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肝癌的病因与诊疗研究进展
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摘要
作为癌症第三号杀手, 肝癌的发生、发展是经
历多阶段和多因素作用, 通过癌基因启动、促
癌和演进等步骤. 目前已知不少基因与肝癌相
关, 并开展了前沿性的分子治疗研究, 有些在
动物和临床实验中已取得了初步成效. 另一方
面, 传统中西医诊疗也随着科技发达而有长足
进展, 近年更积极推行综合治疗手段. 在分子
诊疗的年代, 本文除了对各诊疗方法及其综合
应用方案有较详尽的阐述外, 还就最新的分子
诊疗进行了探讨, 期望不久将来, 人类能更有
效地防治这威胁着生命的恶性肿瘤.
 
关键词: 肝癌; 致癌基因; 抑癌基因; 中西医结合治

疗; 综合诊疗; 分子治疗
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0  引言

肝癌为世界第六大常见恶性肿瘤, 据世界卫生

组织2002年数据显示, 全球每年新症约63万宗, 
死亡人数约60万人, 为癌症第三号杀手.我国

年发病人数约35万, 每年约有32万人死于此病,  
发病率和死亡率均占癌症中的第二位[1]. 

1  病因及高危因素

肝癌的发生是一个多阶段、多因素累积作用,   
经过启动、促癌和演进等步骤, 以及多个基因

参与和突变的结果.其病因尚未清楚, 相信与下

列因素有关: (1)肝炎病毒. 大量实验和临床研

究发现乙型肝炎病毒(HBV)与肝癌发病关系甚

为密切. ①HBV与肝癌流行地理分布接近, HBV

高发区同样是肝癌高发区, 肝癌患者血清HBV
表面抗原(HBsAg)阳性率逾90%; ②HBsAg携带

者患肝癌的危险性比正常人群高100倍, 经济条

件较好的国家已实行普及性H B V预防疫苗注

射, 大大减低肝癌的发病率[2-4]; ③肝癌细胞中存

在着HBV DNA的整合, 可激活致癌基因并使抑

癌基因发生突变, 其致癌机制主要有两种, 一为

顺式启动作用, HBV DNA插入肝细胞原癌基因

附近, 直接启动或增强原癌基因的表达, 另一种

为反式启动作用, HBV DNA随机整合到肝细胞

基因组上, 通过转录并翻译成蛋白质后, 再启动

自身基因(启动因子为HBV X抗原)或肝细胞原

癌基因[5-6]; ④丙型肝炎病毒(HCV)是发达国家

肝癌的主要病因之一, 其患者血清抗HCV阳性率

多超过50%. (2)肝硬化.主要是肝炎(病毒性、

酒精性、药物性)演变发展的结果, 肝癌发生之

危险率和预后随肝纤维化严重程度而增加[7], 约
2%-5%肝硬化患者发展为肝癌患者. (3)长期酒

精中毒,  容易造成肝硬化而变成肝癌. (4)发霉

食物中的黄曲霉毒素(AFT)可诱发肝癌, AFT 
B1诱发肝癌最小剂量仅需10 μg/d, AFT经肝脏

代谢成AFT-2, 3-环氧化物后会攻击DNA, 修饰

DNA上的碱基,  使DNA遗传讯息发生错误而失

去正常调控功能, 动物实验发现AFT引起在p 53
第249位的G-T突变, 导致精氨酸密码变为丝氨

酸密码而引发肝癌, 亦有动物实验显示AFT与
HBV有协同作用, 他们的存在与转化DNA表达

有关, HBV是始动因子, 而AFT是促进因子. (5)
经进食受感染肝吸虫的生鱼虾后, 肝吸虫在人

肝胆管中可存活20-30 a, 严重者可引起肝脓肿

或门脉性肝硬化, 甚至可发展成肝癌. (6)分子变

异. 早于1994年, 人类肝癌中染色体13q14上发

现RB1基因失活并检出与染色体13q杂合缺失相

关的RB1蛋白质缺陷, 证实RB1为肝癌相关的抑

癌基因[8]; 有研究发现, 肝癌患者的基因缺失常

出现在染色体4q21, 6q14和8p22上[9]; 目前已知

的致肝癌基因有ras , c-myc  mRNA过量表达或基

因重排和放大等, 超过50%肝癌中的N-ras呈过
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高表达, ras有两个活化突变点, 一是第12号密码

的第2个核苷酸由原癌基因的GGT变成CGT, 另
一为改变第61号密码的编码蛋白质PP21的结

构,使之无法结合GTP或GDP来调节细胞的生长

与分化, 此外, 肝癌内部转移与c-met的过量表

达有关, 多个抑癌基因(如M6P/IGFIIr )同时杂

合缺失与肝癌分化有显著相关性[10], 而p 53的
杂合缺失率最高, 并且与肝癌分化程度密切相

关[11], 可见多个抑癌基因的异常积累导致低分

化肝癌克隆形成, 并促进肝癌发生; 研究人员亦

发现, 两个在肝癌中丢失的抑癌基因DLC-1 [12]

和DLC-2 [13-14], 他们在细胞中起监察作用; 另有

研究发现, 在肝癌细胞中染色体17p13.3有高频

率杂合性缺失, 继而成功地克隆名为HCCS1的
新基因, 动物实验证明该基因有抑制癌细胞生

长功能[15]; 亦有研究应用差异显示聚合酶链反

应法获得一组肝癌高表达基因(HCCA1 , HCCA2
和MXR7等)[16]; 此外, 采用逆转录酶聚合链反

应法, 发现了一个新的蛋白质HCC-2, 能有效地

区分低分化和高分化的肝癌组织[17]; 研究人员

运用肝癌系统扫描得到33个染色体缺失区, 并
成功利用缺失区的交互作用定义出两种致癌途

径, 一为伴随p 53突变及其他晚期肝癌特征的高

度癌化不稳定DNA, 二为伴随β-catenin突变及

与其他晚期肝癌症状呈相反特征的低度癌化较

稳定DNA[18]; 亦有报告显示肝癌的发展和CHFR
基因甲基化导致表达沉默有关[19]. 另一方面, 处
于蛋白质组学年代, 近年研究显示一些蛋白质

与肝癌也有密切关系, 如14-3-3γ[20]、增殖细胞

抗原和stathmin 1[21]在肝癌中呈高表达, 亦有

研究利用蛋白质组学发现前载脂蛋白、α2-HS
醣蛋白、载脂蛋白A-IV前体蛋白和PRO1708/
PRO2044在肝癌治疗后呈上升趋势[22], 而肝癌

的生长也发现和P PA R γ的调控有关 [23], 血清

CK-19的上升则与肝癌的转移和预后不良呈正

相关[24]; 此外, p28GANK在肝癌中mRNA检出

率为96.9%[25], 其通过与Rb, CDK4, S6b ATPase
的结合参与了信号转导通路,在肝细胞增殖和凋

亡中起着重要作用[26]; 另一方面, 肝癌组织中有

ets-2 [27], c-fms[28]及IGF-Ⅱ mRNA[29]的过量表达, 
可见肝癌发病与一些生长因子的表达有关; 近
年亦有研究显示, 肝癌患者的树突状细胞呈异常

表达[30]; 蛋白质组学研究显示岩藻糖基化与肝癌

的发展也密切相关[31].
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2  临床诊断

2.1 临床症状 肝脏只有表面包膜才有神经, 除非

癌组织侵犯到包膜, 否则再大的肿瘤也不会痛, 
而肝脏只要剩下1/5大小仍可维持正常功能, 故
到肝脏被破坏了80%时, 才会产生肝功能失调症

状, 因此肝癌除非到了中、晚期, 否则不会痛、

也没有症状, 此期间的肝癌称为亚临床期, 只可

通过甲胎蛋白(AFP)健康普查才可被发现.当肿

瘤逐渐增大时, 肝癌进入临床期, 患者可能出现

下列症状: (1)右上腹有间歇性或持续性钝痛或

刺痛; (2)右叶下段的肝癌常可于右肋上直接扪

及肿块, 左叶肝癌有剑突下肿块或左肋下肿块

表现; (3)因肝脏扩大, 肿瘤侵犯膈肌, 刺激横隔

膜神经致右肩疼痛; (4)因胆管闭塞, 胆汁在血液

积聚引致黄疸; (5)有腹腔积水现象; (6)食欲不

振、恶心、体质量下降、疲倦、身体虚弱及发

热; (7)旁癌综合征, 如红细胞增多、低血糖等.

2.2 实验室检查 由于大部分患者在初诊时病情

已进入中、晚期, 通常不能接受任何治疗, 所以

及早诊查尤为重要[32]. (1)甲胎蛋白检查. AFP是
怀孕期肝脏合成的一种胚胎血清蛋白, 健康成人

和儿童血液内只有20 µg/L以下, 如AFP持续4 wk 
≥400 µg/L, 便有可能患上肝癌, 但仅凭AFP含
量很难早期诊断, 通过对外周血AFP mRNA含量

的检测, 则可以早期诊断, 又可判断治疗效果, 是
目前诊断肝癌预后的重要分子生物学标志, 可惜

其灵敏度不高(54%)[33]; (2)铁蛋白. 近年发现肝

癌含有一种酸性的癌胚异铁蛋白, 可能有助于早

期诊断; (3)其他肿瘤相关抗原. 部分患者CEA、

CA19-9呈阳性表现[34], γ-谷氨酰转移酶mRNA、

血管内皮生长因子(VEGF)和白介素-8等也可用

作为预后生物标志物[35]; (4)超声波检查.HBV携

带者更应定期接受AFP测试及超声波检查; (5)
计算机断层扫描; (6)肝动脉造影; (7)活组织检

查; (8)HBV拷贝数量度. 采用高特异性的实时聚

合酶链反应技术计算血清中HBV拷贝数, 可监

测病毒量, 为肝癌预后之重要检验标志[36].
2.3 中医辨证分型 中医学早于二千多年前对肝

癌已有认识, 本病属于中医肝积、肥气、症积、

膨胀、癖黄等范畴.《难经•五十六难》: ''肝之

积, 名曰肥气. 在胁下, 如覆杯, 有头足, 久不愈. ''
从中医学的观点, 肝癌的辨证分型可归纳为: (1)
肝郁气滞、瘀积成块. 胁下胀痛或刺痛, 右侧为

剧, 上腹肿块, 扪之质硬, 表面不平, 疲乏无力, 纳
食低下, 嗳气呕逆, 失眠心烦, 舌质正常或偏腻, 
时有瘀点或瘀斑, 苔薄白或薄黄, 脉弦细或涩; 
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(2)湿遏热郁、瘀结毒聚. 胁下肿块, 质硬坚实, 
痛如锥刺, 脘腹胀满, 或腹大如鼓, 目肤黄疸, 日
渐加深, 烦热口干, 小便赤黄, 大便干结, 舌红有

瘀斑, 苔黄腻, 脉弦滑数或涩; (3)热积毒聚、灼

阴损络. 腹大胀满, 肿块膨隆, 形体赢瘦,  头晕

耳鸣, 潮热盗汗, 或高热烦渴, 或牙痛鼻衂, 大便

干结, 小便短赤, 舌红少津, 苔薄黄或光剥, 脉弦

细数; (4)肾阴亏虚、水不涵木. 五心烦热,  低热

盗汗, 胁肋隐痛, 头晕目眩, 腰酸腿软, 纳少消瘦, 
倦怠无力, 舌红少苔, 或光剥有裂纹, 脉细弦数

或细涩无力; (5)脾虚失运、水湿停留. 神疲乏力, 
纳呆消瘦, 胁痛腹胀, 面浮肢肿, 腹泻时作, 或伴

腹水, 舌淡胖有齿痕, 脉弦滑或濡细[37].

3 治疗

大部分肝癌患者在诊断时已进入中、晚期, 而
且肝脏的血液供应丰富, 容易在器官内外作血

源性转移, 导致治疗上的困难, 其治疗方式应为

多样化组合, 须视乎患者情况而选择不同的治

疗方式或综合治疗.

3.1 西医治疗 (1)外科根治手术. 是医治肝癌的

首选方法 ,  一般人留下1/5肝脏就可以维持生

命, 手术后1 a生存率达70 %, 但只有约20%患

者能接受手术治疗; (2)药物治疗. 化学药物对

肝癌的治疗效果有限, 患者的Mcl-1高表达可

影响化疗效果[38], 故化疗多用于姑息性治疗, iv 
doxorubicin为一代表药物, 近年更引进联合化

疗, 如doxorubicin, cisplatin和capecitabine联合使

用[39], gemcitabine和cisplatin联合化疗晚期肝癌

患者更进入临床试验第二期[40], 但药物治疗虽具

缓解效果, 却无法根治, 其主要方法有三, 一为

肝动脉栓塞疗法, 先把化疗药物由动脉导管选

择性地注入肝癌的营养血管, 再利用栓塞剂将

支配肝癌之动脉栓塞, 以阻止癌肿继续生长或

缩小其体积; 二为乙醇注射疗法, 是目前局部治

疗肝癌最有效方法之一, 经皮肤把纯乙醇直接

注入肿瘤以吸干细胞的水分, 使肿瘤枯死, 适用

于直径小于3 cm或手术后复发的早期肿瘤; 三为

免疫疗法, 干扰素、肿瘤坏死因子、白介素-2和
淋巴因子激活杀伤细胞治疗肝癌有一定疗效[41], 
更有尝试注射抗CD40抗体以增强免疫治疗的效

果[42], 近年亦有研究用辐射免疫抗VEGF的单株

纯种抗体, 利用磁性纳米颗粒作为载体, 在裸鼠

模型上取得了满意疗效[43], 另有用乙型肝炎[44-45]

和丙型肝炎[46]疫苗来防治肝癌; (3)放射治疗.过

去由于定位困难, 且放疗对肝肿瘤疗效不佳, 更

曹志成. 肝癌的病因与诊疗研究进展                                                                                                                               1757 

对临近正常肝组织造成严重伤害, 所以一般不建

议此法, 但随着计算机三维空间定位技术的进

步[47-48], 能有效地将放疗剂量集中在肝癌组织而

避免伤害附近的正常组织, 故局部肿瘤放疗仍有

临床治疗价值, 而碳离子束放疗更藉着其生物和

物理学优势, 对肝癌治疗具一定成效[49]; (4)其他

姑息性外科治疗. 适用于较大或分布在大血管区

的癌肿, 包括冷冻治疗、激光治疗、微波治疗[50]

等; (5)肝脏移植. 适用于<5 cm的肿瘤, 全部肿瘤

要局限在肝脏内, 且并未侵入血管[51].
3.2 中医治疗 中医治疗辨证论治, 以补虚泻实, 
调整阴阳为原则, 肝癌的主要治则治法有: (1)
气滞血瘀者, 治宜疏肝理气, 活血化瘀, 可用小柴

胡汤合大黄鳖虫丸加减; (2)湿热瘀结者, 治宜清

热利湿, 解毒破结, 可用茵陈蒿汤合膈下逐瘀汤

加减; (3)热毒伤阴者, 治宜养阴清热, 解毒化瘀, 
可用犀角地黄汤加减; (4)脾虚湿困者, 治宜益气

健脾, 化湿消积, 可用参苓白术散加减, 实验证

明, 健脾祛湿中药能有效治疗肝癌腹水症状[52]; 
(5)肝肾阴虚者, 治宜柔肝滋肾, 育阴潜阳, 可用

一贯煎合杞菊地黄丸加减; (6)和法调理. 肝癌患

者脏腑虚衰, 气血失和, 阴阳失调, 虚实并见, 寒
热错杂, 经祛瘀、解毒、消导无效者, 可采用和

解少阳(代表方为小柴胡汤)、调和肠胃(代表方

为半夏泻心汤)、调和肝脾(代表方为四逆散)等
法, 或多法灵活并用; (7)针灸疗法. 施于肝癌疼

痛者, 主穴足三里, 配穴阳陵泉、期门、章门、

三阴交.

3.3 中西医结合治疗 手术、化疗、放疗是目前

治疗肝癌的主要方法, 配合中医治疗, 可减轻毒

副反应, 加强抗癌作用, 增强免疫功能, 防止复

发转移, 提高生存质量和生存率, 因此积极运用

综合治疗是提高疗效的重要途径[53-54]. (1)中医

与手术结合. 术前中医扶正治疗, 旨在控制肝癌

发展, 提高手术切除率和减少并发症, 多用补

气养血、健脾补肾方, 如当归地黄汤、四君子

汤、八珍汤、十全大补汤等, 术后促进机体及

肝功能的恢复可用小柴胡汤, 益气固表可用玉

屏风散, 养阴生津可用增液汤, 调理脾胃可用

香砂六君子汤; (2)中医与化疗结合. 化疗损气

伤血, 中医防治毒副反应以补气养血、健脾和

胃、滋补肝肾为主, 全身反应或骨髓抑制者, 可
用八珍汤或升血调元汤, 消化道反应可用香砂

六君子汤, 中毒性肝炎可用茵陈蒿汤, 肾功能损

伤可用六味地黄汤, 炎症反应可加用清热解毒

药(如银花、连翘、板蓝根、蒲公英、黄连等). 

www.wjgnet.com

→

■创新盘点
一般综述在介绍
肝癌的病因和诊
治时, 很少从分子
层面加以剖析, 本
文对肝癌患者的
中西医综合诊疗
及分子治疗做了
较多的论述.

■应用要点
本文对肝癌的成
因与诊疗做了较
全面的总结和资
料汇编, 对临床研
究有一定参考作
用.
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另一方面, 一些扶正中药具化疗增敏作用, 动物

与临床实验证实猪苓多糖能增强化疗效果, 中
药配合铂类化疗药物治疗肝癌能增强疗效 [55]; 
(3)中医与放疗结合. 放射线为热毒之邪、耗气

伤阴, 治以养阴益气、清热解毒、凉补气血为

主, 骨髓抑制可用八珍汤或升血调元汤, 放射性

脑反应可用五苓散合六味地黄丸, 放射性肝炎

可用茵陈蒿汤, 放射性胃肠道反应可用香砂六

君子汤, 另一方面, 中药配合放疗有一定协同增

效作用, 动物与临床实验证明汉防己甲素为有

效的放射增敏剂, 川芎红花注射液及扶正增效

方(含黄芪、枸杞、女贞子、太子参、红花、

苏木等)通过改善癌细胞的缺氧状态起增敏作

用. 此外, 坚持长期服用扶正中药是提高远期疗

效和减少肿瘤复发的关键, 西医治疗后以益气

养阴扶正辅以清热解毒散结等袪邪疗法, 可提

高治愈效果; (4)临床试验证明, 人参黄芪中药

结合微波治疗能消灭肝癌细胞, 增强机体免疫

力, 预防转移, 为中晚期不能手术治疗病例的有

效疗法, 有助改善生存质量, 延长患者生存期[56]. 
3.4 饮食调理 《素问•骨空论》:＂调其阴阳, 不
足则补, 有余则泻.＂肝癌的病因为邪毒郁积、

湿热伤脾、肝肾阴虚, 中医食疗以健脾袪湿、

滋养肝肾为主. (1)鸡汁苡米粥. 用于晚期气短乏

力、不思饮食者, 具补中益气、健脾利水功效; 
(2)鲜藕旱莲汁. 用于烦热口苦、便血量少者, 具
凉血止血、补肾益阴功效; (3)田七生地水蛇汤. 

用于疼痛不适、或有黄疸发斑者 ,  具滋阴养

血、袪瘀消征功效; (4)荷菊蒸田鸡. 用于黄疸腹

水、腹胀纳呆者, 具清热解毒、健脾养胃功效; 
(5)泥鳅黑豆瘦肉汤. 用于口干纳呆或伴黄疸腹

水者, 具补中健脾、滋阴袪湿功效; (6)于术田螺

兔肉饮. 用于晚期口干纳呆并腹水、黄疸者, 具
健脾利水、清热解毒功效; (7)半枝莲水鱼汤. 用
于晚期上腹肿痛、形体虚弱者, 具散瘀清热、

滋阴补虚功效; (8)土茯苓龟汁. 用于晚期腹水肢

肿、形体虚弱者. 具解毒袪湿、滋阴补血功效;  
(9)淮山田七茨实乌龟汤. 用于晚期体虚疼痛不

适者, 具滋补脾肾、袪瘀消瘤功效; (10)参麦牛

奶饮. 用于晚期烦热口干、形体虚衰者. 具清肝

健脾、补气养阴功效.

