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Abstract
Rifaximin, a derivative of rifamycin, has high 
antibacterial activity on various kinds of Gram-
positive and -negative aerobes and anaerobes, 
and i t i s a new drug in the treatment of 
giardiasis. Rifaximin is not easy to be absorbed 
after oral administration, and mild systemic 
adverse reaction is the main characteristic. 
Recently, Rifaximin has been widely and 
effectively used in the therapy of many diseases 
related to intestinal bacterial infection such as 
hepatic encephalopathy, diverticular disease, 
overgrowth of intestinal bacteria, inflammatory 
bowel disease (IBD) and H pylori infection. The 
above advances were reviewed in the present 
article.
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摘要
利福昔明(Rifaximin)是利福霉素衍生物, 对多
种革兰阳性、革兰阴性需氧菌和厌氧菌均有
高度抗菌活性, 是治疗大肠埃希菌所致旅游者
腹泻的一种新药. 口服不易被肠道吸收, 在肠
道内有较高浓度, 全身不良反应轻微是其特
点. 近年来利福昔明在肝性脑病、肠内胀气及
肠道气体相关性疾病、憩室病、肠内细菌过
度生长、炎症性肠病(IBD)以及幽门螺杆菌感
染(H pylori )的根除等疾病治疗中应用日趋广
泛并取得了较好疗效.

关键词: 利福昔明; 憩室病; 肠内细菌过度生长; 炎

症性肠病; 幽门螺杆菌
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0  引言

利福昔明是利福霉素衍生物, 为半合成的抗生

素, 抗菌谱广、抗菌作用强, 与其他胃肠道抗生

素相比, 口服不易被肠道吸收, 在肠道内有较高

浓度, 对多种革兰阳性、革兰阴性需氧菌和厌

氧菌均有高度抗菌活性, 其作用机制为抑制细

菌多聚酶, 阻止合成, 进而抑制细菌蛋白质合成, 
在临床上适用于革兰阳性及革兰阴性需氧及厌

氧菌所致急、慢性肠道感染、腹泻综合征, 肠
道菌群改变所致腹泻, 术前及术后肠道用药. 近
年来, 本药在其他消化系疾病中的应用日趋增

加. 肝性脑病、肠内胀气及气体相关性疾病、

憩室病、肠内细菌过度生长、炎症性肠病(IBD)
以及幽门螺杆菌感染(H pylori )均与胃肠道细菌

感染有关. 本文对其在上述消化系统疾病中的

应用进展进行了综述.

1  肝性脑病(hepatic encephalopathy, HE)

血氨升高是HE发生的因素之一, 因此, 减少血氨

www.wjgnet.com

®

■背景资料
利福昔明在国内
已有多家药厂生
产 ,  但 治 疗 适 应
证主要是肠道感
染 的 治 疗 .  近 年
来 ,  利 福 昔 明 在
肝 性 脑 病 、 肠
内胀气及气体相
关性疾病、憩室
病、肠内细菌过
度生长、炎症性
肠病(IBD)以及幽
门螺杆菌感染(H 
pylori )的根除等
疾病治疗中应用
日趋广泛并取得
了较好疗效, 本文
对其在消化系统
疾病中治疗进展
进行了综述. 



产生, 降低血氨是治疗HE的关键, 常用药物有不

吸收的双糖(如乳山梨醇或乳果糖)[1]和肠道难吸

收的抗生素(如新霉素、巴龙霉素、甲硝哒唑、

万古霉素), 前者易引起腹泻, 后者可能产生耳、

肾毒性而限制了他的使用. 随机、双盲、对照

研究表明利福昔明可改善HE的症状、体征, 降
低血氨, 且副作用少, 可长期用于HE的治疗[2-10]. 
Mas et al [7]通过前瞻性的随机、双盲、对照对利

福昔明与乳山梨醇治疗肝硬化患者Ⅰ-Ⅲ期HE
的有效性和安全性进行了评价. 103例急性HE
患者均除外了精神病患者、慢性肾功能衰竭、

慢性呼吸功能衰竭、感染、入选前7 d曾用过抗

生素或镇静剂, 孕妇或哺乳期妇女, 对利福昔明

或对双糖类药物过敏者, 随机接受利福昔明(50
例, 1200 mg/d)或乳山梨醇(53例, 60 g/d), 疗程为

5-10 d, 治疗初始饮食中蛋白质限制在20 g/d以
内, 随后在精神状态允许范围内可逐渐增加到

0.5 g/(kg·d), 结果利福昔明组总有效率为81.6%, 
乳山梨醇组为80.4%, 利福昔明组在降低血氨水

平及改善脑电图方面的疗效显著优于乳山梨醇. 
Williams et al [4]随机、双盲、多中心研究也得出

了同样结论. Pedretti et al [11]比较了利福昔明和巴

龙霉素对HE的治疗效果, 利福昔明剂量为1200 
mg/d, 巴龙霉素的剂量为1500 mg/d, 疗程为5-10 
d, 结果两组均有改善临床症状, 降低血氨作用, 
两组间无统计学差异. Miglio et al [12]采用随机、

双盲方法比较了利福昔明、新霉素长期和短期

治疗对HE的疗效和耐受性. 49例肝性脑病患者

入组, 治疗方法为利福昔明400 mg, 每日3次, 巴
龙霉素为1 g, 每日3次, 每月连用14 d, 共6 mo,  
结果表明, 两组治疗后语言、记忆、行为、情

绪、数字连接试验、震颤等症状和体征较治疗

前均明显好转, 血氨水平也显著下降. 利福昔明

巴龙霉素、新霉素相比, 治疗HE具有相同或更

好的疗效, 但由于其口服不易吸收, 副作用较少, 
故可作为治疗HE的首选抗生素, 特别是有肾功

能损伤时.

2  炎症性肠病(IBD)

肠道细菌及其代谢产物可导致或加重溃疡性结

肠炎[4-17], 应用抗生素治疗IBD取得了一定疗效, 
但长期应用可产生严重的全身副作用. 近年来

利福昔明治疗IBD的研究日趋增多[18-24]. Shafran 
et al [25]进行的开放性研究表明利福昔明对活动

性克罗恩病治疗有效. Prantera et al [16,24]对利福昔

明治疗克罗恩病进行了随机、双盲、多中心安
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慰剂对照研究, 83例轻、中度克罗恩病患者随

机纳入3个治疗组: A组利福昔明800 mg, 每日1
次, 加安慰剂, B组利福昔明800 mg, 每日2次, 加
安慰剂, C组安慰剂组, 结果B组临床缓解率为

52%, A组为32%, C组为33%, B组对伴有C反应

蛋白升高患者的缓解率和有效率显著高于A组

和C组. Pimentel et al [26]采用开放、前瞻性研究

方法, 观察了利福昔明对不能耐受激素治疗的

溃疡性结肠炎患者的治疗效果, 10例患者服用

利福昔明(400 mg, 每日2次, 共4 wk), 另加美沙

拉嗪, 全部患者肠道炎症活动指数都有所改善, 
4 wk后临床症状消除率达70%. 28例中度至严重

溃疡性结肠炎患者因病情顽固而静脉内给予皮

质类固醇(甲泼尼龙), 采用随机、安慰剂对照方

法, 患者随机接受利福昔明400 mg或安慰剂, 一
日2次, 共10 d, 作为标准皮质类固醇治疗方案的

辅助治疗, 临床终点为大便改善并无严重结肠

炎的全身症状, 26例患者完成此项研究, 因严重

不良反应2例患者在安慰剂组撤出, 利福昔明组

阳性反应率为64.3%, 安慰剂组为41.7%. 在降低

排便次数、直肠出血及乙状结肠镜检查评分方

面都优于对照组. 虽然初步的研究结果令人鼓

舞, 但需要进行大规模的临床对照研究以便进

一步确定利福昔明对溃疡性结肠炎疗效.

3  小肠细菌过度生长

小肠细菌过度生长可引起肠道产气过多, 导致

腹胀、腹部不适、矢气过多等症状[27-29]. 有研究

报道, 短期使用利福昔明可减少肠道产氢气量, 
可改善与气体过多相关的症状. 随机、双盲对

照研究表明利福昔明在改善症状方面, 特别是

对腹泻、肠鸣和疲乏等症状的作用尤为明

显[30-34]. Biancone et al [35]研究表明, 短疗程利福昔

明治疗对克罗恩病患者伴有的小肠细菌过度生

长治疗有效, 21例小肠细菌过度生长患者随机

接受利福昔明1200 mg/d和氯四环素1 g/d治疗, 
对治疗前后的禁食呼氢量以及给予50 g葡萄糖

后的峰值呼氢量和总呼氢量进行评价, 结果表

明, 利福昔明组的禁食呼氢量、峰值呼氢量和

总呼氢量均显著下降, 而氯四环素没有变化, 利
福昔明组70%的患者经治疗后呼氢试验正常, 而
氯四环素组只有27%. 另一项研究也表明利福昔

明是治疗小肠过度生长有效、安全的药物. 对
21例健康对照者和34例患者的肠道产气情况采

用服用乳果糖后呼氢试验和呼甲烷试验进行评

价, 34例患者参加双盲对照检查试验, 随机接受
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■同行评价
本文题目简洁明
确, 文中针对利福
昔明在消化道常
见疾病中的作用
进行了综述, 参考
文献均为近年较
新的国际性期刊
发表的文章, 代表
性较好, 内容基本
反映了主题, 有参
考价值.
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利福昔明(400 mg, 每日2次, 共7 d)或活性碳(400 
mg, 每日2次, 共7 d)治疗, 在治疗前及治疗后第

1, 10天对下列指标进行评价: 腹胀、腹痛、矢

气次数、腹围以及累积呼氢量, 结果表明患者

的呼氢量高于健康对照者, 利福昔明显著降低

呼氢量和症状总评分, 并使患者矢气次数和腹

围显著减少, 而活性碳没有上述作用. Fanigliulo 
et al [32]观察了不同剂量的利福昔明对小肠细菌

过度生长的临床疗效, 90例连续就诊的小肠细

菌过度生长(50 g葡萄糖后呼氢试验阳性)患者随

机纳入3个不同剂量治疗组(600, 800, 1200 mg/d), 
治疗时间均为7 d, 结果1200 mg治疗组呼氢试验

恢复正常率为60%, 显著高于其他两组, 说明利

福昔明对小肠细菌过度生长治疗有效.

4  肠易激综合征(IBS)

是一种以腹痛或腹部不适伴排便习惯改变为特

征的功能性肠病, 其发病机制尚不清楚. 结肠动

力异常和小肠细菌过度生长可能与之有关, 抑
制细菌过度生长可能能改善IBS症状[26,36]. Cuoco 
et al [33]采用回顾性方法观察了利福昔明对伴有

小肠细菌过度生长的IBS的疗效, 对96例先前诊

断为IBS的患者, 进行呼氢试验诊断有无小肠细

菌过度生长, 96例患者中44例有小肠细菌过度

生长, 对这44例患者给予利福昔明1200 mg/d治
疗, 疗程为14 d, 结果82.6%的患者呼氢试验恢复

正常, IBS症状得到明显改善. Sharara et al [36]采

用双盲、随机、安慰剂对照研究方法也表明利

福昔明对IBS患者的腹胀及胃肠胀气治疗有效.

5  结肠憩室病

治疗憩室病的目的是减轻症状和防止并发症的

发生, 高纤维饮食、解痉药和美沙拉嗪常用于

治疗本病, 有一定的疗效[37-40]. 最近研究表明, 周
期性使用利福昔明对缓解单纯症状性憩室病的

效果较单用高纤维素饮食组要好[39,41-47]. Pap i 
et al [44]研究大样本的单纯症状性憩室病患者, 长
期、周期性应用利福昔明对获得性症状的缓解

作用, 并比较利福昔明与甘露聚糖联合治疗组

与单用甘露聚糖组的憩室炎发生率, 研究结果

表明, 周期性使用利福昔明与甘露聚糖联合治

疗比单用甘露聚糖能更有效地减轻单纯憩室病

患者的获得性症状. Tursi et al [37]研究表明, 美沙

拉嗪联合利福昔明较后者单独应用更能有效减

轻憩室病和的症状, 减少其复发次数. 至于利福

昔明治疗单纯性憩室病的作用机制目前尚不清

楚, 一种假设是他能降低肠道菌群的代谢活动, 
使纤维素的分解和产气减少; 另一种可能是由

于粪便滞留在憩室中导致细菌过度生长, 加剧

了纤维素的分解及产气活动, 故利福昔明可能

通过抑制细菌过度生长产生治疗作用.

6  幽门螺杆菌感染

H pylori感染是慢性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜

相关性淋巴瘤及胃癌重要病因之一[48-54]. 世界卫

生组织已经把H pylori列为第一类致癌因子. 根
除H pylori已成为治疗慢性胃病最重要的方法

之一[55]. 研究表明单一药物治疗H pylori根除率

平均为18.6%, 二联治疗为48.2%, 三联为82.3%, 
以铋剂和质子泵抑制剂为主加两种敏感抗生素

组成的三联疗法具有较高的H pylori根除率, 但
副作用大且耐药性问题日益严重[56-60]. 体外研

究表明, H pylori对利福昔明具有较高的敏感性, 
50%抑菌浓度(MIC50)为4 mg/L, 90%抑菌浓度8 
mg/L[61-62], 在临床上治疗H pylori感染也取得了

较好疗效[61,63-67]. 利福昔明悬浮液对H pylori根除

治疗研究表明, 71例有上消化道症状的H pylori
阳性患者纳入研究, 前30例患者接受单一利福

昔明治疗, 剂量为600 mg, 每日3次, 疗程为14 d, 
后41例患者随机、开放纳入以下4组: (1)利福昔

明600 mg , 每日3次+胶体铋240 mg, 每日2次; (2)
利福昔明600 mg, 每日3次+奥美拉唑20 mg, 每
日2次; (3)利福昔明600 mg, 每日3次+阿莫西林1 
g, 每日2次; (4)利福昔明1800 mg, 每日3次+灭滴

灵500 mg, 每日3次, 疗程为14 d, 结果以利福昔

明单一治疗H pylori根除率为37%, 高于以往报

道的单一药物治疗疗效(克拉霉素除外), 二联治

疗H pylori总根除率为43%(各治疗组之间无统

计学差异). Dell'Aana et al [68]采用随机开放方法

比较了利福昔明悬液和胶囊对H pylori的根除疗

效. 20例有上消化道症状H pylori阳性随机纳入: 
A组: 利福昔明悬液1800 mg, 每日3次+奥美拉唑

20 mg, 每日2次; B组: 利福昔明胶囊1800 mg, 每
日3次+奥美拉唑20 mg, 每日2次, 疗程为2 wk. 结
果两组治疗后上消化道症状如灼心、腹胀、上

腹部疼痛明显好转, H pylori根除率分别为A组

40%和B组60%. Gasbarrini et al [64]研究了以利福

昔明为主的三联疗法对H pylori的根除率, 48例
的H pylori阳性的患者随机分为两组: 利福昔明

片剂400 mg, 每日3次, 埃索美拉唑40 mg, 每日1
次, 克拉霉素500 mg, 每日2次或左氧氟沙星500 
mg, 每日1次, 疗程为7 d. 结果两组间H pylori的
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根除率无统计学差异, 前者为58%, 后者为42%, 
但两组均有良好的耐受性. 与当前标准H pylori
根除治疗方法相比, 虽然利福昔明对的根除率

不高, 但由于其安全性、依从性好, 大样本、长

疗程如四周、高剂量的治疗方案仍有可能取得

较高的根除率, 值得深入研究.
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Abstract
AIM: To explore the effects of gastric electrical 
stimulation (GES) on gastric distension (GD) 
responsive neurons in rat hippocampus, and 
study the expression of neuronal nitric oxide 
synthase (nNOS) and motilin (MTL) in rat brain 
for exploring the central mechanism of GES.

METHODS: Fifty adult Wistar rats were used 
in this experiment. The effects of GES on GD 
responsive neurons in hippocampus CA1 area 

were observed by recording extracellular poten-
tials of single neuron. GD responsive neurons 
were classified as GD-excitatory (GD-E) and 
GD-inhibitory (GD-I) neurons according to their 
responses to GD. GES with 3 sets of parameters 
were applied for 1 minute respectively: GES-A (6 
mA, 0.3 ms, 40 Hz, 2 s-on, 3 s-off) with standard 
pulse trains; GES-B with increased wave width 
to 3 ms and GES-C with decreased frequency to 
20 Hz. Two hours after GES-A was applied, we 
observed the expression of nNOS immunoreac-
tive positive neurons in hippocampus by fluo-
rescent immunohistochemistry and the content 
of motilin in rat brain by radioimmunoassay.

RESULTS: Eighty-seven neurons in hippocam-
pus CA1 area were recorded and 79 responded 
to gastric distension (GD, 3-5 mL, 10-30 s). Of 
the 79 GD responsive neurons, 40 (50.6%) were 
GD-E neurons and 39 (49.4%) were GD-I ones. 
62.5%, 100% and 62.3% of GD-E neurons were 
excited by GES-A, -B, and -C respectively. GES-B 
excited more GD-E neurons than GES-C (P = 
0.016). Among the GD-I neurons, 63.6%, 85.7% 
and 50.0% neurons were excited by GES-A, -B 
and -C respectively. GES-C was noted to be less 
effective comparing with GES-A (P = 0.041) or 
GES-B (P = 0.021). Two hours after GES-A was 
used, the expressions of nNOS positive neurons 
significantly decreased in the CA1 and CA2-3 
area of hippocampus (16.75 ± 0.91 cells/mm2 
vs 20.46 ± 1.30 cells/mm2, P < 0.05; 14.91 ± 1.17 
cells/mm2 vs 18.73 ± 1.10 cells/mm2, P < 0.05) 
and the content of motilin peptide decreased 
obviously in the hypothalamus (48.93 ± 6.98 
fmol/mg vs 96.23 ± 12.93 fmol/mg, P < 0.01), 
mesencephalon (53.17 ± 8.96 fmol/mg vs 30.96 ± 
4.86 fmol/mg, P < 0.05), medulla oblongata (46.27 
± 7.83 fmol/mg vs 73.86 ± 9.37 fmol/mg, P < 0.05) 
and hippocampus (32.23 ± 6.51 fmol/mg vs 62.72 
± 10.07 fmol/mg, P < 0.05) by radioimmunoas-
say.

CONCLUSION: GES may activate the gastric 
distension responsive neurons in hippocampus 
CA1 area and the excitatory effect of GES is re-
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■背景资料
肥胖是一种由摄
食和能量调节紊
乱引起的疾病, 与
遗传、环境、膳
食结构等多种因
素有关. 由其导致
的糖尿病、高血
压、癌症逐年递
增 ,  死 亡 率 不 断
上 升 .  因 此 行 之
有效的减肥已成
为医学界及营养
学界专家研究的
一个热点. 有文献
报道, 胃电刺激可
减少胃窦的运动
频率、抑制胃排
空、减弱胃的慢
波节律, 从而减少
食物摄入量, 从而
能减轻肥胖. 



lated to the frequency and wave width of stimu-
lation. Decreased expression of nNOS and moti-
lin in the brain may also take part in the central 
mechanism of GES.

Key Words: Gastric electrical stimulation; Hippoc-
ampus; nNOS; Motilin; Fluo-immunohistochemistry; 
Radioimmunoassay; Rat

Lu Y, Xu L, Sun XR, Wei XF, Lu J, Chen JD. Effects of 
gastric electrical stimulation on hippocampus gastric 
distension responsive neurons and the expression of 
motilin and neuronal nitric oxide synthase in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1463-1469

摘要
目的: 观察胃电刺激(GES)对大鼠海马CA1区
胃扩张(GD)相关神经元放电活动的影响及脑
内一氧化氮合酶(nNOS)和胃动素(MTL)表达
的改变, 初步探讨GES的中枢作用机制. 

方法: 选用成年Wistar大鼠58只, 采用细胞外
记录神经元单位放电方法, 记录海马CA1区
神经元自发放电活动, 根据神经元对胃扩张
刺激反应的不同, 分为胃扩张兴奋性神经元
(GD-E)和胃扩张抑制性神经元(GD-I). 观察
3组不同参数的胃电刺激(GES-A, GES-B和
GES-C)对CA1区内GD-E和GD-I放电频率的
影响: GES-A (6 mA, 0.3 ms, 40 Hz, 2 s-on, 3 
s-off)为标准参数; GES-B的串刺激波宽增至3 
ms; GES-C的串刺激频率减少至20 Hz, 其他参
数均同GES-A. 采用放射免疫法检测胃电刺激
对大鼠不同脑区MTL含量的影响; 并采用免
疫荧光组织化学染色方法观察胃电刺激2 h对
大鼠海马内nNOS免疫阳性神经元的表达. 

结果: CA1区记录的87个神经元中有79个神经
元(90.8%)对胃扩张刺激(GD, 3-5 mL, 10-30 s)
有反应, 其中40个(50.6%)为GD-E神经元, 39
个(49.4%)为GD-I神经元. GES-A, -B, -C分别
兴奋了62.5%, 100%和62.3%的GD-E神经元, 
GES-B对GD-E神经元的作用明显强于GES-C 
(神经元兴奋率GES-B 100% vs  GES-C 62.3%, 
P <0.05). 在GD-I神经元中有63.6%, 85.7%和
50%的GD-I神经元分别被GES-A, -B和-C所兴
奋, 其中GES-C的兴奋作用较弱(P  = 0.041, vs  
GES-A; P  = 0.021, vs  GES-B). GES-A刺激胃
窦部2 h, 下丘脑(48.93±6.98 fmol/mg vs  96.23
±12.93 fmol/mg, P <0.01)、中脑(30.96±4.86 
fmol/mg vs  53.17±8.96 fmol/mg, P <0.05)、
延脑(46.27±7.83 fmol/mg vs  73.86±9.37 
fmol/mg, P <0.05)和海马(32.23±6.51 fmol/mg 
vs  62.72±10.07 fmol/mg, P <0.05)中MTL免疫
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反应物(MTL-IR)的含量与假手术对照组相比
明显减少, 但脑桥内MTL-IR的含量与假手术
对照组相比无显著差异; 且海马CA1区(16.75
±0.91 cells/mm2 vs  20.46±1.30 cells/mm2, 
P <0.05)和CA2-3区(14.91±1.17 cells/mm2 vs  
18.73±1.10 cells/mm2, P <0.05)nNOS免疫阳性
神经元表达明显减少.

结论: GES可兴奋海马CA1区内胃扩张反应
性神经元, 电刺激作用的强弱与GES刺激的频
率和单个电刺激的持续时间有关; 脑内MTL
和海马内nNOS可能参与了GES的中枢作用
机制.

关键词: 胃电刺激; 海马; 胃动素; 一氧化氮合酶; 免

疫荧光组织化学; 放射免疫; 大鼠

鹿勇, 徐珞, 孙向荣, 魏晓芳, 陆江, 陈建德. 胃电刺激对大鼠海

马胃扩张反应神经元及胃动素和nNOS表达的影响. 世界华人

消化杂志  2007;15(13):1463-1469

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/1463.asp

0  引言

肥胖逐渐成为现代生活的流行病 ,  在美国有

50%的成人超重, 20%的成人肥胖. 近10 a来, 我
国城市肥胖的发生率显著增加, 由其导致的糖

尿病、高血压、癌症逐年递增, 死亡率不断上

升. 因此, 行之有效的减肥已成为医学界及营养

学界专家研究的一个热点. 治疗肥胖的方法很

多, 最近在西方国家兴起了一种新型肥胖治疗

方法——胃电刺激疗法[1-4]. 有文献报道, 胃电刺

激可减少胃窦的运动频率、抑制胃排空、减弱

胃的慢波节律, 从而减少食物摄入量[5-8]. 临床上

胃电刺激可明显抑制肥胖患者的食欲并减轻患

者体质量[1-4]. 有研究表明, 肥胖是一种由摄食和

能量调节紊乱引起的疾病, 摄食受体内复杂的

神经和体液因素的调节, 涉及到神经中枢、传

入、传出神经以及许多同摄食有关的信号、神

经递质和激素, 而中枢神经系统(CNS)是调控摄

食的主要部位. 但胃电刺激的中枢作用机制至

今仍不明了. 本研究通过观察胃电刺激对大鼠

海马CA1区胃扩张敏感性神经元的作用以及中

枢内nNOS和胃动素表达的影响, 探讨胃电刺激

的中枢作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 实验动物 采用健康成年Wistar大鼠(由青岛

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃电刺激疗法是
最近在西方国家
兴起了一种新型
肥胖治疗方法, 其
作用的中枢机制
及其临床应用是
人们关注的热点
之一. 
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市药检所提供), 雌雄兼备, 体质量250-350 g, 置
于室温25±2℃, 12/12 h昼夜循环光照条件下生

活, 自由摄食、饮水. 
1.1.2 实验仪器 MEZ8201型微电极放大器; VC-
Ⅱ型双道记忆示波器; QC-111J型直方图分析仪; 
SSEW-3301电子刺激器, 均由日本光电公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 电生理实验 200 g/L乌拉坦(1 g/kg)经腹腔

注射麻醉大鼠. 颈部正中纵行切口, 行气管插管

术. 腹部正中纵行切口, 经胃底部切口将胃内容

物掏出, 以温和生理盐水清洗. 置入一薄软胶气

囊, 经聚乙烯软管连至一5 mL注射器, 实验中

注入生理盐水(3-5 mL, 0.5 mL/s, ±37℃)扩张

胃, 用以鉴别胃扩张敏感神经元[8]. 胃窦部近胃

小弯侧缝合一铂金刺激电极, 电极尖端相距约

0.2 cm, 关闭腹腔. 头部正中切口, 牙科钻颅骨钻

孔, 切开脑膜暴露脑表面, hippocampus CA1 area
定位参照Paxions-Watson大鼠脑图谱. 坐标定位: 
P: 3.14-3.6 mm, L (R): 1.3-2 mm, H: 2.6-3.2 mm. 
用液压推进器将电极送至预定深度后进行细胞

外记录, 记录电极内充灌含有20 g/L滂胺天蓝的

0.5 mol/L醋酸钠溶液, 观察细胞电信号与噪声

比在3∶1以上. 信号经MEZ-8201型微电极放大

器输入VC-11双道示波器, 电信号经由示波器

同步Y轴输出, 经SUMP-PC生物信号处理系统

进行放电频率分析, 并绘出序列密度直方图. 以
神经元放电频率的变化率超过20%作为神经元

兴奋或抑制指标, 神经元表现兴奋或抑制反应

可确定为GD敏感神经元. 给予3组不同参数的

胃电刺激(GES-A: 6 mA, 0.3 ms, 40 Hz, 2 s-on, 3 
s-off; GES-B: 6 mA, 3 ms, 40 Hz, 2 s-on, 3 s-off; 
GES-C: 6 mA, 0.3 ms, 20 Hz, 2 s-on, 3 s-off)观察

GD神经元自发放电频率的变化. 
1.2.2 放射免疫实验 Motilin放射免疫试剂盒由上

海第二军医大学提供, 脑区内motilin的提取和放

免检测严格按说明书进行操作. 首先配制motilin
标准液(将motilin标准品用PBS缓冲液稀释成每

100 μL分别含2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640, 
1280 pg的motilin); motilin抗血清用PBS稀释至

1∶8000. 动物实验完毕, 迅速断头取脑. 分别将

脑和垂体置于煮沸的生理盐水中煮5或3 min; 吸
干、分离海马、下丘脑、中脑、桥脑和延脑, 
称质量, 加1 mol/L盐酸1.0 mL制成匀浆, 室温下

静置100 min. 然后加1 mol/L氢氧化钠1 mL中和, 
离心(4000 r/min) 20 min, 取上清液测定. 测定程

序: 各管加125I-motilin 100 μL, 抗motilin血清100 

μL. 样品管加100-200 μL, 标准管加motilin 100 
μL, 最后以磷酸缓冲液补足总反应体积为500 
μL; 4℃冰箱内孵育24 h; 各管加1∶3羊抗兔血清

100 μL, 继续孵育24 h, 离心(4000 r/min) 20 min, 
弃上清液. 测沉淀物的cpm, 根据同批测定管的

motilin竞争抑止曲线, 求取每mg组织中motilin
的含量. 
1.2.3 免疫组织化学实验 GES-A电刺激胃2 h后
立即用生理盐水、40 g/L多聚甲醛/P B S经心

脏灌注固定. 断头取脑, 后固定2 h, 梯度蔗糖

浸泡过夜, 待组织块沉底后行脑冠状连续冰冻

切片, 片厚20 μm. 各组脑片均在同一水平每隔

3张脑片取1张, 各组均取6张. 脑片经40 mL/L
正常羊血清/0.5 mL/L Tri ton X-100/PBS孵育

2-3 h后, 与nNOS单克隆抗体(1∶500, Chemicon 
international, CA, USA)孵育液(4 mL/L  NGS
和0.5 mL/L Tri ton X-100的PBS孵育液)孵育

40 h(4℃).  二抗选用羊抗小鼠Cy3-IgG (1∶
500, Jackson Immunoresearch, USA)孵育2 h(避
光), 0.01 mol/L PBS冲洗后, 甘油/PBS封片剂

(Citifluor, UK)封片, 激光共聚焦显微镜(Biorad, 
MRC1024型, 日本)下观察免疫阳性细胞.

统计学处理 采用软件GraphPad Prism 3.0 
(GraphPad Software公司, 美国)进行统计分析, 
数据以mean±SD表示, 两样本均数的比较采

用t检验, 各组电刺激之间的作用差别用χ2检验, 
P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 海马神经元单位放电模式 根据放电特点不

同, 在58只大鼠记录的海马CA1区79个神经元中

有3种放电模式, 即间断性的、连续性的和单个

放电(表1). 
2.2 GES对大鼠海马CA1区神经元放电活动的影响

2.2.1 GD对大鼠海马CA1区神经元放电活动的

影响 58只大鼠的海马CA1区所记录到的87个
神经元单位放电中有79个神经元(90.8%)为GD
反应性神经元; 在79个GD反应性神经元中, 40

■创新盘点
目前研究发现胃
电刺激可通减少
饮食、减轻肥胖, 
但对胃电刺激的
中枢机制还不十
分清楚. 本文从研
究胃电刺激对大
鼠海马CA1区胃
扩张敏感性神经
元的作用以及胃
电刺激对中枢内
nNOS和胃动素表
达的影响, 探讨胃
电刺激的中枢作
用机制.

表 1 海马神经元单位放电模式

     
                                    放电频率(Hz) 

                                     低        中                高  

单个放电           10 (12.1%)

间断性放电          2 (2.7%)      12 (16.8%)       9 (10.9%)

连续性放电                              28 (34.4%)     18 (23.1%)

放电模式
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个神经元(50.6%)为GD-E神经元(图1A), 39个 
(49.4%)为GD-I神经元(图2A). 给以胃扩张刺激

后, GD-E神经元的放电频率由1.42±0.21 Hz增
加至2.95±0.51 Hz(P <0.01); 而GD-I神经元的放

电频率却显著下降, 由1.35±0.29 Hz降至0.56±
0.14 Hz(P <0.01). 

2.2.2 GES对大鼠海马CA1区GD-E和GD-I神
经元放电活动的影响 GES-A, GES-B和GES-C
使GD-E神经元兴奋率分别为62.5%, 100%和

62.3%. GES-B的作用与GES-C相比有显著差异

(100% vs  62.3%, P = 0.016<0.05)(图1B-D). 与
GES-A比较GES-B兴奋持续时间明显延长(54.44

 

图 1 GES对海马CA1区GD-E神经元放电频率的影响. A: 大鼠的海马CA1区GD反应性神经元; B: GES-A对海马CA1区GD-E

神经元放电频率的影响; C: GES-B对海马CA1区GD-E神经元放电频率的影响; D: GES-C对海马CA1区GD-E神经元放电

频率的影响.
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图 2 GES对海马CA1区GD-I神经元放电频率的影响. A: 大鼠的海马CA1区GD抑制性神经元; B: GES-A对海马CA1区GD-I

神经元放电频率的影响; C: GES-B对海马CA1区GD-I神经元放电频率的影响; D: GES-C对海马CA1区GD-I神经元放电频

率的影响.
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■名词解释
肥胖症(obesity): 
是一组常见的、

古老的代谢症候
群. 当人体进食热
量多于消耗热量
时, 多余热量以脂
肪形式储存于体
内, 其量超过正常
生理需要量, 且达
一定值时遂演变
为 肥 胖 症 .  因 体
脂增加使体质量
超过标准体质量
20%或体质量指
数大于24者称为
肥胖症. 如无明显
病因可寻者称单
纯性肥胖症; 具有
明确病因者称为
继发性肥胖症.
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±6.69 s vs  108.57±85.92 s, P <0.05). 
在GD-I神经元中, 分别有63.6%, 85.7%和

50%的神经元被GES-A, GES-B和GES-C所兴

奋, GES-C的作用与GES-A或GES-B的作用相比

差别有显著意义(GES-C 50% vs  GES-A 63.6%, 
P = 0.041<0.05; GES-C 50% vs  GES-B 85.7% P 
= 0.021<0.05)(图2B-D). GES-B的放电变化率明

显较GES-A组增高(79.07±19.0 Hz vs  367.30±
88.9 Hz, P <0.01). 
2.3 GES对大鼠脑内胃动素含量的影响 GES-A
刺激大鼠胃窦部2 h后, 下丘脑、中脑、延脑和

海马中胃动素样免疫阳性物(MTL-IR)的含量与

对照组相比明显减少(P <0.05-0.01, 表2), 但脑

桥内MTL-IR的含量与对照组相比无显著差异

(P >0.05, 表2).
2.4 GES对大鼠海马一氧化氮合酶表达的影响 
采用荧光免疫组化染色 ,  镜下可见海马C A1, 
CA2-3区和齿状回内有大量一氧化氮合酶免疫

阳性(nNOS-IR)细胞的表达. 该神经元胞体呈卵

圆形, 部分神经元的突起可见有nNOS-IR的表

达. nNOS免疫反应阳性细胞主要分布在海马

叠罗汉细胞层和齿状回的颗粒细胞层, 海马辐

射层分布较少. 与假手术对照组比较, 电刺激大

鼠胃窦部2 h (GES-A), 大鼠海马CA1区(假手术

对照组20.46±1.30 cells/mm2 vs  GES组16.75±
0.91 cells/mm2, P <0.05)和CA2-3区(假手术对照

组18.73±1.10 cells/mm2 vs  GES组14.91±1.17 
cells/mm2, P <0.05)内nNOS免疫反应阳性细胞的

表达明显降低(图3).

3  讨论

近10 a来, 我国城市肥胖的发生率显著增加. 研
究表明, 肥胖是一种由摄食和能量调节紊乱引

起的疾病, 与遗传、环境、膳食结构等多种因

素有关. 摄食是人类以及动物维持生命活动的

最基本和最重要的复杂行为. 摄入的食物经过

消化和吸收,为机体提供必需的能量和营养物

质. 摄食受体内复杂的神经和体液因素的调节,
涉及到神经中枢、传入、传出神经以及许多同

摄食有关的信号、神经递质和激素, 而中枢神

经系统(CNS)是调控摄食的主要部位. 近年来有

文献报道, 胃电刺激可以通过改变胃慢波或胃

运动节律[9-11]影响胃的排空和运动, 进而减少食

物摄取和体质量[12]. 胃电刺激还可抑制肥胖大

鼠的摄食量从而减轻大鼠体质量[13]. 临床研究

表 2 GES对脑内MTL-IR含量的影响(mean±SD, n  = 10)

     
                        MTL-IR含量(fmol/mg湿组织) 

                                假手术对照组                         GES组  

下丘脑                  96.23±12.93                 48.93±6.98b

中脑                      53.17±8.96                   30.96±4.86a

脑桥                      36.11±6.22                   28.81±4.98

延脑                      73.86±9.37                   46.27±7.83a

海马                      62.72±10.07                 32.23±6.51a

组织

aP<0.05, bP<0.01 vs  假手术对照组.

A

B

C

D
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CA2

CA2

CA3
CA1

CA1

100 μm

100 μm 40 μm

40 μm

Hippocampus

图 3 GES对大鼠海马CA1区
和CA2-3区nNOS免疫反应阳
性细胞表达的影响. A, C: 假

刺激组; B, D: 刺激组.

■同行评价
本研究通过观察
胃电刺激对大鼠
海马CA1区胃扩
张相关神经元放
电活动的影响及
脑内一氧化氮合
酶和胃动素表达
的改变, 初步探讨
胃电刺激的中枢
作用机制. 文章研
究内容较为重要, 
方法、数据和结
论尚可信, 符合伦
理学要求, 有一定
的研究价值和新
意.
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也进一步证实G E S可以减轻肥胖患者的体

质量[1-4]. 最近有文献报道, 胃电刺激可以影响

大鼠下丘脑摄食相关神经元的电活动[14]. 本研

究发现, 胃电刺激(40 Hz/0.3 ms/2 s-on 3 s-off/6 
mA)可兴奋大鼠海马CA1区的GD反应神经元. 
为了进一步比较不同胃电刺激参数对GD敏感

性神经元的影响, 我们又设置了刺激波宽增加

组(GES-B)和刺激频率减少组(GES-C)做为对照, 
结果显示GES-B对GD敏感性神经元的兴奋作用

加强, 但GES-C的兴奋作用则减弱. 提示, 在GES
改变中枢GD敏感性神经元兴奋过程中, 刺激的

持续时间及刺激波宽均起着一定的影响. 
胃的牵张刺激可兴奋胃壁机械性感受器, 

兴奋通过迷走传入纤维上传至脑干的孤束核

(NTS)继而上传至下丘脑及其他脑区, 如海马、

杏仁核、皮层等, 引起进食后系统性的情绪、

心理及植物神经系统的活动反应[15]. 电生理学

上利用对胃扩张刺激的电应答反应, 鉴定消化

道机械感受性传入信息的神经途径, 用以研究

参与调控胃肠机能的中枢部位及影响其活动的

神经体液因素. 有文献报道, 下丘脑外侧区[16]、

嗅球[17]、迷走背核[18]、室旁核[19]、视上核[20]和

臂旁核[21]等对胃肠道传入刺激有应答. 本研究首

次报道海马CA1区神经元对胃牵张刺激敏感, 且
CA1区大多数神经元(63.3%)对胃牵张刺激有反

应. 结果提示, 海马CA1区神经元参与胃肠传入

冲动的调节. 另有文献报道, 胃电刺激可抑制动

物摄食主要通过改变胃肠肌电活动而影响其动

力[22-23], 本研究发现, 海马内69.8%-90%的GD神

经元对上述4种不同参数的GES均有反应, 且主

要呈现兴奋性的效应, 该结果提示胃电刺激调

节动物摄食活动可能与GD反应性神经元有关. 
海马属于边缘神经系统的内脏整合中枢, 

其参与内脏活动的调节, 故又称之为内脏脑. 海
马与下丘脑、延髓和杏仁核等与摄食有关的中

枢间存在广泛的纤维联系[24]. 海马除了参与学习

记忆功能的调控外, 海马还在影响消化系统功

能活动中起重要作用[12]. 近年来, 认为在下丘脑

存在有一个调节摄食的网络环路, 在这个网络

环路中有增食信号和抑食信号, 他们之间有着

精确的相互联系的通路; 生成这些增食和抑食

信号神经元的活性, 受到内环境中多种激素和

活性分子的影响, 尤其是与胃肠运动和能量代

谢与有关的胃动素. 胃动素是由22个氨基酸组

成的脑肠肽, 其具有促进胃肠运动和调节摄食

活动的功能. 有文献报道, 海马内注射胃动素可

明显增加胃运动的幅度, 而海马内投以CCK-8则
明显减弱胃肠运动[12]; 损毁海马可明显影响大

鼠的摄食行为, 随之诱发大鼠产生肥胖[25]. 本研

究发现, 电刺激大鼠胃窦部, 海马内胃动素的含

量明显减少, 同时海马内NOS表达减少. 结果提

示, 海马内胃动素可能参与了GES调节海马神经

元的放电活动. 
NO是由L-精氨酸在NO合酶(NOS)的催化

下生成的 [26]非胆碱能、非肾上腺素能神经递

质. 有文献报道, 中枢NO参与某些疾病的发生

和发展, NO在糖尿病大鼠NOS表达明显增加[27]; 
Sadler et al [28]报道侧脑室注射NOS抑制剂N-硝
基-L-精氨酸甲酯(L-NAME)可显著改变肥胖大

鼠的能量代谢活动. NOS抑制剂L-NAME可显著

加强由胃动素促进小肠平滑肌条收缩作用, 而
合成NO的前体L-AA则抑制胃动素促进小肠平

滑肌条收缩作用[29], 提示在外周NO也参与了胃

动素对平滑肌收缩的调控. 另有研究发现, 在海

马区有NOS免疫阳性细胞的表达[30], L-NAME可
使小鼠体质量减轻, NO参与能量平衡的调节[28]. 
本研究的结果显示, 胃电刺激使大鼠海马内胃

动素含量减少的同时, 海马内NOS表达量也显

著减少. 结果提示, GES调节海马神经元的放电

活动中胃动素含量的变化可能与NO信号通路活

动改变有关. 
总之, GES可兴奋海马CA1区的GD反应性

神经元, 并减少海马内胃动素和N O S的表达; 
G E S对神经元电活动影响的强弱与G E S的强

度、频率和刺激持续时间有关, 本研究为临床上

治疗肥胖参数的选择提供了有价值的实验依据.
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Abstract
AIM: To investigate the influence on the 
gene expression of membrane-type 1 matrix 
metalloproteinase (MT1-MMP) and invasiveness 
of human gastric carcinoma cell line BGC823 by 
antisense RNA. 

METHODS: The eukaryotic expression vector 
carrying MT1-MMP antisense RNA was con-
structed with recombinant technology and then 
transfected into human gastric cancer cell line 
BGC823. The changes of MT1-MMP mRNA ex-

pression, cell proliferation, activation of gelatin-
ase A and cell invasion ability were examined by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR), MTT assay, zymography and Tran-
swell invasion assay, respectively. 

RESULTS: The eukaryotic expression vector 
(named pasMMP14) containing MT1-MMP an-
tisense RNA was successfully constructed and 
transfected into BGC823 cells. The expression 
of MT1-MMP mRNA was down-regulated with 
an inhibitory rate of 36%, in comparison with 
that in negative control group. At the 48th hour 
after transfection with pasMMP14, the activity 
of gelatinase A was dramatically inhibited. Af-
ter 72 hours, cell proliferation was significantly 
decreased as compared with that in pcDNA3.0 
group and normal control group (t = 2.358, P 
< 0.01; t = 2.727, P < 0.01). Transwell invasion 
assay showed that the invasive property was 
greatly suppressed in pasMMP14-transfected 
group as compared with that in pcDNA3.0 
group and normal control group (t = 5.744, P < 
0.01; t = 5.695, P < 0.01). 

CONCLUSION: Antisense RNA can evidently 
inhibit the gene expression of MT1-MMP and 
invasiveness of gastric cancer cells, suggesting 
that MT1-MMP gene may be a molecular target 
of anti-invasion therapy for gastric cancer. 

Key Words: Membrane type-1 matrix metallopro-
teinase; Antisense RNA; Human gastric carcinoma 
cell; Reverse transcription-polymerase chain reac-
tion; MTT assay; Zymography; Transwell invasion 
assay

Hu N, Zhou XW, Fu HJ, Xing RY, Kong W, Zheng XF. 
Inhibitory effect of antisense RNA on the gene expression 
of membrane-type 1 matrix metalloproteinase and 
invasiveness of human gastric carcinoma cells. Shijie 
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摘要
目的: 膜研究膜型-1基质金属蛋白酶(MT1-
MMP)反义RNA对人胃癌细胞BGC823靶基因

®

■背景资料
膜 型 1 - 基 质 金
属蛋白酶 (MT1-
M M P ) 与肿瘤侵
袭转移关系密切, 
他的基因高表达
促进胃癌侵袭与
转移, 其主要作用
是激活明胶酶A, 
同时还直接降解
细胞外基质、调
节黏附分子和促
进肿瘤新生血管
的形成.
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表达和侵袭特性的影响.  

方法: 利用基因重组技术构建人MT1-MMP
反义R N A真核表达载体 ,  转染人胃癌细胞
BGC823, 应用RT-PCR、MTT、明胶酶谱
和 体 外 侵 袭 实 验 等 方 法 观 察 人 胃 癌 细 胞
BGC823转染前后, MT1-MMP mRNA表达水
平、细胞生长、明教酶A活性及细胞体外侵
袭能力等指标的变化． 

结果: 成功构建了M T1-M M P反义R N A真
核表达载体pasMMP14, 将其转染胃癌细胞
BGC823后, 与阴性对照组相比, 实验组MT1-
MMP mRNA表达水平降低, 抑制率为36%. 转
染48 h, 明教酶A的活化受到了明显抑制. 转染
72 h, 细胞增殖明显受抑(t  = 2.358, P <0.01 vs  
空白组; t  = 2.727 P <0.01 vs  阴性组). 实验组的
穿膜细胞数明显低于空白对照组和阴性对照
组(t  = 5.744, P <0.01; t  = 5.695, P <0.01). 

结论:  反义R N A对人胃癌细胞M T1-M M P
基因表达和侵袭能力具有明显的抑制作用, 
MT1-MMP基因可作为胃癌抗侵袭治疗的分
子靶点．

关键词: 膜型1-基质金属蛋白酶; 反义RNA; 人胃

癌细胞; 逆转录-聚合酶链反应; MTT法; 明胶酶谱; 

体外侵袭实验
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0  引言

肿瘤侵袭与转移是一个多步骤、多环节的过

程, 涉及肿瘤细胞与宿主之间复杂的相互作用, 
多种基因及其产物参与这一过程的调控, 而细

胞外基质和基底膜的降解是其中的关键环节. 
MT1-MMP是第一个鉴定出的膜型基质金属蛋

白酶, 其功能是激活明胶酶A, 促进明胶酶A对基

底膜成分如Ⅳ型胶原和层黏连蛋白的降解, 且
其自身也发挥降解细胞外基质的作用[1-2]. 目前

的研究表明, MT1-MMP在胃癌组织中的高表达

促进了胃癌的直接侵袭和远处转移[3-4], 我们先

前的研究也得出了类似的结论[5-6]. 本实验通过

构建抑制MT1-MMP表达的反义RNA真核表达

载体, 脂质体导入人胃癌细胞系BGC823, 研究

其对胃癌细胞MT1-MMP基因表达和侵袭能力

的影响, 探讨MT1-MMP基因可否成为胃癌抗侵

袭治疗的分子靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞BGC823由本实验室保存; 
真核表达载体pcDNA3.0购于Invitrogen; Eco RⅠ
和Bam HⅠ限制性内切酶购于TaKaRa公司; RT-
PCR试剂盒购于Invitrgen公司; DMEM、胎牛血

清购于美国Gibco公司; 脂质体Lipofectmine2000
购于Invi t rogen公司; 四甲基偶氮唑蓝(MTT)
购于Sigma公司; YM-30离心超滤管30KD购

于Millipore公司; Transwell细胞培养小室购于

Costar公司; Matrigel胶购于美国BD公司; 引物序

列由上海生工生物技术有限公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 pasMMP14反义载体的构建 Trizol试剂抽

提细胞总RNA, 操作按说明书进行. 取1 μg RNA
反转录合成cDNA. 以MT1-MMP的cDNA全长

为模板, 参考文献中的引物F1: 5'CCGGAATTC
AAGTTCAGTGCCTACCGAAG3' F2: 5'CGCGG
ATCCCTTGTCTGGAACACCACATC3' (5'端含

有Eco RⅠ, Bam HⅠ酶切位点)扩增407 bp MT1-
MMP cDNA片段[7]. 目的片段经琼脂糖凝胶电泳

鉴定并回收后, Eco RⅠ, Bam HⅠ双酶切, 反向连

接到pcDNA3.0真核表达载体上, 转化JM109感
受态. 对菌落PCR鉴定的阳性克隆进行双酶切和

测序鉴定. 
1.2.2 细胞培养与转染 胃癌细胞用含100 mL/L
胎牛血清的D M E M培养基在37℃ ,  50 m L/L 
C O 2条件下培养 .  待细胞长至对数生长期

且 8 0 %融合时 ,  分别将载体 p c D N A 3 . 0和
反义载体p a s M M P 1 4转染细胞 .  操作按照

Lipofectmine2000试剂的说明书进行转染. 
1.2.3 RT-PCR检测MT1-MMP mRNA的表达 
在6孔板中每孔接种4×105细胞, 培养24 h. 取
2 μg载体pcDNA3.0和反义载体pasMMP14转
染细胞. 转染48 h后, TRIzol试剂提取细胞总

RNA, 步骤按说明书. RNA沉淀于1 g/L DEPC
处理水中 ,  紫外分光光度计测定浓度 .  42℃
恒温6 0  m i n进行逆转录反应后 ,  7 0℃加热

15 m i n,  灭活逆转录酶活性 .  M T1-M M P引
物: 5'CTTTTCCATCCCCTGACATACC 3'(上
游), 5'CTGACTGAGCAACGAAGACCCT 
3 ' ( 下 游 ) ;  内 参 β - a c t i n 的 引 物 : 
5'GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3'(上游), 
5'GAAGATGGTGATGGGATTTC 3'(下游). 
PCR条件均为: 94℃, 5 min; 94℃, 30 s; 60℃, 

■研发前沿
通 过 构 建 反 义
RNA载体来抑制
肿瘤MT1-MMP
基因表达并进而
抑制肿瘤的侵袭
性仅在卵巢癌研
究中有报道, 但未
见在胃癌研究的
报道.
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30 s; 72℃, 30 s(共30个循环); 72℃, 10 min. 
pcDNA3.0、paMMP14中MT1-MMP的扩增产物

经10 g/L琼脂糖凝胶电泳和凝胶分析系统观察

并照像. 
1.2.4 明胶酶谱法分析明胶酶A的活性 将生长状

态良好的细胞, 分散后制成单细胞悬液, 按每孔

1×105个细胞的密度接种于24孔细胞培养板中, 
培养12 h. 弃去培养液, PBS洗2次后, 换成1mL
无血清培养液继续培养, 12 h后转染. 分别收集

转染后0, 12, 24, 36, 48 h的条件细胞培养液. 取1 
mL此条件培养液用蛋白浓缩柱浓缩至约20 μL, 
与2×SDS样品缓冲液等体积混合. 上样50 μg于
100 g/L聚丙烯酰胺凝胶(含1 g/L明胶)在4℃、恒

压120 V条件下电泳后, 凝胶置TritonX-100中漂

洗30 min, 浸入反应缓冲液(50 mmol/L Tris-HCl, 
Ph8.0; 50 mmol/L NaCl, 10 mmol/L CaCl2)37℃
孵育18 h, 5 g/L考马斯亮蓝R250染色、脱色至

蓝色背景下显现出清晰的白色条带为止, 在光

密度扫描下扫描摄片.
1.2.5 MTT比色法测定细胞生长曲线 将生长状

态良好的细胞, 分散后制成单细胞悬液, 按每孔

4×103个细胞的密度接种于96孔细胞培养板中, 
培养24 h后转染pasMMP14反义载体. 分别于不

同时间点每孔加入20 μL 新配制的MTT(0.5 g/L). 
于37℃继续孵育4 h后, 弃去MTT液, 加入150 μL 
DMSO混合均匀, 用酶联免疫检测仪测定各孔在

492 nm波长的A值, 并计算平均值.  
1.2.6 细胞体外侵袭能力检测 将24孔板中的

Transwell小室预冷至4℃. 取出Transwell培养

板(膜孔径8.0 μm)在下室加入500 μL无血清

NIH3T3细胞培养上清作趋化因子, Transwell杯

底部加入50 μL无血清DMEM稀释的Matrigel, 
37℃、30 min条件下风干, 使之在微孔滤膜上

重组为基底膜结构. 上室加入正常细胞、转染

pcDNA3.0及pasMMP14细胞的细胞悬液, 细胞

数量为1×105 mL, 50 mL/L CO2, 37℃条件下, 培
养24 h后轻轻拭去杯底部Matrigel和未浸润的细

胞, 950 mL/L乙醇固定30 min, 结晶紫染色, 光
镜下观察并随机选取4个视野, 计数穿膜细胞数

并取其平均值, 以穿膜细胞的相对数目代表侵 
袭力.

统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS11.0软件进行t检验统计分析, P <0.05具有

显著性差异. 

2  结果

2.1 pasMMP14重组质粒的构建及酶切、测序鉴

定 应用RT-PCR技术以BGC823细胞的cDNA为

模板, 以含Eco RⅠBam HⅠ酶切位点的引物扩

增出407 bp MT1-MMP片段. 目的片段经琼脂糖

凝胶电泳鉴定并回收后, Eco RⅠBam HⅠ双酶

切, 反向连接到pcDNA3.0真核表达载体上, 转化

JM109感受态, 得到阳性克隆(pasMMP14反义载

体的构建流程如图1). 对菌落PCR鉴定的阳性克

隆进行双酶切(图2)和测序鉴定. 结果表明, 成功

构建了pasMMP14反义载体.
2.2 pasMMP14的转染对BGC823细胞MT1-MMP
的影响 采用半定量RT-PCR技术检测MT1-MMP
和内参β-actin的mRNA的表达水平(图3). 结果

显示, 与阴性对照组相比, 实验组的细胞MT1-
MMP的mRNA表达明显受抑, 抑制率为36%. 
2.3 pasMMP14的转染对BGC823细胞明胶酶A

■创新盘点
成功构建真核表
达 的 反 义 R N A
载 体 ,  转 染 胃 癌
细 胞 ,  通 过 抑 制
MT1-MMP基因
表达, 使明胶酶A
活化受到抑制, 细
胞增殖受抑, 最后
细胞侵袭性受到
抑 制 .  即 采 用 反
向遗传学方法进
一步阐明了MT1-
M M P 与 胃 癌 侵
袭和转移的关系, 
同时为后续的以
MT1-MMP为靶
标进行胃癌的基
因治疗奠定了良
好的实验基础.

