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摘要
乙型肝炎病毒是导致慢性肝炎、肝纤维化、

肝细胞癌的主要病因, 目前认为乙型肝炎病毒
基因整合在其致病机制中具有重要作用, 本文
试就该领域内目前研究成果做一综述.
 
关键词: 乙型肝炎病毒; 基因整合; 肝癌
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0  引言

乙型肝炎病毒是导致慢性肝炎、肝纤维化、肝

细胞癌的主要病因[1], 乙型肝炎病毒整合入肝细

胞基因组被认为是肝细胞癌发生过程中的重要

步骤. 本文将对乙型肝炎病毒不同感染阶段的

整合、整合的方式、整合中HBV基因的状态、

整合的机制、整合对宿主的影响 ,  分别进行

一一阐述. 

1  乙型肝炎病毒基因的整合

1.1 不同感染阶段的整合 乙型肝炎病毒整合入

肝细胞基因组可见于大量的乙型肝炎病毒相关

肝细胞癌标本中[2-4]. 这一发现极大的推动了对

于乙型肝炎病毒基因整合在肝细胞癌发病机制

中地位的研究. 但是与逆转录病毒的感染不同, 
乙型肝炎病毒的整合非病毒复制之必须, 因此

在乙型肝炎病毒的自然史中, 其基因整合不是

常规事件[5]. 大多数的乙型肝炎病毒基因整合都

发生于乙型肝炎病毒感染的晚期, 而在这一阶

段往往已发生肝细胞的恶性转化[6-7]. 在乙型肝

炎感染的不同阶段均可检测到HBV DNA的整

合. Murakami et al [8]以Alu-PCR法分别检测了19
例急性乙肝患者、12例HBV相关慢性活动性肝

炎患者、10例HCV相关慢性活动性肝炎患者的

肝脏和PBMC标本. 在3例急性乙肝患者、全部

12例HBV相关慢性活动性肝炎患者肝脏标本中

发现病毒整合; 在4例HBV相关慢性活动性肝炎

患者PBMC中发现病毒整合; 在一例急性乙肝患

者的肝脏标本中, 发现HBV DNA整合于TNF诱
导蛋白基因的内含子序列中. 这些结果提示在

HBV急性感染的早期即存在HBV DNA的整合.
1.2 整合的方式 HBV基因整合方式分为Ⅰ, Ⅱ, 
Ⅲ, Ⅳ.Ⅰ起始于DR1向负链3'端延伸, Ⅱ起始于

DR1向负链5'端延伸, Ⅲ起始于DR2向负链3'端
延伸, Ⅳ起始于DR2向负链5'端延伸. 病毒与细

胞连接序列丛集于DR1附近的Ⅰ, Ⅱ种方式比连

接序列丛集于DR2附近的Ⅲ, Ⅳ种方式更为常

见, 大约是后者的3倍. 其中Ⅱ种方式最常见, 大
约见于46.6％的肝细胞癌标本中. DR1与DR2之
间的序列也是病毒－病毒连接时最常选择的序

列. 另外, preS-S也是病毒重组的常见序列. 这些

序列对应于亚基因组HBV mRNA的转录起始序

列, HBV mRNA的逆转录也有助于这些位点的

基因整合. Tsuei et al [9]以DR1、DR2序列设计引

物检测了5例儿童HCC患者HBV整合序列及邻

近整合序列的肝细胞基因序列. 发现在10个克

隆株中有9株定位于DR1序列, 属Ⅰ型整合方式; 
Southern blot分析显示5例肝癌组织标本中有2例
含有人类长散布DNA功能元件(LINE-1)同源序

列; 1例发现HBV整合于人类Y染色体RNA结合

区基因序列(RBMY). RBMY基因通常见于成年

人类精子细胞, 而在所有患者HCC周围正常肝

细胞中均未检测到RBMY基因表达. 该研究结果

提示HBV的整合及RBMY基因的激活可能与儿

童HCC的发生过程有关.
1.3 整合中HBV基因的状态 整合入肝细胞基因

组的均为乙型肝炎病毒基因组的部分序列, 在
各个肝细胞癌标本中检测到的插入序列也各不

相同[10]. 由乙型肝炎病毒基因整合导致的肝细

胞基因序列变异相应也出现极大的差异[11]. 乙
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型肝炎病毒以线性方式整合入人类肝细胞基

因组, 插入的序列通常包括经过重排的几个连

续的读码框[12]. 靠近HBV DR1与DR2之间部分

双链的序列是最常整合入肝细胞基因组的序

列, 大概占整合序列的2/3. 通常整合入宿主肝

细胞基因组的HBV序列包括: BCP, EnhⅡ, X
启动子及HBx序列. 但是, 大多数与HBV整合

的宿主序列不是与肿瘤起源密切相关的癌基

因家族或抑癌基因[13]. Paterlini et al[14]以Alu-
PCR法检测了9例HCC患者中的9个HBV DNA
整合位点, 这9个位点分别为嗜神经性酪氨酸

受体蛋白激酶2(NTRK2)基因、IL-1R相关激

酶2(IRAK2)基因、P42有丝分裂激活蛋白激酶

1(P42MAPK1)、环己六醇1, 4, 5磷酸酶受体基

因(IP3R2)、IP3R1基因、SITA基因、甲状腺素

激素不相配蛋白(TRUP)基因、及hTERT基因. 
Ferber et al[15]在其研究中发现两例HBV整合入

hTERT序列, 有4个整合位点位于hTERT的启动

子及上游调节序列, 有5个整合位点位于hTERT
的内含子3. 所有HBV的整合均未改变hTERT的
编码序列, 但均发现HBV增强子并排于hTERT
序列 ,  该研究提示H B V的基因整合可能通过

hTERT功能的改变发挥致癌作用.
1.4 整合的机制 Nagaya et al [16]和Shih et al [17]认

为DR1和DR2是起始HBV负链和正链合成以及

前基因组HBV DNA模板链转换的必须序列, 病
毒-病毒及病毒-细胞HBV DNA的整合丛集于

DR1和DR2序列附近说明病毒复制的中间物即

是病毒整合的底物.起始整合即是单股线性HBV 
DNA侵入宿主单链序列. 整合序列丛集于HBV 
DNA黏性末端说明HBV DNA单链的5’端对于侵

入细胞DNA序列具有重要作用. Ⅰ和Ⅱ两种方

式更为常见则指明了HBV DNA负链对于HBV
整合的重要作用. Wang  et al[18]认为可以用拓扑

异构酶Ⅰ对细胞和部分双链HBV DNA的切割来

解释HBV DNA的整合. 拓扑异构酶Ⅰ是细胞内

一类丰富的酶类, 其作用是在DNA复制过程中

松弛DNA的超螺旋结构. 拓扑异构酶Ⅰ调控的

单链切割序列正位于HBV的黏性末端, 因此设

想通过拓扑异构酶Ⅰ的作用使HBV DNA的部

分双链结构得以松弛, 并产生线性的HBV DNA
以适于和异源细胞DNA结合. 另外, 拓扑异构酶

Ⅰ对HBV DNA的切割也会导致HBV DNA形成

对细胞内核酸酶敏感的单链末端突出序列. 这
也有助于解释在HBV整合子中常见核酸序列的

缺失. HBV家族中其他嗜肝病毒基因整合机制
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与嗜人类HBV DNA基因整合机制有明显不同. 
Bruni et al [19]发现在大约50％土拨鼠肝炎病毒

(WHV)相关的土拨鼠HCC组织标本中, WHV的

基因整合位点位于c-myc和N-myc等原癌基因序

列内. WHV与myc基因的整合位点是多种多样

的, 常位于myc编码序列的上、下游. WHV的基

因整合可能是通过增强子插入或整合于距离较

远的win, b3n非编码序列而发挥激活N-myc2原
癌基因活性. Bruni et al [20]发现在win, b3n序列中

均存在S/MAR调控元件, 说明WHV的整合可能

通过使S/MAR调控元件失活进而间接影响位于

S/MAR上游的N-myc2基因的表达而发挥致癌

作用.

2  整合对宿主的影响

Wang et al [21]在一例患者中发现, 在细胞周期蛋

白A基因的第2内含子序列中有HBV的整合. 细
胞周期蛋白、细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶和

细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶抑制因子之间相

互作用, 在调控细胞分裂中具有重要作用. 在这

例患者中, 细胞周期蛋白的前152个氨基酸被

HBV的preS2/S的156个氨基酸置换, 这一HBV与

细胞周期蛋白A的融合蛋白显示出致肝细胞癌

的活性. Dejean et al [22]和Garcia et al [23]发现HBV
整合于类维生素受体(RAR)β基因. RARs属于配

体调控转录因子家族, 其对于调控细胞分化和增

殖具有重要作用. 在HBV相关的HCC患者中, 发
现包括DR2、C基因、preS1基因在内的(第Ⅲ种

整合方式)HBV序列插入RARβ基因序列中. 这
样产生的病毒－宿主融合蛋白包含了preS1的前

29个密码子及RARβ基因的上游DNA结合区. 由
于HBV整合子包含有preS1启动子, 因此preS1启
动子即可以起始preS1-RARβ融合蛋白的转录翻

译. 该研究结果提示, HBV preS1序列与RARβ序
列的融合导致该融合蛋白的过量表达并提高了

RAR β致肝细胞癌的活性.
  近来一些学者研究乙型肝炎病毒基因整合

对端粒酶转式激活作用的影响. Izumi et al [24]认

为正常细胞的恶性转化与端粒酶的活性及端粒

活性的稳定密切相关. 对端粒酶活性的调控主

要是通过对端粒酶催化亚基因组序列及人类端

粒逆转录酶(hTERT)的转录调控. 包括原癌基因

产物(如C-myc)、肿瘤抑制基因产物(如WT1和
P53)在内的转录因子, 其过量表达时都能够调控

hTERT的转录. hTERT也是HBV的常见整合位

点.由于目前对乙型肝炎感染研究手段的欠缺, 
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除对HCC患者手术标本和肝活检标本的研究外, 
一些学者试图通过对HBV整合细胞株的研究来

阐明HBV整合的机制.
  Maura et al [25]以Southern blot方法分析整

合了HBV DNA的HepG2 2.2.15细胞株的亚克隆

基因组DNA. 发现经过4代连续培养后, 在HepG2 
2.2.15细胞株中可观察到新增10%的HBV整合位

点, 而原来的HBV DNA整合位点没有丢失; 以增

加细胞DNA损伤的H2O2处理HepG2 2.2.15细胞

株后, 可观察到新增的HBV整合位点达到50%; 
以通过抑制ADP核糖基磷酸化进而处理抑制细

胞DNA损伤修复HepG2 2.2.15细胞株后, 亦可观

察到新增的HBV整合位点达到50%. 这些研究结

果提示: 在HBV持续感染过程中, 由于氧化作用

导致细胞DNA链的损伤可能增加HBV DNA的

整合.
L ivezey e t a l [26]检测亲代不分泌HBV的

HepG2、已转染了HBV的HepG2 2.2.15(HBV复

制)和HepG2 T14.1(无HBV复制)细胞株在病毒

压力下的活性改变. 经比较发现, HepG2 T14.1
细胞株生长最快, HepG2 2.2.15细胞株生长最

慢. 在转染了HBV的两株细胞中均有HBV DNA
的整合, RT-PCR亦可见HBX蛋白表达. 将三株

细胞分别接种裸鼠, 三周后接种HepG2 2.2.15
和HepG2 T14.1细胞株的裸鼠形成肝细胞癌, 接
种HepG2细胞株的裸鼠无肿瘤形成. 接种HepG2 
2.2.15的裸鼠肝脏中检测到一个新的HBV DNA
整合位点, 接种HepG2 T14.1的裸鼠肝脏中无新

的HBV DNA整合位点. 从裸鼠体内重新提取

获得的HepG2 2.2.15细胞株可以继续复制HBV 
DNA, 并保留了新的HBV DNA整合位点, 及
细胞基因组重排和p53等位基因L O H的缺失. 
Western blot分析显示在该细胞株中存在P21/
Waf1蛋白表达上调.

总之, 目前, 各方学者对HBV DNA与肝细胞

基因整合的课题进行了大量研究, 取得了相当

的进展, 基本弄清了HBV DNA整合的方式, 最
常见的与之整合的肝细胞基因序列, 并初步探

讨了HBV DNA基因整合与致肝细胞癌之间的

关系. 但目前还存在以下问题. 首先, 嗜人类的

HBV DNA的基因整合与WHV DNA的基因整

合有很大不同, 多数并未与原癌基因及抑癌基

因整合, 因此其致肝细胞癌的机制亟待阐明. 但
是人类对其自身基因组结构及功能的研究尚未

完善, 是否还有其他与肿瘤发生密切相关的基

因组未被发现? 因此不应忽视最常见的与HBV 

哈明昊, 等. 乙型肝炎病毒基因的整合机制及对宿主的影响                                                                                               745 

DNA整合的肝细胞基因功能的研究. 第二, HBV 
DNA整合后常见肝细胞基因的突变, 同时整合

后HBV序列表达的蛋白亦为缺陷型, 对于突变

后肝细胞基因表达产物及缺陷型HBV功能蛋白

的研究所见报道不多, 而对此两种蛋白的研究

对HBV致肝细胞癌的机制及宿主肝细胞功能活

性的研究较有帮助. 第三, 目前对HBV DNA在抗

病毒药物压力作用下整合机制有无改变的研究

所见不多. 第四, 目前HBV DNA基因整合研究所

用的实验模型多为HCC组织标本或HepG2细胞

株, 这两种模型中HBV DNA已稳定的整合入肝

细胞基因组, 是一种静态的结果; 我们所要了解

的HBV DNA基因整合是一种动态的过程. 因此, 
理想的HBV DNA整合模型的欠缺是当前研究阶

段最大的瓶颈. 所以, 下一阶段我们还有很多工

作要做.
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■名词解释
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式分为Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, 
Ⅳ. Ⅰ起始于DR1
向负链3’端延伸, 
Ⅱ起始于DR1向
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起始于DR2向负
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起始于DR2向负
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式比连接序列丛
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为 常 见 ,  大 约 是
后者的3倍. 其中
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大约见于4 6 . 6 %
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中. DR1与DR2之
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毒－病毒连接时
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另外, preS-S也是
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HBV mRNA的转
录起始序列, HBV 
mRNA的逆转录
也有助于这些位
点的基因整合.



www.wjgnet.com

746                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志    2006年3月18日    第14卷   第8期

2002; 68: 513-521 
10	 Tamori A, Nishiguchi S, Kubo S, Enomoto M, Koh 

N, Takeda T, Shiomi S, Hirohashi K, Kinoshita H, 
Otani S. Sequencing of human-viral DNA junctions 
in hepatocellular carcinoma from patients with 
HCV and occult HBV infection. J Med Virol  2003; 
69: 475-481

11	 Jayshree RS, Sridhar H, Devi GM. Surface, core, 
and X genes of hepatitis B virus in hepatocellular 
carcinoma: an in situ hybridization study. Cancer 
2003; 99: 63-67 

12	 Kimbi GC, Kramvis A, Kew MC. Integration of 
hepatitis B virus DNA into chromosomal DNA 
during acute hepatitis B. World J Gastroenterol 2005; 
11: 6416-6421 

13	 Huang TH, Zhang QJ, Xie QD, Zeng LP, Zeng XF. 
Presence and integration of HBV DNA in mouse 
oocytes. World J Gastroenterol  2005; 11: 2869-2873

14	 Paterlini-Brechot P, Saigo K, Murakami Y, Chami 
M, Gozuacik D, Mugnier C, Lagorce D, Brechot C. 
Hepatitis B virus-related insertional mutagenesis 
occurs frequently in human liver cancers and 
recurrently targets human telomerase gene. 
Oncogene  2003; 22: 3911-3916

15	 Ferber MJ, Montoya DP, Yu C, Aderca I, McGee 
A, Thorland EC, Nagorney DM, Gostout BS, 
Burgart LJ, Boix L, Bruix J, McMahon BJ, Cheung 
TH, Chung TK, Wong YF, Smith DI, Roberts LR. 
Integrations of the hepatitis B virus (HBV) and 
human papillomavirus (HPV) into the human 
telomerase reverse transcriptase (hTERT) gene 
in liver and cervical cancers. Oncogene  2003; 22: 
3813-3820

16	 Nagaya T, Nakamura T, Tokino T, Tsurimoto T, Imai 
M, Mayumi T, Kamino K, Yamamura K, Matsubara 
K. The mode of hepatitis B virus DNA integration in 
chromosomes of human hepatocellular carcinoma. 
Genes Dev  1987; 1: 773-782

17	 Shih C, Burke K, Chou MJ, Zeldis JB, Yang CS, Lee 
CS, Isselbacher KJ, Wands JR, Goodman HM. Tight 

clustering of human hepatitis B virus integration 
sites in hepatomas near a triple-stranded region. J 
Virol  1987; 61: 3491-3498

18	 Wang HP, Rogler CE. Topoisomerase I-mediated 
integration of hepadnavirus DNA in vitro. J Virol 
1991; 65: 2381-2392

19	 Bruni R, D'Ugo E, Villano U, Fourel G, Buendia 
MA, Rapicetta M. The win locus involved in 
activation of the distal N-myc2 gene upon WHV 
integration in woodchuck liver tumors harbors S/
MAR elements. Virology  2004; 329: 1-10

20	 Bruni R, D'Ugo E, Argentini C, Giuseppetti R, 
Rapicetta M. Scaffold attachment region located 
in a locus targeted by hepadnavirus integration in 
hepatocellular carcinomas. Cancer Detect Prev  2003; 
27: 175-181

21	 Wang J, Chenivesse X, Henglein B, Brechot C. 
Hepatitis B virus integration in a cyclin A gene in a 
hepatocellular carcinoma. Nature  1990; 343: 555-557 

22	 Dejean A, Bougueleret L, Grzeschik KH, Tiollais P. 
Hepatitis B virus DNA integration in a sequence 
homologous to v-erb-A and steroid receptor genes 
in a hepatocellular carcinoma. Nature  1986; 322: 
70-72

23	 Garcia M, de The H, Tiollais P, Samarut J, Dejean A. 
A hepatitis B virus pre-S-retinoic acid receptor beta 
chimera transforms erythrocytic progenitor cells in 
vitro. Proc Natl Acad Sci USA  1993; 90: 89-93

24	 Izumi H, Carl Barrett, J. Transcriptional regulation 
of the telomerase hTERT gene as a target for cellular 
and viral oncogenic mechanisms. Carcinogenesis 
2003; 24: 1167-1176

25	 Maura Dandri, Martin R. Increase in De Novo HBV 
DNA integrations in response to oxidative DNA 
damage or inhibition of poly(ADP-ribosyl)ation. 
Hepatology  2002; 35: 217-223

26	 Livezey KW, Negorev D, Simon D. Hepatitis B 
virus-transfected Hep G2 cells demonstrate genetic 
alterations and de novo viral integration in cells 
replicating HBV. Mutat Res  2000; 452: 163-178

 
                                   电编  李琪  编辑  潘伯荣

■同行评价
本文将近年来国
内外"乙型肝炎病
毒基因整合的机
制及对宿主的影
响"等方面的研究
进展进行综述, 选
题热门, 学术价值
较高, 文字质量良
好 ,  文 献 引 用 广
泛, 有一定的学术
价值和新颖性.



www.wjgnet.com

■背景资料
肿瘤大多存在复
杂的染色体异常. 
多色荧光原位杂
交技术或光谱核
型分析是两种强
有力的染色体异
常分析方法, 但是
由于这些技术成
本太高, 目前尚难
在国内推广应用.

吴玉鹏, 王学英, 沈阳农业大学生物科技学院 辽宁省沈阳市 
110161
杨壹羚, 韩亚玲, 徐昕, 蔡岩, 杨光之, 詹启敏, 吴旻, 王明荣, 
中国医学科学院中国协和医科大学肿瘤医院肿瘤研究所、
分子肿瘤学国家重点实验室 北京 100021
吴玉鹏, 男, 1978-03-18生, 安徽枞阳人, 汉族, 沈阳农业大学
生物科技学院2003级硕士研究生.
国家重点基础研究发展规划基金项目, No. 2004CB518705
国家自然科学基金资助项目, No. 30470969, 30125026
北京市科技计划重大专项, No. D0905001040331
通讯作者: 王明荣, 100021, 北京市朝阳区潘家园南里17号, 中
国医学科学院中国协和医科大学肿瘤医院肿瘤研究所分子肿瘤
学国家重点实验室. wangmr04@126.com
电话: 010-87788425  传真: 010-87778651
收稿日期: 2006-02-13  接受日期: 2006-03-09

Identification of complex 
chromosome abnormalities 
in esophageal carcinoma 
cells KYSE450 by multicolor 
fluorescence in situ 
hybridization

Yu-Peng Wu, Yi-Ling Yang, Ya-Ling Han, Xin Xu, Yan 
Cai, Guang-Zhi Yang, Xue-Ying Wang, Qi-Min Zhan, Min 
Wu, Ming-Rong Wang

Yu-Peng Wu, Xue-Ying Wang, Biological Science and 
Technology College, Shenyang Agricultural University, 
Shenyang 110161, Liaoning province, China
Yi-Ling Yang, Ya-Ling Han, Xin Xu, Yan Cai, Guang-Zhi 
Yang, Qi-Min Zhan, Min Wu, Ming-Rong Wang, State 
Key Laboratory of Molecular Oncology, Cancer Institute 
(Hospital), Peking Union Medical College and Chinese 
Academy of Medical Sciences, Beijing 100021, China
Supported by National Basic Research Program of China, 
No. 2004CB518705; National Natural Science Foundation 
of China, No. 30470969, 30125026; and Specialized Re-
search Fundation of Beijing Municipal Science and Tech-
nology Commission, No. D0905001040331
Correspondence to: Ming-Rong Wang, State Key Labora-
tory of Molecular Oncology, Cancer Institute (Hospital), 
Peking Union Medical College and Chinese Academy of 
Medical Sciences, 17 Panjiayuan Nanli, Beijing 100021, 
China. wangmr04@126.com
Received: 2006-02-13    Accepted: 2006-03-09 

Abstract
AIM: To establish the technique of multicolor 
fluorescence in situ hybridization (M-FISH) for 
identification of chromosome aberrations in 
esophageal carcinoma cell line KYSE450.

METHODS: Two pools of 12-color whole-chro-
mosome painting (WCP) probes were designed 
and labeled by degenerate oligonucleotide 
primer-polymerase chain reaction (DOP-PCR). 
FISH was performed twice on the same meta-
phase spreads. The karyotype was analyzed by 
the combination of inverted DAPI banding and 
M-FISH.

RESULTS: Repetitive 12-color M-FISH was 
successfully established and the cytogenetic ab-
normalities in KYSE450 cells were characterized. 
There were 54 chromosomes in the cell line, but 
only those numbered 13, 21 and X were normal. 
DNA losses were observed at parts of chromo-
somes 4, 7, 11, 12, 18 and 19. Chromosomal gains 
and translocations occurred at chromosome 1, 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18 and 
19. Chromosome 22 showed monosomy, and no 
chromosomes 10, 20 and Y were detected.

CONCLUSION: The established 12-color 
M-FISH is useful for the analysis of chromo-
somes in the whole genome of human tumors. 
KYSE450 cell line presents multiple cytogenetic 
abnormalities, which are in accordance with 
those occurred in primary esophageal squamous 
cell carcinoma.

Key Words: Multicolor fluorescence in situ  hybridi-
zation; KYSE450; Karyotype; Esophageal carcinoma

Wu YP, Yang YL, HanYL, Xu X, Cai Y, Yang GZ, Wang 
XY, Zhan QM, Wu M, Wang MR. Identification of complex 
chromosome abnormalities in esophageal carcinoma cells 
KYSE450 by multicolor fluorescence in situ hybridization. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(8):747-751

摘要
目的: 应用12色荧光原位杂交技术(multicolor 
fluorescence in situ  hybridization, M-FISH)鉴定
食管癌细胞系KYSE450的染色体畸变. 

方法: 采用DOP-PCR(degenerate oligonucleo-
tide primer-polymerase chain reaction)法混合
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标记两组多色painting探针, 先后两次杂交到
相同的KYSE450染色体片, 结合反相DAPI显
带技术进行核型分析. 

结果: 成功地建立了一种重复的12色荧光原
位杂交技术, 并鉴定出KYSE450中存在的畸
变染色体. 该细胞系共有54条染色体, 只有13, 
21和X号染色体是正常的, 其余21条染色体均
表现异常. 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 14, 15, 16和17号染
色体部分区带增益, 4和18号染色体部分区带
缺失. 7, 11, 12和19号染色体同时存在区带增
益和其它部分区带缺失. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 
11, 12, 14, 15, 16, 17, 18和19号染色体显示有
易位. 22号染色体丢失1条, 未检测到10, 20, Y
染色体成分.

结论: 12色荧光原位杂交可用于鉴定肿瘤中
复杂的染色体异常. KYSE450存在较多与原
发性食管鳞癌一致的染色体改变.

关键词: 多色荧光原位杂交; 食管癌细胞系; 核型; 食

管癌
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0  引言

肿瘤和先天性遗传病等大多有染色体异常, 分
析染色体异常的常规方法是基于传统的细胞遗

传学显带技术. 对于肿瘤尤其是实体瘤, 传统

的显带技术很难对其复杂的染色体异常进行

分析. 单色或双色荧光原位杂交有其高度敏感

性和特异性, 但不能同时观察肿瘤细胞全部染

色体的变化情况. 多色荧光原位杂交(multicolor 
fluorescence in situ  hybridization, M-FISH)、光

谱核型分析(spectral karyotyping, SKY)等技术的

出现使得一次性进行肿瘤细胞全基因组染色体

异常的筛查成为可能[1-2], 但是由于这些技术成

本太高, 目前尚难在国内推广应用. 我们建立一

种12色荧光原位杂交技术, 其费用较为低廉, 经
过两次杂交即可完成整个基因组全部染色体的

分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 食管癌细胞系KYSE450由日本京都大

学Shimada教授惠赠, 来自于一位59岁男性患

者、分化良好且手术前没有经过放化疗的原发

食管癌组织[3]. 1-22, X和Y号染色体涂染探针由

中国医学科学院基础医学研究所陈虹教授惠赠. 
DEAC-5-dUTP和FITC-12-dUTP(PerkinElmer), 
Cy3-dUTP和Cy5-dUTP(Amersham Biosciences), 
去离子甲酰胺 ( I n v i t r o g e n ) ,  硫酸葡聚糖

(Invitrogen), 4, 6-二氨基-2-苯吲哚(DAPI, Roche), 
Cot-1 DNA (Invitrogen), 秋水仙胺 (Gibco), RPMI 
1640培养基(医科院基础所遗传室) ,  Ta q 酶 
(TaKaRa). 引物由上海生工公司合成. 引物序列: 
5,-CCGACTCGAGNNNNNN ATGTGG-3,.
1.2 方法 KYSE450细胞培养对数生长期时, 加
秋水仙胺(终浓度为100 µg/L)继续培养100 min
左右, 消化离心, 常规低渗、固定和滴片, 空气

干燥30 min, 65℃烤150 min后备用. 中期染色

体片用RNase(Sigma, 0.1 g/L)和Pepsin(Sigma, 
0 . 0 5  g / L )先后处理 ,  1 0  g / L多聚甲醛固定

15 min, PBS缓冲液洗涤后. 染色体片在700 mL/
L甲酰胺/2×SSC(pH7.0)72℃变性3 min, 2×SSC 
4℃ 3 min洗涤2次, 梯度乙醇脱水, 室温晾干. 采
用DOP-PCR法标记染色体涂染探针, 通过琼脂

糖凝胶电泳检测标记产物的大小及范围. 按染

色体大小成比例地吸取已标记的染色体涂染探

针, 加入与探针总体积相同的Cot-1 DNA, 乙醇

/醋酸钠法沉淀探针, 700 mL/L乙醇洗涤, 室温

暗处晾干. 杂交液(含500 mL/L去离子甲酰胺, 
100 g/L硫酸葡聚糖, 2×SSC)5µL加入晾干的

探针, 37℃溶解30 min, 混匀后75℃变性8 min, 
置冰上2 min, 37℃水浴预复性30 min. 将探针

加在预处理好的中期染色体片上, 盖玻片覆盖, 
rubber cement封片, 置于湿盒中, 37℃温箱中杂

交48 h. 除去rubber cement和盖玻片, 将染色体

片放入500 mL/L甲酰胺/2×SSC溶液, 42℃洗涤

15 min, 2×SSC室温摇洗3 min×2次, 梯度乙醇

脱水, 室温暗处晾干. 加甘油∶PBS(9∶1, 含20 g/L 
DABCO, 1 mg/L DAPI)20 µL, 封片. 荧光显

微镜下观察, 通过MetaMorph Imaging System 
(Universal Imaging Corporation)控制的CCD摄取

图像.

2  结果

我们设计了两组探针池(表1), 先后与相同的

KYSE450染色体片杂交. 第1次应用Pool 1杂
交, 镜检选取分散较好的中期分裂相, 进行定

位、拍照及图像合成(图1A). 之后将杂交片置

于纯乙醇中浸泡, 脱去盖片, 再用纯乙醇洗涤

■研发前沿
目前,多色荧光原
位杂交技术的研
究主要集中在如
何将这项技术应
用到绝大多数的
实体肿瘤, 鉴定筛
选这些常见实体
肿瘤中的染色体
异常. 另一个方面
是如何提高该技
术的分辨力, 如应
用多色特异区带
探针鉴定更加细
小的染色体的畸
变.
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2次, 晾干. 第2次杂交前玻片直接用700 mL/L
甲酰胺在72℃变性, 2×SSC洗涤, 梯度乙醇脱

水, 晾干后应用Pool 2杂交, 根据第1次定位的

坐标, 镜检拍照, 再对第2次杂交的图像进行合

成(图1B). 由此我们成功建立了12色荧光原位

杂交技术. 综合2次12色杂交和DAPI反相显带

(图2)的结果, KYSE450细胞系共有54条染色体

(图3), 但只有13, 21和X号染色体是正常的, 其
余21条染色体均发生畸变. 其中, 2, 3, 6, 8, 15, 
16和17号染色体都存在2条正常染色体, 1, 5和
14号染色体都存在1条正常染色体, 但是这些染

色体均存在整条染色体或部分区带的净增益. 4
和18号分别存在1条正常染色体, 各自的另一条

染色体发生了部分区带缺失. 7, 11, 12和19号染

色体既表现部分区带增益又有其它区带缺失. 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18和
19号染色体显示结构畸变, 包括易位和缺失. 其
中5和14号整条染色体各参与了一个衍生染色

体[der(5)t(5;15)(pter→qter∷q21)和der(14)t(9; 
14)(q21→q31∷pter→qter)]的组成, 另有一个衍

生11号染色体涉及了3条染色体之间的易位, 即
der(11)t(11;7;5)(p14→qter∷q22∷q32→q23). 染
色体结构畸变的断点位于着丝粒区域的有1p10, 
1q10, 2q10, 3q10, 7q10, 9p10, 11q10和19q10, 染
色体3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18和
19畸变的断点位于非着丝粒区域. 22号丢失1条, 

未检测到10, 20, Y染色体成分(表2).

3  讨论

荧光原位杂交(fluorescence in situ  hybridization, 
FISH)是Pinkel et al [4]于1986年创建的一种应用

荧光法检测细胞核中或染色体上特异DNA序列

的技术. 随着不同荧光素和滤光片的发展, 相继

出现了双色或三色标记的探针. 1990年Nederlof 
et al [5]报道了一种组合标记法, 利用3种荧光素

(FITC, TRITC, AMCA)标记出7种探针, 用于产

前诊断及肿瘤染色体的畸变分析, 这样一次杂

交可以检测较多的染色体变化. 但是, 人类有22
条常染色体和2条性染色体, 7种探针还是不能

满足一次试验检测出人类24条染色体变化情况. 
根据组合标记法的设计原则提示, N种荧光分子

有2N-1种组合, 5种不同的荧光染料可以有31种
不同的组合, 足以赋予22条常染色体及2条性染

色体24种不同的颜色. 直到1996年, 多色荧光原

位杂交(M-FISH)技术和光谱核型分析(SKY)的
出现终于使这一设想成为现实[1-2]. 该技术是一

种快速而强有力的分子细胞遗传学方法, 使研

究者能够通过一次杂交同时观察到全部染色体

的异常情况, 鉴定出各种简单或复杂的易位、

插入以及标记染色体的来源[6-12]. 然而, 国内24色
全染色体M-FISH的研究工作罕有报道, 迄今仅

有一篇关于白血病细胞染色体分析的文献[13]. 造
成这一现状的主要原因是该工作目前只能应用

国外公司的已标记探针池试剂盒, 研究所需的

成本太高. 为此, 我们建立了一种12色荧光原位

杂交技术, 即设计两组探针池, 先后两次杂交到

同一染色体片, 成功地鉴定了KYSE450食管癌

细胞系的核型, 表明该方法是可行而且有效的. 

图  1  12色荧光原位杂交合成图. A: 第1次; B: 第2次.

A 

B  

      

表  1  各染色体标记及两个探针池组合

Pool 1		                   Pool 2             

Chr 3

Chr 4

Chr 6

Chr 7

Chr 9

Chr 11

Chr 13

Chr 15

Chr 17

Chr 19

Chr 21

Chr X

DEAC

Cy3

FITC

Cy5

Cy3∶DEAC

Cy3∶FITC

DEAC∶FITC

Cy3∶Cy5

Cy5∶FITC

Cy3∶Cy5∶FITC

Cy3∶Cy5∶DEAC

Cy5∶DEAC

Chr 1

Chr 2

Chr 5

Chr 8

Chr 10

Chr 12

Chr 14

Chr 16

Chr 18

Chr 20

Chr 22

Chr Y

Cy3

Cy5

Cy3∶Cy5

DEAC

Cy3∶Cy5∶DEAC

Cy3∶FITC

FITC

Cy5∶FITC

Cy3∶Cy5∶FITC

Cy5∶DEAC

DEAC∶FITC

Cy3∶DEAC

■创新盘点
由于多色荧光原
位杂交技术或光
谱核型分析成本
太高, 目前尚难在
国内推广应用. 本
文建立了一种费
用较为低廉的12
色荧光原位杂交
技术, 经过两次杂
交即可完成整个
基因组全部染色
体的分析, 鉴定了
食管癌KYSE450
细胞系的染色体
畸变.
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我们应用4种荧光染料(DEAC, FITC, Cy3和Cy5)
标记探针, 与国外公司的多色探针池相比, 该技

术的显著特点是费用低廉. 我们所使用的染体

片预处理液、杂交液等均是自行配制的, 更降

低了实验成本. 由于需要在同一染色体片上进

行重复杂交, 染色体片的质量非常关键. 高质量

中期分裂相染色体是保证M-FISH方法成功的

一个重要因素. 这样的分裂相要求染色体细长, 
均匀分布, 无扭结, 不交叉重叠, 而且染色体有

较少的细胞质, 以免产生较强的背景. 本项研究

中, 我们探索了染色体制片及杂交前预处理的

一些条件. 例如, 空气湿度过高可能导致探针的

靶DNA降解而检测不到信号, 这可以通过杂交

前临时制备染色体片解决. 我们对比了以下两

种染色体片制备和老化方法: A: 常规滴片, 室温

过夜老化, -20℃冻存, 杂交前取出; B: 当天滴片, 
65℃烤片1-3 h, 然后杂交. 两种方法老化的染色

体片杂交后均有信号, 但后者较好. 而且, 我们

发现, 65℃烤片1 h的杂交信号比烤片3 h虽然

稍强一点, 但前者经过第2次杂交后, 镜检发现

染色体丢失严重, 而烤片3 h则不掉片. 显而易

见, 虽然减少染色体片老化时间可以适当提高

杂交信号强度, 但是染色体片老化程度不能太

低, 因为老化不足会造成染色体丢失, 无法进行

第2次杂交.
在进行第2次杂交前, 需要除去封片剂和盖

片, 我们直接将玻片连同盖片在纯乙醇中浸泡, 
至盖片脱落后换用新的纯乙醇振荡洗涤5 min 
×2次, 晾干即可变性, 进行第2次杂交. 我们的

方法比Muller et al [14]报道的进行重复杂交时除

盖片和封片剂的步骤要简洁得多, 能够最大限

度地避免染色体受损而影响杂交效果. 另一方

面, 每次杂交时间均不可过长, 否则会导致信

号模糊, 特别是第2次杂交的结果将显得不清

晰. 这可能由于中期染色体在杂交液中长时间

浸泡而变得松散. 我们的经验表明, 每次杂交以

36-48 h为宜, 这样能够得到较强的信号且染色

体形态保持良好.

      

表  2  KYSE450细胞系中的畸变染色体及其组成

染色体   KYSE450存在的畸变染色体            

 1

 

 

 2

 4

 5

 7

 

 8 

 

 

9

10

11

12

14

16

17

18

19

20

22

 Y

der(1)t(9;1)(pter→p10∷q10→qter), 

+der(1)t(19;1)(p12→p10∷q10→qter), 

+der(1)t(1;7;7)(pter→p10∷p11→p21∷q11→q35)

+der(2)t(16;2)(q21→q11∷q10→qter)

del(4)(pter→q24∶)

der(5)t(5;15)(pter→qter∷q21)

der(7)t(7;3)(p21→p11∷q10→q11),

der(7)t(7;11)(p21→q11∷q23→q22),

+der(7)t(11;7)(qter→q10∷q10→qter)

+8,

+der(8)del(8)(∶p22→q12∶),

+der(8)t(3;8)(q26→q28∷p12→qter), 

+der(8)t(8;4)(p22→q21.1∷q32→qter), 

+der(8)t(8;5)(p12→q21.1∷p14)

der(9)t(9;12)(pter→q31∷q21),

der(9)t(17;9)(q22→q24∷p21→qter),

+der(9)t(9;12)(p21→qter∷q21)

null(10)

der(11)t(11;7;5)(p14→qter∷q22∷q32→q23)

der(12)t(12;9)(pter→q24.2∷q22→q31),

del(12)(pter→q22∶),

+der(12)t(6;12)(p12∷p12→q23)

der(14)t(9,14)(q21→q31∷pter→qter)

+der(14)del(14)(pter→q21∶)

+der(16)del(16)(∶p12→qter)

+der(17)del(17)(∶p12→q23:)

del(18)(pter→q11∶)

del(19)(pter→q13.1∶)

null(20)

-22

-Y

图  2  中期DAPI反相显带图.

  1        2        3                     4          5

 6       7        8         9      10     11     12

 13     14       15               16      17     18

 19     20            21     22             X       Y 

图  3  KYSE450细胞系核型, 每号染色体上排为第1次杂交结

果, 中排为第2次杂交结果, 下排为DAPI反相显带结果.

X, 13, 21号染色体正常; 3, 6, 15号除了表中参与易位的成分外, 
均另有2条正常染色体.

■应用要点
建立的12色FISH
技术将可用于筛
选与肿瘤发生、

发展密切相关的
染 色 体 畸 变 ,  有
助于阐明肿瘤发
生、发展分子机
制. 对KYSE450的
核型的明确将有
助于更好地利用
该细胞系.
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我们应用重复12色荧光原位杂交技术分析

了食管癌KYSE450细胞系中存在的畸变染色体, 
其结果与我们前面研究以及文献报道的食管癌

中发生的细胞遗传学改变有较多的一致性. 根
据两次杂交的发现, KYSE450中存在1q, 2q, 3q, 
5, 6p, 8p, 9, 11q, 12, 14, 15q, 16, 17和19p等染

色体部分增益和4q, 7, 11p, 12q, 18q和19q等染

色体部分丢失. Yen et al [15]运用比较基因组杂交

(CGH)技术检测了46例食管癌手术标本, 结果显

示扩增频率较高的染色体臂有1q, 2q, 3q, 5p, 7p, 
7q, 8q, 11q, 12p, 12q, 14q, 17q, 20q和Xq, 丢失多

发生在染色体臂1p, 3p, 4p, 5q, 8p, 9p, 9q, 11q, 
13q, 16p, 17p, 18q, 19p和19q. Noguchi et al [16]分

析53例食管癌组织中的DNA拷贝数变化, 发现

最常见的增益位于3q, 5p, 8q, 11q和Xq, 最多的

丢失为3p, 5q, 4p, 1p和Xp. 我们最近通过CGH
方法观察25例中国北方的食管癌组织, 也发现

高频率的1q, 3q, 5p, 9q, 11q, 15q增益和4q, 18q丢
失[17]. 所有这些结果表明, KYSE450细胞系中存

在的染色体畸变在一定程度上可以反映食管癌

的部分原发性细胞遗传学变化, 本研究为更好

地利用该细胞系进行相关研究提供了重要的背

景资料.
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■同行评价
本研究建立的12
色荧光原位杂交
技术, 通过对食管
癌KYSE450细胞
系中存在的畸变
染色体分析, 结果
发现与文献报道
的食管癌中发生
的细胞遗传学改
变有较多的一致
性, 表明该方法是
可行而且有效. 该
方法具有经济实
用、一次性能进
行全染色体分析
等优点, 可对复杂
的染色体异常进
行筛查和分析, 具
有较好的学术和
应用价值.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Ghrelin in 
brain, intestinal myenteric plexus and plasma 
and study its possible cytoprotective effect and 
mechanism on gastric mucosa against stress-
induced ulcers.

METHODS: Seventy-six healthy male Wistar 
rats were divided into 6 groups randomly: cold-
water restraint group (n = 10); intracerebro-
ventricular (icv) injection of Ghrelin group (n = 
24); icv injection of Ghrelin after subcutaneous 
injection of Nω-Nitro-L-arginine methylester 
(L-NAME) group (n = 8) and three matched 
control groups. The expression of Ghrelin in rat 
brain, intestinal myenteric plexus and plasma 
were detected by radio-immunoassay (RIA) and 

double staining of immunofluorescence and im-
munohistochemistry. The effect and mechanism 
of Ghrelin on gastric mucosa against stress-
induced ulcer were analyzed using neurophysi-
ologic methods.