3.5 分子治疗 肝癌常在瘤体不大时就发生血管

内侵犯, 门静脉瘤栓形成, 肝内播散及出现新癌

病灶等, 严重影响疗效及预后, 分子治疗有助防

止复发与转移, 在综合治疗中发挥着独特的作

用. (1)抑癌基因治疗. 利用重组腺病毒载体, 将

抑癌基因导入肝癌细胞株中, 可抑制肿瘤生

长和诱导癌细胞凋亡, 在研究中的抑癌基因

有p53 , DCC , NF1 , NF2 , RB, p16 , WT1 , APC
和VHL等[57]. (2)联合分子治疗. 研究表明, 多
基因的联合应用优于单基因的抗瘤效果, 包
括抑癌基因和自杀基因联合应用, 或自杀基

因和免疫基因联合应用, 选择两种密切相关

的基因作为靶基因, 联合两种有协同作用的

凋亡基因或蛋白质, 比单用一种凋亡基因或

蛋白质有更强的杀伤和抑制肝癌细胞生长作

用, 如已知VP22蛋白质在细胞间转运中起重

要作用, 把P53和VP22融合蛋白质的逆转录病

毒表达载体注射入肝癌荷瘤小鼠, 发现P53-
VP22蛋白质的转录活性远比单独P53高, 具有

更强的抗癌活性[58]. (3)反义疗法. 有报告显示,  
siRNA-1和siRNA-7能有效抑制HBV的基因表

达[59], 亦有研究发现VEGF RNA在裸鼠上能有

效抑制肿瘤血管生成, 若RNA未能与所有靶

基因mRNA结合, 可应用RNAi技术[60-61]. (4)调
控治疗. 利用药物对癌细胞内功能核酸3'或5'
调控区进行表达调控治疗, 可把癌细胞恶性度

减弱[62]. (5)细胞因子基因治疗. 用逆转录病毒

包装株将细胞因子基因注射入肝癌细胞系, 以
增强癌细胞对外周血单核细胞的敏感性, 诱导

机体抗癌免疫效应, 导致体内肝癌自发消退,  
主要研究的细胞因子有白介素-2, 白介素-12, 
IFN-γ, TNF-α和NKG5-SV等[63-64]. (6)共刺激分

子治疗. 把共刺激分子DNA插入肝癌细胞中

使其表达, 刺激机体产生免疫反应. 近年受到

重视的共刺激信号有CD28, 4-1BB和B7-1的
单独或协同表达, 动物实验证明共刺激分子治

疗可降低接种成瘤率, 诱导机体产生针对亲本

野生型肿瘤的长期免疫[65]. 此外, 肝癌细胞表

面缺乏肿瘤特异性抗原及组织兼容性复合物

类抗原, 将小鼠MHC-I和mIL-12基因导入人肝

癌细胞以提高MHC抗原表达, 可促进机体对

抗原的识别和应答, 荷瘤裸鼠体内T细胞对转

MHC肝癌细胞的杀伤明显增强[66]. (7)抑制血

管生成. 研究证实, 抑制肿瘤新生血管生成能

够大大缓减肿瘤的发展, 可采用血管生成抑制

剂来改变肿瘤血管生成, 进而抑制体内肿瘤生

长[67]. (8)免疫治疗. 临床试验证明, 联合化疗

结合bevacizumab能有效治疗晚期肝癌患者[68].
肝癌是极严重的疾病, 近年治疗效果虽

然不断改善, 但非手术疗法尚难望达到根治

效果,  治愈者仍只占少数. 尽管分子靶向治

■名词解释
综合治疗 :  根据
患者的机体状况
和病情, 合理地应
用现有的诊疗手
段, 包括传统中西
医诊疗和前沿性
分子治疗, 以期提
高治愈率, 改善患
者生存质量.
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疗研究取得了很多有意义的结果[69], 但仍存在着

许多问题尚待解决, 如缺乏高效载体系统、缺

乏特异性导向性载体、肝癌动物模型与人体肿

瘤存在差异等. 随着分子生物学、免疫学、纳

米技术和肿瘤学研究的不断深入[70-71], 基因组学

和蛋白质组学等高通量技术平台的迅猛进展[72], 
外源基因转导和表达技术的提高, 细胞靶向性

与位点靶向性载体的构建[73-74], 生物信息数据库

的日趋完备, 期望肝癌的分子治疗能结合现有

的治疗手段, 成为一种具有广泛临床应用前景

的综合疗法.
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gastric myoelectric fast wave were significantly 
decreased (P < 0.01, P < 0.05, P < 0.01), while 
after intraperitoneal injection of reserpine, the 
above three parameters were increased (P < 0.01, 
P > 0.05, P < 0.01). EA at Sibai point partially re-
lieved the inhibitory effect of atropine and hexa-
methonium on the gastric myoelectric activities 
in the rats (P < 0.05 or P > 0.05)�.

CONCLUSION: All the cholinergic, sympa-
thetic and adrenergic nervous systems par-
ticipate in the regulation and control of EA 
at Sibai point of Foot-Yangming meridian on 
gastrointestinal tract�.

Key Words: Electroacupuncture; Sibai point; Nerve 
blockage; Gastric myoelectric activities; Rats

Chang XR, Yan J,  Zhao YL, Li JS, Liu JH, He JF. 
Influences of electroacupuncture at Sibai point on gastric 
myoelectricity in rats with nerve blockage. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(18):1762-1765

摘要
目的: 探讨电针四白穴, 对大鼠胃肌电兴奋
途径. 

方法: 大鼠32只, 随机分为4组. 选用ip抗胆碱
能M受体阻断剂阿托品、交感神经节阻断剂
六羟季胺和肾上腺素能神经阻断剂利血平, 观
察电针四白穴对神经阻断大鼠胃肌电的影响. 

结果: 大鼠腹腔注射阿托品、六羟季胺后, 慢
波高活动相平均振幅、慢波高活动相时程/慢
波周期比值以及快波平均峰簇数下降(P <0.01, 
P <0.05, P <0.01); 注射利血平后, 以上三种参
数分别升高(P <0.01, P >0.05, P <0.01). 针刺四
白穴能部分取消阿托品、六羟季胺对大鼠胃
肌电的抑制效应(P <0.05或P >0.05).

结论: 电针足阳明经四白穴对胃调控作用的
外周通路既有胆碱能神经、交感神经系统的
参与, 又有肾上腺素能神经系统的参与.

关键词: 电针; 四白穴; 神经阻断; 胃肌电; 大鼠

常小荣, 严洁, 赵艳玲, 李江山, 刘建华, 何军锋. 电针四

■背景资料
四白穴位于头面
部 ,  隶 属 足 阳 明
经. 《针灸学》教
材中均提到了该
穴主治“目赤肿
痛、口眼喎斜”

等局部病症, 但少
见其治疗与之相
关脏腑胃疾患的
报导, 实验研究对
四白穴与相关脏
腑胃之间的联系
以及作用的探讨
亦较少. 本文课题
组以往研究发现
针刺足阳明经头
面、躯干、下肢
三个不同节段的
穴位对胃功能活
动均有着明显的
调整和治疗作用, 
其中以四白穴对
胃功能的影响较
为明显, 提示四白
穴与所属经脉相
关脏腑胃有着相
对特异性的调控
作用.
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Abstract
A I M :  T o  e x p l o r e  t h e  m e c h a n i s m  o f 
electroacupuncture (EA) at Sibai point in the 
excitement of gastric myoelectricity.

METHODS: Thirty-two rats were randomly di-
vided into group A, B, C and D. All the rats were 
electroacupunctured at Sibai Point. Meanwhile, 
the rats in group A, B, C and D were intraperi-
toneally injected with normal saline, atropine, 
hexamethonium and reserpine, respectively. The 
effects of EA at Sibai point on the gastric myo-
electric activities in the rats were observed�.

RESULTS: After intraperitoneal injection of 
atropine and hexamethonium, the average am-
plitude and ratio of period to time in the phase 
of high activity of gastric myoelectric slow 
wave, and the average numbers of the peaks of 
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0  引言

我们以往的研究结果显示: 电针四白穴, 对大鼠

胃肌电慢波高活动相平均振幅、慢波高活动相

时程/慢波周期比值、快波平均峰簇数均有较明

显的兴奋作用, 而电针非经穴对照点, 则无明显

兴奋效应, 提示经脉-脏腑相关规律存在着相对

特异性[2-4]. 那么, 产生这种针刺效应的作用途径

是什么? 是我们本次研究的主要目的. 因此我们

对32只大鼠, 选用ip抗胆碱能M受体阻断剂阿托

品、交感神经节阻断剂六羟季胺和肾上腺素能

神经阻断剂利血平, 观察电针四白穴对神经阻

断大鼠胃肌电的影响, 进一步探讨产生上述效

应的作用途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠32只, 雌雄不限, 体质量

200-300 g, 随机分为4组, 每组8只. (1)电针四白

加生理盐水组: 先予电针双侧四白穴30 min, 同
步记录胃肌电60 min作为基线(对照值), 然后

分别缓慢i P生理盐水2 m L, 再行电针四白穴

30 min, 记录胃肌电60 min; (2)电针四白穴＋阿

托品组; (3)电针四白穴＋六羟季胺(15 mg/kg)组; 
(4)电针四白穴+利血平(0.5 mg/kg)组. 以上(2)-(4)
除ip药物分别为阿托品、六羟季胺、利血平外, 
其余步骤均同电针四白穴加生理盐水组操作. 利
血平组大鼠分别于记录前48 h和24 h ip利血平

各1次. 穴位定位参照林文注《实验针灸学》[1] 

“动物针灸穴位图谱”, 结合比较解剖学方法进

行大鼠穴位定位. 电针刺激参数: 疏密波(疏波: 
4 Hz; 密波: 50 Hz), 脉冲宽度0.5 ms, 输出电压

2-4 V, 输出电流4-6 mA, 0-60峰幅(1 kΩ负载), 
强度以毫针出现轻微颤动为度, 刺激时间30 min, 
电针期间每隔10 min调整输出强度1次, 以维持

适当的刺激强度. 
1.2 方法 实验用大鼠禁食24 h(自由饮水)后称质

量, 100 g/L乌拉坦5 mL/g ip麻醉后, 仰卧固定

于鼠台, 无菌条件下沿腹正中线切开腹腔, 将直

径2 mm铂金电极一枚置于胃窦部浆膜下, 距幽

门括约肌0.5 cm, 另一枚置于胃体部, 距胃窦部

电极约1 cm, 将导线通过皮下从两肩胛骨之间

引出体外, 用一小塑料套管将其固定在颈部, 防
止其被咬断而脱落, 同时注射青霉素防止感染, 

饲养7 d后进行实验. 实验前24 h禁食, 自由饮

水. 记录时用100 g/L乌拉坦(5 mL/g)ip麻醉, 将
体内电极的两根体外导线分别连于二道生理记

录仪的前置放大器, 同步记录胃肌电的快波和

慢波. 快波记录参数: 时间常数0.02 s, 高频滤波

30 Hz, 灵敏度1 mV/cm; 慢波记录参数: 时间常

数2 s, 滤波10 Hz, 灵敏度5 mV/cm或2 mV/cm. 
记录纸速10 mm/min. 慢波高活动相平均振幅

(m V): 以慢波波形明显、规则、波幅最大的

3 min为一区段, 共取4个区段, 计算各区段振幅

的平均值. 慢波高活动相时程/慢波周期比值: 取
3段节律明显慢波周期, 测量每一周期持续时间

及高活动相出现时程, 并计算两者比值. 快波平

均峰簇数: 以连续10 min内的所有快波为一区

段, 测取3个区段, 计算各区段内峰簇数的平均值

(次/min), 并计算处理前后快波平均峰簇数的差

值. 大鼠在禁食24 h空腹状态下, 胃电慢波多呈

正弦波, 呈周期性节律变化, 一般可分为高活动

相和低活动相, 高活动相明显可见到持续时间较

长的连续不规则的大峰簇, 在一次记录中呈周

期对称的峰波, 波幅高耸, 呈双向不对称针型波, 
单个或成簇状发放, 峰簇多发生于慢波平台上, 
频率变化较为恒定; 低活动相波幅低平, 与高活

动相交替出现.
统 计 学 处 理  实验数据以均数±标准差

(mean±SD)表示, 组内自身前后比较采用配对t
检验, 组间比较(方差齐)采用方差分析, 方差不

齐则用秩和检验和q '检验, 全部数据用SPSS11.5
软件进行处理.

2  结果

2.1 电针对慢波高活动相平均振幅的影响 各组

电针后(阻断前)组间比较, 慢波高活动相平均振

幅无显著性差异(P >0.05). 禁食24 h空腹状态下

大鼠腹注阿托品、六羟季胺后, 慢波高活动相平

均振幅明显降低(表1), 较电针后(阻断前)有显著

性差异(P <0.01), 与生理盐水组组间比较亦有显

著性差异(P <0.01); 生理盐水组较处理前无显著

性差异; 电针四白穴后(图1), 被抑制的慢波高活图1), 被抑制的慢波高活, 被抑制的慢波高活

动相振幅有一定程度的恢复, 与阻断前比较有显

著性差异(P <0.05); 阻断前后差值组间比较, 均
无显著性差异. ip利血平后, 大鼠慢波高活动相

平均振幅升高, 与电针后(阻断前)比较有显著性

差异(P <0.05), 与生理盐水组组间比较亦有显著

性差异(P <0.05); 针刺四白穴后(图1), 慢波高活图1), 慢波高活, 慢波高活

动相振幅有一定程度的增强, 与电针后(阻断前)

■创新盘点
本文从经络(穴)-
脏腑效应-效应机
制等角度, 进一步
探讨足阳明经与
所属脏腑胃之间
的相关性, 为“经
脉 ( 穴 ) - 脏 腑 相
关”研究提供新
的理论与实验依
据.
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比较有显著性差异(P <0.05); 阻断前后差值组间

比较, ip利血平组与生理盐水组组间比较有显著

性差异(P <0.05).
2.2 针刺对慢波高活动相时程/慢波周期比值

的影响 各组电针后(阻断前)组间比较(表2), 慢
波高活动相时程/慢波周期比值无显著性差异

(P >0.05). 禁食24 h空腹状态下大鼠ip阿托品、

六羟季胺后 ,  慢波高活动相时程/慢波周期比

值下降, 与电针后(阻断前)比较有显著性差异

(P <0.05); 电针四白穴后慢波高活动相时程/慢波

周期比值有一定程度的增加, 但与电针后(阻断

前)比较均无显著性差异. 腹注利血平后, 大鼠慢

波高活动相时程/慢波周期比值增加, 但与电针

后(阻断前)比较无显著性差异. 针刺四白穴后慢

波高活动相时程/慢波周期比值, 与电针后(阻断

前)比较有统计学意义(P <0.05). 阻断前后差值组

间比较, 均无统计学意义.
2.3 针刺对快波平均峰簇数的影响 各组电针后

(阻断前)组间比较, 快波平均峰簇数均无显著性

差异. 禁食24 h空腹状态下大鼠腹注阿托品、

六羟季胺后快波平均峰簇数下降(表3), 与电针

后(阻断前)有显著性差异(P <0.01), 与生理盐水

组组间比较也有显著性差异(P <0.05). 电针四白

穴后(图1)快波峰簇发放有一定程度的增强, 但图1)快波峰簇发放有一定程度的增强, 但快波峰簇发放有一定程度的增强, 但
与电针后(阻断前)比较均无显著性差异. 阻断前

后差值组间比较, 均无统计学意义.

3  讨论

根据祖国医学的经络理论和脏象学说关于“夫

       

表  3  针刺四白穴对大鼠快波平均峰簇数的影响 (mean±SD，mV)

+生理盐水
+阿托品
+六羟季胺
+利血平

36.9±10.9
36.4±11.8
37.0±11.1
37.3±9.7

 组别	        电针后①          阻断剂②        阻断剂+电针③     ②－①         ③－②

36.1±9.6
34.3±10.6b

35.2±10.2b

38.2±10.1a

36.3±9.7
36.1±11.3
36.7±11.1
38.3±11.1a

aP<0.05, bP<0.01 vs  电针后;  cP<0.05 vs  四白+生理盐水.

0.8±1.0
2.1±1.0c

1.8±0.9c 
0.9±0.9

0.6±0.9
0.3±0.9
0.4±0.9
1.0±0.9

       

表  2  针刺四白穴对大鼠慢波高活动相时程/慢波周期比值的影响 (mean±SD, mV)

+生理盐水
+阿托品
+六羟季胺
+利血平

0.5±0.0
0.5±0.1
0.5±0.1
0.5±0.1

 分组	       电针后①        阻断剂②    阻断剂+电针③        ②－①           ③－②

0.5±0.1
0.5±0.0a

0.5±0.0a

0.5±0.1

0.5±0.0
0.5±0.1
0.5±0.1
0.5±0.1a

aP<0.05 vs  电针后; cP<0.05 vs  四白+生理盐水.

0.0±0.0
0.0±0.0
0.0±0.0
0.0±0.0c

0.0±0.0
0.0±0.0
0.0±0.0
0.0±0.0

■应用要点
本实验结果表明, 
腹注阿托品及六
羟季胺均可明显
减弱电针四白穴
对胃运动的增强
效应，从而表现
为对大鼠胃电活
动的抑制效应，

说明胆碱能神经
和交感神经均不
同程度地参与了
电针足阳明经穴
对胃运动功能的
调整作用；针刺
四白穴能部分拮
抗阿托品、六羟
季胺对大鼠胃电
的抑制效应，使
被抑制的胃电活
动得到一定程度
的恢复.

       

表  1  电针四白穴对大鼠慢波高活动相平均振幅的影响 (mean±SD，mV)

+生理盐水
+阿托品
+六羟季胺
+利血平

5.4±0.3
5.3±0.4
5.3±0.5
5.3±0.6

 分组               电针后①         阻断剂②       阻断剂+电针③       ②－①          ③－①

5.2±0.8
2.4±0.7b

2.7±0.7b

5.6±0.5a

5.4±0.3
5.2±0.5a

5.2±0.6a

5.6±0.6a

0.1±0.3
2.9±0.4d

2.6±0.4d

0.6±0.2c

0.0±0.1
0.1±0.1
0.1±0.1
0.3±0.2c

aP<0.05, bP<0.01 vs 电针后; cP<0.05, dP<0.01 vs  四白+生理盐水.

图  1  电针"四白"穴前后大鼠胃肌电慢波和快波示意图. A: 
电针前; B: 电针后.

A

B
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十二经脉者, 内属腑脏, 外络肢节”, “经脉所

过, 主治所及”的指导, 在针灸临床实践中, 多
采用“循经取穴”的原则来选穴施治, 临床也

证实不同经穴的针刺效果不一样, 这体现了体

表穴位与所系脏腑的相关性, 以及经穴具有相

关的特异性. 但是这种相关特异性的联系途径

是什么? 是我们本次研究观察的主要目的. 我们

用ip注射抗胆碱能M受体阻断剂阿托品、交感

神经节阻断剂六羟季胺和肾上腺素能神经阻断

剂利血平, 观察电针四白穴对神经阻断大鼠胃

电的影响. 实验结果表明, 腹注阿托品及六羟季

胺均可明显减弱电针四白穴对胃运动的增强效

应, 从而表现为对大鼠胃电活动的抑制效应, 即
慢波高活动相平均振幅、慢波高活动相时程/慢
波周期比值、快波平均峰簇数发放明显下降, 
说明胆碱能神经和交感神经均不同程度地参与

了电针足阳明经穴对胃运动功能的调整作用; 
针刺四白穴能部分拮抗阿托品、六羟季胺对大

鼠胃电的抑制效应, 使被抑制的胃电活动得到

一定程度的恢复, 表现为慢波高活动相平均振

幅、慢波高活动相时程/慢波周期比值和快波平

均峰簇数的发放均有一定程度的增强, 从而说

明电针兴奋胃肌电的针刺效应, 既可能通过节

后胆碱能途径, 又可能通过节前交感神经而起

作用. 进一步的探讨发现, 电针四白穴引起胃电

活动兴奋的针刺效应被明显减弱而不被上述神

经阻断剂完全取消, 提示在副交感神经及交感

神经中还可能含有抗神经阻断的非胆碱能等兴

奋纤维. 也就是说, 在迷走胆碱能M受体、交感

神经节被阻断后, 针刺对内脏的调整作用得以

实现还存在着第3种成与介导, 肽能神经很可能

参与这一效应. 电针四白穴可能通过激发肽能

神经释放各种肽类物质, 促使被抑制的胃电得

到部分恢复, 从而实现对胃肠道的调整作用. 现
有研究资料已表明[5-6,8]: 针刺对胃肠运动的影

响与肽类物质密切相关, 如电针足阳明经足三

里、天枢、梁门可明显增强胃窦、十二指肠及

近段空肠移行性复合运动(MMC), 并可使MTL, 
GAS, SP浓度增加, 针刺能部分取消M受体阻断

剂如阿托品等对胃运动的抑制等[7,9-10], 本实验与

此结论有一致性. 

利血平是肾上腺素能神经阻断剂, 能够耗

竭中枢及外周神经系统及其组织的儿茶酚胺和

5羟色胺等递质[11-13], ip利血平后, 表现出胃运动

的加强效应, 提示电针对胃电的调整作用同时

受肾上腺素能神经的影响, 并有儿茶酚胺等神

经递质的参与; 针刺效应的产生, 可能是由于去

除肾上腺素能神抑制作用以后, 迷走神经等兴

奋性神经活动占优势的缘故. 
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应, 既可能通过节
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计 合 理 ,  结 论 可
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RESULTS: VEGF mRNA expression was not 
detected in the control rats. The expression of 
VEGF mRNA in model rats was the highest at 
4 wk, reaching 83.3% (5/6), which was signifi-
cantly higher than that in the controls (P < 0.01). 
The positive rate of VEGF mRNA expression 
dropped to 18.2% (2/11) at 12 wk, and then rose 
up again to 57.1% (4/7) at 24 wk, which was 
markedly higher than that in the controls. The 
expression of VEGF mRNA was also notably 
different between 4 and 12 wk (P < 0.01), but 
not between 4 and 24 wk (P > 0.05). Fatty and 
vacuole-like degeneration, necrosis and produc-
tion of collagen were observed in the model rats.

CONCLUSION: VEGF plays an important role 
in the pathogenesis and development of chronic 
alcoholic liver fibrosis.

Key Words: Vascular endothelial growth factor; 
Alcoholic liver disease; Reverse transcription-
polymerase chain reaction
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摘要
目的: 观察大鼠慢性酒精性肝损伤过程中
VEGF的表达, 探讨其在慢性酒精性肝损伤发
生、发展中的作用. 

方法: 56度的白酒(560 mL/L)平均以7 g/kg的
剂量每日早晨灌胃一次制备肝纤维化模型, 灌
胃4 wk、12 wk及24 wk采用股静脉放血法分
别处死大鼠, 观察肝脏病理变化并采用半定
量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测VEGF 
mRNA的表达. 

