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Abstract
Neoadjuvant chemotherapy is often used to 
treat solid tumors before surgery or during the 
perioperative period. It is often combined with 
radiotherapy to improve survival and cure rate 
and to protect normal organs. Surgery is still the 
most effective therapy for esophageal cancer. 
Preoperative (neoadjuvant) chemotherapy and 
radiotherapy as a treatment modality has been 
in existence for nearly 20 years. However, it re-
mains controversial over whether neoadjuvant 
chemoradiotherapy can be used as the standard 
treatment for esophageal cancer. This paper 
sums up the impact of neoadjuvant chemo-
therapy on surgery and survival in patients with 
esophageal cancer. Moreover, we discuss the 
limitations and future directions of neoadjuvant 
chemotherapy for esophageal carcinoma.

Key Words: Esophageal neoplasm; Surgery; Radio-
therapy; Antineoplastic agent; Postoperative com-
plication; Prospective study; Randomized controlled 
trial; Meta-analysis

Cao XF. Impact of neoadjuvant chemoradiotherapy on 
surgery and survival in patients with esophageal carcino-
ma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 2511-2514

摘要
新辅助化疗常应用于实体肿瘤的手术前或围
手术期, 常联合应用放疗以提高生存率和治愈
率, 并对器官加以保护. 手术仍是最有效的食
管癌单一治疗手段. 术前的(新辅助)化疗加放
疗虽已经作为治疗食管癌的3种方法中的综合
治疗模式存在近20余年, 但他是否可作为食管
癌的标准治疗模式仍存在争议. 本文阐述了新
辅助放化疗对食管癌手术及生存率的影响, 提
出了新辅助放化疗在食管癌治疗中的不足和
发展方向.

关键词: 食管肿瘤; 外科治疗; 放射治疗; 抗肿

瘤药; 术后并发症; 前瞻性研究; 随机对照试验; 

Meta分析

曹秀峰. 食管癌新辅助放化疗对手术及生存率的影响. 世界华

人消化杂志  2010; 18(24): 2511-2514

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/2511.asp

0  引言

食管癌是常见的恶性肿瘤之一, 居世界癌症死

因第7位[1], 中国癌症死因第4位. 大多数患者确

诊时已是中晚期, 长期生存率较低[2]. 多数看似

可切除的食管癌患者治愈前景黯淡. 放疗可控

制食管癌的局部复发, 同时化疗也具有抗肿瘤

复发转移的作用, 这为食管癌的治疗带来了希

望. 已有研究提出化放疗联合手术治疗可切除

性食管癌可延长患者长期生存率[3-5]. 同时, 术前

放化疗食管癌患者看似比术后放化疗患者更能

耐受放化疗所致毒性反应. 基于此, 一些关于新

辅助放化疗治疗食管癌的Ⅲ期临床试验已开展

起来. 虽产生了令人鼓舞的结果, 但也带来了不

容忽视的问题, 尤其对外科医生来说, 那就是新

辅助放化疗可能会增加手术相关并发症和死亡

率. 虽然近20年来, 针对这些问题随机对照试验

(randomized controlled trials, RCTs)已展开研究, 

www.wjgnet.com
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但意见并不一致.

1  新辅助放化疗对食管癌病理完全缓解率的影响

既往一些RCTs进行了术前化疗与单纯手术治疗

食管癌的研究[6,7], 但新辅助化疗病理完全缓解

率的结果令人失望. 新辅助放化疗出现后在食

管癌随机性研究中取得了令人瞩目的临床及病

理缓解率[8,9]. 化疗联合放疗可提高杀伤不同周

期肿瘤细胞的敏感性, 当放疗在空间上发挥抗

肿瘤作用时, 化疗还可发挥抗肿瘤微转移灶的

效用, 疗效互补并增益. 在最近的一篇Meta分析

中, Lv等[10]对14个入选的RCTs[11-24](共包括1 737
例患者)进行了分析, 发现新辅助放化疗后病理

完全缓解率10.0%-45.5%. 虽然存在肿瘤的异质

性和个体化的不同, 但统计结果还是令人满意

的, 说明新辅助放化疗有可能使一些食管癌患

者病理完全缓解, 从而达到延长生存期的目的.

2  新辅助放化疗对食管癌复发转移率的影响

对于可切除的食管癌患者来说, 外科手术仍是

首选治疗手段, 但单纯手术治疗中晚期食管癌

患者的5年生存率只有10%-20%[25-27]. 疗效不佳

的主要原因是肿瘤复发和转移. 文献研究显示

新辅助放化疗降低了食管癌的局部区域复发

率(OR  = 1.38, 95%CI: 1.23-1.63; P  = 0.0002), 但
并未显著降低食管癌的远处转移率(OR  = 1.28, 
95%CI: 0.85-1.58; P = 0.60)和总体肿瘤复发率

(OR  = 1.27, 95%CI: 0.86-1.65; P  = 0.19), 同时也

显示同步放化疗的显著优越性, 与序贯性放化

疗相比, 该治疗手段能最大限度地发挥化疗和

放疗的抗肿瘤协同效用[10]. 可见新辅助放化疗有

可能通过降低食管癌局部区域复发率来提高患

者的生存率, 同时也提示该治疗手段并未解决

食管癌远处转移的问题. 将来是否可以通过改

进术前放疗或化疗方案, 抑或联合应用分子靶

向来抑制食管癌的远处转移, 这个问题尚需深

入研究.

3  新辅助放化疗对食管癌手术切除率及并发

症、相关死亡率的影响

食管癌患者如无远处转移证据(cT1-3N0-1M0), 则
认为是可切除性的, 外科手术切除仍为首选手

段, 但由于食管邻近纵隔重要组织器官影响了

肿瘤的完整切除, 同时食管癌确诊时往往存在

微转移灶, 这为肿瘤的复发转移创造了条件, 从
而限制了手术治疗食管癌的疗效. 研究结果显

示, 虽然单纯手术比新辅助放化疗似乎有较高
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的食管癌手术切除率, 但二者合并优势比显示

无意义(OR  = 0.82, 95%CI: 0.39-1.73; P <0.34). 
然而 ,  新辅助放化疗完全手术切除率明显比

单纯手术高(OR  = 1.53, 95%CI: 1.33-2.84; P  = 
0.007)[10]. 虽然手术切除, 淋巴结清扫的范围和

效果与主刀外科医生的手术技能有很大关系, 
但有理由相信新辅助放化疗可通过肿瘤降期从

而有利于肿瘤完全切除[28,29], 这也解释了为何

新辅助放化疗后食管癌患者的局部区域复发率

较低.
另外 ,  研究表明新辅助放化疗的并发症

发生率与单纯手术比较并未显示差异(O R  = 
1.33, 95%CI: 0.94-1.88; P  = 0.04). 虽然二组总

体死亡率无差异(OR  = 1.12, 95%CI: 0.89-2.48; 
P  = 0.503), 但数据分析显示新辅助放化疗组的

手术相关死亡率相对较高(OR  = 1.78, 95%CI: 
1.14-2.78; P  = 0.79)[10]. 毫无疑问, 术前放化疗后, 
外科医生将面临手术难度和术后并发症增加的

可能, 例如放疗可能会增加吻合口漏和术后急

性肺损伤的风险. 总之, 如何权衡新辅助放化疗

获得的益处和该治疗手段带来的弊端, 已引起

众多学者的重视. 

4  新辅助放化疗对食管癌患者生存率的影响

单纯手术治疗食管癌疗效并不满意. 迄今为止, 
各式各样的综合治疗手段层出不穷[30-32]. 无论是

术前放疗还是术后放疗, 都缺乏有力证据显示

有益于延长生存期[33,34]. 术后化疗常用以研究预

防、延缓或治疗食管癌的复发转移, 然而只有

很少的RCTs能提供术后化疗有益于患者提高

生存率的证据[35,36]. 此外, 也有一些RCTs进行了

新辅助化疗治疗食管癌的研究, 但结果令人失

望, 当前新辅助化疗手段仍不足以提高食管癌

患者的总体生存率[37,38]. 而新辅助放化疗是否能

延长食管癌患者生存期意见仍未统一. 但最新

Meta分析显示新辅助放化疗与单纯手术比较, 1
年生存率对比无差异, 但2、3、4、5年生存率

新辅助放化疗显著提高. 同时显示同步放化疗5
年生存率显著优于单纯手术(OR  = 1.45, 95%CI: 
1.26-1.79; P  = 0.015), 但序贯性放化疗5年生存

率未显示优势(OR  = 0.85, 95%CI: 0.64-1.35; P   = 
0.26)[10]. 虽然放化疗治疗方法固有盲法在一定

程度上限制了RCTs和Meta分析的研究质量[39,40], 
但Meta分析结果相对更具说服力, 说明新辅助

放化疗有益于可切除性食管癌患者的长期生存, 
其原因与降低了肿瘤的局部区域复发率有关.

www.wjgnet.com
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5  结论

在总体上, 大多数试验均发现新辅助放化疗的

食管癌患者预后更好, 并且Meta分析结果显示

新辅助放化疗与单纯手术治疗食管癌相比, 能
提高患者长期生存率, 降低肿瘤局部区域复发

率. 二者切除率合并优势比显示虽无意义, 但新

辅助放化疗与单纯手术治疗食管癌相比完全切

除率显著提高. 不容忽视的是, 新辅助放化疗治

疗食管癌伴随着术后死亡率增加的风险. 由于

文献的研究对象来自不同种族、人群, 受到多

种因素的影响, 故此结论尚需大样本多中心随

机对照临床研究进一步论证, 欲证实该结论还

需要大约2 000例患者甚至更多. 另外, 该研究对

单纯手术患者涉及到科学性和伦理道德问题, 
因此, 在实践中临床医生对于该研究的可行性

问题应慎重对待并妥善处理. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of arsenic trioxide 
(As2O3) on cell proliferation, apoptosis and hy-
poxia-inducible factor-1α (HIF-1α) expression in 
human liver cancer HepG2 cells cultured under 
hypoxic conditions.

METHODS: Hypoxia was induced with cobalt 
chloride (CoCl2). After HepG2 cells were incu-
bated with different concentrations of As2O3 
(1.0, 2.0, 4.0 and 8.0 µmol/L)  for 12, 24 and 48 h 
under hypoxic conditions, cell proliferation was 

determined by MTT assay, and cell apoptosis 
was evaluated by Hoechst staining. HepG2 cells 
were then divided into three groups: normal 
control group, hypoxia group, and As2O3 treat-
ment group. After HepG2 cells were incubated 
with As2O3 at concentrations of 4.0 and 8.0 
µmol/L for 48 h under hypoxia, the expression 
of HIF-1α protein was detected by immunocyto-
chemistry. 

RESULTS: As2O3 inhibited proliferation but in-
duced apoptosis of HepG2 cells in a dose- and 
time-dependent manner under both normoxic 
and hypoxic conditions (both P < 0.01). No sig-
nificant differences were noted in the reduced 
proliferation rates of cell proliferation (38.40% vs 
37.83%, P > 0.05) and apoptosis rates (45.25% vs 
49.28%, P > 0.05) between HepG2 cells treated 
with 8.0 µmol/L As2O3 for 48 h under normoxic 
and hypoxic conditions. Immunocytochemistry 
analysis revealed that HIF-1α was weakly ex-
pressed in HepG2 cells under normoxia. After 
hypoxic induction for 48 h, HIF-1α expression 
was significantly up-regulated (t = 114.37, P < 
0.05). The expression of HIF-1α protein gradually 
decreased with the increase in the concentration 
of As2O3 under hypoxia (F = 347.042, P < 0.01).

CONCLUSION: As2O3 can inhibit proliferation 
but induce apoptosis of HepG2 cells under hy-
poxia possibly by down-regulating HIF-1α pro-
tein expression.

Key Words: Arsenic trioxide; Hypoxia; Liver cancer 
cell; Hypoxia-inducible factor-1α
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摘要
目的: 探讨低氧条件下三氧化二砷(As2O3)对
人肝癌细胞株HepG2增殖、凋亡及HIF-1α表
达的影响. 
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■背景资料
肿瘤低氧微环境
是肿瘤化疗抵抗
的重要原因, HIF-
1α是重要的氧调
节转录因子, 寻找
以HIF-1α为靶点
的、低氧下仍然
有效的抗肿瘤药
物成为国内外研
究的热点. 三氧化
二砷对多种实体
瘤具有杀伤作用, 
近年来研究发现, 
三氧化二砷在低
氧条件下能诱导
肺癌细胞、急性
早幼粒白血病等
一些肿瘤细胞发
生凋亡, 但其对低
氧条件下肝癌细
胞的作用及相关
机制报道不多.

■同行评议者
吴君 ,  主任医师 , 
贵阳医学院附属
医院感染科



方法: 用氯化钴(CoCl2)创造低氧条件, 取1.0、
2.0、4.0、8.0 µmol/L的As2O3分别在常氧和低
氧条件下作用于HepG2细胞12、24和48 h后, 
MTT法检测细胞活力, Hoechst染色法检测细
胞凋亡. 设常氧对照组、低氧对照组、低氧下
不同浓度As2O3(4.0、8.0 µmol/L)组, 用免疫细
胞化学法观察不同浓度As2O3作用于HepG2细
胞48 h后HIF-1α蛋白表达的变化. 

结果: MTT法和Hoechst染色法分别显示, 在常
氧和低氧两种条件下, As2O3均呈时间剂量依
赖性地抑制和诱导HepG2细胞增殖和凋亡(均
P <0.01), 8.0 µmol/L As2O3作用HepG2细胞48 h
后其抑制率和凋亡率分别为38.40%, 37.83%
和45.25%, 49.28%. 在常氧和低氧两种条件下, 
HepG2细胞生长抑制率及凋亡率的差异均无
统计学意义. 免疫细胞化学法显示, 常氧条件
下HIF-1α蛋白呈弱阳性表达, 低氧诱导48 h后
HIF-1α蛋白表达显著升高(t  = 114.37, P <0.05), 
低氧条件下HIF-1α蛋白表达随As2O3浓度的增
加而逐渐降低(F  = 347.042, P <0.01).

结论: 低氧条件下, As2O3能抑制HepG2细胞
增殖并诱导其凋亡, 其机制可能与As2O3下调
HIF-1α的表达有关.

关键词: 三氧化二砷; 低氧; 肝癌细胞; 低氧诱导因

子-1α
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0  引言

研究已经证实, 肿瘤内存在低氧微环境[1,2]. 低
氧微环境导致多种实质性肿瘤包括肝癌发生一

系列生物学效应, 使肿瘤细胞发生一系列适应

性变化, 如促进肿瘤血管生成、增强无氧糖酵

解、凋亡耐受等[3], 而低氧诱导因子-1α(hypoxia 
inducible factor-1 alpha, HIF-1α)是肿瘤低氧应答

的关键因子, HIF-1α与肿瘤血管生成、化疗抵

抗、无氧糖酵解及恶性演进、浸润转移等密切

相关[4-7]. 大量研究表明, 低氧微环境是导致肿瘤

细胞对化疗药物产生抵抗的重要原因[4-7]. 因此, 
寻找低氧条件下仍然有效的抗肿瘤药物成为

目前研究的热点[8]. 三氧化二砷(arsenic trioxide, 
As2O3)是砒霜的主要成分之一, 最初被用于急

性早幼粒细胞白血病的治疗, 随后发现其对胃

癌、肺癌、肝癌等多种实体瘤具有明显的杀伤
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作用[9-11]. 近年来研究表明, As2O3在低氧条件下

能诱导肺癌细胞、急性早幼粒白血病等一些肿

瘤细胞发生凋亡[12,13], 但其对低氧条件下肝癌细

胞的作用及相关机制有待进一步探讨. 为此, 我
们以经典的化学缺氧剂CoCl2模拟低氧微环境, 
分别在常氧和低氧条件下观察了不同浓度As2O3

对人肝癌细胞HepG2增殖、凋亡的影响, 探讨其

与HIF-1α蛋白表达的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2购自山东省医学

科学院. As2O3注射液购自黑龙江哈尔滨医大药

业有限公司. Hoechst32258荧光染色试剂盒及

CoCl2购于美国Sigma公司. DMEM培养基及甲

基噻唑基四唑(MTT)购自美国Gibco公司. 胎牛

血清(杭州四季青)、PV-9000免疫组织化学试剂

盒及鼠抗人HIF-1α单克隆抗体购自北京中杉金

桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 取指数生长期的人肝癌细胞株

HepG2接种于含100 mL/L胎牛血清、青霉素、

链霉素各1×105 U/L的DMEM培养液中, 置于

37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱内常规传代培养. 
1.2.2 低氧培养条件: 预先在常氧条件下培养, 
待细胞贴壁进入对数生长期后加入化学缺氧

剂CoCl2, 其终浓度为150 µmol/L, 置于37 ℃, 50 
mL/L CO2培养箱内常规传代培养. 
1.2.3 MTT法检测HepG2细胞增殖抑制率: 分别

观察常氧和低氧条件下不同浓度As2O3对人肝

癌细胞株HepG2增殖抑制的影响. 取对数生长

期的人肝癌HepG2细胞, 按照3×107/L的密度接

种于96孔培养板, 每孔体积为200 µL. 待细胞贴

壁后分别加入As2O3(终浓度1.0、2.0、4.0、8.0 
µmol/L), 并设阴性对照组(细胞正常生长组), 每
个浓度组设5个复孔, 四周加入不含药物的细胞

培养液为空白对照. 分别在常氧和低氧条件下

培养至12、24和48 h后, 每孔加入5 g/L的MTT
溶液20 µL, 继续培养4 h, 吸出培养液, 每孔加入

DMSO 150 µL, 振荡10 min, 在酶标仪上以490 
nm波长测每孔的吸光度A值, 并取5孔的平均值. 
实验重复3次, 计算细胞生长抑制率. 细胞生长

抑制率 = (对照孔A值-实验孔A值)/对照孔A值

×100%. 
1.2.4 Hoechst染色法检测HepG2细胞凋亡率: 分
别观察常氧和低氧条件下不同浓度As2O3对人

肝癌细胞株HepG2凋亡的影响. 取对数生长期

www.wjgnet.com

■研发前沿
大量研究表明, 低
氧微环境是导致
肿瘤细胞对化疗
药物产生抵抗的
重要原因 .  因此 , 
寻找低氧条件下
仍然有效的抗肿
瘤药物成为目前
研究的热点.
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的HepG2细胞制成2×108/L的细胞悬液, 每孔

0.5 mL, 加入放有盖玻片的24孔板内. 待细胞

贴壁后分别加入As2O3(终浓度1.0、2.0、4.0、
8.0 µmol/L), 并设阴性对照组(细胞正常生长

组), 每个浓度组设5个复孔, 分别在常氧及低氧

条件下培养12、24、48 h后, 取出细胞爬片, 甲
醇/冰醋酸固定液固定5 min后, 加入荧光染液

Hoechst33258重悬细胞, 室温避光l h, PBS冲洗, 
用抗荧光液封片. 然后置于BH-2型荧光显微镜

下, 采用激发波长350 nm, 发射波长460 nm镜检. 
判定标准: 正常细胞核为蓝色, 凋亡的细胞核为

白色. 每片连续观察10个细胞分布均匀的200倍
镜视野, 每视野计数50个细胞, 共500个细胞, 计
算其阳性率百分数, 并取其均值. 凋亡率 = 凋亡

细胞数/(正常细胞数+凋亡细胞数). 
1 .2 .3  免疫细胞化学两步法观察低氧条件下

H e p G2细胞H I F-1α的表达: 取对数生长期的

HepG2细胞制成2×108/L的细胞悬液, 每孔0.5 
mL, 加入放有盖玻片的24孔板内, 设常氧对照

组、低氧对照组和低氧下不同浓度A s2O3组 , 
待细胞贴壁后分别加入CoCl2和As2O3(终浓度

4.0、8.0 µmol/L), 48 h后取出细胞爬片, 冷丙

酮固定5 min, PBS冲洗, 按PV-9000试剂盒步

骤检测HIF-1α, DAB显色, 脱水, 透明, 中性树

胶封片. 用已知阳性的乳腺癌切片作为阳性对

照, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 结果判定: 
细胞核内出现棕黄色颗粒判定HIF-1α为阳性. 
采用HPAIS-1000高清晰度彩色病理图文分析

系统, 检测H I F-1α蛋白阳性细胞的平均A 值, 
以间接反映H I F-1α阳性蛋白的表达量, 并取

其均值.
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 数

据均用统计软件SPSS16.0分析, 组间比较用t检
验和单因素方差分析, 两变量间用Pearson直线

相关分析, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 常氧和低氧条件下不同浓度As2O3对人肝癌

细胞株HepG2增殖抑制的影响 不同浓度As2O3

在常氧和低氧条件下作用于HepG2细胞12、24
和48 h后, 均呈时间剂量依赖性地抑制HepG2细
胞增殖(常氧下F  = 119.527, 218.732, 364.612, 低
氧下F  = 283.116, 341.629, 514.721, 均P <0.01), 
在常氧和低氧条件下8.0 µ m o l/L A s2O3作用

HepG2细胞48 h后其增殖抑制率分别为38.40%
和37.83%. 对照组内各时间点HepG2细胞增殖抑

制率均无显著差异. HepG2细胞增值抑制率在相

同作用时间、相同处理浓度, 但在常氧和低氧

两种条件下的差异无统计学意义(表1). 
2.2 Hoechst染色法检测As2O3对人肝癌细胞株

HepG2凋亡的影响 不同浓度As2O3在常氧和低

氧条件下作用于HepG2细胞12、24和48 h后, 均
呈时间剂量依赖性地促进HepG2细胞凋亡(常
氧下F  = 382.429, 469.517, 719.262, 低氧下F  = 
457.323, 639.216, 882.541, 均P <0.01), 8.0 µmol/L 
As2O3作用HepG2细胞48 h后其凋亡率分别为

45.25%和49.28%. 对照组内各时间点HepG2细
胞凋亡率均无显著差异. HepG2细胞凋亡率在相

同作用时间、相同处理浓度, 但在常氧和低氧

两种条件下的差异无统计学意义(表2, 图1). 
2.3 低氧条件下不同浓度As2O3对HepG2细胞

HIF-1α表达的影响 常氧条件下HIF-1α蛋白呈弱

阳性表达, 加入CoCl2创造低氧条件诱导48 h后
HIF-1α蛋白表达显著升高(t  = 114.37, P <0.05), 
低氧条件下4.0、8.0 µmol/L As2O3作用细胞48 h
后, HIF-1α蛋白表达随As2O3浓度的增加而逐渐

降低, 与低氧对照组比较有统计学意义(0.546
±0.028, 0.395±0.017 vs  0.773±0.047, F  = 
347.042, 均P <0.01, 图2).

3  讨论

低氧微环境是多种实质性肿瘤包括肝癌在内的

■创新盘点
本研究以经典的
化学缺氧剂CoCl2

模拟低氧微环境, 
分别在常氧和低
氧两种条件下观
察不同浓度三氧
化二砷对人肝癌
细胞增殖、凋亡
的影响, 并研究其
与低氧下重要的
分子标志物HIF-
1α蛋白表达的关
系, 这有望为肝癌
的治疗提供合理
的用药及科学的
理论基础. 

表 1 常氧和低氧条件下不同时间、As2O3浓度对HepG2细胞的增殖抑制率 (mean±SD, %)

     
As2O3                   12 h        24 h              48 h

(µmol/L)              常氧条件         低氧条件     常氧条件             低氧条件               常氧条件               低氧条件 

对照组   2.85±1.13   2.92±1.08   2.83±1.02   2.94±1.17   2.92±1.14   2.89±1.03

1.0   5.75±4.23b   5.82±2.11b   9.23±2.46bd   9.46±1.52bd 16.73±1.26bd 17.03±1.04bd

2.0   9.57±3.16b   9.71±3.21b 18.33±1.37bd 17.96±2.11bd 26.35±3.14bd 27.13±2.46bd

4.0 16.19±4.02b 16.32±5.13b 24.14±2.18bd 24.36±3.02bd 31.63±2.77bd 32.04±1.76bd

8.0 22.01±1.82b 21.89±1.79b 28.26±2.71bd 28.69±2.43bd 38.40±3.25bd 37.83±3.46bd

bP<0.01 vs  同样条件下的细胞对照组; dP<0.01 vs  同样12 h浓度组.
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共同特征, 其缺氧主要是由于肿瘤细胞生长失

控, 而血管生长却相对滞后, 致使耗氧量超过了

微血管所能提供的氧量, 从而导致肿瘤内低氧

微环境的形成[14]. 低氧微环境可使肿瘤基因组和

蛋白质组不稳定, 导致介导肿瘤细胞的恶性筛

选出现化疗耐受, 进而浸润转移[3]. 而低氧诱导

HIF-1α表达与肿瘤的血管生成、凋亡耐受、化

疗抵抗及侵袭转移等方面密切相关[4-7]. 低氧微

环境是肿瘤细胞对多种化疗药物如氟尿嘧啶、

阿霉素等产生抵抗性的重要原因[15,16], Tan等[17]

体外实验发现, 低氧可降低SW480细胞对氟尿

嘧啶的敏感性, 其机制可能与上调HIF-1α、血

■应用要点
本研究发现, 在低
氧条件下, 三氧化
二砷仍具有抗肿
瘤活性, 且与常氧
条件下相比, 其抗
肿瘤能力没有减
弱, 这种作用可能
与其抑制HIF-1α
蛋白表达有关. 研
究结果表明, 三氧
化二砷作为一种
对HIF-1α具有抑
制作用的抑制剂, 
在临床治疗中可
作为一种重要的
辅助化疗药物与
化疗药物联用, 增
强化疗药物的抗
肿瘤能力. 

图 1 Hoechst染色法检测As2O3作用48 h后HepG2细胞的凋亡(×200). A: 常氧对照组; B: 常氧下8.0 µmol/L As2O3组; C: 低氧

对照组; D: 低氧下8.0 µmol/L As2O3组.

A B

C D

图 2 免疫细胞化学检测HepG2细胞HIF-1α蛋白的表达(SP×400). A: 阴性对照组; B: 常氧对照组; C: 低氧对照组; D: 低氧下

8.0 µmol/L As2O3组.

A B

C D
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红素氧合酶-1表达有关. 因此, 寻找以HIF-1α为

靶点的、低氧下仍然有效的抗肿瘤药物成为国

内外研究的热点[8,18]. 研究发现, As2O3对胃癌、

肺癌、肝癌等多种实体瘤具有明显的杀伤作 
用[9-11], 近年来研究表明, As2O3在低氧条件下能诱

导肺癌细胞、急性早幼粒白血病等一些肿瘤细

胞发生凋亡[12,13], 但其对低氧条件下肝癌细胞的

作用及相关机制报道不多. 
我们在常氧和低氧两种条件下系统地观察

了不同浓度As2O3对HepG2细胞增殖、凋亡的影

响及其与HIF-1α表达的关系. MTT实验发现: 在
常氧和低氧两种条件下, As2O3均可呈剂量和时间

依赖性地显著抑制HepG2细胞的增殖, 8.0 µmol/L 
As2O3作用HepG2细胞48 h后, 其抑制率分别为

38.40%和37.83%, 常氧和低氧两种条件下细

胞增殖抑制率的差异无统计学意义. 最近, Qu 
等[13]研究发现, As2O3可以在低氧环境下抑制人

肺癌细胞生长并诱导其凋亡, 可能与阻滞细胞

周期进程有关. 我们应用Hoechst染色法进一步

观察, 结果显示在常氧和低氧两种条件下, 不同

浓度As2O3均呈时间剂量依赖性促进HepG2细胞

凋亡, 8.0 µmol/L As2O3作用HepG2细胞48 h后其

凋亡率分别为45.25%和49.28%, 常氧和低氧条

件下细胞凋亡率的差异无统计学意义. 上述结

果表明, As2O3可以通过诱导细胞凋亡来发挥对

HepG2细胞的杀伤作用, 这种作用不受低氧条件

的影响. Pettersson等[11]发现, As2O3对小细胞肺癌

有高度细胞毒性, 能诱导肺癌细胞发生凋亡, 但其

具体机制有待深入研究. 刘晓川等[19]研究亦发现, 
缺氧条件下As2O3能诱导人肝癌BEL-7402细胞

发生凋亡, 其机制可能与As2O3下调HIF-1α、多

药耐药基因的表达有关. HIF-1是低氧条件下产

生的一种异源二聚体转录因子, 主要由HIF-1α

和HIF-1β两个亚单位组成, 其中HIF-1α是主要

的氧调节亚单位, 对HIF-1的活性起着关键作用. 

许多研究表明, 低氧诱导HIF-1α表达使肿瘤细

胞耐受凋亡[12,13]. 为此, 我们进一步应用免疫细

胞化学法观察发现, 低氧下HIF-1α表达较常氧

下明显升高(均P <0.05), 而As2O3呈剂量依赖性地

抑制HIF-1α表达, 与低氧对照组比较有统计学

意义(均P <0.01). 近年来, 许多研究亦发现, HIF-
1α表达下调可增强抗肿瘤药物的杀伤作用[6,20]. 
Kung等[21]实验发现, 应用一种多肽阻断HIF-1α

与p300/CREB的结合以阻遏HIF-1α的转录活性, 
该多肽可以抑制结肠癌和乳腺癌移植瘤的生

长. 研究发现, 低氧下As2O3能对急性早幼粒细胞

白血病细胞产生生长抑制作用, 其中HIF-1α和

维甲酸受体α发挥了重要作用[12]. 最近, 邢国辉 
等[22]研究发现, 在低氧环境下, 丹参酮ⅡA可增

强5-氟尿嘧啶抑制SGC-7901细胞增殖及诱导凋

亡作用, 可能与其抑制HIF-1α及突变型P53蛋白

表达有关. 因此, 我们推测, 低氧条件下As2O3可

能通过下调HIF-1α的表达诱导HepG2细胞的凋

亡, 从而发挥对HepG2细胞的杀伤作用. 
我们的研究结果提示, As2O3可能通过下调

HIF-1α的表达诱导细胞凋亡来发挥对HepG2细
胞的杀伤作用, 这种作用不受低氧条件的影响, 
为其合理的运用于临床提供理论思路. 预示着

As2O3在肝癌的治疗上有着广泛的前景, 其具体

的作用机制有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the ionic and molecular 
mechanisms underlying the effects of changes 
in plasma cholecystokinin octapeptide (CCK-
8S) and somatostatin (SS) on stress-induced bile 
regurgitation in rats.

METHODS: The changes in plasma CCK-8S, SS 
and intragastric bile concentration under stress-

ful condition were measured by radioimmuno-
assay (RIA). The contractile response of gastric 
antral smooth strips isolated from healthy 
adult rats was recorded by poly physiography. 
The regulatory effect of protein kinase C (PKC) 
on the phosphorylation of type 3 inositol 1, 4, 
5-triphosphate receptor (InsP3R3) in gastric 
smooth muscle cells (SMC) was determined 
by immunoprecipitation. The changes in in-
tracellular calcium fluorescence intensity (FI) 
of SMC (presented as [Ca2+]i) were analyzed 
by laser scanning confocal microscopy. L-type 
voltage-dependent calcium currents (ICa-L) of 
SMC were recorded by the patch-clamp tech-
nique.

RESULTS: Both plasma CCK-8S level and gas-
tric bile concentration significantly increased 
during the stress period and reached the peak 
at 2 h after stress, while reverse effect was ob-
served in plasma SS level. Respective addition 
of CCK-8S and SS caused a rapid, sustained, 
concentration-dependent increase and decrease 
in muscle contraction of gastric antral strips, 
and CCK-8S-induced increase in the contractile 
response could be significantly blocked by ad-
ministration of nifedipine or SS. Similar results 
were obtained for the changes in FI and ICa-L 
of SMC. Pretreatment with SS significantly in-
creased CCK-8S-promoted phosphorylation of 
InsP3R3 in SMC.

CONCLUSION: Gastric mucosal damage in-
duced by bile regurgitation under stressful 
condition is closely associated with gastric 
antral dysmotility evoked by the changes in 
CCK-8S and SS. CCK-8S-enhanced gastric 
antral contraction depends on the release of 
intracellular calcium stores and the influx of 
extracellular calcium via L-type voltage-de-
pendent calcium channels, and can be blocked 
with SS, suggesting that both CCK-8S and SS 
play important roles in the regulation of gas-
tric motility. 

Key Words: Stress; Bile regurgitation; Cholecystoki-
nin octapeptide; Somatostatin; Gastric motility
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■背景资料
近来研究认为, 各
种应激可引起体
内多种脑-肠肽含
量及其功能的变
化, 经中枢和局部
神经系统影响胃
肠道的功能状态. 
目前胃酸过多, 黏
膜 缺 血 ,  黏 膜 屏
障功能破坏被认
为是应激性溃疡
(SU)产生的重要
因素, 而对于胆汁
反流在SU形成中
的作用及其与相
关脑-肠肽间的作
用报道甚少.
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摘要
目的: 探讨应激下胃肠肽-八肽胆囊收缩素
(CCK-8S)、生长抑素(SS)的变化, 以及二者在
应激所致胆汁反流中的相互作用和相关机制. 

方法: (1)放射免疫方法检测血浆CCK-8S和SS
水平, 并与正常对照组进行比较; (2)多导生理
记录仪记录胃窦离体肌条在不同条件下的收
缩活动; (3)免疫印迹法和免疫沉淀法检测胃
窦平滑肌细胞(SMC)三型1, 4, 5-三磷酸肌醇
受体(InsP3R3)磷酸化水平; (4)Fura-3/AM标记
胃窦SMC, 观察硫化CCK-8S和SS对胞内钙离
子浓度([Ca2+]i)的影响; (5)全细胞膜片钳检测
胃窦SMC的L -型电压门控钙通道电流(ICa-L)的
变化情况. 

结果: (1)应激各时段血浆CCK-8S浓度和胃内
胆汁反流水平明显增强(均P <0.01), 以应激结
束后1-2 h最为显著, 而血浆SS浓度则呈下降
趋势(均P <0.05); (2)CCK-8S作用下胃窦和幽
门纵行及环形肌条收缩幅值、频率改变明显
(均P <0.01), SS作用相反且能阻断CCK的增
强效应; (3)CCK-8S显著增强胃窦平滑肌细胞
[Ca2+]i荧光强度和ICa-L(均P <0.01), SS作用相反
且能阻断CCK的增强效应; (4)SS作用下CCK-
8S上调的InsP3R3磷酸化水平可被显著增强.

结论: 应激下胆汁反流及其介导的损伤效应
与CCK和SS变化介导的胃动力紊乱密切相关. 
CCK-8S通过增强胞内钙释放和促进外钙内流
增强胃窦收缩, 该效应可被SS所阻断, 二者在
应激所致的胃动力紊乱中起到重要作用. 

关键词: 应激; 胆汁反流; 胆囊收缩素; 生长抑素; 胃

动力
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0  引言

应激性溃疡(stress ulcer, SU)是临床危重疾病的

常见而严重的并发症, 具有较高的发病率和死亡

率, 防治效果不佳且发病机制尚未完全清楚[1]. 近
来研究认为, 各种应激可引起体内多种脑-肠肽
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含量及其功能的变化, 经中枢和局部神经系统

影响胃肠道的功能状态[2]. 目前胃酸过多, 黏膜

缺血, 黏膜屏障功能破坏被认为是SU产生的重

要因素, 而对于胆汁反流在SU形成中的作用及

其与相关脑-肠肽间的作用报道甚少. 胆囊收缩

素(cholecystokinin, CCK)和生长抑素(somatosta-
tin, SS)是两种广泛分布于胃肠道及中枢神经系

统中, 具有神经递质和胃肠激素双重作用的脑

肠肽, 他通过与其自身受体相结合, 刺激内外分

泌、胃肠运动等起着重要的调节作用[3,4]. 本研

究利用浸冷水束缚法建立大鼠SU模型, 检测应

激大鼠血浆中胆囊收缩素八肽(cholecystokinin 
octapeptide, CCK-8S)和SS变化, 探讨二者的变化

与应激时胆汁反流的可能联系, 以及二者之间

的相互作用和具体的分子生物学机制, 从而为

临床防治和治疗SU探索新的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年清洁级SD大鼠40只, 体质量

250-300 g, 雌雄不拘, 随机分为: (1)正常对照组

10只, 不做任何处理; (2)应激组30只, 分别于应

激过程中2 h, 应激结束后0、1、2、4和6 h进行

观察. 应激组大鼠禁食不禁水24 h后, 固定四肢

于鼠板上, 浸于5 ℃±0.5 ℃水槽中, 水面浸至剑

突水平, 持续4 h以制成SU模型[5]. 对照组不作任

何处理. 心脏采血放射免疫法检测大鼠血浆中

CCK-8S和SS水平, 抽胃液放射免疫法检测胃液

胆汁酸浓度. 
1.2 方法 
1.2.1 离体肌条和单个平滑肌细胞制备: 健康成

年清洁级SD大鼠, 体质量250-300 g, 猛击大鼠

头部致昏, 断颈放血, 迅速取胃, 沿胃大弯剪开

并在Krebs液中漂洗干净后去除胃窦部黏膜. 沿
肌纤维方向分别切取宽3 mm, 长8 mm的胃窦

和幽门纵行及环形肌条. 制备单个平滑肌细胞

(smooth muscle cell, SMC)时, 将肌条剪成2 mm
×4 mm小块置于消化酶中, 36.0 ℃-36.5 ℃下轻

微振荡孵育25-30 min, 无钙PSS缓冲液洗5次, 广
口火抛光的吸管吹打组织块, 产生细胞悬液. 所
有肌条和细胞备用时均保存于2 ℃-8 ℃的KBS
液中. 
1.2.2 离体肌条实验: 肌条放置于垂直灌流槽, 一
端固定在铂丝钩上, 另一端与张力换能器相连, 
测量肌肉收缩力量. 台氏液(3 mL/min)持续灌流

肌条, 37 ℃±0.5 ℃下持续充以O2(950 mL/L)和
CO2(50 mL/L)的混合气体. 将肌条处于自然长度

www.wjgnet.com
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(不过度牵拉或松弛), 孵育60 min, 当稳定的自发

性收缩出现后通过八导生理记录仪记录给药前

后肌条收缩活动幅值和频率的变化. 
1.2.3 免疫沉淀, 凝胶电泳和免疫印迹: 取1 mL
经过处理的SMC悬液加入500 µL裂解液, 冰上

放置40 min后, 4 ℃下12 000 r/min离心5 min, 取
上清测定蛋白总量. 加入特异性的1, 4, 5-三磷

酸肌醇受体(inositol 1, 4, 5- triphosphate recep-
tor, InsP3R)单抗(1∶100)4 ℃下孵育2 h后, 再加

入protein A beads, 4 ℃轻微摇动1 h, 4 ℃下2 000 
r/min离心1 min弃上清. 对照组样本不加抗体进

行相同处理. 缓冲液洗涤沉淀5次后加入上样缓

冲液, 100 ℃变性5 min. 上清经12% SDS-PAGE
分离后转移到预先用phospho-(Ser/Thr)substrate
抗体(1∶1 000)孵育过的硝酸纤维素膜上, 以特

异性检测包含在PKC酶解底物序列中的磷酸化

的Ser/Thr残基. 免疫沉淀经12% SDS-PAGE分
离后, 电转移至硝酸纤维素膜, 与InsP3R3单抗 
(1∶1 000)4 ℃下孵育过夜, 检测InsP3R3总量. 显
色后置于X光胶片上曝光后显影. 
1.2.4 Fu ra-3/AM负载细胞: 细胞悬液中加入

Fura-3/AM(终浓度为10 µmol/L), 37 ℃温育30 
min后PSS液洗2次, 调细胞悬液为5×109/L. 激
发光波长为334 nm及380 nm, 发射光波长为540 
nm, 采样间隙为3 ms, 记录SMC在给药前后的荧

光强度变化. 
1.2.5 细胞膜片钳实验: 选取边缘齐整、横纹清

晰的SMC于室温(23 ℃-25 ℃)下进行实验. 取
SMC悬液1 mL加入细胞池中并平放于倒置显微

镜上, 贴壁5 min后台氏液灌流(1 mL/min). 拉制

电极使其阻抗为3-4 MΩ, 进行高阻封接后负压

穿孔形成全细胞模式. 细胞膜片钳实验分两组

进行, 一组为对照组, 用PSS灌流; 另一组为实

验组, 将药物加入PSS灌流. 全细胞模式下采用

EPC-10-HEAKA膜片钳放大器记录L -型电压门

控钙通道电流(L -type voltage-dependent calcium 
currents, ICa-L). 运行pCLAMP软件用于收集资料, 
并用Clampfit8.0程序分析数据.

统计学处理 采用配对t 检验, 实验结果以

mean±SD表示, n表示细胞或肌条例数. 肌条实

验结果进行归一化处理, 即除以对照组中最大

值所得的相对值, 然后用mean±SE表示. 膜片

钳实验采用膜片钳数据软件Clampfit8.0和统计

软件SPSS13.0进行配对t检验, 并在GraphPad In-
state 3.0制图. 所有统计结果P <0.05均认为有统

计学意义.

2  结果

2.1 CCK-8S、SS及胆汁酸水平 应激后各时段组

血浆CCK-8S和胃液胆汁酸浓度较对照组显著升

高(均P <0.05或0.01), 二者在应激结束后1-2 h均
到达最高峰, 然后逐渐下降, 但在应激结束后6 h
仍高于正常对照(P <0.05); SS应激后显著下降, 
在应激结束后2 h达到最小值, 之后开始上升但

仍低于正常对照(均P <0.05或0.01, 表1, 图1).

表 1 各组血浆CCK-8S、SS及胃内胆汁酸水平变化 (mean±SD) 

     
分组           CCK-8S(pmol/L)          SS(ng/L)                    胆汁酸(µmol/L)

正常对照组            2.23±0.88                      45.83±2.11                     37.93±23.76

应激过程中2 h             4.91±1.44                      41.59±1.58a                   552.28±75.69a

应激结束后0 h            9.05±2.93b                     31.29 ±1.53a                  690. 70±64.69b

应激结束后1 h          10.05±3.89b                     27.52 ±2.53b                1 316.00±197.36d

应激结束后2 h          10.80±3.82b                      23.06±3.11b                1 087.30±252.75d

应激结束后4 h            8.61±4.17b                      26.20±1.82a                   563.22±117.97b

应激结束后6 h            5.87±4.95a                      31.87±1.97a                     62.68±55.13a

aP<0.05, bP<0.01, dP<0.001 vs  正常对照组.

图 1 各组血浆CCK-8S, SS, 胃内胆汁酸水平变化. 1: 正常

对照组; 2: 应激过程中2 h; 3: 应激结束后0 h; 4: 应激结束后

1 h; 5: 应激结束后2 h; 6: 应激结束后4 h; 7: 应激结束后6 h.
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■相关报道
Castedal等近来证
实十二指肠胃反
流的发生与十二
指肠逆蠕动的增
强密切相关. 



www.wjgnet.com

2524                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年8月28日     第18卷     第24期

2.2 肌条实验结果 分别给予不同浓度CCK-8S(1
×10-9, 1×10-8, 5×10-8 mol/L)和SS(1×10-9, 1×
10-8, 1×10-7 mol/L)可呈浓度依赖性增强和抑制

胃窦肌条的收缩效应(P <0.05, 图2). 分别给予L -
型钙通道阻滞剂nifedipine(1×10-5 mol/L)和SS(1
×10-7 mol/L), 可降低CCK-8S(5×10-8 mol/L)作用

下胃窦环行和纵行肌条的振幅和收缩频率(图3).
2.3 荧光实验结果 大鼠胃窦平滑肌细胞[Ca2+]i
荧光基础值为651.3±107.4(n  = 20). 给予CCK-
8S(5×10-8 mol/L)后, [Ca2+]i荧光显著增强(651.3
±107.4 vs  764.5±85.7, 图4, 5); 给予SS (1×10-7 
mol/L)后, [Ca2+]i荧光显著减弱(651.3±107.4 vs 
514.5±54.9, P <0.05, 图6, 7). 
2.4 CCK-8S和SS刺激所致的PKC依赖的InsP3R3
磷酸化变化 样本预先给予和不给予PKC特异性

抑制剂切勒斯埃(chelerythrine, 5×10-8 mmol/L)
后分别加入CCK-8S(5×10-8 mmol/L); PKC激动

剂豆蔻酰佛波醇乙酯(phorbol-12-myristate-13-
acetate, PMA, 10-5 mmol/L)处理的样本作为阳性

对照. 所有样本均反应5 min. CCK-8S作用的样

本中, InsP3R3的磷酸化水平高于正常对照组(图
8), SS(1×10-7 mmol/L)显著增强CCK-8S介导的

InsP3R3磷酸化, 而chelerythrine抑制PKC活性可

阻断CCK-8S增强InsP3R3磷酸化的效应. 在PKC
阳性对照组中, 给予PMA可介导InsP3R3磷酸化

的发生.
2.5 膜片钳实验结果 采用电压阶跃刺激模式记

录时钳制电压为-40 mV, 以10 mV的阶跃从-40 
mV开始去极化至40 mV, 维持400 ms, 刺激时隔

10 ms. 内向电流峰值在刺激后5-13 ms时出现, 
I-V曲线中10 mV时ICa-L最大, 硝苯吡啶(nifedip-
ine, 1×10-5 mol/L)可抑制电压为10 mV的ICa-L约

80%(n  = 3), 证明该电流是ICa-L. 与正常对照相比, 
CCK-8S(5×10-8 mol/L)作用下SMC的ICa-L明显增

强(-56.42 pA±6.57 pA vs  -88.54 pA±5.71 pA, n  
= 10, P <0.01), 可被nifedipine(1×10-5 mol/L)显著

抑制(图9). SS(1×10-7 mol/L)可显著抑制ICa-L(抑
制率为87.51%±10.64%, n  = 10, 图10). 此外, 
SS(1×10-7 mol/L)可阻断CCK-8S(5×10-8 mol/L)
介导作用下SMC的ICa-L的增强效应(图11). 

