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Abstract
Rectal prolapse is a troublesome anorectal dis-
order. Surgical procedures for rectal prolapse 
contain transabdominal and transperineal ap-
proaches. There are hundreds of transabdominal 
procedures currently available for treatment of 
the disease, such as Ripstein procedure, Wells 
procedure, Orr procedure, Nigro procedure, an-
terior resection, Frykman-Goldberg procedure, 
and Roscoe Graham procedure. Laparoscopic 
repair represents the latest advance in surgical 
treatment of rectal prolapse. As each procedure 
has its strength and weakness, personalized 
selection of appropriate procedure can greatly 
improve surgical outcome. Individualized diag-
nosis and treatment plan may represent a new 
direction for transabdominal surgical treatment 
of rectal prolapse.

Key Words: Rectal prolapse; Transabdominal ap-
proach; Laparoscopic surgery

Ma SM, Wang XF, Li HS. Common transabdominal sur-
gical options for rectal prolapse. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(31): 3281-3286

摘要
直肠脱垂是肛肠科比较棘手的病症, 手术总体
上有经腹和经会阴两种途径. 经腹手术方法百
余种, 如经腹直肠前悬吊固定(Ripstein)术、经
腹直肠后悬吊固定(Wells)术、阔筋膜直肠固
定(Orr)术、耻骨直肠肌悬吊(Nigro)术、直肠
前切除术(Anterior resection)、经腹直肠后固
定术加左侧结肠切除(Frykman-Goldberg)术、

盆底修复(Roscoe graham)术等, 腹腔镜手术显
示了其最新的进展, 每一种术式都有其优缺
点, 根据患者个体差异, 选择性地应用各种术
式较单一使用一种术式能大大地改善结果, 个
体化诊疗方案可能是今后研究的重要方向. 

关键词: 直肠脱垂; 经腹手术; 腹腔镜手术

马树梅, 王晓锋, 李华山. 直肠脱垂常见的经腹术式选择. 世界

华人消化杂志  2010; 18(31): 3281-3286
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0  引言

直肠脱垂是直肠、肛管、甚至部分乙状结肠移

位下降和外脱的一种疾病. 多见于年轻人和老

人, 常引起诸如大便失禁等痛苦的症状. 其最初

病因仍旧不是很清楚, 争论也很多, 但有两种学

说比较流行, 即滑动疝学说和肠套叠学说. 手术

仍是治疗直肠脱垂的主要手段, 有经腹与经会

阴两种途径, 但经腹手术方法超过百种, 各有优

缺点, 导致临床医生选择困难, 现将常见经腹术

式归纳介绍如下. 

1  缝线固定术

悬吊和固定的概念最初是Pemberton和Stalker 
1939年提出的. 在此术式中, 直肠被充分游离, 乙
状结肠固定于前腹壁的腹膜上, 目的是维持一个

向上的牵引力, 复发率较高约35%. 1959年, Cutait
描述了骶前直肠缝线固定术, 进腹后, 显露直肠

www.wjgnet.com
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■背景资料
直肠脱垂是肛肠
科比较棘手的病
症 ,  长 期 的 完 全
性直肠脱垂将会
导 致 阴 部 神 经
损伤而产生肛门
失禁、溃疡、出
血、狭窄及坏死
的危险, 所以有关
直肠脱垂的研究
一直是肛肠科较
为热点的问题.

■同行评议者
曹杰 ,  主任医师 , 
广州医学院附属
广州市第一人民
医院胃肠外科



膀胱陷凹, 提起乙状结肠和直肠, 充分游离直肠

至盆底和尾骨尖平面, 避开骶前神经丛和静脉丛

以防损伤, 将直肠上提、拉紧、缝合固定在骶骨

岬的骨膜上.

2  经腹直肠前悬吊固定术 
即Ripstein术. Ripstein(1965)[1]最初的脱垂修复

是为说明在道格拉斯腔的滑动疝, 通过封闭疝

囊、折叠肛提肌、用筋膜阔韧带增强这个“薄

层”, 然后将直肠的两边固定在骶骨上. 接着他

又放弃了修复盆底的努力, 而通过使用Teflon补
片完成直肠本身的悬吊. 他将Teflon网带围绕直

肠, 后缘固定于骶骨下的骶前筋膜上, 并与直肠

前壁缝合, 避免直肠垂直接受腹腔压力. 本术式

适用于骶骨直肠分离或是有严重直肠内套叠者. 
对于直肠固定术所用的网片, 有多种类型, 如聚

乙烯乙醇(Ivalon), Teflon网带, Marlex网带(Hoff-
man1976改良本术式), 聚乙醇酸(polyglycolic 
acid), 聚丙烯(polypropylene)和polyglactin meshes
等, 在获得治愈、减少脱垂率或是术后便秘的发

生率方面, 研究没有显示哪一种网片更具优势. 
此手术不需切除肠管, 他对于大便失禁的疗效是

肯定的, 但是对于严重便秘者不适合[1], 其原因可

能是直肠前方的网片会引起直肠狭窄加重便秘. 
本术式将直肠提高后悬吊固定于骶前筋膜, 恢复

了直肠贴近骶骨的正常弧度, 手术不复杂, 复发

率及手术死亡率均低, 疗效肯定. 如Tjandra等[2]报

道了142例患者行此术式, 平均随访期4.2年, 复
发8%, 其中1/3是在术后3-14年才出现的, 但是并

发症较多. 1978年Gorden收集了129位医生1 111
例手术, 复发26例, 并发症183例, 最常见的并发

症是粪嵌塞74例, 骶前出血29例, 狭窄20例, 盆
腔脓肿17例, 小肠梗阻15例, 其余还有阳痿、

瘘、网带滑脱. 近年来Karagulle等[3]报道了本术

式的1例罕见的并发症: 网状物侵入直肠壁; 此例

患者在手术前已经罹患直肠脱垂6年, 他的主诉

是肛门及腹部不适、里急后重2年, 直肠镜检查

和腹部CT显示网状物已经穿透直肠壁, 进入直

肠腔, 位置距离肛缘7-8 cm.

3  经腹直肠后悬吊固定术

又称Wells术, Ivalon海绵后方植入术. 这最初是

1959年Wells[4]阐述的. 此种术式在英国比较受欢

迎. 因为顾虑到前方悬吊物阻塞, 许多外科医生

支持后方悬吊. Wells的术式特别选择了Ivalon海
棉. 术中游离直肠至肛管直肠环后壁, 部分切断

直肠侧韧带, 将此海绵薄片剪成十字形, 置于骶

3282               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2010年11月8日  第18卷  第31期

骨前, 缝合到骶骨凹内, 直肠上拉, 置薄片前, 缝
合直肠侧壁与薄片, 前壁开放2-3 cm, 以免造成

直肠狭窄、粪便嵌塞及悬吊阻塞. 治疗的机制

一般认为是Ivalon植入后易与组织合成一体, 在
组织里, 他刺激纤维化, 产生软骨性的固定作用, 
使直肠变硬, 有效防止直肠套叠形成及直肠脱

垂发生[1]. 复发率及手术死亡率均较低. Erne等[5]

随访1972-1980年的34例患者, 有2例复发, 值得

注目的是大便节制功能的恢复. 术前60%的患

者不能控制固体粪便, 而术后均能控制正常粪

便, 且本随访中无一死亡. 但是直肠功能明显下

降、便秘及排便困难的发生率仍较高. 最严重的

并发症是植入薄片引起的盆腔化脓性感染, 此时

海棉片成为异物, 须及时取出. 另外还有骶前出

血、阳痿等. Novell等[6]随机对照了63例患者, 缝
合固定(Goldberg)术组32例和Wells术组31例. 两
者术后发病率Goldberg术组3/32, Wells术组6/31, 
便秘发生率Goldberg术组10/32, Wells术组15/31. 
Goldberg术组避免了外源物质引起的感染, 并能

同时行结肠的部分切除, 从而改善了术后功能, 
且其中期结果与传统的Wells术等同. 所以, No-
vell认为“后者可以取消了”. Mann等[7]报道了

59例行扩大的经腹直肠后固定术. 44例(75%)患
者随访超过2年, 直肠脱垂全部治愈, 没有死亡. 
本术式可导致阳痿, 青年患者宜选其他手术. 

4  阔筋膜直肠固定术

又称Orr术、直肠骶骨悬吊术. Orr等[8]于1947年
首先在4例患者身上取得了良好的结果. 该术

式是建立在这样的假说之上的: 直肠与周围组

织固定结构松弛, 并且有较深的道格拉斯腔的

存在是脱垂的病理学特征, 两者导致直肠过于

活动, 以致腹部内容物对会阴部产生持续的压

力. 手术步骤就是首先悬吊直肠到骶骨岬, 其次

是消除道格拉斯腔. 用2条长10-12 cm宽1-2 cm
的大腿外侧阔筋膜, 分别固定于腹膜返折处的

直肠与骶岬上方筋膜, 并闭合直肠膀胱或直肠

子宫陷凹. 手术中需要做2个切口. 1951年Levy
和Johnson又报道了2例, 取得了同样好的结果. 
Moreno等[9]报道了3例, 其中2例为会阴手术失败

者, 亦效果显著. Loygue用尼龙网带代替阔筋膜. 
Portier等[10]报道了1993-2004年的73例患者, 平
均随访28.6 mo, 复发3例(4.1%), 根据患者对脱

垂改善、失禁、出口梗阻的满意情况, 依次评

定为3级: 治愈45例(61.6%), 好转24例(39%), 失
败4例(5.5%). 说明Orr-Loygue腹部直肠固定术, 
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■研发前沿
开腹手术在直肠
脱垂的治疗中占
据着重要地位, 选
择性地应用各种
术式较之单一使
用一种术式能大
大地改善结果, 直
肠脱垂的个体化
诊疗方案可能是
今后研究的重点
内容.
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通过有限的解剖直肠前后壁、保留直肠侧韧带, 
对于治疗完全性直肠脱垂或内脱垂合并大便失

禁或出口梗阻者来说是安全有效的, 保留侧韧

带可阻止术后便秘却不增加脱垂复发的风险. 
Amorotti等[11]认为本术式还可治疗生殖器脱垂. 
Douard等[12]也认为应用本术式的患者满意度很

高, 节制功能改善, 尽管术后排便困难增加10%, 
但并无显著意义.

5  耻骨直肠肌悬吊术

又称Nigro术. 最初是Nigro在1970年阐述的[13]. 
是用Teflon网带将直肠下端悬吊在耻骨梳上. Ni-
gro认为由于耻骨直肠肌失去收缩作用, 不能将

直肠拉向前方, 盆底缺陷加大, 肛直角消失, 直
肠呈垂直位, 以致直肠脱出. 因此他主张重建直

肠悬带, 用大弯钳由膀胱前间隙、向下至左侧

闭孔水平、进入直肠下端左后方的直肠后间隙, 
将Teflon网带中段与直肠下端后及侧方缝合固

定, 并将直肠拉向前方, 松紧度要恰到好处, 最
后将Teflon带缝合于耻骨梳韧带上, 重建了“肛

直角”. 直肠指诊可触及此悬带, 但是没有收缩

作用. Nigro报道60例, 10年随访, 均无复发, 本术

式能够改善膀胱功能. 但是手术操作难度大, 需
要有经验的医师进行手术. 主要并发症为出血

和感染.

6  直肠前切除术、直肠乙状结肠部分切除术

即Anterior resection术. 前切除术最初是1951年
Conyers等[14]提出的, Muir[15], Bacon, Beahrs和
Hil l都支持这一术式, 认为内套叠和冗长的直

肠乙状结肠不合适的定位是最初的解剖学缺

陷, 盆底肌薄弱和肛门括约肌松弛通常成为诱

因. 手术切除了冗长脱垂的乙状结肠和直肠上

段, 可拉直肠管并且改善便秘症状, 骶前放置

引流可促进纤维化和瘢痕形成, 从而固定直肠. 
Cirocco等[16]对1971-1991年的41例患者行前切除

术, 术后平均随访6年, 3例出现复发, 死亡率为0, 
发病率是15%, 并发症包括3例切口疝, 2例小肠

梗阻, 1例中风, 没有败血症、溃疡或吻合口裂

开发生. 前切除术不需异物植入或是直肠悬吊, 
为大家所熟悉和频繁采用的术式, 是治疗完全

性直肠脱垂的重要选择, 远期效果好. 有报道称

在前切除术后应用吻合器, 效果会更好[17].

7  经腹直肠后固定术加左侧结肠切除术

即Frykman-Goldberg术, 直肠前切除术加直肠缝

线悬吊固定术. 最初是由Karulf等[18]1955年描述

的, 术中游离直肠到肛提肌, 保留充足血运, 并
使直肠保持向上的张力固定于骶骨, 消除道格

拉斯腔, 并间断丝线缝合直肠与盆腔内筋膜, 最
后切除拉长的乙状结肠和上部直肠, 断端吻合, 
并辅以直肠后固定, 加强了术后疗效, 改善了术

后功能. 可能的术后并发症主要是肠梗阻、吻

合口漏、骶前静脉丛大出血. Husa等[19]报道术

后30 d的死亡率是1%. 对45例患者平均随访4.3
年, 复发4例(9%). 没有因为肠切除或吻合而引

起的并发症. 32例失禁患者中只有2例没有改善. 
肠功能习惯改善23例(56%), 尤其是那些慢性便

秘者. 本术式没有植入外源物质而引起感染的

危险, 尤其适用于便秘并且能够耐受经腹手术

者. Solla等[20]对于102例患者平均随访4年, 无死

亡, 只4例吻合口有轻微并发症, 复发率是1.9%. 
该术式临床效果良好, 复发率低, 一般对耐受良

好的患者列为首选, 正被外科医生越来越多地

应用. 

8  盆底修复术

即Roscoe graham术. Graham[21]1942年创建了此

种手术, 他观察了3例, 脱垂长度均>6英寸. 其引

用Moschcowitz(1912)的观点: “脱垂复位后, 检
查者手指于肛内低位直肠的前壁加压, 同时令

患者用力, 脱垂不再, 然而, 如果, 加压于直肠后

壁, 脱垂马上发生. ”结论是直肠脱垂是直肠前

壁的滑动疝. 根据这一理论, Graham认为该病治

疗原则是移除疝囊, 修补肠壁的解剖缺陷. 解剖

缺陷是盆底筋膜, 就像腹股沟直疝. 因此, 必须

重建正常的盆底筋膜与直肠壁的关系, 消除腹

膜疝囊, 开腹是必要的. 手术步骤: Trendelenburg
联合体位, 脊椎麻醉, 左下腹直肌外侧切口, 压
紧的纱布垫将小肠推开. 术中注意两点: 一是道

格拉斯腔(或是直肠膀胱陷凹)较正常结构深, 二
是过度活动的直肠与乙状结肠由于其系膜增长, 
已经失去了和骶骨的正常的紧密关系. 卵圆钳

将纱布置于道格拉斯腔(或是直肠膀胱陷凹)的
底部, 给予向下的压力通过直肠前壁进入直肠

腔, 这样盆底肌群的薄弱环节就可以被触诊到. 
此检查通过肛门也容易操作. 接着将直乙交界

处向上牵引, 开放道格拉斯腔(或是直肠膀胱陷

凹), 切除多余的腹膜脂肪组织, 分离输尿管, 并
予以保护. 进一步游离直肠, 可以见到精囊腺. 
向上提拉直肠, 置于前列腺后方. 间断丝线缝合

两侧耻骨直肠肌筋膜, 重建盆底腹膜, 直到直肠

回复到骶骨凹弯曲内. 然后关腹, 不需放置引流. 

■相关报道
Raftopoulos等对
6 4 3 例 成 人 完 全
性直肠脱垂经腹
手术后复发率进
行长期多中心随
访 观 察 ,  发 现 术
后 1 年 平 均 复 发
率为1.06%, 5年
为6.61%, 10年为
28.92%.
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回病房后, 患者保持不活动状态, 脚高位10英寸, 
保留1 wk. 少渣饮食. 控制排便7-10 d. 嘱患者锻

炼收缩肛门括约肌, 每日数次, 以恢复肌肉弹性.

9  Devadhar术

许多治疗直肠脱垂的术式都是根据滑动疝理论

来实施的, 着重于直肠的固定与切除, 并将其作

为治愈的方法. Mehendale等[22]发表了其根据肠

套叠理论治疗直肠脱垂25年的经验一文, 该文

中描述了术式: 患者仰卧位. 椎管麻醉下于骨盆

两缘之间男性膀胱或女性宫颈的后面腹膜表面

做一横切口, 切除直肠膀胱陷凹的腹膜, 用一钳

子将直肠前壁反复推动刺激脱垂, 找到脱垂最

大处即为脱垂起始点, 标记为“关键点”. 以关

键点为中心, 以该点和脱垂的最低点之间的距

离为半径, 顺时针方向环状缝合直肠前、侧壁. 
该环使直肠反向套叠, 助手向肠腔内上推动直

肠壁, 医生收紧环状缝线. 从紧线点之上至直肠

前、侧壁尽可能低的距离纵向折叠缝合, 重建

盆底腹膜, 消除道格拉斯腔. 此术式避免了分离

骶前间隙, 因此泌尿及性功能紊乱的危险性较

小. 所报道的72例患者, 唯一的并发症是黏膜脱

垂, 有3例, 随访期3-48(平均10) mo, 所有的40例
男性中无1例发生勃起功能障碍、逆行射精. 2
例复发直肠脱垂, 4例患者仍有便秘. 他们的研

究例数虽然很大, 囊括了72例患者, 但是随访期

太短, 不能准确的判断真正的复发率.

10  腹腔镜手术

在直肠脱垂治疗的进化中, 腹腔镜手术(laparo-
scopic surgery)是最新的进展. 随着腹腔镜手术

广泛应用于外科临床, 国外腹腔镜手术治疗直

肠脱垂报道较多, 出现了直肠、结肠切除术, 直
肠缝线固定术及直肠悬吊术多种方法. 支持这

种术式的人认为, 腹腔镜手术具有技术操作简

易、患者舒适、术中出血少、术后肠功能恢复

快、美容、住院时间短、并发症少等诸多优

点. 腹腔镜直肠固定术和切除固定术治疗脱垂的

结果都很好, 在年老体弱者身上都能安全实施. 
腹腔镜术式缩短了住院期, 老年人耐受良好[23]. 
Kariv等[24]收集了1991-12/2004-04所有与腹腔镜

修复(laparoscopic repair, LR)有关的直肠脱垂手

术期间的数据, 86个患者配对, 分别施以LR和开

放性经腹修复(open abdominal repair, OR), 进行

病例对照研究. 结果显示: LR组较之OR组住院

期短, 在平均5年的随访期内两组的功能结果和

直肠全层脱垂复发相似. 个别报道腹腔镜缺点

主要是手术时间长, 手术效果受术者技术水平

影响较大. 现在, 只能获得有限的数据支持这些

主张, 较少的数据尚未能评估长期复发率和功

能结果. 腹腔镜修复直肠脱垂, 结合了开放性腹

部手术疗效好和微创手术并发症低的双重优点, 
很有可能代表了未来直肠脱垂经腹手术的发展

方向, 但仍旧是一个未被证明的希望, 在被广泛

接受之前值得进一步研究.

11  结论

直肠脱垂仍是一个较为棘手的问题, 因其发病

是多种因素综合作用的结果, 尚没有明确有效

的治疗方式选择, 手术仍是目前治愈本病的主

要手段, 手术的基本原则大体包括6点[25]: (1)切
除脱垂的冗长肠管; (2)缩小肛门; (3)重建或加强

盆底; (4)经腹悬吊或固定脱垂肠管; (5)消除道格

拉斯腔; (6)修补会阴滑动疝. Theuerkauf等[26]综

合了各种手术治疗直肠脱垂的结果(表1). 手术

方式的多样性恰恰也证明了没有一种方法适合

于所有的患者, 对于每一种方法的优劣的评价需

要大量的随机对照试验来证明. Raftopoulos等[27]

对643例成人完全性直肠脱垂经腹手术后复发

率进行长期多中心随访观察, 发现术后1年平均

复发率为1.06%, 5年为6.61%, 10年为28.92%. 且
不同的医疗单位、手术入路、手术方法、手术

技巧等对术后复发率均无显著影响. 经腹手术

不仅复发率低, 而且为功能的改善提供了更大

的机会, 对于年轻体强的患者是理想的. 缝合固

定和网片直肠固定术效果相当. 但是, Ivalon海
绵直肠固定术增加了感染并发症的危险, 在很大

程度上被遗弃了. 在直肠固定术时加上切除术的

好处是减少了便秘, 降低了复发率. 然而, 腹部手

术需游离或固定直肠、或切除结肠、或二者均

有, 故并发症相对较高, 如感染、吻合口漏、死

亡率等相对增高[28]. 腹腔镜直肠固定术和开放

性直肠固定术有相似的结果, 并有着腹腔镜手

术的所有优点, 很有可能代表了未来直肠脱垂

经腹手术的发展方向. 对于直肠脱垂复发的患

者, Pikarsky等[29]认为术式选择与初发者可以相

同, 同样的外科术式对于两种情况都有效, 两组

在死亡率、平均住院时间、吻合口并发症、吻

合口漏、伤口感染、术后失禁评分、复发率等

方面都没有显著差别. Marzouk等[30]将直肠脱垂

分为低位型(真正脱垂)和高位型(乙状结肠和固

定的低位直肠的套叠). 标准是通过简单的临床

试验-数字化评估低位直肠的固定性, 来选择术

■创新盘点
本文所涉及的内
容基本涵盖了目
前国内外经腹治
疗直肠脱垂的手
术方式, 腹腔镜手
术显示了其最新
的进展, 对临床实
践有一定的借鉴
意义.
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式. 如, 低位型脱垂选择会阴术式是比较合适的

(Delorme术式或直肠乙状结肠切除术加或不加

盆底修复), 而高位型脱垂可以考虑选择经腹直

肠固定术加或不加前切除术. Marzouk等回顾分

析了6年间治疗的病例, 会阴术式复发率6%, 经
腹术式0%. 所以他们认为通过这种简单的试验

和分类, 可以更好的选择术式, 并将麻醉、外科

风险降到最小, 会取得更低的复发率. 
在我国直肠脱垂的治疗中, 注射疗法具有较

为广泛的运用, 特别是消痔灵注射治疗成人完

全性直肠脱垂[31,32], 采取双层四步注射疗法或直

肠周围注射法, 或注射配合PPH术, 肛门紧缩术, 
均取得了较好的疗效. 但是, 开腹手术在直肠脱

垂的治疗中仍占据着重要地位, 选择性地应用

各种术式较之单一使用一种术式能大大地改善

结果, 直肠脱垂的个体化诊疗方案可能是今后

研究的重点内容.
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Abstract
AIM: To investigate whether plasma of indi-
viduals undergoing moxibustion has protective 
effects against ethanol-induced injury to human 
gastric epithelial cells (GES-1).

METHODS: Isolated GES-1 cells were divided 
into four groups: control group, ethanol injury 
group, test plasma group (plasma from individ-

uals undergoing moxibustion at specific points), 
and control plasma group (plasma from indi-
viduals undergoing moxibustion at non-specific 
points). Before and after moxibustion at Zusanli, 
Zhongwan, Guanyuan or non-specific points, 
blood plasma was prepared. Cells of the ethanol 
injury group, test plasma group, and control 
plasma group were treated with 8% ethanol to 
induce cell injury. After injured cells were incu-
bated with plasma, cell growth was measured 
by MTT assay; the contents of LDH, SOD and 
MDA in culture supernatants were determined 
by colorimetric assay; and cell cycle progression 
and apoptosis were detected by flow cytometry.

RESULTS: Compared with the control group, 
A490 value significantly decreased (P < 0.01) and 
the reduced rate of cell growth increased in the 
ethanol injury group. Compared with the etha-
nol injury group, both A490 value (P < 0.01) and 
the reduced rate of cell growth decreased sig-
nificantly in the test plasma group. The reduced 
rate of cell growth was significantly higher in 
the control plasma group than in the test plasma 
group (26.52% vs 22.06%). Compared with the 
control group, the contents of LDH, MDA and 
SOD increased in the ethanol injury group (all 
P < 0.01 or 0.05). Compared with the ethanol 
injury group, an increase in SOD content (P < 
0.01) and a decrease in LDH and MDA contents 
(both P < 0.01) were noted in the test plasma 
group. SOD content decreased (34.11 kU/L ± 
4.14 kU/L vs 38.73 kU/L ± 4.34 kU/L, P < 0.05) 
and LDH and MDA levels increased (9.26 U/L ± 
1.62 U/L vs 7.38 U/L ± 1.28 U/L; 3.91 μmoL/L 
± 0.11 μmoL/L vs 3.75 μmoL/L ± 0.11 μmoL/L, 
both P < 0.05) in the control plasma group com-
pared with the test plasma group. No significant 
difference was noted in cell cycle progression 
between the two plasma treatment groups (all P 
> 0.05) though the apoptosis rate was higher in 
the control plasma group than in the test plasma 
group (1.56% ± 0.19% vs 1.24% ± 0.08%, P < 0.01).

CONCLUSION: Plasma of individuals under-
going moxibustion at Zusanli, Zhongwan and 
Guanyuan has protective effects against alcohol-
induced injury to human gastric epithelial cells.
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■背景资料
急性胃黏膜损伤
是机体在应激状
态下或胃黏膜接
触某些有害物质
引起的急性胃肠
黏膜炎症、糜烂
和出血的统称. 目
前认为其损伤的
产生与胃黏膜自
身保护作用的减
弱与保护/防御性
因素失衡密切相
关. 大量研究证实
艾灸对胃黏膜损
伤具有抑制作用, 
他不仅能抗损伤, 
还能促进溃疡修
复和愈合. 

■同行评议者
王富春, 教授, 长
春中医药大学针
灸推拿学院
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Y. Plasma of individuals undergoing moxibustion has 
protective effects against alcohol-induced injury to hu-
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摘要
目的: 探讨艾灸血浆对乙醇损伤的离体人胃
黏膜上皮细胞(GES-1)的保护作用.

方法: 将离体胃黏膜上皮细胞(GES-1)分为
4组, 即空白组、乙醇损伤模型组、艾灸穴
位血浆组和艾灸非穴位血浆组 .  艾灸人体
足三里、中脘、关元穴及非穴对照点前后
提取并制备艾灸前后的血浆 .  以含8%乙醇
培养液作用于后3组胃黏膜上皮细胞, 建立
胃黏膜上皮细胞损伤模型 .  各组分别加入
预先提取的灸前血浆、艾灸穴位血浆和艾
灸非穴位血浆 .  采用M T T法检测细胞抑制
率, 比色法检测细胞培养上清液中液乳酸脱
氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)、丙二醛
(malondialdehyde, MDA)、超氧化物歧化酶
(superoxide dismutase, SOD)的含量, 流式细胞
技术检测细胞周期及细胞凋亡率.

结果: 模型组与空白组比较 ,  细胞A 490降低
(P <0.01), 抑制率明显上升; 与模型组比较, 艾
灸穴位血浆组A 490升高(P <0.01), 细胞抑制率
降低; 艾灸非穴位血浆组A 490低于艾灸穴位
血浆组A 490(P <0.01), 而细胞抑制率高于艾灸
穴位血浆组(26.52% vs  22.06%). 与空白组比
较, 模型组培养液中LDH、MDA、SOD含量
均有所提高(P <0.01或0.05); 艾灸穴位血浆组
与模型组比较, SOD水平升高(P<0.01), LDH、

MDA含量降低(均P<0.01); 艾灸非穴位血浆组
与艾灸穴位血浆组比较, SOD水平下降(34.11 
kU/L±4.14 kU/L vs  38.73 kU/L±4.34 kU/L, 
P <0.05), LDH和MDA水平升高(9.26 U/L±
1.62 U/L vs  7.38 U/L±1.28 U/L; 3.91 μmoL/L
±0.11 μmoL/L vs  3.75 μmoL/L±0.11 μmoL/L, 
均P <0.05). 艾灸非穴血浆组与艾灸穴位血
浆组比较 ,  细胞周期中各期无明显差异(均
P >0.05), 凋亡率升高(1.56%±0.19% vs  1.24%
±0.08%, P <0.01).

结论: 艾灸足三里、中脘、关元穴后提取的
人体血浆对受损人胃黏膜细胞具有一定的保
护作用.

关键词: 艾灸血浆; 人胃黏膜上皮细胞; 细胞凋亡; 
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0  引言

急性胃黏膜损伤是机体在应激状态下或胃黏膜

接触某些有害物质引起的急性胃肠黏膜炎症、

糜烂和出血的统称. 表现为: 黏膜充血、水肿、

糜烂、坏死、脱落、浅表溃疡形成. 常见的胃

黏膜损伤因子有胃酸和胃蛋白酶、幽门螺杆

菌、药物、应激、乙醇、手术等. 目前认为其

损伤的产生与胃黏膜自身保护作用的减弱与保

护/防御性因素失衡密切相关[1]. 大量研究证实

艾灸对胃黏膜损伤具有保护作用, 他不仅能抗

损伤, 还能促进溃疡修复和愈合[2,3]. 本课题组

以往的研究证实艾灸预处理能诱导热休克蛋白

70(heat shock protein 70, HSP70)的产生, 抑制和

减轻乙醇所诱发的胃黏膜细胞凋亡, 对胃黏膜

损伤有保护作用[4]. 近年来“针灸血清”研究

方法的提出为直接观察针灸对离体细胞、组织

等的影响提供了重要的思路及方法[5]. 本研究

采用艾灸足三里、中脘、关元穴后提取的血浆

作用于乙醇损伤的人胃黏膜GES-1细胞, 以细

胞抑制率、细胞培养上清液乳酸脱氢酶(lactate 
dehydrogenase, LDH)、丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, 
SOD)、细胞周期及凋亡率等为指标. 观察艾灸

血浆对乙醇造成的离体胃黏膜上皮细胞(GES-1)
损伤的干预效应, 进一步在细胞水平上揭示艾

灸对胃黏膜细胞保护的作用原理.

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM高糖(Gibco, USA)、小牛血

清(湘雅医学院实验中心自制)、青/链霉素双

抗(华北制药厂)、胰蛋白酶(G i b c o, U S A)、
EDTA(Sigma, USA)、磷酸盐缓冲液PBS(鼎
国, 北京)、MTT(Sigma, USA)、DMSO(Sigma, 
USA)、LDH(中生北控, 北京)、SOD(建成, 南
京)、MDA(建成, 南京)、碘化丙啶(PI, Sigma, 
USA)、18 mm×200 mm温灸纯艾条(汉医牌, 
南阳)、无水乙醇(国产分析纯)、细胞培养板

(Corning costar, USA)、CO2培养箱(三洋, 日
本)、倒置显微镜(重庆光学仪器厂)、酶标仪

(TECAN, 奥地利)、流式细胞仪(COULTER EP-

www.wjgnet.com

■研发前沿
艾灸预处理能诱
导HSP70的产生, 
对胃黏膜损伤有
抑制作用. 针灸血
清的研究已成为
近期针灸界研究
热点 ,  有人认为 :
“针灸血清”之
所以具有和药物
相类似的作用, 关
键在于刺灸腧穴
后, 可通过机体内
在生理调节机制, 
引起血清中活性
物质的产生, 进而
实现对脏腑器官
的调节作用. 艾灸
相关穴位后提取
的血浆对胃黏膜
细胞是否具有保
护作用?  其作用
机制如何, 有待进
一步研究. 
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ICS XL, USA). 人胃黏膜上皮细胞(GES-1)购自

湘雅医学院实验中心.
1.2 方法 
1.2.1 艾灸血浆来源及制备: (1)血浆来源: 湖南中

医药大学在校健康大学生24名(男女各半), 年龄

18-25岁, 排除月经周期、妊娠或哺乳期女性. 经
常规体检及血尿常规检查无异常, 愿意接受本

实验方案; (2)艾灸对象及分组: 24名学生随机分

为艾灸穴位组及艾灸非穴位组, 每组12名(男女

各半); (3)取穴(非穴位)及定位: 艾灸穴位组取中

脘、关元和足三里穴, 穴位定位参照第6版《针

灸学》教材. 非穴位组取平行于中脘、关元穴

右侧3寸非穴位点, 及平行于足三里穴内侧1寸
非穴位点; (4)艾灸方法: 艾灸穴位组: 采用艾条

温和灸中脘、关元及双侧足三里穴共4穴; 艾灸

非穴位组: 同法灸对应非穴位4点, 两组均每日

灸30 min, 连续灸10 d后. 于艾灸前及艾灸后(第
11天)早上7点至8点抽取空腹静脉血; (5)血浆制

备: 使用真空负压采血管采取空腹静脉血8 mL, 
按10∶1比例加入1.5% EDTA抗凝, 离心(3 000 
r/min, 15 min), 每例吸取血浆1 mL, 将艾灸前后

所得血浆按组别分别等量混合分装, -80 ℃保存.
1.2.2 G E S-1细胞培养及细胞损伤造模: 细胞

培养: GES-1细胞株用含100 mL/L小牛血清的

DMEM高糖培养基于标准CO2培养箱中常规培

养2-3 d, 约90%满瓶时传代. 细胞损伤模型的制

作: 以含8%乙醇浓度的培养液作用胃黏膜上皮

细胞3 h, 造成胃黏膜上皮细胞损伤, 经MTT检测

使细胞抑制率达到30%左右.
1.2.3 细胞分组及处理: 将实验细胞分为: 空白

组, 模型组, 艾灸穴位血浆处理组, 艾灸非穴位

血浆处理组. 处理过程如下: 第1步, 取对数生长

中期细胞, 调整细胞密度为4×104/mL, 按照每孔

3 mL接种入6孔板, 置于37 ℃、50 mL/L CO2培

养箱中常规培养48 h, PBS洗2次, 用不完全培养

基同步24 h, PBS洗2次. 第2步, 将GES-1细胞分

为以上4组, 每组12孔. 空白组加入完全培养基3 
mL培养3 h后, 吸弃培养基, PBS洗2次; 其他3组
加入含8%乙醇培养基3 mL培养3 h后, 吸弃培养

基, PBS洗2次. 第3步, 空白、模型组加入含10%
艾灸前人体血浆DMEM培养液3 mL; 其他2组分

别加入含10%艾灸穴位血浆及含10%艾灸非穴

位血浆培养基3 mL. 各组细胞于37 ℃ CO2培养

箱中培养24 h后收集上清液及细胞.
1.2.4 观察指标: 细胞抑制率: 每组随机取5个复

孔细胞, 用MTT法检测细胞抑制率. 各组细胞经

分别处理后加入完全培养基100 μL于37 ℃ CO2

培养箱中培养3 h后, 每孔加入MTT溶液20 μL, 
于37 ℃ CO2培养箱中培养4 h; 吸弃上清液, 加
入DMSO 150 μL, 振荡10 min以溶解结晶; 用酶

标仪在490 nm波长处读取光密度值A 490. 测定前

以空白孔调零, 以不含乙醇培养细胞作为对照. 
细胞抑制率的计算公式为: 细胞抑制率(%) = [1-
实验孔光密度A 490/对照孔光密度A 490]×100%; 
LDH、MDA、SOD检测: 实验结束后收集各组

细胞培养上清液, -20 ℃保存. 每组随机取8个
样本分别用化学比色法、TBA法及羟胺法检测

LDH、MDA、SOD含量; 细胞凋亡和细胞周期

采用流式细胞仪检测: (1)每组随机选取4孔板细

胞移入离心管; (2)3 000 r/min, 离心10 min, 吸弃

上清液; (3)每管2 mL PBS洗涤, 2 500 r/min, 离心

5 min, 弃上清液, 重复2次; (4)向离心管中加入

500 μL 70%冰乙醇, 重悬细胞, 移入1.5 mL EP管, 
再以500 μL 70%冰乙醇洗涤离心管后移入EP管, 
得1 mL样本液; (5)将细胞固定在4 ℃、24 h以
上; (6)染色: 将固定后的细胞用PBS洗2遍(3 000 
r/min, 1 min). 加入100 μL PBS, 0.66 μL RNaseA(1 
g/L), 37 ℃孵育30 min. 加入0.4 mL 50 mg/L PI, 避
光染色20 min; (7)用COULTER流式细胞仪检测

细胞周期及凋亡率, 每份样品获取104以上细胞, 
分析细胞周期中G1期、S期以及G2/M期所占的

比值及细胞凋亡率, MCYCLE软件分析结果.
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行处

理. 组间比较, 符合正态分布者, 采用单因素方

差分析(One-way ANOVA), 方差齐者用LSD或

SNK法, 方差不齐者用Tamhane's T2或Dunnett's 
T3法; 不符合正态分布, 采用多个独立样本比较

的秩和检验(K Independent Samples).

2  结果

2.1 艾灸血浆对受损胃黏膜上皮细胞抑制率的影

响 模型组与空白组比较, A 490明显下降(P <0.01), 
细胞抑制率上升; 艾灸穴位血浆组与模型组比

较, A 490上升(P <0.01), 细胞抑制率下降; 艾灸非

穴位血浆组与艾灸穴位血浆组比较, A 490下降

(P<0.05), 细胞抑制率高于艾灸穴位血浆组(表1).
2.2 艾灸血浆对受损胃黏膜上皮细胞上清液中

LDH、SOD、MDA含量的影响 模型组与空白

组比较, LDH、MDA、SOD均有所提高(P<0.01
或<0.05); 艾灸穴位血浆组与模型组比较, 上清

液中SOD水平升高(P<0.01), LDH、MDA含量降

低(均P <0.01); 艾灸非穴位血浆组与艾灸穴位血

■相关报道
王东生等对大黄
蟅虫丸含药血浆
与血清进行比较, 
发现含药血浆抑
制血小板聚集作
用显著优于含药
血清.
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浆组比较, SOD水平下降(P<0.05), LDH和MDA
水平升高(均P<0.05, 表2).
2.3 艾灸血浆对受损胃黏膜上皮细胞周期及凋亡

率的影响 模型组与空白组比较, GES-1细胞周期

中, 模型组的G1期占比及凋亡率提高(均P <0.01), 
S、G2/M期占比下降(均P <0.01); 艾灸穴位血浆

组与模型组比较, G1期占比及凋亡率明显下降

(均P<0.01), S、G2期占比提高(均P<0.01); 艾灸非

穴血浆组与艾灸穴位血浆组比较, 细胞周期各期

占比无明显差异(均P >0.05), 凋亡率升高(P <0.01, 
表3).

3  讨论

中医学认为艾属温性, 其味芳香, 善通十二经脉, 
具有散寒通络、回阳固脱、行气活血、防病保

健等作用.《医学入门》提出:“凡一年四季各

熏一次, 元气坚固, 百病不生”. 现代研究表明

艾灸时产生的近红外辐射具有较高的穿透能力, 
其药性可通过体表穴位渗透诸经, 起到治疗和

预防疾病的作用. 
研究报道[6]艾灸具有镇痛, 改善血循环, 调整

代谢紊乱, 调节免疫功能等作用. 在临床实践中对

消化系统疾病有着良好的治疗效应[7], 实验研究也

证明艾灸有明显减轻胃黏膜损伤的作用[4]. 本课

题组在艾灸对胃黏膜保护作用方面进行了长期

大量的研究, 分别从艾灸对胃黏膜血流量的影

响、对内源性保护因子前列腺素; 降钙素基因

相关肽、表皮生长因子、转化生长因子-α的合

成和释放, 在胃黏膜细胞凋亡的调节作用等方

面探讨了各种因素造成胃黏膜损伤状态下, 艾
灸对胃黏膜细胞保护的作用机制[8,9]. 近期发现

艾灸对胃黏膜的保护作用与其诱导HSP70的表

达, 通过线粒体信号转导途径抑制细胞凋亡, 达
到保护胃黏膜损伤的作用[10,11]. 为了进一步从细

胞水平揭示艾灸对胃黏膜细胞的保护机制, 本

研究将艾灸后提取的血浆作用于离体人胃黏

膜上皮GES-1细胞, 探讨艾灸血浆对受损伤的

GES-1是否具有保护作用.
GES-1来源于胎儿胃黏膜上皮, 为体外稳定

传代的永生化细胞. 自1992年建成以来, 已证明

其为良好的实用型实验细胞体系, 电镜显示具

有正常人体胃黏膜上皮细胞多种特性. 该细胞

株已广泛用于胃及相关疾病研究. 如孙涛等[12]

以蛙皮素作用于GES-1细胞, 观察了其对生长的

促进作用; 宗红等[13]以幽门螺杆菌作用于GES-1
细胞, 对其进行了凋亡和X凋亡抑制蛋白表达影

响的观察; 李军祥等[14]研究三七提取物对GES-1
细胞增殖抑制及促凋亡作用; 王刚石[15]采用该

细胞观察了生长抑素对羟自由基损伤细胞的影

响等.
本研究采用GES-1建立了乙醇所致的人胃

黏膜上皮细胞损伤模型. 在倒置显微镜下观察:
正常GES-1细胞呈菱形或多边形等不规则形状

贴壁生长, 中央有圆形核, 生长旺盛, 细胞之间

连接紧密, 可见少量细胞老化脱落. 乙醇损伤后, 
细胞呈圆形或椭圆形状, 随着损伤时间增加或

乙醇浓度提高, 细胞间隙变大, 连接减少甚至出

现细胞片状脱落, 只有少许细胞贴壁, 大量细胞

漂浮于细胞液中, 细胞核固缩, 胞质浓缩, 可见

空泡变性, 死亡细胞逐渐增多, 表明乙醇所造成

的胃黏膜细胞损伤模型成功.
针灸血浆是指从刺灸处理后的人或动物体

上采集到的血浆, 作为效应物质加到另一个反

应系统中, 同在体或离体器官、组织、细胞或

分子等靶目标接触, 通过他们的功能或形态学

的改变, 可观察到针灸处理后产生的效应. 其思

路来源于“针灸血清”[16]和贺石林的“血浆药

理学”方法[17]. 血清是血液凝固后除去纤维蛋

白与血细胞的液体部分, 血浆指抗凝血液离心

后去除血细胞的上清液. 由于血清不含纤维蛋

白原、凝血酶, 且有凝血、抗凝、纤溶、补体

等多个系统的活化, 而不能真实反映体内的状

态和准确体现药物的有效成分, 故有学者提出

在实验中尽量选择使用血浆, 而不使用血清. 贺
龙刚等[18]观察丹参注射液的含药血清和血浆对

鸡胚绒毛尿囊膜血管生成的影响, 评价两者差

异, 发现含药血浆组促进鸡胚绒毛尿囊膜血管

新生作用强于其血清对照组. 王东生等[19]对大

黄蟅虫丸含药血浆与血清进行比较, 发现含药

血浆抑制血小板聚集作用显著优于含药血清. 
据此本研究尝试采用艾灸血浆作为效应物质加

■创新盘点
本研究采用艾灸
相关腧穴后提取
的血浆作为处理
因 素 ,  以 离 体 人
胃黏膜上皮细胞
GES-1为受试对
象, 观察了艾灸血
浆对乙醇所致的
人胃黏膜上皮细
胞损伤的干预效
应, 发现艾灸血浆
能减轻细胞抑制
率, 抑制胃黏膜细
胞凋亡、缩短G1

期 ,  减少L D H及
MDA漏出 ,  在细
胞水平上揭示了
艾灸对胃黏膜细
胞的保护作用. 

表 1 艾灸血浆对损伤GES-1细胞光密度及抑制率的影响 
(mean±SD, n  = 5)

     
分组         A 490 抑制率(%)

空白组 0.547±0.004      6.77

模型组 0.417±0.004b    29.04

艾灸穴位血浆组 0.458±0.004f    22.06

艾灸非穴位血浆组 0.431±0.005c    26.52

bP<0.01 vs  空白组; cP<0.05 vs  艾灸穴位血浆组; fP<0.01 vs  模

型组.
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到受损细胞中, 观察其对胃黏膜细胞的作用.
现代医学表明, 各种理化因素造成组织细

胞的急性或慢性损伤, 首先体现在细胞膜的改

变, 一旦细胞膜受损, LDH即被释放到细胞外, 
造成培养液中该酶活性增高, 且与细胞损伤成

正比, 是衡量细胞膜受损的常用指标[20]. MDA
常作为脂质过氧化程度的检测指标, 能间接反

映出细胞受损伤的程度[21]. SOD是生物体防御

过氧化损伤的关键酶类, 广泛分布于生物体内

组织中的抗氧化剂, 其含量的高低, 决定了体内

氧化/抗氧化系统的均衡, 反映机体抗氧化保护

系统的强弱[22]. 本实验观察艾灸血浆对受损胃

黏膜上皮细胞的影响, 与空白组比较, 模型组

A 490下降(P <0.01), 表明乙醇造成了细胞受损, 细
胞抑制率上升, 细胞上清液中LDH、MDA含量

增加(均P <0.01), 同时诱导细胞自我应激保护, 
SOD含量提高(P <0.01); 与模型组比较, 艾灸穴

位血浆组A 490上升(P <0.01), 提示艾灸人体血浆

能降低乙醇对细胞的损伤, 细胞抑制率下降, 上
清液中SOD水平升高(P <0.01), LDH、MDA含

量降低(均P <0.01); 与艾灸穴位血浆组比较, 艾
灸非穴位血浆组A 490下升(P <0.05), 细胞抑制率

升高, SOD水平下降(P <0.05), LDH和MDA水平

升高(均P <0.05), 提示艾灸穴位血浆能减少受损

GES-1细胞LDH和MDA的产生, 提高SOD含量, 
对细胞起保护作用, 使细胞抑制率下降, 而对上

述指标的影响艾灸非穴位血浆组的作用不如艾

灸穴位血浆组.
细胞凋亡又叫程序性细胞死亡, 是由特定

基因调控的自主、有序性的死亡. 细胞的增殖

遵循细胞周期, 即从G1→S→G2→M→G1, 在细

胞周期中至少存在两个重要的“生长控制点

(check-points)”, 一是G1→S转变期; 二是G2→M
转变期. 当细胞处于生长活跃状态时, 细胞周期

中G1期将更多转化进入S期, DNA合成增加, 为
下一步M期的有丝分裂做准备, 即G1期占整个细

胞周期比例下降, S期、G2期比例上升[23]. 本研究

发现: 与空白组比较, 模型组细胞周期G1期占比

及细胞凋亡率明显升高(均P <0.01); S、G2/M占

比下降(均P <0.01). 提示胃黏膜细胞受损后细胞

凋亡率增高, 延长的G1期对G1→S的转变出现延

缓, 至细胞增殖活跃程度降低. 而艾灸穴位血浆

组与模型组比较, G1期占比减少(P <0.01), 凋亡

率下降(P <0.01), S、G2/M占比提高(均P <0.01); 
提示艾灸穴位血浆组能降低胃黏膜细胞凋亡率, 
促进细胞由G1期尽快进入S期, 加速DNA合成, 
加快完成细胞增殖和修复过程. 

近年来不少研究已证实针灸血清具有抗哮

喘作用和体液调节功能, 还具有改善免疫功能

及抗衰老作用[24]. 孙双历等[25]观察艾灸血清对

体外培养背根神经节的保护作用, 提示艾灸血

清对因衰老所致的机体功能减退有着积极的治

疗作用; 杨露晨等[23]以艾灸血清作用于实验性

类风湿关节炎滑膜细胞, 观察对其细胞增殖及

■应用要点
在确认艾灸血清
( 血浆 ) 对疾病模
型有效性的基础
上, 利用蛋白质组
和基因组等现代
科学技术, 分析提
取与针灸相关的
效应活性物质, 从
而为阐明针灸治
疗疾病的现代生
物学机制提供新
的战略性研究思
路, 并为解决当代
生命科学重大疑
难问题寻求新的
突破, 也将为创新
药物的发展提供
新的途径. 

