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Abstract
Liver cancer is a life-threatening disease whose eti-
ology and pathogenesis remain unclear now. No 
effective therapeutic targets for the disease have 
been found. Recent studies suggest that a small 
population of cells having the potential of self-
renewal and differentiation in tumors may be the 
source of tumor metastasis and recurrence. Liver 
cancer stem cells may also exist. The side popula-
tion (SP) cells, a small population of tumor cells, 
have many properties of stem cells and are easy 
to isolate. Identification and isolation of SP cells 
in liver cancer may help us find liver cancer stem 
cells, elucidate the mechanisms behind the metas-
tasis and recurrence of liver cancer, and provide an 
efficient target for therapy of liver cancer.

Key Words: Side population cell; Liver cancer; Stem 
cell

Qiang GH, Yu DC, Jiang CP. Side population cells and 
liver cancer stem cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(10): 971-974

摘要
肝癌是严重威胁人类生命和健康的一种疾病. 
其病因和发病机制尚不完全清楚, 治疗缺少有
效靶点. 对肝癌恶性生长、转移及复发机制的
研究正在逐渐深入. 近年来的研究认为, 肿瘤
中存在一小群具有自我更新和分化潜能的细
胞, 即肿瘤干细胞, 可能是肿瘤转移和复发的
根源. 肝癌中应同样存在这样的一群细胞. 侧
群(side population, SP)细胞是肿瘤细胞中一小
部分, 具备干细胞的多种特性且易于分离. 肝
癌组织中SP细胞的鉴定和分离有可能找到肝
癌干细胞, 有助于肝癌的转移和复发机制的研
究, 并为肝癌治疗提供有效治疗靶点. 

关键词: 侧群细胞; 肝癌; 干细胞
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0  引言

肿瘤干细胞假说最先在血液肿瘤中被提出. 在
急性单核细胞白血病中CD34+和CD38-细胞富含

具有肿瘤开始能力的细胞[1,2], 被认为是肿瘤干细

胞-肿瘤生长、转移和复发的根源. 随着研究的进

展, 人们在脑肿瘤[3]、结肠癌[4]和乳腺癌[5]等实体

肿瘤中均发现肿瘤干细胞的存在. 肝癌作为常

见的一种恶性肿瘤, 是否存在肝癌干细胞备受

人们关注. 在一些实体肿瘤中人们使用一些特

异性表面标志物鉴别肿瘤干细胞, 不同类型的

肿瘤可能存在不同的肿瘤干细胞标志. 在肝癌

中人们尝试使用CD133、CD90等表面标志来鉴

别肝癌干细胞, 但都不是理想的特异性表面标

志物. 研究发现在一些肿瘤组织包括肝癌组织中

存在侧群(side population, SP)细胞, 其具有类似

于干细胞的特性. 因此人们认为SP细胞至少组成

了肝癌干细胞的一部分, SP细胞的发现为肿瘤干

www.wjgnet.com
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■背景资料
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为SP细胞至少组
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的发现为肿瘤干
细胞的鉴别和分
离提供了一种新
方法.

■同行评议者
余宏宇, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
长征医院病理科



细胞的鉴别和分离提供了一种新方法.

1  SP细胞

Goodell等[6]在用Hoechst33342荧光染色对小鼠

骨髓造血干细胞进行检测时, 发现极少数的细

胞能将此荧光染料排出, 表现为细胞核不着色

或着色程度很低, 且这群细胞在流式二维分析

点阵图上呈彗星状分布在细胞主群的一侧, 因
此将这群细胞称为S P细胞 .  自从小鼠骨髓中

SP细胞发现以后, 学者们已经在多种组织中鉴

别出了SP细胞, 包括皮肤、肺、肝脏、心脏、

脑、乳腺以及骨骼肌等组织[7]. 在正常组织中, 
这些细胞高水平表达干细胞相似基因以及具有

多向分化潜能. 因此, 他们被认为具有干细胞相

似的特性.

2  SP细胞的特性

SP细胞的研究在逐步深入, 人们发现SP细胞存

在于多种组织中. 他们仅占细胞总群的一小部

分, 并具有许多类似于干细胞的特性. 在细胞周

期中相对静止是干细胞的一个重要特性[8], 研究

发现多种肿瘤细胞株中SP细胞处于相对静止期, 
如: 鼠卵巢癌细胞系MOVCAR7的SP细胞主要

处于细胞周期的G1期
[9], Huh7细胞株中的SP细

胞80%处于G0期
[10]. 

SP细胞的鉴别是利用其能排出Hoechst染料

这一特性, Hoechst染料排出以细胞膜上的一种

ATP结合蛋白[ATP-binding cassette superfamily 
G(White)member 2]为运载体. 从小鼠各种组织

检测到的SP细胞相比于非SP细胞ABC运载体明

显高表达. Zhou等[11]发现SP细胞表型的形成与

ABCG2有着最直接的联系. SP细胞的细胞周期

相对静止和高表达ABCG2的特性使其能够逃避

一些化疗药物的损害. SP细胞处于相对静止期, 
可以免受杀伤DNA复制期细胞的药物的作用, 
此外其高表达的ABC转运蛋白能将毒性药物大

量泵出. 
SP细胞还具有自我更新和多向分化潜能. 

SP细胞最早发现于小鼠骨髓中, Challen等[12]研

究发现随着造血干细胞的长期传代, SP细胞比

例越来越高. 在一些肿瘤细胞系中, SP细胞具

有自我更新和无限增殖的潜能. 在鼠卵巢癌细

胞系MOVCAR7和4306[9]、肝癌细胞系Huh7及
PLC/PRE/5[13]中分离的SP细胞体外培养能产生

SP细胞和非SP细胞, SP细胞比例升高. SP细胞还

能多向分化, Kondo等[14]证明由大鼠胶质瘤细胞
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系C6中分离的SP细胞, 能在其体内分化为神经

元细胞及胶质细胞. 小鼠乳腺中分离的SP细胞

注入小鼠乳腺脂肪垫中可产生完整的腺小管及

腺小叶组织[15], Wulf等[16]发现肝脏SP细胞体外

培养可以分化为肝细胞和造血细胞, 将肝脏的

SP细胞移植到DDC药物引起的损伤肝脏中, 可
以发现SP细胞可分化为肝实质细胞和胆管上皮

细胞而修复肝脏. 
总之, 无论是正常组织还是肿瘤细胞系中

分离的SP细胞均具有干细胞样特性. 在肿瘤细

胞系中分离的SP细胞还具有高致瘤性-一种肿瘤

干细胞特性. 从肝癌[13]、肺癌[17]、胃癌[18]、C6
神经胶质瘤细胞[14]和鼻咽癌[19]细胞株中分离出

的SP细胞具有较高的肿瘤形成能力. 肝癌细胞

系Huh7及PLC/PRE/5中的1×103 SP细胞可以使

NOD/SCID小鼠皮下成瘤, 皮下注射1×106非SP
细胞却不能成瘤[13].

3  肝癌干细胞的鉴别与分离

研究肝癌干细胞生物学特性首先需要将其分离

出来. 在肝癌干细胞的分离过程中研究者尝试

使用各种细胞表面标志, 如CD133、CD90. Ma
等[21]发现CD133+肝癌细胞高表达与干细胞自

我更新、增殖等相关性基因, 具有分化为非肝

细胞的潜能和高致瘤性. 但许多肝癌细胞株中

并未检测到CD133+肝癌细胞[20,21], 在Huh7肝癌

细胞株中CD133+肝细胞占65%, 在Hep3B中占

90%[21], 这与肿瘤干细胞仅占肿瘤细胞中一小部

分的理论不符. 
Yang等[22]研究显示从多种人肝癌细胞系分

离到的CD90+细胞, 可在免疫缺陷小鼠体内形

成肿瘤. 各种肝癌细胞系中CD90+细胞比例与该

细胞系的成瘤性和转移能力呈正相关. CD90+

细胞的干细胞特性与CD45、CD44的表达相关. 
在所有肝癌标本及90%的肝癌患者血样本中

分离到了CD45-CD90+细胞, 这些细胞均可在免

疫缺陷小鼠体内成瘤. CD44抗体可诱导CD90+

细胞体外凋亡. 但是Yamashita等[23]证实CD90 
只在EpCAM-AFP-的肝癌细胞系中表达. 因此

CD133、CD90作为肝癌干细胞的表面标志仍缺

乏特异性和敏感性, 需进一步研究予以证实. 
SP细胞目前也已应用于肝癌干细胞的鉴别, 

Chiba等[13]在肝癌细胞系Huh7及PLC/PRE/5均分

离出SP细胞, 比例分别是0.25%, 0.80%. 这群细

胞具有自我更新、多向分化潜能, 且具有高致

瘤性. 人的肝细胞癌组织中也存在SP细胞, 但在
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■研发前沿
如何分离纯化肿
瘤干细胞是一个
亟待解决的问题, 
在肝癌中目前仍
没有发现一个高
特异性和敏感性
表面标志物.
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Hep2和Huh6这两个肝癌细胞株中未检测到SP
细胞. 因此SP法也不是一个完美的鉴别肝癌干

细胞的方法, 且Hoechst33342具有DNA毒性, 分
选后的细胞生物学特性是否发生改变存有疑问. 
分选出来的SP细胞和非SP细胞难于比较各自的

生物学特性. 所以需寻求另一种表面标志用于

分选SP细胞, 比如利用ABCG2特异性抗体结合

后再用流式细胞仪分选可能成为SP细胞分选的

新方法.

4  SP细胞与肝癌干细胞

肿瘤干细胞是恶性肿瘤的根源, 与肿瘤的恶性

程度和预后有一定的关系, 因此肿瘤干细胞可

能是肿瘤治疗的一个有效靶点. 鉴于以上资料, 
SP细胞虽不等同于肝癌干细胞, 但SP细胞至少

包含了部分肝癌干细胞, 因此在发现特异性肝

癌干细胞表面标志物前SP细胞可以作为肝癌治

疗的靶点. 
SP细胞不仅有开始肿瘤的潜能还能通过其

外排机制抵抗化疗药物, 这些细胞可能在肿瘤

维持和复发中起着重要的作用. Shi等[24]研究表

明肝癌标本中存在SP细胞, 其比例与肝癌术后

早期转移复发相关, 因此改变SP细胞的比例可

能降低肿瘤复发机率. ABCG2与SP表型有直接

相关性, 因此能影响ABCG2蛋白表达、功能状

态、组织分布的因素均可影响SP表型. 研究发

现在MHCC-97L肝细胞癌细胞株中Akt信号通路

抑制剂和血清供给可以调节SP细胞的比例, 具
体机制是通过改变ABCG2运输体的亚细胞定位

从而调节SP细胞的外排活力[25]. ABCG2分子能

够被钙离子拮抗剂维拉帕米非特异性阻断, 抑
制染料外排, 逆转耐药, 减少SP细胞; 加入维拉

帕米后可见SP亚群明显减少. 在间充质肿瘤、

侵袭性纤维瘤病中干扰素可以导致SP细胞数量

的增加[26]. 以上结果表明一些化学性因素具有改

变SP数量的能力, 具有这种能力的因子可以结

合常规化疗用于减少或清除致瘤细胞预防肿瘤

复发. 
除了通过改变S P细胞的数量改善肿瘤预

后外, 还可能通过改变SP细胞的特性如自我更

新、致瘤性等来防止肿瘤复发. 基因BMI1参与

各种不同干细胞的自我更新[27,28], 研究表明其对

白血病干细胞自我更新能力的维持是必需的[29]. 
Chiba等[30]研究发现Huh7和PLC/PRF/5肝癌细胞

株中的SP细胞BMI1表达高于非SP细胞, 通过基

因敲除技术研究发现BMI1敲除后细胞活力下

降, SP细胞具有自我更新和产生非SP细胞的能

力, BMI1缺失可导致SP细胞的数量下降, 提示

BMI1亦调节肝细胞癌中SP细胞的自我更新能

力, BMI1缺失加快了SP向无致瘤性的非SP细胞

方向分化. 相反, 在Huh7肝癌细胞株中BMI1基
因的过度表达导致SP亚群显著的增长, CD133
阳性的细胞与阴性相比具有更强的致瘤性, SP
细胞中CD133的表达较非SP细胞强, BMI1缺失

可导致CD133数量下降, 反之则CD133数量增

多, BMI1与代表肿瘤干细胞表型的SP细胞以及

CD133阳性细胞均密切相关. Huh7和PLC/PRF/5
肝癌细胞株中的1×103 S P细胞即可在N O D/
SCID小鼠体内形成移植瘤, 但10倍的BMI1缺失

的SP细胞却失败了, BMI1的缺失使起始肿瘤的

能力显著的降低. SP细胞具有异质性, 不同的细

胞株BMI1对SP表型的作用不同, BMI1可能只是

众多SP细胞自我更新调节因子中的一种, 因此

需要更多的研究来明确调节肝癌干细胞具体机

制. BMI1与SP细胞细胞活力、自我更新能力以

及致瘤性有关, 因此他可能成为一个清除肝细

胞癌中的肿瘤干细胞的治疗靶点.

5  结论

随着对肿瘤干细胞更进一步的认识, 肿瘤干细

胞学说在不断发展. 如何分离纯化肿瘤干细胞

是一个亟待解决的问题, 在肝癌中目前仍没有

发现一个高特异性和敏感性表面标志物. 肝癌

SP细胞具有明确的高致瘤性等肝癌干细胞特性, 
尽管他不等同于肝癌干细胞, 但SP表型仍可作

为研究肝癌干细胞的重要手段. 同时, 人们还将

SP细胞作为治疗肿瘤的一个靶点进行了大量的

研究并取得了一定的进展, 虽然离应用于临床

治疗恶性肿瘤还有一定的距离, 但这为恶性肿

瘤的治疗带来了新的希望. 肿瘤干细胞生物学

行为的深入研究, 也许能帮助发现真正治愈恶

性肿瘤的方法. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of traditional 
Chinese medicine (TCM) monomer arecoline 
( A R E ) o n g a s t r i c e m p t y i n g i n d i a b e t i c 
gastroparesis (DGP) rats by single-photon 
emission computed tomography (SPECT).

METHODS: Ninety-five specific pathogen-free 
male Wistar rats were divided randomly into 

two groups: control group (n = 20) and experi-
mental group (n = 75). The control group was 
fed a normal diet for 20 wk, while the experi-
mental group was fed a fat- and caloric-rich diet 
for the same duration and injected with small 
dose of streptozotocin (STZ) at week 6 to induce 
diabetes. Gastric emptying half-time (GET1/2) 
was measured by SPECT. DGP rats were then 
subdivided into three groups: model group (n 
= 20), ARE group (n = 20) and erythromycin 
(ERY) group (n = 20). These three groups were 
intravenously injected with normal saline, ARE 
and erythromycin, respectively. GET1/2 was 
measured again. Blood glucose (GLU), total cho-
lesterol (TC), triglyceride (TG), high-density li-
poprotein cholesterol (HDL-C), and low-density 
lipoprotein cholesterol (LDL-C) were measured 
using biochemical method.

RESULTS: The GET1/2 was significantly longer 
in the DGP model group than in the normal 
control group (161.90 min ± 10.61 min vs 71.96 
min ± 14.60 min, P < 0.05). Treatment with both 
ARE and ERY significantly shortened GET1/2 
(99.60 min ± 16.60 min vs 165.80 min ± 18.30 min 
and 133.30 min ± 19.70 min vs 164.10 min ± 20.71 
min, both P < 0.05). The shortened GET1/2 was 
more significant in the ARE group than in the 
ERY group (P < 0.05). At the end of the experi-
ment, fasting GLU and TG levels were signifi-
cantly higher in the model group than in the 
normal control group. In contrast, TG level was 
significantly lower in the ARE group and ERY 
group than in the model group (P < 0.05).

CONCLUSION: Both ARE and ERY can promote 
gastric emptying in DGP rats. ARE is superior 
to ERY in promoting gastric emptying in DGP 
rats. Treatment with both ERY and ARE reduces 
blood TG level.

Key Words: Traditional Chinese medicine monomer 
arecoline; Erythromycin; Diabetic gastroparesis; 
Single-photon emission computed tomography; Rat
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■背景资料
随着糖尿病发病
率逐年增加, 糖尿
病胃轻瘫的诊断
与治疗水平一直
徘徊不前, 远期疗
效不理想, 临床应
用促进胃排空的
药物缓解症状, 疗
效欠佳, 因对心血
管的不良反应使
其应用受限. 而中
医中药是祖国传
统医学的瑰宝, 有
许多研究证实中
药方剂及其单体
对胃肠运动具有
较强的促进作用, 
其中槟榔是具有
开发前景的促胃
肠动力中药, 本研
究应用胃排空测
定金标准SPECT
技术观察氢溴酸
槟榔碱促胃肠动
力作用, 旨在探索
治疗DGP胃肠功
能障碍的新途径.

■同行评议者
任超世 ,  研究员 , 
中国医学科学院
生物医学工程研
究所



摘要
目的: 应用放射性核素单光子发射断层显像
技术胃排空测定法(SPECT)观察中药单体氢
溴酸槟榔碱(ARE)对糖尿病胃轻瘫(DGP)大鼠
胃动力的影响及可能的作用机制. 

方法: 清洁级(SPF)♂Wistar大鼠95只, 随机
分为正常对照组(n  = 20)、实验组(n  = 75). 正
常对照组以普通饲料喂养20 wk, 实验组以高
脂高糖饲料喂养6 wk后, 小剂量链脲佐菌素
(STZ)腹腔注射建立糖尿病模型, 以高糖高脂
饲料及饮食失节法继续诱导20 wk后, 应用
SPECT筛检出DGP大鼠模型, 随机分为模型
组、氢溴酸槟榔组(ARE)及红霉素组(ERY), 
而后进行药物尾静脉注射, 前后再次测定胃排
空. 实验结束时各组大鼠空腹12 h(禁食不禁
水)后采血用生物化学方法测定血脂、血糖. 

结果: 正常对照组、D G P模型组胃半排空
时间(GET1/2)分别为71.96 min±14.60 min、
161.9 min±10.61 min, 模型组GET1/2显著高于
正常对照组, 差异有统计学意义(P <0.05), ARE
组大鼠治疗后GET1/2(165.8 min±18.30 min)
缩短为99.6 min±16.60 min, ERY组大鼠治疗
后GET1/2(164.1 min±20.71 min)缩短为133.3 
min±19.70 min, 与本组治疗前比较均显著缩
短, 差异有统计学意义(P <0.05). ARE组GET1/2

较ERY组缩短显著, 组间比较差异有统计学
意义(P <0.05), 模型组治疗前后比较差异无
统计学意义. 实验结束时模型组大鼠空腹血
糖(GLU)、三酰甘油(TC)较正常对照组明显
升高, ARE组及ERY组治疗后TG较模型组下
降, 差异有统计学意义(P <0.05), GLU、TC、
LDL-C均有下降趋势, 差异无统计学意义.

结论: ARE及ERY均可促进DGP大鼠的GET1/2, 
其中ARE的治疗效果优于ERY; 给予ARE及
ERY治疗后TG水平下降.

关键词: 中药单体氢溴酸槟榔碱; 红霉素; 糖尿病胃

轻瘫; 放射性核素胃排空测定法; 大鼠
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0  引言

随着人们生活水平的提高, 生活方式的改变及

社会的老龄化, 糖尿病患病率逐年增加, 其中各种

慢性并发症是导致患者死亡的主要原因[1]. 临床

上出现上腹胀、早饱、嗳气、恶心、呕吐等胃肠
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运动障碍及胃排空功能受损. 1958年Kassander等[2]

将其命名为糖尿病性胃轻瘫(diabetic gastroparesis, 
DGP). 临床治疗主要以控制血糖, 应用促进胃排

空的药物缓解上消化系症状, 疗效欠佳. 而DGP
在晚期糖尿病患者中高达75%, 由于胃肠运动

障碍及胃排空功能受损影响降糖药及其他药物

的药代动力学, 使降糖药的吸收迟滞, 与进食后

血糖的高峰不匹配, 造成血糖控制不良, 与此同

时由于血药浓度高峰的迟滞又可能引起低血糖, 
造成血糖不稳定, 影响降糖药的疗效. DGP不仅

影响糖尿病患者的生存质量, 更影响糖尿病的

有效控制, 长期以来诊断与治疗水平一直徘徊

不前, 远期疗效亦不理想. 所以对DGP胃肠动

力障碍的研究显得十分重要. 放射性核素单光

子发射断层显像技术胃排空测定(single photon 
emission computer tomography, SPECT)技术由

于不影响基本生理、无需插管、试餐应用不受

限制、测定间期患者可正常活动, 是一种灵敏

的、无创的、符合生理过程的检测方法, 在目

前被认为是测定胃排空的金标准[3]. 氢溴酸槟

榔碱(arecaline, ARE)对生理状态下胃排空功能

的影响, 尤其是应用胃排空测定金标准SPECT
技术对D G P大鼠胃排空运动的影响尚未见报

道. 本研究应用SPECT技术观察ARE及红霉素

(erythromycin, ERY)对DGP大鼠胃动力的影响及

其作用机制, 旨在探索治疗DGP胃肠功能障碍

的新途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级Wistar大鼠95只, ♂, 体质量225 
g±15 g, 由甘肃中医学院SPF动物实验中心提

供, 动物实验在甘肃中医学院SPF动物实验中心

实验室进行, 合格证编号: SCXK(甘)2004-007- 
0001555. 实验用STZ购自美国Sigma公司; 氢胆

固醇和胆酸钠, 淮北市创凯生化原料厂. ARE
购自中国药品生物制品检定所; ERY购自上海

新先锋药业有限公司. 血糖测定仪及试纸由强

生公司提供; 核素锝99m Tc2二亚乙三胺五醋

酸(DTPA), 中国医学科学院提供. MK-2酶标仪

JZW-I-20, 荷兰; 以色列Elscint Helix公司的双

探头单光子发射计算机断层照相仪; 台式离心

机, 北京医用离心机厂; 超低温冰箱, 日本三洋; 
LX20型全自动生化分析仪, 美国Beckman; 2510
变频振荡器, 上海新波生物技术有限公司; 全自

动微孔洗涤机, 上海新波生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 实验大鼠95只随机分为正常

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前促胃排空药
物治疗糖尿病轻
瘫, 疗效欠佳, 长
期以来诊断与治
疗水平一直徘徊
不前, 远期疗效亦
不理想, 故探讨其
发病机制, 探索其
有效治疗具有重
要意义.
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对照组(n  = 20)、实验组(n  = 75). 正常对照组

以标准大鼠饲料喂养, 实验组大鼠每天以高脂

高糖饲料喂养, 连续6 wk, 每周定时称质量1次. 
喂养6 wk后, 正常对照组经腹腔注射等量枸橼

酸钠缓冲液, 实验组经腹腔注射枸橼酸缓冲液

配制的链脲佐菌素(STZ), 剂量为30 mg/kg体质

量, 72 h后尾静脉采血测定空腹血糖, 以空腹血

糖高于16.7 mmol/L确定为糖尿病模型建立成 
功[4,5], 有65只达标, 8只不达标, 造模过程中死亡

2只. 3 d后补注STZ(以15 mg/kg体质量剂量腹腔

补注), 测定血糖2只达标, 6只不达标剔除实验. 
67只糖尿病大鼠造模成功后, 不用胰岛素和任

何降糖药物控制血糖, 以高脂高糖饲料以及饮

食失节法[6]继续饲养20 wk, 每周检测血糖和体

质量, 20 wk后应用SPECT技术, 以正常对照组为

正常范围[7], 筛检出DGP大鼠60只, 而后DGP大
鼠再随机分为模型组(n  = 20只)、ERY组(n  = 20
只)及ARE(n  = 20只)进行药物治疗后再次测定

GET1/2, 实验结束时各组大鼠空腹12 h(禁食不禁

水)后采血用生物化学方法测定血脂、血糖. 
1.2.2 药物干预: 正常对照组及模型组均给予等

量注射用水尾静脉注射, ERY组经尾静脉给予注

射用水配制的ERY 0.5 mg/kg治疗, ARE治疗组

经尾静脉给予ARE 1 mg/kg治疗, 每天1次, 连续

5 d, 在第5天各组再次以SPECT测定GET1/2, 进行

治疗前后及各组间比较. 
1.2.3 核素胃排空功能测定: 大鼠禁食12 h, 禁水

6 h后, 应用含有核素锝(99mTc-DTPA 0.5 mCi)
标记的蒙牛纯牛奶1.5 mL, 通过灌胃器缓慢注入

胃内之后立即将大鼠仰卧绑缚于特制固定架上, 
用Elscint Helix公司的双探头单光子发射计算

机断层照相仪, 以大鼠腹部为目标区(窗宽20%, 
矩阵128×128, 放大倍数30)行放射性活性采集. 
各组分别于药物治疗前后采用SPECT技术检测

GET1/2. 前半小时每5 min采集1次, 然后每30 min
采集1次, 每次30 s, 共采集240 min, 通过随机软

件, 计算出各项指标的校正值及胃的排空曲线.
1.2.4 标本采集与保存检测: 各组大鼠分别于药

物干预前(禁食不禁水)在吸入乙醚麻醉后, 心脏

采血, 分离血清. 干预后12 h(禁食不禁水)在吸入

乙醚麻醉后, 上腔静脉采血, 其中1 mL在4 h内测

定生化指标, 其余血浆-80 ℃冰箱保存. GLU、

TC、TG、LDL-C、HDL-C采用美国Beckman公
司LX20型全自动生化分析仪测定.

统计学处理 各组指标用mean±SD表示, 
采用单因素方差分析和q 检验, 以P <0.05为有

统计学意义. 应用SPSS11.5软件进行数据处理, 
Sigmaplot10.0软件作图.

2  结果

2.1 各组大鼠体质量 正常对照组大鼠体质量在

实验期间由223.0 g±16.4 g增至420.0 g±18.2 g, 
实验组大鼠初始体质量为221.0 g±28.9 g, 与正

常对照组大鼠体质量差异无统计学意义. 造模

前6 wk实验组大鼠体质量增长迅速, 经STZ诱导

为糖尿病模型20 wk后, 实验组大鼠体质量较成

模前明显下降(P <0.05), 正常对照组大鼠体质量

的增长显著高于DGP组(P <0.05). 药物干预后三

组大鼠体质量较干预前有下降趋势, 但前后比

较差异无统计学意义(图1).
2.2 各组DGP大鼠干预前后核素GET1/2及胃排空

显像 正常对照组大鼠胃半排空时间(GET1/2)为
71.96 min±14.60 min, 以正常对照组为正常范

围[7], 筛检出DGP大鼠GET1/2为161.9 min±10.61 
min, 显著高于正常对照组, 差异有统计学意义

(P <0.05), ARE组大鼠治疗后GET1/2 165.8 min±
18.30 min缩短为99.6 min±16.60 min, ERY组

大鼠治疗后GET1/2 164.1 min±20.71 min缩短为

133.3 min±19.70 min, 与本组治疗前比较均显

著缩短, 治疗前后差异有统计学意义(P <0.05), 
ARE组GET1/2较ERY组缩短明显, 组间比较差异

有统计学意义(P <0.05), 模型组治疗前后比较差

异无统计学意义(表1, 图2, 3).

■相关报道
目前, 胃肠动力的
研究多为有创腔
内压测定、胃电
图和胃张力测定
等, 应用ARE多为
观察离体大小肠
平滑肌条、平滑
肌细胞收缩功能.
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图 1 各组大鼠体质量变化.

表 1 DGP各组治疗前后GET1/2比较 (n = 20, mean±SD, min)

     
分组       治疗前        治疗后

MOD组                161.9±10.61 159.7±18.21

ARE组                165.8±18.30   99.6±16.60a

ERY组                164.1±20.71 133.3±19.70a

aP<0.05 vs  模型组、治疗前.
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2.3 各组大鼠血清生化指标组间比较 实验结束

时模型组大鼠GLU、TG较正常对照组明显升

高, 差异有统计学意义(P <0.05), ARE组和ERY组

治疗后, TG较模型组及治疗前明显下降, 差异有

统计学意义(P <0.05); GLU、TC、LDL-C较模型

组及治疗前有下降趋势, 但差异无统计学意义, 
HDL-C较模型组及治疗后有升高趋势, 但差异

无统计学意义(表2).

3  讨论

中医中药是祖国传统医学的瑰宝, 许多研究证

实中药方剂及其单体对胃肠运动具有较强的促

进作用. 其中槟榔是具有开发前景的促胃肠动

力中药[8,9]. 槟榔有杀虫、消积、行气化湿、利

■应用要点
本 研 究 应 用
SPECT技术观察
中药单体ARE促
胃肠动力的作用, 
其疗效、安全性
及其治疗DGP可
能的作用机制, 旨
在探索治疗DGP
胃肠功能障碍的
新途径.

图 3 ERY组治疗前后胃排空显像及排空曲线. A: 干预前; B: 干预后.
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图 2 ARE组治疗前后胃排空显像及排空曲线. A: 治疗前; B: 治疗后.
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湿通便的功用, 主要治疗食积气滞, 腹痛胀满, 
腹水, 痢疾, 虫证等病症[10,11]. 槟榔系棕榈科植物

干燥成熟种子, 历代本草多有记载. 如《新修本

草》认为其“治腹胀, 生捣末服, 利水谷道”. 
《明医别录》说其“消谷除水, 除痰癖”. 《本

草明言》认为“槟榔入胸腹破滞气而不停”. 
《用药心法》认为槟榔“苦以破滞, 辛以散邪, 
专破滞气下行”. 槟榔的主要有效成分槟榔碱

为M受体激动剂[12,13], 化学名为N -甲基-1, 2, 5, 6-
四氢烟酸甲醋. 近年来的研究已证实, ARE是一

种M受体激动剂, 通过激动M2受体, 槟榔碱可兴

奋神经元[8], 有较强的促胃肠运动作用, 可作为

合成其他M受体激动剂的原料[14,15]. 可引起胃肠

道平滑肌蠕动增加, 并促进胃肠腺体分泌, 促胃

肠动力效应以增强胃排空最为显著[16,17]. 有研究

报道[18], 可引起结肠平滑肌细胞收缩, 增加细胞

内钙离子浓度[19], 其收缩效应可以被M受体阻断

剂阿托品所抑制[20,21]. 还可兴奋大小鼠离体小肠

平滑肌条[22], 促进小鼠胃肠推进率[23,24], 促进家

兔十二指肠肠管的运动, 增高肠管张力, 减小收

缩波平均振幅[25]. 
SPECT是一种灵敏的、无创、符合生理过

程的检测技术, 其用于GET1/2测量被认为是胃排

空定量分析的金标准. 可采取液体胃排空、固

体胃排空以及液体-固体胃排空联合测定, 方法

简单、安全、重复性好. 
ERY是临床常用的一种大环内酯类抗生素, 

因用药后常见腹部不适、恶心、呕吐、腹痛、

腹泻等胃肠道刺激症状, 使某些患者不能耐受, 
影响了其在临床的广泛应用. 近来的研究[26,27]表

明ERY及其衍生物是胃动素受体激动剂, ERY分

子电荷及空间结构与胃动素完全相同, 直接与

平滑肌细胞膜胃动素受体结合后, 可阻断细胞

外钙离子内流, 同时细胞内钙离子外流增加, 使
胃窦收缩, 促进胃排空. ERY表现为全胃肠道促

动力作用, 这一作用呈量效关系, 小剂量诱发消

化间期移行性复合运动, 大剂量使胃肠平滑肌

强烈收缩, 引起恶心、呕吐、腹痛等[27]. 
本研究采用高糖高脂饲料、饮食失节法及

腹腔注射STZ成功复制DGP模型, 应用SPECT
技术观察, 实验结果表明ARE有显著的促大鼠

胃排空的作用, 研究结果与文献提示结果一致, 
进一步证实了ARE的药效, 表明其促胃排空作

用强于ERY, 是一种较强的胃肠动力中药单体. 
本研究结果说明A R E及E RY可以不同程度降

低高脂、高糖饮食诱发的高TC、GLU、TG、

LDL-C, 机制可能与其促进DGP胃肠动力, 加速

胃排空, 降低肠腔pH值, 促进胆汁酸代谢, 降低

胆固醇, 提高胰岛细胞外周敏感性等有关[28,29]. 
ARE促胃排空作用强于ERY, 可用于DGP的治

疗及进一步研究开发, 但其可产生肌震颤、共

济失调和肌强直等增强副交感活动的不良反 
应[30]. ARE对胃肠动力的影响也引起了人们的

重视, 安全实验结果表明, ARE是较为安全的药 
物[31]. 近来国内外学者研究显示, 长期大量食用

槟榔有导致口腔癌和口腔黏膜纤维化等不良反

应[32-36], 槟榔促胃肠运动的量效关系、作用机

制、药效成分与不良反应的关系仍有待于进一

步研究.
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表 2 各组大鼠血清生化指标组间比较 (n  = 20, mean±SD)

     
血糖、血脂         

对照组       模型组
    ARE组              ERY组

(mmol/L)       治疗前                  治疗后             治疗前         治疗后

GLU       5.70±0.80         21.50±4.70          19.08±0.42         17.02±0.98         18.08±0.22         15.02±0.98 
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方法得当, 具有一
定的学术价值.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of tight 
junction protein occludin in intestinal epithelial 
cells and to analyze its relationship with tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) level in rats with 
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD).

METHODS: Thirty male Sprague-Dawley rats 
were divided into two groups: control group 
and model group. The control group was fed a 
normal diet while the model group was fed a 
high-fat diet. All the animals were sacrificed af-
ter 12 wk of feeding. Hematoxylin & eosin stain-
ing of hepatic tissue was performed to confirm if 
NAFLD was induced successfully. Serum TNF-α 

level was determined by radioimmunoassay. 
The expression of TNF-α in hepatic cells and oc-
cludin in intestinal epithelial cells was detected 
by immunohistochemistry. Intestinal epithelial 
tight junctions were observed by electron mi-
croscopy.

RESULTS: Serum TNF-α level in the model 
group was significantly higher than that in the 
control group (3.21 µg/L ± 0.45 µg/L vs 2.10 
µg/L ± 0.29 µg/L, t = -6.157, P < 0.01). In the 
model group, TNF-α was mainly distributed 
in the cytoplasm of liver cells, presenting with 
brownish-yellow fine granules, whereas only 
scattered positive cells were seen in the control 
group. Immunohistochemistry analysis showed 
that occludin was localized to the apical region 
of the intestinal lateral plasma membrane and 
distributed in a continuous pattern in the con-
trol group but significantly down-regulated 
and distributed in a non-continuous pattern in 
the model group. Electron microscopy analysis 
demonstrated that tight junctions were signifi-
cantly shorter in the model group than in the 
control group (0.50 µm ± 0.21 µm vs 0.78 µm ± 
0.19 µm, P < 0.05).

CONCLUSION: TNF-α may inhibit the expres-
sion of tight junction protein occludin in intesti-
nal epithelial cells, which may result in intestinal 
barrier dysfunction and promote the develop-
ment and progression of NAFLD.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Tumor 
necrosis factor-α; Occludin; Immunohistochemistry
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epithelial cells and tumor necrosis factor-α level in rats 
with nonalcoholic fatty liver disease. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 研究非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)大
鼠肠上皮细胞中紧密连接蛋白Occludin的表
达及与肿瘤坏死因子α(TNF-α)的关系. 
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
一种获得性代谢
性应激相关的肝
脏 疾 病 ,  目 前 国
内 外 发 病 率 呈
明 显 上 升 趋 势 . 
N A F L D 临 床 上
包括单纯性脂肪
肝、脂肪性肝炎
( N A S H ) 和 脂 肪
性肝硬化三种类
型 .  患 者 从 单 纯
性脂肪肝进展为
N A S H的发生机
制尚不明确.

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医院肝病内科



方法: 30只♂SD大鼠平均分为2组, 对照组普
通饮食, 模型组给予高脂饮食, 喂养12 wk后处
死. 模型组肝脏HE染色显示脂肪肝造模成功. 
采用放免法检测血清TNF-α水平, 取肝脏组织
行免疫组织化学检测TNF-α的表达, 取空肠组
织应用免疫组织化学检测肠上皮细胞间紧密
连接蛋白Occludin表达并电镜下观察肠上皮
细胞间紧密连接部位的变化. 

结果: 模型组血清TNF-α水平较对照组明显增
高, 差异具有统计学意义(3.21 µg/L±0.45 µg/
L vs  2.10 µg/L±0.29 µg/L, t = -6.157, P <0.01). 
模型组大鼠肝脏TNF-α阳性物质主要分布在
肝细胞的胞质, 呈棕黄色细颗粒状, 而对照组
仅个别散在肝细胞阳性. 对照组Occludin蛋白
主要沿大鼠空肠黏膜上皮细胞膜的顶端呈线
状分布, 而模型组阳性染色较之明显减弱, 呈
非连续性分布. 电镜下模型组紧密连接明显短
于对照组, 具有显著性差异(0.50 µm±0.21 µm 
vs  0.78 µm±0.19 µm, P <0.05).

结论: TNF-α可能抑制了空肠上皮细胞中紧密
连接蛋白Occludin的表达, 从而破坏了肠黏膜
机械屏障, 促进NAFLD的发生及发展.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 肿瘤坏死因子α; 

Occludin; 免疫组织化学
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
d isease, NAFLD)是一种获得性代谢性应激相

关的肝脏疾病, 以肝实质细胞脂肪变性和脂肪

贮积为病理特征, 但无过量饮酒史. 临床上包

括单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎(non-alcohol ic 
steatohepatitis, NASH)和脂肪性肝硬化三种类

型[1]. 患者从单纯性脂肪肝进展为NASH的发

生机制尚不明确, 但近年来研究证实, 内毒素

(endotoxin, ET)在NASH的发病机制中发挥了重

要作用. 单纯性脂肪肝时常已伴有肠道菌群紊

乱和/或内毒素血症. 某些细胞因子(如TNF-α)
可以诱导肠上皮细胞凋亡[2-4]和细胞间紧密连接

蛋白结构及功能的改变[5], 导致肠上皮通透性增 
加[6], 从而发生细菌移位及内毒素血症, 形成恶

性循环[7]. 目前已有研究[8,9]证实, 肝硬化、急性

肝功能衰竭等疾病时肠紧密连接蛋白的表达下
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降, 并与TNF-α有一定相关性, 而关于NAFLD时

紧密连接蛋白表达的改变尚未见报道. 本研究

在于探讨NAFLD大鼠肠上皮细胞间紧密连接蛋

白Occludin的表达及与TNF-α的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠30只, ♂, 周龄6-8 wk, 体质量

180-220 g, 由南京市江宁区青龙山动物繁殖

场提供. 兔抗Occludin多克隆抗体, 美国Zymed
公司; 兔抗TNF-α多克隆抗体, 荷兰HBT公司; 
PV6001兔二步法免疫组织化学试剂盒, 北京中

杉金桥公司. TNF-α放免试剂盒, 中国人民解放

军总医院科技开发中心放免研究所. 
1.2 方法 
1.2.1 脂肪肝动物模型制备: 适应性喂养1 wk后, 
随机平均分为2组: 正常对照组给予普通饲料喂

养, 模型组以10%猪油、2%胆固醇、0.5%蛋黄

粉、0.2%脱氧胆酸钠及87.3%基础饲料构成的

高脂饲料喂养. 两组均自由饮水. 喂养12 wk后处

死所有动物. 立即取出肝脏, 滤纸吸干表面水分

后称其湿质量, 计算肝指数[肝指数 = (肝湿质量

/大鼠体质量)×100]. 取部分肝组织及空肠组织

置于40 g/L甲醛中固定制备石蜡标本. 留取部分

空肠组织固定于4%戊二醛中, 以备电镜检查. 
1.2.2 空肠免疫组织化学染色观察肠上皮紧密

连接蛋白Occludin的表达: 石蜡切片常规脱蜡水

化, 蛋白酶K 37 ℃消化10 min, PBS冲洗, 兔抗大

鼠多克隆Occludin抗体4 ℃过夜, PBS冲洗, 二抗

PV6001抗体37 ℃ 30 min, PBS冲洗. DAB显色, 
镜下控制显色时间. PBS代替一抗做空白对照. 
1.2.3 肝脏免疫组织化学染色观察TNF-α的表达: 
石蜡切片脱蜡水化, 取pH6.0柠檬酸盐缓冲液

1 500 mL于压力锅中, 大火加热直至沸腾, 将脱

蜡水化后的组织切片置于不锈钢架上, 放入已

沸腾的缓冲液中, 盖上锅盖, 扣上压力阀, 继续

加热至喷汽, 从喷汽开始计时, 2 min后, 压力锅

离开热源, 冷却至室温, 取出玻片. PBS冲洗, 兔
抗大鼠多克隆Occludin抗体4 ℃过夜, PBS冲洗, 
二抗PV6001抗体37 ℃ 30 min, PBS冲洗. DAB显
色, 镜下控制显色时间. PBS代替一抗做空白对照.

统计学处理 采用SPSS11.5软件进行统计分

析, 数据采用mean±SD表示. 两组间指标的差异

采用t检验.

2  结果

2.1 动物模型的建立指标

2.1.1 体质量改变: 实验过程中, 各组大鼠均无死

www.wjgnet.com

■研发前沿
TNF-α抑制肠上
皮紧密连接蛋白
Occludin的表达, 
使肠道机械屏障
受损, 这一表现可
能是NAFL发展为
N A S H 的病理生
理和发病机制中
的一重要环节. 这
一发现为临床预
防和治疗NAFLD
提供了一种可能
的途径.
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亡, 皮毛光泽度好, 进食饮水可, 活动自如, 对外

界刺激反应迅速. 12 wk末模型组大鼠体质量、

肝湿质量及肝指数明显增加, 与对照组相比有

显著差异(P <0.01, 表1).
2.1.2 肝脏的病理改变: 肉眼观察, 12 wk处死的

对照组大鼠肝脏颜色呈暗红; 模型组大鼠肝脏

体积增大, 包膜稍紧张, 边缘圆钝, 呈奶黄色, 有
油腻感. 病理切片观察, 对照组: 肝小叶结构清

晰, 肝细胞索排列无异常, 肝细胞质呈细密颗粒

状, 门管区无炎细胞浸润; 模型组大鼠均呈现脂

肪性肝炎状态, 表现为: 肝窦狭窄, 肝细胞肿胀, 
胞质内充满大小不等的空泡, 部分肝细胞呈气

球样形态, 可见灶状坏死及小叶内炎性细胞浸

润. 部分切片可见门管区炎细胞浸润及纤维增

多(图1).
2.2 血清TNF-α水平的比较 模型组血清TNF-α
水平较对照组明显增高, 差异具有统计学意义

(3.21 µg/L±0.45 µg/L vs  2.10 µg/L±0.29 µg/L, t  
= -6.157, P <0.01). 
2.3 肝脏TNF-α免疫组织化学染色 细胞中棕黄

色颗粒存在为阳性. 模型组阳性物质主要分布

在胞质, 呈棕黄色细颗粒状, 部分浸润单核细胞

和少数汇管区. 而对照组仅个别散在肝细胞阳

性(图2). 
2.4 空肠Occludin免疫组织化学染色 对照组Oc-
c lud in蛋白主要沿大鼠空肠黏膜上皮细胞膜的

顶端呈线状分布, 呈棕褐色信号. 而模型组阳性

染色较之明显减弱, 呈非连续性分布, 定位与对

照组无显著区别(图3). 
2.5 电镜结果 对照组电镜下肠黏膜上皮排列规

则、紧密, 上皮细胞表面微绒毛丰富, 排列规则, 
细胞间靠腔面为紧密连接, 下方为桥粒结构, 紧
密连接比较长, 结构清晰, 连接缝隙小, 桥粒结

构丰富, 胞质内各类细胞器结构良好, 上皮细胞

核位于基底; 模型组电镜下肠黏膜上皮排列紧

密, 上皮细胞表面微绒毛丰富, 排列规则, 少数

细胞微绒毛倒伏, 细胞间靠腔面为紧密连接, 下
方为桥粒结构, 紧密连接较正常组稍变短, 桥
粒结构良好, 其他细胞器结构良好. 电镜下模型

组紧密连接明显低于对照组, 具有显著性差异

(0.50 µm±0.21 µm vs  0.78 µm±0.19 µm, t  = 2.31, 
P<0.05, 图4).

3  讨论

N A F L D是遗传-环境-代谢应激相关性疾病 , 
具体发病机制尚未明确 ,  但较为公认的机制

■相关报道
马力等报道肝硬
化、急性肝衰竭
大鼠肠紧密连接
蛋白的表达下降, 
并与TNF-α有一
定相关性. Patrick
等 的 研 究 显 示
TNF-α能降解紧
密连接蛋白, 抑制
Occludin的表达.

表 1 模型组与对照组体质量、肝湿质量、肝指数 (n = 15)

     
   分组        体质量(g)           肝湿质量(g)           肝指数

对照组 331.33±30.93       8.72±0.67      2.64±0.21

模型组 397.06±23.50     14.39±1.98      3.62±0.43

t值   -5.076             -8.134    -6.061

P值     0.008               0.001       0.002

A B

C D

图 1 两组大鼠肝脏光镜下表现(HE染色). A: 对照组(×200);  B: 模型组(×100); C: 模型组(×200); D: 模型组(×400).
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为“二次打击”学说 :  胰岛素抵抗 ( i n s u l i n 
resistance, IR)引起的肝细胞内脂肪过度积聚及

肝细胞对损害因子的敏感性增加是NAFLD形成

的“第一次打击”, 是肝内脂肪积聚的关键机

制; “第一次打击”将促进“第二次打击”发

生, 导致肝细胞损伤、炎症及纤维化形成, 诱导

肝细胞损伤的两条主要途径是氧应激诱导的脂

质过氧化和细胞因子介导的损伤. 此外, 肠道细

菌产生的ET可能作为“第二次打击”的因素参

与NAFLD的发病. 传统上认为如果肝脏能够适

应脂肪变性的发生, 则仅表现为脂肪变性, 如果

肝脏不能够适应, 在有其他病理生理异常的情

况下将发生非酒精性脂肪性肝炎, 甚至肝硬化

及肝癌[10]. 西方国家NAFLD患病率约20%-30%, 
亚太地区接近12%-24%[11], 其中约10%的患者发

展成NASH, NASH中近30%的患者可进展为肝

硬化, 或者发生终末期的肝功能衰竭, 需行肝脏

移植手术[12]. 单纯性脂肪肝的近期预后良好, 而
NASH的长期预后并不优于HCV引起的肝硬化[13].

