
ISSN 1009-3079
CN 14-1260/R

WORLD CHINESE
JOURNAL OF DIGESTOLOGY
Shijie  Huaren  Xiaohua  Zazhi
2009 年 6 月 8 日      第 17 卷      第 16 期      (Volume  17  Number  16)

  16 / 2009

名誉总编辑

潘伯荣

总编辑

马连生

世 

界 

华 

人 

消 

化 

杂 

志

w
w

w
.w

jgnet.com

二 

零 

零 

九 

年 

六 

月 

八 

日                 

第 

十 

七 

卷              

第 
十 
六 

期              

《世界华人消化杂志》是一份同行评议性的旬刊, 
是一份被《中国科技论文统计源期刊》和《中文核
心期刊要目总览》收录的学术类期刊.《世界华人
消化杂志》的英文摘要被美国《化学文摘》, 荷兰
《医学文摘库/医学文摘》和俄罗斯《文摘杂志》
收录.

®

I SSN 100 9 3 0 79
1 6>

9 771009 307056



www.wjgnet.comwww.wjgnet.comwww.wjgnet.com

总顾问

陈可冀教授

黄象谦教授

黄志强教授

王宝恩教授

危北海研究员

吴孟超教授

杨春波教授

周殿元教授

名誉总编辑

潘伯荣教授                  

社长/总编辑

马连生教授                  

副总编辑

纪小龙教授

姜洪池教授

王苑本教授

吴云林教授

徐克成教授

杨思凤教授

姚希贤教授

岳茂兴教授

张万岱教授

周学文教授   

常务编委

程英升教授

范学工教授

高毅主任医师

江学良主任医师

李岩教授

刘连新教授

吕宾教授

罗和生教授

聂青和教授

王小众教授        

编委

消化内科学

白爱平副教授

苌新明教授

陈洪副教授

陈其奎教授

陈卫昌教授

陈贻胜教授

程斌副教授

迟宝荣教授

崔立红副教授

邓长生教授

丁士刚主任医师

董蕾教授

杜雅菊主任医师

樊晓明主任医师

房静远教授

冯志杰主任医师

傅春彬主任医师

高峰副教授

戈之铮教授

关玉盘教授

郭晓钟教授

何松教授

洪天配教授

胡伏莲教授

胡和平主任医师

黄晓东副主任医师

黄颖秋教授

黄缘教授

季国忠教授

江米足主任医师

姜春萌教授

姜慧卿教授

金瑞教授

蓝宇教授

李定国教授

李淑德教授

李瑜元教授

李玉民教授

李玉明教授

李祖国副教授

林志辉教授

刘冰熔教授

刘凤斌教授

刘改芳主任医师

刘海林主任医师

刘占举教授

陆伦根教授

马欣主任医师

倪润洲教授

欧希龙副教授

潘秀珍教授

朴云峰教授

秦成勇教授

任粉玉副教授

任建林教授

邵先玉教授

沈琳主任医师

沈守荣教授

沈薇教授

施瑞华教授

宋军副教授

宋于刚教授

唐世刚教授

田字彬教授

王邦茂教授

王炳元教授

王承党副教授

王晓艳副教授

闻勤生教授

夏冰教授

夏时海副教授

徐可树教授

许乐主任医师

杨建民教授

姚树坤教授

叶红军主任医师

张春清教授

张国梁主任医师

张军教授

张小晋主任医师

张晓岚教授

张筱茵副教授

张志坚教授

郑培永副教授

郑鹏远教授

周国雄主任医师

朱春兰主任医师

邹晓平主任医师

消化外科学

别平教授

蔡开琳副教授

蔡三军主任医师

曹杰主任医师

编辑委员会
2009-01-01/2011-12-31

wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

陈光教授

陈海龙教授

陈积圣教授

陈进宏副主任医师

陈力教授

陈立波副教授

陈凛教授

陈强谱教授

陈汝福教授

陈亚军主任医师

陈钟教授

程爱国教授

程爱群主任医师

程树群副教授

仇毓东副教授

崔云甫教授

戴朝六教授

戴冬秋教授

单云峰副主任医师

丁义涛教授

董明教授

房林副教授

傅红副教授

傅华群教授

傅志仁主任医师

葛海燕教授

龚建平教授

巩鹏副教授

谷俊朝主任医师

顾岩教授

韩天权教授

郝纯毅主任医师

何超教授

何裕隆教授

黄志勇副教授

季加孚教授

荚卫东副主任医师

蒋龙元副教授

李国威教授

李华副教授

李华山主任医师

李靖副教授

李奇林教授

李胜研究员

李涛副主任医师

李文岗副教授

李旭副教授

梁力建教授

刘超副教授

刘建教授

刘作金副教授

卢实春教授

陆才德教授

禄韶英副主任医师

吕明德教授

吕云福教授

彭吉润主任医师

彭心宇教授

秦春宏副主任医师

秦华东教授

秦环龙教授

秦建民副主任医师

邱宝安主任医师

邱双健副教授

邱伟华副主任医师

裘正军教授

沈柏用副教授

沈世强教授

施诚仁教授

石毓君副研究员

宋振顺教授

孙诚谊教授

孙学英教授

孙延平副主任医师

邰升副教授

汤恢焕教授

田晓峰教授

汪波副主任医师

汪根树副教授

王春友教授

王德盛副主任医师

王凤山教授

王广义教授

王健生教授

王鲁副教授

王蒙副教授

王石林主任医师

王文跃主任医师

王要军教授

王悦华副主任医师





www.wjgnet.com

编辑委员会

高润平教授

高泽立副教授

龚国忠教授

管世鹤副教授

何生松教授

胡国信副主任医师

林菊生教授

刘杞教授

刘正稳教授

貌盼勇研究员

宁琴教授

钱林学主任医师

秦波教授

石统东副教授

孙殿兴主任医师

谭德明教授

汤华研究员

唐霓副研究员

唐晓鹏教授

王凯教授

王怡主任医师

魏来教授

吴建国教授

吴君主任医师

宣世英教授

杨江华副主任医师

杨林副研究员

姚鹏副教授

张继明教授

张明辉副主任医师

张绪清副教授

张占卿主任医师

赵桂鸣主任医师

赵连三教授

周霞秋教授

朱传武主任医师

庄林主任医师

消化中医药学

蔡淦教授

陈治水主任医师

杜群副研究员

黄恒青主任医师

李军祥教授

李勇副教授

李振华教授

刘成海研究员

刘孟安教授

刘平教授

刘绍能主任医师

沈洪教授

唐志鹏研究员

王富春教授

王新月教授

谢鸣教授

徐列明教授

许玲副教授

张声生教授

消化肿瘤学

曹秀峰主任医师

曹志成院士

陈公琰主任医师

李瑗教授

刘宝瑞教授

刘彬彬副研究员

刘云鹏教授

沈克平主任医师

肖文华主任医师

熊斌教授

张凤春教授

消化影像学

白彬主任医师

陈克敏教授

官泳松教授

韩新巍教授

李健丁教授

龙学颖副主任医师

倪才方教授

魏经国教授

肖恩华教授

徐爱民副教授

徐克教授

扬业发教授

杨建勇教授

赵卫主任医师

消化内镜及介入治疗学

丁佑铭教授

郝俊鸣副主任医师

潘林娜教授

孙明军教授

万军教授

吴硕东教授

袁友红副教授

消化中西医结合学

唐文富副教授

王学美研究员

魏睦新教授

张春虎副教授

消化基础研究

曹洁副教授

曹鹏副研究员

樊红副教授

高春芳研究员

高国全教授

高英堂研究员

管冬元副教授

胡旭初副教授

黄文林教授

李刚教授

李杰副教授

李永哲副研究员

李增山副教授

刘克辛教授

梅林教授

彭曦副研究员

钱睿哲教授

任超世研究员

任浩副教授

台桂香教授

谭学瑞教授

田颖刚副研究员

汪思应教授

吴军研究员

吴俊华副教授

徐宁志研究员

许文燮教授

姚登福教授

阴赪宏研究员

郁卫东副研究员

喻荣彬副教授

张青云研究员

张学教授

赵平副教授

周南进研究员

周士胜教授

周素芳教授

王振宁教授

王正康教授

王志刚副主任医师

王忠裕教授

吴河水教授

吴健雄教授

吴金术教授

吴泰璜教授

吴志勇教授

谢敏主任医师

谢晓华副教授

邢光明教授

徐大华主任医师

徐迅迪副主任医师

徐泱副主任医师

许戈良教授

严律南教授

杨柏霖副主任医师

杨家和主任医师

杨秋蒙副主任医师

杨维良教授

伊力亚尔·夏合丁教授

殷正丰教授

于聪慧教授

于则利教授

郁宝铭教授

元云飞教授

张佳林教授

张进祥副教授

张俊副研究员

张群华教授

张水军教授

张宗明教授

周伟平教授

邹小明教授

消化感染病学

陈国凤主任医师

陈红松研究员

陈建杰教授

陈仕珠主任医师

陈耀凯副教授

陈志辉副主任医师

党双锁教授

丁惠国教授

范建高教授

范小玲主任医师

周哓东研究员

周晓武副主任医师

消化病理学

杜祥教授

李淳副教授

刘丽江教授

刘勇钢副主任医师

马大烈教授

潘兴华副主任医师

王鲁平主任医师

王娅兰教授

魏蕾教授

阎晓初副教授

颜宏利副教授

于颖彦教授

余宏宇教授

张锦生教授

赵景民教授

朱亮副教授





 

世界华人消化杂志
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi

www.wjgnet.com

●  目     次  ●              2009 年 6 月 8 日            第 17 卷           第 16 期           (总第276期)

述            评 1591  炎症性肠病易感基因研究进展 

         沈秀云, 施瑞华

文 献 综 述 1638  氨假说和细胞因子在肝性脑病发病中的研究进展

         汪照函, 刘沛

1643  急性胰腺炎肠道功能障碍的发病机制与治疗

         陈玉梅, 冯志杰

1649  IL-23在炎症性肠病中的免疫调节作用

         崔轶, 黄志刚, 刘占举

基 础 研 究 1602  光敏剂PpIX亚细胞分布方式对食管癌细胞光动力学效应的影响  

         汲振余, 范天黎, 赵立群, 杨小静, 裘一兵, 张聚真, 张亚冰, 孙予, 裘宋良, 杨观瑞

1609  ω-3多不饱和脂肪酸对大鼠肝移植急性排斥反应的影响

         刘燕南, 韦军民, 乔江春, 朱明炜

1614  p21WAF1基因对人胰腺癌细胞系BxPC-3增殖的抑制作用  

         张学彦, 姜仪增, 刘志强, 景德怀, 关景明, 刘伟

1621  结肠黏膜低度炎症对大鼠内脏感觉的影响

         王承党, 郑雪雁, 郑玮玮

1626  基于生物信息学的植物乳酸杆菌表层黏附蛋白的筛选及鉴定

         沈通一, 张明, 周玉坤, 陈红旗, 张鹏, 杭晓敏, 秦环龙

1655  5-氮-2-脱氧胞苷联合曲古抑菌素A对人胃癌细胞系MGC-803生物学行为的影响

         郑向欣, 王建

1660  HBx上调HepG2细胞DNA修复酶hMTH1表达的意义

         郭晓榕, 程斌, 郑要初, 王颖, 王凡, 夏秀梅, 黎培员

研 究 快 报

临 床 研 究 1632  西安地区幽门螺杆菌cagA, iceA基因与其所致疾病的相关性

         张翔, 阎志, 曲凯, 徐纪茹, 韩燕, 乔文, 陈艳炯

1665  超声内镜对胃癌外科手术及内镜下黏膜可切除性的评价

         贾业贵, 邓长生

1669  胰岛素样生长因子结合蛋白2在非酒精性脂肪肝早期诊断中的价值

         童诚, 强晖, 肖明兵, 张艳, 周国雄, 倪润洲

1672  肝纤维化患者血清差异蛋白质的筛选

         罗新华, 程明亮, 杨勤, 张权

1676  原发性胆汁性肝硬化AMA-M2阴性患者的临床及病理特点 

         李祥金, 杨晋辉

1680  Belghiti悬挂法在解剖性半肝切除术中的应用 

         朱新华, 仇毓东, 吴亚夫, 周建新, 江春平, 丁义涛 

临 床 经 验



     

www.wjgnet.com

封 面 故 事

消           息

编辑  世界华人消化杂志编辑委员会

          030001, 山西省太原市双塔西街77号

          电话: 0351-4078656

          E-mail: wcjd@wjgnet.com
          http://www.wjgnet.com
出版  世界华人消化杂志编辑部

          030001, 山西省太原市双塔西街77号

          电话: 0351-4078656

          E-mail: wcjd@wjgnet.com
           http://www.wjgnet.com
印刷  北京科信印刷厂

发行  国内: 北京报刊发行局

         国外: 中国国际图书贸易总公司

   (100044，北京市399信箱)

订购  全国各地邮电局

邮购  世界华人消化杂志编辑部

          030001, 山西省太原市双塔西街77号

          电话: 0351-4078656

          E-mail: wcjd@wjgnet.com
          http://www.wjgnet.com

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi

吴阶平    题写封面刊名

陈可冀    题写版权刊名

               (旬刊)

创    刊  1993-01-15
改    刊  1998-01-25
出    版  2009-06-08

         原刊名   新消化病学杂志

名 誉 总 编 辑  潘伯荣        

总      编      辑  马连生

常务副总编辑  张海宁         

编 辑 部 主 任  张海宁

期  刊  名  称  世界华人消化杂志

主  管  单  位  山西省科学技术厅

主  办  单  位  太原消化病研治中心

本期责任人 编务 刘晓芳; 送审编辑 李军亮; 组版编辑 何基才; 责任编辑 李军亮; 英文编辑 张海宁, 张晓枚;  

审核编辑 张海宁; 形式规范 马连生

邮发代号           国外代号           国内定价                                     广告经营许可证
82-262                M 4481              每期24.00元  全年864.00元          1401004000050

中国标准连续出版物号
ISSN 1009-3079 
CN    14-1260/R

世界华人消化杂志是一份同行评议性

的旬刊, 是一份被《中国科技论文统

计源期刊》和《中文核心期刊要目总

览》收录的学术类期刊.《世界华人

消化杂志》的英文摘要被美国《化

学文摘》, 荷兰《医学文摘库/医学文

摘》和俄罗斯《文摘杂志》收录.

世界华人消化杂志正式开通了在线

办公系统(http://wcjd.wjgnet.com), 

所有办公流程一律可以在线进行, 包

括投稿、审稿、编辑、审读, 以及作

者、读者、编者之间的信息反馈交流. 

特别声明
本刊刊出的所有文章不代表本刊编辑

部和本刊编委会的观点, 除非特别声

明. 本刊如有印装质量问题, 请向本刊

编辑部调换.

2009年版权归世界华人消化杂志所有

1684  内镜联合早期肠内营养治疗急性重症胆源性胰腺炎31例

         周文策, 张辉, 李汛, 李玉民, 张磊, 孟文勃, 朱晓亮

1689  肠型白塞氏病临床病理特征分析3例 

         张淑坤, 王建国, 周世英, 张梦岚, 吴彩虹

1693  10日序贯疗法治疗幽门螺杆菌感染39例 

         胡水清, 张玫

1601  世界华人消化杂志栏目设置

1608  第二十一次全国中西医结合消化学术会议征文通知

1620  世界华人消化杂志参考文献要求

1642  《世界胃肠病学杂志》(英文版)成功通过评审被PMC收录

1654  世界华人消化杂志计量单位标准

1659  世界华人消化杂志英文摘要要求

1664  《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆2008年版《中文核心期刊要目总览》

1668  2007年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序

1679  世界华人消化杂志标点符号用法

1688  2009年广东省中西医结合、中医脾胃消化病学术会议暨国家级继续教育项目消化病进展研讨班征文通知

1692  第九届全国消化系恶性病变介入诊疗研讨会暨内镜/介入新技术论坛征文通知

1695  世界华人消化杂志投稿方式

1696  致谢世界华人消化杂志编委致           谢

Liu J, Wan R, Xu XF, Wang XP, Yang WJ, Xia YJ, Liu H, Yan QL, Yan DX, Guo CY. Effect of Lianshu 

preparation on lipopolysaccharide-induced diarrhea in rats.

World J Gastroenterol  2009; 15(16): 2009-2015  

http://www.wjgnet.com/1007-9327/15/2009.asp



www.wjgnet.com

 

    

World Chinese Journal of Digestology

June      2009      Contents   in   Brief    Volume   17   Number   16
EDITORIAL 1591  Research progress in susceptible genes of inflammatory bowel disease  

         Shen XY, Shi RH

REVIEW 1638  Advance in roles of ammonia and cytokines in hepatic encephalopathy

         Wang ZH, Liu P

1643  Pathogenesis and treatment of intestinal dysfunction in acute pancreatitis

         Chen YM, Feng ZJ

1649  Immunoregulatory effects of IL-23 on inflammatory bowel disease

         Cui Y, Hang ZG, Liu ZJ

BASIC 
RESEARCH

1602  Effects of subcellular localization pattern of PpIX on photodynamic efficiency in esophageal 

         cancer cells

         Ji ZY, Fan TL, Zhao LQ, Yang XJ, Qiu YB, Zhang JZ, Zhang YB, Sun Y, Qiu SL, Yang GR

1609  Effects of omega-3 fatty acid transfusion on acute rejection in rat liver transplantation

         Liu YN, Wei JM, Qiao JC, Zhu MW

1614  Inhibitory effect of p21WAF1 gene transfection on proliferation of human pancreatic cancer cell line BxPC-3

         Zhang XY, Jiang YZ, Liu ZQ, Jing DH, Guan JM, Liu W

1621  Dextran sulfate sodium-induced low grade mucosal inflammation activates visceral 

         hypersensitivity in rats

         Wang CD, Zheng XY, Zheng WW

1626  Identification and screening of Lactobacillus plantarum surface layer adhesive protein based 

         on bioinformatics

         Shen TY, Zhang M, Zhou YK, Chen HQ, Zhang P, Hang XM, Qin HL

CLINICAL
RESEARCH

1632  Association of cagA and iceA genotypes with Helicobacter pylori related diseases in Xi'an area

         Zhang X, Yan Z, Qu K, Xu JR, Han Y, Qiao W, Chen YJ

1655  Effects of 5-aza-2-deoxycytidine and trichostatin A on biological behavior in MGC-803 cells

          Zheng XX, Wang J

1660  Significance of HBx gene up-regulated expression of DNA repair enzyme hMTH1 in the 

         HepG2 cells

         Guo XR, Cheng B, Zheng YC, Wang Y, Wang F, Xia XM, Li PY

RAPID
COMMUNICATION

CLINICAL
PRACTICE

1665  Evaluation of endoscopic ultrasound in gastric cancer surgery and endoscopic mucosal resectability

          Jia YG, Deng CS

1669  Value of insulin-like growth factor binding protein 2 in early diagnosis of nonalcoholic fatty liver disease

         Tong C, Qiang H, Xiao MB, Zhang Y, Zhou GX, Ni RZ

1672  Screening of differential serum proteins in patients with hepatic fibrosis

         Luo XH, Cheng ML, Yang Q, Zhang Q



COVER

Indexed/Abstracted by Chemical Abstracts, EMBASE/ Excerpta Medica and Abstract Journals

www.wjgnet.com

ACKNOWLEDG-
MENT

1696  Acknowledgments to reviewers of World Chinese Journal of Digestology   

PUBLISHING 
Editorial Department of World Chinese 
Journal of Digestology, 77 Shuangta Xijie, 
Taiyuan 030001, Shanxi Province, China
Telephone: +86-351-4078656
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http://www.wjgnet.com

OVERSEAS DISTRIBUTOR
Beijing Bureau for Distribution of Newspa-
pers and Journals (Code No. 82-261)
China International Book Trading
Corporation PO Box 399, Beijing,
China (Code No. M4481)

HONORARY EDITOR-IN-CHIEF
Bo-Rong Pan

EDITOR-IN-CHIEF
Lian-Sheng Ma

SCIENCE EDITORS
Director: Hai-Ning Zhang

SUBSCRIPTION
RMB 24 Yuan for each issue
RMB 864 Yuan for one year

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi    

Founded on January 15, 1993
Renamed on January 25, 1998
Publication date June 8, 2009

NAME OF JOURNAL
World Chinese Journal of Digestology

RESPONSIBLE INSTITUTION  
Department of Science and Technology
of Shanxi Province

SPONSOR 
Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, 
Taiyuan 030001, Shanxi Province, China

EDITING 
Editorial Board of World Chinese Journal of 
Digestology, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China
Telephone: +86-351-4078656
E-mail: wcjd@wjgnet.com

PRINTING
Beijing Kexin Printing House

CSSN
ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R

COPYRIGHT
© 2009 Published by WCJD. All rights re-
served; no part of this publication may be 
reproduced, stored in a retrieval system, or 
transmitted in any form or by any means, 
electronic, mechanical, photocopying, re-
cording, or otherwise without the prior per-
mission of WCJD. Authors are required to 
grant WCJD an exclusive licence to publish.

SPECIAL STATEMENT
All articles published in this journal repre-
sent the viewpoints of the authors except 
where indicated otherwise.

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
Full instructions are available online at 
www.wjgnet.com/1009-3079/tgxz.asp. If 
you do not have web access please contact 
the editorial office.

Copyright    2009 by Editorial Department 
of World Chinese Journal of Digestology

RESPONSIBLE 
EDITORS FOR 
THIS ISSUE

Assistant Editor: Xiao-Fang Liu  Review Editor: Jun-Liang Li  Electronic Page Editor: Ji-Cai He  

Editor-in-Charge: Jun-Liang Li  English Language Editor: Hai-Ning Zhang, Xiao-Mei Zhang  

Proof Editor: Hai-Ning Zhang  Layout Editor: Lian-Sheng Ma

1676  Clinical and pathological features of primary biliary cirrhotic patients with negative 

         anti-mitochondria antibody M2 subtype

         Li XJ, Yang JH

1680  Belghiti’s liver hanging maneuver in anatomic semi-hepatectomy

         Zhu XH, Qiu YD, Wu YF, Zhou JX, Jiang CP, Ding YT

1684  Combination of endoscopy and enteric nutrition in treatment of acute severe biliary pancreatitis: 

         an analysis of 31 cases

         Zhou WC, Zhang H, Li X, Li YM, Zhang L, Meng WB, Zhu XL

1689  Clinicopathological features of intestinal Behcet’s disease: an analysis of 3 cases

         Zhang SK, Wang JG, Zhou SY, Zhang ML, Wu CH

1693  A 10-day sequential therapy for Helicobacter pylori-infected patients: an analysis of 39 cases

         Hu SQ, Zhang M

Liu J, Wan R, Xu XF, Wang XP, Yang WJ, Xia YJ, Liu H, Yan QL, Yan DX, Guo CY. Effect of Lianshu prepara-

tion on lipopolysaccharide-induced diarrhea in rats. 

World J Gastroenterol 2009; 15(16): 2009-2015  

http://www.wjgnet.com/1007-9327/15/2009.asp



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年6月8日; 17(16): 1591-1601
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 述评 EDITORIAL

炎症性肠病易感基因研究进展

沈秀云, 施瑞华

沈秀云, 施瑞华, 南京医科大学第一附属医院消化内科 江苏
省南京市 210029
施瑞华, 教授, 主任医师, 主要从事上消化系肿瘤的基础与临床
研究.
作者贡献分布: 本文综述由沈秀云完成, 施瑞华审校.
通讯作者: 施瑞华, 210029, 江苏省南京市, 南京医科大学第一
附属医院消化内科. ruihuashi@126.com
电话: 025-83718836-6032
收稿日期: 2009-03-18   修回日期: 2009-04-22
接受日期: 2009-04-27   在线出版日期: 2009-06-08

Research progress in 
susceptible genes of 
inflammatory bowel disease 

Xiu-Yun Shen, Rui-Hua Shi

Xiu-Yun Shen, Rui-Hua Shi, Department of Gastroenterol-
ogy, the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical Uni-
versity, Nanjing 210029, Jiangsu Province, China
Correspondence to: Rui-Hua Shi, Department of Gastro-
enterology, the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical 
University, Nanjing 210029, Jiangsu Province, 
China. ruihuashi@126.com
Received: 2009-03-18    Revised: 2009-04-22 
Accepted: 2009-04-27    Published online: 2009-06-08

Abstract
The mechanism of in f lammatory bowel 
disease (IBD) is partially understood, but it is 
certain that a genetic predisposition, through 
the inheritance of a number of contributory 
genetic polymorphisms, contributes to the 
pathogenesis of IBD. These variant forms of 
genes may be associated with an abnormal 
response to normal luminal bacteria. Those 
genes that have been consistently associated 
with IBD thus far primarily fal l into one 
of three classes: those affecting bacterial 
recognition, those affecting immune response, 
and a third group affecting mucosal transport 
polarity or mucosal transporter function. 
This article reviews the IBD related genes 
mentioned above.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Ulcerative 
colitis; Crohn’s disease; Susceptibility genes

Shen XY, Shi RH. Research progress in susceptible genes 
of inflammatory bowel disease. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(16): 1591-1601

摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的发生与基因多态性所致的遗传易感性相关, 
目前研究已发现许多IBD相关基因及易感突
变位点. 这些基因可能与机体针对肠腔正常菌
群产生异常免疫反应有关, 大致可分为细菌识
别相关基因、免疫应答相关基因以及黏膜转
运和极性相关基因3类. 本文将就这些基因与
IBD遗传易感性关系的研究进展作一介绍. 

关键词: 炎症性肠病; 溃疡性结肠炎; 克罗恩病; 易

感基因
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
胃肠道慢性非特异性炎症性疾病, 主要包括溃

疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病

(Crohn's disease, CD). 过去欧洲和北美人群中

IBD发病率较高, 亚洲人群发病率较低, 然而近

20年来IBD在亚洲人群中的发病呈现明显增高

趋势. IBD的病因和发病机制尚未完全明确, 目
前认为IBD的发病是由环境、遗传、感染和免

疫等多种因素相互作用所致. 同卵双生子高共

患病率, IBD的家族聚集现象和IBD发病的种族

差异性提示遗传因素在其发病中的重要作用. 
近年来研究表明肠黏膜屏障功能异常与IBD发

病关系密切[1]. 肠腔表面积很大, 由上皮细胞紧

密连接而成, 长期暴露于各种食物成分、共生

菌及病原菌. 肠道上皮有重要的屏障功能, 在多

数情况下, 上皮细胞对各种损伤稳定应答, 炎症

处于限制状态. IBD发生时, 肠黏膜屏障功能障

碍, 黏膜通透性增高, 导致肠腔内细菌、抗原等

物质移位至黏膜固有层而激活免疫细胞, 诱导

黏膜过度免疫反应的发生, 继而进一步破坏肠

黏膜屏障, 加重黏膜异常免疫反应. 自从2001年
Hugot et al [2]发现CARD15/NOD2与CD发病显著

相关以来, 现在已有许多有关基因与IBD相关性

www.wjgnet.com
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的报道, 其中大约有9个基因位点经相关性研究

得到证实. 根据其功能大致可分为以下3类: 细
菌识别相关基因、免疫应答相关基因以及黏膜

转运和极性相关基因. 本文将分别予以阐述. 

1  细菌识别相关基因

1.1 CARD15/NOD2 胱冬酶吸引域家族成员

15(caspase-activation recruitment domain 15, 
C A R D15)/核苷酸结合寡聚域2(n u c l e o t i d e-
binding oligomerization domain 2, NOD2)是第

一个被发现的CD易感基因, 位于16号染色体着

丝粒旁的IBD1位点. 他主要在巨噬细胞及小肠

腺特有的潘氏细胞中表达, 负责编码NOD2蛋
白. 其基本功能包括激活Casepase介导细胞凋

亡, 诱导NF-κB活化引发炎症反应和作为细菌胞

壁成分胞乙酰二聚肽(muramyl dipeptide, MDP)
的受体识别细菌, 从而刺激抗菌肽(antimicrobial 
pept ide)如α-防御素等的分泌以保护宿主免受

侵犯. 目前该基因上已有3个突变明确为CD发

病的独立危险因子[3], 其中2个为单核苷酸改变, 
即rs2066844(p. R702W)和rs2066845(p. G908R), 
另1个系在11外显子的3020核苷酸处插入1个
胞嘧啶(3020i n sC), 导致1007密码子的第2个
核苷酸移码突变, 发生Leu1007Pro氨基酸改换

(Leu1007fs), 终止密码子提前, 使其编码的蛋白

质丢失最后33个氨基酸导致NF-κB活性的降低, 
机体先天性低反应, 从而诱导机体对肠道细菌

异常强烈的免疫反应引起CD发生. 对爱尔兰[4]

及欧洲犹太人群[5]的研究提示CARD15的另外

2个突变rs2066842(p. P268S)及IVS8+158(JW1)可
能与CD相关, 但是否导致编码的NOD2蛋白功

能发生改变及是否与其他基因单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP)位点存在

不平衡连锁尚有待进一步研究. 虽然前3种突

变已被证明与CD相关, 但在不同人种中, 其出

现频率及与疾病相关程度不同. 德系和西班牙

系犹太人CD患者中3种主要突变频率均显著增

高, 前者3种突变携带率明显高于后者[6]. 荷兰

人群[7]中CD发病与G908R和Leu1007fs有关. 瑞
典人群[8]中CD发病与R702W和G908R突变有

关, 而与Leu1007fs无关, 相反在丹麦人群[9]中

Leu1007fs为主要突变型. 捷克人群[10]中CD患者

1007fs、G908R和P268S 3种突变频率明显高于

对照组, 回归分析提示1007fs、G908R、R702W
分别与CD密切相关, 而P268S与CD没有独立的

关联. 对土耳其人群[11]的研究未发现上述5种突
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变与IBD发病相关. 对日本[12]及我国香港[13]、浙

江[14]、湖北[15]和广东[16]等地区人群的研究未发

现上述3个西方人常见的CARD15/NOD2基因

多态性位点与亚洲人IBD发病相关. 最近, 龙靖

华 et al [17]发现我国人群CD患者中存在CARD15/
NOD2基因P268S突变, 且与患者的发病年龄、

病变部位和并发症相关 .  目前国外研究多认

为C A R D15基因型与临床表型相关. L e s a g e  
et al [18]、Ahmad et al [19]、Vermeire et al [20]的研究

均提示CARD15基因突变与早年发病及回肠受

累关系密切. 近年来, CARD15与其他易感基因

的关系也逐渐受到关注, Linderson et al [21]研究发

现CARD15/NOD2与另一个重要的IBD易感基因

TNF-α的启动子的基因多态性间存在关联, 二者

相互作用, 影响TNF-α的表达. Gazouli et al [22]认

为CARD15/NOD2和TLR4或CD14之间的相互

作用可增加IBD尤其是CD的发病危险性. 最近

Beynon et al [23]研究发现CARD15的基因型影响

外周血单核细胞包括TNF-α, IL-10, IL-1β和IL-12 
p40等在内的多种MDP相关的细胞因子的表达水

平. 在今后的研究中弄清CARD15/NOD2与其他

因子之间相互作用的机制将是非常重要的. 
1.2 ATG16L1 自噬相关16样1(autophagy-related 
16-l ike 1, ATG16L1)基因位于2q37.1, 主要表

达于肠上皮细胞和CD4+、CD8+、CD19+淋巴

细胞, 其编码的ATG16L1蛋白是一种涉及处理

细胞内细菌的自噬小体代谢途径的蛋白, 该蛋

白在处理胞内细菌感染时发挥重要作用, 如他

可抑制巨噬细胞内结核分枝杆菌的生长, 敲除

ATG16L1基因会降低HeLa细胞对沙门氏菌的吞

噬作用[24]. Hampe et al通过全基因组扫描及回归

分析筛选出与CD相关的ATG16L1基因SNP位点

rs2241880(Thr300Ala, p. T300A), 并通过大样本

量的实验证实欧洲人此位点的多态性与CD易感

性相关, 与UC无关; 且此突变导致CD的发病风

险与CARD15显著相关[25-26]. 目前该位点与CD
的关系已在西方人群中得到反复验证[27-31]. 对日

本人群[32]及我国人群[33]的研究均未发现该多态

性位点与CD相关. 最近Fowler et al [34]研究发现

此突变与UC的发生负相关. 在澳大利亚[34]及北 
欧[26,35]人群中的研究显示T300A突变与回肠型

CD显著相关. 
1.3 HBD-2、HBD-3和HBD-4 近来, 抗菌肽

(antimicrobial peptide)作为固有免疫系统的一

分子在抵御微生物中的作用越来越受到重视. 
防御素(defensin)是哺乳动物体内发现的、在

www.wjgnet.com
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宿主防御中起重要作用的一类广谱抗菌肽. 根
据其基因及蛋白水平结构特点分为α和β两

型, 后者又分为4个亚型, 即人类β防御素1, 2, 3
和4(human beta defensins B1, B2, B3 and B4, 
HBD-1, HBD-2, HBD-3和HBD-4), 其中HBD-2
是一种低相对分子质量富含半胱氨酸的抗菌

肽. 近年研究表明, HBD-2是第一个在防御应答

时于转录水平有所上调的防御素, 且在宿主防

御特别是在黏膜表面抵御革兰阴性菌和真菌方

面具有重要作用. 携带突变型CARD15基因的

CD患者回肠Paneth细胞中, α-防御素水平特异

性偏低, 最近, 人们发现在IBD患者结肠中, β-
防御素的表达水平也是下调的. 可以推测, 这些

抗菌肽的缺失会促进IBD患者的炎症反应. 在
IBD患者肠道黏膜上皮中β-防御素的编码基因

HBD-2, HBD-3和HBD-4存在着不同水平的表 
达[36-37]. 他们表达水平的差异并非由各自基因的

突变所致, 在人类8号染色体的防御素位点上广

泛存在着DNA拷贝数的多态性[38], 这可能是β-
防御素表达水平不同的发生机制. 最近有研究

显示β-防御素位点上HBD-2基因拷贝数减少者

更易患结肠型CD, UC患者结肠浆细胞大量聚集

且HBD表达水平明显高于正常对照[39], 因此我

们可以推测上述基因的低拷贝导致了防御素低

水平表达, 减弱了结肠黏膜屏障的抗菌能力, 促
进了IBD的发生.

2  免疫应答相关基因

2.1 MHC 位于人类6号染色体短臂上的主要组织

相容性复合体(major histocompatibility complex, 
MHC)基因, 因其在免疫应答和免疫调节中的重

要作用成为近十几年来遗传学和免疫学的研究

热点. MHC区域目前被认为与多种免疫系统疾

病的发生、发展相关. 早期研究提示该区域内

的一些基因的变异与IBD发病相关. 一项对于

2004年间研究的IBD相关基因的Meta分析[40]发

现包含了MHC基因的IBD3位点(6p21)与IBD, 尤
其是UC关系最为恒定. 在与哺乳动物免疫防御

和自身免疫密切相关的基因组中, MHC所含基

因最为密集, 这一复合体可分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ 3个
亚群, 具高度多态性. 在MHC基因中, 研究最多

的是编码细胞表面抗原呈递蛋白的4种MHC基

因, 即MHC-A、B、C和D. MHC-A、B、C属于

MHC-Ⅰ, MHC-D属于MHC-Ⅱ. 
近年一些研究发现靠近MHC-B的非经典Ⅰ

类基因, 如MHC-Ⅰ类相关基因A(MHC classⅠ

chain-related gene A, MICA)和MHC-Ⅰ类相关基

因B(MHC classⅠchain-related gene B, MICB), 
与IBD存在关联[41-45], 但另一些研究却未能得出

类似结论[46-47]. Orchard et al [43]研究发现在英国人

中, MIC-A×007与UC易感性相关. 对我国人群

的研究亦证实MICA-A5.1和MICB-CA18[45]与国

人UC有相关性. 而Glas et al [30]在德国人群中所

作的研究未发现此关系. 与健康对照相比, 日本

UC患者中MICA基因5号外显子微卫星多态性

等位基因A6的出现频率较高[42], 但他们随后进

行的研究显示这一差异是由于其与MHC-B52连
锁不平衡所致[46]. 正常情况下, MICA和MICB分
子与其表达于NK细胞、T细胞和巨噬细胞上的

受体NKG2D结合, 共同激发上述细胞的活性, 当
细菌或病毒感染时表达增加. Perera et al [41]研究

发现UC患者肠黏膜上皮细胞MICA/MICB表达

缺失. 因此, 两者部分基因的突变, 可能通过与

受体结合能力的改变影响免疫系统的活性. 
与M H C-Ⅰ类基因相比, M H C-Ⅱ类基因

与IBD关系更为密切. MHC-Ⅱ主要包含MHC-
DQ、DP、DR, 属于免疫球蛋白超基因家族, 
对T细胞免疫应答及B细胞产生抗体均有重要

作用. Stokkers et al [48]就HLA-DR和HLA-DQ与

IBD的关系进行了Meta分析, 发现他们与IBD尤

其是UC密切相关. 这一关系已在许多不同人群

中得到验证[49-52]. 另外, Silverberg et al [53]研究发

现MHC-DRB1×0103与CD累及结肠有关. 但
MHC-Ⅱ类基因区DR、DP和DQ 3个与IBD相关

的位点, 在MHC-Ⅱ类基因上紧密连锁, 而非独

立存在, 哪个为初级, 哪个为次级相关尚待进一

步研究. 
同样位于I B D3区的M H C-Ⅲ编码另外一

些免疫因子, 包括补体C3、C4, B因子和其他

一些促进细胞因子生成的免疫因子, 如TNF-α. 
T N F-α基因启动区域的6个单核苷酸多态性

(TNF-1031T/C、-863C/A、-857C/T、-380G/
A、-308G/A、-238G/A)与IBD遗传易感性的关

系在人群中报道不一. van Heel et al [54]在457个
北欧高加索家族中研究了4种SNPs(-1031T/C、
-863C/A、-857C/T、-308G/A)与IBD、UC和

CD的关系, 遗传不平衡法分析显示, 在不携带

CARD15 3种易感突变的患者中, -857C/T与UC
和CD相关, 然而van Heel et al [54]亦发现此SNP与
其他易感基因存在不平衡连锁, 尚不能确定为致

病因素. Cucchiara et al [55]在意大利IBD患者中发

现TNF-308G/A与CD及UC均显著相关, 而TNF-

■相关报道
自从2001年Hugot 
et al发现CARD15/
NOD2与CD发病
显著相关以来, 现
在已有许多有关
基因与 I B D相关
性的报道, 其中大
约有9个基因位点
经相关性研究得
到证实.
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857C/T与之无相关性. 部分人群, 如土耳其[56]及

印度人群 [57]中研究提示T N F-α基因多态性与

IBD并无明确关联. 宋瑛 et al [58]及曹倩 et al [59]对

我国人群的研究发现UC患者TNF-308A基因型

频率和等位基因频率显著高于健康对照, 但同

时有研究未能得出相同结果[60]. 捷克人群[61]中的

研究提示TNF-308G/A与CD病情活动指数, 并发

症的出现等临床表现型有关. Levine et al [62]发现

TNF-863A与病变累及回肠呈反相关, 与孤立性

结肠炎及家族聚集性正相关. 
2.2 IL-23R 白介素23受体(interleukin-23 receptor,  
IL-23R)基因位于1p31区, 编码炎症细胞因子

I L-23的受体的亚单位. 在一项全基因组关联

分析(genome wide association, GWA)的研究中, 
Duerr et al [63]发现该基因编码区一个不常见的变

异(rs11209026, p. Arg381Gln)对IBD易感性有保

护作用. 最近, 世界各研究中心进行的实验中, 
在欧洲儿童[64-66]和成人IBD[27,29,31,50,67-71]患者中均

验证了IL-23R与IBD, 尤其是CD的相关性. 
I L - 2 3 是一个由亚单位p 1 9 和白介素

12(IL-12)的组成部分p40通过二硫键形成的异

源二聚体分子, 是I L-12细胞因子家族的新成

员. IL-23除了与IL-12共用受体亚单位IL-12Rβ1
外, 还有一个自身特有的受体亚单位即IL-23R. 
IL-23对于T-辅助细胞的分化有重要作用, 在CD
中发挥主导调节作用[72-73]. 在T细胞缺失小鼠上, 
IL-23通过固有免疫参与肠道炎症的发生, 并与

IL-12相互作用. 因此, Neurath[72]提出IL-23能够

激活并维持肠道的固有免疫反应和T细胞介导

的免疫反应, 致病的T细胞可能因为某一导致IL-
23R失活的功能性SNP而未被激活, 削弱的IL-23
信号传导可能降低固有免疫的效力, 从而使炎

症反应受到抑制, 避免IBD发生. 临床上IL-12/
IL-23亚单位的抗体的试验也有效地减少了CD
的症状[74], 进一步说明了IL-23通路在CD发生过

程中的重要作用. 
2.3 Toll样受体 Toll样受体(Toll-like receptors, 
TLRs)是近年来发现的重要的免疫受体, 他通过

识别病原体, 能立即启动先天性免疫, 并通过信

号传导启动获得性免疫. 目前已发现至少11个
TLR家族成员, 他们分布于各个脏器, 针对不同

的病原体独立或联合发挥其识别作用, 调节免

疫反应. 不同TLR之间胞内区相似而胞外区同

源性较差, 胞外区结构的差异决定了他们各自

有特征性的配体. TLR4主要识别G-菌的胞壁脂

多糖(lipopolysaccharide, LPS); TLR9则感应细菌

DNA中的未甲基化CpG. 目前LPS激活TLR4的
过程部分明确, 配体诱导TLR4二聚体形成进而

激活至少2条信号通路: 通过MyD88-或TRAF6-
依赖途径激活N F-κ B和 /或干扰素调节因子

3(interferon regulatory factor 3, IRF3). 
T L R4基因定位于染色体9q区. 与其他候

选基因不同 ,  全基因组扫描并未有该基因片

段与IBD相关的提示. 在一项病例对照研究中, 
Franchimont et al [75]发现Asp299Gly(869C/T)的多

态性与CD和UC存在明显相关. 这一结果尚未得

到很好的重复[76-78], 但许多在高加索人群[75,78-83]中

所进行的研究都显示在CD与UC患者中, 299Gly
的出现频率高于对照组. Browning et al [84]的研究

及Meta分析亦支持TLR4与IBD相关. 我国湖北

人群[85]中的研究未发现此SNP与IBD易感性相关. 
TLR9基因定位于3p21.3区. 与TLR4类似, 这一

基因也并未在全基因组扫描的研究中有阳性发

现. 在一个小样本量的研究中发现TLR9基因上

的1237C/T和2848A/G 2个SNP与IBD相关. Török 
et a l [86]人在德国人群中的研究认为1237C/T与
CD相关而与UC无关. Hong et al [78]在新西兰高

加索人群中的研究未能得出上述结论, 但他们

所作的Meta分析支持1237C/T与CD相关. van 
Hell et al [87]在英国高加索人群中选取7例携带野

生型CARD15的健康对照和19例携带CARD15
突变纯合子的CD患者进行研究, 发现TLR9对 
CpGDNA(TLR9配体)的应答取决于CARD15基
因的多态性.

3  黏膜转运和极性相关基因

3.1 SLC22A4和SLC22A5 IBD5区域(5q31-q33)
与成人患CD关系密切, 溶质携带物家族22A4和
22A5(solute carrier family 22A4/22A5, SLC22A4/
22A5)即存在于这一区域. SLC22A4/22A5基
因的主要功能是转运肠道中的 l -肉毒碱和清

除肠道中的阳离子药物. Pel tekova et a l [88]对

IBD5中的5个基因进行测序, 鉴定出10个SNP, 
其中的2个分别存在于SLC22A4(1672C/T)和
SLC22A5(207G/C), 二者存在不平衡连锁. 但其

他研究[89]并未有类似发现. 已有许多研究[87,90-92]

证实这两种SNP与白种人CD发病相关, 但在日

本[93]及我国[94]人群中的研究未发现上述基因变

异. Mirza et al [95]报道对于至少含一个CARD15
易感突变的患者, IBD5基因与CD发病相关, 而
在没有CARD15易感突变者, IBD5基因的变异没

有此效应. 

■应用要点
全基因组扫描法
与传统方法相结
合用以探索基因
变异与发病风险
的关系已使人们
对于 I B D 的发生
发展的认识有了
很大提高.
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白种人中CD患者的5q31区存在基因的易感

突变的证据由来已久. 一些学者[88-96]认为这2个
SNP就是致病的基因突变, 然而后续的研究[89]又

认为1672C/T与207G/C与CD发病无关或者5q31
区的其他位点的变异也与CD发生有关. 
3.2 ABCB1 ATP结合盒转运子B1(ATP-binding 
cassette subfamily B member 1, ABCB1)位于

7q21.1(含49-587 bp不等的28个外显子, cDNA全

长4.5 kb, 基因全长210 kb), 又被称为多药耐药

基因1(multidrug resistance gene 1, MDR1). 他编

码一种ATP依赖的转运蛋白(P-糖蛋白或P-gp). 
P-gp在包括肠上皮在内的多种组织高表达, 可
将进入胞内的药物, 细菌毒素和化学物质等主

动泵出细胞, 保护上皮免受有毒物质侵犯. 其表

达具有个体差异性, 从而影响个体对药物的耐

受能力. 在这一基因片段上已发现了不下300个
SNPs, 其中一部分SNP与多种癌症, HIV感染, 高
胆固醇血症和帕金森病的易感性相关, 亦有一

些SNP与IBD有关[97]. 研究发现P-gp表达缺失的

mdr1a-/-小鼠肠上皮通透性增加[98], 且此类小鼠可

作为理想的IBD动物模型. IBD患者肠上皮P-gp
表达亦有下降[99]. 目前已发现3个SNP位点[100-102]

即外显子21上的G2677T/A, 26上的C3435T和1B
上的T129C与P-gp低水平表达有关. 高加索人

G2677T/A与C3435T基因存在连锁不平衡[97]. 
2项基因连锁扫描和有关Meta分析提示IBD

与7q区相关[40,103]. Onnie et al [97]针对二者之间关

系进行了Meta分析, 发现了较强的支持ABCB1
与UC相关的依据. C3435T的统计学意义最大, 
G2677A/T次之. Annese et al [104]所作的Meta分析

提示3435T等位基因和3435TT基因型与UC显著

相关, 而与CD无关, 亦未发现G2677T/A与IBD
相关. Fied ler et al [105]的研究提示G2677T/A与

C3435T的多态性与UC早年发病有关. 
3.3 DLG5 人类DLG5(drosophila discs large ho-
mologue 5)是果蝇dlg基因的同源基因, 定位于

10q23, 202 kDa, 广泛表达于肠道、心脏、胎盘

等组织. 他属于编码参与胞内信号传导的蛋白

的骨架的MAGUK(membrane associated guanyl-
ate kinase homologs)家族. 作为该家族的一个

典型成员, DLG5有4个PDZ(PSD-95/Discs large/
zona occludens)结构域, 1个SH3(Scr homology 3), 
1个GUK(guanylate kinase)结构域. 结构域多提

示DLG5蛋白与其他蛋白相互作用的潜力. Na-
kamura et al [106]人发现他与红细胞膜蛋白P55的
GUK结构域相作用, 二者在胞膜上结合形成异

二聚体, 聚集胞内分子保持上皮细胞结构, 并且

可以传递胞外信号至胞膜. 因此, 此蛋白与上皮

完整性与极性的保持有关. 
IBD特征之一是肠上皮屏障功能受损(肠泄

漏). 现有关于DLG5的数据提示该基因可能为

IBD易感基因. SNP G113A能导致氨基酸替换

(R30Q), 可能通过阻止DLG5骨架形成[107]进而

损伤肠道屏障功能. 最近, Friedrichs et al [108]发现

DLG5亦属于CARD蛋白家族, 可能通过NF-κB
或Casepase途径参与CD的发生. 

Stoll小组[107]对DLG5单体型作分析发现其

有4个较普遍的单体型, 分别为A、B、C、D, 在
早期关于DLG5的研究中, 人们通常关注以下3
种变异: (1)非同义编码SNP G113A(R30Q), 即D
单体型的标签SNP(haplotypetag SNP, htSNP), 在
高加索人中发生率约10%[107]; (2)出现率相对较

少的非同义编码SNP P1371Q[110]; (3)A单体型的

8个htSNP[107]. Slovak et al [100]研究发现前两种使

CD发病风险增加而A单体型与低发病风险相关.  
早期曾有2个家庭的病例研究和1项病例

对照研究证实上述关系. 在随后的1项病例对

照研究和家庭病例研究中上述结果得到了重

复 [107,109]. 然而后来的一系列试验都未能验证

R30Q增加发病风险, A单体型降低风险这一结

论[110-118]. P1371Q与CD的关系只在1项研究中

得到了验证[117], 另外4项均未能[109,94,114-115]. 新西

兰人群[119]中的研究显示rs2289311变异(A单体

型的htSNP)可全面降低IBD发病风险, 小组分

析显示在有IBD家族史和有肠外表现的UC患

者中, 这一关系尤为明显. 然而未发现R30Q和

P1371Q与IBD的关系, 关于R30Q病例对照研究

的Meta分析也未能发现其与IBD相关. Friedrichs  
et al [120]、Tenesa et al [121]、Biank et al [122]及Brown-
ing et al [123]的研究提示R30Q对CD患者易感性的

影响存在性别差异, 突变型的携带可能降低女

性患CD的危险性, 而增加男性的患病风险. 这
可能是上述实验的结果不一致的原因, 对性别

进行分层分析可能有助明确DLG5与CD发病的

关系. Yamazaki et al [93]在日本人群中的研究发

现DLG5存在其他SNP, 如rs3758462与CD相关. 
在我国人群中所作研究尚未发现上述与白种人

IBD相关的DLG5变异.