    Total RNA

    5'                               Poly A 3'

              Aamify                oligd(T) primer First strand
          cDNA                  synthesis by RT
         by PCR
           

             MT1-MMP cDNA 407 bp
  

  restriction
endonucleases

T4 Ligase

  restriction
endonucleases

pcDNA3

pcDNA3

pasMMP14

P CMV

Amp

SV40

Neo

P CMV

Amp

SV40

Neo

P CMV

Amp

SV40

Neo

↓

↓

↓

↓

←

图 1 pasMMP14反义载体的构
建流程.
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■同行评价
业已证实 ,  MT1-
MMP是胃癌侵袭
转移过程中的关
键因素 ,  但MT1-
M M P 反 义 R N A
对胃癌细胞侵袭
的影响尚不清楚. 
该文应用基因重
组技术、细胞转
染、RT- P C R、

MTT、明胶酶谱
等诸多先进的分
子生物学方法研
究发现, 反义RNA
对胃癌细胞MT1-
MMP基因表达和
侵袭具有显著的
抑制作用. 该研究
结论对于探讨从
基因水平治疗胃
癌提供了新的思
路和依据, 具有很
好的学术价值和
一定的临床意义.

活性的影响 进行以明胶为底物的zymography分
析, 结果显示, 在转染48 h的时候, pasMMP14的
转染抑制了BGC823细胞中明胶酶A的活化(图
4), 表明这种抑制作用是存在时间依赖性的. 
2.4 pasMMP14的转染对BGC823细胞生长的影

响 MTT比色法检测结果显示(表1), 与空白组和

阴性对照组相比, 在转染后72 h时实验组细胞的

生长得到明显抑制(t  = 2.358, P <0.01; t  = 2.727 
P <0.01). 空白组和阴性对照组相比较没有显著

差异(P >0.05). 
2.5 pasMMP14的转染对BGC823细胞侵袭能力

的影响 如果图5所示, 通过计数转染前后穿过

人工基底膜的细胞数并进行比较后, 发现实验

组穿过人工基底膜的细胞数明显减少(89±8.4), 
与空白对照组(140±15.6)和阴性对照组(130±
11.7)比较具有显著差异(t  = 5.744, P <0.01; t  = 
5.695, P <0.01)．而阴性对照组和实验组比较无

显著差异(P >0.05)．

3  讨论

现已知的膜型基质金属蛋白酶(membrane-type 
matrix metalloproteinase, MT-MMP)有6种, MT1-
MMP是1994年Sato et al [8]首次克隆鉴定的MT-
MMP家族第一个成员, 该基因定位于14q11,全
长大于10 kb, 由10个外显子和9个内含子组成, 
编码582个氨基酸[9]. 目前, 被认为是基质金属蛋

白酶家族中与肿瘤侵袭转移关系最密切的酶[1-2]. 
探讨MT1-MMP与胃癌侵袭与转移机制的关系

成为近年来研究热点之一, 目前的研究可以得

出如下结论: MT1-MMP基因及蛋白的高表达促

进胃癌的局部侵袭和远处转移[3-6], 且与明胶酶A
的活性密切相关, 他主要是作为明胶酶A的激活

物, 促进明胶酶A活化而发挥降解基底膜作用, 
同时本身也参与细胞外基质的降解, 调节黏附

分子的作用和促进肿瘤新生血管的生成[1-2,10-12].
反义RNA是一种能与靶基因mRNA特异互

补结合, 并抑制靶基因功能的小片段RNA. 自

从1980年代初发现反义RNA以来, 他被作为一

种调控特定基因表达的手段, 进行了广泛的研

究. 近年来, 反义技术被广泛应用于肿瘤基因的

研究中. 通过构建反义RNA表达载体封闭肿瘤

相关癌基因或细胞因子表达, 抑制肿瘤生长的

反义基因治疗方案已进入临床实验阶段[13]. 有
关MT1-MMP反义RNA用于胃癌的侵袭研究尚

未见报道, 为了寻找胃癌基因治疗的理想方案, 
本实验中将MT1-MMP基因反义片段以定向克

     0 h         12 h         24 h        36 h        48 h

图 4 明胶酶谱法分析BGC823细胞转染后不同时间明胶酶
A活性的变化. 

         A                          B

MT1-MMP

β-actin

图 3 半定量RT-PCR方法检测BGC823细胞转染48 h后
MT1-MMP mRNA的表达. A: 阴性对照组; B: 实验组. 

     1        2         3         4         5 图 2 pasMMP14 
重 组 质 粒 的 构
建 .  1 :  重 组 质 粒

p a s M M P 1 4 ;  2 : 

Eco RⅠBam HⅠ

双酶切pcDNA3.0; 

3: Eco RⅠBam H

Ⅰ双酶切MMP14

目的片段; 4: EcoR

ⅠB a m H Ⅰ 双 酶

切 p a s M M P 1 4 ; 

5: DL2000 DNA 

Marker. 

表 1 pasMMP14的转染对BGC823细胞生长的影响(means±SD)

     
分组

                                                                           A492                                

                                 12 h     24 h           48 h                72 h

空白对照组      0.17±0.01    0.24±0.01    0.60±0.01    0.70±0.02

阴性对照组      0.12±0.01    0.24±0.01    0.46±0.03    0.66±0.02

实验组             0.15±0.01    0.24±0.02    0.42±0.0      0.57±0.03bd

bP<0.01 vs  空白对照组; dP<0.01 vs  阴性对照组.
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隆策略插入pcDNA3.0真核表达载体, 成功构建

了pasMMP14反义真核表达载体. 我们观察到

反义载体转染胃癌细胞BGC823后, MT1-MMP 
mRNA的表达受到了抑制, 细胞转染后72 h其增

殖能力显著降低, 同时发现明胶酶A的活化也

受到了抑制, BGC823细胞的体外侵袭力也明显

降低. 综合本研究结果可以看出, MT1-MMP反
义核酸抑制了胃癌细胞BGC823中MT1-MMP 
mRNA的表达, 进而抑制了细胞体外侵袭, 即
MT1-MMP基因可以作为胃癌抗侵袭治疗的分

子靶点, 而MT1-MMP反义RNA将来有可能成为

一种新的、有效的抗肿瘤侵袭与转移药物. 同
时加深了我们对于胃癌侵袭转移调控机制的理

解和认识, 我们推测, 在MT1-MMP-明胶酶A-基

底膜这一生物反应体系中, MT1-MMP既是明胶

酶A活化的启动因素, 同时又是明胶酶A活性的

控制因素, 二者同步发挥着促进胃癌侵袭与转

移的作用.
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图 5 结晶紫染色观察反义载体pasMMP14对BGC823细胞
侵袭能力的影响. A: 空白对照组; B: 阴性对照组; C: 实验组. 
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Abstract
AIM: To study the expression of connexin 32 
(CX32) and connexin 43 (CX43) and function of 
gap junction intercellular communication (GJIC) 
in rat liver during 2-acetylaminofluorene/partial 
hepatectomy (2AAF/PH) for hepatic oval cell 
(HOC) proliferation, and explore the potential 

mechanism of HOC proliferation in vivo.

METHODS: Male Wistar rats were randomized 
into normal control group (n = 6) and model 
group. Rats in model group were used to induce 
HOC proliferation: 9 days of treatment with 
2-AAF, 20 mg/kg per day by gavage, inter-
rupted on day 5 to perform a 70% hepatectomy 
(2-AAF/PH). At the 4th hour, 4th, 8th, 12th and 
16th day, 6 rats of model group were sacrificed 
respectively. The morphological changes of liver 
tissues were observed by pathological examina-
tion and the proliferation of HOC was counted 
using immunohistochemistry and morphologi-
cal recognition. GJIC was confirmed by incision 
loading/dye transfer (IL/DT), and the levels of 
CX32 protein and mRNA were detected by im-
munohistochemistry and reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR), respective-
ly. The expression of CX43 protein and mRNA 
were determined by immunohistochemistry, 
Western blot and RT-PCR, respectively.

RESULTS: No HOC proliferation was seen in 
the rat liver of control and 4-hour model group. 
Pathologic examination revealed that HOC ap-
peared at portal area in model group on day 4, 
increased to the peak on day 8, intensely prolif-
erated from the portal spaces and invaded the 
liver parenchyma on day 12, and decreased on 
day 16 as compared with day 12. In comparison 
with that in control group, the distance of dye 
transfer in model groups (4 h, 4, 8, 12, 16 d) was 
significantly reduced (84.5 ± 3.4, 60.6 ± 3.3, 108.6 
± 4.2, 150.6 ± 2.6, 199.6 ± 3.7 μm vs 250.0 ± 5.0 
μm, P < 0.01). The signal number of CX32 in the 
rat liver of model groups began to decrease at 
the 4th hour, reached to the minimum (2.85 ± 0.39) 
on day 4, and recovered starting from day 8, and 
it was markedly reduced as compared with that 
in control group (P < 0.05). CX32 mRNA in mod-
el groups was decreased at the 4th hour, reached 
the lowest level (0.33 ± 0.11) on day 4 and start-
ed to recover on day 8. On day 16, CX32 mRNA 
expression was also higher than that in control 
group, but the difference was not significant (P > 
0.05). Western blot analysis showed an increased 
CX43 protein expression at the 4th hour (P > 0.05), 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肝干细胞增殖、

分化的调控是当
今 研 究 热 点 之
一 ,  目 前 相 关 研
究多集中于细胞
因子、细胞外机
制 的 作 用 .  缝 隙
连接细胞间通讯
(GJIC)参与多种
干细胞的增殖、

分化的调节. 为了
探讨GJIC对肝干
细 胞 的 调 控 ,  本
文观察了体内肝
卵圆细胞增殖与
肝脏GJIC功能及
CX32, CX43表达
的关系. 



on day 4, 8, 12 and 16 (P < 0.01). In comparison 
with that in control group, the level of CX43 
mRNA in model group had a slight increase at 
the 4th hour (P > 0.05), an obvious increase on 
day 4, reached the peak on day 12 (5.46 ± 0.58), 
and started to decrease on day 16 (P > 0.05).

CONCLUSION: Satisfactory rat model of HOC 
proliferation is successfully obtained using 
AAF/PH, and this method is convenient, stable 
and repeatable. Inhibition of GJIC function, 
which may activate the proliferation of HOC, is 
regulated by CX expression patterns.

Key Words: Rat; Hepatic oval cell; Connexin; Gap 
junction intercellular communication; Regulation; 
Immunohistochemistry; Reverse transcription-
polymerase chain reaction; Western blot; Incision 
loading/dye transfer

Li XD, Fu HQ, Li SH, Shang XL, Xing HS, Hu P. Function 
and significance of gap junction intercellular communica-
tion in rat livers for hepatic oval cell proliferation in vivo. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1475-1481

摘要
目的: 研究大鼠肝卵圆细胞(HOC)增殖模型肝
脏缝隙连接蛋白32, 43(CX)的表达及缝隙连
接细胞间通讯(GJIC)的功能, 探讨HOC增殖的
可能机制. 

方法: 健康♂Wistar大鼠, 随机分成正常对照
组(n  = 6), 模型组. 模型组大鼠按每天20 mg/kg
剂量灌喂2-AFF, 连续4 d, 第5天不灌喂行2/3
肝切除, 术后次日按每天20 mg/kg剂量继续灌
喂5 d (2-AFF/PH). 模型组在术后4 h, 4, 8, 12
和16 d随机取6只大鼠检测. 采用组织病理技
术观察肝组织的形态学变化; 免疫组化和细
胞形态学方法计数HOC; 切开标记/染料示踪
技术(incision loading/dye transfer, IL/DT)技术
确定GJIC; 免疫组化及RT-PCR技术检测CX32
蛋白及mRNA表达; 免疫组化、Western blot及
RT-PCR技术分析CX43蛋白及mRNA水平. 

结果: 对照组及模型组4 h未见HOC增殖. 模
型组4 d汇管区有HOC增殖反应, 8 d HOC增
殖达峰值, 12 d HOC从汇管区向肝实质内浸
润, 16 d HOC增殖减少较12 d减少; IL/DT检测
结果显示, 模型组各时点(4 h, 4, 8, 12和16 d)
染料扩散距离低于对照组(84.5±3.4, 60.6±
3.3, 108.6±4.2, 150.6±2.6, 199.6±3.7 μm vs  
250.0±5.0 μm, P <0.01), GJIC功能降低. 模型
组各时点CX32表达均低于对照组(P <0.05), 在
4 h下调, 4 d达低峰(2.85±0.39), 8 d后逐渐恢
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复; RT-PCR显示模型组CX32 mRNA在4 h开
始下降, 4 d达低峰(0.33±0.11), 8 d后逐渐恢
复, 16 d高于对照组, 但无显著差异(P >0.05). 
Western blot结果显示模型组CX43蛋白表达在
4 h上调(P >0.05)、4-16 d明显升高; RT-PCR显
示模型组4 h CX43 mRNA上调(P >0.05), 4 d表
达明显升高, 12 d达高峰(5.46±0.58), 16 d低
于对照组, 但无显著差异(P >0.05).

结论: 采用Solt-Farber方法成功建立了HOC增
殖动物模型; 大鼠2-AAF/PH肝脏CX表达呈时
空特异性变化, 使肝脏GJIC功能抑制. 肝脏的
GJIC抑制可能启动了HOC增殖.

关键词: 大鼠; 肝卵圆细胞; 缝隙连接蛋白; 缝隙连

接细胞间通讯; 调控; 免疫组化; 逆转录-聚合酶链

反应; 免疫印迹; 切开标记/染料示踪技术

李学东, 傅华群, 李少华, 尚西亮, 邢宏松, 胡鹏. 大鼠肝卵圆

细胞增殖模型肝脏的G J I C功能和意义. 世界华人消化杂志  

2007;15(13):1475-1481
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0  引言

肝卵圆细胞(hepatic oval cells, HOC)是肝干细

胞的子代细胞, 自HOC被确认以来, 人们对肝损

伤后修复的认识进入了一个新的阶段. 在肝脏

受到严重损伤或肝细胞增殖能力受损时, HOC
的增殖、分化显得格外重要 ,  成为再生肝脏

的重要细胞源泉[1-6]. 到目前为止, HOC增殖、

分化的机制远未阐明 .  由于缝隙连接细胞间

通讯(gap junction intercellular communication, 
GJIC)是细胞间重要的信息交流形式, 可调节

组织细胞的生长、增殖与分化 [7-9].  本实验采

用大鼠Sol t-Farber(2-乙酰氨基芴喂食+2/3肝
切除术2-acetylaminofluorene/two-thirds partial 
hepatectomy, 2-AAF/PH)模型, 观察肝脏GJIC与
体内HOC动员的关系, 并研究GJIC变化的机制, 
为进一步探讨GJIC对HOC的调控打下基础.

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康♂Wistar大鼠, 体质量150 g左
右, 由南昌大学医学院动物科学部提供; 2-乙酰

氨基芴(2-acetylaminofluorene, 2-AAF; Sigma公
司); 聚乙二醇(PEG400, 上海试剂一厂); 小鼠抗

大鼠OV-6 mAb(美国S Sell实验室); Mouse anti-
human CX43抗体、Mouse anti-human CX32抗
体(Santa Cruz公司); 抗小鼠SP试剂盒(北京中杉

金桥生物技术有限公司); Lucifer yellow(LY)、
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■应用要点
本 文 发 现 肝 脏
G J I C 与 肝 卵 圆
细胞增殖密切相
关, 为进一步探讨
CX/GJIC对肝卵
圆细胞的调控打
下基础.
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Rhodamine D(Sigma公司); TRIzol(Invitrogen公
司); Oligo(dT)15(北京天为时代公司); dNTPs(BM
公司); M-MLV逆转录酶(Promega公司); 大鼠

CX43, CX32, GADPH引物(上海生工公司).
1.2 方法 
1.2.1 动物处理及标本采集 大鼠首先随机分成

对照组、模型组. 2-AFF用分子量为400的聚乙

二醇溶解成浓度为4 g/L的溶液, 模型组大鼠每

天按20 mg/kg剂量灌喂, 连续4 d, 第5天不灌喂, 
在乙醚吸入麻醉下行2/3肝切除, 术后次日按每

天20 mg/kg剂量继续灌喂5 d(2-AFF/PH). 模型

组在术后4 h, 4, 8, 12和16 d随机取6只大鼠检测. 
对照组大鼠未预特殊处理, 作正常对照(n  = 6). 
大鼠在乙醚吸入麻醉后剖腹, 取0.5 cm×0.5 cm
×0.3 cm的右肝中叶, 置中性缓冲福尔马林液固

定, 备行HE染色及免疫组化; 取1.0 cm×1.0 cm
×1.0 cm的右肝中叶, 行切开标记/染料示踪技术

(incision loading/dye transfer, IL/DT)分析; 剪右

肝中叶成50-100 mg的小块若干, 分置液氮保存, 
提取总蛋白及RNA. 
1.2.2 免疫组织化学染色 石蜡切片经常规脱蜡

水化后, 抗原热修复15-20 min; 按SP免疫组化

试剂盒说明书操作 ,  一抗工作液浓度分别为: 
OV-6 1∶80, CX32 1∶250, CX43 1∶300. 磷酸

盐(PBS)缓冲液代替一抗做空白对照. 
1.2.3 IL/DT 方法参考文献[10-13], 在新鲜肝组

织表面上滴少许(约200 μL)含有LY (5 g/L) 和
RhD (5 g/L)染料的PBS缓冲液, 用刀片作3-4个
深1 mm, 长7-8 mm的切口, 再于切口内注入少许

染料, 室温下染料扩散3 min, 后用PBS洗3次, 每
次1 min, 再将组织放入40 g/L福尔马林液内避光

过夜, 石蜡包埋, 垂直切口作5 μm厚的石蜡切片, 
于免疫荧光显微镜下测量LY的净染色传输距离. 
1.2.4 图像分析 每张OV-6免疫组织化学切片选

取5个互不重叠且肝卵圆细胞增殖最明显的视

野, 在400倍显微镜下对符合肝卵圆细胞特征(体
积较小约为肝细胞直径的1/3-1/5, 细胞核呈卵圆

形, 胞质较少, 略嗜碱性)且OV-6染色阳性的细

胞进行计数, 其平均值作为此标本卵圆细胞增

殖的数量; 每张CX32免疫组织化学切片于400倍
镜下随机取5个视野, 计算CX32阳性信号数与视

野内的肝细胞数之比, 作为该标本CX32的信号

数; 每张IL/DT切片随机在免疫荧光显微镜下取

5处测量LY和RhD的染色区域. LY的净染色区分

析GJIC. 其均值作为GJIC结果. 
1.2.5 CX43蛋白Western blot分析 取100 mg肝组

织在冰冻下研成粉末, 加入1.0 mL裂解缓冲液

匀浆, 12 000 g  4℃, 离心20 min, 取上清液Folin-
酚法进行蛋白质的定量-70℃冷冻备用. 取50 μg
总蛋白加入上样缓冲液煮沸5 min变性, 经SDS-
PAGE凝胶电泳, 电泳后将蛋白转至硝酸纤维

素膜上; 脱脂奶封闭150 min, 与1∶1000稀释的

CX43抗体4℃孵育过夜, 再与1∶500稀释的二

抗孵育2 h, 与化学发光试剂ECL温浴1 min后曝

光、显影和定影. X光胶片扫描后, 在医学图形

分析系统上进行分析. 计算方法为: 所得CX43蛋
白带的综合灰度除以对照组样本的综合灰度值

即为表达量. 
1.2.6 RT-PCR检测肝组织CX32, CX43 mRNA表

达 取肝组织50-100 mg, 总RNA提取用TRIzol
试剂按说明操作进行. cDNA采用M-MLV RT 
kit(Promaga, USA)试剂盒进行. CX32, CX43和
GADPH引物设计利用PrimerPremier5.0软件

(PremierBiosoft, CA)设计完成. 引物序列及长度

见表1. PCR反应条件: 94℃预变性5 min, 94℃变

性40 s, 58℃退火45 s(CX32, GADPH)、63℃退

火45 s(CX43), 72℃延伸1 min, 30个循环后, 72℃
延伸10 min.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 组间比

较用方差分析. P <0.05被认为差异具有统计学

意义.

2  结果

2.1 各组大鼠肝组织病理形态学变化 对照组肝

小叶、肝窦结构清晰, 肝细胞索排列正常, 未见

增殖反应. 模型组4 h肝组织结构无明显破坏及

增殖反应. 4, 8 d肝索结构紊乱, 肝细胞水肿、变

性坏死, 第4天汇管区有增殖反应, 增殖细胞体

积较小、约为肝细胞直径的1/3-1/5, 细胞核呈卵

圆形, 胞质较少, 略嗜碱性、大小分布不均匀、

呈簇状分布, 从汇管区向肝小叶中央浸润. 第8
天增殖反应明显, 并向小叶中央区穿插生长; 12 
d肝细胞水肿、坏死减轻多由增殖细胞替代, 增
殖细胞已连成片, 增殖反应减少; 16 d仍可见增

殖反应(图1). 
2.2 HOC的活化、增殖情况 依据OV-6阳性染色

和细胞形态学计数HOC. 对照组未见HOC; 模型

组在肝切后4 h无明显HOC增殖, 第4天肝汇管

区和小叶周边可见增殖的HOC, 但数量较少为

8.20±1.50个, 第8天HOC增殖达到高峰为26.53
±1.56个; 第12天向肝实质内穿插生长的HOC已
连接成片为16.60±2.30个, 与第8天相比数量减

■名词解释
1 肝卵圆细胞: 是
肝干细胞的子代
细胞. 细胞体积较
小, 细胞核呈卵圆
形, 胞质较少, 略
嗜碱性, 具有高增
殖、双向分化潜
能.
2 缝隙连接(GJ): 
是相邻细胞间的
通道结构, 由2个
半通道相互锚锭
组成. 每个半通道
由6个连接蛋白围
绕形成一个直径
约1.5-2 nm的中空
通道, 允许与细胞
生长、分化密切
相关的小分子物
质(分子量<1000 
Da)通过, 从而发
挥 其 生 物 学 效
应, 这种“看家功
能”被称为GJIC, 
不同连接蛋白构
成的GJ对交流物
质具有通道选择
性.
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少(P <0.01); 第16天与第12天比较HOC明显减少, 
HOC为11.10±3.20个(P <0.05, 图2). 
2.3 大鼠肝脏GJIC的变化 IL/DT检测结果显示

对照组GJIC功能良好, 染料扩散距离大约250.0
±5.0 μm, 约相当于10个肝细胞的直径. 模型组4 
h-16 d各时点染料扩散距离低于对照组(P <0.01), 
分别为: 84.5±3.4, 60.6±3.3, 108.6±4.2, 150.6
±2.6, 199.6±3.7 μm, 4 h明显降低, 4 d至低峰, 8 
d后逐渐恢复(图3). 
2.4 大鼠肝脏CX32、CX43蛋白表达 免疫组化

显示CX32表达于肝细胞膜上, 对照组每个肝细

胞CX32阳性染色信号数为9.8±1.3个; 模型组各

时点CX32的表达低于对照组(P <0.05), 分别为: 
5.10±0.70, 2.85±0.39, 3.19±0.20, 4.34±0.80, 

7.20±0.68个, 在4 h表达下调, 4 d最低峰, 8 d后
逐渐恢复(图4). 

免疫组化显示C X43表达于汇管区, 伴随

HOC数量增加而染色增强. Western blot结果显示

对照组大鼠肝组织CX43蛋白水平很低, 模型组

CX43蛋白表达在4 h上调、4 d表达明显、8 d达
高峰、12 d后下降, 呈逐渐升高而后逐渐恢复趋

势, 4 h-16 d各时点分别为对照组的: 1.14±0.17, 
3.87±0.35, 5.28±0.48, 2.96±0.33, 2.12±0.19倍, 
与对照组比较4 h CX43蛋白的表达上调, 无显著

差异(P>0.05), 余时间点明显高于对照组(P<0.01). 
模型组各时点CX43蛋白印迹呈现程度不同的三

条带, 代表了CX43的不同磷酸化状态(P1, P2是磷

酸化CX43, NP为非磷酸化CX43, 图5)[14]. 

 

表 1 PCR引物序列及产物长度

     
基因                                    正义(5'-3')                                                            反以(5'-3')                    产物长度(bp)  

GADPH           TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTTGGC CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC          983

CX32           CTGCTCTACCCGGGCTATGC                 CAGGCTGAGCATCGGTCGCTCTT          386

CX43           TGGGGGAAAGGCGTGAG                 CTGCTGGCTCTGCTGGAAGGT        1275

图 1 大鼠肝组织光镜检查结果(A×100; B-D×40). A: 对照组; B-D: 模型组4, 8, 12 d.

A B C D

图 2 OV-6免疫组化显示HOC增殖情况(×40). A: 对照组; B-D: 模型组4, 8, 12 d.

A B C D

图 3 大鼠肝组织IL/DT结果
(A-B×100; C-D×200). A: 对

照组; B-D: 模型组4, 8, 12 d. 

白色箭头显示染料传输距离.

A C

→→

→→
→ →

B D

→→

■同行评价
本文从CX转录、

翻译及功能多水
平 观 察 了 肝 脏
CX32, CX43表达
与体内肝卵圆细
胞增殖的关系, 实
验方法可靠, 结果
可信, 有一定的学
术价值.
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2.5 大鼠肝脏CX32, CX43 mRNA的表达 模型

组4 h-16 d各时点CX32 mRNA水平分别为对照

组的0.82±0.13, 0.33±0.11, 0.51±0.13, 0.68±
0.14, 1.12±0.18倍. 在4 h开始下降, 4 d达低峰, 
8 d后逐渐恢复, 4 h, 4, 8,12 d时点明显低于对照

组(P <0.01), 16 d时点高于对照组, 但无显著差异

(P >0.05, 图6). 
对照组C X43 m R N A表达很低. 模型组4 

h-16 d各时点CX43 mRNA分别为对照组的1.09
±0.16, 2.82±0.23, 5.46±0.58, 3.34±0.64, 0.91
±0.11倍. 即在建模后4 h上调(P >0.05), 4 d表达

明显升高, 12 d达高峰, 4, 8, 12 d时点明显高于

对照组(P <0.01), 16 d低于对照组, 但无显著差异

(P >0.05, 图6).

3  讨论

G J是相邻细胞间的通道结构 ,  每一个细胞

提供一个半通道(connexon), 由6个连接蛋白

(connexin, CX)围绕中央孔相互锚锭而成[15]. GJ
的主要功能是细胞通讯(cell communication), 又
称GJIC. GJIC是细胞间唯一、直接的信息交流

形式, 许多与生长、分化密切相关的小分子物

质(<1000 Da, 如单糖、氨基酸、核苷酸、维生

素、激素等), 可以通过GJ从一个细胞至另一个

细胞, 从而影响组织细胞的生长、增殖与分化, 
是组织保持内稳态的核心[7]. 抑制GJIC可减少

细胞凋亡、分化和生长抑制, 增加细胞增殖[16]. 
GJIC的表达变化对于正常细胞周期是必需的. 
例如, GJIC表达在G1/S期适度, 在S期增加, 而在

G2/M期则降低[17]. GJIC对一系列生理刺激, 如生

长因子PDGF和EGF等刺激反应的关闭, 与增加

细胞分裂相关, 从而调节组织细胞分化与增殖

状态[18-20]. 研究表明GJIC与多种干细胞的增殖、

分化密切关联[21-24]. 但是体内HOC增殖过程中, 
肝脏GJIC的功能如何? 目前尚不明确. 

大鼠Sol t-Farber(2-AAF/PH)模型是研究

HOC应用最多的动物模型之一[25]. 其基本原理

是: 肝脏毒性药物抑制肝细胞增殖后, 再采用肝

切除刺激肝再生时, 可激活HOC并向肝细胞演

变. HOC细胞形态学特点是体积较小约为肝细

胞直径的1/3-1/5, 细胞核呈卵圆形, 胞质较少, 略
嗜碱性. 鉴定HOC多采用细胞形态学结合OV-6
阳性染色方法. 目前, 对HOC调控机制的研究多

集中于细胞因子、细胞外机制的作用. 为明确

大鼠HOC增殖模型肝脏GJIC的变化, 我们采用

大鼠Solt-Farber模型观察肝脏GJIC与HOC动员

的关系. 
本实验中, 对照组大鼠肝组织结构完整, 未

图 5 各组大鼠肝组织CX43水平蛋白印迹图. Control: 对照

组; 1-5: 模型组4 h, 4, 8, 12和16 d.

图 4 大鼠肝组织CX32的表达(×400). A: 对照组; B-D: 模型组4, 8, 12 d.

Control       1         2           3            4           5

P2
P1
NP

A B C D

图 6 大鼠肝组织CX32 mRNA, CX43 mRNA表达琼脂糖电
泳凝胶图. A: CX32 mRNA; B: CX43 mRNA; M: marker分

子量标记物; 1: 对照组; 2-6: 模型组4 h, 4, 8, 12和16 d.

GADPH 
983 bp
CX32 
386 bp

M       1         2        3        4       5        6A

CX43 
1275 bp
GADPH 
983 bp

M       1         2        3        4        5        6B
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见增生反应及HOC, 且GJIC功能良好; 模型组大

鼠肝索结构紊乱, 肝细胞水肿、变性坏死, 4 d可
见HOC增殖, 8 d增殖达到高峰, 12 d后数量逐渐

减少. IL/DT结果显示肝脏GJIC 4 h明显降低, 4 d
至低峰, 8 d后逐渐恢复. GJIC功能与HOC的增殖

趋势相反, 且变化时点早于HOC的增殖. 结果提

示肝脏GJIC的抑制可能启动了HOC的增殖. 
由于肝脏主要表达CX32和CX43, 是完成

GJIC功能必需的蛋白分子. 为了解CX32, CX43
介导的GJIC对体内HOC的调节, 免疫组化结果

显示模型组大鼠肝脏CX32蛋白的表达与GJIC
趋势相同, Western blot结果显示CX43蛋白的

表达与GJIC趋势相反. 结果提示GJIC下调是

C X32蛋白表达抑制所致. 在模型组大鼠肝脏

CX32的表达下调减少了肝细胞与偶联细胞间

的GJIC, 使肝细胞对生长刺激反应迟钝; 由于星

型细胞能生成促进HOC增殖的生长因子并表达

CX43[26], 因而HOC CX43表达的上调增加了其

与星型细胞间的GJIC, 使HOC迅速对外界的生

长刺激作出反应. 由于CX对交流物质的选择转

运特性[27-31], 在2-AAF/PH肝脏CX的表达重塑, 
影响了肝脏的对生长刺激信息的整合, 抑制肝

细胞增殖、动员HOC重建损伤肝脏. 从理论上

说肝脏的GJIC是其所有的CX功能的总和, 研究

发现GJIC与CX32表达趋势一致, 与CX43趋势

相反, 这与CX32表达于肝细胞、CX43表达于胆

管上皮细胞和HOC相关. 肝脏大多数细胞是肝

细胞(约为肝小叶细胞数的79.3%), 即使CX32表
达的轻微改变, 也会影响肝脏的GJIC, 胆管上皮

细胞及HOC在肝脏比例低, 所以CX43变化对的

GJIC影响不大. 
CX蛋白的稳定表达是GJIC的功能基础, 控

制GJIC过程中mRNA的稳定对于CX蛋白的表达

是关键的. 为了透析模型组大鼠肝脏GJIC的下

调环节, 我们进一步从转录水平探讨了CX32、
CX43 mRNA的表达, 结果显示CX32、CX43 
mRNA的水平与其蛋白表达趋势一致, 提示模型

组大鼠肝脏CX32、CX43蛋白表达变化极有可

能在转录水平被调节. 
总之, 肝脏GJIC与HOC密切关联, 肝脏GJIC

的抑制可能启动了HOC增殖. 通过调节肝脏CX
的时空表达模式, 改变肝脏GJIC可能会影响体

内HOC的增殖、分化过程.
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Abstract
AIM: To analyze the proteome of hepatocellular 
c a r c i n o m a c e l l l i n e s , M H C C 9 7 - H ( h i g h 
metastasis) and MHCC97-L (low metastasis), 
with different metastasis potentials by two-
dimentional liquid phase chromatographic 
fractionation followed by matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF/MS). 

METHODS: Cell lysates of MHCC97-H and 

MHCC97-L were fractionated according to PI 
using chromatofocusing with analytical columns 
in the first dimension, followed by separation of 
the proteins in each PI fraction using nonporous 
reversed-phase high performance liquid chro-
matography (HPLC). A two-dimensional map 
of the protein content for each cell line based 
upon pI versus hydrophobicity as detected by 
UV absorption was generated and a differential 
display map indicating the presence of up- or 
down-regulated proteins was exhibited using 
ProteoVue and DltaVue software. The different 
proteins were digested by trypsin and MALDI-
TOF/MS was performed.

RESULTS: Image analysis of two-dimensional 
map revealed 72 differentially expressed pro-
teins between MHCC97-H and MHCC97-L cells, 
and 9 protein peaks (including M2 pyruvate 
kinase, α-subunit of ATP synthase, heat shock 
protein 60, Toll-like receptor 9, flavoprotein oxy-
genase, pro-calreticulin, manganese superoxide 
dismutase, nm23-H1, and G-protein-coupled 
receptor kinase 5) were further identified by 
tryptic digestion, peptide mass fingerprinting 
and mass spectrometry. Four proteins were 
up-regulated while 5 were down-regulated in 
MHCC97-H cells.

CONCLUSION: The identified differentially ex-
pressed proteins may play important roles in the 
metastasis of hepatocellular carcinoma.

Key Words: Proteome; Hepatocellular carcinoma; 
Metastasis; Two-dimentional liquid phase chroma-
tographic fractionation; Matrix-assisted laser des-
orption/ionization time-of-flight mass spectrometry

Peng Y, Zhang X, Wang K, Jiang P, Jiao BH, Ni J. 
Proteome analysis of hepatocellular carcinoma cell lines 
with different metastasis potentials by two-dimensional 
liquid chromatography. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(13):1482-1487

摘要
目的: 对不同转移潜能肝癌细胞株MHCC97- 

®

■背景资料
蛋白质组学作为
一种新兴的技术, 
已经为揭示疾病
发病机制、寻找
新的检测指标蛋
白和治疗靶点以
及新药研发提供
了强有力的工具. 
二维液相色谱分
离(2D-LC)结合各
种质谱联用为主
的技术平台越来
越受到重视. 
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H(高转移)和MHCC97-L(低转移)差异表达的
蛋白质进行二维液相色谱分离和MALDI-TOF
质谱鉴定. 

方法: 将肝癌细胞株MHCC97-H和MHCC97- 
L细胞裂解样品按蛋白质PI进行一维的色谱聚
焦分离, 然后每个PI组分再按疏水性经二维反
相无孔硅胶HPLC分离, 利用ProteoVue软件将
UV光吸收图谱转换成PI对疏水性的胶图, 再
利用DeltaVue软件比较升高或降低的差异蛋
白. 收集差异蛋白峰进行胰酶酶解, 然后进行
MALDI-TOF质谱鉴定. 

结果: 2D图谱显示共有72个差异蛋白条带, 共
鉴定出了9个差异蛋白, 分别为M2型丙酮酸激
酶、ATP合成酶α亚单位、热休克蛋白60、
Toll样受体9、含黄素单加氧酶、钙网硬蛋白
前体、锰超氧化物岐化酶、nm23-H1、G-蛋
白偶连受体激酶5; 其中4个蛋白在高转移细
胞株MHCC97-H中表达升高, 5个蛋白在低转
移细胞株MHCC97-L表达升高.

结论: 这些差异蛋白可能在肝癌的转移中起
关键作用.

关键词: 蛋白质组; 肝细胞癌; 肿瘤转移; 二维液相

色谱分离; MALDI-TOF质谱
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinomar, HCC)是世

界上最常见的恶性肿瘤之一, 占全部恶性肿瘤

的6%[1], 5 a死亡率超过90%[2]. 中国是世界上肝

癌死亡率最高的国家, 占世界上肝癌总死亡人

数的53%. 肝癌患者的预后极差, 术后的复发与

转移是影响肝癌远期疗效的重要因素[3], 所以进

行肝癌转移相关蛋白的研究尤为重要. 
蛋白组学技术是寻找肿瘤相关性蛋白的

行之有效的方法. 2D-PA G E和质谱方法的联

合应用是目前筛选肿瘤特异性标志物应用最

为广泛的方法 [4],  最近二维液相色谱分离法

(two-dimentional liquid phase chromatographic 
fractionation, 2D-LC)结合各种质谱联用的多维

色谱分离技术的应用也越来越多[5]. 
复旦大学肝癌研究所建立了人的高、低转

移肝癌细胞株MHCC97-H和MHCC97-L[6]. 高转

移肝癌细胞株MHCC97-H表现出100%的肺转

移能力, 而低转移肝癌细胞株MHCC97-L仅发

生40%的肺转移[6-7]. 该模型为研究肝癌的转移

奠定了良好的基础. 我们利用2D-LC和基质辅

助激光解吸电离-飞行时间质谱(matrix-assisted 
laser desorption/ ionization-time of flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF/MS)对高、低转移肝

癌细胞株进行了差异蛋白质组的分离和鉴定.

1  材料和方法

1.1 材料 二维液相色谱仪Proteme Lab TM PF2D
和及其配套试剂盒Proteme Lab TM PF2D试

剂盒均为贝克曼(Beckman)公司产品, 试剂盒

包括H P C F 1D色谱柱(2.1 m m×250 m m)、
HPRP 2D无孔硅胶C18反相色谱柱(4.6 mm×

33 mm)、起始缓冲液(start buffer, SB)、洗脱

缓冲液(eluent buffer, EB)和PD10 G-25脱盐

柱(Sephadex TM G-25, Amersham Pharmacia 
Biotech). 正辛基β-D-吡喃葡萄糖苷(n-octyl-β-
D-glucopyranoside, OG)、Tris-(carboxyethyl) 
phosphine hydrochloride (TCEP)、蛋白酶抑制剂

混合物(protease inhibitor cocktail)、亚氨基二乙

酸(iminodiacetic)均购于Sigma公司, 乙腈、三氟

乙酸(TFA)、甲醇等均为色谱纯(上海申越公司), 
所用的水均为Milli-Q水. BCA法蛋白浓度检测

试剂盒购于碧云天公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和样品制备 高、低转移肝癌细

胞株MHCC97-H和MHCC97-L培养于含100 mL/L
胎牛血清的高糖DMEM培养基(Gibco公司)中, 
置于37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度培养箱内. 
细胞长到对数生长期, 胰酶消化, 分别收集约108

个细胞, 用预冷的PBS洗3次, 2000 g离心10 min, 
在细胞沉淀中加入0.4 mL的50 mmol/L的Tris碱
(pH值7.8-8.2), 混匀后加入1.6 mL的细胞裂解缓

冲液(7.5 mol/L尿素, 2.5 mol/L硫脲, 125 mL/L
甘油, 50 mmol/L Tris碱, 25 g/L OG, 6.25 mmol/L 
TCEP, 1.25 mmol/L蛋白酶抑制剂混合物), 充分

振荡, 于4℃、20 000 g离心60 min, 吸取上清弃

沉淀, 加SB至最后体积为2.5 mL, 然后加入到已

用25 mL SB平衡的PD-10柱, 弃掉洗脱液, 再用

SB洗脱并收集前3.5 mL. BCA法测定蛋白浓度. 
1.2.2 二维液相色谱分离 参照文献[8]方法, 简
述如下: 以30 C V(柱体积)的S B平衡柱子(约
130 min), 分别加入经SB置换的MHCC97-H
和MHCC97-L细胞裂解样品2.5 mg, 以SB冲

■研发前沿
目前在肿瘤的蛋
白 质 组 研 究 中 , 
2D-LC已经应用
于人肠腺癌细胞
的药物处理前后
的差异蛋白的比
较、人正常卵巢
组织细胞与癌细
胞蛋白表达图谱
的比较研究以及
应用于筛选前列
腺癌相关的血清
标记物的蛋白质
芯片的研究中等. 
因此应用2D-LC
研究蛋白质组差
异将成为寻找癌
症等疾病分子标
记和药物靶标最
有效的方法之一. 
亟待研究的问题
是蛋白的质谱鉴
定.
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洗20 min, 收集洗脱出来的pI>8.5的蛋白组分

和4.0<pI<8.5之间的每间隔0.3个pH单元收集

的蛋白组分(组分10-25), 分别进行二维分析, 
ProteoVue软件将每个样品的原始的UV光密度

值转换成胶图, 再利用DeltaVue软件进行两组资

料的对比, 峰面积相差2倍以上定为差异峰. 收
集表达差异的峰, 于-20℃冻存以进行质谱鉴定. 
1.2.3 样品的酶解和MALDI-TOF质谱鉴定 将收

集的样品加入适量胰酶, 37℃放置4 h或4℃过夜. 
酶解产物经浓缩后, 样品用高通量的MALDI-
TOF/MS质谱仪检测. 激光源为337 nm波长的氮

气激光器, 激光能量85 µJ, 激光脉冲频率20 Hz. 
数据采集采用MCA(multiple cycle accumulation)
模式, 累积的时间人工控制, 以能得到良好的

信噪比为准, 通常在2 min之内. 先对样品进行

MS检测, 部分蛋白选取合适的肽段峰进行串级

质谱分析. 碰撞气体为氩气, 碰撞能量通常为

65-100 eV, 采集时根据串级图谱碎片情况调整. 
串级图谱母离子误差范围50 ppm, 碎片离子0.15 
Da. 其他搜索参数设置: 数据库为NCBInr, 酶为

胰蛋白酶, 允许漏切位点为2. 
1.2.4 数据库检索 质谱数据用MSFit软件进行检

索. MS图谱用肽质量指纹法(PMF)搜索, 采用两

己知质量的峰1020.5035和2163.0569进行两点

内标质量校正. 质量误差范围50 ppm. 串级图谱

母离子误差范围50 ppm, 碎片离子0.15 Da. 其他

搜索参数设置: 数据库为NCBInr. 酶为胰蛋白酶, 
允许漏切位点为2.

2  结果

2.1  M H C C97-H和M H C C97-L差异表达蛋

白的2D-L C分析  将高、低转移肝癌细胞株

MHCC97-H和MHCC97-L进行了二维液相色谱

分析, 分别比较了4.0<pI<8.5的第11-25蛋白组分

(每间隔0.3个pH单元收集的样品)和pI>8.5的第

2-9蛋白组分. 利用DeltaVue软件将两组资料进

行了对比, 图1显示了MHCC97-H和MHCC97-L
的第11 - 2 5组分的差异蛋白质 ,  图2显示了

MHCC97-H和MHCC97-L的第2-9组分的差异蛋

白质的比较. 图3为组分2中差异蛋白的比较. 收
集表达差异的峰, 并进行了质谱鉴定. 
2.2  MALDI-TOF质谱鉴定及数据库检索结果 收
集样品经胰酶酶解、质谱检测, MS图谱用肽质

量指纹法(PMF)及MSFit软件搜索NCBInr非冗余

蛋白质数据库, 搜索结果同时满足以下三个条

件时才认为是正确匹配: (1)PMF法在50 ppm误

差范围内至少有5个匹配肽段, 而且得分与排名

第二的蛋白要有明显差距; (2)匹配蛋白的等电

点与实测值相近; (3)蛋白质覆盖率为20%以上. 
共鉴定出9种差异表达蛋白(表1), 图4为差异蛋

白之一热休克蛋白60 (HSP60)的质谱图.

3  讨论

蛋白质组学作为一种新兴的技术, 已经为揭示

疾病发病机制、寻找新的检测指标蛋白和治疗

靶点以及新药研发提供了强有力的工具. 目前

2D-PAGE和质谱连用是应用最广泛的一种技术

图 1 MHCC97-H和MHCC97-L细胞裂解液的第11-25组分2D比较MW/pI图(4.0<pI<8.5, fractions 11-25).
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■相关报道
用2D-PAGE蛋白
质组学的方法对
肝癌转移相关蛋
白的研究已有一
些文献报道, 其中
包括各种肝癌细
胞系和组织, 相关
的双向电泳数据
库正在完善之中. 
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路线, 但其分离能力有一定限度, 难以检测到低

丰度和难溶水的蛋白, 且重复性较差[4]. 因此以

2D-LC结合各种质谱联用为主的技术平台越来

越受到重视, 我们应用的2D-LC包括液相状态

下的色谱聚焦(利用蛋白的等电点进行分离)及
无孔硅胶反向HPLC分离(利用蛋白的疏水性分

离). 目前在肿瘤的蛋白质组研究中, 2D-LC已经

应用于人肠腺癌细胞的药物处理前后的差异蛋

白的比较[9]、人正常卵巢组织细胞与癌细胞蛋

白表达图谱的比较研究[10]以及应用于筛选前列

腺癌相关的血清标记物的蛋白质芯片的研究中
[11]等. 与2D-PAGE相比, 2D-LC具有几个重要的

优点如上样量大(2-5 mg)、灵敏度高, 有利于低

丰度蛋白质的检测; 分辨率高, 无孔硅胶柱的无

孔键合相更有利于蛋白质的快速、高分辨的分

离, 可获得蛋白质表达谱比较的更精细信息; 有
利于碱性蛋白的检测, 本文将pH大于8.5的蛋白

组分也进行了收集、比较和鉴定, 得到等电点

为9.20的ATP合成酶α亚单位; 重复性好. 因此应

用2D-LC研究蛋白质组差异将成为寻找癌症等

疾病分子标记和药物靶标最有效的方法之一. 
目前对肝癌的蛋白质组研究和其他肿瘤一

样, 主要是在细胞系上的蛋白图谱比较和鉴定. 
最初的工作是Wirth et al [12]完成的, 他们比较了

肝癌细胞系HepG2, Huh-7, SK-Hep1和正常肝细

胞系Chang和WRL68的蛋白表达情况, 由于蛋

白鉴定使用的是N-末端测序和免疫印记, 所能

鉴定的蛋白有限. 文献报道中对肝癌细胞系的

蛋白质组研究比较深入的是新加坡Seow et al [13]

对HCCM的研究, 应用MALDI-TOF-MS技术他

 

图 3 MHCC97-H和MHCC97-L细胞株中的组分2中的的差异蛋白的比较.

22

21

20

19

18

17

16

15

14

13

12

Re
te

nt
io

n 
Ti

m
e 

(m
in

)

0.5361                   -0.01808                                  1                                                 1                                                    1                                   0.0258                        0.5463

Absorbance Unit (V)                                                        Fraction #

Lane 1 Lane 1      MHCC97-L               differential display                MHCC97-H
22

21

20

19

18

17

16

15

14

13

12

图 2 MHCC97-H和MHCC97-L细胞裂解液pI>8.5的第2-9组分2D比较的MW/pI图(pI>8.5, fractions 2-9).

22

21

20

19

18

17

16

15

14

13

12

11

22

21

20

19

18

17

16

15

14

13

12

11

Re
te

nt
io

n 
Ti

m
e 

(m
in

)

0.4908                   -0.03701             1    2    3     4    5    6     7    8       1    2    3    4    5     6    7    8       1    2     3    4    5     6    7     8            0.02292                      0.4988

Absorbance Unit (V)                                                         Fraction #

Lane 1 Lane 1
      MHCC97-L               differential display              MHCC97-H

■应用要点
本文鉴定的肝癌
转移相关蛋白为
深入研究肝癌转
移机制提供了一
些关键蛋白分子, 
有可能成为肝癌
等肿瘤的诊断指
标和药物靶标.
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们鉴定了约400个蛋白. 用2D-PAGE蛋白质组

学的方法对肝癌转移相关蛋白的研究已有一些

文献报道, 其中包括各种肝癌细胞系[14-16]和组

织[17], 相关的双向电泳数据库正在完善之中. 但
是用二维液相蛋白质组学技术研究肝癌转移相

关蛋白未见报道, 本次实验我们鉴定出9种肝癌

转移相关蛋白, 其中4个蛋白在高转移细胞株

MHCC97-H中表达升高, 5个蛋白在低转移细胞

株MHCC97-L表达升高, 为深入研究肝癌转移机

制提供了一些关键蛋白分子.
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■同行评价
本文利用二维液
相色谱(2D-LC)分
离技术和基质辅
助激光解吸电离-
飞行时间质谱对
高、低转移肝癌
细胞株进行了差
异蛋白质组的分
离和鉴定, 共观察
到72个差异明显
的蛋白峰, 收集了
26个样品进行了
质谱鉴定, 鉴定出
9种蛋白. 该研究
对于从蛋白组份
差异方面进一步
认识、了解高、

低转移肝癌细胞
株的不同生物学
特性有一定学术
价值. 设计上比较
科学 ,  内容新颖 , 
重点突出, 有一定
的可读性.
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Abstract
AIM: To establish gene-transfected cell strain 
L02/HBx and study its cell cycle changes. 

METHODS: Effectene transfection and G418 
selection were used to obtain the positive clones 
of L02/HBx cells. Then HBx mRNA and protein 
expression were detected by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot analysis, respectively. Finally, MTT 
assay and flow cytometry were adopted to mea-
sure the proliferation, apoptosis and cell cycles 
of L02/HBx cells.

RESULTS: RT-PCR and Western blot analysis 
showed that the positive clones had HBx expres-
sion at mRNA and protein level. MTT assay 
demonstrated that the proliferation of L02/HBx 
cells had been accelerated. Flow cytometry 
found that the apoptosis rates of L02/HBx cells 

were at a lower level (0.09% ± 0.13% vs 3.74% ± 
1.29%, P < 0.05), and the proportion of L02/HBx 
cells fell G1 phase (61.35% ± 0.82% vs 67.80% 
± 6.84%, P < 0.05) but rose in S phase (36.59% 
± 2.54% vs 22.37% ± 2.17%, P < 0.05). After co-
culture with adriamycin, L02/HBx cells mani-
fested a higher apoptosis rate (34.91% ± 5.85% 
vs 0.09% ± 0.13%, P < 0.05), and the proportion 
of G1-phase cells was significantly increased 
(82.81% ± 6.48% vs 61.35% ± 0.82%, P < 0.05), but 
still lower than that in the non-transfected group 
(82.81% ± 6.48% vs 87.19% ± 1.92%, P < 0.05). 
However, the percentage of S-phase cells was 
markedly decreased (13.84% ± 6.16% vs 36.59% ± 
2.54%, P < 0.05), but still higher than that in the 
non-transfected group (13.84% ± 6.16% vs 2.22% 
± 1.26%, P < 0.05).

CONCLUSION: L02/HBx cell strain stably ex-
pressing HBx is established successfully. HBx 
can accelerate the cell cycles and improve the 
growth instead of facilitating the apoptosis. L02/
HBx cells can be easily affected by the apoptotic 
factors, indicating that HBx may increase the 
susceptibility of normal liver cells to the apopto-
sis-inducing factors.

Key Words: HBx gene; Cell cycle; Cell strain; Cell 
apoptosis; Flow cytometry; MTT assay; Reverse 
transcription-polymerase chain reaction; Western 
blot; Hepatocellular carcinoma

Cheng B, Lin ST, Yang YZ, Li PY. Establishment of 
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摘要
目的: 构建L02/HBx转基因细胞模型并研究
HBx对肝细胞周期的影响. 

方法: 运用脂质体转染和G418筛选获得L02/
HBx阳性克隆, 并分别用RT-PCR和Western 
blot鉴定HBx mRNA与蛋白的表达. 进一步
用四唑蓝(MTT)比色试验、流式细胞仪检测
L02/HBx的增殖、凋亡和细胞周期.

结果: RT-PCR和Western blot分别检测到L02/

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)慢性感染
是我国肝细胞肝
癌发生的主要原
因之一. HBx基因
是H B V D N A中
最小的读码框, 其
编码的HBx具有
广泛的生物学功
能 ,  包 括 反 式 激
活病毒基因组和
宿主细胞基因的
转录、增强转录
因子DNA结合特
性、抑 制 P 5 3 蛋
白活性、抑制细
胞DNA的修复、

参与细胞信号传
导途径和细胞凋
亡的调节等. 一些
体内外研究发现, 
HBx可诱导肝细
胞的恶性转化及
癌变, 其如何参与
乙肝相关性肝癌
发生机制是目前
研究的热点. 近来
研究发现HBx与
肝细胞凋亡的关
系极其复杂, 既可
促进细胞凋亡, 也
可能抑制细胞凋
亡. 
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HBx细胞中HBx mRNA和蛋白的表达. MTT比
色试验显示L02/HBx生长速度加快, 流式细胞
仪检测发现L02/HBx凋亡率低(0.09%±0.13% 
vs  3.74%±1.29%, P <0.05), G1期细胞比例减
少(61.35%±0.82% vs  67.80±6.84%, P <0.05), 
S期细胞比例相应增加(36.59%±2.54% v s  
22.37%±2.17%, P <0.05). 经阿霉素(ADM)培
养后, L02/HBx的凋亡率显著增加(34.91%±

5.85% vs  0.09%±0.13%, P <0.05), G1期细胞
比例明显增加但低于对照组(82.81%±6.48% 
vs  61.35%±0.82%, P <0.05; 82.81%±6.48% 
vs  87.19%±1.92%, P <0.05), S期细胞比例降
低但较对照组高(13.84%±6.16% vs  36.59%
±2.54%, P <0.05; 13.84%±6.16% vs  2.22%±

1.26%, P <0.05).

结论: L02/HBx构建成功, HBx能促进细胞周
期进程, 加快细胞的生长并抑制细胞的凋亡; 
转染HBx基因的肝细胞凋亡更易受凋亡因子
所触发, 表明HBx可能会增加正常肝细胞对诱
导凋亡因素的敏感性.

