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Abstract
Irritable bowel syndrome (IBS) is one of the 
most common functional gastrointestinal disor-
ders. Quality of life measures/questionnaires 
provide an instrument to assess disease severity 
and treatment effects. In this paper, we review 
the research status and prospects of generic and 
specific instruments for evaluating the quality 
of life of IBS patients, including the advantages 
and disadvantages of currently used instru-
ments, selection of reasonable instruments, intel-
lectual property issues involved in instrument 
development and introduction, extension of 
research level to population, and exploitation of 
the advantages of Chinese medicine to improve 
the quality of life of IBS patients.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Health-relat-

ed quality of life; Quality of life measure
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摘要
肠易激综合征是临床上最为常见的功能性胃
肠道疾病之一, 生活质量量表提供了一个判断
其病情严重性及治疗效果的测量工具. 本文综
述了国内外常用的普适量表和专用量表在评
价肠易激综合征生活质量的研究现状, 并对量
表的优缺点及其合理选择、量表研制和引进
的知识产权问题、扩大人群研究层次、发挥
中医药改善生活质量的优势等方面进行展望. 

关键词: 肠易激综合征; 健康相关生活质量; 生活质

量量表
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)
是以腹部疼痛或不适, 伴有排便习惯改变和大

便性状异常的一组临床症候群, 可持续存在或

间歇发作, 但缺乏形态学和生化指标等异常的

证据[1]. IBS是临床上最为常见的功能性胃肠道

疾病之一. 在英美等发达国家中, IBS患病率约

为普通人群的10%-30%[2-5], 因IBS而就诊的患

者约占内科门诊人数的30%-50%[6]; 在亚洲国

家中IBS患病率约为5%-10%[7], 我国的患病率

约为5.6%-11.5%[8-10], 约占消化科门诊人数的

10.7%-34.3%[9,11]. 虽然IBS是一个功能性疾病, 并
不直接增加患者病死率和伤残率, 但会显著影

响患者日常生活、学习、工作和社交等方面, 
使患者生活质量明显下降[12]. IBS患者每年因该

病请假或影响工作的天数也更多, 如Drossman
等[13]在一份包括5 430人(其中IBS占9.2%)的随

机人群调查中显示, IBS患者的旷工天数及就诊

www.wjgnet.com
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■背景资料
随着医学模式的
改变, 对IBS的治
疗目标已从单纯
缓解症状到同时
重视症状指标和
生活质量的改善. 
对IBS生活质量进
行测评能判断其
病情严重程度及
评价治疗效果, 而
选择合适的、公
认的生活质量量
表, 能为临床实践
提供更为可靠的
依据.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科



次数明显高于非IBS患者(13.4 d vs  4.9 d; 5.52 vs  
1.86). 由于IBS发病率高, 容易复发, 患者就诊次

数多, 不仅造成医疗资源的大量消耗, 而且给社

会带来沉重的经济负担. 随着人们对IBS的认识

从单一的生物医学模式转变为生物-心理-社会

医学模式, 治疗目标也从单纯缓解症状到同时

重视症状指标和生活质量的改善, 而且由于IBS
目前还没有客观的生物学、生理学方面的诊断

和评价疗效的指标, 因此对IBS生活质量进行测

评能为判断病情严重程度及评价治疗效果提供

依据. 总结IBS生活质量评价的研究现状, 有助

于明确今后工作开展的方向. 

1  量表的提出及意义

自FDA和罗马标准委员会建议将评价生活质量

列为功能性胃肠病临床试验研究的次级指标以

来, 生活质量研究在IBS中的研究日益受到重视, 
普适量表得到不断推广, 并且不少专用量表也

相继编制和开发[14]. 通过对IBS患者进行生活质

量评价研究, 不仅可判断病情严重程度, 评价健

康状况, 分析危险因素, 验证治疗手段和干预措

施的疗效, 并可作为临床试验的研究终点以评

价药物疗效, 而且能为合理制定医疗决策和科

学分配医疗资源提供依据.

2  普适量表

普适量表是为比较不同人群的健康状况而设计

的, 适用于各种人群和疾病的生活质量评价, 既
可用于同一疾病的不同群体进行比较, 也可用

于不同疾病与健康人群之间的比较, 能综合评

价疾病对患者生活质量的影响. 通过反映受试

者的总体生活质量, 有助于宏观研究不同疾病

对社会的影响, 进而利于健康政策和医疗决策

的制定. 因此普适量表的使用最为广泛, 目前应

用于IBS的主要有[15,16]: 健康调查量表(the MOS 
item short from health survey, SF-36)、症状自评

量表(symptom Checklist 90, SCL-90), 一般健康

量表(general health questionnaire, GHQ)、疾病

影响量表(sickness impact profile, SIP)、诺丁汉

健康问卷(nottingham health profile, NHP)、世界

卫生组织生活质量量表(WHO QOL-100、WHO 
QOL-BREF)等. 在评价IBS的健康状况时, 心理

社会因素也经常考虑在内. SCL-90能较好地反

映受检者的自觉症状和心理健康状态, 常用于

IBS患者心理因素的评价研究[17]. 又如汉密尔顿

抑郁量表(hamilton depression scale, HAMD)、汉

密尔顿焦虑量表(hamilton anxiety scale, HAMA)
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这两个心理量表, 常用于IBS患者精神影响因素

的评价研究[18]. 此外, 疾病控制和预防中心(cen-
ters for disease control and prevention, CDC)研制

的CDC HRQOL-4, 能对生活质量进行快速的评

价[19]. 
目前国内外评价IBS最为常用的普适量表

是SF-36. 世界卫生组织推荐的SF-36[20-22], 包
括36个项目, 共8个维度, 即躯体功能、躯体职

能、躯体疼痛、总体健康、精力、社会功能、

情感职能、精神健康, 另外还有健康变化, 用于

评价过去1年内健康改变. SF-36的填写是调查对

象自行或在调查人员的指导下完成. 目前该量

表已被译成多种语言, 并进行跨文化调适研究. 
为便于临床应用, SF-36已进一步缩减为SF-20[23]

和SF-12[24,25], 完成量表所需时间减少, 但可靠性

降低. 早在1989年Stewart等[26]已将SF-36应用于

消化道疾病的研究, 并显示了评价IBS的良好前

景. 此后, Whitehead等[27,28]研究发现, SF-36适用

于IBS的生活质量评价, 并能较好地反映IBS患
者生活质量的下降, 主要体现在躯体功能、躯

体职能、总体健康、精力、社会功能等方面, 
且在研究时控制精神社会因素的影响后进行分

析, IBS仍然对患者生活质量有影响, 从而进一

步验证了SF-36的效度和可靠性. 研究同时指出, 
由于SF-36评估IBS的生活质量可能受到精神心

理因素的干扰, 因此有必要在研究分析时进行

相应校正. Gralnek等[29]用SF-36评价877例IBS
患者的研究也显示, 与正常人群相比IBS患者生

活质量显著下降, 并且明显低于如胃食管反流

病、糖尿病、终末期肾病等慢性疾病患者, 主
要表现在多个方面, 其中又以躯体疼痛、总体

健康和由于身体健康问题引起的活力/疲劳、

角色限制等方面的影响最为突出. 熊理守等[30]

应用中文版SF-36在社区人群中231例IBS患者

生活质量的研究显示, 我国IBS患者生活质量各

方面均明显降低, 信度分析研究表明SF-36的重

复性好, 能适用我国IBS患者生活质量评价, 但
SF-36并不包括IBS患者常有的饮食限制、睡眠

质量差等方面, 因此在评价有必要结合IBS专用

量表进行综合研究分析.

3  专用量表 
疾病特有的本质决定了研究疾病对生活质量的

影响最好采用专用量表. 由于以特定疾病为中

心, 专用量表对干预效应和疾病变化的时间趋势

更敏感, 所以不但能了解某一疾病特有的生活质

量影响因素, 而且还可作为临床疗效研究的重

www.wjgnet.com

■研发前沿
国内外用于测评
IBS生活质量的量
表在不断被研制
和开发, 在选择合
适的量表进行测
评、加强量表的
验证和推广、深
入开展量表应用
研究、发挥中医
药改善生活质量
优势等方面依然
是研究的重点.
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要指标. 目前在IBS中应用较为广泛的专用量表

有: IBS生活质量问卷(IBS quality of life question-
naire, IBSQOL)、IBS生活质量量表(IBS-QOL)、
功能性消化疾病(functional dyspepsia, FD)生活

质量问卷(FDDQL)、IBS问卷(IBSQ)、IBS-36等. 
我国学者也研制并开发了一些适合我国的量表, 
如IBS中医证候量表、慢性病患者生命质量测定

量表体系之肠易激综合征量表(quality of life for 
patients with chronic diseases-IBS, QLICD-IBS)等. 
3.1 IBSQOL IBSQOL是Hahn等[31]编制的IBS患
者专用量表, 包括30个条目, 共9个维度, 即情

绪、精神状态、睡眠、精力、躯体功能、饮

食、社会角色、躯体角色、性生活. 条目形式

为“在过去4周里肠易激综合征经常让你感到

……?”采用5级或6级评分, 各项总积分越高则

表示健康状况越佳. 该量表对评价IBS病情具有

良好的信度、效度及反应度, 如Hahn等[31]对500
例IBS患者应用IBSQOL进行测评, 结果表明IBS
病情严重程度与生活质量相关, 且比患有其他

胃肠道疾病的非IBS患者得分要低. Hahn等[32]

还应用IBSQOL评价不同国度的IBS患者生活质

量, 发现IBSQOL能反映IBS患者生活质量的下

降, 而且相对于美国患者(n  = 287), IBS对英国患

者(n  = 343)的影响程度更大. Amouretti等[33]应用

IBSQOL评价不同性别IBS患者的生活质量, 结
果IBSQOL较好反映了女性比男性的生活质量

要低. 在我国由于文化观念等因素, 需要一些针

对性的调整, 如性生活等评价项目可以去掉, 可
能会更适合国人的使用. 
3.2 IBS-QOL IBS-QOL是Patrick等[34]通过查阅

综述文献及对临床IBS患者访谈编制的IBS患者

专用量表, 包括34个条目(描述过去30 d内的状

况), 共8个维度, 即焦虑不安、行为障碍、躯体

意念、健康担忧、食物逃避、社会功能、性行

为、人际关系. 用5个点的线段尺度测量反映患

者的生活质量, 总积分从0-100, 较高积分反映较

好的生活质量. 该量表对病情严重程度反映良

好, 如Drossman等[35]在对IBS-QOL纵向结构效

度的评价研究表明, IBS-QOL应用于评价生活

质量是敏感的, 可用于评价IBS的临床研究疗效. 
Schmulson等[36]应用IBS-QOL对IBS生活质量的

效度进行评价, 并发现墨西哥女性IBS患者生活

质量比美国北卡罗来纳州女性IBS患者更低. 王
伟岸等在1998年获得授权[37], 将该量表进行汉化

和文化调适, 发现该量表在我国也有很高的效

度和可靠性, 对治疗的反应性较好[38,39]. 李红缨

等[40]将IBS-QOL应用于123例IBS患者的研究, 也
认为该量表具有较好的稳定性, 可用于IBS患者

的生活质量测量. 同时Patrick等[34]发现IBS-QOL
对腹泻型、便秘型、混合型的IBS分型缺乏判

别力, 因此需要结合症状评价综合反映IBS病情

严重性. 
3.3 FDDQL FDDQL是Chassany等[41]编制的专用

于评价IBS和FD生活质量的量表, 含43个条目, 
分8个维度, 即日常活动、忧虑、饮食、睡眠、

不适、疾病处理、疾病控制和压力. 日常活动

条目按5点分量表评分. 除应激外, 这些次级量

表相加产生总的积分, 范围从0-100(较高积分代

表较好的生活质量). 该量表已被翻译成多种语

言, 适合对IBS和FD患者的生活质量进行评价. 
由于目前IBS和FD被认为是两个独立的疾病, 然
而1/3到2/3的IBS症状与FD重叠, 症状的分析并

不能将二者分开, 因此对于这部分患者进行研

究时采用该量表特别适合[42]. 目前该量表已应用

于临床药物随机对照试验, 其信度、效度已得

到验证, 但同时发现该量表分数和腹痛严重程

度相关性较差[26]. 
3.4 IBSQ IBSQ是Wong等[43]编制的IBS患者专用

量表, 包括26个条目, 共4个维度, 即肠道症状、

疲乏、活动受限和不良情绪. 条目的分数都是

从1到7, 较高积分反映较好的生活质量. 可自评

或由访谈者完成. 该量表在1-7分的区域中增加

0.5分的刻度, 从而能更细微反映临床病情变化. 
经临床应用显示适合于IBS生活质量的评价, 但
由于缺乏足够验证和推广而应用并不多. 
3.5 IBS-36 IBS-36是Groll等[44]编制的IBS患者专

用量表, 包括36个条目, 条目用7个点的尺度反

应, 从0到6, 较低分数反映较好的生活质量. 专
门为IBS患者自评设计. 通过与SF-36对比研究

发现, 该量表具有较好的内部一致性和可靠性, 
但目前应用也不多. 
3.6 IBS中医证候量表 周福生等根据中医理论体

系的特点, 将中医辨证分型与生活质量量表结

合起来, 制定了IBS中医证候量表, 并应用于临

床研究[45-48]. 该量表以生存质量为观察指标, 从
心理、社会、环境各方面对IBS患者进行综合

评价, 并与SF-36、SCL-90相比较, 对其进行效

度、信度及反应度进行检测. 该量表由肝郁脾

虚证、脾胃虚弱证、脾肾阳虚证、脾胃阴虚证

4个领域组成, 包括45个条目, 不同条目归属不

同领域. 由于该量表具有西医辨病与中医辨证

相结合的特点, 可同时评价IBS的中医证候变化

■相关报道
田建军等从我国
人 群 背 景 出 发 , 
研制与评价了慢
性病患者生命质
量测定量表体系
之 肠 易 激 综 合
征量表 (QLICD-
IBS). 周福生等根
据中医理论体系
的 特 点 ,  将 中 医
辨证分型与生活
质量量表结合起
来, 制定了IBS中
医证候量表.
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和生活质量改变. 该量表的不足是条目内容与

中医辨证仍存在不符之处, 加之IBS中医证候受

地域、气候、体质、饮食、情志等诸多因素的

影响, 而且即使是同一患者的证型也是动态变

化的, 因此还有待改进. 
3.7 QLICD-IBS 田建军等[49]从我国人群背景出

发, 在系统开发QLICD的基础上, 研制与评价了

QLICD-IBS, 该量表包括慢性病共性模块30个条

目和IBS特异模块15个条目, 其中特异模块包括

为腹部胀痛、大便情况、心理生活影响等3个
亚领域. 各条目均采用5级评分法, 等级越高生

活质量越好. 在对99例IBS患者住院前后进行生

活质量测评研究表明, 该量表能够反映出患者

治疗前后生命质量的变化, 具有较好的结构效

度和信度, 可适合我国IBS患者生活质量测评. 

4  存在问题与展望

4.1 明确量表的优缺点及其合理选择 由于普适

量表不针对特定疾病的影响, 很难反映随时间

或治疗过程中出现的较小但有意义的健康状况

变化, 所以缺乏反应度和敏感性是其主要缺点. 
如SF-36能较好反映IBS的总体生活质量, 但不

能很好地反映IBS的精神社会因素方面的特征, 
且可能会受到神经质、应对方式等混杂因素的

干扰[28,30]. 专用量表是针对特定疾病制订的反映

这类疾病特征的量表, 灵敏度高, 相关性好, 但
其所涵盖的内容侧重于与该疾病相关的领域, 
仅能比较同类患者的生活质量, 不利于组间比

较, 如IBS-QOL对病情程度判别良好, 但对腹泻

为主、混合型、便秘为主的IBS患者没有判别

力[34]. 因此, 在临床应用中要严格把握量表的适

用范围, 如为比较IBS和其他慢性疾病对生活质

量的影响应选择SF-36等普适量表; 如要观察某

一治疗方法对IBS的疗效则宜选用IBSQOL、
IBS-QOL等专用量表. 临床应根据需要酌情选

用, 也可同时采用普适量表和专用量表进行测

评, 使得研究结果既有可比性又有针对性. 
4.2 重视量表研制和引进的知识产权 生活质量

研究已成为目前评价IBS相关疗效研究的重要

内容, 相应量表也得到不断开发和利用. 为了推

动生活质量评价工作在我国的开展, 国内学者

积极引进了国外经过多中心验证、跨文化适应

好的量表, 然后进行汉化和验证, 甚至改良, 以
期更好地适应我国的文化特征和人群背景, 如
王伟岸等[38,39]通过Drossman等引进的IBS-QOL
应用于评价IBS生活质量及临床疗效. 同时遵循

适应我国国情和文化的生活质量量表也得到开

发研制, 如田建军等[49]研制的QLICD-IBS, 官坤

祥等[48]研制的IBS中医证候量表. 值得注意的是

在借鉴、引用和引进量表研究的同时, 必须强

化知识产权意识, 保护好量表的知识产权, 从而

能使量表的应用更为合理和广泛. 
4.3 扩大人群研究层次 生活质量研究在我国起

步相对较晚, 还有许多问题有待解决. 目前生活

质量测量的IBS人群一般都以医院就诊的IBS患
者作为研究对象, 以疾病影响因素、健康状况

评估、药效评价等为研究目的. 而以社区、学

校等更广泛人群中的IBS患者就诊率相对较低, 
开展的研究相对较少, 因此针对社区等更广泛

人群IBS生活质量的调查有待进一步深入研究. 
此外, IBS发病在各年龄人群有所不同, 对生活

质量的影响也各不相同. 老年IBS较其他年龄患

者生活质量有不同程度下降, 尤其在活力、总体

健康、精神健康和躯体疼痛等方面更加明显[50], 
小儿IBS患者则在生理机能、情感职能、社会

功能等方面受到影响较多[51]. 而以不同年龄IBS
生活质量的研究开展相对较少, 加强对不同年

龄IBS患者生活质量的研究, 可以发现其生活质

量下降的突出领域, 从而可以针对性更强地采

取干预措施. 
4.4 发挥中医药改善生活质量的优势 由于IBS的
发病机制涉及肠动力紊乱、内脏敏感性增高、

脑-肠轴失调、肠道菌群失衡、肠道感染、社

会-心理因素、炎症因子、胃肠道激素等多个

方面[52], 因此在治疗上强调综合治疗和个体化

治疗原则, 采取包括饮食调整、心理干预和药

物治疗在内的综合治疗方法. 治疗的目标包括

缓解症状和改善生活质量[53]. 对IBS的药物治疗, 
西医主要以对症治疗为主, 能缓解患者的某个

或某几个临床症状, 提高生活质量, 但缺乏长期

疗效、耐受性和安全性的循证依据[54]. 近年来

运用中医药治疗IBS取得了较大进展, 总结出许

多行之有效的治疗方法, 显示了良好的应用前

景. 首先, 运用中医学辨证论治和整体观念能做

到治疗措施的个性化和综合性原则, 既能针对

IBS的躯体症状或心理反应, 还能考虑到社会、

心理、环境因素, 做到全面分析, 权衡缓急, 心
身同治; 其次, 中医学治病重视患者的个性特征

和体质因素, 通过指导饮食起居、劳逸结合、

养生保健等, 以进一步巩固疗效, 减少IBS的复

发; 再次, 运用中医七情致病理论指导中医药治

疗情志病和中医学情志疗法的开展, 既能通过

■应用要点
本文对常用的普
适量表和专用量
表的研究现状、
优缺点及适用范
围进行简要介绍, 
指出在拓展临床
应用的同时, 应合
理选择和应用量
表进行测评, 以期
促进生活质量评
价在IBS中的深入
研究, 从而发挥其
更大的作用.
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调理脏腑功能改善情志变化, 也能直接针对患

者情志改变进行治疗; 最后, 在中医理论指导下

进行中药复方和中药新药的研究, 既能通过调

理脏腑(主要是肝、脾)改善症状及生活质量, 又
能满足多靶点治疗的需要, 扩大临床应用. 同时

应开展设计良好的随机平行对照临床试验, 为
中医治疗IBS提供高质量的临床证据, 从而有利

于发挥中医药的优势. 

5  结论

对IBS患者进行生活质量评价已经成为评判病

情严重性以及治疗效果的重要指标, 普适量表

和专用量表的研制开发为生活质量的评价提供

了测评工具, 在实际工作中应根据需要选择合

适的生活质量量表, 尽量使用一些经过多中心

验证、跨文化适应好的量表, 以期为临床实践

提供更为可靠的依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of transfection 
of the gut-enriched Krüppel-like factor (GKLF) 
gene on the growth of xenograft tumors de-
rived from human gastric carcinoma cell line 
SGC-7901 in nude mice and to explore the po-
tential role of the GKLF gene in gastric carcino-

genesis.

METHODS: A recombinant plasmid carrying 
the GKLF gene (pcDNA3.1-GKLF) was trans-
fected into SGC-7901 cells by lipofectin-medi-
ated method. Cells stably expressing the GKLF 
gene were selected using G418. SGC-7901 cells 
untransfected and those transfected with empty 
pcDNA3.1 plasmid were used as controls. A 
xenograft tumor model was then established. 
Tumor growth was monitored. Tumor histo-
pathological changes were determined by hema-
toxylin and eosin (HE) staining. The expression 
of GKLF and Ki-67 proteins in xenograft tissue 
was detected by immunohistochemistry.

RESULTS: Compared with the SGC7901-
pcDNA3.1 and SGC-7901 groups, the period 
of latency was significantly lengthened in the 
SGC7901-pcDNA3.1-GKLF group (14.67 d ± 3.08 
d vs 8.33 d ± 1.03 d, 8.67 d ± 1.03 d, both P < 0.05). 
The weight of xenograft tumors in the SGC7901-
pcDNA3.1-GKLF group was significantly 
lower than that in the SGC7901-pcDNA3.1 and 
SGC-7901 groups (4.46 g ± 0.92 g vs 8.05 g ± 1.66 g, 
7.82 g ± 1.14 g, both P < 0.05). The degree of tu-
mor differentiation in the SGC7901-pcDNA3.1-
GKLF group was better than that in the other 
two groups. Furthermore, the positive propor-
tion of GKLF protein expression in xenograft 
tissue was increased while that of Ki-67 protein 
expression was decreased in the SGC7901-
pcDNA3.1-GKLF group when compared with 
the other two groups (4/6 vs 2/6, 2/6; 1/6 vs 
4/6, 4/6).

CONCLUSION: Transfection of the GKLF gene 
inhibits the growth of subcutaneous xenograft 
tumors derived from SGC-7901 cell line in nude 
mice by down-regulating the expression of 
Ki-67. The GKLF gene is a potential target for 
gene therapy of gastric carcinoma.

Key Words: Gastric carcinoma; Gut-enriched Krüp-
pel-like factor; SGC-7901; Transfection; Nude mouse
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■背景资料
转录因子是一类
具有重要功能的
序列特异性DNA
结合蛋白, 他们通
过激活或抑制其
目标基因的转录
来调控基因的时
相性及细胞和组
织的特异性表达, 
而在细胞生长、
分化、凋亡等生
理过程的调节中
担任重要角色. 

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
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XS. GKLF transfection inhibits the growth of xenograft 
tumors derived from human gastric carcinoma cell line 
SGC-7901 in nude mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(1): 7-12

摘要
目的: 研究转染GKLF基因对人胃癌SGC-7901
细胞裸鼠皮下移植瘤的作用, 探讨GKLF在胃
癌中可能的作用机制. 

方法:  将外源性重组真核质粒p c D N A3.1-
GKLF转染到人胃癌细胞株SGC-7901内, 经
G418筛选并建立高表达G K L F的稳定转染
细胞株. 稳定表达该基因的细胞为SGC7901-
pcDNA3.1-GKLF组, 转染空质粒细胞及未处
理细胞为对照组(SGC7901-pcDNA3.1组和
SGC-7901组), 建立裸鼠荷瘤模型. 监测肿瘤
生长状况、成瘤潜伏期, HE染色观察肿瘤病
理学变化, 免疫组织化学法检测裸鼠皮下移植
瘤组织内GKLF、Ki-67蛋白的表达. 

结果: 与SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组
相比, SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组成瘤潜伏
期延长, 差异具有统计学意义(14.67 d±3.08 d 
vs  8.33 d±1.03 d, 8.67 d±1.03 d, 均P <0.05). 
SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组皮下移植瘤质
量低于SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组, 
移植瘤生长受抑, 差异具有统计学意义(4.46 
g±0.92 g vs  8.05 g±1.66 g, 7.82 g±1.14 g, 
均P <0.05). SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组中
移植瘤细胞分化较SGC-7901组和SGC7901-
pcDNA3.1组好, 皮下移植瘤组织内GKLF蛋白
阳性表达比例升高(4/6 vs  2/6, 2/6)、Ki-67蛋
白阳性表达比例降低(1/6 vs  4/6, 4/6).

结论: GKLF基因可能通过下调Ki-67的表达
而抑制胃癌SGC-7901细胞裸鼠皮下移植瘤的
生长, 以GKLF为靶点的基因治疗有潜在临床
应用前景.

关键词: 胃癌; 胃肠富集Krüppel样因子; SGC-7901; 

转染; 裸鼠
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织的特异性表达, 而在细胞生长、分化、凋亡

等生理过程的调节中担任重要角色. 胃肠富集

Krüppel样因子(gut-enriched Krüppel-like factor, 
GKLF)是Krüppel样转录因子家族的成员, GKLF
与肿瘤间的关系是近年来研究的热点. 本研究

将GKLF基因转染到人胃癌细胞株SGC-7901内, 
建立了高表达GKLF蛋白的稳定转染细胞株, 然
后将不同组的细胞接种于裸鼠皮下成瘤, 观察

移植瘤生长状况和病理学变化, 检测移植瘤组

织内GKLF、Ki-67蛋白表达, 初步探讨GKLF基
因在胃癌中可能的作用机制, 为今后以GKLF为
靶点的基因治疗提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株S G C-7901购于中科

院上海细胞生物研究所, pcDNA3.1空质粒及

pcDNA3.1-GKLF质粒由中国医学科学院肿瘤研

究所、分子肿瘤学国家重点实验室刘芝华教授

惠赠. LipofectamineTM2000购自美国Invitrogen公
司, RPMI 1640购自美国Gibco BRL公司, GKLF
一抗购自美国R&D公司, Ki-67一抗及SP试剂盒

均购自福建迈新生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞转染与克隆化培养: 取对数生长期

的SGC-7901细胞2×105重悬于含血清的RPMI 
1640中 ,  转种于6孔板 ,  常规培养使细胞达

80%-90%融合. 采用脂质体介导法将pcDNA3.1-
GKLF质粒及pcDNA3.1空质粒各4 μg分别转染

SGC-7901细胞, 加入1.0 g/L的G418筛选, 同时用

未转染的SGC-7901细胞作对照. 当对照细胞大

部分死亡时, 再换0.6 g/L的G418筛选. 当对照细

胞大部分死亡后, 挑取实验细胞的阳性克隆并

扩大培养, 分别获得SGC7901-pcDNA3.1-GKLF
和SGC7901-pcDNA3.1细胞. 
1.2.2 荷瘤实验与分组 :  健康纯种4-5周龄的

BALB/C-nu/nu♀裸鼠, 体质量16-20 g, 购自上海

斯莱克实验动物有限公司, 在苏州大学无特定病

原体级动物实验中心分笼饲养. 裸鼠18只, 各随

机分成3组, 用安尔碘消毒裸鼠右胁腹前肢皮肤, 
将3组细胞悬液(SGC-7901、SGC7901-pcDNA3.1
和SGC7901-pcDNA3.1-GKLF)以每只1×1011个/L
接种于裸鼠, 每6只裸鼠接种同一组细胞. 
1.2.3 裸鼠的一般情况和成瘤观察: 每天观察3组
裸鼠的一般情况、摄食、活动能力. 每周用游

标卡尺测量移植瘤的最大径(a)和最小径(b), 按
公式V (mm3) = a×b2/2计算肿瘤的近似体积, 绘

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃肠富集Krüppel
样因子(GKLF)是
K r ü p p e l 样 转 录
因子家族的成员, 
G K L F 与 肿 瘤 间
的关系是近年来
研究的热点. 应用
基因方法或以基
因作为靶点来防
治胃癌亦成为众
多研究者关注的
热点.
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制裸鼠的移植瘤生长曲线. 分别记录裸鼠皮下

移植瘤结节达Φ2 mm的时间, 即成瘤潜伏期. 连
续观察6 wk后, 采用颈椎脱位法处死裸鼠, 解剖

并完整取出瘤块, 称瘤质量. 
1 . 2 . 4  免 疫 组 织 化 学 法 检 测 移 植 瘤 组 织 中

GKLF、Ki-67蛋白表达: 用40 g/L甲醛固定瘤块, 
石蜡包埋、切片行HE染色. 免疫组织化学(im-
munohistochemistry, IHC)法步骤按说明书进行, 
PBS代替一抗作阴性对照, 胞核或胞质内有清晰

棕色细颗粒为阳性细胞. 光镜下每例随机观察

5个高倍视野, 每个视野计数100个细胞, 计数其

中的阳性细胞. GKLF阳性判断标准采用半定量

计分法[1]: 依阳性细胞平均染色程度: 0分-无染

色, 1分-淡黄色, 2分-棕色, 3分-深棕色; 依阳性

细胞占总细胞的百分数: <10%为0分, 10%-25%
为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3分, >75%为

4分; 两组评分相乘, ≤3分为阴性, ≥4分即为阳

性. Ki-67染色阳性判断标准参照郑金锋等[2]的方

法, 依染色细胞数及强弱分类: (1)阴性(-): 阳性

细胞数<25%, 染色较淡; (2)阳性(+-++): 阳性细

胞数≥25%, 染色较强、清晰. 
统计学处理 用医用SAS8.0统计软件进行分

析、处理. 数据以mean±SD表示. 组间均数的比

较采用单因素方差分析. 行*列表资料的率差别

采用χ2检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 裸鼠的一般情况和成瘤观察 SGC-7901组和

SGC7901-pcDNA3.1组动物摄食少, 行动迟缓, 
精神萎靡, 双眼微闭, 体型较瘦, 皮下脂肪减少; 
SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组动物上述症状较

前两组轻. 本实验中, 无一只动物出现自然死亡.
在接种后的前2 wk, 皮下移植瘤的生长无

明显差别; 2 wk以后差别逐渐明显, SGC-7901组
和SGC7901-pcDNA3.1组皮下移植瘤生长较迅

速, 肿瘤体积较大, SGC7901-pcDNA3.1-GKLF
组皮下移植瘤生长较缓慢 ,  肿瘤体积相对较

小, SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组皮下移植瘤的

体积增长明显滞后于SGC-7901组和SGC7901-
pcDNA3.1组, 差异有统计学意义(P <0.05, 图1).

SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组成瘤潜伏期

较SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组长(14.67 
d±3.08 d vs  8.33 d±1.03 d, 8.67 d±1.03 d), 
SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组成瘤时间被明显

推迟(F  = 10.78, P  = 0.0039).
连续观察6 wk后处死裸鼠, 取出瘤块, 称瘤

质量. SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组瘤质量较

SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组轻, 差异

有统计学意义(4.46 g±0.92 g vs  8.05 g±1.66 g, 
7.82 g±1.14 g, F  = 19.14, P  = 0.0005).
2.2 皮下移植瘤组织HE染色特点 SGC-7901组
和SGC7901-pcDNA3.1组: 癌细胞呈巢状、弥漫

分布、间质稀少、血窦丰富、极性丧失、分化

差、胞质丰富、核分裂易见、核仁明显、可见

1-2个中位核仁. SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组: 
癌细胞呈岛状、腺泡样排列、间质丰富、血窦

稀少、分化较好、胞质空淡、核分裂可见、小

核仁或部分核仁不明显(图2).
2.3 皮下移植瘤组织中GKLF、Ki-67蛋白的表达 
GKLF阳性染色定位于胞核或胞质, SGC-7901
和SGC7901-pcDNA3.1组阳性细胞分布较稀且

染色淡, SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组阳性细胞

分布较密集, 染色深(图3). SGC7901-pcDNA3.1-
GKLF组GKLF阳性表达比例高于SGC-7901组
和SGC7901-pcDNA3.1组(4/6、2/6、2/6).

Ki-67阳性染色定位于胞核, SGC-7901和
SGC7901-pcDNA3.1组阳性细胞分布较广且染色较

深, 而SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组阳性细胞分布

相对比较散在, 且染色也比较淡(图4). SGC7901-
pcDNA3.1-GKLF组中Ki-67蛋白阳性表达比

例低于SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组
(1/6、4/6、4/6).

3  讨论

胃癌发病率占消化系统恶性肿瘤的首位, 传统

的治疗方法有手术、化放疗等, 但由于放化疗

不良反应大、肿瘤多药耐药等问题, 且这些疗

法对患者的免疫系统产生不同程度的打击和损

害, 疗效不理想. 随着分子遗传学和分子生物学

的不断发展, 以及基因工程技术的不断进步, 应
用基因方法或以基因作为靶点来防治胃癌亦成

■相关报道
国 内 外 研 究 表
明 ,  结 直 肠 癌、
肝癌、膀胱癌中
GKLF的表达明显
下调, GKLF蛋白
的表达程度与肿
瘤病理分级呈负
相关.
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图  1  3组裸鼠胃癌皮下移植瘤模型的生长曲线.
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为众多研究者关注的热点[3].
Krüppel样因子(Krüppel-like factor, KLF)是

一类结合DNA的锌指转录因子, 该家族蛋白的

独特之处是含3个高度保守的锌指, 每两个锌

指之间含有残基, KLF识别并结合“GC”盒或

“CACCC元素”, 因此他们行为的特异性取决

于不同的氨基末端和/或组织特异性表达. 迄今

已发现17种哺乳类KLF, 按发现先后分别命名为

KLF1-KLF17[4]. KLF中各成员分布不同, 结构存

在一定的差异, 功能也各异.
GKLF是KLF的成员之一, 在其家族中亦被

称为KLF4, 在细胞的正常生长分化和恶性肿瘤

形成过程中具有重要作用. 人类GKLF于1998年
通过DNA探针, 该探针含人胚胎红细胞Krüppel
样因子(EKLF, KLF1)锌指区域, 从人脐静脉内皮

细胞cDNA 文库中被发现.人GKLF基因定位于

染色体9q31, 涵盖6.3 kb的区域, 含有5个外显子, 
对人脐静脉内皮细胞和其他细胞RNA行Northen 
blot分析显示GKLF转录区域长约3.5 kb[5-9]. 其
cDNA编码区长度为1 413 bp, 编码1个由470个
氨基酸残基组成的多肽[5]. GKLF主要表达在胃

肠道和皮肤分化层中, 故得名为GKLF[10]. GKLF

图  2  HE示3组皮下移植瘤(×100). A: SGC-7901组; B: SGC7901-pcDNA3.1组; C: SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组.

BA C

图  3  IHC法示3组皮下移植瘤组织中GKLF蛋白的表达(×400). A: SGC-7901组; B: SGC7901-pcDNA3.1组; C: SGC7901-

pcDNA3.1-GKLF组.

BA C

图  4  IHC法示3组皮下移植瘤组织中Ki-67蛋白的表达(×400). A: SGC-7901组; B: SGC7901-pcDNA3.1组; C: SGC7901-

pcDNA3.1-GKLF组.

BA C

■创新盘点
目 前 有 关 G K L F
基因与胃癌间的
研 究 报 道 少 见 , 
国内研究多局限
于其与临床病理
间 的 关 系 .  本 实
验 将 重 组 质 粒
pcDNA3.1-GKLF
转染到人胃癌细
胞株SGC-7901中, 
并建立了高表达
GKLF的稳定转染
细胞株, 同时观察
GKLF基因转染对
人胃癌裸鼠皮下
移植瘤生长、转
移的影响, 国内未
见报道.
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在皮肤、肺、胃肠道等上皮性来源的组织中含

量丰富, 尤其在正常上皮的上层分化细胞中表

达高, 而在基底层快速生长的细胞中表达很低, 
在上皮各层形成GKLF表达梯度, 表明其参与上

皮细胞的分化[11].
近年研究发现GKLF与肿瘤的发生密切相

关, 其在肿瘤中的表达具有类型特异性: 如在

食道鳞癌、结直肠癌、肝癌、膀胱癌、肺癌中

GKLF的表达明显下调[12-16], 而在口腔鳞癌和乳

腺癌中表达却是上升的[17,18]. 在乳腺癌细胞生长

抑制试验中, 发现GKLF的表达加强了原癌基因

c-myc的转录表达, 这可能是乳腺癌细胞生长和

进程的重要因素[19]. GKLF的细胞核定位与乳腺

癌早期侵袭性有关[20]. GKLF在子宫内膜癌中表

达下调, 子宫内膜癌的病理分期愈晚, 其GKLF
表达强度愈低; 随着病理分级的增高, GKLF的
表达强度逐渐下降, GKLF的表达与子宫内膜癌

的侵袭转移和预后有关[21]. GKLF在肝癌中的表

达程度与其病理分级亦呈负相关[14].
肿瘤组织中GKLF表达下调的具体机制尚

不清楚. 有研究发现手术切除的结肠直肠癌标

本和结肠直肠癌细胞株中, 部分标本GKLF的
开放读码框有点突变及5'非翻译区甲基化导致

GKLF的表达下降[22]. 也有学者认为GKLF基因

的甲基化并非引起GKLF下调的原因, 同源异型

盒转录因子2(caudal type homeo box transcription 
factor 2, CDX2)的异常表达和腺瘤样结肠息肉易

感基因(adenomatous polyposis coli, APC)可能参

与GKLF的下调[23], APC诱导GKLF的表达, 这种

诱导依赖于有功能的CDX2对GKLF启动子激活

的能力, 而以前的研究已证实CDX2是受APC激
活的. 因此, 推测这3个蛋白可能构成一个肠细

胞特异的肿瘤抑制通路的一部分: APC→CDX2
→GKLF→抑制DNA合成→细胞周期阻滞→生

长抑制. GKLF通过激活或抑制其下游目的基因

的转录表达, 参与细胞增殖、分化及生长周期

的调控[24-27], 该调控作用与肿瘤的发生和进展关

系密切.
我们的前期实验研究显示 :  胃癌组织和

胃癌细胞株中存在G K L F基因的表达显著下

调 [28 ,29].  在此基础上 ,  我们采用阳离子脂质

体L i p o f e c t a m i n e T M2000将外源性重组真核

质粒p c D N A3.1-G K L F转染到人胃癌细胞株

SGC-7901内, 并建立了稳定转染的细胞株. 结
果显示: 转染GKLF基因可延缓裸鼠皮下移植瘤

的形成时间、降低移植瘤生长速度和规模、降

低肿瘤的恶性度. 通过进一步检测皮下移植瘤

组织中GKLF、Ki-67蛋白表达水平发现: 转染

GKLF基因使Ki-67的表达下调. 而Ki-67抗原是

存在于增殖细胞核的一种非组蛋白性核蛋白, 
是与细胞增殖相关的核抗原[30]. 由此我们推测

Ki-67可能是GKLF基因的下游基因, GKLF基因

可能通过下调Ki-67的表达来抑制肿瘤生长. 但
GKLF基因具体作用的分子生物学机制及信号

传导途径尚有待深入研究. GKLF可以作为胃癌

基因治疗的一种新靶向基因, 在将来的临床应

用中发挥一定作用.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of treatment 
with a modified recipe of Turtle Shell Decoction 
(MRTSD) on the expression of TGF-β1 and Smad 
3/7 in experimental hepatic fibrosis in rats, and 
to explore its anti-fibrotic mechanism.

METHODS: Ninety Sprague-Dawley adult 
rats were used in this study, 10 of which were 
randomly selected as normal controls (A), and 
the rest were used to induce hepatic fibrosis by 

multiple subcutaneous injections of 40% carbon 
tetrachloride (CCl4, 3 mL/kg) for 8 wk. At week 
2, five rats were executed to confirm the forma-
tion of liver fibrosis, and the rest of rats were 
randomly and equally divided into pathologi-
cal model group (B), high-dose [28.4 g/(kg•d)] 
MRTSD group (C), medium-dose [14.2 g/(kg
•d)] MRTSD group (D), low-dose [7.1 g/(kg•
d)] MRTSD group, and Fufang Biejia Ruangan 
Tablet-treated group [F, 0.6 g/(kg•d)]. Drugs 
were intragastrically administrated at a volume 
of 10 mL/(kg•d) in groups C-E, whereas the 
rats of groups A and B were given the same vol-
ume of physiological saline. At week 8, serum 
levels of ALT, AST, albumin, and globulin were 
measured. The formation of hepatic fibrosis was 
confirmed by HE staining. The protein expres-
sion of TGF-β1 and Smad 3/7 in liver tissue was 
detected by Western blot. 

RESULTS: In groups C-F at week 8, the struc-
ture of liver lobules was almost restored to 
normal; HF score was obviously reduced; the 
contents of ALT and AST were significantly 
decreased (P < 0.01); the content of albumin 
was significantly increased (37.85 g/L ± 3.08 
g/L, 38.25 g/L ± 1.90 g/L, 38.13 g/L ± 1.50 g/L, 
38.09 g/L ± 3.27 g/L vs 27.05 g/L ± 4.81 g/L, 
all P < 0.01); the protein expression of TGF-β1 
and Smad 3 was remarkably down-regulated 
(TGF-β1: 0.127 ± 0.014, 0.122 ± 0.051, 0.126 ± 
0.027, 0.119 ± 0.020 vs 0.332 ± 0.074, all P < 0.01; 
Smad 3: 0.415 ± 0.057, 0.427 ± 0.074, 0.425 ± 0.080, 
0.432 ± 0.075 vs 0.527 ± 0.054, all P < 0.01); and 
the expression of Smad 7 was significantly up-
regulated (0.308 ± 0.077, 0.326 ± 0.086, 0.315 ± 
0.071, 0.348 ± 0.065 vs 0.185 ± 0.059, all P <0.01) 
when compared with group B. There were no 
significant differences in the above parameters 
between MRTSD- and Fufang Biejia Ruangan 
Tablet-treated groups.

CONCLUSION: MRTSD can reverse CCl4-in-
duced liver fibrosis in rats possibly by regulating 
the protein expression of TGF-β1 and Smad 3/7.

Key Words: Modified recipe of Turtle Shell Decoc-
tion; Hepatic fibrosis; Transforming growth factor 
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■背景资料
中医药治疗肝纤
维 化 源 远 流 长 , 
疗 效 显 著 .  目 前
关于肝纤维化发
生、发展及逆转
的现代生物机制
的研究取得了较
大 进 展 .  用 现 代
生物技术阐释中
医药的治疗机制
是中医药现代化
的有效途径. 

■同行评议者
李康, 副教授, 广
东药学院药科学
院药物分析教研
室
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摘要
目的: 研究鳖甲煎改良方对大鼠肝纤维化
(HF)的防治作用及对TGF-β1和Sman3/7蛋白
表达的影响, 探讨其机制.