4  结论

遗传因素是IBD发病过程中的一个重要因素. 全
基因组扫描法与传统方法相结合用以探索基因

■同行评价
本文立题有依据, 
目的明确, 重点突
出, 文字简洁, 参
考文献引用合理, 
为 I B D 发病机制
提供理论依据, 对
临床 I B D 的防治
有积极参考意义.
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变异与发病风险的关系已使人们对于IBD的发

生发展的认识有了很大提高. 自第1个CD易感基

因CARD15/NOD2明确以来, 已相继发现了许多

与IBD发病相关的易感基因和易感SNP位点, 有
关基因型与临床表型的关系也有大量报道. 可
以明确的是IBD是一种复杂的多基因疾病, 其易

感性涉及多个基因位点, 且有着显著的种族差

异性. 具体的发病机制及如何将其运用于IBD患

者的诊断、治疗尚待进一步研究. 迄今为止还

没有找到与我国乃至亚洲IBD人群明显相关的

基因和SNP位点, 因此有必要在亚洲人群中展开

大规模的易感基因及易感突变位点的筛查. 
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Abstract
AIM: To study the ef fects of subcel lular 
localization pattern of PpIX on photodynamic 
efficiency in esophageal cancer cell lines.

METHODS: KYSE-450, KYSE-70 and Het-1A 
cells were treated with ALA, exogenous PpIX 
and MitoTracker, respectively. The subcellular 
localization patterns of PpIX were observed 

using fluorescence microscopy. Mitochondrial 
transmembrane potential (ΔΨm) after ALA-PDT 
and PpIX-PDT was measured using JC-1 flow 
cytometry. The morphological study of mito-
chondria after ALA-PDT and PpIX-PDT was 
performed with electron microscopy. MTS was 
used to examine the cell survival rate.

RESULTS: The granular patterns and distribution 
of fluorescence in the extranuclear fraction of the 
cells were similar for both ALA-derived endog-
enous PpIX and the MitoTracker in all cell lines; 
however, exogenous PpIX was diffusely distrib-
uted in the whole cytoplasm of cells. After 12 h of 
ALA-based PDT, the percentages were increased 
to 22%, 52% and 33% in the KYSE-450, KYSE-70 
and Het-1A cell lines, respectively; where only 
15%, 14% and 18% of the depolarized cell fractions 
were seen following PDT with exogenous PpIX. As 
early as 1 h after photodynamic treatment, some of 
the mitochondria were already damaged by ALA-
PDT with unclear cristae, vacuoles and swelling; 
while the mitochondrial ultrastructure was still 
well preserved 1 h later following PDT with exog-
enous PpIX. ALA-mediated PDT was significantly 
more efficient than PDT with exogenous PpIX in 
killing cells in all the 3 cell lines.

CONCLUSION: Different subcellular location 
of photosensitizer may affect the PDT efficacy. 
Mitochondria are more sensitive and may be 
important targets for PDT. This finding suggests 
that new photosensitizers with mitochondrially-
localizing property may be designed for im-
provement of PDT effectiveness in the future.

Key Words: Esophageal cancer; Photodynamic ther-
apy; Photosensitizer; δ-aminolevulinic acid; PpIX

Ji ZY, Fan TL, Zhao LQ, Yang XJ, Qiu YB, Zhang JZ, 
Zhang YB, Sun Y, Qiu SL, Yang GR. Effects of subcellular 
localization pattern of PpIX on photodynamic efficiency 
in esophageal cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(16): 1602-1608

摘要
目的: 探讨不同来源的光敏剂PpIX在食管癌

®

■背景资料
食管癌是世界范
围内常见的消化
系恶性肿瘤之一, 
提高食管癌治疗
效果的关键是早
期发现、早期诊
断、早期治疗. 但
早期癌术后远期
死亡原因中复发
癌是主要的, 所以
早期食管癌的综
合治疗对提高生
存率非常重要. 

■同行评议者
沈琳 ,  主任医师 , 
北京大学临床肿
瘤医院消化内科
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细胞中的亚细胞分布与光动力学效应的关系.

方法: KYSE-450、KYSE-70和Het-1A细胞
分别用ALA和外源性PpIX以及MitoTracker 
Green处理, 相差荧光显微镜观察不同来源
的PpIX在细胞内的定位. 利用JC-1-流式细胞
方法检测ALA-PDT和PpIX-PDT后细胞线粒
体膜电位(ΔΨm)的改变. 利用电镜观察ALA-
PDT和PpIX-PDT后细胞线粒体的超微结构, 
观察PpIX的不同细胞分布形式对线粒体损伤
的形态学改变. MTS法测定PDT处理后的细胞
存活率. 

结果: 由ALA产生的内源性光敏剂PpIX荧光
主要分布在线粒体, 与MitoTracker Green显示
的线粒体荧光分布在相同的区域, 而外源性
PpIX荧光信号则弥漫性分布于整个细胞质. 
KYSE-450、KYSE-70和Het-1A细胞经ALA-
PDT 12 h后, 膜电位受损细胞分别达到22%、

52%和33%, 而外源性PpIX-PDT别12 h后线粒
体受损细胞率仅分别为15%、14%和18%. 电
镜观察结果显示, ALA-PDT后仅1 h一些线粒
体即已出现受损状态, 可见线粒体内嵴不明
显, 出现空泡和膨胀. 但外源性PpIX-PDT后1 
h细胞内大部分线粒体仍保持完整结构. ALA-
PDT的细胞杀伤效果明显好于外源性PpIX-
PDT.

结论: 光敏剂的不同亚细胞定位影响了食管
癌细胞PDT的功效, PDT造成的线粒体的损伤
在肿瘤细胞杀伤过程中起非常重要的作用, 提
示以线粒体为靶点的光敏剂是未来光敏剂研
制的重点.
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0  引言

光动力学疗法(photodynamic therapy, PDT)是利

用一定波长的光激发光敏剂, 在分子氧存在下

产生光化学或光物理学反应, 导致存积光敏剂

的病变部位产生不可逆的损伤[1], 因而PDT的细

胞毒性效果则依赖于光敏剂在细胞内的选择性

累积. 但以往一些研究证实这些选择性累积是

不同的, 细胞内线粒体、溶酶体、质膜、内质

网、高尔基复合体及肿瘤组织的血管系统都可

能成为PDT的结合位点[2]. 光敏剂在肿瘤细胞内

的亚细胞分布方式也决定了光动力学效应作用

位点[3], 因而有可能影响到PDT细胞毒性的差

异. 本研究拟利用氨基酮戊酸(δ-aminolevulinic 
acid, ALA)以及外源性原卟啉IX(PpIX)作为光敏

剂, 研究不同来源的PpIX在人食管鳞癌细胞系

KYSE-450、KYSE-70及人食管上皮永生细胞系

Het-1A中的分布特征以及与光动力学效应的关

系, 为新光敏剂的开发和治疗手段的改善提供

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 5-ALA和PpIX由PhotoCure ASA(挪威)
提供. 避光下称取100 mg PpIX, 加至20 mL二甲

亚砜(DMSO)内, 磁力搅拌器搅拌后, 超声波处

理2 h以上, 使其充分溶解, 然后用细胞培养液稀

释至所需浓度, DMSO终浓度不超过10 g/L. 高
分化食管鳞癌细胞KYSE-450和低分化食管鳞

癌细胞KYSE-70由美国ATCC提供. 荧光分光

光度计为LS-5型(Perkin Elmer). PDT光辐射仪

为PCI Biotech公司(挪威)生产. 流式细胞仪为

BD FACSDiVa Option(BD Biosciences公司. 美
国). 荧光显微镜为Nikon Eclips E800, 附带-60℃ 
高分辨率CCD成像设备. MTS为Promega产品. 
JC-1由美国Biotium公司生产. ATP定量测定试剂

盒来自Sigma公司. RPMI 1640培养液及其他试

剂均购自Sigma.
1.2 方法 
1.2.1 PpIX亚细胞定位的观察: 生长至80%左右

融合的KYSE-450、KYSE-70和Het-1A细胞用

胰蛋白酶-EDTA消化, 接种4×105个细胞至6孔
培养板, 每孔含4 mL RPMI 1640培养基(含100 
g/L小牛血清). 37℃ 50 mL/L CO2培养箱培养过

夜, 使细胞充分贴壁. 次日用无血清RPMI 1640
培养基洗涤2次, 分别用含1.5 mmol/L ALA的无

血清培养液孵育细胞3.5 h, 用含1 µmol/L PpIX
的无血清培养液孵育细胞2 h. 各培养板孔内再

加入500 nmol/L MitoTracker Green FM, 37℃ 
CO2培养箱继续孵育细胞30 min. 弃培养液, 细
胞用冷PBS洗涤2次, 荧光显微镜观察结果. 激
发波长为380-420 nm, 散射波长为630±20 nm. 
MitoTracker Green FM荧光信号激发波长为

465-495 nm, 散射波长为515-555 nm. 
1.2.2 线粒体膜电位(ΔΨm)测定: 细胞接种至6
孔培养板. 用1 mmol/L的ALA处理细胞, 方法

■研发前沿
目前有关PDT的
作用机制和影响
PDT疗效因素, 特
别是新型光敏剂
的研发并了解其
在肿瘤组织内的
不同分布和亚细
胞分布方式、光
敏作用的具体靶
细胞器及对光动
力学效应的影响
成为关注热点. 
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同上. KYSE-450细胞用0.4 µmol/L的PpIX处理, 
KYSE-70和Het-1A用0.2 µmol/L的PpIX处理, 以
使其能在细胞内产生相同水平的PpIX. 用ALA
处理的细胞(红光, 波长>600 nm), KYSE-450的
光照射剂量为7.2 J/cm2, KYSE-70和Het-1A的光

照射剂量为3.6 J/cm2. 用PpIX处理的3种细胞, 光
照射剂量均为14.4 J/cm2. 光处理完毕后弃去原

培养液, 加入100 µL含100 g/L小牛血清的新鲜

培养液, 暗处37℃ CO2培养箱孵育12 h. 刮取细

胞, 14 000 r/min离心5 min, 弃上清, 细胞沉淀用

0.5 mL 1×反应缓冲液重悬, 14 000 r/min离心5 
min, 弃上清. 加入0.5 mL JC-1工作液使细胞沉

淀重悬, 37℃温箱内孵育15 min. 用1 mL 1×反

应缓冲液洗涤2次, 最后用0.5 mL 1×反应缓冲

液重悬细胞, 流式细胞仪测定. 
1.2.3 线粒体结构的电镜观察: K Y S E-450、 
KYSE-70和Het-1A细胞分别用ALA、PpIX处理

和光照射, 方法和剂量同1.2.2. 对照组细胞不用

ALA或PpIX孵育, PDT处理方法相同. 光处理完

毕后加入4 mL含100 g/L小牛血清的新鲜培养液, 
暗处37℃ CO2培养箱孵育1 h后收获细胞. PBS洗
涤, 细胞沉淀用含10 g/L戊二醛和40 g/L甲醛的

二甲基砷酸盐(cacodylate)缓冲液悬浮, 固定细胞

过夜. 用10 g/L四氧化锇(osmium tetroxide)的二

甲基砷酸盐缓冲液再固定细胞1 h. 脱水处理: 分
别于700、900、960 mL/L的乙醇浸泡各3次, 每次

10 min, 最后浸泡于环氧丙烷(propylene oxide)中. 
细胞包埋入环氧树脂(Epon/Araldite), 玻璃刀切片, 
于玻片上以甲苯胺蓝(toluidine blue)染色, 普通光

镜观察定位. 用钻石刀做超薄切片, 乙酸双氧铀

(uranyl acetate)和柠檬酸铅染色, 电镜观察. 
1 .2 .4  光动力学处理和细胞存活活性的测定

(M T S法): 接种1×104个细胞至96孔培养板 ,  
37℃ 50 mL/L CO2培养箱培养过夜, 用200 µL无
血清RPMI 1640培养基洗涤2次. 加入100 µL含1 
mmol/L的ALA或各浓度的PpIX的无血清RPMI 
1640培养液, 暗处37℃ CO2培养箱孵育4 h. PDT
光辐射仪进行光处理, 波长>600 nm, 光流速15 
W/m2. 光处理完毕后立即弃去原培养液, 加入

100 µL含100 g/L小牛血清的新鲜培养液, 暗处

37℃ CO2培养箱孵育24 h. 经光动力学处理的细

胞, 每孔加入20 µL MTS液(浓度为5 g/L), 37℃温

箱内孵育1 h后, 取出冷至室温, 酶标仪测定492 
nm处的光吸收值. 所有试验均设6个平行孔, 至
少重复2次. 以无ALA但用相同光剂量处理的对

照孔设置为100%, 其他试验孔以此为对照计算

细胞存活率(%).
统计学处理 采用SigmaPlot软件Student's 

t -test, 所有数据以mean±SD表示, P <0.05为有显

著差异.

2  结果

2.1 ALA产生的内源性PpIX和外源性PpIX的亚

细胞分布 由于PpIX与蛋白质有很高的亲和能力

而造成PpIX外分泌至细胞外介质, 我们使用含

ALA或PpIX的无血清培养液处理细胞. 由ALA
产生的内源性光敏剂PpIX荧光主要分布在胞质

内, 与MitoTracker Green FM显示的线粒体荧光

分布在相同的区域, 说明由ALA产生的内源性

PpIX主要分布于线粒体. 然而外源性PpIX由于

主要是靠渗透作用进入细胞, 其荧光信号弥漫

性分布于整个细胞质, 完全区别于MitoTracker 
Green FM荧光显示的线粒体位置(图1).
2.2 ALA-PDT和PpIX-PDT对线粒体膜电位的破

坏 对照组细胞无光敏剂孵育, 仅用光处理, 测定

结果发现仅有不足10%的细胞线粒体膜电位消

失(图2). KYSE-450、KYSE-70和Het-1A细胞经

ALA-PDT 12 h后, 线粒体受损的细胞分别达到

22%、52%和33%, 而外源性PpIX-PDT12 h后线

粒体受损细胞率仅分别为15%、14%和18%, 表
明ALA-PDT比外源性PpIX-PDT更趋向于破坏

线粒体.
2.3 PDT后线粒体结构的电镜观察 由图3可见, 
ALA-PDT后仅1 h, 一些线粒体即已出现受损状

态, 图中可见线粒体内嵴不明显, 出现空泡和膨

胀. 但外源性PpIX-PDT后1 h, 细胞内大部分线

粒体仍保持完整结构. 图中显示的应用不同光

敏剂而出现的线粒体形态学上的变化差异, 进
一步证实ALA-PDT初始的细胞内损伤是源于对

线粒体的破坏作用. 3种细胞系均出现相同的实

验结果.
2.4 ALA-PDT和PpIX-PDT对细胞的不同杀伤作

用 KYSE-450用0.4 µmol/L外源性PpIX处理、

KYSE-70和Het-1细胞用0.2 µmol/L的外源性

PpIX处理, 能与1 mmol/L的ALA处理后产生相

同浓度的胞内PpIX, 以比较ALA-PDT和PpIX-
PDT之间的光动力效果. 细胞PDT处理后, 随光

剂量的增强, PDT后24 h细胞的存活率逐渐下

降(图4). 虽然ALA和外源性PpIX在细胞内产生

相同水平的胞内PpIX, 但ALA-PDT的细胞杀

伤效果明显好于以外源性PpIX作为光敏剂的

PDT(P <0.01), 所有3种细胞均有相同的结果. 由

■相关报道
Morgan et al 报道
ALA-PDT主要诱
导线粒体的损伤, 
这是由于ALA是
细胞内血红素合
成途径中的中间
产物, 而血红素的
合成是在线粒体
内进行的. 细胞吸
收的光敏剂或内
部合成的内源性
光敏剂并不总位
于光化学敏感位
点 ,  研 究 这 些 光
化学敏感位点与
PDT的关系有助
于寻找提高PDT
效能的手段.
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于由ALA产生的内源性PpIX主要分布于线粒体, 
而外源性PpIX弥漫性分布于整个细胞质, 因而

本结果提示线粒体的损伤在细胞杀伤过程中

起非常重要的作用, 线粒体是PDT的一个重要

■应用要点
本研究利用能在
细胞内产生内源
性 光 敏 剂 P p I X
的ALA和外源性
PpIX作为光敏剂
处 理 细 胞 ,  研 究
不同来源的PpIX
在人食管鳞癌细
胞系KYSE-450、
KYSE-70及人食
管上皮永生细胞
系Het-1A中的分
布特征以及与光
动力学效应的关
系, 以期为新光敏
剂的开发和治疗
手段的改善提供
实验依据.

图 2 ALA-PDT和PpIX-PDT对线粒体膜电位(ΔΨm)的破坏. A-C: KYSE-450; D-F: KYSE-70; G-I: Het-1A; A、D、G: 对照

组; B、E、H: ALA; C、F、I: Exo-PpIX; 图中的百分数为ΔΨm消失细胞的百分比.
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图 1 ALA产生的内源性PpIX和外源性PpIX在KYSE-450细胞中的亚细胞分布(×600). A: ALA-PpIX; B: Exo-PpIX; C: 

MitoTracker; D: MitoTracker; E: Phase-contrast; F: Phase-contrast.
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靶细胞器.

3  讨论

PDT虽已被广泛应用于一些肿瘤组织及癌前病

变组织的治疗[4-6], 然而其确切机制仍不十分清

楚. 研究开发更理想的新光敏剂以提高PDT的
临床疗效是目前PDT领域研究的重点之一[7], 因
此关于光敏剂在肿瘤组织内的不同分布方式和

其亚细胞不同分布方式、光敏作用的具体靶

细胞器及对光动力学效应的影响, 仍需更多的

了解. ALA本身不具备光敏作用, 是内源性光敏

剂PpIX前体. 内源性光敏剂PpIX是细胞内血红

素(Heme)生物合成的中间产物, 在线粒体内形

成[8-9]. 本研究利用能在细胞内产生内源性光敏

剂PpIX的ALA和外源性PpIX作为光敏剂处理

细胞, 观察PpIX在食管鳞癌细胞(KYSE-450、
KYSE-70)和食管上皮永生细胞(Het-1A)内的亚

细胞分布形式、PDT作用位点及与PDT细胞杀

伤效果之间的关系. 研究发现用ALA和外源性

光敏剂作用细胞后, 细胞内PpIX的分布方式明

显不同. 由ALA产生的内源性光敏剂PpIX主要

分布在线粒体, 少部分结合于胞质膜, 而外源性

PpIX由于其脂溶性的特性, 被细胞吸收后主要

由渗透和扩散作用, 弥漫性分布于整个细胞质. 
因光敏剂受光的激发所产生的对肿瘤细胞起主

要毒性作用的单态氧(singlet oxygen, 1O2)的寿命

和扩散距离非常短(寿命小于0.05 µs, 扩散半径

小于0.02 µm), 因而PDT的作用位点就仅限于光

敏剂所处的位置[4,10-11]. 
线粒体是细胞有氧呼吸的基地和供能的场

所, 对维持细胞的生命活动功能至关重要, 而且

也对细胞凋亡信号途径的起始起中心作用[12-13], 
因此不难理解线粒体应是潜在的PDT重要靶位

点. 线粒体具有丰富的内膜, 内膜向内凹陷形成

线粒体嵴(crista), 是实现电子传递的支架, 在电

子传递过程中将氧化反应的能量转变成ATP的

■名词解释
光动力学疗法: 经
口服或局部应用
的光敏剂能选择
性积蓄于肿瘤细
胞和组织内, 在分
子氧的存在下, 经
特定波长的可见
光激发能产生单
态氧和氧自由基
等活性物质, 导致
肿瘤细胞凋亡或
坏死.

图 4 ALA-PDT和PpIX-PDT后细胞的存活活性. A: KYSE-450; B: KYSE-70; C: Het-1A. bP<0.01 vs  ALA-PDT组.
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图 3 电镜显示的PDT对线粒体超微结构的损伤. N: 细胞核; 箭头: 线粒体. A: KYSE-450用ALA处理; B: KYSE-450用Exo-

PpIX处理; C: KYSE-70用ALA处理; D: KYSE-70用Exo-PpIX处理; E: Het-1A用ALA处理; F: Het-1A用Exo-PpIX处理.

A B C

D E F

N

N

N

N
N

N

2 µm 2 µm 2 µm

2 µm 2 µm 2 µm



www.wjgnet.com

汲振余, 等. 光敏剂PpIX亚细胞分布方式对食管癌细胞光动力学效应的影响             1607

形式为细胞供能. 由于PDT效应对参与氧化磷

酸化过程的一些成分作用, 如ATP合成酶复合

体的光氧化作用(photooxidation)[10], 导致线粒

体内膜膜电位(ΔΨm)消失, 氧化磷酸化解体, 能
量合成能力受损, 线粒体膜的通透性增加, 转运

复合孔开放释放出一些与凋亡相关的因子, 如
凋亡诱导因子(AIF)、caspase和SMAC(second 
mitochondria-derived activator of caspases)等而

启动了细胞凋亡的产生[14]. 除结合于线粒体上的

光敏剂对线粒体的直接破坏外, 其他间接途径

也可影响线粒体功能, 如溶酶体上的光敏剂受

光激发后也能释放出某些蛋白酶, 裂解Bid产生

较短的具有促凋亡活性的tBid, 参与了线粒体凋

亡途径[15]. 为探讨光敏剂的不同亚细胞分布形式

对线粒体的损伤及与PDT的细胞杀伤能力之间

的关系, 我们分别用PpIX的前体ALA(PpIX主要

产生并定位于线粒体)和造成弥漫性分布的外源

性PpIX处理细胞, 结果发现ALA-PDT后出现更

多的细胞线粒体膜电位去极化, 表明内源性光

敏剂PpIX能更有效地破坏线粒体功能. PDT后线

粒体超微结构的形态学变化如线粒体内嵴减少

或消失, 出现空泡和肿胀等, 进一步证实线粒体

是ALA-PDT的主要靶作用位点. 这些结果与内

源性PpIX的亚细胞分布相互印证. 
但在3种细胞, ALA-PDT对细胞的杀伤效

果均显著高于外源性PpIX-PDT. 由于本实验使

用的ALA和外源性PpIX的浓度能产生相同水平

的细胞内PpIX, 因而光动力学效果的差异可能

与内、外源性PpIX在细胞内的分布方式不同有

关, 说明线粒体对PDT刺激更加敏感. 由于脂溶

性光敏剂易于被血清中的低密度脂蛋白结合而

利于运输和被肿瘤细胞吸收, 因此Barge et al [16]

利用脂类取代基如胆固醇基(cholesteryl)和辛氧

基(octyloxy)与光敏剂SiPc作用合成新的SiPc衍
生物(Chol-O-SiPc和Octo-O-SiPc), 以增强其脂

溶性, 发现其PDT效果大大增强. 脂类基团不仅

能增强其运输能力和细胞的吸收能力, 而且能

结合到与细胞凋亡和/或坏死有关的主要细胞

器如线粒体, 内质网和高尔基复合体等, 推测这

可能是增强PDT细胞杀伤能力的主要原因. 另
外光敏物质在细胞内的定位也决定了是以凋亡

为主还是以坏死为主. 因为研究发现, 结合到线

粒体上的光敏剂通过释放一些凋亡诱导因子

和细胞色素C能结合并活化caspase-9, caspase-9
又激活caspase-3, 通过对Caspase活化DNA酶

(caspase-activated dnase, CAD)的抑制子(inhibitor 

of caspase-activated Dnase, ICAD)的蛋白水解作

用而激活CAD[17]. 活性形式的CAD从胞质转至

胞核, 引起染色质凝集和DNA片断化, 主要诱导

凋亡[4,18], 而结合到溶酶体上或胞质膜上的光敏

剂, 则在受光激发后破坏细胞膜的完整结构, 造
成肿胀和膜泡形成, 并破坏溶酶体膜结构, 释放

出组织蛋白酶[19], 主要以引起细胞坏死为主. 由
于诱导凋亡是PDT的主要机制之一, 因此我们认

为这种光敏剂不同的亚细胞定位造成的不同细

胞杀伤效果可能与是否有效诱导细胞凋亡有关. 
光敏剂、合适波长的光和分子氧已知是

PDT效应的3个必要因素. 然而越来越多的证据

表明, PDT的临床治疗效果也依赖于光敏剂在肿

瘤组织和肿瘤细胞内的分布形式[2]. 线粒体由于

在能量新陈代谢中的重要作用, 使其成为PDT的
重要靶位点. 本研究表明光动力学效应对细胞

线粒体的损伤与PpIX在细胞内的分布有关, 而
且分布于线粒体的PpIX比弥漫分布于细胞质的

PpIX具有更强的PDT效应. 结果提示能作用于

线粒体的光敏剂是未来新光敏剂研制的重点. 
因而一种光敏剂的PDT效果不能单纯靠细胞积

聚程度和光激活敏感性来判断, 更重要的是在

细胞内的分布位置, 研究这些光化学敏感位点

与PDT的关系有助于寻找提高PDT效能的手段.
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Abstract
AIM: To discuss the effect of omega-3 fatty 
acid on liver function, receiver’s immunologic 
function and acute rejection following orthotopic 
liver transplantation in rats.

METHODS: Orthotopic liver transplantation us-
ing two-cuff technique from BN (RT1n) to Lewis 
(RT1l) was performed in 18 rats. After transplan-
tation, the internal jugular vein tube was cath-
eterized and the solution was given through a 
micro-pump. Normal saline was given to the NS 
group (n = 6), parenteral nutrition to PN group 
(n = 6), and parenteral nutrition + Omega-3 fatty 
acid to OM group (n = 6). At 7th day, the liver 
function, levels of cytokines (IL-2, IL-4, IL-10, 
γ-IFN) and pathological changes of the liver 
were observed. The percentage of CD4+, CD8+, 
CD4+CD25+ and CD8+CD28- T lymphocytes were 
analyzed using flow-cytometry.

RESULTS: There were no significant differences 
among NS, PN and OM groups in liver func-
tion. In OM group, the CD4+, CD8+, CD4+CD25+ 
and CD8+CD28- T lymphocytes were signifi-
cantly decreased, compared with NS group and 
PN group (26.86% ± 1.60% vs 31.32% ± 5.92%, 
32.87% ± 2.744%; 28.65% ± 1.40% vs 30.08% ± 
1.37%, 30.64% ± 1.47%; 3.89% ± 0.20% vs 4.75% ± 
0.46%, 5.27% ± 0.20%; 13.31% ± 2.06% vs 22.08% 
± 3.81%, 21.00% ± 3.46%, all P < 0.05). The ratio 
of CD4+/CD8+ of OM group was significantly 
decreased, compared with the other two groups 
(0.94 ± 0.001 vs 1.04 ± 0.01, 1.07 ± 0.001, P < 0.05). 
The levels of IL-2 and γ-IFN of OM group were 
significantly elevated, compared with NS group 
and PN group (20.17 ± 2.87 ng/L vs 35.47 ± 8.94 
ng/L, 35.92 ± 3.31 g/L, 2.12 ± 0.84 ng/L vs 28.30 
± 6.25 ng/L, 28.38 ± 11.07 ng/L, all P < 0.05). The 
pathology examination showed that the rejection 
activity index (RAI) of OM group were signifi-
cantly decreased, compared with PN group or 
NS group (P < 0.05).

CONCLUSION: Omega-3 fatty acid decreases 
the secretion of IL-2 and γ-IFN, inhibits the T 
lymphocytes, especially the help T lymphocytes, 
and alleviates the acute rejection. 

Key Words: Liver transplantation; Fatty acids; Ome-
ga-3; Graft rejection; T-lymphocytes; Cytokines
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摘要
目的: 探讨大鼠肝移植术后应用ω-3多不饱和
脂肪酸对移植肝脏功能、受体免疫功能、急
性排斥反应的影响. 

方法: 二袖套法大鼠肝移植18例, 术后颈内静
脉插管, 微量泵匀速输注液体. 盐水NS组(n  = 
6)输注生理盐水, 肠外营养PN组(n  = 6)输注营
养液, 脂肪酸OM组(n  = 6)输注营养液+ω-3脂
肪乳. 术后第7天, 留取肝组织标本病理检查, 
取血清检测生化指标及IL-2、IL-4、IL-10、

www.wjgnet.com
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■背景资料
在大鼠心脏移植
中, ω-3脂肪酸可
使移植受体排斥
反应减轻、延长
受体存活时间及
免疫抑制剂不良
反应方面得以改
善. 本研究通过给
肝移植大鼠静脉
输注ω -3脂肪酸 , 
观察ω-3脂肪酸对
肝脏功能、受体
免疫功能、急性
排斥反应的影响.
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γ-IFN等细胞因子含量, 余血清检测生化指标, 
流式细胞检测CD4+、CD8+、CD4+CD25+ T细
胞和CD8+CD28- T细胞.  

结果: 各组生化结果比较无统计学意义. 与
N S组和P N组比较 ,  O M组C D4+、C D8+、

C D4+C D25+和C D8+C D28- T细胞含量下降
(26.86%±1.60% vs  31.32%±5.92%, 32.87%
±2.744%; 28.65%±1.40% v s  30.08%±

1.37%, 30.64%±1.47%; 3.89%±0.20% vs  
4.75%±0.46%, 5.27%±0.20%; 13.31%±

2.06% vs  22.08%±3.81%, 21.00%±3.46%, 
均P <0.05). OM组CD4+/CD8+与NS组和PN组
比较下降有差异(0.94±0.001 vs  1.04±0.01, 
1.07±0.001, 均P <0.05). OM组IL-2、γ-IFN含
量与NS组和PN组比较下降(20.17±2.87 ng/L 
vs  35.47±8.94 ng/L, 35.92±3.31 ng/L, 2.12±
0.84 ng/L vs  28.30±6.25 ng/L, 28.38±11.07 
ng/L, 均P <0.05). 病理学检查移植肝排斥反应
强度(RAI)评分OM组与PN组、NS组比较下
降有差异(均P <0.05).

结论: 静脉输注ω-3多不饱和脂肪酸可以通过
抑制IL-2和γ-IFN, 抑制T淋巴细胞, 更显著的
降低CD4+辅助性T细胞比例, 减轻排斥反应. 

关键词: 肝移植; ω-3脂肪酸; 器官排斥; T淋巴细胞; 

淋巴因子
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0  引言

脂肪酸是人体必须营养素, 具有广泛而重要的

生物功能, 其中多不饱和脂肪酸, 尤其是ω-3多
不饱和脂肪酸(ω-3 polyunsaturaed fatty acids, 
ω-3 PUFAs)可通过多种机制影响免疫细胞的功

能, 对机体免疫功能有较强的调节作用, 对免疫

性疾病和炎性疾病具有治疗作用. 已经发现鱼

油对心血管、肝脏、肾脏等组织器官具有保护

作用[1-2]. 在大鼠心脏移植中, ω-3脂肪酸可使移

植受体排斥反应减轻、延长受体存活时间及免

疫抑制剂不良反应方面得以改善[3]. 本研究通过

给肝移植大鼠静脉输注ω-3脂肪酸, 观察ω-3脂
肪酸对肝脏功能、受体免疫功能、急性排斥反

应的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 选用近交系健康雄性BN(RT1n)大鼠作为供
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体, Lewis(RT1l)大鼠为受体, 体质量200-300 g, 供、

受体体质量相仿, 购自北京维通利华公司. 美
国BD公司FACS Calibur流式细胞仪, 瑞士Tecan 
SUNRISE酶标仪, 德国Perfusor secura FT, B. 
Braun Melsunge AG微量输液泵. 20%力能中长

链脂肪乳(250 mL含大豆油25 g、中链甘油三

酸酯25 g、卵磷脂3 g)、8.5%乐凡命(18AA-Ⅱ, 
氨基酸含量为85 g/L)、水乐维他、安达美、

维他利匹特和尤文ω-3鱼油脂肪乳注射液为华

瑞制药公司产品. 抗大鼠CD4、CD25、CD8、
CD28荧光抗体购自BD公司. 大鼠IL-2、IL-4、
IL-10、γ-IFN定量酶联检测试剂盒购自上海森

雄科技实业有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: 大鼠术前测质量, 原位肝移植

手术方法参照Kamada et al [4]的二袖套法肝移植

方法. 大鼠采用随机数字表法分3组, 肝移植后

6 h颈内静脉插管, 微量泵匀速输注液体. 生理盐

水NS组(n  = 6)输注生理盐水, 速度8.9 mL/(kg·h), 
不禁食. 肠外营养PN组(n  = 6)术后禁食水, 输注

PN液, 速度8.9 mL/(kg·h), PN液配置参照马正伟 
et al [5]的方法, PN液提供非蛋白热量为741.8 kJ/
(kg·d), 氮量1.5 g/(kg·d), 非蛋白热量∶氮 = 494.5 
kJ∶1 g, 糖脂供能比6∶4. 脂肪酸OM组(n  = 6)
术后禁食水, 输注PN和ω-3脂肪乳液2 mL/(kg·d). 
因血管吻合口出血、气栓、血栓及静脉插管并

发症等技术原因而死亡的, 不进入实验. 
1.2.2 肝脏病理观察: 每组术后7 d输液停止6 h
后测体质量, 大鼠麻醉后剖腹, 留取肝组织标本. 
用100 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 切片厚度

为3-4 μm, HE染色, 光镜下观察. 按Banff分级法

计算移植肝排斥反应强度计分(rejection activity 
index, RAI)[6]. 
1.2.3 流式细胞检测T细胞亚群: 腹主动脉取血

0.5 mL, EDTA抗凝. CD4+、CD8+、CD4+CD25+

和CD8+CD28- T细胞测定: 取专用试管3支, 分
别加入IgG-FITC、IgG-PE、CD25-PE、CD4-
FITC、CD28-PE、CD8-FITC各2 μL, 立即加入

EDTA抗凝血100 μL并充分混匀后, 室温(20℃
-25℃)避光放置15 min, 每管加溶血剂2 mL, 充
分混匀后, 室温(20℃-25℃)避光放置10 min, 
1200 r/min离心5 min弃上清液, 用PBS洗涤2次
后, 加入含10 g/L多聚甲醛的PBS 250 μL(4℃)
待测, 1 wk内用流式细胞仪检测. 采用CellQuest
软件获取数据和分析, 全淋巴细胞门, 分析门

内CD4+CD25+、CD8+CD28-细胞亚群, 结果以

www.wjgnet.com

■相关报道
Ogita et al 术前给
予受体大鼠ω-3脂
肪酸饮食, 第19天
行小肠移植, 术后
发现受体IL-1β、
TNF和 IL-2表达
水 平 较 对 照 组
降低. Schmöcker  
et al发现在小鼠化
学性肝损伤时, 给
予ω-3脂肪酸可以
抑制TNF-α、IL-
1β、γ-IFN和IL-6
的表达, 从而抑制
炎症反应.
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CD4+、CD8+、CD4+CD25+、CD8+CD28-细胞分

别占淋巴细胞的百分率来表示. 
1.2.4 血清学指标检测: 腹主动脉取血6-8 mL, 
4℃ 3000 r/min离心10 min, 取上清置于-80℃冰

箱保存待测. 用双抗体夹心ABC-ELISA法测定

血清IL-2、IL-4、IL-10、γ-IFN含量. 余血清检

测生化指标.
统计学处理 本组数据以mean±SD表示, 组

间比较采用t检验, 所有统计采用SPSS11.0计算

机统计软件进行数据分析.

2  结果

2.1 体质量 术后7 d输液停止6 h后测体质量, 体
质量NS组平均降低59±39.9 g, PN组平均增长

10.5±4.7 g, OM组平均增长6.5±5.9 g. NS组与

PN组、OM组相比下降有差异(P <0.05). PN与

OM组比较, 没有差异(P >0.05). 
2.2 生化指标水平 ALT在NS组为65.00±24.26 
U/L, PN组47.50±33.23 U/L, OM组37.33±1.53 
U/L; AST在NS组为201.33±89.91 U/L, PN组

303.50±229.80 U/L, OM组174.33±61.33 U/L; 
TBIL在NS组为1.03±0.15 μmol/L, PN组0.85±
0.07 μmol/L, OM组0.87±0.15 μmol/L. 各组生化

结果比较没有差异(P >0.05). 
2.3 T细胞亚群含量 OM组CD4+、CD8+、CD4+ 

CD25+和CD8+CD28- T细胞与NS组比较下降

有差异(26.86%±1.60% vs  31.32%±5.92%, 
28.65%±1.40% vs  30.08%±1.37%, 3.89%±

0.20% vs  4.75%±0.46%, 13.31%±2.06% vs  

22.08%±3.81%, 均P <0.05), 与PN组比较下降

有差异(26.86%±1.60% vs  32.87%±2.744%, 
28.65%±1.40% vs  30.64%±1.47%, 3.89%±

0.20% vs  5.27%±0.20%, 13.31%±2.06% vs  
21.00%±3.46%, 均P <0.05). OM组CD4+/CD8+比

NS组和PN组降低有差异(0.94±0.001 vs  1.04±
0.01, 1.07±0.001, 均P<0.05, 表1).
2.4 细胞因子 OM组IL-2、γ-IFN与NS组比较下

降有差异(20.17±2.87 ng/L vs  35.47±8.94 ng/L, 
2.12±0.84 ng/L vs  28.30±6.25 ng/L, 均P <0.05), 
与PN组比较下降有差异(20.17±2.87 ng/L vs  
35.92±3.31 ng/L, 2.12±0.84 ng/L vs  28.38±
11.07 ng/L, 均P <0.05). OM组IL-4、IL-10与NS
组、PN组比较降低没有差异(P >0.05, 表2). 
2.5 病理评分 NS组RAI评分为7.17±0.98分, PN
组RAI评分为6.17±0.75分, OM组RAI评分为

4.33±0.52分, OM组与PN组、NS组比较排斥反

应减轻有差异(P <0.05, 图1). 

3  讨论

肝移植术后排斥反应是一个以细胞免疫为主的

复杂病理生理过程, T淋巴细胞在诱发肝移植术

后排斥反应及诱导肝移植免疫耐受方面有着十

分重要的作用. T淋巴细胞按其功能可分为多

个亚群, 主要有CD4+辅助性T细胞(help T cell, 
Th)、CD8+杀伤性T细胞(cytotoxic T lymphocyte, 
CTL)、抑制性T细胞(suppressor T cell, Ts)和调

节性T细胞(regulatory T cell, Treg). Th细胞分

为Th1和Th2细胞. Th1细胞分泌IL-2、γ-IFN等

表 1 T细胞亚群含量 (%)

     
分组          CD4+          CD8+   CD4+CD25+  CD8+CD28-

NS组 31.32±5.92 30.08±1.37 4.75±0.46 22.08±3.81

PN组 32.87±2.744 30.64±1.47 5.27±0.20 21.00±3.46

OM组 26.86±1.60a 28.65±1.40a 3.89±0.20a 13.31±2.06a

aP<0.05 vs  其他各组同一T细胞亚群.

表 2 三组血清IL-2、IL-4、IL-10、γ-IFN含量 (ng/L)

     
分组          IL-2          IL-4            IL-10        γ-IFN

NS组 35.47±8.94 43.45±10.10 125.73±28.57 28.30±6.25

PN组 35.92±3.31 41.53±3.37 127.29±5.23 28.38±11.07

OM组 20.17±2.87a 31.74±5.09 122.03±36.00   2.12±0.84a

aP<0.05 vs  同组其他指标.

■应用要点
ω-3 PUFAs对多
种免疫细胞具有
抑制作用, 使其在
移植免疫治疗中
具有较好的应用
前景.
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细胞因子, 移植后IL-2、γ-IFN水平的升高是与

急性排斥反应密切相关[7-8]. Th2细胞主要分泌

IL-4、IL-10等细胞因子, 可以诱导特异性细胞

免疫耐受[9-10]. Treg为CD4+CD25+ T细胞, 他可

以抑制效应性T细胞的增殖及其细胞因子和抗

体的产生, 发挥免疫调节作用[11]. CTL可以通过

释放颗粒酶、穿孔素和Fas/FasL途径诱导细胞

凋亡, 特异性直接杀伤靶细胞, 参与急性排斥反 
应[12]. CD8+CD28- Ts细胞可以抑制抗原呈递细胞

的活化, 对活化的CD4+ T细胞进行了抑制, 从而

诱导免疫耐受的形成. Liu et al [13]在研究大鼠肝

移植急性排斥反应过程中, 给急性排斥大鼠输

注CD8+CD28- TS细胞可以显著抑制肝脏急性排

斥反应. 
近期的研究发现, ω-3 PUFAs对多种免疫

细胞具有抑制作用, 使其在移植免疫治疗中具

有较好的应用前景. ω-3脂肪酸影响免疫细胞功

能的机制包括: ω-3脂肪酸能置换细胞膜磷脂中

的花生四烯酸, 竞争环氧合酶和脂氧合酶从而

减少来源于花生四烯酸的炎性介质, 减轻炎症

反应. ω-3脂肪酸也可通过改变细胞膜磷脂脂肪

酸构成来影响细胞膜流动性及膜上相关信号分

子、酶、受体的功能, 从而改变信号传导过程. 
此外通过影响酶或细胞因子的基因表达、抑制

促炎症因子产生、调节黏附分子表达来调节免

疫功能[14]. 
实验证实ω-3脂肪酸可以在体内、体外抑

制多种细胞因子的表达. Ogita et al [15]术前给予

受体大鼠ω-3脂肪酸饮食, 第19天行小肠移植, 
术后发现受体IL-1β、TNF和IL-2表达水平较

对照组降低. Schmöcker et al [16]发现在小鼠化学

性肝损伤时, 给予ω-3脂肪酸可以抑制TNF-α、
IL-1β、γ-IFN和IL-6的表达, 从而抑制炎症反应. 
Alexander et al [17]总结在体内、体外, 鱼油可以

抑制IL-2、IL-4、IL-10、γ-IFN的分泌. 但也有

人发现, 鱼油喂养的小鼠脾细胞在有丝分裂原

刺激时较对照组γ-IFN分泌显著减少, IL-4分泌

减少但没有统计学差异[18]. 我们的研究也发现

肝移植术后给予输注ω-3脂肪酸, 细胞因子IL-2
和γ-IFN分泌较NS组和PN组显著降低, 而细胞因

子IL-4和IL-10分泌较NS组和PN组降低, 但没有

统计学意义. 说明ω-3脂肪酸可以抑制移植术后

Th1细胞因子IL-2和γ-IFN的分泌. 
Grimm et al在大鼠心脏移植中, 实验组给

予鱼油(富含ω-3脂肪酸)强化的脂肪乳剂, 而不

进行免疫抑制剂干预[19-20]. 结果显示, 实验组移

植物存活时间显著延长, 与急性排斥反应密切

相关的IL-6明显减少, 外周血T细胞数显著下降, 
免疫组织化学发现, 移植物内多形核中性粒细

胞、巨噬细胞、NK细胞、T细胞及B细胞的浸

润下降了50%以上. 他们认为给予鱼油后, 特异

性免疫细胞的活化以及向移植物内的浸润和增

殖明显受抑制, 这可以用体内细胞因子的产生

减少来解释, 而这些细胞数的下降反过来又使

细胞因子的产生进一步减少. 同样的结果也见

于大鼠肾脏移植, Kort et al [21]发现肾脏移植后早

期口服鱼油, 可以改善移植肾功能、降低排斥

死亡率. 在临床肾移植中, van der Heide et al [22]

给肾移植术后患者口服鱼油1年, 环孢霉素A剂

量与对照组相同, 发现鱼油组急性排斥发生率

降低, 1年存活率延长. 我们的组织病理学显示, 
给予ω-3脂肪酸后OM组排斥反应较对照NS组
和PN组减轻, 但不能完全逆转排斥反应. 同时

我们发现, OM组CD4+、CD8+、CD4+CD25+和

CD8+CD28- T细胞与对照NS组、PN组比较均显

著降低, 说明ω-3脂肪酸可以明显抑制移植术后

外周血T淋巴细胞各亚群, 这可能与IL-2分泌受

抑制有关. 而实验OM组CD4+/CD8+下降显著, 表
明ω-3脂肪酸对CD4+ Th细胞亚群抑制更明显, 
进一步减少IL-2、γ-IFN分泌, 抑制T淋巴细胞的

增殖、活化, 从而减轻了对靶器官的杀伤, 起到

减轻排斥反应的作用. 而TS和Treg细胞与ω-3脂

图 1 移植后第7天, PN组与OM组肝脏病理变化(HE×100). A: PN组大量淋巴细胞浸润至小叶区并伴有肝实质细胞的大片坏

死; B: PN组静脉内皮炎和胆管内皮炎; C: OM组汇管区少量淋巴细胞浸润; D: OM组肝组织结构形态完好与正常大鼠的肝

脏形态结构基本接近.

A B C D■同行评价
本研究实验手段
和技术路线设计
合理 ,  结果可靠 , 
为ω - 3 多 不 饱 和
脂肪酸的临床应
用范围提供理论
基础和实验依据, 
具有指导和参考
价值.
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肪酸减轻大鼠肝移植排斥反应的效应无关. 
我们的研究中也发现, 与PN组、OM组相

比, NS组大鼠术后体质量减轻较明显, 与肝移植

术后, 大鼠进食较差, 而肠外营养可以很好补充

营养, PN组、OM组大鼠术后体质量增加明显. 
ω-3脂肪酸对术后生化指标没有显著影响. 

ω-3 PUFAs不仅可以作为营养支持物质提

供能量, 而且他可以通过抑制Th1类细胞因子

IL-2和γ-IFN, 抑制T淋巴细胞亚群, 更显著地降

低Th细胞比例, 减轻排斥反应. ω-3 PUFAs目前

已经开始在临床移植中研究和使用. 可以预见, 
ω-3 PUFAs在器官移植中将有广泛的应用前景.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of p21WAF1 (p21) 
gene transfection on the proliferation of human 

pancreatic cancer line BxPC-3.

METHODS: According to the different trans-
fected plasmid and whether the transfection was 
performed, 3 groups were formed. For p21 trans-
fection group, pCDNA3.1 (+)-p21 was trans-
fected into BxPC-3 cell by the vector of Lipo-
fectamine2000. For empty plasmid transfection 
group, pCDNA3.1 (+)-neo plasmid was trans-
fected into BxPC-3 cell with the same method 
as the blank control group. For non-transfection 
group, the BxPC-3 cell was not transfected as 
the negative control group. The expression of 
p21 was evaluated using RT-PCR and Western 
blot. The proliferation and apoptosis were de-
termined by MTT, flow cytometry and transmis-
sion electron microscopy.

RESULTS: After transfection, the expression of 
p21 mRNA and P21 protein was up regulated, 
and the cell growth was decreased. High protein 
expression of P21 BxPC-3 cell cycle was arrested 
at G1/S phase, the population of G1 phase was 
significantly increased, compared with the emp-
ty plasmid transfection group or the non-trans-
fection group (59.887% ± 3.700% vs 47.443% ± 
6.354%, 49.223% ± 2.226%, P < 0.05), the S phase 
population was significantly decreased (21.277% 
± 2.080% vs 35.247% ± 3.966%, 36.013% ± 1.540%, 
P < 0.01), and a Sub-G1 peak (apoptosis peak) 
appeared. Cell apoptosis by transmission elec-
tron microscopy was observed in the pCDNA3.1 
(+)-p21 transfection group BxPC-3 cells.

CONCLUSION: After p21 gene transfection, 
BxPC-3 cell proliferation is significantly arrested 
and apoptosis could be induced in vitro.

Key Words: p21 WAF1; Gene transfection; Pancreatic 
cancer

Zhang XY, Jiang YZ, Liu ZQ, Jing DH, Guan JM, Liu 
W. Inhibitory effect of p21WAF1 gene transfection on 
proliferation of human pancreatic cancer cell line BxPC-3. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 1614-1620

摘要
目的: 探讨p21 WAF1(p21 )基因转染对人胰腺癌

®

■背景资料
p21 是细胞周期蛋
白依赖性激酶抑
制因子(CKI)家族
成 员 ,  是 胰 腺 癌
中经常失活的基
因 ,  与 胰 腺 癌 的
发生, 发展密切相
关. P21蛋白抑制
DNA复制必需因
子-增殖细胞核抗
原(PCNA)和各种
Cyclin-CDK复合
物, 使得增殖细胞
在 G 1向 S 期 过 渡 
受阻.

■同行评议者
刘 海 林 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院消化科; 
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科
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细胞系BxPC-3细胞增殖的影响. 

方法: 根据转染质粒的不同和是否进行质粒
转染分为3组, p21转染组、空载体转染组和未
转染组. 应用RT-PCR和Western blot方法检测
转染细胞的p21 基因表达变化; 流式细胞仪分
析细胞周期变化, 用MTT、流式细胞仪和透
射电镜检测转染外源p21 基因对BxPC-3细胞
增殖和凋亡的影响. 

结果: p21 转染组细胞存在p21  mRNA高表达
和P21蛋白高表达; p21 转染组细胞生长速度
低于对照空载体转染组和未转染组; 流式细
胞仪观察到P21蛋白高表达使BxPC-3细胞发
生G1/S阻滞, G1期细胞比例显著高于空载体组
和未转染组(59.887%±3.700% vs  47.443%±

6.354%, 49.223%±2.226%, P <0.05), S期显著
低于空载体组和未转染组(21.277%±2.080% 
v s  35.247%±3.966%, 36.013%±1.540%, 
P <0.01), 并出现亚G1峰(凋亡峰). 透射电镜亦
发现p21转染组发生细胞凋亡.

结论: p21 基因转染可以抑制人胰腺癌细胞系
BxPC-3细胞增殖并能诱导其发生细胞凋亡.

