是一种增加细胞质

内钙离子浓度的化合物, 能恢复HBx缺失导致的

病毒复制水平降低, 增加病毒复制时的mRNA水

平; 在进一步实验中还证实, HBx去表达可显著

降低HBV的DNA聚合酶的活性, 从而显著降低

HBV复制水平. Melegari et al [17]在用HepG2细胞

研究中, 应用酵母双杂交技术, 发现了一种只能

与野生型X蛋白相结合、而与非突变型的X蛋白

无亲和力的X作用蛋白(HBx-interactiong protein, 
XIP), 若截除X蛋白C末端的其他的突变型, 则X
蛋白将不能有效地与XIP蛋白结合. 他们将能表

达XIP的质粒与含有野生型X基因的质粒共转染

入HepG2细胞, 发现HBV复制能力显著降低, 与
无X蛋白表达的HBV质粒复制能力相当, 显著

低于对照的野生型X蛋白的质粒组. S i t t e r l in 
et al [18]在研究中亦发现, HBV的有效复制, 有赖

于X蛋白与一种UVDDB蛋白(UV damaged DNA 

binding protein)的正确结合. Klein et al [19]在研究

X蛋白的细胞信号转导途径时发现, X蛋白是通

过激活Src激酶来影响HBV复制的. 他们[4,8,20]更

一步研究发现, Src激酶的特异抑制物格尔德霉

素(Geldanamycin)或除莠霉素(herbimycin A)能
够抑制Src激酶的功能, 从而能显著地抑制病毒

的复制. 此外, 他们还发现, 环孢霉素衍生物, 如
环孢霉素A、H及阻断细胞质钙离子信号转导

途径和线粒体转运孔通透性的特异性抑制剂

SDZNLM81, 均可显著影响HBV复制. 
我们在前几年的研究中[18,21-22], 采用显性负

突变(domninat negative mutant, DN)技术, 构建

X基因的DN突变体, 在转录后水平上, 干扰X蛋

白的功能 ,  结果表明具有显著的抑制病毒复

制[21,23]和病毒基因表达[22]的作用. 最新的研究

中, Carmona et al [23]应用RNAi技术, 以HBx基因

为靶点, 在显著抑制HBx基因表达(80%-100%)
的同时, 在体外及小鼠体内均显示出抑制HBV
病毒复制的显著效应[11,24-25]. Shin et al [24]及其所

在的小组, 应用类似的方法, 在体外以及实验鼠

的在体实验中, 亦获得了显著的抑制病毒复制

及病毒蛋白表达的效果. Hou et al [25]应用DNA酶

(DNAzymes)技术, 以X基因为靶点, 干预病毒复

制, 同样获得了显著的抑制HBV复制的效果. 这
一切都从不同的侧面提示: X基因是研究抗HBV
感染、复制和基因表达的重要靶点. 

4  X基因或是抗HBV治疗的新靶点和新希望

以HBV S基因为靶点的抗HBV的预防策略, 开
创了HBsAb免疫预防的新时代, 使HBV预防成

为现实[26], 同时在保护器官移植后的供体肝免受

HBV感染方面, 作出了突出的贡献. 而以P基因

为靶点, 以核苷类药物为代表的治疗策略, 开创

了口服治疗HBV, 迅速而显著抑制HBV复制的

新纪元[27-29]. 以C基因为靶点的基因治疗, 亦获得

了显著的实验室抑制病毒复制的效果[30-32]. 但迄

今为止, 尚少见以X基因为治疗靶点及其在HBV
相关性肝癌中的作用的报道. 我们在前期进行

了这一方面的尝试, 并在抑制HBV复制和基因

表达方面, 获得了初步的的效果. 
由于X蛋白在HBV的感染、复制及基因表

达和导致肝癌的过程中均具有重要的作用, 因
此, 针对X基因的抗HBV治疗, 将有望在抑制

或清除病毒感染、复制和基因表达, 以及阻断

HBV所致肝癌上, 发挥重要的作用, 成为HBV治

疗中的新靶点.

■应用要点
乙型肝炎病毒的
治疗, 是当前医学
研究的重点和难
点, X基因作为乙
型肝炎病毒治疗
新靶点观点的提
出, 必将推动X基
因在HBV生物学
方面和与宿主相
互影响的基础研
究, 特别是对于指
导治疗乙型肝炎
病毒感染新的治
疗药物和治疗策
略的研究, 具有重
大的理论意义和
临床应用前景.



www.wjgnet.com

720                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志          2007年3月8日       第15卷        第7期

5      参考文献
1 王小众, 陶其敏. 乙肝病毒X基因与肝癌. 世界华人消

化杂志 1999; 7: 1063-1064
2 陆荫英, 李克, 成军, 王琳, 刘妍, 段惠娟, 张玲霞. 乙型

肝炎病毒X基因酵母表达载体构建及表达. 世界华人
消化杂志 2002; 10: 15-18 

3 Ganem D. Virology. The X files-one step closer to 
closure. Science 2001; 294: 2299-2300 

4 Bouchard MJ, Wang LH, Schneider RJ. Calcium 
signaling by HBx protein in hepatitis B virus DNA 
replication. Science 2001; 294: 2376-2378   

5 Lev S, Moreno H, Martinez R, Canoll P, Peles E, 
Musacchio JM, Plowman GD, Rudy B, Schlessinger 
J. Protein tyrosine kinase PYK2 involved in Ca(2+)-
induced regulation of ion channel and MAP kinase 
functions. Nature 1995; 376: 737-745

6 Chen HS, Kaneko S, Girones R, Anderson RW, 
Hornbuckle WE, Tennant BC, Cote PJ, Gerin JL, 
Purcell RH, Miller RH. The woodchuck hepatitis 
virus X gene is important for establishment of virus 
infection in woodchucks. J Virol 1993; 67: 1218-1226

7 Zoulim F, Saputelli J , Seeger C. Woodchuck 
hepatitis virus X protein is required for viral 
infection in vivo. J Virol 1994; 68: 2026-2030 

8 Bouchard MJ, Puro RJ, Wang L, Schneider RJ. 
Activation and inhibition of cellular calcium and 
tyrosine kinase signaling pathways identify targets 
of the HBx protein involved in hepatitis B virus 
replication. J Virol 2003; 77: 7713-7719

9 Xu Z, Yen TS, Wu L, Madden CR, Tan W, Slagle BL, 
Ou JH. Enhancement of hepatitis B virus replication 
by its X protein in transgenic mice. J Virol 2002; 76: 
2579-2584

10 Levrero M, Jean-Jean O, Balsano C, Will H, 
Perricaudet M. Hepatitis B virus (HBV) X gene 
expression in human cells and anti-HBx antibodies 
detection in chronic HBV infection. Virology 1990; 
174: 299-304

11 Tang H, Oishi N, Kaneko S, Murakami S. Molecular 
functions and biological roles of hepatitis B virus x 
protein. Cancer Sci 2006; 97: 977-983

12 Hoare J, Henkler F, Dowling JJ, Errington W, Goldin 
RD, Fish D, McGarvey MJ. Subcellular localisation 
of the X protein in HBV infected hepatocytes. J Med 
Virol 2001; 64: 419-426

13 Wang WL, London WT, Lega L, Feitelson MA. 
HBxAg in the liver from carrier patients with chronic 
hepatitis and cirrhosis. Hepatology 1991; 14: 29-37

14 陶小红, 沈鼎明. 乙肝病毒X蛋白与肝细胞癌变. 中华
肝脏病杂志 1997; 5: 115-117

15 Feitelson MA, Duan LX, Guo J, Sun B, Woo J, 
Steensma K, Horiike N, Blumberg BS. X region 
deletion variants of hepatitis B virus in surface 
antigen-negative infections and non-A, non-B 
hepatitis. J Infect Dis 1995; 172: 713-722

16 Paterlini P, Poussin K, Kew M, Franco D, Brechot 
C. Selective accumulation of the X transcript of 
hepatitis B virus in patients negative for hepatitis 
B surface antigen with hepatocellular carcinoma. 
Hepatology 1995; 21: 313-321

17 Melegari M, Scaglioni PP, Wands JR. Cloning 
and characterization of a novel hepatitis B virus x 

binding protein that inhibits viral replication. J Virol 
1998; 72: 1737-1743

18 Sitterlin D, Bergametti F, Tiollais P, Tennant BC, 
Transy C. Correct binding of viral X protein to 
UVDDB-p127 cellular protein is critical for efficient 
infection by hepatitis B viruses. Oncogene 2000; 19: 
4427-4431 

19 Klein NP, Bouchard MJ, Wang LH, Kobarg C, 
Schneider RJ. Src kinases involved in hepatitis B 
virus replication. EMBO J 1999; 18: 5019-5027

20 Bouchard MJ, Wang L, Schneider RJ. Activation 
of focal adhesion kinase by hepatitis B virus HBx 
protein: multiple functions in viral replication. J 
Virol 2006; 80: 4406-4414

21 宋家武, 林菊生, 梁扩寰. 乙型肝炎病毒X基因DN突变
体稳定表达对乙型肝炎基因表达影响的实验研究. 中
华传染病杂志 2003; 21: 251-254

22 宋家武. X基因DN突变体稳定表达抑制乙型肝炎病
毒基因复制的实验研究. 中华肝脏病杂志 2004; 12: 
592-594

23 Carmona S, Ely A, Crowther C, Moolla N, Salazar 
FH, Marion PL, Ferry N, Weinberg MS, Arbuthnot 
P. Effective inhibition of HBV replication in vivo by 
anti-HBx short hairpin RNAs. Mol Ther 2006; 13: 
411-421

24 Shin D, Kim SI, Kim M, Park M. Efficient inhibition 
of hepatitis B virus replication by small interfering 
RNAs targeted to the viral X gene in mice. Virus Res 
2006; 119: 146-153

25 Hou W, Ni Q, Wo J, Li M, Liu K, Chen L, Hu Z, 
Liu R, Hu M. Inhibition of hepatitis B virus X gene 
expression by 10-23 DNAzymes. Antiviral Res 2006; 
72: 190-196

26 吴亚平. 全球性应用乙肝疫苗预防和控制乙型肝炎. 
中国流行病学杂志 1989; 10: 57-60

27 Dienstag JL, Schiff ER, Wright TL, Perrillo RP, 
Hann HW, Goodman Z, Crowther L, Condreay LD, 
Woessner M, Rubin M, Brown NA. Lamivudine 
as initial treatment for chronic hepatitis B in the 
United States. N Engl J Med 1999; 341: 1256-1263

28 Lai CL, Chien RN, Leung NW, Chang TT, Guan 
R, Tai DI, Ng KY, Wu PC, Dent JC, Barber J, 
Stephenson SL, Gray DF. A one-year trial of 
lamivudine for chronic hepatitis B. Asia Hepatitis 
Lamivudine Study Group. N Engl J Med 1998; 339: 
61-68

29 Schalm SW, de Man RA, Heijtink RA, Niesters HG. 
New nucleoside analogues for chronic hepatitis B. J 
Hepatol 1995; 22: 52-56

30 Gonzalez-Aseguinolaza G, Crettaz J, Ochoa L, 
Otano I, Aldabe R, Paneda A. Gene therapy for viral 
hepatitis. Expert Opin Biol Ther 2006; 6: 1263-1278

31 von Weizsacker F, Wieland S, Kock J, Offensperger 
WB, Offensperger S, Moradpour D, Blum HE. Gene 
therapy for chronic viral hepatitis: ribozymes, 
antisense oligonucleotides, and dominant negative 
mutants. Hepatology 1997; 26: 251-255

32 Wands JR, Geissler M, Putlitz JZ, Blum H, von 
Weizsacker F, Mohr L, Yoon SK, Melegari M, 
Scaglioni PP. Nucleic acid-based antiviral and 
gene therapy of chronic hepatitis B infection. J 
Gastroenterol Hepatol 1997; 12: S354-369

             电编  张敏  编辑  张焕兰

■同行评价
本文内容有一定
新意, 文章的条理
性不错, 有一定学
术价值.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年3月8日; 15(7): 721-724
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

溃疡性结肠炎中肠道动力学研究进展

戴彦成, 唐志鹏, 李 凯, 王臻楠

戴彦成, 唐志鹏, 李凯, 王臻楠, 上海中医药大学附属龙华医
院消化内科 上海市 200032
上海市科学技术委员会科学研究计划资助项目,  N o . 
06411941
通讯作者: 唐志鹏, 200032, 上海市, 上海中医药大学附属龙华
医院消化内科. zhipengtang@sohu.com
电话: 021-64385700-3925
收稿日期: 2006-12-12    接受日期: 2007-01-11

Research progress in intestinal 
motility during ulcerative 
colitis 

Yan-Cheng Dai, Zhi-Peng Tang, Kai Li, Zhen-Nan Wang

Yan-Cheng Dai, Zhi-Peng Tang, Kai Li, Zhen-Nan 
Wang, Department of Gastroenterology, Longhua Hospital 
Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese 
Medicine, Shanghai 200032, China
Supported by the Scientific Research Program of Shanghai 
Science and Technology Committee, No. 06411941
Correspondence to: Zhi-Peng Tang, Department of Gas-
troenterology, Longhua Hospital Affiliated to Shanghai Uni-
versity of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 200032, 
China. zhipengtang@sohu.com
Received: 2006-12-12    Accepted: 2007-01-11 

Abstract
Ulcerative colitis, which is fairly difficult to be 
treated, has an extended course and frequent 
recurrent rate. As a new direction in the patho-
genesis of ulcerative colitis, the role of intestinal 
motility is being recognized and becoming a 
hotspot. It is reported that the changes of num-
ber and structure in interstitial cells of Cajal and 
colonic manometry, the abnormity of electroph-
siology in the intestine and the expression of 
neurotransmitters, including acetylcholine (Ach), 
vasoactive intestinal peptide (VIP), nitric oxide 
(NO), and carbon monoxide (CO), are associ-
ated with the pathogenesis of ulcerative colitis. 
Further investigation of intestinal motility has 
an important significance in realizing the patho-
genic mechanism of ulcerative colitis.

Key Words: Ulcerative colitis; Intestinal motility; In-
terstitial cells of Cajal; Intestinal electrophysiology; 
Neurotransmitter

Dai YC, Tang ZP, Li K, Wang ZN. Research progress in 
intestinal motility during ulcerative colitis. Shijie Huaren 
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摘要
溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)治疗难度
大, 疗程长, 而且治愈后常易复发. 近年来, 肠
道动力学异常与UC的发病关系得到医学界
的重视, 并逐渐成为UC发病机制研究的热点. 
Cajal间质细胞结构改变与数量异常、肠道电
生理紊乱、结肠压变化, 以及肠道相关神经递
质(Ach、VIP、NO、CO等)表达异常与UC的
发病有关. 相关肠道动力学异常参与UC发病
的具体机制则有待于进一步深入研究.

关键词: 溃疡性结肠炎; 肠道动力学; Cajal间质细

胞; 神经递质 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是以腹痛、

腹泻、黏液脓血便、里急后重等为主要症状, 
以直、结肠黏膜及黏膜下层炎症和溃疡形成为

病理特点的一种慢性非特异性消化道疾病. 其
病因可能与遗传, 肠道菌群, 免疫失调, 饮食过

敏, 精神抑郁及焦虑等有关. 本病治疗难度大, 
疗程长, 而且治愈后常易复发. 尤其是UC病程较

长, 病变范围广泛, 病情反复发作者, 被认为结

肠癌的癌前病变. 本病的发病率和患病率在我

国有明显增加趋势[1]. 近年来, 肠道动力学异常

与UC的发病关系得到医学界的重视, 并逐渐成

为UC发病机制研究的热点. 本文就目前溃疡性

结肠炎的肠道动力学研究进展作一综述. 

1  Cajal间质细胞与溃疡性结肠炎

1.1 ICC的概念 Cajal间质细胞(interstitial cells 
of Cajal, ICC)是胃肠道内一种与神经系统密切

相关的特殊类型的间质细胞, 其主要功能有[2-3]: 
(1)胃肠平滑肌的起搏细胞, 能产生胃肠道慢波

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃肠道动力学异
常 与 溃 疡 性 结
肠炎 (u lcera t ive 
colitis, UC)的发病
关系得到医学界
的重视, 并逐渐成
为UC发病机制研
究的热点. 而作为
胃肠起搏的Cajal
间质细胞在胃肠
道电生理和动力
发生以及动力障
碍上具有重要作
用. 



(slow wave, SW), 控制胃肠道平滑肌的收缩和蠕

动; (2)胃肠道非肾上腺素能, 非胆碱能抑制性神

经传递的介质; (3)促进电活动扩布. 研究证实, 
Cajal间质细胞在胃肠道电生理和动力发生以及

动力障碍上具有重要作用[4].
1.2 ICC的分类 胃肠道ICC分为4类[5]: 黏膜下

ICC(sub mucosal IC-SM), 位于黏膜下环状肌层

表面; 肌间ICC(my enteric IC-MY), 存在于环状

肌和纵行肌之间; 肌内ICC(intramuscular IC-IM), 
存在于环状肌和纵行肌束内; 深层肌丛ICC(deep 
muscular plexus IC-DMP)处于环状肌层内. 结肠

中存在IC-SM, IC-MY及IC-IM, 而肛门内括约

肌、回肠盲部括约肌仅有IC-IM. 
1.3 ICC形态学 光镜下ICC的共同特征为核大, 
卵圆形, 核周细胞质少, 2-5个长的突起, 使ICC
的形状呈纺锤状或星状[6]. 电镜下超微结构具有

5个特点: (1)胞质和突起内含丰富的线粒体、内

质网和发育良好的高尔基体; (2)有膜内陷空泡

(caveoli); (3)有较多中间丝, 无粗肌丝; (4)非常接

近三级神经束; (5)ICCs相互之间、与平滑肌细

胞间可见缝隙连接(gap junction)[7].
1.4 ICC异常与UC发病 ICC表达c-kit, 并依靠其

激活酪氨酸激酶, 引发细胞内信号转导, 维持

ICC表型, 因此c-kit成为胃肠道ICC的特异性标

志物. 通过标记肠道神经丛ICC, 从而间接反映

ICC的数目和含量, 并且c-kit信号途径对于ICC
的发生、发育有重要作用. Sanders et al [8]研究表

明: Cajal间质细胞数量减少与炎症性肠病发生

相关, 但ICC数目的变化与人类胃肠道功能障碍

严重程度, 以及二者间确切的比例难以确定.
近年研究表明[9]: UC和Crohn患者肠壁ICC

不同程度缺失、减少或超微结构改变, 可能影

响神经信号传递及平滑肌细胞(smooth mucle 
cell, SMC)功能, 从而引起疾病伴发的肠运动障

碍. UC患者ICC的超微结构异常表现为[10]: 出
现次级溶酶体, 与多个大的融合的脂滴和大簇

的糖原颗粒紧密相关; 大的糖原簇含有不规则

的、空的、融合的裂口和空泡, 空泡与紊乱的

脂滴结合; 粗面内质网池和胞质内的小腔合并; 
胞质内的致密体和中间丝有时移到外周, 可见

成簇的微丝; 线粒体、滑面内质网、游离核糖

体和高尔基器的结构无异常. 在ICC中没有发现

细胞死亡的信号, 也未见结构修复的信号. 平滑

肌细胞显示正常, 黏膜下神经丛神经末梢肿胀, 
伴递质小泡减少或消失[11-12]. IC-SM周围存在大

量巨噬细胞, 这些巨噬细胞产生大量的细胞因
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子和细胞毒物质(包括NO), 引起IC-SM的改变和

损害[13].

2  肠道电生理与溃疡性结肠炎

2.1 结肠运动功能类型 结肠运动功能是通过三

种不同类型的肌层收缩来实现的[14]: (1)节律性

位相性收缩运动, 表现为上消化道移行性运动

复合波(migrating motor complexes, MMC). 其慢

波是由Cajal细胞激发. 平台期是由Ca2+通过L型
膜通道内流产生; 复极是由于Ca2+失活和K+通

道激活造成的; (2)极速推进性收缩运动, 包括巨

大移行性收缩运动(giant migrating contractions, 
GMCs)、逆行性巨大收缩运动(retrograde giant 
contractions, RGCs). 其中GMCs可在结肠的起源

位置以»1 cm/s的速度不断的传播很长的距离, 
可完全闭合肠腔, 推动内容物移动; (3)张力性收

缩. 他是指张力的持续性增加并持续数分钟至

数小时, 能使肠腔狭窄而增强相性收缩再混合

和推进方面的有效性. 研究表明[14]: 健康人每日

仅出现数次GMCs, 通常也仅出现在末端回肠和

近端结肠. 而在炎症等病理状态下, GMCs出现

频率显著增加, 还会出现在十二指肠, 并可在几

分钟内传导至回肠.
2.2 ICC产生慢波的机制 结肠IC-SM、IC-MY参

与其电活动的起搏, 他们不仅产生慢波, 还控制

着慢波的传导. IC-IM参与介导神经冲动的传

入[15]. 用膜片钳技术证明[16]: ICC通过T型Ca2+通

道, 产生一种小的、持续性的内向电流, 使ICC
除极并逐渐接近阈值. 这种低阈值Ca2+电流, 不
与电压依赖性外向电流进行交换, 可产生正反

馈除极效应. 同时I C C上的电压依赖性的L型
Ca2+通道也被激活, 产生内向电流促使ICC除极

达阈值后触发SW, 通过缝隙连接传递至SMC, 
激活了SMC上的L型Ca2+通道, 使SMC去极化并

达阈值, 产生动作电位. 一个Ca2+敏感的电压依

赖性K+整流电流, 则使SW的复极并维持静息膜

电位. Christensen[17]用亚甲蓝和光照选择性地损

害ICC, 可导致选择性的SW活动消失. 证明SW
由ICC产生并传导.
2.3 结肠电生理紊乱与UC发病 江学良 et al [18-19]

研究表明, UC患者存在多种结肠动力紊乱, 活动

期患者推进性收缩波数目增多, 推进速度加快, 
从而导致排便次数增多, 出现腹泻. 而鱼腥草灌

肠可松弛平滑肌, 减轻肠痉挛, 延长内容物停留

并有利于其吸收, 从而缓解症状. 研究表明[14]: 
UC患者在体结肠慢波达6次/分, 节律较正常频
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率要快; 而体外肌条实验显示: 慢波频率和振幅

无改变, 这可能与实验黏膜下起搏区(IC-SM)被
去除有关.

3  结、直肠压与溃疡性结肠炎

新近研究表明[20-21]: 正常人餐后压力乙状结肠>
降结肠>结肠脾曲, 存在压力梯度, 通过节段性

收缩混合和碾磨结肠内容物, 使其与肠黏膜充

分接触, 以促进水和电解质重吸收. 而UC患者

远端结肠各部位压力均较正常人明显降低, 不
同部位压力无明显差别, 使节段性收缩作用减

弱, 加之肠黏膜炎症, 不能充分吸收水和电解质,
导致腹泻. UC患者远端结肠感觉阈值、排便阈

值、疼痛阈值均较正常人明显下降, 说明其远

端结肠敏感性升高, 所以少量的肠容物刺激即

产生排便反射, 导致便频、便急与腹泻、腹痛

症状. 经鱼腥草灌肠治疗后上述指标明显好转. 

4  肠道运动相关递质与溃疡性结肠炎

4.1 肠道运动相关递质 肠道平滑肌受到兴奋性

和抑制性肠神经元突触后的神经支配. 兴奋性

神经元的生理性神经递质是乙酰胆碱(Ach). 而
抑制性运动神经元的神经递质可能是一氧化

氮(NO)、血管活性肠肽(VIP)以及三磷酸腺苷

(ATP)等[14]. 免疫组织化学染色和电镜研究发现, 
ICC与神经轴突有紧密接触, 其中包括兴奋性和

抑制性神经元. 目前发现主要有NO, VIP, P物质

(SP)及胆碱能神经元等. ICC与VIP神经元连接

紧密, 其细胞膜上发现有VIP-1和VIP-2受体. 胃
肠道NO信号也可通过ICC实现. Ordog et al [22]

发现小鼠胃ICC免疫损伤后抑制性神经递质的

作用减弱. 现已证明ICC有NO受体, ICC能合成

NO, 对氮能神经递质的作用有放大效应[23]. 研
究发现, 在哺乳动物ICC上存在速激肽NKl受体. 
Lavin et al [24]也发现豚鼠十二指肠和回肠ICC上
存在速激肽NKl受体, 由此说明SP的作用也与

ICC密切相关. 现在ICC上发现毒蕈碱M2, M3受
体, 表明ICC在乙酰胆碱信号传递中起重要作

用[25]. 此外, 大鼠结肠中有胱硫醚β-合成酶(CBS)
和胱硫醚γ-裂解酶(CES)的表达, 可松弛结肠. 又
如气性递质中的一氧化碳(CO)、硫化氢(H2S)在
胃肠动力中的作用也受到关注[26].
4.2 UC中递质的改变 Cao et al [27]研究表明, UC
患者乙状结肠环状肌和细胞中H2O2的含量较

正常人高, 提示H2O2可减少UC患者中神经递质

A(NKA)所引起的“钙池” 中Ca2+的释放, 并可

用来检测结肠运动障碍. Kinoshita et al [28]研究发

现: 三硝基苯磺酸(TNBS)所诱导的结肠炎大鼠

模型中, L型Ca2+通道的离子流显著减少, 邻近的

SMC内Ca2+水平下降, 而这些可以被NF-kB抑制

剂所逆转. Bossone et al [29]研究发现, 炎症性大鼠

肠道自发性收缩运动增加, 而这与一氧化氮合酶

生成减少相关. 这点也被临床研究所证实[30]. 董
卫东 et al [31]用泻剂酚酞(果导片)所建立大鼠“泻

剂结肠”模型, 症状与UC腹泻等症状相似. 实验

发现, 酚酞组大鼠结肠AchE阳性神经元数目减

少, 提示胆碱能神经受损, Ach合成或释放减少. 
Ach的释放与肠神经系统和其他神经递质密切

相关, 神经肽Y和内源性NO可抑制Ach释放, 生
长抑素(SOM)、降钙素基因相关肽及某些5羟色

胺(5-HT)受体激动剂可以促进Ach释放.
总之, 先前学者对UC的研究大多侧重于异

常免疫应答、炎症因子等免疫发病机制为主

的层面, 而胃肠动力学则主要运用于功能性腹

泻、肠易激综合征等功能性胃肠病的研究. 近
年来, 肠道动力学异常与UC的发病关系得到医

学界的重视, 并逐渐成为UC发病机制研究的热

点. 通过对溃疡性结肠炎中Cajal间质细胞、肠

道电生理、结肠测压、肠道相关神经递质等肠

道动力学异常变化的研究, 以进一步探求UC中
潜在的发病机制, 寻找调节UC肠道动力学的有

效药物, 对于调整U C的临床治疗策略是有意

义的.
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Abstract
Vasculogenic mimicry is a new pattern of tumor 
microcirculation found in resent years, which 
is totally different from the classic tumor angio-
genesis and independent of vascular endothelial 
cells, and it demonstrated the gene reversion 
and endothelial cell-associated gene expression 
and in highly-invasive tumor cells, as well as the 
formation of tube-like or retiary structure. Stud-
ies confirmed that vasculogenic mimicry has 
close relationship with the growth, invasion, me-
tastases of tumors and the prognosis of patients. 
In this review, we conclude the characteristics, 
pathogenic mechanism, and significance in ther-
apy of vasculogenic mimicry and its research 
development in digestive tumors.

Key Words: Digestive tumor; Neoplasmas; Vasculo-
genic mimicry; Angiogenesis
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摘要
血管生成拟态是近几年来在发现的一种与经

典的肿瘤血管生成途径完全不同、不依赖机
体内皮细胞的全新肿瘤血管模式, 他描述了高
度侵袭性肿瘤细胞可以发生基因逆转, 表达内
皮细胞相关基因, 在三维基质中培养时形成管
状结构或网络样管道的特有能力. 研究证实, 
与肿瘤生长、侵袭、转移及患者预后密切相
关. 本文就血管生成拟态的特点、发生机制、

对肿瘤治疗的意义以及在消化道肿瘤中的研
究进展等作一综述.

关键词: 消化道肿瘤; 血管生成拟态; 血管生成 
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0  引言

实体肿瘤的生长和转移有赖于血管生成[1]. 经
典的肿瘤血管生成理论认为, 当瘤团直径大于

2 mm时, 需要激活血管内皮细胞(endothelial 
cell, EC)构建血管获取血供, 否则肿瘤就会因为

缺血缺氧发生坏死. 但在1999年美国Maniot is 
e t a l [2]根据对人眼葡萄膜黑色素瘤微循环的研

究, 首次提出了一种与经典的肿瘤血管生成途

径完全不同、不依赖机体内皮细胞的全新肿

瘤微循环模式, 即血管生成拟态(vasculogenic 
mimicry, VM)的概念, VM是指某些高度恶性肿

瘤细胞通过自身变形模拟血管内皮细胞并与细

胞外基质相互作用模仿血管壁结构形成可以运

输血液(血浆, 红细胞)的管道系统, 从而重塑肿

瘤微循环,  并与宿主血管相连使肿瘤获得血液

供应的一种现象. 他描述了高度侵袭性肿瘤细

胞可以发生基因逆转, 表达内皮细胞相关基因, 
在三维基质中培养时形成管状结构或网络样管

道的特有能力. VM对以内皮依赖性血管是肿

瘤微循环唯一方式的传统观念提出了挑战, 同
时也是对肿瘤血管生成理论的重要补充. 随后

的研究证实这种营养性管道与肿瘤的生长、侵

袭、转移密切相关[3-4]. 目前的研究证明在前列

腺癌、肝癌、双向分化肿瘤、卵巢癌、膀胱癌

www.wjgnet.com
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■背景资料
血管生成拟态(简
称VM)是近年来
发现的一种不同
于传统肿瘤血管
生成的新的肿瘤
微循环模式, 他与
肿瘤的侵袭、转
移以及患者的预
后密切相关, 有望
成为肿瘤治疗的
一个全新的出发
点, 为肿瘤的治疗
提供一个新的方
向. 



等中存在着VM现象. 本文就VM的近期研究, 特
别是在消化道肿瘤中的研究进展作一综述. 