结果: 对照组的VEGF未见表达, 饲酒4 wk组
表达VEGF mRNA比例最高, 达到83.3%(5/6), 
与对照组相比有非常显著性差异(P <0.01), 
12 wk时下降到18.2%(2/11), 且其表达与对照
组相比无差异(P >0.05), 而至24 wk VEGF表
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Abstract
AIM: To investigate the expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and its role in 
the pathogenesis and development of chronic 
alcoholic liver fibrosis in rats.

METHODS: Liver fibrosis models were estab-
lished in 24 SD rats by intragastric administra-
tion (7 g/kg) of alcohol (56º, 560 mL/L) every 
morning, and 10 normal rats served as controls. 
The rats in model group were killed by exsan-
guination from femoral vein at 4, 12 and 24 wk. 
Pathological changes of liver tissues in rats were 
identified by Masson staining, and the expres-
sion of VEGF mRNA was detected by semiquan-
titative reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR).

■背景资料
在西方国家, 酒精
性肝病是其肝病
的主要类型之一. 
在我国 ,   随着生
活水平的提高, 临
床发现酒精性肝
病的发病率呈上
升趋势, 浙江省酒
精性肝病流行病
学调查的人群中
酒精性肝病患病
率达4.34%.
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达阳性率上升到57.1%(4/7), 与对照组相比有
非常显著性差异(P <0.01). 另外, 饲酒4 wk组
VEGF表达阳性率与12周相比差异也有非常
显著性(P <0.01), 而与24 wk相比无统计学差
异. 试验组大鼠肝细胞出现明显脂肪、空泡变
性, 坏死及胶原增生等病变.

结论: VEGF可能在酒精性肝病中起重要作
用, 主要与酒精性肝炎及酒精性肝纤维化有关.

关键词: 血管内皮生长因子; 酒精性肝病; 逆转录聚

合酶链反应
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0  引言

在西方国家, 酒精性肝病是其肝病的主要类型

之一. 在我国, 乙肝疫苗等病毒性肝炎预防的

逐步普及, 乙肝等病毒性肝炎的发病率开始下

降; 同时随着生活水平的提高, 临床发现酒精

性肝病的发病率呈上升趋势, 浙江省酒精性肝

病流行病学调查的人群中酒精性肝病患病率达

4.34%[1]. 尽管酒精性肝病病因单一, 但其发病机

制复杂, 尚未完全明了. 
1983年Senger et al [2]首先从肿瘤腹水中发现

血管内皮生长因子(VEGF), 并证实他是一种分

子量为40-50 kDa的分泌性糖蛋白, 有强烈提高

血管通透性的作用, 能引起血浆蛋白(包括纤维

蛋白原)渗出血管, 其效果相当于组织胺的5000
倍. 进一步的研究证实, 他是内皮细胞的一种特

异性丝裂原, 具有选择性诱导内皮细胞增殖、

血管生成的作用, 其与各种肝病的关系也越来

越受到关注 .  在蛋白及分子水平各类肝病中

VEGF的作用已被广泛研究, 已证实VEGF在肝

窦内皮细胞的生长, 肝细胞再生以及原发性、

继发性的肝癌发生、发展, 各种良性肝病如血

管瘤、肝炎等中起重要作用, 但至今VEGF在
酒精性肝病中的研究尚不多, 且对其在其中所

起的作用了解甚少. 我们利用大鼠长期摄入酒

精, 复制慢性酒精性肝损伤的动物模型, 通过RT-
PCR检测VEGF mRNA表达水平的变化, 探讨其

在酒精性肝病发病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用健康, 性成熟, 一级质量标准的S-D
大鼠34只, 体质量180-210 g, 分笼喂养. 大鼠由

浙江大学医学院动物中心提供并以清洁Ⅱ级饲

养. 红星牌56度二锅头白酒(560 mL/L)由北京酿

酒总厂生产, Trizol试剂、M-MLV逆转录酶试剂

盒由GIBCOBRL公司提供, 无水乙醇购自杭州

长征化工厂, 异丙醇购自杭州双林化工试剂厂, 
氯仿购自浙江迪耳药业有限公司, DEPC水、琼

脂糖、三羟甲基氨基甲烷(TRIS)及Taq酶购自上

海生工生物工程有限公司, 乙二胺四乙酸二钠

(EDTA)购自广东安平化学厂, 25 mmol/L氯化镁

购自Promega公司.
1.2 方法 

1.2.1 实验动物处理 大鼠分为2组, 模型组24只, 
正常对照组10只. 模型组以红星牌56度二锅头白

酒平均以7 g/kg的剂量每日早晨灌胃一次, 正常

对照组则以等量生理盐水灌注. 各组大鼠实验期

间均予以饮用水及全价营养颗粒饲料喂养. 模
型组在4, 12及24 wk采用股静脉放血法分别处

死6只、11只及7只, 取肝脏标本, 一部分置于液

氮中快速冷冻, -80℃冰箱保存待测; 另一部分于

40 g/L福尔马林固定, 用于纤维化组织病理学

检测. 
1.2.2 肝脏组织病理学检测 肝组织石蜡包埋, 常
规病理检测, 并行Masson三色染色检测肝纤维

化程度. 
1.2.3 RNA抽提及RT-PCR 用Trizol提取肝脏组

织总RNA, 按GIBCOBRL公司M-MLV逆转录酶

试剂盒说明书逆转录成cDNA, 并进行PCR扩增, 
VEGF引物: 正义: 5'-TGC ACC CAC GAC AGA 
AGG GGA-3', 反义: 5'-TCA CCG CCT TGG CTT 
GTC ACA T-3', 扩增片段为568 bp. “看家基

因”磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)为内参照, 正
义: 5'-CAT GGT CTA CAT GTT CCA GT-3', 反
义: 5'-GGC TAA GCA GTT GGT GGT GC-3', 扩
增片段为349 bp. 以上引物均由上海生工生物

工程有限公司合成. 取逆转录产物2 mL为模板, 
1 U Taq酶, 上下游引物各0.1 mg, 10 mmol/L 
dNTP 0.8 mL, 25 mmol/L MgCl2 1.2 mL(终浓

度为1.5 mmol/L) 10×Buffer 2 mL, 加水至总反

应体积为20 mL, 混匀. 置PCR仪94℃ 5 min, 以
后94℃ 45 s→66℃ 45 s (GAPDH退火温度为

61℃)→72℃ 45 s, 共30个循环, 72℃ 5 min终止

反应. 取5 mL PCR产物经20 g/L琼脂糖凝胶(含
0.5 mg/L溴化已锭)电泳, 所得目标条带用紫外

快速成像仪拍照, 计所得目标条带数, 与各组总

数相比求得其阳性率.
统计学处理 所有数据用SPSS 10.0统计软件

■研发前沿
尽管酒精性肝病
病 因 单 一 ,  但 其
发病机制复杂, 尚
未 完 全 明 了 .  血
管内皮生长因子
(VEGF)是内皮细
胞的一种特异性
丝裂原, 具有选择
性诱导内皮细胞
增殖、血管生成
的作用, 其与各种
肝病的关系也越
来越受到关注.
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进行χ2检验.

2  结果

2.1 酒精致大鼠肝脏损伤病理分析 长期摄入酒

精后, 大鼠肝细胞浆出现不同程度的空泡变性, 
重者胞体肿大气球样变; 肝细胞脂肪变性分布

于小叶各带(主要位于小叶3区带), 内含脂滴以

中小脂滴为主, 小叶各带可见不同程度的点状

坏死, 主要见于中央静脉周围带, 肝小叶的坏死

灶及肝窦内可见较多量多核细胞、淋巴细胞及

单核细胞浸润. 
正常对照组大鼠Masson三色染色观察肝小

叶, 除中央静脉外少见绿染胶原纤维分布, 汇管

区管壁偶尔有少许细小的绿染胶原纤维包围, 
但未见明显增生. 实验4 wk末,  可见少数大鼠汇

管区边缘有绿染胶原纤维少量包绕增生, 肝窦

中几乎无绿染胶原纤维分布. 实验12 wk末, 肝
小叶中央静脉外也可见散在绿染胶原纤维分布, 
汇管区周围有明显绿染胶原纤维包绕, 其中某

些汇管区周围所包绕的纤维组织则向周围肝小

叶内浸润, 呈星状放射, 少量切片中可见中央静

脉管壁增厚现象. 而至实验24 wk末, 则可见汇

管区胶原增多或扩大, 轻中度的窦周纤维化、

轻中度静脉周纤维化明显, 可见少数纤维间隔

形成(图1).
肝纤维化(SSS)半定量计分结果表明, 4 wk

酒精组大鼠肝脏SSS计分与正常对照组大鼠比

较, 无统计学差异. 实验12及24 wk末, 大鼠肝脏

SSS计分与正常对照组及实验第4周末大鼠比较, 
均明显增高, 具显著统计学意义(P <0.01). 且大

鼠肝脏SSS计分值与饲酒时间呈明显的相关性

(表1).
2.2 大鼠肝组织中VEGF mRNA的表达 提取实验

大鼠肝组织RNA, 以RT-PCR方法检测VEGF在
正常及酒精致肝损伤过程中的表达及变化情况. 
正常对照组大鼠肝组织中未见表达, 饲酒组中

部分大鼠肝组织检测到VEGF表达(以看家基因

GAPDH为内参照, 电泳结果见图2).
考察各实验组中V E G F表达阳性大鼠所

占比例. 对照组的VEGF未见表达, 饲酒4 wk组
VEGF表达阳性率最高, 达到83.3% (5/6), 与对照

组相比有非常显著的统计学差异(P <0.01); 饲酒

12 wk时下降到18.2% (2/11), 且其表达与对照组

相比无统计学意义(P >0.05); 饲酒24 wk VEGF
表达阳性率上升到57.1% (4/7), 与对照组相比

有非常显著的统计学意义(P <0.01). 另外, 饲酒

4 wk组VEGF表达阳性率与12 wk相比也有非

常显著的统计学意义(P <0.01), 与24 wk相比无

统计学意义(图3).

    

表  1  不同组别大鼠肝纤维化(SSS)半定量计分结果

组别	                         n 	                     SSS计分

正常对照组	     10	                0.30±0.48

4 wk酒精组	       6	                0.50±0.55

12 wk酒精组	     11	                1.45±0.52bd

24 wk酒精组	       7	                3.71±0.76bd

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  4 wk酒精组.

图  2  RT-PCR检测VEGF、GAPDH在1例正常对照大鼠及1例
饲酒4 wk大鼠肝组织中的表达. 从电泳图中可见看家基因

GAPDH在正常对照大鼠及饲酒4 wk大鼠肝组织中表达情况

基本一样; VEGF在正常对照大鼠肝组织中未见表达, 而在饲

酒4 wk大鼠肝组织中表达(RT-PCR产物重复上样2孔). M: 

DL2000 Marker; con: 正常对照大鼠; test: 饲酒4 wk大鼠.

图  1  酒精对不同时间组大鼠肝组织所致病理损伤(Masson三色染色×100). A: 正常对照组S-D大鼠肝板成条索状以肝小叶

中央静脉为中心放射样排列, 其间有不规则肝窦, 中央静脉及肝窦壁未见明显绿色胶原组织沉积; B: 12 wk酒精组S-D大鼠

肝组织, 肝细胞肿胀, 肝窦瘀血, 轻度窦周纤维; C: 24 wk酒精组S-D大鼠肝组织, 可见中央静脉扩张、纤维化, 血管壁增厚; 

肝细胞肿胀, 肝窦瘀血, 轻度窦周纤维化; D: 24 wk酒精组S-D大鼠肝组织, 可见汇管区及周围纤维化, 汇管区静脉瘀血, 两处

汇管区绿色胶原组织连接成间隔.

A B C D

VEGF
GAPDH

500 bp

250 bp

100 bp

M    con    con     test    test     

■创新盘点
本实验通过对酒
精性肝纤维化小
鼠模型的病理观
察 及 对 V E G F 表
达变化研究, 证实
VEGF在酒精性肝
病中起重要作用, 
主要与酒精性肝
炎及酒精性肝纤
维化有关.
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3  讨论

VEGF能提高毛细血管通透性, 肝细胞再生及

新生血管形成, 肝脏炎症急性期反应包括细胞

因子IL-1, IL-6, TNF-α的释放和血浆急性期蛋

白浓度的改变. 由于提高了毛细血管的通透性, 
VEGF增强了这些蛋白的释放, 从而在急性炎症

期起关键作用. 
Akiyoshi et al [3]用酶联免疫吸附法测得急性

肝炎患者血清VEGF平均值为172.7 ng/L, 显著

高于对照组(65.0 ng/L)和慢性肝炎组(58.0 ng/L). 
在C C l4所致的大鼠急性肝坏死模型中V E G F 
mRNA表达增加, 免疫组化显示VEGF主要位于

激活的肝星状细胞、枯否细胞及巨噬细胞, 并
发现在肝坏死区血管内皮细胞数量丰富, 而在

肝坏死恢复时则以肝窦内皮细胞为主, VEGF主
要位于肝细胞, 提示来源于非实质细胞的VEGF
有助于血管内皮细胞增生 ,  而肝细胞来源的

VEGF促进肝窦内皮细胞再生, 说明VEGF在肝

病变组织的血管生成中起关键作用[4]. 250例慢

性乙肝患者肝组织通过免疫组化发现VEGF在
肝炎轻度组表达阳性占多数, 而在肝炎较重组

强阳性占多数, 且在肝内血管炎症、破坏及阻

塞部位尤其在碎屑坏死区的肝细胞及窦间隙表

达较明显, 表明VEGF在肝组织内表达随肝组织

变性坏死加重而上升[5]. 本实验发现在饲酒4 wk
后VEGF的表达率达最高峰(83.3%), 与其他研

究结果基本一致, 其机制可能是在持续酒精的

刺激下, 肝组织缺血缺氧, 肝细胞变性坏死, 炎
症细胞浸润, VEGF表达的增加刺激血管增生, 
增加血管的通透性, 并减少细胞凋亡和坏死, 有
利于组织修复 .  随着饲酒时间的进一步延长 , 
VEGF的表达率开始下降, 12 wk时与对照组相

比无统计学差异, 认为可能是因为在这一阶段

肝组织缺氧有所减轻所致. 但关于VEGF在急慢

性肝炎中的确切作用仍需作进一步研究. 
窦周纤维化为酒精性肝病的较特征性变化. 

肝窦内皮具有大量窗孔及高通透性, 可通过循

环中的大分子而进行代谢物质交换. 酒精性肝

纤维化时细胞外基质合成增多, 引起窦周纤维

化及肝窦毛细血管化, 后者即肝血窦呈现毛细

血管的结构特征, 窦内皮细胞的窗孔消失, 并在

窦内皮细胞下形成基底膜. 250例慢性乙肝患者

肝组织通过免疫组化发现VEGF表达阳性组多

数集中在肝纤维化指数1分段, 而表达强阳性组

则多数集中在肝纤维化指数2-4分段, 表明VEGF
在肝组织内表达的强弱与肝纤维化程度有关. 

我们的实验也发现一旦肝纤维化显著(24 wk), 
VEGF的表达率就明显上升, 和4 wk时相当, 并
与上述研究一致. 而类似的报道也见于其他纤

维化脏器中. Kang et al [6]发现在进行性肾衰大鼠

中加入VEGF可促进肾小球内皮细胞和肾小管

周毛细血管内皮细胞的增生. 而在博莱霉素所

致的大鼠肺纤维化中, 用免疫组化证实VEGF及
其受体的表达增加[7]. 同样, 有慢性肾移植排斥

反应的患者存在间质纤维化和血管病变, 实验

证实VEGF存在于巨噬细胞中, 在间质其蛋白水

平显著上升, 提示VEGF的上调对纤维化和炎症

起重要作用[8]. 肝纤维化时肝内血流减少, 氧分

压降低, 其他因子如TGF-β等强力上调VEGF的
表达, VEGF从而诱导肝窦内皮细胞、肝细胞、

血管内皮细胞有丝分裂, 有利于肝纤维化. 
总之, 我们的实验进一步证实了VEGF可能

在酒精性肝病中起重要作用, 主要与酒精性肝

炎及酒精性肝纤维化有关, 但对于VEGF的来

源、确切的作用机制以及一些细胞因子对其调

节作用等尚需进一步阐述, 而这些更深入的研

究将有助于更好的防治酒精性肝病.  
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■应用要点
本实验进一步证
实了VEGF可能在
酒精性肝病中起
重要作用, 主要与
酒精性肝炎及酒
精性肝纤维化有
关, 为进一步提高
对酒精性肝病的
基础研究和防治
措施提供线索.
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of Anweitang 
in the improvement of gastric ulcer healing 
quality.

METHODS: Forty Wistar rats were randomly 
and averagely divided into group A, B, C and 
D. Acetic acid was used to establish the model 
of gastric ulcer in the rats of group B, C and D. 
The rats in group A and B were treated (ig) with 
normal saline while those in group C and D 
were treated (ig) with Anweitang and Ranitidine, 
respectively. Radioimmunoassay was used to 
determine the expression of serum epidermal 
growth factor (EGF), and immunohistochemis-
try was applied to detect the expression of EGF, 
EGF receptor, and transforming growth factor-β1 
(TGF-β1) in the gastric mucosa�.

RESULTS: In comparison with that in the group 
B, the expression of serum EGF was evidently 
enhanced in group C and D (1.12 ± 0.24, 0.99 

± 0.15 μg/L vs 0.52 ± 0.13 μg/L, P < 0.01), and 
serum EGF expression was also significantly 
different between group C and D (P < 0.01). Fur-
thermore, the expression of mucosal EGF, EGFR 
and TGF-β1 were markedly higher in group C 
and D than those in group B (EGF: 29.7% ± 1.9%, 
26.5% ± 1.6% vs 18.4% ± 2.0%, P < 0.01; EGFR: 
29.6% ± 2.6%, 25.9% ± 1.0% vs 20.4% ± 1.8%, P 
< 0.01; TGF-β1: 67.0% ± 2.0%, 49.5% ± 1.1% vs 
27.3% ± 1.0%, P < 0.01). There were also signifi-
cant differences between group C and D in the 
expression of mucosal EGF, EGFR and TGF-β1 (all 
P < 0.01).

CONCLUSION: Anweitang may improve the 
healing quality of gastric ulcer by enhancing the 
expression serum EGF and mucosal EGF, EGFR, 
and TGF-β1.

Key Words: Anweitang ; Epidermal growth factor; 
Epidermal growth factor receptor; Transforming 
growth factor-β1

Lin SN, Wei W, Huang GH. Effect of Anweitang on gastric 
ulcer and it mechanism in experimental rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(18):1771-1774

摘要
目的: 通过实验性乙酸大鼠胃溃疡模型, 研究
复方中药安胃汤提高慢性胃溃疡愈合质量
机制. 

方法: 40只Wistar大鼠随机平均分为正常对照
组、模型组、安胃汤组和雷尼替丁. 采用乙酸
浸渍法建立胃溃疡模型, 造模3 d后前两组分
别用生理盐水灌胃, 后两组分别用安胃汤和雷
尼替丁灌胃. 采用放射免疫方法和免疫组织化
学方法观察复方中药安胃汤对大鼠胃溃疡模
型愈合时血清表皮生长因子(EGF)和胃黏膜
EGF, 表皮生长因子受体(EGFR)及转化生长
因子-β1(TGF-β1)表达的影响. 

结果: 模型组相比, 安胃汤组和雷尼替丁组
可提高血清EGF(1.12±0.24, 0.99±0.15 μg/L 
vs  0.52±0.13 μg/L, P <0.01), 安胃汤组与雷
尼替丁组相比差异也有显著意义(P <0.05). 与
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■背景资料
提高慢性胃溃疡
愈合质量是目前
胃溃疡研究的重
点和难点, 目前很
多学者运用中医
药方法提高慢性
胃溃疡愈合质量
取得较好的临床
效果, 但其机制有
待进一步的研究.

■研发前沿
复 方 中 药 对 在
体 动 物 模 型 血
清 E G F 和 胃 黏
膜EGF, EGFR及
TGF-β1表达的影
响是近期提高慢
性胃溃疡愈合质
量机制的研究热
点.



模型组相比, 安胃汤组和雷尼替丁组可显著
增强胃黏膜EGF、EGFR及TGF-β1表达(EGF: 
29.7%±1.9%, 26.5%±1.6% vs  18.4%±2.0%, 
P <0.01; EGFR: 29.6%±2.6%, 25.9%±1.0% vs  
20.4%±1.8%, P <0.01; TGF-β1: 67.0%±2.0%, 
49.5%±1.1% vs  27.3%±1.0%, P <0.01), 安胃
汤组强于雷尼替丁组(均P <0.01).

结论: 安胃汤可能通过提高血清EGF和增强
胃黏膜EGF, EGFR及TGF-β1表达, 增强胃黏膜
保护作用而提高溃疡愈合质量.