RESULTS: Ghrelin-positive immunoreaction 
(IR) was observed in the small intestinal my-
enteric plexus and primarily cultured myen-
teric plexus neurons. Ghrelin-IR co-localized 
with choline acetyl transferase (ChAT), but not 
with nitric oxide synthase (NOS) or Calbindin 
(Calb) in the same myenteric plexus neurons. 
In comparison with that in its matched control 
group, the content of Ghrelin-IR in plasma was 
significantly decreased (198.3 ± 29.6 ng/L vs 
141.7 ± 26.5 ng/L, P < 0.05), but increased in hy-
pothalamus, medulla oblongata, pituitary and 
intestinal myenteric plexus (96.2 ± 18.1 pg/mg 
vs 153.2 ± 11.6 pg/mg, P = 0.006; 89.8 ± 16.5 
pg/mg vs 144.4 ± 13.9 pg/mg, P = 0.007; 108.3 
± 11.9 pg/mg vs 198.2 ± 23.3 pg/mg, P = 0.002; 
48.8 ± 12.8 pg/mg vs 86.2 ± 21.5 pg/mg, P = 0.02; 
respectively). The formation of stress ulcers was 
markedly inhibited by microinjection of Ghrelin 
into the ventricle with a dose-dependent man-
ner (ulcer index: normal saline 86.7 ± 6.2; 50 ng 
Ghrelin 79.3 ± 10.7, P = 2.18; 500 ng Ghrelin: 61.3 
± 11.7, P = 0.04; 5 000 ng Ghrelin: 35.6 ± 10.8, P = 
0.005). However, after a subcutaneous injection 
of L-NAME, the cytoprotective effect of Ghrelin 
disappeared.

CONCLUSION: Ghrelin co-localizes with ChAT 
in intestinal myenteric plexus neurons. The 
expression of Ghrelin changes in the central 
nerves system (CNS) and plasma while stress 
ulcer happens. Ghrelin in the CNS can protect 
gastric mucosa with a dose-dependent manner, 
which is probably related to the synthesis of ni-
tric oxide.

Key Words: Ghrelin; Choline acetyl transferase; Ni-
tric oxide synthase; Stress ulcer; Rats

Xu L, Sun XR, Han XH, Zhong F, Depoortere I, Peeters 
T. Expression of Ghrelin in nervous system and its 
cytoprotective action in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(8):752-757

■背景资料
应激性溃疡在临
床上比较常见, 由
他引起的大出血
和穿孔, 死亡率很
高 .  大 量 资 料 表
明, 机体对应激的
反应启动于中枢
神经系统, 后者的
功能改变在应激
性溃疡的发病机
制中占有重要的
地位 .  Ghrelin研
究进展是目前人
们所关注的一个
热点. 有文献报道
Ghrelin在胃溃疡
形成中具有重要
的作用. 
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摘要
目的: 研究大鼠脑、小肠肌间神经丛神经元
和血浆内Ghrelin的表达, 探讨Ghrelin在水浸
加束缚应激性胃溃疡中的作用及机制. 

方法: 选择健康♂Wiater大鼠76只, 随机分为
6组: 水浸加束缚组(10只); 侧脑室注射Ghrelin
组(24只); 皮下注射L-N A M E+侧脑室注射
Ghrelin组(8只)和相应的3个对照组(正常大鼠
组18只, 侧脑室注射生理盐水组8只, 皮下注射
L-NAME+侧脑室注射生理盐水组8只). 采用
放射免疫分析、荧光免疫组化双染和神经生
理学等实验方法, 观察脑、小肠肌间神经丛和
血浆内Ghrelin的表达,  探讨Ghrelin对大鼠束
缚加水浸诱导的应激性胃溃疡的影响及机制. 

结果: 在正常大鼠小肠肌间神经丛内和原代
培养的肠肌间神经丛神经元均可见有Ghrelin
样免疫反应阳性物(Ghre l in-IR)的表达, 且
Ghrelin-IR与胆碱乙酰转移酶(ChAT)共同表
达于同一神经元内, 但Ghrelin-IR不与一氧化
碳合酶(NOS)和消化道感觉性神经元内特有
的钙结合蛋白(Calbindin, Calb)共存. 在大鼠
应激性胃溃疡产生的同时, 其血浆内Ghrelin-
IR的含量明显减少(198.3±29.6 ng/L vs  141.7
±26.5 ng/L, P  = 0.026), 而下丘脑、延脑、垂
体和肌间神经丛神经元内Ghrelin-IR的含量
明显升高(分别为96.2±18.1 pg/mg vs  153.2
±11.6 pg/mg, P  = 0.006; 89.8±16.5 pg/mg 
vs  144.4±13.9 pg/mg, P  = 0.007; 108.3±
11.9 pg/mg vs  198.2±23.3 pg/mg, P  = 0.002; 
48.8±12.8 pg/mg vs  86.2±21.5 pg/mg, P  = 
0.02); 侧脑室注射Ghre l in大鼠应激性胃溃
疡的产生明显减少 ,  且呈明显的量效依赖
关系(溃疡指数: 生理盐水, 86.7±6.2; 50 ng 
Ghrelin, 79.3±10.7 P  = 2.18; 500 ng Ghrelin, 
61.3±11.7, P  = 0.04; 5 000 ng Ghrelin, 35.6
±10.8, P  = 0.005), 经sc一氧化氮合酶抑制剂
L-NAME后, Ghrelin的胃黏膜细胞保护作用
消失.

结论: Ghrelin与ChAT共存表达于肠肌间神经
丛胆碱能神经元; 应激性胃溃疡发生时, 中枢
神经系统和血浆内Ghrel in的表达发生变化; 
中枢Ghrelin对胃黏膜细胞具有保护作用, 且
呈明显的量效依赖关系.

关键词: Ghrelin; 胆碱乙酰转移酶; 一氧化氮合酶; 

应激性胃溃疡; 大鼠
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0  引言

Ghrelin是1999年由日本科学家Kojima发现的一

种由28个氨基酸组成的新的内源性脑肠肽, 是
迄今发现的唯一生长激素释放激素受体(growth 
hormone secretagogue receptor, GHSR)的天然配

体. 研究发现, Ghrel in与其受体结合后除了能

促进生长激素(growth hormone, GH)的释放外, 
还能调节胃肠运动、能量代谢平衡, 并在人类

多种疾病或病理状态中发挥重要的作用. 因此, 
Ghre l in的研究进展是目前人们所关注的一个

热点. 
应激性溃疡在临床上比较常见, 由他引起的

大出血和穿孔, 死亡率很高. 对应激性溃疡发病

的机制已有许多研究, 但仍无明确结果. 大量资

料表明[1-3], 机体对应激的反应启动于中枢神经

系统, 后者的功能改变在应激性溃疡的发病机制

中占有重要的地位. Sibilia et al [4]报道, Ghrelin在
胃溃疡形成中具有重要的作用. 我们建立了大鼠

水浸加束缚产生胃溃疡的模型, 通过采用放射

免疫、荧光免疫组化双染和神经生理学等方法, 
观察了Ghrelin在中枢神经系统和外周肠肌间神

经丛的表达及其与应激性胃溃疡发生的关系, 
并进一步探讨了中枢Ghrelin在应激性胃溃疡发

生中的作用及其机制, 为以后有关应激条件下

Ghrelin的研究提供了理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂健康Wistar大鼠76只(由青岛市药检

所提供), 体质量200-250 g. 随机分为(1)正常

大鼠组(18只); (2)水浸加束缚应激组(10只); (3)
侧脑室注射(icv)生理盐水(NS, 5 µL)对照组(8
只); (4)icv Ghrelin 5 µL(50, 500, 5 000 ng)组(共
24只); (5)sc L-NAME(70 mg/kg)+icv NS(5 µL)
对照组(8只); (6)sc L-NAME(70 mg/kg)+icv 
Ghrelin 5 µL(500 ng)组(8只). Ghrelin免疫吸

附试剂盒由军事医学科学院东亚免疫研究所

提供; 激光共聚焦显微镜系日本Olympus公司

产品; Ghrelin和Ghrelin抗体由比利时鲁汶大学

提供. L-NAME为美国Sigma公司产品. ChAT抗
体、NOS抗体和Calbindin抗体为美国Chemicon 
公司产品. Indocarbocyanin(Cy3)交联的山羊

抗小鼠IgG和异硫氰酸荧光素(fluorescein iso-
thiocyanate, FITC)交联的山羊抗兔IgG系美国

■研发前沿
Ghrelin是1999年
发 现 的 脑 肠 肽 . 
Ghrelin调节胃肠
功能的中枢机制
及其临床应用研
究是人们所关注
的一个热点.
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Jackson ImmunoResearch公司产品.
1.2 方法

1.2.1 动物头部手术 动物经乙醚麻醉后, 头部按

常规消毒. 头部正中切口, 左侧脑室定位参照

Paxions-Watson大鼠脑图谱(Avademic Press, 第
四版), 前囱后1.0 mm, 左旁开1.0 mm, 颅骨表面

下深3.5 mm, 用微量注射器注入实验用药物. 术
后缝合头皮. 
1.2.2 应激性胃溃疡模型制备 动物头部手术结

束后15 min, 参照徐叔云 e t a l [5]方法制模. 大
鼠空腹48 h(不禁水), 四肢绑扎于铁网上, 浸入

20-22℃水中4 h, 水深至大鼠剑突水平. 实验结

束后断头, 分别取血、脑、垂体和肠, 并检测胃

溃疡产生情况.
1.2.3 血浆、脑、垂体和肠肌间神经丛Ghrelin
的提取 采血管中加入抗凝剂: 10 mL/L肝素(每
mL全血10 µL)和抑肽酶(每mL全血500单位), 
预冷、采集全血2 mL, 轻缓混匀迅速低温离心

(4℃, 2 500 r/min 20 min), 取血浆-70℃保存. 将
脑和垂体分别置于煮沸的生理盐水中煮5 min
和3 min; 吸干、分离各脑区、称质量, 加1 mol/L
盐酸1.0 mL制成匀浆, 室温下静置100 min. 然
后加1 mol/L氢氧化钠1 mL中和, 离心(4 000 r/
min)20 min, 取上清液待测. 显微镜下将回肠肌

间神经丛分离、称质量, 放入含有1 mL浓度为

0.1 mol/L的盐酸溶液匀浆器中进行匀浆, 经沸

水煮沸10 min, 4℃离心(4 000 r/min)15 min, 取
上清放入塑料管冰冻干燥, 浓缩后用PBS定容为

0.5 mL待测液, -70℃保存.
1.2.4 胃溃疡的检测 于腹上部正中切口, 在胃幽

门及贲门两处用线结扎, 以4 g/L甲醛注入胃内, 
至胃膨胀充盈, 在结扎线的两端切断, 摘下全

胃. 30 min后沿胃大弯剖开, 观察病变部位及病

变性质. 按文献[5]方法, 解剖显微镜下(10×)计
算溃疡指数. 即损伤面的长径小于1 mm记1分, 
1-2 mm记2分, 2-3 mm记3分, 3-4 mm记4分, 大
于4 mm的将其分割为若干段, 每段按上法计算. 
全胃的得分总和即为溃疡指数. 

将正常大鼠断头处死(8只), 无菌状态下剖

腹取出回肠, 一部分用于免疫组化实验, 另一部

分用于肌间神经丛神经元的培养研究. 
1.2.5 肠肌间神经丛神经元的培养 用无菌含有抗

生素(青链霉素和庆大霉素)的Krebs培养液冲洗

回肠、切成1.0 cm小段. 用小镊子轻轻将浆膜

层、纵行平滑肌层和肌间神经丛剥离, 放入含

有消化酶(胶原蛋白酶、胰蛋白酶和牛血清白蛋

白)的消化液内, 将组织剪碎, 并放入37℃孵育箱

孵育30 min, 然后置于冰上, 离心(1 600 r/min) 
10 min, 弃上清, 用MEDM培养液冲洗3次, 显微

镜下筛选出肠肌间神经丛神经节. 将神经节放

入含有神经细胞培养液Medium199(含100 mL/
L胎牛血清, 50 µg/L 7 s神经生长因子, 青链霉

素和庆大霉素)的培养盘内, 于CO2培养箱37℃
孵育. 每隔2 d换一次培养液.
1 . 2 . 6  荧光免疫组织化学双染  将回肠切段

(1.5 cm), 显微镜下沿肠系膜剖开肠段, 黏膜向

上平铺于装有Krebs培养液的实验盘内, 操作

中始终保持通氧(50 mL/L CO2, 950 mL/L O2). 
镜下轻轻将肠黏膜、黏膜下层和环形肌层剥

离, 暴露肌间神经丛, 用40 g/L聚甲醛固定2 h, 
0.01 mol PBS缓冲液漂洗3次, 每次5 min, 将
标本贴于载玻片上. 切片在含有5 mL/L Triton 
X-100, 40 mL/L正常山羊血清的0.1 mol/L PBS
溶液中孵育2 h, 将兔抗Ghrelin抗体(1∶400)和
小鼠抗ChAT抗体(1∶200)或小鼠抗NOS抗体(1
∶250)或小鼠抗Calb抗体(1∶200)混合液滴加到

切片上, 将贴片置于湿盒内, 4℃孵育48 h. 之后

将贴片用0.01 mol/L PBS漂洗3次, 每次5 min; 
加入异硫氰酸荧光素(fluorescein iso thiocyanate, 
FITC)交联的羊抗兔IgG(1∶50)和Cy3羊抗小鼠 
IgG(1∶500)混合液, 置于黑暗湿盒内, 4℃孵育

2 h. 用0.01 mol/L PBS漂洗3次, 每次5 min. 最
后用防淬灭荧光封片剂(Citifluor, 英国)封片, 激
光共聚焦显微镜观察结果. 神经细胞培养7-9 d
后, 镜下观察神经细胞, 待神经细胞生长成熟后, 
用无菌PBS冲洗3次, 40 g/L多聚甲醛固定2 h后
进行荧光双染, 步骤同上. 每次实验均设立空白

对照, 同时用正常兔血清或小鼠血清代替本实

验中用的一抗, 其他步骤同前, 作为阴性对照.
1.2.7 Ghrelin的放射免疫测定 配制Ghrelin标准

液, 1∶8 000抗Ghrelin血清和125I-Ghrelin液. 组
织及血浆内Ghrelin的放免检测严格按说明书进

行操作. 测定程序: 各管加125I-Ghrelin 100 μL, 
抗Ghrelin血清100 μL. 样品管加100 μL(下丘

脑)或300 μL(其他组织或血), 标准管加Ghrelin 
100 μL, 最后以磷酸缓冲液补足总反应体积为

500 μL; 4℃冰箱内孵育24 h; 各管加1∶3羊抗

兔血清100 μL, 继续孵育24 h, 离心(4 000 r/
min)20 min, 弃上清液. 测沉淀物的每分钟脉冲

数(counts per minute, cpm), 根据同批测定管的

Ghrelin竞争抑制曲线, 求取每升血浆或每克组

织中Ghrelin-IR的含量.

■创新盘点
目前关于Ghrelin
对消化系统活动
的影响主要集中
在摄食量、体质
量和胃黏膜细胞
保护作用等外周
机制研究. 我们的
研究着重从中枢
神经系统入手, 并
结合外周胃肠神
经系统Ghrelin表
达的改变, 由此开
辟了更深层次的
研究领域.



www.wjgnet.com

徐珞, 等. Ghrelin在大鼠神经系统中的表达对胃黏膜的保护作用                                                                                      755

50 mm

Ghrelin and NOS

→

→→

50 mm

Ghrelin and NOS

→

→→

→

A 50 mm 50 mm

Ghrelin

→

→

50 mm

ChAT

→

→

50 mm

Ghrelin and ChAT

→

→

B C D

1 mm 50 mm

Ghrelin

→
→

50 mm

ChAT

→
→

50 mm

Ghrelin and ChAT

→
→

E F G H

50 mm

Ghrelin

→

50 mm

Calb

→

50 mm

Ghrelin and Calb

→

I J K L

50 mm

Ghrelin

→

→

50 mm

Calb

→

→

50 mm

Ghrelin and ChAT

→
→

→

→

M N O P

统计学处理 数据均用mean±SD表示. 两样

本均数的比较用t检验法, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 肠肌间神经丛神经元Ghrelin-IR的表达 肠
肌间神经丛神经元培养5-7 d后, 镜下可见神经

元胞体有神经纤维向四周伸长; 当神经元培养

7-9 d后, 镜下可见神经元以神经结为中心向四

周生长, 胞质饱满, 神经纤维之间形成网络(图
1A). 荧光双染结果显示, 正常大鼠肠肌间神经

丛内可见有Ghrelin-IR神经元(图1B, J)、ChAT-
IR神经元(图1C)和NOS-IR神经元(图1I)的表

达. 且Ghrelin-IR与ChAT神经元共存(图1D), 但
在nNOS神经元中未发现有Ghrel in的表达(图
1I), 该结果进一步在原代培养的肌间神经节细

胞得到认可. 镜下可见有大量Ghrelin-IR神经元 
(图1F), 胞体呈卵圆形或椭圆形, 胞核大而椭圆. 
Ghrelin-IR主要分布于胞质和突起. 与肠肌间神

经丛组织染色结果相同, Ghrelin-IR与ChAT神经

元共存(图1F-H), 但不与NOS神经元共存于同

一神经元内(图1M). 采用肠内感觉神经元特异

性表达的钙结合蛋白(Calbindin, Calb)抗血清与

Ghrelin抗血清双染, 结果显示在肠肌间神经丛

和原代培养的肠肌间神经节神经元内Ghrelin-IR
与Calb没有共存现象(图1J-L, N-P), 提示Ghrelin
样免疫阳性神经元不属于肠感觉神经元. 
2.2 应激性胃溃疡大鼠Ghrelin-IR的表达 空腹

48 h, 束缚后水浸4 h, 诱导大鼠应激性胃溃疡

产生, 大鼠血浆中Ghrelin-IR含量显著低于正常

对照组(P <0.05); 下丘脑、延脑及垂体中Ghrelin-
IR含量明显增加(P <0.01), 但中脑和桥脑内Ghre-
lin-IR含量与正常对照组比较无显著改变; 肠肌

间神经丛神经元Ghrelin-IR含量也明显高于正常

对照组(P <0.05, 表1).
2.3 Ghrelin对大鼠应激性胃溃疡的影响 镜下正

常大鼠胃黏膜完整无损, 未见有出血点和溃疡

形成. 大鼠经束缚加水浸4 h, 镜下见胃黏膜出

血, 有大量溃疡形成. 但侧脑室注射不同剂量

Ghrelin后(50-5 000 ng), 束缚加水浸, 大鼠应激

性胃溃疡的产生显著轻于侧脑室注射生理盐

水(NS)后束缚加水浸对照组, 且呈显著的量效

依赖关系(50 ng Ghrelin, 溃疡指数: 79.3±10.7, 
P >0.05; 500 ng Ghrelin, 溃疡指数: 61.3±11.7, 

图  1  Ghrelin、ChAT、NOS和Calbindin在肠肌间神经丛神经元中的表达.

■应用要点
本研究将为临床
上Ghrelin及其拟
似剂对应激性胃
溃疡的治疗提供
有价值的实验依
据.



www.wjgnet.com

756                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年3月18日    第14卷   第8期

P <0.05; 5 000 ng Ghrelin, 溃疡指数: 35.6±10.8, 
P <0.01). 经sc NOS抑制剂L-NAME(70 mg/kg) 
15 min后, 侧脑室注入Ghrelin 5 μL(500 ng), 大
鼠应激性胃溃疡的产生与侧脑室注射NS对照

组和L-NAME+NS组相比均无显著差异(溃疡

指数分别为82.0±12.0; 86.7±6.2; 84.1±11.4, 
P >0.05), 即Ghrelin对胃黏膜细胞保护作用消失.

3  讨论

急性胃黏膜损害(acute gastric mucosa lesion, 
AGML)是机体在严重创伤、烧伤、休克、感染

以及内脏功能严重受损等多种危重情况下发生

的, 以胃黏膜的糜烂、溃疡、出血为主要特征

的急性应激性病变. 在严重烧伤、创伤和严重

感染患者中, 其发生率可达80%-100%[6-7], 是创

伤后最为常见的内脏并发症之一[8]; 一旦合并大

出血, 处理困难, 死亡率高, 对这种危重患者有

着潜在的致命性威胁. 鉴于AGML在临床上的

重要性, 多年来, 国内外学者对其进行了大量的

基础和临床研究, 迄今其发病机制尤其中枢机

制尚未澄清. 应激性胃黏膜损害或胃溃疡是临

床危重疾病的常见并发症, 易并发上消化道出

血, 预后凶险. 应激是有害或过强刺激引起的机

体非特异性反应, 多种形式的应激可引起体内

一些激素水平的变化. 传统观点认为引起应激

效应的机制是由于交感神经兴奋和下丘脑-垂
体-肾上腺功能反应, 尤其是下丘脑释放促皮质

激素释放因子(CRF)的中枢效应所致[9]. 近年来

发现, 应激期间中枢的某些神经肽(如P物质、

神经降压素、脑啡肽、胃动素和胃动素相关

肽 Ghrelin)也参与了应激过程的调控[10-12]. 这些

肽类实际上广泛分布于中枢神经和外周神经系

统. Ghrelin主要由胃黏膜的A/X细胞产生[13], 中
枢神经系统也发现有Ghrelin样免疫活性细胞分

布[14], 固称之为脑-肠肽, 他具有调节胃酸分泌、

胃肠运动和能量代谢等功能[15-17]. 本研究发现小

肠肌间神经丛内有Ghrelin免疫反应阳性神经元

的表达, 且Ghrelin免疫阳性细胞与ChAT共存, 提
示Ghrelin主要分布在肠肌间神经丛兴奋性运动

神经元, 该论点也被原代培养的肠肌间神经节

神经元荧光双染实验得到了进一步的证实. 但
Ghrelin样免疫反应神经元与肠感觉神经元特有

的Calb在同一神经元内无共同表达, 提示Ghrelin
样神经元不属于肠感觉性神经元. 

目前较为一致的意见认为, 应激性溃疡病

的发生、发展取决于有害刺激损伤机制和抗损

伤机制的平衡状态, 而神经系统在其中又具有

特殊重要的作用. 文献报道, 脑-肠肽参与应激

性溃疡的形成和调节[18], 下丘脑和边缘系统的

某些部位对胃肠功能起重要调节作用[19]. 本实

验观察到, 大鼠空腹48 h后, 束缚后水浸4 h, 血
浆中Ghrel in含量比正常对照组大鼠明显减少, 
而下丘脑、延脑和垂体和肠肌间神经丛神经元

中Ghrelin含量也明显增加, 由此表明中枢和外

周神经系统中的Ghrel in均参与了应激性胃溃

疡的形成. 应激时血浆内Ghrelin含量的降低可

能与应激导致胃肠黏膜溃疡、A/X内分泌细胞

损伤和功能降低有关. 下丘脑的分泌功能及其

所分泌的各种肽类激素、神经多肽是下丘脑参

与调节内脏活动、生理功能及垂体分泌的重要

物质基础[20]. 本研究发现, 中枢内下丘脑Ghrelin
的含量最高, 当应激性胃溃疡产生时, 下丘脑内

Ghrelin的含量变化为最大, 由此证实了下丘脑

作为中枢神经系统和内分泌系统的连接点在应

激反应中具有举足轻重的作用[21]. 
Ghrelin作为一种重要的脑-肠肽和胃肠激素

对胃肠运动和某些消化液的分泌具有重要的生

理意义. 有文献报道, Ghrelin广泛分布于中枢神

经系统. 中枢内Ghrelin参与胃肠功能的调控[22-24]. 
本研究发现侧脑室内注射Ghrelin可明显减轻束

缚加水浸诱导的胃溃疡的产生, 且呈明显的量

效依赖关系, 提示中枢Ghrelin可能参与了胃黏

膜细胞保护作用的调控, 但Ghrelin通过何种途

径尚不清楚, 有待于进一步深入探讨. 有资料表

明, 某些神经肽增加胃酸分泌而加强溃疡的形

成. 但许多抗胃酸分泌的神经肽, 是通过某些化

学因子或神经调制而抵抗胃肠溃疡的发生[25]. 一
氧化氮(nitric oxide, NO)是新近发现的一种胃黏

膜保护因子, 对酒精、缺血-再灌注等诱发的胃

黏膜损伤具有保护作用[26]. 本实验发现, 先经皮

■名词解释
1 Ghrelin: 1999
年 由 日 本 科 学
家 K o j i - m a 发 现
的一种由28个氨
基 酸 组 成 的 新
的 内 源 性 脑 肠
肽 ,  是 迄 今 发 现
的唯一生长激素
释 放 激 素 受 体
(growth hormone 
secretagogue rece-
ptor, GHSR)的天
然配体. Ghrelin与
其受体结合后除
了能促进生长激
素的释放外, 还能
调节胃肠运动、

能量代谢平衡, 并
在人类多种疾病
或病理状态中发
挥 重 要 的 作 用 . 
2 应激性溃疡: 应
激性溃疡又称急
性胃黏膜病变、

急性出血性胃炎, 
是指机体在应激
状态下胃和十二
指肠出现急性糜
烂和溃疡.

    

表  1  应激性胃溃疡对大鼠血浆、肠肌间神经丛及脑内
Ghrelin-IR含量的影响 (n  = 10)

脑区	             正常对照组 (pg/mg)	  应激组 (pg/mg)

下丘脑	                 96.16±18.12              153.23±11.56b

中脑	                 23.88±5.98	   28.56±4.74

桥脑	                 36.51±12.87	   41.25±14.33

延髓	                 89.79±16.51              144.36±13.94b

垂体	               108.31±11.87              198.24±23.29b

肠肌间神经丛            48.81±12.75                86.24±21.51a

血浆 (ng/L)	              198.33±29.57              141.71±26.47a 

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组.
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下注射一氧化氮合酶抑制剂L-NAME, 再给侧脑

室注射Ghrelin, 则Ghrelin对胃黏膜的细胞保护

作用消失, 但经皮下注射L-NAME, 侧脑室注射

生理盐水, 胃溃疡的产生与对照组相比无显著

差异. 该研究结果提示, Ghrelin对胃黏膜的细胞

保护作用可能与NO的合成有关. 但Ghrelin如何

调控NO的释放、在中枢通过何种途径起作用,
尚待于今后进一步探讨. 随着对Ghrelin结构和

功能研究的深入, Ghrelin的生理作用机制及其

可能的临床意义将逐渐被阐明. 
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Abstract
AIM: To clone and construct the plasmid cont-
aining human autoantigene Sp100 gene, and 
then to identify the immunoreactivity of the 
purified recombinant protein.

METHODS: The Sp100 gene was amplified 
from human liver cDNA library, and then was 
cloned into PEGH vector to induce the Sp100 
expression. The obtained products were identi-
fied and analyzed by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
and Western blot.

RESULTS: The sequence of Sp100 autoantigene 
gene was confirmed to be the same as the se-
quence reported in GenBank. The fusion pro-
teins were found at 53-, 55-, 52-, 37-, 42-, and 
47-ku strip on SDS-PAGE gel. Western blot 
analysis showed that the fusion protein with 55, 

52, 42 and 47 ku had the same immunoreactivity 
as human Sp100 autoantigene.

CONCLUSION: Human plasmid containing 
Sp100 gene is successfully cloned and expressed 
in yeast Y258.

Key Words: Primary biliary cirrhosis; Nuclear dots 
Sp100 protein; Autoantigen; Cloning

Wang XS, Li YZ, Liu GZ. Gene cloning and fusion 
expression of human autoantigen Sp100 in yeasts. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(8):758-762

摘要
目的: 克隆人核点蛋白自身抗原Sp100基因, 
构建重组表达质粒, 获得具有免疫学活性的纯
化重组蛋白. 

方法: 从人类肝脏cDNA文库中扩增出Sp100
的基因片段, 克隆至PEGH表达载体进行诱导
表达, 并对表达产物进行十二烷基磺酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和蛋白质印迹
法(Western blot)鉴定. 

结果: 经重组质粒测序结果证实, Sp100目的
基因已正确插入真核表达载体中, 基因序列正
确, 符合表达框架; SDS-PAGE检测表达产物
分别在53 ku, 55 ku, 52 ku, 37 ku, 42 ku, 47 ku 
处有一明显的蛋白表达条带, Western blot分析
表明重组蛋白2, 3, 5, 6具有人Sp100抗原反应性.

结论: 本研究成功克隆人核点蛋白自身抗原
Sp100基因, 并将其在酵母菌中成功表达.

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 核点蛋白Sp100基因; 

自身抗原; 克隆

王雪松, 李永哲, 刘国振. 自身抗原核点蛋白Sp100基因克隆和
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 

■背景资料
PBC是一种自身
免疫介导的慢性
胆汁淤积性肝病, 
目前诊断依赖于
临床表现、病理
组织学检查和特
异性自身抗体检
测. 抗Sp100抗体
是PBC的高特异
性自身抗体, 对其
疾病的诊断具有
重要价值.
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PBC)是一种慢性渐进性胆汁淤积性肝脏疾病, 
组织学是以破坏小胆管为其特征的非化脓性炎

症, 并以血清中出现特征性自身抗体为其主要

标志. 抗线粒体抗体(antimitochondrial antibody, 
AMA)是P B C高敏感性血清学指标[1], 但大约

有50% PBC患者血清中有抗核抗体(antinuclear 
antibody, ANA), 尤其是在抗线粒体抗体呈阴性

时可作为其诊断的另一重要标志[2]. 抗核抗体中

表现为核点型荧光染色的被称为抗核点抗体[3], 
主要包括Sp100(多核点型)和p80(少核点型)两
种自身抗体. 其中抗Sp100抗体是PBC的特异性

自身抗体, 该抗体在PBC中特异性约为97%, 其
靶抗原Sp100为可溶性酸性磷酸化核蛋白, 大
约20%-30% PBC患者血清中含有抗Sp100核蛋

白[4]. 目前对PBC的诊断常基于免疫荧光(大鼠

肝肾冰冻切片)或酶联免疫吸附实验(以牛或猪

心线粒体提取物为抗原)的检测结果, 但很难对

其分型, 并且费用比较昂贵. 我们首次应用基因

工程技术在真核表达系统中成功克隆、表达了

Sp100重组蛋白, 为进一步建立新的PBC自身抗

体检测方法奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人类肝脏cDNA文库; 表达型质粒PEGH
及其纯化系列; 酵母菌Y258; IPTG; 聚合酶链

反应(polymerase chain reactin, PCR)引物合成

均由中国科学院北京华大基因研究中心提供. 
Taq DNA聚合酶、限制性内切酶、1 kb DNA
标志物、低蛋白质分子质量标准(TaKaRa生物

技术有限公司). HRP-羊抗人IgG(华美生物技术

公司). 人自身免疫抗原标准血清由德国IMTEC
公司Werner SchOBler博士惠赠, 其余试剂为进

口、国产分析纯或优级纯. PE2400型DNA扩增

仪(美国ABI公司), Trans Blot SD半干式电转印

仪(美国Bio-Rad公司).
1.2 方法 我们经过软件分析Sp100基因的抗原

决定簇位置, 将Sp100基因分为6个片段. 以人肝

cDNA文库为模板, 按GenBank中Sp100的cDNA
序列设计引物(引物中已包含XbaⅠ, Hin d Ⅲ识

别位点和保护碱基). 片段1上游引物5'gcatcacca
tcaccatcacggtggtggtatggcaggtgggggcggcg3', 下游

引物5'gcatcaccatcaccatcacggtggtggtatggcaggtggg
ggcggcg3'; 片段2上游引物5'aggcagatcgtcagtcagtc
acgatgaactaatcttctttacctgaccctc3', 下游引物5'aggc
agatcgtcagtcagtcacgatgaactaatcttctttacctgaccctc3'; 
片段3上游引物5'gcatcaccatcaccatcacggtggtggtca

aaaggctgagccaacagag3', 下游引物5'aggcagatcgtca
gtcagtcacgatgaatcttcttagggatgagctgcag3'; 片段4上
游引物5'gcatcaccatcaccatcacggtggtggtcaaaaggctga
gccaacagag3', 下游引物5'aggcagatcgtcagtcagtcacg
atgaaggatccttcagagtcctcac3'; 片段5上游引物5'gca
tcaccatcaccatcacggtggtggtggatccactgacgttgatgag3', 
下游引物5'aggcagatcgtcagtcagtcacgatgaatcttcttagg
gatgagctgcag3'; 片段6上游引物5'gcatcaccatcacca
tcacggtggtggtataaaaaaggaaaagccattttc3', 下游引物

5'aggcagatcgtcagtcagtcacgatgaactaatcttctttacctgacc
ctc3'.

按下列条件进行P C R扩增 :  94℃预变性

4 min, 94℃变性30 s, 55℃退火30 s, 72℃延伸

1 min, 共35个循环. 最后于72℃延伸10 min. 取
10 μL进行10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观

察结果. 使用乙醇沉淀法将PCR产物进行纯化. 
将纯化后的PCR产物与含PEGH GST的融合表

达载体一同转入酵母菌Y258中, 涂板, 挑取克

隆, 分别提取各片段克隆质粒, 经PCR反应筛选

阳性克隆. 同时将筛选出的阳性克隆片段的质

粒转化感受态大肠杆菌DH5a. 经提取该质粒及

酶切鉴定, 进行测序. 由北京华大基因研究中心

完成测序. 将转化好的阳性克隆保存菌液均匀

涂布于含氨苄的SC-Ura/raffinose平板上, 30℃
培养得到2 mm左右的单克隆菌落. 取一个单克

隆至10 mL SC-ura/raffinose液体培养基, 30℃
振荡培养36 h, 次日下午吸取10 mL菌液加至

150 mL SC-ura/raffinose液体培养基, 30℃振荡

培养36 h, 然后将150 mL菌液加至1 L SC-ura/
raffinose液体培养基, 30℃振荡培养. 次日测A值

为0.6-0.8时, 以0.4 mmol/L b-D硫代半乳糖苷于

30℃诱导12-16 h. 收集菌体, 用锆珠及裂解液进

行剧烈震荡裂解, 离心收集上清液, 进行亲和纯

化. 融合蛋白含1个GST的标签, 故表达产物可

用GST beads进行纯化. 将上清液与GST beads混
合, 4℃翻转3-4 h. 先用洗液Ⅰ(50 mmol/L Tris-
HCl, 100 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EGTA, 1 g/L 
TritonX-100)悬浮, 洗5次, 弃上清. 再用洗液Ⅱ

(50 mmol/L HEPES, 100 mmol/L NaCl, 100 mL/
L Glycerol)悬浮, 洗3次, 弃上清. 最后加入洗脱

液1 mL, 用盖子封严, 短暂震荡将beads重悬, 
4℃翻转摇过夜. 次日, 2 000 r/m离心2 min, 将
上清移至新的1.5 mL管中, 即为纯化后的蛋白

液体. 将纯化后的蛋白进行SDS-PAGE, 经2.5 g/
L考马斯亮蓝室温染色2 h, 脱色过夜后观察. 取
纯化后的蛋白液15 μL与2×上样缓冲液5 μL混

■研发前沿
对该抗体及其靶
抗原的研究已成
为国内外研究热
点.
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合后上样, 同时取10 μL对照上样, 行SDS-PAGE
电泳, 考马斯亮蓝R250染色. 利用半干电转移

将SDS-PAGE上的蛋白转移至硝酸纤维素膜上, 
50 g/L脱脂奶粉溶液封闭1 h后, 加入一抗自身

免疫抗原的标准血清振摇1 h, 经缓冲液冲洗膜

后, 加二抗1∶5 000稀释的HRP-羊抗人IgG轻摇

1 h, 缓冲液洗膜后, 在DAB, H2O2下显色.

2  结果

从人类肝脏cDNA文库中扩增出6个包含Sp100
基因的DNA片段(图1). 出现清晰的特异性扩增

条带. 分别为723 bp, 786 bp, 705 bp, 285 bp, 
426 bp, 558 bp大小的片段. 将转化的克隆以

PCR的方法进行筛选, 我们选用通用引物PGST2
和PEGH3进行扩增, 结果转化成功的阳性克隆

可以在相应大小处见到明显扩增条带, 而其他

则为空载体(图2).
2.1 阳性克隆测序 将筛选出的阳性克隆质粒转

化感受态菌大肠杆菌DH5α, 涂板, 提取质粒后

进行测序, 结果如下. 与GenBank中Sp100基因序

列(编号: M 60618)比较, 克隆的基因1-6核苷酸

测序结果同源性分别为: 97.68%; 100%; 99.99%; 
99.35%; 96.52%; 99.99%. Sp100基因测序结果与

GenBank中Sp100基因序列一致, 而且读码框

正确. 
2.2 融合蛋白SDS-PAGE和Western blot分析 用2
种方法对融合蛋白进行分析. 结果显示, PEGH-
Sp100重组质粒诱导表达了6个相应大小的蛋白

条带, 其表达的蛋白条带仅能被抗Sp100标准血

清特异性识别(图3-4).

3  讨论

自身免疫性肝病是一组以出现自身免疫抗体为

特征, 在体内免疫功能异常的基础上发生的炎

症性肝胆疾病. 过去认为自身免疫性肝病比较

少见, 近年来发现这类疾病的患者人数逐渐增

多[5-6], 且其严重的危害程度越来越受到医学界

的关注. 由于不同自身免疫肝病具有不同自身

免疫抗体谱, 因此自身免疫抗体的检测对自身

免疫病的研究、诊断和治疗具有重要意义. 研

图  1  Sp100片段扩增结果. 1: 片段1, 723 bp; 2: 片段2, 

786  bp; 3: 片段3, 705 bp; 4: 片段4, 285 bp; 5: 片段5, 426 bp; 

6: 片段6, 558 bp; 7: DNA相对分子量标准1 kb plus Ladder 

Marker(100, 200, 300, 400, 500, 1 600, 2 000, 3 000, 5 000 bp).

图  2  PCR方法筛选阳性克隆. A: 1个; B: 6个; C: 5个; D: 6个; E: 3个; F: 1个. DNA分子质量标准与图1(7)相同.
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究已证明, 高滴度AMA是PBC患者的重要血清

学标志[1], 抗线粒体抗体M2亚型抗体在PBC中敏

感性可达90%以上[7-9]. 但临床应用研究发现, 此
项指标对PBC的诊断仍存在局限性, 约有10%以

上的PBC患者AMA/AMA-M2阴性[10], 其也可出

现于某些结缔组织病(尤其是原发性干燥综合征

合并肝脏损伤患者)、感染性疾病患者及某些无

肝损伤患者中. AMA-M2可能是诊断PBC高敏感

性指标而非特异性指标. 临床上PBC与病毒性肝

炎重叠综合征、原发性干燥综合征肝损伤、自

身免疫性胆管炎等肝脏疾病的鉴别诊断仍十分

困难[11]. 
国外对PBC相关自身抗体谱靶抗原性质、

临床诊断应用价值与疾病临床表现及疾病活动

性的关系等方面研究进展迅速[12-13]. 国内有很

多学者正在进行有关该疾病的靶抗原的研究

工作[20]. PBC新特异性自身抗体研究主要依靠

间接免疫荧光检测, 在抗核抗体中表现为核点

型荧光染色型的抗核点蛋白抗体, 如抗Sp100
抗体, 该抗体在PBC中特异性约为97%以上[12], 
极少出现在其他自身免疫性疾病中. 另一种抗

核抗体为抗核膜抗体, 主要包括抗gp210[14-16]、

p62[17-19]、LBR[17]和核板层素抗体[18]等. 目前, 国
内只有少数医院能开展间接免疫荧光法测定抗

核点抗体, 但其不能对抗核点抗体进行分型, 诊
断PBC的特异性较差. 由于PBC患者本身的肝

脏组织病理, 生物化学指标和临床表现均缺少

特异性, 所以血清中抗核点蛋白Sp100的检测, 
特别是在这种胆汁淤积性疾病的临床、生物化

学、病理表现以及胆管损伤的证据尚未出现之

时, 是诊断抗线粒体抗体阴性PBC最为重要的

证据. 
Sp100为一种可溶性酸性磷酸化核蛋白, 特

异性的位于细胞核[21-22]. 大约20%-30% PBC患

者血清中含有抗Sp100核蛋白[23]. Sp100基因开

放阅读框架为1 443 bp, 编码481个氨基酸, 分子

量为53 ku的蛋白, 抗原决定簇主要位于羧基末

端. 本研究在国内首次应用基因工程技术在真

核表达系统中成功克隆、表达了Sp100基因. 并
将Sp100基因分为6个片段, 采用PCR的方法从人

肝脏cDNA文库中获得了扩增片段, 选用GAL-1
启动翻译起始序列的载体PEGH构建了表达载

体PEGH-Sp100, 并转化酵母菌Y258, 获得其克

隆. 所克隆的6个Sp100片段核苷酸序列与已报

道的序列比较, 同源性分别高达97.68%; 100%; 
99.99%; 99.35%; 96.52%; 99.99%, 说明Sp100基
因序列与克隆的基因序列完全相同. SDS-PAGE
结果表明, 在电泳上可见到清晰的6条蛋白条带, 
大小与预期设计相符, 且在酵母菌中获得了高

效表达. Western blot实验结果证实, 表达蛋白2, 
3, 5, 6能特异性的被抗Sp100抗体标准血清识别, 
而蛋白1, 4与其他自身免疫性疾病患者、健康

捐献者血清无非特异性的交叉反应, 说明Sp100
蛋白的抗原决定簇主要位于羧基末端, 证明与

文献报道的抗原决定簇位置相同[24-26], 从而为合

成短肽及实验研究奠定了基础. 
随着检测手段的不断提高, 越来越多的新

的自身抗原被发现, 自身抗体检测的重要性也

随之日益体现. 伴随免疫学及分子生物学技术

的应用, 以重组蛋白或多肽作为抗原, 应用免疫

印迹法或ELISA法检测PBC各种新特异抗体, 在
临床上具有广阔的应用前景; 并可利用重组蛋

白研究PBC患者的发病机制和构建动物模型; 还
可根据不同临床需要, 结合先进精确的蛋白质

芯片技术, 为开发多种自身抗原联合检测相应

自身抗体试剂盒奠定了基础. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between Axin 
protein expression and genesis and metastasis of 
gastric carcinoma.