关键词: HBx基因; 细胞周期; 细胞模型; 细胞凋亡; 

流式细胞术; MTT法; 逆转录-聚合酶链反应; 免疫

印迹; 肝细胞癌
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0  引言

HBx蛋白具有广泛的反式激活作用, 可通过许

多复杂的途径参与细胞凋亡、参与DNA修复调

控、促进细胞周期进程, 与肝细胞癌(HCC)的发

生、发展具有密切的关系[1-2]. 体内与体外的一

些实验研究已为HBx参与HCC发生机制提供了

依据[3-7]. 为此, 我们通过脂质体转染将HBx基因

导入L02细胞中, 采用G418筛选获取稳定表达

HBx的转基因细胞模型L02/HBx, 观察HBx对肝

细胞周期、增殖及凋亡的影响, 研究阿霉素与

HBx在细胞凋亡中的协同作用, 旨在探索HBx致
肝细胞恶性转化与HCC发生的分子机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Effec tene转染试剂盒(Invi t rogen); 
G418(Promega); 各种限制性核酸内切酶、聚合

酶等(TaKaRa); 鼠抗HBx mAb(ABCam). 重组质

粒pcDNA3.1(+)/v5-hisB-HBx由上海第二军医

大学遗传研究所何晓文教授惠赠; DH5α由西班

牙Navarra大学癌症基因研究所钱程教授提供; 
L02细胞由中国科学院上海生命科学研究院生

物化学与细胞生物学研究所刘新垣院士惠赠. 
扩增HBx基因片断上游引物为: 5'-CGGAATTC
CGATGGCTGCTAGGCTGTG-3', 下游引物为: 
5'-CCCTCGAGGGGTTGCATGGTGCTGGT-3', 
PCR引物合成及测序由上海英骏生物技术有限

公司完成.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  L 0 2 细 胞 的 转 染 与 筛 选  重组质粒

pcDNA3.1(+)/v5-hisB-HBx经酶切、PCR及测

序鉴定后按Effectene说明书进行转染操作, 48 h
后用含500 mg/L G418的选择培养基筛选阳性

克隆. 筛选至对照组细胞全部死亡后实验组存

活的细胞即为阳性克隆, 挑取克隆扩大培养并

将G418浓度减至250 mg/L维持筛选, 以获得稳

定表达HBx的转基因细胞株(L02/HBx). 实验

设空白对照组(L02细胞)与空载体对照组(转染

pcDNA3.1的L02细胞, L02/ pcDNA3.1).
1.2.2 转基因细胞株L02/HBx的鉴定 RT-PCR检
测HBx mRNA的表达: TRIzol一步法提取各组

细胞总RNA(按试剂盒说明书操作), 经逆转录生

成cDNA, 取2 μL cDNA作模板, 以上述引物扩

增HBx基因片段, 条件如下: 94℃预变性10 min, 
94℃变性45 s, 52℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 
扩增30个循环, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳后成像 
观察. 

Western blot检测HBx蛋白的表达: 各组细

胞培养48 h后以细胞裂解液充分裂解, 100℃加

热5 min,  4℃ 3600 g离心2 min, 吸上清上样后

行SDS-PAGE电泳, 半干转印于NC膜上, 室温封

闭1 h, 加入鼠抗HBx第一抗体, 4℃孵育过夜, 以
TBST振摇洗涤3次, 加入羊抗鼠的第二抗体, 室
温孵育1 h, 振摇洗涤4次, 采用Odyssey双色红外

激光成像系统检测.
1.2.3 MTT法检测细胞的增殖 各组细胞消化后

配成单细胞悬液, 以1×104细胞/孔接种于96孔
板, 共4板, 各设4复孔, 另设一PBS对照孔. 培养

24 h后, 取出1板每孔加MTT溶液(0.5 g/L)100 μL, 
置培养箱继续培养4 h, 吸弃孔内上清液, 每孔加

入150 μL的DMSO, 振摇15 min溶解结晶, 酶联

免疫检测仪于595 nm波长处分别测定各孔光吸

收值(A值), 取其均数作为本次A值计数值. 培养

48, 72, 96 h后再重复上述步骤检测, 以时间为横

轴,  A值为纵轴绘制各组细胞生长曲线图.
1.2.4 测定ADM诱导细胞凋亡的最佳浓度 各组

■创新盘点
本研究通过建立
稳定表达HBx的
转基因细胞模型
L 0 2 / H B x ,  观察
HBx对肝细胞周
期、增殖及凋亡
的 调 控 作 用 ,  在
此基础上着重观
察阿霉素干预下
HBx对肝细胞凋
亡的影响, 探讨凋
亡因子与HBx在
肝细胞凋亡中的
协 同 作 用 ,  进 一
步探索HBx致肝
细胞恶性转化与
HCC发生的分子
机制.
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细胞均以1×104细胞/孔接种于96孔板, 各4板, 
每板接种6排同组细胞, 均设4复孔, 另设一PBS
对照孔, 分别加入4, 2, 1, 0.5, 0.25 mg/L不同浓

度的ADM诱导L02/HBx、L02/pcDNA3.1和L02
细胞凋亡, 并设一阴性对照(只接种细胞, 不加

ADM). MTT检测方法同4, 在酶联免疫检测仪上

595 nm波长处检测各孔A值, 并计算细胞生长抑

制率, 确定ADM诱导各组凋亡的最佳浓度.
1.2.5 流式细胞术检测各组细胞周期及凋亡状况 
将各组细胞收获后, 用PBS洗涤1次, -20℃ 750 
mL/L乙醇固定过夜, 取出离心收集细胞, PBS洗
涤2次, 加入10 g/L Rnase37℃孵育15 min, 再加

入碘化丙锭(PI)染色30 min, 300目尼龙网过滤, 
采用FAC SAricaTM流式细胞仪检测细胞周期及

凋亡状况. 各组细胞再加入诱导凋亡最佳浓度

的ADM培养48 h后用上述相同方法处理, 上机

检测细胞凋亡及细胞周期的变化. 
统计学处理 结果用mean±SD表示, 对流式

细胞仪检测的凋亡率及细胞周期的结果, 采用

χ2检验. 对MTT检测细胞增殖和ADM诱导的凋

亡, 采用方差分析, 运用SPSS13.0软件来完成, 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 HBx基因表达检测结果 RT-PCR显示, 实验组

L02/HBx可见465 bp的HBx条带, 而空白对照组

L02细胞与转染空载体对照组L02/pcDNA3.1均
未见HBx条带(图1), 表明L02/HBx在转录水平上

有HBx mRNA的表达; Western blot显示实验组

可见HBx蛋白表达条带, 而空白对照组与空载体

对照组则未见HBx蛋白表达条带(图2). 表明稳

定表达HBx的转基因细胞株L02/HBx构建成功.
2.2 细胞增殖情况 MTT法检测各组细胞A值发

现, L02与L02/pcDNA3.1细胞生长速度基本一

致(P >0.05), 而L02/HBx细胞在48, 72, 96 h各时

间点的A 值均明显高于对照组L02细胞和L02/
pcDNA3.1(P <0.05), 表明L02/HBx细胞生长速度

明显加快(图3), 显示HBx对L02细胞具有促增殖

作用.
2.3 ADM诱导细胞凋亡的最佳浓度 各组细胞

经ADM处理后MTT检测结果显示(图4), 2 mg/L 
ADM导致L02/HBx生长抑制率与对照组相比, 
差异显著(P <0.05); 其余浓度ADM导致L02/HBx
生长抑制率与对照组相比, 抑制作用无明显区

别(P >0.05), 确定ADM诱导凋亡的最佳浓度为 
2 mg/L.
2.4 流式细胞仪检测凋亡及细胞周期 各组细胞

培养48 h经PI单染后用FACSAricaTM flow cytom-
eter检测, 重复实验3次, 每次每组检测5×104个

细胞, 结果显示(表1和表2), 与对照组相比, L02/
HBx凋亡率低, G1期细胞比例减少, S期细胞比

例相应增加(P <0.05); 经阿霉素(ADM)处理后, 
L02/HBx的凋亡率大大增加, G1期细胞比例明显

增加但低于对照组, S期细胞比例降低但较对照

组高(P <0.05).

3  讨论

乙型肝炎病毒(HBV)的慢性感染是世界范围内

原发性肝癌的主要发病原因之一, 对其研究是

目前的热点, 研究证实, HBV基因共有4个阅读

框, 其中HBx基因存在于第4个阅读框, 位于第

1374-1838位核苷酸, 长约465 bp, 在HBV中高度

保守, 其编码的HBx蛋白分子量约为M T17 000, 
具有强大的生物学功能, 可能在HCC的发生过

程中起着十分关键的作用. 研究人员在HBV感

     
分组                               未用ADM                     使用ADM    

L02/HBx                   0.09±0.13a               34.91±5.85b

L02/pcDNA3.1         4.31±2.35                 15.95±4.20

L02                          3.74±1.29                 11.61±0.11

aP<0.05, bP<0.05 vs 对照组, bP<0.05 vs  未用ADM.

表 1 ADM处理前后三组细胞的凋亡率(mean±SD, %)

2000 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

465 bp

1         2        3        4        5 

图  1  R T - P C R 鉴 定 L 0 2 / H B x 中 H B x  m R N A 的 表 达 .  1 : 

Marker DL2000; 2: L02; 3: L02/pcDNA3.1; 4: L02/HBx; 5: 

pcDNA3.1/HBx.

图 2 Western blot鉴定L02/HBx中HBx蛋白的表达. 1: L02; 

2: L02/pcDNA-3.1; 3: L02/HBx.

 1                2                 3
β-action(M T42 000)

HBx(M T17 000)

■同行评价
作 者 通 过 构 建
L 0 2 / H B x ,  发现
HBx能促进细胞
周期进程, 加快细
胞的生长并抑制
细胞的凋亡; 进一
步研究显示, 转染
HBx基因的肝细
胞凋亡更易受凋
亡因子所触发, 表
明HBx可能会增
加正常肝细胞对
诱导凋亡因素的
敏感性. 研究具有
一定的创新性, 论
述比较清晰, 数据
比较有说服力. 
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染的慢性乙肝患者的肝组织, 肝硬化的肝组织

及原发性肝癌组织中均能检测到HBx的存在[5,8]. 
Su et al [5]报道在HCC患者的癌组织中利用HBx
的多种单克隆和多克隆抗体, 58.8%的患者可以

检测到HBX野生型片段和变异型片段. 体外实

验发现, 将HBx导入人小鼠的肝细胞中, 可以引

起细胞的恶性转化[6], 将HBX基因转入小鼠体

内, 可以诱发转基因小鼠肝癌形成[4]. 可见HBx
与HCC具有一定相关性, 因此, 研究HBX引发肝

细胞癌的复杂机制对于肝细胞癌新的诊断与防

治策略具有重要的意义. 
    近来研究发现, HBx在HCC发生发展的过

程中, 不是主要的致病因素而是作为辅助因子, 
在转基因小鼠中, 表达低水平的HBx并不引起

大面积的肝损害, 也不进展为HCC, 但能增加机

体在致癌物质诱导下对肝癌具有易感性, 这与

先前报道的HBV与化学致癌物的协调作用相一 
致 [9-10],  对此 ,  科研工作者对H B X增加个体

对H C C的易感性进行研究 ,  发现其可能机

制为干扰细胞D N A的修复 ,  细胞周期和细

胞凋亡的调控 [11],  这说明H B x调控细胞周期

和凋亡的机制极其复杂 ,  况且H B x对D N A
修复的调控方面亦存在诸多的机制 ,  可能

有: (1)灭活P53[12-13]; (2)与XAP-1结合[14]; (3)与
T F I I H转录修复因子的X P B和X P D亚单位相

互作用 [15-16];  (4)与损伤D N A直接结合 ,  因此

增加了修复蛋白与损伤处结合的难度 [17]; (5)
抑制D N A修复所必须通过的细胞周期检查 
点 [18]; (6)胞质内H B x可能减弱了参与细胞对

DNA损伤调节的细胞信号传导通路[18-19]. 这些调

控网络如何发挥作用及在肝细胞癌发生过程中

起到何种作用, 需要进一步研究, 因此, 研究HBx
对正常肝细胞周期的影响以及与凋亡的关系可

为探索HBx致HCC新机制奠定基础. 
本实验通过脂质体介导的转染将X基因导

分组

表 2 ADM培养前后三组细胞各细胞周期所占的比例(mean±SD, %)

     
                                             未用ADM                                                                   使用ADM                                          

                                            G1                         S                         G2                            G1                         S                        G2

L02/HBx                 61.35±0.82a     36.59±2.54a      2.06±3.32          82.81±6.48ac     13.84±6.16ae      3.35±2.16

L02/pcDNA3.1       65.87±0.56      25.23±1.15        8.90±1.52          90.37±2.35         1.68±2.19        7.95±3.38

L02                         67.80±6.84      22.37±2.17       9.83±0.64          87.19±1.92         2.22±1.26      10.59±1.02

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  未使用ADM G1; eP<0.05 vs  ADM S组. 

A
值

 24              48              72               96 

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

图 3 L02/HBx, L02/pcDNA3.1和L02细胞生长曲线. 
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图  4  为 各 浓 度 梯 度 的 A D M 分 别 对 L 0 2 / H B x 、 L 0 2 /
pcDNA3.1、L02细胞的生长抑制作用. A: L02/HBx; B: L02/

pcDNA3.1; C: L02.
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入L02细胞中, 通过G418筛选获取稳定表达HBx
的转基因细胞模型L02/HBx, 在此基础上用MTT
检测了L02/HBx, L02/pcDNA3.1和 L02细胞的增

殖情况, 结果发现L02/HBx的生长速度远远高于

其他两组细胞, 这些说明HBx具有促进细胞增

殖的作用, 我们进一步通过流式细胞仪分别检

测L02/HBx, L02/pcDNA3.1和 L02细胞周期特

点和凋亡情况, 同时运用ADM培养后观察细胞

凋亡及细胞周期的变化, 结果发现, 在未用ADM
培养时, L02/HBx细胞凋亡率较低, 只有(0.09±
0.13)%, 几乎是没有凋亡, 而其他两组对照组细

胞L02/pcDNA3.1和L02的凋亡率较高, 分别达

到(3.74±1.29)%和(4.31±2.35)% , 细胞周期中

L02/HBx在G1期比例下降, S期所占的比例增高, 
这说明HBx在没有诱导凋亡因素存在时可能为

加速细胞周期进程、促进细胞生长和抑制细胞

凋亡的作用, 而使用ADM培养后三组细胞G1期
所占比例显著增高, 表明细胞周期均被ADM阻

滞于G1期, L02/HBx凋亡率大大增加, 达(34.91
±5.85)%, 远远高于其他两组, 同时细胞周期中

S期所占比例比其他两组高, 且G1期的比例比另

外两组低, 这可能与HBx使损伤的DNA通过G1
期而受阻于S期, 而损伤的DNA并没有得到及时

修复, 故而触发细胞的凋亡机制而促进细胞凋

亡, 可以推断, HBx在诱导凋亡因素作用下可能

为促进细胞凋亡的作用, 与文献报道一致[20]. 但
HBx与细胞凋亡的关系极其复杂, 现有研究报

道, HBx与凋亡呈双向调节机制即HBx既可以

促进肝细胞凋亡也可以抑制肝细胞凋亡[21-29], 因
此, HBx是促进凋亡还是抑制凋亡可能与其所处

的环境具有很大的关系[30]. 因而, 可以通过研究

HBx在不同肝细胞中的表达情况及与凋亡的关

系, 通过流式细胞仪检测细胞周期的不同特点, 
从而揭示HBx对肝细胞的影响, 下一步我们将研

究HBx与DNA修复酶的关系来研究其在肝细胞

癌发生过程中的作用, 并通过建立动物模型观

察HBx的恶性转化实验, 以研究和揭示HBx在肝

细胞癌发生过程中新的发病机制. 
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Abstract
AIM: To construct a prokaryotic expression 
plasmid of human soluble tumor necrosis factor 
receptor 1 (sTNFR1) gene, induce the expression 
of sTNFR1-maltose binding protein (MBP) 
fusion protein and investigate the bioactivity of 
expression products.

METHODS: The total RNA was extracted from 
HeLa cells and used as a template to amplify 
human sTNFR1 gene by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). The PCR 
products were cloned into T vector and sub-
cloned into plasmid pMAL-c2x, a prokaryotic 
expression plasmid. The recombinant plasmid 
was transferred into Escherichia Coli JM109 and 
induced by isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
(IPTG) to express fusion protein sTNFR1-MBP. 
sTNFR1-MBP was purified by amylose resin 

affinity chromatography and identified by se-
quencing and Western blot analysis. The bioac-
tivity of sTNFR1-MBP was estimated by MTT 
assay. 

RESULTS: A 558-bp fragment of human sTN-
FR1 gene had been amplified by RT-PCR and 
successfully cloned into vector pMAL-c2x as 
recombinant vector pMAL-c2x-sTNFR1, which 
was confirmed by DNA sequencing. sTNFR1-
MBP was produced in Escherichia Coli with 
pMAL-c2x-sTNFR1 after IPTG inducement, and 
SDS-PAGE showed an extra protein band which 
was 66 kDa in size. The bioactivity of sTNFR1 
was identified by Western blot. MTT assay re-
vealed that sTNFR1 effectively blocked the TNF-
α-mediated cytotoxicity on QSG7701 cells. The 
cytotoxicity was strengthened with the increase 
of sTNFR1 recombinant protein concentration 
(0.2, 2, 20, 40, 80 mg/L), and the rates of cell 
death were 69.98% ± 1.52%, 60.05% ± 2.18%, 
46.27% ± 2.48%, 37.02% ± 3.17%, 1.83% ± 0.59% 
and 1.71% ± 0.61%. 

CONCLUSION: The fusion protein sTNFR1-
MBP with high bioactivity is obtained success-
fully, which lays a foundation for further study.

Key Words: Human soluble tumor necrosis factor 
receptor 1 gene; Prokaryotic expression; Western 
blot; Cytotoxicity; Reverse transcription-polymerase 
chain reaction

Fu L, Peng SF, Tan DM, Liu HB. Cloning, prokaryotic 
expression and activity identification of human 
soluble tumor necrosis factor receptor 1 gene in 
Escherichia Coli JM109.  Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(13):1494-1499

摘要
目的: 构建人可溶性肿瘤坏死因子受体1基因
的原核表达质粒, 诱导sTNFR1-MBP融合蛋白
表达, 观察表达产物的生物学活性.   

方法: 以HeLa细胞的总RNA为模板, 用RT-
PCR方法扩增sTNFR1全编码区基因片段, 构
建含有目的片段的T载体克隆及原核表达
载体pMAL-c2x重组质粒亚克隆, 经异丙基

®

■背景资料
T N F-α是体内重
要的免疫调节因
子和炎症介质, 其
过度表达在肝功
能衰竭的发生发
展的病理过程中
发挥着重要作用.  
T N F-α的可溶性
受体1(sTNFR1)可
中和T N F的毒性
作用. 本研究以此
为目标, 希望对肝
功能衰竭的治疗
做出贡献. 



傅蕾, 等. 人可溶性肿瘤坏死因子受体1基因原核表达及活性鉴定                                                                                   1495

www.wjgnet.com

-β-D半乳糖苷酶(IPTG)诱导重组质粒菌表达
sTNFR1, 以淀粉树脂亲和层析法纯化重组蛋
白, 并对重组蛋白进行序列分析和Western blot
鉴定. MTT法测定重组蛋白的生物学活性的
测定.  

结果: 经DNA序列分析和Western blot鉴定, 成
功构建了人sTNFR1重组质粒基因工程菌; 在
IPTG的诱导下, 重组质粒菌能表达sTNFR1-
MBP融合蛋白, SDS-PAGE显示在66 kDa处
有一特异性表达条带; 纯化的sTNFR1-MBP
融合蛋白经Western blot证实具有生物学活
性; 生物活性实验(MTT法)显示可有效地封闭
TNF-α对QSG7701的细胞毒性作用, 随着重
组蛋白浓度的增高(0.2, 2, 20, 40, 80 mg/L), 对
TNF-α细胞毒效应的抑制作用增强, 细胞死
亡率依次为69.98%±1.52%, 60.05%±2.18%, 
46.27%±2.48%, 37.02%±3.17%, 1.83%±

0.59%, 1.71%±0.61%. 

结 论 :  成 功 获 得 了 具 有 生 物 学 活 性 的 人
sTNFR1-MBP融合蛋白, 为进一步研究奠定了
基础. 

关键词: 人可溶性肿瘤病坏死因子受体1; 原核表

达; 免疫印迹; 细胞毒性作用; 
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0  引言

肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor α, TNF-α)
是体内重要的免疫调节因子和炎症介质, 他的

生物学作用通过受体介导. 体内TNF-α的过度

表达在肝功能衰竭的发生发展的病理过程中

发挥着重要作用 [1-4],  而T N F-α的可溶性受体

1(sTNFR1)可中和TNF的毒性作用[5]. 为有效减

低或拮抗TNF-α的毒性作用从而治疗肝功能衰

竭, 本文拟构建sTNFR1的原核表达载体, 并在大

肠杆菌中表达, 研究其蛋白产物的生物学活性, 
为临床上治疗肝功能衰竭奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 QSG7701人非致瘤性肝细胞株由中南

大学湘雅医学院病理教研室所赠, JM109由我

室保存, pGEM-T载体购自Promega公司, 表达载

体pMAL-c2x购自NEB公司. TaqDNA聚合酶、

T4DNA连接酶、SalⅠ, Eco RⅠ购自TaKaRa公司, 

MMLV逆转录酶和IPTG购自Promega公司, DNA
凝胶纯化试剂盒购自QIAGEN公司, 淀粉树脂

购自NEB公司, 麦芽糖、二甲基亚砜(DMSO)、
噻唑蓝(MTT)购自Sigma公司, TNF-α、兔抗

人sTNFR1多克隆抗体购自PEPROTECH公司, 
Western blot检测试剂盒购自博士德公司, TRIzol 
Reagent RNA分离液、DMEM(高糖)、新生牛血

清购自美国Gibco BRL公司产品, 放线菌素-D购

自北京夏斯生物公司. 
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR扩增sTNFR1目的片段 PCR引物参

照人sTNFR1 cDNA全序列[6]设计, 由上海博亚公

司合成. 上游引物: 5'-GAATCCATGGATAGTG
TGTGTCCCC-3'; 下游引物: 5'-GTCGACGGAT
CCTCAAATGATCAGGGGCAAC-3'. 自HeLa细
胞中提取总RNA作为逆转录模板, 采用RT-PCR
方法扩增sTNFR1基因. 逆转录反应条件参照

MMLV逆转酶说明书进行, 逆转录产生的cDNA
经PCR扩增获得558 bp大小的目的片段. PCR反
应体系为: cDNA 2 μL, TaqDNA聚合酶0.5 U, 10
×Buffer(Mg2+)5 μL, 10 mmol/L dNTP3 4 μL, 引
物各25 pmol, 加双蒸水至总体积50 μL. PCR条
件: 95℃ 5 min预变性, 94℃ 40 s变性, 55℃ 40 s
退火, 72℃ 1 min延伸, 32个循环后, 72℃延伸 
15 min. 
1.2.2 构建原核表达质粒 PCR产物纯化后, 首先

应用T载体克隆, 然后从重组的“T”质粒DNA
中, 应用SalⅠ, Eco RⅠ双酶切出sTNFR1基因片

段, 与用相同酶切后的pMAL-c2x质粒DNA连接

重组, 转入感受态细菌JM109, 挑取阳性克隆, 接
种于含有100 mg/L氨苄青霉素的LB培养过夜

生长, 提取质粒, SalⅠ和Eco RⅠ双酶切分析, 双
酶切鉴定的阳性克隆送上海博亚公司进行测序 
证实. 
1.2.3 重组蛋白的诱导表达及条件优化 挑选经

测序验证的阳性克隆菌放入含有100 mg/L氨苄

青霉素的LB培养基中振荡培养. 用异丙基β-D-
半乳糖苷酶(IPTG)诱导重组蛋白的表达, 参照

文献[5]找出重组蛋白最佳的表达条件: 26℃, 
0.06 mmol/L IPTG, 200 r/min. 将转化菌在含有

100 mg/L氨苄青霉素的LB中过夜生长, 次日以 
1∶100接种于含100 mg/L氨苄青霉素的LB 37℃
振荡生长至吸光度值A 600 = 0.5, 加IPTG至0.06 
mmol/L. 26℃继续振荡6 h, 离心收集诱导后的菌

体, 超声裂解细菌, 经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析表达的重组蛋白.

■名词解释
1 原发性损伤: 指
机体在致病因子
对肝细胞造成的
直接病理损伤, 肝
脏出现大量单核
巨噬细胞浸润, 肝
内枯否细胞活跃, 
局部TNF-α产生
过量. 
2 继发性损伤: 指
在原发性病理损
伤 基 础 上 ,  由 于
肝脏屏障功能受
损, 肠道来源的内
毒素容易通过肝
脏形成肠源性内
毒素血症, 刺激机
体单核-吞噬细胞
系统分泌大量的
TNF-α, 形成第二
次打击, 造成肝细
胞大面积坏死. 
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1.2.4 重组蛋白的纯化 取200-500 mL含有100 
mg/L氨苄青霉素的LB培养基增菌后, 在最佳

表达条件下诱导表达, 收集菌体超声破碎细菌, 
5000 g离心30 min, 收集上清. 将上清以1∶4比
例稀释上淀粉树脂层析柱, 并用10 mmol/L麦芽

糖洗脱融合蛋白. 将所得纯化蛋白SDS-PAGE 
分析. 
1.2.5 Western blot检测重组蛋白 全菌体裂解液经

SDS-PAGE分离后, 转移到PVDF膜上(同时有空

菌和空质粒作为对照), 4℃转移电泳70 min, 100 
V恒压. 转膜完毕经丽春红染色可见有目的蛋白

条带, TBS洗涤2次, 用含50 g/L脱脂奶粉的TBST 
37℃封闭1 h, PVDF膜与兔抗人sTNFR1多克隆

抗体(浓度0.1 mg/L)温育2 h, TBST洗涤5 min×3
后, 与HRP标记的羊抗兔IgG(1∶3000)室温孵育

1 h, TBS洗涤10 min×3, 0.1 mL/cm2量加ECL发
光试剂, 暗室内曝光X光胶片, 常规方法显影、

定影.  
1.2.6 重组蛋白的生物学活性的测定(MTT法) 以
QSG7701为靶细胞, 检测sTNFR1对TNF-α细胞

毒效应的抑制作用. 调整细胞浓度为1×108/L, 
取96孔板每孔加入100 μL细胞悬液, 置37℃, 
50 mL/L CO2及饱和湿度条件的培养箱孵育过

夜; 第2天预先将不同浓度的重组蛋白sTNFR1-
MBP(0.2, 2, 20, 40, 80 mg/L)与10 μg/L的TNF-α
于4℃作用2 h, 待细胞贴壁后吸出培养上清, 加
入100 μL不同浓度的sTNFR1-MBP与TNF-α的
混合物, 每组设6个复孔, 并设QSG7701细胞对

照组(QSG7701细胞加放线菌素D和TNF-α)和
空白孔(只加DMEM); 每孔加入终浓度为1 mg/L
放线菌素D; 将培养板放入CO2培养箱, 在37℃, 
50 mL/L CO2及饱和湿度条件下, 培养24 h; 每
孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 继续培养4 h; 终
止培养, 小心吸弃孔内培养上清液, 每孔加入

150 μL DMSO, 振荡10 min; 在酶标仪上选择595 
nm波长, 以空白孔调零, 测定各孔吸光值(A值). 
STNFR1抑制TNF-α对QSG7701细胞毒性的百分

率按下列公式计算: STNFR1(%) = [(实验组A值-
对照组A值)/对照组A值]×100%.

2  结果

2.1 sTNFR1基因片段纯化和pMAL-c2x-sTNFR1
重组表达质粒的构建 从HeLa细胞的mRNA中

通过RT-PCR成功地扩增了558 bp大小的基因片

段, 通过基因重组技术得到阳性克隆, 并经酶切

分析和DNA测序(98-123为上游引物5'-GAATC-

CATGGATAGTGTGTGTCCCC-3'; 626-656
为下游引物: 5'-GTCGACGGATCCTCAAAT-
G AT C A G G G G C A A C-3 ' )证实获得了含有

sTNFR1基因片段的人重组pMAL-c2x-sTNFR1克 
隆(图1-2).
2.2 重组蛋白的表达与纯化 将重组基因工程菌

经IPTG诱导后对全菌裂解液进行SDS-PAGE分
析, 在相对分子量的为66 kDa处出现对照菌没有

的一条粗蛋白带, 与sTNFR-1融合蛋白分子量一

致(图3). 经IPTG诱导的重组基因工程菌, 超声波

裂解后用淀粉树脂亲和层析法分离纯化, 得到

了高纯度的重组融合蛋白(图4).
2.3 Western blot检测重组蛋白 将转移到PVDF膜
上的sTNFR1重组蛋白与兔抗人sTNFR1多克隆

抗体反应后, 与酶标记的羊抗兔IgG反应后, ECL
显色, 曝光. 胶片上可见一条带, 而对照菌JM109
及pMAL-c2x/JM109均未见显色反应(图5). 
2.4 重组蛋白的生物学活性的测定 结果表明随

着重组蛋白浓度的增高(0.2, 2, 20, 40, 80 mg/L), 
对TNF-α细胞毒效应的抑制作用增强(细胞死

亡率依次为69.98%±1.52%, 60.05%±2.18%, 
46.27%±2.48%, 37.02%±3.17%, 1.83%±

0.59%, 1.71%±0.61%), 当浓度为40 mg/L几乎可

完全阻断TNF-α的细胞毒性作用(图6).

3  讨论

大量研究表明, TNF-α在肝功能衰竭的发生发

展的病理过程中发挥着重要作用 [1-4].  目前认

为, 肝功能衰竭的机制主要包括原发性损伤和

继发性损伤, 即“二次打击学说”[7-9]. TNF-α生
物学功能是通过与细胞表面膜受体(TNFR1和
TNFR2)的结合来实现的, 可溶性TNFR(sTNFR)
为膜受体胞外区在酶的作用下从细胞膜上解离

下来, 游离在血液中, 仍可与TNF-α结合, 但无

法介导TNF-α的信号传导, 从而拮抗TNF-α的

图 1 pMAL-c2x-sTNFR1
克隆的酶切鉴定. 1: DNA

标准分子量(λ-EcoT14); 2: 

酶切后;  3: 酶切前. 
7743 bp
6223 bp

     Lane     1        2        3         ■同行评价
本研究通过基因
工程技术获得了
人sTNFR1-MBP
融合蛋白, 并验证
了其活性, 为肝衰
竭防治的基础性
研究, 结果有一定
科学理论价值及
临床应用前景, 同
时反映了我国在
该领域的基础研
究进展,有一定可
读性和创新性. 
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生理作用[5]. 有研究发现在暴发性肝衰竭(FHF)
中, TNF-α诱导的肝细胞坏死主要是通过TNFR1
介导的[10-11]. 从慢性轻度肝炎至肝功能衰竭, 血
浆sTNFR1水平随TNF-α水平升高而升高, 但
sTNFR1水平相对于TNF-α水平不足, 从而使更

多的TNF-α能够与肝细胞mTNFR1结合而促进

肝损伤[12]. 尽管sTNFR1属内源性物质, 但从体液

中直接提取sTNFR1的量有限, 难以满足临床治

 Lane   1                 2                3

图 5 Western blot鉴定重组蛋白. 1: JM109(空菌); 2: 

pMAL-c2x/JM109诱导后; 3: pMAL-c2x-sTNFR1/JM109诱

导后.   

    Lane      1         2          3         4          5           6         

97 kDa 

66 kDa

43 kDa

31 kDa

20 kDa
14 kDa

图 3 sTNFR1重组体体外表达结果鉴定. 1: 蛋白质Marker; 

2: pMAL-c2x/JM109诱导后; 3: pMAL-c2x/JM109诱导

前; 4: pMAL-c2x-sTNFR1/JM109诱导后; 5: pMAL-c2x-

sTNFR1/JM109诱导前; 6: JM109(空菌).  

    CTG  TCG  ATG  AAGC CC  TGA  AAG  ACGCGC AG AC  T A  A T  T CG  A GC T C G  A A C A A C  A A  CA   ACA   A  T A   AC A   A T  A A  C A A  C  A AC C  T C GG G  A  T CG  AGG G   A AGG  A  T  T  T C A G  A A   T  TC  A T  GG  A T  A G  T G T G T G   TC C C C A  AG G

               10                 20                 30                  40                  50                  60                  70                   80                  90                  100            110               120

  G AAAAT A T A TCCA CCC TC AAAA TA A T TCG  AT TTGCT G TAC CAAGTG CCAC AAAGGAACC TAC  TTGTAC AATG ACTGTCCAGGC C CGGGGCAGG ATAC GGACTGC  AGGG AGTGTG AGAGCGGCT

     130       140        150        160       170        180        190        200        210       220        230        240    250               

  CCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACACT GCCTCAGCTGC TCCAAA TGCCGAAAGG AAATGGG TCAGG TGG AGAT CTCTTCTTGCACAGTGGACCGGG  ACACCGTGTG TGGCTGCAGG  AA G  A

   250      260         270      280         290       300       310        320       330       340       350        360       370

  ACCAGTACCGGCAT TATTGGAGTGAAAACCTTTTCCAGTGCTT CAAT TGCAGC CTCTGC CTCAATGGGAC CG  TGCACCTCTCCTGCCAGGAGAAACAGAACACCG TG TG CACCTG CCA TGCAGG  T

                  380       390        400        410      420        430       440       450        460        470        480      490     500

图 2 pMAL-c2x-sTNFR1克隆的测序鉴定.

细
胞

死
亡

率
(%

)

80
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 0

图 6 sTNFR1-MBP对TNF-α细胞毒效应的抑制作用.

     0       0.2       2        20      40       80
sTNFR1-MBP蛋白质浓度(mg/L)

97 kDa 

66 kDa

43 kDa

31 kDa

20 kDa

 Lane        1       2        3        4        5        6      7         

图 4 MBP-sTNFR1重组蛋白纯化后. 1: 蛋白质Marker; 2-5: 

纯化后的sTNFR1-MBP重组蛋白; 6: pMAL-c2x-sTNFR1/

JM109诱导后; 7: JM109(空菌).  
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疗的需要, 利用基因工程的方法生产sTNFR1有
深远的研究和应用价值. 

TNF-α受体广泛于正常细胞膜表面, 也存

在于多种肿瘤细胞膜表面, 如HeLa细胞等[6]. 本
研究从人HeLa细胞提取总RNA, 根据人sTNFR1
的全编码区基因c D N A序列自行设计并合成

sTNFR1两条引物, 通过RT-PCR获得了的558 bp
大小的目的片段sTNFR1全编码的基因, 构建了

重组质粒pMAL-c2x-sTNFR1亚克隆, 经酶切及

和核苷酸测序, 证实获得pMAL-c2x-sTNFR1重
组基因工程菌, 将测序因子与Loetscher et al [6]报

告的序列比较, 结果完全一致, 无移码突变, 且
sTNFR1序列正确地插入到了MBP序列之后保

证了sTNFR1蛋白部分的正确表达. 
本实验采取的pMAL-c2x是在大肠杆菌中克

隆的融合蛋白表达载体. 其含有大肠杆菌malE
基因, 编码麦芽糖蛋白(MBP). 在malE和LaZα之

间含有多克隆位点. 克隆的基因插入malE下游, 
通过强启动分子tac和malE翻译的起始信号产生

克隆基因的高效表达. 由于其核蛋白与上游的

原核蛋白MBP融合, 起到了有效的保护作用, 且
可通过淀粉树脂亲和层析法纯化MBP融合蛋白. 
经IPTG诱导, 目的基因在大肠杆菌JM109中表

达, 经SDS-PAGE蛋白电泳检测诱导情况, 发现

诱导的含pMAL-c2x空载体的JM109菌在43 kDa
位置有一蛋白带. 这是空载体产生的MBP蛋白

带[13]. 诱导的含重组质粒的JM109在66 kDa处出

现一蛋白带, 而JM109宿主菌、未诱导pMAL-
c2x质粒载体转化的JM109和未诱导的重组质粒

转化JM109菌均无此带. 证明此蛋白的出现是由

带有sTNFR1基因片段的重组表达质粒表达的

融合蛋白质, 该蛋白的分子量大小与目的融合

蛋白预计的分子量一致. 经Western blot鉴定, 该
蛋白能与sTNFR1特异性抗体起反应, 而空菌和

空质粒都无反应, 证实该蛋白具有sTNFR1的免

疫活性. 因此证明本研究已成功的通过基因工

程技术表达了MBP-sTNFR1融合蛋白. 经淀粉

树脂亲和层析法纯化, 进一步得到了高纯度的

sTNFR1-MBP. 
表达产物生物学活性的测定主要是根据

sTNFR1在体外与TNF-α结合后, 可阻断TNF-α
的生物学活性如抑制T N F - α的细胞毒性作

用而设计的 .  实验选用了非致瘤性人肝细胞

QSG7701细胞系. TNF-α对QSG7701细胞毒性作

用的最终结果是靶细胞的死亡, 所以可以用检

测细胞毒力的方法进行, 如MTT法、3H-TdR掺

入法、三磷酸腺苷发光法等. 目前MTT比色法

已广泛用于检测细胞的增殖或某些细胞毒性试

剂所介导的细胞死亡, 具有操作简便, 快速、结

果可靠、重复性好、灵敏度高, 无放射性污染

等特点, 可用于少于3000个细胞的研究[14]. 本研

究MTT法用TNF-α敏感的QSG7701细胞进行细

胞学活性测定表明, 随着重组蛋白浓度的增高, 
对TNF-α细胞毒效应的抑制作用增强 , 当浓度

为40 µg/mL几乎可完全阻断TNFα的细胞毒性作

用. 此结果与文献报道的一致[15-16]. 这为sTNFR1
下一步的实验研究打下了基础.
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中国中西医结合第十九次全国消化病学术会议最后通知

本刊讯 由中国中西医结合学会消化专业委员会主办、河北医科大学第二医院承办的中国中西医结合第十九

次消化学术会议, 定于2007-07-27/29日将在河北省石家庄市中山宾馆召开. 2007-27全天报道, 2007-28/29日为

大会专题报告与学术交流. 大会将邀请多位国内外知名专家作专题学术报告, 并进行学术论文交流. 参加会议

的正式代表将授予国家I类继续教育学分7分[2007-3-3-027(国)]. 参加会议的每位代表收取会务费700元(包括餐

费和资料费等)欢迎广大从事中西医结合基础与临床工作者、消化内、外科、胃肠、肝胆科、消化内镜的医

务人员以及研究生等踊跃投稿积极参加. 现将本次学术会议征文的有关事项通知如下.  

1   征文内容

(1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肠、肝、胆、胰等中西医结合诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢

性肝炎(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)

中西医结合对脾胃学说与脾虚证研究进展; (5)当前消化疾病的最新诊断与治疗技术的临床应用与进展.  

2   征文要求

论文应具有科学性、先进性、实用性和真实性. 文字表达准确、精练、通顺. 大会论文摘要800-1000字左右, 

具有目的、方法、结果、结论. 来稿最好以Email形式发送; 或以A4纸5号字打印并附软盘或光盘一份, 寄送

至下列单位: (1)哈尔滨市南岗区学府路45号解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化疾病专业委

员会)邮编: 150080  收件人: 李春雷  贾云  电话: 0451-57752440或86632450  传真: 0451-86603878; Email: czs.

xiaohua@163.com或211zyke@163.com; (2)石家庄市和平西路215号河北医科大学第二医院消化内科 蒋树林 孙

玉凤副教授, 邮政编码: 050000, 联系电话: 0311-87222301; 87222951; Email: zxyjhxh@yahoo.com.cn(特别提醒: 

此为新注册信箱, 原信箱因故不可使用), 截稿日期2007-06-30. 

来稿请注明“中西医结合消化会征文”字样, 并用楷体写清楚作者姓名、单位、通讯地址、邮政编码、

便捷联系电话和E-mail信箱.  欢迎采用Word格式E-mail投稿.  入选论文将编入《中国中西医结合消化学术会

议论文汇编》. 优秀论文将推荐至《中国中西医结合消化杂志》《世界华人消化杂志》等杂志.
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Abstract
AIM: To establish an orthotopic transplantation 
model of human primary rectal lymphoma in 
nude mice and investigate its biologic features.

METHODS: Histologically fresh lymphoma tis-
sues from a case of primary rectal lymphoma 
during operation were transplanted into rectal 
mucosa of nude mice. Tumorgenecity, invasion, 
metastasis, morphology (light microscopy, elec-
tron microscopy and immunohistochemistry), 

karyotype analysis and DNA content of ortho-
topically transplanted tumors were studied.

RESULTS: According to the new WHO classi-
fication of malignant lymphoma, an orthotopic 
transplantation model of human primary rectal 
lymphoma (non-Hodgkin’s, B cell, high ma-
lignancy) in nude mice (HRBL-0305) was suc-
cessfully established. Immunohistochemistry 
showed that CD19, CD20, CD22 and CD45 were 
positive, but CD3 and CD7 were negative. The 
number of chromosome was between 56 and 69. 
DNA index (DI) was 1.57-1.61 (i.e. heteroploid). 
So far, HRBL-0305 has been passaged for 31 
generations in nude mice. A total of 187 nude 
mice were used for transplantation. Both the 
growth rate of transplantation and resuscitation 
rate of liquid nitrogen cryopreservation were 
100%. Liver metastasis rate was 45.4%; metasta-
sis rates of both lymph node and celiac planting 
were 38.0%. Transplanted human primary rectal 
lymphoma could autonomously and invasively 
grow in the rectum of nude mice, and further 
developed hematogenous lymph node and celiac 
planting metastases. Orthotopically transplanted 
tumors were consistent with the original human 
tumor in histopathological and ultrastructural 
features, DNA content and chromosomal karyo-
type.

CONCLUSION: An orthotopic transplantation 
model of human primary rectal lymphoma is 
successfully established in nude mice for the 
first time, which can completely repeat the natu-
ral clinicopathologic course of human primary 
rectal lymphoma, and metastasis pattern of 
the model is similar to that of clinical patients. 
HRBL-0305 provides an ideal animal model plat-
form for the researches on biologic characteris-
tics and experimental therapy of human primary 
rectal lymphoma.

Key Words: Neoplasm of rectum; Lymphoma; Neo-
plasm transplantation; Neoplasm metastasis; Dis-
ease model

®

■背景资料
原发性直肠恶性
淋巴瘤病因学和
发病机制迄今尚
不清楚, 本研究采
用直肠淋巴瘤新
鲜组织块裸鼠直
肠外科原位移植
及体内筛选的技
术方法, 成功建立
了人原发性直肠
恶性淋巴瘤裸鼠
原位移植模型, 为
直肠恶性淋巴瘤
基础和临床研究
提供了理想动物
模型平台. 
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Wei Q, Liu QZ, Tuo CW, Zhang N, Yang B, Zhu XW, 
Wang MY. Establishment of orthotopic transplantation 
model of human primary rectal lymphoma in nude mice 
and investigation of its biologic characteristics. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1500-1504

摘要
目的: 建立人原发性直肠恶性淋巴瘤裸小鼠
原位移植模型, 探讨其生物学特性. 

方法: 采用人直肠原发性恶性淋巴瘤术中的
新鲜瘤组织块植入裸鼠的直肠黏膜层内, 观察
原位移植的成瘤率, 移植瘤的侵袭和转移率. 
进行形态学(光镜、电镜、免疫组织化学), 染
色体核型, 流式细胞分析. 

结果: 依据WHO新的分类标准, 建成1株人直
肠原发性(非霍奇金B细胞性)恶性淋巴瘤裸鼠
原位移植模型HRBL-0305. 移植瘤组织病理
学为(非霍奇金B细胞性)高度恶性淋巴瘤; 免
疫组织化学示CD19, CD20, CD22, CD45阳性, 
CD3, CD7阴性. 染色体众数56-69条, 流式细
胞DI值为1.57-1.61, 均为异倍体. HRBL-0305
已传至31代; 共移植裸鼠187只. 其肿瘤移植
生长率和液氮冻存复苏成活率均为100.0%,  
肝转移率为45.4%, 淋巴结和腹腔种植转移率
均为38.0%, 移植瘤在裸鼠的直肠内自主侵袭
性生长, 发生血液、淋巴转移和腹腔内种植
性转移. 移植瘤组织病理学, 超微结构的观察, 
流式细胞DNA含量测定及染色体核型的分析, 
表明与人源直肠恶性淋巴瘤细胞相一致.

结论: HRBL-0305是首次成功建立的人直肠
原发性恶性淋巴瘤裸鼠原位移植模型, 完整地
重现了人直肠原发性恶性淋巴瘤的自然临床
病理过程, 且转移模式与临床患者相似, 为研
究直肠恶性淋巴瘤的生物学特性和治疗提供
了理想动物模型平台.

关键词: 直肠肿瘤; 恶性淋巴瘤; 肿瘤移植; 肿瘤转

移; 疾病模型
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0  引言

原发性直肠恶性淋巴瘤发病率占全部胃肠道淋

巴瘤的0.1%-2%, 直肠恶性肿瘤的0.4%-4%, 是
消化道罕见的恶性肿瘤[1]. 病因学和发病机制迄

今尚不清楚. 临床起病隐匿, 易与直肠癌混淆, 
术前诊断困难, 误诊率高, 预后很差[2]. 与直肠其

他肿瘤相比, 其基础和临床研究的深度和广度

仍很有限, 缺少可供直接研究的肿瘤组织标本

和实验研究用的动物模型. 为深入探讨直肠恶

性淋巴瘤的这些生物学行为, 本研究采用直肠

淋巴瘤新鲜组织块裸鼠直肠外科原位移植及体

内筛选的技术方法, 成功地建立了能完全重现

人直肠恶性淋巴瘤自然临床病理过程, 且转移

模式与临床患者相似的人原发性直肠恶性淋巴

瘤裸鼠原位移植模型, 命名为HRBL-0305, 旨在

为直肠恶性淋巴瘤基础和临床研究提供理想的

动物模型平台.

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c-nu/nu裸小鼠由中国医学科

学院肿瘤研究所肿瘤医院动物室提供 .  鼠龄

3-5 wk, 体质量17-20 g, 雌雄兼用, 在本院SPF 
(specific-pathogen free)条件下的裸鼠室内饲养.
1.2 方法 
1.2.1 标本来源与处理 原发性直肠恶性淋巴瘤

新鲜组织标本由辽宁省肿瘤医院提供. 取自1例
49岁男性患者, 手术证实为直肠弥漫浸润型恶

性淋巴瘤, 肠壁有10余处浸润病灶, 为圆形或不

规则形, 直径约0.7-2.5 cm. 有的则呈环形, 均隆

起于浆膜面, 灰白色, 瘤细胞浸润黏膜、黏膜下

层、肌层多被侵袭破坏, 整个肠壁增厚, 灰白色, 
肠系膜淋巴结肿大互相黏连, 肝脏见转移瘤结

节. 病理诊断为原发性直肠高度恶性淋巴瘤(非
霍奇金B细胞)肝转移. 无菌切取的原发灶和肝

转移灶新鲜组织标本置入RPMI1640培养液中, 
清除非瘤组织, 剪切成1 mm×1 mm×1 mm瘤组

织块, 供移植用.
1.2.2 原位移植与传代[3] 裸鼠静脉注射0.5 g/L戊
巴比妥钠(30 mg/kg)麻醉, 取腹正中线切口, 辨认

直肠, 在直肠的浆膜面向肠壁内做3 mm切口深

达黏膜层, 以10-0无损伤缝合线, 经切口分别将2
粒原发灶、肝转移灶1 mm×1 mm×1 mm瘤小

块固定于直肠壁黏膜层, 7-0丝线缝合腹膜, 5-0
丝线缝皮. 术后继续饲养, 观察期为60-90 d. 当
荷瘤裸鼠处于濒死状态时, 取其中1只荷瘤裸鼠

用颈椎脱位术处死, 系统解剖, 取出移植瘤. 一
部分瘤组织以原代移植方法行鼠间连续传代, 
每次传代裸鼠5-10只不等; 另一部分瘤组织液

氮冻存备用, 进行相关指标检测. 其他荷瘤裸鼠

饲养至濒死状态或自然死亡, 观察其肿瘤的生

■研发前沿
人原发性直肠恶
性淋巴瘤裸鼠原
位移植模型是研
究直肠恶性淋巴
瘤生物学和实验
治疗的重要工具, 
然而, 人直肠恶性
淋巴瘤原位移植
裸鼠后, 能否始终
保持原有生物学
特征是模型建成
的关键.
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长、侵袭和转移. 
1.2.3 解剖学和组织学检查 全部荷瘤裸鼠均经

详细解剖学检查, 测量肿瘤体积观察侵袭周围

脏器情况; 观察直肠上动脉, 肠系膜下动脉, 腹
主动脉周围淋巴结、肝、脾等各脏器有无肿瘤

的转移. 移植瘤组织, 区域淋巴结和各脏器组织

经40 g/L甲醛固定, 石蜡切片, HE染色, 光镜观察. 
1.2.4 免疫组织化学染色[3] 采用LSAB法, 对全

部裸鼠直肠肿瘤或有器官转移的切片应用CD3, 
CD7, CD19, CD20, CD22, CD45抗体进行染色, 
所用试剂均购自DaKo公司. 
1.2.5 电镜观察 2.5%戊二醛和1%锇酸双固定移

植瘤, Epon-812包埋, 制作超薄切片, 铀-铅染色, 
PHILIPS-CM10透射电镜观察.  
1.2.6 流式细胞含量分析[4] 采用美国FACS-420型
流式细胞仪, 对正常直肠黏膜细胞、移植瘤细

胞进行DNA含量测定.  
1.2.7 染色体检查 采用短期培养, 不加有丝分裂

刺激方法, 收获细胞常规制片, GTG法染色, 显
微镜下观察[3]. 
1.2.8 恶性淋巴瘤组织学分类标准 采用2001年
新的WHO分类方法[5].

统计学处理 差异显著性采用t检验, 显著性

水准P <0.01. 数据以mean±SD表示, 在SPSS10.0
统计软件上完成.

2  结果

2.1 HRBL-0305模型的建立及传代

2.1.1 HRBL-0305原位移植模型 取自人原发性

直肠恶性淋巴瘤原发灶和肝转移灶新鲜组织块, 
首代各移植裸鼠5只, 均获得移植成功. 目前已

传至37代, 共移植裸鼠187只, 平均潜伏期为6.4 
d, 传代间期26.7 d. 传代肿瘤成瘤率和液氮冻存

复苏成活率均为100.0%. 尸解发现: 肿瘤弥漫侵

袭直肠壁全层, 整个肠壁浸润肥厚, 可见许多圆

形或不规则形的斑块状浸润病灶, 黏膜皱襞完

全消失. 表面见数个圆形、卵圆形或不规则多

发性溃疡, 大小(0.7 mm×0.5mm)至(0.4 mm×

0.3 mm)不等. 边缘隆起, 底部不平, 切面, 整个肠

壁显著增厚, 呈灰白色或灰黄色, 均质状. 病理

切片检查: 187只裸鼠直肠均见淋巴瘤细胞弥漫

侵袭生长, 85只(45.4%)发生肝转移(图1), 72只
(38.0%)发生直肠上动脉, 肠系膜和腹主动脉周

围淋巴结转移伴有广泛腹腔播散种植性转移和

肠梗阻. 
2.1.2 HRBL-0305移植瘤生长特点 尸解发现, 人

直肠恶性淋巴瘤在裸鼠的直肠黏膜、黏膜下层

和肌层自主侵袭性生长, 致使整个肠壁浸润肥

厚, 可见许多圆形或不规则形状的浸润病灶, 黏
膜皱壁消失, 表面有溃疡形成. 有的则可见累及

数厘米长肠管的环形病灶. 切面观察发现, 整个

肠壁增厚, 呈灰白色或灰黄色, 均质状. 
2.2 HRBL-0305的侵袭和转移

2.2.1 淋巴结转移 局限于腹腔, 直肠上动脉, 肠
系膜下动脉, 腹主动脉周围淋巴结, 少数动物有

肝门淋巴结转移. 依受累程度, 淋巴结转移分为

3期: (1)早期: 只在输入淋巴管和边缘窦内出现

瘤细胞团; (2)中期: 瘤细胞进一步向副皮质和髓

质内侵袭性生长; (3)晚期: 除在边缘部分残存少

量淋巴结组织外, 整个淋巴结几乎为瘤细胞侵占.  
2.2.2 肝转移 原位移植第3周末出现, 多数呈弥

漫型, 瘤灶可散布在肝左、右叶乃至全肝, 大小

不一, 数目不等, 呈圆形或椭圆形灰白色的瘤结

节. 少数荷瘤裸鼠多局限在肝右叶, 呈结节巨块

形, 周围有散在小瘤块, 瘤灶位于肝实质内. 转
移灶小至血管内瘤栓; 大至肉眼可见直径为(0.3 
mm×0.4 mm)/(0.7 mm×0.9 mm). 最大直径为

1.3 cm×2.0 cm, 镜下见转移瘤细胞呈侵袭性生

长(图2). 严重时肝组织由瘤结节替代.  
2.2.3 腹腔种植转移 见于腹腔脏层、壁层腹膜

及网膜、胃壁、肠壁、肠系膜种植的灰白色瘤

结节. 有的荷瘤裸鼠可见广泛腹腔种植的全腹

腔癌病和肠梗阻.  
2.3 HRBL-0305组织病理与电镜检查 
2.3.1 HRBL-0305 光镜下瘤细胞弥漫侵袭肠壁全

层及黏膜表面, 细胞大, 圆形、卵圆或肾形, 胞
质少, 可见多核瘤巨细胞, 核大, 呈圆形或不规

则形, 核染色质不均匀, 可见核仁, 病理核分裂

相多见(图3A). 电镜下瘤细胞核大. 核多形性, 有

图 1 HRBL-0305第23代人原发性直肠恶性淋巴瘤裸鼠原
位移植肝转移模型. 人原发性直肠恶性淋巴瘤组织块裸鼠直

肠黏膜层移植后第7周.

■应用要点
人原发性直肠恶
性淋巴瘤裸鼠原
位 移 植 模 型 的
成 功 建 立 为 系
统开展直肠恶性
淋巴瘤的诊断、

手术、放疗、化
疗、靶向基因治
疗和抗肿瘤新药
的筛选等前瞻性
试验治疗创建了
有利条件 .  同时 , 
也为直肠恶性淋
巴瘤的基础理论
的研究提供了同
一人体来源、稳
定传代、容易重
复的新鲜瘤组织
标本和动物模型.
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的核有1-2条不规则深沟及不对称分叶, 呈多叶

核. 少数核呈圆形或卵圆形, 异染色质沿核膜聚

集, 核仁大小不一. 多数瘤细胞胞质内细胞器少, 
主要为肿胀线粒体及扩张粗面内质网. 
2.4 HRBL-0305模型免疫组织化学检查 HRBL- 
0305模型移植瘤细胞CD19, CD20, CD22, CD45
均呈阳性表达(图3B), CD3, CD7均呈阴性表达. 
2 .5  H R B L-0305模型瘤细胞D N A含量分析 
HRBL-0305模型原位移植瘤和瘤源人直肠恶性

淋巴瘤的FCM检测均示异倍体, 结果见表1.
2.6 HRBL-0305染色体核型分析 HRBL-0305原
位移植瘤的染色体数目为56-69条, 介于2倍体和

3倍体之间, 均为非整倍体.