3  讨论

胃肠道的各种功能由神经系统和各种胃肠肽类

激素调节, 其中CCK和SS是众多胃肠肽中重要

的两种[6,7]. CCK-8S和SS在应激时胆汁反流中的

作用不容忽视. 一方面CCK结合相关CCK受体

周期性松弛Oddi括约肌、促进胆囊收缩和胆汁

分泌; 另一方面具有相反生理作用的SS不仅可

抑制CCK的分泌还可平行拮抗CCK的作用, 直
接抑制Oddi括约肌收缩而减少胆酸依赖性胆汁

分泌的减少, 对胆囊也可产生完全和持久的抑

制作用[8]. 在本研究中, 我们拟在前期研究基础

上, 探讨应激所致CCK和SS变化在大鼠胃窦动

力紊乱时胆汁反流的作用和相关机制. 
胆汁酸对胃黏膜上皮细胞有时间及浓度依

赖性细胞毒性作用. 反流频率越高, 持续时间越

长, 反流量越大, 引起的胃黏膜损伤越重[9]. 结果

显示, 应激开始后大鼠血浆CCK-8S和胃液胆汁

酸浓度即明显增强, 二者在应激结束后1-2 h均
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图 2 不同浓度CCK-8S和SS对大鼠胃窦平滑肌收缩的影响. 
A: CCK-8S增强收缩效应; B: SS抑制收缩效应.

图 3 L -型钙通道阻滞剂nifedipine和SS对胃窦环行和纵行
肌条的振幅和收缩频率的影响. A: CCK-8S增强收缩效应; 

B: nifedipine可阻断CCK-8S作用下的收缩效应; C: SS抑制

收缩效应; D: SS可阻断CCK-8S作用下的收缩效应.
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■创新盘点
本研究利用浸冷
水束缚法建立大
鼠SU模型 ,  检测
应激大鼠血浆中
胆囊收缩素八肽
(CCK-8S)和SS变
化 ,  探 讨 二 者 的
变化与应激时胆
汁反流的可能联
系 ,  以 及 二 者 之
间的相互作用和
具体的分子生物
学机制.
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达最大值, 随后开始下降但仍高于正常对照. 这
与应激中胆汁反流造成的胃黏膜损伤的严重程

度一致. 与CCK-8S和胆汁酸相反, 应激开始后

血浆SS开始下降, 且在CCK-8S和胆汁酸水平达

峰值时SS水平降至最低, 后缓慢上升. 由此可见, 
应激过程中CCK分泌增加和SS分泌减少与应激

中胆汁反流严重程度密切相关. 
胃肠道协调运动反映在3个方面: 胃窦-幽

门、胃窦-十二指肠、胃-胆囊-Oddi氏括约肌间, 
应激下胆汁反流的发生是这3种协调运动紊乱的

结果[10]. 本研究结果显示CCK-8S可呈浓度依赖

性的增强大鼠胃窦平滑肌肌条收缩, 而SS作用

相反, CCK-8S的增强作用可被SS所抑制. 众所周

知胞内钙浓度([Ca2+]i)升高是调节多种细胞生理

过程的重要因素. 胞内钙库释放和/或外钙通过胞

膜进入胞内是导致[Ca2+]i升高的基础[11]. 为进一

步探明SS对CCK-8S增强胃窦肌条收缩抑制作

用的机制, 我们检测二者对大鼠胃窦SMC[Ca2+]i
的影响. 结果显示, CCK-8S可显著增强[Ca2+]i水
平而SS作用相反, 显著降低[Ca2+]i. 胃窦-十二指

肠压力梯度改变也将进一步增强应激时胆汁反

流入胃. 应激时胃-十二指肠的协调运动被打破, 
十二指肠逆蠕动显著增强, 胃窦-十二指肠间正

常的压力梯度随之发生变化[12]. Castedal等[13]近

来证实十二指肠胃反流的发生与十二指肠逆蠕

动的增强密切相关. 应激时可导致十二指肠运

动紊乱逆蠕动显著增强, 此时胃窦环形平滑肌

在频率不变的情况下收缩振幅被显著增强(在前

期实验中已经得到证实)[14], CCK升高和SS降低

从而增强胃窦平滑肌收缩, 导致引起的十二指

肠-胃窦压力梯度增加, 在胃窦幽门平滑肌舒张

间期大量的胆汁更易反流入胃. 
细胞质中钙离子浓度是胃肠平滑肌活动的

决定性因素, 而InsP3R是动员胞内钙库的重要

因素[14]. 研究显示CCK可介导胞内三磷酸肌醇

(InsP3)与内质网上InsP3R结合, 刺激胞内钙释放

引起[Ca2+]i升高引发细胞收缩、神经传递等生

理性反应. PKC通过磷酸化InsP3R中不同位点上

的丝/苏氨酸, 磷酸化后的InsP3R显著降低了对

InsP3的敏感性, 从而抑制InsP3敏感的内质网钙

库钙释放, 他是调节胞内钙信号的一种重要的

丝氨酸-苏氨酸激酶[15,16]. 在本实验中, 免疫沉淀

结果显示分别给予PKC激动剂PMA和CCK-8S, 
CCK的增强作用可被PKC抑制剂chelerythrine所
抑制. 此外, 给予SS则可显著增强CCK-8S介导

的胃窦SMC InsP3R磷酸化, 提示一方面PKC参与

CCK介导的胃窦SMC InsP3R磷酸化调节, 另一

方面SS通过增强CCK介导的InsP3R磷酸化, 抑制

胞内钙释放. 由于在本实验中, 应激过程中SS水
平显著下降, 故SS对CCK介导的InsP3R磷酸化抑

制效应降低, 促进了CCK介导的胞内钙释放, 从
而加重应激过程中胃窦动力紊乱的发生. 此外, 
我们在记录胃窦SMC ICa-L时发现, SS对CCK介

导的ICa-L增强效应具有明显的抑制作用. 然而在

应激状态下, SS水平的显著下降削弱了对CCK
的抑制效应, 促进了细胞外钙离子通过L -型钙通

道进入胞内, 加重胞内钙离子紊乱导致胃窦动

力紊乱的发生. 
总之, 通过本实验我们得出; (1)应激状态

下胆汁反流的确存在且在SU发生中起到重要

作用; (2)应激所致体内CCK和SS变化在胃动力

A B C
图 4 给予CCK-8S对SMC
胞内[Ca2+]i荧光变化的影响. 
A: 未负载fura-3/AM; B:负载

fura-3/AM; C: 给予CCK-8S.

图 5 CCK-8S作用下SMC胞内[Ca2+]i荧光变化.
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■应用要点
应 激 所 致 体 内
CCK和SS变化在
胃动力紊乱中起
到重要作用, 并促
进胆汁反流的发
生 ;  SS可通过影
响CCK-8S介导的
SMC胞内钙升高, 
加重应激下胃动
力紊乱.
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紊乱中起到重要作用, 并促进胆汁反流的发生; 
(3)SS可通过影响CCK-8S介导的SMC胞内钙升

高, 加重应激下胃动力紊乱. 
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图 7 SS作用下SMC胞内[Ca2+]i荧光变化.

0    20  40   60   80  100 120 140  160 180  200 220 240
t /s

650
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100
50

In
te

ns
ity

SS

■同行评价
本文设计合理, 数
据可靠, 对预防应
激所致的胃动力
紊乱有一定借鉴
价值.



www.wjgnet.com

司新敏, 等. 生长抑素对应激下胆囊收缩素介导的胆汁反流的抑制作用               2527

mechanisms. Regul Pept 2006; 136: 64-71
15 Li B, Wu Q, Shi JS, Sun AS, Huang XN. Effects of 

protopine on intracellular calcium and the PKC 
activity of rat aorta smooth muscle. Shengli Xuebao 
2005; 57: 240-246

  

16 Bai M, Trivedi S, Lane CR, Yang Y, Quinn SJ, Brown 
EM. Protein kinase C phosphorylation of threonine 
at position 888 in Ca2+o-sensing receptor (CaR) 
inhibits coupling to Ca2+ store release. J Biol Chem 
1998; 273: 21267-21275

           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》出版流程

本刊讯 《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, 每月8、18、28号按时出版. 具体出版流程介绍如下: 

第一步 作者提交稿件: 作者在线提交稿件(http://www.baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx), 提交稿件中出现问题

可以发送E-mail至submission@wjgnet.com咨询, 编务将在1个工作日内回复. 

第二步 审稿: 送审编辑对所有来稿进行课题查新, 并进行学术不端检测, 对不能通过预审的稿件直接退稿, 通

过预审的稿件送交同行评议专家进行评议. 编辑部主任每周一组织定稿会, 评估审稿人意见, 对评审意见较高, 

文章达到本刊发表要求的稿件送交总编辑签发拟接受, 对不能达到本刊发表要求的稿件退稿. 

第三步 编辑、修改稿件: 科学编辑严格根据编辑规范要求编辑文章, 包括全文格式、题目、摘要、图表科学

性和参考文献; 同时给出退修意见送作者修改. 作者修改稿件中遇到问题可以发送E-mail至责任科学编辑, 责

任科学编辑在1个工作日内回复. 为保证文章审稿意见公平公正, 本刊对每一篇文章均增加该篇文章的同行评

议者和同行评论, 同时配有背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘点、应用要点和名词解释, 供非专业人士

阅读了解该领域的最新科研成果. 

第四步 录用稿件: 作者将稿件修回后, 编辑部主任组织第2次定稿会, 评估作者修回稿件质量. 对修改不合格的

稿件通知作者重修或退稿, 对修改合格的稿件送总编辑终审, 合格后发正式录用通知. 稿件正式录用后, 编务通

知作者缴纳出版费, 出版费缴纳后编辑部安排生产, 并挂号将缴费发票寄出. 

第五步 排版制作: 电子编辑对稿件基本情况进行核对, 核对无误后, 进行稿件排版及校对、图片制作及参考文

献核对. 彩色图片保证放大400%依然清晰; 中文参考文献查找全文, 核对作者、题目、期刊名、卷期及页码, 

英文参考文献根据本杂志社自主研发的“参考文献检测系统”进行检测, 确保作者、题目、期刊名、卷期及

页码准确无误. 排版完成后, 电子编辑进行黑马校对, 消灭错别字及语句错误. 

第六步 组版: 本期责任电子编辑负责组版, 对每篇稿件图片校对及进行质量控制, 校对封面、目次、正文页码

和书眉, 修改作者的意见, 电子编辑进行三校. 责任科学编辑制作整期中英文摘要, 并将英文摘要送交英文编辑

进一步润色. 责任电子编辑再将整期进行二次黑马校对. 责任科学编辑审读本期的内容包括封面、目次、正

文、表格和图片, 并负责核对作者、语言编辑和语言审校编辑的清样, 负责本期科学新闻稿的编辑. 

第七步 印刷、发行: 编辑部主任和主编审核清样, 责任电子编辑通知胶片厂制作胶片, 责任科学编辑、电子编

辑核对胶片无误送交印刷厂进行印刷. 责任电子编辑制作ASP、PDF、XML等文件. 编务配合档案管理员邮寄

杂志. 

第八步 入库: 责任电子编辑入库, 责任科学编辑审核, 包括原始文章、原始清样、制作文件等.

《世界华人消化杂志》从收稿到发行每一步都经过严格审查, 保证每篇文章高质量出版, 是消化病学专

业人士发表学术论文首选的学术期刊之一. 为保证作者研究成果及时公布, 《世界华人消化杂志》保证每篇文

章从投稿到刊出4 mo内完成. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-18)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年8月28日; 18(24): 2528-2532
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

Sphk1对人结肠癌细胞株Lovo增殖与侵袭的影响及其作
用机制

钟月圆, 黄杰安, 刘诗权, 覃蒙斌, 金 卉

钟月圆, 黄杰安, 刘诗权, 覃蒙斌, 金卉, 广西医科大学第一
附属医院消化内科 广西壮族自治区南宁市 530021
钟月圆, 广西医科大学2008级硕士研究生, 主要从事消化系疾
病的研究. 
国家自然科学基金资助项目, No. 30760275
广西科学基金资助项目, No. 0832008
作者贡献分布: 黄杰安是该研究项目的负责人; 此课题由黄杰安
与刘诗权设计; 研究过程由钟月圆、覃蒙斌及金卉操作完成; 本
论文写作由钟月圆完成; 黄杰安与刘诗权对本次课题的完成给予
指导. 
通讯作者: 黄杰安, 教授, 530021, 广西壮族自治区南宁市, 广西
医科大学第一附属医院消化内科. jh23229@gmail.com
收稿日期: 2010-04-27   修回日期: 2010-07-05
接受日期: 2010-07-21   在线出版日期: 2010-08-28

Role of Sphk1 in the 
proliferation and invasion of 
human colon cancer Lovo cells 

Yue-Yuan Zhong, Jie-An Huang, Shi-Quan Liu, 
Meng-Bin Qin, Hui Jin

Yue-Yuan Zhong, Jie-An Huang, Shi-Quan Liu, Meng-
Bin Qin, Hui Jin, Department of Gastroenterology, the First 
Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 
530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30760275; and the Scientific Foundation of 
Guangxi, No. 0832008
Correspondence to: Professor Jie-An Huang, Department 
of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital of Guangxi 
Medical University, Nanning 530021, Guangxi Zhuang Au-
tonomous Region, China. jh23229@gmail.com
Received: 2010-04-27    Revised: 2010-07-05 
Accepted: 2010-07-21    Published online: 2010-08-28

Abstract
AIM: To investigate the role of sphingosine ki-
nase 1 (Sphk1) in the proliferation, apoptosis 
and invasion of colon cancer cells.

METHODS: Human colon cancer Lovo cells 
were divided into three groups: Sphk1 activa-
tion group [treated with 100 nmol/L phorbol 
12-myristate 13-acetate (PMA)], Sphk1 sup-
pression group [treated with 50 μmol/L N,N-
dimethyl-D-erythro-sphingosine (DMS)], and 
control group (treated with 9 g/L NaCl). Cell 
proliferation activity was detected by MTT as-
say; cell apoptosis was detected by flow cytom-
etry; cell invasion was detected by Transwell 

chamber assay; and the protein expression of 
Sphk1, ERK1/2, p-ERK1/2, and NF-κB p65 was 
detected by Western blot.

RESULTS: PMA significantly induced the ex-
pression of Sphk1 protein, promoted Lovo cell 
growth and invasion, inhibited cell apoptosis, 
and up-regulated the protein expression of 
ERK1/2, p-ERK1/2, and NF-κB p65. In contrast, 
DMS significantly inhibited the expression of 
Sphk1 protein, suppressed cell growth, promot-
ed apoptosis, and down-regulated the protein 
expression of ERK1/2, p-ERK1/2, and NF-κB 
p65. The apoptosis rates in the Sphk1 activation 
group, Sphk1 suppression group and control 
group were 9.15%, 16.25% and 32.58%, respec-
tively. The relative invasion rate in the Sphk1 
activation group was significantly higher than 
that in the Sphk1 suppression group (190.57% vs 
9.65%, P < 0.01).

CONCLUSION: Sphk1 promotes the prolifera-
tion and invasion but inhibits apoptosis of Lovo 
cells possibly via a mechanism associated with 
the activation of ERK1/2 and NF-κB signaling 
pathways. 

Key Words: Sphingosine kinase 1; Human colon 
cancer cell; Invasion; Apoptosis; Proliferation

Zhong YY, Huang JA, Liu SQ, Qin MB, Jin H. Role of 
Sphk1 in the proliferation and invasion of human colon 
cancer Lovo cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(24): 2528-2532

摘要
目的: 研究Sphk1对结肠癌细胞增殖、凋亡及
侵袭的影响并探讨其机制. 

方法: 将人结肠癌Lovo细胞株分成Sphk1激
活组, Sphk1抑制组, 空白对照组. 以佛波醇
-12-豆蔻酸酯-13-乙酸酯(phorbol 12-myristate 
13-acetate, PMA)为Sphk1激活剂(终浓度为100 
nmol/L), N, N-二甲基鞘胺醇(erythro-sphingo-
sine N, N-Dimethyl, DMS)为Sphk1抑制剂(终

®

■背景资料
S p h k 1 催化反应
的产物1-磷酸鞘
氨醇(S1P)是一个
同时具有细胞内
第二信使和细胞
外第一信使双重
功能的脂类生物
活性分子. Sphk1/
S 1 P 信 号 通 路 在
调节细胞迁移、

增殖、凋亡等过
程中具有重要作
用, 但Sphk1及其
信号传导通路在
结肠肿瘤中的作
用及机制目前尚
未阐明.

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师, 天津市第一中
心医院消化内科
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浓度为50 μmol/L)处理Lovo细胞24 h后, 用
MTT方法测定细胞的增殖活性, 用流式细胞
术检测细胞凋亡, 用Transwell侵袭实验检测细
胞侵袭能力, 用Western blot测定细胞Sphk1、
ERK1/2、p-ERK1/2、NF-κB p65蛋白水平的
变化.

结果: PMA可以明显诱导Sphk1蛋白的表达, 
促进Lovo细胞生长, 抑制细胞的凋亡, 并促进
细胞的侵袭; 相反, DMS明显抑制Sphk1的表
达, 抑制细胞生长, 促进细胞的凋亡, 并抑制
细胞的侵袭. Sphk1激活组、对照组、抑制组
的细胞凋亡率分别是9.15%, 16.25%, 32.58%. 
与对照组相比, Sphk1激活组、抑制组的细胞
相对侵袭率分别是190.57%, 9.65%, 差异有
统计学意义(均P <0.01). PMA诱导Sphk1表达, 
同时伴有ERK1/2、p-ERK1/2和NF-κB p65蛋
白表达的上调, DMS抑制Sphk1表达, 可抑制
ERK1/2、p-ERK1/2、NF-κB p65蛋白的表达.

结论: Sphk1可促进Lovo细胞的生长增殖与侵
袭并抑制细胞的凋亡, 其机制可能与ERK1/2
和NF-κB信号通路的激活有关.

关键词: 鞘氨醇激酶-1; 人结肠癌细胞; 侵袭; 凋亡; 

增殖
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0  引言

鞘氨醇激酶-1(sphingosine kinase 1, Sphk1)是鞘

脂代谢平衡的重要限速酶, Sphk1催化反应的产

物1-磷酸鞘氨醇(sphingosine 1-phosphate, S1P)是
一个同时具有细胞内第二信使和细胞外第一信

使双重功能的脂类生物活性分子. Sphk1/S1P信
号通路在调节细胞迁移、增殖、凋亡等过程中

具有重要作用[1], 但Sphk1及其信号传导通路在

结肠肿瘤中的作用及机制目前尚未阐明. 本研究

通过化学方法调控Sphk1蛋白的表达, 观察Sphk1
对结肠肿癌Lovo细胞的生长增殖、凋亡、侵袭

及细胞外信号调节激酶(extracellular-signal regu-
lated protein kinase, ERK1/2)、p-ERK1/2和NF-κB 
p65表达的影响, 以期明确Sphk1对人结肠癌细胞

的增殖, 凋亡及侵袭的影响并探讨其机制, 为结

肠癌的防治提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞株Lovo购自南京凯基生

物科技发展有限公司; 胎牛血清购自杭州四季

青生物工程材料有限公司; DMEM(高糖型)购
自Invitrogen公司, PBS购自福州迈新生物技术

开发有限公司; 细胞培养瓶及Transwell均购自

Corning Costar公司; 佛波醇-12-豆蔻酸酯-13-乙
酸酯(phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA)购自

Sigma-Aldrich公司; N, N-二甲基硝胺醇(erythro-
sphingosine, N, N-Dimethyl-, DMS)购自Calbio-
chem公司; 四氮唑蓝购自北京索莱宝科技有限

公司; Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购自

南京凯基生物科技发展有限公司; 蛋白提取试

剂盒购自碧云天生物技术研究所; 鼠抗人Sphk1
单克隆抗体购自Sigma-Ald r ich公司, 兔抗人

ERK1/2、p-ERK1/2多克隆抗体购自Cell Signal-
ing Technology公司, 鼠抗人NF-κB p65多克隆抗

体购自Santa Cruz, 辣根过氧化酶标记山羊抗鼠

IgG2005、辣根过氧化酶标记山羊抗兔IgG2004
均购自Santa Cruz.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人结肠癌Lovo细胞置于含100 
mL/L胎牛血清的DMEM培养基中, 37 ℃、50 
mL/L CO2, 饱和湿度条件下培养. 
1.2.2 MTT法测定Lovo细胞的增殖活性: 取对

数生长期细胞制备细胞悬液 ,  调整细胞密度

为2.5×104/mL, 接种至96孔板, 每孔200 μL(相
当于5 000个细胞), 实验分3组: 空白对照组、

Sphk1激活组和Sphk1抑制组, 每组重复3孔. 培
养12 h后细胞贴壁后, Sphk1激活组加终浓度为

100 nmol/L的PMA, Sphk1抑制组加终浓度为50 
μmol/L的DMS. 作用后24 h后每孔加入MTT 20 
μL(5 g/L), 继续培养4 h, 弃上清, 加入DMSO 150 
μL, 上酶标仪, 以570 nm波长处测定吸光度(A )
值, 以空白试剂为对照, 分析数据. 重复实验3次.
1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡率: 细胞处理同

上, 干预24 h后用不含EDTA的胰酶消化收集细

胞, 然后用PBS洗涤细胞2次(2 000 r/min离心5 
min), 收集5×105细胞, 加入500 μL Binding Buf-
fer悬浮细胞, 加入5 μL Annexin V-FITC混匀后, 
加入5 μL 碘化丙啶(propidium iodide, PI), 混匀, 
室温避光反应10 min, 1 h内进行流式细胞仪的

观察和检测. 使用未经凋亡诱导处理的空白对

照组的细胞进行荧光补偿调节去除光谱重叠和

设定十字门的位置.
1.2.4 侵袭实验: 处理同上, 作用后24 h后用

0.25%的胰酶消化细胞, 并用1%的含血清培养基

洗涤细胞2次, 制备细胞悬液, 调整细胞密度为5

■研发前沿
现 有 资 料 表 明 , 
Sphk1在多种肿瘤
包括结肠癌和胃
癌的表达增高, 他
参与肿瘤的发生
发展, 但其机制及
信号传导通路目
前尚不明确.
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×105/mL, 取200 μL细胞悬液种于铺好了Matri-
gel胶的Transwell内室中, 外室注入培养基. 24 h
后倒置Transwell小室, 滤膜下表面朝上, 自然风

干, 结晶紫染色, 再次倒置Transwell小室, 自然

风干, 刀片取下滤膜置于载玻片上, 滴中性树脂, 
盖上盖玻片. 显微镜计算3个视野中的细胞取平

均值, 以空白试剂为对照, 分析数据. 重复实验3
次. 
1.2.5 Western blot检测: 将人结肠癌Lovo细胞接

种于直径为6 cm的细胞培养皿中, 接种细胞密度

为3×106/mL, 实验分组及细胞药物处理同上. 作
用24 h后收集细胞, 按照每20 μL细胞沉淀加200 
μL已添加了PMSF的细胞质蛋白抽提试剂, 冰浴

15 min, 4 ℃ 12 000 r/min离心15 min, 上清即为

抽提到的细胞质蛋白. 余沉淀用滤纸吸尽残余

液体, 加入50 μL添加了PMSF的细胞核蛋白抽提

试剂, 冰浴30 min, 4 ℃ 12 000 r/min离心20 min, 
收集上清, 即为抽提到的细胞核蛋白. Bradford
法测定蛋白浓度, 将5×SDS-PAGE蛋白上样缓

冲液加入蛋白中煮沸变性. 取适量(60 μg)蛋白

于SDS-PAGE分离后转至PVDF膜, 用5%的脱脂

奶粉封闭1 h, 根据抗体说明书稀释抗体(Sphk1 
1∶500, ERK1/2 1∶1 000, p-ERK1/2 1∶1 000, 
NF-κB p65 1∶800), 孵一抗(4 ℃, 摇床, 过夜), 
根据抗体说明书稀释二抗(Sphk1、ERK1/2、
p-ERK1/2、NF-κB p65对应的二抗稀释倍数分

别是: 1∶3 000, 1∶4 000, 1∶4 000, 1∶3 000), 
孵二抗(1 h, 摇床), ECL显影. 重复实验3次. 显影

结果采用quanty-one分析软件进行图像分析.
统计学处理 采用单因素方差分析方法, 用

S P S S11.5统计软件进行处理, 各实验结果以

mean±SD表示, P <0.05表示具有显著性差异.

2  结果

2.1 Sphk1在Lovo细胞的表达及Sphk1活性对

ERK1/2, p-ERK1/2, NF-κB p65蛋白表达的影响 
结肠癌Lovo细胞Sphk1在Western blot中显示一

条明显的分子条带, 相对分子质量为44 000 Da. 
PMA可明显增加Sphk1的表达, 而DMS可明显

抑制Sphk1蛋白的表达(图1). 增强Sphk1的活性, 
ERK1/2、p-ERK1/2蛋白表达上调, 相反, 抑制

Sphk1的活性, ERK1/2、p-ERK1/2蛋白表达下

调. ERK1/2、p-ERK1/2蛋白的表达在Sphk1激
活组、对照组、抑制组逐渐减弱, 各组间差别

均有显著性(均P <0.05). Sphk1的活性亦与NF-κB 
p65蛋白表达呈正相关, 增强Sphk1的活性, NF-

κB p65蛋白表达上调, 相反, 抑制Sphk1的活性, 
NF-κB p65蛋白表达下调. NF-κB p65蛋白的表达

在Sphk1激活组、对照组、抑制组逐渐减弱, 各组

间差别均有显著性(P<0.05, 图1).
2.2 Sphk1激活剂或抑制剂对Lovo细胞生长增殖

的影响 Sphk1激活剂PMA具有促进Lovo细胞生

长增殖的作用, 相反, Sphk1抑制剂DMS可抑制

Lovo细胞生长增殖(图2).
2.3 Sphk1激活剂或抑制剂对Lovo细胞凋亡的

影响 P M A显著抑制细胞凋亡率(P <0.01), 而
DMS明显促进细胞凋亡(P <0.01, 图3). Sphk1激
活组、对照组、抑制组的细胞凋亡率分别是

9.15%, 16.25%, 32.58%. 
2.4 Sphk1激活剂或抑制剂对Lovo细胞侵袭能力

的影响 PMA显著促进细胞侵袭, 而DMS则明显

抑制细胞侵袭. 与对照组相比Sphk1激活组、抑
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图 1 结肠癌Lovo细胞Sphk1蛋白的表达. bP<0.01 vs  对照组.
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图 2 Sphk1激活剂或抑制剂对Lovo细胞增殖活性的影响. 
bP<0.01 vs  对照组.

■相关报道
K o d a 等 报 道
Sphk1通过MEK/
ERK信号通路参
与双丁酰环磷酰
苷(dbcAMP)诱导
的HL60细胞增殖. 
而应用多西他塞
抑制Sphk1活性后
可以促进前列腺
癌细胞的凋亡.
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制组的细胞相对侵袭率分别是190.57%, 9.65%, 
差异有统计学意义(均P <0.01, 图4). 

3  讨论

现有资料表明, Sphk1在多种肿瘤包括结肠癌和

胃癌[2]的表达增高, 他参与肿瘤的发生发展, 但
其机制及信号传导通路目前尚不明确. Sphk1
已被认为是一种潜在靶向治疗目标[3]. 有研究

报道[4]PMA刺激Sphk1聚集在质膜脂质筏微区

(plasma membrane lipid raft microdomain)从而

导致Sphk1代谢产物S1P增多, 进而促进细胞生

长. Koda等[5]报道Sphk1通过MEK/ERK信号通

路参与双丁酰环磷酰苷(dibutyryl cyclic AMP, 
dbcAMP)诱导的HL60细胞增殖. 而应用多西

他塞抑制Sphk1活性后可以促进前列腺癌细胞

的凋亡[6]. 同时, Sphk1抑制剂SK1-Ⅰ通过抑制

AKT磷酸化, 导致胶质母细胞瘤细胞生长受抑

制, 引起细胞凋亡[7]. 我们检测了不同Sphk1活
性调节剂对人结肠癌细胞株Lovo的影响, MTT
检测结果与流式细胞术检测结果发现PMA能

促进细胞增殖 ,  而D M S则促进细胞凋亡 .  初
步证实Sphk1具有促进细胞增殖作用. 在我们

随后的研究中, Sphk1调节剂干预Lovo后, 与
对照组比较, Sphk1激活组的Sphk1、ERK与

p-ERK1/2的蛋白表达量明显增多, Sphk1抑制组

的Sphk1、ERK与p-ERK1/2的蛋白表达量则减

少. 我们推断Sphk1可能通过促进ERK1/2表达

与活化而发挥促增殖的作用. 这是因为丝裂原

活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase, 
MAPK)途径是调节细胞生长增殖最重要的细

胞通路, MAPK家族有3个主要亚型: ERK1/2, 
JNK(c-Jun amino-terminal kinase), p38 MAPK, 
虽然这些激酶有60%-70%的同源性 ,  但他们

受不同的刺激, 激活不同的活性部位, 发挥不

同的生物学功能. 一般来说, ERK1/2受有丝分

裂刺激因子及生长因子激活 ,  与细胞增殖相 
关[8]. 其中Ras/Raf/MEK/ERK通路与肿瘤细胞增

殖的关系密切, 此信号通路被激活后, ERK1/2被
磷酸化成p-ERK1/2, 转位至细胞核, 作用于转录

因子(如NF-κB, c-Myc等), 调控基因的表达从而

产生不同的作用[9]. 据McCubrey等报道[10]使用

MEK抑制剂抑制该信号通路后, 肿瘤细胞增殖

受到抑制, 促进肿瘤细胞凋亡, 如Matsui等[11]用

MEK抑制剂JTP-70902作用人纤维肉瘤细胞后, 
纤维肉瘤细胞生长增殖受到抑制并停留在G1/S
期. 同时, 有报道[12]称血管活性肠肽激动剂VIP-
DAP3(γ-glutamyl l6-diaminopropane derivative of 
vasoactive intestinal peptide)在拮抗氧化作用中

通过激活ERK1/2及AKT信号通路来促进非小细

胞肺癌细胞增殖及生长. 而NF-κB p65作为一种

转录因子, 其C末端有一转录激活区域, 这一结

构是NF-κB p65参与基因转录的基本结构. 而异
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图 3 Sphk1激活剂或抑制剂对Lovo细胞凋亡的影响. A: 对照组; B: Sphk1激活组; C: Sphk1抑制组.

图 4 Sphk1激活剂或抑制剂对Lovo细胞侵袭的影响(HE×400). A: 对照组; B: Sphk1激活组; C: Sphk1抑制组.

A B C

■应用要点
本研究通过化学
方法调控 S p h k 1
蛋白的表达, 观察
S p h k 1 对结肠肿
癌Lovo细胞的生
长增殖、凋亡、

侵袭及ERK1/2、
p-ERK1/2和NF-
κ B  p 6 5 表 达 的
影 响 ,  以 期 明 确
Sphk1对人结肠癌
细胞的增殖与凋
亡及侵袭的影响
并探讨其机制, 为
结肠癌的防治提
供理论依据.
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常活化的NF-κB p65与人类的诸多肿瘤有关, 其
中抗凋亡作用在肿瘤治疗中降低了许多药物治

疗的作用[13]. 本研究中Western blot检测结果发

现与对照组比较, 在Sphk1激活组NF-κB p65蛋
白表达量明显增多, 而Sphk1抑制组表达量减少. 
我们认为在人结肠癌细胞株Lovo中Sphk1可能通

过促进NF-κB p65蛋白的表达, 而发挥促增殖的

作用. 其机制可能是NF-κB信号通路在肿瘤细胞

中抑制细胞凋亡、促进细胞增殖[14]. 有学者[15]报 
道在鼠结肠肿瘤中虾青素通过抑制ERK2、NF-
κB、AKT引起细胞凋亡.

另外, Sphk1催化反应产物S1P通过其5种G
蛋白偶联受体在肿瘤细胞侵袭、迁移中发挥作

用[16]. 在体外实验中发现Sphk1受转化生长因子

b(transforming growth factor b, TGF-b)受体刺激

后, S1P生成增多, 进一步地激活ERK1/2, 促进食

管肿瘤细胞侵袭与迁移[17]. 我们研究发现在用

不同活性的Sphk1调节剂处理细胞24 h后, 采用

Transwell侵袭实验检测细胞侵袭力, 结果发现, 
与对照组相比Sphk1激活组的侵袭力明显增强, 
而Sphk1抑制组侵袭力下降. 其机制也可能与

NF-κB在肿瘤发展中调节与侵袭相关因子(如基

质金属蛋白酶)转录发挥其作用[18]有关.   
总之, 我们在应用化学干预方法调控Sphk1

的活性, 观察Sphk1对结肠癌细胞株Lovo的生长

增殖, 凋亡及侵袭作用的研究中, 发现在人结肠

肿瘤细胞株Lovo中, Sphk1通过提高ERK1/2蛋白

表达, 促进ERK1/2磷酸化成p-ERK1/2, 促进NF-
κB p65蛋白的表达参与, 促进Lovo细胞增殖, 减
少细胞凋亡, 促进细胞侵袭. 
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Abstract
AIM: To explore the relationship of mammalian 
target of rapamycin (mTOR) and Cyclin D1 pro-
tein expression with the development, progression, 
invasion, and metastasis of esophageal squamous 
cell carcinoma.

METHODS: The expression of mTOR and Cy-
clin D1 proteins in 62 esophageal squamous cell 
carcinoma specimens and 56 normal esophageal 
epithelial tissue specimens was detected by im-
munohistochemistry using the streptaridin-
peroxidase method.

RESULTS: The positive rates of mTOR and Cy-
clin D1 protein expression in esophageal squa-
mous cell carcinoma were significantly higher 
than those in normal esophageal epithelium 
(53.2% vs 30.4% and 77.4% vs 12.3%; χ2 = 5.400 
and 48.106; both P < 0.05). The positive rate of 
mTOR protein expression is closely correlated 
with tumor histological grade in esophageal 
squamous cell carcinoma (χ2 = 3.960, P < 0.05). 
There is a positive correlation between the ex-
pression of mTOR and Cyclin D1 proteins (γp = 
0.344, P < 0.05).

CONCLUSION: Both mTOR and Cyclin D1 play 
an important role in the invasion, metastasis and 
mucosal epithelial canceration of esophageal 
squamous cell carcinoma. Combined detection 
of mTOR and Cyclin D1 expression is a promis-
ing molecular parameter for early diagnosis and 
prognostic evaluation of esophageal squamous 
cell carcinoma.

Key Words: Mammalian target of rapamycin; Cyclin 
D1 protein; Esophageal squamous cell carcinoma; 
Immunohistochemistry; Invasion and metastasis

Chen HZ, Cui L, Li SL, Chen KS, Yang JP. Clinical patho-
logical significance of mTOR and Cyclin D1 protein ex-
pression in esophageal squamous cell carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 2533-2537

摘要
目的: 探讨哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mamma-
lian target of rapamycin, mTOR)及CyclinD1蛋
白表达与食管癌发生、发展及浸润、转移的
关系. 

方法: 应用免疫组织化学SP法检测食管鳞癌
组织62例及正常食管黏膜组织56例中mTOR
及Cyclin D1蛋白表达. 

结果: 食管鳞癌组织中mTOR及CyclinD1蛋白
阳性表达率均显著高于正常食管黏膜组织中
二者蛋白阳性表达率(53.2% vs  30.4%, 77.4% 
vs  12.3%), 组间比较差异均有统计学意义(χ2 
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■背景资料
细胞信号转导通
路的阐明, 极大地
丰富了人们对细
胞癌变机制的认
识. 现已发现, 许
多肿瘤伴有mTOR
信 号 通 路 的 异
常 ,  在 该 通 路 中
mTOR过表达可对
CyclinD1及Myc等
癌基因在翻译水
平上的表达产生
影响. mTOR的下
游因子S6K1扩增
或过表达的现象
在多种肿瘤中亦
有发生.

■同行评议者
李瑗, 教授, 广西
肿瘤研究所



= 5.400, 48.106, 均P <0.05); 食管鳞癌组织中
CyclinD1蛋白阳性表达率与癌的组织学分级
密切相关, 组间比较差异具有统计学意义(χ2 = 
3.960, P <0.05); mTOR与CyclinD1的蛋白表达
呈正相关关系(γp = 0.344, P <0.05).

结论: mTOR和CyclinD1在食管癌的浸润、转
移及黏膜上皮癌变过程中起重要作用, mTOR
及CyclinD1的联合检测可望成为食管鳞癌早
期诊断和判断预后的分子指标之一.

关键词: 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白; 细胞周期调节

蛋白D1; 食管鳞癌; 免疫组织化学; 浸润转移
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0  引言

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of 
rapamycin, mTOR)是一种非典型的丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶, mTOR信号通路对细胞的生长

及增殖起重要调节作用[1-3]. 细胞周期调节蛋白

D1(cyclinD1 protein)是一类在细胞周期中含量

呈周期性变化的细胞周期调节蛋白, 作为细胞

周期的启动因子, 与多种恶性肿瘤的发生发展

关系密切[4,5]. mTOR信号通路对细胞的生长及增

殖起重要调节作用. 目前, 关于mTOR基因与食

管癌浸润、转移的关系及mTOR与CyclinD1表
达相关性的研究, 迄今国内外均未见报道. 本文

采用免疫组织化学SP法检测mTOR与CyclinD1
在62例食管鳞癌组织及56例正常食管黏膜组织

中的表达, 探讨mTOR与CyclinD1在食管癌发

生、发展中的作用, 以期寻找食管癌早期诊断

和判断预后的分子指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有标本选用2006-06/2007-06郑州大

学一附院食管癌根治术中手术切除的食管癌组

织石蜡包埋的标本62例, 每例食管鳞癌组织病

理切片均有病理专家确诊. 术前患者均未接受

放疗、化疗及其他治疗. 兔抗人mTOR单克隆抗

体购自武汉博士德生物技术有限公司, 鼠抗人

单克隆抗体CyclinD1及SP免疫组织化学试剂盒

购自北京中杉金桥生物技术有限公司公司.
1.2 方法 采用免疫组织化学SP法, mTOR及Cy-
clinD1抗体稀释倍数为1∶100及1∶120, DAB
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显色, 苏木素复染. 染色步骤严格按说明书进

行, 以PBS代替一抗作为阴性对照. mTOR与

CyclinD1阳性信号是黄色颗粒样物质, 均位于

细胞质内. 高倍镜下随机选取5个视野(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结果判定. 采用9分评分

制: 按照阳性细胞比例≤10%为1分, 10%-50%为

2分, >50%为3分; 按染色强弱: 阴性为0分; 淡黄

色染色为1分; 中度黄色染色为2分, 棕黄色染色

为3分. 然后按照“阳性细胞得分×染色强弱得

分”计总分, 总分<3为阴性, 总分≥3为阳性[6,7].
统计学处理 应用SPSS13.0统计学软件, 行

χ2检验和Spearman相关系数分析, 检验水准α = 
0.05.

2  结果

2.1 mTOR蛋白在食管鳞癌组织中的表达及其

与临床生物学行为的关系 mTOR阳性表达蛋白

主要位于肿瘤细胞的胞质中, 为浅黄色至深黄

色颗粒样物质(图1). 其在食管鳞癌组织中的阳

性表达率显著高于其在正常食管黏膜组织中的

表达, 组间比较差异具有统计学意义(53.2% vs  
30.4%, χ2 = 5.400, P <0.05, 表1). mTOR蛋白表达

与食管鳞癌患者的组织学分级、浸润深度及有

无淋巴结转移均无关(均P >0.05, 表2). 
2.2 CyclinD1蛋白在食管鳞癌中的表达及其与

临床生物学行为的关系 CyclinD1阳性蛋白着色

定位于细胞质, 为棕黄色或深黄色颗粒样物质

(图2). 其在食管鳞癌组织中的阳性表达率显著高

于其在正常食管黏膜组织中的表达, 组间比较差

异具有统计学意义(77.4% vs  12.3%, χ2 = 48.106, 
P<0.05, 表1). CyclinD1蛋白表达与食管鳞癌患者

的组织学分级密切相关(P <0.05), 与浸润深度及

有无淋巴结转移均无关(均P>0.05, 表2).
2.3 mTOR及CyclinD1在食管鳞癌组织中表达

的相关性分析 在食管鳞癌组织mTOR阳性表

达33例中, 其CyclinD1蛋白表达阳性占30例, 而
mTOR阴性表达的29病例中, 其CyclinD1蛋白表

达阴性的占11例. mTOR及CyclinD1蛋白在食管

鳞癌组织中的表达呈正相关系(γp = 0.344, P  = 
0.006, 表3).

3  讨论

食管鳞癌是我国常见的消化系恶性肿瘤之一, 
随着人类生活环境和饮食结构的改变, 食管鳞

癌的发病率呈逐年上升趋势. 食管鳞癌的发生

www.wjgnet.com

■研发前沿
食管鳞癌的发生
与发展是一个多
因素作用的过程, 
其中细胞信号传
导通路上某些蛋
白的异常对细胞
恶变的影响已引
起研究者的关注. 
如何从分子水平
来寻找食管癌可
能的分子治疗靶
点长期以来备受
人们关注.
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与发展是一个多因素作用的过程, 其中细胞信

号传导通路上某些蛋白的异常对细胞恶变的影

响已引起研究者的关注. 如何从分子水平来寻

找食管癌可能的分子治疗靶点长期以来备受人

们关注. 我们应用免疫组织化学技术系统对比

研究了食管黏膜上皮癌变过程中mTOR及Cy-
clinD1蛋白的变化规律及其与食管鳞癌临床生

物学行为的关系.
t o r 基因是1991年在啤酒酵母的突变株

TOR1和TOR2中发现的, tor1和tor2基因编码

两个高度同源(70%)的TOR1和TOR2[8]. 后来在

哺乳动物中也发现了结构和功能高度保守的

TOR, 称为mTOR. 人类mtor基因定位于1p36.2, 
编码的蛋白质含有2 549个氨基酸, 相对分子质

量为280 000 Da. mTOR是一种高度保守的蛋

白质, 属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶PIKK家族

(PtdInS3k-related kinase family)的成员. 在细胞

周期中, mTOR在G1期向S期的转换过程中起着

重要作用, 其主要功能是对蛋白的翻译进行调

节. mTOR通过多条信号途径发挥其作用, 其中

表 1 mTOR 及CyclinD1在食管鳞癌组织、非典型增生及正常黏膜组织中的表达

     
         mTOR        

χ2值       P 值
  CyclinD1                  

χ2值            P 值
    

n
         -(n )         +(n )    阳性率(%)       -(n )      +(n )     阳性率(%)

正常黏膜上皮 56         39         17         30.4       5.400       0.020         49         7         12.3         48.106       0.000

鳞癌  62         29         33         53.2         14       48         77.4

A

B

C

图 1 mTOR在食管鳞癌组织中的表达(SP×200). A: 阴性; B: 

弱阳性; C: 强阳性.

A

B

C

图 2 CyclinD1在食管鳞癌组织中的表达(SP×200). A: 阴性; 

B: 弱阳性; C: 强阳性.

■创新盘点
目前, 关于mTOR
基 因 与 食 管 癌
浸 润 、 转 移 的
关系及m TO R与
CyclinD1表达相
关 性 的 研 究 ,  迄
今国内外均未见
报 道 .  本 文 采 用
免 疫 组 织 化 学
SP法检测mTOR
与CyclinD1在62
例食管鳞癌组织
及56例正常食管
黏膜组织中的表
达, 探讨mTOR与
CyclinD1在食管
癌发生、发展中
的作用, 以期寻找
食管癌早期诊断
和判断预后的分
子指标.
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最重要的一条是PI3K/AKT途径[3,9], 细胞外界

信号和膜受体结合后可激活位于膜上的PI3K, 
活化PI3K激活下游的AKT, AKT活化后即可激

活mTOR, mTOR两个下游底物分别是S6K1和
4EBP1, 他们磷酸化后均可促进mRNA的翻译, 
从而表达出大量与细胞生长增殖有关的蛋白质. 
肿瘤的发生, 发展与细胞信号转导关系异常密

切, 正常的细胞信号转导机制在肿瘤细胞中过

度活跃, 或正常信号分子过度表达对肿瘤的发

生有重要作用. 由于PI3K/AKT/mTOR信号通路

被发现, 人类对PI3K/AKT/mTOR信号通路异常

在肿瘤发生中的作用产生了浓厚的兴趣. 研究

证明, 在肿瘤细胞中, mTOR上游负调节因子功

能失调是mTOR信号通路激活的主要原因. 目前

已知的上游调节因子包括PTEN、LKBT及SC1/
TSC2等, 其中研究比较多的是PTEN[10], 他是一

种重要的抑癌基因, PTEN的突变或缺失在乳腺

癌、子宫内膜癌、前列腺癌等肿瘤中已被发 
现[11]. PTEN失活导致AKT信号活性增强, 从而进

一步增强mTOR信号, 引发一系列细胞效应, 导
致细胞恶变. 