方法: SD♂大鼠90只, 随机取10只作为正常
对照组(A组), 其余大鼠用皮下注射40% CCl4

橄榄油油剂3 mL/kg诱导大鼠肝纤维化模型
8 wk, 于第2周时随机处死5只大鼠证实HF形
成后, 将剩下的大鼠随机分为肝纤维化模型
组(B组)、鳖甲煎改良方高剂量组[C组, 28.4 
g/(kg•d)]、中剂量组[D组, 14.2 g/(kg•d)]、低
剂量组[E组, 7.1 g/(kg•d)]、复方鳖甲软肝片
组[F组, 0.6 g/(kg•d)], 每组15只. C、D、E、F
组给予10 mL/(kg•d)相应药液灌胃治疗, A、B
组同时给予等剂量的生理盐水灌胃处理. 8 wk
后采血测定血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、
草氨酸氨基转移酶(AST)、白蛋白和球蛋白
含量; 取肝组织作HE染色观察肝纤维化程度
变化; Western blot方法检测TGF-β1、Smad3
和Smad7蛋白的表达.

结果: 8 wk后, 与B组比较, C、D、E组和F组
肝小叶结构破坏明显减轻, 肝纤维化程度分
级较B组明显好转; ALT和AST含量显著降低
(P <0.01), 白蛋白含量显著增加(37.85 g/L±
3.08 g/L, 38.25 g/L±1.90 g/L, 38.13 g/L±1.50 
g/L, 38.09 g/L±3.27 g/L vs  27.05 g/L±4.81 
g/L, 均P <0.01); TGF-β1、Smad3蛋白表达显
著减少(TGF-β1: 0.127±0.014, 0.122±0.051, 
0.126±0.027, 0.119±0.020 vs  0.332±0.074, 
均P <0.01; Smad3: 0.415±0.057, 0.427±0.074, 
0.425±0.080, 0.432±0.075 vs  0.527±0.054, 
均P <0.01), Smad7蛋白的表达明显增加(0.308
±0.077, 0.326±0.086, 0.315±0.071, 0.348±
0.065 vs  0.185±0.059, 均P <0.01), 且C、D、E
组和F组间疗效比较无明显差异.

结论: 鳖甲煎改良方能够显著减轻CCl4导致的
大鼠肝纤维化程度, 其作用机制可能与鳖甲煎
改良方调控TGF-β1和Sman3/7信号转导蛋白
表达有关.

关键词: 鳖甲煎改良方; 肝纤维化; 转化生长因子

β1; Smad3; Smad7
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)是多种慢性肝病

向肝硬化发展的共同病理过程, 是慢性肝病发

展到肝硬化的必经病理阶段, 防治HF是攻克肝

硬化的突破口, 从中医药中寻求有效的治疗方

法具有重要意义. 转化生长因子β(transforming 
growth factor beta, TGF-β)是一类调节细胞生

长和分化的多肽, 具有活化肝星状细胞(hepatic 
stellate cells, HSC)[1], 促进肝脏胶原基因表达, 促
进细胞外基质(extracellular matrix, ECM)合成等

作用, 是最重要的促HF因子之一[2,3]. 为探讨鳖甲

煎改良方防治HF作用, 我们采用CCl4中毒诱导的

大鼠HF模型, 研究鳖甲煎改良方对大鼠HF的防

治作用及对TGF-β1和Smad3/7蛋白表达情况, 探
讨其机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠90只, SPF级, 体质量

190-210 g, 由中国人民解放军第三军医大学大

坪医院实验动物中心提供. 鳖甲煎改良方由土

鳖虫10 g、鳖甲15 g、柴胡10 g、黄芩12 g、半

夏15 g、茵陈15 g、桂枝10 g、桃仁10 g、茯苓

15 g、黄芪15 g、白芍15 g等组成, 用传统方法

蒸馏水浸泡1 h、煎煮(先煎鳖甲、土鳖虫)、过

滤、浓缩、制成煎剂, 每毫升含生药2.84 g、
1.42 g和0.71 g, 由西南医院药剂科煎制提供, 复
方鳖甲软肝片为内蒙古福瑞中蒙药科技股份有

限公司产品, 批号: 20090107, 用蒸馏水配制成

水溶剂, 使每毫升含生药0.06 g; CCl4, 分析纯, 成
都市科龙化工试剂厂, 批号: 20090115; 橄榄油, 
化学纯, 四川天源油橄榄有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 造模: CCl4与橄榄油以4∶6(V /V )配制成40%
油剂, 首剂5 mL/kg体质量大鼠背部皮下注射, 以
后按3 mL/kg体质量重复注射, 每隔2 d重复注射

1次, 共8 wk.
1.2.2 分组及给药: 随机取10只作为正常对照组

(A组), 相同部位皮下注射等量橄榄油溶液, 其余

大鼠复制HF模型, 与第2周时随机处死5只取肝

组织作HE染色观察HF程度, 证实HF中度形成, 
余下造模大鼠75只随机分5组, 各15只, 分别为

HF模型组(B组)、鳖甲煎改良方高(C组)、中(D
组)、低(E组)剂量组, 灌胃剂量为28.4 g/(kg•d)、

www.wjgnet.com

■研发前沿
TGF-β1/Smads信
号传导途径是肝
纤维化形成最重
要的调控机制之
一, 其传导过程已
基本明确, 中药复
方的治疗优势在
于多靶点、多途
径的整合作用, 扶
正 祛 邪 ,  兼 顾 彼
此, 从中医药中寻
求对该信号通路
有干预作用的药
物是当前重要的
研究热点. 
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14.2 g/(kg•d)、7.1 g/(kg•d), 分别为临床成人用

量的12倍、6倍和3倍, 各组剂量选择参考文献

[4]的方法, 复方鳖甲软肝片组(F组), 灌胃剂量

0.6 g/(kg•d), 相当于临床用量0.1 g/(kg•d)的6倍. 
治疗6 wk, 各组灌胃体积皆为10 mL/(kg•d), A、

B组同时给予等量生理盐水灌胃处理.
1.2.3 标本采集: 8 wk后, 大鼠禁食12 h, 称量体质

量, 3%戊巴比妥钠腹腔注射1 mL/kg麻醉, 经股

动脉放血, 分离血清, -20 ℃保存, 取肝右叶同一

部位组织, 一部分用100 mL/L甲醛溶液固定作

常规组织病理学观察, 另一部分用锡箔纸包裹

储存于液氮罐中, 用Western blot检测.
1.2.4 指标检测: 应用EX7全自动生化测定仪检

测血清丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotrans-
ferase, ALT)、草氨酸氨基转移酶(aspartate ami-
notransferase, AST)、白蛋白(albumin)、球蛋白

(globulin)含量.  
1.2.5 组织纤维化检测: 取肝右叶同一部位组织

用100 mL/L甲醛溶液固定, 常规(HE)染色制片, 
镜检观察肝细胞变性、胶原纤维增生程度和组

织形态学变化. 用定量及半定量法记分评价: 0
分, 肝细胞无病变, 肝脏正常或无明显胶原纤

维增生; 1分, 变性的肝细胞占全部肝细胞比例

<25%, 胶原纤维增生, 中央静脉和汇管区有少量

纤维延伸, 但无间隔形成; 2分, 变性的肝细胞占

全部肝细胞比例25%-50%, 胶原纤维明显增生, 
中央静脉和汇管区结缔组织变厚, 由此四周伸

出纤维索, 形成不完全间隔; 3分, 变性的肝细胞

占全部肝细胞比例50%-75%, 胶原纤维大量增

生, 有个别完全间隔或较厚的不完全间隔形成

假小叶; 4分, 变性的肝细胞占全部肝细胞比例

>75%, 完全间隔较厚, 假小叶大量形成.
1.2.6 Western blot检测TGF-β1、Smad3、Smad7
蛋白表达: 取液氮罐中保存肝组织各组50 mg分
别用Western及IP细胞裂解液(货号: P0013, 碧云

天)按照说明书步骤提取各组总蛋白, 用BCA蛋

白浓度测定盒(货号: P0010S, 碧云天)在酶标仪

中测定各组浓度后, 计算加入5×SDS-PAGE上
样缓冲液(货号: P0015, 碧云天)及蒸馏水比例, 
使各组蛋白浓度调整一致, 均为5 kg/L, 95 ℃变

性5 min后4 ℃保存, 等量上样进行SDS-PAGE, 
电泳完毕, 将凝胶中的蛋白转移至PVDF膜上, 
PVDF膜以含5%脱脂奶粉的PBST溶液室温封

闭2 h, 分别加入抗TGF-β1抗体1∶100(Santa 
Cruz, s c-146)、抗Smad3抗体1∶200(San ta 
Cruz, sc-101154)和抗Smad7抗体1∶400(Abcam, 
ab90086), 4 ℃孵育过夜, 二抗(1∶1 000, 碧云

天)37 ℃孵育1 h, 将化学发光试剂盒(P0018, 碧
云天)中A和B试剂等比例混匀加至膜上反应数分

钟, 显影, 定影, 拍照. 条带图像用美国BioRad公司

Quantity One 4.0图像分析软件分析吸光度值.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 数据

以mean±SD表示, 进行组间方差分析, 以P <0.05
为有统计学差异.

2  结果

2.1 鳖甲煎改良方对实验大鼠肝功能的影响 
B、C、D、E和F组ALT和AST含量显著高于

A组(P <0.01), 且B组最高, 显著高于其他各组

(P <0.01), 白蛋白含量则明显低于A组(P <0.01), B
组更低于其他各组(P <0.01); C、D、E组间比较

无统计学意义, 但与F比较有显著差异(P <0.01); 
各组球蛋白含量比较均无显著性差异(表1).  
2.2 各组HF程度比较 光镜观察: A组肝小叶结构

完整清晰, 呈条索状向四周放射排列, 无脂肪变

性及坏死, 汇管区无明显纤维组织增生及炎性

细胞浸润, 肝细胞正常, 核圆形, 核仁清晰可见, 
中央静脉及汇管区结缔组织未见增生. B组大部

分正常肝小叶结构破坏或消失, 肝组织大片脂

肪变性、坏死, 呈空网状, 仅残存少量肝细胞, 

■相关报道
有 关 文 献 报 道
HSC的激活主要
与Smad3有关, 针
对Smad3的靶向
治疗也取得显著
疗效.

表  1  各组大鼠肝功能变化 (mean±SD)

     
分组   n       ALT(IU/L)       AST(IU/L) 球蛋白(g/L)   白蛋白(g/L)

A组 10   36.72±7.63   36.53±6.79 33.85±1.85 42.68±4.42      

B组 15 611.21±37.27b 462.14±28.05b 33.90±4.75 27.05±4.81b

C组 15 186.62±23.82bdf 156.57±24.98bdf 33.05±3.75 37.85±3.08bdf       

D组 15 174.73±39.52bdf 136.93±14.08bdf 30.45±3.22 38.25±1.90bdf       

E组 15 153.82±18.44bdf 167.80±18.62bdf 34.21±5.92 38.13±1.50bdf        

F组 15 130.82±18.10bd 180.30±132.65bd 31.30±4.61 38.09±3.27bd 

bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组; fP<0.01 vs  F组.
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汇管区和肝小叶坏死区可见大量纤维组织增生, 
形成较宽阔, 厚薄不均且连接的纤维间隔, 出现

明显的HF. 与B组相比, C、D、E、F组肝小叶破

坏明显减轻, 部分肝细胞脂肪变性, 炎性细胞浸

润较少, 胶原纤维组织轻度增生, 仅见细薄的纤

维束, 未见明显假小叶形成, 其中C、D、E、F
组HF评分明显较低(图1, 表2). 
2.3 各组TGF-β1、Smad3和Smad7蛋白表达的变

化 与B组相比, C、D、E、F组TGF-β1和Smad3
表达则显著降低(P <0.01), 而Smad7的表达明

显增加(P <0.01). C、D、E、F组间TGF-β1、
Smad3、Smad7蛋白的表达无统计学意义(图2, 
表3).

3  讨论

HF是慢性肝病共有的病理改变, 其本质是肝组

织中ECM的合成与降解的动态平衡[5,6], HF及肝

硬化时, 纤维结缔组织的形成是各种不同致病

因子导致ECM合成增多与降解的相对减少[7-9]. 
TGF-β1是一类调节细胞生长和分化的多肽, 是
目前公认的最重要的致HF的细胞因子之一[9], 
其具体机制为活化HSC, 使其转化为肌成纤维细

胞(myofibroblast, MFB), 通过自分泌及旁分泌, 使
HSC增殖, 由于TGF-β自分泌作用, MFB进一步受

到刺激, 合成和分泌大量ECM, 并抑制其降解[10,11]. 
肝脏MFB是HSC的激活形式, 活化HSC是肝脏

■创新盘点
从胞内信号转导
层面, 运用分子生
物学技术, 研究鳖
甲煎改良方对肝
纤维化大鼠肝组
织和细胞内信号
转导的影响, 探讨
其抗肝纤维化作
用机制, 充分发挥
了中医药和现代
技术的各自优势.

图  1  各组大鼠肝组织病理学观察(HE×200). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组; E: E组; F: F组.

A B

C D

E F

200 mm 200 mm

200 mm 200 mm

200 mm 200 mm

表  2  各组HF评分比较

     
分组

          HF程度评分

  0 1 2  3 4

A组 10 0 0   0 0

B组   0 0 0 10 5

C组   0 8 6   1 0

D组   0 7 7   1 0

E组   0 8 5   2 0

F组   0 6 7   2 0
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胶原产生和纤维化形成的中心环节[12,13]. 
TGF-β1生物效应的发挥必须通过特定的信

号转导过程[14]. TGF-β1胞外激活后, 与其细胞膜

上特异性受体Ⅰ和受体Ⅱ(TβRⅠ, TβRⅡ)结合, 继
而主要由Smads蛋白介导胞内信号传导[15]. Smads
是 TGF-β受体复合物下游信号调节蛋白, Smads
蛋白目前已鉴定出8种同源序列, 即Smad1-8, 存
在于胞质、胞核内, 由高度保守的N端的MH1
区、C端的M H2区及中间富含脯氨酸的连接

区组成, 主要参与调控细胞的增殖、转化、合

成、分泌和凋亡[16,17]. 根据Smads蛋白结构和功

能特点, 主要分为3类[18]: 调节性Smads, 主要有

Smad1, 2, 3, 5, 8, 其中Smad2, 3主要介导TGF-β
和生物素的信号; 公用性Smad在哺乳动物发现

的有Smad4, 与调节性Smads形成多聚体转位

入核后调节靶基因转录; 抑制性Smads, 主要有

Smad6, 7, 抑制其他二类Smads的活性, 可与调节

性Smads竞争性结合受体, 阻止调节性Smads磷
酸化而阻断TGF-β的信号. TGF-β1首先与细胞

表面的TβRⅡ结合形成复合物, 配体构型发生改

变, 从而可被TβRⅠ识别并结合, 活化的TβRⅠ
可使调节性Smads C末端SSXS结构中3个丝氨

酸残基被磷酸化. 磷酸化的Smad2或Smad3可与

Smad4结合, 形成异二聚体或Smad2、Smad3、
Smad4异三聚体, 由胞质移至胞核, 参与调节基

因表达[18,19]. 有关文献报道HSC的激活主要与

Smad3有关[20-22], 针对Smad3的靶向治疗也取得

显著疗效[23,24]. 这一超家族成员中, Smad6、7具
有与其他信息分子不同的负性调节作用, Smad6
在H F的负反馈调节作用的研究相对较少 ,  而
Smad7在抑制HSC细胞活化, 调节TGF-β1信号

转导及减轻肝损伤方面起重要作用[25]. 目前研究

表明, 调控TGF-β1信号途径是治疗HF的有效方

法[26].
HF归属于中医学的癥瘕、积聚、胁痛等病

证范畴, 病机为“虚实夹杂”, 活血化瘀、软坚

散结与补益虚损是临床治疗的重要方法. 鳖甲煎

改良方是我们长期临床实践中在鳖甲煎丸[27]基

础上总结的有效方, 能显著改善患者肝功能、

肝纤谱, 提高患者生活质量, 其组成为鳖甲, 土
鳖虫, 柴胡, 黄芩, 半夏, 黄芪, 茵陈, 桂枝, 白芍, 
桃仁, 茯苓等, 脉络瘀血日久, 非一般活血药物

所能及, 鳖甲、土鳖虫两位虫类药为君药, 活血

逐瘀, 破积消癥, 有祛除肝脏瘀血, 通理血脉涩

滞之功; 配以桃仁、白芍活血养血, 达祛瘀而不

伤正之效; 加黄芪、茯苓健脾益气, 鼓舞正气; 
柴胡、黄芩、半夏、茵陈入肝经, 软坚散结, 清
热祛痰除湿; 辅以桂枝通络. 全方具有活血化

瘀、软坚散结兼益气健脾之效, 不仅对症治疗

而且也体现了中医的“见肝之病, 知肝传脾”

的未病先防、既病防变的治未病思想. 复方鳖

甲软肝片是经国家药品监督管理局批准生产的

目前国内专一用于预防、阻断和治疗HF及早期

肝硬化的国家级新药, 具有明显的抗纤维化作

用[28,29]. 本实验证实, 通过C、D、E组治疗HF大
鼠后, 肝功能及HF结构得到明显改善, TGF-β1、
Smad3表达显著降低, 而Smad7表达明显升高, 
与复方鳖甲软肝片治疗效果比较虽无明显差异, 

■应用要点
鳖甲煎改良方能
够显著减轻CCl4

导致的大鼠肝纤
维 化 程 度 ,  其 作
用 机 制 可 能 与
鳖 甲 煎 改 良 方
调 控 T G F - β 1 和
Sman3/7信号转导
蛋白表达有关.

表  3  TGF-β1、Smad3及Smad7蛋白表达吸光度值 (mean±SD)

     
分组   n       TGF-β1         Smad3         Smad7

A组 10 0.130±0.014 0.407±0.074 0.118±0.088

B组 15 0.332±0.074b 0.527±0.054b 0.185±0.059b

C组 15 0.127±0.014bd 0.415±0.057bd 0.308±0.077bd

D组 15 0.122±0.051bd 0.427±0.074bd 0.326±0.086bd

E组 15 0.126±0.027bd 0.425±0.080bd 0.315±0.071bd

F组 15 0.119±0.020bd 0.432±0.075bd 0.348±0.065bd

bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组.

图  2  Western blot检测各组TGF-β1、Smad3和Smad7蛋白
表达的变化. 1: A组; 2: B组; 3: C组; 4: D组; 5: E组; 6: F组.
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但是在药物成分上复方鳖甲软肝片紫河车、冬

虫夏草等稀少且价位高, 真品少等特点, 鳖甲煎

改良方就很好地弥补了这方面的劣势, 具有很

高的临床应用价值, 其抗大鼠HF可能机制为调

控TGF-β/Smad信号转导通路. 我们知道, HF的
形成是多种细胞因子, 多种信号通络共同作用

的结果, 彼此间存在着广泛的联系, 中药复方的

治疗优势在于多途径、多靶点的整合作用, 扶
正祛邪, 彼此兼顾, 以达ECM合成与降解的动态

平衡, 然而TGF-β1具有广泛的生物学效应[30], 鳖
甲煎改良方治疗后可使其表达显著降低, 是否

影响其他生物学变化及鳖甲煎改良方是否对其

他致HF的信号通路也有抑制作用, 都有待于进

一步研究. 总之, 本实验结果表明: 鳖甲煎改良

方具有抗大鼠HF作用, 其机制可能与鳖甲煎改

良方调控TGF-β/Smad这一信号通路有关.

志谢: 非常感谢何跃、赵长春、梁宇佳、周青

及赵映兰等在本实验中给予的大力帮助和支持.
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Abstract
AIM: To examine the effects of treatment with 
oxymatrine (OM) on MMP-2 expression and cell 
invasion in human pancreatic carcinoma cell line 
SW1990.

METHODS: Cultured SW1990 cells were ran-
domly divided into two groups: control group 

and OM group. The OM group was further di-
vided into three subgroups, which were treated 
with three different doses of OM (1, 2 and 4 g/L). 
MMP-2 expression in SW1990 cells was analyzed 
by real-time RT–PCR. Cell invasion, migration 
and proliferation were measured by scratch as-
say, transwell invasion assay and MTT assay, 
respectively.

RESULTS: The expression levels of MMP-2 
mRNA in SW1990 cells in the three OM sub-
groups were significantly lower than that in the 
control group (0.53 ± 0.03, 0.42 ± 0.02, 0.29 ± 0.03 
vs 0.70 ± 0.03, all P < 0.05). The invasion of cells 
in the three OM subgroups was markedly lower 
than that in the control group (325 ± 64.43, 206 ± 
84.76, 124 ± 46.78 vs 498 ± 78.54, all P < 0.05). The 
mobility of cells in the three OM subgroups was 
also significantly lower than that in the control 
group (385.0 ± 58.9, 287.0 ± 79.8, 186.0 ± 60.9 vs 
586.0 ± 85.8, all P < 0.05).

CONCLUSION: OM reduces the invasion of 
SW1990 cells possibly by inhibiting the expres-
sion of MMP-2.

Key Words: Pancreatic carcinoma; Tumor invasion; 
Oxymatrine; Matrix metalloproteinase

Ji RL, Di Y, Xia SH, Li F. Oxymatrine inhibits MMP-2 ex-
pression and reduces cell invasion in human pancreatic 
carcinoma cell line SW1990. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(1): 19-24

摘要
目的: 探讨氧化苦参碱(OM)对SW1990细胞侵
袭力的影响.

方法: 取人胰腺癌细胞SW1990为研究对象, 
随机分为对照组和OM组, OM组再按照OM
剂量不同, 分为1, 2, 4 g/L 3组. 用RT-PCR检测
MMP-2 mRNA表达变化, 以细胞划痕试验和
Transwell小室法检测SW1990细胞侵袭力和迁
移的变化, 用四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法检
测OM对SW1990细胞增殖的影响作用.
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结果: RT-PCR显示MMP-2 mRNA在SW1990
细胞中的表达, O M各组较对照组显著降低
(0.53±0.03, 0.42±0.02, 0.29±0.03 vs  0.70±
0.03, 均P <0.05). 细胞侵袭力测定显示, OM各
组侵袭过Matrigel胶的细胞数显著低于对照组
(325.00±64.43, 206.00±84.76, 124.00±46.78 
vs  498.00±78.54, 均P <0.05), OM组细胞侵袭
能力较对照组显著降低. 细胞迁移实验结果
显示, OM各组穿过滤膜的细胞数显著低于对
照组(385.0±58.9, 287.0±79.8, 186.0±60.9 vs  
586.0±85.8, 均P <0.05).

结论: OM可能通过下调MMP-2 mRNA的表
达, 抑制胰腺癌细胞侵袭转移能力.

关键词: 胰腺癌; 肿瘤侵袭; 氧化苦参碱; 基质金属

蛋白酶
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0  引言

胰腺癌(pancreas carcinoma)是恶性肿瘤中恶性程

度较高、易转移且预后极差的消化系肿瘤, 在癌

症死亡原因顺位中, 排在男性的第6-8位, 女性的

9-10位[1,2], 且其发病率呈逐年上升趋势. 2008年
的调查研究显示, 在美国恶性肿瘤死亡人数中, 
胰腺癌在第4位[3]. 早期出现侵袭转移行为严重

影响了胰腺癌患者生存率的提高[4], 防治肿瘤的

侵袭、转移是降低肿瘤死亡率的重要途径之一. 
细胞外基质(extracellular matrix, ECM)和基底膜

的降解被认为是肿瘤侵袭转移的首要步骤, 帮
助瘤细胞行使破坏作用的工具就是蛋白酶, 主
要有纤维蛋白溶解酶(plasmin)、基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinases, MMPs)和肝素酶

(heparanase), 其中以MMPs最为重要. MMPs通
过降解改建ECM, 改变肿瘤细胞微环境, 提高肿

瘤细胞侵袭力来发挥作用[5,6]. 目前尚无针对胰

腺癌侵袭转移的确切治疗措施, 导致胰腺癌的

治疗仍是一个世界级难题, 积极寻找对抗胰腺

癌侵袭转移行为的药物的成为当务之急. 本文

以人胰腺癌细胞株SW1990为研究对象, 研究氧

化苦参碱(oxymatrine, OM)对SW1990中MMP-2 
mRNA表达的影响, 探讨OM对SW1990细胞体

外侵袭转移能力的影响作用, 为中药OM治疗胰

腺癌提供实验数据. 
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1  材料和方法

1.1 材料 优质胎牛血清购自中科院天津血液学

研究所; RPMI 1640培养基购自Gibson公司; OM
购自正大天晴公司, MMP-2抗体购自Santa Cruz
公司; TRIzol购自Invitrogen公司; PCR Marker、
RT-PCR试剂盒购自大连宝生物公司; Matrigel胶 
购自BD Biosciences公司、Transwell小室购自

Millipore公司、MMP-2引物合成自Invitrogen生
物技术公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: SW1990细胞由协和医科大学基

础学院细胞中心提供, 细胞生长于含100 mL/L
小牛血清的DMEM培养液中, 置于37 ℃、50 
mL/L CO2的孵育箱(相对湿度为95%)中培养. 
1.2.2 分组: 随机分为对照组和OM组, OM组再随

机分为1, 2, 4 g/L组. 选用含100 mL/L小牛血清的

DMEM培养液, 待细胞长满培养瓶底部70%-80%
时, 用0.25%胰蛋白酶与0.03% EDTA(1∶1)混匀

消化传代, 取对数生长期细胞用于实验. 
1.2.3 RT-PCR: 采用TRIzol试剂从细胞中提取

总R N A, 检测R N A的含量和纯度(A 260/A 280 = 
1.8-2.0). 以1%琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性

(28S和18S RNA条带比值≥2.0). 用1 μg细胞总

RNA进行逆转录, 结果经凝胶自动成像系统扫

描, 以β-actin校正相对量, 数值以两者吸光度的

比值表示.
1.2.4 细胞增殖实验: 按照1、2、4 g/L 3个浓度

梯度设置OM处理组, 每组再按照培养时间分为

0、24、48、72、96 h 5个时相点小组, 各小组均

设置3个重复孔. 将传代培养的SW1990细胞株

用胰酶消化液消化后制备成1×108个/L的细胞

悬液, 并接种于96孔细胞板, 每孔加入50 μL, 培
养24 h后, 分别加入50 μL含OM的培养基, 使得

每孔溶液中含药终浓度符合设计要求. 以此记

为0 h, 继续培养, 分别于相应时相点取出细胞板

置于室温(27 ℃), 每孔加入25 μL Cell Titer Glo
反应液, 静置10 min. 每孔取出100 μL溶液置于

空白的96孔板中, 通过多标记微孔板检测仪测

定各孔发光信号, 测定其发光值, 通过测得发光

值计算OM处理各组的细胞增殖抑制率. 
1.2.5 细胞划痕实验: 各组细胞接种于24孔培养

板中, 细胞数约为每孔2×104个, 待长到完全融

合时, 用10 μL Tip头在每孔单层细胞上划痕, 造
成培养细胞伤口模型. 划痕后, 弃取培养基, PBS
冲洗2次, 继续培养. 每12 h于倒置显微镜下观察

伤口愈合程度, 并拍照1次.

www.wjgnet.com
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1.2.6 细胞侵袭实验: 采用Transwell法检测细胞

体外侵袭能力, 收集对数生长期细胞, 分别用含

有PBS(对照组)和1, 2, 4 g/L OM的DMEM培养

基悬浮细胞, 制成1×109/L的单细胞悬液, 按照

郭坤等[7]方法操作. 细胞在小室内培养48 h后, 染
色并拍照, 显微镜下观察穿过膜的细胞数, 计数

中间及四周5个高倍(×400)镜下视野细胞数, 计
算平均数.
1.2.7 细胞迁移实验: 收集对数生长期细胞, 分别

用含有PBS(对照组)和1, 2, 4 g/L OM的DMEM
培养基悬浮细胞, 制成1×109/L的单细胞悬液, 
利用Transwell小室进行测定. 细胞在小室内培养

48 h后, 染色并拍照, 显微镜下计数迁移细胞数, 
计算平均数, 按照以下公式计算抑制率. 抑制率 
= (阴性对照组平均迁移细胞数-实验药物组平

均迁移细胞数)/阴性对照组平均迁移细胞数×

100%.
统计学处理 实验数据经SPSS11.5软件分

析. 样本均数的比较采用方差分析和t检验. 以
P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 OM对SW1990细胞中MMP-2 mRNA的影响 
结果显示不同浓度的OM(1, 2, 4 g/L)作用于胰

腺癌细胞SW1990 24 h后, MMP-2 mRNA表达量

与对照组相比显著降低(0.53±0.03, 0.42±0.02, 
0.29±0.03 vs  0.70±0.03, 均P <0.05, 图1, 2). 
2.2 氧化苦参碱对SW1990细胞增殖的影响 氧化

苦参碱可抑制SW1990细胞增殖, 成时间-剂量依

赖性. 随着氧化苦参碱药物浓度和时间的增加, 
对细胞的增殖抑制率也显著提高(图3).
2.3 SW1990细胞划痕实验结果 对照组, 经24 h培
养逐渐愈合, 划痕消失; 而2 g/L OM组, 4 g/L OM
组细胞划痕, 经24 h培养仍未愈合, 划痕依然明

显, 尤其以4 g/L OM更为明显(图4).

2.4 Transwell法示OM对SW1990细胞侵袭力的

影响 OM处理SW1990细胞48 h后, Transwell侵
袭力测定显示1, 2, 4 g/L OM组侵袭过细胞Matri-
gel胶的细胞数显著低于对照组(325.00±64.43, 
206.00±84.76, 124.00±46.78 vs  498.00±78.54), 
O M各组的细胞侵袭力均显著低于对照组(均
P <0.05, 图5, 6).
2.5 细胞迁移实验结果 细胞迁移实验结果显示

1, 2, 4 g/L OM组穿过滤膜的细胞数显著低于对

照组(385.0±58.9, 287.0±79.8, 186.0±60.9 vs  
586.0±85.8, 均P <0.05, 图7).

3  讨论

肿瘤由原位增殖到侵袭转移, 依靠肿瘤细胞降

解ECM来实现[8], MMPs和基质金属蛋白酶抑

制剂家族(tissue inhibitors of metalloproteinases, 
TIMPs)是调节细胞基底膜和ECM完整性的重要

因素, 与肿瘤的侵袭转移和预后密切相关[9]. 
MMPs是一组锌离子依赖性内肽酶, 在胰腺

癌组织和细胞株中存在着高表达, 几乎能降解

ECM的所有成分[10,11], MMPs的主要作用在于[12-14]: 
(1)降解ECM, 包绕肿瘤的基质, 突破基质屏障, 

■相关报道
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图  1  OM对SW1990细胞中MMP-2 mRNA的影响.
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促进肿瘤侵袭转移[15]; (2)调节细胞黏附; (3)促进

毛细血管内生、新生血管的形成, 从而加速肿

瘤的生长和扩散; (4)免疫功能, 研究发现MT1-
MMP可以裂解补体C3b片段, 使乳腺细胞免受

补体系统的[16]; (5)调节肿瘤细胞凋亡. 
Ⅳ型胶原酶包括M M P -2和M M P -9两个

亚型 ,  在正常胰腺组织及胰腺癌组织中均有

MMP-9表达, 而MMP-2对胰腺癌的特异性较高. 
Koshiba等[17]认为正常胰腺则不存在MMP-2, 而
在所有胰腺癌组织及其转移结节中均有表达. 
Jones等[18]免疫组织化学的结果表明MMP-2在
66%的胰腺癌细胞中有表达, 且局限于癌细胞, 
不表达于间质; 但他的实验同样在70%的胰腺组

织在发现了MMP-2的存在, 目前有更多的研究

证实在正常胰腺组织中存在少量的MMP-2. 
Jones等[18]的RT-PCR结果显示, MMP-2在胰

腺癌细胞中表达上调, 免疫组织化学也得到了

相同的结果. 目前认为MMP-2的表达与胰腺癌

的恶性表型相关[19], MMP-2的过度表达与肿瘤

的淋巴结转移和血行转移密切相关, 也与胰腺癌

的进展有关, 是胰腺癌具有较强侵袭、转移潜能

和患者预后差的重要标志[20]. Liu等[21]和Chandru
等[22]报道乳腺癌患者肿瘤组织中MMP-2明显升

高, 且在肿瘤组织和血浆中的表达与肿瘤的大

小正相关; 在肿瘤发展的不同阶段MMP-2的水

平也有显著差别, 此外MMP-2表达水平还与肿

瘤是否转移相关. 有研究表明, MMP-2, 9在胃癌, 
非小细胞肺癌、肝癌等肿瘤中均升高[23-26]. Gi-
annopoulos等[27]对胰腺壶腹腺癌组织中MMP-2
的表达进行了检测, 发现MMP-2的表达与微血

管密度相关, 支持MMP-2的表达与血管发生相

关的假说. 在我们的实验中发现, 随着OM给药

剂量的增加, MMP-2 mRNA在SW1990细胞中的

表达量逐渐降低. 
OM是从中药苦参、苦豆子、广豆根中提取

的一种生物碱, 有多方面的药理作用[28,29], 包括抗

菌、抗炎、抗风湿、抗肿瘤、抗过敏、免疫及

生物反应调节等作用[30]. 大量的文献表明OM可

以抑制肿瘤细胞的增殖、转移, 诱导其凋亡[31]、

向正常细胞分化, 具有抗肿瘤的活性[32-34].
本研究测定了OM对SW1990细胞增殖的影

响作用, 发现随着OM用药浓度的加大和作用

时间的延长, 细胞存活率逐渐下降, 增殖抑制率
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图  4  各组细胞划痕实验结果(倒置显微镜×200). A: 对照组0 h; B: 对照组24 h; C: 2 g/L OM组 24 h; D: 4 g/L OM组 24 h.
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图  5  不同浓度OM对SW1990细胞侵袭力的影响. aP<0.05 vs  

对照组.
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显著上升, 表明OM对SW1990细胞的增殖抑制

作用呈时间和剂量依赖关系. 同时划痕试验、

Transwell侵袭实验及细胞迁移实验也证实OM
可以抑制SW1990细胞的侵袭力和迁移能力, 尤
其以4 g/L OM组更为明显. 

肿瘤的侵袭和转移是牵涉多个分子生物学

事件的极其复杂过程, 他是决定肿瘤恶性度的

最重要因素[35]. 在胰腺癌的发生发展过程中, 肿
瘤的包膜浸润、周围神经浸润、血管浸润和

腹腔淋巴结转移是胰腺癌进展的特点. 我们的

实验证实, OM可以通过下调MMP-2 mRNA在

SW1990细胞中的表达量从而抑制SW1990细胞

的增殖、迁移与侵袭, 从而延缓胰腺癌发展进

程, 对胰腺癌的治疗产生了一定的积极作用, 是
否能以MMP-2为靶点, 对早期胰腺癌患者施加

中药OM来预防肿瘤转移, 进行治疗, 还需进一

步实验的证实. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of aplasia ras 
homologue member I (ARHI), a tumor suppres-
sor gene, in gastric cancer and to define the cor-
relation between ARHI expression and the clini-
copathological characteristics of gastric cancer.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of ARHI protein in 62 
gastric cancer specimens and 28 tumor-adjacent 
tissue specimens. The correlation between ARHI 
protein expression and clinicopathological char-
acteristics of gastric cancer was then analyzed.

RESULTS: The percentage of gastric cancer 
specimens negative for ARHI staining was sig-
nificantly higher than that of tumor-adjacent 
tissue specimens (56.45% vs 25.0%, P < 0.01). 
The expression of ARHI protein was not associ-
ated with age, gender, tumor location, tumor 
size, or metastasis in patients with gastric can-
cer. However, ARHI protein expression was 
correlated with tumor differentiation and TNM 
stage in patients with gastric cancer (both P < 
0.05).

CONCLUSION: The expression of ARHI protein 
is significantly reduced or absent in gastric can-
cer. ARHI protein expression is closely related 
with tumor differentiation and TNM stage in 
patients with gastric cancer.

Key Words: ARHI gene; Gastric carcinoma; Clinico-
pathological features; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 研究ARHI基因在胃癌组织与癌旁正常
组织中的表达差异及其与患者临床病理特征
的相关性. 

方法: 用免疫组织化学SP法检测胃癌组织与
癌旁正常组织中ARHI基因编码蛋白的表达情
况, 用SPSS13.0统计软件对ARHI蛋白的表达
差异及其与患者的临床病理特征进行统计学
分析. 

结果: ARHI蛋白在试验组中阳性表达27例, 阴
性表达35例, 表达缺失率56.45%; 对照组中阳
性表达21例, 阴性表达7例, 表达缺失率25%, 
组间比较有明显统计学差异(P <0.01). 在试验
组中, ARHI蛋白表达与患者的年龄、性别、

发生部位、肿瘤大小、大体类型、是否淋巴
结转移及神经、脉管侵犯均无明显统计学
差异, 而与肿瘤的分化程度及TNM分期有关
(P <0.05).

www.wjgnet.com
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■背景资料
ARHI基因是1999
年从人卵巢和乳
腺上皮细胞及其
癌细胞中克隆得
出的母源性抑癌
印 迹 基 因 .  已 有
研究显示, 该基因
与卵巢癌、乳腺
癌、胰腺癌、甲
状腺癌、肝癌等
恶性肿瘤的发生
和发展密切相关. 

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科



结论: ARHI蛋白在胃癌组织中表达明显下调
或缺失, 而在胃正常组织中普遍表达. ARHI
蛋白表达与患者肿瘤的分化程度及TNM分期
有关.

关键词: ARHI抑癌基因; 胃癌组织; 临床病理特征; 

免疫组织化学

唐海灵, 胡益群, 杨奕轩, 秦兴平, 陈建民, 巴亚斯古楞, 任建林. 

抑癌基因ARHI在人胃癌组织中的表达及其意义.  世界华人消化

杂志  2011; 19(1): 25-30

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/25.asp

0  引言

ARHI(aplasia ras homologue member I)是1999年
新发现的一个抑癌基因, 其编码的蛋白在人类

多种正常组织内表达. 已有相关研究显示ARHI
基因在卵巢癌[1]、乳腺癌[2]、胰腺癌[3,4]等多种

恶性肿瘤中存在表达下调或缺失 .  同时发现

ARHI基因表达异常可能与印迹基因的突变[5]、

杂合性丢失、DNA甲基化和染色体乙酰化修饰

等有关[6-9]. ARHI基因与胃癌发生发展的相关性

研究, 目前国内外尚无报道. 本研究通过免疫组

织化学的方法研究ARHI基因在胃癌组织与癌旁

正常胃组织之间的表达情况及其与患者临床病

理特征之间的相关性, 从而为胃癌的基因诊治

及分子靶向治疗提供新的思路和依据.

1  材料和方法

1.1 材料 收集厦门大学附属中山医院2009-03/20
09-12胃癌手术后标本62例作为试验组, 其中男

38例, 女24例, 年龄34-85(平均62.78)岁; 收集癌

旁正常胃组织(均距肿瘤边缘5 cm以上取材)28
例作为对照组. 记录整理所有患者相关临床病

理资料. 所有标本均经过病理诊断证实, 患者

术前均未接受放化疗. ARHI单克隆抗体(Mouse 
anti-ARHI, Catalog No. 39-0400)购自invitrogen
公司; 即用型免疫组织化学EliVisionTM plus试剂

盒(No. KIT-9902)、DAB显色剂(DAB-0031)、
柠檬酸抗原修复液(MVS-0100)及PBS缓冲液粉

剂(PBS-0060)等均购自福州迈新生物技术公司.
1.2 方法 
1.2.1 制片及资料分类: 全部标本取材后经40 g/L
多聚甲醛溶液固定, 常规脱水, 石蜡包埋, 连续

切片, 切片厚度4 μm, 首先经HE染色病理组织学

证实后再采用免疫组织化学SP方法检测胃癌组

织ARHI表达. 严格按照试剂盒说明书所示步骤

操作, 经反复验证取ARHI一抗最佳稀释浓度为
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1∶65. 用PBS代替一抗作为阴性对照, 用乳腺正

常组织切片作为阳性对照. 试验组所有病例均

根据国际抗癌联盟2002年修订的TNM分期标准

进行分期, 按性别、年龄、肿瘤发生部位、大

体类型、组织分化程度、是否有淋巴结转移及

神经、脉管浸润分类. 
1.2.2 阅片及判定标准: 采用半定量分析, 显微

镜下随机选取5个视野观察, 按阳性着色范围和

阳性着色强度分别计分[10]: 阳性范围无为0分, 
<25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3分, 
>75%为4分; 阳性强度弱为1分, 中2分, 强3分, 极
强4分. 阳性范围和强度的评分相乘, 即为阳性

积分, 取5个视野的平均阳性积分为该例的阳性

积分; 每例阳性积分<2分为阴性, ≥2分为阳性; 
每组阳性积分总和除以例数, 为该组阳性强度

平均分. 
统计学处理 用SPSS13.0软件进行统计学分

析, 定性资料率的比较采用卡方检验; 非参数检

验用Wilcoxon秩和检验.

2  结果

2.1 ARHI蛋白在胃癌与癌旁正常组织的表达特

点 ARHI蛋白在胃癌组织中表达明显下调或缺

失, 而在胃正常组织普遍表达. 光学显微镜下可

见淡黄至棕黄色着色者即为阳性表达, 主要定

位于细胞质、细胞膜(图1). ARHI蛋白在试验

组中阳性表达27例, 阴性表达35例, 表达缺失率

56.45%; 对照组中阳性表达21例, 阴性表达7例, 
表达缺失率25%, 组间比较有明显统计学差异

(P <0.01, 表1, 图2).
2.2 ARHI蛋白表达与胃癌患者临床病理特征的

关系 在试验组ARHI蛋白表达与患者的年龄(≤
60岁、>60岁)、性别、发生部位(胃底/贲门、

胃体、胃窦)、肿瘤大小(<5 cm、≥5 cm)大体

类型(溃疡型、浸润型、隆起型)、是否存在淋

巴结转移及神经、脉管浸润与否均无明显统计

学差异, 与肿瘤的分化程度(高分化、中分化、

低分化)及TNM分期(ⅠA/B-Ⅱ、ⅢA/B-Ⅳ)有关

(P <0.05, 表2). ARHI蛋白在胃癌组织中随组织分

化程度的降低而表达缺失率逐渐升高; TNM分

期Ⅲ-Ⅳ期的组织中较Ⅰ-Ⅱ期组织中的表达缺

失率明显升高.

