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Abstract
Galectin-3, having an apparent molecular 
weight between 29 and 35 kDa, is a member of 
a galectin family of mammalian carbohydrate-
binding proteins consisting so far of 14 reported 
members. Galectin-3 is predominantly localized 
in the cytoplasm and may translocate to the peri-
nuclear membrane, nucleus and get secreted into 
the extracellular matrix (ECM). It is involved in 
cell growth, proliferation, differentiation and ad-
hesion, immune responses, angiogenesis, apop-
tosis, and tumor progression and metastasis. 
Furthermore, galectin-3 can act as a receptor for 
advanced glycation end-products. Recent stud-
ies have shown that galectin-3 is associated with 
many hepatic diseases, such as fatty liver dis-
ease, hepatic fibrosis, cirrhosis and liver cancer. 
Here, we will review the relationship between 
galectin-3 and hepatic diseases. 

Key Words: Galectin-3; Liver disease; Fatty liver; 
Liver cancer

Duan XY, Fan JG. Advances in research on relationship 
between galectin-3 and liver diseases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(19): 1909-1912

摘要
半乳凝素3(galectin 3, Gal-3)是一种相对分子
质量为29-35 kDa的基因产物, 包含已报道的
14种成员的糖结合蛋白家族的一员, 主要存
在于细胞质中, 也可易位到核膜, 细胞核并且
分泌到细胞外基质中. Gal-3参与细胞生长、

增殖、分化、黏附, 炎症和免疫应答, 血管
发生、凋亡以及肿瘤的进展和转移, 并且是
糖基化终产物受体之一. 近年来人们开始关
注Gal-3与各种肝脏疾病之间的关系, 如脂肪
肝、肝纤维化、肝硬化和肝癌. 本文就此作一
综述. 

关键词: 半乳凝素3; 肝脏疾病; 脂肪肝; 肝癌
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0  引言

凝集素(lectin)是自然界广泛存在的一类选择性

识别糖结构并与其非共价结合的蛋白质, 根据

来源分为动物凝集素、植物凝集素和微生物凝

集素. 半乳凝素(galectins)是动物凝集素家族的

一员, 迄今为止已经识别的该家族成员有14个, 
均含有约130个氨基酸组成的保守糖识别结构

域(carbohydrate recognition domain, CRD). 根据

CRD数目和组织分布不同, 该家族成员可分为

3个亚型: 原型, 嵌合型和串联重复型. 半乳凝素

3(galectin 3, Gal-3)是唯一的脊椎动物嵌合型半

乳凝素, 含有一个连接到富含脯氨酸和甘氨酸

的长N末端的CRD[1]. 脊椎动物半乳凝素存在于

胞质、胞核、细胞表面以及细胞外基质. 半乳

凝素分布广泛, 存在于多种组织和细胞内, 参与

细胞黏附、增殖、凋亡、炎症、免疫反应等多

www.wjgnet.com
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■背景资料
Gal-3是一种广泛
表达的半乳糖苷
结 合 蛋 白 ,  通 过
介导细胞黏附、

增殖、凋亡、炎
症、免疫反应等
多种作用参与肿
瘤、糖尿病、动
脉粥样硬化、感
染性疾病等的发
生发展. 值得注意
的是, 最近越来越
多的基础和临床
研究报道了Gal-3
在肝脏疾病中的
作用. 

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医院肝病内科



种病理生理过程, 并有可能成为肿瘤和炎症性

疾病治疗的靶点[2-4]. 对该家族成员研究最多的

是Gal-3, Gal-3与多种疾病密切相关, 如肿瘤、

糖尿病、动脉粥样硬化、感染性疾病等. 近年

来愈来愈多的研究发现他参与某些肝脏疾病的

病理过程. 本文就Gal-3的结构、分布、功能及

其与肝病的关系作一综述. 

1  Gal-3的概况

1.1 Gal-3的结构和分布 Gal-3, 一种相对分子质

量为29-35 kDa的β半乳糖苷结合蛋白, 1982年, 
作为巨噬细胞表面抗原-2(macrophage surface 
antigen-2, Mac-2)在鼠类腹腔巨噬细胞被鉴定出

来, 而后在小鼠成纤维细胞中发现35 kDa的碳

水化合物结合蛋白(35 kDa carbohydrate-binding 
protein, CBP-35), 在嗜碱细胞性白血病细胞中

发现ε结合蛋白(ε-binding protein, εBP)、在大

鼠和人肺组织中发现29 kDa的凝集素(RL-29、
HL-29), 在癌基因转染的大鼠胚胎成纤维细胞

内发现34 kDa的凝集素(L-34), 以及在巨噬细胞

内发现非整合素层粘连蛋白结合蛋白(laminin 
binding protein, LBP), 这些蛋白的氨基酸和基因

序列分析显示具有高度同源性, 故在1994年被统

一命名为Gal-3[1]. Gal-3属于半乳凝素家族, 是一

个可与细胞内糖蛋白、细胞表面分子和细胞外

基质相互作用的细胞内和细胞外凝集素, 其基因

位于染色体1p13及14q21-22, 由CRD与一个胶原

蛋白重复结构域融合而成. Gal-3常以同二聚体

的形式存在, 且在CRD上还具有罕见的串联重

复氨基酸侧链. Gal-3主要表达在肿瘤细胞、巨

噬细胞、上皮细胞、成纤维细胞和激活的T细
胞表面. Gal-3在小鼠大脑、心脏和胰腺低表达, 
在肝、回肠、肾脏和肾上腺中表达, 在肺, 脾、

胃、结肠、子宫和卵巢高表达[5]. Gal-3主要存在

于细胞质中, 细胞核和细胞表面也有表达, 由于

其缺乏经典的信号序列, 还可通过非经典途径分

泌到细胞外, 以自分泌或旁分泌的形式起作用. 
1.2 生物学功能 Gal-3在亚细胞定位后表现出多

效性生物功能, 包括调节黏附、凋亡、介导炎

症和免疫应答、pre-mRNA剪接、高亲和力结

合、内吞、降解晚期糖基化终产物(advanced 
glycation end-products, AGEs)等作用, 其生物学

作用的发挥取决于其细胞定位, 而其定位则取决

于细胞类型和细胞增殖状态. Gal-3具有调节细

胞与细胞、细胞与基质的黏附作用. Gal-3对细

胞凋亡的调节具有双向性, 位于胞质的Gal-3具
有抗凋亡活性, 可促进肿瘤的发生, 同时与抗癌
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药耐药性产生有关[6], 而核内的Gal-3则表现出相

反的效应[7]. Gal-3是一种强大的炎症信号, 可激

活NADPH氧化酶, 刺激中性粒细胞产生超氧化

物, 去除小鼠体内Gal-3, 小鼠表现为缺乏炎症细

胞[8]. Gal-3能够负性调节脂多糖介导的炎症, 保
护宿主免受内毒素休克[9]. Gal-3也可以通过维持

线粒体稳态而保护细胞免于损伤和死亡[10]. Gal-3
能抑制T细胞免疫应答, 促进肿瘤生长, 参与肿瘤

免疫耐受[11]. Gal-3/AGE-R3作为一种AGEs受体, 
能够保护细胞免受AGE诱导的组织损伤[12]. AGE
特异性受体(receptor for advanced glycation end-
product, RAGE)也是AGEs受体的一种, 但不同于

Gal-3, 他与ROS的产生和p21依赖的MAPK及其

下游靶基因NF-κB和AP-1复合物的激活以及由

此导致的组织损伤有关[13]. 

2  Gal-3与肝脏疾病的关系

肝脏Gal-3的表达在大鼠出生后第9天可很快被

诱导, 但是成年后只有微量表达. 在人类和小鼠

的正常肝细胞检测不到Gal-3, 然而他显著表达

在胆管上皮细胞和Kupffer细胞[13]. AGEs作为

一种非酶性糖基化反应产物, 在衰老过程中缓

慢增加, 在糖尿病, 肾衰, 动脉粥样硬化, 恶性肿

瘤等多种疾病的发病机制中起重要作用. AGE
主要在肝脏代谢, 肝功能受损可能会导致AGE
水平的增加. Gal-3作为AGEs的一种重要受体, 
二者形成AGE-受体复合体具有细胞保护作用, 
RAGE有细胞毒效应, RAGE能够激活促炎信号

通路, 直接或间接减弱肝脏抗炎介质的表达和

生物学作用的发挥, 而Gal-3在调节炎症和受损

肝细胞修复中起重要作用. Gal-3缺陷能致脂质

和葡萄糖代谢紊乱, 及炎症或细胞存活率的失

衡[14]. Butscheid et al [15]报道了Gal-3和RAGE在肝

病患者肝脏的表达. 
总之, Gal-3在肝脏某些病理情况下的诱导

性表达表明Gal-3在维持肝脏内环境稳态方面有

重要作用. 
2.1 Gal-3与非酒精性脂肪性肝病 在非酒精性

脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)时与Gal-3有关的内毒素血症和线粒

体功能障碍[9-10]使肝脏容易遭受“二次打击”. 
Gal-3以前作为巨噬细胞的一种表面标志, 与巨

噬细胞的功能有关. 大量研究显示浸润在内脏脂

肪的巨噬细胞和Kupffer细胞参与胰岛素抵抗和

NASH的发生. 这提示Gal-3与NAFLD的发病可能

有一定联系. Nomoto et al [13]研究发现Gal-3基因敲

www.wjgnet.com

■相关报道
Nomoto e t  a l 研
究 发 现 G a l - 3
基 因 敲 除 小 鼠
[Gal-3(-/-)] 6 mo
时能发展为临床
病理特征类似于
人类的 N A F L D , 
Nakanishi et al 延
长实验时间以期
观察肝组织学改
变, 结果发现此类
小鼠15 mo或更久
可发展为肝肿瘤, 
研究者推测选择
性阻断Gal-3可能
会加速 N A S H 基
础上肝癌的形成. 

■研发前沿
Gal-3与肝病关系
的研究多集中于
对肝癌(包括原发
性肝癌和转移性
肝癌)的研究, 其作
为肝癌候选诊断
指标及治疗靶点
仍须进一步研究
证实; 此外, Gal-3
与脂肪肝、肝纤
维化、肝硬化以
及其他肝损伤性
疾 病 的 研 究 ,  特
别是Gal-3在肝内
不 同 细 胞 ( 包 括
具有吞噬功能的
Kupffer细胞)的作
用及其胞内信号
转导途径的探讨, 
应是今后研究的
重点. 
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除小鼠[Gal-3(-/-)] 6 mo时能发展为临床病理特征

类似于人类的NAFLD, Gal-3(-/-)小鼠肝指数、血

清转氨酶水平, 肝组织TG含量和脂质过氧化物都

比野生型[Gal-3(+/+)]小鼠显著增加, 此外, AGE、
RAGE和PPARγ也显著升高. 研究提示Gal-3缺乏

能够导致NAFLD的发生, 可能的机制如下: (1)
肝脏RAGE蛋白表达增加. 已知他们的实验发现

Gal-3(-/-)小鼠肝脏RAGE蛋白表达在2 mo时就已

增加. 而且与Gal-3(+/+)小鼠相比, Gal-3(-/-)小鼠

肝脏RAGE蛋白表达显著增加, 而RAGE mRNA
表达却无差别, 提示Gal-3对RAGE的调节发生在

转录后水平, 并且这样的调节可能保护肝脏免受

RAGE诱导的组织损伤. (2)肝脏AGE增加. 研究者

推测Gal-3(-/-)小鼠AGE的肝脏清除率下降导致其

在肝脏的积聚而产生了肝毒性, 终至NAFLD的发

生. (3)肝脏过度表达PPARγ. Gal-3缺陷可以直接

诱导肝脏PPARγ过度表达从而导致脂肪肝. 
2.2 Gal-3与肝纤维化、肝硬化 在人类硬化肝, 
Gal-3表达上调[15-17]. Gal-3在硬化肝中快速增殖的

肝细胞内表达增加可能是高有丝分裂指数的结

果或是早期的成瘤事件[16]. 体内和体外截断Gal-3
基因能阻止肌纤维母细胞激活和前胶原蛋白Ⅰ

的表达, 显著减轻肝纤维化. 体外给予外源性重

组Gal-3能逆转肝纤维化. 和野生型肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)相比, TGF-β不能反式

激活Gal-3(-/-)的HSC, 但在刺激Smad-2和-3激活

方面是等效的. 提示Gal-3对TGF-β介导的肌纤维

母细胞激活和基质产生是必需的[15]. HSC, 肝特

异性外膜细胞, 在肝纤维化形成过程中起关键作

用. 在HSC转分化为肌纤维母细胞以及肝组织纤

维化过程中Gal-3表达显著上调, 重组Gal-3可通

过MEK1/2-ERK1/2信号途径刺激培养的HSC增
殖, 蛋白激酶C(PKC)和A(PKA)参与HSC内Gal-3
依赖性ERK1/2的激活[18]. Gal-3在原代培养的HSC
中的表达以时间依赖的方式增加, TAA诱导的大

鼠硬化肝中, Gal-3在HSC和Kupffer细胞均有表达. 
Gal-3以剂量依赖的方式刺激HSC的DNA合成, 但
是不会刺激肝细胞DNA合成[19]. 
2.3 Gal-3与肝癌 Nakanishi et al [14]在他们以前研

究发现Gal-3基因敲除小鼠6 mo时能发展为临床

病理特征类似于人类的NAFLD基础上, 延长实

验时间以期观察肝组织学改变, 结果发现此类

小鼠15 mo或更久即发展为肝肿瘤, 并伴有不同

程度的异型核及3区轻到中度的纤维化; 并且研

究者没有得到其他部位发生肿瘤的证据. 据此

研究者们认为Gal-3基因敲除小鼠发生肝肿瘤是

由于NASH而不是由于缺乏Gal-3, 他们还推测

选择性阻断Gal-3可能会加速NASH基础上肝癌

的形成. Chung et al [20]用高密度cDNA微阵列技

术检测HCC差异表达基因发现Gal-3表达上调. 
最近的一项研究发现Gal-3表达参与肿瘤的进

展并与HCC的预后有关, 提示Gal-3可能是一种

新的肿瘤标志物和治疗靶点[21]. Huang et al [22-23]

的研究发现, Balb/c结肠癌肝转移小鼠中, 肝组

织和血清Gal-3表达显著增加. Gal-3通过与层粘

连蛋白结合的机制在腺癌肝转移中起重要作用, 
抑制癌细胞表面Gal-3能减少细胞与层粘连蛋

白的黏着和肝转移的发生[24]. Shimonishi et al [25]

收集20例正常肝内胆管, 15例胆管上皮异常增

生, 40例肝内胆管癌(intrahepatic cholangiocarci-
noma, ICC)的样本用免疫组织化学法进行检测

发现, 在正常肝内胆管, Gal-3组成性低表达; 在
肝石病和胆管上皮异常增生Gal-3呈强阳性表

达. 在分化良好的ICC, Gal-3往往强表达在胞质, 
而在低分化的ICC其表达显著减少且很少强表

达, 甚至无表达. 这些结果提示, 尽管Gal-3在ICC
的晚期阶段易于消失, 但是在ICC的肿瘤发生前

及早期新生物形成阶段上皮细胞Gal-3表达是上

调的. Hsu et al [17]的研究揭示了Gal-3在HCC的表

达不依赖于患者是否存在先前的HBV感染, 然
而, Gal-3启动子和HBV-X蛋白表达载体的共转

染研究证明了乙型肝炎病毒X蛋白可反式激活

凝集素启动子引起Gal-3的表达. 
2.4 Gal-3和其他肝病 用CC14处理成年大鼠致肝

炎, 48-72 h后发现门静脉周围的肝细胞胞质内

Gal-3 mRNA大量积聚, 与DNA损伤修复基因的

表达是同时出现的, 提示Gal-3基因转录水平增

加, 且与受损肝细胞的修复有关[26-27]. CCl4毒性

对Gal-3(+/+)和Gal-3(-/-)小鼠可产生以细胞色素

氧化酶降低、AST水平升高、细胞水肿或坏死

等为表现的肝损伤, Gal-3基因缺损可减轻CC14

肝毒性[28]. Gal-3与IL-10可协同相互作用对抗肝

脏的缺血再灌注损伤[29]. 

3  结论

Gal-3参与脂肪肝、肝纤维化、肝硬化及肝癌的

发生发展, 但具体机制尚未阐明. 可以预见Gal-3
在肝脏疾病的深入认识有着引人注目的临床应

用前景, Gal-3对肝癌的诊断有重要的参考价值, 
同时阻断其胞质的表达以抑制肿瘤的研究也是

当今热点问题. Gal-3作为肝纤维化治疗的靶点

仍需要进一步的研究来证实. 脂肪肝组织和血清

■名词解释
1 晚期糖化终产
物(AGEs): 是在
蛋白质赖氨酸的
氨基和还原糖的
醛基之间发生非
酶性糖基化反应
生成的终产物总
称. 能提供氨基的
核酸和脂质也能
经糖化修饰形成
AGEs. AGEs可通
过与其他蛋白发
生交联直接影响
组织细胞功能, 也
可与特异受体结
合, 通过信号转导
机制导致疾病的
发生发展. 
2 AGEs受体: 是
首先在单核细胞
和巨噬细胞中发
现的细胞表面特
异的AGEs结合蛋
白, 包括AGE特异
性受体(RAGE)、
A G E - R 1 、

AGE-R2、AGE-
R 3 ( G a l - 3 ) 等 , 
A G E s 可 通 过
AGEs受体与细胞
结合, 介导吞噬细
胞对AGEs的内吞
和降解. 

■创新盘点
本文就Gal-3的结
构、分布、生物
学功能及其与肝
脏疾病关系的最
新研究成果作了
较为全面的阐述, 
同时指出了Gal-3
在肝病领域的未
来发展趋向. 
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Gal-3的表达水平以及二者表达是否一致尚无相

关报道. 在肝脏疾病治疗方面, Gal-3是一种有前

途的分子靶点. 探讨其在肝内不同细胞的作用及

其胞内信号转导途径, 应是今后的研究方向. 同
时随着对Gal-3基础研究的不断深化, 应该更注

重开发他在肝脏疾病治疗方面的临床应用价值. 
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■同行评价
本文从几个不同
方面综述半乳凝
素 3 与 肝 病 关 系
的 研 究 进 展 ,  追
踪肝病研究的前
沿 ,  并 对 半 乳 凝
素 3 在 肝 病 领 域
的进一步研究提
出 展 望 ,  具 有 一
定的理论价值.
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t o f R N A 
interference-based silencing of HIF-1α gene 
on the expression of vasculogenic mimicry-
associated genes in esophageal squamous 
carcinoma cells (Eca-109) cultured in either a 
normoxia or a hypoxia environment.

METHODS: Eca-109 cells were divided into four 
groups, namely, untransfected Eca-109 cells and 
three different strains of Eca-109 cells stably 
transfected with HIF-1α siRNA (H2/20, H3/10 
and H3/15 strains). After the cells were cultured 

in a normoxia environment or in a hypoxia en-
vironment for 12, 24, 36, 48, 60, 72 and 96 h, re-
spectively, the expression of HIF-1α protein and 
mRNA was detected by Western blot and semi-
quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR), and the expression of 
EphA2, VE-cadherin, matrix metalloproteinase-2 
(MMP-2) and laminin-5 gamma-2 chain (LN-5γ2) 
was determined by Western blot.

RESULTS: After Eca-109 cells were cultured in 
a hypoxia environment, the expression of HIF-
1α protein was upregulated, reaching its peak at 
24 and 48 h and beginning to decline at 72 and 
96 h. However, there was no significant differ-
ence in the expression of HIF-1α mRNA (F = 0.70, 
P = 0.67). The expression of HIF-1α, EphA2 and 
LN-5γ2 proteins was hardly detected in HIF-1α-
silenced cells, and could not be upregulated in 
a hypoxia environment. In contrast, the expres-
sion of VE-cadherin and MMP-2 proteins was 
slightly down-regulated in HIF-1α silenced cells, 
and could be upregulated in a hypoxia environ-
ment though the upregulation was not statisti-
cally significant (all P > 0.05).

CONCLUSION: RNA interference targeting the 
HIF-1α gene is able to efficiently silence the ex-
pression of HIF-1α gene in human esophageal 
squamous carcinoma cells (Eca-109) and thereby 
inhibit the expression of vasculogenic mimicry-
associated genes (EphA2, VE-cadherin, MMP-2 
and LN-5γ2) to a different extent.

Key Words: Vasculogenic mimicry; RNA; Small in-
terference; Hypoxia-inducible factor 1; Esophageal 
neoplasm; Hypoxia

Hua J, Shi RH, Zhang HJ, Yu LZ, Zhu H, Xiao B, Zhang 
GX, Hao B. Effect of RNA interference-based silencing of 
HIF-1α gene on the expression of vasculogenic mimicry-
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摘要
目的: 探讨常氧及缺氧培养条件下RNA干扰
沉默人食管鳞癌细胞Eca-109缺氧诱导因子
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■背景资料
研究证实部分恶
性肿瘤细胞在缺
氧环境下高表达
缺氧诱导因子1α, 
亦有研究发现部
分高度恶性的肿
瘤可以形成血管
生 成 拟 态 ,  且 在
缺氧状态下更为
明显.

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科



-1α(HIF-1α)对血管生成拟态相关基因表达的
影响. 

方法: 选择未转染处理的食管鳞癌Eca-109细
胞和3株稳定转染HIF-1α SiRNA的Eca-109细
胞, 分别予以常氧和缺氧培养, 缺氧培养12、
24、36、48、60、72、96 h, 采用Western blot
法和逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测HIF-
1α蛋白及mRNA表达, 同时Western blot法检
测上皮细胞激酶(EphA2)、血管上皮钙黏附素
(VE-cadherin)、基质金属蛋白酶-2(MMP-2)、
层粘连蛋白5γ2链(LN-5γ2)等血管生成拟态相
关基因的表达. 

结果: 缺氧条件下培养Eca-109细胞HIF-1α蛋
白表达较常氧时增高, 以24-48 h为明显, 72-96 
h开始减弱, 而HIF-1α mRNA检测差异无统计
学意义(F  = 0.70, P  = 0.67); RNA干扰后细胞
在常氧下HIF-1α、EphA2、LN-5γ2蛋白几乎
无表达, 缺氧后亦无增强现象, VE-cadherin、
MMP-2蛋白表达较未干扰细胞稍有减弱, 缺
氧后表达稍增强, 但差异无显著性(均P >0.05).

结论: RNA干扰能抑制Eca-109细胞的HIF-1α
基因表达, HIF-1α基因沉默后可以不同程度
减少EphA2、LN-5γ2等血管生成拟态相关基
因的表达.

关键词: 血管生成拟态; RNA; 小分子干扰; 缺氧诱

导因子1; 食管肿瘤; 细胞缺氧

华杰, 施瑞华, 张红杰, 于莲珍, 朱宏, 肖斌, 张国新, 郝波. RNA

干扰HIF-1α对血管生成拟态相关基因表达的影响. 世界华人消

化杂志  2009; 17(19): 1913-1918
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0  引言

缺氧诱导因子-1(hypoxia inducible factor-1, HIF-1)
是缺氧条件下广泛存在于哺乳动物和人体内的

一种转录因子, 在多数肿瘤组织中均有HIF-1α
的过表达. 当实体肿瘤处在低氧环境时, HIF-1
活性显著增高, 涉及改善低氧条件的基因血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)、红细胞生成素(erythropoietin, EPO)、葡

萄糖转运蛋白1和3、血红素氧化酶1和糖酵解酶

等大量的表达, 从而促进肿瘤血管的再生和细胞

能量代谢的加强, 导致肿瘤细胞的生物学特性的

变化, 这正是肿瘤细胞的一种自我保护机制的体

现. 血管生成拟态是近年来在部分恶性实体肿瘤

中发现的一种不同于新生毛细血管的肿瘤微循

环供血系统, 缺氧条件下更易形成, 其存在对肿
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瘤的发生发展、侵袭转移等起着非常重要的作

用. 食管癌组织中已证实有血管生成拟态现象的

存在, 且食管癌细胞中HIF-1α表达阳性, 并与肿

瘤分期、浸润深度、淋巴结转移和患者的预后

相关. 本研究中, 我们在常氧和缺氧条件下培养

RNA干扰前后的食管癌细胞, 检测HIF-1α及血管

生成拟态相关基因, 探讨他们之间的联系及HIF-
1α在血管生成拟态形成机制和信号传导通路中

的可能的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管鳞癌细胞Eca-109购自中科院

上海细胞所, RNA干扰HIF-1α后经鉴定筛选

稳定转染的3株单克隆细胞(H2/20、H3/10、
H3/15号细胞)为本实验室构建保存. 胎牛血清

及DMEM培养液购自Gibco公司. 总RNA提取试

剂TRIzol购自Invitrogen公司, RNA逆转录试剂

盒为Fermentas公司产品, PCR试剂2×Tag PCR 
MasterMix、DNA Marker为北京天根科技公司

产品, 普通PCR引物由上海申能博彩公司合成. 
鼠抗人HIF-1α mAb、鼠抗人LN5γ2 mAb购自

Chemicon公司, 鼠抗人Tubulin-α mAb购自Sigma
公司, 鼠抗人EphA2 mAb、鼠抗人VE-cadherin 
mAb购自R&D公司, 兔抗人MMP-2 mAb购自

Abcam公司, HRP标记羊抗鼠、羊抗兔二抗购

自上海晶美公司. BCA蛋白定量试剂盒、ECL
化学发光试剂盒购自Pierce公司, PVDF膜购自

Roche公司, 蛋白预染Marker购自Fermentas公
司. 细胞培养箱为Thermo Forma Series II, 厌氧

培养箱为上海新苗医疗器械制造有限公司生产

的YQX-II型, 普通光学倒置显微镜为Nikon公司

ECLIPSETE2000-S型. 普通PCR仪为MyGeneTM 
Series Peltier Thermal Cycler MG48+, 核酸电泳

仪为北京六一仪器厂DYY-6C型, 凝胶成像分析

系统为上海天能科技有限公司Tanon 3500. 蛋白

电泳及转膜系统为Bio-Rad公司产品, 酶标仪为

Bio-Rad公司Model680.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 4组细胞均用含100 mL/L胎牛

血清及100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉素的

DMEM培养液, 在50 mL/L CO2、37℃培养箱中

培养.
1.2.2 缺氧处理: 细胞传代贴壁后置入缺氧培养

箱缺氧处理, 培养箱中混合气体浓度为50 mL/L 
CO2、850 mL/L N2、100 mL/L H2, 缺氧时间为

12、24、36、48、60、72、96 h; 相应设置空白

www.wjgnet.com

■研发前沿
血管生成拟态是
新近发现的一种
恶性肿瘤的供血
模式, 其确切的发
生机制尚未完全
明确, 有待进一步
研究.

■相关报道
已有研究发现部
分高度恶性的肿
瘤中存在血管生
成拟态现象, 其形
成机制及信号传
导途径主要涉及
肿瘤细胞及细胞
微环境2个方面 , 
其中发挥重要作
用的基因包括: 血
管上皮钙黏附素
(VE-cadherin)、
黏 附 斑 激 酶
( FA K )、上皮细
胞激酶(EphA2)、
蛋白酪氨酸激酶
(TrK)、基质金属
蛋白酶(MMP-1、
MMP-2、MMP- 
9、MMP-14)及层
粘连蛋白(LN)等.
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对照组. 
1.2.3 半定量RT-PCR检测HIF-1α mRNA的表达: 
将常氧和缺氧处理后的各组细胞用TRIzol一步

法提取细胞总RNA, 按RNA逆转录试剂盒行逆

转录合成cDNA. 引物以Primer 5软件自行设计, 
交由上海申能博彩公司合成, HIF-1α上游引物

5'-GCA AGA CTT TCC TCA GTC GAC ACA-3', 
下游引物5'-GCA TCC TGT ACT GTC CTG TGG 
TGA-3', 扩增片段长度207 bp; GAPDH上游引

物5'-TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG 
GT-3', 下游引物5'-CAT GTG GGC CAT GAG 
GTC CAC CAC-3', 扩增片段长度983 bp. 体系为

20 μL: 10 μL 2×Tag PCR MasterMix, 10 μmol/L 
HIF-1α上、下游引物各1 μL, 10 μmol/L GAPDH
上、下游引物各0.5 μL, 1 μL cDNA, 其余用

ddH2O补足, 行HIF-1α及GAPDH双重PCR反应. 
程序为: 94℃ 8 min→(94℃ 28 s→58℃ 28 s→
72℃ 28 s)×28 cycles→72℃ 8 min→4℃. 扩增

结束后取PCR产物上样, 10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
EB染色, Tanon凝胶成像系统摄片并分析结果. 
1.2.4 Western blot检测HIF-1α蛋白及血管生成拟

态相关基因的表达: 冷PBS洗细胞2次, 加蛋白裂

解液制备总蛋白, 超声破碎后8000 r/min, 离心

30 min, 取上清, 重复超声破碎并离心取上清, 采
用BCA法定量蛋白浓度. 取总蛋白60 μg于100℃
加热变性5 min后上样, 行稳流SDS-PAGE电泳, 
稳压冰浴电转至PVDF膜, 50 g/L脱脂奶粉室温

封闭1 h后TBST漂洗3×5 min, 加入适当浓度一

抗(MMP-2 1∶2000、EphA2 1∶500、LN5γ2  
1∶200、HIF-1α 1∶500、VE-cadher in 1∶
500、Tubul in-α 1∶4000)4℃孵育过夜. 次日

TBST漂洗3×5 min后再加HRP标记的二抗(羊抗

鼠1∶5000, 羊抗兔1∶4000)室温孵育1 h, TBST
漂洗3×5 min. ECL化学发光法显影. 
1.2.5 结果灰度分析: Tanon Gis软件对凝胶电泳

条带和感光胶片条带进行灰度值分析, 以目的

条带与内参照条带的比值代表目的基因mRNA
和蛋白的表达水平.

统计学处理 所有数据均在SAS 9.1.3软件下

分析, 以mean±SD表示, 分别采用单因素及多因

素方差分析, P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 HIF-1α mRNA及蛋白的表达 在常氧和缺氧

不同时间点检测Eca109细胞HIF-1α的表达, 发
现各个时间点HIF-1α mRNA表达无明显差异(F  
= 0.70, P  = 0.67, 图1). Eca109细胞和干扰处理的

各组细胞在常氧和缺氧培养24 h后检测, 各组细

胞HIF-1α mRNA表达无明显差异(F  = 0.02, 0.23, 
P  = 0.8949, 0.8731, 图2). 在Eca-109细胞中HIF-
1α蛋白表达在缺氧处理时较常氧培养时增加, 
在缺氧后24-48 h明显升高, 60 h略有降低, 72-96 
h逐渐减少(图3). 3组R N A干扰的细胞常氧下

HIF-1α蛋白表达被明显抑制, 且在缺氧处理后
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A

图 1 不同时间点培养后Eca-109细胞中HIF-1α mRNA的表
达. A: 半定量RT-PCR检测结果; B: 灰度扫描结果. 1: 常氧

培养; 2: 缺氧12 h; 3: 缺氧24 h; 4: 缺氧36 h; 5: 缺氧48 h; 6: 

缺氧60 h; 7: 缺氧72 h; 8: 缺氧96 h.

图 2 常氧和缺氧培养24 h后各组细胞中HIF-1α mRNA的
表达. A: 半定量RT-PCR检测结果; B: 灰度扫描结果. 1: 

Eca109细胞; 2: H2/20号; 3; H3/10号; 4: H3/15号.
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A 常氧 缺氧24 h ■创新盘点
由于缺氧条件下
肿瘤细胞缺氧诱
导因子1α表达明
显增强, 且血管生
成拟态明显增加, 
提示缺氧诱导因
子1α在血管生成
拟态形成过程中
可能发挥一定作
用, 可能参与其信
号传导通路. 本课
题研究缺氧诱导
因子1α与血管生
成拟态相关基因
之间的关系, 为解
释缺氧状态下血
管生成拟态现象
增强提供一定的
依据.
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亦无明显递增趋势(图4). 
2.2 血管生成拟态相关基因的表达 干扰细胞常

氧下EphA2、LN5γ2表达比未干扰的Eca-109
细胞明显减少, 缺氧处理24 h后亦无明显增加

(图4); VE-cadherin、MMP-2表达较未干扰细胞

略减少, 缺氧处理后表达稍增强, 但差异无统计

学意义(VE-cadherin: F  = 0.20, 1.34, P  = 0.6637, 
0.2922; MMP-2: F  = 0.11, 0.20, P  = 0.7460, 
0.8959, 图5).

3  讨论

肿瘤增生过快造成肿瘤微环境始终处于相对缺

氧和代谢紊乱状态, 这是恶性肿瘤的生长特点

之一. 研究表明缺氧可触发机体产生一系列应

激性保护反应, 新生血管形成和细胞无氧代谢

增加是肿瘤细胞得以在缺氧环境下免受损伤

或死亡, 继续生长、增殖的重要途径[1-4]. 其中

HIF-1的表达和活性增强是肿瘤细胞适应缺氧环

境的重要原因. HIF-1由HIF-1α和HIF-1β 2个亚

基组成异源二聚体, HIF-1α是主要的氧调节亚

基和功能亚基. HIF-1α在常氧下迅速降解而在

缺氧时稳定表达并活化[5-6], 因而其在细胞适应

缺氧途径中是连接上下游基因激活的重要调节

因子. 常氧条件下, HIF-1α的脯氨酸残基被羟化, 

导致HIF-1α通过E3泛素化-蛋白酶体途径迅速

降解. 缺氧时, 细胞可能通过多个通路感受缺氧, 
脯氨酸羟化酶(prolyl hydroxylase, PHDs)无活性, 
泛素-蛋白酶体对HIF-1α的降解受阻, HIF-1α大

量积聚并转移至细胞核中, 与HIF-1β聚合形成

稳定的HIF-1; HIF-1与靶基因的缺氧反应元件

(hypoxia-response element, HRE)结合, 形成转录

起始复合物, 启动靶基因转录. 目前已知HIF-1的
靶基因有60余种, 涉及血管生成、能量代谢、

侵袭转移、离子代谢和儿茶酚胺代谢等[7]. 本实

验发现, 食管癌细胞(Eca-109)在常氧和缺氧培

养各个时间点HIF-1α mRNA表达无明显差异, 
而Western blot显示HIF-1α蛋白表达在缺氧处理

时较常氧培养时增加. HIF-1α蛋白表达与缺氧

有时间依赖关系, HIF-1α mRNA表达没有明显

1      2      3      4      5      6      7      8

HIF-1α

Tubulin

图 3 不同时间点培养后Eca-109细胞中HIF-1α蛋白的表
达. 1: 常氧培养; 2: 缺氧12 h; 3: 缺氧24 h; 4: 缺氧36 h; 5: 缺

氧48 h; 6: 缺氧60 h; 7: 缺氧72 h; 8: 缺氧96 h.

图 4 常氧和缺氧培养24 h后各组细胞中HIF-1α、EphA2及
Ln-5γ2蛋白的表达. 1: Eca109细胞; 2: H2/20号; 3; H3/10号; 

4.H3/15号.
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图 5 常氧和缺氧培养24 h后各组细胞中VE-cadherin及
MMP-2蛋白表达. A: Western blot检测结果; B、C: 灰度扫描

结果. 1: Eca109细胞; 2: H2/20号; 3: H3/10号; 4: H3/15号.
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■应用要点
本研究揭示了常
氧及缺氧状态下
食管鳞癌细胞中
缺氧诱导因子1α
的表达及其与血
管生成拟态相关
基因之间的关系, 
为进一步探索缺
氧诱导因子1α在
食管鳞癌Eca-109
细胞血管生成拟
态形成过程中对
其信号传导通路
调节的分子生物
学机制奠定一定
的基础.
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差异, 提示缺氧诱导的HIF-1α调节发生在蛋白

水平而非转录水平[8]. 
R N A干扰是生物进化过程中基因组水平

上的免疫监控机制[9], 他作为一种特异性基因

沉默技术, 正越来越多的在反向遗传学研究、

细胞信号转导通路研究和某些疾病, 如病毒感

染、肿瘤及多种遗传相关性疾病的发病机制和

治疗学研究中发挥着重要作用. 相对于传统上

反义寡核苷酸和核酶等基因沉默手段来说, 由
于siRNA具有RNA双链结构和3'端双核苷酸悬

垂, 较难被核酶降解, 所以RNA干扰具有更好的

稳定性和更优越的抑制效果[10], 是高通量基因

功能研究的得力工具. 我们前期设计了3对HIF-
1α siRNA寡核苷酸片段, 并通过分子克隆技术

成功构建了质粒pGCsi-HIF-1、pGCsi-HIF-2和
pGCsi-HIF-3, 经脂质体转染食管鳞癌细胞系

Eca-109, 挑克隆筛选稳定转染细胞, 经筛选培养

6 mo以上得到几株干扰效率较高的细胞. 本实

验所选3株细胞干扰效率均较高, 干扰后HIF-1α
蛋白表达明显抑制, 且缺氧后亦无明显增强. 

1999年Maniotis et al通过对葡萄膜黑色素

瘤微循环的研究, 提出了一种与经典的肿瘤血

管生成途径完全不同的肿瘤血管生成模式-血管

生成拟态(vasculogenic mimicry, VM), 即在侵袭

性的葡萄膜黑色素瘤中的瘤细胞通过自身变形

和基质重塑形成一种无内皮细胞被覆的、由细

胞外基质界定的微循环管道, 血液可以在这种

管腔中流动[11]. 这一现象相继在多种肿瘤中被

发现(乳腺癌、卵巢癌、肺癌、前列腺癌、食管

癌、滑膜肉瘤、横纹肌肉瘤、嗜铬细胞瘤、星

形胶质细胞瘤、食管间质瘤等), 而且发现VM
的存在与疾病发展和预后不良相关[12-13]. 所以, 
VM可能是某些肿瘤的重要微循环体系, 或是血

管生成以外的肿瘤微循环的重要补充. 目前VM
的生成机制尚不明确, 可能的原因主要是: (1)肿
瘤细胞的可塑性机制; (2)基因表达的改变; (3)
分子信号传递的改变; (4)微环境的影响. Hess 
et al [14]发现上皮细胞激酶(epithelial cell kinase, 
EphA2)在体外培养中参与高度侵袭性黑色素瘤

细胞血管样通道的形成. 用酪氨酸激酶抑制剂

除莠霉素A抑制EphA2的磷酸化, 则血管样通道

无法形成, 去除除莠霉素A则血管样通道又可

形成. 免疫沉淀、Western blot、转染等方法进

一步验证了EphA2在VM形成中的作用. 血管内

皮细胞钙黏附素(vascular endothelial cadherin, 
VE-cadherin)是促进同种细胞相互作用的跨膜

蛋白, 属于钙依赖黏附素家族. Hendrix et al [15]

发现VE-cadherin仅表达于高度侵袭性黑色素瘤

细胞, 而不见于低度侵袭性黑色素瘤细胞, 下调

VE-cadherin的表达将延缓血管样通道的形成. 
Seftor et al [16]在三维细胞培养中发现层粘连蛋白

5γ2链(laminin 5 gamma2 chain, Ln-5γ2 chain)、
基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2, 
MMP-2)、膜型基质金属蛋白酶1(membrane type 
1-matrix metalloproteinase, MT1-MMP)存在交互

作用, 是侵袭性黑色素瘤细胞形成血管样通道

所必需的. Hendrix et al [17]在黑色素瘤裸鼠移植

瘤模型中发现, 缺氧环境使高侵袭性黑色素瘤

细胞恶性细胞基因型发生改变, 成为胚胎样多

能干细胞, 塑形性明显提高, 选择性的表达某些

血管内皮细胞基因, 使其能够作为血管内皮细

胞样细胞参与VM. van der Schaft et al发现尤文

氏肉瘤细胞在缺氧诱导下可形成VM. Yao et al [18]

研究发现, 缺氧是卵巢上皮癌细胞形成VM的

重要诱导因素, 西罗莫司通过抑制HIF-1 mRNA
表达阻断VM形成. 本实验选取VE-cadherin、
EphA2、Ln-5γ2及MMP-2等4种与血管生成拟

态关系密切的基因, 分别检测其常氧、缺氧培

养条件下在HIF-1α干扰前后的食管癌细胞中的

蛋白表达. 结果显示干扰细胞常氧下EphA2、 
LN5γ2表达比未干扰的Eca-109细胞明显减少, 
缺氧处理24 h后亦无明显增加, 与HIF-1α表达变

化一致; 而VE-cadherin、MMP-2表达较未干扰

细胞略减少, 缺氧处理24 h后表达稍增强, 但差

异无统计学意义. 
总之, 在与血管生成拟态关系密切的4种基

因中EphA2与Ln-5γ2表达与HIF-1α一致, 干扰

HIF-1α后EphA2与Ln-5γ2蛋白表达几乎消失, 缺
氧后亦无增强; 而VE-cadherin与MMP-2干扰后

蛋白表达较未干扰细胞稍减弱, 缺氧后略有增

强. 我们推测EphA2与Ln-5γ2与HIF-1α关系更为

密切, 而VE-cadherin与MMP-2可能受其他影响

因素的作用, RNA干扰沉默HIF-1α后可能通过

抑制EphA2与Ln-5γ2的表达而抑制血管生成拟

态的形成. 为进一步研究HIF-1α在血管生成拟

态形成机制中的作用奠定了基础. 
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Abstract
AIM: To investigate the molecular mechanism 
underlying the role of JNK in mediating the 
effects of oxytocin (OT) microinjected into 
the paraventricular nucleus (PVN) on gastric 
ischemia-reperfusion (GI-R) injury. 

METHODS: Sprague-Dawley (SD) rats were 
randomly divided into four groups: vehicle 
group, OT group, atosiban group and OT plus 
atosiban group. GI-R injury was induced in rats 

by clamping the celiac artery for 30 min and 
then reperfusing for 1 h. A cannula was inserted 
into the unilateral PVN for microinjection of OT. 
The expression of p-JNK, Bax and Bcl-2 proteins 
in rat gastric mucosa was examined by Western 
blot and immunohistochemistry. 

RESULTS: Compared with the vehicle group, 
microinjection of OT (600 ng) into PVN signifi-
cantly decreased the expression of p-JNK and 
Bax proteins but increased the expression of 
Bcl-2 protein in gastric mucosa following GI-R 
(all P < 0.01). Pre-administration of atosiban (an 
OT receptor antagonist) into the lateral cerebral 
ventricle could prevent the effects of OT (F = 
56.33, P < 0.01; F = 145.2, P < 0.01, F = 49.32, P < 
0.01), increase the expression of p-JNK and Bax 
proteins, and decrease the expression of Bcl-2 
protein when compared with the OT group. 

CONCLUSION: Microinjection of OT into PVN 
attenuates GI-R injury through down-regulation 
of p-JNK protein, which in turn leads to a de-
crease in Bax expression and an increase in Bcl-2 
expression. 

Key Words: Gastric ischemia-reperfusion; Paraven-
tricular nucleus; Oxytocin; p-JNK

Zhang YM, Zhang WW, Zhang JF. JNK mediates the 
effects of oxytocin microinjected into the paraventricular 
nucleus on gastric ischemia-reperfusion in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(19): 1919-1924

摘要
目的:  观察胃黏膜细胞c-J u n氨基末端激酶
(JNK)在室旁核(PVN)内微量注射催产素(OT)
对大鼠胃缺血-再灌注(GI-R)损伤调控中的作
用及机制. 

方法: 将SD大鼠随机分为4组: vehicle组, OT
组, OT+atosiban组, atosiban组. 采用夹闭大
鼠腹腔动脉30 min, 去除动脉夹再灌注1 h的
GI-R损伤模型, 于单侧PVN微量注射OT. 运
用免疫组织化学及免疫印迹等实验技术, 观

www.wjgnet.com
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■背景资料
OT是下丘脑室旁
核、视上核神经
元产生的一种最
早被阐明一级结
构, 并能人工合成
的肽类激素 .  OT
参与了维持人体
心血管和神经内
分泌及体液平衡
的调节, 同时又是
脑内重要的应激
激素之一. PVN既
是内脏活动的整
合中枢, 又是内分
泌系统的调控枢
纽, 他具有丰富的
传入、传出联系, 
与脑干和脊髓侧
角有直接的纤维
投射. PVN大细胞
区内有丰富的OT
能神经元胞体, 并
分布有较高密度
的OT受体. 

■同行评议者
戈之铮, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院   
消化内科 



察了PVN微量注射OT对GI-R后胃黏膜细胞
p-JNK、Bax和Bcl-2蛋白表达的影响.  

结果: 与vehicle组相比, PVN内微量注射OT(600 
ng)能明显减少GI-R后胃黏膜细胞p-JNK及Bax
的表达(均P <0.01), 增加Bcl-2的表达(P <0.01). 
侧脑室给予OT受体特异性拮抗剂atosiban后, 
可取消OT的效应, 与OT组比较, 差异有统计学
意义(F  = 56.33, P<0.01; F  = 145.2, P<0.01, F  = 
49.32, P<0.01), 胃黏膜细胞p-JNK及Bax的表达
较OT组明显增加, 而Bcl-2的表达减少. 

结论: PVN微量注射OT减轻GI-R损伤的调控
机制, 在胃黏膜局部是通过抑制胃黏膜细胞
p-JNK和Bax的表达, 促进Bcl-2的表达实现的. 

关键词: 胃缺血-再灌注; 室旁核; 催产素; p-JNK

张咏梅, 张文文, 张建福. JNK在室旁核内微量注射催产素对

大鼠胃缺血-再灌注调控中的作用. 世界华人消化杂志  2009; 
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0  引言

催产素(oxytocin, OT)主要是在下丘脑室旁核

(paraventricular nucleus, PVN)和视上核的大细

胞神经元中合成的, 与机体的氧化应激反应密

切相关. 在下丘脑PVN大细胞区内有丰富的OT
能神经元胞体, 并分布有较高密度的OT受体[1-4], 
刺激PVN及PVN内微量注射OT能够减少胃酸

分泌, 减轻胃溃疡[5]. 我们以前的研究发现电刺

激PVN可减轻胃缺血-再灌注(gastric ischemia-
reperfusion, GI-R)损伤[6-7], 并进一步发现PVN内

微量注射OT可剂量依赖性减轻GI-R损伤[8], 那
么, OT减轻GI-R损伤的局部分子机制是什么？

近年来, 在研究缺血器官的细胞凋亡及增殖修

复的细胞信号转导通路中, 丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen-activated protein kinases, MAPKs)
信号转导通路备受关注. MAPKs是一类丝氨酸

/苏氨酸蛋白激酶, 是公认的与细胞增殖分化凋

亡调控密切相关的细胞内信号转导酶类[9-10], 其
中, c-Jun氨基末端激酶(c-Jun N-terminal protein 
k inase, JNKs)通路是MAPK中重要的通路之

一, 是细胞应激反应诱导细胞凋亡的主要信号

转导途径. JNK通路被激活后, 伴有活化蛋白

1(activator protein-1, AP-1)与cAMP反应元件结

合蛋白(cAMP response element binding protein, 
CREB)调控凋亡相关基因家族成员的差异性表

达, 如Bad、Bax的表达上调与Bcl-2、Bcl-xL的
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表达下调[11-13]. 近来研究表明心肌、肾脏和脑

等重要脏器缺血或缺血-再灌注均可引起p-JNK
的活化[14-16], 我们的研究也表明GI-R后30 min、
1、3和6 h均可促进p-JNK在胃黏膜的表达, 电刺

激PVN后, 通过抑制胃黏膜p-JNK的表达, 从而

减轻GI-R损伤[17]. 但有关JNK是否参与了OT对
GI-R的调控作用尚未见报道, 因此, 本文通过建

立GI-R模型, 应用核团微量注射、免疫组织化

学、免疫印迹等方法, 探讨了p-JNK在PVN内微

量注射OT对GI-R损伤调控中的作用及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康的Sprague-Dawley(SD)大鼠

(220-240 g), 雌雄不拘, 由徐州医学院实验动物中

心(使用许可号: SYXK[su]2002-0038)提供. OT购
自上海第一生化药业有限公司; atosiban购自深

圳翰宇生物工程有限公司. P-JNK小鼠mAb以及

Bax、Bcl-2兔多克隆抗体、PowerVisionTM二步

法免疫组织化学检测系统、DAB显色试剂盒、

枸橼酸盐缓冲盐溶液、碱性磷酸酶标记的羊抗

兔IgG和羊抗鼠IgG、多聚赖氨酸溶液购自北京

中杉生物技术有限公司; 碱磷酶底物NBT/BCIP
显色浓缩液购自美国Promega Technology. 其他

试剂均为市售化学纯. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 实验前禁食24 h, 自由饮水. 将SD大

鼠随机分为4组, 每组6只: PVN内微量注射生

理盐水0.3 μL后进行GI-R组(vehicle组), PVN内

微量注射OT 600 ng/0.3 μL后进行GI-R组(OT
组), 侧脑室内微量注射atosiban 1.2 μg/5 μL后再

进行PVN内微量注射OT 600 ng/0.3 μL, 然后制

备GI-R组(OT+atosiban组), 侧脑室内微量注射

atosiban 1.2 μg/5 μL后进行GI-R组(atosiban组).  
1.2.2 PVN或侧脑室微量注射: 动物在麻醉下

(10%水合氯醛400 mg/kg ip)固定于脑立体定

位仪上, 按照Paxinos和Watson脑图谱[18]及我

们以前的方法[3]定位PVN(坐标: AP 1.5 mm, R 
0.4 mm, H 7.7-7.8 mm, 门齿瓣低于耳间连线3.3 
mm)和侧脑室(坐标: AP 1.0 mm, L 1.5 mm, H 4.5 
mm.), 在2 min内将OT 600 ng/0.3 μL微量注射

到PVN或将atosiban 1.2 μg/5 μL注射到侧脑室. 
vehicle组注射等体积的生理盐水.  
1.2.3 GI-R动物模型的制备: 按Wada et al [19]方法

进行. 实验大鼠水合氯醛麻醉后, 仔细分离腹腔

动脉与周围组织, 用小动脉夹夹闭腹腔动脉30 
min后去除动脉夹恢复血流再灌注60 min. 实验

结束后取胃计数胃黏膜损伤指数, 测量完损伤

www.wjgnet.com

■相关报道
Zhou et al 发现氧
化应激引起小肠
上皮细胞凋亡时
JNK1/2表达迅速
增 加 ,  抑 制 J N K
信号通路的激活
可 减 轻 H 2 O 2 诱
导 的 细 胞 凋 亡 . 
Mitsuyama et al
发现酒精引起胃
黏膜损伤形成过
程中, JNK可被快
速激活后高水平
表达.