关键词: p21 WAF1; 基因转染; 胰腺癌
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0  引言

p21 WA F1(p21 )是近年来发现的细胞周期蛋白

依赖性激酶抑制因子(cyclin-dependent kinase 
inhibitors, CKI)家族成员, 可与cyclin-CDK复合

物结合, 抑制其活性并诱导细胞周期阻滞[1]. 已
证实胰腺癌的发生与p21基因表达降低有关. 为
探讨恢复p21表达是否有抑制人胰腺癌细胞增

殖的作用, 我们采用脂质体介导将p21转染到人

胰腺癌细胞系BxPC-3中, 以研究其对胰腺癌细

胞生长的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 委托上海生工公司全基因合成p21的插

入片段, 克隆构建p21真核表达质粒pcDNA3.1 
(+)-p21 . BxPC-3细胞株购自中国科学院上海细

胞所. TRIzol试剂盒是Gibco公司产品, Taq酶为

上海生工公司产品, 逆转录试剂盒、限制性内

切酶、转染级质粒中量提取试剂盒为Promega

公司产品. p21小鼠抗人单抗为Neo Markers公
司产品. 辣根酶标山羊抗小鼠IgG为北京中杉金

桥公司产品. Actin beta(ACTB)抗体和Western 
b lo t发光试剂为Santa Cruz公司产品. 脂质体

Lipofectamine2000购于Invitrogen公司. T4连接

酶是MBI公司产品. 凝胶回收试剂盒为上海生工

公司产品. 引物由上海生工公司合成, 并进行质

粒测序.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胰腺癌BxPC-3细胞系在37℃ 
50 mL/L CO2饱和湿度条件下, 用含100 mL/L胎
牛血清的DMEM高糖培养基培养传代, 取对数

生长期细胞进行相关实验.
1.2.2 p21 真核表达质粒的克隆: 委托上海生工

公司制备p21的插入片段, 两端设计添加Bam H
Ⅰ和Eco RⅠ酶切位点, 对此插入片段和pCDNA 
3.1(+)空载体进行Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶切, 琼
脂糖凝胶电泳, 回收酶切产物, 使用T4 DNA
连接酶连接p21 目的片段和p C D N A3.1(+)载
体, 称为pCDNA3.1(+)-p21 , 将其转化感受态

大肠杆菌DH5α, 挑取单克隆, 双酶切鉴定后用

PCDNA3.1(+)载体的测序引物T7测序.
1.2.3 RT-PCR检测BxPC-3细胞p21  mRNA表达: 
用TRIzol试剂盒提取细胞总RNA. 逆转录cDNA
第一链合成: 反应体系20 μL, 含随机引物0.5 μg, 
逆转录酶200 U, RNA 1.0 μg, dNTP 0.5 mmol/L, 
Rnasin 20 U, 37℃ 60 min, 95℃ 5 min. PCR反
应: 反应体系25 μL, 含Mg2+ 2.5 mmol/L, dNTP 
0.5 mmol/L, cDNA 2 μL, TaqDNA合成酶2 U, 上
下游引物各0.4 μmol/L. p21引物(退火56℃, 产
物218 bp): 上游5'-TGTCCGTCAGAACCCATG
-3', 下游: 5'-GTGGGAAGGTAGAGCTTGG-3'. 
β-actin引物(退火56℃, 产物100 bp): 上游: 5'-CC
CAGCACAATGAAGATCAAGATCAT-3', 下游

5'-ATCTGCTGGAAGGTGGACAGCGA-3'. 反应

35个循环. 产物经12 g/L琼脂糖凝胶电泳, 照相.
1.2.4 基因转染: (1)分组: 根据转染质粒的不同

和是否进行质粒转染分为3组 ,  每组3个样本 . 
p21转染组: 采用Lipofectamine2000脂质体介导

转染, 将pCDNA3.1(+)-p21真核表达质粒导入

BxPC-3细胞; 空载体转染组: 用pCDNA3.1(+)-
n e o空载体以上述相同方法转染 ,  作为阴性

对照 ;  未转染组 :  不进行转染的同期培养的

BxPC-3细胞, 作为空白对照. (2)转染方法: 按
照Lipofectamine2000说明书进行. 采用6孔板

转染细胞, 每孔用2 m L无抗生素生长培养基

■研发前沿
针对细胞周期进
行的抗肿瘤治疗
是研究热点, 基因
治疗是抗肿瘤治
疗的发展方向, 亟
待研究的问题是
选择何种恰当、

有效的基因, 以何
种安全、方便、

有效的方式导入
受体.
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含5×105个细胞制板, 每孔用5 μg DNA, 15 μL 
Lipofectamine2000. 转染48 h后加入G418终浓

度为400 mg/L的选择培养基. 每2-4 d更换培养

基, 4 wk后挑选阳性克隆扩大培养. (3)转染细

胞p21基因检测: RT-PCR检测p21基因方法同上. 
Western blot检测外源P21蛋白. 提取细胞总蛋白, 
用Bradford法定量. 50 g/L积层胶、120 g/L SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 进行一抗、酶标二

抗孵育和显色, 并照相.
1.2.5 生长曲线(MTT法): 取对数生长期细胞按3
×106/L接种96孔板, 每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 
μL, 37℃温育4 h, 每孔加入180 μL二甲基亚砜, 
振荡10 min, 选490 nm波长, 在酶标仪上测定吸

光度值, 每隔24 h测定1次, 连续测定7 d, 绘制细

胞生长曲线, 计算生长抑制率. 生长抑制率 = (对
照组A值-实验组A值)/对照组A值×100%.
1.2.6 流式细胞仪检测: 取各组细胞, 每组1×106

个细胞, 用磷酸缓冲液(PBS)洗2次, 加入700 mL/L
冷乙醇4℃固定24 h, PBS洗2次, 用RNA酶(50 
mg/L)于37℃处理30 min, 加碘化丙啶(100 mg/L)
染色, 避光30 min, 进行流式细胞仪测定.
1.2.7 透射电镜: 取各组细胞, 每组1×106个细胞, 
用PBS洗2次, 1500 r/min离心10 min, 加入30 g/L
戊二醛固定1 wk, 按常规制备电镜标本, 送透射

电镜检测.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS11.0统计软件, 采用单因素方差分析, 多个

均数之间两两比较q检验.

2  结果

2.1 pcDNA3.1(+)-p21质粒鉴定 
2.1.1 限制性内切酶Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶切鉴

定: 重组质粒约5.9 kb, 双酶切后产生约5.4 kb、
471 bp的2个片段, 分别为pcDNA3.1(+)载体及目

的片段, 证明已将目的基因克隆入pcDNA3.1(+)
载体(图1). 
2.1.2 测序鉴定结果: 测序结果与GenBank比
对, 证明pcDNA3.1(+)中插入片段为Homo sa-
piens cyclin-dependent kinase inhibitor 1A(p21 , 
Cip1)(CDKN1A), transcript variant 1, mRNA.
NM_000389.2; GI: 17978496. 无碱基序列突变

(图2).
2.2 BxPC-3细胞及转染细胞p21 基因表达检测 
RT-PCR发现未转染组和空载体转染BxPC-3细
胞p21基因mRNA低表达, 而在p21转染细胞中

p21基因mRNA高表达, 扩增得到218 bp片段, 可

证明p21已成功转染入受体癌细胞并可高表达

(图3). Western blot证实未转染和空载体转染组

P21蛋白低表达, p21转染组P21蛋白高表达, 可
证明p21已成功转染入受体癌细胞并可高表达

(图4).
2.3 生长曲线 空载体转染组和未转染组细胞的

生长曲线较为接近, 而p21转染组细胞的生长曲

线则位于前两者的下方, 说明neo转染后其增殖

特性未受影响, 细胞在转染p21基因后其增殖特

性受到抑制. 在第3天增殖开始被抑制, 生长抑

制率为25.9%, 随时间延长抑制率逐渐升高, 至
第7天生长抑制率达48.2%(图5).
2.4 细胞周期 P21蛋白高表达使BxPC-3细胞发生

G1/S阻滞, G1期细胞比例显著高于空载体组和未

转染组(59.887%±3.700% vs  47.443%±6.354%, 
49.223%±2.226%, P <0.05), S期比例显著低

于空载体组和未转染组(21.277%±2.080% vs  
35.247%±3.966%, 36.013%±1.540%, P <0.01),
并出现亚G1峰(凋亡峰)(图6, 表1).
2.5 细胞形态学变化 倒置显微镜可见细胞生长

受到抑制, 细胞传代时间延长, 核分裂相减少, 
细胞数量相对较少, 可见部分细胞缩小、变圆, 
自瓶壁脱落, 悬浮于培养液中, 未转染组和空载

体转染组细胞相比无明显差别, 生长旺盛, 贴壁

良好, 细胞密度相对较大. 透射电镜可见空白对

照及空载体转染组细胞生长状态较好, 未见凋

亡形态学改变, 核浆比例大, 圆形核仁多, 细胞

表面绒毛密集排列, 双层核膜结构清晰, 胞质内

有丰富的游离核蛋白体. p21转染组可见部分细

胞发生凋亡, 细胞体积变小, 表面绒毛消失, 核
固缩, 染色质形成高密度斑块. 细胞质内出现大

量脂滴, 部分线粒体出现髓样变, 游离核糖体减

少(图7).

3  讨论

胰腺癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一, 严重

■相关报道
陆澄 et al 及杨勇 
et al 发现p21 基因
失活在胰腺癌发
生发展机制中起
着 重 要 作 用 ,  认
为p 2 1 的 缺 失 是
胰腺癌的早期事
件, p21 对胰腺癌
的转移有明显 的
抑制作用 .  Wang 
et al 发现FoxM1 
s iRNA通过增强
p21 表达而抑制了
胰腺癌的侵袭力
和血管生成.

1      2

HW471
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图  1  p c D N A 
3 . 1 (+ )-p21 质粒
限 制 性 内 切 酶
Bam HⅠ和Eco R
Ⅰ 双 酶 切 结 果 . 
1 :  p c D N A 3 . 1 

(+)-p21  BamHⅠ

和E c o R Ⅰ 双 酶

切; 2: Marker.
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威胁人类健康, 其临床特点是恶性度高, 侵袭力

强, 普遍对化疗药耐药, 病死率高[2]. 我国胰腺癌

的发病率逐年升高, 因此, 探索其基因治疗是当

今攻克癌症的主要研究方向, 探寻胰腺癌新的

■创新盘点
本研究将p21 转染
到人胰腺癌细胞
系BxPC-3 ,  研究
其对胰腺癌细胞
生长的影响, 探讨
恢复p21 表达是否
有抑制人胰腺癌
细胞增殖的作用,
这可能是胰腺癌
基因治疗的一种
新途径.

图 2 pcDNA3.1(+)-p21 测序结果.

T  T T  AA CT  T AA G C T T G G T ACCG A G C T C G G AT CCAT G  T CA G AA CC GG C T GGGG AT GT  CCG TC A GAA CC CA TG C GG CA GCAAG
10                            20                             30                           40                            50                          60                          70                          80

GC C TG CC GCC GCC T CT T CG GCCCA G TG G ACAG CG A GCA GC TG A GC CGC GA CT GT G AT GC GC T AA T GGC GG GCT GCA T C CA GG AGG CCC G TG A GCG AT G
90                          100                       110                         120                        130                        140                        150                        160                         170     

 GA A CT T C GA CT T TG T CACC G AG ACA CCA C T GG A GGG TG AC TT C GC CT GGG AGC GT GT GC GGGG CC T TG GCC TG CCC AAG C TC TA CC T T CCCA C GGGG CC 
180                        190                       200                        210                         220                        230                        240                        250                        260                      270

CCCGGC GAGG CCG GG A TG AG TT GG GA GGA GGC AGG CG GCC TG GC AC CT CACC T G CT CT GC T GCAG GGG ACA GCA G AGG A A GACCA T G T GG ACC T GT CAC
280                        290                        300                        310                        320                        330                        340                       350                        360                        370

TG T CT T GT AC CC T TG T GCC TC GCT CA GGG GA GCA GGC T GA A GGGT CC CCA GG T GGA CC TG GA GA CT C TCA GGG T CG AAAA  CGG CGG CAG AC CAG CA T GA
380                       390                        400                       410                        420                        430                        440                        450                       460                        470
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基因治疗方法具有重要意义.
p21是近年来发现的一类CKI分子, 编码由

164个氨基酸残基组成的蛋白质, 相对分子质

量为21 kDa, 是非常重要的抑癌基因. p21也称

野生型p53激活片段1(wild-type p53  activated 
fragment 1, WAF1)、细胞周期蛋白依赖性激酶

抑制因子1A(cyclin-dependent kinase inhibitor 

1A, CDKN1A)、细胞周期蛋白依赖性激酶相

互作用蛋白1(cyclin dependent kinase interacted 
protein 1, CIP1)、CDK2结合蛋白20(CDK2-
associated protein-20, CAP20)、衰老细胞释放

的抑制因子(senescent cell-derived inhibitor, SDI)
等, 这些名字从不同角度反映p21的功能. P21蛋
白有C端和N端, C端抑制DNA复制必需因子-增

■应用要点
本研究提示p21 转
染对胰腺癌有明
显的生长抑制作
用并能诱导细胞
凋亡,  p21 转染的
优点是其片段长
度小, 克隆和转染
操作比较方便, 是
具有应用前景的
基因治疗的很好
的靶基因.

1                2               3

P21(M r 21 000)

ACTB(M r 43 000)

图 4 转染细胞P21蛋白检测. 1: p21转染组; 2: 空载体转染

组; 3: 未转染组.
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图 6 p21 转染对BxPC-3细胞周期的影响. A: 未转染组; B: 空载体转染组; C: p21转染组.

表 1 p21 转染对BxPC-3细胞周期的影响 (%, mean±SD)

     
分组

      细胞周期百分比　　　　　　                  　　　 

            G0/G1           G2/M              S        凋亡率

未转染组  49.223±2.226 14.763±5.860 36.013±1.540 0.085±0.074    

空载体转染组 47.443±6.354 17.310±3.703 35.247±3.966 0.105±0.059   

p21转染组 59.887±3.700a 18.837±5.778 21.277±2.080b 10.907±2.278b

aP<0.05, bP<0.01 vs  空载体转染组, 空白对照组.

图 7 p21 转染BxPC-3细胞电镜表现. 
A: 未转染组; B: 空载体转染组; C: p21
转染组.

A B C
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殖细胞核抗原(proliferating-cell nuclear antigen, 
PCNA), N端抑制Cyclin-CDK, 并且N端Cyclin-
CDK2抑制区也抑制细胞生长[3]. P21蛋白可以

和PCNA结合形成复合物(p21、CyclinE、cdk2
及PCNA四联复合物), 抑制Rb磷酸化, 从而抑

制DNA的复制而使细胞周期中止. P21蛋白广

泛地抑制各种Cycl in-CDK复合物, 如Cycl in 
D-CDK4、CyclinE-CDK2和CyclinA-CDK2. 通
过对CDK和PCNA的双重抑制作用, P21可阻止

DNA受损后进入S期, 使细胞有足够的时间进行

DNA修复, 从而阻止被损伤DNA的修复, 维持细

胞遗传信息的稳定性[4], 从而使得增殖细胞在G1

向S期过渡受阻, 以便修复受损的DNA或最终导

致细胞的凋亡.
p21在人的肿瘤细胞表达为可抑制肿瘤细

胞的生长, 一旦p21丧失, 导致细胞周期失控; 有
p53基因突变或缺失的细胞, p21产生减少或缺

乏, 不能调节CDK复合物活性及PCNA的DNA复

制功能, 不能协调细胞周期进程或产生异常的

DNA复制, 从而导致基因组不稳定, 可导致细胞

癌变[4]. 在胃癌、结肠癌、膀胱癌、卵巢癌和胆

管癌中p21基因的表达与肿瘤的预后明显相关[5]. 
通过改变p21基因的表达可以起到调节肿瘤生

长的作用, 如陆丽华 et al [6]发现药物氧化苦参碱

通过上调细胞周期负调控因子p21基因表达, 来
发挥其抗结肠癌肿瘤细胞作用. 耿长新 et al [7]发

现多烯紫杉醇使人肝癌细胞p21表达上调, 从而

发挥对该肿瘤的生长抑制作用. 反之亦然, 郭晓

榕 et al [8]发现HBx基因可下调p21  mRNA的表达, 
从而促进细胞增殖、抑制细胞凋亡.

胰腺癌Smads失活报道很多, 相应其下游

p21基因表达失活[9]. p21基因失活在胰腺癌发

生发展机制中起着重要作用[10-12]. 而且多种药

物和化合物抑制胰腺癌的作用机制与诱导p21
基因表达有关[2,13-22], Wang et al [23]还发现FoxM1 
siRNA通过增强p21表达而抑制了胰腺癌的侵袭

力和血管生成. 上述发现说明p21可作为胰腺癌

基因治疗的候选基因. 
我们发现BxPC-3细胞在转染p21基因而产

生P21蛋白高表达后, 其增殖明显受到抑制. 在
接种第3天增殖开始被抑制, 随时间延长抑制率

逐渐升高, 至第7天与对照组比较生长抑制率达

48.2%. 流式细胞仪检测发现有明显的G1/S期阻

滞, 出现凋亡特征性的亚G1峰, 透射电镜亦发现

细胞凋亡发生.本研究提示p21转染对胰腺癌有

明显的生长抑制作用并能诱导细胞凋亡, 这为

胰腺癌的基因治疗提供了一种新途径, p21转染

的优点是其片段长度小, 克隆和转染操作比较

方便, 是具有应用前景的基因治疗的很好的靶

基因.
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Abstract
AIM: To investigate the role of low grade 
mucosal inflammation (LGMI) induced by 
dextran sulfate sodium (DSS) in visceral 
sensitivity of the rats.

METHODS: Forty healthy male Sprague-Dawley 
(SD) rats were randomly divided into LGMI 
group and control group (n = 20). LGMI was in-
duced by addition of 15 g/L DSS to drinking wa-
ter for 7 d, and then distilled water for another 7 d. 
The control group rats were given distilled water 
alone. At the 14th day, abdominal withdrawal 
reflex (AWR) and myoelectric amplitude (MA) 
of the oblique externus abdominis muscle were 
recorded respectively after colonic distention by 

balloon with ascending internal pressure from 20 
mmHg to 80 mmHg. The colonic tissue samples 
were taken for histopathologic examinations (HE 
staining), and the expressions of c-fos, substance 
P (SP) and calcitonin gene-related peptide (CGRP) 
in the intumescentia lumbalis were detected us-
ing immunohistochemistry.

RESULTS: The colonic mucosal inflammation 
score in LGMI rats was 1.56 ± 0.78, significantly 
higher than that in control rats (0.46 ± 0.54, P = 
0.003). Neither the AWR score nor the MA had 
significant difference between the two groups 
when the internal balloon pressure was 20 
mmHg. When the pressure was up to 40, 60, 80 
mmHg, the AWR score and the MA in LGMI 
rats were significantly higher than those in the 
control group (all P < 0.05). The expression of 
c-fos, SP and CGRP in LGMI were respectively 
higher than those in controls (165.26 ± 10.12 vs 
126.52 ± 11.48, 134.28 ± 10.62 vs 120.82 ± 8.92, 
157.66 ± 6.25 vs 118.67 ± 5.68, all P < 0.01).

CONCLUSION: Low grade inflammation of 
colonic mucous induced by DSS in rats may 
promote expression of the c-Fos, SP, and CGRP 
in the intumescentia lumbalis, and activate the 
visceral hypersensitivity, which underlies IBS.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Low grade 
mucosal inflammation; Visceral hypersensitivity; 
Abdominal withdrawal reflex; Myoelectric amplitude 
of oblique externus abdominis muscle; Dextran sul-
fate sodium

Wang CD, Zheng XY, Zheng WW. Dextran sulfate 
sodium-induced low grade mucosal inflammation 
activates visceral hypersensitivity in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 1621-1625

摘要
目的: 探讨结肠黏膜低度炎症(l o w  g r a d e 
mucosal inflammation, LGMI)对大鼠内脏感觉
的影响. 

方法: 健康♂SD大鼠40只, 随机分为LGMI组
和对照组(n  = 20). LGMI组大鼠给予15 g/L葡
聚糖硫酸钠(DSS)饮用7 d, 然后饮用蒸馏水
7 d, 对照组大鼠饮用蒸馏水. 第14天进行气
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■背景资料
已经明确内脏感
觉过敏、肠动力
紊乱在IBS的发生
中起重要作用. 近
年来研究发现IBS
患者的结肠和回
肠存在黏膜低度
炎症(LGMI), 但是
这种炎症是否会
激活内脏感觉系
统尚未引起重视.

■同行评议者
李定国, 教授, 上
海交通大学医学
院(原上海第二医
科大学)附属新华
医院消化内科; 刘
占举, 教授, 同济
大学附属第十人
民医院胃肠内科



囊扩张大鼠腹部回缩反射(AWR)评分和腹壁
肌电测定; 实验结束后取结肠组织作常规病
理学检查; 免疫组织化学染色观察腰膨大部
脊髓c-Fos、P物质(SP)和降钙素基因相关肽
(CGRP)表达变化. 

结果: LGMI组大鼠结肠黏膜炎症评分为1.56
±0.78分, 对照组为0.46±0.54分, 2组比较差
异有显著性意义(P  = 0.003). 当结肠气囊压力
为20 mmHg时, 2组大鼠的AWR评分和腹壁肌
电幅值差异均无统计学意义; 当气囊压力为
40、60、80 mmHg时, LGMI组的AWR评分
和腹壁肌电幅值明显高于对照组(均P <0.05). 
LGMI组大鼠腰骶段脊髓c-Fos、SP、CGRP
的平均吸光度值均高于对照组(165.26±10.12 
vs  126.52±11.48, 134.28±10.62 vs  120.82±
8.92, 157.66±6.25 vs  118.67±5.68, 均P <0.01).

结论: LGMI触发了内脏感觉过敏, 可能在IBS
的发病中起重要作用.

关键词: 肠易激综合征; 黏膜低度炎症; 内脏感觉过

敏; 腹壁退缩反射; 腹壁肌电; 葡聚糖硫酸钠

王承党, 郑雪雁, 郑玮玮. 结肠黏膜低度炎症对大鼠内脏感觉的
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)的
发病机制尚未完全明确, 肠道运动功能紊乱和

内脏感觉过敏被认为是重要病理生理学改变. 
近年来研究发现IBS患者的结肠和回肠存在黏

膜低度炎症(low grade mucosal inflammation, 
LGMI), 这种炎症可能会激活内脏感觉系统. 本
研究通过葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium, 
DSS)诱导大鼠结肠LGMI, 探讨LGMI对大鼠内

脏感觉的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Sprague-Dawley大鼠, 清洁级, 
体质量180±31 g, 购于上海斯莱克实验动物中

心. 正常饲养2 wk, 混合配方饲料喂养, 自由进

食、饮水. DSS(MW = 36 000-44 000, 硫磺含

量为18%-20%)购自美国MP Biomedicals Inc., 
CA; 浓缩型兔抗大鼠c-fos多克隆抗体(工作浓度 
1∶200)、浓缩型兔抗大鼠P物质多克隆抗体(工
作浓度1∶400)、浓缩型兔抗大鼠CGRP多克隆

抗体(工作浓度1∶200)均购自武汉博士德生物

工程有限公司; 二步法免疫组化检测试剂盒购

自北京中杉金桥生物技术有限公司.
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1.2 方法 
1.2.1 分组及处理: 将40只SD大鼠随机分为对

照组(Control组)和低度炎症组(LGMI组), 每组

20只. 参考张艳丽 et al [1]和K im et al [2]的方法, 
LGMI组大鼠给予15 g/L DSS水溶液自由饮用7 
d, 然后再自由饮用蒸馏水7 d. 对照组给予蒸馏

水自由饮用14 d. 第14天时进行相关实验研究. 
1.2.2 结肠扩张AWR评分: 禁食24 h、不禁水. 20 
g/L戊巴比妥钠腹腔内注射麻醉, 将带气囊的导

管由肛门逆行插入, 至距肛口约6 cm处, 用缝线

固定. 大鼠苏醒并适应后开始测定. 气囊内压由

20 mmHg起, 每隔5 min压力递升20 mmHg, 直
至80 mmHg, 根据大鼠腹部回缩反射(abdominal 
withdrawal reflex, AWR)进行评分[3]: 0分, 结肠扩

张时无反应; 1分, 结肠扩张时身体静止不动, 头
部运动减少; 2分, 结肠扩张时腹部肌肉收缩, 但
腹肌未抬离桌面; 3分, 结肠扩张时腹肌收缩并抬

离桌面; 4分, 结肠扩张时骨盆抬起, 身体呈弓形. 
1.2.3 结肠扩张时腹壁肌电测定: 按照文献[4]
方法并略作改进. 电极置于大鼠腹股沟韧带上

方、距中线1.5 cm的腹外斜肌上, 2电极间距3-4 
cm, 电极另一端连接电生理记录仪. 结肠内置

管和气囊压力改变与AWR相同, 气囊内压由20 
mmHg起, 每隔5 min压力递升20 mmHg, 直至80 
mmHg, 每种压力维持20 s, 记录不同压力下腹

外斜肌放电幅值, 间期休息至少5 min. 电生理记

录仪参数设置: 采集频率: 2 kHz, 扫描速度: 200 
ms/div, 灵敏度: 200 μV, 时间常数: 0.001 s, 滤波

频率: 3 kHz.  
1.2.4 结肠标本病理学检查: 实验结束后, 20 g/L
戊巴比妥腹腔内注射麻醉大鼠, 打开胸腔, 经心

脏灌入40 g/L多聚甲醛的0.1 mol/L磷酸盐缓冲液

(pH7.4), 然后迅速剖取结肠, 距肛门约0.5 cm取

结肠组织1 cm×0.5 cm, 以40 g/L甲醛溶液固定,
常规石蜡包埋, 连续冠状切片, 片厚4 μm, 做HE
染色, 根据Kruschewski法[5]进行病理学评分: 隐
窝结构改变(3-6分)、固有层炎症细胞数量(0-3
分)、杯状细胞死亡(1分)、黏膜下纤维组织增生

(1分), 各项的总分: 0分为无炎症、1-4分为低度

炎症、5-8分为中度炎症、9-11分为重度炎症. 
1.2.5 腰膨大部脊髓免疫组化染色: 取腰膨大部

(L6-S1)脊髓, 浸入40 g/L多聚甲醛固定液4℃过

夜, 清水冲洗6 h, 再用乙醇脱水、石蜡包埋、连

续冠状切片, 片厚4 μm. SP法对c-fos、P物质(SP)
和降钙素基因相关肽(CGRP)进行免疫组织化学

染色. 染色后将切片置于400倍光学显微镜下观

察阳性神经元染色情况, 随机选取脊髓灰质背
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■研发前沿
本文已经提示结
肠黏膜低度炎症
可以诱发内脏感
觉过敏, 但是, 哪
些因子起作用、

如何发挥作用、

相应的抑制剂是
否能够纠正这种
作 用 ,  都 值 得 研
究 ;  在临床方面 , 
IBS(特别是感染
后IBS)患者中有
多少比例存在低
度炎症、如何消
除这种炎症的影
响也都缺乏研究.
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角处10个高倍视野, 利用数字显微摄像系统和图

像分析系统对其平均吸光度值(IA)进行计算.
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  以

Student t检验进行分析, 设α = 0.05. 采用SPSS 
12.0作统计学处理.

2  结果

2.1 病理学检查 实验过程中无大鼠死亡. LGMI组
大鼠结肠黏膜层及黏膜下层淋巴细胞等炎症细

胞数量增多、组织充血, 但腺体排列整齐, 无上

皮坏死、糜烂、隐窝脓肿、肉芽组织形成等. 对
照组黏膜上皮完整, 腺体排列整齐, 无明显炎症

和组织充血. LGMI组病理学评分为1.56±0.78, 
对照组评分为0.46±0.54, 差异有显著性意义(P  = 
0.003, n  = 20), 因此, LGMI组大鼠属于结肠LGMI. 
2.2 结肠扩张时AWR评分 气囊压力为20 mmHg
时, 2组大鼠均无明显行为学改变. 从40-80 mmHg, 
2组大鼠出现不同程度的行为学改变, LGMI组大

鼠的AWR评分均高于对照组(P<0.05, 表1).
2.3 结肠扩张时腹壁肌电变化 气囊压力为20 
mmHg时, 2组大鼠的腹壁肌电幅值差异无统计

学意义(P  = 0.502). 从40-80 mmHg, LGMI组的腹

壁肌电幅值均高于对照组(P <0.01, 表1, 图1).
2.4 腰骶段脊髓的c-fos、SP、CGRP表达 c-fos
阳性表达呈棕褐色颗粒状, 位于神经细胞核内. 
结肠扩张后, 2组大鼠腰骶段脊髓均有c-fos表达, 
以脊髓背角处最为密集. LGMI组大鼠腰骶段脊

髓c-fos IA为165.26±10.12, 对照组为126.52±
11.48, 差异有显著性意义(P  = 0.002). 

S P阳性神经纤维集中分布于脊髓的背角

浅层, 呈对称分布, 两侧无明显差别, 呈棕黄色

颗粒或细丝状. LGMI组IA为134.28±10.62, 对
照组为120.82±8.92, 差异有显著性意义(P  = 
0.002). 

CGRP表达于脊髓背角浅层, 呈深褐色, 为
胞质内致密均匀分布, 体积较大的神经元细胞

(Φ>50 μm)染色较深, 体积较小的神经元细胞染

色浅或不染色. LGMI组IA为157.66±6.25, 对照

组为118.67±5.68, 差异有显著性意义(P  = 0.007, 
表2, 图2).

3  讨论

本研究利用15 g/L DSS诱导SD大鼠结肠炎, 经病

理学检测符合“低度炎症”的表现, 这种低度炎

症可以使大鼠对结肠扩张刺激的内脏感觉过敏, 
同时使腰骶段脊髓c-fos、SP、CGRP表达上调. 

IBS的发病机制尚未完全清楚, 但已经明确

内脏感觉过敏、肠动力紊乱在IBS症状的发生

中起重要作用. 近年来研究发现IBS患者虽然没

■创新盘点
本研究应用低浓
度的葡聚糖硫酸
钠溶液成功诱导
出结肠黏膜低度
炎症大鼠模型, 这
种模型稳定、制
作简单、重复性
好, 并且证实这种
低度炎症可以诱
发内脏感觉过敏.

图 1 大鼠腹壁肌电图. A: 对照组; B: LGMI组.

20 mmHg 40 mmHg 60 mmHg
80 mmHg

20 mmHg

40 mmHg

60 mmHg 80 mmHg

A

B

20           40   60            80
囊内压(mmHg)

表 2 腰骶段脊髓的c-fos、SP、CGRP表达(IA值)

     
          c-fos     SP            CGRP

对照组 126.52±11.48  120.82±8.92   118.67±5.68

LGMI组 165.26±10.12  134.28±10.62 157.66±6.25

P值     0.002              0.002       0.007

表 1 不同结肠扩张压力时大鼠AWR评分及腹壁肌电变化

               结肠扩张压力(mmHg, n  = 12)                  结肠扩张压力(mmHg, n  = 8)

             20                  40   60        80               20    40         60                80

   AWR评分(分)          腹壁肌电幅值

对照组     1.12±0.52    1.17±0.72    2.42±1.00    3.33±0.49    16.79±4.69    22.98±6.15    28.89±7.36    33.80±8.42 

LGMI组     1.27±0.65    2.42±0.52    3.26±0.52    3.75±0.45    20.06±10.70  36.27±7.20    47.74±14.95  59.14±13.16

P值     0.605          0.002            0.037 0.020       0.502             0.003  0.003        0.000
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有肉眼可见的肠道结构改变, 但是与健康志愿

者相比, IBS患者回肠和结肠黏膜中免疫细胞数

量明显增加, 如肠嗜铬细胞、肥大细胞、T细
胞、巨噬细胞等[6-10], 尽管其细胞数量远少于UC
患者, 但已经说明这部分IBS患者存在肠黏膜炎

症和免疫细胞功能活化[11], 这种炎症常常被称为

低度炎症. 在本研究中, 大鼠先饮用15 g/L DSS
水溶液7 d, 停止给药7 d以后结肠黏膜中仍然有

低度炎症存在, 这种情况类似于感染后IBS患者

的表现. Chadwick et al [12]研究发现: 40% IBS患
者结肠活检组织标本在显微镜下可见非特异性

炎症表现, 如中性粒细胞、肥大细胞和T细胞

的浸润; 50% IBS患者肠道黏膜活检组织的常

规病理学检测虽然是正常的, 但经过免疫组织

化学染色就会发现其上皮内淋巴细胞和固有层

CD25+/CD3+ T细胞数量增加. 
这种结肠LGMI是否对内脏感觉过敏有影

响呢? 本研究发现, 在大鼠对结肠扩张的感受压

力范围内, 不论是AWR评分、腹壁肌电幅值、

还是脊髓与痛觉有关的神经递质或介质的表

达水平, LGMI组大鼠均明显高于对照组. 这说

明炎症因素参与了内脏感觉的产生和传导, 即
LGMI导致SD大鼠对结肠机械扩张的内脏敏感

性增高, 与国外研究结果相一致[13-15], 这些表现

与IBS的特征吻合. 
IBS患者结肠活检组织释放的介质可以使

培养的鼠类感觉神经元致敏, 将这些活检组织

标本的培养上清液灌入小鼠结肠中可以导致小

鼠躯体感觉过敏和内脏感觉过敏, 这种促伤害

感受效应可以被丝氨酸蛋白酶抑制剂和PAR2拮
抗剂所阻断, 提示IBS患者结肠黏膜释放的各种

介质和蛋白酶可通过PAR2介导直接刺激感觉神

经元、导致内脏感觉过敏[16]. 
内脏感觉过敏的机制中除了中枢性因素之

外, 肠黏膜传入系统的外周致敏和“静息的”

伤害感受器的复苏可能是内脏感觉过敏的关键

性因素. 免疫细胞及炎症介质可以使黏膜传入

神经末梢致敏[17]、脊髓背角神经元上SP表达增

高[18], 即内脏感觉系统的敏化. LGMI及其释放

的各种介质作用于外周感受器, 经三级神经元

传递至中枢: 初级神经元(Ⅰ级神经元)位于背根

神经节, 其一轴突投射至外周组织, 接受感受器

传来的信号, 另一轴突投射至脊髓背角的灰质, 
将信号传至脊髓背角神经元(Ⅱ级神经元), Ⅱ级

神经元的轴突交叉至对侧脊索、上行至丘脑、

网状结构和中脑, 丘脑和网状结构中的Ⅲ级神

经元再投射至大脑皮质、前扣带回(ACC)和岛

叶等, 编码内脏感觉的性质、定位、强度等. 同
时, 大脑又通过延髓下行抑制系统作用于脊髓

背角, 影响内脏感觉信号的传入. 这一完整的感

觉传导通路即脑-肠轴[19], 其中脊髓背角起着承

上启下的关键作用. 
脊髓背角c-fos蛋白是神经元被内脏伤害性

刺激所激活的标志物, 其表达水平与刺激强度

相关[20]. SP是脊髓水平传递伤害性信息的兴奋

性神经递质, SP及其受体分布在脊髓的Ⅰ、Ⅱ

及Ⅳ层, 参与疼痛信息的传递, SP升高的水平与

炎症引起的腹痛程度密切相关[21]. CGRP是外周

■应用要点
结肠黏膜低度炎
症诱发内脏感觉
过敏, 如果能够消
除这种炎症, 就可
能降低内脏感觉
的敏感性.

图 2 腰骶段脊髓
的SP、CGRP表达. 
A: LGMI组(SP×

100); B: 对照组(SP

×100); C: LGMI组

(CGRP×400); D: 

对 照 组 ( C G R P ×

400).

A B

C D
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感觉传入神经中与SP共存的一种神经肽, 是痛

觉及痛觉过敏所必需的物质[22]. 本研究发现: 与
对照组相比, LGMI组大鼠脊髓背角的c-fos、
SP、CGRP表达都明显增高, 而且LGMI组大鼠

的SP阳性表达扩展到Ⅰ-Ⅳ层(正常大鼠脊髓SP
主要表达在Ⅰ层), 即LGMI大鼠的脊髓水平上与

痛觉有关的多种兴奋性神经递质表达增强, 提
示结肠LGMI已经造成脊髓背角的兴奋性增高, 
使大鼠内脏感觉过敏. 

此外, LGMI还可以引起非炎症部位感觉过

敏[18]. 三硝基苯磺酸诱发豚鼠回肠炎症之后, 尽
管结肠黏膜没有炎症, 但远端结肠黏膜下神经

元特性发生改变、含5-HT的肠嗜铬细胞数量增

加, 同时结肠黏膜上皮细胞生理功能(如膜电流

和离子通道)也发生改变. 因此, 肠道一个部位的

炎症, 可以改变非炎症部位的肠神经反射回路

和上皮细胞功能, 成为肠道炎症后非炎症部位

功能改变的基础[23]. 
总之, DSS诱导的大鼠结肠黏膜低度炎症可

以使脊髓背角c-fos、SP、CGRP等与痛觉有关

的神经递质表达上调, 增强对结肠机械扩张的

敏感性, 即结肠黏膜低度炎症触发了内脏感觉

过敏, 可能在IBS的发病中起重要作用.
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状态下, 内脏神经
的 感 觉 变 化 ,  对
IBS治疗提供了重
要的理论依据.
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Abstract
AIM: To identify, screen and verify the surface 
layer protein of Lactobacillus plantarum CGMCC 
NO.1258 based on the adhering character of the 
Lactobacillus.

METHODS: Surface layer protein was extracted 
by guanidine hydrochloride and ultracentrifuga-
tion. The band contained the adhering protein 
was found by Western blot method using the 
hrp-labeled mucin as the antibody, and was ana-
lyzed by mass spectrometry and TPP software to 

detect the potential proteins. Fragments of these 
proteins were cloned and expressed, and these 
purified proteins were screened by Western blot 
to find out the target protein. Meanwhile the ad-
hesive protein of the germ was extracted by mu-
cin linked sepharose-4B and was further verified 
with Western blot using the prepared polyclonal 
antibody of the target protein.

RESULTS: The surface layer of Lactobacillus 
was isolated. The electrophoresis and Western 
blot result showed that the positive band which 
reacted with the HRP labeled mucin existed in 
30 kDa. This band analyzed by LC-MS/MS and 
the TPP software contained five kind of protein 
including GTP-binding protein TypA (GBP), py-
ruvate oxidase (PO), cell division initiation pro-
tein FtsQ (CD), integral membrane protein (IMP), 
late competence protein (LCP). These proteins 
were cloned and expressed fragmentally. The 
positive band in the Western blot showed that 
the second section of the integral membrane pro-
tein (IMP2) was the target protein. In the further 
Western blot verification with the polyclonal an-
tibody prepared by the IMP2 showed the posi-
tive band in the adhesive proteins of the germ.

CONCLUSION: The surface layer adhesive pro-
tein of Lactobacillus plantarum cgmcc N01258 is 
an integral membrane protein, and the adhering 
region is located at the second fragment of the 
amino acid sequence.

Key Words: Lactobacillus  plantarum; Surface layer 
adhering protein; Protein expression; Bioinformatics
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摘要
目 的 :  筛 选、鉴 定 及 验 证 植 物 乳 酸 杆 菌
CGMCC No. 1258表层黏附蛋白. 

方法: 用盐酸胍结合超速离心法提取表层膜

®

■背景资料
肠道内的乳酸杆
菌作为一种益生
菌, 是肠道生物屏
障的重要组成部
分 ,  他 可 以 通 过
其竞争黏附作用
有效抑制条件致
病菌对肠上皮的
定 植 ,  进 而 抑 制
细菌移位起到了
屏障功能. 近来研
究较多的黏附分
子包括脂磷壁酸
(LTA)、细胞外多
糖(EPS)、细胞表
层蛋白等, 其中细
胞表层蛋白起着
关键性的作用. 由
于表层的膜蛋白
特有的亲疏水性
结构所导致的生
化纯化及结构功
能分析的困难, 使
其相比可溶性蛋
白, 较少深入研究.

■同行评议者
王健生, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
肿瘤外科
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蛋白, 通过HRP标记的黏蛋白作抗体Western 
blot找到含有黏附蛋白的条带进行质谱分析, 
生物信息学的TPP软件分析获得可能的蛋白, 
进行蛋白的分段表达克隆, 并对纯化的蛋白用
Western blot进行再次鉴定找到靶蛋白. 同时
将黏蛋白连接的sepharose 4B柱提取菌体黏附
蛋白, 通过制备的靶蛋白多克隆抗体对菌体黏
附蛋白作Western blot进一步验证. 

结果: 表层蛋白提取后, 电泳及Western blot结
果显示30-33 kDa处可及HRP标记的黏蛋白结
合的阳性条带, 随后进行质谱及TPP分析获得
的蛋白为: (1)A型GTP连接蛋白; (2)丙酮酸氧
化酶; (3)细胞分裂激活蛋白; (4)整合膜蛋白; 
(5)后期能力蛋白. 并进行克隆表达及分段表
达, 并在此后的Western blot鉴定中呈强阳性
条带显示靶蛋白是整合膜蛋白的第2段. 在应
用该靶蛋白制备的多克隆抗体进一步Western 
blot验证试验中发现同菌体黏附蛋白相作用
的强阳性条带.

结论: 植物乳酸杆菌表层黏附蛋白为整合膜
蛋白, 并且该蛋白的黏附区域位于其第2段氨
基酸序列中.

关键词: 植物乳酸杆菌; 表层黏附蛋白; 蛋白表达; 

生物信息学
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0  引言

肠道内的乳酸杆菌作为一种益生菌, 是肠道生物

屏障的重要组成部分, 他可以通过其竞争黏附

作用有效抑制条件致病菌对肠上皮的定植, 进
而抑制细菌移位起到了屏障功能[1-2]. 近来研究

较多的黏附分子包括脂磷壁酸(lipoteichoic acids, 
LTA)、细胞外多糖(extracellular polysaccharide, 
E P S)、细胞表层蛋白等 ,  其中细胞表层蛋白

起着关键性的作用[3]. 由于表层的膜蛋白特有

的亲疏水性结构所导致的生化纯化及结构功

能分析的困难, 使其相比可溶性蛋白, 较少深

入研究 [4]. 受此影响, 国内外对乳酸杆菌同肠

上皮黏附过程中的起作用的表层膜蛋白的报

道较少, 为进一步研究乳酸杆菌和肠上皮的黏

附机制, 本研究以植物乳酸杆菌CGMCC No. 
1258(Lactobacillus plantarum  CGMCC No. 1258, 
L. plantarum  CGMCC No. 1258)为对象, 对其表

层黏附蛋白进行反复的筛选和鉴定, 进一步验

证其作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 L. plantarum  CGMCC No. 1258由交通

大学昂立微生物研究所提供. 超速离心机购自

Beckman公司. Mucin购自Sigma公司, Fermentas
蛋白Marker及Cell Signal生物素标记Marker购
自吉泰公司. 表达质粒pET16b购自Novagen司, 
在多克隆位点添加了BglⅡ和XhoⅠ酶切位点. 
限制性内切酶、连接酶、及TaqDNA聚合酶和

IPTG均购自MBI公司. 质粒提取试剂盒、DNA
凝胶回收试剂盒AXgen和HRP标记的山羊抗鼠

IgG购于北京中杉生物工程公司. DH10B细胞由

本室保存. 引物合成及测序工作由生工完成.
1.2 方法 
1.2.1 L. plantarum的培养和表层蛋白的提取: 将
L. plantarum CGMCC No. 1258接种于新鲜配置的

MRS液体培养基, 37℃ 200 r/min培养24 h. 将菌液

3500 g , 4℃离心20 min, 去除上清, 再用PBS混匀

3500 g , 4℃离心20 min, 去除上清后加入2 mol/L
盐酸胍室温200 r/min, 3 h. 将菌液6000 g , 4℃离心

20 min取上清液置半透膜内0.01 mol/L的PBS透
析过夜, 加入离心管放进4℃超速离心机40 000 g , 
离心60 min, 小心抽去上清. 沉淀溶于0.1 mol/L的
PBS, 放于70℃恒温水槽孵育30 min, 16 000 g , 4℃
离心20 min, 上清液移出后即可进行后续Western 
blot操作. 
1.2.2 对黏蛋白作辣根过氧化酶(HRP)标记: 根据

Rojas et al [5]的方法, 取黏蛋白溶解于0.1 mol/L碳
酸盐缓冲液中(pH9.5), 配置成4 g/L的黏蛋白溶

液. 将辣根过氧化物酶(HRP)8 mg溶解于2 mL蒸
馏水中, 配置成HRP溶液, 然后加入至400 μL新
鲜配置的0.1 mol/L过碘酸钠溶液中, 混合物室温

下搅拌20 min, 然后置于0.001 mol/L(pH4.4)乙酸

盐缓冲液中, 4℃透析过夜. 取出透析后的HRP, 
加入0.1 mol/L碳酸盐缓冲液中(pH9.5)20 μL调
节pH至9.0-9.5, 取1 mL黏蛋白和1 mL HRP溶液

混合, 置于室温下混合搅拌2 h, 然后加入新鲜

配置的4 mg/L硼氢化钠溶液100 μL以去除连接

反应. 混合液置于0.1 mol/L(pH7.4)的硼酸缓冲

液中4℃透析过夜, 标记好的黏蛋白等体积加入

80%甘油, -20℃保存[6]. 
1.2.3 表层蛋白的Western blot分析: 表达产物经

SDS-PAGE电泳, 采用10%分离胶和5%浓缩胶的

不连续浓度梯度, 恒压60V 30 min, 后改120 V 90 
min. 电泳完毕后, 部分胶用考马斯亮蓝进行染

色, 另一部分胶移至电转膜仪上, 100 V 120 min,

■研发前沿
肠道屏障破坏引
起的细菌移位是
当前研究的热点, 
而通过乳酸杆菌
改善肠道菌群进
而保护肠道屏障
功能是今后研究
的方向. 
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用半干转移系统将蛋白转印至PVDF膜上, 根据

同细菌表面黏附蛋白可以同黏蛋白特异性结合

的原理, 加入1∶600稀释的HRP标记的黏蛋白作

为抗体, 同PVDF膜上的相关蛋白进行杂交, 4℃
孵育过夜, TBST洗膜3次, 每次30 min, ECL显色

检测目的蛋白. 
1.2.4 LC-MS/MS: 根据Western blot结果选取

PAGE胶上蛋白条带, 通过液质联用(LC-MS/MS)
测定氨基酸序列, 并通过Sequest软件做初步分

析. 根据质谱分析的结果, 通过生物信息数据分

析软件(trans-proteomics pipeline, TPP)软件包及

FASTA软件进一步筛选分析相关蛋白. 
1.2.5 初筛蛋白基因的克隆: MS结果发现可能

是以下5种蛋白: (1)A型G T P连接蛋白(G T P-
binding protein TypA, GBP); (2)丙酮酸氧化酶

(pyruvate oxidase, PO); (3)细胞分裂激活蛋白(cell 
division initiation protein FtsQ, CD); (4)整合膜蛋

白(integral menbrane protein, IMP); (5)后期能力

蛋白(late competence protein, LCP), 分别对其进

行克隆和表达(表1); 应用expasy(http://cn.expasy.
org/)中的TMHMM工具, 显示跨膜区. 并根据蛋

白质序列分析对Integral menbrane protein的膜外

部分作分段表达. 以GenBank中各蛋白的基因序

列为模板, 设计引物(表1), 进行PCR反应. 反应程

序为基因组DNA经94℃变性3 min; 随后按94℃ 
30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 2 min; 30个循环, 72℃ 10 
min. PCR结束后10 g/L琼脂糖电泳鉴定.

PCR产物经过AXgen胶试剂盒回收后, 与原

核表达载体pET16b同时用核酸内切酶BglⅡ和

XhoⅠ酶切过夜, 以T4连接酶连接, 构建原核重

组表达质粒. 然后转化DH10B感受态, 铺板, 挑
选单克隆培养, 菌液PCR筛选阳性克隆的质粒进

行测序, 测序结果用在线程序BLAST进行比较. 
1.2.6 初筛蛋白的表达: 将测序正确的克隆抽质

粒, 转化BL21(DE3)感受态, 次日挑取菌落接种

于含氨苄和氯霉素TB培养基, 37℃ 200 r/min

到A值0.6时, 加IPTG, 并调整IPTG, 终浓度为1 
mmol/L, 诱导时间3 h, 以期获得重组蛋白的表达. 
诱导结束, 经离心收集细菌后, 冰浴下超声裂解

细菌. 4℃, 14 000 r/min离心10 min分离上清. 上
清中加入His-Tag Fusion Protein Purification bead, 
震荡30 min纯化浓缩上清中的蛋白. 
1.2.7 表达蛋白的Weastern blot分析: 方法同前, 
纯化的蛋白经SDS-PAGE电泳, 部分胶用考马斯

亮蓝进行染色, 另一部分胶转印至PVDF膜上,
加入1∶600稀释的HRP标记的黏蛋白进行杂交, 
ECL 显色检测目的蛋白. 
1.2.8 表层黏附蛋白多克隆抗体制备: 将确定的

靶蛋白纯化, 按常规方法免疫家兔. 首次免疫时,  
按每只家兔600 μg的剂量, 将纯化得到的蛋白溶

于PBS(终浓度为2 g/L)中,  加入等体积的弗氏完

全佐剂, 充分乳化后背部皮下及腹股沟多点注

射; 每点200 μg乳化抗原. 加强免疫, 抗原用量为

初次免疫的一半,  加弗氏不完全佐剂, 于前次免

疫后的2 wk进行. 最后1次加强免疫后的14 d后
放血, 取血清. 免疫血清用抗原亲和层析柱进行

纯化, -20℃保存. 
多克隆抗体鉴定: (1)Western blot鉴定: 方

法同前, 将1、10、100 pg的纯化的重组蛋白作 
SDS-PAGE分离, 转移到PVDF膜上, 加入纯化后

的兔抗IMP2多克隆抗体(1∶10000稀释), 然后

加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗, ECL
检测. (2)ELISA检测: 将纯化的重组蛋白用PBS
稀释至1 mg/L, 按照100 μL/孔的量包被到聚苯

乙烯反应(PVC)板上, 4℃过夜包被; 用PBST洗
涤3次, 然后按照200 μL/孔的量加入封闭液; 用
PBST洗涤3次, 每孔加入100 μL倍比的免疫血

清, 同时设正常兔血清作为阴性对照, 每个样品

设2个复孔, 37℃孵育2 h; 用PBST洗涤3次, 每孔

均加入100 μL PBS(含1 g/L BSA)稀释的二抗(辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗, 1∶5000稀释, 
Santa Cruz), 37℃孵育1 h; 用PBST洗涤3次, 加入

■相关报道
G r a n a t o  e t  a l
将L .  j o h n s o n i i  
NCC533(La1)用
LiCl分离到一种
50 kDa的表面蛋
白, 能够介导La1
对Caco-2细胞及
黏蛋白的黏附, 通
过测序和比对结
果 表 明 ,  他 与L . 
plantarum WCFS-1
的EF-Tu在氨基酸
序列上有83%的
同源性, 并通过重
组EF-Tu竞争抑制
了La1对Caco-2细
胞的黏附.