肿瘤的发生与发展是一个多因素作用的结

果, 以往人们对肿瘤的研究多集中在癌基因和

抑癌基因方面, 细胞信号转导通路的阐明, 极大

地丰富了人们对细胞癌变机制的认识[12]. 现已

发现, 许多肿瘤伴有mTOR信号通路的异常, 在

该通路中mTOR过表达可对CyclinD1及Myc等
癌基因在翻译水平上的表达产生影响[13]. mTOR
的下游因子S6K1扩增或过表达的现象在多种

肿瘤中亦有发生[14], S6K1中多个磷酸化位点受

mTOR的直接调控, 其第389位苏氨酸残基可直

接被mTOR磷酸化[15], 从而使S6K1活化. mTOR
对S6K1的活化同时受TSC1/TSC2的影响. 有研

究表明, 细胞内TSC1/TSC2的缺失可引起mTOR
调节的S6K1活性升高[16,17]. mTOR的另一个下游

因子为4EBP1, 4EBP1可被mTOR磷酸化, 磷酸

化的4EBP1失去与eIF4E结合的能力, 从而促进

mRNA的翻译[18]. 而eIF4E主要调控CyclinD1、
Myc、Ras、NF-κB及Ki-67等蛋白质翻译, 其中

很多蛋白质为细胞生长增殖所必须, 他具有促

肿瘤发生作用[19]. 我们采用免疫组织化学法检

测mTOR及CyclinD1在食管鳞癌组织及其相应

正常黏膜组织中的表达. 结果显示, 二者在正常

食管黏膜组织表达显著低于在食管鳞癌组织中

的表达. mTOR蛋白表达与食管鳞癌组织的分化

程度、浸润深度及淋巴结转移均无显著关系; 
CyclinD1蛋白表达与组织学分级密切相关, 而与

食管癌的浸润、转移无明显关系. 这提示他在

食管鳞癌的发生发展过程中起重要作用. mTOR
蛋白与CyclinD1蛋白在食管鳞癌组织中的表达

有显著的正相关性, 提示mTOR的过度表达, 可
能通过上调CyclinD1蛋白的表达扰乱细胞正常

的生长增殖周期, 从而促进细胞恶变. 两者在肿

瘤的发生与分化中可能存在一定的相互协同效

应. 结果还显示mTOR蛋白与CyclinD1表达的升

高在食管鳞癌的发生与分化程度上起着重要的

作用, 二者联合检测有助于准确评价食管癌的

分化并估计其预后.
总之, 对mTOR及CyclinD1基因的深入研究

表 2 mTOR 及CyclinD1蛋白表达与食管鳞癌临床生物学行为的关系

     
病理特征

         mTOR                CyclinD1

    n              阳性表达n (%)         χ2值  P 值  阳性表达n (%) χ2值      P 值

分化程度

    高-中分化 32   15(46.9)            0.609 0.435      21(65.6) 3.960     0.047

    低分化  30   18(60.0)         27(90.0)  

浸润深度

    浅层  25   12(48.0)            0.175 0.676      20(80.0) 0.008     0.928

    深层  37   21(56.8)         28(75.7)  

淋巴结转移

    无  33   16(48.5)            0.295 0.587      33(69.7) 1.555     0.212

    有  29   17(58.6)         25(86.2)

表 3 mTOR及CyclinD1在食管鳞癌组织中表达的相关性

     
CyclinD1   n

      mTO R(n )             
γp值 P 值

   +  -

+ 48 30 18         0.344         0.006

- 14   3 11

■同行评价
本文可读性较好, 
有一定的临床参
考价值.
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有利于我们进一步的了解食管癌的生物学特性, 
为食管癌的早期诊断和治疗提供一个新的发展

方向.
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Abstract
AIM: To observe the effects of all-trans retinoic 
acid (ATRA) and nedaplatin, alone or in combi-
nation, on cell proliferation and apoptosis in hu-
man hepatoma cell line Huh-7, and to determine 
whether the two drugs in combination have a 
synergistic effect in treating hepatocarcinoma.

METHODS: After Huh-7 cells were incubated 
with different concentrations of ATRA (10-4, 
10-5 and 10-6 mol/L) and nedaplatin (1, 2 and 5 

mg/L), alone or in combination, for 24, 48 and 
72 h, cell morphology changes were observed 
using an inverted microscope; cell proliferation 
was evaluated by MTT assay; and apoptosis was 
evaluated by flow cytometry.

RESULTS: Both ATRA and nedaplatin could 
markedly inhibit cell proliferation in a time- and 
concentration-dependent manner (all P < 0.01). 
ATRA and nedaplatin in combination had a 
significant synergistic effect on cell proliferation 
compared with ATRA or nedaplatin alone (both 
P < 0.01). Both ATRA and nedaplatin promoted 
the apoptosis of Huh-7 cells. The apoptosis rate 
was significantly lower in Huh-7 cells treated 
with ATRA and nedaplatin alone for 48 h than 
in those treated with the two drugs in combina-
tion (28.49% ± 0.6%, 42.57% ± 1.03% vs 55.35% 
± 1.30%, both P < 0.01), suggesting a synergistic 
effect of combined nedaplatin and ATRA on the 
apoptosis of Huh-7 cells.

CONCLUSION: Both ATRA and nedaplatin can 
inhibit cell proliferation and promote  apoptosis 
in human hepatoma cell line Huh-7. ATRA com-
bined with nedaplatin has a significant syner-
gistic effect on the proliferation and apoptosis of 
Huh-7 cells.

Key Words: All-trans retinoic acid; Nedaplatin; 
Huh-7 cell; Cell proliferation; Apoptosis

Liu J, Xu J, Ding JW. ATRA in combination with nedapla-
tin inhibits cell proliferation but promotes apoptosis in 
human hepatoma cell line Huh-7. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(24): 2538-2544

摘要
目的: 探讨化疗药物全反式维甲酸(ATRA)与
奈达铂(nedaplatin)单独及联合应用对人肝癌
细胞株Huh-7增殖与凋亡的影响. 

方法: 选取不同浓度的ATRA(1×10-4、1×
10-5、1×10-6 mol/L)、奈达铂(1、2、5 mg/L)
并选用ATRA 1×10-5 mol/L联合不同浓度奈达

®

■背景资料
原发性肝癌恶性
程度高, 患者发现
时大多已是晚期, 
治疗棘手. 而经过
多年的临床证实, 
ATRA对多种肿瘤
治疗有效 .  因此 , 
将ATRA联合其他
化疗药物应用于
癌症的综合治疗
已成为当前研究
的热点之一. 

■同行评议者
刘宝瑞, 教授, 南
京大学医学院附
属鼓楼医院肿瘤
中心
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铂(1、2、5 mg/L)分别作用于肝癌细胞24、
48、72 h; 另外, 通过预实验筛选有效终浓度的
ATRA(1×10-5 mol/L)+奈达铂(1 mg/L)作为联
合处理组作用于肝癌细胞24、48、72 h; 采用
倒置显微镜观察细胞形态学改变, MTT法观
察ATRA、奈达铂及两药联合对Huh-7细胞增
殖的影响; 应用流式细胞仪分析其对细胞凋
亡率的影响. 

结果: 不同浓度的ATRA(1×10-4、1×10-5、

1×10-6 mol/L)和奈达铂(1、2、5 mg/L)单独
作用于Huh-7细胞均有明显的抑制作用, 该
作用随时间的延长、浓度的增加而逐渐增强
(P <0.01); 两药联合表现为协同作用, 与单药
相比具有显著性差异(P <0.01). Huh-7细胞经
ATRA 1×10-5 mol/L、NDP 1 mg/L及两药联
合作用48 h后, 流式细胞仪检测凋亡凋亡率分
别为28.49%±0.6%, 42.57%±1.03%, 55.35%
±1.30%, 单药组与联合组比较具有显著性差
异(均P <0.01). 提示ATRA(1×10-5 mol/L)+奈
达铂(1 mg/L)联合作用时具协同效应.

结论: ATRA与奈达铂对人肝癌细胞株Huh-7
均有抑制增殖和促进凋亡的作用, 且与单药比
较, ATRA联合奈达铂能够明显提高肝癌细胞
对化疗的敏感性.

关键词: 全反式维甲酸; 奈达铂; Huh-7细胞; 细胞

增殖; 凋亡

刘景, 徐晶, 丁剑午. ATRA联合奈达铂对人肝癌细胞株Huh-7增

殖与凋亡的影响. 世界华人消化杂志  2010; 18(24): 2538-2544
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0  引言

肝癌是目前最常见的恶性肿瘤之一, 手术、放

疗、化疗、介入是其治疗的主要措施. 但肝癌

常规化疗效果差, 而且容易产生对原化疗药物

明显的耐药性. 为此, 寻求协同、增敏等肝癌

有效的综合治疗方案成为人们一直研究的热

点. 大量的研究表明[1-3], 全反式维甲酸(all-trans 
retinoic acid, ATRA)是治疗急性早幼粒细胞白血

病的一种最有效的药物之一. 同时, ATRA在其

他领域也发挥了很好的抗肿瘤效果, 如神经母

细胞瘤、皮肤癌、乳腺癌、子宫内膜癌、卵巢

癌、口腔癌、肺癌、胰腺癌、前列腺癌、黑色

素瘤等[4-18]. 而奈达铂(nedaplatin, NDP)作为肝癌

一线化疗药物顺铂的新的衍生物, 他较顺铂具

有更宽的剂量域, 显示出更优越的抗肿瘤效果, 
且不良反应较少. 本研究将以ATRA联合奈达铂

作用于人肝癌细胞株Huh-7, 探讨两药对Huh-7
细胞增殖和凋亡的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株Huh-7由南昌大学第二附

属医院分子生物中心提供. ATRA购自美国Sigma
公司, 使用浓度为1×10-4、1×10-5、1×10-6 mol/
L; 注射用NDP购自南京东捷药业公司, 使用浓度

分别为1、2、5 mg/L, MTT试剂购自美国Sigma
公司, DMEM培养液及胎牛血清购自Hyclon公司, 
Annexin-V-PI凋亡试剂盒购自南京凯基公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和药物配制: H u h-7细胞用含

100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液, 在50 mL/L 
CO2, 37 ℃条件下的孵箱中培养, 细胞长满至瓶

底80%左右时传代. ATRA用无水乙醇溶解配制

成1×10-2 mol/L(100 mg ATRA溶于33.3 mL无水

乙醇), NDP用生理盐水溶解配制成100 mg/L(10 
mg NDP溶于100 mL生理盐水)的备用液, 需要时

用培养液稀释至所需浓度. 
1.2.2 分组: 根据预实验结果设ATRA单药浓度

为1×10-4、1×10-5、1×10-6 mol/L 3组. 经MTT
分析, 单药ATRA 1×10-5 mol/L对细胞有明显的

抑制作用, 且在各时间点与ATRA 1×10-4 mol/L
比较无明显统计学差异(均P >0.05), 因此选用

ATRA 1×10-5 mol/L作为联合用药的处理浓度. 
而NDP参照其药物动力学参数, 其在人体内达

血药浓度峰值(总铂浓度、游离铂浓度)分别为

6.72、6.5 mg/L, 选择其血浆峰浓度的0.1-1倍
内设单药浓度为1、2、5 mg/L 3组. 最后筛选

出细胞凋亡率明显且坏死率相对较低的NDP 1 
mg/L+ATRA 1×10-5 mol/L作为联合用药组的有

效终浓度. 将只加培养液组设为对照组. 设24、
48、72 h 3个时间点. 
1.2.3 倒置显微镜观察细胞形态变化: 倒置显微

镜下观察各组细胞处理前后的形态变化.
1.2.4 MTT法观察药物对细胞增殖的影响: 将生

长活力良好的Huh-7细胞以8 000个/孔接种于96
孔板, 在37 ℃条件下, 含50 mL/L CO2的孵箱中

培养24 h后按要求分别加入各实验组药物, 每组

设4个复孔, 同时设空白对照组, 培养24、48、72 
h后, 每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 继续培养4 
h后, 弃掉培养液, 每孔加入DMSO 100 μL, 振荡

10 min, 使充分溶解混匀. 用酶标仪在492 nm处

测定吸光度(A )值. 按公式计算细胞增殖抑制率. 
细胞增殖抑制率 = [(对照孔A值-实验孔A值)/对

■研发前沿
肝癌是目前最常
见的恶性肿瘤之
一, 手术、放疗、

化疗、介入是其
治疗的主要措施. 
但肝癌常规化疗
效果差, 而且容易
产生对原化疗药
物明显的耐药性. 
为此, 寻求协同、

增敏等肝癌有效
的综合治疗方案
成为人们一直研
究的热点.
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照孔A值]×100%. 重复MTT法, 计算24、48、72 
h后的细胞抑制率. 另外根据Web系数来判定联

合用药后两药是否具有协同作用. 采用以下公

式计算: 预估效应C = A1×A2, 其中A1、A2代表

两种单药作用后的细胞存活率(%). 当C>实际存

活率时, 代表两药作用协同. 当C = 实际存活率

时, 代表两药作用相加. C<实际存活率时<A1、

A2时, 代表两药作用次相加. 
1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡率: 将生长活力

良好的Huh-7细胞接种于96孔板, 在37 ℃条件

下, 含50 mL/L CO2的孵箱中培养24 h后按要求

分别加入各实验组药物, 同时设对照组, 继续

培养48 h后用2.5 g/L的胰酶消化成单细胞悬液, 
1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 用PBS洗涤1次, 
1 000 r/min再次离心5 min, 弃上清, 按Annexin-
V-PI试剂盒步骤操作后上机检测. 记录激发波长

488 nm处红色荧光, 记数细胞为1 000个, 检测凋

亡率.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行

配对t检验分析, 所有数据采用mean±SD表示, 
相关性以Pearson相关分析, 检验水准α = 0.05, 
P <0.01为差异性显著.

2  结果

2.1 不同药物组处理Huh-7细胞的形态学变化 在
倒置显微镜下观察, 正常细胞呈现弥漫均匀分

布, 细胞边缘界线清楚, 凋亡细胞形态变圆, 大
小不等, 体积缩小, 核碎裂或溶解. 本实验对照

组活细胞生长良好, 而各处理组活细胞数目较

对照组不同程度减少, 并可见较多的凋亡细胞, 
而且ATRA+NDP联合用药组凋亡细胞明显较单

药组增多(图1). 
2.2 ATRA、NDP及两药联合对Huh-7细胞增殖

的影响

2.2.1 ATRA、NDP对Huh-7细胞生长抑制的效

应: ATRA和NDP对Huh-7细胞均有明显的生长

抑制作用, 且该作用呈时间、浓度依赖性, 即同

一时间其抑制作用随药物浓度增加而增强, 同
一浓度其抑制作用随作用时间延长而增强. 另
外, ATRA 1×10-5 mol/L与NDP联合作用时, 其
对Huh-7细胞的抑制作用较NDP单药相比有显

著增加. 而相反, 随各组药物浓度增加、作用时

间延长, 其活细胞A 492下降明显. 各药物组作用

后与对照组比较, 有显著统计学意义(均P <0.01, 
表1).
2.2.2 ATRA联合NDP对Huh-7细胞的抑制作

用:  选择ATRA 1×10-5 mol/L与NDP 1 mg/L联
合作用于Huh-7细胞, 计算24、48、72 h的细胞

抑制率(表2). 结果显示: (1)ATRA和NDP联合组

与两单药组的作用比较, 抑制率有明显提高(均
P <0.01); (2)根据单药作用结果计算出联合用药

后24、48、72 h的预估细胞存活率C值分别为

■相关报道
Das等研究发现 , 
维甲酸能通过诱
导分化及下调端
粒酶的活性和原
癌基因N-Myc表
达而提高其对人
恶性神经母细胞
瘤SH-SY5Y的促
凋亡作用.

A B

C D

图 1 倒置显微镜下Huh-7细胞处理前后的形态学变化(×200). A: 对照组; B: NDP组(1 mg/L); C: ATRA组(1×10-5 mol/L); 

D: 联合用药组(ATRA 1×10-5 mol/L+NDP 1 mg/L).
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76.42%、60.76%、50.33%, 三者均高于其实际

细胞存活率72.35%、52.48%、38.71%, 表现为

两药协同作用. 
2.3 流式细胞术检测各药物组对Huh-7细胞凋

亡率变化 Huh-7细胞经ATRA 1×10-5 mol/L、
NDP 1 mg/L及两药联合作用48 h后, 用流式细胞

仪进行凋亡率检测, 结果显示: 对照组为0.82%
±0.15%, NDP 1 mg/L组为28.49%±0.6%, ATRA 
1×10-5 mol/L组为42.57%±1.03%, ATRA 1×
10-5 mol/L+NDP 1 mg/L联合作用组为55.35%±

1.30%. 与单药比较差异有显著统计学意义(均
P <0.01, 图2).

3  讨论

众所周知, 维甲酸类药物是一种良好的诱导分

化剂, 他能够完全缓解急性早幼粒细胞白血病

的症状, 并已成功应用于临床白血病的治疗[1]. 
除此以外, 维甲酸还能参与并调节细胞的其他

活动, 包括细胞增殖、代谢、繁殖、形态并且

可诱导细胞凋亡[19]. 在肝癌研究领域, Hsu等[20]

使用终浓度为10 μmol/L的维甲酸处理人肝癌

Hep3B细胞, 24 h即可见癌细胞凋亡迹象, 48-72 
h用免疫荧光显微镜及DNA碎片分析显示明显

的细胞凋亡, 其表现为核的固缩和碎裂, 并出

现180-200 bp的DNA碎片梯度. Nakanishi等[21]

也使用50 μmol/L的ATRA作用于肝癌HepG2细
胞, 48 h后开始呈现细胞生长抑制现象, 凋亡明

显. 因此, 从细胞形态学和分子生物学水平都进

一步验证了维甲酸类药物可以诱导肝癌细胞

凋亡. 同样, 在其他肿瘤实验研究中, Srivastava 
等[22]应用维甲酸与cAMP类似物8-Cl-cAMP分别

作用于人卵巢癌细胞OVCAR-3和OVCAR-8, 实
验发现两药物均能引起细胞生长抑制, 并产生

细胞凋亡, 且维甲酸与8-Cl-cAMP联合诱导细胞

凋亡的作用较单药作用增强. Das等[23]研究发现, 
维甲酸能通过诱导分化及下调端粒酶的活性

和原癌基因N-Myc表达而提高其对人恶性神经

母细胞瘤SH-SY5Y的促凋亡作用. 还有, Zhang
等[24]将10 μmol/L的ATRA作用于黑色素瘤细

胞后, 经流式细胞仪检测发现肿瘤细胞凋亡明

显. Dutta等[8]通过应用RT-PCR、Western blot等
方法研究发现, ATRA作用于乳腺癌MCF-7细胞

■创新盘点
本研究是国内首
次 将 AT R A 联 合
NDP应用于肝癌
的研究, 其结果为
治疗肝癌提供新
的、初步的实验
依据, 同时也为进
一步寻找肝癌的
综合化学治疗拓
宽了思路. 

表 2 不同时间点各药物组Huh-7细胞的增殖抑制率 (mean±SD, n  = 5, %)

     
时间(h)

            抑制率             
C值

            ATRA(1×10-5 mol/L)组     NDP(1 mg/L)组     ATRA+NDP组        

24        15.27            9.84           27.65b         76.42

48        28.28          15.78           47.52b         60.76

72        35.49          21.98           61.29b         50.33

bP<0.01 vs  单药组.

表 1 各药物组对Huh-7细胞的生长抑制作用 (mean±SD, n  = 5) 

     
分组                  药物浓度

       作用时间

      24 h          48 h               72 h

ATRA(mol/L) 1×10-4            0.315±0.166b 0.592±0.008b     0.594±0.018b

  1×10-5            0.322±0.017b 0.609±0.016b     0.628±0.020b

  1×10-6            0.346±0.026b 0.732±0.025b     0.753±0.035b

NDP(mg/L) 5            0.321±0.019b 0.677±0.027b     0.670±0.039b

  2            0.331±0.021b 0.701±0.018b     0.716±0.012b

  1            0.342±0.025b 0.715±0.016b     0.759±0.020b

ATRA(mol/L)+ 1×10-5+5           0.213±0.004b 0.321±0.014b     0.227±0.015b

NDP(mg/L) 1×10-5+2           0.250±0.015b 0.390±0.010b     0.302±0.009b

  1×10-5+1           0.275±0.011b 0.446±0.017b     0.377±0.025b

对照组  0            0.380±0.024 0.849±0.021     0.969±0.042

bP<0.01 vs  对照组.
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后, 能有效抑制基质金属蛋白酶-2(matrix metal-
loproteinase-2, MMP-2)在肿瘤中的高表达. 而最

近的研究, Jiménez-Lara等[25]发现维甲酸的抗肿

瘤作用, 可通过介导NF-kappaB的途径实现抑制

乳腺癌细胞的增殖, 促进其凋亡. 除此之外, 在
联合用药方面, Kucukzeybek等[26]发现ATRA和

多西紫杉醇在前列腺癌DU-145细胞中有协同

促凋亡作用, 主要因为联合用药后能大幅下调

生存素BIRC5、髓样细胞白血病-1(myeloid cell 
leukemia-1, MCL-1)蛋白和淋巴毒素β受体(lym-
photoxin β receptor, LTβR)基因的表达, 而这三者

都是细胞凋亡和细胞周期调控中的关键角色. 基
于维甲酸以上的多种功能, 又有研究者认为[27]维

甲酸类化合物发挥其基因调控的作用是通过与

两种不同的核受体相结合, 即RAR和RXR, 二者

各自包括3种亚型α, β, γ, 属于类固醇和甲状腺

家族的一部分, 他们能与癌细胞中特异的DNA
片段结合, 而达到抗肿瘤的效果. 

 而同样是作为目前广泛应用的第二代铂

类抗癌药物-NDP, 其抗癌谱广, 尤其对于头颈

部肿瘤疗效显著[28,29]. NDP的抗癌机制主要是与

DNA结合从而抑制DNA的复制达到抗瘤作用. 
且NDP与顺铂比较, 其治疗指数高, 不良反应小, 
安全性好, 尤其是NDP消化系反应和肝、肾及

神经毒性非常小[30].
在本研究中我们发现ATRA和NDP对人肝

癌细胞株Huh-7均有抑制细胞生长、促进凋亡

的作用, 经MTT法、流式细胞仪测定凋亡率可

见, 在一定浓度范围内随浓度增加其抑制作用

增强, 并且无论ATRA与NDP单用或联合作用, 
随时间的延长同一药物浓度组对细胞的抑制作

用逐渐增大. 此外, ATRA及NDP联合应用时两

药表现为协同作用, 即两种药物对人肝癌细胞

株Huh-7的联合作用效果优于单独用药. 
由此可见, 本研究联合应用ATRA与NDP作

用于人肝癌细胞株Huh-7的实验结果为治疗肝

癌提供了新的、初步的实验依据, 同时也为进

一步寻找肝癌的综合化学治疗拓宽了思路. 但
是ATRA联合NDP能否用于临床治疗肝癌的推

广, 其深入的作用机制仍然不很清楚, 因此, 还
有待从分子靶向水平及综合不良反应的处理等

诸多方面进行更进一步的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the re-expression of E-cad-
herin (E-cad) in metastatic lymph node of ad-
vanced colorectal carcinoma and its clinical im-
portance.

METHODS: The expression of E-cad in 32 speci-
mens of primary colorectal carcinoma and meta-

static lymph nodes was examined by means of 
immunohistochemistry, Western blot and RT- 
PCR to analyze the mechanism behind the re-
expression of E-cad in metastatic lymph nodes.

RESULTS: The abnormal expression rate of 
E-cad in primary colorectal carcinoma was 90.6% 
(29/32), and the re-expression rate of E-cad in 
metastatic lymph nodes was 37.5% (12/32). The 
re-expression rate of E-cad in metastatic lymph 
nodes was significantly higher in patients with 
well/moderately differentiated carcinoma than 
in those with poorly differentiated carcinoma 
(55.6% vs 14.3%, P < 0.05). Western blot analysis 
showed that the relative expression intensity 
of E-cad in metastatic lymph nodes was higher 
than that in primary carcinoma (P < 0.05). The 
relative expression intensity of E-cad protein in 
metastatic lymph nodes was significantly higher 
in patients with well/moderately differentiated 
adenocarcinoma than in those with poorly dif-
ferentiated adenocarcinoma (98.56 ± 36.09 vs 
66.21 ± 29.74, P < 0.05). The relative expression 
intensity of E-cad protein in metastatic lymph 
nodes is correlated with tumor histological 
type. RT-PCR analysis showed that the relative 
expression level of E-cad mRNA in primary 
carcinoma was significantly lower than that in 
metastatic lymph nodes and normal mucosal 
tissue (0.733 ± 0.009 vs 0.739 ± 0.010 and 0.796 ± 
0.016, both P < 0.05). The re-expression of E-cad 
mRNA in metastatic lymph nodes is associated 
with tumor differentiation degree and tumor 
histological type (both P < 0.05). 

CONCLUSION: E-cad expression shows char-
acteristic changes during the development and 
progression of colorectal cancer. E-cad is a pos-
sible new target for diagnosis and treatment of 
colorectal cancer.

Key Words: E-cadherin; Advanced colorectal car-
cinoma; Metastatic lymph node; Re-expression; 
Immunohistochemistry; Western blot; Reverse 
transcription-polymerase chain reaction
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■背景资料
E-钙粘蛋白作为
钙依赖性同型细
胞黏附分子, 是分
布在所有上皮组
织中的跨膜糖蛋
白, 介导同种细胞
间、细胞与基质
之间的黏附反应, 
维持细胞极性和
参与分化调节. 研
究表明, 肿瘤细胞
E-cadherin表达水
平下降, 而在转移
淋巴结中出现再
表达, 从而使肿瘤
细胞在转移部位
定植生长.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科



FA. Re-expression of E-cadherin in metastatic lymph 
nodes of patients with advanced colorectal carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 2545-2551

摘要
目的: 探讨E-钙粘蛋白(E-cad)在大肠癌转移淋
巴结中的再表达机制及临床价值. 

方法: 采用免疫组织化学SP法, Western blot, 
逆转录-多聚合酶链反应(RT-PCR)等方法联合
检测32例大肠癌患者原发灶及相应转移淋巴
结中E-cad的表达. 

结果: 免疫组织化学结果显示: 大肠癌原发灶
中E-cad的异常表达率为90.6%(29/32). 在转移
淋巴结中, 37.5%(12/32)E-cad再表达阳性, 其
中在高中分化、低分化腺癌E-cad再表达阳性
率分别为55.6%(10/18)、14.3%(2/14), 差异显
著(P <0.05). Western blot结果显示: 转移淋巴
结组织中E-cad蛋白相对强度高于原发癌组织
(P <0.05), 但低于正常大肠黏膜(P <0.05). 在转
移淋巴结中, E-cad在高中分化、低分化腺癌
蛋白相对强度分别为28-127(98.56±36.09)、
11-62(66.21±29.74), 差异显著(P <0.05). 管状
及乳头状腺癌转移淋巴结中E-cad蛋白相对
强度高于黏液腺癌转移淋巴结(P <0.05). RT-
PCR结果显示: 大肠癌原发灶E-cad mRNA表
达量相对值明显低于在正常大肠黏膜的表达
量(0.733±0.009 vs  0.796±0.016, P <0.05); 大
肠癌转移淋巴结中E-cad mRNA表达量相对值
明显高于在大肠癌原发灶的表达量(0.739±
0.010 vs  0.733±0.009, P <0.05), 但低于正常大
肠黏膜表达量(P <0.05). 高中分化腺癌转移淋
巴结中E-cad mRNA表达量相对值高于低分化
腺癌转移淋巴结(P <0.05), 管状及乳头状腺癌
转移淋巴结中E-cad mRNA表达量高于黏液腺
癌转移淋巴结(P <0.05). 

结论: 大肠癌发生发展过程中E-cad在基因及
蛋白水平的表达存在一定的变化特征, 这种特
征可能使其成为大肠癌诊断与治疗的新靶点.

关键词: E-钙粘蛋白; 人进展期大肠癌; 转移淋巴

结; 再表达; 免疫组织化学; 蛋白免疫印迹; 逆转录

-多聚合酶链反应
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0  引言

大肠癌在我国多见, 近年来发病率呈上升趋势. 
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目前大肠癌难以有效根治的主要原因就是肿瘤

的复发和转移, 因此我们有必要深入研究与肿

瘤浸润转移倾向有关的因素, 从而指导正确合

适的诊疗措施. 淋巴结转移是大肠癌扩散的主

要途径, 而且是影响大肠癌患者预后的最主要

因素之一. 肿瘤细胞间黏附的丧失, 是肿瘤浸润

转移的第一步, 也是关键的一步. E-钙粘蛋白(E-
cadherin, E-cad)作为钙依赖性同型细胞黏附分

子, 是分布在所有上皮组织中的跨膜糖蛋白, 介
导同种细胞间、细胞与基质之间的黏附反应, 
从而维持细胞极性和参与分化调节. 同种上皮

细胞间的E-cad细胞外区以一种Ca2+依赖形式形

成二聚体拉链式结构, 细胞内区必须与连接素

(catenins)形成复合物并锚定于肌动蛋白细胞骨

架上[1]才能发挥作用. 目前发现的catenins有4个
亚型, 即α, β, γ-catenin及P120. E-cad在癌细胞的

异质性表达可影响癌细胞的脱落和再附着. 以
往可见关于E-cad在肿瘤转移灶中再表达的报

道, 但其机制尚未完全清楚. 我们拟采用免疫组

织化学, 蛋白免疫印迹, RT-PCR等方法联合检测

E-cad在大肠癌原发灶及转移淋巴结内癌细胞中

的表达情况, 以期探讨E-cad在大肠癌转移淋巴

结中的再表达机制及临床价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选择进展期大肠癌原发灶及相应

转移淋巴结标本共32例, 均为河北医科大学第

二医院2007-12/2009-06手术切除标本, 并选取

对应的非肿瘤的正常大肠黏膜组织25例作对照, 
标本在-80 ℃低温冰箱中冻存. 患者男29例, 女
16例, 年龄29-78(中位年龄57.63)岁. 入选病例皆

查实未进行化疗或放疗, 无长期服用非甾体类

抗炎药、皮质激素药物史. 所有标本术后均经

病理证实, 各例淋巴结转移癌组织的病理学类

型与原发灶基本相同. 每份标本除部分经常规

固定脱水后石蜡包埋切片外, 其他则分别提取

蛋白质和mRNA. 依据大肠癌分化程度及生物学

行为特征分为6组: (1)分化程度: 高中分化、低

分化; (2)组织学类型: 管状及乳头状腺癌、黏液

腺癌; (3)肿瘤大小: ≥5 cm, <5 cm; (4)浸润深度: 
未侵入浆膜层, 已侵入浆膜层; (5)部位: 结肠, 直
肠; (6)年龄<50岁, ≥50岁.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 标本经常规石蜡包埋

切片后, 按说明书采用SP法进行免疫组织化学

染色(SP试剂盒购自北京中山科技公司). 兔抗人

www.wjgnet.com
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多克隆E-cad抗体购于NeoMarkers公司. 原发灶

切片内非癌性大肠黏膜细胞作为内部阳性对照. 
染色完成后在光镜下观察结果, E-cad免疫组织

化学正常情况下阳性染色定位于细胞膜, 即连

续的细胞膜染色. 染色结果评价, 通过HE染色确

认原发灶和转移淋巴结内癌细胞, 如癌细胞染

色情况与临近非癌性黏膜细胞相近, 且没有胞

质、胞核染色情况出现, 则被评定为正常染色; 
如染色不连续, 明显减弱或缺失, 或出现胞质、

胞核染色情况, 则被评定为不正常染色. 每张切

片按其全部癌细胞中出现正常染色细胞的百分

率评定为3级: 1级为0-50%; 2级为51%-80%; 3级
为81%-100%[2]. 原发灶中E-cad 3级染色则被认

为正常表达; 1级和2级染色被认为不正常表达; 
转移淋巴结中如E-cad染色等级高于其原发灶

中, 则被评定为再表达阳性. 
1.2.2 蛋白印迹分析: 将组织粉碎后加入裂解液

(北京普利来公司). 蛋白提取过程按照说明书

操作进行. 在提取出的蛋白中加入5% SDS煮沸

10 min, 12 000 r/m离心10 min, 提取上清液. 测
定各样本蛋白含量, 等量蛋白质加入SDS-PAGE
中, 电泳约3 h后, 将凝胶中的蛋白转移到PVDF
膜上. 用5%脱脂奶粉浸泡转移膜1 h, 以封闭非

特异性蛋白结合位点. 采用的E-cad抗体种类和

工作浓度与免疫组织化学染色所用抗体相同, 
二抗为辣根过氧化物酶标记的抗兔IgG(北京博

奥森公司), 工作浓度为1∶1 000. 采用ECL化学

发光法检测蛋白含量. 于暗室中用胶片显影、

定影, 采用分析软件Optimas 6.0比较各个样本

蛋白条带的显影强度, 以显影相对强度(Relative 
Intensity)作为蛋白表达的计量标准.
1.2.3 逆转录-多聚合酶链反应: 将组织标本研磨

后, 采用TRIzol细胞裂解法按照说明书提取组织

样本总RNA. 紫外分光光度计定量总RNA, 调整

浓度为1 g/L. AMV逆转录试剂盒和Taq mDNA
聚合酶购自Promega公司. 用β-actin作为内参

照进行PCR. 步骤: (1)逆转录: 25 μL反应体系

中加入等量的变性后的RNA(3 μg)及Oligo(dt) 
0.1 μL、AMV 0.5 μL(20 U/μL)、5×Buffer 10 
μL、RNsin 100 U及无RNA酶的水, 混匀、离心

5 s, 42 ℃孵育1 h, 95 ℃ 5-7 min使逆转录酶失

活后立即置冰浴, 待用或-20 ℃保存. (2)PCR反
应: 参照文献设计E-cad引物, E-cad引物序列: 上
游: 5'-TGCTGTTTCTGGTTTCTGTTGG-3',下游: 
5'-CCTTCTCCGTATTCTCCTCCCT-3', 扩增长

度250 bp; 以β-actin为对照, 上游: 5'-CTGTCTG-

GCGGCACCACCAT-3', 下游5'-GCAACTAAGT-
CATAGTCCGC-3', 扩增长度300 bp. 引物由北

京生物制品研究所合成, 反应体系为10×Buffer 
5 μL、25 mmol MgCl2 4 μL、dNTP 1 μL(各10 
mmol/μL)、Taq酶0.3 μL(5 U/μL)、逆转录的

cDNA为模板2 μL、上下游引物各0.5 μL(50 pm-
mol/μL)、加水至50 μL. 混匀、加入50 μL石蜡

油覆盖液面, 离心10 s. 将反应管置于PCR仪内, 
先95 ℃ 7 min变性, 再95 ℃变性90 s、54 ℃复

性1 min、72 ℃延伸90 s, 共35个循环后, 72 ℃
延伸10 min. 反应终止后置-20 ℃保存. (3)PCR
产物定量: PCR扩增结束后, E-cad和β-actin各取

10 μL样品于1.5%琼脂糖凝胶中电泳60 min, 电
压为5-7 V/cm, 每毫升凝胶内含0.5 μg的溴化已

啶, GelID凝胶图像分析系统摄片并测定分析其

吸光度. 分别计算各个样本E-cad基因表达量的

相对值(relative expression value) = 待测基因扩

增条带的灰度值/β-actin基因扩增条带的灰度值.
统计学处理  数据用m e a n±S D表示 ,  采

用S P S S17.0统计软件对所得数据进行t 检验 , 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 免疫组织化学结果及其与临床病理因素的

关系 根据免疫组织化学染色结果, 25例正常大

肠黏膜E-cad均在细胞膜中正常表达(图1A). 对
照临床病理学因素, 大肠癌原发灶32例中29例
患者E-cad表达降低, 其中高中分化腺癌18例, 低
分化腺癌14例, 管状腺癌及乳头状腺癌21例, 黏
液腺癌11例. 高中分化腺癌18例中E-cad 1级染

色10例, 2级染色5例, 3级染色2例, 正常染色1
例, 14例低分化癌中E-cad 1级染色12例, 2级染

色2例. 21例管状及乳头状腺癌中E-cad 1级染色

12例, 2级染色6例, 正常染色3例, 11例黏液腺癌

E-cad 1级染色9例, 2级染色2例. E-cad的再表达

阳性率为34.4%(11/32), 其中高中分化腺癌的再

表达阳性率为55.6%(10/18), 低分化腺癌的再表

达阳性率分别为13.3%(2/14), 高中分化腺癌相

对于低分化腺癌更易出现E-cad的再表达阳性

(P <0.05). E-cad在管状及乳头状腺癌再表达阳性

率为57.1%(12/21), 在黏液腺癌的再表达阳性率

为9.1%(1/11), 差异显著(P <0.05). E-cad在转移淋

巴结癌细胞中的再表达与肿瘤的大小、浸润深

度、肿瘤部位及患者年龄无关(P>0.05, 表1, 图1).
2.2 Western blot结果及E-cad再表达与临床病

理因素的关系 大肠癌患者32例原发灶及转移
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淋巴结均检测到不同程度的E-cad蛋白表达(图
2). 通过Optimas 6.0蛋白印迹分析软件对所有

病例的蛋白条带进行分析后发现, E-c a d蛋白

相对强度在大肠癌转移淋巴结为13-149(84.41
±36.75), 明显高于在大肠癌原发灶蛋白相对

强度6-107(63.25±36.46, t  = 2.2, P  = 0.0314), 
但低于正常大肠黏膜22-145(83.26±31.42, t  = 
2.51, P  = 0.016). 在低分化腺癌转移淋巴结中

E-cad蛋白相对强度为13-109(66.21±29.74), 在
高中分化腺癌转移淋巴结中E-cad蛋白相对强

度为43-149(98.56±36.09), 差异显著(t  = 2.71, 
P  = 0.011). 在管状及乳头状腺癌转移淋巴结

E-cad蛋白相对强度为30-149(93.38±37.05), 
黏液腺癌转移淋巴结中E-cad蛋白相对强度为

13-113(67.09±31.24), 差异显著(t  = 2.08, P  = 
0.046). E-cad在转移淋巴结癌细胞中蛋白相对强

度与肿瘤的大小、浸润深度、肿瘤部位及患者

年龄无关(表2).
2.3 RT-PCR结果及其与临床病理因素的关系 
E-cad和β-act in引物的扩增基因片段经电泳和

EB染色后可见清晰电泳条带, 其扩增片段大小

与所设计的大小完全一致, 分别为250、300 bp. 
E-cad mRNA表达量相对值在大肠癌转移淋巴

结为0.739±0.010, 明显高于在大肠癌原发灶基

因表达量(0.733±0.009, t  = 2.15, P  = 0.0362), 但
低于在正常大肠黏膜基因表达量(0.796±0.016, 
t  = 17.01, P <0.0001, 图3). E-cad mRNA表达量相

对值在中低分化腺癌转移淋巴结组织中是0.734
±0.008, 在高中分化腺癌转移淋巴结组织中是

0.743±0.008, 两者比较有统计学意义(t  = 3.12, P  
= 0.004). E-cad mRNA表达量相对值在管状及乳

头状腺癌转移淋巴结中是0.742±0.009, 在黏液

腺癌转移淋巴结中是0.733±0.008, 二者差异显

著(t  = 3.1, P  = 0.0042). E-cad mRNA在转移淋巴

结癌细胞中相对表达量与肿瘤的大小、浸润深

度、肿瘤部位、患者年龄无关(P >0.05, 表3).

3  讨论

大肠癌严重威胁着人们的健康 ,  其具有的侵

袭、转移的恶性生物学行为是影响临床治疗效

果和导致死亡的主要原因. 肿瘤细胞从原发部

位脱落作为肿瘤浸润和转移的重要环节, 与细

胞黏附功能降低密切相关, 近年来已被广泛关

注. 但通过免疫组织化学, Western blot, RT-PCR
等方法联合检测E-cad在肿瘤原发灶及转移淋巴

结的表达情况及意义, 国内外尚少见报道. 
肿瘤浸润和转移是一个极为复杂的多步骤

过程[3], 而整个过程的关键是钙黏附系统崩溃所

致的细胞黏附异常而导致癌细胞脱离原发灶再

■创新盘点
以往研究只采用
免疫组织化学实
验方法研究钙粘
蛋 白 复 合 体 在
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疫 组 织 化 学 、

Western blot、RT-
PCR等方法检测
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癌转移淋巴结再
表达情况.

表 1 免疫组织化学分析E-cad在大肠癌转移淋巴结的再
表达

     
病理组织学分型   n

       转移灶(n )   
阳性率(%)      P 值

                +       -

分化程度

    高中分化 18       10       8       55.6       0.0276   

    低分化  14         2     12       13.3          

组织学类型

    管状及  21       12       9       57.1       0.0109

    乳头状腺癌

    黏液腺癌 11         1     10         9.1            

肿瘤大小(cm)

    ≥5  19         7     12       36.8       1.0000      

    <5  13         5       8       38.5          

浸润深度

    侵及浆膜 23         8     15       37.8       0.0690    

    未侵及浆膜   9         4       5       44.4          

肿瘤部位

    结肠  15         5     10       33.3       0.7257   

    直肠  17         7     10       41.2          

年龄(岁)

    <50  10         3       7       30.0       0.7026   

    ≥50  22         9     13       40.9

表 2 Western blot分析E-cad在大肠癌转移淋巴结的再
表达 (mean±SD)

     
病理特征    n     E-cad蛋白相对强度       P 值

分化程度

    高分化  18       98.56±36.09      t  = 2.71

    中低分化 14       66.21±29.74      P  = 0.0110

组织学类型 

    管状及  21       93.38±37.05      t  = 2.08

    乳头状腺癌    

    黏液腺癌 11       67.09±31.24      P  = 0.0460   

肿瘤大小(cm)

    ≥5  19       87.11±36.79      t  = 0.57     

    <5  13       79.54±37.52      P  = 0.5750   

浸润深度

    侵及浆膜 23       80.78±38.85      t  = 0.80      

    未侵及浆膜   9       92.33±30.85      P  = 0.4321   

部位

    结肠  15       85.87±43.02      t  = 0.26     

    直肠  17       82.41±31.31      P  = 0.7952   

年龄(岁)

    <50  10       77.90±36.65      t  = 0.64     

    ≥50  22       86.86±37.14      P  = 0.5300
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附着于转移部位[4]. E-cad作为上皮细胞间连接的

主要介导者, 其基因位于人染色体16q22.1, 是Ⅰ

型钙粘蛋白超家族的单链跨膜糖蛋白分子, 全
长4.8 kb, 编码884个氨基酸, 于1995年由Berx首
先克隆[5]. 同种上皮间的E-cad胞外区在细胞间

Ca2+的作用下形成反向平行的二聚体, 使相邻同

种上皮黏附在一起[8]. 
E-cad已被公认在上皮源性恶性肿瘤的浸润

转移过程中起重要作用[6]. E-cad失活可导致细

胞间黏附下降及极性紊乱促使肿瘤细胞浸润和

转移[7]. 而且, E-cad是上皮细胞的分化标记, 他
的表达强度与多种恶性肿瘤的分化程度呈负相

关[8]. 本研究结果显示, 大肠癌中普遍存在E-cad
的表达下降, 随着肿瘤增殖程度增强、分化程

度的下降, E-cad异常表达率逐渐增高, 且管状及

乳头状腺癌E-cad异常表达率显著高于黏液腺癌

(P <0.05). 因此我们认为E-cad与大肠癌的恶性行

为和低分化有一定的相关性, 这是肿瘤细胞获

得去分化和高浸润性的关键. 
迄今, 绝大多数的研究都是关于肿瘤原发

灶的, 很少涉及到转移灶. 临床流行病调查发现

E-cad-cates复合物在众多恶性肿瘤中表达异常, 
而该复合物在转移淋巴结癌细胞中会出现再表

达. Nakamura等[9]通过分析黏膜、黏膜下及肿瘤

浸润最深部位的E-cad免疫活性, 发现其在细胞

分化和侵袭的过程中呈现动态变化. 癌细胞从

原发部位分离时E-cad表达下调, 但癌细胞向远

处侵袭和转移时, 他的内聚力和保持能力增加. 
Peter等[10]已经注意到乳腺癌患者转移灶内癌组

织E-cad再表达的情况, 我们的免疫组织化学结

果发现原发癌组织中E-cad呈膜表达减弱或丧

失, 但相应的淋巴结转移灶中重新出现胞膜的

表达, 且淋巴结转移灶E-cad的表达较原发癌组

织显著增强(P <0.05). 有学者在非小细胞肺癌的

研究中也提到类似的现象[11]. 提示这种现象是蛋

白表达的一种动态调节过程, 可随微环境的变

化而变化. 可以认为, 黏附分子在肿瘤细胞的侵

袭和转移过程中发挥着双重作用, 原发灶E-cad
在原发部位表达的下调使得癌细胞易于脱落而

迁徙, 而当癌细胞到达转移的靶组织, 他们又会

重新表达, 促进癌细胞定植于受侵组织, 开始增

殖、侵袭形成转移灶, 极大影响患者预后. 
同时, 我们还发现, E-cad在转移淋巴结内癌

■应用要点
本 研 究 通 过 对
E-cadherin在大肠
癌转移淋巴结再
表达机制的研究
进一步明确其在
转移淋巴结癌细
胞再表达的始动
因素, 可以为大肠
癌分子水平的诊
断、治疗提供线
索及依据.