表 2 艾灸血浆对损伤GES-1细胞上清液中LDH、MDA和SOD的影响 (mean±SD, n  = 8)

     
分组     LDH(U/L) MDA(nmoL/mL)   SOD(kU/L)

空白组   5.46±0.80   2.57±0.13  25.72±2.28

模型组 10.76±1.99b   4.05±0.14b 30.23±3.29a

艾灸穴位血浆组   7.38±1.28f   3.75±0.11f 38.73±4.34f

艾灸非穴位血浆组   9.26±1.62c   3.91±0.11c 34.11±4.14c

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组; cP<0.05 vs  艾灸穴位血浆组; fP<0.01 vs  模型组.

表 3 艾灸血浆对GES-1细胞周期及凋亡率的影响 (mean±SD, %, n  = 4)

     
分组           G1            S        G2/M     凋亡率

空白组 36.98±2.84 31.28±2.68 31.78±1.13 0.84±0.05 

模型组 57.90±1.43d 21.50±0.35d 20.53±1.24d 7.42±0.16d

艾灸穴位血浆组 49.18±1.72b 25.93±1.18b 24.88±1.17b 1.24±0.08b

艾灸非穴位血浆组 52.50±2.84 23.55±1.54 23.95±1.58 1.56±0.19f

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  空白组; fP<0.01 vs  艾灸穴位血浆组.
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细胞周期影响, 发现艾灸血清可抑制其增殖及

对G1/S转换期有延缓作用. 在对肿瘤细胞方面影

响, 马晓芃等[26]以艾灸血清作用于小鼠淋巴瘤细

胞, 发现艾灸血清具有抑制淋巴瘤细胞增殖、

诱导其分化的作用. 裴建等[27]发现艾灸血清能抑

制肿瘤细胞生长. 陈云飞等[28,29]观察艾灸血清对

荷瘤小鼠的抑瘤效应, 提示艾灸血清具有抑瘤, 
并诱导肿瘤细胞凋亡的效应.

研究表明针灸血清还能影响细胞内某些信

号分子, 如李瑞午等[30]及罗明富等[31]以针刺血清

作用于体外神经细胞或心肌细胞, 发现针刺血

清对离体神经细胞或心肌细胞内钙离子浓度有

影响. 邓元江等[32,33]报道针刺血清能使离体胃窦

平滑肌细胞产生收缩效应与其调整细胞内钙离

子有关. 杨宗保等发现电针胃经穴提取针刺血

清能活化表皮生长因子受体和上调胃黏膜细胞

c-Myc基因的表达[34-36]. 李岩等[37]在以针灸血清

诱导人卵巢癌细胞凋亡相关因子的研究中, 表
明针灸血清可通过增加凋亡相关因子的表达诱

导卵巢癌细胞凋亡. 马晓芃等[26]观察艾灸血清对

体外小鼠淋巴瘤细胞的作用, 发现艾灸血清能

使环核苷酸/环鸟苷酸比值增加, 具有抑制淋巴

瘤细胞增殖、诱导其分化的作用.
陈汉平等[5]提出:“针灸血清”之所以具有

和药物相类似的作用, 关键在于刺灸腧穴后, 可
通过某种内在生理调节机制, 引起血清中活性

物质含量产生有意义的改变. 马淑兰等[38]发现针

刺血清能降低肾上腺切除大鼠哮喘模型外周血

嗜酸粒细胞数目, 是因为针刺血清中存在非皮

质激素类活性因子. 王宇等[39]观察针刺血清对哮

喘大鼠模型影响的同时, 以色谱分析方法初步

筛选血清中特异成分表明, 针刺血清中存在3种
以上的特异性成分. 陈云飞等[40]以双向电泳研

究不同时段艾灸血清中内生性蛋白组分的变化, 
表明在特定穴位艾灸, 可使血清中的蛋白质组

分发生改变, 其中以酸性蛋白点缺失和蛋白峰

度下降最为明显. 杨永清等[41]从针刺治疗哮喘大

鼠的血清中发现了至少4种特异蛋白, 有1种蛋

白已经明确其结构, 并证明该蛋白具有明显的

抗哮喘效应, 因而认为刺灸穴位激活的异生性

蛋白可能是针灸效应的物质基础.
本研究中所采用的是经过艾灸处理后提取

的血浆作为效应物质作用于乙醇损伤的离体人

胃黏膜上皮GES-1细胞, 发现艾灸血浆能减少

细胞损伤、抑制细胞凋亡, 调整细胞周期, 对
GES-1细胞具有一定的保护作用. 推测其作用机

制是由于艾灸预处理使血浆内产生了某种保护

性异生蛋白, 可对离体受损细胞产生保护作用. 
本课题组最近的工作已证实艾灸预处理可使外

周血液中的HSP升高(待发表), 其作用机制还有

待进一步证实.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of hypoxia on vas-
culogenic mimicry (VM) formation in hepatocel-
lular carcinoma (HCC) and to explore possible 
mechanisms involved.

METHODS: A three-dimensional cell culture 
system for human HCC cell line MHCC97-H 
was established to observe VM formation under 
normoxic and hypoxic conditions. Semi-quan-
titative reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and Western blot were used 
to detect the effect of hypoxia on the mRNA and 
protein expression of hypoxic inducible factor-
1α (HIF-1α), matrix metalloproteinase (MMP)-2 
and MMP-9, respectively. Immunohistochem-
istry was used to identify patterned matrix 
VM and investigate the expression of HIF-1α, 
MMP-2 and MMP-9 in 151 HCC samples.

RESULTS: Patterned matrix VM or tubular VM 
was produced under hypoxic conditions, while 
cells cultured under normoxic conditions for 48 
h failed to form patterned matrix VM or formed 
shorter tubular VM. After cells were cultured for 
48 h, the mRNA and protein expression levels of 
HIF-1α, MMP-2 and MMP-9 were significantly 
higher under hypoxia than under normoxia 
(mRNA: 0.70 ± 0.05 vs 0.51 ± 0.10, 0.90 ± 0.09 vs 
0.67 ± 0.09, 0.64 ± 0.10 vs 0.42 ± 0.07, P = 0.03, 
0.013, 0.01; protein; 0.52 ± 0.09 vs 0.41 ± 0.09, 0.63 
± 0.11 vs 0.50 ± 0.11, 0.50 ± 0.14 vs 0.38 ± 0.09, 
P = 0.035, 0.023, 0.008). Thirty-one of 151 HCC 
samples exhibited evidence of patterned matrix 
VM. The staining intensity of HIF-1α, MMP-2 
and MMP-9 expression was significantly higher 
in the VM group than in the non-VM group (4.5 
± 1.6 vs 3.4 ± 1.7, 4.5 ± 1.6 vs 3.4 ± 1.7, 3.9 ± 1.9 vs 2.9 
± 1.8, P = 0.001, 0.030, 0.007).

CONCLUSION: Hypoxia can induce VM forma-
tion in HCC by regulating the expression of HIF-
1α, MMP-2 and MMP-9.

Key Words: Vasculogenic mimicry; Hepatocellular 
carcinoma; Hypoxic inducible factor-1α; Matrix me-
talloproteinase; Immunohistochemistry

®

■背景资料
多年来, 肿瘤血管
被认为是由血管
内皮细胞单独排
列而成. 然而, 近
些年的一些研究
表明, 除了血管内
皮细胞之外, 可塑
性肿瘤细胞也可
能贡献于肿瘤的
血管化作用. 由可
塑性肿瘤细胞形
成的血管生成拟
态(VM)是对传统
肿瘤血管生成理
论的重要补充, 为
抗肿瘤血管生成
治疗提供了崭新
的思路. 

■同行评议者
徐泱, 副教授, 上
海复旦大学附属
中山医院肝肿瘤
外科
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摘要
目的: 研究缺氧对肝癌血管生成拟态(vasculo-
genic mimicry, VM)的影响及其可能机制.

方法: 建立基质胶Matrigel三维培养体系, 观
察高转移人肝癌细胞系M H C C97-H在常氧
(常氧组)和缺氧(缺氧组)条件下形成VM的差
异; 应用RT-PCR和Western blot技术检测两组
缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)、基质金属蛋白酶
(matrix metalloproteinase, MMP)-2和MMP-9的
表达. 选择151例肝癌组织标本, 免疫组织化学
方法检测VM是否存在及HIF-1α、MMP-2和
MMP-9的表达.

结果: 三维培养48 h, 缺氧组能形成基质型VM
或管形VM, 而常氧组不形成基质型VM或形
成较短的管形VM. 缺氧组HIF-1α、MMP-2和
MMP-9 mRNA和蛋白表达水平明显较常氧组
高(mRNA: 0.70±0.05 vs  0.51±0.10, P  = 0.03; 
0.90±0.09 vs  0.67±0.09, P  = 0.013; 0.64±
0.10 vs  0.42±0.07, P  = 0.01; 蛋白: 0.52±0.09 
vs  0.41±0.09, P  = 0.035; 0.63±0.11 vs  0.50±
0.11, P  = 0.023; 0.50±0.14 vs  0.38±0.09, P  = 
0.008). 151例肝癌组织标本中31例存在VM, 
存在VM的标本HIF-1α、MMP-2和MMP-9免
疫组织化学染色综合得分较不存在VM的标
本高(4.5±1.6 vs  3.4±1.7, P  = 0.001; 4.5±1.6 
vs  3.4±1.7, P  = 0.030; 3.9±1.9 vs  2.9±1.8, P  
= 0.007).

结论: 缺氧能促进肝癌VM的形成, 诱导HIF-
1α、MMP-2和MMP-9表达可能是其作用机制
之一.

关键词: 血管生成拟态; 肝细胞癌; 缺氧诱导因子

-1α; 基质金属蛋白酶; 免疫组织化学
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0  引言

血管生成拟态(vasculogenic mimicry, VM)是
Maniotis等[1]于1999年发现的一种新的微循环模

式, 即在侵袭性黑色素瘤中, 肿瘤细胞获得内皮

细胞特性, 形成能传导血液的血管样结构, 这一

过程独立于经典的血管生成和内皮细胞增殖. 此
后, VM在恶性食管间质瘤、乳癌、胶质瘤、结

直肠癌和肝癌等肿瘤中均有报道[2-7]. VM在肿瘤

生物学中可能具有十分重要的意义[2,6-8]. 然而, 
形成VM的机制目前还不清楚. 缺氧诱导因子

-1α(hypoxic inducible factor-1α, HIF-1α)、基质

金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)-2或
MMP-9可能与卵巢癌、黑色素瘤等肿瘤VM形

成具有一定的关系[9-11]. 本课题采用三维培养模

型, 观察常、缺氧条件下肝癌细胞VM形成以及

HIF-1α、MMP-2和MMP-9表达的差异, 并结合

肝癌组织VM以及HIF-1α、MMP-2和MMP-9免
疫组织化学检测, 以研究缺氧对肝癌VM形成的

影响及其可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 高转移人肝癌细胞系MHCC97-H购于

复旦大学中山医院肝癌研究所, 高糖DMEM培

养基及胎牛血清购自美国Hyclone公司, 基质

胶Matrigel购自美国BD公司, TRIzol购自美国

Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa
公司, PCR引物由上海生物工程公司合成, 蛋白

酶K购自美国Sigma-Aldrich公司, 鼠抗人层粘

连蛋白单克隆抗体购自美国Milipore公司, 鼠抗

人CD34单克隆抗体, 兔抗人HIF-1α、MMP-2、
MMP-9单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司, 二
步法免疫组织化学检测试剂盒购自北京中杉生

物技术公司; Western blot相关试剂、试剂盒购

自碧云天生物技术研究所.
1.2 方法 
1.2.1 基质胶Matrigel三维培养: MHCC97-H于

37 ℃、50 mL/L CO2及饱和湿度条件下培养

在高糖DMEM培养基中, 内含100 mL/L胎牛血

清、100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉素, 取对数

生长期细胞用于实验. 于24孔培养板每孔中加

入200 μL Matrigel原液, 37 ℃培养箱内温育60 
min, 再向每孔添加1 mL浓度为6×105个/mL的
细胞悬液. 如每孔加25 μL Matrigel原液则细胞

浓度为2×105个/mL. 实验分常氧组(950 mL/L空
气和50 mL/L CO2)和缺氧组(10 mL/L O2, 50 mL/
L CO2和940 mL/L N2), 均于37 ℃培养48 h. 使用

相差显微镜进行拍照, 所摄照片用美国国立卫

生研究院影像软件进行分析, 测量每张照片中

血管样结构的长度(长度>200 μm被定义为血管

样结构[12]), 并计算每张照片的总长度. 
1.2.2 RT-PCR检测HIF-1α、MMP-2 和MMP-9表

达: 细胞在常氧与缺氧条件下三维培养48 h, 用

■研发前沿
VM的现象在黑色
素瘤、胶质瘤、
乳癌、结直肠癌
和肝癌等多种肿
瘤 中 均 有 报 道 . 
V M 在 肿 瘤 生 物
学中可能具有十
分重要的意义. 然
而, 形成VM的机
制目前还不清楚, 
亟待进一步研究.
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胰蛋白酶消化收集细胞, 以TRIzol抽提总RNA. 
依照TaKaRa二步法试剂盒说明步骤反转录和

PCR扩增. HIF-1α上游引物5'-GAAACTTCT-
GGATGCTGGTG-3', 下游引物5'-TATACGT-
G A AT G T G G C C T G T-3', 扩增片段长度393 
bp; MMP-2上游引物5'-GATGATGCCTTT-
GCTCG-3', 下游引物5'-AGTGGACATGGCG-
GTCT-3', 扩增片段长度597 bp; MMP-9上游引物

5'-GAGGTTCGACGTGAAGGCGCAGATG-3', 
下游引物5'-AGGTCACGTAGCCCACTTG-
GTC-3', 扩增片段长度175 bp; β-actin上游引物

5'-GGGACCTGACTGACTACCTC-3', 下游引

物5'-ACTCGTCATACTCCTGCTTG-3', 扩增片

段长度546 bp. 12.5 μL PCR反应体系: 5×PCR 
Buffer 2.5 μL, RNase Free dH2O 7.188 μL, 上、

下游引物各0.125 μL, TaKaRa Ex Taq HS 0.063 
μL, cDNA 2.5 μL. PCR反应条件: 94 ℃预变性5 
min, 94 ℃变性40 s, 55 ℃退火30 s, 72 ℃延伸45 
s, 共35个循环后72 ℃延伸10 min. PCR反应结束

后, 取5 μL PCR扩增产物在2%琼脂糖凝胶上电

泳, 利用Tanon凝胶成像系统采集图像并进行吸

光度测定, 以目的条带与内参照条带的灰度值

比值代表目的基因mRNA的表达水平. 
1.2.3 Wes te rn b lo t检测HIF-1α、MMP-2和

MMP-9表达: 细胞在常氧与缺氧条件下三维培

养48 h, 用胰蛋白酶消化收集细胞, 加蛋白裂解

液制备总蛋白, 采用BCA法检测蛋白浓度. 总
蛋白100 ℃加热变性10 min, 取50 μg样品上样

检测. 10% SDS-PAGE胶电泳分离蛋白后, 半干

式电转膜仪17 V 30 min将蛋白转移至PVDF膜
上. 5%脱脂奶粉室温下封闭1 h, TBST漂洗3×5 
min, 抗HIF-1α, 抗MMP-2, 抗MMP-9或抗β-actin
单克隆抗体室温孵育1 h或4 ℃过夜. TBST漂洗

3×5 min后加HRP标记的二抗(1∶5 000)室温孵

育1 h. TBST漂洗3×5 min后使用ECL化学发光

法显影、定影. 利用Tanon凝胶成像系统采集图

像并进行吸光度测定, 以目的条带与内参照条

带的灰度值比值代表目的蛋白的表达水平. 
1.2.4 免疫组织化学方法检测肝癌组织中VM表

达: 151例经病理证实为肝细胞癌的组织标本蜡

块来自安徽省立医院肝脏外科2003-2008年手术

切除标本. 对甲醛溶液固定、石蜡包埋的标本

进行4 μm切片, 经二甲苯脱碏, 梯度酒精水化后

以3%过氧化氢阻断内源性过氧化物酶活性. 柠
檬酸盐缓冲液抗原热修复用于对CD34、HIF-
1α、MMP-2和MMP-9检测. 蛋白酶K修复用于

对层粘连蛋白检测. PBS冲洗后以3%山羊血清

封闭20 min, 每张切片滴加50 μL一抗(层粘连

蛋白1∶100、CD34 1∶100、HIF-1α 1∶300、
MMP-2 1∶300、MMP-9 1∶300), 4 ℃孵育过夜

或37 ℃孵育2 h. PBS冲洗3次, 滴加生物素化的

山羊抗鼠二抗, DAB显色, 苏木素复染, 自来水

冲洗, 返蓝, 酒精脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封

片. 结果判定: 每张切片在400倍视野下随机选

择10个视野, 每个视野计数100个肿瘤细胞, 共
计1 000个细胞, 计算每张切片阳性染色细胞百

分率. 阳性细胞数<10%为0分, 10%-25%为1分, 
25%-50%为2分, >50%为3分. 细胞不着色为0分, 
淡黄色为1分, 中等黄色为2分, 深黄色为3分. 每
张切片染色综合得分为染色强度与阳性细胞百

分率得分之和[2]. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行分

析, 计量资料结果以mean±SD表示, 组间比较

采用两样本t检验. 非正态分布资料采用Mann-
Whitney U检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 缺氧对肝癌细胞管道形成的影响 在常氧条

件下三维培养48 h, 生长在厚胶(每孔200 μL)上
的肝癌细胞不能形成基质型VM(patterned ma-
trix VM), 而在缺氧条件下则形成明显的基质型

VM(图1A, B). 生长在薄胶(每孔25 μL)上的肝癌

细胞都能形成管形VM(tubular VM), 但缺氧条件

下形成的管道明显较常氧条件下长(图1C-E). 
2.2 缺氧对肝癌细胞HIF-1α、MMP-2和MMP-9
基因表达的影响 三维培养48 h后, 缺氧组HIF-
1α、MMP-2和MMP-9 mRNA表达水平均显著

高于常氧组(0.70±0.05 vs  0.51±0.10, P  = 0.03; 
0.90±0.09 vs  0.67±0.09, P  = 0.013; 0.64±0.10 
vs  0.42±0.07, P  = 0.01, 图2). 
2.3 缺氧对肝癌细胞HIF-1α、MMP-2和MMP-9
蛋白表达的影响 三维培养48 h后, 缺氧组HIF-
1α、MMP-2和MMP-9蛋白表达水平显著高于常

氧组(0.52±0.09 vs  0.41±0.09, P  = 0.035; 0.63±
0.11 vs  0.50±0.11, P  = 0.023; 0.50±0.14 vs  0.38
±0.09, P  = 0.008, 图3). 
2.4 VM在肝癌组织中表达 肝癌组织中基质型

VM通过包绕3-15个肿瘤细胞的层粘连蛋白阳性

环来识别. VM的同一位置不显示内皮细胞标志

物CD34, 这表明层粘连蛋白阳性环不是肝血窦, 
而CD34阳性者为肝血窦(图4). 比较图4A与图4B, 
似乎层粘连蛋白阳性环与肝血窦相连通. 在151

■相关报道
相 比 不 存 在 V M
的肝癌组织, 存在
V M 的 肝 癌 组 织
缺氧可能更严重. 
MMP-2和MMP-9
表达水平在存在
VM的肝癌组织中
也明显较高. 此结
果与最近Li等在
胃腺癌中的报道
相似.
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例肝癌组织标本中有31例存在基质型VM表达.
2.5 肝癌组织中HIF-1α、MMP-2和MMP-9表达 
我们应用免疫组织化学方法对存在VM(VM组)
和不存在VM(非VM组)的两组肝癌组织中HIF-
1α、MMP-2和MMP-9进行检测, 发现HIF-1α
在细胞核或细胞质中表达(图5A, B), MMP-2和
MMP-9表达于细胞质(图5C-F). 综合肿瘤细胞

染色强度和阳性细胞百分率进行半定量处理, 
显示VM组HIF-1α、MMP-2和MMP-9染色综合

得分明显较非VM组高(P  = 0.001, 0.030, 0.007, 
表1).

3  讨论

肿瘤内微环境明显不同于正常组织, 其主要差

别在于肿瘤血管结构缺陷, 肿瘤细胞生长快于

血管生成, 造成肿瘤内许多区域血液供应不足, 
并因此而缺氧[13]. 缺氧不仅可以诱导肿瘤细胞对

放疗、化疗的耐受性, 而且可以促进肿瘤细胞

的生长、侵袭和转移等恶性生物学行为的发生. 
缺氧调控的一系列基因和蛋白的表达正是这些

现象发生的根本原因, 而HIF家族是调控这一系

列基因和蛋白的关键因素. 在HIF家庭中, HIF-
1α是一种缺氧依赖性的蛋白质, 在正常氧分压

时被泛素依赖的蛋白水解酶水解. 缺氧时HIF-
1α在细胞内很快稳定下来, 与一系列缺氧反应

靶基因上的特定结合位点缺氧反应元件结合, 
可在转录水平上调控细胞增殖, 激活许多缺氧

■创新盘点
本研究采用三维
培 养 模 型 ,  观 察
常、缺氧条件下
肝 癌 细 胞 V M 形
成以及HIF-1α、
MMP-2和MMP-9
表达的差异, 并结
合肝癌组织进行
免疫组织化学检
测, 首次探讨了缺
氧 对 肝 癌 V M 形
成的影响及其可
能机制. 

表 1 VM组与非VM组肝癌组织中HIF-1α、MMP-2和
MMP-9的差异表达 (mean±SD, 分)

     
               分组

   Z值  P 值
VM组 非VM组

HIF-1α 4.5±1.6 3.4±1.7 -3.470 0.001

MMP-2 4.5±1.6 3.4±1.7 -2.168 0.030

MMP-9 3.9±1.9 2.9±1.8 -2.682 0.007

图 1 常氧和缺氧三维培养条件下肝癌管道形成形态. A: 常氧、厚胶培养(×200); B: 缺氧、厚胶培养(×200); C: 常氧、薄

胶培养(×200); D: 缺氧、薄胶培养(×200); E: 管形VM形成的长度. aP<0.05 vs  常氧组. 
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反应性基因的表达, 与肿瘤的能量代谢、血管

生成、浸润和转移等密切相关[14-16]. 
研究表明, 缺氧也能促进肿瘤细胞VM的形

成, 其对VM的调控可能涉及多种机制[9,17-19]. 在
黑色素瘤鼠模型中, 缺氧环境使肿瘤细胞HIF-
1α表达增加, 诱导VM通道形成, 以获得充足的

血液供应[10]. 缺氧也是卵巢上皮性癌细胞形成

VM的重要诱导因素, 而西罗莫司通过抑制HIF-
1α mRNA的表达阻断VM的形成[11]. 在尤因肉

瘤组织中, VM周围的肿瘤细胞内存在着缺氧并

高表达HIF-1α及其靶基因葡萄糖载体GLUT1; 
当尤因肉瘤细胞被培养在低氧条件下, 一些与

VM相关的基因表达增加. 表明缺氧可能通过激

活HIF-1α而促进尤因肉瘤VM形成[9]. 我们通过

对肝癌细胞系MHCC97-H进行常氧和缺氧条件

下三维培养, 发现在缺氧条件下, 在厚胶上培养

48 h的肝癌细胞能形成基质型VM, 而常氧环境

下的细胞48 h未见基质型VM形成. 在薄胶上三

维培养48 h, 常氧组与缺氧组的肝癌细胞均能形

成管形VM, 但缺氧组形成的管道长度明显较常

氧组长. 表明缺氧能促进肝癌VM的形成. 我们

同时也发现, 在缺氧条件下, 伴随着VM的形成

HIF-1α也显著地被缺氧环境所上调. 
影响VM通道形成的因素包括肿瘤细胞的

■应用要点
本研究表明缺氧
能够促进肝癌VM
形成 ,  诱导HIF-
1α、M M P - 2 和
MMP-9表达可能
是其机制之一. 这
可能对肝癌分子
靶向治疗具有一
定的临床意义. 

图 2 常氧和缺氧培养下HIF-1α、MMP-2和MMP-9基因表
达. A: RT-PCR检测; B: 灰度扫描. aP<0.05, bP<0.01 vs  常氧组. 
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图 3 常氧和缺氧培养下HIF-1α、MMP-2和MMP-9蛋白表
达. A: RT-PCR检测; B: 灰度扫描. aP<0.05, bP<0.01 vs  常氧组. 
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图 4 肝癌组织中的VM. A: 层粘连蛋白染色可见包绕肿瘤细胞的环(箭头指示); B: CD34染色阳性者为肝血窦(箭头指示); C: 层

粘连蛋白染色未见包绕肿瘤细胞的环(箭头指示为胆管和血管基底膜). 
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可塑性、细胞外基质(extracellular matrix, ECM) 
重塑和VM与宿主微循环的连结[18,20]. ECM重塑

为VM形成提供了所需的空间, 其与肿瘤细胞分

泌的MMP有关. 在MMP中, MMP-2和MMP-9是最

主要的MMP, 能降解各种ECM蛋白, 促进肿瘤血

管生成、侵袭和转移, 并能促进VM形成[2,5,20-25]. 
尽管一些关于缺氧或HIF-1α对MMP-2和MMP-9
作用的研究结果还存在着争议, 但似乎缺氧更

可能会诱导MMP-2和MMP-9表达[23,26,27]. 因此, 
我们推测MMP-2和MMP-9可能涉及缺氧诱导的

VM形成机制. 我们的三维培养实验也证实, 伴
随着VM的形成, MMP-2和MMP-9基因和蛋白表

达水平均明显升高, 这表明缺氧也可能通过诱

导MMP-2和MMP-9表达而促进肝癌VM形成. 
肝癌由肝炎病毒的慢性感染或在肝硬化基

础上发展而来, 因肝内纤维化破坏脉管系统及癌

基因激活和(或)抑癌基因失活等使癌细胞增殖

失控导致缺氧. HIF-1是特异性低氧状态下发挥

活性的转录因子, 其中HIF-1α是唯一的氧调节亚

基, 广泛参与细胞缺氧诱导的特异性应答[28]. 鉴
于肝癌组织中基质型VM能通过包绕3-15个肿瘤

细胞的层粘连蛋白阳性环来识别[4,29], 我们先用

层粘连蛋白免疫组织化学方法证实了151例肝

癌标本中31例存在VM, 接着发现存在VM的肝

癌组织中HIF-1α表达水平明显高于不存在VM
的肝癌组织, 表明相比后者, 存在VM的肝癌组

织缺氧可能更严重. MMP-2和MMP-9表达水平

在存在VM的肝癌组织中也明显较高. 此结果与

最近Li等[30]在胃腺癌中的报道相似. 这也从另一

个角度说明缺氧可能促进了肝癌VM的形成. 
总之 ,  缺氧能够促进肝癌V M形成 ,  诱导

HIF-1α、MMP-2和MMP-9表达可能是其机制之

一. 然而缺氧是否通过激活HIF-1α、MMP-2和
MMP-9酶活性而诱导肝癌VM形成, 还有待进一

A B

C D

E F

25 μm 25 μm

25 μm 25 μm

25 μm 25 μm

图 5 VM组与非VM组肝癌组织中HIF-1α、MMP-2和MMP-9表达. A: HIF-1α在VM组中表达; B: HIF-1α在非VM组中的表达; 

C: MMP-2 在VM组中表达; D: MMP-2 在非VM组中表达; E: MMP-9在VM组中表达; F: MMP-9在非VM组中表达. 

■同行评价
本文选题较好, 设
计 合 理 ,  结 果 可
靠, 具有很好的学
术价值.
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步证实. 肝癌VM形成缺氧机制的阐明可能对肝

癌靶向治疗具有一定的临床意义. 
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Abstract
AIM: To evaluate the protective effect of diam-
monium glycyrrhizinate (DG) against ulcerative 
colitis in rats and to investigate potential mecha-
nisms involved.

METHODS: Thirty Sprague-Dawley (SD) rats 
were equally randomized into normal control 
group, model group and DG group. Ulcerative 
colitis was induced in the DG group and model 
group by rectal administration of trinitrobenzene 
sulphonic acid (TNBS). Disease activity index 
(DAI) and histological damage were evaluated, 
and the expression of forkhead box P3 (Foxp3) 
mRNA in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Both DAI and histological damage 
score were significantly higher in the model 
group than in the normal control group (DAI: 7.1 
± 0.2 vs 0.3 ± 0.6, P < 0.05; histological damage 
score: 6.7 ± 0.5 vs 0.9 ± 0.2, P < 0.05). Compared 
with the model group, DAI and histological 
damage score were significantly improved in 
the DG group (DAI: 3.1 ± 0.6 vs 7.1 ± 0.2, P < 
0.05; histological damage score: 3.3 ± 0.4 vs 6.7 
± 0.5, P < 0.05). Compared with the normal con-
trol group, the expression of Foxp3 mRNA was 
down-regulated in PBMCs in the model group 
(0.51 ± 0.34 vs 1.09 ± 0.38, P < 0.05). DG treat-
ment significantly up-regulated the expression 
of Foxp3 mRNA in PBMCs (0.92 ± 0.53 vs 0.51 ± 
0.34, P < 0.05).

CONCLUSION: DG can ameliorate colonic 
inflammation in rats with ulcerative colitis pos-
sibly by increasing the expression of Foxp3 
mRNA in PBMCs.

Key Words: Ulcerative colitis; Diammonium glycyr-
rhizinate; Forkhead box P3; T lymphocyte; Periph-
eral blood mononuclear cell

Yuan H, Cui SR, Li SG. Diammonium glycyrrhizinate up-
regulates the expression of Foxp3 mRNA in rats with ul-
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摘要
目的: 研究甘草酸二铵(DG)对大鼠溃疡性结
肠炎(UC)的疗效及对大鼠外周血单个核细胞
中Foxp3 mRNA表达的影响, 继而从自身免疫
方面探讨DG治疗大鼠UC的作用机制.

方法: 用2, 4, 6-三硝基苯磺酸(TNBS)/乙醇灌
肠复制大鼠UC模型, 健康雌性SD大鼠随机分
为正常对照组、模型组、DG组[40 mg/(kg•d)], 
每组10只. 造模10 d后, 收集标本, 观察大鼠疾
病活动指数(DAI)、组织学改变, 应用RT-PCR
半定量检测大鼠外周血单个核细胞中Foxp3 
mRNA的表达水平.

结果: 正常对照组、模型组和DG组的DAI评
分分别为0.3±0.6, 7.1±0.2, 3.1±0.6; 组织学

www.wjgnet.com
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■背景资料
甘草酸二铵(DG)
具有抗炎、调节
免疫、抗过敏等
药 理 作 用 ,  目 前
临床上主要用于
肝 炎 的 治 疗 .  但
探讨其治疗溃疡
性结肠炎(UC)的
作用及机制的报
道不多.

■同行评议者
戈之铮, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化科



损伤评分分别为0.9±0.2, 6.7±0.5, 3.3±0.4, 
与正常对照组相比, DG组、模型组上述指标
评分均显著增高(P <0.05); 而与模型组相比, 
DG组能显著改善UC症状(P <0.05). 模型组大
鼠Foxp3 mRNA水平低于正常组(0.51±0.34 
vs  1.09±0.38, P <0.05); 与模型组相比, DG组
Foxp3 mRNA的表达显著升高(0.92±0.53 vs  
0.51±0.34, P <0.05).

结论: DG可显著改善大鼠UC, 通过上调外周
血单个核细胞中Foxp3 mRNA的表达抑制自身
反应性T淋巴细胞的增殖可能是其机制之一.

关键词: 溃疡性结肠炎; 甘草酸二铵; 叉头状/翅膀

状螺旋转录因子; T淋巴细胞; 外周血单个核细胞

原皓, 崔慎茹, 李时光. 甘草酸二铵对溃疡性结肠炎大鼠

Foxp3 mRNA表达的影响. 世界华人消化杂志  2010; 18(31): 

3301-3305

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/3301.asp

0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种慢

性、非特异性结肠炎症性肠病, 主要累及结肠

黏膜和黏膜下层, 病因和发病机制至今仍不明

确, 目前认为主要与遗传、感染、环境、免疫

等多因素有关[1-3]. 其传统治疗药物有氨基水杨

酸制剂、糖皮质激素以及免疫抑制剂等, 虽能

控制大多数患者的症状, 但长期使用不良反应

比较大[4,5]. 甘草酸二铵(diammonium glycyrrhiz-
inate, DG)是甘草有效成分的第3代提取物, 并且

是甘草活性成分甘草次酸的左旋构型, 目前主

要用于治疗肝炎等疾病, 该药不仅有与皮质类

固醇类似的非特异性抗炎作用, 而且有镇痛、

保护膜结构、抗脂质氧化、改善肝功能及调节

免疫等生物活性[6]. 其特点是疗效好, 不良反应

小, 更主要的是激素样的不良反应小. 我们初步

的研究已证实DG对UC有明显的治疗作用[7-9]. 
本实验旨在进一步明确DG对UC大鼠的治疗作

用, 并通过研究其对UC大鼠外周血单个核细胞

叉头状/翅膀状螺旋转录因子(forkhead/winged 
helix transcription factor, Foxp3)mRNA的表达水

平的影响, 继而从免疫方面探讨DG治疗大鼠UC
可能的作用机制, 为其治疗UC提供一定的理论

依据.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♀Spragur-Dawley(SD)大鼠, 体质

量230 g±10 g, 购自山东中医药大学实验动物
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中心. 主要试剂: 2, 4, 6-三硝基苯磺酸(TNBS)购
自Sigma公司; DG注射液(商品名: 甘利欣, 批号: 
H10940190, 江苏正大天晴药业股份有限公司); 
大鼠淋巴细胞分离液(CLS1083)、PCR(Taq)扩
增试剂盒(SK2501, 上海生工公司); GAPDH、

Foxp3引物(上海生工公司合成).
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 将30只健康♀SD大鼠适应性

喂养1 wk后随机分为3组, 每组10只, 禁食不禁水

24 h, 10%水合氯醛4.5 mL/kg腹腔注射麻醉, 参
照文献方法, TNBS与无水乙醇以1∶1比例混匀, 
根据大鼠禁食后体质量将TNBS以50-60 mg/kg
计算出DG组和模型组每只大鼠所需的混合药液

体积, 用聚乙烯导管经肛门缓慢插入结肠8 cm
后, 将混合药液注入肠腔, 正常对照组大鼠仅灌

注等量生理盐水. 根据人与大鼠的药物剂量折算

系数算出DG的应用剂量, 并用生理盐水稀释至2 
mL, 腹腔注入; 造模当天作为第1天, DG组第1-10
天腹腔注射DG[(40 mg/(kg•d)]; 模型组第1-10天
腹腔注射2 mL生理盐水; 正常对照组第1-10天腹

腔注射2 mL生理盐水.
1.2.2 标本的制备: 造模10 d时, 进行组织学评

分, 后用10%水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠, 心脏

采血1 mL, 肝素抗凝, 稀释后的血液缓慢加入等

体积的淋巴细胞分离液中, 2 000 r/min离心20 
min, 分离出单个核细胞, 再加入5倍体积9 g/L生
理盐水, 2 000 r/min离心10 min, 洗涤2次, 加入

TRIzol(Invitrogen公司)后, -80 ℃保存. 处死动

物, 取距肛门约8 cm的结肠组织, 沿肠系膜纵轴

剪开, 冷生理盐水冲洗干净, 肉眼进行大体形态

观察, 滤纸吸干称质量, 4%多聚甲醛固定, HE染
色观察组织学改变.
1.2.3 结肠炎症的评价: 采用疾病活动指数(dis-
ease activity index, DAI)及组织学损伤评分来评

价结肠炎症. (1)DAI评分: 造模后10 d, 综合大鼠

体质量下降百分率(体质量不变为0, 1-5为1分, 
6-10为2分, 11-15为3分, >15为4分), 大便黏稠度

(正常为0, 松散大便为2分, 腹泻为4分)和大便出

血(正常0分, 隐血阳性为2分, 显性出血为4分)进
行积分[10]. (2)组织学损伤评分: 选10个视野(×
100)平均评分. 评分标准: 正常结肠黏膜记0分; 
隐窝缺损1/3时记1分; 隐窝缺损2/3记2分; 固有

层覆盖单层上皮伴轻度炎性细胞浸润记3分; 黏
膜糜烂、溃疡伴显著炎性细胞浸润记4分.
1.2.4 RT-P C R半定量检测外周血单个核细胞

Foxp3 mRNA的表达: 标本27例, 其中DG组10

www.wjgnet.com

■研发前沿
UC的传统治疗药
物疗效确切, 但严
重的副作用限制
了其长期应用. 因
此,寻找毒副作用
小、适合于长期
服用的治疗药物
一直是研究的热
点之一.

■相关报道
近年来研究发现, 
免疫紊乱在UC的
发病机制中起重
要作用, 并且有研
究证实, 消化性溃
疡患者外周血及
组织中有Foxp3基
因的过量表达.
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例, 模型组7例(造模过程中有3例死亡), 正常对

照组10例. (1)总RNA的提取: 从-80 ℃冰箱中取

出外周血单个核淋巴细胞, 彻底混匀, 室温静

置5 min, 加入0.2 mL氯仿, 震动15 s, 室温静置

2 min; 4 ℃ 12 000 r/min离心15 min, 轻吸出上

层水相至另一EP管, 加等体积异丙醇, 混匀静置

10 min; 4 ℃ 12 000 r/min离心5 min; 弃上清, 加
入0.7 mL 70%乙醇洗涤沉淀, 4 ℃ 12 000 r/min
离心2 min; 吸干乙醇, 空气中干燥; 加入20 μL无
RNA酶水溶解RNA. (2)RNA纯度和含量的测定: 
取5 μL抽提的RNA样品上样电泳, 在12 g/L普通

琼脂糖凝胶图谱中显示28S, 18S两条带, 且28S
带亮度为18S带亮度两倍者入选. 紫外分光光度

计检测RNA在260 nm, 280 nm波长处的吸光度

值, 并计算A 260/A 280值和RNA浓度[浓度(mg/L) = 
A 260×40×稀释倍数]. (3)cDNA的合成: 配置20 
μL逆转录反应体系, 其中M-MLV逆转录酶1 μL, 
DNTP l μL. Oligo(dT)1 μL, Buffer 4 μL, 无RNA
水10 μL, 标本RNA 3 μL, 加入EP管中, 15 000 
r/min 4 ℃离心10 min, 弃上清, 加入适量无RNA
水, 反复吹打至沉淀溶解. 瞬时离心后, 放入PCR
仪, 37 ℃ 1 h. 95 ℃灭活5 min, 制作标本cDNA. 
(5)RT-PCR产物的检测: DNA扩增后, 琼脂糖凝

胶电泳检测. 上游引物: 5'-GCTTGTTTGCTGT-
GCGGAGAC-3', 下游引物: 5'-GTTTCTGAAG-
TAGGCGAACAT-3', 扩增片段为218 bp, 在紫

外线分析仪上观察结果, 分析RT-PCR产物的

相对对含量. 设GAPDH作为内参照, 上游引物: 
5'-AGTGGATATTGTTGCCATCAATG-3',下游

引物: 5'-CCATGAGGTCCACCACCCTG-3', 扩
增片段为905 bp. 为了消除样本提取、反转录和

PCR反应过程中造成的差异, 以Foxp3 mRNA和

GAPDH mRNA含量的比值, 作为Foxp3 mRNA
的相对表达水平, 他是评价Foxp3 mRNA表达水

平的指标.
统计学处理  数据用m e a n±S D表示 ,  用

SPSS16.0软件进行统计分析. P <0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 大鼠一般状况 大鼠于造模后出现活动逐渐

减少, 进食明显减少, 体质量减轻, 大便稀并有

脓血便, 肛周污秽. 治疗后, DG组大鼠上述症状

明显减轻, 5-7 d后粪便基本恢复正常, 肛周干

净. 与正常对照组相比, DG组、模型组的DAI
评分均显著增高(3.1±0.6, 7.1±0.2 vs  0.3±
0.6, P <0.05); 而与模型组相比, DG组显著改善

(P <0.05).
2.2 结肠大体形态改变 模型组大鼠结肠黏膜充

血水肿, 局部形成浅表溃疡, 病变严重区呈黑褐

色, 本实验成功复制了大鼠UC模型. DG组大鼠结

肠轻度肿胀, 溃疡较浅, 较模型组明显减轻(图1).
2.3 组织病理学改变 正常组大鼠结肠黏膜上皮

完整, 无溃疡, 间质可见少量白细胞. 模型组大

鼠结肠部分肠上皮脱落, 大量炎性细胞浸润, 溃
疡形成. DG组大鼠结肠上皮已得到不同程度修

复, 炎性细胞浸润明显减轻. 与正常对照组相比, 
DG组、模型组的组织学损伤评分均显著增高

(3.3±0.4, 6.7±0.5 vs  0.9±0.2, P <0.05); 而与模

型组相比, DG组显著改善(图2). 
2.4 细胞总RNA的提取 A260/A280值均在1.651-1.928, 
提示RNA较纯, RNA浓度在330-1 700 mg/L(图3).
2.5 Foxp3 mRNA表达 模型组大鼠单个核细胞中

Foxp3 mRNA的含量较正常组降低, 差异有统计

学意义(0.51±0.34 vs  1.09±0.38, P <0.05); 与模

型组相比, DG组单个核细胞中Foxp3 mRNA的

含量增高, 差异有统计学意义(0.92±0.53 vs  0.51
±0.34, P <0.05, 图4).

3  讨论

UC以腹痛、腹泻、黏液血便、里急后重为主要

临床表现[11], 病情漫长者有发生癌变的可能性[12]. 
流行病资料提示, UC的发病率不论是在国内和

国外都有逐年增高的趋势[13,14], 但临床上至今没

A B C

图 1 各组大鼠结肠大体形态. A: 正常对照组; B: 模型组; C: DG组.

■创新盘点
本 研 究 用 D G 治
疗UC, 并通过研
究其对UC大鼠外
周血单个核细胞
Foxp3 mRNA表达
水平的影响, 继而
从免疫方面探讨
其治疗大鼠UC可
能的作用机制, 为
其治疗UC提供一
定的理论依据.
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有特异性根治措施, 问题的关键是对其确切发

病机制仍不清楚. 目前对炎症性肠病病因和发

病机制的认识可概括为: 环境因素作用于遗传

易感者, 在肠道菌丛(或者目前尚未明确的特异

性微生物)的参与下, 启动了肠道免疫及非免疫

系统, 最终导致免疫反应和炎症过程. 可能由于

抗原的持续刺激和(或)免疫反应调节紊乱, 这种

免疫反应表现为过度亢进和难于自限.
TNBS是一种半抗原物质, 乙醇作为有机溶

剂溶解肠黏膜表面的黏液, 破坏肠黏膜屏障, 使
TNBS与组织中大分子蛋白质结合后成为完全

抗原, 导致针对肠黏膜的免疫反应, 从而诱发

UC[15-17], 本实验成功复制了UC大鼠模型.
Foxp3是新近发现的转录因子, 属于forkhead

家族成员, 通过其forkhead结构域与DNA特定位

点结合, 调节目的基因的活化和表达[18], 主要表

达于胸腺、脾脏和淋巴结等淋巴器官和组织, 在

鼠类特异性表达于CD4+CD25+ Treg细胞[19,20], 其
主要功能在于影响CD4+CD25+ Treg细胞的发育, 
CD4+CD25+ Treg细胞通过抑制性调节CD4+和

CD8+ T淋巴细胞的活化与增殖, 而具有免疫的负

向调节作用[21-24]. 近年来, 免疫紊乱参与了UC的
发病机制这一认识已得到了基本的肯定[25-27], 因
此, 研究Foxp3有利于从自身免疫方面探讨UC的
发病机制.

在本实验中, 模型组大鼠外周血单个核细

胞中Foxp3的表达比对照组低, 这与以往的研究

检测UC患者单个核细胞中Foxp3 mRNA的表达

结果一致[28,29]. 模型组大鼠外周血单个核细胞

中Foxp3 mRNA的表达减少, 表明模型组大鼠

体内存在表达Foxp3 mRNA的Treg细胞减少和

(或)功能降低. 而与模型组相比, DG组却有明

显的改善, Foxp3 mRNA的表达增加. 实验结果

显示, DG能显著改善UC大鼠炎症, 上调外周血

单个核细胞中Foxp3 mRNA的表达, 因此推测

CD4+CD25+ Treg细胞通过Foxp3 mRNA的表达

抑制自身反应性T淋巴细胞的增殖, 最终缓解病

情, 这也表明DG对自身免疫方面有明显的抑制

作用, 从而起到治疗UC的作用, 这一实验结果为

该药的临床应用提供了一定的理论依据.
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Abstract
AIM: To detect the expression of mitochondrial 
uncoupling protein 2 (UCP2) in the intestinal tis-
sue and to assess the possible effects of UCP2 on 
GLP-1 secretion in the gastrointestinal tract.

METHODS: The expression of UCP2 mRNA and 
protein in the gastrointestinal tract was detected 
by quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction (qRT-PCR) and Western blot, re-
spectively. Co-localization of UCP2 with GLP-1 
was detected by immunohistochemistry. The 
level of serum GLP-1 was measured by enzyme-
linked immunosorbent assay.

RESULTS: UCP2 was primarily expressed in 
mucosal epithelial cells and co-localized with 
GLP-1 in the gastrointestinal mucosa. Glucose 
administration induced strong expression of 
UCP2 in the colon of C57BL/6J mice. UCP2-
deficient mice showed an increased glucose-
induced GLP-1 secretion compared with wild-
type littermates (6.9000 ± 0.25, 5.5600 ± 0.42 vs 
3.5408 ± 0.18, both P < 0.01; 9.3500 ± 0.95, 7.8600 
± 0.25 vs 3.7322 ± 0.13, both P < 0.01). Taken to-
gether, these results suggest an inhibitory effect 
of UCP2 on glucose-induced GLP-1 secretion.

CONCLUSION: The expression of UCP2 in the 
mouse gastrointestinal tract can be strongly in-
duced by glucose administration.UCP2 serves as 
a negative regulator of glucose-induced GLP-1 
secretion.

Key Words: Mitochondrial uncoupling protein 2; 
Glucagon-like peptide-1; Mouse; Glucose; Negative 
regulation

Li ZY, Chen Y, Lin L, Kuai XY, Yu PL, Zhang HJ. Distri-
bution of mitochondrial uncoupling protein 2 in the intes-
tinal tract and its effect on GLP-1 secretion. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(31): 3306-3312

摘要
目的: 探讨线粒体解偶联蛋白2(uncoupling 
protein 2, UCP2)对胰高血糖素样肽-1(glucagon-
like peptide 1, GLP-1)分泌的影响.

方法: 定量PCR及Western blot检测小鼠不同
肠段内U C P2的表达情况, 免疫组织化学检
测UCP2在肠道中的分布情况, ELISA法测定
给予高糖后UCP2基因缺失鼠和野生小鼠血
GLP-1的含量变化.

结果: UCP2 mRNA在小肠中表达高于结肠, 而
近端结肠中的表达高于远端结肠. Western blot
结果显示UCP2蛋白在末端回肠和近端结肠的
表达高于远端结肠, UCP2蛋白表达与mRNA
变化趋势一致. U C P2主要分布在黏膜上皮
层, 平滑肌细胞内也有少量表达. 荧光免疫标

®

■背景资料
线粒体解偶联蛋
白2 (UCP2 )是线
粒体内膜蛋白, 具
有负性调节胰岛
β 细 胞 的 胰 岛 素
分泌作用. UCP2 
mRNA在体内分
布广泛, 消化系内
也有较高的表达, 
然而目前其病理
生理功能尚不完
全明确. 