表 1 PCR中各蛋白及片段所用引物

     
基因名称               上游引物            下游引物

PO atcagatctgATGGCAAAGATGATTGAAGC  atcctcgagCTATTCGACGTTGAACTCCT

GB atcagatctgTTGAAATTTAGAGATGATAT  atcctcgagTTACTTGTTCATTTTACGCT

CD atcagatctgGTGGGTGTGATGGCCATTTT  atcctcgagTCAATTATTCTGATTCTTGA

LC atcagatctgGTGCTAGCATGCCTACTGTG  atcctcgagTTAACGTGCTAGCGTTAGCC

IMP1 atcagatctgTTGAAGACAGTACGGAAGAT  atcctcgagAATCGCAGCAAGATCAACGC

IMP2 atcagatctgAATACTAATTCTAATAGTAC  atcctcgagAAGATAGAGTTCCGTATTTC

IMP3 atcagatctgAAGCCAACCGTTACCGGAAA  atcctcgagTTTTAGTCCTGGTGTGTGAT
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50 μL OPD显色液, 室温避光显色10-15 min, 用
25 μL 2 mol/L的硫酸终止反应; 在490 nm波长下

用酶标仪读数. 
1.2.9 全菌体黏附蛋白的纯化: 菌液离心后, 先用

PBS将细菌沉淀洗2-3遍, 然后按10-50 mL裂解

液/1 g湿菌体加入裂解液重悬菌体, 裂解液的成

分: 50 mmol/L Tris-HCl, pH8.0, 2 mmol/L EDTA, 
100 mmol/L NaCl, pH值8.5-9.0, 加溶菌酶至100 
mg/L, 0.5% Triton X-100, 1 mL/L的蛋白酶抑制

剂PMSF. 进行超声粉碎, 超声功率300 W, 时间

20 min. 离心后收取上清中的可溶性蛋白. 蛋白

溶液过空sepharose 4B柱去除非特异结合的蛋

白, 蛋白溶液过黏蛋白连接的sepharose 4B柱, 柱
上的黏附蛋白用20 mmol/L的1, 3-二氨基丙烷(1, 
3-diaminopropane, DAP)洗脱而得到纯化的全菌

体黏附蛋白[7]. 
1.2.10 Western blot第3次验证: 具体方法同前, 将
纯化全菌体黏附蛋白作SDS-PAGE电泳分离, 转
移到PVDF膜上, 加入纯化后的兔抗IMP2多克隆

抗体(1∶10 000稀释), 然后加入辣根过氧化物酶

标记的羊抗兔二抗, ECL检测.

2  结果

2.1 乳酸杆菌菌体表层黏附蛋白的鉴定 对照

Marker可及在100-130、55、35-40、30-33 kDa等
位置有多条条带(图1A). 在PVDF膜的30 kDa处
有一强阳性条带, 黏附蛋白位于这条带中(图1B).
2.2 LC-MS/MS和数据分析: 数据库检索分析

以及ProteinProphet算法[8]进行结果过滤, 结果

显示有5种蛋白(表2)同植物乳酸菌WCFS的蛋

白库符合率达到90%. 其中, 整合膜蛋白分为3
段蛋白片段(图2), 分别称为IMP1(SEQ ID No: 
1中第32-100位序列)、IMP2(SEQ ID No: 1中
第455-755位序列)、IMP3(SEQ ID No: 1中第

693-993位序列). 
2 .3  蛋白的克隆、表达和纯化  通过P C R对

L. plantarum CGMMCC No. 1258的目标基因

进行扩增. PCR产物电泳后在10 g/L琼脂凝胶

的1500-500 bp位置呈现单根条带, 其结果符

合预期(图3). P C R产物经琼脂糖凝胶电泳分

离纯化后重组到P E T-16B载体中 .  质粒转化

感受态DH10B并测序. 结果显示L. plantarum 
CGMMCC No. 1258的扩增基因同GenBank中
的L. plantarum WSFC资料一致. 随后含有目的

基因的质粒转染入E.coli  BL23. isopropyl-b-D-
thiogalactopyranoside(IPTG)诱导3 h. 超声裂解细

胞, His-tag fusion protein purification beads抽提

纯化目的蛋白. 蛋白洗脱后100 g/L SDS-PAGE
电泳分离同时用HRP-mucin作抗体Western blot
分析(图3C). 结果显示所有目的蛋白表达量均占

菌体总蛋白的90%以上. PVDF膜IMP2的30 kDa
处有一相同形状的强阳性条带, 即黏附蛋白, 而
其他蛋白未见阳性条带. Western blot结果显示

纯化的IMP2蛋白就是目的蛋白.
2.4 黏附蛋白多克隆抗体的鉴定 Western blot检
测结果显示, 重组蛋白IMP2免疫新西兰兔制备

的多克隆抗体能很好地和IMP2特异性结合, 即

表 2 表达蛋白

     
编号            蛋白名称      PI                 GenBank登录号 表达途径

No.1  丙酮酸氧化酶    5.0  ABC47131.1     全长

No.2  细胞分裂激活蛋白  10.32  NP_785691.1     全长

No.3  A型GTP-结合蛋白    5.12  NP_785653.1     全长

No.4  后期能力蛋白    9.84  NP_784489.1     全长

No.5  整合膜蛋白  10.02  NP_785773.1     3段

图 2 蛋白序列分析.

0           200          400         600          800          1000

1.2

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

TMHMM posterior probabilities for sequence

Pr
ob

ab
ili

ty

transmembrane inside outside

1      2

170
130
100
72
55

40

33

26

A B 图  1  乳 酸 杆
菌 菌 体 表 层 黏
附 蛋 白 的 鉴 定
结果. A: SDS-

PAGE电泳; 1: 

Marker; 2: 表层

蛋白; B:  表层

蛋白的Western 

blot.

kDa

■创新盘点
本研究通过使用
T P P等生物信息
学软件过滤可以
减少分析质谱海
量数据的难度, 通
过对蛋白表达进
而验证可以使实
验更具说服力.
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使是含量为1 pg的IMP2在PVDF膜上也能够很

好的分辨出来(图4). 采用间接ELISA法(表3)检
测多克隆抗体的效价, 结果表明本实验所获得

的兔抗IMP2多克隆抗体用包被IMP2进行质量

鉴定, 效价为1∶2×106, A值为1.186.
2.5 Western blot对IMP2的验证 通过mucin-sepha-
rose 4B column亲和纯化的全菌体黏附蛋白电泳

后, 用抗IMP2多克隆抗体作Western blot分析, 结
果可见40-50 kDa有与理论相符的阳性条带(图5), 
这结果反映了IMP2存在于全菌体黏附蛋白中. 

3  讨论

本研究将质谱分析结果同L. plantarum WCFS-1
的蛋白库比对 ,  并通过对相关蛋白的表达和

筛选, 在国际上首次发现L. plantarum CGMCC 
No. 1258表层存在着同肠道内黏蛋白黏附的整

合膜蛋白(integral membrane protein, IMP, GI: 
28378881), 其氨基酸序列和L. plantarum WCFS-1
的蛋白序列同源. 在以往的研究中, Rojas et al [5]

根据乳酸杆菌同黏蛋白的黏附作用, 以黏蛋白作

为抗体, 用HRP标记后与L. fermentum 104R的菌

体表层蛋白作Western blot, 通过肽段测序鉴定了

菌体表面蛋白中参与黏附的蛋白. Granato et al [9]

将L. johnsonii NCC533(La1)用LiCl分离到一种50 
kDa的表面蛋白, 能够介导La1对Caco-2细胞及

黏蛋白的黏附, 通过测序和比对结果表明, 他与

L. plantarum WCFS-1的EF-Tu在氨基酸序列上有

83%的同源性, 并通过重组EF-Tu竞争抑制了La1
对Caco-2细胞的黏附. 这些报道奠定了对黏附蛋

白的研究基础, 我们在此基础上通过生物信息学

软件对质谱分析结果检索过滤, 并对多种可能蛋

白的表达纯化和鉴定, 是一种基于生物信息学的

表 3 间接法ELISA检测兔抗IM2多克隆抗体效价

     
名称           阴性血清   空白对照     IM2抗体        IM2抗体         IM2抗体          IM2抗体          IM2抗体              IM2抗体

抗体稀释度        1/1000      1/1000      1/16 000      1/64 000      1/256 000      1/512 000    1/1 024 000     1/2 048 000

A值           0.023        0.021        2.772           2.635           2.580              2.218          1.799                1.186

图 3 表层黏附蛋白的表达和鉴定. A: L. plantarum CGMCC 

No. 1258目的基因的PCR扩增; B: 表达蛋白的SDS-PAGE电

泳; C: Western blot鉴定黏附蛋白(HRP-mucin).
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■应用要点
乳酸杆菌可通过
宿 主 表 面 的 蛋
白、糖蛋白和糖
脂, 识别其特异受
体, 并通过菌体特
异性配体进一步
与宿主细胞相应
的受体之间特异
性的结合.
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新的黏附蛋白筛选和鉴定方法. 一方面我们在提

取的表层蛋白中找到能与黏蛋白相作用的靶蛋

白IMP2, 并制备多克隆抗体; 另一方面通过用黏

蛋白sepharose 4B柱获得纯化的全菌体黏附蛋白, 
用IMP2多克隆抗体在Western blot中验证该全菌

体黏附蛋白同前面获取的靶蛋白IMP2是一致的, 
这又进一步验证了前期的结果, 使实验结果更有

说服力, 对后续生物学分析和功能验证更有价值.
质谱分析技术(mass spectrometry, MS)已

经成为生命科学领域广泛应用和有效的分析方 
式[10-11]. 他虽然具有高通量, 大规模的特点, 但
数据的庞大也为他以后的分析和筛选带来了困

难. 利用SEQUEST软件(Thermo Fisher Inc.)进行

质谱的数据库检索分析, 得到样本中蛋白质成

分, 然后利用TPP软件[8]进行结果过滤, 减小实

验假阳性结果[12-13]. 通过该软件我们将原来83
个蛋白缩减到了5个同源性达到90%以上的蛋

白, 精确了研究对象的范围. 蛋白克隆表达过程

中, 我们利用pET16b在多克隆位点添加BglⅡ和

XhoⅠ酶切位点以达到各个基因在同一个载体

表达, 相互作为参照, 取得很好的效果, 除LCP
蛋白的表达量不高外, 其他蛋白的表达量可达

500 mg/L左右, 而LCP蛋白没有高表达的原因

尚需进一步探讨. 由于IMP蛋白含有1100个氨基

酸, 用常规方法作表达存在一定的困难, 我们对

其进行跨膜区域的分析(TMHMM软件[14-15]), 发
现N端100个左右的氨基酸和C端450个氨基酸

为膜位区域, 除去膜位蛋白, 其余序列我们分3
段来表达, 每段200-300个左右氨基酸. 并且在克

隆表达后每个蛋白增加一段17个氨基酸的HIS 
tag(MGHHHHHHHHHHSEFAD), 目前我们的技

术尚没有能力将他去除. 在随后的Western blot
结果显示IMP的第2段(IMP2, 从第455个氨基酸

到755个氨基酸)表达蛋白呈强阳性, 表明该段蛋

白能与肠上皮表面黏蛋白相识别并杂交, 而且

由于其他几个表达蛋白均含有相同的tag而与黏

蛋白没有结合, 故该段tag对黏附作用没用影响. 
不同菌株的乳酸杆菌黏附蛋白在抑制病原

菌的黏附方面作用是高度特异和复杂的, 他需

要一步步的分类进行鉴定及反复的验证. 如何

准确地找到这些黏附蛋白仍旧是一个问题. 我
们的研究不仅找到了黏附蛋白IMP及初步发现

该蛋白的黏附区域, 更重要的是他提供了一种

基于生物信息学的新方法. 虽然目前存在着通

过已知的黏附结构域来找到黏附蛋白的方法, 
但是他也存在着已知结构域的数量的限制. 随

着生物信息学及系统生物学的广泛应用, 我们

相信对乳酸杆菌同肠上皮的黏附及保护机制将

不再困难.
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Abstract
AIM: To study the impact of cagA, iceA genes 
and their synergy on the outcome of H pylori 
in fec t ion so as to explore the dominant 
genotypes of H pylori that induce certain 
diseases in Xi'an area.

METHODS: One hundred and one H pylori-pos-
itive specimens from the patients after gastros-
copy were preliminarily selected using the rapid 

urease test (RUT) and 91 eligible cases were cho-
sen from them using the method of polymerase 
chain reaction (PCR) to amplify ureC. The sub-
types of cagA, iceA genes were detected by PCR 
and agarose gel electrophoresis. Relationship be-
tween different combinations of genotypes and 
disease was analyzed using χ2 test and Fisher 
exact test.

RESULTS: The cagA-positive rate was 79.1%, 
and the overall detection rate of iceA was 
75.82%, in which the detection rate of iceA1 was 
50.5% and that of iceA2 was 38.5%. The positive 
rate of cagA+/iceA1+ was higher than that of oth-
er groups. Each gene alone or genes in different 
combinations didn’t show any statistical signifi-
cance in clinical outcomes. The relevance existed 
in iceA and cagA. 229 bp, 334 bp, 439 bp, 549 bp 
and 229 bp+334 bp fragments of the genes were 
found in iceA2.

CONCLUSION: cagA+/iceA1+ is the dominant 
genotype of H pylori in Xi'an area. Neither a 
single gene nor the combination of cagA, iceA1, 
iceA2 are helpful in predicting the clinical out-
come of H pylori infection. We may find synergy 
with the iceA and cagA. iceA2 shows greater vari-
ability in Xi’an area.

Key Words: Helicobacter pylori ; cagA ; iceA ; 
Polymerase chain reaction

Zhang X, Yan Z, Qu K, Xu JR, Han Y, Qiao W, Chen YJ. 
Association of cagA and iceA genotypes with Helicobacter 
pylori related diseases in Xi'an area. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 1632-1637

摘要
目的: 研究幽门螺杆菌(H pylori )cagA、iceA
基因及其不同组合对H pylori 感染结局的影
响, 探讨西安地区H pylori的优势致病基因型. 

方法: 用快速尿素酶试验(rapid urease test, 
RUT)筛选出H pylori 阳性胃黏膜标本101例, 
细菌基因组DNA提取试剂盒提取DNA, 用聚
合酶链反应(PCR)扩增尿素酶C(ureC )基因的
方法筛选出H pylori 阳性标本91例. 经PCR及

®

■背景资料
临床发现不同地
区人群中H pylori
感染率不同, 而感
染后也并非全部
发病且表现的疾
病类型不同. 诸多
研究显示H pylori
具有高度变异性
及基因型别多样
性的特点, 越来越
多的证据提示这
种多样性与临床
结局有密切关系. 
因此研究本地区
H pylori 毒力基因
型别对H pylori 致
病机制的揭示具
有重要意义.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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琼脂糖凝胶电泳对cagA , iceA的基因亚型进行
检测, 用χ2检验以及Fisher精确检验分析各基
因及其不同组合与疾病的相关性. 

结果: cagA 基因的阳性率为79.1%, iceA 的总
检出率为75.82%, 其中iceA1 为50.5%, iceA2
为38.5%, cagA +/iceA1 +的检出率高于其他组, 
单一基因及其不同组合在各疾病组中分布没
有显著差异. iceA 与cagA 存在相关性. iceA2
分别发现有229、334、439、549 bp以及229 
bp+334 bp的基因片段.

结论: cagA +/iceA1 +是西安地区H pylori的优势
致病基因型, cagA、iceA1、iceA2各单一基因
以及其不同组合与感染的临床结局无关. iceA
与cagA基因可能存在协同作用, 该地区iceA2
基因有较大的变异性.

关键词: 幽门螺杆菌; cagA ; iceA ; 聚合酶链反应
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )是一类

主要定居于人类胃内的革兰氏阴性弯曲菌, 是
胃黏膜炎症的明确病因, 是慢性胃炎向胃黏膜

不典型增生及胃癌发展的重要启动因子[1], 并
与消化性溃疡和黏膜相关性淋巴样组织淋巴瘤

(mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma, 
MALT)等疾病的发生发展密切相关[2]. 临床研究

发现, H pylori的感染率在发展中国家达80%, 但
是近20%-30%的感染者不发病, 50%以上的感染

者仅有不同程度的慢性炎症, 10%-15%可发生

消化性溃疡, 只有极少数发生胃部恶性肿瘤[3].
依据染色体DNA和特异性位点的片段长度多态

性(RFLP)分析、随机扩增多态性DNA的PCR分
析、DNA指纹分析等大量研究显示: H pylori具
有高度变异性及基因型别多样性的特点, 越来

越多的证据提示这种多样性与临床结局有密切

关系[4], 但目前尚未发现明确与胃癌等疾病发生

紧密相关的H pylori毒力基因[5]. H pylori所致疾

病的种类与所含毒力因子的差异是否有关成为

目前争议的热点.
目前, 已知H pylor i可能的毒力基因包括

cagA、iceA等, 不同毒力基因型及其组合形式

与相关胃肠道疾病的关系在不同地区报道存在

差异. 普遍认为, H pylori菌株具有较强的地域差

异, 欧美地区H pylori的cagA和iceA1与消化性溃

疡密切相关. 而在亚太地区, 绝大多数H pylori为
cagA阳性菌株, 其在消化性溃疡, 胃癌以及慢性

胃炎中的阳性率无显著差别, 单一H pylori毒力

基因与胃癌缺乏相关性[5]. 近年来, 国内有报道

称iceA1亚型菌株与重度炎症关系密切[6],  cagA
和iceA1可能存在协同作用[7]. 在西安地区有研

究显示iceA1 , iceA2单基因型与H pylori感染后

的临床结局无明显相关性[8]. 本地区cagA和iceA
的不同组合以及其协同作用对临床结局的影响

目前尚未见报道.
本研究采用PCR方法对临床获得的西安地

区H pylori菌株进行致病基因检测, 以期得到不同

基因型与所致疾病的相关性, 为H pylori的致病机

制的揭示以及H pylori相关胃肠道疾病的精细诊

断、特异性治疗、感染预后判断等提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-07/2008-08在西安交通大学

医学院第一附属医院消化内科接受胃镜检查的

具有上消化道症状患者, 详细记录受检者的服

药史, 家族史, 居住地以及生活习惯等. 胃炎的

诊断依据悉尼胃炎新分类标准并结合我国2000
年全国慢性胃炎研讨会制定的标准进行, 消化

性溃疡及胃癌的诊断结合胃镜下所见及病理学

诊断结果得出. 于胃窦部取新鲜胃黏膜活组织

进行快速尿素酶试验(rapid urease test, RUT). 筛
选出RUT试验阳性的胃黏膜活检标本101例, 其
中男52例, 女49例, 年龄15-93(平均46.12)岁. 将
胃黏膜活检组织迅速置于-80℃冰箱中保存. 细
菌基因组DNA提取试剂盒、PCR试剂(2×Taq 
PCR MasterMix、10×Buffer、TaqDNA聚合

酶、dNTP)均购自北京天根生物制品有限公司; 
MarkerⅠ和MarkerⅡ购自北京天为时代科技有

限责任公司; 实验所用引物委托北京奥科生物

技术有限责任公司合成; 主要仪器Gradient温度

梯度扩增仪、基因扩增仪为MJ公司生产; 水平

电泳仪为北京六一仪器厂生产; Gene Genius凝
胶图像分析仪为美国Sygene公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 胃黏膜组织中H pylori基因组DNA的提取: 
将-80℃保存的胃黏膜活组织置于细菌提取缓冲

液(GA缓冲液)200 µL中, 充分冲洗, 间断震荡5 
min. 用细菌基因组DNA提取试剂盒(离心柱型)
进行DNA的提取. DNA液于-20℃保存, 备用.

■研发前沿
H pylori 菌株具有
较强的地域差异, 
其是否致病有赖
于H pylori 菌株的
不同、宿主的差
异以及他们之间
特异性的联系. 目
前已知的H pylori
可能的毒力基因
包括cagA 、iceA
等, 然而不同毒力
基因型及其组合
与相关胃肠道疾
病的关系不同地
区报道差异较大, 
H pylori 所致疾病
的种类与所含毒
力因子的差异是
否有关成为目前
争议的热点.
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1.2.2  H p y l o r i 尿素酶C(u r e C )及致病基因

(cagA、iceA1 和iceA2 基因)的检测: 实验所用

引物序列[9-10]及扩增条件见表1. 聚合酶链反应

体系为20 µL, ureC的反应体系包括引物各1 µL, 
扩增的dNTP各2 µL, TaqDNA聚合酶1 µL, 10×
Buffer 2.5 µL, cagA和iceA1的反应体系包括引

物各0.5 µL, 扩增的dNTP各1.6 µL, TaqDNA聚合

酶0.2 µL, 10×Buffer 2 µL, iceA2的反应体系包

括引物各0.5 µL, 2×Taq PCR MasterMix 15 µL, 
热循环结束后, 取PCR扩增产物进行琼脂糖凝

胶电泳(ureC : 10 g/L琼脂糖凝胶, 60 mV, 30 min; 
cagA、iceA1和iceA2 : 15 g/L琼脂糖凝胶, 100 
mV, 100 min), 在凝胶成像系统下观察照相, 记录

结果.
统计学处理 用Excel建立数据库, 使用SPSS 

13.0统计软件对数据进行χ2检验或者Fisher精确

检验, P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 ureC基因片段扩增结果 101例RUT试验阳性

的胃黏膜标本中有91例得到预期大小的扩增产

物(图1A), 阳性率为90.1%. 其中来自慢性浅表性

胃炎(CSG)患者39例, 慢性萎缩性胃炎(CAG)患
者27例, 消化性溃疡(PU)患者22例, 胃癌(GC)患
者3例(表2).
2.2 cagA 和i c eA 基因在不同疾病中的检出情

况 cagA、iceA1及iceA2基因扩增片段正确(图
1B-F), cagA的阳性率为79.1%, 在各类疾病组

中都占有优势. iceA的总检出率为75.82%, 其
中iceA1的阳性率为50.5%, iceA2的阳性率为

39.6%(表2), cagA +、iceA1 +及iceA2 +在各疾病组

中分布差异没有统计学意义(P >0.05).
2.3 cagA、iceA1及iceA2基因的不同组合及其与

疾病的关系 cagA +/iceA1 +是本地区的优势菌株. 
cagA +/iceA +组中各疾病的检出率差别没有统计

学意义(P >0.05, 表3).
2.4 iceA 与cagA 的相关性 cagA阳性的菌株中

iceA的阳性亦较高, cagA阳性82例, iceA阳性70
例, iceA与cagA有相关性(r  = 0.264), 存在统计学

上的差异(χ2 = 6.347, P  = 0.012).
2.5 iceA2 的变异性 本研究显示iceA2有很大的

变异性, 分别发现有229、334、439、549、229 
bp+334 bp同时具有的基因片段(图1D-F, 表4). 
iceA1 , iceA2同时阳性的有12例(13.19%), 其中

CSG7例(58.3%), CAG2例(16.7%), PU3例(25%). 
同一疾病iceA亚型分布没有显著性差异(P>0.05).

3  讨论

H pylori的高感染率与其感染后的低发病率之

间的矛盾提示, 宿主的遗传异质性, 菌株的基因

多态性以及环境等因素都可能与临床结局密切

相关. 环境方面, 虽然有学者认为H pylori感染

与饮食等因素可能存在相关性[11], 但由于感染

大多始于儿童时期, 故而其影响相对较小[12]. 在
宿主的遗传因素方面, 近年来已有研究证明主

要与组织相容性复合体(major histocompatibility 
complex, MHC), 白介素-1(interleukin 1, IL-1)等
遗传多态性相关[13-14]; 而在菌株方面, H pylori基
因多态性成为揭开H pylori感染不同结局机制的

突破口之一, 相关毒力基因的拥有或缺失、某

些位点等位基因分布的差异都可能导致宿主产

■相关报道
欧 美 地 区 报 道 
H pylori 的cagA  
和iceA1 与消化性
溃疡密切相关. 而
亚太地区的研究
显 示 ,  绝 大 多 数 
H pylori 为cagA 阳
性菌株, 其在消化
性溃疡, 胃癌以及
慢性胃炎中的阳
性率无显著差别, 
单一H pylori 毒力
基因与胃癌缺乏
相关性. 这种不同
正体现了H pylori  
感染菌株的地域
差异.

表 1 目的基因引物序列、产物的大小及扩增条件

     
基因               引物序列(5'→3')                产物大小(bp)            扩增条件

ureC  TGGGACTGATGGCGTGAGGG  820  94℃ 1 min, 55℃ 1 min,

 AAGGGCGTTTTTAGATTTTT    72℃ 1 min (30 cycles)

cagA  GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG 349  94℃ 1 min, 55℃ 1 min,

 CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA   72℃ 40 s (30 cycles)

iceA1  GTGTTTTTAACCAAAGTATC  246  94℃ 1 min, 50℃ 1 min,

 CTATAGCCAGTCTCTTTGCA    72℃ 40 s (30 cycles)

iceA2  GTTGGGTATATCACAATTTAT  229, 334,  94℃ 1 min, 50℃ 1 min,

 TTGCCCTATTTTCTAGTAGGT  439, 549  72℃ 40 s (30 cycles)

表 2 cagA 、iceA1 及iceA2 在不同疾病中的检出 n (%)

     
分组     cagA           iceA1             iceA2            合计

CSG 30(76.9)     22(56.4)     17(43.6)      39(42.9)

CAG 23(85.2)     15(55.6)       8(29.6)      27(29.7)

PU 16(72.7)       9(40.9)       9(40.9)      22(24.2)

GC   3(100)       0(0.0)         2(66.7)        3(3.3)

合计 72(79.1)     46(50.5)     36(39.6)      91(100.0)
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生不同的临床结局. 然而公认的毒力基因与疾

病的临床相关性仍然是一个争议的热点[15]. 因
此, 检测H pylori的基因型别、正确评价其多态

性对其致病相关因素的揭示以及相关疾病的个

体化诊断和治疗具有重要意义. 鉴于H pylori存
在较强的地域差异[16], 本研究用PCR方法检测西

安地区人群感染的H pylori菌株cagA , iceA 2个
毒力基因. 结果显示西安地区感染的优势菌株

型别为cagA +/iceA1 +型, cagA的检出率为79.1%,  
iceA的检出率为75.82%, 其中iceA1的阳性率为

50.5%, iceA2的阳性率为38.5%, 与亚洲地区的

报道[17-18]相似, 而与欧美等国家的报道[19-20]差异

较大.
cagA编码的毒素相关蛋白, 是H pylori分

泌的一种能引起炎症反应的毒素. iceA是Peek  
et al [21](1998)根据H pylori与胃黏膜黏附可能诱

导毒力相关基因表达这一假说, 通过比较黏附

和未黏附于人胃上皮细胞的H pylori溃疡株和

胃炎株的mRNA转录发现的. 国内外的诸多报

道[22-23]均表明cagA可以增加胃十二指肠疾病的

危险性, 但其在消化性溃疡、胃癌以及慢性胃

炎中的阳性率无显著差异, 仅有部分研究提示

■创新盘点
本文结果发现西
安地区感染的优
势 菌 株 型 别 为
cagA +/iceA1 +型 , 
cagA 、i ceA1 、

iceA2 各单一基因
以及其不同组合
与感染的临床结
局 无 关 ,  再 次 证
实了亚洲与欧美
H pylori 的不同 . 
iceA2 分别发现有
229、334、439、
549、229 bp+334 
bp同时具有的基
因片段. 这提示本
地区iceA2 基因结
构具有很大的变
异性.

表 3 cagA 、iceA1 及iceA2 的不同组合在不同疾病之间的检出 n (%)

     
       CSG               CAG      PU                GC

cagA +/iceA1 +/iceA2 +    3(7.69)           2(7.4) 3(13.64)           0(0.00)

cagA +/iceA1 +/iceA2 -  13(33.3)         12(44.4) 6(27.27)           0(0.00)

cagA +/iceA1 -/iceA2+    9(23.08)           4(14.81) 6(27.27)           2(66.67)

cagA +/iceA1 -/iceA2-    5(12.82)           5(18.52) 1(4.55)           1(33.33)

cagA -/iceA1 +/iceA2+    4(10.26)           0(0.00) 0(0.00)           0(0.00)

cagA -/iceA1 +/iceA2-    2(5.13)           1(3.70) 0(0.00)           0(0.00)

cagA -/iceA1 -/iceA2+    1(2.56)           2(7.40) 0(0.00)           0(0.00)

cagA -/iceA1 -/iceA2 -    2(5.13)           1(3.70) 6(27.27)           0(0.00)

图 1 基因PCR产物琼脂糖凝胶电泳图. A: ureC ; B: cagA ; C: iceA1 ; D-F: iceA2 ; M: DNA分子质量标准; A1-A7: ureC(820 bp)

阳性; B1, B8: cagA阴性; B2-B7, B9, B10: cagA(349 bp)阳性; C1, C3, C6-C8, C10: iceA1 (246 bp)阳性; C2, C4-C5, C9: iceA1
阴性; D4, E3, E8: iceA2 (229 bp)阳性; D7, D9, E7: iceA2 (334 bp)阳性; F2: iceA2 (439 bp)阳性; E1, E2, E5: iceA2 (549 bp)阳性; 

F1: iceA2 (229 bp+334 bp)阳性; D1-D3, D5-D6, D8, D10, E4, E6, E9: iceA2阴性.
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cagA与消化性溃疡密切相关[24-25]. 而关于iceA
各基因与疾病的关系, 不同国家不同地区的报

道差异很大: van Doorn et al [10]对荷兰地区94例
胃黏膜标本的研究以及Caner et al [26]对土耳其

46份菌株的研究, 均提示iceA1与消化性溃疡有

很强的相关性; 而iceA2则与慢性胃炎的联系紧

密. 巴西有报道称iceA2与慢性胃炎的发生密切

相关[19]; 另有学者认为iceA2与消化性溃疡密切

相关, 而iceA1与消化性溃疡成负相关[27]; 另有研

究认为iceA1与慢性胃炎的发生有关[28], 而大多

数亚太地区的研究显示iceA与临床结局无相关 
性[16-17,29]. 

本研究没有发现cagA , iceA1与iceA2及其不

同组合在慢性浅表性胃炎、慢性萎缩性胃炎、

消化性溃疡、胃癌中的分布存在差异. 我们分

析推测与下列因素有关: (1)cagA基因在不同的

H pylori菌株中显示出一定的多态性, 基因中存

在较多的DNA重复序列, 从而导致不同CagA蛋

白变异体的出现; (2)iceA在大多数H pylori菌株

中可能并不是编码一个功能蛋白, 而是在其转

录水平调节腺嘌呤甲基转移酶yIM的表达, 通过

DNA甲基化水平的改变来调控相关毒素基因的

表达, 从而间接参与H pylori的致病作用[30]; iceA
的表达与宿主黏膜的应答密切相关, 由宿主因

素决定的翻译水平与疾病的发展密切相关 [31]; 
(3)H pylori菌株基因型别存在地域差异; (4)临床

结局除与细菌本身有关之外, 还与宿主以及细

菌与宿主之间的相互作用等因素有关; (5)存在

多种致病基因, 协同或者拮抗细菌的毒力.
目前, 对于cagA、iceA之间的协同作用及

其与胃十二指肠疾病之间的关系还不清楚. 各
地报道也有差异. Peek et al以及国内部分学者

认为cagA和iceA1可能存在协同作用[7,21]. 而van 
Doorn et al [10]的研究显示相反的结果. 我们的研

究显示, iceA基因与cagA基因存在相关性, 西安

地区H pylori菌株iceA与cagA可能有协同作用, 
基于我们的样本例数较少, 并且本地区iceA基因

以及cagA基因的阳性率都较高, 此结果有待于

进一步研究与分析.
iceA2基因含有105个核苷酸的重复序列[10], 

可以显示不同的类型. 本研究发现, 西安地区

iceA2的基因结构具有很大的遗传异质性, 分别

发现有229、334、439、549、229 bp+334 bp同
时具有的基因片段. 229 bp与334 bp 2个条带的

同时存在(占2.86%)提示有可能存在混合感染的

情况, 较国内其他地区少见. 我们推测iceA2基因

的不同类型的出现与其105个核苷酸的序列重

复次数有关, 这也许是iceA2基因多样性地区差

异的表现类型. 由于本研究iceA2阳性例数较少, 
未发现iceA2基因型变异在不同疾病之间显著性

差异. iceA2的变异性机制还有待于进一步研究.
值得一提的是, 本研究中由RUT筛选出的

101例患者胃黏膜H pylori阳性标本中, 有10例
ureC  PCR结果阴性. 提示RUT存在假阳性结果, 
可能的原因为碱性胆汁返流入胃, 污染胃活检

标本致其表面pH>6.0, 从而引起RUT试验弱阳

性, 亦或非H pylori类螺杆菌属细菌感染胃黏膜

亦可出现RUT试验阳性.
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Abstract
Hyperammonia theory has been thought 
as a most feasible mechanism of hepatic 
encephalopathy following liver injury. Astroglial 
swelling was reckoned as pathological basis 
of hepatic encephalopathy. Many assumed 
mechanisms include oxidative stress activation, 
mitochondrial permeability transition and 
glutamine theory, by which ammonia acts on 
astroglial swelling. Cytokins have influence on 
the development of hepatic encephalopathy. 
There are mutual effects of both ammonia and 
cytokines inducing hepatic encephalopathy.

Key Words: Ammonia; Cytokine; Hepatic encepha-
lopathy; Astroglial swelling

Wang ZH, Liu P. Advance in roles of ammonia and 
cytokines in hepatic encephalopathy. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 1638-1642

摘要
氨假说被认为是肝损伤致肝性脑病重要机制
之一. 星状角质细胞水肿是肝性脑病的病理基

础, 而氨主要通过氧化应激激活、线粒体膜通
透性转变和谷氨酰胺假说造成胶质细胞水肿. 
细胞因子对肝性脑病的发生也存在着影响. 氨
假说和细胞因子作用对肝性脑病的发生存在
着一些共同机制. 

关键词: 氨假说; 细胞因子; 肝性脑病; 星状胶质细

胞水肿
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0  引言

肝性脑病起病急, 在一些导致肝衰竭的肝损伤

疾病和中毒中易被诱发, 表现为突然发作的精

神错乱、谵妄、昏迷, 有较高病死率[1-2]. 在肝性

脑病的病因研究中, 氨假说、细胞因子假说、

低血钠假说、苯二氨卓类受体假说等研究较广, 
其中氨假说、细胞因子假说引人注目, 研究最

多. 本文重点对氨假说、细胞因子假说的研究

进展作一综述. 

1  肝性脑病的病理基础

尸体解剖和动物实验发现脑水肿和星状胶质细

胞水肿是肝性脑病的病理基础[3]. 甚至在急性肝

损伤疾病的死亡病例中, 约有30%的患者死于

脑水肿和颅内高压导致的脑疝[4]. 在急性肝衰竭

患者中, 弥散加权磁共振成像发现细胞水肿现

象, 表现为细胞内水份的堆积而造成细胞外间

隙的狭小[5]. 在慢性肝损伤导致的脑衰竭疾病中, 
星状胶质细胞常常表现阿尔茨海默Ⅱ型星形细

胞增生特征. 表现为星形细胞体积增大、核淡

染、染色质向核膜周边分布[6].

2  血氨与肝性脑病

血氨增高被认为是肝性脑病发生的主要病因. 
Bhatia et al研究发现动脉血氨浓度>124 μmol/L
与重型肝性脑病和脑水肿发生相关, 且预测死

亡率的精确度达80%[7]. 目前认为细胞水肿造成

®
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星状胶质细胞功能如清除兴奋性神经递质, 维
持胶质细胞-神经元连接作用失调, 进一步造成

神经元的损伤. 星状胶质细胞是脑内主要的细

胞成分, 数量上超过了神经细胞的9倍, 体积上

在脑皮质中甚至超过了1/3[8]. 即使是轻度的星状

胶质细胞水肿也能造成胞外间隙显著减小, 因
而星状胶质细胞体积的变化是造成脑细胞外液

容量改变的机制之一[9]. 而胞外间隙的减小限制

了分子在脑内的弥散, 且使得各种离子, 兴奋性

神经递质和神经毒性代谢产物的堆积, 继而造

成神经元损伤. 肝坏死患者发生脑水肿极为有

害, 而血氨升高被认为是造成脑水肿的最主要

原因之一[10]. 目前, 国内外关于血氨升高如何引

起星状胶质细胞形态改变机制的研究较多, 综
合起来, 包括有直接毒性作用, 氧化应激作用, 
线粒体通透性转变和谷氨酰胺等学说. 其中, 谷
氨酰胺机制包括传统的谷胺酰胺渗透机制和近

年来提出的特洛伊效应[11-12]. 
2.1 氧化应激作用 氧化应激作用是肝性脑病中

氨致神经元毒性的重要机制之一. 原因如下: (1)
在动物模型和星状胶质细胞培养中, 胞外氨浓

度增高造成了星状胶质细胞出现了脂质过氧

化现象. (2)氨浓度增高使得胶质细胞产生自由

基, 这在动物实验和体外细胞培养都得到了证

实. 自由基的产生可伴随谷胱甘肽水平的减少, 
同时可有抗氧化酶如谷胱甘肽过氧化物酶, 超
氧化物歧化酶的降低. (3)证实了氧化应激在体

内外均能造成星状细胞的水肿. 一些抗氧化物, 
如超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、维生素E能
阻止此效应. (4)在肝性脑病动物模型中发现NO
合成酶的活性和基因表达水平增高, 且使用NO
供体如亚硝基乙酰青霉胺(S -nitroso-N -acety l-
penicillamine, SNAP)和3-吗啉-斯德酮亚胺(3-m
orpholinosydnonimine, SIN-1)使得体外胶质细胞

肿胀, 而用NO合成酶抑制物N -硝基-L -精氨酸甲

酯(N -nitro-L -arginine methyl ester, L -NAME)则
使得水肿减轻. (5)目前使用的有效缓解肝衰竭

患者脑水肿治疗措施中, 如低温疗法、N -乙酰

半胱氨酸、甘露醇和吲哚美辛都具有抗氧化或

抗炎效应. 目前认为氧化应激作用的机制有造

成胞膜和线粒体损伤, 使得离子转运系统功能

转变等[12-16]. 
2.2 线粒体通透性转变 氨浓度增高使得体外培

养的星状胶质细胞发生线粒体通透性改变, 这
可能与氨的氧化应激作用及促钙内流的效应有

关. 整个过程具有钙离子信赖性, 表现为线粒体

通透性转换孔突然开放, 造成了线粒体内膜的

塌陷, 对质子、电子以及其他溶质通透性增加, 
进而导致线粒体功能不全, 能量衰竭以及自由

基的产生. 严重时, 甚至造成胶质细胞的凋亡或

坏死[17]. 其过程能被环孢素A所特异性阻断. 这
种效应导致星状胶质细胞水肿可能与产生氧化

应激以及能量供给不足有关[18]. 
2.3 谷胺酰胺机制

2.3.1 谷胺酰胺渗透物质学说: 在急性肝衰竭患

者中, 在星状胶质细胞谷氨酰胺合成酶作用下, 
血氨升高使得其代谢产物谷氨酰胺浓度升高. 
胞内谷氨酰胺作为渗透物使得胞内渗透压增加, 
从而继发水分子内流, 造成星状胶质细胞水肿. 
同时, 为了平衡渗透压, 胞内渗透压调节物肌醇

逸出胞外使得细胞对氨损伤敏感性增加[12]. 
2.3.2 特洛伊效应: 许多研究观察表明上一学说

具有相当的可疑性. Zwingmann et al发现在急性

肝衰竭中谷氨酰胺浓度并不与细胞水肿相关[19]. 
低氧治疗脑水肿并不伴随谷氨酰胺氨浓度的降

低. Jayakumar et al认为氨致星状胶质细胞水肿伴

随胞质谷氨酰胺水平延迟增高甚至不伴增高[16]. 
然而, 谷氨酰胺在脑水肿机制中具有极为重要

的作用. 事实证明, 谷氨酰胺合成酶抑制剂L -蛋
氨酸磺酸盐(methionine sulfoximine)能够有效阻

止脑水肿和颅内高压的发生[20]. 微透析法测得

脑谷氨酰胺的水平与颅内压水平具有相关性[21]. 
对此, 一些学者提出了特洛伊效应, 认为在氨与

谷氨酸合成谷氨酰胺之后, “秘密”进入线粒

体, 在激活的磷酸化的谷氨酰胺酶作用下释放

出氨, 进一步造成了自由基的产生, 线粒体膜通

透性转变效应, 最后导致了细胞水肿[11-12]. 
2.4 其他 还有学者认为氨造成细胞水肿发生可

能与能量衰竭有关, 主要为限制α-酮戊二酸脱

氢酶作用和刺激大量乳酸的产生[22-23]; 可能与信

号蛋白激酶机制有关, 丝裂原活化蛋白激酶可

能是星状胶质细胞水肿的原因之一[24]; 甚至和

基因表达改变有关, 研究发现在急性肝衰竭模

型中, 谷氨酸转运体, 外周苯二氨卓类受体和四

型水通道蛋白表达都有所改变[25].

3  细胞因子与肝性脑病

氨中毒在肝衰竭致肝性脑病中并不是唯一机制. 
首先, 在急性肝衰竭中, 即使是设立血氨>200 
μmo l/L标准, 也不能确立患者完全发生肝性脑

病[26]. Ong et al研究得出血氨和肝性脑病具有一

定的相关性, 但两者水平相互间存在着重叠[27]. 

■研发前沿
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细胞因子的内皮
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穿过血脑屏障机
制均有过报道.



www.wjgnet.com

1640                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2009年6月8日      第17卷     第16期

甚至在一些肝性脑病患者中存在正常值范围内

的血氨水平[28]. 而2例对照研究中肝硬化志愿者

注射氨液并未发生肝性脑病[29]. 因此, 人们认为

还存在着其他机制影响着肝性脑病的发生. 一
些学者发现外周血炎性细胞因子和肝衰竭致肝

性脑病的发生具有一定的关联[4,30-31]. 
3.1 外周炎性细胞因子作用机制 由于血脑屏

障的存在, 大分子非脂溶性物质包括细胞因子

(15-20 kDa)不能进入内皮细胞脑侧. 然而, 通过

“细胞因子介导血管内皮细胞活化”作用, 某
些细胞因子如TNF-α、IL-1和IFN-γ影响内皮细

胞间黏附因子(内皮细胞-白细胞黏附因子、细

胞间黏附因子、血管内皮细胞黏附因子)的表

达, 从而造成了大分子在血脑屏障的逃逸[32]. 活
化作用主要表现为细胞因子激活诱导型NO合成

酶的活性, 使得具有细胞毒性的活性氮化合物

持续性增加[33]. 我们的实验证明了, 在大鼠急性

肝衰竭模型中, TNF-α造成了血脑屏障对伊文思

蓝可逆性通透性增加[34]. 体外实验也有类似的报

道[35]. 一些研究表明外周细胞因子可以通过一

些途经影响脑功能[36-37]. (1)外周神经作用: 一些

外周炎性细胞因子, 通过激动存在于外周神经

组织, 主要是迷走神经上的IL-1受体, 对脑内产

生作用. (2)脑血管第二信使作用: 实验证明在外

周炎性细胞因子作用于脑血管后, 存在着血管

内皮内NO合成酶mRNA高表达和COX-2 mRNA
表达现象. (3)穿透脑屏障和绕过脑屏障作用: 
Banks et al发现人重组IL-1α可通过皮下注射进

入脑组织, 提示了脑屏障中存在细胞因子饱和

性转运机制, 甚至细胞因子可以进入缺乏血脑

屏障的脑组织, 如松果体、脑末端血管球等, 继
而引起其他脑实质的变化[38].  
3.2 中枢炎性细胞因子作用机制 中枢细胞因子

对比外周细胞因子更容易产生神经作用, 且比

外周细胞因子作用大. 在脑内, 主要由激活的小

胶质细胞和星状胶质细胞产生细胞因子. 早期

主要产生TNF-α, 继而诱导IL-1和IL-6产生. 在肝

性脑病患者中, 一些炎性细胞因子总是同时升

高, 且颅内压力的增高和肝性脑病程度具有一

定的相关性. 一些研究表明, 炎性细胞因子之间

存在着一定的协同作用, 相互作用比单一效应

更能引起神经细胞和胶质细胞的损伤. 这都揭

示着细胞因子作用之间的网络效应. 炎性细胞

因子对于神经的损伤作用主要通过激动NMDA
受体产生效应以及促进诱导型NO合成酶的表

达, 可进一步产生关键酶的蛋白质酪氨酸效应, 

使谷氨酸转运体失活, 谷氨酰胺酶磷酸化激活. 
这也揭示着氨-细胞因子-谷氨酰胺之间存在一

定的关联和共同途径[4,31,39]. 

4  氨和细胞因子的共同机制

一些学者认为外周细胞因子和氨造成肝性脑病

协同作用和可能协同作用. 有人报道TNF-α能
增加大鼠皮质和纹状体的外周苯二氨卓类受体

表达[40], 体外实验也证明了这一点[41]. 血氨增高

使得星形胶质细胞对γ-氨基丁酸吸收减少, 使
GABA受体传入电位增高[42]. 两者的协同作用使

得GABA受体复合体抑制性电位传导增多, 因而

肝性脑病偏向抑郁性发作[4,43]. 炎性细胞因子诱

导脑血管内皮细胞NO合成酶的表达, 扩张脑血

管从而增加脑血流, 引起颅内压增高. 在急性肝

衰竭中, 血氨和颅内压增高有一定的关联. 因此, 
细胞因子和氨造成的颅内压增高有无协同作用, 
共同机制, 值得进一步探讨[44]. Lockwood et al使
用临床PET检查证实了肝性脑病情况下, 血脑屏

障对氨的通透性增加, 其差别有显著意义[45], 其
数据得到另外一些实验的支持[46-47]. 但也有相反

的研究报道[48-49]. 近年数位经进一步论证还是支

持了Lockwood et al的实验结果[50-51]. 体外实验证

实了TNF-α和IL-6增加脑内皮细胞模型中氨的

通透[52]. 究竟细胞因子在体内能否引起血脑屏障

的通透性改变, 如果影响又是何机制, 尚未得到

证实.

5  结论

肝衰竭所致肝性脑病的机制复杂, 目前国外热

衷于研究氨假说和细胞因子作用以及其他学说

分别及共同的作用, 成果较以前有着重大的进

步, 但离结论尚有较远的距离. 从基础研究来看, 
氨和细胞因子在致病作用中起着较为关键的作

用, 但正如文中所述, 氨在进入脑中枢的过程和

进一步的作用, 其过程和作用是否得到细胞因

子的“帮助”值得人们去探讨. 从临床上来说, 
使用肠道降氨类药物如乳果糖和新霉素和注射

降血氨药物如L -鸟氨酸-L -门东氨酸(ornithine-
aspartate, OA)对肝衰竭致肝性脑病患者有着较

好的疗效, 静脉滴注高渗葡萄糖和甘露醇等脱

水药也能很好的防治脑水肿, 这些都能使得部

分肝衰竭患者免于诱发肝性脑病, 得到很好的

救治. 也许将来采用拮抗炎性细胞因子制剂和

使用定位脑中枢的抗氧化药物等措施也会成为

肝性脑病患者治疗手段. 

■相关报道
目前认为外周血
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Abstract
Acute pancreatitis can lead to bowel dysfunction, 
including the intestinal barrier injury and 
intestinal motility disorder. A large number of 
pathogenic bacteria will breed and transfer to 
other organs through the damaged intestinal 
mucosa, which can aggravate pancreatitis and 
cause multiple organ dysfunctions. In this 
paper, the pathogenesis and treatment of acute 
pancreatitis with intestinal dysfunction are 
summarized.