关键词: 安胃汤; 表皮生长因子; 表皮生长因子受

体; 转化生长因子β1

林寿宁, 韦维, 黄贵华. 复方中药安胃汤提高大鼠胃溃疡愈合质

量的机制.  世界华人消化杂志  2006;14(18):1771-1774
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0  引言

复方中药安胃汤是在全国著名老中医、广西中

医学院林沛湘教授治疗慢性胃病验方基础上

组方而成, 临床疗效显著[1]. 我们分别采用放射

免疫方法和免疫组织化学方法观察该方对实

验性乙酸大鼠胃溃疡愈合时血清表皮生长因子

(EGF)及胃黏膜表皮生长因子(EGF)、表皮生长

因子受体(EGFR)和转化生长因子-β1 (TGF-β1)表
达的影响, 探讨其提高慢性胃溃疡愈合质量的

作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠40只, 雌雄各半, 体
质量180±50 g, 广西中医学院实验动物中心提

供. 安胃汤中医颗粒剂(由江苏江阴天江药业有

限公司生产)药物组成黄连5 g, 干姜5 g, 制半夏

10 g, 百合15 g, 乌药10 g, 丹参15 g, 白芍15 g, 
薏苡仁15 g, 木香7 g, 甘草5 g. 雷尼替丁胶囊

(江苏晨牌药业有限公司出品). 链霉菌抗生物素

蛋白-过氧化酶免疫组织化学染色超敏试剂盒

(UltrasensitireTM S-P kit-9710, 福建迈新公司); 液
体DAB酶底物显色试剂盒, 美国Matim Biotech.
Inc公司产品, 按照试剂盒说明书制备和使用. 
0.01 mol/L PBS (pH 7.2)(粉剂), 福州迈新生物技

术开发公司产品. EGF, EGFR, TGF-β1免疫组织

化学染色抗体试剂盒(福建迈新公司提供). EGF
放射免疫分析盒(中国原子能科学研究所提供). 
HB-2型奥林巴斯显微照相系统、英国珊顿切片

机、Motic images软件系统. 721分光光度计(上
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海精密仪器有限公司), FJ2003/50p g放射免疫计

数器(国营二六二厂).
1.2 方法 Wistar大鼠40只称质量, 标记, 完全随

机分为4组, 每组10只, 除正常对照组外, 其余3
组按照醋酸浸渍法[2]造模, 造模后3 d开始治疗, 
雷尼替丁溶液浓度为3 g/L, 安胃汤2.5 kg/L, 按
10 mL/kg灌胃, 1次/d; 正常对照组、模型组生理

盐水10 mL/kg灌胃, 1次/d. 每组均连续灌胃13 d
后停药, 各组大鼠禁食24 h, 断头处死取血, 静置

2-3 h后分离血清, 置EP管中, -20℃冰箱保存待

测; 剪开大鼠腹腔, 分别结扎贲门、幽门端后取

出胃, 沿胃大弯剪开, 冰生理盐水冲洗, 以溃疡

瘢痕平行于胃长轴方向的最长径为中心取材, 迅
速置于40 g/L中性甲醛中固定24 h. 按照常规脱

水, 二甲苯透明, 石蜡包埋, 5 μm厚度, 以瘢痕的

最长径为中心连续切片. 再生黏膜厚度及黏膜

肌缺损宽度测定: 参照杨雪松 et al [3]方法, 在HE
染色的切片上, 用低倍镜找到溃疡部位, 在高倍

镜下(40倍物镜)观察测量, 取5个视野测量计算

平均值. 血清EGF的测定: 采用放射免疫法, 严格

按试剂盒说明书步骤操作, SP免疫组织化学染

色操作程序按照试剂盒说明书进行. SP免疫组

化染色检测结果判定: 细胞质或细胞膜呈现棕

黄色颗粒为阳性表达. 运用计算机图像分析仪

定量测定, 每组随机抽取5只大鼠切片各1张, 每
张随机选取5个视野作图像分析, 以每个像素点

0.389 μm长, 在4.306 μm×104 μm测量窗下测

量并记录积分吸光度值(AU)及阳性细胞占总面

积百分比.
统计学处理 所有资料均用mean±SD表示, 

多组均数比较采用ANOVA检验.

2  结果

2.1 再生黏膜厚度和黏膜肌层缺损度 安胃汤组

与雷尼替丁组均较模型组明显增加再生黏膜厚

度(P <0.01), 安胃汤组与雷尼替丁组比较差异有
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■相关报道
通过整理林沛湘
教授治疗慢性胃
病临床经验, 对其
治疗慢性胃病的
学术理论进行了
归纳总结, 认为本
病的基本病机为
多属寒热虚实夹
杂, 气血失和占大
多数, 气机阻滞、

升降失调是其共
同特征. 

    

表  1  胃溃疡大鼠胃黏膜再生血清EGF(mean±SD, n  = 10)

                       再生黏膜           黏膜肌层             血清EGF

                        厚度(μm)         缺损度(μm)              (μg/L)

模型              257±18           250±37         0.52±0.13

雷尼替丁       329±15b         185±23b         0.99±0.15b

安胃汤           343±16bc       153±25bc        1.12±0.24bc

正常对照                                                       0.67±0.06a

分组

aP<0.05, bP<0.01 vs 模型; cP<0.05 vs  雷尼替丁.
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显著意义(P <0.05); 安胃汤组和雷尼替丁组均能

较模型组明显减少黏膜肌层缺损度(P <0.01), 安
胃汤组与雷尼替丁组比较差异有显著性意义

(P <0.05, 表1). 
2.2 大鼠血清EGF 安胃汤组和雷尼替丁组均能

较模型组和正常对照组明显增加大鼠胃溃疡血

清EGF水平(P <0.01), 安胃汤组与雷尼替丁组比

较差异有显著意义(P <0.05, 表1)
2.3 胃溃疡大鼠黏膜EGF表达 正常对照组大鼠

EGF的表达为弱阳性, 定位于细胞质, 主要集中

胃腺颈部, 阳性表达以胃黏膜的壁细胞、颈部

细胞为主. 模型组、雷尼替丁组和安胃汤组溃

疡边缘组织阳性表达的细胞逐渐增多, 强阳性

表达细胞可见. 雷尼替丁组和安胃汤组表达强

于模型组及正常对照组(P <0.01), 安胃汤组表达

强于雷尼替丁组(P <0.01, 表2).
2.4 胃溃疡大鼠黏膜EGFR表达 正常对照组大鼠

胃黏膜EGFR表达分布在胃腺颈部、基底部, 以
弱阳性为主, 定位于胃黏膜的壁细胞、颈黏液

细胞的胞质及胞膜, 但以后者为主. 其余各组观

察距溃疡边缘2 mm范围内黏膜层EGFR表达增

强. 安胃汤组和雷尼替丁组均能较模型组和正

常对照组明显增加大鼠胃溃疡EGFR的图像分

析积分光密度、百分比(P <0.01), 安胃汤组与雷

尼替丁组比较差异有显著意义(P <0.01, 表2). 
2.5 胃溃疡大鼠黏膜TGF-β1表达 正常对照组大

鼠TGF-β1的表达为弱阳性, 定位于细胞质, 在胃

腺颈部、基底部都有表达, 阳性表达以胃黏膜

的壁细胞、颈部细胞为主. 模型组、雷尼替丁

组和安胃汤组溃疡边缘组织阳性表达的细胞逐

渐增多, 强阳性表达细胞可见. 雷尼替丁组和安

胃汤组表达强于模型组及正常对照组(P <0.01), 
安胃汤组表达强于雷尼替丁组(P <0.01, 表2).

3  讨论

本结果表明, 安胃汤可以使再生黏膜厚度增加, 

黏膜肌层缺损宽度减少, 说明有促进上皮组织

再生和改善瘢痕修复能力的作用, 有提高再生

黏膜结构成熟度的作用, 且安胃汤组优于雷尼

替丁组(P <0.05). EGF是一种重要的生物活性肽, 
不仅在血液中能检出, 还广泛存在消化道内, 能
抑制胃酸分泌和促进组织、细胞内DNA、RNA
及蛋白质的合成, 加速适应性溃疡的愈合[4]. 同
时EGF具有促进上皮增殖, 组织修复和细胞保护

作用, 在保护胃黏膜免受损伤因子破坏, 维持胃

肠黏膜完整性方面起着非常重要的作用[5], 这些

作用是由EGFR介导的. 人及其他哺乳动物的胃

肠道广泛存在EGFR, 以黏膜层的含量较高, 胃
黏膜受到损伤时(如溃疡), 其黏膜层EGFR表达

大量增加[6], EGFR的增加除了介导黏膜上皮细

胞的分裂、修复外, 还介导减少胃酸的分泌[7]. 
本组结果显示, 安胃汤和雷尼替丁治疗后, 安胃

汤能显著增加血清EGF水平, 胃溃疡周围EGF和
EGFR表达增强, 说明安胃汤可刺激腺上皮细胞

分泌EGF, 并且通过显著增加胃溃疡周围EGF和
EGFR表达, 加速溃疡的愈合. 另外, 我们发现大

鼠胃黏膜组织EGF与胃黏膜EGFR的表达有同步

性, 且与胃溃疡愈合质量一致, 进一步说明EGF
与EGFR的有效结合, 增加了细胞内DNA、RNA
和蛋白质合成, 抑制了胃酸的分泌, 增加了胃黏

膜血流量, 从而提高了胃溃疡的愈合质量, 发挥

了抗溃疡作用, 且安胃汤优于雷尼替丁(P <0.05
或P <0.01). 我们观察到安胃汤增强胃溃疡周围

组织的EGF及胃溃疡边缘上皮细胞EGFR的表

达, 由此推测安胃汤提高胃溃疡愈合质量可能

是由受体介导的, 同时表明安胃汤可通过促进

或稳定胃黏膜上皮细胞膜EGFR水平来促进胃

溃疡愈合的. 
TGF-β为多功能的多肽生长因子, 哺乳动物

的TGF-β有β1, β2, β3三种亚单位, 其中以TGF-β1

的含量最高, 作用最重要[8], 其在溃疡病中, 除

■创新盘点
本文应用在体动
物 模 型 ,  深 入、

系 统 地 从 血 清
E G F 、 胃 黏 膜
E G F、E G F R 及
TGF-β1探讨中药
治疗慢性胃溃疡
的作用机制, 从细
胞分子水平上阐
释名老中医学术
理论的科学性, 为
更好的研究和继
承提供新的思路.

■应用要点
本研究为将复方
中药安胃汤开发
成防治慢性胃溃
疡的中药新药提
供理论和基础实
验依据. 该项目预
期成果将有益于
广大消化性溃疡
患者的治疗和提
高溃疡愈合质量. 
临床应用还表明
该方治疗费用经
济, 仅为国内现投
入于临床应用同
类抗溃疡中成药
费用的1/3.

    

表  2  胃溃疡大鼠胃黏膜EGF, EGFR, TGF-β1表达 (mean±SD, n  = 10)

                                                EGF                                                  EGFR                                               TGF-β1

                        积分吸光度值       阳性率 (％)       积分吸光度值      阳性率 (％)        积分吸光度值       阳性率 (％)

模型                  32.9±1.8         18.4±2.0         1.19±0.07        20.4±1.8            92.0±2.1         27.3±1.0

雷尼替丁           48.7±1.2b        26.5±1.6b       1.51±0.06b       25.9±1.0b           80.6±2.3b        49.5±1.1b

安胃汤               60.5±1.9bd      29.7±1.9bd      1.77±0.13bd      29.6±2.6bd          72.6±1.9bd       67.0±2.0bd

正常对照           20.9±1.7b        10.4±1.8b       0.91±0.06b       15.8±0.9b         121.8±5.1b          8.5±0.6b

分组

bP<0.01 vs  模型; dP<0.01 vs  雷尼替丁.
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作为化学趋化剂趋化炎症细胞与组织修复细

胞向创面聚集外, 本身还能直接作用于成纤维

细胞、刺激细胞外基质(ECM)中Ⅰ型前胶原合

成、肉芽组织生长及修复后期的组织改建[9]. 本
结果显示, 正常组胃黏膜层、黏膜下层和肌层

即有较弱的TGF-β1表达, 实验性胃溃疡愈合时, 
除正常组外TGF-β1的表达都增高, 其阳性染色

可见于肉芽组织, 故推测TGF-β1可能通过自分

泌和旁分泌的方式参与炎性细胞和成纤维细胞

的迁移, 由此诱导肉芽组织的形成, 从而在胃溃

疡组织的重建中起重要作用. 
血清E G F水平和胃黏膜E G F,  E G F R及

TGF-β1的表达同属增强黏膜保护因子, 本实验

研究发现大鼠血清E G F水平和胃黏膜E G F、
EGFR及TGF-β1的表达与溃疡愈合呈正相关, 以
此我们推测, 安胃汤可能通过提高血清EGF水平

和增强胃黏膜EGF、EGFR及TGF-β1的表达而

促进溃疡愈合, 可能是安胃汤提高溃疡愈合质

量的重要机制.  
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本量小和方法稍
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Abstract
AIM: To separate and purify heat shock protein 
70 (HSP70) peptide complex from hepatocellular 
carcinoma (HCC) tissues by fast protein liquid 
chromatography (FPLC), and investigate its 
effect on the proliferation of HepG-2 cells.

METHODS: The mixture of proteins was de-
rived from HCC tissues by means of splitting 
and centrifugation. Then the proteins were puri-
fied by affinity chromatography on concanavalin 
A-Sepharose and ion exchange chromatography 
with DEAE-Sephacel. The obtained protein was 
identified by SDS-PAGE and Western blot for its 
molecular weight and property. Bradford meth-

od was used to measure the concentration of the 
protein. The growth of HepG-2 cells, which were 
stimulated by HSP-70 peptide complex (0.1, 0.5, 
1, and 5 mg/L), was observed by MTT assay.

RESULTS: A protein band with a molecu-
lar weight of about 70 kDa was obtained and 
shown by SDS-PAGE, and it was confirmed to 
be the HSP70 by Western blot. Bradford method 
showed that a quantity of 1.5 mg HSP70 protein 
was obtained from every 10 g HCC tissues. Af-
ter treatment with HSP-70 peptide complex, the 
value of optical density (OD) in HSP70 group 
was significantly higher at 24, 48, and 72 h than 
that in control group (0.1 mg/L: t = - 0.2500, P = 
0.00; t = -0.1777, P = 0.001; t = -0.3094, P = 0.001; 
0.5 mg/L: t = -0.2878, P = 0.00; t = -0.2044, P = 
0.00; t = -0.3285, P = 0.00; 1 mg/L: t = -0.3118, P 
= 0.00; t = -0.2592, P = 0.00; t = -0.1994, P = 0.025; 
5 mg/L: t = -0.4007, P = 0.00; t = -0.1302, P = 0.016; 
t = -0.2537, P = 0.005), and the cell livability in 
HSP70 group was also significantly higher (P < 
0.01).

CONCLUSION: The pure HSP70-peptide com-
plex is obtained, and it can promote the growth 
of HepG-2 cells.

Key Words: HSP70-peptide complexes; Purification; 
Hepatocellular carcinoma; HepG-2; MTT; Western 
blot

Sui CY, Li HY, Hu Y, Zong ZH, Li HX, Guo RX. 
Purification of heat shock protein 70 peptide complex and 
its effect on proliferation of HepG-2 cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(18):1775-1779

摘要
目的: 应用快速蛋白液相色谱(FPLC)系统从
肝癌组织中分离和纯化HSP70-肽复合物, 并
研究其对肝癌细胞系HepG-2增殖的影响. 

方法: 将组织进行匀浆、高速离心提取总蛋
白后依次进行ConA-Sepharose亲和层析和
DEAE-Sephacel离子交换层析分离纯化, 所得
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■背景资料
热休克蛋白70是
生物界广泛存在
的具有高度保守
性质的蛋白, 他在
肿瘤细胞中过度
表达, 不仅对肿瘤
细胞的保护、维
持细胞的稳定有
重 要 的 作 用 ,  而
且在肿瘤细胞的
免疫中也有重要
的作用. 因此, 建
立一种简便可行
的提取肿瘤细胞
中的HSP70-肽复
合物的方法并研
究其对肿瘤细胞
的作用机制成为
今后更好的应用
HSP70-肽复合物
的一个前提.



蛋白经SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳和Western 
blot进行蛋白分子质量及性质鉴定, Bradford
法测定蛋白浓度; 利用MTT方法检测HSP70-
肽复合物对HepG-2细胞增长的情况. 

结果: 分离、纯化得到的蛋白经SDS-聚丙烯
酰胺凝胶电泳、考马斯量蓝鉴定为单一带, 
分子质量为70 kDa; Western blot结果证实为
HSP70, 每10 g组织最终获得1.5 mg的HSP70; 
HSP70刺激组12, 48, 72 h与对照组的A值之间
有显著差异(0.1 mg/L: t  = - 0.2500, P  = 0.00; 
t  = -0.1777, P  = 0.001; t  = -0.3094, P  = 0.001; 
0.5 mg/L: t  = -0.2878, P  = 0.00; t  = -0.2044, P = 
0.00; t  = -0.3285, P  = 0.00; 1 mg/L: t  = -0.3118, 
P  = 0.00; t  = -0.2592, P  = 0.00; t  = -0.1994, 
P  = 0.025; 5 mg/L: t  = -0.4007, P  = 0.00; t  = 
-0.1302, P  = 0.016; t  = -0.2537, P  = 0.005), 细
胞存活率明显高于对照组(P <0.01).

结论:  使用本分离纯化方法可获得高纯度
HSP70肽复合物; HSP70肽复合物可以促进
HepG-2细胞的生长.

关键词 :  H S P70-肿瘤肽复合物; 纯化; 肝癌; 

HepG-2细胞系; Western blot; MTT
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0  引言

热休克蛋白(heat shock protein, HSP)是广泛存在

于生物界(从原核生物到真核生物)中具有高度

保守性质的蛋白质[1]. 大量的研究表明HSP70在
包括肝癌在内的大多数的肿瘤中均有高表达[2-6]. 
HSP70在肿瘤细胞中过度表达, 不仅对肿瘤细胞

的保护、维持细胞的稳定有重要的作用, 而且

在抑制肿瘤细胞凋亡的过程中也发挥着重要的

作用[7-12]. 同时, 源自肿瘤组织的HSP-肿瘤肽免

疫宿主可激发持久的T细胞免疫, 产生特异的抗

肿瘤免疫效应[13-16]. 我们应用快速蛋白液相色谱

(FPLC)系统从肝癌组织中分离和纯化HSP70-肿
瘤肽复合物, 并研究其对肝癌细胞系HepG-2增
殖的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 伴刀豆凝集素A琼脂糖凝胶(C o n A-
Sepharose)及DEAE-Sephacel (Pharmacia); 兔抗

人HSP70多克隆抗体(武汉博士德); HepG-2细胞
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株(我院肿瘤研究所); 标准胎牛血清(天津TBD
生物技术有限公司); RPMI 1640培养液(美国

Hyclone公司); FPLC层析系统.
1.2 方法 取肝癌组织 (我院肝癌患者行手术

切除后的肝癌组织 )10  g剪碎后 ,  加入10倍
体积的Buffer A (NaHCO3 30 mmol/L pH 7.1, 
内含0.1 mmol/L EDTA, 0.1 mmol/L DTT及
0.5 mmol/L PMSF), 匀浆, 4℃ 150 000 r/min超
速离心3 h; 取上清, 过ConA-Sepharose 4B亲合

层析柱(柱高15 cm, 直径1.5 cm), 收集不结合的

洗脱液, 透析液1 (Tris-HCl 10 mmol/L, 乙酸钠

10 mmol/L, NaCl 10 mmol/L, EDTA 0.1 mmol/L, 
pH 7.5)过夜; Buffer C (Tris-HCl 20 mmol/L, 
乙酸钠20 mmol/L, NaCl 20 mmol/L, EDTA 
0.1 m m o l/L, p H 7.5)平衡D E A E柱(D E A E-
Sephacel, 柱高15 cm, 直径1.0 cm), 取浓缩后

的样品上样, Buffer B (Tris-HCl 20 mmol/L, pH 
7.4, 内含0.5 mmol/L NaCl)洗脱后, 再用FPLC
系统, Buffer D (NaCl 0.5 mol/L用Buffer C调)梯
度洗脱后, 收集各洗脱峰的蛋白, 透析液2 (Tris-
HCl 10 mmol/L)透析. 上述洗脱液经100 g/L 
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分子量及纯度的

鉴定. 常规制备100 g/L分离胶及40 g/L浓缩胶, 
样品经煮沸、离心处理后上样, 浓缩胶电泳电

压70 V, 分离胶电压110 V, 电泳时间约3 h, 电
泳后采用考马斯亮蓝染色. 根据电泳结果, 取含

70 kDa蛋白的样品, 用于Western blot试验: 常规

100 g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后, 转移至硝

酸纤维素薄膜上, 50 g/L脱脂奶粉包被2 h, 兔
抗人HSP70多克隆抗体(1∶300)为一抗, 辣根过

氧化物标记的羊抗兔抗体(1∶2000)作为二抗, 
DAB进行显色, 观察并记录结果. 蛋白质浓度测

定采用Bradford法[17]. HepG-2肝癌细胞株在含

100 mL/L胎牛血清(FBS)的RPMI 1640培养基中

常规培养, 950 mL/L湿度, 50 mL/L CO2, 37℃. 
选生长状态好, 处于对数生长期的细胞, 按5×
107/L的细胞浓度接种于96孔板, 每孔100 mL, 
培养24 h后更换培养基, 对照组继续用RPMI 
1640培养基, 第2, 3, 4, 5组分别用含0.1, 0.5, 1.0, 
5.0 mg/L HSP70-肿瘤肽复合物的RPMI 1640培
养液继续培养, 分别于24, 48, 72 h后行MTT分
析. 每孔加入MTT 20 mL, 37℃继续培养4 h, 小
心吸弃孔内培养液, 每孔加DMSO 200 mL, 震荡

15 min, 分别于0, 10, 30 min在酶标仪上测出波

长570 nm处的吸光度A值. 每组设3个复孔, 取3
次实验的平均数, 比较各组细胞的存活率. 各组
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■研发前沿
提取并纯化肿瘤
组织中的HSP70-
肽复合物是研究
HSP70作用机制
的一个重要前提, 
细胞外的HSP70-
肽复合物对肿瘤
细胞的作用上不
清楚, 因此探讨细
胞外的HSP70-肽
复合物对肝癌细
胞系HepG-2增殖
的影响成为我们
研究的重点.
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细胞存活率(%) = (实验组吸光度-空白组吸光

度)/对照组吸光度-空白组吸光度)×100%.
统计学处理 结果用SPSS 13.0软件包进行统

计学分析, 各组间进行t检验; P <0.05为差异有显

著意义.