1             2              3              4             5A

B

C

D

图 2 Western blot示E-cad在各组大肠组织中的蛋白表达. 
A: 大肠癌原发灶; B: 原发灶相应β-actin; C: 转移淋巴结; D: 

转移灶相应β-actin. 1, 5: 低分化; 2-4: 高分化.

图 1 E-cad在各组大肠组织中的蛋白表达. A: 正常大肠黏

膜(SP×100); B: 大肠癌原发灶(SP×200); C: 转移淋巴结(SP

×200).

A

B

C
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细胞中再表达阳性率与大肠癌的分化程度及组

织学类型密切相关, 但与肿瘤大小、浸润深度, 
肿瘤部位及患者年龄没有显著相关性, 原发灶

中肿瘤分化程度越低, 恶性程度越高, E-cad的表

达水平越低. 在转移淋巴结中分化程度越高越

易出现E-cad再表达阳性, 且管状及乳头状腺癌

较黏液腺癌更易出现E-cad再表达. 
我们进一步通过RT-PCR检测E-cad在大肠

癌原发灶与转移淋巴结癌组织中基因水平的变

化, 采用Western blot法检测大肠癌原发灶与转

移淋巴结癌组织中E-cad及β-actin蛋白水平的表

达变化, 从而明确其在淋巴转移灶再表达的始

动因素. 
已有资料证明E-cad的合成和表达是在转

录和翻译水平发生变化的[12]. Wang等[13]在研究

胃癌侵袭、转移与E-cad-cats复合体的相关性

时, 也证实了E-cad-cats复合体的异常表达和胃

癌的侵袭转移显著相关(P <0.05). 我们的RT-PCR
结果表明在进展期大肠癌原发灶及其相应转移

淋巴结中均有不同程度的E-cad mRNA表达, 且
在转移淋巴结中的表达量高于原发灶mRNA表

达量, 但低于正常对照大肠黏膜表达量. 推测在

肿瘤原发灶中由于突变等原因导致基因水平的

改变, 从而造成E-cad表达水平的降低, 进而促

进大肠癌浸润转移, 而在转移淋巴结中也是由

于基因水平的变化造成两者再次出现表达升高. 
Western blot研究结果表明, 大肠癌原发灶及其

相应转移淋巴结中均有不同程度的E-cad蛋白表

达, 转移淋巴结癌细胞中E-cad蛋白表达量高于

原发灶中癌细胞E-cad蛋白表达量. 以上结果显

示, E-cad蛋白及其mRNA的表达显示出一定的

一致性. 因此可以认为E-cad蛋白表达量的变化

是由于基因水平的变化造成的. 
通过大肠癌转移淋巴结中E-c a d蛋白及

mRNA表达水平与临床病理因素的分析, 表明

肿瘤转移淋巴结内E-cad蛋白及mRNA的表达与

肿瘤的分化程度紧密相关, 但与肿瘤的浸润深

度、大小、部位及患者年龄无关, 同时E-cad蛋
白的表达还与肿瘤的病理学类型有显著相关性, 
这与免疫组织化学的研究结果相一致. 

大肠癌的发生是遗传、环境、生物等多种

因素造成癌基因激活以及抑癌基因失活的过程, 
对E-cad的研究只是这个认知过程中的冰山一

角, 但认识黏附分子在大肠癌侵袭和转移过程

中作用的分子机制将为寻找抑制肿瘤侵袭的靶

点提供希望, 这将为基因治疗作为一种崭新的

肿瘤治疗手段应用于临床提供重要的理论基础.

4      参考文献
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Abstract
Gastroesophageal reflux disease (GERD), a 
common disorder in Western society, is less 
seen in Asian countries, but there is an evi-
dence that the incidence of GERD and its com-
plications is rising. Many factors are believed 
to be responsible for the pathogenesis of GERD. 
In addition to some recognized factors, the role 
of other factors, such as obesity and Helicobacter 
pylori infection, in the pathogenesis of GERD 
is still unclear. Furthermore, GERD is believed 
to be associated with the development of many 
other diseases. This review summarizes the 
prevalence and risk factors of GERD and its 
complications.

Key Words: Gastroesophageal reflux disease; Epi-
demiology; Risk factors

Zhang GY, Zhang ZY. Epidemiology of gastroesophageal 
reflux disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 
2552-2557

摘要
胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)在西方国家是一种常见病, 易反复发
作, 严重影响患者的生活质量, 他是近年来医
学研究的热点之一. 亚太地区GERD患病率较
低, 但近年来流行病学调查显示其患病率有上
升趋势. GERD的流行病学、发生发展的危险
因素等方面存在诸多问题需进行研究. 我们就
此领域的研究及最新进展作一综述.

关键词: 胃食管反流病; 流行病学; 危险因素
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)是指胃内容物反流入食管, 引起不适症

状和(或)并发症的一种疾病. 他可分为非糜烂性

反流病(non-erosive reflux disease, NERD), 反流

性食管炎(reflux esophagitis, RE)和Barrett's食管

(barrett's esophagus, BE)三型. GERD在西方国家

比较常见, 对人们的生活质量有显著影响, 亚洲

的患病率相对较低, 但近年来呈上升趋势. 现就

GERD的流行病学特点作一综述.

1  GERD的地区分布

1.1 GERD患病率 (1)欧洲及美洲: 系统评价结果

显示: 以每周至少发作1次烧心或反酸为诊断标

准, 西方国家GERD患病率为10%-20%[1]. 西班

牙至少每周1次烧心或反酸发生率分别为20.3%
和11.5%[2]; 法国31.3%的人曾有过GERD的典

型症状, 7.8%的人每周至少有1次GERD典型症

状[3]; 意大利人群反流症状发生率为44.3%, 每
周至少2 d有反流症状的发生率为23.7%[4]; 英国

GERD发生率为21%[5]; 瑞士成人GERD患病率

为17.6%[6]; 瑞典人群40.4%有反流症状[7]; 美国

频发GERD患病率为14%[8]; 巴西城市人群每周

至少1次烧心发生率为7.3%[9]; (2)亚洲地区: 以

®

■背景资料
胃 食 管 反 流 病
( G E R D ) 是 指 胃
内容物反流入食
管, 引起不适症状
和 ( 或 ) 并发症的
一 种 疾 病 .  可 分
为非糜烂性反流
病(NERD), 反流
性食管炎(RE)和
Barrett's食管(BE)
三型. 探讨GERD
的危险因素, 了解
G E R D在人群中
的分布情况, 将有
利于对G E R D的
进一步研究. 

■同行评议者
黄 晓 东 ,  主 任 医
师, 武汉市中心医
院消化内科
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每周至少发生1次烧心或反酸为标准, 亚洲大部

分地区GERD患病率为2.5%-7.1%, 近年来呈上

升趋势[10]. 韩国人群每周至少1次GERD症状发

生率为7.1%, 每周至少2次为3.8%[11]; 日本每天

有烧心反流症状者占2.1%, 1 wk发作2次者占

4.6%, 以烧心或反酸症状至少每周发作2次为标

准, GERD的患病率为6.6%[12]; 新加坡GERD发

生率为10.5%±2.0%[13]; 西亚及南亚的患病率相

对较高, 巴基斯坦城市人口中GERD症状的发生

率为24%[14]; 伊朗至少每周1次、每月1次烧心反

酸的症状发生率分别为26.8%和34.1%[15]; (3)中
国: 新近1项GERD多中心研究显示中国人群每

周烧心、反流的发生率分别为1.83%和4.23%, 
烧心和(或)反流总发生率为5.16%[16], 低于欧美

国家. 克拉玛依市GERD患病率为8.33%[17]; 北京

反流症状发生率为10.19%[18]; 西安每周反酸、

烧心的发生率分别为4.07%和7.78%[19]; 上海

GERD患病率为6.2%[20]; 安徽省铜陵地区消化门

诊人群GERD患病率为2.7%[21]; 浙江省内科门诊

人群的GERD患病率为7.28%[22]; 贵州省安顺地

区人群GERD的患病率为6.9%[23]; 广东至少每周

1次烧心和(或)反酸的发生率为6.2%, 校正性别

和年龄后GERD患病率为2.3%[24]; 以前1周有烧

心或反酸发作为诊断标准, 香港GERD患病率为

2.7%[25]; 以此看来, 中国的GERD患病率总体呈

现出南低北高的趋势, 可能与饮食习惯等因素

有关.
1.2 RE患病率 因RE诊断需行胃镜检查, 故针对

普通人群的大样本调查较少, 流行病学资料较

多为各地的胃镜检出率. 意大利人群RE患病率

为11.8%[4]; 瑞典人群RE患病率为15.5%[7]; 土耳

其RE胃镜检出率为12.8%[26]; 亚洲关于一般人

群的RE患病率研究较少, 病例研究中RE的患病

率为3.4%-16.3%[27], 韩国人群RE患病率为8%[28]; 
日本RE胃镜检出率为14.9%[29]; 马来西亚检出率

为13.4%[30]; 伊朗的RE胃镜检出率高达48%[31]; 
中国大样本调查研究显示普通人群RE患病率为

15.7%[32]. 北京RE胃镜检出率为4.1%[33]; 上海RE
患病率为6.41%[16], 较1996年的1.92%[18]明显上

升; 福建胃镜检出率为2.07%[34]; 广东检出率为

1.99%[35]; 台湾检出率为12%, 其中87%为洛杉矶

分型的A、B型[36].
1.3 BE患病率 BE的发病率相对较低, 意大利普

通人群BE患病率为1.3%[4]; 伊朗的BE患病率较

高为8.3%[16]; 土耳其BE胃镜检出率为0.4%[26]; 
韩国BE检出率为0.22%[37]; 马来西亚检出率为

2%[30]; 我国一项大样本普通人群研究中胃镜诊

断BE患病率为0.28%(台湾BE检出率为1.77%)[38]. 
病理证实率为0.06%, 其中91.7%为短段BE[32].
1.4 NERD患病率 目前对NERD的流行病学研

究较少, 综合近年来的GERD流行病学调查结

果, NERD占GERD的绝大部分(50%-85%), 安徽

省铜陵地区消化内科门诊人群NERD患病率为

1.4%, 占GERD的51.8%[21]. 由此可推测出一般人

群中NERD的患病率为11%-12%, 而胃镜检查人

群中占37%-87%[39]. 马来西亚胃镜检查人群中

患病率为25.4%, 占GERD患者的65.5%[30]; 国内

尚缺少关于NERD全国范围内的流行病学资料.

2  GERD的人群分布

2.1 性别 Meta分析表明RE男女之比为1.57∶
1(95%CI: 1.40-1.76∶1), BE为1.96∶1(95%CI: 
1.77-2.17∶1); NERD为0.72∶1(95%CI: 0.62- 
0.84∶1)[40]. 一项大规模调查显示女性为GERD
症状的独立危险因素(OR = 1.596, 95%CI: 1.303- 
1.955), 而男性为RE的独立危险因素(OR = 2.943, 
95%CI: 2.359-3.671)[41], 同时男性也是BE的独立

危险因素(OR = 2.70, 95%CI: 2.18-3.35)[42], 此外男

性的GERD病程较女性更长[43]. 我国台湾研究亦

支持男性是RE独立危险因素(OR  = 4.2, 95%CI: 
1.9-9.0, P<0.001)[36], 广东省、安徽省、克拉玛依

市男性GERD患病率均高于女性, 但两者差异无

统计学意义[17,44,45].
2.2 年龄 普遍认为, GERD的发病随年龄的增长

而增加, 不同国家发病高峰年龄段存在差异, 西
方国家一般为55-69岁, 日本为20-29岁[46], 韩国

BE的发病率随年龄增长而升高, BE患者多为

中老年人, 平均年龄为53.8岁±10.9岁[37]. 中国

的调查显示BE患者平均年龄(61.6岁)高于非BE
的GERD患者(51.7岁), 发病率随年龄增长而升

高[32]. 北京RE平均年龄55.34岁, 随年龄增长RE
检出率升高, 病变程度加重[33]. 上海C级以上RE
患者21-40岁组占8.57%, 41-60岁组占41.43%, 
61-90岁组占50%, 差异有统计学意义, RE的发生

率随年龄增长而增高[47].
2.3 人种 关于G E R D在种族间的分布情况尚

不是很明确. 白种人与南亚B E发病率之比为 
2.8%∶0.3%(OR  = 6.03, 95%CI: 3.56-10.22), RE
患病率之比为17.7%∶10.7%(OR  = 1.76, 95%CI: 
1 .57-1 .97) [42].  白种人B E患病率高于非洲裔

(15.8%∶4.5%, P <0.01), RE患者更是显著高于非

洲裔(28.1%∶7.9%, P <0.001)[48], 推测白种人可

■研发前沿
H.pylori 感染及其
根除与 G E R D 是
否存在直接因果
关系尚待研究证
实, GERD三种类
型相互之间可转
化亦或为相对独
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证据.
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能为GERD的危险因素.

3  GERD发病的相关因素

3.1 体质量指数 目前普遍认为肥胖与GERD具

有一定相关性 .  有M e t a分析表明体质量指数

(body mass index, BMI)增加与GERD发病相

关, 超质量时OR为1.57(95%CI: 1.36-1.80), 肥胖

时OR为2.15(95%CI: 1.89-2.45)[49]. 另一项Meta
分析结果表明G E R D症状与B M I间存在量效

关系, BMI在25-30 kg/m2时, OR为1.43(95%CI: 
1.16-1.77), BMI>30 kg/m2时, OR为1.94(95%CI: 
1.47-2.57)[50]. 西班牙的一项调查发现, 不论BMI
为多少, 1年内的体质量增加与G E R D症状相

关, 体质量增加越多, 越易出现GERD症状[51]. 且
肥胖与反流的严重程度亦存在密切相关, 女性

患者OR为2.11(95%CI: 1.60-2.77), 男性OR为

2.15(95%CI: 1.59-2.90)[52]. 我国台湾研究结果

亦支持肥胖是RE的独立危险因素(OR  = 1.41, 
95%CI: 1.05-1.89)[53].
3.2 H.p y l o r i 感染 H.p y l o r i 感染及其治疗与

G E R D的关系尚存在争议. 2003年的M e t a分
析显示 :  H.p y l o r i 阴性与G E R D存在显著相

关性OR  = 1.34(95%CI: 1.15-1.55), H.pylor i
根治亦会增加G E R D发病风险 (O R  = 2 .54, 
95%CI: 1.92-3.37), 其中初发GERD的OR值为

3.25(95%CI: 2.09-5.33), 复发或加重者OR为2.39 
(95%CI: 1.75-3.34), 且其相关性亚洲高于北美

及欧洲国家[54]. 亚洲的研究显示H.pylori感染可

减轻GERD严重程度[55], 北京市RE人群H.pylori
阳性率低于一般人群, H.pylori阳性人群RE检
出率低于阴性人群[33]. 以上结果均提示H.pylori
感染可能是GERD的保护因素, 但亦有意见认

为H.pylori根除并不会导致GERD的发生或加 
重[56]. 最近的一项Meta分析表明消化不良患者

的H.pylori根除并不会引起新发GERD, 而消化

性溃疡患者根除H.pylori后患GERD的风险增加

了两倍[57]. 
3.3 吸烟与饮酒 研究表明吸烟与GERD相关(OR  
= 1.35, 95%CI: 1.01-1.82)[58], 且反流症状的发生

率随吸烟时间的延长而增加, 烟龄20年以上者

OR为1.7(95%CI: 1.5-1.9)[59]. 美国调查表明饮酒

与GERD相关(OR  = 1.47, 95%CI: 1.08-1.99)[60], 
我国西安的流行病学调查显示, 重度吸烟(OR  = 
4.94, 95%CI: 3.70-6.61)、大量饮酒(OR  = 2.85, 
95%CI: 1.67-4.49)是GERD的危险因素[19]. 
3.4 精神心理因素 GERD中有相当比例的患者

合并精神心理异常, 已证实各种应激、精神心

理异常等因素均与烧心症状密切相关. NERD
患者合并精神心理异常的比例显著高于R E
组, 且NERD组较RE组有更明显的抑郁倾向[61]. 
2006年一项大样本前瞻性研究显示神经质是

GERD症状的独立危险因素(OR  = 1.046, 95%CI: 
1.032-1.06)[41]. 我国广东的研究发现离婚、分居

或丧偶人群(OR  = 4.61)及工作压力大者(OR  = 
3.43)倾向于发生GERD[45], 精神紧张亦被证实是

GERD患病的独立危险因素(OR  = 2.11)[62]. 提示

精神心理因素在GERD发病中起一定的作用. 
3.5 食管裂孔疝 食管裂孔疝与GERD发病显著

相关, 可预测GERD症状的发生[63]. 意大利BE患
者中76.9%合并有食管裂孔疝[4]; 我国有39.52%
的R E患者合并食管裂孔疝 ,  而食管裂孔疝中

61.68%合并RE[64], 我国台湾研究结果也显示

食管裂孔疝是RE的独立危险因素(OR  = 12.2, 
95%CI: 5.0-29.9, P <0.0001)[36]. 
3.6 遗传因素 对双胞胎的研究发现, 在同卵双

生子中GERD的发病率比异卵双生高[65], 提示

遗传因素在GERD发病中有重要作用. 已有研

究证实与小儿严重GERD相关的基因(GERD1)
位于染色体13q14上, 位置可能靠近SNP160或
SNP168[66]. 我国研究发现IL-1β-31位点和IL-
1RN基因多态性与GERD发生有关, IL-1RN*2和
IL-1β-31C/C纯合子基因型是GERD的保护性因

素[67]. 

4  相关疾病

已证实G E R D相关的食管外并发症为反流性

喉炎、反流性哮喘、反流性咳嗽、反流性牙

侵蚀症. 对于GERD是否为咽炎、鼻窦炎、特

发性肺纤维化、复发性中耳炎的致病或加重

因素, 还存在争议[68]. 系统回顾报道哮喘患者

伴GERD症状者占59.2%, 食管炎占37.3%, 而
G E R D患者中伴哮喘者占4.6%, 表明哮喘与

GERD明显相关[69]. 慢性咳嗽同时患GERD者达

20%[70], GERD患者患咳嗽的风险增高(OR  = 1.7, 
95%CI: 1.4-2.1)[1]. 36.5%的牙侵蚀患者有反流症

状, 8%的患者食管测压异常, 17.7%食管pH异常, 
GERD与牙侵蚀OR值为2.772[71]. Raghu等[72]对

特发性肺纤维化患者65例进行24 h pH监测和食

管压力测定, 证实异常酸反流的发生率为87%, 
其中47%的患者有典型的反流症状. 我国调查

中GERD伴随症状以咽炎、打鼾、支气管炎及

哮喘为主, 所占比例分别为27.03%、30.63%、

■相关报道
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12.61%及5.41%, 明显高于非GERD组[62].

5  结论

GERD是世界范围内的常见病, 受多种因素影

响, 对患者生活质量有很大影响, 且对国家造成

很大的经济负担. 虽然目前我国该病的患病率

较西方国家低, 但随着我国生活方式西化、人

口的老龄化, GERD患者逐渐增多. 因此, 探讨

GERD的危险因素, 了解GERD在人群中的分布

情况, 将有利于对GERD的进一步研究. 
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Abstract
Hepatic fibrosis is one of the most serious dis-
eases that pose a great threat to human health. 
Liver transplantation is currently the most effec-
tive treatment for these patients. However, the 
worldwide shortage of donor livers has greatly 
limited the use of this treatment. As a result, 
searching for alternative cell therapy has at-
tracted great interest in preclinical studies. The 
transplantation of bone marrow-derived mesen-
chymal stem cells (BMSCs) holds great promise 
for treating hepatic fibrosis because experimen-
tal and clinical studies have shown that it has 
beneficial effects on hepatic fibrosis. However, 
the precise cellular and molecular mechanisms 
behind such treatment remain to be elucidated. 
In this article, we will review the advances in 
treatment of hepatic fibrosis with BMSCs using 
hepatic stellate cells (HSCs) as a target.

Key Words: Bone marrow-derived mesenchymal 

stem cell; Hepatic stellate cell; Hepatic fibrosis

Hu MD, Guo GH. Advances in hepatic stellate cell-
targeted treatment of hepatic fibrosis with bone marrow-
derived mesenchymal stem cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(24): 2558-2562

摘要
肝纤维化(hepatic fibrosis)是严重威胁人类健
康的疾病之一, 肝移植是目前最行之有效的治
疗方法, 但世界范围的肝源缺乏, 导致学者努
力向细胞替代方面加以探索. 鉴于骨髓间充
质干细胞(bone marrow-derived mesenchymal 
stem cells, BMSCs)的诸多优势, BMSCs在肝
纤维化治疗上的应用价值已受到广泛关注, 其
优点已通过动物实验和临床研究初步证实, 而
关于细胞和分子层面的深层次机制, 还有待进
一步研究. 我们结合参与肝纤维化的重要因
素-肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs), 就
BMSCs治疗肝纤维化的研究现状作一综述. 

关键词: 骨髓间充质干细胞; 肝星状细胞; 肝纤维化
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0  引言

肝纤维化是肝脏对慢性炎症坏死或其他损伤的

修复反应, 肝硬化(hepatic cirrhosis)则是肝纤维

化的终末结局[1]. 肝纤维化和硬化的病因种类繁

多, 在国内, 主要是慢性乙型肝炎; 在欧美国家, 
以酒精性肝病和丙型肝炎为主[2]. 肝硬化患者通

常因各种并发症死亡, 比如食管胃底静脉曲张

出血、肝性脑病等. 全球每年有1 400万患者死

于肝脏疾病, 其中, 因肝硬化而致死的比例达到

55%以上[3]. 肝纤维化、肝硬化严重影响着人类

健康, 但其治疗仍是尚未完全攻破的难题. 目前, 
肝移植是比较有效的治疗手段之一. 但是, 受到

肝源的缺乏、并发症多、排异反应和价格昂

贵等诸多方面因素的影响, 使肝移植的开展举

®

■背景资料
肝纤维化严重威
胁 人 类 健 康 ,  但
目前仍缺乏有效
的 治 疗 手 段 ,  鉴
于骨髓间充质干
细 胞 诸 多 优 势 , 
利用其治疗肝纤
维化、肝硬化的
研究已逐渐展开.

■同行评议者
倪润洲, 教授, 南
通大学附属医院
消化内科
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步维艰[4-6]. 在少数接受了肝移植的患者中, 3、
12、36 mo的生存率约为94%、88%、79%[3]. 为
了与严重影响人类健康的肝纤维化、肝硬化作

斗争, 学者们正致力于找到更合适、更有效的

治疗手段, 这已成为近二十年来肝硬化研究的

一大热点. 随着骨髓间充质干细胞(mesenchymal 
stem cells, MSCs)在临床治疗上的应用价值受到

广泛关注, 已有许多学者开始将BMSCs应用于

肝纤维化、肝硬化的治疗研究, 并从动物模型

和临床患者身上观察到良好的效应, 为众多肝

纤维化、肝硬化患者带来了新的福音.

1  肝纤维化的发病机制

肝纤维化发生、发展的直接原因是肝脏受到长

期反复刺激[7], 导致肝纤维化的主要成分-细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)合成过多, 降解减

少, 堆积增加[4].
目前, 国内外主流观点认为, 肝星状细胞

(hepatic stellate cells, HSCs)是受损肝脏中过多

ECM的主要来源[1,4]. HSCs存在于肝窦周围间隙

中[8], 占肝非实质细胞的5%-10%[9], 是储存维他

命A的主要细胞, 曾被称为储脂细胞[10]. 当肝实质

受到损伤时, HSCs被激活, 并由此始动肝纤维化

的中心环节[11], 此时, HSCs转变成肌成纤维细胞

样细胞[12], 表达α-平滑肌动蛋白(α-smooth muscle 
actin, α-SMA)[13], 同时获得新的表型: 增殖性、

收缩性、趋化性、纤维增生性和炎性表型[3,7]. 细
胞大量增殖, 凋亡减少, 产生大量的ECM是已被

激活的HSCs的主要特点[14], 同时, 对ECM的降解

出现不足, 最终导致纤维化. 鉴于HSCs在肝纤维

化形成过程中起到的重要作用, 抑制HSCs活化

便成为抗纤维化治疗的一条重要途径.
在全身各组织器官受损后的纤维化修复过

程中, 会产生许多抗炎因子, 如, 白介素-6(inter-
leukin-6, IL-6)、白介素-5(interleukin-5, IL-5)、
白介素-13(interleukin-13, IL-13)、肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)等[15], 而因肝

脏是IL-6的主要靶器官[16], 故当发生肝纤维化时, 
IL-6在血清中的浓度会明显升高[17].

传统观念认为, 肝纤维化不可逆转, 但近年

来的动物实验和临床观察却发现, 肝纤维化有逆

转的可能[11]. 由于肝纤维化主要是由于ECM的堆

积增加和降解减少造成的, 因此, 采用减少ECM
合成和(或)增加ECM降解的方法都能取得逆转

的效果. 如抑制HSCs的激活(即抑制HSCs的增殖

和胶原蛋白的产生)及促进活化HSCs的凋亡.

2  关于MSCs的研究近况

MSCs具有多向分化的潜能[18], 能够向受损组织

的病灶、炎性病灶甚至肿瘤病灶迁徙[19], 因此

许多学者都对探究其在各种疾病治疗方面所能

发挥的作用抱有极大兴趣. 当组织、器官受损

时, 在各种诱导条件下, 利用MSCs的可塑性, 令
其分化成所需细胞, 在自分泌、旁分泌及信号

通路作用的影响下, 发挥相应的治疗作用. 近年

来, MSCs在缺血性心脏病[20,21]、缺血性脑病[22-24]

等疾病的治疗方面已有较深入的研究, 并已取

得了一定的成果. 现在, 国内外众多消化界同仁

也开始对MSCs在肝纤维化治疗中的潜在价值

投入越来越多的关注, 其中重点放在MSCs抗肝

纤维化的机制和效果方面, 且在部分临床试验

性实践中, 取得了一些可喜的成绩[25,26].
体内外实验均发现, MSCs能够被诱导分化

成表达CK18、CK19、AFP和白蛋白等肝细胞

表面标志物的细胞[27,28], 其向肝细胞横向分化

的潜能已得到证实, 在诱导分化的过程中, 有许

多影响因素和基因信号通路参与[29]. 如细胞凋

亡信号通路、Focal Adhesion通路、MAPK信

号通路等. 目前, 许多科学家正致力于应用这种

分化得来的肝细胞治疗肝纤维化, 既利用分化

出的类肝细胞直接替代已受损肝细胞发挥功

能. 在动物实验中, 学者已针对MSCs不同移植

途径(门静脉、肝内、股动脉、脾内、腹腔及

尾静脉)的治疗效果进行观察, 总体而言, MSCs
可在移植后, 在相关引领归巢的细胞因子影响 
下[3], 例如干细胞因子(stem cell factor, SCF)及其

受体c-kit、集落刺激因子(colony stimulating fac-
tor, CSF)等, 到达受损肝脏, 分化为类肝细胞, 起
到一定的保护肝脏和抗纤维化的作用. 当然, 各
种移植途径各有优、缺点[30], 在此基础上, 国内

外学者进行的临床试验, 也获得了较满意效果.

3  MSCs对HSCs的影响

目前, 上述直接替代的思路是应用MSC s抗肝

纤维化的主要思路, 但随着科研工作的不断推

进, 针对HSCs的研究方向已开始崭露头角. 归纳

MSCs对HSCs的影响可分为以下两方面.
3.1 MSCs对HSCs的增殖、凋亡和ECM合成产

生影响 研究证实, MSCs在肝损伤的动物模型中

能起到抗纤维化的作用[31]. 学者们大胆设想, 这
是通过调整ECM的沉积实现的, 是MSCs改善肝

纤维化的一大原因. 而HSCs正是导致肝纤维化

时ECM过度沉积的重要因素, 当肝脏受到损伤

■研发前沿
为了与严重影响
人类健康的肝纤
维化、肝硬化作
斗 争 ,  学 者 们 正
致力于找到更合
适、更有效的治
疗 手 段 ,  这 已 成
为近二十年来肝
硬化研究的一大
热点.

■相关报道
美国学者Parek-
kadan等通过一组
实验 ,  证实HSCs
与MSCs间接共培
养后, HSCs细胞增
殖和胶原蛋白的
合成均明显减少, 
细胞凋亡明显增
加, 这表明MSCs
可抑制HSCs的激
活, 由此起到延缓
肝脏纤维化进程
的作用.
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时, HSCs被激活, 由静息状态的储脂细胞转变成

肌成纤维样细胞, 产生大量ECM, 倘若这个过程

被阻断, 再加上抑制HSCs的增殖和促使活化的

HSCs凋亡, 就能达到较理想的效果. 2007年, 美
国学者Parekkadan等[32]的实验为这一机制提供

了理论依据, 通过将活化的人HSCs与人MSCs
间接共培养后, HSCs的细胞增殖和胶原蛋白的

合成均明显减少, 细胞凋亡明显增加, 这表明

MSCs可抑制HSCs的激活, 由此起到延缓肝脏纤

维化进程的作用.
3.2 MSCs通过旁分泌机制和信号通路传导发挥

重要作用

3.2.1 旁分泌机制: Parekkadan等[32]通过他们的

间接共培养提出, MSCs主要是通过旁分泌某些

细胞因子和生长因子影响了HSCs的激活. 由共

培养MSCs分泌的IL-10、TNF-α、肝细胞生长

因子(hepatocyte growth factor, HGF)被认为是参

与这一影响过程的最主要因子. 其中, IL-10、
TNF-α与抑制HSCs的细胞增殖和胶原产生有关, 
HGF则能介导HSCs的凋亡[33]. 除此之外, 其他学

者还提出, 共培养的MSCs能分泌其他细胞因子, 
如神经生长因子(nerve growth factor, NGF)[34], 他
可通过与活化的HSCs表达的p75受体结合, 发挥

促进HSCs凋亡的作用[35,36].
3.2.2 信号通路的作用: Mizunuma等[37]称Rho
激酶(Rho-associated coiled-coil forming protein 
serine/threonine kinase, ROCK)是调控HSCs状态

的关键因素, 且抑制ROCK的活性, 可使HSCs活
性受抑. 国内学者苏思标等[38]通过一组细胞间接

共培养实验表明, MSCs可通过下调Rho-ROCK
信号转导通路活性调控HSCs的细胞周期G1/S期
转换, 抑制HSCs增殖并促进其凋亡. 其他学者研

究发现, 还有FAK-ERK信号转导通路、TGF-β1/
TβR/Smads信号转导通路等与HSCs活化调控有

关, 但关于在这些通路中MSCs对HSCs进一步的

影响.
实际上 ,  M S C s与H S C s间的直接作用和

MSCs的旁分泌、信号通路机制是密切相关的. 
Parekkadan等假设, 活化的HSCs分泌IL-6诱导

MSCs产生IL-10等细胞因子, 反过来又会抑制

HSCs的活化, 他们通过实验证实了前提假设是

正确的, 并由此揭示了MSCs与HSCs间存在一个

相互作用的能动效应[3,32].
总之, 当MSCs归巢至肝脏, 与HSCs存在于

同一环境中时, MSCs可通过减少HSCs的增殖, 
促进HSCs凋亡, 抑制胶原蛋白产生的方式达到

抑制HSCs活性的目的, 由此, 也能达到抗肝纤

维化的目的. 国内学者胡昆鹏等[39]也通过一组

MSCs与HSCs共培养的实验, 证实人MSCs对人

HSCs有促进凋亡, 减少胶原蛋白合成的作用. 但
是, 这个研究领域尚没有太多学者涉及. 目前, 
学者们仅揭示出MSCs可能从相关细胞因子水

平及信号通路等方面起到抑制HSCs活性的作

用, 并阻止肝纤维化的发展, 但这其中的具体因

子、具体信号通路非常复杂, 细胞因子与各通

路间又存在复杂联系, 相关内容尚待深入研究.

4  临床应用与前景

目前, 全球肝硬化患者日益增多, 而其他治疗手

段尚有诸多弊端, 利用MSCs攻克肝纤维化、肝

硬化治疗难关已成为消化界学者抢滩的新大陆. 
现阶段, 随着介入技术的不断发展, 临床学者更

推崇在X光透视下, 经股动脉插管至肝固有动脉, 
将分离好的MSCs注入肝内, 此方法操作简单、

创伤小, 临床应用前景广泛. 一些国内外学者业

已开始进行相关小规模前瞻性试验[6,25-27,40], 应用

结果表明此方法安全、有效, 患者耐受情况良

好[6]. 
研究发现, 将肝硬化患者自身来源的MSCs, 

经介入技术再注入患者体内 ,  其肝功能的各

项指标、Child分级、生活质量都有明显好转. 
2007年, Mohamadnejad等[27]选取了4位失代偿

期肝硬化患者为临床研究对象. 从患者自身提

取的MSCs经过一系列处理后, 制备成细胞混悬

液, 以(1-1.5)×106个/mL细胞悬液的细胞浓度

向患者自身回输20 mL, 在随后的1年里定期随

访, 发现患者的血浆白蛋白(albumin, ALB)、谷

丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)、谷草转氨

酶(aspartate aminotransferase, AST)、直接胆红

素(direct bilirubin)、凝血酶原时间(prothrombin 
time, PT)等指标均有一定程度好转, 且随访期间

无明显不良反应, 并发症也得到控制, 甚至连原

已萎缩的肝脏还有所增大, 生活质量和精神状

况均得到明显改善. 2008年, 国内学者王迪等[40]

通过40例经肝动脉移植MSCs病例作类似的研

究(移植方案: 提取自身来源的骨髓干细胞, 并制

成10 mL MSCs细胞悬液, 其CD34+干细胞数为

1×106-1×109/mL, 再将上述10 mL细胞悬液移

植到肝脏), 所得结果与Mohamadnejad等很相似. 
通过他们及其他学者的研究结论推断, MSCs移
植是一种行之有效的、能够控制并缓解肝硬化

的治疗手段, 在治疗经费、来源缺乏、排异反

■创新盘点
本文重点从MSCs
对HSCs作用的角
度, 通过综合目前
国内外的研究结
果, 总结MSCs在
治疗肝纤维化方
面的作用.
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应等方面都优于肝移植. 诸多学者的前驱研究, 
为今后临床治疗的借鉴及推广提供了重要参考.

5  结论

MSCs具有多向分化的潜能, 学者们正大力探索

其在肝纤维化治疗方面的应用价值. 目前, 相关

研究主要包括两个方面: 其一, 利用MSCs分化

而来的类肝细胞代替受损肝细胞发挥治疗作用; 
其二, 利用MSCs对HSCs的影响, 延缓肝纤维化

进程, 达到抗肝纤维化的目的. 虽然, 少数学者

开展的小规模临床研究, 已令我们看见了些许

曙光. 但是, 关于MSCs的移植方案、治疗机制

等还需作进一步研究. 另外, 要获取MSCs移植

的长期生存率、长期不良反应等信息, 都有待

今后开展大规模临床双盲试验. MSCs移植的成

功实现无疑将会造福于千万肝纤维化、肝硬化

患者, 这是国内外全体消化界同仁共同努力的

一大方向. 
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Abstract
Primary hepatic carcinoma is the sixth most 
common cancer and the third most common 
cause of cancer-related death worldwide. As 
most patients with primary hepatic carcinoma 
have unresectable tumor, their median survival 
is short. In recent years, great advances have 
been made in non-surgical treatment of primary 
hepatic carcinoma. Here, we review the advanc-
es of non-surgical treatment of primary hepatic 
carcinoma.

Key Words: Primary hepatic carcinoma; Interven-
tional therapy; Biotherapy
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摘要
目前, 原发性肝癌是居全球第6位的常见肿瘤, 
并且在肿瘤相关性死亡中排第3位. 大部分原

发性肝癌患者诊断时已无法手术切除并且中
位生存期很短. 近年来, 原发性肝癌的非手术
治疗得到了很大的发展和应用, 弥补了手术治
疗的不足. 我们简要的总结了目前原发性肝癌
非手术治疗的最新进展.
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0  引言

原发性肝癌(primary hepatic carcinoma, PHC)是
居全球第6位的常见肿瘤, 并且在肿瘤相关性死

亡中排第3位[1]. 大部分原发性肝癌患者诊断时

已无法手术切除并且中位生存期很短, 使得PHC
手术治疗的机率不超过20%[2]. 近年来, PHC的非

手术治疗得到了很大的发展和应用, 弥补了手

术治疗的不足, 本综述简要的总结了PHC非手术

治疗方面的最新进展.

1  肝癌的临床分期

肝癌经常发生于肝硬化和慢性肝炎病毒感染的

基础之上, 因此对肝癌的分期除了要考虑肿瘤

病理、淋巴结、转移(TNM分类系统), 还要对

肝硬化的程度进行正确的评估. 国内外学者习

惯使用Child-Pugh评分系统对肝硬化进行评估. 
Okuda等[3]制定了第1个将肿瘤情况与肝脏功能

结合在一起的评分系统, 该分期系统包括了肝

脏被肿瘤取代的比例、腹水、血清白蛋白和总

胆红素4项指标; 4项都没出现为Ⅰ级, 出现1-2
项为Ⅱ级, 出现3-4项为Ⅲ级. 其后意大利肝癌

小组于1998年提出了CLIP(the cancer of the liver 
italian program)评分法, 这一方法包含了Child-
Pugh评分、肿瘤形态、甲胎蛋白、门静脉癌栓

4项指标[4,5]. 随后Leung等建立了香港中文大学

预后系数(the Chinese university prognostic index, 
CUPI)评分系统, 他包含TNM分期、临床症状、

腹水、甲胎蛋白、总胆红素和碱性磷酸酶等6
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■背景资料
原发性肝癌是我
国最常见的恶性
肿瘤之一, 由于经
常伴发肝硬化与
慢性肝炎病毒感
染, 使其手术治疗
机率不超过20%. 
近年来, 原发性肝
癌在非手术治疗
方面取得了重大
的进展.
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个参数, 并给以相应分值, 根据总的积分将患

者分为高、中、低3个危险组[6]. CLIP与CUPI
是建立在不同基础上的评估系统, 丙型肝炎患

者主要参照CLIP指数, 而乙型肝炎患者主要参

照CUP指数. 这一发现表明, 不同的分期标准只

适用于特定的患者群体. 近年来巴塞罗那(the 
Barcelona Clinical Liver Cancer, BCLC)分期法被

广泛推崇, 该方法是1999年巴塞罗那肝癌小组

提出的, 他们将肝癌患者分为5期: 极早期、早

期、中期、晚期和终末期, 归纳出每期中对预

后有明显影响的因素, 合并后形成新的分期方

法, 每期又适用于不同治疗措施. BCLC分期法

最大的特点是其对治疗的指导作用以及对早期

患者的鉴别作用, 临床实用性很强[7].

2  局部消融

局部消融认为是禁忌手术的早期肝癌患者最好

的治疗选择[8], 主要包括: 经皮无水酒精瘤内注

射术(percutaneous ethanol injection, PEI)、射频

消融治疗(radiofrequency ablation, RFA)、微波固

化治疗(microwave coagulation therapy, MCT)、
超声聚焦疗法(high intensity focused ultrasound, 
HIFU)、激光凝固治疗(interstitial laser photoco-
agulation, ILP)和冷冻治疗.
2.1 PEI PEI疗法是在超声引导下通过穿刺针直

接穿刺肿瘤, 将95%的酒精缓慢注入瘤内, 利用

高浓度乙醇渗透肿瘤组织引起肿瘤细胞脱水, 
蛋白质降解, 肿瘤及周围组织凝固性坏死, 具有

操作简便, 费用低廉等优点. 小肝癌PEI治疗的

完全缓解率为70%-80%, 5年累计存活率可达到

40%-60%[9]. PEI对直径<3 cm的小肝癌的治疗效

果显著好于直径>5 cm的肝癌, 影响其疗效因素

主要包括肝癌大小、Child-Pugh评分、BCLC
分期、治疗前甲胎蛋白水平[10]. 当肝癌位于胆

管、胆囊、横膈膜周围或肝癌直径<1.5 cm时强

烈推荐PEI[11]. 其最大的缺点是肿瘤周边残存癌

细胞很高的复发率[12], 其次PEI往往需要多次注

射, 大量酒精逸入肝实质可造成累积性肝损害, 
甚至肝硬化, 还有就是对酒精不耐受. 近年来采

用冷冻或经皮穿刺肝动脉化疗栓塞(transcatheter 
arterial chemoembolization, TACE)联合治疗方案

可提高患者生存率[13].
2.2 RFA RFA是通过电极传导交流电产生热量来

杀死肿瘤细胞. 近年来也有通过腹腔镜途径和

开放途径以便更好地观察肿瘤和周围组织. 目
前国际上公认适合RFA治疗的指征是: (1)不能
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或不宜手术的小肝癌; (2)单发肿瘤, 最大直径≤

5 cm; 或者肿瘤数目≤3个, 最大直径≤3 cm; (3)
没有脉管癌栓、邻近器官侵犯; (4)肝功能分级

Child-Pugh A或B级[14]. 张耀军等[14]报道了分别

应用RFA为主和手术切除治疗≤5.0 cm的小肝

癌71和90例的前瞻性临床随机对照研究, 结果

术后1、3、4年生存率分别为95.8%、71.4%、

67.9%和93.3%、73.4%、64.0%, 两组间没有统

计学差异, 但是RFA组的术后并发症发生率明

显低于手术切除组(3/71 vs  50/90), 术后住院时

间明显较短(9.18 d±3.06 d vs  19.70 d±5.61 d). 
Waki等[15]对88例小肝癌患者进行RFA治疗, 其中

1、3年局部肿瘤复发率分别为4.8%、4.8%, 3、
5年生存率分别为83.0%、70.0%, 3、5年无病生

存率分别为34.0%、24.0%. RFA的主要缺点是: 
(1)热力散失射频所产生的热力被附近大血管中

流动的血液带走, 使疗效降低; (2)肿瘤邻近器官

受损; (3)较大的肿瘤, 射频所致的肿瘤坏死率低. 
RFA后复发的独立危险因素有肿瘤直径>3 cm、

肿瘤临近肝内血管、包膜下肿瘤、PT延长超过

3 s. 如果在临床实践中对这些风险因素加以考

虑, 将有利于RFA的疗效[16].
2.3 其他经皮消融治疗 MCT、ILP等治疗与射频

机制相似, Shibata等[17]用微波治疗肝癌234例, 3
年生存率与5年生存率分别为73%和57%. 另一

试验证明18例小肝癌患者采用微波治疗肿瘤全

部坏死率为89%[18]. 近来氩氦冷冻治疗多通过内

镜途径, 据国外一项长期随访资料结果显示冷

冻手术后生存率与肝切除生存率相当, 但降低

了综合死亡率, 提高了生存质量[19]. HIFU对肝癌

的治疗尚处于研究阶段, 由于呼吸运动的影响

使肝脏移动较大以及肋骨对声能的反射和阻挡, 
使其临床应用受到一定的限制, 有待技术上的

进一步突破.

3  经导管动脉栓塞化疗术

正常肝脏的血供25%-30%来源于肝动脉, 而PHC
的血供90%-99%来自肝动脉, 只有少部分由门

静脉供血. TACE应用化疗药物和超液化碘油混

合成乳剂, 栓塞肿瘤血管, 使肿瘤缺血坏死, 而
对正常的肝脏影响较小. 目前, TACE是不能手

术切除的中晚期肝癌的首选疗法, 对于小肝癌

也是首选疗法之一. 主要适应证: PHC不能根治

性切除且肝功能尚好, 无门脉主干完全栓塞; 肿
瘤体积不大于全肝70%; 巨大PHC术前应用使

肿瘤缩小以期二期切除者; 姑息性控制肿瘤所
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■研发前沿
目前临床上对于
原发性肝癌的治
疗多以手术为主,
但近年来介入、

基因、免疫等相
关非手术综合治
疗逐渐成为研究
热点.
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致疼痛、出血及动静脉瘘; PHC切除后的预防

性治疗等[20]. 有学者报道8 510例无法手术切除

的PHC患者, 接受TACE患者的中位生存时间约

为34 mo, 患者的1、3、5和7年的生存率分别为

82%、47%、26%和16%[21]. 对伴有门静脉癌栓

的患者, 如采用合适的TACE治疗, 也可延长平

均生存时间[22,23]. 对于直径在5 cm以下的小肝癌

也取得了不错的效果[24]. TACE的缺点是大多数

肿瘤坏死不完全, 需要多次治疗. TACE术后手

术切除标本病理检测表明大多数瘤灶的周围仍

有残存的成活肿瘤细胞, 主要与肿瘤细胞的耐

药、栓塞不完全以及肿瘤侧枝血供的重新建立

有关.