Key Words: Acute pancreatitis; Bowel dysfunction; 
Pathogenesis; Treatment
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摘要
急性胰腺炎可导致肠道功能障碍, 包括肠道屏
障损伤和肠道动力障碍, 此时肠道中滋生大量
致病菌, 他们可通过破损的肠黏膜易位至其他

器官, 加重胰腺炎病情, 并可引起多器官功能
障碍. 本文综述了近年来急性胰腺炎肠功能障
碍的发病机制和治疗进展.  
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP), 特别是重症

急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)可伴

有麻痹性肠梗阻, 肠黏膜屏障损害, 肠道细菌

和内毒素移位, 引起肠源性感染, 甚至可引起

多器官功能障碍, 随着研究的不断深入, 病死

率已由20世纪80年代的70%-85%, 降至近年的

10%-20%. 本文对AP肠功能障碍的发病机制和

治疗作一综述. 

1  AP肠道功能障碍的发生机制

1.1 肠道屏障损伤

1.1.1 肠道机械屏障损伤: 肠黏膜上皮细胞层的

完整性及上皮细胞间的紧密连接, 形成了机体

防止肠道内细菌发生移位的机械屏障, 是保持

肠屏障功能的主要因素. 许多临床与动物实验

均证明SAP存在肠机械屏障损害, 主要表现为

黏膜细胞凋亡、血液循环障碍以及大量炎性

介质激活介导的黏膜损伤. (1)肠黏膜细胞凋亡: 
Kudari et al [1]通过制造AP模型观察到大肠绒毛

上皮细胞在急性期即出现凋亡, 伴随病程的延

长会出现肠道组织明显损伤. 癌基因中bcl-2是
备受关注的与细胞凋亡相关的基因之一, bcl-2
抑制凋亡, bax诱导细胞凋亡. 有人在胰腺炎中

发现肠黏膜bcl-2表达下降, 而bax表达上升[2]. 在
SAP中, caspase激活在加速细胞肠上皮细胞的

凋亡中起关键作用, 通过加速细胞凋亡破坏肠

黏膜, 引起肠道通透性增加以及内毒素移位[3]. 
Yasuda et al [4]观察胰腺炎造模成功6 h后, 即发

生回肠黏膜凋亡加快, 并且证实血小板活化因
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子水平与黏膜凋亡呈正相关, 说明血小板活化

可能加速了细胞凋亡. (2)血液循环障碍: 肠道低

灌注在AP并发肠道屏障功能损伤中发挥重要

作用, 尿液中肠脂肪酸结合蛋白(intestinal fatty 
acid binding protein, IFABP)升高是肠道缺血的

敏感指标; AP发生时, 由于严重炎症反应导致

大量液体丢失, 引起内脏血管收缩, 肠道缺血、

缺氧造成黏膜上皮的直接损伤以及缺血再灌注

带来的氧自由基继发性肠黏膜损伤, 造成了肠

黏膜通透性增加[5-6]. 临床上最严重的肠道缺血

表现为肠坏死、狭窄或瘘管形成. Hirota et al [7]

对120例胰腺炎患者进行了回顾性调查, 其中60
名重症患者合并缺血性肠坏疽(患病率为4.2%). 
Takahashi et al [8]通过对48例AP死亡者进行尸体

解剖, 发现其中13例存在缺血性小肠结肠炎. (3)
炎性反应介质: 已有越来越多的实验证明, 一些

细胞因子、炎性产物在肠黏膜屏障损害中起关

键作用. 核因子-κB(NF-κB)是一种具有多向转

录调节作用的蛋白质, 活化的NF-κB能与DNA
特定的κB位点结合, 启动和调节众多炎性介质

参与炎性反应、免疫反应有关基因的转录. Gray 
et al [9]报道胰腺炎会引起NF-κB的大量激活. 国
内学者顾新华 et al [10]发现SAP大鼠肠黏膜内出

现NF-κB-P65大量表达, 且在造模后3 h达到高

峰, 以后逐渐减少, 说明在SAP早期肠道黏膜内

NF-κB就有大量活化, 介导肠道黏膜损害, 扩大

炎症反应. 
1.1.2 肠道免疫屏障损伤: 肠道免疫屏障主要由

分泌至肠黏膜表面及肠腔中的免疫球蛋白和肠

道黏膜内以淋巴细胞为主体的肠道相关淋巴组

织共同构成, 可以阻止细菌穿过肠壁, 并且能够

捕获黏膜内的细菌, 因此肠道免疫损伤在其屏

障损伤中发挥着不可忽视的作用. 分泌型免疫

球蛋白A(secretory immunoglobulin A, sIgA)是机

体内分泌量最大的免疫球蛋白, 是构成肠道免

疫屏障的主要组成部分, 对肠道菌群中的G-杆

菌具有特殊亲和力, 而后者是创伤后细菌移位

及脓毒血症的主要病原菌, 因此, sIgA是保护肠

道屏障的重要物质. 实验发现, SAP大鼠肠内容

物中sIgA含量较对照组明显减少, 同时血清中

TNF-α含量显著升高, 且血清中TNF-α含量与肠

内容物中sIgA含量呈显著负相关, 这表明在SAP
时TNF-α与肠道免疫屏障破坏有关, 其机制可能

为SAP时TNF-α直接破坏肠黏膜上皮细胞, 引起

肠道微循环障碍, 肠黏膜缺血缺氧破坏了肠道

免疫细胞生存环境, 使肠道免疫屏障储备耗竭, 
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免疫细胞分泌功能减退. TNF-α还引起肝脏损

伤, 使sIgA合成减少, 导致肠内容物中的sIgA含

量减少, 肠道免疫屏障受到损伤[11]. 
肠道相关淋巴组织是免疫屏障的一个组成

部分, 他包括黏膜固有淋巴细胞、浆细胞、淋

巴滤泡、肠壁集合淋巴组织和肠系膜淋巴结. 
肠道固有淋巴细胞主要包括IgA浆细胞CD4+ T
辅助细胞. Qiao et al [12]在胰腺炎大鼠发现, 肠道

黏膜固有层CD3+ T和CD4+ T细胞亚群百分比较

正常组显著降低, CD4+/CD8+比值下降. CD4+ T
细胞作为肠道固有淋巴细胞, 是肠道免疫屏障

一个组成部分, 他的比例减少会影响肠道免疫

功能, 破坏其抵御细菌的能力. 
1.1.3 肠道化学屏障损伤: 肠道内的各种消化液, 
包括胃酸、胆汁、胰液、肠液等共同构成了肠

道的化学屏障. AP时由于长期禁食, 缺乏食物对

肠道的有效刺激, 肠蠕动减弱, 黏液分泌减少, 肠
上皮更新减慢, 中和毒素能力下降, 肠腔内细菌

过长, 从而促进细菌移位. SAP时, 肠黏膜血供减

少, 黏膜表面绒毛变短, 杯状细胞脱落或功能下

降, 黏液分泌减少, 肠黏膜的化学屏障因之受损, 
进而导致肠道细菌和内毒素进入血液循环[13-14].
1.1.4 肠道生物屏障损伤: 健康机体的肠道内存

在大量细菌和其他微生物, 不同种类的肠道细

菌之间维持着精细而复杂的平衡状态, 共同构

成了肠道的生物屏障. Romond et al [15]通过制作

感染人类菌群的小鼠模型, 研究了双歧杆菌属

与肠道细菌易位的关系, 发现双歧杆菌可以抑

制肠道细菌易位到血液、肝脏和肺脏, 而脆弱

类杆菌可促进肠道细易位到血液、肝脏和肺脏, 
梭状芽孢杆菌在远端回肠对肠道细菌易位起到

加强作用. 双歧杆菌属可以抑制细菌易位, 而大

肠杆菌促进细菌易位, 所以, 大肠杆菌的数量增

加以及双歧杆菌减少, 破坏了肠道抵御细菌易

位的屏障功能. 有研究在AP大鼠造模成功后6或
12 h, 发现在结肠和远端回肠厌氧菌和双歧杆菌

明显减少, 而大肠杆菌的数量明显增加. 通过组

织细菌培养, 肠道细菌移居肠外器官也得到了

证实[16]. 这说明AP时破坏了肠道正常菌群之间

的平衡, 使肠道抵御细菌移位的生物屏障功能

大大降低. 
1.2 肠道动力障碍 AP并发肠动力障碍在临床

十分常见, 主要表现肠麻痹, 肠胀气. 移行运动

复合波(migrating motor complex, MMC)与肠道

运动功能有关, 他是起源于胃, 经小肠向下传

递的一段运动事件, 为空腹期的主要模式. 然
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而, MMC也可起自小肠的任何部位, 并由此向

下传递, 他周期越短肠道运动能力越强反之越

弱. 实验发现, 胰腺炎大鼠空肠MMC周期由正

常组的14.1±0.2增加到22.4±1.9, 且胰腺炎越

重空肠MMC周期越长, 说明胰腺炎是通过影响

空肠MMC周期来抑制肠道运动功能[17]. P物质

存在于小肠平滑肌兴奋性运动神经元中, 他可

以促进肠道运动, 因此他的减少会影响肠道动

力功能. Seerden et al [18]通过实验证实, 胰腺炎能

造成胃排空和肠道传输延迟, 其原因可能通过

抑制P物质使肠道肌束的收缩能力下降, 运动功

能减退. 肠道动力障碍还与胃肠激素的分泌量

有关, 其中胃动素(motilin, MTL)、胆囊收缩素

(cholecystokinin, CCK)会增强肠蠕动, 而血管活

性肠肽会抑制肠的蠕动. 国内学者徐敏 et al [19]发

现AP肠功能障碍患者的血清MTL、CCK 浓度

均较正常对照者显著下降.

2  AP肠道功能障碍的治疗

AP能引起肠道功能障碍已得到证实, 但就治疗

方法而言目前还没找到一种特效疗法, 现就目

前发现的一些方法进行总结. 
2.1 促进肠道屏障功能的恢复

2.1.1 抑制细胞凋亡、拮抗炎症反应: AP会加重

肠黏膜细胞凋亡, 因此抑制细胞凋亡可能起到

保护作用. Nakajima et al [20]通过AP大鼠发现胰

腺炎组大鼠肠黏膜凋亡加快, 绒毛高度明显降

低, 微血管密度下降, 并且存在细菌易位, 给予

血管内皮生长因子后, 可以明显降低细胞凋亡, 
改善绒毛高度, 增加微血管密度, 减少细菌易位. 
Shinzeki et al [21]发现经腹腔注射含氧perfluoro-
chemical(含氟化合物)在胰腺炎进展12 h后能使

肠道移至肠系膜淋巴结的细菌从60%降至37%, 
24 h后能明显降低细菌菌落检出率; 经TUNEL
对肠上皮细胞进行检测, 发现含氧per f luoro-
chemical能明显抑制肠上皮细胞凋亡, 保护肠道

黏膜完整性, 达到减少细菌移位的作用. 有研究

显示, 血小板活化因子拮抗剂lexipafant(BB-882)
可减少胰腺炎大鼠全身IL-1β水平及肠道白细胞

聚集, 降低肠黏膜通透性, 维护肠道的功能[22]. 随
机试验发现, 感染性休克患者应用血小板活化

因子拮抗剂治疗后, 能降低多器官功能障碍的

发病率[23]. 因此我们推测血小板活化因子拮抗剂

lexipafant(BB-882)应用到AP患者身上也会起到

保护肠道功能的作用.  
2.1.2 改善微循环: 许多临床与动物实验均证实

SAP存在肠道血液黏度增高, 微循环障碍, 因此

改善微循环可促进肠道黏膜屏障恢复. Juvonen 
et a l [24]发现胰腺炎时肠道血管低灌注, 通过猪

的胰腺炎模型证实了早期进行液体复苏能够

恢复肠道灌注, 进而防止多器官功能衰竭的形

成. 谷氮酰胺是一种特殊的氨基酸, 不仅有营养

作用, 而且药理作用也愈来愈受到人们的广泛

关注, 他是核酸、核苷酸和蛋白质的重要前驱

物, 有促进免疫、改善肠道微循环, 维持肠道机

能等功效, 其机制可能为通过改善肠道微循环

发挥保护作用. Foitzik et al [25]建立AP大鼠肠道

损伤模型, 在给予谷氨酰胺48 h后, 应用微循环

显微镜观察肠道微血管流量, 发现谷氨酰胺能

明显增加胰腺炎组大鼠肠道微血管血流量, 减
少肠道通透性, 降低胰腺炎死亡率. 胸段硬膜

外镇痛可以改善胰腺炎肠道黏膜灌注, F re i se  
et al [26]将30只胰腺炎大鼠分为治疗组和对照组

组进行研究, 发现对照组大鼠毛细血管灌注减

少, 毛细血管间区增加了24%, 血流量减少了

50%; 施行胸段硬模外镇痛后毛细血管灌注恢复

至正常, 血流量转为正常水平, 且胸段硬膜外镇

痛使胰腺炎大鼠的7 d生存率由33%增至73%, 证
实了胸段硬膜镇痛可改善肠道微循环并降低胰

腺炎死亡率. 
2.1.3 补充益生菌: 通过补充外源性益生菌, 调节

肠道菌群之间平衡, 减少细菌易位, 达到保护肠

道作用. van Minnen et al [27]将APSD大鼠分为安

慰剂组和益生菌治疗组, 应用实时定量PCR进

行大鼠肠道组织细菌定量, 结果发现安慰剂组

十二指肠潜在病源菌群为5.0±0.7 CFU/g, 而给

予益生菌治疗组十二指肠潜在病源菌群为3.5±
0.3 CFU/g(P <0.05); 安慰剂组易位至胰腺的细

菌为5.38±1.0 CFU/g, 而给予益生菌治疗组易

位至胰腺的细菌为3.1±0.5 CFU/g(P <0.05), 从
而说明益生菌能够抑制AP大鼠肠道病源菌的生

长, 维护肠道菌群之间平衡, 减少细菌易位. 早
期应用益生菌调节肠道菌群还有助于控制全身

炎症反应, 减少感染症并发症. Besselink et al [28]

设计的双盲安慰剂多中心随机对照试验, 将200
名AP患者随机分为益生菌组和安慰剂组, 腹痛

出现72 h后, 每天2次通过鼻腔肠管给予益生菌

治疗28 d或至出院, 结果发现益生菌治疗组感染

并发症明显低于安慰剂组. 近来研究发现, synbi-
otic2000(一种新的合生素由四种不同前益生菌

和益生菌高菌落单位组成)能够通过改善肠道菌

群, 降低胰腺炎多器官功能障碍的发生率. Oláh 

■创新盘点
本文着重介绍了
肠道屏障损伤在
急性胰腺炎肠道
功能障碍发生中
的 作 用 ,  包 括 肠
道机械屏障、免
疫屏障、化学屏
障和生物屏障损
伤 ,  尽 管 多 为 动
物实验研究结果, 
但为进一步的临
床研究提供了理
论基础.
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et a l [29]通过前瞻性随机双盲对照研究, 将62名
SAP患者随机分为synbiotic2000(治疗组)和益生

菌(对照组), 进行至少1 wk的治疗, 显示全身炎

症反应综合征和多器官功能衰竭总的发病率明

显不同(治疗组∶对照组为8∶14, P <0.05), 而且

晚期多器官功能障碍发生率治疗组明显低于对

照组, 所以早期进行synbiotic2000治疗, 可以降

低胰腺炎后期多器官功能障碍的并发症. 
2.1.4 合理的肠内营养: AP时长期禁食和胃肠

外营养可损伤肠黏膜屏障功能, 诱发细菌移位, 
掌握好进食时机对肠道功能恢复具有重要意

义. 目前主张早期肠内营养, 因为肠黏膜的新

陈代谢能量主要来自肠道营养物质, 肠内营养

可以保护肠黏膜屏障, 防止细菌和内毒素易位. 
Wojtuń et al [30]进行随机临床研究, 采用肠内营养

可以改善患者的临床症状和预后, 减少胰腺炎

的并发症和死亡率, 缩短患者的住院周期, 降低

花费. Casas et al [31]对22例SAP患者随机分为肠

内营养组和肠外营养组, 结果在治疗10 d内两组

患者的C-反应蛋白、TNF-α、IL-6水平; 前白蛋

白, 白蛋白含量没有明显差异, 但肠外营养组有

7例出现了严重并发症, 而肠内营养组4例出现

严重并发症; 另外肠外营养组有3例需要手术治

疗, 2例患者死亡, 而肠内营养组没有出现需要

手术治疗和死亡的患者, 因此认为肠内营养有

利于减轻胰腺炎患者并发症, 降低死亡率. 早期

进行肠内营养, 还可以减少胰腺坏死、胰腺脓

肿等胰腺感染并发症[32], 另外给予肠内营养的方

式不同也会起到不同的治疗效果. 无论口服、

鼻胃管、鼻十二指肠管进行肠内营养均会刺激

胰液分泌, Kaushik et al [33]发现中远端空肠置管

给予营养元素可以避免刺激胰液分泌, 起到更

好的肠内营养的效果. 
2.1.5 肠道清洗: AP引起肠道屏障功能损伤, 大量

细菌移位肠外器官, 肠道在全身炎症反应并发

症中发挥重要作用, 肠道清洗可能会减轻肠道

损伤, 减少细菌移位, 从而降低胰腺炎病情. 孙
君军 et al [34]选择40例发病在72 h内的SAP患者, 
随机分为治疗组(20例)和对照组(20例). 治疗组

患者入院后即行常规治疗, 1%利多卡因经肾囊

行胰周区域封闭术和稀碘伏液清洁灌肠术; 经
上述治疗, 如病情持续恶化, 则中转手术, 术中

行胰区和肠系膜上动脉周围区域用1%利多卡因

直接封闭, 术后经胰区引流管间断快速滴入1%
利多卡因以代替肾囊封闭术; 术后的其他治疗

同非手术病例. 对照组行常规保守和/或手术治

疗, 结果证明经肾囊胰周区域封闭及用药、稀

碘伏清洁肠道法等治疗能有效防治SAP的恶化

发展, 预后好, 且技术简单、费用低、住院时间

短. Yol et al [35]将40只胰腺炎大鼠随机分成2组, 
第1组经开腹胃穿刺术将硅胶管引入空肠近端, 
将大量聚乙二醇3500注入空肠进行6 h的全肠道

冲洗; 第2组不予任何治疗, 结果显示72 h后治疗

组血淀粉酶、乳酸脱氢酶、乳酸、丙氨酸转氨

酶均明显低于非治疗组, 治疗组肠系膜细菌阳

性率为30%, 而非治疗组为90%, 治疗组仅有1只
检出远端细菌移位(肝脏), 而非治疗组检出8只
(肝脏5、脾脏2、胰腺1); 剩余大鼠治疗组存活

时间(11 d)远远高于非治疗组存活时间(6.8 d). 
所以全肠道冲洗能减低胰腺炎血中酶类, 减少

肠道细菌移位, 延长存活时间. 
2.2 改善肠动力障碍 AP, 尤其是SAP, 由于应激

反应和腹腔神经丛受炎性肠液刺激, 以及胃肠

激素变化, 引起肠道运动功能减退, 甚至麻痹性

肠梗阻, 因而改善胃肠麻痹, 恢复肠动力和吸收

功能, 是AP的治疗目标之一. 促动力剂能促进胃

肠蠕动, 克服因各种原因引起的胃肠动力不足. 
5-羟色胺受体激动剂Tegaserod, 作为促动力剂的

一种, 能改善肠道动力障碍. Seerden et al [36]应用

25个玻璃球灌胃后不同时间段测量他们的运动

变化来反映小肠动力功能, 发现AP组小鼠小肠

动力明显下降, 给予Tegaserod后能明显改善小

肠动力障碍, 利用Trendelenburg装置(胃肠电生

理活动检测仪)对结肠蠕动进行观察发现, AP组
蠕动波幅下降, 蠕动收缩间歇增加; 给予Tegas-
erod能缩短结肠蠕动收缩间歇. 即5-HT4受体激

动剂Tegaserod能改善AP诱导的肠动力障碍. 红
霉素是一种大环内酯类抗生素. 1984年Ittoh 和
Pilot et al相继研究证实红霉素具有促胃肠动力

作用, 此后各国学者对红霉素的促动力作用做

了大量研究. 红霉素的促胃肠动力作用及机制

研究表明其对全胃肠道均有不同程度的促动力

作用, 促进胃窦收缩, 改善胃窦、十二指肠功能

的协调性; 诱导胃肠道移行复合运动(MMC);促
进结肠运动及胆囊收缩等. 目前认为红霉素的

促动力机制主要是一种胃动素激动剂. 傅凤霞  
et al [37]由胆总管逆行注射牛黄胆酸钠诱导大鼠

AP, 随后分别灌服清胰汤和红霉素, 并设对照组

进行比较, 结果表明, 小剂量的红霉素没有杀菌

抗炎的作用但可以改善AP的胃肠动力. AP早期

进行胃肠减压, 应用硫酸镁、杜秘克可起到促

进肠蠕动的作用. 

■应用要点
在临床上补充益
生菌、尽早给予
肠内营养、肠道
清洗和应用促动
力剂等措施可有
效改善急性胰腺
炎患者的肠道功
能障碍.
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早在20世纪70年代就有中药“大承气汤”

促进胃肠蠕动, 增强运动功能和增加肠道容积

的研究报告. 一些方剂如: 柴胡、枳实、厚朴、

玄明粉均促进小肠蠕动, 前两者还能促进胃排

空, 生大黄促进肠蠕动与收缩功能. 潘泻苷是一

种天然的泻剂和利胆剂, 他能促使肠黏液增加, 
杯状细胞增殖, 肠细胞修复, 肠能动性恢复[38]. 清
胰汤通过刺激肌电活动加快胃肠蠕动改善肠道

动力紊乱[39]. 近年来发现电针能改善AP患者的

肠动力障碍, 王新宇 et al [40]将94例AP患者, 分为

电针治疗组56例和对照组38例, 两组在予以抗

感染、抑制胰腺分泌、改善微循环、胃黏膜保

护剂同时, 电针治疗组选取双侧足三里、上巨

虚、悬钟、公孙、太冲, KWD2808 Ⅰ多功能电

针治疗仪电针治疗, 每次60 min, 每日2次, 共5 d, 
结果显示电针能显著提高AP患者的胃肠动力. 

目前改善AP胃肠动力的方法不多, 还没有

发现一种能改善AP肠动力功能的特效疗法.

3  结论

AP易并发肠道功能障碍, 其发病机制尚不明确, 
他可能与肠道屏障损伤(包括肠道机械、免疫、

化学和生物屏障损伤)及肠道动力障碍有关. 在
治疗上包括通过抑制细胞凋亡、抗炎症反应、

改善微循环、补充益生菌、给予合理的肠内营

养和肠道清洗等以改善AP肠道屏障损伤, 应用

促动力剂和中医疗法改善肠动力障碍等方面, 
尽管取得了一定的疗效, 但目前多以动物实验

研究为主, 尚缺乏大样本的临床对照研究. 
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Abstract
IL-23 belongs to IL-12 family and is composed 
of IL-23 P19 and IL-12 P40 subunits. IL-23 func-
tions through a receptor complex consisting 
of an IL-12Rβ1 and a specific IL-23R chain in T 
cells, induces activation of Stat1, Stat3 and Stat4, 
and triggers T cells to produce IL-10 and INF-γ. 
Additionally, IL-23 induces the differentiation 
of native CD4+ T cells into highly pathogenic 
Th17 cells that produce IL-17, IL-6 and TNF-α, 
and subsequently causes chronic colitis. Recent 
studies have demonstrated that the IL-23/IL-17 
axis plays a critical role in the pathogenesis of 
inflammatory bowel disease (IBD) and may rep-
resent a target for therapeutic intervention for 
IBD. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Inter-
leukin-23; Interleukin-17; Mucosal immunology; 
Receptor
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摘要
IL-23属于IL-12家族, 他可由IL-12 P40亚单位
和IL-23 P19亚单位通过二硫键形成的异二聚
体分子, 通过结合T细胞表面上的受体复合物
(IL-12Rb1和IL-23R构成)激活Stat1、Stat3及
Stat4信号传导通路, 诱导IL-10和INF-γ的产生. 
IL-23还可以诱导初始CD4+ T细胞分化为具
有致病性的Th17细胞, 并生成IL-17、IL-6和
TNF-α, 引起慢性结肠炎症的发生. 研究发现, 
IL-23/IL-17轴在炎症性肠病的发病机制中可
能处于关键地位, 并有望成为新的治疗靶点.

关键词: 炎症性肠病; 白介素-23; 白介素-17; 黏膜

免疫; 受体
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包
括克罗恩病(Crohn's disease, CD)和溃疡性结肠炎

(ulcerative colitis, UC), 其病因和发病机制仍不清

楚. 目前大多学者认为肠壁黏膜免疫调节异常、

持续肠道感染、肠壁黏膜屏障缺损、遗传和环

境等因素共同参与该疾病的发生发展[1-3], 其中

先天性免疫和适应性免疫调节异常在IBD中发

挥着重要的作用. 而这些免疫系统所分泌的细胞

因子在IBD的发生和发展过程中发挥着重要的

作用, 其在时间和空间的协调发展控制和加剧了

IBD的炎症发展和变化[4-5]. IL-23是IL-12分子家族

中的促炎性细胞因子, 具有十分复杂的生物学功

能, 参与机体控制感染和自身免疫性疾病发生[6-8]. 
本文重点讨论IL-23对IBD的免疫调节作用.

1  IL-23生物学作用

根据辅助性T细胞产生的不同细胞因子及其功

www.wjgnet.com
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■背景资料
炎症性肠病包括
溃疡性结肠炎和
克罗恩病, 近年来
发病率有逐年上
升的趋势, 根据国
内文献报道 ,近5
年的病例数是20
世纪90年代同期
的8倍. 但是具体
的病因还不是十
分清楚, 因而临床
上仍不能完全根
治. 大多数学者认
为免疫失调是造
成本病发生发展
的重要因素之一, 
而免疫系统分泌
的细胞因子又在
本病发挥着至关
重要的作用. 其中
IL-23是近年来研
究的热点, 他与多
种自身免疫性疾
病、肿瘤, 炎症都
密切相关. 本文就
其与炎症性肠病
的关系作一阐述. 

■同行评议者
张筱茵 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学西
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能异质性而划分为Th1/Th2细胞, 使细胞免疫学

进入了一个新时代[9]. IL-12是由一个P35和一个

P40亚基构成的异二聚体, 很多研究结果表明, 
IL-12在促进Th1免疫应答及促进宿主对细胞内

病原体的防御发挥关键作用[6]. 此外, IL-12在驱

动Th1应答的过程中可以促进一些自身免疫性

和炎症性疾病的发生[10]. 2000年, 美国科学家[7]

在调查IL-6螺旋形细胞因子家族序列数据库时, 
发现了一种新型的蛋白质分子, 由于其相对分

子质量在人类和小鼠中分别为18.7 kDa和19.8 
kDa, 故命名为P19. 研究发现只有P19和IL-12 
P40亚单位协同表达时, 才能促进P19的分泌, 并
且无论是使用针对P19或者IL-12 P40的特异性

抗体均能使二者发生免疫沉降, 提示体内IL-12 
P40和P19可能形成某种复合物发挥作用. 在将

该复合物进行SDS凝胶电泳加银染色分析后证

实该复合物是由P40和P19通过二硫键形成的异

源二聚体, 类似于IL-12的结构(由P40和P35通
过二硫键形成的异二聚体), 命名为IL-23. IL-23
是由IL-12 P40亚单位和其自身P19亚单位组成

的异二聚体. 其受体系统与IL-12R(β1和β2)共享

了IL-12Rβ1亚单位, 另外其特异性的受体亚单

位、即为IL-23R[11].
I L-23的发现使我们必须重新评估I L-12

在炎症性疾病中的作用. C u a e t a l [12]发现在

实验性过敏性脑炎(experimental autoimmune 
encephalomyelitis, EAE)模型中, 基因敲除小鼠

IL-23 P19亚单位对EAE 的敏感性较野生型小鼠

明显降低, 而基因敲除小鼠IL-12 P35的敏感性

明显升高. 对共有亚单位P40基因敲除小鼠分别

使用IL-12和IL-23重组蛋白, 只有后者才能重新

形成EAE. 以上研究使人们重新认识IL-23而非

IL-12是介导这种自身免疫病发病的关键[12]. 在
此后的一系列研究中发现IL-23与许多疾病组织

炎症的发生密切相关, 其中包括类风湿关节炎

和肠道黏膜炎症. 此外研究证实IL-23在银屑病

患者的皮肤组织内表达明显增高, 在人类银屑

病中高表达的IL-23可以增加患者的皮损面积. 
小鼠真皮注射IL–23可以诱导皮肤呈银屑病样改

变, 同时IL-23还可促使IL-22、IL-17和TNF-α等
炎症因子的表达升高. 这些研究表明IL-23在皮

肤的自身免疫性炎症过程中发挥了至关重要的

作用[13].
既往对IL-12的抗肿瘤作用也已经有较好的

认识, 其抗肿瘤机制涉及固有性免疫和适应性免

疫, 其效应细胞包括T、NK和NKT细胞[14]. 基因
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敲除或抗体介导消除IL-23导致增加细胞毒性T
细胞的渗透入组织, 缺乏对化学物质的保护作用

从而诱导癌变[15]. Lo et al [16]发现IL-23和IL-12抗
肿瘤和抗肿瘤转移的活性明显不同, IL-12能迅

速引起肿瘤的消退, 而IL-23是在治疗后的一段

时间以后, 即在大部分动物模型中是在IL-23刺
激后的2-3 wk后才能起效. 另外经IL-23治疗的小

鼠模型在原有肿瘤消退后可以产生强烈的抗肿

瘤免疫记忆.
另外, IL-23在多种感染中都发挥着重要的

作用. Maclennan et al [17]在人类对沙门氏菌的免

疫反应中, 发现IL-23和IL-12起到了重要的作用, 
2005年, Happel et al [18]发现, 在对肺克雷伯氏菌的

免疫反应中, IL-23通过IL-23/IL-17轴的方式起到

了重要作用. 另外, 在百日咳杆菌[19]及白色念珠

菌[20]感染后都有重要的防御作用, 特别是在对革

兰阳性菌的反应中, IL-23发挥了重要的作用[18]. 
在结核杆菌感染后, 发现IL-23 P19分子在抗细

菌反应的高峰期表达明显升高, 在感染被控制以

后, 其表达水平逐渐降低. 以上结果均表明IL-23
分子可能是抗结核菌的一种调控因子[21-22]. 此外

在丙肝病毒感染过程中, IL-23能引起针对丙肝

病毒包膜蛋白(envelope protein 2, E2) CTL和Th1
型免疫反应比IL-12更为强烈、更为长久[23].

2  IL-23的分泌表达

研究发现, 一些病原微生物抗原通过结合树突

状细胞和巨噬细胞上的Tol l样受体, 诱导产生

IL-23, IL-23与表达在激活的免疫记忆型CD4+ T
细胞、CD8+ T细胞、NK细胞和少部分单核巨噬

细胞/树突状细胞上IL-23R结合相互作用[24-25], 激
活胞内Jak-Stat信号传导途径(主要包括Stat1、
Stat3、Stat4), 并且诱导INF-γ、IL-10和IL-17的
产生[11]. 但IL-23激活Stat主要是Stat3/Stat4构成

的异二聚体, 区别于IL-12的Stat4[8]. 在对小鼠的

研究中发现IL-12R复合物表达在幼稚T细胞上, 
而IL-23R表达活化T细胞上. 幼稚T细胞上有IL-
12Rβ2的表达, 可以促使初始T细胞的活化产生

IFN-γ, 而对IL-23的刺激无反应. 相反, 在记忆性

T细胞上, 有大量的IL-23R及极少量IL-12Rβ2表
达[24]. 这就证实在小鼠中为什么IL-23可以刺激

记忆性T细胞活化而IL-12却不行[7]. 在人类研究

中同样发现了IL-12和IL-23激活T细胞的作用, 
不同的是IL-12和IL-23均可以活化记忆性T细胞

的增殖和促进的产生[7]. 上述资料表明IL-23的一

个重要作用是通过促进T细胞向Th1记忆细胞分
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型小鼠明显降低, 
而基因敲除小鼠
IL-12 P35的敏感
性明显升高.
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化并产生细胞因子支持细胞免疫的.
早期研究发现IL-23和IL-12都可以通过活

化的T细胞诱导产生IFN-γ, 然而进一步的研究

发现IL-23与促炎症细胞CD4+ T的一个新的亚系

Th17密切相关, 他可以促进CD4+ T细胞分泌高

水平的IL-17[26]. 而Th17细胞和一些自身免疫性

疾病(EAE、胶原诱导的关节炎)有着直接的联

系. 这些密切的联系使我们认为在体内IL-23可
以直接诱导Th17细胞的分化, 但是研究发现促

进Th17细胞分化的是TGF-β、IL-6而不是IL-23, 
更进一步的研究显示出一些促炎症因子IL-1和
IL-21在Th17细胞分化过程中的作用替代了IL-6
的作用. 虽然IL-23不是Th17细胞分化所必需的, 
但他的作用是维持和扩大Th17细胞的功能[27],  
诱导Th17分泌促炎症细胞因子IL-17、IL-6、
TNF和少量的INF-γ, 同时IL-23在体外人脐血细

胞和小鼠脾细胞还可以诱导CD8+ T细胞产生

IL-17. 这些促炎症因子主要通过特殊转录因子

RORγt和STAT3产生, 另外其他的转录因子例如

ROR家族的另外一些成员RORα, IRF4和芳基

烃受体也被证明和这个传导途径相关, 这些炎

症因子相互作用, 促进炎症的发生[26-28]. Th17细
胞系代表血液系统促炎症CD4+ T细胞一个独特

分支, 他们与自身免疫性疾病的发生密切相关. 
在小鼠自身免疫性疾病模型研究中发现, 如实

验性自身免疫性脑炎和胶原蛋白诱导的关节炎

表明, IL-23在诱导自身免疫性疾病中起关键作

用, 并且导致Th17细胞在炎症组织中的累积. 在
黏膜免疫研究中, IL-23/IL-17轴却发挥重要防

御作用. 研究证明肺部胞外细菌感染如肺炎克

雷伯氏菌, 其中IL-23-/-小鼠和IL-17RA-/-小鼠表

现出死亡率比野生型老鼠易感性明显增加[28-29]. 
有人认为, 这种保护反应主要是IL-17能够提高

粒细胞的生成和肺组织对中性粒细胞的招募. 
另外, IL-23/IL-17轴对其他肺部感染, 包括肺炎

支原体[30]、结核分枝杆菌[19]、百日咳杆菌[19]及

白色念珠菌[20]都有重要的防御作用. 在这种情

况下, 保护IL-17可以有效地帮助趋化因子招募

Th1效应细胞[19]. Th17细胞除了产生IL-17, 同时

IL-6、IL-17F、IL-21、IL-22和TNF-α细胞因子

共同组成的大家族. 如果缺乏IL-23, Th17细胞将

会减少炎症因子的产生增加一个能够使EAE发
生逆转的细胞因子(即IL-10)的分泌. 这些研究结

果显示IL-23是Th17在适应内环境中选择性的分

泌细胞因子的一个重要因子[28].

3  IL-23在IBD中的免疫调节作用

近来研究发现, IBD的发生与病原微生物诱导一

些促炎症细胞因子(如IL-12、TNF-α)激活CD4+ 
T细胞的反应有关. 动物实验中发现, 通过使用

抗IL-12 P40 mAb治疗可有效地控制肠黏膜炎症

发展, 改善肠黏膜炎症反应[31]. 然而, 随着IL-23的
发现, 这种理论开始有了新的认识. IL-23主要是

通过微生物抗原或通过CD40分子激活树突状细

胞产生的, 应用抗IL-12 P40抗体同时抑制了IL-12
和IL-23, 那么在许多炎症疾病(包括IBD)中我们必

须重新评估他们的作用. 在T细胞移植诱导的慢性

结肠炎模型中选择性的使用IL-23特有的P19亚单

位mAb或利用基因敲除P19可以有效地缓解T细
胞依赖性结肠炎的发生[31-32], 同时在IL-10-/-的小鼠

自发性肠炎中也起到了抑制作用[33], 同样在先天

性免疫应答中IL-23在诱导肠道炎症的过程中也

起到了重要的作用, IL-23在淋巴细胞缺陷的转基

因小鼠会因感染H pylori而导致盲肠炎和结肠炎

的进一步发展, 并通过抗CD40单克隆抗体竞争性

的抑制炎症的进展[34], 相反仅针对性的抑制IL-12
生物学活性对先天性免疫介导的或T细胞依赖

的结肠炎的发展没有影响[31-32]. Krajina et al [24]利

用RAG-/-小鼠体内植入CD4+ T细胞后诱导慢性

结肠炎, 发现结肠黏膜固有层组织内树突状细

胞可表达高水平的IL-23 P19, 提示IL-23在Th1介
导的慢性结肠炎中可能起到了重要的促炎症作

用. 使用IL-23 P19操纵子建立的转基因小鼠, 发
现回肠末端黏膜固有层组织内CD11c+树突状细

胞表达IL23 P19/P40蛋白质, 且IL-23的表达直接

受肠道细菌抗原调节, 提示IL-23很可能参与肠

道黏膜慢性炎症的发生. 近期研究在小鼠中应

用抗IL-23 P19抗体能够缓解肠道炎症, P40亚单

位是IL-23与IL-12共有的, 所以应用IL-12 P40同
时可以减少两者的分泌. 另外在IBD, 尤其是CD
患者的炎症肠黏膜内IL-23 P19 mRNA水平比正

常黏膜组织有较明显增高, 且IL-23 P19 mRNA
水平与结肠镜下炎症分级成正相关关系[35]. 冯百

岁 et al [36]在人类IBD患者的外周淋巴细胞中发

现IL-23受体表达明显增高, 进一步说明IL-23与
IBD炎症的发生密切相关. 最近发现在CD患者

CD14+的巨噬细胞明显增高, 这些巨噬细胞在细

菌的刺激下高水平的表达IL-23和TNF-α并产生

IFN-γ, 而IFN-γ同时又促进了这些表达高水平的

IL-23的炎症巨噬细胞的进一步更加, 这就构成

了一个正反馈作用体系, 充分证明了人类肠道

炎症和先天性免疫系统的密切相关, 他们可以

■应用要点
IL-23/IL-17轴在
炎症性肠病的发
病机制中可能处
于关键地位, 并有
望成为新的治疗
靶点.
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通过细菌的刺激加强IL-23的产生[13].
在基因学研究中, 通过广泛的全基因组协

会研究大宗的IBD患者和健康志愿者推断IL-
23R几种基因多态性基因位点突变导致患者敏

感性或抵抗性增加从而导致IBD的发生[28], 但是

和IBD的严重性并不相关, 研究发现突变发生在

STAT3和IL-17及IL-17F时易导致IBD的发病. 尽
管许多IL23R不同的易感基因被发现, 但是这些

基因在疾病发生中的作用仍不清楚[37]. 在体外研

究中发现, 树突状细胞上的NOD2突变可以减少

对Th17管理能力, 同时降低IL-23产生的TLR2和
NOD2的激动剂相应减少, 促使IL-23分泌过多, 
导致炎症的加剧. 显然, 如何确定IL23R的突变

对IL-23在肠道的正常免疫保护作用的影响还需

要我们进一步的研究[38]. 
在最近的研究中发现IL-23/IL-17轴在维护

正常肠道稳态发挥重要作用, 虽然维持这种稳

态的细胞因子的活动还不是十分清楚. 例如, 在
正常健康小鼠, IL-23表达在末端回肠固有曾组

织内的树突状细胞[38-39], Th17细胞在肠黏膜固有

层中表达明显高于周围淋巴组织[28]. 在小鼠IBD
的研究中, 许多研究证实在肠道感染中IL-23通
过增加IL-17和一系列的细胞因子IL-1β、IL-6、
IFN-γ和TNF-α诱导肠道炎症的发生[23]. 另外Liu 
et al [40]在研究中发现通过应用抗TNF单克隆抗

体可以减少IL-23和IL-17的分泌, 同时肠道炎症

明显减轻, 这些研究证实了TNF、IL-23及IL-17
在IBD中的重要作用. 尽管在IBD中IL-23有明显

的致病作用, 但他在肠道预防感染中却发挥着

重要的作用. 研究发现IL-23-/-的小鼠对肠道细菌

感染的易感性和致死性明显(如枸橼酸杆菌感

染)[41], 但是IL-23缺失的小鼠感染枸橼酸杆菌后

发现Th17细胞的反应明显增强, 通过研究已经

证实在黏膜感染保护过程中发挥作用的是IL-23
而不是IL-17[41]. Kobayashi et al [42]在研究中证

实IL-23在IBD患者中促进Th17/IL-17的分化过

程中起到了重要的作用. 此外, 在许多T细胞依

赖的IBD模型中, Th1细胞在黏膜固有层的炎症

中占统治地位, 抑制Th1细胞可以使病情得到

缓解[31]. 最终的研究发现IL-23是通过先天性免

疫系统导致慢性结肠炎, 但是IL-23介导的肠道

炎症不一定涉及Th17细胞[19,31-33]. 这种IL-23和
Th17在肠道免疫病理中的区别对以后的治疗有

重要的影响. 另有相关的报道表明, CD与Thl细
胞因子如IL-12、TNF-α、INF-γ、IL-23密切相

关. 近来, 在CD患者炎症肠黏膜组织内发现有表

达IL-17的Th17细胞, 这些细胞参与诱导IL-22和
IL-23的分泌, 参与CD患者的黏膜免疫病理反应, 
而UC与Th2细胞因子如IL-4、IL-5有关, 这些问

题还有待进一步证实[26-28].

4  结论

近来发现IL-23在慢性肠道炎症小鼠IBD模型和

IL-23R的多态性对CD患者的易感性的影响中发

挥了至关重要的作用, 使他可能成为今后治疗

IBD患者一个重要靶点. IL-23的发现改变了传

统IBD观点主要是IL-12介导Th1反应. 在肠道炎

症中证实选择性表达IL-23通路可能有潜在有利

于全身免疫保护的途径, 而不是作为一个全身

性免疫抑制. 同时IL-23作为一种强有力的细胞

免疫刺激因子和调节因子, 仍具有良好的临床

应用前景, 由于其诱导IFN-γ的水平低于IL-12, 
因而不会出现IL-12临床应用时患者发生的伴有

血清中IFN-γ极度增高的严重的细胞毒反应, 更
适用于治疗感染性疾病和肿瘤. 通过基因敲除

IL-23, 不仅抑制肠道慢性炎症途径, 而且还可以

促进调节性T细胞(Treg)加强免疫耐受和维持肠

道内环境的稳定[43]. 然而, 我们也不能忽视 IL-23
和Th17相关的细胞因子对宿主的免疫保护作用

和肠道黏膜屏障功能, 以及Th17相关的细胞因

子协同IL-23介导肠道免疫保护或者肠道黏膜免

疫病理发生.
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Abstract
AIM: T o e x p l o r e t h e e f f e c t s o f 5 - a z a - 2 -
deoxycytidine (5-Aza-CdR) and trichostatin A 
(TSA) on biological behavior in MGC-803 Cells.

METHODS: MGC-803 cells were cultured in 
RPMI 1640 culture medium containing 100 g/L 
fetal calf serum. The cells in experiment were 
at logarithmic phase, and the number of vi-
able cells was 95%-98%. The trial consisted of 
five groups. (1) Blank control group: there was 
only culture medium and no cells or drugs; (2) 
Negative control group: there were cells, culture 
medium and no drugs; (3) 5-Aza-CdR group: 24 
h after inoculation, MGC-803 cells were treated 
with 10.0 μmol/L 5-Aza-CdR; (4) TSA group: 24 
h after inoculation, MGC-803 cells were treated 
with 300 μg/L TSA;. (5) 5-Aza-CdR+TSA group: 
24 h after inoculation, MGC-803 cells were 
treated with 10.0 μmol/L 5-Aza-CdR, and then 

treated with 300 μg/L TSA after 24 h. After 
MGC-803 cells were treated with different con-
centrations of 5-Aza-CdR and TSA for different 
cultural time, the expression of Runx3 mRNA 
in different groups for 72 h was detected by 
RT-PCR, and the cell proliferation in different 
groups for 24, 48, 72 h was determined using 
MTT colorimetry.

RESULTS: When MGC-803 cells were treated 
with 5-Aza-CdR and TSA alone for 72 h, the rel-
ative expression of Runx3 mRNA was increased. 
It was significantly increased in combination 
group, and compared with 5-Aza-CdR group 
and TSA group (0.883 ± 0.025 vs 0.760 ± 0.286, 
0.735 ± 0.018, both P < 0.05). The cell growth 
inhibition rate increased with the time prolong-
ing in the same group and there was a positive 
relationship (r = 0.738, P < 0.05). The cell growth 
inhibition rate increased more significantly in 
combination group compared with 5-Aza-CdR 
group and TSA group in the same time (24 h: 
57.3% vs 40.4%, 39.0%; 48 h: 70.0% vs 56.0%, 
51.3%; 72 h: 86.3% vs 68.0%, 65.8%, all P < 0.05). 
There were significant differences between drug 
group and control group in relative expression 
of Runx3 mRNA and cell growth inhibition rate 
(P < 0.05).

CONCLUSION: Compared with 5-Aza-CdR or 
TSA alone, combination of the two drugs can 
significantly induce Runx3 mRNA expression 
and inhibit cell proliferation.

Key Words: 5-aza-2-deoxycytidine; Trichostatin A; 
Gastric cancer; Runx3; Methylation

Zheng XX, Wang J. Effects of 5-aza-2-deoxycytidine and 
trichostatin A on biological behavior in MGC-803 cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 1655-1659

摘要
目的: 探讨5-氮-2-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)和曲
古抑菌素A(TSA)对人胃癌细胞系MGC-803生
物学行为的影响. 
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■背景资料
胃癌在我国恶性
肿瘤的发病率和
死亡率中都居于
前列, 患者由于早
期临床症状不典
型, 就诊时多已到
中晚期, 增加了手
术难度, 术后5年
生存率较低, 甚至
失去了手术意义. 
随着人们对胃癌
发生发展过程的
精确解析, 越来越
多的证据表明基
因遗传信息的紊
乱以及基因转录
表达调控的紊乱
是其发生的关键
因素. 因此寻找有
效的药物来恢复
基因正常表达对
胃癌治疗有着重
要的意义.

■同行评议者
邹小明, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院普外
二科



方法: 人胃癌细胞系MGC-803按常规培养于
含100 g/L小牛血清的RPMI 1640培养液中. 
实验分为5组: (1)空白对照组: 不含细胞的培
养液; (2)阴性对照组: 细胞只换液, 不加药物; 
(3) 5-Aza-CdR组: 细胞接种24 h后, 加入10.0 
μmol/L的5-Aza-CdR; (4)TSA组: 细胞接种24 h
后, 加入300 μg/L TSA; (5) 5-Aza-CdR+TSA组: 
细胞接种24 h后, 加入10.0 μmol/L 5-Aza-CdR, 
24 h后再加入300 μg/L TSA. 应用RT-PCR检测
各组细胞培养72 h后细胞Runx3 mRNA的表
达, MTT比色法测定各组细胞分别培养24、
48、72 h后细胞增殖. 

结果: 单独应用5-A z a-C d R和T S A作用于
MGC-803细胞72 h后, Runx3 mRNA相对表
达量增加, 联合用药组分别与5-Aza-CdR组及
TSA组相比, 差异有统计学意义(0.883±0.025 
vs  0.760±0.286, 0.735±0.018, 均P <0.05). 细
胞生长抑制率在同一组别随着药物作用时
间的延长而增加, 并且呈正相关(r  = 0.738, 
P <0.05); 而在同一时间不同组别比较联合用
药组细胞生长抑制率较单用药物组明显增加
(24 h: 57.3% vs  40.4%, 39.0%; 48 h: 70.0% vs  
56.0%, 51.3%; 72 h: 86.3% vs  68.0%, 65.8%, 
均P <0.05). 细胞Runx3 mRNA的相对表达量及
生长抑制率在药物组与对照组间比较, 差异均
有统计学意义(P <0.05).

结论: 与单用5-Aza-CdR或TSA相比, 联合应
用2种药物更显著的增强Runx3 mRNA的表达, 
抑制细胞的增殖.