■同行评议者
宋军, 副教授, 武
汉协和医院消化
科
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记显示UCP2和GLP-1在肠黏膜层有共表达现
象. 葡萄糖可提高肠道组织中UCP2 mRNA表
达水平. 给予葡萄糖后15和30 min, 无论是野
生型鼠还是UCP2-/-鼠, 血GLP-1水平明显升高, 
UCP2-/-鼠升高更明显(6.9000±0.25, 5.5600±
0.42 vs  3.5408±0.18, 均P<0.01; 9.3500±0.95, 
7.8600±0.25 vs  3.7322±0.13, 均P <0.01), 60 
min对照组的血GLP-1水平基本降至初始值, 而
UCP2-/-鼠血中GLP-1的水平下降缓慢.

结论: 葡萄糖可以诱导肠道内UCP2的表达, 肠
黏膜细胞内UCP2升高对肠源性GLP-1的分泌
可能具有负调控作用.

关键词: 线粒体解偶联蛋白2; 胰高血糖素样肽-1; 

小鼠; 葡萄糖; 负调控
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0  引言

线粒体解偶联蛋白2(uncoupling protein 2, UCP2)
是线粒体解偶联蛋白(uncoupling proteins, UCPs)
家族成员之一[1,2], UCP2 mRNA体内分布较广泛, 
在消化系内也有较高的表达[3], 然而目前其病理

生理功能尚不完全明确. 已有的研究表明, 在胰

岛β细胞中, UCP2介导的线粒体内膜质子渗漏, 
减低了通过葡萄糖供能产生的ATP, 负性调节葡

萄糖刺激的胰岛素分泌[4,5]. 高糖、高脂可升高

胰岛内UCP2的表达水平[6-8]. 近来研究显示, 胰
岛素的分泌和机体血糖的稳态, 除与胰岛β细胞

功能状况有关外, 尚与某些胃肠道产生的胰岛

素刺激激素的调节有关, 其中胰高血糖素样肽

-1(glucagon-like peptide 1, GLP-1)是来源于肠道

的重要的胰岛素分泌调节因子. GLP-1由肠道L
细胞产生, 葡萄糖、氨基酸和脂肪酸均可刺激

GLP-1的分泌[9-11]. GLP-1可呈葡萄糖依赖性地促

进胰岛素分泌、降低胰高血糖素的分泌、保护

胰岛β细胞的功能, 并有抑制胃排空和抑制食欲

的作用, 减低体质量, 而且GLP-1具有心脏保护

作用, GLP-1的多重机制针对了2型糖尿病的病

理生理特点, 使2型糖尿病患者通过基于GLP-1
的治疗(如GLP-1类似物)全面获益成为可能[12-15]. 
已知胰岛β细胞是葡萄糖敏感细胞, 具有ATP-
sensitive K+离子通道(KATP channel), 这种离子通

道由SUR1和Kir6.2两个亚单位组成[16]. UCP2对
葡萄糖刺激的胰岛素分泌具有负性调节作用, 

且此作用是通过介导线粒体内膜质子渗漏, 抑
制了ATP的合成, 影响KATP离子通道的功能状态

而实现[4,5]. 肠道分泌GLP-1的L细胞也是葡萄糖

敏感细胞, 并且有研究显示GLP-1与KATP离子通

道的SUR1和Kir6.2亚单位存在共表达[17]. 提示

L细胞分泌GLP-1可能也通过影响KATP离子通道

的功能状态实现. 鉴于此, 深入探讨GLP-1的分

泌调控机制, 探讨UCP2与GLP-1间的关系, 为寻

找糖尿病治疗的新的靶点有着重要意义. 由此

我们提出了这样假说, 肠道内L细胞分泌GLP-1
可能同样也受到肠道内UCP2的影响, 其可能的

作用方式像UCP2对胰岛β细胞分泌胰岛素的调

控一样, 即UCP2升高, 质子渗透增加, ATP合成

减少, GLP-1分泌减低. 本研究通过对UCP2基因

缺失鼠及野生鼠在高糖刺激下GLP-1分泌测定

以及UCP2的表达与GLP-1分泌之间关系的研究, 
探讨UCP2对GLP-1分泌的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 C57BL/6J鼠44只, C57BL/6J背景基础

上的UCP2基因缺失鼠20只均购自南京大学动

物模式中心. 所有鼠龄为8-10 wk. 鼠饲养在SPF
级环境, 温度23 ℃, 有着常规的光线与黑暗循

环. 动物的饲养和动物实验操作严格按实验动

物饲养及操作规程进行. TRIzol试剂(TRIzol Re-
agent, Invitrogen, USA), 反转录酶(AMV reverse 
transcriptase, GIBCO Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA), TaqMan探针及引物(Shanghai Shinegene 
Molecular Biotechnology Co., LTD., Shanghai), 
引物及探针的序列如下: UCP2 gene: Sense prim-
er: 5'-CCAATGTTGCCCGWAATG-3', Anti-sense 
primer: 5'-TGAGGTTGGCTTTCAGGAG-3', 
Probe1: 5'-FAM+CTGGTGACCTATGACCTCA
TCA AAG-3', β-actin: Sense primer: 5'-GGCAC-
CACACYTTCTACAATG-3', Anti-sense primer: 
5'-GGGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC-3 ', 
Probe2: 5'-FAM+TGTGGCCCCTGAGGAGCAC 
CC-3'. 定量PCR仪(ABI Prism 7000, Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA), 线粒体蛋白提取

试剂盒, BCA蛋白分析试剂盒(Pierce, Rockford, 
USA), 酶联免疫测定GLP-1试剂盒(Glucagon 
Like Peptide-1 active, ELISA kit, Linco Research, 
Inc).
1.2 方法 
1.2.1 组织标本的准备: 为了观察葡萄糖对肠道

UCP2表达的影响, 将C57BL/6J鼠分成3组, 每组

■研发前沿
胰 高 血 糖 素 样
肽-1(GLP-1)是来
源于肠道的重要
胰岛素分泌调节
因子, GLP-1由肠
道L细胞产生, 具
有葡萄糖依赖性
地促进胰岛素分
泌、降低胰高血
糖素的分泌、保
护胰岛β细胞的功
能 ,  抑制胃排空 , 
降低食欲从而降
低体质量, GLP-1
的多重机制针对
了2型糖尿病的病
理生理特点, 使得
GLP-1成为关注
焦点.
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8只: 第1组给予25%葡萄糖溶液灌胃(2 g/kg体质

量); 第2组: 给予腹腔注射葡萄糖溶液(2 g/kg体
质量); 第3组(对照组): 给予相应体积的生理盐

水处理. 给予葡萄糖的各组鼠在给予葡萄糖后60 
min处死, 采集肠道标本. 为了观察UCP2对葡萄

糖刺激的GLP-1分泌有何影响, 给予UCP2基因

缺失鼠(每个时间点的小鼠数量, n  = 5)以葡萄糖

(2 g/kg)灌胃处理, 对照组(n  = 20)给予生理盐水. 
在给予葡萄糖干预处理前所有鼠禁食12 h, 禁食

期间可自由饮水, UCP2基因缺失鼠及野生鼠给

予葡萄糖后分别于0, 15, 30, 60 min收集血标本

并测定血糖变化. 血标本的采集过程中应加入

Dipeptidyl peptidase IV抑制剂, 离心3 000 r/min, 
收集上清放于-70 ℃以备GLP-1的测定. 采集末

端回肠及结肠标本后即刻放入液氮中以备提取

RNA及蛋白, 同时选取上述部位肠道组织放入

40 g/L多聚甲醛中以备做组织的免疫组织化学. 
1.2.2 RNA的分离: 将前期液氮中留取的末端回

肠, 近端及远端结肠标本取出, 放入研钵中, 反
复加入少量液氮, 反复研磨后, 按50-100 mg组
织/1 mL TRIzol加入TRIzol, 转入离心管. 将加

TRIzol后的组织, 室温放置5 min, 使其充分裂

解. 12 000 r/min离心5 min, 弃沉淀.  按200 µL
氯仿/1 mL TRIzol加入氯仿, 振荡混匀后室温

放置15 min. 4 ℃, 12 000 g离心15 min.  吸取上

层水相, 至另一离心管中. 按0.5 mL异丙醇/1 
mL TRIzol加入异丙醇混匀, 室温放置5-10 min. 
4 ℃, 12 000 g离心10 min, 弃上清, RNA沉于管

底.  按1 mL TRIzol含有1 mL 750 mL/L乙醇, 加
入750 mL/L乙醇混匀, 温和振荡离心管, 悬浮沉

淀. 4 ℃, 8 000 g离心5 min, 尽量弃上清. 室温晾

干或真空干燥5-10 min. 根据RNA量多少加入

DEPC水, 20-50 µL, RNA溶解后放入-70 ℃待用. 
测A值定量RNA浓度, 以A 260/280测定RNA的纯度. 
A 260/280>1.7, RNA纯度好.
1.2.3 定量RT-PCR测定UCP2 mRNA: (1)cDNA
的逆转录: Oligo(dT)18 primers 1 µL, 15×Buf-
fer 2 µL, dNTP 0.5 µL, AMV逆转录酶1 µL, 模
板RNA 1 µL, DEPC水4.5 µL, 稍离心, 100 ℃沸

水浴1 min, 42 ℃水浴1 h, 100 ℃沸水浴3 min
灭活AMV, 立即PCR或-20 ℃保存. (2)定量RT-
PCR测定UCP2 mRNA: 选用ABI Prism 7000序
列探测系统(Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA)进行定量PCR检测, 选用TaqMan标记

探针(Shanghai Shinegene Molecular Biotechnol-
ogy Co., LTD., Shanghai, China). 用ABI Prism 

7000 SDS software version 1.0. 获得曲线循环数

量. UCP2 gene: 每一反应体系20 µL, 10×Buffer 
2 µL, Mg2+ 1.6 µL, dNTPs 0.6 µL, Primer UCP2 
0.8 µL, Taq酶0.2 µL, Probe1 0.07 µL, dH2O 13.73 
µL. β-actin: 每一反应体系20 µL, 10×Buffer 2 
µL, Mg2+ 1.6 µL, dNTPs 0.6 µL, Primer UCP2 0.8 
µL, Taq酶0.2 µL, Probe1 0.07 µL, dH2O 13.73 µL. 
引物和探针序列见前(材料部分). 每一标本3个
复孔, 每一反应体系加cDNA 1 µL. 扩增条件为

95 ℃ 5 min, 40循环95 ℃ 30 s, 60 ℃ 1 min, 最后

1循环为72 ℃ 3 min.
1.2.4 Western blot检测肠道中UCP2的表达: (1) 
线粒体蛋白提取及蛋白定量(选取BCA-100蛋白

定量测定试剂盒), 按说明书进行操作; (2)电泳: 
制胶浓度选择为12.5%, 电泳, 按每块胶20 mA恒

流电泳; (3)转膜: 取出完成的电泳的SDS胶, 浸
入转膜Buffer中15 min, 取滤纸浸入缓冲液中, 
剪取合适大小的PVDF膜, 转膜时间90 min; (4)
免疫标记及显影: 将膜浸入Blocking Buffer(5%
脱脂牛奶-PBST)中, 摇床上Blocking 1 h. 吸去

Blocking Buffer, 将一抗在1% BSA-1×PBST中按

一定比例稀释(UCP2 1∶1 000), 加入装有PVDF
膜的小袋中, 确保含有一抗的液体覆盖膜, 4 ℃
孵育过夜. 取出PVDF膜, 在脱色摇床上用Wash-
ing Buffer洗3遍, 每次15 min. 在1% BSA-1×
PBST中按比例稀释HRP标记的二抗(1∶2 000), 
与膜共同孵育1 h. 取出PVDF膜, 在脱色摇床上用

Washing Buffer洗3遍, 每次15 min. 将ECL底物以

1∶20的比例稀释, 与膜共同孵育60 s, 吸水纸吸

干残余底物, 夹入塑料膜中, 并在膜上放一张X
光片. 将膜在显影液中浸泡40 s, 清水洗后放入定

影液中, 待胶片变透明后清水洗后, 晾干, 排片.
1.2.5 ELISA法测定不同实验组小鼠血GLP-1的

含量: ELISA试剂盒购自Linco Research, Inc. 每
一样品分析时做复孔测定, 取均值. 按试剂盒说

明书操作步骤进行. 第1天: 测定板孔内加冲洗

缓冲液, 室温下孵育5 min后倒掉液体; 加分析缓

冲液200 µL到非特异结合孔A1, A2和100 µL到
剩余孔; 加100 µL的标准品按升序到孔A3, A4, 
接着的一系列孔中加100 µL QC1(孔B3和B4)及
QC2(孔B5和B6); 加100 µL待测样品到剩余孔, 
轻轻摇动反应板, 封膜封闭反应板, 4 ℃过夜. 第
2天: 倒掉反应板中液体, 冲洗缓冲液洗反应板

5次, 完成后吸干液体, 立即在每个反应孔中加

200 µL的共价结合检测液, 室温下孵育2 h后倒

掉液体, 加冲洗缓冲液洗3次, 吸净缓冲液; 每孔

■相关报道
M u r a s e 等 报 道
大 鼠 小 肠 中 有
较 丰 富 的 U C P 2 
mRNA, 食物中的
脂肪酸可通过激
活PPARα上调大
鼠 小 肠 内 U C P 2 
mRNA的表达. 
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中加200 µL稀释底物, 避光暗处室温下孵育至

少20 min. 调整反应时间以保证在标准曲线的最

低点也有明显的反应信号, 在最高标准点(100 
pmol/L)对应有最大荧光反应值可以读出, 有充

足的荧光物产生后加50 µL的反应终止液, 孵育5 
min; 在荧光免疫酶标仪上选择激发/发射波长为

355 nm/460 nm进行测定. 
1.2.6 免疫组织化学检测UCP2在肠道中分布: 免
疫组织化学法检测UCP2在肠道中分布, 常规脱

蜡和水化后PBS洗片; 滴加3% H2O2在TMA上, 
室温静置10 min后PBS洗; 抗原修复10 min; PBS
洗片后滴加UCP2抗体50 µL, (按1∶70 V /V , 在
稀释液中加入0.05% Tween)4 ℃过夜;  第2天室

温平衡, PBS洗片后滴加二抗(1∶1 500, V /V )50 
µL, 37 ℃ 1 h; PBS洗片, DAB显色, 自来水冲洗

10 min, 苏木素复染40 s; 常规洗片、脱水、透

明、封片, 进行镜检. 每次染色同时设置阴性对

照的片子.
统计学处理 结果以mean±SD表示, 显著性

统计比较, 采用单因素方差分析及t检验. P <0.05
为有统计学意义.

2  结果

2.1 肠道不同部位UCP2的表达水平 应用定量

RT-PCR技术对8只C57BL/6J小鼠不同肠段组织

UCP2 mRNA表达进行检测, 发现小鼠末端回

肠、近端结肠及远端结肠UCP2 mRNA的表达

呈逐渐下降趋势(图1A). UCP2 mRNA在小肠中

表达高于结肠, 而近端结肠中的表达高于远端

结肠, 小鼠不同肠段UCP2 mRNA表达存在差异, 
且差异有显著性. 关于UCP2蛋白的表达, West-
ern blot的结果显示其在末端回肠和近端结肠的

表达高于远端结肠(图1B). 这种蛋白表达的变化

趋势与UCP2 mRNA表达变化趋势一致.
2.2 UCP2和GLP-1在肠道组织内存在着共表达 
UCP2主要表达在黏膜上皮层的细胞质内, 在平

滑肌细胞内也有少量表达. 用抗GLP-1和UCP2
的抗体进行荧光免疫标记分析, 发现UCP2和
GLP-1在肠黏膜层有共同表达现象存在, 提示具

有分泌GLP-1功能的黏膜上皮细胞有UCP2的表

达, 而L细胞是肠内分泌GLP-1的特异性细胞, 提
示分泌GLP-1的肠道L细胞可能有UCP2的表达

(图2).
2.3 葡萄糖上调UCP2 mRNA在小鼠肠道中的表

达 在禁食12 h后, 分别给予小鼠灌胃和腹腔注射

葡萄糖液的处理, 给予葡萄糖量按2.0 g/kg, 对照

组给予相应体积的生理盐水灌胃. 经上述处理1 
h后处死动物, 取组织做定量RT-PCR检测UCP2 
mRNA的表达水平. 与对照组比较, 给予葡萄糖

可提高肠道组织中UCP2 mRNA表达水平, 尤
其给予葡萄糖灌胃的小鼠, 其UCP2 mRNA的

表达高于腹腔内注射葡萄糖小鼠肠道组织中

UCP2 mRNA的表达(图3). 在远端结肠: 腹腔给

予葡萄糖后肠黏膜组织UCP2 mRNA表达高于

对照组(P <0.05); 葡萄糖灌胃后肠黏膜组织中

UCP2 mRNA表达高于对照组(P <0.01); 近端结

肠组织中葡萄糖灌胃与腹腔给予葡萄糖后UCP2 
mRNA表达比较, 差异显著(P <0.001).
2.4 给予葡萄糖刺激后UCP2基因缺失鼠具有高

GLP-1水平 为了评估UCP2对GLP-1分泌的影响, 
分别采集UCP2基因缺失鼠和野生鼠在禁食状

况和给予葡萄糖后15, 30, 60 min的血标本, 测定

GLP-1分泌情况同时测定血清葡萄糖, 结果显示: 
GLP-1表现为给予葡萄糖后15和30 min无论是

野生型鼠还是UCP2-/-鼠, 血GLP-1水平明显升高, 
UCP2-/-鼠升高更明显(15 min时UCP2-/-鼠GLP-1
为9.35±0.95, 野生鼠6.9±0.25; 30 min时UCP2-/-

鼠GLP-1为7.86±0.25, 野生鼠5.56±0.42), 60 
min对照组的血GLP-1水平基本降至初始值, 而
UCP2-/-鼠血中GLP-1的水平下降缓慢(每个时间

点小鼠数量, n  = 5)(图4).

3  讨论

UCP2 mRNA在体内分布广泛, 在脾, 胸腺, 胰岛

的β-细胞, 心脏, 肺, 白色和棕色脂肪组织, 巨噬

■应用要点
UCP2可负性调节
胰岛β细胞的胰岛
素分泌, UCP2也
参与了肠源性激
素GLP-1的分泌 , 
GLP-1进而影响胰
岛β细胞的胰岛素
分泌, 参与了机体
糖稳态的调节, 因
而进一步开展有
关UCP2在肠源性
激素分泌的调节
作用的研究, 为寻
找新的治疗靶点
提供了理论基础. 

图 1 UCP2在C57BL/6J小鼠不同肠段组织中的表达. 1: 小

肠; 2: 近端结肠; 3: 远端结肠; 4: 阴性对照; 5: 阳性对照. 
aP<0.05, bP<0.01.
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细胞内以及消化系有大量的UCP2 mRNA. UCP2
在mRNA水平广泛分布, 但其蛋白水平在某些组

织中呈低表达, 甚至含量不易测出, 如在心肌细

胞内有大量的UCP2 mRNA, 而UCP2蛋白未能

检出[18-20]. UCP2在胰岛特异性表达且葡萄糖可

提高UCP2的表达, 而升高的UCP2抑制胰岛素的

分泌[7,18], UCP2在表达上分布的差异似乎也暗示

着其在生理功能上的组织特异性. 

图 2 UCP2和GLP-1在肠道组织中的分布及其与GLP-1共表达情况. A: 免疫组织化学检测UCP2在小肠中的分布情况, A1: ×

200; A2: ×400; B: UCP2及GLP-1在肠黏膜组织中共表达情况(×200); B1: GLP-1; B2: UCP2; B3: Merge.
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图 3 葡萄糖对小鼠肠道UCP2 mRNA表达的影响. A: 近端结肠; B: 远端结肠; 1: 口服葡萄糖; 2: 腹腔给予葡萄糖; 3: 生理盐

水. aP<0.05, bP<0.01, dP<0.001.

图 4 UCP2对葡萄糖负荷后GLP-1分泌的影响. A: UCP2-/-; B: UCP2. bP<0.01, dP<0.001 vs  0 min.
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■同行评价
本文有较好的科
学性和一定的创
新 性 ,  可 读 性 较
强 ,  能 较 好 地 反
映我国胃肠病学
基础研究的先进
水平.
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我们应用定量RT-PCR技术对小鼠不同肠

段的UCP2 mRNA表达情况进行了检测, 发现

从小肠到近端结肠到远端结肠, UCP2 mRNA
的表达呈逐渐减低趋势, 即UCP2 mRNA表达量

在小肠高于结肠, 而近端结肠中的表达量高于

远端结肠且这种表达有显著性差异. 我们同时

用Western blot方法检测了UCP2蛋白的表达水

平, 发现其蛋白表达水平与mRNA表达水平是

一致的, 即UCP2的mRNA和蛋白表达在小肠均

高于结肠, 在结肠的表达是近端结肠表达高于

远端结肠, 有显著性差异. 提示在小鼠肠道不同

部分UCP2的表达存在差异. 我们采用免疫组织

化学技术对UCP2在肠道中的组织分布进行观

察, 发现UCP2主要表达在黏膜层, 在平滑肌细

胞也有少量的表达, 且UCP2在细胞内分布主要

在细胞质内. UCP2在人类肠道组织中的分布与

Horimoto等[21]报道的结肠癌及其癌旁组织中的

分布是一致的. Murase等[22]报道大鼠小肠中有较

丰富的UCP2 mRNA, 食物中的脂肪酸可通过激

活PPARα上调大鼠小肠内UCP2 mRNA的表达. 
高血糖对UCP2 mRNA表达的影响研究结

果不一致, 但多数研究表明[7,8]高血糖能上调胰

岛β细胞线粒体的UCP2表达, 抑制胰岛素的分

泌, 葡萄糖对肠道组织内UCP2表达有着怎样的

影响? 我们将C57BL/6J小鼠分为3个组, 分别给

予口服葡萄糖, 腹腔注射葡萄糖和口服生理盐

水的处理发现, 给予葡萄糖后小鼠肠道组织中

UCP2 mRNA的表达上调, 且口服葡萄糖组高于

腹腔给予组, 提示葡萄糖可诱导肠道内UCP2的
表达, 且口服葡萄糖后诱导肠内UCP2 mRNA的

表达上调更明显. 造成口服葡萄糖和腹腔注射

葡萄糖后肠内UCP2的表达差异可能与腔内葡萄

糖的直接作用和腹腔注射葡萄糖后引起血糖的

升高继而引起UCP2的mRNA表达升高的系统作

用有关. 
UCP2在消化系的病理生理功能尚不清楚, 

UCP2在消化系内的这种分布与其功能有着怎样

的联系?
众所周知, 消化系除执行食物的消化、吸

收和排泄外, 其还是体内最大的一个内分泌组

织, 在消化系的胃和肠道黏膜组织内含有具有

分泌功能的内分泌细胞, 肠道内的UCP2是否像

其介导胰岛素分泌一样, 也介导肠源性激素的

分泌呢?
我们利用UCP2基因缺失鼠为研究载体发

现, UCP2基因缺失鼠血GLP-1基础水平较野生

鼠稍高, 但无显著性差异(0 min, 3.7322±0.13 
vs  3.5408±0.18, P >0.05). 给予葡萄糖后15及
30 min, 无论是UCP2基因缺失鼠还是野生鼠血

GLP-1均明显升高, UCP2基因缺失鼠升高更明

显, 以后随时间延长GLP-1下降, 但UCP2基因

缺失鼠血GLP-1水平下降缓慢, 60 min UCP2基
因缺失鼠血GLP-1水平明显高于野生鼠(60 min, 
4.87±0.16 vs  3.40±0.18, P <0.01)而血糖低于野

生鼠. 提示UCP2对GLP-1的分泌似乎具有负调

控作用. 
口服葡萄糖可提高GLP-1的分泌, 然而目前其

机制尚不完全清楚. 来自佛罗里达大学的Jang等[23]

通过对人和小鼠的肠道L细胞的研究发现, L细
胞表达味蛋白和味觉受体以及其他几种味觉信

号, 他们调控了GLP-1的分泌. Lim等[24]通过对

MKR鼠和L细胞的模型: 鼠源性的GLUTag和人

源性的NCI-H716细胞的研究发现, 肠道L细胞对

胰岛素有反应, 胰岛素的抵抗可损害GLP-1的分

泌. 我们的结果提示肠黏膜细胞内UCP2升高对

肠源性GLP-1的分泌可能具有负调控作用, 但肠

黏膜细胞内升高的UCP2对肠源性GLP-1的分泌

的调控通路有待进一步研究. 深入研究UCP2对
肠源性激素-GLP-1分泌的调控机制以及其对糖

稳态的影响, 为寻找糖尿病治疗的新的靶点提

供有益的理论依据.
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Abstract
AIM: To compare the clinical characteristics, 
prophylaxis and treatment between viral and 
alcoholic cirrhosis.

METHODS: The clinical data for 952 cirrhotic 
patients who were treated at the First Affili-
ated Hospital of Dalian Medical University 
form April 2004 to May 2009 were collected. 
These patients were divided into three groups: 
viral cirrhosis (VC) group, alcoholic cirrhosis 
(AC) group, and VC plus AC group. Sex, age, 
medical history, clinical manifestations, liver 
function, complications, and the main cause of 
death were compared among the three groups 
of patients.

RESULTS: Of all cases, 63.66% had VC. In the 
VC plus AC group, two-thirds of patients had 
alcoholic hepatitis and hepatitis B. Male patients 
were more commonly seen in the three groups, 
especially in the AC group (M∶F = 48.5∶1). 
Compared to the AC group, the VC group and 
VC plus AC group had a high prevalence of 
splenomegaly. Upper gastrointestinal bleeding 
was the most common complication in all the 
groups. The prevalence of hepatocellular carci-
noma in the VC group was higher than that in 
the AC group, and the prevalence of spontane-
ous bacterial peritonitis in the AC group was 
higher than that in the VC group (13.1% vs 5.2%, 
P < 0.01). Hepatic encephalopathy was the com-
mon death cause in both the VC and AC groups, 
followed by upper gastrointestinal bleeding and 
hepatocellular carcinoma. The most common 
cause of death in the AC plus VC group was he-
patocellular carcinoma.

CONCLUSION: Prophylaxis and treatment of 
upper gastrointestinal bleeding and hepatic 
encephalopathy are important for patients with 
AC or VC. Prophylaxis of intestinal infection is 
important for AC patients. Prophylaxis of he-
patocellular carcinoma is important for patients 
with both AC and VC.

Key Words: Viral cirrhosis; Alcoholic cirrhosis; Com-
parative analysis; Preventive treatment

Zhou YL, Duan ZJ. Viral versus alcoholic cirrhosis: clini-
cal characteristics, prophylaxis and treatment. Shijie Hua-
ren Xiaohua Zazhi  2010; 18(31): 3313-3319

摘要
目的: 探讨肝炎病毒与酒精引起的肝硬化防
治的不同侧重点.

方法: 选取2004-04/2009-05大连医科大学第
一附属医院住院的952例肝硬化患者, 按照病
因不同分为肝炎后肝硬化(viral cirrhosis, VC)
组、酒精性肝硬化(alcoholic cirrhosis, AC)组
以及酒精与肝炎病毒混合性因素所致肝硬化
(AC+VC)组, 对比3组肝硬化患者性别、入院
时年龄、病程、临床表现、肝功能分级、并
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■背景资料
肝硬化是一世界
性疾病, 年死亡人
数约50-70万. 肝
硬化的病因很多, 
最常见的是肝炎
病毒感染和慢性
酒精中毒. 目前肝
硬化的治疗除了
肝移植外尚无确
切、有效的根治
方法.

■同行评议者
范 小 玲 ,  主 任 医
师, 北京地坛医院
综合科



发症, 以及直接死因等差异. 

结果: 在所有肝硬化中 ,  V C所占比例最大
(63.66%), AC居第2位. AC+VC组中最多见的
是酒精+乙型肝炎患者, 占该组肝硬化总数的
2/3以上. 3组肝硬化患者均以男性为主, AC组
尤为突出(男∶女 = 48.5∶1). VC组与AC+VC
组脾大的发生率明显高于AC组; 3组肝硬化最
常见的并发症都是上消化道出血. VC组原发
性肝癌的发生率较AC组高, 而AC组自发性腹
膜炎的发生率明显高于VC组, 二者差异显著
(13.1% vs  5.2%, P <0.01); 无论是VC组还是AC
组, 最常见的死亡原因都是肝性脑病, 然后依
次是上消化道出血和原发性肝癌. AC+VC组
最常见的死因是原发性肝癌.

结论: 对于肝炎后肝硬化和酒精性肝硬化患
者, 积极预防上消化道出血和肝性脑病的发生
是防治病情加重的关键, 对于后者还要加强预
防肠道感染, 而对于混合因素存在的肝硬化则
要更加积极防治原发性肝癌的发生.

关键词: 肝炎后肝硬化; 酒精性肝硬化; 对比分析; 

防治
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0  引言

肝硬化(liver cirrhosis)是一世界性疾病, 年死亡

人数约50-70万人, 占所有死亡病例的2.7%. 发
达国家每年因肝硬化而死亡的人数居死亡原因

第5位[1-4]. 引起肝硬化的病因很多, 但以肝炎病

毒感染所致的肝炎后肝硬化(viral cirrhosis, VC)
和慢性酒精中毒引起的酒精性肝硬化(alcoholic 
cirrhosis, AC)最常见. 不同国家不同地区、不同

年龄段其疾病特点、病因和发病率也有较大差

异. 西方发达国家AC占所有肝硬化的2/3以上, 
而VC尤其是乙型肝炎后肝硬化则是我国肝硬

化的主要组成部分, 近年来AC的发病率逐年上

升[5-7]. 目前肝硬化的治疗除了肝移植外尚无确

切、有效的根治方法[8,9]. 研究表明肝硬化的形

成、发展除与病毒感染或慢性酒精中毒等所致

的特殊病理改变有关外, 还与临床治疗策略偏差

有重要关系[10,11]. 早期经过积极防治可以延缓病

程进展, 一旦肝硬化形成后治疗非常困难, 而且

一部分会进展为肝癌, 预后极差, 因此肝硬化的

早期防治非常重要[12,13]. 国内外多项临床研究显

示, AC与VC在早期阶段, 二者发病过程、临床表
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现以及对治疗的反应等方面有很大差别[7,14]. 因
此, 对比分析不同原因肝硬化在临床表现、并

发症、治疗预后等方面异同, 对不同的患者进

行有针对性的预防及治疗是非常必要的. 以往

也有不少学者比较这两种常见病因肝硬化的临

床特点, 但是样本量都偏小, 且只是针对部分临

床表现加以对比, 缺乏大样本、全方位的分析. 
因此, 本研究旨在通过大样本的临床病例分析, 
对比两种常见病因肝硬化的临床表现、并发症

和治疗预后等方面异同, 从而对不同病因的肝

硬化患者作出有针对性的预防及治疗策略.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-04/2009-05在大连医科大学

附属第一医院消化内科住院的明确诊断为肝硬

化患者的入院时病历资料并收集最终死亡患者

病历资料(本研究所收集资料均经患者及其家属

同意并签署知情同意书, 且经过院伦理会批准

后采集的, 所有患者治疗上均采用大连医科大

学附属第一医院规范的保肝、利尿和防治并发

症方案). 根据下述诊断标准及排除标准共入选

VC 656例、AC 198例, VC+AC 98例. 诊断标准

如下: VC的发生与肝炎病毒(hepatitis virus, HV)
感染密切相关[15-17], 需具备以下条件者即可诊断

为VC: 有慢性肝炎病史和(或)HBV、HCV的抗

原抗体标记或DNA检查阳性; 有肝功能减退和

门脉高压的临床表现, 影像学检查支持肝硬化

改变; 除外饮酒等其他原因引起的肝硬化. 根据

2006年中华医学会肝脏病学分会脂肪肝和酒精

性肝病学组推行的酒精性肝病诊疗指南[18], AC
的诊断标准为: 具有长期大量饮酒史, 每日摄入

酒精量>40 g, 连续5年以上; 临床上有肝功能减

退及门脉高压的表现, 影像学检查支持肝硬化

改变; 无肝炎病史, HV标记阴性; 除外其他类型

肝硬化(如: 胆汁性、血吸虫性、肝吸虫性肝硬

化等). AC+VC诊断标准为: 具有上述两种病因

并存, 有肝功能减退和门脉高压的临床表现, 影
像学检查支持肝硬化改变. 排除标准: 除酒精

性、HV因素之外的其他原因引起的肝硬化, 如
胆汁淤积性肝硬化、循环障碍性肝硬化、自身

免疫性肝硬化、毒物和药物性肝硬化、代谢性

肝硬化、营养不良性肝硬化、血吸虫性肝硬

化、先天梅毒性肝硬化、隐源性肝硬化以及非

酒精性脂肪性肝病等原因引起的肝硬化.
1.2 方法 
1.2.1 一般情况: 记录入选肝硬化患者的性别、
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■研发前沿
目前除肝移植外, 
肝硬化尚无确切
有效的治疗方法, 
这是世界性难题.
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年龄、病程资料进行对比分析. 
1.2.2 对比3组肝硬化患者的临床表现异同: 包
括: 肝病面容、乏力、腹胀、食欲下降、肝区

疼痛、黄疸、双下肢水肿、鼻衄、齿龈出血、

肝掌、蜘蛛痣及腹水、脾大、食管胃底静脉曲

张和其他侧枝循环建立情况, 并记录患者入院

时肝功能Child-Pugh情况. 所有资料均来自于患

者入院时全面系统的病史采集、规范的体格检

查及实验检查数据和胃镜、彩超、CT及核磁共

振结果. 
1.2.3 对比3组肝硬化常见并发症的发生率: 上消

化道出血(upper gastrointestinal bleeding, HGB)、
原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)、肝

性脑病(hepatic encephalopathy, HE)、肝肾综合

征(hepatorenal syndrome, HRS)及自发性腹膜炎

(spontaneous bacterial peritonitis, SBP). 
1.2.4 分别统计3组肝硬化患者直接死因: 对比

分析不同病因对于肝硬化患者直接死因构成的

影响.
统计学处理 所有数据均输入SPSS13.0软件

进行分析. 计数资料采用χ2检验, 计量资料采用

多组独立样本的秩和检验, 以P <0.05(双侧)为差

异有统计学意义. 3组之间两两比较时, 按照校

正检验水准取α = 0.05/3 = 0.0167.

2  结果

2.1 3组肝硬化病因、性别、平均年龄及病程

情况的比较 在各种不同病因的肝硬化中, VC
所占比例最大(63.66%), AC居第2位, 占19.17%, 
AC+VC占9.50%, 其他原因肝硬化占7.63%. 其
中乙型肝炎后肝硬化占所有肝硬化总数的一半

以上, 丙型肝炎后肝硬化占7.36%, 乙型肝炎与

丙型肝炎重叠感染所致的肝硬化占1.74%. 在
AC+VC组中, 最多见的是酒精+乙型肝炎患者, 占
该组肝硬化总数的2/3以上. 所有肝硬化患者均以

男性为主, 尤以AC组突出(男∶女 = 48.5∶1). 在
发病年龄方面, VC组平均发病年龄最大, AC组
最小, AC+VC最居中, VC与AC及AC+VC组之间

之间差异显著(P  = 0.001, P  = 0.002, 表1). 
2.2 3组肝硬化临床表现及肝功能分级的比较 
(1)3组肝硬化患者在乏力、腹胀、食欲下降、

肝区疼痛、黄疸、鼻衄、齿龈出血、肝掌、腹

水、双下肢水肿、食管胃底静脉曲张及其他侧

枝循环建立(包括腹壁静脉曲张、腹膜后静脉曲

张、肝门区及脾门区静脉曲张)和肝功能Child-
Pugh分级方面无统计学差异(均P >0.05). (2)在脾

大、蜘蛛痣、肝病面容方面三者之间差异显著. 
VC组与AC+VC组脾大的发生率明显高于AC组,
差异有统计学意义(P  = 0.000, P  = 0.012). AC组
与AC+VC组蜘蛛痣的发生率明显高于VC组, 差
异有统计学意义(P  = 0.004, P  = 0.008). 在肝性

面容方面VC组以面色晦暗为主, AC组则以面部

毛细血管扩张多见, 二者差异显著(P  = 0.000), 
AC+VC组以面色晦暗为主, 但与VC组和AC组

之间无统计学差异(P  = 0.032, 表2). 
2.3 3组肝硬化并发症发生情况的比较 在所有并

发症中各组HGB的发生率均居第1位. VC组和

AC+VC组中, 按照其并发症发生率的高低排在

前3位的分别是HGB、HCC和HE. 而AC组患者

的并发症中居前3位的依次是HGB、HE和HCC. 
AC组SBP的发生率较VC组高, 二者差异显著

(P  = 0.000). VC组与AC+VC组HCC的发生率明

显高于AC组, 差异有统计学意义(P  = 0.000, P  = 
0.004, 表3). 
2.4 3组肝硬化患者直接死因的比较 无论是AC
组还是VC组最常见的直接死亡原因均为HE, 然
后依次是HGB和HCC. AC+VC组常见的死亡原

因依次是HCC、HE、HGB和HRS. 3组肝硬化直

接死因之间无统计学差异(图1). 

3  讨论

本研究表明, 在我国大连地区肝炎病毒感染仍

然是肝硬化最常见的病因, 酒精性因素居第2位. 
本研究中乙型肝炎后肝硬化占所有肝硬化总数

的一半以上, 丙型肝炎后肝硬化占7.36%, 乙型肝

炎与丙型肝炎重叠感染所致的肝硬化占1.74%. 

■相关报道
美国的一项关于
382例肝硬化患者
的回顾性研究显
示, AC患者SBP的
发生率高于非AC
患者, 酒精是肝硬
化患者并发SBP
的易感因素.

表 1 3组肝硬化性别、年龄及病程的比较

     
分组    n    男性n (%)   女性n (%) 平均年龄(岁)   病程(年)

VC组 656 394(60.06) 262(39.94) 59.81±13.72 4.34±5.60

AC组 198 194(97.98)b     4(2.02)b 54.18±10.56b 2.86±3.50

AC+VC组   98   94(95.92)b     4(4.08)b 54.99±10.20b 3.94±4.47

bP<0.01 vs  VC组.
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研究表明HCC的发生与乙型肝炎病毒基因型有

关, 乙型肝炎病毒分为A、B、C、D、E、F、
G、H 8个基因型, 而基因型C和F发生HCC的风

险较高. 与乙型肝炎病毒C基因型相比, 基因型B
进展至肝硬化的时间较长, 发生HCC的几率相对

较低[19-26]. 丙型肝炎与乙型肝炎病毒重叠感染者

发生HCC的危险性更高[27]. 因此, 应该加强医学

知识宣传, 最大限度的长期、持续抑制或清除肝

炎病毒, 尽量延缓肝炎向肝硬化、肝癌的进展. 
在性别比例方面, 肝硬化患者均以男性为主, AC
组尤其明显(男∶女 = 48.5∶1). 不排除与我国饮

酒者男性居多, 女性较少饮酒有关. VC平均年龄

比AC组及混合组均高, 差异有统计学意义, 这与

国内外文献报道基本一致[28,29]. 韩国一项长达10
年的病例随访研究发现, 年龄是乙型肝炎进展

至肝硬化以及肝癌的独立性致病因素, 也就是

说对于乙型肝炎患者, 年龄越大发生HCC的危

险性越高[30]. 
在腹胀、乏力、食欲下降、肝区疼痛、腹

水、侧枝循环建立(包括食管胃底静脉曲张、腹

壁静脉曲张、腹膜后静脉曲张、肝门区及脾门

区静脉曲张)、双下肢浮肿、黄疸、鼻衄、齿龈

出血以及肝功能Child-Pugh分级等方面AC与VC
两组之间差异无统计学意义(P >0.05). 本研究显

示VC患者的肝病面容主要以面色晦暗为主, 而
AC患者则多表现为面部及颈部毛细血管扩张. 
因此, 对于慢性肝损害门脉高压患者, 其面部特

征在某种程度上可能会对病因推断有一定的指

导意义. AC患者蜘蛛痣的出现较VC患者多见, 
这可能与酒精影响肝脏芳香化酶活性, 使雄激

素转化为雌激素增加有关. VC患者脾大的发生

率较AC患者明显升高, 二者差异有统计学意义

(P  = 0.000), 因此对于VC脾大的患者应该注意加

强感染与出血的预防. 肝硬化脾大的发病机制

目前尚不清楚, 多数学者认为与肝硬化时门静

脉高压, 脾脏血液回流受阻, 引起脾脏淤血、水

肿及炎症反应有关[31], 但对于VC患者脾大的发

生率高于AC患者, 其具体机制有待于进一步研

究. 金国花等[32]研究发现乙型肝炎后肝硬化全

血细胞减少患者如做脾切除术, 血小板升高可

能不明显, 而AC全血细胞减少患者做脾切除术

血小板升高较明显, 因其血小板减少主要是外

周破坏所致, 这对肝硬化全血细胞减少而有严

重出血倾向的患者是否选择脾切除术有一定的

指导意义. 
本研究显示VC与AC患者HGB的发生率分

别为37.50%和44.40%, 在肝硬化各种并发症中

居首位, 当慢性酒精中毒与肝炎病毒感染共同

损伤时HGB发生率则更高(46.9%), 因此, 对后者

■创新盘点
本研究通过大样
本的临床病例分
析, 对比两种常见
病因肝硬化的临
床表现、并发症
和治疗预后等方
面异同, 从而对不
同病因的肝硬化
患者作出有针对
性的预防及治疗
策略. 

表 2 3组肝硬化脾大、蜘蛛痣及肝病面容两两比较 n (%)

     
分组     n      脾大   蜘蛛痣 面色晦暗 面部毛细血管扩张

VC组 656 590(89.8)d 218(33.2)d 242(36.9)d          14(2.1)d

AC组 198 154(77.8)   88(44.4)   42(21.2)          68(34.3)

AC+VC组   98   88(89.8)d   46(46.9)b   32(32.7)            2(2.0)d

bP<0.01 vs  VC组; dP<0.01 vs  AC组.

表 3 3组肝硬化各种并发症发生率的比较 n (%)

     
分组     n       HGB         HE    HRS     HCC     SBP

VC组 656 246(37.5) 138(21.0) 54(8.2) 188(28.7)b 34(5.2)b

AC组 198   88(44.4)   52(26.3)   8(4.0)   32(16.2) 26(13.1)

AC+VC组   98   46(46.9)   14(14.3)   2(2.0)   30(30.6)b   8(8.2)

bP<0.01 vs  AC组.

图 1 3组肝硬化直接死因构成图.
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应提早胃镜随诊, 早发现早预防. 本研究资料显

示VC患者HCC的发生率明显高于AC患者, 二者

差异具有统计学意义(P  = 0.000), 而酒精性因素

与肝炎病毒感染共同参与者则HCC的发生率更

高, 占30.6%, 这一结果证实了“酒精与肝炎病

毒在肝脏损伤方面有协同作用”的观点[33-35]. 因
此, 对于既有肝炎病毒感染又有慢性酒精中毒

两种混合性因素参与的肝硬化患者, 应该积极

戒酒并及早抗病毒治疗, 预防肝癌发生. 本研究

发现AC患者SBP的发生率明显高于VC患者, 分
别为13.1%和5.2%, 二者差异有统计学意义(P  = 
0.000). 国外有研究表明, AC患者易发生小肠内

细菌过度生长, 而SBP的发生与小肠内细菌过度

生长、肠道运动功能异常有关[36-38]. 美国的一项

关于382例肝硬化患者的回顾性研究显示, AC患
者SBP的发生率高于非AC患者, 酒精是肝硬化

患者并发SBP的易感因素[39]. 因此, 对于AC患者

应该注意加强肠道菌群调节治疗. 本研究显示, 
对于AC, HE是除HGB之外第2大常见并发症, 其
发病率有高于VC组及混合组的趋势, 但3组相比

差异无统计学意义. 3组肝硬化最常见的死亡原

因都是肝性脑病, 其次为HGB和HCC, 这与国外

研究一致[40,41]. 因此, 对于肝硬化晚期患者应积

极预防感染、出血、便秘及电解质紊乱等肝性

脑病诱因发生. 
总之, 肝硬化男性患者发病率较女性高, 尤

以AC为著. AC患者平均年龄相对较小, 蜘蛛痣

与面部毛细血管扩张更多见, 而VC脾大及面色

晦暗发生率较高. 肝硬化患者最常见的并发症是

HGB, 最主要的死亡原因则是HE. AC患者的SBP
的发生率较VC患者高, VC患者更易发生HCC, 
而对于酒精与肝炎病毒混合性因素所导致的肝

硬化患者其HCC发生率更高. 文献报道提示, 持
续的HBeAg阳性和/或HBV DNA>2 000 IU/mL
是肝硬化、肝癌非常重要的危险因素[20,42-45]. 因
此对于VC患者最大限度的抑制或清除肝炎病

毒, 尽早使HBeAg阳性患者转阴, 或努力将HBV 
DNA病毒数量控制在2 000 IU/mL以下, 积极预

防肝硬化进展及肝癌的发生是治疗的关键. 对
于AC患者, 戒酒是首要任务. 嗜酒是SBP的易感

因素, 因此应注意调节AC患者肠道菌群失调、

预防感染, 避免SBP的发生. 
本研究下一步将注重观察上述防治侧重点

在临床应用中对肝硬化患者预后的实际作用. 
肝硬化的防治作为世界性难题急切需要新的诊

治手段研制和应用. 近年来随着无创性肝纤维

化诊断指标的研究越来越多, 肝纤维化的有效

治疗已经成为可能[46-48]. 随着基因序列信息研究

的不断进展, 有理由相信今后关于肝硬化相关

基因及其功能的研究将会为肝硬化的防治提供

新的、更加有效的技术平台. 