3  讨论

ARHI基因是1999年由美国德克萨斯大学An-
derson癌症中心的Yu等[1]从人卵巢和乳腺上皮

细胞及其癌细胞中克隆得出的母源性印迹基

www.wjgnet.com

■研发前沿
癌基因的激活和
抑癌基因的失活
是肿瘤研究的热
点, 抑癌基因的失
活被认为是肿瘤
发生的重要机制
之一. 另外, 印迹
基因作为表观遗
传学的研究内容
也是近年研究的
热点.
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因, 定位于人染色体1p31. ARHI蛋白在结构上与

ras/rap家族有50%-60%的同源性, 是ras/rap家族

第一个被报道的抑癌基因[11,12].
ARHI基因发现较晚, 对其与肿瘤关系的研

究相对较少. 目前相关研究显示ARHI基因在卵

巢癌、乳腺癌、胰腺癌、肝细胞癌[13]、滤泡型

甲状腺癌[14]等恶性肿瘤中存在表达下调或缺失, 
并在这些肿瘤中发现了该基因的结构和功能变

化. 提示ARHI基因与上述肿瘤的发生、发展密

切相关, 进一步的研究认为ARHI基因表达异常

可能与印迹基因的突变[5]、杂合性丢失、DNA
甲基化和染色体乙酰化修饰等有关[6-9]. 另外, 近
年研究显示: 在卵巢癌中ARHI在转录和转录后

两个水平的调控促进其表达明显下调[15]; ARHI
基因与信号转导蛋白和转录激活因子STAT3相
互作用, 并通过抑制STAT3的激活而发挥抑癌

基因功能[16,17], 进一步研究发现该基因通过抑制

核输入因子与STAT3的结合而阻碍STAT3蛋白

的核定位, 抑制其转录激活功能[18]; 在胰腺内分

泌肿瘤[19]和上皮性卵巢癌[20]患者中ARHI的低表

表  1  ARHI基因在试验组与对照组中的表达

     
分组   n ＋(n ) －(n ) 阴性率(%) 阳性率(%) 平均阳性积分   P值

试验组 62   27   35   56.45   43.55 1.68±1.034 ＜0.01

对照组 28   21     7   25.00   75.00 4.19±3.431

表  2  ARHI蛋白表达与胃癌患者临床病理特征之间的相关性

     
临床病理特征   n ＋(n ) －(n ) 缺失率(%)  χ2值   P值

年龄(岁)

≤60 24   13   11   45.83 1.796 ＞0.05

>60 38   14   24   63.16

性别

男 38   15   23   60.53 0.663 ＞0.05

女 24   12   12   50.00

发生部位

胃底/贲门 28   13   15   53.57 0.892 ＞0.05

胃体 24   11   13   54.17

胃窦 10     3     7   70.00

肿瘤大小(cm)

<5 30   11   19   63.33 1.120 ＞0.05

≥5 32   16   16   50.00

大体类型

隆起型 10     4     6   60.00 1.081 ＞0.05

溃疡型 42   20   22   52.38

浸润型 10     3     7   70.00

分化程度

低分化 37   12   25   67.57 6.027 ＜0.05

中分化 23   13   10   43.48

高分化   2     2     0     0.00

TNM分期

ⅠA/B-Ⅱ 39   25   14   35.89 4.996 ＜0.05

ⅢA/B-Ⅳ 23     8   15   65.22

淋巴转移

是 49   20   29   59.18 3.332 ＞0.05

否 13     9     4   30.77

神经脉管浸润

是 57   25   32   56.14 0.484 ＞0.05

否   5     3     2   40.00

■创新盘点
本文首次研究并
确 定 A R H I 基 因
在胃癌的表达缺
失 率 ,  初 步 探 讨
ARHI基因在胃癌
组织的表达异常
与胃癌患者临床
病理特征之间的
相关性, 为胃癌发
病机制的研究提
供了新的思路.
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达与较短的无进展生存期相关; 通过对卵巢癌

细胞的研究提示ARHI基因可以诱导自体吞噬细

胞的死亡, 促进肿瘤细胞休眠[21,22]. 可见, 随着对

ARHI基因的不断研究, 其发挥生物学功能的诸

多分子机制逐渐在被发现和认识.
胃癌是最常见的恶性肿瘤之一. 但目前胃

癌发病机制仍不清楚, 早期诊断和治疗比率仍

很低. ARHI基因作为一个较特殊的抑癌基因, 其
越来越多的生物学功能正在不断地被研究报道, 
但这些研究大多集中于卵巢癌、乳腺癌及胰腺

癌中. ARHI基因与人胃癌的发生、发展是否有

相关性? 目前国内外尚无相关研究报道. 本试验

通过免疫组织化学的方法首次初步研究了ARHI
蛋白在人胃癌组织与癌旁正常组织的表达差异. 
结果显示ARHI在胃癌组织(试验组)中的表达缺

失率为56.45%, 而在癌旁正常组织(对照组)的表

达缺失率为25%. 切片通过半定量评分的方法以

平均阳性积分代表阳性强度, 用非参数秩和检

验(Wilcoxon秩和检验)的方法统计比较后发现

ARHI表达在两组间存在明显统计学差异(T = 2 
407.0, P <0.01); 同时采用卡方检验方法对两组

间蛋白表达率统计分析后也提示存在明显统计

学差异(χ2 = 7.666, P <0.01). 对62例胃癌组织实

验结果统计分析发现ARHI蛋白表达与肿瘤的分

化程度及TNM分期有关(P <0.05), 而与患者的年

龄、性别、肿瘤发生部位、大小、大体类型、

是否淋巴结转移及神经、脉管浸润均无明显统

计学差异. 同时我们的试验显示ARHI蛋白阳性

着色主要集中于胞浆及胞膜, 但部分纤维结缔

组织及肌层也有阳性分布, 这与Lu等[3]研究一

致, 提示在正常情况下ARHI是一种在多组织中

均有表达的基因, 说明这种基因有着重要的生

物学功能.
癌基因的激活和抑癌基因的失活是肿瘤研

图  1  ARHI蛋白在胃癌与癌旁正常组织的表达(×400). A: 胃癌组织(HE); B: 癌旁正常组织(HE); C: 胃癌组织(IHC); D: 癌旁

正常组织(IHC); E: 阴性对照; F: 阳性对照.

A

C

E

D

F

B
■应用要点
ARHI基因是母源
性的抑癌印迹基
因. 作为较特殊的
抑癌基因, 其在胃
癌中的研究将为
胃癌发病机制、
分子靶向治疗药
物的开发和早期
基因诊治方面提
供新的思路和理
论依据.
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究的热点, 抑癌基因的失活被认为是肿瘤发生

的重要机制之一. ARHI既是母源性的抑癌印迹

基因又是ras/rap超家族成员, 而我们知道ras/rap
超家族成员属于癌基因, ARHI基因是该家族第

1个被报道的抑癌基因, 并且近年来研究提示其

还与肿瘤细胞的信号转导、自体吞噬、休眠及

患者的预后相关. 另外, 印迹基因作为表观遗传

学的研究内容也是近年研究的热点, 这就极大

的引起了我们研究的兴趣. 目前关于ARHI基因

的研究还相对较少, 而其与胃癌的相关研究尚

无报道. 肿瘤的发生是一个多因素作用, 多基因

参与, 逐步发展的过程. ARHI基因属于ras/rap癌
基因家族成员, 为何目前的研究显示其发挥抑

癌功能? 其发挥抑癌功能的具体机制是什么? 
ARHI基因是否仅仅是肿瘤发展的某个阶段的抑

癌基因? 是否在不同的条件下也与其他某些基

因一起共同参与肿瘤的发生、发展? 这些问题

尚不确定. 本研究旨在初步探讨ARHI在胃癌的

表达情况, 为进一步深入地研究提供依据, 从而

为胃癌的基因诊断、基因治疗以及分子靶向药

物的治疗提供新的思路. 
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Abstract
AIM: To detect the mRNA expression of vascular 
endothelial cell growth factor B (VEGF-B) and its 
splice isoforms VEGF-B167 and VEGF-B186 in 
different types of liver lesions and to assess their 

clinical significance.

METHODS: The mRNA expression of VEGF-B, 
VEGF-B167 and VEGF-B186 in liver cancer, 
cancer-adjacent tissue, liver cirrhosis, chronic 
hepatitis B, and normal liver tissue was detected 
by quantitative real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). The cor-
relation of VEGF-B, VEGF-B167, and VEGF-B186 
expression with the clinical pathological data 
of patients was analyzed, and survival analysis 
was performed using follow-up data.

RESULTS: There were no statistical differences 
in the expression levels of total VEGF-B and 
VEGF-B186 among each group, while the expres-
sion level of VEGF-B167 mRNA was significantly 
different among each group, highest in the nor-
mal group but lowest in liver cirrhosis group 
(252.59 vs 168.00, P = 0.005). The expression level 
of VEGF-B167 mRNA was significantly higher 
in the liver cancer group than in the chronic 
hepatitis B group (234.13 vs 170.72, 168.00, 
both P < 0.05). The overall survival rate and 
tumor-free survival rate of patients with low 
VEGF-B167 expression tended to be higher than 
those of patients with high VEGF-B167 expres-
sion (P = 0.097, 0.023). The expression levels of 
total VEGF-B, VEGF-B167 and VEGF-B186 had 
no significant correlation with sex, age, virus 
infection, liver cirrhosis, Child-Pugh score, AFP 
score, tumor number or size, vascular invasion, 
TNM stage, or tumor differentiation.

CONCLUSION: VEGF-B is involved in hepatocar-
cinogenesis and VEGF-B167 plays a more impor-
tant role than VEGF-B186 in this process. Patients 
with low VEGF-B167 expression have good prog-
nosis since their postoperative overall survival rate 
and tumor-free survival rate are higher than those 
with high VEGF-B167 expression.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Vascular en-
dothelial cell growth factor B; mRNA; RT-PCR
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■背景资料
肝细胞癌是一种
高度恶性肿瘤, 严
重威胁人类健康. 
丰富而又扭曲的
血管是肝癌的重
要特征, VEGF-B
在血管生成中的
作用已经成为目
前肝癌研究的新
方向. 

■同行评议者
唐南洪, 教授, 福
建医科大学附属
协和医院省肝胆
外科研究所



H, Jing L, Yu J, Xu YJ. Significance of expression of vas-
cular endothelial growth factor B and its splice isoforms 
in different types of liver lesions. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(1): 31-37

摘要
目的: 探讨不同肝组织中VEGF-B及其两个变
位剪切体VEGF-B167、VEGF-B186 mRNA的
表达, 并评估其临床意义. 

方法: 应用荧光定量PCR法检测肝癌、癌旁、

乙型肝炎肝硬化、慢性乙型肝炎及正常肝
组织中总VEGF-B、VEGFB167及VEGFB186 
mRNA的表达量, 与患者的临床病理资料做相
关性分析, 并结合随访资料做生存分析. 

结果: 总VEGF-B及VEGF-B186 mRNA在各
组组织中表达量无统计学差异; VEGF-B167 
mRNA在各组间表达量有统计学差异, 正常
组表达最高, 乙型肝炎肝硬化组最低(252.59 
vs  168.00, P  = 0.005), 肝癌组中VEGF-B167的
表达量明显高于慢性乙型肝炎组和乙型肝炎
肝硬化组(234.13 vs  170.72, 168.00; P  = 0.043, 
P <0.01). 依据VEGF-B表达高低, 将肝癌患
者分组, VEGF-B167低表达组患者的总体生
存率较高表达组和无差异组有升高趋势(P  = 
0.097), 而VEGF-B167低表达组患者术后无瘤
生存率明显高于其他两组(P  = 0.023). 肝癌组
织中总VEGF-B、VEGF-B167及VEGF-B186
的表达与患者性别、年龄、病毒感染、肝硬
化、Child-Pugh分级、AFP值、肿瘤数目、肿
瘤大小、血管侵犯、TNM分期及肿瘤分化之
间相关性无统计学意义.

结论: VEGF-B参与了肝癌的发生发展过程, 
VEGF-B167在此过程中的作用较VEGF-B186
更重要. VEGF-B167低表达患者预后较好, 术
后总生存率和无瘤生存率较高.

关键词: 肝细胞癌; 血管内皮生长因子B; mRNA; 实

时定量聚合酶链式反应
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一

种高度恶性肿瘤, 严重威胁人类健康[1]. 肝癌为

世界第6大常见恶性肿瘤, 全球每年新增约63
万病例, 死亡人数约为60万, 为癌症中第3号杀
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手, 我国年发病人数约为35万, 每年约有32万人死

于此病, 发病率与死亡率均占恶性肿瘤的第2位[2]. 
HCC是典型的多血管肿瘤, 丰富而又扭曲的血

管是肝癌的重要特征, 血管生成已经成为目前

肝癌研究的热点. 血管内皮生长因子(vascular 
endothelial cell growth factor, VEGF)与肝癌

血管形成密切相关, 其家族包括: VEGF-A、

VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D、VEGF-E、胎

盘生长因子和VEGF-F等7个成员以及各自的变

位剪切体[3-5]. VEGF-A被公认为是体内最强的

一种血管生成促进因子, 其在HCC发生发展过

程中的作用及意义已经受到各国学者的关注. 
VEGF-B是该家族的另一成员[6], 他在HCC组织

中的表达和意义尚不明确. 本试验采用实时荧

光定量PCR技术检测VEGF-B、VEGF-B167及
VEGF-B186 mRNA在HCC组织中的表达并研究

其与临床资料的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 组织标本均取自2004-12/2009-08天津

市第三中心医院肝胆外科住院并手术的患者, 
包括肝癌者98例: 获取肝癌组织(T)98份、癌旁

<1 cm处组织(N0)21份、癌旁1 cm处组织(N1)21
份、癌旁2 cm处组织(N2)98份、癌旁3 cm处组

织(N3)85份; 乙型肝炎肝硬化组织(LC)32例; 慢
性乙型肝炎组织(HV)5例; 正常肝组织(取自手

术治疗的肝血管瘤瘤旁组织24例. 标本在术后

立即置于-70 ℃低温冰箱冷冻保存备用. 所有肝

癌组织均经病理学检查证实, 癌旁组织经病理

检查未见肝癌细胞. 试验方案经天津市第三中

心医院伦理委员会审核通过, 患者或家属均知

情同意. 98例肝癌患者中男81例, 女17例, 中位

年龄53岁, 患者来源以天津为主, 余近1/3来自北

方其他省市. 术前血清学检查确定肝炎类型、

肿瘤标记物水平, 依据术前1 wk指标、Child-
P u g h标准评估肝功能 ,  以影像学及术中所见

评估血管侵犯, 根据临床及病理结果进行国际

TNM分期. 全部病例从手术日开始进入随访, 随
访内容包括术后复发时间、生存时间等.
1.2 方法 
1.2.1 RNA提取和逆转录: 参照Promega公司

RNAgents试剂盒操作说明提取总RNA, 每50 mg
组织的总RNA溶于50 μL DEPC水中, 琼脂糖凝

胶电泳检测RNA完整性, 紫外分光光度计检测

RNA含量. 每个逆转录反应包含2 μg RNA、3 
μL随机引物, 补DEPC水至体系为21 μL, 70 ℃热

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤血管生成已
成为目前研究肿
瘤发生与发展的
热点, 通过调控促
血管生成因子和
抑制血管生成因
子表达的分子靶
向治疗可能成为
控制肿瘤生长的
有效途径.
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变性15 min, 迅速冰浴3 min; 再依次加入4.8 μL 
25 mmol/L MgCl2、8 μL 5×逆转录缓冲液、2 
μL 10 mmol/L dNTP、1.5 μL逆转录酶, 加DEPC
水至终体积为40 μL. 37 ℃水浴90 min, 70 ℃ 10 
min灭活逆转录酶. 
1.2.2 引物设计: 依据GenBank中VEGF-B、

VEGF-B167、VEGF-B186和管家基因GAPDH
的mRNA序列设计引物, 采用Primer Express 2.0
软件设计, 由上海生物工程技术服务有限公司

合成, 引物序列及适宜退火温度见表1. 
1.2.3 实时荧光定量PCR检测: 采用ABI7000荧
光定量PCR仪检测, 反应体系如下:  cDNA模板2 
μL、上下游引物各0.5 μL、1 U Taq聚合酶、2 μL 
2.5 mmol/L dNTP和2.5 μL 10×PCR缓冲液,  加超

纯水至总体积25 μL. 扩增条件为: 94 ℃预变性

2 min;  94 ℃变性30 s,  适宜退火温度, 30 s, 72 ℃, 

30 s; 反应45个循环. 将参比基因和目的基因的CT
值按2-ΔΔCT[7-9]法计算目的基因相对表达量.

统计学处理 所有数据均用SPSS13.0统计软

件处理分析, 基因表达差异组间分析采用秩和

检验, 与临床病理资料的相关性分析采用卡方

检验或Fisher精确概率检验, 采用Log-rank检验

进行生存分析并绘制Kaplan-Meier生存曲线. 采
用Cox多因素风险比例模型分析肝癌预后的影

响因素. 所有结果均以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 VEGF-B及两个变位剪切体VEGF-B167、
VEGF-B186 mRNA在各组肝组织中的表达 总
VEGF-B、VEGF-B167及VEGF-B186 mRNA在

各组组织中表达结果如图1、2所示, 总VEGF-B
及VEGF-B186在各组组织中的表达无统计学差

异, 而VEGF-B167在各组中的表达量差异有统

计学意义(P  = 0.005), LC组最低, 中位数为0.440, 
正常组最高, 中位数为1.368; 肝癌组VEGF-B167
表达水平明显高于HV和LC组(1.312 vs  0.526, 
0.440), 并且从癌旁N3到肝癌T的表达量有递增

趋势. 总VEGF-B、VEGF-B167和VEGF-B186在
肿瘤组(T)分别有10例、12例和9例的表达量明

显高于其他标本(2-ΔΔCT>5).
2.2 VEGF-B表达水平与临床病理参数的相关

性 比较98对肝癌组织(T)与相应的癌旁2 cm组

织(N2)的2-ΔΔCT值, 前者高于或低于后者3倍定

义为该基因在肝癌中高表达或低表达[10], 差异

<3倍的认为该基因在肝癌与癌旁间表达无差

■相关报道
Kanda等通过RT-
PCR方法对48例
肝癌组织以及无
瘤 肝 组 织 进 行
V E G F - B因子的
mRNA水平检测, 
结果发现肝癌组
中V E G F - B表达
量与肝癌的病理
分期、肿瘤的数
量、血管侵犯以
及是否存在包膜
相关, 其两种亚型
中VEGF-B167起
着 主 导 作 用 ,  并
且总V E G F - B和
VEGF-B167低表
达组的5年生存率
高于高表达组.

表  1  各基因引物序列、产物片段长度及反应条件

     
基因              上游引物(5'-3')               下游引物(5'-3') 片段长度(bp) 退火温度(℃)

VEGF-B CAGAGGAAAGTGGTGTCATGGA CTGCATTCACACTGGCTGTGT         281        55.0 

VEGF-B167 CAGAGGAAAGTGGTGTCATGGA GGGGCCTGGGGCTGTCTGGC         338        64.0 

VEGF-B186 CAGAGGAAAGTGGTGTCATGGA GAGTGGCAGCCCTGTCTGGC         328        62.5

GAPDH GGGCATCCTGGGCTACACTGA CAAATTCGTTGTCATACCAGGAAATG         143        62.5
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图  1  VEGF-B及其两个变位剪切体在不同组肝组织中的相对表达量. A: 总VEGF-B; B: VEGF-B167; C: VEGF-B186. HV: 

慢性乙型肝炎组织; LC: 乙型肝炎肝硬化组织; N3: 癌旁3 cm处组织; N2: 癌旁2 cm处组织; N1: 癌旁1 cm处组织; N0: 癌旁＜1 

cm处组织; T: 肝癌组织. 
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图  2  VEGF-B167在不同组肝组织之间的表达差异. aP<0.05, 
bP<0.01 vs  T组. HV: 慢性乙型肝炎组织; LC: 乙型肝炎肝硬

化组织; N3: 癌旁3 cm处组织; N2: 癌旁2 cm处组织; N1: 癌

旁1 cm处组织; N0: 癌旁＜1 cm处组织; T: 肝癌组织. 
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异. 在98例肝癌组织, 总VEGF-B、VEGF-B167
和VEGF-B186高表达的分别为27例、24例和28
例, 低表达的分别有29例、29例和25例; 差异<3
倍的分别有42例、45例和45例. 总VEGF-B、

VEGF-B167及VEGF-B186的表达与患者性别、

年龄、病毒感染、肝硬化、Child-Pugh分级、

AFP值、肿瘤数目、肿瘤大小、TNM分期及肿

瘤分化无相关性(表2).
2.3 生存期分析 根据患者的术后随访资料计算

该组患者的生存率, 以研究VEGF-B与预后之间

的关系. 本组患者共98例, 失访4例, 全组患者的

两年生存率为56.37%. 通过绘制Kaplan-Meier
曲线(图3), 可以看出总VEGF-B167 mRNA低

表达组患者的术后总生存率较高表达组和无

差异组有升高趋势(P  = 0.097), 而总VEGF-B、
VEGF-B186 mRNA表达与患者术后生存之间

的关系不明显(P  = 0.394, 0.393). 根据患者术后

是否复发以及复发时间作无瘤生存曲线(图4), 
VEGF-B167 mRNA低表达组患者术后无瘤生

存率高于高表达组和无差异组, 差异有统计学

意义(P  = 0.023). 同样总VEGF-B、VEGF-B186 
mRNA表达与患者术后生存之间的关系不明显

(P  = 0.083, 0.205).
应用COX回归模型对总VEGF-B、VEGF- 

B167、VEGF-B186及其他临床因素(性别、年龄、

HBsAg、HCV、肝硬化、肝功能Child-Pugh分级、

■创新盘点
本研究主要探讨
VEGF-B在我国乙
型肝炎为主要发
病因素的肝癌组
织中的表达情况, 
为进一步研究肝
癌发生的多因素
提供了参考.

表  2  总VEGF-B、VEGF-B167及VEGF-B186表达水平与98例肝癌患者的临床病理特征的相关性 (n )

     
病理特征

                     总VEGF-B                   VEGF-B167                     VEGF-B186

高表达 低表达 无差异   P值 高表达 低表达 无差异   P值 高表达 低表达 无差异   P值

性别 0.948 0.088 0.854

    男 23 24 34 23 23 35 24 25 37

    女   4   5   8   1   6 10   4   5   8

年龄(岁) 0.061 0.100 0.775

    ≤55 20 13 21 17 12 25 17 13 24

    >55   7 16 21   7 17 20 11 12 21

HBSAg 0.188 0.846 0.304

    + 21 22 38 20 23 38 22 19 40

    -    6   7   4   4   6   7   6   6   5

肝硬化 0.765 0.230 0.914

    有 24 27 37 22 28 38 25 22 41

    无   3   2   5   2   1   7   3   3   4

Child-Pugh分级 0.123 0.748 0.554

    A 25 26 29 19 25 36 23 22 35

    B   2   3 13   5   4   9   5   3 10

AFP(ng/mL) 0.276 0.943 0.676

    ≥400    9 10 21   9 12 17 10   8 19

    <400 18 19 21 15 17 28 18 17 26

肿块数目 0.515 0.734 0.493

    单发 19 19 24 15 20 27 18 18 26

    多发   8 10 18   9   9 18 10   7 19

肿块直径(cm) 0.149 0.590 0.425

    ≤5 10   6 18   7   9 18 11   6 17

    >5 17 23 24 17 20 27 17 19 28

血管侵犯 0.938 0.482 0.837

    有   9 11 15 11   9 15   9 10 16

    无 18 18 27 13 20 30 19 15 29

TNM分期 0.382 0.609 0.981

    Ⅰ/Ⅱ 14 10 20 11 15 18 13 11 20

    Ⅲ/Ⅳ 13 19 22 13 14 27 15 14 25

分化程度 0.397 0.073 0.636

    高   8   9 18   6   8 21   9   8 18

    中 11 16 16 12 18 14 12 14 18

    低   8   4   8   6   3 10   7   3   9



www.wjgnet.com

王瞿辉, 等. 血管内皮生长因子B及其变位剪切体在不同肝组织中的表达差异及意义				                 35

AFP、肿块数目、肿块直径、血管侵犯、TNM分

期、肿瘤分化12个因素)进行分析后发现, Child-
Pugh分级、肿瘤数目、肿瘤直径、血管侵犯、

TNM分期是影响无瘤生存时间的危险因素(表3).
在多因素分析中, 同样选取上述单因素分析

中所采用的15个指标, 应用COX回归模型分析

其对于无瘤生存时间的影响. 采用基于Wald统
计量的后退法进行分析, 仅有肿瘤数目和肿瘤

直径为影响患者无瘤生存的危险因素(表4). 

3  讨论

VEGF-B位于11号染色体q13[6], 含有8个外显子

和6个内含子, 大约跨度4 000 bp, 转录时由于

不同的剪切方式可形成两种形式的mRNA, 即
VEGF-B167和VEGF-B186[11], 编码的蛋白质分别

含167和186个氨基酸. 二者由于羟基末端的氨基

酸序列不同而具有不同的生物学特点[8]. VEGF-B
以同源二聚体形式与内皮细胞表面的血管内皮

生长因子受体1(vascular endothelia growth factor 
receptor 1, VEGFR1)结合而发挥促进血管生成

的生物学作用[12-21].
成人肝脏的血管非常丰富, 血管的侧面是

内皮细胞相连的肝窦与Disse间隙相隔开来; 而
在肝癌组织中的肝窦与正常肝组织不同, 不再

是由不连续的扁平内皮细胞覆盖, 而是由连续

的内皮细胞围绕而成的常规毛细血管结构. 因
此, 血管生成作用在肝癌中较为典型. VEGF-B对

表  3  肝癌预后COX回归单因素分析结果

     
项目

                      无瘤生存

      Exp(B)(95%CI)  P值

总VEGF-B

    高表达 vs  无差异 0.779(0.308-1.967) 0.597

    低表达 vs  无差异 0.430(0.059-3.153) 0.406

VEGF-B167

    高表达 vs  无差异 1.267(0.618-2.598) 0.519

    低表达 vs  无差异 0.464(0.153-1.402) 0.173

VEGF-B186

    高表达 vs  无差异 1.098(0.472-2.551) 0.829

    低表达 vs  无差异 0.850(0.387-1.870) 0.687

性别

    男 vs  女 0.739(0.355-1.542) 0.421
年龄(岁)

    ≤55 vs  >55 0.779(0.421-1.442) 0.427
乙型肝炎

    阳性 vs  阴性 0.606(0.288-1.278) 0.189
丙型肝炎

    阳性 vs  阴性 1.664(0.512-5.407) 0.397
肝硬化

    有 vs  无 1.096(0.389-3.086) 0.863
Child-Pugh分级

    B vs  A 2.853(1.213-6.712) 0.016
AFP(μg/L)

    ≥400 vs  <400 1.769(0.973-3.217) 0.062
肿块数目

    多发 vs  单发 3.176(1.218-8.283) 0.009
肿块直径(cm)

    ≥5 vs  <5 2.518(1.302-4.870) 0.006
血管侵犯

    有 vs  无 3.170(1.215-8.271) 0.018
TNM分期

    Ⅲ+Ⅳ vs  Ⅰ+Ⅱ 2.685(1.198-6.020) 0.016
肿瘤分化

    低 vs  中高 1.334(0.604-2.945) 0.476

表  4  肝癌预后COX回归多因素分析结果(基于Wald统计
量的后退法)

     
项目

                      无瘤生存

      Exp(B)(95%CI)    P值

肿块数目

    单发 vs  多发

  

2.518(1.302-4.870)

  

0.006
肿块直径(cm)

    ≥5 vs  <5 14.927(4.078-54.637) <0.001

图  3  不同VEGF-B167 mRNA表达水平HCC患者总生存曲线.
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图  4  不同VEGF-B167 mRNA表达水平HCC患者无瘤生存
曲线.
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■应用要点
VEGF-B参与了肝
癌的发生发展过
程, VEGF-B167在
此过程中的作用
较VEGF-B186更
重要. VEGF-B167
低表达患者预后
较好, 术后总生存
率和无瘤生存率
较高.
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血管生成存在正性上调作用, 其对于肝癌的血管

生成也应存在一定的作用. 但目前有关VEGF-B
在肝癌血管生成中作用的研究还很少. Mas等[22]

通过高密度寡核苷酸蛋白芯片技术检测发现

VEGF-B在丙型肝炎引起的HCC患者血清中的

表达量明显高于其在单纯丙型肝炎肝硬化患者

血清中的表达水平. Kanda等[23]通过RT-PCR方法

对48例肝癌组织以及无瘤肝组织进行VEGF-B
因子的mRNA水平检测, 结果发现肝癌组织中

V E G F-B的总体表达水平低于癌旁正常肝组

织, 而肝癌组中VEGF-B表达量与肝癌的病理分

期、肿瘤的数量、血管侵犯以及是否存在包膜

具有相关性, 其两种亚型中VEGF-B167起着主

导作用. 但是两位学者所研究的HCC标本都有

HCV感染基础, 而中国的肝癌患者多数由HBV
感染引起, 其临床特点具有特殊性[24], 迄今尚未

发现研究VEGF-B在HBV引起的HCC中表达的

报道, 因此本试验主要研究VEGF-B在我国乙型

肝炎为主要发病因素的肝癌中表达及意义.
Mas等从蛋白水平研究发现HCC组VEGF-B

表达量高于肝硬化组 ,  本实验从m R N A水平

分别检测了总V E G F-B及其两个变位剪切体

VEGF-B167、VEGF-B186在不同肝组织中表达

量, 发现总VEGF-B及VEGF-B186在各组组织中

的表达无统计学差异, 而肝癌组(T)中VEGF-B167
表达量明显高于HV组和LC组, 表明VEGF-B167
升高是导致肝癌组总VEGF-B 高于肝硬化组的主

要原因, 提示VEGF-B167在从肝硬化向肝癌的发

展过程中可能起了重要作用. 另外, 本试验结果

显示总VEGF-B、VEGF-B167和VEGF-B186在正

常肝组织中的表达高于HV组和LC组, 可能跟患

者HBV感染和肝脏功能情况有关.
关于VEGF-B在肝癌中表达的意义目前只

有Kanda等报道, 本试验改进了实验方法, 对总

VEGF-B及其两个变位剪切体VEGF-B167、
VEGF-B186的检测都采用了荧光定量PCR方法, 
并且将研究对象依据表达的高低分成了高表

达、低表达和无差异3组, 减小了分组对实验结

果的干扰, 未发现肝细胞癌组织中总VEGF-B、
VEGF-B167和VEGF-B86 mRNA表达与患者的

性别、年龄、病毒感染、是否合并肝硬化、

Child-Pugh分级、血管侵犯及肿瘤的数目、大

小、分化程度等相关.
Kanda等报道在肝癌患者中, 总VEGF-B和

VEGF-B167低表达组的5年生存率高于高表达

组(P  = 0.19, 0.13). 也有研究显示VEGF-B与其

他肿瘤患者预后存在相关性, Mylona等[25]在用

免疫组织化学方法研究VEGF-B在侵袭性乳腺

癌中表达及意义的试验中发现, VEGF-B是影响

淋巴结阳性患者总生存率的一个重要因素(P = 
0.029), 说明VEGF-B可能成为检测淋巴结阳性

乳腺癌患者预后的一个指标. Baty等[26]结合寡

核苷酸微阵列芯片技术结果和非小细胞肺癌患

者的随访资料, 指出VEGF-B是影响非小细胞

肺癌患者预后的一个关键因素. 本研究结果显

示VEGF-B167与肝癌患者预后的关系较密切, 
VEGF-B167低表达组较高表达组和无差异组有

较高的术后总生存率和无瘤生存率(P  = 0.097, 
0.023). 此结果表明VEGF-B167低表达的肝癌患

者术后复发风险较低, 但COX回归分析未发现

VEGF-B167是影响患者无瘤生存的独立因素, 
说明VEGF-B167可能和其他因素共同作用提高

了患者的复发风险, 有待于进一步研究.
    本实验结果表明VEGF-B参与了从肝硬化向

肝癌的发展过程, VEGF-B167在此过程中发挥

的作用比VEGF-B186更重要. VEGF-B167低表

达的患者术后复发风险更低, 预后更好, 但机制

尚不明确, 有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To explore the association between the 
V444A polymorphism in the bile salt export pump 
(BSEP) gene and the risk of idiopathic neonatal 
hepatitis/cholestasis.

METHODS: Eighty-one infants with idiopathic 
hepatitis/cholestasis (case group) and 48 healthy 
infants without intrahepatic cholestasis (control 
group) were included in this study. The V444A 
polymorphism was genotyped by polymerase 

chain reaction-restriction fragment length poly-
morphism (PCR-RFLP).

RESULTS: There are three V444A genotypes: 
AA homozygote, GA heterozygote, and GG ho-
mozygote. The frequencies of AA and AG and 
GG genotypes were 0.6%, 4.9% and 44.4% in the 
case group and 14.6%, 62.5% and 22.9% in the 
control group, respectively, with a significant 
difference between the two groups (P = 0.019). 
The distribution of GG genotype was signifi-
cantly different between the two groups (P < 
0.05, OR = 2.691, 95%CI: 1.205-6.008). The risk of 
suffering from idiopathic intrahepatic cholesta-
sis in G allele carriers was 1.951 times higher 
than that in A allele carriers (OR = 1.951, 95%CI: 
1.56-3.291).

CONCLUSION: The G allele of the BSEP V444A 
G polymorphism may be a risk factor for idio-
pathic intrahepatic cholestasis in infants.

Key Words: Bile salt export pump gene; Baby; In-
trahepatic cholestasis; Single nucleotide polymor-
phism; Restriction fragment length polymorphism

Deng YN, Wang LL, Tang Q, Chen XQ, Chen P, Shan 
QW, Lian SJ, Yun X. Association between BSEP V444A 
polymorphism and risk of idiopathic neonatal hepati-
tis/cholestasis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(1): 
38-43

摘要
目的: 探讨胆盐输出泵BSEP基因V444A(BSEP 
V444A)与特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积的相
关性. 

方法: 以81例特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积
患儿(病例组)和48例无肝内胆汁淤积婴儿(对
照组)为研究对象, 应用聚合酶链-限制性片段
长度多态性(PCR-RFLP)技术对V444A片段行
扩增及酶切分析. 

结果: BSEPV444A有3种基因型: AA纯合子、

GA杂合子、GG纯合子, AA, AG和GG 3种

®

■背景资料
胆 盐 输 出 泵
(BSEP)主要存在
于肝脏中, 位于肝
细胞的毛细胆管
表 面 ,  通 过 依 赖
ATP将肝细胞内的
胆盐分泌到毛细
胆管中, 是影响胆
汁流量最重要的
因素之一. BSEP
基因多态性是胆
汁淤积疾病的易
感因素, 目前研究
表明BSEP基因与
多种胆汁淤积性
肝脏疾病有关. 

■同行评议者
施诚仁, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
小儿外科
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基因型在病例组和对照组频率分别为4.9%, 
50.6%, 44.4%和14.6%, 62.5%, 22.9%, 两组差
异显著(P  = 0.019). 等位基因频率的相对风险
分析发现, 其中GG基因型在两组人群中的分
布差异有显著性(P <0.05, OR  = 2.691, 95%CI: 
1.205-6.008); G等位基因携带者患特发性婴
儿肝炎肝内胆汁淤积的风险是A等位基因的
1.951倍(OR  = 1.951, 95% CI: 1.56-3.291).

结 论 :  在 广 西 地 区 小 儿 当 中 发 现 B S E P 
V444A单链核苷酸的多态性位点 ,  B S E P 
V444A G等位基因可能是特发性婴儿肝炎肝
内胆汁淤积的一个危险因素, G等位基因携带
者可能增加特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积的
相对危险度.

关键词: 胆盐输出泵基因; 婴儿; 肝内胆汁淤积; 单

核苷酸多态性; 限制性片段长度多态性
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0  引言

随着分子生物学的发展, 有关基因多态性与疾

病关系的探讨越来越受到人们的关注, ABCB11
又称胆盐输出泵(bile salt export pump, BSEP)
基因, 1995年, 猪的BSEP基因首先被克隆, 因
其编码的蛋白与p糖蛋白170(由A B C B1基因

编码)结构相似, 当时被命名为Spgp(the sister of 
pglycoprotein). 后来发现Spgp是肝脏主要的胆

盐运载体, 改称为BSEP[1,2]. 人类BSEP基因位于

2q24.3, 含28个外显子[3]编码的1 321个氨基酸[4,5]. 
B S E P主要存在于肝脏中, 位于肝细胞的毛细

胆管表面, 通过依赖ATP将肝细胞内的胆盐分

泌到毛细胆管中, 是影响胆汁流量最重要的因

素之一[6,7]. BSEP基因多态性是胆汁淤积疾病

的易感因素[8], 目前研究表明BSEP基因与多种

胆汁淤积性肝脏疾病有关, 如进行性家族性肝

内胆汁淤积2型(progressive familial intrahepatic 
cholestasis, PFIC2)[9-13], 良性复发性肝内胆汁淤

积2型(benign recurrent intrahepatic cholestasis, 
BRIC2)[14,15], 妊娠期肝内胆汁淤积(intrahepatic 
cholestasis of pregnancy, ICP)[16,17], 药物诱导的

肝内胆汁淤积[7,18], 肝癌[19-21]或其他部位癌症[22]

及原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)和原发性硬化性胆管炎(primary sclerosing 
cholangitis, PSC)[23]. 有报道称胆汁淤积疾病肝移

植预后不良与BSEP基因缺失有一定关系[24-27], 但
婴儿胆汁淤积是否存在BSEP基因的突变, 目前

国内外报道尚少. 本研究采用PCR技术对BSEP
基因1个常见变异位点进行分析 ,  结合D N A
直接序列测序与限制性核酸内切技术 ,  评价

BSEPV444A基因在婴儿胆汁淤积发病机制中的

遗传作用.

1  材料和方法

1.1 材料 征得患儿家长同意及医院伦理委员会

批准, 收集 2008-10/2010-02广西医科大学第一

附属医院儿科住院的特发性婴儿肝炎肝内胆

汁淤积的患儿81例, 其中男66例, 女15例, 男女

比值为4∶1, 病例组纳入标准: 婴儿期(包括新

生儿期)起病; 黄疸属肝细胞性, 血清总胆红素

(serum total bilirubin, TB)升高, 以直接胆红素

(direct bilirubin, DB)增高为主, 可伴间接胆红素

(indirect bilirubin, IB)升高; 肝大或肝脾肿大, 质
地改变; 肝功能损害以血清谷丙转氨酶(alanine 
aminotransferase, ALT)升高为主; 除外了肝炎病

毒感染, 巨细胞病毒感染, 梅毒感染, 弓形虫感

染, 人体免疫缺损病毒(human immunodeficiency 
virus, HIV)感染等. 对照组为随机选取无胆汁淤

积的婴儿48例.
1.2 方法 
1.2.1 PCR-RFLP分析: 所有研究对象分别抽取

外周血2 mL, 用酚氯仿法提取外周血DNA, 引物

F: 5'-GTTGGGAGAACAGTGAGTATTG-3', R: 
5'-AGCTCTGTCTCACAGTTTTGTT-3'(350 bp), 
PCR反应体系, Premix Tap(TaKaRa)25 μL, DNA
模板2.5 μL, 引物1 1 μmol/L, 引物2 1 μmol/L, 
ddH2O补充体积至50 μL, PCR具体扩增条件

95 ℃ 5 min, 95 ℃ 35 s, 59.3 ℃ 50 s, 72 ℃ 50 s, 
30循环(最后一个循环延伸5 min). PCR产物经

2%琼脂糖凝胶电泳鉴定. 取扩增产物5 μL, Hae
Ⅲ限制性内切酶(Fermentas)5 U, 10×Buffer R缓
冲液1 μL, 用无菌去离子水补足总体积至10 μL, 
混匀, 37 ℃水浴4 h. 经2%琼脂糖凝胶电泳(120 
mV)30 min, 在凝胶成像系统下观察结果. 
1.2.2 DNA直接测序分析: PCR产物经上海生工

生物工程有限公司纯化后直接测序. 所得序列

结果与GenBank基因库上所提供的正常序列对

比, 明确突变位点. 
统计学处理 所有的数据用SSPS13.0处理, 

以Hardy-Weinberg平衡法检验各组基因频率的

群体代表性; 正态性分布的资料用mean±SD表

示, 计量资料的统计推断采用t检验或单因素方

■相关报道
Kubitz等研究通
过 对 1 例 诊 断 为
BRIC-2的17岁男
性患者进行BSEP
基 因 分 析 ,  发 现
了 两 种 B S E P 突
变位点(E186G和
V444A), 认为这
种多位点联合突
变导致BSEP蛋白
表达不稳定或表
达缺失, 是导致胆
盐排泄减少, 引起
高胆红素血症潜
在影响因素.
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差分析, 计数资料的统计学推断采用χ2检验或

Fisher's确切概率法.

2  结果

2.1 病例资料及临床特点 所有病例都有不同程

度肝肿大, 临床肝功指标在病例组与对照组相

比均有明显统计学差异, 而两组的年龄差异没

有统计学意义. 
2.2 PCR-RFLP PCR扩增产物片段大小为205 bp, 
BSEP基因1 331位点A被G置换后, 产生限制性

内切酶HaeⅢ的酶切位点. 根据酶切片段的情

况, 基因型有3种: AA型(只出现205 bp 1条带) , 
AG型(出现205、159、46 bp 3条带), GG型(出现

159、46 bp 2条带)(图1).
2.3 BSEP测序分析 对BSEP外显子13的一单核苷

酸多态性(single-nucleotide polymorphisms, SNP)
位点进行基因测序显示, 在BSEP的外显子13第
444编码位点上检测出单个碱基A>G的纯合突

变和杂合突变均导致了单个氨基酸的替代, 在
第444编码位点由原来编码的缬氨酸变成丙氨

酸(V444A)(图2). 
2.4 BSEPV444A基因分布与临床生化检查分析 
BSEP基因13号外显子上一SNP位点经电泳及测

序结果显示3种基因型, 分别为GG、GA、 AA 
3种基因型. BSEPV444A各基因型在两组中分

布符合遗传平衡, 表明抽样具有人群代表性. 而
两组基因型的差异性检验, 经Fisher确切概率法

检验, 差异具有有统计学意义(P  = 0.004); 其中

GG基因型在两组人群中的分布差异有显著性

(P <0.05, OR  = 2.691, 95%CI: 1.205-6.008); G等

位基因频率在两组人群中的分布差异有显著性

(P <0.05, OR  = 1.951, 95%CI: 1.56-3.291); 等位基

因频率的相对风险分析发现, G等位基因携带者

患特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积的风险是A等

位基因的1.951倍(OR  = 1.951)(表1). 
在病例组中, 对不同基因型的临床生化指标

进行亚组分析, TB, DB, ALT, AST, γ-GT生化指标

的进行方差分析, 差异均无统计学意义(表2).