关键词: 5-氮-2-脱氧胞苷; 曲古抑菌素A; 胃癌细

胞; Runx3; 甲基化
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0  引言

Runx3(PEBP2aC/CBFA3/AML2)是新发现的

一种抑癌基因, 在胃癌中主要以基因纯合或杂

合缺失以及甲基化方式失活, 其中甲基化是表

达下调的重要机制[1]. 为研究抑癌基因Runx3
去甲基化后对胃癌细胞生物学行为的影响, 我
们应用5-氮-2-脱氧胞苷(5-aza-2-deoxycytidine, 
5-Aza-CdR)和曲古抑菌素A(trichostatin A, TSA)
对胃癌细胞系MGC-803进行处理, 观察抑癌基

因Runx3的转录表达及细胞增殖的改变. 
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1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系MGC-803为上海亚培生

物科技有限公司产品. 5-Aza-CdR和TSA购于

Sigma公司. 含100 g/L小牛血清的RPMI 1640培
养液为美国Gibco公司产品. 总RNA提取试剂盒

(TRIzol法)及AMV第一链cDNA合成试剂盒均购

于上海捷瑞生物工程有限公司. MTT试剂盒购

于碧云天生物技术研究所.
1.2 方法 
1.2.1 试剂配置: 5-Aza-CdR和TSA以RPMI 1640
培养液(含100 g/L小牛血清)和DMSO(0.5%)溶
解, 分别配成浓度为10-3 mol/L和10-4 mol/L工
作母液, 用微孔滤膜除菌, -20℃保存, 使用时用

RPMI 1640稀释成工作浓度. 
1.2.2 细胞培养、分组及处理: 人胃癌细胞系

MGC-803按常规培养于含100 g/L小牛血清的 
RPMI 1640培养液中. 实验细胞处于对数生长期, 
活细胞数达95%-98%. 实验分为5组: (1)空白对

照组: 不含细胞的培养液; (2)阴性对照组: 细胞

只换液, 不加药物; (3)5-Aza-CdR组: 细胞接种24 
h后, 加入10.0 μmol/L的5-Aza-CdR; (4)TSA组: 
细胞接种24 h后, 加入300 µg/L TSA; (5)5-Aza-
CdR+TSA组: 细胞接种24 h后, 加入10.0 μmol/L 
5-Aza-CdR, 24 h后再加入300 μg/L TSA. 
1.2.3 RT-P C R检测药物处理后细胞的R u n x3 
mRNA的表达: 接种细胞于培养瓶, 实验分组

如前述. 培养72 h后收集细胞, 应用TRIzol法提

取总RNA, 紫外分光光度仪测纯度和浓度, 以
DNaseⅠ处理, 去除基因组DNA, 采用AMV法

进行反转录cDNA第一链合成. 取cDNA进行

PCR扩增, 引物序列及PCR产物长度序列如下. 
Runx3引物序列, 上游: 5'-AGG CAT TGC GCA 
GCT CAG CGG AGT-3', 下游: 5'-TCT GCT CCG 
TGC TGC CCT CGC ACT-3', 扩增长度156 bp; 
内参照GAPDH引物序列, 上游: 5'-CCA TGT 
TCG TCA TGG GTG TGA ACC-3', 下游: 5'-GCC 
AGT AGA GGC AGG GAT GAT GTT-3', 扩增长

度307 bp. 目的基因Runx3及内参照GAPDH的引

物均由Primer5.0软件设计. 在50 μL反应体系中, 
加入3.0 μL cDNA, 上游及下游引物各1.0 μL, 2 
mmol/L dNTPs 1.5 μL, 25 mmol/L MgCl2 5.0 μL, 
10×Buffer 5 μL, Taq酶0.5 μL, 94℃预变性4 min
后, 进行PCR反应: 94℃, 59℃, 72℃各45 s, 共35
个循环, 72℃延伸7 min后终止反应. 以 GAPDH
作为内参照, 将产物进行琼脂糖凝胶电泳, 凝胶

成像分析系统测得各组条带的平均灰度值, 重

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃癌基因表达调
控中表基因水平
的甲基化和去乙
酰化改变起着非
常重要的作用, 而
且两者在导致基
因转录抑制方面
具有协同作用. 针
对这2种机制, 联
合应用药物对其
治疗已成为近年
来研究的热点.
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复3次. 计算Runx3与GAPDH的灰度比值, 以其

比值代表Runx3 mRNA的相对量. 
1.2.4 M T T法检测药物作用后细胞增殖 :  取
70%-80%汇合的细胞, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化单

层培养细胞MGC-803, 制备成单细胞悬液, 镜下

见细胞团小于5%. 以每孔5×103个细胞接种于

96孔培养板(每孔200 μL), 37℃, 50 mL/L CO2及

饱和湿度的培养箱培养24 h后分为用药组及对

照组(分组同前), 每孔设3个复孔, 单用药组中分

别加入10.0 μmol/L 5-Aza-CdR和300 μg/L TSA, 
联合用药组加入10.0 μmol/L 5-Aza-CdR和300 
ng/mL TSA, 阴性对照组只加等量培养液, 试剂

及培养液每24 h更换1次. 每隔24 h取样1次, 连续

3 d. 每次取样时移去培养液, 每孔加入MTT液(5 
g/L)20 μL, 37℃培养4 h后弃去上清液, 每孔加入

DMSO 150 μL, 轻轻振荡10 min, 使结晶物充分

溶解, 在570 nm波长酶联免疫检测仪上测定各

孔吸光度值(A ). 取平均值计算抑制率: 细胞生长

抑制率(%) = (对照组A -实验组A )/(对照组A -空
白组A )×100%.

统计学处理 采用 SPSS13.0统计软件进行分

析, 结果用mean±SD表示, 各组间变量比较采用单

因素方差分析, 以P<0.05作为差异有统计学意义.

2  结果

2.1  5-A z a-C d R及T S A对人胃癌细胞R u n x3 
m R N A表达的影响  阴性对照组细胞R u n x3 
mRNA表达很低, 药物处理组细胞Runx3 mRNA
重新表达, 10.0 μmol/L 5-Aza-CdR, 300 μg/L 
T S A及联合应用2种药物处理细胞72 h后, 细
胞Runx3 mRNA的相对表达量分别为0.760±
0.286、0.735±0.018、0.883±0.025(图1-2). 经
单因素方差分析细胞Runx3 mRNA表达在实验

各组之间差异有统计学意义(P <0.05), 联合用药

组分别与5-Aza-CdR组及TSA组相比, 差异有统

计学意义(P <0.05), 而5-Aza-CdR组与TSA组比

较, 差异无统计学意义.
2.2 各组细胞的增殖 MTT比色法显示单独应用

5-Aza-CdR作用MGC-803细胞24、48、72 h后A
值分别为0.261±0.011、0.204±0.009、0.163±
0.012, 细胞生长抑制率分别为40.4%、56.0%、

68.0%; 单独应用TSA作用MGC-803细胞24、
48、72 h后A值分别为0.267±0.004、0.226±
0.017、0.175±0.009, 细胞生长抑制率分别为

39.0%、51.3%、65.8%; 而联合应用药物作用

MGC-803细胞24、48、72 h后A值分别为0.187
±0.011、0.139±0.006、0.070±0.027, 细胞生

长抑制率分别为57.3%、70.0%、86.3%. 经方

差分析在同一时间点不同药物组之间的细胞生

长抑制率差异有统计学意义(P <0.05), 联合用药

组分别与单用药组间比较差异也有统计学意义

(P <0.05), 而单用药组间比较差异无统计学意义; 
而细胞生长抑制率在同一组别不同时间之间差

异也有统计学意义(P <0.05), 在一定范围内随时

间的延长而增加, 呈正相关(r  = 0.738, P <0.05). 
不同实验组细胞生长抑制率与药物作用时间的

关系(图3).

■相关报道
目前已有较多文
献报道Runx3甲
基 化 与 胃 癌 发
生 的 关 系 以 及
5-Aza-CdR与TSA
恢复肿瘤抑癌基
因表达, 抑制肿瘤
细胞生长的作用.
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图 3 不同实验组细胞生长抑制率与作用时间的关系.

■创新盘点
本文主要以甲基
化和去乙酰化作
为治疗靶点, 联合
应用5-Aza-CdR与
TSA逆转抑癌基
因Runx3甲基化 , 
恢复其活性, 发挥
抑癌作用.
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3  讨论

表型遗传修饰是基因表达调控的重要形式, 包
含甲基化和组蛋白去乙酰化[2]. 这种异常修饰抑

制基因转录, 使抑癌基因丧失功能. 甲基转移酶

抑制剂和去乙酰化酶抑制剂能够恢复组蛋白乙

酰化, 去除异常的甲基化修饰, 激活抑癌基因, 
发挥抑癌作用[3]. Runx3为新近克隆的一种候选

抑癌基因, 位于染色体1p36.1, 是Runx家族中最

小也是迄今对其研究最少的基因, 全长67 kb, 含
有6个外显子和p1、p2 2个启动子, 2个启动子富

含GC, p2启动子GC含量达到64%, 易发生甲基

化[4]. 该基因在人类多种肿瘤中存在CpG区异常

甲基化[5-8], 在胃癌发生过程中较为明显[1]. 当启

动过程点甲基化后, 转录停止, Runx3失活, 可
影响到TGF-β的凋亡通路, 导致凋亡抑制, 胃黏

膜细胞的正常生长和凋亡失去平衡, 最终发生

胃癌[9].
D N A甲基化是一种发生在C p G二核苷酸

上对胞嘧啶的共价修饰物 ,  由S-腺苷蛋氨酸

提供甲基 ,  在细胞内D N A甲基转移酶(D N A 
methyltransferase, DNMT)催化作用下, 于DNA
复制后形成5-甲基胞嘧啶的反应[10]. 其中CpG
岛甲基化抑制基因表达的机制有二[11]: 一是甲

基化后直接抑制转录因子与模板的结合, 但这

一抑制作用是有限的, 因为有一些转录因子对

甲基化并不十分敏感, 甚至有许多转录因子的

识别位点根本就不在CpG岛内; 二是发现一种

甲基结合蛋白家族能够特异性地与甲基化位点

结合, 然后与组蛋白去乙酰化酶和具有染色体

变形活性的sin3a, mi-2或ski蛋白或蛋白家族形

成大分子复合物, 使组蛋白脱酰基, 染色体结构

变得更加紧密, 基因不能转录, 因此组蛋白去乙

酰化亦可导致基因沉默. 这为组蛋白去乙酰化

酶抑制剂通过抑制组蛋白脱酰基, 逆转转录抑

制引起的基因沉默, 提供了广阔的舞台. 5-Aza-
CdR为一种嘧啶核苷类似物, 其可以与DNMT结
合形成一种共价复合物, 特异性抑制其活性, 逆
转基因CpG岛甲基化, 重新激活由于高甲基化

而失活的抑癌基因, 恢复抑癌基因的功能, 抑制

肿瘤细胞的生长, 而且甲基化异常所致灭活的

基因对DNA甲基化抑制剂非常敏感, 易重新活 
化[12]. TSA源自链霉菌代谢产物, 最先作为抗

真菌药物使用. 近来研究表明TSA有组蛋白去

乙酰化酶抑制剂(histone deacetylases inhibitor, 
HDACI)的特征, 可逆抑制哺乳动物组蛋白去乙

酰化酶活性, 诱导肿瘤细胞周期阻滞、分化及

凋亡, 抑制肿瘤细胞的生长[13]. Ou et al [14]研究表

明, TSA可以广泛的诱导特定基因去甲基化并

重新表达, 并证实组蛋白乙酰化和DNA去甲基

化之间通过甲基结合蛋白(methyl-CpG binding 
proteins, MBDs)实现相互作用. 基于DNA去甲基

化和组蛋白乙酰化之间存在相互作用, 我们可

以通过联合应用5-Aza-CdR与TSA, 在降低各自

药物浓度, 减低其不良反应的基础上, 使其充分

发挥协同作用, 从而改善基因启动子区域的甲

基化状态, 使沉寂的肿瘤抑癌基因重新表达, 达
到治疗肿瘤的目的. 

本研究基于甲基化和组蛋白去乙酰化会导

致基因沉默, 抑制转录和表达, 选择甲基转移酶

和去乙酰化酶作为治疗靶点. 实验中我们分别

应用10.0 μmol/L 5-Aza-CdR和300 μg/L TSA作

用于MGC-803细胞72 h后, 细胞Runx3 mRNA
重新表达, 其相对量分别为0.760±0.286, 0.735
±0.018; 联合应用10.0 μmol/L 5-Aza-CdR和

300 μg/L TSA作用于MGC-803细胞72 h后, 细胞

Runx3 mRNA表达明显增加, 其相对量为0.883
±0.025, 与单用药组比较差异均有统计学意

义(P <0.05). MTT法显示细胞生长抑制率在同

一组别随着药物作用时间的延长而增加, 而在

同一时间不同组别内联合用药组细胞生长抑

制率较单用药物组明显增加, 以联合药物作用

MGC-803细胞72 h后最高, 为86.3%. 以上结果说

明药物作用于MGC-803细胞后, 抑癌基因Runx3
重新表达, 发挥抑癌作用, 从而抑制肿瘤细胞的

生长, 而且联合用药组效果明显好于单用药物

组. 依据药物作用机制及本实验结果, 我们可以

认为联合用药组Runx3 mRNA表达及细胞生长

抑制率较单用药组明显升高是去甲基化和组蛋

白乙酰化协同作用的结果; 也就是说药物作用

后, 原来Runx3 CpG区的高甲基化状态被可逆性

消除, 而且联合用药能发挥协同作用, 使得原来

被封闭的肿瘤抑癌基因重新表达, 发挥抑癌作

用, 从而抑制肿瘤细胞的生长, 达到治疗肿瘤的

目的, 这与国外学者的研究结果一致[14]. 
DNA甲基转移酶抑制剂5-Aza-CdR和组蛋

白去乙酰化转移酶抑制剂TSA均能使胃癌细胞

抑癌基因Runx3重新表达, 抑制细胞增殖, 并且

具有良好的协同作用, 二者联合应用可使得胃

癌细胞Runx3 mRNA及生长抑制率较单用药组

明显增加. 因此我们可以在不影响治疗效果的

前提下, 联合应用这两种药物, 减少各自的药物

剂量, 从而减少药物不良反应的发生, 这为进一

■应用要点
5-Aza-CdR与TSA
联合应用能够发
挥协同作用, 明显
逆转基因甲基化, 
使得沉寂的抑癌
基因重新发挥功
能, 并且具有较低
的药物毒性作用, 
在胃癌治疗上有
着很好的前景.
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步研究胃癌的治疗提供了新的思路. 目前我们

的实验研究只是药物作用于体外细胞, 而对于

这2种药物在动物实验甚至临床实验的研究, 还
需要我们进一步努力. 
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Abstract
AIM: To explore the role of oxidative DNA 
damage repair enzyme hMTH1 in the HBx-
induced hepatocellular carcinoma.

METHODS: 8-OHdG levels were determined us-
ing HPLC/ECD in the HepG2/HBx and in HepG2 
and HepG2/pcDNA3.1 of the control cells. Using 
the β-actin as the interior control, real-time quanti-
tative polymerase chain reaction (qPCR) was em-
ployed to examine the expression of DNA repair 
enzyme hMTH1 of hydrolyze 8-OHdG.  

RESULTS: The 8-OHdG level was significantly 
higher in the HepG2/HBx than in HepG2 and 

HepG2/pcDNA3.1 (36.5 ± 6.25 vs 8.52 ± 1.65, 
9.12 ± 2.69 fmol 8-OHdG/mg DNA, both P < 
0.05), and the expression of DNA repair enzyme 
hMTH1 mRNA was significantly higher than the 
control cells (1.213 ± 0.100 vs 0.087 ± 0.026, 0.112 
± 0.052 hMTH1/β-actin mRNA×100, both P < 
0.05).  

CONCLUSION: HBx gene may increase the level 
of oxidative DNA-adduct 8-OHdG by promot-
ing the oxidative stress in HepG2 cells, thus re-
activity increases the expression of DNA repair 
enzyme hMTH1. 

Key Words: Hepatitis B virus X gene; HepG2 cells; 
HPLC/ECD; hMTH1

Guo XR, Cheng B, Zheng YC, Wang Y, Wang F, Xia XM, 
Li PY. Significance of HBx gene up-regulated expression 
of DNA repair enzyme hMTH1 in the HepG2 cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 1660-1664

摘要
目的: 探讨DNA氧化损伤修复酶hMTH1在
HBx致肝细胞癌发生机制中的作用. 

方法: 应用HPLC/ECD法检测稳定表达HBx
的转基因细胞HepG2/HBx及其对照组HepG2
与HepG2/pcDNA3.1细胞中的8-OHdG的含量; 
并以β-actin为内对照, 应用RT-实时PCR定量
检测各组细胞中可水解8-OHdG的DNA修复
酶hMTH1的表达.  

结果:  8-O H d G在H e p G2/H B x细胞中的含
量(fmol 8-OHdG/mg DNA)显著高于对照组
HepG2和HepG2/pDNA3.1细胞(36.5±6.25 vs  
8.52±1.65, 9.12±2.69, 均P <0.05). DNA修复
酶hMTH1在HepG2/HBx细胞中的表达较两对
照组细胞明显增高(1.213±0.100 vs  0.087±
0.026, 0.112±0.052 hMTH1/β-actin mRNA×

100, 均P <0.05). 

结论:  H B x 可 能 通 过 诱 导 氧 化 应 激 增 加
HepG2细胞内DNA氧化损伤产物8-OHdG的
含量, 从而反应性上调DNA修复酶hMTH1的
表达. 

®

■背景资料
HBx基因如何参
与乙肝相关性肝
癌发生机制是目
前 研 究 的 热 点 , 
但其作用机制尚
未 完 全 阐 明 ,  从
DNA氧化损伤及
其修复这一新的
角度进行探讨可
能具有重要意义.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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0  引言

乙型肝炎病毒x基因(hepatitis B virus X gene, 
HBx)可通过复杂的反式激活作用、干扰宿主

细胞受损DNA的修复等多种途径参与肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)的发生[1-3], 一些

体内、外实验研究为HBx参与HCC的发生发展

提供了依据[4-5], 但其确切机制尚未阐明. 新近一

些研究表明HBx可诱发宿主细胞DNA的氧化损

伤[6]. 8-羟基鸟嘌呤(7, 8-dihydro-8-oxoguanine, 
8-OHdG)是一种主要的具有致突变作用的DNA
氧化损伤产物, 他可在细胞DNA复制中引起G∶

C→T∶A的碱基颠换, 与肿瘤的发生发展密切

相关[7]. DNA修复酶hMTH1可水解游离核苷酸

池中8-OHdG, 在清除人类基因组内8-OHdG、

维护基因组的稳定性与完整性中起着至关重要

的作用. 本研究拟通过检测HBx转基因细胞模

型HepG2/HBx中8-OHdG的含量及DNA修复酶

hMTH1表达水平, 探讨DNA修复酶hMTH1在乙

肝相关性肝癌发生机制中的作用. 

1  材料和方法

1 .1  材料  稳定表达H B x的转基因细胞模型

HepG2/HBx由本课题组构建[8], DMEM培养基、

胎牛血清、G418(Gibco); 逆转录酶和实时PCR
试剂(SYBR green PCR master mix)(Toyobo); 
LightCycler荧光定量PCR仪及毛细管(Roche). 
核酸酶P1、8-羟基脱氧鸟苷标准品(8-OHdG)为
Sigma公司产品; 扩增hMTH1基因片段上游引

物为: 5'-AGCCTCAGCGAGTTCTCCTG-3', 下
游引物为: 5'-GATCTGGCCCACCTTGTGC-3'; 
扩增内对照β-act in基因片段上游引物为: 5'-C
GGGAAATCGTGCGTGACAT-3', 下游引物为: 
5'-GAACTTTGGGGGATGCTCGC-3'. 引物均由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 HPLC/ECD法检测各组细胞中8-OHdG的

含量: 采用AXYGEN试剂盒从HepG2、HepG2/
pcDNA3.1和HepG2/HBx培养细胞中抽提基因

组DNA并用核酸蛋白定量仪定量, 取等量DNA

加入DNA酶解缓冲液, 混匀后置磁力加热器中

95℃热变性10 min, 并加入一种铁离子螯合物

-甲磺酸去铁胺(deferoxamine mesylate, DFAM, 
Sigma公司)用于防止标本处理过程中人为产生 
的8-OHdG. 离心后加入核酸酶P1和碱性磷酸

酶, 混匀置37℃水浴酶解90 min. 酶解产物移至

EP管中10 000 r/min×15 min高速离心, 取上清

液20 mL注入Atlantis d18色谱柱(waters公司)进
行检测. 标本8-OHdG含量经转换计算后以fmol 
8-OHdG/mg DNA表示, 每组细胞重复3次, 取平

均值.  
1 .2.2 RT-实时P C R半定量检测D N A修复酶

hMTH1的表达: 应用加100 g/L灭活的胎牛血清

(Gibco)的DMEM高糖培养基, 于37℃, 50 mL/L 
CO2浓度的培养箱中传代培养HepG2、HepG2/
pcDNA3.1和HepG2/HBx细胞, 以β-actin作为内

对照. TRIzol一步法提取各组细胞总RNA(严
格按试剂盒说明书操作), 经逆转录生成cDNA, 
PCR 反应体积为20 mL, 其中含引物各0.2 mmol/
L, SYBR Green PCR Master Mix 10 mL, 2 mL来
自3 mg总RNA 的cDNA以及 2 mL序列稀释的外

标准物分别作为模板. 采用LightCycler实时PCR
仪(Roche)扩增测量. 反应条件分别为94℃预变

性30 s, 95℃变性3 s, β-actin和hMTH1分别在

58℃和62℃退火5 s, 72℃延伸30 s, 均40个循环

周期, 定量分析采用LightCycler软件, β-actin和
hMTH1测量温度分别为92℃和91℃. 所有测量

重复3次, 取其平均值, 结果以目的基因与β-actin
基因表达的比值×100表示. PCR扩增片段大小

均经Goldview染色的琼脂糖凝胶电泳紫外成像

证实. 
统计学处理 数据采用mean±SD表示. 运用

SPSS13.0软件来进行统计学处理, 组间采用方

差分析, 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组细胞中8-O H d G含量的比较 H P L C/
E C D法检测各组细胞中8-O H d G的含量发现, 
HepG2、HepG2/pcDNA3.1细胞中的浓度分别

为8.52±1.65 fmol 8-OHdG/mg DNA和9.12±
2.69 fmol 8-OHdG/mg DNA, 两者无显著性差异

(P >0.05). 而在HepG2/HBx细胞中的表达增至

36.5±6.25 fmol 8-OHdG/mg DNA, 与前二者相

比差异有极显著性(P <0.01, 图1), 提示HBx基因

可引起HepG2细胞内8-OHdG的含量增加. 
2.2 DNA修复酶hMTH1在各组细胞中的表达 

■研发前沿
HBx对肝细胞氧
化应激的影响是
HBV致HCC发生
的重要机制之一, 
hMTH1是一种重
要的DNA氧化损
伤修复酶, 可将游
离核苷酸池中的
8-OHdGTP水解
为8-OHdGMP, 但
两者之间的关系
及其在肝癌发生
中的作用尚未见
报道.
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DNA修复酶hMTH1 mRNA在HepG2、HepG2/
pcDNA3.1细胞中的表达分别为0.087±0.026 
hMTH1/β-act in mRNA×100和0.112±0.052 
hMTH1/β-actin mRNA×100, 在HepG2/HBx细
胞中的表达增至1.213±0.100 hMTH1/β-actin 
m R N A×100,  与前二者相比差异有显著性

(P <0.05, 图2). 

3  讨论

HBV慢性感染与HCC的发生密切相关[9-12], 研
究表明乙肝病毒感染后HBV DNA的整合是造

成宿主染色体不稳定的重要因素. HBx基因是

HBV中最小的阅读框, 位于第1374-1838位核苷

酸, 在HBV中高度保守, 其编码的X蛋白具有复

杂的生物学功能, 可通过反式激活调节宿主细

胞基因转录和信号转导通路以及诱导DNA损

伤、干扰宿主细胞受损DNA的修复等参与HCC
的发生机制[13-23]. 新近一些研究表明HBx可诱

发宿主细胞DNA损伤. 当机体抗氧化保护机制

不能消除高水平ROS的作用时, 便可产生氧化

应激, 引起细胞内蛋白质、脂肪及DNA的氧化

损伤[6], 其中8-OHdG是一种发生频率高、致突

变能力强的DNA氧化损伤产物[24-26]. 被氧化的

核苷酸池是8-OHdG的主要来源, 如不能及时

清除便可在DNA复制过程中误配入基因组而

发生G∶C→T∶A的碱基颠换, 从而导致机体

功能基因的突变, 参与癌变发生过程. hMTH1
是一种三磷酸酶, 具有糖苷酶活性, 可将游离核

苷酸池中的8-OHdGTP水解为8-OHdGMP, 从
而阻止8-OHdG错配入DNA双链中, 减少或避

免DNA点突变的发生[27-29]. 因此我们通过测定

HBx的转基因细胞模型HepG2/HBx中8-OHdG含

量和DNA修复酶hMTH1的表达, 从DNA修复酶

hMTH1这一角度探讨HBx对肝细胞生物学特性

的影响及其在肝细胞癌发生的作用. 
8-OHdG是一种具有有致突变作用的DNA

氧化损伤产物, 可导致G/C到T/A的碱基颠换, 
这种G/T碱基颠换的累积可导致基因基因组的

不稳定和肿瘤发生. Kennedy et al在肺癌细胞系

的研究显示, SV-40转化的非肿瘤性支气管上皮

细胞(SV-40 transformed non-tumorigenic human 
bronchial epithelial cell, BEAS-2B)及肺癌细胞

系中8-OHdG的含量明显低于正常支气管上皮

细胞[30]. 相反, 在肾癌和结肠癌中的研究均显

示肿瘤组织中8-OHdG的含量明显高于癌旁组

织[31], 这可能与组织特异性有关. 晚近在肝癌组

织的研究也发现癌组织中8-OHdG含量较癌旁

组织明显增高[6], 认为可能与肿瘤细胞代谢相对

活跃, 可持续产生氧化应激有关. Waris et al的
研究发现HBx可加重细胞氧化应激水平, 导致

产生大量的活性氧自由基(ROS)[6]. 本研究采用

HPLC/ECD法检测发现HBx转基因细胞HepG2/
HBx中8-OHdG含量明显高于对照组HepG2和
HepG2/pcDNA3.1细胞(P <0.05), 而后两者之间

差异无显著性, 提示HBx基因可引起HepG2细胞

内8-OHdG的含量增加. 推测HBx可能通过诱导

氧化应激, 造成细胞内DNA氧化损伤, 形成大量

具有致突变作用DNA氧化损伤产物如8-OHdG
而参与肝细胞的恶性转化和HCC的发生发展.

h M T H1的主要功能是水解清除细胞内

游离核苷酸池中的8-O H d G, 从而减少或避

免8-O H d G被错配入基因组D N A引起碱基颠

换, 导致基因组的不稳定. Kennedy et al发现

h M T H1表达在S V-40转化的非肿瘤性支气管

上皮细胞和11/12株肺癌细胞系明显高于正常

的支气管上皮细胞, 这表明癌前细胞和癌细胞

图 2 hMTH1在各组细胞中表达水平的比较. 1: HepG2; 2: 

HepG2/pcDNA3.1; 3: HepG2/HBx, aP <0.05 vs  HepG2及

HepG2/pcDNA3.1组.
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图 1 HepG2、HepG2/pcDNA3.1和HepG2/HBx细胞中
8-OHdG含量的比较. 1: HepG2; 2: HepG2/pcDNA3.1; 3: 

HepG2/HBx, bP<0.01 vs  HepG2及HepG2/pcDNA3.1组.
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■创新盘点
本 研 究 应 用
HPLC/ECD法检
测发现HBx可通
过诱导氧化应激
增加HepG2细胞
内DNA氧化损伤
产物8-OHdG的含
量, 同时通过RT/
实时PCR定量检
测发现各组细胞
中可水解8-OHdG
的 D N A 修 复 酶
hMTH1的表达升
高, 进一步丰富了
HBx致乙型肝炎
相关性肝癌发生
机制的研究.
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8-O H dG的清除效应与hM TH1的上调表达密

切相关[30]. Okamoto et al在肾癌组织中的研究

也显示hMTH1在癌组织中的表达明显高于癌

旁组织, 可作为癌组织持续氧化应激存在的证 
据[31]. 晚近在肝癌患者的研究中也发现肝癌组

织中hMTH1有过度表达[32]. 本研究采用实时定

量PCR检测HepG2/HBx及其对照组细胞中DNA
修复酶hMTH1的表达水平, 结果发现hMTH1 
mRNA在HepG2/HBx细胞中的表达较HepG2细
胞及HepG2/pcDNA3.1细胞显著增高(P <0.05), 
而后两者之间差异无显著性 ,  提示H B x可能

参与上调HepG2细胞DNA修复酶hMTH1的表

达. 我们推测hMTH1的高表达可能是由于细胞

内8-OHdG大量积累反馈刺激所致, 也就是说

hMTH1的表达上调可能是一种反应性的. 
一般情况下机体具有一套完善的D N A损

伤修复机制, 只有当DNA损伤与修复失衡时才

可能出现不可逆的DNA损伤, 造成基因突变的

积累以至细胞生物学行为的改变. 本研究初步

提示HBx可能通过诱导氧化应激, 造成细胞内

DNA氧化损伤, 形成大量具有致突变作用DNA
氧化损伤产物如8-OHdG, 后者进而反应性地

上调hMTH1的表达, 因而hMTH1也可作为反映

氧化应激水平的检测指标之一. 当然, 8-OHdG
的清除和修复也并不仅由hMTH1完成, 新近发

现DNA修复酶8-羟基鸟嘌吟糖苷酶(hOGG1)和
hMYH也在DNA复制的不同环节协同参与修复

基因组中的8-OHdG[27], 因此DNA氧化损伤及其

相关的DNA修复酶在HBx致肝细胞恶性转化及

癌变发生机制的作用值得深入研究. 
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (常务副总编辑: 张海宁 2009-06-08)
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Abstract
AIM: To determine the diagnostic accuracy 
of endoscopic ultrasonography (EUS) for 
preoperative invasion depth of gastric cancer 
(T staging) and to evaluate the instructive 
significance of EUS in gastric cancer surgery and 
resectability of endoscopic mucosa.

METHODS: A total of 78 patients with patho-
logically confirmed gastric cancer were exam-
ined by EUS before operation. Furthermore, they 
underwent TNM staging, and the preoperative 
examination results were compared with post-
operative pathological results.

RESULTS: Among the 78 patients, compared 
with post-operative pathological results, the 
overall accuracy of stage T of EUS was 69.2%, 
and the accuracy rates of T1, T2, T3 and T4 were 

83.3%, 61.9%, 40.0% and 100%, respectively. 
Meanwhile, the sensibility to the prediction of 
operational respectability was up to 80.8%. Five 
cases with early gastric cancer (EGC) diagnosed 
by EUS had been confirmed by the operation. 
However, 1 case wiht gastric submucosa can-
cer was diagnosed as muscularis propria (MP) 
cancer by EUS. Resectability of gastric cancer at 
stage T4 was only 42.3% (11/26).

CONCLUSION: EUS bears a high accuracy rate 
to determine the invasion depth of gastric can-
cer. EUS does much favor to endoscopic mucosal 
resection (EMR) because EGC could be relatively 
accurately judged by EUS. While gastric cancer 
patients at stage T4 need to search new exami-
nation to confirm NM staging of gastric cancer, 
avoid surgery and choose a suitable therapeutic 
method.

Key Words: Gastric cancer; Endoscopic ultrasonog-
raphy; Operation; Endoscopic mucosal resection

Jia YG, Deng CS. Evaluation of endoscopic ultrasound 
in gastric cancer surgery and endoscopic mucosal 
resectability. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 
1665-1668

摘要
目的: 阐述EUS对术前胃癌浸润深度(T分期)
诊断的准确性, 评价其对胃癌手术或内镜下黏
膜可切除性的指导意义. 

方法: 回顾性分析78例胃癌手术患者临床资
料. 患者术前均行超声内镜检查, TNM分期. 
分析比较术前T分期与术后手术及病理结果. 

结果: 与术后病理结果对比, EUS术前T分期总
准确率为69.2%, T1、T2、T3、T4分期的准确
率分别为83.3%、61.9%、40.0%和100%, 对
手术可切除性预测的敏感性为80.8%(63/78). 
其中EUS准确诊断早期胃癌5例, 但1例胃黏膜
下层癌, 被诊断为固有肌层癌. T4期胃癌手术
切除率仅为42.3%(11/26).

结论: EUS对判断胃癌浸润深度准确率较高, 能
较准确诊断早期胃癌, 对指导内镜下黏膜切除

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃 癌 术 前 T N M
分期对其治疗手
段的选择非常重
要, 很多研究提示
EUS是胃癌术前
分期的重要检测
手段, 但关于EUS
对指导胃癌治疗
临床意义的评价
报道较少.

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科



术有很大帮助. 而对T4期胃癌患者, 虽然诊断
准确性很高, 但对指导根治性手术的意义不大.

关键词: 胃癌; 超声内镜; 手术; 内镜下黏膜切除治疗
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0  引言

胃癌是消化系最常见的恶性肿瘤之一, 目前主

要治疗手段是外科手术及新近开展的内镜下黏

膜切除治疗. 术前的肿瘤分期(TNM分期)对治

疗手段的选择非常重要. 超声内镜(endoscopic 
ultrasonography, EUS)自20世纪80年代初问世以

来, 在胃肠系肿瘤分期及判断肠壁起源肿瘤的

性质方面具有极大优势[1]. 迄今已广泛应用于包

括胃癌在内的消化系恶性肿瘤的分期. 本文主

要评价EUS对早期胃癌行内镜下黏膜切除及对

进展期胃癌行积极手术根治治疗的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-04/2008-10在江汉大学附属医院

住院行手术治疗的胃癌患者78例, 其中男43例, 
女35例, 年龄28-80(平均年龄60.2)岁. 术前胃镜

检查及病检发现: 胃窦癌46例, 胃体和胃底贲门

癌分别为18例和14例. 所有患者术前均行EUS检
查, TNM分期. 日本Pentax FG-36UX线阵型超声

内镜, 超声扫描探头频率为7.5 MHz和5 MHz, 并
具有彩色多普勒和M超声功能.
1.2 方法 
1.2.1 检查步骤: EUS前先常规内镜检查. 检查前

内镜前端安装气囊, 气囊内注水检查有无破损

并排除气泡, 采用水囊直接接触法或水囊法加

脱气水充盈法. 开始扫查病变, 一般应首先对原

发癌灶进行检查, 继而对胃周淋巴结进行全面

评价. 必要时, 可随时更换不同频率的探头以达

到最佳分辨效果, 并准确分期.  
1.2.2 胃癌的内镜超声分期标准: EUS下正常胃

壁图像与5层组织结构相对应, 分别为: 第1层高

回声和第2层低回声对应于黏膜界面和黏膜肌层; 
第3层对应于黏膜下层; 第4层低回声结构对应于

固有肌层; 第5层对应于浆膜层和浆膜外层结构.  
EUS对胃癌浸润深度的判断, 是根据胃壁结

构最外层的变化, 作为最深部来判定. EUS对胃

癌浸润深度的判断, 是根据胃壁结构变化的最

外层, 作为最深部来判定.
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2  结果

2.1 EUS术前T分期与术后病理分期比较 78例胃

癌患者, EUS诊断T1期6例, T2-3期46例; T4期26
例; 与术后病理相比, EUS准确诊断T1期5例, 还
有1例诊断为T2期; T2-3期准确诊断例23例, 另
有11例是T2和T3混淆诊断, 12例过度诊断为T4
期; 26例T4期胃癌全部诊断准确. EUS下T分期

总的准确率为69.2%(54/78). 术后病理所见癌肿

大小、浸润深度及破坏层次与术前EUS检查结

果大多一致. 24例患者术后病理T分期结果与

EUS不符, 19例为溃疡型, 2例为隆起型, 3例为平

坦型. 其中分期不足4例, 病理检查显示癌肿病

灶周围存在微小浸润. 分期过度的20例, 病理发

现病变局部呈炎症水肿. 
2.2 EUS对于手术切除的预测性 78例手术患者

中, 行胃大部切除术33例, 全胃切除术30例, 姑
息手术10例, 剖腹探查未能切除癌肿5例, EUS对
手术可切除性预测的敏感性为80.8%(63/78). 15
例未能行根治性治疗均为T4期胃癌, T4期胃癌

的可切除率仅为42.3%(11/26). 早期胃癌6例, 有
1例过深判断, EUS对早期胃癌判断的准确率达

83.3%(5/6).

3  讨论

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一. 外科手术切除

加区域淋巴结清扫仍是目前胃癌的首选治疗手

段. 但超过50%的病例早期症状不明显或不典

型, 一经诊断, 常已达局部晚期或侵犯腹膜、包

围大血管或远处转移而无法手术; 而癌肿局限

者也有接近50%无法根治性切除. 因此, 根治手

术切除率仍然较低. 胃镜检查结合黏膜活检, 是
目前胃癌诊断最可靠的诊疗手段. 但普通胃镜

仅能发现病灶, 判断病灶的大小, 对于病灶的浸

润深度却无法判断. 而手术根治率高低的关键

在于术前癌肿TNM分期的准确性. 虽然目前胃

癌术前TNM分期的检测手段有很多, 如EUS、
MDCT、MRI等, 但有研究[2]认为EUS目前仍是

胃癌术前T分期的第一选择. 
E U S 作为胃癌术前分期的重要手段 , 

Ganpathi et al报道发现, 胃癌患者EUS术前T分
期总准确率63.0%-88.0%[3-6]. 本研究78例胃癌手

术患者, EUS术前T分期准确率为69.2%(54/78), 
与文献报道相近. 国外报道和本研究结果都提

示EUS对T分期的评价基本准确, 但存在过度或

不足现象. 与术后病理对照, 本研究中有24例T
分期不当, 其中有20例(溃疡型19例, 平坦型1例)

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前胃癌根治率
高低的关键在于
术前癌肿TNM分
期的准确性. EUS
对胃癌外科手术
及内镜下黏膜可
切除性的临床价
值是本文研究的
问题.
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患者被过度分期. 其可能原因, 主要是溃疡表面

坏死组织及瘢痕纤维化和结缔组织增生, 周围

的炎症误认为肿瘤浸润, 以及浆膜层较薄, 有时

很难区分有无侵犯, 本研究中有12例T3期过度

诊断为T4期; 而4例(2例为隆起型, 2例为平坦型)
分期不足的患者, 可能由于胃壁增厚明显或病

变隆起过大而超声波穿透深度有限等所致. 此
外, 癌组织的微小浸润灶或局部破坏, 有时不易

为低频超声探及, 常为分期不足的重要原因[7-8]. 
我们强调胃癌术前分期重要性, 关键为了

指导后期的治疗. 虽然外科手术是目前的主要治

疗手段. 但对早期胃癌可在内镜下行电凝切除或

剥离切除术(EMR或EMRP), 尤其适用于年老体

弱、并发其他器官疾病的手术禁忌者或拒绝手

术的早期胃癌者, 具有创伤小、完全切除率高、

并发症发生率低、恢复快、复发率低、患者生

活质量高和费用低等优点, 而且, 内镜下切除治

疗可以获得与手术同样的效果. 因此, 内镜下切

除治疗将逐渐成为早期胃癌的首选治疗方法. 但
缺点是不能清除胃外病灶(如淋巴结清扫), 病例

选择不当可致部分患者切缘癌残留, 此时需追加

手术切除. 因此, 正确选择病例, 当属必要[9]. 
Kwee et al [10]回顾性研究发现, EUS判断早期

胃癌的准确性平均为87.8%(范围18.2%-100%). 
本研究6例早期胃癌中, 我们准确判断5例, 准确

率为83.3%. 其中1例凹陷型黏膜下层早期胃癌

被过度分期为固有肌层癌, 可能与经验不足及

病灶周围炎性水肿有关. 因此, 对于隆起或平坦

型早期胃癌, EUS指导内镜下治疗是可靠的. 但
Mouri et al [11]研究认为, 对于黏膜癌, EUS指导下

内镜治疗虽可靠, 但对黏膜下层病灶深度超过

1 mm的黏膜下层癌, 应外科手术治疗. 他们认

为这类黏膜下层早期胃癌大部分是固有肌层癌. 
因此, 对于黏膜下层早期胃癌的内镜下治疗, 要
密切观察有无切缘癌残留. 

欧美和日本学者多项研究认为, 对于进展

期胃癌, 即使在胃癌根治术中采用广泛的淋巴

结清扫术, 也不能改善患者的生存率, 多数患者

最终死于复发转移[12]. 因此, 为了避免不必要的

手术, 进展期胃癌的术前分期也非常重要. 
进展期胃癌的治疗主要是外科手术治疗. 

而手术方式的选择主要根据患者术前癌肿TNM
分期及术中的手术发现 .  E U S作为术前癌肿

TNM分期的重要检测手段, 对于进展期胃癌的

分期准确性非常高. Puli et al [13]认为EUS对于进

展期胃癌诊断的准确性比早期胃癌更高. Lok 

et al [14]研究认为EUS对进展期胃癌的准确性可

达到100%. 本研究中, EUS对进展期胃癌的准

确性也达到100%. 虽然对于T2、T3期胃癌存在

分期混淆的现象, 但都能根除病灶; 而26例T4期
胃癌患者术前EUS能准确诊断, 15例(5例未能

手术切除, 10例仅能行姑息性手术治疗)未能根

除癌肿, 主要原因是癌肿已侵犯周围的肠系膜

上动脉血管及胰腺等, 故T4期胃癌的根除率为

42.3%(11/26). 因此, 我们认为, 对于术前EUS诊
断为T4期胃癌患者, EUS对判断能否行根治性手

术治疗的意义不大. 
我们体会, EUS在胃癌浸润深度(T分期)中

有着其他检查手段所不能替代的独到之处, 对
于早期胃癌行内镜下切除治疗有指导意义; 虽
然对T4期胃癌T分期的准确性较高, 但对判断其

能否手术切除病灶的意义不大, 尚需寻找新的

检测手段, 来提高手术根除的可能性.
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                                                                   总被引频次                   影响因子                   

                                                          数值      学科排名       离均差率 数值       学科排名     离均差率

1170 JOURNAL OF GERIATRIC CARDIOLOGY      19 44 -0.98  0.059  44            -0.89 

G275 WORLD JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY 4431   1   3.46  0.745  10              0.38 

G803 肝脏       467 28 -0.53  0.537  17            -0.01 

G938 国际呼吸杂志      521 25 -0.48  0.386  32            -0.29 

G415 国际内分泌代谢杂志      654 20 -0.34  0.520  19            -0.04 

G939 国际脑血管病杂志      662 19 -0.33  0.480  22            -0.11 

G501 临床肝胆病杂志      497 26 -0.50  0.318  36            -0.41 

G291 临床骨科杂志      689 18 -0.31  0.455  25            -0.16 

G658 临床荟萃     1169 13   0.18  0.233  40            -0.57 

G257 临床内科杂志      651 21 -0.35  0.367  34            -0.32 

G855 临床消化病杂志      292 36 -0.71  0.394  30            -0.27 

G261 临床心血管病杂志      866 17 -0.13  0.474  24            -0.12 

G293 临床血液学杂志      341 34 -0.66  0.347  35            -0.36 

G491 岭南心血管病杂志      157 41 -0.84  0.110  43            -0.79 

G662 内科急危重症杂志      276 37 -0.72  0.318  36            -0.41 

G746 实用肝脏病杂志      297 35 -0.70  1.100    3              1.04 

G190 世界华人消化杂志    2353   5    1.37  0.568   15 0.05 

G800 胃肠病学       376 33 -0.62  0.372  33            -0.31 

G326 胃肠病学和肝病学杂志      468 27 -0.53  0.399  29            -0.26 

G451 现代消化及介入诊疗        84 43 -0.92  0.230  41            -0.58 

G083 心肺血管病杂志      214 40 -0.78  0.206  42            -0.62 

G419 心血管病学进展      467 28 -0.53  0.419  27            -0.23 

G260 心脏杂志       523 24 -0.47  0.392  31            -0.28 

G610 胰腺病学       223 38 -0.78  0.282  38            -0.48 

G234 中国动脉硬化杂志      869 16 -0.13  0.521  18            -0.04 

G422 中国脑血管病杂志      223 38 -0.78  0.503  21            -0.07 

G267 中国实用内科杂志    2121   7   1.13  0.601  13 0.11 

G211 中国糖尿病杂志    1284 11   0.29  0.931    7 0.72 

G203 中国心脏起搏与心电生理杂志     616 23 -0.38  0.599  14 0.11 

G633 中国血液净化      449 31 -0.55  0.478  23            -0.12 

G119 中国循环杂志      643 22 -0.35  0.411  28            -0.24 

G231 中华肝脏病杂志    2746   4   1.76  1.056    4 0.95 

G235 中华高血压杂志      982 15 -0.01  0.757    9 0.40 

G639 中华老年多器官疾病杂志     143 42 -0.86  0.235  39            -0.57 

G876 中华老年心脑血管病杂志     465 30 -0.53  0.431  26            -0.20 

G150 中华老年医学杂志    1010 14   0.02  0.510  20            -0.06 

G155 中华内分泌代谢杂志    1548   9   0.56  1.032    5 0.91 

G156 中华内科杂志    3238   3   2.26  0.847    8 0.57 

G161 中华肾脏病杂志    1477 10   0.49  1.018    6 0.88 

G285 中华消化内镜杂志    1271 12   0.28  0.607  12 0.12 

G168 中华消化杂志    2249   6   1.26  1.123    2 1.08 

G892 中华心率失常学杂志      384 32 -0.61  0.568  15 0.05 

G170 中华心血管病杂志    3705   2   2.73  1.217    1 1.25 

G172 中华血液学杂志    1632   8   0.64  0.633  11 0.17 

 平均值       994   0.541   

以上数据摘自《中国科技期刊引证报告》(2008年版). 科学技术文献出版社, 160-161.
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Abstract
AIM: To s tudy the value of quanti tat ive 
d e t e r m i n a t i o n o f i n s u l i n - l i k e g r o w t h 
factor binding protein 2 in the diagnosis of 
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). 

METHODS: ELISA was used to measure the 
serous IGFBP2 of patients with NAFLD, chronic 
hepatitis, and hepatic cirrhosis, primary carci-
noma of the liver and healthy adults. The results 
were statistically analyzed.  

RESULTS: The serous IGFBP2 was significantly 
higher in NAFLD group than in other groups 
(6.89 ± 2.37 µg/L, 4.86 ± 1.97 µg/L vs 1.77 ± 1.56 
µg/L, 1.67 ± 1.36 µg/L, 1.76 ± 1.52 µg/L, 1.52 ± 
1.43 µg/L, all P < 0.05). The serum IGFBP2 in 
mild NAFLD group was significantly higher 

than in middle or sever NAFLD groups (P < 0.05). 

CONCLUSION: The study suggests that screen-
ing test of serous IGFBP2 is a useful marker for 
recognizing the stage and degree of NAFLD. 

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Insulin-
like growth factor binding protein 2; Enzyme-linked 
immunosobert assay

Tong C, Qiang H, Xiao MB, Zhang Y, Zhou GX, Ni RZ. 
Value of insulin-like growth factor binding protein 2 in 
early diagnosis of nonalcoholic fatty liver disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 1669-1671

摘要
目的:  探讨血清胰岛素样生长因子结合蛋
白2(insulin-like growth factor binding protein 
2 ,  I G F B P2)定量检测对非酒精性脂肪肝
(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)的诊
断价值. 

方法: 采用ELISA定量检测非酒精性脂肪肝患
者与慢性肝炎、肝硬化、原发性肝癌以及健康
成人血清中IGFBP2水平, 并进行统计学分析.

结果:  轻度和中重度脂肪肝组患者血清中
IGFBP2水平显著高于健康成人组、慢性肝炎
组、肝硬化与原发性肝癌组水平(6.89±2.37 
µg/L, 4.86±1.97 µg/L vs  1.77±1.56 µg/L, 1.67
±1.36 µg/L, 1.76±1.52 µg/L, 1.52±1.43 µg/L, 
均P <0.05), 且轻度脂肪肝组显著高于中重度
脂肪肝组(P <0.05). 

结论: 监测IGFBP2水平有助于早期诊断非酒
精性脂肪肝及了解病变严重程度. 

关键词: 非酒精性脂肪肝; 胰岛素样生长因子结合

蛋白2; 酶联免疫吸附试验

童诚, 强晖, 肖明兵, 张艳, 周国雄, 倪润洲. 胰岛素样生长因子

结合蛋白2在非酒精性脂肪肝早期诊断中的价值. 世界华人消

化杂志  2009; 17(16): 1669-1671

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/1669.asp

www.wjgnet.com

®

■背景资料
随着生活水平的
提高 ,  NAFLD的
发病率也日益增
高 ,  寻求NAFLD
及评价其严重程
度, 且简单、实用
的诊断手断已经
成为世界范围内
的研究热点. 

■同行评议者
王炳元, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院消化内
科



0  引言

近年来随着生活水平的不断改善, 非酒精性脂

肪肝(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)发
病率呈上升趋势, 全球的发病率大约为20%[1]. 
NAFLD已成为导致慢性肝病的重要原因之一, 
目前认为, 其与向心性肥胖、2-型糖尿病/胰岛

素抵抗、高甘油三酯血症等密切相关[2]. NAFLD
是环境与遗传等多种因素共同作用的疾病. 

1  材料和方法

1.1 材料 入选病例均为南通大学附属医院就诊

患者, 其中NAFLD组83例、慢性肝炎组23例、

肝硬化组22例、肝癌组20例以及健康成人30例, 
其中NAFLD患者组分为轻度脂肪肝组32例和

中、重度脂肪肝组51例. 非酒精性脂肪肝诊断及

分级根据中华医学会肝脏病学分会脂肪肝和酒

精性肝病学组2006-02讨论修订的标准[3]. 
1.2 方法 标注采集, 采取静脉血液, 分离血清后

置于-20℃冰箱待检. 血清胰岛素样生长因子结

合蛋白2(insulin-like growth factor binding protein 
2, IGFBP2)采取ELISA法测定, 试剂盒由美国

ADL公司提供. 肝功能、血脂、血糖由南通大

学附属医院检验科检测. 
统计学处理 结果采用mean±SD表示, 采用

Stata7.0统计软件, t检验, 以P <0.05为差异有显

著性.