4      参考文献
1 Lavanchy D. Hepatitis B virus epidemiology, dis-

ease burden, treatment, and current and emerging 
prevention and control measures. J Viral Hepat 2004; 
11: 97-107

2 Maddrey WC. Hepatitis B--an important public 
health issue. Clin Lab 2001; 47: 51-55 

3 Kondili LA, Taliani G, Cerga G, Tosti ME, Babam-
eto A, Resuli B. Correlation of alcohol consumption 
with liver histological features in non-cirrhotic pa-
tients. Eur J Gastroenterol Hepatol 2005; 17: 155-159

4	 Zatoński	WA,	Sulkowska	U,	Mańczuk	M,	Rehm	 J,	
Boffetta P, Lowenfels AB, La Vecchia C. Liver cir-
rhosis mortality in Europe, with special attention 
to Central and Eastern Europe. Eur Addict Res 2010; 
16: 193-201  

5 Rehm J, Mathers C, Popova S, Thavorncharoensap 
M, Teerawattananon Y, Patra J. Global burden of 
disease and injury and economic cost attributable to 
alcohol use and alcohol-use disorders. Lancet 2009; 
373: 2223-2233

6	 Tao	N,	Sussman	S,	Nieto	J,	Tsukamoto	H,	Yuan	JM.	
Demographic characteristics of hospitalized pa-
tients with alcoholic liver disease and pancreatitis 
in los angeles county. Alcohol Clin Exp Res 2003; 27: 
1798-1804

7 全国酒精性肝病调查协作组. 全国酒精性肝病的多中
心调查分析. 中华消化杂志 2007; 27: 231-234

8	 Horiguchi	K,	Hirano	T,	Ueki	T,	Hirakawa	K,	Fuji-
moto J. Treating liver cirrhosis in dogs with hepa-
tocyte growth factor gene therapy via the hepatic 
artery. J Hepatobiliary Pancreat Surg 2009; 16: 171-177

9	 Sugawara	Y,	Makuuchi	M.	Liver	 transplantation	
for hepatitis B-related cirrhosis: recent advances. J 
Hepatobiliary Pancreat Surg 2006; 13: 378-381 

10 Liang TJ. Hepatitis B: the virus and disease. Hepatol-
ogy 2009; 49: S13-S21

11 Liaw YF, Leung N, Kao JH, Piratvisuth T, Gane 
E, Han KH, Guan R, Lau GK, Locarnini S. Asian-
Pacific	consensus	statement	on	the	management	of	
chronic hepatitis B: a 2008 update. Hepatol Int 2008; 2: 
263-283

12 Wang Y, Liu YH, Mai SJ, He LJ, Liao YJ, Deng HX, 
Guan XY, Zeng YX, Kung HF, Xie D. Evaluation 
of serum clusterin as a surveillance tool for human 
hepatocellular carcinoma with hepatitis B virus 
related cirrhosis. J Gastroenterol Hepatol 2010; 25: 
1123-1128

13 Gramenzi A, Caputo F, Biselli M, Kuria F, Loggi E, 
Andreone P, Bernardi M. Review article: alcoholic 
liver	disease--pathophysiological	 aspects	 and	 risk	
factors. Aliment Pharmacol Ther 2006; 24: 1151-1161

14	 Toshikuni	N,	 Izumi	A,	Nishino	K,	 Inada	N,	
Sakanoue	R,	Yamato	R,	Suehiro	M,	Kawanaka	M,	
Yamada G. Comparison of outcomes between pa-
tients with alcoholic cirrhosis and those with hepa-
titis C virus-related cirrhosis. J Gastroenterol Hepatol 

■应用要点
把对不同病因肝
硬化的防治侧重
点应用于指导临
床, 将对肝硬化的
防治起到非常重
要的作用.



www.wjgnet.com

3318               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2010年11月8日  第18卷  第31期

2009; 24: 1276-1283
15 中华医学会分会、中华医学会感染病学分会. 慢性乙

型肝炎防治指南. 中华传染病杂志 2005; 23: 421-430
16 中华医学会肝病学分会、中华医学会传染病与寄生

虫病学分会. 丙型肝炎防治指南. 中华肝脏病杂志 
2004; 12: 194-198

17 中华医学会传染病与寄生虫学分会、肝病学分会. 病
毒性肝炎防治方案. 中华肝脏病杂志 2000; 8: 324-329

18 中华医学会肝脏病学分会脂肪肝和酒精性肝病学
组. 酒精性肝病诊疗指南. 中华肝脏病杂志 2006; 14: 
164-166

19 Chu CM, Liaw YF. Genotype C hepatitis B virus 
infection	is	associated	with	a	higher	risk	of	reactiva-
tion of hepatitis B and progression to cirrhosis than 
genotype B: a longitudinal study of hepatitis B e 
antigen-positive patients with normal aminotrans-
ferase levels at baseline. J Hepatol 2005; 43: 411-417

20 Yu MW, Yeh SH, Chen PJ, Liaw YF, Lin CL, Liu CJ, 
Shih WL, Kao JH, Chen DS, Chen CJ. Hepatitis B 
virus genotype and DNA level and hepatocellular 
carcinoma: a prospective study in men. J Natl Can-
cer Inst 2005; 97: 265-272

21 Kao JH. Role of viral factors in the natural course 
and therapy of chronic hepatitis B. Hepatol Int 2007; 
1: 415-430

22	 Livingston	SE,	Simonetti	 JP,	Bulkow	LR,	Homan	
CE, Snowball MM, Cagle HH, Negus SE, McMahon 
BJ. Clearance of hepatitis B e antigen in patients 
with chronic hepatitis B and genotypes A, B, C, D, 
and F. Gastroenterology 2007; 133: 1452-1457

23 Ni YH, Chang MH, Wang KJ, Hsu HY, Chen HL, 
Kao JH, Yeh SH, Jeng YM, Tsai KS, Chen DS. 
Clinical relevance of hepatitis B virus genotype in 
children with chronic infection and hepatocellular 
carcinoma. Gastroenterology 2004; 127: 1733-1738

24	 Mahmood	S,	Niiyama	G,	Kamei	A,	Izumi	A,	Nakata	
K,	 Ikeda	H,	Suehiro	M,	Kawanaka	M,	Togawa	K,	
Yamada	G.	Influence	of	viral	load	and	genotype	in	
the progression of Hepatitis B-associated liver cir-
rhosis to hepatocellular carcinoma. Liver Int 2005; 
25: 220-225

25 Kao JH, Chen PJ, Lai MY, Chen DS. Hepatitis B virus 
genotypes and spontaneous hepatitis B e antigen se-
roconversion in Taiwanese hepatitis B carriers. J Med 
Virol 2004; 72: 363-369

26 Chan HL, Hui AY, Wong ML, Tse AM, Hung 
LC, Wong VW, Sung JJ. Genotype C hepatitis B 
virus infection is associated with an increased 
risk	 of	 hepatocellular	 carcinoma.	Gut 2004; 53: 
1494-1498

27 Kew MC. Interaction between hepatitis B and C vi-
ruses in hepatocellular carcinogenesis. J Viral Hepat 
2006; 13: 145-149

28	 Syed	VA,	Ansari	 JA,	Karki	P,	Regmi	M,	Khanal	B.	
Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) in cirrhotic 
ascites: a prospective study in a tertiary care hospi-
tal, Nepal. Kathmandu Univ Med J (KUMJ) 2007; 5: 
48-59

29 Shen Z, Li YM, Yu CH, Shen Y, Xu L, Xu CF, Chen 
JJ,	Ye	H,	Xu	GY.	Risk	 factors	 for	alcohol-related	
liver injury in the island population of China: a 
population-based case-control study. World J Gas-
troenterol 2008; 14: 2255-2261

30	 Park	BK,	Park	YN,	Ahn	SH,	Lee	KS,	Chon	CY,	
Moon	YM,	Park	C,	Han	KH.	Long-term	outcome	of	
chronic hepatitis B based on histological grade and 

stage. J Gastroenterol Hepatol 2007; 22: 383-388
31	 Djordjević	 J,	 Svorcan	P,	Vrinić	D,	Dapcević	B.	

[Splenomegaly and thrombocytopenia in patients 
with liver cirrhosis] Vojnosanit Pregl 2010; 67: 
166-169

32 金国花, 朴云峰, 陈兆杰. 乙型肝炎肝硬化与酒精性肝
硬化患者血小板相关参数变化的比较. 临床肝胆病杂
志 2007; 23: 102-104

33 Mueller S, Millonig G, Seitz HK. Alcoholic liver 
disease and hepatitis C: a frequently underesti-
mated combination. World J Gastroenterol 2009; 15: 
3462-3471

34	 Plumlee	CR,	Lazaro	CA,	Fausto	N,	Polyak	SJ.	Effect	
of ethanol on innate antiviral pathways and HCV 
replication in human liver cells. Virol J 2005; 2: 89

35 Kim KA. Current status of liver diseases in Korea: 
toxic and alcoholic liver diseases. Korean J Hepatol 
2009; 15 Suppl 6: S29-S33

36 Strauss E, Aerosa JP. [Alcoholic hepatitis: bad prog-
nosis due to concomitant bacterial infections] Rev 
Soc Bras Med Trop 2004; 37: 199-203

37 Chang CS, Chen GH, Lien HC, Yeh HZ. Small 
intestine dysmotility and bacterial overgrowth in 
cirrhotic patients with spontaneous bacterial perito-
nitis. Hepatology 1998; 28: 1187-1190

38 Casafont Morencos F, de las Heras Castaño G, 
Martín Ramos L, López Arias MJ, Ledesma F, Pons 
Romero F. Small bowel bacterial overgrowth in pa-
tients with alcoholic cirrhosis. Dig Dis Sci 1996; 41: 
552-556

39 Rosa H, Silvério AO, Perini RF, Arruda CB. Bacte-
rial infection in cirrhotic patients and its relation-
ship with alcohol. Am J Gastroenterol 2000; 95: 
1290-1293

40	 Pathak	OK,	Paudel	R,	Panta	OB,	Pant	HP,	Giri	
BR,	Adhikari	B.	Retrospective	 study	of	 the	clinical	
profile	and	prognostic	indicators	in	patients	of	alco-
holic liver disease admitted to a tertiary care teach-
ing hospital in Western Nepal. Saudi J Gastroenterol 
2009; 15: 171-175

41 Spadaro A, Luigiano C, De Caro G, Morace C, 
Tortorella	V,	Bonfiglio	C,	Pagano	N,	Consolo	P,	Ali-
brandi A, Ajello A, Ferraù O, Freni MA. Prognostic 
factors of survival in complicated viral and alco-
holic cirrhosis without hepatocellular carcinoma. 
A retrospective study. Minerva Gastroenterol Dietol 
2007; 53: 311-319

42 Yang HI, Lu SN, Liaw YF, You SL, Sun CA, Wang 
LY, Hsiao CK, Chen PJ, Chen DS, Chen CJ. Hepati-
tis	B	e	antigen	and	the	risk	of	hepatocellular	carci-
noma. N Engl J Med 2002; 347: 168-174

43 Iloeje UH, Yang HI, Su J, Jen CL, You SL, Chen CJ. 
Predicting	cirrhosis	risk	based	on	the	level	of	circu-
lating hepatitis B viral load. Gastroenterology 2006; 
130: 678-686

44 Chen CJ, Yang HI, Su J, Jen CL, You SL, Lu SN, 
Huang	GT,	Iloeje	UH.	Risk	of	hepatocellular	carci-
noma across a biological gradient of serum hepati-
tis B virus DNA level. JAMA 2006; 295: 65-73

45 Chou YC, Yu MW, Wu CF, Yang SY, Lin CL, Liu 
CJ, Shih WL, Chen PJ, Liaw YF, Chen CJ. Tem-
poral relationship between hepatitis B virus en-
hancer II/basal core promoter sequence variation 
and	 risk	 of	 hepatocellular	 carcinoma.	Gut 2008; 
57: 91-97

46 Bataller R, Brenner DA. Hepatic stellate cells as a 

■同行评价
本文结果分析可
靠, 具有一定的临
床价值.



www.wjgnet.com

周永莉, 等. 肝炎后肝硬化与酒精性肝硬化患者临床特征的比较及防治               3319

target	for	the	treatment	of	liver	fibrosis.	Semin Liver 
Dis 2001; 21: 437-451

47 Thabut D, Imbert-Bismut F, Cazals-Hatem D, Mes-
sous D, Muntenau M, Valla DC, Moreau R, Poynard 
T, Lebrec D. Relationship between the Fibrotest and 

portal hypertension in patients with liver disease. 
Aliment Pharmacol Ther 2007; 26: 359-368

48 Iredale JP. A cut above the rest? MMP-8 and liver 
fibrosis gene therapy. Gastroenterology 2004; 126: 
1199-1201

           编辑  李薇  电编  何基才  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  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》性质、刊登内容及目标

本刊讯 《世界华人消化杂志》[国际标准刊号ISSN 1009-3079 (print), ISSN 2219-2859 (online), 国内统一刊号

CN 14-1260/R, Shijie Huaren Xiaohua Zazhi/World Chinese Journal of Digestology ], 是一本由来自国内23个省、

市、自治区、特別行政区的496位胃肠病学和肝病学专家支持的开放存取的同行评议的旬刊杂志, 旨在推广国

内各地的胃肠病学和肝病学领域临床实践和基础研究相结合的最具有临床意义的原创性及各类评论性的文

章, 使其成为一种公众资源, 同时科学家、医生、患者和学生可以通过这样一个不受限制的平台来免费获取全

文, 了解其领域的所有的关键的进展, 更重要的是这些进展会为本领域的医务工作者和研究者服务, 为他们的

患者及基础研究提供进一步的帮助.

除了公开存取之外, 《世界华人消化杂志》的另一大特色是对普通读者的充分照顾, 即每篇论文都会附

带有一组供非专业人士阅读的通俗易懂的介绍大纲, 包括背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘点、应用

要点、名词解释、同行评价.

《世界华人消化杂志》报道的内容包括食管、胃、肠、肝、胰肿瘤, 食管疾病、胃肠及十二指肠疾病、

肝胆疾病、肝脏疾病、胰腺疾病、感染、内镜检查法、流行病学、遗传学、免疫学、微生物学, 以及胃肠道

运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

《世界华人消化杂志》的目标是出版高质量的胃肠病学和肝病学领域的专家评论及临床实践和基础研

究相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、影像
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Abstract
AIM: To detect tumor suppressor candidate 4 
(TUSC4) gene deletion in peripheral blood DNA 
and to evaluate its significance for molecular 
screening and diagnosis of colorectal carcinoma.

METHODS: Polymerase chain reaction was used 

to detect TUSC4 gene deletion in peripheral 
blood DNA samples from 238 subjects, including 
117 subjects with normal colonoscopic findings, 
38 patients with adenoma polyp, and 83 patients 
with colorectal carcinoma.

RESULTS: TUSC4 gene deletion was detected in 
peripheral blood DNA samples in 14.5%, 44.7% 
and 77.1% of normal subjects, adenoma polyp 
patients and colorectal carcinoma patients, 
respectively. The percentage of subjects carry-
ing TUSC4 gene deletion differed significantly 
among the three groups of subjects (all P = 0.000). 
The sensitivity, specificity, positive predictive 
value (PPV) and negative predictive value (NPV) 
of detection of TUSC4 gene deletion in periph-
eral blood DNA for diagnosis of adenoma polyp 
were 44.7% (95%CI 28.9%-60.5%), 85.5% (95%CI 
79.1%-91.9%), 50.0% (95%CI 33.2%-66.8%) 
and 82.6% (95%CI 75.8%-89.4%), respectively, 
while the corresponding values for diagnosis 
of colorectal carcinoma were 77.1% (95%CI 
68.1%-86.1%), 85.5% (95%CI 79.1%-91.9%), 
79.0% (95%CI 70.1%-87.9%) and 84.0% (95%CI 
77.4%-90.6%). TUSC4 gene deletion in periph-
eral blood DNA was not significantly related 
to tumor site, differentiation degree and Dukes 
stage. Compared with detection of CEA and 
CA19-9, the specificity and PPV of detection of 
TUSC4 gene deletion for diagnosis of colorectal 
carcinoma were not significantly different (all 
P > 0.05). However, the sensitivity and NPV of 
detection of TUSC4 gene deletion for diagnosis 
of colorectal carcinoma were significantly higher 
than those of detection of CEA and CA19-9 (all P 
= 0.000).

CONCLUSION: USC4 gene deletion in periph-
eral blood DNA can be detected in patients with 
colorectal carcinoma. The sensitivity of detection 
of TUSC4 gene deletion for diagnosis of colorec-
tal carcinoma is significantly higher than that 
of detection of CEA and CA19-9. Detection of 
TUSC4 gene deletion in peripheral blood DNA 
has significant value for molecular screening 
and diagnosis of colorectal carcinoma.

®

■背景资料
大肠癌是常见恶
性肿瘤, 发病率逐
年增高. 尽管近些
年对大肠癌的诊
治水平有明显提
高, 但其关键仍是
早期诊断. 目前基
因检测受到越来
越多的关注, 利用
基因筛查技术可
大大提前大肠癌
的确诊时间, 甚至
在出现典型病理
变化之前就可明
确诊断.

■同行评议者
徐宁志 ,  研究员 , 
中国医学科学院
肿瘤研究所细胞
生物与分子生物
学实验室
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摘要
目的: 探讨外周血DNA中肿瘤抑制候选基因4 
(tumor suppressor candidate 4, TUSC4)缺失在
大肠癌的筛查与早期诊断中的意义.

方法: 采集外周静脉血标本238例, 分为结肠
镜正常组(117例), 腺瘤型息肉组(38例)和大
肠癌组(83例), 应用PCR法检测TUSC4基因
表达及缺失情况. 同时检测各组血浆CEA、

CA19-9水平.

结果: 结肠镜正常组TUSC4阴性率14.5%, 腺瘤
型息肉组阴性率44.7%, 大肠癌组阴性率77.1%, 
3组之间均有统计学差异(P  = 0.000). TUSC4阴
性在诊断腺瘤型息肉的敏感度为44.7%(95%CI 
2 8 . 9 % - 6 0 . 5 % ) ,  特 异 度 8 5 . 5 % ( 9 5 % C I 
7 9 . 1 % - 9 1 . 9 % ) ,  P P V 为 5 0 . 0 % ( 9 5 % C I 
3 3 . 2 % - 6 6 . 8 % ) ,  N P V 为 8 2 . 6 % ( 9 5 % C I 
75.8%-89.4%). T U S C4阴性在诊断大肠癌
的敏感度为77.1%(95%CI 68.1%-86.1%), 特
异度为85.5%(95%CI 79.1%-91.9%), PPV
为79.0%(95%C I 70.1%-87.9%), N P V为
84.0%(95%CI 77.4%-90.6%). TUSC4基因缺失
与大肠癌发生部位、分化程度及Dukes分期
无关. TUSC4阴性在诊断大肠癌时与CEA、

CA19-9相比较, 其特异度和PPV无统计学差
异(P >0.05), 其敏感度和NPV明显高于CEA和
CA19-9(P  = 0.000).

结论: 大肠癌患者外周血DNA中TUSC4基因
出现明显缺失, 在诊断大肠癌时其敏感度明显
高于CEA和CA19-9, 在大肠癌的分子筛查和
分子诊断中具有一定应用价值.

关键词: 肿瘤抑制候选基因4; 抑癌基因; 大肠癌; 分

子筛查; 分子诊断

裴凤华, 赵晶, 杜雅菊, 程艳秋, 王晓芬, 陈晶, 张会涛, 刘冰熔, 
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0  引言

大肠癌的发生、发展是由于一系列癌基因的激

活和抑癌基因的失活引起的. 肿瘤抑制候选基

因4(tumor suppressor candidate 4, TUSC4, Ge-
neID: 10641)是近年新发现的一个抑癌基因[1], 
无论在体内还是体外均能抑制肿瘤的活性, 亦
称为NPRL2(nitrogen permease regulator-like 2)基
因. TUSC4基因表达于许多正常组织, 在多种上

皮性肿瘤组织中的表达明显降低[2], 但在外周血

DNA中的缺失情况目前国内外尚无报道. 本文

通过研究外周血DNA中TUSC4缺失情况, 探讨

该基因对大肠癌的诊断意义, 为寻找新的大肠

癌早期筛查方法提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2008-12/2010-04在哈尔滨医科大

学附属第二医院消化内镜中心行结肠镜检查

者共238例. 根据结肠镜和组织病理结果, 将其

分为结肠镜正常组(117例)、腺瘤型息肉组(38
例)和大肠癌组(83例). 凡入选患者均签署知情

同意书, 并经我院伦理委员会讨论批准. 外周

血DNA提取试剂盒购自TIANGEN公司, Premix 
Taq DNA聚合酶购自TaKaRa公司, PCR引物由

上海超世生物科技有限公司设计并合成, 癌胚

抗原(carcinoembryonic antigen, CEA)、癌抗原

19-9(cancer antigen 19-9, CA19-9)ELISA试剂

盒购自Adlitteram Diagnostic Laboratories公司. 
PCR仪(BIOER XP cycler).
1.2 方法 
1.2.1 样本处理: 抗凝管采集患者空腹静脉血

5-10 mL, 立即离心分离血浆, 将血浆和血细胞成

分分别-20 ℃保存备用.
1.2.2 总DNA提取: 按照DNA提取试剂盒说明书

进行, 提取出的DNA在紫外分光光度计下测定

浓度.
1.2.3 内参β-actin PCR扩增: 扩增体系20 μL: 2×
Premix Taq DNA聚合酶10 μL, 上、下游引物各

1 μL(10 μmol/L), DNA 2 μL, 去离子水6 μL. 内
参β-actin引物序列: F: GGCACCCAGCACAAT-
GAA; R: GGAAGGTGGACAGCGAGG. PCR扩
增条件95 ℃预变性5 min, 95 ℃ 30 s, 58 ℃ 30 s, 
72 ℃ 30 s, 35个循环, 72 ℃延伸5 min, PCR产物

片段长度210 bp.
1.2.4 内参β-actin PCR产物鉴定: 取PCR产物5 
μL加样于2%琼脂糖凝胶进行电泳, 电压150 V, 
电泳20 m in, 用紫外光凝胶成像系统扫描并拍

摄, 以肉眼明确判定有目标条带为内参阳性.
1.2.5 TUSC4 PCR扩增: 选取内参阳性的DNA标

■研发前沿
TUSC4基因是近
年来新发现的肿
瘤抑制基因, 在多
种上皮性肿瘤组
织中表达明显降
低, 但在外周血中
的表达情况国内
外尚无报道.
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本, 扩增体系20 μL: 2×Premix Taq DNA聚合酶

10 μL, 上、下游引物各1 μL(10 μmol/L), DNA 
2 μL, 去离子水6 μL. TUCS4引物序列: F: CA-
CAACAAATCCTGCCCTACA; R: TCTTCATA-
AGCCCGAACTGG. PCR扩增条件95 ℃预变性5 
min, 95 ℃ 30 s, 58 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 35个循环, 
72 ℃延伸5 min, PCR产物片段长度910 bp.
1.2.6 TUSC4 PCR产物鉴定: 取PCR产物5 μL加
样于2%琼脂糖凝胶进行电泳, 电压150 V, 电泳

20 min, 用紫外光凝胶成像系统扫描并拍摄, 以
肉眼明确判定有目标条带为阳性.
1.2.7 外周血浆CEA、CA19-9检测: 按照ELISA
试剂盒说明书进行.

统计学处理  采用统计描述进行分析 .  计
算敏感度, 特异度, 阳性预测值(positive predic-
tive value, PPV), 阴性预测值(negative predic-
tive value, NPV)及其相应的95%可信区间(95% 
confidence interval, 95%CI). 计量资料用t检验, 
计数资料用χ2检验或F isher's检验, 数据处理用

SPSS13.0软件包, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 一般资料结果 入选病例共238例, 其中男

143例, 女95例. 结肠镜正常117例, 平均年龄

47.67岁±11.26岁. 腺瘤型息肉38例, 平均年龄

55.89岁±12.97岁. 大肠癌83例, 平均年龄58.51
岁±11.66岁, 其中直肠癌38例(45.8%), 结肠癌

45例(54.2%), 高分化30例(36.1%), 中分化41例
(49.4%), 低分化12例(14.5%). 年龄与大肠癌部

位和分化程度无关(表1).
2.2 内参β-actin PCR产物和TUSC4 PCR产物鉴

定 各组内参β-actin PCR产物在210 bp均有清晰

条带. TUSC4 PCR产物阳性者在910 bp有清晰条

带, TUSC4基因缺失者无条带(图1).
2.3 外周血DNA TUSC4基因缺失检测结果 结
肠镜正常组、腺瘤型息肉组和大肠癌组TUSC4
基因缺失率分别为14.5%、44.7%和77.1%, 3
组之间均有统计学差异(P  = 0.000) .  结肠镜

正常组T U S C4缺失者中有结肠癌家族史占

41.2%(7/17), 胃癌家族史占5.9%(1/17). 该基因缺

失在诊断腺瘤型息肉的敏感度为44.7%(95%CI: 
28.9%-60.5%), 特异度85.5%(95%CI: 79.1%-91.9%), 
PPV为50.0%(95%CI: 33.2%-66.8%), NPV为

82.6%(95%CI: 75.8%-89.4%). 在诊断大肠癌

的敏感度为77.1%(95%CI: 68.1%-86.1%), 特
异度为85.5%(95%CI: 79.1%-91.9%), PPV为

79.0%(95%CI: 70.1%-87.9%), NPV为84.0% 
(95%CI: 77.4%-90.6%, 表2).
2.4 不同部位、分化程度及Dukes分期的大肠癌

TUSC4缺失检测结果 直肠癌和结肠癌TUSC4
缺失率分别为68.4%和84.4%, 二者无统计学差

异(χ2 = 2.997, P  = 0.083). 不同分化程度大肠癌

■相关报道
Schenk等发现, 酵
母细胞中的NPR2
基因失活后, 该酵
母细胞能抵抗顺
铂的细胞毒性作
用, 而人类NPRL2
蛋白与酵母NPR2
蛋白的结构十分
相似, 可能其也有
相同的生物学功
能, 恢复耐药肿瘤
细胞中NPRL2的
正常表达后可以
使肿瘤细胞对化
疗药物重新敏感.

表 1 各组性别及年龄的比较

     
分组     n     男n (%)   女n (%) 平均年龄(岁, mean±SD)     t 值   P值

结肠镜正常组 117   64(54.7) 53(45.3)          47.67±11.26

腺瘤型息肉组   38   29(76.3)   9(23.7)          55.89±12.79b -3.784 0.000

大肠癌组   83   50(60.2) 33(39.8)          58.51±11.66b -6.611 0.000

    直肠n(%)   38(45.8)   21(55.3) 17(44.7)          59.89±11.54

    结肠n(%)   45(54.2)   29(64.4) 16(35.6)          57.33±11.76   0.997 0.322 

    高分化n(%)   30(36.1)   20(66.7) 10(33.3)          57.30±12.39          

    中分化n(%)   41(49.4)   23(56.1) 18(43.9)          59.32±11.63 -0.702 0.485

    低分化n(%)   12(14.5)     7(58.3)   5(41.7)          58.75±10.52   -0.357 0.723

合计 238 143(60.1) 95(39.9)

bP<0.01 vs  结肠镜正常组年龄.

图 1 外周血DNA β-actin和TUSC4 PCR扩增产物2%琼
脂糖凝胶电泳结果. 1-8, a-l: β-actin阳性; 9, m: DNA 

Marker(DL1000); 10-17, n-s, w-y: TUSC4阳性; t-w: 

TUSC4 阴性.

1  2  3  4  5  6   7  8  9 10 111213 141516 17
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的TUSC4缺失率无统计学差异(χ2 = 1.770, P  = 
0.413). Dukes分期A期和B期与C期和D期相比

较, TUSC4缺失率无统计学差异(P  = 0.416, 表3).
2.5 外周血CEA、CA19-9检测结果 结肠镜正

常组和腺瘤型息肉组CEA和CA19-9均为阴性, 
CEA诊断大肠癌的敏感度为36.7%, 特异度为

100%, PPV为100%, NPV为44.1%; CA19-9敏
感度为16.7%, 特异度100%, PPV 100%, NPV 
37.5%; 二者联合检测敏感度40.0%, 特异度

100%, PPV 100%, NPV 45.5%(表4-6).
2 .6  T U S C4和C E A、C A19-9在诊断大肠癌

价值的比较 TUSC4阴性与CEA、CA19-9、
CEA+CA19-9比较, 其特异度和PPV无统计学差

异(P >0.05), 其敏感度和NPV明显高于后者(P  = 
0.000, 表7).

3  讨论

大肠癌是一种常见恶性肿瘤, 随着生活水平的

提高, 生活习惯的改变, 大肠癌的发病有逐年增

高的趋势, 大肠癌的病死率在美国上升到恶性

肿瘤死亡率的第3位, 在中国上升到恶性肿瘤死

亡率的第5位. 尽管近些年临床对大肠癌的诊治

水平有明显提高, 但手术仍旧是主要的治疗方

法, 若早期发现并进行手术治疗, 可以大大提高

肿瘤患者的生存率, 因此治疗癌症的关键是早

期诊断.
大肠癌常用的筛查方法有: 便潜血检测、

血液肿瘤标志物检查、X线钡剂灌肠检查、结

肠镜检查等. 较新的大肠癌筛查方法有: PET/
CT、外周血或粪便基因检查、胶囊内镜检查

等. 其中, 内镜检查或其他影像学检查均具有侵

袭性或费用高等缺点, 无法针对普通人群进行

大规模的筛查. 便潜血的检测虽然简单, 取材方

便, 是大规模筛查的首选方法[3], 但是其影响因

素较多, 且需在肿瘤形成后破溃出血的情况下

才能检测到阳性结果. 目前, 外周血或粪便的基

因检测受到越来越多的关注. 利用基因技术筛

查可大大提前早期大肠癌的确诊时间, 甚至在

出现典型病理变化之前就可明确诊断.
在结肠癌的发生和发展过程中伴有显著的

表 3 不同部位、分化程度和Dukes分期大肠癌的外周血TUSC4缺失检测结果

     
  n   -   + 缺失率(%)   χ2值   P 值

部位 2.997 0.083

    直肠 38 26 12     68.4

    结肠 45 38   7     84.4

分化程度 1.770 0.413

    高 30 22   8     73.3

    中 41 34   7     82.9

    低 12   8   4     66.7

Dukes分期 0.416a

    A+B 78 60 18     76.9

    C+D   5   4   1     80.0

合计 83 64 19     77.1

aFisher's Exact Test.

■创新盘点
本研究发现在大
肠癌癌变过程中, 
外周血TUSC4基
因缺失率明显上
升, 其敏感性和特
异性明显高于传
统的肿瘤标志物, 
因此在大肠癌的
早期筛查中可能
具有重要意义.

表 2 外周血TUSC4缺失对腺瘤型息肉和大肠癌的诊断价值

     
分组     n  -    +

缺失

率(%)
   χ2值   P值

(-)敏感度%

   (95%Cl)

(-)特异度%

  (95%Cl)

 (-)PPV%

 (95%Cl)

  (-)NPV%

  (95%Cl)

结肠镜正常组 117 17 100 14.5

腺瘤型息肉组   38 17   21 44.7 15.280b 0.000  44.7

(28.9-60.5)

 85.5

(79.1-91.9)

 50.0

(33.2-66.8)

 82.6

(75.8-89.4)
大肠癌组   83 64   19 77.1 12.343d 0.000 77.1

(68.1-86.1)

 85.5

(79.1-91.9)

 79.0

(70.1-87.9)

 84.0

(77.4-90.6)
合计 238 98 140

bP<0.01 vs  结肠镜正常组; dP<0.01 vs  腺瘤型息肉组.
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基因改变. 其中, 原癌基因(如K-ras等)和肿瘤抑

制基因(如APC, P53, DCC, DPC1, Bim等)的突变

在结肠癌发生中起重要作用. 很多学者在大肠

癌患者外周血和粪便中检测到了原癌基因[4,5]的

表达和肿瘤抑制基因的失活, 并发现这种诊断

方法比结肠镜检查有更高的特异性和敏感性.
TUSC4基因是Lerman等[1]从人3号染色体

短臂上克隆得到的一种抑癌基因, 定位于人染

色体3p21.3区, 其cDNA全长1 351 bp, 有11个外

显子和10个内含子, 编码380个氨基酸的蛋白质, 
从低级生物酵母到人类都具有一个高度保守的

序列. 人类TUSC4基因表达于许多正常组织(包
括心脏、脑、骨骼肌、肝脏、肾脏、胰腺和肺

等), 在多种上皮性肿瘤组织中的表达明显降低

(如肺癌 [6]、肝癌 [7]、食管癌 [8]、鼻咽癌 [9]、乳

腺癌、肾细胞癌和卵巢癌等). 研究发现该基因

的失活与多种肿瘤的发生、发展关系密切, 但
其具体的机制尚不清楚. 该基因可能具有参与

D N A错配修饰、调控细胞周期信号转导以及

诱导细胞凋亡的生物学功能, 其作用机制可能

与TUSC4启动子区纯合子缺失和微卫星不稳定

性[10,11]有关, 可能使该基因的表达下调, 并改变

了该基因的功能, 这一改变已通过Northern blot
获得证实[12]. Li等[2]分析了8种肾癌细胞株, 发现

肾癌细胞中TUSC4基因不存在DNA甲基化, 因
此推测, TUSC4基因的失活可能与DNA甲基化

无关. Kurata等[13]认为TUSC4是一种新的PDK1
相关蛋白, 在调节Src/PDK1信号途径和细胞对

多种抗癌化疗药的敏感性方面起到重要作用.
本研究应用常规PCR法, 通过检测TUSC4基

■应用要点
大肠癌的早期筛
查对提高人群生
存 质 量 具 有 重
要 意 义 ,  外 周 血
TUSC4基因的缺
失检测为早期筛
查提供了新的分
子生物学标记.

表 6 外周血CEA+CA19-9在大肠腺瘤型息肉和大肠癌中的检测结果

     
分组   n 阳性数n (%) 敏感度%(95%Cl) 特异度%(95%Cl) PPV%(95%Cl)   NPV%(95%Cl)

结肠镜正常组 15   0

腺瘤型息肉组 20   0   0.0(0.0-17.0) 100(78.0-100.0)     - 42.9(26.0-61.0)

大肠癌组 30 12(40.0) 40.0(23.0-59.0) 100(78.0-100.0) 100(74.0-100.0) 45.5(28.0-64.0)

表 7 外周血DNA TUSC4缺失与CEA、CA19-9诊断大肠癌价值的比较

     
 敏感度%(n )        χ2(P )值     特异度%(n )  P值1      PPV%(n )   P值1     NPV%(n )        χ2(P )值

TUSC4缺失 77.1(64/83)   85.5(100/117)   79.0(64/81) 84.0(100/119)

CEA 36.7(11/30)b 16.147(0.000) 100.0(15/15) 0.216 100.0(11/11) 0.207 44.1(15/34)b 22.570(0.000)

CA19-9 16.7(5/30)b 33.857(0.000) 100.0(15/15) 0.216 100.0(5/5) 0.578 37.5(15/40)b 32.388(0.000)

CEA+CA19-9 40.0(12/30)b 13.779(0.000) 100.0(15/15) 0.216 100.0(12/12) 0.114 45.5(15/33)b 20.879(0.000)

bP<0.01 vs  TUSC4缺失. 1Fisher's Exact Test.

表 4 外周血CEA在大肠腺瘤型息肉和大肠癌中的检测结果

     
分组   n 阳性数n (%) 敏感度%(95%Cl) 特异度%(95%Cl) PPV%(95%Cl)   NPV%(95%Cl)

结肠镜正常组 15   0

腺瘤型息肉组 20   0   0.0 100(78.0-100.0)     - 42.9(26.0-61.0)

大肠癌组 30 11(36.7) 36.7(20.0-56.0) 100(78.0-100.0) 100(72.0-100.0) 44.1(27.0-62.0)

表 5 外周血CA19-9在大肠腺瘤型息肉和大肠癌中的检测结果

     
分组   n 阳性数n (%) 敏感度%(95%Cl) 特异度%(95%Cl) PPV%(95%Cl)   NPV%(95%Cl)

结肠镜正常组 15 0

腺瘤型息肉组 20 0   0.0(0.0-17.0) 100(78.0-100.0)     - 42.9(26.0-61.0)

大肠癌组 30 5(16.7) 16.7(6.0-35.0) 100(78.0-100.0) 100(48.0-100.0) 37.5(23.0-54.0)
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因在大肠癌和癌前病变中外周血DNA中的缺失

情况, 旨在寻找新的大肠癌分子肿瘤标志物, 为
大肠癌的筛查与早期诊断提供新的依据. 在检

测过程中, 我们应用了DNA的内参β-actin作为

参照, 这样就最大限度地避免了其他因素造成

的PCR扩增阴性结果对本研究的影响.
本研究发现, 在结肠镜正常组、腺瘤型息

肉组和大肠癌组中, 外周血DNA TUSC4缺失

率依次上升(分别为14.5%, 44.7%和77.1%), 3
组之间互相均有显著性差异(P  = 0.000), 说明

在大肠癌发生发展过程中TUSC4基因即出现

缺失的趋势, 在癌前病变即有近一半的患者出

现该基因缺失. 值得高度关注的是, 在正常对

照组中, TUSC4基因缺失者有肿瘤家族史者占

47.1%(8/17), 其中41.2%(7/17)有大肠癌家族史. 
这些患者作为高危人群, 出现TUSC4基因的缺

失是否是发生肿瘤的高危信号, 还有待于密切

的随访. 同时我们还发现, TUSC4基因缺失与

大肠癌发生部位和分化程度无关, 因此推测该

基因缺失是肿瘤发生的早期事件, 这更值得我

们进一步关注该基因在肿瘤发生中的重要作

用. 该基因的缺失还和大肠癌的Dukes分期无

关(A、B期与C、D期缺失率无显著差异, P  = 
0.416), 这表明, 本研究所检测到的基因缺失能

代表外周血淋巴细胞DNA(即胚系)所携带的突

变, 而不是外周血中肿瘤细胞DNA所携带的突

变, 这为进一步研究该基因在肿瘤发生和发展

中的作用提供了依据.
外周血肿瘤标志物CEA、CA19-9一直是大

肠癌传统的筛查和判断预后的指标[14,15], 本研究

将TUSC4基因缺失与CEA、CA19-9在诊断大肠

癌的价值做比较, 发现二者特异度和PPV无统计

学差异(P >0.05), 而TUSC4基因缺失的敏感度和

NPV明显高于CEA和CA19-9(P  = 0.000). 鉴于其

高敏感性, TUSC4基因缺失可作为一个选择性

的基因用于大肠癌的筛查. 但目前尚无其他器

官肿瘤外周血DNA中TUSC4基因缺失情况的资

料, 推测在其他器官肿瘤中也可能有该基因的

缺失, 如果事实如此, 该基因作为大规模筛查肿

瘤的目标基因就有更大的应用价值.
大肠癌的防治已成为大肠癌研究的一大热

点[16], 寻找与大肠癌发生、发展及预后相关基因

和新的干预治疗靶点具有重要意义. TUSC4基因

是一个新发现的肿瘤抑制基因, 该基因在多种

肿瘤中失活, 表明他是参与肿瘤发生、发展的

重要分子. 随着人们对TUSC4基因研究的深入, 

其在肿瘤发生、发展过程中的作用将得到更全

面、更透彻的阐明, 并能在分子水平上为肿瘤

的基因诊断和治疗提供新的思路.
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Abstract
The development of endoscopic techniques 
has allowed us to more clearly observe the fine 
structure of gastric mucosa (gastric pits and mi-
crovessels). Patients with different precancerous 
lesions or early gastric cancer have different mu-
cosal microstructure. Analysis and classification 
of the fine structure of gastric mucosa by endo-
scopic imaging can help improve the diagnosis 
of early gastric cancer. In this paper, we review 
the advances in understanding the fine structure 
of gastric mucosa in patients with early gastric 
cancer by endoscopic imaging.

Key Words: Early gastric cancer; Fine mucosal 
structure; Gastric pit; Microvessel; Endoscope; Di-
agnosis

Wang H, Liu HF. Advances in understanding the fine 
structure of gastric mucosa in patients with early gastric 
cancer by endoscopic imaging. Shijie Huaren Xiaohua Za-
zhi  2010; 18(31): 3327-3331

摘要
随着内镜技术的发展, 胃黏膜表面的微细结构
(胃小凹和微血管)得以更清晰的观察. 各种癌
前病变及早期胃癌, 具有不同的黏膜微细结
构. 研究和分析内镜下胃黏膜微细结构(胃小
凹及微血管)的分型及形态特征, 有利于提高
早期胃癌的诊断率. 本文就早期胃癌的胃黏膜
微细结构形态作一综述. 
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0  引言

近年来, 各种内镜技术的发展, 使得胃黏膜表面

的微细结构(胃小凹和微血管)的研究更加深入. 
当胃黏膜发生病变时, 胃小凹和微血管必然发

生形态学上的改变. 研究和分析早期胃癌内镜

下黏膜微细形态特征是提高早期胃癌诊断率的

有效方法. 本文就内镜下早期胃癌的黏膜微细

形态研究的相关内容综述如下.

1  内镜下胃黏膜微细形态分型

随着内镜技术的发展, 尤其是放大内镜、电子

染色及共聚焦内镜的发展, 内镜医生不仅可以

清晰地观察到胃小凹形态, 还可以观察到微血

管形态. 早在20世纪60-70年代, 日本的学者就

开始应用放大内镜观察研究正常及病态胃黏膜

表面的微细结构及形态特征. 1974年吉井隆博

根据切除胃标本染色实体显微镜的观察, 将胃

小凹的微细结构分为点状及沟状2大类. 1978年
Sakaki等[1]应用放大内镜观察, 将胃小凹, 胃小沟

等微细的胃黏膜结构分为以下4类: A: 点状; B: 
短线状; C: 条纹状; D: 网状. 并认为幽门部小凹

常成条纹状, 而胃体部小凹呈点状, B型改变介

于A、C之间, 而D型多出现在炎症、溃疡等病

变的区域. 黄永辉等[2]将胃小凹形态分为5型: A

www.wjgnet.com

®

■背景资料
近年来, 各种内镜
技术的发展, 使得
胃黏膜表面的微
细结构(胃小凹和
微血管)的研究更
加深入, 但目前关
于早期胃癌的黏
膜微细形态分型
及特征还没有统
一的标准. 研究和
分析早期胃癌内
镜下黏膜微细形
态特征是提高早
期胃癌诊断率的
有效方法. 

■同行评议者
江米足, 教授, 浙
江大学医学院附
属儿童医院儿科



型(圆点状小凹), 主要分布于正常和轻度慢性浅

表性胃炎的胃体及胃底黏膜; B型(线状小凹), 分
布于正常的胃窦黏膜和浅表性胃炎的胃窦黏膜; 
C型(稀疏而粗大的线状小凹), 轻度或中度萎缩

性胃炎的胃黏膜及部分伴有轻度肠上皮化生的

胃黏膜; D型(斑块状小凹), 分布于中重度萎缩性

胃炎及伴有中重度肠上皮化生的胃黏膜; E型(绒
毛状小凹), 分布于重度萎缩性胃炎伴有重度肠

上皮化生的胃黏膜. 袁海峰等[3]研究发现随着黏

膜炎症的发展, E型胃小凹逐渐向一种结构模糊

不清、消失, 排列极度不规则, 病灶与周边界限

不清, 或病灶内出现颗粒状隆起状态演化, 并将

此类细微结构定义为F型, 这一特征提示着异性

增生的出现. Zhang等[4]通过共聚焦显微内镜的

观察将胃小凹分为7型: A型: 圆形开口的圆形小

凹, 分布于正常的胃底腺黏膜; B型: 具有短线状

开口的非连续性断短棒状小凹, 分布于慢性胃

炎的胃体黏膜; C型: 具有裂隙样开口的连续性

短棒状小凹, 分布于正常的幽门腺黏膜; D型: 延
长或扭曲的树枝样小凹, 分布于慢性胃炎的胃

窦黏膜; E型: 小凹数目减少, 小凹明显扩张, 分
布于慢性萎缩性胃炎黏膜; F型: 出现杯状细胞, 
绒毛样外观, 分布于肠上皮化生黏膜; G1型: 正
常的胃小凹消失, 出现弥漫性的异性细胞, 见于

印戒细胞癌或低分化管状腺癌; G2型: 正常的胃

小凹消失, 出现异性腺体, 见于分化型管状腺癌. 
Nakayoshi等[5]采用放大内镜对胃黏膜血管

研究后, 将胃黏膜微血管变化分为4型. A型: 未
见黏膜微血管; B型: 海星状; C型: 细网状或螺旋

状; D型: 不规则或粗大新生血管. 幽门螺杆菌关

性胃炎在放大内镜下多表现为: A型微血管改变; 
B型微血管改变仅在正常胃黏膜或良性病变中

出现; C、D型微血管改变均出现在癌中. 其中

C型多见于分化型癌, D型多见于未分化型癌. 
Tahara等[6]将胃黏膜微细形态分为4型: 正常型: 
小的、圆点状小凹, 具有规则的上皮下毛细血管

网; A型: 轻微增大的圆点状小凹, 上皮下毛细血

管网模糊或不清; B型: 明显增大的、卵圆形或

延长的小凹, 不规则的血管密度增大; C型: 边界

清晰的卵圆形或绒毛状小凹, 同时出现清晰的蜷

曲、蜿蜒的血管. 随着电子染色技术发展, 微血

管形态的观察变得更加直观、清晰. 研究早期胃

癌胃小凹及微血管形态特征是目前研究的方向.