1  VM的解剖、生理和生物学特点

VM是一种由细胞外基质构成的互相连接的环

状通路, 肿瘤细胞存在于管壁的外侧, 这些通路

有的是实性的, 有的是中空的[3]. 三维培养研究

发现VM围绕在团块状肿瘤细胞的周围, 并与肿

瘤血管之间存在着连接. 光学显微镜、电子显

微镜以及针对内皮细胞的免疫组织化学染色等

均未发现这些管道的基质中存在内皮细胞[3,5]. 
目前研究认为[6]: 过碘酸雪夫反应(periodic acid-
schiff, PAS)染色是确定VM的必须条件, 这是因

为: (1)目前利用血管标记物(荆豆凝集素、CD31
和CD34)不能观察到VM现象; (2)PAS阳性染色

的管道显示与血管直接相通; (3)荆豆凝集素标

记的PAS阳性管道可用来进行三维重建以显示

管道的分支和环状形态, 并且主要出现于一些

高侵袭性肿瘤的中心部位.
VM不仅在组织学上存在, 而且还具一定的

生理功能: (1)直径>1 cm的视网膜黑色素瘤没有

出现坏死, 表明肿瘤具有良好的灌注; (2)PAS阳
性的管道中可见红细胞; (3)静脉注射吲哚青绿

后利用共焦检眼成像系统在患者的视网膜黑色

素瘤中发现了环状管道存在, 这些环状管道与

组织切片PAS阳性染色的管道结构一致.
VM通常存在于一些高侵袭性的肿瘤中, 而

弱侵袭性的肿瘤在相同的条件下却不能形成类

似管道, 即使在培养基中加入生长因子或在低

氧环境下也不能形成. 用基因芯片分析显示高

侵袭性黑色素瘤细胞显示出多能胚胎样的基因

表型, 表明这些肿瘤细胞可自主形成利于自身

生长需要的营养管道并参与肿瘤的微循环[2]. 由
于缺乏内皮细胞, VM管壁上的肿瘤细胞容易

脱落入其管道中, 进入血管向远处转移[3]. 因此, 
VM与肿瘤的高度侵袭性和不良预后有明显的

相关性. 国外研究证实, 有VM的恶性黑色素瘤

转移率高于无VM的患者, 生存时间短, 且VM对

预后的影响程度大于如肿瘤大小、有丝分裂活

性等因素[2]; 有无VM的乳腺癌患者5 a生存率分

别为65% vs  77%, 前者显著短于后者[7].

2  VM的发生机制

目前VM的生成机制尚不明确, 可能的原因主要

是: (1)肿瘤细胞的可塑性机制; (2)基因表达的改

变; (3)分子信号传递的改变; (4)微环境的影响.
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2.1 肿瘤细胞的可塑性机制 肿瘤细胞的可塑性

是VM形成的基础, 可解释肿瘤细胞具有模仿内

皮细胞并能形成VM的倾向[8]. 高侵袭性及转移

性黑色素瘤细胞可收缩或重塑浮动的胶原, 这
也可能是体内VM形成的机制之一[2]. 细胞外基

质(ECM)主要包括胶原、蛋白多糖、糖蛋白、

糖胺多糖和弹力纤维等五大类物质, 其挛缩和

重塑与许多体外实验中细胞产生的索状、管状

结构有关. Maniotis et al [2]的体外实验表明, 高侵

袭性葡萄膜黑色素瘤细胞可固定漂浮的胶原凝

胶. 在贯穿肿瘤细胞的肌动蛋白中间丝转导力

的参与下, 用细胞松弛素D可阻止这种固定、挛

缩. 这说明, 高度恶性肿瘤细胞在缺氧的条件下

可以通过自身的变形模拟内皮细胞形成管道样

结构, 为其自身的生长和侵袭提供条件.
2.2 基因表达的改变 肿瘤细胞可表达内皮相关

基因, 有研究发现由内皮样和成纤维细胞样细

胞亚群构成的前列腺癌细胞系表达内皮相关基

因(层黏连蛋白、α1b6层黏连蛋白2结合整合素

等)时, 在病理分级高的肿瘤中可检测到VM生

成[9]. 而TEL基因可诱导稳定的转化细胞如内皮

细胞的聚集, 在NIH3T32UCLA细胞中, 当超过

75%的构成单层细胞的细胞表达TEL基因时, 这
些细胞就自发形成细胞索, 直径为15-25 mm的细

胞索可形成管状结构. 用逆转录病毒载体将TEL
和Ras基因转染内皮ES1细胞系或将TEL基因单

独转导入高转化的胶质母细胞瘤细胞系EH2A, 
EH2B均可导致强烈的细胞聚集[10].
2.3 分子信号的传递的改变 最近研究发现, 一些

分子信号的传递, 如血管内皮2钙黏素、酪氨酸

蛋白激酶EphA2受体、FAK及磷酯酰肌醇-3激
酶(PI3K)等可能参与VM的形成. 研究发现当血

管内皮2钙黏素下调时, 生成VM的能力丧失, 这
表明血管内皮2钙黏素与VM的形成有着密切的

关系[11]. PI3K特异性地影响膜型基质金属蛋白

酶-1(MT1-MMP)和基质金属蛋白酶-2(MMP-2)
的活性, 在VM网络结构的形成中具有重要作

用[12-13]. 基质金属蛋白酶家族在肿瘤的侵袭和转

移过程中起到重要的作用[14]. 免疫荧光分析发

现高侵袭性黑色素瘤中酪氨酸激酶磷酸化活性

特异性地集中于VM生成区, 利用酪氨酸蛋白激

酶抑制剂或者暂时封闭磷酸化的酪氨酸激酶受

体2上皮细胞激酶即可阻止细胞形成管状结构

的能力[15].
2.4 微环境的影响 研究认为肿瘤的微环境对VM
的生成具有一定的影响. 高侵袭性黑色素瘤细
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■研发前沿
目前有关血管生
成拟态的研究主
要集中在其发生
机制以及在治疗
中的作用等方面, 
许多问题有待进
一步解决, 例如如
何特异性地区分
肿瘤细胞与血管
内皮细胞, 其发生
机制究竟涉及哪
些方面以及如何
抑制其生成等, 将
会成为研究的热
点.
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胞上调组织因子(tissue factor, TF), 其抑制因子

-1, -2 (TFPI-1, -2)是启动和调控凝血途径的关键

因子, 弱侵袭性的黑色素瘤在含有TFPI-2复合物

的三维基质中培养后能够转换为高侵袭性的细

胞并呈现内皮细胞表型[16]. 有实验采用高侵袭

性黑色素瘤细胞预处理后的含MMP-2和MT1-
M M P蛋白水解产物L n5γ2链碎片的基质培养

低侵袭性黑色素瘤细胞, 结果发现肿瘤细胞发

生了表型的改变, 具有形成VM的能力. 而使用

MMP抑制剂或者抗体后, 不仅高侵袭性黑色素

瘤形成VM的现象减少, 而且由基质诱导的低侵

袭性黑色素瘤表型的转化都可以受到抑制[17]. 这
说明肿瘤微环境的变化影响了VM的形成, 在肿

瘤的生长, 侵袭过程中起到重要的作用.

3  VM与肿瘤治疗

VM现象的发现为高度恶性肿瘤的治疗提供了

一个新的出发点. 传统的抗血管新生治疗主要

针对血管内皮细胞, 而对肿瘤自身能够形成管

道结构未加以考虑. 故在设计抗肿瘤血管治疗

方案时, 必须同时考虑对VM的作用. VM的发现

既是对传统的抗肿瘤血管新生治疗的挑战, 也
是对他的补充. 以往在临床上使用抗体引导抗

癌药物进入肿瘤组织的一个很大的问题就是由

于内皮细胞的存在延缓了大分子药物在肿瘤组

织中的蓄积过程. 这也是抗癌药物副作用较大

的原因之一. 抗癌药物在存在VM现象的炎性乳

腺癌中的蓄积速度较在没有VM现象的乳腺癌

细胞株中要快得多, 并且浓度更大, 原因是没有

了血管内皮细胞的阻挡作用. 这一研究也说明

了在存在VM的肿瘤中使用抗体介导的抗癌药

物的治疗将是一个有效的途径[18]. Liu et al [19]在

研究前列腺癌中发现, 把可溶性的组织因子细

胞外结构域与前列腺特异性抗原(PSMA)催化部

位结合形成由PMSA介导的选择性肿瘤细胞凝

血酶原抑制剂. 使用该抑制剂在小鼠前列腺癌

模型中导致了选择性的具有VM现象的局部肿

瘤组织坏死. 将该抑制剂与低剂量的阿霉素合

用导致了明显的癌细胞破坏作用, 甚至可以根

除某些肿瘤组织. 该实验结果为治疗肿瘤提供

了一个新的途径. 针对肿瘤VM的治疗策略, 可
考虑以下有关环节或作用靶点: (1)拮抗肿瘤细

胞黏附分子表达; (2)抑制肿瘤侵袭相关蛋白酶

的合成; (3)抑制细胞外基质合成与分泌以及肿

瘤细胞重塑; (4)对恶性肿瘤细胞内皮细胞相关

基因的靶向治疗. 

4  消化道肿瘤中VM的研究

4.1 肝癌 国内研究发现[20]肝癌中存在VM现象. 
根据Edomondson病理学分期Ⅰ-Ⅱ期(高度分

化组)的肝癌组织中VM的发生率(2.5%)比Ⅲ-
Ⅵ期(低度分化组)的肝癌组织中VM的发生率

(18.64%)要低(P <0.05). 表明VM在分化程度较低

的肝癌组织中较多. VM组较对照组的肝癌患者

的血行转移率要高, 两组的生存期也存在明显

的差别, VM组的患者平均生存期为9 mo, 远远

少于不存在VM的肝癌患者(31 mo). 因而VM是

恶性程度较高的肝癌细胞的一种特性, 他可以

增加肿瘤细胞侵袭转移的机会, 缩短患者的生

存期. 因此VM与肿瘤的侵袭、转移等生物学行

为有关. VM有可能成为治疗肝癌的一个新靶点.
4.2 食管癌 恶性食管间质瘤是一种非定向分化

的富含血管的间质瘤. 其血行转移率明显高于

淋巴转移. 赵晖 et al [21]在研究恶性食管间质瘤中

发现, 其中也存在VM现象. 并且VM存在的比例

随着肿瘤恶性程度的增加而升高. 患者的生存

率则与肿瘤中的VM现象呈反比关系. 随着VM
的增加, 肿瘤组织中血管内皮生长因子(VEGF)
的表达与微血管密度(VMD)也呈增加的趋势. 
这说明, 随着食管间质瘤恶性程度的增加, 肿瘤

细胞增殖更加迅速, 导致了肿瘤细胞的缺氧, 肿
瘤细胞分泌VEGF的表达来刺激血管的生成. 但
是当新生血管不能满足肿瘤组织生长的需要时,  
部分肿瘤细胞就会通过自身的变形来模拟血管

内皮细胞形成管道样结构并与内皮依赖性血管

相通来保证肿瘤细胞氧和营养物质的供应.
4.3 胃癌 吴清 et al [22]进行TNP-470对胃癌细胞

株SGC-7901体外VM的抑制作用的研究, 发现

SGC-7901在体外三维立体培养基中可以形成管

道状结构, 呈单个或多个环相连的网格状. 使用

抗肿瘤血管生成药物TNP-470可以抑制VM的

形成. 但这与van der Schaft et al [23]的实验结果存

在一定的分歧, 其原因有待进一步的研究. 而丁

印鲁 et al [24]在研究中使用含有est-1基因的反义

寡核苷酸的培养基培养SGC-7901细胞株, 发现

SGC-7901细胞株中的VM的形成受到了抑制. 这
两个实验都说明,  人胃癌细胞具有形成VM的能

力, 因此可为胃癌的抗血管治疗提供一个新的

方向.
总之, VM的发现改变了人们以往对肿瘤血

供的传统观念, 使人们对肿瘤细胞的一些特殊

生物学性状有了新的认识, 亦为肿瘤的治疗提

供了一种极具潜在应用价值的新思路、新途径. 

■应用要点
血管生成拟态是
对传统肿瘤血管
生成理论的重要
补充, 将会为高度
恶性肿瘤的治疗
提供一个全新的
方向和靶点, 在临
床治疗中起到指
导作用.

■名词解释
血管生成拟态: 是
指高度恶性肿瘤
细胞通过自身变
形模拟血管内皮
细胞形成管道样
结构运输血液, 从
而为肿瘤细胞的
生长提供氧气和
营养物质供应的
一种现象.
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近来, Clarijs et al [8]在缺乏淋巴管的葡萄膜黑色

素瘤中发现了呈高表达的VEGF- C. Laakkonen 
et al [25]已在皮肤黑色素瘤细胞上定位淋巴管内

皮透明质酸酶受体(lymphatic-vessel endothelial 
hyaluronan receptor 1, LYVE1), 可能会因此发现

能模拟淋巴管的网络结构, 这为某些现象的解

释提供了新的理论途径. 但仍有许多问题亟待

进一步研究, 如VM分子机制中的反应级联问题,  
是否涉及肿瘤细胞黏附、降解、移动的其他分

子参与. 如何特异性区分肿瘤细胞、内皮细胞

及其他外周细胞, 是否还有其他肿瘤存在VM现

象,等等. 相信, 随着对肿瘤VM的进一步研究, 对
肿瘤的发生、发展、浸润、转移等恶性生物学

行为的认识和防范会进一步深入.
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■同行评价
血管生成拟态概
念较新颖, 是肿瘤
血管再生理论的
一大补充, 本文对
血管生成拟态的
生物学特点、形
成机制、及在消
化道肿瘤中的研
究作了综述, 层次
分明 ,  条理清楚 , 
有较高的参考价
值.
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Abstract
Lpp20 is a kind of conserved membrane-associ-
ated lipoprotein of Helicobacter pylori. It contains 
typical signal peptide of the bacterial lipoprotein. 
Recent studies suggested that Lpp20 had repre-
sented high immunogenicity and immunoprotec-
tion. The purpose of this article is to conclude the 
current knowledge about the structure, immuno-
genicity and immunoprotection of Lpp20.

Key Words: Helicobacter pylori ; Lipoprotein; Immu-
noprotection
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摘要
Lpp20是一种保守的幽门螺杆菌膜相关脂蛋
白, 他含有细菌脂蛋白的典型信号肽. 近几年
研究显示, Lpp20具有良好的免疫原性和免疫
保护性. 本文即对Lpp20的结构及其免疫原性
和免疫保护性的研究进展作一综述.

关键词: 幽门螺杆菌; 脂蛋白; 免疫保护性 
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylor i )是定植于胃黏膜表面与

黏膜层之间的微需氧菌, 自1982年Wa r r e n和
Marshall首次从患有慢性胃炎患者胃黏膜活检

组织中发现H pylori以来, 大量的研究表明他是

导致慢性胃炎、胃溃疡和胃癌等胃部疾病的主

要致病菌 [1 -3 ] ,  1994年国际防癌症研究所将

H pylori列入第一类致癌原. 已证实, 作为许多致

病菌主要抗原之一的脂蛋白是一类多样的膜锚

定多肽[4-7]. 他是由带有脂蛋白氨基末端信号肽

的分泌性前体合成的[8]. 这种信号肽可由被球圆

霉素特异性抑制的脂蛋白信号肽酶或信号肽酶

Ⅱ切开, 此酶可以特异地切开在酶切位点后带

有半胱氨酸残端的预分泌蛋白[9]. 通常成熟脂蛋

白的一半脂质插入菌膜的脂质双层中[10]. 翻译

后脂质的连接决定了脂蛋白的免疫原性, 而且

在没有毒性佐剂的情况下其自身或重组的脂蛋

白能够诱导较强的免疫保护性, 这使脂蛋白成

为比较理想的疫苗候选抗原. 有报道称H pylori 
CCUG 17874株的HpaA也是一种脂蛋白[11]. 但目

前, 对H pylori脂蛋白的研究几乎都基于脂蛋白

Lpp20. 故本文就H pylori脂蛋白Lpp20的研究现

状作一概述. 

1  Lpp20的结构特征

Kostrzynska et al [12]用H pylori全菌免疫新西兰兔

得到的抗血清采用免疫印迹法分析H pylori抗
原, 结果发现一种分子量大约为20 kDa的主要抗

原蛋白-Lpp20, 他们也首次研究了Lpp20的分子

特征. 
Lpp20基因长528 bp, 初始翻译产物有175

个氨基酸, 分子量为19 094 Da. 开始的21个氨

基酸显示了细菌脂蛋白信号肽的典型特征, 他
包括一个七氨基酸残基的氨基端带电结构域和

一个中心疏水性结构域. Lpp20信号肽的羧基末

端区也符合前脂蛋白的相同加工位点, 即细菌
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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 ( H 
pylori )已被证实
是 慢 性 胃 炎 和
消化性溃疡的病
因 之 一 ,  且 与 胃
腺癌、胃黏膜相
关性淋巴样组织
( M A LT ) 恶 性 淋
巴瘤的发生密切
相关, 已被IARC/
WHO定为Ⅰ类致
癌原. H pylori 的
L p p 2 0蛋白是定
位于细菌外膜上
的一种高度保守
的脂蛋白, 有研究
表明, Lpp20具有
良好的免疫原性
和免疫保护性, 故
Lpp20在H pylori
感染的诊断和疫
苗开发中有重要
价值. 



脂蛋白的一致序列Leu-X-Y-Cys, 表明成熟脂蛋

白的第一个残基是一个脂化半胱氨酸, 也是此

蛋白中唯一的半胱氨酸. 但H pylori的Lpp20中
的亮氨酸被异亮氨酸所替代, 这一稀有现象的

原因尚不清楚. 前脂蛋白的相同加工位点的存

在, 及用SDS-PAGE和分子量光谱测定法测得的

H pylori  Lpp20的大小和由核酸序列推导所得成

熟蛋白的分子量的差异都说明了该蛋白存在翻

译后的脂化修饰, 也就是经过脂蛋白信号肽酶

Ⅱ的加工. 为了证明这一点他们用抑制信号肽

酶Ⅱ的球圆霉素处理含有表达Lpp20质粒的大

肠杆菌后显示了有未加工蛋白的积聚. 但这一

过程在H pylori中却未能得到证实, 他们分析可

能是由于球圆霉素不能有效的穿透H pylori细胞

膜, 或信号肽酶Ⅱ在H pylori中含量很高, 也可能

他本身对球圆霉素有抗性. 他们推断其成熟蛋

白有154个氨基酸组成, 分子量为16 865 Da, 含
有35.1%的疏水氨基酸, 并用Kyte-Doolittle[13]疏

水索引分析其疏水性得分为-6.04. 另外, Lpp20
蛋白有31.8%的极性, 14.3%的酸性和18.8%的基

本氨基酸残基. 用Rost和Sander的PHD运算法则, 
测得成熟脂蛋白包含50.6%的螺旋结构, 17.5%
的线性结构和31%的环状结构[14]. 

国内, 张荣光 et al [15]利用生物信息学分析

了H pylori郑州分离株MEL-H pylori 27 Lpp20的
主要化学特征: 其也由175个氨基酸组成, 分子

量为19 122 Da, 等电点为9.95, pH7.0时电荷为

9.035, 280 nm摩尔消光系数为12210, 280 nm吸

光度为0.639. 研究显示, Lpp20在H pylori和表达

重组Lpp20的大肠杆菌中都表达于菌体表面[16]. 
然而Kostrzynska et al [12]却未能证实这一点, 可
能是由于H pylori表面的Lpp20和他们用来免疫

兔产生抗Lpp20多抗兔血清的SDS变性蛋白构

象不同的原因. H pylori在体外培养时, Lpp20还
存在于释放到胞外的外膜小泡中[16], Cao et al [17]

也证实肉汤培养H pylori时Lpp20可被释放到胞

外. 有研究显示, 当H pylori在人胃部生存时, 同
样有外膜小泡释放于胞外, 但Lpp20是否如同体

外实验那样存在于外膜小泡中而释放到胞外尚

未明确阐明[18]. 为了研究Lpp20对H pylori生命力

的影响, 通过对H pylori  Lpp20的同源突变, 在无

Lpp20表达的同源突变株中, H pylori的表型特

征、正常细胞形态和生长率并未受到影响, 这
表明Lpp20对H pylori的生存能力并不起重要作

用[12].
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2  Lpp20的免疫原性及免疫保护性

用抗H pylori兔血清识别H pylori全菌蛋白时, 
Lpp20作为主要抗原之一显示了其良好的免疫

原性[12]. Cao et al [17]用针对H pylori肉汤培养基上

清的抗血清筛查H pylori基因组文库时, Lpp20
就是被识别的六种抗原之一. Keenan et al [16]收

集肉汤培养基中生长的H pylori  60190表面释放

的外膜小泡和黏膜佐剂一起口服免疫小鼠后, 
发现其能够诱导出特异性的血清IgG抗体的产

生, 对H pylori  SS1株的攻击能够起到100%的保

护作用. 免疫印迹分析在外膜小泡中其免疫保

护作用的成分是一种分子质量为18 kDa的蛋白, 
进一步用单克隆抗体分析后, 这种具有免疫优

势的抗原蛋白就是Lpp20. 将能产生针对Lpp20
的IgG1杂交瘤细胞回输入已感染H pylori小鼠

的体内后发现能够显著减少细菌感染数量, 证
实Lpp20确实是一理想疫苗候选抗原, 同时也揭

示了血清IgG1在H pylori感染中的重要保护作

用. 随后, Keenan et al [19]又将外膜小泡经鼻内分

组免疫小鼠 ,  均可产生抗L p p20血清 I g G抗

体. 用H pylori攻击后显示, 细菌减少的数量与

血清和胃灌洗液的IgG数量相关. 用产生这种抗

体的杂交瘤细胞被动免疫小鼠后发现胃灌洗液

中的 I g G可以起到保护作用 ,  进一步研究

发现 ,  H pylori感染中血清抗体可以渗出到胃

部, 并且不影响其抗原结合能力. 说明血清抗体

在H pylori免疫保护机制中的重要作用. 他们还

发现, 当H pylori暴露于抗Lpp20 IgG抗体时小

鼠胃黏膜有正常的S形H pylori聚集现象, 然后

把H pylori置于从杂交瘤小鼠收集到的血清中

孵育, 随着抗Lpp20 IgG1浓度的增加, 也可使细

菌的凝集作用增加. 在体内, 可能通过这种机制

从而阻碍其正常的迁移能力, 这就使得他们易

于通过胃蠕动而被清除. 计时免疫标记实验显

示随着时间的延长抗Lpp20单抗和H pylori的结

合也随之减少, 提示要使机体对细菌的免疫清

除大于免疫逃避就要维持特异性抗体的有效浓

度. Keenan et al [20]又以霍乱毒素为佐剂的重组

Lpp20和H pylori外膜小泡经鼻免疫小鼠和豚鼠. 
结果表明, 这两种疫苗都可以引起小鼠的系统

和局部IgG产生, 并且可以显著减少感染细菌的

数量. 然而对于豚鼠, 只有外膜小泡可以引起免

疫反应, 但这些抗体未能起到免疫保护作用. 这
一研究说明, 对于H pylori疫苗的研究不仅抗原

的选择很关键, 而且疫苗形式也很重要. 这些研

究均表明, Lpp20是H pylori的免疫优势抗原, 以
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■研发前沿
近年来, 国内外对
Lpp20的研究主要
集中于对其免疫
原性和免疫保护
性的研究, 但此蛋
白在致病中所起
作用尚未了解.
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佐剂和Lpp20共同免疫动物可以起到免疫保护

作用, 并发现IgG在此免疫保护反应中起重要作

用. 然而在小鼠和豚鼠实验中的免疫反应差异, 
表明在不同动物中起免疫保护作用的疫苗形式

也不同. 至于在人体中Lpp20能否起到免疫保护

作用尚有待研究.

3  Lpp20与致病性关系

经研究一些脂蛋白在细菌致病性方面起着重要

作用[21-22]. Opazo et al [23]在研究H pylori抗原与

不同临床表现H pylori感染患者的关系时, 发现

多在非溃疡性消化不良患者血清中检测到抗

Lpp20抗体, 这也是在人体中检测到抗Lpp20抗
体的首次报道. 而H pylori  Lpp20与胃部疾病的

具体关系尚不清楚. 据Bakos et al [24]研究推测, 通
过菌体Lpp20和皮肤抗原成分的交叉反应, 抗
H pylori  Lpp20 IgG和部分IgA抗体可能会引起

机体自身免疫反应, 在慢性荨麻疹的致病性中

起一定作用, 但其致病的具体机制尚有待进一

步研究. 
由于Lpp20的免疫原性好, 特异性强, 有文

献报道从人体中检测到的H pylori  Lpp20蛋白与

H pylori感染、胃癌以及胃癌高发人群都具有密

切相关性[25-26]. 最近, Li et al [27]又成功制备了针对

Lpp20的单克隆抗体, 因此H pylori  Lpp20可能会

成为一种高效的免疫诊断抗原[28]. 当然其最重要

的意义就是在研究疫苗方面的重要作用. Lpp20
在所有H pylori菌株中均表达[12,17,29-31], 且免疫筛

查H pylori相关细菌均无交叉反应[12,29-30], 再加上

如前所述Lpp20有较强的免疫原性及免疫保护

性, 使其成为较理想的疫苗候选抗原. 总之, 对
H pylori  Lpp20的致病性研究, 及其在疾病诊断

和疫苗研发中的应用研究都有很重要的价值. 
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■应用要点
Lpp20有望成为可
应用于临床的一
种有效的疫苗抗
原和H pylori 感染
的诊断抗原.

■名词解释
外膜小泡: 细菌在
生长时由于外膜
生长速度超过下
层的肽聚糖层, 部
分外膜形成小泡
从菌体脱落而成.
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■同行评价
本文就H py lo r i 
Lpp蛋白的有关研
究作了综述, 内容
有一定的新颖性
和可读性, 是一篇
较好的综述.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of liver-soothing 
and spleen-strengthening (LSSS) decoction on 
esophageal pathology and proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA) expression in rats with 
reflux esophagitis.

METHODS: Partial pylori ligation plus cardio-
myotomy was used to establish the rat models 
of reflux esophagitis. A total of 240 rats were 
divided into 7 groups, including normal group, 
model group, placebo group, positive control 
group, and Chinese medicine groups (high-, 
moderate-, and low-dose group). After treat-
ment with the corresponding methods, HE stain-
ing was performed to observe the pathological 
changes of esophageal tissues, while the expres-

sion of PCNA was measured by immunohisto-
chemistry.

RESULTS: LSSS decoction remarkably allevi-
ated the esophageal pathological changes, the 
pathological score was significantly different 
between high-dose LSSS decoction group and 
model group. As compared with that in model 
group, the expression of PCNA was significantly 
decreased in LSSS decoction groups (low dose: 
284.83 ± 30.49 vs 330.00 ± 35.35, P < 0.05; moder-
ate dose: 239.67 ± 28.84 vs 330.00 ± 35.35, P < 0.01; 
high dose: 203.00 ± 25.29 vs 330.00 ± 35.35, P < 
0.01). There was no marked difference between 
LSSS decoction groups and positive control 
group.

CONCLUSION: LSSS decoction may restrain 
the high expression of PCNA while alleviate the 
symptoms and esophageal inflammation of re-
flux esophagitis.

Key Words: Liver-soothing and spleen-strengthen-
ing decoction; Reflux esophagitis; Proliferating cell 
nuclear antigen

Li CT, Shen SJ, Du B, Hua YZ, Jiang FR, Yin Y. Effect 
of liver-soothing and spleen-strengthening decoction 
on esophageal pathology and proliferating cell nuclear 
antigen expression in rats with reflux esophagitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(7):733-736

摘要
目的: 观察健脾疏肝方对反流性食管炎大鼠
模型食管组织病理及增殖细胞核抗原(PCNA)
表达的影响. 

方法: 采用“不全幽门结扎+贲门肌切开术”

制作动物模型, 240只大鼠分为正常组、模
型组、安慰剂(谷维素)组、阳性对照组(加斯
清)、治疗高、中、低剂量组. 给予相应处理
后, 取食管组织行HE染色, 光镜下观察组织病
理学变化, 用免疫组化的方法测PCNA表达. 

结果: 健脾疏肝方能显著改变反流性食管炎

www.wjgnet.com
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■背景资料
反 流 性 食 管 炎
(RE)是指因食管
胃连接部防反流
机构障碍而导致
胃或肠内容物反
流入食管, 从而引
起食管炎症, 临床
上多表现为胸骨
后灼热、疼痛, 反
酸, 嗳气, 恶心呕
吐等症状, 属中医
“吐酸”、“噎
膈 ” 、 “ 胃 脘
痛”等范畴, 目前
西医治疗尚无明
显进展, 仍局限于
制酸药、动力药
和黏膜保护剂等, 
如奥美拉唑、红
霉素、思密达等. 
而传统中医药在
改善症状, 调节食
管下段括约肌功
能, 抑制反流, 促
进食管受损黏膜
修复等方面均显
示了良好的疗效. 



的病理变化, 健脾疏肝方高剂量组食道组织
病理变化明显减轻; 健脾疏肝方能显著抑制
PCNA表达的升高, 与模型组相比PCNA的表
达显著降低(小剂量: 284.83±30.49 vs  330.00
±35.35, P <0.05; 中剂量: 239.67±28.84 vs  
330.00±35.35, P <0.01; 高剂量: 203.00±25.29 
vs  330.00±35.35, P<0.01), 其疗效与加斯清相当.

结论: 健脾疏肝方有助于降低PCNA的高表
达, 并有抗胃食管反流, 减轻食管炎症的疗效.