4  放射治疗

近年来对PHC的放射治疗有以下最新认识: (1)
正常肝脏组织对放射线较为敏感, 而我国的肝

癌患者多半合并有病毒性肝炎, 在此基础上肝

脏肿瘤的放疗可能引起较严重的放射性肝损 
伤[25]; (2)Zeng等[26]从放射生物学角度验证了

HCC的放射敏感性几乎等同于鼻咽低分化鳞癌; 
(3)放疗技术不断发展, 如应用的立体定向放射

治疗(stereotactic radiotherapy, SRT)包括伽玛刀

(γ刀)、X刀、三维适形放疗(three-dimensional 
conformal radiation therapy, 3DCRT)和调强适

形放疗(intensity modulated radiation therapy, 
IMRT)既能提高肿瘤的照射剂量, 又能最大限

度减小射线对正常肝组织的损伤. 图像引导的

放射治疗技术(image-guided radiotherapy, IG-
RT)则充分考虑了呼吸所导致的治疗靶区的位

移误差, 引入了包括时间因素在内的4D放射治

疗概念, 使肿瘤的照射剂量明显加大, 使放疗疗

效得到明显增强. Kim等[27]总结了70例原发性

肝癌患者接受三维适形放疗的结果, 原发肿瘤

病灶的有效率为54.3%, 门静脉癌栓的有效率

为39%, 放疗显效患者的中位生存期延长11.2 
mo. 放射治疗可应用于巨大PHC和晚期PHC的
姑息治疗或与其他治疗方法相结合的综合治 
疗[28,29]. 放疗对于较大肿瘤或发生转移者具有一

定的姑息治疗作用, 对于病情较重者也可通过

放疗来使症状得到缓解. 对于PHC合并肝门淋巴

结或腹腔淋巴结转移者, 在控制肝脏原发病灶

后, 可将放疗应用于门静脉癌栓、下腔静脉癌

栓、肝门淋巴结或腹腔淋巴结转移以及远处转

移病灶的姑息性治疗[30-32]. 但正常肝的放射耐受

量因肝硬化程度不同而存在差异, 究竟多少体

积的肝脏, 应控制在多少放疗剂量才安全, 现尚

无统一标准; PLC的放疗剂量如何分割也存在很

大争议. 肝炎、肝硬化对肝细胞再生的影响如

何, 合并肝炎、肝硬化时放射治疗的总剂量和

分割方式以及与放射性并发症的关系等问题仍

需进一步探索. 目前通常主张采用较小剂量、

较长疗程和积累总剂量足够大的方法, 以提高

疗效和减少不良反应.
此外, 用单克隆抗体携带放射性物质的导向

治疗也可以取得一定的疗效(内放疗), 对于术中

探查无法切除的肝癌可在术中经肝动脉注入Y
球形微粒, 起到内照射治疗作用, 对缩小肿块、

缓解症状和延长生命有一定的意义, 有少数患

者经此法治疗, 肿瘤缩小而获得二期切除[33,34].

5  化学治疗

肝癌是一种化疗抵抗肿瘤, 这种抵抗与肝癌的

肿瘤生物学特性, 药代动力学属性和其固有的

获得性耐药相关联; (1)P53基因突变在肝癌中

经常发生, 肝炎病毒感染和化学药物都对P53突
变的分子机制产生影响, 化疗药物引起细胞凋

亡需要P53的参与, 肝癌P53通路被损坏从而导

致肝癌普遍存在着原发性耐药[35]. 此外DNA拓

扑异构酶Ⅱα在肝癌细胞高表达, 而阿霉素的靶

点是DNA拓扑异构酶Ⅱα, 肝癌细胞DNA拓扑

异构酶Ⅱα的过度表达可能是肝癌阿霉素抵抗

的缘由[36]; (2)在肝癌的药代动力学方面, 由于肝

细胞数量减少、肝微循环障碍和转化功能(如
CYP450系统等)降低, 使常规的化疗药物的吸

收、分布、代谢和利用度差, 难以达到预期的

目的, 且化疗药物本身的毒性作用, 往往会加重

肝功能不全, 增加患者感染、黄疽、腹水和消

化系出血的机率, 难以保证化疗的剂量强度和

疗程的完整; (3)肝癌细胞具有固有耐药性, 可以

通过药物外排机制(ATP结合盒蛋白药物转移家

族: 多耐药基因蛋白、P-糖蛋白、多药耐药蛋

白)而耐药[37].
迄今为止, 还没有令人信服的证据证明全身

化疗可以改善晚期肝癌患者的总生存率[38]. 大多

数化疗药物都曾试用于肝细胞癌, 但成效甚微, 
有研究证明单药阿霉素的有效率为10%-15%, 
但并不能提高患者生存率, 有些病例甚至产生3
或4级严重不良反应, 特别是中性粒细胞减少[39]. 
其他化疗药如顺铂、5-FU、表阿霉素、依托泊

甙、吉西他滨、依立替康和阿霉素脂质体等也

未显示有明显的疗效, 但伴有较明显的化疗相

■创新盘点
本文总结了原发性
肝癌在介入、放
疗、生物治疗等非
手术治疗方面的最
新研究成果.
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关的全身不良反应[40-42]. 过去认为, 联合化疗的

客观疗效应优于单药化疗, 虽然一些方案在临

期研究中表现出一定的作用, 但大多数的方案

未能提高患者总生存率[43,44].

6  激素治疗

众所周知, 性类固醇激素能够促进多种癌细胞

的生长. 临床上, 激素治疗已经用于治疗许多种

实体瘤. 如女性的乳腺癌, 子宫内膜癌和男性的

前列腺癌. 事实上, 激素治疗通过阻断性激素受

体的相互作用达到治疗目的. 肝癌表达雌激素

受体, 孕激素受体和雄激素受体[45,46]. 因此, 激素

类药物曾经一度被用来治疗晚期肝癌患者, 他
莫昔芬因为其良好的耐受性和可口服而被选

用. 然而, 一些前瞻性随机对照试验未能证明

其能提高晚期肝癌患者的总体生存率[47]. 此外, 
Nowak等[48]的荟萃分析未能证明其对晚期肝癌

患者存在生存优势. 总之, 目前没有充分的证据

证明肝癌的激素治疗的有效性.

7  生物治疗

7.1 免疫治疗 近年来, 国内外在肝癌的基因治

疗, 过继免疫治疗, 细胞因子治疗及单克隆抗体

导向治疗方面的研究取得了一定进展. 目前临

床上比较常用的生物治疗方法是细胞因子如干

扰素的应用. 干扰素是病毒性肝炎经常采用的

治疗药物, 但对肝癌治疗的作用仍存在争议. Lai
等[49]进行的研究取得了一定的疗效, 他们使用高

剂量的干扰素(2.5×107-5.0×108 IU/m2, 3次/周)
治疗晚期肝癌患者, 有效率为30%, 提高了患者

的总体生存率, 其缺点主要是存在明显的治疗

相关性不良反应. 当采用低剂量干扰素(3×106  
IU/m2, 3次/周)时, 虽然不良反应有所减轻, 但是

无显著临床受益.
7.2 靶向性药物治疗 随着对肝细胞癌分子结构

的了解不断加深, 针对肿瘤细胞的细胞内信号

转导开发的靶向性药物已取得了令人可喜的进

展[50]. 这些分子靶向治疗主要针对肝癌细胞的

生长因子及其受体, 细胞内的信号转导和细胞

周期控制. 最近对酪氨酸激酶抑制剂索拉非尼

治疗肝癌的初步研究已取得积极成果[51,52]. 索
拉菲尼是作为一种口服的多靶点、多激酶抑制

剂, 可以靶向作用于肿瘤增殖、肿瘤血管生成

过程中的多种激酶(血管内皮生长因子、血小

板源性生长因子、c-kit受体、Raf). 在一项针对

137例患者的Ⅱ期临床试验中, 高表达磷酸化细

胞外信号调节激酶和Raf患者的生存期得到了

明显的延长, 显示了索拉非尼具有良好的靶向 
性[53]. 血管内皮生长因子的单克隆抗体贝伐单抗

(bevacizumab)也已进入了治疗PHC的Ⅱ期临床

试验阶段, 试验证明贝伐单抗与铂类化疗药物之

间具有良好的协同性, 可使患者的中位生存期延

长至9.6 mo[54]. 表皮生长因子受体阻断剂如埃罗

替尼(erlotinib), 西妥昔单抗(cetuximab), 拉帕替

尼(lapatinib)也均在各自临床试验中取得了良好

的疗效, 但其有效性还有待进一步证明[55-57].

8  综合治疗或联合治疗

综合治疗或联合治疗是目前肝癌治疗的方向, 
已有较多的研究表明联合治疗优于单一治疗. 
但如何来实施联合治疗尚无统一的认识, 也未

能提出一种或多种标准的联合治疗方案. 对于

一些被随机对照试验研究证实了的有效的治疗

手段并不意味着对某一个体患者一定有效, 由
于每一个患者均有其特殊的临床表现, 因此治

疗的策略也应该随机应变, 提出一套适用于该

患者的特殊治疗方案, 也就是肝癌患者治疗的

个体化方案. 但治疗方案的制定切忌因需个体

化而导致了随意化的结果[58].

9  结论

虽然目前对肝癌的治疗还没有出现一个根本性

的转折, 但是肝癌的各种治疗方法和手段都取

得了长足的进步. 以手术为主, 联合TACE及其

他各种局部消融治疗, 并根据个体情况选用放

疗、化疗、生物治疗、分子靶向治疗、中医中

药治疗等综合治疗, 在较长的时间内仍将作为

治疗肝癌的主要模式. 合理选择各种治疗方法

是提高肝癌治疗效果的关键.
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Abstract
Curcumin is a natural product isolated from 
rhizome of Curcuma longa (turmeric). Exten-
sive research over the past five decades has 
revealed several important functions of cur-
cumin. Animal studies and clinical trials have 
suggested that curcumin has antioxidant, anti-
inflammatory, anti-tumor and immunoregula-
tory effects. Ulcerative colitis (UC) is a chronic, 
idiopathic, relapsing intestinal inflammatory 
disorder of unknown etiology. In experimental 
colitis, curcumin mediates anti-inflammatory 
effects by modulating the release of cytokines, 
inhibiting nuclear factor-κB (NF-κB) and its 
upstream signaling pathway, activating peroxi-
some proliferator-activated receptor γ (PPARγ), 
and down-regulating the activity of cyclooxy-
genase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide 
synthase (iNOS). At present, although there are 
studies suggesting that curcumin has therapeu-
tic value for patients with UC, further studies 
are still needed to evaluate the clinical potential 
of curcumin in these patients.

Key Words: Curcumin; Ulcerative colitis; Cytokine; 
Nuclear factor-κB; Peroxisome proliferator-activated 
receptor γ; Cyclooxygenase-2; Inducible nitric oxide 
synthase
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cumin: mechanisms and efficacy. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(24): 2569-2573

摘要
姜黄素是姜科植物姜黄的提取物, 现代药理学
研究证实其具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、免
疫调节等作用. 溃疡性结肠炎是一种病因尚不
十分清楚的肠道非特异性炎症性疾病. 许多研
究表明姜黄素可以通过调节细胞因子释放, 抑
制核因子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)信号通
路, 激活过氧化物酶增殖剂激活受体(peroxi-
some proliferator-activated receptor γ, PPARγ)
表达及下调环氧化酶-2(cyclooxygenase-2, 
COX-2), 诱导型一氧化氮合成酶(inducible 
nitric oxide synthase, iNOS)活性等多种途径阻
断多种炎症因子的转录, 在实验性的溃疡性结
肠炎中发挥抗炎作用. 目前有临床研究也证实
了姜黄素对溃疡性结肠炎患者具有治疗价值, 
但临床研究资料相对较少, 仍需大量的临床研
究来评估姜黄素临床潜力.

关键词: 姜黄素; 溃疡性结肠炎; 细胞因子; 核因子

-κB; 过氧化物体增殖物激活受体-γ; 环氧合酶-2; 

一氧化氮合酶
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0  引言

姜黄素来源于姜科植物姜黄的干燥根茎, 主要

产于日本、中国、印度等地, 具有价格低廉、

无毒的特性, 传统中医认为姜黄有破血行气, 通
经止痛之功效[1]. 现代药理学研究证实姜黄素

具有抗炎、抗氧化、抑制血小板聚集、免疫调

节、抗肿瘤等功能[2-4]. 溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)是一种肠道非特异炎症性疾病[5], 属

www.wjgnet.com
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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)是一种肠道
非特异炎症性疾
病, 其病因及发病
机制尚未完全阐
明 ,  治 疗 上 也 缺
乏特异有效的药
物, 因此研究其发
病机制, 以及寻找
治疗新策略和新
药物是当今UC研
究领域的一大热
点. 近年的研究表
明姜黄素具有强
大的抗炎作用, 对
UC有一定的治疗
作用, 但其抗炎机
制复杂, 有必要进
行深入、广泛的
研究, 而姜黄素价
格低廉、来源广
泛, 有很好的开发
利用价值.

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 , 
广州中医药大学
脾胃研究所药理
室



于炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的一种, 其病因及发病机制尚未清楚, 大多数研

究认为与免疫反应异常有关[6,7]. 遗传、环境因

素、肠道黏膜屏障的破坏、持续的肠道感染等

多种因素共同参与了UC的发生[8]. 研究表明姜

黄素可以通过调节细胞因子的释放, 抑制核因

子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)的活化, 激活过

氧化物酶增殖剂激活受体(peroxisome prolifer-
ator-activated receptor γ, PPARγ)的表达及下调

环氧化酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2), 诱导型

一氧化氮合成酶(inducible nitric oxide synthase, 
iNOS)的表达等多种途径发挥抗炎作用, 在UC
的治疗中具有重要价值.

1  姜黄素对UC的抗炎机制的研究

1.1 姜黄素调节细胞因子释放 细胞因子分为促

炎性细胞因子(TNF-α、IL-1、IL-2、IL-8等)和
抑炎性细胞因子(IL-4、IL-10等), 他们在UC中
的发病作用已经得到公认, 正常机体内促炎和

抗炎细胞因子处于平衡状态, UC时肠黏膜促炎

细胞因子表达升高, 而抑炎细胞因子分泌相对

不足, 使肠黏膜产生强烈的炎性反应, 引起肠道

损伤[9-11]. 近来使用TNF-α抗体[12]和IL-2R[13]单抗

治疗UC取得了一定效果, 更证实了细胞因子在

UC发病中的作用. 姜黄素可以通过抑制促炎细

胞因子及增加抑炎细胞因子表达而在肠道炎症

中发挥抗炎作用.
J i a n等 [14]采用RT-P C R测定三硝基氯苯

(TNBS)诱导的小鼠结肠炎的结肠组织中IL-1β 

mRNA和IL-10 mRNA的表达, 发现经姜黄素治

疗后结肠组织中IL-1β mRNA的表达显著地被抑

制, 而IL-10 mRNA表达增加, 肠道的炎症反应减

轻, 表明姜黄素可以调节炎症因子的释放而在

UC中发挥抗炎作用. Arafa等[15]使用姜黄素100 
mg/(kg•d)预防性保护葡聚糖硫酸钠(dextran sul-
fate sodium, DSS)诱导的鼠UC, 发现小鼠肠道的

TNF-α表达较模型组明显下降, 而脂质过氧化的

产物丙二醛(malondialdehyde, MDA)的表达水平

下降, 可见姜黄素可以调节炎症因子TNF-α等的

释放, 调整氧化剂与抗氧化剂的平衡, 对DSS诱
导的鼠UC有预防性的保护作用. Zhang等[16]使用

姜黄素治疗TNBS诱导的鼠结肠炎, 用流式细胞

仪测定细胞因子的表达, 发现姜黄素降低了Th1
细胞因子(IL-12、TNF-α、IL-1)的表达, 增加了

Th2细胞因子(IL-4、IL-10)在肠黏膜的表达, 且
改善了肠道病理图像, 对鼠结肠炎具有治疗作
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用. Epstein等[17]将来自于儿童和成人UC活检的

肠道黏膜与姜黄素一起进行半体内培养, 使用

ELISA测量IL-1β、IL-10的表达, 通过免疫印迹

测量p38丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)MAPK活性, 发现肠黏膜

p38 MAPK的活性降低, IL-10表达增加, 而IL-1β
表达下降, 这进一步证明姜黄素可以通过调节细

胞因子释放而在UC中发挥抗炎作用.
1.2 姜黄素抑制NF-κB信号通路

1.2.1 NF-κB与UC: 细胞因子在UC中的发病作用

已得到公认, 而这些细胞因子均含有NF-κB的结

合位点, TNF-α、IL-1等可促进NF-κB活化[18,19], 
而NF-κB活化后能促进多种促炎因子TNF-α、
IL-6、INF-γ等的表达, 使炎症反应放大和持续, 
导致了黏膜的炎症反应及肠道的组织损害, 诱
导了UC的发生[20]. NF-κB活化所需要的中心激

酶IKK-γ(IκB kinase-gamma)或IKK的其他亚基

如IKK-α、IKK-β的缺失及NF-κB p65的缺失都

会导致小鼠自发的严重的肠道炎症[21,22]. NF-κB
信号通路在肠道的免疫稳态中具有重要作用. 
有研究通过免疫组织化学测定UC患者病变黏膜

组织NF-κB的表达, 发现UC患者的NF-κB表达

水平较对照组显著提高, 提示NF-κB在UC的发

病中居重要地位[23]. Gan等[24]研究发现UC患者肠

道活检组织中NF-κB p65水平明显高于对照组, 
且肠黏膜组织IL-1β mRNA和IL-8 mRNA表达比

对照组明显升高, 并与NF-κB DNA结合活性成

正相关, 表明NF-κB是UC细胞因子释放的关键

调控因素.
1.2.2 姜黄素与NF-κB信号通路: 姜黄素可以通

过抑制IκB的降解及IKK上游的通道信号而阻

断细胞因子诱导的NF-κB的激活及致炎因子的

表达, 从而减轻肠道炎症反应. Deguchi等[25]研究

发现DSS诱导的小鼠UC, 经姜黄素治疗后肠黏

膜细胞NF-κB活性被抑制了. 小鼠体质量减轻不

明显, 疾病活动指数、组织学评分、髓过氧化物

酶活性都降低, 黏膜水肿、细胞浸润、上皮破坏

都明显减轻, 其机制可能是通过抑制NF-κB活性

而减轻结肠炎症. Venkataranganna等[26]使用25、
50、100 mg/(kg•d)姜黄素治疗二硝基氯苯诱导

的鼠结肠炎, 发现经姜黄素治疗的小鼠肠道长

度缩短, 体质量下降减轻, 并且与姜黄素的剂

量成正相关, 且髓过氧化物酶(myeloperoxidase, 
MPO)、脂质过氧化(lipid peroxide, LPO)、碱

性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)活性都有

所降低, 其中100 mg/(kg•d)组的治疗作用最为
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■研发前沿
姜黄素对UC的抗
炎机制的研究及
其临床应用是目
前研究的热点之
一, 对其抗炎机制
的研究可以为UC
发病机制及治疗
提供有力的理论
证据. 而对其疗效
和安全性的评价
则具有临床实用
价值.

■创新盘点
本文着重从分子
角度对姜黄素在
UC中的抗炎作用
进行阐述, 综述了
姜黄素通过调节
细 胞 因 子、N F -
κ B 、 P PA R γ 及
COX-2, iNOS活
性而发挥抗炎作
用. 同时综述了姜
黄素在UC中的临
床研究成果.
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明显, 其等效剂量相当于100 mg/kg的柳氮磺吡

啶, 并且该组NF-κB的表达下降, 姜黄素通过促

进肠道的氧化应激和下调肠道NF-κB表达而减

轻肠道炎症及损害. Lubbad等[27]通过使用姜黄

素治疗TNBS诱导的鼠UC, 采用Western blot技
术检测结肠组织的Toll样受体4(Toll-like receptor 
4, TLR-4), MyD88, NF-κB蛋白含量, 发现姜黄

素治疗组的结肠炎症组织中的TLR-4, MyD88, 
NF-κB被抑制了, 而姜黄素对非炎症组没有影

响. Toll样受体(Toll-like receptor, TLR)介导NF-
κB信号传递途径, MyD88是NF-κB信号通路传

递过程中的接头蛋白, 说明姜黄素可以通过抑

制TLR-4、MyD88而抑制NF-κB的活化, 从而

缓解肠道炎症. Binion等[28]发现姜黄素通过阻

止Akt、MAPK、NF-κB信号通路而抑制了血

管细胞间黏附因子-1(vascular cell adhesion mol-
ecule-1, VCAM-1)在人类肠道微血管内皮细胞

(human intestinal microvascular endothelial cells, 
HIMEC)中的表达, VCAM-I的表达对IBD的微血

管系统有重要作用, 他在炎性细胞向炎症部位

移位、活化过程中起重要作用.
1.3 姜黄素调节PPARγ活性

1.3.1 PPARγ与UC: 许多研究认为PPARγ通路是

炎症反应信号通路之一, PPARγ在肠道黏膜的上

皮细胞中高表达, 可能参与了UC炎症的调控[29,30]. 
肠道菌群, TLR等都参与了PPARγ及其抗炎机制

的调节. PPARγ活化后可通过抑制TNF-α及其诱

导的VCAM-1, 细胞间黏附因子-1(intercellular 
adhesion molecule -1, ICAM-1)的表达, 而在IBD
中发挥抗炎作用[31]. PPARγ配体可抑制巨噬细胞

活性以及iNOs和促炎因子, 如TNF-α、IL-lβ、
IL-6的产生, 抑制NF-κB活化, 故PPARγ可能是

通过抑制NF-κB的活化而发挥抗炎作用, 可能对

炎症性肠病具有治疗作用[32]. Shrestha等[33]通过

PCR测定UC患者与正常对照组的PPARγ C161T
基因的多态性, 得出PPARγ C161T的多态性与中

国的UC患者之间存在联系.
1.3.2 姜黄素与PPARγ: 目前有研究认为, 姜黄

素可以通过上调PPARγ的活性、抑制促炎细胞

因子TNF-α等的表达和释放来发挥抗炎作用[34]. 
PPARγ在结肠黏膜的上皮细胞中高表达[35], 因此

姜黄素可能通过调节PPARγ活性而在UC中发挥

治疗作用. Zhang等[36]通过使用30 mg/(kg•d)的姜

黄素治疗TNBS诱导的鼠UC 2 wk, 姜黄素促进

了小鼠的存活率、体质量的恢复以及降低肉眼

评分, PPARγ、15D-PGJ2和PGE2表达增加, 而对

照组地塞米松的治疗也增加了PPARγ表达. 15D-
PGJ2是PPARγ的配体, 可激活PPARγ而抑制NF-
κB活化, 姜黄素可能通过激活PPARγ的活性来

治疗鼠结肠炎. 有实验表明TNBS诱导的大鼠UC
经姜黄素治疗后大鼠死亡率、组织学和结肠黏

膜大体评分降低, 结肠组织中PPARγ表达增高, 
而NF-κB表达降低, 进一步证明姜黄素可激活

PPARγ而负性调节NF-κB表达, 从而增加抗炎因

子、减少促炎因子释放, 而缓解鼠结肠炎症[37]. 
现有学者研究认为姜黄素不是PPARγ的配体[38]. 
因此姜黄素是否通过直接结合并激活PPARγ发

挥抗炎作用, 或是通过作用于其受体激活某些

信号通路, 导致PPARγ表达上调和细胞因子表达

受抑, 尚需进一步研究.
1.4 姜黄素下调COX-2, iNOS活性 COX-2, iNOS
为两种诱生型酶, 静息状态下不表达, 当细胞接

受各种刺激, 如TNF-α, IL-1β刺激后表达大量增

加, 参与UC的炎症及损伤过程. 有研究表明UC
患者肠黏膜内COX-2和PPARγ表达成显著负相

关[39]. COX-2的代谢产物15D-PGJ2是PPARγ的

配体, COX-2的表达增加导致15D-PGJ2增加, 激
活PPARγ而抑制NF-κB活化和MAPK通路, 进而

抑制COX-2及促炎细胞因子[40]. iNOS启动子含

有NF-κB应答元件, 炎症反应时细胞因子水平增

高, 激活NF-κB并与iNOS启动子上的特异κB序
列结合, 调节iNOS活性, 从而调节NO的产量, 导
致UC黏膜损伤.

Jiang等[41]通过使用姜黄素30 mg/(kg•d)的剂

量治疗TNBS诱导的UC, 大鼠的生存率、病理

图像和肉眼评分都得到改善, 并且通过RT-PCR
和Western blot检测肠道黏膜COX-2表达, 使用

RT-PCR检测细胞因子表达, 通过ELISA检测前

列腺素E2(prostaglandin E2, PGE2), 发现经姜黄

素治疗后鼠肠道黏膜的COX-2和细胞因子的表

达下降而PGE2的表达上升, 姜黄素可能通过抑

制COX-2而发挥抗炎作用. Camacho-Barquero
等[42]使用50-100 mg/(kg•d)的姜黄素治疗TNBS
诱导的鼠UC, 使用Western blot及免疫组织化学

测量结肠组织中COX-2、iNOS及细胞因子的表

达, 发现经姜黄素治疗后结肠组织中的COX-2、
iNOS、细胞因子表达下降, p38 MAPK信号通路

被抑制, 肠道炎症减轻. 姜黄素可能通过抑制p38 
MAPK而下调COX-2、iNOS表达. 此外, 姜黄素

还能抑制炎性调节因子NF-κB、COX-2、iNOS, 
在肠道疾病、肿瘤、呼吸系统疾病等方面具有

预防和治疗价值[43].

■应用要点
通过阐述姜黄素
在分子水平对UC
的抗炎机制及其
临 床 研 究 ,  为 姜
黄 素 治 疗 U C 提
供了有力的证据, 
表明姜黄素有很
好 的 应 用 前 景 , 
有望开发成为治
疗UC的新药.
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2  姜黄素对UC的临床疗效的研究

Hanai等[44]对89个被诊断为静止期UC的患者使

用姜黄素进行随机、双盲、多中心治疗, 以阻

止疾病复发. 45个患者接受姜黄素和柳氮磺吡

啶或氨基水杨酸治疗, 姜黄素剂量为早晚餐后

各1 g; 44例患者接受安慰剂和柳氮磺吡啶或

氨基水杨酸治疗, 一共治疗6 mo, 并进行6 mo
的随访, 期间进行临床活动指数和内镜指数评

分. 接受姜黄素治疗组的患者在6 mo后复发率

为4.65%, 而接受安慰剂组治疗的患者复发率为

20.5%, 两者复发率有显著性差异(P  = 0.049), 同
时姜黄素改善了患者的临床活动指数和内镜指

数的评分, 表明姜黄素是一种能够缓解静止期

UC患者复发的安全、有效的用药, 具有很好的

治疗前景. 姜黄素的临床Ⅰ期实验研究显示使

用姜黄素(12 g/d)3 mo, 对人类无明显毒性, 其他

的临床试验也证实了姜黄素对家族性腺瘤性息

肉病、胰腺炎、胰腺癌、肠道肿瘤等消化系疾

病具有潜在的治疗价值[3]. 姜黄素的临床研究取

得了一定成效, 但是目前的临床研究资料相对

较少, 仍需大量的临床研究来评估其临床潜力.

3  结论

细胞因子、NF-κB、PPARγ以及COX-2, iNOS之
间关系复杂, 细胞因子可能为NF-κB、PPARγ、

COX-2、iNOS直接或间接的共同诱导物, 而NF-
κB与PPARγ、NF-κB与iNOS、PPARγ与COX-2
在炎症反应中联系紧密. 应进一步研究他们之

间的相互关系及确切的信号转导通路, 为U C
的发病机制、临床诊断及治疗提供更多的依

据. 姜黄素作为姜黄属植物的天然提取物, 具有

来源广泛、价格低廉、安全性高、无毒等优

点. 近年来的研究证实姜黄素具有强大的抗炎

作用和良好的应用前景, 有望成为治疗UC的新 
药[45]. 但是姜黄素的抗炎机制复杂, 目前为止仍

未系统、明确地了解, 有必要进行深入、广泛

的研究.
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Abstract
AIM: To screen proteins interacting with hepa-
titis C virus (HCV) NS2 protein from a human 
pancreas cDNA library.

METHODS: A human pancreas cDNA library 
was amplified, purified and identified. The 
purified library plasmid was transformed into 
yeast strain Y187. The bait plasmid pGBKT7-
NS2 was transformed into yeast strain AH109 
and screened on SD/-Trp agar plates. The trans-
formed AH109 strain was then mated with Y187 
strain that contained the library plasmid. The 
diploid yeast cells were selected on SD/-Trp/-
Leu/-His/-Ade and SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 
agar plates containing X-α-gal. The plasmid in 
diploid yeast cells was extracted and electro-
transformed into E.coli DH5α strain for plasmid 

preparation, sequencing and sequence blasting.

RESULTS: A human pancreas cDNA library 
was constructed successfully. The reconstructed 
bait plasmid (pGBKT7-HCV NS2) was success-
fully transformed into yeast strain AH109. Seven 
proteins interacting with the HCV NS2 protein 
were identified.

CONCLUSION: Seven proteins interacting with 
the HCV NS2 protein is identified from a human 
pancreas cDNA library, some of which may be 
related with glucose and lipid metabolism.

Key Words: Pancreas; Hepatitis C virus; Pancreas 
cDNA library; Yeast two-hybird system

Wu Y, Zhang JQ, Ning M. Screening of proteins binding 
to hepatitis C virus NS2 protein from a human pancreas 
cDNA library. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 
2574-2578

摘要
目的: 研究人胰腺细胞中与丙型肝炎病毒
(HCV)包膜糖蛋白NS2相互作用的结合蛋白
中的代谢相关基因. 

方法: 扩增人胰腺细胞cDNA文库并进行纯化
鉴定, 将文库质粒转化酵母菌株Y187. 诱饵质
粒pGBKT7-NS2转化酵母菌株AH109, 在色氨
酸缺陷型培养基(SD/-Trp)上筛选阳性菌落. 应
用酵母双杂交系统3将阳性重组AH109菌株
与重组酵母菌株Y187进行配合, 在4缺培养基
(SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade)和铺有X-α-gal的4缺
培养基上进行筛选, 提取蓝色酵母菌落质粒, 
电转化大肠埃希菌DH5α后再提取质粒测序. 
测序结果进行序列比对. 

结果: 成功构建人胰腺cDNA文库以及pGB-
KT7-HCV NS2重组质粒, 筛选出7种与HCV 
NS2蛋白相结合的蛋白基因. 

结论: 筛选出的与HCV NS2蛋白结合的部分人
胰腺细胞蛋白基因与糖、脂类代谢密切相关.

®

■背景资料
目前, 随着中国经
济迅速发展, 人们
生活水平的不断
提高, 生活及饮食
结构的迅速改变, 
2型糖尿病的发病
率逐年上升, 2型
糖尿病已成为严
重威胁人类健康
的社会公共问题, 
而糖尿病与慢性
肝病(尤其是慢性
乙、丙型肝炎)密
切相关.

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
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0  引言

目前, 随着中国的经济迅速发展, 人们生活水平

的不断提高, 生活及饮食结构的迅速改变, 2型
糖尿病的发病率逐年上升, 据杨文英教授最新

流行病调查, 2007-2008年中国2型糖尿病发病率

高达9.7%, 而糖耐量受损达15.5%[1]. 2型糖尿病

已成为严重威胁人类健康的社会公共问题, 而
糖尿病与慢性肝病又有着密切关系, Trombetta
等[2]综合报道后发现, 肝硬化患者同时患有2型
糖尿病的几率为12.3%-57.0%. Knobler等[3]报道, 
丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)感染是肝

病患者发生糖尿病的独立危险因素. 糖尿病患

者中发现合并肝病的患者亦高于普通人群, 一
项涉及13个中心的5 003例糖尿病患者, 98%的

患者是脂肪肝和慢性肝炎, 目前糖尿病病因还

尚未明确, 2008年美国糖尿病学会定义糖尿病

是一组由于胰岛素分泌缺陷, 或胰岛素作用缺

陷, 或两者兼之所引起的以高血糖为特征的代

谢性疾病. 2型糖尿病与肥胖、高脂血症、高血

压病、心血管系统疾病以及结肠癌、肾癌、胰

腺癌和肝细胞癌等有关, 以中心性肥胖和胰岛

素抵抗为重要致病因素, 主要病理生理基础是

胰岛素抵抗(insulin resistance, IR). Park等[4]研

究了HCV感染患者的胰岛素敏感性改变, 得出

了HCV感染是发展为IR的独立危险因素. 有相

关研究报道, HCV感染与糖尿病、移植后糖尿

病、地中海贫血患者伴发的糖尿病或糖代谢异

常均有相关性[5]. 而且, 肝脂肪变的存在与慢性

丙型肝炎(chronic hepatitis C, CHC)的疾病进展

有关[6]. 另外, Mason等[7]指出HCV感染与糖尿

病(diabetes mellitus, DM)密切相关. Parolin等[8]

研究了HCV与2型糖尿病的流行病学关系, 也发

现2型糖尿病中HCV发病率高. HCV包膜糖蛋

白NS2是一种多功能蛋白质, 与HCV感染的慢

性化和抗病毒免疫关系密切. 因此我们应用酵

母双杂交技术筛选人胰腺细胞cDNA文库中的

HCV NS2结合蛋白基因, 为研究HCV慢性感染

与2型糖尿病、IR之间的相关性及其作用机制, 
以及影响糖、脂类代谢的分子生物学机制提供

重要信息. 

1  材料和方法

1.1 材料 主要试剂及培养基: YPDA SD/-Trp、
SD/-Leu、SD/-Trp/-Leu、SD/-Trp/-Leu/-His以及

SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培养基均购自美国Clon-
tech公司. 酵母双杂交系统3试剂盒: 其中包括人

胰腺细胞cDNA文库、pGADT7-AD克隆载体、

pGBKT7-BD克隆载体、pGADT7-T对照质粒、

pGBKT7-53对照质粒、酵母菌株AH109及酵母

菌株Y187, 购自美国Clontech公司. 引物合成由

北京奥科生物技术公司完成.
1.2 方法 
1.2.1 酵母胰腺细胞cDNA文库的构建: 按试剂

盒说明书对文库进行扩增, 纯化文库质粒后转

化大肠杆菌D H5α感受态细胞 ,  随机挑取6个
单克隆提取质粒, Eco RⅠ、XhoⅠ双酶切鉴定

cDNA文库的多样性. 然后将该文库转化酵母

菌株Y187, 制备酵母胰腺细胞cDNA文库. 提取

新鲜生长的Y187酵母菌落(直径>2 mm)接种于

150 mL YPDA液体培养基中, 30 ℃振摇培养至

A 600>1.5时, 把该培养物转移至850 mL YPDA液

体培养基中, 30 ℃振摇培养至A 600 = 0.4-0.6. 以
醋酸锂法将胰腺细胞cDNA文库质粒(0.25 mg)
转化入酵母菌株Y187进行文库转化, 然后将转

化物铺SD/-Leu板50块, 30 ℃倒置温育7 d. 同时

将转化产物按1∶10、1∶102、1∶104、1∶106

和1∶108分别铺于SD/-Leu培养基上检验转化效

率. 同时将pGADT7-AD和pGADT7-T对照质粒

转化酵母菌株Y187. 
1.2.2 诱饵质粒转化酵母菌株及其鉴定: HCV 
NS2蛋白的酵母表达载体pGBKT7-HCV NS2由
北京地坛医院传染病研究所构建, 醋酸锂法转

入酵母菌株AH109. 转化后铺板于SD/-Trp固体

培养基进行筛选, 对直径>2 mm的菌落随机挑取

进行菌落PCR鉴定. 同时将pGBKT7-BD和pG-
BKT7-53对照质粒转化酵母菌株AH109. 
1.2.3 pGBKT7-HCV NS2质粒转化的酵母菌株

AH109与胰腺细胞cDNA文库质粒转化的酵母

菌株Y187的配合: 挑取新鲜生长的经菌落PCR
鉴定正确的AH109酵母菌落(直径>2 mm), 接
种于SD/-Trp液体培养基中, 30 ℃振摇至A 600为

0.8-1.0. 重悬于50 mL 2×YPDA培养基中, 与4 
mL含胰腺细胞cDNA文库的酵母细胞于摇床中

30 ℃ 45 r/min(离心半径为5 mm)振摇培养配合

24 h. 观察到三叶草状的二倍体细胞后, 将其重

■研发前沿
HCV包膜糖蛋白
NS2是一种多功
能蛋白质, 与HCV
感染的慢性化和
抗病毒免疫关系
密切 .  因此HCV 
NS2结合蛋白基
因, 成为研究HCV
慢性感染与2型糖
尿病、胰岛素抵
抗 ( IR)之间相关
性及其作用机制
的热点, 这将为研
究影响糖、脂类
代谢的分子生物
学机制提供更广
阔的思路. 

■相关报道
M a s o n 等 指 出
HCV感染与糖尿
病(DM)密切相关. 
Parolin等研究了
HCV与2型糖尿病
的流行病学关系, 
也发现2型糖尿病
中HCV发病率高.
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悬于10 mL 0.25×YPDA培养基中, 然后铺SD/-
Trp/-Leu/-His平板和SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade平
板各25块, 置30 ℃温箱培养. 同时将配合产物按 
1∶10、1∶102和1∶103分别铺于S D/-Tr p/-
L e u、S D/-Tr p、S D/-L e u培养基上检验配合

效率. 生长16 d后把直径>2 mm的菌落画线于

铺有X-α-gal的SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培养基

上 ,  在此培养基上生长的蓝色菌落为阳性菌

落. 同时设立阳性对照和阴性对照, 阳性对照

为pGADT7-T质粒转化的酵母菌株Y187与pG-
BKT7-53质粒转化的酵母菌株AH109配合; 阴性

对照为pGBKT7-BD质粒转化的酵母菌株AH109
与胰腺细胞文库质粒转化的酵母菌株Y187配
合、pGBKT7-HCV NS2质粒转化的酵母菌株

AH109、胰腺细胞cDNA文库质粒转化的酵母

菌株Y187. 
1.2.4 阳性质粒的分析: 于SD/-Trp/-Leu/-His/-
A d e固体培养基上挑取阳性菌落 ,  于摇床中

30 ℃, 250 r/min(离心半径为5 mm)振摇5 d后用

酸化玻璃珠法提取酵母质粒. 电穿孔法将提取

的质粒转化DH5α, 并于含氨苄西林的LB平板上

培养, 所获得菌落质粒用BglⅡ酶切鉴定后测序, 
测序结果与GenBank中的序列进行比对分析. 

2  结果

2.1 酵母胰腺细胞cDNA文库的构建及其鉴定 待
转化的胰腺cDNA文库滴度在5×107 CFU/mL左
右时, 纯化后的质粒DNA浓度约为0.32 g/L. 随
机挑取文库菌落, 提取质粒, 用BglⅡ酶切鉴定胰

腺细胞cDNA文库的多样性, 结果显示插入片段

大小不一, 说明文库具有良好的多样性(图1). 胰
腺细胞cDNA文库转化酵母菌株Y187后, 检验转

化效率, 确定其滴度>1×106 CFU/mL, 胰腺细胞

cDNA文库转化成功.
2.2 pGBKT7-HCV NS2质粒转化AH109酵母菌

株 用醋酸锂法转化酵母细胞后在缺陷型SD-Trp
培养基上筛选生长培养4 d后, 挑取菌落, PCR扩
增HCV NS2基因, 结果显示转化成功(图2). 
2.3 胰腺细胞cDNA文库转化的酵母菌株Y187与

pGBKT7-HCV NS2质粒转化的AH109酵母菌株

配合 酵母双杂交系统3筛选与HCV NS2结合的

胰腺蛋白, 配合时观察到了三叶草状二倍体酵

母细胞(图3). 
2.4 阳性质粒的分析 筛选出的胰腺细胞cDNA文

库质粒测序与同源性分析, 初步结果共筛选出

15个阳性克隆, 其测序结果与基因库进行同源

序列比对, 发现HCV NS2蛋白与7种人类基因表

达蛋白可能存在相互作用(表1). 阴性对照无酵

母菌落生长, 阳性对照可见酵母菌落生长. 

3  讨论

目前我国丙型肝炎抗体阳性率为3.2%, 而糖尿

患者群的丙型肝炎患病率4.2%, 有报道, 丙型肝

炎患者比乙型肝炎患者更易患糖尿病(21% vs  
10%), 提示不是肝病本身而是HCV与糖尿病的

发病密切相关. 近期有研究提示, HCV的核心蛋

白影响胰岛素底物相关的信号转导过程; 脂肪

表 1 阳性克隆测序后比对结果

     
序号

                已知同源序列                  相同           同源性

                      编码蛋白的基因               克隆数            (%)

1 人弹性蛋白酶3A               5               100

2 人胰凝乳蛋白酶原B1             3               100

3 人淀粉酶α2B               2                  99

4 人胰脂肪酶               2                  99

5 人弹性蛋白酶2A                1               100

6 人辅脂肪酶               1                 98

7 人胆盐刺激酯酶               1                  98

M         1          2         3         4 图  1  部 分 文
库质粒鉴定. M: 

D N A  M a r k e r ; 

Lane 1-4为部分

文库质粒BglⅡ酶

切鉴定结果.

M                A

654 bp

图  2  P C R 鉴 定
pGBKT7-HCV NS2质
粒转化AH109酵母菌
株后的菌落. M: DNA 

Marker; A: pGBKT7-

HCV NS2质粒转化

AH109酵母菌株后的

单克隆菌株.

图 3 显微镜示三叶草状二倍体酵母细胞(×40).

■创新盘点
本研究在胰腺细
胞cDNA文库中筛
选出HCV NS2的
结合蛋白, 从中筛
选出代谢相关基
因并进一步验证
其相互作用, 为研
究CHC患者出现
糖、脂代谢异常
及伴发代谢性疾
病的机制提供了
新的研究思路和
方向. 相关工作在
国内外研究领域
均未见报道.
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肝患病率在HCV3型丙型肝炎中不成比例地显

著升高, 可能与IR相关; 国内外研究证实CHC发
病机制之一是肝脏脂肪变性, HCV与MS密切相

关, 肝脏脂肪变性及IR可能是HCV致代谢综合

征(metabolic syndrome, MS)的中心环节[9,10]. 2型
糖尿病和脂肪肝是MS的部分表现, 且大都存在

IR, IR使胰岛β细胞代偿性增加, 胰岛素分泌并

促使胰岛β细胞功能逐步衰退, 导致糖耐量异常

和2型糖尿病, 而糖、脂代谢异常也会加重IR, 
三者之间关系密切、互为因果、也可能相互促

进, 其中IR可能是中心环节, 提示CHC也是一种

代谢性疾病[11]. 因此IR被广泛认为是MS发病的

核心, 与糖代谢、脂代谢、高血压、肥胖等密

切相关. 由此, 我们认为HCV慢性感染可能与

MS密切相关. 
目前, HCV感染引起的肝脏脂肪变的分子

生物学机制尚无定论, 但是推测HCV的结构蛋

白和非结构蛋白干扰肝脏细胞脂类代谢, 甚至

HCV RNA与肝细胞脂类代谢物质的结合, 都
可能是肝脏脂肪变形成的主要原因[12,13]. 王琳 
等[14]运用酵母双杂交技术证实HCV核心蛋白可

与肝细胞中的载脂蛋白Apo-A1结合, 他们的结

合可能会影响Apo-A1的结构以及其脂质转运

的功能, 进而影响脂类的代谢过程. 通过对重组

的E1/E2包膜蛋白与低密度脂蛋白(low density 
lipoprotein, LDL)、极低密度脂蛋白(very low 
density lipoprotein, VLDL)和高密度脂蛋白(high 
density lipoprotein, HDL)结合的分子特性进行研

究, 认为HCV进入血液后与脂滴结合形成复合

物, 通过LDL受体进入肝脏, 进行复制, 其产物与

肝细胞中合成的载脂蛋白相互作用影响脂肪代

谢, 形成脂肪肝等表现[15,16]. 
酵母双杂交系统是近年来新发展的分析蛋

白-蛋白、蛋白-DNA、蛋白-RNA相互作用的

一种有效的分析方法, 为研究蛋白在体内生理

情况下的相互作用提供了一种新的遗传学方法. 
酵母双杂交系统3中有3个表达基因进行筛选及

作为严格的对照, 且在增加报告基因的基础上, 
利用α型和α型酵母配合形成的二倍体细胞内, 
诱饵质粒与文库质粒所表达的蛋白质可相互作

用的原理, 解决了共转染两种质粒所带来的低

效率问题, 并将真阳性率提高至95%以上, 而假

阳性率在5%以下, 增大了结果的可靠性. 我们选

择以HCV NS2作为酵母双杂交的诱饵蛋白, 从
人胰腺细胞cDNA文库中筛选与其相互作用的

蛋白基因, 寻找其中与糖、脂代谢相关的蛋白

基因, 为相关的机制研究奠定基础. 
我们将胰腺细胞cDNA文库质粒扩增后成

功转化酵母菌株Y187, 成功构建酵母胰腺细胞

cDNA文库, 以备进一步更广泛的酵母双杂交筛

选工作使用. 成功构建pGBKT7-HCV NS2诱饵

质粒, 在酵母菌株AH109中表达HCV NS2蛋白, 
并进一步与前述构建好的酵母胰腺细胞cDNA
文库进行配合, 筛选出可能与HCV NS2蛋白存

在相互作用的已知胰腺细胞蛋白基因7种. 这些

蛋白以参与3大物质消化、吸收的酶类为主, 其
中参与糖、脂代谢的酶主要有胰蛋白酶(原)、
胆盐刺激酯酶、弹性蛋白酶和辅脂肪酶. 另外

实验发现, 胰凝乳蛋白酶原B1前体是胰凝乳蛋

白酶的前体, 在小肠中受到胰蛋白酶的分解, 可
转变成具有活性的胰凝乳蛋白酶, 主要分解多

肽链中的芳香族氨基酸; 羧肽酶B主要分解碱

性氨基酸, 其活性与锌有关. 同时还发现, 人类

v-Ki-ras2鼠Kirs ten肉瘤病毒致癌基因同源物

(KRAS)蛋白也可以与HCV NS2蛋白相互作用, 
KRAS在人类正常组织的增殖、分化和凋亡中

有着非常重要的作用. 有研究表明, HCV可在胰

腺细胞中复制, HCV NS2在胰腺细胞中与前述

这些蛋白结合后可能会影响他们的结构和功能, 
从而影响糖、脂代谢过程. 