2  结果

2.1 HSP70-肿瘤肽复合物的纯化 细胞裂解液经

ConA-Sepharose 4B层析后, 可分为ConA结合部

分和不结合部分. 不结合部分经电泳后在70 000
处有一淡染的条带, 而在43 000以下也可见几

条淡染的条带(图1). 将ConA不结合部分进一步

用FPLC经DEAE柱进行分离, 梯度盐洗脱, 收集

各洗脱峰的蛋白, 共有2个蛋白洗脱峰(图2), 电
泳后于第2个峰发现为70 000的蛋白. 上述M r 
70 000的蛋白质用特异性Western blot法鉴定, 证
实该蛋白确系热休克蛋白HSP70(图3). 10 g肝
癌组织经上述分离纯化过程最终获得HSP70-肿
瘤肽复合物总量为1.5 mg. 
2.2 HSP70-肿瘤肽复合物对HepG-2的作用 不
同浓度在不同时间点的各组与对照组相比较, 
HSP70-肿瘤肽复合物均对肝癌细胞株HepG-2有
促进增殖作用(P <0.01, 表1, 图4). 而各浓度在同

一时间内各组之间对肝癌细胞株HepG-2增殖的

影响则无明显差异(P >0.05).

3  讨论

HSP70是分子质量在70 kDa左右的热休克蛋

白, 是热休克蛋白家族中最重要的一员, 被称为

主要热休克蛋白. HSP70被称为分子伴侣, 因为

他不参与目的蛋白的构成, 但可以通过与目的

蛋白质或多肽在细胞中构成复合体, 并通过这

种复合体的形成和解离而参与相关蛋白质的构

象、折叠、跨膜转运及降解等重要生理功

能[18-20]. 更为重要的是在应激状态下HSP可以为

细胞提供保护[1,21]. 正常细胞中, HSP70的表达受

细胞周期调控, 而肿瘤细胞中突变或异常蛋白

质的存在刺激HSP70的合成, 使其呈现持续的高

表达. 研究结果显示肝癌组织中HSP70蛋白的表

达与肿瘤的肝癌分化程度密切相关, 低分化的

肝癌组织中HSP70蛋白的表达显著高于高分化

的肝癌组织. 可见, HSP70蛋白与肝癌的进展密

切相关[22-24]. HSP70在肿瘤细胞中过度表达, 不
仅对肿瘤细胞的保护、维持细胞的稳定有重要

的作用, 而且在抑制肿瘤细胞凋亡的过程中也

发挥着重要的作用[7-12]. 同时, 源自肿瘤组织的

HSP-肿瘤肽免疫宿主可激发持久的T细胞免疫, 
产生特异的抗肿瘤免疫效应[13-16]. 然而, HSP70
在肿瘤细胞中的作用机制及其对肿瘤细胞的发

生、发展的影响, 仍有许多不清楚甚至矛盾的

■创新盘点
本研究借鉴国外
一些研究方法, 结
合国内一般实验
室的条件, 建立了
一种较方便有效
的提取纯化方法, 
同时证明了不仅
细胞内的HSP70
可 以 保 护 肝 癌
细 胞 ,  细 胞 外 的
HSP70-肽复合物
同样也可以促进
肝癌细胞的增殖.

图   1   蛋 白 电 泳 图 . 
M: Marker; 1: 总蛋

白; 2: ConA分离后; 3: 

DEAE分离后(样品5).

图  2  DEAE离子交换层析洗脱蛋白峰.

图  4  不同浓度对肝癌细胞株HepG-2生长曲线.
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图  3  Western blot显示洗脱蛋白3, 4, 5, 6含有HSP70.
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地方, 因此, 提取肿瘤细胞中的HSP70-肽复合物

成为进一步研究其作用的前提. 
HSP70在细胞中的含量低, 提取HSP70-肽

复合物工艺极其复杂. 我们采用二步蛋白纯化

法, 即ConA亲和层析法、阴离子交换蛋白亲和

层析法等二个步骤, 从人肝癌组织中成功提取

了HSP70-肽复合物并获得较高的效率. ConA亲

和层析法选择性强、分离效率高, 是提取过程

中的一个重要环节. 已知糖蛋白可与ConA特异

性结合, 利用这种生物大分子与其配体之间所

具有的专一性亲和力作亲和层析, 能产生纯化

作用, 而且其分离快速的优点对分离含量少又

极不稳定的活性物质更有利. 本实验中, 样品经

过ConA亲和层析柱后, 能与ConA相互作用的糖

蛋白则被阻留在柱上, 从而将糖蛋白与非糖蛋

白分离. DEAE层析应用快速蛋白纯化仪可缩短

实验准备和运行所需的时间, 减少HSP70蛋白降

解, 提高实验结果的可靠性和重复性. 对蛋白质

进一步的定性定量分析证实: 采用此分离纯化

方法得到的蛋白质确系HSP70. 肿瘤在发生、发

展过程中同时也伴随着肿瘤细胞的死亡, 这也

就意味着有大量的HSP70-肽复合物释放到肿瘤

细胞外, 这些细胞外的HSP70-肽复合物对肿瘤

细胞的直接作用目前尚不清楚. 本实验通过从

肝癌组织中提取的HSP70-肽复合物刺激肝癌细

胞株HepG-2, 利用MTT方法观察HSP70-肽复合

物对肝癌细胞株HepG-2增殖的影响. 实验结果

表明, 与对照组相比, 不同浓度组在不同的观察

时间点均显示出HSP70-肽复合物可以促进肝癌

细胞株HepG-2增殖(P <0.01), 各浓度之间对肝癌

细胞株HepG-2增殖的影响则无差异(P >0.05). 
本结果表明不仅细胞内的HSP70可以保护

肝癌细胞, 细胞外的HSP70-肽复合物同样也可

以促进肝癌细胞的增殖. 至于HSP70-肽复合物

如何作用于肝癌细胞, 我们考虑可能是HSP70-
肽复合物通过肝癌细胞表面表达的某些受体(如
TLR4, CD40等)或直接穿过细胞膜而对细胞的

增殖发生影响. Novoselova et al [25]的研究表明

HSP70可以通过穿过细胞膜而保护细胞、抑制

凋亡. Jones et al [26]的研究表明外源性HSP70是前

列腺凋亡的抑制子. 至于细胞外的HSP70-肽复

合物对肝癌细胞株HepG-2增殖的影响是否也与

细胞内的HSP70的作用机制一样, 则需进一步的

实验证实.  

4      参考文献
1	 Jaattela M. Heat shock proteins as cel lular 

lifeguards. Ann Med  1999; 31: 261-271
2	 Garcia-Bermejo L, Vilaboa NE, Perez C, Galan 

A, De Blas E, Aller P. Modulation of heat-shock 
protein 70 (HSP70) gene expression by sodium 
butyrate in U-937 promonocytic cells: relationships 
with differentiation and apoptosis. Exp Cell Res 
1997; 236: 268-274

3	 Lebret T, Watson RW, Molinie V, O'Neill A, Gabriel 
C, Fitzpatrick JM, Botto H. Heat shock proteins 
HSP27, HSP60, HSP70, and HSP90: expression in 
bladder carcinoma. Cancer  2003; 98: 970-977 

4	 Wang XP, Qiu FR, Liu GZ, Chen RF. Correlation 
between clinicopathology and expression of heat 
shock protein 70 and glucose-regulated protein 
94 in human colonic adenocarcinoma. World J 

■名词解释
层析分离技术: 是
一种物理分离方
法, 利用混合物中
各组分物理化学
性质的差别(如吸
引 力 ,  分 子 形 状
和大小、分子极
性、分子亲和力
等) ,  使各组分以
不同程度分布在
固定相和流动相
中, 从而使各组分
以不同的速度移
动而达到分离.

    

表  1  HSP70-肿瘤肽复合物对肝癌细胞株HepG-2的影响

                (mg/L)	   n 	 A 平均值 (mean±SD)	           细胞存活率 (%)	 t 	     P  

24 h	    0	 24	      0.446±0.174	                 100.0		

	 0.1	   9	      0.696±0.855	                 156.1	        -0.250 000	   0.00

	 0.5	   9	      0.733±0.864	                 164.6	        -0.287 778	   0.00

	    1	   9	      0.757±0.123	                 170.0	        -0.311 778	   0.00

	    5	   9	      0.846±0.091	                 190.0	        -0.400 667	   0.00

48 h	    0	 24	      0.971±0.112	                 100.0		

	 0.1	   9	      1.149±0.207	                 118.3	        -0.177 653	   0.001

	 0.5	   9	      1.176±0.134	                 121.1	        -0.204 431	   0.00

	    1	   9	      1.230±0.064	                 126.7	        -0.259 208	   0.00

	    5	   9	      1.101±0.148	                 113.4	        -0.130 208	   0.016

72 h	    0	 24	      1.698±0.200	                 100.0		

	 0.1	   9	      2.007±0.307	                 118.2	        -0.309 389	   0.001

	 0.5	   9	      2.026±0.266	                 119.4	        -0.328 500	   0.00

	    1	   9	      1.897±0.181	                 111.7	        -0.199 389	   0.025

	    5	   9	      1.952±0.155	                 114.9	        -0.253 722	   0.005



www.wjgnet.com

隋春阳, 等. HSP70-肿瘤肽复合物的纯化及其对肝癌细胞株HepG-2增殖的作用                                                           1779

■同行评�价
肝癌组织HSP70
表达与肝癌分化
密 切 相 关 ,  并 在
维持肝癌细胞稳
定及抑制凋亡中
起 重 要 作 用 ,  本
研究采用二步纯
化法获得高比率
H S P 7 0 - 肽 复 合
物, 并证明可促进
HepG-2细胞生长, 
故对肝癌实验研
究具有重要意义. 
设计观测科学, 结
论可信, 能较好地
反映我国或国际
胃肠病学基础研
究的先进水平.

Gastroenterol  2005; 11: 1056-1059   
5	 Joo M, Chi JG, Lee H. Expressions of HSP70 and 

HSP27 in hepatocellular carcinoma. J Korean Med 
Sci  2005; 20: 829-834 

6	 Wang XP, Wang QX, Li HY, Chen RF. Heat shock 
protein 70 chaperoned alpha-fetoprotein in human 
hepatocellular carcinoma cell line BEL-7402. World J 
Gastroenterol  2005; 11: 5561-5564 

7	 Wei YQ, Zhao X, Kariya Y, Teshigawara K, Uchida 
A. Inhibition of proliferation and induction of 
apoptosis by abrogation of heat-shock protein 
(HSP) 70 expression in tumor cells. Cancer Immunol 
Immunother  1995; 40: 73-78

8	 Nylandsted J, Rohde M, Brand K, Bastholm L, 
Elling F, Jaattela M. Selective depletion of heat 
shock protein 70 (Hsp70) activates a tumor-specific 
death program that is independent of caspases and 
bypasses Bcl-2. Proc Natl Acad Sci USA 2000; 97: 
7871-7876

9	 Nylandsted J, Wick W, Hirt UA, Brand K, Rohde 
M, Leist M, Weller M, Jaattela M. Eradication of 
glioblastoma, and breast and colon carcinoma 
xenografts by Hsp70 depletion. Cancer Res 2002; 62: 
7139-7142

10	 Sreedhar AS, Csermely P. Heat shock proteins in 
the regulation of apoptosis: new strategies in tumor 
therapy: a comprehensive review. Pharmacol Ther 
2004; 101: 227-257

11	 Didelot C, Schmitt E, Brunet M, Maingret L, Parce-
llier A, Garrido C. Heat shock proteins: endogenous 
modulators of apoptotic cell death. Handb Exp 
Pharmacol  2006; 171-198

12	 Schmitt E, Maingret L, Puig PE, Rerole AL, 
Ghiringhelli F, Hammann A, Solary E, Kroemer G, 
Garrido C. Heat shock protein 70 neutralization 
exerts potent antitumor effects in animal models of 
colon cancer and melanoma. Cancer Res 2006; 66: 
4191-4197 

13	 Li Z. Priming of T cells by heat shock protein-
peptide complexes as the basis of tumor vaccines. 
Semin Immunol  1997; 9: 315-322 

14	 傅庆国, 孟凡东, 郭克建, 郭仁宣. 肿瘤热休克蛋白70
对几种Th 1型细胞因子的诱升作用. 肿瘤防治杂志 

2003; 10: 250-252
15	 Wang XH, Qin Y, Hu MH, Xie Y. Dendritic cells 

pulsed with hsp70-peptide complexes derived from 
human hepatocellular carcinoma induce specific 
anti-tumor immune responses. World J Gastroenterol  
2005; 11: 5614-5620

16	 Robert J. Evolution of heat shock protein and 
immunity. Dev Comp Immunol  2003; 27: 449-464

17	 汪家政, 范明. 蛋白质技术手册. 北京: 科学出版社, 
2001: 41-46

18	 Hartl FU, Hayer-Hartl M. Molecular chaperones in 
the cytosol: from nascent chain to folded protein. 
Science  2002; 295: 1852-1858

19	 Arispe N, Doh M, Simakova O, Kurganov B, De 
Maio A. Hsc70 and Hsp70 interact with phosphati-
dylserine on the surface of PC12 cells resulting in a 
decrease of viability. FASEB J  2004; 18: 1636-1645

20	 Mayer MP, Bukau B. Hsp70 chaperones: cellular 
functions and molecular mechanism. Cell Mol Life 
Sci  2005; 62: 670-684

21	 Morimoto RI. Cells in stress: transcriptional 
activation of heat shock genes. Science 1993; 259: 
1409-1410

22	 王小平, 刘国贞, 宋爱利, 廖静, 陈瑞芬, 郎振为. 人
肝癌组织热休克蛋白70的表达. 首都医科大学学报 
2004; 25: 186-188

23	 Lim SO, Park SG, Yoo JH, Park YM, Kim HJ, Jang 
KT, Cho JW, Yoo BC, Jung GH, Park CK. Expression 
of heat shock proteins (HSP27, HSP60, HSP70, 
HSP90, GRP78, GRP94) in hepatitis B virus-related 
hepatocellular carcinomas and dysplastic nodules. 
World J Gastroenterol  2005; 11: 2072-2079

24	 吴顺华, 成军, 郑玉建. 热休克蛋白家族与肝癌的关系. 
世界华人消化杂志  2005; 13: 1725-1730

25	 Novoselova TV, Margulis BA, Novoselov SS, 
Sapozhnikov AM, van der Spuy J, Cheetham ME, 
Guzhova IV. Treatment with extracellular HSP70/
HSC70 protein can reduce polyglutamine toxicity 
and aggregation. J Neurochem  2005; 94: 597-606

26	 Jones EL, Zhao MJ, Stevenson MA, Calderwood SK. 
The 70 kilodalton heat shock protein is an inhibitor 
of apoptosis in prostate cancer. Int J Hyperthermia 
2004; 20: 835-849

             电编  张敏  编辑  潘伯荣



www.wjgnet.com

and then the vector was transferred into E. coli 
HB2151. Isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) 
was used to induce the expression of anti-CEA 
scFv antibody. SDS-PAGE and Western blot 
were used identify the anti-CEA scFv antibody. 
Human gastric cancer cells were cultured, and 
CEA was determined with the obtained scFv by 
immunohistochemistry in the cells and paraffin-
embedded gastric carcinoma tissues�.

RESULTS: SDS-PAGE and Western blot 
showed that the anti-CEA scFv antibody T84.66 
was successfully expressed. T84.66 could bind 
to gastric carcinoma cell lines KATOⅢ, MKN45 
and HGC-27, but not to SGC7901, GC803 and 
BGC823, suggesting that KATOⅢ, MKN45 and 
HGC-27 cells expressed CEA. For the 42 cases 
gastric carcinoma tissues, the positive rate of 
CEA in the early and progressive stage was 
55% (6/11) and 61% (19/31), respectively, but 
no CEA expression was found in the 10 normal 
cases. CEA expression was significantly differ-
ent between gastric cancer and normal tissues (P 
< 0.05).

CONCLUSION: The prokaryotic expression of 
anti-CEA scFv antibody T84.66 is successfully 
achieved, and can be used to identify CEA. CEA 
is highly expressed in gastric cancer, but not in 
normal mucosa.

Key Words: Gastric carcinoma; Single-chain frag-
ment variable antibody; Prokaryotic expression; 
Carcinoembryonic antigen
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摘要
目的: 探讨T84.66单链抗体的原核表达及对6
种胃癌细胞系及胃癌组织的特异性亲和力. 

方法: 将抗CEA单链抗体T84.66的cDNA插
入噬菌粒载体pCANTAB5E, 获得噬菌粒载
体T84.66-scFv-pCANTAB5E. 将后者转化入
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Abstract
AIM: To study the prokaryotic expression of the 
anti-carcinoembryonic antigen (CEA) single-
chain fragment variable (scFv) antibody T84.66 
and its specific affinity to gastric cancer cell lines 
and tissues.

METHODS: The cDNA of anti-CEA scFv an-
tibody was inserted into pCANTAB5E to ob-
tain phage vector T84.66-scFv-pCANTAB5E, 

■背景资料
癌胚抗原 (CEA)
是胃肠道恶性肿
瘤产生的一种肿
瘤标志物. 人们通
过检测CEA以判
断肿瘤的性质及
预后, 也可通过获
取CEA单抗治疗
肿瘤. 本文采用抗
CEA单抗筛选胃
癌细胞, 检测胃癌
组织, 进而为进一
步胃癌的治疗奠
定基础.
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E.coli  HB2151, 经b, D异丙基硫代半乳糖苷
(IPTG)诱导表达. 采用细胞培养及免疫细胞
/组织化学方法, 检测胃癌细胞中及石蜡包埋
的胃癌组织中的癌胚抗原表达. 

结果: SDS-PAGE及Western blot证实, T84.66
单链抗体蛋白分子正确表达. T84.66单链抗
体可结合KATOⅢ, HGC-27和MKN45, 表明
这3种细胞表达了特异性肿瘤抗原; 单链抗
体不能结合SGC7901, GC803, BGC823. 42例
胃癌组织癌胚抗原阳性率早期和进展期分别
为55%(6/11)和61%(19/31), 在正常胃黏膜组
织标本中无表达, 二者之间存在显著性差异 
(P <0.05).

结论: KATOⅢ等胃癌细胞系可表达癌胚抗
原. 后者在胃癌组织表达水平较高, 而正常胃
组织不表达.

关键词: 胃癌细胞; 单链抗体; 原核表达; 癌胚抗原
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0  引言

癌胚抗原(CEA)是在胃肠道肿瘤的发生、发展

过程中, 细胞表面及细胞内产生的一种正常细

胞不能产生的肿瘤标志物[1-2]. CEA的出现是胃

肠道肿瘤的一个重要生物学特性, 通过对其进

行检测就可判断肿瘤的性质及预后. 针对CEA
获得的单克隆抗体/单链抗体在对肿瘤的诊治中

的作用不容忽视[3]. 我们用原核表达得到T84.66
单链抗体[4], 分别对6种胃癌细胞和胃癌组织进

行检测, 以期初步明确抗CEA单抗对胃癌细胞

组织的特异性识别, 并结合情况为进一步利用

该抗体进行重组制备胃癌特异性杀伤淋巴细胞

奠定基础[5]. 

1  材料和方法

1 .1  材料 胃癌细胞系K AT OⅢ ,  H G C - 2 7 , 
SGC7901, GC803, MKN45和BGC823均购自

上海细胞生物研究所 .  K AT OⅢ为悬浮生长 , 
HGC-27, SGC7901, GC803, MKN45和BGC823
均为贴壁生长. 上述细胞系均培养于含胎牛血

清的RPMI 1640培养液中, 37℃, 50 mL/L CO2, 
饱和湿度条件下, 在其对数生长期传代. KATO
Ⅲ细胞传代后将其经甩干机甩干载玻片, 其他

细胞贴壁于载玻片后用固定液固定20 min, 晾
干备染. 胃癌与正常胃黏膜标本, 均取自第四军

医大学西京医院2000/2003手术切除, 并经病理

学检查证实的组织. 42例胃癌按国际病理学分

级, 高、中和低分化型分别为7例、17例和18例. 
患者按胃癌的临床分期, 早期和进展期分别为

11例和31例. 同时, 取10例正常胃黏膜组织为活

检后证实组织, 切片均经40 g/L甲醛固定, 常规

石蜡包埋, 5 mm连续切片, 贴于已经APES防脱

片胶处理的载玻片上备染. 抗CEA特异性T84.66
单链抗体由Anna Wu教授提供[6-7]. 抗E-tag mAb/
HRP购自Pharmacia公司.
1.2 方法 T84.66单抗的原核表达. 将抗C E A
单链抗体T 8 4 . 6 6的 c D N A插入噬菌粒载体

pCANTAB5E, 下游接有E-tag DNA序列, 得到噬

菌粒载体T84.66-scFv-pCANTAB5E. 将后者转

化入E.coli  HB2151, 经b, D异丙基硫代半乳糖苷

(IPTG)诱导表达, 单链抗体表达于细菌的胞质

中[8]. 经过冻干、纯化后, 用SDS-PAGE电泳, 可
获得含E-tag的抗CEA scFv融合蛋白, 通过蛋白

的原核表达, 并通过SDS-PAGE及Western blot检
测E-tag分子标签(用抗E-tag mAb/HRP为抗体), 
证实抗CEA单链抗体T84.66的蛋白分子的表达. 
免疫组织化学方法操作步骤按文献[9]所述, 稍
有改动. 将二抗用抗E-tag mAb/HRP替代, 阳性

对照为已知CEA表达阳性的大肠癌, 空白对照用

PBS代替一抗, 阴性对照用无关抗体(抗乙脑病

毒mAb)代替一抗. 将细胞贴壁并经固定的载玻

片经PBS振洗3次后, 加入抗CEA scFv为一抗, 其
他操作相同. 结果判定: 标本中细胞染色呈棕黄

色, 且阳性细胞多于10%者为阳性; 无阳性细胞

或阳性细胞少于10%, 或背景同空白对照者均判

为阴性.