关键词: 健脾疏肝方; 反流性食管炎; 增殖细胞核抗

原 
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0  引言

反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)是指由

于胃与食管交界处抗反流屏障功能障碍而导

致的胃或十二指肠内容物反流入食管 ,  引起

食管组织黏膜损害[1]. 本病属于胃食管反流病

(gastroesophagesl reflux diseases, GERD)范畴[2], 
具有慢性复发倾向, 严重影响人民的身体健康

和生活质量, 日益受到中外医学者的重视. 目前

西药治疗存在维持治疗时间长, 副作用较大[3], 
患者经济负担较重以及停药后易复发的不足. 
我们在临床实践中, 依据反流性食管炎脾虚肝

郁, 胃气上逆的常见中医病机[4], 拟定健脾疏肝

为基本治则, 并组成方剂, 取得较为理想的临床

疗效, 为进一步阐明其作用机制, 我们观察了该

方对反流性食管炎大鼠模型食管组织病理及增

殖细胞核抗原(PCNA)表达的影响, 报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♀SD大鼠240只, 体质量200-250 g, 
由南京中医药大学动物中心提供. 健脾疏肝方

方剂由半夏、厚朴、醋柴胡、白芍、苏叶、生

苡仁、茯苓等组成, 南京中医药大学动物实验

中心制备, 水煎后浓缩配制, 配成低210 g/L、中

430 g/L、高850 g/L的浓度; 加斯清: 5 mg/片, 用
蒸馏水配成浓度为0.11 g/L[5], 日本制药株式会社

生产, 批号: 530202; 谷维素: 10 mg/片, 用蒸馏水

配成浓度为0.23 g/L, 浙江昂利康制药有限公司, 
批号: 5T1D09. 谷维素及加斯清组药物浓度均为

人等效剂量的2倍, 中药组低、中、高剂量组为
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人等效剂量的2倍、4倍、8倍[6]. PCNA试剂: 兔
抗鼠PCNA多克隆抗体、SABC试剂盒、DAB显
色试剂盒为武汉博士德生物有限公司提供.
1.2 方法 
1.2.1 造模 参照于强 et al [7]方法制作并改进, 造模

前大鼠适应环境4-7 d, 术前禁食24 h, 按30 mg/kg, 
ip 10 g/L戊巴比妥钠溶液进行麻醉. 将大鼠固定

于鼠板, 取上腹部正中切开进腹, 分离贲门及胃, 
缝合血管, 纵行切开贲门肌0.5 cm至黏膜层, 而后

分离幽门, 半结扎幽门. 关腹前腹腔注入生理盐

水1 mL及庆大霉素2万IU, 术后禁食24 h, 不禁水. 
观察大鼠饮食、粪便及活动情况, 每周测定体质

量, 术后3 wk即造模完成.  
1.2.2 分组给药 预留12只作为正常组, 其余大鼠

按照以上方法进行造模, 造模完成后将大鼠随机

分为: 模型组、安慰剂组、阳性对照组、中药高

剂量组、中药中剂量组、中药低剂量组. 正常组

不治疗, 其他模型各组分别给予NS、谷维素、

加斯清、中药高剂量、中药中剂量、中药低剂

量灌胃, 10 mL/kg, 每天一次, 连续给药3 wk.  
1.2.3 取食管组织 末次给药24 h后, 断髓处死大

鼠, 取下食管组织, 纵行剖开, 作大体形态观察, 
按反流性食管炎诊断及治疗方案(试行)(1999年
烟台标准)标准进行分级[8]. 观察完后将标本放入

40 g/L甲醛固定后常规HE染色, 光镜下观察组织

病理学变化(表1).
1.2.4 PCNA免疫方法及主要实验步骤 采用ABC
法[9], 主要步骤如下: (1)石蜡切片于二甲苯及阶

梯浓度酒精中脱蜡至水; (2)过氧化氢溶液室温

孵育10 min封闭内源性过氧化物酶; (3)加入血清

白蛋白置湿盒内室温孵育20 min; (4)切片加第

一抗体PCNA, 置湿盒内于4℃冰箱内孵育, 过夜; 
(5)加入第二抗体, 湿盒内室温孵育45 min; (6)加
入SABC溶液, 湿盒内室温孵育20 min; (7)DAB
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表 1 RE病理学评分标准

     
病变　                            10分　8分　6分　4分　2分　0分          

黏膜层血管增生充血      -       +       +       +       +      +  

鳞状上皮增生                 -       -       +       +       +      +

黏膜固有层乳头延伸      -       -       +       +       +      +

黏膜层炎细胞浸润          -       +       +       +       +      +

上皮细胞层炎细胞浸润  -       -       -       -       +      +

黏膜糜烂                        -       -       -       -       +      +

黏膜溃疡                        -       -       -       -       -      +

+++~++++均记为6分.

■创新盘点
在动物实验研究
中, 根据国内对反
流性食管炎的动
物模式的文献报
道, 本研究采用了
手术方法(贲门肌
切 开 + 幽 门 半 结
扎)造模并加以改
进, 该方法具有成
功率高、动物死
亡率低等特点.
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显色剂显色; (8)阶梯浓度酒精脱水, 二甲苯透明, 
树胶封片, 观察结果. PCNA: 阳性着色定位于细

胞核, 细胞核被染成棕黄色或褐色, 呈颗粒型或

弥漫型. 食管上皮组织均出现不同程度的细胞

PCNA免疫组化阳性反应, 免疫阳性细胞主要位

于基底细胞层的第1-2层和乳突区基底细胞. 计
算方法: 每个高倍视野计算阳性细胞, 然后计算

出单位面积的阳性细胞数, 任选12个视野.
统计学处理 应用SPSS12.0统计软件, 统计

方法采用单因素方差分析 ,  进行组间的两两

比较.

2  结果

2.1 大体标本观察 从反流性食管炎造模后取材

病理观察, 对照1999-12中华医学会消化内镜学

会颁布的RE病理诊断标准[9]. 证实反流性食管炎

造模成功. 模型组主要表现为食管黏膜发红、

糜烂或溃疡; 药物组与模型组有明显的病理学

改变.  
2.2 HE染色 正常大鼠黏膜除上皮细胞层内间或

存在少量炎细胞外, 无其他异常表现. 安慰剂组: 
与模型组相似. 模型组: 大鼠黏膜上皮细胞层内

出现炎性细胞浸润, 鳞状上皮增生, 黏膜固有层

乳头延伸, 成纤维细胞增多, 严重者出现黏膜糜

烂、溃疡形成. 阳性对照组: 大鼠黏膜上皮细胞

层内出现少量的炎性细胞浸润, 偶见黏膜糜烂. 
中药低剂量组: 大鼠黏膜上皮细胞层内出现淋巴

细胞及中性白细胞浸润, 鳞状上皮增生, 黏膜固

有层乳头延伸, 并出现黏膜糜烂、溃疡形成. 中
药中剂量组: 大鼠黏膜上皮细胞层内出现少量的

淋巴细胞及中性白细胞浸润, 并出现黏膜糜烂、

溃疡形成. 中药高剂量组: 大鼠黏膜上皮细胞层

内散在的淋巴细胞及中性白细胞浸润, 鳞状上皮

轻度增生(食道组织病理积分比较如表2).
2.3 免疫组化结果 PCNA在安慰剂组、阳性对照

组、小剂量组、中剂量组的表达与正常组差异

显著, 正常组、阳性对照组、中剂量组及小剂

量组中PCNA的表达显著低于模型组(表3).

3  讨论

P C N A是目前反应组织细胞增殖功能的指标

之一 ,  其过度表达是细胞增殖的重要标志 [10].  
PCNA是存在于细胞核内DNA聚合酶的一种附

属蛋白质, 对细胞G1期向S期过渡起重要的调节

作用[11]处于增殖状态的细胞, 其PCNA的表达明

显增强. 这表明PCNA与细胞增殖状态有关. 叶
萍 et al [12]研究表明正常食管黏膜组织中PCNA
阳性反应很弱, 仅占8%(<10%), 认为是一种不活

跃的基因表达形式. 食管黏膜在刺激物的作用

下, 增生细胞不断分化、增殖并随着炎症的加

重, 表达率也逐渐地增加. 在细胞的异常增生或

不典型增生和肠化生中, PCNA发挥着重要的作

用. 因此, PCNA的阳性表达在反流性食管炎中

具有重要的作用, PCNA的临床随访监测将对胃

表 2 食道组织病理积分比较(只)

     
分组　　　　　10分　　8分　　6分　　4分　　2分　　0分　　合计(分)          

正常                   12          0           0           0           0           0            120　

模型a                    0          0　　　0           8           2           2              36

安慰剂组              0          0　　　0           6           4           2              32　

阳性对照              6          0　　　2           2           2           0              84　

小剂量组              2          2　　　0           4           2           0              56　

中剂量组              4          2　　　2           4           0           0              84　

高剂量组c             8          0　　　2           2           0           0            100

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组, 西药对照组与中剂量、大剂量组比较无显
著性差异.

表 3 各组食管组织PCNA的表达(mean±SD, n ＝12)

     
分组　　　　　                             PCNA的阳性细胞数(个)          

正常组　　　　                                187.50±21.91d

模型组　　　　                                330.00±35.35b

安慰剂组　　　                                299.33±23.79b

阳性对照组　　                                234.00±39.24ad

小剂量组　　　                                284.83±30.49bc

中剂量组　　　                                239.67±28.84bd

高剂量组　　　                                203.00±25.29d

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
健脾疏肝方有助
于 降 低 P C N A 的
高表达, 并有抗胃
食管反流, 减轻食
管炎症的疗效. 疗
效与阳性对照加
斯清相当, 都具有
明显减轻食管炎
症, 降低PCNA的
高表达, 抑制细胞
的异常增生或不
典型增生和肠化
的作用, 中医药为
治疗和预防反流
性食管炎提供了
确实可靠的治疗
方法, 必将在胃食
管反流病的治疗
中发挥日趋重要
的作用.
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食管反流病(GERD)患者的疗效和预后估价具有

重要意义[12-13]. 根据临床表现RE多属于中医学

“胸痛”、“反胃”、“嘈杂”、“泛酸”、

“胃痛”、“噎膈”等范畴[14]. 在病因病机方

面, 多数学者认为本病是由于各种因素造成气

机升降失常, 胃气上逆所致. 临床辩证分型有肝

胃不和、肝胃郁热、痰气交阻、脾胃虚寒、脾

胃阴虚等, 学者们更加注重其中肝胃不和、肝

胃郁热、脾胃虚寒3型[15]. 在治疗上强调疏肝理

气, 和胃降逆, 清热和中. 我们在长期的临床实

践中认识到反流性食管炎的中医病机主要为肝

胆失于疏泄, 脾胃升降失调, 胃气上逆所致; 因
此, 我们根据健脾疏肝的治疗原则组方, 方中柴

胡疏肝理气, 配伍白芍、苏叶和中降逆、行气

宽中, 生薏仁、茯苓健脾益气, 培补中焦; 半夏

和胃降逆; 厚朴燥湿消痰, 下气除满; 诸药协同

使用, 使气机得以平降和顺, 脾胃功能得以恢复, 
症状消除. 现代药理研究表明, 厚朴主要成分厚

朴酚对实验性溃疡有防治作用, 半夏、茯苓具

有显著的抑制胃液分泌的作用, 苡仁、白芍能

调节胃肠运动、抗溃疡、增加免疫功能. 健脾

疏肝方有助于降低PCNA的高表达, 并有抗胃

食管反流, 减轻食管炎症的疗效. 疗效与阳性对

照加斯清相当, 都具有明显减轻食管炎症, 降低

PCNA的高表达, 抑制细胞的异常增生或不典型

增生和肠化的作用. 中药治疗组与剂量无绝对

相关性, 高中剂量疗效优于低剂量但无法说明

疗效与剂量成正相关, 低剂量组疗效不佳, 可能

是药物浓度偏低, 行气降逆乏术造成. 全方标本

兼顾, 配伍合理, 疏肝不忘健脾, 行气慎防伤阴, 
共奏健脾疏肝, 行气降逆之功.  

总之, 中医药为治疗和预防反流性食管炎

提供了确实可靠的治疗方法, 必将在胃食管反

流病的治疗中发挥日趋重要的作用. 
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■同行评价
本文研究了健脾
疏肝方对反流性
食管炎大鼠模型
食管组织病理及
PCNA的影响, 立
题有依据, 实验方
法先进、规范、

科学 ,  难度较大 , 
结果可靠, 文章简
洁, 论点明确, 条
理性强.
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Abstract
AIM: To construct a replication-deficient 
recombinant adenoviral vector encoding human 
oncostatin M (HOSM) gene and evaluate its 
potential for suppressing the cell growth of 
hepatic carcinoma cell line HepG2 in vitro.

METHODS: Recombinant replication-deficient 
adenoviral vector encoding human oncostain M 
(HOSM) gene was constructed using homolo-
gous recombination modality. The transfection 
efficiency of the recombinant virus in HepG2 
cells was examined by reporter gene AD-GFP. 
The expression of exogenous HOSM gene in ad-
enovirus-infected HepG2 cells was identified by 
reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR). The proliferation inhibition of HepG2 
cells was determined by trypan blue exclusion 
assay.

RESULTS: The desired recombinant adenovirus 
vectors were harvested with high titer and puri-
ty. The transfection efficiency of the recombinant 
virus in HepG2 cells was high, and positively 
correlated with the doses of AD-HOSM. The ef-
ficient expression of HOSM gene was detected 
in AD-HOSM treated cells at the 48th hour, and 
in vitro growth assay revealed significant growth 
retardation following AD-HOSM infection.

CONCLUSION: The expression of HOSM de-
livered by recombinant adenovirus is able to 
inhibit the proliferation of HepG2 cells in vitro, 
suggesting that recombinant adenovirus-medi-
ated HOSM gene therapy might be a candidate 
method for the treatment of hepatic carcinoma.

Key Words: Adenoviral vector; Oncostatin M; Gene 
transfection; Reverse transcription polymerase 
chain reaction; Hepatic carcinoma
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摘要
目的: 构建含人抑瘤素M (human oncostatin M, 
HOSM)基因的复制缺陷型重组腺病毒载体
AD-HOSM, 观察其对人肝癌细胞株HepG2在
体外生长抑制情况. 

方法: 通过同源重组方法构建含HOSM基因
的缺陷型重组腺病毒载体AD-HOSM, 用报
告基因AD-GFP检测腺病毒的对人肝癌细胞
系的转染效率; 人肝癌细胞株HepG2转染含
HOSM基因的缺陷型腺病毒载体AD-HOSM
后, 用RT-PCR法检测外源HOSM基因在其中
的表达; 台盼蓝染色、细胞计数法检测AD-
HOSM对HepG2的体外增殖抑制情况. 
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■背景资料
肝癌是治疗效果
较差的消化道恶
性肿瘤, 需要对新
的治疗模式进行
探 索 .  肿 瘤 基 因
治疗是一项新兴
而有前途的治疗
方 式 .  人 抑 瘤 素
M(HOSM)是一种
能抑制肿瘤细胞
增殖多肽, 既往有
关HOSM体外抑
瘤多为直接应用
或 质 粒 介 导 ,  本
文所使用的质粒
DNA同源重组构
建了重组腺病毒
载体AD-HOSM
的方法, 具有操作
简单, 获得重组腺
病毒的几率较大
的特点; 检测外源
HOSM基因在靶
细胞表达RT-PCR
法 简 单 易 行 ;  台
盼蓝染色、细胞
计数法简单、易
行而直观. 实验中
AD-HOSM在体
外显示了较好的
抑制HepG2的的
生长的作用, 提示
HOSM可能对肝
癌细胞有良好的
抑制作用, 有着较
好的应用前景. 



结果: 成功构建了重组腺病毒载体AD-HOSM, 
AD-HOSM对肝癌细胞HepG2有较高的转染
效率, 并且转染效率与病毒的剂量呈正相关. 
AD-HOSM感染HepG2细胞48 h, HOSM基因
在转染细胞能有效的表达. 体外试验示, AD-
HOSM转染的细胞的增殖却受到明显的抑制.

结论: 重组腺病毒介导HOSM表达能有效抑
制HepG2在体外的增殖, 提示重组腺病毒介导
的HOSM基因治疗可能成为肝癌治疗的候选
方案.

关键词: 腺病毒载体; 抑瘤素M; 基因转染; 逆转录

聚合酶链反应; 肝癌 
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0  引言

肝癌是常见的消化道恶性肿瘤 ,  化疗不敏感 , 
预后较差, 需要对新的治疗模式进行探索来提

高肝癌的治疗效果. 抑瘤素M(oncostatin M)是
一种能抑制肿瘤细胞增殖和促进正常成纤维

细胞生长的多肽, 是迄今报道的具有较强抑制

活性的因子, 我们构建了含人抑瘤素M(human 
oncostatin M, HOSM)基因复制缺陷型重组腺

病毒载体, 以之转染肝癌细胞系, 观察外源性

HOSM基因在其中的表达, 及体外的抑瘤效应进

行检测和分析, 为肝癌的基因治疗提供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系HepG2购自ATCC, 培养

条件为RMPI1640, 100 mL/L胎牛血清, 37℃, 
50 mL/L CO2. RPMI1640购自Gibico BRL, 胎牛

血清购自北京军医兽医防治中心.
1.2 方法 
1.2.1 构建含HOSM基因的重组腺病毒载体[1-3] 用
含HOSM基因的穿梭质粒pCA14HOSM(含CMV-
HOSMcDNA-SV40polyA)与环状质粒pJM17通过

lipofectAMIN介导, 在人胚肾细胞中进行同源重

组, 通过嗜斑分析筛选单克隆重组腺病毒, PCR
法鉴定所构建的重组腺病毒载体, 在293细胞中

扩增病毒, Cscl梯度超速离心纯化病毒, 嗜斑法

测定病毒的滴度. 
1.2.2 肝癌细胞系对腺病毒感染效率的检验[4] 将
肝癌细胞系HepG2以104接种于24孔板, 12 h后给
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予不同MOI的AD-GFP感染, MOI分别为5, 10, 20, 
30, 40, 50, 以DMEM为对照1-2 h后吸去病毒液, 
每孔加入2 mL培养液, 以后每12 h在荧光显微镜

下观察GFP的表达情况, 感染48 h后计数GFP表
达阳性的细胞数(发绿色荧光), 同时计数该视野

的全部细胞数, 计算感染效率. 转染效率 = GFP
表达阳性细胞数/总细胞数×100%.
1.2.3 RT-PCR法检测目的基因在肝癌细胞系的

表达 转染50MOI的AD-HOSM 48 h的肝癌细胞, 
分别用AD-GFP及PBS作病毒对照及空对照. 用
TRIzol试剂(GIBCO BRL)提取细胞的总RNA, 
使用TRIzol试剂(GIBCO BRL), 参照说明书操

作. 按HOSM CDNA序列合成引物, 上游引物: 
AGC, TGC, TCG, AAA, GAG, TAC, CG下游引物: 
CTG, TCC, CCT, GGT, CAT, GAG, TC预计扩增

片段长度为660 bp, 使用Promega公司的Reverse 
Transcription Ststem(cat#A3500)试剂盒, 按说明书

操作.  
1.2.4 绘制细胞生长曲线[5-6] 将HepG2 1×105接种

于60 mm的平皿, 分别感染50MOI的AD-HOSM, 
AD-GFP, PBS作对照, 每皿重复3次, 每天观察细

胞生长状况, 于感染的2, 4, 6, 8 d, 用2.5 g/L胰蛋

酶消化细胞, 离心收集细胞, 台盼蓝染色, 细胞计

数, 每皿重复3次, 取平均值, 绘制细胞生长曲线.

2  结果

2.1 构建重组腺病毒载体AD-HOSM实验结果 成
功构建了含HOSM基因的复制缺陷型重组腺病

毒载体AD-HOSM[1-2]. 
2.2 肝癌细胞系对腺病毒感染效率的检验 肝
癌细胞系对重组腺病毒易感, 以AD-GFP转染

HepG2, 观察到转染效率与病毒的剂量呈正相

关. 随着感染剂量加大, 目的基因的表达水平增

www.wjgnet.com

图 1 RT-PCR分析HOSM基因在HepG2细胞中的表达. 1: 转

染AD-HOSM的HepG2细胞, 扩增出220 bp的特异性条带; 2: 

L转染AD-FDP的HepG2细胞; 3: 为专染病毒的HepG2细胞.
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■同行评价
本文研究了重组
腺病毒载体介导
HOSM基因对肝
癌细胞体外增殖
的抑制作用, 文章
新颖度较好, 结果
可信, 有较高的理
论和应用价值.
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加, 产生强绿色的荧光的细胞数量亦增加, 病毒

的转染效率提高. 
2.3 重组腺病毒介导的目的基因在肝癌细胞的

中表达 AD-HOSM感染HepG2细胞48 h后, 提
取总RNA, 进行反转录PCR, 结果表明外源性

HOSM基因能在肝癌细胞中能表达(图1).
2.4 重组腺病毒介导HOSM基因可抑制HepG2增

殖 AD-GFP感染的细胞的增殖速度和光镜细胞

形态与对照组没有明显的差别, 而相同剂量的

AD-HOSM转染的细胞的增殖却受到明显的抑

制, 光镜下可见细胞的贴壁性降低, 变园, 皱缩, 
折光性增强, 部分细胞台盼蓝染色呈阳性, 此结

果说明是病毒介导的目的基因而非病毒本身抑

制肝癌细胞的增殖, 图2显示感染AD-GFP, AD-
OSM及正常HepG2的生长曲线.

3  讨论

抑瘤素M是Zarling et al [7]在1986年分离的一种抑

制肿瘤细胞增殖并有多种生物活性的细胞因子, 
抑瘤素M能抑制多种肿瘤细胞株的增殖, 包括肝

癌、乳腺癌、卵巢癌、神经胶质瘤、肺癌等, 可
促进成纤维细胞的生长及Kaposi内瘤细胞的增

殖, 可抑制体外培养的造血祖细胞的分化[8]. 病毒

介导法转染效率高, 目的基因表达稳定, 在现有

的基因治疗的方案中占绝大多数[9-11]. 腺病毒[12]

是一种线状双链DNA病毒, 与其他病毒载体相

比较而言, 对人致病性小, 且不诱导癌变, 感染

后所致的临床症状较轻, 把腺病毒作为载体比

较安全, 不整合入细胞基因组, 遗传毒性低; 宿
主范围广; 不仅能感染繁殖期的细胞, 而且能感

染非分裂期的细胞, 故能达到很高的转染效率; 
易于制备, 纯化, 病毒滴度可达1013 pfu/L以上, 
能满足于临床基因治疗的要求; ad2, ad5等的启运

子功能较强, 可明显提高外源基因的表达水平. 
实验中所使用的质粒DNA同源重组构建重

组腺病毒载体AD-HOSM的方法, 具有操作简单, 
获得重组腺病毒的几率较大的特点; 检测外源

HOSM基因在靶细胞表达RT-PCR法简单易行; 
台盼蓝染色、细胞计数法简单、易行而直观. 分
别以AD-HOSM, AD-GFP, PBS转染肝癌细胞株, 
结果显示, HOSM对肿瘤的生长有明显的抑制作

用, AD-GFP感染的细胞的增殖速度和光镜细胞

形态与对照组没有明显的差别, 而相同剂量的

AD-HOSM转染的细胞的增殖却受到明显的抑

制, 光镜下可见细胞的贴壁性降低, 变园, 皱缩, 
折光性增强, 部分细胞台盼蓝染色呈阳性, 此结

果说明, 是病毒介导的目的基因OSM而非病毒

本身抑制肝癌细胞的增殖, 但OSM作用机制[13-14]

尚不完全清楚, 可能与下述因素有关: OSM和其

受体结合后, 通过JAK/STAT信号传导途径, 作用

于靶基因, 如CDKIS的P21WAF1/CIPI, P27KLPI等, 
使细胞生长阻滞; 或通过下调癌基因如抑制如

c-myc的表达而抑制细胞增殖; 或通过免疫效应

抑制细胞增殖. 
当前对肝癌的基因治疗虽然取得了很多有

意义的结果[15], 给肿瘤的治疗带来了新希望, 但
仍存在着许多问题: (1)基因转移技术尚不完善; 
(2)病毒载体的安全性有待观察; (3)导入的基因

间是否拮抗; (4)如何使导入的基因只作用于肝

癌细胞. 相信随着科学技术进步及对肿瘤的发

病机制的深入研究, 对基因转移载体进一步改

造, 减轻其副作用, 提高其靶向性及转染效率, 
新的功能基因不断被发现, 选择合适的治疗基

因, 建立新的治疗模式, 经过长期不懈的努力, 
我们相信肝癌的基因治疗将可能成为临床上可

行的有效的辅助医疗方案, 基因治疗将会有一

个灿烂辉煌的明天. 
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of rosiglitazone 
on the binding activity of hepatic nuclear 
factor-kappa B (NF-κB) and the expression 
of peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma (PPARγ) in mice with liver fibrosis 
caused by schistosoma japonicum infection.

METHODS:  A total of 50 mice were randomly 
and averagely divided into group A, B, C, D and 
E. The mice in group A served as normal con-
trols, while those in the other four groups were 
infected with schistosoma japonicum to induce 
the model of liver fibrosis. Besides, the mice in 
group C, D and E were treated with praziquan-
tel, rosiglitazone, and praziquantel plus rosigli-
tazone, respectively. HE staining was used to 
observe the pathological changes of liver tissues 
under light microscope, and Western blot and 
real-time fluorescent quantitative polymerase 
chain reaction (RFQ-PCR) were performed to 
detect the activity of NF-κB and mRNA expres-
sion of PPARγ.

RESULTS: The inflammatory and fibrotic de-
grees were obviously alleviated in group E, 
which were the lightest among those groups with 
schistosomiasis (P < 0.05). The activity of NF-κB 
was the highest in group B (141.11 ± 15.37), sig-
nificantly higher than that in group A, C, D and E 
(78.89 ± 18.12, 112.89 ± 20.17, 108.89 ± 20.47, 88.89 
± 19.34)(P < 0.05). The level of PPARγ mRNA was 
markedly higher in group A [-16.557±(-3.022)], 
D [-18.217±(-4.498)] and E [-18.212±(-3.909)] than 
that in group B [-27.315±(-6.348)] and C [-25.647±
(-5.694)] (P < 0.05).

CONCLUSION: NF-κB and PPARγ may be in-
volved in the pathogenesis of liver fibrosis due 
to schistosoma japonicum infection. Rosigli-
tazone, a ligand of PPARγ, is obviously effective 
in the treatment of this disease by up-regulating 
PPARγ expression and reducing NF-κB activity.

Key Words: Rosiglitazone; Schistosomiasis; Nuclear 
factor-kappa B; Peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma

Chen H,  Zhang JH,  Liu  WQ,  He YW.  Ef fect  of 
rosiglitazone on the activity of hepatic nuclear factor-
kappa B and expression of peroxisome proliferator-
activated receptor-γ in mice with liver fibrosis due to 
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■背景资料
血吸虫病肝纤维
化是晚期血吸虫
病肝脏严重的病
理 改 变 ,  目 前 国
内外尚无理想的
抗 纤 维 化 药 物 . 
PPARγ是一类由
配体激活的核转
录 因 子 ,  其 功 能
改变与一些肝脏
疾 病 有 相 关 性 . 
PPARγ与配体结
合后被激活, 在肝
纤维化形成中的
作用已成为肝纤
维化研究领域里
的一个新热点, 但
其具体机制尚不
完全清楚, 但亟待
解决.
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摘要
目的: 观察日本血吸虫病肝纤维化小鼠肝脏
肝组织核因子-κB(NF-κB)的活性和过氧化
物酶体增殖物激活受体γ(PPARγ)的表达, 及
PPARγ配体罗格列酮对其表达的影响. 

方法: 50只昆明小鼠, 随机分为正常对照组、

感染对照组、吡喹酮治疗组、罗格列酮治疗
组及罗格列酮加吡喹酮治疗组. 除正常对照组
外, 其余各组均建立血吸虫病肝纤维化小鼠模
型. 用HE染色观察肝组织光镜下的病理改变. 
用Western blot方法, 实时荧光定量PCR反应
观察小鼠肝组织NF-κB的活性变化与PPARγ 
mRNA的表达. 

结果: 罗格列酮加吡喹酮治疗组小鼠肝脏的
炎性反应和纤维化病理改变较其他模型组
轻(P <0.05). 感染对照组NF-κB活性(141.11±
15.37)最强, 明显高于其余各组(正常对照组: 
78.89±18.12; 吡喹酮组: 112.89±20.17; 罗格
列酮组: 108.89±20.47; 罗格列酮加吡喹酮组: 
88.89±19.34)(P <0.05). 感染对照组[-27.315±
(-6.348)]及吡喹酮治疗组[-25.647±(-5.694)] 
PPAR γ mRNA表达较正常对照组[-16.557
±(-3.022)]及罗格列酮治疗组[-18.217±
(-4.498)]、罗格列酮加吡喹酮治疗组[-18.212
±(-3.909)]显著减弱(P <0.05).

结论: PPARγ及NF-κB在血吸虫病肝纤维化形
成中起一定作用. PPARγ配体罗格列酮有明显
的抗日本血吸虫病肝纤维化效应, 其抗纤维化
机制与PPARγ配体激活PPARγ表达的同时抑
制NF-κB的活性有关.

关键词: 罗格列酮; 日本血吸虫病; 核因子-κB; 过

氧化物酶体增殖物激活受体γ

谌辉, 张景辉, 刘文琪, 贺永文. 罗格列酮对日本血吸虫病肝纤维

化小鼠肝组织核因子-κB和过氧化物酶体增殖物激活受体γ表达

的影响. 世界华人消化杂志  2007;15(7):741-745

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/741.asp

0  引言

血吸虫性肝纤维化是晚期血吸虫病肝脏严重

的病理改变, 目前国内外尚无理想的抗纤维化

药物. 有文献报道过氧化物酶体增殖物激活受

体γ(peroxisome proliferators activator receptors 
gamma, PPARγ)的配体, 有较好的抗肝纤维化作

用[1]. 但其具体机制尚不完全清楚, 也未见其对

血吸虫病肝纤维化的作用进行研究. 本文研究

肝组织核因子-κB(NF-κB)和PPARγ在日本血吸
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虫病肝纤维化小鼠肝脏的表达, 及PPARγ配体罗

格列酮对其表达的影响, 为PPARγ配体抗血吸虫

病肝纤维化的作用机制提供参考资料. 