METHODS: A total of 46 patients with gastric 
carcinoma underwent surgical resection were 
included in this study. The expression of Axin 
protein was detected by immunohistochemi-
cal techniques (SABC) in paraffin-embedded 
samples prepared from gastric carcinoma tissues 
and normal stomach tissues far from the tumor. 
In addition, the positive rate of Axin expres-
sion was calculated and its corrrelation with the 
pathological characteristics of gastric carcinoma 
was analyzed.

RESULTS: In normal stomach tissues, Axin pro-

tein expression was strongly positive and intensi-
fied in basal cells. Axin was also expressed in tis-
sues from gastric carcinoma and normal stomach 
mucosa far from the tumor with a positive rate of 
62.0% and 91.3%, respectively. There was a sig-
nificant difference between them (P < 0.01). Axin 
protein expression was significantly correlated 
with clinical TNM classification (TNM Ⅰ, Ⅱ vs 
Ⅲ, Ⅳ: 78.6% vs 56.3%, P = 0.035) and lymphatic 
metastasis (without vs with: 85.7% vs 53.1%, P = 
0.034). The expression of Axin protein was not 
markedly correlated with the age and gender of 
patients, tumor size, biological features and se-
rosa invasion (P > 0.05).

CONCLUSION: The expression of Axin protein 
is down-regulated in gastric carcinoma, which 
correlates with the genesis and metastasis of the 
disease.

Key Words: Axin protein; Gastric carcinoma; Car-
cinogenesis; Metastasis

Zheng YM, Li F, Dong CW, Wu XT. Expression of 
Axin protein correlates with genesis and metastasis 
of gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(8):763-766

摘要
目的: 探讨胃癌组织Axin蛋白的表达与侵袭
转移的相关性. 

方法: 胃癌患者46例, 均行胃癌根治切除手
术. 采集胃癌癌组织及远癌正常胃组织标本, 
制备石蜡切片, 采用免疫组化(SABC)法检测
Axin蛋白的表达, 研究其表达和分布特点与临
床病理间的关系. 

结果: 正常胃组织Axin蛋白在基底部细胞表

达强, 表面成熟细胞中表达弱; 胃癌组织、远

癌正常胃组织中均有Axin蛋白表达, 其阳性

表达率分别为62.0%和91.3%, 差异有统计学

意义(P <0.01); Axin蛋白的表达与胃癌临床病

理分期(TNM Ⅰ,Ⅱ vs Ⅲ, Ⅳ: 78.6% vs  56.3%, 
P =0.035)、有无淋巴转移有关(无vs 有: 85.7% 
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vs  53.1%, P  = 0.034), 与胃癌患者性别、年
龄、肿瘤大小、生物学特征和是否侵及浆膜
无关(P >0.05).

结论: Axin蛋白表达减弱与胃癌的发生以及
肿瘤的临床进展和淋巴转移相关. 

关键词:  Axin蛋白; 胃癌; 肿瘤发生; 肿瘤转移

郑亚民, 李非, 董承伟, 伍晓汀. 胃癌组织Axin蛋白的表达与侵袭
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0  引言

胃癌严重危害人类健康, 发病和侵袭转移机制

的研究是当前的热点. 既往分子生物学研究发

现, Wnt信号传导途径在调控细胞增殖、分化、

运动性以及形态学等方面起着重要的作用[1-2].  
Axin蛋白是Wnt信号途径的一个重要的负向调

控因子[3-4], Axin基因被认为是抑癌基因. 现在

发现多种肿瘤的发生和某些肿瘤的浸润转移与

Axin基因异常有密切关系[5-9], 但对Axin蛋白表

达异常与肿瘤发生、发展的关系研究较少, 我们

探讨Axin蛋白的表达与胃癌发生及侵袭转移间

的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-07/2005-03胃癌患者46例; 男性33
例, 女性13例, 年龄30-75岁, 平均57.25±10.87岁. 
全部施行胃癌根治切除术, 达到R0、D≥N; 获
得术前胃镜或术中、术后病理证实. 术前未接受

放化疗及生物治疗. 胃癌病理分期, Ⅰ期10例, Ⅱ
期4例, Ⅲ期12例, Ⅳ期20例; 中、高分化腺癌19
例, 低分化腺癌27例; 有淋巴转移者32例, 无淋

巴转移者14例; 肿瘤直径大于5 cm患者16例, 小
于5 cm患者30例; 侵及浆膜者33例, 未侵及浆膜

者13例. 试剂: Axin(H-98)多克隆抗体, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc USA; 山羊抗兔SABC免疫组化

试剂盒(SA1022), 武汉博士德生物工程有限公司.
1. 2  方法 胃癌患者手术切除标本, 肉眼下观

察记录肿瘤大小、性质、浸润深度. 立即切取

直径0.4-1.5 cm大小(视肿块大小而定)胃癌组

织, 在距离肿瘤6 cm以上远离癌肿处正常区切

取1 cm直径大小正常胃组织(以上均经HE染色

病理检查证实), 以40 g/L甲醛固定36-48 h, 常
规石蜡包埋, 4 μm厚连续切片. 其余标本送常

规病理检查. 采用免疫组化(SABC)方法检测胃

癌组织、远离癌肿正常胃组织中Axin蛋白的表

达. 两位专业病理医师双盲评估Axin表达平均

值, 染色评估时隐藏临床生物学特性, 评估相差

2分以上则重新进行评估. 依据Nakajima et al [9]

的判断标准修订了组织表达阳性和阴性的标

准. 根据细胞染色强度和染色细胞所占面积积

分之和进行判定: (1)色强度积分: 未染色为0
分; 轻度染色为1分; 中度染色为2分; 强染色为

3分. (2) 染色面积积分: 无细胞染色为0分, 细胞

染色<25%为1分; 细胞染色25%-50%为2分; 细
胞染色>50%为3分. 若两项积分之和≥2为表达

阳性; <2为表达阴性. 临床病理分期采用2003
年U I C C和A J C C制定的胃癌T N M分期标准.  
    统 计 学 处 理  采用成组对照设计 ,  借助

SPSS12.0统计软件, 两组计数资料采用卡方检

验分析. 所有假设检验用双侧检验, 检验水准α

＝0.05, 以P <0.05认为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 Axin蛋白在细胞中的表达特征 Axin蛋白染

色成棕黄色, 主要分布在细胞质中, 分布比较均

匀. 远癌正常组织与胃癌组织作比较发现, Axin
蛋白在胃黏膜基底部位分裂增生能力较强的细

胞中的表达较强, 在黏膜表面的细胞中表达较

弱(图1A), 胃癌组织中Axin蛋白的表达则明显

减弱(图1B). Axin蛋白在胃癌组织(62.0%)和正

■创新盘点
研究发现了正常
胃组织中, Axin蛋
白在其基底部细
胞表达强, 表面成
熟细胞中表达较
弱 的 特 点 ,  提 出
Axin蛋白在具有
较强增生繁殖能
力的专能干细胞
中含量增加, 并系
统研究了Axin蛋
白的表达与胃癌
临床特征的关系. 

A

B

图 1  Axin蛋白在胃黏膜中的表达. A: 正常; B: 胃癌. 
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常胃组织中(91.3%)的表达率差异有统计学意义

(P <0.01). Axin蛋白表达的减弱与胃癌的发生有

相关性. 
2.2 Axin蛋白的表达与胃癌临床病理特征间的

关系 进一步亚组分析Axin蛋白表达与胃癌临

床TNM分期、有无淋巴转移有一定的相关性

(P <0.05), 与患者的性别、年龄、肿瘤大小、生

物学特征和是否侵及浆膜无关(P >0.05, 表1).

3  讨论

肿瘤是机体在各种致瘤因素作用下, 激活癌基

因和/或灭活抑癌基因, 在基因水平上失去对细

胞生长的正常调控而导致的异常增生. Axin基
因是在研究小鼠融合基因时发现的一个抑癌基

因[1], 人类位于染色体16p13.3, 编码的Axin蛋白

是由832或956个氨基酸残基组成的支架蛋白, 
与axil[10]和conductin[11]是同源蛋白, 具有多种蛋

白结合位点, 参与体内多条信号传导途径的调

控过程, 调节细胞的增殖和生长. Axin蛋白可以

在RanGTP和输出因子CRM1的协同帮助下进行

细胞内核浆穿梭, 将细胞核内的β-catenin携带

到细胞质中, 降低细胞核内β-catenin的浓度[12]; 
Axin蛋白与APC、GSK-3 β结合成复合体后加

速β-catenin的降解, 从而对Wnt信号传导途径起

负向调控作用[13]; Axin蛋白与MEKK1结合并激

活其下游因子MEKK4与MEKK7, 促进JNK信号

传导途径的活化[14]; 激活JNK信号传导系统和降

低β-catenin细胞内含量可以诱导多种细胞的凋

亡[14]. Axin蛋白还可以通过HIPK2激活抑癌基因

p53的蛋白表达[15]. 我们研究发现, Axin蛋白在正

常胃黏膜基底部分裂增生能力强的细胞中的表

达明显高于黏膜表面的成熟细胞. 成熟并正常

生长的机体细胞如正常结肠上皮细胞中, Wnt信
号传导途径处于非活化状态, 增殖分化活动相

对静止[16]; 体内具有分裂增生能力的干细胞如

胃黏膜基底细胞、骨髓造血细胞等, Wnt信号传

导途径活化, 使干细胞保持未分化状态并进一

步增殖生长[17], 对细胞增殖和分化过程起着重

要的作用. 作为Wnt信号传导途径中的重要负

向调控因子, Axin蛋白在具有较强增生能力的

干细胞中含量的增加对维持其状态的稳定具重

要意义.
Axin蛋白表达异常与多种肿瘤的发生、发

展有密切关系. Song et al [18]发现在Axin基因突变

时, 卵巢滤泡细胞的增殖能力会发生明显的增

强. Axin蛋白表达异常导致肿瘤发生的机制目前

尚不完全清楚, 可能通过Wnt信号途径、JNK信

号传导途径以及对p53表达的作用参与肿瘤的

发生. (1)Axin蛋白表达减少, 其抑制Wnt信号途

径中与肿瘤发生有密切关系的靶基因(c-myc、
cyclin D1、MMP-7等)激活的作用可能减弱[19]; 
(2)Axin蛋白表达减少时对p53的活化作用减弱

或消失[15]; (3)Axin蛋白表达减少可能通过JNK
信号传导途径和增加β-catenin胞内含量, 使诱

导细胞凋亡的能力下降而导致肿瘤. 我们发现

胃癌分期和淋巴转移与Axin蛋白表达相关, 与
Nakajima et al [9]在食管癌研究的发现相似, 机制

不清, 有学者认为可能与β-catenin[20]作用有关. 
表达异常的β-catenin减少可促进血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)的
表达[21], 刺激新生肿瘤血管生成所致, 诱导多种

实体肿瘤细胞的转移[22].
通过对A xin蛋白表达的调控可能成为肿瘤

治疗的新的靶点, Satoh et al[6]研究发现腺病毒载

体导入野生的Axin基因后, 肝癌细胞中β-catenin
的量明显降低, 细胞凋亡率增加, 这为肿瘤基因治

疗的深入研究提供了方向. 同时, Nakajima et al [9]

发现81例没有Axin基因突变的食管癌癌组织中, 
有5例Axin蛋白表达明显减少, 除基因突变造

成的Axin表达异常外, 是否存在其他因素调控

Axin基因表达, 还需要进一步深入研究.
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Abstract
AIM: To observe the hepatocyte growth factor-
induced differentiation of CD34+ hematopoietic 
stem cells (HSC) from umbilical cord blood into 
hepatocyte-like cells.

METHODS: Systemic administration of naked 
plasmid containing HGF cDNA driven under 
cytomegalovirus promoter (pCMV-HGF) were 
injected rapidly via the tail vein of the NOD/
SCID mice, and the level of HGF protein in the 
peripheral blood was detected by enzyme-linked 
immunosorbent assay. CD34+ human hemato-
poietic stem cells were isolated from umbilical 
cord blood by magnetic cell sorting method. 
20 μL CCl4 was administered into the mice to 
establish the model of acute liver damage and 
hepatocyte proliferation. pCMV-HGF injection 
and/or CD34+ human hematopoietic stem cells 
transplantation were performed on the model 
mice. Then the mortality of the mice and liver 

function recovery status were observed. Human 
specific mRNA and protein were also detected 
in the mice by reverse transcription polymerase 
chain reaction and immunohistochemistry, re-
spectively (RT-PCR).

RESULTS: A remarkable enhancement of hu-
man HGF protein level was observed in the 
peripheral blood of the mice. The mortality and 
status of liver function were not significantly 
different between each experiment group. Path-
ological examination showed that the mice re-
ceived combined treatment HGF and HSC had 
the lightest liver injury, while the liver injury 
was not markedly different between the mice 
received HGF and HSC alone. Human albumin 
mRNA and protein were all expressed in the liv-
er tissues underwent HSC transplantation with 
or without HGF, while in the mice with HGF 
injection, there were much more hepatocyte-like 
cells.

CONCLUSION: Stem cells from umbilical cord 
blood can differentiate into hepatocyte-like cells, 
and HGF can promote this process.

Key Words: Hepatocyte Growth Factor; Hematopoi-
etic Stem Cell; Hepatocyte-like cells

Fan Y, Wang XH, Zhang F, Li XC, Wang K, Qian XF. In 
vivo expression of hepatocyte growth factor promotes 
differentiation of stem cells from umbilical cord blood 
into hepatocyte-like cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(8):767-771

摘要
目的: 观察肝细胞生长因子(hepatocyte growth 
factor, HGF)作用下, 脐血干细胞在体内向肝
细胞分化的情况. 

方法: H G F的裸D N A质粒通过尾静脉快速
注入6-8周龄的非肥胖糖尿病/重症联合免疫
缺陷(NOD/SCID)小鼠体内, 酶联免疫吸附法
(ELISA)检测外周血中HGF水平. 收集足月妊
娠产妇的脐血, 磁式分选法选出CD34+造血干
细胞(hematopoietic stem cell, HSC). 20 μL四
氯化碳(carbon tetrachloride, CCl4)腹腔注射建
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■背景资料
近来发现来源于
骨髓或脐血的干
细胞可在体外或
体内向肝脏细胞
分 化 ,  本 文 拟 在
HGF质粒转染得
到体内高表达的
基础上, 诱导脐血
CD+造血干细胞
向肝脏细胞分化, 
并修复受损肝脏.



立NOD/SCID小鼠急性肝损伤模型, 分别输注
CD34+HSC和/或HGF质粒, 观察其对死亡率、

肝功能恢复的影响, 并检测小鼠肝组织内的人
源性细胞. 

结果: 快速注入HGF质粒后, 体内HGF水平
明显上升 .  实验各组存活率及肝功能恢复
情况无明显差异. 病理切片显示, 联合应用
HGF+HSC的实验组, 其肝组织损伤程度最轻, 
单独应用HGF或HSC的两个实验组结果类似, 
对照组最重. 在两组注射HSC的小鼠肝组织
中, 均可检测到人源性的、分泌白蛋白的肝样
细胞, 且联合应用HGF的实验组中, 此种细胞
更多, 分布更广.

结论: HGF可以促进脐血干细胞向肝细胞分
化, 并发挥肝细胞功能.

关键词: 肝细胞生长因子; 造血干细胞; 肝细胞
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0  引言

近年来, 随着干细胞可塑性研究的不断深入, 同
样发现其在体内外均可向肝脏细胞分化, 但最

佳诱导条件及分化后细胞是否具有成熟功能尚

未明确. 本实验中, 我们采用HGF质粒尾静脉快

速注射得到小鼠体内HGF的高表达, 并进一步

来诱导外源性造血干细胞向肝脏细胞的分化, 
观察其是否可以修复受损的肝脏. 

1  材料和方法

1.1 材料 非肥胖糖尿病 /重症联合免疫缺陷

(NOD/SCID)小鼠, 6-8周龄, 均由南京大学模

式动物研究所提供. HGF ELISA检测试剂盒为

Biosource公司产品, Ficoll-Paque(密度1.077)及
EasySepTN免疫磁珠阳性选择分离系统购自加拿

大Stemcell公司; 人肝细胞单克隆一抗购自日本

Dako公司; 人ALB多克隆一抗购自Rockland公司.
1.2 方法 

1.2.1 HGF基因体内转染 pCMV-HGF质粒由杨

俊伟教授惠赠 ,  通过尾静脉一次性快速注入

1.6 mL含有20 μg此种质粒的溶液[1], 注射后4, 
8, 12, 24, 72, 144 h分别采血, ELISA法检测外周

血中HGF水平. 
1.2.2 人脐血CD34+造血干细胞的分离纯化 选择
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我院足月妊娠产妇, 产前检查HBsAg和抗-HCV
均阴性, 收集其脐血. 密度梯度离心分离单个核

细胞, 再通过免疫磁式分选法收集CD34+的HSC. 
纯化得到的干细胞直接用于细胞移植, 或加入

冻存液后置于液氮中备用. 
1.2.3 干细胞移植及体内诱导分化 CCl4 20 μL, 
用矿物质油稀释至100 μL, 腹腔内注射, 建立

小鼠肝损伤模型, 24 h后尾静脉注射p C M V-
HGF(20 μg, 1.6 mL)和/或48 h后尾静脉注射

CD34+HSC(细胞数量: 5-10×105/鼠). 实验分

四组:Ⅰ组: 联合应用HGF+HSC(n  = 8); Ⅱ组: 
单独应用pCMV-HGF(n  = 8); Ⅲ组: 单独应用

CD34+HSC(n  = 8); Ⅳ组: 对照组, CCl4建立小鼠

肝损伤模型(n  = 6). 观察建模14 d后各组的存活

率; 建模后第3, 5, 7, 10, 14 d小鼠眼眶取血, 测
定血清中ALT、AST水平, 评价各组肝功能恢复

状况. 
1.2.4 处死后处理 4 wk后处死所有小鼠: (1)制
作肝组织石蜡切片, HE染色观察; (2)RT-PCR: 引
物设计[2], 白蛋白, 5'-TTGGAAAAATCCCACT-
GCAT, 5'-CTCCAAGCTGCTCAAAAAGC; 
GAPDH, 5'-TGAAGGTCGGTGTGAACGGATT
TGGC, 5'-TGTTGGGGGCCGAGTTGGGATA. 
Tr izo l试剂提取细胞总RNA, 扩增条件: 94℃ 
2 min, 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 50 s, 30个循

环, 72℃ 4 min. 将扩增的RT-PCR产物电泳成像; 
(3)免疫组化: 含40 g/L多聚甲醛的PBS中室温下

固定, 参照试剂盒说明逐步操作, 加入人ALB多
抗、人肝细胞单抗等一系列步骤, 最后DAB显

色, 封片后光镜下观察, 阳性染色细胞为棕黄色

或棕褐色.

2  结果

2.1 质粒快速注射后小鼠外周血中HGF水平 如
图1所示, 快速注射后4 h即可见到HGF水平明

显上升, 12 h达到顶峰, 然后逐渐下降, 但6 d后

www.wjgnet.com

■研发前沿
干细胞向肝脏细
胞分化可能存在
两种机制: 直接分
化或与宿主原有
肝细胞融合, 何种
干细胞亚群更易
向肝脏细胞分化
及体内外最佳诱
导条件尚有争论, 
分化得到的肝细
胞是否具有成熟
的功能亦未明确. 图  1  HGF质粒快速注射后血清HGF水平. 
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■创新盘点
本研究将HGF质
粒通过尾静脉快
速输注入小鼠体
内, 在早期HGF水
平即可有较大的
提高, 且可持续将
近1 wk. 既得到了
HGF的体内高表
达, 同时避免了使
用载体所带来的
各种副作用. 结果
表明, 这种方法可
以促进干细胞进
一步向肝样细胞
的分化, 其细胞数
量及分布范围均
有明显增加.

仍可测到较高水平的HGF. 
2.2 建模后各组存活率及肝功能恢复情况 实验

各组14 d存活率相近, 肝功能恢复无明显差异, 
Ⅰ组第5, 7 d ALT、AST水平较其余各组低, 但
无统计学意义(表1, 2). 
2.3 病理检查肝组织坏死区情况 建模后4 wk, 各
组小鼠肝脏仍有不同程度的损伤性改变, Ⅰ组

最轻, 肝索完整, 肝细胞无明显肿胀, Ⅳ组最重, 
组织结构紊乱, 细胞浊肿, Ⅱ组、Ⅲ组介于前两

组之间. 
2.4 RT-PCR结果 如图2所示, Ⅰ、Ⅲ组中均可扩

增出人白蛋白的mRNA(350 bp), 且HSC与HGF
联用的Ⅰ组表达量更高, 其余两组则为阴性. 
2.5 免疫组化 造血干细胞移植的两组(Ⅰ组、Ⅲ

组)中, 均可以观察到人源性的肝脏实质细胞, 抗
人ALB抗体(+), 抗人肝细胞抗体(+), 而另两组为

阴性. 肝脏内阳性细胞分布以汇管区为主. 与Ⅲ

组比较, Ⅰ组中阳性细胞所占比例更高, 分布更

广, 且整合入肝板中(图3).

3  讨论

急性肝功能衰竭是一种死亡率很高的疾病, 起
病急、进展快, 预后极差, 其治疗已由传统的保

肝解毒、支持治疗向肝细胞移植、生物人工肝

及肝移植方向发展[3-5]. 肝细胞移植具有操作简

单、损伤小、疗效确实等优点, 其主要机制包

括提供暂时的肝功能支持, 以及通过产生HGF
促进残存肝细胞的再生和功能恢复[6-7]. 但由于

细胞来源的匮乏, 限制了其在临床上的广泛应

用, 而异种肝细胞移植不可避免的免疫排斥反

应又会严重影响治疗效果. 
近年来发现, 骨髓或脐带血中的干细胞可

以向肝系细胞分化[8-12], 进一步研究[2,13-15]表明, 
CD34+干细胞亚群具有较好的定向分化潜能, 有
望成为生物人工肝或肝细胞移植新的供体细胞

来源. 
在免疫缺陷小鼠急性肝功能损伤模型中, 

将人干细胞输入体内后可自发迁移入肝脏, 分
化成为肝样细胞, 分泌白蛋白, 或者与宿主肝细

胞融合, 而将干细胞体外培养时, 添加一定剂量

的HGF及其他生长因子, 或者与肝细胞共孵育

均同样可以诱导其向肝样细胞分化[16-18], 但Lian 
et a l [19]认为体外诱导分化的干细胞无法完全转

化成为成熟的肝细胞, 此分化过程的发生有待

于进一步确认. 而在体内实验时, 由于更接近于

实际, 在早期补充外源性HGF, 理论上可以进一

步促进干细胞的分化进程. 将干细胞注入肝损

伤小鼠体内, 发现可以减轻损伤程度, 降低死亡

率[20-21]. 我们考虑通过尾静脉输注造血干细胞并

在体内诱导其向肝脏细胞分化, 从而改善肝功

能状况. 
Yang et al [1]的研究显示, 将HGF质粒通过尾

静脉快速输注入小鼠体内, 在早期HGF水平即

可有较大的提高. 我们将此实验在免疫缺陷小

鼠上重复, 得到了类似结果, HGF水平升高可持

续将近1 wk. 通过此种转基因方式, 既得到了

HGF的体内高表达, 同时避免了使用载体所带

来的各种副作用, 包括对肝脏的毒性. 由于这种

HGF是由自身细胞分泌, 而非外源性导入, 从而

可以保证其活性并减少了输注的风险. 使用体

内这种高水平的HGF来诱导干细胞分化, 较之

体外实验更接近于实际, 且理论上分化得到的

肝细胞功能应该更成熟. 采用CCl4腹腔注射建立

急性肝损伤模型, 对肝脏微血管影响较小, 有利

于干细胞向肝脏内的迁移、分化[13]. 本研究结

果表明, 这种方法可以促进干细胞进一步向肝

样细胞的分化, 其细胞数量及分布范围均有明

显增加. 但现有数据显示各组存活率及肝功能

恢复无明显差异, 虽然病理检查提示损伤程度

可以得到一定程度的改善, 但无法证实分化而

来的肝样细胞可以完全代偿成熟肝细胞的作用, 

图  2  RT-PCR检测小鼠肝组织内人ALB mRNA的表达. HSC

移植的两组均为阳性, 其中联合应用HGF的Ⅰ组表达更高.

ALB 350 bp

GAPDH 1 100 bp

 Ⅰ    Ⅱ     Ⅲ    Ⅳ

    

表  1  建模后14 d小鼠存活情况

实验组	                      实验操作	           存活率

Ⅰ组	                   HGF+HSC	      7/8(87.5%)

Ⅱ组	                   HGF	                      8/8(100%)

Ⅲ组	                   HSC	                      7/8(87.5%)

Ⅳ组	                   对照组	                      4/6(66.7%)
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■应用要点
HGF质粒可大量
扩增获得, 且高表
达的HGF是由自
身细胞分泌, 而非
外源性导入, 从而
可以保证其活性
并减少输注的风
险. 通过此种方法
诱导干细胞分化, 
更接近于体内实
际, 所得到的细胞
理论上应该更成
熟.

其生物学功能并不明确, 能否修复损伤的肝脏

尚有待于进一步研究. 
干细胞的生物学特性决定了其具有巨大的

应用前景, 尤其在移植领域, 不但可有效解决供

体细胞来源问题, 而且可通过自体干细胞移植

或核移植技术的预处理来避免免疫排斥反应的

发生, 并通过对移植干细胞的基因修饰来纠正

患者的先天性缺陷. 
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■同行评价
本文通过裸DNA
质粒尾静脉快速
注 入 技 术 ,  研 究
HGF体内表达与
脐血干细胞的肝
系分化, 发现快速
注入HGF质粒后, 
体内HGF水平明
显上升. 在两组注
射HSC的小鼠肝
组织中, 均可检测
到人源性的、分
泌白蛋白的肝样
细胞, 且联合应用
HGF的实验组中, 
此种细胞更多, 分
布更广. 提示HGF
可以促进脐血干
细胞向肝细胞分
化, 并发挥肝细胞
功能. 文章设计合
理, 结果可信, 具
有一定的理论与
实践意义.
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Abstract
AIM: To investigate whether portal collagenase 
administration can reverse liver cirrhosis.

METHODS: Four normal controls (group A) 
received olive oil subcutaneously (sc) for 12 
weeks followed by normal saline portal perfu-
sion for 12 weeks. Another four rabbits (group 
B) received carbon tetrachloride (CCl4) sc for 12 
weeks and then 6 mg of collagenase portally for 
12 weeks, while three control rabbits (group C) 
received CCl4 for 12 weeks followed by saline 
for 12 weeks.

RESULTS: After 12 weeks of CCl4 and another 
12 weeks of portal vein perfusion, liver hydroxy-
proline content in collagenase-treated rabbits 
was significantly decreased as compared with 
that in saline-treated controls (177.5 ± 35.6 μg/g 
vs 446.3 ± 150.1 μg/g; F = 13.78, P < 0.01). Fur-
ther, liver histology showed complete regression 
of cirrhosis in the collagenase-treated animals. 
No toxicity of liver, kidney, lung, brain or heart 
was observed histologically. Anaphylaxis oc-

curred in 2 animals and one was fatal.

CONCLUSION: Portal administration of colla-
genase can promote the reversion of established 
liver cirrhosis in the rabbit CCl4 model.

Key Words: Liver cirrhosis; Collagenase; Portal 
vein; Rabbits

Jin B, Zhang ZC, Sun T, Cheng LF. Portal collagenase 
administration reverses carbon tetrachloride-induced 
rabbit liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(8):772-777

摘要
目的: 观察门静脉灌注胶原酶对逆转实验性
肝硬化的作用. 

方法: 4只兔作为正常对照(A组)给予四氯化
碳(CCl4) sc 12 wk, 再行门静脉生理盐水灌注
12 wk. 另外4只兔先给予CCl4 sc 12 wk, 再行
胶原酶门静脉灌注12 wk (B组), 再有3只兔先
行CCl4 sc 12 wk, 再行生理盐水门静脉灌注
12 wk (C组). 

结果: 经过12 wk的CCl4注射和12 wk的门静
脉灌注后, 应用胶原酶灌注的B组动物肝羟脯
氨酸含量显著低于用生理盐水灌注的对照组
(C组)(177.5±35.6 µg/g vs  446.3±150.1 µg/g; 
F  = 13.78, P <0.01). 肝组织学检查也显示胶原
酶治疗后肝硬化完全消退. 肝、肾、肺、脑、

心组织学检查未发现胶原酶的毒性反应. 实验
中有2只兔发生过敏反应, 其中1只死亡.

结论: 门静脉灌注胶原酶可以促进已形成的
肝硬化向正常肝组织结构逆转.

关键词: 肝硬化; 胶原酶; 门静脉; 兔

金博, 张志成, 孙涛, 程留芳. 胶原酶门静脉灌注逆转兔CCl4性肝

硬化.  世界华人消化杂志  2006;14(8):772-777

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/772.asp

0  引言

肝硬化是大多数慢性炎症性肝病的终末期, 一

■背景资料
肝纤维化和肝硬
化是各种慢性肝
病发展的共同结
局, 特征是大量过
剩的以胶原为主
的细胞外基质沉
积于肝内, 肝内胶
原降解酶的相对
不足不能有效降
解过多的细胞外
基质, 而导致纤维
化不断发展并进
展为肝硬化. 目前
肝纤维化和肝硬
化的逆转治疗是
肝病研究的重点
和难点, 众多药物
抗纤维化的一个
重要机制是, 拟通
过增加肝组织胶
原 酶 活 性 ,  促 进
肝内胶原降解而
减少在肝脏的沉
积, 但临床效果均
不理想. 本文采用
胶原酶直接门静
脉灌注治疗兔肝
硬化, 且取得了效
果.
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旦发生并发症, 5 a死亡率>50%[1]. 肝硬化的病

理特征为大量细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)在肝实质内沉积, 并伴有结节形成和肝功

能的损害. 目前肝硬化治疗的唯一方法是肝脏

移植, 但供者的缺乏使得大量患者不能得到及

时治疗. 近年来的证据表明, 肝纤维化是可逆

的[2-6]. 但肝硬化的可逆性仍有争议, 尽管有些肝

硬化消退的报道[1,3,7], 但一般认为这些肝硬化的

逆转是不完全的[8]. 最近报道用携带金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase, MMP)序列的腺病毒

载体可以使大鼠四氯化碳(carbon tetrachloride, 
CCl4)肝硬化或胆总管结扎造成的肝硬化发生逆

转[9-11]. 然而, 此方法的长期生物学安全性仍受到

关注, 而且MMP在体内表达的活性也不能得到

有效控制. 我们应用有限剂量胶原酶进行门静

脉灌注, 研究此方法可否在体内适当地降解肝

硬化肝内过多沉积的胶原组织, 从而逆转肝硬化. 

1  材料和方法

1.1 材料 盐酸氯胺酮注射液为上海第一制药

厂生产. 动物麻醉剂速眠新是由盐酸二氢埃托

菲、保定宁、乙二胺四乙酸和氟哌啶醇组成

的复合注射液, 由解放军军需大学兽医研究所

生产. 麻醉剂由2 m L一支盐酸氯胺酮注射液

(0.1 g)和1 mL一支速眠新混合而成. 一次性硬

膜外麻醉导管由陕西志俊科贸有限公司生产, 
注射用肝素帽由德国B. Braun Melsungen AG公

司生产. Ⅳ型胶原酶购于美国Sigma公司, 活性

为388 U/mg, 此型胶原酶由7种不同的胶原酶

和少量中性蛋白酶组成[13-15]. 肝素钠注射液为北

京制药厂生产. 氯胺T和对二甲胺苯甲醛为德国

Merck公司生产. 橄榄油、CCl4、L -羟脯氨酸、

氢氧化钾、氯化钾、酚酞、硫代硫酸钠、盐

酸、硼酸、丙氨酸及甲苯均购于北京化学试剂

公司.
1 . 2  方 法  ♂新西兰大白兔 2 4只 ,  体质量

1.7-2.2 kg, 随机分为3组: A组: 5只兔, 作为正

常对照组, 给予橄榄油sc, 每周2次, 最初2 wk
剂量为0.3 mL/kg, 随后改为0.2 mL/kg, 共注

射12 w k. 在停止注射橄榄油后, 开始门静脉

灌注生理盐水, 2次/wk, 灌注12 wk. B组: 11只
兔, 给予用橄榄油稀释的500 mL/L CCl4 sc, 每
周2次, 最初2 wk剂量为0.3 mL/kg, 随后改为

0.2 mL/kg, 于13 wk停止CCl4注射后开始给予

门静脉灌注胶原酶, 2次/wk, 继续灌注12 wk. C
组: 8只兔, 给予500 mL/L CCl4 sc, 2次/wk, 与B

组相似. 于13 wk停止CCl4注射后开始给予门静

脉灌注生理盐水, 2次/wk, 继续灌注12 wk. 所有

动物在25 wk处死. 在处死动物前, 从下腔静脉

采血并分离血清, 用Beckman Coulter Synchron 
LX20 Clinical System检测血清ALT, AST, 总胆

红素、白蛋白、尿素和肌酐. 动物处死后, 分别

采取肝、肾、肺等组织的标本, 用40 g/L甲醛固

定, 石蜡包埋, 切片厚5 μm, 用HE及Masson三色

法染色. 另取肝脏标本用液氮速冻后, 放在罗口

盖管内, 储存于-70℃, 准备进行羟脯氨酸测定. 
所有动物均在行门静脉灌注前2-9 d剖腹行永久

性门静脉插管术. 打开腹腔后, 暴露肝脏, 以缝扎

法切取肝组织一块, 大小约0.1-0.2 cm3, 将活检

肝组织分为两部分, 一部分用40 g/L甲醛固定用

于病理学检查, 另一部分经液氮速冻后, 储存于

-70℃用于羟脯氨酸测定. 然后暴露空肠系膜静

脉终末支, 剪一小切口, 结扎远心端, 将一次性硬

膜外麻醉导管沿该切口向近心端插入. 导管插

入3-4 cm后, 在近心端结扎固定导管, 注射器推

注肝素盐水(125 kU/L)无阻力, 回抽可见静脉血

后, 将导管剪断, 保留适当长度(12-15 cm), 断端

与导管接头连接, 该接头与肝素帽连接. 在接头

与肝素帽内充满肝素盐水. 导管带肝素帽的游离

端埋入动物右侧腹壁皮下. 此后, 可通过经皮穿

刺肝素帽的方法进行门静脉灌注. 将2, 4, 6 mg
胶原酶分别溶于20 mL灭菌生理盐水中, 分别对

3只兔进行门静脉灌注, 24 h后处死动物. 动物在

行门静脉灌注前后分别从耳缘静脉采血, 行血

常规、肝肾功能检测. 动物处死后, 取肝、心、

肾、肺和脑组织, 用40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 
切片HE染色行病理学检查.

在确定可耐受的胶原酶剂量后, 将6 mg胶
原酶溶于20 mL灭菌生理盐水中, 进行胶原酶门

静脉灌注. 速度约为2 mL/min, 每周2次, 灌注后

注入5 mL肝素盐水以防导管阻塞. 肝组织羟脯

氨酸测定采用Kivirikko et al [15]的方法, 稍加改

进[16-17].
统计学处理 数据表达方式为mean±SD. 各

组之间血清生化指标和肝组织羟脯氨酸含量的

差异用F检验比较, 门静脉灌注前后肝组织羟脯

氨酸含量的差异用配对t检验比较. 所有统计学

分析均用Stata 7.0统计软件进行. P <0.05作为差

异显著的标准.

2  结果

2.1 动物存活情况 在CCl4诱发肝硬化阶段, 有3

■创新盘点
本文通过胶原酶
灌注门静脉CCl4

性肝硬化大白兔, 
发现其可以促进
已形成的肝硬化
向正常组织结构
逆转.
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只动物死于门静脉插管手术, 还有6只动物死于

原发性感染及其他原因. 在参与实验的24只动

物中, 早期的死亡合计有9只, 占总数的37.5%. 
在应用胶原酶治疗之前, A组(正常对照组)只有4
只动物存活, Ｂ组有8只存活, Ｃ组有3只存活. 在
胶原酶灌注过程中, B组有2只动物因导管破裂, 
胶原酶漏出至皮下, 导致腹壁皮下组织广泛坏

死并继发感染而死亡. B组有一只动物在初次进

行胶原酶灌注时发生过敏性休克而死亡. 另有

一只动物也曾发生过敏性休克, 在给予肾上腺

素皮下注射后恢复, 但由于该动物对胶原酶过

敏而被排除. 在实验结束时, 参与实验的24只动

物, 只有11只存活, 占总数的46%. 
2.2 门静脉胶原酶灌注对血细胞及其他器官的

影响 血WBC、RBC、血小板、Hb、ALT、
AST、胆红素、白蛋白、尿素氮、肌酐水平均

无显著改变, 说明胶原酶门静脉灌注对血细胞

及肝肾功能无显著影响. 另外, 给予门静脉灌注

胶原酶2, 4和6 mg后, 兔脑、心、肝、肾、肺等

组织的病理学检查也无异常发现. 在门静脉灌

注胶原酶6 wk或12 wk后, 实验组和正常组比

较, 血清ALT、AST、总蛋白、尿素氮、肌酐也

无显著性差异, 提示门静脉灌注胶原酶6 mg/兔
对肝脏和肾脏无损伤作用.

2.3 门静脉胶原酶灌注对硬化肝脏胶原含量

的作用 肝脏病理组织学结果表明在CCl4注射

12 wk后, 所有动物均发生肝硬化(图1). B组动

物在经过随后的12 wk门静脉胶原酶灌注后, 肝
内沉积的纤维组织显著减少, 肝脏组织学几乎

恢复到正常(图1B). 接受生理盐水门静脉灌注的

对照组(C组)动物, 在停用CCl4后的12 wk内, 肝
纤维化也呈现明显的自发性消退, 但仍有薄的

纤维隔存在(图1D). 肝组织羟脯氨酸含量检测

结果也表明, 接受胶原酶治疗的兔(B组)肝组织

羟脯氨酸含量显著低于应用CCl4但未接受胶原

酶治疗的兔(C组)(177.5±35.6 μg/g vs  446.3±
150.1 μg/g, F = 13.78, P <0.01). 接受胶原酶门静

脉灌注的兔(B组)肝组织羟脯氨酸含量与未应

用CCl4注射的正常组(A组)(177.5±35.6 μg/g vs  
153.2±22.3 μg/g)相似, 而应用CCl4但未接受胶

原酶治疗的兔(C组)肝组织羟脯氨酸含量则显著

高于正常组(A组)(446.3±150.1 μg/g vs  153.2±
22.3 μg/g, F = 13.78, P <0.005). 比较B组胶原酶

灌注前后肝羟脯氨酸含量(501.8±144.4 μg/g vs  
177.5±35.6 μg/g, t = 4.36, P <0.05), 显示经胶原

酶灌注后肝羟脯氨酸含量显著降低, 而应用生

理盐水灌注的对照组(C组)灌注前后肝羟脯氨酸

含量(705.4±113.2 μg/g vs  446.3±150.1 μg/g, t 

图  1  胶原酶灌注前后肝脏组织学变化. B组应用CCl4 12  wk后, 兔肝脏组织学表现为明确的肝硬化及肝细胞变性(A); 随后

再给予门静脉胶原酶灌注12  wk, 肝脏组织学恢复到几乎正常的组织结构(B); C组应用CCl4 12  wk后, 兔肝脏组织学表现为

明确的肝硬化(C); 再经过12  wk生理盐水门静脉灌注, 肝硬化表现出自发性消退, 但纤维隔仍然存在(D) (Masson三色染色×

100).

A B

DC

■应用要点
本文发现胶原酶
门静脉灌注可以
在一定程度上逆
转兔CCl4性肝硬
化, 虽然会发生一
些不良反应, 但对
于严重肝纤维化
或肝硬化患者, 门
静脉灌注胶原酶
会成为一种新的
治疗措施.
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= 2.39, P = 0.124)虽有一定程度的降低, 但未达

到统计学显著性. 在门静脉灌注前, 虽然B组和C
组的处理是相同的, 但B组肝组织羟脯氨酸含量

仍低于C组动物(501.8±144.4 μg/g vs  705.4±
113.2 μg/g, t = 2.01, P = 0.101), 这种差异虽然未

达到统计学的显著性, 但也反映了动物对CCl4毒

性反应的个体差异, 这种差异是否对本实验的

结果造成影响, 还需进行更大规模的实验来验

证. 在本实验中, 我们未发现门静脉灌注胶原酶

可引起肝脏的出血性炎症反应, 但B组有两只动

物胶原酶漏出至皮下, 引起了腹部皮下组织的

广泛坏死和出血. 另外, 与未用胶原酶的对照组

(C组)比较, 经门静脉给予胶原酶的兔(B组), 其
肝、肾和肺的组织病理学检查, 则无异常发现. 
提示胶原酶血管内应用可能不会导致炎症反应.