正常情况下, 少量肠源性ET经门脉系统入

肝, 主要由库普弗细胞(Kupffer cell, KC)吞噬清

除, 维持肝脏内环境的稳定. 但在多种肝脏疾病

时, 因肠道功能紊乱、KC功能受损和/或侧枝

循环形成等多种因素作用, ET产生增加, 不能

被有效清除而进入体循环, 从而形成肠源性ET
血症[14]. 由“二次打击”学说可以看出, ET在

NASH的发病机制中起重要作用. 其一方面通过

直接细胞毒性作用, 诱导细胞凋亡、坏死. 更为

重要的是, 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)与受

体结合诱导以KC为主的肝脏间质细胞活化, 产
生释放IL-1、IL-6、IL-8、TNF-α等炎症因子以

及一氧化氮(NO)、氧自由基等生物活性物质, 
构成炎症介质网络, 扩大LPS作用, 促进NASH的

发生发展[15,16]. 
TNF-α是一种促炎性细胞因子, 在免疫反

应、炎症和对损伤反应中起重要作用, 正常情

况下主要是由脂肪组织产生, 其血清水平与机

体的脂肪含量和胰岛素敏感性相关. 有研究发

现, 脂酶活性抑制和IR导致的肝细胞内脂肪积

累可能是NAFLD发病关键环节, 而TNF-α基因

表达水平增加可以抑制脂肪组织的脂酶活性, 
而导致血清中三酰甘油浓度的升高[17,18], 还可

诱导IL-1、IL-6等细胞因子的产生, 共同参与肝

损害. 另外还可引起中性粒细胞趋化, 进而导致

肝脏炎症反应, 并通过脂质过氧化使细胞受损, 
最终导致肝细胞坏死[19]. 本研究NAFLD大鼠血

清及肝脏组织TNF-α水平均高于对照组, 提示

TNF-α参与了高脂饮食脂肪肝损伤过程. 最近越

来越多的研究表明, TNF-α还可以增加肠上皮细

胞细胞旁的通透性[20], 降低肠上皮细胞屏障的

跨上皮电阻, 并认为这是TNF-α引起肠黏膜屏障

通透性增高的主要原因[4,21]. 
肠黏膜屏障在保护机体免受食物抗原、微

生物及其产生的有害代谢产物的损害, 保持机

体内环境的稳定方面起重要作用[22-24]. 正常情

况下肠黏膜具有完善的机械屏障, 以抵御较强

的刺激和正常菌群的侵犯. 机械屏障由肠黏膜

表面黏液、微绒毛、上皮细胞及其间的紧密

连接以及黏膜的特殊结构组成[25]. 多种炎症因

子可损害肠上皮细胞屏障功能, 导致肠黏膜通

透性增高, 包括ET、TNF-α、γ-干扰素等. 肠上

皮细胞间连接由紧密连接、黏附连接、缝隙连

■创新盘点
本研究在于探讨
NAFLD大鼠肠上
皮细胞间紧密连
接蛋白Occ lud in
的 表 达 及 与
TNF-α的关系, 为
NAFLD的发病机
制提出了新论点
和依据. 国内外尚
无此方面的报道.

A B

图 2 两组大鼠肝脏组织TNF-α表达(免疫组织化学×400). 
A: 对照组; B: 模型组.

A B

图 3 肠黏膜上皮细胞Occludin蛋白表达(免疫组织化学×
400). A: 对照组; B: 模型组.

图 4 两组肠黏膜上皮细胞间紧密连接的电镜下表现. A: 

对照组; B: 模型组.

A B

1 µm 0.5 µm
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接等构成. 紧密连接为一狭窄的带状结构, 位于

上皮细胞膜外侧的顶部, 相邻细胞互相包裹, 形
成融合点或吻合点, 连接起来就形成一个连续

的渔网状结构. 紧密连接是肠上皮细胞间的主

要连接方式, 对维持上皮细胞极性及调节肠屏

障的通透性发挥着重要的作用. 紧密连接主要

由Claudin蛋白、Occludin蛋白、JAM、ZOs等
结构蛋白及各类连接蛋白分子共同组成 [26,27]. 
Occludin蛋白作为紧密连接蛋白之一, 相对分子

质量为65 kDa, 4个跨膜结构将Occludin分为2个
细胞外环和2个细胞内环, 相邻细胞就是通过外

环以拉链状结合而封闭细胞旁间隙[28-30]. 低氧、

炎性因子刺激等病理情况可引起Occludin等分

布异常、表达减少, 导致紧密连接结构和功能

异常, 细胞间隙增宽, 从而导致内皮间通透性升

高[31,32]. 有学者[33]认为缺乏Occludin则不能形成

典型的紧密连接结构. 维持肠上皮的完整性对

于保护肠道屏障功能、防止细菌内毒素及毒性

大分子物质进入体内具有重要意义. 
本研究发现NAFLD大鼠小肠上皮细胞间

紧密连接蛋白Occ lud in的表达下降, 紧密连接

明显缩短, 提示肠道机械屏障受损在NAFLD的

病理生理机制中发挥一定的作用, 为临床预防

和治疗NAFLD提供了一种可能的途径. 既往体

外研究证实TNF-α能降解紧密连接蛋白[34], 抑
制Occ lud in的表达[35], 使肠道上皮细胞的通透

性增加. 本研究高脂饮食脂肪肝大鼠血及肝脏

TNF-α水平增高, 而肠上皮细胞间紧密连接蛋

白Occludin表达下降, 提示NAFLD大鼠肠上皮

紧密连接蛋白Occludin表达下降与TNF-α升高

存在一定的相关性. TNF-α可能抑制了小肠上

皮细胞中紧密连接蛋白Occludin的表达, 从而破

坏了肠黏膜机械屏障, 促进NAFLD的发生及发

展. 肠上皮细胞间紧密连接带破坏、肠黏膜通

透性增高、小肠细菌过度繁殖(small intestinal 
bacterial overgrowth, SIBO)、内毒素及TNF-α
的产生、肠腔内乙醇产物增加、高脂饮食及果

糖摄入过多、抗氧化物水平降低等, 通过肠-肝
对话诱致肝细胞脂变、肝性IR、氧化应激及亚

临床系统性炎症的发生和发展. 而内脏肥胖、

脂肪肝和IR都是前炎状态, 其特点是促炎因子

增多及选择性巨噬细胞浸润(第二次打击), 内脏

脂肪和肝脏通过对脂肪酸的转运和处理进行对

话, 由此扩大代谢-炎症及代谢-免疫的相互关联, 
介导肝性IR、NASH、代谢综合征(metabolism 
synd rome, MS)及心血管疾病的发生[13]. 目前

NAFLD尚无特效治疗药物, 本实验为NAFLD的

治疗提供了方向.

4      参考文献
1 Mehta K, Van Thiel DH, Shah N, Mobarhan S. 

Nonalcoholic fatty liver disease: pathogenesis and 
the role of antioxidants. Nutr Rev 2002; 60: 289-293

2 Pinkoski MJ, Droin NM, Green DR. Tumor necrosis 
factor alpha up-regulates non-lymphoid Fas-
ligand following superantigen-induced peripheral 
lymphocyte activation. J Biol Chem 2002; 277: 
42380-42385 

3 Bojarski C, Bendfeldt K, Gitter AH, Mankertz J, 
Fromm M, Wagner S, Riecken EO, Schulzke JD. 
Apoptosis and intestinal barrier function. Ann N Y 
Acad Sci 2000; 915: 270-274

4 Bruewer M, Luegering A, Kucharzik T, Parkos 
C A , M a d a r a J L , H o p k i n s A M , N u s r a t A . 
Proinflammatory cytokines disrupt epithelial 
barrier function by apoptosis- independent 
mechanisms. J Immunol 2003; 171: 6164-6172  

5 Poritz LS, Garver KI, Tilberg AF, Koltun WA. 
Tumor necrosis factor alpha disrupts tight junction 
assembly. J Surg Res 2004; 116: 14-18

6 Ma TY, Iwamoto GK, Hoa NT, Akotia V, Pedram A, 
Boivin MA, Said HM. TNF-alpha-induced increase 
in intestinal epithelial tight junction permeability 
requires NF-kappa B activation. Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol 2004; 286: G367-G376

7 Wigg AJ, Roberts-Thomson IC, Dymock RB, 
McCarthy PJ, Grose RH, Cummins AG. The role 
of small intestinal bacterial overgrowth, intestinal 
permeability, endotoxaemia, and tumour necrosis 
factor alpha in the pathogenesis of non-alcoholic 
steatohepatitis. Gut 2001; 48: 206-211

8 马力, 崔巍, 鲁学恒. 实验性肝硬化大鼠肠上皮细胞间
紧密连接蛋白Occludin表达下降. 中国组织化学与细
胞化学杂志 2007; 16: 416-418

9 崔巍, 王颖, 马力, 闻颖, 刘沛. 肿瘤坏死因子α对暴发
性肝衰竭小鼠肠上皮细胞紧密连接蛋白表达的影响. 
中华内科杂志 2007; 46: 478-481 

10 丁晓东, 范建高. 非酒精性脂肪性肝病的发生机制. 北
京: 人民卫生出版社, 2009: 15-20

11 Farrel l GC, Chitturi S , Lau GK, Sollano JD. 
Guidelines for the assessment and management of 
non-alcoholic fatty liver disease in the Asia-Pacific 
region: executive summary. J Gastroenterol Hepatol 
2007; 22: 775-777

12 N e u s c h w a n d e r - T e t r i  B A ,  C a l d w e l l  S H . 
Nonalcoholic steatohepatitis: summary of an 
AASLD Single Topic Conference. Hepatology 2003; 
37: 1202-1219

13 曾民德. 非酒精性脂肪性肝病研究的关切点. 肝脏 
2009; 14: 321-324

14 Enomoto N, Ikejima K, Bradford BU, Rivera CA, 
Kono H, Goto M, Yamashina S, Schemmer P, 
Kitamura T, Oide H, Takei Y, Hirose M, Shimizu 
H, Miyazaki A, Brenner DA, Sato N, Thurman RG. 
Role of Kupffer cells and gut-derived endotoxins in 
alcoholic liver injury. J Gastroenterol Hepatol 2000; 15 
Suppl: D20-D25

15 Day CP. Non-alcoholic steatohepatitis (NASH): 
where are we now and where are we going? Gut 
2002; 50: 585-588

16 Zhang H, Li Y, Wang S, Zhang K, Li L, Wu X. LPS-
induced NF-kappa B activation requires Ca2+ as a 

■应用要点
本研究高脂饮食
脂肪肝大鼠血及
肝脏TNF-α水平
增 高 ,  而 肠 上 皮
细 胞 间 紧 密 连
接蛋白Occ lud in
表 达 下 降 ,  提 示
NAFLD大鼠肠上
皮紧密连接蛋白
Occ lud in表达下
降与TNF-α升高
存在一定的相关
性. TNF-α可能抑
制了小肠上皮细
胞中紧密连接蛋
白Occ lud in的表
达, 从而破坏了肠
黏膜机械屏障, 促
进NAFLD的发生
及发展.



www.wjgnet.com

986                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年4月8日      第18卷      第10期

mediator in isolated pancreatic acinar cells of rat. 
Chin Med J (Engl) 2003; 116: 1662-1667

17 Hui JM, Hodge A, Farrell GC, Kench JG, Kriketos A, 
George J. Beyond insulin resistance in NASH: TNF-
alpha or adiponectin? Hepatology 2004; 40: 46-54

18 Li Z, Yang S, Lin H, Huang J, Watkins PA, Moser 
AB, Desimone C, Song XY, Diehl AM. Probiotics 
and antibodies to TNF inhibit inflammatory activity 
and improve nonalcoholic fatty liver disease. 
Hepatology 2003; 37: 343-350

19 范建高, 曾民德. 脂肪肝. 第1版. 上海: 上海医科大学
出版社, 2000: 69

20 Coyne CB, Vanhook MK, Gambling TM, Carson 
JL, Boucher RC, Johnson LG. Regulation of airway 
tight junctions by proinflammatory cytokines. Mol 
Biol Cell 2002; 13: 3218-3234

21 Gitter AH, Bendfeldt K, Schmitz H, Schulzke JD, 
Bentzel CJ, Fromm M. Epithelial barrier defects 
in HT-29/B6 colonic cell monolayers induced by 
tumor necrosis factor-alpha. Ann N Y Acad Sci 2000; 
915: 193-203

22 武金宝, 王继德, 张亚历. 肠黏膜屏障研究进展. 世界
华人消化杂志 2003; 11: 619-623

23 Harari Y, Weisbrodt NW, Moody FG. Ileal mucosal 
response to bacterial toxin challenge. J Trauma 2000; 
49: 306-313

24 Kiyono H, Kweon MN, Hiroi T, Takahashi I. The 
mucosal immune system: from specialized immune 
defense to inflammation and allergy. Acta Odontol 
Scand 2001; 59: 145-153

25 岳茂兴. 胃肠道功能障碍及衰竭的诊断和治疗. 世界华
人消化杂志 2002; 10: 3-6

26 Furuse M, Fujita K, Hiiragi T, Fujimoto K, Tsukita S. 
Claudin-1 and -2: novel integral membrane proteins 
localizing at tight junctions with no sequence 
similarity to occludin. J Cell Biol 1998; 141: 1539-1550

27 宋红丽, 吕飒, 马力, 李颖, 刘沛. TNF-α影响肠黏膜
上皮细胞间紧密连接蛋白的表达. 世界华人消化杂志 

2004; 12: 1303-1306
28 Chen YH, Lu Q, Goodenough DA, Jeansonne B. 

Nonreceptor tyrosine kinase c-Yes interacts with 
occludin during tight junction formation in canine 
kidney epithelial cells. Mol Biol Cell 2002; 13: 
1227-1237

29 Nusrat A, Chen JA, Foley CS, Liang TW, Tom J, 
Cromwell M, Quan C, Mrsny RJ. The coiled-coil 
domain of occludin can act to organize structural 
and functional elements of the epithelial tight 
junction. J Biol Chem 2000; 275: 29816-29822

30 Tsukita S, Furuse M. Occludin and claudins in tight-
junction strands: leading or supporting players? 
Trends Cell Biol 1999; 9: 268-273

31 Berkes J, Viswanathan VK, Savkovic SD, Hecht G. 
Intestinal epithelial responses to enteric pathogens: 
effects on the tight junction barrier, ion transport, 
and inflammation. Gut 2003; 52: 439-451

32 高志光, 秦环龙. 肠上皮细胞紧密连接的生物学功
能及在肠屏障中的作用. 肠外与肠内营养 2005; 12: 
299-302

33 Saitou M, Fujimoto K, Doi Y, Itoh M, Fujimoto T, 
Furuse M, Takano H, Noda T, Tsukita S. Occludin-
deficient embryonic stem cells can differentiate into 
polarized epithelial cells bearing tight junctions. J 
Cell Biol 1998; 141: 397-408

34 Patrick DM, Leone AK, Shellenberger JJ, Dudowicz 
KA, King JM. Proinflammatory cytokines tumor 
necrosis factor-alpha and interferon-gamma 
modulate epithelial barrier function in Madin-
Darby canine kidney cells through mitogen 
activated protein kinase signaling. BMC Physiol 
2006; 6: 2

35 Mankertz J, Tavalali S, Schmitz H, Mankertz A, 
Riecken EO, Fromm M, Schulzke JD. Expression 
from the human occludin promoter is affected by 
tumor necrosis factor alpha and interferon gamma. 
J Cell Sci 2000; 113 (Pt 11): 2085-2090

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2010年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》按时完成 2009 年度出版任务

本刊讯 2009-12-28,《世界华人消化杂志》按时完成2009年1-36期的出版任务, 出版各类文章774篇, 全部经过

同行专家评议. 其中评论性文章158篇(20.41%), 原创性文章237篇(30.62%), 研究快报91篇(11.76%), 临床经验

253篇(32.69%), 病例报告13篇(1.68%), 会议纪要2篇(0.26%).

2010年, 《世界华人消化杂志》将坚持开放获取(open access, OA)的出版模式, 编辑出版高质量文章, 努力

实现编委、作者和读者利益的最大化, 努力推进本学科的繁荣和发展, 向专业化、特色化和品牌化方向迈进. 

(编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本研究选题和思
路都很好, 从总体
的讨论和实验过
程 来 看 ,  值 得 肯
定, 有较好的学术
价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of curcumin on 
the microcirculation in early-stage ischemia/
reperfusion injury in rats.

METHODS: Wistar rats were randomized into 
three groups: sham-operation group, dimethyl 
sulfoxide (DMSO) group (treated with 1 mL of 
DMSO twice) and curcumin group (treated with 
40 mg/kg of curcumin twice). The level of serum 
transaminase, the content of hepatic nitric oxide 
(NO), and the expression of nitric oxide synthase 
(NOS), inducible nitric oxide synthase (iNOS) 

and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 
mRNAs in liver tissue were determined to evalu-
ate the effects of curcumin on the microcirculation 
in early-stage ischemia/reperfusion (reperfusion 
for 1 h and 3 h).

RESULTS: Compared with the DMSO group, 
curcumin decreased the levels of serum alanine 
transaminase (603.8 U/L ± 64.5 U/L vs 758.1 U/L 
± 114.7 U/L and 837.1 U/L ± 33.3 U/L vs 1012.7 
U/L ± 119.8 U/L, respectively; both P < 0.01) and 
aspartate aminotransferase (605.7 U/L ± 65.7 U/L 
vs 779.5 U/L ± 124.3 U/L and 849.6 U/L ± 36.0 
U/L vs 1027.8 U/L ± 139.8 U/L, respectively; 
both P < 0.01), relieved hepatic pathological 
damage, reduced the content of NO (0.455 ± 0.056 
vs 0.594 ± 0.087 and 0.492 ± 0.040 vs 0.671 ± 0.079, 
respectively; both P < 0.01) derived from iNOS, 
and down-regulated the expression of iNOS 
mRNA (0.426 ± 0.075 vs 0.569 ± 0.073 and 0.527 ± 
0.066 vs 0.702 ± 0.089, respectively; both P < 0.01) 
in the liver tissue in early-stage ischemia/reper-
fusion (reperfusion for 1 h and 3 h).

CONCLUSION: Curcumin can relieve hepatic 
cell injury by decreasing the content of NO de-
rived from iNOS and reducing hepatic microcir-
culation disturbance in early-stage ischemia/re-
perfusion injury in rats.

Key Words: Curcumin; Nitric oxide; Rat; Reper-
fusion injury; Microcirculation

Xiang JJ, Tian F, Li WG, Li MZ, Jiang XF, Cheng BJ. 
Curcumin reduces hepatic nitric oxide production in 
early-stage ischemia/reperfusion in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(10): 987-992

摘要
目的: 探讨姜黄素对大鼠肝脏缺血再灌注早
期损伤微循环的影响. 

方法:  将大鼠随机分为假手术组、对照组
和实验组(姜黄素40 mg/kg, 2次给药). 通过
检测再灌注早期1、3 h血清转氨酶水平、

肝组织中一氧化氮(n i t r i c o x i d e, N O)、一

www.wjgnet.com
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■背景资料
自20世纪70年代
以 来 ,  国 内 外 对
姜黄素的药理作
用及临床应用方
面做了大量研究, 
表 明 其 具 有 抗
炎、抗氧化、抗
突变、抗血小板
聚集、降血脂、

抗 动 脉 粥 样 硬
化、抗肿瘤等作
用 .  姜 黄 素 已 应
用于心脏、肾、

肠、肝和脑等脏
器缺血再灌注损
伤的研究.

■同行评议者
周伟平, 教授, 上
海东方肝胆外科
医院肝外三科



氧化氮合酶(nitricoxide synthase, NOS), 诱
导型一氧化氮合酶(induc ib le n i t r i cox ide 
synthase, iNOS)mRNA及内皮型一氧化氮合
酶(endothelium nitricoxide synthase, eNOS) 
mRNA水平, 以及肝组织病理学检查来评价姜
黄素对大鼠肝脏缺血再灌注早期损伤微循环
的影响. 

结果: 相对于对照组, 姜黄素可降低大鼠肝脏
缺血再灌注早期损伤1、3 h血清谷丙转氨酶
(ALT)的水平(603.8 U/L±64.5 U/L vs  758.1 U/L
±114.7 U/L, 837.1 U/L±33.3 U/L vs  1012.7 U/L
±119.8 U/L, 均P <0.01)和谷草转氨酶(AST)
的水平(605.7 U/L±65.7 U/L vs  779.5 U/L±
124.3 U/L, 849.6 U/L±36.0 U/L vs  1027.8 U/L
±139.8 U/L, 均P <0.01); 改善肝组织病理学
损害; 减少肝脏缺血再灌注早期损伤1、3 h
肝组织由iNOS产生的NO蛋白水平(0.455±
0.056 vs  0.594±0.087, 0.492±0.040 vs  0.671
±0.079, 均P <0.01); 降低肝脏缺血再灌注早
期损伤1、3 h肝组织iNOS mRNA的表达强度
(0.426±0.075 vs  0.569±0.073, 0.527±0.066 
vs  0.702±0.089, 均P <0.01).

结论: 姜黄素可通过减轻肝组织中由iNOS产
生的NO生成, 来改善肝缺血再灌注早期损伤
中微循环的紊乱, 从而减少对肝缺血再灌注肝
实质细胞的损伤.

关键词: 姜黄素; 一氧化氮; 大鼠; 再灌注损伤; 微

循环

向进见, 田夫, 李文岗, 李明忠, 蒋雪峰, 程本静. 姜黄素对大鼠

肝缺血再灌注早期肝组织一氧化氮表达的影响. 世界华人消化

杂志  2010; 18(10): 987-992

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/987.asp

0  引言

一氧化氮(nitricoxide, NO)是一种具有多种生物

活性的小分子物质, 参与多种生理及病理过程, 
他与肝缺血再灌注(hepatic ischemia reperfusion, 
HIR)损伤密切相关. 本研究从肝组织NO、一

氧化氮合酶(nitricoxide synthase, NOS)及NOS 
mRNA水平的改变来探讨姜黄素(curcumin)对大

鼠实验性HIR早期损伤微循环的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级SD大鼠, 雌雄不限, 体质量240 
g±20 g, 购于武汉大学人民医院动物室; 姜黄

素购于美国Sigma公司; 二甲基亚砜(dimethyl 
su l foxide, DMSO)购于武汉天源生物有限公
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司 ;  一氧化氮试剂盒、一氧化氮合酶试剂盒

和考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒购于南京建成

生物工程公司; 根据美国国立图书馆NCBI中
GenBank提供的诱导型一氧化氮合酶(inducible 
nitricoxide synthase, iNOS)、内皮型一氧化氮合

酶(endothelium nitricoxide synthase, eNOS)和三

磷酸甘油醛脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, GAPDH)三者cDNA序列, 参照

相关文献由上海赛百盛公司合成下列引物序列, 
其中iNOS生产编号: 0517-07, eNOS生产编号: 
0830-01, GAPDH生产编号: 0517-05; iNOS上游

引物为TTCTTTGCTTCTGTGCTAATGCG, 下游

引物为GTTGTTGCTGAACTTCCAATCGT, 扩
增长度1 061 bp; eNOS上游引物为TGGGCAG 
CATCACCTACGATA, GGAACCACTCCTTTTG
ATCGAGTTAT, 扩增长度202 bp; GAPDH上游引

物为TCCCTCAAGATTGTCAGCAA, 下游引物

AGATCCACAACGGATACATT, 扩增长度309 bp.
1.2 方法 
1.2.1 HIR模型的建立: 大鼠术前12 h禁食, 不禁

水. 腹腔内注射20%乌拉坦溶液5 mL/kg麻醉, 然
后上腹部正中切口开腹, 分离门静脉和肝动脉

主干、左右分支和肠系膜上静脉. 经肠系膜上

静脉分支插管, 用小血管夹夹闭肝左中叶脉管

以阻断左中叶血供, 造成左中叶肝缺血. 1 h后松

开小血管夹, 恢复血流, 形成再灌注. 操作过程

中所有动物注意保温且经插管注射37 ℃生理盐

水8 mL/kg, 以保持血液动力学的稳定. 
1.2.2 分组: 将48只大鼠按随机数字表随机分为

假手术组、对照组和实验组. 假手术组不给药, 
除不夹闭肝左中叶脉管外, 手术过程同上述模

型. 对照组分别于左中肝血流阻断前30 min和
再灌注开始时经肠系膜上静脉分支插管注入

DMSO 1 mL, 同样情况下, 实验组按姜黄素40 
mg/kg量溶于DMSO 1 mL注入. 
1.2.3 标本收集: (1)假手术组开腹及游离血管后

1 h(n  = 8)、3 h(n  = 8)取肝左中叶于-70 ℃冰箱

保存待用, 同时经肝上下腔静脉取血2 mL, 离
心, 取血清, 置4 ℃冰箱备用; (2)对照组和实验组

肝脏再灌注1 h(n  = 8)、3 h(n  = 8)取肝左中叶于

-70 ℃冰箱保存待用, 同时经肝上下腔静脉取血

2 mL后离心, 取血清, 置4 ℃冰箱备用. 
1 .2 .4  指标检测 :  血清谷丙转氨酶 (a l a n i n e 
t ransarninase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate 
aminotransferase, AST)含量由医院检验科检测. 
取适量肝组织制成10%匀浆, 再取适量10%匀浆

www.wjgnet.com

■研发前沿
姜黄素有着广泛
的药理作用, 已用
于心、脑、肾、

肝等脏器缺血再
灌注损伤的研究, 
但其作用机制仍
需要进一步研究.
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与生理盐水按1∶9稀释成1%匀浆, 分别用于测

定NO、NOS与总蛋白质含量. NO、NOS及总蛋

白含量均按试剂盒说明测定. 采用RT-PCR法检

测肝组织中的iNOS mRNA、eNOS mRNA含量.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 

用SPSS10.0软件进行统计学分析. 组间比较采

用One-way ANOVA法, 其中两组间比较采用

S-N-K法.

2  结果

2.1 姜黄素对大鼠实验性HIR 1、3 h血清转氨酶

的影响 对照组1、3 h血清ALT、AST含量较假

手术组明显升高(P <0.01, 表1), 实验组1、3 h血
清ALT、AST含量低于对照组, 有统计学差异

(P <0.01, 表1).
2.2 病理学检查结果 假手术组1、3 h肝组织HE
染色结果类似(图1A), 可见肝索排列整齐, 肝窦

形态正常, 无狭窄与扩张, 肝细胞边界清楚、形

态正常. 对照组1 h肝组织肝索排列部分紊乱, 肝

窦扩张明显, 部分肝细胞边界不清、空泡变性

(图1B); 对照组3 h肝组织肝索排列明显紊乱, 肝
窦形态不规则, 部分内皮细胞脱落, 有少量中性

粒细胞浸润, 可见少量肝细胞核消失(图1C). 实
验组1、3 h肝组织肝索排列尚整齐; 但可见肝窦

轻度扩张, 3 h组扩张较1 h组明显; 肝细胞边界形

态尚清楚、正常; 未见中性粒细胞浸润(图1D, E).
2.3 NO及NOS水平 姜黄素对大鼠实验性HIR 
1、3 h肝组织NO及NOS水平的影响见表2.
2.4 iNOS mRNA、eNOS mRNA表达强度 假手

术组1、3 h肝组织中iNOS mRNA无表达; 实验

组1、3 h均低于对照组肝组织中iNOS mRNA表

达, 差异有统计学意义(P <0.01, 表3, 图2). 假手

术组、对照组和实验组1、3 h肝组织中eNOS 
m R N A表达无明显区别 ,  差异无统计学意义

(P >0.05, 表3, 图2).

3  讨论

HIR损伤常存在于肝切除、肝移植术、外伤和

■相关报道
有实验表明姜黄
素可抑制由脂多
糖激活的小胶质
细胞iNOS的表达. 
Chan等研究口服
(92 mg/kg)姜黄
素对脂多糖(LPS)
诱导的小鼠肝损
害 的 作 用 时 ,  发
现其可降低肝脏
50%-70% iNOS 
mRNA的表达.

表 1 姜黄素对大鼠实验性HIR血清转氨酶的影响 (U/L)

     
血清转氨酶          假手术组  对照组           实验组                F 值

ALT 

    1 h          85.2±12.3                 758.1±114.7b                 603.8±64.5bd                 285.265

    3 h          93.6±13.1              1 012.7±119.8b                 837.1±33.3bd                   88.925

AST 

    1 h          88.6±6.5                   779.5±124.3b                 605.7±65.7bd                 259.272

    3 h        103.6±13.0              1 027.8±139.8b                 849.6±36.0bd                 115.119

bP<0.01 vs  假手术组; dP<0.01 vs  对照组; TNOS: 总NOS.

表 2 姜黄素对大鼠实验性HIR肝组织中NO、NOS的影响

     
                假手术组      对照组          实验组               F 值

NO(µmol/g·prot)

    1 h           0.48±0.04                   0.38±0.03a                   0.30±0.05cb                   38.292

    3 h           0.47±0.03                   0.29±0.04c                   0.25±0.03cb                   95.428

TNOS(U/mg·prot)

    1 h         0.409±0.068               0.712±0.111c               0.526±0.057cb                 28.247

    3 h         0.408±0.075               0.754±0.069c               0.565±0.062cd                 50.720

iNOS(U/mg·prot)

    1 h         0.333±0.050               0.594±0.087c               0.455±0.056cd                 31.015

    3 h         0.337±0.033               0.671±0.079c               0.492±0.040cd                 75.343

eNOS(U/mg·prot)

    1 h         0.081±0.010               0.081±0.013                0.083±0.011                     0.056

    3 h         0.083±0.010               0.078±0.009                0.087±0.013                     1.351

aP<0.05, bP<0.01 vs  假手术组; cP<0.05, dP<0.01 vs  对照组; TNOS: 总NOS.
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休克中, 可造成肝脏功能的损害. HIR损伤主要

由肝脏微循环障碍引起[1]. 肝缺血再灌注损伤

又包括肝早期缺血再灌注损伤(再灌注6 h内, 主
要在前2 h内)和肝晚期再灌注损伤(再灌注6 h以
后, 主要在18-24 h)[2-4]. 在肝脏早期(<6 h)缺血再

灌注损伤中, 肝脏微循环障碍主要因收缩和舒

张血管的物质产生不平衡引起. 目前研究在HIR

损伤中起作用的收缩和舒张血管的物质主要

包括NO、ET、CO、前列腺素E1(prostaglandin 
E-1, PGE-1)等[5,6]. NO对HIR损伤中微循环的调

节起着重要的作用. NOS在机体内有3种异构酶: 
iNOS、cNOS/eNOS和nNOS, 肝脏中主要存在前

两种. 目前认为NO在HIR中作用取决于生成NO
的NOS的类型、部位和酶的活性有关. 一般认为

■创新盘点
本研究探讨姜黄
素对肝脏诱导型
一氧化氮合酶的
表达影响, 结果表
明姜黄素可降低
诱导型一氧化氮
合酶的表达, 从而
改善了肝缺血再
灌注早期损伤中
微循环的紊乱. 

A B

C D

E

图 1 各组肝组织病理学(HE×200). A: 假手术组; B, C: 对照组; D, E: 实验组; B, D: 1 h; C, E: 3 h.

表 3 姜黄素对大鼠实验性HIR肝组织中iNOS mRNA、eNOS mRNA表达强度的影响

     
         假手术组         对照组            实验组              F 值

iNOS /GAPDH

    1 h  0   0.569±0.073b             0.426±0.075bd            193.560

    3 h  0   0.702±0.089b             0.527±0.066bd            261.770

eNOS/GAPDH

    1 h  0.102±0.019  0.102±0.024              0.106±0.019                  0.092

    3 h  0.106±0.016  0.103±0.020              0.104±0.013                  0.917

bP<0.01 vs  假手术组; dP<0.01 vs  对照组.
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在iNOS作用下产生的NO对肝脏有损害作用, 而
在eNOS作用下产生的NO对肝脏有保护作用[6-8].

本实验对照组相对于假手术组, 肝组织中的

总NOS(TNOS)含量增加, 但NO含量下降, 这是

因为在肝脏缺血低氧状态下, 肝组织中NO合成

所必需的L -Arg酶、NADPH和O2不足导致[9]. 姜
黄素是从中药姜黄中提取的酚类化合物, 他不

仅可作为色素添加剂, 还有着广泛的药理作用: 
抗炎[10,11]、抗氧化[12,13]、抗突变[14]、抗血小板

聚集[15]、降血脂[16]、抗动脉粥样硬化[17]和抗肿 
瘤 [18-20]等 .  有实验表明姜黄素可抑制由脂多

糖激活的小胶质细胞 i N O S的表达 [21].  C h a n
等 [22 ]研究口服 (92  m g/k g)姜黄素对脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)诱导的小鼠肝损害的作

用时, 发现其可降低肝脏50%-70% iNOS mRNA
的表达. 有研究表明姜黄素对心、肾、脑、肝

脏等脏器的缺血再灌注损伤有保护作用[23-27].  
本实验研究表明, 姜黄素可抑制大鼠HIR 

1、3 h的肝组织中iNOS mRNA表达, 而对eNOS 
mRNA表达无影响, 从而降低了肝组织中TNOS
的含量, 最终导致姜黄素组1、3 h肝组织中的

NO水平较对照组水平更低. 本实验说明, 姜黄素

通过抑制iNOS所产生的NO, 从而减轻了大鼠早

期HIR损伤肝组织微循环紊乱, 进而对大鼠早期

HIR损伤肝组织起到了抑制作用.
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Abstract
AIM: To explore the effects of stem cell factor 
(SCF) on the slow waves in duodenal smooth 
muscle of diabetic mice.

METHODS: Diabetes mellitus (DM) was in-
duced in Balb/c male mice by intraperitoneal 
injection of streptozotocin (STZ, 150 mg/kg, ip). 
Mice were then divided into three groups (n = 
6 per group): normal control group, DM model 
group and SCF treatment group. The SCF treat-
ment group was given SCF 0.20 µg/(kg•d, ip), 
while the normal control group and DM model 
group were given equal volume of phosphate 
buffer solution (pH7.40). After six weeks of in-
tervention, all the mice were given Indian ink 

for determination of the small intestinal transit 
rate. The changes in the slow waves in duodenal 
smooth muscle were recorded. 

RESULTS: Small intestine transit rate was sig-
nificantly reduced in the DM model group when 
compared with the normal control group (44.05% 
± 5.48% vs 82.75% ± 6.56%, P < 0.01). Small intes-
tine transit rate in the SCF treatment group was 
significantly higher than that in the DM model 
group (75.89% ± 3.61% vs 44.05% ± 5.48%, P < 
0.01), but lower than that in the normal control 
group (75.89% ± 3.61% vs 82.75% ± 6.56%, P < 
0.05). Compared with the normal control group, 
the frequency and amplitude of slow waves 
in duodenal smooth muscle were significantly 
reduced in the DM model group (13.33 ± 4.27 
vs 30.67 ± 3.33 and 5.17 ± 3.71 vs 35.17 ± 3.71, 
respectively; both P < 0.01). The frequency and 
amplitude of slow waves in duodenal smooth 
muscle in the SCF treatment group were signifi-
cantly higher than those in the DM model group 
(26.50 ± 1.87 vs 13.33 ± 4.27 and 27.50 ± 2.26 vs 
15.17 ± 3.71, respectively; both P < 0.01), but 
lower than those in the normal control group 
(26.50 ± 1.87 vs 30.67 ± 3.33, P < 0.05; 27.50 ± 2.26 
vs 35.17 ± 3.71, P < 0.01).

CONCLUSION: Exogenous SCF is able to im-
prove duodenal motility in diabetic mice.

Key Words: Diabetes; Stem cell factor; Duodenum; 
Smooth muscle cell; Slow wave

Yang Y, Yu Y, Gao XK, Chen J, Wang QM. Effects of stem 
cell factor on the slow waves in intestinal smooth muscle 
of diabetic mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(10): 993-997

摘要
目的: 探讨外源性干细胞因子(stem cell factor, 
SCF)对糖尿病(diabetes mellitus, DM)小鼠小
肠动力障碍时小肠平滑肌细胞慢波的影响. 

方法: ♂Balb/c小鼠一次性腹腔注射(ip)链脲佐
菌素(STZ, 150 mg/kg)造模, 将小鼠分为正常
组、DM组、DM+外源性SCF组(DM+SCF组); 
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■背景资料
胃肠动力障碍是
糖尿病常见的慢
性并发症之一, 深
入研究胃肠动力
障碍的机制, 并针
对此寻求有效的
治疗措施成为当
今研究的重点.

■同行评议者
陆伦根, 教授, 上
海交通大学附属
第一人民医院消
化科



DM+SCF组ip SCF 0.20 µg/(kg•d), 正常组和
DM组每天ip等量的磷酸盐缓冲液(pH7.40). 所
有小鼠干预6 wk结束后, 给予印度墨水灌胃测
定小肠传输速率, 用微电极细胞内记录仪记录
各组小鼠十二指肠平滑肌细胞内慢波的变化.

结果: DM组小肠推进率比正常组的明显降低
(44.05%±5.48% vs  82.75%±6.56%, P <0.01); 
DM+SCF组比DM组的小肠推进率显著增加
(75.89%±3.61% vs  44.05%±5.48%, P <0.01), 
但比正常组的降低 (75 .89%±3.619% v s  
82.75%±6.56%, P <0.05); DM组与正常小鼠相
比, 十二指肠平滑肌细胞内慢波频率明显减慢
(13.33±4.27 vs  30.67±3.33, P <0.01), 波幅明
显减小(15.17±3.71 vs  35.17±3.71, P <0.01), 
且波形杂乱不规则. DM+SCF组小鼠十二指
肠平滑肌细胞内慢波频率和波幅比DM组增
加(26.50±1.87 vs  13.33±4.27; 27.50±2.26 vs  
15.17±3.71, 均P <0.01), 但比正常组减慢和降
低(26.50±1.87 vs  30.67±3.33, P <0.05; 27.50
±2.26 vs  35.17±3.71, P <0.01).

结论: 外源性SCF对DM小鼠的小肠动力障碍
有一定的改善作用.

关键词: 糖尿病; 干细胞因子; 十二指肠; 平滑肌细

胞; 慢波

杨琰, 余跃, 高显奎, 陈军, 王巧民. 干细胞因子对糖尿病小鼠小

肠平滑肌细胞慢波的影响. 世界华人消化杂志  2010; 18(10): 

993-997
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0  引言

胃肠动力障碍是糖尿病(diabetes mellitus, DM)
患者的常见并发症之一, 其机制尚不清楚, 近年

来研究认为[1], Cajal间质细胞(interstitial cells of 
Cajal, ICC)是胃肠道的起搏细胞, ICC异常会影

响平滑肌细胞内的慢波, 从而影响平滑肌正常

的收缩运动, 导致整个胃肠动力障碍. 干细胞因

子(stem cell factor, SCF)是ICC特异性标志物Kit
受体的天然配体, 对ICC的增殖、分化和维持具

有重要作用[2], 但对胃肠平滑肌慢波的影响国内

外鲜见报道. 本研究通过记录DM小鼠十二指肠

平滑肌细胞内慢波的变化, 以及外源性SCF干预

后慢波的变化, 旨在明确外源性SCF能否改善

DM小鼠小肠动力障碍. 

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c小鼠, ♂, 体质量18-22 g, 由安
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徽医科大学动物实验中心提供 .  链脲佐菌素

(streptozocin, STZ, Sigma, 美国), SCF(Sigma, 
美国), 精蛋白锌胰岛素注射液(江苏万邦生化

医药股份有限公司), 印度墨水(So la rb io ca t, 
No.18060), 血糖仪(ACCU-CHEK, Active, 德国), 
血糖试纸(ACCU-CHEK, 德国), 电极管(FHC, 
BOWDOINHAM, ME04008, 美国), 微电极拉制

仪(NARISHIGE, 日本), 细胞内电流记录仪(Intra 
767, 美国), 计算机信号采集分析系统(Powerlab/
4sp, Australia), 微操仪(MC1000e, Controller, 
serial No.S1411).
1.2 方法 
1.2.1 建立DM小鼠模型、分组及干预: 实验小鼠

予一次性ip STZ(150 mg/kg)造模[3,4], 72 h后及1 
wk后尾静脉采血, 2次随机血糖均≥12 mmol/L
者为DM小鼠模型建立, 不符合条件者予以剔

除. 将实验小鼠分为正常组(n  = 6)、DM组(n  = 
6)和DM+外源性SCF干预组(DM+SCF组, n  = 
6). 干预(共6 wk): DM+SCF组给予SCF ip[0.20 
µg/(kg•d)][5], 正常组和DM组每天ip等量的磷酸

盐缓冲液(pH7.40), 6 wk结束. 
1.2.2 一般状况: 造模成功后观察饮食、饮水、

粪便, 毛色及精神情况, 每周称质量. 
1.2.3 血糖值测定: 干预6 wk后各组小鼠测定血

糖值. 
1.2.4 小肠推进速率测定: 各组小鼠处死前予印

度墨水10 mL/kg灌胃, 30 min后处死, 取出全胃

肠道, 计算无张力下小肠推进率(墨水前端至幽

门括约肌距离/小肠全长×100%)[6]. 
1.2.5 十二指肠平滑肌细胞内慢波记录: 开启稳

压电源(220 V), 检查电路连线, 依次打开计算

机、放大器、Powerlab信号采集系统, 仪器预热

半小时, 电脑、灌流槽等妥善接地. 将小鼠脱臼

处死, 剖腹迅速在靠近幽门处剪取1-2 cm的十二

指肠肠段, 沿纵轴剖开肠管, 在装有Krebs液的烧

杯内去除胃肠内容物. 将组织浆膜层面朝上平

铺并固定于灌流槽中, 打开温水浴(37 ℃), 充氧, 
打开灌流液开始灌流, 用镊子小心剥掉浆膜层, 
待组织标本稳定1 h后, 用微操仪将充满KCl(3 
mol/L)的微电极插入标本. 微电极拉制的电阻

30-50 MΩ.
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 应用 

SPSS17.0统计软件进行处理, 多组资料间比较

采用LSD检验分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 一般状况 造模成功后, DM小鼠出现多饮, 

www.wjgnet.com

■研发前沿
近些年, 干细胞因
子在Cajal间质细
胞以及胃肠动力
障碍中的病理机
制成为研究热点.

■相关报道
Koth等的研究揭
示出只有当 I C C
网络发育成熟时
才可以记录到完
整 的 慢 波 电 位 , 
而 I C C 的生长发
育、形态及功能
的维持与SCF密
切相关, 因此SCF
正 是 通 过 改 善
I C C 进而改善小
肠平滑肌的慢波
活动.
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多食, 多尿, 消瘦, 精神萎靡, 行动迟缓, 毛色干

枯, 无光泽. 干预6 wk后, DM+SCF组比DM组

的多饮, 多食, 多尿症状减轻, 体质量明显增加

(P <0.01), 精神状态好转, DM+SCF组体质量比正

常组的降低(P <0.01, 表1).
2.2 血糖值测定结果 第6周DM组的血糖值显

著高于正常组(P <0.01). DM+SCF组比DM组的

血糖值显著降低(P <0.01), 但比正常组的升高

(P <0.05, 表1).
2.3 小肠推进率测定 DM组的推进率比正常组

的明显降低(44.05%±5.45% vs  82.75%±6.56%, 
P <0.01); DM+SCF组比DM组的推进率显著增加

(75.89%±3.61% vs  44.05%±5.48%, P <0.01), 但
比正常组的降低(75.89%±3.61% vs  82.75%±

6.56%, P <0.05). 
2.4 各组小鼠慢波变化 DM组的频率比正常组的

显著降低(P <0.01); DM+SCF组比DM组的频率

显著增加(P <0.01), 但比正常组的降低(P <0.05); 
D M组的波幅比正常组的明显降低(P <0.01); 
DM+SCF组比DM组的波幅显著增加(P <0.01), 
但比正常组的降低(P <0.01, 图1, 表2).

3  讨论

胃肠动力障碍是临床常见的D M慢性并发症

之一. D M患者中, 胃肠动力障碍的发病率为

25%-76%[7]. DM胃肠动力障碍的病理生理特点

是: 胃肠张力和收缩力低下、蠕动减慢、排空

延迟[8], 其机制尚不清楚. 
ICC是胃肠道运动起搏细胞, 且介导神经递

质的产生和作用[9,10], ICC特异性表达酪氨酸激

酶受体c-Kit, 其配体SCF[11]已被证实对ICC具有

重要调控作用[12,13]. Kit是一种酪氨酸激酶受体, 
而SCF是c-Kit受体的天然配体, 他与Kit结合组

成Kit-SCF信号系统, 激活酪氨酸激酶, 导致一系

列磷酸化过程. Kit-SCF信号系统参与了机体所

有Kit阳性细胞的发育、分化、增殖等过程[14,15], 
同样也与ICC的生长发育、形态及功能的维持

关系密切[2,12].   
胃肠ICC网络通过众多缝隙连接给邻近平

滑肌细胞提供电流及起搏活动. 当ICC发出慢波, 
通过缝隙连接传播至平滑肌细胞, 激活平滑肌

细胞, 产生动作电位, 引起平滑肌收缩. 周吕、

柯美云曾在《神经胃肠病学与动力》[16]中记录

到胃肠道平滑肌的静息电位很不稳定, 波动较

大, 其实测值一般为(-40 mV)-(-80 mV). 研究显

示[17], 正常小鼠小肠ICC与平滑肌细胞慢波的频

表 1 各组小鼠体质量、血糖的比较 (mean±SD)

     
时间    分组           体质量(g)   血糖(mmol/L)

第1周    正常组       21.80±2.03           8.28±1.61

             DM组       21.43±0.76         20.57±3.99

             DM+SCF组       21.38±0.81         17.95±5.17

第6周    正常组       26.78±2.09           9.38±1.61

             DM组       15.42±1.40b        26.77±3.15b

             DM+SCF组       21.90±2.70d        14.53±5.65c

bP<0.01 vs  正常组或DM+SCF组; cP<0.05, dP<0.01 vs  正常组.