2  胃黏膜癌前病变及早期胃癌的内镜下黏膜微

细形态研究

2.1 胃癌前病变黏膜微细形态 目前癌发生学中
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普遍认为胃癌是由慢性胃炎-萎缩性胃炎-肠上

皮化生-不典型增生发展而来, 这一系列变化称

为Correa序列. 研究和分析癌前病变包括萎缩、

肠化、不典型增生, 尤其是不典型增生的黏膜

微细形态特征, 有利于研究早期胃癌黏膜微细

形态特征. 不典型增生在放大内镜下有3种直接

征象: (1)轻度凹陷伴细微结构消失或呈不规则

的细微小凹, 病变较大时在内镜下形似糜烂; (2)
轻度隆起伴细微结构消失或呈不规则的细微小

凹, 病变较大时在普通内镜下形似结节样的轻

度隆起; (3)平坦而细微结构消失或粗糙紊乱. 间
接征象为其周边呈现中重度肠化生的D、E型
小凹. 关于放大内镜对不典型增生的诊断仅描

述了凹陷或轻度隆起伴细微结构消失两种形态

学改变[7]. 有些不典型增生病变在放大内镜下仅

表现为表面黏膜细微结构消失或粗糙紊乱的平

坦区域. 凹陷或隆起的不典型增生病变中也发

现并非均呈现完全的无结构区, 而是有部分表

现为不规则的细微小凹. 黄永辉等[8]制定了胃小

凹形态基本分型: A型为圆点状; B型为线状; C
型为稀疏而粗大的线状; D型为斑块状; E型为

绒毛状. 在此基础上制定放大胃镜的诊断分型

及放大胃镜对胃黏膜萎缩、肠化生和不典型增

生的判断标准: Ⅰ型即无肠化生无不典型增生

的胃黏膜, 包括Ⅰa: 圆点状小凹; Ⅰb: 线状小凹; 
Ⅰc: 稀疏而粗大的线状小凹; Ⅰd: 斑块状小凹. 
Ⅱ型即肠化生胃黏膜, 包括Ⅱa: 线状小凹伴美

蓝着色; Ⅱb: 稀疏而粗大的线状小凹伴美蓝着

色; Ⅱc: 斑块状小凹伴美蓝着色; Ⅱd: 绒毛状小

凹. Ⅲ型即不典型增生胃黏膜, 包括Ⅲa: 轻度凹

陷伴细微结构消失或呈不规则的细微小凹; Ⅲb: 
轻度隆起伴细微结构消失或呈不规则的细微小

凹; Ⅲc: 平坦伴细微结构消失或粗糙紊乱. 放大

胃镜判定标准: 萎缩: 小凹增宽, 分布稀疏, 色泽

浅淡, 小凹形态呈现C、D或E型. 肠化生: 低倍

放大时呈颗粒状不平或鱼鳞状, 高倍放大时符

合上述Ⅱ型标准. 不典型增生: 符合上述Ⅱ型标

准并结合放大胃镜下的间接征象进行诊断. 研
究发现, 胃黏膜萎缩主要表现为胃小凹粗大而

分布稀疏, 肠化生表现为C、E、D型小凹形态

伴亚甲蓝着色阳性, 不典型增生表现为轻度凹

陷、隆起或平坦性病变伴细微结构消失、细微

小凹或细微结构粗糙紊乱.
2.2 早期胃癌的胃黏膜微细形态 随着各种内镜

技术不断应用于临床, 内镜医师得以观察和研

究早期胃癌的黏膜微细形态. 目前临床上常用
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的内镜技术包括放大内镜、窄带成像技术(nar-
row-band Imaging, NBI)、富士能智能电子分光

技术(fuji intelligent color enhancement/fujinon in-
telligent chromoendoscopy, FICE)及共聚焦内镜, 
其在表现早期胃癌的黏膜微细形态上有各自的

特点.
2.2.1 放大内镜下早期胃癌胃黏膜微细形态: 放
大内镜可以将胃黏膜的图像放大几十倍甚至上

百倍, 有利于观察黏膜细微结构包括胃小凹及

微血管形态. 放大内镜可以通过观察胃黏膜的

细微结构对病灶进行良、恶性鉴别, 预测其恶

性程度和分期. 条纹状、网格状的小凹以及肿

瘤血管的出现和集合静脉、真毛细血管网的消

失为放大内镜下早期胃癌的特征性改变. 放大

内镜下的微血管变化有助于胃黏膜内癌的分化

程度的判断. 在分化型, 癌变区界限清楚, 癌变

区上皮下毛细血管和集合静脉消失, 并出现大

小、外形和分布不规则的肿瘤微血管. 在未分

化型, 癌细胞向黏膜深层侵袭而不破坏表层上

皮, 因此可观察到上皮下的毛细血管. 对肿瘤浸

润深度的判断, 一般认为黏膜下癌影响集合静

脉和真毛细血管形态的程度与固有层内癌细胞

的密度有关, 黏膜内癌对集合静脉和真毛细血

管的影响相对要小些. Tajiri等[9]应用放大胃镜观

察早期胃癌, 隆起型呈现粗糙的和不规则的黏

膜形态, 凹陷型早期胃癌黏膜微细结构破坏或

消失、出现异常的毛细血管. Nakayoshi等[5]将胃

黏膜微血管变化分为4型, 其中C型(细网状或螺

旋状)、D型(不规则或粗大新生血管)微血管改

变均出现在癌中, 且C型多见于分化型癌, D型多

见于未分化型癌. Totiba等[10]根据黏膜表面的微

细结构分为4类: 圆点状、条纹状、棒状及无定

形. 以此为基础将凹陷性胃病变表面的微细结

构分为以下4种(d-depression, 凹陷性病变): (1)
不规则突出型(dIP): 表现为不规则隆起; (2)正常

乳头型(dN): 具有与非病变区相类似的圆点状

或棒状结构; (3)假乳头型(dP): 具有比非病变区

粗大的圆点状、条纹状或棒状结构; (4)不定形

型(dA): 外观平坦, 其中可见微血管. 通过与病

理对比, dIP仅在胃癌出现, dN在良性糜烂及胃

癌出现, dP在开放型溃疡及胃癌出现, dA在所有

凹陷性病变中出现, dIP、dN、dP多见于低分化

癌, 几乎所有的分化型癌及未分化型癌均可见

dA. 在dA微细结构中可见到特征性的微血管, 其
形态分6种(v-vessel, 血管): (1)vS: 沙粒状; (2)vF: 
栅栏状; (3)vRN: 圆网状; (4)vFN: 椭圆形网状; 

(5)vB: 血管伴有不规则口径的分支; (6)vC: 血管

呈螺旋状, 口径不规则. 通过与病理对照, vS、
vF仅在良性病变中出现, vS出现在良性糜烂, vF
出现在溃疡瘢痕; vRN、vFN、vB、vC均出现

在癌中, 其中vRN及vFN多见于分化型癌, 而vB
和vC多见于未分化型癌, 特别是vFN仅见于分化

型癌, vC则仅见于未分化型癌.  
2.2.2 NBI下早期胃癌内镜下微细形态: NBI的基

本原理是通过RGB滤光器将传统的电子内镜使

用的氙灯照明光(白光)的宽带光谱中的宽带光

波进行过滤, 仅留下415、540和600 nm波长的

蓝、绿、红色窄带光波. 因窄带光波波长包含

在血红蛋白可吸收光波波长范围内, 且难以扩

散, 能被血液吸收, 能够增加黏膜上皮和黏膜下

血管模式的对比度和清晰度. 不同波长的窄带

光波穿透胃肠道黏膜的深度不同, 蓝色波段(415 
nm)穿透较浅, 被黏膜表面的毛细血管反射, 使
黏膜表层毛细血管呈褐色; 红色波段(600 nm)
可深达黏膜下层, 用于显示黏膜下层的集合血

管, 使黏膜下小血管呈绿色; 绿色波段(540 nm)
的穿透能力介于上述两种光波之间, 能较好地

显示中间层的血管. Yao等[11]在窄带成像放大内

镜(narrow-band imaging system with magnifying 
endoscopy, NBI-ME)下观察黏膜内胃癌的微小

血管像特征, 可见分化型癌微小血管像有如下

特点: (1)排列规则, 上皮下毛细血管网(subepi-
thelial capillary network, SECN)结构消失; (2)分
界限存在; (3)不规则微血管结构. 未分化型癌为

微血管结构减少或消失. 八尾等对分界限存在, 
SECN消失和不规则微血管结构进行比较, 慢性

胃炎分别24.3%、31.3%、0.7%, 早期胃癌分别

94.1%、100%、98.0%. 分化型癌细胞在腺管内

形成, 间质内微血管增生, 其密度高于正常黏膜

微血管, 血管直径大小不等或不规则微血管增

生; 未分化型癌细胞在黏膜肌层内形成, 破坏微

血管和正常黏膜结构, 表面微血管明显减少或

呈皱绸样血管[12]. Nakayoshi等[5]认为分化型癌表

现为细网结构, 未分化型癌为螺旋状结构. 前者

与组织病理相符率达72%, 后者为86%. Ezoe等[13]

通过NBI-ME内镜系统与单纯放大白光内镜对

胃黏膜小凹陷型病变(SDLs)的诊断, 进行了前

瞻性研究后发现, NBI-ME能够更精确地诊断胃

SDLs病变. 在研究中规定: (1)若同时存在明确的

边界线(demarcation line, DL)和不规则微血管结

构(irregular microvascular pattern, IMVP), 则诊

断为癌; (2)若DL或IMVP模糊难以辨认, 则诊断

■创新盘点
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内 镜 下 ,  包 括 放
大内镜、N B I、
FICE技术及共聚
焦内镜下早期胃
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态特征.

■应用要点
本文总结早期胃
癌黏膜的内镜下
微 细 形 态 特 征 , 
提高早期胃癌诊
断率.
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不确定; (3)若DL和IMVP两者一个或都不可见, 
则诊断为非癌性病变. 结果NBI-ME诊断的准确

性、敏感性明显高于单纯放大白光内镜(79% vs  
44%, P  = 0.001; 70% vs  33%, P = 0.005).  
2.2.3 FICE下早期胃癌胃黏膜微细形态: FICE
又称作多带显像(multiple band imaging, MBI)
或计算机虚拟色素内镜(computed virtual chro-
moendoscopy, CVC), 是由日本Chiba大学Yoichi 
Miyake发明, 他与NBI不同, 他通过电子分光技

术将彩色C C D采集到得不同色彩元素进行分

解、纯化, 根据内镜主机预设置的参数, 从白光

显像的全部光谱信息中抽提出相应信息后进行

图像再合成, 可提供400-600 nm间任意波长组

合的图像处理模式, 并能通过位于内镜操作部

的按键快速切换. 波长组合亦可根据操作者的

喜好及经验进行个性化调整, 并可为每位操作

者预存10组不同参数, 以期达到最佳的观察效

果. 目前对于早期胃癌采用何种波段组合观察

为最佳尚无统一认识. Pohl等[14]对比后发现使用

B波段波长较短的组合可同时对黏膜凹陷及血

管纹理进行有效观察, 其提出3个波长组合包括

R = 500 nm、G = 445 nm、B = 415 nm, R = 500 
nm、G = 470 nm、B = 420 nm与R = 500 nm、G 
= 480 nm、B = 420 nm, 其中又以R = 500 nm、

G = 480 nm、B = 420 nm观察效果最好. 毛利等

总结发现使用530 nm附近的光波对浅表凹陷型

早期胃癌的边界诊断价值最大. 吴云林等[15]在

应用FICE技术辅助筛查早期胃癌的工作中发现, 
FICE技术对检出扁平隆起病变、判断浅凹陷性

或黏膜糜烂病变的浸润边界及色泽改变、可疑

病变处黏膜小凹的形态改变、黏膜下新生血管

的观察等有较明显的辅助作用. 
2.2.4 共聚焦激光显微内镜下早期胃癌胃黏膜微

细形态: 共聚焦激光显微内镜是在普通内镜的

头端安装一个共聚焦激光显微镜组织中的荧光

经激光激发后汇聚在焦平面上, 依次在组织的

不同层面上得到光学横断面图像, 即“光学切

片”, 共聚焦显微镜将内镜图像放大1 000倍, 不
仅可以观察到消化系黏膜组织和细胞, 而且可

以观察到黏膜层内的毛细血管网等间质结构, 
这一新技术也被誉为“光学活检技术”. 激光

显微内镜(confocal laser endomicroscopy, CLE)
检查被称为“光学活检”. Zhang等[4]通过共聚

焦显微内镜的观察将胃小凹分为7型: 其中G1
型: 正常的胃小凹消失, 出现弥漫性的异性细胞, 
见于印戒细胞癌或低分化管状腺癌. G2型: 正

常的胃小凹消失, 出现异性腺体, 见于分化型管

状腺癌. 应用共聚焦内镜可以在体内实时观察

毛细血管网的形态, 共聚焦图像可以清晰地显

示微血管网细微的变化, 包括血管管径、血管

壁, 甚至血细胞都可以辨认. 刘红等[16]将共聚焦

图像微血管形态改变分化3型: Ⅰ型: 微血管数

目增多, 粗细不等, 排列不规则; Ⅱ型: 微血管数

目减少, 排列不规则; Ⅲ型: 规则排列的微血管

网, 呈蜂窝状或线圈状, 沿胃小凹排列. Ⅰ型微

血管形态预测高分化早期胃癌的敏感度、特异

度、准确度、阳性预测值和阴性预测值分别为

70.0%、95.2%、87.1%、87.5%和87.0%. Ⅱ型微

血管形态预测低分化早期胃癌的敏感性、特异

性、准确度、阳性预测值和阴性预测值分别为

83.3%、96.0%、93.5%、83.3%和96.0%.

3  结论

深入研究早期胃癌黏膜的内镜下微细形态特

征, 是提高早期胃癌诊断率的有效方法, 但目前

关于早期胃癌的黏膜微细形态分型及特征还没

有统一的标准. 虽然各种内镜技术在观察胃黏

膜微细形态上有其独特优势, 但是目前仍没有

一种内镜技术能代替组织学诊断确诊早期胃癌. 
放大内镜可以清晰地观察到早期胃癌胃小凹及

微血管形态结构, 电子染色技术包括NBI及FICE
技术不但使黏膜形态更加清晰, 并且在显示微

血管形态上具有独特价值. 共聚焦显微内镜在

观察早期胃癌黏膜微细形态甚至可以达到细胞

水平. 放大内镜、NBI和FICE技术能清晰的展现

黏膜的微细形态, 但仅局限于黏膜表层. 共聚焦

内镜能观察到细胞变化, 有望到达组织学诊断

水平, 但目前其扫描深度为250 µm, 仍限于黏膜

层, 不能对早期胃癌的浸润深度进行客观的判

断. 根据内镜技术的不同特点, 有效的联合应用, 
使其在表现早期胃癌的黏膜微细形态特点上互

补, 这是目前提高早期胃癌诊断率的有效措施. 
如果能够对图像进行同步三维重建, 并根据需

要行数字减影技术, 立体显示胃黏膜微细结构

的变化, 或许是内镜技术的发展方向. 
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Abstract
Urotensin II (UII), a vasoactive peptide with struc-
tural similarity to somatostatin, is the most potent 
vasoconstrictor known in systemic resistance ves-
sels and has multiple biological effects related to 
a variety of human diseases. Numerous studies 
have found that UII and its receptor (UT) play an 
important role in the pathogenesis of portal hyper-
tension. This paper reviews the recent advances 
in understanding the role of the UII/UT system in 
the pathogenesis of portal hypertension.

Key Words: Urotensin II; Urotensin II receptor; Cir-
rhosis; Portal hypertension

Liu DG, Wang Y. Advances in understanding the role of 
the UII/UT system in the pathogenesis of portal hyperten-
sion. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(31): 3332-3337

摘要
尾加压素Ⅱ(urotensin Ⅱ, UⅡ)是一种生长抑

素样环肽, 是目前发现的最强的缩血管物质, 
其生物学作用多样, 与多种疾病密切相关. 越
来越多的研究发现UⅡ及其受体(urotensin Ⅱ
receptor, UT)系统与肝硬化门脉高压症密切相
关, 本研究就UⅡ/UT系统在肝硬化门脉高压
症中的研究进展作一总结. 

关键词: 尾加压素Ⅱ; 尾加压素Ⅱ受体; 肝硬化; 门

脉高压症
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0  引言

肝硬化门脉高压症形成的机制主要是肝内阻力

增加和门脉血流量增多. 肝内阻力增加是始动

因素, 其原因主要分机械性和动力性因素, 机械

性因素是不可逆的, 而动力性因素是可逆的[1,2]. 
血管活性物质可以解除或是减弱这种可逆性的

因素[3]. 尾加压素Ⅱ(urotensinⅡ, UⅡ)是有效的

血管活性物质, 在肝硬化门脉高压症病理生理

改变中起重要作用[4]. UⅡ需与其受体(urotensin 
Ⅱ receptor, UT)结合才能发挥各种生物学作用[5]. 
近来研究发现UⅡ/UT系统参与肝硬化门脉高压

症的发病并可能成为新的潜在的治疗靶点[6]. 

1  UⅡ的化学结构及生物学活性

1.1 UⅡ的化学结构及分布 UⅡ最早是1985年自

硬骨鱼的脊髓尾部神经分泌系统分离出来的一

种生长抑素样环肽, 属于神经肽范围, 是迄今发

现的体内最强缩血管活性物质[7]. 人类UⅡ由11个
氨基酸组成, 相对分子质量为1 388, 编码UⅡ的基

因位于1p36, 有5个外显子[8]. 1999年Ames等首次

报道人体内一种孤儿G蛋白偶联受体14(G protein 
coupled receptor, GPR14)是UⅡ的特异性受体, 后
更名为UT. UⅡ与UT结合后导致细胞内钙离子浓

度升高, 引起多种生物学作用[9-11]. UⅡ/UT主要分

布于心血管和神经系统[12,13], 随着研究深入, 还
发现其分布广泛、生物学活性多样, 他能够作

用于多系统、多器官, 发挥多种生物学效应[14].  

®
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1.2 UⅡ的生物学活性 UⅡ的生物学作用多样, 与
心血管疾病[15-18]、糖尿病[19,20]、肾脏疾病[18,21,22]

等多种疾病密切相关. 最近研究发现其在肝硬

化门脉高压症中起重要作用. UⅡ参与肝硬化

门脉高压症的生物学作用主要包括血管活性作

用、丝裂原活性及纤维化作用, 其中血管活性

性质研究最多, 资料最充分. 近年来其丝裂原活

性及纤维化作用越来越受到人们重视. 
1.2.1 血管活性功能: UⅡ的血管活性作用分为收

缩血管作用及舒张血管作用, 由GPR14介导, 经
Rho-A/Rho-kinase途径激活平滑肌细胞导致血

管收缩[23,24], 经内皮型一氧化氮合酶(endothelial 
constitutive NO synthase, eNOS)信号通路激活内

皮细胞导致血管舒张[11]. UⅡ的血管活性作用因

种属、解剖位置、血管大小不同, 其生理作用

可出现相反的结果, 其机制仍待进一步研究. 如
UⅡ可引起全身阻力血管收缩, 其缩血管作用为

内皮素的10余倍[5], 而UⅡ对大鼠肠系膜血管、

人腹部阻力血管是舒张作用[25,26]. UⅡ可引起啮

齿类动物大静脉收缩, 而对人肺静脉是舒张作

用[26]. 离子渗透方法发现UⅡ可引起健康人血管

舒张, 而引起高血压和慢性心衰患者血管收缩. 
这种差异可能与上述患者内皮细胞损伤, 不能

产生舒张血管的物质有关[27]. 肝硬化门脉高压患

者肝窦内皮细胞受损, 窦周系统不能产生舒张

血管物质一氧化氮(nitric oxide, NO)导致窦周阻

力增加, 而肝硬化时肝内阻力的增加主要来源

于肝窦[28-31]. 
1.2.2 促增殖及促纤维化作用: 随着对UⅡ丝裂

原活性及纤维化活性的深入研究, 发现UⅡ是

一种内源性丝裂原. 有研究报道UⅡ可引起血

管平滑肌细胞和内皮细胞增殖分化, 加速巨噬

细胞泡沫细胞的形成, 刺激心肌细胞肥大, 并
上调转化生长因子β(transforming growth factor 
beta, TGFβ)表达而诱导心肌成纤维细胞分泌胶

原[32-34]. 我们前期结果发现肝星状细胞表达UT, 
UⅡ可以促进肝星状细胞增殖, 促进肝星状细

胞Ⅰ、Ⅲ型胶原的合成以及Ⅰ、Ⅲ型胶原和金

属蛋白酶抑制物-1(tissue inhibitor of metallopro-
teinase 1, TIMP-1)mRNA表达. 提示UⅡ可直接

促进肝星状细胞增殖, 促进胶原合成, 抑制胶原

降解而加速肝脏纤维化[35]. 
此外, UⅡ还参与神经系统[36-38]和代谢[39,40]

功能的调节, 是否参与肝硬化门脉高压症的发

病还有待研究.

2  UⅡ与肝硬化门脉高压症的研究

UⅡ参与心力衰竭、高血压、糖尿病、肾脏衰

竭等多种疾病的发生发展[41-43]. 近来研究发现U
Ⅱ与肝硬化门脉高压症有一定关系[6,44-47]. 

最初研究UⅡ与肝硬化门脉高压症的关系

是从临床资料开始的. Heller等[45]研究发现肝硬

化患者血浆UⅡ水平明显高于健康对照组, 与门

脉压力呈正相关. 肝静脉UⅡ水平明显高于门静

脉, 提示肝硬化时UⅡ来源于肝细胞. Kemp等[48]

发现血浆UⅡ水平在肝硬化患者明显升高, 且血

浆UⅡ升高的程度与门脉压力及疾病严重程度

成正比(Child-Pugh分级). UⅡ基线的水平可以预

测肝硬化并发症的发生, 如难治性腹水及患者

的存活率. 
近期研究发现对正常SD大鼠经微量泵持续

注入UⅡ评估其对肝纤维化及门脉高压的作用, 
研究分为正常组, UⅡ低剂量组, UⅡ高剂量组. 
结果发现UⅡ可以剂量依赖性的增加门脉压力, 
UⅡ还可以促进肝脏羟脯氨酸、I型胶原及纤维

化细胞因子, TGFβ1、结缔组织生长因子(con-
nective tissue growth factor, CTGF)等的表达, 提
示UⅡ通过调节内脏血管和体循环的血管舒缩, 
而介导了肝硬化门脉高压时血流动力学的失调, 
此外UⅡ还可以诱导纤维化细胞因子分泌而促

进肝纤维化[49]. 肝星状细胞在肝纤维化过程中

起重要作用, 他的活化决定肝纤维化的形成、

发展与转归, 是肝纤维化的关键环节[50,51]. UⅡ是

一种内源性丝裂原, 具有促增殖作用. 我们研究

发现UⅡ可以促进肝星状细胞增殖, 增加胶原合

成, 抑制胶原降解, 促进细胞外基质沉积, 而发

挥促纤维化作用[35]. 
上述资料提示UⅡ在肝硬化门脉高压症患

者升高, UⅡ还可以通过其血管活性作用、丝裂

原活性、纤维化作用加速肝硬化门脉高压血流

动力学的失调并促进肝纤维化进程而参与肝硬

化门脉高压的病理生理学改变. 
2.1 UⅡ/UT在肝硬化门脉高压症中的肝脏表达 
关于UⅡ/UT分布的一系列研究表明, UⅡ只有

和UT受体结合, 才能完成其生物学效应, 因此检

测正常肝组织和肝硬化肝组织UⅡ/UT表达的变

化, 能进一步阐明UⅡ在肝硬化门脉高压中的意

义. Trebicka等[52]研究发现胆管结扎的肝硬化大

鼠其肝脏表达UⅡ/UT较正常大鼠明显升高, 且
UT在肝脏表达定位于动静脉及胆管的内皮细

胞、库普弗细胞. 我们前期研究也发现肝硬化

门脉高压患者肝脏UⅡ/UT基因水平较正常对照

■研发前沿
目前UⅡ/UT系统
对门脉压力及纤
维化程度的影响
是研究的热点、
重点 ,  UⅡ/UT系
统有望成为肝硬
化门脉高压治疗
的新靶点. 
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人群明显升高, 血UⅡ水平也显著升高且与肝脏

UⅡ mRNA水平呈正相关. 此外, 肝脏UT蛋白表

达也明显升高, 肝脏库普弗细胞、肝窦内皮细

胞表达UT[6], 而这些细胞在肝硬化门脉高压中

发挥重要作用, UⅡ/UT可能通过调节这些细胞

而在肝硬化门脉高压中发挥重要作用. 但Leifeld
等[53]研究肝硬化及暴发性肝炎患者中UⅡ/UT表
达时, 发现UⅡ/UT的表达在肝硬化肝组织和正

常肝组织表达没有明显差异, 这与Trebicka及我

们的研究不一致, 这种差异的可能与以下因素

有关: (1)所选择患者不同; (2)UⅡ是一自分泌和

旁分泌物质[54,55], 推测UⅡ分泌后马上降解; (3)方
法和敏感度不同, 我们分别用基因检测UⅡ/UT
的表达, 免疫组织化学和免疫荧光双标方法检

测UT的细胞定位, Western blot定量分析UT蛋白

表达. (4)除了病因方面的不同, 我们选择的患者

均证实具有门脉高压的存在. 
总之, 目前研究提示肝硬化门脉高压时肝

脏表达UⅡ/UT明显升高, 阻断UⅡ/UT的作用有

望成为治疗肝硬化门脉高压症的新靶点. 
2.2 UT拮抗剂在肝硬化门脉高压中的研究 研究

特异性受体拮抗剂在理解UⅡ/UT的生理作用以

及揭示其治疗潜力方面非常重要. 如同血管紧

张素Ⅱ(angiotensinⅡ, AngⅡ)受体拮抗剂[2,56-58]

和内皮素受体拮抗剂[31,59-63]能够用于门脉高压

的治疗, 尾加压素受体拮抗剂不久将可能为这

种疾病治疗的提供另一种选择[54]. 
2002年 ,  B e h m等 [65 ,66]首先发现生长激

素释放抑制因子(somatos t a t in, SST)拮抗剂

SB-710411, 在离体的大鼠主动脉, 10 μmol/L的
SB-710411能显著地抑制hUⅡ引起的收缩反应, 
但却没有抑制AngⅡ、氯化钾、苯肾上腺素引

起的收缩作用. 随后Patacchini等[67]又发现新的

人类UⅡ受体拮抗剂, 命名为Urantide, 在离体的

大鼠主动脉研究中发现, 其拮抗人类UⅡ的作用

是其他任何化学物的50-100倍. 该拮抗剂能与人

类UⅡ受体高选择性结合, 极低水平时可能产生

激动效能. Palosuran(ACT-058362)[68]是一种新合

成的非肽类UⅡ受体拮抗剂, 具有高度特异性, 
Clozel等证实其能以剂量依赖的方式抑制UⅡ引

起的兔主动脉环收缩, 与人类UⅡ受体的结合能

力明显高于兔UⅡ受体[69,70]. 
关于U T拮抗剂在肝硬化门脉高压症中的

作用已成为国内外研究的热点. 研究发现UT拮
抗剂SB-710411预防给药可以改善CCl4肝硬化

大鼠模型的高动力循环状态, 降低肝硬化大鼠

的肝纤维化评分、肝组织中羟脯氨酸含量、血

肝纤维化指标透明质酸和层粘连蛋白水平, 下
调大鼠肝脏的Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原以及TIMP-1 
mRNA表达, 从而改善肝脏纤维化[35]. 提示UT拮
抗剂SB-710411可以预防肝纤维化, 改善门脉高

压的血流动力学紊乱, 可用于预防肝硬化门脉

高压的发生发展. Trebicka等[52]研究Palosuran对
胆管结扎肝硬化大鼠血流动力学的影响, 结果

发现Palosuran可以增加内脏血管阻力, 降低门脉

血流, 而降低门脉压力, 其机制与上调肠系膜血

管RhoA/Rho-kinase, 增加Rho-kinase活性, 降低

一氧化氮/环磷酸鸟苷(nitric oxide/cyclic guano-
sine monophosphate, NO/cGMP)信号通路, 导致

血管收缩有关. 此外Palosuran可以增加胆管结扎

肝硬化大鼠的肾小球率过滤, 促进水钠排泄. 有
研究发现Urantide对心肌缺血具有保护作用[71], 
但目前尚无Urantide与肝硬化门脉高压的研究

报道.
近来肝硬化门脉高压的治疗取得了重大进

展, 但目前尚无有效的治疗肝硬化门脉高压的

药物, 上述研究提示UT拮抗剂可以降低肝硬化

门脉高压症的门脉压力, 降低纤维化指标, 并促

进水钠排泄, 因而在肝硬化门脉高压症方面具

有潜在治疗作用.

3  结论

肝硬化门脉高压症时UⅡ/UT水平表达增加, U
Ⅱ可加速肝硬化门脉高压血流动力学的失调并

促进肝纤维化进程. 随着研究的深入, UT拮抗剂

可能成为防治肝硬化门脉高压症的重要治疗工

具, 尤其是Palosuran作为一种新合成的特异性

高、与人类UT结合能力强的非肽类化合物, 理
化特性稳定, 用药途径简单, 且已在二期临床用

于治疗糖尿病、肾病, 安全性高, 可用来进一步

研究UⅡ的生理病理特性, 并为肝硬化门脉高压

症的药物治疗提供新的思路. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of transcatheter 
arterial embolization with doxycycline and lipi-
odol on tumor growth and the expression of 
vascular endothelial growth factor (VEGF) and 
matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) in hepatic 
tumors.

METHODS: VX2 carcinoma was implanted in 
the left lobe of the liver of rabbits. Two weeks 
later, 32 tumor-bearing rabbits were randomly 
and equally divided into four groups: normal 
saline group, lipiodol group, adriamycin plus 

lipiodol group, and doxycycline plus lipiodol 
group. Tumor size was measured by CT to cal-
culate tumor growth rate. Tumor necrosis rate 
was assessed pathologically. The expression 
levels of VEGF and MMP-2 in tumors were ex-
amined by immunohistochemistry. The staining 
intensity of VEGF and MMP-2 was evaluated 
with a computer-assisted image analyzer.

RESULTS: One week after treatment, the growth 
of tumors was significantly suppressed in the lipi-
odol group, adriamycin plus lipiodol group, and 
doxycycline plus lipiodol group compared with 
the normal saline group (136.4% ± 42.8%, 125.8% 
± 30.8%, 116.7% ± 25.2% vs 325.3% ± 75.0%, all 
P < 0.05). Tumor necrosis rate was significantly 
higher in the doxycycline plus lipiodol group 
than in the lipiodol group and adriamycin plus 
lipiodol group (84.5% ± 5.2% vs 67.3% ± 8.5%, 
71.4% ± 7.6%, both P < 0.05). The expression of 
VEGF was significantly up-regulated in the lipi-
odol group and adriamycin plus lipiodol group 
compared with the normal saline group (0.164 ± 
0.021, 0.162 ± 0.021 vs 0.141 ± 0.018, both P < 0.05). 
MMP-2 was slightly up-regulated in the lipiodol 
group and adriamycin plus lipiodol group com-
pared with the normal saline group (both P > 
0.05). The expression levels of VEGF and MMP-2 
were significantly lower in the doxycycline plus 
lipiodol group than in the normal saline group 
(0.121 ± 0.019 vs 0.141 ± 0.018; 0.135 ± 0.027 vs 
0.158 ± 0.016, both P < 0.05). There is a positive 
correlation between the expression of MMP-2 
and VEGF.

CONCLUSION: Trancatheter arterial emboliza-
tion with doxycycline and lipiodol can suppress 
tumor growth, increase tumor necrosis, and 
decrease VEGF and MMP-2 expression in im-
planted hepatic VX2 tumors in rabbits.

Key Words: Doxycycline; Implanted hepatic VX2 
tumor; Trancatheter arterial chemoembolization; 
Animal experiment

Zheng SL, Zhang XL, Dong FR, Lei Z, Wang G, Li GC, Xu 
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■背景资料
经导管肝动脉化
疗栓塞术(TACE)
是治疗不能手术
切除原发性肝癌
及转移性肝癌的
主要手段之一, 但
由于术后肿瘤血
管新生等原因, 残
存肿瘤细胞得以
继续生长或转移, 
其远期疗效尚不
理想. 因此, TACE
联合抗肿瘤新生
血管生成将成为
治疗肝癌的重要
手段. 

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科
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摘要
目的: 观察经肝动脉强力霉素与碘油栓塞对
兔V X2肝种植瘤生长、血管内皮生长因子
(VEGF)及基质金属蛋白酶-2(MMP-2)表达的
影响. 

方法: 32只日本大耳白兔肝VX2瘤种植后2 
wk, 随机分为4组: 生理盐水组(A组)、碘化油
栓塞组(B组)、阿霉素+碘化油组(C组)及强
力霉素+碘化油组(D组). 治疗1 wk后, 采用CT
检测肿瘤大小, 计算肿瘤的生长率, 病理观察
肿瘤坏死率, 免疫组织化学方法测定瘤区的
VEGF及MMP-2表达强度, 免疫组织化学分析
采用计算机图像分析系统. 

结果: 治疗1 wk后, 各栓塞治疗组肿瘤生长
受到明显抑制(136.4%±42.8%, 125.8%±

30.8%, 116.7%±25.2% vs  325.3%±75.0%, 均
P <0.05), 组间差异无统计学意义(P >0.05); D
组肿瘤坏死率大于B、C组(84.5%±5.2% vs  
67.3%±8.5%, 71.4%±7.6%, 均P <0.05). B、
C组残余肿瘤区的VEGF表达升高, 高于A组
(0.164±0.021, 0.162±0.021 vs  0.141±0.018, 
均P <0.05); B、C组残留区MMP-2表达强度
与A组相比统计学无显著性意义 .  D组肿瘤
残留区的VEGF及MMP-2表达与A组相比均
减弱(0.121±0.019 vs  0.141±0.018; 0.135±
0.027 vs  0.158±0.016, 均P <0.05), 且VEGF与
MMP-2表达强度之间存在正相关(P <0.05).

结论: 强力霉素与碘油栓塞可抑制肿瘤生长, 
增加肿瘤的坏死率, 降低栓塞后残瘤的VEGF
及MMP-2表达.

关键词: 强力霉素; VX2肝种植瘤; 经肝动脉化疗栓

塞; 动物实验
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0  引言

强力霉素(又称多西环素, doxycycline, DOXY)
是一种经过特殊化学修饰的四环素, 细胞培养

及一些体内实验证实, 其对某些实体肿瘤也有

一定的抑制效应, DOXY能选择性地诱导肿瘤细

胞凋亡, 同时具有降低肿瘤细胞血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)
及基质金属蛋白酶2(matrix metalloproteinases 2, 
MMP-2)表达的作用. 经导管肝动脉化疗栓塞术

(trancatheter arterial chemoembolization, TACE)
是目前非手术治疗肝癌的首选方法, 但TACE的
远期疗效并不令人满意, 术后肿瘤新生血管形

成是影响TACE疗效的重要因素, 肝癌的生长、

转移及癌栓形成与MMP-2及VEGF有密切关系, 
该实验旨在观察栓塞后肿瘤坏死程度, 残存肿

瘤区MMP-2、VEGF的表达及DOXY对其作用的

影响, 为DOXY进一步的临床应用提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 超液态碘化油(含碘38%, 法国Guerbet
公司 ) ;  盐酸阿霉素 (A D M, 浙江海正药业 ) ; 
DOXY(上海源叶生物科技有限公司); 碘普罗胺

(iopromide, 300 gI/L, 德国拜耳公司); 兔VX2瘤
株由辽宁医学院附属第一医院放射线科雷振教

授惠赠. VEGF、MMP-2抗体, 即用型SABC免
疫组织化学染色试剂盒, 均购自北京博奥森生

物技术有限公司. 仪器: GE Lightspeed 16 CT机, 
Siemens AX10-M Artis dTA DSA.
1.2 方法 
1.2.1 兔VX2肝种植瘤模型的建立: 由辽宁医学

院实验动物中心提供健康的日本大耳白兔33只, 
体质量2.5-3.5 kg, 雌雄不限, 取1只做传代兔. 将
VX2冻存块缓慢解冻至室温, 剪碎加适量生理盐

水制成悬液, 注射于传代兔后腿内侧肌肉, 2 wk
后可扣及实性包块, 剥离瘤块取生长活跃的瘤

组织剪成每块约1-2 mm3置于生理盐水中备用, 
各实验兔麻醉后, 开腹直视下暴露肝左叶, 以5F
导管鞘刺破肝包膜约5 mm, 用其内芯推入瘤块

3-5个, 以明胶海绵封堵穿刺通道, 观察穿刺道无

出血后回纳肝脏, 缝合上腹切口. 
1.2.2 分组及处理: 随机将实验动物分为A、B、
C、D 4组, 每组8只, 于植入肿瘤后2 wk, 荷瘤兔

麻醉后仰卧位固定, 兔右侧股动脉根部搏动处

皮肤常规脱毛消毒, 切开皮肤钝性分离暴露股

动脉, 采用3F SP导管经股动脉插至腹腔动脉, 手
推60%碘普罗胺5 mL行腹腔动脉造影, 明确肝

动脉走行，并超选择至肝左动脉, A组: 生理盐

水组, 经导管缓慢注入10 mL生理盐水; B组: 碘
化油栓塞组, 0.3 mL/kg超液态碘化油经导管缓

慢注入, 术中严密观察碘油沉积情况, 生理盐水

冲刷导管后撤出导管; C组: 阿霉素+碘化油栓塞

■研发前沿
随着人们对强力
霉素药理作用认
识的深入, 发现其
还具有抑制肿瘤
细胞生长及转移
的作用, 可能作为
TA C E 的 辅 助 治
疗, 但具体作用机
制尚不十分清楚.
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组: 0.3 mL/kg超液态碘化油与2 mg/kg ADM采

用“泵法”反复混合后制成乳剂, 经导管缓慢

注入; D组: DOXY+碘化油组: 0.3 mL/kg超液态

碘化油与3 mg/kg DOXY, 剂量选择参照甘萍等[1]

的实验研究计算, 其混合及注药方法同C组. 
1.2.3 观测指标及方法: (1)治疗前及治疗后1 wk, 
测量家兔体质量; (2)CT观察肿瘤大小, 测量肿瘤

的长、短径, 肿瘤的体积(V ) = 1/2×a×b2(a为最

大径, b为最小径), 肿瘤生长率(growth rate, GR) 
= (V 治疗后/V 治疗前-1)×100%; (3)CT检查结束后取

肿瘤组织标本, 常规HE染色, 测定肿瘤坏死率, 
肿瘤坏死率 = 坏死区面积(cm2)/肿瘤面积(cm2)
×100%; (4)VEGF、MMP-2免疫组织化学检测, 
VEGF阳性表达表现为肿瘤细胞胞质内的棕黄

色颗粒状染色区, 其判定标准参照吴文娟等[2]报

道的方法, VEGF表达强度采用光密度值表示, 
根据多个光密度值计算得出平均光密度值, 并
计算标准差. 切片厚度、染色及图像采集条件

一致. 免疫组织化学分析采用CIAS-1000型细胞

图像分析系统. MMP-2阳性表达为肿瘤细胞胞

质及间质组织内的棕黄色颗粒状染色区, 分析

方法同VEGF. 免疫组织化学染色采用SP法, 具
体步骤参考说明书进行, 以PBS缓冲液替代一抗

作为空白对照. 
统计学处理 计量资料表达均采用mean±SD, 

组间比较采用单因素方差分析. 两个变量间是否

存在相关, 采用双变量相关分析. 统计学分析使用

SPSS16.0统计软件, P<0.05差异有显著性意义.

2  结果

2.1 体质量、肿瘤生长率及坏死率 治疗后, 各组

动物体质量均有轻度下降, 组间差异无显著性

意义. CT观察肿瘤大小及各碘油栓塞组的碘油

沉积情况, 经栓塞治疗后肿瘤大小均有不同程

度抑制, B、C、D 3组间差异无显著性意义, A组

肿瘤呈几何级数增长. D组肿瘤坏死率高于其他

3组, 差异有显著性意义(表1).
2.2 肿瘤区VEGF及MMP-2表达 VEGF呈弥漫性

或集中表达于几个瘤巢中, 在靠近肿瘤边缘区

域及坏死组织周围的癌巢中表达较强, B、C组

的VEGF表达强度最高; MMP-2表达主要定位于

癌细胞胞质和部分间质组织内, 靠近窦汇区的

癌细胞表达明显. A、B、C组残余肿瘤MMP-2
表达统计学无显著性意义, D组VEGF及MMP-2
表达均减弱(图1), 统计学有显著性差异. VEGF
与MMP-2表达强度之间存在正相关(表2).

3  讨论

随着人们对DOXY药理作用认识的深入, 发现其

尚具有多种非抗生素特性, 如免疫抑制、抗肿

瘤、清除氧自由基等. 近年来研究表明, DOXY
能通过上调Fas/FasL途径[3]及P53依赖途径[4], 抑
制VEGF[5]、MMP-2、9及血管生成拟态结构[6], 
还可通过线粒体依赖途径诱导细胞凋亡, 从而

杀伤多种肿瘤, 并能起到抑制肿瘤细胞复发、

生长及转移的作用, 如前列腺癌、肝癌、血液

系统肿瘤、淋巴瘤、乳腺癌及其骨转移瘤等, 
且抗肿瘤效应具有时间及浓度依赖性. 

TACE是非手术治疗中晚期肝癌及转移性

肝癌的主要手段之一[7], 通过选择性阻断肝癌

的动脉血供而发挥栓塞化疗抗癌作用, 据统计

近期有效率达30%-70%, 但有前瞻性对照研究

表 1 家兔经肝动脉治疗后1 wk各组体质量、肿瘤生长率及坏死率 (mean±SD)

     
分组

                   体质量(kg)                肿瘤体积(cm3)    
生长率(%)

  
坏死率(%)

     治疗前      治疗后      治疗前      治疗后

A组 2.85 ± 0.22 2.72 ± 0.21 1.25 ± 0.32 3.65 ± 0.55c 325.3 ± 75.0c 50.2 ± 9.8c

B 组 2.84 ± 0.20 2.61 ± 0.21 1.27 ± 0.30 1.70 ± 0.37 136.4 ± 42.8 67.3 ± 8.5

C 组 2.83 ± 0.19 2.57 ± 0.20 1.32 ± 0.37 1.74 ± 0.35a 125.8 ± 30.8a 71.4 ± 7.6a

D 组 2.86 ± 0.20 2.60 ± 0.19 1.28 ± 0.43 1.63 ± 0.33a 116.7 ± 25.2a 84.5 ± 5.2ac

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.

表 2 家兔肿瘤经肝动脉治疗后1 wk各组VEGF及MMP-2
的表达强度

     
分组          VEGF       MMP-2    r值   P值

A组 0.141 ± 0.018c 0.158 ± 0.016 0.896 0.003

B组 0.164 ± 0.021 0.161 ± 0.017 0.821 0.013

C组 0.162 ± 0.021a 0.161 ± 0.019 0.857 0.006

D组 0.121 ± 0.019ac 0.135 ± 0.027ac 0.804 0.016

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.

■创新盘点
强力霉素抑制肿
瘤细胞生长、侵
袭的研究多为体
外 研 究 ,  本 实 验
在体研究了强力
霉 素 联 合 碘 油
栓塞对兔VX2肝
种 植 瘤 V E G F、
MMP-2表达的影
响, 强力霉素经肝
动脉给药方式治
疗肝癌未见相关
报道.



www.wjgnet.com

郑石磊, 等. 强力霉素与碘油栓塞对兔VX2肝种植瘤VEGF、MMP-2表达的影响              3341

发现, TACE治疗使肝癌患者的肝外转移率明显

升高, 且转移时间提前[8], 肿瘤新生血管形成是

重要原因之一. VEGF是目前所知作用最强的

一种促血管生长的因子, 经自分泌机制直接作

用于肿瘤细胞, 上调肿瘤细胞MMP的表达来增

加肿瘤细胞的侵袭性[9], 其在诱导肿瘤血管生

成、促进肿瘤生长、侵袭及转移中起着重要作

用. MMP-2降解基底膜和细胞外基质, 为新血管

的形成创造通路, 利于肿瘤细胞通过结缔组织

和血管壁以形成转移灶或癌栓, 加速肿瘤的生

长及转移. VEGF与MMP-2在促进肿瘤血管新

生、肿瘤细胞侵袭及转移方面有相互作用, 本
实验对各组VEGF与MMP-2进行相关性分析, 
发现二者之间均存在正相关关系(P <0.05), 与
郭荣平等[10]的研究结果相同, 原因可能是由于

MMP-2对基质的降解导致微血管密度、分布

发生改变, 而VEGF刺激内皮细胞产生MMP-2, 
引发了基质降解、新生血管形成的连锁反应, 
继而加强了V E G F诱导肿瘤血管新生的能力. 
VEGF及MMP-2在肝癌组织中的表达与肝外转

移、临床分期、门脉癌栓及肿瘤直径相关[11], 所
以, VEGF与MMP-2都是影响肝癌术后复发、转

移及癌栓形成的重要因素. 
本实验栓塞治疗后短期内各组实验兔食欲

下降, 体质量有轻微下降趋势, 可能与栓塞治疗

损伤部分肝功能有关, 后几日逐渐恢复. 镜下观

各栓塞组肿瘤病灶内大部分呈凝固性坏死, 多
数仍可见残余癌巢组织, 新生血管形成是肿瘤

无法完全坏死的重要因素之一, D组肿瘤坏死率

高于其他栓塞治疗组, DOXY通过上调FasL、下

调MMP-2蛋白表达启动Fas/FasL膜受体途径诱

导肿瘤细胞凋亡[12], 可能进一步促进肿瘤坏死. 
栓塞治疗后残瘤区VEGF表达增强, 与A组具有

明显差异(P <0.05), 由于TACE减少了肝癌灶的

血供, 大部分癌细胞处于乏氧状态, 缺氧等局部

微环境的改变是VEGF表达升高的重要因素之

一. B、C组残瘤区MMP-2表达与A组无明显差

异(P >0.05), 说明碘化油及阿霉素对于MMP-2无
明显抑制作用. DOXY联合碘化油栓塞后残余肿

瘤VEGF、MMP-2表达均降低, 与其他3组均具

有明显差异(P <0.05), 主要是由于DOXY具有较

强的Zn2+、Ca2+结合能力, 能与MMP-2酶活性中

心的金属离子结合形成螯合物, 消除其催化活性

位点, 从而在一定程度上抑制了MMP-2表达[13-15]; 
同时也导致VEGF表达的下调, 在肿瘤血管新生

过程中二者之间存在某种协同关系, DOXY具体

通过何种信号传递途径来抑制VEGF的表达尚

需更深入的研究. 
D O X Y联合碘油栓塞治疗 ,  抑制肿瘤区

VEGF、MMP-2表达, 在肿瘤病灶内较长时间存

积, 提高了灭活病变的效能, 其治疗后对肝肿瘤

转移的影响, 我们将进一步行实验观察. 

■应用要点
本研究通过观察
强 力 霉 素 联 合
碘 油 栓 塞 对 兔
VX2肝种植瘤残
存 肿 瘤 V E G F 及
M M P - 2 表 达 的
影 响 ,  发 现 强 力
霉素能够在一定
程度上减少残瘤
组 织 内 V E G F 和
MMP-2表达 ,  为
临床强力霉素联
合TACE治疗肝癌
提供实验依据.

图 1 免疫组织化学示治疗后残存肿瘤区VEGF及MMP-2的表达(×400). A: C组VEGF阳性细胞; B: D组VEGF阳性细胞; C: A

组MMP-2阳性细胞; D: D组MMP-2阳性细胞.

A

C

B

D
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2009 年《世界华人消化杂志》编委审稿总结 

本刊讯 《世界华人消化杂志》(World Chinese Journal of Digestology , WCJD )编辑委员会共计400人, 全部为副

教授及副主任医师以上. WCJD编委会审稿费结算工作于次年01-05开始. 本次统计为2008-01-01/2009-12-31编

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

属医院感染科党双锁教授和福建医科大学附属协和医院消化内科王小众教授并列第一位, 各17篇; 南京医科大

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)

■同行评价
本文创新性较好, 
设计合理, 有一定
的科学价值.
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Abstract
AIM: To clarify the mechanism behind thera-
peutic effects of berberine against secretory di-
arrhea by investigating the effects of berberine 
on basolateral cAMP-activated potassium cur-
rent [IK (cAMP)] in rat colonic crypt cells.

METHODS: Intact colonic crypt cells were iso-
lated using an EDTA solution. The effects of ber-
berine on IK (cAMP) in isolated colonic crypt cells 
were detected using the conventional whole-cell 
patch-clamp technique.

RESULTS: Berberine could significantly inhibit 
IK (cAMP) in rat colonic crypt cells (P < 0.05). At 
concentrations of 50, 100 and 500 µmol/L, ber-
berine reduced IK (cAMP) to 71.43% ± 3.61%, 54.56% 

± 5.13% and 38.66% ± 3.85% of that in control 
cells when depolarizing at +80 mV.

CONCLUSION: Berberine exerts therapeutic 
effects against secretory diarrhea possibly by in-
hibiting IK (cAMP) in rat colonic crypt cells.

Key Words: Berberine; Colonic crypt cell; Patch 
clamp; cAMP-activated potassium current
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摘要
目的: 探讨黄连素对结肠上皮隐窝细胞基底
膜cAMP依赖的钾通道[IK(cAMP)]的影响, 以研究
其治疗分泌性腹泻的机制.

方法: 用EDTA溶液分离结肠上皮隐窝细胞, 
以-60 mV为钳制电压钳制细胞, 20 mV为阶
跃, 用EPC10膜片钳放大器测量全细胞模式下
50、100、500 µmol/L的黄连素对结肠上皮细
胞基底膜IK(cAMP)的影响.

结果: 50、100、500 µ m o l/L的黄连素可
显 著 抑 制 大 鼠 结 肠 上 皮 隐 窝 细 胞 基 底 膜
IK(cAMP)(P <0.05), 且抑制效应具有浓度依赖性. 
当阶跃刺激为+80 mV时, 其IK(cAMP)分别为生
理盐水对照组的78.55%±5.72%, 60.42%±

6.33%, 43.78%±6.47% (P <0.05).

结论: 黄连素能抑制大鼠结肠隐窝细胞基底
膜cAMP依赖的钾通道开放, 这可能是其治疗
分泌性腹泻的机制之一.