3  讨论

近年来的研究表明, 在致病因子去除以后, 动物

或患者的肝硬化均有不同程度的消退[2-4,18-19]. 肝
脏MMP是参与肝硬化消退的最重要酶类[20]. 研
究表明在肝硬化肝内MMP活性降低, 而其抑制

因子金属蛋白酶组织抑制物增加[21-22]. 由于过多

的ECM沉积导致MMP活性相对不足, 不能有效

地降解肝内沉积的ECM, 是肝纤维化发展为肝

硬化的主要原因. 肝硬化消退必须首先降解肝

内过度沉积的ECM, 随后才是肝脏结构的恢复. 
因此, 增加肝硬化肝内的溶胶原活性是触发肝

硬化消退的主要因素. 多年来, 肝病学家进行了

许多努力试图增加肝硬化肝内胶原溶解酶的活

性. 有些化学药品据称有可能增加肝内MMP活
性[6,23], 另外还有人将携带MMP DNA的腺病毒

载体输入纤维化的大鼠肝内, 携带的MMP DNA
可以在纤维化大鼠肝内表达出活性MMP, 从而

增加肝内MMP的活性[9-12], 但是由于基因产物的

体内表达难以控制, 所以在人类进行类似的肝

脏基因治疗是非常困难的. 另外, 还需要防止这

种重组腺病毒载体进入除纤维化肝脏以外的其

他器官, 以免破坏这些正常器官的ECM支架. 我
们通过门静脉插管将活性的胶原酶直接输送到

硬化的肝脏, 通过此方法, 肝内胶原降解酶活性

可以通过改变给药剂量来控制, 当肝内过度沉

积的ECM被降解后, 可以随时停止给药, 以防肝

内ECM被过度降解.
由溶组织梭状芽孢杆菌产生的细菌胶原酶

是一类胶原降解酶, 他可识别并结合含重复的

Gly-Pro-X胶原样序列, 通过水解胶原蛋白链中

几乎所有的Y-Gly键而将胶原分子降解为小分子

多肽[24]. 我们检测肝羟脯氨酸含量及病理组织

学检查结果显示, 门静脉灌注细菌胶原酶可促

进兔已形成的肝硬化消退. 由于硬化肝脏含有

大量胶原蛋白, 我们认为从门静脉输入的大部

分胶原酶会与肝内胶原结合, 因而可防止胶原

酶进入全身系统循环, 避免降解除硬化肝脏以

外其他器官的胶原. 结果表明, 只有硬化肝脏内

的胶原被降解, 而未发现除肝脏之外其他组织

的胶原被降解, 这些结果支持我们的假设. 细菌

胶原酶被用于临床治疗胶原性疾病已经有多年

的历史. 早期研究表明, 这种胶原酶可局部或全

身应用[25-27], 且没有证据表明应用胶原酶可以

引起全身性副作用、神经或血管损害、皮肤损

伤[25-28]. 一项早期的研究表明, 在44例接受阴茎

内注射胶原酶治疗Peyronie's病的患者中, 仅有

1例患者血清中可检测到胶原酶特异性IgE, 作
者推断发生对胶原酶的过敏反应看来是不可

能的[29]. 也有早期研究提示胶原酶可引起出血

性炎症反应[30]. 我们的结果既没有发现肝脏或肾

脏的功能性损害, 也没有发现心、肺、肝、肾

和脑的组织学改变. 而且血细胞也没有明显的

损伤. 然而, 在我们的实验中有2只兔发生过敏

性休克, 其中1只死亡. 据此看来, 即使是首次应

用胶原酶, 也可导致少数动物发生严重过敏反

应, 因此在给予细菌胶原酶门静脉灌注时, 应该

与抗过敏药物联合使用, 以保证用药的安全性. 
我们还观察到, 在B组有两只动物死于胶原酶外

漏, 这表明如果发生胶原酶外漏, 6 mg胶原酶也

是有害的, 可以消化皮下组织, 引起广泛性皮下

组织坏死. 
一项前期研究表明, 胶原酶门静脉灌注可

增强肝细胞对肝细胞生长因子或转化生长因子

-α等生长因子的反应性[31]. 这种由胶原酶所诱发

和增强的生长因子的有丝分裂原效应, 对于在

经过胶原酶治疗, 肝内过多的ECM被降解以后, 
硬化肝脏再生和结构重建是有益的. 然而, 如果

这种方法用于临床时, 首先应该排除肝脏恶性

肿瘤, 以免因胶原酶灌注而加快肿瘤的生长与

播散. 与其他报道一致, 我们的结果也表明, 在
毒素撤除后3 mo的时间里, 肝脏组织病理学逐

步改善, 在3 mo后虽然肝脏羟脯氨酸含量仍然

升高, 但组织学上仅遗留菲薄的纤维隔. 尽管在

停止应用CCl4后, 肝硬化有缓慢的自发性部分吸

收, 但门静脉灌注胶原酶可以加快硬化肝脏内

沉积的ECM吸收.

■同行评价
选题热门、新颖; 
实验方法具有创
新性, 有一定的学
术和实际应用价
值. 
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CCl4的肝脏毒性主要是通过其在肝细胞内

由细胞色素P-450系统加单氧酶的代谢而发挥

的. CCl4的代谢产物为高反应性自由基˙CCl3或˙
OOCCl4, 这些基团可引起脂质过氧化反应, 影响

细胞质膜的功能, 导致肝细胞的病理学变性[32]. 前
期研究表明, 应用胶原酶灌注法分离肝细胞后, 
肝细胞内细胞色素P-450系统加单氧酶活性降

低[33-34]. 但在肝细胞分离时所用的胶原酶剂量远

远大于6 mg, 我们实验中所采用的6 mg这样小

剂量胶原酶是否会影响肝细胞内细胞色素P-450
加单氧酶活性, 还需进一步的验证. 另外, 我们B
组的结果表明, 在停止应用CCl4的12 wk内, 胶
原酶门静脉灌注可促进肝硬化消退, 而C组动物

在停止应用CCl4后应用生理盐水门静脉灌注, 虽
然肝硬化有一定程度的消退, 但仍不及B组显著. 
这说明胶原酶的抗纤维化作用不是通过抑制

CCl4生物代谢来实现的. 为了明确胶原酶抗纤维

化作用的机制, 需选用非CCl4诱导的肝硬化模型

进行进一步研究.
总之, 我们报道的结果表明, 虽然会发生一

些不良反应, 但门静脉胶原酶灌注确实可以促

进已形成的兔肝硬化消退. 这些研究结果需要

更大量的实验动物来进一步验证, 也需要采用

更完善的技术方法来降低外科手术死亡率, 还
需采取措施预防发生过敏反应. 如果目前存在

的外科技术以及过敏性等问题能够得到解决, 
对于严重肝纤维化或肝硬化患者, 门静脉灌注

胶原酶会成为一种新的治疗措施. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of the p38MAPK 
signal transduction pathway in the metastasis 
and adhesion of hepatocellular carcinoma cell 
line HepG2 induced by vascular endothelial 
growth factor (VEGF).

METHODS: Hepatocellular cancinoma cell 
line HepG2 were or not pretreated with specific 
blocker (SB203580) of p38MAPK signal trans-
duction pathway. 3H-TdR infiltration and the ex-
periment of rat tail colloid were used to measure 
the effects of different concentrations of VEGF 
on the homotypic and hetertypic adhesion in 
HepG2 cells. Flow cytometry was adopted to 
detect VEGF-induced expression of CD44v6 and 
by Boyden-Chamber assay was used to evaluate 
VEGF-induced metastasis of HepG2 cells.

RESULTS: After 1 and 5 μg/L VEGF induction 

for 60 min, the values (dpm/min) of 3H-TdR 
infiltration in HepG2 cells were 1 758.67 ± 289.46 
and 1 380.03 ± 328.55; for 90 min, the values 
were 3 124.30 ± 2 262.14 and 2 245.60 ± 273.24, 
respectively. After 10 μg/L VEGF induction, the 
values were 1 232.32 ± 201.04, 2 337.50 ± 333.04, 
and 2 236.99 ± 237.07, respectively, which were 
dramatically lower than those in control group 
(P < 0.05 or 0.01). However, in the HepG2 cells 
pretreated with SB203580, the values of 3H-
TdR infiltration after 60, 90 and 120 min were 
1 232.32 ± 201.04, 2 337.50 ± 333.04, and 2 236.99 
± 237.07, respectively, and the homotypic adhe-
sion induced by VEGF were inhibited. After 5 
and 10 μg/L induction for 60 min, the optical 
densities (A values) of the experiment of rat tail 
colloid were 0.263 ± 0.021 and 0.238 ± 0.034, re-
spectively. After 1, 5, and 10 μg/L VEGF induc-
tion for 90 min, the A values were 0.269 ± 0.023, 
0.373 ± 0.083, and 0.393 ± 0.081, respectively; for 
120 min, the A values were 0.371 ± 0.061, 0.390 ± 
0.074, and 0.433 ± 0.122, respectively, in HepG2 
cells, which were remarkably higher than those 
in control group (P < 0.05 or P < 0.01). However, 
in the HepG2 cells pretreated with SB203580, the 
A values after 60, 90, and 120 min were 0.201 ± 
0.035, 0.347 ± 0.112, and 0.479 ± 0.217, respec-
tively, and the hetertypic adhesion induced by 
VEGF was restrained. After 5 μg/L VEGF induc-
tion for 2 h, the CD44v6 positive HepG2 cells 
counted for a percentage of 32.6% ± 4.2%, but 
rate of positive cell decreased to 4.3% ± 0.54% 
when p38MAPK signal transduction pathway 
was blocked (P < 0.01).

CONCLUSION: VEGF can promote the het-
ertypic adhesion and decrease the homotypic 
adhesion of hepatocellular carcinoma HepG2 
cells by through p38MAPK signal transduction 
pathway, which play an important role in the 
invasion and metastasis of HepG2 cells.

Key Words: Vascular endothelial growth factor; 
Hepatocellular cancinoma; HepG2; Adhesion; Me-
tastasis

Mao H, Huang CZ, Zhao MF, Song WS. Role of 
p38MAPK signal transduction pathway in adhesion of 
hepatocellular cancinoma cell line HepG2 induced by 

■背景资料
血管内皮细胞生
长 因 子 ( V E G F )
在肝癌组织中有
较 高 表 达 ,  并 与
肝癌浸润和转移
密切相关. VEGF
对肿瘤细胞形态
学改变研究甚少. 
p 3 8 信 号 通 路 是
MAPK家族重要
组成, 在全身性炎
症反应、休克、

细胞迁移、细胞
凋亡、心血管疾
病等方面具有重
要作用. 业已表明
肿瘤转移过程涉
及多种机制, 其中
癌细胞运动、黏
附、瘤体内血管
生成、癌细胞凋
亡及转移相关基
因与肿瘤浸润.
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摘要
目的: 观察血管内皮细胞生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)通过p38信号
传导通路诱导肝癌HepG2细胞转移及其对黏
附作用的影响. 

方法:  以p38M A P K信号通路特异性阻断
剂S B203580预处理肝癌H e p G2细胞, 采用
3H-TdR掺入及鼠尾胶黏附实验测定不同浓度
VEGF对肝癌HepG2细胞同质性和异质性黏
附作用, 流式细胞术检测VEGF诱导肝癌细胞
CD44v6表达. 

结果: 1 μg/L和5 μg/L VEGF诱导HepG2细
胞60 min 3H-TdR掺入实验结果(dpm/min)分
别为1 758.67±289.46、1 380.03±328.55; 
90 min分别为3 124.30±2 262.14、2 245.60
±273.24; 10 μg/L VEGF诱导HepG2细胞60, 
90, 120 min 3H-TdR掺入实验分别为1 232.32
±201.04、2 337.50±333.04、2 236.99±
237.07, 显著低于对照组的2 184.49±336.03、
3 560.00±255.17、4 337.40±377.35(P <0.05
或0.01); 经SB203580预处理的HepG2细胞, 60, 
90, 120 min后的结果为2 634.23±375.21、
3 834.82±535.79、4 398.40±564.76, VEGF
诱导肝癌细胞同质性黏附作用降低. 5 μg/L和
10 μg/L VEGF诱导HepG2细胞60 min鼠尾胶
黏附实验吸光度A 值为0.263±0.021、0.238
±0.034, 1, 5和10 μg/L VEGF诱导HepG2细
胞90 min A 值分别为0.269±0.023、0.373±
0.083、0.393±0.081; 120 min分别为0.371±
0.061、0.390±0.074、0.433±0.122, 分别高
于对照组的0.130±0.025、0.143±0.036、
0.210±0.028(P <0.05或0.01); 经SB203580预
处理的HepG2细胞, 60, 90, 120 min鼠尾胶黏附
实验吸光度A 值分别为0.201±0.035、0.347±
0.112、0.479±0.217, VEGF诱导的肝癌细胞
异质性黏附作用降低. 5 μg/L VEGF诱导肝癌
细胞2 h后CD44v6表达阳性细胞数为32.6%±

4.2%, 用SB203580阻断p38信号传导通路后, 
CD44v6阳性细胞数(4.3%±0.54%)显著下降
(P <0.01).

结论: VEGF可以通过p38信号传导通路增加
肝癌细胞异质性黏附作用以及降低肝癌细胞
的同质性黏附作用, 促进肝癌HepG2细胞侵袭
与转移.

关键词: 内皮细胞生长因子; 肝癌; HepG2细胞; 黏附; 

转移
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0  引言

血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)可诱导肿瘤血管形成, 在肿

瘤组织中有较高表达, 与肿瘤浸润和转移密切

相关[1-5]. 我们研究了VEGF可以通过p38MAPK
信号传导通路诱导肝癌细胞出现转移 [6-8],  但
是与肿瘤浸润和转移密切相关VEGF是否通过

p38MAPK信号传导通路影响肝癌转移过程中肿

瘤细胞黏附作用, 目前还未见文献报道. 我们研

究了VEGF作用于肝癌细胞后以及用SB203580
特异性阻断p38MAPK信号传导通路后VEGF对
肝癌细胞同质性黏附和异质性黏附的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌HepG2细胞株由南方医科大学南

方医院消化疾病研究所实验中心提供, RPMI 
1640购自Sigma, 小牛血清购自杭州四季青公

司, VEGF购自美国Pepro Tech, 用无血清RPMI 
1640培养液配制成10 mg/L, 置于-200℃保存待

用. 鼠尾胶(主要含Ⅰ、Ⅳ型胶原酶, 由暨南大

学医学院病理教研室谢举楦教授惠赠). 牛血清

白蛋白(BSA)为Sigma公司产品, 用无血清RPMI 
1640培养液配制成10 µg/L置于4℃冰箱保存. 
p38磷酸化活性检测试剂盒购自NEW ENGLISH 
B i o L a b s公司. M T T为美国S i g m a公司产品. 
p38MAPK信号通路特异性阻断剂SB203580购
自美国Calbiochem公司, M r 337.4, 用二甲基亚砜

(DMSO)溶解, 配制成1 mmol/L, 置于-20℃保存

待用. CD44v6小鼠抗人一抗, FITC标记羊抗小鼠

IgG二抗购自武汉博士德生物工程有限公司. 美
国Meridian公司生产Acas ULTIMA312型激光共

聚焦显微镜.
1.2 方法

1.2.1 p38MAPK蛋白激酶测定 HepG2细胞以1×
106细胞/瓶的浓度接种于50 mL培养瓶中, 设对

照组、5 mg/L VEGF组、5 mg/L VEGF+5 mmol/
L SB203580, 37℃、50 mL/L CO2培养2 h后, 收
集细胞, 超声波裂解30 s, 冰浴10 min, 10 000 g
低温离心10 min, 收集细胞裂解液上清, 考马斯

■创新盘点
本文阐述了VEGF
诱导肝癌细胞转
移的机制, 是通过
p38MAPK信号通
路导致了同质性
黏附作用降低和
异质性黏附作用
增强. 
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亮蓝法测定蛋白质浓度. 取200 mL细胞裂解液

上清, 加入2 mL p38mAB, 冰上放置45 min于
4℃以12 000 g离心10 min, 取上清500 mL, 加入

蛋白A-Sepharose 40 mL, 混匀, 4℃搅拌孵育1 h, 
4℃, 10 000 g离心, 加入1×SDS-PAGE 50 mL加
样缓冲液, 煮沸10 min, SDS-PAGE电泳, 将蛋白

转移至硝酸纤维素膜, 显影, 定影, 对显影条带

进行定量分析. 
1.2.2 细胞基质黏附实验(异质性黏附实验) 将
4℃保存的5 g/L鼠尾胶(暨南大学医学院病理

教研室谢举楦教授惠赠, PBS稀释)加入96孔板

中, 每孔20 mL, 置于37℃烤箱中1 h. 在铺好鼠

尾胶的96孔板中加入培养的HepG2细胞(108/L), 
每孔100 mL, 37℃, 50 mL/L CO2培养24 h后, 
每孔加终浓度5 mg/L VEGF分别培养60, 90, 
120 min, 对照组仅加PBS缓冲液. 另外一组为预

先用SB203580阻断p38MAPK组(简称SB组), 在
铺好鼠尾胶的96孔板中加入培养的HepG2细胞

(108/L), 每孔100 mL, 37℃, 50 mL/L CO2培养

24 h后, 每孔加终浓度5 m SB203580, 15 min后
加入5 mg/L VEGF, 培养120 min(SB组). 各组细

胞培养结束后, 缓慢吸出培养液, 每孔加入5 g/L
的四氮唑兰盐(MTT)20 mL, 继续培养4 h, 吸出

MTT, 每孔中加入二甲基亚砜(DMSO)100 mL, 
室温孵育10 min, 用Biol Rad-酶联免疫检测仪在

570 nm测吸光度A值. 每组设4个复孔, 取平均值.
1.2 .3  流式细胞术检测V E G F诱导肝癌细胞

CD44v6表达 HepG2细胞以1×106细胞/瓶的浓

度接种于50 mL培养瓶中, 设对照组、1, 5, 10 
VEGF组、1 mg/L VEGF+5 mmol SB203580、
5 mg/L VEGF+5 mmol SB203580、10 mg/L 
VEGF+5 mmol SB203580组, 37℃、CO2培养2 h
后, 观察VEGF及阻断p38信号通路VEGF对肝癌

黏附分子CD44v6表达关系. 除对照组外, 其余每

管细胞中加入0.5 mL稀释抗CD44v6一抗(武汉

博士德生物医学公司, 1∶86稀释). 冰浴30 min, 
1 500 r/min离心5 min, 弃上清. 加入FITC标记

羊抗小鼠IgG二抗(武汉博士德生物医学公司, 1
∶100稀释), 暗处冰浴30 min. 500目尼龙网过

滤, 调整细胞浓度为1×106/mL, 总量0.5 mL, 冰
浴备用. 上机检测. 每组测试3次, 取3次测试结

果平均值.
1.2.4 细胞间黏附实验(同质性黏附实验) 96孔板

中加入培养的HepG2细胞(108/L), 每孔100 μL, 
置于37℃、50 mL/L CO2培养箱. 在细胞生长

旺盛时加入含3H-TdR的新鲜RPMI 1640培养液, 

标记18-24 h后, 调整细胞浓度为108/L, 然后将

标记的细胞悬液100 μL加到单层培养的靶细

胞表面, 设置空白、全部加入标记肿瘤细胞对

照组, 以及VEGF 1 μg/L、5 μg/L、10 μg/L浓
度组, 各组分别培养60, 90, 120 min, 每组设3个
复孔, 取平均值. 另外一组预先用SB203580阻
断p38MAPK信号传导通路组, 在长满单层细胞

的培养孔中每孔预先终浓度5 μmol SB203580, 
15 min后加入终浓度5 μg/L VEGF, 置于37℃、

CO2培养箱中培养2 h, 培养结束后, 多头细胞收

集仪收集96孔板底部的细胞至醋酸纤维滤纸上, 
考干后置于闪烁液中, Backman-L600型液闪仪

进行液闪计数, 测定脉冲数cpm(dpm/min). 每组

取3次实验结果的平均值. 
1.2.5 肝癌细胞E-c a d h e r i n表达 消化培养的

HepG2细胞(1085/L)100 μL置于细胞培养皿中

央, 置于37℃、CO2培养6-8 h. 对照组加入5 μL 
RPMI 1640, 一组加入VEGF, 使终浓度为5 μg/L, 
另外一组在加终浓度为5 μg/L VEGF前15 min, 
预先在细胞培养皿底加入终浓度 5  μ m o l 
SB203580(SB组), 继续培养120 min, 5mL/L小
牛血清100 μL覆盖细胞10 min, 去除内源性非

特异性蛋白. 加入小鼠抗人E-Cadnine IgG一抗

0.5-1 mg/L, 置于湿盒中, 室温下孵育60 min. 
加入FITC标记羊抗小鼠二抗, 室温下暗处孵育

30 min后, 上机激光共聚焦显微镜检测计算每

个样品100个细胞的平均荧光值.
统计学处理 多组间计数资料比较采用F检

验、两组间比较采用t检验.

2  结果

2.1 VEGF对肝癌细胞p38MAPK激活 VEGF
诱导肝癌细胞后5 m i n p38M A P K活性开始

增加, 30-60 min明显增高, 120 min达到高峰, 
300 min接近基础水平(图1). 
2.2 p38MAPK信号传导通路调控VEGF诱导肝

癌细胞异质性黏附作用 V E G F可以使肝癌细

胞与基质的黏附(异质性黏附)作用增加. 明显

高于对照组(P <0.05). 5 μg/L、10 μg/L VEGF
对肝癌细胞的异质性黏附作用大于1  μ g / L 
VEGF(P <0.05). 肝癌细胞的异质性黏附作用在

VEGF诱导后60 min开始产生, 90-120 min作用

最强, 持续作用6 h, 并呈时间、剂量依赖关系. 
用SB203580阻断p38MAPK信号传导通路, 能够

抑制VEGF增强肝癌细胞异质性黏附作用, 有利

于肝癌细胞道的侵袭与转移(表1). 

■应用要点
研究肿瘤转移过
程中p38 MAPK信
号传导通路改变, 
对于了解p38信号
传导通路与肿瘤
转移关系以及p38
信号传导通路作
为肿瘤治疗靶点
提供理论依据和
治疗途径.
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2.3 p38信号传导通路调控VEGF诱导肝癌细胞

CD44v6表达 对照组CD44v6表达阳性肝癌细

胞为1.7%, 1 μg/L、10 μg/L VEGF诱导肝癌细

胞2 h后CD44v6表达阳性细胞数为3.1%, 1.7%, 

与对照组比较, 差异无显著性(P >0.05), 5 μg/L 
VEGF肝癌细胞2 h CD44v6表达阳性细胞数为

32.6%, 显著高于其余各组(P <0.01). 用SB203580
阻断p38信号传导通路后, 能显著抑制5 μg/L 
VEGF上调肝癌细胞表达CD44v6蛋白(表2).
2.4 p38信号传导通路调控V E G F诱导肝癌细

胞同质性黏附作用 1 μg/L VEGF作用肝癌细

胞120 m i n后同质性黏附作用降低有显著性, 
P <0.05; 5 μg/L、10 μg/L VEGF作用肝癌细胞

60, 90 min后显著降低同质性黏附作用, P <0.05, 
作用120 min后同质性黏附作用有非常显著性

降低, P <0.01. 用SB203580阻断p38信号传导通

路, 可以显著抑制VEGF诱导肝癌细胞同质性黏

附作用降低(表3).
2.5 肝癌细胞E-cadherin表达 激光扫描共聚焦

显微镜观察发现肝癌细胞表达的钙黏附素蛋白

分布在细胞膜表面. 对照组肝癌细胞荧光强度

(图2A)较VEGF诱导2 h后肝癌荧光强度(图2B)
更高, VEGF能够降低肝癌细胞钙黏附素的表

达, 与对照组比较, 差异有非常显著性(P <0.01). 
SB203580阻断p38MAPK信号传导通路, 可阻断

VEGF诱导的E-cadherin表达降低(图2C), 与对

    

表  2  流式细胞术检测p38信号传导通路调控VEGF诱导肝
癌细胞CD44v6表达

分组	                                 CD44v6表达阳性细胞数 (％)	

对照 	                                            1.7±0.12

1 μg/L VEGF	                            3.1±0.24

5 μg/L VEGF	                          32.6±4.20b

10 μg/L VEGF	                            1.7±0.09

SB+1 μg/L VEGF	                            3.3±0.21

SB+5 μg/L VEGF	                            4.3±0.54

SB+10 μg/L VEGF	                            2.1±0.41

bP<0.01 vs  其他各组.

图  2  激光扫描共聚焦显微镜下的肝癌细胞. A: 对照组肝

癌细胞; B: 肝癌细胞E-cadherin表达; C: 阻断p38信号传导通

路, 抑制VEGF诱导肝癌细胞E-cadherin 表达下降.
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表  1  p38MAPK信号传导通路调控VEGF诱导HepG2细胞异
质性黏附作用 (A值)

                                                  t  (VEGF  作用) min

                                     60                     90                      120

对照	        0.130±0.025  0.143±0.036  0.210±0.028 

1 μg/L VEGF    0.185±0.017  0.269±0.023a 0.371±0.061a

5 μg/L VEGF    0.263±0.021a 0.373±0.083a 0.390±0.074a

10 μg/L VEGF  0.238±0.034a 0.393±0.081a 0.433±0.122b

SB组                0.201±0.035  0.347±0.112  0.479±0.217b

aP<0.05 vs  对照组, bP<0.01.

分组

图  1  VEGF对肝癌细胞p38MAPK活性测定. A: MAPK; B: 对

照组; C: 诱导5 min; D: 诱导15 min; E: 诱导30 min; F: 诱导 

60  min; G: 诱导120 min; H: 诱导300 min.

A  B  C  D  E  F  G  H
p30MAPK
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照组(757±103)比较(vs  803±121, P >0.05), 与
VEGF组(352±56)比较(P <0.01).

3  讨论

癌的侵袭与转移行为是引起肿瘤患者死亡的

主要原因, 癌转移是一个复杂的多步骤连续过

程, 包括肿瘤细胞从原发部位脱落、肿瘤细胞

溶解组织基质后移动、肿瘤细胞与血管内皮细

胞黏附、肿瘤细胞穿透血管壁、肿瘤细胞在血

管内运行、转移灶的形成等过程. 已有资料显

示, 癌转移与肿瘤细胞之间黏附能力降低以及

瘤细胞与内皮细胞黏附能力增强有关[9-13]. 研究

表明, E-cadherin的表达减少或在动物高浸润性

肿瘤细胞株, 其瘤细胞表面的钙黏附蛋白分子

E(E-cadherin)丧失与肿瘤细胞从原发瘤上脱落

密切相关[14-15]. 钙黏附蛋白分子是一类介导同种

细胞相互黏附的钙依赖性跨膜蛋白, 参与形成

和维护正常细胞的连接, 是介导细胞间连接最

重要的一类分子. 他通过连接素与细胞骨架形

成一复合物, 他的活性也可影响细胞间紧密连

接、缝隙连接和桥粒连接. 而将编码黏附分子E
的DNA插入到肿瘤细胞基因组中, 则肿瘤细胞

丧失转移和浸润能力[16-17]. E-黏附素介导细胞间

的黏附作用, 高浸润性肿瘤细胞E-cadherin的表

达和分泌减少, 使瘤细胞彼此分散才能侵入细

胞外基质(extracellular matrix, EMC)[18-20]. 肿瘤

的生长可分为肿瘤细胞的克隆性增殖期(无血管

期)和血管形成期[21]. 当肿瘤组织生长在2-3 mm
以内时, 肿瘤细胞数在107以内, 肿瘤组织没有

血管生成, 肿瘤一般无转移倾向. 一旦新生毛细

血管长进肿瘤组织, 肿瘤组织中VEGF表达增

加, 血管生成增多, 肿瘤转移倾向增高[22]. VEGF
促使肿瘤组织血管生成是肿瘤生长和转移的形

态学基础, 是促进肿瘤转移的重要因素, 他不仅

为肿瘤细胞提供充足的营养, 促进肿瘤细胞分

裂、增殖, 而且为转移的肿瘤细胞提供了通道. 
我们研究表明VEGF也能使肝癌细胞本身转移

能力增强[23-24], VEGF可以减少肝癌HepG2细胞

E-cadherin黏附素的表达和分泌, 细胞间同质性

黏附作用降低, 5 mg/L VEGF作用肝癌细胞2 h, 
与对照组比较, 差异有非常显著性, P <0.01. 同质

性黏附作用减弱, 恶性肿瘤细胞彼此间黏附及

连接作用减弱, 使肿瘤细胞从原发灶脱落, 获得

高转移的能力[25-26].  
我们研究表明, VEGF可以使肝癌细胞穿透

羊膜基质能力增强, VEGF诱导向下室转移的细

胞显著高于对照组[27]. 癌细胞侵袭转移过程, 包
括肿瘤细胞从原发癌灶脱离, 并与基质和血管

内皮细胞黏附, 进入循环中在远隔器官着床的

过程. 我们研究发现, VEGF可以诱导肝癌HepG2

细胞异质性黏附作用增加, 呈时间、剂量依赖

关系. 异质性黏附作用增加可以增强肿瘤细胞

与内皮细胞的黏附, 穿过内皮细胞进入血液循

环; 异质性黏附作用增加可以增强脱离的肿瘤

细胞要与基质的胶原纤维黏附, 有利于肿瘤细

胞的运动和转移灶的形成[28]. 1 mg/L VEGF作用

120 min后、1 mg/L、5 mg/L、10 mg/L VEGF
作用60, 90, 120 min后诱导大肠癌细胞同质性

黏附作用减弱, 与对照组比较, 差异有显著性或

非常显著性, P <0.05或P <0.01. 恶性肿瘤细胞彼

此间黏附及连接作用减弱, 使肿瘤细胞从原发

灶脱落, 获得高转移的能力[29].  
VEGF诱导肝癌细胞转移, 与其增强肝癌细

胞异质性黏附作用, 降低肝癌细胞同质性黏附

作用有关. 研究VEGF作用的信号传导途径, 并
阻断VEGF发生生物学作用的信号途径, 可能成

为抑制VEGF诱导的肿瘤侵润与转移的新靶点. 
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Abstract
AIM: To research inhibitory effects of small 
interfering RNA (siRNA) on the expression of 
somatostatin gene.

METHODS: According to the gene sequence of 
somatostatin in GenBank, we designed the siR-
NA-targeted templates and synthesized siRNA 
using T7 RiboMAX Express RNAi System in 
vitro. The obtained siRNA was then transfected 
into gastric cancer cell line SGC-7901. Reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) and immunohistochemical techniques 
were used to detect the expression of somatosta-
tin at both mRNA and protein levels.

RESULTS: The target siRNA with a length of 21 
bp was successfully synthesized. Before transfec-
tion, somatostatin was strongly and positively 
expressed in gastric cancer cell line SGC-7901, 
locating at the cytoplasm. Forty-eight hours after 
transfection , somatostatin expression was mark-

edly inhibited and the inhibitory rate in siRNA-
transfected cells was significantly higher than 
that in the cells transfected with empty vector 
and non-transfected cells (49.71% ± 0.056% vs 
10.49% ± 0.021%, 0%, both P < 0.01).  

CONCLUSION: siRNA can inhibit the expres-
sion of somatostatin specifically.

Key Words: Somatostatin; RNA interference

Zhu XY, Yue BH, Zhang QX. Inhibitory effects of small 
interfering RNA on expression of somatostatin gene. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(8):784-788

摘要
目的: 研究siRNA对生长抑素(SOM)基因表达
的抑制作用. 

方法:  根据生长抑素基因序列设计和合成
RNA干扰的靶序列, 应用RiboMAXT7体外
转录试剂盒合成s i R N A并转染胃癌细胞系
SGC-7901, 经RT-PCR, 免疫组化法检测生长
抑素在mRNA和蛋白质水平的抑制效应. 

结果: 成功合成了siRNA(21 bp). 胃癌细胞系
SGC-7901中SOM基因的表达呈强阳性, 分布
在胞质中, siRNA作用48 h后SOM基因的表达
明显抑制, 与空转染和空白对照组相比有显著
性差异(49.71%±0.056% vs  10.49%±0.021%, 
0%, P <0.01).

结论: s iRNA可特异性抑制生长抑素基因的
表达.

关键词: 生长抑素; RNA干扰

朱晓燕, 岳保红, 张钦宪. siRNA对生长抑素基因表达的抑制作

用.  世界华人消化杂志  2006;14(8):784-788

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/784.asp

0  引言

RNA干扰(RNA inter ference, RNAi)是双链

RNA(dsRNA)介导的序列特异性转录后同源

■背景资料
胃癌的发病机制
十 分 复 杂 ,  其 病
因目前尚未阐明,
胃肠激素在胃癌
发生、发展的过
程中所起的作用
正日益受到关注. 
在哺乳动物细胞
中可以诱导RNAi 
效 应 ,  他 已 经 成
为基因功能研究
的重要工具. 本研
究设计并体外合
成了siRNA, 通过
转染胃癌细胞系
SGC-7901, 研究
其干扰生长抑素
基因表达的效应.
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靶基因沉默效应 [1].  由于小干扰R N A(s m a l l 
interfering RNA, siRNA)在哺乳动物细胞中可

以诱导RNAi效应, 他已经成为基因功能研究的

重要工具[2]. 胃癌的发病机制十分复杂, 其病因

目前尚未阐明, 胃肠激素在胃癌发生、发展的

过程中所起的作用正日益受到关注[3-4]. 我们设

计并体外合成了siRNA, 通过转染胃癌细胞系

SGC-7901, 研究其干扰生长抑素(somatostatin, 
SOM)基因表达的效应, 为筛选抑制SOM基因表

达的有效序列, 进一步研究其功能奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞系S G C-7901,  由本教研

室保存 ;  胎牛血清和胰蛋白酶购自Ta K a R a; 
T7RiboMAX TM Express RNAi System购自

Promega公司; CodeBreakerTM siRNA Transfection 
Reagent购自Promega公司; Trizol Reagent RNA
提取试剂盒购自Invitrogen; RT-PCR两步法试剂

盒购自上海生物工程公司; PUC19DNA Marker
购自上海生物工程公司.
1.2 方法 在GenBank中取得SOM基因全长cDNA
序列, 用Sira mode of Sfdd软件(http://sfdd.ward 
worch.org/sirna.pl)进行siRNA的设计及RNA二

级结构的预测. SOM基因全长cDNA共633个
碱基, 根据分析结果选择162-180 bp为靶序列, 
gcaggaactggccaagtac. 依据所设计的靶向siRNA
序列, 根据试剂盒的要求设计siRNA模板寡核苷

酸, 由上海生物工程公司合成, 序列为: Primer1: 
5'-ggatcctaatacgactcactatagcaggaactggccaagtac-3'; 
Primer2: 5'-aagtacttggccagttcctgctatagtgagtcgtat
taggatcc-3'; Primer3: 5'-ggatcctaatacgactcactata 
gtacttggccagttcctgc-3'; Primer4: 5'-aagcaggaactgg
ccaagtactatagtgagtcgtattaggatcc-3'. 根据GenBank
上发表的看家基因β-actin的序列, 利用Primer 
premier5.0软件设计了β-act in的序列, 上游引

物: 5'-ttctgacccatgcccaccat-3'(sense); 下游引物: 
5'-atggatgatgatatcgccgcgctc-3'(antisense), 扩增

长度为198 bp. 根据GenBank上发表的SOM基

因的序列(accession No. BC032625)利用Primer 
premier5.0软件设计了RT-PCR的序列, 上游引

物: 5'-gatgctgtcctgccgcctccag-3'(sense); 下游引

物: 5'-acaggatgtgaaagtcttcca-3'(antisense), 356 bp. 
用T7RiboMAXTM Express RNAi System试剂, 按
照试剂盒说明书以合成的寡核苷酸为模板, 体
外合成siRNA. 37℃, 50 mL/L CO2, 100 mL/L
胎牛血清常规培养胃癌细胞系S G C - 7 9 0 1 , 

CodeBreakerTM siRNA Transfection Reagent转染

SGC-7901. 转染前6孔板接种3孔, 24孔板接种3
孔, 分别设空白细胞对照组, 空转染试剂对照组

和转染实验组, 待细胞长到50%-70%, 进行转染. 
24孔板转染时, 准备2个500 mL离心管, 每管加

入2 mL转染试剂与125 mL无血清培养基充分

涡旋混合, 室温孵育20 min, 空转染对照组不加

siRNA, 实验组加入双链siRNA 0.1 mL到稀释的

转染试剂, 使siRNA转染浓度达到10 nmol/L, 轻
轻用手指弹匀, 室温孵育20 min, 分别加入6孔
板中的两个孔中, 加100 mL/L胎牛血清培养基

2.5 mL, 37℃, 50 mL/L CO2, 培养48 h后收集细

胞. 6孔板转染时, 准备两个1.5 mL离心管, 每管

加入10 mL转染试剂与625 mL无血清培养基充

分涡旋混合, 室温孵育20 min, 空转染对照组不

加siRNA, 实验组加入双链siRNA 0.5 mL到稀释

的转染试剂, 使siRNA转染浓度达到10 nmol/L, 
轻轻用手指弹匀, 室温孵育20 m i n, 加入6孔
板中的2个孔中, 加100 mL/L胎牛血清培养基

2.5 mL, 37℃, 50 mL/L CO2, 培养48 h后收集细胞. 
1.2.1 免疫组化检测抑制效应 转染后48 h, 收集

24孔板培养的三组细胞, 做细胞涂片, 40 g/L多
聚甲醛固定, 按照试剂盒要求做免疫组化. 
1.2.2 RT-PCR检测抑制效应 转染后48 h, 收集6
孔板培养的三组细胞, 每孔加1 mL Trizol试剂, 
按试剂盒操作说明, 分别提取总RNA, 电泳鉴定, 
按照RT-PCR试剂盒两步法说明书操作, 分别用

SOM基因和β-actin基因引物, 进行RT-PCR.
统计学处理  应用SPSS 10.0统计软件对数

据进行统计学处理, 对计数资料采用c2检验, 对
计量资料, 统计学数据用均数±标准差(mean±
SD)表示. 以α = 0.05为检验水准.

2  结果

根据设计的s iRNA模板寡核苷酸, 成功合成了

siRNA(图1).
2.1 免疫组化结果 胃癌细胞系SGC-7901中SOM

■研发前沿
目前应用RNA干
扰技术来研究基
因的功能成为该
领域的热点. 生长
抑素通过与受体
结合, 启动生物反
应, 但其具体的信
号传导途径不详, 
故成为研究的重
点.

siRNA 21 bp 模板DNA 43 bp 

图  1   合成

的siRNA. 
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基因的表达呈强阳性, 分布在胞质中(图2A) . 
siRNA作用胃癌细胞系48 h后SOM基因的表达

明显被抑制(图2B). 镜下观察标本, 并同时做半

定量计数分析. 每个标本随机观测十个视野(40
×10), 记录强阳性(细胞内含大量粗大棕黄色颗

粒, 计3分), 阳性(细胞内有较多的棕黄色着色颗

粒, 计2分)及弱阳性(细胞内可见散在的棕黄色

颗粒, 计1分)细胞平均积分值. 抑制率(mean±
SD)% = (1-实验组阳性细胞平均积分值/对照组

阳性细胞平均积分值)×100%(表1). 
2.2 siRNA对SOM基因的抑制作用 取RT-PCR产
物5 mL, 15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 结果(图3)可以

看出两组样品在198 bp处均可见到b-actin, 转染

组在356 bp处条带较弱, 说明SOM基因表达受

到抑制, 而正常对照组在356 bp处条带较亮, 说
明扩增出了靶基因.

3  讨论

肿瘤是多基因、多因素疾病, 是多个基因相互

作用的基因网络调控的结果, 胃肠激素在胃癌

发生、发展的过程中起着重要作用[5-6]. 生长抑

素(somatostatin, SOM)是1973年Brazeau et al [7]

从羊下丘脑中分离并提纯的, 此后的研究证实

生长抑素不仅存在于下丘脑, 而且广泛分布于

脑、胰、肠道神经细胞, 对机体几乎所有的生

理性内分泌反应均起抑制作用[8-9]. 大部分研究

表明, SOM对正常细胞和肿瘤的生长增殖具有

抑制作用[10-13], 但Koper et al [14]发现, SOM或其激

动剂对体外培养的人脑膜瘤细胞没有抑制作用, 
反而具有刺激作用. Savage et al [15]和Tatsuta 
et al [16]对SOM和SOM的类似物SMS201-995在肿

瘤发生中的作用进行研究发现, SOM对十二指

肠肿瘤和胃癌非但没有抑制作用, 反而促进其

肿瘤发生. 生长抑素通过与膜上生长抑素受体

(SSTR)结合起作用[17]. SSTR是一种膜蛋白受体, 
属G蛋白偶联受体家族, 共有5个亚型, 即SSTR1-
SSTR5, SSTR各亚型由于序列的不同而导致与

配体结合的亲和力不同[18]. SSTR分布广泛, 包括

内分泌细胞与淋巴细胞在内的许多正常细胞及

肿瘤细胞等都能表达SSTR. SSTR具有识别不同

化学信使的能力, 并能通过一些直接或间接的

偶联系统启动生物反应, 但具体的信号传导途

径不详[19]. 尽管大量文献报道SOM抗肿瘤作用

机制, 但看法不尽一致. Lahlou et al [20]认为通过

Ras-, Rap1-, 和 B-Raf-ERK2激活有丝分裂原激

活的蛋白激酶(MAPK)抑制细胞的增殖. Liang 
et al [21], Charland et al [22]报道SOM可以抑制肿瘤

细胞Akt磷酸化和细胞周期启动. Hu et al [10]研究

发现SOM类似物可诱导瘤细胞凋亡, 同时伴随

着肿瘤内增高的去磷酸化状态, SOM类似物已

应用于神经内分泌肿瘤的治疗 [23].  M e n t l e i n 
et al [24]在神经胶质瘤细胞中发现SOM通过抑制

图  2  siRNA作用前后胃癌细胞系SOM基因表达. A: 作用前, 强阳性, 分布在细胞质中; B: 作用后48 h, SOM表达明显被抑制.