表 2 各组小鼠慢波频率, 波幅的比较 (mean±SD)

     
分组    频率(次/分)      波幅(mV)

正常组  30.67±3.33   35.17±3.71

DM组  13.33±4.27b   15.17±3.71b

DM+SCF组 26.50±1.87c   27.50±2.26d

bP<0.01 vs  正常组或DM+SCF组; cP<0.05, dP<0.01 vs  正常组.
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图 1 各组小鼠十二指肠平滑肌细胞内慢波. A: 正常组; B: 

DM组; C: DM+SCF组.

■创新盘点
应用外源性干细
胞因子对平滑肌
细胞慢波进行干
预, 结果显示外源
性干细胞因子对
糖尿病小鼠的小
肠动力障碍有一
定的改善作用.
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率一致, ICC慢波的波幅大于50 mV, 平滑肌细

胞慢波的波幅一般在20-35 mV, 最大不超过50 
mV. ICC异常可致胃肠道起搏功能和电兴奋传

导减弱, 使平滑肌产生不规则慢波、收缩运动

障碍、蠕动减少, 最终导致临床上出现胃肠动

力障碍症状. 
本研究发现, DM组的推进率比正常组的明

显降低(P <0.01); DM+SCF组比DM组的推进率

显著增加(P <0.01), 但比正常组的降低(P <0.05); 
表明SCF能改善小肠动力, 促进小肠传输. 进一

步观察到, DM组的频率比正常组的显著降低

(P <0.01); DM+SCF组比DM组的频率显著增加

(P <0.01), 但比正常组的降低(P <0.05); DM组的

波幅比正常组的明显降低(P <0.01); DM+SCF组
比DM组的波幅显著增加(P <0.01), 但比正常组

的降低(P <0.01). 提示SCF通过改善小肠平滑肌

的慢波活动来恢复正常的小肠运动, 这与国内

外文献一致[18-20]. 
Ordög等[18]用c-Kit免疫染色揭示, DM小鼠

模型中,胃体和胃窦部的ICC明显减少, 并以胃

窦远端最为明显. 其肌间神经丛、环形肌和纵

行肌内的ICC所占比例由11.2%±0.6%, 15.7%
±2.1%, 17.0%±1.8%降至5.5%±0.4%, 7.7%±

2.1%, 7.2%±2.6%. 表明ICC明显减少, Kit-SCF信
号系统破坏, 与DM小鼠胃肠动力障碍密切相关.

还有大量实验表明, ICC可产生自发性的

电活动, 而消除ICC, 则慢波电位不能产生. Koh 
等[19]在分离培养的小鼠小肠ICC上用膜片钳技

术记录出有节律性、规则的慢波样去极化波形, 
慢波样波宽度与波形均与肌条上记录的慢波相

似. 当新生大鼠ICC网络结构发育不成熟时, 记
录不到规律的电节律, 而当平滑肌的ICC网络基

本形成, 就可记录到完整的自发的慢波电位. 在
W/W(V)突变种鼠小肠[20], 干细胞突变型使鼠肠

肌丛ICC不能发育因而缺乏起搏活动, 没有自发

慢波和负载于其上的动作电位. 因而我们推测

外源性SCF可能通过修复Kit-SCF信号系统, 改
善小肠平滑肌的慢波活动, 进而恢复正常的小

肠运动. 
本研究证实了糖尿病小鼠确实存在胃肠动

力障碍, 外源性SCF对DM小鼠小肠动力障碍有

一定的改善作用. 本研究提示外源性SCF可能为

临床治疗DM胃肠动力障碍提供新的理论依据, 
其具体的机制有待于进一步研究.
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Abstract
AIM: To compare the level of serum autoantibody 
against cancer-testis antigens GAGE-7 between 
pat ients with esophageal squamous cel l 
carcinoma and normal controls and to evaluate 
the possibility of using GAGE family members as 
diagnostic tumor markers.

METHODS: Recombinant GAGE-7 protein was 
expressed and purified. The level of serum au-
toantibody against GAGE-7 was detected in pa-
tients with esophageal squamous cell carcinoma 
serum and normal controls by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). Meanwhile, total 
serum IgG was determined. The ratio of serum 
autoantibody against GAGE-7 to total serum 
IgG was then calculated.

RESULTS: The level of serum autoantibody 
against GAGE-7 was much higher in patients 
with esophageal squamous cell carcinoma than 
in normal controls (P < 0.001). The difference in 
the ratio of serum autoantibody against GAGE-7 
to total serum IgG between the two groups of 
subjects was more significant than that in the 
level of serum autoantibody against GAGE-7. 
Logistic regression analysis showed that detec-
tion of the ratio of serum autoantibody against 
GAGE-7 to total serum IgG for discrimination of 
the two groups of subjects had a c value of 0.717, 
a sensitivity of 0.72, and a specificity of 0.62 (P < 
0.0001).

CONCLUSION: The level of serum autoanti-
body against GAGE-7 differs significantly be-
tween patients with esophageal squamous cell 
carcinoma and normal controls. GAGE family 
members may be promising markers for diagno-
sis of esophageal squamous cell carcinoma.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
GAGE family; Autoantibody; Serum; IgG
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摘要
目的: 检测癌-睾丸抗原GAGE-7的自身抗体在
食管鳞状细胞癌患者和正常人血清中表达的
差异, 评价GAGE家族作为肿瘤诊断标志物的
可行性. 

方法: 在原核细菌中表达并纯化重组GAGE-7
蛋白, 采用ELISA检测GAGE-7自身抗体在105
份食管鳞状细胞癌患者血清和86份正常人血
清中的表达水平. 同时检测各血清中总IgG的
表达量, 计算GAGE-7自身抗体在总IgG中所
占比例的差异.  

结果: 血清中GAGE-7抗体在食管鳞状细胞癌
中的含量与正常组比较差异显著(P <0.001), 
而GAGE-7抗体与总IgG比例, 患者组明显高

®

■背景资料
食管癌是发生在
食管上皮组织的
恶性肿瘤, 我国是
世界食管癌的高
发区, 其中发病患
者约占全世界发
病总数的70%,  严
重威胁着人民的
健康. 食管鳞状细
胞癌较多出现在
发展中国家, 也是
我国食管癌病发
的主要类型. 尽管
医疗技术日益先
进, 但是总体食管
癌患者存活率依
然不足30%. 因此, 
对于食管鳞状细
胞癌的早期准确
诊断必不可少.

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
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于正常组, 逻辑回归模型分析c值为0.717, 敏
感性和特异性分别达到0.72和0.62, 且差异显
著(P <0.0001).

结论: 癌-睾丸抗原GAGE-7的自身抗体在食管
鳞状细胞癌血清中有较高表达, 且与正常组比
较有显著差异, 其表达特性可被看做是较为理
想的癌症检测标志物.

关键词: 食管鳞状细胞癌; GAGE家族; 自身抗体; 

血清; IgG
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0  引言

食管癌是发生在食管上皮组织的恶性肿瘤, 全
世界每年约有34万人死于食管癌, 在世界常见

肿瘤中占第8位 [1].  我国是世界食管癌的高发

区, 其中发病患者约占全世界发病总数的70%,  
严重威胁着人民的健康. 食管癌主要有两种类

型, 食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell 
carcinoma, ESCC)和食管腺癌, 各自具有独特的

病原和病理特征, 其中ESCC是主要的食管癌类

型, 在世界范围的食管癌患者中约占95%. ESCC
具有多种发病诱因, 包括遗传及环境的影响. 有
研究表明, 酒精、烟草、维他命缺乏及年龄衰

老等, 都是诱发ESCC的主要危险因素[2,3]. 在发

达国家中, 较为常见的是食管腺癌, 而ESCC则

较多出现在发展中国家. 因此, 对于ESCC的研

究远不如对食管腺癌的研究深入, ESCC发生和

发展的分子机制目前尚未明了[4]. 尽管医疗技术

日益先进, 但是总体上5年以上的食管癌患者存

活率依然不足30%[5]. 这在很大程度上是由于缺

少高敏感性和特异性的早期诊断标志物造成的. 
一些食管鳞状细胞癌常用标志物, 比如细胞角

蛋白19片段[6]、鳞状上皮细胞癌抗原[7]和癌胚抗

原[8], 敏感性均小于50%. 因此, 寻找高敏感性和

特异性的肿瘤诊断标志物和诊断方法成为提高

食管鳞状细胞癌患者存活率的关键. 近些年来, 
一系列肿瘤相关抗原(tumor-associated antigens, 
TAA)相继被发现并得到确认. 其中一部分TAA
属于肿瘤生殖系基因产物, 也被称为癌-睾丸抗

原(cancer-testis antigens, CTA)家族[9]. 这些抗原

带有一小段细胞蛋白多肽组成的膜结合一类

HMC分子, 因此可以被机体免疫系统识别, 诱导

免疫反应对抗肿瘤细胞[10]. CTA家族在广泛的

肿瘤组织中有着不同水平的表达, 而在正常组

织中的表达只限于生殖细胞中(睾丸及卵巢), 而
生殖细胞没有或很少表达人白细胞抗原(human 
leukocyte antigen, HLA), 因此不会引起机体的免

疫应答[11]. 
G antigen(GAGE)基因属于CTA家族, 包括

十多个不同的成员[12-14]. GAGE基因家族在大多

数成年人正常组织中不表达, 但是表达在多种

肿瘤组织中. 关于GAGE抗原的表达机制和生物

学功能还不十分了解, 但是有研究表明GAGE
的表达水平与许多人类肿瘤的发生和预后相关, 
说明GAGE也许对于癌症细胞的有着显著的影

响[13,15-16]. 由于GAGE单一表达在肿瘤组织中, 使
得GAGE抗原成为一种潜在的诊断和预后标志

物, 并且通过分析GAGE在正常组织和各种不同

癌症组织的表达差异, 可以将GAGE作为免疫诊

断的靶位[17]. GAGE蛋白能够引起机体产生细胞

免疫[12]和体液免疫[18], 尤其是体液免疫反应可

以产生自身抗体, 而这些特异性抗体可以在抗

原存在十分稀少时被大量表达, 因此检测血清

中的自身抗体可以作为肿瘤早期检测的方法之 
一[19,20]. 此外, 许多学者都证明恶性肿瘤患者的

体液免疫常发生明显变化, 其中血清Ig的检测

颇受重视并应用于临床检测[21-24]. 血清中某种特

异性抗体的含量可能由于血清总IgG含量的不

同而发生改变. 在本次研究中, 我们原核表达并

纯化了GAGE-7蛋白, 并检测和比较了GAGE抗
体在食管鳞状细胞癌患者血清和正常人血清的

表达差异, 同时比较GAGE-7自身抗体在血清总

IgG中所占比例的差异, 以期评价GAGE基因产

物作为食管鳞状细胞癌检测的可能性. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验所使用血清来自河北大学附属医

院, 年龄为50-80岁. 其中食管鳞状细胞癌患者血

清105份, 正常人血清86份.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  目 的 基 因 表 达 载 体 的 构 建 :  目的基

因G A G E-7由人类全长c D N A克隆(O r i g e n e 
Technologies, Rockville, United States)获得. 
依据GenBank收录GAGE-7, 设计引物(上游

5'-TTTTTAACCATGGGCATGAGTTGGCGAG
GAAGATC-3', 下游5'-TTTTTACTCGAGACA
CTGTGATTGCTTTTCACC-3'), 在目的基因两

端分别插入NcoⅠ和XhoⅠ作为酶切位点. PCR

■研发前沿
目前对于食管鳞
状细胞癌的诊断
中, 肿瘤标志物检
测是较为常见且
便 利 的 方 法 .  存
在或变量表达可
以提示肿瘤的性
质、种 类 ,  可 辅
助诊断肿瘤、分
析病程、指导治
疗、监测复发或
转移、判断预后. 
目前一些常用的
食管鳞状细胞癌
单一标志物的敏
感性和特异性依
然 有 待 提 高 .  作
为近几年来新发
现 的 抗 原 家 族 , 
GAGE由于单一
表达在肿瘤组织
中, 使其成为一种
潜在的诊断和预
后标志物. 
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扩增程序: 95 ℃变性30 s, 58 ℃退火30 s, 72 ℃
延伸45 s, 共40个循环. 扩增结束后进行1.5%(质
量分数)琼脂糖凝胶电泳检测并纯化扩增产物. 
将扩增产物从凝胶中回收(Gel Extraction Kit, 
Bioland Research Products, La Palma, United 
States)后, 将扩增产物和pET-28b(+)(Novagen, 
Madison, United States)在NcoⅠ和XhoⅠ位点进

行酶切, 37 ℃, 3 h, 进行电泳纯化后在16 ℃将

目的基因与pET-28b(+)质粒连接(DNA Ligation 
Kit, Novagen, Madison, United States)4 h, 目的

基因下游连接6个His-tag序列. 将重组质粒转化

至DH5α感受态菌中, 使用卡那霉素筛选阳性克

隆. 随机挑选5个克隆, 提取重组质粒(Plasmid 
Miniprep Kit, Bioland Research Products, 
Cerritos, USA), 酶切检测并进行DNA测序(T7 
Promoter引物). 
1.2.2 GAGE-7蛋白表达与纯化: 将序列正确的

重组质粒转化至大肠杆菌BL21(DE3), 使用卡

那霉素筛选阳性克隆, 挑选单个克隆接种于LB
培养基, 37 ℃培养至菌液浓度A 600 = 0.4-0.6, 用
浓度为1 mmol/L的IPTG诱导3 h, 未诱导菌作对

照. 离心收菌. 收集的细菌沉淀用裂解液(8 mol/L 
Urea, 100 mmol/L NaH2PO4, 10 mmol/L Tris, 10 
mmol/L Imidazole, 1 mmol/L TCEP, pH8.0)室温

裂解1 h, 离心后将上清液与Ni-NTA琼脂糖微

珠(QIAGEN, Valencia, United States)室温孵育

1 h, 清洗液(8 mol/L Urea, 100 mmol/L NaH2PO4, 
10 mmol/L Tris, 10 mmol/L Imidazole, 1 mmol/L 
TCEP, pH6.3)清洗微珠4次后, 将蛋白用洗脱液(8 
mol/L Urea, 100 mmol/L NaH2PO4, 10 mmol/L Tris, 
10 mmol/L Imidazole, 1 mmol/L TCEP, pH4.5)从
微珠上洗脱下来. 将纯化后蛋白进行15% SDS-
PAGE电泳, 考马斯亮蓝染色分析目的蛋白的

纯度. 并使用His-probe(H-3)antibody(Santa Cruz 
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, United States)进
行Western blot检测. 
1.2.3 酶联免疫吸附剂测定(e n z y m e-l i n k e d 
immunosorbent assay, ELISA): 血清中GAGE-7抗
体含量由ELISA. 96孔板中每孔包被50 µL, 浓度

为1 mg/L的GAGE-7蛋白, 4 ℃过夜. 3% BSA室

温封闭1 h, 0.1% PBST洗板3次. 将患者及正常人

血清以1∶160稀释于封闭液中, 每孔50 µL, 室温

1 h, 羊抗人IgG Fc HRP(Jackson Immunoresearch, 
West Grove, United States)1∶5 000作为2抗, 每孔

50 µL, 室温1 h. 清洗3次后加底物及反应终止液, 
在450 nm下读取A值. 

1.2.4 血清总IgG检测: 血清总IgG含量的测定

使用羊抗人IgG[F(ab')2](Thermo Scient i f ic, 
Rockford, United States)包被96孔板, 3 mg/L, 每
孔50 µL. 血清以1∶1 000 000稀释于3% BSA
封闭液中, 每孔50 µL, 室温反应1 h. 2抗同样使

用羊抗人IgG Fc HRP(Jackson Immunoresearch, 
West Grove, United States)1∶5 000, 每孔50 µL, 
450 nm下读取A值.

统计学处理 采用t检验分别统计GAGE-7
抗体和血清总IgG检测在患者和正常人的表达

差异, 以及GAGE-7抗体与总IgG比例的差异. 
P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 GAGE-7基因扩增 以人类全长cDNA克隆为

模板扩增GAGE-7基因, 琼脂糖凝胶电泳出现一

条大小约为350 bp的产物, 与设计产物大小一致

(354 bp, 图1). 
2.2 GAGE-7原核表达载体的构建 目的基因与

pET-28b(+)质粒经酶切与连接后, 重组为含有

GAGE-7-His-tag的质粒. 重组质粒经NcoⅠ和Xho
Ⅰ酶切检测, 在电泳中出现两条大小有明显差异

的条带. 其中小条带大小与PCR扩增产物一致, 大
条带符合pET-28b(+)质粒大小(5 368 bp, 图2).
2.3 原核表达质粒的诱导与蛋白纯化 重组转化

菌BL21(DE3)经IPTG诱导及纯化后, 在26 kDa

■相关报道
张师前等分别在
卵巢癌和子宫内
膜 癌 中 检 测 肿
瘤 特 异 性 抗 原
MAGE, GAGE, 
BAGE的表达, 他
们 认 为 M A G E , 
GAGE, BAGE基
因在卵巢癌和子
宫内膜癌中有较
高 表 达 ,  其 表 达
与 卵 巢 癌 有 无
淋 巴 结 转 移 无
关 ,  GAGE1-2与
子宫内膜癌的分
期 无 关 ,  与 分 级
有 关 ,  可 作 为 卵
巢癌和子宫内膜
癌患者免疫治疗
的 特 异 性 靶 点 . 
E ichumller等检
测 皮 肤 T 细 胞 淋
巴瘤患者血清中
GAGE-3至-7相应
抗体, 结果15.8% 
(3/19)的患者血清
中检测到抗体的
存在 ,  而在6%黑
素瘤患者组织中
检测到GAGE-7b
重组蛋白的自身
免疫抗体. 
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图  1  G A G E - 7 基 因 P C R 扩
增产物. 1: 标准分子质量; 2: 

PCR扩增产物.
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图  2  重 组 质
粒 酶 切 电 泳 分
析 图 .  1 :  标 准

分 子 质 量 ;  2 : 

GAGE-7 PCR

产物; 3: 重组质

粒酶切产物.
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处出现诱导蛋白, 而在没有经IPTG诱导的pET-
28b(+)重组质粒细菌中没有目的蛋白出现. 经
His-probe(H-3)antibody的Western blot检测, 可确

定蛋白按所设计的序列表达His-tag(图3, 4). 将
蛋白进行mass-spectrometry测序, 确定所表达蛋

白为C段带有6个His-tag标签的GAGE-7蛋白. 
2.4 ESCC及正常人血清中GAGE-7抗体表达

量的差异 经ELISA测定, 食管鳞状细胞癌组血

清总I g G明显低于正常组(P <0.0001). 血清中

GAGE-7抗体在食管鳞状细胞癌血清中含量与

正常组比较差异显著(P <0.001), 而GAGE-7抗体

与总IgG比例, 患者组明显高于正常组, 逻辑回

归模型分析c值为0.717, 敏感性和特异性分别达

到0.72和0.62, 且差异显著(P <0.0001, 图5, 6).

3  讨论

自1995年, Van den Eynde等[12]从黑色素瘤细胞

株cDNA文库中筛选出一种新的肿瘤抗原基因

GAGE, 至今GAGE家族已经包括17个以上的成

员[13,14-27]. GAGE基因家族定位于X染色体P11.23
区域[13]. 各成员的基因序列有很高的同源性, 因
此本实验以GAGE-7为抗原检测的血清抗体很

有可能包括了所有GAGE家族抗体. GAGE基因

通过细胞毒性T淋巴细胞筛选法鉴定, 目前已发

现了GAGE基因家族的两个抗原肽, 其中抗原肽

YRPRPRRY(aa9-16)为GAGE-1、-2和-8所共同

享有, 由HLA-CW×0601分子递呈; 另一抗原肽

YYWPRPRRY(aa9-17)为GAGE-3至-6和7/7B共
有, 由HLA-A29分子递呈. 体外实验已证实这些

抗原肽可被自身CTL识别[13]. 
GAGE基因的表达主要表现在mRNA水平

和蛋白水平两方面. 在mRNA水平, 多种恶性肿

瘤组织中均有表达, 比如黑色素瘤, 食管癌, 肝
癌, 肺癌, 前列腺癌, 乳腺癌, 卵巢癌和子宫内膜

癌等组织类型[13,17,28-30]. 而在正常组织中除睾丸

和卵巢外没有表达. GAGE不仅可以引起机体的

细胞免疫反应, 同时也可激活机体的体液免疫

反应. 有研究[18]在13.6%的皮肤T细胞淋巴瘤患

者血清中检测到GAGE抗体的存在. Bazhin等[31]

在黑色素瘤患者血清中检测GAGE家族自身抗

体, 有6%的患者血清有反应. 而在食管鳞状细胞

癌血清中还尚未有人检测GAGE抗体的含量. 
本实验从原核细菌中表达并纯化GAGE-7-

■创新盘点
本 文 通 过 原 核
表 达 及 纯 化
GAGE-7蛋白, 检
测GAGE-7自身抗
体在食管鳞状细
胞癌患者及正常
人血清中的表达
差异. 同时, 以患
者和对照组血清
总IgG作为统一参
考, 来平衡各人之
间血清表达能力
水平的差异, 结果
更具科学性.

图  3  G A G E 
-7蛋白表达与
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图 5 GAGE-7抗体与总IgG的比值在ESCC患者血清中高于
正常人血清.

1.5

1.0

0.5

0.0

G
A

G
E

-
7抗

体
/总

Ig
G

正常人                          患者

图 6 逻辑回归模型的敏感性和特异性比较. 模型分析

了105位患者和86位正常人GAGE-7自身抗体与总IgG 

ELISA数值的比例, c值(曲线下面积)为0.717, 且差异极明显

(P<0.0001). 
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His-tag重组蛋白, 运用ELISA方法, 在ESCC患
者和正常人血清中分别检测了GAGE-7自身抗

抗体的表达差异. 结果表明GAGE-7自身抗体

在患者血清中表达水平高于正常组, 且差异显

著(P <0.001). 除此以外, 本实验同时检测了血

清中总IgG的表达量, 结果正常组中总IgG含量

明显高于ESCC患者(P <0.0001). 梅强等[32]通过

检测ESCC患者外周血清中IgG、IgA、IgM、

C3、C4的含量, 结果食管癌患者体液免疫功能

指标中受测各Ig的含量与常人组比较均见降低

(P <0.05); 补体C3、C4含量均见升高, 认为食管

癌患者体液免疫功能受损, 致使血清中Ig含量降

低、补体升高. 刘志峰等[33]运用单项免疫扩散法

检测肿瘤患者血清免疫球蛋白IgG、IgA、IgM
的含量. 结果与对照比较食管癌血清IgG含量差

异显著(P <0.05). 而黄雪芳等[34]检测食管癌与正

常人血清总IgG含量, 结果食管癌中含量明显高

于正常对照组(P <0.001), 而患者血清复合IgG含

量显著低于正常对照组(P <0.001). 他们认为肿

瘤患者的特异性体液免疫反应明显不足, 有关

升高的Ig主要是非特异性的反应产物, 通过复合

Ig的检测更有利于对患者免疫状况的评价. 由此

可知血清总IgG在ESCC血清的变化可作为一项

可参考的检测标志物. 通过比较GAGE-7自身抗

体在血清总IgG中的比例在病患和正常组的不

同, 结果差异比单一比较GAGE-7自身抗体含量

变化更加明显(P <0.0001), 说明比较单一肿瘤标

志物自身抗体在总IgG中的比例是一个更加敏

感和准确的方法. 
目前, GAGE基因及蛋白的功能尚不明确, 

但其表达特性已被看做是较为理想的癌症检测

和预后, 监测肿瘤发生和发展, 及复发和治疗

状况的指标. 尽管目前尚未用于临床, 但由于

GAGE在多种不同组织类型的肿瘤中均有较高

表达, 使其在肿瘤免疫治疗的研究中备受关注. 
由于肿瘤细胞的特异性, 及GAGE家族各成员结

构和功能可能各不相同, 因此将GAGE家族作为

高特异性和敏感性的肿瘤诊断标志物以及肿瘤

免疫治疗靶位, 还需更加深入和全面的研究.
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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 2009-06-19)
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Kiss-1 
mRNA and protein in esophageal squamous 
cell carcinoma (ESCC) and to analyze its 
clinicopathological significance.

METHODS: Sixty-two ESCC specimens, 31 
atypical hyperplastic epithelial specimens, and 
62 normal esophageal epithelial specimens 
were used in the study. The expression of Kiss-1 
mRNA in these specimens was detected by in 
situ hybridization and reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR). The ex-
pression of Kiss-1 was detected by immunohis-
tochemistry using the streptavidin-peroxidase 
method. The clinicopathological significance of 
Kiss-1 expression in ESCC was then analyzed.

RESULTS: The positive rates of Kiss-1 protein 
expression in ESCC, adjacent atypical hyperplas-
tic epithelium and normal esophageal epithe-
lium tissues were 56.5%, 67.7%, 90.3%, respec-
tively (all P < 0.05). The positive rates of Kiss-1 
mRNA expression in ESCC, adjacent atypical 
hyperplastic epithelium and normal esophageal 
epithelium tissues were 51.6%, 74.2% and 95.2%, 
respectively, as revealed by in situ hybridization 
(all P < 0.05), and 54.8%, 71.0% and 88.7%, re-
spectively, by RT-PCR (all P < 0.05). The positive 
rates of Kiss-1 protein and mRNA expression in 
ESCC were closely associated with lymph node 
metastasis (both P < 0.05), but not with sex, age, 
histological grade and infiltration depth (all P > 
0.05). A positive correlation was noted not only 
between the positive rates revealed by in situ 
hybridization and RT-PCR (P < 0.05), but also 
between those revealed by immunohistochem-
istry and RT-PCR or in situ hybridization (both 
P < 0.05).

CONCLUSION: The low expression of Kiss-1 is 
closely associated with the development, pro-
gression and metastasis of ESCC. Kiss-1 may be 
used as an important parameter for early diag-
nosis and prognosis of ESCC.

Key Words: Esophageal neoplasm; Squamous cell 
carcinoma; Kiss-1
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摘要
目的: 观察Kiss-1蛋白及mRNA在食管鳞状细
胞癌组织中的表达及其临床病理意义. 

方法: 采用免疫组织化学SP法、原位杂交和

®

■背景资料
K i s s - 1 是 由 L e e
等在人黑色素瘤
中发现的一个新
的肿瘤转移抑制
基因 .  研究表明 , 
Kiss -1在多种恶
性肿瘤组织中的
表达降低或缺失
与肿瘤的侵袭转
移密切相关, 本研
究对其在不同食
管组织中蛋白和
mRNA表达水平
的检测有助于研
究Kiss-1基因与
食管鳞状细胞癌
发生、发展中的
关系.

■同行评议者
沈 克 平 ,  主 任 医
师, 上海龙华医院
肿瘤五科
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逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术, 联合检
测了62例食管鳞状细胞癌、31例癌旁不典
型增生及62例正常食管组织中Kiss-1蛋白和
mRNA的表达, 并探讨其临床病理意义. 

结果: 在食管鳞状细胞癌组织、癌旁不典型
增生及正常食管组织中, Kiss-1蛋白的阳性表
达率分别为56.5%、67.7%、90.3%(P <0.05); 
用原位杂交检测Kiss-1 mRNA阳性表达率分
别为51.6%、74.2%、95.2%(P <0.05); 用RT-
PCR技术检测Kiss-1 mRNA阳性表达率分别
为54.8%、71.0%、88.7%(P <0.05); 食管鳞状
细胞癌组织中Kiss-1蛋白及mRNA的低表达与
淋巴结转移密切相关(P <0.05), 而与患者的性
别、年龄、肿瘤的组织学分级无关(P >0.05); 
Kiss-1蛋白的低表达与浸润深度有关(P <0.05); 
在食管鳞状细胞癌组织中 ,  K i s s-1蛋白及
mRNA的表达呈正相关(P <0.05), 用原位杂交
及RT-PCR技术对Kiss-1 mRNA表达情况的检
测结果也呈正相关(P <0.05).

结论: Kiss-1基因的表达降低或缺失和食管鳞
状细胞癌的发生发展及转移有关, 有望成为食
管鳞状细胞癌早期诊断和预后判断的重要指
标之一.

关键词: 食管肿瘤; 鳞状细胞癌; Kiss-1
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0  引言

Kiss-1是由Lee等在人黑色素瘤中发现的一个新

的肿瘤转移抑制基因[1]. 研究表明, Kiss-1在多

种恶性肿瘤组织中的表达降低或缺失与肿瘤的

侵袭转移密切相关[2-10]. 本研究采用免疫组织化

学、原位杂交和RT-PCR技术联合检测了Kiss-1
蛋白及mRNA在食管鳞状细胞癌组织中的表达, 
并探讨其阳性表达在食管鳞状细胞癌发生发展

中的临床病理意义, 以期寻找食管鳞状细胞癌

早期诊断和预后判断的指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 62例食管癌手术切除标本于2006-02- 
26/03-16取自食管癌高发区河南省安阳市肿瘤

医院, 所有患者术前均无化疗、放疗及免疫治

疗史. 其中男36例, 女26例, 年龄38-75(平均60.6
±9.5)岁. 全部病理组织学证实均为鳞状细胞

癌. 其中组织学分级Ⅰ级15例, Ⅱ级25例, Ⅲ级

22例; 伴淋巴结转移者20例, 无淋巴结转移者42
例. 7例(浅层组)肿瘤浸润黏膜层、黏膜下层或

浅肌层, 55例(深层组)肿瘤浸润深肌层或外膜

层. 标本在离体0.5 h内, 在癌灶、癌旁3 cm以内

及远端正常食管黏膜组织分别取材, 将部分组

织放在冻存管中置于-80 ℃冰箱中备用于RT-
PCR的检测. 剩余组织经40 g/L甲醛固定, 常规

脱水, 石蜡包埋切片, 分别用于HE、免疫组织

化学和原位杂交染色. 62例癌旁组织经病理学

证实, 将其中31例中-重度不典型增生组织作为

本文的对照观察对象. 羊抗人Kiss-1单克隆抗

体购自美国Santa Cruz公司, 免疫组织化学SP试
剂盒、D A B显色试剂盒均购自由北京中杉金

桥生物技术开发公司. TRIzol试剂购自Qiagen
公司, 一步法RT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa公
司. 原位杂交预杂交液购自武汉博士德生物技

术有限公司. 乙酰化BSA及BCIP/NBT均购自美

国Sigma公司. 原位杂交5'端生物素标记、全硫

代修饰探针、Kiss-1探针、引物和内参β-actin上
下游引物序列均由北京奥科生物技术有限公司

合成. Kiss-1探针序列为GCCTGGCAGTAGCA
GCTGGCTTCCT; Kiss-1上游引物序列5'-AGAG 
GAAGCCAGCTGCTACTG-3', 下游引物序列

为5'-GCCGAAGGAGTTCCAGTTGTA-3', 预期

扩增片段大小为191 bp. 内参β-actin上游序列为

5'-CATCCTGCGTCTGCACCT-3', 下游序列为

5'-TCAGGAGGAGCAATGATCTTG-3', 预期扩

增片段大小为480 bp.
1.2 方法 
1.2.1 Kiss-1蛋白及mRNA的水平检测: Kiss-1
蛋白的表达采用免疫组织化学SP法进行检测; 
Kiss-1单克隆抗体按1∶100稀释. 染色步骤严格

按说明书进行, DAB显色, 苏木素复染. 采用试

剂盒中已知阳性结果为阳性对照, 以PBS代替一

抗作为阴性对照. 采用原位杂交和RT-PCR分别

检测各组标本中Kiss-1 mRNA的水平. 具体方法

步骤参照文献[11-13]. 
1.2.2 结果判定: Kiss-1蛋白阳性信号为棕黄色

颗粒, 原位杂交Kiss-1 mRNA阳性信号呈蓝色颗

粒, 二者均定位于细胞质中. 每例标本在高倍镜

下随机选取5个高倍视野(每个视野观察细胞数

不少于200个), 按阳性细胞所占百分比及着色深

浅进行综合判定. 免疫组织化学评分标准[13]: 按
切片中阳性细胞着色深浅评分, 0分, 细胞无着

色; 1分, 浅黄色; 2分, 棕黄色; 3分, 棕褐色. 按阳

■相关报道
国内外学者采用
RT-PCR、原位杂
交及免疫组织化
学等技术分别检
测了Kiss -1基因
在胃癌、肝癌、

乳腺癌、黑色素
瘤等肿瘤中的表
达, 发现其与多种
肿瘤发生、发展
有关.
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性细胞数占同类细胞数的百分比评比, <30%为

1分, 30%-70%为2分, ≥70%为3分. 2项评分的乘

积为总积分, 0-1分判为阴性, ≥2分为阳性. 原
位杂交阳性计算方法[13]: 阳性细胞数≤10%、

10%-30%、31%-70%和>70%分别记为1、2、3
和4分. 按阳性着色程度: 杂交信号强度可分为

弱(+)、中(++)、强(+++)三级, 分别计为1、2、
3分: 弱阳性(+), 细胞质内可见浅紫蓝色颗粒, 明
显高于背景底色; 阳性(++), 细胞质内可见较深

紫蓝色颗粒; 强阳性(+++), 细胞质内可见大量

深紫蓝色颗粒. 上述两种记分相乘, <1分为阴性, 
≥1分为阳性.

统计学处理 应用SPSS11.0统计学软件, 采
用χ2检验. 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 Kiss-1蛋白在不同食管组织中的表达及其

与临床生物学行为关系 免疫组织化学结果显

示Kiss-1蛋白阳性表达为棕黄色颗粒, 定位于细

胞质中(图1). 在食管鳞状细胞癌组织、癌旁不

典型增生及正常食管组织中, Kiss-1蛋白的阳性

表达率分别为56.5%、67.7%、90.3%(P <0.05); 
Kiss-1蛋白的低表达与浸润深度、淋巴结转移

密切相关(均P <0.05, 表1, 2). 
2.2 原位杂交检测Kiss-1 mRNA在不同食管组织

中的表达及其与临床生物学行为关系 结果显示

阳性表达主要位于细胞质内, 呈蓝色颗粒(图2). 
在食管癌组织、癌旁不典型增生及正常食管组

织中, Kiss-1 mRNA阳性表达率分别为51.6%、

74.2%、95.2%(P <0.05); Kiss-1 mRNA低表达与

淋巴结转移密切相关(均P <0.05, 表1, 2). 
2.3 RT-PCR检测Kiss-1 mRNA在不同食管组织

中的表达及其与临床生物学行为关系 扩增结果

经凝胶电泳显示, Kiss-1 mRNA RT-PCR扩增产物

与预计一致, 在191 bp处出现特异性的Kiss-1基
因条带, 在480 bp处也有内参照β-actin条带(图3). 

■创新盘点
本研究首次采用
RT-PCR、原位杂
交及免疫组织化
学技术检测不同
食管组织Kiss-1基
因的表达情况及
其转录终产物的
阳性信号定位, 探
讨Kiss-1基因在食
管鳞状细胞癌发
生发展中的作用.

A

B

C

图 1 Kiss-1蛋白的表达(IHC×400). A: 正常食管黏膜上皮

组织; B: 癌旁不典型增生组织; C: 鳞状细胞癌组织.

A

B

C

图 2 Kiss-1 mRNA的表达(ISH×400). A: 正常食管黏膜上

皮组织; B: 癌旁不典型增生组织; C: 鳞状细胞癌组织.
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在正常食管组织、癌旁不典型增生及食管鳞状

细胞癌组织中, Kiss-1 mRNA阳性表达率依次降

低(P <0.05, 表1). 由表2可知食管鳞状细胞癌组

织中Kiss-1 mRNA的低表达与淋巴结转移密切

相关(P <0.05), 而与患者的性别、年龄、肿瘤的

组织学分级无关(P >0.05). 
2.4 Kiss-1蛋白、mRNA在食管鳞状细胞癌组织

中表达的相关性分析 在食管鳞状细胞癌组织中, 
Kiss-1蛋白及mRNA的表达呈正相关, 分别用原

位杂交及RT-PCR技术对Kiss-1 mRNA表达情况

的检测结果也呈正相关(均P <0.05, 表3, 4).

3  讨论

肿瘤的侵袭转移是一个众多因素参与的复杂

表 2 食管鳞状细胞癌组织中Kiss-1蛋白及mRNA的表达与临床病理学参数的关系

     
临床病理学参数   n

     Kiss-1蛋白     
χ2值           P 值

                 Kiss-1 mRNA

            阳性率(%)          RT-PCR阳性率(%)  χ2值     P 值   原位杂交阳性率(%)  χ2值      P 值

性别

    男  36        52.8         0.471       0.392 50.0    0.812  0.368 44.4       1.766 0.184

    女  26        61.5   61.5   61.5   

年龄(岁)

    <60  29        58.6         1.104       0.603 51.7    0.213  0.644 51.7       0.000 0.987

    ≥60  33        54.5   57.6    51.5   

组织学分级

    Ⅰ  15        66.7   46.7   60.0  

    Ⅱ  25        56.0         1.011       0.603 68.0    2.575  0.276 52.0      0.758 0.685

    Ⅲ  22        50.0   45.4   45.4  

浸润深度

    浅层    7      100.0    71.4   71.4  

    深层  55        50.9         -             0.015 64.4    1.131  0.718 49.1       1.241 0.265

淋巴结转移

    无  42        66.7         5.526       0.019 64.3    4.692  0.030 61.9       5.522 0.019

    有  20        35.0   35.0    30.0  

表 3 食管鳞状细胞癌组织中两种方法检测Kiss-1 
mRNA表达的相关性

     
原位杂交检测       n

           RT-PCR检测           
r s            P 值

                  +        -

+           32         26            6       0.548      0.000

-           30           8          22

表 1 不同食管组织中Kiss-1蛋白及mRNA的表达

     
分组     n

           Kiss-1蛋白    
χ2值

   Kiss-1 mRNA

                 阳性率(%)                 RT-PCR阳性率(%) χ2值 原位杂交阳性率(%)      χ2值

正常黏膜组织 62 90.3         88.7              95.2 

癌旁组织  31 67.7 18.136a        71.0              17.503a            74.2  30.227a

癌组织  62 56.5         54.8              51.6 

aP<0.05.

4    3   2    1   M

1 100 bp

200 bp

β-actin 480 bp

Kiss-1 191 bp

图 3 正常食管黏膜和鳞状细胞癌组织中Kiss-1 mRNA表达
的RT-PCR电泳图. M: DNA Marker; 1: 正常食管黏膜组织; 2: 

食管癌旁不典型增生组织; 3: 食管鳞状细胞癌组织弱表达; 

4: 食管鳞状细胞癌组织阴性表达组织.

■应用要点
K i s s - l 基因的表
达减低或者缺失
与食管鳞状细胞
癌的发生发展及
浸 润 转 移 有 关 , 
Kiss-l有望成为食
管鳞状细胞癌早
期诊断和预后判
断的辅助指标.



www.wjgnet.com

1008                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年4月8日      第18卷      第10期

过程, 其中癌基因的激活和抑癌基因的失活在

病程的发展和演进过程中起着重要作用. Kiss-l
基因是近年来发现的一个新的肿瘤转移抑制基

因, 他定位于人染色体1q32, 由4个外显子组成. 
其编码产物主要是G糖蛋白受体54(hGPR54或
AXOR12)的天然配体[14-19], 他可以抑制细胞的

趋化性, 增强成簇黏附激酶的表达和活性. Lee
等[20]研究发现Kiss-l基因的表达水平虽然不影响

成瘤性但能抑制95%的肿瘤转移, 说明其具有显

著的肿瘤转移抑制效应. 随后Shirasaki等的研究

报道给予了补充证实[21-23]. 一系列深入研究发现

Kiss-l基因及其受体的表达异常还与胃癌、肝

癌、卵巢癌、胰腺癌等[24-28]多种肿瘤侵袭转移

密切相关, 但其抑制肿瘤转移的具体的分子作

用机制尚不完全清楚. 如何通过调控Kiss-l基因及

其受体的表达, 进而阻止肿瘤转移值得我们进一

步的研究. 而有关Kiss-l基因与人食管鳞状细胞癌

的发生及其侵袭和转移的关系报道较少[29]. 采用

免疫组织化学, 原位杂交及RT-PCR技术联合检

测食管鳞状细胞癌组织中Kiss-1蛋白及mRNA
表达的研究, 迄今尚未见文献报道. 

本研究结果显示食管鳞状细胞癌组织中

Kiss-1蛋白及mRNA的阳性表达均低于正常食

管黏膜和癌旁不典型增生组织, 提示Kiss-1在
癌组织的低表达可能在食管鳞状细胞癌的发

生发展过程中起一定作用. 肿瘤细胞的浸润和

侵袭能力是造成其转移扩散的主要原因, 本研

究结果还显示, Kiss-1蛋白及mRNA的阳性表

达在无淋巴结转移组明显高于淋巴结转移组, 
表明Kiss-1蛋白及mRNA的表达减低或缺失可

能与食管鳞状细胞癌的淋巴结转移有关 ;  但
与食管鳞状细胞癌的组织学分级及患者的年

龄性别等因素无关, Kiss-1蛋白的低表达与食

管鳞状细胞癌的浸润深度有关, 这与Ikeguchi 
等[30]、Li等[31]的实验结果一致, 李小丽等[32]报

道Kiss-1蛋白表达随浸润深度的加深而减少, 但

统计学无显著差异, 此可能与标本数量有关. 免
疫组织化学检测Kiss-1蛋白、原位杂交和RT-
PCR检测Kiss-1 mRNA的表达呈正相关关系, 提
示这三种检测方法具有一致性. 这些结果均表

明Kiss-1蛋白及mRNA的表达减低或者缺失可

能促进了食管鳞状细胞癌细胞脱离原发灶, 发
生转移. 进一步分析实验结果, 我们发现Kiss-1 
mRNA在食管癌中表达率较Kiss-1蛋白表达略

低, 这可能与实验过程中的mRNA被部分降解

有关, 而Kiss-1 mRNA与蛋白表达一致性提示应

用免疫组织化学法检测食管鳞状细胞癌组织中

Kiss-1蛋白表达水平可能可以间接反映出Kiss-1 
的mRNA水平. 

总之, K i s s-l基因的表达减低或者缺失与

食管鳞状细胞癌的发生发展及浸润转移有关, 
Kiss-l有望成为食管鳞状细胞癌早期诊断和预后

判断的辅助指标.
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Abstract
AIM: To investigate the abnormal expression 
of cycl in-dependent k inase 5 (CDK5) in 
hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: The expression of CDK5 mRNA 
and protein in normal liver tissue, liver cirrhosis 
and HCC was measured by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
immunohistochemistry, respectively. The re-
lationship between CDK5 expression and the 
clinicopathological characteristics of HCC was 
then analyzed.

RESULTS: The expression of CDK5 mRNA 

was up-regulated in HCC when compared with 
noncancerous liver tissue. The positive rates of 
CDK5 mRNA expression were 29.4%, 64.3% and 
89.7% in normal liver tissue, liver cirrhosis and 
HCC, respectively. Significant differences were 
noted in the positive rates of CDK5 mRNA ex-
pression between normal liver tissue and HCC 
(P < 0.05) and between liver cirrhosis and HCC 
(P < 0.01). Immunohistochemistry analysis also 
revealed up-regulated expression of CDK5 in 
HCC compared with noncancerous liver tissue. 
The positive rates of CDK5 protein were 29.4%, 
64.3% and 89.7% in normal liver tissue, liver cir-
rhosis and HCC, respectively. Significant differ-
ences were noted in the positive rates of CDK5 
protein expression among the three groups (χ2 = 
58.095, all P < 0.01). The overexpression of CDK5 
is significantly correlated with the pathological 
grade of HCC (χ2 = 19.330, P < 0.01).

CONCLUSION: CDK5 is up-regulated in HCC 
compared with noncancerous liver tissue. CDK5 
plays an important role in the carcinogenesis of 
HCC. CDK5 overexpression may be related to 
tumor differentiation in HCC.

Key Words: Reverse transcription-polymerase chain 
reaction; Immunohistochemistry; Hepatocellular 
carcinoma; Cyclin-dependent kinase 5; Up-regulat-
ed expression

Dong JZ, Yang YX, Bai YQ, Zhang LD. Abnormal 
expression of cyclin-dependent kinase 5 in hepatocellular 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(10): 
1010-1015

摘要
目的: 研究周期素依赖性激酶5 ( c y c l i n -
d e p e n d e n t k i n a s e5, C D K5)在肝细胞癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)发生发展中的
异常表达. 

方法: 应用反转录聚合酶链式反应(RT-PCR)
检测CDK5 mRNA的表达水平; 免疫组织化学
技术检测CDK5蛋白在正常肝组织、肝硬化
和HCC组织中的表达; 分析CDK5与临床病理
学特征的关系.

®

■背景资料
已经发现CDK5在
前列腺癌、甲状
腺髓样癌、乳腺
癌等多种肿瘤组
织中呈现异常表
达, 通过改变细胞
增殖、凋亡引起
肿瘤的发生发展. 
目前, 有关CDK5
在HCC中的生物
学作用和临床价
值尚不甚明了, 研
究其异常表达机
制及与临床病理
特征之间的关系, 
有望为肝癌的早
期诊断和靶向治
疗提供分子生物
学依据.

■同行评议者
孙 殿 兴 ,  主 任 医
师, 白求恩国际和
平医院肝病科; 宣
世英, 教授, 山东
省青岛市市立医
院肝病内科
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结果: CDK5 mRNA在HCC中呈上调表达, 阳
性表达率在正常肝组织、肝硬化和HCC组织
中分别为35.3%、64.3%、89.7%; 正常肝组织
与HCC组织有显著差异(P <0.05), 肝硬化组织
与HCC组织也有显著差异(P <0.01). CDK5蛋
白在HCC中高表达, 阳性表达率在人正常肝
组织、肝硬化和HCC组织之间分别为29.4%, 
64.3%, 89.7%, 三组之间差异有统计学意义
(χ2 = 58.095, P <0.01). HCC组织中CDK5蛋白
表达强度与肿瘤的病理学分级显著相关(χ2 = 
19.330, P <0.01).

结论: CDK5在HCC中上调表达, 他的异常表
达在HCC的发生发展过程中发挥重要的作用, 
且与肿瘤的分化程度相关.