根据此项研究, 我们认为, 2型糖尿病可能

与HCV感染有关, 我们应用经典的验证蛋白质

-蛋白质相互作用的酵母双杂交方法, 在胰腺细

胞cDNA文库中筛选出HCV NS2结合蛋白, 为研

究CHC患者出现糖、脂代谢异常及伴发代谢性

疾病的机制提供了研究依据和方向. 为临床工

作中相关疾病的诊治提供新思路. 根据本研究

结果, 我们推测HCV NS2可能与胰腺细胞中的

蛋白结合后进一步导致IR和糖、脂代谢异常, 
最终发展为2型糖尿病、脂肪肝和MS等代谢性

疾病. 
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Abstract
AIM: To construct an hp0596 gene deletion mu-
tant of Helicobacter pylori (H.pylori) to provide 
a basis for further study of the functions of the 
hp0596 gene.

METHODS: Two homologous arms upstream 

and downstream of the hp0596 gene were am-
plified from H.pylori 26695 genomic DNA and 
cloned into a pBluescript SK II(-) vector carrying 
a chloramphenicol resistance cassette flanked by 
two FRT sites to construct a recombinant vector. 
The target fragment was then amplified from the 
recombinant vector and transformed into H.pylori 
26695. Under antibiotic selective pressure, ho-
mologous recombination occurred between the 
target fragment and the genome of host strain. 
The recombinants were selected on chloram-
phenicol agar plates and identified by PCR.

RESULTS: Restriction endonuclease analyses 
showed that the recombinant vector (pBs-0596) 
was successfully constructed. An hp0596 gene 
deletion mutant of H.pylori 26695 was success-
fully obtained after identification by PCR, direct 
sequencing, resistance analysis, and detection 
of hp0596 expression at RNA and protein levels. 
After culturing for 7 generations, it was con-
firmed that the hp0596 gene deletion mutant of 
H.pylori 26695 was stable.

CONCLUSION: An hp0596 gene deletion mutant 
of H.pylori 26695 has been obtained successfully.

Key Words: Helicobacter pylori ; hp0596  gene; Mu-
tant
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Zhang L, Qiu Y, Li JK, Liu CJ. Construction of an hp0596 
gene deletion mutant of Helicobacter pylori. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 构建幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.p y l o r i )h p0596 基因缺失突变体, 为进行
hp0596基因功能研究奠定基础.  

方法: 利用PCR技术, 从H.pylori 26695基因组
分别扩增得到hp0596 基因的上游同源臂和下
游同源臂, 与两端带有FRT位点的氯霉素抗性
基因片段共同构建同源重组载体; 以重组载
体为模板扩增打靶片段, 将其转化入H.pylori 
26695 ; 在抗生素选择压力下, 打靶片段和菌
体基因组发生同源重组, 通过氯霉素抗性筛选
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■背景资料
hp0596 是H.pylori
特有的基因, 与目
前已知的H.pylori
毒力基因cagA 、 
urease , vacA 等没
有 序 列 相 似 性 , 
他 只 与 J 9 9 株 的
jhp0543、SR7791
株的 H P - M P 1 同
源以及一些临床
分离菌株的相似
基因有同源性, 在
H.pylori 以外的生
物中还未发现与
其相似的基因.

■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



得到带有抗性标记的重组菌. 

结果: 构建的突变载体经限制性内切酶酶
切分析显示, 产生的条带与预计结果完全一
致. PCR方法扩增突变株0596, cmr基因显示, 
0596基因已经被完全敲除, 经DNA测序, RNA
水平, 蛋白质水平证实筛选得到了0596基因
缺失的H.pylori 26695△0596 突变株. 连续培
养7代后, H.pylori 26695△0596 突变株具有良
好的稳定性.

结论: 获得了H.pylori 26695△0596 基因缺失
突变体.

关键词: 幽门螺杆菌; hp0596 基因; 突变体
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )是一种

革兰氏阴性微需氧菌, 定居在胃黏膜上皮细胞

间沟内及胃小凹内黏液深层中. 该菌感染呈全

球性分布, 人类感染率在50%以上, 尤其在发展

中国家, 感染率高达80%[1], 婴幼儿和儿童感染

也很普遍. 研究表明, H.pylori感染是慢性胃炎、

消化性溃疡的主要病因, 并且也是诱发胃癌和

胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的因素之一. 机体

感染H.pylori后常常导致促炎症因子的释放, 进
而诱发机体发生炎症. 促炎症因子包括肿瘤坏

死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α), 白介

素-1(interleukin-1, IL-1)和白介素-8(interleukin-8, 
IL-8)等[2]. 近期研究发现H.pylori  HP0596蛋白被

鉴定为一种新的毒力致病因子[3], 他能激活NF-
κB, 诱导机体产生TNF-α, 增强基质细胞因子的

表达, 上调bcl-2基因表达和下调p53基因表达, 
而这两类因子在人类胃癌形成过程中扮演着重

要的角色. 基因敲除技术是功能基因组学研究

的有力工具, 即通过目的基因的缺失, 结合相应

的手段分析突变体与野生株之间的差异, 以研

究基因功能. 为进一步探讨H.pylori的致癌机制, 
我们利用同源重组技术敲除了H.pylori  26695
株的hp0596基因, 构建了幽门螺杆菌H.pylor i  
26695△0596缺失突变体, 为系统研究hp0596基
因功能创造了条件, 也为进一步阐明H.pylori致
病机制奠定基础. 
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1  材料和方法

1.1 材料 H.pylori国际标准菌株H.pylori  26695、
克隆载体pBluescript SKⅡ(-)、质粒pKD3、
E.coli  DH5α为本实验室保存. DNA聚合酶、限

制性内切酶、dNTPs和DNA连接酶购自NEB公
司、小量质粒提取试剂盒和DNA回收试剂盒购

自Promega公司. 细菌基因组提取试剂盒、DNA 
Marker购自天根生化试剂公司, 低分子量蛋白

Marker为GE公司产品. hp△0596多抗由本实验室

制备.
1.2 方法 
1.2.1 打靶载体的构建: 根据国际标准株H.pylori  
26695基因组序列, 设计两对引物p1/p2和p7/p8, 
并引入相应的酶切位点 ,  用于扩增目的基因

hp0596的上游同源臂(452 bp)、下游同源臂(380 
bp); 引物p3/p4扩增质粒pKD3上氯霉素抗性片

段(1 033 bp); 引物p5/p6和p5/p8用于鉴定目的

基因两端是否丢失(引物序列见表1). 以H.pylori  
26695基因组为模板, 用引物p1/p2和高保真Pfu 
DNA聚合酶扩增hp0596基因上游臂452 bp的片

段, 即hp0596基因上游同源臂; 按照同样的方法

扩增出氯霉素片段和下游同源臂; PCR产物纯化

后, 将上游臂用KpnⅠ/XhoⅠ双酶切, 氯霉素片

段用XhoⅠ/SalⅠ双酶切, 下游臂用SalⅠ/Bam H
Ⅰ双酶切, 他们分别与T载体连接, 转化感受态

E.coli  DH5α, 具体方法参照文献[4]. 通过蓝白斑

筛选单克隆, 同时采用菌落PCR和质粒双酶切鉴

定, 初步鉴定正确的菌株送英骏公司测序. 将测

序正确后的产物上游同源臂双酶切, 连接到经

相同酶切的pBluescript SKⅡ(-)载体上, 用化学

方法转化到E.coli  DH5α, 经菌落PCR和质粒双

酶切进行鉴定后, 再将氯霉素抗性片段和下游

同源臂分别双酶切, 切胶回收后连到pBluescript 
SKⅡ(-)载体上转化E.coli  DH5α, 构建出打靶载

体pBS0596, 并进行PCR和酶切鉴定[5].
1.2.2 电转感受态的制备及电击转化: 参照Yuan
等[6]的方法, H.pylori  26695在空肠弯曲菌血琼脂

生长培养基上生长, 37 ℃微需氧环境(50 mL/L 
O2、100 mL/L CO2、850 mL/L N2)下培养48 h, 
用改良布氏肉汤收集菌体1 mL, 离心10 min弃
上清, 用10%甘油重复洗涤离心3次(4 ℃, 6 000 
r/min, 10 min), 然后将沉淀重悬于100 μL 10%
甘油, 4 ℃静置10 min, 然后取5 μL打靶载体质

粒pBS0596与48 mL感受态混合, 将混合物加入

0.1 cm电击杯中, 迅速将500 mL预冷的布氏肉汤

涂于无抗空肠弯曲菌血琼脂生长培养基上, 24 h
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■相关报道
大量调查研究显
示, H.pylori 阳性
慢性胃炎患者胃
黏膜组织TNF-α
蛋白水平明显高
于 对 照 组 ,  而 且
H.pylori 阳性慢性
活动性胃炎患者
经抗H.pylori 治疗
后, 胃窦黏膜组织
分泌TNF-α水平
明显降低(P<0.05).
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后转涂于氯霉素(20 mg/L)空肠弯曲菌血琼脂生

长培养基上, 37 ℃微需氧环境(50 mL/L O2、100 
mL/L CO2、850 mL/L N2)下培养5 d后观察转化子.
1.2.3 全菌PCR鉴定含重组质粒的转化子: 随机

挑取单克隆用布氏肉汤扩增, 用1 mL的布氏肉

汤收菌, 提取基因组, 用引物p1/p8进行PCR扩增

鉴定, PCR反应条件为: 95 ℃预变性 5 min; 然后

94 ℃变性30 s, 65 ℃退火30 s, 72 ℃延伸45 s, 扩
增35个循环; 最后72 ℃延伸 10 min[7]. 
1.2.4 H.pylori 26695△0596 基因缺失突变株的

RNA水平分析: 取敲除株H.pylori 26695△0596
和野生株的H.pylori 26695单菌落, 接种到空肠

弯曲菌血琼脂生长培养基中, 生长3 d后. 用1 mL
的布氏肉汤收菌, 并且取1 mL培养物(约1×109 
CFU), 加生理盐水处理, 离心收集菌体, 500 μL 
TE缓冲液重悬(终浓度为30 g/L), 然后用TRIzol
提取菌体的总RNA, 具体操作按照说明书进行. 
得到的总RNA测定浓度后取约1 μg作为模板, 利
用随机引物反转录合成cNDA第一链, 然后再以

此cDNA作为模板, 使用引物p5/p6, p5/p8进行

RT-PCR分析. 
1.2.5 H.pylori 26695△0596 基因缺失突变株的

全菌蛋白和免疫印迹分析: 通过PCR坚定的菌

确定在基因水平发生了重组, 取其500 μL 3 d培
养物, 4 ℃, 17 000 g离心5 min, 弃上清, 再用等

体积PBS洗涤3次, 最后用30 μL PBS重悬菌体, 
按照实验手册制备全菌蛋白样品, 进行S D S-
PAGE电泳分析和免疫印迹分析. 硝酸纤维素

膜用5%脱脂奶粉室温封闭2 h; 再与HP0596兔
多抗血清(1∶10 000)37 ℃共孵育2 h; 用PBST
洗涤3次, 每次5 min, 然后与HRP标记的羊抗兔

IgG抗体(1∶5 000)共孵育1 h, 最后将硝酸纤维

素膜用PBST洗干净后用HRP显色试剂盒进行

显色.

2  结果

2.1 打靶载体 PCR扩增上下游同源臂和抗性片

段, 经琼脂糖凝胶电泳分析表明, PCR扩增出的

产物与目的片段预期大小一致, 其中上游同源

臂为452 bp、下游同源臂为380 bp, 氯霉素抗

性片段为1 033 bp片段. 打靶载体构建上述3种
片段纯化后, 连接pBluescript SKⅡ(-)载体构建

成打靶载体pBS0596, 双酶切实验鉴定表明, 用
KpnⅠ/XhoⅠ双酶切鉴定可以得到约452 bp的
上游同源臂片段, 用SalⅠ/Bam HⅠ双酶切可以

得到约380 bp的下游同源臂片段, 用XhoⅠ/Sal
Ⅰ双酶切可以得到约1 033 bp的氯霉素抗性片

段. 同样用PCR方法鉴定表明, 将pBS0596用引

物p1/p8扩增得到了约1 800 bp的片段, 打靶载体

用上游同源臂起始处的KpnⅠ和下游同源臂终

结处的Bam HⅠ双酶切鉴定也得到约1 800 bp的
片段(图1). 鉴定结果表明上下游同源臂均成功

地连接到载体pBluescript SKⅡ(-)上, 测序鉴定

结果也说明序列完全正确. 
2.2 基因的敲除及PCR鉴定 随机挑选在含氯霉

素的空肠弯曲菌血琼脂生平板上生长出的4个
单菌落做全菌PCR鉴定(图2), 用基因上游同源

臂起始处的p1引物和下游同源臂终结处的p8引
物对重组转化子进行PCR鉴定. 结果表明, 扩增

得到两条片段. 一条为约为1.5 kb的片段, 与以正

常对照H.pylori 26695为模板扩增的片段理论长

度一致. 另一条约为1.8 kb, 与重组菌片段理论长

度一致, 说明对应的菌株已经在基因位点发生

了重组. 将该1.8 kb片段克隆到T载体中, 进行克

隆和测序, 结果显示该序列的上下游分别含有

基因上下游同源臂的片段, 中间为氯霉素抗性

基因元件, 说明在基因组水平重组成功. 将新菌

株命名为H.pylori 26695△0596 . 研究结果显示

■创新盘点
本 文 通 过 同 源
重 组 方 法 敲
除H . p y l o r i 中
H.pylor i  26695
△0596 基因 ,  首
次构建出源自幽
门螺杆菌hp0596
基因全部缺失的
hp0596 阴性突变
株, 为研究中国幽
门螺杆菌hp0596
基因的生物学功
能及其在毒力相
关蛋白表达中的
作用, 从而在明确
hp0596 基因与幽
门螺杆菌致病性
的关系等方面奠
定实验基础.

表 1 引物序列

     
引物              序列(5'-3')

P1          GGGGTACCGCATTAGAAGATGGTCGC

P2          CCGCTCGAGGATTTTTCTAACACGC

P3          CCGCTCGAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

P4          ACGCGTCGACATGGGAATTAGCCATGGTCC

P5          GATGGTAAGAAAACTGAAGAG

P6          AAAGTCCCTATAGCCATG

P7          ACGCGTCGACCGTTCCTCGCTATCGTCTGTTC

P8          CGGGATCCCTTTCAGTGCTGATGGATG

M             1             2             3

5 000
bp

3 000

2 000

1 500

800

500

300

图 1 打靶突变载体的鉴定. M: DNA Marker; 1: 打靶突变载

体的PCR扩增(引物p1/p8); 2: 打靶突变载体KpnⅠ/BamHⅠ

双酶切鉴定; 3: 打靶突变载体质粒pBS0596.
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在2-5号重组克隆中克隆都得到了1.8 kb特异性

扩增带, 可见此基因打靶的克隆阳性率非常高. 
2.3 hp0596基因缺失突变株的RT-PCR分析 对于

DNA水平鉴定为阳性菌株, 应用TRIzol提取细

菌总RNA. 以hp0596基因特异性的引物p5/p8和
p5/p6进行RT-PCR鉴定. 对于H.pylori 26695△
0596基因完全敲除菌株, 用引物p5/p8和p5/p6扩
不出条带, 而对照菌株则分别扩出一条1 500 bp
和576 bp的条带, 实验结果说明在RNA水平上, 
hp0596基因已经被成功敲除(图3). 
2.4 H.pylori 26695△0596 基因缺失突变株的全

菌蛋白分析 将在DNA、RNA水平鉴定为阳性

hp0596基因缺失的菌株(两株)进行SDS-PAGE
电泳分析, H P0596蛋白相对分子质量大小为

21.7 000 Da, 在电泳上样量大致相当的情况下, 
对照菌株H.pylori 26695的HP0596蛋白表达水平

很高. 而相比之下, 缺失突变株在对应位置表达

的蛋白却很少几乎没有表达, 这一结果也就从

蛋白水平进一步证实成功敲除hp0596基因. 另
外, 以HP0596蛋白的兔多抗血清作为一抗对其

中两株重组菌进行免疫印迹分析也从另一个侧

面证实了上述实验结果(图4).

3  讨论

hp0596 [8]是H.pylor i特有的基因, 与目前其他

已知的H.pylori其他毒力基因如cagA、urease , 
vacA等没有序列相似性, 他只与H.pylori  J99株
的jhp0543、H.pylori SR7791株的HP-MP1[9]以

及一些临床分离菌株的相似基因有同源性, 在
H.pylori以外的生物中还未发现与其相似的基因.

H.pylori定植于胃黏膜上皮表面黏液层中的

中性微需氧环境中, 通过刺激上皮细胞产生细

胞因子, 并促使黏膜固有层的免疫炎症细胞的

聚集与活化, 造成慢性胃炎. 已证实H.pylori相
关的胃炎与IL-1, IL-6和TNF-α等因子的升高有

关[10]. 大量调查研究显示[11], H.pylori阳性慢性胃

炎患者胃黏膜组织TNF-α蛋白水平明显高于对

照组, 而且H.pylori阳性慢性活动性胃炎患者经

抗H.pylori治疗后, 胃窦黏膜组织分泌TNF-α水
平明显降低(P <0.05). 提示H.pylori感染后, 胃窦

黏膜组织TNF-α表达升高, 并引起胃黏膜细胞损

伤[12]. 这些都说明TNF-α在慢性胃炎中起重要作

用. TNF-α过度表达诱发炎症反应, 导致出现临

床胃炎症状. 而H.pylori 26695菌株的基因产物

HP0596蛋白已被鉴定为TNF-α诱发的蛋白, 与
巨噬细胞共孵育可以刺激其分泌TNF-α[13]. 

为了更好地研究HP0596蛋白的功能, 本实

验通过同源重组原理构建了H.pylori 26695△
0596基因缺失突变株. 利用PCR技术, 分别扩增

得到目的基因的上游同源臂和下游同源臂, 与
两端带有FRT位点的氯霉素抗性基因片段共同

构建同源重组载体pBS0596; 以重组载体为模板

扩增打靶片段, 我们采用电穿孔转化技术, 将打

■应用要点
为 进 一 步 探 讨
hp0596 致癌机制, 
本研究利用同源
重组技术敲除了
H.pylori 26695 株
的h p 0 5 9 6 基 因 , 
构建了H . p y l o r i 
26695△0596 缺
失 突 变 体 ,  为 系
统研究hp0596 基
因功能创造了条
件, 为进一步阐明
H.pylori 致病机制
奠定基础.

图 2 重组菌的PCR鉴定. M: DNA Marker; 1: 引物p1/p8扩增

H.pylori 26695; 2-5: 引物p1/p8扩增H.pylori 26695△0596.
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图 3 重组菌的RT-PCR鉴定. M: DNA Marker; 1, 3: 以

H.pylori 26695为模板; 2, 4: 以H.pylori 26695△0596为模板. 1, 

2: 引物p5/p8. 3, 4: 引物p5/p6.
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图 4 Western blot检测重组突变株H.pylori 26695△0596. M: 

预染蛋白Marker; 1, 2: 缺失突变株H.pylori 26695△0596; 3; 野

生株 H.pylori 26695. 
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靶载体pBS0596转化入H.pylori 26695 . 在抗生

素压力的帮助下, 打靶片段和菌体基因组发生

同源重组, 通过氯霉素抗性筛选得到带有抗性

标记的重组菌. 随后因突变载体不能在H.pylori 
26695菌体内生长复制而丢失.  

检测突变株H.pylori 26695△0596是否还存

在hp0596基因或蛋白, 是最后认证hp0596基因

缺失突变株构建成功与否的关键. 我们对野生

株和突变株的基因组进行了PCR鉴定, 用hp0596
基因两侧的引物进行长片段扩增, 野生株可以

扩出完整的h p0596 基因和非编码序列的长约

1 500 bp片段, 而突变株可以扩出约1 800 bp的基

因片段. 提示hp0596基因完整编码区(576 bp)被
氯霉素抗性片段(1 033 bp)所取代. 另外, 在RNA
水平和蛋白水平上也得到了相同的验证, 使用

引物p5/p6, p7/p8进行RT-PCR分析. 野生株可以

扩出约1 500 bp/576 bp大小的片段, 而突变株中

没有相同的条带. 这一结果也就从RNA水平进

一步证实hp0596基因敲除成功. 以HP0596蛋白

的兔多抗血清作为一抗, 羊抗兔作为二抗重组

菌进行免疫印迹分析的结果表明, 野生菌株特

异蛋白表达约22 000 Da, 而突变株蛋白并未表

达, 从而在蛋白水平上证实了上述实验结果. 本
研究构建的hp0596基因缺失突变株为进一步研

究幽门螺杆菌中hp0596基因的功能, 阐明其在

H.pylori致病中的地位及作用奠定了实验基础. 
目前, H.pylori 26695△0596与突变株相关功能

的研究正在进行之中.
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Abstract
AIM: To screen proteins that interact with the 
human cytomegalovirus (HCMV) UL131A pro-
tein from a human fetal brain cDNA library us-
ing yeast two-hybrid system.

METHODS: The “bait plasmid” (named pGB-
KT7-UL131A) was constructed and used as a 
bait to screen a human fetal brain cDNA library 
to find proteins interacting with the UL131A 
protein. The positive clones were sequenced and 
analyzed using bioinformatic methods.

RESULTS: The “bait plasmid” was constructed 
successfully and co-transformed together with a 

human fetus brain cDNA library into yeast cells. 
At last twenty-three proteins interacting with 
the HCMV UL131A were identified, and one 
of them shares 99% homology with the Thy-1 
gene.

CONCLUSION: Some proteins interacting with 
HCMV UL131A have been successfully screened 
from a human fetal brain cDNA library.

Key Words: Human cytomegalovirus; UL131A pro-
tein; Yeast two-hybrid system; Human fetal brain 
cDNA Library

Ren GW, Cui X, Qi Y, Ma YP, Ruan Q, Sun ZR. Screening 
of proteins interacting with HCMV UL131A protein from 
a human fetal brain cDNA library by yeast two-hybrid as-
say. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 2584-2588

摘要
目的: 利用酵母双杂交系统从人胎脑cDNA文
库中筛选与人巨细胞病毒(HCMV)UL131A编
码蛋白相互作用的蛋白.

方法: 将成功构建的酵母诱饵表达载体pGB-
KT7-UL131A转化到酵母菌AH109中, 再将人
胎脑文库DNA转化到含有pGBKT7-UL131A
的酵母细胞中, 筛选与HCMV UL131A编码蛋
白相互作用的细胞蛋白, 并对筛选得到的阳性
克隆进行测序和生物信息学分析.

结果: 成功构建酵母诱饵表达载体pGBKT7-
UL131A, 并将其与人胎脑cDNA文库共转化
到酵母细胞AH109中, 最终确认有23种人胎脑
文库蛋白与HCMV UL131A编码蛋白相互作
用, 其中一种与Thy-1蛋白高度同源, 其同源性
高达99%.

结论:  成功应用酵母双杂交系统筛选出与
HCMV UL131A编码蛋白相互作用的蛋白, 其
中Thy-1在HCMV感染致病过程中可能起重要
作用.

关键词: 人巨细胞病毒; UL131A 蛋白; 酵母双杂交

®

■背景资料
内 皮 细 胞 作 为
HCMV感染的主
要 靶 细 胞 之 一 , 
是病毒在体内持
续存在、体内各
组织器官之间播
散以及个体间传
播过程中的重要
角 色 ,  近 年 来 多
项研究均证实了
HCMV UL131A- 
UL128基因座在
内皮细胞感染过
程中发挥重要的
作用.
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0  引言

人巨细胞病毒(human cytomegalovirus, HCMV)
是疱疹病毒科β属病毒, 种属特异性强, 人是其

感染的唯一宿主. HCMV感染在人群中非常普

遍, 在正常人群中常没有明显症状, 但在免疫功

能低下人群中(如HIV感染者、肿瘤患者和器官

移植受者等), 则可引起多种严重甚至致死性疾

病[1]. HCMV的先天感染及婴儿期感染可引起

患儿黄疸性肝炎、胆道闭锁、先天性巨结肠、

小头畸形以及智力低下、耳聋等多器官、多系

统病变, 危害较大. HCMV可以感染多种类型的

细胞, 而内皮细胞作为HCMV感染的主要靶细

胞之一, 是病毒在体内持续存在、体内各组织

器官之间播散以及个体间传播过程中的重要角 
色[2]. 在HCMV感染内皮细胞机制的研究中发

现, HCMV实验室株由于在成纤维细胞内不断

的传代最终导致其感染内皮细胞的能力丧失, 
分别对保留和丧失了内皮细胞感染能力的病毒

株的表型进行研究发现内皮细胞的感染嗜性依

赖于多重的病毒基因[3,4]. Hahn等[5]通过研究显

示HCMV在内皮细胞和树突状细胞的感染嗜性, 
以及在白细胞之间播散的遗传决定子为位于

UL/b'区的UL131A-128基因座. UL131A-128通
过与糖蛋白gH/gL形成gH/gL/UL131A-128复合

物在低pH环境中通过胞吞作用促进HCMV进入

内皮细胞[6]. Ryckman等[7]也通过研究证明了gH/
gL/UL128-131A与gH/gL均是HCMV进入内皮和

上皮细胞所不可缺少的. Wang等[8]在研究HCMV 
UL131A基因在内皮细胞感染嗜性的研究中发

现, 修复HCMV实验室株AD169突变的UL131A
基因可以使AD169重新获得感染内皮细胞的能

力, 证实了HCMV UL131A基因在内皮细胞感染

过程中所发挥的重要作用. HCMV在内皮细胞

中的复制是病毒的持续感染、传播及疾病发生

的关键, 而多项研究均证实了HCMV UL131A- 
UL128基因座在内皮细胞感染过程是必不可少

的. 因此, 本研究应用酵母双杂交技术从人胎

脑cDNA文库中筛选与HCMV UL131A基因编

码蛋白相互作用的蛋白, 进而从蛋白水平探讨

HCMV先天感染的致病机制, 为解决HCMV先

天感染的防治、减少先天畸形儿出生等医学问

题奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 HCMV病毒株为中国医科大学附属盛

京医院病毒室保存的临床低传代HCMV分离株

H(传代<5次), 来源于2006年中国医科大学附属

盛京医院就诊患儿. 临床表现包括: 巨细胞病毒

性肝炎、多器官畸形、巨细胞病毒性肺炎等. 
患儿的尿液应用荧光定量PCR方法检测HCMV 
DNA, 结果为阳性, 临床株从患儿的尿液中分离

得到, 人胚肺成纤维细胞为本室保存. HCMV分

离株H株UL/b'区基因序列已被GenBank收录, 序
列号为: GQ981646. 酵母菌AH109, pGBKT7质
粒均为本室保存. 3'RACE及5'RACE试剂盒购

自TaKaRa公司, 酵母双杂交系统(Matchmaker 
GAL Two-Hybrid System)购自Clontech公司; 
MatchmakerTM cDNA Libraries人胎脑cDNA文库

由武汉大学生命科学院肖庚富教授惠赠. BECK-
MAN台式低温高速离心机; Perkin Elmer PCR
循环仪; 电穿孔仪(BioRad); 引物合成及测序由

Invitrogen公司完成. 引物设计: 按照HCMV分离

株H株(GenBank Accession number: GQ981646)
的基因序列, 设计用于扩增HCMV UL131A全

序列的引物, 并根据载体pGBKT7的多克隆位点

序列, 分别加入了Eco RⅠ及SalⅠ识别位点(下
划线)以及保护性碱基. 引物序列如下: 上游引

物: 5'-CCGGAATTCCGGCTGTGTCGGGTGTG-
GCT-3'; 下游引物: 5'-CGCGTCGAC  CTAGTT-
GGCAAAGAGCCGCA-3'.
1.2 方法 
1.2.1 扩增HCMV UL131A cDNA: 以TRIzol法
从感染了HCMV的人胚肺成纤维细胞中提取H
株的总RNA. 提取HCMV病毒株H株的mRNA
并逆转录成cDNA, 利用HCMV UL131A特异

性引物与试剂盒的3'RACE或5'RACE的外引物

进行PCR扩增, 再以第一轮PCR产物为模板, 以
HCMV UL131A特异性引物进行半巢式-PCR
扩增HCMV UL131A cDNA. 反应体系为50 µL,  
PCR条件为: 94 ℃变性45 s, 50 ℃退火1 min, 
72 ℃延伸1 min, 共30个循环. 
1 .2.2 酵母表达重组质粒的构建 :  将H C M V 
UL131A扩增产物纯化后用Eco RⅠ及SalⅠ进行

双酶切、纯化, 与同样双酶切并纯化的酵母表

达载体pGBKT7在T4 DNA 连接酶的作用下连

接. 将连接产物转化入大肠杆菌Top10中, 转化

■研发前沿
鉴 于 H C M V 
UL131A-UL128基
因在病毒感染及
传播过程中发挥
重要作用, 近年来
针对其发挥哪些
具体作用, 如何发
生作用进行了大
量的研究与实验.
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后的Top10接种于含有卡那霉素的LB固体培养

基, 37 ℃温箱过夜. 利用PCR方法扩增菌落, 电
泳筛选出阳性结果, 挑取阳性克隆, 经含卡那霉

素的LB液体培养基培养过夜后, 将菌液提取质

粒经酶切、测序验证克隆结果. 
1.2.3 应用酵母双杂交技术从人胎脑cDNA文库

中筛选与UL131A编码蛋白相互作用的蛋白: (1)
将以pACT2(含转录激活域)为酵母表达载体的

人胎脑cDNA文库分别扩大培养, 采用碱裂解法

提取文库质粒. (2)分别将含有pGBKT7 UL131A
重组质粒转化到AH109酵母细胞中, 然后再将提

取的文库质粒转化到含有pGBKT7 UL131A重

组质粒的AH109酵母细胞中, 转化后的菌液分别

涂2缺(亮氨酸/色氨酸缺陷, -Leu/-Trp)、4缺平板

(腺嘌呤/组氨酸/亮氨酸/色氨酸, -Ade/-His/-Leu/-
Trp), 在2缺平板上计算转化效率, 计算公式为

cfu×total suspension vol.(µL)/Vol.plated(µL)×
dilution factor×amt DNA used(µg), 4缺平板上长

出的单菌落参照酵母双杂交系统操作说明做显

色反应. (3)将显蓝色的酵母单菌落扩大培养并

用玻璃珠法提酵母质粒, 用电穿孔转化方法将

质粒转化到大肠杆菌中, 然后在含氨卞青霉素

的平板上筛选出人胎脑文库克隆. (4)采用PCR
方法剔除重复克隆, 提取大肠杆菌中的文库克

隆质粒并将其回转到含pGBKT7 UL131A的酵母

菌中, 观察其在2缺及4缺培养基平板上的检测

结果. 将与HCMV UL131A蛋白相互作用的cDNA
文库蛋白的相关基因进行测序, 利用GenBank的
数据库资源, 运用BLAST分析测序结果.

2  结果

2.1 重组质粒pGBKT7-UL131A的构建及鉴定 采
用特异性引物扩增出HCMV UL131A基因片段, 
片段长度为391 bp, 并成功将HCMV UL131A
片段克隆到酵母表达载体pGBKT7上, 命名为

pGBKT7-UL131A. 用Eco RⅠ及SalⅠ双酶切的

方法鉴定pGBKT7-UL131A质粒的克隆, 测序分

析显示结果与预期一致(图1). 
2.2 重组质粒p G B K T7-U L131A转化酵母菌

AH109 用醋酸锂法将pGBKT7-UL131A转化酵

母细胞AH109后, 在SD/-Trp培养基上进行筛选, 
由于AH109 株为Trp营养缺陷, 转化成功后的

AH109可以在缺少Trp的培养基上生长, 结果显

示酵母转化成功. 
2.3 与p G B K T7-U L131A相互作用的人胎脑

cDNA文库蛋白的筛选 利用大剂量醋酸锂酵母

转化方法将人胎脑cDNA文库转化入含有重组

质粒pGBKT7-UL131A的酵母菌AH109中, 分
别铺板于2缺和4缺两种营养缺陷的培养基中, 
30 ℃温箱中孵育. 4缺培养基中观察到酵母菌落

生长, 计算2缺培养基中的菌落数其转化效率, 
得出转化效率为1.5 ×104 cfu/µg, 满足后续实验

要求. 
2.4 阳性克隆质粒的PCR鉴定 筛选的阳性克隆

通过菌落观察及显色反应排除假阳性结果后, 
将筛选出的25个克隆提取质粒, 通过电穿孔的

方法转化入感受态细胞TG1中, 在含有氨苄青霉

素的LB固体培养基中, 37 ℃温箱过夜培养, 用
捕获蛋白载体pACT-2的引物进行插入基因片段

的PCR扩增, 每个含有氨苄青霉素的LB固体培

养基中随机选取5个单菌落, 观察插入的片段大

小, 获得大小不等的片段(图2). 
2.5 文库质粒的回转验证和测序结果分析 阳性

克隆质粒回转入含诱饵蛋白的酵母菌A H109
中进行再次验证及测序结果分析, 将阳性克隆

质粒回转含pGBKT7-UL131A基因的酵母细胞

AH109中, 在2缺和4缺培养基中均生长, 测序结

果及BLAST分析结果显示, 筛选出的25个克隆

包含23种不同蛋白(表1), 而关于这23种蛋白都

有相应的报道. 其中一种蛋白与Thy-1蛋白高度

■相关报道
2 0 0 4 年 H a h n 等
通 过 研 究 显 示
HCMV在内皮细
胞和树突状细胞
的感染嗜性以及
在白细胞之间播
散的遗传决定子
为位于UL/b'区的
U L 1 3 1 A - 1 2 8基
因座.

图 1 pGBKT7-UL131A的克隆. M: Marker DL15000; M1: 

Marker DL 2000; 1: Eco RⅠ及Sal Ⅰ双酶切质粒pGBKT7; 

2: Eco RⅠ及Sal Ⅰ双酶切pGBKT7-UL131A; 3: UL131A 的

PCR扩增产物.

M1   3      2    1    M

2 000

1 000
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500
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100

bp

10 000
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5 000

图 2 部分电转化后菌落的PCR鉴定. M: Marker DL2000; 

1-14: 部分电转后菌落的PCR鉴定结果; 5-9: 阴性结果, 其

余为阳性结果.
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同源, 其同源性达99%, 基因登录号为7070.

3  讨论

酵母双杂交是一种在细胞内检测蛋白质相互作

用的技术, 无需分离纯化蛋白质, 是实现大规模

高通量分析的主要方法. 真核转录因子含有两

个相对独立的功能域: DNA结合域(DNA binding 
domain, BD)和转录激活域(activation domain, 
AD). 当两者独立存在时, 无转录激活功能, 但两

者只要相互接近, 即可激活转录. 酵母双杂交技

术即利用上述特性, 将酵母的转录因子的两个

功能域分解, 由编码BD和AD的DNA片段与需

要研究的蛋白质(X和Y)的cDNA分别构建重组

体BD-X和AD-Y. 将两个重组体在同一酵母细胞

中表达, 产生的融和蛋白分别称之为诱饵和猎

物蛋白. 如果蛋白质X和Y之间存在相互作用, 则
BD和AD被拉近, 转录活性恢复, 即可激活下游

报告基因的表达. 因此应用酵母双杂交可以分

析已知蛋白质之间是否存在相互作用. 本研究

构建了pGBKT7-UL131A诱饵质粒, 对人胎脑细

胞cDNA文库进行了双杂交筛选, 筛选了25个阳

性克隆并进行测序分析, 发现2个克隆基因编码

的同一种蛋白与Thy-1高度同源. 
Thy-1又称CD90, 是40年前首先从鼠的大脑

和甲状腺组织中发现的一种糖蛋白, 他通过二

酰甘油(diacylglycerol, DAG)锚定于糖基磷脂酰

肌醇(glycosylphosphatidylirositl, GIP)的C末端而

附着于细胞膜, 是细胞膜表面最小的免疫球蛋

白家族成员, 相对分子质量为25 000 Da[9]. 人类

Thy-1的表达仅限制于神经细胞, 成纤维细胞和

CD34+亚型造血干细胞[10], 而在成纤维细胞中

Thy-1的表达水平很高, 可认为是成纤维细胞的

标志性蛋白[11]. 
H C M V感染可引起患儿的神经系统的多

种疾病, 他已成为引起新生儿疾病和先天畸形

的重要感染因素之一, 鼠巨细胞病毒(mur ine 
cytomegalovirus, MCMV)先天感染的神经系统

病理表现与HCMV感染极其相似, van den Pol 
等[12]通过对新生鼠和成年鼠颅内注射MCMV研

究发现, 由于没有免疫系统的保护, 正在发育中

的脑组织较发育完善的脑组织受MCMV感染更

严重, 尤其是正在发育中的海马、下丘脑、纹

■应用要点
本研究应用酵母
双杂交技术从人
胎 脑 c D N A 文 库
中筛选与HCMV 
U L 1 3 1 A 基因编
码蛋白相互作用
的 蛋 白 ,  进 而 从
蛋 白 水 平 探 讨
HCMV先天感染
的 致 病 机 制 ,  为
解决HCMV先天
感染的防治、减
少先天畸形儿出
生等医学问题奠
定基础.

表 1 阳性克隆与GenBank序列同源性比较

     
序号             同源基因            相同克隆数  同源性(%)

1 Homo sapiens Thy-1 cell surface antigen (Thy-1)   2   99

2 Homo sapiens proteasome maturation protein (POMP)  2 100

3 Homo sapiens chromosome 12 open reading frame 10  1   99

4 Homo sapiens metallothionein 2A (MT2A)   1   99

5 Homo sapiens melanoma antigen family D, 4B (MAGED4B)  1   99

6 Homo sapiens isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+)  1   99

7 Homo sapiens RAB1B, member RAS oncogene family (RAB1B) 1   99

8 Homo sapiens ferritin, light polypeptide (FTL)   1 100

9 Homo sapiens mitochondrion, complete genome   1 100

10 Homo sapiens immunoglobin superfamily, member 21  1   99

11 Homo sapiens hypothetical protein LOC339047   1   99

12 Homo sapiens transketolase (TKT)    1   99

13 Homo sapiens forkhead box J3 (FOXJ3)    1   99

14 Homo sapiens scleraxis homolog B (mouse) (SCXB)  1   99

15 Homo sapiens HLA-B associated transcript 3 (BAT3)  1   99

16 Homo sapiens chromosome 2 genomic contig   1   99

17 Homo sapiens clathrin interactor 1 (CLINT1)   1   99

18 Homo sapiens chaperonin containing TCP1   1   99

19 Homo sapiens centrosome and spindle pole    1   99

 associated protein 1 (CSPP1)

20 Homo sapiens tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan   1   99

 5-monooxygenase activation protein

21 Homo sapiens guanine nucleotide binding protein   1   99

22 Homo sapiens misato homolog 1 (Drosophila) (MSTO1)  1   99

23 Homo sapiens ataxin 2-binding protein 1 (A2BP1)   1   98
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状体、皮层和小脑等脑组织. 而Thy-1对促进脑

内神经元生长、稳定神经突触和抑制成熟神经

元再生起到一定的作用[13]. 近年来有研究证实了

HCMV的感染可导致Thy-1蛋白水平的下调, 这
提示Thy-1在HCMV感染导致的中枢神经系统损

害中可能起到重要作用[14]. 
而我们在对HCMV UL/b'区的其他基因编

码的蛋白进行蛋白筛选后发现有些基因的蛋白

(如pUL135, pUL128)也与Thy-1蛋白相互作用, 
推测在HCMV感染导致的中枢神经系统损害中, 
可能通过HCMV UL/b'区基因编码的蛋白干扰

Thy-1蛋白在体内正常作用的发挥, 从而导致了

HCMV感染患儿的神经系统症状的出现. 虽然

本研究仅为蛋白功能研究的初级阶段, 但此文

为深入研究HCMV的致病机制奠定了基础. 我
们所做的研究可能为从蛋白水平探讨HCMV先

天感染的致病机制提供了很多有价值的线索.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达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
本文选题新颖, 设
计合理, 具有一定
的可读性.
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Abstract
AIM: To analyze the X-ray imaging features of 
esophageal papilloma and polypoid leiomyoma 
to improve the diagnosis of the two diseases.

METHODS: Twenty-three patients with esopha-
geal papilloma and 11 patients with polypoid 
leiomyoma undergoing double-contrast radiog-
raphy of the esophagus and pathological exami-
nation were analyzed in this study. The X-ray 
imaging features of the two diseases were sum-
marized.

RESULTS: Of 23 cases of esophageal papilloma, 
17 (73.9%) showed marginal notches or lobula-
tions, 19 (82.6%) showed a twisted contour line 
and uneven thickness, 17 (73.9%) showed a gran-
ular or map-like appearance of barium meal, 
15 (65.2%) had rigid vein walls, and 9 (39.1%) 
demonstrated a "double-ring" appearance. Of 11 
cases of polypoid leiomyoma, 8 (72.7%) had a 
regular and smooth edge, 9 (81.8%) had a sharp 
and even contour line, 9 (81.8%) demonstrated a 
thin wash-like appearance of barium meal, and 
8 (72.7%) had soft vein walls.

CONCLUSION: Barium meal X-ray examination 

plays an important role in diagnosing esopha-
geal papilloma and polypoid leiomyoma.

Key Words: Double-contrast radiography of the 
esophagus; Esophageal papilloma; Polypoid leio-
myoma; X-ray imaging feature

Lu B. X-ray imaging features of esophageal papilloma 
and polypoid leiomyoma: an analysis of 34 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 2589-2593

摘要
目的: 分析乳头状食管癌与息肉样平滑肌瘤X
线征象, 提高对该类型食管良恶性肿瘤的诊断
及鉴别能力. 

方法: 通过食管双对比造影检查并经病理证
实发现, 乳头状食管癌23例, 息肉样平滑肌瘤
11例, 对其X线征象进行分析, 归纳其特点. 

结果: 在乳头状食管癌23例中, 边缘伴切迹或
分叶状17例(73.9%), 轮廓线扭曲、粗细不均
19例(82.6%), 钡剂涂抹为颗粒或地图状17例
(73.9%), 管壁僵直15例(65.2%), 形态呈“双
环”征9例(39.1%); 11例息肉样平滑肌瘤中, 
边缘规整、圆滑8例(72.7%), 轮廓线锐利、均
匀呈素描线条状9例(81.8%), 钡剂涂抹呈淡薄
均匀的水墨画样9例(81.8%), 其中显示正常黏
膜的5例(45.5%), 管壁柔软8例(72.7%).

结论: X线钡餐检查对于早期乳头状食管癌与
息肉样平滑肌瘤的诊断及良恶性鉴别具有重
要价值.