■研发前沿
机体在出血性休
克, 颅脑外伤, 重
大手术, 严重感染
时均可引起不同
程度的胃组织缺
血而造成胃黏膜
的损伤, 如何减轻
GI-R损伤已逐渐
引起人们的关注. 
然而, 目前对GI-R
的研究多集中于
胃黏膜局部致损
伤因素及其治疗
上, 而缺乏整体情
况下对其调控机
制的研究. 
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指数后将胃组织在10%中性甲醛溶液内固定, 石
蜡包埋切片后用于免疫组织化学染色. 
1.2.4 免疫组织化学染色法: 按照北京中杉生物

技术有限公司提供的PowerVisionTM二步法免疫

组织化学检测系统进行. DAB显色, 苏木精复

染, 梯度乙醇脱水, 中性树胶封片. 光镜下观察

到胞质内有棕色颗粒者即为阳性细胞. 用Image-
Pro Plus图像分析系统对阳性细胞数进行半定量

分析. 以高倍视野下累积吸光度(IA )作为分析指

标. 对照实验以PBS缓冲液代替一抗. 每例3张间

断切片, 每张切片随机选取10个视野, 取平均值.  
1.2.5 蛋白免疫印迹法测定p-JNK、Bax蛋白表达

量: 将已制备的细胞蛋白提取液测其蛋白浓度后, 
经100℃水浴变性5 min, 按每孔30 μL蛋白上样, 
经10% SDS-PAGE分离后, 以湿转移法转至NC膜
上, 室温封闭3 h, 加入一抗(p-JNK 1∶200、Bax 
1∶800), 4℃过夜, 洗膜后加入相应的碱性磷酸

酶标记的二抗, 室温孵育2 h, 洗膜后加入显色剂

(NBT/BCIP显色试剂盒), 反应达到要求后流水洗

涤终止反应. 条带经图像处理仪行激光扫描后测

各条带吸光度(A), 以相应区带的A值相对于对照

组的倍数表示. 
统计学处理 采用SPSS9.0 for Windows统计

软件包, 数据以mean±SD表示, 多组间比较采

用完全随机设计方差分析法(One-way ANOVA). 
P <0.05或P <0.01分别表示两组数据间有显著性

差异或有非常显著性差异. 

2  结果

2.1 PVN内微量注射OT对GI-R后胃黏膜p-JNK
表达水平的影响 p-JNK阳性细胞主要表达在胃

黏膜上层细胞胞质中, PVN微量注射OT(600 ng)
可明显减少GI-R 1 h(vehicle组)后p-JNK蛋白的

表达水平(P <0.01), 而atosiban可取消OT的这种

效应, 与vehicle组无明显差异(F  = 56.33, 图1-2). 
2.2 PVN内微量注射OT对GI-R后胃黏膜Bax表

达水平的影响 B a x阳性细胞主要表达在胃黏

膜中下层胃底腺细胞胞质中, 在黏膜上皮细胞

中表达不明显. GI-R 1 h(vehicle组)后胃黏膜

■创新盘点
本研究首次报道
PVN内微量注射
OT后 ,  通过抑制
胃黏膜细胞p-JNK
的激活, 促进Bcl-2
的表达, 抑制Bax
的表达, 从而减轻
GI-R损伤. 

图 2 PVN内微量注射OT对GI-R后胃黏膜p-JNK水平的影
响. 1: vehicle组; 2: OT组; 3: atosiban+OT组; 4: atosiban组, 
bP<0.01 vs  1组; dP<0.01 vs  2组.
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图 1 PVN内微量注射OT对GI-R后胃黏膜p-JNK表达的影响(×400). A: vehicle组; B: OT组; C: atosiban+OT组; D: atosiban组.
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Bax蛋白水平较高, PVN微量注射OT(600 ng)
后, Bax蛋白水平较vehicle组明显减少(P <0.01), 
而a tos iban可阻断OT的这种效应(F  = 145.2, 
P <0.01, 图3-4). 
2.3 PVN内微量注射OT对GI-R后胃黏膜Bcl-2表

达的影响 大鼠胃黏膜Bcl-2阳性细胞主要表达

在胃黏膜中下层胃底腺细胞胞质中, 在黏膜上

皮细胞中表达不明显. GI-R 1 h后(vehicle组)胃
黏膜Bcl-2蛋白水平较低, PVN微量注射OT(600 
ng, OT组)后, Bcl-2蛋白水平较vehicle组明显升

高(P <0.01), 而atosiban可阻断OT的这种效应(F  = 
49.32, P <0.01, 图5). 

3  讨论

我们最近的研究已经发现GI-R 1 h可引起胃黏

膜片状、条索状、点状的出血性损伤, 单侧微

量注射OT到PVN后, 能明显减轻GI-R损伤, 并且

有剂量依赖性. 将OT受体拮抗剂atosiban侧脑室

注射后, 可阻断OT对GI-R损伤的保护效应, 胃黏

膜损伤明显加重, 表明OT对GI-R损伤的保护作

用, 是通过PVN内的OT受体实现的[8]. 但参与这

种保护效应的局部因素尚不清楚. 
本研究发现PVN内微量注射OT能够明显

减少p-JNK在胃黏膜细胞中的表达, 并降低Bax
的蛋白水平, 增加Bcl-2的蛋白表达. 脑室内注

射OT受体拮抗剂atosiban可取消这些效应. 表明

PVN内微量注射OT后, 在胃黏膜局部通过抑制

黏膜细胞JNKs信号通路的激活, 从而对GI-R损
伤产生保护作用. 

G I-R导致的胃黏膜细胞损伤实际上是一

种氧化应激反应, 在缺血-缺氧、氧自由基、肿

瘤坏死因子-α等胞外刺激信号的作用下, 可激

活MAPKs信号蛋白通路. 在哺乳动物细胞内已

明确了5条MAPK信号转导通路, 分别为细胞

外信号调节激酶(ERK1/ERK2, 也称为p44/42 
MAPK)、c-Jun氨基末端激酶(JNK1/JNK2)、p38 
MAPK(α、β)、ERK5/BMK1和ERK3/4通路. 在
多种脏器如心、脑、肾等缺血-再灌注后均可激

活JNK信号转导通路[11,14-15]. Zhou et al发现氧化

应激引起小肠上皮细胞凋亡时JNK1/2表达迅速
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■应用要点
本 研 究 对 阐 明
GI-R损伤的中枢
及外周机制具有
重要价值, 为临床
防治GI-R损伤提
供了实验基础和
理论依据, 并为临
床治疗胃黏膜损
伤提供了可能的
药物作用靶点. 

图 4 PVN内微量注射OT对GI-R后胃黏膜Bax水平的影
响. 1: vehicle组; 2: OT组; 3: atosiban+OT组; 4: atosiban组, 

bP<0.01 vs  1组; dP<0.01 vs  2组.
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图 3 PVN内微量注射OT对GI-R后胃黏膜Bax表达的影响(×400). A: vehicle组; B: OT组; C: atosiban+OT组; D: atosiban组.
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增加, 抑制JNK信号通路的激活可减轻H2O2诱导

的细胞凋亡[20]. Mitsuyama et al发现酒精引起胃

黏膜损伤形成过程中, JNK可被快速激活后高水

平表达[21], 我们前期的研究也证实p-JNK的激活

参与缺血-再灌注后胃黏膜细胞的损伤, 是重要

的致损伤因素之一[17]. 在本研究中进一步发现

PVN微量注射OT能通过抑制GI-R胃黏膜细胞

p-JNK的激活, 从而减轻GI-R损伤. 
此外, JNK与细胞凋亡的关系密切, 他参与

了多种凋亡相关基因的转录调控. 与细胞凋亡

和增殖有关的基因中, Bcl-2和Bax基因是重要的

调节因子[22-27]. 现在发现了一系列与Bcl-2基因相

关的基因, 统称为Bcl-2家族, 其基因家族产物包

括抗凋亡(Bcl-2、Bcl-x)和促凋亡(Bax、Bad、
Bak)2类蛋白. Bcl-2和Bax蛋白水平的高低与凋

亡调控直接相关, Bax表达增多占优势时, Bax之
间同型二聚体增多, 诱导细胞凋亡发生. Bcl-2表
达增多时, 将阻止Bax之间形成同型二聚体, 而
形成Bcl-2/Bax二聚体, 使细胞凋亡减少、增殖

增加. Bcl-2/Bax蛋白之间的比例, 是决定对细胞

凋亡抑制作用强弱的关键因素, Bcl-2和Bax协同

调节细胞凋亡, 影响胃黏膜损伤过程[28-30]. 本研

究发现, PVN微量注射OT后, 使GI-R的胃黏膜细

胞中Bcl-2表达升高, 同时抑制了Bax的表达. 表
明PVN微量注射OT通过抑制Bax的表达, 促进

Bcl-2的表达, 从而减轻GI-R损伤. 
总之, PVN内微量注射OT后, 在胃黏膜局部通

过抑制胃黏膜细胞p-JNK的激活, 从而促进Bcl-2的
表达, 抑制Bax的表达, 进而促进细胞增殖、抑制

细胞凋亡, 发挥对GI-R胃黏膜的保护作用. 
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-20)
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
adiponect in and adiponect in receptor 2 
(AdipoR2) in the liver during the development 
of nonalcohol ic s teatohepat i t i s (NASH) 
resulting from a methionine-choline deficient 
(MCD) diet.

METHODS: Rats were fed either MCD or CS diets 
and sacrificed at weeks 3, 5, 8 and 12, respectively, 
to take liver samples. Liver slices were stained to 
assess the effects of these diets. After total RNA 
was extracted from frozen liver tissue, RT-PCR 
was performed to determine the mRNA expres-
sion of adiponectin and AdipoR2 genes. The ex-

pression levels of adiponectin and AdipoR2 genes 
relative to β-actin were then determined.

RESULTS: In rats fed the CS diet, the expression 
of adiponectin and AdipoR2 genes showed no 
significant changes with the prolongation of feed-
ing duration (all P > 0.05). In rats fed the MCD 
diet, the expression of adiponectin and AdipoR2 
genes gradually declined at weeks 3, 5 and 8, 
with a very significant difference (1.004 ± 0.08 vs 
1.25 ± 0.09, 0.83 ± 0.06 vs 1.26 ± 0.07, 0.68 ± 0.10 vs 
1.24 ± 0.08; 1.00 ± 0.06 vs 1.24 ± 0.07, 0.84 ± 0.0.7 vs 
1.22 ± 0.09, 0.75 ± 0.09 vs 1.19 ± 0.05, all P < 0.05). 
At week 12, liver fibrosis was observed, and the 
expression of both AdipoR2 and adiponectin 
genes significantly declined (P = 0.073).

CONCLUSION: The expression of adiponectin 
and AdipoR2 genes in the liver declines during 
the development of NASH, suggesting that they 
may be involved in the pathogenesis of NASH. 
Further study on adiponectin and AdipoR2 
genes will deepen our understanding of the 
pathogenesis of NASH and may provide new 
treatments for this disease.

Key Words: Nonalcoholic steatohepatitis; Adiponec-
tin; Adiponectin receptor 2; Liver

Qian XW, Fan ZP, Wang XH, Sheng L, Xi ZF, Qiu DK. 
Expression of adiponectin and its receptor 2 during 
the development of nonalcoholic steatohepatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(19): 1925-1930

摘要
目的: 观察蛋氨酸胆碱缺乏饮食(MCD)引起的
大鼠NASH模型中, 各个时期肝脏中脂联素及
其受体2的表达.

方法: 大鼠普通饲料喂养1 wk后随机分为对照
组与NASH模型组, 分别给予MCD和胆碱补充
饮食(CS). 均在第3、5、8、12周处死. 肝脏切
片作染色, 评估NASH模型效果. 取肝脏抽提
总RNA, 作RT-PCR测定脂联素及脂联素受体2
的mRNA水平, 与标准化的β-actin条带作对比
后测定其表达. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
N A S H是进展性
疾病, 可以发展为
肝硬化、肝功能
衰 竭 和 肝 癌 ,  与
全球的肥胖化趋
势同步, NASH的
发病率逐渐升高, 
对于N A S H机制
和防治的研究成
为近年来的热点. 
脂肪细胞因子在
N A S H发病机制
中的作用是目前
的热点之一.

■同行评议者
迟宝荣, 教授, 吉
林大学第一医院
消化内科



结果: 随着时间的延长, 对照组中, 脂联素及其
受体2的表达无明显变化(均P>0.05). 而NASH模
型组中, 在3、5、8 wk, 脂联素和脂联素受体2
的表达均逐渐下降, 大多有极显著差异(1.004±
0.08 vs 1.25±0.09, 0.83±0.06 vs 1.26±0.07, 0.68
±0.10 vs  1.24±0.08; 1.00±0.06 vs  1.24±0.07, 
0.84±0.0.7 vs  1.22±0.09, 0.75±0.09 vs  1.19±
0.05, all P<0.05); 到12 wk发生肝脏纤维化, 脂联
素受体2表达较第8周显著减少, 脂联素表达下
降, 较第8周水平呈现临界性差异(P = 0.073).

结论: 在NASH发生和发展过程中, 肝脏中脂
联素及其受体2表达下降, 进一步研究可加深
对NASH发病机制的了解, 可能为治疗提供新
的靶点.

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 脂联素; 脂联素受体

2; 肝脏
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是包括肝脏单纯脂肪变性、非

酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 
NASH)、脂肪性肝纤维化等一系列疾病总称[1-2]. 
NASH是进展性疾病[3-6], 其具体机制尚不完全清

楚. NASH发病机制的“二重打击”理论认为胰

岛素抵抗是第1次打击[7], 导致肝脏对多种损伤因

素敏感; 第2次打击如脂质过氧化、炎症、内毒素

等损伤因子导致脂肪变的肝脏发生炎症、坏死和

纤维化. 很多学者均认为NASH实际上为代谢综

合征的肝脏表现[8], 而胰岛素抵抗是其中心环节, 
因此胰岛素抵抗在NASH发病中起到重要的作用. 

流行病学研究表明肥胖是NASH的独立危险

因素[9-11]. 肥胖现被认为是一种慢性炎症状态, 多
存在胰岛素抵抗. 肥胖者存在脂肪尤其是腹部内

脏脂肪的过度堆积, 脂肪是活性内分泌器官, 可
以分泌多种脂肪细胞因子, 而胰岛素抵抗常与

脂肪细胞因子的分泌异常引起的继发性改变有

关. 这些细胞因子包括瘦素、脂联素、TNF-α、
IL-6等. 脂肪细胞因子脂联素(adiponectin)是一种

由244个氨基酸组成的蛋白质, 与TNF-α结构相

似, 在1995年首次报道[12], 具有胰岛素增敏作用. 
血清脂联素水平和BMI指数呈现负相关[13], 低脂

联素血症为2型糖尿病[14]、高血压[15]、动脉粥
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样硬化[16]、NASH[17]等的独立危险因素. 有学者

认为[17], 低脂联素血症应该是NASH的特征性标

志. 同时脂联素还具有很强的抗炎作用[18]. 2003
年, Yamauchi et al发现了脂联素受体(AdipoR)[20]. 
AdipoR1在体内广泛分布, 但在骨骼肌中最丰

富, AdipoR2主要在肝脏中表达[20]. 现认为AdipoR
为提高胰岛素敏感性的重要靶位[19-21]. 本文对

NASH发病过程中脂联素和AdipoR2在大鼠肝脏

中的分泌趋势和表达进行研究, 探讨其在NASH
发病过程中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD大鼠52只, ♂, 体质量120-140 
g, 由中国科学院上海实验动物中心提供. 大鼠

饲养于仁济医院动物房, 保持恒温于20℃-22℃, 
12 h光照和黑夜循环, 水和食物均为随意摄取. 
TRIzol试剂: Invitrogen公司产品. M-MLV逆转

录酶试剂盒: Promega公司产品. Rnase Inhibitor 
ToYoBo公司产品. Taq DNA Polymerase试剂盒: 
TaKaRa公司产品. 随机引物Oligo-DT: 上海生工

公司合成. PCR引物(P1, P2): 上海生工公司、赛

百盛公司合成. 异丙醇、氯仿均为分析纯, 上海

维峰化工有限公司产品. Marker赛百盛、天为时

代公司产品. Goldview核酸染料: 北京赛百盛生

物技术公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 大鼠普通饲料喂养1 wk后随机分为2
组. 第1组(对照组, n  = 20)喂养胆碱添加饮食(CS), 
分别在第3、5、8、12周随机选择5只处死. 第2
组(NASH模型组, n  = 32)用蛋氨酸胆碱缺乏饮食

(MCD)喂养的NASH模型组, 分别在第3、5、8、
12周随机选择8只处死. MCD及CS自行配制. 
1.2.2 一般情况观察: 大鼠编号后每周称1次体质

量, 每2 wk连续3 d称进食质量. 处死前称体质量, 
观察食欲行为、状态、毛发. 处死前大鼠隔夜

禁食, 第2天称体质量, 麻醉后固定, 腹部皮肤消

毒后切开, 推开内脏后从下腔静脉取血, 迅速切

下肝脏, 称湿质量. 肝脏迅速置于液氮中冻存. 
1.2.3 NAFLD活动度积分评估: NASH的病理诊

断标准采用亚太地区非酒精性脂肪性肝病诊

断与治疗共识所推荐的美国国立卫生研究院

NASH临床研究网络病理委员会2005年所定指

南[22], 根据其制定的NAFLD活动度积分(NAFLD 
activity score, NAS)进行评估. 
1.2.4 RT-PCR抽提: 称取冻干肝脏组织100 mg加
TRIzol液后, 按照顺序加入氯仿和异丙醇抽提

总RNA. 随机引物Oligo-DT 1 µL和总RNA 2 µg

www.wjgnet.com

■研发前沿
对于 N A S H 的发
病机制, 目前尚不
完全清楚, 脂肪细
胞因子参与的二
次打击学说目前
还比较流行, 对于
抗炎症细胞因子
脂联素和其受体
的在 N A S H 发病
机制中的作用是
目前较受关注的.



钱晓武, 等. 脂联素及其受体2在非酒精性脂肪性肝炎发病过程中的表达               1927

www.wjgnet.com

进行RT反应, 扩增cDNA. 比色后取cDNA 1 µg
加引物后作PCR反应扩增, 扩增后的mRNA在

含goldview显色剂的20 g/L的琼脂糖胶上作电

泳. 在FR-200紫外与可见分析装置上拍照, 以
SmartView 2000生物电泳图像分析软件(上海复

日科技有限公司产品)获取图像, 使用Image J图
像分析软件对条带密度进行A定量分析, 对条带

密度进行定量分析. 与标准化的β-actin条带A定

量值作对比后测定其表达. 引物具体见表1.
统计学处理 计数资料用mean±SD表示, 两

组之间的比较用独立t检验, 多组之间比较用单

因素方差分析, 统计学显著性用双侧检验P <0.05
检测. 使用SPSS11.5软件包进行统计学分析.

2  结果

2.1 一般情况 各组大鼠均无死亡, 食欲、习性、

毛发均无差异. 
2.2 肝脏的病理学改变 对照组大鼠肝脏外观和

组织学无异常表现. NASH模型组大鼠随着时间

发展逐渐出现脂肪浸润, 并逐渐出现脂肪性肝

炎的表现, 到第12周有纤维化表现. NASH模型

组根据NAS评分标准, 符合NASH的诊断标准. 
2.3 脂联素、AdipoR2的表达 在对照组大鼠中, 
随着时间的延长, 脂联素、AdipoR2的表达无明

显变化(P >0.05). 而在NASH组大鼠中, 可以发现

随着时间的延长, 肝脏炎症逐渐加重, 肝脏脂联

素和AdipoR2 mRNA表达逐渐减少(图1). 3、5、
8 wk脂联素和AdipoR2的表达均逐渐显著下降, 
大多有极显著差异(P <0.01); 到12 wk发生肝脏

纤维化, AdipoR2表达较第8周显著减少(P <0.01), 
脂联素表达下降与第8周水平呈现临界性差异(P  
= 0.073, 表2, 图2). 表达的趋势见图1, 在NASH
组中随着炎症和纤维化的发展, 脂联素和Adi-
poR2呈现逐渐下降趋势.

3  讨论

脂肪细胞因子脂联素主要来源于脂肪细胞 [25], 
后发现骨髓[26]、胎儿组织[27]、心肌细胞[28]和肝

脏内皮细胞[29-30]也能分泌脂联素. 脂联素在血

清中浓度很高(3-30 mg/L), 占总血清蛋白浓度

的0.01%, 可以通过激活协调代谢和能量平衡的

腺苷酸活化蛋白激酶(adenosine monophosphate 
activated protein kinase, AMPK)来促进β氧化并

通过减少循环脂肪酸和肝脏肌肉中甘油三酯水

平等几个方面来直接增加胰岛素敏感性[25]. 脂
联素基因敲除小鼠表现出胰岛素抵抗和糖尿

病也证实了脂联素的胰岛素增敏作用. 由于脂

联素和肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-α, 

■相关报道
有 研 究 发 现 ,  在
CCl4诱导的肝脏
纤维化小鼠中, 在
肝细胞外基质存
在大量的脂联素
积 聚 和 黏 附 ,  这
提示脂联素拮抗
TNF-α抗炎症作
用同时, 可能直接
作为一种抗炎症
因子参与由CCl4

引起肝脏损伤的
修复过程, 具有直
接抗炎症作用.

表 1 基因的引物序列和反应条件

     
目的基因     引物序列        编号               大小(bp)                反应条件

Actin        cccAtctAtgAgggttAcgcg  Bc063166 510 94℃(5 min)-94℃(30 s)- 

        ctggAAggtggAcAgtgAggc     62℃(30 s)-72℃(30 s)- 

         72℃(10 min) 32循环

脂联素        AggAtccAtgctActgttgcAAgcgctc NM_144744 750 94℃(5 min)-94℃(45 s)- 

        gAAgcttgttggtAtcAtggtAgAgAAgg    55℃(45 s)-68℃(45 s)- 

         68℃(7 min) 35循环

AdipoR2        AcAAccAccAcggAgAttt  DQ148392 456 94℃(5 min)-94℃(45 s)- 

        AgAAcAAcccgAAgAccAc     61℃(45 s)-72℃(45 s)- 

         72℃(10 min) 35循环
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NASH组

对照组
AdipoR2 脂联素

图 1 脂联素及其受体2 mRNA表达趋势图.

图 2 基因表达灰度图. A: actin; B: AdipoR2; C: 脂联素; 1-4: 

对照组; 5-8: NASH组; 2组分别在第3、5、8、12周处死.

M     1       2      3     4      5      6      7     8
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TNF-α)结构相似, 体内外的实验均表明TNF-α
和脂联素能相互抑制对方的产生并在对方的靶

组织内拮抗对方的作用, 因此脂联素通过拮抗

TNF-α对胰岛素通路信号传导途径的干扰, 增加

胰岛素敏感性, 同时还可以拮抗TNF-α诱导的核

因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)途径[31], 起到

抗炎症作用, 从两个方面减轻/阻断对肝脏的打

击. 近来, 有研究提示脂联素在大脑中也能发挥

作用, 增加能量的消耗, 使体质量下降[46], 减轻

NASH的发生和发展. 
我们主要观察在NASH发病过程中, 肝脏中

脂联素的表达. 在本实验中可以发现, CS饮食

大鼠的肝脏无脂肪浸润和炎症发生[23], 脂联素

和AdipoR2的表达随时间延长无显著改变. 而在

MCD饮食组中, 随着时间的延长, 肝脏的脂肪浸

润越来越明显, 并逐渐出现肝细胞气球样变和嗜

酸小体等, 逐渐形成了NASH, 纤维化亦逐渐加

重. 而在此过程中, 肝脏内的脂联素和AdipoR2的
表达也逐渐减少. 肝脏脂联素减少和既往报道的

血中脂联素的表达逐渐减少是相似的.
肝脏中脂联素主要由肝脏内皮细胞分泌[29], 

脂肪细胞分泌的脂肪细胞因子包括脂联素亦可

少量通过门静脉进入肝脏发挥作用. 肝内皮细

胞层呈筛孔状结构(即肝筛), 在调节肝窦血流

与周围组织的物质交换中起中枢性的作用, 同
时还有清除变性大分子脂质、向T淋巴细胞递

呈抗原的功能, 并在维持肝细胞的代谢及氧供

中起着重要作用. 因此在肝脏的脂肪变和炎症

过程中, 由于损伤因子导致了肝脏内皮细胞功

能的下降, 导致了其在维持代谢、清除脂质、

分泌脂联素等的功能下降, 之前有研究表明肝

内皮细胞损伤可导致脂肪肝、肝纤维化和肝硬

化. 脂联素作为重要的抗炎症介质, 受到肝脏内

皮细胞损伤影响, 分泌减少, 进一步加重了肝脏

损伤, 形成了恶性循环. 提示肝脏内皮细胞在

NASH的发展过程中起重要作用. 因此进一步探

讨肝脏内皮细胞和脂联素在NASH发病过程中

的具体机制应该是值得关注的. 
有研究发现, 在CCl4诱导的肝脏纤维化小

鼠中, 在肝细胞外基质存在大量的脂联素积聚

和黏附, 这提示脂联素拮抗TNF-α抗炎症作用

同时 ,  可能直接作为一种抗炎症因子参与由

CCl4引起肝脏损伤的修复过程[32], 具有直接抗

炎症作用. NASH患者中常常存在小肠细菌的过

度生长[33], 可产生内毒素, 作为细菌内毒素主要

成分的脂多糖参与NASH的发病[34-35]; 最近发现

在由脂多糖诱导的急性肝炎小鼠模型中, 脂联

素可以通过诱导Kupffer细胞中的抗炎症细胞因

子IL-10的表达来抑制脂多糖的作用而减轻肝脏

损伤[36]. 近来还有研究通过测定尿中8-异前列腺

素F-2α这一反应氧应激(ROS)的指标, 发现当发

生低脂联素血症时, 系统氧应激显著升高, 表明

脂联素可以抑制氧应激[37-38]. 
以上证据均表明脂联素可以减轻包括促炎

症细胞因子、炎症内毒素、氧应激等多种可导

致肝脏损伤的第2次打击作用因子, 我们的实验

表明, 肝脏中脂联素表达与外周血中存在的低

脂联素血症可能是相互平行的, 而肝脏中的脂

联素减少可能在NASH发病过程中起到更重要

的作用. 
我们的实验同时提示肝脏在向纤维化发展

过程中肝内脂联素表达也显著减少. 关于脂联

素在肝脏纤维化发展中的作用, 有研究表明脂

联素可以减轻由CCl4诱导的肝脏纤维化[32], 现又

发现脂联素通过抑制肝星状细胞(hepatic stellate 
cells, HSCs)中转录因子Smad2的核内迁移来抑制

其增殖和活化[39], 同时可以诱导活化HSCs的凋

亡, 由于肝星状细胞在肝脏纤维化中起核心作

用, 加上脂联素还可以减弱由于转化生长因子

β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)对于

纤维生成基因的作用[39]. 因此提示脂联素在肝

脏纤维化时, 有很强的减轻肝脏纤维化作用. 有

■创新盘点
本文对 N A S H 发
病过程中脂联素
和AdipoR2在大
鼠 肝 脏 中 的 分
泌 趋 势 和 表 达
进 行 研 究 ,  发 现
在 M C D 饮 食 的
NASH模型中, 肝
脏 中 脂 联 素 和
AdipoR2的表达
下降, 随着他们表
达 的 减 少 ,  肝 脏
的炎症和纤维化
进一步加重, 提示
AdipoR2可能存
在直接的肝脏保
护作用.

表 2 目的基因mRNA表达 (mean±SD, 灰度值)

     
           对照组    NASH模型组

       脂联素      AdipoR2        脂联素    AdipoR2

第3周  1.25±0.09 1.24±0.07 1.004±0.08 1.00±0.06

第5周  1.26±0.07 1.22±0.09   0.83±0.06 0.84±0.07a

第8周  1.24±0.08 1.19±0.05   0.68±0.10 0.75±0.09a

第12周  1.22±0.08 1.21±0.06   0.60±0.12 0.53±0.11

aP<0.05 vs  对照组同指标.
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临床研究表明, 肝脏纤维化分级和低脂联素血

症有密切相关[40]. 也表明脂联素在NASH的进

一步发展为肝纤维化时起到保护作用. 流行病

学研究表明肝硬化在肥胖人群中的发病率是一

般人群中的发病率的6倍, 而且肥胖伴低脂联素

血症是包括NASH、酒精性肝病、慢性丙型肝

炎等慢性肝病患者发生肝纤维化的独立危险因

素[10-11]. 因此人群中脂联素的下降应该在肝脏纤

维化和肝硬化的发病过程中起到重要作用. 我
们的研究表明不仅在血液中, 在肝脏中同样随

着纤维化的发展, 脂联素表达也是显著下降的, 
提示其保护作用逐渐减弱. 

关于脂联素受体, 现认为脂联素对脂肪细

胞的反馈调节作用至少有部分是通过AdipoR
来进行的[21], 我们选择了主要在肝脏中表达的

AdipoR2进行研究. 有研究表明在肝细胞和肌细

胞中, 胰岛素可以通过磷脂酰肌醇3-激酶/叉头

(PI3K/FOXO)依赖途径减少AdipoR2的表达[24,41], 
因此当发生胰岛素抵抗时, 过多的胰岛素可导致

AdipoR2的减少, 这导致了其介导的脂联素作用

的下降. 本实验发现随着NASH的发展, 肝脏中

AdipoR2的表达和脂联素一样也是逐渐下降的, 
在进一步向肝脏纤维化发展时, AdipoR2的表达

同样也是逐渐下降的, 这可能和NASH发病过程

中逐渐加重的全身和/或局部胰岛素抵抗有关. 有
研究显示[10]脂联素主要位于人肝脏门静脉和肝

窦的内皮细胞, 而AdipoR2则主要位于肝细胞胞

质内, 脂联素和AdipoR2的分布位置的不同, 提示

有可能存在旁分泌途径来起作用. 当发生NASH
时, 此种途径可能遭到了破坏, 阻断了脂联素的

作用而导致NASH的发展. 分布位置的不同, 也可

以推断AdipoR2在介导脂联素的作用时候, 可能

也存在着直接的肝脏保护作用. 我们的研究证实

以上的推论. 但是具体的机制尚需进一步研究. 
在本实验中 ,  我们发现在M C D饮食的

NASH模型中, 脂联素和AdipoR2的表达是下降

的, 随着他们表达的减少, 肝脏的炎症和纤维化

进一步加重, 提示AdipoR2可能存在直接的肝脏

保护作用. 对于脂联素和AdipoR2的进一步研究

可以进一步加深对于NASH发病机制的了解, 可
能为治疗提供新的靶点.
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Abstract
AIM: To explore the effects of cell permeable 
PTD-NBD peptide on rat pancreatic acinus 
AR42J cell induced by lipopolysaccharide.

METHODS: AR42J cell lines were stimulated 
by lipopolysaccharide with a dose of 10 mg/L 
for 24 h. The wild type PTD-NBD peptide was 
incubated with AR42J cells with different con-

centrations (10-1-102 mg/L) before the inflamma-
tion induced by lipopolysaccharide. At the same 
time, the mutant type PTD-NBD peptide, PTD 
and NBD peptide were used as control peptide 
fragments. The expressions of ICAM-1 and IL-1β 
mRNA were detected using reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR), and 
IL-1β protein was measured by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). 

RESULTS: The PTD-NBD (WT) peptide inhib-
ited the expression of ICAM-1 and IL-1β mRNA 
(0.449 ± 0.088, 0.526 ± 0.077), but also decreased 
the IL-1β protein level (278.82 ± 61.80 ng/L) in 
a dose-dependent manner. NBD (1.132 ± 0.069), 
PTD- NBD (MT) (1.158 ± 0.095) and PTD (1.206 ±
0.078) did not inhibit the expression of ICAM-1 
mRNA. NBD (0.993 ± 0.065), PTD- NBD (MT) 
(1.143 ± 0.086) and PTD (1.128 ± 0.117) did not 
inhibit the expression of IL-1β mRNA. NBD 
(898.08±74.65 ng/L), PTD-NBD (MT) (945.25 
± 42.49 ng/L) and PTD (947.86 ± 38.66 ng/L) 
failed to inhibit the expression of IL-1β protein. 

CONCLUSION: The wild type PTD-NBD pep-
tide is able to inhibit the expression of ICAM-
1and IL-1β induced by LPS on AR42J cell lines 
in a dose-dependent manner. We confirmed 
PTD-NBD peptide can take effect on acinus cell 
directly. The result showed the early event and 
new therapeutic pathway of acute pancreatitis. 

Key Words: Acute pancreatitis; Lipopolysaccharide; 
Cytokine; Acinus cell; Peptide
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摘要
目的: 探讨透细胞性PTD-NBD多肽对脂多糖
诱导的炎性效应的干预与作用机制. 

方法: 以脂多糖刺激大鼠胰腺腺泡细胞AR42J, 
构建急性胰腺炎的体外模型. 不同浓度免疫缺
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■背景资料
目 前 普 遍 认 为
L P S是单核巨噬
细 胞 的 强 烈 激
活 剂 ,  诱 导 促 炎
细 胞 因 子 如 I L -
1β、IL-6、IL-8
和 I C A M - 1 等 的
分 泌 .  已 有 多 项
研究表明小剂量
L P S可以诱导腺
泡细胞凋亡增加, 
减轻AP的病理过
程, 而大剂量LPS
可引起腺泡细胞
水肿, 出现膜连接
性空泡及胞质膜
的断裂, 腺细胞和
溶酶体的破坏. 但
L P S对胰腺腺泡
细胞因子表达的
影响国内外学者
研究较少.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科



陷性病毒PTD多肽蛋白转导功能区与野生型
NBD多肽融合成PTD-NBD多肽, 对AR42J细
胞进行预处理, 突变型PTD-NBD(MT)多肽、

PTD、NBD为对照. RT-PCR法观察ICAM-1及
IL-1β mRNA的表达; 定量酶联免疫吸附法检测
培养液上清中IL-1β蛋白浓度的改变.  

结果: 透细胞性PTD-NBD多肽可以抑制脂多
糖诱导的AR42J炎症细胞因子ICAM-1和IL-
1β mRNA及蛋白的表达, 且呈剂量依赖方式. 
PTD-NBD(WT)多肽与单纯NBD多肽、突变
型PTD-NBD(MT)多肽及PTD组比较(相对灰
度值: 0.449±0.088 vs  1.132±0.069, 1.158±
0.095, 1.206±0.078), 能够抑制ICAM-1 mRNA
表达. 上述4组的IL-1β mRNA相对灰度值分
别为0.526±0.077, 0.993±0.065, 1.143±0.086
和1.128±0.117, IL-1β蛋白表达分别为278.82
±61.80 ng/L、898.08±74.65 ng/L、945.25±
42.49 ng/L和947.86±38.66 ng/L, 结果显示后3
组不能抑制IL-1β mRNA及其蛋白的表达.

结论: PTD-NBD(WT)多肽可以呈剂量依赖方
式抑制LPS诱导的AR42J促炎细胞因子IL-1β
和ICAM-1的表达, 其可直接影响胰腺腺泡细
胞炎性反应. 

关键词: 急性胰腺炎; 脂多糖; 细胞因子; 腺泡细胞; 

多肽
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0  引言

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)已证实参与

了急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)的病理生

理过程, L P S可以结合在单核细胞C D14受体

上 ,  从而激活单核巨噬细胞释放多种炎症介

质 ,  同时还可以通过直接影响胰腺腺泡细胞

而发挥作用 ,  包括空泡的形成、核改变以及

胰腺炎相关蛋白m R N A、细胞因子如白介素

-1(interleukin-1, IL-1)、肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)、细胞间黏附分子

-1(intercellular adhesion molecule, ICAM-1)等
和淀粉酶mRNA表达而发挥作用, 可促使多器

官功能不全综合征和系统性炎症反应综合征

的发生[1-2]. 我们的实验证实, LPS刺激大鼠胰

腺腺泡细胞(AR42J细胞)后, 不仅通过核因子

-κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)活化介导上
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调ICAM-1促炎基因的表达, 而且ICAM-1促炎因

子的表达反过来又以一种正反馈调节的方式激

活NF-κB, 促进细胞因子的进一步释放, 使炎症

信号和细胞因子反应得以放大和持续[3]. 一种具

有“TTLDWSWLQME”氨基酸序列的小分子

肽能阻断NF-κB活化通路上游激酶复合物中的

调节亚基(NF-κB essential modulator, NEMO)的
N末端α螺旋区[4]. 目前被应用于鼠的AP模型及

关节炎动物模型治疗, 具有良好的抗炎效应[5-6]. 
该结构的小分肽能否直接影响胰腺腺泡细胞炎

性反应目前尚不清楚. 本实验利用人工合成的

上述透细胞膜性小分子多肽预处理AR42J细胞, 
观察其对LPS诱导的细胞因子炎性反应的影响, 
为AP的治疗与研究提供新的途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 胰腺腺泡AR42J细胞株(ATCC Number: 
CRL-1492)由武汉大学中国典型培养物保藏中

心(CCTCC)从美国典型培养物保藏中心(ATCC)
引进. 大鼠IL-1β ELISA定量试剂盒, 广州晶美生

物公司; F12培养基, Gibco USA; 胎牛血清, 杭州

四季青; 琼脂糖, Promega USA; LPS, Sigma USA; 
胰蛋白酶, 广州威佳科技有限公司; DNA Marker, 
北京华美生物工程公司; RNase抑制剂, Promega 
USA; PCR引物, 上海博亚生物技术有限公司; 
TRIzolTM Reagent, 美国Invitrogen公司; EX Taq
酶, 日本TaKaRa公司; M-MLV逆转录酶, Promega 
USA; NBD多肽, 西安美联生物有限公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 用含200 mL/L灭活胎牛血清F12
培养基(pH7.2-7.4), 于37℃、50 mL/L CO2培养

箱中进行培养, 3-4 d换液1次, 用2.5 g/L胰蛋白酶

(trypsin)和0.03% EDTA消化, 1∶3-1∶4传代. 本
实验使用第20-26代对数生长期细胞, 以1-2×106

细胞/孔(1.8 mL)接种于6孔培养板, 在50 mL/L 
CO2培养箱中37℃孵育12 h, 细胞贴壁后, 分别

加入0.2 mL的无血清无双抗的培养基F12及100 
mg/L浓度(终浓度10 mg/L)的LPS溶液, 孵育24 h
后, 分别收集细胞和培养液上清备用. 每组设3
个平行孔. 
1.2.2 多肽设计及合成: 具有细胞穿透性的小

分子N B D多肽序列根据参考文献[4]设计. 其
为蛋白转导多肽PTD与NBD多肽的融合性多

肽, 简称为P T D-N B D多肽, 委托西安美联生

物公司合成. 其序列为: YGRKKRRQRRR-G-
TTLDWSWLQME, 由于此连接的NBD肽和野生

www.wjgnet.com

■研发前沿
一种具有“TTLD 
WSWLQME”氨
基酸序列的小分
子 肽 能 阻 断 N F -
κB活化通路上游
激酶复合物中的
调节亚基(NEMO)
的N末端α螺旋区. 
目前被应用于鼠
的AP模型及关节
炎动物模型治疗, 
具有良好的抗炎
效应. 该结构的小
分肽能否直接影
响胰腺腺泡细胞
炎性反应目前尚
不清楚.

■相关报道
May et al 设计了
一种跨越NBD全
长的可通过细胞
膜的多肽(称为小
分子NBD多肽 ) , 
发现在Hela细胞
中这种小分子多
肽可抑制TNF-α
诱导的IKK活性 , 
抑制NF-κB的核
易位和DNA结合
活 性 ,  下 调 依 赖
NF-κB的炎症细
胞因子mRNA转
录, 而且, NBD多
肽可以轻度上调
NF-κB的基础生
理功能.



刘学进, 等. PTD-NBD多肽对大鼠胰腺腺泡细胞炎性反应的抑制作用                                                1933

www.wjgnet.com

型(WT)NBD序列一致, 简称为PTD-NBD(WT). 
为分析NBD多肽和NEMO结合的特异性我们设

计一条突变型(MT)的PTD-NBD(MT), 其序列为: 
YGRKKRRQRRR-G-TTLDASALQME融合性

多肽. 为了分析PTD对多肽的细胞导入作用, 另
外单独合成了PTD和NBD多肽. 使用前用无血

清无双抗的培养基分别配制成0.1、1、10、100 
mg/L不同浓度的多肽溶液. 
1.2.3 RNA的抽提及RT-PCR: 总RNA的提取参照

Invitrogen公司的TRIzol试剂说明书进行. 引物

的设计与合成: 按照文献公布的GenBank上大

鼠β-Actin(Gi: 42475962)、ICAM-1(Gi: 220778)
和IL-1β(Gi: 13928691)cDNA序列, 借助于Primer 
Premier 5.0生物软件设计他们各自特异的引物, 
委托上海博亚生物技术有限公司合成. 内参照

β-actin扩增片段长度701 bp, 正义为: 5'-gccaaccgt
gaaaagatga-3', 反义为: 5'-gccaggatagagccaccaat-3'. 
ICAM-1扩增片段长度433 bp, 正义为: 5'-aacgacg
cttcttttgctc-3', 反义为: 5'-ctctggcggtaataggtgtaa-3'. 
IL-1β扩增片段长度307 bp, 正义为: 5'-ggatgatgac
gacctgctagtgt-3', 反义为: 5'-cttctttgggPTDtgtttggga-
3'. RT-PCR采用二步法. Gel 100凝胶成像系统(美
国BIO-RAD公司)紫外灯下观察电泳结果和摄

影, 并用其自带的Quantity 4.5.1软件进行吸光度

分析, 分别计算出ICAM-1、IL-1β与β-actin(内参

照)的吸光度积分值比作为ICAM-1、IL-1β表达

的相对表达量. 
1.2.4 定量ELISA法测定培养液上清细胞因子的浓

度: 按照晶美生物公司ELISA试剂盒说明书进行. 

统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 
SPSS11.0统计软件进行方差分析, 预先进行正态

性检验和方差齐性检验. P<0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 多肽对AR42J细胞的IL-1β mRNA的影响

2.1.1 PTD-NBD(WT)多肽对AR42J细胞IL-1β 

mRNA表达的影响: RT-PCR检测结果表明(表
1, 图1), AR42J细胞可表达少量IL-1β mRNA, 
10 mg/L的LPS刺激24 h后IL-1β mRNA表达上

调(P <0.01). 0.1 mg/L的PTD-NBD(WT)多肽预

处量2 h即可以抑制LPS诱导的IL-1β mRNA
表达(P <0.05), 且以剂量依赖方式地抑制IL-1β 
mRNA的表达, 在100 mg/L浓度时达到高峰. 我
们进一步分别用10 mg/L的PTD-NBD(WT)、
NBD、PTD-NBD(MT)或PTD肽孵育AR42J细

表 1 各组AR42J细胞IL-1β及ICAM-1 mRNA和IL-1β蛋白
表达(n  = 3, mean±SD)

     
分组

                      IL-1β                    
ICAM-1 mRNA

    mRNA           蛋白(ng/L) 

对照组  0.141±0.072b    69.62±28.76b  0.132±0.059b

LPS      1.217±0.981  1205.30±72.63   1.112±0.085

PTD-NBD(mg/L)

    0.1   0.995±0.076a   864.07±62.15a 0.964±0.102a

    1      0.778±0.085a   649.19±56.61a 0.780±0.069a

    10    0.615±0.064a   474.13±35.36a 0.456±0.077a

    100  0.451±0.043a   298.16±31.09a 0.361±0.069a

aP<0.05, bP<0.01 vs  LPS组.

图  1  各 组 A R 4 2 J 细 胞 I L - 1 β 及
ICAM-1 mRNA的表达. A: IL-1β; B: 

ICAM-1; 1: 对照组;  2: LPS; 3: 0.1 

mg/L PTD-NBD(WT); 4: 1 mg/L 

PTD-NBD(WT); 5: 10 mg/L PTD-

NBD(WT); 6: 100 mg/L PTD-

NBD(WT); M: Marker. aP <0.05, 
bP<0.01 vs  LPS组.
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■创新盘点
本研究通过合成
野生型NBD多肽
和具有透膜作用
的PTD多肽融合, 
可以抑制NF-κB
的抑制物的激酶
活 化 ,  继 而 抑 制
NF-κB的活化, 导
致细胞因子的下
调, 可直接影响胰
腺腺泡细胞炎性
反应 ,  为AP的早
期细胞事件及其
治疗研究提供理
论依据. 
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胞2 h后, 再用10 mg/L LPS刺激24 h, 观察肽段

的作用特异性. 结果表明(表2), NBD、PTD-
NBD(MT)或PTD肽都不能抑制LPS诱导的IL-1β 
mRNA的表达. 
2.1.2 PTD-NBD(WT)多肽对AR42J细胞IL-1β蛋

白表达的影响: 不同浓度PTD-NBD(WT)多肽孵

育AR42J细胞2 h后, 再用10 mg/L刺激24 h, 其变

化ELISA检测结果表明(表1), AR42J细胞表达IL-
1β蛋白, LPS可刺激IL-1β蛋白的上调(P<0.01), 0.1 
mg/L以上的PTD-NBD(WT)多肽以剂量依赖方式

抑制LPS诱导的IL-1β蛋白的合成, 并在100 mg/L
浓度时达到高峰(P<0.01). 特异性实验: 分别用10 
mg/L的PTD-NBD(WT)、NBD、PTD-NBD(MT)
或PTD肽孵育AR42J胞2 h后, 再用10 mg/L LPS刺
激24 h, 培养液上清中IL-1β蛋白的变化结果表明

NBD多肽、PTD-NBD(MT)或PTD肽都不能抑制

LPS刺激IL-1β蛋白的合成(表2). 
2.2 多肽对AR42J细胞的ICAM-1 mRNA表达的

影响 
2.2.1 不同浓度PTD-NBD(WT)多肽对AR42J细
胞ICAM-1 mRNA表达的影响: RT-PCR检测结果

表明(表1, 图1), AR42J细胞表达ICAM-1 mRNA, 
LPS可刺激ICAM-1 mRNA表达的上调(P <0.01), 
0.1 mg/L的PTD-NBD(WT)多肽即可以抑制LPS
刺激ICAM-1 mRNA的表达(P <0.05), 且呈剂量

依赖方式抑制ICAM-1 mRNA的表达, 并在100 
mg/L浓度时达到高峰(P <0.01). 
2.2.2 P T D-N B D(W T)多肽与各对照肽段对

AR42J细胞ICAM-1 mRNA表达的影响: 分别

用10 mg/L的PTD-NBD(WT)、NBD、PTD-
NBD(MT)或PTD肽孵育AR42J细胞2 h后, 再用

10 mg/L LPS刺激24 h, ICAM-1 mRNA表达的变

化. RT-PCR检测结果表明(表2), PTD-NBD(WT)
多肽可以抑制LPS诱导ICAM-1 mRNA的表达, 
而NBD多肽、PTD-NBD(MT)或PTD肽均不能

抑制ICAM-1 mRNA的表达. 

3  讨论

LPS是G-细菌细胞壁的主要成分, 已证实参与了

AP的病理生理过程. 但AP时细胞的早期事件腺

泡细胞损伤的确切机制尚未完全阐明[3]. 目前普

遍认为LPS是单核巨噬细胞的强烈激活剂, 诱导

促炎细胞因子如IL-1β、IL-6、IL-8和ICAM-1
等的分泌. 已有多项研究表明小剂量LPS可以诱

导腺泡细胞凋亡增加, 减轻AP的病理过程, 而大

剂量LPS可引起腺泡细胞水肿, 出现膜连接性空

泡及胞质膜的断裂, 腺细胞和溶酶体的破坏. 但
LPS对胰腺腺泡细胞因子表达的影响国内外学

者研究较少. AR42J为大鼠胰腺腺泡细胞株, 具
有正常胰腺腺泡细胞的大部分功能, 如合成及

分泌消化酶; 胞膜受体的表达和信号转导机制

也与正常胰腺腺泡细胞相平行, 被较多应用于

胰腺体外实验研究. 既往我们的研究显示, 在
LPS刺激下, AR42J表达ICAM-1 mRNA及蛋白

均明显增高, 呈时间依赖性[3]. 本次实验亦证实, 
LPS刺激后的IL-1β,  ICAM-1增高, 结果与文献

报道一致, 提示胰腺腺泡AR42J细胞产生、释放

的促炎细胞因子在AP炎症反应的启动、放大和

维持方面可能起着重要的作用, 他不但是产生

炎症介质的细胞, 同时也是炎症介质的靶细胞[7]. 
ICAM-1、TNF-α、IL-1β、IL-6及IL-8等

多种细胞因子的启动子区域含有N F-κ B的特

异性结合位点(κ B位点),  N F-κ B调节着包括

ICAM-1、TNF-α和IL-1β在内的多种细胞因子

和炎症介质基因的转录, 在机体的免疫和炎症

反应、凋亡调控等方面发挥重要作用. 上游激

酶(inhibition of IκB kinase, IKK)的活化是激活

NF-κB信号通路的主要限速步骤, 其复合物中的

调节亚基(NF-κB essential modulator, NEMO)的
N末端α螺旋区, 被称为NEMO结合区(NBD区, 
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表 2 PTD-NBD(WT)多肽与各对照肽段对AR42J细胞IL-1β及ICAM-1 mRNA和IL-1β蛋白表达的影
响 (n  = 3, mean±SD)

     
分组                       IL-1β mRNA                  IL-1β(ng/L)                      ICAM-1 mRNA

对照组   0.146±0.080a              73.12±38.77a            0.123±0.056a

LPS   1.156±0.085            943.61±71.33            1.230±0.094

PTD-NBD(WT)  0.526±0.077b            278.82±61.80b            0.449±0.088b

NBD     0.993±0.065            898.08±74.65            1.132±0.069

PTD-NBD(MT)  1.143±0.086            945.25±42.49            1.158±0.095

PTD   1.128±0.117            947.86±38.66            1.206±0.078

aP<0.05, bP<0.01 vs  LPS组.