关键词: 反转录聚合酶链式反应; 免疫组织化学; 肝

细胞癌; 周期素依赖性激酶5; 高表达

董贾中, 杨玉秀, 白杨秋, 张立达. CDK5在肝细胞癌中的异常表

达. 世界华人消化杂志  2010; 18(10): 1010-1015

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/1010.asp

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是临床

上最常见的恶性肿瘤之一, 是原发性肝癌最常

见的一种组织学类型. 在我国, 肝癌死亡率已占

恶性肿瘤的第2位, 严重威胁着人类的生命健康. 
肝癌的发生是一个复杂的多病因、多阶段、多

因素参与的过程, 其中抑癌基因的突变缺失、

癌基因的异常扩增与表达、多基因网络式调控

异常决定最终肿瘤表型的表达[1]. 慢性乙型肝炎

病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是导致肝硬化

和肝癌发生的主要原因[2], 在这一过程中涉及多

基因的异常表达. 我们已应用含有19 378个已知

基因的寡核苷酸芯片筛选出肝硬化及HCC差异

基因表达谱[3], 发现周期素依赖性激酶5(cyclin-
dependent kinase 5, CDK5)在HCC组织中是一个

明显高表达的基因. CDK5是CDK家族中的一员, 
以前CDK5的研究主要集中在神经系统疾病, 其
调节蛋白P35主要在脑组织表达, P35/CDK5在阿

尔茨海默病(alzheimer's disease, AD)相关病理改

变中起重要作用[4]. 目前已经发现CDK5在前列

腺癌、甲状腺髓样癌、乳腺癌等多种肿瘤组织

中呈现异常表达, 通过改变细胞增殖、凋亡引

起肿瘤的发生发展. 但是CDK5在HCC的发生发

展过程中的作用尚不明了. 本研究应用反转录聚

合酶链式反应(RT-PCR)及免疫组织化学技术, 检
测CDK5在人正常肝组织、肝硬化和HCC组织中

的基因和蛋白的表达, 探讨CDK5在HCC演进过

程中的作用及其与临床病理特征之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-01/2009-06收取正常肝组织17
例, 肝硬化组织14例, HCC组织39例. 其中肝硬

化和HCC组织标本HBsAg均阳性, 正常肝组织

HBsAg均阴性. 疾病诊断均经病理证实. 标本取

出后快速置于液氮冷冻, 后转移至-80 ℃冰箱冻

存待用. 标本随机取自河南省人民医院肝脏手

术切除组织, 其中正常肝组织取自肝血管瘤手

术切除病变部位的周围组织, 肝硬化组织取自

门静脉高压行贲门周围血管离断术要求行病理

检查的肝脏组织, HCC组织取自HCC手术切除

组织. 所取组织新鲜, 经过患者知情同意. TRIzol 
Total RNA Reagent购自美国Invitrogen公司, 
RT-PCR试剂盒购自美国Promega公司, 兔抗人

CDK5多克隆抗体购自美国Santa Cruz公司, 货
号(sc-173).
1.2 方法 
1.2.1 反转录PCR: (1)抽提总RNA: 用TRIzol试
剂分别抽提正常肝组织、肝硬化和HCC组织总

RNA. (2)内参基因β-actin上游引物: 5'-ACCAAC
TGGGACGACATGGAGAAAATC-3', 下游引物: 
5'-GTAGCCGCGCTCGGTGAGGATCTTCAT-3', 
扩增片段长度: 409 bp; 目的基因CDK5上游引

物: 5'-GGATTCCCGTCCGCTGTT-3', 下游引物: 
5'-CCTGTGGCATTGAGTTTGG-3', 扩增片段长

度: 322 bp. (3)RT-PCR反应: 按照Promega公司

提供的RT-PCR试剂盒的要求步骤进行反转录聚

合酶链式反应, 扩增产物用2%的琼脂糖凝胶电

泳鉴定. (4)扩增产物图像分析: 通过对CDK5扩
增产物进行扫描和半定量分析, 结果用Syngene 
Gene Genius全自动凝胶成像系统(美国Syngene
公司)检测图像灰度值. 
1.2.2 免疫组织化学: (1)HCC组织病理学分级: 
标本经过HE染色明确诊断, 并且进行病理学分

级. HCC病理学分级参照Edmondson分级. Ⅰ级: 
肿瘤细胞大小一致. 核浆比类似正常肝细胞, 瘤
细胞呈细索状排列; Ⅱ级: 核浆比较Ⅰ级增大, 
瘤细胞呈粗索状或腺管状排列; Ⅲ级: 核浆比明

显失调. 多形性明显, 索状排列紊乱, 无假腺管

或胆栓形成; Ⅳ级: 核浆比严重失调细胞核大

小不一. 胞质量少, 多呈实团状, 索状结构不明

显. 肿瘤分化介于Ⅱ-Ⅲ级或Ⅲ-Ⅳ级之间者, 分
别归入Ⅲ或Ⅳ级. 在39例HCC中, Ⅰ级7例, Ⅱ级

■研发前沿
G C D K 5 / P 3 5 可
以 与 多 种 蛋 白
发 生 相 互 作 用 , 
如β - c a t e n i n ,、
C D K 5 抑 制 因
子 、 G F A P 、

d b p a  D N A 结合
蛋白、Pctaire1、
α-actinin和Ca2+-
钙调蛋白依赖的
蛋白激酶等, 而近
年研究热点主要
集中于肝癌细胞
中 C D K 5 是 否 也
可以通过PIKE-A-
Akt途径活化Akt, 
致使细胞凋亡受
阻, 异常增殖, 导
致肝癌的形成.
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8例, Ⅲ级10例, Ⅳ级14例. (2)免疫组织化学检测

CDK5: 肝组织经梯度解冻, 100 g/L的多聚甲醛

固定, 石蜡包埋, 制成4 μm厚的石蜡切片, HE染
色, 组织学观察. 切片经高压热修复, 采用免疫

组织化学PV法, DAB显色, 苏木素复染, 盐酸酒

精分化, 无水乙醇脱水, 中性树胶封片. 以0.01 
mol/L的PBS(pH7.4)代替一抗作为阴性对照, 以
组织中显示棕黄色颗粒为CDK5表达阳性. (3)
免疫组织化学结果判断标准: 以阳性细胞数≥

10%作为阳性判断标准, 根据阳性细胞百分率分

为阴性(-): 阳性细胞不可见或阳性细胞不足5%; 
弱阳性(+): 阳性细胞散在或为组织细胞的1/3以
下; 中度阳性(++): 阳性细胞呈局灶分布, 占全组

织细胞1/3-2/3; 强阳性(+++): 阳性细胞呈弥漫分

布,占全组织细胞2/3以上.
统计学处理 应用SPSS10.0进行Shapiro-

Wi lk检验、成组设计资料的t检验、χ2检验、

Fisher's精确检验和Kruskal-Wallis非参数检验的

统计学处理, 以α = 0.05为检验水准.

2  结果

2.1 RT-PCR 正常肝组织、肝硬化组织、HCC
组织总R N A提取结果良好. 总R N A的吸光度

A 260/A 280值均为1.8-2.0, 电泳结果证实RNA未

降解. CDK5 RT-PCR扩增产物电泳图谱显示在

相当于322 bp处有DNA片段区带, 内参基因扩

增产物显示在409 bp处有DNA片段区带(图1). 
17例正常肝组织中CDK5 mRNA阳性表达6例
(35.3%), 14例肝硬化组织CDK5 mRNA阳性表

达9例(64.3%), 39例HCC组织中CDK5 mRNA阳

性表达35例(89.7%). 运用Fisher's检验得出: 正

常肝组织与肝硬化组织中CDK5 mRNA表达差

异无统计学意义(P >0.05), 正常肝组织与肝癌

组织(P <0.01)以及肝硬化组织与肝癌组织(P  = 
0.044)CDK5 mRNA表达差异均有统计学意义. 
以目的基因CDK5和内参基因β-actin的灰度比

值作为统计学对象行mRNA半定量分析, 三组

的Shapiro-Wilk检验P值分别为: 0.761、0.732、
0.332, 提示各组样本符合正态分布, 运用成组设

计资料t检验两两比较分析得出: 正常肝组织与

肝硬化组织、正常肝组织与HCC组织以及肝硬

化组织与HCC组织差异均有统计学意义(表1).
2.2 免疫组织化学分析

2.2.1 CDK5的表达: CDK5阳性表达物呈棕黄色

颗粒, 弥散分布于正常肝细胞、肝硬化细胞胞

质, 在HCC细胞中细胞质和细胞核均弥漫分布, 
细胞膜未见着色. 不同病例的阳性着色颗粒的

大小、分布密度及着色深浅亦有不同(图2). 正
常组、肝硬化组及HCC组CDK5蛋白阳性率分

别为29.4%, 64.3%, 89.7%. 应用Fisher's检验得

出: 正常肝组织与肝硬化组织中CDK5蛋白表达

■相关报道
Sharma等已经证
明血管生成抑制
因子可以通过选
择 性 抑 制 C D K 5
的表达诱导细胞
凋亡 .  Goodyear
等 对 浸 润 性 乳
腺癌细胞 M D A -
M B 2 3 1 应 用 选
择 性 C D K 5 抑 制
剂-roscovitine, 免
疫荧光显微技术
观察到用药后24 
h细胞开始出现凋
亡改变, 而且细胞
形态学的改变随
着用药时间的增
加变得更加明显.

表 1 正常肝组织、肝硬化和HCC组织中CDK5 mRNA半
定量分析 (mean±SD)

     
分组                阳性n

         CDK5 mRNA/β-actin mRNA

               灰度比值

正常肝组织   6        0.820±0.105b

肝硬化组织   9        0.966±0.036d

HCC组织  35        1.037±0.072f

bP  = 0.002<0.01, t  = -3.887 vs  肝硬化组织; dP  = 0.007<0.01, 

t  =-2.852 vs  HCC组织; fP<0.01, t  = -6.390 vs  正常肝组织. 

A B

C D

图 1 CDK5 RT-PCR产物电泳图. A: 正常肝组织; B: 肝硬化组织; C: HCC组织; D: 内参基因β-actin.
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差异无统计学意义(P >0.05), 正常肝组织与肝癌

组织(P <0.01)以及肝硬化组织与肝癌组织(P  = 
0.044)CDK5蛋白表达差异均有统计学意义. 对
三种标本的CDK5表达强度, 应用非参数检验

Kruskal-Wallis统计学方法分析数据得出: 三种

组织中CDK5表达强度有明显差异(χ2 = 58.095, 
P <0.01, 表2).
2.2.2 CDK5表达强度与HCC临床病理特征的关

系: CDK5在中、低分化组中的阳性表达率明

显高于高分化组, 低分化组与高分化组差异有

统计学意义; 在病理学分级较高的HCC组织表

达较强, EdmondsonⅣ级的阳性表达率明显高

于EdmondsonⅠ级, 且差别显著. 运用Kruskal-
Wallis统计方法检验显示不同分化程度以及不

同病理分级的HCC组织CDK5表达强度差别有

显著性, HCC组织CDK5表达越强, 分化程度就

越低(χ2 = 13.938, P  = 0.001<0.01), 病理分级程度

也越高(χ2 = 19.330, P <0.01, 表3).

3  讨论

有资料显示, 每年全球新患肝癌人数为62.6万
人, 因肝癌死亡者高达59.8万人[5], 而新发肝癌病

例中50%发生于中国[6], 我国的肝癌诊治形势十

分严峻. 虽然目前肝癌的发病机制研究取得了

一定的进展, 但是肝癌形成的分子生物学机制

的多样性决定了仅限于目前的研究是远远不够

的, 对肝癌形成的分子生物学机制仍需要进一

步研究, 以便能为诊断和治疗提供分子生物学

依据. 
CDK是细胞周期调控网络的核心蛋白, 其

表达活性的改变直接影响到细胞周期的长短, 
决定着细胞的进程 ,  与机体细胞的生长、分

化、运动、凋亡以及肿瘤的发生发展、转移关

系密切[7-9]. CDK5是CDK家族中的一员. 研究表

明, CDK5有60%的序列和CDK2同源, 同时CDK5

也包含了全部的保守的蛋白激酶区域, 并且含

有CDK家族成员共有的PSTAIRE结构域[10], 但
他既非细胞周期素依赖, 也不调节细胞周期, 他
通过与P35或P39相互作用在有丝分裂后神经元

复杂迁移、突触传递和神经细胞死亡等活动中

起重要作用[11,12]. 已经证明CDK5/P35可以与多

种蛋白发生相互作用, 如β-catenin、CDK5抑制

因子、GFAP、dbpa DNA结合蛋白、Pctaire1、
α-a c t i n i n和C a2+-钙调蛋白依赖的蛋白激酶 
等[13]. 研究发现, CDK5蛋白不仅存在神经系统

中, 在前列腺癌细胞中也呈现高表达, 还参与

了前列腺癌细胞的转移. 在前列腺癌AT6.3细胞

系中, 通过转染CDK5的反义RNA可以明显抑

制癌细胞的迁移和转移[14]. 在浸润性乳腺癌细

胞MDA-MB231中CDK5、P35和P25均表达, 且
证明CDK5蛋白可以调控MDA-MB231细胞增 
殖[15]. Sharma等已经证明血管生成抑制因子可以

通过选择性抑制CDK5的表达诱导细胞凋亡[16]. 
Goodyear对浸润性乳腺癌细胞MDA-MB231应
用选择性CDK5抑制剂-roscovitine, 免疫荧光显

微技术观察到用药后24 h细胞开始出现凋亡改

变, 而且细胞形态学的改变随着用药时间的增

加变得更加明显[15]. 由此推测, CDK5主要通过

引起细胞增殖和凋亡异常引起肿瘤的发生发展

的, 而不在细胞周期调节中发挥作用. 
我们应用RT-PCR对CDK5 mRNA进行定

性和半定量分析发现正常肝组织与H C C组织

■创新盘点
本研究从DNA、

mRNA及蛋白水
平 上 ,  对 正 常 肝
组织、肝硬化组
织、HCC组织中
CDK5进行了全面
系统的分析, 证明
C D K 5 在 肝 癌 的
发展进程中呈上
调表达趋势, 并与
HCC的分化程度
密切相关.

表 2 正常肝组织、肝硬化和HCC组织中CDK5蛋白的表达

     
分组             n     阳性

         CDK5表达强度

        -         +         ++         +++

正常肝组织       17         5        12       3          1           1

肝硬化组织       14         9          5       2          4           3

HCC组织          39       35          4       5        10         20

图 2 肝组织CDK5免疫组织化学结果(×400). A: 正常肝组织; B: 肝硬化组织; C: HCC组织.

A B C
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以及肝硬化组织与HCC组织差异均有统计学意

义, HCC组织较正常组织mRNA表达明显升高

(P <0.01); 应用免疫组织化学对CDK5进行蛋白

测定发现正常肝组织与肝硬化组织中CDK5蛋
白表达无明显差异, HCC组织较正常肝组织、

肝硬化组织与明显升高(P <0.05), 并且其表达

与H C C的分化程度、病理学分级有明显相关

性(P <0.01), C D K5在中、低分化组中的阳性

表达率明显高于高分化组, 且低分化组与高分

化组差别显著; 病理分级较高的HCC组织表达

较强, EdmondsonⅣ级的阳性表达率明显高于

EdmondsonⅠ级. RT-PCR和免疫组织化学二者

相互印证, 并与基因芯片结果一致. 说明CDK5
的高表达与HCC的发生发展有着密切的联系. 

本研究发现CDK5蛋白在正常肝组织和肝

硬化组织中主要分布于细胞质, 细胞核中很少

见, 而HCC组织中细胞质和细胞核均弥漫分布. 
CDK5抑制剂可以使CDK5/P35和磷酸化STAT3
在甲状腺髓样癌细胞核中分布减少, 从而延缓

肿瘤的发生发展[17]; 已经证实现HCC中P-STAT3
的阳性率明显高于癌周肝组织, 认为STAT3的
激活可能是HCC发生的早期事件[18,19]. Gong等
发现转录因子MEF-2是CDK5的细胞核内直接

靶点, CDK5可磷酸化MEF-2转录激活结构域的

特异丝氨酸, 从而抑制MEF-2的活性[20]. 我们在

研究过程中发现CDK5蛋白在HCC细胞中的异

常分布, 提示是否由于CDK5基因发生突变导

致CDK5蛋白结构异常, 从而使CDK5蛋白产生

跨膜运动, 在细胞核内堆积. CDK5抑制剂是否

也可以减少HCC细胞核内CDK5/P35和磷酸化

STAT3, 延缓HCC的发生发展, 以及CDK5是否也

可以作用于HCC细胞内的转录因子MEF-2, 使转

录发生异常, 有待于进一步研究. 
有资料表明, 细胞内信息传递中的某些障碍

与肿瘤发生有关, 这些控制细胞增殖、凋亡的

信息传递通路中某一环节的异常都可以引起细

胞生长失控、凋亡受阻, 最终导致肿瘤形成. 在
胶质母细胞瘤中, CDK5可以使PIKE-A的Ser-279
磷酸化, 从而使下游的Akt活化[21]. 研究表明Akt/
mTOR是HCC形成过程中的关键的信号转导途

径. mTOR信号通路在细胞生长中处于核心地位, 
mTOR信号传导通路活化可以抑制多种刺激诱

发的细胞凋亡, 促进细胞周期进展, 从而促进细

胞的生存和增殖, 同时参与血管形成, 在肿瘤的

形成中扮演重要角色, 并参与肿瘤的侵袭和转

移[22-26]. Akt活化可以激活mTOR, 活化的mTOR
可以磷酸化激活P70S6激酶, 后者又使40S核糖

体蛋白S6磷酸化, S6磷酸化使40S亚单位参与活

跃的多核糖体翻译, 从而增加包括编码核糖体

蛋白、延长因子、胰岛素生长因子Ⅱ在内的含

有5末端寡聚嘧啶的mRNAs的翻译[27]. HCC细胞

中CDK5是否也可以通过PIKE-A-Akt途径活化

Akt, 进而激活mTOR信号传导通路, 引起肿瘤的

发生发展, 有待于进一步研究. CDK5的高表达

也很可能通过改变细胞内信号转导途径, 致使

细胞凋亡受阻, 异常增殖, 导致HCC的形成. 
CDK5的高表达在HCC的发生发展过程中

起着重要的作用, 进一步研究CDK5的作用机制, 
有望为临床诊断、潜在的分子靶向治疗及预后

判断提供分子生物学依据.
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Abstract
Hepatitis C virus (HCV) is closely associated with 
the occurrence of hepatitis, cirrhosis and liver 
cancer. As HCV naturally infects only humans 
and higher primates, few animal models of HCV 
infection have been established. As a result, lim-
ited knowledge on the pathophysiology of and 
host immune responses to HCV infection is ob-
tained. Gene transfer approaches have been used 
to establish relevant animal models to investigate 
the molecular basis of HCV-induced liver dis-
eases. This paper focuses on providing an over-
view of the recent advances in understanding the 
role of HCV proteins in the pathogenesis of HCV-
induced liver diseases in animal models.

Key Words: Hepatitis C virus; Gene transfer; Model

Jiao J, Wang JB, Zhao P. Advances in understanding the 
role of HCV proteins in the pathogenesis of HCV-induced 

liver diseases in animal models. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(10): 1016-1020

摘要
丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)与肝
炎、肝硬化和肝癌的发生密切相关 .  由于
HCV通常只在人和高级灵长类动物中形成自
然感染, 因此极少有研究建立HCV长期感染
的实验室模型, HCV感染的病理生理学变化
及其与宿主相互作用的相关研究也因此受到
限制. 近年来, 转基因技术为研究人类疾病的
分子机制提供了方法, 在此基础上开展的转基
因细胞系, 嵌合体和转基因动物模型在感染性
疾病研究中的价值已得到证实. 本文综述了近
年来HCV转基因模型中HCV蛋白相关的可能
致病机制. 

关键词: 丙型肝炎病毒; 转基因; 模型

焦健, 王江滨, 赵平. 丙型肝炎病毒蛋白在转基因模型中的作用

机制研究进展. 世界华人消化杂志  2010; 18(10): 1016-1020

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/1016.asp

0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)是单股正

链RNA病毒, 与肝炎、肝硬化和肝癌的发生密

切相关. 由于HCV严格的嗜肝性, 且只在人和高

级灵长类动物(如猩猩)中形成自然感染, 目前尚

缺少HCV长期感染的实验室模型, HCV感染的

病理生理学变化及其与宿主相互作用的相关研

究也因此受到限制. 近年来, 转基因技术为研究

人类疾病的分子机制提供了方法, 在此基础上

开展的转基因细胞系, 嵌合体和转基因动物模

型在感染性疾病研究中的价值已得到证实. 本
文综述目前H C V转基因模型研究中所发现的

HCV蛋白相关的可能致病机制. 

1  HCV转基因模型

近年来, HCV组织培养模型和动物模型的研究

都取得了重要进展. 组织培养模型主要以复制

子系统为基础, 其为病毒在细胞内以及细胞培

®

■背景资料
自HCV被发现以
来, 人们一直在对
HCV如何逃避宿
主免疫反应的慢
性化机制进行探
索 ,  由于HCV通
常只在人和高级
灵长类动物中形
成自然感染, 因此
极少有研究建立
HCV长期感染的
实验室模型, 转基
因技术为研究人
类疾病的分子机
制提供了方法, 在
此基础上开展的
转基因细胞系, 嵌
合体和转基因动
物模型在感染性
疾病研究中的价
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养物中有效复制提供了方法, 让我们得以在体

外模拟完整的病毒生活循环周期, 也为进一步

的体内研究提供了线索[1]. 啮齿类动物因为其繁

殖周期短, 体型小, 价格便宜从而最常用于动物

模型研究. 采用不同启动子构建的多种小鼠模

型为探讨HCV蛋白在HCV感染及致病机制中

的作用提供了大量研究结果[2,3]. 最常见的转基

因鼠模型式通过采用显微注射技术构建的, 即
将HCV全长或部分基因组及某个特定的启动子

基因引入小鼠卵细胞, 从而产生一个稳定表达

HCV蛋白的小鼠系. 但此种转基因模型中, 病毒

蛋白被认为是小鼠的自身抗原, 其表达对小鼠

的免疫系统并不造成影响, 因此体内也不存在

抗HCV抗体. 为了观察机体对HCV感染所产生

的免疫学反应, Kohara等采用Cre/loxp技术, 构
建了携带HCV核心蛋白, E1, E2蛋白和NS2蛋白

cDNA的转基因小鼠, 通过感染Cre重组表达的

腺病毒来表达这些蛋白以模拟HCV急性感染, 
这种小鼠模型为探讨H C V引起的免疫反应和

HCV感染发病机制提供了有力的工具[4]. 为改善

转基因鼠HCV蛋白在肝中的表达过低的局限性, 
近年来出现的非遗传的转基因方法[如尾静脉

高压注射法, 即将质粒DNA表达载体或小干扰

RNA(iRNA)通过高压注射的方法引入小鼠体内

进行表达], 为探讨HCV相关的抗体产生、调节

因子(regulatory elements)表达及评价基因治疗

的效果提供了有效途径[5]. 
其他转基因方法 ,  如尿激酶型纤溶酶原

激活物(urokinase plasminogen, uPA)转基因小

鼠[6], 以及通过致死量辐射去除正常免疫系统

的小鼠与严重联合免疫缺陷(severe combined 
immunodeficiency, SCID)小鼠的骨髓细胞重构

后, 将体外感染HCV的人肝细胞移植到小鼠体

内形成的三聚体小鼠模型[7,8]等都为探讨HCV蛋

白的致病作用奠定了基础.

2  HCV蛋白在转基因模型中的作用

2.1 核心蛋白 目前有关HCV转基因模型的研究

多集中在探讨HCV结构蛋白, 尤其是核心蛋白

的作用. 胰岛素抵抗, 影响极低密度脂蛋白(very-
low-density lipoprotein, VLDL)代谢已经被证实

与HCV核心蛋白导致的肝脂肪变性, 纤维化和

IFN抵抗密切相关. Koike等采用核心蛋白转基

因鼠进行了糖耐受实验的研究, 结果显示, 转基

因鼠比非转基因鼠具有更高的血糖值, 从而提

示胰岛素降低血糖水平的能力在HCV核心蛋白

转基因鼠中明显减弱, 这与慢性丙型肝炎患者

中早已被观察到的胰岛素抵抗情况类似. 该研

究还推测, HCV核心蛋白引起的SOCS3(细胞因

子信号3抑制子)促进了蛋白酶体IRS1和IRS2(胰
岛素受体底物1和2)通过泛化素机制的降解, 以
及HCV核心蛋白促进TNF产生可能与胰岛素抵

抗的机制相关[9-11]. 
此外, 还有报道提出, HCV核心蛋白可能通

过影响脂蛋白代谢中的某些特殊途径而引起肝

脏脂肪变. Perlemuter等通过转基因鼠体内模型

的研究证实, 在小鼠肝脏过度表达HCV核心蛋

白可干扰VLDL的装配和分泌[12]. 微粒体三酰

甘油转运蛋白(microsomal triglyceride transfer 
protein, MTP)在肝脏脂蛋白装配和分泌中起重

要作用, 有研究发现, HCV核心蛋白转基因鼠中

MTP的表达受到抑制, 可能与HCV相关的肝脂

肪变相关[13]. 
值得提出的是, 在人类, HCV引起的脂肪

变性的发展和纤维化进展可能是基因型依赖

的. 有研究报道, 1型HCV感染者脂肪变的出现

可能与HCV和非酒精性脂肪肝(non-alcoholic 
steatohepatitis, NASH)的共存有关, 且与BMI升
高有一定的关联[14]. 而另一个研究提示, 脂肪变

可能由病毒直接导致并可能与3型HCV感染相

关[15,16]. 但目前在转基因鼠中没有发现相关的结

果, 主要原因是目前研究所采用的转基因鼠几

乎都是应用1b型HCV的基因序列. 
H C V核心蛋白在肝癌进展中的作用已被

转基因小鼠模型证实 .  核心蛋白引起的肝细

胞脂肪变 ,  过氧化压力以及其他信号途径的

改变都可能最终导致肝细胞癌(hepato cellular 
carcinoma, HCC)的发生. 总结起来, HCV导致肝

癌可能主要通过2种途径. (1)核心蛋白影响线粒

体功能导致的过氧化压力可能出现细胞生长相

关基因的异常. (2)调节细胞基因表达, 影响细胞

间信号传导(如MAPK途径), 从而导致转录因子

活化和出现异常的细胞周期等[17]. 
2.2 E1和E2蛋白 在目前HCV转基因鼠的研究

中, 多数学者采用HCV E1、E2蛋白与核心蛋白

同时表达以研究HCV相关的损伤. 仅有2个研究

单独采用了包膜蛋白E1、E2转基因鼠(Koike等
用E1和E2蛋白[18], Pasquienlli用E2蛋白[19]), 但并

没有在转基因鼠中发现肝损伤. 值得关注的是, 
有一项研究发现, E1和E2蛋白转基因鼠可出现

HCV蛋白在肝外的表达并出现唾液腺和泪腺等

腺体淋巴细胞浸润以及纤维组织增生的病理改

■研发前沿
HCV如何逃避宿
主免疫反应而使
感染持续存在, 并
最终导致肝病恶
化的机制一直是
研究者们努力探
索而尚未解决的
问题. 探讨HCV对
干扰素治疗的抵
抗机制, 寻找更理
想的抗HCV治疗
方案是丙型肝炎
领域另一亟待解
决的关键问题.
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变[20]. 这个现象和HCV感染者Sjogren's综合征的

发生非常类似. 
2.3 非结构蛋白 如前所述, 目前HCV转基因鼠的

研究多集中在探讨HCV核心蛋白的作用, 直到

最近几年才出现了表达HCV非结构蛋白的转基

因鼠, 在这些转基因鼠中均未发现肝脏的损伤

性改变, 但都发现了转基因小鼠对致死量TNF介
导的肝损伤的抵抗. 

Majumder等于2002年采用肝特异性apoE启
动子或鼠MUP启动子引入HCV NS5A基因片段

构建了转基因FVB小鼠, 结果显示, 这些转基因

鼠的表型与其他正常的同窝出生的小鼠相类似, 
并没有明显的肝脏组织学改变, 该研究一直观

察到24周龄. 但研究发现表达NS5A蛋白的转基

因鼠对注射致死量TNF引起的肝细胞凋亡有明

显的抵抗作用, 给这些转基因鼠注射抗Fas抗体

却并不影响肝细胞的凋亡, 这就提示NS5A可能

通过非Fas介导的机制影响肝细胞的凋亡过程[21].
2006年, F re l in等构建了能够在肝细胞稳

定表达H C V N S3/4A蛋白的小鼠模型以研究

HCVNS3/4A蛋白在体内的作用. 结果显示, 在肝

脏表达HCVNS3/4A蛋白并不引起自发的肝脏疾

病, 但能够改变肝内的免疫细胞亚群并对致死

量TNF诱导的肝损伤具有保护作用, 而这种TNF
抵抗作用能够被p38MAPK抑制剂逆转[22].

3  HCV蛋白对细胞信号传导的影响

3.1 IFN途径 转基因鼠的体内实验证实, 全长

HCV蛋白的表达和核心蛋白的表达均能够抑制

IFN的信号传导, 其机制可能是通过上调蛋白磷

酸酶2A和STAT的去甲基化, 使STAT转录因子

与干扰素刺激基因(interferon stimulating gene, 
ISG)启动子的结合被抑制[23]. 

Kawamuru等发现HCV核心蛋白能够通过

抑制STAT1和刺激STAT3活化来保护感染的肝

细胞免于细胞介导的免疫损伤并促进肝细胞的

增殖[24]. Yoshida等认为, STAT3活化的机制可能

是HCV核心蛋白通过酪氨酸位点的磷酸化直接

与STAT3作用, 导致Bcl-xL, cyclin D1上调, 进而

出现不依赖支持物生长(anchorage-independent 
growth, 非停泊性生长)的现象, 从而与肿瘤形成

有关[25]. 此外, Miyoshi等2005年还报道, SOCS基
因的衰减与IFNγ抵抗的产生与有关[26]. 
3.2 凋亡传导途径 Yang等2002年报道, Fas介导

的p38活化在表达核心蛋白的HepG2细胞系以及

转基因鼠的肝细胞中均受抑制[27]. 核心蛋白可阻

断ASK1(凋亡信号调节激酶1)的活化, 而ASK1
是一个p38途径中MAPKKK的上游的主要分子, 
p38和ASK活化是细胞抵抗Fas介导的凋亡而生

存所必需的信号分子, 因此HCV核心蛋白转基

因鼠中肝脏Fas介导细胞凋亡加速. Machida等采

用HCV core-E1-E2-NS2转基因鼠则有不同的发

现, 这些转基因小鼠对Fas抗体刺激导致的致死

性具有抵抗作用, 提示HCV持续感染可能是Fas
介导的细胞凋亡受抑制的结果[28]. 体外实验还发

现, HCV NS5A具有使胞质内P53升高, 下调P21
蛋白, 活化STAT3和抑制TNF-α介导的凋亡等作

用, 但上述结果在体内实验中还未被证实[29]. 
3.3 过氧化和脂肪变相关信号研究 研究发现, 过
氧化酶体增殖物激活型受体α(peroxisome prolif-
erator-activated receptor, PPARα)蛋白活化引起

的某些蛋白质表达, 包括脂肪酸代谢酶和细胞

循环调节子, 在HCV核心蛋白转基因鼠中明显

升高[30]. 这就提示, PPARα活化可能与HCV核心

蛋白介导的肝脏脂肪变和肝癌形成有关. 细胞

间信号级联的改变, 如MAPK/cyclin D1-CDK4
信号转导通路的活化也被认为与核心蛋白的表

达相关. Koike等2007年报道, 过氧化压力的增加

和清道夫系统(scavenger system)的活化与脂类

和糖代谢的改变相关, 并可能与HCV持续感染

及随后HCC的发展有关[31]. 
另外, 一氧化氮(nitric oxide, NO)可引起线

粒体损伤并导致双链DNA的崩解和DNA的氧化

损伤. Machida等报道, 在体外HCV感染细胞中, 
HCV感染可引起活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)产生并降低线粒体的膜转运能力, HCV感

染细胞线粒体损伤和双链DNA的崩解是由NO
和ROS介导的. 在HCV蛋白中, 核心蛋白, E1和
NS3蛋白都是潜在的ROS诱生物, 他们的表达导

致DNA损伤和STAT3的活化, 因此, 核心蛋白转

基因鼠显示出高水平的脂质过氧化和DNA的过

氧化损伤[32].

4  结论

尽管目前有关HCV蛋白致病机制的研究已经取

得了很多进展, 但通过HCV转基因模型, 人们不

仅获得了更多的体内研究结果, 而且有关HCV与

宿主相互作用以及对宿主信号传导的影响也得

到了很多突破性进展. 但什么种类的模型最接近

于人类的真实感染? 哪些研究结果最符合人类

HCV感染的真实状况? 很多问题都需要更深入

的, 尤其是人类和小鼠的平行研究以进一步明确.

■相关报道
2005年 ,  Etienne 
等 在 N a t u r e 上
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蛋白酶特异性切
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和NF-kB传导途
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Abstract
The necrosis and apoptosis of hepatocytes 
play an important role in the pathogenesis of 
liver injury. In recent years, numerous studies 
have shown that hepatocyte stress, such as 
endoplasmic reticulum stress, mitochondrial 
stress and oxidative stress, may occur in 
the process of liver injury. The research on 
endoplasmic reticulum stress has become a new 
hot topic. This paper will review the role of 
endoplasmic reticulum stress in hepatocytes in 
the pathogenesis of a variety of liver injuries. 

Key Words: Liver injury; Stress; Endoplasmic re-
ticulum; Apoptosis
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摘要
肝脏疾病组织学损伤, 在细胞水平上可分为坏
死和凋亡. 近年来, 大量研究表明, 应激可能
是肝损伤发生过程中的重要环节, 如内质网应

激、线粒体应激和氧化应激等, 其中内质网应
激是医学研究的一个新热点. 本文将以内质网
应激为切入点, 探讨内质网应激的作用功能, 
内质网应激对细胞凋亡的影响, 以及内质网应
激与各种肝损伤之间的关系并对之进行综述.

关键词: 肝损伤; 应激; 内质网; 细胞凋亡
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0  引言

内质网(endoplasmic reticulum, ER)是一种重要

的亚细胞器, 广泛分布于除成熟红细胞以外的

所有真核细胞的细胞质中 ,  E R生理作用是对

细胞内合成的大约1/3的蛋白质进行修饰、折

叠和寡聚化从而使之形成正确的构象, 并且参

与脂质代谢和类固醇激素的合成以及钙的储

存[1,2]. ER也是一个比较敏感的细胞器, 凡影响

ER功能的因素都能引起ER应激(endop lasmic 
reticulum stress, ERS)[3]. 如影响蛋白质翻译后修

饰的因素二巯基苏糖醇(DTT)、同型半胱氨酸

(homocystine)、葡萄糖胺(glucosamine)等, 均可

致蛋白合成障碍; 病毒感染如肝炎病毒感染, 细
胞则发生水分丢失, 出现脱水以及粗面ER上的

核糖体脱落, 进而导致蛋白合成起始场所的缺

失; 细菌性感染和有毒物质侵袭, 肝细胞产生浆

细胞和解毒功能受到影响, ER变得肥大, 均可

引起ERS[4-8]. 上述因素作用可引起ER摄取/释
放Ca2+障碍或蛋白质加工/运输障碍, 从而导致

ER腔内错误折叠与未折叠蛋白聚集以及Ca2+平

衡紊乱, 激活未折叠蛋白反应(unfolded protein 
response, UPR)[3]. UPR可通过某些特定基因的转

录而增强蛋白质折叠的能力, 保持ER稳态, 维持

细胞正常功能的作用. 但当稳态不能重建, UPR
信号传导途径将通过肝细胞凋亡而引起细胞损

伤[9-11]. 

1  ERS的效应

1.1 UPR UPR是由未折叠或错误折叠蛋白不能
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■背景资料
内质网应激是一
种信号反应通路
系统, 属于细胞自
我保护机制, 但应
激反应过强或应
激反应时间过长, 
都会导致细胞损
伤. 大量的研究发
现 ,  内质网应激 , 
在各种原因所致
肝损伤中, 占有十
分重要的作用, 其
机制也得到越来
越多的关注.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



按正常途径移出ER, 在ER腔内聚集所致[12,13], 
是目前研究较为深入的一种信号转导通路, 主
要涉及ER与胞核、核糖体和高尔基体等多种

细胞器之间的信号传递 [14]. E R膜上存在三种

感受腔内未折叠蛋白堆积的感受器蛋白 ,  即
跨膜蛋白激酶1(inosito l requiring enzyme 1, 
IRE-1, 又称核酸内切酶)、激活作用转录因子

(activating transcription factor-6, ATF-6)和双

链RNA依赖的蛋白激酶样ER激酶(PKR-l i ke 
ER kinase, PERK)[15,16]. 当错误或未折叠蛋白

在E R中积聚时, 这些感应蛋白可感知E R S信
号, 通过三条途径保护ERS下的细胞[17]: (1)通
过编码伴侣蛋白的基因如GRP78/BIP和GRP94
转录上调, 以促进蛋白质正确折叠: 在非应激

状态下, 2型穿膜蛋白ATF-6与BIP形成稳定的

复合物, 通过BIP对ATF-6上高尔基体定位信号

(golgi localization signal, GLS)的抑制作用而停

留在ER膜上. ER腔内未折叠蛋白堆积信息能使

ATF-6与BIP分离, 解除BIP对GLS的抑制, 从而

使ATP-6转移到高尔基体得以活化[14,18]. ATF-6活
化后分解出的胞质区域移位到细胞核, 激活一

些基因启动子区域的ERS反应元件, 如GRP/BIP
和GRP94和钙网膜蛋白等, 使其转录活化, 进
而促进蛋白在ER腔内的正确折叠. (2)阻碍蛋

白翻译, 减少ER内蛋白合成的负担: PEPK属

于eIF2a(eukaryotic translation initiation factor 2, 
e IF2a)蛋白激酶家族成员, 活化后能特异性地

磷酸化e I F2a上51位丝氨酸, 下调细胞内蛋白

合成的整体水平[19-21]. 当病毒感染或ER内钙耗

竭引起ERS时, 存在于胞质中的与PERK同源

的PEK(pancreatic Eif2a kinase, PEK)也参与了

eIF2a的磷酸化. 有研究表明[22]: PERK活化后

能特异性地抑制细胞周期素D1的翻译表达, 导
致G1期的停顿. PERK磷酸化eIF2a后抑制细胞

内大部分蛋白的翻译生成, 同时PERK激活后

还会激活JNK(c-Jun NH-terminal kinases, JNK)
及P38信号传导通路 ,  诱导U P R基因的转录 . 
(3)ER相关降解, 以降低ER内非折叠蛋白的沉 
积[23]: 最近有研究表明, ER可能通过JNK的激活

而快速地删除多余的或损坏的细胞器和部分胞

质而起到降低内质网内未折叠蛋白的目的. 因
此, 通过对未折叠蛋白快速的降解, 提高蛋白折

叠能力, 增强对新生蛋白的承载以及对坏死ER
的清除, 早期UPR可逆转ER内环境稳态的失衡, 
减轻ERS, 从而起到抵御应激诱导所造成的有害

影响.
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2  ERS引起细胞凋亡

ERS细胞一方面积极调动UPR以抵御应激诱因

所造成的有害影响, 另一方面当UPR不足以重建

ER稳态, UPR信号通路则将通过细胞凋亡途径

而引起细胞损伤甚至死亡[24,25]. 而UPR所引起的

细胞保护性机制与细胞凋亡之间的过渡机制仍

不清楚, 有研究表明[26,27], IRE-1信号通路在UPR
所引起细胞保护性机制与细胞凋亡之间的转换

中占有很重要的作用. 
ERS引起的细胞凋亡有一套自身的信号传

递通路, 称为ER相关性死亡(ER-associated death, 
ERAD)途径. ERAD途径包含ERS诱导CHOP/
GADD153表达、JNK的活化和/或capase-12蛋
白水解酶的活化[2,23,28-29]. 有研究表明ERS引起

凋亡时胞质内的caspase-7转移至ER表面, 激活

caspase-12[30,31]. 大量研究证实[32-36]: caspase-12是
ERS介导细胞凋亡的一个主要调节因子. ERS时
可通过Bcl-2蛋白家族中凋亡成员Bax/Bak影响

内质网内Ca2+的释放, 激活需钙蛋白酶(calpain), 
裂解前caspase-12酶原或通过GRP78/casepase-7
复合物介导使caspase-12激活. 激活的需钙蛋

白酶(ca lpain)通过对线粒体内一系列蛋白激酶

的激活, 协同激活的JNK调节细胞凋亡. CHOP 
/GADD153是转录因子家族C/EBP成员之一, 在
正常生理状态下基本检测不到, 但在ERS时, 可
被显著诱导表达, 并参与调节下游相关凋亡基

因的表达, 促进凋亡[37-39].

3  ERS与肝损伤

ERS是独立于细胞膜受体或线粒体途径的第3 
条凋亡信号途径[1,33,40]. 近年来越来越多的研究

发现ERS介导的细胞凋亡与乙型肝炎、丙型肝

炎、非酒精性脂肪性肝病、烧伤所引起的肝损

伤等都有密切的联系. 
3.1 ERS与各种肝炎病毒感染所致肝损伤 各种

肝炎病毒感染后, 大量的病毒复制产物蛋白质

堆积在病毒感染的细胞内, 即可导致UPR[6]. 乙
型肝炎病毒对细胞的损伤可能和乙型肝炎病毒

感染和长期携带导致的ERS有关[3]. 当感染乙

型肝炎病毒后, 乙型肝炎病毒表面抗原的大、

中、小3种形式的包膜蛋白中, 大表面蛋白过表

达, 使大、中、小蛋白的比例不能达到恰当水

平, 三者无法结合成可分泌的病毒颗粒. 一方面

导致亚病毒和病毒颗粒的分泌受阻而积聚, 造
成肝细胞的毛玻璃样变性和对炎性细胞因子的

高敏, 从而造成肝脏实质损伤; 另一方面变异蛋

www.wjgnet.com

■研发前沿
内质网应激(ERS)
作为细胞对内外
有害因素作用的
一种自稳机制, 与
肝损伤的发生和
发展密切相关. 目
前, 内质网应激在
各种肝损伤, 如多
种病毒所致肝损
伤、中毒性肝损
害、肝纤维化、

应急所致肝损伤
中的作用, 已得到
更为深入的探讨, 
但内质网应激, 在
肝损伤的终极环
节-肝衰竭中 ,  除
了一方面可导致
细胞凋亡外, 另一
方面, 是否也影响
了残余肝细胞的
再生, 进而加剧肝
衰竭, 其机制尚未
阐明, 这需要进行
更为深入的探讨, 
以便为肝损伤的
治疗提供全新的
指导.

■相关报道
宋小燕等探讨了
内质网应激反应
通路及细胞转归; 
闵敏等报道了内
质网应激在多种
原因所致肝损伤
中的作用.
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白的表达还会妨碍内质网内正常可折叠蛋白的

活性, 进一步促进UPR. ER是丙型肝炎病毒生命

周期相关的最主要的细胞器[6], 丙型肝炎病毒感

染后, 可能会诱导生成一些与ER膜相关的病毒

复制产物NS3和NS5B, 参与URP途径, 从而增强

病毒复制, 加重UPR. 
3.2 ERS与非酒精性脂肪性肝病 随着生活水平

的提高, 无节制高脂饮食已成为肥胖, 胰岛素抵

抗, 非酒精性肝病等慢性疾病的重要诱因[41]. 非
酒精性脂肪性肝病已越来越得到大家的认识, 
由单纯的脂肪变性发展为非酒精性脂肪性肝炎

再到肝硬化甚至肝细胞癌, 脂肪酸代谢紊乱已

被公认为是其病变发展的基础[41,42]. 内质网是脂

肪酸代谢的第一场所[43], ER小叶内大量的三酰

甘油合成酶如磷脂酸磷酸酶, 脂酰CoA转移酶无

疑使ER在脂肪酸代谢中起着重大的作用, 且脂

肪酸在ER代谢产生的一定量的活性氧可攻击生

物膜磷脂中的不饱和脂肪酸, 形成脂质过氧化

物, 诱发ERS[44]. ERS启动三条信号通路中, UPR
和ER超负荷反应(endoplasmic reticulum overload 
response, EOR)由蛋白异常堆积引发, 固醇调节

级联反应则是由内质网表面合成的胆固醇损耗

所致[45,46]. 固醇调节级联反应信号通路被激活后, 
固醇调节元件结合蛋白-1c(sterol regulatory ele-
ment binding protein, SREBP-1c)表达上调, 增加

脂肪酸合成酶的表达, 脂肪酸合成异常增多, 肝
脏脂质代谢紊乱, 引起非酒精性脂肪性肝病[47]. 
最近有研究表明[48]: ATF6的高表达可能参与了

NASH(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)的发

病机制. 
3.3 ERS与中毒性肝损害 随着多种药物的滥用

及外源性毒物侵袭机会的增加, 中毒性肝损害

已成为仅次于病毒性肝炎所致肝损害的又一重

要因素[49]. 最新研究发现, 应激可能是中毒性肝

损害发生的重要环节[45,50-52]. 各种毒性物质, 如
CCl4, D -氨基半乳糖, 内毒素脂多糖甚至一些

生物毒性物质如动物胆等都可导致肝损伤, 因
肝脏是体内最大的药物代谢器官, 是外源性毒

物/药物攻击的主要靶器官. 多数外源性化合物

须通过内质网膜上的混合功能氧化酶系统(如
C Y P450酶系)进行生物转化和代谢以形成无

活性成分排出体外, 由此可见内质网在肝脏解

毒作用中的地位十分重要, 但此过程另一方面

也可能会影响内质网的结构或功能, 诱导内质

网发生应激反应, 继而引起细胞凋亡、肝损伤

等一系列级联反应. 研究表明[53-56], 经CCl4及D -

氨基半乳糖等生物毒性物质染毒后的动物, 组
织GRP78蛋白有明显的表达, 且同时伴有cas-
pase-12酶原的活化和表达减少, 表明CCl4等生

物毒性物质能引起ERS反应, 且ER应激诱导的

细胞凋亡参与了中毒性肝损伤的发生机制. 
3.4 ERS与肝硬化 肝硬化的主要病理是胶原纤

维的异常增生, 而胶原纤维合成与内质网的功

能直接相关[58]. 肝细胞损伤是肝纤维化的重要

启动因素, 脂质过氧化物、酒精代谢产物的乙

醛加合物等均可激发肝实质细胞胶原基因的表

达, 导致胶原纤维异常增生[59]. 内质网在蛋白的

合成及胶原纤维的正确折叠中占有很重要的作

用, 他也是脂肪酸代谢的重要场所, 脂质过氧化

物在细胞的堆积, 可诱发ERS. 研究发现[57], CCl4

诱导性肝硬化中GRP78蛋白和mRNA表达明显

增高, 说明肝细胞内质网应激可能与肝硬化的

发展过程有关. 而另有研究证实[58], 在CCl4诱导

性肝硬化的模型中, 通过降低ER诱发因素同型

半胱氨酸的表达, 肝损害可得到明显缓解. 
3.5 ERS与烧伤 肝细胞凋亡在烧伤后所致的肝

脏功能障碍和肝损伤中占有很重要的作用 [60], 
而其潜在的机制, 已越来越多的证明与ERS有 
关[15,61-63]. 研究证明, 严重烧伤后, caspase-3的活

性明显升高, 且内质网应激标志蛋白GRP78/BIP
等在烧伤后开始表达上调, 且有持续的表达. 烧
伤所致ER Stress和UPR的激活无疑为烧伤的研

究带来新的领域, 也为烧伤的临床诊治开辟更

为广阔的思路, 吸引着更多学者进行更为深入

的探讨.