3  讨论

在Lang进行的一项健康人BSEP基因的多中心研

究中, 发现BSEP V444A可导致蛋白质替换而无

致病性, 在不同国家、不同种族人群中有较高的

基因频率, 在美国高加索人中占59.5%、在日本

人中占80.4%、在非裔美国人中占65.6%[28] . Pau-
li等[23]通过对21例ICP患者和40例健康女性的研

究发现, BSEP V444A在健康女性和ICP患者中

所占比例分别为51.3%和83.3%[29]. Kim等[30]在日

本正常人群研究也发现了V444A有较高的基因

频率, 本研究结果, BSEP V444A在病例组和对照

组出现比例分别为95%和85.5%, 结果与国外的

一些研究结果不尽相同, 推测可能原因为: (1)样
本的不均一性, 如种族、性别等; (2)研究对象设

计不完全相同和样本量偏小. 由上可知V444A在

正常人群当中普遍存在, 推测该基因位点不稳

定容易发生突变, 在健康人群也有较高突变率. 
本实验结果显示, BSEP基因外显子13上游

第1 331核苷酸由A突变为G, 产生限制性内切

酶HaeⅢ的酶切位点, 内切酶HaeⅢ能识别的即

为G等位基因, 不能识别的为A等位基因, 因此, 
BSEPV444A有3种基因型: GG纯合子、GA杂

合子、AA纯合子. BSEP V444A GG基因型在正

常的婴儿和胆汁淤积患儿中总体所占比例存在

差异, 差异具有统计学意义. 其中GG基因型在

两组人群中的分布差异有显著性(P <0.05, OR  = 
2.691); 等位基因频率的相对风险分析发现, G等

位基因携带者患特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积

的风险是A等位基因的1.951倍(OR  = 1.951), 推
测G等位基因可能是特发性婴儿肝炎肝内胆汁

淤积的一个危险因素, Dixon等[31]研究证实了ICP
患者和健康对照组研究存在GG, GA和AA 3种基

因型, 研究认为携带G等位基因是ICP 1个重要的

危险因素(OR  = 1.70, 95%CI: 1.4-2.1, P <0.0001). 
Meier等[32]研究也证实了携带G等位基因是ICP 
1个重要的危险因素(OR  = 3.0, 95%CI: 1.7-6.4), 

 1   2   3   4    5   6   7   8   9   10 11 12

  bp
600
500
400
300
200
100

图  1  BSEP V444A酶切图. 1: marker; 2, 3, 6, 7, 8, 9: GG基因

型; 4, 5: AG基因型; 10: AA基因型.
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图  2  BSEP V444A AG基因型SNP位点测序图. 

■创新盘点
特发性婴儿肝炎
肝内胆汁淤积是
儿科常见病, 其病
因和发病机制尚
不明确, 国内有关
婴儿胆汁淤积是
否存在BSEP基因
的突变报道较少, 
本研究采用PCR-
S S C P 技 术 探 讨
BSEP基因V444A
在婴儿胆汁淤积
发病机制中的遗
传作用.
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胆汁酸水平在V444A多态性者中较高. 
BSEP V444A发病机制方面, V444A使444位

点的缬氨酸变成丙氨酸, 从而引起胆BSEP功能

的改变, 但Meier等的研究认为胆酸盐的运输特

性在含丙氨酸和含缬氨酸之间并没有不同, 氨
基酸444位点为丙氨酸肝细胞内BSEP的表达量的

低于缬氨酸的, 以此推测氨基酸444位点为丙氨酸

是进行性胆汁淤积一个敏感因素, 可能会在特定

情况下, 如使用某些药物抑制BSEP功能[33]. Keitel
等[34]研究认为BSEP V444A与MDR3多态性位

点联合作用可导致严重严重ICP, V444A可能是

ICP发病的诱发因素, 从功能方面推测V444A多

态性可能使阻碍BSEP分泌作用增强或是降低细

胞内可用BSEP. Kubitz等[35]研究通过对1例诊断

为BRIC-2的17岁男性患者进行BSEP基因分析, 
发现了两种BSEP突变位点(E186G和V444A), 认
为这种多位点联合突变导致BSEP蛋白表达不稳

定或表达缺失, 是导致胆盐排泄减少引起高胆

红素血症潜在影响因素. BSEPV444A可能影响

BSEP的基因转录, 进而影响BSEP的功能, 从而

导致不同人群对特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积

易感性, 但不能排除BSEP V444A联合BSEP其他

位点或其他基因如多药耐药蛋白3基因致病的

可能性. 
临床生化检查方面, 本研究对病例组中, 不

同基因型的临床生化指标进行亚组分析, 基因

型GG的TB, DB平均值高于基因型GA和AA, 但

差异不具有统计学意义, 尚不能认为GG基因型

引起胆红素水平高于GG和GA基因型, 分析原因

可能是样本例数少, 3种基因组间例数差异较大, 
使组间生化指标比较差异没有统计学意义, 在
以后的研究中我们还应进一步探讨BSEP V444A 
G等位基因与临床生化指标及预后的关系, 使研

究和临床更加有效的结合.
总之, 本研究从一个角度说明, BSEP V444A 

G等位基因可能是特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤

积的一个危险因素, G等位基因携带者可能增加

特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积的相对危险度. 
但BSEP的其他位点变异是否是特发性婴儿肝炎

肝内胆汁淤积的危险因素, 以及BSEPV444A是

否联合BSEP其他位点或其他基因如MDR3(多
药耐药蛋白3基因)共同致病, 尚需进一步的实验

证实. 
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Abstract
Alternative splicing affects many essential bio-
logic processes and is the basis for a number of 
pathologic conditions, including cancer. Inherit-
ed and acquired changes in pre-mRNA splicing 
have been documented to play a significant role 
in human disease development. Many cancer-
associated genes are regulated by alternative 
splicing. In this review, we will summarize the 
evidence supporting the association between 

alternative splicing and gastric carcinogenesis. 
The potential significance of alternative splicing 
events as a target for the diagnosis and treat-
ment of gastric cancer will also be discussed.

Key Words: Alternative splicing; Gastric cancer; 
Biomarker
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摘要
胃癌已成为严重威胁人类生命健康的恶性肿
瘤之一. 环境因素和遗传因素的协同作用是胃
癌发生和发展的主要诱因, 其中环境因素居首
要地位. 在胃癌的发生和发展过程中常伴随多
种肿瘤相关基因结构和表达水平的异常变化, 
同时伴有多个异常剪接变体的出现. 研究剪接
变体在胃癌发生中的变化模式有可能为胃癌
的早期诊断和病程跟踪提供重要的生物标志
物, 进而为胃癌的临床诊断提供参考. 本文从
胃癌相关基因的剪接变体特征及其变化模式
角度综述剪接调节在胃癌发生中的研究进展. 

关键词: 可变剪接; 胃癌; 生物标志物
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0  引言

胃癌是胃黏膜上皮细胞变异产生的恶性肿瘤, 
是我国最常见的恶性肿瘤之一, 发病率居各类

肿瘤之首[1]. 虽然胃癌已成为临床高发病例之

一, 但其致病机制依然不明, 近年研究普遍认为

胃癌的发生与幽门螺杆菌感染关系密切[2]. 随着

研究的不断深入, 许多研究认为真核基因的剪

接调节在胃癌的发生及发展过程中起重要作用, 
目前已成为基于胃癌发病机制研究的重点和热

点[3,4]. 基因分析显示在胃癌的发生中超过50%
的基因发生异常剪接, 为胃癌发病机制的揭示

提供了新的信息. 本文通过针对Bax、CD44、

®
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人端粒酶逆转录酶(human telomerase reverse 
transcriptase, hTERT)、ING1、ING4、KAI1/
CD82、Mcl-1、MUC1、PD-L1等相关基因, 从
可变剪接在胃癌发生中的作用及其剪接变体的

种类等方面综述研究进展, 旨在为胃癌的发生

及其致病机制的研究提供重要参考. 

1  Bax

Bax为抑癌基因, 属于Bcl-2基因家族中具有促

进细胞凋亡作用的基因. Bax基因的突变经常出

现在人类消化系肿瘤及某些白血病中. 研究表

明, Bax基因的阅读框移位突变是相关肿瘤细胞

的主要突变方式, 60%的胃癌高度微卫星不稳定

肿瘤中有Bax基因的阅读框移位突变, 由此看出

Bax基因突变对于胃癌的发生有重要影响[5].

2  CD44

CD44是细胞表面的一种糖蛋白, 起着上皮细胞间

的相互粘连功能, 广泛存在于白细胞、上皮细胞

和内皮细胞上. CD44的20个外显子易被剪接而形

成许多变异体[6]. 在许多人类肿瘤组织中CD44剪
接变异体如v5、v6、v9的表达增高. Heider等发

现v5主要在弥漫型胃癌中表达[7], v5和v6在肠型

胃癌和肠上皮化生中均有表达. CD44变异体的功

能仍不很清楚, 有研究报道, CD44 v9与胃癌的远

处转移、肿瘤复发和死亡率有关[8].

3  hTERT

人端粒酶RNA广泛表达于正常组织和异常组织

中. 端粒酶活性是由hTERT在转录水平调控的, 
hTERT是端粒酶活性高低的限速决定因子, 与端

粒酶活性呈正相关[9]. hTERT基因有16个外显子, 
至少有13个选择性剪接位点. hTERT的表达在肿

瘤发生中起重要作用, 研究发现, hTERT在大多数

发生胃癌癌前病变组织中已经表达, 表明hTERT
事件在早期胃癌中发生, 并可能在胃癌发展中持

续起作用[10].

4  ING1

ING1是Arkavtsev等在1996年发现的一个候选抑

癌基因, 位于13号染色体长臂. ING1 mRNA通

过可变剪接可编码4种不同的蛋白质, 其中对于

P47 ING1b的研究较多[11]. ING1作为新的肿瘤抑

制基因, 有调控细胞周期、增强细胞对化疗药

物的敏感性、诱导细胞凋亡和DNA损伤修复的

功能. 许多研究表明ING1和P53有着功能方面的

协同作用, INGl基因不能单独发挥对细胞生长

的抑制作用, 是通过提高P53依赖的P21/wafl启
动子的活性来发挥作用. 尽管对于ING1基因发

生异常的失活机制仍不清楚, 但是随着研究的深

入, ING1基因(主要是P33 ING1基因)谜团的揭开

有望为恶性肿瘤的诊断和治疗提供新的线索.

5  ING4

I N G4[12]是抑癌基因I N G家族的一个新成员 , 
ING4基因由8个外显子和7个内含子组成, 通过

可变剪接产生4种剪接变体, 并且ING4的剪接变

体在正常组织和肿瘤组织中均有表达. ING4通
过抑制肿瘤血管的生成从而抑制肿瘤细胞的生

长, 并且可以抑制体外肿瘤细胞接触生长抑制

功能的丧失. 有研究发现ING4在胃癌、神经胶

质瘤、乳癌及头面部和颈部的鳞状细胞癌中低

表达[13]. ING4的异常剪接进一步导致胃腺癌中

基因的改变, 说明ING4的表达减低或异常很有

可能在胃腺癌的发生发展中都起作用[14].

6  KAI1/CD82

KAI1/CD82是一类广泛分布于多种细胞膜的糖

蛋白, 属于跨膜4超家族成员之一(TM4SF家族), 
因其具有4个高度保守的跨膜结构域而得名. 长
期的研究揭示TM4SF超家族蛋白主要参与调控

细胞增生, 而CD82对肿瘤的转移具有负调控作

用. 最近研究发现两者对多种肿瘤的转移具有

抑制作用, KAI1在恶性肿瘤组织中的表达有助

于判断疾病的进展与预后, 该家族对肿瘤细胞

的运动能力和转移能力有抑制作用. 有研究显

示在胃癌患者术后的转移灶中发现了剪接变体

KAI1. 基因组分析显示此变体来源于外显子7的
可变剪接. 这表明野生型KAI1与spliced-KAI1在
细胞运动能力、黏附能力、肿瘤生长和转移方

面有功能区别, spliced-KAI1的表达有可能成为

预后不良肿瘤患者的诊断标记[14-17].

7  Mcl-1

Mcl-1是Bcl-2凋亡调控基因家族中的一种抗凋

亡基因, Mcl-1与Bcl-2基因有相似的序列和功

能, 在细胞凋亡的过程中发挥重要作用. Mcl-1
的mRNA前体经过可变剪接产生截短体Mcl-1S, 
类似于BH3, 是一种凋亡控制蛋白, 可诱导细胞

凋亡. Mc l-1反义寡核糖酸能特异地针对靶标

Mcl-1 pre-mRNA起作用, 并且能够转换从Mcl-
1L(Long)到Mcl-1S(Short)的mRNA和蛋白质剪

接形式. 这种转化增加了促使细胞凋亡的Mcl-
1S的表达水平, 降低了抗细胞凋亡的Mcl-1L的

■研发前沿
真核基因的剪接
调节在胃癌的发
生及发展过程中
起重要作用, 目前
已成为基于胃癌
发病机制研究的
重点和热点.
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表达水平. Mcl-1过表达的意义可能为肿瘤的诊

治提供新的思路[18-22]. 

8  MUC1

MUC1黏蛋白为Ⅰ型跨膜糖蛋白, 在多种上皮

来源的肿瘤组织中异常表达, 在胃中是幽门螺

杆菌的配基并且对于胃癌的发生起重要作用. 
MUCl是其家族中克隆最早的跨膜黏蛋白基因, 
定位于1q21, 在正常人的胃肠道等腺上皮几乎

呈阳性表达. MUC1有保护细胞表面结构、释放

活性分子、参与信号转导及肿瘤侵袭转移等的

功能[23-26]. 研究认为, 肿瘤细胞膜上的MUC黏蛋

白的大量形成与肿瘤的侵袭和转移有关[27]. 目
前, 国内外研究的热点集中于MUC1与肿瘤的淋

巴结转移及预后的关系[28].

9  PD-L1

PD-L1是1999年发现的共刺激分子B7家族成员, 
能与T淋巴细胞和B淋巴细胞表面受体PD-l结合

从而下调免疫反应[29-31]. Dong等[32]研究表明, 肿
瘤细胞相关性PD-L1表达能够加速肿瘤抗原特异

性的T淋巴细胞的凋亡, 促进肿瘤细胞的生长, 介
导肿瘤逃逸. 目前已有研究发现PD-Ll的一种异

常剪接变异体PD-L1Ⅱ的存在, 两者分布存在较

大差异, PD-L1可能通过可变剪接方式对表达产

物进行调节从而对免疫应答进行调控[33]. 有研究

证明胃癌的浸润性淋巴细胞高水平表达PD-L1 
m R N A, 而胃癌的肿瘤细胞只低表达P D-L1 
mRNA[34]. 

10  结论

随着研究的不断深入, 目前已认识到可变剪接

在胃癌的发生及发展过程中起重要作用. 探索

剪接变体在胃癌发生中的变化模式有望为胃癌

发生及其诊断提供重要的检测生物标志物, 继
而为胃癌的临床诊断提供重要参考依据. 虽然

我们仍然处于了解全部胃癌相关可变剪接的初

级阶段, 但通过可变剪接进行癌症诊断和治疗

的尝试已日益受到人们的重视, 有可能为胃癌

和其他肿瘤的研究带来新的启示. 
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Abstract
A more differentiated therapy regimen for gas-
tric carcinoma requires more precise preopera-
tive staging. In patients with early gastric cancer 
(EGC), especially in cases with carcinoma con-
fined to mucosa, endoscopic resection (ER) is 
usually performed to avoid unnecessary surgical 
procedures. To achieve R0 resection for locally 
advanced gastric cancer (AGC), neoadjuvant 
treatments have been investigated. Clinical stag-
ing of gastric cancer has been greatly improved 
by advances in imaging techniques, such as en-
doscopic ultrasonography (EUS), transabdomi-
nal ultrasonography (TAUS), multi-slice spiral 
CT (MSCT), magnetic resonance imaging (MRI), 
positron emission tomography (PET), combined 
PET-CT scans, and laparoscopic staging. This 
paper aims to summarize the recent advances in 
preoperative staging of gastric cancer.

Key Words: Stomach neoplasm; Neoplasm staging; 

Surgery; Adjuvant therapy

Zhong H, Yan C, Yan M, Zhu ZG. Recent advances in pre-
operative staging of gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(1): 48-56

摘要
准确的胃癌术前分期是胃癌综合治疗方案实
施的需要. 早期胃癌, 特别是黏膜内癌, 可以
行内镜下切除以避免不必要的外科手术; 为
了获得局部进展期胃癌R0切除, 新辅助治疗
备受关注并已展开探索. 随着内镜超声检查
(endoscopic ultrasonography, EUS)、经腹超声
检查(transabdominal ultrasonography, TAUS)、
多层螺旋CT(multi-slice spiral CT, MSCT)、磁
共振成像(magnetic resonance imaging, MRI)、
正电子发射型断层成像(posi t ron emiss ion 
tomography, PET)、PET-CT和腹腔镜探查分
期等影像学技术的发展, 胃癌临床分期的准确
率已得到明显改善. 本文旨在对胃癌术前分期
的研究现状作一综述. 

关键词: 胃肿瘤; 肿瘤分期; 手术; 辅助治疗
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0  引言

准确的胃癌术前分期对选择合理的治疗方案、

评价预后等具有重要的指导意义, 特别是随着

经内镜、腹腔镜治疗及术前辅助化疗等新技术

的开展, 准确的术前分期显得尤为重要. 传统

的胃癌术前检查方法包括胃镜、X线对比检查

等, 但其在术前分期方面存在明显的局限性, 而
随着内镜超声检查(endoscopic ultrasonography, 
EUS)、经腹超声检查(transabdominal ultraso-
nography, TAUS)、多层螺旋CT(multi-slice spiral 
CT, MSCT)、磁共振成像(magnetic resonance 
imaging, MRI)、正电子发射型断层成像(posi-
tron emission tomography, PET)、PET-CT、腹腔

镜和腹腔镜超声检查(laparoscopic ultrasonogra-

®

■背景资料
胃癌术前分期是
实施胃癌综合治
疗方案的需要, 在
胃癌术前评估的
基础上, 不同分期
可选择相应的治
疗 方 案 .  研 究 精
准、合理的胃癌
术前分期方案则
是目前胃癌研究
领域的一个热点. 
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phy, LUS)等影像学技术的发展及其检查方法的

改进, 胃癌术前分期的准确率得到明显提高, 从
而基本满足了胃癌综合治疗方案实施的需要. 
本文将就胃癌术前分期的临床意义及各种检查

方法的临床应用价值作一阐述. 

1  胃癌术前分期的临床意义

胃癌术前分期是实施胃癌综合治疗方案的需

要, 在胃癌术前评估的基础上, 不同分期可选

择相应的治疗方案. 日本《胃癌治疗指南》(第
3版)[1]中根据胃癌的临床分期确定如下治疗方

案: 部分胃黏膜癌因其淋巴结转移率极低可行

局限性切除术, 如内镜下黏膜切除术(endoscopic 
mucosal resection, EMR)或内镜黏膜下剥离术

(endoscopic submucosal dissection, ESD)等; 部
分胃黏膜癌和黏膜下癌可行D1或D1+淋巴结清

扫; 对于进展期胃癌或术前判断为有淋巴结转

移的早期胃癌均需行D2淋巴结清扫; 对于临床

分期为M1期(有远处转移)的胃癌仅行姑息性治

疗(图1). 此外, 部分局部进展期胃癌, 单纯手术

往往难以达到根治的目的, 常存在肉眼或镜下

残留灶, 所以多为姑息性切除且不能明显改善

预后, 对于这部分病例有必要行新辅助化疗等

术前治疗, 待肿瘤体积或转移灶得以适当控制

后再考虑手术[2,3]. 新近一项由英国医学研究委

员会主持的术前化疗Ⅲ期临床研究(MAGIC研

究)表明, 以ECF(表柔比星、顺铂和5-FU)方案

进行围手术期化疗可以显著改善可切除胃癌的

无进展生存和总生存, 从而奠定了围手术期化

疗在可切除胃癌患者中的标准治疗地位[4]. 2010
年《NCCN胃癌临床实践指南(中国版)》中确

定, 对于术前判断为进展期或伴有淋巴结转移

(无远处转移)的可切除胃癌患者, 除行手术治疗

外, 可考虑选择术前化疗或放化疗后再手术. 对
于无远处转移、肿瘤无法切除的局部晚期胃癌

可选择45.0-50.4 Gy放疗+同时予以氟尿嘧啶类

(5-FU、卡培他滨)为基础的放疗增敏剂或化疗, 
治疗后重新分期, 如达到完全缓解或明显缓解, 
适当时可行手术治疗. 从上述两个胃癌治疗指

南不难看出, 准确的术前分期对选择合理的治

疗方案至关重要, 研究精准、合理的胃癌术前

分期方案将是目前胃癌研究领域的一个热点. 
需要指出的是, 国际抗癌联盟(Union for 

International Cancer Control, UICC)/美国癌症联

合委员会(American Joint Committee on Cancer, 
AJCC)新近发布了第7版胃癌TNM分期系统, 并

正式应用于临床实践; 2010-03的新版日本《胃

癌处理规约》(第14版)[5]在胃癌N分期上放弃

了第13版中按解剖学的群(站)分类法, 采用了

UICC/AJCC的新版分期法, 从而在世界范围内

首次实现了胃癌分期系统的统一, 为横向评价

胃癌疗效提供了权威的标准, 对促进胃癌的临

床研究具有不可估量的作用. 上述两个胃癌治

疗指南中应用的即为新版胃癌TNM分期法. 但
目前尚无基于胃癌新版分期系统的术前分期研

究报道, 既往研究采用的多为UICC第4、5或6版
TNM分期系统, 故下述胃癌术前分期方法中提

及的分期准确率均基于旧版分期系统.

2  胃癌术前分期的方法

2.1 EUS EUS具备内镜和超声的双重功能, 一般

正常胃壁在EUS图像上呈5层结构, 由内至外依

次为: 高回声层(相应于黏膜界面层)、低回声层

(相应于黏膜固有层)、高回声层(相应于黏膜下

层)、低回声层(相应于固有肌层)、高回声层(相
应于浆膜层和浆膜下层), EUS可根据最深破坏

层次判断胃癌浸润深度; 同时EUS可以通过淋

巴结的形状、回声密度等判断其有无转移, 文
献报道EUS对胃癌术前T、N分期的准确率可分

别达70%-88%和65%-77%[6-8], 并且其为目前唯

一能比较准确鉴别黏膜和黏膜下癌的检查方法. 
我们研究显示EUS对胃癌T分期的判断准确率

为80.3%, 其鉴别胃黏膜和黏膜下癌的准确率为

63.6%, 并且EUS对临床病理特征符合EMR等微

创手术指征的早期胃癌(隆起型、平坦型或不伴

溃疡或溃疡疤痕的凹陷型; 组织学分化型; 直径

<2 cm)浸润深度的判断准确率较高[9]; EUS对胃

癌N分期的判断准确率为65.1%, 其中N0 89.4%, 
N1 64.3%, N2 29.0%[10]. 

■研发前沿
深入研究 M S C T
对胃癌术前分期
的价值, 建立及优
化适应我国国情
的胃癌患者行腹
腔镜探查分期的
指征, 以及开展多
中心大宗病例研
究以明确PET或
PET-CT对胃癌新
辅助化疗等术前
治疗疗效预测的
价值是目前胃癌
术前分期领域的
研究热点.

图  1  日本《胃癌治疗指南》(第3版)中基于胃癌临床分期
的治疗方案.
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但EUS对T4期胃癌的判断准确率相对较低, 
主要由于EUS受到探头主体扫描范围的限制, 
有时对较大的T4期肿瘤外边界显示欠清, 并无

法明确胃周脏器的具体浸润情况. 新近, EUS对
早期胃癌浸润深度判断的临床应用价值亦受到

质疑, 比较研究显示EUS对胃黏膜癌和黏膜下

癌的鉴别准确率与单纯运用胃镜相比并无优势

(67.4%-78.9% vs  73.7%-81.4%)[11,12]. 同时, EUS
对胃癌转移淋巴结的检出率仍受其部位和大小

的影响, 多数腹腔动脉周围的转移淋巴结离超

声探头较远而难以被EUS检出. 此外, EUS受到

超声束穿透距离的限制(7.5 MHz, 最大穿透距

离为5-7 cm), 一般肝右叶大部, 腹腔内肠系膜上

血管以下的后腹膜和肠系膜淋巴结等均不能被

EUS探及, 所以EUS对于胃癌N和M分期存在一

定的局限性, 特别是对M分期不能提供结论性

诊断. 所以, 单独运用EUS不能满足实施胃癌综

合治疗方案的需要, 有必要联合螺旋CT和腹腔

镜等检查以进一步提高胃癌术前分期的准确率. 
2010年《NCCN胃癌临床实践指南》[13]中仅将

EUS列为术前可选择检查项目. 
2.2 TAUS TAUS操作简便、经济且无创, 近年来, 
随着其仪器性能和检查方法的改进, 对胃癌术

前分期的判断准确率亦有所提高. 经腹超声检查

时正常胃壁亦可呈5层结构, 尽管其总体清晰度

可能不及EUS, 但仍是其准确判断胃癌T分期的

基础, 有研究显示其对胃癌术前T分期的判断准

确率亦达78.6%-81.0%[14-16], 而肿瘤与胰腺间“滑

动征”阴性有助于判断胃癌胰腺浸润[17]. 同时, 
其对胃癌腹腔动脉周围淋巴结转移的敏感度

和对该区域转移淋巴结的检出率分别达74%和

73.9%[18]. 此外, TAUS还有助于胃癌远处转移病

灶的检出, 特别是肝脏转移. 有研究显示胃癌病

灶的彩色多普勒血管指数(color doppler vascu-
larity index, CDVI)与胃癌微血管密度(microves-
sel density, MVD)呈线性相关, 并且是胃癌患者

的独立预后因素[19]. 
但是, 由于受肋骨和胃底气体的干扰, 超声

对胃底肿瘤的探测常不够理想, 并且, 胃体上部

和胃底部癌由于其和胰尾在腹腔内特定的解剖

位置关系, 滑动征的运用受到明显限制, 我们研

究显示TAUS对胃癌术前T分期的准确率仅56%, 
对胃癌N分期的判断准确率为57.1%, 其中N0 
100%、N1 16.7%、N2 35.3%. 并且TAUS对胃癌

综合TNM分期判断的临床应用价值相对有限. 
所以, 尽管TAUS对胃癌术前T、N和M分期均具

一定的临床实用价值, 并且其通过彩色多普勒

超声检测的胃癌CDVI能较好的反映肿瘤血管生

成的情况, 2010年《NCCN胃癌临床实践指南》

中并未将其列入术前检查项目. 但是, 根据我国

国情, 我们认为TAUS可作为胃癌患者术前的一

项常规检查, 特别是在经济欠发达地区[20]. 
2.3 MSCT 长期以来, CT一直作为胃癌患者检

出远处转移的主要检查方法. 随着CT扫描技术

的改进, 特别是MSCT的临床应用, 由于其扫描

速度快, 能完成对靶器官的多期扫描, 同时可

对容积扫描数据进行多层面重建(mult iplanar 
reconstruction, MPR), 甚至可实现CT仿真胃镜

(CT virtual gastroscopy, CTVG), 使得CT对胃

癌原发灶的检出率和TNM分期的准确率均得

到明显提高. 在MSCT图像上, 正常胃壁厚度

一般在5 mm以下, 在CT增强扫描图像上可呈

1-3层结构. 其3层结构对应关系为: (1)明显增

强的内层(相应于黏膜层和黏膜肌层); (2)中间

低密度层(相应于黏膜下层, 包含脂肪和结缔组

织); (3)外层轻微增强(相应于固有肌层和浆膜

层). 胃癌则表现为胃壁增厚和(或)胃壁异常增

强, MSCT判断其浸润深度的标准见表1. 早年

(1997-2001年)的文献报道显示, 动态或螺旋CT
对胃癌T分期的判断准确率可达60.6%-87%, 其
中T1 40%-100%, T2 35.9%-88%, T3 50%-100%, 
T4 33.3%-100%[21,22];  综合各组的数据显示 , 
C T对胃癌T分期的准确率为75.7%(376/497), 
其中T1 84.4%(130/154), T2 65.9%(110/167), 
T 3 76 .3%(87 /114) ,  T 4 79%(49 /62) .  近年

(2004-2007年)的文献报道显示, M S C T对胃

癌T分期的判断准确率达77.9%(380/488), 其
中T1 72.7%(129/179), T2 83.5%(81/97), T3 
82.4%(103/125), T4 76.5%(13/17); MSCT对胃

癌淋巴结转移判断的敏感度、特异度和准确

率分别为84.6%(132/156)、73.9%(119/161)和
79.2%(251/317)[23].

我们的一项大宗病例研究显示, MSCT对胃

癌术前T分期的总体判断准确率较高(73.8%), 特
别是对T3和T4期胃癌的判断准确率分别达86.5%
和85.8%[23]. 同时, 尽管MSCT对早期胃癌的检

出率偏低, 但被MSCT检出的早期胃癌由于其淋

巴结转移率高、肿瘤较大以及黏膜下癌比例高, 
不宜行EMR或ESD等治疗[23]. 值得指出的是, 三
期扫描对胃癌浸润深度的判断具有较大的价值, 
因为部分胃癌具有从黏膜层到浆膜层渐进性强

化的特点, Takao等[24]的研究亦显示有28%的进

■相关报道
Kwee等对胃癌术
前T和N分期的影
像学研究进展分
别进行了荟萃分
析 ,  Dassen等对
PET在胃癌术前
分期中的应用价
值进行了详尽的
综述, 反应了目前
该领域的国际研
究现状.
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展期胃癌从动脉期到平衡期呈渐进性强化, 而
此类胃癌多半为硬癌. MSCT对胃癌N分期的判

断准确率为75.2%, 其中N0 76.2%, N1 68.8%, N2 
80.6%[23]. 

早期的比较研究显示CT对胃癌术前T、N
分期的准确率仅分别为42%-43%和49%-51%, 
而EUS则分别达71%-86%和65%-74%[25,26], 因
此EUS被认为是胃癌术前分期的首选方法. 但
近期的比较研究亦显示MSCT对胃癌术前T、
N分期的准确率(76%-83.3%, 62.8%-75%)与
EUS(74.7%-87.5%, 66%-90%)无明显差别[27-29]. 
我们的一项比较研究显示, MSCT较之EUS在N
分期上有一定的优势, 且对胃周脏器浸润的判

断准确率较高, 并鉴于MSCT目前为诊断胃癌远

处转移的主要常用检查方法, 所以其作为一项

“全合一”检查, 可以代替EUS成为胃癌术前

分期的首选方法[30-32]. 2010年《NCCN胃癌临床

实践指南》中已将腹部CT列为术前必须检查项

目, 并将EUS列为可选择检查项目. 
此外, CTVG对提高早期胃癌的检出率和

进展期胃癌大体分型的鉴别准确率有一定的价

值[33]. 术前通过MSCT行3D-CTA明确胃周血管

的解剖关系有助于腹腔镜胃癌手术的实施[34,35]. 
MSCT图像上胃癌强化程度和瘤周低密度带厚

度有助于对胃癌组织学类型的判断, 且瘤周低

密度带厚度还有助于对淋巴结转移的判断 [36]. 
MSCT灌注成像技术可获得反映胃癌血管通透

性的量化值(表面通透性值), 并有助于对胃癌

TNM分期和组织学类型等的预测[37,38]. 胃肝样腺

癌、EB病毒相关性胃癌及胃黏液腺癌等均有其

相对特异的MSCT征象[39-41]. 通过MSCT检测的胃

癌患者腹部形态有助于判断其术后短期结局[42]; 
并且对于可切除性胃癌, MSCT评估的临床分期

有助于对其预后的判断[43]. 另外, CT是目前评估

胃癌化疗等治疗方法疗效和随访的最为常用的

影像学方法, 新近有研究利用MSCT后处理工作

站提供的容积测量工具得到胃原发灶的体积数

据, 通过计算得到体积退缩率, 发现其与胃癌新

辅动化疗后病理缓解分级的相关性优于淋巴结

及癌肿厚度退缩率, 甚至优于PET-CT检测的标

准摄取值(standard uptake value, SUV)[44]. 所以, 
随着影像技术的进展, CT对于胃癌患者已突破

单一的“诊断+分期”模式, 逐步形成涵盖精确

分期、疗效评价、预后评估和术后并发症检测

及随访为一体的影像学评价体系[45]. 
尽管CT对胃癌术前TNM分期的判断准确

率已得到明显提高, 且对术前T分期的研究结果

已趋一致, 新近研究显示采用血管探针重建技

术可进一步将T分期的准确率提高至94%[46]; 但
对于胃癌术前N分期还存在较多的分歧和不足. 
我们前期研究和文献报道均显示, MSCT对N分

期的预测如采用新版分期系统(淋巴结转移数

目)及现有以淋巴结大小为主的鉴别淋巴结转移

与否的诊断标准将产生不足分期的趋势[43,47,48]. 
目前亟待进一步建立和优化鉴别淋巴结转移与

否的综合诊断标准以提高胃癌术前N分期的诊

断准确率, 以满足新版分期在临床实践中的需

求. 有报道显示胃癌患者最大转移淋巴结直径

与其淋巴结转移数目呈线性相关[49], 我们研究

显示MSCT检出的最大淋巴结的直径对胃癌淋

巴结转移数目和N分期术前预测有一定的价值, 
其准确率与采用检出转移淋巴结计数的方法基

本一致, 并可避免不足分期的趋势, 有望作为该

传统方法的有益补充[47]. 此外, 尽管MSCT对胃

癌远处转移已具较高的诊断准确率, 但其对胃

癌腹膜转移的敏感度仍较低, 仅为51%, 所以必

须联合腹腔镜检查以提高对胃癌腹膜转移判断

的准确率[50]. 2010年《NCCN胃癌临床实践指

■创新盘点
本文以新版日本
《 胃 癌 治 疗 指
南》及《NCCN
胃癌临床实践指
南》为基础, 对胃
癌术前分期的临
床意义及各种检
查方法的临床应
用价值作了详尽
的阐述, 展现了目
前该领域的研究
全貌及最新进展. 

表  1  胃癌T分期的MSCT诊断标准

     
分期

                                                                                 MSCT诊断标准

                           正常胃壁呈单层结构                                   正常胃壁呈多层结构

T1 非透壁性明显增强并伴胃壁局灶性增厚, 或仅明显

增强而无胃壁增厚, 或未检出病灶

胃壁增厚且明显增强, 但不伴中、外层的突然消失, 或未

检出病灶
T2 胃壁透壁性增强并伴局灶性增厚, 并且其外边界光整

和(或)病灶周围脂肪层清晰

胃壁异常增强并伴中、外层的突然消失, 并且其外边界

光整和(或)病灶周围脂肪层清晰
T3 增厚胃壁外边界不规则或呈条索状高密度影, 和(或)

病灶周围脂肪层模糊

增厚胃壁外边界不规则或呈条索状高密度影, 和(或)病灶

周围脂肪层模糊
T4 胃癌与邻近脏器间的脂肪层消失, 同时伴有邻近脏器

内CT值的改变

胃癌与邻近脏器间的脂肪层消失, 同时伴有邻近脏器内

CT值的改变
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南》中推荐对每位MSCT等检查未检出远处转

移的胃癌患者进行腹腔镜探查分期, 但这将导

致许多患者接受无谓的腹腔镜检查以及医疗费

用的增加, 所以目前亟待建立适应我国国情的

胃癌患者行腹腔镜探查分期的指征. 
2.4 MRI 目前由于快速MRI技术的发展, 不仅

提高了图像清晰度, 而且由于成像速度快, 可
进行动态增强扫描 ,  从而为胃癌术前分期提

供了与C T相当的图像质量. M R I在扰相位梯

度回波成像时 ,  胃壁及胃周脂肪间由于化学

位移和相位抹消伪影产生一低信号带 ,  该低

信号带对胃癌浆膜层浸润的判断具有较大的

价值 .  文献报道M R I对胃癌T分期的判断准

确率可达73.3%-88%, 其中T1 75%-100%, T2 
63%-80%, T3 78.6%-96%, T4 40%-100%[22]. 综
合各组的数据显示 ,  M R I对胃癌T分期的准

确率为82.7%(182/220), 其中T1 84.6%(11/13), 
T 2 72.4%(42/58) ,  T 3 89.5%(102/114) ,  T 4 
77.1%(27/35). 并且其对淋巴结和肝脏转移的判

断准确率亦较高. 
Kim等[51]研究显示, MRI对胃癌术前T分期的

判断准确率显著高于螺旋CT(81% vs  73%); Sohn
等[52]研究亦显示, MRI胃癌T分期的判断准确率

稍优于螺旋CT(73.3% vs  66.7%); 新近的一项比

较研究显示MRI与MSCT对胃癌术前T分期的准

确率基本一致(74.4% vs  76.7%)[53]. 两项比较研究

显示, MRI对胃癌术前N分期的判断准确率稍低

于螺旋CT(55%-65% vs 58.6%-73.0%), 但无统计

学差异[51,52]. 我们研究显示MRI和MSCT对胃癌

术前T分期的判断准确率基本相当, 但MRI对于

胃癌术前N分期的判断准确率和对淋巴结转移

的敏感度低于MSCT, 所以MRI目前尚不能完全

取代MSCT在胃癌术前分期中的应用[54]. 2010年
《NCCN胃癌临床实践指南》中未将MRI列入

术前检查项目. 
2.5 腹腔镜检查和LUS 目前普遍认为, 在非侵袭

性影像学检查中, EUS、TAUS、MSCT和MRI
等检查方法对腹膜转移的敏感度均较低, 而通

过腹腔镜对腹腔的直视检查则可鉴别其他影像

学方法难检出的较小的网膜及腹膜种植灶, 有
望填补这一诊断间隙, 腹腔镜超声则为了传统

腹腔镜检查提供了类似于EUS的图像质量. 
腹腔镜检查对胃癌可切除性判断的准确率

达91.6%-96%, 对腹膜转移的敏感度为69%-96%, 
对肝脏转移的敏感度为60%-96%. Stell等[55]研究

发现腹腔镜、B超和CT对肝脏转移判断的准确

率分别为99%、76%和79%, 对腹膜转移的判断

准确率分别为94%、84%和81%, 腹腔镜检查明

显优于B超和CT. Lowy等[56]认为虽然新型CT对
胃癌肝转移的敏感度高, 假阴性率仅4%, 不失为

一种有效的分期方法, 但对缺乏腹水的腹膜转

移则敏感度较差, 假阴性率达25%, 而腹腔镜检

查成功地检出了其中94%的病例. 近年Muntean
等[57]研究显示, 诊断性腹腔镜检查对胃癌远处

转移的敏感度、特异度和准确率分别为89%、

100%和95.5%, 成功避免了37.8%患者行不必要

的剖腹探查术, 研究者据此认为行新辅助化疗等

术前治疗的患者应常规接受诊断性腹腔镜检查.
L U S则综合了腹腔镜和内镜超声检查的

优点, 其对肿瘤的T分期接近于EUS, 准确率达

92%, 并可检出直径仅3 mm的转移淋巴结, 能对

所有16组淋巴结作出比较准确的评估, 其准确

率达89%. LUS可检出腹腔镜检查漏诊的肝脏

转移灶, 其对肿瘤的M分期准确率达92%. 此外, 
LUS对肿瘤可切除性的评估准确率达96%, 有报

道联合EUS和LUS对不可切除病例的检出率达

100%. 但是, LUS对胃癌临床分期评估的运用在

世界范围内并未普及, 近年已少有文献报道. 
与此同时, 就存在诊断性腹腔镜检查的指

征问题, 2010年《NCCN胃癌临床实践指南》

中推荐对每位MSCT等检查未检出远处转移的

胃癌患者进行腹腔镜探查分期. 既往有研究对

CT检查排除明显远处转移的病例即行腹腔镜检

查, 结果虽然提高了手术切除率, 但2/3以上的病

例接受了无谓的腹腔镜检查. Lehnert等[58]在对

120例胃癌患者的前瞻性研究中, 仅对临床分期

(CT、MRI和EUS等)可疑T4期和可疑存在腹膜

和肝脏转移的病例行腹腔镜检查, 结果既提高

了手术切除率, 又避免了无谓的腹腔镜探查. Fe-
ussner等[59]对111例CT和EUS判断为T3或T4期并

排除了有明显远处转移的胃癌患者行术前诊断

性腹腔镜及LUS, 结果修改了46%胃癌患者的术

前分期, 改变了40.5%患者的治疗方案, 避免了

不必要的术前化疗和剖腹探查术. 该研究认为

腹腔镜和LUS所增加的医疗费用完全可为避免

不必要的手术、降低并发症等所减少的费用抵

偿. 近年Song等[60]对符合上述条件的胃癌患者

行诊断性腹腔镜检查, 亦取得了较好的临床效

果. 由于诊断性腹腔镜检查主要用于检出腹膜

转移, Hur等[61]研究显示, 如仅对临床分期为T3或

T4期、无明显腹膜转移、大体分型为Borrmann 
Ⅲ或Ⅳ型、肿瘤直径>4 cm的胃癌患者行诊断

■应用要点
随着影像学技术
的发展, 胃癌术前
分期的准确率得
到明显提高, 基本
满足了胃癌综合
治疗方案实施的
需要, 但仍有待探
讨更精确、合理
的术前检查方案. 
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性腹腔镜检查, 可以在Feussner等[59]标准的基础

上进一步降低腹腔镜探查率及提高结果阳性率. 
我们近期的一项大宗病例研究显示, 对MSCT判
断为T0-2NxM0或TxN0M0期, 或肿瘤较小的胃癌病

例由于其腹膜转移的发生概率较小而无需行腹

腔镜探查[50]. 
2.6 PET和PET-CT PET针对肿瘤特殊的生物学

特点, 通过选择不同的显像剂, 从分子水平显示

肿瘤细胞的特征, 为临床提供肿瘤特征化和诊

治相关的信息, 最常用的显像剂是18F-氟代脱氧

葡萄糖(18F-fluorodeoxyglucose, 18F-FDG). PET
可以同时对胃癌原发病灶、淋巴结转移、远处

组织和器官转移作出判断, 对肿瘤的分期和治

疗计划的制定有着重要的参考作用. PET较高

的敏感度和特异度并不依赖于肿瘤的形态学改

变, 他根据细胞的生理、生化功能的改变, 从18F-
FDG摄取的角度发现恶变细胞, 并准确地作出

定位和定性诊断. 
国内一项研究显示PET对胃癌判断的敏感

度和特异度分别为92%和71%, 对淋巴结转移

的敏感度达80%, 对远处转移的敏感度为7/8[62]. 
国外多项研究显示PET对胃癌诊断的敏感度和

特异度分别为58%-94%和78%-100%[63]. PET对
胃黏液腺癌、印戒细胞癌、低分化腺癌以及

弥漫型胃癌(Lauren分型)的检出率较之管状腺

癌、中分化腺癌及肠型胃癌为低[63]. 各项结果

间的差异与各组病例间上述病理类型所占的比

例存在一定的相关性. PET对区域转移淋巴结

的显示不佳, 无法将其与原发灶清楚鉴别开[64]. 
PET对胃癌各站转移淋巴结的检出敏感度均较

低, 特别是对N1站, 显著低于CT(17.6%-46.4% 
vs 58%-89.3%)[63]. PET对胃癌腹膜转移的敏感

度和特异度分别为9%-50%和63%-99%[63]. PET
对胃癌肝脏转移判断的敏感度和特异度分别

为85%和74%, 对肺转移的判断分别为67%和

88%, 对骨转移的判断则为30%和82%[63]. 此外, 
尽管PET-CT较之PET有更多的优势, 其对进展

期胃癌的检出率与C T基本一致 ,  但其对胃癌

诊断的敏感度仍受病理类型的影响, 其对区域

淋巴结转移检出的敏感度仍显著低于CT(41% 
vs  75%)[65]. 同时, 近期两项比较研究显示, PET
和PET-CT对腹膜转移的诊断敏感度显著低于

CT(35.3%-57.1% vs 76.5%-82.1%)[66,67]. 所以, 单
用PET或PET-CT对胃癌进行检测和术前分期并

不能提供充分的诊断信息. 
尽管单用PET或PET-CT对胃癌术前分期的

价值并未获得广泛认可, 但其另一项功能却越

来越受到关注. PET可作为肿瘤治疗效果检测和

评估指标, 18F-FDG摄取率的下降是证明肿瘤对

治疗出现反应的客观标准. 在细胞培养和动物

试验中证明, 在放、化疗初期, 存活的细胞18F-
FDG摄取是增高的, 但临床上的研究却恰恰相

反, 18F-FDG的摄取率和肿瘤细胞的减少是平行

的. 少数学者甚至认为18F-FDG是唯一可以检测

肿瘤放、化疗有效性的方法. 肿瘤糖代谢的降

低加速了肿瘤体积的缩小, 尤其是化疗后, 18F-
FDG摄取率下降比肿瘤缩小出现更早, 也更敏

感. 如治疗后SUV下降程度越高, 说明肿瘤对治

疗越敏感, 肿瘤细胞坏死越多, 虽然形态学上没

有太大的改变, 但PET却已经能预言患者良好

的预后了. Ott等[68,69]的前瞻性研究显示PET可以

预测原发灶摄取FDG的胃癌病例对新辅助化疗

的疗效及其预后. 通过比较初始治疗前及2 wk
后胃癌原发灶SUV的变化准确地反映疗效, 从
而在治疗早期使疗效不佳者避免无效治疗, 及
时采用二线治疗以改善预后. 但是, 近期两项研

究却显示, PET或PET-CT可能又无法准确反应

新辅助化疗后的组织病理反应疗效[44,70]. 所以, 
有待深入开展多中心大宗病例研究以取得足够

的循证医学依据, 以明确PET或PET-CT对胃癌

新辅助化疗等术前治疗疗效预测的价值. 2010
年《NCCN胃癌临床实践指南》中仅将PET或
PET-CT列为术前可选择检查项目.