1  材料和方法

1.1 材料 昆明小鼠50只, 体质量16-22 g, 购于

华中科技大学同济医学院动物实验中心 .  随
机分为5组, 每组10只, 除正常对照组外, 模型

组均经皮感染日本血吸虫尾蚴40条. 罗格列酮

片为葛兰素史克有限公司产品. 蛋白质分子量

标准混合物(MBI公司预染的marke r, 范围为

21-118 kDa), NF-κB兔抗小鼠mAb(Santa Cruz公
司), 碱性磷酸酶标记的山羊抗兔二抗(北京中山

公司). PPARγ引物购自上海博亚生物技术有限

公司, SYBR GreenⅠ荧光染料购自美国Biotium
公司, TRIzol溶液购自美国GIBCO公司. PCR仪: 
上海枫岭生物技术有限公司生产的FTC-2000型
实时荧光定量PCR仪. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组 (1)正常对照组: 常规喂养4 wk后
灌服等量的生理盐水至10 wk末; (2)感染对照组: 
感染尾蚴4 wk后灌服等量的生理盐水至10 wk末; 
(3)吡喹酮治疗组: 感染尾蚴4 wk后用吡喹酮500 
mg/(kg·d)灌胃, 杀虫治疗2 d后改为等量的生理

盐水灌胃治疗至10 wk末; (4)罗格列酮治疗组: 感
染尾蚴4 wk后用罗格列酮4 mg/(kg·d)灌胃治疗至

10 wk末. (5)罗格列酮加吡喹酮治疗组: 感染尾蚴

4 wk后用吡喹酮灌胃(剂量同前)治疗2 d, 用罗格

列酮4 mg/(kg·d)灌胃治疗至10 wk末. 最后断颈法

处死小鼠, 取部分肝组织置液氮中保存备检, 另
一部分置于甲醛中固定, 常规石蜡切片, HE染色

作病理形态学观察. 
1.2.2 组织病理学观察 肝组织病理学检查采用世

界卫生组织肝硬化分类及命名标准[2], 病理切片

光镜检查记录肝纤维化程度. 低倍镜下观察, 每
张切片随机取10个视野计平均值. “ - ”汇管区

无明显肝纤维组织;“ + ”汇管区较多纤维组织

增生, 局限;“+ + ”汇管区有大量纤维组织增生,
呈窄带状, 并向肝小叶伸展;“+ + + ”汇管区大

量纤维组织增生, 呈宽带状, 并伸展包绕肝小叶,
且见中央静脉偏位现象.
1.2.3 肝组织核蛋白的提取 肝组织匀浆, 过滤后

4℃ 5000 r/min离心10 min, 弃上清液. 快速将沉

淀的细胞重悬于200 μL的buffer A缓冲液中, 4℃ 
5000 r/min离心10 min, 弃上清液. 将细胞重悬

于100 μL的buffer C缓冲液中, 冰浴10 min. 4℃ 

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文首次研究了
NF-κB和PPARγ在
日本血吸虫病肝
纤维化小鼠肝脏
的表达, 及PPARγ
配体罗格列酮对
其表达的影响. 目
前, 国内外尚未见
PPARγ及其配体
对血吸虫病肝纤
维化的作用进行
研究. 
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15 000 r/min离心20 min, 取上清液-70℃分装保存. 
1.2.4 Western blot检测NF-κB活性 考马斯亮兰

G-250法测定蛋白浓度. 取核蛋白提取物20 μg进
行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE电泳), 
转膜, 封闭, 加入一抗(NF-κB兔抗小鼠单克隆抗

体)孵育. 洗涤后加入碱性磷酸酶标记的二抗(山
羊抗兔抗体), 孵育, 充分洗涤, NBT/BCIP显色液

显色, PBS终止. SPSS软件分析条带积分光密度

值(A), 进行定量分析. 
1.2.5 mRNA提取 每份标本取100 mg组织加入玻

璃匀浆器中, 加入TRIzol溶液1 mL提取总RNA, 
以总RNA为模板, 逆转录合成cDNA. 
1.2.6 实时荧光定量PCR反应检测PPARγ mRNA 
应用SYBR GreenⅠ荧光染料技术行实时定量

PCR反应, 以适量cDNA为模板, 以磷酸甘油醛脱

氢酶(GAPDH)为内参照, PCR扩增PPARγ基因片

断. PPARγ引物设计, 上游: 5'-TTTCAAGGGTGC
CAGTTTCG-3', 下游: 5'-TCTTTATTCATCAGG
GAGGC-3'. GAPDH引物设计, 上游: 5'-GATGGT
GAAGGTCGGTGTG-3', 下游: 5'-GAGGTCAAT
GAAGGGGTCG-3'. PCR反应参数: 预变性94℃ 
5 min, 然后94℃变性30 s, 53℃退火30 s, 72℃延

伸30 s, 共45个循环, 最后72℃延伸10 min. 在延

伸的过程中搜集荧光信号. 于每次扩增的同时设

置无cDNA的阴性对照, 将PCR产物做熔解曲线, 
65℃, TOUCH-DOWN PCR, 每个循环温度上升

0.2℃, 150个循环, 证实以上PCR反应产物特异性

良好. 计算方法: 待测样品相对值 = 2ΔΔCt; ΔΔCt 
= ΔCt待测样品-ΔCtβ-actin; Ct = Ct阴性对照

-Ct待测样品. 本实验统计ΔΔCt值以比较各组

PPARγ mRNA的表达(表1).
统计学处理 采用SPSS11.5软件分析. 计量资

料结果以均数±标准差(mean±SD)表示, 采用方

差分析, 以P <0.05为差异有统计学意义. 病理切

片分级程度按“ - ”、“+ ”、“+ + ”、“+ + 

+ ”分别计为0, 1, 2, 3, 用q值检验作方差分析. 

2  结果

2.1 肝组织病理形态学变化 血吸虫尾蚴感染组

小鼠, 肝内汇管区及虫卵肉芽肿周围纤维增生

明显, 大部分虫卵肉芽肿出现坏死病灶及纤维

化, 肝血窦扩张充血, 细胞颗粒变性, 大量炎性

细胞浸润. 吡喹酮治疗组及罗格列酮治疗组小

鼠肝脏汇管区及肉芽肿内少量纤维组织增生, 
肝细胞颗粒变性少, 可见炎性细胞浸润. 罗格列

酮加吡喹酮治疗组肝脏病变更轻, 肝细胞排列

清晰, 少量炎性细胞浸润, 肝脏汇管区及肉芽肿

内纤维组织增生不明显. 肝纤维化程度比较: 感
染对照组, 吡喹酮治疗组, 罗格列酮治疗组, 罗
格列酮加吡喹酮治疗组各组q 值分别为2.31±
0.63, 1.49±0.77, 1.38±0.60, 及0.78±0.53. 罗
格列酮加吡喹酮治疗组肝纤维化程度较其他模

型组轻(P <0.05).
2.2 肝组织N F-κ B活性 感染对照组N F-κ B活

性最强 ,  与其余各组比较均有显著性差异

(P <0.05). 罗格列酮加吡喹酮治疗组和正常对照

组NF-κB活性明显弱于其余各组(P <0.05), 此两

组比较无显著性差异. 吡喹酮治疗组和罗格列

酮治疗组NF-κB活性比较无显著性差异, 但均

明显弱于感染对照组, 强于罗格列酮加吡喹酮

治疗组和正常对照组(P <0.05, 表1, 图1).
2.3 PPARγ mRNA在小鼠肝组织的表达 感染对

照组及吡喹酮治疗组PPARγ mRNA表达较正常

对照组及罗格列酮治疗组、罗格列酮加吡喹酮

治疗组显著减弱(P <0.05), 罗格列酮治疗组及罗

格列酮加吡喹酮治疗组虽比正常对照组值低, 
但差异无统计学意义(P >0.05, 表1).

3  讨论

PPARγ是一类由配体激活的核转录因子, 是重

表 1 各组小鼠肝组织NF-κB活性与PPARγ mRNA的表达(mean±SD)

       分组                                   n                    NF-κB活性                    PPARγ mRNA

正常对照组                    10             78.89±18.12            -16.557±(-3.022)

感染对照组                    10           141.11±15.37a           -27.315±(-6.348)a

吡喹酮组                       10          112.89 ±20.17ac          -25.647±(-5.694)a

罗格列酮组                    10          108.89 ±20.47ac          -18.217±(-4.498)ce

罗格列酮加吡喹酮         10            88.89 ±19.34ceg         -18.212±(-3.909)ce

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  感染对照组; eP<0.05 vs  吡喹酮组; gP<0.05 vs 
罗格列酮组.

■应用要点
本 研 究 证 实
PPARγ配体罗格
列酮有明显的抗
日本血吸虫病肝
纤维化效应, 为抗
血吸虫病肝纤维
化治疗的进一步
研究提供新的思
路和途径.
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要的肝脏代谢功能调节分子, 其功能改变与一

些肝脏疾病有相关性[3-5]. 众所周知, 肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)的激活是肝纤维化发

生发展的中心环节[6-8]. 最近研究证实, 静止状态

人类HSC表达PPARγ, 而活化状态的HSC表达明

显减少, PPARγ在维持HSC作为静止状态的表

型上具有重要作用, PPARg表达减少与HSC激

活密切相关[9-11]. 肝脏星状细胞活化时, PPARγ

表达及其与PPAR反应元件结合成分减少. 用
PPARγ配体可逆转这一反应, PPARγ与配体结合

后被激活, 与 PPAR反应元件结合而发挥转录调

控作用[12]. PPARγ及其配体在肝纤维化形成中

的作用已成为肝纤维化研究领域里的一个新热

点, 但其具体机制尚不完全清楚. 
我们用日本血吸虫尾蚴感染小鼠建立肝纤

维化模型, 在肝纤维化早期采用PPARγ配体罗

格列酮治疗, 观察肝组织病理形态学变化, 显示

罗格列酮可显著减轻肝脏纤维组织增生. 并通

过检测PPARγ mRNA在各组小鼠肝组织的表达, 
发现感染对照组及吡喹酮治疗组肝组织PPARγ 
mRNA表达较正常对照组显著减弱, 用PPARγ配

体罗格列酮治疗可明显提高PPARγ mRNA的表

达. NF-κB是一种具有转录激活功能的蛋白质, 
细胞处于静止状态时, 与NF-κB抑制蛋白单体结

合呈非活性状态. 当机体受到外界刺激时, 如氧

化应激、细胞因子等, NF-κB即被激活, 与靶基

因的κB序列结合启动基因转录. NF-κB作为一

种重要的炎症前基因的急早期转录调控子, 在
肝组织的炎症反应、氧化应激、细胞凋亡和再

生中发挥者重要作用[13-14]. 最近研究显示, 在肝

纤维化形成过程中, NF-κB通过对肝细胞, HSC
和肝脏库弗氏细胞的调节, 对肝纤维化形成起

重要调控作用. 研究发现, 静息状态下和新分离

的HSC核内缺乏NF-κB, 而活化的、a-SMA阳性

的HSC中出现了NF-κB的核转位活性, 同时有

细胞间黏附分子, IL-6等基因的表达, 表明NF-
κB可能参与了HSC激活的调节[15], 研究还发现, 
NF-κB具有抗HSC凋亡的作用[16]. 但目前NF-κB
在HSC中的作用尚存在一定争议. 

我们发现, 感染对照组小鼠肝脏NF-κB的活

性显著高于正常对照组, 罗格列酮治疗后NF-κB
的活性明显降低, 说明NF-κB参与了肝纤维化的

形成, PPARγ配体罗格列酮能抑制NF-κB的活性. 
另外, 本实验还显示, 吡喹酮治疗也能降低NF-
κB的活性, 提示吡喹酮在驱虫治疗的同时减轻

炎性反应而诱导一定的抗纤维化效应. 如果在

驱虫治疗的同时应用有效的抗纤维化药物治疗

能提高血吸虫病肝纤维化治疗的疗效. 
总之, PPARγ及NF-κB在血吸虫病肝纤维化

形成中起一定作用. PPARγ配体罗格列酮有明

显的抗日本血吸虫病肝纤维化效应, 其抗纤维

化机制与PPARγ配体激活PPARγ表达的同时抑

制NF-κB的活性, 从而抑制HSC的激活有一定

关系. 
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Abstract
AIM: To study the diversity and structural 
characteristics of cagA (cytotoxin-associated 
gene A) gene 3’ terminal variable region in 
Helicobacter pylori as well as their correlations 
with the outcome of H pylori-related diseases.

METHODS: PCR products with positive H py-
lori cagA were obtained from 20 cases and then 
sequenced by ExPASy-Translation software. 
Meanwhile, 3 to 6 cases of H pylori 3’ terminal 
variable region and amino acid sequence, col-
lected from NCBI database in different coun-
tries, were comparatively analyzed.

RESULTS: The amino acid sequences were 
found with obvious regional characteristics, 

and could be classified into eastern-asian type 
and western type.  Western-type aberrations 
occurred in some eastern-asian strains. Totally, 
87.4% H pylori stains contained 3 EPIYA motifs 
in series, and 8.2% strains had 4 or more EPIYA 
motifs. A new sequence containing 3 amino ac-
ids was found. There was no correlation between 
the numbers of EPIYA motifs in the amino acid 
sequences of cagA protein and the clinical out-
comes.

CONCLUSION: There exists marked diversity in 
cagA gene and protein of H pylori, which can be 
distinguished by the main sequences of H pylori 
cagA 3’ terminal variable region. The number 
of EPIYA motifs in cagA 3’ terminal variable re-
gion is not correlated with the clinical outcomes 
of diseases.

Key Words: Helicobacter pylori ; Cytotoxin-associat-
ed gene A; EPIYA motif; Diversity

Wu Y, Zhang YL, Wang WB, Chen JP, Shen Y. Diversity 
of cagA gene 3’ terminal variable region and its 
corresponding protein in Helicobacter pylori. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(7):746-749

摘要
目的: 比较不同地区H pylori  cagA 3'端可变区
序列差异及序列的地域特征, 分析差异与疾病
的相关性. 

方法:  选择本实验室所收集的20例c a g A +

的 P C R 产物进行测序 ,  并通过 E x PA S y -
Translation软件推测其氨基酸序列, 搜索并收
集GenBank中已公布的不同地区3-6个H pylori 
cagA 3'端可变区序列及其氨基酸序列进行比
较分析. 

结果: cagA蛋白的氨基酸序列可分为具有明
显地域特征的东亚型和西方型两类; 部分东
亚型菌株表现出西方型变异. 87.4%的菌株具
有3个串联排列的EPIYA基序, 8.2%的菌株具
有4个或以上EPIYA 基序. 新发现1条具有区

■背景资料
目 前 的 研 究 表
明, H pylori 与慢
性胃炎、消化性
溃疡和黏膜相关
性淋巴样组织淋
巴瘤发病关系密
切, 并且涉及胃癌
流行病学的研究, 
H pylori 被WHO
认定为Ⅰ类致癌
物质.
   

®
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域特征的含有3个氨基酸的序列. cagA蛋白氨
基酸序列中的EPIYA数目与临床结果没有相
关性.

结论: H pylori  cagA基因及其cagA蛋白序列
具有明显多态性, 可以根据H pylori  cagA 3'端
可变区的主要序列差异进行地域分型, cagA 3'
端可变区的EPIYA基序的数目与临床结果没
有相关性.

关键词: 幽门螺杆菌; 细胞毒性相关基因A; EPIYA

基序; 差异
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0  引言

幽门螺杆菌(H p y l o r i )的细胞毒性相关基因

A(cytotoxin-associated gene A, cagA), 是研究最

多的H pylori的基因之一. 由cagA基因编码的

cagA蛋白, 经由Ⅳ分泌系统进入细菌黏附的胃

上皮细胞, 在其羧基端进行酪氨酸磷酸化, 从
而引起细胞骨架的重排、诱导细胞形态学的

变化和细胞动力的增强, 造成细胞异常的增殖

和运动, 最终导致癌变. 因此cagA阳性(cagA+)
的H pylori菌株较cagA-的H pylori菌株毒力强
[1-5]. 但是H pylori较其他细菌有更大的遗传变

异, 从而导致感染后的不同临床后果: 从无症状

携带到慢性胃炎、消化性溃疡、胃窦腺癌. 造
成H pylori菌株cagA蛋白的功能差异的原因是

cagA基因3'端可变区上重复序列的差异, 并由

此造成了cagA基因结构的多态性和cagA蛋白

的生物学差异, 这个差异还与萎缩性胃炎和胃

癌的发病相关[1,6]. cagA蛋白羧基端的EPIYA基

序(EPIYA基序为谷氨酸-脯氨酸-异亮氨酸-酪
氨酸-丙氨酸序列)的酪氨酸残基是cagA蛋白进

行酪氨酸磷酸化的位点, 有研究认为, 具有更多

EPIYA基序的cagA蛋白能诱导更多的酪氨酸磷

酸化和白介素-8的分泌, 因此具有更强的细胞

毒性[6-7]. 我们试图通过比较不同地区H pylori菌
株cagA 3'端可变区及其cagA蛋白序列多态性的

分析以及与临床结果相关性的研究, 试图找出

H pylori的区域特征以及可能存在的结构差异、

以及这种差异与感染后不同的临床转归之间是

否存在关联. 

1  材料和方法

1.1 材料 以“Helicobacter pylori”, “cagA”主

题词检索Pubmed的Nucleotide数据库. 中国的20
例为我们自己检测: 我们所搜集的60株H pylori , 
分离自中国镇江地区胃肠病患者胃黏膜, 通过

PCR检测cagA, 在56例cagA+的菌株中, 分别选

择胃癌菌株4例、消化性溃疡9例、慢性胃炎7
例, 对其PCR产物用PCR产物纯化试剂盒回收, 
再与pMD18-T载体连接, 转化感受态细胞进行

蓝白斑筛选. 挑出白色单菌落扩增, 用SDS-碱裂

解法抽提质粒, 分别用Bam HⅠ, Eco RⅠ酶切, 并
电泳鉴定. 对阳性克隆进行测序. 测序由上海生

工生物工程公司完成. 
1.2 方法 以“Helicobacter pylori”, “cagA”主

题词检索Pubmed的Nucleotide数据库, 共有1265
个结果. 按检索出来的顺序, 选择日本菌株cagA 
3'端可变区序列6个, 韩国3个, 越南4个, 美国3
个, 哈萨克斯坦3个, 印度3个, 爱尔兰3个, 哥斯

达黎加4个. 各菌株cagA基因核酸序列接受号分

别为: 1-6为日本菌株: 1-AB057039(JapanO873), 
2 - A B 0 5 7 0 3 8 ( J a p a n O 5 5 2 ) ,  3 - A B 0 5 7 -
011(J a p a n K30), 4-A B057036(J a p a n K260), 
5-AB057020(JapanK46), 6-AB057012(JapanK31); 
7-10为越南菌株: 7-AB057057(Vietnam2705), 
8-AB057058(Vietnam2706), 9-AB057056(Vietn-
am2704), 10-AB057055(Vietnam2692); 11-13
为美国菌株 : 1 1 - A B 0 5 7 1 0 0 ( U S A 2 7 5 4 ) , 
12-AB057099(USA2791), 13-AB057095(USA35); 
14-16为韩国菌株: 14-A B057044(K o r e a23), 
15-AB057043(Korea12), 16-AB057042(Korea9); 
17-19为哈萨克菌株: 17-AB057096(Kazak1), 
18-AB057097(Kazak2), 19-AB057098(Kazak3); 
2 0 - 2 2为爱尔兰菌株 :  2 0 - A F 4 2 7 0 9 8、2 1 - 
A F427099、22-A F427100; 23-26为哥斯达

黎加菌株 :  23-A F289463、24-A F289464、
25-AF289462、26-AF289461; 27-29为印度菌株: 
27-AF222808, 28-AF222807, 29-AF222809. 

相对应的蛋白序列GenBank接受号为: 1-6
为日本菌株: 1-BAB87406.1, 2-BAB87405.1, 
3-BAB87378.1, 4-BAB87403.1,  5-BAB87387.1, 
6-BAB87379.1; 7-10为越南菌株: 7-BAB87424.1, 
8-BAB87425.1, 9-BAB87423.1, 10-BAB87422.1; 
11-13为美国菌株: 11-BAB87467.1, 12-BAB87466.1, 
1 3 - B A B 8 7 4 6 2 . 1 ;  1 4 - 1 6 为韩国菌株 : 
14-BAB87411.1, 15-BAB87410.1, 16-BAB87409.1; 

■相关报道
目前的报道主要
集中在cagA蛋白
的遗传差异上. 主
要涉及cagA蛋白
的羧端可变区的
差 异 和 分 类 :  个
体菌株之间的差
异、地区间菌株
的差异、以及这
种差异与临床结
果之间的关系. 这
种差异与EPIYA
基序的数目和其
前后氨基酸的序
列有关. 研究者试
图找到其中的规
律以及与临床结
果的关联. 
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1 7 - 1 9为哈萨克菌株 :  1 7 - B A B 8 7 4 6 3 . 1 , 
18-BAB87464.1, 19-BAB87465.1; 20-22为爱

尔兰菌株: 20-AAL28091.1, 21-AAL28092.1, 
2 2 - A A L 2 8 0 9 3 . 1 ;  2 3 - 2 6为哥斯达黎加菌

株 :  2 3 - A A G 0 9 9 1 2 . 1 ,  2 4 - A A G 0 9 9 1 3 . 1 , 
25-AAG09911.1, 26-AAG09910.1; 27-29为
印度菌株: 27-AAF35341.1, 28-AAF35340.1, 
29-AAF35342.1.

2  结果

2.1 cagA 3'端可变区的区域性结构特点 中国和

日本、韩国、越南共有33个菌株, 菌株的cagA 
3'端可变区的结构相似, 每个菌株具有1个特征

性的东亚主要氨基酸序列KIASAGKGVGGF-
SGA, 100%的菌株为3个串联排列的EPIYA序

列(33/33, 100.0%), 紧随第3个EPIYA序列后的1
个DFD序列; 美国、哈萨克斯坦、印度、爱尔

兰、哥斯达黎加共有16个菌株,菌株的cagA 3'端
可变区的结构相似, 每个菌株具有2个以上特征

性的西方主要氨基酸序列FPLKRHDKVDDL-
SKV, 68.8%(10/16)的菌株具有3个EPIYA基序, 
25.0%(4/16)菌株具有4个和4个以上EPIYA基序, 
以及紧随第3个EPIYA序列后的1个DDL序列或

EDL序列(表1). 
2.2 H pylori 菌株的cagA 3'端可变区长短的变

化 从513-1335 bp不等, 印度菌株最长, 3个菌株

cagA 3'端可变区为1224-1335 bp.
2.3 EPIYA基序的个数与临床结果的关系 中国镇

江地区20株用于测序的H pylori菌株, 胃炎7例, 
消化性溃疡9例, 胃腺癌4例, 测序结果cagA蛋白

羧基端的EPIYA的数目均为3个, 没有显示cagA
蛋白羧基端的EPIYA数目与临床结果相关.

3  讨论

Dangeruta通过PCR方法, 研究了来自5个地区500
多株H pylori的DNA基序, 发现H pylori的cagPAI
由于存在基序的缺失、插入、替换, 而使cagPAI
表现为5个基因类型, 其中3个基因型最常见: Ⅰ
型主要分布在西班牙人、秘鲁人、危地马拉

人、非洲人、美国人中; Ⅱ型主要分布在日本人

和中国人中; Ⅲ型主要分布在印度人中[8]. 显示

了H pylori基因结构的多态性具有明显的地域

分布特征及中国菌株与日本菌株的相似性. 我
们对来自不同国家和地区的H pylori  cagA蛋白

的序列研究发现, 可以根据cagA蛋白羧端可变

区主要重复序列是KIASAGKGVGGFSGA序列

抑或是 FPLKRHDKVDDLSKV序列, 分为2大
类: 东亚型(拥有KIASAGKGVGGFSGA序列), 
见于中国、日本、韩国、越南; 西方型(拥有

FPLKRHDKVDDLSKV序列), 见于美国、哈萨

克斯坦、印度、爱尔兰、哥斯达黎. 这与Higashi 
et al [9]的研究结果相符. 我们还发现了1个新的具

有区域特征的序列, 即紧随第3个EPIYA后的1个
含有3个氨基酸的序列: 在东亚型菌株中是DFD
序列、在西方型菌株中是DDL序列、在爱尔兰

菌株中是EDL序列. 我们还发现, 亚洲菌株可以

表现为西方型的变异. 比如, 印度, 他的3个菌株

均具有西方型菌株的特征, 所以, 其cagA蛋白属

于西方型. 我们也曾经在测序的菌株中, 发现1株
来源于十二指肠球部溃疡患者的菌株, 表现为西

方菌株的特征, 属于西方型. 但并没有发现西方

型菌株向东亚型菌株的变异. 这种情况是否与人

种的迁徙而发生的H pylori的进化有关呢? 尚需

进一步的研究证明. 
近来的研究发现, 不同H pylori菌株的cagA

    
国 家            菌株数    cagA 3'端可变区主要特征序列

表 1 不同地区H pylori 的菌株数与其cagA 3'端可变区的序列特征

中 国             20        KIASAGKGVGGFSGA  DFD                            20(100%)
日 本               6        KIASAGKGVGGFSGA  DFD                              6(100%)
韩 国               3        KIASAGKGVGGFSGA  DFD                              3(100%)
越 南               4        KIASAGKGVGGFSGA  DFD                              4(100%)
美 国               3        FPLKRHDKVDDLSKV  DDL         1(33.3%)      2(66.7%)    
哈萨克斯坦     3        FPLKRHDKVDDLSKV  DDL                              2(66.7%)     1(33.3%)
印 度               3        FPLKRHDKVDDLSKV  DDL                              1(33.3%)     2(66.7%)
爱尔兰            3        FPLKRHDKVDDLSKV  EDL          1(33.3%)      1(33.3%)    1a(33.3%)
哥斯达尼加     4        FPLKRHDKVDDLSKV  DDL                              4(100%)
总计              49                                                             2(4.1%)      43(87.8%)     4(8.2%)

a表示为5个EPIYA基序.

    EPIYA基序的数目(n )

      2(%)               3(%)                   4(%)

■应用要点
本文通过cagA蛋
白的氨基酸序列
分析, 研究了cagA
蛋白的个体差异, 
研究者以后可以
应用类似的方法, 
继续研究H pylori
的其他毒力因子
之间的差异, 以期
找到造成H pylori
感染不同结局的
原因.
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蛋白细菌毒力并不相同 ,  这主要涉及菌株的

cagA 3'端可变区重复序列的数目的变化, 而重

复序列数目的变化主要是指c a g A蛋白羧端串

联排列的EPIYA基序数目的变化, 因为EPIYA
序列上的酪氨酸残基是c a g A蛋白酪氨酸磷酸

化的位点. 在cagA蛋白串联排列的EPIYA基序

中, 第1, 第2个EPIYA基序分别称为EPIYA-A, 
EPIYA-B, 第3个EPIYA基序, 在西方型菌株

中称为E P I YA-C, 在东亚型菌株中则被称为

EPIYA-D. cagA蛋白进入宿主上皮细胞后, cagA
在其EPIYA-C或EPIYA-D位点被磷酸化, 然后在

此位点特异性的连接并激活SHP-2; cagA在其

EPIYA-A或EPIYA-B位点被磷酸化后, 在此位点

连接并激活Csk[9-11]. 因此具有较多EPIYA基序的

cagA蛋白具有更强的磷酸化能力, 因而, 具有更

强的生物活性. 虽然中国和日本均有有2个和4
个EPIYA基序的报道[12-13], 可是我们的研究结果

显示, 我们的20株中国菌株和GenBank中收集的

12株东亚菌株, 均为3个EPIYA基序. 我们的20个
测序的菌株中, 有4个来自胃癌、4个来自胃溃

疡, 也均表现为3个EPIYA 基序. 因此我们认为

cagA蛋白的毒力强弱除了与EPIYA基序的数目

有关外, 应该还有其他我们未知的因素参与[14-15]. 
Yamaoka et al [11]根据cagA基因PCR结果及PCR
产物测序结果, 将东亚型菌株分为A型、B型、

C型、D型4型. 我们的序列研究发现: 我们的20
株中国菌株和GenBank中收集的12株东亚菌株

均表现为A型, 没有B型、C型、D型的发现, 显
示东亚型菌株主要表现型为A型, 与Yamaoka的
报道一致. 同时发现, 西方型菌株不能按此标准

进行分型. 
总 之 , 我 们 的 结 果 认 为 不 同 地 区 的

H p y l o r i 可以根据c a g A蛋白羧端的重复序

列是K I A S A G K G V G G F S G A序列抑或是

FPLKRHDKVDDLSKV序列、DFD序列抑或是

DDL序列, 分为东亚型和西方型, 西方型菌株根

据是DDL序列抑或是EDL序列, 分为非爱尔兰型

和爱尔兰型. 87.8%的H pylori菌株具有3个EPIYA
基序, 8.2%的菌株具有4个或以上EPIYA 基序, 没
有发现EPIYA基序的数目与临床结果相关. 
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■名词解释
EPIYA基序: 位于
cagA蛋白羧基端
可变区, 是一个含
有5个氨基酸的序
列 ,  即谷氨酸-脯
氨 酸 - 异 亮 氨 酸 -
酪氨酸-丙氨酸序
列, 为cagA蛋白的
磷酸化位点.
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of Ginko biloba 
extract (EGb761) on the microcirculatory 
dysfunction of hepatic sinusoid in patients with 
chronic hepatitis B.

METHODS: Forty-seven chronic hepatitis B 
patients were randomly divided into EGb761 
treatment group (n = 26) and control group (n = 
21). All the cases underwent liver biopsy before 
and after treatment. The pathological changes 
of liver tissues were detected by HE staining. At 
the same time, 10 samples were selected from 
each group, and the changes of hepatic sinusoi-
dal microcirculation were analyzed by electron 
microscopy before and after treatments.