4  结论

肝损伤的终极环节-肝衰竭, 重大表现除了大片

肝脏组织坏死外, 另一重要特征, 即存在肝再生

障碍. 随着ERS在肝损伤中的作用-可致细胞凋

亡, 越来越明确, ERS与残余肝细胞肝再生障碍

之间的联系成为人们关注的焦点. ERS是否一

方面可致细胞凋亡; 另一方面也可影响残余肝

细胞的再生, 进而加剧肝衰竭, 其机制尚未阐明, 
这需要进行更为深入的探讨, 以便为肝损伤的

治疗提供全新的指导. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of 
lobaplatin (LBP) plus 5-fluorouracil (5-FU) and 
leucovorin (CF) in the treatment of advanced 
gastric cancer.

METHODS: The clinical data for 30 patients 
with advanced gastric cancer treated with LBP 
plus 5-FU and CF from March 2004 to September 
2008 were retrospectively reviewed. All patients 
received at least two cycles of chemotherapy, 
each lasting 21 days and consisting of LBP 30 
mg/m2 IV d 1, 5-FU 300 mg/m2 IV d 1-5, and CF 
100 mg/m2 IV d 1-5. 

RESULTS: Thirty patients received 2 to 6 cycles 
of chemotherapy, with a median of three cycles. 
All patients were evaluable for efficacy and tox-
icity. No patients obtained a complete response. 

Partial response was achieved in 12 patients, 
stable disease in 5 patients, and progressive dis-
ease in 13 patients. The objective response rate 
was 40% (12/30). The tumor control rate was 
56.7% (17/30). Therapy was generally well toler-
ated. Major toxicity was myelosuppression and 
gastrointestinal sensitivity, including anaemia, 
thrombocytopenia, leukocytopenia, and nausea 
and vomiting. No chemotherapy-related death 
occurred. 

CONCLUSION: LBP plus 5-FU and CF regimen 
is effective and safe for patients with advanced 
gastric cancer. 

Key Words: Lobaplatin; 5-fluorouracil; Leucovorin; 
Chemotherapy; Advanced gastric cancer

Yang S, Lu HS, Zhang XF, Huang CM, Wang C, Wu XY, 
Guan GX. Efficacy of lobaplatin plus 5-fluorouracil and 
leucovorin in the treatment of advanced gastric cancer: 
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摘要
目的: 观察洛铂(LBP)联合5-氟尿嘧啶(5-Fu)与
甲酰四氢叶酸(CF)治疗晚期胃癌的临床疗效
及不良反应.

方法: 回顾性分析我科2004-03/2008-09收治
的30例具有完整临床资料的晚期胃癌患者接
受LBP联合5-Fu与CF方案治疗的情况. LBP 30 
mg/m2静滴, 第1天; 5-FU 300 mg/m2静滴, 第
1-5天; CF 100 mg/m2静滴, 第1-5天, 3 wk为1周
期, 至少接受2个周期化疗后按照WHO标准评
估疗效及不良作用. 

结果: 30例患者共进行124个周期化疗, 中位
3(2-6)个周期, 其中完全缓解(CR)0例, 部分缓
解(PR)12例, 稳定(SD)5例, 进展(PD)13例, 客
观有效率(ORR)为40%(12/30), 临床肿瘤控制
率(TCR)为56.7%(17/30). 不良作用主要是骨
髓抑制与胃肠道反应, 而肝功能异常及神经系
统毒性等较轻, 无明显肾毒性和心脏毒性、未
发生因化疗产生严重不良作用而终止治疗者
和化疗相关性死亡病例.

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃癌是全球最常
见的恶性肿瘤之
一, 在世界范围内
发病率仅次于肺
癌, 位居第2位. 我
国每年胃癌发病
率约为60 /10万 , 
位居所有恶性肿
瘤死亡的第1位 . 
我国胃癌患者早
期所占比例不足
10%, 多数患者在
就诊时已是局部
晚期或发生转移, 
失去根治性手术
机会, 而单纯手术
治疗预后亦未达
到理想效果, 且其
术后复发率也很
高, 化学治疗已成
为晚期胃癌姑息
治疗主要手段. 因
此寻找疗效显著
且耐受性良好的
化疗方案是面临
的主要问题.
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结论: LBP联合5-FU与CF治疗晚期胃癌疗效
确切, 不良反应可以耐受, 值得临床深入研
究、推广.

关键词: 洛铂; 5-氟尿嘧啶; 甲酰四氢叶酸; 化学治

疗; 晚期胃癌
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤, 早期诊断率较

低, 多数患者就诊时已是局部晚期或发生转移, 
单纯手术治疗预后亦较差, 5年生存率仍徘徊在

20%-30%, 且其术后复发率也很高[1,2]. 化学治疗

已成为晚期胃癌的主要治疗手段, 研究表明, 联
合化疗可以提高疗效, 延长晚期胃癌患者的生存

期, 但迄今为止尚无公认的金标准. 因此, 开发新

药物、设计新方案已成为胃癌研究的热点[3,4]. 洛
铂(lobaplatin, LBP)是第3代新型铂类抗癌药, 研
究显示其毒性反应较第一、二代铂类药物轻微. 
本文回顾性分析我科2004-03/2008-09收治30例
具有完整临床资料的晚期胃癌患者接受LBP联
合5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)与甲酰四氢叶

酸(leucovorin, CF)方案治疗情况, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 晚期胃癌患者30例, 其中男16例, 女14
例, 年龄25-69(中位年龄47)岁, 均经病理学或细

胞学证实、有远处转移、手术后复发或无法手

术的晚期胃癌患者, 其中低分化腺癌15例、中分

化腺癌10例、黏液腺癌4例、印戒细胞癌1例. 均
有可测量病灶, 转移部位包括肝、肺、腹盆腔、

淋巴结等(脑转移及伴其他不可测量病灶的骨转

移除外), ECOG评分0-2, 预计生存时间超过3 mo, 
根据UICC1997年分期标准均为Ⅲb-Ⅳ期, 其中Ⅲ

b期19例、Ⅳ期11例, 而初治者24例、复治者6例
(既往均接受过全身联合静脉化疗). 无心、肝、

肾功能异常, 血白细胞计数>4×109/L, 中性粒细

胞>2×109/L, 血小板计数>80×109/L, 肝肾功能

正常, 心电图无异常, 无脑及周围神经系统疾病, 
无同时使用其他化疗药物.
1.2 方法 
1.2.1 治疗方法: 第1天, LBP 30 mg/m2, 静脉滴

注; 第1-5天, 5-FU 300 mg/m2, 静脉滴注; 第1-5
天, CF 100 mg/m2, 静脉滴注, 3 wk为1周期. 化
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疗前常规使用5-羟色胺3(5-hydroxytryptamine 
3, 5-HT3)拮抗剂预防恶心、呕吐反应及阿拓莫

兰、易善复保护肝功能等. 全部患者均接受至

少2周期的化疗, 每治疗2个周期后选择性应用B
超、胃镜、CT或MR等影像学复查肿瘤病灶、

综合评价, 治疗期间进行不良反应评估. 
1.2.2 评价标准: 疗效评价按照1997年W H O
制定标准进行临床评估, 完全缓解(comple t e 
remission, CR): 症状缓解, 阳性体征消失, 体检

及影像学证实, 持续4 wk以上; 部分缓解(partial 
remission, PR): 肿块减小50%以上, 并持续4 wk
以上, 无新病灶出现; 稳定(stable disease, SD): 症
状减轻或缓解, 肿块减少不足50%或增大25%以

下, 无新病灶出现; 进展(progression disease, PD): 
肿块增大25%以上或出现新病灶. 客观有效率

(objective response rate, ORR): CR+PR, 临床肿

瘤控制率(tumor control rate, TCR): CR+PR+SD. 
有效和稳定的患者经4 wk后重新评价确定. 不良

反应按照美国癌症研究所(national institutes of 
health, NCI)的常规化疗毒性分级标准(common 
toxicity criteria, CTC)[5]进行观察和判断, 分为

0-Ⅳ级. 随访截止2009-06, 生存时间按月记录, 
为诊断开始日至末次随访日或死亡日(survival 
time, ST), 疾病进展时间为从治疗开始至肿瘤复

发或进展的时间(time to progression, TTP).

2  结果

2.1 临床疗效 全部患者均可评价疗效. 30例患

者共进行124个周期化疗, 中位3(2-6)个周期, 30
例患者中17例患者肿瘤获得控制, 其中CR 0例, 
PR 12例, SD 5例, PD 13例, ORR为40%(12/30), 
TCR为56.7%(7/30). 病理类型与疗效关系中低

分化腺癌PR 10例, PD 5例; 中分化腺癌PR 2例, 
SD 5例, PD 3例; 黏液腺癌与印戒细胞癌均无

效. 中位疾病进展时间(media time to progres-
sion, mTTP)4.4(2-22) mo, 中位生存时间(media 
survival time, MST)8.3(4-32) mo, 中位随访时间

(median follow-up time, MFT)12(2-28) mo, 1年生

存率(survival rate, SR)为33.3%(10/30), 2年SR为
13.3%(4/30). 
2.2 不良作用 30例患者均完成至少2周期化疗, 
共行124个周期化疗, 均可评价不良作用. 主要

不良作用是骨髓抑制与胃肠道反应, 而肝功能

异常及神经系统毒性等较轻. 骨髓抑制中以贫

血发生率为最高, Ⅰ/Ⅱ度发生率15例(50.0%)、
Ⅲ/Ⅳ度发生率2例(6.7%), 骨髓抑制其次表现为

www.wjgnet.com

■研发前沿
当前, 长期临床实
践证明联合化疗
可以提高疗效, 延
长晚期胃癌患者
的 生 存 期 ,  但 迄
今为止尚缺乏公
认的金标准化疗
方案. 因此, 开发
新药物、设计新
方案已成为胃癌
研究的热点. 洛铂
是第3代新型铂类
抗癌药, 研究显示
其毒性反应较第
一、二代铂类药
物轻微, 潜在良好
应用前景.
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血小板减少, Ⅰ/Ⅱ度发生率13例(43.3%)、Ⅲ/Ⅳ
度发生率1例(3.3%), 而白细胞下降Ⅰ/Ⅱ度发生

率为12例(40%), Ⅲ/Ⅳ度发生率亦为1例(3.3%); 
胃肠道反应主要表现为恶心、呕吐 ,  Ⅰ/Ⅱ度

恶心、呕吐者14例(46.7%)、Ⅲ度1例(3.3%)、
Ⅰ/Ⅱ度腹泻2例(6.7%)、无Ⅲ/Ⅳ度腹泻. 8例
(26.7%)出现肝功能异常, 主要表现为血清转氨

酶升高, 轻度至中度; 而周围神经症状、口腔黏

膜炎等方面不良反应均为轻度. 无明显肾毒性

和心脏毒性, 未发生因化疗产生严重不良反应

而终止治疗者和化疗相关性死亡病例.

3  讨论

胃癌是对化疗较为敏感的消化系恶性肿瘤, 有
关晚期胃癌的化疗益处在西方国家尽管争论已

久. 但众所周知, 目前已有足够的证据支持化学

治疗与最佳支持治疗相比, 可以显著改善晚期

胃癌患者的预后. 应用化学治疗患者一般生存

期为7.5-12 mo, 而仅接受最佳支持治疗的患者

一般生存期为3-5 mo. 此外, 研究表明, 化疗组

患者生活质量亦较最佳支持治疗组明显改善[6]. 
20世纪80年代FAMTX(5-FU、阿霉素、甲氨喋

呤)方案曾是晚期胃癌治疗的标准方案, 然而临

床实践结果显示其缓解率、有效时间和中位生

存期都很低. 其后出现的EAP(足叶乙甙、阿霉

素、顺铂)、LEFP(甲酰四氢叶酸钙、5-FU、表

阿霉素、顺铂)等方案有效率略有提高但不良

反应大. 近期, 欧洲的一项大型随机研究表明, 
ECF(表阿霉素、5-FU、顺铂)方案治疗晚期胃

癌无论有效率和患者生存时间均较FAMTX方案

明显改善, 欧洲癌症研究与治疗组织(European 
organization for research on treatment of cancer, 
EORTC)推荐ECF方案作为胃癌的标准治疗方

案, 但美国和日本等国家则在长期临床研究中

确定5-FU联合DDP方案作为治疗胃癌的标准

方案[7,8]. 当前以铂类+5-FU/CF为主的联合化疗

方案在临床已广泛应用, 但第一代铂类药物顺

铂、锡铂等严重的胃肠道反应、肾毒性与耳毒

性限制了其在相当部分患者中应用, 而第二代

铂类药物卡铂、依铂等胃肠道反应虽较第一代

轻, 但骨髓抑制为其剂量限制性毒性, 且与第

一代铂类表现出交叉耐药性, 故一、二代铂类

药物在胃癌中的疗效亦未尽如人意. 第三代铂

类药物奥沙利铂(oxaliplatin, L-OHP)的出现为

胃癌化疗带来了希望, 临床研究表明其对胃癌

有着明显抗癌活性, 以其低毒、高效与氟尿嘧

啶及CF联合应用取得了良好的疗效, 但仍因其

CR率低、生存期延长不显著, 学者们仍在进行

多种药物、多种方案的临床试验, 以找出更合

理、更好疗效、更低毒性的化疗药物及药物组 
合[9,10].

LBP是第三代铂类抗肿瘤药物, 化学名为

1, 2-二氨甲基-环丁烷-乳酸合铂非对映异构体

铂类复合物. 其抗肿瘤机制与其他铂类相似, 源
于形成DNA的链内和/或链间交联, 阻碍其复制

和转录的过程, 从而干扰肿瘤细胞周期运行, 达
到抑制肿瘤的目的[11]. Eliopoulos等[12]则研究了

LBP影响c-Myc前致癌基因表达作用. c-Myc在
调节肿瘤细胞增殖、分化、凋亡中起作用, LBP
可导致c-Myc表达过度, 但对C-hras表达没有影

响, 提示, LBP可能特异性地改变某些基因的表

达而发挥作用. 国外研究证明, LBP的抗癌活

性与顺铂和卡铂相似, 但治疗指数(therapeutic 
ratio, TR)等于或高于顺铂和卡铂, 且对部分顺铂

和卡铂耐药的肿瘤依然有效[11]. Harstrick等[13]进

行体外LBP与顺铂对胃癌细胞株细胞毒性实验

表明, 在相同药物浓度(0.1 mm/L)情况下, LBP有
着更强抗肿瘤生物学活性, 此外LBP对某些顺铂

耐药性胃癌细胞株亦有明显抑制作用. 而国内

开展多中心Ⅱ期临床研究结果显示, LBP单药对

晚期胃癌患者临床肿瘤控制率可达75%[14]. 本组

30例患者中17例患者肿瘤获得控制, 其中虽然

CR无1例, 但PR 12例, SD 5例, PD 13例, ORR为
40%(12/30), TCR为56.7%(17/30). mTTP 4.4 mo, 
MST 8.3 mo, 1、2年SR分别为33.3%和13.3%. 本
组LBP联合5-FU与CF治疗晚期胃癌的效果与文

献报道应用FOLFOX(奥沙利铂、CF、5-FU)、
EOF(表阿霉素、奥沙利铂、5-FU)等方案治疗

进展期胃癌疗效较相近[15-17]. 究其原因可能与本

组患者多为初次治疗, 复发与治疗失败患者比

例较低, 因而敏感性好, 耐药性发生相对低, 效
果较为理想; 其次本组患者多为Ⅲb期, 基本为

局部晚期, 广泛转移相对少见; 另外, 源自LBP本
身具有广泛良好的抗癌活性. 本组黏液腺癌与

印戒细胞癌患者接受联合化疗均无效, 这与他

们的不敏感特性相关, 既往的不少研究已证实

这一点[18]. 本方案最明显不良反应为骨髓抑制, 
多数患者出现不同程度贫血、血小板减少、白

细胞下降, 但多为Ⅰ/Ⅱ度, 且经选择性地使用重

组人红细胞生成素、重组人白介素-11、粒细胞

集落刺激因子或血小板生成素等处理均可逆性

好转, Ⅲ/Ⅳ度骨髓抑制多出现在化疗第2周期以

■应用要点
本文回顾性分析
提示洛铂是一种
安全、有效的铂
类 新 药 ,  其 联 合
5 - F U 与 C F 治 疗
晚期胃癌疗效较
好、临床受益率
较高、可改善患
者生活质量, 且耐
受性好, 有着较广
的适应范围, 可行
大规模、多中心
临床试验进一步
深入研究.
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后每周期的第2周, 除予积极对症治疗刺激骨髓

造血功能外, 尚需要抗生素防治感染, 所以应用

LBP治疗后应较长时间严密监测患者外周血象

变化. 胃肠道反应及时给予对症处理, 均能缓解

基本恢复正常, 而肝功能异常及神经系统毒性等

较轻, 未发生因化疗产生严重不良反应而终止治

疗者和化疗相关性的死亡. 此与LBP在体内和白

蛋白结合率低, 主要通过肾脏代谢, 给药24 h后
74%±3%即可从尿中清除密切相关. 多项临床期

研究均表明其主要为剂量限制性骨髓抑制, 肾毒

性、耳毒性及神经毒性轻微[19].  
总之, LBP是一种安全、有效的铂类新药, 

其联合5-FU与CF治疗晚期胃癌疗效较好、临床

受益率较高、可改善患者生活质量, 且耐受性

好, 值得临床深入研究、进一步推广[14,20,21].
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本化疗方案是一
种安全、有效的
方法, 治疗晚期胃
癌疗效较好, 临床
受益率较高, 可改
善患者生活质量, 
且不良反应可以
耐受, 值得临床深
入研究, 进一步推
广应用.
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Abstract
Human telomerase reverse transcriptase (hTERT), 
the catalytic subunit of the telomerase, is the rate-
limiting component for telomerase activity. Epi-
genetic regulation of gene transcription does not 
change DNA sequences but depends on chemical 
modification of either DNA or histones or non-
coding RNAs. Epigenetic regulation is inheritable 
and plays an important role in controlling gene 
expression. The expression of hTERT may also be 
subjected to epigenetic regulation, such as DNA 
methylation, histone acetylation and methylation, 
and non-coding RNAs.

Key Words: Telomerase reverse transcriptase; Epi-
genetics; Methylation; Acetylation; Non-coding RNA

Li W, Tao KX. Advances in research of the epigenetic 
regulation of hTERT expression. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(10): 1026-1031

摘要
端粒酶逆转录酶(hTERT)是端粒酶的限速成

分, hTERT基因的表达调控对端粒酶表达活性
调节起决定性作用. 表观遗传学是在不改变
DNA序列情况下, 通过DNA和组蛋白修饰或
者非编码RNA影响基因表达, 这种改变具有可
遗传性, 其在基因表达调控中具有重要作用. 
同样, 表观遗传学可通过DNA甲基化, 组蛋白
乙酰化与甲基化和非编码RNA来调节hTERT
基因表达, 是端粒酶活性调节的重要机制.

关键词: 端粒酶逆转录酶; 表观遗传学; 甲基化; 乙

酰化; 非编码RNA
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0  引言

端粒酶以自身的R N A为模板逆转录合成端粒

D N A重复序列并添加到端粒末端 ,  以补偿因

细胞每次分裂而丢失的末端碱基, 从而保证染

色体结构的稳定性和完整性, 其由端粒酶RNA
组份(h T E R)、催化亚单位(端粒酶逆转录酶 , 
human telomerase reverse transcriptase, hTERT)
和相关蛋白(TP1)组成. 在大多数正常细胞中, 由
于缺乏端粒维持机制, 随着细胞分裂次数的增

多, 端粒逐渐缩短, 最终触发细胞凋亡信号, 使
细胞发生衰老和凋亡. 端粒酶活性在约90%的

肿瘤细胞内呈阳性, 而正常组织细胞端粒酶为

阴性[1]. hTERT是端粒酶催化亚单位, 在DNA末

端, 由TP1的协助, 以hTER的RNA为模板逆转

录合成六核苷酸(TTAGGG)DNA末端重复序列, 
弥补DNA因细胞分裂而丢失的片段, 从而保持

DNA完整性[2]. 端粒酶活性的肿瘤特异性正是由

于hTERT在90%的肿瘤细胞中表达, 而在绝大多

数正常细胞不表达. 与hTERT不同的是hTER和
TP1为组成性表达, 即在正常细胞和肿瘤细胞中

均有表达[3-5]. 因此, hTERT的表达调控成为端粒

酶研究的焦点. 表观遗传学是不改变DNA序列

而使基因表达发生可遗传性变化, 使带有相同

的DNA序列的各种组织细胞具有不同的基因表

达模式和生物学功能. 表观遗传学调控主要包

®

■背景资料
端粒酶通过合成
DNA末端重复序
列以弥补细胞分
裂过程中的DNA
丢失, 对维持染色
体完整性具有重
要作用, 其不仅与
细胞老化密切相
关, 在肿瘤细胞永
生化中也扮演重
要角色, 而hTERT
为端粒酶的催化
亚单位, 具有高度
肿瘤特异性, 表观
遗传通过DNA甲
基化, 组蛋白修饰
和非编码RNA影
响hTERT表达.

■同行评议者
颜宏利, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学遗传
学教研室
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括DNA甲基化、组蛋白乙酰化、组蛋白甲基化

和非编码RNA等, 他们不仅在组织发生和个体

发育起着重要作用, 在疾病的发生发展过程中

同样扮演重要角色, 特别是在肿瘤疾病中, 可通

过表观遗传学沉默抑癌基因、上调癌基因或改

变其他效应基因而促进肿瘤的发生和进展. 由
于hTERT在肿瘤细胞的增殖中具有决定性作用, 
本文就表观遗传学对hTERT表达调控作一综述. 

1  hTERT表达与DNA甲基化

DNA甲基化是一种表观遗传学修饰, 在DNA甲

基转移酶催化下, DNA的CpG二核苷酸中胞嘧

啶的5位碳原子加上一个甲基基团, 形成5甲基

胞嘧啶. 成簇分布的CpG二核苷酸G和C含量大

于50%, 碱基数大于200则构成CpG岛, 常位于基

因上游调控区, 通过其甲基化状态影响着基因

表达活性. 甲基化的DNA与转录因子的亲和力

下降, 转录因子不能有效结合调控序列, 从而抑

制基因转录[6]. 另外, 甲基化结合蛋白(MeCP)可
与甲基化的DNA结合, 募集蛋白复合体使局部

染色体由开放状态转变成聚缩构象, 间接阻碍

转录因子的亲近[7,8]. 目前认为DNA甲基化主要

通过上述两种机制来沉默基因表达, 然而在端

粒酶阳性细胞中hTERT启动子和第一、第二外

显子成高甲基化状态, hTERT调控区高甲基化并

没有沉默hTERT的表达. Cong等[9]通过启动子删

除分析表明hTERT基因启动子核心序列为ATG
上游330 bp, 同时第一和第二外显子对hTERT
的表达也有重要作用, 该调控区的GC含量高达

78%. 研究者对膀胱、脑、心、乳腺、结肠和肾

等组织样本的hTERT启动子序列作了大规模分

析表明, 在端粒酶阳性细胞中, hTERT启动子核

心区(-500 bp)呈现高度甲基化[10,11]. Nomoto等[12]

对多个肿瘤细胞系和24例结直肠癌标本经亚硫

酸氢盐处理后PCR和单链构象多态分析, 他们发

现11个细胞系hTERT启动子序列呈高甲基化状

态; 在肿瘤标本中, 6例hTERT启动子序列完全

甲基化, 17例呈部分甲基化. Widschwendter等[13]

实验表明hTERT启动子甲基化在宫颈癌中明显

高于正常宫颈组织, 并且hTERT启动子甲基化程

度越高预后越差. Moulin等[14]在研究眼色素层黑

色素瘤肿瘤相关基因启动子CpG岛甲基化状态

时发现, hTERT启动子甲基化比例最高达52%, 
而RASSF1、RARB和TIMP3启动子甲基化比例

为10%左右, p16更低. Guilleret等[15]用甲基化敏

感的单链构象多态分析和亚硫酸氢盐修饰的测

序法对56个肿瘤细胞系和来自不同器官的肿瘤

组织与正常组织的hTERT启动子核心序列中27
个CpG位点分析, 显示hTERT启动子甲基化与

hTERT mRNA和端粒酶活性呈正相关. 此后, 他
们用5-氮杂-2-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)处理的端粒

酶阳性细胞系Lan-1、Hela和Col15细胞, hTERT
表达下降, 并且在这些细胞中c-Myc没有发生明

显改变, 即5-Aza-CdR不是通过上调P16来降低

c-Myc表达从而间接抑制hTERT表达[16]. 这些似

乎表明高甲基化与hTERT表达有正向关系, 即
hTERT启动子高甲基化可促进hTERT表达, 然
而, 这与目前认为的DNA甲基化沉默基因表达

这一观点相反, 可能是DNA甲基化对hTERT表
达没有影响, hTERT启动子的高甲基化仅为肿

瘤细胞中抑癌基因高甲基化时旁观者效应的结

果, 或者是hTERT启动子非必须区域普遍高甲基

化掩盖局部低甲基化状态. Zinn等[17]研究似乎证

实这一点, 他们发现hTERT启动子转录起始位点

附近区域(-150 bp至+150 bp)的DNA低甲基化对

hTERT表达具有决定性作用, 此段非甲基化可

富集乙酰化-H3K9和二甲基-H3K4, 使染色体变

为开放状态, 促进转录因子的结合和hTERT转
录, 而甲基化DNA富集三甲基-H3K9和三甲基

-H3K27, 阻碍转录因子与hTERT启动子结合, 抑
制hTERT表达. Renaud等[18]和Choi等[19]也证实

hTERT启动子完全甲基化使hTERT转录明显下

降, 局部低甲基化对hTERT的表达是必须的. 同
时他们发现CTCF(一种转录抑制因子)在hTERT
第一外显子非甲基化状态下与之结合并抑制

hTERT的转录起始, 当第一外显子发生甲基化

时, CTCF不能与此结合位点结合从而解除CTCF
对hTERT表达的抑制作用, 这部分解释甲基化可

以促进hTERT表达的现象. 但是, hTERT启动子

其他区域高甲基化与hTERT表达的关系还不明

确, 其他区域高甲基化是否也能促进hTERT表
达? 这些都有待于进一步研究.

2  hTERT表达与组蛋白修饰

组蛋白修饰包括丝氨酸和苏氨酸残基的磷酸

化、赖氨酸残基的乙酰化、赖氨酸和精氨酸残

基的甲基化、谷氨酸残基的核糖苷化、赖氨

酸残基的乏素化和小乏素样蛋白修饰. 在表观

遗传学中通常指组蛋白乙酰化和甲基化, 乙酰

化或甲基化的组蛋白直接改变染色体构象或

者募集染色体质量塑复合体间接改变染色体

构象, 影响转录因子的亲近. Cong等[20]研究表

■研发前沿
基因表达改变既
有DNA序列改变, 
也有转录因子调
控, 还有蛋白质产
物修饰, 而表观遗
传对基因表达调
控同样具有重要
作用, 是近几年的
研究热点, 特别是
microRNA, 因此, 
hTERTb表达的表
观遗传调控也成
为研究前沿.
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明端粒酶阴性细胞可被组蛋白去乙酰化抑制剂

(TSA)诱导表达hTERT mRNA和端粒酶活性, 在
此过程中, Mad与hTERT启动子上E-box结合募

集HDAC, 使组蛋白去乙酰化, 染色体转变为聚

缩状态, 阻碍转录因子亲近和结合, 从而抑制

转录. 然而, 当E-box点突变时, TSA仍对hTERT
启动子有诱导活性, 表明TSA的诱导同时也是

Mad非依赖性的. Xu等[21]也证实这个观点, 同
时他们发现HL60细胞分化时, 由Myc/Max二聚

体转变为Mad1/Max二聚体结合于hTERT启动

子区的E-box, Mad募集HDAC抑制hTERT表达. 
Takakura等[22]和Hou等[23]却认为TSA诱导正常

细胞表达hTERT是Sp1依赖的, 因为他们外源性

过表达Sp1可以增强正常细胞对TSA的反应性, 
hTERT启动子区Sp1结合位点突变可减弱TSA的

效应, 但是E-box位点突变没有使TSA的作用发

生明显改变. SP1在正常细胞中可募集HDAC1 
抑制转录活性, 同时, Sp1又可与具有HAT活性

的p300结合激活转录. 可见Sp1对hTERT表达调

控具有双重功能, 在不同的细胞环境中发挥着

不同的功能. Sp3为Sp1的同簇分子, Sp3在神经

酰胺抑制hTERT表达机制中起着关键作用[24], 内
源性神经酰胺使SP3发生去乙酰化, 去乙酰化的

SP3与hTERT启动子具有更强结合力, 与DNA
结合的SP3可募集HDAC1和抑制RNA-pol II与
启动子结合从而抑制hTERT基因的转录活性[25]. 
Xu等[26]发现人乳头瘤病毒(HPV16)的E6可通过

影响组蛋白修饰来上调hTERT表达, 在正常细

胞中NFX1-91与共抑制复合体mSin3A/HDAC
共同作用抑制hTERT启动子活性, 泛素连接酶

E6/E6AP通过降解NFX1-91促进组蛋白H3和H4
乙酰化, 同时促进H3K4二甲基化进而活化hTER
基因表达. 通常认为正常体细胞不表达hTERT, 
但成纤维细胞在特定的细胞周期表达hTERT[27], 
Won等[28]对其深入研究表明, 细胞周期依赖的

E2F-pocket protein-HDAC复合体的动态改变在

其过程起重要作用, 当成纤维细胞进入S期时, 
CGK1026抑制HDAC与E2F-pocket protein复合体

组装, 从而阻止HDAC对基因表达的抑制效应.
组蛋白甲基化是组蛋白修饰的另一种重

要形式 ,  通常发生于组蛋白的赖氨酸和精氨

酸残基上. 具体包括组蛋白H3上赖氨酸残基: 
H3K4 K3K9 H3K27 H3K36 H3K79, 精氨酸残

基H3R2、H3R8、H3R17和H3R26, 组蛋白H4
和H1分别为H4K20、H4R3和H1K26. 近年来

有文献报道组蛋白甲基化也参与h T E RT表达

调控, Liu等[29]研究证明在肿瘤细胞中, 组蛋白

甲基转移酶SMYD3可结合于hTERT启动子, 使
H3K4发生三甲基化和染色体构象改变, 利于

c-Myc和SP1的结合, 沉默SMYD3不仅使H3K4
甲基化减弱, 也导致H3乙酰化减弱, 最终下调

hTERT mRNA的转录和端粒酶活性. Zhu等[30]用

ChIP证实精氨酸特异性去甲基化酶1(LSD1)可
与hTERT启动子特定序列结合, 并且抑制肿瘤细

胞中LSD1可增加hTERT启动子的H3K4二甲基

化和H3乙酰化, 提高hTERT mRNA水平和端粒

酶活性, 在分化的白血病细胞HL60中hTERT表
达下调与hTERT启动子区LSD1富集正相关. 他
们认为LSD1和HDAC共同参与维持正常细胞的

hTERT抑制状态.

3  hTERT表达与非编码RNA

非编码 R N A 是一些不编码蛋白质但对蛋

白质合成有调控作用的R N A ,  包括核糖体

RNA(rRNA)、转运RNA(tRNA)、小核RNA (sn-
RNA)、小干扰RNA(siRNA)、重复相关小干扰

RNA(rasiRNA)和微小RNA(miRNA)等. 近年来, 
RNA干扰和微小RNA成为基因表达调控的研究

热点, 特别是miRNA. 生物信息学预测约三分之

一的蛋白质编码基因受miRNA调控. 越来越多

的实验证实非编码RNA与DNA甲基化、组蛋白

修饰和染色体质量塑存在密切联系. 大量实验

证实内源性双链RNA可与相应的启动子序列结

合, 促使结合处特定的CG发生从头甲基化甚至

Cs也出现甲基化[31-34]. Ziberman等[35]发现长siR-
NAs与AGO4蛋白共同作用, 不仅可影响DNA甲

基化还可抑制组蛋白甲基化. 近年来, 不同的实

验室报道用不同的方法构建siRNA表达载体并

能成功阻断hTERT的表达, 促进肿瘤细胞衰老

凋亡[36-40]. 新近的研究显示miRNA的表达也受到

表观遗传学直接的调控, Lujambio等[41]实验发现

在结肠癌细胞系HCT-116中, microRNA124a基
因转录起始点上游高度甲基化, 甲基化后募集

MeCP2和MBD2, 抑制H3和H4乙酰化和H3K4甲
基化, 最终下调microRNA124a表达. miRNA124a
的靶基因是CDK6, miRNA124a表达下降减弱对

CDK6的抑制作用, 从而促进肿瘤的进展. Kozaki
等[42]对18种口腔鳞状细胞癌细胞系研究发现148
个miRNA中有54个表达下降, 其中miR-34b、
miR-137、miR-193a和miR-203表达与启动子甲

基化状态呈负相关, 可被5-Aza-CdR诱导上调, 
miR-137和miR-193a的改变最为显著. miR-137

■相关报道
Rebekah等认为
hTERT基因转录
起 始 点 周 围 1 5 0 
bp的DNA甲基化
状态对hTERT基
因转录具有决定
作用, 尽管启动子
其他区域高甲基
化 ,  此 区 域 的 低
甲基化仍可活化
hTERT基因转录, 
这似乎解释了肿
瘤细胞中hTERT
启动子区处于高
甲基化状态这一
现象.
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和miR-193a的靶基因分别为周期素依赖激酶

6(CDK6)和E2F, 肿瘤细胞可通过DNA甲基化抑

制miR-137和miR-193a表达, 上调CDK6和E2F表
达, 从而促进自身的进展. Grady等[43]发现在结直

肠癌细胞中DNA甲基化可调控hsa-miR-342的表

达, 并且hsa-miR-342调控区的甲基化改变可能

是结直肠癌进展的早期事件. 可见, 非编码RNA
特别是microRNA与DNA甲基化和组蛋白修饰

在调控基因表达方面是相关的. 随着miRNA成

为基因表达调控中研究热点, miRNA在端粒酶

表达调控中的作用也逐渐被认识, Mitomo等[44]

在对低分化甲状腺癌细胞研究发现miR-138表
达与hTERT的表达呈显著性负相关, 外源性过

表达miR-138可明显下调hTERT表达, 并且转染

miR-138前体分子可抑制连接有hTERT3'非翻

译区的报告载体的荧光素酶表达活性, 他们推

测miR-138与hTERT的mRNA3'UTR靶点结合阻

碍mRNA有效翻译, 从而下调hTERT表达,抑制

低分化甲状腺癌细胞端粒酶活性. Miura等[45]研

究发现在胶质母细胞瘤A172细胞、中度分化

干细胞癌细胞(HMc-Li7)和低分化肝癌细胞系

(HLF)中RGM249(编码miRNA前体基因)的表达

可抑制hTERT基因转录, 降低hTERT mRNA水

平. miRNA虽有广泛的基因调控功能, 可对细胞

增殖、分化、凋亡和应激反应等多方面进行调

控, 但由于其为近几年才被重视的分子, 对其具

体调控功能知之甚少. 因此, miRNA的靶基因

定位、miRNA对hTERT表达调控的具体机制、

DNA甲基化和组蛋白修饰是否可以与miRNA相

互作用来调控hTERT表达等尚需进一步研究.

4  结论

研究hTERT的表达调控不仅对生物的老化和死

亡有更深入的了解, 更重要的是对疾病特别是

肿瘤的发生发展有更清晰的认识, 从而为肿瘤

的诊断和治疗提供新途径. 已有研究表明hTERT 
siRNA不仅单独可抑制乳腺癌细胞的增殖, 与多

柔比星联合使用, 还能明显增强后者的杀乳腺

癌细胞效应[46]; Nakamura等[36]在体外实验证实

hTERT siRNA可增加HeLa和SiHah细胞对电离

辐射和博来霉素的敏感性; 而Guo等[47]在小鼠体

内实验显示, 表达hTERT siRNA的腺病毒可明显

增强顺铂抑制种植瘤细胞SMMC-7721和HepG2
生长效应. 这些研究为表观遗传调控hTERT表达

在肿瘤治疗的应用方面奠定理论基础. hTERT
的表观遗传学调控从另一角度揭示了端粒酶的

调控机制, 表观遗传学主要通过DNA甲基化、

组蛋白修饰和非编码RNA调节hTERT表达水平. 
在很多肿瘤细胞中hTERT启动子高甲基化状态

与hTERT表达水平正相关, 但高甲基化在hTERT
表达调控中的具体生物效应还不是很明确, 这
还有待于深入研究. 组蛋白修饰本身及与甲基

化的相互作用对hTERT表达的影响也需进一步

探索. 非编码RNA特别是miRNAs对基因表达有

如此广泛的调控功能, 其生物学效应逐渐被重

视, miRNAs对hTERT的表达调控也将成为研究

热点. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Anwei Decoction 
(AD) on the expression of transforming growth 
factor-α (TGF-α) and cyclooxygenase-2 (COX-2) 
mRNAs in the gastric mucosa of rats with chronic 
atrophic gastritis (CAG).

METHODS: Thirty-six healthy rats were ran-
domly divided into three groups: model control 
group (untreated), AD treatment group (treated 
with AD) and Weifuchun treatment group 
(treated with Weifuchun). CAG was induced in 
rats using N-methy-N-nitro-N-nitroguanidine 
(MNNG). After treatment, the expression of 
TGF-α and COX-2 mRNAs in the gastric mucosa 
of rats was determined by real-time reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Compared with the model control 
group, the expression of TGF-α mRNA was evi-
dently enhanced in the AD treatment group and 
Weifuchun treatment group (0.78 ± 0.08 vs 1.54 ± 
0.27 and 1.30 ± 0.15, respectively, both P < 0.01). 
Significant difference was also noted in the ex-
pression level of TGF-α mRNA between the two 
treatment groups (P < 0.05). In contrast, the ex-
pression level of COX-2 mRNA was remarkably 
reduced in the AD treatment group and Weifuc-
hun treatment group compared with the model 
control group (0.36 ± 0.04 and 0.46 ± 0.06 vs 0.72 
± 0.13, respectively; both P < 0.01). Significant 
difference was also noted in the expression level 
of COX-2 mRNA between the two treatment 
groups (P < 0.05).

CONCLUSION: AD exerts therapeutic effects 
against CAG by enhancing TGF-α mRNA ex-
pression and reducing COX-2 mRNA expression 
in the gastric mucosa.

Key Words: Anwei Decoction; Atrophic gastritis; 
Transforming growth factor-alpha; Cyclooxygen-
ase-2; Experimental research

Wei W, Lin SN, Huang GH, Zhu YP, Wan XG, Liu WF, 
Zhu GH, Zhang Q. Anwei Decoction up-regulates TGF-α 
mRNA expression but down-regulates COX-2 mRNA 
expression in the gastric mucosa of rats with chronic 
atrophic gastritis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(10): 1032-1036

摘要
目的: 探讨复方中药安胃汤对实验性慢性萎

®

■背景资料
慢性萎缩性胃炎
是常见消化病, 与
胃癌的发生有着
密切的关系, 尤其
是胃窦萎缩性胃
炎与肠型胃癌的
关系较为肯定, 世
界卫生组织已将
CAG定为胃癌前
状态. 因此对CAG
防治具有重要的
意 义 .  中 药 治 疗
可拓宽慢性胃炎
的治疗途径, 进一
步探讨中医药对
CAG防治作用具
有重要的意义.

■同行评议者
高 泽 立 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院周浦分
院消化科
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缩性胃炎大鼠模型TGF-α mRNA、COX-2 
mRNA表达的影响. 

方法: 采用甲基硝基亚硝基胍(MNNG)慢性
萎缩性胃炎大鼠模型, 36只清洁级健康雄性
Wistar大鼠随机分为病理模型组、安胃汤组、

胃复春对照组, 共3组. 实时定量PCR方法观察
复方中药安胃汤对实验性慢性萎缩性胃炎大
鼠模型胃黏膜TGF-α、COX-2 mRNA表达的
影响, 对后者进行图像分析及统计学处理.

结果: 与病理模型组相比, 复方中药安胃汤组
和胃复春对照组均显著提高TGF-α mRNA/
β-actin值(A 值: 1.54±0.27 vs  0.78±0.08, 1.30
±0.15 vs  0.78±0.08, P <0.01), 复方中药安胃
汤组优于胃复春对照组(P <0.05). 与病理模
型组相比, 复方中药安胃汤组和胃复春对照
组均显著降低COX-2 mRNA/β-actin值(A 值: 
0.36±0.04 vs  0.72±0.13, 0.46±0.06 vs  0.72
±0.13, P <0.01), 安胃汤组优于胃复春对照组
(P <0.05).

结论: 复方中药安胃汤可能通过增加胃黏膜
TGF-α mRNA表达, 降低胃黏膜COX-2 mRNA
表达而起到治疗CAG作用.

关键词: 安胃汤; 慢性萎缩性胃炎; 转化生长因子

-α; 环氧合酶-2; 实验研究
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0  引言

慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)
是常见消化病, 与胃癌的发生密切相关, 尤其

是胃窦萎缩性胃炎与肠型胃癌的关系较为

肯定 ,  世界卫生组织已将C A G定为胃癌前状

态 ,  因此对C A G的防治具有重要的意义 .  中
药治疗可拓宽慢性胃炎的治疗途径 [1].  转化

生长因子-α(transforming growth factor alpha, 
TGF-α)是作用于上皮细胞的重要生长因子之

一, 可促使细胞增殖和发生转化 [2]. 环氧合酶

-2(cyclooxygenase-2, COX-2)既是正常胃肠组织

表达的要素酶, 又是诱导酶, 在正常组织中几乎

不能测出, 在炎症区域则表达增加, 其表达受多

种因子(包括生长因子、细胞因子等)调节[3]. 复
方中药安胃汤出自全国著名中医林沛湘教授治

疗CAG的经验方, 临床上疗效显著[4], 但其作用

机制尚未完全阐明, 我们通过动物实验观察其

对胃黏膜TGF-α、COX-2 mRNA表达的影响, 探
讨其防治CAG的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料  清洁级健康♂Wi s t a r大鼠 ,  体质量

140-170 g, 由广西食品药品检验所实验动物中

心提供(动物合格证号SCXX桂2003-0001). 复
方中药安胃汤为免煎中药颗粒, 主要成分: 半
夏、黄连、干姜、乌药、丹参、百合、白

芍、薏苡仁、炙甘草 ,  其构成比为13∶5∶5
∶7∶15∶20∶20∶10∶5. T R I z o l试剂购自

Invitrogen公司; Taq酶、Rnasin、MMLV RT反
转录酶购自Promega公司; SYBRgreen购自美

国ABI公司; DNA Marker购自广州东盛生物

科技有限公司; N -甲基-N , -硝基-N -亚硝基胍

为美国Fluka公司产品; Oligo dT序列, 引物序

列由恒博和泰生物科技(北京)有限公司合成 . 
Oligo dT序列: 5'-TTTTGTACAAGCTTTTTTTT 
TTTTTTTTTTTTTTT-3'; β-actin(263 bp): 上游

5'-GAGACCTTCAACACCCCAGCC-3', 下游5'
-AATGTCACGCACGATTTCCC-3'; COX-2(230 
bp): 上游: 5'-GCCACCTCTGCGATGCTCTT-3', 
下游: 5'-GTGTTTGGGGTGGGCTTCAG-3', 
TGF-α(246 bp): 上游: 5'-TCTGGGTACGTGGG
TGTTCG-3', 下游: 5'-AGAGTGGCAGCAGGC
AGTCC-3'. 7000型实时荧光定量PCR系统购自

美国ABI公司; DU2640型紫外分光光度计购自

Beckman公司; 3K220型低温高速离心机购自

Sigma公司; DF2C型恒压恒流电泳仪购自北京

六一仪器厂.
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: 36只实验大鼠随机分为3组(n  
= 12): 病理模型组、安胃汤组、胃复春对照组, 
参照文献[5]造模. 3组均自由饮用170 mg/L的
MNNG液, 造模期间不再给予其他饮水, 共8 wk, 
均普通饲料饲养. 8 wk末, 各组随机抽取2只大鼠

处死, 取胃, 行病理检查, 判断模型成功与否. 造
模成功后从第9周开始: 病理模型组4 mL/d纯净

水灌胃; 安胃汤组按1 mL/100 g体质量取复方中

药安胃汤混悬液(2.5 kg/L)灌胃; 胃复春对照组

取胃复春0.29 g配成液4 mL悬浊液灌胃, 每天1
次, 至第12周结束.
1.2.2 光镜标本处理: 动物处死后, 取全胃, 沿胃

大弯剪开, 取胃窦和胃体部. 4%多聚甲醛浸润固

■相关报道
梁卫江等发现在
慢 性 浅 表 性 胃
炎 、 肠 上 皮 化
生、不典型增生
及 胃 癌 组 织 中 , 
TGF-α均有表达. 
甘爱华等研究显
示从慢性浅表性
胃 炎 - 萎 缩 性 胃
炎 - 肠化生 - 不典
型 增 生 - 早 期 胃
癌-进展期胃癌的
COX-2蛋白表达
呈逐渐递增趋势.
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定12 h以上, 冲水24 h, 50%、75%、95%、100%
乙醇脱水, 二甲苯透明, 浸蜡后, 石蜡包埋. 切片

厚5 μm, 常规苏木精-伊红染色病理学检查.
1.2.3 胃组织和RNA提取: 各组于用药治疗4 wk
后, 禁食12 h, 将大鼠用1%乌拉坦液, 按体质量

1 mL/100 g麻醉, 剖腹取胃, 沿胃大弯剪开, 并向

胃窦近幽门口至胃大弯方向取1.0 cm×1.0 cm×

0.5 cm胃黏膜组织, 放入0.1% DEPC水处理过的

冻存管中, 并迅速加入1 mL TRIzol溶液. 封口膜

封口后, 放入液氮中保存.
1.2.4 提取总RNA及反转录反应: TRIzol一步

法提取总RNA. 紫外-分光光度计测定所提取

RNA浓度. 反转录反应体系: 总RNA 2 μg, Oligo 
dT(0.5 kg/L)2 μL, dNTP(10 mol/L)3 μL, DTT(0.1 
μmol/L)2 μL, Rnaseinhibitor(40 U/μL)1 μL, 
MMLV-RT (200 U/μL)1 μL, 5×MMLV-RT Buffer 
6 μL, 加入DEPC处理过的无菌水至30 μL; 反应

条件: 45 ℃反应1 h, 95 ℃ 5 min终止反应.
1.2.5 Real-time PCR反应: 20 μL的PCR反应体

系含: 10 μL的2×SYBR Green PCR Master Mix, 
5.4 μL的RNase Free Water, 上、下游引物(0.05 
g/L)各1.8 μL和1 μL的cDNA. 反应条件: 预变

性, 94 ℃, 5 min; 变性, 95 ℃, 30 s; 退火, 58 ℃, 
30 s, 延伸, 72 ℃, 30 s; 共进行40个循环的扩增, 
72 ℃后延伸5 min. 实验中同步进行内参基因

β-act in的定量检测, 以目的基因与内参基因相

对浓度比作为目的基因的相对表达量. 扩增反

应在ABI7000荧光定量PCR仪上进行, 各样品的

荧光信号值由荧光定量PCR仪的支持软件ABI 
Prism7000SDS Software实时产生并自动计算定

量数值.
统计学处理 各样品目标基因的相对表达水

平通过内参基因进行校准后用mean±SD表示,
用SPSS13.0 for Windows统计软件包对数据进行

统计, 采用单因素方差分析, 进行SNK两两比较.