关键词: 食管双对比造影术; 乳头状食管癌; 息肉样

平滑肌瘤; X线征象分析

鲁北. 乳头状食管癌与息肉样平滑肌瘤的X线征象分析34例. 世

界华人消化杂志  2010; 18(24): 2589-2593
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0  引言

食管癌与平滑肌瘤分别占食管良恶性肿瘤的首

位, 早期乳头型食管癌长度一般在3 cm以内, 呈
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■背景资料
目前随着一些新
的食管检查手段
出现, 人们对食管
钡餐造影这种基
础性检查有逐渐
淡薄趋势, 但在日
常工作中由于其
便利、经济、无
创、准确率高等
优点而广受患者
欢迎. 而乳头状食
管癌及息肉样平
滑肌瘤在形态上
的鉴别又是钡餐
检查的强项.

■同行评议者
赵卫 ,  主任医师 , 
昆明医学院第一
附属医院医学影
像中心



小结节状、乳头状或息肉样向食管腔内隆起, 
癌组织局限于黏膜下层以内, 未累及肌层, 无淋

巴结转移[1]. 本组乳头状食管癌23例中有16例属

于早期乳头型, 其余7例长径同样在3 cm以内, 也
呈乳头状隆起, 但已不属于早期; 乳头状食管癌

与息肉样平滑肌瘤在大小、形态上有许多相似

之处. 数字胃肠机的应用为提高其检出率创造

了条件[2], 利用胃肠机的数字连续点片模式, 可
进行动态回放, 从而可获得更多的图像诊断信

息[3], 同时由于乳头状食管癌及息肉样平滑肌瘤

均为腔内隆起起性病变, 钡餐造影时形成充盈

缺损, 更利于病变的检出. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2002-09/2009-09经X线钡餐检查

发现, 并通过病理证实的乳头状食管癌23例, 息
肉样平滑肌瘤11例. 乳头状食管癌中, 男14例, 
女9例. 年龄32-76(平均53.6)岁. 在息肉样平滑

肌瘤中, 男6例, 女5例. 年龄29-80(平均51.4)岁. 
34例中, 临床症状主要为吞咽障碍, 表现吞咽时

异物感、胸骨后不适、咽下食物时有停滞感有

22例; 因胃肠道其他症状检查者9例; 正常体检

发现1例.
1.2 方法 采用低张食管气钡双对比造影方法, 上
午检查者空腹, 下午检查者, 早餐可进清淡食物, 
午餐禁食. 使用美国GE公司生产Prestiger Si数字

胃肠机, 检查前10 min肌注20 mg 654-2, 造影时

口服产气粉3 g, 大口吞钡法, 口含约50 mL浓度

1 800-2 000 g/L的钡剂, 一口咽下, 依次从食管

左、右前斜位、正位等多体位观察, 进行连续

数字点片.

2  结果

2.1 34例乳头状食管癌及息肉样平滑肌瘤的发

病部位、数目及大小 食管癌23乳头状例中发

生在胸上段、胸中段及胸下段的分别为2例、

16例、5例, 11例平滑肌瘤的分布为1例、7例、

3例, 可以看出两种病变多数都发生在食管胸中

段, 其中食管癌占69.6%, 平滑肌瘤占63.6%. 食
管癌中有4例为多发, 占17.4%, 而平滑肌瘤均为

单发. 病变直径小于1 cm的食管癌与平滑肌瘤

各有2例, 病变直径大于1 cm并小于3 cm的食管

癌与平滑肌瘤各有21例和9例, 分别占91.3%和

81.8%(表1).  
2.2 乳头状食管癌及息肉样平滑肌瘤的病理结

果 乳头状食管癌23例中, 鳞癌19例, 腺癌4例, 属

2590                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年8月28日     第18卷     第24期

于早期乳头型16例, 侵犯肌层的有6例, 1例虽未

侵犯肌层, 但已有淋巴结转移; 有4例多灶癌, 均
为鳞癌, 1例病灶多达5处, X线发现4处. 11例息

肉样平滑肌瘤均为单发. 以上病变均小于3 cm, 
最小者0.6 cm. 
2.3 乳头状食管癌及息肉样平滑肌瘤的X线表

现 乳头状食管癌及息肉样平滑肌瘤X线表现均

以充盈缺损为主, 围绕其特点主要从病变的形

态、边缘、轮廓及钡剂涂抹状况和管壁的软硬

度等方面进行分析(图1-9). 
2.3.1 形态: 肿瘤正面呈类圆形改变的, 乳头状食

管癌16例(69.6%), 息肉样平滑肌瘤7例(63.6%); 
切线位呈半圆或弧形改变的, 乳头状食管癌19
例(82.6%), 息肉样平滑肌瘤8例(72.7%); 乳头状

食管癌出现“双环”征象的有9例(39.1%), 息肉

样平滑肌瘤无此征象. 
2.3.2 边缘: 乳头状食管癌边缘伴切迹或分叶状

的17例(73.9%), 息肉样平滑肌瘤为3例(27.3%); 

www.wjgnet.com

A B
图 1 胸中段乳头状食管
癌图像. A: 正面呈圆形, 浅

分叶状; B: 切线位沿一侧

壁呈弧形突向腔内, 轮廓

线扭曲、毛糙、粗细不均

匀, 管壁僵直.

A B
图 2 胸下段乳头状食管
癌图像. A: 病变呈圆形, 可

见颗粒状及地图样钡剂涂

抹; B: 左前斜位轮廓线粗

细不均匀, 呈分叶状.

A B
图 3 胸上段乳头状食管
癌图像. A: 病变呈椭圆形, 

钡剂涂抹不均, 管壁僵直; 

B: 左前斜位瘤体呈现“双

环”影, 轮廓线局部增粗.

■相关报道
赵小华等报道利
用双重造影数字
成像检查出31例
食管局限隆起性
病变, 包括长径小
于3 cm的隆起性
食管癌及平滑肌
瘤, 其主要观察数
字胃肠机与普通
胃肠机对食管局
限隆起性病变的
检出率及形态学
定性的准确率, 结
果数字胃肠机对
局限隆起性病变
的检出率为2.46%
形态学定性的准
确率为93.5%, 明
显高于普通胃肠
机(1.99%, 88%).
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息肉样平滑肌瘤边缘规则、圆滑8例(72.7%), 乳
头状食管癌有4例(17.4%). 
2.3.3 轮廓线: 轮廓线扭曲、粗细不均, 乳头状食

管癌19例(82.6%), 息肉样平滑肌瘤2例(18.2%); 
轮廓线锐利、粗细均匀呈素描线条状, 息肉样

平滑肌瘤9例(81.8%), 乳头状食管癌4例(17.4%). 
2.3.4 钡剂涂抹情况: 钡剂涂抹不均呈颗粒或地

图状, 乳头状食管癌17例(73.9%), 息肉样平滑肌

瘤2例(18.2%); 钡剂涂抹均匀呈淡薄的水墨画

样, 乳头状食管癌5例(21.7%), 息肉样平滑肌瘤

9例(81.8%), 其中5例(45.5%)病变区显示连续的

食管正常黏膜, 乳头状食管癌无此表现. 
2.3.5 管壁: 乳头状食管癌出现管壁内陷、僵硬

的15例(65.2%), 病变区管壁柔软的4例(17.4%); 
息肉样平滑肌瘤出现病变区管壁僵硬的2例
(18.2%), 但无内陷改变, 管壁柔软的8例(72.7%). 
2.3.6 乳头状食管癌病变大小与X线表现: 乳头

状食管癌瘤体越小, 肿瘤边缘相对较光整, 分

表 1 34例乳头状食管癌及息肉样平滑肌瘤的发病部位、数目及大小

     
病变类型    n

                   发病部位     病灶数目 病变大小(cm)    

                                胸上段       胸中段     胸下段         单发         多发     直径≤1     1<直径<3

食管癌  23 2 16 5 19 4 2 21  

平滑肌瘤  11 1   7 3 11  2   9                       

合计  34 3 23 8 30 4 4 30

A B
图 4 胸中段食管息肉样
平滑肌瘤图像. A: 正面呈

环状, 边缘清晰、锐利; B: 

切线位呈圆弧形突向腔内, 

轮廓线均匀光整.

A B
图 5 胸中段食管息肉样
平滑肌瘤图像. A: 正位内

部可见平行排列的正常食

管黏膜, 拐角圆滑, 管壁柔

软; B: 钡剂涂抹均匀, 轮廓

线走行自然, 呈淡薄的水

墨画样改变.

图 6 食管多灶性乳头状
癌图像. 共显示4个病灶, 呈

圆形, 伴有切迹, 轮廓线毛

糙、不均匀, 周围黏膜紊乱, 

一侧管壁僵直.

A B
图 7 息肉样平滑肌瘤伴
食管癌图像. A: 胸上段可

见“瓜子”形病变, 轮廓

线均匀, 边光整, 术后病理

为平滑肌瘤; B: 在胸中段

可见食管黏膜破坏, 管腔

狭窄, 术后病理为鳞癌.

A B
图 8 分叶状息肉样平滑
肌瘤图像. A: 正面形态呈

马鞍状, 钡剂涂抹均匀, 轮

廓线锐利; B: 切线位线条

粗细均匀, 管壁柔软.

A B
图 9 不典型食管乳头状
癌图像. A: 轮廓线半边清

晰, 半边模糊, 伴有切迹; 

B: 切线位轮廓呈均匀小弧

线改变, 但基底部轮廓线

增粗明显, 对应管壁僵直, 

术后病理鳞癌.

■创新盘点
关于食管癌及平
滑肌瘤单病种相
关 报 道 较 多 ,  本
文首次提出乳头
状食管癌“双环
征”表现, 并对乳
头状食管癌及息
肉样平滑肌瘤的
轮廓、边缘、钡
剂涂抹状况、管
壁的扩张度等方
面的特点进行了
详细描述和对比, 
为临床治疗提供
了一定参考价值. 
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叶少, 轮廓线较规整, 钡剂涂抹也相对均匀, 管
壁僵硬程度低; 随着瘤体的增大其肿瘤边缘分

叶、轮廓线毛糙、扭曲和钡剂涂抹不均、管壁

僵硬等恶性征象越显著. 
2.3.7 乳头状食管癌及息肉样平滑肌瘤的发病特

点: 乳头状食管癌及息肉样平滑肌瘤发生在食

管中段的分别为16例和7例, 占乳头状食管癌的

69.6%和息肉样平滑肌瘤的63.6%; 乳头状食管

癌有4例为多发, 占17.4%, 而息肉样平滑肌瘤11
例均为单发. 
2.3.8 其他: 本组有平滑肌瘤伴有食管癌1例, 平滑

肌瘤呈小“瓜子”样改变, 轮廓清晰、规整, 其
下方食管癌呈大范围的黏膜破坏, 十分醒目. 另
外, 本组有小于1 cm的乳头状隆起病变1例, X线

表现不典型, 征象介于良恶性之间, 诊断较困难.

3  讨论

乳头状食管癌以充盈缺损为特点, 据统计, 与斑

块型、平坦型早期食管癌相比, 乳头型食管癌

X线钡餐检查阳性率明显高于前两者[4]. X线特

点为一侧食管向腔内突出的环影、半环影, 多
数伴有分叶, 黏膜及功能改变较轻微[5]. 钡剂涂

抹为浓淡不一的斑状, 切线位轮廓线增粗、紊

乱似花纹状[6], 管壁属舒张度减低, 偏侧性壁僵

硬、毛糙, 黏膜破坏轻微[7], 上述特点与本组X
线表现基本一致. 对于食管息肉样平滑肌瘤, 形
态上也表现为环形、半环形, 也可呈分叶状, 边
缘锐利、光滑, 与正常食管分界清楚, 典型平滑

肌瘤, 在肿瘤上下方食管收缩时, 肿瘤处食管被

撑开, 覆盖在肿瘤上下端的钡剂可表现为与食

管长轴垂直的弧形阴影称“环形征”[8], 此征象

为食管平滑肌瘤的特征性表现[9]. 当肿瘤向腔

内生长时只是将黏膜推压展平, 而没有黏膜破

坏, 钡剂均匀淡薄涂抹形成“涂抹征”, 也是食

管平滑肌瘤的特征性表现[10]. 在该病的诊断上, 
食管气钡双对比造影是诊断本病的首选检查手 
段[11-13]. 上述征象对于直径大于3 cm瘤体的平滑

肌瘤较多见, 对于本组瘤体较小的息肉样食管

平滑肌瘤, “环形征”、“涂抹征”并不十分

典型. 
食管癌在食管肿瘤中占首位, 而在食管良

性肿瘤中, 平滑肌瘤发病率最高, 约占食管良性

肿瘤的90%左右[14], 因此乳头状食管癌与息肉样

平滑肌瘤鉴别诊断在日常工作中具有十分重要

意义. 形态上两者呈类圆形的, 在本组中分别占

到69.6%和82.6%, 多数形态相似, 不易鉴别. 但

部分乳头状食管癌出现“双环征”, 可能因瘤

体上下生长不均或浸润生长的基底部形成水肿

带所致, 而息肉样平滑肌瘤无此征象, 可以作为

鉴别点. 肿瘤边缘伴切迹或分叶状的, 乳头状食

管癌占73.9%, 而息肉样平滑肌瘤仅27.3%, 有一

定的鉴别价值. 轮廓线扭曲、粗细不均, 乳头状

食管癌占82.6%, 相反, 息肉样平滑肌瘤81.8%
表现为轮廓线锐利、粗细均匀, 可作为重点鉴

别. 在钡剂涂抹方面, 尤其是病变的正面, 乳头

状食管癌73.9%为不均匀的颗粒或地图状, 息肉

样平滑肌瘤81.8%为钡剂涂抹均匀, 这是十分重

要的鉴别征象, 因病变正面钡剂涂抹可更好显

示局部细节, 观察更清晰, 有利于病变的定性诊

断[15]. 本组中约65.2%乳头状食管癌出现管壁僵

直, 这与管壁柔软占72.7%的息肉样平滑肌瘤形

成鲜明对比, 有助于鉴别诊断. 另外, 本组乳头

状食管癌有17.4%为多发, 而息肉样平滑肌瘤均

为单发, 也可作为鉴别参考之一, 当息肉样平滑

肌瘤伴有食管癌时应注意避免漏诊或误诊. 在
本组中呈分叶的息肉样平滑肌瘤, 轮廓线仍清

晰、锐利, 线条粗细均匀, 钡剂在其中迂曲行走, 
涂抹依然均匀, 周围管壁张缩性良好, 管壁无僵

硬之感, 良性征象占据多数. 另外, 有个别小的

乳头状食管癌, 轮廓线半边清晰、锐利, 另半边

模糊, 伴有切迹; 切线位轮廓呈均匀的小弧线, 
但基底部轮廓线增粗, 对应管壁僵直, 对于这种

良、恶征象各半的肿瘤, 鉴别确有一定困难, 因
此还必须结合其他检查确诊.

总之, 食管气钡双重造影检查对于乳头状食

管癌、息肉样平滑肌瘤有较高的检出率和诊断

符合率, 对于其良恶性鉴别诊断具有重要价值.
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本文对乳头状食
管癌和息肉样平
滑 肌 瘤 的 X 线 征
象进行了较全面
的分析、对比、

提出鉴别诊断要
点, 有较强的临床
参考价值.
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Abstract
AIM: To compare the efficacy and safety of lapa-
roscopic Nissen fundoplication versus anterior 
180º fundoplication in patients with gastroesoph-
ageal reflux disease (GERD).

METHODS: A total of 409 patients with severe 
GERD who underwent laparoscopic Nissen 
fundoplication (group N, n = 253) or anterior 
180º fundoplication (group A, n = 156) from June 
2004 to May 2008 were included in the study. 
The pre- and post-operative gastrointestinal 
quality of life index (GIALI) was assessed in all 
the patients.

RESULTS: Approximately 76.1% (311/409) of 
patients had a lower esophageal sphincter (LES) 
pressure less than 15 mmHg. The mean opera-
tion time was significantly longer in group N 
than in group A (116 min ± 8 min vs 96 min ± 5 
min, P < 0.05). The mean duration of postopera-

tive hospitalization was 3.6 d in group N and 
3.4 d in group A. Postoperative complications 
occurred in 3 patients in group N and in 2 pa-
tients in group A, and no death occurred. There 
were 33 patients with postoperative abdominal 
bloating and 24 patients with postoperative 
dysphagia in group N, and the corresponding 
figures in group A were 16 and 14, respectively. 
The mean duration of follow-up was 46.3 mo ± 
6.5 mo (57.2 mo ± 7.3 mo in group N vs 27.6 mo 
± 4.2 mo in group A). No statistical differences 
were noted in life quality score and the results 
of esophageal manometry and ambulatory 24-h 
pH monitoring at 2 years of follow-up between 
the two groups.

CONCLUSION: Both laparoscopic Nissen fun-
doplication and anterior 180º fundoplication are 
effective for GERD. Anterior 180º fundoplication 
is associated with less postoperative adverse ef-
fects compared with Nissen fundoplication.

Key Words: Gastroesophageal reflux disease; Lapa-
roscopic Nissen fundoplication; Anterior 180º fun-
doplication

Cao ZG, Qin MF, Wang Q, Zhao HZ. Efficacy of laparo-
scopic Nissen fundoplication versus anterior 180º fundo-
plication in the treatment of gastroesophageal reflux dis-
ease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 2594-2598

摘要
目的: 比较前180度折叠术与360度Nissen胃底
折叠术的两年临床效果及术后并发症发生率. 

方法: 2004-06/2008-05共409例重度胃食管反
流疾病患者接受了腹腔镜前180度或Nissen胃
底折叠术. 对两组患者两年随访结果进行比较
分析. 

结果: 共253例患者接受了Nissen胃底折叠术
(N组), 156例患者接受了180度前折叠术(A组). 
N组和A组各有83例患者(47例腹胀和36例吞
咽困难)和26例患者(16例腹胀和10例吞咽困
难)出现术后胃肠功能障碍(P <0.05). 术后平均
随访46.3±6.5(24-92) mo. 两组病例在术后两

®

■背景资料
欧 美 国 家 3 6 0 度
Nissen胃底折叠
术是目前应用最
广泛的手术方式, 
但其术后吞咽困
难、腹胀等胃肠
功能障碍症状发
生 率 较 高 .  近 年
来外科医生正在
寻求一种效果良
好而对胃肠功能
影响更小的手术
方 式 ,  因 此 产 生
了各种部分胃底
折叠术.

■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
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年生活质量评分、食管炎及24 h pH监测无显
著差异.

结论: 两种折叠术式对改善大多数胃食管反流
病患者生活质量, 控制反流的效果相当, 但前
180度折叠较Nissen折叠对胃肠功能影响更小.

关键词: 胃食管反流病; 腹腔镜Nissen胃底折叠术; 

前180度胃底折叠术
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0  引言

随着腹腔镜胃底折叠术逐步被推广应用, 外科

治疗胃食管反流疾病越来越重要. 腹腔镜360
度Nissen胃底折叠术是被国内外多数学者所推

崇的手术方式, 但其术后吞咽困难及腹胀的发

生率相对较高. 因此, 近年来出现了各种部分胃

底折叠术, 临床报道证实前180度折叠术具有与

360度Nissen胃底折叠术类似的临床效果并且术

后吞咽困难及腹胀的发生率较小. 本文研究比

较两种术式的两年临床效果及两者对术后胃肠

功能的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-06/2008-05在天津南开医院接受

了腹腔镜前180度或360度Nissen胃底折叠术的

重度胃食管反流疾病患者共409例. 2006-08之前

214例患者均接受了Nissen胃底折叠术. 2006-08
之后共156例患者接受了180度前折叠术, 39例
患者接受了Nissen胃底折叠术(DeMeester评分

>200且年龄<50岁). 其中男178例, 女231例, 年
龄21-74(平均年龄45.5±1.6)岁. 腹腔镜前180度
组(A组)的平均年龄为44.3±2.1(21-65)岁, 360度
Nissen胃底折叠术组(N组)的平均年龄为46.1±
1.3(32-74)岁. 多数患者以胸骨后烧灼感伴疼痛

为主要症状, 其他症状有反流、消化不良、吞

咽困难及呼吸道症状. 患者从出现反流性食管

炎症状到行外科手术的平均时长为76 mo±6.4 
mo, 所有患者在接受手术治疗之前均至少口服

质子泵抑制剂6(平均时长为41±8.7) mo. 所有

患者术前均进行了胃镜、食管测压及24 h pH监

测等检查, 且所有患者均具有明确的手术适应 
证[1,2]: 长期服药治疗无效者; 因药物依赖影响生

活质量或出现药物不良反应者; 无法耐受终生

服药者; 规律服药但出现反流相关并发症者(食
管炎、食管狭窄及Barrett's食管)及伴有食管裂

孔疝者.
1.2 方法 
1.2.1 临床症状: 所有患者在术前均进行了生

活质量评价(gastrointestinal quality of life index 
GIQLI)[3]见表1.
1.2.2 胃镜检查: 按照Savary-Miller指南[4]对所有

患者食管炎情况进行胃镜下分级, 其中0级66例
(16.1%), 1级150例(36.7%), 2级99例(24.2%), 3级
51例(12.5%), 4级23例(5.6%), Barrett's食管20例
(4.9%). 236例(57.7%)患者伴有食管裂孔疝, 其
中47例(11.5%)患者伴有巨大裂孔疝. 
1.2.3 食管测压: 所有患者在行食管测压前禁食

12 h, 并停服质子泵抑制剂5 d以上. 其中311例
(76.1%)患者术前食管下括约肌压力<15 mmHg, 
94例(23.0%)患者食管下端蠕动压<35 mmHg.
1.2.4 24 h pH监测: 所有患者在行食管测压前

禁食12 h, 并停服质子泵抑制剂5-7(平均6.6) d. 
349例(85.3%)患者术前DeMeester评分>15(平
均56.7±13.8), 其中N组221例(87.4%)患者术前

DeMeester评分>15(平均58.4±11.7)及A组128例
(82.1%)患者术前DeMeester评分>15(平均53.9±
15.8, 表2).

统计学处理 数值表达方式为mean±SD, 所
有数据采用t -test及卡方检验, P <0.05为有统计学

差异.

2  结果

两组病例术前在年龄、性别、患者病程、内科

治疗、临床症状(表1)、食管测压及24 h pH监

测上无统计学差异. 术前所有患者均接受过至

少6 mo正规内科治疗且既往未接受过抗反流手

术. 术前胃镜证实N组和A组病例分别有200例
(79.1%)和123例(78.8%)患者具有食管炎, 有8例
(3.2%)和12例(7.7%)具有Barrett's食管. 患者术前

平均食管下括约肌压力为11.4(0-41) mmHg及术

表 1 患者术前临床症状 n (%)

     
临床症状

                      总例数            N组                A组

   (n  = 409)       (n  = 253)         (n  = 156)

烧心  344(84.1)     211(83.4)      133(85.3)

反流  287(70.2)     180(71.4)      107(68.6)

胸骨后疼痛   47(11.5)       26(10.3)        21(13.5)

吞咽困难    20(4.9)         14(5.5)            6(3.8)

哮喘    11(2.7)           5(1.8)            6(3.8)

■相关报道
Wong等经大宗随
机对照研究结果
证实前180度胃底
折叠术抗酸反流
效果较为理想, 与
Nissen胃底折术
短期控制酸反流
效果相同.
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前平均食管下括约肌长度为1.2(0-4) cm. N组221
例(87.4%)及A组128例(82.1%)患者术前24 h pH
监测>15. N组和A组的平均手术时间分别为116 
min±8 min和96 min±5 min(P <0.05), N组和A
组术后平均住院时间分别为3.6 d和3.4(2-21) d. 
N组及A组术后分别有3例(1例食管后壁穿孔、

1例胃壁穿孔和1例胃短血管出血)和2例患者出

现手术相关并发症(2例食管后壁穿孔), 无死亡

及术中中转开腹病例. N组出现术后早期腹胀

及吞咽困难的病例分别为47例(18.6%)和34例
(13.4%), A组出现术后早期腹胀及吞咽困难的病

例分别为16例(10.3%)和10例(6.4%), 其中N组有

4例患者因严重吞咽困难进行了胃镜扩张治疗, 
1例因经胃镜扩张后仍存在吞咽困难而进行了

再次腹腔镜手术将360度Nissen胃底折叠术改为

前180度折叠术, 术后未在出现吞咽困难(表3). 
术后平均随访时间为24-92(46.3±6.5) mo, 

N组平均随访25-92(57.2±7.3) mo, A组平均随访

24-41(27.6±4.2) mo. N组中共有218例(86.2%)
患者及A组共有140例(89.7%)患者完成两年及以

上随访. 在所有完成两年随访的患者均进行了

生活质量评估, 其中N组中194例(89.1%)患者及

A组中119例(85.0%)患者烧心及反酸症状消失, 
两组中有每周小于1次反酸和/或烧心症状者为

18例(8.3%)及15例(10.7%). 术后仍口服质子泵

抑制剂的患者两组均为22例(10.1%, 15.7%), 其
中N组中有2例术后间断反酸患者因症状较轻未

服用质子泵抑制剂, A组中1例患者术后虽然无

反流及烧心症状, 仍间断服用药物. 在所有完成

2年随访的患者中, N组中有175例(80.3%)和182
例(83.5%)患者分别进行了胃镜检查及24 h pH
监测, A组中有112例(80%)和123例(87.9%)患者

分别进行了胃镜检查及24 h pH监测, 其中N组

术前DeMeester评分从平均为58.4±11.7下降为

12.3±6.2, A组从术前53.9±15.8下降为14.6±
5.8(P >0.05). 食管炎表现有不同程度减轻(表4). 

3  讨论

在欧美等发达国家反流性食管炎的发病率约为

10%[5,6], 在我国发病率大约为6%[7,8]并呈逐年上

升趋势, 因此反流性食管炎的治疗也越来越为

我国的医疗工作者所重视. 近年来随着腹腔镜

技术的发展, 外科手术已成为治疗中、重度反

流性食管炎的首选治疗方式. 在欧美国家360度
Nissen胃底折叠术是目前应用最广泛的手术方

式, 但其术后吞咽困难、腹胀等胃肠功能障碍

症状发生率较高. 近年来外科医生正在寻求一

种效果良好而对胃肠功能影响更小的手术方式, 
因此产生了各种部分胃底折叠术. 在我国, 该手

术发展较晚, 目前大多数医院多选用360度Nis-
sen胃底折叠术, 很少有部分胃底折叠术的报道, 
更缺乏部分胃底折叠术与360度Nissen胃底折叠

术的对比研究. 
Nissen胃底折叠术对90%以上的患者中远

期效果良好[9,10], 目前已被临床广泛应用, 但术后

吞咽困难、腹胀、嗳气困难等胃肠功能障碍症

状却是困扰着临床医生和患者的一道难题, 也
成为影响术后患者生活质量, 降低患者对手术

满意度的主要原因. 天津南开医院微创外科中

心已开展Nissen胃底折叠术6年, 其5年有效率可

达85%以上, 术后早期吞咽困难、腹胀的发生

率达15%左右. 为解决上述问题, 国外一些医学

中心[11,12]已开展了部分胃底折叠术, 其中远期临

床效果与Nissen胃底折叠术相似, 而术后吞咽困

难、腹胀等发生率较低. Wong等[13]经大宗随机

表 2 患者术前食管炎分级、食管测压及24 h pH监测 n (%)

     
                       总例数            N组                A组

    (n  = 409)       (n  = 253)        (n  = 156)

食管炎分级 

    0级    66(16.1)       45(17.8)       21(13.5)

    1级  150(36.7)       77(30.4)       53(34.0)

    2级    99(24.2)       64(25.3)       45(28.8)

    3级    51(12.5)       46(18.2)       15(9.6)

    4级    23(5.6)         13(5.1)         10(6.4)

    Barrett's   20(4.9)           8(3.2)         12(7.7)

食管下括约肌压

    正常    98(23.9)       52(20.6)       46(29.5)

    降低  311(76.1)     201(79.4)     110(70.5)

食管蠕动压

    正常  315(77.0)     203(80.3)     112(71.8)

    降低    94(23.0)       50(19.8)       44(28.2)

DeMeester评分

    正常    60(14.7)       33(13.0)       27(17.3)

    >15  349(85.3)     221(87.4)     128(82.1)

食管裂孔疝

    有  236(57.7)     143(56.5)       93(59.6)

    无  362(88.5)     233(92.1)     129(82.7)

表 3 术后两组患者发生腹胀及吞咽困难的比较 n (%)

     
           N组(n  = 253)   A组(n  = 156)            P 值

吞咽困难             34(13.4)             10(6.4)             0.026

术后腹胀             47(18.6)             16(10.3)           0.024

■创新盘点
在 我 国 ,  目 前 大
多数医院多选用
360度Nissen胃底
折 叠 术 ,  很 少 有
部分胃底折叠术
的 报 道 ,  更 缺 乏
部分胃底折叠术
与360度Nissen胃
底折叠术的对比
研 究 .  本 文 研 究
比较两种术式的
两年临床效果及
两者对术后胃肠
功能的影响.
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对照研究结果证实前180度胃底折叠术抗酸反

流效果较为理想, 与Nissen胃底折术短期控制酸

反流效果相同. 天津南开医院微创外科中心于

2006年底开展前180度折叠术. 在我们完成两年

及以上随访的患者中, 其有效率达85%左右, 而
术后早期吞咽困难、腹胀的发生率较前者降低. 

本研究术者体会腹腔镜前180度胃底折叠

手术操作相对简单、易于掌握、手术时间短, 术
中折叠胃可于直视下完成, 通常不需分离胃短血

管、折叠胃无张力, 避免了胃、食管及脾损伤, 
上述因素可能对减少术后吞咽困难、腹胀的发

生具有一定意义. 腹腔镜前180度胃底折叠术属

于新术式, 目前虽有一些否定的研究结论, 但已

有较多的研究肯定了他的长期抗酸反流效果和

患者满意度, 受到一定程度的关注[14]. 相对于Nis-
sen胃底折叠术, 前180度胃底折叠术对伴有食管

运动功能紊乱的患者术后改善率更高, 因此, 术
前评估患者食管和食管下端括约肌功能、食管

运动功能, 有助于选择不同的术式[15,16].
我们认为不能为了选择某种术式而以牺牲

长期抗酸反流效果为代价, 即使一些医生在抗

反流手术中长期首选该术式, 但也不能盲目、

不加选择的对所有患者实施同一种术式, 而应

当针对每例患者的具体特点量体裁衣选择最好

的术式. 在我们的研究中, 为保证长期有效的抗

反流效果, 39例年轻严重反流患者接受了Nissen
胃底折叠术(DeMeester评分>200且年龄<50岁). 

前180度折叠术在改善患者反流症状上可

达到或接近与360度Nissen胃底折叠术相近的效

果, 而术后早期胃肠功能紊乱症状较后者减少. 
但在我们的研究中, 前180度折叠术后随访时间

较短, 其远期效果还有待于进一步的随访证实. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of DNA mis-
match repair genes hMLH1/hPMS2 and to ana-
lyze their clinical significance in gastric cancer.

METHODS: The expression of hMLH1/hPMS2 
mRNAs in 40 specimens of gastric cancer and 
cancer-adjacent mucosa tissue and 21 specimens 
of chronic gastritis tissue was detected by real-
time fluorescent quantitative reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR). The 
human glyceraldehydes-3-phosphate dehydro-

genase (hGAPDH) gene was used for normaliza-
tion of gene expression levels.

RESULTS: The level of hMLH1 mRNA in gas-
tric cancer was significantly higher than those 
in cancer-adjacent mucosa tissue and chronic 
gastritis tissue (7.23 ± 11.91 vs 3.80 ± 5.13 and 
2.01 ± 1.25, respectively; both P < 0.05). The level 
of hMLH1 mRNA was significantly higher in 
cancer-adjacent mucosa tissue than in chronic 
gastritis tissue (P < 0.05). The level of hPMS2 
mRNA was significantly higher in gastric can-
cer and cancer-adjacent mucosa tissue than in 
chronic gastritis tissue (0.43 ± 0.35 and 0.55 ± 
0.39 vs 0.32 ± 0.15, respectively; both P < 0.05). 
No significant difference was noted in the level 
of hPMS2 mRNA between gastric cancer and 
cancer-adjacent mucosa tissue. The expression 
levels of hMLH1/hPMS2 mRNAs in gastric can-
cer showed no significant correlation with tumor 
size, infiltration degree, and lymph node metas-
tasis. However, the expression level of hMLH1 
mRNA was significantly higher in gastric cancer 
with lymph node metastasis than in that without 
lymph node metastasis (all P < 0.05).

CONCLUSION: The expression levels of hMLH1 
/hPMS2 gene in gastric cancer and  cancer-
adjacent mucosa tissue are abnormal when com-
pared with that in chronic gastritis. Abnormal 
transcription of hMLH1/hPMS2 may be related 
with the genesis of gastric cancer, but not in-
volved in the progression of the disease.

Key Words: hMLH1 mRNA; hPMS2 mRNA; Gastric 
cancer; DNA mismatch repair gene; Real-time 
fluorescent quantitative reverse transcription-poly-
merase chain reaction

Pan GS, Liu XS, Yang K. Clinical significance of detection 
of hMLH1 and hPMS2 mRNA expression in gastric can-
cer by real-time fluorescent quantitative RT-PCR. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 2599-2603

摘要
目的: 探讨D N A错配修复基因h M L H1及
h P M S2在胃癌组织中的表达水平及其临床
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■背景资料
D N A 错 配 修 复
(MMR)基因是生
物进化过程中的
保 守 基 因 ,  具 有
修复DNA错配、

增 强 D N A 复 制
忠实性、维持基
因 组 稳 定 ,  降 低
自发性突变的功
能. MMR发生异
常 时 ,  无 法 修 复
DNA复制过程中
出现的碱基错配, 
造成细胞内遗传
物质突变率增加, 
产生遗传不稳定
性, 最终引起细胞
恶性转化.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科



意义. 

方法: 应用实时荧光定量逆转录聚合酶链反
应(RT-PCR)技术对40例胃癌患者的癌组织、

40例癌旁胃炎组织及21例慢性胃炎患者的慢
性胃炎组织hMLH1 mRNA及hPMS2 mRNA
进行定量检测, 以三磷酸甘油醛脱氢酶基因
(hGAPDH)为内参照.

结果: 胃癌组织、癌旁组织、慢性胃炎组织
中hMLH1 mRNA的相对含量分别是7.23±
11.91, 3.80±5.13, 2.01±1.25, 三组相比差异
有统计学意义(F  = 3.272, 均P  = 0.042), 胃癌
组织中hMLH1 mRNA含量明显高于其他两
组, 癌旁组织中含量明显高于慢性胃炎组织中
的含量(均P <0.05); 各组织中hPMS2 mRNA的
相对含量分别是0.43±0.35, 0.55±0.39, 0.32
±0.15, 3组相比差异有统计学意义(F  = 3.349, 
均P  = 0.039), 胃癌组织与癌旁组织中hPMS2 
mRNA的含量差异无统计学意义, 但均高于
慢性胃炎组织中的含量(均P <0.05). 除hMLH1 
mRNA含量在有、无淋巴结转移的胃癌组织
中有显著差异(均P <0.05)外, 在胃癌组织中
hMLH1 mRNA及hPMS2 mRNA相对含量受肿
瘤直径、浸润深度、淋巴结转移的影响不大
(均P >0.05).

结论: 胃癌组织和癌旁组织与慢性胃炎组织
相比存在hMLH1及hPMS2 mRNA转录差异, 
这种基因的转录差异可能与胃癌的发生有关, 
而与胃癌的发展关系不显著.

关键词: hMLH1 mRNA ; hPMS2 mRNA; 胃癌; 

DNA错配修复基因; 实时荧光定量逆转录聚合酶

链式反应
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0  引言

胃癌是消化系最常见的恶性肿瘤之一, 其发病

率和死亡率长期居消化系肿瘤之首, 他的发生

及发展是一个涉及多基因、多步骤的复杂过程. 
其中错配修复基因(mismatch repair genes, MMR 
genes)属管家基因, 负责对细胞内错配碱基进

行修复, 其中任何一个或多个的变异都会引起

DNA错配修复错误致肿瘤易感[1,2]. 本研究采用

实时荧光定量RT-PCR技术检测在人胃癌、癌旁

及慢性胃炎组织中hMLH1及hPMS2 mRNA的相
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对含量水平, 探讨hMLH1及hPMS2基因与胃癌发

生、发展的关系, 进一步了解胃癌发生发展的分

子机制.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-01/2008-06青岛大学医学院附属

医院外科手术切除的胃癌组织40例, 男29例, 女
11例, 年龄36-79(平均年龄60.5)岁, 术前未经

放、化疗. 每例均取相应癌旁组织, 即距离癌

组织边缘>5 cm的胃黏膜组织, 其中浅表性胃

炎17例, 萎缩性胃炎23例. 胃镜活检21例慢性

胃炎组织(每例以活检钳取3块), 其中浅表性胃

炎10例, 萎缩性胃炎11例, 男11例, 女10例, 年龄

31-76(平均年龄50.19)岁. 将新鲜组织置液氮速

冻后存于-70 ℃冰箱备用. 全部病例均经病理

检验证实. 引物采用fastPCR设计, hMLH1上游

引物为5'-TCTCAGGCCAGCAGAGTGAA-3', 
下游引物为5'-TGTGTGAGCGCAAGGCTT-
TA-3', PCR产物为93 bp; hPMS2上游引物为

5'-GCACTGAGCGATGTCACCATT-3', 下游引

物为5'-TTCCTTATGGCGCACAGGTAGT-3', 
PCR产物长度为171 bp; 内参三磷酸甘油醛脱

氢酶(hGAPDH)上游引物为5'-TCATGGGTGT-
GAACCATGAGAA-3', 下游引物为5'-GGCATG-
GACTGTGGTCATGAG-3', PCR产物长度为146 
bp, 均由上海生工生物工程技术有限公司合成. 
hMLH1的TaqMan荧光探针序列为5'(FAM)-A 
AACTCCTGGAAGTGGACTGTGGAACACA
T(TAMRA)-3', hPMS2的TaqMan荧光探针序

列为5'(FAM)-TATCCAGAAAACCCCCTAC 
CCCCGC(TAMRA)-3', 内参hGAPDH的Taq-
Man荧光探针序列为5'(FAM)-TCATCAGCAAT 
GCCTCCTGCACCA(TAMRA)-3'均由宝生物工

程(大连)有限公司合成. 总RNA提取及荧光定量

RT-PCR试剂购于宝生物工程(大连)有限公司.
1.2 方法 采用TRIzo l法提取总RNA. 10 μL逆
转录反应体系: 5×PrimeScriptTM Buffer 2 μL, 
PrimeScriptTM RT Enzyme Mix Ⅰ 0.5 μL, Oligo 
dT Primer 0.5 μL, Random 6 mers 0.5 μL, Total 
RNA 2 μL, RNase Free dH2O 4.5 μL. 反应条

件: 37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s, -20 ℃保存备用. 20 
μL PCR反应体系: Premix Ex TaqTM 10 μL, PCR 
Forward Primer(6 μmol/L)0.7 μL, PCR Reverse 
Primer(6 μmol/L)0.7 μL, 荧光探针溶液0.8 μL, 模
板(cDNA溶液)2 μL, dH2O 5.8 μL. PCR扩增条件: 
95 ℃ 10 min预变性; 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 30 s, 共40
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■研发前沿
hMLH1基因改变
与胃癌发生密切
相关, hPMS2基因
改变在胃癌发生
中的作用亦逐渐
受到重视, 亟待研
究探讨其能否成
为早期诊断胃癌
的确切指标.
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个循环. 采用LightCycler Real-Time PCR仪进行

反应. 反应结束后, 由LightCycler Real-Time PCR
软件自动记录荧光曲线并分析计算出Ct值. 以
hGPADH作为内对照, 检测被测样品RNA的完整

性和可靠性. 结果的计算: ΔΔCt = (样品Ct均值-
内参照Ct均值)-(对照样品Ct均值-对照内参照Ct
均值), 然后取2-ΔΔCt即代表被检样品初始hMLH1
及hPMS2 mRNA的含量.

统计学处理 采用SPSS11.5软件处理系统进

行统计学分析. hMLH1 mRNA、hPMS2 mRNA
的相对含量以mean±SD表示. 统计学方法采用

单因素方差分析及t检验, 以P <0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

胃癌组织、癌旁组织及非胃癌患者的慢性胃炎

组织中hMLH1 mRNA、hPMS2 mRNA相对含量

见图1, 表1.
hMLH1 mRNA含量在胃癌组织中>癌旁组

织>非胃癌患者慢性胃炎组织, 两两比较均有

统计学意义(t  = 2.665, 2.669, 2.005, P  = 0.010, 
0.009, 0.042), 3组相比有统计学意义(均P <0.05). 

hPMS2 mRNA含量在胃癌组织与癌旁组织

中均高于非胃癌患者慢性胃炎组织, 差异有统

计学意义(t  = 2.391, 2.555, P  = 0.020, 0.013), 但
胃癌组织与癌旁组织中hPMS2 mRNA的含量差

异无统计学意义(t  = 1.497, P  = 0.138). 3组相比

差异有统计学意义(均P <0.05). 
胃癌组织中hMLH1 mRNA含量水平受肿瘤

大小、浸润程度影响不大(均P >0.05), 与淋巴结

转移有关(P <0.05, 表2); hPMS2 mRNA含量水平

受肿瘤大小、浸润程度、有无淋巴结转移影响

不大(均P >0.05, 表3).

3  讨论

DNA错配修复基因是一组保守基因, 具有修复

D N A错配、维持基因组稳定降低自发性突变

的功能[3,4]. 目前从人体细胞中共分离克隆到9个
MMR基因, 其通过编码不同的MMR蛋白, 特异

性识别并修复错配碱基, 保持遗传物质的稳定性
[5], 并能够诱导受到DNA严重损伤的细胞凋亡[6]. 
hMLH1是最先发现的错配修复基因之一, 与肿

瘤关系密切[7]. hMLH1在执行错配修复功能时与

hPMS2构成异源二聚体hMutLα, 具有提高与错

配位点结合效率的功能, 对hMutSα具有辅助作

■创新盘点
本研究采用实时
荧光定量RT-PCR
技术对hMLH1及
hPMS2 mRNA水
平进行检测, 较传
统PCR技术更为
精确.

表 1 不同胃黏膜组织中hMLH1、hPMS2 mRNA相对含量水平 (mean±SD)

     
分组    n  hMLH1 mRNA   F 值      P 值     hPMS2 mRNA     F 值       P 值

胃癌组  40 7.23±11.91 3.272    0.042      0.43±0.35   3.349     0.039

癌旁组  40 3.80±5.13        0.55±0.39

慢性胃炎组 21 2.01±1.25        0.32±0.15

表 2 不同临床参数中胃癌组织hMLH1 mRNA含量水平 
(mean±SD)

     
临床参数                n     hMLH1 mRNA水平      t 值        P 值

肿瘤大小(cm)

    >5             27        8.53±13.76      0.992     0.056                

    <5             13       4.54±6.25

浸润深度

    浆膜外             34        8.27±12.66      1.321     0.053                 

    浆膜内               6       1.36±1.06

淋巴结转移

    有             32        8.55±12.99      1.423     0.031                

    无               8        1.94±1.84  

表 3 不同临床参数中胃癌组织hPMS2 mRNA含量水平 
(mean±SD)

     
临床参数                n     hMLH2 mRNA水平    t 值          P 值

肿瘤大小(cm)

    >5             27        0.33±0.28 2.730     0.292                 

    <5             13        0.63±0.39

浸润深度

    浆膜外             34        0.42±0.37 0.172     0.130                 

    浆膜内               6        0.45±0.20

淋巴结转移

    有             32        0.42±0.36 0.182     0.498

    无               8        0.45±0.31  
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图 1 实时荧光扩增曲线.
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用, 同时hPMS2基因也通过介导DNA损伤细胞

的凋亡发挥抗肿瘤作用[8-10]. 
一般认为错配修复基因表达减少会引起错

配修复功能下降或缺失, 进而导致DNA复制时产

生的错配碱基因得不到修复而发生积累, 最后使

细胞发生癌变. 但是一些恶性肿瘤如胶质母细胞

瘤、支气管肺泡细胞癌、膀胱癌、子宫内膜癌, 
却出现hMLH1或hMSH2表达增加[11-13]. 亦有多项

研究证实在胃癌组织中hMLH1启动子区的甲基

化导致hMLH1基因失活, 使组织中仅表达少量

的hMLH1蛋白[14,15]. 但本研究结果显示, hMLH1 
mRNA、hPMS2 mRNA含量在胃癌及癌旁组织

中均明显高于非胃癌患者胃炎组织中含量, 提
示胃癌及癌旁组织中hMLH1、hPMS2基因转

录增加. hMLH1、hPMS2基因在胃癌及癌旁组

织中不但没有失活或表达减少, 反而存在过度

激活和表达增多的现象. 有学者认为肿瘤细胞

过度增殖时会伴有DNA碱基错配增多, 从而引

起错配修复蛋白代偿性表达增多[16]. 但错配修

复蛋白的高表达是否代表错配修复功能的增强

尚不清楚. hMLH1、hPMS2基因过度激活的机

制亦可能为: 机体细胞在正常生理状态下, 不存

在遗传物质的变异, 所以hMLH1、hPMS2基因

处于低转录状态. 细胞在增殖过程中一旦出现

遗传物质的错配, hMLH1、hPMS2基因则被激

活, 修复错配的基因, 但hMLH1、hPMS2基因可

能存在突变产生不全蛋白导致错配基因不能修

复[17], 从而形成恶性循环, 导致hMLH1、hPMS2 
mRNA含量增加. 有研究指出hMLH1基因在遗

传性非息肉性结肠癌(hereditary non-polyposis 
colon cancer, HNPCC)、胃癌中存在多位点的突 
变[18-20]. 也有研究提出hPMS2基因在乳腺癌组织

中发生移码或点突变, mRNA出现错误, 产生缺

陷蛋白最终导致不能修复错配基因, 其研究结

果[21]亦支持上述推论. 但胃癌组织中hMLH1、
hPMS2基因过度激活的具体机制仍有待进一步

研究. 癌旁组织细胞与癌细胞处于同一机体, 有
着同样的遗传背景, 受到同样的环境刺激, 有着

同样基因突变的积累, 被看做肿瘤易发组织[22,23]. 
本研究显示癌旁组织中hMLH1 mRNA、hPMS2 
m R N A含量明显高于非胃癌患者的慢性胃炎

组织, 更接近甚至高于胃癌组织中含量, 提示

hMLH1及hPMS2基因转录异常积累到一定水平

后可能诱发组织向癌的演变, 与肿瘤发生密切

相关, 但其作用机制尚不明确, 有待于进一步研

究. 这可能是胃癌术后残胃癌的发生机制之一, 

对胃癌术后患者定期复查残胃组织中hMLH1、
hPMS2 mRNA含量, 有望早期发现残胃的癌变, 
以便早期进行治疗. 