■应用要点
PTD-NBD(WT)
多肽可以呈剂量
依赖方式地抑制
LPS诱导的AR42J
促炎细胞因子IL-
1β和ICAM-1的表
达, 因而其可直接
影响胰腺腺泡细
胞 炎 性 反 应 ,  为
AP的早期细胞事
件及的治疗研究
提供理论依据. 
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序列为Leu- Asp-Trp-Ser- Trp-Leu), 是IKKα、

IKKβ和NEMO(IKKγ)相互作用从而维持IKK活

性的结构基础. 利用外源性氨基酸片竞争结合

这一区域是抑制NF-κB通路的新方法. 有研究已

经证实, 外源性NBD多肽和NEMO结合后, 封闭

了NEMO与IKK催化亚基IKKα和IKKβ的结合位

点, 进而下调IKK激酶的活性, 从而选择性抑制

NF-κB的DNA结合活性, 为炎症/免疫性疾病的

治疗提供了新的途径[8]. May et al设计了一种跨

越NBD全长的可通过细胞膜的多肽(称为小分子

NBD多肽), 发现在Hela细胞中这种小分子多肽

可抑制TNF-α诱导的IKK活性, 抑制NF-κB的核

易位和DNA结合活性, 下调依赖NF-κB的炎症

细胞因子mRNA转录, 而且, NBD多肽可以轻度

上调NF-κB的基础生理功能[8]. Ethridge et al发现

这种野生型NBD多肽预处理蛙皮素诱发的急性

水肿性胰腺炎后, 可降低胰腺和肺的炎症反应

程度, 同时减少致炎细胞细胞因子的表达[5-6]. 
本研究设计合成了NBD(WT)多肽, 并与具

有透膜作用的PTD融合成野生型PTD-NBD多

肽(WT), 结果发现0.1 mg/L的PTD-NBD多肽处

理时即可显著抑制LPS刺激的IL-1β和ICAM-1 
mRNA的表达, 且呈量效关系. 同时亦发现, 伴随

着IL-1β mRNA表达的明显下调, 其蛋白的表达

亦明显下调, 与PTD-NBD多肽呈量效关系. 证实

了PTD-NBD多肽可直接作用胰腺腺泡细胞, 抑
制LPS诱导的细胞因子相关的炎性反应. 同时为

证实NBD多肽作用是序列特异的, 我们设立一

个突变型的NBD多肽并且和PTD进行融合, 突
变型的PTD-NBD多肽(MT)是739及741位色基

酸被酪氨酸所替代, 从而失去了与NEMO的结

合活性. 结果表明PTD-NBD多肽(MT)没有抑制

细胞因子IL-1β和ICAM-1的表达. 同时设置了不

和PTD融合的NBD多肽组作为对照, 观察PTD多

肽是否能促进NBD透膜作用, 结果发现与单纯

PTD组或NBD组相比, 单纯无透膜作用NBD多

肽不能抑制细胞因子IL-1β和ICAM-1基因的表

达. PTD-NBD多肽对胰腺腺泡上述作用, 是否经

过NF-κB活化通路起作用, 需要我们作更深入的

研究. 
总之, 我们的研究结果表明, PTD-NBD(WT)

多肽可以呈剂量依赖方式地抑制L P S诱导的

AR42J促炎细胞因子IL-1β和ICAM-1的表达, 因
而其可直接影响胰腺腺泡细胞炎性反应, 为AP
的早期细胞事件及的治疗研究提供理论依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the intervention effect of 
Zuojin Pill and its major constituents against 
colorectal carcinoma in vitro and in vivo.

METHODS: Cultured HT29 cells in the logarith-
mic growth phase were treated with berberine 
(26.25, 52.5, 105, 210 and 420 μmol/L, respec-
tively) and evodiamine (5, 10, 15, 20, 25 and 30 
μmol/L, respectively) for 24, 48, 72 and 96 h, re-
spectively, to determine the optimal concentra-
tion and duration of treatment. Under optimal 
conditions, the inhibitory effects of berberine 
and evodiamine on the proliferation of HT29 
cells were examined by a viable cell count meth-
od, and the telomerase activity of the treated 
cells was determined by the TRAP method. The 
single cell suspension of HT29 cells was then 

prepared and subcutaneously injected into the 
left abdominal region of nude mice at a concen-
tration of 5×105 cells/0.2 mL to produce tumor-
bearing nude mice. These mice were randomly 
divided into four groups, namely, control group 
(injection with saline), Zuojin Pill group, AZT 
(Azidothymidine) group and Zuojin Pill plus 
AZT group. The effects of Zuojin Pill and AZT 
on tumor growth and telomerase activity were 
observed. Additionally, a rat model of colorec-
tal carcinoma was induced with 1, 2-dimethyl 
hydrazine (DMH). The rats were also randomly 
divided into four groups, treated in the same 
manner as described above, and killed at weeks 
11, 21 and 34, respectively, to observe the effects 
of Zuojin Pill and AZT against the progression 
of rat colorectal carcinoma. 

RESULTS: Evodiamine and berberine dose-
dependently inhibited the proliferation of HT29 
cells in vitro. The suppression ratios achieved 
using evodiamine (7.5, 15 and 30 μmol/L, re-
spectively) were 39.3% ± 2.13%, 52.8% ± 5.34% 
and 64.1% ± 7.19%, respectively, while those 
achieved using berberine (52.5, 105, 210 μmol/L) 
were 44.1% ± 3.97%, 55.9% ± 4.12% and 65.3% 
± 6.94%, respectively. Moreover, berberine and 
evodiamine could effectively inhibit the telomer-
ase activity of HT29 cells. In tumor-bearing nude 
mice, Zuojin Pill and AZT had no significant 
influence on tumor size but had weak effect on 
telomerase activity. In DMH-induced rat colon 
cancer model, the tumor incidences observed at 
week 11 in the control group, Zuojin Pill group, 
AZT group and Zuojin Pill plus group were 
20%, 0%, 10% and 10%, respectively. In contrast, 
the tumor incidences at week 34 showed no sig-
nificant difference among different groups. 

CONCLUSION: The major constituents of Zuo-
jin Pill can suppress the proliferation and telom-
erase activity of HT29 cells in vitro. In DMH-
produced rat model, Zuojin Pill can effectively 
repress the development and progression of 
early-stage carcinoma, but has no obvious effect 
against late-stage carcinoma. 

Key Words: Zuojin Pill; Berberine; Evodiamine; 
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■背景资料
现代药理学研究
表明, 左金丸对消
化系统有广泛的
作用 :   镇痛、抗
炎、抑菌, 还有明
显的抗溃疡和抑
制胃酸分泌等. 近
些 年 来 ,  许 多 学
者对左金丸及其
主要单体成分对
抑制肿瘤细胞生
长迁移、促进肿
瘤细胞的凋亡做
了大量研究, 结果
表明黄连素(小檗
碱)和吴茱萸碱均
可阻断促癌物质
对潜在癌变细胞
的 作 用 ,  因 而 对
一些类型的肿瘤
细胞(如肝癌、肺
癌、白血病、淋
巴瘤等)都有一定
的作用.

■同行评议者
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附属第二医院消
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摘要
目的: 探讨左金丸及其主要单体成分在体内
体外对大肠癌发生发展的干预作用.

方法: 培养人大肠癌细胞株HT29, 选择处于
对数生长期的细胞, 分别用不同浓度的盐酸小
檗碱(26.25、52.5、105、210、420 μmol/L)、
吴茱萸碱(5、10、15、20、25、30 μmol/L)
处理HT29细胞24、48、72、96 h, 筛选最适
作用浓度与时间, 在这一浓度与时间作用下, 
用活细胞计数法检测左金丸的主要单体成分
小檗碱和吴茱萸碱对HT29细胞增殖的抑制
作用, TRAP法检测HT29细胞端粒酶活性, 取
HT29细胞, 用生理盐水制成单细胞悬液, 调
整细胞浓度为5×105/0.2 mL, 注射于裸鼠左
侧胁腹部皮下, 制作HT29细胞荷瘤裸鼠肿瘤
模型. 随机将裸鼠分为4组: 对照组、左金丸
组、AZT组和协同组, 观察左金丸和叠氮胸苷
(AZT)对瘤体生长及端粒酶活性的影响. 利用
致癌剂1, 2-二甲基酰肼(DMH, 25 mg/kg)诱导
大鼠大肠癌模型, 同样随机将大鼠分为4组, 观
察左金丸和AZT对大鼠大肠癌发生发展的干
预作用. 

结果: 在离体实验中, 处理24-72 h, 105 μmol/L
盐酸小檗碱和15 μmol/L吴茱萸碱对HT29细
胞增殖的抑制作用呈成正向的线性量效关
系, 吴茱萸碱(7.5、15、30 μmol/L)作用后的
抑制率分别为39.3%±2.13%, 52.8%±5.34%
和64.1%±7.19%, 盐酸小檗碱(52.5、105、
210 μmol/L)作用后的抑制率分别为44.1%±

3.97%, 55.9%±4.12%和65.3%±6.94%. 105 
μ m o l/L小檗碱和15 μ m o l/L吴茱萸碱处理
HT29细胞72 h, 小檗碱和吴茱萸碱可以有效
抑制HT29细胞端粒酶的活性. 在荷瘤裸鼠实
验中, 左金丸和AZT对瘤体大小无明显影响, 
对端粒酶活性有微弱影响. 第11周, 对照组、

左金丸组、AZT组和协同组大鼠肿瘤发生率
分别为20%、0%, 10%和10%, 左金丸作用优
于AZT, 但34 wk各组间无明显差异. 

结论: 离体实验中, 左金丸的主要成分可以有
效抑制HT29细胞的增殖和端粒酶的活性; 裸
鼠移植瘤实验中, 观察不到左金丸的药效; 1, 
2-DMH诱导大肠癌实验模型中, 左金丸可以

有效阻碍早期癌症的发生和发展. 

关键词: 左金丸; 小檗碱; 吴茱萸碱; 大肠癌; HT29
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0  引言

左金丸最早收录于《丹溪心法》, 由黄连、吴

茱萸按6∶1配比组成. 黄连苦寒, 清心泻肝, 吴
茱萸辛热, 引热下行, 二药一主一辅, 一寒一热, 
相反相成. 现代药理学研究表明, 左金丸对消化

系统有广泛的作用:  镇痛、抗炎、抑菌, 还有明

显的抗溃疡和抑制胃酸分泌等[1-2]. 近些年来, 许
多学者对左金丸及其主要单体成分对抑制肿瘤

细胞生长迁移、促进肿瘤细胞的凋亡做了大量

研究[3-9], 结果表明黄连素(小檗碱)和吴茱萸碱均

可阻断促癌物质对潜在癌变细胞的作用, 因而

对一些类型的肿瘤细胞(如肝癌、肺癌、白血

病、淋巴瘤等)都有一定的作用. 我们研究小组

对黄连、吴茱萸、青黛为主药的加味左金丸(复
方连黛片)及其主要成分盐酸小檗碱、靛玉红和

吴茱萸碱防治消化系肿瘤的药理作用及临床已

进行了十余年的研究[10-15]. 研究表明, 这些药物

能降低MNNG诱发大鼠胃及十二指肠癌的发生, 
减轻病理损伤, 明显抑制癌细胞的增殖, 促进细

胞分化, 降低肿瘤转移, 抑制一些癌基因的表达

等. 端粒酶具有逆转录酶活性, 逆转录酶抑制剂

叠氮胸苷(Azidothymidine, AZT)可以抑制端粒

酶活性[16-17], 本文以AZT作为对照受试药物, 分
别在离体条件下探讨小檗碱和吴茱萸碱对HT29
细胞的增殖的抑制作用和对端粒酶活性的影响; 
制作荷瘤裸鼠模型和DMH致大肠癌模型探讨左

金丸对肿瘤发生发展的干预作用.

1  材料和方法

1.1 材料 黄连和吴茱萸购自广州中医药大学第

一附属医院. 盐酸小檗碱、吴茱萸碱、AZT和1, 
2-二甲基酰肼(1, 2-DMH)均购自美国Sigma公司; 
培养基RPMI 1640干粉为美国Gibco公司产品; 
活细胞计数CCK-8试剂盒购自上海同仁化学研

究所(为株式会社日本同仁化学研究所产品); 端
粒酶检测试剂盒为北京鼎国生物科技公司产品. 
HT29细胞购自中国科学院上海生化和细胞生物

研究所; SPF级BALB/C裸鼠和SPF级健康Wistar

■创新盘点
本文以AZT作为
对照受试药物, 分
别在离体条件下
探讨小檗碱和吴
茱萸碱对HT29细
胞的增殖的抑制
作用和对端粒酶
活性的影响; 制作
荷瘤裸鼠模型和
DMH致大肠癌模
型探讨左金丸对
肿瘤发生发展的
干预作用.
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大鼠均购于并饲养于广州中医药大学动物中心

(动物合格证号分别为:  0014754, 0017087). 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人结肠癌细胞株HT29是原发人

类大肠癌培养的细胞系, 将细胞接种于无菌培

养瓶中, 加入含100 g/L小牛血清、100 kU/L青
霉素、100 mg/L链霉素的RPMI 1640培养液, 置
于37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度的培养箱中培

养, 细胞呈单层贴壁生长, 每周换液2-3次, 密度

为80%-90%时进行传代, 利用细胞增殖实验检

测细胞的对数生长期, 取对数生长期细胞用于

实验研究. 
1.2.2 药物对细胞增殖的抑制作用: 取对数生长

期的HT29细胞, 调整细胞浓度, 以每孔2×104个

/100 μL密度接种于96孔板培养, 24h后吸除原培

养液, 加入含不同浓度中药的培养液:  吴茱萸碱

(培养液配制后用超声波震荡处理成微粒直径小

于10 μm的均匀悬浮液)取3.75、7.5、15、30、
60 μmol/L 5个剂量组; 盐酸小檗碱(用培养液制

备)取26.25、52.5、105、210、420 μmol/L 5个
剂量组; 设培养液不加药物为空白对照组. 各组

均设5个平行孔(n  = 5), 按活细胞计数CCK-8试
剂盒说明书进行操作, 按下列公式计算细胞生

长抑制率(R): R(%) = (空白对照组A 450-实验组吸

光度A 450)/空白对照组吸光度A 450×100%. 
1.2.3 造模: 人大肠癌细胞株HT29裸小鼠移植瘤

模型制作: BABL/c裸鼠50只, 18-22 g, 雌雄各半. 
人工条件下培养HT29细胞, 待细胞生长至铺满

培养瓶80%-90%, 用2.5 g/L的胰酶消化后收集, 
悬浮于生理盐水中, 制成单细胞悬液, 调整细胞

浓度, 于每只裸鼠左侧胁腹部皮下注射0.2 mL, 
细胞量5×105. 将50只裸鼠随机分为3组:  (1)对
照组(生理盐水组): 10只, 每日生理盐水0.5 mL
灌胃1次; (2)左金丸组: 20只, 中药汤剂1.4 g/kg灌
胃, 相当于成人常用量的20倍, 每日1次; (3)AZT
组: 20只, 于注射细胞的第2天开始每日1次AZT 
10.5 mg/kg灌胃, 每组连续灌胃1 mo, 灌胃结束

后的第2天, 将裸鼠断颈处死, 取瘤体. 用游标卡

尺测量接种后不同时期肿瘤大小. 肿瘤体积计

算公式: V  = ab2/2, V为体积, a为长径, b为横径. 
(2)DMH诱导Wistar大鼠大肠癌模型制作: DMH
诱导大肠癌大鼠模型主要参考Aguilar et al 2005
年的研究报道[18]. 致癌剂DMH现配现用. 健康雌

雄各半Wistar大鼠共240只、随机均分为4组: 对
照组、左金丸组、AZT组和左金丸与AZT的协

同组. 在每只大鼠左肩胛骨侧皮下, 分别注射1, 

2-二甲基酰肼(1, 2-DMH): 25 mg/kg, 每周1次, 连
续注射12 wk. 从第1次注射DMH第2天开始, 中
药组每天以中药汤剂1.4 g/kg灌胃; AZT组每天

以10.5 mg/kg灌胃; 对照组灌同等体积的生理盐

水, 每日1次, 连续34 wk.
1.2.4 标本的采集: 从灌胃11 wk开始, 分批处死

大鼠, 开腹分离整段大肠, 剖开, 冰冻生理盐水

冲洗干净, 平展于过滤白纸上, 描述肠上皮形态

变化(包括息肉数量、颜色、部位、大小形态), 
切取肉眼所见表皮发生变化或病变部位(含周围

相当于息肉直径范围肠组织), 用40 g/L的中性甲

醛溶液固定后, 常规脱水、浸蜡、透明、包埋, 
切片, 做病理学观察. 其余病变部位组织迅速冷

冻于液氮中, 后转至-70℃冰箱保存, 留待检测. 
1.2.5 结肠组织病理形态学观察: 切片HE染色后

以Olympus显微镜观察并拍照.  
1.2.6 病理分级: 采用改良的Dukes et al [19]大肠癌

分期及预后分期标准: A: 肿瘤限于黏膜层(重度

上皮内瘤变); B1: 肿瘤侵及肌层, 但未穿透, 无
淋巴结转移; B2: 肿瘤穿透肌层, 但无淋巴结转

移; C1: 肿瘤未穿透肌层, 但有区域性无血管根

部淋巴结转移; C2: 肿瘤穿透肠壁, 并伴有肠系

膜淋巴结转移; D: 有远隔脏器转移. 
1.2.7 端粒酶活性检测: 用端粒重复序列扩增法

(TRAP法)检测端粒酶活性(北京鼎国生物科技公

司提供). (1)提取端粒酶: 取组织块用液氮研磨至

粉碎(贴壁细胞胰酶消化后离心收集, 取5×106细

胞). 加入1 mL缓冲溶液A, 混匀, 4℃放置15 min; 
12 000 g , 4℃离心5 min, 去上清; 加入100-200 μL
缓冲溶液B, 混匀, 4℃放置30 min, 其间振动数

次; 然后1 2000 g , 4℃离心15 min, 弃沉淀, 留取上

清. (2)PCR扩增: 取2 μL上清, 加入22 μL PCR反
应液(包括引物, 缓冲溶液, dNTPs). 20℃保温40 
min, 90℃保温3 min; 上述反应体系中加入1 μL
荧光标记引物(FITC), 1 μL Taq酶, 按下列程序做

PCR扩增: 94℃ 2 min; 94℃ 30s, 55℃ 30 s, 72℃ 1 
min(35 cycles); 72℃ 5 min; 取上述PCR产物2 μL, 
加入2 μL上样缓冲液, 95℃变性2 min. (3)丙烯酰

胺-尿素变性电泳, 分析结果.
统计学处理 数据处理采用SPSS11.5统计

软件, 单因素分析用t检验. 以P <0.05为有统计

学差异.

2  结果

2.1 盐酸小檗碱、吴茱萸碱体外对HT29细胞增

殖的抑制作用 茱萸碱(7.5、15、30 μmol/L)和

■相关报道
Fiala认为DMH是
经肝脏转化、经
胆汁分泌到肠, 经
肠道细菌的作用
下水解游离出甲
基氧化偶氮甲醇, 
且进一步转化才
具有致癌活性的. 
Genn et al认为, 肠
道中的DMH代谢
物除来源于胆汁
外, 还可能来自肝
静脉或不经肝脏
的途径.
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盐酸小檗碱(52.5、105、210 μmol/L)作用后的

抑制率分别为39.3%±2.13%, 52.8%±5.34%, 
64.1%±7.19%(均P <0.01)和44.1%±3.97%, 
55.9%±4.12%, 65.3%±6.94%(均P <0.01). 在
24-72 h内, 105 μmol/L盐酸小檗碱和15 μmol/L
吴茱萸碱对HT29细胞增殖的抑制作用呈成正向

的线性量效关系(图1).
2.2 盐酸小檗碱、吴茱萸碱对HT29细胞端粒酶

活性的影响 105 μmol/L盐酸小檗碱和15 μmol/L
吴茱萸碱对HT29细胞增殖的抑制作用呈成正向

的线性量效关系(图1), 选取105 μmol/L小檗碱、

10 μmol/L吴茱萸碱和72 h作为最适作用条件, 
进行对端粒酶活性影响的检测. 结果表明, 105 
μmol/L盐酸小檗碱和15 μmol/L吴茱萸碱均能抑

制HT29细胞端粒酶活性, 吴茱萸碱的作用略强

于盐酸小檗碱(图2).
2.3 左金丸和AZT对裸鼠移植瘤瘤体组织大小及

端粒酶活性的影响 选取5×105/0.2 mL的HT29
细胞接种于BALA/c裸小鼠肩胛骨左上方的皮

下, 在植入细胞的第2天开始灌胃, 每日1次连续5 
wk. 实验发现, 左金丸和AZT对瘤体大小没有明

显的影响, 进一步检测左金丸瘤体端粒酶活性

的影响(图3), 可见AZT和左金丸对癌肿的端粒

酶活性都只有较微弱的影响, AZT的影响略强于

中药组.
2.4 Wistar大鼠肿瘤发展过程中肿瘤数量和发生

率 实验表明, 在肿瘤发生的早期(11 wk), 左金丸

对肿瘤的发生进程有明显的影响, 左金丸组肿

瘤发生率为0%, 大鼠大肠表面也有一些白色的

结节, 但病理检测均正常, 尚没有发展成癌; 而
对照组、AZT组以及同时灌服左金丸和AZT的
协同组均有早期腺癌出现(表1). 第21周, 左金丸

肿瘤发生率均显著低于对照组(表1); 第34周, 除
协同组肿瘤发生率略低外(P <0.05), 各组之间癌

肿的发生率无明显差异(P >0.05), 但对照组大鼠

癌肿处于中晚期(B2-C2期)的比例较多, 而左金

丸组的大鼠多处于早期(A)的中期(表1).
2.5 整个造模过程大肠以外其他部位发生病变的

情况 将不同造模时期的大鼠肿瘤发生例数和发

生部位情况进行一个粗略综合性统计, 在整个造

模过程中, 仅大肠部位发生癌变, 计数为0; 其他

部位发生癌变计为1; 若同一只鼠在小肠、肝脏

2处同时发生肿瘤病变, 计数为2, 以此类推. 我们

意外发现, 左金丸组癌变部位发生在大肠以外的

概率(3.8%)明显低于其他组(P<0.01, 表2).

3  讨论

结直肠癌手术在近50年来发展迅速, 针对不同

病期、肿瘤部位、转移状况、患者全身情况可

选各种不同术式, 但多年来, 结直肠癌5年生存

率并未因手术进步得到显著提高, 仍停留在50%
左右[20]. 中医药治疗恶性肿瘤的优越性已为广

图 1 盐酸小檗碱和吴茱萸碱对HT29细胞增殖的抑制作用. 
A: 盐酸小檗碱; B: 吴茱萸碱.
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4        3        2       1 图 2 吴茱萸碱和盐酸小
檗碱对HT29细胞端粒酶活
性的影响. 1: 标准分子质量; 

2: 盐酸小檗碱105 μmol/L; 

3: 对照组; 4: 吴茱萸碱15 

μmol/L.

图 3 左金丸组和AZT对裸
鼠移植瘤端粒酶活性的影
响. 1: 标准分子质量; 2. 对

照组; 3: 左金丸组;4: 对照

组; 5: AZT组.
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■应用要点
在DMH诱导大肠
癌的过程中, 左金
丸可以很显著地
干预癌症的发生, 
在癌症发展的进
程中, 左金丸可以
有效地延缓癌症
的进程.
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大医患所认同, 中西医结合治疗在提高生存质

量、阻断癌前病变等方面有独特的优势. 我们

用不同的实验模型研究表明, 左金丸对肿瘤细

胞的增殖和癌的进程都有一定的干预作用. 在
离体情况下, 盐酸小檗碱和吴茱萸碱对HT29细
胞增殖及端粒酶活性均有较为明显的抑制作

用. 在荷瘤裸鼠的实验中, 由于中药的药效不能

强烈到有效阻碍瘤体的生长, 因此, 长时间饲

养, 瘤体表面会发生溃烂, 这一原因使我们不能

造模时间过长, 在这一实验中, 我们仅发现了左

金丸对端粒酶活性微弱的抑制作用, 这可能由

于我们造模时间较短(5 wk), 但也可能是由于此

模型不适合研究中药缓慢释放药效的作用特点, 
这一点在我们进一步的大鼠实验中得到一定的

佐证. 在DMH诱导大肠癌的过程中, 左金丸可以

很显著地干预癌症的发生, 在癌症发展的进程

中, 左金丸可以有效地延缓癌症的进程.
端粒酶抑制剂AZT是单环β内酰胺类药物, 

作为核苷类似物, AZT可以和正常的单核苷酸竞

争端粒酶的核苷酸结合位点, 抑制细胞内部逆

转录酶活性, 使逆转录过程停止, 从而抑制端粒

的合成[16-17]. 在离体实验中, 我们看到AZT和小

檗碱、吴茱萸碱均可以抑制端粒酶的活性, 在
荷瘤裸鼠实验中, 这种抑制作用微弱一些, 这可

能与模型适应性有关, 但通过DMH诱癌大鼠实

验, 我们可以看到左金丸和AZT对肿瘤的发生

发展干预作用明显不同, 在肿瘤发生的初期(11 

wk), AZT组和对照组肿瘤发生率并没有什么区

别, 而这个时候, 左金丸的作用最明显, 到21 wk, 
左金丸对肿瘤发生的阻碍作用也比AZT要好, 再
往后, 2组的肿瘤发生率又没有区别, 这提示左

金丸和AZT抑癌作用的机制可能不同, 这从一个

侧面再次了反应中医药治病整体观念, 单纯从

某一个酶或某一基因来研究中药的作用机制并

不合适.
DMH诱发肿瘤, 在皮下给药而肿瘤发生在

远端器官大肠[20-21], Druchrey据此提出“器官特

异性化学致癌”的概念. 一般认为DMH为间接

致癌剂, 他本身并不致癌, Fiala认为DMH是经肝

脏转化、经胆汁分泌到肠, 经肠道细菌的作用

下水解游离出甲基氧化偶氮甲醇, 且进一步转

化才具有致癌活性的. Genn et al认为, 肠道中的

DMH代谢物除来源于胆汁外, 还可能来自肝静

脉或不经肝脏的途径. 以DMH诱发肿瘤时, 除了

肿瘤主要发生大肠, 小肠肿瘤的发生率较高(有
报道达36%). 在我们的实验中, 我们发现在大鼠

小肠、肝脏、耳部和整个腹腔都有肿瘤发生, 
除大肠部位以外, 若其他部位有一处发生肿瘤, 
我们计数为1, 若同一只大鼠在小肠、肝脏、耳

部3处均有肿瘤发生, 计数为3, 即使这样粗略统

计, 我们意外发现左金丸组在大肠以外发生肿

瘤的机率明显低于其他组, 这其中的机制还需

要进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism underlying 
the protective effects of glutaredoxin-1 (Grx1) 
against high glucose-induced apoptosis of 
umbilical vein endothelial cells.

METHODS: The apoptosis of cultured human 
umbilical vein endothelial cells (HUVECs) 
was induced under high glucose conditions. 

HUVECs were then divided into three groups, 
namely, control group, high glucose group and 
Grx1 plus high glucose group. The cells were 
observed under an inverted light microscope to 
examine their morphological changes. The pro-
liferation of cells was measured by MTT assay. 
The influence of Grx1 on the apoptosis of HU-
VECs was determined by flow cytometry with 
annexin V-FITC/PI double staining. The expres-
sion levels of p-JNK and p-Akt proteins were 
evaluated by Western blot. 

RESULTS: Compared to the high glucose 
group, cells in the Grx1 plus high glucose group 
showed a significant improvement in morphol-
ogy and growth state, a remarkable increase in 
viability (59% ± 2% vs 78% ± 3%, P < 0.05), as 
well as an obvious decrease in early (0.4156% ± 
0.0374% vs 0.2360% ± 0.0156%, P < 0.05) and late 
(0.3689% ± 0.0083% vs 0.2433% ± 0.0278%, P < 
0.05) apoptotic rates. Compared to the normal 
control group, the expression level of p-JNK 
protein in cells in the high glucose group sig-
nificantly increased (0.48 ± 0.03 vs 0.64 ± 0.07, P 
< 0.05) while that of p-Akt protein significantly 
decreased (0.69 ± 0.11 vs 1.29 ± 0.035, P < 0.01). 
After pretreatment with hGrx1, the expression 
level of p-JNK protein decreased (0.64 ± 0.07 vs 
0.39 ± 0.05, P < 0.05) while that of p-Akt protein 
increased (0.69 ± 0.11 vs 1.07 ± 0.13, P < 0.01). 

CONCLUSION: Grx1 is able to antagonize high 
glucose-induced apoptosis of human umbilicus 
vein endothelial cells through inhibition of JNK 
and activation of the Akt signaling pathway. 

Key Words: Glutaredoxin 1; High glucose; Apopto-
sis; Endothelial cell; Signal transduction
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摘要
目的: 观察谷氧还蛋白1(glutaredoxin1, Grx1)

®

■背景资料
血管内皮细胞损
伤为糖尿病血管
病变的原发性因
素, 高血糖可引起
氧化应激并导致
细胞凋亡. 氧化应
激可产生谷胱甘
肽化蛋白质(Pr-S-
S-G)结构, 细胞中
Pr-S-S-G的堆积
是引起细胞凋亡
损伤及衰老途径
的启动因子. 谷氧
还蛋白(Grx)催化
Pr-S-S-G还原的
效力及特异性高, 
对其作用机制的
阐明将有助于探
讨氧化应激和谷
胱甘肽化蛋白质
在各种相关疾病
中的作用.

■同行评议者
范建高, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
消化内科
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在高糖诱导的血管内皮细胞凋亡中的作用及
机制. 

方法: 在高糖环境中培养人脐静脉内皮细胞, 
制备人脐静脉内皮细胞损伤模型. 细胞分为正
常对照组、损伤组、Grx1预保护组. 倒置显
微镜下观察细胞形态.  MTT比色法检测细胞
活力以初步观察Grx1对细胞损伤的作用; 采
用Annexin V-FITC/PI 双染法, 流式细胞仪检
测Grx1对人脐静脉内皮细胞凋亡的影响; 利
用Western blot法分析Grx1对Akt、JNK蛋白水
平表达的影响.   

结果: Grx1预保护组与损伤组比较, 细胞状态
明显改善. 与高糖损伤组比较, Grx1预保护组
的细胞存活率显著提高(78%±3% vs  59%±

2%, P <0.05), 早期凋亡率(0.2360%±0.0156% 
vs  0.4156%±0.0374%, P <0.05)和晚期凋亡率
(0.2433%±0.0278% vs  0.3689%±0.0083%, 
P <0.05)均明显降低. 与正常对照组相比, 高
糖组p-JNK相对含量明显增多(0.64±0.07 vs  
0.48±0.03, P <0.05), 而高糖组p-Akt水平较正
常对照组显著降低(1.29±0.035 vs  0.69±0.11, 
P <0.01). 同时, hGrx1保护后p-JNK蛋白水平
较高糖组显著降低(0.39±0.05 vs  0.64±0.07, 
P <0.05); 而p-Akt蛋白水平较高糖组显著增高
(0.69±0.11 vs  1.07±0.13, P <0.01). 

结论: Grx1可通过抑制JNK激活及激活Akt通
路来拮抗高糖诱导的内皮细胞凋亡. 

关键词: 谷氧还蛋白1; 高糖; 凋亡; 内皮细胞; 信号

转导
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0  引言

糖尿病(diabetes mellitus, DM)是一组由遗传和

环境因素相互作用而引起的临床综合征, 临床

以高血糖为主要标志. 糖尿病的危害主要来自

糖尿病并发症如冠心病、脑血管疾病、糖尿病

肾病等. 近年来大量研究证实, 高糖环境下自由

基产生增多和抗氧化能力减弱二者并存, 是糖

尿病血管并发症的重要发病机制. 如何在降血

糖的同时调整糖尿病患者体内的氧化应激状态

成为糖尿病治疗的新思路[1-2]. 
在氧化应激引起的损伤中蛋白质的损伤最

为重要, 可产生谷胱甘肽化蛋白质(Pr-S-S-G)结

构, 细胞中Pr-S-S-G的堆积是引起细胞凋亡损

伤及衰老途径的启动因子. 目前已报道了Ⅰ型

及Ⅱ型糖尿病等很多疾病与蛋白质的谷胱甘肽

化密切相关[3], 因此对谷胱甘肽化的深入研究

将为相关疾病的机制研究和治疗提供新的思

路. 谷氧还蛋白(glutaredoxin, Grx)是目前发现

的能特异而有效地催化Pr-S-S-G还原的酶蛋白, 
Grx还原体系近几年已成为国内外研究抗氧化

防御的热点[4-5]. 目前在糖尿病患者血清中已观

察到Grx浓度增高, 并且显微注射重组Grx能加

强NADPH对胰岛素颗粒胞吐作用的影响[6], 提
示Grx在糖尿病的治疗中可能具有一定的作用. 
Murata et al [7]研究表明Grx可通过调节Akt的氧

化还原状态保护细胞免于凋亡. Daily et al [8]研

究表明E. coli  Grx2可通过上调Ref-1的表达激活

NF-κB的DNA结合活性来抵抗小脑颗粒神经元

的凋亡. 进一步分析发现, 重组人Grx1和E. coli 
Grx2通过同时激活Ras/PI3K/Akt/NF-κB途径和

JNK/AP-1途径发挥抗凋亡作用[9]. 基于以上论

述, 我们推测如果能够人为增加Grx1的表达水

平及含量将有助于提高内皮细胞抗高糖和高游

离脂肪酸的氧化损伤能力, 发挥保护内皮细胞

的作用, 并且Grx抑制内皮细胞凋亡作用的机制

可能是通过调节Akt、JNK表达水平实现的. 但
是Grx在高糖诱导的内皮细胞凋亡中的保护作

用及其作用机制, 目前国内外均尚未见相关报

道. 因此, 本实验以血管内皮细胞为实验对象, 
高糖为损伤因素, 研究人Grx1对高糖诱导的血

管内皮细胞凋亡抑制作用及机制, 为进一步阐

明Grx的生理功用、作用机制及其今后在糖尿

病治疗、预防糖尿病血管病变等方面的应用研

究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人脐静脉内皮细胞(本室分离培养), 胎
牛血清为Hyclone产品、DMEM为Invitrogen产
品. 2.5 g/L胰酶-0.02% EDTA为吉诺生物医药技

术有限公司产品. MTT(美国Sigma公司), Grx1(本
室纯化[10], DP10倒置显微镜(日本Olympus公司), 
Hoest33258(Sigma分装), 荧光倒置显微镜(德国), 
其他试剂均为进口或国产分析纯; Sanyo CO2培

养箱, SAFIRE2多功能酶标仪, AnnexinⅤ-PI双染

试剂盒(普利莱公司), BD FACS Calibur流式细胞

仪(美国BD公司). 兔抗p-Akt抗体(Cell signaling公
司)、兔抗p-JNK(Santa Cruz公司)HRP-标记的羊

抗兔抗体(北京中杉金桥有限公司).

■研发前沿
近年来大量研究
证 实 ,  高 糖 环 境
下自由基产生增
多和抗氧化能力
减 弱 二 者 并 存 , 
是糖尿病血管并
发症的重要发病
机 制 .  如 何 在 降
血糖的同时调整
糖尿病患者体内
的氧化应激状态
成为糖尿病治疗
的新思路.

■相关报道
最近的研究表明, 
正常生理状态下
细胞内蛋白质能
发生谷胱甘肽化, 
其中这些蛋白质
中很多是介导细
胞内氧化还原信
号转导中的重要
蛋白质.
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1.2 方法 
1.2.1 细胞常规培养及分组: 人脐静脉内皮细胞

在含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液中, 于
37℃、50 mL/L CO2培养箱中培养,  用2.5 g/L胰
酶-0.2 g/L EDTA消化、传代. 取增殖旺盛、状态

良好的细胞用于实验研究.  细胞分组: 正常对照

组(Glu 5 mmol/L), 高糖组(损伤组加入终浓度Glu 
25 mmol/L)、Grx1预保护组(高糖+Grx组: Glu 25 
mmol/L+hGrx1), hGrx1提前6 h加入至终浓度15 
mg/L. 
1.2.2  hGrx1对高糖损伤的人脐静脉内皮细胞形

态学观察: 人脐静脉内皮细胞接种于25 mL培养

瓶中, 每瓶含6.0×105个细胞, 培养24 h后, 细胞

分组及给药同上, 每组3瓶, 48 h后倒置显微镜下

观察细胞形态. 
1.2.3 MTT法检测细胞活力: 将人脐静脉内皮细胞

以2×104个/孔的密度接种于96孔培养板中, 用含

100 mL/L胎牛血清的 DMEM培养液于37℃、含

50 mL/L CO2的孵箱中培养24 h, 弃培养液, 换不

含血清的新鲜DMEM培养液培养12 h, 使细胞同

步化. 分组给药同上, 每组设6个平行孔, 继续培

养48 h, 加入50 µL新鲜配制的1 g/L MTT, 37℃、

50 mL/L CO2培养4 h后, 弃去培养液, 每孔加入100 
µL DMSO, 37℃轻摇10 min溶解紫色结晶. 30 min
内置酶标仪于490 nm波长下测定吸光度(A)值, 以
计算细胞活力. 细胞活力百分数 = 实验组吸光度

平均值/对照组吸光度平均值×100%. 
1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡率: 收集细胞, 加
入500 µL的Binding Buffer悬浮细胞; 加入5 µL 
Annexin V/FITC混匀后, 加入5 µL Propidium 
Iodide, 混匀; 室温避光反应15 min; 流式细胞仪

上机分析. 流式细胞仪检测: 采用15 mW氩离子

激光, 激发光波长为488 nm, 发射波长为530 nm, 
CELLQuest软件自动获取104个细胞/样品. 流式

细胞仪定量分析, 计算annexin V-FITC及PI双染

阳性细胞百分含量. 
1.2.5 Western blot分析p-JNK、p-Akt表达水平: 
收集并裂解细胞, 提取蛋白. 以每泳道40 µg总蛋

白上样进行10% SDS-PAGE电泳, 空白孔加入1
×SDS上样缓冲液. 电泳结束后转移至NC膜上, 
1×TBST洗膜后, 用含TBST配制的50 g/L的脱脂

奶粉37℃封闭90 min, 1∶1000的兔抗p-JNK、抗

p-Akt抗体4℃过夜孵育. 之后, 1∶2000的HRP-
标记的羊抗兔抗体室温下孵育1 h, 1×TBST洗
膜, ECLplus检测. 同时以β-actin作内参照, 采用

YLN2000凝胶成像普通染色分析系统对Western 
blot结果进行分析. 

统计学处理 运用SPSS13.0软件分析数据. 计
量资料的数据以mean±SD表示, 组间差异采用t
检验进行处理, P<0.05表示差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 Grx1对高糖损伤的人脐静脉内皮细胞形态学

影响 正常对照组细胞贴壁生长并呈鹅卵石样规

则排列, 细胞呈短梭形或多角形镶嵌排列, 说明

细胞生长状态良好, 增殖旺盛; 损伤组细胞排列

紊乱, 细胞间隙增宽, 细胞联结解离、核固缩、

部分胞质肿胀、严重者细胞脱落; 在高糖作用下

的Grx1保护组细胞形态基本接近于对照组(图1). 
2.2 Grx1对高糖损伤的人脐静脉内皮细胞活性

的影响 损伤组细胞与正常组进行比较, 差异有

统计学意义(t  = 0.039, P <0.05); 以高糖损伤组为

对照, 在有Grx1预保护的细胞中, 细胞的存活率

显著提高, 可由高糖损伤组的59%±2%增加到

78%±3%, 差异有统计学意义(P <0.05, 图2). 
2.3 流式细胞仪对各组细胞凋亡的定量分析 图
3中左下象限为活细胞(FITC-/PI-), 右下象限为

早期凋亡细胞(FITC+/PI-), 右上象限为晚期凋亡

细胞(FITC+/PI+); 流式细胞分析仪检测结果显

示, 高糖组可明显使细胞凋亡, 而Grx1预保护组

图 1 倒置显微镜下各组细胞的形态. A: 正常对照组; B: 高糖组; C: Grx1预保护组.

A B C
■创新盘点
本文以分离培养
的人脐静脉内皮
细胞为实验模型, 
通过观察细胞生
长形态、增殖状
况、凋亡反应以
及信号转导通路
中重要功能蛋白
水平等方面的变
化, 证明了Grx1蛋
白对高糖环境所
诱导血管内皮细
胞凋亡具有一定
保护作用, 并初步
探讨了相关作用
机制.
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凋亡细胞明显减少. 定量分析结果表明体外培

养的血管内皮细胞经高糖模拟损伤后无论是早

期还是晚期凋亡率明显高于正常组细胞, 加入

Grx1预保护后凋亡率发生相应变化, 其早期和

晚期凋亡率均较模型组明显降低(P <0.05), 进一

步证实了Grx1具有抗凋亡效应(表1, 图3). 
2.4 Western blot分析Grx1对高糖诱导的内皮细

胞中p-JNK、p-Akt表达水平的影响 与正常对照

组相比, 高糖组p-JNK相对含量明显增多(0.64
±0.07 vs  0.48±0.03, P <0.05), 而高糖组p-Akt水
平较正常对照组显著降低(0.69±0.11 vs  1.29±
0.035, P <0.01). 同时, hGrx1保护后p-JNK蛋白水

平较高糖组显著降低(0.39±0.05 vs  0.64±0.07, 
P <0.05); 而p-Akt蛋白水平较高糖组显著增高

(1.07±0.13 vs  0.69±0.11, P <0.01, 图4). 

3  讨论

研究表明, 高糖可以抑制内皮细胞生长, 延长细

胞周期, 诱导内皮细胞凋亡, 这可能在糖尿病进

展中起重要作用. 因此, 抑制高糖诱导的内皮细

胞凋亡, 可能是防治糖尿病血管并发症的有效

途径. 糖尿病的慢性高血糖和急性高血糖均能

促进组织中氧化应激的产生. 动物实验显示, 血
管内皮细胞损伤为糖尿病血管病变的原发性因

素, 高血糖可引起氧化应激并导致细胞凋亡. 细
胞凋亡可从多条途径和多个层面进行调控, 若
能阐明高血糖致血管内皮细胞凋亡的机制, 则
可进行早期干预, 预防或延缓糖尿病血管并发

症的发生发展. 
最近的研究表明, 正常生理状态下细胞内蛋

白质能发生谷胱甘肽化, 其中这些蛋白质中很多

是介导细胞内氧化还原信号转导中的重要蛋白

质[2]. MEKK1(MAPK/ERK kinase kinase, MAP3K)
是一种重要的蛋白激酶, 参与细胞增殖、分化与

凋亡, 在ERK1/2、JNK、p38MAPK途径中均发

挥作用. Cross和Templeton发现用甲萘醌作用于

细胞, 可以诱导MEKK1激酶结构域中Cys1238发
生谷胱甘肽化, 从而抑制他的激活[11]. 

凋亡信号调节激酶1(a p o p t o s i s s i g n a l-
regulatingkinase 1, ASK1)和Akt(一种丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶)均是细胞信号转导途径中的重要

激酶. 二者均受磷酸化-去磷酸化调控, 且存在相

互作用, Akt通过磷酸化ASK1的Ser83而抑制其

活性[12]. 磷酸酶-A(PP-A)可使Akt去磷酸化失活, 
PP-A可受谷胱甘肽化调节[7]. 因此ASK1和Akt的
活性可直接或间接地受谷胱甘肽化的调控. 

谷胱甘肽化的逆反应称为去谷胱甘肽化, 
这一过程可由体内的巯基-二硫键氧化还原酶催

表 1 各组血管内皮细胞凋亡率比较 (n = 3, mean±SD, %)

     
分组                 早期凋亡率                晚期凋亡率

正常对照组        0.1360±0.0051a      0.1869±0.0707a

高糖组           0.4156±0.0374       0.3089±0.0083

Grx1预保护组    0.2360±0.0156a      0.2433±0.0278a

aP<0.05 vs  高糖组.

 

图 3 流式细胞仪对各组细胞凋亡的定量分析. A: 正常对照组; B: 高糖组; C: Grx1预保护组.
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图 4 Western blot分析内皮细胞中p-JNK、p-Akt表达水
平. 1: 正常对照组; 2: 高糖组; 3: Grx1预保护组.
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图 2 Grx1对高糖损伤的人脐静脉内皮细胞活性的影响. 
aP<0.05 vs  高糖组.
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■应用要点
Grx1可通过抑制
JNK激活及激活
Akt通路来拮抗高
糖诱导的内皮细
胞凋亡.
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化, 这些酶主要包括Grx, 硫氧还蛋白(Trx)以及

蛋白质二硫键异构酶(PDI). 研究表明, 这3种酶

中, Grx催化Pr-S-S-G还原的效力及特异性最高. 
细胞内氧化还原调控主要是由谷氧还蛋白系

统和硫氧还蛋白系统完成. 研究者发现了糖尿

病相关的多个氧化应激标志物如血液中的Trx
等与血糖升高相关 [13-14]. 但研究发现葡萄糖终

浓度为5 mmol/L和25 mmol/L的培养基均可导致

rMC-1细胞中Grx的选择性上调(与Trx相比), 并
且Shelton et al通过向rMC-1细胞中以腺病毒为

载体转染Grx1和RNAi技术发现Grx1可促进NF-
κB的转位和细胞内黏附分子ICAM-1的表达, 提
示Grx可能成为抑制糖尿病视网膜病变的新的

治疗靶点[15]. 
Grx目前被认为是细胞内一种重要的抗凋亡

因子, 在调节细胞生长和凋亡的多条信号通路中

发挥作用[16-18]. 研究还发现, Grx1通过调节Akt的
氧化还原状态可阻止由过氧化氢诱导的细胞凋

亡; Grx也可以通过NF-κB途径抑制神经递质多

巴胺(DA)对细胞氧化应激损伤所介导的凋亡. 本
实验发现Grx1保护组细胞, 其细胞形态较损伤组

明显改善; 初步证实Grx1在一定程度上能抵御高

糖对细胞的氧化损伤; MTT实验表明, Grx1保护

组细胞的存活率较损伤组细胞显著提高, 而与正

常对照组比较有所降低, 表明Grx1能有效增加细

胞的增殖活力; 即Grx1对高糖所诱导的人脐静脉

内皮细胞损伤有明确的保护作用; 流式细胞术检

测显示, 凋亡细胞明显减少, 进一步证实了Grx1
具有抗凋亡效应. Western blot显示在Grx1存在下, 
p-Akt表达水平显著升高, p-JNK表达被抑制, 说
明Grx1通过调节JNK及Akt磷酸化活性拮抗高糖

诱导的内皮细胞凋亡. 
Grx1作为细胞中一种重要的抗氧化剂和细

胞氧化还原信号传导途径中的重要调控因子, 
对其作用机制的阐明将有助于探讨氧化应激和

谷胱甘肽化蛋白质在各种相关疾病中的作用, 
为今后hGrx1临床应用奠定基础, 这对于人类氧

化应激相关疾病的预防和治疗有重要的意义. 
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Abstract
AIM: To detect the influence of major peptide 
β-casomorphin-7 (β-CM7) from milk on the 
absorption of glucose, and its mechanism in the 
diet and healthy food.

METHODS: In this study healthy adult SD 
rats were divided into control group (0 mol/L 
β-CM7), low-dose group (7.5×10-7 mol/L β-CM7), 
middle-dose group (7.5×10-6 mol/L β-CM7) and 
high-dose group (7.5×10-5 mol/L β-CM7). Re-
verted sacs of adult rats in vitro were performed 
which were dipped into culture sample includ-

ing β-CM7 and glucose and we designed a few 
tests: (1) the concentration of glucose in reverted 
sacs was detected using oxidase method of glu-
cose; (2) the activity of Na+-K+-ATPase in small 
intestinal mucosa was observed with colorimet-
ric method; (3) the mRNA expressions of sodi-
um-glucose transporter (SGLT-1) and facilitative 
glucose transporter (GLUT-2) in small intestinal 
mucosa were analyzed using the Real-time PCR. 

RESULTS: Compared with control group, 
β-CM7 of 7.5×10-7-7.5×10-5 mol/L significantly 
induced glucose concentration in vitro (1.09, 
1.24, 1.12 vs 1.74, P = 0.01, 0.04, 0.02); the activity 
of Na+-K+-ATPase was reduced (85.73, 112.06, 
109.68 vs 114.93, P = 0.004, 0.73, 0.54); the mRNA 
expressions of SGLT-1 and GLUT-2 were also 
significantly reduced (0.77, 0.58, 0.46 vs 1.11, P 
= 0.20, 0.05, 0.02; 0.50, 0.66, 0.85 vs 1.14, P = 0.30, 
0.14, 0.03), compared with control group. 

CONCLUSION: The present data demonstrated 
that β-CM7 was able to reduce the absorption 
of glucose through inhibiting activity of Na+-
K+-ATPase and the mRNA expression level of 
SGLT-1, GLUT-2 in small intestine of rats. 

Key Words: β-Casomorphin-7; Rats; Absorption of 
glucose; Na+-K+-ATPase; Sodium/glucose cotrans-
porter-1; Facilitative glucose transporter-2
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摘要
目的 :  探 讨 乳 源 活 性 肽 β - 酪 啡 肽 - 7 ( β - 
Casomorphin-7, β-CM7)应用于食品时对葡萄
糖吸收的影响及其作用机制. 

方法: 选用健康成年SD大鼠, 分为对照组(0 
mol/L β-CM7), L低剂量组、M中剂量组、

H高剂量组(终浓度分别为7.5×10-7, 7.5×
10-6, 7.5×10-5 mol/L). 利用翻转离体小肠囊
模型进行实验: (1)葡萄糖氧化酶法测定翻转
后小肠内液葡萄糖含量; (2)比色法测定小肠
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■背景资料
如何对糖尿病患
者进行治疗和日
常保健, 特别是随
着功能性食物的
开发和研究, 研究
食物源性生物活
性肽等腔内因子
对血糖的影响作
用及机制开始受
到人们的关注. 乳
蛋白主要有酪蛋
白和乳清蛋白, β-
酪啡肽 -7是β -酪
蛋白经酶解释放
出的乳源活性肽. 
已有研究报道乳
清蛋白能够降低
血糖, 其机制还不
明确, 也有发现β-
酪啡肽 -7能够降
低血糖, 但相关深
入研究还未见报
道. 本研究探讨了
乳中β -酪啡肽 -7
应用于饮食和健
康保健食品中对
葡萄糖吸收的影
响及其作用机制. 

■同行评议者
曹 志 成 ,  英 国 生
物医学科学研究
所 院 士 ,  香 港 伊
利沙伯医院临床
肿瘤科
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黏膜Na+-K+-ATP酶活力; (3)荧光定量PCR法
分析小肠黏膜组织中钠葡萄糖共转运载体
(SGLT-1)和葡萄糖协助扩散转运载体(GLUT-
2)mRNA的表达.  