3  讨论

人原发性直肠恶性淋巴瘤裸鼠原位移植模型的

建立, 是研究直肠恶性淋巴瘤生物学和实验治

疗的重要工具. 人直肠恶性淋巴瘤原位移植裸

鼠后, 能否始终保持原有的生物学特征是模型

建成的关键. 本研究所建立的HRBL-0305模型, 
经过长达3 a鼠间连续传代, 已传至31代, 这种象

直肠恶性淋巴瘤患者样的原位移植模型, 不仅

组织病理学、免疫组织化学表型、超微结构、

DNA倍体水平和染色体核型的特点与人源直

肠恶性淋巴瘤相一致, 而且肿瘤的移植生长率

和液氮冻存复苏成活率均为100.0%, 说明该模

型系统的生物学特性是稳定的. 本模型为系统

开展直肠恶性淋巴瘤的诊断、手术、放疗、化

疗、靶向基因治疗和抗肿瘤新药的筛选等前瞻

性试验治疗创建了有利条件. 同时, 也为直肠恶

性淋巴瘤的基础理论的研究提供了同一人体来

源, 稳定传代, 容易重复的新鲜瘤组织标本和动

物模型.  
本研究发现HRBL-0305模型展示的生物学

行为与临床患者相似, 如移植瘤在裸鼠直肠广

泛侵袭性原位生长, 腹部转移, 伴广泛腹腔种植

的全腹腔肿瘤, 淋巴结转移, 肝转移和直肠梗

阻[1]. 这些结果重现了直肠恶性淋巴瘤患者的临

床自然病理过程, 且转移模式与临床患者相似. 
因此, 人直肠恶性淋巴瘤裸鼠原位移植模型是

迄今为止, 最接近人的直肠恶性淋巴瘤肝转移

动物模型, 具有重要价值. 
肿瘤转移有器官特异性, 转移细胞必须找

到合适的靶器官, 才能支持其移居生长, 完成转

移过程. 我们发现肝脏是HRBL-0305模型转移

的特异器官. 应用肝转移灶建立的HRBL-0305
模型肝转移率之高(100.0%), 转移程度之重, 宿
主生存期之短, 均说明该模型恶性程度高, 也
证明了转移灶移植是提高转移率建立高转移

模型的有效方法. Cowan et al [6]报道人NHL肝
转移率高达40.0%, 而本研究187只荷瘤裸鼠

 

表 1 HRBL-0305移植瘤FCM DNA检测结果(mean±SD)

      
分组                              DNA指数         增殖指数    倍体水平

人直肠黏膜细胞 1.00±0.03   15.61±4.82    整倍体

人直肠恶性淋巴瘤 1.59±0.25b  33.39±5.19    异倍体

HRBL-0305 1.61±0.19b  33.85±5.88    异倍体

bP<0.01 vs  直肠正常细胞.

图 2 HRBL-0305直肠恶性淋巴瘤肝内转移(HE×200).

图 3 HRBL-0305直肠瘤组织切片(HE×200), 示原发性直肠
非霍奇金B细胞恶性淋巴瘤. A: 瘤细胞弥漫地浸润直肠壁全

层; B: CD20阳性(免疫组化LSAB法).

■同行评价
本研究成功建立
人原发性直肠恶
性 淋 巴 瘤 裸 鼠
原 位 移 植 模 型
(HRBL-0305), 完
整重现了将人直
肠恶性淋巴瘤病
变分为4期的全部
临床过程, 为深入
研究直肠恶性淋
巴瘤的生物学特
性、病因病理、

侵 袭 和 转 移 机
制、实验治疗提
供了理想的实验
动物模型平台.

A

B
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HRBL-0305模型肝转移率(45.4%)高于文献报道. 
Leichman et al [7]报道的因结直肠癌转移而死亡

的患者有45.0%-71.0%存在肝转移相似, 提示直

肠恶性淋巴瘤与直肠癌肝转移可能具有相似的

发生率和转移模式. 在这种明显肝转移表型的

背后必定有其内在的转移分子机制, 对肝转移

灶和原发灶肿瘤细胞在体内移植进行筛选, 可
有助于寻找肝转移相关基因. 为研究直肠恶性

淋巴瘤肝转移机制和筛选早期诊断肝转移肿瘤

标志物及治疗靶标提供了基础. 
总之, 我们首次建立成功的HRBL-0305模

型, 完整地重现了AnnArbor将人直肠恶性淋巴

瘤病变分为4期的全部临床过程[8], 为深入研究

结肠恶性淋巴瘤的生物学特性、病因病理、侵

袭和转移机制及实验治疗提供了理想的实验动

物模型平台.
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of traditional Chinese 
medicine Wenweishu and Yangweishu on gastric 
mucosal injury induced by H pylori concentrated 
culture supernatant (CCS) in BALB/c mice.

METHODS: Seventy-five BALB/c mice were 
divided into group A, B, C, D and E. The mice 
in group A and B were treated with normal sa-
line, and those in group C, D and E were treated 
intragastrically with sucralfate, Wenweishu and 
Yangweishu, respectively, in advance. Then the 
mice in group A served as normal controls, and 
gastric mucosal lesions were induced by intra-
gastric administration of H pylori CCS in the 
other four groups. The gastric mucosal changes 

were assessed by microscopic examination, 
quantitative histology and electron microscopy.

RESULTS: Histology and ultrastructure were 
remarkably damaged in group B, but they were 
obviously alleviated in group C, D and E. The 
epithelial damage scores (EDS) were 1.18 ± 0.31, 
2.47 ± 0.58, 1.72 ± 0.73, 1.61 ± 0.73 and 1.56 ± 0.67 
in group A, B, C, D and E, respectively. The val-
ue of EDS in group B was markedly higher than 
that in group A (P < 0.05); the values of EDS in 
group C, D and E were significantly lower than 
those in group B (all P < 0.05). There were no 
evident difference between group C, D and E (P 
> 0.05).

CONCLUSION: Wenweishu and Yangweishu as 
well as sucralfate can reduce gastric mucosal le-
sions induced by H pylori CCS in mice.

Key Words: Gastric mucosa; Cytoprotection; Heli-
cobacter pylori ; Wenweishu; Yangweishu

Mu FH, Hu FL, Yang GB. Protective effects of traditional 
Chinese medicine Wenweishu and Yangweishu against 
gastric mucosal lesions induced by Helicobacter pylori 
concentrated culture supernatant in mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1505-1509

摘要
目的: 研究温胃舒、养胃舒对产毒幽门螺
杆菌(H pylori )浓缩培养上清液(concentrated 
culture supernatant, CCS)所致小鼠胃黏膜损伤
的保护作用. 

方法: 75只健康♂BALB/c小鼠随机分成5组: 
生理盐水组(Ⅰ组)、单纯损伤组(Ⅱ组)、硫糖
铝保护组(Ⅲ组)、温胃舒保护组(Ⅳ组)、养
胃舒保护组(Ⅴ组). 分别用生理盐水(Ⅰ、Ⅱ
组)、硫糖铝(Ⅲ组)和温胃舒(Ⅳ组)及养胃舒
(Ⅴ组)提前给小鼠灌胃, 然后用生理盐水(Ⅰ
组)及产毒H pylori菌CCS灌胃(Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、

Ⅴ组)灌胃, 在光镜及电镜下观察胃黏膜组织
学改变, 分别测定各组胃黏膜上皮损伤积分
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■背景资料
温胃舒和养胃舒
对各种“胃病”

的疗效得到了长
期和广泛的临床
验 证 ,  但 是 对 其
疗效的观察和治
疗机制的解释大
都是在传统医学
的范畴中进行的, 
缺乏现代医学以
及符合现代医学
原则的动物实验
的 证 据 支 持 .  H 
pylori 感染是慢性
胃炎、胃溃疡、

胃癌及胃黏膜组
织相关性(MALT)
淋巴瘤等胃黏膜
疾病最重要的病
因. 有关温胃舒及
养胃舒对H pylori
相关性胃炎的治
疗效果尚未见报
道. 



(EDS), 以评价胃黏膜损伤程度及药物的预防
保护效果. 

结果: 单纯损伤组在组织病理和超微结构水
平产生明显损害, 保护组胃黏膜损害较单纯损
伤组明显减轻. Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组的胃黏
膜EDS依次为1.18±0.31, 2.47±0.58, 1.72±
0.73, 1.61±0.73, 1.56±0.67. 单纯损伤组胃黏
膜EDS明显高于生理盐水对照组(P <0.05); 温
胃舒、养胃舒保护组与硫糖铝保护组胃黏膜
EDS明显低于单纯损伤组(P <0.05), 各保护组
之间比较EDS无显著性差异(P >0.05).

结论: 温胃舒、养胃舒对H pylori培养上清液
所致的小鼠胃黏膜损伤有明显的预防和保护
作用.

关键词: 胃黏膜; 细胞保护; 幽门螺杆菌; 温胃舒; 养

胃舒
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0  引言

温胃舒和养胃舒对各种“胃病”的疗效得到了

长期和广泛的临床验证, 但是对其疗效的观察

和治疗机制的解释大都是在传统医学的范畴中

进行的, 缺乏现代医学以及符合现代医学原则

的动物实验的证据支持. H pylori感染是慢性胃

炎、胃溃疡、胃癌及胃黏膜组织相关性淋巴

瘤(MALT)等胃黏膜疾病最重要的病因[1-3]. 有
关温胃舒及养胃舒对H pylori相关性胃炎的治

疗效果尚未见报道. 本研究通过H pylori毒素所

致BALB/c小鼠急性胃黏膜损伤模型, 研究温胃

舒、养胃舒对H pylori毒素所致的胃黏膜损伤是

否有保护作用.

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物为健康SPF级♂BALB/c小鼠

75只, 体质量20±2 g, 北京大学医学部动物实

验室提供. 菌株为复苏固体培养传代的H pylori  
NCTC11637标准菌株. 温胃舒及养胃舒原药由

合肥神鹿制药公司提供, 硫糖铝由协和药业有

限公司提供.
1.2 方法 
1.2.1 H pylori培养及浓缩培养上清液(concentrated 
culture supernatant, CCS)制备 参照Leunk et al [4]
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的方法, 标准产毒菌NCTC11637接种于固体培

养基上, 在37℃微需氧条件下培养3-7 d.  用无

菌接种环挑取适量H pylori菌落, 接种于液体培

养基中, 松瓶盖, 在CO2培养箱(37℃)放置2 h, 然
后盖紧瓶口, 置于恒温振荡器上(37℃, 140-150 
r/min)培养48-72 h.  液体培养基离心后加等量饱

和硫酸铵溶液沉淀上清, 留集沉淀, 加入0.1 mol/L 
PBS稀释, 用0.22 mm的滤膜过滤除菌, 分装保存

于-70℃冰箱备用. 取固体培养菌落及液体培养

沉淀, 分别进行革兰染色、尿素酶试验、过氧

化氢试验等, 证明无杂菌生长后留取CCS. 用考

马斯亮兰法在紫外分光光度计上测定H pylori培
养上清液的蛋白含量. 
1.2.2 实验动物分组 75只小鼠随机分为5组, 每
组15只, 分别为生理盐水组(Ⅰ组)、单纯损伤组

(Ⅱ组)、硫糖铝保护组(Ⅲ组)、温胃舒保护组

(Ⅳ组), 养胃舒保护组(Ⅴ组). 所有动物实验前禁

食12 h, 可自由饮水; Ⅰ、Ⅱ组分别予生理盐水

(每只0.25 mL), Ⅲ组予硫糖铝(每只0.25 mL, 含
15 mg), Ⅳ组和Ⅴ组分别予温胃舒和养胃舒(每
只0.25 mL, 含20 mg)灌胃, 12 h后上述药物同样

剂量重复灌胃1次, 第2次灌胃0.5 h后Ⅰ组予生

理盐水(每只0.25 mL), 其他4组分别予H pylori
的CCS(每只0.25 mL, 含100 mg)灌胃, 2 h后进食. 
48 h后将小鼠断颈处死(处死前一晚禁食), 立即

开腹取胃, 沿胃大弯侧剪开胃壁, 在胃窦小弯侧

剪下1块组织放置于40 g/L甲醛溶液中固定, 石
蜡包埋, 制成4-6 mm厚的切片进行HE染色. 每组

各取2只在胃窦部剪下0.1 cm×0.1 cm黏膜组织

块置于20 g/L戊二醛中, 制成电镜标本. 
1.2.3 组织学及超微结构观察 光镜下胃黏膜组

织形态学改变以表皮损伤积分(epithelial damage 
scoring, EDS)[5]评估: 黏膜正常为1分, 黏膜表层

细胞受损为2分, 损伤累及腺体细胞为3分, 黏膜

糜烂、出血或溃疡形成为4分. 电镜下观察超微

结构改变.
统计学处理 所有数据使用SPSS11.0进行处

理, 各组胃黏膜EDS采用mean±SD表示, 组间比

较采用方差分析, P <0.05表示差异有显著性.

2  结果

2.1 组织病理改变 Ⅰ组黏膜层、固有层、肌层

结构完整连续, 依次排列, 腺体排列紧密, 极少

炎症细胞浸润(图1A). Ⅱ组小鼠胃黏膜上皮细胞

可见大量的空泡, 部分上皮细胞及腺体排列紊

乱, 有的腺体结构被完全破坏(图1B), 7只发现糜
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■同行评价
本文运用动物实
验, 对中成药在上
消化道疾病的作
用机制进行了探
讨. 文章实验设计
严密 ,  结论明确 ,
统计学处理恰当,
较好地为中药在
胃肠疾病临床科
研方面提供尝试. 
文章的科学性、

创新性值得参考.
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烂, 但炎症细胞浸润不明显, 其中3只发现溃疡, 
2只在胃黏膜固有层内见到灶性出血. 硫糖铝及

温胃舒和养胃舒保护组损伤情况明显较单纯损

伤组为轻. 结构连续, 上皮细胞排列整齐, 炎症

细胞浸润不明显, 未见靡烂及溃疡(图1C-E). 温
胃舒保护组偶见表层黏膜上皮细胞损伤, 少量

上皮细胞里有空泡. 
2.2 超微病理改变 Ⅰ组小鼠的超微结构可见细

胞排列紧密, 细胞器结构完整, 微绒毛排列整齐, 
可见到正常的分泌颗粒及黏液颗粒(图2A). Ⅱ组

小鼠细胞间隙明显增宽, 微绒毛稀疏、脱落, 线
粒体和内质网高度肿胀扩张, 基本结构不清楚, 
有的形成空泡(图2B). 各保护组小鼠的超微结构

见细胞排列比较紧密, 细胞器结构基本完整, 可
以看到微绒毛(图2C-E). 
2.3 胃黏膜EDS 各组胃黏膜EDS(mean±SD, n  = 
15)分别为:Ⅰ组: 1.18±0.31; Ⅱ组: 2.47±0.58; 

Ⅲ组: 1.72±0.73; Ⅳ组: 1.61±0.73; Ⅴ组: 1.56±
0.67. Ⅱ组损伤积分(2.47±0.58)明显高于Ⅰ组

(1.18±0.31)(P <0.05), 各保护组的损伤积分均明

显低于单纯损伤组(P <0.05); 而硫糖铝与温胃舒

和养胃舒保护组比较, 胃黏膜损伤程度均无明

显差异(P >0.05). 养胃舒保护组表皮损伤积分略

低于温胃舒保护组, 二者无统计学差异(P >0.05).

3  讨论

H pylori毒素是H pylori最重要的致病因子[6-13], 
单纯用H pylori培养上清液灌胃即可使小鼠产生

明显的胃黏膜损伤[14-20]. 孙兆金 et al [21]应用产毒

H pylori菌株的CCS灌服Balb/c小鼠, 观察到黏

膜上皮细胞产生了大量的空泡、腺体结构排列

紊乱, 黏膜见糜烂、溃疡形成. 超微结构发现细

胞质肿胀变性, 微绒毛排列紊乱、脱落, 细胞间

隙增宽, 吞噬溶酶体增多等改变, 而非产毒株的

图 1 各组小鼠胃黏膜组织病理改变(HE×200). A: 正常对照组; B: 损伤组; C: 硫糖铝保护组; D: 温胃舒保护组; E: 养胃舒保

护组.

A

C

E

B

D
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CCS却没有引起相应的损伤, 说明胃黏膜上皮

损伤是由H pylori培养上清液里的空泡毒素导致

的, 表明H pylori毒素可致胃黏膜病理损伤. 这些

损伤改变与文献报道类似, 提示细胞毒素在导

致胃黏膜病变方面起重要作用[21-23]. 
我们以前的研究表明, 替普瑞酮及其他胃

黏膜保护剂可以预防H pylori所致的小鼠胃黏

膜损伤[24-25]. 温胃舒和养胃舒是否对H pylori毒
素所致的胃黏膜损伤有预防保护作用, 目前国

内外尚无类似报道. 在本研究中利用H pylori浓
缩培养上清液所致小鼠胃黏膜损伤模型对温胃

舒和养胃舒的黏膜保护作用进行了初步探讨, 
结果显示温胃舒和养胃舒保护组小鼠胃黏膜各

层组织排列完整连续, 损伤情况较单纯损伤组

明显减轻, 偶见表层黏膜上皮细胞损伤, 未见糜

烂、溃疡、出血灶, 炎症细胞浸润不明显, 其超

微结构也基本正常. 胃黏膜损伤积分明显低于

单纯损伤组, 与硫糖铝保护组无明显差异. 本研

究提示温胃舒和养胃舒颗粒对H pylori毒素所

致胃黏膜损伤具有明显的预防保护作用. 胃黏

膜屏障防御因素包括黏膜、黏液屏障、黏液及

碳酸氢盐的分泌、黏膜血流、细胞更新、生长

抑素、表皮生长因子、前列腺素、氨基己糖、

NO、巯基等[26-32]. 温胃舒和养胃舒通过上述何

种因素预防H pylori培养上清所致的胃黏膜损伤

尚有待进一步研究. 

“一病两药, 分型论治”是温胃舒和养胃

舒治疗慢性胃炎的一个突破. 即“胃寒要用温

胃舒, 胃热要用养胃舒”. 临床上对H pylori相关

的慢性胃炎患者要根据每个患者的征候个体化

辨证, 给予不同的治疗. 在动物实验中, 不能进

行征候辨证, 对H pylori毒素所致的胃黏膜损伤

究竟归于胃寒还是胃热意见不一致. 在本研究

中, 温胃舒和养胃舒对H pylori培养上清所致小

鼠胃黏膜损伤都有较好的预防作用. 虽然养胃

舒黏膜损伤指数稍低于温胃舒, 但是二者差别H 
pylori统计学意义. 提示对H pylori感染相关性胃

炎, 无论其征候辨证属于胃寒还是胃热, 温胃舒

和养胃舒都可以明显改善其黏膜病变. 本研究

结果提示无论温胃舒或养胃舒对H pylori所致的

胃黏膜损伤有明显的预防和保护作用.
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Abstract
AIM: To characterize the changes of Smad4 
expression in the multistage carcinogenesis of 
gastric cancer and investigate the correlations 
between these changes and the clinicopatholo-
gical features.

METHODS: The expression of Smad4 was de-
tected by immunohistochemisty in the paraffin-
embedded samples from 103 patients with gas-
tric carcinoma (16 cases in early stage, 87 cases in 
progressive stage). The result was comparatively 

analyzed with the histopathology.

RESULTS: Among 103 gastric carcinoma 
samples, 28 cases with intestinal metaplasia 
and 13 cases with atypical hyperplasia were de-
termined. In 2 cases, intestinal metaplasia and 
atypical hyperplasia were simultaneously deter-
mined in the same tissue. Normal gastric mu-
cosa showed positive Smad4 expression. Smad4 
expression decreased in different degrees of 
lesions, and the reduced rate increased with the 
lesion progression (P < 0.05). The positive rates 
of Smad4 expression in intestinal metaplasia 
and atypical hyperplasia were 89.3% and 76.9% 
respectively, while it was 54.4% in carcinoma 
cells. Positive expression of Smad4 was found in 
10 (62.5%) of early carcinoma and 46 (52.9%) of 
advanced one. The expression of Smad4 in gas-
tric carcinoma showed a significant correlation 
with the differentiation of carcinoma (P < 0.01). 
The reduced rate of Smad4 expression in poorly-
differentiated carcinoma was higher than that 
in well-differentiated one (63.0% vs 31.6%, P < 
0.01). Positive expression of Smad4 was found 
in 15 of 20 gastric cardia carcinoma (75%), which 
was significantly higher than that in the other 
positional carcinoma (P < 0.05). The positive 
rates of Smad4 expression in gastric carcinoma 
of fundus, corpus and antrum were 50%, 53.6% 
and 46.7% respectively. Smad4 expression had 
no marked correlations with the age of patients, 
gender, tumor size, lymph node metastasis and 
the depth of tumor invasion (P > 0.05).

CONCLUSION: Reduced expression of Smad4 is 
a frequent molecular event in gastric carcinogen-
esis, and closely correlated with the progression 
of lesions and differentiation of carcinoma.

Key Words: Gastric carcinoma; Intestinal metapla-
sia; Atypical hyperplasia; Smad4; Immunohisto-
chemisty

Xu Y, Chen YN, Wang ZN, Luo Y, Xu HM. Change 
of Smad4 expression in gastric carcinogenesis and its 
clinicopathological significance. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(13):1510-1515

®

■背景资料
1990年Fearon和
Vogelstein提出结
直肠肿瘤生成的
多基因多步骤的
分 子 发 病 模 式 , 
大大加深了人们
对肿瘤产生机制
的认识. 同样, 如
何描绘出胃癌发
生、发展过程的
路线图, 也成为胃
癌研究者追求的
目 标 .  本 研 究 将
Smad4基因作为
切 入 点 ,  考 察 了
胃癌癌变过程中
Smad4蛋白的表
达情况.
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摘要
目的: 探讨胃癌癌变过程中Smad4蛋白的表达
变化及其与临床病理特征的关系. 

方法: 利用组织病理学和免疫组织化学的方
法, 对103例胃癌患者(早期16例, 进展期87例)
的石蜡标本进行了病理学分类, 并检测各级病
变中Smad4蛋白的表达情况. 

结果: 其中在28例标本中同时检出肠上皮化
生, 在13例标本中检出不典型增生, 有2例标
本同时检出肠上皮化生和不典型增生. 癌旁
的正常胃黏膜细胞均有Smad4蛋白表达, 在肠
上皮化生和不典型增生中表达阳性率分别为
89.3%和76.9%. 在癌细胞中则为54.4%, 其中
早期癌为62.5%, 进展期癌为52.9%. 随着恶变
程度的增加, Smad4蛋白表达下降的频率显
著升高(P <0.05). Smad4蛋白表达与癌细胞的
分化程度密切相关(P <0.01), 低分化癌细胞中
Smad4蛋白表达下降的频率更高, 为63.0%, 而
高分化癌细胞中Smad4蛋白表达下降的频率
仅为31.6%. 贲门部癌Smad4蛋白的表达阳性
率明显高于其他部位(P <0.05), 为75%. 胃底、

胃体和胃窦部癌的表达阳性率基本相似, 分别
为50%, 53.6%和46.7%. Smad4蛋白表达与患
者年龄、性别、肿瘤大小、淋巴结转移、浸
润深度未见明显相关性.

结论: Smad4蛋白表达下降是胃癌癌变过程
中频发的分子事件, 并且与细胞恶变的进展程
度和分化程度密切相关, 但在贲门部癌中表达
下降的频率较低.

关键词: 胃癌; 肠上皮化生; 不典型增生; Smad4; 免

疫组织化学

徐岩, 陈亚男, 王振宁, 罗阳, 徐惠绵. 胃癌癌变过程中Smad4
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0  引言

胃癌的发生、发展是一个包含癌基因激活和抑

癌基因失活, 并伴有端粒酶活化及遗传不稳定

性的多因素、多阶段过程. 在这个过程中, 基因

的异常改变是以不断累加的形式发挥着合力作

用. 目前认为, 正常胃黏膜细胞是在各种致癌因

素的作用下, 通过肠上皮化生、不典型增生等

癌前病变, 逐渐演变为胃癌[1-3]. 了解各阶段内所

发生的分子事件, 将有助于阐明胃癌的发生机

制, 从而为阻断癌变过程提供理论依据和分子

靶点. Smad4基因通过转化生长因子-β(TGF-β)
信号传导通路来抑制上皮细胞的生长, 最初被

发现在胰腺癌中存在着高频率的失活[4-5]. 为了

解Smad4在胃癌癌变过程中的变化情况, 我们利

用免疫组化技术对正常胃黏膜上皮、癌前病变

以及胃癌细胞中Smad4的蛋白表达变化情况进

行了考察.

1  材料和方法

1.1 材料 石蜡标本来自中国医科大学附属第一

医院肿瘤外科于2003-03/2005-03经手术治疗

的胃癌患者103例, 其中男78例, 女25例, 年龄

26-80(平均61.0±1.6)岁, 术前均未经化、放疗. 
免疫组化一抗为鼠抗人Smad4 mAb (sc-7966, 
美国Santa Cruz Biotechnology, Inc.), 稀释倍数

1∶150, 抗小鼠生物素化二抗和SP检测试剂盒

(Histostain-Plus Kit)购自晶美生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 病理组织学检查 选择癌灶和距癌灶5 cm
以外黏膜部分的蜡块, 行连续切片, 厚4 µm, 一
张用于HE染色, 进行病理学诊断. 其余用于免疫

组化染色. 根据细胞形态和组织结构, 将胃黏膜

上皮细胞分为癌旁正常、肠上皮化生、不典型

增生、早期癌和进展期癌. 按照日本胃癌处理

规约的标准判定病灶的分化程度、组织分型等, 
浸润深度和肿瘤分期依据1997年TNM分期系统. 
1.2.2 免疫组化染色 采用过氧化物酶标记的链

霉素卵白素(SP)法, 染色步骤按说明书进行. 石
蜡切片置于0.01 mol/L (pH6.0)柠檬酸盐缓冲液

中行高温高压抗原修复. 用PBS代替一抗, 作为

空白对照. 正常的胃黏膜腺体(尤其是壁细胞)均
为Smad4蛋白阳性表达, 所以将其作为阳性对

照. 通过与相邻的正常胃腺体细胞相比较, 来确

定各级病变细胞中的表达情况. 以胞质和(或)胞
核出现棕黄或棕褐色颗粒为阳性细胞, 每例随

机观察10个高倍视野, 每个视野计数100个细胞. 
若超过50%的细胞为阳性, 则判为Smad4蛋白正

常表达; 相反, 若阳性的细胞少于50%, 则判为

Smad4蛋白表达下降[6-7].
统计学处理 采用SPSS11.0软件包进行分析. 

正常细胞与各级病变之间、不同临床病理特征

之间Smad4蛋白表达比较均采用χ2分析, P <0.05
认为统计学上有显著意义.

2  结果

2.1 临床病理特征 103例标本中包括早期胃癌16

■相关报道
Xu et al 对Smad4 
杂 合 小 鼠 ( S M -
AD4+/-)的研究发
现, 发育6-12 mo
后 的 小 鼠 ,  胃 窦
和胃底部有息肉
形成, 以后逐渐经
增生、不典型增
生、原位癌, 演变
为浸润癌, 并在肿
瘤形成晚期检测
到Smad4的杂合
性丢失, 提示单倍
体不足可能是导
致Smad4基因失
活的机制之一.
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例和进展期胃癌87例. 其中, 在28例标本中检出

肠上皮化生, 在13例标本中检出不典型增生. 有2
例标本同时检出肠上皮化生和不典型增生(表1). 
2.2 Smad4蛋白的表达情况 正常胃黏膜细胞中

均有Smad4蛋白表达, 尤其在腺体颈部和底部

的壁细胞中, 呈强阳性表达(图1A). 在肠上皮化

生和不典型增生中表达阳性率稍有下降, 分别

为89.3%和76.9%. 在癌细胞中则为54.4%, 其中

早期癌为62.5%, 进展期癌为52.9%. 随着细胞恶

变程度的增加, Smad4蛋白表达阳性率显著下降

(P <0.05, 表2). 在同时存在肠上皮化生和不典型

增生的2例标本中, 69号标本为中分化管状腺癌, 
H47号标本为印戒细胞癌, 两者的癌细胞为阴性

表达, 而肠上皮化生和不典型增生则均为阳性

表达(图1). 
2.3 Smad4表达与临床病理特征的关系 Smad4蛋
白表达与癌细胞的分化程度密切相关(P <0.01, 
图2). 随着分化程度的降低, 蛋白阳性表达的比

率也显著下降. 虽然从总体上看各个部位的肿

瘤在蛋白表达上没有显著差异, 但贲门部癌的

表达阳性率明显高于其他部位(P <0.05). Smad4
蛋白表达与患者年龄、性别、肿瘤大小、淋巴

结转移、浸润深度未见明显相关性.

3  讨论

TGF-β是一种具有多种生理功能的细胞因子, 在

■创新盘点
本研究不仅考察
了正常胃黏膜和
癌组织中Smad4
蛋白的表达, 还比
较了同一标本内
的肠上皮化生和
不典型增生等癌
前病变中以及早
期癌与进展期癌
中Smad4蛋白的
表达情况. 通过细
致的分类和自身
对照, 降低了假阳
性和假阴性的发
生率, 提高了实验
的准确性.

图 1 69号标本(中分化管状腺癌)的Smad4蛋白表达情况(SP×400). A: 正常胃黏膜细胞, Smad4蛋白表达阳性, 以壁细胞最为

明显; B: 肠上皮化生, Smad4蛋白表达阳性; C: 不典型增生, Smad4蛋白表达阳性; D: 癌细胞Smad4蛋白表达阴性, 而癌旁正常

腺体细胞Smad4蛋白表达阳性.

A B

DC

图 2 不同分化程度的胃癌细胞中Smad4蛋白的表达情况(SP×400). A: 高分化管状腺癌, Smad4蛋白表达阳性; B: 印戒细胞

癌, 可见癌旁正常腺体细胞呈Smad4蛋白阳性表达(核着色), 而癌细胞表达明显减弱.

BA
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调节细胞生长、分化、凋亡等方面起重要的

作用, 其信号传导需要TGF-β受体和Smads蛋
白的参与[8]. Smad4是Smads蛋白家族的成员之

一, 是转导TGF-β信号的重要胞质内信号级联

分子. TGF-β通路中的Smad2/Smad3复合物只有

与Smad4结合后才能进入细胞核, 从而调节目

的基因的转录, 发挥抑制细胞生长的作用. 一旦

Smad4功能失活或表达低下可使这一信号通路

中断, 癌细胞丧失了对TGF-β信号的调节反应. 
Ijichi et al [9]检测了多个大肠癌、胰腺癌和胃癌

细胞株中TGF-β受体Ⅱ(TβRⅡ)和Smad4的表达

情况, 结果在91%的大肠癌、61%的胰腺癌和

40%的胃癌细胞株中出现了TGF-β信号通路的

异常. 而与大肠癌和胰腺癌不同的是, 在胃癌细

胞内这种TGF-β信号通路的异常并不能通过转

染TβRⅠ和Smad2, 3而得到恢复, 这说明TGF-β

信号通路在胃癌中的失活机制, 是与大肠癌和

胰腺癌不同的. 
本研究中 ,  癌旁的正常胃黏膜细胞均有

Smad4蛋白表达, 其中以腺体部分表达较强, 而
胃小凹的黏液细胞表达较弱. 这与以往的研究

结果一致[6-7]. 随着细胞恶变程度的增加, Smad4
蛋白表达呈下降的趋势. 进一步地比较癌旁正

常胃黏膜细胞与癌前病变(肠上皮化生和不典

型增生), 以及癌前病变与癌细胞间的表达情况, 
发现癌前病变中下降的趋势并不明显, 而在癌

细胞中则显著下降(P <0.05), 说明Smad4基因失

活可能多发生在癌变过程的后期. 在胰腺癌和

结肠癌中的研究, 也证明了这一点[10-11]. 69号和

H47号标本中的癌旁正常细胞、肠上皮化生和

不典型增生细胞均为Smad4蛋白表达阳性, 而癌

细胞中为阴性表达, 即为典型的例子. Smad4蛋
白表达下降与癌变的密切关系, 也提示着Smad4
基因失活在胃癌的发生过程中起到了重要作用. 
Xiangming et al [7]的研究还表明, Smad4蛋白表达

下降与胃癌细胞的浸润深度密切相关, 并且那

些出现了表达下降的胃癌患者往往预后不佳.
在胰腺癌和结肠癌中, 等位基因的纯合性丢

失和点突变是Smad4基因失活的主要机制[12-14]. 
在胃癌中, 虽然Smad4基因所在的18q21.1染色

体区域经常出现丢失[15], 但Smad4基因的突变

却较少见[16-17], 这并不符合抑癌基因失活的经

典模式. 虽然存在着通过表观遗传学方式导致

失活的可能性, 但通过对结肠癌等的研究, 目
前尚未发现Smad4基因启动子区域的超甲基化

(hypermethylation)[18]. 另外, 在动物实验中发现, 
Smad4杂合小鼠(Smad4+/-)的胃窦和胃底部在发

育了6-12 mo后有息肉形成, 以后逐渐演变为浸

润癌, 并在肿瘤形成晚期检测到Smad4的杂合性

丢失(loss of heterozygosity, LOH), 提示单倍体不

足(haploinsufficiency)可能是Smad4基因失活的

机制之一[19]. 本研究的结果显示, Smad4蛋白表

 

■应用要点
本研究应用免疫
组织化学染色的
方法对胃癌患者
正常胃黏膜、癌
前病变和癌组织
中Smad4蛋白进
行了检测. 发现癌
组织中Smad4蛋
白表达下降的频
率显著地高于正
常胃黏膜和癌前
病变, 这对判断胃
黏膜病变程度以
及胃癌的病理学
诊断具有一定的
指导意义.

表 1 Smad4蛋白表达与临床病理特征的关系

      
                                                           Smad4

                                     n            正常表达(%)     表达下降(%)  

性别   

    男                         78 41(52.6)         37(47.4)

    女                         25 15(60)         10(40)

部位   

    贲门                     20 15(75)           5(25)

    胃底                     10   5(50)a           5(50)a

    胃体                     28 15(53.6)a         13(46.4)a

    胃窦                     45 21(46.7)a         24(53.3)a

淋巴结转移    

    阴性                     38 22(57.9)         16(42.1)

    阳性                     65 34(52.3)         31(47.7)

TNM分期   

    Ⅰ                         35 22(62.9)         13(37.1)

    Ⅱ                         30 16(53.3)         14(46.7)

    Ⅲ                         19 10(52.6)           9(47.4)

    Ⅳ                         19   8(42.1)         11(57.9)

分化程度   

    高中分化 57 39(68.4)b         18(31.6)b

    低分化                 46 17(37.0)         29(63.0)

浸润深度   

    T1                         16 10(62.5)           6(37.5)

    T2                         61 34(55.7)         27(44.3)

    T3                         16   8(50)           8(50)

    T4                         10   4(40)           6(60)

肿瘤大小   

    ≤5                       68 38(55.9)         30(44.1)

    >5                        35 18(51.4)         17(48.6)

aP<0.05 vs  贲门; bP<0.01 vs  低分化.

表 2 胃癌各阶段病变中Smad4蛋白表达的结果

      
                                                           Smad4

                                     n            正常表达(%)     表达下降(%)  

肠上皮化生 28  22(89.3)c          3(10.7)c

不典型增生 13  10(76.9)c          3(23.1)c

早期癌                 16  10(62.5)          6(37.5)

进展期癌                 87  46(52.9)        41(47.1)

cP<0.05 vs  癌(早期癌+进展期癌).
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达与癌细胞的分化程度也密切相关. 低分化癌

细胞中Smad4蛋白表达下降的频率更高. Kim 
et al [6]的研究表明, 弥漫型胃癌中Smad4蛋白表

达下降的频率要显著的低于肠型胃癌. 本研究

并没有将病例分为弥漫型和肠型, 但根据Lauren
分型[20], 高中分化的胃癌(如管状腺癌和乳头状

腺癌)多为肠型, 而低分化(如黏液腺癌和印戒细

胞癌)多为弥漫型. 目前认为这两种类型的胃癌

有着不同的发生机制[21]. Smad4蛋白表达的差异, 
提示其在两种类型胃癌的癌变过程中可能起着

不同的作用. 
我们还发现, 贲门部癌中Smad4蛋白的阳性

表达率要显著高于其他部位(胃底、胃体和胃

窦). 贲门远侧部位的癌组织中Smad4蛋白表达

下降的程度基本一致(46.4%-53.3%), 而贲门部

癌仅有25%, 似乎贲门部癌与Smad4蛋白表达下

降关系并不像胃的其他部位那么紧密. 目前, 贲
门部腺癌的地位和发生机制还存在着争议[22-24]. 
虽然, 从解剖学的角度来看, 贲门属于胃的一部

分, 但贲门部腺癌与远端胃癌在流行病学、临

床特点等方面都存在着不同之处[25-29]. 越来越多

的研究表明, 贲门部腺癌可能是一种具有独特

发生机制和生物学特点的疾病[30]. 本研究的结果

提示, Smad4可能是区别胃癌和贲门部腺癌的分

子特征之一, 进一步地研究Smad4基因的失活机

制将有助于揭示其在胃癌和贲门部腺癌发生、

发展过程中的作用. 

致谢: 衷心地感谢中国医科大学附属第一医院

肿瘤研究所胃癌研究室的王梅先教授、董玉兰

教授、王欣芳讲师对本研究中标本的病理诊断

给予了必要的指导, 感谢吴烨秋技师、刘江技

师、赵凤凯技师在制作病理标本和石蜡切片过

程中的辛勤劳动.

4      参考文献
1 Correa P. Human gastric carcinogenesis: a multistep 

and multifactorial process--First American Cancer 
Society Award Lecture on Cancer Epidemiology 
and Prevention. Cancer Res 1992; 52: 6735-6740

2 Vieth M, Stolte M. Elevated risk for gastric adeno-
carcinoma can be predicted from histomorphology. 
World J Gastroenterol 2006; 12: 6109-6114 

3 Kapadia CR. Gastric atrophy, metaplasia, and 
dysplasia: a clinical perspective. J Clin Gastroenterol 
2003; 36: S29-36; discussion S61-62

4 Hahn SA, Schutte M, Hoque AT, Moskaluk CA, da 
Costa LT, Rozenblum E, Weinstein CL, Fischer A, 
Yeo CJ, Hruban RH, Kern SE. DPC4, a candidate 
tumor suppressor gene at human chromosome 
18q21.1. Science 1996; 271: 350-353 

■同行评价
本 文 研 究 了 胃
癌 癌 变 过 程 中
Smad4表达的变
化及其与临床病
理特征的关系, 对
胃癌发病机制、

临床诊断及预后
有一定意义, 学术
价值较高.

5 Schutte M, Hruban RH, Hedrick L, Cho KR, 
Nadasdy GM, Weinstein CL, Bova GS, Isaacs WB, 
Cairns P, Nawroz H, Sidransky D, Casero RA 
Jr, Meltzer PS, Hahn SA, Kern SE. DPC4 gene in 
various tumor types. Cancer Res 1996; 56: 2527-2530 

6 Kim JY, Park DY, Kim GH, Choi KU, Lee CH, 
Huh GY, Sol MY, Song GA, Jeon TY, Kim DH, 
Sim MS. Smad4 expression in gastric adenoma 
and adenocarcinoma: frequent loss of expression 
in diffuse type of gastric adenocarcinoma. Histol 
Histopathol 2005; 20: 543-549

7 Xiangming C, Natsugoe S, Takao S, Hokita S, 
Ishigami S, Tanabe G, Baba M, Kuroshima K, Aikou 
T. Preserved Smad4 expression in the transforming 
growth factor beta signaling pathway is a favorable 
prognostic factor in patients with advanced gastric 
cancer. Clin Cancer Res 2001; 7: 277-282

8 ten Dijke P, Hill CS. New insights into TGF-beta-
Smad signalling. Trends Biochem Sci 2004; 29: 
265-273 

9 Ijichi H, Ikenoue T, Kato N, Mitsuno Y, Togo G, 
Kato J, Kanai F, Shiratori Y, Omata M. Systematic 
analysis of the TGF-beta-Smad signaling pathway 
in gastrointestinal cancer cells. Biochem Biophys Res 
Commun 2001; 289: 350-357

10 Wilentz RE, Iacobuzio-Donahue CA, Argani P, 
McCarthy DM, Parsons JL, Yeo CJ, Kern SE, Hruban 
RH. Loss of expression of Dpc4 in pancreatic 
intraepithelial neoplasia: evidence that DPC4 
inactivation occurs late in neoplastic progression. 
Cancer Res 2000; 60: 2002-2006

11 Mai t ra A, Molberg K, Albores-Saavedra J , 
Lindberg G. Loss of Dpc4 expression in colonic 
adenocarcinomas correlates with the presence of 
metastatic disease. Am J Pathol 2000; 157: 1105-1111

12 Bartsch D, Hahn SA, Danichevski KD, Ramaswamy 
A, Bastian D, Galehdari H, Barth P, Schmiegel W, 
Simon B, Rothmund M. Mutations of the DPC4/
Smad4 gene in neuroendocrine pancreatic tumors. 
Oncogene 1999; 18: 2367-2371

13 Miyaki M, Iijima T, Konishi M, Sakai K, Ishii A, 
Yasuno M, Hishima T, Koike M, Shitara N, Iwama T, 
Utsunomiya J, Kuroki T, Mori T. Higher frequency 
of Smad4 gene mutation in human colorectal 
cancer with distant metastasis. Oncogene 1999; 18: 
3098-3103

14 Koyama M, Ito M, Nagai H, Emi M, Moriyama Y. 
Inactivation of both alleles of the DPC4/SMAD4 
gene in advanced colorectal cancers: identification 
of seven novel somatic mutations in tumors from 
Japanese patients. Mutat Res 1999; 406: 71-77

15 朱亚青, 尹浩然, 朱正纲, 刘炳亚, 张奕, 陈雪华, 于颖
彦, 林言箴. 胃癌SMAD4/DPC4杂合性丢失的研究. 
世界华人消化杂志 2003; 11: 522-525

16 Lei J, Zou TT, Shi YQ, Zhou X, Smolinski KN, Yin 
J, Souza RF, Appel R, Wang S, Cymes K, Chan O, 
Abraham JM, Harpaz N, Meltzer SJ. Infrequent 
DPC4 gene mutation in esophageal cancer, gastric 
cancer and ulcerative colitis-associated neoplasms. 
Oncogene 1996; 13: 2459-2462

17 Powell SM, Harper JC, Hamilton SR, Robinson CR, 
Cummings OW. Inactivation of Smad4 in gastric 
carcinomas. Cancer Res 1997; 57: 4221-4224

18 Ando T, Sugai T, Habano W, Jiao YF, Suzuki K. 
Analysis of SMAD4/DPC4 gene alterations in 
multiploid colorectal carcinomas. J Gastroenterol 
2005; 40: 708-715



www.wjgnet.com

徐岩, 等. 胃癌癌变过程中Smad4表达的变化及其与临床病理特征的关系                                                                       1515

19 Xu X, Brodie SG, Yang X, Im YH, Parks WT, Chen L, 
Zhou YX, Weinstein M, Kim SJ, Deng CX. Haploid 
loss of the tumor suppressor Smad4/Dpc4 initiates 
gastric polyposis and cancer in mice. Oncogene 2000; 
19: 1868-1874

20 Lauren P. The two histological main types of 
gastric carcinoma: diffuse and so-called intestinal-
type carcinoma. An attempt at a histo-clinical 
classification. Acta Pathol Microbiol Scand 1965; 64: 
31-49

21 Tahara E. Genetic pathways of two types of gastric 
cancer. IARC Sci Publ 2004; : 327-349

22 Ichikura T, Ogawa T, Kawabata T, Chochi K, 
Sugasawa H, Mochizuki H. Is adenocarcinoma 
of the gastric cardia a distinct entity independent 
of subcardial carcinoma? World J Surg 2003; 27: 
334-338

23 von Rahden BH, Feith M, Stein HJ. Carcinoma of 
the cardia: classification as esophageal or gastric 
cancer? Int J Colorectal Dis 2005; 20: 89-93 

24 Rusch VW. Are cancers o f the esophagus , 
gastroesophageal junction, and cardia one disease, 
two, or several? Semin Oncol 2004; 31: 444-449

25 Saito H, Fukumoto Y, Osaki T, Fukuda K, Tatebe 
S, Tsujitani S, Ikeguchi M. Distinct recurrence 

pattern and outcome of adenocarcinoma of the 
gastric cardia in comparison with carcinoma of 
other regions of the stomach. World J Surg 2006; 30: 
1864-1869

26 Kim MA, Lee HS, Yang HK, Kim WH. Clinicopa-
thologic and protein expression differences between 
cardia carcinoma and noncardia carcinoma of the 
stomach. Cancer 2005; 103: 1439-1446

27 Pinto-De-Sousa J, David L, Seixas M, Pimenta A. 
Clinicopathologic profiles and prognosis of gastric 
carcinomas from the cardia, fundus/body and 
antrum. Dig Surg 2001; 18: 102-110

28 Rudiger Siewert J, Feith M, Werner M, Stein HJ. 
Adenocarcinoma of the esophagogastric junction: 
results of surgical therapy based on anatomical/
topographic classification in 1,002 consecutive 
patients. Ann Surg 2000; 232: 353-361

29 Kajiyama Y, Tsurumaru M, Udagawa H, Tsutsumi 
K, Kinoshita Y, Ueno M, Akiyama H. Prognostic 
factors in adenocarcinoma of the gastric cardia: 
pathologic stage analysis and mult ivariate 
regression analysis. J Clin Oncol 1997; 15: 2015-2021

30 Siewert JR, Stein HJ. Classification of adenocar-
cinoma of the oesophagogastric junction. Br J Surg 
1998; 85: 1457-1459

             电编  张敏  编辑  王晓瑜

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R   2007年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                • 消息 •

2007 年国际会议

Meeting ESGAR 2007 18th Annual Meeting and 

Postgraduate Course  

12–15 June 2007 

Lisbon 

fca@netvisao.pt 

Meeting Falk Symposium 160: Pathogenesis and 

Clinical Practice in Gastroenterology 

15–16 June 2007 

Portoroz 

symposia@falkfoundation.de 

Meeting 9th World Congress on Gastrointestinal 

Cancer 

27–30 June 2007 

Barcelona 

meetings@imedex.com

Meeting ILTS 13th Annual International Congress 

20–23 June 2007 

Rio De Janeiro 

www.ilts.org  

Meeting Falk Workshop: Mechanisms of Intestinal In-

flammation 

10 October 2007 

Dresden 

symposia@falkfoundation.de 

Meeting Falk Symposium 161: Future Perspectives in 

Gastroenterology 

11–12 October 2007 

Dresden 

symposia@falkfoundation.de



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年5月8日; 15(13): 1516-1519
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

磁共振扩散加权成像对肝癌的诊断及鉴别诊断作用

刘志兰, 李晓娟, 王 巍, 刘鹏飞

刘志兰, 李晓娟, 王巍, 刘鹏飞, 哈尔滨医科大学附属第一医
院磁共振室 黑龙江省哈尔滨市 150001
刘志兰, 硕士, 副教授, 主要从事腹部磁共振诊断的研究.
黑龙江省自然科学基金资助项目, No. D0337
通讯作者: 刘志兰, 150001, 黑龙江省哈尔滨市邮政街23号, 哈
尔滨医科大学附属第一医院磁共振. liuzhilan64@yahoo.com.cn
电话: 0451-53631433
收稿日期: 2007-02-10   接受日期: 2007-03-19

Application of magnetic 
resonance diffusion weighted 
imaging in the diagnosis 
and differential diagnosis of 
hepatocellular carcinoma 

Zhi-Lan Liu, Xiao-Juan Li, Wei Wang, Peng-Fei Liu

Zhi-Lan Liu, Xiao-Juan Li, Wei Wang, Peng-Fei Liu, De-
partment of Magnetic Resonance Imaging, the First Affili-
ated Hospital of Harbin Medical University, Harbin 150001, 
Heilongjiang Province, China
Supported by the Natural Science Foundation of Hei-
longjiang Province, No. D0337
Correspondence to: Dr. Zhi-Lan Liu, Department of 
Magnetic Resonance Imaging, the First Affiliated Hospital 
of Harbin Medical University, 23 Youzheng Street, Harbin 
150001, Heilongjiang Province, 
China. liuzhilan64@yahoo.com.cn
Received: 2007-02-10    Accepted: 2007-03-19 

Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of magnetic 
resonance diffusion weighted imaging (MR-
DWI) in the diagnosis and differential diagnosis 
of hepatocellular carcinoma.

METHODS: MR-DWI was performed with the 
different b values in 88 patients with hepatic le-
sions, including hepatocellular carcinoma (n = 
28), hepatic metastatic tumor (n = 15), hepatic 
cavemous hemangioma (n = 33), and hepatic 
cyst (n = 12). The apparent diffusion coefficient 
(ADC) map was constructed by DWI. The ADC 
values of these lesions were measured, and then 
statistical analysis was performed.

RESULTS: ADC with high b values was lower 
and more accurate than that with low b values. 
Therefore, the ADC with b value of 500 s/mm2 
was used as the average values. The ADC value 

of hepatic cyst (3.24 ± 0.68) was significantly 
higher than that of hepatic cavernous hemangi-
oma (2.01 ± 0.53), hepatocellular carcinoma (1.20 
± 0.32) or hepatic metastatic tumor (1.57 ± 0.42) 
(P < 0.01). The ADC value of hepatic cavernous 
hemangioma was markedly higher than that of 
hepatocellular carcinoma (P < 0.05) or metasatic 
tumor (P < 0.01). The ADC value of metasatic tu-
mor high than that of hepatocellular carcinoma, 
but there was markedly statistical difference be-
tween them (P > 0.05).

CONCLUSION: The measurement of ADC val-
ues can help magnetic resonance imaging diag-
nose and differentially diagnose hepatocellular 
carcinoma.

Key Words: Hepatocellular; Carcinoma; Magnetic 
resonance imaging; Diffusion weighted imaging

Liu ZL, Li XJ, Wang W, Liu PF. Application of magnetic 
resonance diffusion weighted imaging in the diagnosis 
and differential diagnosis of hepatocellular carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1516-1519

摘要
目的: 探讨磁共振扩散加权成像对肝癌诊断
及鉴别诊断的作用. 

方法: 选取肝脏占位性病变88例, 其中原发性
肝细胞癌28例, 转移瘤15例, 肝血管瘤33例, 肝
囊肿12例. 应用不同的b值分别行轴位扩散加
权成像扫描, 在拟合出的ADC图上分别测出
ADC值并进行统计分析. 

结果: 随着b值或b值差的增大, 肝脏占位病变
的ADC值明显减小, 而且波动范围减小, b值
越大时越接近实际DC值. 采用b值差为500时
各组病变的ADC值作为肝脏占位病变的ADC
平均值. 肝囊肿(3.24±0.68)ADC值明显高于
原发性肝癌(1.20±0.32)、血管瘤(2.01±0.53)
和转移瘤(1.57±0.42)(P <0.01). 血管瘤ADC
值显著高于原发性肝癌(P <0.01)及转移瘤
(P <0.05). 转移瘤ADC值高于原发性肝癌, 但
无统计学意义(P >0.05).

®

■背景资料
众所周知, 扩散是
分子微观的随机
的热运动, 磁共振
扩散加权成像技
术是目前唯一能
够在活体无创探
测水分子自由扩
散运动的影像学
技 术 ,  可 通 过 测
量表观扩散系数
对水分子扩散运
动进行量化分析. 
目前研究热点是
DWI对于肝脏良
恶性肿瘤的鉴别
诊断意义以及梯
度敏感因子b值选
取多少较为适合, 
在本文中均给出
了答案.
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结论: ADC值的应用可大大提高MRI对肝癌
的诊断和鉴别诊断能力.
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0  引言

在中国原发性肝癌发病率被列为恶性肿瘤的第

3位, 由于起病隐匿, 确诊时多为中晚期而丧失

治疗机会, 因此如何早期发现肝癌并与其他肝

脏疾病相鉴别是选择治疗方案、延长生存期的

关键. 本研究通过磁共振扩散加权成像对肝癌

进行定性、定量分析, 为肝癌的早发现、早诊

断、早治疗提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 选取我院2003-11/2006-11检查的肝脏

占位性病变88例, 男56例, 女32例, 年龄35-86岁, 
平均62岁. 其中原发性肝细胞癌28例, 转移瘤15
例, 肝血管瘤33例, 肝囊肿12例. 所有原发性肝

细胞癌均有慢性肝病、肝硬化病史, AFP持续

增高, 其中16例经手术或穿刺病理证实, 其余12
例均经B超、CT、MRI平扫及动态增强扫描、

DSA等综合影像分析确诊. 转移瘤15例, 均为多

发, 均有原发恶性肿瘤病史并经手术或穿刺病

理证实, 其中直肠癌3例, 胃癌4例, 胰腺癌3例, 
肾癌1例, 肺癌4例. 13例血管瘤经手术病理证实, 
其余血管瘤病例及所有肝囊肿病例均经B超、

CT、MRI平扫及动态增强、DSA等综合影像分

析确诊, 部分病例经随访证实.
1.2 方法 MR检查使用仪器为Philips Intera 1.5T
超导型磁共振扫描仪 ,  体部表面相控阵线圈 . 
行常规磁共振全肝扫描 ,  包括上腹部横轴位

T1WI、T2WI、T2/SPIR(脂肪抑制序列), 冠状

Balance扫描, 各序列层厚均为5 mm. 对经过常规

MRI检查发现肝内有占位病灶的患者行扩散加

权成像扫描, 采用单次激发平面回波成像序列

(single shot echo planar imaging, EPI), 横轴位成

像, TR 3600 ms, TE随b值相应调整, 在Z轴方向

施加扩散敏感梯度磁场, 取4个扩散敏感度b值, 
分别为50, 100, 500, 800 s/mm2, 于吸气末屏气, 
一次屏气可获得多层图像, Fov: 375 mm×400 
mm, 层厚: 5 mm, Flip angle: 25°, 矩阵128-256

×256, NSA: 2. 
本研究应用Philips Intera 1.5TMR机固有

软件, 通过两个或两个以上不同b值的扩散加

权图像拟合出表观扩散系数(apparent diffusion 
coefficient, ADC)图, 在ADC图上利用感兴趣

区测出ADC值. 方法是: 分别选取不同b值差所

对应的各病变的A D C图, 在A D C图上选取病

灶最大径值所在层面, 描出感兴趣区(region of 
interest). 感兴趣区应尽量包括病灶最大面积, 避
开坏死部分, 每个病灶测3次, 取其平均值. 如一

个病例有多个病灶, 只选取最典型病灶进行测

量. 测出不同b值差所对应的各病变的ADC值, 
以平均数±标准差表示.