2  结果

2.1 T84.66单链抗体的原核表达 将在原核表达

的抗CEA单链抗体T84.66蛋白粗提物经冻干纯

化后, 得到抗CEA scFv-E-tag融合蛋白. 在SDS-
PAGE电泳显示分子质量为29 kDa, 与理论值相

符. 经过Western blot检测E-tag的表达, 证实位于

E-tag分子标签上游的CEA特异性T84.66单链抗

体蛋白分子得以正确表达(图1). 
2.2 免疫细胞化学染色单链抗体可识别的CEA
抗原阳性物质呈棕黄色细颗粒状, 主要分布在

胃癌细胞及组织的细胞膜及细胞质中. 在胃癌

细胞KATOⅢ, HGC-27和MKN45中, CEA抗原表

■研发前沿
癌胚抗原的研究
一直是肿瘤学的
热点问题. 单克隆
抗体的使用由于
受排异问题的影
响受到限制, 对其
改造不但解决了
过 敏 反 应 ,  而 且
保持了mAb的Fab
段, 具有分子小、

穿透力强等特点, 
并且可以进行基
因工程改造. 但目
前易出现亲和力
下降、特异性差
的问题, 因而使抗
体扬长避短是十
分重要的问题.
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达于细胞膜及细胞质中(图2A-B); 在SGC7901, 
GC803, BGC823中表达为阴性, 在胃癌组织癌巢

周围呈散在分布(图2C). 空白及替代对照切片均

为阴性. 42例胃癌组织阳性率分别为55%(6/11)
和61%(19/31); 在正常胃黏膜组织标本中无表达.黏膜组织标本中无表达.膜组织标本中无表达. 

3  讨论

胃肠道肿瘤发病率很高 ,  早期胃癌的手术切

除率低, 辅助化疗疗效不满意[10], 对CEA[11-12], 
AFP[13], CA199[14], CA125[15]和TAG-72[16]等肿瘤

特异性抗原的检测已广泛应用于临床诊治和判

断肿瘤预后. 抗CEA mAb有包括来源于杂交瘤

T84.66等数种[17-18]. 将单克隆抗体进一步小型化

将更利于生物工程改造, 或者可以得到抗CEA
的diabody[19], 这些T84.66单链抗体都避免了应

用单克隆抗体的种属间过敏反应, 保持了mAb
的Fab段, 具有分子小、穿透力强等特点, 尤其

在放射诊治方面显示了优点[20-22]. 嵌合微型抗体

cT84.66是分子质量80 kDa的二价生物工程抗

体, 对CEA的亲和力为4×1010 m-1[23]. 将cT84.66
进行同位素标记已经用于Ⅰ期临床 ,  以治疗

CEA阳性的原发癌及转移癌患者[24-25]. 通过用

CEA抗原锚定肿瘤细胞, 用免疫细胞以杀伤肿

瘤是一种新的免疫治疗方案[26]. 我们通过基因工

程原理已构建了靶向性癌胚抗原T84.66的scFv
融合基因的真核表达载体[5], 为便于检测其表达, 
通过单链抗体的原核表达, 往往在其cDNA分子

下游有6×His[27]或E-tag分子标签, 我们得到的

重组抗体通过检测E-tag可以明确T84.66 scFv的
表达. 为明确T84.66单链抗体的亲和力及识别胃

癌细胞及组织的阳性结合率, 通过用原核表达

获得的T84.66单链抗体对6种胃癌细胞的亲和

力鉴定, 证实可以和MKN45, KATOⅢ, HGC-27

特异性结合, 即上述几种胃癌细胞分化过程中

产生了T84.66单链抗体可识别的CEA抗原, 证明

胃癌细胞系中表达CEA阳性率较高, 这同时为

胃癌的研究获取了宝贵的实验数据. 同时发现, 
T84.66单链抗体在胃癌中有较好的阳性率, 较高

的亲合力, 而在胃黏膜正常组织不会结合, 即具

有肿瘤识别特异性, 表明在胃癌组织和细胞中

有较高的阳性率, 可望应用于临床实践. 
通过构建单链抗体我们获取了表达的方法, 

证实后者在胃癌等多种消化道肿瘤中有良好的

表达, 这为我们构建的肿瘤特异性真核表达载

体[5]并制备特异性杀伤T细胞奠定了基础. 

4      参考文献
1	 Chau I, Allen MJ, Cunningham D, Norman AR, 

Brown G, Ford HE, Tebbutt N, Tait D, Hill M, Ross 
PJ, Oates J. The value of routine serum carcino-
embryonic antigen measurement and computed 

■创新盘点
本文使用T84.66
单链抗体获取有
效的表达方法, 证
明表达产物的生
物活性, 并对多种
胃癌细胞、组织
进行检测.

■应用要点
证实单链抗体的
活性对基因工程
改造十分关键. 人
们可以在此基础
上通过创造性的
引用治疗消化道
肿瘤.

图  2  胃癌中CEA的表达. A: KATOⅢ; B: HGC-27; C: 胃
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2006上海中日早期胃肠肿瘤国际研讨会通告

本刊讯 由上海市胃肠肿瘤重点学科、日本早期胃癌检诊协会、上海交通大学瑞金医院消化肿瘤学科群共同

主办 “2006上海中日早期胃肠肿瘤国际研讨会”将于2006-11-09/11在上海召开. 

1 会议内容

由日本及香港专家主讲: 功能性消化不良和早期胃癌的临床识别; 根除H pylori预防胃癌研究; 内镜诊断早期胃

癌的深度及组织学类型; 早期胃癌EMR、ESD及外科手术治疗; 早期胃癌和大肠癌标本处理及病理检查规范

及国际共识意见; 大肠锯齿状腺瘤、大肠癌及新生癌的诊断, 外科手术及综合治疗. 

     由中国专家主讲: 放大内镜诊断早期胃癌; 中国早期胃癌临床现状及前景; 胃肠肿瘤腹腔镜治疗; 大肠侧向

生长型肿瘤诊治; 大肠癌早期诊断及筛查; 胶囊内镜、双气囊小肠镜及小肠超声内镜诊断小肠肿瘤及临床评估.

 

2 征文

征文内容包括胃癌、大肠癌、小肠肿瘤基础研究、流行病学调查, 早期胃肠癌诊断及治疗. 论文(电子版)

按中华消化杂志格式书写附500字以内中文摘要, 欢迎网上投稿. 截止日期: 2006-08-10. 来稿寄至: 上海市

瑞金二路197号上海瑞金医院消化科 汤美萍 (请写明2006胃肠肿瘤大会稿件), 邮政编码: 200025. 联系电话: 

021-64370045-665246, E-mail: wuyunlin1951@163.com.

会议将授予国家继续教育Ⅰ类学分8分.



 
wcjd@wjgnet.com 
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Abstract
AIM: To explore the accuracy of spiral computed 
tomography in the staging of gastric cancer, and 
to provide clinical guide for the treatment and 
prognosis analysis.

METHODS: Forty-five patients with gastric can-
cer received TNM staging by spiral computed 
tomography before operation. The results were 
comparatively analyzed with the surgical pa-
thology�.

RESULTS: The accuracy of SCT for T stage, N 
stage and M stage and total TNM staging were 
75.6%, 73.3%, 86.7%, and 75.6%, respectively. If 
the attenuation values of more than or equal to 
25 Hu in plain scan, or 70 Hu in arterial phase, 
or 80 Hu in venous phase were used as a cri-
terion to detect the metastasis-positive lymph 
nodes, the sensitivity and specificity were 98.4% 
and 64.0%, respectively.

CONCLUSION: Spiral computed tomography 
is accurate in the preoperative TNM staging for 

gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Spiral computed tom-
ography; TNM staging; Lymphadenopathy

Z h a o  Z Q ,  Z h e n g  K G ,  X u  D S .  V a l u e  o f  s p i r a l 
computed tomography in preoperative TNM staging 
for gastric cancer.  Shij ie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(18):1785-1789

摘要
目的: 探讨螺旋CT对胃癌术前TNM分期的准
确性, 指导临床合理地制订治疗方案和进行预
后分析. 

方法: 术前对45例胃癌患者的腹部SCT资料
进行TNM分期, 并与术后病理进行对照研究. 

结果: 螺旋CT对胃癌T分期、N分期、M分期
和TNM分期的准确率分别为75.6%、73.3%、

86.7%和75.6%. 如以平扫CT值≥25 Hu或动脉
期CT值≥70 Hu或静脉期CT值≥80 Hu为诊断
阳性淋巴结标准, 则阳性淋巴结的敏感性高达
98.4%, 特异性为64.0%.

结论: 螺旋CT对胃癌的术前TNM分期可提供
较高的准确率.

关键词: 胃癌; 螺旋CT ; TNM分期; 淋巴结转移

赵志清, 郑可国, 许达生. 螺旋CT在胃癌术前TNM分期中的应用

价值.  世界华人消化杂志  2006;14(18):1785-1789
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0  引言

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤, 其预后主要

与肿瘤的TNM分期、组织学类型和分化程度等

有关[1-3]. 能否彻底清除已有转移的淋巴组织是

决定患者预后的最主要因素之一, 因此胃癌的

术前分期对临床治疗方案的制定、估计预后等

有着非常重要的意义[4-7]. 我们探讨螺旋CT(SCT)
对胃癌术前TNM分期的准确性, 指导临床合理

地制定胃癌的治疗方案和进行预后分析. 
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■背景资料
胃癌是世界上最
常见的恶性肿瘤, 
能否彻底清除已
有转移的淋巴组
织是决定患者预
后的最主要因素
之 一 ,  因 此 胃 癌
的术前分期对临
床治疗方案的制
定、估计预后等
有着非常重要的
意义. 本文旨在探
讨SCT对胃癌术
前TNM分期的准
确性, 指导临床合
理地制定胃癌的
治疗方案和进行
预后分析. 



1  材料和方法

1.1 材料 2003-2005年胃癌患者45例, 男31例, 女
14例. 年龄30-78(平均56)岁. 所有患者术前均经

胃镜活检证实, 术后进行病理分期.
1.2 方法 CT检查采用的是东芝Xpress/sx螺旋

CT机. 全部病例于术前10 d内行螺旋CT检查. 
C T扫描前患者禁食8-12 h, 检查前口服饮用

水800-1000 mL. 扫描层厚0.5 cm, 扫描条件

120 kV, 250 mAs, 矩阵512×512, 螺距为1. 先
行平扫, 然后行双期增强扫描, 对比剂用碘普胺

注射液, Ⅰ浓度为300 g/L, 总量按1.5 mL/kg, 
采用EN Vision CT高压注射器, 流率3 mL/s, 经
肘静脉注射对比剂后27 s开始动脉期和60 s开
始静脉期扫描. 螺旋CT图像术前经两位腹部放

射学高年资医师认真观察、测量和术前分期, 
并与手术病理进行对照. 胃癌T分期主要参照
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Lee et al [8]的螺旋CT诊断标准, 胃癌N分期的标

准采用国际抗癌联盟(international union control 
cancer, IUCC)公布的第5版为标准[9]. 淋巴结转移

用其长径≥1.0 cm或增强后CT值≥100 Hu为
转移阳性的标准[3-10].

统计学处理 测量所得的数据用SPSS 11.0统
计学软件进行处理, 各组间的数据以mean±SD
表示, 计量资料各组间均数比较用t检验, 计数资

料的比较用R×C表资料的c2检验, 以P <0.01表
示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 T分期 胃癌45例螺旋CT的T分期准确率分别

为: T1期50.0%(图1A), T2期66.7%(图1B), T3期
83.3%(图1C), T4期75.0%(图1D), 总T分期准确

率为75.6%(表1).
2.2 N分期 胃癌45例螺旋CT的N分期准确率分别

为: N0期82.4%, N1期71.4%, N2期71.4%, N3期
57.1%. 总的N分期准确率为73.3%(表2).

胃癌45例根治性手术者共摘取淋巴结869
个. 病理证实淋巴结转移阳性308个, 阳性率为

35.4%. 螺旋CT共检出493个淋巴结, 以第3组淋

巴结最易被检出(图2A); 术后病理报告为全阳

性或全阴性的各组淋巴结共267个, 阳性淋巴结

123个(图2A-B), 阴性淋巴结144个(图2C); 其中

平扫CT值≥25 Hu或动脉期CT值≥70 Hu或静

脉期CT值≥80 Hu的淋巴结共有173个, 其中阳

性淋巴结有121个, 阴性淋巴结有52个(表3).
2.3 M分期 胃癌45例螺旋CT的M分期准确率分

www.wjgnet.com

图  1  胃癌的术前螺旋CT分期. A: T1期, 胃窦部BorrmannⅠ

型; B: T2期, 局部胃壁增厚, 轻度强化, 外缘光整, 相邻脂肪

间隙清晰(箭头); C: T3期, 局部胃壁增厚, 外缘不规则, 相邻

脂肪间隙密度增高, 并见条状致密影(箭头); D: T4期, 贲门

癌侵犯食管腹段, 形成突向食管腔内的肿块.

A B

C D

A

B

C

图  2  胃癌淋巴结转移的螺旋CT表现. A: 第3组阳性淋巴结

(箭头); B: 阳性淋巴结(病理证实), 动脉期CT值135 Hu, 明显

强化; C: 阴性淋巴结(病理证实), 静脉期CT值为-6 Hu, 轻度

强化.

     

表  1  T分期: 螺旋CT与手术病理对照 (n = 45)

                                                    螺旋CT－T分期

  　　　　　　          T1              T2               T3              T4

T1	                  3	 2	  1	

T2		                  2	  1	

T3		                  2             20	  2

T4			                    3	  9

病理T分期

     

表  2  N分期: 螺旋CT与手术病理对照 (n = 45)

                                                    螺旋CT－N分期

  　　　　　　          N0             N1              N2             N3

N0	                 14	 3	

N1	                   4           10		

N2		                   2	  5	

N3		                   2	  1	  4

病理N分期

■同行评�价
尽管有关螺旋CT
在胃癌TNM分期
中的研究国内外
已见报道, 但本文
研究结果对指导
胃癌治疗方案及
预后评估仍有一
定 意 义 .  文 章 逻
辑性较强, 数据客
观 ,  影 像 资 料 真
实, 有一定学术价
值.
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别为: M0期100%, M1期45.5%(表4). 总的M分期

准确率为86.7%.
2.4 总的TNM分期 45例胃癌螺旋CT TNM分期

准确率为75.6%(表5).

3  讨论

本组结果显示螺旋C T对T1的准确率较低, 仅
50%, 主要是因为相当于黏膜下层的低密度带观

察不满意, 误判为肿瘤已侵犯黏膜下层. 螺旋CT
对T2的准确率亦较低, 为66.7%, 主要是因为息

肉型或隆起型病灶在螺旋CT图像上能见到完整

的黏膜下层而误为T1, 而在病理检查时发现病

灶已侵犯肌层, 因此确认相当于黏膜下层的低

密度带完整性是区分T1和T2的关键, 有时这是

很困难的, 因为这层低密度带可能是水肿, 也可

能是脂肪沉积引起, 而非真正的黏膜下层[10-13]. 
螺旋CT对T3的准确率为83.3%, 相对较高; 误诊

原因主要有2例胃癌病灶在螺旋CT图像上显示

有光滑的边界而误为T2, 1例因胃壁与胰腺之间

的脂肪层消失误为T4, 1例因胃壁与肝脏之间的

脂肪层消失而误为T4. 螺旋CT对T4的准确率为

75.0%, 晚期胃癌常侵犯胰腺、左肝、横结肠及

肠系膜等邻近组织、器官, 最常侵犯的脏器是

胰腺, 表现为胃胰间的脂肪层消失, 胰腺实质内

出现低密度的异常强化灶. 胃癌对肝脏侵犯的

CT表现为肿块与肝左叶黏连、分界不清或两者

之间的脂肪层消失, 肝左叶实质内出现低密度

灶, 在静脉期因正常肝实质明显强化而利于肝

脏病灶显示[14-20]. 本组研究提示螺旋CT总的T分
期准确率较高(75.6%), 但早期胃癌T分期的准确

性偏低, 如何提高早期胃癌的准确分期有待今

后进一步研究.
淋巴结转移是胃癌的主要转移方式, 也是

影响胃癌术前分期、手术方式选择和预后的一

个重要因素, 因而术前影像学判断有无淋巴结

转移具有重要的临床意义[21-23]. 螺旋CT常低分

胃癌的N分期, 且准确率不高. 主要是螺旋CT估
断有无淋巴结转移较困难, 缺乏统一标准, 文献

报道主要是依据淋巴结最大直径的大小、短轴

与长轴之比、增强时有无强化等为标准. 而各

学者的标准又互不相同, 部分学者以淋巴结的

最大直径≥0.8-1.5 cm为标准, 但绝大多数以直

径≥1.0 cm为标准, 亦有以直径≥0.5 cm为标

准者[1-9,13-18]. 以往文献绝大多数都是事先设定淋

巴结的直径大于一定的值为转移, 再来评价胃

癌淋巴结的转移情况, 众所周知, 标准以上的淋

巴结不全都是转移, 而部分转移的淋巴结的直

径并不一定增大. 我们以平扫和增强后淋巴结

的CT值为依据来判断淋巴结是否转移, 可见本

组术后病理诊断为全阳组或全阴组的淋巴结共

267个, 如以平扫CT值≥25 Hu或动脉期CT值≥

70 Hu或静脉期CT值≥80 Hu为诊断阳性淋巴

结标准, 则阳性淋巴结的敏感性高达98.4%, 特
异性约为64.0%; 阳性淋巴结的敏感性和特异性

均较理想, 值得推荐.
胃癌的M分期是指胃癌远处脏器的转移情

况, 主要有腹腔内种植转移、血行转移. 当胃癌

种植到卵巢时, 叫Krukenberg瘤, 常见于胃印戒

细胞癌. 腹膜转移CT表现为网膜、系膜脂肪密

度增高、模糊、腹壁结节、网膜饼、污垢样腹

膜及腹水等. 胃癌血行转移时, 最常见的是转移

至肝, 其次为肺、肾上腺、肾、骨和脑[24-25]. 本
组45例胃癌中M1期11例, 其中有4例手术发现有

盆腔转移, 因仅作上腹部CT扫描, 而误为M0期, 
有2例腹膜转移但无腹水患者, 在CT图像上因结

节细小未发现, 而误为M0期. 胃癌总的TNM分

     

表  3  以CT值平扫≥25 Hu或动脉期≥70 Hu或静脉期≥
80 Hu为阳性淋巴结的判断标准: 病理与螺旋CT的对照 (n 
= 267)

                                            螺旋CT

  　　　　　  阳性淋巴结	    阴性淋巴结

阳性	           121                           2	                 123

阴性	             52	                         92	                 144

共计	           173	                         94	                 267

淋巴结                                                                             共计

     

表  4  M分期: 螺旋CT与手术病理对照 (n = 45)

                                                 螺旋CT－M分期

  　　　　　　          M0                                       M1 

M0	                   34	                           0

M1	                    6	                           5

病理M分期

     

表  5  TNM分期: 螺旋CT与手术病理对照 (n = 45)

                                                            螺旋CT分期

  　　　　　　          Ⅰ                 Ⅱ               Ⅲ	     Ⅳ

Ⅰ	                   7	      2		

Ⅱ	                   1	      4	       1	

Ⅲ		                       1	     11	     2

Ⅳ			                         4	   12

病理分期
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期的准确率取决于各分期的准确率, 尤其是T分
期与N分期的准确率. 本组结果显示, 螺旋CT具
有较高的TNM分期准确率(75.6%), 但对早期胃

癌(Ⅰ, Ⅱ期胃癌)的分期准确率较低, 主要与螺

旋CT对早期胃癌的T分期准确率较低有关. 从目

前发表的文献来看, 螺旋CT对胃癌总的TNM分

期的准确率较E U S, 普通C T, M R I的准确率

高[26-27], 且为无创性检查, 因此, 螺旋CT是胃癌

治疗前进行准确分期的首选检查方法.
总之, 胃癌的术前螺旋CT检查具有较高的

TNM分期准确率, 目前已成为胃癌术前分期的

一项常规检查. 应用平扫CT值≥25 Hu或动脉

期CT值≥70 Hu或静脉期CT值≥80 Hu为诊断

阳性淋巴结标准, 可提高对阳性淋巴结的判断. 
但对小淋巴结是否转移尚有一定的难度, 有待

今后进一步研究. 
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第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会第二轮通知

本刊讯 第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会于2006-09-15/18在浙江省杭州市举行. 本届会议由上海同
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志共同协办. 会议将邀请众多著名专家围绕消化疾病介入诊治新热点及消化道内支架治疗的热门技术和疑难

问题进行专题演讲和实例操作, 并就消化道支架治疗中的疑难病例和出现问题以沙龙形式深入研讨. 参会代表

可获国家级继续教育Ⅰ类学分12分. 

1 会议主要议题

消化疾病诊治进展、消化内镜治疗新技术应用、化疗药物应用新进展、上消化道吻合口梗阻和瘘的综合治

疗、胸腔胃穿瘘的支架封堵技术、肠道支架临床应用、肝门部胆道梗阻的内支架治疗、食管及胃肠道支架难

点研讨以及其他介入新技术应用等.