关键词: 黄连素; 结肠上皮隐窝细胞; 膜片钳; cAMP
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0  引言

黄连素(又称小檗碱, Berberine, Ber)是从毛莨科
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■背景资料
黄连素即小檗碱, 
在中国及印度被
用做止泻药已有
三千余年的历史, 
中医上他属清热
解毒药, 临床上主
要用于治疗肠道
细菌的感染性疾
病. 近年来国内外
学者研究发现, 黄
连素具有抑制小
肠黏膜分泌的作
用, 但其治疗分泌
性腹泻的相关研
究甚少.
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黄连属植物根状茎中提取的一种异喹啉生物碱, 
是一种作用范围广、价格低廉、使用方便、不

良反应少的止泻药物, 在临床上主要用于治疗

感染引起的分泌性腹泻. 近年来不少研究发现, 
Ber具有抑制肠黏膜分泌的作用[1,2], 但对Ber治
疗分泌性腹泻的离子转运机制不甚明了. 本实

验采用膜片钳技术探讨Ber对大鼠结肠上皮隐窝

细胞基底膜环磷酸腺苷(cyclic adenosine mono-
phosphate, cAMP)依赖的钾通道[IK(cAMP)]的影响, 
以研究其治疗分泌性腹泻的离子转运机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠购自华中科技大学同济医学院. 
黄连素、小牛血清白蛋白购自Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 结肠上皮隐窝细胞的分离: 健康SD大鼠1
只, ♂, 8-12 wk, 断颈处死, 迅速取近端结肠, 沿肠

系膜纵向切开, 用通有体积分数为950 mL/L O2

和50 mL/L CO2的预冷的克-汉二氏溶液(krebs-
henseleit solution, KHS)将组织的黏膜面冲洗干

净, 黏膜面朝下固定在底部铺有硅胶的容器中, 
容器中盛有上述通入混合气的溶液. 在解剖显微

镜下, 将黏膜下层、肌层和浆膜层与黏膜层钝性

分离, 得到上皮层和一些粘连的结缔组织[4]. 将
黏膜剪成1 mm×1 mm的小块, 转入EDTA中7-9 
min, 振荡30 s, 用高钾台式液(high K+ tyrode)收
集, 保存在4 ℃冰箱备用, 实验前用吸管反复吹

打直至液体浑浊, 取上清液即可得到单个结肠

上皮隐窝细胞[5]. 
1.2.2 IK(cAMP)的记录: 取细胞悬液约0.1 mL于细

胞灌流槽中, 放置30 min使细胞自然沉降、贴

壁, PSS灌流20 min. 用IK(cAMP)电极内液[3]充灌玻

璃微电极(上海神经生物研究所). 在倒置显微镜

(IX71-Olympus, 日本)下通过微操纵器(MWO-3 
Narishige, 日本)调节电极封接细胞. 当细胞膜与

玻璃微电极形成高阻封接(封接电阻>1 GΩ)后
电击破细胞膜, 然后分别用PSS(对照组)和含Ber 
50、100、500 µmol/L的PSS灌流, 以-60 mV为钳

制电压钳制细胞, 20 mV为阶跃, 用EPC10膜片

钳放大器(HEKA, Darmstadt, 德国)检测IK(cAMP). 
每次测定一个浓度的Ber后均用PSS洗脱1 min, 
只有当洗脱后其IK(cAMP)才能恢复原来水平, 此数

据才能用于统计[6].
统计学处理 实验结果均以m e a n±S D表

示, 采用单因素方差分析, 用膜片钳数据软件

Clampfit8.0和统计软件SPSS11.5进行统计分析.
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2  结果

Ber对大鼠结肠上皮隐窝细胞基底膜IK(cAMP)的影

响: 在全细胞模式下, 将膜电位钳制在-60 mV, 以
每20 mV阶跃去极化至+80 mV, 维持200 ms, 刺激

间隔为10 s, 记录IK(cAMP)(表1). 在阶跃刺激下, Ber
能显著性抑制IK(cAMP), 其效应呈浓度依赖性, 差异

有统计学意义(n  = 8, P<0.05, 图1). 不同浓度Ber
作用后, 绘出IK(cAMP)电流-电压曲线(图2). 当阶跃

刺激为+80 mV时, 浓度为50、100、500 µmol/L 
Ber作用后的IK(cAMP)与对照组相比, 分别为对照

组的78.55%±5.72%, 60.42%±6.33%, 43.78%±

6.47%, 差异均有显著意义(n  = 8, P<0.05).

3  讨论

Ber是黄连的主要有效成分, 是一种传统的物美

价廉的止泻药物, 主要用于治疗细菌感染引起

的分泌性腹泻. 研究证明, Ber治疗腹泻的机制

有很多, 如Ber是一种广谱抗菌药, 能抑制细菌

对蛋白的合成; Ber可恢复肠道致病菌对抗生素

的敏感性; Ber可通过抑制豚鼠结肠平滑肌细胞

膜钙离子激活钾通道和延迟整流钾通道, 降低

www.wjgnet.com

■相关报道
陈明锴等发现, 黄
连素可抑制豚鼠
回肠正常电解质
分泌, 对霍乱毒素
所致的回肠黏膜
电解分泌亢进亦
有逆转作用, 能有
效地治疗分泌性
腹泻.

PSS

50 µmol/L Ber

100 µmol/L Ber

500 µmol/L Ber

+80 mV

-60 mV

1 nA

50 ms

图 1 Ber对结肠隐窝细胞基底膜IK(cAMP)的作用.

■创新盘点
本实验采用膜片
钳技术研究黄连
素对大鼠结肠上
皮隐窝细胞基底
膜cAMP依赖的钾
通道[IK(cAMP)]的影
响, 以探讨其治疗
分泌性腹泻的离
子转运机制.
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平滑肌的收缩和肠道运动, 治疗动力性腹泻[6]. 
长期以来, 对于Ber治疗分泌性腹泻的机制研究

很多[1,2,7,8], 但其离子转运机制尚不明了. 
细菌毒素引起分泌性腹泻的机制是: 内毒

素先与上皮细胞刷状缘上的受体结合继而激

活了肠黏膜细胞内的腺苷酸环化酶, 使细胞内

第二信使cAMP、环磷酸鸟苷(cyclic guanosine 
monophosphate, cGMP)及钙离子增加, 促进细胞

内一系列酶反应的进行, 使细胞分泌功能大大

强化, 引起水及电解质大量分泌. 大量无蛋白等

渗液及电解质分泌入肠腔, 其碳酸氢根含量是

血浆的2倍, 其氯离子含量是血浆的5倍. 
由此可见, 分泌性腹泻主要是大量阴离子

分泌到肠腔引起的. 而阴离子分泌到细胞外需

要两个前提条件, 即细胞膜上存在有阴离子通

道和促分泌的驱动力. 因为细胞内的阴离子浓

度低于肠腔, 促使阴离子分泌到细胞外的驱动

力不是化学梯度, 而是膜电位差. 研究表明结肠

上皮引起的阴离子分泌能被基底膜非选择性的

K通道阻断剂Ba2+完全阻断[11], 表明基底膜的K+

通道对阴离子的分泌起着重要的作用, 而cAMP
依赖的钾通道是结肠上皮隐窝细胞中主要存在

的基底膜钾通道之一[2], 因此该通道与结肠分泌

有十分密切的关系. Cl-是细胞内主要的阴离子, 
Cl-分泌的过程是首先通过基底膜钠-钾-氯共转

运体进入细胞内, 由于要维持离子电荷平衡, K+

通过基底膜的K+通道由上皮细胞内转运到细胞

外, 导致膜的超极化, 然后Cl-依靠这种基底膜K+

的跨基底膜运动使膜超级化所提供电驱动力, 
经顶膜的Cl-通道分泌到肠腔. K+的这种跨基底

膜运动为维持Cl-分泌提供必需的电驱动力, 这种

作用是肠腔Cl-分泌的必要条件[2,4,9,10]. 说明这种

K+通道可能是分泌性腹泻的离子转运基础之一.
本实验结果表明, 50、100、500 µmol/L的

Ber能明显抑制大鼠结肠上皮细胞基底膜IK(cAMP), 
并呈浓度依赖性. 据此可推测, Ber有可能是通过

抑制这种钾通道, 减少K+通过基底膜的K+通道

转运到细胞外, 减少维持阴离子分泌的电驱动

力, 从而减少阴离子的分泌来发挥治疗分泌性

腹泻的作用. 由此可见, Ber对结肠上皮细胞基底

膜K+通道的作用可能是其治疗分泌性腹泻的机

制之一, 要深入探讨其作用机制, 还应研究Ber对
结肠上皮细胞膜Cl-及碳HCO3

-分泌的影响.
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图 2 IK(cAMP)电流-电压曲线.
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运到细胞外, 减少
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的电驱动力, 从而
减少阴离子的分
泌来发挥治疗分
泌性腹泻的作用.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.

1-2

■同行评价
本文学术价值较
好, 为黄连素治疗
分泌性腹泻的药
理机制提供了实
验依据.
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Abstract
AIM: To compare the mutant prevention concen-
trations (MPC) of four fluoroquinolones against 
fluoroquinolone-susceptible clinical Helicobacter 
pylori (H.pylori) isolates.

METHODS: Sixteen clinical isolates of H.pylori 
were enriched in broth and adjusted to 1010 

colony-forming units per milliliter. The minimal 
inhibitory concentration (MIC) and provisional 
MPC (MPCpr) of moxifloxacin, gatifloxacin, le-
vofloxacin and ciprofloxacin were determined 
using the agar plate dilution method. The 50% 
MIC (MIC50), 90% MIC (MIC90), and 90% provi-
sional MPC (MPCpr90) for fluoroquinolone-sus-
ceptible H.pylori isolates were then calculated.

RESULTS: When the breakpoints for fluoroqui-

nolone resistance were defined as >1.0 mg/L, 
there were 2, 1, 4 and 2 H.pylori strains resistant to 
moxifloxacin, gatifloxacin, levofloxacin and cipro-
floxacin, respectively. The MIC50 of moxifloxacin, 
gatifloxacin, levofloxacin and ciprofloxacin for 
fluoroquinolone-susceptible H.pylori isolates were 
0.13, 0.13, 0.25 and 0.50, respectively, while the 
MIC90 were 0.50, 0.50, 1.00 and 0.50 mg/L, respec-
tively. The MPCpr90 of moxifloxacin, gatifloxacin, 
levofloxacin and ciprofloxacin were 8.0, 2.0, 8.0 and 
2.0 mg/L, and the ratios of MPCpr90 to MIC90 were 
16.0, 4.0, 8.0 and 4.0, respectively.

CONCLUSION: The anti-H.pylori activity of 
gatifloxacin and moxifloxacin might be stronger 
than that of levofloxacin and ciprofloxacin, and 
the capacity of gatifloxacin and ciprofloxacin 
restricting the selection of resistant mutants ap-
pears to be stronger than that of moxifloxacin 
and levofloxacin in the treatment of H.pylori in-
fection.

Key Words: Fluoroquinolones; Helicobacter pylori ; 
Mutant prevention concentration; Minimal inhibitory 
concentration

Hu CY, Chai XZ, Zhou HQ, Wang SF. Mutant prevention 
concentrations of fluoroquinolones against Helicobacter py-
lori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(31): 3347-3351

摘要
目的: 比较4种氟喹诺酮类药物对幽门螺杆菌
(H.pylori )的防耐药变异浓度(MPC). 

方法: 肉汤法富集1×1010 CFU/mL的H.pylori
临床分离菌16株, 采用标准琼脂二倍稀释法
测定4种氟喹诺酮类药物莫西沙星、加替沙
星、左氧氟沙星和环丙沙星的最低抑菌浓度
(MIC)、初测MPC(MPCpr), 计算50%和90%
菌株的MIC即MIC50和MIC90, 计算90%菌株
的MPC即MPCpr90, 计算选择指数(MPCpr90/
MIC90). 

结果: 在16株H.pylori 临床分离菌株中, 莫西
沙星、加替沙星、左氧氟沙星和环丙沙星
对H.pylori 耐药分别为2、1、4和2株. 莫西沙
星、加替沙星、左氧氟沙星和环丙沙星的
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■背景资料
幽门螺杆菌对多
种抗生素的耐药
率逐年增加. 在幽
门螺杆菌治疗过
程中科学选择既
有效又可避免产
生耐药菌株的同
类药物, 对于预防
幽门螺杆菌继发
性耐药尤为重要. 
但是目前尚缺少
预防幽门螺杆菌
耐药的有效指标. 

■同行评议者
傅 春 彬 ,  主 任 医
师, 吉化集团公司
总医院一院消化
内科



H.pylori敏感菌株的MIC50分别为0.13、0.13、
0.25和0.50 mg/L, MIC90为0.50、0.50、1.00和
0.50 mg/L, MPCpr90为8.0、2.0、8.0和2.0 mg/L, 
选择指数为16.0、4.0、8.0和4.0.

结论: 莫西沙星和加替沙星的抗H.pylori活性
强于左氧氟沙星和环丙沙星, 而加替沙星和环
丙沙星限制H.pylori耐药突变株选择的能力优
于左氧氟沙星和莫西沙星.

关键词: 氟喹诺酮药物; 幽门螺杆菌; 防耐药变异浓

度; 最低抑菌浓度
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0  引言

我国幽门螺杆菌(H.pylori )感染率居高不下, 虽
然目前已有经典的抗H.pylori三联或四联治疗

等多种方案, 但H.pylori的根除率仍逐年下降, 
其对抗生素的耐药率却逐年增加[1], 即使是近

年来用左氧氟沙星等氟喹诺酮类药物补救治疗

H.pylori , 其耐药率也迅速上升[2,3]. 因此, 为了在

H.pylori治疗过程中预防和减少继发性耐药, 科
学选择如氟喹诺酮类既要有效又可避免产生耐

药菌株的同类药物, 显得尤为重要. 防耐药变异

浓度(mutant prevention concentration, MPC)是
指防止第一步或下一步耐药突变株被选择性

富集扩增所需的最低抗菌药物浓度, 他可作为

一个新的指标来反映药物限制耐药突变株选

择的能力[4]. 但是由于H.pylori培养的微需氧条

件、生长较为缓慢等特殊性, 目前尚未见关于

抗H.pylori药物MPC的相关报道. 为此, 我们参

照有关MPC的研究方法, 通过H.pylori原代和传

代培养, 建立H.pylori菌株MPC的体外检测方法, 
测定4种目前临床常用的氟喹诺酮类药物莫西

沙星、加替沙星、左氧氟沙星和环丙沙星对16
株H.pylori临床分离菌的最低抑菌浓度(minimal 
inhibitory concentration, MIC)和MPC, 结合文献

报道的药代动力学参数, 从耐药角度分析和比

较氟喹诺酮类药物限制H.pylori耐药发生的能

力, 为氟喹诺酮类药物治疗H.pylori提供科学选

择和临床指导.

1  材料和方法

1.1 材料 16例临床H.pylori菌株来源于苏州大
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学附属第二医院门诊慢性胃炎或胃十二指肠

溃疡患者, 经患者知情同意、并通过苏州大学

附属第二医院伦理委员会的批准后 ,  随机选

自原代培养且传代生长良好者; H.pylor i标准

菌株ATCC43504购自上海仁济医院消化研究

所. H.pylori添加剂SRO147E、Muller-Hinton 
(MH)肉汤、MH琼脂、哥伦比亚琼脂、2.5 L
微需氧产气袋C N0025A、2.5 L密封罐均为

英国O x o i d公司产品. 抗菌素加替沙星(批号: 
130518-200402, 含量: 97.2%)、左氧氟沙星(批
号: 130455-200604, 含量: 97.3%)、环丙沙星

(批号: 130451-200302, 含量: 84.9%) 标准品购

自中国药品生物制品检定所. 莫西沙星(批号: 
J20040068, 浓度1.6 g/L) 为拜耳公司产品、购自

苏州大学附属第二医院药剂科.
1.2 方法 
1.2.1 H.pylori的培养和液体增菌: 活检钳取胃窦

黏膜, 用无菌接种环接种涂布至哥伦比亚血培

养基(含有H.pylori添加剂)中, 置密封罐内, 加入

微需氧产气袋(其内含有混合气体50 mL/L O2、

100 mL/L CO2、850 mL/L N2, 湿度≥90%), 于
37 ℃恒温孵育箱中培养3-7 d. 细菌生长阳性者

传代继续培养, 约3 d左右观察传代培养结果, 
进行菌株鉴定. 将存活的菌株接种于MH肉汤, 
37 ℃微需氧、250 r/min震荡培养72 h液体增菌, 
调整菌液浓度进行MIC和MPC实验. H.pylori标
准菌株ATCC43504复苏后, 传代、增菌同临床

菌株. 
1.2.2 MIC测定: 采用倍比稀释法, 含药MH琼脂平

板的浓度分别为环丙沙星0.125-64.000 g/L、左氧氟

沙星0.03-128.00 g/L、加替沙星0.015-32.000 g/L、莫

西沙星0.006-64.000 g/L. 采用标准琼脂二倍稀释法, 
将细菌稀释成1×105 CFU/mL, 取3 µL接种于上述

含不同药物浓度的琼脂表面, 置于37 ℃微需氧

培养, 以96 h时没有菌落生长的最低药物浓度为

MIC, 计算敏感菌株的MIC50和MIC90. H.pylori标
准菌株ATCC43504作为质控菌株, 参照Zhao等[5]

报道的方法测定MIC99. 
1.2.3 MPC测定: 按照崔俊昌等[6]介绍的方法, 进
行MPC测定. 以MIC为基准, 倍比递增药物浓度, 
制备8个浓度梯度的含不同药物浓度的M H琼

脂平板用于初测MPC(provisional MPC, MPCpr)
检测. 将菌液浓度调整为3×1010 CFU/mL, 分别

取菌液100 µL均匀涂抹在各个MH琼脂平板上, 
37 ℃微需氧环境下孵育, 以120 h没有菌落生长

的最低药物浓度为MPCpr. 对临床分离菌株, 只

www.wjgnet.com

■创新盘点
本实验建立了幽
门螺杆菌防耐药
变异浓度的体外
检 测 方 法 ,  测 定
了莫西沙星、加
替沙星、左氧氟
沙星和环丙沙星
对幽门螺杆菌临
床分离菌株的防
耐 药 变 异 浓 度 , 
从耐药角度分析
和比较氟喹诺酮
类药物限制幽门
螺杆菌耐药发生
的能力.
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测MPCpr. 对于ATCC25923, 测定MPCpr后, 再以

MPCpr为基准, 线性递减(20%)抗菌药物浓度, 不
出现菌落生长的最低药物浓度即为MPC. 对接

近MPC的药物浓度筛选出的菌株再接种于无药

平板上, 传代2次后, 再接种于原筛选浓度的抗

菌药物平板上, 确保所筛选出的菌株为耐药突

变株. 
1.2.4 数据处理: 对于临床分离菌株, 计算MIC50、

MIC90、MPCpr90以及选择指数MPCpr90/MIC90; 
对H.pylori标准菌株ATCC43504, 计算MIC99和

MPC.

2  结果

2.1 标准琼脂二倍稀释法测定4种氟喹诺酮药物

对16株H.pylori 临床分离菌株的MIC测定结果 
参照文献[7]将MIC>1 mg/L定义为耐药, 本实验

16株临床菌株中, 莫西沙星、加替沙星、左氧

氟沙星和环丙沙星对H.pylori敏感分别为14、
15、12和14株, 耐药分别为2、1、4和2株.
2.2 4种氟喹诺酮类药物对H.pylori 临床菌株的

MIC及MPC测定 选择H.pylor i敏感菌株进行

MIC和MPC比较, 从MIC结果看, 莫西沙星、

加替沙星、左氧氟沙星和环丙沙星对H.pylori
的MIC50分别为0.13、0.13、0.25和0.50 mg/L, 
MIC90为0.50、0.50、1.00和0.50 mg/L, 提示莫

西沙星和加替沙星的抗菌活性强于左氧氟沙星

和环丙沙星; 从MPC结果看, 莫西沙星、加替沙

星、左氧氟沙星和环丙沙星的MPCpr90为8.0、
2.0、8.0和2.0 mg/L, 选择指数(MPCpr90/MIC90)
为16.0、4.0、8.0和4.0, 提示加替沙星和环丙沙

星限制H.pylori耐药突变株选择的能力优于左氧

氟沙星和莫西沙星(表1).
2.3 4种氟喹诺酮类药物对H.p y l o r i 标准菌株

ATCC43504的MIC99和MPC测定 结果同临床

菌株类似. 莫西沙星、加替沙星、左氧氟沙星

和环丙沙星对H.pylori的MIC99分别为0.048、
0.018、0.060和0.100 mg/L, MPC分别为2.0、
0.3、1.6和1.2 mg/L, 选择指数(MPCpr90/MIC90)
为42、16、26和12. 

3  讨论

多项研究表明, H.pylori继发性耐药与用药史密

切相关, 在H.pylori治疗过程中, 血药浓度及持续

时间与耐药发生相关, 用药或根治失败可增加

H.pylori对各类抗菌药物耐药的机会[8,9], 但是目

前尚缺少预防H.pylori耐药的有效指标. MPC概
念在着眼于临床控制感染的同时, 也考虑到药

物限制耐药突变株选择的能力[10,11]. 根据MPC理
论, 当抗菌药物浓度低于MIC时, 虽然不能杀灭

敏感细菌, 也不会导致致病菌耐药; 当药物浓度

在MPC以上时, 病原菌必须同时至少发生2次突

变才能生长, 而能够同时发生2次耐药性突变的

表 1 4种氟喹诺酮类药物对H.pylori 临床分离菌株的MIC和MPC (mg/L)

     
H.pylori 菌株

        莫西沙星         加替沙星      左氧氟沙星        环丙沙星

  MPC  MIC MPC  MIC  MPC MIC MPC MIC

No.1   4.0  0.25 1.0 0.25   4.0 0.25 1.0 0.50

No.2   1.0           0.13 0.5 0.13   8.0 0.25 1.0 0.25

No.3   4.0 0.25                 2.0 0.50   8.0 0.50 2.0 0.50

No.4   8.0 0.50            0.5 0.13   4.0 0.25 1.0 0.25

No.5 16.0              4.00a 8.0 2.00a 16.0 8.00a 8.0 4.00a

No.6   1.0               0.06 1.0 0.06   8.0 2.00a 2.0 1.00

No.7   4.0                0.13 1.0 0.13   2.0 0.25 1.0 0.25

No.8    8.0            0.25 0.5 0.13 16.0 2.00a 8.0 2.00a

No.9   8.0                0.13 1.0 0.25   8.0 1.00 1.0 0.50

No.10   4.0            0.25 0.5 0.13   2.0 0.13 2.0 0.50

No.11    2.0             0.13 1.0 0.25   2.0 0.25 1.0 0.50

No.12   1.0              0.13 1.0 0.50   8.0 1.00 2.0 0.50

No.13   2.0             0.13 1.0 0.13   2.0 0.25 1.0 0.13

No.14   8.0               2.00a 2.0 0.50 16.0 4.00a 2.0 0.50

No.15   2.0           0.13 0.5 0.13   2.0 0.13 1.0 0.25

No.16   2.0           0.50 2.0 0.25   2.0 0.50 2.0 0.50

aMIC>1 mg/L定义为耐药菌株.

■应用要点
将防耐药变异浓
度理论引入幽门
螺杆菌耐药研究, 
可能为预防和减
少幽门螺杆菌的
继发耐药提供指
导作用.
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机率极小, 因此不仅得以清除细菌, 还可阻止或

抑制细菌耐药突变株的选择性扩增; 但当抗菌

药物浓度在MIC与MPC之间时, 敏感菌株虽被

抑制, 但耐药突变株易被筛选出来, 继而富集生

长, 导致耐药. MPC与MIC之比又称选择指数, 用
于比较药物限制耐药突变株扩增的能力, 指数

越小, 抑制耐药变异菌株选择和富集扩增的能

力越强[12,13]. 
本实验采用标准琼脂二倍稀释法测定了4

种氟喹诺酮药物对16株H.pylori临床分离菌株

的MIC, 如参照文献将MIC>1 mg/L定义为耐药, 
莫西沙星、加替沙星、左氧氟沙星和环丙沙星

对H.pylori耐药分别为2、1、4和2珠, 较苏州大

学附属第二医院原报道的药敏纸片法检出的耐

药率高[14], 但由于本实验样本量较少, 统计学不

适宜比较. 按照多个菌株之间比较统计法, 选择

H.pylori敏感菌株, 计算50%和90%菌株的MIC即
MIC50和MIC90, 计算90%菌株的MPC即MPCpr90, 
并以MPCpr90/MIC90为选择指数进行比较. 从
MIC结果看, 莫西沙星和加替沙星的MIC50和

MIC90均低于左氧氟沙星和环丙沙星, 提示莫西

沙星和加替沙星的抗菌活性强于左氧氟沙星和

环丙沙星; 从MPC结果看, 加替沙星的MPCpr90

低于莫西沙星和左氧氟沙星, 提示加替沙星和

环丙沙星在同等剂量下限制H.pylori耐药突变株

选择的能力强于莫西沙星和左氧氟沙星; 从选

择指数结果看, 加替沙星和环丙沙星明显小于左

氧氟沙星和莫西沙星, 提示使用加替沙星和环

丙沙星不易产生耐药, 而左氧氟沙星和莫西沙

星则容易筛选出耐药突变株. H.pylori标准菌株

ATCC43504的MIC和MPC结果与临床菌株一致. 
虽然根据MPC和选择指数, 在临床上具有

低M P C和低选择指数的加替沙星和环丙沙星

较左氧氟沙星和莫西沙星应该更能预防和减少

H.pylori出现或发生耐药, 但由于氟喹诺酮类药

物分子结构的多样性, 体外实验结果需要结合

药物体内的药代动力学参数如血药最大浓度

(maximum concentration, Cmax)、药时曲线下面

积[total areas under the curve, AUC(tot)]和半衰

期等综合分析药物临床使用时的防耐药突变能

力[15,16]. 文献报道单次口服莫西沙星、加替沙

星、左氧氟沙星和环丙沙星400、400、500和
250 mg, Cmax分别为4.34 mg/L±1.61 mg/L、3.42 
mg/L±0.74 mg/L、6.21 mg/L±1.34 mg/L和1.50 
mg/L±0.43 mg/L, AUC(tot)分别为39.3 (g•h)/L±
5.35 (g•h)/L、30.0 (g•h)/L±3.80 (g•h)/L、44.8 

(g•h)/L±4.40 (g•h)/L和5.75 (g•h)/L±1.25 
(g•h)/L[17,18]. 如果给予上述剂量, 莫西沙星、

加替沙星、左氧氟沙星和环丙沙星的MIC90均

低于Cmax, 说明这4种药物均对药敏试验敏感的

H.pylori有抑菌作用. 但如果按照上述剂量和方

法给药, 莫西沙星和左氧氟沙星的C max则不能

达到MPCpr90, 即使莫西沙星抗菌活性较强, 半
衰期较长, 仍容易引起部分H.pylori菌株得以选

择性富集并生长, 继而产生耐药; 口服环丙沙星

250 mg, 血Cmax与MPC接近, 给药期间的大部分

时间内血药浓度位于MIC与MPC之间, 容易选

择出对环丙沙星耐药的突变株, 因此在H.pylori
根除治疗时, 如果选择环丙沙星应加大剂量, 但
由于环丙沙星AUC(tot)较小, 半衰期又较短, 所
以综合起来并不推荐用于H.pylori的治疗; 加替

沙星不仅MPC较低, 选择指数较小, 而且1次口

服加替沙星400 mg, 其Cmax可达到3.42 mg/L±
0.74 mg/L, 明显高于MPC, 且AUC(tot)较大, 半
衰期近7 h, 这就意味着每日1次口服加替沙星

400 mg, 给药期间血药浓度高于MPC, 因此不仅

可以清除敏感菌株, 而且也能有效预防H.pylori
耐药突变株的产生. 

总之, 莫西沙星和加替沙星的抗H.pylori活
性强于左氧氟沙星和环丙沙星, 而加替沙星和

环丙沙星限制H.pylori耐药突变株选择的能力优

于左氧氟沙星和莫西沙星. 结合体内药代动力

学参数, 加替沙星不仅可以清除敏感细菌, 而且

也能有效防止H.pylori产生耐药.
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Abstract
AIM: To summarize the clinical, endoscopic and 
pathologic characteristics of primary gastric 
malignant lymphoma (PGML) to improve early 
diagnosis and facilitate prompt treatment of the 
disease.

METHODS: The clinicopathologic and endo-
scopic data for 24 PGML patients were reviewed 
and analyzed to summarize the clinicopatholog-
ic and endoscopic characteristics of the disease.

RESULTS: Upper abdominal pain, upper gas-
trointestinal bleeding, decreased appetite and 
emaciation were common but nonspecific clini-
cal symptoms in PGML patients. Gastroscopic 
manifestations were diverse, including multiple 
large gastric ulcers, multiple erosions, multiple 
gastroduodenal ulcers, proliferative foci, and 
manifestations mimicking gastric cancer. The 
preferential sites of PGML were gastric body, 
antrum, and corpus-antral junction. Biopsy 

yielded a diagnostic rate of 62.5%, while the rate 
of Helicobacter pylori (H.pylori) infection was 40%. 
Nineteen patients underwent surgery with sub-
sequent chemotherapy, whereas three patients 
underwent chemotherapy alone. All 24 cases 
belonged to B-cell non-Hodgkin’s lymphoma. 

CONCLUSION: Preoperative diagnosis of PGML 
is difficult. Multiple gastroscopic examinations, 
multiple biopsy sites and large samples are nec-
essary for clear diagnosis. Radical surgery with 
subsequent chemotherapy is preferred. H.pylori 
infection should be eradicated in patients with 
PGML.

Key Words: Primary gastric malignant lymphoma 
Gastroscopy; Biopsy; Operation; Chemotherapy

Wang PW, Jiang HQ, Wu JJ. Clinicopathologic and en-
doscopic characteristics of primary gastric malignant 
lymphoma: an analysis of 24 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(31): 3352-3355

摘要
目的: 总结原发性胃恶性淋巴瘤(PGML)的
临床、胃镜和病理特征以提高临床医师对
PGML的诊治水平. 

方法: 分析2003-01/2008-12交通大学附属第一
人民医院收集的24例PGML患者的临床资料、

胃镜特点、辅助检查、病理结果和治疗方法.

结果: 本组病例临床表现无特异性, 有上腹痛, 
上消化道出血, 纳差、消瘦等. 24例胃镜检查
的表现多样化, 可有巨大、多发溃疡、多发糜
烂、胃增殖灶、胃、十二指肠多发溃疡和疑
似胃癌. PGML肿瘤好发部位以胃体为主, 其
次为胃窦、窦交界. 胃镜活检确诊率62.5%, 
幽门螺杆菌(H.pylori )阳性率40%, 19例行手术
联合化疗, 3例仅做化疗, 本组24例均为B细胞
非霍奇金淋巴瘤.

结论: P G M L术前确诊不易, 易漏诊, 需多
次、多部位、深部大块活检, 结合超声胃镜可
提高确诊率, 治疗应行根治术, 术后辅以化疗, 
H.pylori阳性者予抗H.pylori治疗.

®

■背景资料
原发性胃恶性淋
巴 瘤 是 少 见 病 , 
但近年来发病率
有 上 升 趋 势 ,  其
临床表现无特异
性 ,  内 镜 表 现 与
胃 癌 相 似 ,  临 床
医师对其认识不
足, 误诊率高. 

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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0  引言

原发性胃恶性淋巴瘤(primary gastric malignant 
lymphoma, PGML)占胃肠道恶性肿瘤的1%-7%. 
本病少见, 但近年来发病率有上升趋势, 其临床

表现无特异性, 内镜表现与胃癌相似, 但治疗

效果、预后比胃癌好. 术前误诊率高, 因此加强

对本病的认识显得尤为重要. 本文分析交通大

学附属第一人民医院2003-2008年收治的24例
PGML患者的临床特点、内镜表现、病理特征

和治疗方法, 以提高临床医师对PGML的认识, 
实施合理治疗方案以提高疗效.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003-01/2008-12上海交通大学

附属第一人民医院住院经组织病理学确诊的

P G M L患者24例, 其中男11例, 女13例, 年龄

30-86(平均57.50±16.53)岁, 发病至确诊的时间

最长的为8年, 最短的1 mo, 平均10.02 mo±20.94 
mo, 临床诊断均符合Danson标准.
1.2 方法 总结分析24例P G M L患者的临床表

现、胃镜特点以及病理特征、部分病例还作了

超声内镜、上腹部CT、骨髓穿刺以及H.pylori
检测并探讨了其临床分期、诊断、治疗结果及

预后, 对手术患者的手术前后病理进行对照. 

2  结果

2.1 临床表现 患者临床表现无特异性, 内中上

消化道出血7例(29.2%), 上腹痛9例(37.5%), 纳
差、消瘦5例(20.8%), 上腹部不适3例(12.5%).
2.2 实验室检查 有轻中度贫血16例, 肝、肾功能

基本正常, 肿瘤指标癌胚抗原(carcino embryonic 
antigen, CEA)、甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)、
癌抗原(cancer antigen 19-9, CA19-9)均正常.
2 .3  辅助检查  24例患者胃镜多表现为病变

广、多种形态的改变 .  肿瘤好发部位:  胃体9
例(37.5%), 胃窦8例(33.3%), 窦体交界处4例
(16.7%), 全胃3例(12.5%), 底体部2例(8.3%); 形
态学改变类似胃癌10例(41.6%), 巨大溃疡6例
(25%), 胃多发溃疡2例(8.3%), 胃多发糜烂1例
(4.2%), 增殖灶2例(8.3%), 多发胃十二指肠溃疡

3例(12.5%). 2例行超声胃镜提示胃黏膜层次不

清, 回声不均匀; 6例骨髓穿刺中2例正常, 2例粒

系增生, 1例类白血病反应, 1例有淋巴细胞浸润; 
4例钡餐造影, 拟诊胃癌2例, 胃体黏膜改变1例, 
胃窦、球部多发占位1例; 18例患者行上腹部增

强CT, 内13例提示胃癌, 胃溃疡, 胃黏膜增厚, 间
质瘤, 淋巴瘤及正常各1例, 淋巴结累及11例; 6
例H.pylori检查, 阳性率42.9%(6/14). 
2.4 诊断和误诊情况 本组除有局部淋巴结肿大

外, 均无全身淋巴结肿大, 肝脾未触及, 白细胞

计数正常. 24例术前胃镜确诊者15例(62.5%). 其
中1例经4次胃镜, 1例3次胃镜, 2例2次胃镜才确

诊, 4例经院内外病理切片会诊明确诊断, 有5例
误诊为炎症, 胃溃疡4例, 胃癌1例, 疑似淋巴瘤4
例. 19例患者行手术治疗, 手术前后病理吻合10
例(52.6%), 2例联合超声胃镜检查确诊.
2.5 免疫组织化学染色 肿瘤细胞表达白细胞共

同抗原LCA21/22(95.5%); B淋巴细胞分化抗原

第79分化群α亚群CD79α 21/22(95.5%); UCHL-l 
10/18(55.6%), BCL-2 (54.5%); λ 6/8(75%); k + 
7/15(71.5%); l  26 14/17(82.3%). 
2.6 临床分期 按Ann-Arbor分类改良标准, 本组

ⅠE期7例, ⅡE期6例, ⅢE期8例, ⅣE期3例. 
2.7 病理类型 24例均为非霍奇金型淋巴瘤, 占同

期恶性肿瘤的1.42%, 其中边缘区黏膜相关组织

B细胞淋巴瘤(mucosa-associated lymphoid tissue 
lymphoma, MALT)9例(37.5%), 大B细胞型淋巴

瘤12例(50%), 大B细胞+MALT 3例(12.5%). 
2.8 肿瘤浸润深度 侵犯黏膜下层3例(15.8%), 浅
肌层4例(21.5%), 中肌层2例(10.5%)深肌层4例
(21.1%), 全层5例(26.3%), 浆膜外(31.6%), 淋巴

结受累11例(57.9%). 
2.9 治疗 19/24例手术治疗, 分别采用扩大次全

胃切除+胃十二指肠吻合术8例, 全胃切除5例, 
胃大部切除6例, 肿瘤最大14 cm×9.5 cm×5 cm,
最小2 cm×2 cm×1.5 cm, 术后予化疗, 5例未手

术, 其中3例予化疗, 化疗采用CHOP方案, 1 mo 1
疗程, 共4-6个疗程. 

3  讨论

PGML属于结外淋巴瘤, 发病率低, 占胃恶性肿

瘤的1%-7%, 男女比例1∶8, 平均年龄60岁[1], 本
组其发病率占胃恶性肿瘤1.42%, 与文献报道一

致, 男女发病比例1∶1.2, 平均年龄57.2岁, 与文

献的相似, 发病年龄略提前. PGML常见症状有

■相关报道
任小军等报道CT
误诊率达59.1%, 
其误诊原因主要
是对胃淋巴瘤的
病理特点及CT表
现认识不足.

■创新盘点
本文提出胃镜病
理是诊断的金标
准 ,  但 一 次 活 检
阴性不能排除本
病, 需多次、多部
位、深取活检, 以
提高确诊率.
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上腹疼痛不适, 上消化道出血, 纳差、消瘦. 好
发部位主要以胃窦、胃体为主, 也有累及全胃, 
与文献报道相似. 中青年有长期上腹痛, 多发性

胃溃疡, 经久不愈, 一般情况相对较好者要考虑

PGML可能. 
PGML的诊断主要依据胃镜, 可见胃内病

变广泛, 多部位、多形态改变, 但诊断率并不高, 
国内文献报道胃镜活检确诊率为20%-25%, X线

钡餐为32.4%-42.8%[2,3], 本组胃镜活检诊断率为

62.5%, 明显高于国内文献的报道, 可能与多次

胃镜检查结合超声胃镜, 并多次、多部位活检

有关. 本组有5例误诊为胃癌、炎症、溃疡, 4例
疑诊淋巴瘤, 但未找到确切证据, 其中1例术前

确诊为低分化腺癌, 4例经院内外病理科会诊才

确诊, 对该病认识不足, 活检取材太少, 缺乏综

合分析是可能的原因. 4例胃肠钡餐也未提及淋

巴瘤的诊断,  CT也只有1例提及淋巴瘤, 占5.5%, 
任小军等[4]报道CT误诊率达59.1%, 其误诊原因

主要是对胃淋巴瘤的病理特点及CT表现认识不

足, 没有重视胃腔无明显狭窄、胃壁黏膜完整

连续呈分层强化对胃淋巴瘤的诊断价值, 没有

重视广泛、多灶性病变是胃淋巴瘤的特点-广泛

的胃壁浸润、多处胃壁增厚、多发结节和溃疡. 
有助于胃淋巴瘤与胃癌的鉴别. 骨髓穿刺阳性

率不高, 只占16.7%, 提示PGML只有晚期患者可

能累及骨髓. 
P G M L病理组织类型主要为非霍奇金淋

巴瘤, B淋巴细胞来源的霍奇金淋巴瘤少见, 弥
漫性大B淋巴细胞淋巴瘤占5%-6%, MALT占
30%-35%, 其他类型占5%[5]. 本组病例均为非霍

奇金B型淋巴瘤, 与文献报道相似, MALT淋巴瘤

属于一种特殊类型的低度恶性肿瘤, 其定义为

在黏膜和腺体组织发生的具有边缘区B淋巴细

胞分化和表型的结外B细胞淋巴瘤, 近年来该病

发病率有增加趋势[6]. 免疫组织化学显示LCA、

CD79、UCHL-1, BCL-2、λ、k +、l  26阳性率较

高(54.5%-95.5%). 
国内外报道手术是PGML的主要治疗手段, 

特别是在ⅠE/ⅡE期[2,6,7], Hockey等[1]认为根治性

手术联合化疗可能是治愈PGML的最佳方案, 但
也有学者认为ⅠE/ⅡE期行辅助化疗后手术疗效

好, 而对ⅢE/ⅣE期患者应选择先手术后化疗[8]. 
本文79.2%的患者采用手术联合化疗, 疗效高于

单纯化疗, 文献报道特殊类型的MALT淋巴瘤与

H.pylori感染有密切关联, 根除H.pylori可作为早

期低度恶性MALT淋巴瘤的一线治疗, 抗H.pylori

治疗可以使淋巴瘤消退[9,10], 甚至有报道[11]还引起

胃外的黏膜相关组织淋巴瘤消退. 也有学者[12-14]

认为H.pylori治疗容易再次感染H.pylori而复发, 治
疗后需要观望和等待的阶段, 有的学者[15]提出

内镜超声在长期的治疗后随访中应起重要作用. 
但国内大部分学者 [16]认为应尽量切除原发灶, 
放疗或化疗等非手术治疗方法也可以达到很好

的治疗效果, 本文有1例MALT淋巴瘤患者经抗

H.pylori治疗后淋巴瘤消失, 随访3年未复发. 
总之, PGML的诊断主要依据胃镜和病理这

一金标准, 但一次活检阴性不能排除本病, 需多

次、多部位、深取活检, 以提高诊确率.

志谢 本文得到巫协宁教授的悉心指导与帮助, 
在此表示衷心感谢.
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Abstract
AIM: To analyze the characteristics of clinical ep-
idemiology of reflux esophagitis (RE) in a high-
altitude area of China.

METHODS: A total of 11 032 patients undergo-
ing endoscopy from January 2000 to December 
2009 were included in this study. The data for 
RE patients were analyzed in terms of disease 
prevalence, age and gender.

RESULTS: The prevalence of RE was 7.78% 
(858/11 032). The prevalence of grade I, II and 
III RE was 5.65, 1.57 and 0.56%, respectively. Of 
all the RE patients, 92.77% had mild disease and 
7.23% had severe disease. Although the sever-
ity of disease showed no correlation with age 
in males, a positive correlation was noted in 
females (P < 0. 05). The ratio of male to female 
RE patients was 3.42∶1. RE was predominantly 
found in patients aged 30 to 49 years. Of RE pa-
tients diagnosed with hiatal hernia (4.43%), 0.17% 
had Barrett’s esophagus.

CONCLUSION: The prevalence of RE is 7.78% in 
the high-altitude area studied. RE is milder and 
more common in middle-aged male patients. Al-
though the severity of RE shows no correlation 
with age in males, there is a positive correlation 
in females.

Key Words: High altitude; Reflux esophagitis; Gas-
troscopy

Wang C, Wen JB, Yuan AZ, Bai DM, Yao XJ, Liu HS. 
Prevalence of endoscopically detected reflux esophagitis 
in a high-altitude area of China: an analysis of 858 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(31): 3356-3358

摘要
目的: 探讨高原地区反流性食管炎(r e f l u x 
esophagitis, RE)的患者情况.

方法:  回顾分析中国人民解放军第22医院
2000-01/2009-12经胃镜检查检查的所有病例
11 032例, 根据1999年烟台全国反流性食管病/炎
研讨会制定的标准分级; 对符合RE诊断病例
的胃镜资料及相关信息进行分析.

结果: 10年间共检出RE患者858例, 占总胃镜检
查人数的7.78%, REⅠ、Ⅱ、Ⅲ级的检出率分
别为5.65%(623/11 032)、1.57%(173/11 032)、
0.56%(62/11 032), 其中轻中度者92.77%, 重度
者仅7.23%; 高原地区RE男性组病变程度与年
龄无相关性, 女性组病变程度与年龄呈正相关
(P<0.05). 男性病例明显多于女性比例, 男女比
例为3.42∶1; 发病年龄以30-49岁为主. 食管裂
孔疝见于4.43%(38/858)的病例, Barrett's食管发
生率不高, 仅为0.17%.

结论: 高原地区RE以轻中度为主, 并多见于男
性中青年患者. 男性组病变程度与年龄无相关
性, 女性组病变程度与年龄呈正相关.

关键词: 高原地区; 反流性食管炎; 胃镜检查
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反流入食管引起
临床症状及食管
黏膜损伤的一种
疾病, 胃镜下表现
为食管远段黏膜
破损.
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0  引言

反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)是指胃、

十二指肠内容物反流入食管引起临床症状及食

管黏膜损伤的一种疾病; 胃镜下表现为食管远

段黏膜破损. 本研究的目的在于了解青藏高原

地区RE的胃镜检出率并分析其临床特点. 

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析中国人民解放军第22医院

近10年间来自海拔2 800-5 300 m接受胃镜检查

的所有病例.
1.2 方法 入选标准: 中国人民解放军第22医院

2000-01/2009-12对11 032例具有消化系症状无

胃镜检查禁忌证的门诊及住院患者行胃镜检查,  
诊断为RE的患者. 并根据1999年烟台全国反流

性食管病/炎研讨会制定的标准分级. 0级: 食管

黏膜正常(可有组织学改变); Ⅰ级: 点状或条状

发红, 糜烂, 无融合现象; Ⅱ级: 条状发红, 糜烂, 
并有融合, 但非全周性; Ⅲ级: 病变广泛, 发红, 
糜烂, 融合成全周性, 或溃疡. 食管裂孔疝的胃

镜诊断标准为胃食管鳞状上皮交界线上移, 其
下方可见裂孔压迹环, 两者间距超过2 cm, 可见

疝囊. Barrett's食管胃镜诊断标准为胃食管连接

部以上的食管复层鳞状上皮被化生上皮所代替, 
活检见有肠腺化生者[1]. 剔除标准:  胃癌、食管

癌、食管胃底静脉曲张、幽门梗阻、胃潴留、

食管或经胃切除术的患者等.
统计学处理 将符合以上标准的RE病例收

集后再由两位以上的胃镜医师按诊断标准进行

复核并汇总统计, 以消除部分病例RE分级的偏

差并剔除部分不合格病例. 用SPSS11.0统计软

件包进行统计学处理, 所得计数资料行χ2检验, 
P <0.05表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 RE胃镜检出率 11 032例接受胃镜检查的病

例中, 共检出RE病例858例, 年龄14-78(平均年

龄39.44±11.81)岁, 总检出率为7.78%. 其中Ⅰ

级623例, 检出率为5.65%, Ⅱ级172例, 检出率为

1.57%, Ⅲ级63例, 检出率为0.56%. 病变以轻中

度为主, Ⅰ级与Ⅱ级共占92.67%(796/858). 从Ⅰ

级到Ⅲ级, 随着胃镜分级的增加, 患者平均年龄

无明显增加(表1). 
2.2 RE与性别关系 858例RE中, 男664例, 年龄

14-75(平均38.56±11.52)岁, 占77.39%, 女194
例, 16-78(平均42.40±12.42)岁, 占22.61%, 男女

之比为3.42∶1; 但同一病变分级中男女性平均

年龄间差异Ⅰ、Ⅱ级无统计学意义(P >0.05), Ⅲ
级男女性平均年龄间差异有显著统计学意义

(P <0.01); 男女两组病例中RE严重程度的比例相

似, 均以Ⅰ级为最多, 其次为Ⅱ级、Ⅲ级. 男性

组病变程度与年龄无相关性, 女性组病变程度

与年龄呈正相关(P <0.05,  图1). 
2.3 R E的年龄分布 其中<20岁14例(1.63%), 
20-30岁158例(18.41%), 30-39岁294例(34.27%), 
40-49岁238例(27.74%), 50-59岁89例(10.37%), 
≥60岁65例(7.58%); 高原地区原发性RE以30-49
岁为多见. 各年龄段中均以病变较轻的Ⅰ、Ⅱ

级为主(表2). 
2.4 RE与消化性溃疡 15.62%(134/858)的RE患
者并存消化性溃疡, 以十二指肠溃疡为主, 占
76.87%(103/134), 其次为胃溃疡与复合性溃疡, 
分别占15.67%(21/134)与7.46%(10/134). 
2.5 RE与食管裂孔疝 胃镜发现食管裂孔疝36例, 
检出率为0.32%; 19.44%(7/36)的食管裂孔疝患

者伴有反流性食管炎, 占同期反流性食管炎的

4.2%.  
2.6 RE与并发症 RE并发症的发生率不高, 胃镜

检出Barrett's食管19例, 检出率为0.17%. 胃镜诊

断的Barrett's食管患者均无食管炎表现. 