统计学处理 数据处理采用方差分析, 多样

本均数q检验及配对t检验, 检验标准为: P <0.05
有统计学意义.

2  结果

所有病例均得到扩散加权图像, 并分别拟合出

b值差为50, 100, 500和800的扩散系数(ADC)图
(因为当b = 800时, 部分病例病灶显示欠清, 影
响测量, 故其数据被舍弃). 选用低b值差时, 原发

性肝癌、血管瘤、转移瘤、肝囊肿的ADC值均

高于高b值差时的ADC值, 随着b值差的增大, 肝
脏占位病变的ADC值明显减小(表1), 而且ADC
值的波动范围较小. 故实际采用b值差为500时
各组病变的ADC值作为肝脏占位病变的ADC
平均值(表2). 肝囊肿ADC值明显高于原发性肝

癌、血管瘤和转移瘤(图1-2), P <0.01, 有显著统

表 1 肝脏占位病变的ADC值(×10-3 mm2/s)

      
                                 b值差(s/mm2)

                50                      100                   500  

原发性肝癌     2.33±1.25      1.52±0.41      1.20±0.32

转移瘤            2.38±1.62      1.93±0.43      1.57±0.42

血管瘤            3.60±1.85      3.24±0.68      2.01±0.53

肝囊肿            3.98±1.89      3.86±0.75      3.24±0.68

疾病

表 2 肝脏占位病变的ADC平均值(×10-3 mm2/s)

      
疾病                                                               平均ADC值  

原发性肝癌                                              1.20±0.32

转移瘤                                                     1.57±0.42

血管瘤                                                     2.01±0.53

肝囊肿                                                     3.24±0.68

■应用要点
ADC值的应用大
大提高了MRI对
肝癌的诊断和鉴
别诊断能力.
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计学意义. 血管瘤ADC值明显高于原发性肝癌, 
P <0.01, 有显著统计学意义. 血管瘤ADC值高于

转移瘤, P <0.05, 有统计学意义. 转移瘤ADC值高

于原发性肝癌,  P >0.05, 无统计学意义. 

3  讨论

磁共振成像应用不同的脉冲序列和扫描参数可

以得到反映组织学不同侧重点的图像, 磁共振

扩散加权成像(DWI)是利用磁共振成像的特殊

序列观察活体组织中水分子的微观扩散运动的

一种成像方法, 是一种对水分子扩散运动敏感

的成像技术, 他改变了传统影像学基于解剖组

织结构改变诊断疾病的模式, 将影像学诊断引

入到了更微观的分子水平, 是目前唯一能够在

活体无创探测水分子自由扩散运动的影像学技

术[1]. 
在活体组织中扩散系数受许多微循环因素

影响, 如液体的流动、细胞的渗透性、温度、

毛细血管灌注和细胞膜通透性的方向. 同时又

受宏观因素如呼吸、血管搏动、肠蠕动等生理

活动的影响[2], 因此直接通过信号值计算所得到

的扩散系数不仅仅反映水分子的扩散运动, 所
以人们把他称为表观扩散系数即ADC, 在实际

工作中常用ADC来代替真正的扩散系数(DC), 
但前者常明显大于后者[3-4]. 本研究使用的平面

回波成像即EP I技术是目前为止最快速的磁共

振信号采集方式, 他能够在数十毫秒的时间内

完成单幅图像的采集, 几乎能够冻结人体的生

理运动如呼吸、血管搏动等[5], 能明显减少包

括呼吸运动伪影在内的各种生理运动对扩散加

权图像的信号影响, 使测得的组织内水分子的

ADC值更接近于DC值, 从而更真实地反映水分

子的扩散运动. 水分子的扩散运动分为自由扩

散和限制性扩散, 由于细胞膜和分子周边的限

制, 不存在完全的自由扩散. 限制性扩散又分为

各向同性和各向异性扩散[6]. 在均匀的介质中各

方向的扩散系数均相等, 称为各向同性扩散; 在
非均匀的介质中各方向的扩散系数不同, 称为

各向异性扩散. Taouli et al [7]的研究结果表明肝

脏组织中的水分子的扩散运动是各向同性的, 
因而本研究只在Z轴一个方向上施加了扩散敏

感梯度磁场. 
在活体组织中生物膜及体液中的大分子限

制水分子的运动, 不同的组织结构和分子环境

对水分子运动的限制程度不同, DWI通过检测

组织内水分子的运动状态来反映组织的结构

特点[8]. 肝囊肿内含大量自由水, 扩散不受限制, 
ADC值最高, 也最接近DC值; 血管瘤主要由纤

维间隔和血窦组成, 血窦内充满血液, 分子运动

相对自由, 扩散运动较快, 因此扩散系数大于肝

A B C

图 1 肝右叶病灶为肝囊肿, 肝左叶病灶为肝血管瘤. A: T2WI, 两病灶均呈高信号影, 边界清晰; B: 动态增强门脉期图像, 肝

右叶病灶未见造影剂填充, 证实为肝囊肿, 肝左叶病灶边缘被造影剂填充证实为肝血管瘤; C: ADC图, 肝右叶肝囊肿的ADC

值为3.16×10-3 mm2/s, 肝左叶血管瘤的ADC值为2.34×10-3 mm2/s.

A B C

图 2 肝右叶原发性肝癌. A: T2WI, 病灶较正常肝组织信号略高; B: DWI, 病灶较正常肝组织信号高, 边界较清晰; C: ADC

图, 病灶的ADC值为1.10×10-3 mm2/s.

■同行评价
本文将MR功能成
像及动态增强扫
描应用于肿瘤的
诊断及鉴别诊断, 
是国内外医学影
像领域的热门研
究课题, 文章选题
新颖, 所采用的技
术方法先进, 设计
合理, 数据可信.
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脏恶性肿瘤. 而血管瘤内血液黏滞系数较大以

及周围大量的纤维间隔, 相对限制了血液的扩

散运动, 扩散系数小于肝囊肿[9]; 原发性肝癌多

为实体成分, 所含自由水相对较少, 扩散运动较

慢, 扩散系数较小; 转移瘤的性质随原发灶而异, 
本组转移瘤多为实质性, 扩散系数较低. 不同的

肝脏病变有不同的组织结构特点, 因而DWI能
从微观水平为病变的鉴别诊断提供信息. 扩散

成像技术可提供扩散加权图像、ADC图、ADC
值三项资料, 其中ADC值是定量指标, 可通过不

同病变具有不同的ADC值而对疾病的诊断提供

量化指标[10]. 本研究显示, 肝脏良性肿瘤的ADC
值明显高于恶性肿瘤的A D C值 ,  且两者比较

有显著的统计学意义, ADC值从大到小以肝囊

肿、肝血管瘤、转移瘤、原发性肝癌为序, 这
些病变的ADC值都大于正常肝实质的ADC值, 
而肝转移瘤和原发性肝癌的ADC值之间差异无

统计学意义, 说明ADC值用于肝脏良恶性肿瘤

的鉴别诊断有意义, 与国内外学者[7,11]的研究结

果一致. 但肝转移瘤和原发性肝癌之间的鉴别

有困难. 国内孙希杰 et al [12]研究引入病灶ADC值
/正常肝脏ADC值的比值进行统计学处理, 发现

原发性肝癌和肝转移瘤间有显著的统计学差异, 
用此方法可对原发性肝癌和肝转移瘤进行鉴别, 
为小肝癌的鉴别诊断提供依据. 

b为梯度敏感因子, 他决定检测组织水分子

扩散运动的敏感性, 扩散成像及ADC值也明显

受梯度敏感因子b值的影响[13]. 应用小b值可使血

管及周围组织的高信号转变成低信号, 有利于

肝脏小病灶的显示[14]. 在本研究中有4例病变直

径小于2 cm的病例, 行常规T1, T2扫描时难以确

定病灶的存在, 利用DWI则较清晰地显示了病

灶. 郑晓林 et al [15-16]也报道了在DWI上, 病灶与

肝组织的对比噪声比明显高于T2WI, 说明DWI
检测肝内小病灶的能力明显优于T2WI. 当b值越

大时, 对扩散运动的敏感性越高, 测得的ADC值
越接近DC值, 但需用较长的TE成像, 图像的信

噪比会明显下降. 所以需选择合适的b值以兼顾

图像质量并减小血流灌注对ADC值的影响, 我
们认为当b值取500 s/mm2时, 既能得到较稳定的

ADC值, 又可得到清晰的DWI图像, 有利于病变

的诊断, 与以往文献[14]报道结果不谋而合. 
总之, 如何在早期发现和诊断肝癌是临床

研究的热点, DWI速度快, 方法简单易行, 从分子

水平为疾病的鉴别提供全新的信息, 属于功能

成像, ADC值的应用大大提高了MRI对肝癌的诊

断和鉴别诊断能力.
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Abstract
Multi-slice computed tomography (MSCT) has 
been widely used in the clinical examination for 
livers. CT can not only complete scanning in a 
short time, but also achieve multi-phase scanning, 
so MSCT has unique advantages in the diagnosis 
of abnormal hepatic perfusion, showing as 
transient hepatic peritumoral enhancement 
(THPE). Based on this, in combination with the 
mechanism of THPE, the image characteristics of 
MSCT and clinical data, MSCT can make great 
contribution to identify the causes of THPE and 
diagnose the lesion property.

Key Words: Liver; Transient hepatic peritumoral en-
hancement; Multi-slice computed tomography
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transient hepatic peritumoral enhancement. Shijie Huaren 
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摘要
多排螺旋CT已广泛应用于肝脏临床检查. 由

于螺旋CT扫描时间短, 并可以进行多期扫描, 
在肝异常血运灌注的诊断有着独特的优势. 在
此基础上, 结合肝异常血运灌注产生的机制、

多排螺旋CT上的特征性表现及临床资料, 找
出相应的病因, 对及时发现病变、病变性质的
诊断具有十分重要的临床意义.
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0  引言

肝脏灌注异常是一种局限或弥漫性的肝脏血流

动力学的异常. 在动态螺旋CT扫描中, 通常表

现为肝动脉期一过性均匀强化, 门静脉期恢复

到正常的等密度的一过性肝实质强化(transient 
hepatic peritumoral enhancement, THPE), 又称为

一过性肝密度差异(transient hepatic attenuation 
difference, THAD)[1-2], 随着螺旋CT尤其多层螺

旋CT广泛应用, 肝脏各类灌注异常的检出越来

越多.

1  肝脏灌注异常形成机制

肝脏灌注异常形成机制复杂, 原因多种多样, 既
有生理因素, 也有病理因素和无法解释的原因. 
1.1 生理因素 肝是接受双重血液供应的器官, 血
液供应十分丰富, 除由肝动脉及门静脉供血外, 
尚还有解剖变异的血管供血, 这可能是产生肝

脏灌注异常的主要原因. 如段或亚段肝动脉变

异、迷走的胆囊静脉或肾静脉等. 胆囊动脉典

型者由肝右动脉于Calot三角内发出, 起始后行

向胆囊颈, 多数在胆囊颈左缘到达胆囊并分为

两支, 一支至胆囊的附着面(肝面), 有小的胆囊

下支至肝, 另一支行于胆囊游离面腹膜下. 此外, 
胆囊动脉也可发自迷走肝右动脉、肝左动脉

或肝中动脉, 甚至肝总动脉、肝固有动脉及胃

十二指肠动脉. 另外, 胆囊动脉可以替代肝动脉

和迷走副肝动脉, 他们都是一定范围内肝实质

®

■背景资料
近年来, 由于多排
螺旋CT(MSCT)
应用可以在10 s或
更短的时间内完
成对全肝的扫描, 
确保在同一时相
内对全肝图像进
行评价, 因此在动
态观察肝脏及其
病变的血流动力
学改变方面具有
独特的优势. 
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的特定供血动脉, 是该区或肝组织的唯一动脉

供血管道[3]. 因此生理因素性动脉异常灌注多发

生在胆囊窝、韧带附着处等特定部位[4]. 在肝脏

增强扫描注射造影剂的检查过程中, 造影剂与

经脾和胃肠道回流的门静脉血液尚未均匀混合, 
到达肝脏左叶和右叶的一部分或全部显影较早, 
随后即趋于均匀一致. 
1.2 病理因素 病理因素性异常灌注已知的病理

因素有外伤性、肿瘤性、肝脏感染性、Budd-
Chiari综合征、肝硬化、Tipps术后、急性胆囊

炎和胰腺炎等. 此外, 肝脏的外伤可造成肝动脉

与门静脉之间异常通道形成, 产生动-静脉漏; 
肝恶性肿瘤易侵犯门静脉, 使肝动脉和门静脉

血流短路, 形成动门脉分流(arterioportal shunt, 
APS)[5-7]. 这些因素导致THPE的常见原因是: 肝
动脉门静脉瘘; 炎症性充血; 肿瘤盗血现象; 肝
静脉、门静脉阻塞; 肝脏迷走血供(如副胆囊静

脉、迷走胃右静脉、包膜静脉等)构成“第三肝

流入道”; 原因不明等[1-2,6,8]. 
近年来医源性因素所造成的肝脏的THPE, 

也越来越引起学者们的重视. Lim et al [9]报道经

皮肝穿刺活检可以导致肝脏THPE发生, CT表
现为肝实质内楔形碘油聚集, 沿着穿刺通道及

其周围分布, 随后的数字减影血管造影(DSA)证
实为肝动静脉瘘(54%, 13/24). Lee et al [10]也报道

38%(8/21)的病例于肝活检后产生肝脏动静脉

瘘. 因此, 对有穿刺活检史的原发性肝癌进行动

脉栓塞以前, 进行影像学检查以明确有无动静

脉瘘的存在非常重要. 另外, 在肝癌的经导管肝

动脉化疗栓塞术(TACE)中, Ngan et al [11]报道有

11.7%(20/171)的病例出现了肝脏动静脉瘘, 除1
例瘘入肝静脉以外, 其余19例均瘘入门静脉, 13
例位于肿瘤或门静脉癌栓附近, 7例位于远离肿

瘤的部位. 日本学者Ikeda et al [12]报道, 在肝癌

的化疗中, 应用抗肿瘤药物SMANCS(styrene-
maleic acid neocarzinostatin)也能够导致THPE的
发生(9.4%, 12/128).

2  肝脏THPE的诊断技术

肝脏THPE可以依靠多普勒超声、螺旋CT增强

扫描、D S A、外科手术病理等多种方法进行

诊断, 在临床应用中各有其特色及局限性. 早在

1980年代初, 就有不少学者对DSA、动态CT增
强扫描、多普勒超声等技术在肝脏THPE诊断

中的应用价值进行过比较, 由于当时CT机扫描

时间过长等因素的限制, 多数研究结果显示, 这

些方法的诊断效果相差不大. DSA凭借其高空

间分辨率能清晰显示THPE中动静脉瘘的形态

特征, DSA的特异性为100%, 无假阳性发现, 是
诊断动静脉瘘的金标准. 但他是一种有创性检

查, 费用昂贵且有一定的并发症[13]. 彩色多普

勒血流显像(CDFI)也较早应用于原发性肝癌的

THPE, 1990年代后国内学者陆续开展了CDFI对
肝癌门静脉血流动力学及肝癌合并THPE的研

究, 但CDFI对肝THPE诊断价值的真实性及可靠

性评价研究未见文献报道[14-16]. 近些年来一些研

究显示, CDFI诊断原发性肝癌患者THPE的敏感

性相对较高、漏诊率低, 说明CDFI对THPE的阳

性检出率较高, CDFI诊断THPE的特异性、准确

性、阳性预测值及阴性预测值较高, 尚有一定

的漏诊率, 但误诊率相对较低, 说明CDFI在检测

THPE有不足之处. THPE的诊断主要依据CDFI
显示血管的形态、走行及相关血流动力学参数, 
较大的肿瘤对血管造成压迫和侵蚀, 在血管分

支处及反折、迂曲处容易因彩色叠加或增益调

节不当造成五彩镶嵌血流束的假像, 受压血管

不易显示以及在有限的声窗中某些血管只能显

示其横断面, 患者的状况、配合程度较差等都

是造成假阳性、假阴性的原因. 此外操作者的

经验、技术水平也是一个不容忽视的影响因

素[17-19]. 磁共振成像(MRI), 因为其在一过性改变

上有一定的局限性, 而且他不能显示门静脉分

支的血流方向及很难将正常门静脉和动静脉瘘

血管区分开来, 所以在肝动静脉瘘的检测上不

如DSA[20]. 增强MRA(dynamic contrast enhanced 
MRA, DCE MRA)是近几年发展起来的新技术. 
通过注射对比剂明显缩短了血液的T1值, 并用快

速扫描序列完成屏气扫描, 明显提高了血管成

像质量. 3D DCE MRA是一种非损伤性、高敏

感性血管成像技术对血管的破坏如动、静脉瘘

的显示率也很高. 在显示门脉癌栓、门静脉海

绵样变、肝动静脉瘘等方面明显优于常规MRI, 
能提供比CDFI等影像学检查更详细的血管三

维信息, 包括门静脉系统全貌及侧支循环血管

等. Fujita et al [21]报道过利用MRI观察肝癌介入

治疗后所引起的THPE. 近年来, Mori et al [22]尝试

在T1、T2任意序列中利用顺磁性造影剂来增加

THPE的检出率, 采用这种方法比较了在肝癌性

的THPE和非肝癌性的THPE的检出率, 并得出

了前者的检出率明显高于后者. 也有作者将3D 
DCE-MRA与常规MRI扫描进行对比, 结果表明

两者对门静脉癌栓诊断的敏感率与特异性分别

■研发前沿
不同疾病所导致
的THPE的影像学
特征表现, 以及如
何根据其影像学
特征来及时发现
原发病灶, 并对其
进行定性诊断, 如
何应用于原发病
的治疗, 其是目前
学者们报道的热
点问题.
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为94.3%, 84.2%与60.6%, 80.0%, 能够很好的预

先检测出肝动静脉瘘的存在[23]. 因此, 多层螺旋

CT在动态观察肝脏及其病变的血流动力学改变

方面具有独特的优势[24-32]. 
根据上述原因目前, 以螺旋CT增强扫描技

术的应用为基础, 对肝脏THPE诊断方法的研究

非常广泛. 由于螺旋CT可以在一次屏气(约20 s
之内)情况下完成全肝的快速扫描, 扫描时间大

为缩短, 使得肝脏及其他上腹部脏器的血供特

征能在CT增强早期中得到详尽显示, 因此, 动态

螺旋CT增强扫描, 可以进一步反映出肝脏THPE
所带来的血液动力学方面的变化[33]. 有学者将

双期动态螺旋CT增强扫描与传统的血管造影作

了比较, 研究结果显示, 前者的诊断准确率接近

甚至超过后者, 特别对于大肝癌伴小THPE病例, 
传统血管造影更容易漏诊, 螺旋CT增强扫描在

诊断肝门附近THPE方面的价值超过了传统血

管造影[34].

3  肝脏THPE的CT特征

3.1 门静脉系统提前显影 这是THPE的主要CT
特征, 有两层含义: (1)脾静脉或肠系膜上静脉还

没有显影, 而门静脉主干已经显影; 或者门静脉

主干尚未显影, 而其分支已经显影; (2)门静脉主

干的显影密度大于脾静脉或肠系膜上静脉, 甚
至可以接近腹主动脉水平; 或者门静脉分支的

显影密度大于门静脉主干. 
3.2 肝脾实质性脏器的CT增强变化 肝脏THPE
改变了上腹部器官和血管的血液动力学特征, 
正常情况下, 肝脏主要由门脉系统供血, 脾脏由

动脉系统供血, 脾脏增强早而且显著, CT值高于

肝脏. 由于THPE的存在及其分流作用, 一方面

降低了早期动脉增强时脾脏的增强程度; 另一

方面提高了肝实质的早期增强程度, 因此, 在螺

旋CT动脉期时, 表现为肝脏实质增强显著, 密度

CT值接近甚至高于脾脏. 此时, 由于肝实质早

期明显增强, 且不均匀, 使肝肿瘤病灶易被遗漏. 
因此, 多数学者仍旧强调需要重视延迟扫描期

的观察, 注意有无低密度肿瘤病灶的存在[35]. 
3.3 肝癌肿瘤病灶的CT增强变化 当肝脏THPE
存在较为严重的分流时, 大量造影剂流到门静

脉, 肿瘤的早期增强程度也明显减低. 正常情况

下, 由于肝癌主要由肝动脉供血, 因此, 肝癌病

灶早期应该明显增强, 而THPE打破了肝组织正

常双相血供的平衡. 肝实质增强不均匀、肿瘤

增强程度减低都降低了肿瘤病灶的检出率, 但

可从平衡期重新确认病灶. 
3.4 肝脏动静脉瘘的C T表现分型 (1)中央型: 
THPE位于肝门部, 门脉主干或其左右分支早

期显影, 大部分表现为肝门附近明显增强的杂

乱、扭曲血管影, 粗细不等, 延迟以后消失; 肝
实质提前增强, 密度不均匀, 脾脏增强程度明显

减低; 此型多见于巨块型或多发结节型肝癌. 与
肿瘤的部位没有关系, 常伴门脉系统癌栓; (2)周
围型: THPE位于肝叶的远端(肝边缘), 表现为肝

动脉早期增强时, 肝脏边缘实质内片状或楔状

高密度区, 很容易被认为是一个假肿瘤, 增强短

暂, 延迟扫描密度恢复正常或邻近门脉期的密

度, 由此可以排除肿瘤病灶的存在. 此型多见于

近肝缘的单发结节型肝癌. 部分病例影像表现

相对于中央型动静脉瘘来说更为复杂; (3)弥漫

型: 少见, 表现为全肝增强早期密度增强, 门静

脉早期显影, 此型多见于多发结节型肝癌或肝

转移癌. 对于肝脏动静脉瘘的分型没有截然的界

限, 常常是多种形式共同存在. Quiroga et al [5]报道, 
在螺旋CT中, 87.5%的THPE表现为肝门附近门

静脉周围分支早期增强, 同时肠系膜上静脉、

脾静脉没有增强, 以中央型表现为主, 62.5%表

现为肝边缘三角型、短暂性肝实质增强, 同时

伴有门静脉分支的早期增强, 以周围型表现为主.

4  肝脏THPE的应用与进展

4.1 肝癌 肝癌容易侵犯门静脉、肝静脉而形成

动静脉瘘. 肝癌易形成THPE的病理因素包括: 
(1)邻近肝门的肝癌, 随着病灶的发展. 肿瘤直

接侵犯、破坏门静脉和/或肝静脉, 在静脉内形

成癌栓或沿静脉壁生长. 癌栓被静脉壁周围的

肝动脉分支滋养血管网血管化并不断生长, 增
粗、扩张的肝动脉分支成为其主要的供血动脉, 
其血流直接引流到门静脉或肝静脉, 门静脉或

肝静脉则作为癌栓的输出静脉, 形成经血管性

的动静脉瘘. 邻近肝门的肝癌直接侵犯、破坏

门静脉主干和/或1级分支、或肝静脉, 是经血管

性动静脉瘘形成的主要原因, 尤其是左内叶肿

瘤, 即使肿瘤体积小, 仍有形成动静脉瘘的可能; 
(2)肝癌压迫门静脉1级分支, 或门静脉1级分支

癌栓形成, 使门静脉血流受阻, 位于肝脏中央部

分较大胆管周围的血管丛代偿性增生, 作为顺

肝方向的侧支循环而开放, 形成经血管丛的动

静脉瘘; (3)肝癌压迫、侵犯周围的肝静脉分支, 
使肝静脉回流受阻, 肝窦压力增高; 肝窦压力超

过门静脉压力时, 所属门静脉就成为其引流静

■相关报道
一些学者认为原
发性肝癌极侵犯
门 静 脉 系 统 ,  是
T H P E 最 常 见 的
病因, 还有一些学
者认为肝血管瘤
周围动脉期存在
THPE的现象, 两
种说法均有文献
报道, 但提法尚不
统一, 他们有相互
重合之处, 各种学
说尚需要大样本
量的检验.
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脉, 直接接受肝动脉供血, 形成经肝窦的动静脉

瘘. 而且, 门静脉成为引流静脉时, 使该区域功

能性门静脉血流减小, 肝动脉血流代偿性增加, 
加剧经肝窦动静脉瘘的形成. 此外, 因为肿瘤血

管缺乏肌层, 通过血管壁收缩功能调节血流量

的能力差, 肝癌病灶周围的正常肝动脉分支就

会先获取因肝静脉回流受阻而代偿性增多的肝

动脉血流, 使经肝窦形成的动静脉瘘进一步加

剧[36]. 
Lim et al [9]报道, 24例肝癌患者穿刺活检后

(平均2.6 d)接受碘油化疗栓塞术, 发现16例在穿

刺针通道附近存在楔形碘油聚集区, 其中3例活

检前肝螺旋CT表现为同一区域的增强, 因此被

诊断为肝癌. 而其余13例认为是活检引起的动

静脉瘘, 并为肝脏血管造影所证实. 故注意不要

将这种表现与肝癌相混淆. 
原发性肝细胞癌因肿瘤对肝脏血管结构的

破坏、浸润, 造成肝内相关血管扭曲、中断或

梗阻, 侧支循环形成, 容易产生THPE. 肝硬化

时, 肝内血管结构重新构建, 也可以产生THPE. 
Ngan et al [11]报道292例原发性肝细胞癌中, 91例
(31.2%)存在肝脏动静脉瘘, 其中84例(92.3%)为
肝动脉-门静脉瘘 ,  7例(7.7%)为肝动脉-肝静

脉瘘. 
Colagrande et al [33]认为, 对于直径大于10 

mm的肝癌结节伴动静脉瘘, 螺旋CT的动脉期与

碘油造影CT的敏感性没有显著差异; 对于直径

小于10 mm的肝癌结节, 前者比后者更为敏感. 
4.2 肝血管瘤 肝血管瘤出现T H P E并非少见, 
肝血管瘤出现T H P E的确切发生率尚未定论 , 
Hanafusa et al [37]报道为24 %(12/51), Jeong et al [38]

报道为19%(32/167), K im et a l [39]报道为25.7% 
(28/109). 肝血管瘤出现THPE的确切机制尚不十

分清楚, 目前多数认为是动静脉瘘的存在[38-40]. 
快速增强型血管瘤具有高动力血流状态[38], 即
高流入和流出血量, 是否具有类似于丰富血供

恶性肿瘤如肝细胞癌的虹吸作用, 对周围肝实

质产生“盗血”, 使得相应区域肝动脉血流灌

注增加而引起THPE, 尚有待于进一步探讨. 门
静脉的受压或阻塞是否是血管瘤出现THPE的
另一个原因, 说法尚不统一. 门静脉的受压或受

累及如肝脏恶性肿瘤或脓肿, 往往累及门静脉

分支, 造成门静脉瘤栓或血栓形成而阻塞, 相应

肝段门静脉血流灌注减少, 肝动脉血流灌注代

偿性增加, 同时肝动脉血流经肝窦、经脉管及

经胆管周围血管丛等途径形成功能性或器质性

动静脉瘘, 引起THPE[1,3,6,8]. 但对于血管瘤, 有学

者认为由于其组织成分较软, 很少压迫门静脉

引起THPE[39]. 但较大血管瘤由于反复出血, 内
部机化, 纤维斑痕形成, 质地变硬, 也可以压迫

门静脉分支引起THPE[41-42]. Jeong et al [38]及Kim 
et al [39]研究发现肝血管瘤THPE在快速增强型血

管瘤中更容易出现, 与田锦林 et al [43]研究结果类

似. 但田锦林 et al [43]研究还发现肝血管瘤THPE
的出现与病灶的大小之有关, 在小血管瘤(d≤
2 cm)中的出现率明显高于大血管瘤(d>2 cm), 
也就是说小血管瘤强化速度较快, 更容易出现

THPE现象, 大血管瘤强化速度较幔, 较少出现

THPE. Byun et al [44]在通过了384例肝癌和肝血

管瘤患者得比较中的有相似的结论, 不同之处

在于Byun et al认为血管瘤(d≤3 cm)更容易出现

THPE. 
4.3 肝脓肿 Mathieu et al [45]较早提出在肝脓肿病

例中动脉期肝段强化表现, 并通过研究认为该

征象归因于脓肿周围急性炎症导致的肝静脉管

道阻塞. Gabata et al [46]认为是脓肿周围门脉系统

炎症, 导致门脉狭窄, 门脉血流量减弱, 肝动脉

血代偿增加所致. 
总之, 熟悉THPE的病因、产生机制、多层

螺旋CT的表现, 可消除其给CT阅片带来的困惑, 
不仅能够避免肝脏病变的假阳性或假阴性诊断

和过高估计肝脏病变的大小, 还有助于准确判

断部分疾病如肝癌、肝血管瘤灌注异常的出现, 
可引导我们进一步寻找隐匿的、或被他所掩盖

的病变, 从而提高肿瘤和其他病变的检出率. 对
于肝脏感染、Budd-Chiari综合征、Tipps术后, 
急性胰腺炎和胆囊炎等所形成的异常灌注目前

尚未有令人信服的资料来说明, 有待进一步研

究、探讨[47-49].
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2007 年胃肠道肿瘤外科诊治继续教育学习班
暨东京——上海消化外科学术研讨会胜利召开

本刊讯 由上海交通大学医学院附属第三人民医院举办、《世界胃肠病学杂志社》协办的国家级继续医学教

育项目《胃肠道肿瘤外科诊治学习班》暨东京——上海消化外科学术研讨会于2007-04-18在上海交大附属三

院会议厅举行. 会议共持续三天, 来自全国各地近百名中高级职称的普外科、消化内科、肿瘤科的医生参加了

此次学习班.

本次学习班由上海交通大学医学院附属第三人民医院普外科留日博士、博士后姜波健教授、主任主讲, 

并有日本昭和大学附属医院消化外科主任、外科教授草野满夫博士领衔的多位日本专家和我院多位留日专家

参讲. 参加并通过考试者颁发国家级继续教育Ⅰ类学分12分. 此次学习班内容涉及胃肠道肿瘤的外科诊治、内

镜诊治, 化疗及放疗, 重点介绍胃癌和结直肠癌的诊治进展. 会议现场座无虚席, 代表们积极参与其中, 形成良

好的互动性, 精彩的专题报道及顶尖的操作演示受到与会代表们的高度好评, 并期待下次会议的召开.

此次学习班的成功举办, 为参会者提供了一个专业教育和交流的平台, 涵盖了胃肠道肿瘤诊治的前沿技

术, 对我国胃肠道肿瘤外科诊治的发展具有积极推动作用(姜波健).
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Abstract
The research on cancer stem cells is a new hot 
spot in at present. The hypothesis indicates 
cancer stem cells, which were possibly the origin 
of the cancer, come from normal stem cells. For 
their special characters, normal stem cells can 
differentiate into tumor cells more easily than 
adult cells. Stem cells transform into malignant 
cancer stem cells possibly because of gene 
mutation, abnormal asymmetry and cell fusion. 
It is a main method to obtain cancer stem cells by 
flow cytometer using different protein markers 
and fluorescent probes. It is demonstrated that 
cancer stem cells are very powerful in self-
renewal, proliferation, and differentiation. 
Targeting on cancer stem cells, early diagnosis 
for cancers might be achieved.

Key Words: Stem cell; Cancer stem cell; Cell differ-
entiation; Tumorigenesis; Flow cytometer

Qian B, Cai HQ, Feng J. Association of stem cells and 
cancer stem cells with tumorigenesis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1526-1531

摘要
肿瘤干细胞是肿瘤研究的一个新热点, 指出肿

瘤可能是由肿瘤干细胞产生, 肿瘤干细胞则
由正常干细胞恶变形成. 正常干细胞的特有性
状, 使其较成体细胞更易成为肿瘤发生的靶细
胞. 干细胞可能经基因突变、异常不对称分裂
和细胞融合转化为肿瘤干细胞. 利用不同的蛋
白标志物或荧光探针, 通过流式细胞仪分选是
发现肿瘤干细胞的主要方法. 已证实的肿瘤干
细胞皆具有强大的自我更新和增殖能力, 以及
细胞分化潜能. 针对肿瘤干细胞的检测和杀
伤, 可能为肿瘤早期诊断和治疗带来希望.

关键词: 干细胞; 肿瘤干细胞; 细胞分化; 肿瘤发生; 
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0  引言

Makino et a l [1]在1959年首次提出肿瘤干细胞

(cancer stem cell, CSC)假说, 指出肿瘤可能由肿

瘤干细胞产生. 1963年, Bruce et al [2]在淋巴瘤的

研究中发现, 不是所有的肿瘤细胞都具有相同

的增殖能力, 只有约1%-4%的肿瘤细胞可以在

体外形成克隆和动物脾脏中产生肿瘤, 该结果

支持肿瘤干细胞的存在. 随着干细胞和肿瘤生

物学的研究深入, 肿瘤干细胞在近10 a有了很大

的发展, 已有多种肿瘤干细胞被发现, 逐步形成

了肿瘤干细胞假说, 该理论现阶段主要包括两

部分: (1)正常干细胞是肿瘤产生的靶细胞, 肿瘤

干细胞是由干细胞恶变形成; (2)肿瘤中存在肿

瘤干细胞, 肿瘤的形成和发展是由肿瘤干细胞

决定的.

1  干细胞与肿瘤细胞

1.1 干细胞和肿瘤细胞有相似特征 干细胞和

肿瘤细胞之间有很多相似的特征, 包括: (1)都
具有自我更新和增殖的能力, 但肿瘤细胞的增

殖是不受正常机体内微环境的调控; (2)存在相

似的调节自我更新的信号转导途径(包括wnt , 
notch , bmi-1和sonic hedgehog通路)[3-10]; (3)可

®

■背景资料
干细胞的独特生
物学性状, 决定其
较成体细胞更易
成为肿瘤发生的
靶细胞, 并恶变形
成肿瘤干细胞. 肿
瘤干细胞是近年
来肿瘤研究的热
点, 被认为是肿瘤
形成的起始细胞, 
决定整个肿瘤组
织的发展. 因此针
对肿瘤干细胞的
杀伤可能成为根
治肿瘤的新途径. 
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以分化形成各异的组织类型, 如畸胎瘤中可含

有多种组织类型的肿瘤细胞, 造血干细胞体外

人工诱导可分化为各种组织细胞, 如成纤维细

胞、肝细胞、心肌细胞等; (4)有相似的重力密

度(1.035-1.068 g/mL); (5)有着相似的表面标志

物, 如造血干细胞和白血病细胞都表达CD34和
CD90[11-14], 肝脏干细胞和肝癌细胞中都CK18和
CK19的表达, CD133和Nestin是在神经干细胞的

标志物, 在脑胶质细胞瘤和脑室膜瘤等常见脑

肿瘤中也有表达[15-17]; (6)都具有组织器官的迁移

能力, 造血干细胞可以迁移到肝脏中, 并分化为

肝细胞, 而器官转移亦是大多数肿瘤常见的特

性; (7)有着相似的组织器官定位, 组织中干细胞

富集的区域也常是肿瘤好发的部位, 如消化道

黏膜中的隐窝底部, 脑组织中的海马区.
1.2 干细胞能恶变为肿瘤细胞 干细胞特有性质

使其较正常成体细胞更宜成为肿瘤发生的靶细

胞, 肿瘤干细胞可能起源正常的人体干细胞. 体
外长期培养的间充质干细胞会自发的产生细胞

恶变 ,  移植到N O D/S C I D小鼠体内能形成肿

瘤[18]. 对肝母细胞瘤、前列腺癌和肾癌标本的免

疫组化染色显示, 有部分细胞表达CD34, CK18, 
CD133等干细胞表面的标志物[19-21]. 在正常肺组

织和肺癌组织中, 研究发现均存在支气管肺泡

干细胞(bronchioalveolar stem cells, BASCs), 肺
癌的BASCs中癌基因k-ras的表达明显增高[22]. t 
(8; 21)染色体易位是白血病患者最常见的基因

异常, 这些患者的正常造血干细胞同样存在这

种突变, 但这些细胞在体外可以分化成正常的

造血细胞[23]. 利用逆转录病毒载体, 体外向分离

的鼠造血干细胞、粒系祖细胞和单核祖细胞中

导入白血病淋巴瘤融合基因, 再将这些细胞注

射到小鼠体内, 可以产生白血病, 而且干细胞造

模所需的细胞数少于各系祖细胞[24]. 实验发现在

特定条件下, 肿瘤细胞可以恢复部分干细胞的

性状. 通过核转移技术, 将黑色素瘤细胞核导入

到卵母细胞中, 可以形成核转移的胚胎干细胞, 
这些干细胞能在NOD/SCID小鼠体内产生畸胎

瘤, 并分化成软骨、神经、皮肤和间质组织[25].

2  干细胞与肿瘤发生

2.1 干细胞基因突变与肿瘤发生 肿瘤发生最重

要的理论“二次打击学说”指出, 正常细胞突

变为肿瘤细胞需要经历2个阶段. 首先是先天等

位基因的部分异常, 出生后外界及环境引起功

能缺陷基因的进一步失常, 最常见的是基因突

变、缺失以及甲基化, 由此引起的癌基因的过

表达或抑癌基因的表达沉默, 最终导致细胞癌

变. 其实基因的随机突变在人体中很频繁, 据推

算一个基因在一次细胞分裂过程中发生突变的

频率为10-6, 每天人体有1011细胞更新, 会产生很

多带有基因突变的细胞, 事实上肿瘤却极少发

生[26]. 肿瘤发生是个多因素多步骤的过程, 此过

程中基因突变的累积是形成肿瘤的关键. 因此

自然情况下, 需要经历一定的时间细胞才能转

变为肿瘤. 通常认为任何一个正常细胞都有恶

变成肿瘤细胞的可能, 但基因突变的积累是需

要一段时间的, 机体已分化的成体细胞通常经

历一定次数的分裂, 就会凋亡, 寿命有限. 特别

是皮肤、呼吸道、消化道及泌尿生殖道等黏膜

上皮, 几天就更新一次, 大多都处在不断的更新

状态. 由于成体细胞在较短时间的死亡, 使各种

基因突变来不及在这些细胞中形成积累. 而干

细胞更新缓慢, 大多数处于细胞周期的G0期, 细
胞寿命长. 可以长时间接受外界致癌物质的刺

激, 各种基因突变能在细胞中缓慢累积, 当这些

基因改变达到一定程度, 细胞发生恶变的机率

将显著增大.
2.2 干细胞不对称分裂与肿瘤发生 干细胞区别

于成体细胞的一种重要特性就是具有自我更新

的能力, 此特性又与其独特的细胞不对称分裂

相关. 不对称分裂是指干细胞在有丝分裂时, 细
胞中的一些细胞器以及mRNA和部分重要蛋白

被不均匀的分配给两个子代细胞, 从而决定了

其不同的分化潜能. 一个子细胞将保持干细胞

的特性, 另一个将成为具有某种定向分化能力

的祖细胞, 继续增殖分化, 最终成为有功能的成

体细胞. 为保持干细胞总量的相对恒定, 不对称

分裂的频率是受到精确调控的, 这其中涉及到

多种基因及其表达的蛋白, 如pins , mira , numb , 
pros和brat基因[27-33]. 细胞不对称分裂后, 这些基

因只在一个子代细胞中表达, 并决定细胞的功

能. 在不对称分裂过程中, 如这些基因表达异常, 
会引起干细胞内部极性变化, 引起子代细胞性

状异常, 可能形成肿瘤干细胞. 对果蝇幼虫神经

发育的研究显示, pins , mira等基因突变缺失, 神
经干细胞不对称分裂次数减少, 脑组织发育体

积会较正常增大100倍, 这些脑组织移植到其他

果蝇体内, 可以形成肿瘤, 并具有一定的浸润能

力[30,34]. APC作为一种肿瘤抑制基因, 其突变和

结肠癌发生密切相关. 研究发现[35], 有丝分裂过

程中, 该基因表达的产物与的纺锤体结合, 对保

■研发前沿
肿瘤干细胞研究
发展迅速, 现阶段
从各类肿瘤中发
现新的肿瘤干细
胞是关注的热点. 
虽然已有多种肿
瘤干细胞被证实, 
但用于分选这些
细胞的标志物多
不相同. 寻找一种
各类肿瘤干细胞
普遍表达的蛋白
标志物用于分选, 
是亟待研究的问
题.
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证干细胞的不对称分裂至关重要.
2.3 干细胞细胞融合与肿瘤发生 在生物的发育

生长过程中, 细胞融合是一种正常生物学行为, 
如受精过程就是生殖细胞间的融合. 骨髓造血

干细胞是研究细胞融合最常见的一种细胞, 动
物实验发现, 造血干细胞可以和肝细胞或肠黏

膜发生细胞融合, 修复肝脏及肠黏膜的损伤, 融
合细胞将具备该组织成体细胞的功能[36-38]. 干细

胞和其他细胞融合必然会引起染色体数目的改

变, 染色体异常伴有基因的改变和肿瘤发生密

切相关. 在Barrett's食道、溃疡性结肠炎和宫颈

鳞状上皮不典型增生这些癌前病变细胞中常可

见四倍体细胞[39-42]. 除常见的整倍体细胞, 体外

实验已证实, 神经干细胞和胶质细胞融合会产

生非整倍体的杂交细胞[43]. 多倍体及非整倍体是

肿瘤细胞染色体的重要特征, 通常非整倍体细

胞由于染色体的紊乱, 通常会很快发生细胞凋

亡, 并不能形成肿瘤[44]. 研究发现在多种肿瘤中

B c l-2高表达 ,  该基因产物可以抑制P53介导

的细胞凋亡, 稳定融合形成的非整倍体细胞[45]. 
细胞融合可能是一些病毒感染导致人类肿瘤的

重要途径. EB病毒是一种重要的肿瘤病毒, 体外

实验证实[46-47], 其感染可以引起该病毒受体阳性

和阴性细胞间发生融合, 并且该病毒可以编码

一种和人类Bcl-2同源的vBcl-2, 该病毒基因高

表达, 亦能使感染的细胞逃避凋亡[48]. 干细胞不

仅能和正常细胞产生融合, 还能与肿瘤细胞融合, 
其结果可能是形成另一种肿瘤. 有报道发现[49-50], 
白血病骨髓移植后的患者发生肾细胞癌, 其肾

癌组织中检测到了供体的Y染色体, 考虑供体正

常造血干细胞可能和受体肿瘤细胞发生了融合.

3  肿瘤干细胞的分选与鉴定

肿瘤干细胞对肿瘤组织的意义就如干细胞在正

常组织中的作用, 其研究方法也和干细胞相似, 
就是证实其具有自我更新和细胞分化的能力. 
具体包括分选获得肿瘤干细胞和随后的鉴定两

个步骤.
3.1 已证实的肿瘤干细胞及其增殖能力的鉴定 
利用细胞表面特异的标志物分选肿瘤干细胞, 
与其他肿瘤细胞比较其增殖能力的强弱, 是肿

瘤干细胞研究的主要思路. 造血干细胞是研究

较为全面的一种干细胞, 由于血细胞本身处于

单个游离状态, 为细胞分离带来了便利, 同样

白血病干细胞也是最早被发现的肿瘤干细胞. 
1997年Bonnet et al [51]以正常造血干细胞表面标

志物CD34+/CD38-标记白血病患者血细胞, 分
离出占总细胞数比例很低的一群肿瘤细胞, 随
后动物实验显示, 只有这群细胞可导致非肥胖

糖尿病重症联合免疫缺陷(non-obese diabetic/
severe-combined immunodeficient, NOD/SCID)
小鼠产生白血病. 在乳癌、脑肿瘤和结肠癌中

发现的肿瘤干细胞, 表达特定的细胞抗原, 在
NOD/SCID鼠体内约100个细胞即可形成肿瘤, 成
瘤能力是对应的抗原阴性细胞的50-1000倍[52-55]. 
正常干细胞可以主动泵出一些特定的荧光探

针(如Hoechst 33342), 从而不被着色, 根据这

一特点 ,  通过流式细胞仪可以分选出未着色

的干细胞, 这样得到的细胞通常称为SP(s ide-
population)细胞. 在肿瘤中也分离得到了SP细
胞, 并且这些细胞具有肿瘤干细胞的特性[56]. 在
Huh7和PLC/PRF/5两种肝癌细胞株中发现, SP细
胞的成瘤能力是非SP细胞的1000倍[57]. 人及小

鼠卵巢癌和C6神经胶质瘤细胞株中SP性状的肿

瘤干细胞, 在裸鼠体内成瘤率也明显高于非SP
肿瘤细胞[58-59]. 和干细胞数量少的特点相似, 现
已证实的肿瘤干细胞占细胞总数的比例大多很

低(表1), 但一部分由肿瘤组织分离获得的肿瘤

干细胞含量可以较高, 如脑肿瘤和结肠癌干细

胞[54-55,60], 这可能是由于取材于新鲜标本, 其中细

胞成分复杂所致. 肿瘤干细胞和普通肿瘤细胞

之间增殖能力的巨大差异, 反映了肿瘤中细胞

性状的不均一性. 而这少数细胞是新肿瘤细胞

的来源, 也决定整个肿瘤组织能否持续存在. 除
了动物体内实验, 体外实验也证实肿瘤干细胞

存在强大的增殖能力. 正常干细胞可以在体外

悬浮培养, 形成细胞集落. Collins et al [61]研究发现, 
从前列腺癌组织中分离的CD44+/α2β1

+/CD133+

肿瘤细胞, 可以在体外非贴壁悬浮生长, 其在基

质胶中形成克隆的能力是CD44+/α2β1
-/CD133-肿

瘤细胞的30倍. 肿瘤干细胞不仅细胞集落形成

的能力要强于普通肿瘤细胞, 细胞集落存活时

间也更长. 白血病细胞体外悬浮培养6-8 wk后, 
只有CD34+/CD38-的肿瘤干细胞集落仍然存活, 
CD34+/CD38+和CD34-的细胞集落全部死亡[62-63], 
相似的结果也出现在C6细胞株SP和非SP细胞的

单克隆实验中, SP肿瘤干细胞可以形成细胞克

隆, 而非SP细胞增殖缓慢, 培养3 wk后全部死

亡[59]. 这些实验结果皆提示肿瘤组织中, 除了肿

瘤干细胞, 大多数的肿瘤细胞寿命可能是有限

的, 并不都能永久存活. 因此只针对肿瘤干细胞

的杀伤治疗可能会更有效.

■相关报道
近年来肿瘤干细
胞研究不断深入, 
多种肿瘤干细胞
被发现, 从而有力
支持了肿瘤干细
胞理论. 近期国外
文献报道, 在动物
体内干扰肿瘤干
细胞表面黏附分
子的功能, 可以有
效抑制肿瘤生长, 
显示了肿瘤干细
胞研究良好的实
际应用前景.
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3.2 肿瘤干细胞分化 正常干细胞可以分化成有

特定功能的成体细胞, 是区别于成体细胞的重

要特征之一, 研究细胞分化也是鉴别肿瘤干细

胞的重要手段. Singh et al [54]从脑肿瘤标本中分

离纯化CD133+的肿瘤干细胞, 将这些细胞注入

NOD/SCID小鼠脑内产生的肿瘤, 切片染色发现

CD133-细胞占多数约80%, 而CD133+细胞只占

20%. Szotek et al [58]从MOVCAR 7和4306卵巢癌

细胞株中分选获得的SP细胞, 体外培养扩增后, 
再分选这些培养的细胞, 发现其中除了SP细胞, 
还有一定数量的非SP细胞. C6细胞株中的SP肿
瘤细胞同样可以在体外产生SP和非SP细胞, 而
对非SP细胞培养, 其始终未产生SP细胞[59]. 在对

前列腺癌细胞株的研究中还发现, CD44+肿瘤细

胞培养, 不仅可以分化为CD44-的细胞, CD44+

和CD44-细胞比值总体上恒定, 而且其数值和原

先被分选细胞株相似[61]. 从结肠癌组织中分选

的CD133+肿瘤干细胞, 在NOD/SCID鼠肾胞膜

下形成的肿瘤, 在组织类型上和被分选的初始

肿瘤相同, 其CD133+/CD133-的肿瘤细胞比例为

1.7%-22.4%, 也和原代肿瘤一致[55]. 这些提示肿

瘤组织中可能存在已分化的肿瘤细胞和肿瘤干

细胞两群, 只有肿瘤干细胞具有分化成肿瘤细

胞的能力, 而且这种分化不是完全无序的, 可能

存在某些调控机制, 从而保证两个细胞群体的

相对比例稳定, 这一特点和正常机体干细胞分

化调控很相似. 通过研究肿瘤干细胞的生长调

控机制, 认识肿瘤的生长规律, 可能为肿瘤治疗

提供新的思路.
肿瘤干细胞的研究处于起始阶段, 现有的

发现仍存在一些争议, 如近有报道显示, CD34-/

lowc-Kit+Sca-1+lineage的造血干细胞所含SP和非

SP细胞数量相近, 其两种细胞的增殖能力相同, 
并且SP和非SP细胞可以相互转化[64]. 但肿瘤干

细胞对肿瘤生物学性状新的诠释, 对临床肿瘤

诊断和治疗仍有重要意义. 肿瘤干细胞为诊断

提供了确切的靶细胞, 研制仅针对这些细胞的

检测物, 有可能发现肿瘤正处在初始形成时的

几个恶变细胞, 实现正真细胞水平的早期诊断, 
这对肿瘤发生有高危因素的人群有重要意义. 
肿瘤治疗的难点是肿瘤的转移和复发, 肿瘤干

细胞的异常强大的增殖能力, 提示肿瘤的转移

和复发可能就是由这些细胞导致的. 最近的研

究发现[65], 通过阻断白血病干细胞表面CD44的
活性, 可以显著抑制肿瘤细胞在动物体内的增

殖和转移. 以往对肿瘤细胞不加区分的杀伤, 大
量分化肿瘤细胞的死亡可能掩盖了真实的治疗

效果. 针对逃脱的肿瘤干细胞治疗, 可能才是根

除肿瘤的基础.
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Abstract
T helper ce l ls play an important role in 
the immune modulation of human bodies. 
According to the different cytokines secreted 
by them, T helper cells can be divided into 
two subgroups, named Th1 and Th2, and they 
participate in the modulation of cell-mediated 
and humoral immune response respectively. 
Th1 and Th2 can affect immune patterns in 
bodies by co-adjustment. Coming from the 
common precursor cells (Th0), Th1 and Th2 
can commutate under the influence of different 
cytokines and antigens. In normal physiological 
condition, the immune function of Th1/Th2 is 
in dynamic balance. Once the balance is broken, 
organisms will be in morbid state.

Key Words: T helper cell; Hepatitis B virus; Immu-
nization

Wang H, You J. Current status and advance on T helper 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1532-1536

摘要
CD4+ Th细胞是机体重要的免疫调节细胞, 根
据其产生细胞因子的不同分为Th1和Th2亚
型, 分别参与调节细胞免疫和体液免疫. Th1

和Th2可相互调节, 影响免疫应答的格局. 他
们来自共同的前体细胞Th0, 在不同的细胞因
子、抗原等因素的影响下, 可发生Thl与Th2的
转换. 在生理条件下, 机体Th1/Th2细胞的免疫
功能处于动态平衡, 一旦这种平衡发生偏离, 
机体就会趋向疾病状态.

关键词: 辅助性T细胞; 乙型肝炎病毒; 免疫
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0  引言

辅助性T细胞(helper T cell, Th)对机体的特异性

和非特异性免疫均具有重要调节作用, 能协助B
细胞产生抗体, 也能促进其他T细胞的分化成熟, 
是机体内一类重要的免疫调节细胞. 近年通过

研究小鼠L3T4+T细胞(相当于人CD4+T细胞)克
隆, 发现按其所产生细胞因子种类, 可分为Th1
和Th2细胞. Th1, Th2是指能辅助天然和后天免

疫系统细胞的CD4+αβTCRT细胞亚群. 而后发现

Th1和Th2细胞由共同的前身细胞分化而来, 前
身细胞兼有二者的特性, 称为Th0细胞. 1991年
证明与小鼠L3T4+T细胞一样, 人CD4+T细胞亦

存在Th1和Th2细胞两个亚类. 最近发现, 某些口

服抗原(如卵蛋白)可诱导肠道免疫组织分化出

一种特殊类型的Th2细胞, 后者可分泌转化生长

因子-β(transforming growth factor β, TGF-β)并拮

抗Th1细胞和其他免疫细胞的功能. 有人将这种

分泌转化生长因子的Th2细胞称为Th3细胞, 并
认为他们在免疫反应中发挥负性免疫调节作用[1].

1  辅助性T细胞的生物学特性及免疫学功能

Th细胞是根据功能分类的一个T细胞亚群. 据
其分泌的细胞因子的不同可分为Th0, Th1, Th2
和Th3 4个亚型. Th1细胞主要分泌白细胞介素

(interleukin, IL)-2, 干扰素(interferon, IFN)-γ, 
IFN-α, 肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, 
TNF)-β等, 主要介导细胞毒和局部炎症有关的

®

■背景资料
CD4 + Th细胞是
机体的重要的免
疫调节细胞, 参与
调节细胞免疫和
体液免疫. Th1和
Th2可相互调节 , 
影响免疫应答的
格局, 在不同的细
胞因子、抗原等
因素的影响下, 可
发生Thl与Th2的
转换. 在生理条件
下, 机体Th1/Th2 
细胞的免疫功能
处于动态平衡, 一
旦这种平衡发生
偏离, 机体就会趋
向疾病状态. 本文
综述了近年来有
关这方面的报道. 
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免疫应答, 辅助抗体生成, 参与细胞免疫及迟发

型超敏性炎症的发生, 故称为炎症性T细胞, 可
被视为相当于迟发型超敏反应T细胞(TDTH细胞). 
因而, Th1细胞在机体抗胞内病原体感染中发挥

重要作用; Th2细胞主要分泌IL-4, IL-5, IL-6和
IL-10等, 主要功能为刺激B细胞增殖并产生免疫

球蛋白G(immunoglobulin G, IgG)1和免疫球蛋

白E(immunoglobulin E, IgE)抗体, 与体液免疫有

关. 少数Th细胞被称为Th3细胞, 他除分泌大量

的IL-4和IL-10外, 主要高表达TGF-β, 但是不分

泌IL-2和IFN-γ, 可以下调抗原递呈细胞(antigen 
presenting cells, APC)及Th1细胞的活性, 起免疫

抑制作用. Th1, Th2和Th3细胞均由前体细胞Th0
分化而来. 未接触抗原的Ｔ细胞被称为Th细胞

前体(Th cell precursor), 他们通过接触天然免疫

细胞摄取的抗原而分化成一种不确定的状态, 
称为Th0细胞. Th0细胞既分泌Th1型细胞因子

IL-2和IFN-γ, 又分泌Th2型细胞因子IL-4, 可在

不同信号的刺激下分化为Th1或Th2细胞. 除此

之外, Th1和Th2细胞还分泌共同的细胞因子IL-3
和粒细胞单核细胞集落刺激因子(granulocyte 
monocyte-colony stimulating factor, GM-CSF). 
Th1和Th2细胞除分泌不同的细胞因子, 发挥不

同的免疫作用外, 他们各自细胞的表面受体也

有许多的不同. 不同的表面受体不仅可以作为

分离Th1/Th2细胞的表面标志物, 而且直接影响

Th1/Th2细胞对一些细胞因子的反应能力, 从而

调控着Th1/Th2细胞的分化与功能(表1). 趋化

因子受体CXCR-3和CCR-5的表达是Th1细胞的

标记(优先表达于Th1细胞的分子有β2肾上腺能

受体、淋巴细胞激活基因子3, CDW150, CD162, 
CD49f/CD29等), 而CCR-3, CCR-4, CCR-7和
CCR-8只能在Th2细胞表达, CD30也只与Th2细
胞有关[2]. Th1细胞持续表达免疫球蛋白黏液素

3(T cell immunoglobulin mucin 3, Tim-3), 并可

能通过半乳凝素类-9(Tim-3-galectin-9)途径抑

制Th1细胞介导的免疫反应和诱导外周免疫耐

受[3-4].