结果: 在离体环境下β-CM7在7.5×10-7-7.5×
10-5 mol/L浓度下对葡萄糖的吸收均有一定的
抑制作用(1.09 mol/L, 1.24 mol/L, 1.12 mol/L 
vs  1.74 mol/L, P  = 0.01, 0.04, 0.02), 能够降低
Na+-K+-ATP酶活力(85.73, 112.06, 109.68 vs  
114.93, P  = 0.004, 0.73, 0.54); 荧光定量PCR结
果发现: 与对照组相比, β-CM7能够显著降低
SGLT-1及GLUT-2 mRNA水平(0.46, 0.58, 0.77 
vs  1.11, P  = 0.20, 0.05, 0.02; 0.50, 0.66, 0.85 vs  
1.14, P  = 0.30, 0.14, 0.03). 

结论: β-CM7可以通过降低Na+-K+-ATP酶活
力及下调SGLT-1、GLUT-2 mRNA水平, 减少
大鼠小肠对葡萄糖的吸收. 

关键词: β-酪啡肽-7; 大鼠; 葡萄糖吸收; Na+-K+-

ATP酶; 钠葡萄糖共转运载体-1; 葡萄糖协助扩散

转运载体-2
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0  引言

糖是生命活动中的重要能源, 机体所需能量的

70%是食物中的糖所提供的. 人体每日所摄入

的淀粉类食物(占食物的大部分), 最终分解为

葡萄糖, 然后被吸收进入血液循环. 机体吸收

葡萄糖的整个过程由2个家族的跨膜转运载体

蛋白-钠葡萄糖共转运载体系统(sodium/glucose 
cotransporters, SGLTs)和葡萄糖协助扩散转运载

体系统(facilitative glucose transporters, GLUTs)
来完成[1-2]. 其中起主导作用的是SGLT-1, 该蛋

白在细胞膜Na+-K+-ATP酶作用下逆浓度梯度

并偶联Na+主动转运葡萄糖, 同时消耗能量[3-4]. 
SGLT-1载体数量的多少, 是葡萄糖吸收的决定

因素. GLUT-2是以易化扩散方式顺葡萄糖的浓

度梯度从胞外将葡萄糖运到胞内, 其转运过程

不消耗能量[5]. 如此, 肠道葡萄糖的跨膜吸收主

要涉及SGLT-1、GLUT-2及Na+-K+-ATP酶3个
蛋白. 

β-酪啡肽-7(β-casomorphin7, β-CM7)是β-酪
蛋白经酶降解释放出的一类最具代表性的乳源
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活性肽, 1979年由Brantl et al [6]首先从牛乳酪蛋

白的酶解产物中分离出, 并证明其产物具有阿片

肽活性, 能够被纳洛酮所逆转. Froetsehel et al [7]

已证实β-CMs能在动物胃肠道被完整地吸收, 产
生与内源性阿片肽类似的生理调节功能如刺激

胰岛素、生长抑素释放, 调节肠运动, 提高采食

量, 促进肠道水分与电解质的吸收, 此外还影响

动物的行为、呼吸、睡眠等[8-9]. 根据其刺激胰

岛素分泌的作用, 推测其可能有降血糖作用. 宗
亚峰[10]的研究证实β-CM7体外能够抑制小肠对

葡萄糖的吸收, 但其作用机制还不明确. 为了探

讨主要的乳源活性肽β-CM7应用于饮食和健康

保健食品中对葡萄糖吸收的影响及其作用机

制, 本研究以大鼠为研究对象, 采用体外翻转的

离体小肠囊模型, 观察了β-CM7对小肠葡萄糖

吸收的影响, 并从影响葡萄糖转运的主要载体

SGLT-1、GLUT-2及Na+-K+-ATP酶3个方面探讨

其对葡萄糖吸收影响的机制, 为挖掘酪啡肽等

食物源活性肽辅助降血糖的作用提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 β-CM7(Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile)色谱

纯(纯度>97%), 美国凤凰药业有限公司产品; 葡
萄糖为上海伯奥公司产品; 葡萄糖检测试剂盒、

ATP酶试剂盒购自南京建成生物工程研究所; 荧
光酶购自南京博飞有限公司; PCR引物由上海英

俊公司合成; MMLV反转录酶, RNA抑制剂, 随机

引物为南京生兴生物工程研究所. 实验动物由上

海实验动物中心提供. 实验鼠用颗粒饲料购于南

京协同医药生物工程有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 翻转离体小肠囊的制作: SD大鼠, 雌雄不

拘, 质量200 g左右, 自由采食和饮水, 断颈处死

后, 取出小肠, 参照陈其才 et al [11]的实验方法制

作翻转离体小肠囊模型. 
1.2.2 不同浓度β-CM7对离体小肠葡萄糖吸收的

影响: 翻转制作的离体小肠囊, 剪去约10 cm左

右的十二指肠, 余下的小肠段用4℃预冷的无糖

Kreb's液冲洗3次. 取4段长约7 cm的小肠段, 放
在干净的滤纸上, 吸取表面液体. 用眼科镊将

其黏膜面翻转出, 一端固定于底部膨大的插管

上, 另一游离端用手术线扎紧, 向肠囊内注入

1 mL无糖Kreb's液. 实验分为对照组(含0 mol/L 
β-CM7, 15 mmol/L葡萄糖的Kreb's液); 实验组分

为3个不同剂量组: L低剂量组、M中剂量组、

H高剂量组, 终浓度分别为7.5×10-7 mol/L, 7.5
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■研发前沿
富含类降血糖等
功能肽的乳及其
产品还未有明确
的报道, 目前的研
究尚处在体外阶
段, 进一步的体内
研究亟待进行. 

■相关报道
Blouet et al研究发
现用富含乳清蛋
白中主要成分的
α-乳白蛋白配制
成营养混悬液喂
食雄性Wista r大
鼠 ,  其餐后2 h内
的血糖明显低于
其他蛋白配方饮
食组大鼠的血糖.
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×10-6 mol/L和7.5×10-5 mol/L的15 mmol/L葡
萄糖的Kreb's液, 将肠囊放入预热的25℃无糖的

Kreb's液中温浴10 min后, 转入37℃上述实验用

的Kreb's液中立即通入氧气, 用100 μL微量进样

器每隔10 min吸取肠囊内液体, 再补充同体积的

无糖Kreb's液, 总时间为60 min. 按照试剂盒说明

检测小肠囊内溶液的葡萄糖浓度. 
1.2.3 β-CM7对小肠Na+-K+-ATP酶活力的影响: 
将上述肠囊取出, 用干净滤纸吸干水分, 用刀片

刮取肠囊上黏膜, 一部分按照试剂盒说明检测

其Na+-K+-ATP酶活力; 另一部分于-70℃冰箱中

保存备用. ATP酶可分解ATP生成ADP及无机磷, 
测定无机磷的量可判断ATP酶活力的高低. 本研

究规定: 每小时每毫克组织蛋白的组织中ATP酶
分解ATP产生1 μmol无机磷的量为一个ATP酶活

力单位, 即μmol Pi/(mg protein·h). 
1.2.4 β-C M7对小肠上皮S G LT-1及G L U T-2 
mRNA表达的影响: (1)样品总RNA提取和RNA
电泳: 采用TRIzo l(北京赛百盛基因技术有限

公司)一步抽提法提取小肠黏膜的总RNA, 紫
外比色法测定总RNA的浓度和纯度(Eppendorf 
BioPhotometer 260 nm). (2)反转录: 分别准确量

取1 g/L各样品的总RNA 2 μL进行反转录. 建立

各样品RNA的cDNA(RT product). 反转录反应

体积为25 μL, 其中含Oligo dT(18)5 μmol/L引物, 
4 mmol/L dNTP, 加DEPC水至10 μL, 70℃变性

5 min, 冰上冷却. 再加入8 U RNA酶抑制剂, 100 
U反转录酶, 5 μL 5×RT Buffer(含250 mmol/L 
Tris-HC1 pH8.3, 150 mmol/L MgCl2, 375 mmol/L 
KCl, 50 mmol/L DTT), 补充DEPC水至25 μL,  
37℃反应60 min, 95℃变性5 min, 反转录产物

(RT Products)-20℃保存备用. (3)目的基因引物

设计: PCR引物采用Primer 5.0软件设计, 由上海

英俊技术有限公司合成, 引物序列及参数见表

1. (4)SGLT-1和GLUT-2 mRNA的Real-time PCR
分析: 以β-actin管家基因作为内标, 对SGLT-1
和G L U T-2进行相对定量分析 .  P C R反应在

Mx3000P Real-time PCR仪(Stratagene, USA)上进

行, 使用的荧光酶为SYBR Green Real-time PCR 
Master Mix(ToYoBo, Japan). PCR反应总体系为

25 μL. 其中引物2 μL(浓度5 pmol), SYBR Green 
12.5 μL; 三蒸水8.5 μL,  cDNA 2 μL; 以最小的Ct
值和最高的荧光值(△Rn)及熔解曲线不出现非

特异性峰为标准, 分别对退火温度、引物浓度进

行优化. 最终扩增反应按94℃预变性1 min, 94℃
变性20 s, 62℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 共45圈进

行, SGLT-1、GLUT-2基因反应条件相同. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计, 差异显著性检验采用独立样本t检验和单因

子方差分析(One way ANOVA, LSD), 所有数值

以mean±SD表示. 

2  结果

2.1 β-CM7对离体肠囊葡萄糖吸收的影响 在没

有β-CM7存在的情况下, 可以看出小肠囊对葡

萄糖的吸收在60 min内一直呈上升趋势, 说明小

肠囊对葡萄糖的吸收没有达到饱和. 有β-CM7
存在时, 发现小肠囊对葡萄糖的吸收趋于平缓, 
即β-C M7对小肠葡萄糖的吸收有一定的抑制

作用, 与对照组比较, 不同浓度(7.5×10-7, 7.5×
10-6, 7.5×10-5 mol/L)的β-CM7对小肠囊葡萄糖

吸收均起到抑制作用(1.09, 1.24, 1.12 vs  1.74, P  
= 0.01, 0.04, 0.02, 图1). 
2.2 β-CM7对小肠Na+-K+-ATP酶活力的影响 葡
萄糖跨膜转运是细胞摄取葡萄糖过程的主要限

速步骤之一. 而Na+-K+-ATP酶为钠葡萄糖共转

运载体提供能量, 可以反映机体对葡萄糖吸收

的能力. 与对照组相比, 不同浓度(7.5×10-7, 7.5
×10-6, 7.5×10-5 mol/L)的β-CM7能够降低Na+-
K+-ATP酶活力(85.73, 112.06, 109.68 vs 114.93, P 
= 0.004, 0.73, 0.54, 图2). 
2.3 β-CM7对小肠SGLT-1及GLUT-2 mRNA水平

的影响 SGLT-1载体在机体葡萄糖吸收中起着主

导作用, 其载体数量的多少, 是葡萄糖吸收的决

表 1 SGLT-1、GLUT-2目的基因和β-actin内标基因引物参数

     
基因                                                          引物序列                                      产物(bp)

SGLT-1        正义引物                5'-CATTGCCATGGGTGGCTTC-3'                      134

        反义引物                5'-GCTTGCCTCCAAATCGCTTC-3' 

GLUT-2        正义引物                5'-CCAGCCTGTGTATGCAACCATC-3'               156

                     反义引物                5'-ACCAGTCCCAGCGACATGAAG-3'

β-actin        正义引物                5'-CCCTGTGCTGCTCACCGA-3'                        170

                     反义引物                5'-ACAGTGTGGGTGACCCCGTC-3'

■创新盘点
本研究通过制作
翻转离体小肠囊
模型研究β -酪啡
肽 -7对葡萄糖吸
收影响, 首次证实
乳中β-CM7可以
通过影响小肠葡
萄糖吸收关键因
子, 抑制小肠葡萄
糖的转运. 从而减
少小肠对葡萄糖
的吸收, 可能具有
降低血糖的作用. 
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定因素. 与对照组相比, 不同剂量β-CM7实验组

均可以降低小肠黏膜SGLT-1 mRNA水平(0.46, 
0.58, 0.77 vs  1.11, P  = 0.05, 0.17, 0.67). GLUT-2
载体在葡萄糖转运过程中可以顺葡萄糖浓度梯

度协助转运其进入组织间隙液. 与对照组相比, 
不同剂量β-C M7实验组均可以降低小肠黏膜

GLUT-2 mRNA水平(0.50, 0.66, 0.85 vs  1.14, P = 
0.03, 0.14, 0.30, 图3-4). 

3  讨论

随着功能性食物或饲料的开发和研究, 研究食

物源性生物活性肽等腔内因子对血糖的影响作

用及机制开始受到人们的关注. 乳作为哺乳动

物提供优质的蛋白质来源, 主要的钙磷来源、

乳源活性肽的重要来源受到优先关注. 有一些

相关的研究, 如日本国立健康营养研究所最新

研究发现, 同时食用米饭和牛奶可以降低血糖

指标, 对防治糖尿病很有帮助, 但作用的有效

成分并不明确. Blouet et al [12]研究发现用富含

乳清蛋白中主要成分的α-乳白蛋白配制成营养

混悬液喂食雄性Wistar大鼠, 其餐后2 h内的血

糖明显低于其他蛋白配方饮食组大鼠的血糖. 
Fird et al [13]对14名Ⅱ型糖尿病患者进行的实验

观察中发现, 乳清蛋白能降低其早餐后2 h和午

餐后3 h内的血糖升高程度. 但就现有研究看来, 

乳清蛋白降低血糖的具体机制还不甚清楚, 有
待继续深入研究. 

β-CM7是由酪蛋白酶解产生的一类肽, 是
乳源活性肽的重要成员之一, 其结构为Tyr-Pro-
Phe-Pro-Gly-Pro-Ile. 因其相对分子质量较小, 在
小肠内可以以完整肽段的形式被机体吸收, 且
不会引起机体的免疫排斥反应, 加之其食物源

的安全性, 已越来越多地引起人们的重视[14]. 宗
亚峰博士研究发现β-CM7在62.5、125、250 mg/L
浓度下, 对小肠囊吸收葡萄糖的量均有一定抑制

作用, 其抑制效应呈现一定的剂量关系[10], 有关

的机制不详. 在本研究中, 我们发现β-CM7在浓

度为7.5×10-7-7.5×10-5 mol/L浓度范围内均能够

抑制小肠对葡萄糖的吸收, 这一结果与宗亚峰

博士的结果相一致. 
葡萄糖在小肠黏膜的吸收机制已基本阐

明, 在葡萄糖的吸收转运过程中, 起主导作用

的是钠/葡萄糖共转运载体1(sod ium/g lucose 
cotransporter 1, SGLT-1). 肠道中的葡萄糖是通

过位于肠细胞膜上钠/葡萄糖共转运载体进行主

动转运和细胞旁路进行的被动转运的2种方式, 
从十二指肠到回肠的肠轴上分布有不同的钠

/葡萄糖共转运载体亚型. SGLT-1载体在空肠绒

毛细胞膜顶部完全表达, 直接参与D -葡萄糖的
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图 3 不同浓度的β-CM7对离体小肠囊SGLT-1及SGLT-2 
mRNA水平的RT-PCR示意图. A: SGLT-1; B: GLUT-2.

图 1 β-CM7对小肠囊葡萄糖吸收的影响(n  = 9). aP <0.05, 
bP<0.01 vs  对照组.
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图 2 β-CM-7对小肠囊Na+-K+-ATP酶活力的影响(n  = 6). 
bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
β-C M7可以通过
降低Na+-K+-ATP
酶 活 力 及 下 调
SGLT-1、GLUT-2 
mRNA水平, 减少
大鼠小肠对葡萄
糖的吸收.
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转运. 在葡萄糖转运过程中, 首先由位于刷状缘

的 SGLT-1与Na+和葡萄糖耦联, 形成Na+载体-葡
萄糖复合物, 顺Na+的浓度梯度进入细胞, Na+被 
Na+-K+-ATPase泵出, 以维持细胞内外Na+的浓度

平衡; 随着肠黏膜细胞内葡萄糖的聚集, 由位于

基底膜的协助扩散转运载体GLUT-2, 顺葡萄糖

浓度梯度协助转运其进入组织间隙液[15-17]. 本研

究通过制作离体肠囊, 结果发现β-CM7可以降低 
Na+-K+-ATPase活力, 与对照组相比, SGLT-1、
GLUT-2 mRNA水平均下降, 特别是低浓度的

β-CM7组, 差异极显著. 本研究证实β-CM7可以

通过降低Na+-K+-ATPase活力、下调SGLT-1和 
GLUT-2 mRNA表达, 抑制小肠葡萄糖的转运, 
从而降低了小肠对葡萄糖的吸收. 我们的研究

结果也提示食用米饭和牛奶降低血糖指标, 乳
中产生的β-CM7可能是其有效成分, β-CM7抑制

小肠对葡萄糖的吸收可能是其主要机制. 

4      参考文献
1 Gould GW, Holman GD. The glucose transporter 

family: structure, function and tissue-specific 
expression. Biochem J 1993; 295 ( Pt 2): 329-341

2 Joost HG, Wandel S, Schurmann A. Structure-

function relationship of glucose transporters 
catalyzing facilitated diffusion. Exp Clin Endocrinol 
1994; 102: 434-438

3 Dyer J, Daly K, Salmon KS, Arora DK, Kokrashvili 
Z, Margolskee RF, Shirazi-Beechey SP. Intestinal 
glucose sensing and regulation of intestinal glucose 
absorption. Biochem Soc Trans 2007; 35: 1191-1194 

4 Zhou L, Cryan EV, D'Andrea MR, Belkowski S, 
Conway BR, Demarest KT. Human cardiomyocytes 
express high level of Na+/glucose cotransporter 1 
(SGLT1). J Cell Biochem 2003; 90: 339-346

5 Kellett GL, Brot-Laroche E, Mace OJ, Leturque 
A. Sugar absorption in the intestine: the role of 
GLUT2. Annu Rev Nutr 2008; 28: 35-54

6 Brantl V, Teschemacher H, Henschen A, Lottspeich 
F. Novel opioid peptides derived from casein (beta-
casomorphins). I. Isolation from bovine casein 
peptone. Hoppe Seylers Z Physiol Chem 1979; 360: 
1211-1216

7 Froetschel MA. Bioactive peptides in digesta that 
regulate gastrointestinal function and intake. J Anim 
Sci 1996; 74: 2500-2508

8 Ohtani S, Ogawara K, Higaki K, Kimura T. Casein 
enhances stability of peptides in intestinal lumen: 
role of digested products of casein. Pharm Res 2003; 
20: 1746-1751

9 Zoghbi S, Trompette A, Claustre J, El Homsi M, 
Garzón J, Jourdan G, Scoazec JY, Plaisancié P. 
beta-Casomorphin-7 regulates the secretion and 
expression of gastrointestinal mucins through a 
mu-opioid pathway. Am J Physiol Gastrointest Liver 
Physiol 2006; 290: G1105-G1113

10 宗亚峰. β酪啡肽在胃肠道内的释放、吸收和稳定特
性及其对胃肠机能的影响. 南京: 南京农业大学 2007: 
104-107

11 陈其才, 严定友, 吴政星. 生理学实验. 第1版. 北京: 科
学出版社, 1995: 110-113

12 Blouet C, Mariotti F, Mikogami T, Tome D, Huneau 
JF. Meal cysteine improves postprandial glucose 
control in rats fed a high-sucrose meal. J Nutr 
Biochem 2007; 18: 519-524

13 Frid AH, Nilsson M, Hoist JJ, Björck IM. Effect of 
whey on blood glucose and insulin responses to 
composite breakfast and lunch meals in type 2 
diabetic subjects. Am J Clin Nutr 2005; 82: 69-75

14 张源淑, 邓艳, 宋晓丹, 邹思湘. 酪啡肽及其酪蛋白水
解肽对早期断奶仔猪分泌型免疫球蛋白A和细胞因子
水平的影响. 动物营养学报 2008; 20: 196-199 

15 Rodriguez SM, Guimaraes KC, Matthews JC, 
McLeod KR, Baldwin RL 4th , Harmon DL. 
Influence of abomasal carbohydrates on small 
intestinal sodium-dependent glucose cotransporter 
activity and abundance in steers. J Anim Sci 2004; 
82: 3015-3023  

16 Wright EM. Renal Na(+)-glucose cotransporters. 
Am J Physiol Renal Physiol 2001; 280: F10-F18

17 Reuss L. One-hundred years of inquiry: the 
mechanism of glucose absorption in the intestine. 
Annu Rev Physiol 2000; 62: 939-946

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

1.2

0.8

0.4

0

SG
L
T

1 
m

R
N

A
表

达
量

对照组     低剂量组   中剂量组  高剂量组

a

1.5

1.0

0.5

0

G
L
U

T
2 

m
R

N
A

表
达

量

对照组     低剂量组   中剂量组  高剂量组

a

A

B
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vs  对照组.

■同行评价
本文选题较好, 科
学性强, 对降低血
糖治疗可能有一
定的临床意义.
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Abstract
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e c o r r e l a t i o n o f 
t h e e x p r e s s i o n o f e x t r a c e l l u l a r m a t r i x 
metalloproteinase inducer (EMMPRIN) and 
human epidermal growth factor receptor 
2 (HER-2/neu) with the invasiveness and 
metastasis of human gastric carcinomas, as well 
as the correlation between the expression of 
these two proteins in human gastric carcinoma.

METHODS: The expression of EMMPRIN and 
HER-2 proteins was detected by quantum dot-
based immunofluorescence histochemistry using 
150 tissue microarrays containing 70 gastric car-
cinoma specimens and 5 normal gastric mucosal 
specimens to analyze the correlation of their 
expression with the clinicopathologic character-
istics of gastric carcinoma. 

RESULTS: The positive rate of EMMPRIN pro-

tein in the gastric carcinoma was significantly 
higher than that in normal gastric mucosa 
(72.86% vs 20.00%, P = 0.029), whereas no signifi-
cant difference (P = 0.063) was observed in the 
positive rate of HER-2 protein though the rate in 
the gastric carcinoma (47.14%) was higher than 
that in normal gastric mucosa. EMMPRIN and 
HER-2 protein expression was not correlated 
with patient age and sex, the degree of differen-
tiation, the depth of tumor invasion and clinical 
TNM stage (P > 0.05), but significantly associat-
ed with lymph node metastasis (P < 0.05). More-
over, a positive correlation was observed be-
tween the expression of EMMPRIN and HER-2 
proteins in 70 gastric carcinoma specimens (r = 
0.383, P = 0.001). 

CONCLUSION: EMMPRIN and HER-2 may 
synergistically promote the lymph node metas-
tasis of gastric carcinomas. 

Key Words: Gastric carcinoma; Extracellular ma-
trix metalloproteinase inducer; Human epidermal 
growth factor receptor 2; Tissue microarray; Quan-
tum dot

Gao J, Chen HL, Xue JL, Zhu RQ. Correlation of the 
expression of EMMPRIN and HER-2 proteins with the 
invasiveness and metastasis of human gastric carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(19): 1952-1956

摘要
目的: 探讨细胞外基质金属蛋白酶诱导因子
(EMMPRIN)、人表皮生长因子受体2(HER-2/
neu)蛋白表达与人胃癌侵袭转移的关系, 以及
2种蛋白表达之间的关系. 

方法: 应用量子点免疫荧光组织化学技术检
测人胃癌组织芯片150芯(包括70例胃癌组织
和5例正常胃黏膜组织)中EMMPRIN和HER2
的蛋白表达, 并分析他们与临床病理特征的相
关性.  

结果: 胃癌和正常胃黏膜组织中的EMMPRIN
阳性表达率分别为72.86%和20.00%, 差异
有显著性(P  = 0.029). 在胃癌组织中HER-2
蛋白的阳性率为47.14%(33/70), 高于正常

®

■背景资料
胃癌是消化系常
见的恶性肿瘤, 患
者就诊时多数已
属中晚期, 常形成
深度浸润或难治
的复发及转移, 死
亡率较高. 胃癌的
浸润转移是多步
骤、多因素参与
的复杂过程, 多种
相关基因的激活
是导致肿瘤细胞
发生浸润转移的
重要因素. 而量子
点是一种新型的
生物荧光探针. 本
研究采用量子点
免疫荧光组织化
学和组织芯片技
术检测人胃癌组
织中EMMPRIN
和HER2的蛋白表
达, 并分析其与临
床病理特征的相
关性.

■同行评议者
刘勇钢, 副主任医
师, 天津市传染病
医院病理科
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胃黏膜组织, 但差异无显著性(P  = 0.063). 
EMMPRIN、HER-2蛋白表达与胃癌患者年
龄、性别、分化程度、肿瘤的浸润深度以及
临床TNM分期之间差异均无显著性(P >0.05), 
仅与淋巴结转移显著相关(P <0.05). 在70例胃
癌组织中EMMPRIN与HER-2蛋白表达之间呈
显著正相关(r = 0.383, P = 0.001). 

结论: EMMPRIN与HER-2/neu可能协同促进
了胃癌的淋巴结转移. 

关键词: 胃癌; 细胞外基质金属蛋白酶诱导因子; 人

表皮生长因子受体2; 组织芯片; 量子点
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0  引言

胃癌是严重危害人类健康的常见恶性肿瘤之一. 
胃癌的扩散及转移是导致患者死亡的重要原因. 
细胞外基质金属蛋白酶诱导因子(extracellular 
matrix metalloproteinase inducer, EMMPRIN)
属于免疫球蛋白超家族, 在多种肿瘤细胞和组

织中高表达, 通过诱导基质金属蛋白酶(matrix 
metal loproteinase, MMP)的分泌促进肿瘤的

浸润、转移 [1]. 人表皮生长因子受体2(human 
epidermal growth factor receptor 2, HER-2/neu)基
因是一种原癌基因. 体内外研究证实HER-2癌基

因也是肿瘤转移驱动因子, 即HER-2过度表达的

恶性肿瘤具有更强的侵袭、转移能力, 预后较

差[2]. 关于EMMPRIN和HER-2联合检测与人胃

癌侵袭转移的关系国内外鲜见相关报道. 本研

究利用新型量子点(quantum dots, QDs)免疫荧光

组织化学技术检测EMMPRIN和HER-2蛋白在

人胃癌组织芯片上的表达及其与胃癌侵袭转移

的关系, 以及EMMPRIN和HER-2蛋白表达之间

的相关性, 为胃癌侵袭转移及预后判断提供客

观指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 STC150芯片4张由桂林泛谱生物技术有

限公司构建, 15×10点阵, 每点直径1.1 mm, 4 μm
厚, 其中包括70例胃癌组织, 5例正常胃黏膜组织, 
每例组织均有2点. 所有组织来自临床外科切除

标本, 经40 g/L中性甲醛溶液固定24 h. 胃癌患者

中, 男47例, 女23例, 年龄26-80(平均56.8)岁. 参照

1997年美国癌肿委员会(AJCC)拟订的胃癌TNM
分期标准: Ⅰ+Ⅱ期59例, Ⅲ+Ⅳ期11例. 伴有淋巴

结转移的胃癌组织36例, 不伴有淋巴结转移的胃

癌组织34例. 根据癌细胞分化程度: 高分化11例, 
中分化26例, 低分化33例. 兔抗人EMMPRIN多克

隆抗体、鼠抗人HER-2 mAb(Santa Cruz公司, 工
作浓度均为1∶100); 羊抗兔/鼠生物素化二抗; 量
子点超敏荧光试剂盒(Quantum dots streptavidin 
conjugate, QDs-SA)以上试剂均购自武汉珈源量

子点技术开发有限责任公司. 
1.2 方法 采用量子点免疫荧光组织化学方法检

测胃癌组织芯片中EMMPRIN和HER-2的蛋白

表达. 操作步骤严格按试剂盒说明书进行. 组织

芯片滴加900 mL/L甘油封片后, 上荧光显微镜

蓝光激发QDs, 以细胞内出现橙红色的荧光颗

粒为阳性. 用TBS代替一抗作阴性对照, 以已知

阳性片作阳性对照. 镜下观察显示EMMPRIN和

HER-2蛋白阳性信号主要定位于细胞膜内. 参
照文献[3]方法, 在高倍镜下取4个不同视野, 各
计数200个细胞, 按阳性细胞所占的百分比计算: 
“-”为阴性, “+”为阳性细胞≤10%, “++”
为11%-50%, “+++”为>51%. “++”及以上则

判断为阳性表达. 
统计学处理 采用χ2检验和四格表的精确概

率法判断EMMPRIN、HER-2蛋白表达与胃癌

临床病理特征的关系, 并运用Spearman等级相

关系数来判断EMMPRIN、HER-2蛋白表达之

间的相互关系. P <0.05具有统计学意义. 所有数

据均在SPSS13.0软件上进行. 

2  结果

2.1 EMMPRIN的蛋白表达 EMMPRIN蛋白主

要表达在癌细胞膜和胞质, 其表达呈明显的异

质性, 在肿瘤浸润的边缘部位阳性细胞数有相

对增加的趋势, 而在癌旁正常腺体和间质细胞

中也有少量表达(图1). 胃癌和正常胃黏膜组

织中的E M M P R I N蛋白的阳性表达率分别为

72.86%和20.00%, 差异有显著性(P  =0.029, 表1). 
EMMPRIN蛋白表达阳性率与胃癌患者年龄、

性别、肿瘤浸润深度、分化程度和临床TNM分

期之间的差异均无显著性(P >0.05). 有淋巴结转

移的癌组织中EMMPRIN蛋白的阳性表达率明

显高于无淋巴结转移组(83.33% vs  61.76%, P = 
0.043, 表2). 
2.2 HER-2的蛋白表达 HER-2蛋白主要表达于癌

细胞膜, 而在正常胃黏膜和癌旁组织中均为阴

■相关报道
相 关 研 究 表 明 , 
EMMPRIN是一
类属于免疫球蛋
白超家族的跨膜
糖蛋白, 已被证实
是一种在肿瘤细
胞中高度表达的
胞膜监视分子, 能
刺激肿瘤细胞周
围的成纤维细胞
及肿瘤细胞产生
基质金属蛋白酶
(MMPs), 从而促
进肿瘤细胞的浸
润 和 转 移 .  目 前
大量的研究发现, 
HER-2在胎盘、

胚胎上皮组织及
许多恶性肿瘤(乳
腺、卵巢、肺、

胃、前列腺等)细
胞中呈高表达, 而
在正常组织中为
阴性或微量表达. 
HER-2表达水平
及其活性的变化, 
增加了肿瘤细胞
的浸润和转移, 并
且与其预后不良
有关.

■研发前沿
随 着 分 子 生 物
学 技 术 的 进 展 ,  
E M M P R I N 和
H E R 2 对 肿 瘤 的
发生、发展、浸
润和转移以及预
后 和 治 疗 的 指
导 作 用 逐 渐 被
人 们 所 重 视 ,  研
究EMMPRIN和
HER2的作用机制
及其信号转导途
径将会是今后研
究的热点, 相信阻
断其表达或功能
将能更有效地抑
制肿瘤的浸润和
转移.
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性(图2). 在70例胃癌标本中HER-2蛋白阳性率

为47.14%, 与正常胃黏膜组织相比, 差异无显著

性(P  = 0.063, 表1). HER-2蛋白表达与临床病理

特征的关系见表2. HER-2蛋白表达阳性率与患

者的性别、年龄、分化程度、肿瘤的浸润深度

以及临床TNM分期均无相关性(P >0.05), 而淋巴

结转移呈显著相关(P  = 0.016). 
2.3 胃癌组织中E M M P R I N与H E R-2蛋白表

达之间的关系  在70例人胃癌组织中有51例
EMMPRIN蛋白呈阳性表达, 其中HER-2有30例
也呈阳性, EMMPRIN蛋白阴性表达的19例中, 
HER-2有16例也呈阴性, 二者呈显著正相关(P = 
0.001, r  = 0.383). 

3  讨论

组织芯片又称为组织微阵列技术, 他的特点是

体积小, 信息含量高, 一次性实验即可获大量结

果. 本研究采用150芯胃癌组织芯片, 双芯布阵, 
仅用几张芯片即完成了全部实验, 极大节约了

研究经费和降低了工作量, 在最短的时间内获

得了胃癌中EMMPRIN和HER-2蛋白表达的全

部数据. 与传统的病理学技术方法相比, 所得结

果均一可靠, 可比性强, 具有省时、经济、信息

量大等优点, 有十分广阔的应用前景. 新型荧光

半导体纳米微晶体-量子点与传统的有机荧光标

记试剂相比, 其激发光谱宽而连续, 吸光系数大, 
荧光强度高, 荧光发射峰窄而对称, 具有耐光漂

白, 可以经受反复多次的激发, 并点亮了病理学, 
可用于肿瘤的分子诊断和影像学检查[4]. 

EMMPRIN在人体内广泛分布, 具有多种

不同的功能, 而他在肿瘤的生长、浸润和转移

中的作用是目前肿瘤细胞生物学领域的研究

热点之一. EMMPRIN在人胃癌组织中的研究

报道鲜见, Zheng et al [5]在胃癌中的研究认为, 
EMMPRIN的表达水平与微血管密度(MVD)呈
正相关, EMMPRIN表达的上调有助于胃癌的发

生发展和局部浸润. EMMPRIN表达也是肠型胃

癌具有高增殖和发生肝转移的分子基础[6]. 
在本研究中 ,  胃癌和正常黏膜组织中的

图 1 量子点免疫荧光技术检测胃癌组织中EMMPRIN的蛋白表达. A: EMMPRIN主要定位于胞膜(×100); B: EMMPRIN在

印戒细胞癌表达(×200).

A B

图 2 量子点免疫荧光技术检测胃癌组织中HER-2的蛋白表达. A: HER-2定位于胞膜(×400); B: HER-2定位于胞膜(×200).

A B

表 1 EMMPRIN、HER-2在胃癌及正常胃黏膜组织中的
表达 (n )

     
分组        n

    EMMPRIN         HER-2

   -  +   -   +

正常胃组织    5   4   1    5    0

胃癌组织     70 19 51  37  33

■应用要点
本课题采用量子
点 免 疫 荧 光 和
组 织 芯 片 技 术
对EMMPRIN和
H E R 2 蛋 白 在 正
常胃黏膜和胃癌
组织中的表达进
行 了 分 析 ,  结 果
提示EMMPRIN
和 H E R 2 可 能 协
同促进了胃癌的
淋 巴 结 转 移 .  量
子点免疫荧光组
织化学技术能很
好地检测石蜡包
埋组织中诸多抗
原的表达. 
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EMMPRIN蛋白的阳性表达差异有显著性, 表
明EMMPRIN蛋白与胃癌组织产生的异质性蛋

白有关联. EMMPRIN蛋白表达阳性率与胃癌

患者年龄、性别和分化程度之间, 差异均无统

计学意义, 提示EMMPRIN蛋白表达与胃癌患者

的性别和年龄无关, 也与胃癌细胞的分化程度

没有相关性. 胃癌不同临床分期和肿瘤浸润深

度中的EMMPRIN蛋白的表达均有所不同, 但差

异均无显著性, 仅在有淋巴结转移的癌组织中

EMMPRIN蛋白的阳性表达率为83.33%(30/36)
明显高于无淋巴结转移组61.76%(21/34)(P  = 
0.043), 表明EMMPRIN蛋白表达与胃癌向深层

浸润关系不明显但与淋巴结的转移密切相关, 
与文献报道结果部分相同[5,7]. 还需扩大病例数

继续深入研究EMMPRIN与胃癌浸润深度和临

床TNM分期的关系. 
HER-2在正常人体腔上皮、腺上皮等组织

中可有微弱的表达, 但无基因扩增, 其在组织中

的过度表达与细胞的癌变有关, 因此, 检测组织

中过度表达的HER-2蛋白产物, 便可间接反映

HER-2癌基因的扩增[8]. 而在某些人类肿瘤中有

HER-2过表达, 其表达在某些肿瘤的发生和发

展中起重要作用, 并对肿瘤的预后和治疗产生

影响. 但有关HER-2基因与胃癌关系的研究较

少, 且结论不一, 有学者认为该基因的过表达与

胃癌组织的不同分化程度之间显著相关, 而与

肿瘤大小、TNM分期和预后无明显关系[9], 还
有学者认为该基因的过表达与胃癌患者良好预

后相关[10]. Lee et al [11]认为HER-2的表达与胃癌

的早期发生和组织学类型相关. 大多数研究表

明, HER-2是胃癌的一个不良的预后因素和治

疗靶点[12]. 
大多数免疫组织化学染色结果报道表明, 

胃癌组织中HER-2蛋白定位于胞膜的阳性率为

10%-45%[13-14]. 而本研究中HER-2蛋白在正常胃

黏膜中均未见阳性表达, 而在70例胃癌中表达

率为47.14%, 表明HER-2的过表达可能与胃癌

的发生有关, 他可作为胃癌诊断的辅助指标. 本
研究中, HER-2蛋白表达与患者的性别、年龄和

肿瘤的浸润深度无明显相关性(P >0.05), 表明癌

基因HER-2在胃癌中的表达无性别和年龄的差

异, 随着原发肿瘤向深处浸润, HER-2蛋白表达

的阳性率差异无显著性, 提示胃黏膜一旦发生

癌变, 即可有稳定的HER-2表达; HER-2蛋白表

达的阳性率在高、中和低分化的胃癌中、不同

临床TNM分期之间差异均无显著性(P >0.05), 揭
示了HER-2蛋白与胃癌的细胞分化程度和临床

TNM分期均无关. 以上结果与Oshima et al [14]的报

道一致. 本研究还发现在伴有局部淋巴结转移的

36例胃癌中, HER-2阳性表达22例(61.11%), 而在

不伴有局部淋巴结转移的34例胃癌中, HER-2阳
性表达11例(32.35%), 两组间差异有显著性(P  = 
0.016), 提示HER-2蛋白表达与胃癌的淋巴结转

移密切相关. 
虽然EMMPRIN在肿瘤细胞中呈高表达, 但

在肿瘤进展中诱导他表达的因子人们知道得很

少. 研究表明, 双调蛋白(amphiregulin, AR)和表

皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)是一

种能诱导EMMPRIN表达的调节效应剂, 可以通

过EGFR酪氨酸蛋白激酶的激活诱导EMMPRIN
表达, 同时A R和E G F的反义c D N A可以抑制

EMMPRIN的表达和MMP活性, 从而证实EGFR
信号在此调节过程中具有决定性的作用[15]. 本
研究发现, EMMPRIN与HER-2在胃癌各临床病

理特征分组中, 有着相似的表现. EMMPRIN和

HER-2在胃癌细胞中多同时表达, 联合表达率为

42.86%(30/70),  EMMPRIN和HER-2表达具有显

著正相关, 提示EMMPRIN和HER-2可能通过共

同调节MMPs的活性协同促进胃癌的淋巴结转

表 2 EMMPRIN 、HER-2蛋白表达与胃癌临床病理特征
的关系

     
临床病理           

n
     EMMPRIN      

P 值 
      HER-2         

P 值
 特征              -        +                   -       +

性别                                         0.315                      0.729

    男               47     11     36               25      21    

    女               23       8     15               12      12     

年龄(岁)                                   0.363                       0.358

    ≤60           38     12     26               22      16     

    >60            32       7      25               15      17     

肿瘤浸润深度                           0.194                      0.607

    T1                 4       1       3                 3        1     

    T2               18       2     16               10        8     

    T3               48     16     32               24      24     

分化程度                                  0.745                      0.678

    高               11       4       7                 7        4     

    中               26       7     19               14      12     

    低               33       8     25               16      17     

TNM分期                                 0.715                      0.064

    Ⅰ＋Ⅱ        59     17     42               34      25     

    Ⅲ＋Ⅳ        11       2       9                 3        8     

淋巴结转移                              0.043                      0.016

    有               36       6     30               14      22     

    无               34     13     21               23      11     

■名词解释
量子点 (QD):  是
一种由Ⅱ-Ⅵ族或
Ⅲ-Ⅴ族元素组成, 
粒径约为2 nm -6 
nm, 能够接受激
发光产生荧光的
半导体纳米微晶
体, 目前研究较多
的主要是CdX(X = 
S、Se、Te). 与传
统的荧光标记试
剂如罗丹明6G相
比, 量子点具有以
下特性: (1)荧光强
度高, 是罗丹明6G
的20倍; (2)荧光稳
定 ,  是罗丹明6G
的100倍以上, 耐
光漂白; (3)颜色丰
富, 不同粒径大小
的量子点具有不
同的颜色, 用同一
波长的光可激发
多种颜色的量子
点, 使多组分同时
检测成为可能. 这
些独特的光学特
性, 使量子点成为
一种最佳的荧光
标记物应用于生
物医学领域. 
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移. 鉴于EMMPRIN和HER-2均阳性表达与胃癌

淋巴结转移的密切关系, 对EMMPRIN和HER-2 
阻抑剂进一步探索, 可能成为抑制胃癌浸润转

移的一条新途径, 对于改善胃癌患者预后具有

重要意义. 
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《世界华人消化杂志》标点符号用法

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15834-1995标点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用黑圆点; 数字间的起止

号采用“-”字线, 并列的汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母

拼写词间改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿号、分

号、括号及书名号的后一半, 通常不用于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及书名号的前一半, 不宜用

于一行之末. 标点符号通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破折号应占两格; 英文连字符只占一个英文

字符的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示用大写, 波

纹线表示用黑体. (常务副总编辑: 张海宁 2009-07-08)
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Abstract
The gastrointestinal tract has developed multiple 
mechanisms of protection from intrinsic and ex-
trinsic injury, including but not limited to drugs, 
ischemic/reperfusion injuries, and infections 
such as Helicobacter pylori. These range from mu-
cosal blood flow and strengthening the epithelial 
barrier to luminal factors such as HCO3

- secretion 
and regulating epithelial cell-surface pH. We 
reviewed recent development in host defense 
against Helicobacter pylori, duodenal bicarbon-
ate secretion, protection from nonsteroidal anti-
inflammatory drugs induced gastrointestinal 
injury, and apoptosis, as well as newer therapies. 

Key Words: Bicarbonate; Cyclooxygenase inhibi-
tors; Leptin; Matrix metalloproteinase; Orexins; 
Survivin; Stomach; Duodenum

Wu CY, Zhang CY. Advance in gastroduodenal mucosal 
defense. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(19): 
1957-1961

摘要
胃肠道对于药物、缺血及再灌注、H pylori感
染等内源性和外源性损伤具有多重保护机制, 

包括胃黏膜血流、上皮细胞屏障、碳酸氢盐
分泌调节上皮细胞表面pH值等. 本文就近来
宿主对H pylori感染的防御、十二指肠花生四
烯酸分泌、非甾体类消炎药诱发的胃肠道损
伤的保护、凋亡及治疗进行综述. 

关键词: 花生四烯酸; 环氧合酶抑制剂; 来普汀; 基

质金属蛋白酶; 食欲素; 存活素; 胃; 十二指肠

吴成跃, 张传勇. 胃十二指肠黏膜防护研究进展. 世界华人消化
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0  引言

胃肠道通过多层黏膜防御机制免于酸损伤 , 
包括黏膜血流 ,  上皮屏障 ,  H C O 3

-分泌调节

黏膜p H, 非甾体抗炎药(n o n-s t e r o id a l an t i-
inflammatory drugs, NSAIDs)通过COX-1抑制

前列腺素的合成 [1]. COX-2通常是在炎症中表

达的诱导酶, 产生介导炎症的前列腺素, 最近研

究结果弱化了COX-1、COX-2的这种区别. 黏
膜损伤其他原因包括胃酸、H pylori感染. 十二

指肠黏膜主要的防御机制是DBS(HCO3
-分泌), 

保护组织免于胃酸损伤[2]. 三叶肽和黏蛋白与胰

腺、肝脏、上皮细胞的HCO3
-分泌进入黏膜层

中和胃酸. 除了这些经典的防御机制, 近几年, 
研究还发现了其他一些机制. 

1  H pylori 感染

20世纪80年代以来, H pylori感染的研究主要集

中在上消化道黏膜损伤相关的发病机制. 目前, 
对H pylori感染的治疗颇为有效, 溃疡发病率亦

呈下降趋势. 关于H pylori为何产生黏膜损伤, 为
何致癌尚在进一步研究中. 
1.1 Capsaicin 小剂量的Capsaicin通过激活肠

传入神经元的活性, 对胃起保护作用 [3], 另外

他对H py lo r i 感染的胃上皮细胞有抗炎效果, 
Capsaicin阻断H pylori诱发的IL-8的合成及减

少IL-8基因转录. H py lo r i 感染增加IkB激酶

(IKK)的活性, Capsaicin预处理经抑制IKK和
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降解I k B a来预防N F-κB信号激活 ,  因此认为

Capsaicin在H pylori感染中有抗炎特性. 
1.2 H pylori 感染对细胞增殖的影响 Schmees 
et al [4]发现H pylori分泌的GGT和胃黏膜持续

H pylori感染相关. H pylori感染使Ras依赖的信

号中断, G1细胞周期停滞, 抑制T细胞扩增. VacA
是一种由VacA基因分泌的空泡细胞毒素, 在50%
的H pylori菌株中存在, VacA抑制人类胃上皮细

胞由G1期向S期的进化, VacA过度表达通过激活

受体介导的凋亡caspase-8, 尤其是线粒体凋亡路

径caspase-9, 诱导上述细胞的凋亡. 因此, GGT、
VacA、Hsp8可能是抗H pylori的靶点. 
1.3 宿主的防护和免疫 与胃窦活检黏膜中性粒

细胞浸润有关的肥大细胞密度, 在H pylori感染

的患者中明显增加(尤其cagA, vacAs1/m1, babA2
阳性菌株)[5], 肥大细胞高密度同时和抗凋亡蛋

白Bcl-2、Bcl-x表达减少及促凋亡蛋白Bax、
caspase-3表达增加相关, 所以, 肥大细胞可能诱

发了胃上皮细胞的凋亡. 因此, H pylori感染的患

者, 胃窦部组织检测肥大细胞的数量可预示疾病

的活动性. 
H pylori可诱导诱生型NO合酶(iNOS)合成

NO, 杀死体外的H pylori . 然而, H pylori能够在

人体胃内存活. Bussiere et al [6]证明L -精氨酸限制

iNOS翻译, 体内内源性L -精氨酸的数量不足以

产生杀死H pylori的NO. 
H pylori通过MyD88(TLR衔接蛋白)信号通

路[7]诱导细胞介导的免疫. H pylori诱发的适应

性免疫中, TLRs激活树突状细胞, 控制抗原提

呈、共同刺激和细胞因子分泌. TLR、T细胞激

活依赖于MyD88. H pylori激活TLR可更好的理

解H pylori免疫机制. 

2  环氧合酶和前列腺素

环氧化酶抑制仍是上消化道黏膜损害的主要原

因. 目前对于缓和黏膜损伤的选择性COX抑制

和抗分泌药物使用尚存争议. 
2.1 动物研究 COX-1具有胃保护作用, COX-2有
促炎作用. 最近研究显示COX-1减少大肠埃氏

菌LPS诱导小鼠胃iNOS的增加, 具有临床意义, 
iNOS和黏膜损伤易感性增加有关[8], LPS减少

PGE2合成, 上调胃黏膜iNOS和COX-2表达. 非
选择性COX抑制剂和选择性COX-1抑制剂均加

重LPS诱导的胃损伤, 尽管外源性PGE2可逆转

COX抑制的作用. 研究认为非选择性NSAIDs在
怀疑LPS激活的患者中如脓血症应慎用. 

COX-2衍生的PGE2对于溃疡自愈有决定性
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作用, 而COX-1衍生的PGE2意义不大[9]. 非选择

性COX和选择性COX-2抑制剂降低溃疡自愈率. 
COX-2和非选择性COX抑制剂可逆转溃疡中

COX-2表达及PGE2水平的增加. COX-1受抑制, 
黏膜PGE2含量减少, 但不损害溃疡愈合, 也不促

进溃疡愈合. COX-2衍生的PGE2通过激活EP4
受体和上调VEGF、血管再生而增加溃疡愈合. 
尽管COX-1不促进胃溃疡愈合, Starodub et al [10]

发现COX-1-/-和COX-1+/-小鼠有缓慢胃上皮损害. 
COX-1对于早期细胞脱落增加损害的微观事件

中有保护胃上皮的作用. 
胆汁酸牛磺胆酸盐诱发的胃黏膜损害, 伴

有管腔碱化的抑制和酸分泌. 在损伤的鼠胃中, 
COX-1衍生的前列腺素抑制酸分泌. 这种前列腺

素诱导的酸抑制是由激活的PGE2/EP3和PGI2/
前列环素受体介导的. 
2.2 环氧合酶抑制剂的临床应用 随机前瞻性研

究评估选择性COX-2抑制剂(coxib)lumiracoxib, 
对于骨关节炎患者胃肠道的安全性 [11],  服用

NSAIDs和lumiracoxib并发溃疡的危险因素包括

年龄≥65, 男性, 非白色人种, 有胃肠出血或溃

疡病史. BMI<27被认为是NSAIDs服用者的危

险因素, 而低剂量的阿司匹林、吸烟、H pylori
阳性认为是服用lumiracoxib的危险因素. 对于

未服用阿司匹林而有胃肠并发症高风险的患者, 
lumiracoxib比传统的NSAIDs较少出现胃肠并发

症, 可用于骨关节炎的长期治疗. 
先前研究比较长期服用传统的NSAIDs和

coxib的胃肠结果, 却没有比较二者加上胃保护

综合治疗的效果. 非随机队列研究证实NSAIDs
和P P I的综合治疗比c o x i b单药治疗明显减少

NSAIDs服用者消化性溃疡的住院率, 有趣的是

萘普生服用者的住院率最高, 而布洛芬和罗非

考昔相当[12]. coxib和PPI综合治疗可提供最好的

胃保护. 在服用阿司匹林的患者中, 联合coxib和
PPI胃保护作用明显优于单用coxib或PPI. 研究

显示, 服用NSAIDs高风险患者应服用PPI综合治

疗职或者是用coxibs. 假如布洛芬伴或不伴PPI
的联合用药比较安全, 则coxib的需求重新考虑. 