2  结果

2.1 轻度脂肪肝、中重度脂肪肝以及健康成人

肝功能、血脂和血糖水平 轻度脂肪肝和中重

度脂肪肝组血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天

门冬氨酸氨基转移酶(AST)、甘油三酯(TG)、
总胆固醇(TC)以及血糖均显著高于健康成人组

(P <0.05). 中重度脂肪肝组ALT、TG及血糖显

著高于轻度脂肪肝组(P <0.05). 轻度脂肪肝组

AST、TC与中重度脂肪肝组比较无统计学意义

(表1). 
2.2 脂肪肝与其他肝病血清IGFBP2的差别 轻度

脂肪肝和中重度脂肪肝组血清IGFBP2均显著高

于慢性肝炎、肝硬化、肝癌组(P <0.05). 慢性肝

炎、肝硬化、肝癌及健康成人组间两两比较血

清IGFBP2, 无统计学意义(表2). 
如以IGFBP2≥3 µg/L诊断脂肪肝, 则检测

IGFBP2诊断脂肪肝敏感性为77.1%(64/83), 特异

性为75.8%(72/95), 阳性预测值为73.6%(64/87), 
阴性预测值为79.1%(72/91). 定量血清IGFBP2在
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区分轻度脂肪肝和中重度脂肪肝时, 敏感性为

56.25%(18/32)特异性为56.86%(29/51). 

3  讨论

NAFLD是目前最常见的肝脏疾病, 在我国成人

NAFLD的患病率约为15.35%[4], 国外报道儿童

NAFLD的患病率为3%-10%[5]. NAFLD临床及病

理诊断分型有3型: 单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎

和脂肪性肝炎相关性肝硬化[6]. NAFLD为代谢综

合征的一部分, 是代谢综合征在肝脏的具体表

现. NAFLD临床表现通常缺如或呈亚临床经过, 
仅一部分患者表现为乏力、消化不良、肝区隐

痛和肝脾肿大等非特异性症状及体征. 临床常

规生化检查如AST、ALT、GGT等诊断NAFLD
敏感性及特异性均较低. 影像学如B超, CT诊断

NAFLD虽然有助于检测脂肪肝, 在但早期敏感

性较低, 只有30%左右[7]. 肝活检依然是诊断脂

肪肝的金标准. 目前尚缺乏早期诊断脂肪肝及

了解脂肪肝严重程度, 且敏感性和特异性均较

高的无创性血清学检测指标. 
I G F B P是由 6种与胰岛素样生长因子

(insulin-like growth factor, IGF)高亲和力结合蛋

白组成的家族, 是一种可以与IGF结合的分泌

性蛋白, 其通过IGF调节细胞的生长、分化、

凋亡、黏附和运动, 以及运载蛋白的功能 [8-9]. 
IGFBP2在外周循环中的量仅次于IGFBP1, 在
IGFBP家族中位居第二[10], 其具体的生物学作用

目前依然很少了解. 国外报道在肥胖人群血清

中IGFBP2表达降低, 实验显示在肥胖发生过程

中, 白色前脂细胞分泌IGFBP2, 其通过负向调节

IGFs, 对肥胖的发生具有保护作用[11]. 此外在神

经系统恶性肿瘤、消化系恶性肿瘤、乳腺癌以

及组织胚胎发育等过程中, IGFBP2也发挥重要

作用[12-14]. 但其在脂肪肝中的研究国内外尚未见

相关报道. 我们前期通过基因芯片技术筛选脂

肪肝相关基因, 发现IGFBP2在不同致病因素诱

导的脂肪肝大鼠动物模型中表达均增加. 并且

免疫组化结果显示IGFBP2在脂肪变性的肝细胞

及胞外基质中均表达增加. IGFBP2可能为脂肪

肝发生的保护因素, 其主要通过对抗胰岛素抵

抗, 脂肪的积聚. 本实验结果可能提示, 在脂肪

肝发生早期, 脂肪变性的肝细胞分泌IGFBP2代
偿性升高, 其主要通过抑制IGFs的生物学作用

阻碍脂肪肝的进一步发展. 如脂肪肝发生的始

动因素(向心性肥胖、2-型糖尿病、高甘油三酯

血症)不消除, 肝细胞在进一步脂肪变性的过程

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前NAFLD在炎
症、脂质代谢、

氧化应激、细胞
凋亡等领域已经
有了一定的进展. 
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中逐步失去分泌IGFBP2的能力, 使IGFBP2分泌

量减少, 其抑制IGFs生物学作用的调节能力降

低, 使其对抗胰岛素抵抗及脂肪积聚的作用下

降, 其具体机制目前尚不清楚, 有待于进一步探

讨. 检测血清IGFBP2有助于早期诊断NAFLD, 
但在区分脂肪肝轻重度时, 敏感性及特异性均

不理想, 有待于进一步扩大样本量及改进试验

方法. 
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表 2 脂肪肝与其他肝病血清IGFBP2比较 (mean±SD)

     
分组                     n               年龄(岁)     IGFBP2(µg/L)

健康成人          30        54.3±13.6    1.77±1.56

轻度脂肪肝        32        56.2±15.8    6.89±2.37ad

中重度脂肪肝    51        51.8±15.4    4.86±1.97a

慢性肝炎          23        53.2±14.8    1.67±1.36

肝硬化          22        57.8±13.2    1.76±1.52

原发性肝癌       20        53.6±15.3    1.52±1.43

aP<0.05 vs  健康成人组; dP<0.01 vs  中重度脂肪肝组.

表 1 轻度脂肪肝组、中重度脂肪肝组和健康成人生化指标比较 (mean±SD)

     
分组                      n           AST(U/L)       ALT(U/L)   TG(mmol/L) TC(mmol/L) 血糖(mmol/L)

健康成人          30  16.78±9.53 15.23±10.62   1.26±0.83 3.34±0.48  4.63±0.72

轻度脂肪肝       32  28.20±11.15a 28.95±13.61ad   2.27±0.91ad 4.20±1.09a  6.14±1.46ad

中重度脂肪肝   51  37.60±12.67a 44.20±16.55a   2.89±1.02a 4.61±2.05a  8.56±2.18a

aP<0.05 vs  健康成人组; dP<0.01 vs  中重度脂肪肝组.

■同行评价
本文选题尚好, 实
用性强, 对临床医
师有很好的参考
价值. 
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Abstract
AIM: To compare and analyze the expression 
difference of proteins between hepatic fibrosis 
serum and normal human serum and to identify 
potential serum markers for human hepatic fibrosis. 

METHODS: Serum samples were collected from 
6 healthy subjects and 6 patients with hepatic 
fibrosis following normal protocols. The serum 
samples of these two groups were mixed into 
one respectively of equal volume. Albumin and 

IgG removal were carried out and serum total 
proteins were extracted. 2-DE was used to isolate 
the total proteins using pH4-7L, 18 cm IPG strip, 
and SDS-PAGE. Silver nitrate stain was applied 
afterwards. ImageMaster 2D Platinum Softwared 
(Version 5) was employed to analyze the 2-DE re-
sults. ELISA was adopted to verify the expression 
changes of some differential proteins. 

RESULTS: The 2-DE matching rate was 89.58% 
between the two groups. From the two groups, 
517 differential protein spots were identified, 
among which 24 with differential expression 
above three times were singgled out and MAL-
DI-TOF-MS analysis was carried out on them. 
Eight proteins were identified, including trans-
ferring, apolipoprotein A-IV, T-cell receptor b, 
haptoglobin, serum albumin and serum albumin 
precursor. Up-regulated expression was ob-
served in 3 proteins and down-regulated expres-
sion in 5 proteins in the hepatic fibrosis serum 
group. As compared with that in normal serum, 
haptoglobin and apolipoprotein A-IV expression 
were down-regulated in hepatic fibrosis serum, 
which was consistent with the results of 2-DE. 

CONCLUSION: Compared with the normal sub-
ject group, the serum in the hepatic fibrosis group 
showed differential expression in protein profile. 
The proteins of differential expression are expect-
ed to be the serum markers for hepatic fibrosis. 

Key Words: Hepatic fibrosis; Serum; Proteomics

Luo XH, Cheng ML, Yang Q, Zhang Q. Screening of 
differential serum proteins in patients with hepatic fibrosis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 1672-1675

摘要
目的: 对比分析肝纤维化患者和健康人血清
中差异表达的蛋白质, 筛选与肝纤维化发生密
切相关的血清蛋白质. 

方法: 肝纤维化患者和健康人空腹血清标本各
6例分别等量混合成2个样本, 去除血清中的白
蛋白和IgG. 利用双向凝胶电泳(2-DE)分离肝纤
维化血清和健康人血清总蛋白质后, 硝酸银染

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病的共同
病理基础, 其早期
诊断仍是临床一
大难题. 回顾这一
领域的发展, 肝纤
维化的诊断从临
床诊断到辅助诊
断如血液生化、

超声、影像学检
查, 肝活组织病理
检查仍然是目前
诊断肝纤维化最
可靠的方法. 但因
其取材局限, 有创
伤, 不便常规随访
及动态观察, 临床
应用受到极大限
制, 迫切需要寻找
简单且易推广、

特异性、敏感性
高的肝纤维化无
创伤性诊断指标. 

■同行评议者
陈红松 ,  研究员 , 
北京大学人民医
院肝病研究所
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色, 经图像分析筛选差异表达的蛋白点. 应用
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-
TOF-MS)鉴定差异表达的蛋白点, 并用ELISA
法对其中部分差异蛋白的表达水平进行验证.  

结果: 筛选出2组间的差异蛋白点共517个, 对
其中表达量差异3倍以上的24个蛋白点进行
MALDI-TOF-MS分析, 鉴定出包括触珠蛋
白、载脂蛋白A-Ⅳ、转铁蛋白、T细胞受体b
链、血清白蛋白及血清白蛋白前体等8个蛋白
质, 其中3个蛋白质在肝纤维化血清中表达上
调, 5个蛋白质在肝纤维化血清中表达下调. 与
健康人血清比较, ELISA法检测肝纤维化血清
中触珠蛋白、载脂蛋白A-Ⅳ表达均下调, 结
果与双向凝胶电泳一致. 

结论: 肝纤维化血清与健康人血清的蛋白质
表达谱表现出一定差异, 这些差异表达的血清
蛋白质有望成为肝纤维化诊断与判定预后的
血清标志物. 

关键词: 肝纤维化; 血清; 蛋白质组学
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0  引言

肝纤维化的血清学指标检测由于其无创、易于

动态监测疾病发展, 近年日益受到国内外学者

的广泛关注并在此领域进行了大量的探索. 但
目前肝纤维化的血清相关标志物对肝纤维化诊

断的特异性、敏感性、准确性、阳性和阴性预

测值尚不尽如人意, 还不能真实反映肝纤维化

的实际状况[1-2]. 血清蛋白质组学以血清整体蛋

白质成分的变化为研究对象, 从而能获得更加

标准化的功能相关的蛋白标志物, 其高通量、

高效率的特性为肝纤维化研究带来了新的思维

方式. 其可以全面、动态地分析患者血清样品中

蛋白质种类及数量的改变, 有助于寻找与疾病诊

断及预后相关的标志物及药物治疗的靶点[3]. 为
此, 我们以经肝穿刺活检证实的肝纤维化患者

为研究对象, 运用血清蛋白质组学技术对比研

究其血清与正常人血清蛋白质组表达的差异, 
以期筛选出人肝纤维化敏感特异的血清标志物, 
为肝纤维化的无创诊断提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 6例肝纤维化患者血清来源于2005-10/ 

2007-06贵州省人民医院感染科经肝穿刺活检

证实为肝纤维化3-4级的患者, 肝组织病理诊断

符合2000年病毒性肝炎防治方案中肝纤维化的

诊断标准. 空腹血清采集于肝穿当日清晨, 排除

HCV感染、长期大量饮酒史及全身性疾病. 其
中男4例, 女2例, 平均年龄41.7±4.8岁. 6例健康

人空腹血清来源于贵阳医学院附属医院体检

中心健康志愿者, B超提示肝脏形态正常, 排除

HBV、HCV感染及长期大量饮酒史, 其中男4例, 
女2例, 平均年龄38.8±5.6岁. 所有样本均符合人

体实验伦理学标准, 征得患者知情同意并签署知

情同意书. 超纯尿素、硫脲、苯甲基磺酰氟、二

硫苏糖醇、碘乙酰胺, 固相pH梯度干胶条(美国

Bio-Rad公司), 十二烷基硫酸钠、甲叉双丙烯酰

胺、α-氰基-4-羟基肉桂酸、乙腈(美国Sigma公
司), 胰蛋白酶(美国Promega公司), Albumin/IgG 
Removal Kit(德国Merck公司), 人载脂蛋白A-Ⅳ 
ELISA试剂盒(武汉中美科技有限公司)、人触

珠蛋白ELISA试剂盒(上海麦莎生物科技有限公

司), 硝酸银、三水乙酸钠、戊二醛为国产试剂. 
Ettan IPG phor Ⅱ等电聚焦系统、Ettan DALT 12
垂直电泳系统(美国GE公司), Autoflex MALDI-
TOF质谱仪(德国Bruker公司), Multiskan全自动

多功能酶标仪(芬兰Labsystem). 
1.2 方法 
1.2.1 样本处理: 空腹全血2 mL提取血清; 血清中

加蛋白酶抑制剂0.1 mol/L PMSF, 使其终浓度达

到1 mmol/L; 再加入0.5 mol/L EDTA, 使其终浓

度达到2 mmol/L; -80℃冰箱保存备用. 同组血清

等量混合后, 按Albumin/IgG Removal Kit说明书

操作去除白蛋白和IgG, 上清液进行Bradford法
蛋白定量.  
1.2.2 双向凝胶电泳: 参照IPGphor等电聚焦系统

指南和Görg et al [4]的方法加以改进. 选用pH4-7 
L的18 cm线性IPG干胶条, 上样量150 μg进行再

水化、等电聚焦, 总电压为72 000 V/h. 胶条平衡

后, 进行120 g/L SDS-PAGE电泳.  
1.2.3 硝酸银染色: 凝胶取出后, 经固定、敏化、

硝酸银染色后至蛋白点显示清晰, 中止染色. 
1.2.4 图像分析: 透射扫描凝胶获取图像后, 利用

图像分析软件对图像蛋白质斑点自动检测, 手
工删除、添加斑点, 匹配, 筛选出在两种组织中

差异表达的蛋白质.  
1.2.5 制备质谱样品及质谱分析: 切取差异蛋白

质点, 再脱色、还原、烷基化、酶解、样品回

收及脱盐处理. 然后在MALDI-TOF质谱仪上分

■相关报道
White et  al 利用
2-DE和LC-MS技
术对比研究丙型
肝炎肝纤维化患
者和正常人血清, 
发现7个差异表达
的蛋白质, 其中载
脂蛋白A-Ⅳ在丙
肝肝纤维化患者
血清中表达下降. 

■创新盘点
本研究运用血清
蛋白质组学技术
对肝纤维化患者
与健康人血清进
行检测, 从整体上
对两者之间差异
表达的蛋白质进
行分析, 发现触珠
蛋白、载脂蛋白
A-Ⅳ可能是肝纤
维化早期特异且
敏感的生物学标
志物. 
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析, 激光波长337 nm, 加速电压为20 kV, 以基质

峰和胰蛋白酶自动降解离子峰作为内部标准校

正, 对肽质量指纹图谱进行校正, 获得蛋白质点

的准确肽质量指纹数据.  
1.2.6 数据库查询: 应用Mascot搜索引擎, 选用

NCBlnr数据库进行查询. 搜索条件设置肽片断

质量最大误差控制在±1×10-4, 酶切断裂位点

允许值为1. 结合蛋白质点的等电点、分子质

量、匹配片段的多少以及氨基酸序列进行蛋白

质鉴定. 
1.2.7 血清载脂蛋白A-Ⅳ、触珠蛋白水平测定: 
采用ELISA法进行检测, 操作严格按试剂盒说明

书进行. 

2  结果

2.1 肝纤维化患者及健康人血清2-DE差异分析 
6例同组血清样本等量混合后, 同时进行3次双

向凝胶电泳, 分别获得3块分辨率高、重复性好

的平行胶. 2组蛋白表达谱类似, 蛋白多集中在

pH5.5-6.5间区域. 肝纤维化血清及正常人血清

2-DE平均蛋白点数, 分别为924±16个和962±
21个(图1), 两种血清的匹配率为89.58%. 筛选出

2组间差异蛋白点517个, 其中表达量差异3倍以

上的蛋白点共24个, 包括肝纤维化组表达上调

的蛋白点12个, 表达下调的蛋白点12个. 
2.2 差异蛋白质的MALDI-TOF-MS鉴定结果 对2
组血清差异3倍以上的24个蛋白点进行MALDI-
TOF-MS分析, 共鉴定出载脂蛋白A-Ⅳ、触珠蛋

白、转铁蛋白、T细胞受体b、白蛋白、白蛋白

前体等8个蛋白质, 其中3个在肝纤维化血清中表

达上调, 5个在肝纤维化血清中表达下调(表1). 
2.3 ELISA法鉴定差异表达的蛋白质 与健康人

血清比较,肝纤维化血清中触珠蛋白、载脂蛋白

A-Ⅳ表达下降,与2-DE结果一致(表2). 

3  讨论

本研究通过肝纤维化患者与健康人血清2-DE胶
图的比较, 寻找出部分差异表达的蛋白, 发现并

了解这些蛋白质在肝纤维化患者血清中的变化, 
将有助于对肝纤维化早期特异且敏感的生物学

标志物的筛选. 
触珠蛋白作为一种急性期蛋白, 在宿主抗

表 1 肝纤维化组及健康人血清组中部分差异蛋白点质的谱鉴定结果

     
编号   肽段匹配率 序列覆盖率(%)  相对分子质量   等电点         蛋白质名称    肝纤维化血清中的表达

173   6/40         25             34 356 5.99 T细胞受体b        上调

220   7/21         37             23 884 6.59 免疫球蛋白A        上调

300   7/15         34             27 670 6.39 白蛋白         下调

319 11/17         26             48 641 5.97 白蛋白前体        下调

368   7/22         21             48 669 6.67 转铁蛋白         下调

446 12/49         33             45 307 5.23 载脂蛋白A-Ⅳ        下调

451 11/21         32             38 868 6.26 触珠蛋白         下调

499 25/65         46             67 988 5.69 肉豆蔻酸白蛋白复合物   上调

表 2 血清中触珠蛋白、载脂蛋白A-Ⅳ ELISA测定结果
(mean±SD, n  = 6)

     
分组                      触珠蛋白(μg/L)     载脂蛋白A-Ⅳ(mg/L)

健康人血清         71.36±34.02           326.47±140.29

肝纤维化血清     49.54±25.16b          198.12±97.84b

bP<0.01 vs  健康人血清组.

图 1 肝纤维化与健康
人血清2-DE胶图. A: 肝

纤维化血清; B: 健康人

血清.
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A■应用要点
深入研究这些差
异表达的蛋白质
在肝纤维化发生
发展过程中的作
用, 将为肝纤维化
的无创性诊断提
供新的思路. 
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感染、损伤组织的修复以及内环境稳定的过程

中起着重要作用. 此外, 触珠蛋白尚有抗氧化

活性、抑制前列腺素合成、抑制细菌、促进血

管生成及重要的免疫作用. 触珠蛋白主要在肝

脏合成和降解, 当肝实质的广泛受损, 肝脏合成

触珠蛋白的功能低下[5-6]. 本实验通过2-DE筛查

发现, 触珠蛋白在肝纤维化血清中表达降低, 与
ELISA结果检测一致. 推测由于在肝纤维化时, 
肝实质受损, 肝脏合成触珠蛋白减少所致. 因此, 
血清触珠蛋白的减少可作为临床上诊断肝纤维

化的一个标志. 
载脂蛋白A-Ⅳ是20世纪70年代后期发现的

一种糖蛋白, 主要在空肠、回肠及下丘脑合成, 
具有调节摄食、抗动脉粥样硬化、抗氧化、调

节胃动力等作用[7-8]. 在硫代乙酰胺诱导的肝纤维

化大鼠, 载脂蛋白A-Ⅳ在基因水平出现下调[9]. 近
来一些学者运用蛋白质组学技术研究发现, 载
脂蛋白A-Ⅳ在丙肝后肝纤维化及实验性肝纤维

化血清中表达下降[10-11], 与我们的研究结果一

致. 提示载脂蛋白A-Ⅳ可能与肝纤维化的发生

有关, 对患者血清载脂蛋白A-Ⅳ表达水平的监

测将有助于对肝纤维化的诊断. 
血清转铁蛋白(transferrin)是血清中b2球蛋

白与铁结合的一种复合体, 主要由肝脏合成. 血
清转铁蛋白具有运铁、调节铁的吸收和防止铁

的毒性作用, 还能促进肝细胞的再生. 因此, 肝
脏发生病变时, 血清转铁蛋白含量会随之产生

变化[12]. 我们通过双向凝胶电泳实验也发现肝纤

维化血清中转铁蛋白表达下降, 这可能由于肝

细胞损伤后, 肝脏合成转铁蛋白能力下降所致.
血清白蛋白具有脂肪酸的结合位点, 可以

结合脂肪酸[13]. 有研究证实酒精性肝病时, 血清

中的饱和脂肪酸, 尤其是肉豆蔻酸含量显著增

加[14]. Eun et al运用血清蛋白质组学方法研究韧

带骨化, 发现血清中肉豆蔻酸白蛋白复合物表

达上调[15]. 我们在肝纤维化血清中, 也发现肉豆

蔻酸与白蛋白结合的复合物表达上调, 可能是

由于肝纤维化时脂肪酸代谢紊乱所致. 因此, 我
们可考虑将肉豆蔻酸白蛋白复合物作为肝纤维

化患者潜在的血清标志物进行后续研究. 
本研究利用蛋白质组学研究技术对肝纤维

化患者与正常人血清的差异蛋白进行了初步鉴

定, 获得了触珠蛋白和载脂蛋白A-Ⅳ等8个差异

蛋白质, 进一步评价这些血清差异蛋白作为肝

纤维化诊断候选标志物的可靠性, 还需继续扩

大样本量、鉴定数据和结合其他方法进行后续

研究, 但本次研究结果为寻找肝纤维化患者早

期血清敏感特异标志物提供了可靠依据. 
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Abstract
AIM: To explore the clinical and pathological 
features of primary biliary cirrhotic (PBC) 
patients with negative anti-mitochondria 
antibody M2 subtype (AMA-M2).

METHODS: Fifty six PBC cases from the second 
affiliated hospital of Kunming Medical College 
between AD 2000 and 2007 were selected. The 
clinical data (general status, laboratory findings) 
and pathologic data were reviewed in 22 cases 
of negative AMA-M2 antibody. And the clinical 
data of the negative AMA-M2 anti-body cases 
were compared with the positive ones. 

RESULTS: The general status and laboratory 
findings (biochemical data, immune function) of 
AMA-M2 antibody negative were compared with 
the positive ones, with no significant difference 
observed (all P > 0.05). Remarkable changes in bile 

ducts, especially in small bile ducts were observed 
in 22 negative AMA-M2 antibody cases. Those 
changes were related to staging. Inflammatory cells, 
mainly lymphocytes were seen around the bile 
duct. Remarkable infiltrated inflammatory cells, 
mainly lymphocytes, even lymphoid follicles were 
observed in the portal area. Liver cells changed 
mildly and were non-specific. The changes of differ-
ent stages existed and intermixed in one sample.

CONCLUSION: Liver biopsy is useful to confirm 
to diagnosis of PBC with negative M2 antibody and 
an important criteria for staging determination. 

Key Words: Primary biliary cirrhosis; Anti-mitochon-
dria antibody; Pathology

Li XJ, Yang JH. Clinical and pathological features of 
primary biliary cirrhotic patients with negative anti-
mitochondria antibody M2 subtype. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 1676-1679

摘要
目的:  探讨原发性胆汁性肝硬化(p r i m a r y 
biliary cirrhosis, PBC)中AMA-M2阴性患者的
临床及病理特点. 

方法: 2000-2007年昆明医学院第二附属医院
PBC患者56例. 分析AMA-M2阴性PBC患者临
床资料及病理资料, 并与AMA-M2阳性患者临
床资料进行对比.  

结果: AMA-M2抗体阳性与阴性患者间一般资
料及血清指标均无显著性差异(均P >0.05). 22
例AMA-M2阴性PBC患者胆管改变明显, 以小
胆管最具特征性, 其表现与所处的分期有关, 
胆管周围见炎性细胞浸润, 以淋巴细胞为主; 
汇管区细胞浸润现象明显, 以淋巴细胞最为重
要, 甚至形成淋巴滤泡; 肝细胞改变相对较轻, 
缺乏特异性; 同一份标本可见不同时期的改
变, 各期改变可相互混杂. 

结论: 病理组织学是确诊AMA-M2阴性患者
的重要检查, 同时是分期的重要标准. 

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 抗线粒体抗体; 病理学

®

■背景资料
PBC是一种慢性
进行性胆汁淤积
性 肝 脏 疾 病 ,  以
肝内中小胆管非
化脓性炎症为特
征, 中老年女性多
见, 男女比例约为
1∶8. 本病目前尚
无治愈的方法, 但
早期及时治疗能
改善生化指标及
肝脏组织学病变, 
从而延缓病情进
展, 一旦进入晚期, 
则肝移植为唯一
可行的治疗手段, 
因此早诊断早治
疗至关重要. 抗线
粒体抗体M2亚型 
(AMA-M2)一般认
为是其特异性抗
体, 但仍有部分为
阴性患者, 增加了
诊治难度, 通过对
阴性患者的研究
有利于进一步认
识PBC, 减少误诊.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
P B C)是一种慢性进行性胆汁淤积性肝脏疾

病, 以中老年女性多见, 一般认为与自身免疫

有关[1], 但具体病因及发病机制仍不清楚. 抗线

粒体抗体M2型(anti-mitochondrial antibody M2 
subtype, AMA-M2)是PBC的特异性抗体, 阳性率

高, 但仍有部分患者该抗体阴性, 极易误诊. 本
研究旨在通过分析探讨PBC中AMA-M2阴性患

者的临床及病理资料, 总结其发病规律, 提高临

床诊疗水平. 

1  材料和方法

1.1 材料 选自昆明医学院第二附属医院2000- 
2007年所有P B C患者 ,  均符合美国肝病学会

(AASLD)2000年版PBC诊断指导建议[2]: (1)碱
性磷酸酶(A L P)等反映胆汁淤积的生化指标

升高; (2)影像学检查示胆管正常; (3)血清抗线

粒体抗体(AMA)或AMA-M2阳性. (4)如果血清

AMA/AMA-M2阴性, 病理检查符合PBC改变. 其
中AMA-M2阴性患者符合(1)(2)(4)条, 患者共22
例, 平均53.55±15.15岁, 其中女18例, 平均52.78
±14.91岁, 男4例. 对照组为AMA-M2阳性患者34
例, 年龄56.56±11.16岁, 其中女27例, 男7例. 病
例组黄疸14例(63.64%)、疲乏12例(54.55%)、纳

差11例(50%)等. 对照组黄疸21例(61.76%)、疲乏

17例(50.00%)、纳差13例(38.24%). 
1.2 方法 
1.2.1 血清指标检测: 所有病例均采集清晨空腹

肘静脉血, 分离血清待检. ALP、γ-谷氨酰转移

酶(GGT)、总胆汁酸(TBA)、总胆红素(TBIL)、
丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移

酶(AST)等均采用日立7170A型全自动生化分析

仪检测. 
自身免疫性肝病谱采用免疫印迹技术测

定: A M A-M2、酸性磷酸化蛋白(S P100)、抗

肝/肾微粒体抗体1型(LKM1)、抗核心蛋白抗

体(gp210)、抗肝细胞质抗原1型(LC1)、抗可

溶性肝抗原(SLA); 抗核抗体(ANA)及抗双链

DNA(DSDNA)采用间接免疫荧光法检测; IgG、

IgA、IgM、C3、C4采用速率散射比浊法. 
1.2.2 影像学检查: 所有对象均行影像学检查(B

超、CT、MRI或MRCP)显示胆管.  
1.2.3 肝组织病理学检查: 在B超引导下采用活检

枪快速穿刺法取肝组织, 标本长1.2-1.5 cm, 镜下

至少包括6个汇管区. 100 g/L中性甲醛溶液固定, 
送昆明医学院病理教研室经石蜡包埋, 制成厚

度为5 μm的切片, 常规HE染色、网状纤维染色

等处理后, 采用同一标准阅片. 
统计学处理 计数资料以例数或百分比进行

描述, 计量资料中正态分布资料以mean±SD表

示, 偏态分布资料以中位数表示. 组间比较: 计
量资料采用独立样本均数的t检验或Wilcoxon秩
和检验, 计数资料采用χ2检验. 应用SPSS13.0统
计软件包进行统计分析, α = 0.05. 

2  结果

2.1 血清生化指标 2组患者间, 血清生化指标无

统计学差异(表1).
2.2 自身免疫性肝病谱抗体及其他抗体阳性者 
病例组ANA: 9例(40.91%), gp210: 2例(9.09%), 
Sp100: 1例(2.94%), LKM: 2例(9.09%), LC1: 1例
(4.55%), DSDNA: 1例(4.55%), SLA: 0例. 其中有

2例患者存在M2抗体阳性-阴性变动现象. 
2.3 免疫功能 2组患者间, 血清免疫球蛋白及补

体比较无统计学差异(表2).
2.4 影像学检查 患者均示胆管正常. 
2 .5  肝组织学检查  22例患者行肝穿刺活体

组织学检查 ,  均见特征性表现 .  其中Ⅰ期1例
(4.5%), Ⅱ期4例(18.2%), Ⅲ期4例(18.2%), Ⅳ期

13例(59.1%). 可见: 小叶间胆管改变100%(减
少、消失、增生、变性坏死等), 界板胆管改变

71.0%(减少或消失、变性坏死、增生等), 汇管

区细胞浸润现象100%(所有均见淋巴细胞, 甚至

形成淋巴滤泡, 其他见浆细胞、中性粒细胞等), 
胆管周围亦见细胞浸润(淋巴细胞为主), 肝细胞

改变轻微(水肿为主, 尚见点灶状坏死、嗜酸性

改变、脂肪变性等). 

3  讨论

PBC是一种慢性进行性胆汁淤积性肝脏疾病, 以
肝内中小胆管非化脓性炎症为特征, 中老年女

性多见, 男女比例约为1∶8[3]. 本病目前尚无治

愈的方法, 但早期及时治疗能改善生化指标及

肝脏组织学病变, 从而延缓病情进展, 一旦进入

晚期, 则肝移植为唯一可行的治疗手段, 因此早

诊断早治疗至关重要[4]. 但因本病早期临床表现

不典型及临床重视程度不够、诊断水平等原因, 

■研发前沿
原发性胆汁性肝
硬化(PBC)是一种
慢性进行性胆汁
淤积性肝脏疾病, 
以中老年女性多
见, 一般认为与自
身免疫有关, 但具
体病因及发病机
制仍不清楚.
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误诊率仍高居不下, 浪费了大量医疗资源[5]. 一
般认为PBC与自身免疫有关[1], 病因可能涉及遗

传[6]、感染[7]及环境[8]等因素, 但具体病因及发

病机制尚未明确. 
P B C的一个重要特征是一些血清抗体阳

性: AMA是PBC的标志性抗体, 共分为M1-M9 
9个亚型, 其中M2为PBC特异性抗体. AMA-M2

在PBC发病中的可能有重要作用: (1)阳性率高

达95%[9], 甚至有报道阳性率可为95%-100%; 
(2)AMA-M2在无症状的体检者中可出现, 多年

后大多数发展为PBC患者; (3)已有实验[10]证实

M2抗原可诱导建立小鼠PBC模型, 其生化与病

理特征和人类相似, 进一步证实了AMA-M2在

PBC发病中的重要作用. ANA是自身免疫性疾

病的一类重要抗体, 是A M A阴性患者的一项

重要标志[11]. ANA有多种亚型: 核膜型、着丝

点型、颗粒型、均质型及核点型等. 其中核膜

型(nuclear envelope, NE)和多核点型(multiple 
nuclear dots, MND)被认为是PBC特异性抗体. 
核膜型主要包括抗gp210等, 特异性高, 与疾病

的活动度和严重性相关[12]. 多核点型主要包括

SP100, 目前认为[11]抗-SP100是PBC特异性自身

抗体. 本次研究中3例AMA-M2阴性而gp210(2
例)或SP100(1例)阳性患者均经病理学确诊, 支
持二者是PBC特异性抗体的观点, 是AMA-M2阴

性者较好的补充指标. 其他自身免疫性肝病抗

体如LKM1, LC1临床意义均与AIH相关, PBC中
阳性率低, 对PBC诊断意义不大. 

大多数学者认为 ,  符合诊断标准的A M A
或M2抗体阳性者, 可确诊为PBC. 但对AMA或

AMA-M2阴性者, 目前仍未有统一意见. 有些作

者[13]认为属另外一种疾病, 即自身免疫性胆管

炎(autoimmune cholangitis, AIC); 但有人认为属

于AMA阴性的PBC, 是一个亚型. 本研究中患者

AMA-M2阴性者占一定比例, 为39.29%(22/56). 
通过比较AMA-M2阳性组和阴性组发现: 二者性

别、年龄、生化资料、免疫功能等方面均无差

别, 与文献相符[14-15]; 另外, 与Masuda et al [16]报道

相似, 有2例患者存在AMA-M2阳性-阴性变动现

象, 具体原因有待进一步研究. 根据以上2点, 所
以我们认为AMA-M2阴性者仍属于PBC, 至于与

阳性者是否有不同的发病机制有待进一步研究.     
AMA-M2阳性或阴性患者, 肝组织病理仍是

诊断的金标准. PBC组织病理主要表现为中小胆

管的非化脓性肉芽肿性炎症, 一般分4期[17]: Ⅰ
期: 破坏性胆管炎期; Ⅱ期: 胆管增生期; Ⅲ期: 
瘢痕期; Ⅳ: 肝硬化期. 研究中发现, AMA-M2抗

体阴性与阳性患者肝脏病理改变均有以下特点: 
(1)胆管改变明显, 以小胆管最具特征性(100%), 
其表现与所处的分期有关; 界板胆管亦有类似

改变, 但无特异性; 胆管周围见炎性细胞浸润, 
以淋巴细胞为主. (2)汇管区细胞浸润现象明显, 
以淋巴细胞最为重要(100%), 甚至形成淋巴滤

泡; 其他尚可见浆细胞、中性粒细胞等. (3)肝细

胞改变相对较轻, 缺乏特异性. (4)同一份标本中

常可见不同时期的改变, 各期改变可相互混杂, 
如Ⅲ、Ⅳ期标本中, 可见胆管破坏、胆管增生

等Ⅰ、Ⅱ期表现. 所以对AMA-M2抗体阴性者, 
病理学检查十分重要. 主要意义为: 对AMA-M2

阴性患者有确诊意义; 对病程进行分期, 从而指

导进一步治疗. 因而我们临床医生一定要重视

病理学检查的作用, 尤其对不明原因的肝损伤

患者, 尽量完善组织学检查. 
本研究通过分析22例PBC中AMA-M2阴性

患者的临床及病理特点得出: AMA-M2阴性的

PBC患者占一定比例, 仍以中老年女性为主; 血
清指标对AMA-M2阴性的患者仍有诊断价值, 尤
其是ANA; 存在AMA-M2阳性-阴性变动现象; 
M2抗体阳性与阴性患者临床上无显著差别, 二
者属于同一种疾病; 病理组织学是确诊AMA-M2

阴性患者的重要检查, 同时是分期的重要标准. 

表 1 患者血清生化指标比较

     
检测指标              对照组        病例组            t 值          P 值

ALT (U/L)1              97             59           -0.746     0.455

AST (U/L)1            135             84           -1.244     0.213

ALP (U/L)             256.32±   220.88±     0.817     0.419

             122.69      165.44

GGT (U/L)            255.16±    259.00±  -0.055     0.957

             194.64       271.19

TBA(μmol/L)1         36.30         39.7         -0.367     0.713

TBIL (μmol/L)1        48.80         30.10       -0.794     0.427

1: 偏态分布资料, 中位数表示, 应用Wilcoxon秩和检验.

表 2 患者血清免疫球蛋白及补体 (g/L)

     
检测指标         对照组              病例组            t 值          P 值

IgG            18.68±4.98     14.59±3.11    1.269    0.253

IgA              3.89±1.63       3.61±1.82    1.031    0.351

IgM             5.57±3.74       2.57±2.13    1.034    0.302

C3                1.11±0.16       0.84±0.31    0.732    0.465

C4                0.20±0.05       0.16±0.06    1.098    0.310 

■相关报道
大多数学者认为, 
符合诊断标准的
A M A 或 M 2抗 体
阳性者, 可确诊为
PBC. 但对AMA
或AMA-M 2阴性
者, 目前仍未有统
一意见.
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Abstract
AIM: To explore the feasibility of the use of 
Belghiti’s liver hanging maneuver in anatomic 
semi-hepatectomy.

METHODS: Clinical data of 28 patients un-
dergoing semi-hepatectomy by Belghiti’s liver 
hanging maneuver between March 2005 and 
December 2008 in our department were com-
pared with those without liver hanging maneu-
ver. The amount of intraoperative bleeding and 
blood transfusion, liver function recovering and 
postoperative complications were compared be-
tween the two groups.

RESULTS: No operative death was found in 
this study, and the amounts of intraoperative 
bleeding and transfusion were decreased sig-
nificantly in the liver hanging maneuver group 
(426.36 ± 312.79 mL vs 526.58 ± 251.32 mL; 508.13 

± 128.26 mL vs 735.13 ± 216.79 mL, both P < 0.05). 
There was no significant difference in the liver 
function test, postoperative complications and 
length pf hospital-stay between the two groups.

CONCLUSION: Liver hanging maneuver is fea-
sible in terms of anatomy and technique. With 
liver hanging maneuver, semi-hepatectomy may 
be safer and the intraoperative blood loss is re-
duced. It also makes the anterior approach for 
semi-hepatectomy safer and easier.

Key Words: Belghiti liver hanging maneuver; Semi-
hepatectomy; Retrohepatic tunnel; Inferior vena 
cava

Zhu XH, Qiu YD, Wu YF, Zhou JX, Jiang CP, Ding YT. 
Belghiti’s liver hanging maneuver in anatomic semi-
hepatectomy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 
1680-1683

摘要
目的: 探讨Belghiti悬挂法在解剖性半肝切除
术中的应用价值. 

方法: Belghiti肝脏悬挂法成功行半肝切除术
患者28例, 并与未采用Belghiti肝脏悬挂法完
成的解剖性半肝切除术患者22例比较, 分析评
价患者术中相关指标和术后并发症. 

结果: 2组患者均无手术死亡, Belghiti悬挂组
的术中失血量和输血量均较对照组显著减少
(426.36±312.79 mL vs  526.58±251.32 mL; 
508.13±128.26 mL vs  735.13±216.79 mL, 均
P <0.05). 2组的术后肝功能、并发症发生率、

住院时间无显著差异.

结论: Belghiti悬挂法可进一步提高半肝切除
的安全性, 减少出血, 并且可在先不游离肝脏
的情况下完成半肝切除, 更符合肿瘤外科的基
本原则.

关键词: Belghiti悬挂法; 半肝切除; 肝后隧道; 下腔

静脉

朱新华, 仇毓东, 吴亚夫, 周建新, 江春平, 丁义涛. Belghiti悬挂

法在解剖性半肝切除术中的应用. 世界华人消化杂志  2009; 
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■背景资料
Belghit i  et  al 在
2 0 0 1 年 首 先 开
展 的 肝 脏 悬 吊
法(liver hanging 
maneuver), 能减
少肝脏翻转, 可在
未游离肝脏的情
况下实现肝脏离
断, 结合阻断待切
除肝叶的流入道
和流出道血管的
解剖性半肝切除
能避免保留侧肝
脏的缺血再灌注
损伤.

■同行评议者
宋振顺, 教授, 中
国人民解放军第
四军医大学西京
医院肝胆外科; 吴
泰璜, 教授, 山东
省立医院肝胆外
科



朱新华, 等. Belghiti悬挂法在解剖性半肝切除术中的应用                1681

www.wjgnet.com

17(16): 1680-1683

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/1680.asp

0  引言

Belghiti et al [1]在2001年首先报道将肝脏悬挂法

(liver hanging maneuver)应用于肝切除, 其手术

关键是切肝前在肝后下腔静脉前壁与肝组织之

间引过一悬吊带, 提起悬吊带即可使切肝平面

离开肝后下腔静脉, 这样就可以在未游离肝脏

的情况下通过前方入路进行右半肝切除术, 在
完全离断肝实质之后在肝外结扎肝右静脉, 最
后游离肝周韧带完成右半肝切除. 我科在双阻

断(阻断待切除肝叶的流入及流出道)解剖性

肝切除的基础上[2], 运用Belghiti悬挂法成功完

成半肝切除术28例, 并将其与我科前期未采用

Belghiti悬挂法完成的解剖性半肝切除术病例进

行回顾性对比分析, 现将结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析2005-03/2008-12在南京大

学医学院附属鼓楼医院肝胆外科完成的50例半

肝切除患者的临床资料. 采用Belghiti悬挂法的

前入路半肝切除28例, 其中男22例, 女6例, 中位

年龄47.8岁, 包括肝细胞癌21例, 胆管细胞癌2
例, 肝门部胆管癌4例, 巨大血管瘤1例. 常规解

剖性半肝切除22例, 其中男17例, 女5例, 中位年

龄47.1岁, 包括肝细胞癌18例, 胆管细胞癌1例, 
肝门部胆管癌2例, 左半肝广泛性肝内胆管结石

1例. 所有患者术前均行CT检查测定残余肝体积

并且进行肝脏血管三维重建, 明确门静脉、肝

中静脉等重要血管有无解剖变异.
1.2 方法 
1.2.1 具体操作: 2组患者均首先解剖第一肝门, 
根据肝切除的范围, 结扎、切断需切除肝叶的

肝动脉、门静脉分支. 仔细分离第二肝门, 显露

肝右静脉、肝中静脉和肝左静脉之间的肝上静

脉间切迹. 
Belghiti悬挂组向左上牵拉肝蒂, 显露肝下

下腔静脉, 切开肝下下腔静脉和肝尾状叶之间

的后腹膜, 并沿肝后下腔静脉和尾状叶间隙向

上分离, 如果遇到尾叶静脉予以离断结扎. 然后

再用长止血钳紧贴尾状叶的后方, 在下腔静脉

前方并沿其中线, 在术中B超的引导下小心向头

侧肝上静脉陷窝方向分离推进, 到达肝上静脉

陷窝形成肝后隧道后, 用止血钳牵引血管阻断

带穿过此隧道, 至此肝后绕肝带放置完毕. 术中

由第一助手提拉绕肝带并保持一定的张力, 使
肝脏离开肝后下腔静脉, 在绕肝带的指引下沿

着肝正中裂, 用血管钳钳夹切面肝组织, 暴露管

道,分别用电灼、结扎、缝扎等方法来处理不

同粗细的断面所遇管道. 胆管常规在切肝时与

Glissonian鞘一起结扎、切断, 不预先在肝门处

游离. 直至下腔静脉前方后切除半肝, 最后游离

肝周韧带, 移走标本. 对半肝切除和(或)合并胆

囊切除病例, 通过胆囊管或左肝管断端插管注

入美蓝溶液来检测肝断面是否有胆漏. 肝断面

不予缝合, 热盐水纱布垫敷3-5 min后, 小针线8
字或U字形缝合大的出血点及胆漏, 小的渗血处

可用电刀或氩气凝血器处理. 于创面处放置腹

腔引流. 
对照组患者先游离肝脏, 显露病侧肝脏. 在

未放置绕肝提拉带的情况下采用常规解剖性肝

切除方法[2]行半肝切除. 具体切肝方法同Belghiti
悬挂组.  
1.2.2 术中相关指标的比较和术后处理: 比较

Belghiti悬挂组和对照组肝切除术中出血量、输

血量、输血率和术后肝功能、并发症发生率、

平均住院日. 术后常规监测生命指征, 吸氧. 采
用保肝、制酸、抗生素预防感染, 以及营养支

持等治疗.
统计学处理 所有统计资料结果输入Excel

表格, 计量资料用mean±SD表示, 分类变量资料

用率表示; 计量资料分析采用t检验、Cochran近
似t检验或Wilcoxon秩和检验, 定性资料分析采

用卡方检验或Fisher精确概率检验, 以双侧α = 
0.05为检验水准, 全部统计分析采用SAS8.0软件

实现.

2  结果

2.1 患者手术资料 Belghiti悬挂组左半肝切除4
例, 左半肝联合尾状叶切除3例, 右半肝切除20
例, 右半肝联合尾状叶切除1例; 对照组左半肝

切除4例, 左半肝联合尾状叶切除2例, 右半肝切

除16例. 经统计学处理, 2组患者年龄, 性别、病

程等无统计学差异. 
2.2 术中相关指标 Belghiti悬挂组均成功安放绕

肝带, 未发生肝静脉、下腔静脉和肝短静脉损

伤导致的大出血. 操作耗时18-29(平均24) min. 2
组患者均无术中死亡, 术中未发生不可控制的

大出血. Belghiti悬挂组患者术中失血量和输血

量均较对照组显著减少(均P <0.05), 2组手术时

间相比较无显著差异(表1).

■相关报道
研究表明, 手术失
血量的多少与术
后并发症的发生
率相关. 术中失血
少, 术后并发症明
显减少, 而同时因
为减少术中输血
则可以防止因抑
制自身免疫系统
而导致的术后肿
瘤复发. 因此减少
术中出血, 尽量做
到不输血是肝胆
肿瘤肝切除术的
关键.
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2.3 肝功能指标及并发症 2组患者谷丙转氨酶

(ALT)、总胆红素(TBIL)、白蛋白(ALB)和胆碱

酯酶(CHE)比较均无显著差异(表2). 全组无手术

死亡患者. Belghiti悬挂组肝切除术后并发症发

生率为50.0%(14/28), 对照组肝切除术后并发症

发生率为54.5%(12/22), 均为轻微并发症. 2组比

较无统计学差异, 并发症经保守治疗后均痊愈

出院. Belghiti悬挂组和对照组总住院时间分别

为24.6±4.9 d和25.4±5.2 d, 术后平均住院时间

分别为15.0±6.4 d和14.5±6.2 d, 2组比较无显著

差异.

3  讨论

随着肝正中裂劈开、肝外游离等肝脏外科技术

的进步, 半肝切除目前已成为一种常规手术. 但
国内肝胆疾病患者大多合并肝硬化, 肝功能代

偿能力较差, 在这种情况下, 肝脏游离过程中的

肝脏翻转和肝十二指肠韧带阻断造成的肝脏缺

血再灌注损伤增加了术后肝功能衰竭的危险. 
Belghiti et al在2001年首先开展的肝脏悬吊法[1], 
能减少肝脏翻转, 可在未游离肝脏的情况下实

现肝脏离断, 结合阻断待切除肝叶的流入道和

流出道血管的解剖性半肝切除能避免保留侧肝

脏的缺血再灌注损伤. 
Belghiti悬吊技术的可行性和安全性在于相

关的解剖研究结果, 包括: (1)肝左、肝中静脉共

干与右肝静脉之间平均距离为1.4 cm; (2)实际

分离肝后下腔静脉前间隙的长度约5-6 cm; (3)
肝短静脉主要分布于肝后下腔静脉的下1/2区
域, 且半数以上的标本呈左右二组分布于IVC左
右二前侧壁, 肝后IVC正前壁略偏右区域是一相

对少血管区域[3]; (4)在下腔静脉右侧壁常可见到

较粗大的右下肝静脉(inferior right hepatic vein, 

IRHV), 这是分离过程中的一个重要解剖标志, 
通常需将其平面以下的小静脉予以结扎离断[4-6]. 

我们成功应用Belghi t i悬挂法完成28例半

肝切除后体会到该方法具有下列重要意义 : 
(1)Belghiti悬挂法可以将肝脏从中线提起, 与肝

后下腔静脉分开, 充分显露肝断面深部的管道,
从而避免断肝时肝后下腔静脉损伤所致的难以

控制的大出血和空气栓塞. (2)肝中静脉主干能

够得到更好的显露, 可以紧贴肝中静脉主干安

全地完成半肝切除, 不仅避免了肝中静脉主干

的损伤, 而且保证了半肝切除的彻底性. (3)在绕

肝带的指示下, 不仅能使肝中裂的劈开更加规

则, 而且能保证断肝能在最薄、最小的界面进

行. (4)提拉绕肝带时不仅对肝断面的肝窦有压

迫止血作用, 对第一肝门也有部分挤压, 因此用

该法进行半肝切除可减少出血. 
研究表明, 手术失血量的多少与术后并发症

的发生率相关[7-9]. 术中失血少, 术后并发症明显

减少, 而同时因为减少术中输血则可以防止因

抑制自身免疫系统而导致的术后肿瘤复发. 因
此减少术中出血, 尽量做到不输血是肝胆肿瘤

肝切除术的关键[10-11]. 本组资料中, Belghiti悬挂

组的平均失血量为426.36 mL, 对照组的平均失

血量为526.58 mL, 两者有显著性差异(P <0.05); 
Belghiti悬挂组有16例术中输血, 输血率57.14%, 
对照组有12例术中输血, 输血率为54.54%, 两者

无显著性差异(P >0.05). 但Belghiti悬挂组的平均

输血量508.13 mL, 而对照组为735.13 mL, 两者

之间比较有显著性差异(P <0.05). 
与Belghiti悬挂直接相关的常见并发症是在

建立肝后隧道过程中损伤肝静脉、下腔静脉和

肝短静脉引起的大出血. 在本组的28例患者中

■应用要点
Belghiti悬挂结合
双阻断法可进一
步提高解剖性半
肝切除的安全性, 
减少出血, 并且可
以在先不游离肝
脏的情况下完成
半肝切除, 更符合
肿瘤外科的基本
原则, 具有广阔的
临床应用前景.