2  辅助性T细胞的细胞分化和相互转换

机体正常时, Th1和Th2细胞功能处于动态平衡

状态, 维持机体正常的细胞免疫和体液免疫功

能; 当机体受到异己抗原攻击时, Th1和Th2细胞

中某一亚群功能升高, 另一亚群功能降低, 该现

象即为Th1/Th2漂移. Th1和Th2细胞均从Th0细
胞极化而来, Th0细胞向Th1或Th2细胞的极化可

受到局部的细胞因子浓度、免疫活性激素、抗

原的类型和浓度、抗原呈递细胞的类型及细胞

受体与主要组织相容性复合体(major histocom-
pability complex, MHC)的亲和力的强弱等多种

因素的影响[5]. 微环境中细胞因子的种类是影响

Th细胞分化的关键因素. 一般认为, Th细胞前体

(Th cell precursor)在抗原的刺激下, 分化为中间

阶段的Th0细胞, 进而在不同的微环境中, Th0细
胞选择性分化为Th1或Th2细胞. 
2.1 局部微环境 在诸多细胞因子中, IL-12和IL-4
对Th0细胞选择性分化起关键性调节作用: 在巨

噬细胞所产生的IL-12作用下, 诱导转录活化蛋

白4激活, 有利于Th0细胞向Th1细胞分化[6]; 而
在应答早期, 由NKT细胞和DC所产生的IL-4, 可
促使Th0细胞分化为Th2细胞. 如果环境中同时

存在IL-4和IL-12, Th0细胞倾向于极化成Th2细
胞[7]. IL-12受体(IL-12R)β1在Th1和Th2细胞均表

达, 而IL-12Rβ2选择性表达于Th1细胞. 未致敏

CD4+T细胞被抗原激活后表达IL-12R, 但IL-4可
抑制IL-12Rβ2表达, 阻断IL-12的信号转导, 使其

下游信号转导和转录活化蛋白(STAT)-4不能被

激活, 而发挥抑制Th1细胞的作用[8]. IFN-γ能上

调IL-12Rβ2的表达, 在Th2细胞发育早期, IFN-γ
可持续表达, 使这些细胞仍保持对IL-12应答能

力, 克服IL-4对IL-12Rβ2表达的抑制作用. Th2
细胞分化后, 因IFN-γ表达缺失, IL-4完全抑制了

Th2细胞上IL-12Rβ2的表达, 使之失去对IL-12的
反应性. 因此, 短期培养中Th2细胞可逆转为Th1
细胞, 但长期培养后, 或慢性疾病中的Th2细胞

却不能逆转[8-9]. IFN-γ受体由α, β链构成, IFN-γ
与受体选择性结合后激活信号转导因子-IFN-γ 
(STR-INF-γ), STR-IFN-γ对T细胞产生抑制作

用. Th1和Th2细胞膜表面均有INF-γ受体α链, 但
IFN-γ受体β链只在Th0细胞、Th2细胞组成性表

达, 在Th1细胞是缺失的. 因此, 由于Th1细胞中

STR-INF-γ不能活化而脱离了IFN-γ对其的抑制

作用; 但STR-IFN-γ在Th2细胞中可被激活, 所以

IFN-γ对Th2细胞显示出了选择性的抑制作用[10]. 
IL-4能通过诱导STAT6激活, 导致Th0向Th2极

表 1 人类Th1和Th2细胞主要表面标志

     
表面标志                           Th1细胞                         Th2细胞  

CD30                                   -                              +++

CCR                                  CCR5                         CCR3

Tim-3                                  +                                -

■创新盘点
本文论述了近年
对Th1/Th2细胞免
疫应答功能变化
与疾病关系的研
究 进 展 ,  初 步 阐
明了人类Th1/Th2 
细胞的生理和病
理作用, 并为Th1 
或Th2介导的免疫
性疾病的临床治
疗提供了理论依
据.
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化, 活化的STAT6诱导Th2细胞特异性的转录因

子GATA-3的表达, GATA-3在转录水平调节Th2
细胞的极化, 并通过下调IL-12受体β链的表达

而抑制Th1细胞的极化, 促进Th2细胞的极化[11]. 
IL-18能与IL-12协作, 通过激发IFN-γ表达与合

成, 促进Th1应答[12]. IL-18作为一种促炎性细胞

因子, 主要来源于人单核巨噬细胞和肝组织中

的Kupffer细胞, 促进Tc和Th1细胞增殖, 抑制Th2
类细胞因子产生和Fas凋亡, 其受体只在Th1细
胞表面选择表达. IL-13能与IL-4受体α2链结合, 
调节Th2分化; IL-6能上调细胞因子信号抑制分

子1(suppressor of cytokine signaling1, SOCS1)表
达而抑制Th1分化, 同时促进活化CD4+T细胞分

泌IL-4诱导Th2分化. 近年来发现, TGF-β能激发

IFN-γ表达与合成, 促进Th1应答[13]. 
2.2 APC类型 树突状细胞(dendritic cell, DC)是专

职和最有效的APC, 在Th细胞的调节中有着重

要作用. 巨噬细胞是IL-12的主要来源, 因此当活

化的巨噬细胞为APC时, 他能刺激Th向Th1分化

和激活, 而B细胞提呈抗原则诱导Th2分化和激

活. NK细胞或专职的APC受到抗原的刺激后产

生IFN-γ和IL-12, IFN-γ和IL-12刺激Th1细胞产生

IFN-γ, IFN-γ又上调多种细胞MHC-Ⅰ类和MHC-
Ⅱ类分子的表达, 从而加速抗原向T细胞的呈递. 
IFN-γ还诱导其他细胞分泌致炎性细胞因子和

趋化因子. IFN-γ可以抑制IL-4的分泌, 阻止Th0
细胞向Th2细胞的极化, 相反非专职的APC如肥

大细胞、嗜酸性粒细胞等受到抗原刺激后产生

大量IL-4和IL-10, 抑制IFN-γ和IL-12的分泌, 阻
断Th0细胞向Th1细胞的极化[14]. DC诱导Th细胞

分化还与呈递的抗原本质和局部环境有关, 如
PGE2存在可以抑制DC细胞分泌IL-12, 促使Th
细胞向Th2分化[15]. 目前看来, 在抗原递呈过程

中, DC细胞和初始T细胞相互作用时DC细胞分

泌IL-12的水平是决定DC细胞诱导T细胞分化方

向的关键因素. 
2.3 抗原类型和浓度 抗原对Th细胞的分化也有

调控作用. 抗原的数量会影响T细胞的分化, 高
剂量水溶性蛋白质抗原促进Th2细胞的形成, 对
Th1起抑制作用. 许多实验发现, 较低剂量的抗

原和低亲和力的DC与Th细胞间相互作用有利

于诱发Th2免疫反应, 而且长期低剂量的抗原刺

激对反应性T细胞持续不断的刺激本身就利于

Th2反应的发展[16]. 另外, 超抗原TESS诱导Th2
细胞分化. 而纯蛋白衍生物(purified protein de-
rivative, PPD)主要诱导Th1细胞分化.  

2.4 激素的作用 激素对Th1/Th2分化的影响: 如
前列腺素E2, 通过抑制Th1型细胞因子(IL-2和
IFN-γ)的产生, 从而促进Th2型细胞因子(IL-4
和 I L - 5 )的产生 ;  又如糖皮质激素、孕酮、

25(OH)D3促进Th2分化而抑制Th1应答, 而雄激

素、脱氢表雄甾酮可促进Th1分化.  
2.5 黏附分子的作用 朗格汉斯细胞向Th1细胞

提成抗原时, 有赖于其表面的细胞间黏附分子1 
(intercellular adhesion molecule-1, IAM-1)和淋巴

细胞功能相关抗原-1(lymphocyte function associ-
ated antigen-1, LFA-1)等共刺激分子与Th1细胞

表面相应配体结合, 才能有效激活之; 而向Th2
细胞提成抗原时, 无需上述黏附分子的参与.

3  Th1/Th2和乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)

感染

乙肝病毒感染时, 细胞免疫在肝细胞损害及病

毒清除中起重要作用, 而Th应答类型与机体的

免疫状态密切相关. 正常机体中, Th1/Th2处于

动态平衡中, Th1/Th2的不平衡可造成疾病的不

同病理状态, Th1/Th2比例是否平衡是机体能否

有效清除病毒和病毒感染细胞的主要因素之一. 
如果Th1细胞亚群占优势, 将促进细胞免疫反

应, 增强CD+8 T细胞的活性, 从而清除细胞内病

毒, 但同时增加了肝脏的炎症反应从而加重肝

细胞的损伤. 如果Th2细胞占优势, 将促进体液

免疫反应, 并抑制细胞免疫反应, 细胞毒性T淋
巴细胞(cytotoxicity t lymphocyte, CTL)细胞活性

减弱, 肝细胞损伤减轻. 急性自限性乙肝患者表

现为强烈的、多克隆和非特异性的CTL和Th细
胞反应, 相反在慢性乙肝病毒感染者, 免疫反应

很弱, 不能检测到特异性的T细胞反应. 抗病毒

反应的减弱是病毒持续存在的主要原因. 乙型

肝炎病毒对感染肝细胞的直接细胞毒作用是有

限的, 肝细胞损伤与宿主的免疫反应有关. 普遍

认为HBV感染后细胞免疫功能低下是导致HBV
感染慢性化的重要原因之一[17]. 许多研究发现

乙肝患者体内存在的Th1/Th2细胞因子失衡, 且
此失衡可能与T细胞本身的功能缺陷有关, 但是

也有学者不赞同并提出此失衡与APC功能缺陷

有关[18-19]. 研究证实, 急性自限性乙型肝炎患者

外周血T细胞所分泌的细胞因子以Th1亚型占优

势; 随访接受IFN-α治疗的慢性乙型肝炎患者, 
其中产生完全应答并最终清除HBV的患者的体

内的Th1类细胞因子显著升高, 同时Th2类细胞

因子显著下降, Th细胞由Th2占优势型向Th1占

■应用要点
本文阐述了Th细
胞及相关细胞因
子之间的相互影
响及作用, 对目前
在临床中究竟采
用何种指标评价
体内细胞免疫功
能有一定启发作
用.
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优势型转换[20-21]. 其机制可能为乙型肝炎核心抗

原(hepatitis B core antigen, HBcAg)特异性的Th1
细胞在体内能清除HBV从而控制感染. 而且经

过对HBcAg肽段无应答的Th1细胞和对HBcAg
肽段有应答的Th1细胞一起培养发现, 无应答的

Th1细胞可以抑制原先有应答的Th1细胞的增殖. 
HBcAg免疫后IL-10表达增强, 而产生IFN-γ的
CD4+T细胞数量很少. 体内Th2型细胞因子IL-10
的分泌增加以拮抗Th1型细胞因子IL-2的分泌, 
同时由于IL-10对IL-2等Th1细胞因子的拮抗作

用, 又可能削弱机体对病毒的细胞免疫功能, 造
成病毒的持续感染. 乙型肝炎表面抗原(hepatitis 
B surface antigen, HBsAg)和HBcAg/HBeAg具
有刺激不同细胞亚群, 分泌不同细胞因子的作

用, HBsAg激发IL-2, IL-10和IFN-γ的分泌, 而
HBcAg/HBeAg促进IL-10, TNF-α和IFN-γ的产

生. 但是病毒抗原刺激细胞因子的产生机制尚

未完全很清楚. HBV感染Th1, Th2总量和Th1/
Th2的比率都是低下的[22]. 病毒感染PBMC时都

对Th1和Th2细胞产生直接或间接的破坏作用, 
其中Th1破坏多, 数量少, 功能低下, 使HBV不能

得到清除, 导致持续感染. 研究表明, 慢性乙肝

患者Th2细胞因子的表达占优势[20], Pr i imiagi 
et al [23]报道, 慢性乙肝患者血清IFN-γ和IL-2的浓

度与正常对照相比无显著性差异, 而在炎症活

动明显时IFN-γ浓度升高. 国内Jiang et al [24]通过

应用流式细胞仪研究慢性乙肝患者外周血单核

细胞(peripheral blood monouclear cells, PBMC)
中单个CD4+T细胞内IFN-γ, IL-4和TGF-β的表

达情况, 证明慢性乙型肝炎患者PBMC中Th0细
胞占多数, 在肝脏炎症活动时Th1细胞的比例显

著增加, 活动期慢性乙肝患者Th1比例比非活动

慢性乙肝患者明显增加, 而Th2细胞在活动和非

活动慢性乙肝患者中无差异, 这与Rico et al [25]

通过细胞计数所取得的结果是相似. 乙型肝炎

的慢性化和机体肝细胞、PBMC的损伤与细胞

因子的分泌异常有极其密切的关系. 随着对Th1
和Th2细胞因子功能及其调节免疫系统效应研

究的深入, 对Th1和Th2细胞在慢性乙肝发病中

的作用将有更全面的了解. 这种细胞因子的免

疫紊乱与Th1/Th2亚型的失衡更是密切相关, 但
细胞因子的信号网络庞大而错综复杂, 目前的

研究还缺乏系统性. 通过外源性因子调节Th1和
Th2的比例, 有可能为HBV的治疗提供一个好的

前景, 但慢性乙肝患者的免疫系统十分复杂, 有
些问题还需进行深入的研究. 

　   近年对Th1/Th2细胞免疫应答功能变化与疾

病关系的研究进展非常迅速, 这些研究初步阐

明了人类Th1/Th2细胞的生理和病理作用, 并为

Th1或Th2介导的免疫性疾病的临床治疗提供了

理论依据. 然而, 由于体内细胞因子的调节系统

非常复杂, 不同的细胞因子可以产生相同的作

用, 而同一个细胞因子在不同的细胞和不同条

件下亦能产生相反的作用. 只测定一种细胞因

子或研究一个环节, 而推测整个过程或整个网

络作用的结论, 很可能会出现偏失. 因此, 对于

Th1和Th2细胞免疫功能的研究, 必须在充分了

解细胞因子作用的多样性和复杂性的基础上进

行全面综合的考虑.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of mannitol on 
small bowel ischemia and reperfusion (I/R) 
injury after transplantation and its possible 
mechanism. 

METHODS: Rat models of small bowel I/R in-
jury after transplantation were established in 
male rats. All the rats were randomly divided 
into sham operation group, I/R group and man-
nitol-treated group. After 0.5, 1 and 1.5 hours of 
I/R, intestinal tissues were collected for histo-
pathological examination. The content of malo-
ndialdehyde (MDA) and activity of superoxide 
dismutase (SOD) in the intestinal tissues. 

RESULTS: The height and thickness of intes-
tinal intestinal villi were significantly lower in 
I/R group than those in sham operation group 
(P < 0.01) and mannitol-treated group (P < 0.05). 
At different time points, the content of MDA 

was markedly higher in I/R group (16.24 ± 4.56, 
18.50 ± 2.89, 19.42 ± 2.21) than that in sham oper-
ation group (10.26 ± 1.72, P < 0.01) and mannitol-
treated group (11.24 ± 1.51, 14.03 ± 3.12, 16.06 ± 
3.62; P < 0.05), but the activity of SOD was nota-
bly higher (398.36 ±1 8.81, 363.16 ± 16.29, 325.66 
±1 4.58 vs 447.97 ± 16.94; 422.30 ±1 7.41, 385.09 ± 
19.11, 346.15 ± 14.10; P < 0.01 or P < 0.05). 

CONCLUSION: Mannitol has protective effect 
against small bowel I/R injury after transplanta-
tion in rats by eliminating free radicals. 

Key Words: Small bowel transplantation; Ischemia 
and reperfusion; Mannitol; Free radicals; Rat

Zhao ZW, Wang WZ, Guan WX, Yu XD. Protective effects 
of mannitol against small bowel ischemia and reperfusion 
injury after transplantation in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(13):1537-1540

摘要
目的: 探讨甘露醇对大鼠小肠移植缺血再灌
注(ischemia and reperfusion, I/R)损伤的保护作
用及其作用机制. 

方法: 建立大鼠小肠移植I/R损伤模型. 雄性
SD大鼠随机分为假手术组、I/R组和甘露醇
处理组. 对I/R损伤后不同时间(0.5, 1, 1.5 h)的
小肠标本进行组织病理学观察并检测小肠组
织中超氧化物歧化酶(SOD, U/mgprot )和丙二
醛(MDA, nmol/mgprot)的含量. 

结果: 不同时间点I/R组小肠绒毛高度和黏膜
厚度低于假手术组(P <0.01)和甘露醇处理组
(P <0.05). 不同时间点I/R组(16.24±4.56, 18.50
±2.89, 19.42±2.21)MDA水平高于假手术组
(10.26±1.72, P <0.01)和甘露醇处理组(11.24
±1.51, 14.03±3.12, 16.06±3.62; P <0.05); 
而S O D水平低于假手术组和甘露醇处理组
(398.36±18.81, 363.16±16.29, 325.66±14.58 
vs  447.97±16.94; 422.30±17.41, 385.09±
19.11, 346.15±14.10; P <0.01或P <0.05). 

结论: 甘露醇可通过清除氧自由基的方式对
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■背景资料
甘露醇(mannitol)
是临床上广泛使
用的一种药物, 目
前为止, 临床上使
用甘露醇主要是
利用了其渗透性
脱水的作用机制. 
近年来有研究表
明, 甘露醇对许多
器官的缺血再灌
注损伤具有保护
作用. 该保护作用
并不是单纯通过
渗透性脱水实现, 
而主要是通过清
除氧自由基的方
式. 甘露醇是一种
氧自由基清除剂
的观点引起了人
们愈来愈多的重
视, 但是关于其对
小肠移植缺血再
灌注损伤的研究
尚少. 



移植小肠缺血再灌注损伤起到保护作用.

关键词: 小肠移植; 缺血再灌注; 甘露醇; 氧自由基; 
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0  引言

随着小肠移植存活率和生活质量的迅速提升, 
小肠移植被认为是各种原因造成的小肠功能衰

竭的重要治疗措施. 小肠对缺血再灌注损伤尤

为敏感, 如何防止和减轻移植小肠的缺血再灌

注损伤一直是小肠移植领域研究的热点. 甘露

醇(mannitol)是临床上广泛使用的一种药物, 目
前为止, 临床上使用甘露醇主要是利用了其渗

透性脱水的作用机制. 近年来有研究表明, 甘露

醇对许多器官的缺血再灌注损伤具有保护作用, 
该保护作用的主要机制是通过清除氧自由基的

方式, 而非传统的渗透性脱水. 本实验通过建立

大鼠小肠移植缺血再灌注损伤的动物模型, 探
讨甘露醇对大鼠移植小肠缺血再灌注损伤的保

护作用及其机制.

1  材料和方法

1.1 材料 雄性近交系成年S D大鼠 ,  体质量

200-250 g, 由第四军医大学实验动物中心提供. 
200 g/L甘露醇注射液, 西安京西双鹤药业公司

生产. 超氧化物歧化酶(SOD)和丙二醛(MDA)试
剂盒购自南京建成生物工程研究所.
1.2 方法 
1.2.1 动物分组 雄性SD大鼠随机分为3组, 虚假

手术组(6只); I/R组(18对); 甘露醇处理组(18对). 
I/R组与甘露醇处理组又进一步分为再灌注后

0.5, 1.0, 1.5 h 3个亚组, 每组6对. 虚假手术组仅

行左肾切除术, 肾下腹主动脉阻断30 min; 甘露

醇处理组: 200 g/L甘露醇注射液, 按10 mL/kg的
剂量经尾静脉用输液泵60 min输完, 后行异位节

段性小肠移植术; I/R组按相同容积用生理盐水

代替甘露醇, 余处理同预处理组.
1.2.2 模型制备 实验动物于术前12 h禁食, 不禁

水. 以20 g/L盐酸氯胺酮腹腔麻醉, 100 mg/kg. 大
鼠小肠移植缺血再灌注损伤模型参照Wallander 
et al [1]的方法. 供肠取自小肠中段20 cm, 游离肠

系膜上静脉、门静脉至肝门处剪断, 以含肝素
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100 kU/L的4℃平衡盐液经肾下腹主动脉行小

肠原位灌洗, 压力为0.343 kPa. 同时腹腔以冰盐

水降温. 供肠动脉取自肠系膜上动脉根部. 移植

肠在4℃肝素平衡盐液中保存70 min后移植于受

体, 冷缺血时间约1.5 h. 切除受体左肾, 移植肠

以冰盐水纱布保护, 用0/9无损伤缝合针行肠系

膜上动脉及腹主动脉端侧吻合, 移植肠门静脉

与左肾静脉利用外径2.0 mm聚乙烯Cuff管行袖

套式吻合, 开放血流后, 腹腔以37℃温盐水复温. 
移植肠近端关闭, 末端于左下腹造口. 各组于移

植肠血流恢复达到预定时间时剖杀取材. 
1.2.3 小肠组织形态学分析 取移植小肠远端2 
cm, 40 g/L甲醛固定, 修剪、脱脂、石蜡包埋和

切片, HE染色, 用图形分析仪测定移植小肠绒毛

高度、黏膜厚度.
1.2.4 小肠组织SOD和MDA测定 小肠标本在

冷生理盐水内漂洗、滤纸吸干黏液, 以冷生理

盐水作为匀浆介质, 冰浴下以玻璃匀浆器匀浆, 
4℃, 3500 r/min转低温离心15 min取上清, -70℃
低温保存. 按试剂盒说明操作. 

统计学处理 应用SPSS 10.0软件包进行统计

分析. 实验指标用mean±SD表示. 多个样本均数

比较采用完全随机设计资料的方差分析.

2  结果

2.1 小肠组织形态学分析结果 假手术组小肠黏

膜基本完整, 可见轻微毛细血管淤血和极少炎

症细胞浸润. 移植小肠再灌注后, 随着再灌注时

间的延长, 组织损伤逐渐加重, 炎症细胞浸润增

多至大量聚集, 逐渐向肠壁外层扩散. 肠绒毛由

顶端向下破坏, 小肠绒毛高度、黏膜厚度逐渐

破坏减小, 最终绒毛脱落, 固有层破坏, 出血和

溃疡且范围扩大. 再灌注不同时间点I/R组组织

损伤均较假手术组严重, 而甘露醇处理组小肠

组织损伤总体上较I/R组减轻. 不同时间点I/R组
小肠绒毛高度较假手术组均明显减低(P <0.01); 
而甘露醇处理组小肠绒毛高度则显著高于I/R组
(P <0.05). 不同时间点I/R组小肠黏膜厚度较假手

术组均明显减低(P <0.01); 甘露醇处理组除0.5 h
组外(P >0.05), 其余各时间点小肠黏膜厚度则显

著高于I/R组(P <0.05).见表1.
2.2 小肠组织SOD和MDA测定结果 与移植小肠

缺血再灌注后, 再灌注不同时间点I/R组小肠组

织SOD较假手术组有不同程度的降低; 小肠组

织MDA较假手术组有不同程度的升高. 随着再

灌注时间的延长, 这种变化更加明显. 而再灌注

www.wjgnet.com
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不同时间点甘露醇处理组小肠组织SOD较I/R组
有明显的升高, MDA较I/R组有明显的降低. 不
同时间点I/R组小肠组织SOD较假手术组均明显

降低(P <0.01); 甘露醇处理组小肠组织SOD高于

I/R组(P <0.05). 不同时间点I/R组小肠组织MDA
较假手术组均明显升高(P <0.01); 甘露醇处理组

小肠组织MDA低于I/R组(P <0.05, 表2).

3  讨论

I/R损伤是导致小肠移植失败的主要原因之一. 
I/R损伤是器官移植的最初反应, 移植物不可避

免的要经历缺血再灌注阶段. 近年来, 一系列

实验证明I/R损伤的发生与氧自由基有密切关 
系[2-6]. 生理情况下, 体内自由基的生成与清除处

于一种动态平衡, 氧自由基及其引发的脂质过

氧化反应, 参与缺血组织器官的损害. 人体内存

在多种抗氧化物质, 在正常生理情况下, 他可以

清除体内产生的自由基. 但是在缺血再灌注后, 
组织中有过量的自由基产生, 而抗氧化物质则

失活或减少, 导致自由基不能被完全清除. 这些

自由基攻击蛋白质、核酸和生物膜上的不饱和

脂肪酸, 引发脂质过氧化作用, 形成脂质过氧化

物-丙二醛(MDA)引起细胞损伤. MDA是膜脂质

在氧化性极强的自由基作用下发生氧化反应释

放出的代谢产物. MDA的含量变化可反映出脂

质过氧化反应的程度, 用来反映组织受损的程

度. SOD是体内清除自由基的重要物质之一, 当
体内氧自由基生成增多时, 他与超氧阴离子反

应生成过氧化氢, 再由过氧化氢酶和谷胱甘肽

过氧化酶转变成为水, 从而使自由基清除. 当体

内SOD产生不足或消耗过多时, 可使自由基的

水平明显提高, 加重组织的损伤. 
针对这一病理机制, 寻找有效的抗氧自由

基物质, 减轻移植小肠的I/R损伤是提高小肠移

植成功率的关键. 甘露醇作为一种渗透性脱水

剂在临床上已有多年的运用历史, 使用范围广

泛, 可以降低颅内压、眼内压、消除脑水肿、

利尿、还可防止血压上升、动脉硬化、脑膜炎

等[7]. 近些年许多实验对于甘露醇的功能进行

了更为全面的分析. 近来有研究表明, 甘露醇

有减轻组织细胞损伤的作用, 这种保护作用与

其渗透性脱水的机制并无明显相关性. Winkler  
et al  [8]研究发现甘露醇的脱水作用只能减少脑

组织含水量的2%左右, 因此提出了甘露醇可能

还存在着比渗透性脱水更为有效的作用机制. 
陈洁丽 et al [9]的研究也再次证实了Winkler et al
的观点, 认为甘露醇对脑组织的保护作用并不

主要依靠其渗透性脱水的机制. 以后的研究相

继发现了甘露醇具有清除氧自由基, 减少细胞

凋亡以及减少炎症细胞释放等功能[10-13], 使人们

对于甘露醇的药用功能有了全新的认识. 刘富

东 et al [14]研究了甘露醇对大鼠局灶性脑缺血再

aP<0.05 vs  I/R组; bP<0.01 vs  假手术组.

表 1 小肠绒毛高度和黏膜厚度测定结果(mean±SD)

     
                          绒毛高度(μm)                                                 黏膜厚度(μm)

                   虚假手术组        I/R组          甘露醇处理组           虚假手术组      I/R组  甘露醇处理组

   313±23                              562±17  

0.5          -       260±23b         290±21a                  -            529±18b         544±15 

1.0          -       217±24b         249±27a                  -            507±19b         529±14a

1.5          -       179±21b         214±25a                  -            467±20b         491±15a

时间(h)

aP<0.05 vs  I/R组; bP<0.01 vs  假手术组.

表 2 小肠组织SOD和MDA测定结果(mean±SD)

     
                     SOD (U/mgprot)                                                                      DA (nmol/mgprot)

                      虚假手术组                   I/R组               甘露醇处理组             虚假手术组          I/R组               甘醇处理组

  447.97±16.94                                                                    10.26±1.72  

0.5              -               398.36±18.81b       422.30±17.41a                           -                 16.24±4.56b          11.24±1.51a

1.0              -               363.16±16.29b       385.09±19.11a      -   18.50±2.89b     14.03±3.12a

1.5              -               325.66±14.58b       346.15±14.10a      -   19.42±2.21b       6.06±3.62a

时间(h)

■同行评价
本实验通过建立
大鼠小肠移植缺
血再灌注损伤的
动物模型, 探讨甘
露醇对大鼠移植
小肠缺血再灌注
损伤的保护作用
及其机制. 该研究
设计合理, 数据详
实, 具有一定理论
意义和应用价值.
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灌注损伤时神经细胞凋亡的影响, 提出甘露醇

能抑制细胞凋亡, 这种作用可能与甘露醇的抗

氧化功能有关. Sagsoz et al [15]报道了甘露醇对

大鼠卵巢的缺血再灌注损伤具有保护作用, 提
出其机制也是清除氧自由基而非渗透性脱水. 
Weinbroum et al [16]研究了甘露醇在因为肝脏缺

血再灌注损伤引起的肺缺血再灌注损伤中的保

护作用, 同时分析了甘露醇的抗氧化能力大小

与剂量之间的关系. Larsen et al [17]将33位接受冠

状动脉搭桥术的病人进行双盲随机分组, 以患

者分流过程中冠状窦血液中MDA含量作为判定

甘露醇抗氧化能力的指标, 结果发现给予甘露

醇干预的各组病人血液中MDA含量与对照组相

比有降低的趋势. 在这些器官的I/R损伤过程中, 
甘露醇都扮演了氧自由基清除剂的角色. 甘露

醇作为一种氧自由基清除剂的观点已受到人们

的普遍重视. 
我们的实验通过建立大鼠小肠移植I/R损伤

的动物模型, 研究甘露醇对大鼠小肠移植后移

植肠I/R损伤的保护作用. 为了减少甘露醇高渗

性脱水作用对实验结果的影响, 我们利用甘露

醇在体内半衰期短的特点, 采用甘露醇持续慢

滴的方法, 使其高渗脱水作用不明显, 而清除氧

自由基的作用较持久. 实验结果表明甘露醇对

移植大鼠小肠I/R损伤具有保护作用, 机制为甘

露醇能有效减少小肠组织中的MDA水平, 另一

方面提高了SOD水平. 提示甘露醇这一临床上

广泛使用的药物在防止小肠移植后的I/R损伤中

具有一定的实用价值.
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Abstract
AIM: To study the protective effect of Elaeagnus 
bockii Diels (EbD) polysaccharide on the small 
intestine of mice after whole body irradiation 
with 60Cog ray.

METHODS: Sixty Kunming mice were divided 
in normal group, irradiative injury group, and 
EbD-treated groups (100, 300, 500 mg/kg). Ir-
radiative injury was induced using 60Cog ray. 
EbD polysaccharide was administered by clyster 
once a day for two weeks. Fourteen days later, 
the mice were sacrificed and about 2-cm seg-
ment of duodenum, jejunum and ileum were 
dissected respectively for crypt survival assay. 
The contents of intestinal mucosal protein, DNA 
and diamine oxidase (DAO) were determined. 
The activity of superoxide dismutase (SOD), the 
level of malondialdehyde (MDA) in the small 
intestine, the serum levels of tumor necrosis fac-

tor (TNF), interleukin-4 (IL-4) and IL-6 were also 
measured.

RESULTS: EbD polysaccharide (100, 300, 500 
mg/kg) increased crypt survival rates of duo-
denum, jejunum and ileum (P < 0.05), promoted 
the synthesis of intestinal mucosal protein and 
DNA (P < 0.05 or P < 0.01), enhanced the levels 
of IL-4 (9.79 ± 2.23, 10.83 ± 2.34, 11.36 ± 2.51 vs 
7.40 ± 2.08; P < 0.05 or P < 0.01), IL-6 (49.36 ± 9.65, 
55.26 ± 11.32, 59.68 ± 13.65 vs 43.74 ± 12.91; P < 
0.05 or P < 0.01) and the activity of SOD, while 
deceased the level of TNF (6.89 ± 1.33, 6.74 ± 1.24, 
5.87 ± 1.13 vs 8.53 ± 1.08; P < 0.05 or P < 0.01) and 
the content of MDA. The above effect was dose 
dependent.

CONCLUSION: EbD polysaccharide can protect 
the small intestine from irradiation-induced 
injury by promoting the synthesis of intestinal 
mucosal protein and DNA, modulating the ab-
normality of cytokines, and eliminating oxygen 
free radicals.

Key Words: Elaeagnus bockii Diels; Polysaccharide; 
Small intestine; Diamine oxidase; Anti-oxidation; 
Cytokine

Liao ZY, Lin P, Li YS, Jiang JL. Effects of Elaeagnus bockii 
Diels polysaccharide on the small intestine of mice after 
whole body irradiation with 60Cog ray. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1541-1544

摘要
目的: 观察长叶胡颓子多糖对小肠辐射损伤
的的保护作用及其机制. 

方法: 昆明小鼠60只随机分为: 正常组、辐射
组、不同剂量(100, 300, 500 mg/kg)胡颓子多
糖给药组. 采用60Cog射线一次性全身均匀照
射建立小肠辐射损伤模型, 相应灌胃用药2 wk
后, 测定小鼠肠段的肠腺存活率百分比和二胺
氧化酶(DAO)含量, 检测肠黏膜蛋白质和DNA
含量(mg/cm), 肠组织中SOD活性和MDA含
量, 血清中TNF、IL-4、IL-6水平. 

结果: 不同剂量长叶胡颓子多糖灌胃均不同
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■背景资料
电离辐射引起消
化道急性损伤在
临床上表现为肠
型放射病, 研究表
明自由基作用在
辐射损伤的发病
机制中有重要作
用, 多种细胞因子
可恢复辐射损伤
后造血功能、免
疫 功 能 ,  多 糖 物
质具有影响造血
功能、免疫调节
及抗脂质过氧化
作用, 长叶胡颓子
(Elaeagnus bockii 
Diels)属珍贵的药
食两用植物, 可健
脾胃 ,  涩肠止泻 , 
此项研究探讨了
长叶胡颓子多糖
对小鼠放射性肠
损伤的保护作用. 



程度提高十二指肠、空肠和回肠段肠腺存活
率(P <0.05), 促进肠黏膜蛋白质、DNA合成
(P <0.05或P <0.01), 降低血液中TNF水平(6.89
±1.33, 6.74±1.24, 5.87±1.13 vs  8.53±1.08; 
P <0.05或P <0.01)和MDA含量, 提高IL-4(9.79
±2.23, 10.83±2.34, 11.36±2.51 vs  7.40±
2.08; P <0.05或P <0.01)、IL-6水平(49.36±
9.65, 55.26±11.32, 59.68±13.65 vs  43.74±
12.91; P <0.05或P <0.01)和SOD活性, 且与用药
剂量呈量效关系.

结论: 长叶胡颓子多糖通过促进肠黏膜蛋白
质和DNA合成、增强抗氧化能力、调节细胞
因子异常和损伤修复作用维护肠黏膜的完整
性、增强屏障作用, 有效减轻小肠辐射损伤.

关键词: 胡颓子多糖; 小肠辐射损伤; 二胺氧化酶; 

氧自由基; 细胞因子
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0  引言

长叶胡颓子(Elaeagnus bockii Diels)属珍贵的药

食两用植物, 在80余种胡颓子中其药用价值很

高, 根、叶、果皆可入药[1-2] . 我国长叶胡颓子主

要分布于湖北、四川、贵州、陕西和甘肃等地, 
民间习用. 长叶胡颓子可健脾胃, 治疗脾胃虚弱, 
消化不良等症状效果好, 其果实味酸、涩, 含鞣

质, 有涩肠止泻作用[3], 药理实验也表明其对实

验动物有抗脂质过氧化作用和免疫调节作用[4-5]. 
为探讨长叶胡颓子多糖对小肠辐射损伤的保护

作用, 我们通过建立小鼠放射性肠损伤模型, 采
用长叶胡颓子多糖灌胃给药, 进行了相关实验

研究, 报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 9-10周龄健康昆明小鼠, 体质量20-22 g, 
雌雄兼用, 由湖北省动物实验中心提供. 野生长

叶胡颓子果实于2006-07采购于湖北恩施自治州

巴东野三关镇. 长叶胡颓子果实多糖(以下简称

胡颓子多糖)的提取采用水煮醇沉法粗提[6]. SOD, 
MDA检测试剂盒由南京建成生物工程研究所提

供, TNF试剂盒由解放军总医院科技开发中心放

免所提供, IL-4、IL-6试剂盒由解放军总医院科

技开发中心放免所提供, AEROSET 09D05-01全
自动生化分析仪(美国), TL-16G型高速冷冻离心

机(上海实验仪器厂生产), GC-1200 r放射免疫计
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数器(中国安徽科大创新股份有限公司), 双筒光

学显微镜, 所用其他试剂均购自深圳晶美生物

工程公司.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的建立及处理 参照文献[7]将各

组动物(除正常对照组外)进行60Cog射线一次性

全身均匀照射, 照射剂量为3.89×10-2 Gy/kg, 距
离0.80 m, 受照剂量为6 Gy. 实验设正常组、模

型组、不同剂量胡颓子多糖给药组(灌服剂量分

别为100, 300, 500 mg/kgBW), 照射后24 h持续ig
给药, 每日1次, 共14 d. 正常组、模型组ig给等

容量体积生理盐水灌胃. 
1.2.2 指标检测及方法 实验完成后将动物麻醉, 
参照文献[8]方法, 取各组小鼠的十二指肠、空

肠和回肠段, 在光镜下分别计数单位面积肠片

上的肠腺数和绒毛数, 并计算肠腺存活率(以肠

腺存活百分率表示). 同时取新鲜肠组织, 用预

冷的生理盐水冲洗除去血液和粪渣, 滤纸吸干

称质量, 加9倍生理盐水, 在低温(冰水)中用玻璃

研磨器研磨制成100 g/L织匀浆, 高速离心取上

清液低温(3℃)保存待测. DAO采用分光光度法

测定, 考马斯亮蓝法测定组织蛋白质, 溴化乙锭

荧光法测定肠黏膜DNA. SOD、MDA检测按试

剂盒说明书进行. 尾动脉采血放免法检测TNF, 
IL-4, IL-6.

统计学处理 实验数据采用SPSS10.0软件进

行t检验统计处理.

2  结果

2.1 胡颓子多糖对小肠肠腺存活率的影响 小肠

黏膜单位面积上的肠腺数和绒毛数的变化及计

算出的肠腺存活率, 是反映小肠辐射损伤程度

的主要指标, 在模型组小鼠肠腺数和绒毛数减

少, 肠腺存活率降低, 而不同剂量胡颓子多糖给

药组(灌服剂量分别为100, 300, 500 mg/kgBW)
灌胃后不同程度使肠腺数和绒毛数增多及提高

肠腺存活率(P <0.05), 且胡颓子多糖的作用呈现

一定剂量效应关系(表1). 
2.2 胡颓子多糖对小肠肠黏膜蛋白质和D N A
含量的影响 与模型组比较, 不同剂量胡颓子

多糖给药组(灌服剂量分别为100, 300, 500 mg/
kgBW)灌胃均促进组织中蛋白质和DNA的合

成, 且胡颓子多糖给药组中、大剂量作用显著

(P <0.05, P <0.01)(表2).  
2.3 胡颓子多糖对辐射损伤小鼠氧化与抗氧化

损伤的影响 与模型组比较, 不同剂量胡颓子
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■创新盘点
相关报道以多糖
物质影响造血功
能、免疫功能及
抗脂质过氧化等
可以减轻辐射损
伤程度为主, 且长
叶胡颓子多糖对
小鼠放射性肠损
伤后的作用尚未
见报到. 本研究证
实胡颓子多糖可
以影响小肠蛋白
质和DNA合成及
二胺氧化酶含量,
降低肠组织MDA
含量、升高SOD
的活性及调节动
物细胞因子分泌, 
从而缓解肠组织
辐射损伤程度.
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多糖给药组(灌服剂量分别为100, 300, 500 mg/
kgBW)灌胃均升高组织中SOD活性, 肠组织中

MDA含量减少, 且胡颓子多糖给药组中、大剂

量作用显著(P <0.05, P <0.01)(表3).
2.4 胡颓子多糖对辐射损伤小鼠细胞因子的影

响 与对照组比较, 模型组大鼠血清中TNF水平

升高, 血清中IL-4、IL-6水平明显降低(P <0.01); 
经过2 wk不同剂量胡颓子多糖灌胃用药, 使模型

组大鼠血清中TNF降低, 血清中IL-4、IL-6水平

升高(P <0.05, P <0.01)(表4).

3  讨论

电离辐射引起消化道急性损伤在临床上表现为

肠型放射病, 出现广泛的肠黏膜脱落、坏死并

失去正常黏膜的屏障功能. 小肠是营养物质消

化吸收的主要部位, 小肠对辐射损伤最敏感, 小
肠腺干细胞因照射而引起死亡最终导致该肠腺

的死亡, 并随着照射剂量的增加肠腺存活率降

低[9]. 有研究表明自由基作用在辐射损伤的发病

机制中有重要作用, 多种细胞因子可恢复辐射

损伤后造血功能、免疫功能, 加强对肠上皮损

伤的保护作用[10-11]. 本实验采用60Cog射线一次

性全身均匀照射诱发小鼠辐射损伤模型后, 发
现小鼠不同小肠段腺数和绒毛数减少, 肠腺存

活率降低, 肠黏膜组织蛋白质和DNA含量减少, 
二胺氧化酶减少, 组织中MDA含量明显升高、

SOD活性降低, 血清中的细胞因子水平异常, 证
明了辐射损伤小肠组织损伤明显, 氧自由基和细

胞因子在辐射性肠损伤发病机制中起重要作用. 
在实验研究中观察到, 胡颓子多糖给药组

■应用要点
长叶胡颓子属珍
贵的药食两用植
物, 对消化系统功
能有明显调节作
用, 且胡颓子野生
植物资源丰富, 果
实富含蛋白质、

氨 基 酸 、 维 生
素、糖类、有机
酸及矿物质元素
等, 本研究为开发
利用胡颓子的药
用食用价值提供
了一定的依据.

表 1 胡颓子多糖对60Cog照射小鼠小肠不同部位肠腺存活率的影响(mean±SD, n  = 12)

      
分组                   剂量(mg/kgBW) 十二指肠                       空肠                            回肠

模型组                             -              58.43±3.76             65.73±5.16  51.03±6.02

胡颓子低剂量组           100              63.32±4.47a            71.62±6.07a  55.42±6.75a

胡颓子中剂量组           300              69.16±5.04a            75.06±6.75a  63.68±7.20a

胡颓子高剂量组           500              73.76±5.53a            79.83±7.43a  74.91±7.32a

aP<0.05 vs  模型组.

表 2 胡颓子多糖对小鼠小肠肠黏膜蛋白质和DNA含量
的影响(mean±SD, n  = 12)

      
                  剂量          蛋白质                  DNA

                             (mg/kgBW)    (mg/cm)              (mg/cm)

正常组                   -        0.13±0.04       1.17±0.27

模型组                   -        0.10±0.02c      0.95±0.19c

胡颓子低剂量组 100      0.11±0.03b      1.11±0.23b

胡颓子中剂量组 300      0.12±0.05a      1.12±0.24a

胡颓子高剂量组 500      0.12±0.03a      1.15±0.23a

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; cP<0.05 vs  正常组.

分组

表 3 胡颓子多糖对辐射损伤小鼠氧化与抗氧化损伤的
影响(mean±SD, n  = 12)

      
              剂量               SOD                    MDA

                         (mg/kgBW)   (nU/mg prot)     (nmol/mg prot)

正常组               -       260.30±33.45    1.63±0.24

模型组               -       164.77±37.22d    2.56±0.65d

胡颓子低剂量组   100     191.04±31.30a    2.34±0.41a

胡颓子中剂量组   300     213.37±38.64b    1.92±0.35b

胡颓子高剂量组   500     239.80±29.54b    1.84±0.30b

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常组.

分组

表 4 胡颓子多糖对辐射损伤小鼠血清TNF, IL-4, IL-6的影响(mean±SD, n  = 12)

      
分组                   剂量(mg/kgBW)   TNF (mg/L)                    IL-4 (ng/L)                    IL-6 (ng/L)

正常组                             -                  5.59±0.17 12.59±2.19 68.31±16.62

模型组                             -                  8.53±1.08d   7.40±2.08d 43.74±12.91d

胡颓子低剂量组           100                  6.89±1.33a   9.79±2.23a 49.36±9.65a

胡颓子中剂量组            300  6.74±1.24b 10.83±2.34b 55.26±11.32b

胡颓子高剂量组            500  5.87±1.13b 11.36±2.51b 59.68±13.65b

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常组.
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肠组织辐射损伤程度明显缓解, 且呈一定剂量

效应, 显示采用胡颓子多糖用药后明显减轻模

型组小鼠肠辐射损伤程度, 使肠腺数和绒毛数

增多及提高肠腺存活率, 同时使小肠黏膜组织

蛋白质和DNA含量升高, 黏膜上皮二胺氧化酶

含量增加, 表现出明显抗损伤作用; 实验中, 胡
颓子多糖灌胃用药能降低辐射损伤模型组小鼠

代谢产生的脂质过氧化物MDA含量, 升高SOD
活性, 表现出抗氧化特性, 从而对肠组织中的脂

质过氧化反应具有抑制作用, 保护组织细胞; 辐
射损伤引起小鼠TNF水平增加及IL-4、IL-6水
平降低, 胡颓子多糖用药后可明显降低TNF水平

及提高IL-4、IL-6水平. 电离辐射可引起机体组

织生成性质活泼的自由基, 破坏组织大分子结

构, 通过直接作用和间接作用引起生物大分子

损伤, 某些细胞因子在辐射损伤的预防和治疗

中作用明显, TNF可调节机体造血功能, IL-4和 
IL-6可促进淋巴细胞增殖和肠免疫功能. 研究表

明长叶胡颓子多糖具有造血功能、免疫调节及

抗脂质过氧化作用, 由于氧自由基在辐射性肠

损伤发病机制中起重要作用, 而多种细胞因子

的作用可以减轻组织损伤, 所以实质上提高组

织抗氧化能力及调节细胞因子对肠辐射损伤的

防护是非常重要的. 实验中胡颓子多糖通过影

响蛋白质和DNA合成及二胺氧化酶含量, 而维

护肠黏膜的完整性和修复组织损伤, 通过降低

MDA含量、升高SOD的活性及调节细胞因子分

泌足以表明其抗氧化特性和对细胞因子异常有

调节恢复作用, 从而缓解肠组织辐射损伤程度. 
胡颓子为野生植物资源, 果实富含蛋白质、氨

基酸、维生素、糖类、有机酸及矿物质元素等, 
以上研究为开发利用胡颓子药用价值提供了一

定的依据.
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Abstract
AIM: To explore the effect of taurine on the 
pylorus ligation-induced gastric ulcer in rats and 
its mechanism.

METHODS: Rat model of gastric ulcer was made 
by pylorus ligation method. A total of 45 Wistar 
rats were randomly and averagely divided into 
3 groups: normal control group, ulcer model 
group and taurine-treated group. Six hours later, 
all the rats were killed, and the gastric mucosal 
ulcer index (UI), total acidity of gastric juice, 
pepsin activity and H+,K+-ATPase activity in pa-
rietal cells were measured. 

RESULTS: In comparison with the normal con-
trol group, the ulcer model group showed an in-
crease in UI (35.3 ± 3.7 vs 0, P < 0.01), total acidi-
ty of gastric juice (28.56 ± 3.81 mmol/L vs 20.34 ± 
4.40 mmol/L, P < 0.01), pepsin activity (7.58 ±1.58 
μg/(mL·min) vs 5.83 ± 1.22 μg/(mL·min), P < 
0.01) and H+, K+-ATPase activity of parietal cells 
(8.86 ± 1.50 U/mg vs 6.95 ± 1.03 U/mg, P < 0.01). 
However, in the treated group, the gastric muco-
sal injury was attenuated, and the value of gas-
tric mucosal UI (15.4 ± 3.6 vs 35.3 ± 3.7, P < 0.01), 
total acidity of gastric juice (19.58 ± 3.68 mmol/L 

vs 28.56 ± 3.81 mmol/L, P < 0.01), pepsin activity 
[6.36 ± 1.45 μg/(mL·min) vs 7.58 ± 1.58 μg/
(mL·min), P < 0.05] and H+, K+-ATPase activity 
of parietal cells (7.62 ± 1.46 U/mg vs 8.86 ± 1.50 
U/mg, P < 0.05) were decreased significantly as 
compared with those in the model group.

CONCLUSION: Taurine can alleviate gastric 
ulcerative injury in pylorus-ligated rats, which 
may be related to the inhibitory effect of taurine 
on the secretion of gastric acid and pepsin.

Key Words: Rat; Gastric ulcer; Pylorus; Taurine; 
Gastric acid; Pepsin; ATPase
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摘要
目的: 探讨牛磺酸对大鼠幽门结扎型胃溃疡
的影响及其机制. 

方法: 采用结扎大鼠幽门的方法建立大鼠胃
溃疡模型. 45只Wistar大鼠随机分为三组, 即
正常对照组、溃疡模型组和牛磺酸处理组. 经
6 h后各组大鼠处死, 检测三组大鼠胃黏膜溃
疡指数(UI)、胃液总酸度、胃蛋白酶活性和
壁细胞H+, K+-ATP酶活性.

结果: 与正常对照组相比, 溃疡模型组大鼠UI
值(35.3±3.7 vs  0, P <0.01)和胃液总酸度增大
(28.56±3.81 mmol/L vs  20.34 ± 4.40 mmol/L, 
P <0.01), 同时胃液胃蛋白酶活性[7.58±1.58 
μg/(mL·min) vs  5.83±1.22 μg/(mL·min), 
P <0.01]和壁细胞H+, K+-ATP酶活性升高(8.86
±1.50 U/mg vs  6.95±1.03 U/mg, P <0.01); 而
应用牛磺酸则减轻了大鼠应激性胃黏膜损
伤, UI值(15.4±3.6 vs  35.3±3.7, P <0.01)和胃
液总酸度减小(19.58±3.68 mmol/L vs  28.56
±3.81 mmol/L, P<0.01), 胃液胃蛋白酶活
性[6.36±1.45 μg/(mL·min) vs  7.58±1.58 
μg/(mL·min), P <0.05]和壁细胞H+, K+-ATP
酶活性(7.62±1.46 U/mg vs  8.86±1.50 U/mg, 
P <0.05)降低. 

结论: 牛磺酸具有抗大鼠幽门结扎型胃溃疡
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■背景资料
牛磺酸是一种含
硫的β氨基酸, 是
机体细胞内含量
最丰富的自由氨
基酸. 近年研究发
现, 牛磺酸对应激
性胃黏膜损伤及
氯乙烷、布洛芬
所致胃黏膜损伤
有保护作用, 其机
制与抗氧化应激
作用有关. 牛磺酸
在体内应用时无
毒副作用和无抗
原性, 其对胃溃疡
的防治作用及机
制值得深入探讨.



的作用, 其机制可能与抑制胃酸及胃蛋白酶分
泌有关.