RESULTS: After treatment, liver cirrhosis and 
tissue damages were improved significantly (P < 
0.05) in EGb761 treatment group (inflammation 
score: 10.7 ± 4.8; fibrosis score: 8.3 ± 4.2) as com-

pared with those in patients before treatment 
(inflammation score: 15.7 ± 6.3; fibrosis score: 
11.9 ± 6.2) and the controls (inflammation score: 
14.2 ± 6.6; fibrosis score: 11.5 ± 5.6). Meanwhile, 
electron microscopy showed that liver microcir-
culatory dysfunction was improved obviously 
in EGb761 group after treatment in comparison 
with that before treatment, and the congregation 
of red cells in liver sinus (32 vs 56, P < 0.01), the 
sedimentation of collagen in hepatic sinusoid 
and Disse space (23 vs 38, P < 0.05), the damage 
of hepatic sinusoidal endothelial cells (41 vs 59, P 
< 0.05), and the hepatic sinusoidal capilarization 
(17 vs 32, P < 0.05) were markedly alleviated. But 
no difference was found before and after treat-
ment in control group (P > 0.05).

CONCLUSION: EGb761 can improve hepatic 
microcirculation possibly through protecting he-
patic sinusoidal endothelial cells from injury, in-
hibiting aggregation of blood cells, collagenous 
proliferation in sinusoid or Disse space and he-
patic sinusoidal capilarization.

Key Words: Ginko biloba extract; Chronic hepatitis B; 
Hepatic sinusoid; Hepatic microcirculation

Zhu YH, Wang J, Liang B, Ren WH, Zhang CQ. Effect 
of Ginkgo biloba extrat on liver microcirculation 
dysfunction in patients with chronic hepatitis B. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(7):750-754

摘要
目的: 探讨银杏叶提取物(EGb761)对慢性乙
型肝炎患者肝窦微循环障碍的影响. 

方法: 将47例慢性乙型肝炎患者分为EGb761
治疗组26例及对照组21例, 治疗前后分别进行
肝组织活检术, 肝组织行HE染色, 并各取10例
电镜观察治疗前后的肝窦微循环变化. 

结果: 治疗后肝活检证实, 与治疗前(炎症计
分: 15.7±6.3; 纤维化计分: 11.9±6.2)和对照
组治疗后(炎症计分: 14.2±6.6; 纤维化计分: 
11.5±5.6)相比, EGb761治疗组肝组织损伤程
度及纤维化程度明显改善(炎症计分: 10.7±

®

■背景资料
研究表明, 在肝病
早期, 仅有轻度纤
维化时就有肝微
循环的改变, 当肝
纤维化向肝硬化
进展时, 微循环障
碍更明显. 慢性乙
型肝炎时存在肝
脏微循环障碍已
成为大家的共识. 
有些学者提出可
用改善微循环制
剂如复方丹参、

肝 素 等 ,  干 扰 或
阻抑肝纤维化发
展. 银杏叶提取物
EGb具有降低血
栓程度、改善血
液流变学特性等
作用. 目前有研究
表明, EGb在慢性
肝损伤、肝纤维
化过程中具有保
护预防作用. 但临
床缺少系统的临
床对照研究. 
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4.8; 纤维化计分: 8.3±4.2)(P <0.05); 与治疗前
相比, EGb761治疗组电镜下肝窦内血细胞聚
集或微血栓形成(32 vs  56, P <0.01)、窦腔及
Disse隙胶原沉积(23 vs  38, P <0.05)、窦内皮
损伤(41 vs  59, P <0.05)、毛细血管化(17 vs  32, 
P <0.05)等肝脏微循环障碍明显改善; 而对照
组治疗前后均无明显变化(P >0.05).

结论: 银杏叶提取物能保护慢性乙肝患者肝
窦内皮细胞, 抑制肝窦内血细胞聚集及微血栓
形成, 抑制肝窦及Disse隙内胶原沉积及肝窦
毛细血管化, 改善肝脏微循环.

关键词: 银杏叶提取物; 慢性乙型肝炎; 肝窦; 肝脏

微循环 
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0  引言

慢性乙型肝炎患者存在肝脏微循环障碍, 肝脏

微循环障碍是乙型肝炎的重要病理特征, 是导

致肝炎慢性化的重要环节, 并且微循环障碍与

肝纤维化相互促进、相互因果, 形成恶性循环, 
是各种慢性肝病向肝硬化发展的必经阶段. 因
此慢性乙型肝炎时改善微循环及抗肝纤维化治

疗极有必要[1-2]. 作为传统的微循环改善剂及细

胞保护剂, 银杏叶提取物在心脑血管疾病应用

广泛, 能明显改善心脑等缺血性疾病的微循环

障碍及组织损伤[3-4]. 我们前期动物实验研究表

明, 银杏叶提取物可用抑制肝纤维化, 改善肝纤

维化大鼠肝窦微循环障碍, 缓解肝细胞损伤, 未
见明显副反应[5]. 我们以慢性乙型肝炎患者为研

究对象, 观察银杏叶提取物标准品(EGb761)对
慢性乙型肝炎患者肝窦微循环的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2003-05/2006-06的慢性乙型肝炎

患者47例, 诊断符合2000年病毒型肝炎防治方

案的标准[6], 肝炎病史半年以上, HBsAg阳性, 
HBV DNA阳性, 但半年内ALT水平在正常值3倍
以下; 治疗前均行肝穿刺活检及静脉抽血备检; 
肝功能Child A级, 无腹水或下肢水肿; 超声检查

无明显肝硬化征象; 无消化道出血病史; 无合并

其他器质性疾病; 年龄<65岁, 其中男51例, 女23
例, 年龄17-63(平均41)岁. 分为银杏叶组(n  = 26

例)和对照组(n  = 21例); 试验前3-6 mo内未使用

过或合并使用糖皮质激素、免疫调节剂、抗病

毒药物及抗肝纤维化药物. 对照组静脉滴注易

善复930 mg每日一次, 共4 wk, 银杏叶组除易善

复外加用银杏叶提取物标准品(德国舒培大药厂

提供, 商品名金纳多)70 mg, 静滴, 每日一次, 共
4 wk. 两组患者的平均年龄、性别比例、平均病

程及肝功能水平等差异均无显著性(表1).
1.2 方法 于治疗前后行两次肝穿刺活检; 肝穿组

织40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 备光镜观察; 两组

各有10例留取约1 cm的穿刺组织用25 g/L戊二

醛固定, 常规电镜制样. 
1.2.1 光镜观察 26例银杏叶组和21例对照组治

疗前后的肝穿刺组织, 石蜡包埋, 4 μm切片, 常
规HE染色; 肝组织损伤程度采用Knodell计数法

(HAI), 并按“HAI炎症积分”“HAI纤维化积

分”分别进行统计. 
1.2.2 电镜标本制作及观察 两组各有10例患者

治疗前后的肝活检组织行电镜观察. 肝组织组

织25 g/L戊二醛溶液中前固定, 4℃条件下保存, 
再依次经PBS冲洗, 10 g/L锇酸后固定(4℃, 1 h), 
PBS冲洗, 50%-70%-80%-90%-95%-100%梯度

酒精脱水各10 min, EPON812环氧树脂渗透聚

合, 平板包埋36 h, 切成50-70 nm的切片, 醋酸双

氧铀和柠檬酸铅双染色, H-600透射电镜观察, 
每例患者治疗前后的切片各随机读取10个肝窦, 
观察肝窦是否通畅、有无血栓形成及胶原纤维

沉积; 内皮细胞有无破坏损伤; Disse隙有无细胞

外基质沉积及有无肝窦的毛细血管化; 肝实质

细胞的损伤情况. 每组治疗前后均统计100个肝

窦 , 进行定量比较. 
统计学处理 计量资料的各项指标均采用均

数±标准差(mean±SD), 使用SPSS11.5软件包

进行单因素方差分析及t检验、c2检验, P <0.05为
有统计学意义.

2  结果

2.1 光镜观察应用EGb761治疗前后肝脏的组织

学变化 治疗组治疗后较治疗前炎症及纤维化计

分均明显下降, 与对照组比较有显著性差异(表

表 1 两组患者的一般情况

     
分组         n         年龄(岁)        病程(年)   谷丙转氨酶(nkat/L)           

EGb组   26    44.7±10.8    3.4±1.8      1261.9±308.4

对照组   21    42.9±11.3    3.3±1.7      1388.6±190.0

■相关报道
近几年关于中药
对肝纤维化治疗
研究较为热烈, 银
杏叶提取物研究
也较多, 本课题组
及其他研究者既
往动物实验表明, 
EGb761可用于治
疗肝纤维化, 主要
从病理、生理、

细胞水平和分子
生 物 水 平 ,  研 究
其对肝纤维化生
成和发展各个环
节, 包括对星形细
胞、细胞外基质
代谢、胶原酶表
达等的影响, 取得
较好的疗效. 
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2). 治疗前肝细胞显著肿胀, 呈气球样变, 可见

点、片状嗜酸性小体, 间质中有炎细胞浸润, 肝
窦腔内红细胞显著聚集. 治疗后肝细胞肿胀减

轻, 偶见嗜酸性小体, 肝窦腔通畅(图1).
2.2 电镜观察EGb治疗前后肝窦微循环改变 电
镜观察: 治疗前两组肝细胞均显示不同程度损

伤, 线粒体肿胀、嵴突断裂, 有的胞核固缩, 可
见肝细胞溶解坏死, 代之以胶原组织(图2A); 治
疗前56%的肝窦呈现微血栓形成(图2B); 38%
的肝窦或Disse隙有不同程度的细胞外基质沉

积(图2C); 59%的肝窦呈现窦内皮损伤或破坏, 
32%的肝窦表现为窦内皮窗孔减少或消失﹑基

底膜形成或肝窦毛细血管化. 银杏叶治疗后, 肝

图 1 EGb761治疗前后肝组织(HE染色). A: 治疗前肝细胞显

著肿胀, 呈气球样变, 可见点、片状嗜酸性小体, 间质中有

炎细胞浸润, 肝窦腔内红细胞显著聚集; B: 治疗后肝细胞肿

胀减轻, 偶见嗜酸性小体, 肝窦腔通畅.

A

B

细胞损伤明显减轻(图2D), 肝窦内胶原纤维沉积

及微血栓形成﹑Disse隙纤维沉积, 肝窦内皮细

胞损伤及肝窦内皮毛细血管化等的阳性率明显

减少(表3), 而对照组治疗前后变化不明显. 

3  讨论

肝窦是肝脏微循环的重要组成部分. 肝窦壁主

图 2 肝组织电镜下观察. A: EGb761治疗前肝细胞可见溶

解坏死; B: EGb761治疗前肝窦微血栓形成, Disse隙胶原纤维

沉积; C: EGb761治疗前肝窦内皮窗孔消失, Disse隙见胶原

纤维沉积; D: EGb761治疗后肝细胞器有变性, 但细胞形态、

结构及细胞间连接基本正常.

A

B

C

D

■创新盘点
本 课 题 组 及 其
他 研 究 者 既 往
动 物 实 验 表 明 , 
EGb761可用于治
疗肝纤维化, 并能
取得较好的疗效, 
但相关的临床应
用研究报道尤其
是对肝脏微循环
障碍方面的研究
较少. 本研究即以
慢性乙型肝炎患
者为对象, 观察银
杏叶提取物对其
肝脏微循环的改
善, 以进一步探讨
银杏叶提取物抗
肝纤维化的机制.

表 2 两组患者治疗前后病理半定量计分变化(mean±SD)

     
分组                          n                炎症计分           纤维化计分           

EGb组  

    治疗前              26            15.7±6.3           11.9±6.2                

    治疗后              26            10.7±4.8a            8.3±4.2a        

对照组  

    治疗前              21            15.6±5.9           11.7±5.4        

    治疗后              21            14.2±6.6c          11.5±5.6c

aP<0.05 vs  治疗前; cP<0.05 vs  治疗组治疗后.
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要由肝窦内皮细胞(SEC)组成, 正常SEC不同于

一般的血管内皮细胞, 他在结构上的显著特点

是有大量筛状排列的窗孔, 直径约0.1-1.0 μm, 
SEC下几乎没有基底膜. SEC的上述特点, 使肝

窦具有极好的通透性便于肝细胞与血液之间进

行活跃的物质交换. 慢性肝病时存在明显的肝

脏微循环障碍, Wanless et al [7]对61例硬化肝的

中等大小的肝静脉(直径0.2-3 mm)进行研究发

现, 70%的肝静脉出现内膜纤维化, 且管腔至少

减少了10%. 他们认为, 一些肝脏血管内膜存在

的多层纤维化, 提示有反复发生的血栓形成. 也
就是说, 血栓形成与血管壁纤维化, 乃至管腔闭

塞之间存在着一定的因果联系. 研究表明, 在肝

病早期, 仅有轻度纤维化时就有肝微循环的改

变, 当肝纤维化向肝硬化进展时, 微循环障碍

更明显[8]. 我们及其他作者研究均表明[1-2], 慢性

乙型肝炎存在明显的肝窦微循环障碍, 其表现

为肝窦内红细胞或血小板聚集, 微血栓形成, 堵
塞管腔; 或内皮细胞受损破裂, 血细胞渗入Disse
隙; 或肝细胞肿胀, 肝窦内众多淋巴细胞、单核

细胞阻塞窦腔, 以至肝窦狭窄或阻塞、窦内皮

损伤、血液及肝脏微循环障碍, 影响肝细胞的

血液供应及物质交换, 肝细胞缺血、缺氧、变

性或坏死. 其结果不仅导致肝窦压升高、引起

肝细胞缺血缺氧及炎症反应, 还通过多种细胞

因子激活HSC, 使之产生大量细胞外基质沉积

于肝窦或Disse隙形成基膜样物质, 从而进一步

加重肝窦微循环障碍、加重肝实质缺氧或缺血

状态、加重纤维组织增生. 所以肝窦微循环障

碍与肝组织损伤及肝纤维化关系密切, 并相互

因果、相互影响, 共同促进肝病发展[1]. 改善肝

脏微循环是慢性肝病治疗的重要环节. 目前, 国
际上标准的银杏提取物EGb761主要可分为两大

类: 24%黄酮类和6%萜内酯类. 现代药理学研究

银杏提取物的中萜内酯类主要作用为: 改善微

循环和解痉、拮抗血小板活化因子、降血脂、

抗动脉硬化, 其黄酮类有调节免疫、清除自由

基、抗氧化的作用 [9-10]. 在心脑血管缺血性疾

病中应用广泛, 对改善心脑血管微循环障碍及

组织损伤已取得肯定疗效[3-4]. 目前有研究表明, 
EGB在慢性肝损伤、肝纤维化过程中具有保

护预防作用[11-12].
我们发现, 银杏叶治疗组, 治疗后患者病理

组织学得到了明显的改善, 炎症计分及纤维化

计分均明显减轻. 电镜观察, 肝窦内血细胞聚集

及微血栓形成消失或明显减少, 肝窦及Disse隙

胶原沉积减轻, 肝窦内皮细胞损伤缓解, 肝窦腔

通畅, 肝窦毛细血管化亦显著低于治疗前. 与我

们动物实验结果相似[7,13]. 该结果进一步证实银

杏叶提取物不仅能有效改善心脑血管供血不足, 
还可有效改善慢性乙型肝炎患者的肝脏微循环

障碍, 改善肝组织的血液灌注, 减轻肝纤维化及

肝组织损伤. 
银杏叶提取物改善肝窦微循环的机制可能

与拮抗血小板活化因子、抑制血细胞聚集、

保护肝窦内皮细胞损伤、抑制微血栓形成有

关; 同时抑制肝星状细胞活化及细胞外基质沉

积、减少肝窦及Disse间隙胶原形成[13-14], 也是

EGb761改善肝窦微循环障碍的重要原因. 银杏

叶提取物对肝窦微循环障碍的改善对慢性肝病

的辅助治疗具有重要意义. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of matr ix 
metalloproteinase-2 (MMP-2) and matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9) in gastric tissues 
with H pylori infection, and to analyze the 
effect of H pylori infection on the invasion and 
metastasis of gastric cancer.

METHODS: A total of 42 cases of gastric cancer 
specimens were included in this study. H pylori 
infection was determined by improved Giemsa 

method and the expression of MMP-2 and 
MMP-9 were detected by immunohistochemis-
try. Fisher’s exact was used to analyze the corre-
lation between H pylori infection and the clinical 
pathological features of gastric cancer.

RESULTS: H pylori infection was confirmed in 
26 of 42 cases, and it was correlated with the 
staging and lymph node metastasis, but not with 
the sex, age of patients and histological types. H 
pylori infection was also significantly correlated 
with the expression of MMP-9 and MMP-2 (χ2 = 
7.77, P < 0.01; χ2 = 8.08, P < 0.01).

CONCLUSION: H pylori infection may promote 
the invasion and metastasis of gastric cancer by 
increasing the expression of MMP-2 and MMP-9.

Key Words: H pylori ; Gastric cancer; Matrix metal-
loproteinase-2; Matrix metalloproteinase-9; Immu-
nohistochemistry

Wang J, Li SJ, Zhao CH, Luo EJ. Expression of matrix 
metalloproteinase-2 and matrix metalloproteinase-9 in 
H pylori-infected gastric cancer tissues and their effects 
on the invasion and metastasis of gastric cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(7):755-757

摘要
目的: 分析幽门螺杆菌感染对胃癌转移侵
袭能力的影响 ,  同时对其基质金属蛋白酶
2(MMP-2)和基质金属蛋白酶9(MMP-9)表达
情况进行检测. 

方法: 采用改良的Giemsa法检测幽门螺杆菌
感染, 免疫组化法检测42例胃癌标本MMP-9
和MMP-2表达情况. 采用Fisher's exact检验对
幽门螺杆菌感染和胃癌患者临床病理特征的
相关性进行分析. 

结果: 胃癌组织中幽门螺杆菌感染率为61.9% 
(26/42). 幽门螺杆菌感染与胃癌的分期和淋
巴结转移状况相关 ,  与患者性别、发病年
龄、及组织类型无相关性. 幽门螺杆菌感染
与MMP-9和MMP-2表达均具有相关性(χ2 = 

www.wjgnet.com
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■背景资料
幽门螺杆菌感染
是胃癌发病的重
要 原 因 之 一 ,  且
其与胃癌的不良
预 后 相 关 .  金 属
基质蛋白酶则与
多种恶性肿瘤的
转移侵袭能力相
关. 本文分析了幽
门螺杆菌感染对
胃癌转移侵袭能
力的影响, 同时通
过检测MMP-9和
MMP-2,  对其机
制亦进行了探讨. 



7.77, P <0.01; χ2 = 8.08, P <0.01).

结论: 幽门螺杆菌感染能够增加胃癌的侵袭
转移能力, 其机制可能与MMP-9和MMP-2表
达增加有关.

关键词: 幽门螺杆菌; 胃癌; 基质金属蛋白酶-9; 基

质金属蛋白酶-2; 免疫组化 
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0  引言

目前, 幽门螺杆菌感染已经被国际上确认为胃

癌的重要病因之一, 且其与胃癌的不良预后相

关. 而胃癌的侵袭转移是导致胃癌不良预后的

重要因素. 基质金属蛋白酶(MMPs)家族成员中

的MMP-9和MMP-2能有效的分解基底膜的主要

成分Ⅳ型胶原蛋白[1], 两者的过度表达常引起恶

性肿瘤的转移侵袭能力增强. 因此, 我们对幽门

螺杆菌感染的胃癌患者的侵袭转移能力进行分

析, 同时对MMP-2和MMP-9表达情况进行检测, 
以探讨幽门螺杆菌感染对胃癌侵袭转移能力的

影响及其相关机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 来自于中国医科大学附属第一、第二

医院胃癌组织标本42例, 男28例, 女14例, 平均年

龄52.4岁. 标本获取后即冷冻于液氮之中, 并保

存在-80℃条件下备用. 患者具体临床特征见表1.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组化染色 冰冻切片在室温下风扇吹

干. 采用40 g/L多聚甲醛固定30 min. 300 mL/L 
H2O2 1份加纯甲醇50份混合, 室温浸泡30 min, 
以灭活内源性过氧化物酶. 滴加50 g/L BSA封闭

液, 室温下20 min. 滴加单克隆MMP-9和MMP-2
抗体, 然后PBS(pH: 7.2-7.6)清洗. 滴加生物素

化山羊抗小鼠IgG. 滴加试剂SABC, 20-37℃下

20 min. PBS(pH: 7.2-7.6)清洗5 min. 然后DAB
显色. 染色结果判断: 镜下任选5个视野, 阳性细

胞(存在明显棕黄染色)占总细胞数25%以上为

MMP-9和MMP-2阳性表达. 采用改良的Giemsa
法判断幽门螺杆菌感染是否阳性.

统计学处理 采用Fisher's exact检验分析幽

门螺杆菌与患者临床病理特征之间的相关性, 
采用χ2检验分析幽门螺杆菌感染与M M P-9和
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MMP-2表达之间的相关性, P<0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 幽门螺杆菌感染与胃癌患者临床病理特征

之间的相关性 改良Geimsa法染色显示, 42例
胃癌标本中有26例存在幽门螺杆菌感染. 采用

Fisher's exact检验分析, P <0.05有统计学意义, 
TNM分期按照国际癌症协会(UICC)标准. 结果

显示, 幽门螺杆菌与胃癌分期及淋巴结转移状

况具有相关性, 而与患者性别、发病年龄、组

织类型及肿瘤大小均无相关性(表2).
2.2 幽门螺杆菌感染与MMP-9表达的相关性 免
疫组化染色结果显示, 26例幽门螺杆菌感染的

胃癌病例中, 有18例存在MMP-9染色, 16例幽门

螺杆菌感染阴性的患者中, 仅有4例检出MMP-9
阳性. 两者差异显著(χ2 = 7.77, P <0.01, 表3), 26
例幽门螺杆菌感染的胃癌病例中, 有21例存在

MMP-2染色, 16例幽门螺杆菌感染阴性的患者

中, 有6例检出MMP-2阳性. 两者差异显著(χ2 = 
8.08, P<0.01, 表3).

www.wjgnet.com

表 1 胃癌患者的临床病理特征

     
因素                        分类                     n                               %          

性别                       男                    28                       66.7          

                              女                    14                       33.3       

年龄(诊断时)          >50                 25                       59.5          

                              ≤50                17                       40.5     

分期                       T1                   18                        42.9           

                              T2-T4             24                        57.1    

淋巴结转移            N0                  19                        45.2      

                              N1-N3            23                        54.8       

组织类型                弥散型            24                        57.1 

                              肠型                18                        42.9 

表 2 H pylori 感染与患者临床病理特征之间的相关性

     
因素                  分类             n     H pylori (+)  H pylori (-)     P           

性别                  男            28         18           10         0.18          

                         女            14           8             6       

年龄(诊断时)     >50         25         15           10         0.18          

                         ≤50        17         11             6     

分期                  T1           18           5           13         0.03           

                         T2-T4     24          21            3    

淋巴结转移       N0           19           6          13         0.01      

                         N1-N3    23         20             3       

组织类型           弥散型    24         14           10         0.22 

                         肠型        18         12             6 

■创新盘点
本研究发现幽门
螺杆菌感染能够
增加胃癌的侵袭
转移能力, 其机制
可能与MMP-9和
MMP-2表达增加
有关.
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3  讨论

自1983年幽门螺杆菌被发现以来, 幽门螺杆菌

感染已经被认为是胃癌发病的重要原因[2-3]. 通
常情况下, 幽门螺杆菌感染会引起胃黏膜上皮

出现慢性炎症, 进而发生黏膜萎缩及不典型增

生, 甚至在部分患者中出现恶性转化[1,4]. 幽门

螺杆菌感染引起胃上皮炎症与一些细胞因子相

关. 当幽门螺杆菌与胃上皮细胞黏附后, 会诱导

IL-8的分泌, 而IL-8作为局部的一种化学趋化因

子能够吸引多形态单核细胞, 而后者则是破坏

胃黏膜屏障导致幽门螺杆菌侵入黏膜下层的关

键性因素[5]. 幽门螺杆菌引起的黏膜损伤常以粒

细胞和淋巴细胞浸润为特征, 后者可诱导细胞

介导的免疫反应[6-7], 相关的细胞因子包括IFN-γ, 
TNF-a和IL-1b等[8-10].

作为一种常见的恶性肿瘤, 胃癌致死率在

癌症中占第2位. 其较高的致死率常与其较早

发生侵袭转移有关. 研究显示幽门螺杆菌阳性

的胃癌易发生转移[11]. 李新华 et al [12]证实幽门

螺杆菌能促进裸鼠移植癌的生长及肺转移. 另
有研究显示, 金属基质蛋白酶家族中部分成员

与恶性肿瘤的侵袭性和转移性增强有关 [13-14]. 
MMP-2的激活与胃癌进展密切相关, 可作为胃

癌的预后因素, 幽门螺杆菌感染可引起胃癌细

胞MMP-3的分泌增强及活性增强[15]. 金属基质

蛋白酶能够降解基底膜和细胞外基质中的主要

成分胶原, 从而使肿瘤细胞可以浸润到周围组

织并向远处转移. 我们的研究显示, 幽门螺杆菌

感染阳性的胃癌比阴性胃癌更易发生局部的浸

润和淋巴结转移. 同时幽门螺杆菌感染阳性的

胃癌与MMP-2和MMP-9表达增多具有相关性. 
因此本文研究结果提示, 幽门螺杆菌感染导致

胃癌转移侵袭能力增强可能与MMP-2和MMP-9
表达增多有关. 
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bP<0.01 vs  H pylori (+)阳性组.

表 3 H pylori 感染与MMP-9, MMP-2表达的相关性

                                    MMP-9     MMP-9     MMP-2    MMP-2

                                    (+)              (-)              (+)             (-) 

H pylori (+)     26       18              8             21             5

H pylori (-)     16         4b           12              6b           10

n

■同行评价
本文研究了幽门
螺杆菌感染对胃
癌转移侵袭能力
的 影 响 ,  同 时 对
其基质金属蛋白
酶 2 ( M M P - 2 ) 和
基质金属蛋白酶
9(MMP-9)表达情
况进行检测. 文章
有较好的理论和
临床意义.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of heat shock 
protein 60 (HSP60) and H pylori infection in 
gastric mucosa with intestinal metaplasia (IM).

METHODS: A total of 171 IM mucosa (54, 76, 
and 41 cases for type Ⅰ, Ⅱ, and Ⅲ, respectively) 
and 89 controls (40 and 49 cases for superficial 
gastritis and gastric cancer, respectively) were 
included in this study. SP immunohistochemisty 
was used to detect the expression of HSP60 and 
H pylori infection was judged by enzyme-linked 
immunosorbnent assay (ELISA), anti-H pylori 
IgG detection and H pylori -DNA polymerase 
chain reaction (PCR), respectively.

RESULTS: HSP60 expression was moderately 
positive in gastric mucosa with typeⅠ and Ⅱ 
and Ⅲ IM; the positive rate was 35.19% and 
51.32% and 75.61%, and the over-expression rate 
was 1.9%, 3.9% and 19.5%, respectively. HSP60 

expression was weak or moderately positive in 
superficial gastritis, and the positive rate was 
30.00%. The positive rate of HSP60 expression 
in IM mucosa was increased statistically as 
compared with that in superficial gastritis (P < 
0.01). Moderately or strongly positive expression 
of HSP60 was predominant (73.47%) in gastric 
cancer, and the over-expression rate was 34.69%, 
which was markedly higher than that in type Ⅰ
and type Ⅱ IM. There was a negative relation-
ship between HSP60 expression and H pylori 
infection of IM mucosa (r = -0.191, P = 0.012).

CONCLUSION: HSP60 over-expression occurs 
in the progression of gastric mucosal lesions, 
and H pylori infection of IM mucosa is associated 
with HSP60 expression.

Key Words: Heat shock protein 60; Intestinal meta-
plasia; Gastric cancer; Helicobacter pylori

Liu DP, Lv XH, Zhang YM, Wang BY. Expression of 
heat shock protein 60 in gastric mucosa with intestinal 
metaplasia and its correlation with Helicobacter pylori 
infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(7):758-761

摘要
目的: 探讨HSP60在肠化胃黏膜组织中的表达
及与H pylori感染之间的关系. 

方法: 对171例肠化胃黏膜组织其中Ⅰ型肠化
54例、Ⅱ型肠化76例、Ⅲ型肠化41例, 对照组
浅表性胃炎40例, 胃癌49例, 采用SP免疫组织
化学技术进行胃黏膜HSP60的检测, 用ELISA,  
H pylori  IgG抗体检测及H pylori -DNA PCR方
法进行H pylori感染情况的判定. 

结果: HSP60在肠化胃黏膜组织中的表达主要
为中等强度阳性, Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ型肠化胃黏膜组
织的阳性率分别为35.19%, 51.32%, 75.61%, 
过表达率分别为1.9%, 3.9%和19.5%; 浅表性
胃炎组织中的表达多为弱阳性或中等强度阳
性, 阳性表达率为30.00%, 与浅表性胃炎相
比肠化胃黏膜组织中HSP60的表达显著增加

■背景资料
热休克蛋白(HSP)
是一种高水平表
达 的 蛋 白 ,  H S P
在 分 子 伴 侣 及
细胞保护方面的
作用日益受到重
视. HSP在肠化胃
黏膜中的表达及
与幽门螺旋杆菌
(H pylori )的关系
的研究报道较少, 
HSP在H pylori 感
染过程中生物和
免疫反应可能对
疾病的治疗有重
要的指导意义.
   

®
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(P <0.01); HSP60在胃癌组织的表达以强阳性
和中等强度阳性为主, 阳性表达率为73.47%, 
过表达率为34.69%, 明显高于Ⅰ, Ⅱ型肠化胃
黏膜组织中的表达, 与Ⅲ型肠化胃黏膜组织相
比差异不显著(P >0.05), 肠化胃黏膜组织的H 
pylori 感染和HSP60表达有明显的相关性(r  = 
-0.191, P  = 0.012).

结论: HSP60的过度表达发生在胃黏膜病变
的进展过程中; 肠化胃黏膜组织中H pylori 感
染和HSP60表达有明显的相关性.