    

表  1  siRNA对SGC-7901细胞SOM表达的抑制率 (%)

组别                                                             抑制率

实验组                                              49.71±0.056b

空转染对照组                                   10.49±0.021

空白对照组                                         0

实验组, P<0.01 vs  对照组.

A B

501 bp 

331 bp 

110 bp 

1     2    3     4

SOM 基因 

   b-actin 

图  3  RT-PCR产物

电泳图. 1: 转染组; 2, 

3: 对照组; 4: Marker 

(501 bp-110 bp).

■创新盘点
以往利用反义核
酸技术特异性抑
制该基因的表达, 
从而研究该基因
的功能, 存在特异
性不强、效率不
高等缺点, 本实验
采用RNAi技术特
异性抑制生长抑
素基因的表达, 为
进一步研究生长
抑素基因在胃癌
发生、发展中的
作用奠定了基础.
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血管内皮生长因子抑制肿瘤生长. 对该基因进

行功能研究是了解肿瘤发生、发展过程的重要

策略, 不仅可以探究造成基因表型差异的遗传

原因或外界原因, 而且对肿瘤的诊断和治疗具

有重要的意义. 
一般认为, 目前对基因功能的研究最有效

的方法有两种: 一是观察该基因突变的表型改

变, 这类改变可通过同源重组的方式直接诱导

产生, 也可经研究某随机突变生物体中该基因

损害而得到认识 ;  另一种是利用反义核酸技

术特异性抑制该基因的表达, 从而研究该基因

的功能, 但反义技术存在特异性不强、效率不

高等缺点[25-26], 自1998年以来, RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)技术已成功应用于线虫、果

蝇、斑马鱼、真菌、植物以及哺乳动物等生物

的基因功能研究, 并且应用范围不断拓宽, 他的

出现为基因功能研究提供了一种新的具有高

效性和高度特异性的功能基因组研究策略[27-28]. 
siRNA作用靶序列的选择是RNA干扰的关键, 选
择靶序列应遵循下列原则[29-31]: (1)选择GC含量

在35%-50%之间的mRNA区域; (2)避免选择启

动子起始部位下游50-100 nt内的区域或终止子

上游50-100 nt内的区域; (3)避免超过3个G或3
个C重叠. 多聚G或多聚C序列能产生堆积, 形成

类聚物而干扰siRNA沉默机制; (4)选择以2个AA
开始的序列, 这将使合成siRNA更加容易、更加

经济和创建一个对核酸酶更有抵抗力的siRNA; 
(5)保证靶序列与其他基因没有同源性 .  通过

BLAST查询是否具有同源性, 以避免产生同一

序列的基因干扰. 本实验设计并合成的siRNA能

有效抑制SOM基因的表达, 为进一步研究SOM
基因在胃癌发生、发展中的作用机制奠定了

基础. 
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■应用要点
本实验体外合成
了 s i R N A ,  可 在
mRNA和蛋白质
水平抑制胃癌细
胞系SGC-7901生
长抑素基因的表
达, 为阐明生长抑
素基因在胃癌发
生、发展中的作
用奠定了基础.
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Abstract
AIM: To explore the physicochemical and biolo-
gical properties of IgY extracted from the yolk 
of hen’s egg immunized with recombinant VacA 
protein of Helicobacter pylori. 

METHODS: The purified antigen of recombinant 
VacA was used to immunize the hens and the 
VacA-IgY antibody was extracted from the 
yolk of hen’s egg by water dilution methods 
and then purified by deposition technique with 
ammonium sulfate. In order to evaluate VacA-
IgY heat stability, the titer of VacA-IgY was 
detected by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) after being heated for 15 min 
under different temperatures. VacA-IgY was 
added into Tris-HCl of different pH values and 
incubated under a temperature of 37℃ to access 
its acid stability using ELISA. The competence 
of anti-pepsin digestion was also measured by 
ELISA. The VacA+ H pylori were co-cultured 
with Hela cells and VacA-IgY antibody was 
added to observe its neutralization on the 

cytotoxity of H pylori by MTT assay in vitro. 

RESULTS: The activity of VacA-IgY was 
maintained about 50% after water baths (70℃, 
15  min). The activity of VacA-IgY seldom 
changed at pH values 5.0-7.0, but declined 
rapidly below the pH value 5.0, even absolutely 
disappeared at pH value 2.0. After incubation 
with pepsin (pH4.0, 60  kU/L) for 1 h, the 
activity of VacA-IgY had no changes, and 
2  h after incubation, it still maintained over 
50%. The VacA-IgY antibody neutralized the 
cytotoxity of VacA+ H pylori in a concentration-
dependent manner. VacA+ H pylori ultrasonic 
extracts inhibited 50% proliferation of Hela cells 
at a concentration of 20  mg/L, while VacA-IgY 
completely neutralized the cytotoxity of H pylori 
at concentrations of 80-320  mg/L (P < 0.01). 

CONCLUSION: The VacA-IgY antibody shows 
a good heat stability, certain acid stability, and 
competence of anti-pepsin digestion, and can 
neutralize the cytotoxity of VacA protein of H 
pylori effectively in vitro. 

Key Words: Helicobacter pylori ; VacA; Recombinant 
protein; Activity; Hen-egg yolk antibody; Cytotoxity

Mao XQ, Yang ZB, Zhang SL, Tian YL, Huang J. In vitro 
activity of IgY against Recombinant VacA in Helicobacter 
pylori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2006;14(8):789-794

摘要
目的: 制备幽门螺杆菌(Helicobacter pylori )重
组VacA的鸡蛋黄抗体IgY(VacA-IgY), 了解其
理化特性和生物学活性, 评价其抗H pylori感
染的作用.  

方法: 以纯化的重组VacA免疫产蛋鸡, 水稀释
法提取蛋黄抗体(VacA-IgY), 硫酸铵沉淀法纯
化IgY. 将一定浓度的VacA-IgY在不同温度的
水浴中维持一定时间, 评价其耐热性; 在不同
pH的Tris-HCl中孵育一定时间, 评价其耐酸
性; 加入胃蛋白酶并作用一定时间后, 评价其
对酶消化的耐受作用. 以上评价均采用ELISA
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■背景资料
幽门螺杆菌(Heli-
cobacter pylori )
与胃部疾病的发
生、复发有关. 对
已感染者的大量
研 究 表 明 ,  多 种
抗生素和铋剂的
联合应用是清除
H pylori 的有效方
法, 但10％-15％
的病例由于细菌
产生耐药性而治
疗失败. 而且随着
抗生素的应用, 耐
药菌株不断增加. 
寻找清除H pylori
感染的有效措施
是临床急需解决
的问题, 也是研究
的热点和重点. 

 
wcjd@wjgnet. com 
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法测定抗体效价变化. 采用Hela细胞体外培养
MTT法分析VacA-IgY对H pylori 细胞毒活性
的中和作用. 

结果: 本实验制备的VacA-IgY在70℃水浴
15 min后活性保持约50%; 在pH≥5时, 抗体
活性几乎无改变, pH<5时, 抗体活性下降较
快, pH2.0左右, 抗体活性几乎丧失; pH4.0时, 
60 kU/L胃蛋白酶作用1 h, 抗体活性几乎无
变化, 2 h后活性仍保持50%以上. VacA-IgY能
浓度依赖性地中和H pylori菌体蛋白的Hela细
胞毒活性. 20 mg/L超声提取物即可降低1/2的
Hela细胞增殖能力, 80-320 mg/L的VacA-IgY
能完全中和H pylori菌体蛋白的Hela细胞毒活
性(P <0.01). 

结论: 成功制备了重组VacA的IgY, 且具有较
好的耐热性、耐胃酶消化和一定的耐酸性; 
在其体外具有中和H pylori 细胞毒活性的作
用. 

关键词: 幽门螺杆菌; 细胞空泡毒素; 重组蛋白; 蛋黄

抗体; 活性; 细胞毒性
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0  引言

胃部疾病的发生、复发和幽门螺杆菌(H e l i c-
obacter pylori , H pylori ) 感染有关[1-14]. H pylori感
染呈全世界流行, 人群中有50%-60%感染, 发展

中国家则可高达70%-90%. 近年的研究发现, H 
pylori感染者患胃癌的危险性是未感染者的4-6
倍[15]. 细胞空泡毒素抗原(vacuolating cytotoxin 
antigen, VacA)是H pylori引起细胞损伤的主要毒

力因子, 可导致细胞空泡样变性和细胞死亡, 与

消化性溃疡和胃癌的细胞病变相关, 并具有良好

的免疫原性[16-20]. 因此针对VacA毒株感染的防

治措施显得尤为重要. 目前H pylori的治疗多采

用多种抗生素联合疗法, 但其易产生副作用、

治疗费用高和耐药菌株产生等问题, 使得寻找

抗生素替代疗法成为迫切需要并具有重要意义. 

1893年Klemperer发现母鸡的抗体可从血清传递

至蛋黄中, 赋予鸡胚和雏鸡被动免疫. 由于鸡蛋

黄的英文名称为Yolk, 故将鸡蛋黄中的免疫球蛋

白IgG命名为IgY. IgY具有突出的生物学优势, 

近年来将之用于人类疾病的治疗也受到关注. 

众多研究已证实蛋黄抗体(IgY)为一种有效的被
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动免疫制剂, 尤其是防治胃肠道感染性疾病方

面有很好的效果[21-23]. Mine et al [24]总结了IgY的

治疗作用后表明口服IgY是抗人胃肠道病原的

有效防治制剂. 我们探讨H pylori重组细胞空泡

毒素蛋黄抗体(vacuolating cytotoxin antigen IgY, 

VacA-IgY)的理化特性和体外中和H pylori细胞

毒活性的作用. 为进一步研究IgY在体内的抗H  

pylori感染作用和开发治疗性IgY抗体制剂奠定

实验基础. 

1 材料和方法

1.1 材料 VacA+ H pylori菌株从重庆医科大学

附属第一医院胃镜室提供的胃窦黏膜中, 经自

制H  pylori选择培养基分离培养, 鉴定后保存. 

Hela细胞为重庆医科大学病理生理学教研室馈

赠. VacA阳性株H pylori重组蛋白VacA, 菌体蛋

白抗原为本室制备保存[25]. VacA+血清为本室用

Helico Blot试剂盒从H pylori阳性患者血清筛选

并保存. 胎牛血清、RPMI-1640、胰蛋白酶(1∶
250)、MTT、DMSO均为北京中杉金桥生物技

术有限公司产品. 胃蛋白酶(Pepsin 1∶3 000)为
上海生工生物工程公司产品. HRP标记的羊抗人

IgG为BioRad公司产品. HRP标记羊抗鸡IgY为

Promega公司产品. 布氏肉汤为北京陆桥商检新

技术公司产品. 22周龄洛曼产蛋鸡, 由西南农业

大学荣昌分校生物中心提供. 

1.2 方法 选22周龄健康产卵洛曼鸡, 按该种属鸡

要进行饲养. 将重组VacA蛋白抗原与等体积完

全弗氏佐剂混匀并充分乳化后, 胸肌多点肌肉

注射洛曼鸡作基础免疫, 剂量为100 μg/只. 分

别于第1次免疫后15, 45, 75 d改为不完全弗氏

佐剂颈背部皮下多点注射进行第2, 3, 4次加强

免疫, 免疫剂量分别是200 μg/只, 300 μg/只, 

300 μg/只. 于第1次免疫后15 d开始每天收集

鸡蛋, 编号后于4℃保存, 并留取免疫前的鸡蛋

作阴性对照. 取免疫后所产鸡蛋, 弃蛋壳、蛋

清及卵黄衣膜, 取出蛋黄(约10 mL/只), 用无

菌双蒸水稀释10倍, 充分振荡混匀后置4℃过

夜; 然后10 000 g低温超速离心20 min, 收集上

清, 再在上清液中加入饱和硫酸铵使终浓度达

500 mg/L , 经充分均匀搅拌后, 于4℃放置2 h , 

15 000-20 000 g离 15-20 min后收集沉淀. 再将

沉淀溶于原体积的1 mmol/L的磷酸盐缓冲液

(或生理盐水)中, 并加入饱和硫酸铵, 使其浓度

达330 mg/L, 离心收集沉淀. Bradford法测定蛋

白含量, ELISA法检测抗体效价. 

www. wjgnet. com

■创新盘点
本文对制备的IgY
进行了体外活性
测定, 与其他研究
者不同的是, 在设
计稳定性试验时, 
紧密联系IgY作为
口服制剂应用于
人体的要求, 充分
考虑到胃内正常
与异常情况下的
pH环境和胃蛋白
酶的浓度, 为下一
步应用于体内的
动物实验奠定坚
实的基础. 研究发
现, 制备的IgY具
有良好的稳定性
和生物学活性, 有
望作为口服制剂
应用于H pylori 的
治疗. 



1.2.1 IgY稳定性试验  用pH 7.0的0.05 mol/L 
Tris-HCl缓冲液将IgY稀释成1 g/L, 分别放入25, 
37, 45, 56, 65, 70, 80, 90℃水浴中维持15 min, 
ELISA法测定抗体效价. 分别用pH值为1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7的0.05 mol/L Tris-HCl缓冲液将IgY分

别稀释成1 g/L, 37℃孵育2 h, 立即加入适量的

2 mol/L Tris碱中和, 使pH值均为7.0, ELISA法测

定IgY的抗体效价. 用无菌的pH 4.0, 0.05 mol/L  
Tris-HCl缓冲液将IgY稀释成1 g/L. 在100 μL 
IgY溶液中分别加入5, 10 μL上述胃蛋白酶溶

液, 37℃分别作用1, 2, 4, 8 h后, 用2 mol/L Tris
碱调整pH至7.0, 同时设立空白对照; ELISA法测

定IgY抗体效价. 

1.2.2 VacA-IgY的活性  采用MTT法, 本实验方

法参见文献[26]. 收集选择性培养基培养3 d的
VacA+ H pylori菌体, 离心(4℃, 8 000 g )10 min, 

PBS洗涤2次后用小体积PBS重悬, 冰浴下超声

破碎10 min, 离心(4℃, 12 000 g )20 min收集上

清, 沉淀再次冰浴超声破碎10 min , 重复上述

过程一次, 合并两次上清, Bradford法测定蛋白

含量. 吸取200 μL(1×108 个/L)Hela细胞培养

液转种于96孔细胞培养板孔中, CO2孵箱(37℃, 
50 mL/L CO2, 饱和湿度)中培养24 h. 实验孔加

入10, 20, 40, 80, 160, 320 mg/L的超声提取物, 
每个稀释度作4孔平行. 同时设空白孔、对照

孔. 空白孔只加入RPMI-1640培养液200 μL, 不
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加细胞和超声提取物, 对照孔加细胞但不加超

声提取物. 以上各组在CO2孵箱(37℃, 50 mL/L 
CO2, 饱和湿度)中继续培养48 h后, 1 000 r/min
离心后弃去上清, 每孔加入200 μL不含血清的

RPMI-1640和20 μL 5 g/L MTT溶液, 37℃继

续孵育4 h. 离心后弃去孔内培养液, 每孔加入

DMSO 150 μL, 振荡10 min. 以空白孔调零, 测

定实验组和对照组的570 nm吸光度值(A 570), 计
算各个稀释度4孔A 570平均值(mean), 用mean±
SD表示各稀释度的A 值. 以不加超声粉碎提取

物(对照组)的细胞存活率为100%, 以细胞存活

率＝实验组A 570值/对照组A 570值×100%计算细

胞存活率, t检验分析计算结果. 吸取200 μL(2×
108 个/L)Hela细胞培养液转种于96孔细胞培养

板孔中, CO2孵箱(37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度)
中培养24 h. 将60 mg/L超声提取物与不同浓度

IgY(10, 20, 40, 80, 160, 320 mg/L)按1∶1混合, 
37℃作用2 h后吸20 μL加入细胞板孔中. 同时

设立对照组和空白组. 每组作4个复孔. 其余方

法同上. 

2 结果

2.1 VacA-IgY稳定性  Bradford法测定蛋白含

量为25.66 g/L , ELISA法测定抗体效价为1∶
12 800. 制备的IgY在低于55℃时抗体活性无明

显改变, 效价稳定. 在70℃, 15 min条件下仍能

保持约50%的活性(图1). IgY在pH 5-7时, 抗体活

性几乎无改变, pH<5时, 抗体活性下降很快, 在

pH 2.0左右, 抗体活性几乎完全丧失(图2). 在pH 
4.0, IgY与40-60 ku/L胃蛋白酶(体内正常浓度)
共同温育1 h可保持其抗体效价, 在超过正常胃

蛋白酶浓度(120 kU/L)时仍能保持50%以上的

抗体效价. 总体来讲, VacA-IgY在胃蛋白酶存在

情况下, 活性下降得很快(表1). 
2.2 H pylori超声提取物的Hela细胞毒活性  MTT
测定结果显示, H pylori超声裂解蛋白明显降低

Hela细胞的增生能力. 20 mg/L超声提取物即可

降低Hela细胞增生能力的1/2, 随超声提取物浓

度的增高, 细胞的增生能力逐渐降低(表2). 
2.3 VacA-IgY对超声提取物细胞毒活性的中和作

用 MTT结果显示, IgY浓度为320-80 mg/L可完

全中和超声提取物对Hela细胞的毒性作用; 随着

IgY浓度的降低, 其中和作用也随之降低(表3). 

3 讨论

用H pylori超声裂解全菌蛋白制备的IgY的抗感
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■同行评价
本文研究成功制
备重组 Va - c A 的
IgY, 并且具有良
好的耐热性、耐
酸性, 在体外具有
中和H pylori 细胞
毒性作用, 具有临
床意义和使用价
值. 本文章具有科
学性、创新性和
可读性, 较好地反
映了我国目前在
胃肠病学基础和
临床对H pylori 的
研究水平.
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染作用虽有报道[27], 但有研究发现这种IgY无抗

VacA的活性, 故限制了其应用[28]. 制备特异的

有抗VacA活性的IgY将更有临床意义和应用价

值. 用H pylori培养物提取的天然VacA作抗原

制备的IgY的抗感染作用虽有报道[29], 但由于诸

多因素使其应用受到限制: (1)H pylori培养条

件苛刻, 成本高, 大量培养较困难; (2)VacA基因

存在所有的菌株中, 但仅在50%-60%的菌株表

达; (3)从培养物中提取VacA程序复杂, 得率极

低; (4)VacA基因呈多态性, 导致不同来源的菌株

表达的蛋白在结构上有一定差异. 因此用天然

VacA来大量生产IgY生物制剂效率极低, 且均一

性欠佳. 目前基因工程技术成熟、简便, 可容易

地大量获得均一性的目的蛋白. 用重组VacA为

抗原制备IgY和其抗H pylori感染的作用国内外

尚无报道. 我们通过BLAST对5株有代表性的中

国菌株VacA毒性亚单位进行同源性比较, 得到

一个高度同源的基因片段为待表达的目的基因, 
利用基因工程技术克隆表达并纯化了重组VacA
蛋白, 以此作免疫原大量制备了高浓度、高效

价、高纯度和高特异性的蛋黄抗体(VacA-IgY). 
有望获得更适用于国内临床的免疫制剂用于H 
pylori诊断和防治. 我们考虑到本IgY可能作为

一种口服制剂或食品添加剂, 必须具有耐热、

耐酸、耐胃蛋白酶消化的特性, 故考察了其在

体外不同温度、酸性和胃酶环境中的稳定性. 

巴氏消毒法是对牛奶、啤酒等不能进行

高温灭菌的食品进行消毒的一种常用方法, 其

主要目的是杀死无芽胞的病原菌, 而又不影响

食品的营养成分. 现食品生产上常用高温瞬时

法, 即只需在72℃保持15 s即可. 本研究制备的

VacA-IgY在低浓度(1 g/L)、72℃维持15 min也
能保持50%以上的活性, 说明VacA-IgY若制成口

服制剂或用作食品添加剂可完全经受巴氏消毒

法中的高温瞬时法. 胃内生态环境最主要的特

点是酸性. 胃壁细胞和喷门、幽门腺体的分泌

液构成胃液, 含有盐酸和胃蛋白酶等. 儿童胃腺

体和杯状细胞较少, 盐酸和各种酶的分泌量较

成人低. 1岁内的儿童, 吸乳时胃液pH为3.5-5.5, 
4-9岁时, 胃酸的分泌量为42.5 m L/h(成人为

146 mL/h), H+的产生量为成人的1/3. 这也可能

是儿童易受H pylori感染的原因之一. 因此, IgY
作为防治胃肠道感染的口服制剂必须能抵抗胃

内的强酸环境才能凑效. 本研究制备的VacA-
IgY在pH 5-7时抗体活性几乎无改变, 在pH 3-4
时活性保持50%左右, 但在pH 2时活性几乎完

全丧失. 由于5 mo以内的婴儿胃内pH值通常为

4-5, 2岁以内也不小于3, 说明VacA-IgY可用于

防治婴幼儿胃肠道感染. 但在成人胃内pH环境, 
该IgY不能保持活性. 这表明该IgY要用于成人

胃肠道感染, 必须加入适量的保护剂. 另外, IgY
到达胃内时易受胃蛋白酶降解而失活. Gutierrez 
et al [30]发现胃蛋白酶对IgY生物活性作用小, 但

在pH 2.0时胃蛋白酶可完全灭活IgY. 本实验考

虑到IgY在pH小于4时抗体活性下降, 而胃蛋白

酶在pH大于4时活性几乎丧失, 故采用pH 4.0的
Tris-HCl配制IgY溶液和胃蛋白酶. 同时考虑到

    

表  1  VacA-IgY耐胃蛋白酶消化测定

胃蛋白酶 (1 200 kU/L) 消化时间 (h)   IgY滴度

  5 μL       1        1∶320

  5 μL         2      1∶80

  5 μL          4      1∶20

  5 μL        8       

10 μL        1       1∶160

10 μL        2  1∶40

10 μL           4     1∶10

10 μL          8     

对照           0           1∶320

    

表  3  VacA-IgY对Helicobacter pylori菌体蛋白细胞毒活性
的中和作用 (MTT, mean±SD)

IgY (mg/L) A 570 (mean±SD)

320	                   1.108±0.131

160	                   1.151±0.183

80	                   1.122±0.157

40	                    0.601±0.133b

20	                    0.354±0.177b

10	                             0.122±0.055b

  0	                        0.031±0.023b

对照                   1.133±0.131

bP<0.01 vs  对照.

    

表  2  Helicobacter pylori 菌体蛋白诱导Hela细胞毒反应 
(MTT, mean±SD)

Ag (mg/L)   A 570 (mean±SD)

  20                 0.591±0.118b

  40                0.462±0.121b

  60                0.351±0.092b

  80                 0.213±0.082b

160               0.102±0.051b

320                   0.071±0.030b

对照                              1.233±0.152

bP<0.01 vs  对照.

0

0
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成人胃内胃蛋白酶正常浓度为40-60 ku/L(取其

高限值60 ku/L), 按1∶20体积比加入VacA-IgY
溶液中后其终浓度达到60 ku/L , 故配制1 200 
ku/L的胃蛋白酶原液. 并比较胃蛋白酶在生理浓

度和病理浓度情况下IgY抗体活性的变化. 结果

显示, VacA-IgY对正常浓度的胃蛋白酶有较好

的耐受能力, 甚至在胃蛋白酶浓度异常增高至

正常浓度2倍时, IgY仍能保持一定的活性. 因此

特异性IgY口服进入消化道后, 有望在胃内发挥

良好的作用. 

我们制备的重组VacA-IgY在大于80 mg/L
时可完全中和VacA+ H pylori超声提取物对Hela
细胞的毒性作用, 说明用重组VacA毒性片段制

备的VacA-IgY也具有天然VacA制备的IgY中和

H pylori细胞毒活性的作用. 我们首次成功制备

了针对重组VacA的特异性的、大量的、高纯度

的蛋黄抗体. 但仍存在许多问题, 如耐酸性和耐

酶消化的能力不太理想. 后续工作将进一步探

索如何提高抗体的耐酸性和耐酶消化的特性, 
以保证抗体在胃内活性的保持和作用的发挥, 
为探讨该抗体在动物体内抗H pylori作用的研究

提供实验依据, 为制备IgY口服制剂或食品添加

剂奠定基础. 
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与会

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋

势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极

投稿和报名参加. 

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.
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摘要
磷脂酶A2是一类催化磷脂二位酰基水解的酶
族, 主要分为三种类型: 分泌型、胞浆型、非
钙离子依赖型, 其结构特点的差异导致其功能
千差万别. 磷脂酶A2参与多种急、慢性炎症
反应, 是花生四烯酸、溶血磷脂等炎性介质生
成的限速酶, 他促进了一系列炎性介质和细胞
因子的大量释放和激活, 在炎性病变的发生和
发展过程中起重要的作用, 直接影响其发展和
预后. 

关键词: 磷脂酶A2; 炎症

杨银治, 夏时海. 磷脂酶A2在炎症反应中的作用.  世界华人消化
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0  引言

磷脂酶A2(phospholipase A2, PLA2)是一类催化

磷脂二位酰基(Sn-2)水解的酶族, 分多种类型

和亚型, 分布广泛, 具有产生二十烷酸类炎性介

质、参与磷脂重建、肺泡表面活性物质代谢、

细胞信号传递、宿主反应和促进血液凝固等多

种作用. 在肺脏、心血管、胃肠道、皮肤、骨

骼等系统的急、慢性炎症反应中, PLA2活性均

有增高并介导一系列病理生理过程[1], 在参与炎

症反应的过程中, 在许多炎症介质和细胞因子

的表达激活的网络调节中起着“扳机样”作用, 
促进局部炎症病变向全身多系统多脏器发展, 
在危重症的发生、发展及组织的损伤和再损伤

中起着重要的作用. 本文就其结构特点及其与

炎性反应的关系予以综述. 

1  PLA2的分类、结构及生物学特点

根据存在部位、氨基酸顺序同源性和生化功能

特征, PLA2一般分为三种类型: 分泌型、胞质型

和Ca2+非依赖型.
1.1 分泌型(sPLA2) 该型包括PLA2-Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅴ、Ⅸ和Ⅹ, 为小分子水溶性的蛋白质, 他
们都含有一个含组氨酸和天门冬氨酸的催化部

位, 其最大活性都依赖于结合在酶活性中心的

Ca2+浓度以及适宜的pH条件.
Ⅰ型PLA2以酸性pH为最适条件, 分子量为

13-15 ku, 来源于眼镜蛇科、环蛇科的蛇毒和哺

乳动物的胰腺, 其中胰腺来源的ⅠB型sPLA2在

食物脂质消化中起作用, 有学者用knockout鼠
(ⅠB型sPLA2高表达)做实验, 与正常鼠对照, 给
knockout鼠高脂饮食, 发现ⅠB型sPLA2在高脂饮

食引起的肥胖和胰岛素抵抗方面有抑制作用[2].
Ⅱ型PLA2分子量也是13-15 ku, 但是以碱性

pH为最适条件; 在正常情况下, Ⅱ型PLA2广泛分

布于哺乳动物的组织和细胞中及响尾蛇科、蝰

蛇科毒液中, 但是Ⅱ型PLA2酶活性变化相当大[3-4]. 
用Northern印迹分析发现Ⅱ型PLA2还存在于胎

盘中, 在妊娠后期急剧增加, 推测可能与分娩有

关[5]. Ⅱ型PLA2对底物Sn-2位点没有选择性, 正
常情况Ⅱ型PLA2不引起细胞磷脂的水解[6]. 在结

构上Ⅱ型PLA2在近催化位点存在与Ca2+高度亲

和力的区域, 在5,
端含有cAMP和IL-26反应序列. 

当cAMP和几个细胞因子水平增高时, 可在转录

水平调控Ⅱ型PLA2, 在活性中心以外还存在一

个碱性氨基酸残基序列, 为肝素结合位点, Ⅱ型

PLA2与肝素有高度亲和力[6]. Ⅱ型PLA2亦来源

血小板, 故也称为血小板型 PLA2, 最近发现他

在抗菌、动脉粥样硬化和肿瘤方面起重要的作

用[7-8]; 在急性胰腺炎多器官衰竭过程中发挥重

要作用[9].
在sPLA2Ⅴ缺乏鼠中分离得到的巨噬细胞, 

用酵母多糖诱导其产生白细胞三烯C4和前列腺素

E2(PGE2), 产生量仅有正常鼠的一半[10], 结果表明

在急性炎症反应中sPLA2Ⅴ在调控类花生四烯酸

物质反应中对免疫系统也产生调控作用[7]. 另外

发现sPLA2Ⅴ和sPLA2Ⅹ水解脂蛋白颗粒中磷酸

卵磷脂比ⅡA型PLA2更有效, 近来已证实sPLA2
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Ⅴ和sPLA2Ⅹ在活体动脉粥样硬化损害中的作

用, 因此Makoto Murakami推断他们在动脉粥样

硬化发展过程中起很大作用[7]. 
1 . 2  胞 质 型 ( c P L A 2)  该型包括 c P L A 2A、

cPLA2B、cPLA2C、cPLA2D和PLA2-IV. cPLA2A
的分子质量为85 ku, 广泛存在于体内各种组织

的细胞中, 其催化活性不依赖于Ca2+. 该酶含有

一个CaLB区, 类似于一些信号转导蛋白的C-2
结合区域. cPLA2和其他PLA2没有同源性, 是唯

一一个已明确对Sn-2位的花生四烯酸(AA)具有

优先选择性的PLA2.该酶具有溶血磷脂酶和转

酰基酶的作用. 当小于毫摩尔级浓度的Ca2+存在

时, 有助于他向膜的转位, 已经证明以CaLB区介

导的cPLA2从细胞质移位到核周膜是激动剂刺

激细胞产生脂质介质和AA所必需的. cPLA2可

能在精神分裂症的发病过程中起一定作用[11]; 也
是唯一一个在促性腺素刺激下产生花生四烯酸

的过程中起作用的PLA2
[12]; cPLA2C被发现有辅

酶A(CoA)依赖性的转酰基和溶血磷脂超氧化物

歧化酶的作用, 参与磷脂的脂肪酸的重塑和细

胞内的有毒性的溶血磷脂的清除[13]; 最近又发现

cPLA2D可能在银屑病的发病机制中有着重要的

意义[14].
1.3 Ca2+非依赖型(iPLA2)  包括PLA2-Ⅵ、Ⅶ和

Ⅷ. Ⅵ型是非钙离子依赖性的胞浆型PLA2, 分子

质量为80-85 ku, 他能被ATP激活, 并且以聚合体

的方式起作用. Ⅶ型存在于血浆中, 为45 ku的不

依赖于Ca2+的分泌型PLA2. Ⅷ型也是胞浆型和

Ca2+非依赖性的. PLA2-VIA被认为是一种细胞

凋亡的调控器, 缺氧细胞死亡不依赖于胱门蛋白

酶, 而和PLA2-VIA诱导的核固缩有关, 缺氧引起

PLA2-VIA活性升高, PLA2-VIA移位到核内, 这种

核萎缩和细胞死亡能被PLA2-VIA的抑制剂BEL
所抑制[15]. 这表明PLA2-VIA在不依赖于胱门蛋

白酶而诱导的细胞核固缩的凋亡途径中起重要

作用. 近来又有学者发现PLA2-VIA不仅对各种

类型细胞的膜磷脂的稳定性起作用, 而且在细胞

的刺激-应激偶联中发挥重要的作用[16].
PLA2-VIB因为翻译过程中起始位点的不同,  

导致有88 ku、77 ku、74 ku和63 ku蛋白变体, 他
有一个定位于溶酶体的碳端[17]. 在鼠的肝脏中, 
PLA2-VIB以一个63 ku的蛋白存在, 并且定位于

溶酶体[18]; 溶酶体膜富含有包括游离脂肪酸的磷

脂, 可能这有助于类花生酸的产生[7].

2  PLA2在炎性反应中的作用及其机制

业已证实, AP时伴有促炎细胞因子升高, 且其升

高幅度与AP的严重程度密切相关[19]; 而PLA2的

激活及异常表达也与多种细胞因子如肿瘤坏死

因子α(TNF-α)、白介素-6(IL-6)及IL-8等的表达

诱导相关. 因此, PLA2及TNF-α、血小板活化因

子(PAF)、IL-1  IL-6及IL-8等CKs网络在危重病

进展中起着十分重要的作用, 而PLA2或许是其

网络中的中心环节[20]. PLA2作为一个重要的炎

症因子, 特别是Ⅱ型PLA2和cPLA2A, 这两个细

胞信号转导的重量级分子, 像“扳机”(trigger)
一样, 在调控多种主要的炎性介质生成的过程

中发挥着举足轻重的作用.
2.1 Ⅱ型PLA2的作用及其机制

2.1.1 水解膜磷脂 外界细胞刺激因子改变细胞

膜磷脂的分布, 最适底物转位于细胞外, Ⅱ型

PLA2水解之, 产生并释放溶血磷脂和AA. 与此

同时Ⅱ型PLA2可激活环氧化酶的同工酶COX2

的活性而引发PG的合成. Ⅱ型PLA2也可作用于

特异的受体后, 刺激AA代谢, 生成炎性介质, 通
过炎性信号传递, 启动和放大信号而加重炎性

反应[4,6].
2.1.2 脱粒作用 由IgE、Ca2+、载体A23187和P物
质诱导的大鼠腹膜肥大细胞释放的组胺可有效

的被特异性的Ⅱ型PLA2抑制剂所抑制, 表明Ⅱ

型PLA2可能在脱粒过程中起重要作用. 在肥大

细胞活化后, Ⅱ型PLA2在细胞表面的表达瞬息

高效产生, 最终分泌到培养基[21]. 以一种自分泌

和旁分泌方式产生某种融合分子作用于细胞膜, 
也有利于膜与分泌颗粒的融合[6]. Ⅱ型PLA2引起

组胺释放的作用也可被肝素抑制, 说明肝素对

Ⅱ型PLA2活性调节也起一定作用[22].
2.1.3 抗菌作用 中性粒细胞分泌的Ⅱ型PLA2对

感染初期阶段宿主的防御起重要作用[6,21].Ⅱ型

PLA2不能直接降解完整细菌的细胞膜显示抗菌

作用, 而要与细胞渗透性增加蛋白(BPI)结合才

能降低微生物的活力. BPI与Ⅱ型PLA2结合有高

度的特异性, 可能与末端的碱性氨基酸残基的

序列有关.
2.2 cPLA2A的作用及其机制

2.2.1 cPLA2A诱导促炎性细胞因子及趋化因子

生成 以脂多糖(LPS)为激活剂, 通过反义寡核苷

酸技术减少Hela细胞中cPLA2A表达, 同时检测

细胞上清液中IL-1B和IL-6的浓度, 结果发现IL-
1B和IL-6含量与cPLA2A的产生具有明显的剂量

关系[23]. cPLA2A水解膜磷脂产生的AA和溶血磷

脂酰胆碱, AA代谢生成的血栓素A2(TXA2)可促

进肿瘤坏死因子-A(TNF-A)和IL-1B的合成. 白
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三烯B4(LTB4)能够增加单核细胞、巨噬细胞生

成IL-1、IL-2、肿瘤坏死因子-C(TNF-C)的能

力[24]. 研究表明LPC可诱导产生TNF-A等多种

促炎性细胞因子、巨噬细胞炎性蛋白-1A(MIP-
1A)、单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)和粒细胞-巨
噬细胞集落刺激因子(GM-CSF); 反过来, 这些因

素可通过正反馈方式继续上调cPLA2A的表达, 
导致更多的炎性因子产生[25].
2.2.2 cPLA2A在氧自由基产生中的作用 在细菌

感染时引发的中性粒细胞呼吸爆发以及缺血

再灌注损伤等炎性病理过程中, 伴有大量氧自

由基的产生. 还原型辅酶(NADPH)氧化酶是诱

导氧分子生成超氧化阴离子的关键酶, 活化后

定位于质膜. A A是调节氧化酶活性的重要因

素, 可能是通过含有受体酪胺酸激酶以及磷脂

酶C(PLC)的信号转导通路介导的. 此外, 产生

超氧化阴离子的同时会产生相同数量的H+, 这
些H+必须经过H+通道清除到细胞外, 如果H+通

道活性被抑制, 超氧化阴离子将无法完成. AA
可以激活H+通道, 而氧化酶复合体中的GP91phox

恰恰参与了H+通道的构成, 这也表明NADPH氧

化酶的活性是AA依赖性的[26]. 于是, 在某些刺

激因素的作用下, cPLA2A可以通过“cPLA2A-
AA-NADPH氧化酶-超氧阴离子”途径产生大

量的氧自由基, 促进炎性病变的进一步加剧. 最
新的研究提示, NADPH氧化酶也可以通过促进

cPLA2A向质膜聚集与其结合来激活NADPH氧

化酶本身; 但二者结合位点及AA的作用靶点有

待进一步的明确[27].
2.2.3 cPLA2A促进病理状态下诱导型一氧化氮

合酶(NOS)生成 炎性状态下, NOS表达的增多

在多种脏器组织损伤中起重要作用. 这是由于

在NOS作用下, 产生过量的一氧化氮(NO)使血

管扩张, 通透性增加, 导致黏膜充血、水肿; 同
时还具有趋化中性粒细胞和单核细胞的作用; 
N O为弱自由基, 与固有层的炎性细胞产生的

O2
-发生反应, 生成具有高度细胞毒性的过氧化

亚硝酸盐, 导致细胞脂质过氧化、蛋白质巯基

氧化、亚硝基化、芳香族氨基酸的硝基化、以

及DNA键的断裂[28]等细胞毒作用. 可能是由于

5-LOX作为cPLA2A下游的酶, 可通过产生中间

介质活性氧来激活核转录因子κB(NF-κB), 而
NOS基因的启动子带有NF-κB的结合元件. 因
此, 在炎症时cPLA2A活化, 可以通过5-LOX上调

NOS的表达产生过量的NO, 从而造成组织损伤.
2.3 其他类型PLA2的活化以及在炎症中的作用  

其他类型PLA2的活化以及在炎症中的作用仍未

明确, 现在观点认为iPLA2不直接参与激活剂诱

导的AA释放, 他通过影响细胞内AA的分布, 为
其他PLA2的作用底物提供AA来源; 此外还有一

类PLA2, 叫PAF乙酰水解酶(PAF-AHs), 可特异

性的水解PAF及氧化磷脂[18].
2.4 在炎症中s P L A2和c P L A2A间的“对话”

(cross-talk) 在炎性反应中AA的大量出现是通过

cPLA2A与sPLA2两者相互作用而产生的. 越来越

多的研究表明, 炎症时大量AA的产生受cPLA2A
的调控. 实验结果显示, 在同时表达cPLA2A和

sPLA2细胞中, AA的大量产生在某种程度上取决

于cPLA2A的活化[29-30]. 虽然其中的机制有待阐

明, 但是已有报道推测, 上述现象是因为sPLA2

的水解能力需要12、15-LOX的代谢产物来诱导

(即通过cPLA2-12、15-LOX途径), 可能是通过

活化转录因子来增加sPLA2的基因表达及提高

膜的敏感程度来实现的[29-30]. 由此说明sPLA2产

生AA的能力是cPLA2A依赖性的. 反过来, sPLA2

也可以通过激活上游的MAPK使得cPLA2A进

一步活化. 另外, sPLA2的胞吐作用可通过促进

LTP4形成来调节cPLA2活性, 后者释放后能刺激

自身受体, 从而激活cPLA2. 而在大鼠3Y1纤维细

胞中, COX2依赖性PGE2生成延迟过程中, cPLA2

有助于Ⅱ型PLA2的表达.

3  PLA2的活化方式及其在炎性反应中意义

3.1 Ⅱ型PLA2的活化 Ⅱ型PLA2的活化主要有两

条途径. 一条是经受体连接的G蛋白途径; 另一

条是依赖于磷脂酶C(PLC)介导的间接途径, 致
使Ca2+增加和蛋白激酶C激活. 第一条途径其激

活机制类似于对腺苷环化酶的激活, 许多激活

剂如肾上腺素能激动剂、凝血酶、Ras癌基因

产物、内毒素等均涉及到G蛋白的调节, 既而通

过受体介导PLA2的释放[31]. Ⅱ型PLA2的激活对

Ca2+有依赖性, Ⅱ型PLA2激活后可在Sn-22位酯

酰键处水解膜磷脂, 引起膜损害, 细胞膜通透性

增加, 进一步加重Ca2+升高, 使细胞内Ca2+转运失

控, 线粒体内代偿性Ca2+蓄积, 从而激活ATP合
成酶的抑制剂, 使ATP合成减少. 而细胞内Ca2+

增加, 又可使PLA2活性放大, 形成恶性循环, Ⅱ
型PLA2在这个炎性级联反应中处于中心位置[21]. 
作为高阳离子的Ⅱ型PLA2优先结合到阴离子磷

脂界面进行水解, 因此磷脂和其他磷脂酶对该

酶活性的影响是不容忽视的, 目前正在被进一

步研究[22].
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3.2 cPLA2A的活化 cPLA2A的活化完全是通过

受体后信号转导机制实现的, 并依赖多种因素

的共同调节. 激动剂与受体结合后, 通过特定的

转导通路使细胞内Ca2+浓度升高, Ca2+与cPLA2A
氨基端的C2区域结合, 使酶从胞质转移到细胞

内膜, 这种转位可促使cPLA2A与膜磷脂结合, 同
时产生的AA可被分布在核周围COX-2及5-脂
氧化酶(5-LOX)非常方便的利用[32]. 与此同时, 
cPLA2A的活化也需要促分裂原活化蛋白激酶

(MAPK)磷酸化作用. cPLA2A两个催化中心连接

区域的Ser505和Ser727是影响cPLA2A活性的最重

要的两个磷酸化位点, 在激动剂引起的胞外信

号调节激酶(ERK)及P38 MAPK途径被激活后, 
这两个位点被磷酸化, 从而激活 cPLA2A. 另外, 
存在于质膜的磷脂酰肌醇-4,5二磷酸(PIP2)通过

诱导cPLA2A构象的改变来促使酶的活性中心与

膜磷脂底物的结合. 通过以上途径的协同作用, 
可使cPLA2A长时间激活, 因此, cPLA2A在AA、

溶血磷脂及下游多种炎性因子的释放中发挥着

“轴心”作用.
总之, PLA2种类繁多, 结构功能复杂, 机

制尚不完全清楚, 在炎性病变的发生和发展中

起重要的作用 ,  特别是通过激活Ⅱ型P L A2和

cPLA2A来促进一系列炎性介质释放和激活, 促
进炎性病变的发生和发展, 因此在炎性反应过

程中Ⅱ型PLA2和cPLA2A这两个细胞信号转导

的重量级分子, 像“扳机”一样, 在调控多种主

要的炎性介质生成的过程中发挥着举足轻重的

作用. 因此, 研究Ⅱ型PLA2和cPLA2A的特异性

的抑制剂可以为治疗炎性疾病提供一个重要的

措施.
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摘要
5-脂氧合酶蛋白是花生四烯酸代谢途径中的
一种关键酶, 在恶性肿瘤的发生、发展过程中
起了重要作用. 抑制5-脂氧合酶及其产物的表
达有可能预防和逆转恶性肿瘤的发生, 本文结
合国内外文献, 就5-脂氧合酶分子生物学特征
及促癌机制的研究进展作一综述.
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0  引言

近年来研究发现, 胃癌、直肠癌、胰腺癌、前

列腺癌、肺癌等多种人类恶性肿瘤中5-脂氧合

酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)的表达明显增高, 而
抑制5-LOX表达有可能预防和逆转恶性肿瘤的

发生, 这表明5-LOX在恶性肿瘤的发生、发展过

程中起重要作用, 对5-LOX的研究将成为恶性肿

瘤防治研究的一个新靶点, 研究5-LOX与恶性肿

瘤的关系具有重要意义. 本文就这方面研究进

展综述如下. 