关键词: 大鼠; 胃溃疡; 幽门; 牛磺酸; 胃酸; 胃蛋白

酶; ATP酶
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0  引言

胃溃疡(gastric ulcer, GU)是临床上的常见疾病, 
其发生机制比较复杂, 研究认为是由于胃腔内损

伤因子与胃黏膜内保护机制间作用失衡所致[1] 

这些局部损伤因子包括胃酸分泌过多和胃蛋白

酶自消化作用. 牛磺酸是一种含硫的β氨基酸, 
是机体细胞内含量最丰富的自由氨基酸. 近年

研究发现, 牛磺酸在体内有广泛的生理药理作

用, 包括维持细胞内外渗透压平衡、调节细胞

钙稳态、清除氧自由基、直接膜稳定作用等[2], 
对心肌缺血、肝炎及脑、肺脏器损伤具有一定

的防治作用, 然而其机制尚不清楚. 在此, 我们

通过采用结扎幽门建立大鼠GU模型, 观察牛磺

酸对幽门结扎型大鼠GU的影响, 并探讨其防治

原理, 为临床防治GU和开发新药提供线索.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂45只健康Wistar大鼠(由咸宁学院实

验动物中心提供), 体质量250-300 g, 常规饲料喂

养, 自由进水. 721型分光光度计(上海第三分析

仪器厂), 牛磺酸(黄冈永安药业有限公司, 批号

515517), H+, K+-ATP酶活性测定试剂盒及胃蛋

白酶活性测定试剂盒均由南京建成生物工程研

究所提供.
1.2 方法 将♂45只健康Wistar大鼠随机分为正

常对照组(n  = 15), 溃疡模型组(n  = 15)及牛磺酸

处理组(n  = 15). 各组大鼠实验前禁食24 h. 溃疡

模型参照Ye et al [3]方法, 即于造模术前第7天开

始, 牛磺酸处理组大鼠通过胃管灌饲牛磺酸, 剂
量为100 mg/kg体质量, 每天一次, 共7 d; 正常对

照组和溃疡模型组灌饲同等容积的生理盐水. 
在最后一次给药完毕的1 h后, 牛磺酸处理组和

溃疡模型组大鼠, 在麻醉状态下, 打开大鼠的腹

腔, 暴露胃, 在幽门下穿线将幽门结扎; 正常对

照组大鼠不作结扎, 其他操作同溃疡模型组. 结
扎后各组大鼠均经十二指肠注射药液1次, 正常
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对照组和溃疡模型组注射同等容积的生理盐水, 
然后缝合腹壁切口, 常规消毒. 放回饲养笼, 禁
食水, 经6 h后各组大鼠处死, 结扎贲门, 将胃取

出, 沿胃大弯侧剪开后展开, 用小棉球轻轻将胃

黏液及血凝块擦掉, 观察胃黏膜损伤的程度和

形态. 胃黏膜溃疡指数(ulcer index, UI)测定: 按
Guth标准[4]计算溃疡指数. 溃疡指数按黏膜溃

疡或糜烂长度(mm)计算: 斑点状糜烂为1分, 糜
烂<l mm为2分, 糜烂介于1-2 mm为3分, 糜烂2-4 
mm为4分, 糜烂>4 mm为5分. 糜烂宽度>l mm则

分值×2. 胃液总酸度值测定: 取胃时, 将全部胃

液抽出置于离心管中离心, 3000 r/min, 20 min, 
取部分上清液(其余部分上清液用于胃蛋白酶

活性测定), 用0.1 mol/L NaOH溶液滴定测量胃

液的总酸度[5]. 胃液胃蛋白酶活性测定: 取部分

上清胃液, 按照试剂盒说明测定胃蛋白酶活性

(氨基酸还原法). 壁细胞H+, K+-ATP酶活性测定: 
用玻璃片刮下胃黏膜放入冻存管内, 于-70℃保

存待测, 用于测定H+, K+-ATP酶活性. 将已制备

的胃黏膜准确称质量后加49倍生理盐水, 用组

织匀浆机制成质量分数为1/50的胃黏膜匀浆. 
按照H+, K+-ATP酶活性测定试剂盒说明进行操

作. 
统计学处理 所有资料均用mean±SD表示, 

应用SPSS10.0统计软件进行分析, 多组均数比

较采用ANOVA检验. P<0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 牛磺酸对大鼠UI的影响 溃疡模型组UI值较

正常对照组显著升高(P <0.01); 与溃疡模型组相

比, 牛磺酸处理组UI值明显下降(P <0.01, 表1). 
提示幽门结扎可诱导胃黏膜损伤发生, 而牛磺

酸则明显减轻幽门结扎后胃黏膜损伤的作用.
2.2 牛磺酸对大鼠胃液总酸度值及壁细胞H+, 
K+-AT P酶活性的影响  溃疡模型组大鼠胃液

总酸度值较正常对照组明显增大(P <0.01), 而
壁细胞H+, K+-ATP酶活性较之后者明显升高

(P <0.01); 与溃疡模型组相比, 牛磺酸处理组胃

液总酸度值明显减小(P <0.01), H+, K+-ATP酶活

性降低(P <0.05, 表1). 提示幽门结扎后大鼠胃壁

细胞H+, K+-ATP酶活性升高, 胃泌酸功能增强, 
泌酸增多; 而牛磺酸可以对抗幽门结扎后所致

的壁细胞H+, K+-ATP酶活性升高, 削弱胃泌酸功

能, 减少胃酸分泌.
2.3 牛磺酸对大鼠胃液胃蛋白酶活性的影响 溃
疡模型组大鼠胃液胃蛋白酶活性较正常对照组
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■研发前沿
胃溃疡是临床上
的常见疾病, 其发
生机制与多种局
部损伤因子有关,
其中包括胃酸分
泌过多和胃蛋白
酶自消化作用. 针
对这些因素设定
相应的治疗策略
成为当前防治胃
溃疡病的热点. 
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明显升高(P <0.01); 与溃疡模型组相比, 牛磺酸

处理组胃液胃蛋白酶活性明显降低(P <0.05, 表
1). 提示幽门结扎后大鼠胃液胃蛋白酶活性升

高、分泌增多; 而牛磺酸可以降低胃液胃蛋白

酶活性, 减少胃液胃蛋白酶分泌.

3  讨论

溃疡病是一种以疼痛为主要临床表现的病

症, 其病因病机至今尚未完全阐明. 但普遍认

为其形成主要是攻击因子与防御因子之间失

衡所致[1]. 攻击因子主要指胃酸、胃蛋白酶、

幽门螺杆菌、药物损害及氧自由基等 [6-7];  防
御因子通常有胃黏液-碳酸氢盐屏障、胃黏膜

屏障、黏膜血流、细胞更新、前列腺素及表

皮生长因子等 .  胃酸和胃蛋白酶是主要的攻

击因子, 可直接对胃黏膜产生损害[8]; 同时, 胃
酸能激活已分泌的胃蛋白酶 ,  两者协同作用 , 
对胃黏膜进行侵蚀和破坏 .  而胃黏膜血流量

(G M B F)改变在应激性溃疡发生机制中的作

用, 近十多年来日益得到重视. 大多数学者认

为, GMBF的减少是导致应激性胃黏膜糜烂出

血和溃疡形成的主要原因 [9-10]. 氧化应激产生

时, 氧自由基产生增加, 可导致胃黏膜细胞凋

亡率增加, 加重胃黏膜损害和促进溃疡形成[11].  
另外, 胃溃疡发生还与心理社会因素有关[12]. 因
此, 胃溃疡的发生是由多因素造成的, 针对这些

因素设定相应的治疗策略成为当前防治溃疡病

的热点.
我们当前实验即是在幽门结扎型大鼠胃溃

疡模型上, 观察牛磺酸对大鼠胃溃疡中胃酸和

胃蛋白酶分泌的影响. 我们观察到, 在幽门被结

扎后大鼠胃黏膜溃疡指数增大, 同时伴胃酸和

胃蛋白酶分泌增多, 以及胃黏膜壁细胞H+, K+-
ATP酶活性升高. 因此, 幽门被结扎后大鼠确实

产生了溃疡性胃黏膜损伤; 同时胃壁细胞被激

活, H+, K+-ATP酶对H+转运功能增强, 故胃酸分

泌增多. 而在大鼠溃疡发生前, 预先给予灌饲牛

磺酸, 则降低了溃疡发生后大鼠胃黏膜溃疡指

数(UI), 使其胃酸和胃蛋白酶分泌减少, 并伴壁

细胞H+, K+-ATP酶活性降低. 由此我们推测, 预
先给予牛磺酸可防治大鼠胃溃疡性黏膜损伤, 
其机制与抑制胃酸、胃蛋白酶分泌有关. 除此

之外, 牛磺酸防治大鼠胃溃疡的机制, 尚与其抗

氧化应激作用、抑制内皮素生成、增加胃黏膜

血流量等有关[13-17]. 
总之, 牛磺酸防治大鼠胃溃疡的作用机制有

待进一步探索. 
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届
消化介入新技术研讨会会议及征文通知

本刊讯 第七届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会是卫生部“十年百项”适宜技术推广、上海市重大医学

成果转化及国家级继续医学教育项目, 为进一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入诊治的技术

水平, 我们联合上海同仁医院、山东省立医院和山东省医学影像研究所, 定于2007-09-21/25在山东省济南市举

办第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会, 参会者可获得国家级一类继续医学教育学

分12分. 会议将以专题讲座、论文交流、操作演示及研讨沙龙多种形式相结合, 安排相关学科的著名专家着重

介绍消化道病变内镜治疗、介入放射学治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗的新理论、新技术和新方法.  

1   征文内容

包括消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等. 消化系

良性病变如门静脉高压、胆道结石、消化道出血等的内镜及介入新技术应用. 消化病诊治边沿交叉学科与消

化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.  

2   征文要求

专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 经验交流、短篇报道等全文限

1000字以内. 所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 书写规范, 稿件应是未发表过的论文, 优秀论文将

安排在国家级杂志上发表. 所有稿件一律要求电脑打印(WORD格式), 邮寄者需附软盘; 特别鼓励用E-mail投稿

(用附件WORD格式). 截稿日期: 2007-07-31. 征集疑难病例: 会议将安排专门时间研讨疑难病例, 欢迎与会代表

将临床中遇到的疑难病例带到会上讨论. 通信地址: 山东省立医院消化科张春清收, 济南市经五路纬七路324

号, 邮编: 250021. 联系电话: 0531-85186350, 86701337; 传真: 0531-87902348; E-mail: zhchqing@medmail.com.cn.
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Abstract
AIM: To clone the recombinant plasmid affecting 
vascular endothelial growth factor-C (VEGF-C) 
gene transcription by RNA interference and 
observe VEGF-C expression in human gastric 
cancer cell.

METHODS: Two DNA sequences contain-
ing small hairpin structure were designed and 
synthesized. The complement form was ob-
tained by annealing and then cloned into vector 
pSilencer3.1-H1. The recombinant plasmid was 
transformed into strain DH5α. After ampli-
fication and purification, the target plasmid, 
identified by restriction enzyme, was obtained 
sequenced. Finally, gastric carcinoma cell line 
SGC-7901 was transfected with the plasmid, and 
the protein expression of VEGF-C was detected 

by Western blot.

RESULTS: After enzyme digestion and sequenc-
ing, the VEGF-C siRNA expression vector was 
successfully constructed. Western blot analysis 
showed that the protein expression of VEGF-C 
was markedly decreased after transfection, espe-
cially in the cells transfected with pSilencer3.1-
VEGF-C1, and the inhibitory rate was 81.2%, 
significantly different from that in the negative 
control group (P < 0.05).

CONCLUSION: The recombinant plasmid con-
taining VEGF-C siRNA is successfully construct-
ed. RNAi may continually and stably suppress 
VEGF-C protein expression, which is a potential 
approach for tumor gene therapy.

Key Words: Gastric cancer; Vascular endothelial 
growth factor-C; Recombinant plasmid; RNA inter-
ference; Western blot

Zhou HC, Kang CY, Zhang Y, Li JC. Construction and 
expression of small interfering RNA vector targeting 
on vascular endothelial growth factor-C. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1549-1553

摘要
目的: 利用质粒pSilencer3.1-H1构建针对人血
管内皮生长因子-C(VEGF-C)基因的表达载
体, 测序鉴定并观察在胃癌细胞中的表达.

方法: 根据质粒pS i lencer3.1-H1要求设计两
对小干扰RNA靶序列, 退火形成互补的双链, 
通过与线性化的pS i lencer3.0-H1相应位点连
接、转化大肠杆菌, 扩增、纯化得到所需质
粒, 酶切电泳及测序鉴定后转染胃癌细胞株
SGC-7901, Western blot检测转染前后VEGF-C
基因的蛋白表达. 

结果: 经酶切和测序鉴定, 针对VEGF-C基因
的siRNA表达载体构建成功. 转染胃癌细胞株
SGC-7901后, Western blot检测显示VEGF-C基
因蛋白表达明显降低, pSilencer3.1-VEGF-C1
组抑制效果明显, 其抑制率为81.2%, 与阴性
对照组相比差异具有显著性(P <0.05).
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®

■背景资料
胃癌是世界上最
常见的肿瘤之一,
淋巴结转移是其
主要的转移方式,
探索其治疗方法
具有重要的应用
价值. 淋巴结转移
与淋巴管生成密
切, VEGF-C是重
要的促淋巴管生
长的细胞因子, 抑
制VEGF-C的表达
或阻断与其受体
的结合是防止肿
瘤淋巴管转移的
主要方法, RNA干
扰作为特异性阻
断基因表达的新
方法, 已应用于基
因功能、肿瘤等
的研究.



结论:  成功构建了针对人V E G F-C基因的
s i R N A表达载体和稳定转染的胃癌细胞株
SGC-7901.

关键词: 胃癌; 血管内皮生长因子-C; 重组质粒; 
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0  引言

淋巴管生成可以促进肿瘤细胞转移, 血管内皮

生成因子-C(vascular endothelial growth factor-C, 
VEGF-C)属于VEGF家族, 与血管内皮生成因子

受体-3结合刺激淋巴管内皮细胞生长和淋巴管

生成. 在许多肿瘤如食管癌、胰腺癌、甲状腺

癌、胃癌、乳腺癌中, VEGF-C的表达与淋巴结

转移密切相关[1-5]. RNA干扰(RNA interference, 
RNAi)是一种由双链RNA(double-stranded RNA, 
d sRNA)诱发的同源基因表达沉默, 该技术因

其高效且特异的靶基因抑制而在基因功能研

究以及肿瘤等疾病的基因治疗中显示出巨大

的潜在应用价值. 本研究以小干扰RNA(small 
interference RNA, siRNA)表达载体为介导, 为胃

癌VEGF-C基因靶向RNA干扰治疗的可行性作

一初步探讨.

1  材料和方法

1 . 1  材料 胃癌细胞株S G C - 7 9 0 1为本实验

室保存 ,  胎牛血清购自北京元亨生物公司 , 
LipofectermineTM 2000购自lnvitrogen公司, siRNA
表达载体pSilencer3.1为美国Ambion公司产品, 
大肠杆菌DH5α、限制性内切酶Hin d Ⅲ、Bam H 
Ⅰ、DNA Mark、T4DNA连接酶、TaqDNA聚合

酶和胶回收试剂盒均购自TaKaRa公司, G418为
Gibco公司产品, 质粒抽提试剂盒购自V-gene公
司.
1.2 方法 
1.2.1 siRNA的设计和合成 根据Genbank报道的

VEGF-C基因的cDNA序列(NM_005429), 参考

siRNA设计原则, 利用TaKaRa公司的在线设计

软件, 并根据载体pSilencer3.1-H1-neo说明书, 设
计2条干扰序列和阴性对照, 通过BLAST软件确

定与其他非相关基因无同源性, 具体设计如下: 
pSilencer3.1-VEGF-C1: OligoCon1: 5'-GATCCG
AAGTTCCACCACCAAACATTCAAGAGATG
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TTTGGTGGTGGAACTTCTTTTTTGGAAA-3', 
OligoCon2: 5'-AGCTTTTCCAAAAAAGAAGT
TCCACCACCAAACATCTCTTGAATGTTTGG
TGGTGGAACTTCG-3'; pSiencer3.1-VEGF-C2:
OligoCon1: 5'-GATCCGTGTCAGCTAAGGAAA
GGATTCAAGAGATCCTTTCCTTAGCTGACA
CTTTTTTGGAAA-3', OligoCon2: 5'-AGCTTTT
CCAAAAAAGTGTCAGCTAAGGAAAGGATC
TCTTGAATCCTTTCCTTAGCTGACACG-3'; 阴
性对照: OligoCon1: 5'-GATCCGTTCTCCGAA
CGTGTCACGTTTCAAGAGAACGTGACACG
TTCGGAGAATTTTTTGGAAA-3', OligoCon2:  
5'-AGCTTTTCCAAAAAAGTGTGTCGTTGTG
TCCCTTTCTCTTGAAAAGGGACACAACGAC
ACACG-3' 两端分别带上Hin d Ⅲ和Bam HⅠ酶

切位点, 化学合成siRNA模板, 长度均为63个碱

基. 
1.2.2 单链DNA片段的退火连接 每对要退火的

两条片段分别取10 μL与退火缓冲液混合, 94℃
水浴加热4 min, 然后缓慢冷却至室温使其变性

生成双链. 退火DNA寡核苷酸模板链的终浓度

为100 μmol/L. 
1.2.3 酶切和连接反应 载体pSilencer3.1-neo经
Bam HⅠ和 Hin d Ⅲ双酶切, 酶切产物10 g/L琼脂

糖凝胶电泳鉴定, 目的片段清楚, 用UNIQ10柱
式DNA回收试剂盒回收并纯化, 将退火片段与

经酶切后的载件按摩尔比3∶1的比例进行连接

反应, 置16℃过夜. 
1.2.4 重组质粒的转化、筛选和鉴定 氯化钙法

制备DH5α大肠杆菌感受态细菌, 连接产物各取

2.5 μL分别接种于200 μL的DH5α感受态细菌中

进行转化, 37℃平放20 min, 倒置培养10-14 h. 随
机挑取LA平板上单菌落, 分别接种于3 mL LA
培养液中, 37℃ 180 r/min震荡培养过夜, 取1 mL
菌液送上海生工生物公司测序鉴定. 质粒中插

入片段的测序采用M13Forward primer: (-40):  
5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3'; reversr primer: 
5'-GAGTTAGCTCACTCATTAGGC-3', 将鉴定证

实的细菌扩增培养, 摇至对数生长期, 每0.8 mL
过夜培养细菌加0.2 mL无菌甘油, 混匀后-70℃
冰箱保存. 
1 . 2 . 5  细 胞 培 养 与 转 染  人胃癌细胞细胞株

SGC7901以含l00 mL/L小牛血清, 青、链霉素

各100 U/mL为培养基, 细胞进行常规培养和传

代. 使用Lipofenectin2000进行基因转染, 按照

说明书进行操作. 转染后24 h传代, 加入G418进

www.wjgnet.com

■创新盘点
本试验通过RNA
干扰的方法抑制
人 胃 癌 细 胞 株
VEGF-C的表达 ,
并获得成功, 具有
一定的创新性.
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■应用要点
利用RNA干扰抑
制V E G F - C的表
达, 为进一步阐明
VEGF-C的作用机
制和预防淋巴结
转移提供了方法
和途径, 有着十分
重要的理论和实
践意义.

行筛选, G418浓度为600 mg/L, 2 wk后挑取单克

隆株扩大培养. 获得稳定表达细胞系7901, 分别

建立表达pSilencer3.1-VEGF-C1、pSilencer3.1-
VEGF-C2和阴性对照pSilencer3.1-VEGF-CN的单

克隆胃癌细胞株SGC7901. 
1.2.6 Western印迹确定VEGF-CsiRNA的沉默效

率 提取转染细胞系的总蛋白, 以BCA检测定量,
总蛋白电泳于10%凝胶后, 电转移于硝酸纤维素

膜, 封闭液(5%脱脂奶粉和0.05% Tween20TBS缓
冲液)中4℃过夜; 1∶200 VEGF-C一抗, 室温1 h, 
TBST洗膜3次, 结合辣根过氧化物酶标记的二抗

1 h, TBST洗膜3次, ECL发光. 计算机扫描图像, 
测出各条带面积灰度值, 以各组VEGF-C与自身

ac t in灰度值的比作为各组细胞中VEGF-C蛋白

的相对含量. 
统计学处理 采用美国Biorad公司Quantity 

One4.0图像分析软件进行扫描分析, SPSS13.0
统计软件包进行单因素方差分析 ,  检验水准 
α = 0.05.

2  结果

2.1 酶切鉴定 限制性内切酶Bam HⅠ和 Hin d Ⅲ
双酶切pSilencer3.1-neo载体, 然后取5 μL酶切产

物在10 g/L的琼脂糖凝胶上进行电泳(图1).
2.2 重组质粒的核苷酸序列分析 测序结果表明, 
合成的寡核苷酸已成功克隆入pSilencer3.1-H1-
neo载体, 未发现缺失、突变等插入异常存在, 
表明已成功构建了VEGF-C的pSilencer3.1-H1-
neo表达质粒分别为pS i lencer3.1-VEGF-C1和

pSilencer3.1-VEGF-C2(图2).
2.3 稳定转染的细胞株中VEGF-C蛋白表达的检

测 Western blot检测SGC-7901细胞内VEGF-C
蛋白水平, 结果显示pSilencer3.1-VEGF-C1组与

pSilencr3.1-VEGF-C2组细胞内VEGF-C蛋白水平

下调, 尤以pSilencer3.1-VEGF-C1组抑制效果明

显, 其抑制率为81.2%, 与阴性对照组相比差异

具有显著性(P <0.05)(图3). 

3  讨论

淋巴管系统是许多肿瘤转移的重要途径, 是否

伴有淋巴结转移是肿瘤主要的预后指标. Jeltsch  
et al [6]首次报道VEGF-C转基因小鼠中, VEGF-C
过表达能够特异性的诱导淋巴管内皮的增殖和

淋巴管的增生. 肿瘤淋巴管生成已在动物实验

模型研究中得到证实, 临床病理研究亦显示, 淋
巴管生成因子与许多人类原发恶性肿瘤的淋巴

结转移显著相关[7-10], VEGFR-3为成人组织中淋

巴管内皮的特异性受体, VEGF-C与VEGFR-3结
合后通过MEK/ERK和PI3-激酶/Akt途径引起淋

巴管内皮细胞增生. VEGF-C与VEGFR-3结合

后, 具有强大特异的淋巴管生成作用, 并认为与

肿瘤的淋巴道转移有密切关系[11]. 由于VEGF-C
与VEGFR-3的高亲和力, 使VEGF-C的促淋巴

管生成作用成为主导, 而正是VEGF-C这种独特

的淋巴管生成作用使其成为研究者们关注的焦

点. 如何有效抑制VEGF-C基因在转录和翻译水

平的表达, 成为治疗淋巴结转移的关键. 现在抑

制基因表达的方法有多种, 如反义核酸法、核

酶法、基因敲除以及最近提出的RNA干扰方法. 
在哺乳动物细胞的RNA干扰研究中, siRNAs主
要有以下几种方法生成: 体外化学合成、体外

转录以及用质粒或病毒表达载体在细胞内直接

生成siRNAs等几种方式. 其中通过质粒等表达

载体在细胞内直接转录siRNAs不仅具有经济和

容易操作等优点, 更重要的是可以通过建立稳

定地表达siRNAs的细胞克隆而达到延长RNA干

扰的效应. 本研究所构建的质粒pSilencer3.1是
通过体内转录的方式生成发夹状双链RNA分子, 
然后通过Dicer酶生成siRNAs分子从而引发基因

沉默. 该质粒采用H1启动子, H1启动子属于RNA
聚合酶Ⅲ启动子, 能够在哺乳动物细胞中指导

合成发夹状双链RNA分子, 诱导基因特异性沉

默. Paddison et al [12]发现, 短发夹状RNA(short 
hairpin RNA, shRNA)可以在哺乳动物细胞中调

控基因的表达, 用带有RNA聚合酶Ⅲ启动子并

表达shRNA的表达载体转染细胞后, 细胞能产

生长期稳定的基因沉默[13-15]. 
通过限制性酶切和基因测序鉴定证实本实

验成功构建了靶向VEGF-C基因的真核表达载

图 1 重组质粒酶切图. M: DNA Mark; 2: pSilencer3.1-

VEGF-C1/Bam HⅠ+Hin dⅢ; 3: pSilencer3.1-VEGF-C2/

BamHⅠ+HindⅢ; 4: Nagetive control/BamHⅠ+HindⅢ.

M 1 2 3

bp

3000
2000

100
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体, 转染胃癌细胞株SGC-7901, 我们应用Western 
blot在蛋白水平上检测其抑制效率以筛选有效

的抑制序列, 结果显示所设计的两组shRNA片

段对VEGF-C表达的抑制作用各不相同, 以第

一对抑制效果最为明显为81.2%, 而第二抑制作

用较弱, 抑制效率为17.5%, 进一步说明了RNAi
的高效性和特异性. 为进一步从整体水平研究

VEGF-C基因的功能提供了保证. 
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图 3 人胃癌细胞株SGC-7901VEGF-C蛋白的表达. 1: 阴

性对照; 2: SGC-7901; 3: pSilencer3.1-VEGF-C2组; 4:

pSilencer3.1-VEGF-C1组.
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■同行评价
本文进行VEGF-C
基因靶向RNA干
扰重组表达载体
的构建和表达. 总
体设计合理, 方法
得当, 结果基本可
靠, 有一定的实际
指导意义.
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• 消息 •

中国科学技术信息研究所情报方法研究中心关于
2005年世界华人消化杂志指标检索报告

本刊讯 2005年度《世界华人消化杂志》的总被引频次为2079, 位居全部1652种中国科技论文统计源期刊的第

51位, 内科医学类28种期刊的第4位. 2005年《世界华人消化杂志》的影响因子为0.485, 位居全部1652种中国

科技论文统计源期刊的第449位, 内科医学类28种期刊的第14位.《世界华人消化杂志》的即年指标0.070, 他引

率0.66, 地区分布数26, 基金论文比0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46.
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Abstract
AIM: To establish and optimize the technique of 
two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) for 
studying the proteomics of liver fibrosis tissue 
from patients with hepatitis B. 

METHODS: Liver fibrosis tissues were obtained 
by surgical method, and the total proteins were 
extracted. Immobilized pH gradient isoelectric 
two-dimensional gel electrophoresis was used to 
separate the total protein. After coomassie bril-
liant blue staining, 2-DE maps were analyzed 
with ImageMaster 2D Platinum Software. A 

series of conditions such as the sample size, elec-
trophoresis parameters and the way to treat the 
sample were improved.  

RESULTS: After optimization, the horizontal 
trail was decreased; the resolution of the spot 
was improved; the number of protein spot was 
increased from 246 ± 33 to 729 ± 83 in the 2-DE 
maps. 

CONCLUSION: The optimized technique of 
2-DE can be introduced to study the proteomics 
of liver fibrosis tissue from patients with hepati-
tis B. 

Key Words: Hepatitis B; Liver fibrosis tissue; Two-
dimensional gel electrophoresis
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摘要
目的: 建立并优化乙型肝炎肝纤维化组织蛋
白质组研究所需的双向凝胶电泳技术, 提高其
分辨率和重复性.  

方法: 外科手术获取乙型肝炎肝纤维化组织, 
提取肝组织总蛋白. 利用固相pH梯度双向凝
胶电泳技术分离总蛋白, 考马斯亮蓝染色后分
析凝胶图像. 对2-DE中的关键因素与环节, 如
样本处理、上样量、电泳参数等各步条件进
行了一系列优化. 

结果: 优化条件后的乙型肝炎肝纤维化组织
双向凝胶电泳图谱水平拖尾减少、斑点分辨
率改善、斑点检出数量增加(246±33→729±
83). 

结论: 该双向凝胶电泳技术可应用于乙型肝
炎肝纤维化组织的蛋白质组学研究.

关键词: 乙型肝炎; 肝纤维化组织; 双向凝胶电泳
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■背景资料
近年来, 随着蛋白
质组学理论和相
关技术的发展与
完善, 亦为肝纤维
化的研究带来了
新的思维方式, 他
不仅可以从组织
或细胞蛋白质整
体水平这一全新
角度来研究肝纤
维化的发生机制,
而且有助于寻找
与疾病相关的新
的标志物. 
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0  引言

随着人类基因组草图的正式完成 ,  生命科

学的研究进入了后基因时代 ,  蛋白质组学

(proteomics)作为后基因时代研究的一个重要内

容, 已广泛深入到生命科学和医药学的各个领

域, 其理论和技术的发展完善亦为肝纤维化的

研究带来了新的思维方式和研究领域[1]. 双向凝

胶电泳(two dimensional electrophoresis, 2-DE)是
蛋白质组学研究的核心技术, 近年来得到了较

大的发展与改善, 但重复性和稳定性仍然是2- 
DE技术存在的主要问题[2]. 目前, 有关乙型肝炎

肝纤维化组织的2-DE少见报道. 为此, 我们对人

乙型肝炎肝纤维化组织进行了双向电泳, 并对

其中的关键因素与环节进行了研究和实验条件

优化, 建立稳定、重复性好、分辨率高的肝纤

维化组织蛋白质分离技术, 为进一步开展肝纤

维化蛋白质组学研究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝纤维化组织来源于2006-02/08贵阳医

学院附属医院肝胆外科乙肝后肝癌切除术患者

的癌周组织, 取得组织后立即在无菌状态下用

含3 mmol/L PMSF的冰生理盐水洗净血液, 液氮

中速冻1 h后转入-80℃冰箱中保存备用. 选取其

中经HE染色病理诊断为肝纤维化3级的肝组织

为研究对象, 诊断符合2000年病毒性肝炎防治

方案标准[3]. 超纯尿素(Urea)、硫脲(Thiourea)、
过硫酸铵(APS)、二硫苏糖醇(DTT)、苯甲基磺

酰氟(PMSF)、丙基硫酸盐(CHAPS)、十二烷基

硫酸钠(SDS)、四甲基乙二胺(TEMED)、三羟

基甲基氨基甲烷(Tr i s)、甘氨酸、琼脂糖、核

酶混合物(Nuclease Mix)、蛋白酶抑制剂试剂

盒、矿物油、甲叉双丙烯酰胺、溴酚蓝、碘乙

酰胺均购自Amersham公司, 两性电解质、固相

pH梯度干胶条(IPG strip)购自Bio-Rad公司, 低
分子标准蛋白购自北京天根公司, 冰醋酸、无

水乙醇为国产分析纯. 所有试剂均用去离子水

配制. Ettan IPG phor Ⅱ等电聚焦系统、Ettan 
DALTsix垂直电泳系统、Imagescanner扫描仪、

LabScan扫描软件、ImageMaster 2D Platinum 
Software(Version 5.0)图象分析软件为Amersham
产品, 国产高速冷冻离心机、721分光光度仪. 
1.2 方法 
1.2.1 肝纤维化组织蛋白质的提取 参照文献[4-8]

加以改进. 称取肝纤维化组织100 mg, 于匀浆器

中加入1.5 mol/L pH6.8 Tris-HCl 100 μL后冰上

手工匀浆至组织破碎, 再加核酶混合物10 μL, 短
暂振荡混匀后在室温下培育40 min. 加入裂解液

(8 mol/L尿素、2 mol/L硫脲、40 g/L CHAPS、
40 mol/L Tris、5 mL/L两性电解质、10 mL/L蛋
白酶抑制剂、10 g/L DTT) 400 μL充分混匀. 4℃
12 000 g离心5 min, 吸取上清液即为肝组织的总

蛋白质, Bradford法蛋白定量. 
1.2.2 等电聚焦(IEF) 参照IPGphor等电聚焦系统

指南和Gorg et al [9]的方法加以改进. 按1000 μg上
样量计算出上样体积, 加入50 mmol/L DTT、5 
mL/L两性电解质、水化液(8 mol/L尿素、2 mol/
L硫脲、40 g/L CHAPS、40 mmol/LTris、溴酚

蓝痕量)混匀, 终体积达350 μL. 将含样本的水化

液均匀加入溶胀盘中, 胶面向下放入IPG干胶条, 
矿物油覆盖, 20℃下被动水化12 h后胶条转移至

电泳槽中, 胶面向上20℃下自动进行IEF, 电泳参

数设置500V 1 h、1000V 1 h, 8000V 5 h, 8000V 
6 h, 总达69 500伏小时.  
1.2.3 平衡 等电聚焦结束后, 立即在平衡液Ⅰ

(6 mol/L尿素、20 g/L SDS、1.5 mol/L pH8.8的
Tris-HCl、200 mL/L甘油、10 g/L DTT)中平衡

15 min, 再于平衡液Ⅱ(25 g/L碘乙酰胺替代平衡

液Ⅰ中10 g/L DTT)中平衡15 min, 滤纸吸去胶条

多余的平衡液. 
1.2.4 SDS-PAGE电泳 配制130 g/L的SDS-PAGE
均一凝胶. 将平衡后的IPG胶条转移至凝胶的上

端, 在胶的一端加入低分子标准蛋白, 用含痕量

溴酚蓝的5 g/L的琼脂糖封顶. 设置电泳参数: 初
始电流为10 mA/strip, 45 min, 待溴酚蓝前沿移

入SDS胶时, 加大电流至30 mA/strip, 直至溴酚

蓝距离凝胶底部约0.5 cm 时, 停止电泳, 约4 h. 
1.2.5 考马斯亮蓝染色 考马斯亮蓝R250染色2 h,  
250 mL/L乙醇、80 mL/L乙酸、双蒸水脱色2 h, 
双蒸水浸泡过夜.  
1.2 .6  凝胶图像采集与分析  染色后凝胶通过

Imagescanner扫描仪及LabScan扫描软件透射

扫描, 分辨率采用300 dpi扫描获取图像, 利用

ImageMaster 2D Platinum Software(Version 5.0) 
图像分析软件对图像先进行蛋白质斑点自动检

测, 然后手工删除假点、添加未检出的斑点, 最
后进行斑点匹配. 

2  结果 

条件优化后蛋白提取浓度由优化前5.2 g/L提高

到12.1 g/L, 在相同条件下对同一肝纤维化组织

分别进行了3次重复性2-DE检测, 优化条件后

■研发前沿
双向电泳是蛋白
质组学研究的核
心技术. 清晰、稳
定、重复性好的
2-DE图谱是蛋白
质组学研究的关
键, 也是目前面临
的挑战.
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的肝纤维化组织的2-DE图谱水平拖尾减少, 斑
点的分辨率明显改善, 斑点检出数量由优化前

的平均246±33增加至729±83. 所有蛋白斑点

主要集中在等电点5-7、物质的相对分子质量

M r66 000-24 000范围(图1). 

3  讨论

双向电泳是蛋白质组学研究的核心技术[10]. 清
晰、分辨率高和重复性好的2-DE图谱是蛋白质

组学研究的关键[11]. 由于乙型肝炎肝纤维化组织

成分的复杂性及个体差异, 难以象动物和细胞

研究那样严格控制实验条件, 导致其2-DE更为

复杂. 为此, 我们对肝纤维化组织的采集、组织

总蛋白质的抽提、2-DE的上样量及IPG胶条的

选择上进行了反复的摸索, 建立并优化了肝纤

维化组织蛋白质组分析的2-DE技术, 获得了重

复性好、分辨率高的2-DE图像. 
蛋白质样品的制备是2-DE的关键环节, 直

接关系到蛋白质组研究结果的准确性[12]. 整个

样品提取过程需尽可能地溶解和解聚蛋白质[13]. 
为此, 我们在样本处理时进行了如下改进: 优
化裂解液的组成, 以增加蛋白质的溶解度. 本实

验针对肝纤维化组织在裂解液中将能改善蛋白

质尤其是疏水蛋白的溶解性的硫脲浓度提高到

2 mol/L. 去污剂可防止蛋白质通过疏水作用而

集聚, 但阳离子和阴离子去污剂可引起天然分

子结构的变化, 并使蛋白变性, 故使用两性离子

去污剂CHAPS, 可以温和地使蛋白解聚, 并保留

活性. DTT作为还原剂断开二硫键, 以维持蛋白

质还原状态的作用, 保证蛋白质的折叠完全打

开. 通过反复实验发现, 10 g/L DTT既能使碱性

蛋白得到较好分离, 又能减少2-DE图谱拖尾. 细
胞破碎后, 蛋白酶被释放出或激活, 使蛋白质分

解, 在尿素、Tris碱等条件下, 大多数蛋白酶被

有效抑制, 但仍有一部分蛋白酶存在活性. 因此

我们在裂解液中再加入复合蛋白酶抑制剂, 防
止蛋白质降解, 保持蛋白质的完整性. 此外除了

考虑增加蛋白质本身的溶解度外, 还应排除细

胞混合物中核酸、脂肪酸和盐离子等干扰蛋白

质溶解的物质, 尤其是核酸, 与蛋白质结合后, 
会产生人工假象和条纹(图1A). 因此加入微量的

DNA酶和RNA酶, 并在室温下培育40 min, 以充

分降解核酸, 减少干扰, 消减背景. 如果样品中

盐分过多, 胶条的电内渗增高, 等电聚焦时电压

上不去, 导致等电聚焦时间延长, 严重影响双向

电泳效果[14-18]. 经过调整上述条件获得的2-DE

图谱水平拖尾减少 ,  斑点的分辨率明显改善 
(图1B). 

低丰度蛋白质的分离一直是2-D E研究的

难点. 提高上样量有利于低丰度蛋白质的检测. 
但上样量过高, 高丰度蛋白质的斑点过大会影

响其他蛋白质点的分离和分析. 而且样本量过

大, 可能导致IPG胶条再水化不充分, 影响等电

聚焦的效果. 经过多次实验比较, 我们发现采用

18 cm胶条、考马斯亮蓝染色, 选择1000 μg上样

量获得了清晰的图像. 实验初期我们选择pH3-
10L(线性)的IPG胶条分析蛋白总体情况, 发现

肝纤维化组织蛋白点主要集中在pH5-7范围内, 
使用pH4-7胶条, 蛋白分辨率明显提高[19](图1C). 
因此我们选用扩大了p H4-6相对长度的p H3-
10NL(非线性)胶条, 既能满足分析样本蛋白总

体情况, 又提高了蛋白点较多的pH4-7段的分辨

率. 目前应用最为广泛2-DE染色方法主要是硝

■创新盘点
本文对乙型肝炎
肝纤维化组织的
采集、组织总蛋
白 质 的 抽 提 、

2-DE的上样量及
I P G 胶 条 的 选 择
上进行了反复的
摸索, 建立了应用
于肝纤维化组织
蛋白质组分析的
2-DE技术. 

图 1 肝纤维化组织2-DE图谱. A-B: pH3-10L, 18 cm, 

1000 μg; A: 优化条件前; B: 优化条件后; C: pH4-7L, 18 

cm, 1000 μg.

3.00 0                                                         10.00
 
                                                                       094

                                                                       066

                                                                       045

                                             
                                                    
                                                                       035

                                              、
                                                                       024
                                              
                                                                       020
                                              
                                                                       014

A

3.00 0                                                         10.00
                                                                            
                                                                       094

                                                                      
                                                                       066

                                                                       045

                                              

                                                                       035

                                              

                                                                       024

                                              

                                                                       020
                                              

                                                                       014

B

4.00 0                                                        7.00 0
                                                                         
                                                                       094

                                                                       066
                                                                           
                                                                       045
                                                                            
                                                                 

                                                                       035

                                                                            

                                                                       024

                                              

                                                                       020
                                              

                                                                       014

C



www.wjgnet.com

罗新华, 等. 乙型肝炎肝纤维化组织双向电泳技术的优化                                                                                                1557

酸银和考马斯亮蓝染色. 就蛋白质分辨率而言, 
银染是考染的100倍, 且上样量较小, 可检出ng
级的蛋白质. 但考马斯亮蓝染色在操作的简便

性及与下游蛋白质鉴定技术的兼容性方面优于

硝酸银染色[20]. 本实验采用考马斯亮蓝染色平均

检出700余个蛋白点, 可满足后续筛选差异蛋白

的需要. 
总之, 我们对肝纤维化组织标本预处理等

2-DE的各个环节进行了调整与优化, 建立了稳

定、重复性好、分辨率高的肝纤维化组织2-DE
图谱, 为进一步开展乙型肝炎肝纤维化组织蛋

白质组学研究奠定了基础. 
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■应用要点
本技术为进一步
开展肝纤维化组
织蛋白质组学研
究奠定了基础. 
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Abstract
AIM: To evaluate safety of early enteral nutrition 
and short- term fast ing about monitored 
anesthesia care (MAC) during endoscopy 
surgery in lower urinary system.

METHODS: Forty-six patients received MAC 
(> 1 h) while 50 cases underwent traditional 
lumbar anesthesia (LA, > 4 h). The ketone body 
and glucose in blood was detected before MAC 
and LA. The rate of respiration and heartbeat 
was recorded during operation. One hour after 
operation, all the cases started to take food, and 

gastrointestinal reactions were observed. 

RESULTS: In MAC group, the levels of blood 
glucose and ketone body, the rates of respira-
tion and heartbeat were 5.3467 ± 0.9762 mmol/L, 
1.1933 ± 0.4876 mmol/L, 19.73 ± 2.02/min and 
76.8 ± 19.6/min, respectively. Gastrointestinal 
reactions occurred in 6 (13%) cases. However, 
in LA group, the levels of blood glucose and ke-
tone body, the rates of respiration and heartbeat 
were 4.8765 ± 1.2390 mmol/L, 1.5681 ± 1.0368 
mmol/L, 20.53 ± 3.26/min and 80.2 ± 21.4/min, 
respectively. Gastrointestinal reactions were 
found in 36 (72%) cases. The levels of blood 
glucose and ketone body were significantly dif-
ferent between the two groups (P < 0.05), but the 
rates of respiration and heartbeat were not (P > 
0.05). The rate of gastrointestinal reactions also 
had marked difference between the two groups 
(P < 0.05).

CONCLUSION: Early enteral nutrition and 
short-term fasting about MAC during endoscop-
ic surgery in lower urinary system are safe and 
feasible. 

Key Words: Monitored anesthesia care; Lower uri-
nary system; Endoscopy surgery; Fasting; Early 
enteral nutritionn

Du JP, Li Y, Shi JY, Wang YF, Tian ZJ. Early enteral nutri-
tion and short-term fasting about monitored anesthesia 
care during endoscopy surgery in lower urinary tract. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1558-1561

摘要
目的: 探讨监测下麻醉部分下尿路腔镜手术
缩短禁食时间与术后早期肠内营养安全性. 

方法: 选择监测下麻醉部分下尿路腔镜手术
46例, 与同期传统方法50例进行比较. 禁食时
间研究组>1 h、腰麻组>4 h; 麻醉前测定血
糖、酮体. 记录三个时段(手术区间前、中、

后1/3时间点)平均呼吸频率和心率. 术后1 h进
食, 观察有无消化道反应(上腹部饱胀、恶心
或/和呕吐).

结果: 研究组46例, 血糖5.3467±0.9762 mmol/

®

■背景资料
近几十年通过对
肠内营养的研究
发现, 消化道功能
不仅仅局限于摄
入营养, 而且还有
免疫、应激反应
等功能. 因此围手
术期尽可能降低
或减少对消化道
功能的影响, 正日
渐引起重视, 对围
手术期的肠内营
养也成为研究热
点. 消化道功能在
围手术期因不同
麻醉及手术方式,
影响也不一样. 下
尿路腔镜手术采
用监测下麻醉干
扰较小, 缩短禁食
时间与早期肠内
营养成为可能. 
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L、血酮体1.1933±0.4876 mmol/L、平均呼
吸频率19.73±2.02次/分和心率76.8±19.6
次/分. 术后6例(13%)有消化道反应. 腰麻组
50例, 血糖4.8765±1.2390 mmol/L、血酮体
1.5681±1.0368 mmol/L、平均呼吸频率20.53
±3.26次/min和心率80.2±21.4次/min. 术后36
例(72%)有消化道反应. 统计分析禁食时, 两组
血糖和酮体有显著差异(P <0.05), 而术中平均
呼吸频率和心率无显著区别(P >0.05). 早期肠
内营养项目组间比较有显著差异(P <0.05).

结论: 监测下麻醉部分下尿路腔镜手术缩短
禁食是安全的, 术后早期肠内营养也是安全可
行的. 

关键词: 监测下麻醉; 下尿路; 腔镜; 禁食; 早期肠内

营养
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0  引言

传统麻醉方式进行下尿路腔镜手术对禁食与

术后恢复肠内营养时间有较为严格要求. 随着

麻醉学与微创技术的改进, 对于部分下尿路腔

镜手术、麻醉方式也有新的要求 .  监测下麻

醉(monitored anesthesia care, MAC)不同于局

部麻醉, 是连续镇静镇痛的过程, 在部分下尿

路疾病如膀胱肿瘤、尿道狭窄等经尿道手术

时, 显示时间短、费用低等优点. 本课题组对

2005-05/2007-01监测下麻醉部分下尿路腔镜手

术病例进行分析, 认为术前禁食时间可以缩短, 
术后可以早期肠内营养, 从而为该类疾病围手

术期处理提出了新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 所有病例来自2005-05/2007-01在河北

工程大学临床医学院、河北峰峰集团公司总医

院和邯郸医院. 监测下麻醉部分下尿路腔镜手术

46例(研究组), 男36例, 女10例. 其中膀胱肿瘤18
例、尿道狭窄20例(外伤性16例、医源性4例)28
例次手术. 监测下麻醉方法: 咪哒唑仑4 mg, im. 
20 g/L利多卡因15 mL经尿道注入. 吲哚美辛栓1
粒, 肛用. 配以吸氧和心电监测. 与同期传统方法

的50例(对照组)进行比较, 男40例, 女10例. 膀胱

肿瘤20例, 尿道狭窄(外伤性21例、医源性6例) 
30例次手术. 排除标准: 伴有糖尿病的患者不列

入研究对象. 手术方式: 经尿道膀胱肿瘤电切和

尿道内切开术. 术中介质为30 g/L甘露醇. 术前、

术后进食均为米粥或/和水, 共500 mL.
1.2 方法 术前禁食时间监测下麻醉组(研究组)>1 
h、腰麻组(对照组)>4 h; 麻醉前测定血糖、酮

体. 记录3个时段(手术区间前、中、后1/3时间

点)平均呼吸频率和心率. 术后1 h两组开始进

食, 食谱同术前, 观察有无消化道反应(上腹部饱

胀、恶心或/和呕吐). 
统 计 学 处 理  计量资料以均数±标准差

(mean±SD)表示, 采用t 检验; 计数资料应用

Yates校正法χ2检验. 均采用SPSS11.0统计软件

包进行分析. 按检验水准a = 0.05, P <0.05为有统

计学意义.

2  结果 

监测下麻醉组 (研究组 )46例 ,  血糖5.3467±
0.9762 mmol/L、血酮体1.1933±0.4876 mmol/
L、平均呼吸频率19.73±2.02次/分和心率76.8
±19.6次/分. 术后6例(6/46, 13%)有消化道反

应. 腰麻组(对照组)50例, 血糖4.8765±1.2390 
mmol/L、血酮体1.5681±1.0368 mmol/L、平均

呼吸频率20.53±3.26次/分和心率80.2±21.4次/
分. 术后36例(36/50, 72%)有消化道反应. 统计分

析禁食时两组血糖和酮体有显著差异, 而术中

平均呼吸频率和心率间不能认为存在区别(表1). 
早期肠内营养项目组间比较有显著差异(表2). 

3  讨论

消化道功能不仅仅局限于摄入营养, 而且还有

免疫[1-4]、应激反应等功能. 因此围手术期尽可

能降低或减少对消化道功能的影响, 正日渐引

起重视. 消化道功能在围手术期因不同麻醉及

手术方式, 影响也不一样, 下尿路腔镜手术采用

监测下麻醉干扰较小. 缩短禁食时间与早期肠

内营养成为可能.
禁食时间长短在机体反应有很多方面, 本

组采用血糖与血酮体作为研究参数反应饥饿状

态. 评价术中麻醉副作用, 呼吸和心率是较为重

要的方面. 在研究中, 组间禁食时间不同, 而手

术中生命体征之间无显著差异. 说明针对部分

下尿路腔镜手术应用监测下麻醉缩短禁食时间

并不增加手术风险. 研究认为有这种趋势, 即禁

食时间可以考虑进一步缩短, 甚至零禁食[5]. 零
禁食这一概念, 曾用来描述烧伤患者, 表示在开

始接受治疗时取消常规禁食. 零禁食对于消化

道功能连续性非常重要, 不仅可给机体提供必

■应用要点
通过对监测下麻
醉在下尿路腔镜
手术应用观察, 围
手术期消化道功
能可以得到及早
恢复. 监测下麻醉
具有时间可操控
性, 可以有效缓解
部分下尿路腔镜
手术中的问题, 如
麻醉时间比手术
时间长等. 成本效
益分析可降低医
疗费用, 具有较好
应用前景.
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需的营养物质, 满足人体的生理需要, 而且也给

肠道本身提供了营养物质, 维护肠黏膜屏障结

构和功能的完整性. 应该指出, 这种禁食是有前

提的. 本组两类手术时间较短、创伤较小, 适合

缩短禁食. 对于操作时间长、有较大可能中转

为其他手术的病例, 本课题组仍认为传统禁食

方法较妥当.
术后早期肠内营养目的并非仅仅是提供

热卡, 而在于维护肠黏膜屏障功能. A l v a r e z 
Hernandez et al [6]认为肠内营养成本低, 日渐引起

临床首选. 欧希龙 et al [7]认为胃镜下放置空肠营

养管拓展了肠内营养. Abdel-Lah Mohamed et al [8]

也谈到了肠内营养外科办法. 对“早期”的界

定有不同的观点, 有人认为在传统观念上需要

继续禁食的时候提前给予肠内营养, 即可认为

早期肠内营养. 对于不同的手术, 这个时间窗当

然是不一样的. 在胃肠外科多数作者赞成将术

后24 h内开始肠内营养定义为术后早期肠内营

养, 认为应遵循从少到多、由慢到快、由稀到

浓的原则, 使肠道更好地适应. Kumar et al [9]在胰

腺炎患者开展早期肠内营养, 缓慢注入患者可

以耐受, 并不增加痛苦. Andersen et al [10]报道支

持外科术后开展早期肠内营养. Sanchez et al[11]报

道置管肠内营养小儿可耐受, 不增加并发症. 在
本研究中, 手术后同样时间进食, 腰麻组消化道

反应明显高于监测下麻醉组. 因此, 课题组认为

对于下尿路腔镜手术监测下麻醉来说, 应该在

血流动力学稳定时进行早期肠内营养. Rao et al[12]

报道在危重患者适时实施早期肠内营养, 有助

于增进消化功能, 改进生存率. Chander et al [13]曾

报道50例TURP, 配合经会阴浸润麻醉, 认为手

术后半小时可以进普食, 也支持这一观点. Doig 
et al [14]报道早期肠内营养的益处. Weissenfluh 
et al [15]也对早期肠内营养进行了报道. Spindler-
Vesel et al [16]认为早期肠内营养对外伤患者可减

少感染机会. 尽管文献上有不同方面关于此论

点的相关报道, 但是评价早期肠内营养是否适

合, 主要是了解不同时间段进食有无消化道反

应. 本研究表明, 术后 1 h进食米粥等流食, 两组

间消化道反应区别显著. 监测下麻醉部分下尿

路腔镜手术术后可以进行早期肠内营养, 较安

全.
营养治疗是现代外科的重大进展, 改善患者

围手术期的营养应引起关注. 缩短禁食时间对

于保持消化道功能连续性是一个方面. 术后早

期肠内营养具体采取那种摄入方式、摄入那种

营养应视情况而定. 在技术熟练等因素支持下, 
监测下麻醉部分下尿路腔镜手术术前缩短禁食

时间是安全的, 术后可以进行早期肠内营养. 
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表 2 监测下麻醉部分下尿路腔镜手术早期肠内营养

     
                                                          术后消化道反应             

                                                       有                           无

研究组          46                6(13%)a              40(87%)a 

对照组          50              36(72%)               14(18%)

aP<0.05 vs  对照组.

分组                     n  

表 1 监测下麻醉部分下尿路腔镜手术术前禁食

     
分组                 n                 血糖(mmol/L)                        血酮体(mmol/L)                 平均呼吸(次/min)        平均心率(次/min)
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aP<0.05 vs  对照组.



www.wjgnet.com

杜江平, 等. 监测下麻醉部分下尿路腔镜手术禁食与早期肠内营养                                                                                  1561

A. Surgical access routes in enteral nutrition. Cir 
Esp 2006; 79: 331-341

9 Kumar A, Singh N, Prakash S, Saraya A, Joshi YK. 
Early enteral nutrition in severe acute pancreatitis: 
a prospect ive randomized control led t r ia l 
comparing nasojejunal and nasogastric routes. J 
Clin Gastroenterol 2006; 40: 431-434 

10 Andersen HK, Lewis SJ, Thomas S. Early enteral 
nutrition within 24h of colorectal surgery versus 
later commencement of feeding for postoperative 
complications. Cochrane Database Syst Rev 2006; 18: 
CD004080

11 Sanchez C, Lopez-Herce J, Carrillo A, Mencia S, 
Vigil D. Early transpyloric enteral nutrition in 
critically ill children. Nutrition 2007; 23: 16-22

12 Rao HQ, Mo BX, Zhou DR, Su YN, Jiang Y, Lin 
ZT. The time for beginning of enteral nutrition in 

■同行评价
本文研究了在监
测下麻醉部分下
尿路腔镜手术禁
食与早期肠内营
养情况, 文章思路
清晰明了, 切实说
明问题, 具有较高
的临床实用价值.

traumatic shock. Zhongguo Wei Zhong Bing Ji Jiu Yi 
Xue 2006; 18: 623-625

13 Chander J , Gupta U, Mehra R, Ramteke VK. 
Safety and efficacy of transurethral resection of 
the prostate under sedoanalgesia. BJU Int 2000; 86: 
220-222

14   Doig GS, Simpson F. Early enteral nutrition in the 
critically ill: do we need more evidence or better 
evidence? Curr Opin Crit Care 2006; 12: 126-130 

15 Weissenfluh GM, Brundage SI, Spain DA. Early 
enteral nutrition after abdominal trauma: effects on 
septic morbidity and practicality. Nutr Clin Pract 
2006; 21: 479-484

16 Spindler-Vesel A, Bengmark S, Vovk I, Cerovic O, 
Kompan L. Synbiotics, prebiotics, glutamine, or 
peptide in early enteral nutrition: a randomized 
study in trauma patients. JPEN J Parenter Enteral 
Nutr 2007; 31: 119-126

电编  郭海丽  编辑  王晓瑜

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会征文启事

本刊讯 为提高我国消化内镜诊疗技术的整体水平, 《中华消化内镜杂志》编辑部拟于2007-08在新疆乌鲁木

齐市召开“全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会”, 邀请消化和消化内镜专家作有关专题学术报

告. 会议将出论文汇编, 并授予继续教育Ⅰ类学分, 《中华消化内镜杂志》将择优刊登应征论文. 

1       征文内容

征文内容包括消化系统疾病的内镜(食管镜、胃镜、十二指肠镜、小肠镜、大肠镜、肠道镜、腹腔镜、超声

内镜等)诊疗技术; 内镜外科的临床应用及进展; 食管、胃、肠、肝胆、胰腺疾病的基础研究、临床诊治及其

进展(炎症、溃疡、出血、肿瘤、异物等); 消化系统疾病的中医、中西医结合治疗及其进展; 消化内镜消毒及

护理技术, 消化系统疾病的急诊护理. 

2      征文要求

应征文章按《中华消化内镜杂志》稿约要求撰写打印, 并寄3000字以内全文及500字以内的论文摘要各一

份; 已投《中华消化内镜杂志》尚未发表的稿件, 请注明稿号. 应征文章经单位推荐盖公章后, 寄南京市紫竹

林3号《中华消化内镜杂志》编辑部卜小乐、赵在文同志收. 邮编: 210003. 信封左下脚注“征文”字样, 同

时汇寄审稿费10元. 请自留底稿, 恕不退稿. 截稿日期2007-05-31. 有关会议的具体事项另行通知. 联系电话: 

025-83472831, 86086091.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年5月8日; 15(13): 1562-1566
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

不同麻醉药物配伍在结肠镜检查中的应用与护理支持

徐显林, 张 嘉, 谢伦雄, 邝慕珠

徐显林, 张嘉, 邝慕珠, 深圳市第七人民医院内镜科 广东省
深圳市 518081
谢伦雄, 深圳市第七人民医院麻醉科 广东省深圳市 518081
深圳市盐田区科技计划项目, No. 2005W01
通讯作者: 徐显林, 518081, 广东省深圳市, 深圳市第七人民医
院内镜科. xxl88sz@163.com
电话: 0755-25215337 
收稿日期: 2007-02-11   接受日期: 2007-03-17

Application of different 
anesthetics in colonoscopy 
and their nursing supports

Xian-Lin Xu, Jia Zhang, Lun-Xiong Xie, Mu-Zhu Kuang

Xian-Lin Xu, Jia Zhang, Mu-Zhu Kuang, Department of 
Endoscopy, the Seventh Hospital of Shenzhen City, Shen-
zhen 518081, Guangdong Province, China
Lun-Xiong Xie, Department of Anaesthesiology, the Sev-
enth Hospital of Shenzhen City, Shenzhen 518081, Guang-
dong Province, China
Supported by the Science and Technology Project of Yan-
tian District in Shenzhen City, Guangdong Province, No. 
2005W01
Correspondence to: Xian-lin Xi, Department of Endos-
copy, the Seventh Hospital of Shenzhen City, Shenzhen 
518081, Guangdong Province, China. xxl88sz@163.com
Received: 2007-02-11    Accepted: 2007-03-17 

Abstract
AIM: To compare the e f fec t iveness and 
safety between fentanyl in combination with 
midazolam and propofol intravenous anesthesia 
in colonoscopy. 