3  NSAIDs诱发的胃肠损伤的治疗

NSAIDs相关的胃十二指肠病仍是上消化道黏膜

损伤的主要病因. 先前研究认为奥美拉唑、枸

橼酸铋对于NSAIDs诱发的溃疡、糜烂及症状

均有相同的预防作用, 奥美拉唑维持治疗复发

率低. 最近研究发现, 瑞巴派特增加胃黏液, 刺
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激内源性前列腺素合成, 在预防NSAIDs诱发的

消化性溃疡与枸橼酸铋有相同的疗效[13]. 瑞巴

派特可加速溃疡愈合, 抑制超氧化物的形成, 具
有抗炎活性. 研究认为尽管瑞巴派特和枸橼酸

铋对于NSAIDs诱发的胃肠道毒性预防具有相

同的保护作用, 但前者不良反应少, 包括腹泻、

下腹疼痛、恶心、腹胀. 比较瑞巴派特和硫糖

铝治疗慢性糜烂性胃炎的研究发现, 瑞巴派特

比硫糖铝能明显抑制H pylori感染的炎症, 增加

黏膜PGE2的合成. 因此瑞巴派特和PPI可作为

NSAIDs诱发损伤的治疗或预防的选择用药. 
雷贝拉唑第2代PPI, 在保护阿司匹林诱发的

胃十二指肠糜烂、溃疡能快速发挥作用. 先于

阿司匹林初始用药5 h口服雷贝拉唑, 第2-4天内

镜检查发现糜烂溃疡较少. 研究[14]证明雷贝拉唑

和H2受体拮抗剂雷尼替丁比较, 明显增加胃黏

膜PGE2和COX-2 mRNA的表达, 炎症介质LT-B4
的表达明显减少. 

遗传在药物代谢中起重要作用 ,  包括

NSAIDs诱发的胃十二指肠出血[13], NSAIDs和
COX-2选择性抑制剂由CYP2C9代谢, CYP2C9-3
变异比CYP2C9-2明显降低酶的活性, NSAIDs
诱发的胃肠道出血在CYP2C9-1, 2和CYP2C9-1, 
3基因型比C Y P 2 C 9 - 1 ,  1野生型更多见 . 
CYP2V9-2, 3与出血不相关. 纯合子CYP2C9-2, 
2和CYP2C9-3, 3很少见. 有趣的是CYP2C93等
位基因与较高的出血风险一致, CYP2C92等位

基因与出血风险不相关. 通过基因测定可避免

NSAIDs诱发的胃十二指肠出血的发作. 
除了NSAIDs诱发的胃损伤, 胃肠道还经常

受到氧化损伤. COX非选择性抑制剂消炎痛诱

发的胃黏膜损伤和活性氧及凋亡信号激活有关. 
最近动物实验研究硫氧还蛋白-1(thioredoxin-1, 
Trx-1)抗氧化和氧化还原调节功能可用来治疗

NSAIDs诱发的胃肠道溃疡[16]. Trx-1转基因小

鼠, 消炎痛诱发的出血性黏膜损害小, 野生型

小鼠损害则较大. 这种胃保护作用可能与PGE2
和COX无关, 因为消炎痛在野生型及Trx-1转基

因型的小鼠中对PGE2的合成均有抑制. 人重组

Trx-1抑制消炎痛诱发的小鼠胃黏膜(RGM)细胞

内ROS的增加, 在Trx-1转基因小鼠及rt Trx-1预
处理的细胞中, 消炎痛诱发的抗凋亡蛋白生存

素的下调及凋亡抑制的Akt磷酸化受抑制, Trx-1
抑制磷酸化和弹力蛋白同系物(PTEN), PTEN在

染色体10被删除促进凋亡. Trx-1还通过磷酯酰

肌醇对Akt激活起负性调节作用. 因此, 清除活

性氧, 调节PTEN/Akt/存活素通路, Trx-1及Trx-1
诱导剂如替普瑞酮为胃肠黏膜损伤的治疗预防

可提供吸引人的治疗选择. 

4  存活素-抗凋亡蛋白

存活素, 凋亡蛋白抑制剂家族, 对于胚胎、胎儿

发育、组织再生及致癌具有关键性作用. 消炎

痛降低存活素在胃黏膜上皮和培养的胃上皮

RGM-1细胞的表达机制最近才阐明. 消炎痛诱发

的存活素下调发生在转录后水平, 降低存活素蛋

白而不是mRNA, 另外还降低存活素蛋白的半衰

期. 存活素通过泛素化及蛋白酶通路降解(消炎

痛治疗后存活素蛋白泛素化及总量增加), 蛋白

酶抑制剂延长存活素半衰期. 蛋白酶抑制剂的预

处理预防消炎痛诱发的存活素下调. 过度表达存

活素的细胞株可抵抗消炎痛诱发的损害和凋亡. 
存活素同时对乙醇诱发的胃上皮细胞损伤

也有保护作用[17]. 在用小剂量、细胞保护性乙醇

浓度预处理的RGM-1细胞中, 总的及磷酯化的存

活素蛋白表达增加; 这牵涉到新的蛋白合成, 无
新生的mRNA, 这些预处理细胞显示出p34cdc2
细胞周期蛋白依赖性激酶活性增加, 使存活素磷

酸化并稳定其作用. 抑制p34cdc2可逆转用乙醇

预处理引起的存活素蛋白表达的增加, 并降低由

乙醇诱发的细胞毒的保护作用. 存活素蛋白表达

下降同时也减弱对乙醇诱发的细胞毒及凋亡的

细胞保护作用. 相反, 存活素过度表达, 抵抗损伤

的能力增强.  因此, 认为小鼠胃黏膜暴露于乙醇

时, p34cdc2酶作为存活素磷酸化的主要介质, 对
胃黏膜细胞保护有着至关重要的作用. 

5  食欲素

Bengtsson et al [18]研究发现了胃肠道和中枢神经系

统间有趣的联系. 食欲素-A, 一种在十二指肠黏膜

表达的食欲调控肽, 刺激小鼠十二指肠碳酸氢盐

分泌(DBS). 这是由外周食欲素受体-1(OX-1)介导

的, 不依赖于胆碱能通路. 禁食减少十二指肠黏膜

OX1、OX2受体mRNA表达, 和禁食过夜后OX诱

发的DBS减少相一致. 可口可乐等碳酸饮料也增

加鼠类胃和十二指肠DBS, 被消炎痛和乙酰唑胺

抑制. 因此认为碳酸饮料诱发的HCO3的分泌可能

系饮料中的酸和高PCO2产生的碳酸酐酶和内源

性前列腺素介导的. 

6  Mucin-1

Mucin-1在胃肠道的重要性近来尤其突出[19]. 空
肠弯曲杆菌感染快速增加正常小鼠MUC-1胃肠

■相关报道
Motawi et al 报道
消炎痛处理的小
鼠胃溃疡指数、

胃液酸度、组织
髓过氧化物酶、

活性、血清NO、

组织共轭烯增加, 
同时组织NO、组
织谷胱甘肽、谷
胱甘肽还原酶、

超氧化酶歧化酶
活性下降. 胃液黏
蛋白含量及组织
谷胱甘肽过氧化
物酶活性无变化.



www.wjgnet.com

表达. Muc-1-/-小鼠感染后1 wk细菌全身性播散, 
MUC-1+/+小鼠却没有. Muc-1-/-小鼠凋亡增加, 上
皮细胞及绒毛上皮脱落较常见. Muc-1-/-定居的

H pylori  5倍于野生型小鼠, Muc-1+/-小鼠定居量

居于MUC-1+/+和Muc-1-/-小鼠之间[19]. 野生型小

鼠感染H pylori后2 mo发生轻度胃炎, 而Muc-1-/-

鼠壁细胞丢失发展成萎缩性胃炎. 总之, 细胞表

面黏蛋白, 尤其MUC-1在针对感染的动态黏膜

防护中有重要的作用. 

7  来普汀及其潜在的胃保护作用

来普汀, 由脂肪细胞产生的饱肽, 在消化系中的

功能不明确, Motawi et al [20]报道消炎痛处理的

小鼠胃溃疡指数、胃液酸度、组织髓过氧化物

酶、活性、血清NO、组织共轭烯增加, 同时组

织NO、组织谷胱甘肽、谷胱甘肽还原酶、超氧

化酶歧化酶活性下降. 胃液黏蛋白含量及组织

谷胱甘肽过氧化物酶活性无变化. 来普汀预处

理增加黏蛋白和组织NO合成减低胃溃疡指数

及中性粒细胞浸润. 同时来普汀还可恢复谷胱

甘肽还原酶及超氧化物歧化酶活性. 然而, 胃液

酸度、血清NO、谷胱甘肽及共轭二烯无变化. 
根据这些结果, 来普汀通过减轻中性粒细胞浸

润、NO合成、氧化应激对消炎痛诱发的黏膜损

伤具有保护作用. 

8  基质金属蛋白酶在胃保护中的作用

基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)
参与细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的
重塑. 在胃上皮细胞、巨噬细胞、中性粒细胞

发现的一种炎症蛋白MMP-9的表达, 和胃溃疡

严重程度相关[21]. 乙醇诱发胃溃疡的严重程度

和前MMP-9的上调及MMP-2分泌的下调一致. 
此外, 炎症因子TNF-α在乙醇诱发的溃疡中触

发MMP-9的分泌. 法莫替丁和抗氧化剂N-乙酰

半胱氨酸、二甲亚砜通过减少小鼠胃组织中

TNF-α及IL-6表达而减少前MMP-9的分泌. 抗
氧化剂减少MMP-9基因表达, 抑制炎症细胞浸

润和髓过氧化物酶催化反应, 抑制脂质过氧化

反应和蛋白羟基化作用, 从而保护胃黏膜. 裉
黑色素抑制前MMP-9的活性, 上调组织金属蛋

白酶抑制因子(TIMP-1、TIMP-2)对乙醇诱发

的氧化损伤具有胃保护作用[22]. 褪黑色素同时

通过抑制TNF-α下调MMP-9. 和野生型小鼠相

比, MMP-9-/-的小鼠杯状细胞数量增加, MUC-2
表达增加, 主要由杯状细胞分泌的黏蛋白形成

肠黏液层. Kruppel样因子(kruppel-like factor 4, 

KLF-4)和Ets样因子(Ets-like factor 3, Elf-3)(参与

杯状细胞终末分化的转录因子)也上调, MMP-9
过度表达预防杯状细胞分化, 增加细菌黏附, 结
果导致感染易感性增加. 因此, MMP-9通过调节

小肠结肠杯状细胞分化来调节MUC-2的表达. 

9  碳酸氢盐分泌

关于碳酸氢盐分泌的调节有新的进展. 动脉内

及管腔内尿苷、鸟苷蛋白以及内源性鸟苷酸

环化酶[GCC, 一种囊性纤维化跨膜传输调节子

(CFTR)]配体刺激离体DBS[23], 给鼠注射鸟苷蛋

白, DBS由选择性褪黑色素拮抗剂2-苯基-N-乙
酰色胺和外周毒蕈碱拮抗剂硝酸甲酯阿托品逆

转, 认为注射给予鸟苷蛋白诱发的DBS是通过褪

黑色素和胆碱能介质介导通路. 当腔内灌注鸟

苷蛋白时, 2-苯基-N -乙酰色胺和阿托品对于碳

酸氢盐分泌没有作用或很小作用, 认为腔内鸟

苷蛋白直接刺激碳酸氢盐分泌. 
DBS也受十二指肠刷状缘小肠碱性磷酸酶

(IAP)活性的影响[24]. 首次离体评估IAP活性依赖

于腔内H pylori和DBS, 认为IAP活性受催化部位

局部pH影响. 酶的最适pH大于9, IAP活性也受局

部pH的调节, IAP的抑制增加DBS. 另有观点认

为, P2选择性拮抗剂苏拉明降低DBS, 因此, DBS
可能由结合到P2受体表面的管腔外生嘌呤信号

系统、ATP释放, pH调节的磷酸酶活性调节. 
PGE2增加十二指肠黏膜磷脂酰肌醇-3激酶

(PI3K), 通过新的循环的AMP、Ca2t、PI3K依赖

性信号通路刺激DBS. 在鼠科的十二指肠, PGE2
经由EP3、EP4、NOR3受体增加HCO3

-分泌. 非
选择性磷酸二酯酶抑制剂(PDE)参与了PGE2和
NOR3的反应, 在鼠类的十二指肠, PDE1、PDE3
参与调节HCO3的分泌, 两个同工酶均参与PGE2/
cAMP的反应, PDE1调节对NO/cGMP的反应. GCC
敲除的小鼠, 大肠埃氏菌热稳定肠毒素(STa)刺激

DBS, 表明在十二指肠存在非GCC受体. STa、尿

苷蛋白、鸟苷蛋白刺激GCC敲除小鼠的DBS, 尿
苷蛋白、鸟苷蛋白诱发的DBS由格列苯脲(CFTR
抑制剂)抑制, 而STa诱发的DBS由DIDS抑制. 因
此, 尿苷蛋白、鸟苷蛋白刺激的DBS是CFTR依赖

性的, STa诱发的DBS是不依赖于CFTR[25]. 这些研

究为囊性纤维病提供了新的分子治疗靶点. 

10  结论

至2008年, 发现了新的关于来普汀、存活素、

MMP的胃十二指肠防护机制, DBS调节的新机

制, 对于H pylori感染如何损伤黏膜有了新的理
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■应用要点
至2008年 ,  发现
了新的关于来普
汀 、 存 活 素 、

MMP的胃十二指
肠防护机制, DBS
调节的新机制, 对
于H pylori 感染如
何损伤黏膜有了
新的理解. 胃十二
指肠黏膜防御机
制的新发现将为
临床提供更有效
安全的治疗.
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解. 胃十二指肠黏膜防御机制的新发现将为临

床提供更有效安全的治疗. 未来, 我们还要研究

胃十二指肠黏膜针对酸和毒物损伤的防护方式, 
在治疗上取得更多的进展. 

11      参考文献
1 Dannhardt G, Kiefer W. Cyclooxygenase inhibitors-

-current status and future prospects. Eur J Med 
Chem 2001; 36: 109-126

2 Allen A, Flemström G. Gastroduodenal mucus 
bicarbonate barrier: protection against acid and 
pepsin. Am J Physiol Cell Physiol 2005; 288: C1-C19

3 Holzer P. Efferent-like roles of afferent neurons in 
the gut: Blood flow regulation and tissue protection. 
Auton Neurosci 2006; 125: 70-75

4 Schmees C, Prinz C, Treptau T, Rad R, Hengst L, 
Voland P, Bauer S, Brenner L, Schmid RM, Gerhard 
M. Inhibition of T-cell proliferation by Helicobacter 
p y l o r i g a m m a - g l u t a m y l t r a n s p e p t i d a s e . 
Gastroenterology 2007; 132: 1820-1833

5 Hofman V, Lassalle S, Selva E, Kalem K, Steff A, 
Hébuterne X, Sicard D, Auberger P, Hofman P. 
Involvement of mast cells in gastritis caused by 
Helicobacter pylori: a potential role in epithelial cell 
apoptosis. J Clin Pathol 2007; 60: 600-607

6 Chaturvedi R, Asim M, Lewis ND, Algood 
HM, Cover TL, Kim PY, Wilson KT. L-arginine 
availability regulates inducible nitric oxide 
s y n t h a s e - d e p e n d e n t h o s t d e f e n s e a g a i n s t 
Helicobacter pylori. Infect Immun 2007; 75: 4305-4315

7 Rad R, Brenner L, Krug A, Voland P, Mages J, 
Lang R, Schwendy S, Reindl W, Dossumbekova 
A, Ballhorn W, Wagner H, Schmid RM, Bauer S, 
Prinz C. Toll-like receptor-dependent activation of 
antigen-presenting cells affects adaptive immunity 
to Helicobacter pylori. Gastroenterology 2007; 133: 
150-163.e3

8 West SD, Suliburk JW, Helmer KS, Mercer DW. 
Cyclooxygenase-1 suppresses lipopolysaccharide-
induced changes in rat gastric inducible nitric oxide 
synthase. Crit Care Med 2008; 36: 572-579

9 Hatazawa R, Tanaka A, Tanigami M, Amagase K, 
Kato S, Ashida Y, Takeuchi K. Cyclooxygenase-2/
prostaglandin E2 accelerates the healing of gastric 
ulcers via EP4 receptors. Am J Physiol Gastrointest 
Liver Physiol 2007; 293: G788-G797

10 Starodub OT, Demitrack ES, Baumgartner HK, 
Montrose MH. Disruption of the Cox-1 gene slows 
repair of microscopic lesions in the mouse gastric 
epithelium. Am J Physiol Cell Physiol 2008; 294: 
C223-C232

11 Hawkey CJ, Weinstein WM, Smalley W, Gitton 
X, Sallstig P, Stricker K, Krammer G, Mellein 
B, Richard D, Matchaba P. Effect of risk factors 
on complicated and uncomplicated ulcers in 
the TARGET lumiracoxib outcomes s tudy. 
Gastroenterology 2007; 133: 57-64

12 García Rodríguez LA, Barreales Tolosa L. Risk of 
upper gastrointestinal complications among users 
of traditional NSAIDs and COXIBs in the general 
population. Gastroenterology 2007; 132: 498-506 

13 Park SH, Cho CS, Lee OY, Jun JB, Lin SR, Zhou LY, 
Yuan YZ, Li ZS, Hou XH, Zhao HC, Kachintorn 
U, Kositchaiwat C, Lertkupinit C. Comparison of 

Prevention of NSAID-Induced Gastrointestinal 
Complications by Rebamipide and Misoprostol: A 
Randomized, Multicenter, Controlled Trial-STORM 
STUDY. J Clin Biochem Nutr 2007; 40: 148-155

14 Okazaki M, Shimizu I, Ishikawa M, Fujiwara S, 
Yamamoto H, Shiraishi T, Horie T, Iuchi A, Ito 
S. Gastric mucosal levels of prostaglandins and 
leukotrienes in patients with gastric ulcer after 
treatment with rabeprazole in comparison to 
treatment with ranitidine. J Med Invest 2007; 54: 
83-90

15 Pilotto A, Seripa D, Franceschi M, Scarcelli C, 
Colaizzo D, Grandone E, Niro V, Andriulli A, 
Leandro G, Di Mario F, Dallapiccola B. Genetic 
susceptibility to nonsteroidal anti-inflammatory 
drug-related gastroduodenal bleeding: role 
o f c y t o c h r o m e P 4 5 0 2 C 9 p o l y m o r p h i s m s . 
Gastroenterology 2007; 133: 465-471

16 Tan A, Nakamura H, Kondo N, Tanito M, Kwon 
YW, Ahsan MK, Matsui H, Narita M, Yodoi J. 
Thioredoxin-1 attenuates indomethacin-induced 
gastric mucosal injury in mice. Free Radic Res 2007; 
41: 861-869

17 Jones MK, Padilla OR, Webb NA, Norng M. The 
anti-apoptosis protein, survivin, mediates gastric 
epithelial cell cytoprotection against ethanol-
induced injury via activation of the p34(cdc2) 
cyclin-dependent kinase. J Cell Physiol 2008; 215: 
750-764

18 Bengtsson MW, Mäkelä K, Sjöblom M, Uotila S, 
Akerman KE, Herzig KH, Flemström G. Food-
induced expression of orexin receptors in rat 
duodenal mucosa regulates the bicarbonate 
secretory response to orexin-A. Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol 2007; 293: G501-G509

19 McGuckin MA, Every AL, Skene CD, Linden SK, 
Chionh YT, Swierczak A, McAuley J, Harbour S, 
Kaparakis M, Ferrero R, Sutton P. Muc1 mucin 
limits both Helicobacter pylori colonization of the 
murine gastric mucosa and associated gastritis. 
Gastroenterology 2007; 133: 1210-1218

20 Motawi TK, Abd Elgawad HM, Shahin NN. 
Gastroprotective effect of leptin in indomethacin-
induced gastric injury. J Biomed Sci 2008; 15: 405-412

21 Lempinen M, Inkinen K, Wolff H, Ahonen J. Matrix 
metalloproteinases 2 and 9 in indomethacin-induced 
rat gastric ulcer. Eur Surg Res 2000; 32: 169-176 

22 Swarnakar S, Mishra A, Ganguly K, Sharma AV. 
Matrix metalloproteinase-9 activity and expression 
is reduced by melatonin during prevention of 
ethanol-induced gastric ulcer in mice. J Pineal Res 
2007; 43: 56-64

23 Bengtsson MW, Jedstedt G, Flemström G. Duodenal 
bicarbonate secretion in rats: stimulation by intra-
arterial and luminal guanylin and uroguanylin. 
Acta Physiol (Oxf) 2007; 191: 309-317

24 Akiba Y, Mizumori M, Guth PH, Engel E, Kaunitz 
JD. Duodenal brush border intestinal alkaline 
phosphatase activity affects bicarbonate secretion in 
rats. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2007; 293: 
G1223-G1233

25 Sellers ZM, Mann E, Smith A, Ko KH, Giannella 
R, Cohen MB, Barrett KE, Dong H. Heat-stable 
enterotoxin of Escherichia coli (STa) can stimulate 
duodenal HCO3(-) secretion via a novel GC-C- and 
CFTR-independent pathway. FASEB J 2008; 22: 
1306-1316

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

■同行评价
本 文 内 容 丰 富 , 
参考文献引用合
理 ,  具 有 较 好 的
可读性.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年7月8日; 17(19): 1962-1966
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

气体信号分子在肝硬化门静脉高压形成中的作用

宋丽秀, 郑 勇

宋丽秀, 郑勇, 石河子大学医学院第一附属医院消化科 新疆
维吾尔族自治区石河子市 832000
国家自然科学基金资助项目, No. 30850004
作者贡献分布: 本文综述由宋丽秀完成; 郑勇审校.
通讯作者: 郑勇, 主任医师, 832000, 新疆维吾尔族自治区石河子
市, 石河子大学医学院第一附属医院消化科. silia623@sina.com
电话: 0993-2858573
收稿日期: 2009-05-06   修回日期: 2009-06-14
接受日期: 2009-06-15   在线出版日期: 2009-07-08

Role of gaseous signal 
molecules in the development 
of hepatic cirrhosis with portal 
hypertension 

Li-Xiu Song, Yong Zheng

Li-Xiu Song, Yong Zheng, Department of Gastroenterol-
ogy, the First Affiliated Hospital, College of Medicine, Shi-
hezi University, Shihezi 832000, Xinjiang Uygur Autono-
mous Region, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30850004
Correspondence to: Yong Zheng, Department of Gastro-
enterology, the First Affiliated Hospital, College of Medi-
cine, Shihezi University, Shihezi 832000, Xinjiang Uygur 
Autonomous Region, China. silia623@sina.com
Received: 2009-05-06    Revised: 2009-06-14
Accepted: 2009-06-15    Published online: 2009-07-08 

Abstract
Nitrogen monoxide, carbon monoxide and hy-
drogen sulfide are three types of endogenous 
gas molecules that are able to exert diverse 
biological effects. As they can dilate blood ves-
sels and suppress platelet aggregation and cell 
multiplication, the research on these gas signal 
molecules has become active. Their role in the 
development of hepatic cirrhosis with portal hy-
pertension has gradually attracted more atten-
tion. Here, we will review the role of these gas 
signal molecules in the development of hepatic 
cirrhosis with portal hypertension. 

Key Words: Gas signal molecule; Hepatic cirrhosis; 
Portal hypertension
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摘要
内源性气体分子一氧化氮(nitric oxide, NO)、
一氧化碳(carbon monoxide, CO)和硫化氢
(hydrogen sulfide, H2S)是具有广泛生物学效
应的3种气体信号分子, 由于他们具有舒张血
管、抑制血小板聚集和抑制细胞增殖等生物
功能, 使得近几年来关于气体信号分子的研
究逐步活跃起来, 其在肝硬化门静脉高压中
的作用已经逐渐引起人们的重视, 现就此作
一综述. 

关键词: 气体信号分子; 肝硬化; 门静脉高压
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0  引言

门静脉高压症是以门静脉系统血流动力学异常

为特征, 主要表现为门静脉压力的异常增高、

脾大、腹水和门体侧支循环形成等的一组临床

综合征, 而高动力循环是肝硬化门脉高压的特

征性改变, 表现为: 动脉血压降低, 心率加快, 心
输出量增加, 外周血管阻力下降. 动脉血压降低, 
心率加快是肝硬化患者高动力循环的主要特征. 
这种高动力循环的状态的发生机制中, 目前国

内外的研究结果已经达成共识, 即内脏及外周

血管广泛扩张是其主要原因所在, 可能与血管

扩张物质增多、缩血管物质相对减少以及血管

对内源性缩血管物质反应性降低有关[1-2]. 迄今

发现有3种气体信号分子即NO、CO和H2S参与

血管张力的调节, 这3种气体信号分子在肝硬化

门静脉高压中的作用越来越受到重视. 

1  内源性NO的生成调节及舒血管效应

NO是一种活性很强的自由基, 具有氧化、还原

特性. 内源性NO是由左旋精氨酸(L-Arg)通过

一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)的催

化, 脱去胍基末端氮原子与氧结合而成. 在NO
合成过程中, NOS是一重要的限速酶, 目前已经

确定的NOS有3型: 神经原型NOS(neuronal NOS, 

®

■背景资料
一氧化氮(NO)、
一氧化碳(CO)、
硫化氢(H2S)是可
以导致血管舒张
的3种气体信号分
子, 近年来关于这
3种气体分子与肝
硬化门静脉高压
的研究开始受到
诸多学者的重视, 
然而仍有很多问
题未解决, 对于现
有研究的回顾将
会对更深层次的
研究提供依据和
思路.
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nNOS)、诱导型NOS(inducible NOS, iNOS)和内

皮型NOS(endothelial NOS, eNOS). Ⅰ型为神经

型(nNOS), 主要分布在神经元细胞, 参与神经信

息传递; Ⅱ型为诱导型(iNOS), 分布广泛, 主要

参与炎症反应; Ⅲ型为内皮型(eNOS), 主要分布

于内皮细胞, 起着维持血液和淋巴循环的作用. 
nNOS、eNOS在静息期细胞持续表达, 产生低浓

度的NO, 发挥生理性调节作用, 所以也统称为

结构型NOS(constitutive NOS, cNOS), 受Ca2+-钙
调素(calmodulin, CaM)调控. 而iNOS在静息期细

胞不表达, 在细胞受到各种刺激因子例如内毒

素、白介素-1β(interleukin-1β, 1L-1β)、肿瘤坏死

因子-α(tumor ecrosis factor-α, TNF-α)、干扰素

-γ(interferon-γ, IFN-γ)等作用后可诱导激活iNOS, 
以不依赖Ca2+-CaM调控的方式促进NO的快速合

成, 发挥特定的病理生理调节作用. L -精氨酸类

似物NG-单甲基-L -精氨酸、Nω-硝基-L -精氨酸

甲酯(L-NAME)、NG-硝基-L-精氨酸及N-亚胺基

已基-L -鸟氨酸等均是NOS的竞争性抑制剂, 可
抑制内源性NO的产生. 

NO的生物学效应主要通过靶细胞膜上的

受体介导, 推测受体可能为酶或酶分子中的Fe2+,
或血红素, NO和受体结合后,激活靶细胞膜上

的鸟苷酸环化酶, 使三磷酸鸟苷酸(guanosine 
t r i p h o s p h a t e, G T P)转化成3 ' ,5 '环化鸟苷酸

(guanosine 3', 5'-cryclic monophosphate, cGMP), 
进而激活cGMP依赖性蛋白激酶, 使cGMP合成增

加,并发挥第二信使作用, 如降低胞内游离钙、

扩张血管、抑制血小板的聚集和黏附等[3]. 而胞

内钙浓度降低又可减少Ca2+-钙调素-肌球蛋白轻

链激酶复合物形成, 肌球蛋白轻链脱磷酸化, 从
而使血管平滑肌舒张, 扩张血管, 调节人体血压

和血流分布. 

2  内源性CO的生成调节及舒血管效应

CO是生理条件下产生的低相对分子质量物质. 
人体内75%的CO来源于循环中红细胞的分解

代谢, 18%来源于肝脏血红素酶系统, 7%来源于

无效红细胞的分解代谢. 人类和哺乳动物内源

性CO的产生途径至少有2条: 一是依赖NADPH
的微粒体的脂质过氧化产生的; 另一种是依赖

NADPH和细胞色素P450的血红素氧合酶(HO)
催化血红素分解产生的. 细胞色素P450还原酶

供应电子给HO, HO将血红素降解为CO、胆绿

素, 这2种产物也已经被认为具有影响神经元活

动的多种功能[4]. HO是哺乳动物和啮齿动物组

织细胞微粒体中的一种蛋白酶, 他有3种异构型: 
HO-1、HO-2和HO-3[5-7]. HO-1为诱生型(in-duc-
ible), 编码基因位于染色体22q12, 主要分布于

网状内皮细胞丰富的组织中, 肝、脾最多, 大鼠

中HO-1主要分布在Kupffer细胞, HO-1可被许多

药物和刺激诱导, 包括金属离子、血红素、有

机溶剂、激素、细菌毒素、烷基化药物. HO-1
及其产物有抗氧化应激、抗凋亡、抗炎症及改

善微循环等作用. 有研究表明HO-1参与胚胎和

血管的发育[8-9], 另外HO-1不仅在机体生理状态

下发挥作用, 更主要是在机体的其他非正常状

态或应激状态发挥作用, HO-1也被称为热休克

蛋白或应激蛋白, 在机体的应激状态下, HO-1可
被激活产生CO[10]. HO-2和HO-3为原生型, HO-2
编码基因位于染色体16q13.3, 主要分布于脑、

睾丸和肝组织中,  在大鼠肝细胞中HO-2含量最

丰富, 与HO-1不同, HO-2只能被肾上腺皮质激

素诱导, 目前已经证明了HO-2有调节神经递质

的释放和维持肝窦的低张力状态. HO-3在脾、

肝、脑、睾丸、心、肾、前列腺中均有发现, 
其催化活性最弱, 功能尚不清楚[11]. HO的作用底

物本质上是铁原卟啉(FePP), HO仅能辨认卟啉

环, 不能辨认环内金属, 所以与FePP结构极其相

似的非生理性金属原卟啉如锌原卟啉(ZnPP)、
锡原卟啉(SnPP)、铜原卟啉(CuPP)等均能与

FePP竞争而抑制HO的活性. 
CO主要通过可溶性鸟苷酸环化酶-环磷酸

鸟苷(sGC-cGMP)途径参与调节血管的舒张效应. 
CO与sGC的亚铁血红素部分有很高的亲合力, 可
以相互结合产生一种CO-亚铁血红素(CO-heme), 
他可以与该酶的卟啉部分相结合,在其催化部位

附近导致构型改变, 从而激活cGMP, 导致cGMP
生成增多, 发挥细胞内第二信使的效应[12]. 

3  内源性H2S的生成调节及舒血管效应

H2S是继NO、CO后发现的第3种内源性气体信

号分子, 带有特征性的臭鸡蛋气味, 并一直被认

为是毒性气体, 但自20世纪90年代以来的研究发

现, 内源性的H2S存在于哺乳动物的多种组织、

器官[13-14], 通过多种调节方式和信号转导形式发

挥多种生理病理作用: 松弛血管及消化道平滑

肌[15]、改变对海马的长时程增强(LTP)作用的诱

导[16]、调节下丘脑促肾上腺皮质激素释放激素

(CRH)的释放[17]、抑制血管平滑肌细胞的增殖

效应[18]、调节人海绵体平滑肌的松弛[19]. 内源性

H2S在哺乳动物体内的产生有3条途径, 其中两

■相关报道
有学者研究发现: 
外源性给予H2S的
供体NaHS后, 门
静脉压力并没有
降低 ,  反而增加 , 
这在理论上与其
他学者的研究有
分歧. 因此, 关于
硫化氢的具体作
用机制仍需进一
步深入研究. 

■研发前沿
目前, 关于一氧化
氮、一氧化碳在
肝硬化门静脉高
压形成中的作用
已经研究了多年, 
并得出了较一致
的结论, 但关于新
出现的气体信号
分子-硫化氢在此
方面的研究国内
外并不多见, 尤其
是关于三者之间
的网络调节机制,  
目前尚不明确. 
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条是5'-磷酸吡哆醛的酶依赖调途径, 即: 胱硫醚

-β-合成酶(CBS)和胱硫醚-γ-裂解CSE)途径[14], 第
3条是通过半胱氨酸转移酶途径, 含硫的氨基酸

如半胱氨酸、蛋氨酸和同型半胱氨酸等为底物

催化而生成. 生成的硫化氢1/3以H2S气体形式、

2/3以硫氢化钠(NaHS)形式存在, NaHS体内可

解离为钠离子和硫氢根离子, 后者与体内氢离

子结合生成H2S, H2S和NaHS之间形成动平衡. 
在一些组织中生成H2S时CBS、CSE二者是必

需的; 在另一些组织中, 仅有一个酶即可. 因此, 
CBS和CSE的表达是组织特异性的. 神经系统内

主要有CBS分布, 而没有CSE表达[20]; 回肠、肝

脏和肾脏则同时有CBS和CSE表达; 在主动脉、

肺动脉、肠系膜动脉、尾动脉和门静脉上有

CSE表达而无CBS分布. 
H2S诱导的血管舒张与NO和CO不同, 其诱

导的血管舒张效应不是由鸟苷酸环化酶cGMP
通路介导的 ,  可能与以下机制有关 :  (1)通过

KATP通道途径使容量血管平滑肌舒张; (2)由
KATP通道和内皮源性超极化因子共同参与对

阻力血管的舒张作用; (3)细胞外Ca2+依赖性Ca2+

的跨膜转运对平滑肌的收缩具有直接的作用,  
H2S的舒血管效应可能由外Ca2+依赖性机制所

介导. 

4  肝硬化门静脉高压形成时NO的产生及作用

Vallance及Moncada曾假设肝硬化时, 有强大扩

血管活性的NO可能与血流动力学的紊乱有关, 
内源性NO在肝硬化高动力循环中的作用引起了

人们的极大注意. 近年来研究表明NO在肝硬化

高血流动力学状态及门静脉高压的形成、维持

和加重中起着重要作用. 在正常情况下大鼠门

静脉血和下腔静脉血均可测到NO, 肝组织内也

有少量NOS活性, 但主要以eNOS表达为主. NOS
在肝硬化时表达明显增强 ,  而且肝硬化早、

中、晚期的表达逐渐增强, 与肝功能Child分级

呈正相关. Lee et al [21]和Shears et al [22]研究发现,
用eNOS基因治疗动脉移植物能起到对移植物的

保护作用, 而用缺乏eNOS表达活性的移植物后

再转染iNOS基因, 同样能起到保护作用. 
NO作为一种重要的细胞内信使, 他在体内

的大量异常生成可导致肝硬化门静脉高压形成

已为许多基础和临床研究所证实. 目前普遍认

为其大量产生的原因主要是因为肝硬化时门-体
侧支循环的形成及脾动-静脉分流使门静脉循环

始终存在内毒素, 这些内毒素未经肝脏处理直

接进入体循环, 从而增加了iNOS表达, 使NO大

量合成和释放. 

5  肝硬化门静脉高压形成时CO的产生及作用

肝脏实质细胞产生的CO不仅在维持门脉舒张、

保持肝窦松弛中起着关键的作用, 而且在防止

肝细胞的凋亡和保护肝细胞方面有着重要的

作用. Pannen et al [23]用ZnPP(HO抑制剂)消除

内源性CO, 能引起肝血管阻力的明显升高, 而
L -NAME(NOS抑制剂)仅能引起肝血管阻力轻

微上升, 说明NO对肝窦的调节是很小的. 有学

者[24-25]用双荧光染色法证明了CO是通过作用于

肝窦周围的肝星状细胞起作用的. 郑勇 et al研究

了不同时期肝硬化大鼠下腔静脉和门静脉血中

的CO浓度, 发现: 肝硬化早期, 下腔静脉血及门

静脉血CO浓度无明显改变, 只在Ⅱ期以后CO浓

度才明显升高, 但Ⅲ期下腔静脉血及门静脉血

CO浓度却低于Ⅱ期大鼠; 另外此项研究还发现

了肝硬化大鼠门静脉血中CO浓度明显高于下腔

静脉, 进一步说明了CO与门静脉高压有密切的

关系[26-27]. 
肝硬化门静脉高压时, CO过量产生, 一方

面可以松弛肝血窦、对抗血管阻力增加; 另一

方面也可引起内脏血管过度扩张、血管阻力下

降、血流量增加, 引起并加重门静脉高压的高

动力循环. 目前CO过量产生的原因尚不清楚, 可
能由于肝硬化时有内毒素血症、肿瘤坏死因子

及NO升高等, 刺激HO-1的高表达, 其下游产物

CO可能相应增加. 

6  肝硬化门静脉高压形成时H2S的产生及作用

内源性H2S作为重要的新型气体信号分子参与

调节平滑肌的舒张功能, 已经证明了内源性H2S
水平的降低在自发性高血压的形成、心血管系

统功能与结构的调节上起了重要的作用. CSE/ 
H2S通路参与许多心血管系统疾病的病理生理

过程,如低氧性肺动脉高压、高肺血流性肺动脉

高压. H2S作为重要的血管活性因子, 在门静脉

高压症的发病中也日益引起重视.
国外2003年报道[28], 含H2S的混合气体可引

起大鼠肝脏生化结构重组, 长期(>2 wk)暴露于

低剂量和短期暴露于高剂量含H2S的混合气体

可导致肝细胞可逆性变化. Fiorucci et al [29]近期

又发现CSE在肝细胞和星状细胞内表达, 而窦

细胞则不表达, 星状细胞活化时, CSE的mRNA
表达下调, CSE含量降低, H2S的合成减少, 由于

H2S能够抑制Ⅰ、Ⅲ型前胶原的合成, 因此星状

■应用要点
本文进一步研究
肝硬化发生发展
的机制, 为肝硬化
门静脉高压的临
床治疗提供理论
基础.
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细胞H2S的减少对Ⅰ、Ⅲ型胶原的抑制也降低, 
这在肝硬化和门脉高压的形成中具有重要意义. 
虽然H2S在肝硬化门静脉高压方面已有相关研

究报道, 但其对肝硬化门静脉高压的发生作用

和机制目前尚不清楚. 有学者[30]推测H2S可能通

过以下途径在门静脉高压中发挥作用: (1)H2S参
与调节平滑肌的舒张; (2)H2S抑制血管平滑肌细

胞的增殖; (3)H2S诱导血管平滑肌细胞的凋亡. 

7  气体信号分子在肝硬化门静脉高压形成时的

相互作用

大量的研究已经证明了NO、CO和H2S这3种气

体信号分子各自在肝硬化门静脉高压形成中所

扮演的重要角色, 但他们的作用机制并不相同. 
在肝硬化门静脉高压的形成过程中, 他们相互

之间是否存在网络调控的关系呢？

7.1 NO与CO在肝硬化门静脉高压形成中的相互

关系 NOS/NO系统和HO/CO系统在生物活性及

功能上具有许多类似之处, 并且他们的调节作

用是密切相关的. 刘秀梅 et al [31]通过复制门静脉

高压大鼠和假手术大鼠模型, 发现门静脉高压

组NO、CO较假手术组明显增高, 且与门静脉压

力呈正相关, 与外周动脉血管压力及门静脉血

流量呈负相关. 说明了NO、CO的过度形成和释

放对门静脉高压的形成和维持起重要作用. 郑勇 
et al [32]研究发现正常人的外周血和门静脉中均

可测定NO、CO, 且浓度接近, 但肝硬化组的门

静脉和下腔静脉中NO、CO水平较正常人明显

升高, 进一步说明了NO、CO在肝硬化门静脉高

压形成中的作用. Hotezel et al [33]证明了给予NO
抑制剂后, 可上调肝脏HO-1水平. 
7.2 NO与H2S在肝硬化门静脉高压形成中的相

互关系 实验证明[13]了NO可以促进H2S的产生, 
并且增强其舒血管作用: 单独应用H2S引起的血

管舒张效应很微弱, 而在NO存在的情况下, 舒张

效应可以增加13倍, 而其他内源性硫化物如L-半
胱氨酸、谷胱甘肽本身或与NO协同都不能引起

血管平滑肌舒张. 病理状态下, NO对H2S/CSE体
系表现出抑制作用[34]. 但H2S对NO的影响目前

还不清楚. 有研究者认为内源性H2S可抑制肺动

脉内皮细胞的血管内皮NOS(eNOS)表达, 血清

NO含量下降; 当用CSE抑制剂(PPG)阻断内源性

H2S生成时, 体内的NO水平升高, 内皮细胞eNOS
蛋白表达亦增高. 国内学者何春萍 et al [35]研究发

现: 外源性给予H2S的供体NaHS后, 门静脉压力

并没有降低, 反而增加, 考虑可能与H2S影响了

NO/iNOS体系变化有关. 虽然NO、H2S在肝硬

化门静脉高压中的作用机制目前还不清楚, 但
一些实验却证明了两者在肝硬化门静脉高压方

面确实存在交叉作用. 
7.3 CO与H2S在肝硬化门静脉高压形成中的相互

关系 李晓惠 et al [36]发现外源性给予H2S的供体

NaHS后, 肺组织CO和HO-1蛋白表达明显升高; 
王燕飞 et al [37]研究证明了CO可以上调大鼠胸主

动脉中硫化氢/胱硫醚-γ-裂解酶体系, Zhu et al [38]

发现CO、H2S在心肌缺血再灌注损伤中起了保

护性的作用; 但CO与H2S在肝硬化门静脉高压

形成中的作用机制确未见报道. 

8  结论

NO、CO、H2S这3种气体信号分子均参与了肝

硬化门静脉高压的形成. 他们在体内共同形成

了一个独特的气体信号网络, 既相互独立又以

网络调节的方式共同参与肝硬化门静脉高压的

发生. 但气体分子之间的调节机制以及他们之

间涉及信号转导还需进一步深入研究. H2S作为

一种新型气体信号分子, 对他的深入了解及他

与其他气体信号分子之间相互作用的进一步探

讨, 将是今后研究工作的重要方向之一. 
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Abstract
Biliary papillomatosis is a rare disease that oc-
curs more commonly in elderly males. The usual 
presentation of this disease is obstructive jaun-
dice or recurrent cholangitis. Characterized by 
multiple papillary adenomas involving exten-
sive areas of the biliary tree, biliary papilloma-
tosis has a high recurrence rate and a significant 
risk of malignant transformation. Here, we will 
review the pathogenesis, clinical features, diag-
nosis and therapy of biliary papillmatosis. 

Key Words: Biliary papillomatosis; Pathogenesis; 
Diagnosis; Therapy
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摘要
胆管乳头状瘤病临床上较为少见, 多发生于老
年男性, 常以梗阻性黄疸或反复发作的胆管炎
为临床表现. 临床常呈多发性, 广泛累及胆管
系统, 极易复发, 组织学上为良性病变, 但恶变

率高. 现通过查询回顾胆管乳头状瘤病相关文
献, 总结其发病机制, 临床表现, 诊断及治疗方
面的特点. 

关键词: 胆管乳头状瘤病; 发病机制; 诊断; 治疗
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0  引言

胆管乳头状瘤病临床上较为少见. 随着诊断技

术的提高, 有关此病的报道逐渐增多. 本病的命

名尚未统一, 国内称胆管乳头状瘤、多发性乳

头状瘤或胆管乳头状瘤病, 国外称胆管乳头状

瘤病. 朱冠宝 et al [1]认为由于本病具有多发性, 
双侧性和广泛累及胆管树的特点命名为胆管乳

头状瘤病较为合理. 胆管乳头状瘤病常呈多发

性, 广泛累及胆管系统, 极易复发, 恶变率高. 根
据是否分泌黏液可将本病分为黏液分泌型和非

黏液分泌型, 两者在大体观察和显微镜下观察

无明显区别[2]. 本文通过检索复习文献资料, 总
结胆管乳头状瘤病的病因, 临床表现等, 以增加

对本病的认识, 提高本病的诊断与治疗. 目前国

内文献有关胆管乳头状瘤病的病例报道37例, 
英文文献中有关胆管乳头状瘤病的报道156例, 
其中Lee et al [2]报道的58例胆管乳头状瘤病是目

前例数最多的1篇病例报道.

1  胆管乳头状瘤病的病因及发病机制

本病病因尚不清楚, 现有文献报道本病和多种

胆道疾病相关. 其中最常见为胆道结石和炎症, 
Lee et al [2]报道的58例胆管乳头状瘤病病例中

有21例(36%)发现有胆道结石, 11例(19%)有支

睾吸虫病病史. 也有一些与先天异常疾病相关.  
Iwasaki et al [3]报道了1例胆管乳头状瘤病起源于

先天性胆总管囊肿合并有胆管与胰管结合的先

天异常(anomalous junctionof the pancreatobiliary 
ductual system, AJPDS), 我们认为AJPDS导致

胰液的反流, 引起了胆道肿瘤; 还有报道本病
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与先天性肝内胆管扩张(caroli's disease)有关[4]. 
Vassiliou et al [5]报道的1例胆管乳头状瘤病的患

者在行肠镜筛查时发现一巨大肠息肉, 病理检

查示管状腺瘤和管状绒毛状腺瘤伴轻到中度不

典型增生. Jazrawi et al [6]报道了1例诊断为胆管

乳头状瘤病的患者有15年的溃疡性结肠炎病史. 
也有报道胆管乳头状瘤病合并有乙型肝炎, 丙
型肝炎后继发性肝硬化的病例[7]. 现在没有证据

支持胆管乳头状瘤病的发生是否与上述疾病相

关, 也可能与上述疾病的同时出现是巧合. 本病

的发病机制尚不清楚, 现普遍认为胆管结石和

炎症及胰液的长期刺激可导致胆管上皮细胞增

生, 组织异位, 进一步引起乳头状增生甚至乳头

状瘤. 现文献显示亚洲病例报道占多数, 但仍不

能确定此病的发生是否与种族, 地理位置有关.

2  胆管乳头状瘤病的病理

胆管乳头状瘤可以发生在整个胆道系统的任

何位置. 肉眼观胆管内有多发性的灰白色乳头

状或息肉状肿物, 带蒂或无蒂, 附于胆管内膜

上, 质软较脆而易脱落, 可有较多的胶冻状黏

液, 部分患者可无肉眼可见的黏液. 病变中间可

见正常胆管组织. 常伴肿瘤近端和远端胆管的

扩张或/和胆囊增大. 镜检见扩张的胆管内上皮

增生, 呈乳头状或腺管状. 乳头中可见纤细纤维

血管心, 上皮细胞呈单层柱状或立方状, 核圆形

或椭圆形, 位于基底部. 部分病例的上皮细胞可

有不同程度异型增生, 但不浸润管壁或周围肝

组织, 肝脏汇管区呈慢性炎以及急性胆管炎改

变. 胆管乳头状瘤病组织学上是良性, 但术后约

70%可复发, 长期病程可致恶性病变, 最高癌变

率可达64%. Amaya et al [39]用免疫组织化学方法

根据7例患者的胆管乳头状瘤病及伴有癌灶病

变的黏液核心蛋白MUC1、MUC2、MUC3、
MUC5AC及糖蛋白T1、Tn、Sialoy Tn的表达, 
认为胆管乳头状瘤病是一个具有恶性潜能的交

界性肿瘤.

3  胆管乳头状瘤病的临床特点

国内有37例胆管乳头状瘤病的病例报告[8-22], 其
中16例只报告了本病的MRI特点[22], Yeung et al [23]

总结了2003年前英文文献中78例病例, 我们检索

的2003-2008年英文文献中也有78例[2-3,5-7,24-30]. 我
们收集到胆管乳头状瘤病较完整报道的国内外

病例共177例: 除了1例没有说明性别外, 有117
例男性, 59例女性, 男女发病比例约2∶1; 在已

报道的病例中年龄最小是6岁, 我国报道的病
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例中年龄最小的是14岁, 发病的平均年龄约61 
(6-83)岁. 本病的实际发病率尚不清楚.

在所有病例中, 34例患者(19%)病变仅累及

肝外胆管, 70例患者(40%)病变仅累及肝内胆管, 
70例(40%)患者病变广泛累及肝内外胆管, 2例
患者仅胆囊受累, 1例患者未说明病变部位. 由
于文献结果记录不完整, 目前我们尚不能计算

同时累积左右半肝的病例数. 在177例患者中病

理结果呈恶性改变的有103例患者(57%).
本病临床表现无特异性, 主要表现为梗阻

性黄疸, 反复发作的胆管炎, 也有报道患者无任

何临床症状, 而在腹部B超、CT或体检时偶然发

现[2]. 这使本病很难与胆道结石病和胆管炎相鉴

别, 容易导致漏诊和误诊. 黄疸是本病最常见的

症状, 除21例临床表现不清楚外, 在详细描述了

临床表现的156例中, 84例(54%)出现黄疸, 为波

动性或持续性的黄疸, 以波动性黄疸多见. 可能

与肿瘤组织的脱落, 坏死组织及分泌的胶冻状

黏液堵塞胆管有关. 在156例患者中82例(53%)
出现腹痛, 多为右上腹绞痛. 39例(25%)患者出

现发热, 有时伴有寒战. 2例患者以瘙痒为主要

症状. 也有患者仅表现为乏力不适, 体质量减轻. 
多数患者伴有胆囊结石或/和胆管结石. 胆道出

血[20,25], 较少见,  Kim et al [25]报道了1例上腹痛的

患者, 无黑便, 便血病史, 在行ERCP检查时见肿

大的十二指肠乳头被血凝块堵塞, 插管后引流

出大量的血凝块和化脓的胆汁, 该患者术后诊

断为胆管乳头状瘤. 胰腺炎[24-25], 较少见, 可能与

黏液, 肿瘤碎片, 血凝块导致胰管的暂时堵塞和

十二指肠液的反流有关. Ohtsubo et al [31]报道了1
例胆管乳头状瘤病患者在行胃镜时在胃体前壁

发现包含胆汁的黏液分泌物, 经超声内镜检查

诊断为胆管胃瘘. 考虑原因可能为肝左叶与胃

相连, 由于术后改变及肿瘤分泌的黏液压力等

突破胃壁形成胆管胃瘘. 晚期患者可出现胆汁

性肝硬化, 门静脉高压等表现.