2  结果

2.1 大鼠胃组织观察 正常组胃黏膜呈粉红色, 表
面光滑有光泽, 被覆较多黏液, 皱襞面光滑, 走
向规则, 胃壁弹性良好; 模型组黏膜薄弱, 色泽

灰白, 表面黏液少, 皱裳低平、稀少甚至消失, 
走向紊乱, 胃壁弹性减低, 安胃汤组及胃复春组

部分胃黏膜基本恢复正常, 以安胃汤组为明显.
2.2 光学显微镜观察 正常组: 胃黏膜厚, 各层结

构正常, 胃黏膜上皮细胞排列整齐, 固有腺体形

状规则, 排列整齐, 未见萎缩、脱落或缺损, 可
见少许嗜酸性粒细胞(图1A). 模型组: 胃黏膜全

层明显变薄、局灶上脱落、糜烂, 黏膜固有腺

体数量明显减少、排列稀疏紊乱, 腺体体积缩

小, 个别呈囊状扩张, 黏膜固有层淋巴细胞浸

润、部分有淋巴滤泡形成(图1B). 安胃汤组: 黏
膜各层结构基本正常, 黏膜固有腺体丰富排列

较规则, 无明显数量减少, 固有层见少许炎细胞

浸润(图1C). 胃复春组: 胃黏膜上皮稍变薄, 黏膜

A B

C D

图 1 胃黏膜HE染色(×10). A: 正常组; B: 模型组; C: 安胃汤组; D: 胃复春组.

■创新盘点
本 研 究 运 用 实
时定量PCR方法
观 察 在 体 动 物
CAG模型胃黏膜
TGF-α、COX-2 
mRNA的表达, 探
讨复方中药安胃
汤治疗慢性萎缩
性胃炎的作用机
制, 为抗慢性萎缩
性胃炎中医药研
究积累可以借鉴
的研究思路与方
法, 同时从基因水
平上阐释名老中
医学术理论的科
学性.
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上皮排列整齐, 未见明显缺损, 固有腺体排列稍

紊乱, 部分腺体体积缩小, 个别扩张, 固有层可

内见淋巴细胞浸润(图1D). 说明安胃汤与胃复春

均能改善胃黏膜的病理形态, 但以安胃汤效果

为佳.
2.3 总RNA的浓度测定 紫外-分光光度计检测总

RNA显示, A 260/A 280值为1.7-1.9, 总RNA的浓度

浓度符合实验要求.
2.4 标准曲线绘制 实验中, 目的基因和内参基因

的标准曲线均由荧光定量PCR仪附带软件绘制, 
其中TGF-α mRNA和COX-2 mRNA的相关系数

分别为r  = 0.999和0.986, 线性关系良好, 保证扩

增结果的准确性.
2.5 复方中药安胃汤对CAG模型大鼠胃黏膜内

COX-2、TGF-α mRNA的表达的影响 荧光定量

扩增曲线光滑, 说明扩增反应呈指数扩增; 样本

从各组扩增产物中随机选取, 1.5%琼脂糖凝胶

电泳观察PCR扩增结果, 各产物特异性条带明

亮可见, 扩增片段符合设计片段长度(图2); 荧光

定量PCR结果显示, 与病理模型组相比, 复方中

药安胃汤组和胃复春对照组TGF-α mRNA表达

显著增加(P <0.01), 复方中药安胃汤组优于胃复

春对照组(P <0.05), 具有统计学意义. 与病理模

型组相比, 复方中药安胃汤组和胃复春对照组

COX-2 mRNA表达均显著降低(P <0.01), 复方中

药安胃汤组优于胃复春对照组(P <0.05), 具有统

计学意义(表1).

3  讨论

C A G与中医的“痞满”、“胃脘痛”、“嘈

杂”等病症的症状表现非常类似. 其病机以脾

胃虚弱、胃失和降为主, 气虚、阴虚及湿郁或

湿热、血瘀并见, 临床多表现为虚实相兼, 寒热

错杂. 病变脏腑涉及脾胃肝. 复方中药安胃汤安

胃汤, 是在全国名老中医、广西中医学院林沛

湘教授治疗慢性胃病验方基础上组方而成[4]. 方

中黄连泻火解毒; 干姜温中逐寒, 寒热同施, 辛
开苦降; 合半夏入胃, 更能和胃降逆, 燥湿开结, 
通降气机; 百合味甘而性凉, 能清泻胃腑之邪

热, 养护胃气; 乌药顺气开郁, 散寒止痛, 配合百

合, 则养津护胃而无滋腻之虑, 行气散寒而无温

燥之虞; 白芍、炙甘草酸甘化阴以生津液, 柔
肝缓急而止疼痛; 丹参、木香行气滞而化血瘀. 
黄连、干姜, 寒热并用; 辛开苦降, 和半夏入胃, 
能和胃降逆, 燥湿开结, 通降气机为君, 师法仲

景《伤寒论》半夏泻心汤之辛开苦降之义; 百
合、乌药养津护胃, 行气散寒为臣; 白芍、炙甘

草酸甘化阴以生津液, 柔肝缓急而止疼痛为佐; 
丹参、木香行气滞而化血瘀为使. 本方组方严

谨, 寒热并用, 活血行气, 畅通气机, 疗效独特, 
并在临床上有显著疗效.

本研究结果表明, 复方中药安胃汤与胃复

春均能改善胃黏膜的病理形态, 但以安胃汤效

果为佳, 经安胃汤治疗后胃黏膜各层结构基本

正常, 黏膜固有腺体丰富排列较规则, 无明显数

量减少. 荧光定量PCR结果显示, 复方中药安胃

汤组和胃复春对照组与病理模型组相比, 均显

著提高TGF-α mRNA/β-actin值(P <0.01), 安胃汤

组优于胃复春对照组(P <0.05).安胃汤组和胃复

春对照组与病理模型组相比,显著降低COX-2 
mRNA/β-actin值(P <0.01), 安胃汤组优于胃复春

对照组(P <0.05).
TGF-α是EGF家族中另一类参与胃黏膜损

伤后修复的主要调节肤, 由于胃黏膜本身合成

TGF-α, 合成部位见于黏液上皮、壁细胞和主

细胞等多种胃黏膜细胞成分, 所以TGF-α是维持

胃黏膜完整性最重要的肽类物质[6]. TGF-α是作

用于上皮细胞的重要生长因子之一, 可促使细

胞增殖和发生转化, 梁卫江等[7]发现在慢性浅表

性胃炎、肠上皮化生、不典型增生及胃癌组织

中, TGF-α均有表达. COX-2既是正常胃肠组织

表达的要素酶, 又是诱导酶, 在正常组织中几乎

表 1 各组大鼠胃黏膜TGF-α及COX-2 mRNA表达 (n  = 
10, A 值, mean±SD)

     
分组

                     TGF-α mRNA            COX-2 mRNA

       /β-actin      /β-actin

病理模型组   0.78±0.08   0.72±0.13

安胃汤组    1.54±0.27b   0.36±0.04b

胃复春对照组   1.30±0.15bc   0.46±0.06bc

bP<0.01 vs  病理模型组; cP<0.05 vs  胃复春组.图 2 COX-2, TGF-α PCR扩增产物电泳图谱.

COX-2

TGF-α

β-actin

■应用要点
本研究验证全国
名老中医的验方, 
可进一步整理提
高, 有利继承与发
展名老中医的学
术理论. 同时为安
胃汤开发成治疗
慢性萎缩性胃炎
的中药新药提供
理论和基础实验
依据, 为研究高水
准的中药新药提
供基础研究.
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不能测出, 在炎症区域则表达增加, 其表达受多

种因子(包括生长因子、细胞因子等)调节. 甘
爱华等[8]研究显示从慢性浅表性胃炎-萎缩性胃

炎-肠化生-不典型增生-早期胃癌-进展期胃癌的

COX-2蛋白表达呈逐渐递增趋势, 提示COX-2参
与了胃癌形成的全过程, 可能为其早期事件. 刘
贵生等[9]研究发现随着肠上皮化生愈倾向于恶

性趋势, COX-2表达水平也逐渐增高, 其有可能

作为预测肠上皮化生恶变危险性的有用指标之

一. Nakano等认为, COX-2的表达是由TGF-α等
生长因子所调节[10-12].

总之, 我们认为复方中药安胃汤可能通过增

加胃黏膜TGF-α mRNA表达, 降低胃黏膜COX-2 
mRNA表达而起到防治CAG作用的, 至于TGF-α
是否对COX-2有抑制调节作用仍需进一步探讨.
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的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文为临床治疗
慢性萎缩性胃炎
提供了新的思路.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical significance of 
endoscopic biliary drainage by stent placement 
in the treatment of carcinoma of the head of the 
pancreas with hepatic metastasis.

METHODS: Sixteen patients with obstructive 
jaundice, who were diagnosed as carcinoma of 
the head of the pancreas with hepatic metastasis 
by imaging between May 2006 and December 
2008, were included in the study. All patients 
underwent stent placement for endoscopic bili-
ary drainage to cure obstructive jaundice.

RESULTS: Retroperitoneal lymph node me-

tastasis was found in 5 patients. Of all patients, 
12 underwent biliary drainage with expand-
able metallic biliary stents, 4 with plastic bili-
ary stents, and 6 with pancreatic duct stents. 
Complete resolution of obstructive jaundice was 
achieved in all patients. Mental state, appetite 
and sleep were improved obviously in 75.0%, 
25.0% and 37.5% of patients. The survival time 
was extended from 9 d to 134 d, with an aver-
age value of 81.4 d ± 50.2 d. The follow-up data 
showed that appreciable outcome and satisfac-
tory outcome were achieved in 97% and 69% of 
patients, respectively.

CONCLUSION: Endoscopic biliary drainage by 
stent placement can not only cure completely 
obstructive jaundice but also improve survival 
quality in patients with carcinoma of the head of 
the pancreas with hepatic metastasis.

Key Words: Endoscopy; Endoscopic biliary drain-
age; Carcinoma of the head of the pancreas

Zhao ZF, Ma SR, Zhang N, Yang Z, Han X, Zhao YF, Gao 
F, Gong ZJ, Yang L. Endoscopic biliary drainage by stent 
placement for carcinoma of the head of the pancreas with 
hepatic metastasis: a report of 16 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(10): 1067-1070

摘要
目的: 评价伴肝脏转移的胰头癌患者内镜胆
道内支架引流治疗的临床意义. 

方法: 门诊就诊和转院的胰头癌伴有肝脏转
移患者, 如具有严重的梗阻性黄疸则符合内镜
逆行胆胰管造影救治指征, 然后按照知情同意
的原则进入治疗研究计划. 均应用内镜胆道内
支架引流技术, 包括金属内支架和塑料支架, 
治疗出院后随访观察至患者死亡. 

结果: 16例患者进入治疗研究, 其中伴有腹
膜后淋巴结转移5例. 均采用内镜胆道支架
引流术, 其中应用胆道金属支架12例, 胆道
塑料支架4例, 胰管内支架6例. 治疗后1 wk时
梗阻性黄疸缓解率100%, 精神状况明显好转
75.0%(12/16), 食欲改善25.0%(4/16), 睡眠改
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■背景资料
胰头癌是一种临
床 常 见 恶 性 肿
瘤 ,  其 具 有 根 治
率低、患者生存
期短、生存质量
低 的 特 点 .  胰 头
癌患者主要的并
发症和相关致死
因素包括梗阻性
黄疸、十二肠道
梗阻、贫血、厌
食、腹痛等, 以前
两者为主. 内镜技
术是重要的姑息
性治疗方法. 

■同行评议者
何裕隆, 教授, 中
山大学附属第一
医院胃肠胰腺外
科



善37.5%(6/16). 治疗后的患者最短生存期为9 
d, 最长生存期为134 d, 平均81.4 d±50.2 d. 随
访数据表明治疗有意义的97%, 治疗效果满意
的11例.

结论: 对于伴有肝脏转移的胰头癌患者, 内镜
胆道内支架引流技术不仅能解除梗阻性黄疸, 
而且可以一定程度的改善生存质量, 具有一定
的临床应用价值.

关键词: 内镜; 内镜胆道支架引流术; 胰头癌

赵志峰, 麻树人, 张宁, 杨卓, 韩笑, 赵云峰, 高飞, 宫照杰, 杨琳. 
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0  引言

胰头癌是常见的恶性肿瘤之一, 随着肿瘤的生

长常导致胆道和胰管梗阻引起胰腺萎缩、梗阻

性黄疸和胆系感染等, 转移主要发现在腹膜后

淋巴结和肝脏[1]. 胰头癌患者的生存期一般为

10 mo左右, 由于发病隐匿所以就诊时多为进展

期, 常合并严重的继发疾病或者转移性病变, 导
致多数患者无法完成传统的外科手术[2]. 内镜技

术不仅是胆道梗阻的诊断方法[3], 内镜胆道引

流术也是一种治疗胰头癌继发梗阻性黄疸的确

切有效的方法[4,5]. 2006-05/2008-12我们应用内

镜胆道支架引流术(endoscopic retrograde biliary 
drainage, ERBD)治疗伴肝脏转移的胰头癌患者

梗阻性黄疸16例, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-05/2008-12在我院门诊就诊和转

院救治的伴有肝脏转移的胰头癌患者中, 如果

具有明确的梗阻性黄疸等内镜逆行胆胰管造影

(endoscopy retrograde cholangiopancreatography, 
ERCP)救治指征, 则按照知情同意的原则进入治

疗研究计划. 确定胰头癌诊断要求患者必须具

备两种以上影像学资料证实, 肝脏转移诊断要

求具有影像学证实, 梗阻性黄疸具有明确的实

验室结论.
1.2 方法 
1.2.1 入组病例筛选方法: 本研究入组的胰头癌

患者认定标准: (1)首先患者具有明确的胰头癌

诊断依据, 如果无病理证实, 可以根据影像学资

料经两位影像学专家分别认定诊断为胰头癌; 
(2)患者需伴有明确的肝脏转移, 由影像学资料
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证实经影像学专家认定; (3)患者存在明确的梗

阻性黄疸体征和实验室检查结果, 符合内镜救

治指征. 3个入选要求完全满足的患者为本项研

究的对象. 
1.2.2 内镜治疗方法设计: 梗阻性黄疸治疗: 要求

完成乳头括约肌切开术和胆道清理术, 均采用

ERBD, 根据胆道情况和患者经济状况选择性应

用胆道内支架(金属胆道内支架、塑料胆道内支

架), 以金属胆道支架为首选. 要求胆道支架完全

跨越胆道狭窄段并保持近十二指肠端暴露于肠

腔内. 胰管梗阻治疗: 如造影显示胰管扩张, 要
求完成胰管括约肌切开术, 观察胰液引流通畅

即可. 如患者胰管扩张并考虑存在胰源性疼痛, 
要求置入胰管内支架完成胰管减压. 
1.2.3 研究相关数据统计要求: 临床实验室指标

要求完成3个时间点(术前、术后24 h、术后1 wk)
的血尿淀粉酶、血液分析、肝功、血糖检测.
1.2.4 随访统计设计: 根据胰腺癌患者的临床相

关体征, 设定饮食状况、精神状况(睡眠、情

绪)、生存期为研究评价指标. 研究开始后由患

者护理家属完成记录, 所有统计资料于患者死

亡后寄回或电话随访告知. 按照单项评分标准

评分治疗前后评分上升1分认为治疗有效, 2分
及以上认为效果显著. 患者总体评分上升3分认

为治疗有意义, 上升4分及以上考虑治疗效果满

意疗效确切. 饮食状况评分标准: 1分, 患者明显

厌食, 表现主要包括拒绝饮食、饮食量少伴有

明显饮食相关性烦躁; 2分, 患者少量进食, 表现

患者在劝告下可进食但量少, 且存在明显的拒

绝部分类型食物; 3分, 患者可一定量规范进食, 
但与常规进食相比较量少; 4分, 患者可达到患

病前进食状况水平. 睡眠状况评分标准: 1分, 患
者表现为昏睡或失眠; 2分, 患者可入睡, 但梦多, 
主诉醒后疲倦; 3分, 患者睡眠时间少于正常睡

眠时间的2/3, 但醒后无不适感觉; 4分, 患者睡眠

符合正常生活状况. 情绪状况评分: 1分, 患者明

显烦躁、易怒, 或表现为沉默寡言神情痛苦; 2
分, 患者痛苦面容, 但可少量谈话; 3分, 患者无

明显痛苦面容, 可有一般生活活动, 例如读书、

看报、看电视、听收音机等; 4分, 患者无痛苦

面容, 可进行日常活动. 

2  结果

16例患者进入治疗研究, 其中男9例, 女7例, 年
龄55.2岁±11.9岁, 患者均存在较严重的黄疸体

征, 其中2例伴有胆系感染. 术前诊断5例患者
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■研发前沿
目 前 ,  世 界 各 国
针对胰头癌患者
治疗研究的热点
主 要 是 外 科 学
Whipple手术的改
良与内镜引流+局
部治疗, 以及基因
治疗研究. 关于胰
头癌患者的治疗, 
学术界存在的主
要争议是治疗手
段和方法的选择
标准, 即治疗后生
存质量与治疗手
段的关系.

■相关报道
大量文献总结了
多年来外科治疗
方法研究的进展, 
论证了内镜治疗
技术在胰头癌治
疗中的作用, 并且
一部分文献作了
两者的对比研究. 
这些资料不仅总
结了当前的治疗
现状, 而且对于胰
头癌临床治疗的
研究方向产生了
深远影响.
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同时伴有腹膜后或肝门区淋巴结转移. 均采用

ERCP(图1)检查胆胰系统, 并应用ERBD治疗, 治
疗一次成功率93.8%(15/16), 1例治疗2次, 其中

应用EST 16例, EPS 8例, 采用胆道金属支架引

流12例, 胆道塑料支架引流4例, 胰管内支架6例
(图2). 住院治疗期间死亡率为0, 住院期间无相

关并发症发生. 治疗后1 wk时梗阻性黄疸缓解率

100%. 
治疗后随访观察显示精神状况明显好转

75%(12/16), 精神状况略有改善3例, 无改善1例. 
患者食欲出院时改善率56.3%(9/16), 随访时为

43.8%(7/16)(表1). 睡眠改善37.5%(6/16). 
患者死亡原因不明11例, 死亡前出现恶性贫

血并多脏器功能衰竭4例, 无因梗阻性黄疸死亡

病例. 治疗后的患者最短生存期为9 d, 最长生存

期为134 d, 平均81.4 d±50.2 d. 随访结果表明治

疗有意义的87.5%(14/16), 治疗效果满意的11例. 
其中1例患者术后再度出现黄疸, 黄疸发生时间

为术后49 d, 家属提示黄疸为突然快速出现, 考
虑可能存在塑料支架移位或脱落的可能, 再次

行内镜检查确认为支架脱落, 再次置放胆道支

架引流, 梗阻性黄疸顺利解除. 

3  讨论

胰腺癌是我国主要高发恶性肿瘤之一, 梗阻性

黄疸是胰头癌的主要并发症, 也是直接威胁患

者生命的主要因素, 因此有效地缓解梗阻性黄

疸是无法完成肿瘤根治性手术时临床治疗最主

要任务. 由于我国的特殊国情, 即医疗资源与实

际的社会需求存在较大矛盾, 导致了全民保健

和体检制度仍不完善, 从而使大量的患者就诊

于肿瘤晚期, 多数患者因年龄过高或者伴有非

手术指征而丧失外科治疗时机. 本次研究期间, 
在我院内镜救治的晚期胰腺癌患者中, 伴有肝

脏转移的比率为10.8%(16/147). 由此可见, 针对

这种特殊群体患者的内镜治疗在日常临床工作

中已经占有较大的比例, 所以开展其相关性临

床研究是具有重要意义的. 
晚期胰腺癌患者不能完成肿瘤根治性手

术时的主要临床治疗策略包括外科手术肿瘤

旷置胆道分流术、经皮经肝穿刺胆管引流术

(percutaneous transhepatic cholangial drainage, 
PTCD)、内镜胆道引流术[6,7]. 目前, 随着对胰头

癌患者生存状况的关注日益增加, 医学研究的

深入和医疗技术的发展也不断地为胰头癌患者

的治疗创造了更多方法, 例如超声内镜下的胆

道十二指肠吻合术、放射性内支架的应用等[8,9]. 
胰头癌的外科手术治疗难度较大, 文献报道单

一的外科手术治疗效果较差, 多种方法的联合

应用可以提高治疗效果[10-13]. 伴有肝脏转移的胰

腺癌患者是胰腺癌患者中更加特殊的人群, 由
于患者至少处于恶性肿瘤分类中的M1期, 根据

恶性肿瘤患者的治疗规范一切外科治疗方法已

经不建议实施, 因此在大多数医院采用的主要

治疗方法是通过PTCD来缓解黄疸延长患者生

命. 与PTCD相比较, ERBD治疗梗阻性黄疸具有

明显的优势, 但是目前国内医院尚未能完全普

及该治疗设备和技术. 其优点主要表现在以下

几个方面[14,15]: (1)ERBD是一种微创治疗方法. 
ERBD是通过正常生理通道完成的, 即经十二指

肠乳头逆行置放内支架实现生理性胆道的再通

畅, 对患者机体没有损伤. (2)ERBD后患者与正

常人生活完全一样, 可以有效地减少疾病以及

治疗对患者造成的身心影响, 改善患者的精神

状态. (3)ERBD是一种安全、方便的治疗方法. 
治疗过程无严重并发症, 一般不需要麻醉, 因此

表 1 饮食情况统计分析表 (n )

     
  厌食          少量进食         一般量         正常饮食

术前  12       3            1                0

出院    5       2            8                1

随访    8       4            4                0

图 1 ERCP造影
典型胰头癌图. 胰
管、胆道双导丝

并造影显示胆总

管中上段及肝内

胆道扩张, 胰管颈

后段扩张明显, 而

胰头区胆胰管均

因胰头肿瘤侵犯

狭窄不显示.

图 2 胰管支架
引流(PDE)和胆道
金属内支架引流
(EMBE).

PDE

EMBE

■创新盘点
本文在常规胰头
癌内镜治疗的基
础上, 进一步探讨
了内镜技术在特
殊胰头癌患者治
疗方面的临床应
用价值 .   从而更
深层次地论证了
内镜技术在胰头
癌治疗中独特的
临床应用意义. 
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是相对安全的检查和治疗方法. ERBD可以任何

状况下快速实施, 不需要过多的术前准备和调

整, 因此实施方便治疗迅速. 本次研究的结果显

示治疗成功率100%, 住院期间死亡率和并发症

发生率均为0, 治疗后期主要影响治疗效果的因

素包括的肿瘤的生长阻塞支架或支架的移位、

脱落, 但是这些影响因素完全可以通过再次治

疗纠正. 随访资料表明患者治疗后的相关治疗

问题多发生于胆道塑料支架引流病例, 说明金

属胆道支架的治疗情况明显优于塑料支架, 但
是临床选择支架类型还是要考虑经济效益比. 

随访资料表明ERBD治疗伴有肝脏转移的

胰头癌患者的临床效果满意率为68.7%(11/16), 
认为治疗有意义87.5%(14/16). 这样的随访结果

是令人满意的, 表明内镜胆道内支架治疗是有

效的, 是能够为患者家属接受的. 患者家属主要

反映的问题: (1)治疗后患者的生存期不理想; (2)
患者的痛苦没有明显的缓解, 主要是食欲改善

不佳, 并且患者逐渐走向衰弱. 食欲差是胰腺癌

患者晚期最影响患者生存质量的因素, 也与患

者生存期密切相关, 随访资料表明仅部分患者

有了饮食上的轻微改善, 出院时改善率56.3%, 
随访时为43.8%, 但是总体的改善状况仍然不

能令人满意. 家属反映的问题提示我们在治疗

前期与患者家属的沟通和交流仍存在不足, 如
果进一步加强医患沟通, 应该可以增加满意率, 
减少患者家属的不理解. 随访结果同时也证明

ERBD治疗伴有肝转移的胰头癌患者临床效果

并不能满足患者以及家属对于延长生存期的期

望, 并不能真正彻底的改善患者的饮食状况. 
总之, 伴有肝脏转移的胰头癌患者是更加

复杂的胰腺癌治疗群体, ERBD是其重要的临

床治疗方法之一, 具有安全有效、实施方便的

特点 .  在提高生存质量方面具有一定的作用 , 
ERBD具有重要的临床应用意义. 
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疗的临床应用意
义, 研究具有一定
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Abstract
AIM: To investigate whether tunicamycin (TM) 
induces endoplasmic reticulum stress-mediated 
apoptosis in gastric cancer cell line BGC-823.

METHODS: BGC-823 cells were treated with 10 
mg/L of TM for 0, 24, 36 and 48 h. After treat-
ment, apoptosis was evaluated by using annexin 
V-propidium iodide staining, and the expression 
of C/EBP-homologous protein (CHOP) mRNA 
and protein was detected by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot, respectively. 

RESULTS: The apoptotic rates of BGC-823 cells 
treated with TM for 0, 24, 36 and 48 h were 0%, 

11.8%, 16.3% and 20.4%, respectively, showing a 
time-dependent increase (P < 0.01). RT-PCR and 
Western blot results showed that the expression 
levels of CHOP mRNA and protein were signifi-
cantly higher in cells treated with TM than in 
untreated cells. The expression levels of CHOP 
mRNA and protein increased with the prolonga-
tion of treatment duration (both P < 0.01). 

CONCLUSION: TM may induce endoplasmic 
reticulum stress-mediated apoptosis in gastric 
cancer cell line BGC-823. 

Key Words: BGC-823 cell; Tunicamycin; Apoptosis; 
Endoplasmic reticulum stress; C/EBP-homologous 
protein
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摘要
目的: 观察衣霉素(tunicamycin, TM)诱导胃癌
BGC-823细胞发生内质网应激介导的细胞凋亡.  

方法: 以浓度为10 mg/L的TM分别处理胃癌
BGC-823细胞0、24、36和48 h, Annexin V-PI
染色法检测细胞凋亡, 应用RT-PCR、Western 
blot检测CHOP的表达水平. 

结果: PI染色法检测凋亡细胞且随时间增加
凋亡细胞增多 ,  细胞凋亡率分别为0.0%、

11.8%、16.3%、20.4%, 具有时间依赖性
(P <0.01). RT-PCR及Western blot结果显示, 
CHOP的表达明显高于对照组, 随着处理时间
的增加表达量呈上调趋势, 差异均有统计学意
义(P <0.01).

结论: TM可诱导胃癌细胞内质网应激介导的
细胞凋亡.

关键词: BGC-823细胞; 衣霉素; 凋亡; 内质网应激; 
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■背景资料
衣霉素(TM)是一
种天然的核苷抗
生素 ,  也是N -糖
链 抑 制 剂 ,  可 通
过抑制蛋白糖基
化途径中十四糖
二磷酸长萜醇的
生 成 ,  使 糖 链 加
工 受 阻 ,  形 成 脱
糖蛋白, 阻碍内质
网内新生蛋白质
糖 基 化 修 饰 ,  介
导 细 胞 凋 亡 .  国
内外研究证明了
TM在神经系统、

胰腺细胞等中可
以通过ERS介导
细 胞 凋 亡 ,  但 尚
未有胃癌细胞中
ERS介导细胞凋
亡的报道. 本实验
就TM能否诱导胃
癌BGC-823细胞
ERS介导的细胞
凋亡进行了研究.

■同行评议者
王正康, 教授, 北
京中日友好医院
普外科
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0  引言

衣霉素(tunicamycin, TM)是一种天然的核苷抗

生素, 也是N -糖链抑制剂, 可通过抑制蛋白糖基

化途径中十四糖二磷酸长萜醇的生成, 使糖链

加工受阻, 形成脱糖蛋白, 阻碍内质网内新生蛋

白质糖基化修饰, 介导细胞凋亡, 内质网中钙离

子紊乱和未折叠蛋白质蓄积可引发内质网应激

(endoplasmic reticulum stress, ERS), 引起具有保

护作用的未折叠蛋白反应发生[1]. ERS直接影响

应激细胞的转归, 如: 修复、损伤或凋亡. 正常

情况下, 凋亡促进因子CCAAT/增强子结合蛋白

同源蛋白即C/EBP同源蛋白(C/EBP-homologous 
protein, CHOP)表达量极低, 但是在ERS的情况

下, 其表达量则显著增加, 所以CHOP是判断

ERS的一个金标准[2]. 国内外研究证明了TM在

神经系统、胰腺细胞等中可以通过ERS介导细

胞凋亡[3], 但尚未有胃癌细胞中ERS介导细胞凋

亡的报道. 本实验就TM能否诱导胃癌BGC-823
细胞ERS介导的细胞凋亡进行了研究.

1  材料和方法

1.1 材料 TM, 购于美国Sigma公司, 使用时用无

水乙醇配制, 再用培养液配成10 mg/L浓度备用; 
Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒, 购于美国

BIPEC; CHOP一抗和HRP标记的二抗购于Santa 
Cruz公司; CHOP引物由上海生工生物工程有限

公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 胃癌BGC-823细胞培养及分组: BGC-823
细胞(本教研室保存)培养于100 mL/L灭活胎牛

血清的RPMI 1640培养基中, 在37 ℃、50 mL/L 
CO2条件下贴壁生长. 取对数期细胞, 分为实验

组和对照组. 实验组细胞用10 mg/L的TM分别处

理24、36及48 h, 对照组补充等体积的培养液. 
分别于相应的时间, 离心收集细胞.
1.2.2 Annexin V-PI染色法检测胃癌的细胞凋亡: 
相应时间处理并设立阴性对照组; 对贴壁细胞

进行胰酶消化, 1 000 r/min, 离心5 min, 收集脱壁

细胞于EP管里; 然后用PBS洗涤细胞2次, 2 000 
r/min, 离心5 min并收集(1-5)×105细胞; 加入

400 μL的Binding Buffer悬浮细胞; 然后加入5 μL 
Annexin V-FITC混匀后, 再加入5 μL Propidium 
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Iodide, 混匀; 室温、避光反应5-15 min; 于1 h内, 
进行荧光显微镜的观察、照相(Annexin V-FITC
荧光信号呈绿色, PI荧光信号呈红色). 高倍镜随

机取5个视野(每个视野不少于50个细胞, 绿色荧

光细胞为凋亡细胞), 凋亡率 = 5个视野凋亡细胞

数的总和/5个视野细胞总数×100%.
1 . 2 . 3  R T- P C R方法检测T M诱导前后胃癌

BGC823细胞CHOP表达水平的变化: 提取总的

RNA, 参照GenBank中CHOP序列引物设计, 序
列如下, 上游: 5'-AGGTCCTGTCTTCAGATGA
A-3', 下游: 5'-GTCAATCAGAGCTCGGCGAG
TC-3', 扩增产物长度为404 bp. 以β-actin为内参

照, 引物序列为: 5'-TCCTGTGGCATCCACGA
AACT-3; 5'-GAAGCATTTGCGGTGGACGAT-
3'. PCR扩增反应条件为: 94 ℃预变性3 min, 共
30个循环: 94 ℃变性30 s, 54.8℃退火30 s, 72 ℃
延伸60 s, 最后72 ℃总延伸5 min, 1%琼脂糖凝

胶电泳鉴定.
1.2.4 Western blot法检测胃癌细胞中CHOP蛋白

的表达: 低温离心收集蛋白, SDS-PAGE电泳、

转膜等步骤参照文献[4]进行, 检测按北京中山

金桥生物技术有限公司的ECL发光试剂说明书

进行.
统计学处理 实验数据采用SPSS13.0统计软

件进行统计处理.

2  结果

2.1 Annexin V-PI染色检测胃癌细胞凋亡 对照组

和实验组的细胞凋亡率分别是0.0%、11.8%、

16.3%、20.4%, 结果显示对照组凋亡率明显低

于实验组(图1), 随着处理时间增加实验组凋亡

率逐渐增加, 差异具有统计学意义(P <0.01).
2.2 CHOP mRNA在胃癌BGC823细胞中的表达 
RT-PCR法扩增出CHOP基因片段约404 bp, 对
照组未见相应的条带(图2). 用SPSS13.0统计软

件分别对对照组和实验组的条带进行灰度扫

描, CHOP/β-actin灰度比值结果分别是0、0.32
±0.04、0.51±0.03、0.63±0.03, 方差分析结果

显示不同TM作用时间存在显著性差异(P <0.05), 
有统计学意义.
2.3 胃癌细胞CHOP蛋白的表达 Western blot结
果显示, 对照组细胞中出现相对分子质量约2.7 
kDa的条带, 对照组未出现(图3). 用SPSS13.0统
计软件分别对对照组和实验组的条带进行灰度

扫描, CHOP/β-actin灰度比值结果分别是0、0.32
±0.02、0.59±0.04、0.68±0.03, 方差分析结果

www.wjgnet.com

■相关报道
Okamoto等通过
对 C H O P 野 生 型
小 鼠 和 C H O P 缺
陷型小鼠灌喂乙
醇 的 实 验 发 现 , 
C H O P 野 生 型 小
鼠的肝细胞发生
了 凋 亡 ,  一 些 与
凋亡相关基因也
出现了变化 ,  如 : 
Gadd45与组织蛋
白 酶 B 的 上 调 和
Jun  D与Bcl -xL
的 下 调 ,  而 这 些
在 C H O P 缺 陷 型
小鼠中并未观察
到 ,  进 一 步 说 明
了 C H O P 基 因 在
ERS诱导细胞凋
亡中的重要作用, 
但其分子机制尚
不清楚.
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显示不同TM作用时间存在显著性差异(P <0.05), 
有统计学意义.

3  讨论

ERS是细胞的一种应激反应过程, 糖饥饿、钙

平衡紊乱、糖基化抑制或二硫键合成减少等情

况下, 内质网的微环境发生改变, 蛋白质的折叠

受到影响, 导致大量未折叠或错误折叠的蛋白

质堆积于内质网内, 从而引起一系列以分子伴侣

和折叠酶表达上调为标志的应答反应, 也称为未

折叠蛋白反应(unfolded protein response, UPR). 
CHOP/GADD153(growth arrest and DNA-damage-
inducible gene 153或生长停滞和DNA损伤可诱导

基因)是内质网应激特异的转录因子[5], 属C/EBP
转录因子家族成员, 在非应激状态下, 他的表达

水平很低, 而当发生ERS时, 其表达量大大增加. 

凋亡促进因子CHOP是ERS时表达增多的一种

伴侣分子, 被看做是ERS发生的标志, 在ERS中
起着非常重要的作用. CHOP促进细胞凋亡, 因
此通过药物干预后研究他们的表达情况可以进

一步了解药物对ERS的作用[6]. Okamoto等[7]通过

对CHOP野生型小鼠和CHOP缺陷型小鼠灌喂乙

醇的实验发现, CHOP野生型小鼠的肝细胞发生

了凋亡, 一些与凋亡相关基因也出现了变化, 如: 
Gadd45与组织蛋白酶B的上调和Jun D与Bcl-xL
的下调, 而这些在CHOP缺陷型小鼠中并未观察

到, 进一步说明了CHOP基因在ERS诱导细胞凋

亡中的重要作用, 但其分子机制尚不清楚.
本实验结果发现CHOP参与细胞凋亡, 以浓

度为10 mg/L的TM处理胃癌细胞, Annexin V-PI
染色法检测结果显示细胞出现凋亡, 且随着作

用时间的增加凋亡细胞增多, 呈明显的时间依

赖性, 与Okamoto等[8]和Pérez-Sala等[9]报道相似. 
在本研究中, TM处理24 h后, 部分胃癌细胞变圆

形或椭圆形, 继而脱壁, 提示细胞黏附性丧失, 
细胞发生凋亡. 实验中除了对照组无凋亡外, 对
照组随着处理时间增加, 细胞凋亡率呈增加趋

图 1 Annexin V-PI染色检测胃癌细胞凋亡. A: 0 h; B: 24 h; C: 36 h; D: 48 h.

A B

C D

bp
600
500
400
300
200
100

bp
404
315

M        1           2         3         4

图 2 RT-PCR法检测胃癌细胞CHOP的表达. M: DNA 

Marker; 1: 对照组; 2: 24 h; 3: 36 h; 4: 48 h.

图 3 Western blot
法 检 测 胃 癌 细 胞 中
CHOP蛋白的表达. 1: 

对照组; 2: 24 h; 3: 36 

h; 4: 48 h.

1       2       3      4

CHOP 
2.7 kDa
β-actin
4.3 kDa

■创新盘点
本研究首次将TM
应用于胃癌, 并观
察其在胃癌细胞
凋亡中的作用.
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势. 随后用TM处理不同时间收集细胞, 应用RT-
PCR与Western blot技术检测CHOP的表达结果

显示, TM处理组出现ERS标志物CHOP的mRNA
和蛋白的表达. 综合实验结果可以推断TM可以

诱导胃癌细胞ERS介导的细胞凋亡.
本研究首次将TM应用于胃癌, 并观察其在

胃癌细胞凋亡中的作用. 结果显示, TM诱导胃癌

细胞ERS介导的细胞凋亡, 这初步解释了TM与

ERS介导的细胞凋亡之间的密切关系, 为胃癌的

临床防治提供了一条新的途径.

4      参考文献
1 战丽彬, 钟军华, 路小光, 隋华, 韦巍. 滋补脾阴方药含

药血清对内质网应激神经元损伤的保护作用及机制
研究. 中西医结合学报 2007; 5: 445-450

2 李载权, 周爱儒, 唐朝枢. 内质网应激反应分子机理
研究进展. 中国生物化学与分子生物学报 2004; 20: 
283-288

3 孙抒, 孙百研, 智慧兰, 许向范, 孙东植. 胃癌及其癌前

病变中细胞凋亡及其调控基因的表达. 中国病理生理
杂志 2002; 18: 395-397

4 朱玉贤, 李毅. 现代分子生物学. 第2版. 北京: 高等教
育出版社, 2006: 226-234

5 Harding HP, Zhang Y, Bertolotti A, Zeng H, Ron D. 
Perk is essential for translational regulation and cell 
survival during the unfolded protein response. Mol 
Cell 2000; 5: 897-904

6 Ma YJ, Hendershot LM. Herp is dually regulated 
by both the endoplasmic reticulum stress-specific 
branch of the unfolded protein response and a 
branch that is shared with other cellular stress path-
ways. J Biol Chem 2004; 279: 13792-13799

7 Oyadomari S, Mori M. Roles of CHOP/GADD153 
in endoplasmic reticulum stress. Cell Death Differ 
2004; 11: 381-389

8 Okamoto T, Tsuburaya A, Yanoma S, Yoshikawa 
T, Cho H, Takanashi Y, Noguchi Y. Inhibition of 
peritoneal metastasis in an animal gastric cancer 
model by interferon-gamma and interleukin-2. 
Anticancer Res 2003; 23: 149-153

9 Pérez-Sala D, Mollinedo F. Inhibition of N-linked 
glycosylation induces early apoptosis in human 
promyelocytic HL-60 cells. J Cell Physiol 1995; 163: 
523-531

           编辑  李瑞敏  电编  吴鹏朕

1040                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年4月8日      第18卷      第10期

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2010年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左

顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表

中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 

4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位

数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 

表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条粘贴在正文内, 不能使用浆糊粘贴. (5)志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
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Abstract
AIM: To invest igate the changes in gene 
expression profile of HepG2 cells transfected 
with HBV replicon pHY106-BHBV by cDNA 
microarray, and to identify differential genes 
involved in cholesterol metabolism.

METHODS: A cDNA microarray (Affymetrix) 
that contains 20 000 gene sequences was used to 
examine gene expression between HepG2 cells 
transfected with HBV replicon pHY106-BHBV 
and control plasmid. Differentially expressed 
genes that may contribute to cholesterol metabo-
lism were subjected to real-time reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
analysis.

RESULTS: The differentially expressed genes 

identified mostly encode transcription factors, 
cytokines, and molecules that are involved in 
signal transduction, glucose metabolism and 
lipid metabolism. Real-time RT-PCR results 
indicated that cholesterol metabolism-related 
genes 7-dehydrocholesterol reductase (dhcr7) 
and NADH-cytochrome b5 reductase (cyb5r) 
were down-regulated in HepG2 cells transfected 
with HBV replicon pHY106-BHBV.

CONCLUSION: Differential gene expression 
profile is detected between HepG2 cells trans-
fected with HBV replicon pHY106-BHBV and 
control plasmid. The expression of cholesterol 
metabolism-related genes dhcr7 and cyb5r may 
be suppressed by HBV infection.

Key Words: Hepatitis B virus; HepG2 cell; Replicon; 
Cholesterol metabolism

Zhao FL, Cui CQ, Zhang JQ, Wei HS. Differential gene 
expression profiling of HepG2 cells transfected with a 
hepatitis B virus replicon. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(10): 1041-1045

摘要
目的: 研究乙型肝炎病毒复制子p H Y106-
BHBV转染肝癌细胞系基因表达谱的差异, 分
析参与胆固醇代谢的差异表达基因. 

方法: 应用包含20 000条人类全长基因的寡聚
核苷酸芯片ImaGene3.0检测乙型肝炎病毒复
制子pHY106-BHBV转染肝癌细胞系基因表达
谱差异, 并选择其中参与胆固醇代谢的表达下
调基因7-脱氢胆固醇还原酶和NADH-细胞色
素b5还原酶, 用RT-PCR方法进行验证分析.

结果: 基因芯片筛选出差异表达的基因, 其中
包括转录因子、细胞周期素、细胞因子相关
蛋白、糖脂类物质代谢相关酶及细胞信号转
导相关因子等, RT-PCR验证参与胆固醇代谢
的几种表达差异的基因, 其中7-脱氢胆固醇还
原酶和NADH-细胞色素b5还原酶表达明显下
调, 与基因芯片分析结果一致.

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝炎病毒慢性持
续感染除了引起
肝 脏 损 害 外 ,  还
与一些肝外组织
的损害密切相关. 
近 年 来 ,  研 究 资
料显示慢性HBV
感染与糖尿病和
脂肪肝等代谢性
疾病的发病密切
相 关 .  肝 脏 是 脂
类物质代谢的重
要 器 官 ,  其 病 变
常影响脂质代谢
的 正 常 进 行 ,  大
量研究表明肝病
患者常伴有脂类
物质代谢异常.

■同行评议者
曹洁, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室



结论: 乙型肝炎病毒复制子pHY106-BHBV转
染肝癌细胞系存在基因表达差异, 乙型肝炎病
毒感染可能通过抑制参与胆固醇代谢的7-脱
氢胆固醇还原酶和NADH-细胞色素b5还原酶
从而进一步影响机体胆固醇代谢.