3  讨论

胃和(或)十二指肠内容物反流入食管产生症状

或并发症即为胃食管反流病, 其中内镜检查阳

表 1 RE患者分级与年龄的关系

     
RE分级     n 所占比例(%)       年龄(岁)

Ⅰ级 623     72.62 38.77±11.34

Ⅱ级 172     20.05 40.78±13.34

Ⅲ级   63       7.34 40.81±12.89

合计 858   100.00 39.44±11.81

图 1 不同分级患者的年龄分布. bP<0.01 vs  同级男性.
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性即内镜下可见黏膜破损者称为糜烂性胃食管

反流病, 也称为RE, 而内镜检查未见黏膜破损者

称为非糜烂性胃食管反流病, 后者包括食管黏

膜有细微改变的食管炎(如黏膜发红、肿胀等)
和内镜检查没有异常者[2]. 

国内对胃食管反流病的基础和临床研究的

日益重视, 但是目前对高海拔地区人群的胃食

管反流病的发病情况及相关临床资料仍缺乏比

较详细的研究, 为此, 我们将中国人民解放军第

22医院近10年间来自海拔2 800-5 300 m接受胃

镜检查的所有病例资料进行回顾分析. 国内文

献报道, RE内镜检出率为1.5%-5.39%[3-7], 本组

中高原地区RE检出率为7.78%, 高于内地文献报

道, 与刘德远等[8]报道西藏地区RE内镜检出率

7.8%相近; 由于各研究采用的RE诊断标准有所

不同, 且由于地区经济、文化等的差异, 接受内

镜检查的群体可能有所不同, 因而对RE内镜检

出率难于作出准确的比较, 但仍能为临床提供

一些有价值的信息. 
国内外相关报道均提示RE一般以轻中度为

主, 病变多见于男性及年长者, 病变严重程度随

年龄而增加等基本特征[3,7,9,10]. 本研究结果显示

高原地区RE的胃镜检出率为7.78%, 轻中度的

Ⅰ级与Ⅱ级共占92.67%,  男性多于女性, 男女病

例之比为3.42∶1, 男女两组病例中RE严重程度

的比例相似(P >0.05), 均以Ⅰ级为最多, 其次为

Ⅱ级、Ⅲ级, 与国内报道相似; 但从Ⅰ级到Ⅲ级, 
随着胃镜分级的增加, 患者平均年龄无明显增

加; 这与内地平原报道资料随内镜分级增加, 患
者平均年龄逐渐增加有所不同[2]. RE多见于男性

中青年患者, 男性组病变程度与年龄无相关性, 
可能与高原地区男性大量饮酒有关; 女性组病

变程度与年龄呈正相关, 且病变的严重程度与

女性患者年龄的增加呈正相关. 
本研究显示高原地区15.62%的RE患者并

存消化性溃疡, 尽管这些患者不存在幽门梗阻

及明显的胃潴留. RE与消化性溃疡同属酸性相

关性疾病, 两者的发病均与胃酸对黏膜的损害

有关. 可能与消化性溃疡引起的胃排空障碍或

十二指肠胃反流等因素有关. 
本组中食管裂孔疝检出率为0.32%, 占同期

检出的RE患者的4.2%, 内地资料显示食管裂孔

疝是RE的常见病因[11], 但本组资料检出率及占

同期RE的百分率偏低, 可能与我们医师对食管

裂孔疝的内镜下诊断认识不够有关. 
本组中Barrett's食管检出率为0.17%, 明显低

于文献[12]报道, 可能与目前我们对Barrett's食
管的认识有所局限, 与以前Barrett's食管尚无统

一内镜标准有关.
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表 2 RE的年龄及严重程度分布情况 (n )

     
RE分级 <20岁 20-30岁 30-40岁 40-50岁 50-60岁 ≥60岁 合计

Ⅰ级    10    116    222     176     63     36 623

Ⅱ级      2      30      54       47     17     22 172

Ⅲ级      2      12      18       15       9       7   63

合计    14    158    294     238     89     65 858

■同行评价
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了解反流性食管
炎在高原地区的
发病状况有一定
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Abstract
AIM: To evaluate the association of human 
papillomavirus 16 E6 (HPV16 E6) infection and 
transporter associated with antigen processing 2 
(TAP2) 2379/2665/2687 genetic polymorphisms 
with the risk of esophageal cancer (EC) in a high 
incidence area for EC in Xinjiang, China.

METHODS: A case-control study was conduct-
ed. Ninety EC patients and 180 controls were 
included in the study. Each patient was matched 
to two controls. HPV16 E6 infection was identi-
fied by PCR-SSP, and TAP2 2379/2665/2687 
genotypes were detected by PCR-RFLP.

RESULTS: The rate of HPV16 E6 infection and 
the genotype frequencies of TAP2 2379/2665 
polymorphisms differed significantly between 
EC patients and controls (χ2 = 11.617, 11.604, 
4.451; P = 0.001, 0.001, 0.035). The genotype fre-
quency of TAP2 2687 polymorphism showed no 
significant difference between the two groups 
of subjects (χ2 = 0.586, P = 0.444). No interaction 
was found among HPV16 E6 infection and TAP2 
2379/2665 genetic polymorphisms, while inter-
action between TAP2 2379/2665 genetic poly-
morphisms was noted.

CONCLUSION: HPV16 E6 infection and TAP2 
2379/T2665 genetic polymorphisms are impor-
tant risk factors for EC in the Kazakh population.

Key Words: Kazakh; Esophageal cancer; Human 
papillomavirus 16 E6; Transporter associated with 
antigen processing 2; Genetic polymorphism

Cai JF, Ma YQ, Xu L, Zeng TX, Li F, Liao PH, Qin JM. As-
sociation of HPV16 E6 infection and TAP2 gene polymor-
phisms with esophageal cancer risk in a Kazakh popula-
tion: a 1∶2 matched case-control study. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(31): 3359-3365

摘要
目的: 探讨H P V 1 6 E 6感染、Ta p 2 3 7 9、
Tap2665、Tap2687基因多态性对新疆哈萨克
族(简称哈族)食管癌产生的影响及相互关系. 

®

■背景资料
人 乳 头 瘤 病 毒
(HPV)的E6、E7
原癌蛋白可引起
食管细胞永生化, 
这可能是食管癌
发生的危险因素
之一; 人类白细胞
抗原(HLA)-Ⅱ类
基因区的LMP7/
Tap2基因多态性
与安阳地区HPV
相 关 食 管 癌 有
关, 并推测宿主的
某些免疫相关基
因将影响宿主对
HPV病毒的清除, 
而导致细胞恶性
转化. 

■同行评议者
王健生, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
肿瘤外科
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方法: 采用1∶2配比的病例对照研究, 收集
哈族食管癌90例, 对照180例, 运用序列特异
性聚合酶链反应(PCR-SSP)检测HPV16E6
的感染率, 运用序列特异性引物聚合酶链反
应-限制片段长度多态技术(PCR-RFLP)检测
Tap2379、Tap2665、Tap2687基因多态性, 统
计分析采用χ2检验, 交互作用采用分层分析.

结果: 食管癌组与对照组间比较: HPV16E6、
Tap2379、Tap2665基因型差异均有统计学
意义(χ2 = 11.617, P  = 0.001; χ2 = 11.604, P  = 
0.001; χ2 = 4.451, P  = 0.035), Tap2687基因
型差异无统计学意义(χ2 = 0.586, P  = 0.444). 
HPV16E6感染与Tap2379、Tap2665基因多态
性间不存在交互作用; Tap2379与Tap2665基因
多态性存在交互作用.

结论: HPV16E6感染, Tap2379、Tap2665多态
性是哈族食管癌的危险因素, Tap2379位多态
性与Tap2665位多态性对哈族食管癌的发生存
在效应修饰作用.

关键词: 哈萨克族; 食管癌; 人乳头瘤病毒16E6; 抗

原加工相关转运体; 遗传多态性
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0  引言

人乳头瘤病毒(human papillomavirus, HPV)在感

染细胞中以两种形式存在, 一种是病毒DNA与宿

主细胞染色体相整合, 另一种是病毒DNA游离于

宿主细胞染色体外. HPV感染宿主细胞后的致癌

作用与HPV DNA整合入宿主细胞有关[1]. 研究显

示: HPV的E6、E7原癌蛋白可引起食管细胞永

生化, 这可能是食管癌发生的危险因素之一[2,3]. 
凡致癌的生物因素(如病毒)均不会引起急性传

染性疾病的发生, 而是一个长期的慢性过程, 同
时需要机体的遗传易感因素的存在. 细胞的癌

变是一个多因素、多阶段、多基因的复杂过程, 
HPV感染后要经过很长时间才能导致食管癌, 
而多种基因的多态性可能在H P V相关的食管

癌中发挥着遗传易感作用或保护作用. 抗原加

工相关转运体(transporter of antigen processing, 
Tap)是抗原呈递机制中重要的一员, 在人类组织

相容性复合体(major histocompatibility complex, 
MHC)-Ⅰ类分子的成熟及膜表面表达中起着十

分重要的作用, Tap基因的缺失或突变可能是导

致Tap表达下降或功能障碍的一个主要原因, 当
Tap功能障碍或表达下降都将导致肿瘤抗原不

能被有效地转运, 可能导致肿瘤逃逸免疫监视[4]. 
Cao等[5]研究显示: 人类白细胞抗原(human leu-
kocyte antigen, HLA)-Ⅱ类基因区的LMP7/Tap2
基因多态性与安阳地区HPV相关食管癌有关, 
并推测宿主的某些免疫相关基因将影响宿主对

HPV病毒的清除, 而导致细胞恶性转化. 因此, 
食管癌与HPV感染及其与免疫相关基因之间的

相互关系是一个值得研究的问题. 本研究利用

1∶2病例对照研究, 采用分子生物学方法, 对哈

萨克族(简称哈族)食管癌病例和对照组人群进

行HPV感染的检测, 并从分子水平探讨与HPV
感染有关的免疫相关基因Tap2的基因型和等位

基因频率, 比较其在食管癌病例和对照中的分

布, 分析HPV感染及与免疫相关基因遗传多态

性的关系及相互间的交互作用, 探讨哈族食管

癌高发的原因. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-11/2010-03新疆北部哈族聚集地

区的6所医院共收集哈族新发食管癌病例90例, 
其中男58例, 女32例; 对照180例, 其中男116例, 
女64例. 对照组部分来源于同一所医院门诊胃

镜非食管疾病患者, 部分来源于食管癌高发区

正常人群, 所有标本均经组织病理学确诊或排

除. 对照的匹配条件: 同民族、同性别、年龄相

差不超过5岁、居住同一地区. 患者和对照组均

已签署知情同意书. 主要仪器与试剂: PCR仪(德
国Biometra公司); 离心机(德国Thermo公司); 紫
外分光光度仪(北京普析通用仪器公司); 琼脂糖

(上海杰瑞公司); PCR扩增试剂: 三磷酸碱基脱

氧核苷酸(dNTP), Taq酶, 10×PCR Buffer及内切

酶MspⅠ(大连宝生物公司), Bst uⅠ(Fermentas), 
BfaⅠ(大连宝生物公司).
1.2 方法 
1.2.1 DNA抽提、PCR扩增及酶切: 食管癌病例

及对照均取新鲜全血; 食管癌病例取石蜡包埋组

织, 对照取正常食管新鲜黏膜组织, -80 ℃低温保

存备用. 基因组DNA提取采用酚-氯仿-异戊醇法; 
所有抽提的DNA均经1%琼脂糖凝胶电泳验证. 
PCR扩增所使用的引物参照文献[6-8](表1). 

HPV16E6 PCR反应总体积25 μL, 基因组

DNA 2 μL, 引物(20 μmol/L)各0.8 μL, dNTP 2.0 
μL, Taq酶(5 U/μL)0.2 μL, 10×PCR Buffer(含
Mg2+)2.5 μL. PCR扩增条件为: 94 ℃预变性5 min, 

■研发前沿
食管癌病因及发
病学机制至今尚
未 完 全 阐 明 ,  目
前认为这是环境
因素和遗传因素
共 同 作 用 的 结
果 .  食 管 癌 的 病
因可归结为致癌
物活化或解毒作
用、DNA修复能
力、HPV感染和
其他已知或未知
因素产生的联合
作 用 .  国 内 外 研
究结果表明高危
型HPV感染与高
发区食管癌发生
关系密切 .  因此 , 
食管癌与HPV感
染及其与免疫相
关基因之间的相
互关系是一个值
得研究的问题.
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94 ℃ 45 s、58 ℃ 45 s、72 ℃ 45 s, 共35个循环, 
最后72 ℃延伸10 min. Tap2379和Tap2665反应总

体积25 μL, 基因组DNA 2 μL, 引物(25 μmol/L)
各0.8 μL, dNTP 2.0 μL, Taq酶(2.5 U/μL)0.4 μL, 
10×PCR Buffer(含Mg2+)2.5 μL. PCR扩增条件

为: 94 ℃预变性5 min, 94 ℃ 45 s、56 ℃ 45 s、
72 ℃ 45 s, 共35个循环, 最后72 ℃延伸10 min. 
Tap2687反应总体积25 μL, 基因组DNA 2 μL, 引
物(25 μmol/L)各0.4 μL, dNTP 2.0 μL, Taq酶(2.5 
U/μL)0.4 μL, 10×PCR Buffer(含Mg2+)2.5 μL. 
PCR扩增条件为: 94℃预变性5 min, 94 ℃ 40 s、
53 ℃ 45 s、72 ℃ 50 s, 共35个循环, 最后72 ℃延

伸5 min. Tap2379 PCR产物用BstuⅠ内切酶酶切, 
Tap2665 PCR产物用MspⅠ内切酶酶切, Tap2687 
PCR产物用BfaⅠ内切酶酶切, 37 ℃水浴12 h.
1.2.2 PCR产物及酶切产物鉴定: 2%和3%琼脂

糖凝胶电泳分别用于鉴定HPV16E6阳性率和

Tap2379、Tap2665、Tap2687基因型, 用DNA 
MarkerⅠ(100-600 bp)作为参照. HPV16E6阳性者

出现268 bp的目的片断, 阴性者不出现; Tap2379
基因型分3种: Val(G)/Val(G)、Val(G)/Ile(A)、
Ile(A)/Ile(A), 片段长度分别为193 bp+20 bp、213 
bp+193 bp+20 bp、213 bp; Tap2665基因型分3种: 
Thr(A)/Thr(A)、Thr(A)/Ala(G)、Ala(G)/Ala(G), 
片段长度分别为227 bp、227 bp+207 bp+20 bp、
207 bp+20 bp; Tap2687基因型分3种: Gln(Q)/
Gln(Q)、Gln(Q)/Stop(S)、Stop(S)/Stop(S), 片段

长度分别为223 bp+10 bp、223 bp+127 bp+96 
bp+10 bp、127 bp+96 bp+10 bp.

统计学处理 使用Epidata建立数据库, 采用

SPSS13.0统计软件进行分析, 以1∶2配对资料

χ2检验、P值、OR值及95%CI确定HPV16E6阳
性率及Tap2379、Tap2665、Tap2687基因多态

性在食管癌组和对照组中的分布差异, 1∶2配
对资料χ2检验涉及到的公式[3]有: n2的期望值: 

E(n2) = (n2+n4)/3, n2的方差: Var(n2) = 2(n2+n4)/9, 
n1的期望值 :  E(n1)  = 2(n1+n3)/3,  n1的方差 : 
Var(n1) = 2(n1+n3)/9, χ2 = [n2-E(n2)+n1-E(n1)]2/
[Var(n2)+Var(n1)], OR  = (n1+2n2)/(2n5+n4).

2  结果

2. 1 一般情况 食管癌组与对照组性别差异无统

计学意义(χ2 = 0.000, P  = 1.000); 年龄差异无统

计学意义(t  = 1. 355, P  = 0.177). Hardy Weinberg
遗传平衡检验人群Tap2379、Tap2665、Tap2687
基因型频率, 差异均无统计学意义(χ2 = 0.976, 
P >0.05; χ2 = 0.770, P >0.05; χ2 = 1.116, P >0.05), 
说明这三者基因型频率已达到遗传平衡 ,  具
有人群代表性. 对所有HPV16E6及Tap2379、
Tap2665基因型频率的PCR扩增产物用2.0%的琼

脂糖凝胶电泳鉴定, 扩增产物的目的片断分别

为268 bp、213 bp和227 bp(图1-3). 对Tap2 PCR
扩增产物进行特异性内切酶酶切, 3%琼脂糖凝

胶电泳用于鉴定Tap2基因型, 用DNA MarkerⅠ
(100-600 bp)作为参照. Tap2379 PCR产物用Bst u
Ⅰ内切酶酶切, 其基因型分3种: Val(G)/Val(G)、
Val(G)/Ile(A)、Ile(A)/Ile(A), 片段长度分别为

193 bp+20 bp、213 bp+193 bp+20 bp、213 bp; 
Tap2665 PCR产物用MspⅠ内切酶酶切, 其基

因型分3种: Thr(A)/Thr(A)、Thr(A)/Ala(G)、
Ala(G)/Ala(G), 片段长度分别为227 bp、227 bp 
+207 bp+20 bp、207 bp+20 bp(图4, 5).
2.2 HPV16E6、Tap2基因多态性与哈族食管癌

的关系 单因素条件Logistic回归显示: 食管癌组

和对照组, HPV16E6, Tap2379、Tap2665基因型

差异均有统计学意义(χ2 = 11.617, P  = 0.001; χ2 = 
11.604, P  = 0.001; χ2 = 4.451, P  = 0.035), Tap2687
基因型差异无统计学意义(χ2 = 0.586, P  = 0.444, 
表2). 
2.3 HPV16E6与Tap2基因多态性的交互作用

■相关报道
Furumoto等研究发
现HPV感染宿主
细胞后的致癌作
用与HPV DNA整
合入宿主细胞有
关. 许春雷等采用
免疫组织化学法
对食管癌的研究
表明, HPV16E6、
E7蛋白在食管癌
组织中的表达要
高于正常食管黏
膜组织. 

表 1 PCR扩增所使用的引物序列

     
引物名称                                    引物序列 扩增长度(bp)

HPV16E6 For:  5'-GACCCAGAAAGTTACCACAG-3'

Rev: 5'-CACAACGGTTTGTTGTATTG-3'         268

Tap2379 For:  5'-GCCCGTGCCTTGTACCTGCGC-3'

Rev:  5'-ACCCCCAAGTGGAGCAC-3'         213

Tap2665 For: 5'-GGTGATTGCTCACAGGCTGCCG-3'

Rev: 5'-CACAGCTCTAGGGAAACTC-3'         227

Tap2687 For: 5'-ACAGTGCTGGTGATTGCTC-3'

Rev: 5'-CACAGCTCTAGGGAAACTC-3'         233
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2.3.1 HPV16E6阳性和Tap2379基因多态性的交

互作用: 以两因素均为阴性为对照, HPV16E6
阴性、Ta p2379阳性的个体发生食管癌的风

险为3.500(95%CI: 1.807-6.780); HPV16E6阳
性、Tap2379阴性的个体发生食管癌的风险为

3.912(95%CI: 1.853-8.257); HPV16E6、Tap2379
两者均为阳性的个体发生食管癌的风险为

5.600(95%CI: 1.731-18.117), 其仅稍大于两者单

独作用之和, 提示HPV16E6阳性与Tap2379基因

多态性无交互作用(表3). 
2 . 3 .2  H P V16E6阳性和Ta p2665基因多态

性的交互作用 :  以两因素均为阴性为对照 , 
H P V16E6阴性、Ta p2665阳性的个体发生食

管癌的风险为2.263(95%C I: 1.248-4.103); 
H P V16E6阳性、Ta p2665阴性的个体发生食

管癌的风险为4.530(95%C I: 1.977-10.382); 
HPV16E6、Tap2665两者均为阳性的个体发生

食管癌的风险为4.663(95%CI: 1.672-13.004), 

表 3 HPV16E6与Tap2379、Tap2665基因多态性的交互作用

     
HPV16E6 病例(n ) 对照(n )    χ2值   P值           OR(95%CI)

Tap2379-     -   38  133 1.000

Tap2379-     +   19    17 13.915 0.000 3.912(1.853-8.257)

Tap2379+     -   25    25 14.647 0.000 3.500(1.807-6.780)

Tap2379+     +     8      5   7.974 0.005 5.600(1.731-18.117)

Tap2665-     -   26    97 1.000

Tap2665-     +   17    14 13.972 0.000 4.530(1.977-10.382)

Tap2665+     -   37    61   7.390 0.007 2.263(1.248-4.103)

Tap2665+     +   10      8   8.056 0.005 4.663(1.672-13.004)

以Tap2379突变杂合型(G/A)和突变纯合型(A/A)为暴露, 用“+”表示; Tap2379野生纯合型(G/G)为非暴露, 以

“-”表示; 以Tap2665突变杂合型(A/G)和突变纯合型(G/G)为暴露, 用“+”表示; Tap2665野生纯合型(A/A)为

非暴露, 以“-”表示.

■创新盘点
本 研 究 在 前 期
H P V 1 6 E 6 、
HLADR9、Tap2
基因多态性与新
疆哈萨克族人群
食 管 癌 关 系 的
研 究 基 础 之 上 , 
进 一 步 探 讨 了
HPV16E6、Tap2
与新疆哈萨克族
食管癌交互作用, 
对于了解HPV在
食管癌的发生中
的可能致癌机制
具有一定的意义. 

表 2 HPV16E6、Tap2基因多态性与哈族食管癌的关系

     
病例n (%)   对照n (%) P 值           OR(95%CI)

HPV16E6

    - 63(70.00) 158(87.78) 1. 000

    + 27(30.00)   22(12.22) 0.001 3.159(1.630-6.122)

Tap2379 

    G/G 57(63.33) 150(83.33) 1.000

    G/A 27(30.00)   26(14.44) 0.003 2.525(1.366-4.670)

    A/A   6(6.67)     4(2.22) 0.063 3.822(0.932-15.684)

    G/G 57(63. 33) 150(83.33) 1.000

    G/A+A/A 33(36. 67)   30(16.67) 0.001 2.694(1.523-4.764)

Tap2665 

    A/A 43(47.78) 111(61.67) 1.000

    A/G 38(42.22)   57(31.67) 0.056 1.686(0.986-2.883)

    G/G   9(10.00)   12(6.67) 0.180 1.907(0.742-4.903)

    A/A 43(47.78) 111(61.67) 1.000

    A/G+G/G 47(52.22)   69(38.33) 0.035 1.724(1.039-2.860)

Tap2687

    T/T 32(35.56)   73(40.56) 1.000

    T/C 30(33.33)   62(34.44) 0.770 1.090(0.612-1.941)

    C/C 28(31.11)   45(25.00) 0.273 1.421(0.758-2.664)

    T/T 32(35.56)   73(40.56) 1.000

    T/C+C/C 58(64.44) 107(59.44) 0.444 1.218(0.735-2.016)
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其危险性稍高于两者单独作用之和 ,  提示

HPV16E6阳性与Tap2665基因多态性不存在交

互作用(表3). 
2.3.3 Ta p2379、Ta p2665基因多态性的交互

作用: 以两因素均为阴性为对照, Ta p2379阴
性、Ta p2665阳性的个体发生食管癌的风险

为1.621(95%CI: 0.878-2.994); Tap2379阳性、

T a p 2 6 6 5阴性的个体发生食管癌的风险为

2.397(95%CI: 1.105-5.202); Tap2379与Tap2665
基因多态性两者均为阳性的个体发生食管癌的

风险为7.005(95%CI: 2.725-18.008), 其远大于两

者单独作用之和, 提示Tap2379与Tap2665基因多

态性存在交互作用(表4). 

3  讨论

分子生物学和流行病学已证实HPV16在宫颈癌

的发生中具有重要作用, 但与食管癌的关系不明

确. 高危型HPVE6和E7基因主要涉及细胞转化, 
当HPV的DNA整合到宿主细胞核内基因组中, 激
活调节病毒生长的E6和E7基因片段, 使其无限转

录, 从而导致癌变的发生[9]. 许春雷等[3]采用免疫

组织化学法对食管癌的研究表明, HPV16E6、
E7蛋白在食管癌组织中的表达要高于正常食

管黏膜组织(P <0.05), 推测二者可能是食管癌

发生、发展的重要因素之一. 邹赛英等[10]采用

PCR及免疫组织化学技术对104例食管鳞癌进

行HPVE6蛋白的检测, 发现HPV16E6在食管鳞

癌的发生发展中有重要的作用. 刘文康等[11]采

用P C R技术检测40例食管鳞癌和20例正常食

管黏膜中HPV16E6、E7基因, 发现与二者与食

管鳞癌的发生和发展有关. 本研究通过P C R-
S S P技术检测食管癌组及对照组中H P V16E6

■应用要点
本研究从分子水
平分析HPV感染
与Tap2基因遗传
多态性的关系及
其相互间的交互
作用, 为食管癌的
防治提供有价值
的参考依据. 

表 4 Tap2379与Tap2665基因多态性的交互作用

     
Tap2665 Tap2379 病例(n ) 对照(n )    χ2值   P 值          OR(95%CI)

- -   27   89 1. 000

- +   30   61   2.400 0.121 2.397(1.105-5.202)

+ -   16   22   5.042 0.025 1.621(0.878-2.994)

+ +   17     8 19.164 0.000 7.005(2.725-18.008)

以Tap2379突变杂合型(G/A)和突变纯合型(A/A)为暴露, 用“+”表示; Tap2379野生纯合型(G/G)为非暴露, 以

“-”表示; 以Tap2665突变杂合型(A/G)和突变纯合型(G/G)为暴露, 用“+”表示; Tap2665野生纯合型(A/A)为

非暴露, 以“-”表示.

M       1        2       3       4         5       6

图 4 Tap2379酶切图. M: DNA Marker; 1、2、4: A/A型; 

3、5: G/G型; 6: G/A型.

图 5 Tap2665酶切图. M: DNA Marker; 1-3、5、7-9、

12: A/A型; 4、6、10、11: A/G型; 13: G/G型.

M   1   2   3  4   5   6   7   8  9  10 11 12 13

242

M   1    2   3   4   5   6   7    8   9  10 11

331

图 1 HPV16E6 PCR扩增电泳图. M: DNA Marker; 1: 阳性对

照, 2: 阴性对照, 3、6、7、9、10: 阳性, 4、5、8、11: 阴性.

268 bp

M   1    2    3    4    5   6   7    8    9   10  11

图 2 Tap2379PCR电泳图. M: DNA Marker; 1: 阴性对照; 

2-11: 阳性.

213 bp

图 3 Tap2665 PCR扩增电泳图. M: DNA Marker; 1-4, 

6-11: 阳性; 5: 阴性对照.

M    1    2    3    4    5   6   7    8    9   10  11

227 bp
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的感染率, 结果发现90例食管癌中HPV16E6感
染者有27例, 高于对照组(30.00% vs  12.22%, P  
= 0.000), HPV16E6感染的个体发生食管癌的

风险是HPV16E6阴性个体的3.159倍(95%CI: 
1.630-6.122), 与上述研究结果一致, 也与本课题

组前期研究结果一致[12,13]. 
Tap是一种属于ATP结合匣超家族的转运蛋

白, 由Tap1和Tap2两个亚单位组成, 并以异二聚

体的形式发挥作用, Tap2基因多态性与多种恶性

肿瘤的发生相关, 且其与汉族食管癌存在相关

性[5]. 本研究采用PCR-RFLP技术对食管癌组与

对照中的Tap2基因多态性进行检测, 结果显示: 
Tap2379为哈族食管癌的危险因素(χ2 = 11.604, 
P  = 0.001), 与本课题组前期研究结果一致[14]; 
Tap2665是哈族食管癌的危险因素(χ2 = 4.451, 
P  = 0.035), 与本课题组前期研究结果有所不同, 
其可能的原因是: HPV检测需要用到食管黏膜

组织, 考虑到伦理道德, 对照不可能都是正常人

群, 本课题的对照有一部分是门诊胃镜检查患

有胃炎等消化系炎症的患者, 可能因此导致食

管癌组及对照组之间的基因多态性的差异变小; 
Tap2687未发现有此作用(χ2 = 0.586, P  = 0.444), 
其原因可能是: 肿瘤细胞在与宿主的相互作用

中, 为求生存可建立一系列免疫逃避机制以抵

抗机体免疫系统的攻击. 
研究发现, 免疫相关基因与HPV感染机体

后的病毒清除过程有关, Cao等[5]研究显示HLA-
Ⅱ类基因区的L M P7/Ta p2基因多态性与安阳

地区HPV相关食管癌有关, 并推测宿主的某些

免疫相关基因将影响宿主对HPV病毒的清除, 
而导致细胞恶性转化 .  本研究交互作用显示: 
HPV16E6阳性与Tap2379、Tap2665基因多态性

不存在交互作用, 可能是由于本课题的对照有

一部分是门诊胃镜检查患有胃炎等消化系炎症

的患者, 从而导致食管癌组及对照组之间的差

异变小, 掩盖了他们之间的真实关系; Tap2379
与Tap2665基因多态性存在交互作用, Tap2379、
Tap2665两者均为阳性的个体发生食管癌的危

险性为两因素均为阴性者的7.005倍(95%C I: 
2.725-18.008), 其共同作用远大于两因素单独作

用之和[单独Tap2379基因多态阳性的个体发生

食管癌的风险为2.397(95%CI: 1.105-5.202), 单
独Tap2665基因多态阳性的个体发生食管癌的

风险为1.621(95%CI: 0.878-2.994)], 其原因可能

是: Tap2379及Tap2665是Tap2基因座上相邻的两

个多态位点, 在抗原呈递时, Tap2379及Tap2665

单独的多态改变均会使Tap表达下降或功能障

碍, 使得抗原结合槽无法形成, 当Ta p2379及
Tap2665共同作用时, Tap表达下降或功能上的障

碍发生叠加, 此时, Tap上的ATP酶就在大程度上

无法被激活, Tap二聚体结构也不会发生改变, 跨
膜通道不开放的个数增加, 胞质侧的抗原肽被

转位于内质网腔内的个数减少[15], 与内质网中

新合成组装完整的MHC-Ⅰα/β2m分子上的肽结

合沟槽结合个数也减少, 形成稳定的MHC-Ⅰ抗

原肽复合物的个数也必然减少. 使其无法经分

泌途径表达于APC表面, 无法被CD8+ T淋巴细

胞识别从而引起免疫应答, 导致肿瘤抗原被有

效转运的作用降低, 故使肿瘤逃逸免疫监视的

效应增强. 但HPV与免疫相关基因遗传多态性

的共同致癌机制仍需进一步深入研究, 为食管

癌的防治提供确切的生物学依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between the 
expression of vascular endothelial growth factor 
(VEGF) protein and clinicopathological charac-
teristics of gastric cancer.

METHODS: The surgical specimens from 775 
patients with gastric cancer who were treated 
at Fuzhou General Hospital of Nanjing Military 
Command of Chinese PLA were used in this 
study. VEGF protein expression in these speci-

mens was examined by immunohistochemistry.

RESULTS: The rate of VEGF protein overex-
pression was 25.42% (197/775). VEGF protein 
overexpression was associated with depth of 
invasion, lymph node metastasis and distant 
metastasis (all P < 0.05), but not with sex, age, 
tumor site, TNM stage, histopathologic type and 
differentiation (all P > 0.05). Multivariate analy-
sis demonstrated that depth of invasion, lymph 
node metastasis and distant metastasis were sig-
nificant predictors of VEGF protein overexpres-
sion in gastric cancer (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Detection of VEGF protein ex-
pression may be used to assess the malignant bio-
logical behavior and prognosis of gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Vascular endothelial 
growth factor; Epidermal growth factor receptor; 
Immunohistochemistry; Clinicopathological charac-
teristic

Liu W, Yu YH, Ouyang XN, Wang L, Wu YM, Chen J, 
Xiong XS. Clinical significance of VEGF expression in 
gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(31): 
3366-3371

摘要
目的: 探讨VEGF过表达与中国胃癌患者临床
病理特征间的关系及其临床意义.

方法: 收集2006-01/2009-08在中国人民解放
军南京军区福州总医院手术切除的胃癌组织
标本1 107例, 选择资料完整的胃腺癌病例775
例进行研究, 采用EliVisionTM plus免疫组织化
学染色方法检测775例胃癌标本VEGF蛋白的
表达.

结果: 775例胃癌组织中VEGF阳性表达197
例, 表达率为25.42%(197/775); VEGF蛋白表
达与患者性别、年龄、肿瘤部位、TNM分期
及组织类型、分化程度无相关性(均P >0.05); 
而与浸润深度、淋巴结转移、远处转移相
关(P <0.05); 经多因素分析, 浸润深度、淋巴
结转移、远处转移均会影响V E G F的表达
(P <0.05).

®

■背景资料
胃癌是最常见的
恶性肿瘤之一, 居
消化系肿瘤之首. 
大部分胃癌患者
在诊断时已属晚
期, 治疗效果不理
想, 需寻求新的治
疗方法以提高疗
效是临床的迫切
需要. 

■同行评议者
王 鲁 平 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军北京军区总医
院病理科
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结论: VEGF检测可以作为评估胃癌生物学行
为及预后的指标, 并为靶向治疗提供理论依据.

关键词: 胃癌; 血管内皮生长因子; 表皮生长因子受

体; 免疫组织化学; 临床病理参数
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 居消化系肿瘤

之首[1]. 大部分胃癌患者在诊断时已属晚期, 手
术后辅以化疗, 治疗效果不明显. 影响胃癌预后

最重要的因素就是肿瘤的侵袭及转移, 而血管

生成在肿瘤的侵袭转移中发挥着重要作用. 血
管内皮生长因子(vascular endothelial growth fac-
tor, VEGF)是迄今发现的最重要的促血管生成因

子, 其通过促进血管内皮细胞增殖、增加血管

通透性, 在诱导肿瘤血管生成, 促进肿瘤细胞转

移中起关键作用[2]. 目前, 国内尚未见大宗胃癌

病例VEGF表达的报道, 本研究采用免疫组织化

学方法检测775例胃癌病例组织中VEGF的表达, 
探讨VEGF过表达与胃癌发生发展、浸润转移等

临床病理特征及预后的关系, 以期为针对VEGF
过表达胃癌的靶向治疗提供理论参考依据.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2009-08在中国人民解放

军南京军区福州总医院手术切除的胃癌组织标

本1 107例, 选择资料完整的胃腺癌病例775例
进行研究, 手术标本经10%中性甲醛固定, 石蜡

包埋, 3 μm厚连续切片, 分别进行HE和免疫组

织化学染色; 所有病例术前均未行放化疗. 患者

中男576例, 女199例, 年龄27-85(平均58.2)岁. 胃
癌TNM分期采用AJCC标准(2002). 组织分型采

用Lauren分型标准, 分为肠型、弥漫型、混合

型. 另外, 在775例胃腺癌病例中随机抽取100
例癌旁(距癌灶距离>5 cm)非肿瘤性胃黏膜作

为对照. 试剂均购自福州迈新生物技术开发公

司, 一抗为鼠抗人单克隆抗体VEGF. 试剂盒选

用EliVisionTM plus试剂盒. 石蜡切片机(LEICA 
RM2245)、显微镜(OLYMPUS BX51)、电热恒

温干燥箱(上海-恒科技有限公司). 所有标记均设

阳性对照并用PBS缓冲液代替一抗做阴性对照.
1.2 方法 
1.2.1 EliVisionTM plus免疫组织化学染色: 石蜡切

片脱蜡、水化, PBS冲洗3×3 min; 高温高压抗

原修复; 加3%过氧化氢溶液, 室温下孵育10 min, 
以阻断内源性过氧化物酶; PBS冲洗3×3 min; 
加第一抗体, 室温下孵育60 min; PBS冲洗3×5 
min; 加聚合物增强剂, 室温下孵育20 min; PBS
冲洗3×3 min; 再加酶标抗鼠聚合物, 室温下孵

育30 min; PBS冲洗3×3 min; 加新配制的DAB
显色液, 显微镜下观察3-10 min, 阳性显色为棕

黄色; 自来水冲洗, 苏木素复染, 0.1%盐酸分化; 
自来水冲洗, PBS冲洗返蓝; 梯度酒精脱水干燥, 
中性树脂封片.
1.2.2 VEGF过表达分析: 阳性染色呈棕黄色颗

粒, 定位于细胞质. 肿瘤细胞不着色/<10%的肿

瘤细胞着色为阴性(-), ≥10%的肿瘤细胞着色

为阳性[3,4], 并根据肿瘤阳性细胞数所占比例分

为: 10%-25%(+), 26%-50%(++), 50%-75%(+++), 
>75%(++++).

统计学处理 采用SPSS16.0软件进行χ2检验

分析. 通过多因素分析, 对各个因素之间的关系

进行分析.

2  结果

2.1 V E G F蛋白在胃癌中的表达  胃癌组织中

VEGF阳性反应, 定位于细胞质, 其表达呈明显

的异质性, 不同分化程度的癌组织均有表达(图
1, 2A). 癌旁非肿瘤性胃黏膜未见VEGF的过表

达(图2B).
2.2 VEGF蛋白表达与胃癌临床病理参数间的关

系 775例胃癌组织中VEGF阳性表达197例, 表
达率为25.42%. VEGF蛋白表达与患者性别、年

龄、肿瘤部位、TNM分期、组织类型及分化

程度无相关性(P >0.05), 而与浸润深度、淋巴结

转移及远处转移相关(P <0.05). 经多因素分析, 
浸润深度、淋巴结转移及远处转移均会影响

VEGF的表达(P <0.05, 表1).
2.3 胃癌中VEGF蛋白表达与Her-2及EGFR蛋白

表达的关系 本课题组前期对同组胃癌病例进行

了Her-2和表皮生长因子受体(epidermal growth 
factor receptor, EGFR)蛋白检测, 发现胃癌组

织中存在Her-2和EGFR蛋白过表达[5,6], 将本研

究中胃癌VEGF蛋白表达与前期同组胃癌病例

Her-2、EGFR蛋白表达进行关联性检验分析发

现, VEGF与Her-2、EGFR蛋白的过表达均无相

关性(P >0.05, 表2, 3).

3  讨论

VEGF家族包括VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、

■研发前沿
关于VEGF与肿瘤
的关系, 多数研究
集中在转移性结
直肠癌上, 目前国
内未见有关VEGF
与胃癌关系的大
宗病例研究. 
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VEGF-D、VEGF-E和胎盘生长因子(placenta 
growth factor, PLGF), 其中VEGF-A是最主要的

血管生成因子, 能增加血管通透性, 促进血管内

皮细胞分裂增殖, 抑制凋亡, 诱导蛋白酶降解细

胞外基质和细胞间连接, 促进肿瘤细胞转移[7,8]. 
VEGF-C和VEGF-D可与VEGFR-3结合, 诱导

VEGFR-3酪氨酸酶磷酸化, 导致新生淋巴管生

成, 促进肿瘤细胞通过淋巴道转移[9]. 研究发现

胃癌中存在VEGF-A、VEGF-C和VEGF-D的过

表达, 并与癌组织血管密度增高、血管侵犯、

淋巴结转移、及远处转移有关[10-13]. 
本研究显示胃癌组织VEGF阳性表达率为

25.42%, VEGF蛋白表达与患者性别、年龄、肿

瘤部位、TNM分期、组织类型及分化程度无相

关性, 这与相关报道基本一致[14,15]. 国内外研究

显示, VEGF过表达和胃癌血管生成、淋巴结转

移以及胃癌发展密切相关, 并且VEGF表达阳性

患者较阴性患者的预后差[14,16]; Fondevila等[14]研

究显示, VEGF的阳性表达与TNM分期、组织类

型、浸润深度、淋巴结转移、远处转移等预后

参数相关, VEGF的阳性表达患者的复发率明显

高于阴性患者(40% vs  20%), 并且VEGF的阳性

表达与微血管密度(microvessel density, MVD)
密切相关. 赵向阳等[16]报道VEGF的表达不但与

肿瘤的分化程度、TNM分期、淋巴结的转移、

浸润程度有关, 而且与MVD和基质金属蛋白酶

-10(matrix metalloproteinase 10, MMP-10)的过

表达呈正相关. Lieto等[3]研究发现, VEGF的表

达与浸润深度、TNM分期、淋巴结转移及远处

转移密切相关, 并且VEGF阳性表达患者5年生

存率较阴性表达患者低(30% vs  79%); 同组病例

EGFR阳性表达患者5年生存率较阴性表达患者

低(40% vs  73%); VEGF与EGFR表达均阳性的患

者较VEGF或EGFR之一阳性或均阴性的患者预

后差. 我们的研究证实胃癌组织VEGF、EGFR
及Her-2过表达与浸润深度、淋巴结转移等密

切相关, 那么VEGF与EGFR、Her-2蛋白的表达

是否具有相关性? 关联性检验分析显示VEGF与
EGFR、Her-2蛋白的表达并无相关性, 这可能是

由于三者通过不同的作用机制在胃癌的发生发

展、浸润转移中发挥作用, 从而使两者在胃癌

中的过表达无相关性, 具体机制尚需进一步研

究. 以上临床资料显示VEGF、EGFR及Her-2在

■相关报道
Fondevila等研究
显示, VEGF的阳
性表达与TNM分
期、组织类型、
浸润深度、淋巴
结转移、远处转
移等预后参数相
关 ,  V E G F 的 阳
性表达患者的复
发率明显高于阴
性 患 者 ( 4 0 %  v s  
20%).

图 1 VEGF在不同分化程度胃癌组织中的表达(×200, 癌细
胞胞质着色). A: 高分化; B: 中分化; C: 低分化.

A

B

C
图 2 VEGF在胃组织中的表达(×200). A: 中低分化胃癌组

织; B: 癌旁非肿瘤性胃黏膜组织.

A

B
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胃癌中均存在过表达且与淋巴结转移等临床预

后相关参数密切相关, 初步表明VEGF、EGFR
及Her-2促进了胃癌的浸润转移, 是胃癌患者预

后的独立参考指标.
VEGF可诱导血管内皮细胞增殖, 促进新生

血管形成, 增加血管通透性, 为肿瘤的侵袭、转

移提供了条件[17], 同时针对VEGF为靶点的靶向

药物也为胃癌治疗提供了新的思路. 以VEGF为
靶点的靶向治疗药物主要包括: 人源化抗VEGF
单克隆抗体, 如贝伐单抗(bevacizumab); 嵌合性

抗VEGF受体(vascular endothelial growth factor 
receptor, VEGFR)胞外区的单克隆抗体, 如 IMC-

■创新盘点
本文采用大宗病
例研究, 综合分析
了VEGF与胃癌生
物学行为及预后
的关系, 以期为胃
癌靶向治疗提供
理论依据.

表 2 VEGF与Her-2表达的相关性 (n )

     
Her-2

               VGFR
合计

  +   -

+   23   65   88

- 174 513 687

合计 197 578 775

表 3 VGFR与EGFR表达的相关性 (n )

     
EGFR

               VGFR
合计

  +   -

+   40   92 132

- 157 486 643

合计 197 578 775

表 1 VEGF表达与胃癌患者临床病理参数的关系

     
临床病理参数     n    -  + ++ +++ ++++ VEGF阳性率n (%)    P值

性别

    男 576 432 46 41 30   27     144(25.0) >0.50             

    女 199 146 13 15 14   11       53(26.6)

年龄(岁)

    <60 363 271 37 21 19   15       92(25.3) >0.50            

    ≥60 412 307 37 26 19   23     105(25.5)

肿瘤部位

    胃食管连接部胃癌 324 237 25 26 17   19       87(26.9) >0.10

    胃部胃癌 451 341 32 30 28   20     110(24.4)

浸润深度

    Tis     2     2   0   0   0     0         0(0.0) <0.05

    T1   51   46   1   3   1     0         5(9.8)

    T2 314 234 25 20 21   14       80(25.5)

    T3 385 283 29 31 19   23     102(26.5)

    T4   23   13   2   2   4     2       10(43.5)

Lauren分型

    肠型 285 209 24 16 20   16       76(26.7) >0.50

    弥漫型 313 238 23 23 17   12       75(24.0)

    混合型 177 131 14 13   9   10       46(26.0)

分化程度

    高、中分化 461 344 38 25 28   26     117(25.4) >0.50

    低、未分化 314 234 25 24 17   14       80(25.5)

TNM分期

    0、Ⅰ、Ⅱ 351 264 27 20 23   17       87(24.8) >0.50

    Ⅲ、Ⅳ 424 314 31 36 21   22     110(25.9)

淋巴结转移 <0.005

    N0 251 193 19 11 19   9       58(23.1)

    N1 322 238 22 26 16 20       84(26.1)

    N2 168 130 12 15   5   6       38(22.6)

    N3   70   53   3   6   6   2       17(24.3)

远处转移 <0.005

    有   89   55 11 13   6   4       34(38.2)

    无 686 523 38 51 40 34     163(23.8)
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1C11; 以及针对VEGFR的酪氨酸激酶抑制剂, 如
SU5416, SU6668和ZD6474. 

贝伐单抗为重组人源化抗VFGF单克隆抗

体, 2004年获美国食品药品管理局批准上市, 对
VEGF的识别和结合有高度特异性, 与VEGF
结合可阻止或减弱VEGF与血管内皮细胞受体

(Fit-1和KDR)的结合, 从而抑制内皮细胞增生和

新生血管形成, 起到抗肿瘤作用. 目前, 贝伐单

抗在转移性结肠、直肠癌中配合化学治疗已作

为一线治疗药物[18], 而贝伐单抗在胃癌方面的研

究尚处Ⅱ期临床试验阶段. Shah等[19]进行了贝伐

单抗联合伊立替康、顺铂治疗晚期胃癌及贲门

癌患者的Ⅱ期临床试验, 在34例可评疗效的患

者中治疗的总缓解率为65%, 中位生存期为12.3 
mo, 而且与顺铂、依立替康联合用药并未增加

化学治疗相关的不良反应. Su5416是一种新合

成的VEGFR FLK-1/KDR酪氨酸激酶抑制物, 可
明显抑制酪氨酸激酶活化, 阻止肿瘤新生血管

形成, 在Su5416联合依立替康治疗晚期结直肠

癌的Ⅰ期临床试验中获得一定的临床疗效[20], 但
关于Su5416在胃癌中的治疗尚未见临床报道. 
另外, SU6668与ZD6474在临床前期的研究中也

显示出一定的效果[21,22].
胃癌患者靶向药物如贝伐单抗的应用可能

成为趋势, 而靶向药物的应用有赖于可靠的筛

选方法. 免疫组织化学法是最常用于检测VEGF
蛋白表达的方法, 但免疫组织化学法往往受到

抗体浓度, 抗原修复方式、显色方式等方面的

影响; 目前, 荧光原位杂交(fluorescence in situ  
hybridization, FISH)方法已成为病理学新的诊断

工具, 使得病理学家能够在形态学背景上清晰

地观察到基因扩增, 从而获得与组织形态学相

融合的基因表达谱[23]. 与免疫组织化学法相比, 
FISH具有高稳定性、高准确性和高灵敏性的特

点, 能避免假阳性和假阴性结果的出现, 因而应

用FISH检测基因扩增被公认为检测基因表达的

金标准. 目前, FISH已应用于检测乳腺癌、肝

细胞肝癌等肿瘤组织Her-2、VEGF基因扩增情

况[24,25]. 在本课题组后续研究中, 我们拟将经免

疫组织化学法证实VEGF蛋白表达阳性的病例, 
应用FISH检测VEGF基因扩增情况, 并分析与免

疫组织化学法检测的相关性, 进一步探索胃癌

VEGF过表达的机制, 并为临床选取针对VEGF
抗体的靶向药物提供更直接的理论依据. 
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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)
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Abstract
AIM: To investigate the distribution of chemo-
kine receptor 5 gene 59029A/G (CCR5-59029) 
and interleukin 10 819 T/C (IL10-819) poly-
morphisms in two Yi minority populations in 
Guizhou Province, China, and to analyze their 
association with HBV infection.