1 5-LOX的分子生物学特征

1976年, 人们从兔子多形核白细胞的代谢产物

中发现5-氢过氧化二十碳四烯酸(5-HPETE)和5-
羟二十碳四烷酸(5-HETE), 从而首次发现5-LOX
的存在. 5-LOX是脂氧合酶同工酶的一种, 也是

其中研究最为深入的一种, 在人体内分布广泛, 
是机体催化花生四烯酸生成生物活性分子从而

影响细胞信号传导及代谢的关键酶. 人类5-LOX
基因定位于第10号染色体p11.2亚带, 长度超过

82 kb, 包括14个外显子和13个内含子. 外显子跨

度在82-613 bp之间, 而内含子跨度接近200 bp, 
长度超过26 k b, 主要转录起始点位于起始密

码ATG上游65 bp处, 5-LOX的启动子区域不含

TATA和CCAAT序列, 但具有一含有多个GC盒
的富含(G+C)区. 5-LOX蛋白包含672或673个氨

基酸, 其相对分子质量随合成该酶的白细胞不

同从72 ku到80 ku不等[1-3].

2  5-LOX代谢过程及其活性的调节

细胞膜上的磷脂在磷脂酶A2作用下释放出花

生四烯酸(arachidonic acid, AA), AA通过5-LOX
活化蛋白FLAP呈递于5-LOX, 5-LOX通过加氧

酶作用, 催化促使氧分子与AA合并, 从而生成

5-HPETE, 继而形成不稳定的LTA4, 接着分子

氧在C-5处插入, 使LTA4转为5-HETE. 水解酶可

水解LTA4成为LTB4(一种有效的中性粒细胞化

学诱导物, 可使白细胞黏附于内皮细胞). LTC4
合成酶可促使LTA4与谷胱甘肽结合形成LTC4.
LTC4可进一步代谢产生LTD4、LTE4, 三者合称

为慢反应物质[4-5].
自从发现白细胞三烯的合成与通过钙离子

载体刺激细胞有关以来, 现今人们普遍接受细

胞内Ca2+是5-LOX的激活剂, 通过与5-LOX的

可逆结合调节其活性. 除了Ca2+外, Ba2+、Sr2+、 
M n2+、M g2+均有类似作用 ,  但作用低下 .  而
Zn2+、Cu2+和Co2+则抑制该酶活性[6-7]. 近期研究

表明[8], 肌动蛋白聚合作用抑制剂可以通过Src
家族激酶信号通路提高细胞内Ca2+水平, 从而促

使AA释放及5-LOX产物的产生.
ATP是人们发现的第1个对5-LOX酶粗提

物有激活作用的物质, 其他核苷酸(ADP, AMP, 
cAMP, CTP和UTP)对其仅有微弱催化作用, 而
且该激活作用依赖于Ca2+的存在. 目前发现Mg2+

亦可辅助ATP的催化作用. 在酶催化过程中, 脂
质过氧化物氧化5-LOX中的Fe2+为Fe3+, 促进

5-LOX活化. 在细胞中, FLAP是激活5-LOX的

活性所必需的. 一般认为, FLAP除了可能参与

5-LOX的活化外, 还可以作为底物转移蛋白结合

AA, 再递呈给5-LOX[9]. 近来更深入的研究表明, 
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p38丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK), ERK1/2分
别通过磷酸化5-LOX上的Ser271, Ser663位点从

而活化5-LOX活性, 而PKA对于5-LOX活性的抑

制作用主要与其磷酸化Ser523有关[10]. 5-LOX活

性的调节还有其他影响因素, 但主要以上述几

个为主.

3  5-LOX在恶性肿瘤中的表达及相关性研究

目前有关5-LOX的研究报道较多, 发现5-LOX及

其主要下游产物5-HETE和LTB4在各种恶性肿瘤

中高表达, 部分癌前病变亦有发现. Hong et al [11]

在结肠癌, 肺癌, 乳腺癌和前列腺癌多个细胞系

中均检测到5-LOX和FLAP的表达, 表达率高达

100%. Hennig et al [12]通过实验证实胰腺癌细胞

系PANC-1, AsPC-1, MiaPaCa2均有5-LOX的表

达; 与正常胰腺组织相比, 5-LOX在胰腺癌组织

中表达显著增高. 有报道称[13-14], 5-LOX在食管

癌组织中表达率为79%, 在所有8种食管癌细胞

系中也都有高表达, 5-HETE在食管癌组织中的

表达量是正常食管组织的8倍, 5-LOX抑制剂通

过诱导凋亡抑制细胞增殖.
Rioux e t a l [15]用5-LOX抑制剂A79175和

FLAP抑制剂MK-886作用于小鼠肺癌模型中, 结
果发现小鼠肺癌生长明显受到抑制, 经过病理检

查发现肿瘤组织出现不同程度的凋亡. Gunning 
et al [16]在大鼠肺癌模型中发现5-LOX和LTB4表
达显著增高. 外源性的添加5-HETE可逆转5-LOX
抑制剂的抑制作用, 从而促进肿瘤细胞的增殖[17]. 
在肾癌细胞系Caki-1和A498中5-LOX抑制剂也表

现出显著抗增殖活性[18]. Schwartz et al [19]实验证

实LTB4受体阻断剂LY293111对肿瘤患者有良

好的抗癌效果. 在已经完成的临床Ⅰ期研究中

LY293111治疗肿瘤效果显著, 且没有明显毒副

作用[20].
这些现象均提示5-L O X在恶性肿瘤的发

生、发展及转移中有重要的生理功能, 其表达

的增加可能是恶性肿瘤发生的一个早期事件. 
通过上述研究, 我们认为5-LOX可能促进恶性肿

瘤的生成, 其促癌作用与其下游产物5-HETE和
LTB4有关. 因此, 我们认为检测5-LOX的水平可

能有助于恶性肿瘤的早期诊断, 抑制5-LOX的表

达可能有助于恶性肿瘤的治疗. 

4  5-LOX在恶性肿瘤形成中的作用机制

越来越多的研究证实5-LOX代谢途径在人类恶

性肿瘤的发生、发展过程中有着深远的影响[21]. 
但是5-LOX到底是通过什么途径促进恶性肿瘤

细胞的生长呢? 目前的研究表明, 这主要与以下

几个方面密切相关: 
4.1 细胞增殖和凋亡失衡 5-LOX的过度表达可

促进恶性肿瘤细胞过度增殖, 抑制其凋亡, 使细

胞增殖和凋亡之间的平衡失调, 从而促进肿瘤

恶性行为的发生. 原癌基因Bcl-2是细胞凋亡网

络中最重要的基因, 可以阻止或降低放疗或化

疗等引起的细胞凋亡, 是一种抗凋亡基因. 上皮

细胞中过度表达5-LOX将导致Bcl-2水平升高. 
有研究显示, 肿瘤中Bcl-2升高, 而Bax水平下降. 
以5-LOX抑制剂处理肿瘤细胞株可显著干扰抗

凋亡蛋白(如Bcl-2, Mcl-1)和促凋亡蛋白(Bax)之
间的平衡, 使促凋亡蛋白/抗凋亡蛋白比值增高

触发线粒体释放细胞色素C, 继而激活Caspase
级联反应导致凋亡[22]. Tong et al [23]用5-LOX抑制

剂Rev-5901干预两种胰腺癌细胞系MiapaCa-2
和AsPC-1后, 观察到Bcl-2蛋白和Mcl-1蛋白表

达量显著下降, 而Bax蛋白表达增加. 同时也发

现Rev-5901显著减少细胞色素C从线粒体释放

到细胞质中的量. 干预后Caspase-9, Caspase-7, 
Caspase-3被激活. 乳腺癌中亦有类似结果[24]. 
Fan et al [25]用5-LOX活化蛋白抑制剂MK-886对
胃癌细胞AGS进行干预研究, 发现MK-886通过

上调P27和Bax的表达发挥诱导凋亡作用, 不涉

及P53, P21, Bcl-2蛋白表达的变化. 同时也发现, 
MK-886可以释放细胞色素C, 激活Caspase-3, 从
而抑制AGS细胞的生长. 因此, 我们猜测5-LOX
可能通过影响细胞增殖和凋亡之间的平衡来发

挥其促癌作用.
5-L O X也可能通过细胞外调节激酶级联

(MEK/ERK)途径促进肿瘤细胞生长. 众所周知

M E K/E R K信号传导途径的激活可抑制凋亡, 
5-LOX代谢产物5-HETE和LTB4可磷酸化MEK/
ERK, 从而发挥抗凋亡作用. Tong et al [26]在胰腺

癌的研究中发现LTB4可以通过诱导ERK1/2磷
酸化, 从而促进胰腺癌细胞增殖. 在胰腺癌裸鼠

模型中, 发现采用LTB4受体拮抗剂ly293111进
行治疗, 显著抑制肿瘤生长, 经过TUNEL检测

发现肿瘤组织上有大量凋亡. 从而进一步证实

5-LOX的促癌作用可能与MEK/ERK有关.活化

后的ERKs亦能够磷酸化5-LOX, 有助于其产物

的合成, 还可以联合p38 MAPK激活5-LOX, 产
生信号级联反应, 发生促癌的正反馈作用[27].

5-LOX在细胞增殖和凋亡间的作用也涉及

到三磷酸肌醇激酶(PI3K)/Akt级联反应, PI3K/
Akt可以通过Bad的磷酸化使细胞免于凋亡. Bad

■ 研发前沿
目 前 对 5 - L O X
的研究热点和重
点 主 要 集 中 在
5-LOX对靶基因
转录调控机制的
研究上.
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5-LOX抑制剂AA861, MK886可以显著降低细

胞间黏附分子-1(ICAM-1)的表达[37]. 众所周知, 
ICAM-1是一种重要的免疫黏附分子, 主要涉及

恶性肿瘤侵袭过程中的细胞间相互作用, 有助

于恶性肿瘤细胞通过血管内皮细胞远处转移. 
恶性肿瘤组织5-LOX的过度表达与肿瘤侵袭淋

巴管和发生淋巴结转移显著相关, 5-LOX过度表

达的患者预后较差. 5-LOX促进恶性肿瘤细胞

转移的机制除通过促进新生血管形成等间接因

素外, 还与其直接上调肿瘤细胞基质金属蛋白

酶(MMP)和uPA的表达有关.对血管内皮细胞迁

徙起决定作用的是内皮细胞黏附细胞外基质并

启动降解基质的能力, 在癌细胞局部组织浸润

时也需要如此. 整合素αvβ3是整合素黏附分子

家族的一个成员, 可以易化这个黏附过程. 有研

究证实细胞表面整合素αvβ3的表达与5-LOX及

PKC信号通路存在密切关系. 因此5-LOX可能通

过PKC信号通路影响αvβ3的表达, 从而提高恶

性肿瘤细胞的侵袭力.
总之, 花生四烯酸代谢途径中两条主要通

路的关键酶分别是环氧合酶(cyclooxygenase, 
COX)和脂氧合酶(l ipoxygenase, LOX), 有关

COX在恶性肿瘤中的研究已经十分深入, 相应

的药物现已经进入临床应用阶段, 目前研究认

为, LOX在恶性肿瘤形成过程中扮演着更为重

要的角色. 流行病学和动物学研究发现[38-40], 高
脂饮食可大大提高恶性肿瘤患病率, 这主要与

高脂饮食增加LOX尤其是5-LOX在人体中的表

达有关. 以往对于5-LOX的研究多限于变态反

应性和炎症性疾病, 近几年国内外科研人员致

力于5-LOX促癌机制方面的研究, 已取得一定成

果, 未来研究需要更进一步确定其促癌作用, 并
从细胞、分子、基因水平进一步阐明其促癌机

制, 以期通过5-LOX抑制剂来抑制恶性肿瘤生

长, 为今后在临床上更好的治疗恶性肿瘤患者

开辟一个新的途径.
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是Bcl-2家族中的一个促凋亡成员, 可以取代Bax
与Bcl-2或Bcl-xl结合导致细胞死亡. Bad磷酸化

后从Bad, Bcl-2, Bcl-xl复合物中游离并与细胞浆

内14-3-3蛋白结合, 失去促凋亡功能[28-29]. 磷酸化
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至今为止, 研究大多认为5-LOX及其产物主

要通过以上信号传递通路发挥促癌作用, 不涉

及P38激酶, JNK/SAPK, PKC途径, 但也有一些

研究结果与上述情况不符, 有待进一步研究.
4.2 促进恶性肿瘤血管生成 恶性肿瘤的生长和

转移与肿瘤新生血管形成密切相关. 有证据表

明5-LOX产物对血管形成的促进作用主要通过

血管源性的蛋白生长因子, 比如碱性成纤维细

胞生长因子(bFGF)等. 5-HETE也可通过活化

PI3K/Akt级联反应诱导bFGF表达, 促进微血管

内皮细胞DNA合成. 尿激酶型纤溶酶原激活物

(uPA)和Ⅳ型胶原酶是由血管内皮和肿瘤上皮

细胞分泌的蛋白水解酶类. 由bFGF和VEGF介
导的u PA表达是血管源性刺激下的早期反应, 
而5-HETE为bFGF的血管源性功能中重要的第

二信使, 说明花生四烯酸的代谢途径也涉及了

uPA的表达[33]. 我们知道, VEGF是内皮细胞专一

的促有丝分裂因子, 作用强, 特异性高, 与恶性

肿瘤血管密度密切相关, 是一个最具普遍意义

的肿瘤微血管生成刺激因子. Romano et al [34-35]

发现在人类恶性间皮瘤中, 5-LOX的代谢产物

5-HETE可促进VEGF转录. 在恶性胸膜间皮细

胞中用5-LOX反义核苷酸可以显著减少VEGF 
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恶性肿瘤发生、发展.
4.3 提高恶性肿瘤发生及转移的潜能, 增加肿瘤

细胞的侵袭力 恶性肿瘤对于人体的危害很大程

度上与其局部侵袭和远处转移有关. 恶性肿瘤

的侵袭和转移除通过促进细胞增殖和新生血管

形成等间接因素外还有其他一些因素存在. 恶
性肿瘤细胞对细胞外基质的黏附是转移的初始

步骤, 是影响转移的重要因素[36]. 研究发现, 采用

■ 创新盘点
本文注重5-LOX在
肿瘤发生、发展
过程中的作用. 通
过对近几年来相
关报道的总结, 发
现可以通过调节
5-LOX活性来研究
适用于临床的抗肿
瘤药物.
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摘要
AMP-18是一种新发现的由胃腺体上皮细胞合
成的小分子蛋白质, 独特表达于胃黏膜, 机体
其他部位少见, 胃癌组织中表达缺失. AMP-18
由185个氨基酸组成, 除去N端信号肽(20个氨
基酸)后大小约18 ku, 第54-150个氨基酸组
成高度保守的结构域(BRICHOS区域)承担主
要的生理功能. AMP-18由胃腺体上皮细胞以
胞吐的方式分泌到胃黏液中, 他的合成和分
泌与个体生长发育有关, 并受福斯高林、吲
哚美辛、地塞米松等药物的影响. 目前发现
AMP-18的生理功能主要有促进胃黏膜上皮细
胞的有丝分裂, 促进细胞的迁徙, 促胃肠黏膜
损伤的修复, 保持胃肠黏膜的完整等.

关键词: AMP-18; 胃黏膜保护; 细胞有丝分裂; 细胞

迁徙
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0  引言

胃腔内的多种复杂环境, 如食物、胃酸、胃蛋

白酶、消化食物时胃腔内的高流量、高渗透

压, 这些都对胃黏膜造成不可避免的损伤. 然
而, 胃黏膜有一套完整而强有力的防御机制以

抵抗这些理化因素的侵袭. 从解剖结构上看, 胃
黏膜保护因素可分为5个层次: 第1层次由分泌

入胃腔的成分组成, 包括酸、碱、黏液、免疫

球蛋白和其他抗菌成分(如乳铁蛋白)、表面活

性磷脂(surface active phospholipid, SAPL)等. 第
2层次是上皮层, 具有显著的抗酸损伤功能并形

成紧密连接防止被动扩散. 如果上皮层连续性

破坏, 能够快速修复. 第3层次由黏膜微循环与

黏膜、黏膜下感觉传入神经组成. 酸或其他损

伤因子逆流入黏膜引起神经介导的胃黏膜血流

(gastric mucosal blood flow, GMBF)升高, 这对局

部损伤和促进修复有重要意义. 第4层次由黏膜

免疫细胞构成, 包括肥大细胞、巨噬细胞, 可感

受进入黏膜的异体成分, 产生适当的炎性反应. 
第5层次即胃黏膜自身修复机能包括胃腺的生

长和重建、外来和内在神经系统的再生、微循

环的重建, 许多生长因子在其中发挥了重要的作

用[1]. 多年来, 胃黏膜保护的机制一直是学者们研

究的热点, 而黏膜保护因子, 如AMP-18、三叶

因子(trefoil peptides)[2]、热休克蛋白[3]、防御素

(defensin)、表皮生长因子(EGF)等是目前胃黏

膜保护研究领域的焦点之一. 学者们从分子水

平对这些黏膜保护因子的结构及功能进行了深

入的研究. AMP-18是近年来发现的一种具有胃

黏膜保护作用的蛋白质. 本文结合近年来的研

究成果对这一蛋白质进行初步的阐述. 
AMP-18(也称为Gastorkine-1, CA11蛋白, 

foveolin)是新近发现的一种对胃肠黏膜有保护

作用的蛋白质. 这个蛋白质的发现起源于胃泌

素的研究过程中, 学者们发现有一种mRNA独特

表达于胃窦黏膜, 并且其序列在猪、人类、小

鼠中高度保守, 但当时对其编码的蛋白质并无

具体了解[4]. 近年来通过对上述这种高度保守的

基因(GKN1)在DNA、mRNA水平及其翻译的蛋

白质进行了研究, 发现其mRNA及翻译的蛋白质

(AMP-18)独特位于胃黏膜(主要位于胃窦黏膜, 
其次胃体黏膜), 较少见于Barrett食管的胃黏膜

化生、大小肠黏膜损伤修复过程中的溃疡相关

细胞谱系、慢性胰腺炎的胰胆管、胰腺癌、卵

巢黏液癌中, 其他组织中未见表达[5-6], 提示其对

胃肠黏膜的发育、修复有着重要作用.

1  结构, 合成和分泌

1.1 结构 AMP-18基因定位于2p13.3, 长6 407个
碱基对, 其mRNA长750个碱基, 翻译出的肽链

由185个氨基酸组成, 其氨基酸的排列顺序高度

保守(人、猪序列之间的一致性达75.3%, 人、
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■背景资料
胃腔内多种复杂
因素对胃黏膜不
可避免造成损伤, 
而胃黏膜自身有
一套强有力的保
护机制避免这些
因素的侵袭. 胃黏
膜保护的分子机
制如三叶因子、

防御素、表皮生
长因子等一直是
目前研究的热点. 
AMP-18作为一种
新发现的胃黏膜
保护因子, 其作用
原理对于进一步
了解胃黏膜保护
机制有重要意义.



鼠序列之间的一致性为63.9%[5]). N端的20个氨

基酸构成信号肽, 经过内质网后被切除[5], 之后

21-185个氨基酸构成肽链的主体, 大小约18 ku, 
其中第54-150个氨基酸形成一个高度保守的称

为BRICHOS的区域[7][为一个螺旋环状结构, 目
前推测其功能有: (1)帮助分泌旁路的定位; (2)协
助细胞内特定蛋白酶处理系统的工作; (3)可能

扮演分子内伴侣的角色, 保护、避免C端富含半

胱氨酸的肽段或N端高度疏水肽段的聚集]可能

承担着AMP-18主要的生理功能.
1.2 合成和分泌 目前相关研究都认为AMP-18
由胃腺体的上皮细胞合成, 但进一步研究发现, 
AMP-18仅在当胃腺上皮细胞自腺隐窝底部向

上移动过程中才逐渐表达, 位于隐窝基底的细

胞中并未检出AMP-18[5-6], 提示AMP-18可能是

细胞生长分化过程中的一种产物, 并且他产生

于细胞有丝分裂期后. Oien et al [6]通过运用原位

杂交及免疫组织化学的方法, 而Martin et al [5]通

过免疫电子显微镜检查法均证实了AMP-18聚
集成颗粒状主要存在于黏膜细胞顶端细胞膜下

方的细胞质中, 这提示了黏膜细胞分泌AMP-18
是通过胞吐的方式进行的, 并与胃黏液一同分

泌, 存在于胃黏膜表面的弹性胶层中, 构成胃黏

液层的一部分. Toback et al [8]通过免疫印迹的方

法分析狗胃黏液层和胃黏膜细胞中AMP-18和
细胞角蛋白-18含量, 发现狗胃黏液层中AMP-18
的含量明显高于黏膜细胞中的含量, 而胃黏膜

细胞中细胞角蛋白-18的含量反而明显高于胃

黏液层, 进一步支持AMP-18是被分泌出来的, 
而不是贮存于细胞中, 等细胞脱落、破坏后才

被释放出来的. AMP-18的分泌是受多种因素调

控的. Toback et al [8]通过在狗胃窦黏膜细胞的

单细胞层中加入福斯高林(一种CAMP激动剂), 
发现细胞中AMP-18含量减少, 这说明CAMP
在促AMP-18的分泌中可能起着第二信使的作

用. 此外, 给小鼠胃中灌注吲哚美辛, 发现胃黏

膜在出现组织学损伤之前就已出现黏膜细胞中

AMP-18含量的明显减少, 减少量可达70%, 这
可能是因为吲哚美辛促进了AMP-18的被分泌,
但并非所有非甾体类消炎药均能导致黏膜细

胞中AMP-18含量的变化, 试验中加入COX-2选
择性阻滞剂罗非西布, 并未发现胃黏膜细胞中

AMP-18的减少[8], 故可以推测吲哚美辛可能通

过阻断COX-1而引起AMP-18分泌的增加. Petri 
e t a l [9]通过给小鼠注射地塞米松后发现其胃组

织中AMP-18的含量明显上升, 提示地塞米松对
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AMP-18的分泌也有调节作用. 此外, 这一过程被

RU-486(糖皮质激素Ⅱ类受体特异性拮抗剂)阻
断, 但并不被螺内酯(糖皮质激素Ⅰ类受体特异

性拮抗剂)阻断, 提示地塞米松可能通过糖皮质

激素Ⅱ类受体来诱导AMP-18的合成.

2  AMP-18的生理作用

2.1 促胃黏膜细胞有丝分裂 Petri et al [9]运用West-
ern blots方法测定出生后不同生长阶段小鼠胃组

织中AMP-18的含量, 发现出生时AMP-18含量较

高, 之后逐渐下降, 生后7 d达低谷水平, 然后逐

渐上升, 第15 d再达高峰, 并以这种水平持续至

断乳期(20-22 d), 第20 d后下降, 之后稳定保持

于整个发育期, 实验中观察到, 在20-22 d左右大

部分胃腺体的生长也达到一个高峰阶段, 而贲门

腺生长则呈滞后状态, 这提示AMP-18可能有助

于胃腺体的发育. AMP-18有促进细胞有丝分裂

的功能. Martin et al [5]在BSC-1上皮细胞培养基

中加入猪或小鼠胃窦黏膜细胞的提取物, 发现细

胞数增加, 并且增加幅度为其他促细胞有丝分裂

因子如EGF、IGF-I、aFGF、bFGF及vasopressin
的2倍, 提示提取物中含有促细胞有丝分裂因子, 
而当在上述实验细胞培养基中加入该提取物及

3H-thymidine, 发现当逐渐加大提取物的浓度时, 
3H-thymidine掺入量增加, 且这种现象能完全被

AMP-18的血清抗体所阻断, 这进一步说明了促

细胞有丝分裂的物质为AMP-18. 但AMP-18的
这种促增殖作用是有细胞特异性的, 在人成纤维

细胞、HeLa细胞中均未发现有促细胞有丝分裂

效应[8]. Toback et al [8]进一步分析AMP-18肽段的

不同区域, 发现其促细胞有丝分裂作用定位于第

77-97氨基酸, 并且, 发现当在AGS细胞培养基中

同时加入EGF和AMP-18第77-97氨基酸肽段, 并
使他们促细胞有丝分裂浓度均达最大时, 细胞的

增殖率较单种因素作用时明显加强, 这提示了这

两种促细胞生长因子的受体可能并不相同, 或者

他们的细胞内信号传导途径并不相同. 有趣的

是, AMP-18具有耐热的特性, 在65℃下其促细胞

有丝分裂作用仍能持续5 min[5]. 曾有报道胃窦

黏膜细胞的更新时间很快, 为3 d左右[10], 这可能

与胃内多重损伤因素有关, 而胃窦黏膜细胞的快

速更新可能与AMP-18的定位、促细胞有丝分裂

作用密切相关, 提示他可能作为胃黏膜细胞的一

种旁分泌细胞生长因子.  
2.2 促细胞迁徙作用 AMP-18还能促进胃黏膜表

面创伤部位单细胞层的修复, 这种损伤的修复不
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■研发前沿
AMP-18作为一种
小分子蛋白质, 有
促进黏膜细胞增
殖、迁 徙 ,  并 可
稳定紧密连接蛋
白, 保护胃肠黏膜
的完整, 研究还发
现癌变的胃黏膜
中AMP-18缺失 , 
经 转 染 C A 1 1 的
MKN28细胞集落
形成数量减少, 说
明其在肿瘤发生
中有一定的作用, 
但目前具体作用
机制尚不明了.
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■创新盘点
本文收集了近年
关于AMP-18研究
方面的一些进展
内容, 对目前发现
的AMP-18生理作
用做了归纳, 并与
其他胃黏膜保护
因子相比较, 突出
了AMP-18的作用
特点.

仅通过促细胞的有丝分裂, 而且通过促进细胞

的迁徙运动而完成. Toback et al [8]在HAE细胞和

IEC-18细胞的单细胞层中造成局部缺损, 然后加

入AMP-18, 观察损伤边缘细胞的迁移运动, 发
现在细胞数增加之前损伤边缘的细胞已有明显

的迁移, 并且同样的, AMP-18与EGF的促细胞迁

徙作用也有相加性. AMP-18与细胞相结合的部

位据推测位于黏膜细胞的两侧, 而非顶端[11]. 当
黏膜受损时, 包含AMP-18的胃黏液流动, 接触

到损伤黏膜边缘的细胞, AMP-18与细胞侧面的

受体结合, 诱导细胞的迁移、增殖, 参与了胃黏

膜损伤的迅速修复[12]. 
2.3 与胃黏膜病变的关系 Oien et al [6]通过检测

胃黏膜表面AMP-18的含量, 发现他在单纯胃炎

(包括HP相关性胃炎)或萎缩性胃炎胃黏膜表面

的表达并未见减少. 而关于AMP-18与胃癌的关

系, 目前已有多方面报道通过免疫组织化学、

差异显示、蛋白质组学等实验方法比较正常胃

黏膜及胃癌组织中AMP-18 mRNA及蛋白的含

量, 发现两者在胃癌组织中的表达均明显下降

或缺失[6,16-19], 并且这种表达缺失见于各种病理

类型的胃癌细胞[18]. Shiozaki et al [19]发现, 经转染

CA11的MKN28细胞其集落形成数量较正常对

照组明显下降, 因此, 可以推测CA11与胃癌发生

有一定的相关性, 有可能作为抑癌基因的角色

抑制胃癌的发生. 因此, AMP-18有可能发展成为

一种新的检测手段和治疗方法应用于胃癌的诊

断和治疗. 但目前尚未发现AMP-18的表达与肿

瘤的组织学分型、浸润深度、淋巴结转移、临

床分型等影响预后因素具有相关性[19]. 
2 .4  对肠黏膜的保护作用  最近有研究发现

AMP-18对肠黏膜也有保护作用. Walsh-Reitz 
et al [11]给小鼠sc AMP-18后, 发现可明显延迟右

旋糖酐硫酸酯钠(DSS)引起的直肠黏膜损伤(如
血便发生)的发生并可减少体质量下降的程度. 
进一步在细胞水平对上述现象进行研究, 发现

氯乙烷、吲哚美辛或DSS黏膜损伤剂能引起人

结肠上皮C2细胞单细胞层跨上皮电阻(TER)的
下降, 及细胞周围紧密连接蛋白、结合前肌动

蛋白(perijunctional actin)含量的减少[11]. 而当在

该细胞培养基中预先加入AMP-18后可明显减

少黏膜损伤剂引起的TER下降, 并促使TER的回

复, 此外, 也能增加细胞周围紧密连接(TJ)相关

蛋白(occludin, claudin-5, ZO-1、ZO-2)、上皮细

胞钙黏蛋白的积累并减少他们的丢失, 和通过

稳定结合前肌动蛋白(perijunctional actin)来保持

细胞层的完整性, 由此可见, AMP-18对肠黏膜

具有保护作用[11]. 该实验中还发现AMP-18增加

细胞周围occludin, ZO-1蛋白不是通过增加合成, 
而是把已破坏细胞周围的上述蛋白重定位于未

破坏细胞的周围, 并防止其再受破坏, 因为当在

细胞培养基中加入cycloheximide(一种蛋白质合

成抑制剂)后并没有阻止细胞周围occludin, ZO-1
量的增加[11]. occludin, ZO-1蛋白的重聚集是通过

酪氨酸磷酸化进行的[13], 因此推测AMP-18可能

通过激活酪氨酸激酶使酪氨酸磷酸化, 从而引

起occludin, ZO-1蛋白的重聚集. 实验中并未发

现加入AMP-18后hsc-73的含量有变化[11], 提示

AMP-18的肠黏膜保护作用可能并非通过热休

克蛋白70家族[14]来实现. 与AMP-18相比, EGF虽
然也有促进细胞增殖和迁徙的作用, 但在Walsh-
Reitz et al [11]的实验中并未发现他有减少TER下
降的作用, 也未发现有促进细胞周围occludin和
ZO-1积累的作用. 此外, 三叶因子家族对肠黏膜

也有保护作用, 但这种保护作用主要通过与肠

黏膜表面的糖蛋白相互作用而实现[15]. 从此也可

以看出, AMP-18虽然作为一种胃黏膜独特分泌

的蛋白质, 但他的受体可能并不局限于胃黏膜

处, 在整个胃肠道甚至其他部位可能都有表达, 
血液中也可能存在AMP-18的转运体, AMP-18对
整个胃肠道甚至其他器官可能有着极其广泛的

生理功能.
与三叶因子、防御素、表皮生长因子、热

休克蛋白相比较, AMP-18也具有促进上皮细胞

增殖、迁移的功能, 不同的是, 他发挥最大生物

学效应所需的浓度远较其他细胞因子低, 并且

他的生物学效用并不弱于其他细胞因子. 此外, 
在胃癌组织中AMP-18、ITF表达下降[6,16-19,26-27], 
而防御素、EGF、热休克蛋白则表达上升[28-30], 
提示这些细胞因子可能与胃黏膜的癌变有关(表
1). 总的来说, AMP-18作为一种近年来发现的胃

黏膜保护因子, 能使胃肠黏膜对各种损伤因子

的防御能力增强, 并且对胃肠黏膜保护及损伤

后修复具有重要作用. 但目前对于AMP-18的研

究尚处于起步阶段, 还有多方面问题尚未阐明, 
如AMP-18与受体相互作用方式及其信号传导

途径、是否存在其他生理功能, 与胃肠疾患、

胃癌发生的具体关系如何等等, 这些尚需进一

步探讨. 目前国外已有相关机构着眼于AMP-18
的研制, 他有望成为一种有效的新型药物应用

于胃肠黏膜损伤如胃溃疡、十二指肠溃疡、炎

症性肠病等, 并作为肿瘤诊断及治疗的手段之一.
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■应用要点
本文概括了AMP- 
18对胃肠黏膜的
保护作用, 提示他
有可能作为一种
新型药物运用于
治疗胃肠黏膜损
伤.
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Abstract
AIM: To investigate the level of Foxp3 mRNA 
in the peripheral blood monocytes (PBMCs) 
of patients with ulcerative colitis (UC), and its 
relationship with activity of UC.

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used to examine 
Foxp3 mRNA expression in the PBMCs from 22 
cases with UC in active stage, 20 cases at stable 
stage, and 30 normal controls.

RESULTS: Foxp3 mRNA expression was lower 
in patients with UC at active stage than that in 
the controls (1.58 ± 0.31 vs 3.27 ± 0.40, P < 0.05), 
while Foxp3 mRNA expression in UC at stable 
stage was not significantly different from that 
in the controls (P = 0.104). The level of Foxp3 
mRNA in the PBMCs in active UC was negative-
ly correlated with the Walmsley renal scoring (r 
= -0.756, P = 0.000).

CONCLUSION: Foxp3 mRNA expression in the 
PBMCs may be involved in the pathogenesis 
and activity of UC.

Key Words: Ulcerative colitis; Foxp3; Peripheral 
blood monocytes

Li YZ, Sun KX, Zhao C. Expression of Foxp3 mRNA in 
peripheral blood monocytes of patients with ulcerative 
colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(8):810-813

摘要
目的: 探讨溃疡性结肠炎(UC)患者外周血单
个核细胞中Foxp3 mRNA表达及其与疾病活
动性的关系. 

方法: 应用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)
检测42例UC患者(活动期22例、缓解期20例)
和30例正常对照组外周血单个核细胞Foxp3 
mRNA的表达水平. 

结果: UC患者急性期Foxp3 mRNA水平低于
正常人, 差异有显著性(1.58±0.31 vs  3.27±
0.40, P <0.05); 缓解期Foxp3 mRNA水平与正
常人差异无显著性(P = 0.104); PBMC中Foxp3 
mRNA表达水平与Walmsley评分标准有相关
性, 且呈负相关.

结论:  U C患者外周血单个核细胞中F o x p3 
mRNA表达水平显著低于正常人, 其参与了
UC的发病过程并与疾病的活动性有关.

关键词: 溃疡性结肠炎; 转录因子Foxp3; 外周血单

个核细胞  

李永哲, 孙可歆, 赵臣. 溃疡性结肠炎患者外周血单个核

细 胞 中 F o x p 3  m R N A 的 表 达 水 平 .   世 界 华 人 消 化 杂 志  

2006;14(8):810-813
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种病

■背景资料
Foxp3是新近发现
的一个转录因子, 
介导CD4+CD25+ 

T 调 节 细 胞 的 发
育、表达及功能
维 持 .  F o x p 3 基
因 减 低 会 导 致
CD4+CD25+ T调
节细胞数量下降, 
免疫调节功能缺
陷, 可诱发严重的
自身免疫反应, 因
此, Foxp3对机体
免疫自稳起着决
定性作用. 溃疡性
结肠炎(UC)是一
种病因未明的自
身免疫性疾病, 研
究Foxp3与UC活
动性的关系有利
于疾病的诊断及
开展新的免疫治
疗方法.
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因未明慢性非特异性的结肠炎症. 其发病可能

与免疫、遗传、感染等因素有关, 并可伴有多

发结节性红斑、关节炎、Graves病等自身免疫

性肠外表现. 随着实验技术的进步, 越来越多

的研究发现细胞免疫在IBD的发病中起了非常

重要的作用. Foxp3是新近发现的一个转录因

子, 属于foxhead家族成员, 组成性表达于机体的

CD4+CD25+ T调节细胞, 介导CD4+CD25+ T调节

细胞在胸腺的发育、外周表达及功能维持. 研
究发现Foxp3基因突变或敲除的小鼠, 其体内

CD4+CD25+ T调节细胞数量下降, 调节功能缺陷, 
可诱发严重的自身免疫反应, 因此, Foxp3对机

体免疫自稳起着决定性作用[1]. 本文对在UC患

者外周血单个核细胞(PBMC)中的表达及疾病活

动性关系进行研究, 以明确Foxp3在发病中的作

用, 并为疾病的诊断及新的免疫学疗法的开展

提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 北京协和医院2005-04/10门诊和住院

诊断明确的40例患者, 其中男34例, 女6例, 年龄

26-68岁, 平均年龄47岁. 全部病例符合1993年
太原全国非感染性肠道学术会议制定的《溃

疡性结肠炎的诊断及疗效标准》. UC活动性按

Walmsley评分标准进行评价[2], <4分为缓解期; 
5-8分为中度活动期; 9分以上为重度活动期. 其
中活动期22例, 缓解期18例(经内科治疗缓解者). 
30例健康体检者为正常对照组.
1.2 方法 

1.2.1 PBMC的分离 正常对照组和UC患者分别

取肘静脉血3 mL, 肝素抗凝, 稀释后的血液缓慢

加入等体积的淋巴细胞分离液(Ficoll)中, 2 000 
r/min离心20 min, 分离出PBMC, 再加入5倍体

积9 g/L生理盐水, 2 000 r/min离心10 min, 洗涤

2次, 加入Trizol(Invitrogen公司)后, -80℃保存.
1.2.2 总RNA的提取 从-80℃冰箱中取出PBMC, 
彻底混匀, 室温静置5 min; 加入0.2 mL氯仿, 剧
烈振动15 s, 室温静置2 min; 4℃ 12 000 g离心

15 min, 轻吸出上层水相至另一EP管, 加等体

积异丙醇, 混匀静置10 min; 4℃ 12 000 g离心

10 min; 弃上清, 加入1 mL 750 mL/L乙醇洗涤

沉淀, 4℃ 7 500 g离心5 min; 吸干乙醇, 空气中

干燥; 加入20 mL无RNA酶水溶解RNA. 
1.2.3 RNA纯度和含量的测定 取5 mL抽提的

RNA样品上样电泳, 在12 g/L普通琼脂糖凝胶

图谱中显示28 S, 18 S两条带, 且28 S带亮度为

18 S带亮度二倍者入选. 紫外分光光度计检测

RNA在260 nm, 280 nm波长处的吸光度值, 并
计算A 260/A 280比值和RNA浓度(浓度mg/mL = A 260

×40×稀释倍数)(图1).
1.2.4 cDNA的合成 20 mL逆转录反应体系中包

括样品总RNA 2-4 mg, M-MLV逆转录酶200 U, 
Rnasin 50 U, 4×dNTP 2 mL, Oligo(dT) 26 U, 
DTT 1 mL, 5×反应缓冲液4 mL和无RNA水

9 mL. 反应条件为37℃ 1 h, 然后95℃ 5 min灭
活逆转录酶.
1.2.5 DNA扩增(PCR) PCR反应仪为Promega
公司产品. 25 mL DNA反应体系中包括cDNA 
2.5 mL, TaqDNA聚合酶0.5 mL, 上游引物1 mL, 
下游引物1 mL(上海生物工程公司合成), dNTP 
0.5 mL, MgCl2 2.0 mL, 10×反应缓冲液2.5 mL 
和无RNA水15 mL. 以肌动蛋白(b-actin)为内参

照, 实验中所用引物序列、反应条件及片段长

度如下: b-actin上游引物5'-GCATGGAGTCCTG
TGGCAT-3', 下游引物5'-CTAGAAGCATTTGC
GGTGG-3', 320 bp; Foxp3上游引物5'-ACACCA
CCCACCACCGCCACT-3', 下游引物5'-TCGGA
TGATGCCACAGATGAAGC-3', 400 bp. 反应条

件94℃ 5 min, 94℃ 30 s, 52℃ 30 s, 72℃ 45 s, 
72℃ 7 min, 4℃ 5 min (图2-3).
1.2.6 RT-PCR产物的检测 取5 mL PCR产物置于

20 g/L琼脂糖凝胶中80 mV, 40 mA电泳25 min

■研发前沿
近年来关于CD4+ 

CD25+ T调节细胞
与Foxp3转录因子
的研究日益成为
研究热点.

图  1  总RNA电泳图.

图  2  UC患者PBMC中Foxp3基因RT-PCR扩增结果. M: 

Marker; 1-6: 扩增条带400 bp; 1-2: UC活动期患者; 3-4: 

UC缓解期患者; 5-6: 正常对照.

400 bp

  M       1       2      3       4      5       6

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp

200 bp
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观察. 电泳后凝胶置于紫外光可见分析装置中, 
用Gel Doc 2000 Bio-Rad公司(美国)图像分析系

统进行扫描拍照, 并检测各电泳条带的A值, 计
算Foxp3/β-actin, 从而得到Foxp3的相对含量.