3  结论

准确的胃癌术前分期对选择合理的治疗方案、

评价预后等具有重要的指导意义. 随着影像学

技术的发展, 胃癌术前分期的准确率得到明显

提高, 基本满足了胃癌综合治疗方案实施的需

要, 但仍有待探讨更精确、合理的术前检查方

案, 并最终达到提高胃癌患者预后及生活质量

的目的. 
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Abstract
The etiology of inflammatory bowel disease 
(IBD) has not been fully elucidated. Evidence in-
dicates that dysregulation of intestinal mucosal 
immunity plays a critical role in the pathogen-
esis of IBD since it can cause overproduction of 
inflammatory cytokines and lead to uncontrolled 
intestinal inflammation. Cytokines play a pivotal 
role in modulating inflammation and may there-
fore be a good target for IBD therapy. Interleu-
kin-10 (IL-10) is a regulatory cytokine which in-
hibits both antigen presentation and subsequent 
pro-inflammatory cytokine release and has been 
proposed as a potent anti-inflammatory biologi-
cal therapy for chronic IBD. Many IL-10-based 
strategies have been developed for treatment of 
IBD, including recombinant IL-10, genetically 
modified bacteria expressing IL-10, adenoviral 
vectors encoding IL-10, and combination ther-
apy with IL-10 and Treg cells. The use of IL-10-

based strategies will provide new insights into 
cell- and gene-based treatment for IBD.  

Key Words: Interleukin-10; Inflammatory bowel 
disease; Gene therapy
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一种慢性、复发性的肠道炎症疾病, 其明确
病因目前仍不清楚. 肠道免疫功能异常导致过
量炎症因子释放损伤肠道黏膜在IBD发病中
起着关键作用, 应用免疫抑制剂减少炎症因子
的释放也被应用于IBD的治疗. 近年来利用细
胞因子调节机体免疫功能以治疗IBD的研究
日渐增多, 大量的实验及前期临床研究表明
IL-10作为一种免疫调节因子, 其对IBD良好的
治疗效应预示着他将有可能为未来IBD治疗
提供新的方法. 然而, IL-10在临床应用尚存在
瓶颈, 如何更好地利用他使其发挥最大的生物
学效应是未来的研究重点. 目前已经出现了一
些新型的方法, 如利用基因修饰细菌、腺病
毒编码IL-10以及联合Treg细胞等. 本文将对
IL-10在炎症性肠病的发病以及治疗方面的研
究进展作一综述. 

关键词: 白介素10; 炎症性肠病; 基因治疗
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0  引言

白介素-10(interleukin-10, IL-10)是机体内重要

的免疫调节因子, 能抑制多种炎症因子的合成

和生物活性, 是一种重要的抗炎因子. IL-10可抑

制抗原递呈反应以及炎症细胞因子的释放, 其
在炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的发病中可能发挥着重要的作用. IL-10作为一

种有效的炎症抑制因子, 已被应用于IBD治疗的

研究中, 尽管目前临床前期研究显示其效果并

www.wjgnet.com
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■背景资料
炎症性肠病(IBD)
是一种慢性迁延
性肠道免疫性疾
病 ,  其 发 病 率 有
逐年增长的趋势. 
目前 I B D的临床
药物治疗并不理
想, 缓解率低, 复
发 率 高 .  近 年 来
大量的基础及前
期临床研究发现, 
IL-10在IBD发病
中起着重要作用, 
并证实其对 I B D
的肠道炎症具有
较好的缓解作用. 
I L - 1 0 有 可 能 为
I B D的治疗提供
新方法, 然而, 要
将IL-10应用至临
床治疗中仍有许
多困难, 例如如何
提高他的生物效
应及避免不良反
应等, 要解决这些
问题仍需大量的
研究工作.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科



不理想, 但其仍被认为在IBD的治疗具有广泛前

景. 本文将对IL-10的生物学特性以及其在IBD
发病和治疗中的研究进展作一综述. 

1  白介素的来源以及生物活性

IL-10最早由Fiorentino等研究发现, 当时被命

名为细胞因子合成抑制因子(cytokine synthesis 
inhibitory factor, CSIF), 具有很强的免疫调节作

用, 能有效抑制炎症细胞因子的合成, 如干扰素

-γ(interferon-γ, IFN-γ), IL-2等[1,2]. 尽管IL-10最早

被定义为Th2细胞因子, 但随着研究深入, 发现

Treg、Tr1、Th1和TH17也是IL-10主要的来源[3,4].
IL-10能抑制T淋巴细胞、单核细胞功能以

及巨噬细胞的活化和效应作用, 是一个对大多

数造血细胞都有不同影响的细胞因子, 其最主

要的功能是限制和最终终止炎症反应[5]. 除此之

外, IL-10还能调节B淋巴细胞, NK细胞, 细胞毒

性和辅助性T淋巴细胞, 肥大细胞, 粒细胞, 树突

状细胞, 角质形成细胞和内皮细胞的生长和分

化. 抗原递呈细胞(antigen presenting cells, APCs)
和淋巴细胞是IL-10的主要效应靶细胞, 与这些

细胞作用后可调节Th1和Th2细胞因子的平衡, 
这是其调节机体炎症反应的主要机制. IL-10可
以有效抑制IL-1、IL-6、IL-12和肿瘤坏死因子

(tumor necrosis factor, TNF)等一些主要的促炎症

因子的产生. IL-10对Th17也有较强的抑制作用, 
他可以通过与IL-10受体结合促进Foxp3+ T淋巴

细胞的增殖, 而抑制IL-17产生细胞Th17的活化

和增殖[6], 当Th17细胞发生极化时所分泌的IL-10
可以抑制Th17细胞的致病效应; IL-10也是介导

IL-27抑制Th17生物活性的途径中重要因子.
由于IL-10具有强有力的抗炎作用以及广泛

的免疫调节的特性, IL-10与很多免疫性疾病的

发生都有着密切的联系, 如IBD, 风湿性关节炎

(rheumatoid arthritis, RA), 糖尿病, 肿瘤和银屑病

等. 研究IL-10在免疫调节中的作用及相关机制, 
对进一步了解免疫性疾病的发病并探索可能的

治疗方法具有重要意义.

2  IL-10在IBD中的表达及功能

IBD主要包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)和克罗恩病(Crohn's disease, CD), 目前对

于其明确的发病机制仍不是很清楚. 近年来认

为肠黏膜免疫紊乱在IBD发病机制中具有中心

性地位, 其中一个极为重要的发病机制是炎症

因子(如TNF、IL-1β、IL-6等)与抗炎因子(如
IL-10、TGFβ等)平衡失调[7,8]和机体组织Treg细
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胞的数量及功能明显不足所致[9]. 
目前研究发现, IL-10参与了IBD发病. 利用

IL-10基因缺陷小鼠可建立结肠炎小鼠模型[10], 
IL-10受体编码基因突变或者缺陷导致IBD的发

病[11], 说明其在IBD发病中的作用是值得重视

的. 基因的易感性也是IBD发病的一重要因素, 一
项针对具有法国-加拿大血统儿童CD患者的基因

变种研究中显示, IL-10启动子基因编码区发生变

异可导致增加儿童患CD的风险[12]. 基因研究小

组最近也将IL-10确定为UC的易感基因[13,14], CD
患者的发病与其IL-10的分泌能力缺陷有密切的

关系[15]. Schmit等[16]将取自CD患者非炎症部分

的活检组织与rhIL-10进行共育培养, 结果显示

rhIL-10能明显下调TNF-α的分泌, 说明IL-10能
抑制炎症因子的产生. IL-10在维持肠道黏膜屏

障的完整性中起着关键作用, 当肠上皮细胞中

IL-10发生缺失, 可导致IL-10的可诱导性和免疫

抑制基因BCL3下调, 而IFN-γ, TNF-α和IL-17的
表达上调, 直接损伤肠道黏膜屏障[17]; 而肠黏膜

屏障的功能异常是IBD产生的关键因素之一[18]. 
肠道异常免疫反应导致细胞因子产生失调, 大
量的促炎症细胞因子可直接损害肠道上皮, 致
使肠黏膜屏障受损、通透性增加, 肠道菌群移

位激活了肠道异常免疫反应[19,20], IL-10可以抑制

炎症因子的产生, 保持肠道黏膜屏障的完整性, 
防止IBD的发生和恶化. 有研究显示预先补充

IL-10或者增强IL-10的体内表达可以预防结肠

炎的发生[21,22]. 

3  IL-10在IBD治疗中的应用

目前临床上IBD的治疗主要依靠糖皮质激素、

水杨酸制剂、免疫抑制剂等药物, 但是这些药

物不能有效控制IBD的病情, IBD临床缓解率仅

为60%-80%, 并且复发率高. 在近年对IBD的研

究中, 随着人们对肠黏膜免疫以及肠道黏膜炎

症因子在IBD发病机制中所起作用的进一步了

解, 发展出一些具有选择性治疗效果的生物治

疗方法. 早期国外有研究发现IL-10缺陷小鼠易

导致类似于人类IBD的表现, 如腹泻、体质量下

降以及便血等[10], 这使人们想到IL-10在IBD发

病中的作用以及治疗的可能.  
3.1 重组IL-10治疗IBD 起初有研究人员将重组

人IL-10运用于治疗临床IBD患者(UC或者CD)取
得了可喜的成果, 并证实这种给药方式是安全

的、可耐受的[23-25], 且可以一定程度上缓解患者

的临床症状, 使得IL-10在治疗IBD的研究备受

关注. 一项多中心双盲安慰剂对照试验研究显
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示, 95例活动性CD在每日接受不同剂量的重组

人IL-10后有23%的缓解率, 对比安慰剂组有良

好的疗效和耐受性[26]. 然而, 人们对这种治疗方

式仍不是很满意, 主要是他未反映出IL-10对肠

道局部损伤的影响. 尽管有很多研究证实IL-10
在治疗CD和UC方面有一定的效果, 但是总体效

果不令人满意, 例如静脉或皮下注射给药途径

治疗效果欠佳, 究其原因考虑为IL-10在血清中

的半衰期有关. 然而, 以增加用药的浓度并不能

有效解决这个问题, Tilg等[27]的研究表明CD患者

在静脉应用大剂量IL-10, 效果反而不佳, 且会引

发全身的不良反应, 如头痛、贫血、发热、血

小板减少、周身不适等. 研究人员设想利用一

种方法将IL-10投放到肠道的局部病变处, 以避

免系统用药的局限性和不良反应. 
3.2 基因转导以及基因修饰治疗IBD 通过静脉或

皮下途径的系统性给药, IL-10对治疗IBD疗效欠

佳. 因此, 寻找一种能够提高肠道IL-10浓度, 增
加其生物利用度的治疗方法显得尤为重要. 局
部用药提高肠道的药物浓度也许可以提高药物

的作用效应, 如通过灌肠或者口服的方式给药, 
但是有前期临床研究发现, IL-10对胃酸较敏感, 
口服后IL-10会被胃酸分解而大大降低了其生物

效应; 而利用灌肠的方式给药, 药物在肠道中停

留的时间较短, 难以充分发挥疗效, 且灌肠使肠

道压力增加有损伤肠黏膜的可能. 因此, 人们设

想利用基因转导的方式在肠道局部表达IL-10来
治疗肠道炎症. Kanbe等[28]利用基因转导的方式

将含肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, 
HGF)的裸基因给DSS结肠炎小鼠灌肠, HGF在
肠道局部表达调节凋亡相关基因的表达和分化

而改善肠道局部炎症状态. 这项研究说明通过

基因转导的方式给药是可行的, 但是这种治疗

方式仍然存在着种种不足, 转导基因要进入肠

道隐窝和固有层的靶细胞中发挥作用是非常

艰难的, 因为肠道中存在细胞外紧密连接和黏

液层阻碍着外源基因的进入[29]. 为此, Lindsay
等[30]利用E1缺失的5型腺病毒作为载体, 构建了

编码IL-10的基因工程病毒(advmuIL-10), 结果

显示这种方法可以有效提高肠道局部的IL-10浓
度, 缓解肠道炎症损伤. Steidler等[31]构建了可产

生IL-10的基因工程细菌-乳酸乳球菌(L.Lactis /
IL-10)采用灌胃治疗DSS结肠炎和基因缺陷小鼠

结肠炎, 可使黏膜炎症减轻, 并有50%的缓解率. 
他认为利用肠道共栖菌乳酸杆菌作为药物传送

的载体进行基因治疗是一种安全、有效的方式, 

他可以避免胃酸的分解而以具有生物活性的形

态到达肠道黏膜[32].

4  IL-10介导的IBD生物治疗

4.1 IL-10加强Treg细胞在肠道炎症中的调节效应 
研究显示, T淋巴细胞, 尤其是Treg细胞在控制肠

道炎症中起着关键作用[33], Treg细胞可通过抑制

免疫细胞, 特别是效应T淋巴细胞的分化和细胞

抑制的释放来介导免疫耐受, 但是Treg细胞在缺

少IL-10的情况下并不能阻止IBD的发生[34]. Treg
细胞在诱导外周免疫细胞对自身或者外来致病

原的免疫耐受同时也依赖于Foxp3转录因子的

表达, IL-10可以通过旁分泌的形式维持Treg细
胞Foxp3转录因子的表达, 发挥Treg的免疫调节

作用[35]. Van Montfrans等[36]为我们展示了一项新

型的传送方式来将IL-10释放到黏膜组织中, 他
在研究中利用逆转录病毒转导T淋巴细胞, 使其

具有高效表达IL-10的能力, 这种方法在治疗CD
的研究中显示出非常好的疗效, 使的这种CD4+ 
T淋巴细胞IL-10表达量增高了6倍, 增强CD4+ T
淋巴细胞的免疫调节作用, 有效阻止结肠炎的

发展. 由于这种方法可以使IL-10只在炎症损伤

的局部由Treg细胞释放, 避免了高系统水平药物

浓度带来的各种不良反应. 因此, 修饰Treg细胞

有可能为IBD的治疗提供新的方法. 
4.2 IL-10在益生菌治疗IBD中的作用 目前已经

证实, 益生菌对IBD具有良好的治疗效果, 他可

以调节肠道菌群的失调、调节黏膜屏障功能

和通透性、下调肠道炎症因子的释放[37]. Smits
等[38]研究发现, 乳酸杆菌可以通过树突状细胞

(dendritic cells, DC)介导Treg细胞的分化, 使Treg
分泌较高水平的IL-10来发挥其对IBD的治疗

效应. Di Giacinto等[39]研究发现通过每天运用

VSL#3治疗TNBS结肠炎小鼠可以缓和其结肠炎

复发的严重性, 这种治疗效应是依赖于益生菌

刺激IL-10的分泌, 从而调节CD4+细胞的功能, 
但这些效应可以被抗IL-10R抗体所消除. 体外实

验研究也显示双歧杆菌可明显增加UC患者外

周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear 
cells, PBMCs)的IL-10分泌, 同时减少促炎症因

子IL-8的释放而缓解UC患者的炎症程度[40], 这
说明, IL-10在介导益生菌调节肠道炎症中起着

重要作用.
4.3 其他一些生物治疗药物 目前对于IBD的治疗

尚无单一的有效用药, 临床上多以联合用药为

主. 一些生物治疗方法在临床上已广泛应用, 其
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作用机制可能与调节IL-10的功能有一定关系. 
英夫利昔(infliximab)是首个应用于临床IBD治

疗的生物制剂, 其主要的作用机制是抑制TNF-α
的释放. 但目前也有研究显示, 英夫利昔的治疗效

应一定程度上与其促进粒细胞、单核细胞以及T
淋巴细胞产生IL-10从而发挥抗炎作用有关[41]. 巨
噬细胞集落刺激因子(macrophage-colony stimu-
lating factor, M-CSF)也是一种应用于IBD治疗的

生物制剂, 属于一种生长因子, 他可以通过影响

造血细胞的增殖和分化发挥其疾病的治疗作用, 
尤其是自身免疫性疾病. M-CSF在DC的分化过

程中起着作用, 在M-CSF存在的情况下, 树突细

胞前体和T淋巴细胞受到外源性致病原时可以

快速释放IL-10调节局部免疫反应[42]. 越来越多

的研究显示, IL-10在介导IBD的治疗中发挥着重

要作用, 这些生物制剂主要通过调节机体免疫

细胞的功能, 如CD4+CD25+ Treg和FoxP3+ Treg
细胞等, 从而促进IL-10的分泌调节炎症因子的

平衡, 缓解肠道炎症反应. 以促进机体IL-10分泌

为手段的IBD生物治疗是未来研究的主要方向.

5  结论

目前, 对于IL-10在免疫反应调节中的广泛影响

是毋庸置疑的. 大量的研究已经证实I L-10对
IBD具有一定的保护作用. 尽管目前IL-10在临

床前期运用研究中的疗效不尽人意, 且其是否

可以良好的稳定免疫病理和免疫抑制平衡存在

争议, 但IL-10在IBD治疗中的应用前景仍是值

得期待的. 许多研究证实IL-10的确有免疫激活

和免疫抑制的双重作用, 如何有效使IL-10在临

床中更好的发挥治疗作用, 避免各种不良反应

的出现, 提高其疗效仍需要大量的实验及前期

临床研究. 应用基因工程技术结合IL-10有可能

成为将来IBD治疗的新的方法, 我们希望在未来

的研究中我们可以通过联合用药来加强或者抑

制IL-10的效应, 以及让IL-10在肠道细胞定位局

部表达, 达到最佳的治疗目的. 
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Abstract
Numerous studies have shown that anti-epi-
dermal growth factor receptor (EGFR) mono-
clonal antibodies are effective in the treatment 
of colorectal cancer patients with the wild-type 
k-ras gene. The k-ras gene encodes a G-protein 
that functions downstream of EGFR signal-
ing. Since k-ras mutations result in abnormal 
activation of the EGFR signaling pathway, 
anti-EGFR monoclonal antibody treatment is 
ineffective for patients with k-ras mutations. 
Therefore, k-ras mutation analysis is very im-
portant for targeted therapy of patients with 
colorectal cancer. This paper gives an over-
view of the recent advances in detection of 
k-ras gene mutations and targeted therapy of 
colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; k-ras  gene; Muta-
tion; Targeted therapy; Detection Method
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摘要
越来越多的研究表明, EGFR单抗对k-ras基因
野生型结直肠癌患者治疗有效. k-ras基因编码
的K-ras蛋白为EGFR信号通路下游区的一种
小分子G蛋白, k-ras 基因发生突变后, 导致该
信号通路异常活化, 从而对EGFR单抗治疗无
效. 因此, 检测k-ras 基因状态对指导结直肠癌
患者靶向治疗十分重要. 本文就k-ras基因检测
方法及与结直肠癌靶向治疗的研究现状进行
综述.

关键词: 结直肠癌; k-ras 基因; 突变; 靶向治疗; 检

测方法
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0  引言

结直肠癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一. 在
美国, 结直肠癌的发病率和死亡率均居所有肿

瘤的第3位, 其中男性发病率和死亡率分别为

59.2/10万和22.7/10万, 女性发病率和死亡率分

别为43.8/10万和15.9/10万[1]. 在我国结直肠癌的

发病率和死亡率也日益上升, 目前居第4位[2], 在
大城市中每年以4%的增长速度上升[3], 随着人

们生活方式、饮食结构的改变, 平均寿命的提

高, 结直肠癌的发病率可能还将进一步上升. 有
数据显示, 结直肠癌全世界每年新发120万例, 
患者确诊后5年存活率仅为55%[4], 且约有20%
的患者在初诊时即发现有远处脏器的转移[5]. 近
年来, 随着新的分子靶向药物的研发和个体化

治疗的应用, 使转移性结直肠癌患者的存活率

有了显著改善. 人们逐渐认识到靶向药物治疗

与相关基因检测之间的密切联系, 因此, 对结直

肠癌的分子生物学及分子靶向治疗的研究已成

为目前肿瘤治疗及预后判断的热点之一. 越来

越多的学者将目光投向了k-ras基因检测与结直

肠癌关系方面并取得了一定进展. 本文重点就

k-ras基因与结直肠癌及其靶向治疗的关系以及

k-ras基因检测方法学的研究现状进行综述. 

®

■背景资料
在 结 直 肠 癌 的
靶 向 治 疗 中 ,  抗
EGFR单抗类药物
能特异性地抑制
具有野生型k-ras
基因的结直肠癌
细胞的生长, 使患
者预后得到改善, 
但对突变型k-ras
基因的结直肠癌
患者无效.
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1  k-ras 基因概述

r a s 癌基因参与人类肿瘤的发生发展, 最初是

在急性转化性逆转录病毒实验中从Harvey、
Kirsten两株大鼠肉瘤病毒中克隆出来的转化基

因, 自1982年有学者发现人膀胱癌细胞中有活

化的h-ras基因后, 引起了人们对ras癌基因在人

类肿瘤发生发展过程中作用的极大关注[6]. ras
基因家族与人类肿瘤相关的基因有3种: h-ras、
k-ras和n-ras , 分别定位于11、12和1号染色体上. 
其中, k-ras突变率最高, 为17%-25%[7]. k-ras基因

亦是所有肿瘤中突变频率最高的致癌基因, 约
有10%-20%的肿瘤与k-ras的异常激活有关, k-ras
的突变激活是人类多种肿瘤细胞恶性转化的主

要原因之一[8], 有如分子开关, 正常时能控制调

控细胞生长的路径; 发生异常时则导致细胞持

续生长. 当k-ras基因突变时, 该基因永久活化, 
不能产生正常的K-ras蛋白, 使细胞内信号传导

紊乱, 细胞增殖失控而导致癌变的发生. 
k-ras基因位于12号染色体上, 含有4个编码

的外显子和一个5'末端不表达的外显子, 编码

由189个氨基酸组成的结构相似, 具有GTP酶活

性, 相对分子质量为21 000 Da的K-ras蛋白, 又称

为P21蛋白[9]. P21蛋白以有活性的P21-GTP与无

活性的P21-GDP两种形式存在于细胞膜内表面, 
k-ras基因突变后其编码的P21蛋白GTP酶活性降

低, 当细胞外配体与跨膜细胞受体结合后激活

下游信号传导通路级联反应, P21蛋白与GTP结
合, P21蛋白水解有活性的P21-GTP为无活性的

P21-GDP能力下降, P21与GTP牢固结合, 结果使

得信号传导一直处于激活状态, 持续刺激细胞

生长、发育、增殖, 并引起细胞恶变[10].

2  结直肠癌靶向治疗的理论基础

近几年靶向药物的出现为肿瘤的治疗带来了

更多的希望, 而表皮生长因子受体(epidermal 
growth factor receptor, EGFR)是经临床验证的多

种类型肿瘤的治疗靶点, 例如结直肠癌、非小

细胞肺癌、头颈部鳞癌以及胰腺癌等[11]. 免疫组

织化学检测显示, 30%-45%的结直肠癌患者有

EGFR的过表达[12]. EGFR是ErbB受体家族成员, 
其配体(EGF、TGF-α等)与EGFR胞外段结合使

之二聚化, 由此导致胞内段酪氨酸激酶活化以

及一系列信号转导的级联反应, 促进细胞增殖, 
血管生成, 转移并抑制细胞凋亡[13], 从而导致肿

瘤的发生. 靶向药物与EGFR结合可抑制EGFR
的活性及其介导的信号传导途径, 进而减少肿

瘤细胞增殖扩散, 而且还可抑制肿瘤细胞对化疗

和放疗损害的自我修复能力以及肿瘤新生血管

的生成, 从而产生对肿瘤生长的整体抑制效应. 
K-ras蛋白是EGFR信号通路下游区的一种小分子

G蛋白, 是该信号通路的一个重要组成部分[14]. 在
信号转导过程中, K-ras蛋白在GEFs的催化下磷酸

化, 进入活化状态, 从而进行信号转导[15]. 而K-ras
蛋白内在的GTP酶活性又能使GTP去磷酸化为

GDP, 使其回复到静息状态[16], GAPs催化这个过

程[17]. k-ras基因发生突变后, 抑制了自身的GTP
酶活性, 使其不易被GAPs激活, 使得K-ras蛋白

总是处于活化状态[18], 最终导致信号转导通路

异常活化, 不受EGFR上游信号指令的影响. 这
种状态下如果使用靶向药物EGFR单抗, EGFR
单抗虽能与细胞膜表面EGFR结合, 阻滞了信号

通路的下传, 但k-ras基因突变后可发生自身磷

酸化, 抗拒EGFR单抗的作用, 从而对EGFR单抗

治疗无效. 由此可见, 靶向药物治疗并非对所有

EGFR过表达的结直肠癌患者都有效, 事实上, 
相当一部分患者不能从靶向治疗中获益[11,19,20].

3  k-ras 基因突变与结直肠癌靶向治疗

有研究表明, 结直肠癌患者中k-ras基因的突变

率约为35-40%[21,22], 而且90%的突变发生在12、
13位密码子[23]. 其中约70%发生于第12位密码

子, 30%发生于13位密码子[24], 极少部分发生

于第61、63位密码子[10]. 较常见的突变类型为

G>A, 其次是G>T和G>C[25,26]. 发生在12、13位
密码子的突变提示预后不良[27]. 此外, 发生在12
位密码子上的突变被认为会降低患者的无进展

生存期和总体生存期[21]. 最新的一项研究报道

了95例结直肠癌患者k-ras基因突变检测情况, 
41例患者检出突变, 其中33例发生在12、13、
15、18位密码子, 被归类为激活型k-ras突变[28]. 
8例发生于20、30、31位密码子, 被归类为非激

活型k-ras突变, 其中5例西妥昔单抗治疗有效. 
学者认为, 激活型k-ras突变可以作为预测西妥

昔单抗疗效的有效指标, 对于非激活型k-ras突
变的患者, EGFR可以作为无进展生存期和总体

生存期的预测指标, EGFR表达上调的k-ras野生

型及非激活型k-ras突变的患者, 其无进展生存

期和总体生存期明显优于激活型k-ras突变患者

或EGFR阴性的患者[29]. 许多研究表明, k-ras基
因突变发生在结直肠肿瘤发生的早期阶段 [30], 
多项研究显示, 原发灶和转移灶的k-ras基因保

持高度一致[31-33], 提示在转移过程中k-ras基因突

■研发前沿
对结直肠癌的分
子生物学及分子
靶向治疗的研究
已成为目前肿瘤
治疗及预后判断
的热点之一. 越来
越多的学者将目
光投向了k-ras 基
因检测与结直肠
癌关系方面并取
得了一定进展.
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变维持稳定. 一般认为, k-ras基因状态也不会因

治疗而发生变化. 
有研究显示, k-ras基因突变使结肠癌患者对

放疗的敏感性下降 , 而通过抑制结肠癌细胞k-ras
基因突变表达可提高放疗的敏感性[10]. 体外研究

显示存在k-ras基因突变的结肠癌细胞对5-FU的

敏感性结论不一, 临床研究结果也各异[10]. 美国

东部肿瘤协助组的EST2292试验显示, k-ras基因

突变与结直肠癌患者接受5-FU及干扰素治疗是

否获益无相关性[34]. 美国西南肿瘤协作组的一

项研究显示, 在Ⅲ期的结肠癌患者中, k-ras基因

为野生型患者可以从5-FU联合左旋咪唑化疗中

获益, 而k-ras基因突变者则否[35]. 有学者分析了

k-ras基因突变的类型与化疗敏感相关性, 结果

显示, k-ras基因第12、13位密码子为非天冬氨

酸突变患者较天冬氨酸突变患者可以从5-FU为

基础的化疗中获得更长生存期[36]. 而Markowitz
等[37]研究认为k-ras基因状态与化疗敏感性无关. 

2004-02, FDA批准了西妥昔单抗用于晚期

转移性结直肠癌患者的治疗. 西妥昔单抗是第

一个被批准用于此类适应证的单克隆抗体, 经
过了多个国际大规模Ⅱ期和Ⅲ期临床研究[38]. 三
线治疗的临床研究有: NCIC CO.17[20], BOND[12]; 
二线治疗的临床研究有: EPIC[39], BOND[12]; 一线

治疗的临床研究有: CRYSTAL[40], OPUS[41]. 目前

西妥昔单抗已从晚期转移性结直肠癌患者三线

治疗药物跃升成为一线治疗药物. 随着研究的

深入, 逐渐发现k-ras基因突变状态可能与西妥

昔单抗疗效有关. 如果k-ras基因12和13位密码

子发生突变, 则西妥昔单抗治疗无效. 因此, 运
用EGFR靶向药物治疗之前必须进行靶向治疗

疗效预测指标检测. 到目前为止, 多项临床研究

均认为k-ras基因突变可作为靶向治疗的疗效预

测指标[29,42]. 
对于k-ras基因为野生型患者, 《美国国立

综合癌症网络(NCCN)结直肠癌临床实践指南》

推荐在FOLFOX、CapeOX或FOLFIRI方案基础

上联合西妥昔单抗作为一线治疗. 对一般状况

差、不能接受化疗的患者, 也可考虑单药西妥

昔单抗治疗[43]. 值得注意的是, 西妥昔单抗等靶

向治疗也存在一些缺点, 除了费用昂贵外, 使用

后有一些潜在的不良反应, 特别是皮肤毒性反

应等.

4  k-ras 基因检测

4.1 k-ras 基因检测的意义 2008-10, k-ras基因检

测被写入最新版《NCCN结直肠癌临床实践指

南》. 新指南传递给广大医师和患者两条重要

信息: 一是所有转移性结直肠癌患者都应检测

k-ras基因状态; 二是只有k-ras野生型患者才建

议接受EGFR抑制剂如西妥昔单抗或帕尼单抗

(包括单药或与化疗联合)治疗[44]. 
k-r a s 基因突变检测对判断肿瘤的发生发

展、预后以及了解肿瘤的治疗效果具有一定意

义: (1)正常人血中检出k-ras基因异常, 提示存

在肿瘤易感性; (2)良性肿瘤患者若检出k-ras基
因突变, 提示有恶变的可能; (3)大量研究表明, 
k-ras基因突变阳性, 即使病理组织学上淋巴结

转移阴性, 癌症复发的可能性也很高; (4)k-ras基
因为野生型的结直肠癌患者, 经抗EGFR靶向药

物治疗疗效明显. 因此, 通过检测k-ras基因突变

状态可以筛选用药人群, 实现肿瘤患者的个体

化治疗, 延长患者生存期. 
4.2 k-ras 基因检测方法学 k-ras基因突变检测最

好在肿瘤组织中进行, 需要提供石蜡包埋组织

块或已切好的蜡屑或几张挂胶白片或新鲜的手

术、活检标本, 外周血多不能反映真实情况. 结
直肠癌原发灶及转移灶k-ras基因状态基本相同, 
所以可以选择原发灶也可以选择转移灶的标本

进行测定[45].           
ASCO/CAP[46]对于结直肠癌k-ras基因突变

的检测提出了意见, 建议检测前所有的标本需

经有经验的病理医师筛选, 确认有足够的肿瘤

细胞, 并且没有坏死及尽可能少的炎性细胞浸

润. 可视情采用显微切割的方法提取DNA. 
k-r a s 基因检测的方法很多 ,  如直接测序

法、实时荧光定量PCR、聚合酶链反应-单链

构象多态性分析、聚合酶链反应-限制性片段

长度多态性方法(PCR-restriction fragment length 
polymorphism, PCR-RFLP)、等位基因特异性扩

增法(allele specific amplification, ASA)、高分辨

率熔解曲线分析法(high resolution melting curve 
analysis, HRM)、焦磷酸测序方法、变性高效液

相色谱法等, 每种方法各有优缺点. 
直接测序法是检测基因突变的经典方法, 

能检测k-r a s 基因第2、3外显子所有可能发生

突变的位点, 但与其他检测方法相比, 灵敏度

较低[47], 突变的k-ras基因占总k-ras基因比例需

达到20%-25%[48], 此外, 还有成本高, 操作步骤

多、易交叉污染等缺点. 
HRM是最新兴起的低成本和操作简便的高

通量突变扫描和基因分型技术. 该技术在PCR

■相关报道
结直肠癌组织中
存在一定比例的
k-ras 基因突变. 最
新报道应用微流
控温度梯度毛细
管电泳法 (Chip-
based TGCE)能够
检测最少 2 . 5 1 %
的突变型k-ras 基
因, 是一种较为简
便、灵敏的检测
方法.
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结束后直接运行高分辨率熔解, 通过饱和染料

监控核酸的熔解过程, 得到特征的熔解曲线, 再
根据熔解曲线的变化来判断核酸性质的差异[49], 
这种检测办法不受突变碱基位点与类型的限制, 
灵敏度高达5%[50], 需设计探针, 成本低, 操作简

单, 较传统的突变分析法和定量探针法, 缩短了

操作时间, 简化了操作步骤, 大大降低了使用成

本, 并且实现了真正的闭管操作, 最大限度地避

免了交叉污染, 在临床基因扩增实验室尤为重

要. 基于这些优势, HRM分析法未来可能会替代

直接测序法成为一种常用的实验室检测手段[50]. 
实时荧光定量PCR以其特异性强、灵敏度

高、重复性好、定量准确、速度快、全封闭反

应等优点已成为分子生物学研究中的重要工具. 
常用于检测最常见的k-ras第12、13位密码子的

突变. 但目前荧光探针价格较昂贵, 且一对探针

只能对应检测一种突变类型, 通用性不强, 导致

使用成本较高. 有文献报道, 将荧光定量PCR与
ASA相结合, 即采用实时荧光ASA法对k-ras基
因进行点突变分析, 可以检测出样品中含量极

低的点突变, 其进一步发展有可能用于直接从

粪便样品中检测结肠上皮组织所脱落的微量癌

细胞, 从而实现结肠癌的早期无损伤检测. 此外, 
该方法快速、简便、灵敏、安全、高通量、低

成本, 可望用于对大量临床样本进行点突变筛

查[51]. 
英国DxS公司还生产了一种基于荧光实时

定量PCR的k-ras检测方法(蝎形探针扩增阻滞突

变系统(amplification refractory mutation system, 
ARMS), 该方法具有较高的特异性和敏感性, 灵
敏度高达1%[52], 在欧洲已被广泛应用于临床检

测. ASCO/CAP[46]亦主要推荐该种方法检测k-ras
基因突变. 几种常用的k-ras基因突变检测方法

灵敏度的比较见表1.
4.3 免疫组织化学法检测K-ras蛋白 采用免疫组

织化学法亦可检测结直肠病变组织中的K-ras蛋
白的表达, K-ras阳性产物定位于胞质中. 有研究

发现, 其表达率在结直肠癌、结直肠腺瘤及正

常黏膜组织中分别为51.2%、33.3%和0.0%[54]. 
该研究结果提示K-ras蛋白在结直肠癌和结直

肠腺瘤中的表达均显著高于正常组织, 但在结

直肠癌和结直肠腺瘤之间无明显差异. 因此可

以认为, 如果从结直肠病变组织中检测到K-ras
蛋白则有利于临床的早期诊断. 多项研究表明, 
K-ras蛋白在结直肠癌组织中的高表达与组织类

型、浸润深度、Dukes分期、淋巴结转移及远

处转移均无相关性[55,56]. 至于K-ras蛋白的检测在

结直肠癌预后研究中的意义, 各报道结论仍有

争议[57-59]. 这可能与所用抗体克隆不同、检测分

析及组织处理方法不同、随访时间不同及随访

对象出现选择性偏倚等因素有关. 因此K-ras蛋
白的检测对结直肠癌患者预后判断仍有待研究.

5  结论

k-ras基因突变是结直肠癌发生、发展及预后的

不良因素, 同时与靶向治疗疗效密切相关. 在结

直肠癌患者内科治疗前应常规检测k-ras基因状

态. 在k-ras基因检测的整个过程中, 包括肿瘤检

测标本的选择, 标本固定及取材规范, 建立规范

的实验操作程序和标准化的分子诊断实验室, 
统一判读标准以及对检测结果进行正确分析, 
病理学家将发挥十分重要的作用[60].
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Abstract
AIM: To investigate the effect of treatment with 
Anwei Decoction (AD) on the expression of 

trefoil factor (TFF) mRNAs in rats with chronic 
atrophic gastritis (CAG).

METHODS: Forty eight healthy rats were ran-
domly divided into 4 groups: normal control 
group, pathologic model group, Anwei Decoc-
tion group, and Weifuchun group. CAG was in-
duced in rats with N-methy-N-nitro-N-nitrogua-
nidine (MNNG). The expression of TFF mRNAs 
in rat gastric mucosa was determined by real-
time polymerase chain reaction (PCR).

RESULTS: Compared with the normal con-
trol group, the expression of TFF1 mRNA was 
significantly enhanced in the pathologic model 
group, Anwei Decoction and Weifuchun groups 
(0.53 ± 0.10, 0.86 ± 0.13, 0.83 ± 0.10 vs 0.39 ± 
0.14; all P < 0.05). The expression level of TFF1 
mRNA was significantly higher in the Anwei 
Decoction group than in the Weifuchun group 
(P < 0.01). Compared with the pathologic model 
group, the expression of TFF2 mRNA was also 
significantly enhanced in Anwei Decoction and 
Weifuchun groups (0.90 ± 0.06, 0.72 ± 0.10 vs 
0.35 ± 0.06, both P < 0.05). The expression level 
of TFF2 mRNA was significantly higher in the 
Anwei Decoction group than in the Weifuchun 
group (P < 0.05). In contrast, compared with the 
pathologic model group, the expression of TFF3 
mRNA was remarkably reduced in the normal 
control group, Anwei Decoction and Weifuchun 
groups (0.25 ± 0.10, 0.43 ± 0.04, 0.64 ± 0.04 vs 0.95 
± 0.23, all P < 0.05). The expression level of TFF3 
mRNA was significantly lower in the Anwei De-
coction group than in the Weifuchun group (P < 
0.05).

CONCLUSION: Anwei Decoction exerts a thera-
peutic effect against CAG possibly by enhancing 
the expression of TFF1 and TFF2mRNAs and re-
ducing the expression of TFF3 mRNA in gastric 
mucosa.

Key Words: Anwei Decoction; Chronic atrophic gas-
tritis; Trefoil factor family

Lin SN, Wei W, Huang GH, Zhu YP, Liu WF, Wan XG, 

®

■背景资料
慢性萎缩性胃炎
(CAG)是常见消化
病, 与胃癌的发生
有着密切的关系, 
尤其是胃窦萎缩
性胃炎与肠型胃
癌的关系较为肯
定, 世界卫生组织
已将CAG定为胃
癌前状态. 因此对
CAG防治具有重
要的意义. 中药治
疗可拓宽慢性胃
炎的治疗途径, 进
一步探讨中医药
对CAG防治作用
具有重要的意义.

■同行评议者
牛 英 才 ,  副 研 究
员, 齐齐哈尔医学
院医药科学研究
所
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摘要
目的: 探讨复方中药安胃汤对实验性慢性萎
缩性胃炎大鼠模型的TFF mRNA表达的影响.

方法: 采用甲基硝基亚硝基胍(MNNG)慢性萎
缩性胃炎大鼠模型, 48只清洁级健康♂Wistar
大鼠随机分为空白组、病理模型组、复方
中药安胃汤组、胃复春对照组共3组. 实时荧
光定量PCR方法观察复方中药安胃汤对实验
性慢性萎缩性胃炎大鼠模型胃黏膜TFF1、
TFF2、TFF3 mRNA表达的影响, 对后者进行
图像分析及统计学处理.

结果: 与空白组相比, 病理模型组、复方中药
安胃汤组和胃复春对照组TFF1 mRNA/β-actin
值均显著提高(A 值: 0.53±0.10, 0.86±0.13, 
0.83±0.10 vs  0.39±0.14, 均P <0.01), 复方中
药安胃汤组高于胃复春对照组(P <0.01). 与病
理模型组相比, 复方中药安胃汤组和胃复春
对照组TFF2 mRNA/β-actin值均显著提高(A
值: 0.90± 0.06, 0.72±0.10 vs  0.35±0.06, 均
P <0.01), 复方中药安胃汤组高于胃复春对照
组(P<0.05). 与病理模型组相比, 空白组、复方
中药安胃汤组和胃复春对照组TFF3 mRNA/
β-actin值均显著降低(A值: 0.25±0.10, 0.43±
0.04, 0.64±0.04 vs  0.95±0.23, 均P<0.01), 复方
中药安胃汤组低于胃复春对照组(P<0.05).