METHODS: Blood samples were taken from 
105 and 108 Yi ethic individuals in Qianxi and 
Weining, respectively. The CCR5-59029 poly-
morphism was genotyped by polymerase chain 
reaction-restriction fragment length polymor-
phism (PCR-RFLP), while the IL10-819 poly-
morphism was genotyped by polymerase chain 
reaction-sequence-specific primer (PCR-SSP). 
DNA sequencing was performed to verify the 
above results.

RESULTS: The genotype frequency of IL10-819 
polymorphism differed significantly between 
HBV-infected subjects and non-infected ones in 
the Qianxi Yi minority population (P < 0.05), but 
showed no statistical difference in the Weining 
Yi minority population (P > 0.05). In contrast, 
the genotype frequency of CCR5-59029 differed 
significantly between HBV-infected subjects and 
non-infected ones in the Weining Yi minority 
population (P < 0.05), but showed no statistical 
difference in the Qianxi Yi minority population (P 
> 0.05).

CONCLUSION: CCR5-59029 and IL10-819 poly-
morphisms are associated with susceptibility to 
HBV infection in the Yi minority population in 
Guizhou Province, China.

Key Words: Chemokine receptor 5; Interleukin 10; 
Polymorphism; Yi minority; Hepatitis B virus

Shan KR, Wang CJ, Tan K, He Y, Zhang T, Li Y, Zhao Y, 
Wu CX, Qi XL, Guan ZZ. Association of CCR5-59029 and 
IL10-819 polymorphisms with HBV infection in two Yi 
minority populations in Guizhou Province, China. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(31): 3372-3377

摘要
目的: 研究贵州世居少数民族-黔西、威宁彝
族人群IL-10基因启动子区-819位点(IL10-819)
和趋化因子受体5(chemokine receptor 5, CCR5)
基因启动子区-59029位点(CCR5-59029)与
HBV易感性的相关性.

方法: 对研究人群采用序列特异性引物-聚合

®

■背景资料
我国7个民族HBV
感 染 调 查 ,  结 果
显示HBsAg具有
较 高 的 阳 性 率 : 
汉族为15.3%, 藏
族 2 6 . 2 % ,  瑶 族
24.0%, 黎族7.0%, 
维 族 5 . 3 % ,  且
HBV感染在这些
民族中存在着差
异性.

■同行评议者
李 淑 德 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
长海医院消化内
科
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酶链式反应(PCR-SSP)方法分析IL-10基因启
动子区-819位点多态性和限制性片段长度多
态性-聚合酶链式反应(PCR-RFLP)方法分析
CCR5基因启动子区-59029位点.

结果: IL10-819基因型频率在贵州黔西彝族感
染组与非感染组中的分布差异有统计学意义
(P <0.05), 在贵州威宁彝族感染组与非感染组
中的分布差异无统计学意义; CCR5-59029基
因威宁彝族感染组与非感染组中的分布差异
有统计学意义(P <0.05), 在贵州黔西彝族感染
组与非感染组中的分布差异无统计学意义.

结论: IL10-819基因和CCR5-59029基因多
态性与彝族乙肝感染情况可能存在相关性, 
IL10-819基因和CCR5-59029基因多态性可能
是乙肝易感性的因素之一.

关键词: 趋化因子受体5; 白介素10; 多态性; 彝族; 

乙型肝炎病毒

单可人, 王婵娟, 谭奎, 何燕, 张婷, 李毅, 赵艳, 吴昌学, 齐晓

岚, 官志忠. 贵州黔西威宁彝族人群HBV感染与IL10-819及

CCR5-59029多态性的相关性. 世界华人消化杂志  2010; 

18(31): 3372-3377

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/3372.asp

0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染呈世

界性流行, 估计全球有3.5亿慢性HBV感染者[1]. 
中国是乙型肝炎的高流行区, 2005年中国≥3岁
人群HBsAg阳性率为9.09%[2], 其中25%以上的

携带者将发展为慢性肝炎, 并可能进展为肝硬

化和肝癌[3]. 骆抗先等[4]对我国7个民族HBV感

染调查, 结果显示HBsAg具有较高的阳性率: 汉
族为15.3%, 藏族26.2%, 瑶族24.0%, 黎族7.0%, 
维族5.3%, 且HBV感染在这些民族中存在着差

异性. 2007年北京市人群乙型肝炎血清流行病

学研究中报道[5], 北京人群HBsAg标化阳性率已

降至3.02%. 2008年卫生部公布全国人群乙型肝

炎血清流行病学调查结果为全国1-59岁人群乙

型肝炎表面抗原携带率为7.18%. 西部地区人群

乙型肝炎表面抗原携带率高于东部地区, 西部

5-59岁人群乙型肝炎表面抗原携带率最高, 达
8.57%[6]. HBV感染, 其临床表现多样而复杂, 乙
型肝炎患者的发病、发展、治疗及预后亦因人

而异, 除了与病毒因素(病毒含量、基因型等)、
环境因素(如暴露人群的整体卫生状况、疫苗接

种状况等)有关, 还与宿主的遗传因素有关, 考虑

其疾病、宿主基因与环境因素三者间关系的复

杂性, 并且涉及到遗传异质性、多基因相互作

用等特征[7,8]. 随着人类基因组计划的完成, 遗传

因素[9]逐渐成为慢性乙型肝炎致病机制研究的

一个热点, 遗传因素在乙型肝炎发生、发展和

致病作用中的研究受到更大重视. 贵州是一个

多民族省份, 少数民族人口众多, 构成了极其珍

贵的遗传资源. 贵州少数民族形成了遗传学上

相对隔离的人群. 选用这样相对封闭的隔离自

然人群为研究对象, 可以最大限度地排除基因

流(gene flow)现象对该人群等位基因频率、基

因型频率的影响, 对多基因疾病研究具有独特

的优势. 本研究采用序列特异性引物-聚合酶链

式反应(polymerase chain reaction-sequence-spe-
cific primer, PCR-SSP)方法和限制性片段长度多

态性-聚合酶链式反应(polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism, PCR-
RFLP)方法对贵州世居少数民族-威宁和黔西彝

族人群进行与乙型肝炎病毒感染相关的CCR5
基因启动子区-59029位点和IL-10基因启动子区

-819位点的多态性分析研究.

1  材料和方法

1.1 材料 在知情同意的原则基础上, 选取贵州省

少数民族中较封闭的隔离自然人群-黔西彝族

105例、威宁彝族108例.  所选的研究对象3代内

无族外通婚、彼此间无直接血缘关系、性别, 
年龄匹配、未有乙型肝炎疫苗接种史. 
1.2 方法 
1.2.1 乙型肝炎血液学的检测、DNA提取、定

量以及分组: 采取血样后, 离心后取血浆, 采用

酶联免疫试验(ELISA)检测乙型肝炎血清学标

志, 即表面抗原(HBsAg)、表面抗体(抗-HBs)、e
抗原(HBeAg)、e抗体(抗-HBe)以及核心抗体(抗
-HBc). 按照上海实业科华生物技术有限公司生

产的试剂盒(批号20011112)说明进行操作, 美国

Bio-tec ELX 800酶标仪判断结果. 
1.2.2 样本分组: 由于样本人群无乙型肝炎疫苗

接种史, 乙型肝炎血液学指标判断标准为: HB-
sAg阳性: 标本A值/阴性对照标本平均A值≥2.1; 
抗-HBs阳性: 标本A值/阴性对照标本平均A值≥

2.1; 抗-HBc阳性: 标本A值<COV(原倍血浆阴性

对照标本平均A值×0.3), 并对其样本分组为阳

性感染组和阴性非感染组. 
1.2.3 选取样本: 根据乙型肝炎血液学检测结果, 
选取样本并进行人基因组DNA的常规酚/氯仿抽

提法提取. 

■研发前沿
随着人类基因组
计划的完成, 遗传
因素逐渐成为慢
性乙型肝炎致病
机制研究的一个
热点, 遗传因素在
乙型肝炎发生、
发展和致病作用
中的研究受到更
大重视.
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1.2.4 IL10-819位点的PCR-SSP分析: 采用PCR-
SSP方法检测IL-10基因启动子区-819位点多态

性. 根据GenBank报道的人类IL-10 DNA序列, 
利用Primer Premier 5软件自行设计引物扩增

IL10-819位点的两对引物序列以及内参照引物

序列, 引物均由上海生工合成, 扩增产物片段的

长度为402 bp. 内参照为人β-珠蛋白基因扩增片

段, 长度为268 bp. 
1.2.5 CCR5-59029位点的PCR-RFLP分析: 采用

PCR-RFLP方法检测CCR5基因启动子区-59029
位点多态性. 根据GenBank报道的人类CCR5 
DNA序列, 利用Primer Premier 5软件自行设计

扩增CCR5-59029位点的引物序列, 引物由上海

生工合成, PCR扩增产物长度为559 bp. 
1.2.6 PCR反应体系、循环条件及检测: IL10- 
819位点: PCR反应体系总体积25 μL, 包含100 
mmol/L Tris-HCl(pH8.3), 500 mmol/L KCL, 25 
mmol/L MgCl2, 2.5 mol/L dNTPs, 10 μmol/L上下

游引物, 10 μmol/L上下游内对照引物, 100 ng模
板DNA, 1 U Taq DNA聚合酶(大连宝生物工程

有限公司). PCR循环条件: 预变性94 ℃ 5 min, 
94 ℃变性40 s, 63 ℃退火45 s, 72 ℃延伸1 min, 
共35次循环, 终末延伸72 ℃ 7 min. 扩增产物用

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测. 
1.2.7 CCR5-59029位点: PCR反应体系总体积

25 μL, 包含10×PCR Buffer 2.5 μL, 25 mmol/L 
MgCl2 2.0 μL, 2.5 mol/L dNTPs 2.0 μL, 10.0 
μmol/L上游和下游引物各0.5 μL, TaqDNA聚合

酶(天根)(2.5 U/μL)0.4 μL, 模板DNA(100 μg/L)1 
μL, 加水补足体积至25 μL. PCR循环条件: 预变

性95 ℃ 5 min, 变性95 ℃ 30 s, 退火63.3 ℃ 30 s, 
延伸72 ℃ 30 s, 循环30次, 终末延伸 72 ℃ 7 min. 
扩增产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测.
1.2.8 CCR5-59029位点酶切分析: 用限制性内

切酶Bsp 1286Ⅰ酶切PCR扩增产物的DNA片段, 
Bsp 1286Ⅰ酶切识别位点: 5'…GGGCA↓C…3'; 
3'…C↑CCGTG…5', 59029位点发生G→A, 使原

来的限制性酶切位点消失, 这样电泳条带的数

量和大小就会发生改变, 从而区分不同的基因

型. Bsp 1286Ⅰ酶切体系: 10×PCR Buffer 1 μL, 

2.5 mmol/L BSA 0.4 μL, 模板DNA(100 μg/L)2 
μL, Bsp 1286Ⅰ(Promega)(10 U/μL)0.25 μL, 加高

压灭菌ddH2O至10 μL, 经2.0%琼脂糖凝胶电泳, 
在UVP凝胶成像仪上照相观察结果, 根据片段

大小来区分不同的基因型.
统计学处理  使用S P S S14.0统计软件处

理数据. 根据IL10-819位点的PCR-SSP结果和  
CCR5-59029位点的PCR-RFLP结果确定样本的

基因型, 基因型频率和等位基因频率, 用直接计

数法计算. 组间基因型频率和等位基因频率比

较、基因型及等位基因频率与乙型肝炎易感性

的关联性分析采用χ2检验, 定义P≤0.05时有统

计学意义.

2  结果

2.1 乙型肝炎血清学标志检测结果 乙型肝炎血

清学标志检测结果见表1, 贵州黔西彝族HBsAg
阳性率为9.52%, HBV流行率42.86%, 威宁彝族

HBsAg阳性率为20.37%, HBV流行率51.85%. 
2.2 IL10-819位点的PCR-SSP结果 IL10-819位点

扩增产物片断的长度为402 bp, 内参照扩增产

物片断长度为268 bp. 若样本基因型为野生型, 
-819位点为CC时, 引物1扩增, 在402 bp和268 bp
处出现条带, 引物2不能扩增, 只在268 bp内对照

处出现条带; 若样本基因型为纯合突变型, -819
位点为TT时, 引物2扩增, 也在402 bp和268 bp处
出现条带, 而引物1不能扩增, 只在268 bp处出现

条带; 若样本基因型为杂合子CT时, 引物1与2均
可扩增, 都在402 bp和268 bp处出现条带, 见图1.  
2.3 CCR5-59029位点PCR扩增和酶切分析结果

2.3.1 CCR5-59029位点的PCR扩增结果: 经过

PCR特异性扩增, 扩增产物长度559 bp(图2), 每例

样本选择目的条带清晰的PCR产物进行酶切. 

■相关报道
Chang等对CCR5
启动子基因多态
性与HBV感染的
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HBV感染的自发
清 除 显 著 相 关 , 
CCR5基因59029
位点基因多态性
可能在HBV感染
的清除中起重要
作用.

表 1 贵州彝族乙型肝炎血清学标志检测结果 n (%)

     
民族     n   HBsAg   抗-HBs  HBeAg 抗-HBe   抗-HBc HBV流行率(%)

黔西彝族 105 10(9.52) 14(13.33) 3(2.86) 8(7.62) 37(35.24)        42.86

威宁彝族 108 22(20.37) 18(16.67) 2(1.85) 9(8.33) 34(31.48)        51.85

图 1 IL10基因-819位点的PCR-SSP结果. 1, 2: 杂合子CT; 3: 

野生型CC; 4: 纯合突变型TT.
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2.3.2 C C R5-59029的B s p 1286Ⅰ酶切结果 : 
CCR5-59029扩增产物559 bp, 其片段中带有2个
Bsp 1286Ⅰ内切酶的酶切位点, 59029位点发生

G→A, 片段中该酶切位点消失, 只有1个酶切位

点发生酶切. 当为野生型GG时, 559 bp被酶切成

278, 154, 127 bp; 当为突变型AA时, 559 bp被酶

切成405 bp和154 bp; 当为杂合子GA时, 559 bp
被酶切成405, 278, 154, 127 bp(图3). 
2.4 乙型肝炎感染情况与贵州威宁、黔西彝族

基因型频率、基因频率的分析 根据乙型肝炎血

液学标志检测结果将样本分为HBV阳性感染组

和阴性非感染组两组, 比较两组IL10基因-819
基因型和CCR5基因-59029基因型分布的差别. 
IL10基因-819等位基因频率和基因型频率在贵

州黔西彝族人群感染组与非感染组中的分布有

显著性差异(P <0.05); 贵州威宁彝族人群等位基

因频率和基因型频率在感染组与非感染组中的

分布无显著性差异(P >0.05, 表2). CCR5-59029等
位基因频率在贵州威宁彝族人群感染组与非感

染组中的分布有显著性差异(P <0.05); 黔西彝族

等位基因频率和基因型频率在感染组与非感染

组中的分布无显著性差异(P >0.05, 表3).

3  讨论

与HBV感染者有密切接触的高危人群感染HBV
的机会不均一, 一部分人很容易被感染, 另一部

分人虽长期与患者接触却未被感染. HBV感染

者中有人很快发展到肝硬化、肝癌阶段, 而一

些患者在感染后很多年未经治疗, 其仍维持在

表 2 贵州威宁、黔西彝族IL10-819基因及基因型频率与HBV感染的相关分析

     
分组     n

基因型频率n (%)               基因频率n (%)     

      TT        CT     CC        T       C

威宁彝族 108 44(40.7) 44(40.7) 20(18.5) 132(61.1) 84(38.9)    

    HBV感染组   56 25(44.6) 23(41.1)   8(14.3)   73(65.2) 39(34.8)    

    HBV非感染组   52 19(36.5) 21(40.4) 12(23.1)   59(56.7) 45(43.3)    

              Sig. = 0.458, P>0.05     Sig. = 0.203,  P>0.05

黔西彝族 105 47(44.8) 52(49.5)   6(5.7) 146(69.5) 64(30.5)  

    HBV感染组   45       13(28.9) 28(62.2)   4(8.9)   54(60.0) 36(40.0)

    HBV非感染组   60 34(56.7) 24(40.0)   2(3.3)   92(76.7) 28(23.3)

              Sig. = 0.014, P<0.05     Sig. = 0.027, P<0.05

表 3 贵州威宁黔西彝族CCR5-59029基因及基因型频率与HBV感染的相关分析

     
分组     n

基因型频率n (%)                       基因频率n (%)     

      GG        GA      AA              G                   A

威宁彝族 105 25(23.81) 42(40.00) 38(36.19)      92(43.81)         118(56.19)    

    HBV感染组   45 11(24.44) 17(37.78) 17(37.78)      39(43.33)           51(56.67)    

    HBV非感染组   60 14(23.33) 25(41.67) 21(35.00)      53(44.17)           67(55.83)    

          χ2 = 0.165, Sig. = 0.921, P>0.05   χ2 = 0.015, Sig. = 0.904, P>0.05

黔西彝族 108 42(38.89) 46(42.59) 20(18.52)    130(60.19)         86(39.81) 

    HBV感染组   56       18(32.14) 24(42.86) 14(25.00)      60(53.57)         52(46.43)

    HBV非感染组   52 24(46.15) 22(42.31)   6(11.54)      70(67.31)         34(32.69)

              Sig. = 0.258, P>0.05              Sig. = 0.039, P<0.05

图 2 CCR5基因-59029位点的PCR扩增结果.
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图 3 CCR5基因-59029位点的酶切结果电泳图. 1, 4, 5, 10: 

突变型AA; 2, 6, 9: 杂合子GA; 3, 7, 8: 野生型GG.
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最初感染状态. 这与个体基因易感性和基因多

态性以及免疫状态有密切关系. 
越来越多的实验结果表明, HBV感染的肝脏

病理改变是针对于这种病毒的肝内免疫反应的

直接结果, 记忆和激活T淋巴细胞的浸润已成为

HBV的炎症特征, 而趋化因子/趋化因子受体在T
淋巴细胞游走中起重要作用. 蒲春文等[10]研究发

现: 肝内CCR5阳性细胞在慢性肝炎中高度表达, 
且其表达程度与炎症程度平行, 提示CCR5在
HBV的病理损伤进展过程中起重要作用. Shieh
等[11]发现CCR5-59029 A/A基因型的个体中CD4+ 
T淋巴细胞上表达更多的CCR5受体. 因此认为

CCR5-59029 G/G基因型的作用是降低CCR5受体

的功能, 而CCR5-59029 A/A基因型的作用是增加

CCR5受体的表达. 而且研究发现CCR5 promoter 
59029 G/G基因型个体可以通过降低CCR5的作

用而减轻肝脏的炎症反应[12]. 由此我们可以推想

CCR5-59029位点的基因多态性与细胞CCR5的
表达有关, 而其表达程度又与肝炎的炎症程度平

行, 这些证据提示我们CCR5-59029 G/G基因型

可能是HBV感染的保护性基因型.
Chang等[13]对CCR5启动子基因多态性与

HBV感染的相关性进行研究, 发现CCR5-59029 
G等位基因型与HBV感染的自发清除显著相关, 
CCR5基因59029位点基因多态性可能在HBV
感染的清除中起重要作用. 本研究显示, 威宁彝

族CCR5基因-59029 G等位基因频率在非感染

组中显著高于感染组, 这提示我们59029 G等位

基因可能与HBV感染的清除有关, 这与Chang
等的结果一致; 而黔西彝族等位基因频率和基

因型频率在感染组与非感染组中的分布无显著

性差异(P >0.05), 与Cheong等[14]的研究中显示

CCR5-59029位点与HBV的感染没有相关性的结

果一致. 
IL-10是人体内重要的具有抗炎和免疫调节

作用的细胞因子, IL-10基因的启动子区具有高

度多态性, 有多个多态性位点, 与很多疾病相关. 
已有研究[15,16]显示IL-10基因多态性能影响IL-10
的转录、翻译和分泌过程, 与IL-10的分泌水平

有关, 而IL-10在体内的分泌水平将直接影响机

体对HBV的免疫反应, 进而影响其对乙型肝炎

的易感性[15,17,18], 所以说IL-10基因多态性与HBV
感染密切相关, 在抗病毒免疫中发挥着重要的

作用, 直接影响其易感性和严重程度. 
Miyazoe等[19]的研究发现, IL-10基因启动

子区-819 T等位基因在慢性无症状乙型肝炎

携带者中的频率显著高于慢性进展性肝病患

者, 研究提示携带IL10-819 T基因的人群乙型

肝炎病情发展较其他慢. 在本研究中, 结果显示

IL10-819基因型频率在贵州黔西彝族感染组与

非感染组之间分布差异有统计学意义, 黔西彝

族非感染组IL10-819 TT基因型频率显著高于感

染组, IL10-819 T等位基因频率在非感染组中显

著高于感染组, 提示IL10-819 T突变基因可能在

HBV感染中起到保护作用, 这与Miyazoe等的研

究结果一致; 而贵州威宁彝族人群等位基因频

率和基因型频率在感染组与非感染组中的分布

无显著性差异(P >0.05). 
特别有意义的是, 两个与HBV感染相关的

基因在本研究中不同民族出现了不同的结果, 
这可能与样本量、地域、种族及族群有一定关

系. 在不同地域、种族、族群其基因多态性表

现并不完全相同, 而HBV感染与机体许多基因

有关, 许多作用机制还有待于进一步的证实和

探索. 
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本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左

顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表

中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 

4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位

数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 

表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条粘贴在正文内, 不能使用浆糊粘贴. (5)志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
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Abstract
AIM: To develop an antibody microarray assay 
for screening serum biomarkers for liver cancer.

METHODS: Antibody microarrays targeting 14 
potential liver cancer biomarkers were prepared 
on aldehyde-coated glass slides. The prepared 
antibody microarrays were incubated with NHS-

biotin-labeled serum samples and visualized 
with streptavidin-Cy3 fluorescent dye. The serum 
expression levels of 14 biomarkers were then 
compared between 44 liver cancer patients and 46 
healthy individuals.

RESULTS: The accuracy and reproducibility of 
data from the developed antibody microarray 
assay were satisfactory. The serum expression 
levels of HSP70, CK19, GPC3, PTMA, AFU, 
GP73, HBxAg and CA125 differed significantly 
between liver cancer patients and healthy indi-
viduals (all P < 0.01).

CONCLUSION: An effective antibody microar-
ray assay for screening serum biomarkers for 
liver cancer has been successfully developed.

Key Words: Antibody microarray; Serum biomarker; 
Liver cancer

Wu CX, Liu QM, Zhao XL, Wang F, Xu DK, He W. An 
antibody microarray assay for screening serum biomark-
ers for liver cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(31): 3378-3383

摘要
目的: 建立一种可以诊断肝癌的血清标志通
量化筛选分析的抗体芯片技术. 

方法: 以14种肝癌潜在标志物为研究对象并
制备相应的抗体芯片, 采用对血清样本进行生
物素标记的抗体芯片分析策略, 通过Wilcoxon
非参数检验方法分析14种潜在蛋白标志物在
44例肝癌患者和46名健康者的临床血清标本
中的差异表达情况. 

结果: 建立了针对生物素标记血清标本的抗
体芯片分析技术, 抗体芯片检测分析结果具
有较好的重复性和准确性. HSP70、CK19、
GPC3、PTMA、AFU、GP73、HBxAg、
CA125等8种潜在标志的蛋白表达水平在44
例肝癌与46例健康者血清中存在统计学差异
(P <0.01).

结论: 本研究所建立的基于血清标本生物素

®

■背景资料
肝癌标志物是肝
脏疾病蛋白质组
研究的一个热点
领域, 如何对已发
现的潜在肝癌标
志物进行全面、
系统的血清学筛
选研究, 并从中挖
掘出具有临床诊
断价值的肝癌血
清蛋白标志具有
重要意义.  

■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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标记的抗体芯片分析技术可以初步筛选出具
有临床诊断价值的肝癌血清标志.

关键词: 抗体芯片; 血清学标志; 肝癌
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0  引言

肝癌是最常见的恶性肿瘤之一 ,  肝癌标志的

研究是肝脏疾病蛋白质组研究的一个热点领

域, 随着研究的不断深入, 发现了许多与肝癌

的发生发展存在密切联系的差异表达蛋白(称
作潜在标志)[1-8], 且已有部分标志如甲胎蛋白

(alpha-fetoprotein, AFP)、异常凝血酶原(des-
gamma-carboxy prothrombin, DCP)、癌抗原

125(cancerantigen 125, CA125)、谷氨酰转移酶

(gamma glutamyl transferase, GGT)、α-L-岩藻糖

苷酶(α-L-fucosidase, AFU)、磷脂酰肌醇蛋白聚

糖3(glypican 3, GPC3)等被开发成诊断试剂并用

于肝癌的临床辅助诊断[9-13], 但研究结果表明目

前尚无一种生物标志物能够独立地确诊所有的

肝癌. 因此在积极研究探索新的肝癌诊断标志

物的同时, 也应该对已经发现的潜在的肝癌标

志物进行全面、系统的血清学筛选研究, 从中

挖掘出更多的具有临床诊断价值的血清蛋白标

志. 传统的蛋白检测分析技术如ELISA和免疫组

织化学技术等, 一次实验只能分析一种靶蛋白

分子, 在分析通量上难以满足对众多的潜在肝

癌标志物筛选分析的需求. 抗体芯片技术作为

一种通量化的蛋白质分析技术, 已经用于疾病

蛋白质组的研究, 并能够较全面和准确地反映

出在疾病发生发展过程中的蛋白质表达水平的

变化[14-16]. 抗体芯片的制备是在我们前期有关蛋

白质芯片研究工作的基础上进行的, 即在抗体

的点样浓度为1 g/L、点样后芯片4 ℃放置过夜

的条件下, 能够实现抗体的有效固定并获得理

想的检测信号[17]. 因此, 本研究拟以研究报道较

多的14种潜在肝癌标志物为研究对象, 制备抗体

芯片并开展相关实验条件的优化研究, 建立可用

于临床血清标本检测分析的抗体芯片技术, 并初

步开展用于肝癌诊断的血清标志筛选的研究.

1  材料和方法

1.1 材料 90例血清样本由北京大学北京肿瘤

医院检验科提供, 其中, 肝癌患者44例, 年龄

38-64(平均年龄49±9)岁, 男24例, 女20例, 均经

临床确诊; 健康对照者46名均来自同院的健康

体检者, 年龄38-53(平均年龄44±4)岁, 男21名, 
女25名; 标本的采集是采用BD一次性采血器和

真空采血管, 在消毒无菌情况下, 采集静脉血液

5 mL, 室温下静置30 min后, 在3 000 r/min下离

心15 min, 取上清分装, 置-80 ℃保存、待用. 实
验中所用的单克隆抗体AFP、GGT、热休克蛋

白27(heat shock protein 27, HSP27)、 HSP70、
细胞角质蛋白19(cytokeratin 19, CK19)、血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)购自美国Thermo Fisher Scientific公司, 人
宫颈癌基因蛋白(human cervical cancer oncogene, 
H C C R)、A F U、高尔基体糖蛋白73(g o l g i 
protein 73, GP73)、CA125购自台湾Abnova公
司, GPC3、丛生蛋白(clusterin, Clu)购自R&D 
Systems公司, 胸腺素α原(alpha-prothymosin, 
PTMA)、乙肝X抗原(hepati t is B x Antigen, 
HBxAg)购自英国Abcam公司, 生物素标记试剂

(biotin amido hexanoic acid N-hydroxysuccinimide 
es ter)和荧光染料(s t repavidin-Cy3)购自美国

Sigma公司. 芯片封闭剂TNB购自美国Perkin 
Elmer公司, 10 g/L BSA(溶于含0.01%吐温-20的
TBS缓冲液中)、1 g/L甘氨酸(溶于10 mmol/L 
PBS、pH7.4的缓冲液中)、5%脱脂奶粉(溶于含

0.05%吐温-20的TBS缓冲液中)、1% BSA和0.3% 
CHAPS(溶于含0.5%吐温-20的PBS缓冲液中)、硼

氢化钠溶液(1 g硼氢化钠溶于300 mL 10 mmol/L 
PBS缓冲液和1 mL无水乙醇中)、12%脱脂奶粉

(溶于含0.05%吐温-20的TBS缓冲液中)等芯片封

闭剂为自行配制. 微型离心分离柱Bio-Spin6购自

美国Bio-Rad公司, 醛基修饰芯片基片购自上海

点亮基因科技有限公司, 芯片点样仪(晶芯® Smart 
Arrayer 48)和荧光芯片扫描仪(晶芯® LuxScan 
10K-A)购自北京博奥生物有限公司, 其他试剂为

国产的分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 血清样本的标记: 取10 μL血清样品, 用10 
mmol/L PBS(pH7.4)溶液稀释至100 μL, 混匀后

加入1 μL浓度为 20 g/L的生物素标记试剂(溶
剂为无水N , N -二甲基甲酰胺). 室温下反应1 h, 
每隔15 min振荡混匀1次. 将标记后的反应物加

入Bio-Spin6柱, 在2 700 r/min离心4 min, 除去

游离的生物素标记试剂, 收集纯化的血清标志

物, 备用.

■研发前沿
寻找特异、敏感
的血清蛋白标志
物是肝癌临床诊
治的研究热点, 采
取多种标志物联
合检测已经成为
提高肝癌早期检
出率的发展趋势, 
如何筛选出与肝
癌发生、发展密
切相关的血清蛋
白标志, 是目前亟
待研究的问题.
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1.2.2 抗体芯片的制备与分析: 用自制贴膜将芯

片基片分隔成10个亚阵列区域, 在每个亚阵列

中用点样仪进行抗体阵列的制备, 每种抗体的

点样浓度均为1 g/L, 每种抗体重复点制6个点; 
点制0.1 g/L的biotin-BSA作为芯片的阳性对照

点, 5%脱脂奶粉作为阴性对照点. 点制好的抗体

芯片放在湿盒中, 4 ℃固定过夜. 实验中所有的

孵育和洗涤过程都在室温下进行, (1)封闭: 将固

定好的抗体芯片用5%的脱脂奶粉孵育1 h; (2)洗
涤: 芯片用0.05% TBST溶液(含0.05%吐温-20的
TBS缓冲液)洗涤3次, 每次5 min, 然后用蒸馏水

清洗3次, 每次2 min; (3)加样: 处理好的血清样

品分别加入到芯片的亚阵列中, 室温孵育2 h; (4)
洗涤: 芯片用0.05% TBST溶液洗涤3次, 每次10 
min, 然后用蒸馏水清洗3次, 每次2 min; (5)加荧

光染料: 将2 mg/L的链亲和素-Cy3加入到芯片的

亚阵列中, 室温避光孵育1 h; (6)避光洗涤: 操作

同步骤(2); (7)芯片检测: 将芯片晾干, 用荧光芯

片扫描仪进行检测, 仪器参数设置为激光强度

95%, 光电倍增系数850. 
1.2.3 AFP含量的测定: 采用Roche Modular E170
全自动电化学发光仪检测肝癌患者血清中AFP
的含量, 严格按照仪器操作程序进行, 检测由北

京大学北京肿瘤医院检验科完成. 
1.2.4 芯片数据提取与校正: 采用美国Axon公司

的GenePix Pro 3.0生物芯片图像分析软件, 提取

芯片上各阵列点的荧光信号强度的中值; 荧光

信号有效性的判定原则: F-B≥3d, 其中F为阵列

点的荧光信号强度中值, B为阵列点的背景信号

中值, d为背景信号的标准差; 对每种抗体的6个
重复数据中可能存在的异常值, 可通过Q检验

来决定取舍, 保留的数据点取平均值作为该检

测指标的荧光信号强度. 芯片数据的校正: Xij = 
(Sij-Ni)/Pij×PT, 其中Xij为校正后的信号强度

值, Sij为第i张芯片上第j个亚阵列中某种抗体所

产生的信号强度值, Ni为第i张芯片上全部阴性

对照点的信号强度均值, Pij为第i张芯片第j亚阵

列中阳性对照点的信号强度均值, PT为所有芯

片上阳性对照点的信号强度均值. 
1.2.5 芯片结果的判定: 利用制备的针对14种潜

在肝癌标志的抗体芯片, 对用生物素标记的44
例肝癌患者和46名健康人的血清标本进行检

测并对获得的芯片数据进行统计学分析 [18,19], 
计算每种指标对肝癌诊断的敏感度和特异度. 
以46例健康者血清中14种指标的各自芯片检测

信号强度的均值作为标本诊断结果判定的阈值, 

高于该值即判定为阳性, 否则为阴性. 
统计学处理 采用Wilcoxon非参数检验方法, 

进行肝癌蛋白标志在肝癌患者与健康人血清标

本中表达水平的差异比较分析, 通过SPSS17.0统
计分析软件计算检验统计量U值, P <0.01为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 封闭剂的选择与封闭时间的优化 实验中对

7种不同封闭剂的封闭效果进行了考察, 选取

可获得较低芯片背景信号的封闭剂用于后续

实验. 可以看出T N B和5%脱脂奶粉封闭效果

最好(366±26, 417±40), 低于BSA、甘氨酸、

CHAPS、硼氢化钠和12%脱脂奶粉(8 150±
620, 5 516±686, 2 517±379, 1 271±107, 599
±62). 而脱脂奶粉价格低且易获取, 因此本研

究选择5%脱脂奶粉作为芯片的封闭剂. 实验中

还考察了用5%脱脂奶粉在室温下封闭处理芯片

1 、2 、3 和4 h的封闭效果, 结果均获得了较低

的芯片背景信号, 而且信号之间无显著差异, 因
此把芯片的封闭时间定为1 h.
2.2 生物素标记试剂用量以及标记的血清样本

分析所用浓度的优化 实验中, 血清样品的总蛋

白质浓度按80 g/L计算, 生物素标记试剂的浓度

为20 g/L, 分别考察了生物素试剂与血清蛋白的

质量比(1∶10、1∶20、1∶40)以及标记的血清

样本分析所用的浓度(最终血清样本稀释比例为

1∶100、1∶200、1∶400)两个因素对芯片检测

结果的影响. 实验表明在生物素标记试剂与血

清蛋白的质量比为1∶40, 血清样本的最终稀释

比例为1∶200时, 可获得最强的血清样本中AFP
指标的芯片检测信号(表1). 因此, 把这一条件作

为优化的实验条件用于后续的研究. 
2.3 抗体芯片检测结果重复性的评价 在实验中

任选了1份血清标本, 将其分为相等的5份, 按前

述血清标记方法分别进行标记以及纯化处理, 
用抗体芯片对5份平行标记的血清样本分别进

行检测, 获取每份样本中14种蛋白指标的荧光

信号强度值, 然后计算每种蛋白指标5次检测结

果间的变异系数(表2).
2.4 抗体芯片检测结果准确性的评价 由于本研

究所用的44例肝癌患者血清标本中的AFP指标

的含量经过临床电化学发光法检测, 所以在试

验中以AFP为指标, 考察抗体芯片检测结果与临

床电化学发光法检测结果的一致性. 临床上对肝

癌患者的血清学诊断是以AFP的含量20 μg/L作为

■创新盘点
样本标记策略的
稳定性直接影响
到芯片检测结果
的准确性. 目前最
常用的是对待测
样本和对照样本
进行交叉混合的
双标记策略, 其不
足是标记操作过
程烦琐、复杂. 本
文所建立的对血
清标本进行生物
素单标记的分析
策略具有良好的
稳定性和操作的
简便及可控性.
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判别阈值, 高于该阈值则判为阳性, 低于此阈值判

为阴性. 在抗体芯片方法中, 46名健康体检者血清

中AFP指标的平均荧光信号强度(2 191.4), 将其作

为肝癌芯片诊断的判别阈值. 两种方法对44例肝

癌血清标本进行判别, 对44例肝癌标本判别结果

的一致率为(18+18)/44×100% = 81.8%(表3), 因
此可以初步认为通过抗体芯片方法能够获得较

准确的检测结果.
2.5 肝癌血清标志的初步筛查 以每种指标在46
例健康者血清中检测信号的均值作为阈值, 进
行标本诊断结果的阳性/阴性判定. 在P  = 0.01
水平, 检验统计量U的界值为2.576(表4).

3  讨论

抗体芯片是一种可对样本中蛋白质的表达水平

进行通量化分析的技术, 其分析策略可分为直接

法和间接法两种, 直接法虽需要对样本进行标记

处理, 但容易实现分析指标的高通量; 间接法(类
似ELISA的夹心分析模式)不需要对样本进行标

记处理, 但需要有高质量的针对靶标蛋白的匹配

抗体对试剂, 抗体的交叉反应问题很难克服, 因
此该方法难以实现分析指标的高通量. 

近年来, 基于直接法的抗体芯片技术已在疾

病蛋白质组研究中得到了广泛应用, 如通过研究

乳腺癌[18]、膀胱癌[19]、肺癌[20]、前列腺癌[21]、

胰腺癌[22]等临床样本中蛋白质表达水平的变化, 
从中发现与肿瘤相关的潜在标志物等. 在上述研

究中采用的是对待测样本和对照样本进行交叉

混合的双标记策略, 其不足是标记操作过程烦

琐、复杂. 
由于本实验采用的是对血清标本进行生物

素单标记的分析策略, 因此标记方法的稳定性

和检测结果的可重复性将直接影响到芯片检测

结果的准确性. 血清是一个十分复杂的体系, 含
有种类繁多的蛋白质, 而且这些蛋白质的丰度

存在巨大的差异. 在对血清样品进行直接标记

时, 如果生物素标记试剂用量过低, 会使得血清

中蛋白质的标记不完全, 导致芯片的检测信号

低; 如果生物素标记试剂用量过高, 会使得蛋白

质的标记过度, 影响蛋白质与抗体的结合活性, 
同时也会带来较高的芯片检测背景, 影响对某

些低丰度含量蛋白质的检出, 因此选择合适的

生物素标记试剂用量对于获得理想的芯片检测

结果是至关重要的. 在本研究中, 通过试验条件

的优化研究, 获得了理想的生物素标记试剂用

量, 即当生物素标记试剂用量与血清标本中蛋

白的质量比为1∶40时, 可得到最佳的芯片检测

效果, 而且整个标记反应过程时间短(仅需1 h)、
分离纯化简便(离心4 min即可). 通过对5份同一

血清样本平行进行的生物素标记和抗体芯片检

测分析, 发现14种蛋白指标的芯片检测信号强

表 3 两种方法对44例肝癌患者血清标本的判定结果(n )

     
阳性 阴性

抗体芯片方法  20   24

电化学发光法  22   22

共同判定结果  18   18

■应用要点
本文采用抗体芯
片技术筛选出了8
种与肝癌密切相
关的血清蛋白标
志物, 可为肝癌临
床诊断方法的建
立提供参考依据, 
也可为在更大规
模上实现对肝癌
或者其他疾病潜
在标志物的血清
学筛选研究奠定
方法学基础.

表 1 标记试剂用量与血清样本浓度对AFP指标的芯片检测信号的影响 (mean±SD)

     
生物素试剂与

血清蛋白的质量比

                                  血清样本分析时所用的最终稀释比例

           1∶100              1∶200             1∶400

1∶10      1 868 ± 389         2 535 ±454        2 841 ± 139

1∶20      2 576 ± 31         2 330 ± 50        2 698 ± 523

1∶40      1 893 ± 80         3 520 ± 794        3 508 ± 523

表 2 同一份血清样本5次标记的14种指标的检测结果

     
  AFP  GGT  VEGF   CK19 AFU GP73 HSP27  HSP70 CA125 GPC3   PTMA  CLU HCCR HBxAg

1 2 874.6 203.3 1 491.0 1 460.1 31.2 22.4 26.1 4 986.3  33.2 362.5 1 235.5  64.6 35.0 46.1

2 2 751.3 193.1 1 414.4 1 517.9 31.1 20.0 23.7 4 805.5  28.8 408.3 1 031.9  62.1 32.6 42.6

3 3 013.8 197.4 1 110.5 1 185.7 31.4 21.4 24.8 5 070.2  26.1 311.9 1 016.5  58.4 29.4 40.8

4 2 966.3 202.3 1 085.8 1 462.8 33.3 20.8 23.2 5 097.7  34.3 426.2 1 168.1  55.2 27.5 43.9

5 2 803.6 215.4 1 090.0 1 605.4 35.3 22.6 26.1 5 154.6  27.9 373.6 1 254.1  56.4 28.9 40.9

CV 3.8% 4.1% 15.9% 10.8% 5.6% 5.1% 5.4% 2.7% 11.7% 11.8%  9.8%  6.6% 10.0% 5.1%
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度的变异系数(CV)在2.7%-15.9%, 表明抗体芯

片的检测结果具有较好的重复性, 也说明本研

究所建立的血清标本生物素标记方法具有良好

的稳定性和操作的简便及可控性. 
在血清标本的抗体芯片检测中, 高背景信

号是影响芯片检测结果准确性的一个重要因素, 
在研究中, 通过对封闭剂的种类、封闭时间、

标记反应以及血清样本稀释比例等工作条件

进行的优化, 获得了均匀且信号值较低的芯片

背景, 而且筛选出一种效果可与商品化封闭剂

(TNB试剂)相媲美且价格低廉的芯片封闭剂(5%
脱脂奶粉). 

AFP是惟一经FDA批准的肝癌临床诊断标

志物, 也是肝癌血清学检测的必检指标, 为了评

价抗体芯片检测结果的准确性, 本研究以AFP
为考察指标, 来评价抗体芯片方法与临床电化

学发光方法对44例肝癌样本判别结果的一致性, 
结果达到81.8%的符合度, 表明抗体芯片方法能

够获得较准确的检测结果. 
通过对生物素标记血清标本的抗体芯片检

测结果的重复性和准确性的考察, 表明所建立

的抗体芯片技术是一种有效的血清蛋白质分

析手段. 利用本研究所建立的抗体芯片分析策

略检测了44例肝癌患者和46例健康体检者血清

标本, 其芯片结果的统计学分析显示, HSP70、
CK19、GPC3、PTMA 、AFU、GP73、HBx-
Ag、CA125等8种潜在标志的蛋白表达水平在

肝癌与健康者血清中存在统计学差异, 且在肝

癌患者血清中的表达水平均明显升高, 表明这

8种指标有可能成为肝癌诊断的血清标志. 由试

验结果可以看出单种指标对肝癌的诊断敏感

度在20.45%-79.55%, 特异度在45.65%-60.87%. 
而当HSP70、CK19、GPC3、PTMA 、AFU、

GP73、HBxAg、CA125等8种指标联合检测时

的诊断敏感度可提高到97.73%(43/44), 但特异

度降至23.91%(11/46), 提示建立基于多种标志

联合检测的诊断模式, 将会弥补单项指标诊断

的灵敏度较低的缺点, 降低漏诊率, 提高肝癌临

床诊断的检出率. 
本研究的初步结果表明, 利用建立的基于血

清标本生物素标记的抗体芯片分析技术, 不仅

可以实现对血清样本中多种指标蛋白的通量化

检测分析, 而且也有可能筛选出一些具有临床

肝癌诊断价值的血清学标志, 为在更大规模上

实现对肝癌或者其他疾病潜在标志物的血清学

筛选研究奠定方法学基础.

志谢: 北京大学北京肿瘤医院检验科提供本研

究所需的临床血清标本.
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《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基

因组学、微生物及分子生物学、病因学、流行

病学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影

像、化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也

报道诊断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进

技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁.例如, 1秒, 1 s; 
2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2
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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
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2010-2011年国内国际会议预告

2010-11-08/11
肝胆管结石病的微创治疗学习班
会议地点: 南充市
联系方式: 0817-2262419

2010-11-08/13
肿瘤多学科综合诊治新概念学术研讨会
会议地点: 三亚市
联系方式: 010-67762118

2010-11-11/14
中国医师协会感染科医师分会第三届全国感染科医师大会
会议地点: 杭州市
联系方式: 0571-87567810

2010-11-12/14
第十四届全国超声内镜学术研讨会
会议地点: 上海市
联系方式: 021-81873242

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

2010-11-12/16
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

2010-11-17/20
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
第二届国际中西医结合肝病学术会议(2nd ISLD)
会议地点: 上海市
联系方式: carl95@163.com

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
2010年中国国际肝胆外科论坛
会议地点: 上海市
联系方式: 021-68383773

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

2010-11-26/27
全军首届临床营养支持研讨会暨北京肠外内营养专业委
员会消化疾病营养支持专题研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: drqiaozhi@hotmail.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

2010-12-10/12
2010江苏省腹腔镜临床应用进展研讨班
会议地点: 苏州市
联系方式: 0512-67784095/67784099

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

2011-01-20/22
2011年胃肠道癌症研讨会-胃肠道肿瘤的科学和多学科管理
会议地点: 美国旧金山
联系方式: giregistration@jspargo.com

2011-03
中华医学会第四次全国感染性疾病中青年学术会议
会议地点: 长沙市
联系方式: medcon@126.com

2011-03-25/27
首届中国腹膜后肿瘤论坛
会议地点: 北京市
联系方式: sjtcolorectalsurgery@gmail.com

2011-04-15/17
第二届中国肿瘤介入与微创治疗大会
会议地点: 上海市
联系方式: 010-84288944

2011-06-16/20
第二十三次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 太原市
联系方式: 0351-4174328
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陈进宏 副主任医师

复旦大学附属华山医院外科

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

程英升 教授

同济大学附属第十人民医院影像临床医学中心

迟宝荣 教授

吉林大学第一医院消化内科

杜祥 教授

复旦大学附属肿瘤医院病理科

房静远 教授 

上海交通大学医学院附属仁济医院消化内科, 上海市消化疾

病研究所

洪天配 教授

北京大学第三医院内分泌科

黄颖秋 教授

本溪钢铁(集团)有限责任公司总医院消化内科

刘海林 主任医师

上海交通大学医学院附属第九人民医院消化科

刘勇钢 副主任医师

天津市传染病医院病理科

龙学颖 副主任医师

中南大学湘雅医院放射科

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

倪润洲 教授  

南通大学附属医院消化内科

欧希龙 副教授 

东南大学中大医院消化科

潘兴华 副主任医师   

成都军区昆明总医院病理实验科

                                                                 • 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！

潘秀珍 教授 

福建省立医院消化内科

朴云峰 教授  

吉林大学第一临床医院消化科

沈薇 教授

重庆医科大学附属第二医院消化内科

石毓君 副研究员  

四川大学华西医院外科

汤华 研究员  

重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室            

唐文富 副教授

四川大学华西医院中西医结合科

田字彬 教授

青岛大学医学院附属医院消化内科

王邦茂 教授

天津医科大学总医院消化内科

王健生 教授 

西安交通大学医学院第一附属医院肿瘤外科 

王悦华 副主任医师

首都医科大学宣武医院普外科 

杨柏霖 副主任医师 

南京中医药大学附属医院结直肠外科

张国梁 主任医师

天津市第一中心医院消化内科 

张佳林 教授

中国医科大学附属第一医院肝胆外科暨器官移植科

郑培永 副研究员

上海中医药大学脾胃病研究所

周南进 研究员

江西省医学科学研究所
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