统计学处理 采用SPSS 11.0软件, 先对原始

资料进行正态性检验, 服从正态性分布用完全

随机设计的方差分析.

2  结果

2.1 细胞总RNA抽提结果 RNA纯度检测结果: 
A 260/A 280比值均在1.651-1.928之间, 提示RNA较

纯. RNA浓度在330-1 700  μg/mL之间.
2.2 正常人、活动期和缓解期UC患者PBMC中

的Foxp3 mRNA水平见表1 活动期Foxp3 mRNA
水平低于正常人, 差异有显著性(P <0.05); 活动

期Foxp3 mRNA水平低于缓解期, 差异有显著性

(P <0.05); 缓解期Foxp3 mRNA水平与正常人无

显著差异(P = 0.104).
2.3 UC活动指数Walmsley评分与Foxp3 mRNA
表达的相关性 活动期UC患者Walmsley评分与

目的基因Foxp3的表达呈显著负相关(r = -0.756, 
P = 0.000). 缓解期UC患者Walmsley评分与目的

基因Foxp3的表达无相关性(P = 0.813).

3  讨论

炎症性肠病(IBD)是一种病因未明、侵及胃肠道

的自身免疫性疾病, 包括溃疡性结肠炎(UC)和
克隆恩病(CD). 近年来, UC的患病率呈逐渐上

升趋势[2], 目前认为免疫因素在UC中具有重要

作用, 且已成为研究的热点. Foxp3基因定位于

Xp11.23, 含有84个氨基酸残基的foxhead结构域, 
GH2锌指结构和一个亮氨酸拉链, 该基因家族编

码蛋白具有相似的保守结构, 均通过其Foxhead
结构域与DNA特定位点结合, 调节目的基因的

活化和表达[3]. 最近研究发现CD4+CD25+ T调节

细胞异常表达是导致自身免疫性疾病的主要原

因, Foxp3是CD4+CD25+ T调节细胞的特异性标

志[4-5]. 人类Foxp3基因可有多种突变, 包括点突

变、mRNA剪切缺陷及亮氨酸拉链区改变, 导
致类似的系统性自身免疫病-IPEX(新生儿糖尿

病、炎症性肠炎、内分泌综合征等), 而且Ⅰ型

糖尿病、克隆恩病也与Foxp3基因改变有关[6-7]. 
Hori et al [8]已经证实正常人类和小鼠胸腺及外周

血中CD4+CD25+ T调节细胞特异性表达Foxp3, 
逆转录该基因可以转化初始型T细胞, 使其成

为具有调节功能的T调节细胞. Maul et al [9]采用

流式细胞术和real-time PCR分析CD4+CD25+ T
调节细胞、Foxp3表达水平, 结果表明IBD患者

外周血中CD4+CD25+ T调节细胞保持了他们的

抑制活性, 疾病活动期CD4+CD25+调节细胞和

Foxp3下降, 但疾病缓解期和对照组比率上升, 
CD4+CD25+ T调节细胞可能参与IBD的发病机

制. 我们采用半定量RT-PCR方法检测UC患者

PBMC中Foxp3 mRNA的表达水平, 研究结果显

示: UC患者活动期Foxp3 mRNA表达水平显著

低于缓解期和正常对照组, 而缓解期与正常对

照组无显著差异, 表明可能由于CD4+CD25+ T
调节细胞数量减少, 从而使Foxp3 mRNA表达

水平降低, 调节功能缺陷, 诱发严重自身免疫反

应. 提示Foxp3是CD4+CD25+ T调节细胞中主要

的调控基因, Foxp3可能通过以下几种途径参与

T调节细胞的功能维持: Foxp3能竞争结合与细

胞活化相关基因, 以间接抑制效应基因的转录, 
同时也可直接抑制效应基因的表达; Foxp3可作

为一种转接蛋白招募其他具有抑制功能的效应

分子与目的基因结合. 我们的研究还对UC患者

Walmsley评分与Foxp3/β-actin灰度比值进行相

关分析, 结果二者之间呈明显负相关(P <0.001), 
也就是说, 活动指数越高, 目的基因的表达量越

小; 相反, 活动指数越小, 目的基因的表达量越

高. 
总之, Foxp3在免疫调节中起着重要作用, 

了解在疾病发病中的作用及活动性关系, 以辅

助临床, 为溃疡性结肠炎的诊断和治疗提供新

图  3  UC患者及正常对照组β-actin内参照电泳图. M: 

marker; 1-6: 内参照 β-actin 320 bp.

    

表  1  正常人、活动期和缓解期UC患者PBMC中Foxp3 
mRNA表达水平及Walmsley评分 (mean±SD)

组别                        n            Walmsley评分          Foxp3/β-actin

正常对照组         30                                          3.27±0.40

活动期UC           22            7.45±1.44             1.58±0.31

缓解期UC           18            3.15±0.75             3.09±0.37

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

  M    1      2    3    4     5    6

320 bp

■创新盘点
近年来关于CD4+ 

CD25+ T调节细胞
与Foxp3转录因子
的研究日益成为
研究热点, 已有研
究表明二者与自
身免疫性疾病密
切相关, 本研究证
实Foxp3参与调控
CD4+CD25+ T调节
细胞的功能, 并与
UC的活动性呈明
显负相关.
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的思路. 
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■背景资料
消化管晚期肿瘤
患者往往因腔管
梗阻而导致死亡. 
以往常采用姑息
性改管手术来解
除梗阻, 而这类患
者多因身体虚弱
不能耐受手术, 或
因手术后许多并
发症而使其生存
期缩短、生活质
量降低. 为解决以
上困难, 近年来国
内外开展起了各
种腔管记忆合金
支架置入术, 取得
了较满意的治疗
效果. 食管支架为
近年来广泛应用
于因食管癌造成
的食管狭窄或梗
阻的治疗, 但是食
管支架对肿瘤本
身的发展进程没
有影响.
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Abstract
AIM: To analyze the curative effect of self-expan-
dable medical memorial metallic stent with 
iodine-125 seeds in the treatment of esophageal 
carcinoma at advanced stage.

METHODS: Forty-five patients with esophageal 
carcinoma at advanced stage were divided into 
group A and B. The patients in group A were 
treated with normal self-expandable stents, 
while those in group B received the stents with 
iodine-125 seeds. After the operation, the pa-
tients were followed up and their complications 
and survival time were analyzed.

RESULTS: The stents were successfully im-
planted in all the 45 patients. The patients were 
obviously relieved from their difficulties in swal-
lowing. The survival time of patients in group 
A were 90-300 d, with an average of 171 ± 56 d, 
and those in group B were 120-450 d, with an 
average of 316 ± 116 d. There was significant dif-

ference between them (t = -3.385, P < 0.05).

CONCLUSION: Self-expandable stent with io-
dine-125 seeds can obviously alleviate the symp-
toms of difficulty in swallowing, improve the 
patients’ life quality and survival time.

Key Words: Esophageal carcinoma; Iodine-125 
seed; Stent; Brachytherapy

Jin AQ, Huang XJ, Wang X, Fan H. Clinical application 
of self-expandable medical memorial metallic stent with 
iodine-125 seeds in treatment of esophageal carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(8):814-818

摘要
目的: 探讨附有碘-125粒子的医用记忆合金食
管支架置入对晚期食管恶性狭窄的疗效. 

方法: 45例晚期食管癌按患者是否愿意接受
碘-125粒子支架而将其分为A、B两组, A组为
普通自膨式支架, B组为附有碘-125粒子的自
膨式食管支架进行治疗. 术后随访并发症及生
存期. 

结果: 45例患者支架全部顺利置放, 支架置入
成功率100%, 患者吞咽困难均得到明显缓解. 
A组患者生存时间90-300 d, 平均171±56 d. B
组患者生存时间120-450 d, 平均316±116 d, 
两者比较有统计学意义(t  = -3.385, P <0.05). 
两组均未出现严重并发症.

结论: 附有碘-125粒子的自膨式食管支架能
明显缓解吞咽困难症状, 明显提高患者生活质
量及生存期, 且无严重并发症发生.

关键词: 食管癌; 碘-125粒子; 支架; 近距离放射疗法

金安琴, 黄晓俊, 王祥, 樊红. 记忆合金支架捆绑碘-125粒子治
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0  引言

食管支架为近年来广泛应用于因食管癌造成的
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食管狭窄或梗阻的治疗, 结果表明食管支架可

以解决患者的吞咽困难问题[1-6]. 但是食管支架

对肿瘤本身的发展进程无任何影响. 能否将放

射粒子捆绑于食管支架上置入到病变部位, 从
而达到既解决患者吞咽困难又能抑制肿瘤生长

的目的, 我院2004-06/2005-05应用附有碘-125粒
子的自膨式食管支架治疗了20例中晚期食管癌

患者, 取得了初步结果, 现报管如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 一般资料 45例患者, 男35例, 女10例, 年龄

55-85岁, 平均69岁. 全部病例均经食管钡餐、

胃镜及活检证实为食管癌. 吞咽困难程度采用

stooler分级标准[7]. 按患者是否愿意接受碘-125
粒子支架治疗而将其分为A、B两组. A组放置

普通自膨式支架, B组置入附有碘-125粒子的自

膨式食管支架. A组25例, 其中男19例, 女6例, 平
均年龄68.9岁, 病理类型鳞癌18例, 腺癌7例, 病
变长度4.0-7.0 cm, Ⅲ级16例、Ⅳ级9例, 吞咽困

难记分平均为3.36. B组20例, 其中男16例, 女4
例, 平均年龄69.4岁, 病理类型鳞癌15例, 腺癌5
例, 病变长度4.0-9.0 cm, 吞咽困难Ⅲ级12例、

吞咽困难Ⅳ级8例, 吞咽困难记分平均为3.40. 两
组患者的吞咽困难及病理类型分级无统计学意

义. 所有患者因年迈体弱或伴有心肺疾患或肿

瘤转移, 不宜或拒绝外科手术治疗, 均未行放

(化)疗等特殊治疗. 
1.1.2 放射粒子 选用北京原子高科核技术应用

股份有限公司生产的碘[125I]密封籽源, 粒子呈

圆柱状, 长4.5 mm, 圆柱直径0.8 mm. 其半衰

期为59.43 d, 通过电子捕获而衰减并放出特征

性的光子和电子. 电子由碘[125I]密封籽源的钛

管壁所吸收. 光子主要发射能量为27.4 kEV和

31.4 kEV的X射线及35.5 kEV的γ射线, 同时激

活的银棒也可以发射22.1 kEV和25.2 kEV的荧

光X射线. 表面活度为0.3 -1.0 mCi. 
1.1.3 内照射支架的研制 根据患者食管病变的

长度和狭窄程度, 选择合适带膜记忆合金食管

支架(南京微创医学科技有限公司生产), 由该公

司于支架的外周先“固定”特制的、可用于包

容放射粒子的鞘, 根据病变的长度和病变特征, 
术前将放射粒子用镊子装入到特制鞘中, 使用

前将内照射支架装进食管支架推送器内即可. 
1 .1 .4  器械  日本P E N TA X公司生产的E G-
2930K电子胃镜、日本O LY M P U S公司生产

的G I F-Q260电子胃镜, 使用南京微创医学科

技有限公司生产的国产镍钛记忆合金支架及

其原配置入器, 食管支架规格为16-20 m m×

80-140 mm. 德国SIEMENS数字胃肠X光机、常

州智业医疗责任有限公司生产的Savary Gilliard
食管扩张器.
1.2 方法 

1.2.1 普通支架置入法  25例患者均行X线监视

下置入法. 常规插入胃镜至狭窄口, 通过胃镜

活检孔管放置引导钢丝至胃窦部. 选择适当型

号的Savary Gilliard食管扩张探条由细至粗沿

导引钢丝逐级扩张狭窄食管, 使狭窄部扩张至

13 mm以上. 再次插入胃镜在镜下确认病灶的

远端、近端, 并在X线监视下以铅字分别标记

之, 退出胃镜. 根据两铅字之间距离选择合适长

度的支架(病变长度加3-4 cm)并置入支架释放

器内. 沿引导钢丝将释放器放置在病灶部位, 在
X线监视下确认位置并进行准确释放. 支架置入

后, 再次进镜以确认支架位置、扩张程度及有

无活动性出血后结束手术. 
1.2.2 放置附有碘-125粒子的自膨式食管支架置

入法 根据患者食管病变的长度和狭窄程度, 定
制合适带膜记忆合金食管支架, 于支架的外周

先“固定”特制的、可用于包容放射粒子的鞘, 
根据病变的长度和病变特征, 由放射性技术人

员将碘-125粒子安装在支架上, 安装前先确定安

装碘-125粒子的层数, 一般每1.5 cm安装一层碘

-125粒子, 每层放置3-4粒, 按90-120°角度间隔

安装在同一平面内, 2层之间的碘-125粒子相互

交错. 将放射粒子用镊子装入到特制鞘中(图1), 
使用前将内照射支架装进食管支架推送器内即

可. 碘-125粒子自膨式支架手术过程同普通自膨

式支架置入法(图2-4). 
1.2.3 术后随访 支架置入后第3 d做食管泛影葡

胺造影, 观察支架位置和扩张情况. 然后分别

于1, 2, 3, 6, 9, 12, 18 mo时, 门诊或电话随访患

■研发前沿
碘 -125粒子是疗
效肯定的低能放
射粒子, 可使肿瘤
细胞失去增殖能
力, 对肿瘤产生持
续、强大的杀灭
作用. 将放射粒子
捆绑于食道支架
上置入到病变部
位, 从而达到既解
决患者吞咽困难
又能抑制肿瘤生
长的目的.

图  1  安装好的粒
子支架.
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者支架通畅情况及生活情况. 对支架有堵塞症

状的患者给予及时处理, 对死亡患者的死亡原

因及死亡时支架通畅情况进行详细记录. 对附

有碘-125粒子的食管支架在上述随访同时术后

2 mo复查胃镜并行胸部CT、摄片了解粒子有

无脱落、肿瘤生长情况.
统计学处理 所有数据采用SPSS 10.0统计学

软件进行统计学处理, 计量资料用mean±SD表

示, 计数资料用频数表示, χ2检验和t检验、秩和

检验.

2  结果

2.1 支架释放情况 两组自膨式支架均一次成功

释放, 释放过程顺利, 释放过程中未出现碘-125
粒子脱落现象. 支架置入成功率均为100%. 
2.2 缓解吞咽困难效果 术后1 wk两组吞咽困难

均较术前明显改善(表1). A组吞咽困难评分平均

从3.36级减至0.96级, 较术前明显改善(Wilcoxon 
W = 325.000, P <0.01). B组吞咽困难评分平均从

3.4级减至0.90级, 较术前明显改善(Wilcoxon W 
= 210.000, P  <0.01), 普通支架置入与粒子支架

置入两种方法改善吞咽困难比较无统计学意义

(P >0.05).
2.3 术中及术后并发症 (1)胸骨后及上腹部疼痛:  
A组25例患者中20例术后有胸骨后及上腹部疼

痛, 进食时加重, 发生率为80%. B组20例患者中

18例术后有胸骨后及上腹部疼痛, 进食时加重, 

发生率为90%. (2)出血: A组6例、B组2例患者术

后出现黑粪. (3)反流性食管炎: A组8例术后有反

食、反酸、胸骨后烧灼等症状, 发生率33.3%, B
组6例, 发生率30%. (4)支架堵塞: 随访期间A组 
7例(32%)术后再次出现梗阻症状, 胃镜检查发

现1例患者为进食大块未嚼碎的羊肉所致的支

架堵塞, 异物钳取出后症状解除; 另6例为肿瘤

侵入食管所致, 经在梗阻部分再次置入另一支

架后症状缓解, B组2例(10%)术后再次出现梗阻

症状, 胃镜检查发现患者为进食枣核堵塞支架

远端防反流瓣, 异物钳取出后症状解除. 1例为

肿瘤侵入食管所致. (5)其他: 均未出现穿孔、支

架移位及与支架置入导致的死亡. B组亦无白细

胞减少、胃肠管反应等与放疗有关的并发症. 
2.4 相关随访结果

2.4.1 生存时间 45例患者均进行了术后随访. 临
床随访30-540 d. 生存时间见表2. A组有3例生存

至今, 已平均生存184 d, B组有7例生存至今, 已
平均生存336 d. 统计学分析示: B组患者生存时

间明显长于A组(t = -3.385, P <0.05), 加上尚生存

7例, 平均生存时间将更长.
2.4.2 死亡原因 A组17例死于肿瘤全身转移和衰

竭; 3例死于肺部感染; 2例死于消化管大出血. B
组9例死于肿瘤全身转移和衰竭; 2例死于心血

管疾病, 2例死于消化管大出血. 
2.4.3 其他 复查所有患者未出现支架移位和脱

落, 无消化管穿孔, 碘-125粒子支架未发现放射

粒子的丢失.

    

表  1  支架置入前后吞咽困难程度 (stooler) 分级对比表

支架置入                           0      Ⅰ     Ⅱ      Ⅲ      Ⅳ          P 值

普通支架置入前              0      0      0      16      9       P<0.01

普通支架置入后1 wk      8    10      7        0      0

粒子支架置入前              0      0      0      12      8       P<0.01

粒子支架置入后1 wk      7      8      5        0      0  

图  2  粒子支架
置入.

图  3  粒子支架
释放后.

图  4  粒子支架
置入后内镜像.

■应用要点
食道内照射支架
临床初步应用是
安全、有效的. 能
有效抑制食道恶
性肿瘤的生长, 并
能明显改善吞咽
困难症状, 提高生
活质量, 延长患者
生存期, 值得临床
进一步推广和实
践.



www.wjgnet.com

金安琴, 等. 记忆合金支架捆绑碘-125粒子治疗食管癌的临床应用                                                                                  817

3  讨论

食管恶性梗阻是引起吞咽困难的主要原因, 咽
下疼痛, 不能进食, 造成患者极大的痛苦, 且由

于多种原因外科手术的危险性大, 疗效差, 术后

复发率高. 采用内支架可以改善患者的吞咽困

难和进食能力, 增强患者战胜疾病的信心和自

身的抗病能力, 从而大大地提高患者的生活质

量, 延长了生存期. 食管支架置入可使狭窄的食

管充分扩张, 有效缓解患者的症状, 临床疗效

满意. 本组普通支架置入后1 wk吞咽困难评分

平均从3.36级减至0.96级, 平均生存时间171±
56 d, 与国内外报管相近[3,8]. 

自膨式食管金属支架可以解决患者的吞

咽困难问题, 但是对肿瘤本身的发展进程无任

何影响. 在我国, 80%食管癌患者确诊时已属

中晚期, 放疗为其主要治疗手段, 其5 a生存率

约10%[9]. 外放疗目前仍为中晚期食管癌放疗

的主要手段, 疗效确定, 但并发症高, 有报管达

14.9%[10], 包括食管气管瘘、放射性肺炎、食管

狭窄、食管溃疡等, 且任何一种并发症均可能

造成严重后果, 甚至死亡. 碘-125粒子是疗效肯

定的低能放射粒子, 可使肿瘤细胞失去增殖能

力, 对肿瘤产生持续、强大的杀灭作用[11-14]. 但
单纯置入碘-125粒子对进展期食管癌患者, 缓解

吞咽困难疗效慢, 且操作复杂, 在肿瘤坏死过程

中有脱落之嫌[15]. 我们将放射粒子捆绑于食管

支架上置入到病变部位从而达到既解决患者吞

咽困难又能抑制肿瘤生长的目的. 我们由放射

性专业人员装填碘-125粒子, 在装填粒子过程

中避免用手指直接接触放射粒子. 将装填好碘

-125粒子的内照射支架装进食管支架推送器内, 
理论上讲在支架外周固定了放射粒子, 增加了

压缩后支架的直径、增大了支架和推送器壁之

间的摩擦力, 从而影响支架释放. 然而我们发现, 
附有碘-125粒子支架完全可以用普通食管支架

推送器推送, 而且与普通食管支架释放过程一

样, 没有因为放射粒子的存在而影响支架的释

放. 20例患者支架释放均达到准确到位, 释放过

程顺利, 无粒子脱落现象, 与普通支架置入比较, 
未出现严重并发症, 有2例胸痛明显, 经对症治

疗后好转. 生存时间比较置入附有碘-125粒子支

架明显长于置入普通支架患者. 前者患者平均

316±116 d, 后者平均171±56 d. 前者尚有35%
的患者存活, 本研究组患者平均生存期还会延长. 

本组20例患者2 mo后复查胃镜和胸部CT,
结果显示食管病灶13例缩小, 4例无明显变化, 3
例增大(均为低分化腺癌), 这可能与所置入的粒

子剂量和肿瘤病理类型有关. 本组1例见肿瘤侵

入食管生长, 而置入普通支架组有6例肿瘤向支

架内生长及阻塞支架两端. 这一结果可以说明

放射性粒子对食管肿瘤是有明显抑制作用的. 
但碘-125粒子虽然被封于特制的鞘内, 长时

间处于食管的酸碱环境中会不会造成泄漏? 郭
金和 et al [16]通过术后复查ECT显像来了解放射

粒子辐射范围, 有无异位显影以及检验碘-125粒
子有无泄漏, 结果显示碘-125粒子未发生泄漏. 

本研究虽然开展时间较短、病例数少、随

访时间短, 但研究显示食管内照射支架在技术

上是可行的, 临床初步应用是安全、有效的. 能
有效抑制食管恶性肿瘤的生长, 并能明显改善

吞咽困难症状, 提高生活质量, 延长患者生存期, 
值得临床进一步推广和实践. 
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Abstract
AIM: To evaluate the changes of life quality 
of patients with rectal cancer before and after 
operation.

METHODS: The life qualities of 48 patients 
(Dixon: n = 25; Miles: n = 23) with rectal cancer 
were assessed using gastrointestinal quality of 
life index (GIQLI) before and 1, 6, 12 mo after 
operation.

RESULTS: The mean preoperative GIQLI score 
of all the patients was 104.21. The scores were 
91.97 (P < 0.05), 105.65 (P > 0.05), and 113.95 (P 
< 0.05), respectively, 1, 6 and 12 mo after opera-
tion. The GIQLI score of Dixon’s group was 
slightly lower than that of Miles’ group 1 mo af-
ter operation (P > 0.05), but significantly higher 
than 6 and 12 months after operation (107.30 ± 
10.57 vs 103.85 ± 11.03, P < 0.05; 116.35 ± 12.64 vs 
111.34 ± 13.65, P < 0.05).

CONCLUSION: The life quality of patients 
with rectal cancer falls in the early period after 
operation due to the damage of operation and 

complication, but it is significantly improved in 
the long period, which is related to the operation 
style.

Key Words: Rectal carcinoma; Quality of life; Ques-
tionnaire

Chen J, Zhao M, Xie Q, Sun YH, Liang J. Assessment of 
life quality of patients after rectal carcinoma operation. 
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摘要
目的: 探讨直肠癌患者手术前后生存质量的
变化. 

方法: 采用GIQLI生存质量指标测定48例直
肠癌手术患者术前及术后1, 6, 12 mo的生存
质量值. 

结果:  直肠癌患者手术前平均G I Q L I指数
104.21分, 术后1 mo平均GIQLI指数91.97分
(P <0.05), 术后6 mo平均GIQLI指数105.65分
(P >0.05), 术后12 mo平均GIQLI指数113.95分
(P <0.05). Dixon手术后1 mo平均GIQLI指数略
低于Miles组(P >0.05), 术后6, 12 mo平均GIQLI
指数高于Mi les组(107.30±10.57 vs  103.85
±11.03, P <0.05; 116.35±12.64 vs  111.34±
13.65, P <0.05).

结论: 直肠癌患者手术近期生存质量下降, 与
手术创伤和手术并发症有关, 手术远期患者
的生存质量明显提高, 生存质量与手术方式
有关.

关键词: 直肠肿瘤; 生存质量; 生存质量评定问卷

陈静, 赵嫚, 谢强, 孙玉华, 梁健. 直肠癌手术后患者48例生存质

量评定.  世界华人消化杂志  2006;14(8):819-822
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0  引言

直肠癌是外科常见的恶性肿瘤之一, 直肠癌根

治术是其主要的治疗方法. 目前医疗技术的发

展使直肠癌术后生存率逐渐提高, 然而随着社
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■背景资料
直肠癌是外科常
见的恶性肿瘤之
一, 直肠癌根治术
是其主要的治疗
方法. 近年来, 生
存质量在肿瘤学
治疗评定成果中
已成为一个越来
越重要的参数, 目
前除了传统观点
如肿瘤复发率和
生存率作为一个
重要成果测量, 还
包括生存质量的
评估.
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会的进步和人民生活水平的提高, 人们对生存

质量的要求也越来越高. 生存质量作为全面反

映患者健康状况的一个指标可望更全面更客观

地评价治疗的效果. 我院近年来收治直肠癌患

者48例, 观察直肠癌术后患者的生存质量如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 1999-05/2004-08我院术前经肠镜活检确

诊行根治术, 无严重躯体性疾病和术后并发症, 
具有一定文化水平, 且自愿接受问卷调查直肠癌

患者48例, 男31例, 女17例; 年龄39-83(平均63)岁. 
腺癌30例, 黏液腺癌13例, 未分化癌3例, 息肉恶

变2例. Dixon 25例, Miles 23例.
1.2 方法 胃肠生存质量指标(gastrointestinal quality 
of life index, GIQLI)包括生理功能状态、症状

学、社会活动和日常生活能力、精神状态等5个
方面, 共有36项调查问卷项目, 每项计0-4分, 总分

144分, 正常人群为125.8分[1], 测定时间为术前、

术后1, 6, 12 mo. 42例采用信函随访的方式, 6例在

来院复诊时由调查者请患者或家属填写问卷表. 
对手术前后GIQLI评分结果进行比较.

统计学处理  采用SPSS12.0分析软件对收集

到的数据进行处理, 所有结果都用mean±SD表

示, 用配对t检验进行自身显著性检验.

2  结果

2 .1  手术前患者生存质量指数  G I Q L I指数

63-125(平均104.21)分. 影响患者生存质量的主

要因素有: 大便改变48例(100%), 大便次数增

多、便血、便急32例(67%), 腹胀20例(42%), 体
力下降28例(58%), 腹痛10例(21%), 疲劳12例
(25%), 对疾病感到伤心31例(65%)和害怕32例
(67%), 44%的患者有不同程度的劳动工作能力

丧失.

2.2 手术后患者生存质量指数变化 术后1 mo 
GIQLI指数52-111(平均91.97)分, 与术前相比具

有显著统计学意义(P <0.05, 表1). 其中主要影响

因素为切口疼痛、大便次数增加、体力减退、

生活和活动能力障碍, 而心理情绪状态评分有

所提高(P >0.05). 在此期间手术方式对生存质量

改变无明显影响(表1). 术后12 mo GIQLI指数

62-132(平均113.95)分, 比术前提高(P <0.05). 总
体生存质量比术前明显提高, 在此期间手术方

式对生存质量改变有明显影响, Dixon组在日常

和社会活动及心理情绪状态方面评分明显高于

Miles组. 其中主要影响因素为患者外表发生明

显改变、感到不舒服及性生活明显受限、正常

业余活动受限.

3  讨论

生存质量评定作为一种新的生命状态评价技术

被引入医学领域, 广泛应用于评价个体的生理、

心理和社会生活情况[2]. 现代医学工作者不能只

靠测量患者的生存时间长短来评价医疗效果, 而
应同时顾全整个机体, 包括患者的心理、精神及

社会适应能力, 即强调患者生存质量的改善. 近
年来, 生存质量在肿瘤学治疗评定成果中已成为

一个越来越重要的参数, 目前除了传统观点如肿

瘤复发率和生存率作为一个重要成果测量, 还包

括生存质量的评估，生存质量评定多采用评定

表的方法, 由被测试者填写, 目前测量生存质量

的量表非常多, 一般分为两类:  总量表和特殊量

表, 总量表又分为健康问卷和实用测量，特殊量

表集中于生存质量的特殊方面, 并与特殊的疾病

相对应. 如Eypasch et al [1]设计的GIQLI, 专用于

测量消化系统疾病患者的生存质量, 我们应用

GIQLI测量直肠癌患者手术前后生存质量的变

化, 效果比较满意. 
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■应用要点
本研究观察了直
肠癌术后患者生
存质量及其主要
影响因素, 对外科
工作者在今后工
作中如何采取最
佳的外科治疗手
段既能提高患者
的生存率又能改
善生存质量具有
积极的指导作用.

    

表  1  直肠癌患者手术前后生存质量评分结果 (mean±SD, 分)

 

 

GIQLI指数                                    术前                         术后1 mo                                 术后6 mo                           术后12 mo

总分

自觉症状

躯体生理功能状态

日常和社会活动

心理情绪状态

Miles组

Dixon组

104.21±11.28             91.97±77.13a                    105.65±9.80                  113.95±7.82a

  58.43±3.22               56.19±2.98a                        59.54±3.69a                 113.90±57.82a

  16.02±1.76               13.01±1.81a                        15.44±1.54a                   18.49±3.21a

  13.11±2.56                 5.56±1.76a                        10.80±2.45a                   14.71±4.32

  16.65±3.31               17.21±3.01                         19.20±3.38a                   19.41±4.55a

103.98±10.59             92.66±8.45a                      103.85±11.03c               111.34±13.65c    

104.42±12.64             91.22±7.34a                      107.30±10.57a                116.35±12.64a 

aP<0.05 vs 术前; cP<0.05 vs Dixon组.



目前, 直肠癌的根治性治疗方法仍首推外科

手术治疗, 但手术后常有肠运动功能紊乱, 如排

便次数增多等, 特别是对于肠造口患者不仅带来

身体上的不适，更造成巨大的心理压力, 使部分

患者生存质量下降. 术后效果传统上被评价为生

存率或疾病相关症状的改善, 然而他们并没有强

调手术本身给患者主观上带来的痛苦或幸福感, 
有时侯对于生存质量也很难区分是疾病本身的

影响还是治疗的干预[3], 手术作为一种创伤性治

疗手段, 短时间内可大大降低患者生存质量. 目
前有研究胃肠返流性疾病外科治疗后对生存质

量的影响[4-5], 也有部分人研究关于胃癌和大肠

癌的生存质量评估[6-9], 只有少部分人研究患者

的主观感受对手术成功的评价[10-11], 因此, 强调

手术的成功与否不仅在于提高生存率, 还应包

括生存质量的改善. Rasanen et al [3]分析了131例
胃肠疾病手术前后患者的生存质量, 他指出对

于胆道疾病和年龄在60岁以下的患者术后2 mo
生存质量即有提高, 所有的患者在术后12 mo生
活质量均有提高, 年龄大于60岁的患者外科治

疗效果差于小于60岁的患者, 另有研究结肠癌

患者生存质量无明显改善, 因为结肠癌治疗后

3 a内患者的生存质量都有所下降. 有关直肠癌

患者生存质量现在国外也已有许多报道[12-17], 报
道显示直肠癌术后1 mo内生存质量明显下降, 
但这种下降是可逆的[14-15], 术后6 mo后可逐渐

恢复正常[18-19], 不同手术方式对患者生存质量影

响不同, D ixon手术后生存质量明显好于Mi les
手术[16-17], 腹腔镜手术明显好于开腹手术[20], 不同

性别、不同年龄对直肠癌术后生存质量影响亦不

同[21-22], 直肠癌患者术后适当体育锻炼有助于生

存质量恢复[23], 国内此方面报道较少[24]. 本组研

究显示, 直肠癌患者术前生存质量明显低于正

常人群, 表明直肠癌能够严重影响患者生存质

量, 主要表现在自觉症状及心理情绪方面, 而躯

体生理功能及日常社会活动影响不大, 这表明

大部分患者就诊时还没有出现上述2方面的改

变. 术后1 mo全部患者均有明显生存质量下降, 
主要原因考虑为手术创伤及术后一定的并发症

造成生存质量明显下降. 但是, 随着时间的推移, 
手术本身的影响因素会越来越弱, 此时期心理

情绪状态评分略有提高, 术后6 mo患者生存质

量已恢复至术前, 其中心理情绪状态方面评分

明显提高, 这可能与术前患者对疾病的恐惧和

担心及对手术的惧怕有关, 术后患者的恐惧心

理明显下降有关, 术后12 mo生存质量明显提
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高, 主要表现在症状和躯体生理功能的明显改

善, 而体力方面恢复略慢, 此时期情绪状态变化

不大. 本组资料还显示, 生存质量与患者年龄、

病期及手术方式有一定关系, 年龄的差异在生

存质量上主要表现为性生活评分及心理情绪状

态评分, 表明老年人有更好的心理承受能力, 而
癌症对年轻患者的影响更大. 不同病期患者生

存质量略有不同, D期患者较A, B, C期有更差的

生存质量, 表明癌症病期越晚对患者生存质量

影响越大. 不同手术方式对生存质量影响不同, 
有报道显示直肠癌造口患者生存质量明显低于

非造口患者[25], 但近来报道有一些例外[22,26]. 本
研究显示, Dixon组和Miles组术后1 mo生存质

量无显著性差异, 因为在此时期主要是手术本

身的影响占主导地位, 术后6 mo及12 mo Miles
组生存质量明显低于Dixon组, 表现在社会活动

及心理情绪状态方面, 而其他方面影响不大, 这
表明Miles手术对患者生存质量影响大于Dixon
手术, 而影响因素主要是由造口带来的, 因此, 
目前保肛手术在直肠癌手术中逐渐占据主导地

位, 不仅体现了手术方式的改进, 更注重了患者

生存质量的改善. 
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■同行评价
本文作者应用胃
肠生存质量指标
探讨了直肠癌患
者手术前后生存
质量变化, 表明手
术近期生存质量
下降, 与手术创伤
有关, 而手术远期
生存质量明显提
高, 并且与手术方
式有关, 研究方法
得当, 但如果在以
后的研究中能增
加病例数, 结果将
更加可信.
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Abstract
AIM: To investigate the significance of cancer 
antigen-125 (CA-125) and CA19-9 combined 
detection in the differential diagnosis of benign 
and malignant ascites.

METHODS: A total of 59 patients were included 
in the study and divided into two groups based 
on the benignancy and malignancy. The levels of 
CA-125 and CA19-9 were detected in serum and 
ascitic fluid by protein chip technique.

RESULTS: The levels of CA125 and CA19-9 
in ascitic fluid were 602.03 ± 405.72 and 370.65 
± 490.01 in malignant group, which were sig-
nificantly higher than those in benign group (P 
<0.05). The level of serum CA125 was not mark-
edly different between malignant and benign 
group, while CA19-9 level in malignant group 
(65.80 ± 117.45) was significantly higher than 
that in benign group (P < 0.05). The specificity, 
sensitivity and accuracy of ascitic CA19-9 in the 
diagnosis of malignant diseases were 66.7%, 
46.2%, 57.7%, and those of ascitic CA125 were 

57.6%, 61.5% and 59.3%, respectively. The speci-
ficity, sensitivity and accuracy of combined de-
tection of CA19-9 and CA125 were 57.6%, 84.6% 
and 69.5%, respectively, and the sensitivity was 
significantly higher than that of CA19-9 (P < 0.01) 
or CA125 (P < 0.05) alone.

CONCLUSION: It is helpful to detect ascitic 
CA19-9 combined with CA125 in the differential 
diagnosis of malignant diseases.

Key Words: Protein chip; Tumor markers; Ascites

Miao YL, Shi PH, Duan LP. Value of combined detection 
of CA19-9 and CA125 in differential diagnosis between 
benign and malignant ascites. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(8):823-826

摘要
目的: 联合检测患者血清或腹水C A125和
CA19-9, 以提高对肿瘤诊断与病情判断的准
确性. 

方法:  59例腹水患者以照良、恶性分为2
组. 利用蛋白质芯片技术检测两组CA125和
CA19-9含量, 并进行统计学分析. 

结果: 恶性组腹水C A125和C A19-9分别为
602.03±405.72和370.65±490.01, 均明显高
于良性组, 差异有显著性(P <0.01); 恶性组血
清CA125为213.30±251.36, 与良性腹水组相
比, 没有显著性差异(P >0.05), 而血清CA19-9
的测定值为65.80±117.45, 显著高于良性腹
水组(P <0.05). CA19-9检测恶性腹水的特异
性、敏感性和准确性分别为66.7%、46.2%、

57.7%; CA125的特异性、敏感性和准确性分
别为57.6%、61.5%和59.3%; 而联合检测腹
水CA19-9和CA125的特异性、敏感性和准确
性分别为57.6%、84.6%和69.5%, 其中敏感
性明显高于单独检测CA125(P <0.05)或CA19-
9(P <0.01).

结论: 联合检测CA19-9和CA125诊断恶性腹
水的敏感性和准确性可提高.

关键词: 蛋白质芯片; 肿瘤标志物; 腹水
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■背景资料
腹水是一种常见
的临床体征, 病因
很多, 鉴别诊断困
难. 良性和恶性腹
水的预后不同, 因
此对良、恶性腹
水的鉴别极为重
要. 血清及腹水肿
瘤标志物测定是
临床上鉴别良、

恶性腹水的重要
方 法 之 一 , 具 有
敏感性及特异性
高、简单且无创
的优点.
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性腹水.  世界华人消化杂志  2006;14(8):823-826
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0  引言

腹水是常见的临床表现之一, 良恶性腹水的鉴

别诊断在临床上具有极其重要的意义, 尤其是

恶性腹水的早期诊断相对更困难. 目前大多数

的诊断技术还不能够完成早期诊断的要求. 长
期以来, 人们致力于寻找一种能够尽早(发生在

转移之前)检出恶性肿瘤的指标, 其中包括对肿

瘤标志物的研究. 我们采用蛋白质芯片对患者

血清或腹水CA125, CA19-9进行联合检测, 以期

提高对肿瘤诊断与病情判断的准确性. 

1  材料和方法

1.1 材料 腹水59例分为恶性组和良性组.
1.2 方法 二组均在治疗前同步抽取空腹静脉血

及腹水各5 mL, 离心取标本储存于-20℃冰箱

待测. 将各待测标本及不同浓度的标准品混合

液各100 μL滴加到不同的芯片分格内; 将检测

液A和B等体积混合, 打开蛋白芯片, 在膜表面

加入30 μL已混合的检测液, 反应30 s, 经洗涤

4次后, 用生物芯片检测仪读取蛋白芯片数据, 
使用设定的软件对CA125(<35 kU/L)和CA19-
9(<35 kU/L)进行数据分析.

2  结果

恶性腹水26例, 男15例, 女11例, 年龄30-62(平均

45.2±10.6)岁, 原发性肝癌12例, 卵巢肿瘤4例,  
胃癌3例, 结肠癌3例, 胰腺癌2, 腹水中查到恶性

肿瘤细胞2例, 均经病理学证实; 良性腹水组33
例, 男21例, 女12例, 年龄35-78(平均54.6±10.4)
岁, 肝炎后肝硬化15例、酒精性肝硬化5例、其

他原因致肝硬化3例、结核性腹膜炎8例、心源

性腹水2例. 两组间年龄、性别均无显著性差异

(P >0.05). 
恶性腹水组腹水CA125和CA19-9分别为

602.03±405.72和370.65±490.01, 均明显高于

良性腹水组, 差异有显著性(P <0.01); 恶性腹水

组血清CA125为213.30±251.36, 与良性腹水组

血清测得值相比, 没有显著性差异(P <0.05), 而
血清CA19-9的测得值为65.80±117.45, 显著高

于良性腹水组(P <0.05, 表1).
腹水C A19-9检测恶性腹水的特异性、敏

感性和准确性分别为66.7%, 46.2%和57.7%; 腹
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水C A125的特异性、敏感性和准确性分别为

57.6%, 61.5%和59.3%; 而联合检测腹水CA19-9
和C A125的特异性、敏感性和准确性分别为

57.6%, 84.6%和69.5%, 其中敏感性明显高于单

独检测CA125(P <0.05)或CA19-9(P <0.01, 表2).

3  讨论

肿瘤生物学标志物由肿瘤细胞产生并进入血

液循环, 在正常人或良性疾病患者中大多数肿

瘤标志物的含量很低, 故利用肿瘤标志物测定

来诊断肿瘤越来越广泛应用于临床. CA19-9是
Koprowski et al [1]应用结肠癌细胞株Sw Ⅱb免疫

BalB/c纯种小鼠和骨髓瘤细胞杂交得到的一株

编号为1165N51929的mAb. 他是一种黏蛋白的

糖类位点, 也是一种单涎酸神经节苷酯. 这种由

癌细胞产生的肿瘤相关抗原经胸导管引流到血

液循环, 进一步引起血清CA19-9增高. CA19-9在
血清中以唾液黏蛋白形式存在, 分布于胎儿胰

腺、胆囊、肝、肠和正常人胰、胆管上皮等处,
是存在于血循环中的胃肠癌相关抗原[2], 也是常

用的肿瘤免疫诊断指标. CA19-9在胰腺癌的阳

性率为85%-95%, 胆囊癌、胆管癌的阳性率约

为85%. CA19-9对胰腺、胃及肝胆管癌具有高

度敏感性, 故也是胰腺癌较为可靠的指标. 
CA125是糖蛋白, 是卵巢癌相关抗原. 血

CA125升高有助于卵巢癌的诊断, 其敏感性与卵

巢癌分期及组织学类型有关, 中晚期患者显著

升高, 浆液性癌的CA125水平升高明显. 而卵巢

www.wjgnet.com

    

表  1  良恶性腹水患者CA19-9和CA125的测得值

                                恶性腹水组                         良性腹水组

                          血清               腹水              血清               腹水

CA19-19     66±117     371±490       16±22         23±53

CA125        213±251     602±406     201±192     161±98

    

表  2  腹水CA19-9和CA125诊断恶性腹水

                                                    恶性腹水组            良性腹水组

CA19-9	                    阳性           12                         11

	                    阴性           14                         22

CA125	                    阳性           16                         14

	                    阴性           10                         19

CA125/CA19-9           阳性           22                         14

	                    阴性             4	               19

金标准: 组织病理学. 特异性 = 57.6%; 敏感性 = 84.6%; 准确
性 = 69.5%.