4  胆管乳头状瘤病的诊断

本病临床表现无特异性, 术前诊断困难. 常规B
超、CT、MR检查多提示肝内外胆管扩张, 胆管

内肿瘤不易发现, 多误诊为胆石症, 乳头部或壶

腹部癌. ERCP下影像表现为胆道内充盈缺损, 由
于结石、炎症、血凝块、气泡等影响, 使本病

诊断困难. 目前认为胆道镜可以直接观察胆道

内部情况, 是诊断本病最好的方法.
4.1 血液检查 无特征性, 多为胆道梗阻、出血

所致的常见表现. 有时可伴有肿瘤标志物CEA, 
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■研发前沿
胆管乳头状瘤病
临床上较为少见. 
随着诊断技术的
提 高 ,  有 关 此 病
的报道逐渐增多. 
本病的命名尚未
统 一 ,  国 内 称 胆
管乳头状瘤、多
发性乳头状瘤或
胆管乳头状瘤病, 
国外称胆管乳头
状瘤病.
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CA199的升高. 有病例报道CA199>1200 kU/L.
4.2 B超 有时仅可看到肝内外胆管扩张, 无确

切病变; 有时可发现胆管内多发的边界清楚的

强回声光团, 自管壁突入扩张的胆管腔内[1]; 有
时可探及条索状实性回声, 胆道结石, 肿瘤占

位. 检查结果无特异性, 很难确诊. 有文献认为

超声内镜诊断准确性和特异性高于经腹超声和

CT、ERCP诊断率相近[32], 不过关于超声内镜

在胆管乳头状瘤病中的报道较少, 其价值需进

一步评估.
4.3 CT 可显示边界清楚的实质性肿块向肝内外

扩张的胆管内延伸, 增强扫描肿块可有不规则

的强化.
4.4 MRI、MRCP 在MRI横轴面上可见胆管系

统的扩张. 病变充盈管腔内, 在T1WI信号略低

于或等于脾脏的信号, T2W I稍高于肝脏的信

号, 即高于胰腺的信号, 部分病例可看到完整的

胆管壁, 借此往往可以与胆管癌、胰头癌相区

别. 增强扫描, 胆管内病变呈轻度不均匀强化, 
胆管壁强化稍明显. 通过MRCP的重建, 可以看

到病变呈弥漫性生长方式充满胆管系统, 但管

壁尚可见, 有作者称之为树枝状生长, 并认为为

本病的特征性表现, 病变在MRCP的T2WI上呈

中等高信号[22].
4.5 ERCP 可见乳头口流出胶冻状黏液或胆管

内抽出胶冻状黏液 ,  造影后扩张的胆管内充

满不规则、絮状漂浮状充盈缺损影 .  如检查

中发现胆管或十二指肠肠腔内有胶冻状黏液, 
应高度警惕本病存在 ,  胆管内的胶冻状黏液

是本病的特征 ,  其他胆系疾病极少见到此种

胶冻状黏液[10].
4.6 胆道镜 目前认为通过胆道镜的直观观察和

活检是诊断本病最好的方法.
因本病常有肝内胆管的显著扩张, 胆道镜

能探查到肝内胆管及其二级以下分支, 可见到

附于胆管壁的息肉样赘生物, 胆道镜直视下的

活检即可明确诊断. 有较多病例报道在胆道术

后不能夹闭T管, 行胆道镜明确病因时确诊为胆

管乳头状瘤病.

5  胆管乳头状瘤病的治疗

由于本病呈多发性, 广泛性, 易恶变, 复发率高, 
治疗较为困难. 现仍以手术治疗为主, 根据术前

影像学检查, 术中超声或术中胆道镜, 明确病变

的范围, 决定手术方法和范围, 尽量行根治性手

术, 将病变完全切除. 若患者病变范围广泛, 不
能或不愿手术治疗时, 可考虑内镜下治疗. 据文

献报道根治性手术切除患者的平均生存期28 mo
高于姑息性治疗患者的平均生存期11 mo, 但患

者生存期的长短与病理的良恶性关系不密切[23].
5.1 手术治疗

5.1.1 根治性手术切除: 仍是现在首选的治疗

方法, 在177例患者中有88例(50%)行根治性手

术治疗. 胆管乳头状瘤病的复发多与肿瘤组织

是否完全切除密切相关, 由于胆管乳头状瘤的

多发性, 术前很难完全诊断出所有病变, 术中B
超、胆道镜可以提高病变的检出率, 增加病变

的切除率.
5.1.2 肝移植: 由于本病的多发性, 广泛性使病变

很难完全切除, 累计肝左右两叶的病变, 复发的

病变很难再行根治性手术治疗, 有作者提出了

肝移植治是根治此病唯一的方法. 现文献报道

的肝移植病例有6例[28,30,33-36], 但随访期限很短, 
其有效性还有待进一步评价. 但理论上说肝移

植是现在根治本病唯一的方法.
5.1.3 姑息性手术: 在患者不能行根治性手术治

疗时, 可行姑息性手术治疗与引流, 不过患者在

短期内容易复发.
5.2 非手术治疗

5.2.1 ERCP治疗: 患者不能或不愿手术治疗时, 
可以行ERCP下肿瘤刮除, 十二指肠乳头切开, 
鼻胆管引流帮助胆汁引流缓解症状; 恶性者可

安置支架引流等对症治疗[10,40-41].
5.2.2 胆道镜: 焦成文 et al [12]报道在胆道镜下行

肿瘤电凝灼烧治疗+T管内灌注5-FU治疗, 患者

症状有一定好转, 但3 mo后症状加重, 死于肝衰

竭. Baughman et al [37]报道在胆道镜下行激光肿

瘤切除术, 胆道造影示肿瘤完全切除. Jazrawi 
et a l [6]胆道镜下行氩等离子束凝固术治疗胆管

乳头瘤病患者, 取得一定疗效, 但复查仍有残留

病变, 并很快复发出现新的病变, 最后等待肝移

植. 当患者不能手术治疗可以选择行经皮经肝

胆汁引流缓解胆汁淤积等症状. Gunven et al [38]

报道采用胆管内iridium-192放疗加电凝疗法治

疗使患者6年无复发.

6  胆管乳头状瘤病的预后

由于现有随访资料的不完全或者随访时间太短, 
还不能准确的评价本病的生存时间. Lee et al报
道的58例患者中非黏液分泌型和黏液分泌型胆

管乳头状瘤患者的1年生存率分别为89%和69%, 
3年生存率分别为57%和37%, 5年生存率分别为

52%和19%. 平均生存期在非黏液分泌型和黏液

分泌型胆管乳头状瘤病患者中分别为52.27±

■相关报道
Lee et al报道的58
例患者中非黏液
分泌型和黏液分
泌型胆管乳头状
瘤 患 者 的 1 年 生
存率分别为89%
和69%, 3年生存
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在非黏液分泌型
和黏液分泌型胆
管乳头状瘤病患
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±6.72 mo和30.84
±8.36 mo.
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6.72 mo和30.84±8.36 mo. 但两组患者的差异无

统计学意义(P  = 0.1555). 根治性手术治疗和姑

息性治疗的平均生存期分别为60.87±5.86 mo
和36.72±6.61 mo, 两组间差异具有统计学意义

(P = 0.0103). Yeung et al的报道显示在恶性胆管

乳头状瘤病的患者中, 根治性手术治疗与姑息

性治疗平均生存期分别为28 mo和10.6 mo; 在良

性胆管乳头状瘤病的患者中, 根治性手术治疗

与姑息性治疗平均生存期分别为28 mo和21 mo. 
患者的生存期与病理的良恶性关系不密切, 而
与是否进行根治性切除相关. 

7  结论

胆管乳头状瘤病比较少见, 临床表现缺乏特异

性, 容易导致漏诊, 误诊. 对反复发生的胆道感

染和梗阻性黄疸, 特别是在ERCP检查时未发现

结石的患者, 应把本病作为鉴别诊断, 以早期诊

断, 早期治疗本病. 由于目前关于胆管乳头状瘤

病的临床资料仍较少, 对本病的认识仍不充分, 
仍需更多的资料, 研究以明确本病的病因, 发病

机制, 探索更好的治疗方法.
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Abstract
Until only a few years ago, most of the small 
bowel was beyond the range of conventional 
examinations because of its special anatomical 
position. The advent of capsule endoscopy (CE) 
represents a significant breakthrough for non-
invasive and visual diagnosis of diseases in the 
small bowel. Since CE permits direct acquisition 
of images from the mucosa with high sensitivity 
and safety, it has become an important tool 
for diagnosis and surveillance of obscure 
gastrointestinal bleeding, Crohn's disease, 
familial adenomatous polyposis and other small 
bowel diseases. However, CE also has some 
weakness such as low specificity and risk of 
retention. In this review, we will compare CE 
with other imaging modalities in small bowel.

Key Words: Capsule endoscopy; Small bowel 
follow-through; Push enteroscopy; Double-balloon 
enteroscopy; Intraoperative enteroscopy; Comput-
ed tomography enteroclysis; Magnetic resonance 
enteroclysis; Small bowel angiography

Xin L, Liao Z, Li ZS. Comparison of capsule endoscopy 

with other imaging modalities in small bowel. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(19): 1972-1977

摘要
由于小肠解剖结构特殊, 传统技术对大部分小
肠的检查受到很大限制. 胶囊内镜的问世填补
了小肠无创性、可视化检查的空白. 胶囊内镜
能够直接观察全小肠黏膜, 且敏感性高、安
全无创, 逐渐成为诊断小肠疾病的重要手段, 
广泛用于不明原因消化系出血、小肠克罗恩
病、家族性腺瘤性息肉病等小肠疾病的诊断
和监测. 但是, 胶囊内镜也表现出特异性不足
的缺点, 发现的部分异常并不具有临床意义, 
而且其使用前需排除小肠梗阻等情况. 现就近
年来胶囊内镜的应用与其他小肠检查技术进
行阐述. 

关键词: 胶囊内镜; 小肠钡餐; 推进式小肠镜; 双气

囊小肠镜; 术中小肠镜; CT灌肠造影; MR灌肠造影; 

小肠血管造
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0  引言

小肠位于消化系中段, 因其解剖结构特殊, 传统

的检查技术受到很大限制. 世界上首粒胶囊内

镜(capsule endoscopy, CE)于1999年问世, 2001年
获得FDA批准上市. CE填补了小肠无创性、可

视化检查的空白, 在临床应用中得到迅速发展. 
本文就CE与其他小肠检查技术的比较研究综述

如下. 

1  CE与小肠钡餐

小肠钡餐(small bowel follow-through, SBFT)是
小肠影像学检查的常规方法, 可以对全小肠的

形态进行评估, 但钡剂显影对扁平或轻微隆起

的病灶辨别能力较低, 且成像重叠, 敏感性差. 
荟萃分析表明, CE对小肠疾病的诊断能力优于

SBFT[1]. 
美国胃肠病协会的技术评论认为, SBFT对

®
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消化系出血的病灶检出率极低, 随着CE技术的

发展, SBFT不应再作为不明原因消化系出血

(obscure gastrointestinal bleeding, OGIB)的检查

手段[2]. 对3项临床试验的荟萃分析表明, CE对
小肠病变的检出率较SBFT提高59%(CE: 67%, 
SBFT: 8%), 其中对有临床意义的出血病灶的检

出率提高36%(CE: 42%, SBFT: 6%)[3]. 
目前对2种检查手段的比较多集中于克罗恩

病(Crohn's disease, CD). 曾有研究认为SBFT诊
断CD的敏感度为85%-95%, 特异度为89%-94%, 
是CD的首选检查方式[4-5]. 但近几年的研究表

明, SBFT容易漏检以红斑或口疮样溃疡为早期病

变的CD, 而CE则可以直接观察全小肠黏膜, 能够

发现SBFT检查为阴性的早期病变[6], 其诊断率显

著高于SBFT[7-9]. 这一结论得到了荟萃分析的支 
持[10]. 这项分析包括250例不伴有肠道狭窄的CD
患者, 结果表明CE的病变发现率比SBFT提高

40%. 但是, 进一步的亚组分析显示, CE主要对

症状复发的确诊CD患者具有较高的病变检出

率, 对疑似CD的初发患者, CE的检出率虽高于

SBFT, 但并无显著差异. 因此研究者认为将CE
作为CD的首选诊断方式, 应主要限于症状复发

的确诊CD患者, CE对疑似CD的初发患者的诊

断价值仍需进一步临床试验证实[10]. 
值得注意的是, 目前的研究大多在CE检查

之前排除肠道狭窄. 但C D患者常伴有无症状

小肠狭窄, 存在CE滞留的可能. 一项回顾性研

究表明, 在CD确诊患者的CE检查中, CE滞留

率为13%, 疑似患者的滞留率为1.6%[11]. Solem 
et al [12]也认为由于需要影像学检查排除肠道梗

阻, 限制了CE作为CD的一线检查方法. 而小肠

钡餐能对整个小肠的形态进行评估, 尤其是能

检出小肠存在的较大憩室和狭窄, 因此在CE检
查之前行SBFT可以预先排除肠道狭窄, 防止

发生CE滞留[6,12-13].

2 CE与推进式小肠镜的比较

在过去20年中, 推进式小肠镜(push enteroscopy, 
PE)是检查和治疗OGIB等小肠疾病的重要手段, 
其诊断率为12%-80%[14-22]. 但是, PE最大的缺点

是检查范围只能到达屈氏韧带以下120 cm以内, 
而临床实践提示, 内镜检查的范围与小肠病变

的检出率呈正比, 因此CE较PE具有明显优势. 此
外, PE对操作者要求较高, 患者在检查中痛苦大, 
都限制了PE的临床应用. 

一项包括14项研究的荟萃分析表明, CE和

PE对OGIB患者的小肠病变检出率分别为63%
和28%, CE的诊断能力显著优于PE[3]. 进一步比

较二者对具有临床意义的出血病灶的检出能力, 
CE仍显著高于PE(CE: 56%, PE: 26%). 分析还表

明, CE对血管性和炎症性病灶的检出能力显著

高于PE, 但二者对小肠肿瘤的检出能力无统计

学差异. 2项研究表明, OGIB患者接受CE检查1
年内, 输血次数、内镜检查、住院时间都显著

减少, 提高了患者的长期受益[23-24]. 研究者认为

由于CE检查的敏感性较高, 将其作为首选检查

方式后, 如结果为阴性, 可避免进一步PE检查, 
减少额外检查与医疗费用[24]. 

此外, 在对CD的诊断能力上, CE也显著高

于PE[3]. 目前对CE与PE在家族性腺瘤性息肉病

(familial adenomatous polyposis, FAP)的诊断能

力上尚有不同意见. 部分研究者认为, CE不能准

确反映FAP患者息肉数量, 对大息肉的检查结果

不够准确, 尤其是对壶腹周围及十二指肠息肉

效果不如PE等内镜检查[25-26].

3 CE与双气囊小肠镜的比较

双气囊小肠镜(double-balloon enteroscopy, DBE)
由日本山本博德教授发明 ,  于2003年投入临 
床[27]. DBE可选择经口经肛2种方式进镜, 检查范

围覆盖全小肠, 操作者能够主动控制镜头移动, 选
择最佳观察视角, 提供的图片质量高, 诊断率达

43%-60%[28-30], 并可以进行活检及治疗, 是一种有

效的小肠检查手段, 近年来得到较快发展. 
CE与DBE的相继问世对小肠疾病, 尤其是

小肠出血的诊断具有深刻意义, 二者能够提供全

小肠黏膜的直接观察图像, 且安全性高. 对397例
小肠疾病的荟萃分析表明, CE与DBE对小肠疾病

的诊断率分别为0.60与0.57, 没有显著差异[31]. 而
且对血管性病变、炎性疾病、息肉/肿瘤的分层

分析都显示二者具有相似的诊断能力. 但是, 进
一步对3项前瞻性研究的敏感性分析显示, CE对
具有临床意义的病灶检出率比DBE高19%[31]. 另
一项荟萃分析表明, 如DBE未采用经口和经肛联

合检查, 对小肠病变的检出率为50.2%, 显著低于

CE(62.6%). 因此, 研究者认为对累及多肠段或多

中心起源的小肠疾病, 如CD、肠道息肉病等, 应
采取DBE经口和经肛联合检查[32]. 

C E与D B E检查的一致性为61%-74%[2]. 
Mehdizadeh et al进一步对各种病变进行一致性分

析, 结果显示, CE和DBE对溃疡病灶具有高度一

致性(κ = 0.74)、对体积较大的肿块及血管扩张具

■研发前沿
胶囊内镜与双气
囊小肠镜的比较
研究是该领域的
热点问题, 尤其是
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有中等一致性(κ = 0.59、0.42), 而对黏膜息肉的一

致性较差(κ = 0.20). 研究者推测原因在于CE对黏

膜隆起病变的诊断能力较低[33]. 
CE和DBE的自然属性和检查能力提示二者

存在互补性. Arakawa et al [34]对OGIB患者的回顾性

研究显示, 4例CE检查阳性而DBE检查阴性患者

存在小肠粘连、癌性腹膜炎等病变, 阻碍DBE通
过小肠中段; 11例DBE检查阳性而CE检查阴性的

患者中, 6例病灶位于十二指肠、空肠近段, 因CE
通过过快而被忽略, 另外5例病灶位于Roux-en-Y
吻合空肠襻或憩室, CE未能靠近. 研究者建议联

合使用这2种检查手段, 以相互弥补, 优化小肠疾

病诊断. Fukumoto et al [35]的前瞻性试验中, DBE与
CE的一致性较高(κ = 0.76), 不同的检查结果大多

因为病灶过小或超出CE或DBE的检查范围. 值得

注意的是, DBE检出的1例较大的空肠平滑肌瘤被

CE忽视. 研究者认为主要原因是CE不能像DBE
一样通过注气而透过黏膜层分辨黏膜下病灶. 之
前的多篇报道也表明CE存在遗漏小肠肿块的可 
能[36-38]. 因此在临床使用中, 必须考虑到CE遗漏病

灶, 尤其是黏膜下病灶的可能, 必要时应再次行

DBE检查. 
多项研究认为, 对小肠疾病患者首先进行CE

检查, 为下一步DBE治疗确定进镜方式. 而DBE可
在CE检查阳性结果的患者中实施, 以取得活检或

实施治疗; 如果CE检查阴性但仍高度怀疑有小肠

病灶, 仍应当实施DBE检查[31,35,39].

4  CE与术中小肠镜

术中小肠镜(intraoperative enteroscopy, IOE)可在

手术中使用内镜对消化系疾病, 尤其是消化系

出血的病因进行检查. 操作者可经口、经肛或

经肠管切口套入内镜, 同时观察肠壁及内镜图

像. 既往研究表明, IOE对OGIB患者的诊断率为

70%-100%, 是小肠影像学检查的金标准[40]. 但
是, 作为有创检查, IOE伴有黏膜撕裂、肠内血

肿、穿孔、肠梗阻等并发症. 据统计, 操作相关

死亡率高达11%[41]. 随着CE技术的发展, 术中小

肠镜的诊断价值逐渐下降. 
Hartmann et al [42]对47例OGIB患者的前瞻

性试验显示, CE和IOE对病变的检出率无显著

差异, 分别为74.5%和72.3%. 其中, CE检查漏

检1例有显性出血史患者的病灶, 且对3例有多

处病灶的患者检出不足; 而IOE也漏检2处CE
检查阳性的病灶. Douard et al [43]的研究包括自

2000-11/2007-01因OGIB而行术中小肠镜探查

的18例患者, 这些患者在接受探查前均C E检
查, 发现小肠出血部位15例(83.3%). 在这15例
阳性患者中, 80%(12/15)在IOE检查中也发现了

小肠病变, 被IOE遗漏的3例患者分别由剖腹手

术发现动静脉畸形、胃镜检查发现Dieulafoy溃
疡; 而3例CE检查阴性的患者, IOE也未发现小

肠病变. 研究还表明IOE对OGIB的治疗有效率

为73%(11/15). 研究者认为, CE已经取代IOE对
OGIB诊断的地位, CE提示小肠病变时, IOE可作

为OGIB进一步治疗的选择之一; 相反, 当CE结
果阴性时则不主张行进一步的IOE检查.

5  CE与CT灌肠造影和MR灌肠造影

CE能够在直视下检查小肠黏膜, 敏感性较高. 
然而很多小肠疾病不仅发生黏膜病变, 而且还

穿透肠壁累及肠外 .  多层螺旋C T和磁共振成

像结合小肠造影技术形成的CT小肠灌肠造影

(computed tomography enteroclysis, CTE)和MR
小肠灌肠造影(magnetic resonance enteroclysis, 
MRE), 具有良好的软组织对比度及三维成像能

力, 不仅可以观察黏膜, 还能够分析肠壁和肠外

结构, 为小肠疾病的诊断提供了新的检查手段. 
Triester et al [10]的荟萃分析显示, CE对CD

患者小肠病变的检出率比CTE高38%. 但最近

Solem et al [12]的研究结果显示, CE与CTE对CD
患者小肠病变的敏感度无统计学差别(CE: 83%, 
CTE: 82%), 而CE的特异度仅为53%, 显著低于

CTE(CE: 53%, CTE: 89%). 因此统计显示CE的
准确性也低于CTE(CE: 67%, CTE: 85%). 与以往

研究不同, 这项研究并非将所有异常发现都作

为检出结果, 而是限于与临床症状有关的病变, 
排除了CE的假阳性检查结果. 研究者认为, 特异

度较低和检查前需要排除小肠梗阻限制了CE作
为CD的一线使用. 

目前对CE与MRE诊断能力进行比较的研

究较少, 且存在不同观点. Gölder et al [44]对36例
疑似小肠疾病患者进行前瞻性研究显示 ,  C E
对确诊或疑似CD患者中上段小肠病灶的检查

能力明显优于MRE; CE能在36% OGIB患者中

检出病灶, 而MRE没有检出任何异常. 而Crook  
e t a l [45]对19例疑似小肠疾病患者的前瞻性试

验则显示, CE与MRE的敏感性分别为92.9%和

71.4%, 特异性为80%和60%, 均无统计学差异. 
CE检出4例被MRE遗漏的黏膜病变, MRE发现

被CE遗漏的1例小肠粘连. 但两项研究都表明, 
CE对黏膜病变的诊断价值高于MRE, MRE的优

■相关报道
Gölder et al 对36
例疑似小肠疾病
患者进行前瞻性
研究显示 ,  CE对
确 诊 或 疑 似 C D
患 者 中 上 段 小
肠 病 灶 的 检 查
能 力 明 显 优 于
M R E ;  C E 能 在
36% OGIB患者
中 检 出 病 灶 ,  而
MRE没有检出任
何异常. 而Crook  
et  al 对19例疑似
小肠疾病患者的
前瞻性试验则显
示 ,  C E 与 M R E
的敏感性分别为
92.9%和71.4%, 
特异性为80%和
60%, 均无统计学
差异.



www.wjgnet.com

辛磊, 等. 胶囊内镜与其他小肠检查技术的比较                 1975

势在于提供肠壁和肠腔外的信息. 二者互补性

好, 应在临床中联合使用[44-45].

6  CE与小肠血管造影

选择性小肠血管造影可用于对OGIB的定位、定

性诊断, 在小肠出血时可表现出造影剂外溢的

直接征象或间接显示原发病变. 但血管造影的

诊断能力受出血量、插管水平以及肠蠕动等多

种因素影响, 且在出血间歇期阳性率较低, 因此

其临床应用较局限. 
一项前瞻性试验显示, 25例OGIB患者先后

接受CE和肠系膜血管造影检查, CE检出率为

72%, 高于肠系膜血管造影56%的检出率. 在肠

系膜血管造影检查阴性的11例患者中, 6例(55%)
在CE检查中得到阳性结果[46]. 另一项试验中, 41
例急性OGIB患者随机接受CE或小肠血管造影

检查. 随访显示, CE阳性检出率为55%(11/20), 小
肠血管造影为9.5%(2/21), 3例小肠血管造影结

果阴性的患者出现再次出血, 经CE检查发现病

灶[47]. 上述研究一致认为, CE对病灶的检出能力

显著优于小肠血管造影, 且操作简单、适用性

好, 对OGIB患者应先于血管造影检查使用[31-32]. 
但值得注意的是, 血管造影的诊断能力与受检对

象是否为活动性出血密切相关, 而这2项研究没

有明确提供小肠血管造影与末次出血的时间关

系, 可能低估了小肠血管造影真实的临床价值.

7  结论

与其他小肠检查技术相比, CE能够直接观察全

小肠黏膜, 且敏感性高、安全无创, 是诊断小肠

疾病首选方法之一. 成本效益分析也支持CE作
为OGIB的首选检查手段[48]. 但是, CE在提高对

病灶敏感性的同时表现出特异性不足, 发现的

部分异常并不具有临床意义, 而且需要排除小

肠梗阻等情况, 因此应在诊断中联合其他手段, 
以达到最佳效果. 
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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

■同行评价
本文对近年来胶
囊内镜与其他小
肠检查技术的比
较研究进行了全
面介绍和分析, 对
临床具有良好指
导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of Weikang 
Shuning Decoction on cytokines involved in the 
development of gastric precancerous lesions in 
rats with chronic atrophic gastritis.

METHODS: Sixty Wistar rats were randomly 
divided into four groups, namely, normal 
control group, model control group, Vitaco-
enzyme group and Weikang Shuning decoc-
tion group. A rat model of gastric precancer-

ous lesions was created by administration 
of N-methyl-N-nitroso-N-nitrosoguanidine 
(MNNG) via drinking water. After the rats 
were treated with Vitacoenzyme and Weikang 
Shuning Decoction for 12 weeks, respectively, 
the levels of serum EGF, TGF-α, GH, TNF-α, 
IGF-II and bFGF were determined by radioim-
munoassay (RIA). 

RESULTS: The levels of serum GH, TNF-α 
and IGF-II in the Weikang Shuning Decoction 
group were significantly higher that those in 
the model control group (0.24 ± 0.10 µg/L vs 0.11 
± 0.04 µg/L, 91.46 ± 7.63 µg/L vs 83.64 ± 3.75 
µg/L and 0.38 ± 0.12 µg/L vs 0.27 ± 0.17 µg/L, 
respectively, P < 0.05 or 0.01). In contrast, the 
levels of serum EGF, TGF-α and bFGF in the 
Weikang Shuning Decoction group were sig-
nificantly lower than those in the model control 
group (0.40 ± 0.11 µg/L vs 0.56 ± 0.15 µg/L, 0.021 
± 0.006 µg/L vs 0.029 ± 0.012 µg/L and 1.44 ± 
0.37 µg/L vs 3.26 ± 0.45 µg/L, respectively; P < 
0.05 or 0.01).  

CONCLUSION: Weikang Shuning Decoction has 
a good therapeutic effect against gastric precan-
cerous lesions in rats, and its efficacy is superior 
to that of Vitacoenzyme. Regulation of serum 
EGF, TGF-α, GH, TNF-α, IGF-II and bFGF levels 
may be one of the mechanisms underlying the 
therapeutic effect of Weikang Shuning Decoc-
tion against gastric precancerous lesions. 

Key Words: Weikang Shuning Decoction; Chronic 
atrophic gastritis; Precancerous lesions of gastric 
cancer; Cancer-related cytokines; Rats

Yang LP, Zhang WX, Jiang SH, Liu WG, Wang Q, Wang 
XP. Impact of Weikang Shuning Decoction on cytokines 
involved in the development of astric precancerous 
lesions in rats with chronic atrophic gastritis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(19): 1978-1981

摘要
目的: 探讨胃康舒宁对胃癌前病变(PLGC)大
鼠血清多种癌相关细胞因子的影响. 

®

■背景资料
胃癌的发生是从
慢性浅表性胃炎
→慢性萎缩性胃
炎→肠上皮化生
→非典型增生→

胃癌的多阶段发
展过程. 单纯性慢
性萎缩性胃炎属
胃癌前状态, 伴有
肠化生或不典型
增生者被认为是
癌 前 病 变 .  近 年
来, PLGC的转化
与逆转渐受关注, 
中医药对此辩证
施治比现代医学
更具有优势.

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室
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方法: 将60只Wistar大鼠随机分为4组: 正常
组、模型组、维酶素组和胃康舒宁组. 采用
饮用N -甲基-N -亚硝基-N -硝基胍(MNNG)建
立大鼠胃癌前病变模型, 用维酶素和胃康舒
宁治疗12 wk后, 用放射免疫法检测各组大鼠
血清中表皮生长因子(EGF)、转化生长因子
-α(TGF-α)、生长激素(GH)、肿瘤坏死因子
-α(TNF-α)、胰岛素样生长因子-Ⅱ(IGF-Ⅱ)、
碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)的水平.  

结果: 与模型组大鼠相比, 胃康舒宁组大鼠
血清GH, TNF-α, IGF-Ⅱ水平显著增高(0.24
±0.10 µg/L vs  0.11±0.04 µg/L, 91.46±7.63 
µg/L vs  83.64±3.75 µg/L, 0.38±0.12 µg/L vs  
0.27 ±0.17 µg/L, P <0.05或0.01), EGF, TGF-α, 
bFGF水平明显降低(0.40±0.11 µg/L vs  0.56±
0.15 µg/L, 0.021±0.006 µg/L vs  0.029±0.012 
µg/L, 1.44±0.37 µg/L vs  3.26±0.45 µg/L, 
P <0.05或0.01). 

结论: 胃康舒宁对大鼠胃癌前病变具有良好
的治疗和逆转作用, 其疗效优于维酶素, 而调
节EGF, TGF-α, GH, TNF-α, IGF-Ⅱ, bFGF的
分泌水平是其防治慢性萎缩性胃炎的作用机
制之一.

关键词: 胃康舒宁; 慢性萎缩性胃炎; 胃癌前病变; 

癌相关细胞因子; 大鼠
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0  引言

近年来, 胃癌前病变(precancerous lesions of 
gastric cancer, PLGC)的转化与逆转渐受关注, 中
医药对此辩证施治更具有较大优势. 本课题组

立足于补气养阴、化浊解毒为治则, 自拟胃康

舒宁方, 临床应用及试验研究提示本方对不同

病程的萎缩性胃炎具有良好疗效[1]. 本文进一步

观察胃康舒宁对PLGC大鼠血清癌相关细胞因

子的影响, 探讨其可能的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂Wistar大鼠60只, 体质量110±
10 g, 动物及清洁级动物专用饲料均由河南省实

验动物中心提供. N -甲基-N -亚硝基-N -硝基胍

(N-methyl-N '-nitro-N-nitrosoguanidine, MNNG)为
Fluka公司产品; 各种癌相关细胞因子由郑州大

学第一附属医院放免室检测. 
1.2 方法 
1.2.1 药物配制: (1)维酶素溶液的配置: 将90片
维酶素剥去糖衣, 充分研碎后溶于220 mL制成

0.79%的溶液, 入瓶后将药瓶于沸水中加压蒸

40 min, 石蜡封口, 4℃冰箱保存备用, 给药前复

温, 并保证用药期间每周配药1次. (2)胃康舒宁

水煎剂的配置: 太子参15 g、石斛15 g、白术

10 g、当归10 g、白芍15 g、竹茹12 g、土元

10 g等, 均购自河南中医学院第三附属医院, 经
水煎、600 g/L乙醇沉淀48 h、过滤, 用前按课

题设置要求浓缩成所需剂量的溶液, 保存方法

同维酶素.  
1.2.2 分组及用药: 雄性Wistar大鼠60只, 先将动

物随机分为2组: 正常对照组12只, 常规饲养24 
wk后, 每日灌胃蒸馏水2 mL, 直至实验结束; 余
大鼠采用限期饮水给药法建立大鼠PLGC模型, 
每日将新鲜配制浓度为100 g/L的MNNG饮用液

供大鼠自由饮用, 连续24 wk. 造模中死亡5只, 造
模结束时(24 wk末)随机抽检7只了解PLGC的发

生, 剩余36只存活大鼠即为有效动物. 再将36只
存活大鼠随机分为3组, 分别按下面方法处理12 
wk: 模型组12只, 每日1次灌服自来水2 mL; 维酶

素组: 12只已造模大鼠, 每日1次按成人等效剂

量的10倍灌服维酶素溶液2 mL; 胃康舒宁组: 12
只已造模大鼠, 给予生药含量相当于成人等效

剂量10倍的胃康舒宁溶液灌胃, 每日1次, 每次2 
mL. 各组灌胃均12 wk.  
1.2.3 取材: 所有大鼠于末次给药后禁食12 h, 观
察记录一般情况, 乙醚麻醉, 称取体质量, 心尖

取血后处死, 分离血清, -20℃保存, 待检. 
1.2.4 指标测定: 采用放免法分别检测血清中

表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)、
转化生长因子-α(transforming growth factor-α, 
TGF-α)、生长激素(growth hormone, GH)、肿

瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、
胰岛素样生长因子-Ⅱ(insulin-like growth factor-
Ⅱ, IGF-Ⅱ)、碱性成纤维细胞生长因子(basic 
fibroblast growth factor, bFGF)含量, 各项指标检

测均由郑州大学第一附属医院放免室完成. 
统计学处理 将所有实验数据用Excel建立

数据库, 计数资料用χ2检验, 计量资料用方差分

析t检验. 

2  结果

与模型组大鼠相比 ,  用药组大鼠血清G H、

■研发前沿
胃 癌 是 我 国 最
常 见 的 癌 症 之
一 ,  胃 癌 前 病 变
(PLGC)的研究一
直是消化科、肿
瘤 科 热 点 .  现 代
中医药应用研究
表 明 :  胃 癌 前 病
变是可以逆转的, 
因此中医药对本
病 的 研 究 ,  既 是
优势, 也是热点. 

■应用要点
本方用药轻灵, 清
热而不伤胃, 养阴
而不恋邪, 且无壅
滞之弊, 寓治于养
之中, 是治疗不同
证候萎缩性胃炎
之较好方剂, 在多
年临床应用该药
治疗慢性萎缩性
胃炎的实践中, 取
得了良好疗效. 
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TNF-α、IGF-Ⅱ水平显著增高(P <0.05或0.01), 
EGF、TGF-α、bFGF水平明显降低(P <0.05或
0.01). 各组大鼠血清癌相关细胞因子的变化见

表1. 

3  讨论

胃癌的发生是从慢性浅表性胃炎→慢性萎缩性

胃炎→肠上皮化生→非典型增生→胃癌的多

阶段发展过程. 单纯性慢性萎缩性胃炎属胃癌

前状态, 伴有肠化生或不典型增生者被认为是

癌前病变. 近年来, PLGC的转化与逆转渐受关

注, 中医药对此辩证施治比现代医学更具有优

势. 现代中医认为, 慢性萎缩性胃炎的病因多为

胃阴不足, 脾气虚弱, 肝郁气滞, 湿浊毒邪蕴于

血分而成, 病位在脾胃肝胆, 牵及肺肾. 本课题

组立足于补气养阴、化浊解毒为治则, 自拟胃

康舒宁方, 具有“升脾阳, 泻阴火, 活血滞, 化湿

浊, 标本同治, 气阴双补”的功效. 本方用药轻

灵, 清热而不伤胃, 养阴而不恋邪, 且无壅滞之

弊, 寓治于养之中, 是治疗PLGC的较好方剂. 本
项目前期研究结果也显示: 胃康舒宁对PLGC大
鼠胃黏膜萎缩、肠上皮化生、非典型增生状况

均有显著地改善作用[1]. 
近年来, 随着分子生物学的发展, 人们发现

了许多促进不同类型细胞分裂和分化的生长因

子, 如EGF、TGF、TNF、IGF、VEGF及FGF
等, 他们受基因调控, 通过与细胞膜上特异性受

体结合而在调节细胞分化、增殖, 维持上皮完

整性中扮演重要角色[3]. 
E G F 主要由颌下腺、十二指肠勃氏

(Brunner)腺和胰腺分泌, 对于促进胃肠道黏膜上

皮的增生, 增加胃黏膜血流量、表面黏液和碳酸

氢盐的分泌, 抑制胃酸分泌等有重要作用, 对消

化道的生长、分化及成熟具有重要的调节作用, 
与胃癌的发生、发展有着密切的关系[4-5]. 研究

证实, 慢性萎缩性胃炎状态下, 长期炎症刺激使

原癌基因C-erb-1的活化而过度表达癌基因产物

表皮生长因子(epidermal growth factor receptor, 
EGFR), 后者与表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)结合后, 使细胞的分裂与增殖异常, 
引起胃黏膜的胃黏膜肠上皮化生、异型增生, 
最后导致胃癌发生[6-7]. TGF-α是维持胃黏膜完

整性的最重要肽类物质. 其作用主要是促进上

皮迁移和增殖, 促进局部血液循环, 抑制胃酸分

泌, 保护胃肠道黏膜细胞. 生理水平的TGF-α主
要参与胃黏膜损伤后修复, 但过高水平的TGF-α
在多种上皮组织中有促增殖作用而表现出潜在

的致癌作用. bFGF是一种重要的细胞分裂原, 
具有促进细胞分化和增生, 血管生成以及创伤

愈合等多种生物学效应. 研究发现: 大肠癌、

肺癌、垂体腺瘤、黑色素瘤、前列腺癌、乳腺

癌、胃癌、胰腺癌和消化系统的神经内分泌瘤

有不同程度的bFGF蛋白表达, 并与某些肿瘤的

血管密度, 转移趋势有关[8]. Rogeli et al [9]也发现

bFGF参与细胞恶性转化. 因此, 此3种细胞因子

对于胃黏膜的作用被认为具有“双刃性”, 即
在生理水平下可维持或促进胃黏膜损伤后修复, 
过高水平分泌却表现出致癌作用. 本研究发现,  
PLGC模型组大鼠血清EGF、TGF-α、bFGF水
平较正常组大鼠明显增高(P <0.01或P <0.05), 表
明上述3种细胞因子可能参与了PLGC的发生和

转化过程. 经胃康舒宁治疗后血清EGF水平明显

降低, 表明中药胃康舒宁可以下调内源性EGF、
TGF-α、bFGF的分泌而逆转PLGC胃黏膜的增

殖异常, 从而阻断其向胃癌转化. 
TNF-α由单核巨噬细胞、淋巴细胞分泌, 具

有抗肿瘤、抗病毒、参与多种免疫调节过程的

球蛋白, 能特异地杀伤肿瘤细胞, 而对正常细胞

无不良影响. 研究表明, 中草药的抗肿瘤活性和

增强机体免疫作用都与其能诱生TNF有关[10-11]. 
GH是由脑垂体远侧部嗜酸性细胞分泌的含氮

类激素, 除了对胃肠道黏膜上皮细胞的代谢、

生长和分化有直接的调节作用, 还可刺激多种

组织产生IGF, 通过胰岛素样生长因子介导而起

表 1 各组大鼠血清癌相关细胞因子的变化 (mean±SD, µg/L)

     
分组                  n              EGF                     TGF-α                   GH                      TNF-α                 IGF-Ⅱ                    bFGF

正常组           12     0.35±0.12       0.020±0.009      0.26±0.13       98.45±11.44       0.53±0.21           1.32±0.27    

模型组           11     0.56±0.15b      0.029±0.012a      0.11±0.04b      83.64±3.75b        0.27±0.17b         3.26±0.45b  

维酶素组       11     0.52±0.15b      0.019±0.007c     0.14±0.06b      86.33±4.12be       0.33±0.17b         2.44±0.42ac

胃康舒宁组    12     0.40±0.11adf    0.021±0.006c     0.24±0.10df       91.46±7.63ace      0.38±0.12ac        1.44±0.37cf

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  造模对照组; eP<0.05, fP<0.01 vs  维酶素组.

■名词解释
癌 前 状 态 :  指 易
恶变的全身性或
局部的疾病或状
态, 而癌前病变则
是病理学概念. 胃
癌的癌前状态有: 
(1)慢性萎缩性胃
炎; (2)胃息肉; (3)
残胃炎 ;  (4)恶性
贫血胃体有显著
萎缩者 ;  (5)少数
胃溃疡患者. 而胃
癌前病变是一个
组织病理学概念, 
主 要 包 括 2 个 方
面, 即胃黏膜肠上
皮化生(IM)和异
性增生(Dys). 癌
前病变也和癌前
状态一样, 有较轻
度的, 也有较重度
的, 轻度的可以逆
转消失, 或发展为
重度的, 但重度的
癌前病变也不一
定都发展成为胃
癌, 在适当的条件
下或合理的治疗
之后, 逆转而趋向
于正常分化. 
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作用, 所以GH与胃泌素一样被认为是胃黏膜的

主要营养因子, 对整个胃黏膜生长和修复有极

重要的作用[12]. IGF-Ⅱ是由67个氨基酸组成的

多肽, 通过自分泌或旁分泌作用促细胞转化, 刺
激DNA与蛋白合成, 促进细胞有丝分裂, 而在细

胞增殖、分化、凋亡及突变等过程中起重要作

用[13]. 本研究发现, PLGC模型大鼠存在着血清

GH、TNF-α、IGF-Ⅱ水平低下(P <0.01), 表明

PLGC的发生和转化可能与三者缺乏造成的胃

黏膜营养匮乏、上皮修复障碍及机体免疫力低

下有关. 经胃康舒宁治疗后, 大鼠胃黏膜炎症和

萎缩程度明显减轻, 血清GH、TNF-α、IGF-Ⅱ
水平显著增高(P <0.01或P <0.05), 提示促使上述3
种细胞因子的分泌增加, 可能是其逆转PLGC胃
黏膜的增殖异常, 从而阻断其向胃癌转化的作

用机制之一. 但对TNF-α、IGF-Ⅱ的作用仍未调

节到接近正常水平, 提示本研究对该药的应用

可能尚未达到最佳量效和/或时效关系. 对此, 本
课题组也将继续进行关注和深入研究. 
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Abstract
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e i n f l u e n c e o f 
γ-aminobutyric acid (GABA) and GABAA 
receptor activator on proliferation of pancreatic 
cancer cells and the expression of matrix 
metalloproteinase-2 (MMP-2) in cancer cells.

METHODS: The effect of GABA, THIP on pro-
liferation of pancreatic cancer cell line SW-1990 
was investigated using MTT assay, and the ef-
fect of different concentrations of GABA (80, 160, 
320 µmol/L) and GABA (80 µmol/L) + THIP (20, 
40, 80 µmol/L) receptor activator on the expres-
sion of MMP-2 in cancer cells was explored. The 
expression of MMP-2 protein was determined 
using Real-time quantitative PCR. 

RESULTS: GABA and THIP promoted the pro-
liferation of SW-1990 cell and showed a dose-
dependent manner. Compared with the control 

group, cells were promoted by GABA and THIP 
significantly (P < 0.01 or 0.05). Compared with 
the control group, the expression of MMP-2 in 
SW-1990 cell was promoted by GABA, THIP sig-
nificantly (60.15 ± 4.16, 66.28 ± 4.27, 71.23 ± 4.30 
vs 26.04 ± 4.54; 75.01 ± 4.64, 80.86 ± 4.67, 86.35 ± 
4.89 vs 26.04 ± 4.54, P < 0.01 or 0.05), and the ex-
pression of MMP-2 mRNA was increased mark-
edly (39.35 ± 3.24, 52.46 ± 4.16, 63.45 ± 5.12 vs 7.34 
± 2.75; 78.3 ± 5.39, 84.27 ± 7.64, 97.38 ± 6.64 vs 7.34
± 2.75, P < 0.01 or 0.05). 

CONCLUSION: GABA could promote the pro-
liferation of SW-1990 cell probably through 
GABAA receptor, GABA can promote SW-1990 
cell invasion through up-regulating expressions 
of MMP-2. 

Key Words: γ-aminobutyric acid; Pancreatic cancer 
cell; Matrix metalloproteinase-2
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摘要
目的: 探讨γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, 
G A B A)及其A受体激动剂T H I P对胰腺癌
SW1990细胞系增殖及表达基质金属蛋白酶
-2(MMP-2)的调控作用. 

方法: MTT法检测SW1990细胞的生长; 免疫
共聚焦技术观察不同浓度GABA(80、160、
320 µmol/L)、GABA(80 µmol/L)+THIP(20、
40、80 µmol/L)作用细胞后MMP-2表达强度; 
通过荧光定量PCR(real-time PCR)检测MMP-2 
mRNA的表达.  

结果: GABA、THIP作用细胞后, 均能促进
其生长, 且呈剂量依赖性, GABA组与对照组
比差异显著(P <0.01或0.05); 与对照组比较, 
GABA、THIP作用后细胞中MMP-2的表达
明显增强(60.15±4.16, 66.28±4.27, 71.23±
4.30 vs  26.04±4.54; 75.01±4.64, 80.86±4.67, 

®

■背景资料
γ - 氨 基 丁 酸
(GABA)是中枢神
经系统内的一种
抑 制 性 递 质 ,  在
人脑能量代谢过
程中起重要作用. 
近年来研究发现, 
GABA作为神经
递质参与了消化
系肿瘤的发生和
转移过程, 国内有
研究者利用流式
细胞技术检测了
GABA作用于胰
腺癌SW1990细胞
后细胞周期的变
化, 发现其能促进
SW1990细胞的生
长, 但未能明确通
过哪一受体介导.

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科
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86.35±4.89 vs  26.04±4.54, P <0.01或0.05), 
MMP-2 mRNA表达也明显增强(39.35±3.24, 
52.46±4.16, 63.45±5.12 vs  7.34±2.75; 78.3
±5.39, 84.27±7.64, 97.38±6.64 vs  7.34±
2.75, P <0.01或0.05). 

结论: GABA可能是通过A受体介导胰腺癌
SW1990细胞增殖, 并通过促进MMP-2蛋白的
表达来影响胰腺癌SW1990细胞的侵袭和转移. 

关键词: γ-氨基丁酸; 胰腺癌细胞; 基质金属蛋白

酶-2
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0  引言

γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)是中

枢神经系统内的一种抑制性递质 ,  在人脑能

量代谢过程中起重要作用 .  近年来研究发现 , 
G A B A作为神经递质参与了消化系肿瘤的发

生和转移过程, 国内有研究者[1]利用流式细胞

技术检测了G A B A作用于胰腺癌S W1990细
胞后细胞周期的变化, 发现其能促进SW1990
细胞的生长 ,  但未能明确通过哪一受体介导 . 
Johnson et al [2]RT-PCR法检测胰腺癌和正常组

织, 发现癌组织GABAA受体mRNA过度表达, 而
正常组织没有. 研究表明, 胰腺癌细胞的侵袭转

移是通过控制MMPs的分泌而实现的, 因MMP-2
是胰腺癌细胞侵袭的关键酶, 本研究旨在探讨

GABA及A受体激动剂THIP对胰腺癌SW1990细
胞系增殖及其表达MMP-2的调控作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 胰腺癌SW1990细胞, 上海交通大学附

属第一医院王兴鹏教授惠赠. GABA、THIP购
自上海舒伯伟化工仪器有限责任公司. Sigma产
品, 鼠抗人MMP-2单抗及FITC标记羊抗鼠单抗, 
购自北京中杉金桥生物技术有限公司. MMP-2
引物和探针由中山大学达安基因中心设计合成, 
激光共聚焦显微镜(奥林巴斯, 日本).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 胰腺癌SW1990细胞系, RPMI 
1640培养基, 50 mL/L CO2培养箱37℃培养.  
1.2.2 GABA及A受体激动剂THIP对细胞生长影响

的检测: 分为GABA组(80、160、320 µmol/L)、

GABA(80 µmol/L)+THIP组(20、40、80 µmol/L)
和对照组, 对照组为培养液, 其余各成分与实

验组相同. 应用MTT法, 每孔105个细胞接种, 
GABA、THIP终末浓度梯度分别为80、160、320 
µmol/L; 20、40、80 µmol/L. 培养12、24、48 h后
加入MTT液20 µL/孔, 37℃培养4 h时终止反应, 置
酶标仪上570 nm波长测定各孔的吸光度(A值). 实
验重复3次. 
1.2.3 免疫荧光共聚焦技术: 培养的SW1990细胞

加入GABA、THIP处理48 h后终止培养, 固定

液(丙酮∶甲醇 = 1∶1)室温固定15 min. 加入抗

MMP-2, 4度过夜. PBS室温洗涤, 加入FITC标记

抗鼠二抗, 于37℃孵于育30 min; 而后碘化丙啶

复染细胞核, 激光共聚焦扫描显微镜下双通道观

察, 绿色通道波长488 nm, 红色通道波长568 nm. 
每个视野扫描5个层面, 计算机重建图像取图, 并
定量分析阳性信号荧光强度, 重复实验3次.  
1.2.4 RNA提取和cDNA合成: 用Tiandz公司的

RNAout提取细胞总RNA, 测RNA的A 260、A 280

的吸光度值, 1.8≤A 260/A 280≤2.0, 计算出RNA含

量, 将提取的RNA样本按 20 µL反应体系逆转

录RNA, 反应条件为37℃ 1 h, 95℃ 3 min, 合成 
cDNA, 置 -20℃保存备用. 
1.2.5 Real-time PCR: MMP-2引物和探针由中山

大学达安基因中心设计合成(表1). 50 µL反应体

系中 5×定量Buffer 10 µL, MMP-2上下游引物

各 1 µL, 荧光探针各1 µL, Taq酶1.5 µL, dNTP 0.5 
µL, cDNA模板5 µL和ddH2O 30 µL, 同时将定量

模板稀释做标准曲线, 在Amp5700型实时检测扩

增仪上进行扩增, 反应条件为: 93℃ 2 min, 93℃ 
1 min, 55℃ 1 min, 共40个循环. 检测结果根据标

准曲线由计算机软件计算后给出样本荧光定量

反应的绝对定量值. 定量的单位是B = 拷贝数/µL 
cDNA. 

统计学处理 所有数据用SPSS11.5软件进行t
检验, P <0.05为有显著统计学意义. 

2  结果

2.1 MTT结果 胰腺癌SW1990细胞培养48 h后, 

表 1 MMP-2引物和探针序列

     
                       引物和探针序列

引物   正义 5'-GGCCCCACAGGAGGAGAA-3'

          反义 5'-GGTGCTGGCTGAGTAGATCCA-3'

探针   5`-FAM-CTGTGTTCTTTGCAGGGAATGAAT-TAMRA-3'

■研发前沿
GABA及其受体
与胰腺癌的研究
才刚刚起步, 其具
体的作用方式及
机制还有待于进
一步研究.
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G A B A组A 值从0.947±0.022增加到1.106±
0.024, 与对照组比较差异显著(P <0.01); THIP
组A值从1.182±0.031增加到1.521±0.034, 与
GABA组相比差异显著(P <0.05, 图1). 
2 .2  G A B A、T H I P对胰腺癌S W1990细胞

MMP-2表达强度的影响 免疫荧光共聚焦结果

显示: 对照组SW1990细胞表达MMP-2水平为

26.04±4.54; GABA处理后, 其表达水平分别

为60.15±4.16、66.28±4.27、71.23±4.30, 与
对照组比较差异显著(P <0.01); THIP处理后, 其
表达水平分别为75.01±4.64、80.86±4.67、
86.35±4.89, 与对照组、GABA组相比差异显

著(P <0.05, 图2). 
2.3 GABA、THIP对胰腺癌SW1990细胞MMP-
2mRNA表达的影响 荧光定量PCR结果显示, 
SW细胞经GABA、THIP处理后, MMP-2表达

强度明显增加, GABA组与对照组比较差异显

著(P <0.01), 且随着GABA浓度的增加, MMP-2 
mRNA表达强度依次增加; THIP组与GABA组相

比差异显著(P <0.05), 也随着THIP浓度的增加, 
MMP-2 mRNA表达强度依次增加(表2).