METHODS: A total of 130 cases of American 
Anesthetist Association (ASA) Ⅰ-Ⅱ were in-
cluded in this study. The patients were random-
ly divided into 2 groups: FM group (intravenous 
infusion of fentany and midzolam, n = 75) and 
FP group (intravenous infusion of fentany and 
propofol, n = 55). The grade of sedation and an-
algesia, oblivious degree, onset time, recovery 
time, satisfaction of endoscopic inspection, respi-
ratory inhibition, mean arterial pressure (MAP), 
heart rate (HR), and SpO2 were recorded.  

RESULTS: Satisfactory sedation and analgesia 
were achieved in both FP and FM group, espe-
cially in FP group (t = 29.33, P < 0.01; t = 15.35, 

P < 0.01). The onset time (t = 6.63, P < 0.01), re-
covery time (t = 7.83, P < 0.01), oblivious rate (χ2 
= 22.70, P < 0.01), and satisfaction of endoscopic 
inspection (P < 0.01 or P < 0.05) in FP group 
were also superior to that in FM group. The 
variations of HR, MAP and SPO2 in FM group 
were less than that in FP group (P < 0.05). The 
incidence rates of respiratory inhibition (SPO2 < 
90%) were respectively 4% (FM) and 3.6% (FP), 
which had no significant different (P > 0.05). 

CONCLUSION: Both of the two methods can 
produce safe and effective sedation and anesthe-
sia in colonoscopy. The nursing supports such 
as respiratory and electrocardiac monitor as well 
as observation of the sedation depth must be 
strengthened.

Key Words: Colonoscopy; Intravenous anesthesia; 
Midazolam; Fentanyl; Propofol

Xu XL, Zhang J, Xie LX, Kuang MZ. Application 
of different anesthetics in colonoscopy and their 
nursing supports.  Shi j ie  Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 比较芬太尼复合咪唑安定与复合异丙
酚两种静脉麻醉方法的用于肠镜检查中的临
床麻醉效果和安全性.   

方法: 130例美国麻醉医师协会(ASA) Ⅰ-Ⅱ
级患者随机分为2组: FM组(芬太尼+咪唑安定, 
n  = 75), FP组(芬太尼+异丙酚, n  = 55). 观察两
组镇静镇痛程度、遗忘程度、起效时间、苏
醒时间、镜检满意度、呼吸抑制及血压、心
率及血氧饱和度的变化.  

结果: FFM组、FP组均取得了良好的镇静镇
痛效果, FP组作用更显著(t  = 29.33, P <0.01; 
t  = 15.35, P <0.01); FP组起效时间(t  = 6.63, 
P <0.01)、苏醒时间(t  = 7.83, P <0.01)、遗忘
率(χ2 = 22.70, P <0.01)、镜检满意度(P <0.01
或P <0.05)明显优于组FM; 对血压和血氧饱
和度的影响FM组低于FP组, 两组呼吸抑制
(SPO2<90%)率FM组(4%)与FP组(3.6%)相比

®

■背景资料
结肠镜检查时患
者往往有肛门坠
胀 、 腹 胀 、 屏
气、疼痛等明显
不适感. 当肠镜的
镜身在肠腔内推
进时, 肠腔会反射
性痉挛, 尤其是通
过几个生理弯曲
时患者常会感觉
疼痛 ,  难以忍受 , 
并可导致各种并
发症的发生. 多数
患者对结肠镜检
查感到焦虑、痛
苦、恐惧不安而
难以接受, 惧怕再
次行内镜检查. 因
此, 在麻醉下行内
镜检查是观念上
的更新.
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差异无著性(P >0.05).   

结论: 芬太尼复合咪唑安定与复合异丙酚均
有良好的镇静镇痛效果, 是安全有效的; 且护
理支持中必须加强呼吸、循环监护及镇静观
察. 

关键词: 结肠镜检查; 静脉麻醉; 咪唑安定; 芬太尼; 

异丙酚
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0  引言

结肠镜检查时患者往往有肛门坠胀、腹胀、屏

气、疼痛等明显不适感; 当肠镜的镜身在肠腔

内推进时, 肠腔会反射性痉挛, 尤其是通过几个

生理弯曲时患者常会感觉疼痛, 难以忍受, 并可

导致各种并发症的发生[1]. 多数患者对结肠镜检

查感到焦虑、痛苦、恐惧不安而难以接受, 惧
怕再次行内镜检查. 因此, 在麻醉下行内镜检查

是观念上的更新. 我院自2004年开始探讨在结

肠镜检查时应用芬太尼联合咪唑安定/异丙酚, 
取到了良好的效果. 现报告如下: 

1  材料和方法

1.1 材料 拟行肠镜检查的患者130例, 男75例, 女
55例, 年龄(51.5±18.6)岁, 体重(56.5±16.9) kg, 
随机分为两组: FM组(芬太尼+咪唑安定, n  = 75), 
FP组(芬太尼+异丙酚, n  = 55), 两组患者均无心

肺系统疾患, ASA Ⅰ-Ⅱ级; 两组间性别、年龄、

体重经统计学分析无差异(P >0.05). 
1.2 方法  检查前常规访视患者 ,  详细询问病

史 ,  禁食、导泻 .  F M组检查前分别咪唑安定 
0.05 mg/kg iv、芬太尼1 μg/kg iv, FP组镜检前芬

太尼1 μg/kg iv, 异丙酚0.5-2.0 mg/ kg iv, 开始进

行结肠镜检查. 同一操作者使用同一电子肠镜

(Olympus CF-240I)进行检查. 
镇静程度参照Ramsay分级法进行分级评 

估[2]: 1级-患者焦虑, 躁动不安; 2级-患者合作, 清
醒镇静; 3级-患者仅对指令有反应; 4级-患者入

睡, 轻叩眉间或对声觉刺激反应敏捷; 5级-患者

入睡, 轻叩眉间或对声觉刺激反应迟钝; 6级-患
者呈深睡或麻醉状态. 由肠镜操作者根据患者

合作程度来评估[3]患者镇静程度(0-10分: 0 = 无
镇静作用不合作, 10 = 浅睡眠状态, 可被唤醒); 

通过询问患者有无痛觉来评估[4]镇痛程度(0-l0
分: 0 = 很痛, 5 = 感觉明显疼痛但可忍受, 10 = 
无痛觉); 由患者、检查者、记录者分别对检查

满意程度评分(0 = 很不满意, 10 = 非常满意). 遗
忘分为有遗忘(包括完全及部分遗忘)和无遗忘. 
检查过程中严密观察患者呼吸、心率的变化, 
记录患者症状(包括无症状、体动、腹胀、屏气

等), 镜检时间. 记录用药前(T0)及肠镜检查开始

后1 min(T1), 5 min(T2), 10 min(T3), 15 min(T4)及
操作结束后(T5)的血压(平均动脉压: MAP)、心

率(HR)、及指脉搏血氧饱和度(SpO2), 对照组则

在肠镜检查前(T0)及开始后1 min(T1), 5 min(T2), 
10 min(T3), 15 min(T4)及操作结束后(T5)记录

MAP、HR及SPO2参数. 
统计学处理 采用SPSS12.0对数据进行统计

分析. 数据以均数±标准差表示, 组间均数比较

用t检验, 率的比较用χ2检验. 

2  结果

2.1 镇静、镇痛、遗忘及镜检满意程度 FP组
镇静、镇痛评分及遗忘程度均明显优于FM组

(P <0.01), 见表1. FP组镜检满意度也优于FM组

(P <0.05), 见表2. FM组用药后10 min镇静达Ram-
say 2、3、4、5者分别占71%、21%、6.7%、

1.3%; 有92%(69/75)患者达2-3级清醒镇静镇痛; 
FP组用药后1 min全部意识消失. 
2.2 与FP组起效时间、苏醒时间明显优于FM
组(P <0.05); 两组镜检时间比较差异无显著性

(P >0.05), 见表3. FM组检查结束后97.3%(73/75)
的患者呼之能应, 94.7%(71/75)的患者由家属陪

同可即刻走出肠镜室. FP组检查结束后100%能

苏醒走出肠镜室. 
2.3 两组血压、心率、血氧饱和度变化 FM组

在注药开始检查后1 min MAP及SPO2明显下降

(P <0.05), 然后逐渐恢复至检查前水平(其余各

时段P >0.05); FP组检查开始后1 min、5 min 、
10  min MAP及SPO2明显低于操作前(P <0.05), 操
作中15 min和操作结束MAP及SPO2与操作前比

较差异无显著性(P >0.05); 两组操作前、中、后, 
心率变化不大(P >0.05)见表4. 
2.4 FM、FP组呼吸抑制率 FM、FP组呼吸抑制

(SPO2<90%)率分别为4%(3/75)、3.6%(2/55), 比
较差异无显著性(P >0.05), 予吸氧后即恢复正常. 

3  讨论

1995年目前无痛胃肠镜检查可大致分为两种, 

■创新盘点
本文对在无痛肠
镜术中采用“异
丙酚+芬太尼”和
“咪唑安定+芬太
尼”进行比较, 突
出镇静与镇痛药
的合理搭配, 均能
取得良好的镇静
镇 痛 效 果 ,  尤 其
“异 丙 酚 + 芬 太
尼”组患者满意
度高.
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即清醒镇静术和无痛术(舒适术). 清醒镇静术即

是静脉注射麻醉药物轻度抑制中枢神经系统(以
Rammsey镇静评分为标准, 达到2-3分为合适), 
以减轻患者的焦虑及恐惧心理, 提高痛阈. 但患

者仍保持清醒及完整的吞咽、咳嗽等保护性反

射, 能与医师交流, 并配合医嘱完成检查或手术, 
术后大多对操作过程仅有模糊的记忆[5-6]. 在欧

美国家, 大部分患者在内镜检查时接受清醒镇

静[7-8], 此方式主要用于体质较差, 估计难以耐受

深麻醉的患者. 我们采用咪唑安定+芬太尼. 无
痛术(舒适术)即是静脉注射麻醉药物使患者的

意识完全消失, 患者对检查过程无记忆, 醒来感

觉似舒适地睡了一觉. 在英国, 清醒镇静术可由

相关科室医师完成, 前提是其接受过麻醉技能

培训, 但无痛术(舒适术)必须由麻醉医师施行[9]. 
在结肠镜检查中适当应用镇静和镇痛药, 可以

提高患者对操作的耐受性, 减轻患者的痛苦, 同
时便于内镜医生操作, 提高了检查成功率[10]. 

异丙酚作为短效镇静药具有起效快(10 s内
可产生无意识状态)、维持时间短、苏醒迅速

(停药后10 min内苏醒)、术中无知晓等优点[11]. 
但对呼吸循环功能影响较大, 可引起明显血压

下降、心率减慢、低氧血症等, 其程度与剂量

有关. 用于肠镜检查, 其镇静效果及复苏时间均

优于咪唑安定. 咪唑安定是当前临床应用的唯

一水溶性苯二氮卓类药物, 具有起效迅速、持

续时间短、消除半衰期短、无蓄积趋势、循环

稳定等特点, 有较好的镇静、抗焦虑、顺行性

遗忘作用; 且能增加患者的痛阀, 从而增强镇痛

剂的效果[12], 是较理想的肠镜检查前镇静药物. 
此外, 咪唑安定为非麻醉科医师专用药物, 且有

特异性的拮抗剂(Flumazenil, 氟马西尼), 更宜推

广应用及安全使用. 
芬太尼属阿片类强效镇痛药, 是临床麻醉

中最常用的麻醉性镇痛药, 镇痛作用强, 小剂量

静注作用时间短暂, 对呼吸、循环系统影响轻

微, 小剂量即可抑制内脏牵拉引起的疼痛[13]. 

本研究结果 :  两组镇静镇痛程度、遗忘

率、镜检满意度及术后苏醒时间均取得良好的

效果, FP更优于FP组, 但对血压、心率和血氧饱

和度的影响FM组明显低于FP组. 作者体会到: 
FP组虽然患者术中无知晓、苏醒迅速、患者满

意度高, 患者以检查过程无记忆, 醒来感觉似舒

适地睡了一觉; 但患者处于全麻醉无意识状态, 
不能配合, 尤其进镜过程需变换体位时, 需麻醉

师及护理人员协助; 存在呕吐、误吸危险, 术中

患者肢体不自主运动影响操作时有发生; 同时, 
其对血压的影响较大是其潜在的危险. 我们认

为, 在使用过程中应注意监护, 严格掌握适应症, 
有心血管疾病的患者应慎用. 与咪唑安定不同

的是, 异丙酚是麻醉用药, 应由麻醉科医生负责

使用, 且费用增加更多. FM组使患者处于清醒镇

静状态下接受检查, 既减轻了患者痛苦, 又使患

者能配合医师转动体位; 在麻醉师紧缺的情况

下也可以开展, 收到了良好的效果. 
FM组有3例(其中2例为肥胖患者), FP组有

2例(均为老年患者)检查过程中, 用药后出现一

过性呼吸抑(85%-90%), 嘱患者深吸气或给予面

罩吸氧后立即恢复正常; FM组2例出现心率减

慢, 给予静推阿托品后正常. 究其原因, 可能与

咪唑安定、异丙酚及芬太尼静推较快及肥胖患

者有关. 我们实践中体会到: 咪唑安定、异丙酚

及芬太尼应缓慢静推, 可以减少副作用发生; 肥
胖及老年患者可考虑减少镇静药物的用量; 提
示必须加强呼吸管理, 进行心电监护和血氧饱

和度监测, 准备好特效解救药(氟马西尼及纳络

表 1 两组镇静、镇痛和遗忘程度(mean±SD)

     
分组 n  镇静程度(分) 镇痛程度(分)

 遗忘程度 n  (%)

                                          有 无

FM 75  5.57±0.86   5.40±0.76 50(67) 25(33)

FP 55  9.45±0.55   7.35±0.65 55(100)   0(0)

统计值     t  = 29.33     t = 15.35      χ2 = 22.70 

P        <0.01                       <0.01                         <0.01

表 2 两组检查过程满意程度评分(mean±SD)

     
分组        n          患者(分)          检查者(分)         记录者(分)

FM      75     9.91±0.24      9.80±0.38       9.83±0.45

FP       55     9.99±0.12      9.97±0.21       9.98±0.25

t值             2.27    3.00             2.23

P            <0.05   <0.01          <0.05

■应用要点
异丙酚+芬太尼虽
然患者术中无知
晓、苏醒迅速、

患者满意度高,患
者以检查过程无
记忆, 醒来感觉似
舒适地睡了一觉; 
但患者处于全麻
醉无意识状态, 不
能配合, 尤其进镜
过程需变换体位
时, 需麻醉师及护
理 人 员 协 助 ;  存
在呕吐、误吸危
险, 术中患者肢体
不自主运动影响
操作时有发生; 同
时, 其对血压的影
响较大是其潜在
的 危 险 .  本 文 认
为, 在使用过程中
应注意监护, 严格
掌握适应症, 有心
血管疾病的患者
应慎用. 咪唑安定
+芬太尼使患者处
于清醒镇静状态
下接受检查, 既减
轻了患者痛苦, 又
使患者能配合医
师转动体位; 在麻
醉师紧缺的情况
下也可以开展, 效
果良好.
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酮)、急救药品、吸氧等设备是必要的. FM组所

有患者在术后观察30 min内均已完全恢复清醒, 
但由于咪唑安定作用残余时间较长, 患者容易

疲倦、嗜睡、少数患者有呕吐现象, 因而, 我们

认为FM应用的离院标准(记忆、定向、计算力

正常)一定要严格, 并向患者交代注意事项, 以策

安全. FP组则清醒较快且彻底, 与异丙酚半衰期

短、体内代谢快有关. 
护理支持方面, 在内镜操作前有部分患者

感到紧张不安. 其主要原因一方面是对内镜有

关知识的缺乏, 另一方面是内镜操作客观给患

者带来的诸多不适. 因此, 术前内镜专职护士需

向患者进行必要的内镜知识介绍, 包括本次内

镜操作的目的、操作者情况、设备特点、配合

注意问题等术前谈, 消除其紧张情绪. 术前作好

抢救药物及设备等准备. 术中护理: (1)患者取

左侧卧位, 多功能监护仪进行动态监护, 测量

血压、脉搏、呼吸血氧饱和度并作好记录; (2)
一般首选右手背或前臂静脉建立通路, 这样做

可不影响操作, 注意固定牢固以免滑脱; (3)经
静脉注射咪唑安定, 以大约30 s为l mg的速度缓

慢推注[14], 以减少呼吸抑制. 如出现一过性血氧

饱和度降低, 轻轻拍打患者背部并嘱患者深呼

吸, 并适当吸氧, 一般很快恢复. 如出现呼吸停

止时, 应立即停止内镜操作, 用氟马西尼及芬太

尼拮抗及辅助呼吸, 患者一般在30 s内能完全清

醒, 但自主呼吸要在2 min-3 min以后才能完全恢 
复[15]. 术后护理支持, 观察患者意识反应及对答

情况. 患者一般于内镜结束后数分钟均能自行

清醒, 所有患者在术后观察15 min-30 min内均

能端坐和起身, 完全恢复清醒. 为避免意外及不

影响其他内镜操作, 护理人员应关心患者, 询问

患者有无不适及注意患者步态, 扶患者至复苏

室稍作休息. 离院标准及交待注意事项: 大部分

患者在无痛术结束后立即清醒. 但部分患者苏

醒后仍有困倦、头晕感、步态不稳, 生命体征

不能立即恢复至术前水平, 应将之置于观察室

由专人观察至少30 min, 并达到以下标准方可离

院. 术后24 h内不得驾驶机动车辆、进行机械操

作和从事高空作业, 以防意外, 如有问题, 请及

时联系, 以策安全. 
总之, 在严密的呼吸及循环监护下, 芬太尼

联合咪唑安定/异丙酚用于肠镜检查具有镇静、

镇痛效果好, 清醒恢复快, 患者满意度高的特点, 
是安全有效的. 术但仍需加强术中呼吸、循环

监护及镇静观察的护理支持, 以保证内镜检查

的安全性. 
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似舒适地睡了一
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本刊讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与世界华人消

化杂志社合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主持, 

并邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的新

进展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办三期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏

移植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容

主要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免

疫抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等

方面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 

收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)

    通讯地址: 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心 邮编: 510630 联系人: 汪根树 电话: 

020-87595523 传真: 020-87595523 E-mail: chengying_827@163.com.
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Abstract
AIM: To compare the applicability between liver 
failure special severity scoring systems and 
intensive care unit (ICU) general severity scoring 
systems on predicting the hospital mortality of 
critical hepatitis B and acute-on-chronic liver 
failure patients.

METHODS: The data of 76 patients with hepa-
titis B and acute-on-chronic liver failure were 
retrospectively analyzed. The patients were 
divided into dead group (n = 34) and survival 
group (n = 42). Two liver failure special severity 
scoring models, MELD and SMSVH, and ICU 
general severity scoring models, acute physiolo-
gy and chronic health evaluationⅡ (APACHEⅡ) 
and APACHEⅢ, were used in the analysis. The 
receiver operating characteristic (ROC) curves 
were drawn up to assess the ability of these 
models in hospital mortality discrimination.

RESULTS: The scores in death group were sig-

nificantly higher than those in survival group 
(MELD: 38.19 ± 8.09 vs 24.12 ± 7.16; SMSVH: 
5.29 ± 1.36 vs 4.19 ± 1.09; APACHEⅡ: 15.47 ± 
4.06 vs 10.79 ± 2.56; APACHEⅢ: 73.50 ± 17.79 vs 
60.02 ± 10.06; all P < 0.01). The areas under ROC 
curves for these 4 models were 0.906 (MELD), 
0.848 (APACHEⅡ), 0.770 (APACHEⅢ) and 0.749 
(SMSVH).

CONCLUSION: MELD exhibits the best ability 
to predict hospital mortality. 

Key Words: Liver failure; Severity scoring model; 
Prognosis

Zhang YY, Wang JF, Qu LH, Qian ZP. Hospital mortality 
prediction of four severity scoring models on hepatitis B 
and acute-on-chronic liver failure: an analysis of 76 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(13):1567-1570

摘要
目的: 比较各类肝衰竭评分模型及ICU专用评
分法对病毒性肝炎乙型慢加急肝衰竭患者院
内死亡判别力.  

方法: 将76例病毒性肝炎乙型慢加急肝衰竭
患者分为存活组(n  = 42)及死亡组(n  = 34), 分
别采用肝衰竭评分模型及ICU专用评分, 即
MELD, SMSVH与APACHEⅡ, APACHEⅢ, 对
所选患者予回顾性病情评估, 并通过受试者工
作特征(ROC)曲线进行分析.  

结果: 死亡组评分显著高于存活组(MELD: 
38.19±8.09 vs  24.12±7.16; SMSVH: 5.29±
1.36 vs  4.19±1.09; APACHEⅡ: 15.47±4.06 
vs  10.79±2.56; APACHEⅢ: 73.50±17.79 vs  
60.02±10.06; 均P <0.01). 各评分法ROC曲线
下面积均大于0.7, 从大到小依次为: MELD 
(0.906)、APACHEII (0.848)、APACHEIII 
(0.770)、SMSVH (0.749).  

结论: MELD评分法对病毒性肝炎乙型慢加
急肝衰竭患者院内死亡判别力最佳. 

关键词: 肝衰竭; 病情评分法; 预后
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■背景资料
肝衰竭是临床常
见的严重肝病症
候 群 ,  病 死 率 极
高, 对肝衰竭患者
预后判断有着重
要的临床意义. 目
前国内部分医院
开始依照 I C U模
式将肝衰竭患者
统一收治, 因此需
要有一个科学有
效的预后评价模
型, 预测内科治疗
价值、避免延误
患者肝移植时机, 
同时减少医疗资
源浪费与患者诊
疗支出. 
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0  引言

肝衰竭是临床常见的严重肝病症候群, 病死率

极高. 目前内科治疗缺乏相应特效药物和治疗

手段, 原则上强调早期诊断、早期治疗[1]. 肝移

植是治疗晚期肝衰竭最有效的治疗手段[2], 但手

术及术后抗排异费用昂贵. 因此, 对肝衰竭患者

院内死亡率的正确判断有着重要的价值. 
终末期肝病模型(model for end-stage liver 

disease, MELD)是针对该类患者比较常用评判

模型[3], 北京佑安医院也研究出了肝衰竭的预后

评分模型(scoring model of severe viral hepatitis, 
SMSVH)[4]. 另外ICU病情评分法也被逐渐用于

肝衰竭病情评估及预后判断, 如急性生理学及

慢性健康状况评分(acute physiology and chronic 
health evaluation, APACHE)[5-6]等. 这些模型都

可反映疾病的严重程度 ,  本研究用M E L D及

SMSVH与二种ICU通用病情评分法APACHEⅡ, 
APACHEⅢ分别对肝衰竭病例进行回顾性病情

评估, 对这些方法的死亡判别能力进行比较. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-08/2006-10收治入上海市公共卫

生中心重症肝炎ICU科的乙型慢加急性肝衰竭

者共76例, 其中男64例, 女12例, 年龄46.9±13.7
岁. 将其分为存活组(n  = 42)和死亡组(n  = 34). 所
选病例为病毒性肝炎乙型慢加急性肝衰竭患者

(表1), 诊断均符合2006年中华医学会感染病学

分会肝衰竭与人工肝学组, 中华医学会肝病学

分会重型肝病与人工肝学组制定的肝衰竭诊疗

指南[7]. 
1.2 方法 MELD评分使用Mayo临床小组制定公

式, 采集血清胆红素、肌酐及凝血酶原时间, 计
算评分结果[3]. SMSVH评分按佑安医院SMSVH
评分要求(表2), 采集患者4项独立危险因素计 
算[4]. APACHEⅡ及APACHEⅢ评分为采集入院

24 h内参数资料后按其评分系统求得[5-6]. 
以上4种评分所采用数据均统一选取入院

后24 h内最差值, 对存活组与死亡组进行评分比

较. 
统计学处理 使用SPSS10.0软件对死亡组

及存活组间同类积分进行t 检验及秩和检验 ; 
另使用Medca lc5.0软件绘制各评分法院内死
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亡判别的受试者工作特征(receiver operating 
characteristic, ROC)曲线, 并计算曲线下面积以

及各评分法对院内死亡及存活的判别符合率. 

2  结果

死亡组与存活组性别分布差异无显著性

(P >0.05). 用各评分法对病例进行回顾性病情评

估的积分情况见表3, 存活组各项积分均显著低

于死亡组(P <0.01). 各评分法ROC曲线、曲线

下面积及其比较见图1、表4-5. 4种评分法ROC
曲线下面积均大于0.7, 提示他们对肝衰竭患者

院内死亡均有一定的判断价值. MELD评分曲

线下面积最大(0.906±0.037)且大于0.9, 表明其

判断价值较高. 各评分法ROC曲线下面积均从

大到小依次为: MELD, APACHEⅡ, APACHE
Ⅲ, SMSVH. 比较各模型曲线下面积, MELD与

APACHEⅢ, SMSVH间有显著差异(P <0.05), 余
评分间无统计学差异(P >0.05). MELD评分模型

经ROC曲线分析可见, MELD评分31.76分为判

断患者在院死亡可能的最佳界点, 该值兼顾敏

感度(79.4%)与特异度(83.3%), 具有较好的诊断

价值, 其阳性及阴性似然比也证明该判断. 

3  讨论

我国乙型肝炎患者人数众多, 出现肝衰竭后死

亡率极高[7], 如能尽早且准确的预测患者入院后

死亡可能, 对肝移植及其他治疗手段的选择有

较好的帮助. 目前国内对于肝衰竭的诊治方式

有所变化, 部分医院开始依照ICU的模式将肝衰

竭患者统一收治, 尝试通过集中收治、加强监

护来改善内科治疗的效果. 因此需要有一个科

学有效的预后评价模型, 从而预测内科治疗价

值, 避免延误患者肝移植时机, 同时也可较大程

度的减少医疗资源浪费与患者诊疗支出. CTP
评分虽被广泛运用, 但随着肝移植的开展, 采用

CTP积分的移植肝分配系统的许多缺陷逐渐暴

露出来, 如其使用了诸如肝性脑病和腹水之类

的主观标准, 同时研究表明针对肝衰竭患者CTP
与MELD评分模型比较处于劣势[8-11]. 而国内也

先后有单位提出预后判断公式, 但其效用还有

待进一步研究论证. 就本研究结果来看, 对于病

毒性肝炎乙型慢加急性肝衰竭患者, MELD评分

对院内死亡及存活的判别符合率最佳. 
MELD评分参数客观, 恰当地反映了终末

期肝病时的高胆红素血症、凝血机制障碍、肾

功能衰竭等病理生理变化, 对终末期肝病生存
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■创新盘点
本文用MELD及
S M S V H 与 二 种
I C U 通用病情评
分法APACHEⅡ, 
APACHEⅢ分别
对肝衰竭病例进
行回顾性病情评
估, 对这些方法的
死亡判别能力进
行比较, 发现各评
分均有一定指导
意义, 其中MELD
最佳.
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率的预测是有效的[12]. 通过国内外进一步研究, 
其应用范围也逐渐扩大到慢性肝病[8,12-14]. 在本

研究中, MELD评分31.76对肝衰竭患者院内的

死亡可能有着较高的判断力. 不过, 由于本研究

仅针对院内死亡的可能进行讨论, 而未进一步

分析患者远期死亡率, 故该分值大于其他研究

结果. 肝移植术后生存率与术前MELD评分有 
关[15], 所以不能将该界值作为肝移植时机选择

的判断标准. 另外, MELD评分与APACHEⅡ的

ROC下面积比较未体现显著差异, 表明MELD评

分所忽视的急性生理学及慢性健康状况对疾病

预后同样存在一定影响. 同时有学者研究发现, 
30 d内MELD评分的变化(△MELD)有重要意 
义[3,16]. 最初MELD分值相同者, 如△MELD>0表
明疾病在进展, 而若△MELD = 0或者<0表明疾

病处于相对平稳期或者在好转, 所以如能动态

观察MELD评分变化则可更准确的评估预后. 
本研究同样发现SMSVH对于院内死亡的

预测有着判断价值(R O C曲线下面积0.749±
0.058), 但与其他几个预测模型比较, 其诊断效

力并无优势, 这与相关文献存在差异[4,17]. 该结果

可能与研究对象及研究内容有关. 在本研究中, 
仅以乙型肝炎的肝衰竭患者为讨论对象, 且疾

病处于慢加急性肝衰竭, 故无法充分体现该模

型的优势. 如将研究对象扩大到其他类型的肝

衰竭, 并充分考虑到长期生存率, 可能会体现其

优势. SMSVH评分简单、相关参考项容易获取, 
但积分差值不大同时未考虑相应危险因子的权

重, 故在临床应用中存在一定局限, 表现为积分

相同或类似, 影响病情判断. 

APACHE是ICU专用预测模型, 在长期运用

中逐步完善,  APACHEⅢ较APACHEⅡ评分考虑

了肝功能因素, 增加了胆红素、白蛋白等指标. 
但在本研究结果中, APACHEⅡ却较APACHE
Ⅲ有着更佳的诊断力(见图1、表4), 但二者还未

见明显差异. APACHEⅢ虽然有最佳的敏感度

(82.4%), 但由于特异度较低(61.9%)影响了总体

判断效率. 在对具体病例分析后, 考虑该问题可

能与忽略凝血功能有关. 对于肝衰竭患者来说, 
研究表明凝血功能是明确的独立影响因子[18-19]. 
APACHEⅢ虽然增加了肝功能等一些指标, 但缺

乏有关凝血指标的参数, 故针对肝病患者无法

充分体现其优势. 我们也研究发现死于肝衰竭

患者的APACHE评分低于其他疾病, 这与乙型慢

加急性肝衰竭本身的疾病特点有关. 该类患者

多数起病过程较缓慢, 早期只表现为高胆红素

血症、凝血机制障碍, 而水电解质、酸碱平衡

及其他系统一系列并发症大多在病情晚期才逐

步出现. 故针对该类患者, 反复动态的病情检测

评价是极有必要的. 
对于本研究而言, 因为研究对象仅为病毒性

肝炎乙型慢加急肝衰竭, 且只考虑入院24 h的指

标, 所以结论也存在局限. 如进一步观察入院后

各评分动态变化, 并收集其他类型的肝衰竭病

例, 所得结果将更全面、客观. MELD评分较之

表 1 患者一般情况

     
分组            n (％)          年龄(岁)  

                  性别(％)

               男                女

死亡       34(44.7)    49.8±14.2       29(85.3)        5(14.7)

存活       42(55.3)    44.6±12.9       35(83.3)        7(16.7)

总计      76(100)     46.9±13.7      64(84.2)      12(15.8)

表 2 重型病毒性肝炎患者预后评分模型(SMSVH)

     
项目

                                                   分数

               0                1                 2                 3

死临床类型          -            慢性         亚急性        急性

肝性脑病             -           Ⅰ-Ⅱ°       Ⅲ°       Ⅳ-Ⅴ°

PTA％            >8          60-80        40-60        <40

血钠(mmol/L)     >135     125-135    120-125      <120

表 3 各类病情评分模型积分

     
评分方法

                            积分                              
      P 值

               死亡组                存活组

MELD             38.19±8.09 24.12±7.16         P<0.01

SMSVH            5.29±1.36   4.19±1.09         P<0.01

APACHEⅡ     15.47±4.06 10.79±2.56         P<0.01

APACHEⅢ     73.50±17.79 60.02±10.06       P<0.01

■应用要点
MELD评分较之
其他评价模型体
现了一定的优势, 
但同样存在缺陷. 
所以有关判断肝
衰竭患者预后的
模型仍有待进一
步完善, 在目前阶
段综合运用各种
评价模型判断病
情可以会对提高
对院内死亡可能
性的判断效率有
所帮助.
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图 1 4种评分模型的ROC曲线.
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其他评价模型体现了一定的优势, 但同样存在

缺陷. 所以有关判断肝衰竭患者预后的模型仍

有待进一步完善, 在目前阶段综合运用以上评

价模型判断病情可能会对提高对院内死亡可能

性的判断效率有所帮助. 
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18 江建宁, 周桂英, 黄高明, 苏明华, 李向红. 影响重型肝
炎患者预后因素的COX模型分析. 中华肝脏病杂志  
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表 4 各类病情评分模型ROC曲线分析

     
评分方法         ROC曲线下面积      标准误           界值      灵敏度(％)      特异度(％)      阳性似然比     阴性似然比

MELD               0.906       0.037         31.76        79.4               83.3                4.76             0.25

SMSVH               0.749       0.058           4          73.5                69.0                2.38             0.38

APACHEⅡ            0.848       0.047         12          67.6               81.0       3.55             0.40

APACHEⅢ            0.770       0.056         59          82.4               61.9       2.16             0.29

表 5 各类病情评分模型ROC曲线下面积比较

     P 值          MELD     SMSVH      APACHEⅡ     APACHEⅢ

MELD            -       0.006        0.307             0.019

SMSVH         0.006        -        0.082              0.749

APACHEⅡ      0.307     0.082          -              0.125

APACHEⅢ      0.019     0.749        0.125                 -

■同行评价
肝衰竭的预后判
断是临床医生非
常关注的一个问
题, 目前尚未很好
解决. 采用评分模
型来预测预后, 一
直是学者们探索
的方向. 本文对几
个评分法的比较, 
认为MELD法最
佳, 对临床工作有
一定的参考价值. 
但是, 这类评分法
的优劣确定是应
在相当大的样本
观察基础上得出. 
本文仅76例患者, 
再分成两组, 故病
例数太少, 所得结
论需要进一步验
证.
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Abstract
AIM: To probe into the possible mechanism of 
gastrointestinal hemorrhage induced by the 
third generation of cephalosporins.

METHODS: The related literatures in the past 30 
years were collected and retrospective analyzed.

RESULTS: The third generation of cephalospo-
rins caused mucosal injury of various organs, 
such as gastrointestinal tract, respiratory tract 
or urinary tract, complicated with hemorrhage. 
Besides, the injuries also occurred in heart, lung, 
and nerve. Adverse reactions were found in 73 
cases, of which 6 were confirmed with gastroin-
testinal mucosal injury, 2 with urinary mucosal 
injury, and 1 with respiratory mucosal injury, 
and the 9 cases were all complicated with hem-
orrhage. The mortality rate associated with hem-
orrhage was 50%.

CONCLUSION: Multi-organ dysfunction can be 

caused by the third-generation cephalosporins. 
Gastrointestinal hemorrhage occurs less fre-
quently that other adverse reactions, but it can 
lead to a higher mortality rate.

Key Words: The third generation of cephalosporin; 
Mucosal injury; Gastrointestinal hemorrhage
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of gastrointestinal hemorrhage caused by the third-
generation cephalosporins. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 阐述第三代头孢菌素引发消化道出血
的可能机制.

方法: 对国内近30 a的相关文献进行综合回顾
性分析.

结果: 第三代头孢菌素可导致多器官黏膜上
皮的严重损害, 表现为消化道黏膜损害并出
血、呼吸道黏膜损害并出血, 或尿道黏膜损害
并出血; 其他器官损害有心、肺、神经等. 73
例不良反应患者, 消化道黏膜损害并出血6例, 
尿道黏膜损害并出血2例, 呼吸道黏膜损害并
出血1例. 本组病例出血死亡率50%.

结论: 第三代头孢菌素导致多器官功能损害, 
其中引起消化道大出血发生率较其他不良反
应发生率低, 但死亡率较高, 后果严重.

关键词: 第三代头孢菌素; 黏膜损害; 大出血
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0  引言

第三代头孢菌素由于其抗菌谱广、抗菌活性强, 
不良反应发生率低, 已广泛使用于临床. 但同时

不良反应的报道也日渐增多, 其中以头孢噻肟

钠、头孢哌酮最为显著. 我们查阅了中国期刊

数据库(网络版)1979-2005发表的相关文献等50
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■背景资料
头孢菌素类抗生
素以其广谱、抗
菌作用良好、毒
副作用小的优点
广泛应用于临床
多年; 同时, 其不
良反应的发生也
日渐凸显, 且以第
三代为主. 大多数
的不良反应经对
症处理得到治愈, 
唯有引发的多种
出血, 尤其是消化
道大出血, 发病凶
险, 死亡率高, 后
果严重, 引起了广
泛关注, 因此对其
发病机制的研究
显得尤为重要.



余篇, 对其进行综合分析: 不良反应发生率以

变态反应、过敏性休克为最多, 其次为消化系

统、心血管系统、呼吸系统、泌尿系统、神经

系统、血液系统. 消化道大出血虽发病率低, 但
危险性高, 死亡率高达50%. 我们就其产生消化

道出血的可能机制进行了探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 目前国内常用的第三代头孢菌素有注

射用: 头孢噻肟、头孢曲松、头孢唑肟、头孢他

啶、头孢哌酮. 口服用: 头孢克肟、头孢布坦、

头孢迪尼、头孢泊肟等. 我们由中国期刊数据

库(网络版)1979-2005发表的相关文献, 共检索到

的不良反应72例, 作者收集1例. 头孢噻肟钠68例
占93%, 头孢哌酮4例占5.7%, 头孢曲松钠1例占

1.3%. 头孢噻肟钠的主要不良反应临床表现有: 
皮肤过敏反应20例、过敏性休克23例、肾功能

损害2例、血尿2例、恶心呕吐2例、消化道大出

血2例、呼吸功能衰竭1例、咳血1例、过敏性哮

喘2例、急性心功能衰竭1例、心肌缺血2例、急

性呼吸、心跳骤停4例、溶血1例、血小板减少

性紫癜1例、癫痫大发作1例、外周神经损害2
例; 头孢哌酮不良反应有: 消化道大出血4例; 头
孢曲松钠不良反应有: 过敏反应1例、双目失明1
例[1,18].
1.2 方法 通过键入“第三代头孢菌素的不良发

应”等关键词, 对检索得到的国内近30 a的相关

文献进行回顾性分析.

2  结果

不良反应73例均为静脉给药, 6例消化道大出血

中头孢哌酮引起者4例, 头孢噻肟钠引起者2例, 
男4例, 女2例, 年龄31-96(平均80)岁. 原发病有: 
肺部感染5例, 伤寒1例, 均为突发性、无痛性出

血; 用药后第3-14天出现黑色柏油样稀便, 1例为

鲜红色便; 大便潜血试验(++++). 其中1例静脉滴

注头孢噻肟钠引发消化道大出血, 愈后一 wk口
服头孢拉啶再次引发消化道大出血; 2例因消化

道大出血治疗无效致失血性休克、急性肾功能

衰竭而死亡. 1例因间歇性多次出血致全身多器

官功能衰竭而死亡. 3例经对症处理, 出血停止. 
本组病例出血死亡率50%. 上述各例临床均未行

胃镜检查及其他系统的直观检查.

3  讨论

3.1 头孢菌素类抗生素的不良反应发生率 柴林
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青 et al [19]报告, 第一代不良反应发生率为14%, 
第二代为4%, 第三代为81%, 第四代为1%. 主要

集中在第三代头孢菌素药物的9个品种, 涉及免

疫、消化、呼吸、血液、心血管、中枢及外周

神经等系统. 表现为全身或局部皮疹、瘙痒、

药物热等过敏反应及过敏性休克 ,  恶心、呕

吐、腹泻、消化大出血, 急性呼吸功能衰竭、

喀血、过敏性哮喘, 溶血、血小板减少性紫癜, 
急性心功能衰竭、呼吸心跳骤停、血尿、肾功

能损害, 全身或局部麻木等感觉异常. 虽然消化

道大出血发病率不高(6/73), 但发病年龄高、危

险性大、死亡率高, 增加了临床用药和治疗工

作的风险.
3.2 第三代头孢菌素引发消化道大出血的可能

机制 (1)第三代头孢菌素分子中有N-甲基硫四氮

唑侧链, 该侧链在肝脏可被代谢成二聚体, 从而

干扰谷氨酸的代谢, 致使凝血酶原生成减少[17]. 
(2)肠道大肠杆菌对第三代头孢菌素极为敏感, 大
肠杆菌减少导致维生素K的生成减少, 而且他还

能与体内的维生素K作用使其消耗增加, 共同引

起维生素K的缺乏, 引起凝血机制障碍导致出血
[12]. (3)第三代头孢菌素成为免疫介导物及半抗

原形式破坏血小板, 引起血小板数量减少和功

能下降[20], 影响凝血机制. (4)可能导致微循环血

管壁通透性升高, 血液通过扩大的内皮细胞间

隙和受损的血管基底膜漏出于血管外的漏出性

出血. (5)头孢菌素类药物可能影响黏膜上皮的

前列腺素合成减少, 导致黏膜屏障功能下降、

黏膜功能损害引起出血. 本组病例无出血先兆, 
具有无痛性的临床特点, 出血前无各系统症状, 
因此很可能系黏膜上皮的急性损害性病变, 在
消化道表现为急性胃黏膜病变. 朱国英 et al [21]等

分析认为: 第三代头孢菌素可致消化道黏膜细

胞分泌功能亢进, 对血管有较强的刺激性易引

起静脉炎; 罗筱萍 et al [14]认为: 头孢噻肟钠可损

伤冠状动脉膜, 造成冠状动脉一过性痉挛或直

接诱发冠状动脉痉挛, 也可能是过敏反应产生

冠状动脉壁炎性水肿.
3.3 头孢菌素类抗生素在临床使用中所表现 头
孢菌素类抗生素在临床使用中所表现出的不良

反应, 特别是严重的不良反应如过敏性休克、

消化道大出血等危急生命安全的不良反应, 要
科学认识, 正确救治, 减少因用药物引起的死亡, 
提高用药安全性. 在使用头孢菌素类抗生素时

应注意以下几个问题: (1)询问药物过敏史. 有头

孢菌素类过敏使者应禁用; (2)严格掌握适应症. 

www.wjgnet.com

■创新盘点
关于第三代头孢
菌素类抗生素引
发的消化道出血
的机制分析, 一直
以来关注的焦点
集中在: 其影响了
机体的凝血机制, 
引起机体多器官
黏膜上皮的出血. 
本文分析了第三
代头孢菌素类抗
生素对机体多器
官黏膜上皮的破
坏引起的出血, 表
现在消化道、呼
吸道黏膜上皮的
损害并出血, 从新
的角度认识出血
机制.
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对患有肾功能不良、消化道、呼吸系统疾病者

应慎用, 尤其是肺部感染性疾病, 有多人报道第

三代头孢菌素引发的不良反应其原发病以下呼

吸道感染最多, 本组病例原发病为肺部感染者5
例; (3)作好用药前的皮试试验. 用原药配置皮试

液, 不能用青霉素替代, 头孢菌素类抗生素同青

霉素存在交叉过敏性, 应规范化使用. 发生过敏

反应后, 抢救措施和青霉素过敏休克相同; (4)注
意给药途径、剂量、浓度. 避免静脉推注, 以个

性化剂量、常规浓度静脉滴注每日2次, 对儿童

尤为重要, 并且滴速不宜过快; (5)加强护理工作. 
注意用药后的观察, 特别是用药第三天至2 wk
内, 发现异常及时停药对症处理; (6)消化道大出

血的处理. 在停药、止血的基础上重点加强黏

膜保护剂、抗酸药物的使用, 尤其是抗酸药物

的应用可减少胃酸对已损害黏膜的协同性损害. 
同时注意纠正凝血障碍, 可补充凝血因子、血

小板改善凝血机制.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical features of intra-
abdominal desmoplastic small round cell tumor 
(IDSRCT).

METHODS: We retrospectively analyzed 4 cases 
of IDSRCT in our hospital from June 1996 to Oc-
tober 2006.

RESULTS: All the 4 cases were admitted with 
symptoms of ascites and/or abdominal mass. 
The patients underwent exploratory laparotomy, 
revealing multiple peritoneal and mesenteric 
masses with an extensive seeding. The diagnosis 
was made by pathology after operation.

CONCLUSION: IDSRCT is a very rare peritone-
al malignant neoplasm, and it is a disease with 
high metastasis and poor prognosis.

Key Words: Peritoneum neoplasm; Desmoplastic 
small round cell tumor; Metastasis
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摘要
目的: 探讨腹腔内促纤维增生性小圆细胞瘤
(intra-abdominal desmoplastic small round cell 
tumor, IDSRCT)的临床特点. 

方法: 对我院于1996-06/2006-10收治的4例
IDSRCT患者诊疗及预后进行回顾性分析. 

结果: 本研究报道4例患者, 均表现为腹水和
/或腹部肿物收入院, 剖腹探查术发现肿瘤腹
腔内广泛种植, 术后病理证实为IDSRCT.

结论: 腹腔内促纤维增生性小圆细胞瘤是一
种罕见腹膜恶性肿瘤, 诊断时患者已经出现广
泛转移且预后不良.

关键词: 腹膜肿瘤; 促纤维增生性小圆细胞肿瘤; 转

移
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0  引言

腹腔内促纤维增生性小圆细胞瘤(intra-abdomi-
nal desmoplastic small round cell tumor, IDSRCT)
是一种罕见腹膜恶性肿瘤 [1-3].  患者发病年龄

3-68(平均22)岁. 我院于1996-06/2006-10收治4例
IDSRCT患者, 术后病理证实为IDSRCT. 我们对

其诊疗及预后进行了回顾性分析.

1  材料和方法

1.1 材料 我院1996-06/2006-10收治4例腹腔内促

纤维增生性小圆细胞瘤患者, 其中女2例, 男2例, 
年龄18-83岁, 临床表现为腹水和/或腹部肿物, 
病程4-12 wk.
1.2 方法 
1.2.1 入院查体 腹略胀, 未见胃肠形, 下腹轻压

痛, 未及明确肿物, 下腹部可触及包块, 表面不

®

■背景资料
腹腔内促纤维增
生性小圆细胞瘤
(IDSRCT)是一种
罕见腹膜恶性肿
瘤. 
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光滑, 可以推动, 边界不清. 肛门指诊直肠黏膜

光滑, 未及肿物. 
1.2.2 实验室检查(表1) 肿瘤标记物中癌胚抗原

(carcinoembryonic antigen, CEA) 0.88-10.80 μg/L 
(正常值0-3.4 μg/L), CA19-9 80.37-945.81 kU/L 
(正常值0-35 kU/L), CA125 51.23-1210.60 kU/L 
(正常值0-35 kU/L), AFP在正常范围内(正常值

<5.8 kU/L).
1.2.3 影像学检查 胸片均未见异常. 腹部B超: 中
等-大量腹水. 妇科B超: 子宫壁回声不均匀, 子
宫后方不规则肿物, 内呈实性不均匀中低回声, 
双侧附件不清.

2  结果

2.1 手术方式 全部患者均行剖腹探查术, 术中发

现腹腔内约淡黄色腹水400-3000 mL, 腹膜表面

遍布粟粒样结节, 直径0.5-1.5 cm, 大网膜呈饼状

增厚最大约15 cm×12 cm×4 cm, 肝脏表面可及

大小不等多发结节, 直径1-2 cm; 2例女性患者子

宫后方可见大小约5-8 cm灰白色质硬肿物. 2例
患者行大网膜切除术, 另外2例患者行大网膜活

检术. 
2.2 术后病理 术后病理报告: 腹腔内促纤维增生

性小圆细胞瘤(图1). 光镜下见肿瘤细胞聚集成

界限清楚、大小不等、形状不一的巢状或梁索

状结构, 位于致密的纤维间中. 肿瘤细胞小或中

等大, 呈圆形或卵圆形, 少数呈梭形. 肿瘤细胞

排列紧密, 细胞核呈圆形或卵圆形, 核分裂象多

见. 免疫组织化学染色: CK(+), Vimentin(+), Des-
min(+), NSE(+), CgA(+), Syn(-), Calretinin(-).  
2.3 生存情况 所有病例术后恢复好, 无手术并发

症发生, 未行化疗, 均有完整随访资料, 随访时

间3-9 mo, 患者最终均死于肿瘤广泛转移.

3  讨论

腹腔内促纤维增生性小圆细胞瘤是一种罕见

腹膜恶性肿瘤, 也有文献报道促纤维增生性小

圆细胞瘤可以发生于腹膜外部位如: 颅内、眼

眶、舌根、胸膜与睾丸等部位[4-7]. 患者发病年

龄3-68(平均22)岁. IDSRCT患者多以腹部肿物

就诊, 伴有腹痛、腰痛、恶心、呕吐、便秘、

消瘦等或有腹水征[8-10]. 由于肿瘤细胞被纤维组

织分隔伴有坏死, B超与CT可显示单个或多个

大小不一、形态不规则、非均质的肿块[11-12]. 本
研究报道病例均表现为腹水和/或腹部肿物收入

院, 病程4-12 wk, 其中1例83岁女性患者, 为国内

外文献报道中年龄最大的患者.
光镜下可以见到IDSRCT细胞聚集成界限

清楚、大小不等、形状不一的巢状或梁索状结

构, 位于致密的纤维间中, 有些区域瘤细胞密集

而间质少, 有些区域微小的瘤细胞团位于丰富

的纤维间质中[13-15]. 肿瘤细胞小或中等大, 呈圆

形或卵圆形, 少数呈梭形. 肿瘤细胞排列紧密, 
胞质少, 嗜酸性, 呈透明或空泡状. 细胞核呈圆

表 1 IDSRCT患者实验室检查结果

      
编号        性别        年龄(岁) 病程 临床表现       CEA (μg/L)       CA199 (kU/L)       CA125 (kU/L)

1 女 83  4 wk 腹胀腹痛           0.88                80.37         1210.6

2 女 26 7 wk 腹胀腹痛           1.22              117.2           583.41

3 男 18 3 wk 腹痛           4.31              293.61           129.62

4 男 53          12 wk 腹胀呕吐         10.80              945.81             51.23

A B

图 1 腹腔内促纤维增生性小圆细胞肿瘤病理. A: 苏木精伊红染色(×100); B: 苏木精伊红染色(×400).

■应用要点
姑息性切除能减
轻机体对肿瘤的
负荷, 有利提高术
后化疗等综合治
疗的疗效.



www.wjgnet.com

1576                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年5月8日       第15卷       第13期

形或卵圆形, 染色深, 染色质细颗粒状或斑点状, 
核仁不明显, 核分裂象多见. 瘤巢周边细胞有的

可呈栅栏状或阅兵样排列. 电镜下IDSRCT肿瘤

细胞体积小, 绝大多数呈圆形或卵圆形, 少数为

短梭形, 相互紧密排列. 瘤细胞无基板, 偶见细

胞间短小的微绒毛或指状突起, 细胞间小腔形

成, 胞突相互缠绕. 核浆比例大, 细胞器少, 含量

多少不等, 主要有线粒体、糖原颗粒、脂滴及

溶酶体[6]. 瘤细胞巢外的间质细胞埋没在致密

的胶原性基质内, 这些间质细胞包括纤维母细

胞、肌纤维母细胞及处于二者之间的中间型细

胞[16-18].
大多数IDSRCT肿瘤细胞表现为Cytokeratin, 

Desmin, Vimen t in, EMA与NSE阳性. 其中

C y t o k e r a t i n与E M A呈胞质弥漫型强阳性 , 
Desmin多为核旁小球样点状阳性, Vimentin呈弥

漫或点状弱阳性, NSE呈灶性弥漫胞质型弱阳

性[13-14,16,19]. Ladanyi et al [20]发现大多数IDSRCT
中存在染色体易位t(11; 22)(p13; q12), 而位于22
号染色体q12的EWS基因与位于11号染色体p13 
的WT1基因可以融合形成EWS/WT1融合基因, 
EWS/WT1融合基因可诱导血小板源性生长因子

A表达是导致IDSRCT表现为质硬肿物的原因之

一[21-22].
腹腔内促纤维增生性小圆细胞瘤是一种主

要发生于腹膜的高度恶性小圆细胞肿瘤, 青少

年好发, 免疫组化显示瘤细胞具有多向分化的

特点. 根据这些特点, 结合光镜、电镜与免疫组

化研究, IDSRCT与转移性小细胞癌, 恶性横纹

肌样瘤, 小细胞恶性间皮瘤, 原始神经外胚叶瘤, 
胚胎性横纹肌肉瘤, 非霍奇金淋巴瘤, 神经母细

胞瘤, Ewing瘤等小圆细胞恶性肿瘤之间不难鉴

别[23-25].
IDSRCT以手术治疗为主, 但是由于多数

患者就诊时已经出现肿瘤腹腔内广泛转移, 很
少能获得根治性效果, 多数情况下手术作为肿

瘤细胞减数或者活检的一种手段. 术中见肿瘤

多位于腹腔浆膜面相应的脏器表面和/或脏器

之间的单个、多个形状不规则的灰白色质硬肿

块, 肿瘤可累及大网膜. 由于肿瘤多发往往手术

难以彻底切除, 因此多配合化疗, 但是远期效果

差, IDSRCT对放疗不敏感[26-28]. Fizazi et al [29]发

现血清CA125与NSE在60%的IDSRCT患者中升

高, 给与有效化疗后患者腹水减少, 肿瘤缩小, 
CA125与NSE水平可降至正常.

由于IDSRCT早期无特异性症状, 就诊时

50%的患者已经出现淋巴结转移, 常见远处转移

部位为肝脏. 肿瘤可以压迫腹腔内器官而引起

肠梗阻及尿路梗阻等症状. IDSRCT恶性程度高, 
多数患者于1 a内死亡, 5 a生存率为15%[30-32]. 本
研究报道4例患者均于术后9 mo内死亡, 与国外

文献报道相符合.
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