胃癌的发生是一个漫长过程, 一般认为胃

癌的发生过程是从正常胃黏膜细胞经内外环境

因素作用发展到慢性胃炎进而到胃癌前病变, 
包括肠上皮化生、腺瘤和不典型增生, 经过一

系列基因突变的积累最终导致胃癌的发生 [24]. 
本研究中hMLH1 mRNA在慢性胃炎组织、癌

旁组织及癌组织中的含量逐渐增加, 亦即随着

组织损伤的加重, hMLH1基因转录异常增加, 反
映了异常基因的积累促使癌发生进展. hPMS2 
mRNA表达情况与hMLH1 mRNA类似, 癌旁组

织与癌组织中差异不显著, 但均显著高于非胃

癌患者慢性胃炎组织中的含量. hMLH1 mRNA
及hPMS2 mRNA受肿瘤组织的直径、浸润程度

及淋巴结转移影响不大(均P >0.05), 仅hMLH1 
mRNA在有淋巴结转移时表达更高(P <0.05). 提
示h P M S2基因转录失调可能只与肿瘤的发生

有关, 与肿瘤的发展关系不大; hMLH1基因转

录失调不仅与肿瘤的发生相关, 还与淋巴结转

移有关. 因此应用实时荧光定量RT-PCR技术对

hPMS2 mRNA进行定量检测有望对胃癌的发生

起到警示作用. 对hMLH1 mRNA的检测可对胃

癌术前患者有无淋巴结转移进行初步评估. 
h M L H1基因改变与胃癌发生密切相关 , 

hPMS2基因改变在胃癌发生中的作用亦逐渐受

到重视, 但对其机制了解尚不完全明确, 仍需进

一步研究, 可对其进行基因测序及蛋白质表达

水平测定.
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委审稿费费用, 共计40 850元, 数据以稿件审回日期为准. WCJD共计审稿1 418篇, 其中送审专家377位, 共计送

审次数2 094次, 成功审回次数1 634, 成功率78.03%. 其中审稿次数排前三位的为: 西安交通大学医学院第二附
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学附属南京第一医院肿瘤中心曹秀峰教授第二位, 16篇; 中国医科大学附属第一医院消化内科王炳元教授和苏

州大学附属第一医院消化科陈卫昌教授并列第三位, 各15篇. 

WCJD编辑部感谢各位编委2009年对WCJD工作的支持, 同时希望各位编委更加积极主动的配合我们今

后的工作. 审稿费已经通过邮局汇款, 如有审稿费未收到或者审稿稿件有误差, 请各位编委与编辑部联系, 联系

电话: 010-85381892, 联系人: 李军亮. (编辑部主任: 李军亮 2010-04-20)
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Abstract
AIM: To survey the spontaneous hepatitis B 
virus (HBV) YMDD mutations in patients with 
familially clustered chronic HBV infection.

METHODS: Ninety-five chronic hepatitis B 
(CHB) patients, who came from 34 CHB cluster 
families and did not underwent treatment with 
any antiviral drugs, and 82 sporadic CHB pa-
tients, who did not underwent treatment with 
any antiviral drugs, were included in this study. 
YMDD mutations were detected and compared 
between the two groups of patients.

RESULTS: Of the 95 patients with familial clus-

tering of chronic HBV infection, spontaneous 
YMDD variants were detected in 51 patients 
(53.68%). Of the 82 sporadic CHB patients, 
YMDD variants were detected in 21 patients 
(25.61%). The detection rate of spontaneous 
YMDD mutations was significantly higher in 
CHB patients with familial clustering than in 
sporadic CHB patients (P < 0.05).

CONCLUSION: The detection rate of spontane-
ous YMDD mutations is higher in CHB patients 
with familial clustering than in those without 
familial clustering.

Key Words: Chronic hepatitis B; Familial clustering; 
Spontaneous YMDD motif mutation

Qu JX, Zeng QL, Liu ZG, Xu GH, Feng JH, Zhao PD, Gao 
XH, Wang T, Ren YQ. Spontaneous HBV YMDD motif 
mutations in patients with familially clustered chronic 
HBV infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 
2604-2607

摘要
目的: 探讨家庭聚集性慢性HBV感染者HBV 
YMDD自然变异发生情况以及影响其变异的
因素. 

方法:  筛选34个共95例有乙型肝炎家庭聚
集现象且未经抗病毒治疗的慢性乙型肝炎
(chronic hepatitis B, CHB)患者作为家庭组, 进
行YMDD检测; 随机选择82例无乙型肝炎家
庭聚集现象且未接受过抗病毒治疗的CHB患
者作为对照组, 进行YMDD检测. 

结果: 家庭组95例中有51例(53 .68%)检测
到Y M D D自然变异 ,  对照组82例中有21例
(25.61%)检测到YMDD自然变异; YMDD自然
变异检出率有显著性差异(P <0.05).

结论: 有乙型肝炎家族聚集史慢性HBV感染
者的YMDD自然变异率较没有乙型肝炎家族
聚集史慢性HBV感染者的YMDD自然变异
率高.

关键词: 慢性乙型肝炎; 家庭聚集性疾病; YMDD自

®

■背景资料
临床上应用核苷
类 似 物 ( 特 别 是
拉 米 夫 定 ) 进 行
抗 H B V 治 疗 之
后易出现HBV P
基因的YMDD变
异, 但HBV P基因
也可发生未经抗
病毒治疗情况下
的YMDD自然变
异 .  主 要 是 由 于
HBV在复制过程
中要经逆转录形
成H B V D N A的
负链, 这一过程是
在HBV聚合酶逆
转录功能区的指
导下完成的, 由于
HBV聚合酶逆转
录功能区不具有
校 正 功 能 ,  所 以
HBV在复制过程
中具有较高的自
然变异率.

■同行评议者
陈志辉 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第二军医大学附
属长海医院感染
科
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0  引言

临床上应用核苷类似物(nucleoside analogue, 
NUC)(特别是拉米夫定)进行抗HBV治疗之后易

出现HBV聚合酶(polymerase, P)基因的酪氨酸-
蛋氨酸-天门冬氨酸-天门冬氨酸(YMDD)变异, 
但HBV P基因也可发生未经抗病毒治疗情况下

的YMDD自然变异. 本研究对34个有乙型肝炎

家庭聚集现象的家庭且未经抗病毒治疗的95例
HBV感染者和无乙型肝炎家庭聚集现象也未接

受过抗病毒治疗的82例患者进行YMDD检测, 
现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 筛选2006-05/2009-10在延安大学附属

医院感染病科就诊有乙型肝炎家庭聚集现象的

34个家庭中未经抗病毒治疗的慢性乙型肝炎

(chronic hepatitis B, CHB)患者95例为家庭组; 并
随机选择82例无乙型肝炎家庭聚集现象且未

接受过抗病毒治疗的CHB患者为对照组. 两组

患者的诊断均符合《慢性乙型肝炎防治指南》

(2005年版)[1].
1.2 方法 采集患者外周血, 检测HBV血清学标

志物定量、HBV YMDD变异. HBV血清学标志

物定量检测采用美国PE公司1235全自动时间分

辨荧光免疫分析系统进行, 乙型肝炎五项时间

分辨荧光诊断试剂盒购自苏州新波生物技术有

限公司; YMDD变异检测采用美国PE公司Gene-
Amp5700型荧光PCR检测仪进行, HBV YMDD
基因突变诊断试剂盒(PCR荧光法)购自上海克

隆生物高技术有限公司.
其中HBV YMDD变异检测的基础是核酸

序列分析, 这种直接测序是HBV测序的经典方

法. 大部分测序的基本原理均采用Sanger发明的

双脱氧DNA链末端终止法. 其基本原理为: DNA
链在进行复制时, 在DNA P作用下以互补单链

DNA为模板, 以带有3'-OH末端的单链寡核苷

酸为引物, 不断地将4种dNTP(dATP、dTTP、
dCTP、dGTP)加到新生链的3'-OH末端, dNTP
为单脱氧核糖核酸, 即脱去了第二位C原子上的

氧原子, 而第三位C原子上的氧原子能够与另一

dNTP第五位C原子上的磷酸基团形成3'、5'磷酸

二酯键, ddNTP的第三位C原子上的氧原子也被

脱去, 这样在DNA合成过程中, 他能够与正常核

苷酸形成磷酸二酯键, 但由于其3'-OH中氧原子

的脱去而不能与下一个核苷酸形成3'、5'磷酸二

酯键, 延伸中的DNA链被终止. 所以在进行DNA
延伸时当dNTP掺入时, 链能够继续延伸, 而当

ddNTP掺入时, 链被终止, 由于ddNTP的掺入是

随机的, 能够发生在链延伸的任何一点, 这样便

形成相差仅一个碱基的大小不等的一系列DNA
片段, 经聚丙烯酰胺凝胶电泳, 放射自显影后即

可读出所测DNA的序列.
统计学处理 采用t检测和卡方检验, 并采用

SPSS17.0统计软件包进行分析.

2  结果

2.1 34个家庭亲子两代HBV感染 家庭组的34
个家庭共95人感染HBV, 21个家庭仅母亲感染

HBV而父亲没感染HBV, 有子女38人感染HBV. 
4个家庭仅父亲感染HBV而母亲没感染, 有子女

10人感染HBV. 9个家庭父母双方都没感染HBV, 
有子女22人感染HBV. 家庭组的平均年龄为34
岁±5.78岁, 对照组的平均年龄为36.5岁±6.84
岁(表1). 
2.2 34个家庭亲子两代HBV感染者YMDD阳性

分布 21例仅母亲为慢性HBV感染者中有12例母

亲为YMDD阳性, 这12例母亲为YMDD阳性的

23例HBV感染的子女中有20例为YMDD阳性; 
其他9例YMDD阴性母亲的15例子女中有4例为

YMDD阳性. 4例仅父亲为慢性HBV感染者中有

2例父亲为YMDD阳性, 2例父亲为YMDD阳性

的4例慢性HBV感染子女中2例为YMDD阳性; 
其他2例为YMDD阴性. 2例父亲为YMDD阴性

的6例子女中有2例为YMDD阳性, 此2例YMDD
阳性患者处于一个家庭. 父母均未感染HBV的9
个家庭22例患者中9例患者为YMDD阳性, 其中

有3个家庭有2例及其以上Y M D D阳性患者(2
家有YMDD阳性患者各2例, 1家有YMDD阳性

■研发前沿
YMDD的变异和
自然变异与血清
病毒载量等有一
定的关系. HBV自
然变异可能会对
抗病毒治疗有一
定的影响, 在应用
NUC抗病毒治疗
前检测YMDD变
异有重要意义, 但
目前检测YMDD
自然变异尚没有
一个公认统一的
标准.

表 1 34个家庭亲子两代HBV感染情况 (n )

     
   家庭数      子女感染              合计

仅母亲感染     21           38  59

仅父亲感染       4           10  14

父母未感染       9           22  22

合计      34           70  95

■相关报道
HBV变异主要突
变 为 Y I ( 异 亮 氨
酸 ) D D 或 Y V ( 缬
氨 酸 ) D D ,  即 由
Y M D D 变 异 为
YIDD(rtM204I)或
YVDD(rtM204V), 
在抗病毒药物的压
力下变异率可能更
高, 从而影响抗病
毒的疗效. HBV自
然变异可能会对抗
病毒治疗提出一定
的挑战.



www.wjgnet.com

2606                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年8月28日     第18卷     第24期

患者3例), 有2个家庭各有1例YMDD阳性患者

(表2).
2.3 两组YMDD变异分布状况 本研究中家庭组

95例共有51例(53.68%)检测到YMDD自然变异, 
对照组82例共有21例(25.61%)检测到YMDD自

然变异(表3); YMDD自然变异检出率差异有统

计学意义(P <0.05). 家庭组95例研究对象中有女

性42例, YMDD阳性患者23例(54.76%); 53例男

性中有28例(52.83%)YMDD变异阳性; 男女比

例差异无统计学意义(P >0.05). 95例家庭组研究

对象中有HBeAg阳性患者64例, 其中YMDD阳

性患者35例(54.69%); 另外31例HBeAg阴性患者

有16例(51.61%)YMDD阳性; HBeAg的状态对

YMDD的自然变异检出率无显著影响(P >0.05). 
家庭组95例研究对象中有HBV携带者36例, 其
中19例(52.78%)YMDD阳性; 有CHB 32例, 其中

17例(53.12%)YMDD阳性; 有乙型肝炎肝硬化27
例, 其中15例(55.56%)YMDD阳性; CHB的进展

状态对YMDD的自然变异检出率差异无统计学

意义(P >0.05).
12例母亲为YMDD阳性的23例HBV感染

的子女中有20例为YMDD阳性, 子代的YMDD
自然变异率为86.96%; 其他9例YMDD阴性母

亲的15例子女中有4例为YMDD阳性, 子代的

YMDD自然变异率为26.67%; 两组比较YMDD
的自然变异检出率有统计学差异(P <0.05). 2例
父亲为YMDD阳性的4例慢性HBV感染子女中

2例为YMDD阳性, 子代的YMDD自然变异率为

50%; 其他2例为YMDD阴性父亲的6例子女中有

2例为YMDD阳性, 子代的YMDD自然变异率为

33.33%; 两组比较YMDD的自然变异检出率有

统计学差异(P <0.05).

3  讨论

本研究家庭组的样本是来自有CHB家庭背景的

患者, 之所以没把样本收集扩大到有家族背景

的患者, 主要考虑到病史追溯较为困难、范围

较大、不便操作等原因.
由上述结果可见有乙型肝炎家聚史慢性

HBV感染者的YMDD自然变异率较没有乙型肝

炎家聚史的慢性HBV感染者的YMDD自然变

异率高(P <0.05), 我们还发现亲代已有YMDD自

然变异的患者其子女的YMDD自然变异率要高

于亲代没有YMDD自然变异的患者(P <0.05), 这
方面国内鲜有报道. 患者性别、HBeAg状态、

CHB的进展状态对YMDD自然变异检出率无

显著影响(均P >0.05), 本结论与国内相关报道

一致[2,3].
CHB是我国最主要的慢性肝炎类型, 其主要

的治疗方法是抗病毒治疗. 目前抗HBV的药物主

要有两大类, 一类是干扰素(interferon, IFN), 另一

类是NUC. IFN的疗效相对确定, 但不良反应相对

多见, 且一般不用于某些特殊病情(如失代偿期

肝硬化). NUC使用方便、价格相对低廉、疗效

相对确切且耐受性较好, 其中拉米夫定目前在临

床上应用最广. 但长期使用NUC可导致HBV变

异并对其产生耐药性. 主要是由于HBV在复制过

程中要经过一个逆转录过程, 经逆转录形成HBV 
DNA的负链, 这一过程是在HBV P的指导下完

成的, 由于HBV P缺乏校正功能, 所以HBV在复

制过程中具有较高的自然变异率[4], 且每24 h可
以产生3.2×(1010-1011)含有单一位点突变的HBV 
DNA[5]. 最常见的是HBV P基因的YMDD区域发

生变异, 主要突变为YI(异亮氨酸)DD或YV(缬
氨酸)DD, 即由YMDD变异为YIDD(rtM204I)或
YVDD(rtM204V), 在抗病毒药物的压力下变异

率可能更高[6], 从而会影响抗病毒的疗效. HBV自

然变异可能会对抗病毒治疗提出一定的挑战. 近
年来HBV基因诊断技术不断进步, 目前已有多种

较为敏感的YMDD变异检测试剂盒, 使得对CHB
患者YMDD自然变异毒株的检测成为可能[7,8].

在应用NUC(特别是拉米夫定)之后易出现

HBV P基因的YMDD变异, 实际上有些患者体

内HBV变异株与野生株共存, 只是野生株占优

势, 不易被一般检测方法检测, 长期的药物作用

抑制了野生株的复制, 此时耐药的变异株成了

表 2 34个家庭亲子两代HBV感染者YMDD(+)分布状况 (n )

     
     

n
         HBV感染  子代中      亲代中

                  子女      YMDD(+)   YMDD(+)

母亲YMDD阳性 12 23           20            12

母亲YMDD阴性   9 15             4              0

父亲YMDD阳性   2   4             2              2

父亲YMDD阴性   2   6             2              0

父母未感染家庭   9 22             9              0

合计  34 70           37            14

表 3 家庭组和对照组YMDD变异分布状况 (n )

     
分组   n           变异     YMDD(V)    YMDD(I)   YMDD(V+I)

家庭组 95          51          16              7             28

对照组 82          21            5              4             12

■创新盘点
本研究对有乙型
肝炎家庭聚集现
象且未经抗病毒
治疗的HBV感染
者和无乙型肝炎
家庭聚集现象也
未接受过抗病毒
治疗的HBV感染
者进行YMDD检
测, 结果经统计学
处理, 得出了部分
阳性结论.

■应用要点
本研究发现有乙
型肝炎家聚史慢
性 H B V 感 染 者
的YMDD自然变
异率较没有乙型
肝炎家聚史慢性
H B V 感 染 者 的
YMDD自然变异
率高, 对临床乙型
肝炎抗病毒治疗
药物的选择有实
际指导意义.
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优势株, 临床上就会表现出耐药[9]. 近年日本学

者检测18例未经拉米夫定和其他抗病毒药物治

疗的HBV无症状携带者, 且ALT保持正常范围1年
以上, 结果发现有5例发生了YMDD变异, 证明了

HBV无症状携带者YMDD变异是自然存在的[10,11]. 
韩国学者[12]报道40例未经拉米夫定治疗的乙型

肝炎患者中发现有3例患者出现YMDD基因序

列变异, 变异率为7.5%. 研究还发现肝硬化患

者中也存在YMDD自然变异的现象, 变异率为

26.41%[3]. 以上主要是东亚的报道, 而伊朗学者

发现没有接受拉米夫定治疗的CHB患者YMDD
变异率为0%[13].

研究发现Y M D D自然变异毒株的检出率

为10%-30%[10,14], 本研究中对照组的检出率为

25.61%, 与该结论相符. 需要指出的是我们测出

的YMDD基序自然变异的病例, 是变异株占总

病毒量9%以上的病例, 这主要是受该试剂盒对

变异株检出效能的限制. 有报道显示变异株占

总病毒量5%以上者可出现表型耐药[15], 由此可

以推测本研究中检出的YMDD自然变异病例均

有可能对拉米夫定产生表型耐药. 在抗病毒治

疗前检测是否存在YMDD自然变异, 对于合理

制定抗HBV治疗方案具有重要参考价值.
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Abstract
AIM: To analyze the clinical, biochemical and 
immunological features, treatment, and outcome 
of autoimmune hepatitis (AIH) in elderly pa-
tients.

METHODS: Forty-six patients with AIH diag-
nosed from January 2005 to June 2009 according 
to the diagnostic criteria revised by international 
autoimmune hepatitis group (IAIHG) were 
included in this study. These patients were di-
vided into two groups: those ≥60 years (n = 
21) and those <60 years (n = 25). The general 
information, clinical, biochemical and immuno-
logical features, initial diagnostic accuracy, and 
outcome in these patients were retrospectively 
analyzed.

RESULTS: Elderly and younger AIH patients 
shared similar clinical manifestations, mainly 
including fatigue, body mass loss, jaundice, and 
hepatosplenomegaly. Compared with younger 
patients, elderly ones had higher incidence of 
cirrhosis (57.1% vs 12.0%, P < 0.01) and morbid-
ity of associated autoimmune diseases (52.3% vs 
17.4%, P < 0.01), but lower initial diagnostic ac-
curacy (28.5% vs 56.0%, P < 0.05). The detection 
rates of ANA, SMA, AMA-M2 and SSA/SSB in 

elderly patients were 61.9%, 14.3%, 23.8% and 
23.8%, respectively, while those of ANA, SMA, 
LKM1, SLA, AMA-M2, SSA/SSB, Sm and pAN-
CA in younger patients were 65.2%, 26.0%, 4.3%, 
4.3%, 4.3%, 4.3%, 4.3% and 4.3%, respectively. 
Both groups of patients showed increased serum 
γ-GT, ALT, AST, IgG and bilirubin at initial di-
agnosis. The increase in the levels of serum γ-GT, 
bilirubin, IgG and IgM was more significant in 
elderly patients than in younger ones (all P < 
0.05 or 0.01). At 24 wk of follow-up, biochemical 
blood tests showed that the majority of patients 
had excellent immune response, and better im-
provement in immune response was achieved in 
younger patients than in elderly ones (P < 0.05 
or 0.01).

CONCLUSION: Long course of disease and late 
diagnosis are associated with severe liver dam-
age and slow recovery in elderly AIH patients. 
Misdiagnosis or missed diagnosis is the main 
reason for delayed treatment of AIH.

Key Words: Autoimmune hepatitis; Autoantibody; 
Clinical feature; Treatment

Zhou SF, Liu SY, Jia YH. Autoimmune hepatitis: an analy-
sis of 46 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(24): 
2608-2613

摘要
目的: 分析老年人自身免疫性肝炎(autoimmune 
hepatitis, AIH)的临床、生化、免疫学及治疗转
归等特征. 

方法: 按照国际自身免疫性肝炎小组(interna-
tional autoimmune hepatitis group, IAIHG)修订的
诊断标准, 对2005-01/2009-06期间确诊的AIH
患者46例进行回顾性分析, 比较老年(≥60岁)
和中青年(<60岁)患者的一般资料、临床表
现、生物化学、免疫学、首诊确诊率及转归
等特征. 

结果: AIH患者46例中, 21例老年患者的临床
表现和中青年患者相似, 以乏力、体质量下
降、黄疸、肝脾大为主要特征, 老年组出现

®

■背景资料
我国是肝病高发
地区, 临床上大约
有10%的肝炎病
因未明, 其中AIH
可能是一个重要
原因. AIH在临床
表现、生化、免
疫及组织学变化
等方面常常交叉
重叠, 使AIH的临
床诊断和治疗出
现困难.

■同行评议者
禄韶英, 副主任医
师, 西安交通大学
医学院第一附属
医院普外科



周淑芬, 等. 自身免疫性肝炎46例                   2609

www.wjgnet.com

肝硬化发生率高于中青年组(57.1% vs  12.0%, 
P <0.01); 老年组的首诊确诊率低于中青年组
(28.5% vs  56.0%, P <0.05); 老年组伴发其他自
身免疫性疾病高于中青年组(52.3% vs  17.4%, 
P <0.01). 老年组ANA、SMA、AMA-M2、
S S A/S S B检出率分别为61.9%、14.3%、

23.8%、23.8%; 中青年组A N A、S M A、

L K M1、S L A、A M A-M2、S S A/S S B、

Sm、pANCA检出率分别为65.2%、26.0%、

4.3%、4.3%、4.3%、4.3%、4.3%、4.3%; 
首次血液生化检验结果显示, 两组患者均以
γ-GT 、ALT、AST、IgG、血清胆红素升高
为主, 其中γ-GT、血清胆红素、IgG、IgM水
平老年组较中青年组升高更明显, 两组比较具
有显著性差异(均P <0.05或0.01); 两组患者随
诊24 wk后血液生化检验结果显示, 大部分患者
免疫应答良好, 中青年患者改善程度好于老年
患者, 两组比较具有显著性差异(P<0.05或0.01).

结论: 老年患者肝脏损害严重、转归慢与其病
程长、确诊晚有关; 误诊或漏诊成为延误早期
治疗的主要原因, 应引起临床医生的重视.

关键词: 自身免疫性肝炎; 自身抗体; 临床特点; 治疗
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0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是
一类非传染性慢性肝病, 其临床症状与一般慢

性病毒性肝炎无明显的差异. 由于起病隐匿缓

慢, 早期症状不特异, 且与其他自身免疫性疾病

的发生交叉重叠, 所以易造成漏诊、误诊. AIH
自发缓解率低, 不治疗可发展为肝硬化. 因此正

确诊断和早期治疗对改善AIH患者预后有着重

要意义.

1  材料和方法

1.1 材料 AIH患者46例系来自天津市第三中心医

院肝胆病科, 均有详细的病史记录和较完整的

检查报告结果, 除2009年确诊病例11例, 其他患

者均进行了大于2年的跟踪随访. 本组患者选择

标准: (1)AIH诊断符合2008年, 国际自身免疫性

肝炎小组提出的简化的AIH评分标准[1]; (2)PBC
诊断符合美国肝病协会2000年制订的PBC诊断

标准[2]; (3)影像学检查排除胆道梗阻.
1.2 方法 
1.2.1 临床表现: 包括患者性别、发病及确诊年

龄、就诊科室、临床症状、体征和伴发自身免

疫性疾病等.
1.2.2 实验室检查: (1)生化指标: 包括血清胆红

素(TBIL、DBIL)、转氨酶(ALT、AST)、γ-谷
氨酰转肽酶(γ-glutamyl peptidase, γ-GT)、白蛋

白/球蛋白比值、免疫球蛋白(IgG、IgA、IgM)
等; (2)血清病毒学指标: 包括甲型肝炎抗体、

乙型肝炎五项、丙型肝炎抗体、戊型肝炎抗

体、EB病毒和巨细胞病毒抗体等. (3)免疫学指

标: 自身抗体检测包括抗核抗体(antinuclear anti-
body, ANA)、抗平滑肌抗体(anti-smooth muscle 
antibodies, SMA)、Ⅰ型肝肾微粒体抗体(liver 
kidney microsomal antibody-1, LKM-1)、抗线粒

体抗体亚型-M2(anti-mitochondrial antibody-M2, 
AMA-M2)、抗可溶性肝抗原抗体(anti-soluble 
liver antigen antibody, SLA)、抗中性粒细胞

胞质抗体(anti-neutrophil cytoplasmic antibody, 
ANCA)和抗干燥综合征抗体(sjogren's syndrome 
type A、B, SSA、SSB)、抗史密斯抗体(Sm)等. 
ANA、SMA、ANCA采用间接免疫荧光法检测, 
ANA、SMA≥1∶100为阳性, ANCA≥1∶10为
阳性; LKM-1、SLA、AMA-M2、SSA、SSB采
用免疫印迹法检测, LKM-1、SLA、AMA-M2、
SSA、SSB≥1∶100为阳性.
1.2.3 肝穿刺组织学病理: B超引导下经皮穿刺取

肝组织, 采用HE染色.
1.2.4 影像学检查: 患者做了常规腹部B超46例, 
患者做了腹部CT检查5例, 观察肝脏、胆管、脾

脏等表现, 并除外肝外胆道梗阻.
统计学处理 两样本均数比较用t 检验, 方

差不齐时用t '检验; 两样本率的比较用χ2检验, 
P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 性别、年龄和病程 根据患者的年龄分为两

组: 老年组(≥60岁)和中青年组(<60岁), 两组患

者的性别、年龄、病程结果见表1.
2.2 初诊科室和确诊 两组患者因不同的症状就

诊于不同科室, 其中初次就诊于肝内科23例, 消
化科6例, 还有部分患者到皮肤科、内分泌科和

中医科就诊(表2).
2.3 临床表现 两组患者的临床症状及并发症结

果见表3.
2.4 实验室检查

2.4.1 生化检查: 入院后首次生化检测结果见表4.
2.4.2 自身抗体检查情况: 检测AIH患者血清中

的多种自身抗体(表5).

■相关报道
AIH发病率在世
界各地差异较大. 
Czaja、Al-Chalabi
等研究显示AIH
患者中60岁后发
病的超过20%, 这
些老年患者更易
出现肝纤维化、

肝硬化、腹水.
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2.4.3 血清肝炎病毒学指标: 所有患者均未检测

到乙型肝炎表面抗原、丙型肝炎抗体、甲型肝

炎抗体、戊型肝炎抗体及非洲淋巴细胞瘤病毒

抗体.
2.5 组织病理学表现 中青年组中做了肝穿刺病

理活检的患者7例, 仅2例呈现以浆细胞、淋巴

细胞浸润为主的界面性肝炎; 老年组做了肝穿

刺病理活检的患者1例, 可见肝细胞核消失, 肝
细胞坏死(图1). 
2.6 影像学检查 B超和CT: 中青年组中肝弥漫

性病变, 脾大者15例, 肝硬化者3例, 男性患者1
例在内镜下逆行胰胆管造影后, 诊断为AIH/原

表 1 两组患者的性别、年龄、病程结果 (mean±SD)

     
分组            n        男n (%)             女n (%)            男∶女         年龄(岁)     平均年龄(岁)      病程(年)       平均病程(年)

老年组         21         7(33.3)         14(66.7)         1∶2.00         60-82         66±4.1         0.04-26         3.9±7.1

中青年组         25         3(12.0)         22(88.0)         1∶7.33         23-59         49±8.1         0.02-15         2.1±4.3

表 2 两组患者首诊确诊情况比较 n (%)

     
分组           n              AIH                肝硬化

 急性黄疸 慢性活动     过敏性       
糖尿病        胆囊炎    其他疾病

                        性肝炎   性肝炎       皮炎

老年组         21           6(28.5)b         11(52.4)         0(0.0)         0(0.0)         1(4.8)         1(4.8)         1(4.8)         1(4.8)

中青年组         25         14(56.0)            3(12.0)         2(8.0)         2(8.0)         2(8.0)         0(0.0)         1(4.0)         1(4.0)

bP<0.01 vs  中青年组.

表 3 两组患者的临床症状及并发症比较 n (%)

     
分组   n       乏力       发热   体质量下降    腹胀    皮肤瘙痒     黄疸      肝硬化       脾大         腹水   消化系出血  合并症

老年组 21  13(61.9)  9(42.9)b  13(61.9)b  15(71.4)  5(23.8)b  12(57.1)  12(57.1)b  14(66.7)  3(14.3)b   3(14.3)b  11(52.3)b

中青年组 25  15(60.0)  3(12.0)     9(36.0)   13(54.1)  2(8.0)      11(44.0)    3(12.0)   15(60.0)  1(4.0)      0(0.0)       4(16.0)

bP<0.01 vs  中青年组.

表 4 两组患者入院后首次血液生化检验结果 (mean±SD)

     
分组            n           ALT(U/L)       AST(U/L)    γ-GT(U/L)

    白蛋白/球        TBIL             DBIL        
IgG(g/L)    IgA(g/L)    IgM(g/L)

               蛋白(比值)   (μmol/L)      (μmol/L)

老年组         21         143.6±      141.5±      235.1±      1.06±      135.6±      79.3±      32.1±      6.9±      4.5±

       104.1          135.2           96.3b         0.31            98.9a        51.5a         11.5a         3.12        1.65b

中青年组         25         133.9±      156.4±      155.6±      1.21±        91.3±      53.6±      23.9±      5.61±    2.02±

         91.6            86.3          122.2         0.38            76.5          29.7           6.7           2.92        0.97

aP<0.05, bP<0.01 vs  中青年组.

表 5 两组患者自身抗体检查结果 n (%)

     
分组              n               ANA SMA    LKM-1        SLA      AMA-M2    SSA/SSB         Sm           pANCA

老年组           21          13(61.9)         3(14.3)b         0(0.0)b     0(0.0)b       5(23.8)b     5(23.8)b      0(0.0)b       0(0.0)b

中青年组           25          15(65.2)         6(26.0)          1(4.3)         1(4.3)         1(4.3)         1(4.3)         1(4.3)        1(4.3)

bP<0.01 vs  中青年组.

■应用要点
本文将46例AIH
患者分为两组(老
年组和中青年组), 
详细的分析和比
较了两组患者的
临床表现、生物
化学、免疫学、

首诊确诊率及转
归等特征, 以提高
临床医生对该类
疾病的认识、研
究和防治, 为本病
的临床诊断提供
帮助.
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发性硬化胆管炎(primary sclerosing cholangitis, 
PSC)重叠综合征. 肝脾未见明显异常者7例; 老
年组中肝弥漫性病变, 脾大者14例, 肝硬化者12
例, 腹水6例, 脂肪肝1例. 两组患者脾脏大小无

显著差异.
2.7 治疗和随访 中青年组中8例患者因病情轻微

口服熊去氧胆酸治疗, 其他38例患者采用联合

应用泼尼松龙与硫唑嘌呤, 同时口服熊去氧胆

酸. 泼尼松龙起始剂量为30 mg/d, 硫唑嘌呤剂量

50 mg/d. 联合治疗最初2-3 wk后, 若肝功能(AST
和/或ALT)水平下降至原水平的1/3以下时, 则激

素的剂量减至20 mg/d, 1 mo后复查肝功能, 若肝

功能有进一步改善时, 则激素的剂量再减少并

维持在10-15 mg/d. 本组病例每月随访肝功能1
次, 肝功能(AST和/或ALT)接近恢复正常则药物

治疗剂量改为维持量[3], 在泼尼松龙完全撤掉后

仍需继续使用熊去氧胆酸至少6 mo, 总疗程不

少于2年[4]. 两组患者24 wk随诊, 临床症状均有

不同改善, 复查血液生化检验结果(表6).

3  讨论

近年来国内开始重视AIH的研究, 但是目前尚缺

乏我国该病的流行病学调查资料. 从国内报道

的资料来看, 该病并不少见[5-7]. AIH以女性多见, 

本组资料AIH总计46例, 女性占80.4%, 男女比为

1∶4.1; 平均年龄56.3岁±16.6岁, 发病年龄呈双

峰趋势分布, 24-32岁(15例)及60-70岁(19例)两
个高峰. 与谭立明等[8]报道略有差异, 较欧美报

道[9]的发病年龄偏大.
本组研究中, 以乏力、体质量下降、黄疸、

肝脾大多见, 临床表现易与病毒性肝炎混淆. 所
有病例中, 都表现不同程度的临床症状, 未见无

症状患者. 与文献显示[10]的约13%-38%无明显症

状有明显差异. 老年组、中青年组的首诊确诊率

分别为28.5%和56.0%, 误诊或漏诊成为延误早期

治疗的主要原因, 应引起临床医生的重视.
Czaja等[11]报道AIH患者中60岁后发病的患

者超过20%, 这些老年患者更易出现肝纤维化、

肝硬化、腹水(发生率与中青年患者比为33% 
vs  10%)[12]; 合并其他自身免疫性疾病(发生率

与中青年患者比为13% vs  0%)[13]. 本组患者中, 
60岁后发病的占成年AIH人数的21/25(84.0%); 
出现肝硬化发生率与中青年患者比为57.1% vs  
12.0%; 合并自身免疫性疾病发生率与中青年组

比52.3% vs  17.4%. 本研究明显高于文献报道, 
说明老年患者肝脏损害严重与其病程长、确诊

晚有关.
自身抗体是诊断AIH的依据之一, 同时也用

表 6 两组患者治疗24 wk的血液生化检验结果 (mean±SD)

     
分组            n           ALT(U/L)       AST(U/L)    γ-GT(U/L)

    白蛋白/球      TBIL           DBIL         
IgG(g/L)    IgA(g/L)     IgM(g/L)

               蛋白(比值)  (μmol/L)    (μmol/L)

老年组         21         93.2±       101.1±      121.7±      1.10±      91.6±      53.5±      29.5±      5.96±      3.95±

       36.1b           43.6b           63.2b        0.26a         60.7b        32.6b         11.6a        1.93          1.01b

中青年组         25         67.7±         62.5±        70.2±      1.39±      59.6±      32.6±      21.6±      4.65±      2.16±

       26.6            23.9            31.6          0.23          16.9         17.8            6.7         2.06          0.67

aP<0.05, bP<0.01 vs  中青年组.

图 1 肝病理组织图(HE染色×400). A: 浆细胞、淋巴细胞浸润为主的界面性肝炎; B: 淋巴细胞、浆细胞浸润为主的界面性

肝炎; C: 肝细胞核消失、肝细胞坏死.

A B C
■同行评价
本文选题新颖, 具
有一定的临床实
用价值.
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于AIH的分型. AIH目前分为以下4型: Ⅰ型: 即
经典型, ANA和SMA为其特征性抗体; 其中ANA
可单独出现, 也可与S M A的共同出现; Ⅱ型: 
anti-LKM1阳性; Ⅲ型: anti-SLA/LP阳性; W型: 
重叠综合征, 包括AIH/原发性胆汁肝硬化重叠

综合征或AIH/PSC重叠综合征. 本组研究中, 老
年组ANA、SMA、AMA-M2、SSA/SSB检出率

分别为61.9%、14.3%、23.8%; 中青年组ANA、

SMA、LKM1、SLA、AMA-M2、SSA/SSB、
Sm、pANCA检出率分别为65.2%、26.0%、

4.3%、4.3%、4.3%、4.3%、4.3%、4.3%. 老年

组21例全部确诊为Ⅰ型AIH, 其中11例伴随其他

合并证(AIH/干燥综合征5例; AIH/PBC5例; 伴
随糖尿病1例). 中青年组1例确诊Ⅱ型AIH, 确诊

Ⅲ型AIH 1例, 确诊Ⅰ型AIH23例, 其中伴随其他

合并证4例(AIH/干燥综合征1例, AIH/PSC 1例, 
伴随系统性红斑狼疮1例, 亚临床甲状腺功能减

退1例). 与国外AIH各亚型之间的发病率相比, 
Ⅱ、Ⅲ型发病率明显偏少.

本研究两组患者入院后首次血液生化检验

结果显示, 两组患者均以γ-GT、ALT、AST、
IgG、血清胆红素升高为主, 其中γ-GT、血清胆

红素、IgG、IgM水平老年组较中青年组升高更

明显, 两组比较具有显著性差异(均P<0.05或0.01).
界面性肝炎和门脉浆细胞浸润是AIH的特

征性组织学改变, 但并非诊断必须具备, 缺少浆

细胞浸润也不能排除是AIH的诊断. 本组病例中

青年组通过肝穿刺病理检查明确诊断者仅有2
例, 占肝穿人数的28.6%. 与文献[14,15]报道相符.

有研究显示[16], 未经治疗的重症AIH患者在

诊断后3-5年内的死亡率高达40%, 幸存者中有

40%发展为肝硬化, 54%的患者在肝硬化2年内

出现食管静脉曲张, 最终有20%的患者死于食管

静脉曲张破裂引起的大出血. 因此及时诊断, 并
给予合理恰当的治疗, 对于延缓或逆转此病有

非常重要的意义.
对激素及免疫抑制剂的应答是AIH的特点

之一, 特别是完全应答后出现复发支持AIH的诊

断. 国际自身性免疫性肝炎小组推荐对确定或

可能诊断的AIH患者进行免疫治疗, 以改善患者

生活质量和预后, 方案主张免疫抑制剂长期维

持治疗[3], 但提倡个体化[4].
两组患者随诊24 wk的血液生化检验结果显

示, 70%患者免疫应答良好, 部分肝功能指标虽

未完全恢复正常, 但各项结果均有所改善. 并且

中青年患者改善程度好于老年患者, 两组比较

具有显著性差异(均P <0.05或0.01). 但在长期随

诊的患者21例(>2年)中, 有停用激素或激素减量

过程中出现复发6例, 表明AIH对激素治疗有着

良好的反应, 但也存在依赖性的问题, 因此一般

主张疗程至少为2年, 复发者需长期低剂量维持

治疗. 如何在治疗缓解后维持剂量、撤药及防

止复发尚需进一步临床研究和积累经验.
AIH的预后主要取决于对糖皮质激素的治

疗反应. 本组患者16例由于误诊, 延误了治疗, 
以致使12例老年组的患者发现时已经发生肝硬

化. 因此提高对本病的诊断直接关系到预后. 对
进展至终末期肝硬化的患者, 肝移植是唯一有

效可行的治疗方法, 但所需费用昂贵.
总之, 老年人AIH的发生率及病死率均高, 

应提高临床医生对该病的认识, 对不明原因转

氨酶、γ-谷氨酰转移酶、胆红素增高的老年患

者, 应注意检测自身抗体, 以使患者早确诊、早

治疗, 延缓生命并提高生存质量.
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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
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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 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.
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  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  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).

6  修回稿须知
6.1 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.
6.2 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.
6.3 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

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-8538-1892
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0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.
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2010年国内国际会议预告

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/

2010-09-01
第二次肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 太原市 
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2010-09-03
消化道肿瘤内镜诊治学术大会
会议地点: 南京市
联系方式: 025-83620692

2010-09-03/05
国际胃食管反流学术论坛
会议地点: 郑州市
联系方式: http://www.gerd2010.org/cn/

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

2010-09-10/13
第三届老年消化内镜及消化病学术会议
会议地点: 乌鲁木齐市
联系方式: niezg@vip.sina.com 

2010-09-16
2010上海国际消化高峰论坛
会议地点: 杭州市
联系方式: 021-25077345 

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/

2010-09-21/25
肝脏疾病病理基础及治疗进展
会议地点: 西安市 
联系方式: 029-85323924

2010-10-12/16
无创性肝纤维化诊断及常见肝病新进展学习班
会议地点: 南京市
联系方式: 025-80864021

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/

2010-10-28/30 
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

2010-11-12/15
内镜黏膜下剥离术(ESD)及其并发症防治学习班
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: liubingrong@medmail.com.cn

2010-11-17/20
中华医学会糖尿病学分会第十四次全国学术会议
会议地点: 苏州市 
联系方式: fredfeng@cma.org.cn

2010-11-17/21
消化及消化内镜前沿理论和技术学习班
会议地点: 南京市
联系方式: 025-80004616

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

2010-12-02/06
第九届广东省消化内镜学术年会
会议地点: 广州市 
联系方式: 020-61641541

2010-12-26/30
肝胆疾病-肝功能衰竭治疗新理念
会议地点: 南京市
联系方式: 025-83106666-66866
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曹鹏 副研究员

江苏省中医药研究院细胞与分子生物学实验室

曹志成 英国生物医学科学研究所院士

香港伊利沙伯医院临床肿瘤科

陈积圣 教授

中山大学孙逸仙纪念医院肝胆外科

陈汝福 教授

中山大学孙逸仙纪念医院肝胆外科

丁惠国 主任医师

首都医科大学附属北京佑安医院肝病消化科

高国全 教授 

中山大学中山医学院生化系

高毅 主任医师

南方医科大学珠江医院肝胆外科

高英堂 研究员

天津市第三中心医院 天津市肝胆疾病研究所分子细胞室

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

洪天配 教授

北京大学第三医院内分泌科

黄晓东 主任医师

武汉市中心医院消化内科

黄志勇 教授

华中科技大学同济医院普外科

金瑞 教授  

首都医科大学附属北京佑安医院消化科

李华山 主任医师 

中国中医科学院广安门医院肛肠科

刘凤斌 教授   

广州中医药大学第一附属医院消化内科

                                                                 • 志谢 • 

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

刘连新 教授  

哈尔滨医科大学第一临床医学院普通外科三病房

吕宾 教授  

浙江中医学院附属医院消化科

邱伟华 副主任医师

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科

任浩 副教授  

中国人民解放军第二军医大学微生物学教研室

沈柏用 副教授  

上海交通大学医学院附属瑞金医院肝胆胰外科中心            

谭学瑞 教授

汕大医学院第一附属医院院长室

唐晓鹏 教授

中南大学肝病研究所, 中南大学湘雅二医院感染科

王炳元 教授

中国医科大学附属第一医院消化内科

肖文华 主任医师 

中国人民解放军总医院第一附属医院肿瘤科 

徐列明 教授

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝二科 

喻荣彬 副教授 

南京医科大学公共卫生学院流行病与卫生统计学系

张国梁 主任医师

天津市第一中心医院消化内科 

张青云 研究员

北京大学临床肿瘤学院北京肿瘤医院检验科

张小晋 主任医师

北京积水潭医院消化内科

周霞秋 主任医师

上海瑞金医院感染科
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