关键词: 热休克蛋白60; 肠化胃黏膜; 胃癌; 幽门螺

杆菌
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0  引言

热休克蛋白(heat shock proteins, HSP)是生物细

胞在生理应激或病理状态以及各种环境因素的

刺激下所产生的一类蛋白质, 按其分子质量不

同可分为HSP27, HSP60, HSP70, HSP90等, 各
具特定的表达位置和生理功能[1]. 其中HSP60蛋
白家族是存在于所有活的生物组织中最保守的

蛋白, 无论是在原核生物还是真核生物, 动物还

是植物中都广泛存在. HSP通过对多种蛋白质的

构象影响参与细胞生长、繁殖等重要生命过程, 
具有细胞保护和免疫调节作用[2-3]. 研究表明胃

黏膜在接触各种外源性刺激物和内源性刺激因

素后将迅速合成HSP60, 以发挥对胃黏膜细胞的

保护作用[4]. H pylori感染在胃疾病发生中的病因

学意义已经得到共识. H pylori感染后机体产生

免疫反应, 这种反应是否诱发了HSP的表达, 有
研究发现抗HSP免疫反应在H pylori感染的胃疾

病中有一定作用[5]. 本实验对HSP60在肠化胃黏

膜、浅表性胃炎和胃癌组织中的表达进行了测

定, 并同步检测了H pylori感染, 以此探讨HSP60
在不同肠化胃黏膜病变时的表达以及肠化胃黏

膜组织中HSP60与H pylori感染之间的相互关系. 

1  材料和方法

1.1 材料  选择2001-07/2003-05我院外科手术标

本, 其中肠化胃黏膜171例, 浅表性胃炎胃黏膜40
例, 胃癌组织49例, 所有标本均经HE染色对所取

组织进行了病理学诊断. 即用型mAb HSP60、
即用型S P(链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶法, 

Streptavidin Peroxidase, SP)试剂盒、DAB底物

试剂盒均购于福州迈新生物技术开发公司. H 
pylori -DNA PCR试剂盒购于上海复华公司. 血清

抗H pylori -IgG抗体ELISA检测试剂盒购于华美

生物工程天津分公司. 
1.2 方法 利用HID-ABpH2.5-PAS黏蛋白组织化

学染色进行肠化分型, 根据形态学、细胞分化程

度及分泌黏蛋白不同将肠化分为三型:Ⅰ型(完
全性): 腺管直, 结构规整, 腺上皮由成熟的吸收

细胞和杯状细胞分泌唾液酸黏液为主, 呈蓝色

着色. Ⅱ型(不完全性): 腺管伸长, 弯曲并可见轻

度结构变形, 腺上皮以缺乏或极少吸收细胞和

出现不同分化阶段的柱状黏液细胞为主着色以

蓝色为主, 少量红色或黑色. Ⅲ型(不完全性)腺
管结构变形, 细胞不典型性和细胞去分化程度

较Ⅱ型显著, 柱状细胞分泌硫酸黏液为主, 也可

分泌中性黏液, 潘氏细胞缺如, 着色以黑色为主, 
少量蓝色或红色; 利用SP免疫组织化学技术进

行HSP60检测, 对胃黏膜组织石蜡包埋切片, 以
PBS置换一抗作为空白对照, 已知阳性切片作为

阳性对照, DAB显色后细胞核呈棕黄色或伴有

胞核棕黄色颗粒者为阳性细胞, 光学显微镜下计

数20个以上高倍视野阳性细胞. 阴性(-): 为无阳

性细胞或阳性细胞数小于5%, 弱阳性(+): 阳性细

胞数6%-30%, 中等强度阳性(++): 阳性细胞数为

31%-60%, 强阳性(+++): 阳性细胞数大于60%, 以
中等强度阳性和强阳性为过表达[4]. 利用HE, H 
pylori -DNA PCR及血清ELISA检测H pylori  IgG
抗体3种方法进行H pylori感染情况的判定, HE
染色后, 光学显微镜下观测H pylori感染后, 胃黏

膜表面黏液层及小凹上皮内可见“S”型弯曲杆

状细菌阳性标本, H pylori -DNA PCR扩增片段为

430 bp, 取10 µL扩增产物与1 µL溴酚蓝混匀, 用
20 g/L琼脂糖凝胶电泳30 min, 电压5 V/cm, 用
紫外线透射仪检查, 若标本扩增带与阳性扩增带

处同一位置, 判断为阳性, 否则为阴性. 
统计学处理  采用秩和检验和Spearman秩

相关检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 不同胃黏膜病变组织中H S P60的表达 浅
表性胃炎和肠化胃黏膜组阳性率比U  = 2.308, 
P = 0.021<0.05; 浅表性胃炎和胃癌组比较U  = 
4.549, P = 5×10-6<0.001; 肠化黏膜和胃癌阳

性率比U  = 4.458, P = 8×10-6<0.001;Ⅰ, Ⅱ型

肠化胃黏膜与Ⅲ型肠化相比U  = 5.326, P  = 1×

■同行评价
本 文 研 究 了 , 
H pylori感染对胃
黏膜肠化生及胃
癌的影响进行探
讨, 选题有其新颖
之处.  
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10-7<0.001; Ⅲ型肠化与胃癌相比U  = 1.005, P = 
0.315>0.05; HSP60在肠化胃黏膜组织中表达主

要为中等强度, 不同分型的恶肠化胃黏膜组织

中的HSP60表达(图1), 浅表性胃炎组织中的表

达多为弱阳性或中等强度阳性, HSP60在胃癌

组织的表达以强阳性和中等强度阳性为主(表
1). 浅表性胃炎的阳性过表达率为5%, Ⅰ型、Ⅱ

型、Ⅲ型过表达率分别为1.9%、3.9%和19.5%, 
胃癌组织的阳性过表达率为34.69%.
2.2 H pylori感染与HSP60表达的相关性 HSP60
的表达与H pylori感染具有相关性(r s = -0.191, P  
= 0.012<0.05)(表2).

3  讨论

热休克蛋白, 又称应激蛋白(stress protein, SP). 在
应激因素作用下, 细胞可在翻译和转录水平调整

蛋白合成, 改变细胞的代谢和功能, 可以提供结合

蛋白, 协同参与抗原加工、递呈、免疫球蛋白装

配及“T”细胞导航, 在机体的抗感染免疫、自

身免疫特别是肿瘤免疫中起重要作用[6-7]. 胃癌形

成、发展的多阶段模式是: 浅表性胃炎-萎缩性胃

炎-肠上皮化生-不典型增生-胃癌, 其中肠上皮化

生是胃黏膜良性病变向胃癌演变的中间过程, 不
同类型的肠化是胃黏膜病变的不同阶段. 本研究

发现, HSP60在浅表性胃炎-不同分型的肠化胃黏

膜组织-胃癌组织中的表达阳性率呈逐渐增高趋

势分别为30.00%, 35.19%, 51.32%, 75.61%, 73.47 
%, 其中肠化胃黏膜和胃癌组织中的HSP60表达

阳性率显著高于浅表性胃炎组、Ⅲ型肠化胃黏

膜的阳性表达率高于Ⅰ, Ⅱ型肠化胃黏膜阳性表

达率的总和, 肠化黏膜组HSP60表达阳性率明显

高于胃癌组差异显著(P<0.05). 提示HSP60的表达

发生在胃黏膜病变的进展过程中, HSP60表达与

细胞的转化和恶变过程密切相关. 本研究检测了

肠化胃黏膜中H pylori感染组与非感染组中HSP60
表达情况, 结果显示肠化胃黏膜中H pylori阳性组

的HSP60阳性表达率和H pylori阴性组相比差异

显著. 考虑其机制可能为: (1)文献报道H pylori作
为一种外源性刺激能够引起正常胃黏膜产生炎

症, 诱导机体产生体液免疫和细胞免疫反应, 产
生应激蛋白HSP(包括HSP60), 肠化胃黏膜组织

仍然具有这种应答反应. (2)H pylori的HSPB与人

的HSP60同源, 可能通过免疫交叉反应上调胃黏

膜HSP60表达水平, 故宿主对H pylori的反应, H 
pylori感染诱导的HSP60的表达, 可能参与了胃黏

膜损伤、修复、癌变的形成过程. 

    
 疾病类型       n  

 
表 1 HSP60在不同胃黏膜病变组织中的表达

浅表性胃炎   40
肠化胃黏膜         
     Ⅰ型         54
     Ⅱ型         76
     Ⅲ型      41
胃癌      49

28      7     3       2

35    16     2       1
37    27     9       3
10    12   11       8
13      8   11     17

30.00(12/40) 

35.19(19/54)
51.32(39/76)
75.61(31/41)
73.47(36/49)

 

HSP60表达(n ) 

-      +     ++     +++
阳性百分比(%)

 

    
 分组             n  

 
表 2 HSP60的表达与H pylori 感染的同步检测结果

H pylori阳性肠  109
化胃黏膜组织
H pylori阴性肠    62
化胃黏膜组织

44    40   16       9

38    15  6       3

59.63(65/109)

38.71(24/62)

HSP60表达(n ) 

-      +     ++     +++
阳性百分比(%)

图 1 不同分型的肠化胃黏膜组织中的HSP60的表达. A:(×
10); B: Ⅱ型胃黏膜上皮细胞的细胞核内可见棕黄色颗粒(×
20); C: Ⅲ型(×10).

A

B

C
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Abstract
AIM: To analyze the diagnostic yield and clinical 
impact of capsule endoscopy in the diagnosis 
and treatment of patients with suspected small 
intestinal diseases.

METHODS: A total of 288 subjects (including 
204 patients and 84 healthy individuals), who re-
ceived consecutive unselected capsule endosco-
py examinations, were retrospectively analyzed.

RESULTS: The detectable rate of capsule endos-
copy for small intestinal diseases was 53.57% in 
84 healthy individuals, of which 22 cases needed 
drug treatment, 10 should be followed-up or 
accept other check-up modality, and 13 didn’t 
need any treatment. All the 204 patients received 
more than one kind of gastrointestinal examina-
tions, and the symptoms lasted a mean time of 
50 months. Obscure gastrointestinal bleeding 
was detected in 76.47% patients, and abdominal 
pain, chronic diarrhea, and abdominal distention 
were detected in 68.49%, 61.90% and 66.67%, 
respectively. Among 204 patients with various 

symptoms, the diagnosis and therapeutic strat-
egy were entirely changed in 75 patients (36.76%) 
because of capsule endoscopic findings, and 
total influencing rate of capsule endoscopy was 
77.94%.

CONCLUSION: Capsule endoscopy is a proper 
modality in the diagnosis and treatment of sus-
pected small intestinal diseases.

Key Words: Capsule endoscopy; Small intestine dis-
order; Diagnosis; Therapy

Chen X, Zhang ZQ, Shao Y, Zhang Y, Zhang JP, Wang 
YH. Effect of capsule endoscopy on the diagnosis and 
treatment of small intestinal disorders. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(7):762-766

摘要
目的: 了解胶囊内镜的运用对小肠疾病患者
诊断和治疗方案抉择的影响. 

方法: 分析我科自2002-03/2006-08进行胶囊
内镜检查的健康查体者84例, 门诊或住院患者
204例, 比较胶囊内镜检查前后患者诊断和治
疗的变化情况. 

结 果 :  8 4 例 无 症 状 查 体 者 病 变 检 出 率
为53 .57%(45 /84) ,  其中需药物治疗者占
48.89%(22/45), 需随访监测, 必要时进行其
他检查或医疗干预者22.22%(10/45), 不需要
处理者28.89%(13/45). 204例患者均接受过2
种以上的消化道检查, 症状持续时间平均为
50 mo. 不明原因消化道出血的病变检出率较
高, 为76.47%; 腹痛、腹泻和腹胀的病变检出
率分别为68.49%, 61.90%和66.67%. 204例有
症状患者在胶囊内镜检查后诊断及治疗完全
变更36.76%(75/204), 胶囊内镜检查对诊断和
治疗变更的总有效影响率为77.94%(159/204).

结论: 胶囊内镜是小肠疾病诊断的理想工具, 
对小肠疾病患者诊断和治疗的最后确定具有
重要的影响, 也是小肠疾病“早期诊断”、

“早期治疗”能得以实现的保障.

■背景资料
小肠疾病诊断一
直是临床医学的
难点, 既往的诊断
方法比如小肠钡
灌、血管造影等
均无法获得满意
的效果. 胶囊内镜
的面世和临床运
用为小肠疾病诊
断的困顿局面带
来了历史性变革, 
早期诊断在一定
程度上获得实现, 
随之小肠疾病治
疗也得到很大的
改善.
   

®
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0  引言

高效临床诊断手段的价值不仅体现于其对疾病

诊断的高度特异性和敏感性, 更重要的是体现

于对疾病治疗方案抉择决定性影响上. 胶囊内

镜问世后, 为小肠疾病的诊断带来了历史性的

突破, 其诊断的无创、高效等优点得到公认[1-2]. 
但胶囊内镜对小肠疾病诊断和治疗方案的抉择

一直未获得可靠的结论[3-4]. 我们自2002-03使用

胶囊内镜以来, 在此方面进行了积极探索, 获得

了一些经验, 现总结报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-03/2006-08到我科就诊, 自愿进

行胶囊内镜检查、并签订知情同意书、完成胶

囊内镜检查者共计288例, 男210例, 女78例, 平
均年龄为52.67(15-98) 岁, 其中包括合并有心、

肺、脑等多脏器疾病的老年人90例. 受检者中

健康查体者84例, 门诊或住院患者204例(包括

不明原因消化道出血85例、腹痛73例、腹泻21
例、腹胀12例、其他症状13例). 
1.2 方法  使用的胶囊内镜为以色列GIVEN影

像公司生产的诊断图像系统(GIVEN, diagnostic 
imaging system), 胶囊内镜为M2A型, 尺寸为

11 mm×26 mm, 重约3.7 g, 其内部结构分为3部
分, 前端为光学区, 内置短焦镜头、发白光二极

管、CMOS摄像机, 中部为电池, 尾部为发射器

和天线. 胶囊内镜的视野范围为140°、景深为

3.0 cm、最大放大倍数为8倍、最小分辨物可小

于0.1 mm, 图像采集及发射器发射视频图的频

率均为2帧/秒, 电池工作寿命为6-10 h. 胶囊被吞

下后, 借助消化道的蠕动在消化道内移动, 获取

并传输视频信号至接收装置. 工作站使用专用

处理软件RAPID处理数据. 
疑似小肠疾病患者于胶囊内镜检查前使用

硫酸镁法和二甲基硅油进行肠道准备, 而健康

体检者则不进行肠道准备, 只于检查前禁食8 h. 
吞服胶囊内镜后2 h内禁食、禁水, 2 h后可适量

进水, 4 h后可进食半流质. 检查期间受检者可自

由活动, 检查开始至结束后, 受检者大便时要密

切注意胶囊内镜是否排出, 必要时进行腹部X线

透视以观察、核实. 在胶囊内镜未被证实排出

体外之前, 禁止进行核磁共振检查.
统计学处理  采用STATA7.0软件进行统计

处理, 组间计量资料比较采用t检验.

2  结果

2.1 一般临床资料 204例受检患者均接受过其

他消化道检查(如胃镜、结肠镜等), 且未明确病

因和诊断, 其中曾接受2种检查方法者25例(占
12.25%), 3种或3种以上者179例(占87.75%), 平
均延误诊断时间(自症状出现至接受胶囊内镜检

查明确诊断间的时间)为50 mo(最长为264 mo). 
健康体检者无消化道相关症状. 
2.2 胶囊内镜对健康体检者诊断和治疗的影

响 84例健康体检者, 除1例失败外, 胶囊内镜

证实小肠正常者38例 ,  检出小肠病变者45例
(54.22%). 其中小肠存在1种病变者32例, 2种病

变8例, 3种病变5例. 检出的主要病变包括: 黄色

瘤22例、小肠炎16例、十二指肠球炎6例、息

肉4例、血管发育不良8例、蛔虫3例、黏膜下

肿物(性质未定)4例、脂肪瘤1例. 同时, 胶囊内

镜还发现并诊断结肠多发性息肉5例, 结肠血管

发育不良1例. 健康人群中检出的小肠病变, 22
例需及时进行药物治疗(以炎症及寄生虫为主); 
10例需随访及加强生活监测, 必要时进行其他

检查或医疗干预(以小肠息肉、黏膜下肿物、脂

肪瘤为主); 13例不需处理(以黄色瘤为主). 
2.3 胶囊内镜对疑似小肠疾病患者的诊断和治疗

的影响 胶囊内镜在具有小肠相关消化道症状的

患者中检出的疾病谱较广, 疾病可以涵盖临床常

见的各种小肠疾病. 不同的小肠性消化道症状病

变检出率具有一定的差异, 且具有统计学意义

(P  = 0.029, 表1). 胶囊内镜检查之后与检查之前

相比, 204例小肠疾病患者的诊断及治疗均发生

了完全变更者占36.76%(75例); 诊断和治疗发生

部分变更者占11.27% (23例); 诊断部分变更而治

■研发前沿
胶囊内镜的大量
临床运用文献显
示了胶囊内镜在
小肠疾病诊断上
具有巨大的优越
性. 目前研究重点
在于, 明确胶囊内
镜诊断能力, 比如
对不同症状、病
种的小肠病变胶
囊内镜运用价值
等; 提升胶囊内镜
性能, 比如内镜性
能改善、肠道准
备方法改进; 拓展
胶囊内镜的临床
运用范畴, 比如食
管胶囊内镜、结
肠胶囊内镜等的
开发.

    分组                n          阳性         阴性      失败     检出率(%)

 
表 1 胶囊内镜对不同小肠症状的诊断能力

查体     84   45  38  1        53.57
不明原因      85   65  19  1        76.47
消化道出血 
腹痛     73   50  21  2        68.49
腹泻     21          13    8  0        61.90
腹胀     12    8    4  0        66.67
其他     13    9    4  0        69.23
合计   288       190  94  4        65.97
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疗不变者占29.90%(61例); 诊断治疗均完全不变

者占22.06% [45例(含3例失败)], 对诊断和治疗

的整体有效影响率为77.94% (159/204). 另还发

现一批其他消化道检查方法等未检出的非小肠

性疾病, 包括: 反流性食管炎1例、胃溃疡1例、

结肠癌2例、结肠血管发育不良并活动性出血1
例、结肠憩室1例、结肠炎1例.

3  讨论

小肠以迂曲盘绕状态位于消化道中央 ,  长达

5-7 m, 过去的常用检查方法均难以获得理想的

效果[5-6]. 小肠比较常见病变比如血管发育不良

等平坦型病变在小肠钡餐无法显示[7]; 小肠镜检

查范围超过常规上消化道内镜, 但要求内镜医师

技术高、且操作费时、痛苦、有穿孔危险, 即使

如此, 小肠镜也只能检查小肠近端80-120 cm[8]. 
胶囊内镜是目前针对小肠解剖特点设计生产的

特殊内镜性设备. 临床运用以来, 众多的研究业

已证实: 胶囊内镜对小肠疾病诊断能力较现有的

其他常用小肠检查手段如: 小肠钡灌、血管造

影、核素扫描、CT扫描等明显优越, 与小肠镜

相比也独具特性[9-12]. 但胶囊内镜的运用对小肠

疾病的临床诊断, 尤其是治疗能产生多大影响, 
目前尚不清楚. 

小肠疾病诊断难度高, 患者不仅需要承受

长期的病痛折磨、接受各种检查方法带来的痛

苦和无法及时获得正确诊断治疗所产生的心理

压力, 而且还要负担沉重的经济压力. 本组204例
患者在接受胶囊内镜检查前, 平均症状存在时

间50 mo(最长264 mo), 所有患者均接受过2种以

上其他消化系影像学检查, 其中接受2种检查方

法者25例(占12.25%), 3种或3种以上者179例(占
87.75%). 

常见的小肠病症为消化道失血、腹痛、

腹胀等. 小肠出血中血管异常是最主要病因, 占
70%-80%, 其中最主要病变是血管发育不良、

次为肿瘤和小肠溃疡或炎症. 在诊断方法上, 传
统的钡造影和CT扫描的诊断率为5%-10%, 而血

管造影在出血间期的诊断率约为25%, 活动性出

血时诊断率可达40%-50%. 小肠镜的诊断率较

高, 且在诊断的同时可以进行治疗, 但不能进行

全小肠检查[13-16]. 文献表明, 胶囊内镜是诊断不

明原因消化道出血的理想诊断工具, 诊断能力优

于除了术中内镜检查之外的所有其他检查[17-21]. 
本组不明原因消化道出血患者85例, 病变检出率

76.47%, 诊断率75.29%. 不明原因腹痛和腹胀的

病因不仅包含器质性疾病, 也包括功能性改变, 
因此病变检查率较出血为低[22-24]. 本组二者的检

出率分别为68.49%和66.67%, 无小肠异常发现

的患者比例较高证实了此观点. 
胶囊内镜观察到的小肠异常是否会对影响

患者的后续处理存在争论. 有研究认为, 经胶囊

内镜检出的疑似克罗恩病可以进行直接治疗, 而
有研究认为, 对确诊的克罗恩病进行胶囊内镜诊

断无意义且对治疗策略并无影响, 因为克罗恩病

治疗依据为临床症状, 而非检查所视的小肠炎症

程度[25-27]. 相当多的研究显示, 胶囊内镜可以作

为动态观察克罗恩病治疗效果的最佳方法, 但也

有研究认为, 单纯靠观察克罗恩病的黏膜治愈情

况来进行临床处置方案的选择和疾病预后的评

估还不成熟. 在不明原因消化道出血中, 多种文

献研究显示, 胶囊内镜作为其诊断工具具有较好

的运用前景, 但胶囊内镜对治疗的结果和病情的

演变的影响还不清楚[28-31]. Estevez et al[1]的研究

发现: 胶囊内镜检查之后, 75.8%的患者举行了

治疗变更或修订, 经过治疗和处置, 71.6%的患

者出血得到解决. 在胶囊内镜发现有明显病变的

患者中25.4%在随访结束时病情并没有变化, 在
胶囊内镜无阳性发现的患者中65.6%病情进展

明显. 本组通过检查发现的病变190例中新发病

变占81.05%(154例), 18.95%(36/190)与其他检查

相符, 但病变范围、程度更加明确. 204例小肠疾

病患者在胶囊内镜检查之后, 诊断及治疗均发生

了完全变更者占36.76%, 主要为小肠淋巴瘤、

小肠癌、小肠克罗恩病、小肠间质瘤、小肠炎

等可严重危害患者健康甚至生命的疾病; 诊断

和治疗发生部分变更者占11.27%, 主要疾病为

小肠炎、小肠淋巴瘤、十二指肠球炎、血管发

育不良、以及部分功能性消化不良患者(主要表

现为腹胀、腹痛); 诊断部分变更而治疗不变者

占29.90%; 诊断治疗均完全不变者占22.06%, 主
要为临床诊断和胶囊内镜诊断完全相符者和有

临床症状但胶囊内镜未检出病变者. 总体上, 胶
囊内镜的运用导致临床医疗行为发生改变者占

77.94%, 可见胶囊内镜的临床应用使一批长期误

诊、漏诊的患者获得了及时治疗. 对于查体, 他
的临床意义在于能发现一些亚临床性疾病, 提升

小肠疾病的早期诊断、早期治疗水平[32]. 本组无

症状查体者84例, 小肠病变检出率为53.57%, 其
中48.89%(22/45)的检出病变为十二指肠球炎、

小肠炎、小肠糜烂、小肠息肉、小肠黏膜下肿

物等疾病的检出使该批亚临床病例获得了早期

■应用要点
本文对胶囊内镜
在不同病症小肠
疾病中的性能特
点作出评价, 可以
指导临床医师掌
握选择需要接受
胶囊内镜检查病
例的方法. 同时通
过了解胶囊内镜
诊断能力的局限
性, 可以促进胶囊
内镜应用的临床
基础研究, 以此改
进胶囊内镜临床
应用方法, 进一步
提高胶囊内镜性
能.
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治疗. 但缺陷是成本太高, 广泛使用会导致医疗

成本的上升和医疗资源的浪费, 同时也有并发症

发生的风险[33], 因而不宜提倡. 
总之, 胶囊内镜是小肠疾病的重要检诊手

段, 他的临床运用有助于改善小肠疾病诊断和治

疗困难局面, 对小肠疾病的早期诊断和早期治疗

有益. 
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G161     中华肝脏病学杂志                                    1003                        9                1.077                  4
G211     中华糖尿病学杂志                                      859                       11                1.209                  3
G285     中华消化内镜杂志                                       934                      10                0.782                  9
G168     中华消化杂志                                    1645                        6                0.798                  8
G892     中华心律失常学杂志                      269                       21                0.514                13
G170     中华心血管病学杂志                    2622                        2                1.272                  2
              平均值                                                      849                                 0.593

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

Sensitivity and inter-observer variability for capsule 
endoscopy image analysis in a cohort of novice 
readers. World J Gastroenterol  2006; 12: 1249-1254

32 Ang TL, Fock KM, Ng TM, Teo EK, Tan YL. Clinical 
utility, safety and tolerability of capsule endoscopy 
in urban Southeast Asian population. World J 
Gastroenterol  2003; 9: 2313-2316

33 陈孝, 张子其, 张建萍, 张钰. 胶囊内镜检查存在的问
题及副作用的初步分析. 世界华人消化杂志  2004; 12: 
2233-2236

电编  李琪  编辑  王晓瑜



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年3月8日; 15(7): 767-771
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

成人盆底痉挛综合征型便秘的分型及其病理生理机制

肖元宏, 刘洲禄, 刘贵麟, 彭少林, 王  政, 彭  正, 臧传波, 夏少友, 张艳君

肖元宏, 刘洲禄, 刘贵麟, 彭少林, 王政, 中国人民解放军总
医院小儿外科 北京市 100853
彭正, 臧传波, 夏少友, 张艳君, 中国人民解放军总医院普外
科 北京市 100853
通讯作者: 肖元宏, 100853, 北京市, 中国人民解放军总医院小
儿外科. xiaoyh28@sina.com
电话: 010-66937123
收稿日期: 2006-11-22    接受日期: 2006-12-18

Classification and 
pathophysiological mechanism 
of adult constipation caused by 
spastic pelvic floor syndrome 
in adults
 
Yuan-Hong Xiao, Zhou-Lu Liu, Gui-Lin Liu, Shao-Lin 
Peng, Zheng Wang, Zheng Peng, Chuan-Bo Zang, 
Shao-You Xia, Yan-Jun Zhang

Yuan-Hong Xiao, Zhou-Lu Liu, Gui-Lin Liu, Shao-Lin 
Peng, Zheng Wang, Department of Pediatric Surgery, 
General Hospital of Chinese PLA, Beijing 100853, China
Zheng Peng, Chuan-Bo Zang, Shao-You Xia, Yan-Jun 
Zhang, Department of General Surgery, General Hospital 
of Chinese PLA, Beijing 100853, China
Correspondence to: Xiao-Yuan Hong, Department of Pe-
diatric Surgery, General Hospital of Chinese PLA, Beijing 
100853, China. xiaoyh28@sina.com
Received: 2006-11-22    Accepted: 2006-12-18 

Abstract
A I M : T o d i s c u s s t h e c l a s s i f i c a t i o n a n d 
pathophysiological mechanism of constipation 
caused by spastic pelvic floor syndrome (SPFS) 
in adults, and to investigate the mechanism 
of biofeedback training in treating this type of 
constipation.

METHODS: Biofeedback training was per-
formed on 18 adult patients suffered from SPFS-
caused constipation using the instruments pro-
duced by Medtronic Company with the basic 
circuit voltage of 1.53 μV for about 20-minute 
relaxation exercises. The basic resting and stimu-
lated voltages of external anal sphincter (EAS) 
were obtained by the anal electrode, and then 
compared using statistical analysis.

RESULTS: Based on the resting voltage and the 
voltage change of EAS during simulation, the 

SPFS-caused constipation was classified into 
3 types: type Ⅰ was characterized with a high 
resting voltage and paradoxical activity of EAS 
(44.44%); type Ⅱ was characterized with a high 
resting voltage of EAS (33.33%); type Ⅲ was 
characterized with paradoxical activity of EAS 
(22.22%). The patients with high resting voltages 
covered a percentage of 77.77%. There existed 
significant differences among three types (P = 
0.001).

CONCLUSION: High resting voltages and sec-
ondary paradoxical activity may be the mecha-
nisms of SPFS-caused constipation. A significant 
decrease of resting voltage and inhibition of EAS 
paradoxical activity can be obtained through 
biofeedback training.

Key Words: Pelvic dyssynergia constipation; Clas-
sification of constipation; Pathophysiology; Resting 
voltage; Biofeedback training

Xiao YH, Liu ZL, Liu GL, Peng SL, Wang Z, Peng 
Z, Zang CB, Xia SY, Zhang YJ. Classification and 
pathophysiological mechanism of adult constipation 
caused by spastic pelvic floor syndrome in adults. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(7):767-771

摘要
目的: 探讨成人盆底痉挛综合征型便秘的分
型及其病理生理机制, 以及生物反馈治疗该型
便秘的原理. 

方 法 :  使 用 基 础 电 路 电 压 为 1 . 5 3  μ V 的
Medtronic公司生产的生物反馈训练仪对18例
盆底痉挛综合征型便秘的成人患者首先进行
约20 min放松练习, 肛门塞电极记录到外括约
肌的静息电位值, 然后患者完成模拟排便动
作, 获得模拟排便及放松两种状态下外括约肌
电位的两组数值, 并进行统计学比较. 

结果: 根据肛门外括约肌的静息电位以及模
拟排便外括约肌的电位变化, 成人盆底痉挛综
合征型便秘表现为三种病理分型, 即Ⅰ型: 高
静息电位+矛盾运动(占44.44%), Ⅱ型: 高静息
电位(占33.33%), Ⅲ型: 矛盾运动(占22.22%), 
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■背景资料
盆底痉挛综合征
虽然表现为排便
困难, 但由于其潜
在的病理生理机
制涉及的范围广
泛, 因此需要多角
度全方位进行研
究, 特别是神经生
理学、心理学的
新成果对该型便
秘的病理生理机
制以及治疗的完
善将起到积极的
推动作用.
   

®



其中外括约肌的高静息电位占本组便秘患者
的77.77%. 各病理分型外括约肌静息电位之
间两两比较均具有显著性差异 (P  = 0.001).

结论: 外括约肌的高静息电位以及在此基础
上并发的外括约肌矛盾运动构成了盆底痉挛
综合征型便秘的病理生理机制, 生物反馈训练
能够有效降低外括约肌的静息电位并消除可
能出现的外括约肌矛盾运动.