 

2 征文内容

征集消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等方面的论

著、文献综述、临床经验、个案报告等稿件. 欢迎消化、介入放射、肿瘤、普外胸外及、肝胆外科等相关学科

医师投稿参会.

3 投稿要求

专题讲座由组委会约稿. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果与结论四要素. 经验交流、

短篇报道等全文限1000字以内. 所有稿件一律要求电脑打印用E-mail投稿, 邮寄者需附WORD格式软盘(请自留

稿底, 恕不退稿).

4 报名地址及要求

联系地址: 杭州市邮电路54号(浙江省中医院)吕宾 收, 邮编: 310006, 电话: 0571-87032028, 手机: 13906515409, 

E-mail: lvin@medmail.com.cn; 上海市愚园路786号(上海同仁医院)茅爱武  收 ,  邮编:  200050 ,  电话: 

021-62524259-3397, 手机: 13371936559, E-mail: maoaw@sohu.com. 会议收费800元, 提前注册收费700元, 截稿日
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difference was found in VNTRs polymorphism 
between the subgroups of IBS and controls (P > 
0.05).

CONCLUSION: The presence of L/L genotype 
and L allele probably increases the susceptibil-
ity of individuals to C-IBS, while S/S genotype 
and S allele probably increases that to D-IBS. 
L/L genotype may be a protective factor against 
D-IBS.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Serotonin 
transporter; Gene polymorphism

Zhang XM, Lin ZH. Relationship between serotonin 
t r a n s p o r t e r  g e n e  p o l y m o r p h i s m  a n d  i r r i t a b l e 
bowel  syndrome.  Shi j ie  Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(18):1790-1794

摘要
目的: 探讨SERT基因启动子区5-HTTLPR和
内含子2 VNTRs多态性在肠易激综合征(IBS)
中的意义. 

方法: 采用P C R方法对51例腹泻型I B S(D-
IBS)、58例便秘型IBS(C-IBS)、38例便秘腹
泻交替型IBS(A-IBS)患者与48例健康对照
者SERT基因启动子区5-HTTLPR和内含子2 
VNTRs多态性进行比较分析. 

结果: C-IBS组L/L基因型及L等位基因频率
显著高于对照组(31.0% vs  8.3%, χ2 = 8.229, 
P <0.05; 47.4 % vs  29.2%, χ2 = 7.342, P <0.05), 
D-IBS组S/S基因型频率和S等位基因频率显
著高于A-IBS和C-IBS组(S/S: 56.9% vs  36.8%, 
36.2%, P <0.05; S: 71.6% vs  56.6%, 52.6%, 
P <0.05), L/L基因频率显著低于A-IBS和C-IBS
组(9.8% vs  28.1%, P <0.05). IBS各组与对照组
之间内含子2 VNTRs多态性分布无显著性差
异(P >0.05).

结论: 具有L/L基因型和L等位基因的人更易
患C-IBS, 具有S/S基因型和S等位基因的人更
易患D-IBS, L/L基因型可能是D-IBS的保护因
素之一.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
serotonin transporter gene polymorphism and 
irritable bowel syndrome (IBS).

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) 
was used to comparatively analyze the polymor-
phisms of serotonin transporter gene 5-HTTLPR 
and VNTRs within intron 2 in patients with 
diarrhea-predominant IBS (D-IBS, n = 51), con-
stipation-predominant IBS (C-IBS, n = 58), and 
alternating diarrhea and constipation IBC (A-IBS, 
n = 38) and healthy controls (n = 48).

RESULTS: The frequencies of L/L genotype 
and L allele in C-IBS patients were significantly 
higher than those in the controls (31.0% vs 8.3%, 
χ2 = 8.229, P < 0.05; 47.4% vs 29.2%, χ2 = 7.342, 
P < 0.05). The frequencies of S/S genotype and 
S allele in D-IBS patients were significantly 
higher than those in C-IBS and A-IBS patients 
(S/S: 56.9% vs 36.2%, 36.8%, P < 0.05; S: 71.6% 
vs 52.6%, 56.6%, P < 0.05), but the frequency 
of L/L genotype was markedly lower (9.8% vs 
31.0%, 23.7%, P < 0.05). However, no significant 

■背景资料
人体95%的5-HT
位于肠道 ,  5-HT
与受体结合发挥
作 用 后 ,  主 要 通
过5-羟色胺转运
体(SERT)再摄取, 
以清除突触间多
余的5-HT,  作为
5-HT活动的终点. 
SERT基因中研究
较多的是启动子
区5-HTTLPR和
内含子2 VNTRs. 
不同的等位基因
转录活性明显不
同 .  国 内 外 关 于
5-HTTLPR和内含
子2 VNTRs与肠
易激综合征的研
究较多, 但结果尚
不一致.
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种原因不明的, 以腹痛或腹部不适及大便性

状改变和排便习惯改变为特征的功能性肠病

(functional bowel disease, FBDs). 根据临床症状

分为腹泻型(D-IBS)、便秘型(C-IBS)和腹泻便

秘交替型(A-IBS). 5-HT是胃肠道及中枢的重要

神经递质, 他参与调节胃肠功能及中枢情感. 5-
羟色胺转运体(serotonin transporter, SERT)是一

种对5-HT有高度亲和力的跨膜转运蛋白, 可将

效应部位的5-HT迅速再摄取. Coates et al [1]研究

发现IBS患者肠黏膜5-羟色胺转运体mRNA, 蛋
白以及其免疫反应性较健康对照组都有所降低, 
说明了SERT在IBS中发挥了一定的作用. 我们

通过研究IBS及健康对照组患者5-羟色胺转运体

(5-hydroxytryptamine transporter, 5-HTT)基因相

关多态区(5-HTT gene-linked polymorphic region, 
5-HTTLPR)和内含子2可变串联重复区(variable 
number tandem repeats, VNTRs)多态性的特点, 
旨在探寻SERT基因与IBS的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 福建省立医院门诊2004-09/2006-01就
诊的IBS患者147例, 男55例, 女92例, 年龄41.9
±11.9岁. 对照组来自健康查体者和部分健康志

愿者, 共48例, 男25例, 女23例, 年龄41.1±9.7岁, 
他们均为福建地区汉族人. 对门诊以排便习惯

和/或性状改变就诊的患者, 详细查问病史, 进行

全面体格检查, 并经结肠镜和其他相关检查排

除器质性疾病. IBS患者诊断标准为罗马Ⅱ标准. 
对照组入选标准: 无消化道症状及全身性疾病, 
无腹部手术史, 各组间性别及年龄比较差异无

显著性. 取外周静脉血5 mL, 2 g/L EDTA抗凝, 
用UNIQ-10柱血液基因组抽提试剂盒(上海生工

生物工程有限公司)抽提基因组DNA.
1.2 方法 SERT基因5-HTTLPR多态性检测, PCR
扩增引物如下: 上游5'-ATG CCA GCA CCT AAC 
CCC TAA TGT-3', 下游5'-GG ACC GCA AGG 
TGG GCG GGA-3'[2], 由上海英骏生物技术有限

公司合成. PCR反应体系为50 µL, 试剂均来自

上海博亚生物公司, 10×PCR反应缓冲液5 µL, 
dNTP 1 µL, 上游引物1 µL, 下游引物 1 µL, 
MgCl2 4 µL, 模板DNA 5 µL, Taq酶0.5 µL, 灭
菌双蒸水32.5 µL. 反应条件: 95℃ 4 min, 1个
循环→95℃ 30 s, 63℃ 30 s, 72℃ 45 s, 2个循

环→95℃ 30 s, 61℃ 30 s, 72℃ 45 s, 2个循环

→95℃ 30 s, 59℃ 30 s, 72℃ 45 s, 2个循环→

95℃ 30 s, 57℃ 30 s, 72℃ 45 s, 2个循环→95℃ 
30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 45 s, 30个循环→72℃ 
10 min, 1个循环. SERT基因内含子2 VNTRs多
态性检测, PCR扩增引物如下: 上游5'-GTC AGT 
ATC ACA GGC TGC GAG -3', 下游5'-TGT TCC 
TAG TCT TAC GCC AGT G-3'[6], 由上海英骏生

物技术有限公司合成. PCR反应体系为50 µL, 
试剂均来自上海英骏生物技术有限公司, 10×
PCR反应缓冲液5 µL, dNTP 1 µL, 上游引物

1 µL, 下游引物1 µL, MgCl2 4 µL, 模板DNA 
5 µL, Taq酶0.5 µL, 灭菌双蒸水32.5 µL. 反应条

件: 95℃ 3 min, 1个循环→95℃ 30 s, 58℃ 30 s, 
72℃ 45 s, 35个循环→72℃ 10 min, 1个循环. 
PCR产物通过1.5 g/L琼脂糖水平凝胶电泳分离

鉴定基因型, 电泳后, 经凝胶数码成像系统照相

并读取基因型.
统计学处理 基因型和等位基因以%表示, 

差异显著性检验采用SPSS 11.5软件分析, c2检

验, P <0.05为显著性差异.

2  结果

2.1 PCR产物检测结果 启动子区5-HTTLPR多态

性位点PCR产物电泳结果共检出3个等位基因片

段, 长度分别为375 bp (S), 419 bp (L), 507 bp, 长度分别为375 bp (S), 419 bp (L), 507 bp 
(XL)以及5种基因型: L/XL, L/L, S/XL, L/S, S/
S(图1); 内含子2区VNTRs多态性位点PCR产物

电泳结果共检出2个等位基因片段, 长度分别为段, 长度分别为, 长度分别为

图  1  SERT基因5-HTTLPR多态性位点PCR产物电泳图. 1: S/

XL; 2: L/L; 3: L/S; 4: S/S; 5: 100 bp DNA ladder.

        1         2        3      4       5

300 bp

400 bp
500 bp
600 bp
700 bp

375 bp
419 bp
507 bp

■研发前沿
遗传易感性与肠
易激综合征的关
系为当前研究热
点, 亟待研究的问
题是遗传易感性
是否与其他相关
因素在肠易激综
合征发病中发挥
作用.
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301 bp (S Tin.2.12), 267 bp (S Tin.2.10)以及3种
基因型: S Tin.2.12/Tin.2.12 (12/12), S Tin.2.12/S 
Tin.2.10 (12/10), S Tin.2.10/STin.2.10 (10/10)(图2). 
2.2 IBS三种亚型与对照组之间基因型与等位基

因分布有显著性差异(c2 = 14.971, P <0.05; c2 = 
13.577, P <0.05), C-IBS组L/L基因型频率显著高

于对照组(c2 = 8.229, P <0.05), L等位基因频率显

著高于对照组(c2 = 7.342, P <0.05), D-IBS组L/L
基因频率显著低于A-IBS, C-IBS组(c2 = 6.058, 
P <0.05), D-IBS组S/S基因型和S等位基因频率显

著高于A-IBS, C-IBS组(c2 = 8.738, P <0.05; c2 = 
9.769, P <0.05). 在D-IBS组中发现2例L/XL基因

型. IBS各亚型与对照组之间VNTRs基因型与等

位基因分布没有显著性差异(c2 = 3.689, P >0.05; 
c2 = 2.587, P >0.05)(表1).

3  讨论

5-HT是由肠嗜铬细胞和5-羟色胺神经元合成并

分泌的, 他与胃肠道的多种5-HT受体结合, 通
过一系列神经反射或旁分泌、内分泌作用调

节胃肠活动, 因此5-HT的合成、释放及再摄取

的改变均可能影响胃肠功能. 人体95%的5-HT
位于肠道, 5-HT与受体结合发挥作用后, 主要

通过一种特殊的转运体蛋白即5-羟色胺转运体

(SERT)再摄取, 以清除突触间多余的5-HT, 作
为5-HT活动的终点. 目前的资料表明SERT只有

一种基因, 人类SERT基因位于染色体17q11.12, 
跨度37.8 kb, 由14个外显子组成, 编码约630个
氨基酸组成的蛋白. SERT基因包括多个单核

苷酸多态性和序列长度多态性, 其中研究较多

的是5-HTTLPR和内含子2 VNTRs. 5-HTTLPR
由14-16个基本重复单元构成, 每个重复单元包

含22个碱基对, 插入或缺失由44个碱基对组成

的重复片段, 可形成长型(L)和短型(S) 2种常见

等位基因, L/L, L/S及S/S 3种常见基因型, 少见

的超长型等位基因由5-HTTLPR内部片段的复

制形成, 一些研究报道中国汉族人群中存在加

长型、超长型等罕见片段[3-4], 我们在研究中发

现D-IBS组有2例L/XL; Lesch et al [5]研究发现

5-HTTLPR多态性L和S等位基因分别调节SERT
启动子的转录活动, 使人类淋巴母细胞、血小

板和脑中SERT mRNA和蛋白的浓度, 以及5-HT
再摄取的活性有所不同. L/L基因型的转录活性

高于L/S和S/S基因型. 目前研究结果显示不同的

人群5-HTTLPR基因型分布不同, 北美和欧洲人

群中L等位基因频率为57%, S等位基因频率为

43%, L/L基因型占32%, L/S基因型占49%, S/S基
因型占19%, 而亚洲有超出两倍的S/S基因型频

率[5-7]. 我们的研究结果显示, 福建地区汉族人群

中, L/L基因型占8.3%, L/S基因型占41.7%, S/S基
因型占50%, 其中S/S基因型频率约为欧美地区

人群的两倍, 与以上研究相似. 
目前关于SERT基因5-HTTLPR多态性与

IBS研究结果尚不完全一致. 最早的报道是Pata 
et al [8]以土耳其54名IBS患者和91名健康对照为

研究对象, 他们发现, SERT基因5-HTTLPR和内

含子2 VNTRs多态性在健康对照组和IBS组分

布相似, 但S/S基因型增加了患C-IBS的危险, 而
L/S基因型增加了患D-IBS的危险. Kim et al [9]报

道5-HTTLPR L/L和L/S基因型在功能性胃肠病

中的优势比并不显著, 但是他们确认了联合基

因多态性与高躯体症状评分有关联. 来自韩国

的报道是SERT基因型分布在IBS、IBS亚型和

健康对照间没有差异[10]. Yeo et al [11]以北美女性

D-IBS患者与健康对照组为研究对象, 发现S/S
基因型与D-IBS有显著关联, 表明SERT基因多

态性是女性D-IBS发病的潜在因素. 国内Wang 
e t a l [3]研究发现具有L/L基因型的人群可能更

易患C-IBS; 具有L/S基因型的人群可能更易患

D-IBS, A- IBS, 谢军 et al [12]研究亦发现具有L/L
基因型的人群可能更易患C-IBS. 我们的结果也

显示,  C-IBS患者有较高的L/L基因型频率和L
等位基因频率, 与国内有关报道一致, 推测可能

由于L/L转录活性较高, 导致肠道5-HT的过度再

摄取使突触间隙5-HT浓度下降, 易导致便秘; 在
IBS组内, D-IBS患者具有较高的S/S基因型频率

和S等位基因频率. 由于S/S的转录活性较低, 导
致肠道SERT低表达, 进而引起5-HT的过量, 增
加了肠道运动及分泌. 

■创新盘点
研究结果显示L/L
基因型与 C - I B S
有关与国内相关
报道一致, 同时也
发现S/S基因型与
D-IBS有关.

■应用要点
本文进一步明确
了肠易激综合征
的 发 病 机 制 ,  对
I B S 的 基 因 型 诊
断、个体化治疗
以及临床新药筛
选等有重要的意
义.

图  2  SERT基因内含子2 VNTRs多态性位点PCR产物电泳图. 
1: 12/12; 2: 12/12; 3: 12/10; 4: 10/10; 5: 100 bp DNA ladder.

    1       2      3       4      5
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内含子2 VNTRs含有9-12个由17个碱基对

组成的重复单元串联结构, 包括10 (STin2.10)、
12 (STin2.12)个重复的常见序列和9 (STin2.9)
个重复的罕见序列, 我们的研究未发现STin2.9. 
Keating et al [13]报道在转基因胚胎小鼠和增强活

性的胚胎干细胞中内含子2 VNTRs具有STin2.12
等位基因小鼠较具STin2.10等位基因小鼠SERT
表达增强. Ogilvie et al [2]认为, SERT基因VNTRs
区重复串联数目越少, 其转录出的SERT mRNA
稳定性越差, SERT的表达量就越少. Pata et al [8]

报道, SERT基因内含子2 VNTRs多态性在对照

组与IBS间无显著性差异, 而国内Wang et al [3]报

道STin2.12/10基因型与IBS关系密切, 并且具有

12/12-L/L联合基因型的人群易患C-IBS, 他们认

为可能由于12/12和L/L的协调作用导致SERT的
过度表达所致, 而谢军 et al [12]认为VNTRs与IBS
无关. 我们的研究结果显示与Pata及谢军 et al研
究结果一致, 没有发现VNTRs多态性与IBS明显

相关. 
许多研究表明, SERT基因5-HTTLPR和内含

子2 VNTRs多态性位点与许多精神心理疾病有

关, 既然IBS与心理素质和心理类型有关, SERT
基因是否为其两者联系的相关基因, 值得进一

步研究. Smulevich et al [14]认为精神因素与IBS存
在因果关系, 抑郁、焦虑和IBS可能具有共同的

发病基础. Hudson et al [15]研究发现包括IBS与抑

郁症等在内的一系列情感障碍型疾病(affective 
spectrum disorder, ASD)有明显的家族聚集倾向, 
表明不同类型ASD可能具有共同的遗传病理生

理学特征. 我们的研究结果提示, SERT基因多态

性在IBS的发生和发展中可能发挥了重要的作

用, 但是IBS的病因和病理生理机制复杂并非单

一因素可以解释, 对于SERT基因在IBS发病中的

地位还需要进一步深入研究确定.  
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在胃肠运动和感
觉, 以及中枢情感
调节中有重要意
义. 5-羟色胺转运
体(SERT)是一种
对5-HT有高度亲
和力的跨膜转运
蛋白, 可将效应部
位的5-HT迅速再
摄取. 大量的证据
表明, SERT在IBS
的发生和发展中
发挥重要的作用.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Fas/FasL 
and Bcl-2/Bax and distribution of CD8 T cells 
as well as their correlations in ulcerative colitis 
(UC).

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of CD8, Bcl-2/Bax and 
Fas/FasL in intestinal mucosal tissues from UC 
(n = 60) and normal controls (n = 60)�.

RESULTS: The positive rate of CD8 was signifi-
cantly higher in the epithelia of UC tissues than 
that in the controls (52% vs 78%, P < 0.01), and 
rate in the active UC was also significantly lower 
than that in the remissive UC (20% vs 74%, P < 
0.01). The positive rate of CD8 in the lamina pro-
pria tissues of UC at active stage was markedly 
higher than that at remissive stage (80% vs 34%, 

P = 0.0006). The expression of Fas was remark-
ably higher in the epithelia of UC tissues than 
that in the controls (62% vs 30%, P < 0.01), and 
its expression at active UC was also dramatically 
higher than that at remissive stage (84% vs 45%, 
P < 0.01). The expression of FasL was signifi-
cantly increased in the inflammatory cells from 
the lamina propria of UC tissues as compared 
with that from normal mucosa (62% vs 7%, P 
< 0.01), and it was also a significant different 
between the active and remissive stage (88% vs 
43%, P < 0.01). Furthermore, there was a correla-
tion between the expression CD8 and FasL in the 
inflammatory cells from the lamina propria (χ2 = 
7.3, P < 0.01). The expression of Bcl-2/Bax was not 
different between UC and normal mucosa (P > 0.05).

CONCLUSION: The expression of Fas/FasL is 
up-regulated in UC, but the expression of Bcl-2/
Bax is not obviously changed. CD8 T cells play 
important roles in the development of UC and 
they are closely related with Fas/FasL system.

Key Words: Fas/FasL; Bcl-2/Bax; CD8; Ulcerative 
colitis
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摘要
目的: 研究溃疡性结肠炎(UC)肠黏膜CD8 T细
胞Fas/FasL、Bcl-2/Bax蛋白表达以及相互关
系, 探讨细胞凋亡机制在UC发病中的作用. 

方法: 采用免疫组化SP法检测60例UC肠黏膜
组织以及60例正常肠黏膜组织CD8, Fas/FasL, 
Bcl-2/Bax蛋白表达. 

结果: C D8阳性细胞在上皮间的浸润在U C
组为52%, 正常组为78%, 两组相比差异显著
(P <0.01); 急性期较缓解期也显著减少(20% 
vs  74%, P <0.01). CD8在UC患者急性期黏膜
固有层的表达为80%, 高于缓解期的34%(P  = 
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■背景资料
目前认为T细胞免
疫在溃疡性结肠
炎发病机制中起
重要作用 ,  UC肠
黏膜的损伤与细
胞毒T细胞(CTL)
密切相关. CD8分
子是CTL的重要
表面标志, 其作用
机制与Fas及穿孔
素 有 关 .  近 年 发
现UC上皮细胞损
伤和黏膜溃疡还
与细胞凋亡有关. 
有研究发现UC中
Fas系统调控的肠
上皮细胞凋亡增
加, 并参与上皮细
胞损伤和炎症, 而
Bax/Bcl-2系统可
能不参与UC上皮
细胞凋亡的调控. 
至今尚未见CD8
细胞与UC细胞凋
亡相关性研究的
报道. 



0.0006). Fas在UC上皮中表达62%, 正常组织
30%, 两组相比差异显著(P <0.01); 急性期高
于缓解期(84% vs  45%, P <0.01). FasL在固有
膜炎性细胞中的表达UC组为62%, 正常组7%, 
两组相比差异显著(P <0.01); 急性期(88%)高
于缓解期(43%), 而且CD8与FasL在黏膜固有
层炎性细胞的表达呈正相关(χ2 = 7.3, P <0.01). 
Bcl-2/Bax在UC肠黏膜上皮的表达率与正常组
相近, 差异无显著性.