3  讨论

Gilon et al [3]首次报道了GABA与细胞分化之间

的关系, 他们的研究结果表明, 在发育胚胎的胰

腺和十二指肠快速生长及成熟后可检测到一个

GABA高峰, 这一结果与以往关于大脑发育的研

究是一致的[4]. 已有的研究发现, GABA在消化系

肿瘤的发病机制上起重要作用, 且其作用存在

组织差异性, 国外研究资料表明, 人胃癌组织中

GABA含量增高, GAD活性增强[5], 且GABA可

影响大鼠胃癌的生长[6], 而国内[1]研究结果显示

GABA能促进胰腺癌细胞的增殖. 尽管后者研究

提示GABA与胰腺癌细胞的增殖有关, 但未能进

一步揭示其介导途径; 研究表明MMP-2分解基

底膜的主要成分Ⅳ型胶原, 是参与胰腺癌侵袭

和转移的关键酶[7]. 但对GABA与MMP-2的关系

未作研究. 
本研究表明, GABA能促进胰腺癌SW1990

细胞的生长. 随着浓度的提高, A值亦依次增加, 
加入GABAA受体激动剂THIP后, 与GABA组相

比, A值增加更为显著, 这一结果提示, GABA
对胰腺癌SW1990细胞的促生长作用可能是通

表 2 在SW细胞中GABA、THIP对MMP-2 mRNA表达强
度的影响 (mean±SD)

     
分组    MMP-2 mRNA

对照组      7.34±2.75

GABA(µmol/L) 

    80    39.35±3.24b

    160    52.46±4.16b

    320    63.45±5.12b

GABA(80 µmol/L)+THIP(µmol/L) 

    20    78.37±5.39b

    40 	 	 	  84.27±7.64b

    80    97.38±6.64b

bP<0.01 vs  对照组.

图 2 MMP-2在SW1990细胞中的表达(×200). A: 对照组; B: GABA(80 µmol/L); C: THIP(20 µmol/L).

CBA

图 1 GABA、THIP对SW1990细胞生长的影响.
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■相关报道
国外研究资料表
明, 人胃癌组织中
GABA含量增高, 
G A D 活 性 增 强 , 
且GABA可影响
大鼠胃癌的生长, 
而国内研究结果
显示GABA能促
进胰腺癌细胞的
增殖. 尽管后者研
究提示GABA与
胰腺癌细胞的增
殖有关, 但未能进
一步揭示其介导
途径.
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过A受体介导的; 同时, 本研究发现, 在胰腺癌

SW1990细胞培养技术基础上, 应用GABA、

T H I P处理细胞, 通过免疫荧光共聚焦技术和

荧光定量P C R检测, 发现M M P-2表达强度和

MMP-2 mRNA表达增加, 呈现一定的浓度效应. 
初步表明了GABA在胰腺癌SW1990细胞中对

MMP-2的表达起促进作用. 
上述研究表明, GABA可能是通过A受体

介导胰腺癌SW1990细胞增殖的, 并通过促进

MMP-2蛋白的表达, 从而影响胰腺癌SW1990细
胞的侵袭和转移. GABA及其受体与胰腺癌的研

究才刚刚起步, 其具体的作用方式及机制还有

待于进一步研究. 
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本文对GABA促
进SW细胞增殖的
途径进行了探讨, 
得出初步结论, 具
有一定的科学性.
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维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸
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Abstract
AIM: To determine the optimal cell density and 
agar concentration for separation of cell clones 
and thereby provide a reference for screening of 
tumor stem cells.

METHODS: HepG2 cells were mixed with 10 
g/L agarose and inoculated in 2 g/L (group A) 
and 3 g/L (group B) soft agar at different densi-
ties. After 14 days of culture, the number of cell 
clones was counted and the rate of colony for-
mation was calculated.

RESULTS: The number of clones formed in 
group A was significantly higher than that in 
group B (t = 4.36, P < 0.05). The rates of colony 
formation observed in both group A and group 

B increased with the increase in cell density that 
varied between 100 and 500 cells per well. In 
contrast, the rate of colony formation decreased 
with the increase in cell density that varied be-
tween 600 and 1000 cells per well.

CONCLUSION: The optimal concentration of 
agar in the upper layer for colony formation is 
3 g/L, with 10% agarose as a stock agar. The 
maximum rate of colony formation is achieved 
when cells are inoculated at a density of 500 cells 
per well.

Key Words: Soft agar cloning; HepG2 cell line; Rate 
of colony formation
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摘要
目的: 探讨分离细胞克隆的最佳细胞密度和
最适琼脂浓度, 为肿瘤干细胞的筛选提供更广
阔的思路. 

方法: 将HepG2单细胞悬液与10 g/L的琼脂糖
相混合, 在2 g/L(A组)和3 g/L(B组)琼脂中接种
不同密度的HepG2细胞, 14 d后观察克隆形成. 

结果: 100-1000个/孔的各个实验组中, A组细
胞的克隆数高于B组, 差异有统计学意义(t  = 
4.36, P <0.05); 在细胞密度为100-500个/孔时, 
A、B组细胞克隆形成率随着细胞密度的增加
逐渐增加; 600-1000个/孔, A、B组均随着细胞
密度的逐渐加大, 克隆形成率呈现下降趋势.

结论: 在进行软琼脂克隆形成实验时, 可以采
用2 g/L的上层琼脂浓度, 并采用10 g/L的琼脂
糖凝胶作为储备胶, HepG2细胞在500个/孔时
的克隆形成率最高.

关键词: 软琼脂克隆; HepG2细胞; 克隆形成率
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■背景资料
软琼脂克隆形成
实验是一种可用
于分离具有不同
增值能力的细胞
的方法. 通过将单
个细胞在软琼脂
中形成集落, 可以
筛选不同增殖能
力的细胞.

■同行评议者
梁力建, 教授, 中
山大学附属第一
医院肝胆外科
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0  引言

软琼脂克隆形成实验作为体外检测细胞增殖能

力和致瘤性的一种常规方法, 常用来分离和纯

化肿瘤细胞[1], 单克隆抗体杂交瘤细胞的克隆筛

选以及抗肿瘤药物体外抑瘤能力的评价[2-4], 随
着肿瘤干细胞学说的兴起, 也被用来筛选具有

干细胞性质的细胞[5], 为此, WHO及美国FDA等

机构认为可采用软琼脂克隆法等体外方法检测

细胞的致瘤性. 但以往报道中所采用的凝胶浓

度以及细胞密度不尽相同, 从而使克隆形成率

不一致[6-7]. 因此, 本课题对不同细胞密度和不同

琼脂糖浓度下HepG2细胞的克隆形成能力进行

了比较. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM高糖培养基购自美国Gibco公
司; 低熔点琼脂购自上海YITO Bio-instrument公
司; 胎牛血清购自杭州四季青生物技术有限公

司; HepG2细胞株由本校免疫学教研室梁淑娟博

士惠赠.
1.2 方法 
1.2.1 制备底层琼脂: (1)50 g/L储备胶的制备: 称
取琼脂糖粉末0.5 g, 溶于装有10 mL D-Hanks液
的青霉素小瓶中, 高压灭菌备用. (2)10 g/L储备

胶的制备: 称取琼脂糖粉末0.1 g, 溶于装有10 mL 
D-Hanks液的青霉素小瓶中, 高压灭菌备用. (3)6 
g/L底层琼脂的制备: 将10 g/L的琼脂糖凝胶置于

沸水浴中融化, 待冷却至50℃时取出6份与4份预

热至37℃的新鲜培养基充分混匀后迅速倒入24
孔培养板中, 每孔0.8 mL, 室温静置冷却备用. 
1.2.2 制备上层琼脂: (1)不同密度细胞悬液的制

备: 取对数生长期的HepG2细胞, 用2.5 g/L的胰

蛋白酶消化后, 用细胞计数板计数, 调整细胞密

度为1×107/L. (2)2 g/L上层琼脂的制备: 将10 
g/L的琼脂糖凝胶置于沸水浴中融化后, 待冷却

至50℃时, 用刻度吸管取出0.48 mL迅速分别与

预热至37℃的1.92 mL的不同密度的细胞悬液相

混合, 制备2 g/L上层琼脂, 同法制备3 g/L上层琼

脂, 分别为A组和B组. 然后分别将各组的上层琼

脂迅速倒入到24孔板中, 每孔0.8 mL, 每种细胞

密度重复接种3个孔, 调节6种细胞密度最终分

别为100、300、500、600、800、1000个/孔. 所
有的实验组重复3次. 

1.2.3 细胞培养及结果观察: 在各孔添加适当的

完全培养基覆盖琼脂表面, 防止表面干燥, 然后

放入37℃, 含50 mL/L CO2的培养箱中培养, 每隔

1-2 d补加适量培养基, 连续培养至14 d, 参考Li 
et al [8]的方法, 将≥50 μm或50个细胞的细胞团视

为一个克隆, 观察所形成的克隆数目, 并计算克

隆形成率. 克隆形成率 = 克隆数/接种细胞数×

100%.
统计学处理 统计数据用SAS 8.2软件进行

处理, 采用t检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

在培养的第1-2天, 细胞呈单个、散在的均匀分

布; 第3天时开始形成克隆, 此时的克隆呈桑葚

状, 由4-6个细胞组成, 随着克隆的增长, 克隆中

心细胞相互重叠, 克隆边缘有不规则的互相延

续的单个细胞存在(图1). 随着培养时间的延长, 
细胞在2 g/L的上层琼脂中的克隆增殖速度大于

其在3 g/L的上层琼脂中的克隆增殖速度.
在克隆培养14 d时, 100、300、500 个/孔的

3个实验组在2 g/L的上层琼脂中的克隆形成数

分别为35.04±2.11个、170.37±4.23个、294.00
±7.65个, 克隆形成率分别为35.04%±2.11%、

56.79%±1.53%、58.80%±1.41%; 其在3 g/L的
上层琼脂中的克隆形成数分别为28.56±2.31
个、149.19±4.74个、260.50±7.50个, 克隆形

成率分别为28.56%±2.31%、49.73%±1.58%、

52.10%±1.50%. 随着细胞密度的增加, HepG2
细胞在2种浓度的上层胶中克隆形成率逐渐增

加. 600、800、1000个/孔的3个实验组在2 g/L
的上层琼脂中的克隆形成数分别为326.22±
11.28个、427.92±18.88个、523.30±12.90个, 
克隆形成率分别为54.37%±1.88%、53.49%±

2.36%、52.33%±1.29%; 其在3 g/L的上层琼

脂中的克隆形成数分别为305.34±11.46个、

400.48±11.20个、489.6±13.30个, 克隆形成

率分别为50.89%±1.91%、50.06%±1.40%、

48.96%±1.33%. 随着细胞密度的逐渐加大, 在2
种不同浓度的上层胶中细胞克隆形成率均呈现

下降趋势. 从100个/孔到1000个/孔的各个实验

组中, HepG2细胞在2 g/L的上层琼脂中的克隆

形成率均高于其在3 g/L的上层琼脂中克隆形成

率, 经统计学处理, 差异显著(t  = 4.36, P <0.05).

3  讨论

对于储备胶的制备, 以往文献报道不一, 有研究

■创新盘点
本研究通过软琼
脂克隆形成实验
分离出克隆形成
细胞, 并探索了分
离细胞克隆的最
佳细胞密度和最
佳琼脂浓度.
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者[9]使用50 g/L的琼脂糖凝胶作为储备胶, 亦有

人[10-11]使用10 g/L的琼脂糖凝胶作为储备胶, 本
课题组通过实验发现50 g/L的凝胶融化速度较

慢, 而且由于胶的浓度较大, 在与培养基混合时

容易形成小的凝块, 不利于使细胞分布均匀, 从
而影响克隆的生长和分离. 10 g/L的琼脂糖凝胶

由于浓度低, 不易形成凝块, 细胞分布也较均匀, 
因此在进行软琼脂克隆形成实验时, 可以采用10 
g/L的琼脂糖凝胶作为储备胶. 

祝葆华 et al [12]采用上层琼脂糖浓度为3 g/L
的琼脂, HepG2细胞密度为400个/孔, 其结果显

示细胞的克隆形成率为50.40%±3.21%. 张鸽

文 et al [13]发现, 在相同的上层琼脂糖浓度下, 细
胞密度为500个/孔, HepG2细胞的克隆形成率为

33.24%±1.91%, 二者的结果提示在上层琼脂糖

浓度不变的情况下, 同一细胞的克隆形成率随

着细胞密度的改变而发生变化. 
本研究结果显示, 在2 g/L的上层琼脂中细

胞的克隆数明显多于其在上层琼脂为3 g/L中的

克隆数, 提示上层胶浓度増大不利于细胞克隆

的形成. 另外, 我们在预实验中发现, 由于1 g/L
上层琼脂的硬度较小, 在移动培养板时, 克隆容

易移位, 从而与其周围的克隆或细胞混合. 因此

在进行软琼脂克隆形成实验时, 可以采用2 g/L
的上层琼脂浓度. 本实验还发现, 在细胞密度为

100-500个/孔时, HepG2细胞的克隆形成数和克

隆形成率随着细胞浓度的增加而逐渐增加; 在
细胞密度在500-1000个/孔时, 细胞克隆形成数和

克隆形成率均随细胞浓度的升高呈现下降趋势, 
表明细胞的克隆形成率并非是随着细胞数量的

增加而增加, 而是存在着一个最佳的细胞浓度, 
HepG2细胞在500个/孔时的克隆形成率最高.

细胞克隆可采用眼科镊挑取[14]或是加样器

吸取的方法分离, 然后将取出的单克隆放在96
孔板中培养, 而后放入12孔板、6孔板直至培养

瓶中扩大培养. 本实验发现, 在上层胶浓度比较

稀时, 可以用微量加样器吸取的方法分离克隆, 

但用吸取时要注意吸引的力度, 以避免克隆群

落边缘细胞向克隆方向的扩散; 在上层胶的浓

度较大时, 琼脂具有一定的硬度, 可用眼科镊挑

取克隆的方法进行分离.
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Abstract
AIM: To analyze the characteristics of changes 
in proximal gastric function in volunteers with 
different types of simple obesity.

METHODS: Sixty-seven volunteers with simple 
obesity were divided into three groups, namely, 
group A (volunteers with binge eating), group 
B (volunteers with normal diet) and group C 
(volunteers with functional dyspepsia). Thirty-
two non-obese healthy volunteers formed the 

control group (group D). Gastric barostat stud-
ies were then performed to record the changes 
in gastric capacity, intragastric pressure and 
gastric compliance in response to mechanical 
distension.

RESULTS: The initial volume (IV) and maximal 
tolerance volume (MV) in group A were signifi-
cantly larger than those in group D (t = -6.63 and 
-5.20, respectively; both P < 0.01), whereas these 
two parameters in group C were significantly 
lower than those in group D (t = 3.48 and 2.11, re-
spectively; both P < 0.01). The initial intragastric 
pressure (IP) and the maximal tolerance pressure 
(MP) in group C were significantly lower than 
those in group D (t = 2.09 and 2.08, respectively; 
both P < 0.05). The initial gastric compliance (IC) 
and the maximal tolerance compliance (MC) in 
group A were significantly higher than those in 
group D (t = 2.44 and -5.56, respectively; both P < 
0.01), whereas these two parameters in group C 
were significantly than those in group D (t = 2.44 
and 2.32, respectively; both P < 0.05).

CONCLUSION: The main reason for the devel-
opment of obesity in binge eaters is due to an 
increase in gastric capacity, compliance and ac-
commodation as well as a delay in satiety.

Key Words: Simple obesity; Gastric capacity; Intra-
gastric pressure; Compliance; Accommodation

Chang LL, Yao SK, Ren XL, Hao SX, Zhao YL, Qin SL, 
Wang JL, Gao FG. Proximal gastric function in volunteers 
with different types of simple obesity: an analysis of 67 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(19): 1990-1992

摘要
目的: 探讨不同类型单纯性肥胖者近端胃功
能的变化特征. 

方法: 将67例单纯性肥胖志愿者根据饮食行
为分为3组: 肥胖伴暴食组(A组)、肥胖饮食正
常组(B组)、肥胖伴功能性消化不良组(C组); 
采用电子恒压器, 对3组肥胖者和D组(32例正
常体质量健康志愿者)进行胃底机械性扩张, 
观察其可耐受容积和压力及顺应性的变化. 

®

■背景资料
肥胖是当前最广
泛的严重威胁人
类健康的疾病之
一. 其发病的基本
机制是食物摄入
超过能量消耗, 而
决定食物摄入量
的主要因素是胃
容量及胃排空速
度, 肥胖者胃容量
的变化国内外报
道结果不一, 本课
题组对不同类型
单纯性肥胖者进
行了胃容量和胃
顺应性的检测, 探
讨了不同类型单
纯性肥胖者近端
胃功能特征, 以进
一步阐明肥胖的
发病机制.

■同行评议者
蓝宇, 教授, 北京积
水潭医院消化科
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结果: A组初始容积和最大耐受容积显著大于
D组(t  = -6.63, -5.20, 均P <0.01), 而C组显著低
于D组(t  = 3.48, 2.11, 均P<0.01). C组初始胃内
压、最大耐受胃内压低于D组(t  = 2.09, 2.08, 均
P <0.05); A组初始及最大耐受顺应性显著大于
D组(t  = 2.44, -5.56, 均P<0.01), C组显著低于D
组(t  = 2.44, 2.32, 均P<0.05).

结论: 暴食患者肥胖形成的主要原因是胃容积增
加、顺应性增高、容受性增强及饱感延迟发生.

关键词: 单纯性肥胖; 胃容积; 胃内压; 顺应性; 容受性
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0  引言

食物摄入量直接与近端胃的功能有关. 胃容积

增大, 顺应性增高及容受性增强在肥胖形成中

可能起重要作用, 但研究发现并非所有肥胖者

均存在胃容积增大 ,  顺应性增高及容受性增 
强[1]. 本试验对67例单纯性肥胖志愿者根据饮食

行为分成3组, 进行胃底机械性扩张, 探讨了不同

类型单纯性肥胖者近端胃功能的特征变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 从志愿者中选取单纯性肥胖者(体质量

指数BMI≥30 kg/m2)67例, 男35例, 女32例, 平均

年龄24.12±5.98岁, BMI为31.88±2.05 kg/m2为肥

胖组. 每位志愿者均填写每日进餐次数, 每餐进食

量, 有无早饱或易饥饿感, 根据饮食行为分为肥胖

伴暴食组(A组)28例, 肥胖饮食正常组(B组)21例及

肥胖伴功能性消化不良组(C组)18例. 正常体质量

(BMI 18-24.9 kg/m2)健康志愿者32例为对照组(D
组), 男15例, 女17例, 平均年龄22.56±6.23岁, BMI
为21.28±1.84 kg/m2. 所有受试对象没有胃肠道疾

病史, 没有消化系手术史, 女性受试对象均在月经

期结束3 d后接受试验, 2 wk内无服用避孕药史. 排
除标准: (1)继发于神经-内分泌-代谢紊乱基础上

的伴肥胖症, 如下丘脑病、垂体病、胰岛疾病、

甲状腺功能减退症、肾上腺皮质功能亢进症及性

腺功能低下症; (2)女性受试者在妊娠期、哺乳期.
1.2 方法 禁食12 h后, 早晨嘱受试者排尽大小便, 
坐位经口插入聚乙烯双腔气囊导管(气囊最大容

量为1500 mL), 使气囊位于胃底部. 用内脏电子

刺激器/电子气压泵(SVS/barostat, 瑞典Medtronic 
synectice公司), 首先向气囊内注入气体30 mL, 使

气囊张开, 测出气囊内压力水平, 即为受试者胃

最小扩张压力(MDP). 然后从0开始, 采用阶梯样

等容注气方式, 每次增加容积50 mL,并持续2 min, 
同时记录相应的胃内气囊压力. 囊内气体容积达

到初始容积时(即受试者在接受胃扩张刺激时, 开
始感觉到上腹不适应或胀满时的容积), 记录胃内

气囊压力变化. 等容扩张达到最大耐受容积时(即
受试者在接受胃扩张刺激时, 开始感觉到上腹疼

痛或难以忍受时的容积), 记录气囊内相应的压力

变化, 并记录胃的顺应性(胃容积/胃内压).
统计学处理 计量资料数据以mean±SD表

示, 采用STATA 8.0软件, 两样本均数间比较采用

t检验, 方差不齐采用t '检验.

2  结果

2.1 胃容积比较 A组初始胃容积和最大耐受胃容

积较D组显著增大(t  = -6.63和-5.20, P<0.01); B组
初始胃容积和最大耐受胃容积与D组差异无统

计学意义(P>0.05); C组初始胃容积和最大耐受胃

容积显著低于D组(t  = 3.48和2.11, P<0.01, 表1).
2.2 胃内压比较 A组、B组、C组MDP与D组相比

无差异(P>0.05); A组、B组初始胃内压、最大耐受

胃内压与D组比较无差异(P>0.05); C组初始胃内压

和最大耐受胃内压均显著低于D组(P<0.05, 表2).
2.3 胃顺应性比较 最小扩张压时A、B、C三组

肥胖者胃顺应性与D组相比无差异(P >0.05). 初
始顺应性、最大耐受顺应性A组显著大于对照

■研发前沿
国内外对肥胖者
胃容量的变化研
究报道不多, 且结
论不一. 有报道肥
胖者胃容量增大, 
也有报道肥胖者
胃容量与正常体
者无差别, 可能与
入选的肥胖者饮
食行为有关, 将肥
胖者按饮食行为
分组, 进行胃容量
和胃顺应性的检
测和对比分析, 目
前尚无研究报道.

表 1 不同组单纯性肥胖者与正常体重组胃容积比较 
(mL, mean±SD)

     
分组            n               初始容积                 最大耐受容积

A 28       550.72±204.45b       900.50±402.74b

B 21       305.12±98.78          548.76±139.25

C 18       156.25±37.80b         410.00±102.24b

D 32       263.44±126.89        500.00±156.02

aP<0.05, bP<0.01 vs  D组.

表 2 不同组单纯性肥胖与正常体重组胃内压比较 
(mmHg, mean±SD)

     
分组        MDP           初始胃内压    最大耐受胃内压

A 5.05±1.08        9.05±2.06       10.89±3.76  

B 4.87±1.86        9.09±3.25       11.37±3.28   

C 5.67±1.91        7.16±0.81a        8.78±0.78a

D 5.07±1.58        9.17±4.01       10.44±3.31

aP<0.05 vs  D组.

■相关报道
国内外有学者报
道肥胖者存在胃
容 量 增 大 ,  胃 感
觉障碍, 对胃扩张
产生的饱感信号
不能及时启动, 即
胃敏感性降低, 亦
有学者报道重度
肥胖者MDP增大, 
而胃容积、顺应
性、容受性、感
觉阈值均正常.
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组(P <0.01); B组与D组相比无差异(P >0.05); C组
显著低于对照组(P <0.05, 表3).

3  讨论

肥胖是全世界关注的公共健康问题, 由于肥胖

导致的相关疾病发病率的升高[1-3], 亦成为公众

关心的难点和热点话题. 其发病机制至今尚未

阐明. 胃容量和胃排空可能对肥胖的形成有重

要的作用, 且受自主神经的调控和影响[4-5]. 国内

外有学者报道肥胖者存在胃容量增大, 胃感觉

障碍, 对胃扩张产生的饱感信号不能及时启动, 
即胃敏感性降低[6-10], 亦有学者报道重度肥胖者

MDP增大, 而胃容积、顺应性、容受性、感觉

阈值均正常[11-12]. 我们将67例单纯性肥胖志愿者

根据饮食行为分为3组, 进行胃底机械性扩张的检

测, 结果显示单纯性肥胖伴暴食组初始容积、最

大耐受容积较对照组显著增大, 胃内压无变化, 近
端胃顺应性增高, 容受性增强, 饱感延迟发生; 肥
胖饮食正常组胃内压、胃顺应性、初始容积、最

大耐受容积与对照组无差异; 肥胖伴功能性消化

不良组初始容积、初始胃内压、最大耐受容积、

最大耐受胃内压、顺应性均显著低于对照组, 有
内脏敏感性增高趋势. 以往对肥胖者胃功能的研

究, 之所以得出不同的结论, 主要是由于入选的肥

胖受试者所处的状态不同所致. 如肥胖属于原发

还是继发, 处于发展期还是终末期, 有无合并症或

并发症, 伴或不伴暴食行为, 伴或不伴功能性消化

不良, 是否喜食甜腻食品等. 本研究发现肥胖伴暴

食行为者, 进餐速度快, 其中, 10%进餐次数增多, 
易饥饿, 但每次进餐量并不大, 初始胃容积、最大

耐受胃容积并不增加, 只是胃排空加快; 而90%进

餐次数增多或不增多, 但一次进餐量较正常体质

量者显著增加, 说明胃容积增加、顺应性增高, 容
受性增强, 造成饱感延迟发生, 主要是伴暴食行

为患者肥胖形成的原因. 肥胖饮食正常组初始容

积、最大耐受容积和胃顺应性无明显增加, 说明

饮食正常的肥胖者发病机制与胃容量、顺应性及

容受性关系不如肥胖伴暴食行为者密切, 可能有

其他机制参与. 而肥胖伴功能性消化不良者, 进餐

量明显减少, 且出现早饱、腹胀等症状, 胃容量、

顺应性及容受性均较正常体重者降低, 主要与功

能性消化不良形成机制有关, 而与肥胖无直接关

系. 进餐量减少但仍能保持肥胖, 可能与进餐能量

过高或消耗过少或其他原因所致. 
总之, 单纯性肥胖者近端胃功能的变化存在

异质性, 胃容积增加、顺应性增高, 容受性增强, 饱
感延迟发生, 主要是伴暴食行为患者肥胖形成的原

因. 有研究表明, 肥胖伴暴食行为者胃排空速率显

著快于正常体质量者[12-15], 说明胃排空加快和胃容

量增大及顺应性增高对肥胖的形成起协同作用.
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表 3 不同组单纯性肥胖者与正常体质量组顺应性比较 
(mL/mmHg, mean±SD)

     
分组   MDP时顺应性       初始顺应性        最大耐受顺应性

A         9.15±4.29       66.86±19.45b      99.29±39.66b

B         9.48±1.44       38.95±14.82       62.36±30.28

C         9.02±1.98       24.08±16.01a      38.07±10.82a 

D         9.25±2.96       34.56±13.76       52.47±24.95

aP<0.05, bP<0.01 vs  D组.

■同行评价
本研究选题较好, 
设计合理, 结果准
确, 具有一定的学
术价值.
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Abstract
AIM: To investigate the morbidity features of 
sex, age, H pylori infection, smoking, alcohol 
consumption and location among Tibet, Hui and 
Han nationalities with gastric cancer in Qinghai 
area.

METHODS: A total of 1165 patients with gas-
tric cancer including 389 Tibet, 385 Hui and 391 
Han nationalities at Qinghai University Hospital 
were selected. All patients were divided into 
three groups by age: ≤35, 36-59, ≥60. The dif-
ferences in sex, age, H pylori infection, smoking, 
alcohol consumption and location among three 
groups were investigated. 

RESULTS: The high plateau of three gastric can-
cer groups were all 36-59 years old, but the age 
distribution was different, the morbidity age of 
Tibet was lower than those of Hui and Han (χ2 = 
0.00, P = 0.00). Sex distribution and Hp infection 
were the same among three groups (χ2 = 0.06, P 
= 0.97, χ2 = 0.32, P = 0.85). However, the smok-
ing and alcohol consumption were lower in Hui 
than in Tibet or in Han nationalities with gastric 
cancer (χ2 = 187.91, P = 0.00; χ2 = 89.79, P = 0.00). 
The location sequence of three groups was the 
same as follows: body of stomach, cardia and 
fundus of stomach and antral of the stomach, 
but the portion of cardia and fundus of stomach 
was lower in Tibet than in Hui and Han nation-
alities (χ2 = 7.31, P = 0.03). 

CONCLUSION: The morbidity age of Tibet is 
lower than in Hui and Han, the smoking and al-
cohol consumption in Tibet and Han are higher 
apparently than in Hui nationality, and the por-
tion of cardia and fundus of stomach is lower in 
Tibet than in Hui or Han nationalities. 

Key Words: Gastric cancer; Nationality; Morbidity 
feature

Ji FX, Zhao JD, Shen GS, Cao CZ, He JX, Ma XF, Wang 
LJ, Li JZ, Geng PL. Morbidity features among Tibet, Hui 
and Han nationalities with gastric cancer: an analysis of 
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摘要
目的: 分析青海地区藏、回、汉族胃癌患者
的性别、年龄、H pylori感染、烟酒嗜好和发
病部位特征. 

方法: 抽取我院经胃镜检查和病理证实的胃
癌患者1165例, 包括藏族389例, 回族385例, 
汉族391例, 将患者分为≤35岁、36-59岁、

≥60岁3个年龄段组, 分析患者性别、年龄、

H pylori 感染、烟酒嗜好和部位的差异.  

结果: 3个民族胃癌患者构成均以36-59岁为
主, 但民族间患病年龄不同, 藏族发病年龄
较回族和汉族早(χ2 = 0.00, P  = 0.00), 性别构
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■背景资料
胃癌是我国最常
见的恶性肿瘤, 全
世界约有35%的
胃癌病例发生在
我国. 青海省地处
高原, 其死亡率在
全国最高. 胃癌的
发病在世界各地
及各民族之间存
在差异, 可能与他
们所在的环境及
遗传背景有关.

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科



成上3个民族间差异无显著性(χ2 = 0.06, P  = 
0.97); H pylori感染率差异无显著性(χ2 = 0.32, 
P  = 0.85), 但是吸烟和饮酒方面具有显著差
异性: 回族较藏族和汉族少(χ2 = 187.91, P  = 
0.00; χ2 = 89.79, P  = 0.00); 同时3个民族组患
者发病部位依次均为胃体、贲门胃底、胃窦, 
但是藏族较回族和汉族贲门胃底癌构成比低
(χ2 = 7.31, P  = 0.03). 

结论: 胃癌患者中藏族发病年龄较回、汉族
早, 藏、汉族有烟酒嗜好者明显多于回族, 藏
族较回族和汉族贲门胃底癌构成比低. 

关键词: 胃癌; 民族; 发病特征
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤, 全世界约有35%
的胃癌病例发生在我国[1]. 青海省地处高原, 其
死亡率在全国最高. 胃癌的发病在世界各地及

各民族之间存在差异, 可能与他们所在的环境

及遗传背景有关[2-3]. 我们抽取2003-01/2008-12
在我院就诊的胃癌患者1165例, 其中藏族389
例、回族385例、汉族391例, 对临床和病理资

料进行分析, 以探讨3民族胃癌发病的特点. 

1  材料和方法

1.1 材料 抽取2003-01/2008-12青海大学附属医

院确诊的胃癌患者1165例, 其中藏族389例, 年龄

94-18岁, 回族385例, 年龄80-23岁, 汉族391例, 年
龄84-23岁. 
1.2 方法 抽调所有胃癌病例的原始病案, 统一重

新制表登记, 为确保资料的真实性, 填表工作由

高年资医师和讲师组成专职调查小组, 并集中

培训, 统一填报标准. 有关数据输入计算机数据

库, 进行分类统计. 为避免重复填报的现象, 在
输入计算机时剔除姓名、性别、住址和病案号

相同的报表, 再经人工复核, 如确认是同一患者, 
则取消其重复资料. 复阅1165例病例的临床与病

理资料, 患者分为≤35岁、36-59岁、≥60岁3个
年龄段, 分别将2组的性别、年龄、发病部位、

烟酒嗜好等因素进行对比分析. 
统计学处理 用SPSS11.0统计软件, 行χ2检

验, 并行卡方检验和T检验, 以P≤0.05为差异具
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有显著性意义. 

2  结果

2.1 不同民族胃癌患病年龄段分布及性别特点 3
个民族胃癌患者的年龄构成均以36-59岁为主, 
但民族间患病年龄不同, 藏族平均患病年龄最

小51.45岁, 汉族为52.94岁, 回族为53.25岁, 3者
相比差异具有显著性(χ2 = 0.00, P  = 0.00). 青年

人胃癌在藏族中明显高于回族和汉族. 性别构

成比3个民族间差异无显著性(χ2 = 0.06, P  = 0.97, 
表1). 
2.2 不同民族胃癌H pylori 感染、性别、烟酒嗜

好 3个民族胃癌患者H pylori感染率差异无显著

性(χ2 = 0.32, P  = 0.85), 但是吸烟和饮酒差异具

有显著性, 回族较藏族和汉族少(χ2 = 187.91, P  = 
0.00; χ2 = 89.79, P  = 0.00, 表2). 
2.3 不同民族胃癌病理特征 3个民族组患者发

病部位均依次为贲门胃底、胃体、胃窦, 但是

藏族与回族和汉族贲门胃底癌构成比不同(χ2 = 
7.31, P  = 0.03, 表3). 

3  讨论

藏、回、汉族胃癌患者不同患病年龄性别特征

分析. 胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 不论

男性女性其发病率和死亡率均居恶性肿瘤前2
位. 青海是胃癌高发区, 本次分析结果显示青海

藏、回、汉族胃癌患者男性均为女性的4倍多, 
各民族间差异无显著性, 但是与多数人报道的

2-3∶1相比为高[4], 可能与男性劳动强度高、精

神紧张、压力大及吸烟、酗酒等不良生活习惯

有关, 当然也不能排除遗传因素. 从发病年龄分

析3个民族有2个明显的特征: (1)胃癌平均患病

年龄藏族最小, 为51.45岁, 汉族次之, 为52.94岁, 
回族最大, 为53.25岁, 3者相比差异具有显著性. 
(2)35岁以下的青年人胃癌在藏族中明显高于回

族和汉族. 这两个特点我们考虑与藏族遗传易

感性和吸烟饮酒等生活习惯有关, 因为我们统

计的3个民族间的H pylori差异无显著性, 以往研

究表明青年胃癌的家族遗传背景因素和遗传性

胃癌家族因素都明显高于中老年[5], 而且已有文

献报道藏族胃癌检出率高于汉族[6]. 
藏、回、汉族胃癌患者H pylori感染、烟酒

嗜好特点分析: 青海藏族主要居住在高寒草原牧

区地区, 而回汉族主要居于青海东部农业地区, 
饮食方面, 藏族主要以肉类、牛奶及奶油拌炒面

为主, 缺乏蔬菜, 回族饮食成分中蔬菜也较少, 汉
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■相关报道
有文献报道胃癌
发生部位在种族
之间有所不同, 在
西方国家胃癌的
发病率逐渐降低, 
但近端(胃底及胃
体)胃癌的发病率
升高, 并且在种族
之间有差异.
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族饮食无特殊. 由于整个青海省经济较落后, 一
些卫生条件相对滞后, 造成3民族间H pylori阳性

率均较高, 而近年来的研究已表明H pylori的代

谢产物、细菌DNA整合入宿主细胞的DNA以及

炎症介质的基因毒作用等均可能直接促发胃黏

膜癌变. 虽然3民族间H pylori阳性率差异无显著

性, 但是回族由于宗教信仰信奉伊斯兰教大部

分无烟酒嗜好, 而藏族和汉族大部分均有烟酒

嗜好, 国内外大部分学者的研究结果揭示吸烟

与胃癌有较强联系, 其相对危险度在1.3-2.5, 并
呈中等强度的剂量反应关系[7], 在饮酒的高危人

群中其患胃癌的归因危险百分比为50.74[8]. 因
此, 烟酒嗜好可能与藏汉族胃癌患病年龄较回

族早有关. 
藏、回、汉族胃癌患者病变部位特点分析: 

从研究结果可见3民族胃癌好发部位顺序相同, 
均依次为胃体、贲门胃底、胃窦和其他, 3个民

族胃窦癌比例都较小. 但是贲门胃底癌在回族

和汉族高于藏族, 差异具有显著性. 研究表明近

年来胃癌的发病部位上移, 贲门、胃底癌发病

率上升, 而胃窦癌的发病率有下降的趋势, 且随

年龄增长这种趋势愈加明显, 回族汉族胃癌发

病符合这个特点. 有文献报道胃癌发生部位在

种族之间有所不同, 在西方国家胃癌的发病率

逐渐降低, 但近端(胃底及胃体)胃癌的发病率升

高, 并且在种族之间有差异; 美国的亚洲人、西

班牙人胃腺癌的癌灶出现在远端的比近端多, 
并且预后较好[9]. 藏族胃癌以低位多见, 青海大

部分地区都是农牧业区, 3个民族中藏、回和汉

族生活环境没有大的区别, 造成藏与回族和汉

族胃癌患者病变部位的差异主要考虑是民族间

遗传因素的差别. 
总之, 青海藏、回、汉族胃癌患者有其自己

的流行病学特点, 这些特点除与H pylori感染、

饮食卫生习惯等综合因素有关外, 与种族因素

可能也存在密切关系, 目前我们已经开展相关

易感基因的筛查, 争取对本地区胃癌防治有一

定指导作用, 从而尽可能提高本地区的胃癌早

期诊断和治疗水平, 提高本地区各民族的生活

水平. 
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表 1 不同民族胃癌患者的年龄性别分布 n (%)

     
年龄段       藏族           回族              汉族 P 值

≤35   22(5.66)       10(2.56)       10(2.60)      0.0292

36-59 222(57.07)   188(51.41)   201(48.83)    0.4259

≥60 145(37.27)   187(46.03)   180(48.57)    0.1110

男/女     4.89∶1        4.66∶1       4.67∶1    0.9959

表 2 不同民族胃癌H pylori感染、性别、烟酒嗜好特点  n(%)

     
       藏族           回族              汉族           P 值

H pylori  255(65.55)   237(61.56)   245(62.66)   0.8530

吸烟 261(66.75)     14(3.64)     257(65.73)   0.0000

饮酒 286(73.52)     88(22.86)   301(76.98)   0.0000

表 3 不同民族病变部位一览表 n (%)

     
       藏族           回族              汉族 P 值

贲门胃底   85(21.85)   112(29.09)   130(33.25)    0.0258

胃体 246(63.24)   229(59.48)   199(50.89)    0.1761

胃窦   33(8.48)       25(6.49)       29(7.42)      0.6200

其他   25(6.43)       19(4.94)       33(8.44)      0.1152

■同行评价
本研究选题新颖, 
设计合理, 病例数
较多, 具有较好的
学术价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of adeforvir 
dipivoxil on HBcAg-specific cytotoxic T cells in 
patients with chronic hepatitis B (CHB).

METHODS: The frequency of circulating HB-
cAg-specific cytotoxic T cells in 11 HLA-A2+ 
chronic hepatitis B patients were studied lon-
gitudinally before and after adeforvir dipivoxil 
therapy by HLA-A2/peptide tetramer staining.

RESULTS: The frequency of HBcAg-specific 
cytotoxic T cells ranged from 0.074% to 0.937%. 
The frequency of HBcAg-specific cytotoxic T 
cells in chronic hepatitis B patients was lower 
than that in acute hepatitis B patients. No signifi-

cant difference was observed in the frequency of 
HBcAg-specific cytotoxic T cells between before 
and after adeforvir dipivoxil therapy. Subgroup 
analysis indicated that, after therapy with ad-
eforvir dipivoxil for 48 hours, HBV DNA or ALT 
levels had no effect on the frequency of HBcAg-
specific cytotoxic T cells.

CONCLUSION: Adeforvir dipivoxil probably 
exerts no effect on the frequency of HBcAg-
specific cytotoxic T cells in patients with CHB.

Key Words: Adeforvir dipivoxil; Chronic hepatitis B; 
Cytotoxic T lymphocyte; MHC class I-peptide te-
tramer

Yan J, Xie W, Lin YH, Feng X, Wang BB, Xiao J, Ou WN, 
Wang YB, Cheng J. Effect of adeforvir dipivoxil on the 
frequency of HBcAg-specific cytotoxic T cells in patients 
with chronic hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(19): 1996-1999

摘要
目的: 探讨阿德福韦酯(ADV)对慢性乙型肝炎
(CHB)患者外周血中HBcAg特异性CTL数量
的影响. 

方法: 选择应用ADV治疗48 wk的HLA-A2阳
性CHB患者11例作为研究对象, 应用Tetramer
流 式 细 胞 技 术 检 测 治 疗 前 后 P B M C 中 的
HBcAg特异性CTL细胞频率. 

结果: HBcAg特异性CTL为0.074%-0.937%. 
CHB患者体内的特异性CTL频率远低于急性
乙型肝炎. 经ADV治疗CHB患者48 wk后, 其
BcAg特异性CTL较治疗前无明显变化; 亚组
分析也表明无论治疗48 wk后HBV DNA是否
转阴、ALT是否恢复正常, 对特异性CTL均无
影响.

结论: 应用ADV治疗48 wk, 对CHB患者体内
HBcAg特异性CTL细胞频率无明显影响.

关键词: 阿德福韦酯; 慢性乙型肝炎; 细胞毒性T淋

巴细胞; MHC-Ⅰ-肽四聚体

®

■背景资料
HBV特异性CTL
应答在乙型肝炎
发病机制中的作
用已受到广泛关
注. 在未经治疗的
慢性乙型肝炎患
者中, 往往存在T
细胞的低反应. 新
型核苷 ( 酸 ) 类似
物是否能够影响
机体对HBV的免
疫应答, 尚无确切
研究结论.

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)特异性细

胞毒性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)
应答在乙型肝炎发病机制中的作用已受到广

泛关注. 在未经治疗的慢性乙型肝炎(chronic 
hepatitis B, CHB)患者中, 往往存在T细胞的低

反应[1-2], 现有研究结果提示, CHB患者体内的高

病毒载量和高抗原量的抑制作用可能是其重要

原因之一[3]. 阿德福韦酯是一种新型核苷酸类似

物, 已广泛应用于CHB治疗中. 为了探讨该药物

在降低HBV病毒载量的同时是否伴有HBV特异

性CTL活性的恢复, 我们采用了MHC-Ⅰ限制的

HLA-A2病毒抗原表位的四聚体技术, 建立了体

外直接检测特异性CTL的方法, 并用该方法研究

ADV对CHB患者外周血中HBcAg特异性CTL频
率的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-2006年北京地坛医院肝炎二科

门诊应用阿德福韦酯治疗48 w k的H B e A g阳
性CHB患者40例, 其中男33例, 平均年龄29.91
±9.11, 女7例, 平均年龄26.5±5.83, 诊断符合

2000年《病毒性肝炎防治方案》中病毒性肝

炎诊断标准[4]. 所有病例符合下列条件: (1)HBV 
DNA(荧光定量)≥108 copies/L; (2)HBV血清标

志物(HBVMs)为: HBsAg阳性, HBeAg阳性, 抗
-HBc阳性. 抗-HBs阴性, 抗-HBe阴性; (3)ALT
≥80 U/L且ALT≤500 U/L血清总胆红素水平

(SB)<40 μmol/L(20 μmol/L为正常值); (4)排除由

药物、酒精和其他因素所致的肝功能异常; (5)
女性排除妊娠. 除收集临床资料外, 每例患者均

保留治疗前后空腹静脉采集全血标本(肝素抗

凝)4 mL用于特异性CTL检测[5].
1.2 方法 
1.2.1 外周血单个核细胞的分离: 将临床采集的

全血标本在4 h内用淋巴细胞分离液分离外周血

单个核细胞(peripheral blood mononuclear cell, 
PBMC), 于-80℃保存, 待测. 
1.2.2 HLA-A2型别鉴定: 应用顺序特异引物聚合

酶链反应技术(polymerase chain reaction-sequnce 
special primer, PCR-SSP)[6]对全部病例进行筛选, 
将鉴定获得的HLA-A2阳性患者治疗前后PBMC

用于特异性CTL检测. 
1.2.3 Tetramer流式细胞技术检测HBcAg特异性

CTL: HBcAg特异性HLA-肽四聚体(Tetramer)
购自美国Sanquin生物技术有限公司, 其特异

性肽段为H B V c o r e18-27短肽(氨基酸序列为

FLPSDFFPSV), 以藻红蛋白(PE)标记, 用于流式

细胞术检测. 将每份PBMC标本融化复苏后, 用
PE标记的Tetramer和APC标记的CD8抗体(BD公

司产品)双染色后应用流式细胞仪进行检测, 以
淋巴细胞设门, 计数50 000个CD8+阳性细胞, 同时

计数CD8+和Tetramer双阳性细胞为特异性CD8+细

胞, 并以占总计数CD8+细胞的百分比表示.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 治疗前

后均数比较采用独立样本t检验, 使用SPSS10.0 
软件进行统计学分析.

2  结果

2.1 流式细胞术检测效果 本次实验共检测11例
CHB患者治疗前后PBMC标本22份, 测得HBcAg
特异性CTL为0.074%-0.937%. CHB患者体内的

特异性CTL频率远低于急性乙型肝炎, 本实验数

据与以往研究数据相符(图1). 
2.2 基本资料 40例患者中鉴定获得HLA-A2型11
例, 其中男7例, 女4例, 治疗后血清HBV DNA、

ALT、AST及白蛋白水平较治疗前出现明显改

善(表1), 其中2例出现HBV DNA阴转(<5×105 
copies/L), 6例出现ALT复常. 
2.3 治疗前后特异性CTL的变化 纳入研究的11
例CHB患者经ADV治疗48 wk后的HBcAg特异

性CTL较治疗前无明显变化. 随后进行的亚组分

析也表明: 无论治疗48 wk后HBV DNA是否转

阴、ALT是否恢复正常, 对特异性CTL均无影响

(表2).

3  讨论

对于HBV感染者而言, 特异性CTL应答是机体

清除肝细胞内HBV的主要途径, 但是不充分的

特异性CTL应答不仅不能清除病毒, 反而却通

过介导非特异性T细胞应答引起肝脏损害. 因
此, 检测CHB患者特异性CTL水平对于阐明乙

型肝炎慢性化的免疫病理机制以及研发更为

有效的治疗药物均有重大意义. 但是由于CHB
患者外周血中特异性CTL水平极低, 应用传统

免疫学研究技术难以进行准确检测 .  1992年
Garboczi et al [7]建立了MHC-抗原肽四聚体技术, 
并将该技术同流式细胞术相结合, 使得准确检

测PBMC中极低细胞频率的特异性CTL成为可

■相关报道
1992年Garboczi 
et al 建立了MHC-
抗原肽四聚体技
术, 并将该技术同
流式细胞术相结
合, 使得准确检测
PBMC中极低细
胞频率的特异性
CTL成为可能.
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能. 我们选用已经证实为MHCⅠ类分子关键结

合序列的HBcAg18-27肽段[8]与HLA-A2构建四

聚体, 用于CHB患者PBMC中特异性CTL细胞频

率的检测. 结果显示, 该方法可检测到细胞频率

低至0.074%的HBcAg特异性CTL, 而阴性对照

(未受HBV感染的健康人PBMC标本)结果仅为

0.003%, 表明四聚体技术联合流式细胞术检测

CHB患者特异性CTL的灵敏度和特异度均较高, 
适于低水平细胞频率的检测. 

既往认为核苷 (酸 )类似物仅仅通过抑制

HBV DNA多聚酶的活性达到抗病毒治疗目的, 
对CHB患者的免疫状态不产生直接或间接的影

响. 2001年Boni et al [9]报道, 经过拉米夫定(LAM)
治疗后, CHB患者外周血中的HBV特异性CD4+

细胞和HBV特异性CD8+细胞频率明显升高, 表
明LAM能够使CHB患者的HBV特异性CTL功能

得到一定程度的恢复. 后续研究显示, LAM仅在

最初治疗的1-2 wk可增加CD4+ T淋巴细胞反应, 

而在治疗6 mo时, CD4+ T淋巴细胞反应又恢复

到治疗前水平; 表明经LAM治疗恢复的HBV特

异性CTL反应无法长期维持[10]. Wu et al [11]通过

检测3型鼠肝炎病毒(murine hepatitis virus type 
3, MHV-3)诱导的小鼠肝炎模型血清细胞因子水

平, 以评价替比夫定(telbivudine, LdT)对机体免

疫的影响, 结果显示: 在LdT治疗组中TNF-α、
IL-12、IL-18和IFN-γ等Th1细胞因子水平明显

升高, 而Th2细胞因子(IL-10、IL-4)则明显受到

抑制, 提示LdT对于慢性肝炎患者可能具有免疫

调节作用, 但尚需进一步研究证实. 为研究ADV
对CHB患者外周血中HBV特异性CTL水平的影

响, 我们采用四聚体技术检测11例经ADV治疗

48 wk的CHB患者治疗前后的PBMC, 结果显示, 
ADV治疗48 wk后的HBcAg特异性CTL较治疗

前无明显变化; 亚组分析也表明无论治疗48 wk
后HBV DNA是否转阴、ALT是否恢复正常, 对
特异性CTL均无影响. 这一结果同既往研究中

■创新盘点
本文应用MHC-抗
原肽四聚体技术
检测CHB患者外
周血中的特异性
CTL, 克服了传统
免疫学技术对极
低水平的特异性
CTL难以精确定
量的方法学难题, 
从而保证了结果
的准确可信.

表 1 ADV治疗前后CHB患者肝功能及HBV DNA的变化

     
           治疗前    治疗48 wk后    P 值

ALT(U/L)  183.00±98.45  74.45±73.15  0.024

AST(U/L)    90.46±50.37  46.36±43.07  0.027

TBIL(μmol/L)   27.63±33.73  16.56±7.26  0.331

ALB(g/L)    44.22±3.87  46.96±1.87  0.043

lgHBV DNA(lg10)     7.04±1.26    4.59±1.84  0.001

表 2 ADV治疗前后HBcAg特异性CTL的变化 (%)

     
              n      治疗前   治疗48 wk后   P 值

全部患者           11               0.276±0.206 0.238±0.254 0.695

HBV DNA转阴者            2               0.332±0.160 0.189±0.013 0.402

HBV DNA未转阴者            9               0.263±0.222 0.249±0.282 0.900

ALT复常者            6               0.225±0.142 0.279±0.335 0.878

ALT未复常者            5               0.337±0.270 0.189±0.122 0.725

图 1 Tetramer流式细胞技术检测HBcAg特异性CTL. A: 正常人PBMC所做的阴性对照(Tetramer/CD8 = 0.003%); B: 特异性

CTL频率较低的标本(Tetramer/CD8 = 0.074%); C: 特异性CTL频率较高的标本(Tetramer/CD8 = 0.937%).