关键词: 盆底痉挛综合征型便秘; 便秘分型; 病理生

理学; 静息电位; 生物反馈训练
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0  引言

盆底痉挛综合征型便秘病理特点的认识目前主

要是描述性, 即模拟排便时肛管内括约肌压力

或外括约肌整合电位不呈现下降趋势反而升高, 
对其发生的病理生理机制未见明确阐述[1-3], 存
在下述多种描述性的诊断, 如盆底协同困难、

耻骨直肠肌矛盾收缩、耻骨直肠肌失弛缓综

合征、梗阻性排便以及盆底出口梗阻等等[1,4]. 
2005-03/2005-12我们对18例成人盆底痉挛综合

征型便秘患者外括约肌静息电位以及模拟排便

时外括约肌电位变化进行检测分析, 来探讨成

人该型便秘的病理分型及其病理生理机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 18例患者年龄26-76(平均50.72)岁, 男女

比例为5∶13, 经结肠传输试验、直肠肛门抑制

反射检测以及钡灌肠等功能及形态学检测技术

排除结肠慢传输、先天性无神经节细胞巨结肠

以及直肠前突套叠等造成的便秘, 并通过5次模

拟排便动作中3次以上出现外括约肌压力的升高

来初步判定为盆底痉挛综合征型便秘[4]. 
1.2 方法 选用Medtronic公司生产的胃肠功能测

定仪(PC Polygraf HR)以及8通道螺旋形分布压力

检测导管进行直肠肛门抑制反射及模拟排便外

括约肌压力变化检测, 获得距离肛门3.5 cm范围

内八个层面(各通道两两间隔45度、相距0.5 cm)
括约肌反射及压力变化情况. 选用该公司生产的

生物反馈训练仪以及肛门塞电极, 首先嘱患者进

行全身心的放松练习, 持续时间约20 min记录静

息电位的变化, 最终获得外括约肌基础静息电位
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值. 在医师的口令下嘱患者做5次模拟排便动作

(不看生物反馈训练仪的动画屏幕), 通过统计学

计算验证是否存在外括约肌的矛盾收缩运动. 医
师详细的向患者阐述正常的排便动力以及其自

身存在的病理性的排便模式, 并通过模拟排便

时动画曲线的变化来解释正常及异常的排便动

力, 嘱患者按照动画指示的正常排便动力曲线完

成模拟排便动作(增加腹压同时主动放松肛门外

括约肌). 在此训练过程中要适时地给患者以必

要的语言指导以帮助他们进一步认识、并纠正

错误的模拟排便动作, 鼓励他们完成正确的模拟

排便动作. 每次的模拟排便持续时间为10 s, 放
松时间为10 s, 6次排便及放松动作为一组, 训练

组间休息时间为10 min. 根据患者是否出现主观

的感觉疲劳以及肛门部是否出现肌肉的酸胀感, 
以及外括约肌电位是否稳定于一个较低的数值

或达到电静息水平[5](仅表现为电路的基础电压

1.53 μV)来决定是否结束该次训练, 一般总的训

练时间为1.5-2 h.
统计学处理  通过CHISS软件对不同便秘类

型外括约肌静息电位进行正态性检验及方差分

析, P <0.05认为存在显著性差异.

2  结果

2.1 成人盆底痉挛综合征型便秘的病理分型 正
常情况下, 肛门外括约肌静息电位及模拟排便

时电位均不超过2 μV[6], 考虑到生物反馈训练仪

电路的基础电压1.53 μV, 因此将外括约肌静息

电位及模拟排便时电位超过3.53 μV判定为存

在高静息电位以及模拟排便时外括约肌的矛盾

收缩运动, 本研究发现成人盆底痉挛综合征型

便秘患者存在三种病理分型(表1, 图1). 
2.2 外括约肌高静息电位在成人盆底痉挛综合

征型便秘的特点 外括约肌高静息电位总的发生

率占该型便秘的77.77%. 各病理分型外括约肌

静息电位之间两两比较均具有显著性差异(P  = 
0.001)(表1).

3  讨论

肛门外括约肌和耻骨直肠肌不同于一般的骨骼

肌, 其中耐疲劳、保持持续张力性电活动的Ⅰ型

纤维含量占78%, 而不耐疲劳、完成短时收缩活

动的Ⅱ型纤维数量相对较少[7]. 正常静息状态下, 
肛门外括约肌和耻骨直肠肌处于一种部分持续

收缩状态, 与内括约肌持续张力性收缩协同维持

肛管由近端向远端显著增大的静息张力梯度, 外

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文首次根据外
括约肌静息电位
以及模拟排便是
否存在外括约肌
矛盾运动将盆底
痉挛综合征型便
秘分成3种病理类
型, 并对各型的病
理生理机制进行
讨论, 得出外括约
肌的高静息电位
以及在此基础上
并发的外括约肌
矛盾运动构成了
该型便秘的病理
生理机制, 生物反
馈的原理在于能
够有效降低外括
约肌的静息电位
并消除可能出现
的矛盾运动.
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括约肌由于肌纤维环状结构止点与作用位点的

不同而对肛管不同层面产生直接方向压迫作用, 
形成外括约肌的绞锁机制, 从而显著增强了静息

状态下肛门的节制功能[8-13]. 外括约肌及耻骨直

肠肌中Ⅰ型纤维保持一定的静息张力是Ⅱ型纤

维完成一次收缩或反射活动的基础, 这是由排便

和节制的脊髓低级反射中枢γ及α运动神经元对

外括约肌及耻骨直肠肌Ⅰ, Ⅱ型进行神经支配, 
以及脊髓上位各高级调节中枢, 如网状结构、小

脑、大脑等对脊髓中枢活动进行综合调控的结

果. 当机体由静息状态转为试图排便时, 大脑下

达排便的指令, 网状结构下行兴奋性传导通路被

抑制[14], 使脊髓前角γ运动神经元的电活动受到

抑制, 进而使其支配的Ⅰ型纤维的张力性电活动

减少, Ⅰ型纤维的本质是肌梭, 其发出的传入冲

动减少, 无法达到α运动神经元的放电阈值[15], 因

    
病理分型             n   比例(%)   

表 1 成人盆底痉挛综合征型便秘的病理分型及比例

高静息电位(Ⅰ)   8 44.44 10.510        4.640
+矛盾运动
高静息电位(Ⅱ)   6 33.33   4.251        0.551
矛盾运动    (Ⅲ)   4 22.22   2.504        0.301

静息电位        静息电位

  均数(μV)       标准差(μV)  

图 1 成人盆底痉挛综合征型便秘病理分型. A:Ⅰ型[外括约肌高静息电位+矛盾运动(箭头)];  B: Ⅱ型[外括约肌高静息电位
(箭头)]; C: Ⅲ型[矛盾运动(箭头)].
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■名词解释
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这些正常或异常
的生理现象人体
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不到的. 这项技术
在开放的生物反
馈环中插入了人
的意志力-因此被
给予了生物反馈
的名字.
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此无法激发后者所支配的Ⅱ型肌纤维的一次位

相性收缩或反射活动; 实质上模拟排便的正常生

理机制就是通过高级调控机制、低级中枢的反

射机制使外括约肌和耻骨直肠肌Ⅰ型纤维的张

力性电活动不断降低[16]、同时有效地抑制了Ⅱ

型纤维可能出现的矛盾收缩运动. 盆底痉挛综合

征型便秘生物反馈治疗的原理就在于上述排便

和调控机制的全面康复过程. 在一个良好的指导

者语言以及生物反馈动画协同指导下, 一个有良

好意志力和理解力的个体能够使其肛门外括约

肌和耻骨直肠肌完全放松, 以至于在示波器上找

不到任何肌肉电活动[5], 如果不考虑本仪器的电

路电压1.53 μv, 则一次训练授课最理想的状态

应该是使外括约肌及耻骨直肠肌Ⅰ型纤维完全

放松, 达到0电位的状态, 此时患者不仅感到大脑

的主观疲劳, 而且有肛门部肌肉酸胀感, 其原因

是肌肉由维持一定的紧张性收缩变成了完全放

松状态, 实质上是处于被撑开的非自然状态, 此
时盆底痉挛被完全解除, 包括Ⅰ型纤维的高静息

张力以及Ⅱ型纤维可能出现的矛盾运动, 这也就

是生物反馈训练治疗盆底痉挛综合征型便秘的

原理所在. 
盆底痉挛综合征型便秘Ⅰ型表现为外括约

肌高静息电位以及模拟排便时外括约肌的矛盾

运动, 其可能的病理生理机制在于此类患者静息

状态下, 网状结构下行的兴奋性神经传导冲动较

正常高, 使外括约肌Ⅰ型纤维处于一种高水平的

电活动状态, 因此属于一种中枢调节的失调; 当
患者试图排便时, 大脑高级中枢又发放了错误的

命令, 即不是主动放松肛门外括约肌而是相反, 
这样, 很容易出现外括约肌Ⅰ型纤维高静息电活

动基础上的Ⅱ型纤维的一次位相性收缩活动, 即
矛盾运动. 表现为脊髓前角γ运动神经元的电活

动没有减少反而增加, 更容易激发α运动神经元

的一次放电活动, 产生Ⅱ型纤维的一次位相性收

缩活动, 表现为静息高电位水平上的矛盾运动

(图1A). 盆底痉挛综合征型便秘Ⅱ型表现为外括

约肌高静息电位, 模拟排便时并不表现为外括约

肌的矛盾运动, 仅由外括约肌及耻骨直肠肌Ⅰ型

纤维超过正常张力水平的电活动状态造成盆底

出口的阻力, 仅属于一种中枢调节的失调而不存

在中枢的错误命令. 并且其高静息电位水平显著

小于Ⅰ型便秘患者, 其病理程度较后者轻微, 外
括约肌Ⅰ型纤维高张力电活动尚未能达到α运

动神经元的一次放电阈值因此未能激发其一次

位相性收缩的矛盾运动而仅表现为高静息电位

(图1B). 盆底痉挛综合征型便秘Ⅲ型表现为外括

约肌的矛盾运动, 是否可以将其考虑为Ⅰ型中的

一些特例, 原因是其脊髓前角α运动神经元的放

电阈值低于一般水平, 以至于在外括约肌及耻骨

直肠肌Ⅰ型纤维较低水平电活动的激发下也容

易出现放电, 使其支配的Ⅰ型纤维出现反射性收

缩活动, 即矛盾运动, 从而造成了排便时盆底阻

力(图1C). 高静息电位在本组便秘中占77.77%, 
说明了盆底痉挛综合征发病机制中外括约肌及

耻骨直肠肌的高静息电位起到了主导作用, 其实

质是脊髓上位高级中枢调节机制的失调, 而生物

反馈能够有效减少这种异常的神经冲动, 从而使

中枢的调节机制得到康复, 有效降低了外括约肌

及耻骨直肠肌的高静息电位, 并消除在此基础上

可能出现的矛盾运动. 因此, 对于盆底痉挛综合

征Ⅰ型及Ⅲ型患者生物反馈训练中不仅要强调

排便中枢调节机制的康复, 而且要鼓励激发患者

的意志力使其主动纠正模拟排便时中枢发放的

错误命令; 而对于Ⅱ型便秘训练的重点在于中枢

调节机制的康复降低盆底肌的张力性电活动. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of chemokine 
receptor CXCR4 in colorectal carcinoma and 
its correlation with the clinicopathologic 
characteristics and prognosis.

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
detect the expression of CXCR4 and tumor mi-
crovessel density (MVD) in 67 tissue specimens 
of colorectal carcinoma, and the correlation be-
tween the CXCR4 expression and clinicopatho-
logic factors was evaluated.

RESULTS: The positive rate of CXCR4 expres-
sion was 56.7% in colorectal carcinoma, which 
was correlated with lymph node metastasis, 
clinical staging and MVD as well as the survival 
of patients, but not with the sex and age of pa-
tients, tumor location, T staging, and pathologi-
cal types. The expression of CXCR4 was 40.6%, 

68.2% and 76.9% in cases of N0, N1 and N2 
stage, 39.4% and 73.5% in cases of Ⅰ+Ⅱ and Ⅲ 
stage, respectively. The positive rate of CXCR4 
expression was significantly lower in the case 
with low MVD than that with high MVD (36.4% 
vs 74.3%, P < 0.01), and the CXCR4-positive case 
had a higher recurrent or metastatic rate (47.4% 
vs 24.1%, P < 0.05) and a lower 3-year survival 
rate (32.6% vs 71.3%, P < 0.05) than the CXCR4-
negative one.

CONCLUSION: Positive CXCR4 expression and 
high tumor MVD are associated with the poor 
prognosis of patients, and they can be used as 
potential predictive factors for the recurrence or 
metastasis of colorectal cancer.

Key Words: Chemokine receptor CXCR4; Colorectal 
carcinoma; Microvessel density; Prognosis

Zhang MX, Iqbal K, Yu SY. Expression of CXC chemokine 
receptor CXCR4 in colorectal  carcinoma and its 
correlation with prognosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(7):772-776

摘要
目的: 探讨趋化性细胞因子受体CXCR4在大
肠癌中的表达及其与预后的关系. 

方法: 收集67例大肠癌患者手术标本, 采用免
疫组织化学方法检测肿瘤组织中CXCR4蛋白
的表达和微血管密度, 分析CXCR4的表达水
平与临床病理特征和生存的关系. 

结果: 大肠癌组织中CXCR4蛋白表达阳性率
为56.7%(38/67), 与患者的性别、年龄、肿瘤
部位、T分期和病理类型无相关性(P >0.05), 
与淋巴结转移、临床分期、微血管密及生
存相关. N0, N1和N2期CXCR4的阳性率分
别为40.6%, 68.2%, 76.9%(P <0.05);Ⅰ+Ⅱ期
和Ⅲ期CXCR4的阳性率分别为39.4%, 73.5% 
(P <0.05). 低MVD组CXCR4的阳性率显著
低于高MVD组(36.4% vs  74.3%, P <0.01); 
CXCR4阳性组较CXCR4阴性组有较高的复发
/转移率(47.4% vs  24.1%, P <0.05)和较低的3 a
无病生存率(32.6% vs  71.3%, P <0.05).

®

■背景资料
恶性肿瘤侵袭和
转移是一个多阶
段多步骤的复杂
过程, 是肿瘤致死
的主要原因, 也是
当前研究的热点, 
但其具体机制尚
不清楚. 最新研究
表明, 趋化性细胞
因子及其受体的
相互作用可能在
癌症的定向转移
过程中起着关键
作用. 其中最令人
瞩目的是趋化因
子受体CXCR4与
其配体CXCL12
的相互作用与多
种癌症侵袭和转
移密切相关. 
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结论: CXCR4可能促进大肠癌的侵袭和转移
以及血管生成并影响其预后.

关键词: CXCR4蛋白; 大肠癌; 微血管密度; 预后 
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0  引言

大肠癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一, 
占所有癌症相关死亡原因的第3位. 在临床上主

要采取以手术治疗为主的综合治疗, 但效果并

不理想, 仍有相当部分患者会失败. 复发和转移

是大肠癌患者死亡的主要原因. 因此, 大肠癌复

发和转移相关机制的研究具有重要意义. 最近

研究表明, 趋化性细胞因子及其受体的相互作

用可能在癌症的定向转移过程中起着关键作用. 
其中最令人瞩目的是趋化因子受体CXCR4与其

配体CXCL12的相互作用(CXCR4/CXCL12轴)
与多种癌症发展及转移密切相关. 本研究采用

免疫组织化学方法检测大肠癌中的CXCR4表达

和微血管密度(micro vessel density, MVD), 探讨

CXCR4在大肠癌中的表达情况及其与预后的

关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-01/2004-12在华中科技大学附属

同济医院行根治性手术切除的大肠癌组织标

本67例. 要求纳入本研究的患者均未接受术前

放化疗, 并且有完整临床病理资料(包括患者年

龄、性别、诊断、病理类型、TNM分期等)和
随访资料(包括复发、死亡或无瘤生存). 67例患

者中男48例, 女19例; 中位年龄52岁(25-71岁); 
结肠癌40例, 直肠癌27例; 根据AJCC(美国癌症

联合会)第6版分期标准, Ⅰ期14例, Ⅱ期19例, Ⅲ
期34例. 末次随访时间到2006-05-31, 中位随访

时间23(3-40) mo. 兔抗人CXCR4 mAb购自晶美

生物公司, 兔抗人CD34 mAb和SP试剂盒购自北

京中山生物公司.
1.2 方法 术后标本经40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 切
片厚4 μm, 常规脱蜡至水. 采用SP三步法, 具体操

作步骤按试剂说明书进行. CXCR4蛋白检测采用

的一抗为兔抗人CXCR4 mAb(工作浓度为1∶100); 
微血管密度检测一抗为兔抗人CD34 mAb (工作

浓度为1∶50). 阴性对照用PBS代替一抗. 

CXCR4结果判断: 光学显微镜下观察, 阳性

细胞胞膜、胞质或者胞核出现棕黄色颗粒. 在低

倍镜(40×)下观察CXCR4表达较强的区域, 高倍

镜(200×)观察3个视野, 计数阳性细胞所占的百

分比. 参考相关文献[1], 阳性细胞超过肿瘤细胞

数的10%定义为CXCR4阳性, 否则为阴性.  
MVD计数: 凡染成棕黄色, 与临近血管、癌

细胞分开的单个内皮细胞或内皮细胞簇, 均作

为一个血管计数, 不考虑是否有管腔形成. 凡管

腔大于8个红细胞大小, 或有较厚的血管肌层均

不计数. 先在低倍镜(40×)下选取5个血管数量

较多的视野, 再转到高倍镜(200×)下计数每个

视野的微血管数量. 按照每个200倍视野面积为

0.785 mm2, 计算MVD, 以5个视野的均值作为每

个标本的MVD值.
统计学处理 C X C R4的表达及M V D与临

床病理参数的关系采用χ2分析, 生存情况使用

Kaplan-Meier法绘制生存曲线, 并用log-rank检
验. 所有统计计算使用SPSS10.0版统计分析软

件包完成, P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 C X C R4的表达及其与大肠癌临床病理特

征的关系 大肠癌组织中CXCR4阳性表达在光

学显微镜下表现为棕黄色颗粒 ,  为胞膜、胞

质或胞核的阳性着色 .  本研究67例中有38例
(56.7%)CXCR4表达阳性. CXCR4蛋白表达与

大肠癌淋巴结转移状况(N分期)关系密切, 随
着淋巴结分期的升高, C X C R4的表达显著增

加(P <0.05); 在大肠癌的临床分期(AJCC分期

系统)中, CXCR4蛋白表达与临床分期相关, Ⅰ
+Ⅱ期和Ⅲ期CXCR4的阳性率分别为39.4%和

73.5%(P <0.05); CXCR4蛋白的阳性率随分化

程度的降低有升高趋势 ,  但差异无统计学意

义(P >0.05). CXCR4的表达与患者的性别、年

龄、肿瘤部位、T分期和病理类型无明显关系

(P >0.05)(表1). 
2.2 MVD计数及其与大肠癌临床病理特征的关

系 全组67例大肠癌患者MVD值为18.50±7.48, 
以小于均值归入低MVD组, 大于或等于均值则

归入高MVD组, 其中高MVD组占50.7% (34/67). 
M V D的高低与大肠癌的病理类型密切相关

(P <0.05); 随着N分期和临床分期的升高, MVD
有升高趋势 ,  但差异无统计学意义(P >0.05); 
MVD与患者年龄、性别、肿瘤部位、T分期和

分化程度无明显关系(P >0.05)(表1). 

■创新盘点
本 文 在 检 测
CXCR4表达的同
时进行微血管密
度检测, 初步探讨
了CXCR4与肿瘤
血管生成的关系. 
另外对入选的研
究对象进行较长
时间的随访, 分析
CXCR4表达与患
者生存和复发/转
移的关系.
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2.3 C X C R4表达与M V D的关系 本研究结果

显示, 33例低MVD大肠癌中CXCR4的阳性表

达率为36.4%(12/33), 明显低于高M V D组的

74.3%(P <0.01), 提示大肠癌组织微血管密度与

CXCR4的表达有关. 
2.4 CXCR4表达与大肠癌预后的关系 在随访

过程中, 全组大肠癌患者中有25例在治疗后不

同的时间出现复发/转移, 复发/转移率为37.3% 
(25/67). CXCR4阴性组复发率为24.1%, 明显低

于CXCR4阳性组的47.4%(P <0.05). 比较两组的

生存曲线(图1), CXCR4阴性组3 a无病生存率为

71.3%, CXCR4阳性组为32.6%, 经log-rank检验, 
差异有显著性(P <0.05). 
2.5 MVD与大肠癌预后的关系 根据肿瘤组织中

微血管密度的高低, 比较患者的生存曲线(图2), 
低MVD组3 a无病生存率为68.4%, 高MVD组为

24.7%, 经log-rank检验, 差异有显著性(P <0.05).

3  讨论

大肠癌包括结肠癌和直肠癌两部分, 最重要的

生物学特征之一就是容易发生转移. 约35%的结

直肠患者在确诊时已发生转移, 其中最常见的

转移部位为肝脏. 因此, 研究结直肠癌的转移机

制, 寻找预防和治疗结直肠癌转移的方法, 对于

提高结直肠患者的预后具有重要意义. 
人类的趋化性细胞因子家族包含着约45-50

种蛋白质, 具有广泛的生物学功能[2-3]. CXCL12
是属于CXC类趋化性细胞因子, CXCR4是其唯

■应用要点
探讨CXCR4在大
肠癌中的表达及
其与复发和转移
的关系, 有助于分
析大肠癌转移的
发生机制, 为大肠
癌患者预后的判
断提供了参考, 为
预防和治疗大肠
癌复发和转移提
供新的靶点和策
略.

表 1 CXCR4表达及MVD与大肠癌患者临床病理参数的关系

     
                                  CXCR4表达                             MVD 

                                                  阴性     阳性                        低         高

性别      

    男                  48(71.6)        20        28        0.67        22        26        0.425

    女                  19(28.4)          9        10                       11          8  

年龄(y)

    <50               29(43.3)         11       18        0.44        12        17        0.327

    ≥50              38(56.7)        18        20                       21        17

部位

    结肠              40(59.7)        19        21        0.39        18        22        0.460

    直肠               27(40.3)        10        17                       15        12  

T分期

    T1                    7(10.4)          4         3         0.68          5         2        0.154

    T2                  27(40.3)        11       16                        15       12

    T3                  23(34.3)        11       12                        11       12

    T4                  10(14.9)          3         7                          2         8  

N分期

    N0                 32(47.8)        19        13        0.04        20        12        0.098

    N1                 22(32.8)          7        15                         9        13    

    N2                 13(19.4)          3        10                         4          9  

临床分期

    Ⅰ                  14(20.9)          8          6        0.02        10          4        0.106

    Ⅱ                  19(28.4)        12          7                       10          9  

    Ⅲ                  34(50.7)          9        25                       13        21

病例类型

    管状腺和

    乳头状腺        51(76.1)       25        26         0.21        31       20        0.003

    黏液腺           10(14.9)          3          7                          2         8

    其他                6(9.0)             1         5                          0         6

分化程度

    高分化           18(26.9)          8        10        0.08          9          9        0.757

    中分化           28(41.8)        13        15                       15        13

    低分化           21(31.3)          8        13                         9        12

参数                        n (%)                                        P 值                                       P 值
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一的专属受体[4]. 起初对于CXCR4/CXCL12信
号系统的研究主要集中在免疫系统, 研究表明

他在造血干细胞归巢、淋巴细胞迁移和HIV感

染等方面发挥着重要作用[5-6]. 自Muller et al [7]报

道了在大鼠模型中CXCR4与其配体CXCL12共
同作用导致乳腺癌转移后, 趋化因子及其受体

对肿瘤细胞的转移作用受到广泛重视. 他们在

研究中发现CXCR4在人类乳腺癌中高表达, 而
CXCR4的特异性配体CXCL12在乳腺癌容易发

生转移的器官中高表达, 如骨髓、肺和脑. 此外, 
有人发现如果用抗体体内中和CXCR4或采用基

因沉默技术, 可以导致乳腺癌侵袭能力和器官

特异性转移潜能明显下降[8-9]. 最近一些研究报

道, 人类的卵巢癌[10]、肺癌[11]、食道癌[12]等也

存在着CXCR4的选择性表达. 基于以上研究, 我
们推断一些不同的癌细胞亦可能通过CXCR4/
CXCL12途径介导他们的侵袭和转移, 就此我们

检测分析了CXCR4在人大肠癌组织中的表达情

况及其与临床病理特征和预后的关系. 
在本实验中, 我们通过对67例大肠癌手术

标本进行免疫组织化学染色, 发现38例CXCR4
阳性表达, 阳性表达率为56.7%. 通过进一步分

析, 我们发现CXCR4的表达与大肠癌淋巴结转

移状况(N分期)和AJCC临床分期密切相关. 随
着N分期和临床分期的增高, CXCR4表达的阳

性率增高(P <0.05). CXCR4阳性表达率与患者年

龄、性别、病理类型、肿瘤大小(T分期)无明显

关系. 结果与文献报道基本一致. Ottaiano et al [13]

对72例Ⅱ期和Ⅲ期大肠癌手术标本进行研究, 
结果发现CXCR4表达阳性率为77.8%, 且与淋

巴结受累和早期发生远处转移密切相关 .  马
向涛 et al [14]研究发现结直肠癌组织中CXCR4/
CXCL12表达水平比正常组织明显增高; 大肠癌

肝转移组织中CXCR4/CXCL12表达比原发肿瘤

增高. Rubie et al [15]实验也发现大肠癌肝转移灶

CXCR4表达明显上调. 这些结果提示CXCR4极
有可能参与大肠癌的侵袭和转移. 

研究表明, 一些趋化性细胞因子可能通过

促进血管生成而在肿瘤生长方面发挥间接作

用[16]. Salcedo et al [17]研究发现, CXCR4是内皮

细胞表达的一种主要的趋化性细胞因子受体. 
VEGF和bFGF可以明显上调CXCR4在内皮细

胞上的表达, 使内皮细胞对CXCL12的反应性增

加. 反过来, CXCL12/CXCR4也可以增加内皮细

胞合成和释放VEGF, 从而形成一个正反馈过程, 
促进血管的生成. 为了探讨趋化性细胞因子受

体CXCR4与大肠癌血管生成的关系, 我们对67
例大肠癌标本MVD进行检测(MVD与临床病理

特征的关系见表1). 结果发现低MVD组CXCR4
阳性表达率较高MVD组低, 提示大肠癌组织血

管生成与CXCR4的表达有关. CXCR4是否通过

促进血管生成从而促进大肠癌的侵袭和转移需

要进一步深入研究. 
为了进一步研究CXCR4的表达与大肠癌患

者预后的关系, 我们对患者进行了随访. 通过分

析发现CXCR4阴性组复发/转移率为24.1%, 明
显低于CXCR4阳性组的47.4%(P <0.05). CXCR4
阴性组3 a无病生存率为71.3%, CXCR4阳性组

为32.6%, 差异有显著性(P <0.05). 同时也分析了

MVD对大肠癌预后的影响, 结果发现低MVD组

3 a无病生存率为68.4%, 高MVD组为24.7%, 差
异有显著性(P <0.05). 提示CXCR4的表达与大肠

癌的复发/转移以及生存有关. 因此通过检测大

肠癌患者CXCR4的表达和MVD, 有可能帮助我

们预测和识别复发和转移的高危患者, 以进行

强化治疗. 
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图 1 大肠癌患者CXCR4蛋白阴性表达组与阳性表达组的
无病生存曲线.

图 2 大肠癌患者低MVD组和高MVD组的无病生存曲线.
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■名词解释
1 趋化性细胞因
子: 趋化性细胞因
子是不同类型细
胞分泌的低分子
量(8-10 kDa)的细
胞因子, 他们对各
种白细胞亚类, 如
中性粒细胞、单
核细胞、淋巴细
胞具有趋化和预
激活作用. 
2  趋化性细胞因
子受体: 是一类表
达于不同类型细
胞上的含有7个跨
膜 区 的 G 蛋 白 偶
联受体. 趋化性细
胞因子通过作用
于趋化性细胞因
子受体参与多种
生理和病理过程, 
如细胞的生长、

发育、分化、凋
亡等, 通过趋化吸
引白细胞及调节
其效应功能等参
与免疫应答过程.
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总之, 本研究结果表明CXCR4在大肠癌组

织中的表达与淋巴结受累、临床分期、无病生

存率及肿瘤的MVD密切相关. 提示CXCR4可能

在大肠癌发生、发展、侵袭转移和肿瘤血管生

成中发挥着重要作用. 这些结果不仅为大肠癌

患者预后的判断提供了参考, 而且为预防和治

疗大肠癌复发和转移提供新的靶点和策略, 值
得进一步深入研究. 
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■同行评价
肿瘤的复发与转
移是决定预后的
关 键 因 素 ,  因 此
是分子肿瘤学研
究 的 热 点 .  本 文
研究趋化性细胞
因子受体CXCR4
在大肠癌中的表
达及与临床特征
的 关 系 ,  以 明 确
CXCR4在结肠癌
中的作用. 研究发
现CXCR4在人大
肠癌组织中的表
达率较高, 并且与
淋巴结受累、临
床分期、无病生
存时间及肿瘤的
M V D 密 切 相 关 , 
表明CXCR4是一
结肠癌复发、转
移的预警因子, 研
究具有一定的价
值.
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Abstract
AIM: To observe the clinical efficacy of Tongxie 
Yaofang Jiawei (TYJ) combined with Deanxit in 
the treatment irritable bowel syndrome (IBS).

METHODS: A total of 110 IBS patients were di-
vided randomly into group A (n = 60) and B (n 
= 50), treated with TYF combined with Deanxit, 
and TYF alone, respectively, for a course of 1 
month. The efficacy rate and adverse effect were 
observed in both groups.