结论: 复方中药安胃汤可能通过增加胃黏膜
TFF1、TFF2 mRNA表达, 降低胃黏膜TFF3 
mRNA表达而起到治疗慢性萎缩性胃炎作用.

关键词: 安胃汤; 慢性萎缩性胃炎; 三叶肽家族
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0  引言

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

是胃窦萎缩性胃炎与肠型胃癌的关系较为肯

定,  世界卫生组织已将CAG定为胃癌前状态, 因
此对CAG的防治具有重要的意义. 中药治疗可

拓宽慢性胃炎的治疗途径[1]. 三叶肽家族(trefoil 

factor family, TFF)是由胃肠道黏液分泌上皮合

成和分泌的一组具有特定三叶结构域的小分子

多肽, 在哺乳动物中包括3个因子: 乳腺癌相关

肽(TFF1/PS2)、解痉多肽(TFF2/SP)和肠三叶因

子(TFF3/ITF). TFF具有很强的促进细胞增殖与

移行的能力, 可促进受损区域上皮细胞重建并

加快上皮细胞移行速度[2]. 复方中药安胃汤出自

全国著名中医林沛湘教授治疗CAG的经验方, 
临床上疗效显著[3], 但其作用机制尚未完全阐明,  
我们通过动物实验观察其对胃黏膜TFF mRNA
表达的影响,  探讨其防治CAG的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康Wistar大鼠, ♂, 体质量

140-170 g, 由广西食品药品检验所实验动物中

心提供(动物合格证号SCXX桂2003-0001). 复方

中药安胃汤为免煎中药颗粒, 主要成分: 半夏、

黄连、干姜、乌药、丹参、百合、白芍、薏苡

仁、炙甘草, 其构成比为13∶5∶5∶7∶15∶20
∶20∶10∶5. TRIzol试剂购自Invitrogen公司; 
Taq酶、Rnasin、MMLV RT反转录酶购自Pro-
mega公司; SYBR Green购自美国ABI公司; DNA 
Marker购自广州东盛生物科技有限公司; N-甲
基-N, -硝基-N-亚硝基胍(N-methyl-N-nitro-N-
nitrosoguanidine, MNNG)为美国Fluka公司产品; 
Oligo dT序列, 引物序列由恒博和泰生物科技

(北京)有限公司合成. Oligo dT序列: 5'-TTTTG-
TACAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'; 
β-ac t in(263 bp): 上游5'-GAGACCTTCAA-
CACCCCAGCC-3', 下游5'-AATGTCACGCAC-
GATTTCCC-3'; TFF1(169 bp)上游: 5'-CTG-
GTCATTGAGAACCAGCAAGAA-3'; TFF1
下游: 5'-TGTCACCAGGCCAGATCCAG-3'; 
TFF2(109 bp)上游: 5'-GCTTTAATCTTGGAT-
GCTGCTTTGA-3'; TFF2下游: 5'-CGGGCT-
GACACTTCCATGAC-3'; TFF3(221 bp)上游: 
5'-ATGGAGACCAGAGCCTTCTGGAC-3'. TFF3
下游: 5'-AGAGGTTTGAAGCACCAGGGC-3'. 
7000型实时荧光定量PCR系统购自美国ABI公
司; DU2640型紫外分光光度计购自Beckman公
司; 3K220型低温高速离心机购自Sigma公司; 
DF2C型恒压恒流电泳仪购自北京六一仪器厂.
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: 48只实验大鼠随机分为4组(n 
= 12): 空白组、病理模型组、安胃汤组和胃复

春对照组, 参照文献[4]造模. 空白组不作任何处

■相关报道
石淑青等观察到
TFF1、TFF2的表
达在慢性浅表性
胃炎、胃溃疡、
慢性萎缩性胃炎
和胃癌4种病变中
呈逐渐减弱趋势, 
认为TFF1、TFF2
可能是一种胃肿
瘤抑制因子 ,   其
表达减少也许是
胃黏膜恶化中的
一个早期事件.
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理, 普通饲料饲养, 其余3组均自由饮用170 mg/L
的MNNG液, 造模期间不再给予其他饮水, 共8 
wk, 均普通饲料饲养. 8 wk末, 各组随机抽取2只
大鼠处死, 取胃, 行病理检查, 判断模型成功与

否. 造模成功后从第9周开始: 病理模型组4 mL/d
纯净水灌胃; 安胃汤组按10 mL/kg体质量取复方

中药安胃汤混悬液(2.5 kg/L)灌胃; 胃复春对照

组取胃复春0.29 g配成液4 mL悬浊液灌胃, 每天

1次, 至第12周结束.
1.2.2 光镜标本处理: 动物处死后, 取全胃, 沿胃

大弯剪开, 取胃窦和胃体部. 40 g/L多聚甲醛浸

润固定12 h以上, 冲水24 h, 50%、75%、95%、

100%乙醇脱水, 二甲苯透明, 浸蜡后, 石蜡包埋. 
切片厚5 μm, 常规苏木精-伊红染色病理学检查.
1.2.3 胃组织和RNA提取: 各组于用药治疗4 wk
后, 禁食12 h, 将大鼠用1%乌拉坦液, 按体质量

10 mL/kg麻醉, 剖腹取胃, 沿胃大弯剪开, 并向胃

窦近幽门口至胃大弯方向取1.0 cm×1.0 cm×

0.5 cm胃黏膜组织, 放入0.1% DEPC水处理过的

冻存管中, 并迅速加入1 mL TRIzol溶液. 封口膜

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

法提取总RNA. 紫外-分光光度计测定所提取

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

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

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

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

β-act in的定量检测, 以目的基因与内参基因相

对浓度比作为目的基因的相对表达量. 扩增反

应在ABI7000荧光定量PCR仪上进行, 各样品的

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

量数值.
统计学处理 各样品目标基因的相对表达水

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

统计, 采用单因素方差分析, 进行SNK两两比较.

2  结果

2.1 大鼠胃组织观察 空白组胃黏膜呈粉红色, 表
面光滑有光泽, 被覆较多黏液, 皱襞面光滑, 走向

规则, 胃壁弹性良好; 病理模型组黏膜薄弱, 色泽

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

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

构正常, 胃黏膜上皮细胞排列整齐, 固有腺体形

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

膜全层明显变薄、局灶上脱落、糜烂, 黏膜固

有腺体数量明显减少、排列稀疏紊乱, 腺体体

积缩小, 个别呈囊状扩张, 黏膜固有层淋巴细胞

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

列较规则, 无明显数量减少, 固有层见少许炎细

胞浸润(图1C). 胃复春组: 胃黏膜上皮稍变薄, 黏
膜上皮排列整齐, 未见明显缺损, 固有腺体排列

稍紊乱, 部分腺体体积缩小, 个别扩张, 固有层

可内见淋巴细胞浸润(图1D). 说明安胃汤与胃复

春均能改善胃黏膜的病理形态, 但以安胃汤效

果为佳.
2.3 总RNA的浓度测定 紫外-分光光度计检测总

RNA显示, A 260/A 280值为1.7-1.9, 总RNA的浓度

浓度符合实验要求.
2.4 标准曲线绘制 实验中, 目的基因和内参基因

的标准曲线均由荧光定量PCR仪附带软件绘制, 
其中TFF1、TFF2和TFF3 mRNA的相关系数分

别为r  = 0.978、0.988和0.989, 线性关系良好, 保
证扩增结果的准确性.
2.5 复方中药安胃汤对CAG模型大鼠胃黏膜内

TFF1、TFF2、TFF3 mRNA的表达的影响 荧光

定量扩增曲线光滑, 说明扩增反应呈指数扩增;
样本从各组扩增产物中随机选取, 1.5%琼脂糖

凝胶电泳观察PCR扩增结果, 各产物特异性条

带明亮可见, 扩增片段符合设计片段长度(图2); 
荧光定量PCR结果显示, 与病理模型组相比, 安
胃汤组和胃复春组TFF1、TFF2 mRNA表达显

著增加(P <0.01), 复方中药安胃汤组高于胃复春

组(P <0.01或0.05), 具有统计学意义. 与病理模

型组相比, 安胃汤组和胃复春组TFF3 mRNA表

达均显著降低(P <0.01), 安胃汤组低于胃复春组

(P <0.05, 表1).

3  讨论

C A G与中医的“痞满”、“胃脘痛”、“嘈

■创新盘点
本 研 究 运 用 实
时定量PCR方法
观 察 在 体 动 物
CAG模型胃黏膜
T F F 1、T F F 2、
TFF3 mRNA的表
达, 探讨复方中药
安胃汤治疗慢性
萎缩性胃炎的作
用机制, 为抗慢性
萎缩性胃炎中医
药研究积累可以
借鉴的研究思路
与方法, 同时从基
因水平上阐释名
老中医学术理论
的科学性, 为更好
的研究和继承提
供新的思路.
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杂”等病症的症状表现非常类似. 其病机以脾

胃虚弱、胃失和降为主, 气虚、阴虚及湿郁或

湿热、血瘀并见, 临床多表现为虚实相兼, 寒热

错杂. 病变脏腑涉及脾胃肝. 复方中药安胃汤, 
是在全国名老中医、广西中医学院林沛湘教授

治疗慢性胃病验方基础上组方而成[3]. 方中黄

连泻火解毒; 干姜温中逐寒, 寒热同施, 辛开苦

降; 合半夏入胃, 更能和胃降逆, 燥湿开结, 通降

气机; 百合味甘而性凉, 能清泻胃腑之邪热, 养
护胃气; 乌药顺气开郁, 散寒止痛, 配合百合, 则
养津护胃而无滋腻之虑, 行气散寒而无温燥之

虞; 白芍、炙甘草酸甘化阴以生津液, 柔肝缓急

而止疼痛; 丹参、木香行气滞而化血瘀. 黄连、

干姜, 寒热并用; 辛开苦降, 和半夏入胃, 能和胃

降逆, 燥湿开结, 通降气机为君, 师法仲景《伤

寒论》半夏泻心汤之辛开苦降之义; 百合、乌

药养津护胃, 行气散寒为臣; 白芍、炙甘草酸甘

化阴以生津液, 柔肝缓急而止疼痛为佐; 丹参、

木香行气滞而化血瘀为使. 本组方严谨, 寒热并

用, 活血行气, 畅通气机, 疗效独特, 并在临床上

有显著疗效. 胃复春片能够健脾益气、活血解

毒, 主治胃癌的前期病变, 是经药品监督部门批

准的、治疗胃癌前期病变的国家中药保护品种, 
该药效果稳定, 主要由菱角、三七、枳壳及健

脾益气类等药物组成, 具有改善病变部位血液

循环、消除炎症、促进胃黏膜再生的作用[5].
本研究结果显示, 实验性CAG模型大鼠经

安胃汤和胃复春治疗后, 胃黏膜变薄、黏膜固

有腺体数量明显减少、腺体体积缩小等病理形

态有明显改善, 安胃汤组治疗后大鼠胃黏膜各

层结构基本正常, 黏膜固有腺体丰富排列较规

则, 无明显数量减少, 固有层见少许炎细胞浸润. 
胃复春组治疗后大鼠胃黏膜上皮稍变薄, 黏膜

上皮排列整齐, 未见明显缺损, 固有腺体排列稍

紊乱, 部分腺体体积缩小, 个别扩张, 固有层可

内见淋巴细胞浸润. 说明安胃汤与胃复春均能

表  1  各组大鼠胃黏膜TFF1、TFF2及TFF3 mRNA表达 (n  = 10, A 值, mean±SD) 

     
分组 TFF1 mRNA/β-actin TFF2 mRNA/β-actin TFF3 mRNA/β-actin

空白组

病理模型组

    0.39±0.14

    0.53±0.10a

     0.38±0.14

     0.35±0.06a

      0.25±0.10

      0.95±0.23a

安胃汤组     0.86±0.13ad      0.90±0.06ad       0.43±0.04ad

胃复春组     0.83±0.10adf      0.72±0.10ade       0.64±0.04ade

aP<0.05 vs  空白组; dP<0.01 vs  病理模型组; eP<0.05, fP<0.01 vs  安胃汤组.

■应用要点
本研究验证全国
名老中医的验方, 
可进一步整理提
高, 有利于继承与
发展名老中医的
学术理论. 同时为
安胃汤开发成治
疗慢性萎缩性胃
炎的中药新药提
供理论和基础实
验依据, 为研究高
水准的中药新药
提供基础研究.

A B

C D

图  1  胃黏膜光学显微镜观(HE×10). A: 空白组; B: 病理模型组; C: 安胃汤组; D: 胃复春组.
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改善胃黏膜的病理形态, 但以安胃汤效果为佳. 
TFF是由胃肠道黏液分泌上皮合成和分泌

的一组具有特定三叶结构域的小分子多肽, 在
哺乳动物中包括3个因子: 乳腺癌相关肽(TFF1/
PS2)、解痉多肽(TFF2/SP)和肠三叶因子(TFF3/
ITF). TFF具有很强的促进细胞增殖与移行的能

力, 可促进受损区域上皮细胞重建并加快上皮

细胞移行速度[2]. 除保护作用外, 一系列的实验

已证明三叶肽也参与了损伤组织的上皮重建过

程, 即可能增强受损黏膜周围完好的上皮细胞

向损伤黏膜表面迁移覆盖, 促进损伤黏膜的修

复[6]. TFF2对胃肠道有两个重要功能即上皮保

护和促进黏膜愈合. 他可以看作黏膜损伤的快

速反应肽, 在黏膜修复的早期阶段上凋表达. 国
外有人发现[7,8], 在人胃黏膜从肠化、不典型增

生到胃癌的病理变化过程中, TFF1的表达逐步

降低. 体外实验显示[9], 下调和恢复胃癌细胞的

TFF2蛋白表达不影响胃癌细胞癌性, TFF2蛋白

表达的丢失可能是胃癌形成过程中的早期事件, 
TFF2并对正常胃黏膜起到一定的保护作用. 石
淑青等[10]观察到TFF1、TFF2的表达在慢性浅表

性胃炎、胃溃疡、CAG和胃癌4种病变中呈逐

渐减弱趋势, 认为TFF1、TFF2可能是一种胃肿

瘤抑制因子,  其表达减少也许是胃黏膜恶化中

的一个早期事件. 莫耘松等[11]发现在胃黏膜病

变过程中浅表性胃炎→萎缩性胃炎→肠腺化生

→异型增生→胃癌的TFF1表达逐渐减弱. 研究

发现[12]TFF2预防胃黏膜损伤, 但不抑制酸分泌

及运动功能, 三叶肽保护胃黏膜作用不是通过

抑制胃酸分泌或抑制运动功能而起保护作用的, 
但是TFF2刺激细胞移行. 三叶肽与EGFR相互之

间的关系在黏膜修复中起重要作用, 其中有MAP
蛋白激酶信号传导途径的参与[13]. 周学文等[14]报

道TFF2具有保护胃黏膜免受致病因素攻击的作

用. 本研究结果表明, 安胃汤组和胃复春组与病

理模型组相比, 均显著提高TFF1、TFF2 mRNA/
β-actin相对表达量比值(P <0.01), 安胃汤组高于

胃复春组(P <0.01或0.05).  
TFF3参与损伤黏膜的再生和修复, 对胃肠

黏膜起保护作用, 胃黏膜的损伤越严重, TFF3的
表达越明显. 其机制在于TFF3能加速胃肠上皮

愈合, TFF3通过与黏液糖蛋白的相互作用或交

联, 形成黏弹性的黏液凝胶层, 阻止胃蛋白酶以

及机械应力改变等因素造成的胃黏膜损伤, 从
而增强胃肠道黏膜防御屏障的保护能力[15]. 一旦

修复完成, 基底侧受体不再接触三叶肽, 细胞移

走停止. TFF3在胃肠黏膜的早期再生修复中扮

演着重要的角色. 国外研究显示在胃黏膜发生

肠化、不典型增生到胃癌的发生过程中表达逐

步增高[7], 国内[16]研究结果也显示, TFF3表达随

着浅表性胃炎、萎缩性胃炎、不典型增生而逐

渐升高, 胃癌TFF3表达反而低于萎缩性胃炎、

不典型增生, 3组之间差异不显著, 却显著高于

正常组和浅表性胃炎. 黄亚平等[17]亦有同样的

报道. 本研究结果表明, 荧光定量PCR结果显示, 
与病理模型组相比, 安胃汤治疗组、胃复春组

TFF3 mRNA水平显著降低(P <0.01), 安胃汤大剂

量组低于胃复春组(P <0.05).
总之, 我们认为安胃汤可能一方面通过提

高胃黏膜TFF1 mRNA表达, 促进细胞增殖与移

行的能力, 促进受损区域上皮细胞重建并加快

上皮细胞移行速度, 另一方面通过提高CAG胃

黏膜TFF2的表达, 形成黏弹性的黏液凝胶层, 从
而增强胃肠道黏膜防御屏障的保护能力, 达到

防治CAG的目的. 根据TFF3对胃黏膜的保护作

用机制, 我们推测安胃汤在治疗CAG的过程中, 
TFF3是过度表达的. 随着疾病好转, TFF3表达也

随之下降. TFF3此过程中起到了参与损伤黏膜

的再生和修复的作用. 至于在安胃汤治疗CAG
的过程中TFF1、TFF2、TFF3之间的相互关系, 
有待进一步探讨.
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Abstract
AIM: To investigate whether anti-JAM-C mAb 
exerts a protective effect against pancreatic and 
systemic inflammation in mice with acute necro-
tizing pancreatitis (ANP).

METHODS: A mouse model of ANP was in-
duced by intraperitoneal injection of cerulein and 
lipopolysaccharide. ANP mice were divided into 
three groups: mice undergoing an intraperitoneal 
injection of anti-JAM-C mAb (anti-JAM-C mAb 
group), ANP group and those receiving normal 
saline (NS group). Blood samples were taken to 
determine serum amylase and TNF-α concentra-
tions, and pancreatic samples was collected for 
morphological study and histological scoring.

RESULTS: Compared to the ANP group, 

treatment with anti-JAM-C mAb significantly 
reduced the severity of pancreatic injury, in-
cluding edema (1.9 ± 0.1 vs 2.4 ± 0.3, P < 0.05), 
inflammatory cell infiltration (1.5 ± 0.2 vs 2.4 ± 0.2, 
P < 0.05), necrosis (1.1 ± 0.2 vs 2.0 ± 0.2, P < 0.05) 
and hemorrhage (1.0 ± 0.2 vs 1.8 ± 0.2, P < 0.05). 
In addition, the wet weight, serum amylase and 
TNF-α concentrations in ANP group were mark-
edly higher than NS group and anti-JAM-C mAb 
group (348 mg ± 27 mg vs 235 mg ± 24 mg, 286 
mg ± 36 mg; 17 985 U/L ± 1 064 U/L vs 1 876 U/L 
± 245 U/L, 13 870 U/L ± 988 U/L; 628 ng/L ± 48 
ng/L vs 320 ng/L ± 23 ng/L, 58 ng/L ± 13 ng/L, 
all P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with anti-JAM-C 
mAb significantly reduces pancreatic and sys-
temic inflammation in mice with ANP.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Junc-
tional adhesion molecule-C; Anti-JAM-C mAb

Hu DM, Yang Y, Tang W. Treatment with anti-JAM-C 
mAb attenuates pancreatic and systemic inflammation in 
mice with acute necrotizing pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(1): 74-77

摘要
目的: 观察JAM-C单克隆抗体对小鼠急性坏
死性胰腺炎(ANP)模型胰腺和全身炎症的抑
制作用. 

方法: 采用雨蛙素和脂多糖联合腹腔注射的
方法建立小鼠重症急性胰腺炎模型. 生理盐
水对照组(NS组): 小鼠给予腹腔注射无菌生理
盐水(10 mL/kg), 共注射6次, 间隔1 h; ANP模
型组(ANP组): 小鼠给予腹腔注射雨蛙素(50 
μg/kg)6次, 间隔1 h, 末次注射后立即给予腹
腔注射内毒素(10 mg/kg); 抗小鼠JAM-C单抗
处理组(anti-JAM-C mAb组): 小鼠给予腹腔注
射雨蛙素(50 μg/kg)6次, 间隔1 h, 在首次注射
30 min时, 予每只小鼠腹腔内注射anti-JAM-C 
mAb 0.3 mL(300 μg), 末次雨蛙素注射后予腹
腔内注射内毒素(10 mg/kg). 在末次注射3 h后, 
收集血液检测血清淀粉酶和血TNF-α浓度, 并
收集胰腺组织称胰腺湿质量和进行组织积分

®

■背景资料
急性坏死性胰腺
炎(ANP)时, 胰腺
组织大量渗出的
白细胞引发并加
剧了胰腺的炎症
和坏死, 而白细胞
与内皮细胞的相
互作用则是导致
白细胞募集的中
心环节, 各种黏附
分子在这一环节
中起着关键作用.

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科
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分析.

结果: 与ANP组小鼠比较, anti-JAM-C mAb的
使用明显减轻了小鼠胰腺的水肿, 炎症细胞浸
润, 坏死和出血, 病理学评分明显降低(1.9±
0.1 vs  2.4±0.3; 1.5±0.2 vs  2.4±0.2; 1.1±0.2 
vs  2.0±0.2; 1.0±0.2 vs  1.8±0.2, 均P <0.05). 
此外, ANP组小鼠的胰腺湿质量、血清淀粉
酶含量和血清TNF-α浓度明显高于NS组和
anti-JAM-C组(348 mg±27 mg vs  235 mg±24 
mg, 286 mg±36 mg; 17 985 U/L±1 064 U/L 
vs  1 876 U/L±245 U/L, 13 870 U/L±988 U/L; 
628 ng/L±48 ng/L vs  320 ng/L±23 ng/L, 58 
ng/L±13 ng/L, 均P <0.05).

结论: anti-JAM-C mAb能有效缓解小鼠ANP
模型的胰腺炎症损伤和全身炎症反应.

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 连接黏附分子-C; 抗

JAM-C单克隆抗体
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制作用.  世界华人消化杂志  2011; 19(1): 74-77
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0  引言

急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, 
ANP)时, 胰腺组织大量渗出的白细胞引发并加

剧了胰腺的炎症和坏死, 而白细胞与内皮细胞

的相互作用则是导致白细胞募集的中心环节, 
各种黏附分子在这一环节中起着关键作用 [1]. 
连接黏附分子C(junctional adhesion molecule-C 
JAM-C)是近年新发现的在血管内皮细胞上分布

的细胞黏附分子, 他介导了中性粒细胞向炎症

部位和组织损伤处的浸润和聚集[2]. 我们的前期

研究发现, 在小鼠ANP模型中, JAM-C在胰腺、

肾脏和肺脏上的表达均明显增高, 这一结果提

示JAM-C在ANP发病过程中起到重要的作用[3]. 
本研究通过小鼠JAM-C单克隆抗体干预治疗小

鼠ANP模型, 旨在观察抑制JAM-C介导的黏附

作用对ANP小鼠胰腺及全身炎症的保护作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级昆明小鼠18只, 雌雄不分, 体质

量20 g±2 g, 购自苏州大学动物实验中心. 雨蛙

素(cerulein)、内毒素(endotoxin)(E.coli  O127:B8)
购自美国S igma公司; AF1213羊抗小鼠JAM-C 
mAb 购自美国RnD公司. 小鼠TNF-α ELISA Kit
试剂盒购自武汉博士德生物有限公司.

1.2 方法 
1.2.1 造模及给药: 动物随机被分成3组, 每组6
只. 生理盐水对照组(NS组): 小鼠给予腹腔注射

无菌生理盐水(10 mL/kg), 共注射6次, 间隔1 h; 
ANP模型组(ANP组): 小鼠给予腹腔注射雨蛙素

(50 μg/kg)6次, 间隔1 h, 末次注射后立即给予腹

腔注射内毒素(10 mg/kg). 抗小鼠JAM-C单抗处

理组(anti-JAM-C mAb组): 小鼠给予腹腔注射雨

蛙素(50 μg/kg)6次, 间隔1 h, 在首次注射30 min
时予每只小鼠腹腔内注射anti-JAM-C mAb 0.3 
mL(300 μg), 末次雨蛙素注射后予腹腔内注射内

毒素(10 mg/kg). 
1.2.2 血清淀粉酶测定和TNF-α浓度测定: 在末

次注射完毕3 h后, 用股动脉取血法收集血液, 小
鼠血清经过稀释后通过Olympus全自动生化仪

进行血清淀粉酶检测, 同时用ELISA测定血清

TNF-α浓度, 操作步骤均严格按试剂盒说明书. 
1.2.3 取材及光镜检查: 取血后用颈椎脱臼法处

死小鼠, 剖腹, 肉眼观察胰腺及胰外各器官变化. 
仔细分离胰腺, 称胰腺湿质量. 取胰组织置40 g/L
甲醛溶液固定, 常规石蜡包埋、切片, 苏木素和

伊红(HE)染色, Olympus光镜下观察, 显微摄影.
1.2.4 病理学分析: 每只小鼠胰腺标本, 在光镜下

选取10个高倍视野, 用双盲法按Schmidt's标准[4]

行胰腺组织病理学评分.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 所有

数据均用mean±SD表示. 两组数据比较时采用

Mann-Whitney检验. P <0.05认为有显著性差异.

2  结果

2.1 大体观察 NS组: 胰腺无明显外观异常; 胰外

器官正常. ANP组: 2只小鼠腹腔内可见少量淡红

色腹水; 胰腺腺体肿胀, 色暗红, 表面可见多处

白色点状皂化斑及出血点, 胰腺与周围组织粘

连; 小肠积气扩张明显; 肝脏暗红, 体积增大; 大
网膜、肠系膜可见出血点; anti-JAM-C mAb组: 
所有小鼠腹腔未见腹水, 腺体肿胀发红, 包膜紧

张少量出血点但未见点状皂化斑; 胰外器官无

异常变化. 
2.2 胰腺组织病理变化 NS组, 胰腺组织正常(图
1A). ANP组, 胰腺高度水肿, 腺泡呈孤岛状, 广泛

腺细胞坏死, 细胞结构模糊不清, 胞质内空泡形

成, 局部有融合性坏死灶; 坏死区有大量中性粒

细胞和单核细胞浸润(图1B). 胰周脂肪有大量炎

症细胞浸润, 血管扩张充血, 有脂肪坏死; 胰腺

间质内动脉痉挛, 静脉明显扩张淤血, 炎症细胞

■研发前沿
目前的研究认为
细胞黏附分子介
导的白细胞过度
激活对SAP的发
生、发展及器官
功能衰竭的发生
有重要意义, 针对
各种胰腺炎模型
的抗黏附治疗一
直是近年来研究
的热点之一. 

■相关报道
B e t t i n a 等 使 用
细 胞 间 黏 附 分
子-1(ICAM-1)的
单克隆抗体预处
理 大 鼠 A N P 模
型后发现 ,  an t i -
I C A M - 1 单 抗 能
有效地减少大鼠
ANP胰腺内的白
细胞浸润、明显
改善了胰腺炎症
的病理积分、抑
制了胰腺的早期
坏死和后期的胰
腺 细 胞 的 凋 亡 . 
Hartwig等在他们
的研究中也发现, 
阻断黏附分子L选
择素的表达能明
显降低白细胞渗
出和肺损害. 
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附边, 局部血管壁出血、坏死. anti-JAM-C mAb
组, 胰腺间质充血水肿, 有中性粒细胞和单核细

胞浸润, 有少量局灶性腺泡坏死, 血管病变不明

显, 无出血(图1C).
各组小鼠胰腺标本的Schmidt's胰腺病理评

分显示, anti-JAM-C mAb组胰腺的水肿、炎症浸

润、坏死及出血积分均明显低于ANP组(表1).
2.3 胰腺湿质量、血清淀粉酶含量和血清TNF-α

浓度测定 与NS组相比, ANP组和ant i-JAM-C 
mAb组的胰腺湿质量、血清淀粉酶含量和血清

TNF-α浓度均明显升高(P <0.05), 但anti-JAM-C 
m A b组胰腺湿质量、血清淀粉酶含量和血清

TNF-α浓度均明显低于ANP组(P <0.05, 表2).

3  讨论

JAM-C是免疫球蛋白超家族成员之一, 他主要分

布在白细胞、血小板、各种上皮, 及血管内皮细

胞上. 在对腹膜炎[5]、肺炎[6]、皮肤炎症[7]、关节

炎[8]等动物模型的研究中发现JAM-C增加了中

性粒细胞的在炎症部位和组织损伤处的浸润和

聚集. 
目前的研究认为重症急性胰腺炎(s e v e r e 

acute pancreatitis, SAP)时, 白细胞过度激活是引起

胰腺病情加重、多器官功能衰竭以致死亡的重

要原因[9]. 其中细胞黏附分子主要作用于炎症细

胞的黏附过程, 对白细胞过度激活以及SAP的发

生、发展及器官功能衰竭的发生有重要意义, 因
此以各种黏附分子为靶点的治疗手段被认为可

能是治疗SAP的突破口, 针对各种胰腺炎模型的

抗黏附治疗一直是近年来研究的热点之一. Rau
等[10]使用细胞间黏附分子-1(intercellular adhesion 
molecule 1, ICAM-1)的单克隆抗体预处理大鼠

ANP模型后发现, anti-ICAM-1单抗能有效地减少

大鼠ANP胰腺内的白细胞浸润、明显改善了胰

腺炎症的病理积分、抑制了胰腺的早期坏死和

后期的胰腺细胞的凋亡. Hartwig等[11]在他们的

研究中也发现, 阻断黏附分子L选择素的表达能

明显降低白细胞渗出和肺损害. 但既往的这些

抗黏附治疗研究的重点主要是针对介导白细胞

趋边、滚动和初步黏附的分子, 而JAM-C主要

分布在血管内皮细胞之间的紧密连接上, 他的

配体主要是分布在各种白细胞上的整合素Mac-
1(αLβ2, CD11b/CD18), 正是由于这种细胞膜分

布上的特异性, JAM-C在白细胞激活向炎症区

域募集的过程中主要作用于白细胞的跨壁穿越

表  1  各组胰腺组织病理学评分

     
分组

                病理改变

间质水肿 炎症浸润 实质坏死 实质出血

NS组 0.0 0.0 0.0 0.0

ANP组 2.4±0.3 2.4±0.2 2.0±0.2 1.8±0.1

anti-JAM-C mAb组 1.9±0.1a 1.5±0.2a 1.1±0.2a 1.0±0.2a

aP<0.05 vs  ANP组.

图  1  胰腺组织病理变化(HE×100). A: NS组; B: ANP组; C: 

anti-JAM-C mAb组.

A

B

C

■应用要点
临床上重症胰腺
炎患者多在发病
数小时后就诊, 故
对针对全身炎症
反应的上游细胞
因子的干预很难
保证其及时性和
有效性, 因此拮抗
JAM-C这种参与
ANP后期细胞事
件的黏附分子可
能成为治疗ANP
及时有效的治疗
方法. 
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过程. Vonlaufen等[12]发现JAM-C高表达的小鼠

ANP模型的胰腺炎症积分明显高于对照组. Cha-
vakis等[5]在他们的研究中使用JAM-C的可溶形

式(sJAM-C)结合中性粒细胞上的整合素Mac-1
后, 发现血管炎症明显减轻, 且白细胞渗出也明

显减少. Scheiermann等[13]发现拮抗JAM-C能使

缺血再灌注损伤小鼠模型的中性粒细胞血管外

渗出明显减少. 本研究同样发现JAM-C单抗处

理后的ANP小鼠胰腺白细胞浸润显著减少, 胰
腺炎症的病理积分得到明显改善. 我们同时还

发现JAM-C单抗使ANP小鼠的淀粉酶和血清

TNF-α明显下降, 因TNF-α是ANP合并全身炎症

反应综合征的主要的炎症因子, 与急性胰腺炎

的临床预后密切相关[14], 故JAM-C不仅可以改善

ANP小鼠胰腺的局部炎症还能有可能减轻ANP
合并的全身炎症反应和预防肺、脑等远隔重要

脏器的损害. 重症胰腺炎患者多在发病数小时

后就诊, 故对针对全身炎症反应的上游细胞因

子的干预很难保证其及时性和有效性, 因此拮

抗JAM-C这种参与ANP后期细胞事件的黏附分

子可能成为治疗ANP及时有效的治疗方法.
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表  2  各组胰腺湿重、血淀粉酶含量及TNF-α血清浓度 (n  = 6, mean±SD)

     
分组 胰腺湿质量(mg) 淀粉酶含量(U/L) TNF-α浓度(ng/L)

NS组     235±24     1 876±245         58±13

ANP组     348±27c   17 985±1 064c       628±48c

anti-JAM-C mAb组     286±36ac   13 870±988ac       320±23ac

aP<0.05 vs  ANP组; cP<0.05 vs  NS组.

■同行评价
本文选题较好, 有
一定的临床参考
价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of treatment with 
Lactobacillus acidophilus (L.acidophilus) cell wall 
extract (BCW) and DNA on experimental colitis 
in mice.

METHODS: Forty 6-8-wk-old specific pathogen-
free female BALB/c mice were randomly divid-
ed into four groups: normal group, L.acidophilus 
BCW-treated group, L.acidophilus DNA-treated 
group, and control group. Except the normal 
group, other groups of mice were subjected to 

induction of experimental colitis with 1.5% DSS 
in drinking water for 7 d and then treated with 
L.acidophilus BCW (20 μg/10 g), L.acidophilus 
DNA (0.2 μg/10 g), and physiological saline (0.2 
mL/10 g), respectively. The changes in body 
weight, fecal traits, and faecal occult bleeding 
were recorded each day. All animals were killed 
on day 8 to isolate the whole colon for exami-
nation of length and wet weight. Hematoxylin 
and eosin staining of colonic sections was per-
formed. The effect of treatment with L.acidophilus 
BCW and DNA on experimental colitis was then 
evaluated.

RESULTS: Compared with the control group, 
weight loss was significantly improved (2.94 g ± 
0.78 g, 3.37 g ± 1.08 g vs 6.96 g ± 1.39 g, both P < 
0.05) and DAI score was significantly decreased 
(4.27 ± 0.41, 4.62 ± 0.56 vs 6.85 ± 0.94, both P < 0.05) 
in mice treated with both L.acidophilus BCW and 
DNA. Treatment with L.acidophilus BCW and 
DNA prevented the shortening of colon length 
(8.62 cm ± 1.31 cm, 8.15 cm ± 0.97 cm vs 6.63 cm 
± 1.38 cm, both P < 0.05), increased the colon/
body weight index (1.63% ± 0.27%, 1.68% ± 0.29% 
vs 2.12% ± 0.22%, both P < 0.05), improved mu-
cosal damage and inflammatory infiltration, and 
protected mucosal glands and villi.

CONCLUSION: Treatment with L.acidophilus cell 
wall extract and DNA can improve DSS-induced 
experimental colitis in mice.

Key Words: Ulcerative colitis; Lactobacillus acidoph-
ilus ; Bacterial cell wall; DNA; Therapy

Lian GH, Chen MH, Peng XB, Ruan WS. Treatment with 
Lactobacillus acidophilus cell wall extract and DNA im-
proves experimental acute colitis in mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(1): 78-83

摘要
目的: 观察嗜酸乳杆菌BCW和DNA对实验性
结肠炎的治疗作用. 

方法: 40只♀BABL/c小鼠随机分为正常组、

®

■背景资料
嗜酸乳杆菌等益
生菌是肠道内的
正常菌群, 可以维
护肠道正常的结
构及功能, 其胞壁
部分及核酸认为
具有免疫调节、
抗 感 染 、 抗 衰
老、抗肿瘤等作
用, 应用益生菌的
胞壁及核酸进行
肠道疾病的治疗
的研究已经在日
本等国家逐渐开
展, 而溃疡性结肠
炎是一种包括免
疫异常、感染等
因素在内的多因
素疾病, 研究嗜酸
乳杆菌胞壁及核
酸对溃疡性结肠
炎的作用可以开
发出成分较为单
一、毒不良反应
更小、能更快进
入临床的药物. 

■同行评议者
任晓峰, 教授, 东
北农业大学动物
医学学院微生物
室
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嗜酸乳杆菌BCW组、嗜酸乳杆菌DNA组和
生理盐水组, 除正常组小鼠外, 其余各组自由
饮用1.5% DSS 7 d建立小鼠结肠炎模型, 从实
验第1天开始, 给予嗜酸乳杆菌BCW(20 μg/10 
g)、嗜酸乳杆菌DNA(0.2 μg/10 g)和生理盐水
(0.2 mL/10 g)灌肠7 d, 观察小鼠每天的体质量
变化/粪便性状和粪便隐血情况; 实验结束时
处死动物, 观察结肠大体观, 测量全段结肠长
度并称其质量; HE染色观测结肠炎症情况, 评
价嗜酸乳杆菌BCW和DNA对小鼠急性结肠炎
的影响. 

结果: 饮用DSS小鼠体质量逐渐下降, DAI积
分增高, 结肠黏膜出现糜烂或溃疡, 腺体破坏, 
大量炎性细胞浸润. 与生理盐水组比较, 嗜酸
乳杆菌BCW和DNA能减缓小鼠体质量的下
降(2.94 g±0.78 g, 3.37 g±1.08 g vs  6.96 g±
1.39 g, P <0.05), 降低小鼠DAI积分(4.27±0.41, 
4.62±0.56 vs  6.85±0.94, P <0.05), 在组织学方
面能阻止DSS导致的结肠缩短(8.62 cm±1.31 
cm, 8.15 cm±0.97 cm vs  6.63 cm±1.38 cm, 
P <0.05)及肠质量指数的增加(1.63%±0.27%, 
1.68%±0.29% vs  2.12%±0.22%, P <0.05), 减
轻黏膜损伤, 恢复腺体及绒毛的排列, 减轻炎
性细胞的浸润.

结论: 嗜酸乳杆菌BCW和DNA能有效地缓解
小鼠急性结肠炎炎症, 减轻组织损伤.

关键词: 溃疡性结肠炎; 乳酸杆菌; 细菌胞壁; DNA; 

治疗
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种多因

素的慢性疾病, 具有慢性、反复、迁延的特点. 
随着我国人们生活环境及饮食结构的变化, 该病

的发病在我国特别是发达地区呈上升态势. 近年

来对UC病因研究的深入, 人们发现肠道微生态

系统的失衡是结肠炎发病及迁延的重要一环. 
据此研究人员给予补充外源性的益生菌, 

如双歧杆菌属、乳酸杆菌属、非致病性大肠杆

菌、枯草杆菌等均获得了良好的效果. 其作用

机制普遍认为与益生菌黏附肠黏膜细胞、竞争

性抑制、代谢物作用、直接抑杀致病菌及刺激

机体产生β-防御素等[1-3], 这些口服的益生菌在

通过胃酸及胆汁的作用后, 只有极少的部位能

到达回结肠, 部分使用的益生菌亦非肠道固有

菌群, 在肠黏膜上不能定植生长, 所以通过活菌

产生的作用大打折扣. 而且所谓的“益生菌”

在某些情况下进入血液引起的菌血症、感染性

心内膜炎及肺脓肿在全球也有散发报道[4-6], 这
使得人们在应用益生菌活菌进行治疗的时候也

变得小心翼翼. 近年来, 研究发现除了益生菌活

菌外, 其菌体成分如胞壁成分、DNA等均有免

疫调节、抗肿瘤、抗衰老甚至有直接抑杀致病

菌的作用, 因此这些益生菌的菌体成分能否因

免疫调节、抗炎等作用而成为下一个UC治疗的

研究重点值得期待. 
本研究通过7 d DSS饮用诱导出急性期UC

模型, 综合观察疾病活动、结肠组织损伤等情

况, 分析嗜酸乳杆菌DNA以及细菌胞壁提取物

(bacterial cell wall, BCW)对小鼠模型疾病发展

和转归的影响, 评价嗜酸乳杆菌细菌成分对DSS
诱导的UC急性期动物模型的治疗价值.

1  材料和方法

1.1 材料 DSS分子量36 000-50 000 Da, 购自

Sigma公司, 用生理盐水配制成1.5%浓度, 嗜酸

乳杆菌为湖南康哲中南医药研究有限公司提供, 
♀Balb/c小鼠40只, 6-8 wk龄, 体质量20.0 g±2.0 
g, 购于湖南农业大学东创实验动物科技服务部, 
饲养于清洁级动物房.
1.2 方法 
1.2.1 分组:  40只Balb/c小鼠, 随机分成4组, 每
组10只. 生理盐水组: DSS造模+无菌生理盐水

灌肠; BCW组: DSS造模+BCW (100 mg/L)灌肠; 
DNA组: DSS造模+DNA(1 mg/L)灌肠; 正常组: 
正常饮食; 采用自由饮水7 d造模. 
1.2.2 抽提细菌DNA: 通过常规的苯酚-氯仿抽提

法对嗜酸乳杆菌基因组DNA进行抽提. 
1.2.3 BCW提取: 常规超声离心法提取嗜酸乳杆

菌BCW, 冷冻干燥后保存备用. 
1.2.4 动物的处理: 实验期间每日观察小鼠进

食、饮水、活动等一般情况, 称量体质量, 观察

粪便性状及粪便隐血、便血情况, 计算疾病活

力指数积分(disease active index, DAI), 评估结肠

炎严重程度. 实验动物第8天颈椎脱臼处死小鼠, 
游离结肠和远端回肠, 取出肛门至盲肠末端的

整个结肠和直肠段, 观察各组小鼠结肠的大体

改变、测量整个结肠长度及湿质量, 并根据如

下公式计算肠质量指数, 肠质量指数 = 结肠质

量/体质量×100%. 用预冷无菌生理盐水将结肠

■相关报道
Miyazaki等检测
了乳杆菌属、双
歧杆菌属、肠球
菌属等9种益生菌
代谢物对凝聚性
大肠杆菌的抑杀
作用发现, 双歧杆
菌属及粪肠球菌
培养上清对凝聚
性大肠杆菌没有
作用, 而干酪乳杆
菌干酪亚种和鼠
李糖亚种的抑杀
作用通过中和上
清以后消失.
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冲洗干净, 分别于结肠末端(距肛门1 cm)处剪取

0.5 cm长结肠, 甲醛浸泡, 石蜡包埋、切片, 做病

理检查. 