关键词: 乙型肝炎病毒; HepG2细胞; 复制子; 胆固

醇代谢
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0  引言

肝炎病毒慢性持续感染除了引起肝脏损害外, 
还与一些肝外组织的损害密切相关[1]. 近年来, 
研究资料显示慢性HBV感染与糖尿病和脂肪肝

等代谢性疾病的发病密切相关. 肝脏是脂类物

质代谢的重要器官[2], 其病变常影响脂质代谢

的正常进行, 大量研究表明肝病患者常伴有脂

类物质代谢异常[1]. 此前未见HBV影响胆固醇

代谢的相关报道, 因此本研究选用较常用的肝

癌细胞系HepG2为实验对象, 应用HBV复制子

pHY106-BHBV转染模拟HBV的感染过程, 并进

行基因表达谱芯片分析后筛选其中的胆固醇代

谢相关基因, 进行相关实验验证. 以期进一步深

入研究HBV感染影响机体胆固醇代谢以及导致

肝细胞膜结构的稳定性下降、胆固醇合成异常

及能量代谢异常的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 pHY106空载体由本所保存, HBV复

制子pHY106-BHBV由本所构建(该质粒为B型

HBV的全长基因组DNA与pHY106连接组成), 
人肝癌母细胞瘤细胞系HepG2为本所保存, 细胞

培养相关试剂DMEM, 转染试剂Lipofectamine 
2000, 总RNA提取试剂TRIzol, 购自Invitrogen公
司, Oligotex mRNA Midi Kit购自Qiagen公司, 基
因芯片检测由上海联合基因有限公司完成, 7-脱
氢胆固醇还原酶(7-dehydrocholesterol reductase, 
7DCR)、NADH-细胞色素b5还原酶(NADH-
cytochrome b5 reductase, NADH-CYB5R)及
磷酸甘油醛脱氢酶(glyceraldehyde phosphate 
dehydrogenase, GAPDH)Realtime PCR引物由北

京奥科生物公司合成, SYBR Green多聚酶链反

应试剂购自TaKaRa公司.
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1.2 方法 
1.2.1 细胞转染: 取6孔培养板, 向每孔中加入2 
mL含(1-2)×105个细胞, 37 ℃ 50 mL/L CO2培养

至50%-70%汇合时, 用2 mL不含血清培养液漂

洗两次, 再加入1 mL不含血清培养液. 在聚苯乙

烯管中制备以下两液(为转染每一个孔细胞所用

的量)A液: 用不含血清培养基稀释3-5 μg DNA, 
终量250 μL; B液: 用不含血清培养基稀释10 μL 
Lipofectamine 2000, 终量250 μL, 轻轻混合A、B
液, 室温中置20 min, 把A/B复合物缓缓加入培养

液中, 摇匀, 37 ℃温箱置4-6 h, 吸除无血清转染

液, 换入正常培养液继续培养. 
1.2.2 总RNA提取及mRNA纯化: 在35 mm培养

皿中常规培养HepG2细胞, 细胞生长至对数期时

分别将pHY106(对照组)及HBV复制子pHY106-
BHBV(实验组)转染细胞48 h后收获细胞. 使用

TRIzol试剂一步法分别提取细胞总RNA, 样品经

分光光度计检测吸光度A值,  并行热稳定实验, 
于-20 ℃和70 ℃保温1 h后, 经琼脂糖凝胶电泳

检测28S、18S条带变化. 以Qiagen公司Oligotex 
mRNA Midi Kit纯化得mRNA, 并行电泳检测. 
1.2.3 探针标记和芯片制备: 常规方法逆转录

标记cDNA探针并纯化. Cy3-dUTP标记转染

pHY106对照组细胞mRNA(5 μg), Cy5-dUTP
标记转染HBV复制子pHY106-BHBV实验组细

胞mRNA(5 μg). 乙醇沉淀后溶解在20 μL 5×
SSC+2 g/L SDS杂交液中. 芯片包含的20 000个
cDNA由上海联合基因有限公司提供, 包括原癌

基因和抑癌基因、免疫调节相关基因、细胞凋

亡和应激反应蛋白相关基因、信号转导相关基

因等. 探针标记和芯片制备由上海联合基因有

限公司完成. 
1.2.4 杂交及洗涤: 将基因芯片和杂交探针在

95 ℃水浴变性5 min, 将混合探针加在基因芯片

上, 置于60 ℃杂交15-17 h. 后用SSC及SDS混合

液洗涤10 min,  室温晾干. 用General Scanning公
司的ScanArray 3000扫描芯片. 预先选定的内参

照基因(24条管家基因, 每个基因点2个点, 共48
个点)对Cy3和Cy5的原始提取信号进行均衡和

修正. 用ImaGene3.0软件分析Cy3、Cy5两种荧

光信号的强度, 计算Cy5/Cy3比值. 
1.2.5 实时荧光定量多聚酶链反应: 实时荧光

定量多聚酶链反应(QRT-PCR)由北京奥科生物

公司合成7DCR、NADH-CYB5R及内参照物

GAPDH基因的RT-PCR引物(表1), 将RNA反转

录为cDNA, 随后将其与SYBR Green多聚酶链

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝炎病毒慢性持
续感染导致糖尿
病和脂肪肝等代
谢性疾病已是不
争的事实, 国内外
大量研究文献可
供参考, 该领域也
是目前慢性肝炎
病毒感染研究的
研究的热点, 而相
关机制的研究则
鲜见报道且并不
明确, 均亟待研究.
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反应试剂及引物加入八联管中(反应体系见表2), 
短暂离心后用ABI 7500以两步法PCR扩增, 其标

准程序反应条件如下: 步骤1: 预变性: 95 ℃ 10 
s, 20 ℃/s 1个循环. 步骤2: PCR反应: 95 ℃ 5 s, 
20 ℃/s, 60 ℃ 20 s, 20 ℃/s, 40循环. 步骤3: 融解

曲线分析: 95℃ 0 s, 20 ℃/s, 65 ℃ 15 s, 20 ℃/s, 
95 ℃ 0 s, 0.1 ℃/s.

2  结果

2.1 基因芯片的筛选 以Signal Log Ratio值定为

±2标准, 用高通量基因表达谱芯片筛选. 基因

芯片的阳性结果判断: Cy5/Cy3>2.0, 红色荧光, 
显示表达增强; Cy5/Cy3<0.5, 为绿色荧光, 显示

表达减弱. 实验组(HBV复制子pHY106-BHBV
转染细胞)与对照组(pHY106转染细胞)比较: 筛
选出差异表达基因共182条(上调基因36条, 下调

基因146条), 其中与代谢相关基因的差异表达基

因10条(上调基因4条, 下调基因6条)(表3, 4). 
2.2 Real-t ime PCR验证 为进一步研究基因芯

片的发现, 经基因数据库的检索发现7DCR、

NADH-CYB5R基因可能与胆固醇代谢密切相

关, 应用RT-PCR的方法检测基因表达水平, 分
别得到其基因扩增曲线. 7DCR Realtime Ration
值为0.59, NADH-CYB5R Realtime Ration值为

0.18(图1). 结果提示HBV复制子转染HepG2细胞

后使其7DCR和NADH-CYB5R基因表达下调.

3  讨论

肝脏是胆固醇的主要合成场所, 占合成总量的

70%-80%. 胆固醇合成酶系存在于胞液及光面

内质网膜上, 胆固醇的合成主要在肝细胞细胞

质及内质网中进行[3], 胆固醇是细胞膜的重要组

成部分. HBV慢性持续感染引起慢性肝炎主要

导致肝脏持续性病变, 引起肝细胞变性坏死, 导
致肝功能的损害, 同时还可引起机体脂类物质

代谢异常. 
本研究利用基因表达谱芯片技术筛选出大

量差异表达的基因, 其中包括转录因子、细胞

■相关报道
近 年 来 ,  国 内 外
大量的研究报道
提示HBV慢性感
染与糖尿病、脂
肪肝等代谢性疾
病 密 切 相 关 ,  尤
其是糖代谢异常
比例明显高于普
通人群. 

表 1 Real-time PCR引物列表

     
扩增基因     上游引物           下游引物

7-脱氢胆固醇还原酶          5'-GCCAACATCCTTGGCTATG-3'               5'-GGGGAAGAAGTAGCCCTTGA-3'

NADH-细胞色素b5还原酶          5'-CTTGGTCTGCCATCCTGAAC-3'             5'-GGTCGCTGAGCACTCACA-3'

GAPDH            5'-CCTGTTCGACAGTCAGCCG-3'               5'-CGACCAAATCCGTTGACTCC-3'

表 2 RT反应液配置

     
试剂               使用量

SYBR Premix Ex Taq        10 μL 

PCR Forword primer(10 μm)        0.4 μL 

PCR reverse primer(10 μm)        0.4 μL 

模板(cDNA)         1 μL 

ddH2O          加至 20 μL

表 3 pHY106-BHBV复制子转染HepG2细胞基因芯片结
果中与代谢相关的表达上调基因

     
序号       GenBank_ID                    编码蛋白             Cy5/Cy3

1          NM_004525     低密度脂蛋白相关蛋白2    2.075

2          NM_018947     细胞色素c               2.007

3          NM_014912     胞质多聚腺苷化组件          2.201

      结合蛋白3

4          D86550            丝苏氨酸蛋白激酶              2.224

表 4 pHY106-BHBV复制子转染HepG2细胞基因芯片结
果中与代谢相关的表达下调基因

     
序号       GenBank_ID                    编码蛋白             Cy5/Cy3

1          NM_012218     磷酸甲羟戊酸激酶            0.411

2          NM_000292     磷酸化酶激酶α2              0.444

3          U53347      中性氨基酸转运蛋白B      0.471

4          Y11312      磷酸肌醇3激酶                 0.344

5          BC000054      7-脱氢胆固醇还原酶        0.376

6          NM_007326      NADH-细胞色素b5          0.490

       还原酶

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

基
因

表
达

相
对

定
量

值

control              7DCR        NADH-CYB5R

图 1 HBV复制子转染HepG2细胞胆固醇代谢相关酶类表
达变化. control: HepG2细胞; 7DCR: 7-脱氢胆固醇还原酶; 

NADH-CYB5R: NADH-细胞色素b5还原酶.
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周期素、细胞因子相关蛋白、物质代谢相关酶

类及细胞信号转导相关因子等, 说明HBV感染

可能影响细胞增殖、基因表达、信号转导及

物质代谢等多个方面, HBV的慢性持续感染可

能改变了细胞的代谢模式, 从而影响器官的功

能. 因此, 为研究HBV感染发病机制的环节中是

否与胆固醇代谢相关, 所以从所筛选出的差异

表达基因中选择参与胆固醇代谢的基因用RT-
PCR的方法验证, 发现7-脱氢胆固醇还原酶和

NADH-细胞色素b5还原酶存在表达下调. 
N A D H -细胞色素 b 5还原酶 ( N A D H -

cytochrome b5 reductase, NADH-b5R)是一种广

泛分布于人体各组织细胞、具有重要生理功能

的氧化还原酶类, 包括体细胞中的膜结合形式

(结合与内质网、线粒体和其他内膜)和胚胎细

胞中的游离形式. 膜结合形式主要存在于内质

网的胞质侧其功能主要是脂肪酸的去饱和化

和链延伸, 胆固醇的生物合成以及P450介导的

药物代谢. 胚胎形式存在于循环细胞的可溶片

段, 参与高铁血红蛋白的降解, 主要是使红细胞

内的高铁血红蛋白还原为有携氧能力的亚铁血

红蛋白. 膜结合形式既有膜结合又有催化结构

域, 而可溶性形式只有催化形式. 这两种形式来

源于基因的不同剪切体. 我们的实验证实该基

因在HBV复制子转染的肝癌细胞中下调, 可能

与HBV感染患者存在的脂质代谢异常及细胞膜

结构的稳定性下降相关. 此前该基因的相关研 
究[4-7]多集中在其基因突变后会导致遗传性高铁

血红蛋白血症, 而HBV感染过程中该基因表达下

调的意义还需深入研究. 
7-脱氢胆固醇还原酶(7-dehydrocholesterol 

reductase, 7DCR)参与多种细胞中胆固醇生成过

程的最终步骤[8]. 具体地说, 7DCR将7-脱氢胆固

醇转换成胆固醇. 胆固醇既可自身制造也可从

食物中获取, 在生长发育及物质代谢方面其功

能重要. 胆固醇与信号蛋白的相互作用和控制

在大脑、四肢、生殖道和其他结构的发育中起

着非常重要的作用; 其同时也是细胞膜、髓磷

脂的结构成分; 另外, 胆固醇也是合成某些激素

的原料并在胆汁酸的生成中起重要作用. 本研

究中基因芯片及RT-PCR的实验结果发现并证

实该基因也在HBV感染过程中存在表达下调, 
这可能导致胞膜结构稳定性下降、类固醇激素

降低, 但临床上此类激素并不降低且多数升高

说明还有其他因素参与激素的代谢, 然而大部

分文献[8-11]报道该基因突变可导致Smith-Lemli-

Opitz综合征的一种隐形遗传病, 关于在HBV感

染过程中该基因表达下调的意义仍有待进一步

研究. 
总之, HBV感染可能对细胞增殖、基因表

达、信号转导、糖脂类物质代谢[12-14]等诸多方

面存在不同程度的影响. RT-PCR和基因芯片技

术都证实7DCR和NADH-b5R二者在HBV感染

过程中存在表达下调, 这可能与HBV感染所致

的肝细胞膜结构稳定性下降及脂质代谢异常相

关, 而这种影响的可能性仍需进一步研究确定

其相关机制也有待深入研究. 这可能对HBV感

染所致相关疾病的发病机制和治疗方案提供新

的研究思路、方法及方案. 
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Abstract
AIM: To evaluate the diagnosis and treatment of 
acute mesenteric artery ischemia.

METHODS: A total of 26 patients with acute 
mesenteric artery ischemia were included in the 
study. The clinical features, diagnosis, treatment 
and prognosis of these patients were retrospec-
tively analyzed.

RESULTS: Definite diagnosis was preopera-
tively established in 11 patients, of which 6 were 
diagnosed by color Doppler ultrasonography, 9 
by spiral CT, and 6 by digital subtraction angi-
ography (DSA). The remaining 15 patients with 
bloody ascites were diagnosed by exploratory 
laparotomy. Of all patients, 4 received systemic 
anticoagulation, 5 were subjected to Fogarty bal-
loon catheterization for thrombus removal and 
completely recovered, 8 underwent partial small 

bowel resection, 7 underwent subtotal small 
bowel and right-sided colon resection, and 2 
underwent second-look operation. Six patients 
died in six months after operation.

CONCLUSION: Ultrasound is considered as a 
first-line diagnostic technique for acute mesen-
teric artery ischemia. Exploratory laparotomy 
should be performed in patients with bloody 
ascites. Early diagnosis and treatment are key to 
decreasing the mortality and morbidity of acute 
mesenteric artery ischemia.

Key Words: Mesenteric vascular occlusion; Diagno-
sis; Therapy

Gu QK, Wang J, Zhang BL, Yuan QX. Diagnosis and 
treatment of acute mesenteric artery ischemia: an analysis of 
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摘要
目的: 探讨急性肠系膜动脉性缺血的诊断及治疗.

方法: 回顾分析26例急性肠系膜动脉性缺血
的临床特征、诊断、治疗及预后. 

结果: 入院后确诊11例, 其中: 彩色多普勒超
声6例, 螺旋CT 9例, 血管造影5例. 其余15例
因血性腹水探查术中确诊. 全身抗凝治疗4例, 
Fogarty导管取栓术后完全恢复5例, 小肠部分
切除8例, 小肠大部及右半结肠切除7例, 2次探
查术2例. 术后6 mo内死亡6例.

结论: 超声可作为急性肠系膜动脉性缺血患
者的初步检查, 发现血性腹水者及早行剖腹探
查术. 早期诊断与治疗使降低肠系膜血管死亡
率和致残率的关键. 

关键词: 肠系膜血管闭塞; 诊断; 治疗
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0  引言

急性肠系膜动脉性缺血可累及全部或部分小肠
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■背景资料
急性肠系膜动脉
性缺血发病率低, 
早期诊断较为困
难 ,  探 讨 其 诊 断
和治疗具有重要
意义.

■同行评议者
邹小明, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院普外
二科



和/或肠系膜上动脉供血的右半结肠, 症状与体

征变化较大, 诊断较为困难. 但随着对本病认识

的提高以及诊断手段的改进, 其诊断与治疗均

有显著改善[1]. 本文回顾分析2000-01/2008-12我
院诊治的26例急性肠系膜动脉性缺血患者的临

床资料, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组26例患者中, 男16例, 女10例, 年龄

43-75(平均年龄58)岁, 病程4-51(平均25) h. 临床

表现为急性持续性腹痛26例, 腹胀18例, 恶心呕

吐15例, 便血5例, 肠鸣音减弱或消失20例, 腹膜

刺激征16例. 合并心房纤颤14例, 动脉粥样硬化4
例, 冠心病心导管介入术后3例, 胶原性疾病5例.
1.2 方法 全部患者中白细胞均升高, 立位腹平片

26例, 提示肠梗阻10例, 腹部彩色多普勒超声检

查26例, 确诊6例, 超声引导下行腹腔穿刺术15
例, 均为血性腹水; 螺旋CT 10例, 确诊9例; 行血

管造影5例, 均确诊. 入院后确诊11例, 其余均因

血性腹水行剖腹探查术后确诊. 
确诊11例患者中, 4例为肠系膜上动脉血栓

形成, 给予全身抗凝治疗, 其余7例为肠系膜上

动脉栓塞, 血性腹水行剖腹探查术后确诊7例为

肠系膜上动脉栓塞, 8例局灶性阶段性缺血. 局
灶性阶段性缺血均行小肠部分切除吻合术, 14
肠系膜上动脉栓塞中, 探查后先行肠系膜上动

脉切开Fogarty导管取栓术, 观察肠管30 min后, 5
例肠管恢复血运及功能, 7例小肠大部及升结肠

坏死, 行近端空肠与横结肠吻合, 2例不能完全

肯定肠管是否仍有活力, 且切除后有短肠可能

者, 暂不切除, 将可疑肠管外置. 2次探查术后, 1
例肠管恢复活力, 1例肠管坏死长度较第一次手

术时减少, 行小肠大部切除, 保留约1.2 m小肠及

回盲部. 
所有患者术后均严密监测生命体征变化, 

控制感染及营养支持, 禁食期间给予低分子肝

素抗凝, 恢复饮食后改为华法林钠口服3-6 mo.

2  结果

所有患者均随访6 mo, 8例局灶性阶段性缺血及

4例肠系膜上动脉血栓形成患者无复发, 14例肠

系膜上动脉栓塞患者, 4例于术后2-3 d因多脏器

功能衰竭死亡, 2例分别于术后2 mo、3 mo死于

心脏病, 其余8例均随访无复发. 

3  讨论

随着社会人口的老龄化, 急性肠系膜缺血的发
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病率呈上升趋势[2]. 急性肠系膜动脉性缺血占急

性肠系膜缺血中90%以上, 病因包括: 肠系膜上

动脉栓塞、非闭塞性肠系膜缺血、肠系膜上动

脉血栓形成、局灶性阶段性缺血[3]. 本病的易患

因素为心房纤颤、动脉粥样硬化、各种原因造

成肠道的低灌注状态、系统性血管炎等, 因此

对患有上述疾病患者发生急性腹痛时, 应提高

警惕, 考虑到存在急性肠系膜动脉性缺血可能. 
该病临床表现起病急, 发展快, 病情危重, 

多存在伴随疾病, 易与其他急腹症混淆, 缺乏特

异性的临床表现和化验指标, 因此, 提高对本病

的认识程度和经验, 早期诊断和及时治疗, 对降

低其并发症发生率和病死率至关重要[4,5]. 
影像学检查仍是本病确诊的主要方法[6]. 立

位腹平片检查不能用于该病诊断, 但可除外消

化系穿孔, 晚期可显示出肠梗阻, 本组26例, 提
示肠梗阻10例. 

超声检查为诊断肠系膜血管病的一种经

济、简单、无创的检查方法, 可以显示受累动

脉的血栓或血流缺损, 腹腔内游离液体、肠壁

增厚[7,8]. 同时, 如发现腹腔内游离液体, 可以在

超声引导下行腹腔穿刺术. 本组26例患者中, 经
腹部彩色多普勒超声检查确诊6例, 并在超声引

导下行腹腔穿刺术15例, 均为血性腹水. 对于血

性腹水患者, 未再行其他检查, 而直接行剖腹探

查术确诊[9]. 因此, 超声检查可作为急性肠系膜

动脉性缺血患者的初步检查, 并可根据检查结

果进一步选择CT、血管造影的检查及治疗. 
螺旋CT是诊断急性肠系膜缺血的快捷、正

确的影像学检查方法之一, 其增强扫描动脉期

图像可直接显示肠系膜动脉内充盈缺损, CT增
强后处理显示的血管可与DSA媲美, 此外还包

括肠腔扩张积液、肠壁增厚、腹腔积液等间接

征象[10,11]. 本组患者行螺旋CT 10例, 确诊9例, 因
此可作为大多数患者确诊的依据. 

动脉造影仍是诊断缺血性肠病的金标准, 
可以提供病变部位、程度及侧枝循环状况, 并
可进行治疗[12]. 但其存在可能假阳性、造影剂

的肾脏毒性、耗费时间, 可能延误剖腹探查手

术[13]. 因此要严格掌握时机, 指征需个体化, 适
于只有不明原因腹痛, 而无腹膜炎体征患者. 本
组行血管造影5例, 均确诊. 

急性肠系膜动脉性缺血的治疗原则应迅速

去除血管内的栓子, 恢复肠系膜动脉的血管供

应[11], 早期外科干预治疗是提高疗效的关键[14]. 
介入治疗可经肠系膜动脉灌注扩血管药, 同时

www.wjgnet.com

■研发前沿
急性肠系膜动脉
性缺血的早期诊
断以及根据病情
合理的选择治疗
方法是提高该病
预后的关键.
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可行介入下血栓切除术、溶栓治疗, 适合于病

史短(<8 h)肠管尚未坏死者[12], 本组4例肠系膜上

动脉血栓形成患者, 经肠系膜动脉灌注罂粟碱

后联合全身抗凝治疗, 效果明显. 急性肠系膜动

脉性缺血患者大多诊断后已经肠管坏死, 丧失

进行血管再通或重建机会, 因此及时果断剖腹

探查非常重要. 肠系膜上动脉栓塞患者首先应

恢复肠系膜血供, 再判断肠管活力, 必须切除已

经梗死的肠管, 仔细观察保护可能恢复活力的

肠管. 本组14肠系膜上动脉栓塞中, 探查取栓术, 
5例肠管恢复血运及功能, 7例小肠大部及升结

肠坏死, 行近端空肠与横结肠吻合. 2例估计切

除后剩余小肠小于100 cm, 只切除明显坏死的肠

管, 在12-24 h内进行有计划的二次探查手术, 同
时给予积极措施促使肠管恢复生机, 避免术后

短肠综合征的发生[15]. 局灶性阶段性缺血累及小

肠长度较短, 可直接行小肠部分切除吻合术, 本
组8例患者均预后良好. 

总之, 提高对急性肠系膜动脉性缺血的认

识, 各种影像学方法的合理应用, 早期诊断, 根
据病情, 采取不同方法尽早恢复肠系膜血管血

供降低死亡率和致残率.
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Abstract
AIM: To explore whether N-acetylcysteine (NAC) 
reduces liver injury in rats with severe acute 
pancreatitis (SAP).

METHODS: Fifty-four Sprague-Dawley rats 
were randomized into sham-operation group, 
SAP group and NAC treatment group. SAP was 
induced in rats by retrograde injection of 4% 
sodium taurocholate into the pancreatic duct. 
Rats in the NAC treatment group received an 
intravenous injection of NAC (200 mg/kg) one 
hour after sodium taurocholate injection. All the 
animals were sacrificed at 3, 6 and 12 h after SAP 
induction. The activation of nuclear factor-κB 
(NF-κB) in the liver was determined by immu-
nohistochemistry. The hepatic expression of in-
ducible nitric oxide synthase (iNOS) mRNA was 
assayed by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). Meanwhile, plasma 
amylase and liver function (ALT and AST) were 
measured.

RESULTS: SAP induction significantly en-
hanced NF-κB binding activity and up-regulated 
iNOS mRNA expression in the liver of rats. 
NAC treatment for different durations could 
significantly suppress the activation of NF-κB 
(3 h: 0.32 ± 0.05 vs 0.46 ± 0.04, 6 h: 0.56 ± 0.07 vs 
0.97 ± 0.18 and 12 h: 0.87 ± 0.14 vs 1.13 ± 0.11, re-
spectively; all P < 0.05) and reduce the levels of 
plasma amylase, ALT and AST.

CONCLUSION: NF-κB activation and iNOS 
mRNA expression are associated with liver in-
jury in SAP. NAC protects against SAP-induced 
liver injury perhaps by blocking the activation of 
NF-κB.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Nuclear 
factor-κB; Inducible nitric oxide synthase; Liver in-
jury; N -acetylcysteine

Liu SL, Liao WJ, Wu LQ. N-acetylcysteine protects against 
liver injury in rats with severe acute pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(10): 1046-1050

摘要
目的: 探讨N -乙酰半胱氨酸(N -acetylcysteine, 
NAC)对大鼠重症急性胰腺炎(SAP)肝损伤的
抑制作用机制. 

方法:  54只S D大鼠随机分为假手术组(S O
组)、胰腺炎组(SAP组)及NAC干预组(NAC
组), 各组18只. 以4%牛磺胆酸钠溶液逆行注
入胰胆管制作SAP模型. NAC组于造模后1 h
行股静脉注入NAC(200 mg/kg). 分别于3 h、6 
h、12 h时间点随机剖杀大鼠. 采用SP免疫组
织化学法检测肝组织NF-κB活性; 利用逆转录
-聚合酶链反应(RT-PCR)法检测肝组织iNOS 
mRNA表达; 胰、肝组织行病理切片观察, 同
时行血清淀粉酶、肝功能(AST、ALT)检测. 

结果: SO组肝组织可见散在肝细胞NF-κB活
化和iNOS mRNA低表达, SAP组NF-κB活化
和iNOS mRNA高表达; NAC对肝组织NF-κB
活性有抑制作用, 降低iNOS mRNA表达, 与

®

■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是一种发病急, 进
展 快 ,  易 导 致 远
隔 脏 器 损 伤 ,  病
死率较高的急腹
症 .  近 年 临 床 研
究发现 ,  AP并发
肝损伤的发生率
为40.0%-56.6%, 
而重症胰腺炎并
发肝损伤者高达
88.9%. 肝脏对毒
性物质、生物活
性产物的解毒以
及清除能力下降, 
致病因子更易通
过肝脏屏障而进
入体循环, 对全身
其他组织器官造
成损害, 为多器官
功能衰竭奠定了
基础.
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SAP组比较差异显著(3 h: 0.32±0.05 vs  0.46
±0.04, 6 h: 0.56±0.07 vs  0.97±0.18, 12 h: 
0.87±0.14 vs  1.13±0.11, 均P <0.05), 并可降
低血清淀粉酶、AST、ALT水平.

结论: 肝组织NF-κB活化及iNOS mRNA过度
表达可能是SAP肝损伤发生的原因之一, NAC
可抑制肝NF-κB活性及iNOS mRNA的表达, 
对SAP肝损伤具有一定的抑制作用.

关键词: 重症急性胰腺炎; 核因子-κB; 诱导型一氧

化氮合酶; 肝损伤; N -乙酰半胱氨酸

刘石龙, 廖雯俊, 邬林泉. N -乙酰半胱氨酸对大鼠重症急性胰
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是一种发病

急, 进展快, 易导致远隔脏器损伤, 病死率较高

的急腹症. AP发病机制目前尚不清楚, 主要死亡

原因是并发多器官功能衰竭, 死亡率10%-35%. 
近年临床研究发现, AP并发肝损伤的发生率为

40.0%-56.6%, 而重症胰腺炎并发肝损伤者高达

88.9%[1]. 肝脏对毒性物质、生物活性产物的解

毒以及清除能力下降, 致病因子更易通过肝脏

屏障而进入体循环, 对全身其他组织器官造成

损害, 为多器官功能衰竭奠定了基础. 本实验通

过大鼠重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)模型, 探讨NAC对大鼠SAP肝损伤的保护

作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物采用健康的8-10周龄SD大鼠, 
共54只, 雌雄不限, 体质量为230-280 g, 由南昌

大学医学院实验动物中心提供. NF-κB p65抗体

(兔抗大鼠)购于北京博奥森公司; N -乙酰半胱氨

酸购于Solarbio公司; 牛磺胆酸钠购于美国Sigma
公司; iNOS及β-actin引物系根据GenBank中相应

的基因序列自行设计, 由上海生工生物工程公

司合成.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 实验前大鼠在实验室适应性饲养1 
wk. 随机分成3个组, 假手术组(sham operation, 
SO组, n  = 18)、SAP组(n  = 18)、N -乙酰半胱氨

酸干预组(N -acetylcysteine, NAC组, n  = 18). 
1.2.2 模型制作和标本检测: 采用逆行胰胆管注

入法制作SAP模型, 分别在造模后3、6、12 h的

规定时间点, 随机剖杀大鼠取下腔静脉血3 mL, 
用于血淀粉酶, 肝功能(AST、ALT)测定. 即刻

取肝组织100 mg左右, 投入液氮罐中冻存, 用于

mRNA测定. 取胰腺、肝组织放入100 g/L中性

甲醛固定24 h, 常规制成石蜡切片, 由病理专职

病理技术人员对胰腺组织、肝组织HE染色及免

疫组织化学染色观察. 
1.2.3 RT-PCR法检测肝组织iNOS mRNA表达: 
用TRIzol提取总RNA, 逆转录后行PCR. iNOS
及β-actin引物序列如下: iNOS(514 bp): 5'-TGT
GTTCCACCAGGAGATGTTG-3'; 5'-CAGTTT
CTGGTCGATGTCATGAG-3'; β-actin(395 bp): 
5'-GCAAGTACTCTGTGTGGATTGG-3'; 5'-AA
TCAAAGTCCTCAGCCACATT-3'. RT-PCR反应

条件: 预变性95 ℃ 5 min, 变性94 ℃ 45 s, 延伸

72 ℃ 75 s, 最后72 ℃延伸7 min, 共36循环. 其中

iNOS、β-actin引物的退火温度分别为: 48 ℃、

60 ℃. 将PCR产物在1.5%琼脂糖凝胶中电泳(75 
mV, 50 min), 用凝胶图像扫描仪测算每条带的

光密度值. 用iNOS扩增产物带与β-actin扩增产

物带值之比表示每个样本的iNOS的表达. 
1.2.4 肝组织NF-κB的免疫组织化学染色: 采用

SP(Streptavidin/Peroxidase)法检测肝组织NF-κB
的活性. 一抗(兔抗p65抗体)工作浓度为1∶200. 
阴性对照不加一抗, 以正常PBS代替. 结果判断: 
在400倍光镜下对每张切片随机取5个视野, 计算

每个视野的阳性细胞数取其均数代表该样本的

阳性表达. 细胞核和(或)细胞质呈棕色即为阳性.
统计学处理 数据采用mean±SD表示. 采用

SPSS13.0软件进行方差分析, 同时段的组间比

较用t检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 血清淀粉酶指标变化 与SO组、NAC组比较, 
ANP组血清淀粉酶在造模后3 h就明显地升高, 
各组间比较有显著性差异(P <0.05). 各时间点

NAC组血清淀粉酶较SAP组明显降低(表1). 
2.2 血清ALT和AST指标测定 NAC组和SAP组血

清ALT和AST含量在3-12 h内持续升高, 显著高

于SO组. NAC组ALT和AST浓度较SAP组显著降

低(P <0.05), 但仍高于SO组(P <0.05, 表2).
2.3 肝组织病理观察 肝脏外观变化: SO组肝脏

无明显变化. SAP组3 h肝脏充血; 6 h充血加重肝

脏淤血样改变; 12 h肝脏表面偶见坏死灶. NAC
组3 h肝脏充血; 6 h充血加重; 12 h肝脏表面出现

散在的可疑坏死灶. 肝脏病理光镜观察: SO组肝

小叶结构清晰, 细胞形态正常. SAP组3 h肝细胞

■研发前沿
急性胰腺炎发病
机制目前尚不清
楚, 主要死亡原因
是并发多器官功
能 衰 竭 ,  死 亡 率
10%-35%. 急性胰
腺炎并发肝损伤
是目前研究的热
点问题.
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胞质染色变淡, 嗜酸性小体偶见, 部分细胞质小

圆形空泡样变性未见明显的肝细胞坏死和肝细

胞凋亡出现, 炎性细胞浸润不明显; 6 h肝细胞肿

胀, 个别缺血样改变数个细胞核皱缩, 碎裂,  周
围散在中性粒细胞; 12 h呈灶性坏死, 皱缩、碎

裂核增多及肿胀的库普弗细胞. NAC组3 h肝细

胞胞质染色变淡, 细胞质小圆形空泡样变性偶

见; 6 h肝细胞肿胀, 偶见肝细胞嗜酸性变; 12 h肿
胀的库普弗细胞较少见, 主要肝脏缺血样改变.
2.4 肝组织NF-κB的活化 NF-κB免疫组织化学染

色结果显示在SO组大鼠肝组织内散在的NF-κB
阳性染色细胞. 高倍镜下可见其阳性染色主要

位于胞质, 而细胞核不着色; SAP组大鼠肝组织

中可见明显深染的NF-κB阳性细胞, 其染色以细

胞核为主, 染色重, 胞核轮廓清晰, 胞质也有少

量着色, 但染色较SO组淡; NAC组细胞核及细胞

质虽有NF-κB染色但普遍较胰腺炎组明显变淡, 
且细胞轮廓不清楚(表3). 
2.5 肝组织炎性介质iNOS基因表达变化 RT-PCR
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后, 用Gene Genius全

自动凝胶成像系统进行半定量分析. 显示SO组

大鼠肝组织iNOS mRNA不表达或低表达, SAP组
iNOS mRNA表达明显上调. NAC组与胰腺炎组

比较iNOS mRNA的表达明显降低(图1, 表4). 

3  讨论

研究证明AP引起的肝损害不但会加重AP病情

且肝损害程度与胰腺炎程度密切相关, 并影响

其病程及预后, 甚至可以发展为肝功能衰竭导

致患者死亡[2,3]. 近年的研究还发现NF-κB在肝损

伤发病机制中起重要的作用, 他在肝脏中的高

表达与继发引起的下游调控基因的激活共同参

与肝损伤的发生和发展[4-6]. 诱导型一氧化氮合

酶(iNOS)基因, 含有κB位点, NF-κB在调控其表

达方面起到重要作用, 研究发现: 体内iNOS被激

活后, 释放大量的NO与多种病理状态相关, 包括

组织损伤和多种炎症疾病、神经疾病等[7-10]. 因
此, 选择性地抑制iNOS进而抑制过量的NO产生

将具有一定的治疗前景. 有效地抑制iNOS能阻

■相关报道
周家华等研究发
现NF-κB在6 h时
间点明显升高, 6 
h 后 无 进 一 步 升
高, 12 h后无进一
步 升 高 ,  且 证 明
PDTC可抑制NF-
κB活性并与给药
时间有关; 田勇等
研究发现: SAP肝
损伤在24  h点的
NF-κB活性增高; 
袁耀宗、赵永福
等研究发现大鼠
SAP模型NF -κB
在12 h内持续升
高且证明NF-κB
在重症胰腺炎肝
损伤其重要作用.

表 1 实验各组血清淀粉酶指标测定结果 (U/L, mean±SD)

     
分组            3 h                6 h              12 h

SO组               1 532.23±165.27                1 763.83±159.32                 2 097.83±182.21

SAP组               3 841.23±543.29ac                5 967.16±763.82ac                 7 921.14±933.65ac

NAC组               2 941.32±702.45a                3 832.46±659.37a                 5 382.29±870.89a

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  NAC组.

表 2 实验各组肝功能指标测定结果 (U/L, mean±SD)

     
分组

         3 h         6 h          12 h

           ALT                  AST          ALT                 AST            ALT   AST

SO组   60.5±9.8     178.4±35.2        82.3±12.3    203.5±42.1          97.3±21.5    302.3±39.2

SAP组 198.5±32.2   521.6±89.4ac    387.5±36.9    753.2±123.4ac    453.2±86.2    863.3±46.3ac

NAC组 126.7±21.3   432.7±57.6a     253.1±35.8    576.3±76.5a       278.2±12.9    642.1±69.2a

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  NAC组.

表 3 实验各组肝组织NF-κB检测结果 (mean±SD)

     
分组          3 h                      6 h                      12 h

SO组   2.12±0.46       5.32±0.53        6.12±0.58

SAP组 16.35±2.38ac   45.31±4.14ac    52.69±4.21ac

NAC组 10.63±2.13a    19.35±3.69a     28.34±5.41a

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  NAC组.

表 4 实验各组肝组织iNOS mRNA表达测定结果 (iNOS 
mRNA/β-actin, mean±SD)

     
分组          3 h                      6 h                      12 h

SO组 0.15±0.07        0.18±0.04         0.21±0.02                    

SAP组 0.46±0.04ac      0.97±0.18ac       1.13±0.11ac

NAC组 0.32±0.05a       0.56±0.07a        0.87±0.14a

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  NAC组.
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断炎症信息传递通道的作用, 有效地抑制iNOS
不仅能在初始阶段影响炎症的发生, 也对抑制

和终结炎症有作用. 
国内外研究表明: NF-κB的早期高表达在

SAP的发病中起重要作用, 周家华等研究发现

NF-κB在6 h时间点明显升高, 6 h后无进一步升

高, 12 h后无进一步升高, 且证明PDTC可抑制

NF-κB活性并与给药时间有关[11]; 田勇等研究发

现: SAP肝损伤在24 h点的NF-κB活性增高[12]; 袁
耀宗、赵永福等研究发现大鼠SAP模型NF-κB
在12 h内持续升高且证明NF-κB在重症胰腺炎

肝损伤其重要作用[13,14]. Ethridge等发现在SAP 
3-6 h内NF-κB表达会出现两个高峰, 表明NF-κB
的早期高表达介导了第1次炎症打击与胰外脏

器损伤有关[15]. 本实验中我们发现造模后在SO
组, 大鼠肝组织内可见散在的NF-κB阳性染细

胞, 高倍镜下可见主要位于胞质, 而细胞核少量

着色; SAP组大鼠肝组织可见明显深染的NF-κB
阳性肝细胞且染色以胞核为主, SAP组在3-12 h
时间点内肝脏组织中NF-κB的活性持续性升高, 
与SO组各时间点相比有显著差异(P <0.05), 此研

究与袁耀宗、赵永福等研究基本一致. 随SAP病
程发展, 肝脏病理变化出现不同程度的加重; 血
清ALT、AST水平明显升高. NAC治疗组肝细胞

核及细胞质虽有染色但普遍较胰腺炎组明显变

淡且细胞轮廓不清楚, 说明NAC有抑制NF-κB活
化的作用. SO组大鼠肝组织iNOS mRNA不表达

或低表达, SAP组肝组织iNOS mRNA表达明显

上调; NAC组肝组织iNOS mRNA的表达较SAP
组明显降低, 有统计学意义(P <0.05). 说明NAC
对肝组织iNOS mRNA的表达有抑制作用. 

NAC是细胞内还原性谷胱甘肽的前体. 主
要作为一种黏液溶解剂临床上应用于治疗呼吸

系统疾病, 迄今已30多年. N -乙酰半胱氨酸具有

清除氧自由基, 抑制NF-κB激活, 减少细胞因子

的合成和释放的作用. 实验中我们发现NAC组

大鼠胰腺炎肝损伤较SAP组明显减轻. 本实验中

NAC治疗组NF-κB活化及iNOS mRNA的表达较

SAP组明显降低, 有显著的统计学意义(P <0.05), 
且肝功能明显改善、肝脏的病理变化明显减

轻. 从实验中可观察到NF-κB异常活化与iNOS 
mRNA的表达呈一定的平行关系. 

本实验证实: SAP时, NF-κB活化及其引起

的下游iNOS mRNA表达参与了AP并发的肝损

伤, N -乙酰半胱氨酸可能通过抑制NF-κB的活性

从而抑制了iNOS mRNA的表达, 对AP并发的肝

损伤有一定的抑制作用. 
总之, AP肝损伤其机制复杂, 多种机制参与

其的发生, AP引起的肝损害不但会加重AP病情

且肝损害程度与胰腺炎程度密切相关, 并影响

其病程及预后, 甚至可以发展为肝功能衰竭导

致患者死亡. 早期诊断SAP、控制病情的发展是

防治肝功能不全的关键. 实验中我们发现NAC
对SAP并发肝功能不全有一定的治疗作用.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Huangqi 
Injection on nuclear factor-κB (NF-κB) activity 
and NF-κB and tumor necrosis factor-α (TNF-α) 
mRNA expression in rats with acute pancreatitis.

METHODS: Sixty male Sprague-Dawley rats 
were randomly divided into five groups: sham-
operation group, model control group, and low- 
[0.10 mL/(100 g•d)], medium- [0.15 mL/(100 g•
d)] and high-dose [0.20 mL/(100 g•d)] Huangqi 
Injection groups. Acute pancreatitis was in-
duced by injection of 5% sodium taurocholate 
[0.10 mL/(100 g•d)] into the pancreatic duct of 
rats. Huangqi Injection was injected into the tail 
vein 30 min before sodium taurocholate injec-
tion in the three treatment groups. The rats were 

killed 6 h after sodium taurocholate injection. 
The histomorphologic structure of the pancreas 
was observed under an optical microscope, and 
the severity of pancreatitis was evaluated using 
a pathologic grading system. The NF-κB activ-
ity in pancreatic acinar cells was determined by 
immunohistochemistry. The expression of NF-
κB and TNF-α mRNAs in the pancreas was mea-
sured by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR).

RESULTS: Compared with the sham-operation 
group, the pathologic grading score, NF-κB 
activity and TNF-α mRNA expression level in-
creased obviously in the model group (both P < 
0.01). The pathologic grading score, NF-κB activ-
ity and TNF-α mRNA expression level were sig-
nificantly lower in the treatment groups than in 
the model group (all P < 0.05 or 0.01). A positive 
correlation was noted between NF-κB activity 
and TNF-α mRNA expression level (r = 0.542, 
P < 0.05). No significant difference was noted 
in NF-κB mRNA expression level among each 
group (all P > 0.01).

CONCLUSION: NF-κB activity and TNF-α 
mRNA expression are closely related with the 
severity of acute pancreatitis. Active NF-κB 
may play an important role in the pathogenesis 
of acute pancreatitis by up-regulating TNF-α 
mRNA expression. Huangqi Injection can sig-
nificantly decrease NF-κB activity and TNF-α 
mRNA expression and therefore alleviate pan-
creatic injury in rats with acute pancreatitis.

Key Words: Huangqi injection; Acute pancreatitis; 
Nuclear factor-κB; Tumor necrosis factor-α

Zhang CX, Guo XF, Qin YM. Huangqi Injection reduces 
NF-κB activity and down-regulates TNF-α mRNA 
expression in rats with acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(10): 1051-1055

摘要
目的: 探讨黄芪注射液对实验性急性胰腺炎
大鼠NF-κB活性、NF-κB mRNA及TNF-α 
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■背景资料
急 性 胰 腺 炎 时 , 
炎症介质、细胞
因子的过量产生
与全身各系统的
炎症反应和多器
官功能衰竭的出
现呈明显的因果
关 系 .  核 转 录 因
子-κB(NF-κB)是
一种能与体内多
种细胞基因启动
子部位相结合的
核 蛋 白 ,  在 机 体
的免疫和炎症反
应、凋亡调控等
方面发挥重要作
用, 其过度活化可
引起多种病理生
理反应 .  在AP发
生、发展过程中
NF-κB的过度活
化可引起多种炎
症反应相关基因
的表达上调, 导致
炎症介质、细胞
因子的大量产生
而参与AP的炎症
反应进程.

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科



mRNA的影响.

方法: ♂SD大鼠60只, 随机分为假手术组、模
型组和黄芪小剂量治疗组[0.10 mL/(100 g•d)]、
中剂量治疗组[0.15 mL/(100 g•d)]、大剂量治
疗组[0.20 mL/(100 g•d)]. 用5%牛磺胆酸钠胰
管内注入[0.10 mL/(100 g•d)]诱导大鼠急性胰
腺炎模型, 黄芪注射液各组造模前30 min给予
黄芪注射液尾静脉注射, 造模6 h后处死大鼠
取胰腺组织标本. 光镜观察胰腺组织的病理变
化, 并对胰腺组织标本进行病理评分; 免疫组
织化学法测定胰腺细胞NF-κB活性, RT-PCR
法检测胰腺组织中NF-κB mRNA和TNF-α 
mRNA表达. 

结果: 与假手术组比较, 模型组胰腺组织病
理评分、NF-κB活性及TNF-α mRNA表达显
著增加(P <0.01); 与模型组比较, 治疗各组病
理评分、NF-κB活性及TNF-α mRNA表达显
著下降(P <0.05或0.01). NF-κB活性及TNF-α 
mRNA表达呈正相关关系(r  = 0.542, P <0.05), 
各组NF-κB mRNA的表达均为阳性, 差异无显
著性(P >0.05).

结论: 活化的NF-κB可通过上调TNF-α mRNA
的表达参与急性胰腺炎的发生、发展, 黄芪
注射液能显著降低实验性急性胰腺炎大鼠的
NF-κB活性、TNF-α mRNA表达, 从而减轻急
性胰腺炎损害程度.