100        101          102         103          104

10
0   

  
  
 1

01   
  
  
  
10

2   
  
  
  
10

3   
  
  
 1

04

Tetramer PE

CD
8 

AP
C

A

100        101          102         103          104

10
0   

  
  
 1

01   
  
  
  
10

2   
  
  
  
10

3   
  
  
 1

04

Tetramer PE

CD
8 

AP
C

B

100        101          102         103          104

10
0   

  
  
 1

01   
  
  
  
10

2   
  
  
  
10

3   
  
  
 1

04

Tetramer PE

CD
8 

AP
C

C



www.wjgnet.com

闫杰, 等. 阿德福韦酯对慢性乙型肝炎患者外周血HBcAg特异性CTL的影响               1999

LAM对CHB患者特异性CTL的影响基本一致, 
说明ADV治疗对CHB患者特异性CTL的恢复也

无明显影响.
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Abstract
AIM: To investigate the mRNA expression 

of cancer- test is (CT) ant igens SSX1-5 in 
hepatocellular carcinoma (HCC) and discuss the 
possibility of applying these antigens as targets 
for specific immunotherapy for HCC.

METHODS: The mRNA expression levels of CT 
antigens SSX1-5 were detected by reverse tran-
scription polymerase chain reaction (RT-PCR) in 
61 HCC specimens and 52 normal adjacent spec-
imens. The correlation between the expression of 
CT antigens SSX1-5 and clinical parameters was 
then evaluated. Positive RT-PCR products were 
sequenced randomly. 

RESULTS: In 61 HCC tissues detected, the posi-
tive rates of SSX1, SSX2, SSX4 and SSX5 mRNAs 
were 42.6% (26/61), 8.2% (5/61), 39.3%(24/61) 
and 6.6% (4/61), respectively. Approximately 
50.8% (31/61), 32.8% (20/61), 9.8% (6/61) and 
3.3% (2/61) of HCC specimens positively ex-
pressed at least one, two, three, and four mem-
bers of SSX1, SSX2, SSX4 and SSX5, respectively. 
In addition, no expression of SSX1-5 mRNAs 
was detected in all 52 normal adjacent speci-
mens. In HCC tissues, the expression of SSX1 
mRNA was correlated with the formation of 
cancer embolus in the portal vein while the ex-
pression of SSX4 mRNA was correlated with pa-
tient age (P < 0.05). DNA sequencing confirmed 
the identity of RT-PCR products. 

CONCLUSION: Though the positive rates of CT 
antigens SSX1, SSX2, SSX4 and SSX5 in HCC are 
different, their expression is high specific. Thus, 
they are possible promising targets for antigen-
specific immunotherapy for HCC. 

Key Words: hepatocellular carcinoma; Cancer tes-
tis antigen; Immunotherapy; Synovial sarcoma X 
break-point

Zhang XJ, Fan R, He SJ, Luo B, Li Qi, Luo GR, Xie 
XX. Clinical significance of SSX mRNA expression in 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 检测癌-睾丸抗原SSX1-5 mRNA在肝细

®

■背景资料
癌-睾丸抗原(CT
抗原)是一类可在
多种肿瘤组织中
表 达 ,  而 在 睾 丸
以外的其他正常
组织几乎不表达
的 抗 原 ,  又 称 为
肿瘤特异性共享
抗 原 .  利 用 这 一
表 达 特 点 ,  一 些
CT抗原的肿瘤疫
苗(如NY-ESO-1, 
MAGE)已试用于
临床治疗并取得
较 好 的 效 果 .  然
而 ,  由于CT抗原
在一些肿瘤中表
达频率不高又限
制了其疫苗在这
些肿瘤中的应用.

■同行评议者
王鲁, 副教授, 复
旦大学附属中山
医院肝外科
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胞癌(HCC)组织中的表达, 探讨其用于HCC免
疫治疗的可能性. 

方法: 采用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)技
术, 检测61例HCC组织及52例配对的HCC癌
旁组织中SSX1-5 mRNA, 结合临床相关指标
进行统计学分析. 随机抽取PCR阳性产物进行
DNA测序.  

结果: SSX1、SSX2、SSX4和SSX5 mRNA
在H C C中的表达率分别为42.6%(26/61)、
8.2%(5/61)、39.3%(24/61)和6.6%(4/61); 未
检测到SSX3的表达. 在癌旁组织中, 未检测
到SSX1-5 mRNA; HCC组织中, 至少表达1个
SSX基因者达50.8%(31/61); 表达2个或2个以
上者达32.8%(20/61), 表达3个或3个以上者达
9.8%(6/61), 同时表达4个者达3.3%(2/61). SSX
的表达与临床相关指标关系的分析结果显示: 
门静脉癌栓形成与SSX1的表达、患者的年
龄与SSX4的表达均具有显著性差异(P <0.05);  
DNA测序证实PCR阳性产物为目的基因. 

结论: SSX1、SSX2、SSX4和SSX5在HCC组
织中表达频率不尽相同, 但具有较强的特异
性, 提示有可能成为HCC免疫治疗的靶抗原. 

关键词: 肝细胞癌; 癌-睾丸抗原; 免疫治疗; 滑膜
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0  引言

癌-睾丸抗原(cancer testis antigen, CT抗原)是一

类可在多种肿瘤组织中表达, 而在睾丸以外的

其他正常组织几乎不表达的抗原, 又称为肿瘤

特异性共享抗原(shared tumor specific antigen). 
利用这一表达特点, 一些CT抗原的肿瘤疫苗(如
NY-ESO-1, MAGE)已试用于临床治疗并取得较

好的效果[1-2]. 然而, 由于CT抗原在一些肿瘤中表

达频率不高又限制了其疫苗在这些肿瘤中的应

用. 因此, 在该研究领域中, 一方面不断地利用

各种新技术寻找和鉴定更多的CT抗原, 另一方

面则是对已报道的CT抗原进一步深入的研究, 
了解其表达特征, 评价这些新发现的CT抗原用

于肿瘤免疫治疗的可能性[3-5]. SSX基因又称滑

膜肉瘤X断裂点基因(synovial sarcoma X break-
point, SSX), 是个多基因家族, 其中一些成员被

认为是CT抗原[6]. 本研究利用逆转录聚合酶链反

应(reverse transcription polymerase chain reaction, 
RT-PCR)技术, 检测肝细胞癌(hepatocel lular 
carcinoma, HCC)组织及相应癌旁组织的mRNA, 
以了解这些抗原的表达及其与临床相关指标的

关系, 探讨将这些抗原用于HCC免疫治疗的可

行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 HCC组织标本61例, 其中男55例, 女6例, 
所有标本均来源于广西医科大学第一附属医院, 
并经病理诊断证实; HCC癌旁组织(距癌灶边缘

≥5 cm)52例, 其中47例为癌及癌旁配对组织. 所
有HCC患者均来自广西各地区. 收集患者的年

龄、性别、肿瘤大小、病理分级(Edmondson标
准)、血清AFP水平、门静脉癌栓(肉眼所见)、
肝病背景和T N M分期(国际抗癌联盟(U I C C) 
1997年第5版TNM分期标准)等临床资料. 
1.2 方法 
1.2.1 总RNA提取及cDNA合成: 取约300 mg, 
-70℃保存的组织, 利用异硫氰酸胍-酚-氯仿法

提取组织总RNA. 所得RNA经琼脂糖凝胶电泳

和测定A值, 确定无降解后, 取3 μg总RNA, 用逆

转录酶(MBI公司)合成cDNA. 所得cDNA通过

PCR扩增看家基因以检测cDNA的质量[7]. 将合

格的cDNA分装, -20℃保存, 备用.  
1.2.2 靶基因的RT-PCR检测: SSX1、SSX2、
SSX3和SSX5的总反应体积为30 μL, 取cDNA 1 
μL; SSX4的总反应体积为25 μL, 取cDNA 2 μL. 
PCR循环数均为35个循环. 靶基因SSX1-5的引

物序列、退火温度和扩增片断长度见表1. 每次

PCR反应中, 均采用睾丸cDNA为阳性对照, 不加

模板为阴性对照. PCR完毕后, 取5 μL产物行15 
g/L琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察拍照.  
1.2.3 DNA测序:  随机选取SSX1-5阳性的PCR产
物, 经纯化后进DNA测序(ABI3100自动测序仪, 
美国). 

统计学处理 应用SPSS for Windows 11.5统
计学分析软件, 对所得数据进行统计学处理. 样
本率的比较用χ2检验, 样本均数的比较用t检验. 

2  结果

2.1 SSX基因mRNA的表达 SSX1-5 PCR扩增

产物电泳图见图1. 在HCC组织中, SSX1表达

率(42.6%)最高, 其次为SSX4(39.3%), 随后为

SSX2(8.2%)和SSX5(6.6%), 未检测到SSX3; 在
癌旁组织中, 未检测到SSX1-5 mRNA. 

■创新盘点
目 前 ,  有 关 广 西
HCC组织中SSX
基因mRNA的表
达仅有一些报道, 
但存在着一些不
足, 如: 例数较少, 
临床相关指标的
分析有限等. 基于
以上情况, 本研究
扩大样本例数, 检
测SSX家族的5个
成员(SSX1-5), 并
结合多项临床指
标进行分析. 
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2.2 SSX基因在HCC组织中的共表达 在检测

的H C C组织中 ,  至少表达1个S S X基因者达

50.8%(31/61); 表达2个或2个以上者达32.8% 
(20/61); 表达3个或3个以上者达9.8%(6/61); 同
时表达4个者达3.3%(2/61)(图2). 
2.3 SSX基因mRNA的表达与临床相关指标的关

系 经χ2检验及t检验分析发现, 在HCC组织中, 除
门静脉癌栓形成与SSX1的表达、患者的年龄

与SSX4的表达具有显著性差异外(P <0.05), 其
余指标均与SSX1和SSX4的表达无显著性差异

(P >0.05). SSX2和SSX5在HCC组织中表达与所

分析的指标的差异均无显著性(P >0.05, 表2). 
2.4 DNA测序 随机抽取PCR阳性产物进行DNA
测序, 所得序列与基因库检索序列一致, 证实所

扩增的产物为目的基因的片段. 

3  讨论

广西是HCC的高发区, 探讨如何将CT抗原用于

HCC的辅助治疗有一定的临床意义. 目前, 有关

广西HCC组织中SSX基因mRNA的表达仅有一

些报道[4,8-9], 但存在以下不足: (1)SSX3和SSX5
在H C C组织中的表达情况尚未见报道; (2)例
数较少; (3)SSX表达与临床相关指标的分析有

限. 基于以上情况, 本研究扩大样本例数, 检测

SSX家族的5个成员(SSX1-5), 并结合多项临床

指标进行分析. 本研究结果显示SSX1(42.6%)和

SSX4(39.3%)的表达率较高, 而SSX2(8.2%)和
SSX5(6.6%)的表达率较低. SSX1和SSX2表达率

低于先前报道[4,9], 而SSX4则明显高于Luo et al [8]

的报道, 这可能与不同的标本有关, 但不排除与

SSX家族成员在HCC中的表达异质性有关. 本研

究未发现1例表达SSX3, 与SSX3在其他肿瘤组

织中的表达率几乎为零的情况相似[10-11]. 同一基

因家族中, 为何一些成员完全不表达, 目前机制

尚不清楚, 有待进一步的研究探测. 
对SSX基因表达与临床相关指标关系的分

析发现, 已有门静脉癌栓的HCC患者, SSX1的
表达率明显高于无门静脉癌栓形成的HCC患者, 
提示SSX1阳性的患者HCC的复发及转移可能性

较大, 预后较差. 目前已知随着年龄的增加, 机
体DNA甲基化程度逐渐降低, 去甲基化程度逐

渐增高[12], 而体外实验也发现在肿瘤细胞培养

中加入去甲基化试剂可诱导SSX基因表达[13-14].
因此, SSX4的表达与患者年龄相关, 这从另一方

面提示SSX4的表达与可能去甲基化有关, 此外, 
尽管本研究结果显示SSX基因的表达率与AFP
值的无显著性差异, 但在11例AFP值正常(<20 
μg/L)的HCC组织中, 有6例表达SSX1、SSX4和
SSX5. 这一现象提示, SSX1、SSX4和SSX5的表

达对HCC的辅助诊断可能有一定的意义. 
S S X基因在其他肿瘤组织中存在共表达

表 1 靶基因引物序列、退火温度和扩增长度

     
基因    引物序列               退火温度(℃)   产物大小(bp)

SSX1 正义:  5'-CTA AAG CAT CAG AGA AGA GAA GC-3'     54            421

 反义: 5'-AGA TCT CTT ATT AAT CTT CTC AGA AA-3'     

SSX2 正义: 5'-GTG CTC AAA TAC CAG AGA AGA TC-3'     58           434

 反义: 5'-TTT TGG GTC CAG ATC TCT CGT G-3'      

SSX3 正义:  5'-GGA AGA GTG GGA AAA GAT GAA AGT-3'     58           381

 反义: 5'-CCC CTT TTG GGT CCA GAT ATC A-3'      

SSX4 正义: 5'-AAA TCG TCT ATG TGT ATA TGA AGC T-3'     60           415

 反义: 5'-GGG TCG CTG ATC TCT TCA TAA AC-3'    

SSX5 正义: 5'-GTT CTC AAA TAC CAC AGA AGA TG-3'     58           324

 反义: 5'-CTC TGC TGG CTT CTC GGG CG-3'     

图 1 SSX1-5的PCR扩增产物电泳图. M: DNA分子质量

标记; 1: SSX1(421 bp); 2: SSX2(434 bp); 3: SSX3(381 bp); 4:

SSX4(415 bp);  5: SSX5(324 bp); 6: 阴性对照.

512 bp
400 bp

M       1      2       3      4      5      6

图 2 SSX基因在HCC组织中的共表达.
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达
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1个基因    >1个基因   >3个基因    >3个基因

■应用要点
由于SSX1、2、4
和SSX5在HCC中
的表达具有较强
的特异性及具有
共表达等特性, 因
此均有可能作为
HCC免疫治疗的
靶抗原, 通过研发
SSX的多价疫苗, 
可扩大免疫治疗
的适用范围, 并且
可以提高疗效. 
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现象 [15], 这一现象也同样存在于H C C组织中. 
本研究结果显示至少表达1个S S X基因的占

50.8%(31/61); 至少表达2个SSX基因的占32.8% 
(20/61); 至少表达3个SSX基因的占9.8%(6/61); 
同时表达4个SSX基因的占3.3%(2/61). 这种共

表达现象可能与CT抗原在组织中的相互作用

有关, 因为当单个基因因去甲基化被激活后, 该
基因可能以连锁反应的形式相继激活其他基因, 
导致共表达现象的出现[13]. 尽管这一现象出现

的机理尚不清楚, 但由于半数的HCC患者表达

至少1个SSX基因, 以及一个个体中可同时表达

多个SSX基因, 这将十分有利于SSX多价疫苗的

应用. 
本研究显示了SSX1-5在HCC组织中的表

达率不尽相同, SSX1和SSX4的表达率较高, 而
SSX2和SSX5的表达率偏低. 由于该家族成员在

核酸及蛋白水平均有较高的同源性, 并存在共

同表达现象, 尤其是半数的HCC患者可表达至

少一种SSX, 因此, SSX1、SSX2、SSX4和SSX5
均有可能作为HCC免疫治疗的靶抗原, 通过研

发SSX的多价疫苗, 不但可扩大免疫治疗的适用

范围, 而且由于多价疫苗包含多个特异性抗原

表位, 可以针对因肿瘤细胞异质性表达而致的

免疫逃逸, 以达到提高疗效的目的. 
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瘤中的易位染色
体t(X; 18)(p11.2; 
q11.2)有着密切的
联系. 



www.wjgnet.com

2004                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年7月8日    第17卷   第19期

达. 中华消化杂志 2004; 24: 174-175  
5 范蓉, 肖绍文, 罗昱, 廖兴胜, 张小静, 许涛, 谢小薰. 癌

-睾丸抗原基因NY-SAR-35在人脑膜瘤中的表达. 中
华神经外科杂志 2005; 21: 109 

6 Zahn M. Cancer/Testis (CT) Gene Database. Cancer 
Immunology online. 2006-03-29, cited 2009-04-21; 
1(1): 24 screens. Available from: URL: http://www.
cancerimmunity.org/CTdatabse/

7 Xie X, Wacker HH, Huang S, Regitz E, Preuss KD, 
Romeike B, Parwaresch R, Tiemann M, Pfreundschuh 
M. Differential expression of cancer testis genes in 
histological subtypes of non-Hodgkin's lymphomas. 
Clin Cancer Res 2003; 9: 167-173

8 Luo G, Huang S, Xie X, Stockert E, Chen YT, 
Kubuschok B, Pfreundschuh M. Expression of 
cancer-testis genes in human hepatocellular 
carcinomas. Cancer Immun 2002; 2: 11

9 陈红松, 覃柳亮, 从旭, 王瑜, 费然, 蒋栋, 曹骥, 苏
建家, 魏来, 陈慰峰, 王宇. 肿瘤特异性肿瘤/睾丸抗
原在肝癌组织中的表达. 中华肝脏病杂志 2003; 11: 
145-148

10 Türeci O, Chen YT, Sahin U, Güre AO, Zwick C, 
Villena C, Tsang S, Seitz G, Old LJ, Pfreundschuh 
M. Expression of SSX genes in human tumors. Int J 

Cancer 1998; 77: 19-23
11 Ayyoub M, Brehm M, Metthez G, Talbot S, Dutoit 

V, Taub RN, Keohan ML, Gure AO, Chen YT, 
Williamson B, Jungbluth AA, Old LJ, Hesdorffer 
CS, Valmori D. SSX antigens as tumor vaccine 
targets in human sarcoma. Cancer Immun 2003; 3: 13

12 De Smet C, Lurquin C, Lethé B, Martelange V, 
Boon T. DNA methylation is the primary silencing 
mechanism for a set of germ line- and tumor-
specific genes with a CpG-rich promoter. Mol Cell 
Biol 1999; 19: 7327-7335

13 dos Santos NR, Torensma R, de Vries TJ, Schreurs 
MW, de Bruijn DR, Kater-Baats E, Ruiter DJ, Adema 
GJ, van Muijen GN, van Kessel AG. Heterogeneous 
expression of the SSX cancer/testis antigens in 
human melanoma lesions and cell lines. Cancer Res 
2000; 60: 1654-1662

14 Güre AO, Wei IJ, Old LJ, Chen YT. The SSX gene 
family: characterization of 9 complete genes. Int J 
Cancer 2002; 101: 448-453

15 Li M, Yuan YH, Han Y, Liu YX, Yan L, Wang Y, Gu 
J. Expression profile of cancer-testis genes in 121 
human colorectal cancer tissue and adjacent normal 
tissue. Clin Cancer Res 2005; 11: 1809-1814

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

■同行评价
本研究选题新颖, 
设计合理, 结果有
一定的参考价值.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2009-07-08)
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原发性胆管结石手术引流方式的分析及其再认识

陈水平, 余 新, 邵江华, 邬林泉, 邹书兵, 傅华群
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Abstract
AIM: To retrospectively evaluate the changes 
in biliary drainage procedures for patients with 
bile duct stones.

METHODS: The clinical records of 3691 patients 
with bile duct stones treated at our hospital from 
1986 to 2007 were collected, while the clinical 
data of patients with bile duct stones reported 
in the literature between 1960 and 1980 were 
obtained by searching the Chinese Biomedical 
Literature Database (CBMDisc). The changes in 
biliary drainage procedures (e.g., T-Tube drain-
age and biliary-intestinal anastomosis) were 
analyzed. Moreover, the possible reasons behind 
such changes were explored.

RESULTS: During the periods from 1960 to1980, 
1986 to 1996 and 1997 to 2007, T-Tube drainage 
and biliary-intestinal anastomosis were used in 

74.70% and 16.90%, 35.20% and 38.42%, 70.30% 
and 10.16% of patients undergoing surgical ther-
apy, respectively.

CONCLUSION: Over the past 50 years, the 
changes in biliary drainage procedures for pa-
tients with bile duct stones in China can be di-
vided into three different stages, namely, biliary 
tract exploration plus T-Tube drainage, biliary-
intestinal anastomosis, and radical treatment of 
focal infection plus T-Tube drainage.

Key Words: Bile duct stones; Biliary tract explora-
tion; T-Tube drainage; Biliary-intestinal anastomosis

Chen SP, Yu X, Shao JH, Wu LQ, Zhou SB, Fu HQ. An 
analysis and re-evaluation of biliary drainage procedures 
for patients with primary bile duct stones. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(19): 2005-2009

摘要
目的: 探讨胆管结石手术引流方式随诊断技
术和手术技巧的提高所发生的变迁. 

方法: 收集1986-2007年南昌大学第二附属医
院3691例胆管结石患者的临床资料, 并利用中
国生物医学文献数据库检索20世纪60-80年代
初胆管结石手术引流方式资料. 分析胆管结石
手术引流方式-T管引流和胆肠吻合引流的变
化趋势, 并分析其产生变化的原因. 

结果: 20世纪60-80年代初、1986-1996年、

1997-2007年这3个时间段胆管结石患者中T管
引流和胆肠吻合引流在同期行手术治疗的患
者中百分比分别是74.70%和16.90%、35.20%
和38.42%、70.30%和10.16%.

结论: 近50年我国胆管结石患者手术引流方
式经历了胆道探查+T管引流、胆肠吻合与病
灶根治+T管引流3个阶段.

关键词: 胆管结石; 胆道探查; T管引流; 胆肠吻合
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■背景资料
原发性胆管结石
是指原发于胆管
系统(包括肝内胆
管)内的结石 ,  结
石的性质大多为
含有多量胆红素
钙的色素性混合
结石, 胆囊内可能
存 在 结 石 .  在 我
国, 原发性胆管结
石占较大比例. 因
结石造成胆管梗
阻, 可引发炎症、

黄疸、肝功能损
害和终末期肝病
等并发症. 同时结
石发病率又相当
高, 所以胆管结石
的治疗一直是临
床上的研究热点.

■同行评议者
韩天权, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
外科, 上海消化外
科研究所



0  引言

胆管结石是指发生于肝内胆管和肝外胆管的结

石性病变. 胆管结石分为原发性和继发性2种. 
原发性胆管结石是指原发于胆管系统(包括肝内

胆管)内的结石, 结石的性质大多为含有多量胆

红素钙的色素性混合结石, 胆囊内一定存在结

石. 在我国, 胆管结石多数属于这一类. 因结石

造成胆管梗阻, 可引发炎症、黄疸、肝功能损

害和胰腺炎等并发症. 同时结石发病率又相当

高, 所以胆管结石的治疗一直是临床上的研究

热点. 胆管结石的外科治疗原则是“取净结石, 
解除梗阻, 去除病灶, 通畅引流”. 而对于引流

方式临床上主要有“胆管探查+T管外引流”和

“胆肠吻合内引流”. 随着时间的变迁, 手术方

式也发生着不同的变化. 我院1986-2007年共收

治胆管结石患者3691例, 其中行手术治疗2763
例, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院于22年(1986-2007)中共收治原发

性胆管结石患者(B超检查胆囊无结石)3691例, 
男1575、女2116例. 年龄16-92(平均年龄48.9)岁. 
其中行手术治疗2763例. 另作者利用中国生物

医学文献数据库检索文献, 以《中华外科学杂

志》上最具代表性的2篇文章[1-2]中的资料进行

汇总.
1.2 方法 原发性胆管结石的诊断是: B超提示

胆囊无结石 ,  手术中发现肝内或肝外胆管有

结石. 结石分布为: 分1986-01/1996-12期间和

1997-01/2007-12期间两个阶段, 统计左肝、右

肝、胆总管、混合(指既有肝内胆管结石又有肝

外胆管结石或(和)左、右肝管同时具有结石)、
不明(病历资料中没有详细标明)各组结石发生

例数和所占比例. 手术引流方式: T管引流和胆

肠吻合2种手术方式进行分组. 同时为了寻找导

致胆管结石手术引流方式的变迁原因, 对收集

到的我院病历资料进行分析, 对比诊断技术和

治疗方法在不同阶段的应用情况(某项检查或操

作占总的手术患者的百分比).
统计学处理 样本率的比较资料用SPSS13.0

软件作χ2分析.

2  结果

2.1 一般资料分析 本组资料中男女比例(表1)、
结石的分布部位(表2)及发病年龄(图1)提示胆管

结石女性多见, 混合性、多发性常见, 且发病年
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龄高峰略有后移.
2.2 手术引流方式的变迁

2.2.1 我院22年中每年胆管结石患者手术引流方

式: 将其每年T管引流和胆肠吻合分别占总手术

治疗患者的百分比以折线图描述, 提示T管引流

术式近年来逐渐增加, 而胆肠吻合术式则在近

年急剧减少(图2).
2.2.2 根据折线图趋势分为2个时间段: 1986- 
1996年和1997-2007年, 并将这2个时间段进行汇

总分别得到1986-1996年、1997-2007年胆管结

石患者T管引流和胆肠吻合引流的百分比分别

是: 35.20%和38.42%、70.30%和10.16%(表3-4). 
同时由于20世纪60-80年代本院资料缺失或不

www.wjgnet.com

■研发前沿
胆肠吻合手术方
式经历一段时间
的兴盛后, 从20世
纪90年代末期开
始, 随着时间的推
移及临床病例的
积累及较长时间
的疗效观察, 人们
在实践中逐步认
识到, 肝肠吻合有
一定并发症, 并非
能解决所有胆管
结石的病理问题.
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图 1 不同年份胆管结石的年龄段分布折线图.

表 2 胆管结石的分布部位

     
结石分布            1986-1996   1997-2007

部位      n    百分比(%)               n          百分比(%)

左肝   188   15.00             292           12.00

右肝     64     5.10             105             4.30

胆总管   288   23.00             658           27.00

混合1   602   48.00           1137           46.70

不明2   112     8.90             245           10.00

合计 1254 100.00           2437         100.00

1: 指既有肝内胆管结石又有肝外胆管结石或(和)左、右肝管同

时具有结石; 2: 病例资料中没有详细标明.

表 1 不同年份胆管结石的男女分布

     
年份

            1986-1996   1997-2007

      n    百分比(%)               n       百分比(%)

男   524     41.80            1051        42.20

女   730     58.20            1386        57.80

合计 1254   100.00            2437      100.00

■相关报道
目前有多篇临床
报道以“去除病
灶, 通畅引流”理
念为基础, 对近年
来开展“病灶根
治+T管引流” 的
经验进行总结, 证
实其能取得良好
的治疗效果. 如梁
立 建 总 结 4 9 8 例
肝切除治疗肝内
胆 管 结 石 ,  以 及
黄志强分析肝内
胆管结石的治疗
现 状 与 展 望 ,  和
对当代胆管外科
发展方向中有关
肝内胆管结石治
疗的论述.



陈水平, 等. 原发性胆管结石手术引流方式的分析及其再认识                2007

www.wjgnet.com

全, 为了解当时情况, 我们通过检索文献, 以
《中华外科学杂志》上最具代表性的2篇文章

中收集到的资料进行汇总求平均数得到当时的

T管引流和胆肠吻合引流的大致百分比分别为: 
74.70%和16.90%. 另外分别将这3个时间段的情

况以条形图描述(图3).
2.2.3 我院资料: MRI、ERCP、等先进诊断设备

的应用; 鼻胆管引流为胆管结石赢得了手术时

机; 术中超声、胆道镜防止结石残留; 胆道专科

的成立和肝切除切技术的应用等因素是导致胆

管结石手术引流方式变迁的主要原因(表5).

3  讨论

过去, 我国胆管结石外科治疗手术引流方式经

历了胆道探查+T管引流、胆肠吻合、病灶根治

+T管引流3个阶段. 在时间上分别为20世纪80年
代以前、20世纪80-90年代中期、20世纪90年代

末到现在这3个时间段. 这3个阶段中手术引流

方式从T管引流又回到T管引流, 终点又是起点, 
但这并非简单的重复, 而是认识和技术的升华, 
是人们在实践中对胆道结石的再认识结果. 

20世纪80年代中期以前, 胆管结石外科治疗

的主要手术方式是胆道探查+T管引流. 因此阶

段影像学诊断技术落后, 疾病诊断主要依靠询

问病史、体格检查及“三检一透”即血、尿、

粪常规检查, 腹部或胸部X线透视. B超检查仪器

图 2 T管引流和胆肠吻合变化趋势图.
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图 3 3个时间段两种手术方式的比例.

表 3 2个不同时间段T管引流率的χ2分析

     
                T管引流             非T管引流           合计              采用率(%)            χ2值     P 值

1986-1996组      401(636.22)          739(503.78)          1140 35.20         335.02 <0.001

1997-2007组    1141(905.78)          482(717.22)          1623 70.30  

合计           1542        1221           2763 56.92  

括号外为实际病例数, 括号内为四格表资料的理论频数.

表 4 2个不同时间段胆肠吻合引流率的χ2分析

     
                胆肠吻合           非胆肠吻合            合计             采用率(%)            χ2值     P 值

1986-1996组     438(248.79)          702(891.21)          1140 38.42         313.34 <0.001

1997-2007组     165(354.21)        1458(642.42)          1623 10.16  

合计             603        2160           2763 21.82

括号外为实际病例数, 括号内为四格表资料的理论频数.

表 5 2时间段不同诊断技术和治疗方法与总例数百分比

     
      1986-1996年   1997-2007年

                                       n               %     n    %

B超  940 82.4 1572 96.8

CT  320 28.1   726 44.7

MRI      0   0   197 12.1

ERCP+EST     0   0   115   7.0

术中造影      0   0     92   5.7

术中超声    95   8.3   105   6.5

胆道镜      0   0   142   8.7

肝段切除    98   8.6   275 16.9

鼻胆管      0   0   233 14.3

专科医生      0   0   524 32.2

■创新盘点
本文首次总结3个
阶段中手术引流
方式从T管引流又
回到T管引流, 终
点又是起点, 但这
并非简单的重复, 
而是认识和技术
的升华, 是人们在
实践中对胆道疾
病治疗方式的再
认识结果.
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1976年才开始引进. 当时胆道探查+T管引流是

解决胆道结石问题的首选. 胆肠吻合在当时是

技术要求较高的手术, 因技术限制开展得并不

广泛. 魏北有 et al [2]报道1960-1981年收治胆管结

石患者623例行T管引流手术588例, 而胆肠吻合

还不到20例. 我院此阶段资料缺失, 但从他们的

资料中可以反映出当时手术引流以T管引流为

主的治疗状况. 
20世纪80-90年代中期胆道外科手术方式兴

起了一股胆肠吻合术热. 这主要由于: (1)胆道探

查+T管引流术有其局限性, 表现在不容易取净

结石, 特别是肝内胆管多发性结石、二、三级

胆管结石以及泥沙样结石, 患者术后往往有结

石残留或结石复发而需要行二次手术甚至多次

手术; (2)T管引流后局部并发症, 如胆漏、T管折

段、T管脱出、T管拔管后窦道形成不全、T管
引流量过多造成电解质紊乱以及T管堵塞和术

后胆管瘢痕性狭窄等[3]; (3)胆总管下段狭窄上段

扩张、下段梗阻和Oddi's括约肌有病变者, 也不

适宜行T管引流. 当时行单纯T管引流的效果不

佳其主要原因是: (1)手术前缺乏清晰胆道影像

资料, 对胆道系统病变缺乏完整的了解; (2)重症

胆管炎需行急诊手术; (3)高位胆管狭窄并发胆

汁性肝硬变、门脉高压症、急性胆管炎等. 同
时这段时期我国的医学技术水平也大大提高, 
我院从1986-1996年中共有1140例胆管结石患者

行手术治疗, 其中有405例行胆肠吻合占总数的

37%. 就短期效果来说胆肠吻合术解决了胆管狭

窄和胆汁引流问题.  
胆肠吻合手术方式经历一段时间的兴盛

后, 从20世纪90年代末期开始, 随着时间的推移

及临床病例的积累及较长时间的疗效观察, 人
们在实践中逐步认识到其也具有很多缺点和并

发症, 甚至超过胆道探查+T管引流[4]. 其原因是

胆肠吻合破坏了胆道的正常解剖生理, 失去了

Oddi's括约肌这一生理性阀门[5-6]. 在这些并发症

中尤以失去Oddi's括约肌后造成的反流性胆管

炎和结石复发为甚. 此外黄志强[7]特别指出, 良
性胆道狭窄胆管空肠吻合术后胆管癌的发生率

增高, 胆肠吻合动物实验模型显示其可提高诱

发胆管癌的易感性等事实, 亦使我们重新审视

肝内胆管结石的外科治疗, 特别是胆管空肠吻

合术的应用问题. 据全国调查1460例肝内胆管

结石再次手术的报告, 9.75%为胆管肠道吻合后

再手术[8]. 此外, 人们在实践中发现残存结石从

胆肠吻合口中掉入肠道排出是几率很小. 残留

的病灶还会导致结石的复发, 胆肠吻合导致正常

解剖结构的破坏, 加大了二次胆道手术或再次胆

道手术的难度. 在我院收治的病例中二次或多次

胆道手术中首次曾行胆肠吻合者超过40%.
20世纪90年代后影像诊断技术迅速发展, 

及在临床上广泛的应用 ,  对于结石的诊断起

得了很大的进步, 特别是CT、MRI、MRCP、
PTC、ERCP的应用对肝内胆管结石的定位上

还有很大帮助, 能得出清晰的胆树图像[9]. 胆道

镜能直接进入Ⅱ、Ⅲ级胆管看到结石并通过网

篮取石, 胆道镜还可以通过T管窦道取石[10], 使
用术后纤维胆道镜对肝内胆管残石取石成功率

达91.4%[11]. 我们统计本院术中使用胆道镜患者

106例, 术后B超发现结石残留的只有9例. 
经过20世纪90年代的临床与实验研究, 逐

步阐明肝内胆管结石的节段性的病理改变, 肝
胆管结石临床病变特点是: (1)结石沿肝内病变

胆管树呈区域性分布; (2)常合并病变胆管树的

多重狭窄; (3)肝脏增生-萎缩复合征; (4)病程晚

期继发肝胆管癌; (5)长期反复发作的胆道梗阻

和(或)感染, 以受累肝叶或肝段为单位呈局限性

分布的不可逆性损害[12]. 而对于肝脏解剖也有

了更深层次认识, 在此基础上针对早期肝内胆

管结石的特点, 提出系统性规则性肝段切除术

(systemic regular segmentectomy). 因为手术是从

段肝蒂开始分离及切断肝段的管道, 所以能最

大限度地保存正常胆管和对病变胆管进行必要

的处理[13]. 系统性规则性肝段切除术避免了非

规则性肝段切除术所造成的遗留病变的胆管组

织而导致手术后感染、胆瘘、窦道形成、再生

结石甚至癌变等并发症. 
手术技术的提高主要表现在规则性肝段切

除术的完善, 因而治疗的着眼点从肝叶切除、半

肝切除转向选择性的规则性肝段、亚肝段或局

部胆管树切除, 以恢复正常的肝胆生理状态[14]. 
用肝部分切除技术来治疗肝胆管结石, 起到清

除结石, 消灭病变场所的作用[15]. 规则性肝段切

除是完整地切除病变部位的肝内胆管支, 完全

保存正常的肝组织. 此手术方法对早期肝内胆

管结石应为“治愈”性的清除病灶, 恢复胆道

的生理状态, 而非胆肠吻合术所能比拟. 最近中

山大学第一附属医院总结近14年来肝内胆管结

石病例498例, 其中有63.7%行肝切除术, 2001年
后肝切除比例为74.6%[16]. 肝叶切除术结果优良

率达到90%以上[17]. 1986-1996年我院开展肝切

除手术的患者只占胆管结石手术患者中的8.6%

■应用要点
胆管结石的外科
治疗手术引流方
式经历了胆道探
查+T管引流、胆
肠吻合、病灶根
治 + T 管引流 3 个
阶 段 .  出 现 这 种
变化是建立在医
学发展的基础上, 
即诊断技术的进
步、对胆道疾病
认识的提高、手
术技巧的提高、

手术方式的改变.
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而在1997-2007年却有16.9%. 我们统计的数据还

包括肝外胆管结石, 所以比例要低, 但总的来说

肝段切除治疗结石的比率和效果逐年增加. Jan 
et al和Jeng et al两研究组[18-19]分别对比614例肝

胆管结石手术与非手术治疗随访4-10年和103例
合并肝胆管狭窄的双侧肝胆管结石患者切除与

否的远期疗效, 结果证明行肝叶或肝段切除者

的术后生活质量明显优于非手术组. 通过部分

肝叶的切除来治疗肝叶内多发结石, 也弥补了

单纯胆道探查T管引流术不能取净结石的不足. 
因此黄志强提出肝内胆管结石时的早期的系统

性肝段切除术, 以达到最大限度地消除病灶和

保存功能性肝组织. 对于广泛肝内胆管结石, 病
灶不易根治者, 在晚期出现胆汁淤积性肝硬化

伴严重肝功能障碍时, 可以采用肝移植. 
手术技术的提高还表现在术前处理(如减

黄、护肝、降低腹水); 术中采取肝门阻断, 减少

出血量以及根据出血量采取的输血措施, 低温下

肝门阻断技术的应用; 术后的对症支持治疗等. 
这些技术的改进, 使得肝切除技术日趋完善. 而
鼻胆管的应用, 可以使患者在炎症急性期免于手

术, 减少了手术风险. 此外, 在20世纪90年代后我

院成立胆道专科, 由操作熟练医生来完成手术. 
胆管结石的外科治疗手术引流方式经历了

胆道探查+T管引流、胆肠吻合、病灶根治+T管
引流3个阶段. 出现上述变化其原因可归结为以

下几点: (1)诊断技术的进步; (2)对胆道疾病认识

的提高; (3)手术技巧的提高; (4)手术方式的改变.
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Abstract
AIM: To explore the use of capsule endoscopy to 
detect colon disorders following the completion 
of small intestine disease diagnosis on the basis 
of implementation of energy consumption 
control for the endoscope, body position 
adjustment and food serving.

METHODS: Seventy-six patients who received 
capsule endoscopy examination to exclude ileus 
were divided into two study groups: Group 1 
(n = 39) and Group 2 (n = 37). Patients in Group 
1 were examined by ordinary procedures. In 
contrast, patients in Group 2 were examined 
by modified procedures. The endoscope was 
manipulated to reduce the frequency of photo-
graphing and the brightness of endoscopic im-
age before the capsule reached the duodenum. 
Within two hours after the capsule traveled 
inside the duodenum, the position of the mov-
ing capsule was observed continuously while 
the patient's body position was adjusted. The 

patients were laid flat with buttocks slightly 
elevated when the capsule moved into the co-
lon. Meanwhile, the patients were served with 
food. When the capsule reached the hepatic 
flexure, the patients were laid on their left side. 
When the capsule reached the splenic flexure, 
the patients were laid in flat position. After the 
capsule battery was exhausted, the recorder was 
retrieved. The position of the capsule inside the 
patient’s body was examined by X-ray. 

RESULTS: Endoscopic capsules worked for 4 
± 0.9 h in the colon in Group 1. The capsules 
reached the recta in only four cases, and re-
mained in the ileocecus in the other 35 cases, 
of which two cases of ileocecal polypi were de-
tected. In contrast, endoscopic capsules worked 
for 5 ± 0.7 h in the colon in Group 2. The move-
ment inside the colon was active after the pa-
tients took food. The capsules reached beyond 
the colon ascendens in 19 (51.4%) cases. Seven 
(18.9%) cases of colon diseases were detected 
in Group 2. Statistical differences were noted 
in the detection rate of colon diseases and the 
working duration of endoscopic capsules be-
tween the two groups (both P < 0.05). More-
over, a significant difference was observed in 
the effective rate of colon detection between the 
two groups (P < 0.01).  

CONCLUSION: Implementation of battery en-
ergy control, patient position adjustment, and 
food serving during capsule endoscopy can 
effectively prolong the working duration of en-
doscopic capsules in the colon and increase the 
detection rate of colon diseases. 

Key Words: Capsule endoscopy; Colon diseases; 
Position adjustment; Food serving; Energy saving
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摘要
目的: 探讨节能控制、体位调整及适时进食
在胶囊内镜完成小肠检查基础上对结肠检查

®

■背景资料
胶囊内镜是近年
来发展起来的新
型消化系检查器
械, 主要用于小肠
疾病的检查, 通常
其对结肠检查价
值较为有限, 因以
往胶囊在工作时
间内不能运行于
整条结肠, 一方面
因胶囊电池有效
工作时间不够, 另
一方面因胶囊在
结肠运行困难, 通
常大部分胶囊进
入结肠后不再前
进而是停留于回
盲部处或在回盲
部及升结肠来回
运动.

■同行评议者
邵 先 玉 ,  主 任 医
师, 泰山医学院附
属医院消化内科
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的作用. 

方法: 对我院内镜室2008-11/2009-05收治的
76例患者进行胶囊内镜检查, 所有病例均排
除肠梗阻. 将患者分为2组: 第1组常规检查组
(n  = 39); 第2组体位控制组(n  = 37), 患者吞服
胶囊后, 在胃窦反复拍照过程中通过图文系统
发送命令减少拍照频率及灯光亮度以节约电
能, 观察进入小肠后让患者离开, 2 h再到内镜
室观察, 若胶囊进入结肠则采取平卧且臀部稍
高的位体, 同时进食普通食物观察胶囊运行, 
进入肝曲后采用左侧卧体位, 过脾曲后改用平
卧. 所有患者胶囊电源耗尽后取回记录仪, 同
时作X光透视, 了解胶囊在患者体内的位置.  

结果: 对照组39例患者胶囊在结肠内工作时
间为4±0.9 h, 4例(10.3%)胶囊到达直肠, 35
例胶囊停留于回盲部处. 在回盲部处发现息
肉2例(5.1%). 体位控制组胶囊在结肠工作时
间5±0.7 h, 进食后结肠运动活跃, 其中19例
(51.4%)于工作时间内到达升结肠以外的结肠
部位. 检出结肠阳性患者7例(18.9%). 2组胶囊
内镜结肠运行时间和疾病检查阳性率差别有
统计学意义(P <0.05), 对结肠检查有效率差别
有显著统计学意义(P <0.01). 

结论: 胶囊内镜检查过程采用节能控制、体
位调整及进食刺激方法, 有助于增加胶囊内镜
有效工作时间内在结肠的运行, 提高结肠疾病
检出率. 

关键词: 胶囊内镜; 结肠疾病; 体位调整; 进食刺激; 

节能控制
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0  引言

胶囊内镜是近年来发展起来的新型消化系检查

器械, 主要用于小肠疾病的检查, 通常其对结肠

检查价值较为有限, 因以往胶囊在工作时间内

不能运行于整条结肠, 一方面因胶囊电池有效

工作时间不够, 另一方面因胶囊在结肠运行困

难, 通常大部分胶囊进入结肠后不再前进而是

停留于回盲部处或在回盲部及升结肠来回运

动. 根据上述存在的2个阻碍胶囊内镜全面检查

结肠的问题, 我们利用胶囊内镜的调节功能使

其在保证图像质量的基础上尽量延长工作时间, 
同时采用体位调整减少重力对胶囊前进的影响, 

并结合进食刺激结肠运动, 以期望胶囊更好地

在结肠内运行, 充分发挥胶囊内镜在结肠检查

中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 对我院内镜室2008-11/2009-05收治的76
例已排除肠梗阻的患者按检查号单双号随机分

两组进行胶囊内镜检查. 第1组常规检查组(n  = 
39), 第2组体位控制组(n = 37), 其中男41(21/20)
例(括号内数字为第1组、第2组比例, 下同), 女
35(18/17)例, 年龄18-82(平均56/58)岁; 腹胀不适

12(6/6)例, 不明原因消化系出血10(5/5)例, 不明

原因腹痛38(19/19)例, 不明原因腹泻5(3/2)例, 无
明显消化系不适症状而自愿行检查以排除消化

系疾患者11(6/5)例. 2组性别、年龄及临床症状

差别均无统计学意义(P>0.05). 
1.2 方法 
1.2.1 胶囊内镜的检查: 检查前2 d服用大黄苏打

片及少渣饮食, 检查前晚进流质饮食, 21:00开
水泡服潘泻叶5 g; 检查当天5:00服用复方聚乙

二醇电解质散2盒, 检查前30 min服用西甲硅油

20 mL. 患者8:00用开水吞服胶囊后, 连接监视

器实时观察, 待胶囊进入小肠后方可离开, 如1 
h后仍不进入小肠, 则肌注胃复安10 mg, 并采用

上身右倾30度体位, 以利胶囊顺利通过幽门进

入小肠. 
1.2.2 体位控制: 第1组常规检查组患者吞服胶囊

后拍照速度与灯光不做调整, 胶囊进入小肠2 h
后可进食糖盐水, 除剧烈运动外可自由活动. 第
2组体位控制组吞服胶囊后, 对于胃窦部反复拍

照部分调整其拍摄速度为慢, 灯光在保证能清

楚观察的情况下调整为较暗, 胶囊进入小肠后2 
h回内镜室实时观察, 胶囊进入结肠后嘱患者进

食食物以刺激结肠运动, 同时采用平卧, 抬高臀

部体位, 并实时观察胶囊在结肠内运行情况, 如
胶囊保持于一结肠袋内2 min以上, 则嘱患者轻

微左右摆动体位, 使胶囊运动, 观察胶囊是否向

前运行, 观察过程如果发现胶囊已进入肝曲(根
据图像的淡蓝色判断), 则改为左侧卧位, 再观察

1 h后患者可起身坐位或站位, 让胶囊继续工作

至电源耗尽. 所有病例电源耗尽后均作X光透视

以了解胶囊所在部位. 
1.2.3 结果判定方法: 胶囊电源耗尽时处于回盲

部或在升结肠为结肠检查无效, 到达升结肠以

外的结肠为结肠检查有效. 
统计学处理 所有计量资料用mean±SD表
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示, 组间比较用t检验, 样本率检验采用方差分析, 
P <0.05为有统计学意义, P <0.01为有显著统计学

意义. 

2  结果

第1组胶囊在食管、胃及小肠运行时间为4±0.3 
h, 在结肠内工作时间为4±0.9 h, 39例中4例到

达直肠, 对结肠检查有效率10.3%, 余35例停留

于回盲部未能到达结肠其他部位; 在结肠回盲

部检查出息肉2例, 对结肠疾检查阳性率为5.1%. 
第2组胶囊在食管、胃及小肠运行时间为4±0.8 
h, 在结肠内工作时间为5±0.7 h; 进食刺激后结

肠运动加剧, 37例胶囊有16例到达直肠, 3例到

达横结肠, 对结肠检查有效率51.4%, 18例在回

盲部至升结肠处运行; 检查到结肠息肉4例, 结
肠炎症2例, 孤立溃疡1例, 对结肠疾病检查阳性

率为18.9%. 两组胶囊内镜结肠运行时间和疾病

检查阳性率差别有统计学意义(P <0.05), 对结肠

检查有效率差别有显著统计学意义(P <0.01). 

3  讨论

自以色列2000年开发出胶囊内镜以来, 胶囊内镜

已渐广泛应用于临床[1-5]. 我国自行生产研制的

胶囊内镜也已应用于临床, 并可控制拍照速度与

灯光亮度[6-8]. 一直以来, 胶囊内镜主要应用于小

肠检查[9-10]. 因其对胃及食管的检查不够全面, 只
能观察到部分胃黏膜[11-14]. 对于结肠的检查, 胶
囊内镜常常力不能及, 一方面由于胶囊内镜到达

结肠时已经耗尽电源, 不能继续工作[15-17]; 另一

方面胶囊到达回盲部后, 可能是结肠肠腔较大

且胶囊于回盲部到升结肠是逆重力作用运行的

原因而致胶囊难以向上运行到升结肠, 加上清

肠、禁食后结肠运动频率减少, 因此胶囊停留

于回盲部时间较长, 不能继续前进, 根本就不能

观察到结肠的其他部分. 有研究设计利用休眠

方法使胶囊在胃及小肠内休眠一段时间, 以留

出充足的时间让其在结肠内运行[18], 但用这种方

法检查结肠却使胶囊内镜失去主要检查小肠的

功用. 我们在临床使用胶囊内镜过程中发现大

部分胶囊工作时间均超过8 h, 如果充分利用其

拍摄速度的控制及光强度的调节, 则工作时间

可达10 h, 同时我们注意到大部分患者胶囊从咽

入口到回盲部运行时间为4 h左右, 则胶囊在结

肠内运行时间可达6 h. 因此我们设计上述方法, 
使胶囊在结肠运行避免逆重力作用, 并有充分

的时间在结肠内运行, 希望在胶囊内镜充分检

查小肠的同时, 能尽可能完成结肠检查. 从上述

结果看, 体位控制组对结肠检查的有效率及对

结肠疾病检出的阳性率均高于对照组. 
我们体会到在检查过程中, 提高胶囊工作

时间是结肠检查成功较为关键的一步, 当胶囊

在胃内时, 大都停留于胃窦幽门前区, 此时反复

大量拍摄照片没有多大意义, 因此我们通过工

作站发送命令, 使胶囊保持较慢的拍照频率及

较低的灯光亮度. 如果胶囊在胃内停留30 min
仍未进入十二指肠, 我们给予肌注甲氧氯普胺

10 mg, 并保持右倾30度的体位, 促进胶囊尽快

进入十二指肠. 从本组病例看, 所有患者吞服胶

囊后进入十二指肠的平均时间约1 h, 这为胶囊

在小肠、结肠内运行提供较多的时间. 本组病

例在小肠内运行平均时间约3 h. 体位探制组胶

囊到达回盲部仍有5-6 h的工作时间, 当胶囊进

结肠后, 我们采用平卧体位, 并抬高臀部, 这样

使胶囊在结肠回盲部处向升结肠运行由逆重力

变为顺重力, 有利于胶囊尽快向上运行. 另一方

面, 胶囊内镜检查过程中, 因怕进食影响观察常

要求患者禁食, 这时结肠的运动常较弱, 也影响

到胶囊在结肠内的运行. 但我们观察到, 当胶囊

进入结肠后, 进食食物不会赶上胶囊而影响观

察. 但进食后可刺激各种结肠运动, 有利于胶囊

在结肠内运行. 从上述结果看, 胶囊进入结肠后

给予患者进食确实起到一定的促进胶囊在结肠

内运行的作用, 提高胶囊内镜对结肠疾病的检

出率. 同时, 胶囊内镜要有比较满意的检查效果, 
良好的肠道准备非常重要, 在通常的肠道准备

方案中结肠常有较多浑浊的粪水影响观察, 我
们采用潘泻叶提前一晚给以预清肠, 第2天清晨

再服复方聚乙二醇电解质散2盒, 检查前30 min
服用西甲硅油20 mL, 这样起到了良好的清肠作

用, 为满意的检查提供基础. 
尽管我们采用上述方法, 在胶囊内镜检查结

肠方面的探讨取得一定的效果, 但结肠检查成

功率仍较低, 仍有待于进一步的研究, 以更好地

发挥胶囊内镜在整个消化系检查中的作用. 
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