2  结果

2.1 小鼠体质量变化: 饮用DSS使小鼠精神萎

靡, 活动及进食减少, 并出现大便松散不成形、

肛周血迹甚至血水便, 从第2天开始出现体质

量下降, 至实验结束时生理盐水组小鼠体质量

减轻累积达到6.96 g±1.39 g; DNA组体质量减

轻也达到3.37 g±1.08 g, BCW组体质量下降最

少(2.94 g±0.78 g), 较生理盐水组有显著差异

(P <0.05). 而正常小鼠在实验期间体质量缓慢增

加, 至实验结束时体质量增加了1.21 g±0.46 g.
2.2 小鼠的DAI积分正常组DAI始终稳定在零水

平附近: 小鼠饮用DSS后DAI呈逐渐上升趋势, 
第7天生理盐水组的DAI高达6.85±0.94. 用嗜

酸乳杆菌DNA、BCW干扰饮用DSS的小鼠后, 
DAI的变化趋势在前6 d均呈上升趋势, 与生理盐

水组无明显差异, 至第7天接受BCW和细菌DNA
灌肠小鼠由于大便基本成型, 粪便隐血大部分

消失, DAI积分较生理盐水组小鼠明显降低(4.27
±0.41, 4.62±0.56), 与生理盐水组比较有明显

差异(P <0.05, 图1). 图中结果表明, 饮用DSS的小

鼠DAI逐渐增加, 用生理盐水不能阻止病情的发

展. 随着实验进程, 嗜酸乳杆菌DNA、BCW能有

效阻止症状加重.
2.3 小鼠结肠质量及长度变化: DSS造模小鼠

结肠长度均有不同程度的缩短 ,  嗜酸乳杆菌

DNA、BCW组小鼠结肠缩短均小于生理盐水

组小鼠(P <0.05), 肠质量指数在饮用DSS后有不

同程度的增加, 说明小鼠结肠发生炎症水肿、

充血、局部有所增厚, 生理盐水不能阻止这种

变化, 嗜酸乳杆菌DNA、BCW能减少肠质量指

数的增加, 与生理盐水组比较差异有显著意义

(P <0.05, 表1). 
2.4 小鼠结肠病理组织学: 正常组小鼠直结肠组

织黏膜结构及绒毛完整, 腺体排列整齐, 隐窝正

常, 杯状细胞无减少, 未见黏膜糜烂, 出血, 无炎

性细胞浸润(图2A), BCW组小鼠结肠黏膜轻度

破坏, 呈糜烂状, 可见局部充血, 腺体减少, 隐窝

部有炎性细胞的浸润(图2B), DNA组小鼠结肠

有溃疡形成, 局部黏膜缺失, 腺体减少, 绒毛基

本消失, 底部有较多的炎性细胞浸润(图2C); 生
理盐水组小鼠结肠黏膜可见大片溃疡, 绒毛及

腺体消失, 炎症累及全层, 大量炎性细胞浸润

(图2D). 以上结果可以看出, 嗜酸乳杆菌BCW、

DNA均能减轻DSS造成的黏膜损伤, 恢复腺体

及绒毛排列, 减轻炎性细胞浸润, 而生理盐水并

无此效果. 在组织学评分方面, 正常小鼠分值基

本为零, 生理盐水组分值远远高于嗜酸乳杆菌

BCW、DNA处理组, 说明嗜酸乳杆菌BCW、

DNA能改善小鼠组织学损伤.

3  讨论

UC是一种难治性、复发性疾病, 其病因还不甚

清楚, 研究普遍认为与肠道微生物的基因易感

性、黏膜免疫及肠道菌群有很重要的关系. UC
好发的结肠是肠道菌群最为集中的部位, 此前

的研究发现艰难梭菌、致病性大肠杆菌、沙门

氏菌和弯曲杆菌等多种细菌感染与UC有关, 其
治疗研究从传统的氨基水杨酸、激素甚至免疫

抑制剂到近年来的生物疗法, 其中通过口服长

表  1  各组小鼠结肠长度、湿质量及肠质量指数 (mean±SD, n  = 10)

     
分组 结肠长度(cm) 结肠湿质量(g) 肠质量指数(%)

正常组 11.47±1.93a 1.34±0.11 1.46±0.13a

BCW组   8.62±1.31a 1.23±0.13 1.63±0.27a

DNA组   8.15±0.97a 1.26±0.10 1.68±0.29a

生理盐水组   6.63±1.38 1.22±0.17 2.12±0.22

aP<0.05 vs  生理盐水对照组.

8
7

6

5

4

3

2

1

0
 1         2          3         4           5         6          7

t/d

D
A

I积
分

正常组

DNA组
BCW组

生理盐水组

图  1  嗜酸乳杆菌DNA、BCW对小鼠DAI积分的影响. 

■创新盘点
使用嗜酸乳杆菌
胞壁及核酸对溃
疡性结肠炎进行
治疗, 既保存了益
生菌的有效性, 又
避免细菌易位的
发生, 而且成分更
加单一, 容易分析.
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双歧杆菌、乳酸杆菌、VSL#3及E.coli  Nissle 1 
917等多种益生菌均报道获得了满意的效果[7-9], 
而且通过其依从性好, 不良反应小, 经济等优点

获得了临床工作人员的青睐. 然而Elmer等[10]发

现口服乳酸杆菌和双歧杆菌大部分都被胃酸和

胆汁灭活, 只有所服用的1.5%乳酸杆菌和37.5%
双歧杆菌能到达回肠末端, 如此少的益生菌达

到回结肠部, 能够黏附定植下来的数量可能就

更少, 而这些益生菌的治疗UC的机制普遍认为

与活菌黏附、竞争性抑制及其分泌的代谢产物

有密切关系. 
研究人员比较了被认为是与UC发病有很强

相关性的几种细菌变形梭杆菌、梭形梭杆菌、

拟杆菌、大肠埃希氏菌和保级利亚乳杆菌、德

氏乳杆菌对SW-480和HT-29细胞的黏附作用却

发现两种乳杆菌对肠黏膜的黏附作用似乎没有

预想的好, 远低于这些致病菌对细胞的黏附[11], 
这就更加使得外源性补充的益生菌可能不能在

图  2  HE染色示各组小鼠的结肠组织. A: 正常组; B: BCW组; C: DNA组; D: 生理盐水组. A1, B1, C1, D1(×100); A2, B2, 

C2, D2(×400).
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■名词解释
胞壁粗提物: 采用
超声波将细菌菌
体破碎以后, 去除
胞质、胞核及大
部分蛋白质后所
保留的细菌细胞
壁成分.
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相应部位定植而成为过路菌. 如此少量的益生

菌到达病灶部位定植是否能与数量庞大的致病

菌产生竞争性抑制或者产生足够的代谢产物抑

制致病菌的生长值得一定的怀疑. 甚至在刑咏

梅等[12]的研究认为德氏乳杆菌和肠球菌的灭活

状态较活菌状态对肠黏膜上皮细胞的黏附性显

著增高. 对于益生菌的代谢产物, 有些研究认为

益生菌代谢物可以通过丝裂原激活的蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)等途径

调节机体的免疫[13], 有些研究认为细菌的代谢

物根本没有免疫调节功能, 可能只是所产生的

酸性物质起作用[14], Miyazaki等[15]检测了乳杆菌

属、双歧杆菌属、肠球菌属等9种益生菌代谢

物对凝聚性大肠杆菌的抑杀作用发现, 双歧杆

菌属及粪肠球菌培养上清对凝聚性大肠杆菌没

有作用, 而干酪乳杆菌干酪亚种和鼠李糖亚种

的抑杀作用通过中和上清以后消失. 因此我们

认为在益生菌替代疗法中其作用机理可能不完

全是由于活菌黏附定植, 而益生菌被消化破碎

以后的菌体成分也可能是起效的重要因素. 
本研究使用的嗜酸乳杆菌是从健康人体分

离出来的, 在之前的研究中发现口服活菌对于

轻、中度UC小鼠有一定的治疗作用. 采用超声

破碎嗜酸乳杆菌提取BCW、常规苯酚-氯仿抽

提法提取嗜酸乳杆菌DNA, 通过灌肠干预DSS
诱导的结肠炎小鼠, 观察这两种成分是否对急

性活动性结肠炎小鼠有治疗效果. 结果显示, 无
论是嗜酸乳杆菌的BCW还是DNA均可以缓解结

肠炎的症状, 虽然饮用DSS后各组小鼠的体质量

均逐渐下降, 然而嗜酸乳杆菌BCW及DNA对体

质量下降的保护明显好于生理盐水; 从DAI积分

来说亦是如此, 予以嗜酸乳杆菌BCW及DNA以

后, 小鼠的大便性状、隐血/血便情况明显好转, 
加之体质量减轻较少, 使得反映结肠炎临床症

状的DAI积分明显较生理盐水组小鼠低. 通过结

肠组织学来看, 饮用DSS后小鼠结肠缩短、肠质

量指数增加, 说明结肠不单有充血、水肿质量

的相对增加, 还有结肠糜烂、溃疡所致长度缩

短, 而嗜酸乳杆菌BCW及DNA能缓解结肠炎症, 
降低肠质量指数, 从显微镜下观察, 结肠上皮的

损伤及炎性细胞浸润也较生理盐水组小鼠轻, 
但嗜酸乳杆菌两种菌体成分在这些作用中没有

差异. 
通过本研究可以发现 ,  嗜酸乳杆B C W及

DNA可以缓解小鼠急性UC, 但这些益生菌的细

菌成分与活菌之间作用是否有差别、联用是否

有叠加效果及其作用机制尚需深入研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the methylation status of the 
promoter region of the RASSF1A gene in gastric 
cardiac adenocarcinoma (GCA) and esophageal 
squamous cell carcinoma (ESCC) in the distal 
esophagus and to analyze their clinical signifi-
cance.

METHODS: Thirty-three GCA patients and 36 
ESCC patients who came from a high-incidence 
region of ESCC in Linzhou, Henan and were 
treated at Yaocun Esophageal Cancer Hospital 
and Linzhou Center Hospital were enrolled in 

this study. No statistical differences were found 
in sex, age, and tumor differentiation between 
GCA and ESCC patients. No patients received 
chemotherapy or radiotherapy before operation. 
Methylation-specific polymerase chain reaction 
(MSP) was used to investigate the methylation 
status of the promoter region of the RASSF1A 
gene in the two groups of patients.

RESULTS: For GCA patients, the frequencies of 
RASSF1A promoter methylation in cancer tis-
sue (CA), matched dysplasia tissue (DYS) and 
normal tissue (NOR) were 63.6%, 20% and 4.2%, 
respectively. For ESCC patients, the frequencies 
of RASSF1A promoter methylation in tumor tis-
sue, matched dysplasia tissue and normal tissue 
were 66.7%, 25% and 16.7%, respectively. High 
methylation frequency was found in both types 
of cancer tissue. With the evolution of lesions 
(NOR–DYS-CA), the frequency of RASSF1A 
promoter methylation showed an increasing 
tendency in both GCA (χ2 = 22.173, P < 0.001) 
and ESCC patients (χ2 = 19.324, P < 0.001). The 
frequency of RASSF1A promoter methylation 
in normal tissue from GCA patients was lower 
than that from ESCC patients.

CONCLUSION: RASSF1A promoter hypermeth-
ylation is a molecular event that occurs in both 
GCA and ESCC patients. RASSF1A is a potential 
candidate biomarker for early detection of carci-
noma of the esophagogastric junction.

Key Words: Gastric cardiac adenocarcinoma; Esopha-
geal squamous cell carcinoma; RASSF1A; Methylation

Fan YJ, Liu B, Wang LD, Li L, Lan Y. Clinical significance 
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摘要
目的: 比较RASSF1A基因甲基化在贲门腺
癌、食管下段鳞癌不同病理阶段组织中的共
性和差异.

®
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方法: 33例贲门腺癌和36例食管下段鳞癌手
术切除标本纳入本研究, 每例标本选取癌组
织, 癌旁不典型增生组织(距癌3-5 cm), 癌旁正
常组织(距癌>5 cm)组织各1块, 采用甲基化特
异性PCR检测RASSF1A基因启动子区的甲基
化情况.

结果: 贲门腺癌癌组织、癌旁不典型增生组
织和癌旁正常组织中RASSF1A基因启动子区
甲基化的发生率分别为63.6%, 20%, 4.2%; 食
管下段鳞癌癌组织、癌旁不典型增生组织和
癌旁正常组织中RASSF1A基因启动子区甲基
化的发生率分别为66.7%, 25%, 16.7%. 随着
病变程度的加重(癌旁正常组织-癌旁不典型
增生组织-癌组织), 贲门腺癌患者RASSF1A
基因启动子区甲基化的发生率呈上升趋势(χ2 
= 22.173, P <0.001), 食管下段鳞癌患者RASS-
F1A基因启动子区甲基化的发生率亦呈上升
趋势(χ2 = 19.324, P <0.001), 但两者的升高幅
度不同. 贲门腺癌癌旁正常组织中RASSF1A
基因启动子区甲基化的发生率明显低于食管
下段鳞癌癌旁正常组织.

结论: RASSF1A基因启动子区高甲基化是贲
门腺癌和食管下段鳞癌发生的共同分子事件, 
RASSF1A基因可作为胃食管交界部癌患者早
期诊治和监测的候选指标.

关键词: 贲门腺癌; 食管下段鳞癌; Ras相关区域家

族1A基因; 甲基化
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化在贲门腺癌、食管下段鳞癌组织中的变化及临床意义.  世界

华人消化杂志  2011; 19(1): 84-88
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0  引言

河南林州是世界上食管癌发病率和死亡率最高

的地区, 同时贲门癌也是此地区最常见的恶性肿

瘤, 食管癌和贲门癌的发病率之比为2.4-4.1∶1[1]. 
贲门腺癌的发病特征与远端胃癌明显不同, 却
与食管下段鳞癌存在诸多相似和联系, 主要表

现在: (1)均具有显著的地区分布特征, 且高发地

域与食管癌高发地域一致; (2)部分患者同时患

有食管下段鳞癌和贲门腺癌; (3)部分患者具有

一致的蛋白表达异常[2]. 鉴于该地区人群具有相

同的遗传背景和环境因素, 我们推测其贲门腺

癌和食管下段鳞癌的发病可能具有相同的危险

因素和分子基础. 在本研究中, 我们拟检测Ras
相关区域家族1A(Ras association domain family 

1A, RASSF1A)基因甲基化改变在贲门腺癌、食

管下段鳞癌不同病理阶段组织中的共性和差异, 
筛选肿瘤发生的易感基因, 为临床早期诊治提

供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 33例贲门腺癌和36例食管下段鳞癌手

术切除大体标本取自河南省食管癌重点开放实

验室标本库, 来源于林州市姚村镇食管癌医院

和林州市中心医院. 两组患者在性别、年龄、

分化程度上无统计学差异. 所有患者术前均未

接受任何放疗或化疗. 食管下段鳞癌的纳入标

准是: (1)肿瘤位置界于齿状线口侧且位于齿状

线上15 cm以内; (2)齿状线清晰可见, 未累及; (3)
经病理证实为食管鳞癌. 贲门腺癌的纳入标准

是: (1)肿瘤位置界于齿状线肛侧且位于齿状线

下5 cm以内; (2)齿状线清晰可见, 未累及; (3)经
病理证实为贲门腺癌. 大体标本均在手术切除

后2 h内收集, 于液氮保存, 转运到实验室标本

库后, 放入-80 ℃冰箱冻存备用. 所选标本在冰

上, 分别取正常组织块(距癌>5 cm)、癌旁组织

块(距癌3-5 cm)、癌组织块进行连续冰冻切片数

张, 厚度10 µm, 首先取1张进行组织病理学诊断, 
然后采用显微刮片技术刮取所需病变组织提取

DNA. 组织获取均征得患者及家属知情同意. 基
因DNA修饰试剂盒购于美国Promega公司, Hot 
Start Taq酶, dNTP, DNA Marker均购于大连宝生

物工程有限公司, 琼脂糖粉购于上海生工生物

工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA的提取: 采用酚-氯仿抽提法提

取DNA.  
1.2.2 基因组DNA的亚硫酸氢盐修饰: 采用Wiz-
ard DNA Clean-up System试剂盒, 操作步骤按试

剂盒说明进行. 
1.2.3 设计引物: 根据GenBank序列及参考文献

[3]合成甲基化和非甲基化引物 ,  具体引物序

列、退火温度及扩增片段大小见表1. 引物由上

海生工生物工程有限公司合成. 
1.2.4 甲基化特异性PCR: 按照Herman等[4]提出

的甲基化特异性PCR(methylation specific PCR, 
MSP)方法, 每份经亚硫酸氢盐修饰后的标本都

分别用甲基化与非甲基化引物扩增. PCR采用25 
µL反应体系: 10×PCR缓冲液(Mg2+ Plus)2.7 µL, 
dNTP(2.5 µmol/L)3 µL, 上游引物(10 µmol/L)2 
µL, 下游引物(10 µmol/L)2 µL, 模板DNA 4 µL, 

■相关报道
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变相关. 
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Taq DNA聚合酶0.3 µL, 去离子水加至25 µL. 反
应条件: 95 ℃预变性5 min, 进入循环, 95 ℃ 40 s, 
退火温度复性60 s, 72 ℃ 40 s, 共循环40次, 最后

72 ℃延伸5 min, 产物4 ℃保存. 
1.2.5 结果判定: 取6 µL MSP扩增产物与2 µL上
样缓冲液充分混匀后, 加样至含有溴化乙啶的

2%琼脂糖凝胶上电泳30 min, 以凝胶成像分析

仪观察分析电泳结果. 如甲基化特异引物扩增

出目的条带, 而非甲基化特异引物无条带扩出, 
视为纯合型甲基化; 如两对引物均扩增出目的

条带, 视为杂合型甲基化; 以上两种类型均视为

甲基化阳性; 如非甲基化特异性引物扩增出目

的条带, 而甲基化引物无条带扩出, 视为非甲基

化. 如两对引物均未扩增出特异性条带, 则认为

实验失败, 需重复实验. 同时我们取新鲜胎盘组

织, 按前述方法进行DNA的提取, 用CpG甲基化

酶M.Sss1(New England BioLabs® Inc.)修饰胎盘

DNA, 利用已知甲基化的特性作为本研究的阳

性对照.
统计学处理 采用SPSS15.0软件进行统计分

析, 计数资料采用χ2检验, 显著性水准取α = 0.05.

2  结果

2.1 一般情况 33例贲门腺癌患者中男性26例, 女
性7例, 平均年龄59.6±7.7岁, 其中高分化癌8例, 
中分化癌12例, 低分化癌13例, 经病理证实后共

选取72块组织, 其中癌组织33例, 癌旁不典型增

生组织15例, 癌旁正常组织24例. 36例食管下段

鳞癌患者中男25例, 女11例, 平均年龄59.3±8.4
岁, 其中高分化癌6例, 中分化癌17例, 低分化癌

13例, 经病理证实后共选取108块组织, 其中癌

组织36例, 癌旁不典型增生组织36例, 正常组织

36例. 
2.2 贲门腺癌不同病理阶段组织中RASSF1A
基因启动子区甲基化结果分析 贲门腺癌癌组

织、癌旁不典型增生组织和癌旁正常组织中

R A S S F1A基因启动子区甲基化的发生率分

别为63.6%, 20%, 4.2%. 随着贲门黏膜病变逐

渐加重(正常组织-癌旁不典型增生组织-癌组

织), RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率

呈上升趋势(χ2 = 22.173, P <0.001). 其中癌组织

RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率与癌

旁正常组织相比有统计学差异(63.6% vs  4.2%, 
P <0.05); 癌旁不典型增生组织RASSF1A基因

启动子区甲基化的发生率与癌旁正常组织相

比无统计学差异(20% vs  4.2%, P >0.05); 癌组织

RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率与癌

旁不典型增生组织相比无统计学差异(63.6% vs  
20%, P >0.05, 图1).
2.3 食管下段鳞癌不同病理阶段组织中RASS-
F1A基因启动子区甲基化结果分析 食管下段鳞

癌癌组织、癌旁不典型增生组织和癌旁正常组

织中RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率

分别为66.7%, 25%, 16.7%; 随着食管黏膜病变

逐渐加重(正常组织-癌旁不典型增生组织-癌组

织), RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率

呈上升趋势(χ2 = 19.324, P <0.001). 其中癌组织

RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率与癌旁

正常组织相比具有统计学差异(66.7% vs  16.7%, 
P <0.01); 癌组织RASSF1A基因启动子区甲基化

的发生率与癌旁不典型增生组织相比具有显著

统计学差异(66.7% vs  25%, P <0.01); 癌旁不典

型增生组织RASSF1A基因启动子区甲基化的发

生率与癌旁正常组织相比无统计学差异(25% vs  
16.7%, P >0.05, 图1). 
2.3 贲门腺癌/食管下段鳞癌组织中RASSF1A基

因启动子区甲基化的对比分析 贲门腺癌癌组

表  1  引物序列

     
基因                     引物序列 产物大小(bp) 退火温度(℃) 参考文献

RASSF1A M F: GTGTTAACGCGTTGCGTATC         94         60       [4]

R: AACCCCGCGAACTAAAAACGA

RASSF1A U F: TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG       108         60       [4]

R: CAAACCCCACAAACTAAAAACAA

MF: 甲基化上游引物; MR: 甲基化下游引物; UF: 非甲基化上游引物; UR: 非甲基化下游引物.

图  1  MSP检测RASSF1A甲基化电泳结果. 1: Marker; M: 甲基

化引物扩增后产物(94 bp), U: 非甲基化引物扩增后产物(108 

bp); N: 癌旁正常组织; T: 癌组织; D: 癌旁不典型增生组织.

250
100

bp 1    M    U    M    U    M    U    M     U     M    U
11N 12T 12D 12N 13N
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织和食管下段鳞癌癌组织RASSF1A基因启动

子区的甲基化发生率均高, 两者比较无统计学

差异(63.6% vs  66.7%, P >0.05). 随着病变程度的

加重(正常组织-癌旁不典型增生组织-癌组织), 
RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率在两组

肿瘤中均呈上升趋势, 但两者的升高幅度不同. 
RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率在贲门

腺癌癌旁正常组织中低于食管下段鳞癌癌旁正

常组织, 但无统计学差异(4.2% vs  16.7%, P >0.05,
表2).

3  讨论

由于贲门癌和食管下段癌的早期症状不典型, 
诊断指标欠敏感, 大部分患者就诊时已为中晚

期[5], 病变常常累及齿状线, 很难界定肿瘤究竟

来源于食管或贲门, 近年来常将两者统称为胃

食管交界部癌. 胃食管交界部癌患者的5年生存

率非常低, 如何实现早期诊治是目前临床上迫

切需要解决的问题. 
RASSF1A基因是位于人染色体3p21.3区位

点的抑癌基因, 含340个氨基酸的开放读框, 编
码相对分子质量38 800 Da的蛋白多肽, 通过参

与抑制Ras/RASSF1/ERK通路的信号传导调控

细胞的增殖和凋亡、维持微管稳定性[6]. 研究

表明, RASSF1A基因在多种恶性肿瘤组织(如肺

癌、乳腺癌、膀胱癌、食管癌、结肠癌等)中存

在表达缺失或减低, 启动子CpG岛异常甲基化和

杂合性丢失是其沉默的主要原因[7-9]. 如Lo等[10]

发现, 在食管鳞状细胞癌和鼻咽癌组织中存在

RASSF1A基因的表达减低, 表达减低程度与肿

瘤的分级、分型、有无淋巴结转移等密切相

关. 林海等[11]研究发现胃癌组织中RASSF1A基

因mRNA表达较正常组织明显降低, 同时甲基化

率显著高于正常组织, 推测RASSF1A基因启动

子高甲基化可能是导致其表达减低的原因, 并
与胃癌进展演变相关. 但目前关于胃食管交界

部癌RASSF1A基因甲基化的研究尚少, 同一高

发区胃食管交界部癌主要病理类型肿瘤甲基化

的对比研究更少. 河南食管贲门癌高发区胃食

管交界部癌主要由贲门腺癌和食管下段鳞癌构

成[12,13]. 在本研究中, 我们对贲门腺癌和食管下

段鳞癌的纳入标准进行了明确的规定, 保证了

所选样本的准确性. 我们发现贲门腺癌癌组织

RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率显著高

于癌旁正常组织(63.6% vs  4.2%), 食管下段鳞癌

癌组织RASSF1A基因启动子区甲基化的发生率

显著高于癌旁正常组织(66.7% vs 16.7%), 提示

RASSF1A基因启动子区的高甲基化与贲门腺癌

和食管下段鳞癌的发生密切相关, 是两者发生

的共同分子事件. 鉴于两组人群具有相似的环

境因素和遗传背景, 并且在流行病学上有诸多

相似之处, 推测RASSF1A基因可能在共同的致

癌因素作用下出现异常甲基化. 
DNA的甲基化具有非常重要的临床意义和

应用前景. 研究发现DAN甲基化可以在血清等

临床非常容易获得的标本中检测[14], 并且这种

甲基化状态具有可逆性, 应用甲基化抑制剂5-
氮-2脱氧胞苷(5-aza-dC)处理后可重新活化[15], 
为临床早期诊治提供新的方向. 本研究中, 随着

病变程度的逐渐加重, 两组患者RASSF1A基因

启动子区甲基化的发生率均呈升高趋势, 推测

RASSF1A基因启动子区甲基化异常可能发生在

肿瘤的早期阶段、并贯穿肿瘤发展的整个过程; 
RASSF1A基因有可能作为胃食管交界部癌患

者早期诊治和监测的候选指标. 随着病变程度

的加重, RASSF1A基因甲基化发生率的变化幅

度在贲门腺癌和食管下段鳞癌组织中存在差异, 
贲门腺癌癌组织RASSF1A基因甲基化的发生率

与食管下段鳞癌癌组织(63.6% vs  66.7%)近似; 
而贲门腺癌癌旁正常组织RASSF1A基因甲基化

的发生率明显低于食管下段鳞癌癌旁正常组织

(4.2% vs  16.7%), 我们推测可能与RASSF1A基

因在不同组织类型肿瘤的癌变过程中参与的方

式和所起作用的大小不同有关. 通过建立不同

肿瘤组织和同一肿瘤组织不同病理阶段中形成

的特异性甲基化谱, 可用于区别不同类型的肿

表  2  贲门腺癌/食管下段鳞癌组织RASSF1A基因启动子区的甲基化

     
          贲门腺癌组     食管下段鳞癌组

χ2值 P 值
  n     n(%)   n n (%)

癌旁正常组织 24   1(4.2) 36   6(16.7) 2.183 0.143

癌旁不典型增生组织 15   3(20.0) 36   9(25.0) 2.147 0.503

癌组织 33 21(63.6) 36 24(66.7) 0.070 0.792

■应用要点
本 研 究 发 现
RASSF1A基因启
动子区高甲基化
在肿瘤早期即出
现, 可用于临床早
期诊断. 不同类型
肿瘤甲基化改变
的趋势存在差异, 
推测通过建立特
异性甲基化谱, 可
用于区别不同类
型的肿瘤或肿瘤
的不同亚型. 
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瘤或肿瘤的不同亚型. 贲门腺癌癌旁正常组织

RASSF1A基因甲基化的发生率与食管下段鳞癌

癌旁正常组织比较无显著性差异, 可能与样本

量偏少有关, 有待进一步扩大样本量. 
目前贲门癌的发病机制尚不清楚, 有文献

报道42%-68%的贲门癌与Barrett's食管有关[16], 
Barrett's食管可能是贲门癌的危险因素之一. 还
有学者认为, 贲门黏膜是真正的化生黏膜, 是肠

化生形成的一个动态过程, 是Barrett's食管的前

体[17]. 众所周知, Barrett's食管是食管腺癌的癌前

病变, 贲门癌和食管腺癌的发病机制是否相同

尚不清楚. 有研究认为食管腺癌和贲门腺癌的

危险因素, 如饮酒, 吸烟, 体质量指数, 遗传因素, 
低抗氧化剂膳食, 服用食管下括约肌松弛药物

等并不相同, 因此应将两者作为不同的疾病分

别对待[1]. 近年来西方国家Barrett's食管和食管

腺癌的发病率明显升高, 部分地区食管腺癌已

成为食管癌发病的主要病理类型[18]. 随着我国经

济水平的提高和生活模式的西化, 反流性食管

炎和Barrett's食管的发病率也呈上升趋势[19], 但
食管腺癌发病率偏低, 食管鳞癌仍是食管癌发

病的主要病理类型, 同时贲门腺癌发病率呈明

显的升高趋势. 我们国家胃食管交界部癌的主

要病理类型(食管下段鳞癌和贲门癌)与西方国

家(食管下段腺癌和食管下段鳞癌)明显不同. 在
本研究中, 我们发现同一高发区人群贲门腺癌

和食管下段鳞癌之间存在相同的流行病学特征

和共同分子事件, 有可能是一种相关性疾病; 推
测我国胃食管交界部癌的发病机制与西方国家

可能存在不同, 但有待进一步的研究. 
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Abstract
AIM: To detect serum level of B-lymphocyte 
activating factor (BAFF) and percentage of B 
cells positive for B-cell activating factor receptor 
(BAFF-R) on B cells in patients with type I auto-
immune hepatitis (AIH-I) and to analyze their 
relations to the clinical features of AIH-I.

METHODS: Thirty patients with AIH-I and 30 
healthy subjects were included in the study. 
Serum BAFF was detected by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA), and the percent-
age of BAFF-R-positive B cells was measured by 
flow cytometry. Meanwhile, serum levels of AL 
T, AST, GLO, CRP and IgG were measured.

RESULTS: There were significant differences 
in mean serum BAFF level and percentage of 
BAFF-R-positive B cells between AIH-I patients 

and healthy subjects (747.83 ng /L ± 66.96 ng/L 
vs 203.50 ng/L ± 43.99 ng/L; 18.78% ± 5.08% vs 
1.98% ± 0.89%, both P < 0.05). There is a posi-
tive correlation between serum BAFF level and 
percentage of BAFF-R-positive B cells in AIH-I 
patients (P < 0.05). Significant differences were 
noted in mean serum BAFF and percentage of 
BAFF-R-positive B cells in AIH-I patients be-
tween before and after treatment (BAFF: 747.83 
ng/L ± 66.96 ng/L vs 582.83 ng/L ± 51.89 ng/L, 
P < 0.05; BAFF-R: 18.78% ± 5.08% vs 9.93% ± 
3.53%, P < 0.05). Serum BAFF level and percent-
age of BAFF-R-positive B cells showed no corre-
lation with serum ALT, AST, GLO, CRP, or IgG 
in AIH-I patients (all P > 0.05).

CONCLUSION: The level of serum BAFF and 
percentage of BAFF-R-positive B cells are sig-
nificantly increased in AIH-I patients but signifi-
cantly descended after treatment.

Key Words: Autoimmune hepatitis; B-lymphocyte ac-
tivating factor; B-cell activating factor receptor; Flow 
cytometry; Enzyme-linked immunosorbent assay

Liang YL, Xu Y, Sun HX. Clinical significance of serum 
BAFF level and percentage of BAFF-R-positive B cells in 
patients with type I autoimmune hepatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(1): 89-93

摘要
目的: 探讨外周血B淋巴细胞活化因子(BAFF)
和B淋巴细胞活化因子受体(BAFF-R)之间的
相关性以及两者与I型自身免疫性肝炎(AIH-I)
患者临床特征的关系. 

方法: 检测30例AIH-I患者治疗前后外周血
BAFF(酶联免疫吸附法)及BAFF-R(流式细胞
仪)的表达水平和30名健康志愿者外周血中
二者的表达水平, 同时收集实验对象相应的
IgG、ALT、AST、GLO、CRP检查结果, 通
过SPSS统计软件进行分析. 

结果: AIH-I患者外周血BAFF及BAFF-R水
平较正常对照组有统计学差异(747.83 ng /L

www.wjgnet.com
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■背景资料
自身免疫性肝病
是一组免疫介导
的 肝 脏 损 伤 ,  以
AIH-I最为常见 . 
该病的临床表现
不具有明显的特
异 性 ,  早 期 的 诊
断和治疗有利于
延缓疾病的进展
和提高患者的生
存质量. 因此, 探
讨AIH-I的发病机
制、寻找特异性
强并且能够评价
疾病治疗效果的
生化指标就成为
当今对AIH-I临床
和基础研究的主
要方向. 

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医院肝病内科



±66.96 ng/L vs  203.50 ng/L±43.99 ng/L; 
18.78%±5.08% vs  1.98%±0.89%, 均P <0.05); 
AIH-I患者外周血BAFF与BAFF-R水平呈正相
关(P <0.05); AIH-I患者外周血BAFF及BAFF-R
水平在治疗前后有统计学差异(747.83 ng/L
±66.96 ng/L vs  582.83 ng/L±51.89 ng/L; 
18.78%±5.08% vs  9.93%±3.53%, 均P <0.05); 
AIH-I患者外周血BAFF及BAFF-R水平与疾病
活动指标(IgG、ALT、AST、GLO、CRP)水
平无明显相关(均P >0.05).

结论: AIH-I患者外周血BAFF与BAFF-R水平
明显升高, 激素治疗前后差异显著, 二者与疾
病的发展过程相关, 对评价疾病的治疗具有一
定的指导意义.

关键词: 自身免疫性肝炎; B淋巴细胞活化因子; B

细胞活化因子受体; 流式细胞; 酶联免疫吸附法
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0  引言

B淋巴细胞活化因子(B lymphocyte activating 
factor, BAFF)于1999年被发现, 属于肿瘤坏死

因子超家族的成员[1]. 相关研究发现, BAFF在
B淋巴细胞的生存和成熟过程中发挥着重要

的作用. BAFF通过与其受体结合发挥作用, 其
受体分别为B细胞成熟抗原(B cell maturation 
antigen, BCMA)、穿膜蛋白活化物(transmembrane 
activator and CAML interactor, TACI)、B细胞活化

因子受体(BA FF receptor, BAFF-R)[2], 3个受体中

BAFF-R与BAFF的结合具有特异性, 在BAFF发
挥作用的过程中扮演着十分重要的角色. 越来

越多的研究发现, BAFF的异常与自身免疫性疾

病的发生、发展有着密切的关系[3,4]. 本研究主

要探讨BAFF及B淋巴细胞活化因子受体(B cell 
activating factor receptor, BAFF-R)在I型自身免

疫性肝炎(autoimmune hepatitis type-I, AIH-I)中
的表达以及二者与AIH-I临床特点之间的关系, 
以进一步明确二者在AIH-I发病和治疗过程中的

作用.

1  材料和方法

1 .1  材料 郑州大学第一附属医院消化内科

2009-07/2010-07住院部AIH-I患者30例, 均为女

性, 年龄32-63岁, 均符合1998年国际AIH小组制
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定的AIH诊断评分标准[5], 满足激素治疗标准, 入
组前均未进行免疫治疗, 除外遗传性疾病(Wil-
son病、α1-胰蛋白酶缺乏症和遗传性血色病)、
感染性疾病(甲型肝炎、乙型肝炎及丙型肝炎

等)和药物性肝脏损害(米诺霉素、呋喃坦啶、

异烟肼、丙硫氧嘧啶和α甲基多巴等所致)、酒

精性肝损伤、肿瘤性疾病.  郑州大学第一附属

医院体检中心30例健康志愿者, 均为女性, 年龄

30-60岁, 体检结果均无明显异常, 近3 mo来未患

感染性疾病.
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 根据标准治疗方案符合单一应用糖

皮质激素治疗. 选用甲泼尼龙48 mg/d, 1 wk; 40 
mg/d, 1 wk; 32 mg/d, 1 wk; 24 mg/d, 2 wk; 16 mg/
d维持治疗. 
1.2.2 BAFF的检测: (1)通过静脉穿刺的方法收集

研究对象外周血2 mL, 置于EDTA-K2抗凝试管

中, 静置20 min后离心, 以3 000 r/min离心20 min, 
收集上清编号后保存于-20℃的冰箱中待测; (2)
将标本收集完毕后, 按照ELISA试剂盒(RD公司)
说明逐步进行操作, 测出样本的A值, 制作标准

曲线, 根据酶标仪显示的结果得出样本的浓度. 
1.2.3 BAFF-R的检测: (1)通过静脉穿刺的方法

收集研究对象外周血2 mL, 置于EDTA-K2抗凝

试管中, 从样本中取100 µL全血置于检测管中, 
在检测管中分别加入10 µL PE标记CD19单抗

(CR5019, 广州长瑞生物公司)、10 µL FITC标记 
BAFF-R单抗(11-9117, eBioscience公司), 避光室

温静置20 min后, 加入2 mL溶血素(BD公司), 混
匀室温避光静置10 min后, 离心、弃上清, 加缓

冲液3 mL洗涤, 再次离心、弃上清, 加多聚甲醛

固定待测; (2)将待测标本置于流式细胞仪上, 通
过软件自动分析获得BAFF-R的表达率. 
1 . 2 . 4  其 他 指 标 的 检 测 :  H I TA C H I 7 6 0 0 -
020Automatic Analyzer检测血清丙氨酸转氨酶

(alanine transaminase, ALT)、天冬氨酸转氨酶

(aspartate transaminase, AST)、球蛋白(globin, 
GLO)水平, NephstarTM Nephelometric Kit(国赛

GOL SITE深圳市国赛生物技术有限公司产品

编号: DK022)检测血清C反应蛋白(C-reactive 
protein, CRP)水平, NephstarTM Nephelometric Kit 
(国赛GOL SITE深圳市国赛生物技术有限公司

产品编号: DK022)检测血清IgG水平. 
统计学处理 相关数据采用SPSS17.0进行统

计分析. 计量数据采用mean±SD表示; 组间差

异比较采用两组独立样本资料t检验; 治疗前后

www.wjgnet.com

■创新盘点
本 实 验 应 用
ELISA和流式细
胞 仪 分 别 检 测
BAFF和BAFF-R
在AIH-I中的表达
及其在临床治疗
前后的变化, 在一
定程度上为AIH-I
的早期诊断以及
评价临床治疗效
果提供了新的重
要参考指标.
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比较采用配对设计资料t检验; 两变量之间相关

性采用Pearson(双变量正态分布)、Spearman(非
正态分布)直线回归分析法, 并求相关系数r ; 显
著性检验水准为α = 0.05.

2  结果

2.1 BAFF AIH-I组与健康对照组外周血BAFF
表达水平具有明显的差异性(747.83 n g/L±

66.96 ng/L vs  203.50 ng/L±43.99 ng/L, t  = 37.21, 
P <0.05). AIH-I组治疗前后外周血BAFF表达水

平具有明显的差异性(747.83 ng/L±66.96 ng/L 
vs 582.83 ng/L±51.89 ng/L, t  = 10.67, P <0.05). 
实验结果显示, AIH-I患者外周血BAFF表达水平

与生化及炎症指标(ALT、AST、GLO、CRP、
IgG)表达水平无明显相关性(P >0.05, 表1).
2 . 2  B A F F - R  应用流式细胞仪检测外周血

CD19+B细胞表面BAFF-R(%)表达水平(单抗为

CD268)结果如图1所示. AIH-I组与健康对照组

外周血BAFF-R(%)表达水平具有明显的差异性

(18.78±5.08 vs  1.98±0.89, t  = 17.86, P <0.05). 
AIH-I组治疗前后外周血BAFF-R(%)表达水平具

有明显的差异性(18.78±5.08 vs  9.93±3.53, t  = 
7.85, P <0.05). 实验结果显示, AIH-I患者外周血

BAFF-R(%)表达水平与生化及炎症指标(ALT、
AST、GLO、CRP、IgG)表达水平无明显相关

性(P >0.05, 表2).
2.3 AIH-I患者外周血BAFF与BAFF-R(%)表达水平

的相关性 AIH-I患者外周血BAFF与BAFF-R(%)表
达呈中等强度相关(r  = 0.49, P<0.05). 

3  讨论

本研究探讨的是I型AIH. AIH以女性多见, 在我

国以中老年女性多见. 临床特点为高丙种球蛋

白血症、血清自身抗体和对免疫抑制治疗应

答[6]. 无特异性的症状和体征, 常出现疲劳、食

欲减退、恶心、腹痛、瘙痒及小关节疼痛等症

状. 体格检查常无异常, 但也可有肝脾肿大、黄

疸以及慢性肝炎的症状和体征. 约10%的患者

可表现为急性肝炎甚至暴发性肝炎, 并可快速

进展至肝硬化[7]. 根据自身抗体谱将其分为2个
血清学亚型[8]. Ⅰ型AIH最为常见, 约占AIH的

60%-80%, 抗核抗体、抗平滑肌抗体、抗可溶

性肝抗原/肝胰抗原抗体阳性或核周型抗中性粒

细胞胞浆抗体阳性为其特征. 
BAFF是B淋巴细胞存活与成熟的必需因子,

也被称为肿瘤坏死因子和凋亡配体相关的白细

胞表达配体, 为肿瘤坏死因子家族成员. BAFF
有膜结合蛋白和可溶性配体(human so lub l e 
BAFF, hsBAFF)两种形式存在. 本研究研究指标

为hsBAFF. 他能够增强B淋巴细胞、CD4 T淋
巴细胞、NK细胞的活性,使机体的免疫应答增

强. BAFF受体有3种: BCMA、TACI和BAFF-R, 
主要表达在B淋巴细胞上 ,  3个受体中 ,  唯有

BAFF-R与BAFF的结合具有特异性, 主要表达

在CD19 B淋巴细胞上, 在BAFF的生化作用中起

着最重要的作用. 
本文关于BAFF及其受体BAFF-R在AIH-I中

的研究在国内外尚属首例. 相关研究表明, B淋

巴细胞在自身免疫疾病中起到了重要作用, 而
BAFF与BAFF-R结合使B淋巴细胞活化为浆细

胞, 分泌大量免疫球蛋白, 包括自身抗体, 使机

体出现炎性反应和免疫性损伤[9]. 
本研究检测了30例AIH-I患者治疗前后和

30例健康志愿者外周血BAFF及BAFF-R的表

达水平, 结果表明AIH-I组与健康组相比较[10]、

AIH-I组治疗前后相比较, BAFF及BAFF-R的表

达均具有明显差异性(P <0.05), 提示可将BAFF
及BAFF-R的检测作为AIH-I诊断和治疗的辅助

指标. 这与国内在其他自身免疫性疾病如类风

湿性关节炎(rheumatoid arthritis, RA)、系统性红

斑狼疮(systemic lupus erythematosus, SLE)中的

研究具有一致性[11], 国内关于原发性胆汁肝硬化

(primary biliary cirrhosis, PBC)的研究中BAFF水

表  1  AIH-I患者BAFF与生化及炎症指标相关性分析

     
生化及炎症指标

                        BAFF

    r值   P值

ALT   0.158 0.403

AST   0.243 0.195

GLO   0.186 0.325

CRP -0.202 0.284

IgG   0.223 0.236

表  2  AIH-I患者BAFF-R(%)与生化及炎症指标相关性分析

     
生化及炎症指标

                    BAFF-R(%)

    r值   P值

ALT   0.185 0.328

AST   0.142 0.455

GLO   0.008 0.968

CRP   0.260 0.891

IgG   0.239 0.204

■应用要点
本 实 验 证 实 了
BAFF和BAFF-R
与AIH-I的发生及
进展具有明显的
相关性, 为进一步
揭示AIH-I的发病
机制提供了新的
线索和思路. 二者
在治疗前后表现
出的明显差异性, 
又为评价AIH-I的
治疗效果提供了
新的参考指标.
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平显著升高[12], 亚洲其他国家也有类似的研究报

道[13], 但在国外白人的PBC研究中BAFF水平并

不显著升高[14]. 
实验中关于BAFF及BAFF-R与临床生化及

炎症指标(ALT、AST、GLO、CRP、IgG)相关

性的研究表明, 现有的数据不能说明前者与后

者存在相关性(P >0.05), 提示BAFF还不能作为

AIH-I活动与否的指标, BAFF对B淋巴细胞的

激活可能不是通过产生抗体而是通过其他途径

导致机体免疫紊乱, 这与Becker-Merok等关于

BAFF在RF中的表达的研究结果相一致[15].
研究结果还显示AIH-I中BAFF与BAFF-R的

表达具有中等强度的相关性(r  = 0.49, P <0.05), 
并且经过激素的治疗后, 二者的水平均显著降

低, 提示二者的表达参与了AIH-I的病理发展过

程, 从一定程度上说明抑制BAFF与BAFF-R的
相互作用将干扰AIH-I的病理过程, 从而阻碍或

延缓疾病的发展过程. 这与当前在其他自身免

疫性疾病中如SLE、RF中以BAFF为目标的单

抗治疗的研究相符合. BAFF能够有效参与并促

进T、B淋巴细胞的活化, 他的过量表达与自身

免疫疾病密切相关[16]. 因此, BAFF及其受体作为

治疗自身免疫疾病的新靶标, 目前受到广泛的

关注. 
本实验初步探讨了AIH-I中BAFF及BAFF-R

的表达, 研究了二者与临床相关检查指标之间

的相关性, 属于小样本小范围的研究, 但相关研

究在国内外未见报道, 欲进一步探讨二者与临

床特征之间的关系及机制, 还需要大样本、多

中心的研究. 
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Abstract
AIM: To evaluate the value of quantitative detec-
tion of a k-ras gene mutation at codon 12 in the 
diagnosis of pancreatic diseases.