RESULTS: The total efficacy rates were 100% 
and 84% in group and B, respectively (P < 0.05). 
Single-symptom analysis showed that the ef-
ficacy rates for abdominal pain, abdominal dis-
tention and diarrhea were significantly higher in 
group A than those in group B (100%, 96%, 93% 
vs 88%, 81%, 81%; all P < 0.05), while there were 
no marked difference for constipation and mu-
cous stool between the two groups (P > 0.05). No 
visible adverse effects were observed in group A.

CONCLUSION: Chinese medicine TYJ combined 

with Deanxit can rapidly alleviate the symptoms 
of abdominal pain, abdominal distention and di-
arrhea, etc. so as to improve the clinical efficacy 
and reduce the adverse effect.

Key Words: Tongxie Yaofang Jiawei; Deanxit; Irrita-
ble bowel syndrome

He RF. Combination of Tongxie Yaofang Jiawei and 
Deanxit in treatment of irritable bowel syndrome: 
an analysis of 60 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(7):777-780

摘要
目的: 观察中药痛泻要方加味联合黛力新治
疗肠易激综合征(IBS)的临床疗效. 

方法: 将110例IBS患者随机分为观察组(n  = 
60)和对照组(n  = 50), 分别采用中药痛泻要方
加味联合黛力新及单用中药痛泻要方加味治
疗1 mo. 观察两组有效率、不良反应. 

结果: 观察组和对照组总有效率分别为100%, 
84%(P <0.05). 腹痛、腹胀、腹泻单项症状总
有效率观察组分别为100%, 96%, 93%, 而对照
组分别为88%, 81%, 81%(P 均<0.05); 便秘、

黏液便总有效率观察组与对照组无显著差异
(P>0.05). 观察组治疗期间未发现明显不良反应.

结论: 中药痛泻要方加味联合黛力新能快速
消除和改善患者腹痛、腹胀、腹泻等症状, 显
著提高临床治疗效果, 无明显不良反应.

关键词: 中药痛泻要方; 黛力新; 肠易激综合征 
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0  引言

肠易激综合征(IBS)是一种具有特殊生理病理基

础的、独立的肠功能紊乱性疾病[1]. IBS可以发

生于任何年龄, 以20-40岁青壮年居多, 男女之

比1/2, 占消化门诊量的20%, 我国IBS患病率约
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■背景资料
肠易激综合征是
一组以腹痛、腹
胀 、 腹 泻 或 便
秘、黏液便及便
后不尽感为主要
表现的功能性肠
病 ,  发病率甚高 , 
发病机制复杂, 至
今未完全明了. 但
心理、情绪、社
会因素在IBS的发
生、发展中起重
要作用. 目前西医
以对症治疗为主, 
中医以疏肝健脾
和胃为基础辩证
治疗. 

■研发前沿
目前研究认为IBS
的发病机制主要
以 胃 肠 动 力 异
常、内脏高敏感
性、社会心理因
素、肠道感染有
关 ,  而脑-肠轴互
动调节机制被认
为可能是联系并
阐释IBS发病多因
素相互影响的主
要途径, 成为目前
研究热点和切入
点.



占人群的15%[2]. 其临床表现呈多样性, 症状持

续或反复发作而无特异性[3], 但以腹痛、腹胀、

腹泻或便秘、黏液便及便后不尽感为主要表现. 
IBS的发病机制复杂, 现代医学认为与精神因

素、胃肠动力学异常、肠道感染与菌群失调、

神经内分泌因素等相关, 对IBS的治疗主要有钙

通道阻滞药、促胃肠动力药、肠容积性泻药、

调节精神药物及对症治疗[4]. 中医学认为与肝郁

气滞、肝脾不和、脾胃虚弱为主. 治疗上以辩

证分型论治为主. 治疗方法较多, 但疗效均不尽

满意. 我们采用中西药结合方法, 以中药痛泻要

方加味联合黛力新治疗IBS 60例, 并与单用痛泻

要方加味治疗对比, 取得满意疗效. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-06/2005-12本院门诊及病房选择

患者110例, 全部病例均以腹痛、腹胀、腹泻

及便秘为主诉, 伴有轻重不等的神经衰弱症状, 
临床表现为腹痛101例(92%), 腹胀98例(89%), 
腹泻80例(73%), 便秘45例(41%), 黏液便41例
(37%). 随机分为观察组和对照组. 观察组60例, 
其中男26例, 女34例, 年龄20-55平均(34)岁, 病
程10 mo-15 a. 对照组50例, 其中男28例, 女22例, 
年龄19-58(平均36)岁, 病程1-14 a. 治疗前详细

询问病史、体格检查, 做血、尿、大便常规, 血
沉, 肝肾功, B超及纤维结肠镜等检查, 排除器质

性疾病, 符合1986年全国慢性腹泻学术讨论会

制订的IBS临床诊断标准[5]. 大部分病例都曾服

用过其他中西药物治疗.
1.2 方法 观察组采用中药痛泻要方加味, 组方: 
炒白术15-30 g, 白芍药30-60 g, 陈皮10-15 g, 防
风10 g, 甘草10-15 g. 腹痛甚者加元胡10-15 g, 
川楝子10-15 g; 腹泻甚者加乌梅10 g, 石榴皮

15-25 g; 便秘甚者加生大黄8-12 g, 槟榔10-20 g; 
脾虚甚者加黄芪30-50 g, 党参15-30 g; 兼阳虚者

加干姜10 g, 肉桂10-15 g. 每日一剂, 水煎分3次
口服. 联合黛力新片(丹麦灵北制药有限公司生

产)20 mg, 每日2次, 早晨和中午各一次口服. 对
照组单用中药痛泻要方加味治疗(组方同前), 每
日1剂, 水煎分3次口服. 两组疗程均为1 mo. 疗
程中禁用其他对消化系统功能有影响的药物. 
1.2.1 观察方法 疗程期间每周观察2次, 了解每

日排便次数, 大便性状, 腹痛、腹胀等临床症状

改善情况, 并作详细体格检查, 记录药物不良

反应. 
1.2.2 疗效判定标准 1 mo疗程结束后进行总疗
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效评定及单项症状疗效评定. (1)总疗效评定. 显
效: 腹痛、腹胀及其伴随症状完全消失, 大便次

数恢复正常(每日1-2次), 大便性状恢复正常; 有
效: 疗程结束或治疗期间临床症状明显改善, 大
便次数减少, 性状好转, 但未完全恢复正常; 无
效: 治疗前后临床症状及大便次数、性状无明

显变化. (2)单项症状疗效评定. 单项症状包括腹

痛、腹胀、腹泻、便秘、黏液便. 显效: 各项症

状完全消失; 有效: 各项症状较治疗前明显减轻, 
发作频率较治疗前少; 无效: 症状无改善. 显效+
有效 = 总有效率.

统计学处理 将所得资料采用SPSS10.0统计

软件进行处理, t检验分析, P <0.05为有显著性

差异.

2  结果

2.1 总疗效比较 观察组总有效率为100%, 对照

组为84%, 观察组显著高于对照组(P <0.05, 表1). 
2.2 单项症状疗效比较 对腹痛、腹胀、腹泻的

疗效观察组总有效率高于治疗组(均P <0.05); 对
便秘、黏液便的疗效两组差异均无显著意义(均
P >0.05, 表2). 

3  讨论

IBS是一种发病因素复杂的慢性功能性肠病. 现
代医学一般认为IBS病理生理学基础主要是胃

肠动力学异常、内脏感觉异常、精神因素、肠

道感染与菌群失调、神经内分泌因素等多因

素综合的结果, 其中心理、情绪、社会及环境

因素在致病过程中起着极其重要的作用. 中医

学没有肠易激综合征病名, 根据临床症状, 常
把IBS归属于“泄泻、腹痛、便秘、郁证、休

息痢”等病证范畴. 中医认为本病多与外感六

淫、内伤七情、脾胃功能虚弱有关, 临床多数

病例尤以情绪失常诱发或加重病情. 正如《素

问举痛论》云: “百病生于气”. 忧思恼怒, 肝
气郁结, 不得疏泄; 肝脾不调, 升降失常, 不通则

痛; 气机郁滞, 致大肠传导失司, 糟粕内停而为

便秘. 肝乘脾则脾不健运, 水湿不化而为溏泻. 

www.wjgnet.com

表 1 两组患者的总疗效比较(n , %)

                              n 显效         有效        无效       总有效            

观察组          60      44(73)     16(27)       0(0)      60(100)a

对照组          50      24(48)     18(36)       8(16)    42(84)

aP<0.05 vs  对照组.

■创新盘点
本研究以常规中
药联合抗抑郁药
物治疗IBS取得显
著疗效, 说明精神
心理异常在本病
发病机制中的重
要性, 为进一步探
讨精神心理因素
如何通过脑-肠轴
及其调节机制影
响肠神经内分泌
免疫功能提供了
临床依据.
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叶天土云: “肝病必犯土是侮之所胜也, 克脾则

腹胀, 便或溏或不爽. ”可见其核心病机是“肝

郁脾虚”[6], 气机不畅, 运化失司, 大肠传化失常. 
故疏肝理气, 健脾和胃, 调畅气机则为主要治则. 
机于以上认识, 以抑肝扶脾, 调理气机之痛泻要

方为主方, 辩证加味, 个性化治疗, 体现中医辩

证论治优势. 方中白芍养血泻肝, 配甘草缓急止

痛, 且可应用白芍至60 g, 加强解痉止痛, 据文献

报道白芍有兴奋或抑制胃肠运动双向调节, 在
胃肠痉挛时可有解痉止痛作用, 在FD(功能性消

化不良)、IBS胃肠功能减弱时可有促胃肠动力

作用[7]. 白术健脾除湿, 配陈皮理气醒脾和中; 防
风能“搜肝气”祛风邪, 一则协助白芍的调肝, 
使肝不乘脾, 一则借此升浮之品以升阳止泻. 腹
泻甚者加用乌梅、石榴皮收敛止泻; 大便秘结

者加生大黄、槟榔助行气导滞, 泻下通便, 此类

药物据现代研究均有促胃肠动力作用[8], 尤其是

大黄含蒽醌类物质包括大黄酸和大黄素, 能促

进豚鼠结肠平滑肌细胞膜去极化, 加快慢波和

快波发放, 能显著促进肠蠕动及推进功能[9]. 脾
虚甚者加用黄芪、党参增强补气健脾和胃之功, 
兼阳虚者加用干姜、肉桂温阳化气, 健运脾胃. 
诸药合用, 共奏补脾土而泻肝木, 调气机而止痛

泻之功. 黛力新是一种新型抗抑郁药物, 由小剂

量二盐酸三氟噻吨与小剂量四甲蒽丙胺的合剂, 
其药理作用是在两种成份的综合作用下, 提高

突触间隙多巴胺、去甲肾上腺素及5-羟色胺等

多种不同神经递质的含量, 调整中枢神经系统

的功能[10], 具有良好抗焦虑、抗抑郁和兴奋的

特点. 而IBS的发病和加重又往往与精神心理因

素有关, 多数患者存在头昏、头痛、失眠、多

梦等症状并伴随易激动, 抑郁、焦虑疑病等激

惹情绪, 是一种具有特殊心理生理基础的心身

疾病[11]. 黛力新能快迅消除和改善患者腹痛、腹

胀、腹泻及焦虑紧张, 烦燥易怒及抑郁症状, 推
测该药可能是通过胃肠道激素的调整及调节肠

道神经肌电运动功能和内分泌而发挥作用

的[12]. 观察发现中药痛泻要方加味联合黛力新

治疗IBS具有良好协同作用, 能显著提高临床疗

效, 改善生活质量, 树立治疗信心, 患者依从性

好. 而对照组单用中药辩证治疗, 症状缓解的程

度较观察组差, 尤其精神心理因素如患者的进

行性焦虑和躯体化症状不能很好改善, 使肠功

能紊乱就不能很好缓解, 影响了疾病疗效和患

者治疗信心. 
本临床研究是以中药治疗为主, 采用中药

加小剂量抗抑郁药物为观察模式, 并同常规中

药治疗对照; 有别于以西药治疗为基础, 加入中

药观察其对疗效的提升这一传统思维模式. 是
因为, 我们认为中医药对IBS的治疗存在较大优

势, 从20 a来中医药治疗本病的临床报道分析可

得到证实. 围绕肝郁脾虚、肝胃不和为基础进

行辩证治疗[6], 既体现了中医辩证论治优势, 又
充分发挥中药复方制剂包含多种复杂化学成份, 
针对IBS发病的多环节、多靶点治疗, 其效果明

显优于单用西药. 但IBS是一个多因素的生理

心理疾病, 除了生理因素外还有明显精神、心

理、情感因素, 尤其是反复发作, 久治不愈的中

重度IBS患者, 其焦虑和抑郁可达40%-60%, 主
要表现为焦虑、抑郁和恐惧、行为因素, 诸如

应激和躯体创伤事件[6]. 因此, 在中药治疗基础

上加用黛力新类抗抑郁药物, 可明显改善神经

精神症状, 消除不良情绪和应激反应, 调节中枢

神经系统, 并通过“脑-肠轴”相互作用[13], 减轻

和消除不良情绪记忆, 影响肠神经系统, 促进胃

肠动力紊乱和内脏感知异常的修复.
总之, 采用中药痛泻要方加味扶脾抑肝, 结

合黛力新治疗IBS疗效肯定, 尤其是对伴焦虑、

抑郁症状的中重度IBS患者效果显著, 值得进一

步观察总结. 

4      参考文献
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北京: 人民卫生出版社, 2003: 790-804

■应用要点
黛力新是新型抗
抑郁药, 且药物不
良反应轻微, 安全
性和耐受性良好, 
患者依从性较好, 
通过本研究为中
药联合抗抑郁药
物规范治疗 IBS, 
特别是中重度IBS
提供了依据.

表 2 两组单项症状疗效比较(n , %)

     
                         n          显效         有效         无效     总有效           

腹痛

    观察组      52      41(79)      11(21)      0(0)      52(100)a

    对照组      49      25(51)      18(37)      6(12)    43(88)

腹胀

    观察组      50      38(76)      10(20)      2(4)      48(96)a

    对照组      48      29(60)      10(21)      9(19)    39(81)

腹泻

    观察组      44      31(70)      10(23)      3(7)      41(93)a

    对照组      36      20(56)        9(25)      7(19)    29(81)

便秘

    观察组      22      11(50)        8(36)      3(14)    19(86)

    对照组      23      10(43)        9(39)      4(17)    19(83)

黏液便

    观察组      22      12(54)        7(32)      3(14)    19(86)

    对照组      19        9(47)        6(32)      4(21)    15(79)

aP<0.05 vs  本组对照组.
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■同行评价
中西医结合治疗
研究一般是在西
医治疗基础上加
入中药, 侧重观察
中药的加入对疗
效的提升, 因此通
常以西药作为对
照, 也有少数研究
同时设西药对照
和中药对照. 本文
却是以中药作对
照, 并未设西药对
照, 虽不符合一般
思维, 但也可认为
是对传统思维的
一个突破性尝试, 
其意义在于把中
药和西药完全等
同来看, 甚至于把
西药作为对中药
作用的一个补充
来对待, 对于中医
的优势病种, 进行
这样的尝试是有
必要的.
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世界华人消化杂志的同行评价

本刊讯 《世界华人消化杂志》对所有文章进行在线同行评价, 采用匿名方式. 通常每篇文章邀请2-3位专家审

阅, 至少2人通过方可录用, 否则退稿. 每期最后一页致谢本期所有审稿人(含退稿). 文章等级评定: ○A级  ○B

级  ○C级  ○D级  ○E级  ○不清楚. 其中A和B属于很好, C和D不算太好, E是很差, 还有一部分是不清楚. (世

界胃肠病学杂志社2007-03-08)
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第三届全军胃肠外科学术会议暨
2007 年普通外科高峰论坛征文通知

本刊讯 全军胃肠外科学术委员会定于2007-06上旬在贵阳市召开“第三届全军胃肠外科学术会议暨2007年普

通外科高峰论坛”.  会议将邀请国内、军内著名外科专家, 对热点问题作专题演讲与探讨.  代表获得国家继续

医学教育Ⅰ类学分.  

1   征文内容

(1)胃肠外科和普通外科的新进展、新技术、新手术、新经验; (2)实验研究; (3)腹腔镜手术; (4)围手术期肿瘤

放化疗; (5)围手术期营养支持; (6)围手术期护理等.  

2   征文要求

论文全文和摘要(600字左右)各一份, 并附拷贝软盘, 请寄: 100700北京市东城区南门仓5号 北京军区总医院全

军普通外科中心 李世拥 收; 电话: 010-66721188; 截稿日期: 2007-05-01.
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Abstract
AIM: To invest igate the r isk factors and 
prevention methods of deep fungal infection in 
general surgical ward.

METHODS: The clinical materials of 73 patients 
infected with nosocomial candida from January 
2004 to December 2005 were retrospectively ana-
lyzed.

RESULTS: One hundred and twenty-two strains 
of candida were cultivated from in 73 specimens, 
and the infection rate of candida albicans was as 
high as 45% (55/122). The infection of candida 
glabrata and tropicalis covered a percentage of 
40% (49/122) and 7% (8/122), respectively. The 
5 patients with the highest infection rates were 
found with gastrointestinal carcinoma, severe 
acute pancreatitis, non-traumatic gastrointes-
tinal perforation, hepatobiliary and pancreatic 
carcinoma, and abdominal trauma combined 

intestinal perforation. The patients with the mor-
tality rate ranked the first four were diagnosed 
with non-traumatic gastrointestinal perforation, 
gastrointestinal carcinoma, acute obstructive 
cholangitis and severe acute pancreatitis. Eigh-
teen of 73 cases died, and the mortality rate was 
25%. Except for breast cancer, the mortality of 
the other diseases combined with fungal infec-
tion was obviously higher than that of the single 
diseases.

CONCLUSION: Gastrointestinal operations, 
gastrointestinal leakage, gastrointestinal fungal 
parasitism, broad-spectrum antibiotic usage, and 
senility are the important reasons for the second-
ary fungal infection in general surgical patients; 
timely and reasonable gastrointestinal opera-
tions, avoiding gastrointestinal leakage, non-
bacterial operations, and gut barrier protection 
are significant measures to prevent deep fungal 
infection in general surgical ward.

Key Words: Deep fungal infection; Candida; Gen-
eral surgery
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摘要
目的: 探讨普外科病房深部真菌感染的危险
因素及预防措施. 

方法: 回顾分析普外科病房2004-01/2005-12, 
送检念珠菌阳性的73例患者 ,  分析其临床
资料. 

结果: 73例患者各种标本共培养出122株念珠
菌, 白色念珠菌感染率最高, 为45%(55/122), 
其次为光滑念珠菌40%(49/122)和热带念珠菌
7%(8/122). 73例患者念珠菌感染排在前5位
的疾病依次是胃肠道恶性肿瘤、重症急性胰
腺炎、非外伤性消化道穿孔、肝胆胰恶性肿
瘤、腹部外伤合并肠穿孔; 合并念珠菌感染
病死率排在前4位的是非外伤性消化道穿孔、

www.wjgnet.com
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■背景资料
深部真菌感染多
发生于免疫力低
下、器官功能障
碍的患者, 常常侵
犯心、肺、肾、

脑、血液、肝、

脾、胃肠及骨骼
等多系统器官, 合
并或导致严重的
全身感染. 深部真
菌感染已占据医
院获得性感染的
第5位, 外科是发
生率最高的科室, 
念珠菌感染约占
全部真菌感染的
80%, 临床治疗手
段有限 ,  预后差 , 
病死率高.



胃肠道恶性肿瘤、急性梗阻性胆管炎和重症
急性胰腺炎. 其中死亡18例, 病死率为25%, 除
外乳腺癌, 其他各疾病病死率均明显高于单纯
不合并真菌感染的病种.

结论: 消化道手术、消化道漏、胃肠道真菌
寄殖、广谱抗生素使用、高龄是普外科患者
继发真菌感染的重要原因, 及时合理的消化道
手术、避免消化道漏、无菌操作、保护肠屏
障功能是预防普外科病房深部真菌感染的重
要措施.

关键词: 深部真菌感染; 念珠菌; 普外科 
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0  引言

1 9 8 0 - 1 9 9 0年美国国立医院院内感染监测

统计结果 ,  10  a内院内真菌感染增加了2倍 , 
2004-01/2005-12, 我院普外科病房送检念珠菌阳

性的73例患者中外科患者中的发生率增加最明

显, 增速为124%[1]; 国外报道真菌感染的病死率

为38%-75%, 深部真菌感染使ICU患者的死亡危

险增加了2.9倍[2]. 深部真菌感染严重影响疾病预

后, 其发生率的逐年升高给临床诊治带来难题. 
念珠菌是深部真菌感染中最常见的病原菌, 念
珠菌约占全部真菌感染的80%[3]. 我们对外科病

房2004-2005念珠菌感染标本患者的临床资料进

行回顾分析, 探讨外科临床预防深部真菌感染

的措施. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-01/2005-12, 我院普外科病房送检

念珠菌阳性的73例患者; 其中男38例, 女35例; 
年龄38-91(中位72)岁; 71例在ICU时间5-134(中
位13) d; 61例有腹部手术史, 12例重症急性胰腺

炎采用非手术治疗, 重症急性胰腺炎术后肠漏5
例. 患者各类送检标本包括尿液、粪便、咽拭

子、痰液、血液、导管、脓、腹腔积液和引流

液等. 标准菌株Calbicas ATCC90028由国家耐药

监测中心提供. 真菌培养基购自上海科玛嘉微

生物技术有限公司, 酵母鉴定板VitekYBC; 仪器: 
Vitec ASM均由法国生物梅里埃公司生产.
1.2 方法  
1.2.1 直接镜检  将采集的标本用生理盐水制
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片、染色、镜下查找真菌成分, 若标本是痰、

粪便应注意有无菌丝, 有菌丝为真菌增殖致病

状态. 
1.2.2 培养鉴定 将标本接种于沙氏琼脂培养基, 
置室温或35℃ 24-48 h, 取真菌培养物接种于

VitekYBC酵母鉴定板, 一般48 h可读取结果, 与
Bofile register对照鉴定. 

统计学处理 结果应用SAS统计软件处理, 
P <0.05被认为有统计学差异.

2  结果

2.1 念珠菌的检出率及病原谱 73例患者各种标

本共培养出122株念珠菌, 其中白色念珠菌55株, 
光滑念珠菌49株, 热带念珠菌8株, 克柔氏念珠

菌4株, 近光滑念珠菌和季也蒙念珠菌各3株. 白
色念珠菌和光滑念珠菌分别占45%和40%, 合占

念珠菌属85%(表1). 
2.2 念珠菌的标本来源及分布 检出的122株念珠

菌主要来至尿、痰、粪便和咽拭子的真菌培养

(表1). 
2.3 检出念珠菌的普外科疾病及预后 73例患者

有胃肠道恶性肿瘤、重症急性胰腺炎、非外伤

性消化道穿孔(包括胃十二指肠溃疡、急性阑尾

炎、嵌顿性腹股沟疝、肠梗阻合并胃肠穿孔)、
肝胆胰恶性肿瘤、腹部外伤合并肠穿孔、急性

梗阻性胆管炎、乳腺癌. 其中, 死亡18例, 病死

率为25%明显高于同期死亡率(P <0.001), 除外乳

腺癌, 其他各疾病病死率均明显高于单纯不合

并真菌感染的病种(P <0.001)(表2). 

3  讨论

近年来 ,  临床深部真菌感染呈明显上升趋

势[4-5], 真菌感染在医院感染中越来越重要, 真菌

感染已占院内感染的10%-15%[6], 国内资料报

告高达20.88%[7], 移植术后真菌感染占首位, 为
40.47%[8]. 我国深部真菌感染已居院内感染的第

3-5位, 外科是发生率最高的科室[1,9]. 
临床深部真菌感染危险因素主要有: 接受

免疫抑制剂治疗; 免疫功能低下疾病; 长期使用

广谱抗生素; 体内留置导管; 创伤、烧伤、腹部

手术; 长期住ICU的危重患者; 免疫功能低下的

患者; 高APACHEⅡ评分; 真菌寄殖[2]. 普外科

收治的患者很多符合上述特征. 分析本组资料: 
念珠菌感染排在前5位的疾病依次是胃肠道恶

性肿瘤、重症急性胰腺炎、非外伤性消化道穿

孔、肝胆胰恶性肿瘤、腹部外伤合并肠穿孔; 

www.wjgnet.com

■应用要点
本文研究结果提
示消化道手术、

消化道漏、胃肠
道真菌寄殖、广
谱抗生素使用、

高龄是普外科患
者继发真菌感染
的重要原因, 对普
外科临床防治深
部真菌感染有一
定的指导意义.
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合并念珠菌感染病死率排在前4位的是非外伤

性消化道穿孔、胃肠道恶性肿瘤、急性梗阻性

胆管炎和重症急性胰腺炎. 所有病例中发生胃

肠道破裂、穿孔、手术有46例, 死亡病例中16
例合并胃肠道破裂、穿孔、手术. 在正常人群

的胃肠道有真菌寄殖, 因此胃肠道是滋生真菌

感染的重要来源, 其发病机制可能与肠道菌群

移位或患者免疫力下降, 大量抗生素致肠道菌

群紊乱. 综合本组病例资料, 念珠菌感染发生最

多的疾病是与消化道相关的疾病(胃肠道恶性肿

瘤、胃肠穿孔), 合并念珠菌感染病死率最高的

也是与消化道相关疾病(胃肠道破裂、穿孔).
普外科深部真菌感染发生率高与胃肠道大

手术是分不开的, 还与近年手术患者年龄的增

高, 长期不能进食所致的肠道菌群易位, 静脉

营养的使用时间过长, 气管插管呼吸机的普遍

使用, 术后引流(胃肠减压、留置导尿、腹腔引

流、深静脉导管等)的时间过长, 也可能存在重

症监护病房内的交叉感染. 当然不合理的抗生

素使用肯定是促成真菌感染产生的重要原因. 
深部真菌感染临床治疗手段有限, 后果严

重, 本组资料合并念珠菌感染病死率高达25%, 
因此重点在于预防. 患者的高龄、本身免疫力

低下是不可避免的. 胃肠道手术重建消化道吻

合口的缝合是关键, 本组合并念珠菌感染病例

有超过40%发生消化道漏, 吻合口的缝合有多种

方法, 一层或两层缝合或吻合器闭合, 其中均有

很多细节, 必须注意各个细节尽量减少甚至避

免漏的发生, 一旦发生应尽早处理, 不应回避二

次手术甚至多次手术. 其次对于消化道穿孔患

者, 尤其老年患者, 采取保守治疗应谨慎, 不应

发生弥漫性腹膜炎、中毒性休克再手术, 应尽

早手术干预, 否则病程延长, 禁食时间延长, 广
谱抗生素使用时间延长, 必将导致深部真菌感

染, 导致病死率升高. 本组资料念珠菌感染多为

手术患者, 且多为术后(胰腺炎盆式引流术后、

结直肠癌术后吻合口漏等)换药较频繁、复杂的

患者, 提示反复换药通过医务人员的手传播可

能是发病原因之一. 
临床治疗深部真菌感染缺乏有效手段, 关键

在于预防. 对于预防普外科患者深部真菌感染

作者体会如下: (1)消化道手术要提高手术技巧, 
合理缩短消化道操作时间, 减少术后吻合口漏; 
(2)合并消化道穿孔的患者必须采取合理及时的

治疗, 避免延误手术时间; (3)消化道术后维护肠

屏障功能: 尽早合理开展肠内营养, 应用谷氨酰

胺等; (4)合理使用抗生素; (5)术后换药、导尿、

吸痰等操作严格无菌操作原则. 

表 1 检出念珠菌的标本来源

     
                                   尿        粪便     咽拭子      痰           血        导管        脓    腹腔积液   引流液    合计          

白色念珠菌             19          7            7         17          2           1           0           1             1         55

光滑念珠菌             33          6            2           4          3           0           1           0             0         49

热带念珠菌               7          0            0           1           0           0           0           0             0           8

克柔氏念珠菌           2           1           0           0           1           0           0           0             0           4

近光滑念珠菌           2           0           1           0           0           0           0           0             0           3

季也蒙念珠菌           3           0           0           0           0           0           0           0             0           3

合计                        66         14         10         22           6           1           1           1             1       122

表 2 念珠菌感染普外科疾病、分布构成比

     
疾病                                          n                  疾病构成比(%)          死亡          死亡构成比(%)         病死率(%)          

胃肠道恶性肿瘤                   21                       29                     7                    39                        33

肝胆胰恶性肿瘤                   10                       14                     1                      6                        10

非外伤性消化道穿孔            11                       15                     4                    22                        36

重症急性胰腺炎                   17                       23                     4                    22                        23

急性梗阻化脓性胆管炎          4                         5                     1                      6                        25

腹部外伤合并肠穿孔             9                       12                     1                      6                        11

乳腺癌                                   1                         1                     0                    -                          -

合计                                     73                       99                   18                  101          

■名词解释
深部真菌感染: 又
称侵袭性真菌感
染是指相对于皮
肤 ,  毛发 ,  指(趾)
甲等浅表组织而
言的一类主要在
医院内获得的真
菌感染.
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■同行评价
本文进行了对普
外科病房深部念
珠菌感染标本的
分析, 结果对于普
外科大手术后防
治真菌感染提供
了可借鉴的资料,
有实际意义, 结果
较可信, 统计学处
理 正 确 ,  结 论 恰
当.
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第三届全国肝移植学术研讨会通知

本刊讯 天津医学会器官移植分会、天津市第一中心医院将于2007-03-24/25在天津天鹅湖度假村举行“第三

届全国肝移植学术研讨会”, 会议期间, 将邀请国内包括香港和台湾地区的著名肝移植专家作精彩演讲.  近年, 

我国肝移植技术进入快速发展时期, 国内已有大批长期存活的肝移植受者, 如何提高肝移植受者的生存质量是

国内的肝移植临床工作人员今后应该研究的重点之一, 本次研讨会将以“肝移植术后患者的长期生存”为主

题, 对肝移植术后肝炎复发的防治、肿瘤复发的综合防治、免疫抑制剂的长期应用及其副作用、肝移植术后

患者的长期随访等问题进行深入讨论.  适逢举办此次研讨会之际, 与各位专家学者及临床一线的医生共同交

流肝移植临床实践的经验.  
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