关键词: 黄芪注射液; 急性胰腺炎; 核转录因子

-κB; 肿瘤坏死因子-α

张超贤, 郭晓凤, 秦咏梅. 黄芪注射液对急性胰腺炎大鼠NF-κB

活性、NF-κB及TNF-α mRNA表达的影响. 世界华人消化杂志  

2010; 18(10): 1051-1055
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)时, 炎症介

质、细胞因子的过量产生与全身各系统的炎症

反应(systemic inflammatory response syndrome, 
S I R S )和多器官功能衰竭 (m u l t i p l e  o r g a n 
dysfunction, MODF)的出现呈明显的因果关系[1]. 
核转录因子-κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)
是一种能与体内多种细胞基因启动子部位相结

合的核蛋白, 在机体的免疫和炎症反应、凋亡

调控等方面发挥重要作用, 其过度活化可引起

多种病理生理反应. 在AP发生、发展过程中NF-
κB的过度活化可引起多种炎症反应相关基因的

表达上调, 导致炎症介质、细胞因子的大量产

1052                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年4月8日      第18卷      第10期

生而参与AP的炎症反应进程[2]. 中药黄芪对AP
有良好的治疗作用[3,4], 但这种作用是否与影响

NF-κB活性及下游炎症因子的表达有关尚不清

楚. 本实验旨在通过大鼠实验性AP时NF-κB活

性及TNF-α mRNA的变化及黄芪处理对其影响

的观察, 进一步探讨黄芪治疗AP的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康清洁级SD大鼠60只, ♂, 体质

量220-250 g,  由新乡医学院实验动物中心提供. 
黄芪注射液(地奥成都地奥九泓制药厂生产, 批
号: 0706071, 每支10 mL, 相当于20 g生药), 牛黄

胆酸钠(Sigma公司), NF-κB鼠单克隆抗体(Santa 
Cruz公司). DelDoc2000凝胶扫描仪(BLO-Rad
公司, 美国), TRIzol试剂(美国Invitrogen公司), 
TNF-α、NF-κB及β-actin引物(上海生工生物工

程公司), RT-PCR(一步法)试剂盒(宝生物工程有

限公司).
1.2 方法 
1.2.1 急性胰腺炎模型建立: SD大鼠术前禁食

12 h, 自由饮水, 随机分为5组: 假手术组、模型

组、黄芪注射液小剂量组、中剂量组和大剂量

组, 各12只. 参考文献[5,6]方法造模, 戊巴比妥

钠35 mg/kg腹腔注射麻醉, 正中切口入腹, 入腹

后寻及十二指肠, 于主胰管开口附近十二指肠

系膜对缘切开十二指肠, 置一细塑料管于主胰

管内, 用无损伤动脉钳夹闭胆胰管近肝门端, 经
细塑料管缓慢注入5%牛磺胆酸钠(0.1 mL/100 
g), 滞留5 min后拔去塑料管, 松开动脉钳, 缝合

十二指肠, 关闭腹腔. 黄芪注射液各组在造模前

30 min分别给予黄芪注射液0.10、0.15及0.20 
mL/(100 g•d)尾静脉注射, 模型组在造模前予

0.15 mL/(100 g•d)生理盐水注射, 假手术组注射

生理盐水时间、剂量、途径均同模型组, 进腹

后仅显露、牵拉十二指肠即关腹. 造模后6 h, 处
死动物并剖腹, 快速切取胰腺组织供实验用. 
1.2.2 胰腺组织病理观察: 取胰腺脾侧叶用200 
g/L甲醛固定, 石蜡包埋, HE染色, 用于胰腺组织

形态观察、光镜观察. 胰腺病理学评分,  胰腺

组织病理积分参照评分标准参照相关文献[7]
的标准.
1.2.3 NF-κB活性的检测: 胰腺4 μm厚石蜡切片, 
常规脱蜡, 乙醇梯度脱水, 3% H2O2灭活内源性

过氧化物酶以修复抗原, 5%羊血清封闭30 min, 
1∶100的NF-κB p65(一抗)37 ℃孵育1 h, 滴加羊

抗兔IgGHRP室温15 min, DAB显色, 苏木素复

www.wjgnet.com

■研发前沿
抑制NF-κB活化
进而下调下游炎
症因子的表达是
有效改善胰腺炎
损伤一个重要途
径 .  中 药 黄 芪 对
AP有良好的治疗
作用, 但这种作用
是 否 与 影 响 N F -
κB活性及下游炎
症因子的表达有
关尚不清楚.
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染, 切片烤干封片. 阴性对照用PBS代替一抗. 阳
性反应细胞胞质、胞核呈棕黄色染色. 在3个高

倍镜视野下观察阳性细胞数N1和总细胞数N, 阳
性率 = N1/N×100%. 
1.2.4 NF-κB mRNA的检测: 采用RT-PCR法检

测NF-κB mRNA, NF-κB p65引物序列: 上游

5'-GAAGAAGCGAGACCTGGAG-3', 下游5'-T
CCGGAACACAATGGCCAC-3', 扩增产物长度

398 bp. 内参β-肌动蛋白序列: 上游5'-TCCTAGC
ACCATGAAGATC-3', 下游5'-AAACGCAGCTC
AGTAACAG-3', 扩增产物长度190 bp. PCR条件: 
各扩增管先置于55 ℃水浴逆转录40 min, 然后

直接置PCR扩增仪94 ℃变性45 s, 54 ℃退火45 s, 
72 ℃延伸60 s, 共40个循环, 再72 ℃延伸5 min, 
PCR产物在1.5%琼脂糖凝胶上电泳, 在凝胶成像

系统中计算NF-κB p65 mRNA与β-肌动蛋白的

吸光度比值. 
1.2.5 TNF-α mRNA的检测: 用TRIzol(Invitrogen
公司)抽提RNA后, RT-PCR半定量法检测mRNA
表达量, 以β-ac t in为内参照. TNF-α上游引物

序列: 5'-TCTCAAAACTCGAGTGACAAG-3'; 
TNF-α下游引物序列为: 5'-AGTTGGTTGTCTT
TGAGATCC-3', 产物长度446 bp; 设β-actin为内

参照, 其上流引物序列为5'-TGGTACCACTGG
CATTGTGA-3', 下游引物序列为5'-TCCTGCTT
GCTGATCCACAT-3', 产物长度545 bp. 反应条

件: 50 ℃ l h, 90 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 min, 65 ℃ 30 
min, 68 ℃ l min 30个循环; 65 ℃延伸2 min, 4 ℃
保存. 2.0 g/L的琼脂糖凝胶电泳, 在凝胶成像系

统中计算TNF-α mRNA与β-肌动蛋白的电泳条

带的吸光度比值.
统计学处理 用SPSS11.5统计学软件进行分

析, 数据以mean±SD表示, 组间比较经方差齐性

检验示方差齐, 进行单因素方差分析. 相关分析

采用直线相关的积差相关分析, 以P <0.05为有统

计学意义.

2  结果

2.1 病理形态学 假手术组胰腺正常, 小叶结构存

在, 间质清晰. AP组小叶结构破坏, 腺泡排列紊

乱, 间质明显水肿、出血、红细胞呈片状冲毁

胰腺组织, 炎症细胞明显浸润; 大片腺细胞溶解

坏死, 细胞膜溶解, 核消失. 黄芪治疗组可见胰

腺小叶结构破坏明显减轻. 间质水肿好转, 变性

情况明显改善, 炎细胞浸润减少. 胰腺细胞较清

晰, 排列较整齐. 各组胰腺病理评分见表1. 
2.2 黄芪注射液对大鼠胰腺NF-κB活性、NF-κB
及TNF-α mRNA表达的影响 模型组胰腺组织

NF-κB活性、TNF-α mRNA表达较假手术组显著

增高, 治疗组胰腺组织NF-κB活性、TNF-α mRNA
表达明显低于模型组(P<0.01), 两指标呈正相关关

系(r  = 0.542, P<0.05), 模型组 NF-κB mRNA较假手

术组有所升高, 治疗组较模型组有所降低, 但差异

无统计学意义(P>0.05, 表1, 图1, 2). 

3  讨论

TNF-α被认为是在AP中最早升高并起着重要

作用的细胞因子, 是与重症急性胰腺炎(severe 
acute pancreatitis, SAP)的严重性相关并可作为

SAP预后的指标之一[8]. 较高浓度的TNF-α不但

■相关报道
TNF-α被认为是
在AP中最早升高
并起着重 要作用
的细胞因子, 是与
重症急性胰腺炎
(SAP)的严重性相
关并可作为SAP
预后的指标之一,  
NF-κB活化是众
多炎症介质作用
机制的共同通道, 
诸多炎症因子在
基因水平上都受
到NF-κB的调控.

表 1 各组大鼠胰腺组织病理评分、NF-κB活性、TNF-α及NF-κB mRNA表达的比较 (n  = 12, mean±SD)

     
分组         病理评分         NF-κB活性           TNF-α mRNA           NF-κB mRNA         

假手术组        0.6±0.8      10.54±1.92           0.31±0.17           0.38±0.03                

模型组        6.4±2.3b      20.57±5.85b           0.92±0.12b           0.41±0.01    

黄芪注射液治疗组      

    小剂量        5.2±1.9c      15.43±5.94c           0.75±0.21c           0.40±0.01      

    中剂量        3.5±1.9d      12.64±4.61d           0.48±0.13d           0.40±0.02             

    大剂量        3.4±0.7d      12.05±5.30d           0.46±0.08d           0.38±0.05

bP<0.01 vs  假手术组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.

M        1        2        3        4       5

bp
400
250
100
50

NF-κB
398 bp
β-actin
190 bp

图 1 各组胰腺组织NF-κB mRNA的表达. M: Marker; 1: 假

手术组; 2: 模型组; 3: 中剂量治疗组; 4: 小剂量治疗组; 5: 大

剂量治疗组.



www.wjgnet.com

1054                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年4月8日      第18卷      第10期

具有直接损伤机体细胞的作用, 还能够诱发和

调控多种炎性细胞因子如IL-1、IL-6、IL-8等的

释放, 直接和间接参与引起了机体内两次高水

平细胞因子血症, 引起炎症瀑布样级联反应, 进
而导致SIRS并继发MODS[9,10]. NF-κB活化是众

多炎症介质作用机制的共同通道, 诸多炎症因

子在基因水平上都受到NF-κB的调控. NF-κB是
一种具有多向转录调节作用的蛋白, p50/p65异
源二聚体是NF-κB活化的最常见形式. 生理情况

下NF-κB同其抑制因子(inhibitor of NF-κB, IκB)
结合以无活性状态存在于细胞质内; 疾病过程

中, 内毒素、脂多糖、磷脂酶A、溶血磷脂酰胆

碱、氧化应激代谢产物、病毒、缺血-再灌注

等均可诱导IκB的磷酸化和蛋白降解, 使IκB和

NF-κB分离, NF-κB便迅速活化, 然后进入细胞

核, 与其靶基因上的启动子或增强子结合而调

节基因转录, 激活与细胞应激相关的基因和炎

症早期反应基因, 如细胞因子、生长因子和急

性期蛋白等, 产生大量的包括TNF-α、IL-1β等

炎症因子. 另外, TNF-α等细胞因子也可以通过

激活NF-κB诱导激酶(NIK)和丝裂原蛋白激酶的

激酶1(MEKK1), 从而使IKK磷酸化而激活, 激活

后的IKK再使IκB磷酸化, 后者最后被蛋白酶降

解, 从而使NF-κB游离出来而活化, 使信号进一

步放大[11]. 大量研究表明, NF-κB在AP中高度表

达并诱导TNF-α、IL-1β、IL-6大量表达在AP中
发挥重要的作用[12]. 研究显示, 用N -乙酰半胱氨

酸(N -acetylcysteine, NAC)阻滞NF-κB活性, 能显

著减少胰腺炎症细胞浸润, 降低TNF-α、IL-6等
细胞因子基因表达, 有效改善胰腺组织炎症反 
应[13], 说明NF-κB在SAP发生与发展中发挥关键

作用. 这些研究提示通过抑制NF-κB活化进而下

调TNF-α mRNA表达是有效改善胰腺炎症损伤

一个重要途径. 
本研究显示, 模型组大鼠胰腺组织NF-κB活

性、TNF-α mRNA表达与假手术组比较明显增

高(P <0.01), 两者呈同一化的进程, 且与病理上

胰腺炎症损害严重程度相平行, 这印证了细胞

因子在体内呈现网络式的调节, 在AP的发生、

发展过程中发挥着重要作用. 研究显示大鼠胰

腺组织中NF-κB mRNA在各组间表达差异不明

显, 提示NF-κB的活性并非完全由NF-κB mRNA
表达所决定. NF-κB mRNA的表达从分子角度反

映了基因的转录水平, 转录水平越高, NF-κB表
达的数量越多, 一定程度上就可提高NF-κB的活

性, 但NF-κB活性变化是受多因素影响的, 在AP
发生发展过程中, NF-κB活性的增强主要是因为

活化因素的变化导致, 而非NF-κB mRNA表达增

多所致, 所以抑制NF-κB活性的有效手段是减少

NF-κB活化因素、阻断NF-κB活化途径. 
本研究显示黄芪注射液能显著降低大鼠模

型胰腺组织NF-κB活性、TNF-α mRNA, 表明其

能抑制NF-κB活性, 下调TNF-α等多种炎性因子

基因的表达, 使炎症介质、细胞因子的产生减

少, 减轻AP的炎症反应, 其机制可能是: (1)AP发
生时机体内氧自由基产生增加, 大量产生的氧

自由基可以一方面引发链式脂质过氧化反应损

伤细胞膜, 产生大量脂质过氧化物, 而氧自由基

和脂质过氧化物都是NF-κB重要刺激物, 黄芪

有效成分硒、黄芪多糖、木糖-葡萄糖-环黄芪

醇可启动DNA修补酶、刺激抗体产生、清除有

害自由基, 启动使谷胱甘肽过氧化物酶、阻止

黄嘌呤及黄嘌呤酶的氧化损伤发挥抗氧化作用, 
抑制的脂质过氧化物的生成[14]; (2)黄芪甲苷可

阻止TNF-α、细菌脂多糖诱导NF-κB的核移位

与靶基因的κB位点的结合, 从而抑制TNF-α等
相应基因的转录[15]. 这就从基因分子水平角度

解释了黄芪治疗AP的机制.
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■创新盘点
本研究首次通过
大 鼠 实 验 性 A P
时NF-κB活性及
TNF-α mRNA的
变化及黄芪处理
对其影响的观察, 
探讨黄芪治疗AP
的作用机制.

图 2 各组胰腺组织TNF-α mRNA的表达. M: Marker; 1: 假

手术组; 2: 模型组; 3: 中剂量治疗组; 4: 小剂量治疗组; 5: 大

剂量治疗组.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, μ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.

1-2

■同行评价
本研究的贡献是
从基因分子水平
解释了黄芪治疗
急性胰腺炎的机
制, 对临床治疗有
指导意义.
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报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

中国知识资源总库收录. 2008年度《世界华人

消化杂志》总被引频次为2480, 位居内科学类

41种期刊的第6位; 影响因子为0.547, 位居内科

医学类41种期刊的第17位. 《世界华人消化杂

志》即年指标0.059, 他引率0.79, 地区分布数29, 
基金论文比0.340, 国际论文比0.00, 学科影响指

标0.59, 综合评价总分49.5, 位居内科学类41种
期刊的第8位.   
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 
文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议

纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及实

用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

世界华人消化杂志 2010年4月8日; 18(10): 1074-1078
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(ISSN 1009-3079, 
CN 14-1260/R)》是一份同行评议性和开放获取

(open access, OA)的旬刊. OA最大的优点是面向

全国本领域专家及公众开放无需注册, 免费获

取PDF等格式的全文, 切实破除了传统性期刊阻

碍科学研究成果快速传播的障碍. OA是一项真

正意义上的公益性科学传播工具, 编委、作者

和读者利益的最大化的目标, 努力推进本学科

的繁荣和发展. 
《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基

因组学、微生物及分子生物学、病因学、流行

病学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影

像、化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也

报道诊断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进

技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁.例如, 1秒, 1 s; 
2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2009年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±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 g±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 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±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!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-85381901, 传
真: 010-85381893, 
E m a i l :  w c j d @
wjgnet.com; http://
www.wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 

材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序
号一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后

空1格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 
以下逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并考入

磁盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不

要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 
cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条粘贴在正文内, 
不能使用浆糊粘贴.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究

论文给予充分的反映, 并在文内引用处右上

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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角加方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需

在“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅

引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上

角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文

献格式如下: 
1 Jung EM, Clevert DA, Schreyer AG, Schmitt 

S,  Rennert  J ,  Kubale R,  Feuerbach S, 
Jung F. Evaluation of quantitative contrast 
harmonic imaging to assess malignancy of 
liver tumors: A prospective controlled two-
center study. World J Gastroenterol  2007; 13: 
6356-6364 [PMID:  18081224; DOI: 10.3748/
wjg.13.6356]

2 马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863

3 Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4 尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 
第1版 .  上海 :  上海科学技术文献出版社 , 
1995: 382-385

5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件处理费及发表费, 文章发表后可

获得1本样刊及10套单行本(稿酬).

5  修回稿须知
5.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
5.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
5.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集
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Abstract
AIM: To systematically evaluate the efficacy 
and safety of traditional Chinese medicines and 
Western medicines in the treatment of chronic 
atrophic gastritis.

METHODS: The randomized clinical trials 
(RCTs) that compared the efficacy or safety 
of traditional Chinese medicines and Western 
medicines in the treatment of chronic atrophic 
gastritis were retrieved by searching Cochrane 
library, PubMed, OVID, CNKI, and VIP Chinese 
Scientific and Technological Periodical Database. 
Trials were considered to be of high quality if 
the Jaded scale score was 3 or more. Statistical 
heterogeneity between trials was evaluated us-
ing Revman 4.2. Heterogeneity of the included 
articles was tested to select proper effect models 
for calculation. Publication bias was investigated 
through visual inspection of funnel plots and 
Egger’s regression model.

RESULTS: Eight RCTs including 804 patients 

were analyzed. Compared with Western medi-
cine group, Chinese medicines significantly im-
proved excellent response rate, overall response 
rate, pathological symptoms (atrophy, intestinal 
metaplasia, and dysplasia) and adverse effects, 
and the total odd ratios (OR) were 4.17 [95% 
confidence interval (CI): 2.32-7.52], 5.79 (95%CI: 
4.09-8.21), 5.06 (95%CI: 2.83-9.08), 5.67 (95%CI: 
2.74-11.73), 4.72 (95%CI: 1.93-11.51), and 0.20 
(95%CI: 0.09-0.47), respectively. No significant 
difference was noted in the total OR of nega-
tive conversion of Helicobacter pylori infection 
between the two groups (P > 0.05). Inspection 
of the funnel plots for all outcome measures did 
not reveal evidence of publication bias (P = 0.781, 
0.791, 0.702, 0.645, 0.593 and 0.779, respectively).

CONCLUSION: Chinese medicines are superior 
to Western medicines in improving excellent 
response rate, overall response, and pathological 
symptoms and adverse effects in patients with 
chronic atrophy gastritis.

Key Words: Chronic atrophy gastritis; Traditional 
Chinese medicine; Meta-analysis

Huang X, Lv B. Treatment of chronic atrophic gastritis 
with Chinese medicines: a systematic review. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(10): 1056-1062

摘要
目的: 系统评价中医药与西医治疗慢性萎缩
性胃炎的疗效与安全性. 

方法: 检索Cochrane图书馆、PubMed、OVID
数据库和中国期刊网中与维普中文科技期
刊全文数据库的英文和中文随机对照试验
(RCT)文献, 将Jadad积分≥3分高质量文章纳
入研究, 并提取纳入研究的特征信息. 数据分
析采用Revman软件,检验异质性, 并根据异质
性结果选择相应的效应模型. 最后绘制漏斗图
及Egger回归方程评定有无发表偏倚. 

结果: 8项RCT, 804例患者入选. 与对照组相
比, 中医药组的总显效率(OR  = 4.17, 95%CI: 
2.32-7.52)、总有效率(OR  = 5.79, 95%CI: 

®

■背景资料
慢性萎缩性胃炎
(CAG)是以胃黏
膜 萎 缩 变 薄 ,  固
有腺体减少或消
失, 可伴有肠上皮
化生、异型增生
为病理特点的消
化系常见病、疑
难病. 多项研究表
明CAG检出率与
胃癌病死率正相
关 ,  肠 化 生 与 胃
癌的发病亦正相
关. 现有西药可改
善CAG的一些症
状, 但对于逆转萎
缩, 特别是伴有肠
腺化生或不典型
增生的病理改变
疗效不明确. 中医
药在治疗CAG上
有其独特的优势, 
具有辨证论治、

个体化、方药随
证加减, 不良反应
少等特点. 为了客
观评价中医药在
CAG治疗中的作
用, 本课题组从循
证医学的角度进
行了该研究.

■同行评议者
李军祥, 教授, 北
京中医药大学附
属东方医院消化
内科; 张声生, 教
授, 首都医科大学
附属北京中医医
院消化中心



黄宣, 等. 中医药治疗慢性萎缩性胃炎的系统评价                 1057

www.wjgnet.com

4.09-8.21)、病理学改善: 萎缩(OR  = 5.06, 
95%CI: 2.83-9.08)、肠化(OR  = 5.67, 95%CI: 
2.74-11.73)、不典型增生(OR  = 4.72, 95%CI: 
1.93-11.51)、不良反应发生方面(OR  = 0.20, 
95%C I: 0.09-0.47), 差异具统计学意义(均
P <0.05). 在中、西医治疗H.pylori 方面, 两组
无统计学差异(OR  = 5.56, 95%CI: 0.55-56.67). 
中医药组与对照组在CAG治疗中总显效率、

总有效率、H.pylori 转阴率、病理改善情况
(萎缩、肠化、不典型增生)的漏斗图均基本
呈现下宽上窄左右对称的图形, 线性回归常
数项检验统计量表明无发表偏倚, P 值分别为
0.781、0.791、0.702、0.645、0.593及0.779.

结论: 中医药组对CAG的总显效率、总有效
率、病理学改善等方面明显优于西医组, 同时
在不良反应发生率方面, 中医药组明显低于西
医组.

关键词: 慢性萎缩性胃炎; 中医药疗法; Meta分析
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0  引言

慢性萎缩性胃炎(chronic atrophy gastritis, CAG)
是以胃黏膜萎缩变薄, 固有腺体减少或消失, 可
伴有肠上皮化生、异型增生为病理特点的消化

系常见病、疑难病. 多项研究表明CAG检出率

与胃癌病死率正相关, 肠化生与胃癌的发病亦

正相关[1]. 现代医学的检查手段对萎缩性胃炎的

确诊有重要作用, 可以早期发现病变. 现有西药

可改善CAG的一些症状, 但对于逆转萎缩, 特别

是伴有肠腺化生或不典型增生的病理改变疗效

不明确. CAG属中医学痞满、嘈杂、胃脘痛等

病证范畴, 因其病因、机制复杂, 病势缠绵, 且
易癌变而备受重视. 中医药在治疗CAG上有其

独特的优势, 具有辨证论治、个体化、方药随

证加减, 不良反应少等特点. 重视整体治疗、侧

重健脾扶正的思想, 从而改善患者症状, 延缓萎

缩进展, 甚或逆转萎缩. 为了客观评价中医药在

CAG治疗中的作用, 我们从循证医学的角度进

行了该研究.

1  材料和方法

1.1 材料 以萎缩性/胃炎、随机对照、临床试

验、随机对照试验、随机、中医、randomized 
controlled trial、chronic atrophic gastritis、

Chinese medicine、herbal medicine、traditional 
medicine、random等为检索词, 检索Cochrane图
书馆、PubMed、OVID数据库、中国期刊网、

维普数据库, 共检出中医药治疗CAG的RCT文
献254篇, 其中治疗组为中西医结合24篇、对照

组为中西医结合36篇、对照组为中医药110篇( 
其中1篇为英文发表)、对照组为单纯西医治疗

为84篇.
1.2 方法 
1.2.1 文献纳入与排除标准: 文献符合下列标准

时纳入本研究: (1)文献提供病例入选标准, 研究

方法为RCT, 且文献质量要求Jadad评分[2]≥3分
者; (2)研究对象为CAG, 研究中诊断及疗效判

定采用1982年重庆会议制订的《慢性萎缩性胃

炎(CAG)胃镜及病理诊断标准和慢性胃炎中西

医结合诊断、辨证和疗效标准》, 或1989年南

昌会议制定的《慢性胃炎中西医结合诊断、辨

证标准(试行方案)》、或《中药新药治疗慢性

萎缩性胃炎的临床研究指导原则》[3]等; (3)入
选研究方案: 研究组为中医药治疗, 对照组为西

药治疗; (4)入选文献语种: 英文或中文; (5)比较

中医药与其他疗法疗效时, 含1个或1个以上下

列疗效评价指标: 痊愈率、总显效率、总有效

率、幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )阴
转率、病理改善情况、不良反应等; 排除标准: 
治疗组合并有西医药治疗, 对照组为中医药或

合用有中医药.  仅有摘要者, 因为提供信息不充

分, 亦排除本研究.  
1.2.2 资料提取与质量的评价: 由两名评价员对

纳入试验独立进行质量评价和资料提取, 然后

交叉核对, 如有分歧通过讨论解决. 主要内容包

括: (1)一般资料: 题目、研究者姓名、时期和文

献来源; (2)研究特征: 研究对象的特征、干预措

施(干预措施、剂量、疗程、随访时间等)和质

量控制; (3)结果测量: 痊愈率、总显效率、总有

效率、H.pylori阴转率、病理改善情况等. 如遇

不一致时通过讨论解决. 纳入研究的方法学质

量评估按照Jadad评分, 对随机对照试验的质量

进行评价, 详见表1. 此外, 还评价各研究的患者

依从性以判断实施性偏倚; 对研究的基线相似

性进行分析以辅助评价选择性偏倚.
统计学处理 采用Cochrane协作网提供的

RevMan 4.2.7软件进行Meta分析. 对各研究的两

组的OR值进行异质性检验. 如果OR值齐性, 采
用固定效应模型Peto法作合并效应量估计. 如果

OR值非齐性, 尽可能找出异质性的来源, 如不

■研发前沿
中医药被广泛用
于CAG的治疗, 并
获得了不少经验. 
临床医生在临床
研究中采用固定
方加减、基础方
加减, 或随证加减
治疗, 取得了较好
的疗效. 但由于方
法不同, 临床研究
仍然存在科研设
计不合理、诊疗
评价不规范等问
题, 故疗效或好或
差, 尚缺乏统一的
认识.
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存在临床异质性和方法学异质性, 则采用随机

效应模型进行合并分析, 即Der Simonian和Laird 
方法进行统计. 同时我们根据美国医学会杂志

(JAMA)建议的办法, 使用固定效应模型和随机

效应模型计算合并统计量, 当两模型研究结果

不一致时, 分析可能产生临床异质性和统计学

异质性的原因; 若排除以上因素干扰后, 结果仍

存在异质性时, 报告使用随机效应模型的结果. 
分别以纳入Meta分析的总显效率、总有效率、

H.pylori转阴率、病理改善情况( 萎缩、肠化、

不典型增生)、不良反应的OR值为横坐标, 以SE 
(logOR )为纵坐标绘制漏斗图, 通过观察其对称

性, 评估发表偏倚的影响. 并根据Egger等[4]提出

的偏倚线性回归方法分析发表偏倚. OR值除以

其标准误(作用大小)与标准误的倒数(精确度)回
归分析, P >0.05, 提示无发表偏倚.

2  结果

2.1 检索结果处理 254篇RCT中, 采用的诊断标

准不下10余种, 其中诊断标准最常见的是使用

最多的是1982年重庆全国胃炎会议制定的诊断

标准, 占27%, 而中医药诊断1989-11中国中西医

结合研究会消化系统专业委员会南昌会议制订

的《慢性胃炎中西医结合诊断辨证标准(试行

草案)》占19%. 2000年全国慢性胃炎研讨会制

定的诊断标准约占3%, 悉尼分类占4%, 2002年
《中药新药治疗慢性萎缩性胃炎的临床研究指

导原则》占6%, 不参照任何标准, 随意下诊断的

有20%以上. 对照组为单纯西医治疗的84篇文献

中高质量的RCT研究仅8项[5-12], 详见表2.
2.2 总显效率 总显效率包括痊愈率与显效率.  
异质性分析显示, χ2 = 20.76, P  = 0.004; 采用

随机效应模型: OR  = 4.17, 95%CI: 2.32-7.52, 
P <0.00001, 中医药治疗至少可增加CAG总显效

率的1.32倍(表3).
2.3 总有效率 总有效率包括痊愈率、显效率与

有效率. 异质性分析显示, χ2 = 11.41, P  = 0.12, 采
用固定效应模型: OR  = 5.79, 95%CI: 4.09-8.21, 
P <0.00001, 中医药治疗至少可增加CAG总有效

率的3.09倍(表4).
2.4 H.pylori 转阴率 见表5, 共有3项RCT报道了

H.pylori复查情况, 但有2项研究未说明H.pylori

■应用要点
现代医学的检查
手段对萎缩性胃
炎的确诊有重要
作用, 可以早期发
现病变.

表 1 Jadad评分标准

     
指标                       符合要求                不符合要求

分组方案  根据随机数字表或计算机随机产生的数字(2分) 未有描述(1分)、半随机或假随机(0分)

分组隐藏  随机数字置于封好的信封中或类似方法(2分) 未有描述(1分)、随机数字打开或轻易可见(0分)

双盲  对照组严格采用安慰剂或类似的盲法方案(2分) 未采用安慰剂方案(1分)、两组用药途径完全不

       同或无盲法(0分)

随访  描述了任何失访或退出的人数及理由(1分) 未描述失访或退出的人数及理由(0分)

总分<3分者为低质量文章, ≥3分者为高质量文章.

表 2 纳入研究的临床资料特征

     
作者    年份      n    平均年龄                  中医证候                        治疗组             对照组 疗程

张占海等[5] 1998 31/29 -        虚痞   胃安胶囊           维酶素       3-6 mo

王铁武等[6] 2001 61/20 -        -   胃康灵           雷尼替丁        1 mo

钟力等[7]  2001 47/43 50.4/52.1        -   胃萎消胶囊        维酶素 6 mo

黄修解[8]  2002 59/59 48        脾虚兼血瘀气滞型 胃萎康合剂        维酶素 6 wk

蓝惠玲等[9] 2005 30/30 53.3/50.9        脾胃虚弱型  胃炎I号           多酶片          14 wk

刘启泉等[10] 2005 89/75 56.3/54.3        -   胃安颗粒            雷尼替丁 3 mo

                   维酶素

王宇光[11]  2006 48/48 -        肝胃不和型、脾胃 清幽愈萎汤        丽珠铋三联 1 mo

            虚弱型、脾胃湿热 

孟兆君等[12] 2006 75/60 48.9/-        肝胃不和型、脾胃 胃舒饮           阿莫西林、 2 mo

            虚弱型等5型             甲硝唑、

                   果胶铋、吗丁啉
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复查时间, 因此我们采用H.pylori转阴率描述. 异
质性分析显示, χ2 = 15.26, P  = 0.0005, 采用随机

效应模型, 得OR  = 5.56, 95%CI: 0.55-56.67, P  = 
0.15.
2.5 病理学改善情况 病理学改善根据萎缩、

肠化、不典型增生3方面.  共有3项R C T报道

了病理学改善情况.  异质性检验均提示P >0.1, 
故采用固定效应模型, 得: OR  = 5.06, 95%CI: 
2.83-9.08, P <0.00001; O R  = 5.67, 95%C I: 
2.74-11.73, P <0.00001; OR  = 4.72, 95%CI: 

1.93-11.51, P  = 0.0006(表6).
2.6 不良反应发生率 仅1项RCT报道了不良反应

的发生情况, 中医药组发生率为14.6%, 西药组

为50%(OR  = 0.20, 95%CI: 0.09-0.47, P  = 0.0002). 
常见的不良反应均为恶心、呕吐(表7).
2.7 发表偏倚 中医药组与对照组在CAG治疗中

总显效率、总有效率、H.pylori转阴率、病理改

善情况(萎缩、肠化、不典型增生)的漏斗图均

基本呈现下宽上窄左右对称的图形, 线性回归

常数项检验统计量: P  = 0.781、0.791、0.702、

表 3 中、西医治疗CAG总显效率

     
Study               Treatment          Control             OR  (random)           Weight OR  (random)

or sub-category  n /N              n /N   95%CI               (%)       95%CI

张占海等[5]               25/31           9/29             10.84          9.26 [2.82, 30.39]

王铁武等[6]               14/61           3/20               9.50          1.69 [0.43, 6.61]

钟力等[7]                22/47           6/43             12.14          5.43 [1.93, 15.28]

黄修解[8]                45/59           7/59             12.53        23.88 [8.86, 64.34]

蓝惠玲等[9]               15/30         10/30             12.07          2.00 [0.70, 5.68]

刘启泉等[10]               74/89         42/75             15.08          3.88 [1.89, 7.95]

孟兆君等[12]               45/75         21/60             15.22          2.79 [1.38, 5.63]

王宇光[11]                40/48         34/48             12.62          2.06 [0.77, 5.49]

Total (95%CI)   440            364           100.00          4.17 [2.32, 7.52]

Total events: 280(Treatment), 132(Control)

Test for heterogeneity: χ2 = 20.76, df = 7 (P  = 0.004), I2 = 66.3%

Test for overall effect: Z  = 4.76 (P<0.00001)

              0.01     0.1        1        10       100

             Favours control    Favours treatment

表 4 中、西医治疗CAG总有效率

     
Study               Treatment          Control                 Peto OR            Weight    Peto OR

or sub-category  n /N              n /N   95%CI               (%)       95%CI

张占海等[5]               30/31         22/29               5.58          5.93 [1.35, 25.96]

王铁武等[6]               55/61           7/20               8.67        20.79 [6.36, 67.96]

钟力等[7]                43/47         23/43             14.06          6.83 [2.70, 17.32]

黄修解[8]                55/59         27/59             19.97          9.20 [4.22, 20.08]

蓝惠玲等[9]               26/30         18/30               9.45          3.82 [1.23, 11.89]

刘启泉等[10]               83/89         56/75             16.75          4.18 [1.78, 9.80]

孟兆君等[12]               69/75         40/60             16.53          5.04 [2.14, 11.88]

王宇光[11]                43/48         40/48               8.99          1.70 [0.53, 5.43]

Total (95%CI)   440            364           100.00          5.79 [4.09, 8.21]

Total events: 404(Treatment), 233(Control)

Test for heterogeneity: χ2 = 11.41, df = 7 (P  = 0.12), I2 = 38.6%

Test for overall effect: Z  = 9.87 (P<0.00001)

              0.01     0.1        1        10       100

             Favours control    Favours treatment

■同行评价
本研究选题实用, 
结果可靠, 有一定 
的临床指导价值.
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表 5 中、西医治疗CAG的H.pylori 转阴率

     
Study               Treatment          Control             OR  (random)           Weight OR  (random)

or sub-category  n /N              n /N   95%CI               (%)       95%CI

01 Sub-category

张占海等[5]               10/13           2/12             30.19      16.67 [2.27, 122.21]

钟力等[7]                26/33           5/29             34.76      17.83 [4.98, 63.78]

Subtotal (95%CI)     46              41             64.96      17.48 [5.97, 51.16]

Total events: 36(Treatment), 7(Control)

Test for heterogeneity: χ2 = 0.00, df = 1 (P  = 0.96), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 5.22 (P<0.00001)

02 sdfsfd

王宇光[11]                41/48         43/48             35.04        0.68 [0.20, 2.32]

Subtotal (95%CI)     48              48             35.04        0.68 [0.20, 2.32]

Total events: 41(Treatment), 43(Control)

Test for heterogeneity: not applicable

Test for overall effect: Z  = 0.61 (P  = 0.54)

Total (95%CI)     94              89           100.00        5.56 [0.55, 56.67]

Total events: 77(Treatment), 50(Control)

Test for heterogeneity: χ2 = 15.26, df = 2 (P  = 0.0005), I2 = 86.9%

Test for overall effect: Z  = 1.45 (P  = 0.15)

              0.01     0.1        1        10       100

             Favours control    Favours treatment

表 6 中、西医治疗CAG病理学

     
Study               Treatment          Control                Peto OR               Weight    Peto OR
or sub-category  n /N              n /N                  95%CI                (%)       95%CI

01 萎缩

张占海等[5]                 5/31           0/29                4.98       7.97 [1.30, 49.05]

钟力等[7]                33/47         17/43              23.99       3.42 [1.49, 7.82]

黄修解[8]                20/59           2/59              19.31       7.35 [2.92, 18.48]

Subtotal (95%CI)   137            131              48.28       5.06 [2.83, 9.08]

Total events: 58(Treatment), 19(Control)

Test for heterogeneity: χ2 = 1.73, df = 2 (P  = 0.42), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 5.45 (P<0.00001)

02 肠化

张占海等[5]               10/12           1/7                 4.87     14.64 [2.33, 91.93]

钟力等[7]                19/37           4/32              16.56       5.60 [2.07, 15.17]

黄修解[8]                  9/23           3/22                9.62       3.58 [0.97, 13.22]

Subtotal (95%CI)     72              61              31.05       5.67 [2.74, 11.73]

Total events: 38(Treatment), 8(Control)

Test for heterogeneity: χ2 = 1.50, df = 2 (P  = 0.47), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 4.67 (P<0.00001)

03 不典型增生

张占海等[5]                 3/4           0/2                 1.71     12.18 [0.55, 270.15]

钟力等[7]                14/21           3/18              10.47       7.25 [2.07, 25.39]

黄修解[8]                  7/18           4/19                8.49       2.29 [0.57, 9.23]

Subtotal (95%CI)     43              39              20.67       4.72 [1.93, 11.51]

Total events: 24(Treatment), 7(Control)

Test for heterogeneity: χ2 = 1.84, df = 2 (P  = 0.40), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 3.41 (P  = 0.0006)

              0.01     0.1        1        10       100

             Favours control    Favours treatment
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0.645、0.593及0.779, 无发表偏倚.

3  讨论

近年来西药在治疗C A G方面却一直未能取得

突破性进展, 目前他的治疗多以对症治疗为主, 
药用抗酸剂、促动力药、叶酸、维甲酸等, 有
H.pylori感染者进行根除治疗, H.pylori根除后多

数或全部胃黏膜炎症的活动度消失[13], 但对肠

化生及萎缩的影响仍存在争议[14,15]. 中药治疗作

为中国传统医药的主要治疗手段, 目前在治疗

CAG方面受到了国内外相当的关注, 中医药被

广泛用于CAG的治疗, 并获得了不少经验. 临床

医生在临床研究中采用固定方加减、基础方加

减, 或随证加减治疗, 取得了较好的疗效. 但由

于方法不同, 临床研究仍然存在科研设计不合

理、诊疗评价不规范等问题, 故疗效或好或差, 
尚缺乏统一的认识. 因此我们采用循证医学的

方法, 对国内外中医药治疗CAG的疗效与安全

性的RCT作一系统评价. 
我们研究发现 ,  与西医组相比 ,  中医药

组的总显效率、总有效率、病理学改善 (萎
缩、肠化、不典型增生)的分析结果为: OR  = 
4.17(95%CI: 2.32-7.52)、OR  = 5.79(95%CI: 
4.09-8.21)、OR  = 5.06(95%CI: 2.83-9.08); OR  
= 5.67(95%CI: 2.74-11.73); OR  = 4.72(95%CI: 
1.93-11.51). 合并OR值越大, 中医药组的对CAG
的总显效率、总有效率、病理学改善等较西医

组越明显. 同时两组在不良反应发生方面的OR
值为0.20, 提示中医药组不良反应的发生率明显

低于西医组. 对中医药与西医治疗H.pylori方面

的分析: OR  = 5.56(95%CI: 0.55-56.67), 表明两

组无统计学差异. 由于存在异质性, 我们作了进

一步分析, 发现由于2项研究对照组采用的是维

酶素, 药理学上无抗H.pylori疗效, 另一项对照组

采用的是有抗H.pylori疗效的丽珠胃三联, 故根

据对照组药理学上有无抗H.pylori疗效作了亚组

分析, 显示异质性主要来源于此. 
纳入本文的8项RCT研究诊断标准统一, 各

研究采用随机分组, 论文的Jada分均>3分, 可以

较好地控制混杂因素对Meta分析的影响. 考虑

到阳性结果的研究文章有可能比阴性结果的文

章更易于发表而造成发表性偏倚问题, 本研究

通过多种途径(包括微机检索、手工检索和文

献追溯)尽可能全面收集有关文献. 对于重复发

表的文献, 一律剔除其中的短篇文献, 使重复发

表偏倚得以控制. 在异质性检验时, P <0.1, 采用

随机效应模型, 对异质性进行部分纠正及提高

估算的可信区间的精度, 并进行亚组分析, 以明

确异质性的来源. 同时我们采用了绘制倒漏斗

与Egger回归分析, 发现总显效率、总有效率、

H.pylori转阴率、病理改善情况等的漏斗图均

呈对称的倒漏斗形, 线性回归常数项检验统计

量, 均P >0.05, 提示无发表偏倚. 因此说明本研

究结果可靠. 但分析文献, 我们认为中医药治疗

CAG的研究存在以下问题: (1)需建立规范的疗

效评价体系: 在254篇RCT中, 采用的诊断标准

不下10余种, 其中诊断标准最常见也是使用最

多的为1982年重庆全国胃炎会议制定的诊断标

准, 占27%, 而中医药诊断1989-11中国中西医

结合研究会消化系统专业委员会南昌会议制订

的《慢性胃炎中西医结合诊断辨证标准(试行

草案)》占19%. 2000年全国慢性胃炎研讨会制

定的诊断标准约占3%, 悉尼分类占4%, 2002年
《中药新药治疗慢性萎缩性胃炎的临床研究指

导原则》占6%, 不参照任何标准, 随意下诊断的

有20%以上. 因此目前我国临床对慢性胃炎的诊

断无论是内镜还是病理检查, 即便有诊断标准, 
标准也不统一, 且多已陈旧过时, 这在基层医院

尤为突出. 这一现状将严重影响我国慢性胃炎

诊断水平的提高. 同时, 诊断标准的不统一既影

表 7 中、西医治疗CAG不良反应发生率

     
Study               Treatment          Control               Peto OR            Weight    Peto OR

or sub-category  n /N              n /N                  95%CI               (%)      95%CI

王宇光[11]                  7/48         24/48           100.00        0.20 [0.09, 0.47]

Subtotal (95%CI)     48              48           100.00        0.20 [0.09, 0.47]

Total events: 7(Treatment), 24(Control)

Test for heterogeneity: not applicable

Test for overall effect: Z  = 3.69 (P  = 0.0002)

              0.01     0.1        1        10       100

             Favours control    Favours treatment
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响对临床资料的评价, 使某地研究结果不能在

另一地重复, 更使我国在该领域的研究难以与

国际接轨. (2)规范临床科研设计: RCT文献数量

较多, 但高质量的RCT偏少. 在对照组为西医组

84篇研究中, 目前存在以下问题: 纳入文献中6
篇正确地说明随机分组方法, 而绝大多数仅提

到“随机”而未对随机分组方法进行简要描述, 
这使读者无法判断其随机分组方法正确与否. 
由于CAG分为3度, 程度不同其预后存在较大差

异, 所以研究应用分层随机法. 而纳入文献中均

未采用分层随机法. 纳入文献无1篇交代样本含

量的估算依据, 并且分组后每组例数大于50例
(大样本)的仅3篇. 普遍缺乏大样本多中心的协

作研究, 结论缺乏充分依据, 加上小样本的阴性

结论未能被充分发表, 易产生发表性偏倚. 在研

究中常有样本失访、无应答、干扰、退出等情

况出现, 此时就应采用意向性分析, 把上述病例

作无效处理, 以免夸大干预的效果. 而纳入文献

无1篇用意向性分析. 许多研究措施存在不良反

应, 读者应全面了解该研究措施的有益和不良

效应, 才能对该措施有更客观的了解, 以便权衡

利弊. 而纳入文献仅1篇[11]报道不良反应. (3)科
研设计尚需合理严密: 对照组设置的不合理, 有
研究者西医对照组连续服用丽珠胃三联等含有

抗生素药物1-2 mo. 疗程较短, 部分学者采用的

疗程是1 mo, 而CAG的病程较长, 而胃黏膜萎缩

腺体的恢复需要3-5 mo, 因此以3 mo为1个疗程

较适宜, 根据病情轻重, 选择治疗1-2个疗程后进

行复查, 判断疗效, 使中医药治疗CAG的疗效具

客观性, 有说服力. 
本研究表明, 我国目前治疗性RCT的数量、

质量均有待提高, 应加强RCT的临床方法的设

计, 尽量做到真正的随机化、正确分配样本量, 
采用盲法、选择合理的对照, 制定适宜的纳入

和排除标准, 严格观察并如实记录药物不良反

应等. 进一步提高临床试验的质量, 同时需组织

大规模、多中心的临床研究来进一步论证, 为

临床实践提供可靠有力的证据.
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美国消化疾病周(DDW)
会议地点: 美国, 新奥尔良
联系方式: http://www.ddw.org/wmspage.cfm?parm1=679

2010-05-13/16
第四届MDCA肿瘤分子靶向及个体化医疗高峰论坛
会议地点: 北京市
联系方式: 010-58430577

2010-05-13/15
第五届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 南京市
联系方式: office@cnsld.org

2010-05-28/31
2010中国普外科焦点问题学术论坛
会议地点: 兰州市
联系方式: 2010fis@gmail.com

2010-06-04/06
2010国际腹部创伤暨第十届全国脾脏外科学术研讨会
会议地点: 合肥市
联系方式: qiaohaiquan2008@yahoo.com.cn

2010-06-04/06
第二届世纪坛国际结直肠肛门病论坛
会议地点: 北京市
联系方式: luoch301@gmail.com; luoch301@gmail.com

2010-06-17/21
2010年全国肝脏疾病临床学术大会暨欧洲肝病学会日
会议地点: 厦门市
联系方式: zhgz@vip.163.com

2010-08-18/21
第二十一届世界癌症大会
会议地点: 深圳市
联系方式: bgs@caca.sina.net

2010-08-19/22
第二十二次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 苏州市
联系方式: szzyy88@163.com

2010-09-01
中华医学会第十次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 成都市
联系方式: http://www.csgd.org.cn/2010/

2010-09-08/12
第九届全国介入放射学学术大会
会议地点: 广州市
联系方式: csir2010@163.com

2010-09-09/11
中华医学会第十一次全国感染病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: infectioncma@163.com

2010-09-10/12
第四届国际肝病学会年会
会议地点: 加拿大, 蒙特利尔
联系方式: info@ilca-online.org

2010-09-16/19
第十三届全国临床肿瘤学大会暨2010年CSCO学术年会
会议地点: 北京市
联系方式: http://reg.csco.org.cn/reg2010/

2010-10-23/27
第十八届欧盟胃肠病周
会议地点: 西班牙, 巴塞罗那
联系方式: http://uegw10.uegf.org/

2010-08-19/22
第二十二次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 苏州市
联系方式: szzyy88@163.com; czs.xiaohua@163.com

2010-10-28/30 
中华医学会第十次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 成都市 
联系方式: yjliu@cma.org.cn

2010-11-18/21
第十四届全国胆道外科学术会议暨2010中国国际肝胆外
科论坛
会议地点: 上海市
联系方式: ncbs_cifhbs@126.com
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