METHODS: k-ras codon 12 mutation was quan-
titatively detected by peptide nucleic acid-medi-
ated real-time PCR clamping in blood samples 
from 143 patients with pancreatic cancer, 110 pa-
tients with chronic pancreatitis, and 28 disease-
free people. The results were analyzed using 
SPSS 18.0.

RESULTS: The positive rates of k-ras codon 12 
mutation in patients with pancreatic cancer, 
those with chronic pancreatitis and normal dis-
ease-free people were 51.75%, 37.27% and 7.14%, 
respectively. The percentages of k-ras gene mu-
tation in the above three groups of patients were 
0.821% ± 0.287%, 0.200% ± 0.064% and 0.080% 
± 0.056%, respectively. k-ras codon 12 mutation 
had no significant correlation with gender, age, 

smoking, alcohol, TNM stage, and clinical stage 
in patients with pancreatic cancer.

CONCLUSION: Quantitative detection of k-ras 
codon 12 mutation can be used to distinguish 
different pancreatic diseases.

Key Words: Pancreatic disease; k-ras  gene; Muta-
tion; Quantitative detection

Gu JJ, Gao J, Lu H, Li ZS. Quantitative detection of k-ras 
codon 12 mutation in pancreatic diseases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(1): 94-97

摘要
目的: 探讨k-ras 基因第12密码子突变的定量
检测在胰腺疾病鉴别诊断中的价值及其意义. 

方法: 应用肽核酸钳制实时荧光定量PCR方法
检测143例胰腺癌、110例慢性胰腺炎以及28
名正常人的血液中k-ras 基因第12密码子的突
变量, 并分析其与相关临床指标的关系. 

结果: 胰腺癌、慢性胰腺炎和正常人血液
中k-ras 基因的突变阳性率分别为51.75%、

37.27%和7.14%. k-ras基因的突变比例分别为
0.821%±0.287%、0.200%±0.064%和0.080%
±0.056%. 慢性胰腺炎和正常人即使存在
k-ras 突变, 其突变比例通常也较胰腺癌低. 胰
腺癌患者血液的k-r a s 突变情况与性别、年
龄、吸烟、饮酒、肿瘤TNM分期与临床分期
无明显相关.

结论: 肽核酸钳制实时荧光定量PCR方法可
用于胰腺疾病的鉴别诊断.

关键词: 胰腺疾病; k-ras 基因; 突变; 定量检测
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0  引言

k-ras作为一种癌基因是目前人类研究最为关注

的肿瘤相关基因之一. k-ras基因突变常见于胰

®

■背景资料
单纯的k-ras 基因
突变定性检测对
于胰腺疾病的诊
断并不是十分准
确, 而k-ras基因突
变的定量检测的
结果可能揭示即
使同时存在k-ras
基因突变, 其突变
比例的高低不同, 
可能更加有用于
对胰腺疾病的鉴
别诊断. 

■同行评议者
韩天权, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
外科、上海消化
外科研究所
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腺癌、结直肠和肺癌等疾病, 其通常发生于第

12、13和61密码子. 在胰腺癌中k-ras基因的突

变>90%[1-3], 并且集中于第12密码子, 突变类型

中GAT、GTT和CGT 3种突变类型更是占所有

第12密码子突变的99%以上. 而k-ras基因的突

变通常被认为是胰腺癌发生的早期事件[4], 并且

k-ras基因的突变率从正常胰腺导管细胞、慢性

胰腺炎的扁平或者乳头状异性增生到胰腺癌, 其
突变率逐步升高[5,6]. 因此, 单纯的k-ras基因突变

定性检测对于胰腺疾病的诊断并不是十分准确, 
而k-ras基因突变的定量检测的结果可能揭示即

使同时存在k-ras基因突变, 其突变比例的高低不

同, 可能更加有用于对胰腺疾病的鉴别诊断.

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国人民解放军第二军医大学附

属长海医院消化内科2008-07/2010-08有完整病

例资料的胰腺癌患者143例、慢性胰腺炎110例
以及正常志愿者28例的外周血. 所有病例均经

病史、临床表现、实验室及影像学检查确诊.
1.2 方法 
1.2.1 血液样本DNA的抽提: 抗凝全血1 mL加入

500-700 μL TT缓冲液, 剧烈振荡后, 低温离心机

12 000 r/min, 离心5 min; 收集沉淀加入200 μL 
PCR裂解液A;  37 ℃水浴过夜. 抽取PCR裂解物

(约200 μL), 加入200 μL酚氯仿, 充分混匀后, 12 
000 r/min, 离心20 min; 取上清, 加入200 μL氯
仿充分混匀, 12 000 r/min, 离心10 min; 取上清, 
加入100 μL乙酸铵及2倍体积无水乙醇(约700 
μL)充分混匀, 静置1 min后, 12 000 r/min, 离心

10 min. 弃上清加入1 mL 70%乙醇洗涤, 12 000 
r/min, 离心5 min; 弃上清, 自然风干, 用100 μL 
TE液溶解沉淀, 应用NanoDrop ND-1000全波长

紫外/可见光扫描分光光度计测出浓度. 分装于

-80 ℃保存. 
1.2.2 k-ras 基因第12密码子突变的检测: 肽核

酸钳制实时荧光定量PCR法检测突变. PNA是

针对野生型k-ra s 基因第12、13密码子设计的

PNA, 由韩国Panagene公司合成, 其组成为: NH2-
CCTACGCCACCAGCTCC-COOH. k-ras -FAM 
TagMan MGB探针由美国Applied Biosystems
公司合成 ,  其组成分别为野生型k - r a s 探针

GGT: FAM-CTACGCCACCAGCTCCAACT-
M G B ;  突变型k - r a s 探针 G A T :  F A M -
CTACGCCATCAGCTCCAACT-MGB; GTT: 
FAM-CTACGCCAACAGCTCCAACT-MGB; 

CGT: FAM-CTACGCCACGAGCTCCAACT-
MGB. PCR引物由美国Applied Biosystems公司

合成. 上游引物F: 5'-AGGCCTGCTGAAAATG
ACTGAAT-3'; 下游引物R: 5'-TTAGCTGTATCG
TCAAGGCACTCT-3'. TaqMan Gene Expression 
Master Mix购买于美国Applied Biosystems公司. 
k-ras基因野生型标准品GGT和k-ras基因突变型

标准品GAT、GCT、GTT、AGT、CGT、TGT
由上海Invitrogen公司合成, 将模板倍比稀释为

106、105、104、103、102、101、0拷贝, 作为标

准品模板. 仪器选用ABI公司的7500型实时定量

PCR仪. 反应体系包括: TaqMan Gene Expression 
Master Mix 12.5 μL, 上下游引物各0.5 μL(5 
μmol/L), PNA 1 μL(10 μmol/L), MGB探针各0.3 
μL(10 μmol/L), DNA标准品模板为106、105、

104、103、102、101、0拷贝, 用无菌双蒸水定容

至25 μL. PCR反应条件: 95 ℃预变性10 min, 之
后95 ℃变性15 s, 76 ℃ PNA结合15 s, 60 ℃退火

60 s, 共50个循环. 
1.2.3 k-ras 基因第12密码子突变定量的分析: 采
用标准品绝对定量PCR的方法得到每个样本的

k-ras野生型和k-ras突变型的量. k-ras基因突变

比例定义为k-ras突变型/(k-ras野生型+k-ras突变

型). 通过数据转化可以得到每个样本所对应的

k-ras基因突变比例, 以用于统计学分析. 
统计学处理 采用SPSS18.0医学统计软件进

行统计分析. 计量资料用mean±SD表示. 各组目

的基因的突变量的比较采用Mann-Whitney U检

验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 k-ras基因在胰腺癌、慢性胰腺炎和正常人血

液中的突变情况 胰腺癌、慢性胰腺炎和正常人

血液中k-ras基因的突变阳性率分别为51.75%、

37.27%和7.14%. k-ras基因的突变比例分别为

0.821%±0.287%、0.200%±0.064%和0.080%±

0.056%(表1). 胰腺癌的k-ras基因的突变比例明

显高于慢性胰腺炎和正常人, 其各组之间均有

显著差异(P <0.05, 图1). 慢性胰腺炎和正常人即

使存在k-ras突变, 其突变比例也较胰腺癌低.
2.2 k-ras基因突变比例与胰腺癌患者临床病理指

标的关系 胰腺癌患者血液的k-ras突变比例与性

别、年龄、吸烟、饮酒、肿瘤TNM分期与临床

分期无明显相关(表2).

3  讨论

近年来, 许多研究表明恶性肿瘤细胞内的DNA

■相关报道
Shi等在研究胰腺
癌和慢性胰腺炎
胰液中的k-ras 基
因的定量检测中, 
发现k-ras 的突变
比例在胰腺癌组
中明显高于慢性
胰腺炎组, 并且所
有胰腺癌组中胰
液的k-ras 突变类
型与原发肿瘤相
一致.

■创新盘点
本研究揭示了即
使以往的定性检
测实验提示k-ras
基因突变的存在, 
其突变比例的也
存 在 高 低 不 同 , 
可能更加适用于
对胰腺疾病的鉴
别诊断、治疗和
预后.
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会出现在血清或者血浆之中. Leon[7]及Shapiro
等[8]检测了正常人及消化系良、恶性疾病患者

的血浆游离DNA水平, 正常人血浆DNA含量平

均是13 μg/L, 良、恶性疾病患者分别是118 μg/L
和412 μg/L, 胰腺癌患者可高达650 μg/L. 血浆中

突变的基因多与原发灶的突变类型一致, 猜测

可能是血循环中破碎的肿瘤细胞释放的DNA[9]. 
因此, 通过检测外周血DNA的基因型或者突变

来诊断肿瘤是一个值得探讨的领域. 
在本研究中, 我们联合应用了肽核酸钳制

技术和实时定量荧光PCR技术来定量检测胰腺

癌、慢性胰腺炎和正常人的k-ras第12密码子突

变量及其突变比例. 在进行肽核酸钳制实时定

量PCR时, 选用了针对k-ras基因第12密码子的

TaqMan探针作为荧光显示物. 他具有高特异性

的特点, 每一种探针只能检测第12密码子的一

种类型突变. 我们在实验中设计了针对于GAT、

GTT以及CGT 3种最为常见的突变类型. 既往研

究证实[10], k-ras基因第12密码子突变类型多, 同
一肿瘤标本或者不同的肿瘤标本中也可能同时

存在多种的k-ras第12密码子的突变, 不可避免

的减少了检测的敏感性. 
Tada等[11]用采用k-ras基因定量检测胰腺疾

病EUS-FNA标本提示胰腺癌的k-ras基因突变高

于慢性胰腺炎, 而其在良性胰腺病变中, k-ras基
因即使存在突变, 其突变比例也较低. 并且, 通
过联合k-ras基因突变和细胞学检查有助于提高

胰腺癌的准确诊断率. 
S h i等 [12]在研究胰腺癌和慢性胰腺炎胰

液中的k-r a s 基因的定量检测中, 发现k-r a s 的
突变比例在胰腺癌组中明显高于慢性胰腺炎

组, 并且所有胰腺癌组中胰液的k-ras突变类型

与原发肿瘤相一致. 在胰腺组中k-ras突变比例

比慢性胰腺炎组中k-r a s 突变比例要高出很多

(0.05%-82.00% vs  0.00%-0.70%). 因此, k-ras基
因突变的定量检测, 尤其是对于通过血液、胰

液、粪便等非创伤检测有望成为胰腺癌筛查的

有效手段. 
当然, 在临床上以单一的分子生物学指标

来确诊胰腺癌是不够的. 除了k-ras基因, p53、
p16、DPC4等基因也常用于胰腺癌的诊断[13,14]. 
近年来, 基因甲基化和microRNA的众多研究为

胰腺癌的联合诊断提供了有利条件. 虽然本实

验研究结果提示k-ras基因在胰腺癌和慢性胰腺

炎患者的血液中的突变比例不同, 其结果可能

表  1  胰腺癌、慢性胰腺炎和正常人群的k-ras 基因突变阳性率和突变比例

     
疾病分类     n k-ras 基因突变阳性率n (%) k-ras 基因突变比例(%)

胰腺癌 143            74(51.75)       0.821±0.287

慢性胰腺炎 110            41(37.27)       0.200±0.064

正常人群   28              2(7.14)       0.080±0.056

■应用要点
本实验研究结果
提示k-ras 基因在
胰腺癌和慢性胰
腺炎患者的血液
中的突变比例不
同, 其结果可能有
助于通过不同的
突变量来区分胰
腺疾病, 并且可能
对于胰腺癌的预
后有提示. 40.00
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图  1  胰腺癌、慢性胰腺炎和正常人血液中k-ras 突变比例. 

表  2  k-ras 基因突变比例与临床病理参数间的相关性

     
临床病例参数   突变比例(%)  P值

性别 0.480

   男性 1.000±0.411

   女性 0.430±0.205

年龄(岁) 0.828

    ≥60 0.696±0.369

    ＜60 0.850±0.564

吸烟 0.908

    是 1.696±0.991

    否 0.334±0.095

饮酒 0.614

    是 3.186±2.759

    否 0.504±0.203

肿瘤大小(cm) 0.484

    ≥2 0.117 ±0.050

    <2 0.837±0.035

淋巴血管侵犯 0.313

    是 1.102±0.656

    否 0.444±0.137

临床分期 0.248

    Ⅰ+Ⅱ期 0.278±0.117

    Ⅲ+Ⅳ期 0.901±0.409

■名词解释
k-ras 基因突变比
例: 为k-ras突变型
/(k-ras 野生型+k-
ras 突变型). 肽核
酸 (PNA)是一种
DNA类似物 ,  其
将正常DNA的磷
酸二酯骨架由2-
氨乙基-甘氨酸所
取代. PNA较之传
统的探针具有许
多优点, 且可运用
于实时定量PCR
检测.
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有助于通过不同的突变量来区分胰腺疾病, 并
且可能对于胰腺癌的预后有提示. 但是由于本

实验的样本量较少, 胰腺癌患者的临床资料缺

乏有效的生存时间. 因此, 我们需要更多的样本

和临床资料来完善这一结果. 
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Abstract
AIM: To compare the isolation rates of the Helico-
bacter pylori (H.pylori) from gastric biopsy speci-
mens achieved using Karmali and Columbia agar 
media.

METHODS: Gastric biopsy specimens were col-
lected from 168 H.pylori-positive patients and 
cultivated on Karmali and Columbia agar plates 
under microaerophilic conditions (5% O2, 10% 
CO2, and 85% N2). Single colonies of H.pylori 
were identified by biochemical test and PCR. 
The isolation rates of H.pylori achieved using the 
two types of media at 24, 48, 72, and 96 h were 

compared.

RESULTS: There was no significant difference 
in the isolation rate between Karmali and Co-
lumbia agar at 24 h (P = 0.125). In contrast, the 
isolation rates achieved using Karmali agar at 48, 
72 and 96 h were significantly higher than those 
using Columbia agar (82.1% vs 45.8%, 94.6% vs 
79.2%, 97.0% vs 88.7%, all P < 0.05).

CONCLUSION: Higher isolation rate of H.pylori 
from gastric biopsy specimens was achieved with 
Karmali agar than with Columbia agar. Karmali 
agar can be used as an effective medium for isola-
tion of H.pylori from gastric biopsy specimens.

Key Words: Helicobacter pylori ; Solid medium; Gas-
tric biopsy; Isolation culture

He LH, Zhang MJ, Liu GD, Zhang HF, Qiao B, Zhang JZ. 
Comparison of Karmali agar medium and Columbia agar 
medium for isolation of Helicobacter pylori from gastric bi-
opsy specimens. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(1): 
98-101

摘要
目的: 比较两种基础培养基对幽门螺杆菌
(H.pylori )感染者的胃黏膜标本初次分离率的
差异.

方法: 将168份13C呼气试验阳性患者的胃黏膜
标本研磨后, 等量接种于Karmali和Columbia
血琼脂培养基, 置于37 ℃微需氧环境(50 mL/
L O2, 100 mL/L CO2和850 mL/L N2), 分别培养
24、48、72、96 h, 观察细菌的生长情况、进
行菌落鉴定并比较H.pylori阳性率的差异. 

结果: 培养24 h, Karmali和Columbia培养基上
H.pylori阳性检出率分别为9.5%和7.1%, 两者
之间没有显著差异(P  = 0.125); 培养48、72
和96 h后, Karmali培养基的检出率显著高于
Columbia培养基(82.1% vs  45.8%, 94.6% vs  
79.2%, 97.0% vs  88.7%, P <0.05).

结论: Karmali培养基对H.pylori初次分离的效

®

■背景资料
分 离 培 养 是
H.pylori 感染诊断
的金标准之一, 也
是获得H.pylori 培
养物的必须途径. 
但由于H.pylori 体
外生长条件苛刻, 
营养要求高, 所以
分离培养比较困
难 .  目 前 世 界 范
围内H.pylori 的分
离培养成功率为
50%-70% , 因此
选用能够提高培
养阳性率、缩短
培养时间的培养
基非常重要.

■同行评议者
杜奕奇 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第二军医大学长
海医院消化内科
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果明显优于Columbia培养基. Karmali培养基是
一种有效的H.pylori初次分离培养的培养基.

关键词: 幽门螺杆菌; 固体培养基; 胃黏膜标本; 分

离培养
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0  引言

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

种定居在人胃黏膜, 能引起慢性胃炎、消化性

溃疡等疾病的革兰氏阴性菌, 1994年H.pylori被
WHO列为Ⅰ类致癌因子[1,2]. 细菌的分离培养是

H.pylori感染诊断的金标准之一. 获得H.pylori菌
株是对其致病机制以及菌株的遗传特征分析具

有重要意义. 随着抗生素的大量使用, 目前出现

了越来越多的临床耐药菌株感染, 导致H.pylori
的根治率明显下降, 因此从患者胃黏膜标本中

分离培养H.pylori , 进行药物敏感性试验变得尤

为重要. 
目前常用H.pylori的培养基为Columbia血琼

脂、脑心浸液血琼脂(brain heart infusion agar, 
BHIA)等. 应用Columbia和BHIA血平皿进行初

次分离培养一般需要3-5 d才可以看到针尖状菌

落[3], 有的甚至需要10-20 d才可长出单菌落[4], 且
各地由于培养条件差异, 培养阳性率存在很大

差异. 因此, 寻找一种更为快速高效的H.pylori分
离培养基, 对于H.pylori感染研究及相关疾病的

防治具有重要意义.
Karmali培养基是用于分离培养弯曲菌属细

菌的基础培养基, 在实践中我们发现Karmali培
养基对H.pylori的分离培养有较好效果, 为进一

步验证Karmali培养基在H.pylori分离培养中的

真实效果, 本研究拟采用相同的培养条件, 对于

相同的标本分别应用Karmali和Columbia培养基

对H.pylori的初次分离效果进行评价.

1  材料和方法

1.1 材料 168份13C尿素呼气试验阳性的胃黏膜

标本, 来自上海、北京、江西、西安和广州合

作医院胃镜室, 样品采集后保存于-80 ℃, 并经

干冰快递运输到中国疾病预防控制中心传染病

预防控制所进行分离培养实验. Karmali琼脂培

养基(OXOID公司产品, No. CM0935); Columbia

琼脂培养基(OXOID公司产品, No. CM0331). 脱
纤维绵羊血购自北京蓝博瑞生物科技有限公司. 
混合抗生素: TMP(磺胺增效剂)、盐酸万古霉

素、两性霉素B、多粘菌素B购自中国生物制品

鉴定所. 3 mL研磨器(江苏海门产品); NUAIR三
气培养箱(英国NUAIR公司产品); 一次性平皿、

巴氏吸管、接种环等(BD公司产品).
1.2 方法 
1.2.1 Karmali培养基的制备: 称取17.2 g Karmali
琼脂置于400 mL蒸馏水中混匀, 121 ℃高压20 
min备用. 将高压灭菌后的Karmali培养基冷却至

50 ℃左右, 加入5%脱纤维羊血和1%的混合抗生

素(终浓度分别为: TMP 150 mg/L、万古霉素125 
mg/L、两性霉素B和多粘菌素B均为100 mg/L)
充分混匀后倾注平皿, 经无菌检测后备用. 
1.2.2 Columbia培养基的制备: 称取15.6 g Colum-
bia琼脂置于400 mL蒸馏水中混匀后, 121 ℃高

压20 min备用. 将高压灭菌后的Columbia基础培

养基冷却至50 ℃左右, 加入5%脱纤维羊血和1%
的混合抗生素(同上)充分混匀后倾注平皿, 经无

菌检测后备用. 
1.2.3 标本接种与培养: 用巴氏吸管将带有约400 
μL BHI保存液的胃黏膜组织吸到组织研磨器中, 
充分研磨后, 分别等量接种于Karmali和Colum-
bia血平板上并均匀涂开. 将接种好的平皿置于

37 ℃混合气体培养箱中(50 mL/L O2, 100 mL/L 
CO2, 和850 mL/L N2),分别培养于24、48、72、
96 h观察菌落的生长情况. 
1 .2 .4  鉴定 :  对两种培养基上长出的疑似菌

落进行涂片镜检、三酶实验 (尿素酶、氧化

酶和过氧化氢酶试验 )鉴定 ,  同时提取菌株

核酸, 用H.py lo r i 特异性基因ureA、cagA和

vacA进行PCR扩增鉴定(引物序列为ureA: 上
游5'-GCCAATGGTAAATTAGTTCC-3', 下游

5'-CTCCTTAATTGTTTTTACAT-3'; cagA: 上
游5'-ACCCTAGTCGGTAATGGG-3', 下游5'- 
GCAATTTTGTTAATCCGGTC-3'; vacA: 上游

5'-ATGGAAATACAACAAACACAC-3', 下游

5'-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3'). 标准菌株

H.pylori26695为阳性对照. 
统计学处理 两种培养基培养效果的比较采

用配对χ2检验, 以P <0.05有组间统计学差异.

2  结果

2.1 部分菌株PCR鉴定结果 本实验中经过生化

试验鉴定为H.pylori的菌株用PCR扩增鉴定结果

■相关报道
高瑞红等研究了
几 种 培 养 基 对
H.pylori 生长状态
及细菌数量的比
较, 结果表明改良
卵黄布氏琼脂适
合H.pylori的生长.
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均为阳性(图1).
2.2 两种培养基分离率的比较 Karmali培养基在

24 h的阳性率为9.5%(16/168), Columbia培养基

的阳性率为7.1%(12/168), 经χ2分析, 两者阳性率

差异无显著统计学意义(P  = 0.125). 但在Karmali
琼脂上的单菌落数量多于Columbia琼脂培养基, 
分别为>20±3个克隆和<10±2个克隆(表1). 在
培养48、72、96 h时, Karmali培养基上的阳性

检出率分别为82.1%(138/168)、94.7%(156/168)
和97%(163/168), Columbia血琼脂培养基上的

检出率为45.8%(77/168)、79.2%(133/168)和
88.7%(149/168), 上述时间点两者之间差异有

显著统计学意义(表2-4, P <0.05). 从菌落的多

少及菌苔厚度观察, Karmali培养基也明显优于

Columbia培养基(表1). Karmali培养基在48 h的检

出率高于Columbia培养基72 h的检出率(82.1%, 
138/168 vs  79.1%, 133/168), 并且Karmali培养基

72 h的检出率高于Columbia培养基96 h的检出率

(94.7%, 156/168 vs 88.7%, 149/168), 其96 h检出

率也高于后者(97%, 163/168 vs  88.7%, 149/168). 
Columbia培养基分离阳性的标本, Karmali培养基

分离也都为阳性(图2).

3  讨论

分离培养是H.pylori感染诊断的金标准之一[5,6], 
也是评价新的诊断方法的重要参考. 分离培养

得到的H.pylori菌株是H.pylori药物根除效果分

析、体外筛检抗菌药物敏感性实验、菌株致病

性分析、流行病学分型等许多H.pylori相关研究

的基础. 因此, H.pylori分离培养技术对H.pylori
的治疗和研究非常关键. 但是, 由于H.pylori体外

生长条件苛刻, 营养要求较高, 所以分离培养比

较困难. 目前常用培养基多为加5%-10%脱纤维

羊血(兔血或者马血)的Columbia培养基, 需培养

3-7 d甚至更长时间[7]. 随着我国H.pylori研究水

平的整体提高, 分离培养作为H.pylori研究工作

表  1  两种培养基在不同时间段H.pylori 生长状况的比较

     
培养时间

                     H.pylori生长状况

         Karmali            Columbia

24 h 细小针尖状均>20个 细小针尖状均

<10个
48 h 已融合生长为薄菌苔

(n = 138)

针尖状的单菌落

(n = 77)
72 h 厚菌苔(n  = 156) 融合生长为薄菌苔

(n = 133)
96 h 厚菌苔(n  = 163)1 厚菌苔(n  = 149)

120 h 厚菌苔(n  = 163)1 厚菌苔(n  = 149)

两种培养基上均为H.pylori 分离培养阳性的标本, 生长96 h后, 

区别不明显, H.pylori菌落均生长为厚菌苔.

M   1   2   3   4   5   6   7   8   9  10  11 12 13 14 15  M

图  1  部分H.pylori 菌株PCR鉴定结果. M: Marker 100 bp; 

1-15: ureA阴性对照, ureA H.pylori26695 , cagA阴性对照, 

cagA H.pylori26695 , vacA阴性对照, vacA H.pylori26695 ,  

ureA H.pylori03 , cagA H.pylori03 , vacA H.pylori03 , ureA 

H.pylori07 , cagA H.pylori07 , vacA H.pylori07 , ureA H.pylori09 ,  

cagA H.pylori09 , vacA H.pylori09 .

表  2  Columbia和Karmali培养基H.pylori 组织标本48 h培
养结果

     
Columbia

             Karmali 合计

阳性 阴性

阳性   77   0   77

阴性   61 30   91

合计 138 30 168

P<0.05.

表  3  Columbia和Karmali培养基H.pylori 组织标本72 h培
养结果

     
Columbia

             Karmali 合计

阳性 阴性

阳性 133   0 133

阴性   23 12   35

合计 156 12 168

P<0.05.

表  4  Columbia和Karmali培养基H.pylori 组织标本96 h培
养结果

     
Columbia

             Karmali 合计

阳性 阴性

阳性 149   0 149

阴性   14   5   19

合计 163   5 168

P<0.05.

■应用要点
H.pylori 感染阳性
患者的胃黏膜标
本在Karmali培养
基上初次分离培
养96 h, 细菌培养
阳性率可以达到
97.0%, Karmali培
养基可作为幽门
螺杆菌初次分离
培养的培养基.
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的基础越来越多的在各省份开展[8]. 目前世界范

围内的阳性H.pylori标本的分离培养成功率为

50%-70%[9], 因此寻找能够提高培养阳性率、缩

短培养时间的培养基非常重要. 
Karmali培养基是Karmali等[10]于1986年在

弯曲菌分离培养中初次使用, 后被推荐用于弯

曲菌的分离培养, 一直沿用至今. 其主要成分

为在Columbia琼脂的基础上加入活性炭等其他

成分. Karmal i在弯曲菌选择培养中得到肯定. 
我们在工作中发现, 用于弯曲菌属细菌培养的

Karmali培养基对H.pylori的初代分离效果较好, 
为进一步研究其在H.pylori分离培养中的效果, 
本文对168份临床采集的13C尿素呼气试验阳性

的胃黏膜标本同时采用Karmali和Columbia培养

基进行了初代分离培养比较. 结果显示, 两种培

养基在培养24-96 h后H.pylori的检出率逐渐增

高, 但96 h后, 二者的检出率没有变化. 虽然24 h
后, 两种培养基的检出率无明显差异(均<10%), 
但Karmali培养基上可出现更多的菌落, 由于此

时间点分离阳性率过低, 因此24 h培养不能作为

H.pylori培养阳性的时间判断节点. 而经过48、
72、96 h的培养, Karmali培养基无论在阳性率、

菌落数量及大小方面都明显优于Columbia培养

基, 尤其在48 h时差异显著(82.1% vs  45.8%), 其
96 h分离阳性率远大于Columbia培养基(97.% 
vs  88.6%). 96 h后两种培养基的检出率不再有

改变, 达到最高检出率, 同时Columbia培养基分

离阳性的标本, Karmali培养基分离也都为阳性. 
Karmali培养基分离率高于Columbia培养基. 因
此Karmali培养基不仅可以显著缩短H.pylori分
离培养时间, 同时也提高了H.pylori的检出率. 
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图  2  不同时间点Karmali和Columbia培养基上H.pylori 的分
离率比较.
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Abstract
Here we report a case of hepatic malignant heman-
giopericytoma, an uncommon soft tissue sarcoma. 
A 57-year-old male patient presented with up-
per abdominal pain and a two-year history of 
esophageal cancer. Computed tomography re-
vealed a large mass in the left lobe of the liver. A 
left hepatic lobectomy and cholecystectomy was 
performed for a suspected hepatic metastatic 
tumor. However, the tumor was histologically 
diagnosed as a hepatic malignant hemangioperi-
cytoma.

Key Words: Liver; Malignant hemangiopericytoma; 
Misdiagnosis
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a report of one case. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(1): 102-103

摘要
肝脏恶性血管外皮瘤是一种罕见的肿瘤, 本例
患者为男性, 57岁, 有中上腹胀痛不适, CT发
现左肝占位, 2年前曾因食管癌行手术治疗. 术
前被误诊为转移性肝癌, 经手术行左肝肿瘤切
除及胆囊切除术后行病理检查, 最终确诊为肝
脏恶性血管外皮瘤. 

关键词: 肝脏; 恶性血管外皮瘤; 误诊

刘振宇, 王葵, 赵骞, 施乐华. 肝脏恶性血管外皮瘤误诊为肝转移

癌1例.  世界华人消化杂志  2011; 19(1): 102-103
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0  引言

肝脏恶性血管外皮瘤甚为罕见, 迄今文献报道

仅约10例[1], 现将中国人民解放军第二军医大学

东方肝胆外科医院1例肝脏恶性血管外皮瘤病

例报道如下. 

1  病例报告

男, 57岁, 因“中上腹胀痛不适1 wk, CT发现左

肝占位7 d”入院. 既往于2006-06因食管癌行手

术治疗. 查体: 呈消瘦貌, 右肋缘下可触及肿大

包块, 质硬, 范围约5 cm×6 cm, 可随呼吸上下移

动, 左侧肋缘下陈旧性手术瘢痕长约25 cm, 余
无特殊. 血常规: 白细胞13.3×109/L; 肝功能: 球
蛋白33 g/L、白球比1.3、门冬氨酸氨基转移酶

41 U/L、乳酸脱氢酶741 U/L; 血生化: 钙1.84 
mmol/L; 免疫学指标: HbsAb(+)、HbcAb(+), 
CA-125: 177.2 kU/L, AFP、CEA、CA-199等均

在正常范围内. 外院CT提示: 肝左叶见一巨大不

规则肿块影, 大小约9.4 cm×8.3 cm, 边缘欠清

晰, 肿块内部密度不均, 增强后呈轻度强化, 内
见大片水样密度影, 似“牛眼征”改变, 门脉期

及延迟期病灶密度低于周围正常肝实质, 考虑

左肝占位性病变(图1A, B). 胃镜示: 食管癌术

后, 吻合口距门齿约24 cm, 约0.5 cm×0.8 cm, 表
面及周边黏膜充血明显, 碰触易出血, 未见溃疡

及新生物, 诊断食管癌术后, 吻合口炎. 根据病

史及检查结果汇报, 术前诊断: 左肝占位, 转移

®

■背景资料
血管外皮瘤是由
血管外皮发生的
肿瘤, 可分为先天
性和后天性, 多见
于四肢、躯干、
盆腔、后腹膜等
处 ,  临 床 表 现 不
一, 常呈浸润性生
长, 发生于肝脏的
恶性血管外皮瘤
甚为罕见, 迄今文
献报道仅约10例.

■同行评议者
许戈良, 教授, 安
徽省立医院肝胆
外科
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性肝癌可能. 患者于2010-06-11于全麻下开腹手

术, 右肋缘下斜行切口, 术中见腹腔内无腹水, 
肝脏质地较韧, 色暗红, 边缘钝, 肝脏表面尚光

滑. 肿瘤位于肝左内叶脏面, 大小约12 cm×11 
cm, 包膜完整, 质硬, 余肝未及异常. 遂行左肝肿

瘤切除+胆囊切除术, 手术顺利. 患者术后给予

保肝、抑酸、抗感染及血管内皮素抑制素治疗, 
于术后第7天出院, 术后1 mo随访, 患者恢复良

好, 无特殊不适. 
术后病理检查: 巨检标本14 cm×9.7 cm×

7.2 cm, 切面呈灰白色, 周边有部分包膜, 有较多

出血坏死, 余肝较少, 无明显肝硬化; 胆囊8.6×
3.1 cm, 壁厚0.2 cm, 黏膜粗糙(图1C). 镜检见瘤

组织内血管丰富, 瘤细胞围绕血管腔呈放射状

排列, 血管腔隙内有乳头状生长, 瘤细胞呈梭形

或短梭形, 核大深染, 异型明显, 可见核分裂象, 
间质疏松, 伴黏液变, 瘤组织内有出血坏死, 肿瘤

周边无包膜, 余肝无假小叶结构(图1D); 胆囊慢

性炎症. 特染: Masson(+), AB(-), 网染(+). 免疫病

理: CD34(+++), D2-40(+), P-Cad(+). 病理诊断: (1)
符合(肝左叶)恶性血管外皮瘤; (2)慢性胆囊炎.

2  讨论

血管外皮瘤是由血管外皮发生的肿瘤, 可分为

先天性和后天性, 多见于四肢、躯干、盆腔、

后腹膜等处[2], 临床表现不一, 常呈浸润性生长, 
发生于肝脏的恶性血管外皮瘤甚为罕见, 迄今

文献报道仅约10例, 综合分析以往的资料, 患者

一般无明显的性别差异, 多数为中老年人, 但也

有儿童病例的报道[1]. 绝大部分患者早期无明显

症状, 后因肝脏被巨大的肿块占据而引起局部

不适或于体检中发现. 本例资料中, 患者既往有

食管癌病史, 而无肝炎及甲胎蛋白异常增高等

病史, 初步诊断时倾向于转移性肝癌, 但转移性

肝癌的影像检查多提示肝内多个散在、大小相

仿的占位性病变, 又与本例不符. 手术切除为治

疗本病的首选[3], 本例中肿瘤与周围肝实质边界

清楚, 与周围脏器粘连疏松, 操作中选择左肝肿

瘤局部切除, 距肿瘤边缘2 cm切除肿瘤后将其剖

开, 可见切面呈灰白色, 肿瘤内部有较多出血坏

死. 经术后病理诊断确诊为恶性血管外皮瘤. 可
见, 肝脏恶性血管外皮瘤的术前诊断尚缺乏特

异性的依据, 容易误诊为原发性或转移性肝癌, 
而恶性血管外皮瘤的术后治疗尚无特殊药物. 
本例尝试使用了血管内皮素抑制素以期拮抗肿

瘤血管的生成, 远期疗效尚待进一步证实. 同时, 
将其与肝癌进行鉴别尤为重要, 故在临床工作

中要提高对本病的认识, 尽早获得病理学资料

也是对本病最为确切的诊断方法.

3      参考文献
1	 丛文铭, 朱世能．肝脏肿瘤诊断外科病理学. 第1版, 

上海: 上海科技教育出版社, 2002: 189-190
2	 Enzinger FM, Smith BH. Hemangiopericytoma. An 

analysis of 106 cases. Hum Pathol 1976; 7: 61-82 
3	 Kim BW, Wang HJ, Jeong IH, Ahn SI, Kim MW. 

Metastatic liver cancer: a rare case. World J Gastroen-
terol 2005; 11: 4281-4284
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图  1  肝脏恶性血
管外皮瘤患者影像
检查资料及病理资
料. A: CT平扫见肝

左叶占位性病变; B: 

CT动脉增强扫描

期见病灶轻度强化, 

内有水样低密度影; 

C: 病理标本; D: 病

理切片(HE×200).

A B

C D

■同行评价
本文学术性较好, 
具有很好的临床
借鉴作用.
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和中国知识资源总库收录. 2009年《世界华人

消化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 
综合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期

刊的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中

国科技论文统计源期刊(中国科技核心期刊)的
第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指

标0.112, 他引率0.79, 引用刊数473种, 扩散因子

15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文

献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机构

分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议纪要. 
文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重
点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 
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《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源

期刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)
内科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研

究报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁.例如, 1秒, 1 s; 
2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2010年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材

料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下

逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》
将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、
作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品
牌化方向迈进.
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2011年国内国际会议预告

2011-01-14/16
第一届全国结直肠癌多学科治疗中青年专家学术大会
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: 0451-86298096

2011-01-20/22
2011年胃肠道癌症研讨会-胃肠道肿瘤的科学和多学科管理
会议地点: 美国旧金山
联系方式: giregistration@jspargo.com

2011-03
中华医学会第四次全国感染性疾病中青年学术会议
会议地点: 长沙市
联系方式: medcon@126.com

2011-03-01/31
湖北省医学会结直肠肛门外科学分会2011年学术会议
会议地点: 十堰市
联系方式: chqjiang@hotmail.com

2011-03-25
第六届中国消化外科学术会议暨第七届全军肝胆外科学
术会议
会议地点: 北京市
联系方式: 010-67534765-8888

2011-03-25/27
首届中国腹膜后肿瘤论坛
会议地点: 北京市
联系方式: sjtcolorectalsurgery@gmail.com

2011-04-01/30
第九届全国儿童感染性疾病暨第十届全国儿童肝脏疾病
学术会议
会议地点: 扬州市
联系方式: fuxiaoxia@cma.org.cn

2011-04-08
2011第五届中华消化病学年度讲坛
会议地点: 北京市
联系方式: cma_spd@yahoo.com

2011-04-09/10
第四届NCCN亚洲学术会议暨2011NCCN指南中国版修
订会
会议地点: 上海市
联系方式: nccn-asia@emdchina.com

2011-04-14/17
第四届全国消化内科危重疑难少见病学术大会
会议地点: 桂林市
联系方式: xiaohuayinan2011@yahoo.com.cn

2011-04-15/17
第二届中国肿瘤介入与微创治疗大会
会议地点: 上海市
联系方式: 010-84288944

2011-04-22/24
第九届全国内镜外科学术研讨会
会议地点: 济南市
联系方式: gandanneijing@163.com

2011-05-01/31
2011年安徽省消化、消化内镜学术年会暨肝脏疾病诊治
难点与对策学习班
会议地点: 合肥市
联系方式: meiqiaomq@yahoo.com.cn 

2011-05-27/29
第十四届中西医结合学会大肠肛门病专业委员会学术研
讨会
会议地点: 沈阳市
联系方式: gcyy88@163.com

2011-06-11/12
2011国际消化疾病论坛
会议地点: 香港
联系方式: www.iddforum.com

2011-06-16/20
第二十三次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 太原市
联系方式: 0351-4174328

2011-06-23/26
第十五次全国病毒性肝炎及肝病学术会议
会议地点: 沈阳市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2011-07-07
第八届全国大肠癌学术会议暨2011哈尔滨国际结直肠癌
外科周
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: rainy_gg@yeah.net

2011-08-04/07
第五届中国肿瘤内科大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-87788701

2011-09-14/18
第十四届全国临床肿瘤学大会暨2011年CSCO学术年会
会议地点: 福州市
联系方式: 010-67726451
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白爱平 副教授

南昌大学第一附属医院消化内科

曹鹏 副研究员

江苏省中医药研究院细胞与分子生物学实验室

陈光 教授

吉林大学第一医院消化器官外科

陈洪 主任医师

东南大学附属中大医院消化科

丁惠国 主任医师

首都医科大学附属北京佑安医院肝病消化科

樊晓明 主任医师 

复旦大学附属金山医院消化科

高英堂 研究员

天津市第三中心医院, 天津市肝胆疾病研究所分子细胞室

江米足 教授

浙江大学医学院附属儿童医院儿科

李革 副教授

延边大学附属医院普外1科

李康 副教授

广东药学院药科学院药物分析教研室

刘成海 研究员

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝病研究所

马红 主任医师

首都医科大学附属北京友谊医院肝病中心

牛英才 副研究员  

齐齐哈尔医学院医药科学研究所

潘秀珍 教授 

福建省立医院消化内科

齐清会 教授   

大连医科大学附属第一医院普通外科

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

任晓峰 教授 

东北农业大学动物医学学院微生物室

施诚仁 教授  

上海交通大学医学院附属新华医院小儿外科

唐南洪 教授

福建医科大学附属协和医院省肝胆外科研究所

王晓艳 副教授  

湖南长沙中南大学湘雅三医院消化内科

王娅兰 教授  

重庆医科大学基础医学院病理教研室            

王振宁 教授

中国医科大学附属第一医院肿瘤外科

王志刚 副主任医师

上海市第六人民医院普外科

肖恩华 教授

中南大学湘雅二医院放射教研室

徐宁志 研究员 

中国医学科学院肿瘤研究所细胞生物与分子生物学实验室 

颜宏利 教授

中国人民解放军第二军医大学遗传学教研室 

张俊 副教授 

上海交通大学医学院附属瑞金医院外科

张小晋 主任医师

北京积水潭医院消化内科 

赵春玲 讲师

潍坊医学院细胞生物学教研室

郑鹏远 教授

郑州大学第二附属医院消化科

周国雄 主任医师

南通大学附属医院消化内科

www.wjgnet.com
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