表 1 Belghiti悬挂组和对照组肝切除手术中相关指标比较

     
分组    n   手术时间(h)        失血量(mL)              输血量(mL)

Belghiti悬挂组 28 4.65±2.37 426.36±312.79a        508.13±128.26a

对照组  22 4.92±1.67 526.58±251.32        735.13±216.79

aP<0.05 vs  对照组.

表 2 Belghiti悬挂组和对照组肝切除手术后3 d肝功能指标比较

     
分组    n          ALT(IU/L)       TBIL(μmol/L)         ALB(g/L)  CHE(μmol/L)

Belghiti悬挂组 28 271.13±161.15    14.69±11.19    35.16±5.78   2.32±1.64

对照组  22 291.43±175.31    15.08±11.64    34.61±6.13   2.12±1.89
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虽未出现, 但在每次手术中都应防止出现这一

危险并发症. 我们体会到其预防要点为: 肝短静

脉主要分布在肝后下腔静脉左右前壁上, 故在

分离肝后下腔静脉隧道时要在肝后下腔静脉前

壁正中分离, 以免损伤肝短静脉, 造成难以控制

的大出血. 防止肝静脉损伤的关键是仔细分离

第二肝门, 尽量清楚显露肝右静脉、肝中静脉

和肝左静脉之间的肝上静脉间切迹, 便于指引

放置肝后绕肝带. 术前行肝静脉和下腔静脉CT
三维重建, 结合术中B超检查能明确肿瘤有无侵

犯下腔静脉壁, 对于防止下腔静脉损伤具有重

要意义. 在初期开展该技术时, 我们推荐在肝脏

游离后行肝后悬吊操作, 这样可以在保证安全

的前提下, 体会该技术的优势. 待技术成熟后再

于不游离肝脏的情况下放置悬吊带. 这对于应用

该项技术尚无丰富经验的操作者具有参考价值. 
为防止半肝切除术后发生肝功能衰竭等严

重并发症, 本组患者术前均行ICG清除试验评

价肝功能储备, 并且结合CT三维重建, 测定残

余肝体积, 作为行解剖性半肝切除的重要筛选

指标. 同时采用术中B超检测重要血管位置来

确定断肝平面, 保证残余半肝血供不受明显损

害. 本组患者中, Belghiti悬挂组肝切除术后并发

症发生率为50.0%(14/28), 对照组肝切除术后并

发症发生率为54.5%(12/22), 两者无统计学意义

(P >0.05). 并且其并发症以胸腔积液, 膈下积液

和腹水等轻微并发症为主, 2例肝断面少量胆漏

的患者经通畅引流约1 wk后均治愈, 未发生腹腔

大出血、肝功能衰竭等严重并发症. Belghiti悬
挂组与对照组比较, 住院时间、术后恢复时间

均相当, 住院总费用也没有明显的增加, 因此从

时间和经济2方面来比较, 2组也无明显差异. 因
此, Belghiti悬挂法并未增加患者风险和负担, 对
于患者而言是可以接受的. 

总之, Belghiti悬挂结合双阻断法在技术上

是安全可行的, 该方法可进一步提高解剖性半

肝切除的安全性, 减少出血, 并且可以在先不游

离肝脏的情况下完成半肝切除, 更符合肿瘤外

科的基本原则.
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic efficacy of 
endoscopy and enteric nutrition (EN) in acute 
severe biliary pancreatitis at early stage.

METHODS: The clinical data of patients, who 
were admitted in our department from January 
2005 to July 2008, were collected and the diagno-
ses were acute severe biliary pancreatitis (ASBP). 
Those patients were randomly divided into 
two groups (E-group and R-group): E-group’s 
treatment protocols were ERCP + EST + ERBD 
and Enteral Nutritional on early stage; R-group’
s treatment protocol was orthodox treatment 
and Total Parenteral Nutrition (TPN) + EN. We 
compared the dates of two groups in subjective 
symptoms, signs, chemical examinations, endo-
toxin of plasma, TNF-α, computed tomography 
grades, cost of hospitalization, length of hospital 

stay. All of dates showed that E group had an 
advantage in comparison with R group. 

RESULTS: All patients involved completed 
our therapy, and received the EN at early stage. 
Endoscopy and enteric nutrition significantly 
improved subjective symptoms, clinical signs, 
laboratory examinations, TNF-α, endotoxin, sig-
nificantly reduced hospital fees, length of hospi-
tal stay. 

CONCLUSION: Endoscopy and enteric nutri-
tion at early stage is of effectiveness, safy and 
economic protocol in acute severe biliary pan-
creatitis. 

Key Words: Endoscope; Enteral nutrition; Acute se-
vere biliary pancreatitis; Combination therapy
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摘要
目的: 观察内镜联合早期肠内营养治疗急性
重症胆源性胰腺炎的临床效果. 

方法: 对我院2005-2008年收治的急性重症
胆源性胰腺炎患者31例行内镜ERCP+EST+ 
ERBD, 同时放置肠内营养管行早期肠内营养, 
并与36例常规治疗联合肠内外营养的患者进
行比较. 分别对患者术后主观症状、临床检
查、化验检查、TNF-α、血清内毒素含量、

CT结果、患者总住院费用及住院时间的指标
进行比较.  

结果: 入选患者可顺利完成内镜治疗, 对早期
肠内营养能较好的耐受. 内镜联合早期肠内营
养方案对患者主观症状的改善、临床指征的
改善、实验室检查、TNF-α、内毒素血症、

CT结果、患者住院费用、住院时间方面整体
优于传统治疗联合肠内外营养组. 

结论: 内镜联合早期肠内营养治疗急性重症胆
源性胰腺炎是安全、有效、经济的治疗方案. 

®

■背景资料
急性重症胆源性
胰腺炎是临床上
常见的危急重症, 
发 病 凶 险 ,  病 死
率 高 ,  临 床 上 治
疗十分棘手, 缺乏
有效、经济、安
全、规范的治疗
方案, 肠内营养在
治疗急性胰腺炎
中的价值已经达
成共识, 内镜治疗
是近年新的治疗
此类疾病的有效
方法, 创伤小, 恢
复快, 不能耐受手
术者亦可使用内
镜治疗. 

■同行评议者
金瑞, 教授, 首都
医科大学附属北
京佑安医院消化
科
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0  引言

急性重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是临床常见病多发病, 病死率高、治疗花费巨

大、住院时间长. 在国内近60%的SAP患者均由

胆系疾病所致. 内镜下治疗对胆源性胰腺炎具

有重要的临床价值; 重症胰腺炎处于高分解代

谢状态, 极易发生营养不良或内环境严重紊乱[1]. 
因而急性重症胆源性胰腺炎(acute severe biliary 
pancreatitis, ASBP)的治疗一直是临床上研究的

热点问题. 肠内营养(enteral nutritinal, EN)具有

并发症少、安全性高、提高机体免疫功能的作

用[2]. 我院2005-01/2008-07对ASBP患者31例行

内镜下逆行胰胆管造影(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)+内镜乳头括

约肌切开术(endoscopic sphinctero tomy, EST)+
内镜胆管塑料支架引流术(endoscopic retrograde 
biliary drainage, ERBD)联合EN, 观察该方案在

患者主观症状、临床指征、实验室检查、CT评
分、患者住院费用、住院时间方面的疗效, 并与

传统治疗联合肠内外营养组及内镜治疗联合早

期EN组比较, 结果如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择我院2005-01/2008-07收治的ASBP
患者67例, 男29例, 女38例, 平均年龄47.5±12.9
岁. ASBP诊断标准依据中华医学会外科学会胰

腺学组2007年制订的方案[3], 所有患者APACHE
Ⅱ积分8-21(平均11.5)分; CT检查发现有胰腺坏

死, BalthazarCT分级均属Ⅱ级. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 按照患者是否愿意接受内镜治疗分

组为: 内镜联合EN组31例, 男12例, 女19例, 平均

年龄52.7±15.4岁; 常规治疗联合肠内外营养组

36例, 男16例, 女20例, 平均年龄58.3±13.3岁.  
1.2.2 治疗: 所有患者入院后均按胰腺炎传统

治疗(抗生素、生长抑素、补液、抑酸、胃肠

减压、腹腔穿刺引流术等). E组: 治疗方案为

ERCP+EST+ERBD联合早期EN, 即在发病72 h
以内行早期内镜干预, 同时内镜下放置鼻肠营

养管, 开始EN, 先从水疗法开始, 逐渐过渡至

EN乳剂, 热量按167 kJ/(d·kg); R组: 传统治疗

+肠内外营养; 以全胃肠外营养(total parenteral 
nutrition, TPN)治疗逐渐过渡至肠内营养, 先从

水疗法开始, 逐渐过渡至肠内营养乳剂, 热量按

167 kJ/(d·kg).  
1.2.3 指标检测: 2组患者分别于入院时、第6、
12、20天观察以下指标: (1)主观症状(腹痛、腹

胀、腹泻、后背部胀痛、发热、恶心、呕吐); 
(2)指征(上腹部压痛、反跳痛、生命指征、血

氧饱和度); (3)化验检查(血尿淀粉酶、血清胆

红素、白细胞、血小板、血清钙离子); (4)CT
检查结果(住院期间复查CT至少3次); (5)各个时

点血清中炎症因子TNF-α, IL-10, 内毒素含量的

测定、CD4+/CD8+细胞比值; (6)并发症(胰腺周

围脓肿、胰腺周围假性囊肿、腹腔内出血、消

化系出血、消化系瘘、一个或多个器官功能衰

竭); (7)住院时间和费用. 取患者静脉血5 mL, 离
心后取血清置于-70℃保存待检. 日立全自动生

化分析仪测定血淀粉酶、尿淀粉酶、TBIL、
WBC、PLT、钙; 内毒素检测采用鲎试验基质

偶氮显色法, 试剂购自上海医药化学研究所. 细
胞因子(TNF-α、IL-10)的检测采用ELISA法, 试
剂购自美国Sigma公司. 所有操作均按试剂盒说

明书进行. CD4+/CD8+测定采用流式细胞仪检测. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计分析, 数据按照mean±SD表示, 两样本间的比

较用t检验. 

2  结果

2.1 入院时两组临床症状比较 所有患者入院时

均有不同程度的腹痛、腹胀、后背部胀痛、恶

心、呕吐; E组70.97%患者体温升高(22/31); R组
72.22%患者体温升高(26/36); 两组所有患者均

有不同程度的上腹部压痛、反跳痛、肠鸣音减

弱, E组22.6%患者生命指证出现异常(7/31); R组
27.8%患者存在生命指证异常(10/36); 组间比较

无显著的统计学意义. 
2.2 实验室检查 血清中常规指标结果: 数据表

明治疗组血尿淀粉酶在实验组中明显低于常规

治疗组, 治疗后第6天开始明显下降, 实验组下

降较常规治疗组下降显著; 胆红素在第12天开

始明显下降, 实验组下降幅度较常规治疗组明

显; 实验组治疗20 d后血尿淀粉酶、胆红素、

白细胞、血小板等数据较常规治疗组明显好转

(P <0.01, 表1). 

■相关报道
Kalfarentzos et al
认为: SAP患者的
肠道被长期旷置,
黏膜免疫屏障功
能即可能被削弱,
进而诱发肠道细
菌和毒素移位, 导
致全身感染和脓
毒血症 .  接受EN
的急性胰腺炎患
者 , 在 败 血 症 、

MODS和重症监
护时间方面均有
普遍改善 ,  CT评
分、APACHEⅡ
评分明显下降, 血
浆内毒素水平亦
明显下降.

■研发前沿
急性重症胆源性
胰腺炎的治疗目
前在临床上缺乏
有效, 经济, 安全
的治疗方案, 部分
学者倾向于保守
治疗, 部分学者倾
向于外科手术干
预, 处于争论阶段. 
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2.3 CT检查 入院后查CT提示胰腺周围明显渗

出, 胰腺体积增大, 胰腺周围脂肪囊渗液多, 存
在胰腺坏死, E组67.7%的患者(21/31)在行早期

内镜治疗后同一时点在第2次复查CT时胰腺周

围渗出较R组明显减少, 能显著影响胆源性重症

胰腺炎的病程进展, 48.3%的患者(15/31)减轻效

果在第3次复查CT时更为明显. 
2.4 并发症 E组有2、1、1名患者分别发生呼吸

衰竭、急性肾功能衰竭和胰腺周围脓肿形成, 
发生率为12.9%; R组有6名患者分别发生呼吸衰

竭转ICU治疗, 急性肾功能衰竭4例, 其中1例死

亡. 不良事件的发生率30.6%, 显著高于E组. 
2.5 住院时间和费用 E组平均住院花费(人民币)
为(5±1.76)万元; R组平均住院花费为(8±4.12)
万元;  E组平均住院时间为21±6 d; R组平均住

院时间34±10 d; 在ICU住院时间为: E组3±2.2 
d, R组6±3.5 d. 住院时间及住院费用E组显著好

于R组. 
2.6 血清中内毒素、IL-10/TNF-α, CD4+/CD8+细

胞数 内镜治疗+早期EN治疗ASBP是安全有效

的, 在减轻内毒素血症方面有重要意义, 以治疗

后第6天比较明显, 同时能够较传统治疗+肠内

营养组显著降低TNF-α/IL-10的比值, 以治疗后

第12天较为明显. 但对于免疫功能的影响不显

著(图1, 表2). 

3  讨论

ASBP早期及时内镜下治疗行胆道减压, 手术

时间短, 对患者机体内环境影响较小. 内镜治

疗ASBP, ERCP治疗组的并发症发生率、住院

天数及住院费用均明显低于非E R C P治疗组

(P <0.05), 而2组轻症之间的上述指标差异无显

著意义[4-5]. 内镜下治疗避免了手术导致的并发

症, 降低了手术风险[6]. 另有研究表明, 对非胆源

性SAP给予ENBD, 也获得比单纯药物治疗更好

的疗效. 分析其原因, 与直接降低胰管内高压有

关, 这些患者虽部分有胰管梗阻性病变, 但绝大

多数患者十二指肠乳头有明显充血水肿及开口

不畅[7-8]. 虽然在炎症消退后能够重新恢复通畅,
但所需时间显然比EST+ENBD长, 理论有必要

内镜干预. 
肠道不仅是消化吸收器官, 其黏膜组织还

是十分重要的免疫学屏障, 直接的经肠道营养

对于维护黏膜免疫屏障的完整性和功能具有重

要的意义[17-19]. 如果SAP患者的肠道被长旷置,黏
膜免疫屏障功能即可能被削弱, 进而诱发肠道

细菌和毒素移位, 导致全身感染和脓毒血症. 接
受EN的急性胰腺炎患者, 在败血症、多器官功

能衰竭综合征(multiorgan dysfunction syndrome, 
MODS)和重症监护时间方面均有普遍改善, CT
评分、APACHEⅡ评分明显下降, 血浆内毒素水

平亦明显下降[21-22]. EN可刺激细胞内溶酶体向

细胞表面移动, 减少细胞胰酶的释放, 减轻炎

症反应, 对SAP有直接治疗作用[23]. 临床研究

证实, SAP患者入院后48 h内进行EN, 安全和

有效. 虽然多数患者在开始肠内营养早期出现

不同程度的腹胀, 部分患者还出现腹泻、呕吐

并伴有腹部隐痛, 但经对症处理均可控制, 随
着支持时间的延长和营养素的调整, 症状均逐

渐消失. EN相对低廉的费用和较短的住院时间

也具有明显优势. 
ASBP的临床治疗, 内镜治疗联合早期EN具

表 1 血清中常规指标j检查结果 (mean±SD)

     
  血清AMY(U/L)           尿AMY(U/L)          TBIL(umol/L)         WBC(×109)           PLT(×109)            钙(mmol/L)

入院时 E组 4362±2043          5766±3379         80.3±40.1         13.5±6.8         145±80.1         1.07±0.66

 R组 3998±1344          5124±2765       110.5±59.0         14.7±8.6         177±98.1         1.24±0.47         

第6天 E组 2790±1155          2473±1795         55.1±31.1         12.7±7.1         170±100.1       1.22±0.73

 R组 4362±2043a         5766±3379a        77.5±40.7         15.2±8.4         151±24.1         1.04±0.44    

 t值       5.48                        7.05

第12天 E组 1885±952            2107±1379         53.7±55.6         13.7±7.9         150±77.4         1.57±0.88 

 R组 3867±2321a         4766±2379         80.9±34.5a        14.7±6.5         122±40.1         1.20±0.51a    

 t值                 6.47                       7.92            4.66         2.98

第20天 E组   762±252              810±369           46.5±21.7           8.5±3.7         178±70.1         1.87±0.78

 R组 1386±263a           3399±582a          69.7±22.9a        18.5±8.2a        104±60.1         1.61±0.41    

 t值     14.02                     30.75                 6.02                    9.17

aP<0.05 vs  E组.

■创新盘点
本研究首次将内
镜联合早期肠内
治疗方案作为治
疗急性重症胆源
性胰腺炎的基本
治疗方案. 连续4
年的治疗经验及
数据表明内镜联
合早期肠内营养
是治疗急性重症
胆源性胰腺炎目
前 最 有 效 ,  最 经
济 ,  安 全 的 治 疗
方 案 ,  值 得 临 床
上推广. 
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有良好的应用前景. 早期的内镜治疗不仅可以明

显减轻胆道的压力, 解除胆道梗阻, 通畅引流, 并
且具有创伤小, 费用低, 手术时间短, 患者恢复快

等优点[24]. 联合早期EN治疗, 减轻内毒素血症, 
减少细菌移位, 保护肠黏膜屏障, 降低腹腔内并

发症的发生具有十分重要的意义. 在放置ENBD/
ERBD的同时可留置导丝, 在导丝引导下放置鼻

肠营养管, 既经济又快速, 位置确切可靠. 本研究

中接受E组治疗患者多能很好耐受静脉复合麻

醉下内镜治疗, 尽管部分患者在EN开始时有腹

胀、腹痛等不适, 但主观感觉、指征、血清淀粉

酶、内毒素水平、TNF-α水平均显著优于R组, 
表明早期内镜治疗联合早期EN可减轻肠源性内

毒素血症, 明显改善患者症状指征, 明显降低患

者住院费用及住院时间, 是目前治疗急性重症胆

源性胰腺炎有效、经济的治疗方案. 
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CD细胞  E组           1.35±0.09                1.51±0.05               1.66±0.07                1.98±0.08a

(CD4+/CD8+) R组           1.44±0.07                1.41±0.06               1.61±0.05                1.69±0.08a

  t值            6.47                         10.52                         4.54                        21.01

TNF-α (ng/L) E组           604±112                   443±89                   297±13.3                   97±32                

         R组           589±87                     550±49                   432±25.0                 210±37

         t值                0.86                        8.62       39.02                         18.89

IL-10      E组         161.6±24.7              180.4±35.5                124±27.3                 144±40                

         R组         155.1±31.1              143.2±56.3                127±42.1a             116.3±18a 

        t值              1.42                           4.57                          0.48                         5.16

aP<0.05 vs  E组.

图 1 入院后E组血清内TNF-α和内毒素的变化规律. A: 内

毒素; B: TNF-α.
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■应用要点
本文证明内镜联
合早期肠内营养
治疗重症胆源性
胰腺炎是安全, 有
效的, 即使在发病
72 h内进行治疗
也是可行的, 但应
充分认识到胰腺
炎治疗的个体化
差异, 循序渐进的
治疗最为合理. 



www.wjgnet.com

1688                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2009年6月8日      第17卷     第16期

源性胰腺炎80例临床报告. 中国内镜杂志 2006; 12: 
692-694

16 周文策, 李玉民, 李汛, 曹农, 朱有全, 孟文勃, 张磊, 陈
昊. 内镜治疗急性胆源性胰腺炎的临床价值. 腹部外
科 2005; 18: 209-210

17 Bengmark S. Gut microenvironment and immune 
function. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 1999; 2: 
83-85

18 Brandtzaeg P, Halstensen TS, Kett K, Krajci P, Kvale 
D, Rognum TO, Scott H, Sollid LM. Immunobiology 
and immunopathology of human gut mucosa: 
humoral immunity and intraepithelial lymphocytes. 
Gastroenterology 1989; 97: 1562-1584

19 McClave SA, Greene LM, Snider HL, Makk LJ, 
Cheadle WG, Owens NA, Dukes LG, Goldsmith 
LJ. Comparison of the safety of early enteral vs 
parenteral nutrition in mild acute pancreatitis. JPEN 
J Parenter Enteral Nutr 1997; 21: 14-20

20 Meier RF, Beglinger C. Nutrition in pancreatic 

diseases. Best Pract Res Clin Gastroenterol 2006; 20: 
507-529

21 Abou-Assi S, Craig K, O'Keefe SJ. Hypocaloric 
jejunal feeding is better than total parenteral 
nutri t ion in acute pancreati t is : results of a 
randomized comparative study. Am J Gastroenterol 
2002; 97: 2255-2262

22 Kalfarentzos F, Kehagias J, Mead N, Kokkinis 
K, Gogos CA. Enteral nutrition is superior to 
parenteral nutrition in severe acute pancreatitis: 
results of a randomized prospective trial. Br J Surg 
1997; 84: 1665-1669

23 McClave SA, Snider H, Owens N, Sexton LK. 
Clinical nutrition in pancreatitis. Dig Dis Sci 1997; 
42: 2035-2044

24 周文策, 李玉民, 李汛, 孟文勃, 张磊, 陈昊. 十二指肠
镜、腹腔镜和胆道镜联合治疗胆道结石. 中国内镜杂
志 2006; 12: 570-571

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

■同行评价
本文设计严谨, 结
果 客 观 ,  讨 论 充
分, 对临床医师有
很高的指导价值. 
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2009 年广东省中西医结合、中医脾胃消化病学术会议暨
国家级继续教育项目消化病进展研讨班征文通知

本刊讯 由广东省中西医结合学会脾胃消化病专业委员会, 广东省中医药学会消化病专业委员会主办的2009年

脾胃消化病学术会议暨国家级继续教育项目消化病进展研讨班将于2009-09-25/27在广东省广州市召开, 现将

会议征文有关事项通知如下:

1      征稿内容

中西医结合、中医治疗消化系统疾病的基础理论研究、临床经验总结、诊治的新进展, 名老中医、西医和中

西医结合专家个人诊治特色总结.

2      征稿要求

论文资料务必真实可靠, 书写规范, 简明扼要, 每篇以3000字以内为宜, 并附800字左右的摘要1份; 来稿请用电

脑打印, 用word软件编入, 并附软盘, 或发送电子邮件, 文稿中请注明作者姓名、单位、通讯地址、邮政编码及

联系电话. 截稿日期: 2009-07-30

3      交流方式

专题报告、论文宣读与讨论答疑相结合. 入选论文并参会者给予记Ⅰ类学分6分, 另外将择优编入《现代消化

及介入诊疗》杂志. 参加继续教育研讨班者另给予国家级一类学分12分.

4      投稿地址

(1)E-mail: zhangwdcn@163.com; (2)全文、摘要并附软盘寄至广东省广州市广州大道北1838号南方医院消化编

辑部罗永华同志(邮编: 510105); 并请注明脾胃消化病学术会议投稿. 无论文者也欢迎参会或报名参加研讨班.

5      联系方式

姚永莉, 510105, 广东省广州市广州大道北1838号, 南方医院消化内科, 电话: 13189096556



 
wcjd@wjgnet.com 
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Abstract
AIM: To explore the clinical and pathological 
features, and differential diagnosis of intestinal 
Behcet’s disease (BD).

METHODS: Three cases of intestinal BD were 
collected in the study. Their clinical and histo-
logical findings were examined. The patients 
met the diagnostic criteria proposed by the in-
ternational study group of BD. The patients had 
gastrointestinal symptoms and were accompa-
nied by several main BD features. 

RESULTS: The intestinal ulcers of BD mostly 
occurred in the contralateral of mesenteric, 
round and deep. Histologically, vascular and 
mucosa around intestinal ulcer were infiltrated 
by the lymphocytes. Lymphoproliferation was 
observed, and mainly manifested as vasculitis. 
Glucocorticoid and immunosuppressant were 
the dominant prescriptions. The prognosis of in-
testinal BD remained unsatisfactory. 

CONCLUSION: Early diagnosis of intestinal BD 
depends on comprehensive analysis of patients’ 
history and clinical symptoms. There is lack of 
specific treatment for Intestinal BD. General sur-
gery is unnecessary with the exception of severe 
complications.

Key Words: Intestinal Behcet’s disease; Clinical fea-
tures; Pathological features

Zhang SK, Wang JG, Zhou SY, Zhang ML, Wu CH. 
Clinicopathological features of intestinal Behcet’s disease: 
an analysis of 3 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(16): 1689-1692

摘要
目的: 探讨肠型白塞氏病的临床特点、病理
学特征及鉴别诊断要点. 

方法: 收集肠型白塞氏病确诊患者3例, 进行
临床资料复习和组织病理学检查. 患者均以消
化系症状入院, 同时患者伴有白塞氏病的主要
临床症状.  

结果: 患者溃疡病变多发生于肠系膜附着的
对侧, 溃疡呈圆形, 较深; 镜下见肠黏膜组织
溃疡形成, 周围黏膜下淋巴组织增生显著, 主
要表现以静脉为主的血管炎症. 治疗上, 糖皮
质激素及免疫抑制剂是基础用药, 其预后不令
人满意. 

结论: 肠型白塞氏病早期诊断有赖于对病史
及临床症状的综合分析. 肠型白塞氏病无特异
性治疗方法, 除非合并严重并发症, 一般不主
张手术治疗. 

关键词: 肠型白塞氏病; 临床特点; 病理特点

张淑坤, 王建国, 周世英, 张梦岚, 吴彩虹. 肠型白塞氏病临床病

理特征分析3例. 世界华人消化杂志  2009; 17(16): 1689-1692
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0  引言

白塞氏病(Behcet's disease)是一种原因不明的多

系统损害性疾病, 该病以血管炎为病理基础, 具
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■背景资料
白塞氏是一种原
因不明的多系统
损害性疾病, 合并
肠道溃疡者又称
为肠白塞氏病, 为
白塞氏病的特殊
类型. 近年本病报
道呈上升趋势. 为
提高病理及临床
医师对本病的认
识, 减少漏诊、误
诊率, 本文探讨其
临床特点、病理
学特征及鉴别诊
断要点. 

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科



有一定的遗传因素, 病情呈反复发作、缓解交

替过程. 白塞氏病以同时或先后发生的口腔黏

膜溃疡以及眼、生殖器、皮肤病理损害为主要

临床特征[1], 也可以累及其他器官. 白塞氏病合

并肠道溃疡者又称为肠型白塞氏病, 为白塞氏

病的特殊类型. 为提高病理及临床医师对本病

的认识, 减少漏诊、误诊率, 本文探讨其临床特

点、病理学特征及鉴别诊断要点. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集青海省人民医院和青海省湟源县

人民医院2007-2008年确诊肠型白塞氏病3例. 本
组患者均为男性, 年龄26-38(平均年龄33)岁, 病
程0.5-8年. 本组病例均符合1990年白塞氏病国际

研讨会提出的诊断标准[2]. 
1.2 方法 3例患者手术切除标本均经100 g/L中性

甲醛溶液固定, 肉眼进行病变大体观察, 对病变

部位取材. 标本经过脱水后石蜡包埋, 经常规切

片、HE染色, 进行普通光镜下观察. 

2  结果

2.1 临床表现 3名患者均以消化系症状收治入

院, 主要症状是右下腹痛, 其中1例以右下腹肠

瘘就诊. 3名患者在入院后进行问诊和查体时均

发现口腔黏膜、阴囊皮肤溃疡病变及皮肤结节

性红斑. 部分患者针刺实验阳性、下肢关节疼

痛和低热. 具体情况见表1. 
2.2 肉眼观察 黏膜溃疡病变均发生在回盲部及

其附近, 均为多发溃疡, 其中1例为双溃疡. 溃
疡多发生于肠系膜附着的对侧. 双溃疡患者在

回盲部见一5.0 cm×4.0 cm巨大深溃疡, 黏膜坏

死, 质地较硬, 距离大溃疡25 cm回肠处见一1.0 
cm×0.8 cm较小而浅溃疡. 另外2例患者在回盲

部、回肠和升结肠上见多个小溃疡, 溃疡底部

呈椭圆形或不规则形相对孤立, 互不融合, 溃疡

深而小, 黏膜向溃疡集中, 溃疡的周边隆起. 溃
疡呈圆形, 较深, 相对独立是肠型白塞氏病的特

点, 但是单凭溃疡的形态与肠道其他炎性溃疡

难以区分. 
2.3 光镜观察 手术前纤维肠镜活组织病理检查

均提示黏膜组织非特异性的急、慢性炎症, 黏
膜下肉芽组织形成及淋巴组织增生. 病变部位

血管增多, 管壁增厚, 伴血管炎表现. 
手术标本镜下可见溃疡处肠黏膜糜烂、坏

死, 周围黏膜下淋巴组织增生显著(图1A), 造成

周围黏膜组织隆起, 黏膜固有层和黏膜下组织

内淋巴组织增生, 但未见到典型的肉芽肿性病
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变. 坏死黏膜下可以有肉芽组织形成, 长期病变

可以发生纤维结缔组织增生伴透明变性(图1B). 
血管病变以静脉为主, 动脉相对较少受累. 主要

以黏膜下较深层组织的血管, 特别是静脉周围

淋巴细胞、单核细胞浸润为主(图1C). 溃疡越

深, 血管病变越明显, 但长期病变血管炎性病变

反而减轻. 在一些肠黏膜微小溃疡或糜烂处, 黏
膜下血管可以发生较严重的炎症病变, 而且血

管壁增厚, 血管内皮严重肿胀. 而无溃疡的肠黏

膜, 多见不到明显血管炎性变化. 
2.4 治疗与随访 本组病例中有2例分别随访3 mo
和1.5年后显示柳氮磺吡啶和免疫抑制剂治疗有

效缓解症状, 病情稳定, 对溃疡愈合效果良好; 
另外1例随访4 mo则表现为激素和免疫抑制剂

治疗无效, 而且出现了其他器官损害(表1). 

3  讨论

1937年Behcet描述了一种以复发性口腔溃疡、

生殖器溃疡、眼炎为特征的综合征, 并命名为

白塞氏病. 1958年Behcet通过对白塞氏病患者消

化系的系统观察和研究, 提出肠型白塞氏病. 肠
型白塞氏病常表现为一种血管炎, 局部损害为

穿凿样溃疡, 可孤立存在或多发, 病变常发生于

回盲部, 可出现肠出血, 穿孔或感染性休克. 肠
型白塞病临床少见, 近年有关胃肠型白塞氏病

的报道逐渐增多. 该病临床表现复杂多样, 缺乏

特异性. 研究发现, 腹痛是其最常见的症状, 也
有以消化系出血、穿孔和肛周脓肿为首发表现

者[3-5]. 白塞病的发病机制不明, 有报道显示白塞

氏病与人白细胞抗原-B5阳性有关[6], 不排除感

染、免疫及遗传因素参与. 
肠型白塞氏病患者中出现消化系统症状者

所占比例、好发年龄和男女比例报道不一致. 
主要症状为右下腹痛、腹部包块、腹部胀满、

嗳气、呕吐、腹泻、便血等. 严重者表现为肠

出血、肠麻痹、肠穿孔、瘘管形成等. 本组病

例中有2例是因右下腹痛、腹部包块收住入院, 
另外1例因右下腹肠瘘入院. 本组病例都曾因右

下腹痛被诊断为慢性阑尾炎并行阑尾切除手术, 
其中2例在手术中发现回盲部溃疡而部分切除

回盲部, 但是由于基层医院诊疗水平有限而未

正确诊断. 3例患者除消化系症状外均有白塞氏

病的其他主要表现, 如反复口腔溃疡、生殖器

溃疡、皮肤结节性红斑及反复发热等, 距离胃

肠道症状出现的时间不等, 本组第3例患者在儿

童时期就有反复发作的口腔溃疡. 这些白塞氏

www.wjgnet.com

■应用要点
肠型白塞氏病无
特异性治疗方法, 
柳氮磺吡啶及免
疫抑制剂仍是目
前治疗该病的首
选药物. 除合并严
重并发症, 一般不
主张手术治疗.
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病的症状中口腔黏膜溃疡及外阴部溃疡最为常

见. 纤维肠镜和手术标本可见回盲部有边缘清

楚的圆形或近似圆形的多个溃疡. 手术后病理

医师结合病理表现, 经仔细询问病史, 发现本组

患者均有白塞氏病的其他主要表现, 诊断肠型

白塞氏病. 
肠型白塞氏病以回肠和结肠病变最常发生, 

特别是在回肠远端和回盲部, 少数病变也可累

及升结肠. 病变主要表现为黏膜溃疡, 典型溃疡

多位于回盲部, 溃疡呈圆形, 深而呈穿凿状, 周
围黏膜略隆起. 回肠溃疡多较回盲部溃疡小而

浅, 常多发, 黏膜向溃疡集中. 溃疡部位和大体

形态具有一定特点, 但是单凭溃疡的形态与回

盲部单纯溃疡难以区分. 
组织学表现为黏膜非特异性炎症及血管

炎. 以往研究认为这种黏膜和血管病变与克罗恩

病、溃疡性结肠炎的病理改变基本上无太大差

异. 通过对本组病例的观察发现, 血管病变以静

脉为主, 动脉相对较少受累. 长期病变处黏膜下

血管炎一般不明显, 主要以淋巴组织增生和肉芽

组织修复为主; 在一些微小溃疡或糜烂肠黏膜的

黏膜下血管可以见到大、小血管的炎症病变; 而
无肠黏膜病变处黏膜下血管多无炎性改变.

肠型白塞氏病与其他炎性肠病造成的溃疡

鉴别诊断困难, 早期诊断有赖于对病史及临床

症状的综合分析. 肠型白塞氏病易误诊为阑尾

炎或溃疡性结肠炎、克隆氏病等炎症性肠病. 
对炎性肠病应重视病史的追问和详细的全身查

体, 包括进行专科会诊. 另外, 对回盲部圆形、

较深溃疡的患者和病理提示肠黏膜慢性炎症伴

血管炎的患者应考虑该病, 对于并发口腔、外

阴溃疡的患者更应高度怀疑肠型白塞氏病, 仔
细查体避免误诊. 

肠型白塞氏病无特异性治疗方法, 柳氮磺

吡啶及免疫抑制剂仍是目前治疗该病的首选药

物. 除合并严重并发症, 一般不主张手术治疗. 本
病目前尚无公认的有效根治办法. 多种药物均有

效, 但停药后大多易复发. 治疗的目的在于控制

现有症状, 防治重要脏器损害, 减缓疾病进展. 

4      参考文献
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表 1 3例肠白塞氏病病例临床资料

     
病例  性别       年龄   消化系症状  其他主要表现    随访

1         男         34    右下腹痛         口腔黏膜和阴囊皮肤溃疡, 背部皮肤结节性红斑,          随访4 mo, 治疗效果不佳,  

                            下肢关节疼痛, 针刺实验阳性                                出现关节疼痛症状

2         男         36    右下腹肠瘘     口腔黏膜和阴囊皮肤溃疡, 皮肤结节性红斑, 针刺          随访3 mo, 治疗效果满意

             实验阳性

3         男         26    右下腹痛         低热, 口腔黏膜和阴茎皮肤溃疡, 皮肤结节性红斑          随访1.5年, 治疗效果满意

图 1 溃疡组织镜下观. A: 溃疡组织周围黏膜下淋巴组织增

生, 血管扩张; B: 溃疡组织内纤维组织增生, 间质炎细胞浸

润; C: 溃疡组织深层静脉周围淋巴细胞、单核细胞浸润.

A

B

C
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第九届全国消化系恶性病变介入诊疗研讨会暨内镜 /
介入新技术论坛征文通知   

本刊讯 为满足临床一线医师对消化系病变介入新技术研究、探讨和交流的欲望, 进一步提升国内消化系疾

病尤其是消化系恶性病变介入诊治的技术水平, 上海同仁医院联合河南省人民医院以及河南省新乡医学院第

一附属医院, 定于2009-11-06/11在河南省新乡市主办第九届全国消化系恶性病变介入诊疗研讨会暨内镜/介入

新技术论坛. 本次会议由河南省抗癌协会、河南省消化内镜学会、河南省医学会介入治疗专业分会具体承办, 
《中华放射学杂志》、《中华消化内镜学杂志》、《世界胃肠病学杂志》、《介入放射学杂志》、《微创医

学杂志》以及《医学信息内外科学杂志》共同参与协办. 会议将着重介绍消化系病变内镜治疗、介入放射学

治疗、肿瘤内外科治疗的新理论、新技术和新方法, 为各相关交叉学科之间的相互交流和研讨搭建一个平台. 
本次会议拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆管、胃肠道等消化系管腔内支架治疗应用技术和发生的问

题以及消化系病变、门静脉高压、胆道结石等疾病的消化内镜、介入放射、内外科治疗新进展等热点课题进

行精彩演讲及深入研讨. 会议还将邀请美国、德国和韩国专家介绍相关领域的技术进展并安排内容丰富的手

术演示.  参会者将授予国家级一类继续医学教育学分10分.  

1      征文内容 
(1)消化系恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等; (2)消化系

良性病变, 如: 门静脉高压、胆管结石、消化系出血等的内镜及介入新技术应用; (3)消化系疾病诊治边沿交叉

学科与消化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.

2      投稿要求 
(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文; (2)论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果

与结论四要素. 经验交流、短篇报道等全文限1000字以内; (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 
书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 优秀论文将安排在国家级杂志上发表. (4)所有稿件一律要求电脑打印

(Word格式), 邮寄者需附软盘, 特别鼓励用E-mail投稿(以附件Word格式); (5)截稿日期: 2009-09-31.

3      联系方式

杨瑞民, 453100, 河南省卫辉市健康路88号, 新乡医学院第一附属医院介入科. y-rmin@163.com, 电传: 
0373-4402942, 手机: 13903805978  
梁宝松 ,  450003,  河南省郑州市纬五路7号 ,  河南省人民医院内镜科 .  lbaosong@hotmail .com, 电话 : 
0371-65063502
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10日序贯疗法治疗幽门螺杆菌感染39例
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Abstract
AIM: To determine whether the sequential 
therapy is better than the standard triple-drug 
therapy in treatment of H pylori infection for 
adults with chronic gastritis and peptic ulcer.

METHODS: Seventy-nine patients with H pylori 
positive were randomly divided two groups. 
Thirty nine patients received a 10-day sequen-
tial therapy [esomeprazole (20 mg, twice daily) 
plus amoxicillin (1000 mg, twice daily) for the 
first 5 days, followed by esomeprazole (20 mg), 
clarithromycin (500 mg) and tinidazole (500 
mg) twice daily for the remaining 5 days]. Forty 
patients received a 7-day triple therapy [esome-
prazole (20 mg), clarithromycin (500 mg) and 
amoxicillin 1000 mg, twice daily]. H pylori eradi-
cation was checked four weeks after treatment 
using 13C-urea breath test.

RESULTS: The eradication rate of the 10-day se-
quential therapy was 94.87%, and merely 77.50% 
for the control group. The difference between 
the two groups was significant (χ2 = 4.97, P < 

0.05). There was no difference in incidence of 
side effects between the two groups (χ2 = 0.05, P 
> 0.05).

CONCLUSION: The 10-day sequential therapy 
achieves a higher eradication rate than the stan-
dard triple therapy for the first time in adults. 
It is an effective, safe and economical option for 
patients and possesses great potential.

Key Words: Sequential therapy; Helicobacter pylori ; 
Triple therapy; Eradication rate

Hu SQ, Zhang M. A 10-day sequential therapy for 
Helicobacter pylori-infected patients: an analysis of 
39 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(16): 
1693-1695

摘要
目的: 比较埃索美拉唑、阿莫西林、克拉霉
素、替硝唑组成的10日序贯疗法与标准三联
疗法根除幽门螺杆菌(H pylori )的疗效. 

方法: 将我院经胃镜检查确诊为慢性胃炎和
消化性溃疡且H pylori阳性的患者79例随机分
为2组, 治疗组(39例)方案: 前5 d, 埃索美拉唑
20 mg+阿莫西林1000 mg, 每日2次; 后5 d, 埃
索美拉唑20 mg+克拉霉素500 mg+替硝唑500 
mg, 每日2次. 对照组(40例)标准三联疗法: 埃
索美拉唑20 mg+克拉霉素500 mg+阿莫西林
1000 mg, 每日2次, 疗程7 d. 所有患者停药4 
wk后复查13C呼气试验, 判断H pylori根除率. 

结果: 治疗组H pylori 根除率为94.87%, 对照
组77.50%, 2组比较差异具有统计学意义(χ2 = 
4.97, P <0.05), 且序贯疗法并未增加患者的经
济负担. 2种方案不良方应的发生率无明显差
异(χ2 = 0.05, P >0.05).

结论: 10日序贯疗法治疗H pylori 感染明显优
于7日标准三联疗法, 是一种安全、经济、有
效的方案选择.

关键词: 序贯疗法; 幽门螺杆菌; 三联疗法; 根除率

胡水清, 张玫. 10日序贯疗法治疗幽门螺杆菌感染39例. 世界华
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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 
(H pylori )感染与
胃炎、消化性溃
疡、胃癌和胃黏
膜相关淋巴组织
淋巴瘤的发病密
切 相 关 ,  应 予 以
根 除 .  然 而 由 于
甲硝唑和克拉霉
素耐药的流行, 7
日标准三联疗法
获得的H pylori 根
除率明显下降, 因
此, 寻找一个新的
治疗方案迫在眉
睫 .  目前发现1 0
日序贯疗法根除 
H pylori 取得较好
效果.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科; 
刘改芳, 主任医师, 
河北医科大学第
三医院消化内科
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )感染是胃炎和其他相关性

疾病(胃溃疡、十二指肠溃疡、胃癌和胃黏膜

相关淋巴组织淋巴瘤)的主要病因[1]. H pylori根
除的经典一线方案为标准三联疗法, 包括质子

泵抑制剂/铋剂、阿莫西林/咪唑类药物和克拉

霉素. 然而由于甲硝唑和克拉霉素耐药的流行, 
7日标准三联疗法获得的H pylori根除率明显下

降, 导致根治失败[2-3]. 因此, 寻找一个高效、无

不良反应的方案迫在眉睫. 最近, 我们采用一种

新的治疗方案-10日序贯疗法根除H pylori , 取得

较好效果, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-01/2009-01, 以上腹痛、反酸、

烧心等为主要症状并行胃镜检查的我院门诊

患者79例, 胃镜下快速尿素酶检测及病理标本

Giemasa染色法均为H pylori (+), 并符合以下条

件: (1)4 wk内未使用质子泵抑制剂(PPI)、H2受

体拮抗剂、铋剂及抗生素; (2)无相关药物过敏

史; (3)无消化系大出血和幽门梗阻、穿孔等并

发症; (4)无消化系手术史; (5)无严重心、肺、

肝、肾功能不全; (6)非哺乳期妇女及孕妇; (7)排
除癌性溃疡. 所有患者均为第1次根除H pylori治
疗. 埃索美拉唑由无锡阿斯利康公司生产, 阿莫

西林由联邦制药厂有限公司生产, 克拉霉素由

雅培制药有限公司生产, 替硝唑丽由丽珠集团

丽珠制药厂生产.
1.2 方法 患者按照随机数字表随机分成2组. 治
疗组: 前5 d埃索美拉唑20 mg, 阿莫西林1000 mg,  
po ; 后5 d埃索美拉唑20 mg, 克拉霉素500 mg, 替
硝唑500 mg, 以上药物均为每天2次, po . 对照组: 
埃索美拉唑胶囊20 mg, 阿莫西林1000 mg, 克拉

霉素500 mg, 每天2次, po , 共7 d. 
所有患者停药4 wk后复查13C呼气试验, 其

DOB值(delta over baseline)小于2.5%为阴性, 判
断为根除治疗成功; 阳性为根除治疗失败. 并记

录患者的药物不良反应.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计分

析, 2组间的比较采用χ2检验、t检验, P <0.05为差

异有显著性意义.

2  结果

2.1 一般资料 治疗组39例, 男22例, 女17例, 年龄
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23-69(平均46.72±6.23)岁, 消化性溃疡19例, 慢
性胃炎20例; 对照组40例, 男21例, 女19例, 年龄

25-71(平均46.81±7.13)岁, 消化性溃疡18例, 慢
性胃炎22例. 2组患者在年龄上比较无显著性差

异(χ2 = 0.12, P >0.05). 此外在性别及疾病分类上

差异亦无显著性(χ2 = 0.08, P >0.05). 
2.2 根除率的比较 治疗组39例, 37例成功根除, 
根除率94.87%; 对照组40例, 31例根除, 根除

率77.50%, 两组比较差异具有统计学意义(χ2 = 
4.97, P <0.05). 
2.3 药物的不良反应 治疗组有7例出现不良反

应, 对照组有8例出现不良反应, 2组的不良反应

发生率分别为17.95%和20.00%, 比较无统计学

差异(χ2 = 0.05, P >0.05). 主要为腹泻, 腹痛, 口苦, 
头痛, 恶心及呕吐等, 不良反应均较轻微, 未影

响治疗(表1).
2.4 治疗方案费用比较 10日序贯疗法的费用为

492.00元, 7日标准三联疗法的费用为493.36元, 
并没有增加患者的经济负担.  

3  讨论

H pylori感染呈全球性分布, 感染率多数在50%
左右, 发达地区偏低. 我国是世界上H pylori感
染率较高的国家. 1994年世界卫生组织正式将

其列为第1类致癌因子并明确为胃癌的危险因

素[4-5]. 2003年桐城会议[4]及2007年庐山会议[6]

均明确列出了必须根除H pylor i的情况, 即消

化性溃疡、早期胃癌术后、胃黏膜相关淋巴

组织(gastric mucosa-associated lymphoid tissue, 
MALT)淋巴瘤. 因此, H pylori感染的治疗一直

是为大家所关注的热点. 2003年我国H pylori共
识意见[4-5]推荐的根除H pylori治疗方案中, 一线

方案为质子泵抑制剂加2种抗生素或铋剂加2种
抗生素, 疗程7 d, 特别是质子泵抑制剂加阿莫西

林和克拉霉素方案, 在一段时间内因其H pylori
根除率高、不良反应少、依从性好等特点而作

为首选方案. 但近年来随着H pylori不断产生的

耐药问题, PPI+克拉霉素+阿莫西林治疗方案 
H pylori的根除率明显下降[2-3]. 同时, 研究还发

现H pylori的根除率在复治者比初治者明显下

www.wjgnet.com

■研发前沿
序贯疗法在国外, 
主要是在意大利
研 究 较 多 ,  在 成
人 及 儿 童 根 治 
H pylori 方面均取
得非常好的效果. 
目前在意大利10
日序贯疗法被给
予 了 标 准 7 日 三
联疗法同等地位, 
作为了一线治疗
方案. 

表 1 2组患者不良反应发生情况 (n )

     
分组       腹泻     腹痛     恶心     呕吐    头痛    口苦    合计

治疗组 2         1          1          1         1         1         7

对照组 2         1          1          1         1         2         8

■应用要点
本研究结果亦显
示, 10日序贯疗法
优于标准的三联 
7日疗法, 10日序
贯疗法对于根除 
H pylori 感染无疑
是一个很好的选
择, 可进一步开展
多中心、大样本
的临床研究来进
一步证实其高效
性和安全性.
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降, 同样的治疗方案, 随着时间推移, H pylori的
根除率逐步降低, 所以对H pylori的根除治疗应

力争在第1次治疗取得成功[7] . 
因此选择根除率高的治疗方案, 避免耐药

菌株已引起国内外学者的广泛关注. 据意大利

学者Vaira et al [8]对300例患者的随机双盲研究

显示, 10日序贯疗法H pylori根除率(89%)明显

高于传统三联疗法(77%). Zullo et al [9]的研究也

证实了这一点. Francavilla et al [10]报道对于儿

童H pylori的根除治疗, 10日序贯疗法的根除率

(97.3%)亦高于标准的三联疗法(75.7%). 本研究

中10日序贯疗法H pylori根除率为94. 87%, 明显

高于7日三联疗法(77.50%), 而且并未增加患者

的经济负担, 未出现严重的不良反应, 提示该方

案可能为目前抗H pylori治疗的一种较为安全、

经济、有效的方案. 
为何序贯疗法可以得到更高的H pylori根除

率, 其确切机制尚不清楚. 可能的原因有: 细菌

能够产生克拉霉素的流出通道, 将药物快速转

运出细胞外, 阻止克拉霉素与核糖体的结合. 而
阿莫西林作用于细菌的细胞壁, 第1阶段的阿莫

西林治疗能通过破坏细胞壁而阻止克拉霉素流

出通道的形成, 故可能提高了第2阶段克拉霉素

的治疗. 因此, 前半个疗程的阿莫西林能够预防

随后应用克拉霉素的耐药. 另外高的H pylori根
除率也有可能是应用了替硝唑, 替硝唑与甲硝

唑相似, 但具有更长的作用时间. 此外, 是否疗

程延长对于疗效的增加起着一定的作用尚有争

议, 在此需要更多的试验进一步探索. 
根据最新意大利H pylori指南, 10日序贯疗

法被给予了标准7日三联疗法同等地位, 作为了

一线治疗方案. 本研究结果亦显示, 10日序贯疗

法优于标准的三联7日疗法, 10日序贯疗法对于

根除H pylori感染无疑是一个很好的选择, 但目

前在我国尚待多中心、大样本的临床研究来进

一步证实其高效性和安全性.
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本研究选题新颖, 
实用性较强, 对临
床医师有较好的
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