■研发前沿
肿瘤标志物还没
有统一的标准检
测方法, 目前得出
的结果大多数在
还处于研究观察
阶段. 将来可能有
望在肿瘤临床中
成为诊断、预后
判断及调整治疗
方案的工具. 理想
的肿瘤标志物应
具有高度敏感性
及特异性, 并能用
于进行病程追踪
和治疗反应, 对预
后进行评估, 并有
助于早期发现转
移和复发, 至今没
有任何一个标志
物有如此优越的
特点. 但是同一种
肿瘤可能有不止
一种标志物, 同一
种标志物也可能
会在不同的肿瘤
中出现. 这一特点
为临床选择高灵
敏度或高特异性
检测某类肿瘤提
供了灵活而多样
的结合方式. 对于
某一特定的肿瘤
方法测定, 可同时
选定几种特异性
较高的指标, 互相
补充, 提高诊断的
阳性率.



癌患者腹水CA125值也增高, 且腹水CA125值预

测临床完全缓解患者的体内残存癌比血CA125
值更敏感. 国内外均有文献报道结核性腹膜炎、

肝硬化患者CA125也有一定程度的增高[3-4], 但增

高程度不及卵巢癌、腹膜癌等恶性肿瘤显著. 
采用多肿瘤标志物蛋白质芯片技术对腹

水患者的血清及腹水进行检测分析, 结果表明, 
恶性腹水组患者腹水CA19-9, CA125均较良性

腹水组患者高, 表明肿瘤生物学标志物尤其是

CA19-9、CA125系由恶性肿瘤细胞合成、分泌

并释放入血液或体液中的生物活性物质, 通过

测定其含量对肿瘤有辅助诊断价值, 有助于恶

性腹水的诊断. 同时我们还发现CA19-9诊断恶

性腹水的特异性为66.7%, 敏感性为46.2%, 准
确性为57.7%; CA12-5诊断恶性腹水的特异性

为57.6%, 敏感性为61.5%, 准确性为59.3%; 而
联合检测腹水CA19-9和CA125诊断恶性腹水的

特异性、敏感性和准确性分别为57.6%, 84.6%
和69.5%. 对二种肿瘤标志物组合分析显示, 以
其中二项之一阳性作为诊断标准, 不但敏感性

大大提高, 特异性也能保持较高水平. 本研究良

性腹水组患者血清和腹水CA125分别为201±
192和161±98 kU/L, 明显增高, 与文献[5-7]报
道一致. 我们还发现恶性腹水组腹水CA19-9和
CA125测定值371±490, 602±406 kU/L比血清

的测得值66±117, 213±251 kU/L高(二组相比, 
P <0.05), 似乎更有意义. 在部分患者腹水里已发

现许多恶性肿瘤细胞, 腹水中CA19-9和CA125
明显升高, 而血清肿瘤标志物水平正常或低于

腹水中的水平. 主要的原因可能是: 由于血清中

检测肿瘤标志物可能受到抗原不分泌或极少分

泌入血, 以及抗原分泌入血后经肝脏被分解代

谢等多因素干扰, 故通过检测体液(腹水)的肿

瘤标志物可提高阳性率. 另有人认为, CA125、
CA19-9等是较大分子量的糖蛋白, 在腹水中形

成后不易进入血循环被肝破坏分解, 故恶性腹

水中CA125和CA19-9等含量较血清的高[8]. 可见

在良、恶性腹水的鉴别诊断中, 同时检测腹水

和血清CA125和CA19-9的浓度具有较高的临床

应用价值. 值得注意的是: 腹水CA125和CA19-9
的适界值可能不同于血清, 还需进一步研究. 

迄今为止, 良恶性腹水的鉴别诊断仍是临

床中的一个难题, 亟待早期做出正确的诊断. 腹
水病因的诊断除结合病史、体格检查及影像

学、内镜等特殊检查外, 腹水化验检查(尤其是

肿瘤标志物等)具有重要的临床价值, 且检测肿
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瘤标志物更敏感、特异; 而且简单、无创. 蛋
白质芯片技术是1990年代出现的一种高通量、

高灵敏度、高特异性和微型化的蛋白质分析技

术, 是当今生命科学研究领域发展最快的技术

之一[9], 国内外已有多项研究[10-15]表明腹水与血

清肿瘤标志物联合检测及腹水或血清多项肿瘤

标志物联合检测均可提高诊断恶性腹水的敏感

性. 因此, 该技术作为一种无创的肿瘤辅助诊断

技术, 具明显的优越性. 选用与消化系统疾病所

致的良恶性腹水密切相关的两个肿瘤标志物

(CA19-9和CA125)作为观察指标, 旨在提示检

测其在血清和腹水中的量有助于良、恶性腹水

的鉴别, 临床上应给予高度重视; 尤其对那些

影像学阴性及未能行病理检查的患者, 更有临

床意义. 因此, 联合检测血清与腹水肿瘤标志物

对良恶性腹水鉴别具有一定意义. 另外研究中

良性腹水组也出现了阳性病例, 复检亦证实为

阳性, 可能是由于感染或肝功能受损. 文献报道

CA19-9在合并胆道感染、肝硬变患者血清中明

显较无胆道感染的肝硬变患者高, 并认为此升

高可能是由于胆管上皮细胞增多和由于胆固醇

沉着所致清除减少的结果. 此外, 利尿、腹穿放

液也可影响肿瘤标志物的血清水平. 但上述情

况很少出现腹水和血清肿瘤标志物同时升高, 
说明肿瘤标志物的检测也有助于分析良性腹水

合并感染的原因. 大部分肿瘤标志物是多组织

或特异组织产生, 受体内多因素的影响, 肿瘤标

志物不仅在癌变时产生, 在部分正常组织和良

性病变时也会产生. 一种肿瘤可有一种或多种

肿瘤标志物. 因此合理选择一些肿瘤标志物合

并多种组合检测某种肿瘤, 有助于良、恶性腹

水的鉴别诊断. 

4      参考文献
1	 Koprowski H, Herlyn M, Steplewski Z, Sears H. 

Specific antigen in serum of patients with colon 
carcinoma. Science  1981; 212: 53-55 

2	 Sari R, Yildirim B, Sevinc A, Bahceci F, Hilmioglu 
F. The importance of serum and ascites fluid alpha-
fetoprotein, carcinoembryonic antigen, CA 19-9, and 
CA 15-3 levels in differential diagnosis of ascites 
etiology. Hepatogastroenterology  2001; 48: 1616-1621

3	 Wang IK, Chuang FR, Lee KF, Lin CL, Chang 
HY, Huang CK. Tuberculous peritonitis in a 
haemodialysis patient with elevated serum CA 125 
and hypercalcaemia. Int J Clin Pract Suppl  2005; 
56-59

4	 Gomez Rubio M, de Cuenca Moron B, Dominguez 
M. Tumoral markers in liver cirrhosis and hepatoce-
llular carcinoma. Gastroenterol Hepatol  2005; 28: 308

5	 杨锦林, 吴俊超, 郭震. 四种肿瘤标志物联合检测对

www.wjgnet.com

■应用要点
采用蛋白质芯片
联合检测患者血
清或腹水CA125
和CA19-9, 可提
高对肿瘤诊断与
病情判断的准确
性. 
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第二届全国小肠疾病学术会议

本刊讯 第二届全国小肠疾病学术会议将于2006-08-23/27在太原举行, 现将征文通知公布如下:

1  稿件要求及截稿日期 

全文, 结构式摘要(1 000字), 电脑打印(附软盘)或E-mail, 2006-04-31截稿.

2  联系方式 

山西省太原市双塔东街29号山西少人民医院内镜中心 陈星; 邮编:030012;电话:0351-4960028; E-mail: 

senj29@163.com.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE 

腹腔镜在直肠癌手术治疗中的临床应用

周保军, 闫庆辉, 宋伟庆, 蔡建辉, 刘 津, 张国建, 段国强, 任鹏涛

周保军, 闫庆辉, 宋伟庆, 蔡建辉, 刘津, 张国建, 段国强, 任
鹏涛, 河北医科大学第二医院胃肠外科 河北省石家庄市 
050000
河北省科技攻关项目资助, No. 052761001D-26
通讯作者: 周保军, 050000, 河北省石家庄市和平西路215号, 河
北医科大学第二医院胃肠外科. zhoubaojun67@hotmail.com
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摘要
目的: 探讨腹腔镜手术治疗直肠癌的方法和
可行性. 

方法: 2005-02/12共开展腹腔镜直肠癌手术31
例, 其中Dixon手术20例, Miles手术9例, 乙状
结肠袢式造口术2例. 

结果: 手术均获成功, 无中转开腹, 手术时间
平均200 min, 术中平均出血量80 mL, 术后肠
功能恢复时间平均30 h, 术后1例Dixon手术患
者出现吻合口瘘, 经保守治疗痊愈.

结论: 腹腔镜直肠癌手术具有创伤小、手术
出血少、术后痛苦小、肠道功能恢复快等特
点, 是可行的、安全有效的手术方法.
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0  引言

自1990年开展了腹腔镜胃肠道手术以来, 经过

十余年来的发展, 腹腔镜技术在胃肠道疾病的

治疗方面的应用越来越广泛, 腹腔镜结直肠癌

根治手术因其创伤小、痛苦少、恢复快、并发

症少、疗效好, 成为结直肠癌治疗的新方式, 我
科2005-02/12共施行腹腔镜直肠癌手术31例, 结
果满意, 总结分析报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组31例, 男13例, 女18例, 年龄18-83

岁, 平均年龄60.8岁, 术前均进行电子结肠镜检

查与活组织病理检查证实为直肠腺癌, 根据术

后切除标本病理结果将患者进行Dukes分期: A 
期1例, B期10例, C1期11例, C2期7例, D期2例. 
术中探查肿瘤盆腔广泛转移行乙状结肠袢式造

口术, 肿瘤下缘距肛缘小于5 cm的患者行Miles
手术, 其余患者均行Dixon手术.
1.2 方法 

1.2.1 麻醉方法及体位 患者均采用全身麻醉, 体
位采用截石位, 手术过程中根据操作的需要对

体位进行适当调整.
1.2.2 手术设备 采用Wolf 10 mm 30°腹腔镜, 
美国强生公司超声止血刀, 强生公司腹腔镜用

直线切割缝合器(Endo-GIA ATB45), CDH33型
管状吻合器.
1.2.3 手术方法 手术者站立于患者的右侧操作, 
助手站立于术者对侧, 扶镜助手位于术者左侧, 
于脐下缘做长约1 cm弧形切口, 成功建立气腹, 
气腹压力维持12-15 mmHg(1.6-2.0 kPa), 置入

10 mm Trocar, 进腹腔镜探查, 确定肿瘤的位置

和转移情况. 在腹腔镜的监视下于右下腹麦氏

点置入10 mm或12 mm Trocar作为主操作孔, 手
术结束时利用此戳口放置腹腔引流管. 于左侧

麦氏点内上方约3 cm处置入10 mm Trocar作为

副操作孔, 利用此戳口扩大为乙状结肠造瘘口

或标本取出切口. 在左、右下腹Trocar的外上方

约10 cm处分别再安置5 mm Trocar作为副操作

孔, 以帮助暴露手术野及协助操作. 对女性患者

我们不采取悬吊子宫的方法, 而是通过左下腹

10 mm Trocar用抓钳将子宫提起或挑起充分

显露盆腔完成手术操作. (1)乙状结肠袢式造口

术: 术中探查直肠肿瘤腹腔广泛转移, 不能行根

治性切除或肿瘤侵及盆壁或周围脏器不能切除

时, 用超声刀或电刀充分游离乙状结肠, 将左下

腹Trocar取出, 将此戳口扩大为直径3 cm圆形切

口, 把乙状结肠提出腹腔外行袢式造口, 以解决

术后直肠梗阻的问题. 患者术后腹部仅仅有一

个造瘘口和2-3个直径5-10 mm戳口, 微创效果

十分明显, 极大地减少患者的痛苦, 充分展现腹
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■背景资料
腹腔镜胃肠道手
术开始于1990年, 
经过十多年的发
展, 腹腔镜器械有
了极大的改进和
创新, 腹腔镜技术
水平也有了长足
的进步, 腹腔镜手
术从治疗胃肠道
良性疾病扩展到
恶性疾病的治疗, 
腹腔镜结直肠癌
的手术治疗成为
目前外科领域研
究的热点和重点
内容. 



腔镜手术的优势. (2)Dixon手术: 用超声刀或电

剪刀切开左侧结肠旁沟的腹膜, 向上游离至降

结肠, 向下游离至直乙交界部位, 显露左侧输尿

管及精索血管或卵巢血管, 同样方法切开乙状

结肠系膜根部的腹膜, 于肿瘤近端10 cm处用布

条将肠管及直肠下动静脉一起结扎, 用超声刀

游离乙状结肠系膜, 解剖肠系膜下动脉、静脉

至根部, 清除周围淋巴结, 在血管根部用丝线结

扎或钛夹夹闭血管后切断. 向上牵引乙状结肠

及直肠, 超声刀锐性切开直肠两侧腹膜至盆底

腹膜返折部位会师. 将乙状结肠及系膜挑起, 在
直视下沿直肠固有筋膜和骶前筋膜间疏松结缔

组织间隙进行锐性游离, 达到尾骨尖, 保留下腹

下神经和盆腔神经丛. 沿此间隙向直肠两侧扩

展, 用超声刀锐性切断两侧直肠侧韧带, 至盆底

肛提肌, 最后分离直肠前方, 在Denonvillier筋膜

前方进行锐性解剖. 按照全直肠系膜切除(TME)
的要求在肿瘤下缘至少5 cm处切断直肠系膜, 
将肿瘤下缘2-3 cm处直肠“裸化”至直肠肌层. 
用Endo-GIA切割缝合器横断直肠, 将左下腹的

戳口扩大为长4-6 cm的斜切口, 在自制塑料保

护套的保护下将直肠残端提出体外, 在肿瘤上

缘10 cm处离断肠管、修剪系膜, 移走标本. 近
端直肠置入钉砧头, 荷包缝合后将肠管还纳腹

腔, 缝合切口, 重建气腹. 扩肛后将CDH33型圆

形吻合器经肛门伸至直肠闭合端, 在腹腔镜直

视下钻钉自直肠闭合端中心偏背侧顶起戳出, 
对合钉砧头、旋紧吻合器击发, 完成吻合, 于骶

前放置橡皮引流管一根, 利用右下腹戳口引出

体外. 男性患者骨盆狭窄, 当肿瘤小、位置低, 
腹腔镜下不能确定肿瘤下缘时, 为了保证肿瘤

切除的充分完全, 有时需要术者左手通过左下

腹的切口进入盆腔协助直肠系膜的处理和肠管

的切断. (3)Miles手术: 乙状结肠和直肠的游离及

肠系膜下血管的处理同Dixon手术, 在腹腔镜下

用超声刀处理乙状结肠系膜至预切断处, 使用

Endo-GIA切断乙状结肠. 把左下腹戳口扩大至

直径3 cm切口将乙状结肠近残端提出腹腔外造

人工肛门. 或利用此切口在腹腔外切断乙状结

肠, 将远残端还纳腹腔, 将乙状结肠近端与皮肤

缝合造人工肛门, 会阴部仍采用常规手术方法, 
在直视下进行肛管直肠游离, 与腹腔贯通后将

标本从会阴取出, 会阴放置引流管一根, 缝合

会阴伤口.
所有恶性肿瘤患者手术结束时常规给予大

量蒸馏水加5-FU冲洗手术区域, 术后合理配合
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化疗.

2  结果

手术均获成功, 无中转手术者. 手术时间最短

40 min, 最长为300 min, 平均200 min. 术中出

血最少20 mL, 最多250 mL, 平均80 mL. 手术

过程中均未输血. 一般患者在术后24-48 h内恢

复肠蠕动功能, 出现肛门排气或排便, 平均时间

30 h, 部分腹会阴联合直肠切除患者使用硬膜外

置管持续镇痛, 其肠蠕动功能的恢复要较无置

管者迟12-24 h. 除Miles手术患者外其他患者术

后48 h内均可自行下床活动, 所有患者术后均未

使用止痛药口服或肌肉注射. 术后并发症: 1例
Dixon手术患者术后出现吻合口瘘, 经过保守治

疗痊愈. 患者术后均获得随访, 至今未发现穿刺

口种植和局部复发.

3  讨论

自1990年Flower及Jacobs先后用腹腔镜行乙状结

肠切除获得成功[1]后, 经过十余年来的发展, 伴
随腹腔镜技术的不断提高和腹腔镜器械不断改

进, 腹腔镜手术几乎已经涉及整个传统的外科领

域, 而影响腹腔镜下结直肠癌切除手术开展的主

要因素是他比腹腔镜胆囊切除术复杂, 需要娴

熟的腹腔镜操作技术及较昂贵的器械. 对于腹

腔镜手术的临床效果, 国内外有学者研究表明: 
腹腔镜与开腹结直肠癌切除术在手术切除肠段

长度、淋巴结清扫情况、生存率与复发率以及

TME患者直肠系膜完整性和淋巴结清扫数目是

一样的[2-3]. 腹腔镜手术成败的关键取决于手术

医生是否严格按照无瘤原则操作, 病灶的切除范

围与淋巴组织的清除是否彻底. 只要手术者手术

中严格执行肿瘤手术原则, 腹腔镜手术可以达到

和开腹手术同样手术效果, 当然这与手术者的腹

腔镜技术掌握程度及经验也有比较密切的关系. 
腹腔镜手术是通过器械操作, 术者缺乏手的触觉

和灵敏性, 当直肠肿瘤比较小时, 在腹腔镜下定

位要比开腹定位困难, 这时需要手助或术中结肠

镜定位. 应用腹腔镜探查腹腔可以清楚的观察到

肝脏表面情况, 通过体位的改变可明确肠道肿瘤

的腹腔转移情况, 在微创的前提下可以了解患者

能否进行根治或姑息手术, 本组病例有2例直肠

癌患者用腹腔镜探查, 确定为Dukes D期, 行腹腔

镜乙状结肠袢式造口, 避免了患者腹部较大的切

口, 极大的减少了术后患者的痛苦.
我们体会腹腔镜TME具有下列优势: 腹腔
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镜手术空间大、视野宽阔, 而且能将手术野放

大数倍, 术者对组织及器官观察更加清楚, 手术

操作比开腹更加精细, 对盆筋膜脏壁两层之间

疏松结缔组织间隙的判断和入路的选择更准

确; 腹腔镜可抵达狭窄的小骨盆并放大局部视

野, 对盆腔植物神经丛的识别和保护更确切. 超
声止血刀的应用, 能以锐性解剖和极少的出血, 
沿盆筋膜间隙更完整的切除含脏层盆筋膜的直

肠系膜. 术中对肿瘤的挤压明显减轻、对盆腔

脏器的骚扰降低到最大限度. 当然进行腹腔镜

手术也需要遵守开放手术的手术原则, 目前多

数学者认为T M E适用于肿瘤下缘距离肛门缘

5-10 cm的中下段直肠癌, 我们也同意这种观点, 
本组患者有两例肿瘤下缘距肛缘距离是5 cm, 
吻合完成后吻合口位于齿状线附近.

应用腹腔镜进行腹会阴联合直肠切除术相

对于开腹进行腹会阴手术而言有独特的优势, 
由于腹部手术是在腹腔镜下完成, 手术结束后

腹部没有切口, 只有几个0.5-1.0 cm戳口和1个
造瘘口, 患者术后腹部没有明显的疼痛, 而且避

免了开腹手术后由于人工肛门排便污染, 腹部

切口导致切口感染的问题. 此术式没有特殊的
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器械消耗, 患者的医疗费用没有明显的增加, 而
且手术操作较Dixon手术简单, 手术并发症少, 
是开展腹腔镜结直肠手术早期比较适合的术式.

关于腹腔镜直肠癌手术适应证, 我们认为

对于有经验的专业腹腔镜医师凡是适合传统开

腹手术的直肠癌患者, 只要其身体状况能够耐

受全麻和人工气腹, 均可进行腹腔镜手术, 根据

术中探查的不同情况采取不同的手术方式进行

治疗, 如: 乙状结肠袢式造口术、Dixon手术或

Miles手术等.
腹腔镜手术为直肠癌的治疗提供了一种创

伤小、恢复快、对腹腔及整个机体内平衡干扰

较少的治疗技术, 腹腔镜直肠癌根治术是可行

的安全有效的方法, 但需要术者有良好的腹腔

镜操作基础和丰富的开腹手术经验, 同时要严

格遵循无瘤操作规程和TME原则. 
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摘要
介绍1例贲门失弛缓症Heller术后16 a并发食
管旁疝致胃底绞窄坏死的病例. 报告本例患者
的详细病历资料和诊治经过. 患者起病5 d后
剖胸探查, 发现胃底疝入左侧胸腔并绞窄坏
死, 行近端胃大部切除, 修复食管裂孔. 术后随
访1 a无复发. 食管旁疝发生嵌顿时, 应立即插
入胃管减压, 如减压不成功或症状不改善, 应
急诊手术探查. 

关键词: 贲门失弛缓症; 食管旁疝; 并发症

尹勇, 王中林, 陆一民. 贲门失弛缓症术后并发食管旁疝致胃底

绞窄坏死1例.  世界华人消化杂志  2006;14(8):830-831
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0   引言

贲门失迟缓症术后食管裂孔疝的发生率约为

5%-10%, 常因裂孔结构及其支持组织遭到破坏

所致[1]. 本院最近收治1例贲门失弛缓症Heller术
后16 a并发食管旁疝致胃底绞窄坏死的病例, 现
将诊治经过报告如下. 

1   病例报告

患者女, 56岁, 16 a前因贲门失迟缓症行Heller
手术, 近年常出现返酸、胸骨后烧灼样痛. 3 d
前劳动时突发左胸部持续性剧痛, 活动及深呼

吸时尤甚, 伴胸闷、恶心、上腹不适, 他院胸

部CT提示“左侧胸腔积液”, 经抗感染治疗胸

痛未见缓解转入我院. 查体: 体温37.9℃, 脉搏

100次/min, 呼吸24次/min, 血压16/10 kPa(120/
75 mmHg), 痛苦貌, 左胸中下部语颤减弱, 叩诊

呈浊音, 叩击痛(+), 呼吸音减低, 未闻及啰音. 腹
部平坦, 剑突下压痛(+), 无反跳痛及肌紧张, 肠
鸣音正常. 血常规: WBC 14.7×109/L, N 0.84, 
RBC 3.74×1012/L, Hb 105 g/L. 胸片: 左下肺大

片致密影, 中等量胸腔积液. B超定位下行胸腔

穿刺抽出不凝血. 抗感染、止血等保守治疗2 d, 
病情加重, BP降至9.8/6.6 kPa(74/50 mmHg), 呼
吸急促, 表情淡漠, 气管稍右偏, 左肺听诊几乎

无呼吸音. 复查血常规: WBC 19.2×109/L, N 
0.85, RBC 3.5×1012/L, Hb 98 g/L. 积极抗休克治

疗, 同时行左侧胸腔闭式引流, 当即引出500 mL
暗红色血性液, 1 h后又引出300 mL血性液, 复
查胸片: 左胸大片高密度影, 纵隔右移. 考虑左

胸活动性出血, 急诊剖胸探查. 术中见食管下段

肌层切开松解完全, 胃底及大网膜经膈食管膜

薄弱区疝入左侧胸腔, 胃壁绞窄坏死几乎穿孔, 
胸腔内血性液、血块及坏死组织1 500 mL, 肺
表面被覆较厚纤维板, 肺与胸壁、膈肌黏连紧

密, 行近端胃大部切除、食管-残胃胸内吻合、

纤维板剥脱术, 重新修复食管裂孔. 术后患者一

度出现左侧包裹性脓胸、肺不张, 经积极抗感

染、营养支持、多次引流排脓等治疗, 1.5 mo
后痊愈出院. 术后随访1 a无复发.

2  讨论

食管旁疝又称滚入性食管裂孔疝, 相比滑动性食

管裂孔疝少见, 但却有重要临床意义. 当胃食管

接合部的膈肌脚结构及裂孔支持组织薄弱或遭

到破坏时, 腹腔脏器尤其邻近的胃底可通过筋膜

裂孔疝入胸腔, 由于膈食管膜不能限制胃体向上

移动, 加之腹内压高于胸内压, 病情进展可致胃

大弯与部分胃体甚至全胃疝入胸腔, 而贲门仍被

部分膈食管膜所固定位于膈下, 此时可出现胃扭

转、血运障碍、绞窄坏死、穿孔, 发生严重胸、

腹腔感染和中毒性休克. 本例患者贲门失弛缓症

术后16 a突发左胸剧痛, 并伴有活动性血胸征象, 
由于我们对Heller术后食管旁疝致胃绞窄坏死缺

乏足够的认识, 加之胸腔大量积血将疝囊内嵌顿

的胃底包裹, CT扫描显示不清, 术前误将血胸归

结为黏连胸膜组织撕裂所致, 以致延误诊断. 因
此凡Heller术后出现胸骨后不适、胸闷、气急或

突发胸腹部剧痛者, 均应积极行X线食管-胃造影

检查, 如发现食管末段位于腹腔内、贲门固定、
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■背景资料
贲门失迟缓症术
后食管裂孔疝相
比滑动性食管裂
孔疝病情表现多
种 多 样 ,  临 床 上
易误诊, 病情进展
可致胃扭转、血
运障碍、绞窄坏
死甚至发生严重
胸、腹腔感染和
中毒性休克, 因此
早期诊断和及时
恰当的处理十分
重要.
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部分或大部分胃位于膈肌上方后纵隔下部, 应考

虑为食管旁疝. 食管旁疝发生嵌顿时, 应立即插

入胃管减压, 如减压不成功或症状不改善, 应急

诊手术探查[2].

3      参考文献
1	 王吉甫. 胃肠外科学. 第1版. 北京: 人民卫生出版社,  

2000: 43-45
2	 李福年, 周荣详, 李杨. 腹壁与疝外科学. 第1版. 北京: 

人民卫生出版社,  2004: 387-390
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■同行评价
贲门失迟缓症术
后并发食管旁疝
少见, 本文对该疾
病的诊治有一定
的参考意义 .
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第十一届全国普通外科学术会议征文通知

本刊讯  中华普通外科杂志编辑部将于2006-07下旬在内蒙古呼和浩特市召开“第十一届全国普通外科学术会

议”. 本次会议将围绕普通外科手术并发症与外科再手术的主题就普通外科临床与基础研究、外科并发症、

以及外科再手术等问题进行研讨. 会议邀请国内外著名外科专家, 对热点问题做专题演讲, 参会代表进行学术

交流, 经验介绍、开展讨论. 

1 征文内容

征文内容包括: (1)腹部外科手术并发症和外科再手术经验; (2)普通外科的新进展、新诊断、新技术、新方

法、新手术、新经验; (3)临床研究、基础研究、实验研究; 手术适应证、禁忌证问题; (4)腹腔镜手术; (5)肿瘤

的放化疗; (6)手术并发症和再手术的营养支持; (7)手术并发症和再手术的护理等. 

2 征文要求

征文要求包括: (1)请将未公开发表的论文全文以及800字以内的中文摘要各1份, 并附拷贝软盘, 寄到100034, 

北京西城区阜内大街133号 齐老师 收, 联系电话: 010-66168321转3126, 010-66164704. (2)来稿请注明单位、作

者姓名、邮编及联系电话(请自留底稿, 恕不退稿), 请在信封左下角注明“普外会议征文”字样. 参会代表将

获得国家级继续医学教育一类学分. (3)截稿日期: 2006-06-30.  
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金仁顺, 朴东明, 延边大学医院病理科 吉林省延吉市 133000
姜颍, 敦化市医院病理科 吉林省敦化市 133700
通讯作者: 朴东明, 133000, 吉林省延吉市局子街119号, 延边大
学医院病理科. pdm11172000@yahoo.com.cn
电话: 0433-2660121  传真: 0433-2513610
收稿日期: 2006-02-07    接受日期: 2006-02-13

摘要
患者, 女, 12岁, 无意中发现上腹部包块而就
诊. 经手术探察, 行胃大部切除后, 经病理证实
为儿童恶性胃肠道间质瘤. 发生在儿童的胃肠
道间质瘤罕见, 且多为恶性, 因此早期发现和
完整、完全切除, 对患者的预后有重要意义.

关键词: 儿童; 胃肠道间质瘤

金仁顺, 朴东明, 姜颍. 儿童恶性胃肠道间质瘤1例.  世界华人消

化杂志  2006;14(8):832-833

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/832.asp

0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumor, 
GIST)是消化道最常见的间叶组织来源的肿瘤, 
绝大多数病例发生在成人, 儿童中罕见, 我们遇

见1例, 现报告如下. 

1  病例报告

薛某, 女, 12岁. 2 mo前无意中发现上腹部有鸡

蛋大肿物, 最近有时上腹部疼痛. 查体: 上腹部

扪及约手拳大肿物, 表面光滑, 活动良好, 随呼

吸上下活动, 无压痛. 彩色B超检查: 肝、胃间有

45.7 mm×38.4 mm混合性肿物回声, 其间可见

囊腔. 术中见胃小弯角切迹处有5.0 cm×4.0 cm
×3.0 cm实性肿物, 边缘清楚, 表面光滑, 触之

囊性感, 移动性良好, 与胃小弯紧密黏连, 肿物

周围无肿大淋巴结, 行胃次全切除术. 病理所见: 
胃小弯黏膜见直径1.5 cm的表浅溃疡, 黏膜下

有5.3 cm×4.0 cm×3.5 cm肿物, 切面灰褐色, 
质较硬, 形成1.5 cm×1.2 cm×1.0 cm囊腔, 内
含黏稠的咖啡色液体. 镜下所见: 瘤细胞呈多边

形, 胞质淡染或空泡状, 核呈圆型、椭圆型, 巢
状或片状瘤细胞肌层内浸润生长, 偶见病理核

分裂,淋巴管内见瘤栓形成(图1), 部分处黏液变

性. 免疫组织化学染色: CD117(+)、CD34(-)、α-
平滑肌肌动蛋白(α-SMA)灶状(+)、Desmin(-)、
S-100(+), 病理诊断: 胃小弯恶性胃肠道间质瘤

(上皮样细胞型, 图2).

2  讨论

G I S T是原发于胃肠道、大网膜和肠系膜的

c-ki t(CD117)染色阳性的梭形细胞或上皮样细

胞的间质肿瘤, 占全部胃肠道肿瘤的0.1%-3%.
GIST常发生于胃(60%-70%), 最常见的症状是

腹痛和黑便. GIST绝大多数发生在成人, 儿童

中罕见, 且发生在儿童的病例多为恶性. 最近国

外陆续报道儿童中发生的GIST[1-2]. GIST组织学

表现分为3型: 梭型细胞型、上皮样细胞型和混

合细胞型. 儿童中发生的胃GIST主要是上皮样

细胞形态[2], 本例的组织学类型也是上皮样细胞

型. WHO将GIST的性质分为良性、未确定潜在

恶性和恶性三类, 如何准确判断其良恶性是病

理诊断的一个难题. 国内学者提出只要具备下

■背景资料
GIST分为梭型细
胞型、上皮样细
胞型和混合细胞
型 ,  儿童中少见 , 
胃GIST主要是上
皮样细胞型. 本文
报道1例儿童上皮
样细胞型胃GIST.

图  1  淋巴管内
瘤栓 (HE×100).

图  2  胃肠道间
质瘤 (HE×200).
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述一项指征即提示恶性[3]: (1)术中播散和转移; 
(2)肌层、黏膜或周围组织浸润; (3)脉管浸润或

瘤栓形成; (4)肿瘤性坏死; (5)核分裂≥10个/50 
HPF(high power field); (6)瘤细胞围绕血管簇状

排列; (7)细胞密集且明显异型. 本例瘤细胞浸润

肌层, 血管内形成瘤栓, 属恶性GIST.
GIST的免疫表型中大约95%的GIST表达

kit(CD117), 其他标志物的染色有较多的变异, 
如bcl-2阳性表达为80%, α-SMA为50%, CD34为
70%, SMA为35%, S-100为10%, Desmin为5%[4]. 
对于GIST外科手术切除是最主要的治疗手段[5]. 
本病术后30%出现转移, 46%出现局部复发, 因
此首次手术是否完整、完全切除是关键.

3      参考文献
1	 Kuroiwa M, Hiwatari M, Hirato J, Suzuki N, Tsuchida 

Y, Shimada A, Shitara T, Taki T, Hayashi Y. Advanced-
stage gastrointestinal stromal tumor treated with 
imatinib in a 12-year-old girl with a unique mutation 
of PDGFRA. J Pediatr Surg  2005; 40: 1798-1801

2	 Miettinen M, Lasota J, Sobin LH. Gastrointestinal 
stromal tumors of the stomach in children and 
young adults: a clinicopathologic, immunohistoch-
emical, and molecular genetic study of 44 cases 
with long-term follow-up and review of the 
literature. Am J Surg Pathol  2005; 29: 1373-1381

3	 侯英勇, 朱雄增. 胃肠道间质瘤诊疗新进展. 中国现代
手术学杂志  2005; 9: 164-167

4	 Corless CL, Fletcher JA, Heinrich MC. Biology of 
gastrointestinal stromal tumors. J Clin Oncol  2004; 
22: 3813-3825 

5	 万德森. 胃肠道间质瘤的治疗-外科医生的观点. 中国
现代手术学杂志  2005; 9: 161-163 
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                    第十二届全国胆道外科学术会议征文通知

本刊讯 中华医学会外科学分会胆道外科学组拟定于2006-07在辽宁省沈阳市召开第12届全国胆道外科学术会

议. 此次会议由全国胆道外科学组委托中国医科大学附属第二医院(盛京医院)承办, 中国实用外科杂志社协办. 

大会将全面展示我国胆道外科近年来的新进展、新成果. 届时将邀请国内外知名肝、胆外科专家作专题演讲. 

凡参会者均颁发国家级继续教育学分证书. 现将征集论文的有关事宜通知如下: 

1  征文内容

征文内容包括: (1)胆道外科学基础研究(胆道解剖与胆道疾病、胆石成因、胆道感染、胆道肿瘤、胆胰管结

合部异常与胆道先天性疾病). (2)胆道外科的临床研究(胆囊、胆管结石、胆道肿瘤、意外性胆囊癌、胆道损

伤、肝移植后胆道狭窄等). (3)胆道外科诊断与治疗的新技术、新方法(腹腔镜技术、内镜技术、介入技术、

影像技术等). (4)胆道外科疾病的其他诊疗经验等.

2  征文要求

征文要求包括: (1)请寄论文全文及800字以内的摘要各一份. 4号字打印, 附电子稿件. 无摘要者恕不受理. (2)论

文要求科学性强、数据可靠、重点突出、文字精炼且未经发表者. 论文须由作者所在单位审查盖章同意, 并请

在信封正面注明会议征文字样. (3)截稿时间: 2006-05-08(当地邮戳为准). 稿件邮寄地址: 辽宁省沈阳市和平区

三好街36号 中国医科大学附属第二医院 第一微创、胆道外科; 邮政编码: 110004. 联系人: 吴硕东. 投稿E-mail: 

wushuodong@yahoo.com.cn.
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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®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 
大16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 
邮发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 
世界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消

化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外

科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

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(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》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608种中国科技论

文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 28种期刊

的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为

1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的

第14位, 内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界

华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比

0.30, 地区分布数28, 基金论文比0.43, 国际论文

比0.01. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 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. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
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, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV 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. 

《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
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中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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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; 七年, 
7 a; 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年, 10 a; 10%福尔马林, 
40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/ L酒精; 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.
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υ ; 
(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

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

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(M大写斜体, r小写正体, 下角标); 
也可采用分子质量, 其单位是ku,“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. 如
37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 
pg/ml 应为3.56±0.27 ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, 
t  =28.4±0.2℃. BP用kPa, RBC数用×1012/L, 
WBC数用×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mmol/L, nmol/L或
mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改

1-2
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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±
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±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±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±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. 完整的阿位伯数字不

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个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有

关问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有

贡献的其他人可放入致谢中. 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).
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, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 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 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 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 署名一般不超过8人. 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
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
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AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 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), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).
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 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲

洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 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 
et al”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 et al [2-5]认为……; 
PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文

献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年核心期刊为

准, 引用被PubMed收录的期刊文献用英文表达, 
请附引用文献网上摘要打印件, 包括PMID编号

(摘要的左下方). 按顺序编号装订, 并考入磁盘

内. 在引用参考文献页码末尾注明PMID编号; 
无PMID编号的期刊请删除(重要文献必须保留

者, 请附首页复印件). 期刊: 序号, 作者(列出全



World Journal of 
Gastroenterology创
刊于1995-10-01, 
原 刊 名《C h i n a 
National of New 
Gastroenterology 
》 ,  1995-06-27
国科发信字 (95 ) 
2 2 5 号 批 准 国
内 外 公 开 发 行 . 
1998-02-12经国
家科学技术部和
国家新闻出版总
署 批 准 更 名 为
W J G ,  国科发信
字 (1998)027号 . 
2002-11-14经国家
工商行政管理总
局商标局核定使
用商品(第16类), 
获得商标注册证
第2001158号.

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编

号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版
次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
1   Ma LS, Pan BR. Strengthen international aca-
demic exchange and promote development of gas-
troenterology. World J Gastroenterol  1998; 4: 1 
[PMID: 11819215]
2  马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志英

文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 855-863 
3  Lam SK. Academic investigator's perspectives of 
medical treatment for peptic ulcer. In:Swabb EA, 
Azabo S, eds. Ulcer disease: investigation and basis for 
therapy. New York: Marcel Dekker, 1991: 431-450  
4  尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 第1
版. 上海: 上海科学技术文献出版社, 1995: 382-385

4  投稿须知
4.1 投稿信件 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、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)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (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, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 
投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 

录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 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

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 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. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.

世界胃肠病学杂志社

100023, 北京市2345信箱

郎辛庄北路58号院怡寿园1066号
电话: 010-85381901
传真: 010-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com 
http://www.wjgnet.com
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编者按 世界华人消化杂志自创刊已有14 a历
史, 目前已经发展成为旬刊. 2006年本刊开辟

了“海宁信箱”专栏, 旨在促使形成作者、读

者、编者互动的局面, 适应我国消化病事业的

飞速发展, 创办高质量的学术期刊, 进一步活跃

学术界. 本专栏面向作者、读者、以及编委征

集反馈信息, 希望借用大家的力量来引导杂志

向更高的质量迈进. 反馈信息包括对杂志的总

体评价、事实纠错、文字更正、解释说明, 编
辑部会如实地将这些信息以公开或匿名的方

式刊登在每期的固定位置. 反馈信息可以通过

Email发送至h.n.zhang@wjgnet.com, 也可以发送

手机短信至13910684938.

1 反馈信息

1.1 世界华人消化杂志办刊严谨, 服务理念强. 
需要指出的是, 14卷1期, 109页文章《腹部外科

脓毒症临床救治258例》中"死亡率" 应为病死

率. 死亡率指一定时期内(通常为1年)死亡人数

与同期平均人口数之比, 说明该时期人口的死

亡强度. 病死亡指一定时期内患某病的全部病

人中因该病而死亡者的比例, 是衡量确诊疾病

的死亡概率, 反映疾病严重度和医疗水平的. 110
页左栏顺数第17行中"长达22 a的临床与实验研

究, 在12 a间, ……"a是否为"年"; "22"为何后面

又成了"12"? (四川大学华西医院中西医结合科  
唐文富)
1.2 世界华人消化杂志14卷1期基础研究栏目中, 

有的文章与消化系疾病研究的国际前沿问题接

轨(如骨髓间充质干细胞在胰腺生理更新和病理

再生中的作用); 有的在分子水平研究胃癌发生

和幽门螺旋杆菌引起胃炎的分子机制, 有较大

的参考价值. 慢性乙型肝炎患者血清脂质水平

与病理分级的关系一文, 因为有肝活检材料作

为金标准, 其价值远超过其他同类研究.
2006年14卷4期江学良 et al所撰"骨髓间充

质干细胞在胰腺生理更新和病理再生中的作用"
一文的图1中, 荧光显微照片的放大倍数似有疑

问, A、B是×250, C、D、E、F是×400, 但A、

B中所示细胞体积显得过小, 放大250倍的细胞

与放大400倍的细胞极不成比例. 同一期洪永孟 
et al著一文中, 不足的是病理分级、分期与血脂

各指标之间没有进行相关分析. (复旦大学上海

医学院病理学系 张锦生)

编辑回应

首先, 对所有关注和支持本刊的读者、作者、以及

编委表示衷心感谢, 对他们的批评我们一定虚心接

受. 经核查, 除“年(a)”是本刊统一用法外, 其余

属实. 在此我们对广大读者和作者表示郑重道歉. 

我们保证在以后的工作中一定加强监督、规范工

作流程, 尽最大努力避免此类错误的再次发生. 其

次, 有了这些高度敬业、严肃对待学术的读者、作

者、以及编委, 我们有信心将本刊进一步推向更高

的发展领域.

世界华人消化杂志  2006年3月18日; 14(8): 839
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 海宁信箱  

世界华人消化杂志作者、读者、编委反馈信息

 
wcjd@wjgnet.com 

®

2006年, 《世界华
人消化杂志》在
线办公系统将正
式开通, 从投稿到
出版所有环节一
律在网上实现, 将
会大大缩短从投
稿到出版的时间. 
世界胃肠病学杂
志社, 100023, 北
京市2345信箱郎
辛庄北路58号院
怡寿园1066号 电
话: 010-85381901  
h t t p : / / w w w .
wjgnet.com/wcjd/
index.jsp.
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