结论:  U C肠黏膜组织F a s/F a s L表达增强 , 
Bcl-2/Bax表达无明显变化, CD8细胞与UC急
性期Fas/FasL表达相关.

关键词: CD8细胞; Fas/FasL; Bcl-2/Bax; 溃疡性结

肠炎
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是病因不

明的结肠黏膜慢性炎症, 主要累及直肠和乙状

结肠, 亦可累及全结肠. UC的病理表现有黏膜

和黏膜下层的慢性炎性细胞浸润、隐窝脓肿、

黏膜溃疡以及腺体和上皮的损伤. UC患者临床

上有关节炎、硬化性胆管炎等免疫异常的肠外

表现, 血清pANCA及抗结肠黏膜抗体阳性率增

高, 肠黏膜T淋巴细胞激活以及Th1/Th2炎性细

胞比例失衡, 以上观察和研究提示UC发病机制

主要与T细胞免疫作用有关[1]. 研究表明细胞毒

T细胞(CTL)在UC肠黏膜的损伤中起着重要作

用[2-3]. CD8分子是CTL的重要表面标志[4], 其作

用机制与Fas及穿孔素有关[5]. 近年发现UC上皮

细胞损伤和黏膜溃疡与细胞凋亡有关[6], 而Bcl-2
基因家族、Fas与其配体在细胞凋亡中起凋节

作用. 有研究发现UC中Fas系统凋控的肠上皮细

胞凋亡增加, 并参与上皮细胞损伤和炎症[7], 而
Bcl-2/Bax系统可能不参与UC上皮细胞凋亡的

凋控[8]. 至今尚未见CD8细胞与UC细胞凋亡相

关性研究的报道. 我们探讨UC患者黏膜组织内

CD8阳性细胞与细胞凋亡分子表达的关系, 研究

Bcl-2/Bax及Fas/FasL二个细胞凋亡系统在UC发
病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 1996/2000武汉大学中南医院门诊及住
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院部明确诊断的UC患者60例, 诊断标准参照中

华医学会消化学分会2001年“对炎症性肠病诊

断治疗规范的建议”[9]. 年龄13-62(平均39)岁, 
病程1/12-25(平均10.5) a. 男34例, 女26例. 复习

和阅读临床资料及病理切片 ,  根据组织学标

准[10], 将UC分为活动期及缓解期. 活动期镜下

表现为肠上皮及隐窝上皮变性、中性白细胞浸

润、隐窝脓肿以及溃疡, 固有膜内弥漫性淋巴细

胞、浆细胞、单核细胞浸润. 缓解期表现为黏膜

面呈绒毛样外观, 隐窝变短、不规则、潘氏细胞

化生, 隐窝基底部下方小淋巴细胞及浆细胞增

多. 同时选取存档组织蜡块用于免疫组化测定. 
对照组为正常肠黏膜60例, 取自结肠肿瘤10 cm
以外的正常组织, 年龄为20-64(平均42)岁, 男37
例, 女23例, 与UC组差别无统计学意义. CD8, 
Bcl-2, Bax鼠抗人mAb, Fas, FasL兔抗人多克隆

抗体, 超敏SP(鼠/兔)试剂盒均购自福州迈新生

物技术公司.
1.2 方法 采用SP法进行免疫组化染色. 切片常

规脱蜡水化, PBS冲洗, 热微波法修复10 min, 过
氧化酶阻断溶液, 室温10 min, PBS冲洗; 非免

疫性动物血清50 μL, 室温10 min, 去血清; 滴
加一抗50 μL 4℃过夜; 生物素标记第二抗, 室
温10 m i n; 链亲和素-过氧化物酶溶液, 室温

10 min, PBS冲洗; DAB显色; 苏木素复染; 中性

树胶封片, 阴性对照以PBS代替一抗作阴性对

照. 购买福州迈新生物技术公司提供的阳性对

照片作阳性对照, 每次实验均设对照组. CD8, 
Fas, Bcl-2定位表达于胞膜和胞质; FasL, Bax定
位表达于细胞质. 着色强度评分标准: 无着色, 
(-), 为0分; 浅黄色, (+), 为1分; 棕黄色, (++), 为
2分; 深棕色, (+++), 为3分. 阳性细胞数评分标

准: 无细胞着色为0分; 阳性细胞数≤10%为1分; 
11%-50%为2分; 51%-75%为3分; >75%为4分. 2
次得分相乘>3者, 定为阳性病例. CD8阳性细胞

数占炎性细胞的比例, 作为CD8阳性细胞数评分

标准.
统计学处理 采用c2和Fisher's exact检验, 

P <0.05为有显著性统计学意义.

2  结果

2.1 CD8阳性细胞 CD8阳性染色定位于细胞膜

和胞质. UC的肠上皮细胞间CD8阳性细胞总表

达率低于正常对照组(52% vs  78%, P = 0.0038, 
OR  = 3.382, 95% CI = 1.525-7.498), 且活动期

UC低于缓解期UC (20% vs  74%, P <0.0001, 
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OR  = 0.0865, 95% CI = 0.025-0.299). 肠固有膜

UC活动期的CD8阳性细胞表达率高于缓解期

(80% vs  34%, P = 0.0006, OR  = 7.667, 95% CI = 
2.301-25.541). 肠上皮细胞间与肠固有膜UC的

CD8阳性细胞表达率无显著性差别(52% vs  53%, 
P = 0.233, OR  = 1.565, 95% CI = 0.800-3.061). 
2.2 Fas, FasL阳性细胞 Fas阳性细胞染色定位于

胞质和胞膜, FasL表达定位于胞质. UC肠上皮

Fas表达(62%)明显高于正常肠上皮(30%), 且活

动期(84%)高于缓解期(45%). UC及正常肠黏膜

上皮几乎不表达FasL, 然而, Fas及FasL在UC及
正常肠黏膜固有膜内炎性细胞均有表达. Fas阳
性在UC及正常肠黏膜固有膜炎性细胞中表达无

显著性差别(70% vs  83%, P  = 0.13). 然而, UC肠
黏膜固有层炎性细胞FasL的表达(62%)显著高

于正常肠黏膜(7%), 且活动期(88%)高于缓解期

(43%)..
CD8与FasL在UC固有膜的表达如表1所示, 

经c2检验, 二者具有相关性.
2.3 Bcl-2, Bax阳性细胞 Bcl-2阳性细胞染色定位

于胞质和胞膜, Bax表达定位于胞质. Bcl-2在UC
病变肠黏膜表达率为60%, 与正常肠黏膜(67%)
相比差异无显著性(P = 0.500), 且活动期与缓解

期相近(64% vs  57%), Bax在UC肠黏膜与正常肠

黏膜中的表达也无显著性差别(57% vs  58%, P = 
0.50), 且活动期与缓解期相比差异无显著性(P = 
0.63).

3  讨论

溃疡性结肠炎发病机制尚不明确, 目前认为细

胞免疫起主要作用, T细胞是主要的免疫细胞, T
细胞介导的免疫效应有迟发型超敏反应以及细

胞毒淋巴细胞(CTL)介导的特异性细胞毒作用. 
CD8 T细胞亚群为职业性细胞毒细胞, 其作用机

制与Fas及穿孔素有关, 以穿孔素-颗粒酶为基础

的CTL杀伤作用, 必须直接接触靶细胞才能发挥

细胞毒作用. 我们观察到UC组肠上皮CD8细胞

数量较正常组明显减少且活动期减少较缓解期

明显. 据此推测, UC患者急性期肠黏膜的破坏较

少涉及到CTL的穿孔素一颗粒酶为基础的参与

机制. 
细胞凋亡是由基因控制的细胞自主性死亡

方式, 是机体自身稳定的重要凋节机制. Bcl-2属
原癌基因, 是研究最早的与细胞凋亡有关的分

子. Bcl-2及Bcl-xL抑制caspase激活的细胞凋亡, 
延长细胞存活时间. 相反, 凋亡前分子Bax则通

过作用于线粒体, 凋节caspase活性, 以二聚体或

多聚体形式与Bcl-2结合, 拮抗Bcl-2的作用. 一
些研究发现Bcl-2与Bax, 这两种蛋白表达比例

对控制细胞凋亡的强弱起到关键作用[11]. Bax增
高, 促进细胞凋亡; Bcl-2增高, 抑制细胞凋亡. 日
本Iimura et al [8]观察到UC肠黏膜中Bax蛋白及

mRNA表达均下凋, 而Bcl-2与正常对照无明显

差异, 提示Bax/Bcl-2系统不参与UC肠上皮细胞

凋亡的凋控. 我们观察到Bcl-2、Bax表达在UC
组与正常组肠黏膜上皮细胞的表达无差异, 支
持上述结论. Fas、FasL是近年来认识较深入的

与细胞凋亡信号传递有关的分子系统. Fas与其

相应配体的相互作用是诱导细胞凋亡的重要途

径之一[12]. Apo-1/Fas是一种跨膜糖蛋白分子, 是
肿瘤坏死因子受体和神经生长因子受体家族的

细胞表面分子. Fas配体是肿瘤坏死因子家族的

细胞表面分子, FasL与其受体结合导致携带Fas
的细胞凋亡[13]. 我们观察到UC肠上皮Fas表达明

显高于正常肠上皮, 且活动期高于缓解期, UC组
肠黏膜固有膜中Fas表达与正常组相比无明显差

异, FasL在UC组及正常组织上皮细胞仅有少量

表达, 而FasL在UC组固有膜中炎性细胞的表达

明显高于正常组, 且与CD8的表达呈正相关, 并
且FasL表达活动期高于缓解期, 推测FasL在UC
的发病中作为病理因子而导致UC患者肠上皮细

胞的损害, 与CD8有一定的关联. 基于本实验的

结果, 我们认为Fas及FasL介导的细胞凋亡在UC
的发病中起重要作用, 并且CD8细胞与Fas, FasL
有关.  
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摘要
肝移植缺血再灌注是一个复杂的、多因子参
与的病理生理过程, 包括活性氧、细胞因子、

枯否细胞和中性粒细胞的激活. 氧化应激是许
多肝病的主要发病机制, 在肝脏移植中是缺血
再灌注引起肝损伤的主要原因. 氧分子和活性
氧簇(reactive oxygen species, ROS)的化学、

生理功能, 以及促氧化物和抗氧化物之间的平
衡对正常的线粒体和细胞功能是至关重要的. 
ROS的主要来源是肝脏中的线粒体和细胞色
素P450酶, 以及库氏细胞和中性粒细胞, 其在
缺血再灌注和缺血预处理过程中对损伤的决
定性作用存在争议.

关键词: 活性氧簇; 氧化应激; 缺血再灌注; 肝脏

移植

刘现忠, 李相成. 活性氧簇在肝脏移植缺血再灌注中的作用.  世

界华人消化杂志  2006;14(18):1799-1804

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1799.asp

0  引言

氧本身就是一个弱氧化剂 ,  细胞内存在氧和

ROS感受器并有利用氧的系统, 而氧化酶使氧

的利用更为有效. 在细胞凋亡和程序性线粒体

破坏中均可观察到线粒体嵴的断裂, 这可能与

ROS的参与有关. 氧化应激是ROS的产生和细

胞抗氧化能力的失衡引起的[1], 他将影响细胞

大多数成分, 如脂质, 蛋白质和DNA. ROS是外

源性氧化剂或细胞内有氧代谢过程中产生的具

有很高生物活性的含氧化合物的总称, 其中最

常见的有超氧化物, 过氧化氢, 单线态氧, 氢氧

根阴离子等[2]. 正常状态下体内存在抗氧化物质

(氧化还原系统如还原型谷胱甘肽, 维生素, 白
蛋白和球蛋白, 游离脂肪酸, 特别是不饱和脂肪

酸等)抵御过多的ROS. 促氧化物质和抗氧化物

质处于动态平衡状态, 使得促氧化物质处于某

种稳定水平, 这对正常的细胞功能是重要的[3]. 
ROS的产生和细胞抗氧化能力的失衡引起氧化

应激, 这一现象和许多疾病联系密切, 包括心血

管疾病, 糖尿病, 癌症, 神经变性疾病[4-5]和几乎

全部肝脏疾病[6-9]. 各种损伤的发展如肝脏缺血

再灌注期间的损伤, 也与短时间暴露于高浓度

的ROS下有关[10-11]. 已知过多促氧化剂造成氧化

应激导致不良后果(衰老和死亡), 同样, 过多的

抗氧化剂也会导致致命的后果[12]. 值得强调的

是, ROS的相互转变(超氧化物通过歧化作用转

变为过氧化氢, 再通过Fenton反应转变为氢离

子)导致ROS中某些成分的氧化电位发生明显

改变. 这种相互转变也能导致ROS作用的改变: 
从抗氧化转变为促氧化[13]. 

除产生细胞损伤外, ROS还作为细胞内的第

二信使发挥作用, 在特定的细胞反应中细胞因

子、激素、生长因子和其他可溶性介质(如细胞

外ATP)均能触发ROS生成[14]. 

1  氧自由基及其衍生物

非吞噬细胞中线粒体是产生细胞内ROS的主要

场所. 氧化磷酸化期间, 正常细胞和组织产生低

水平潜在毒性的氧代谢产物[15]. 正常水平的ROS
参与细胞的许多生理功能, 包括基因表达、信

号转导和抵御病原体的侵入. 据估计, 在正常状

态下, 高达1%的线粒体电子流主要作用是使氧

分子单价还原形成超氧阴离子. 这一过程通过

酶(如NADP(H)氧化酶或黄嘌呤氧化酶)介导, 或
通过非酶(如线粒体电子传递链的半辅酶Q)的氧

化还原复合物介导完成. 电子传递链的干扰能

明显增加超氧化物的生成. 在细胞内超氧化物

歧化酶(SODs)的作用下超氧化物迅即被转化为

H2O2和O2. H2O2能进一步生成对细胞损害性更

大的活性羟基分子. H2O2可被过氧化氢酶或谷

胱甘肽过氧化物酶转化为水. 在谷胱甘肽过氧

化物酶反应中, 谷胱甘肽可被氧化为二硫化谷

胱甘肽, 后者可在谷胱甘肽还原酶作用下消耗
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■背景资料
肝移植技术已经
取得了快速的发
展, 目前的矛盾是
供肝短缺和日益
增多的需要肝移
植的患者, 该项技
术中关键的问题
是如何防止肝脏
的缺血再灌注损
伤. 目前已经提出
了很多保护机制, 
例如从实践上可
分为3种: 术中干
预、药物方法和
基因治疗. 其中药
物方法中除了在
器官保存液中加
入抗氧化剂外, 还
没有将抑制氧化
应激的药物方法
应用于临床的常
规 工 作 中 ,  部 分
原因是因为对肝
移植中活性氧的
作用机制了解不
多. 肝移植缺血再
灌注是一个复杂
的、多因子参与
的病理生理过程, 
包括活性氧、细
胞因子、枯否细
胞和中性粒细胞
的激活. 氧化应激
是许多肝病的主
要发病机制, 在肝
脏移植中是缺血
再灌注引起肝损
伤的主要原因. 氧
分子和活性氧簇
的化学、生理功
能, 以及促氧化物
和抗氧化物之间
的平衡对线粒体
和细胞功能至关
重要.



NADPH还原为谷胱甘肽.

2  氧化应激反应

ROS存在于细胞和组织中的量很微弱, 但可测

得, 其大小取决于ROS的产生和不同抗氧化酶及

复合物清除ROS的比例. 氧化应激时, 多种蛋白

的功能发生改变[16-18], 特别是作为ROS直接作用

位点的氨基酸(如色氨酸, 酪氨酸, 组氨酸和半胱

氨酸)改变引起的蛋白质修饰[19]. ROS介导的蛋

白质修饰可影响蛋白质的结构, 功能及其稳定

性. 已知, ROS能影响细胞信号传导机制并最终

影响细胞基因表达[20]. 越来越多的研究证明, 哺
乳动物细胞可以通过激活氧化还原敏感性转录

因子(如Egr-1, NF-kB, AP-1和G蛋白)和通过激活

细胞激酶(如细胞分裂素活化蛋白激酶(MAPK)
家族 )来调整蛋白质表达模式以适应氧化应

激[21]. 这种氧化依赖的细胞信号途径的改变常会

导致肝细胞的凋亡. 目前, 可检测到对H2O2和其

他ROS特异的多肽感受器, 但对生物大分子调节

ROS诱导的细胞效应的早期作用仍知之甚少. 
氧化应激可能引起敏感性蛋白的可逆或不

可逆的改变. 可逆的改变常发生在半胱氨酸残

基. ROS诱导的不可逆性改变, 如酪氨酸丢失, 蛋
白质铰链或赖氨酸和精氨酸羰基化, 将引起蛋

白质功能的永久性丧失, 导致受损蛋白的降解

或过多聚集形成细胞质内含物.
2.1 肝细胞内氧化还原敏感性作用点的重要作

用 1992年, Xanthoudakis et al [22]从Hela细胞中纯

化得到转录因子AP-1的胞内还原因子, 命名为

氧化原还因子-1(redox factor-1, Ref-1), 并克隆

得到其全长cDNA, 测序结果表明Ref-1其实就是

1991年Robson和Hickson克隆的人无嘌呤/嘧啶

核酸内切酶1(Ape1). 由此拉开了这个具有多功

能蛋白在细胞氧还调控中所起作用的序幕. 作
为DNA无嘌呤嘧啶核酸位点(DNA氧化诱导损

伤引起)碱基切除修复的主要参与者和许多重要

的转录因子(如NF-kB, AP-1, HIF-1a和Pax蛋白)
活性的氧化还原调节剂[23-25], Ref-1蛋白在ROS
诱导的细胞效应中起重要作用. 氧化应激状态

下Ref-1不只是作为ROS清除剂来影响细胞功

能[26]. Ref-1包含2个不同的功能域. 氨基末端功

能域含有对氧化还原活性必要的核定位序列, 
而核酸内切酶活性的控制点位于羧基末端功能

域. Ref-1可在翻译水平和翻译后水平被调节. 关
于翻译水平的调节, ROS对Ref-1的诱导已有较

多的研究. 目前的研究表明, 氧化因子(如H2O2)
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和ROS产生的损伤促进了Ref-1 mRNA的迅速诱

导表达, 这与其核酸内切酶和氧化还原活性的

增加有关. 目前尚不知道氧化应激时Ref-1基因

表达的始动因素以及其活化的信号途径[27]. 由
于Ref-1的表达是氧化应激的分子标志, 所以, 研
究Ref-1在ROS诱导的细胞反应中作用的信号途

径有重要意义. 翻译后Ref-1活性的调节似乎存

在两种机制, 即亚细胞定位和磷酸化程度. 一方

面, 不同细胞中的Ref-1在ROS作用下由细胞质质

向核移位[28]; 另一方面, 至少在体外, 磷酸化和乙

酰化似乎在决定蛋白质功能方面有重要作用. 然
而, 氧化损伤中Ref-1基因表达诱导的分子机制

和翻译后修饰在体外对Ref-1功能的影响都还不

清楚. 最近有研究称, Akt (PKB)抗氧化, 抗凋亡

的机制是: Akt使Rac-1磷酸化而失活, 并减少在

氧合肝细胞中Rac-1诱导的ROS产物, 抑制低氧

/再氧合诱导的细胞凋亡[29-30]. 研究Ref-1水平与

肝脏氧化应激病理之间的联系, 不仅对于了解

Ref-1在这些病理起始和发展中的作用机制, 而
且对寻找诊断标志和治疗方法都是至关重要的. 
2.2 线粒体膜通透性转运孔和ROS在细胞凋亡

和线粒体凋亡中的作用 线粒体在细胞凋亡中起

重要作用, 各种因素诱导的细胞凋亡均出现线

粒体功能紊乱, 尤其是线粒体跨膜电位(△Ψm)
的破坏. 目前已清楚, 造成△Ψm下降的原因是

线粒体膜通透转运孔(mitochondrial permeability 
transition, MPT)的开放. MPT位于线粒体内、外

膜之间, 由一组蛋白复合体构成. 许多因素可影

响MPT的开关, 其中, 线粒体内膜的腺嘌呤核苷

酸转位蛋白(ANT)起重要作用. ANT构象的改变

影响MPT的开关: 当相邻的巯基氧化为二硫键

或类似于二硫键的交联复合物时, MPT开放, 反
之, MPT关闭[31]. 因此MPT的开放及△Ψm的破

坏与细胞的氧还状态, 如巯基氧化、细胞GSH减

少及ROS的堆积密切相关. 关于ROS诱导MPT开
放作用的研究有对立之处. 已知在离体线粒体, 
即使在很低的氧分压下钙离子也可诱导MPT开
放[32-33]. 另一方面, 在大鼠心肌细胞中ROS可原

位诱导MPT开放[34]. 很可能是当位于其他诱导

物上游时, ROS调节基序被忽略, 或者是存在诱

导途径的重叠, 当一种途径缺失时不排除其他

诱导途径. 目前, 认为MPT在许多情况下是肝细

胞凋亡级联反应中不可缺少的要素[35-38]. MPT诱
导最可能的危害是线粒体ROS过度生成, 称之为

ROS诱导的ROS释放[20], 他是一种线粒体的ROS他是一种线粒体的ROS是一种线粒体的ROS
级联放大反应, 机制仍不清楚. 因此, ROS既是
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■研发前沿
肝移植缺血再灌
注损伤的机制相
当复杂 ,  近年来 , 
活性氧簇在缺血
再灌注损伤中的
作用受到重视, 其
中氧化应激中蛋
白 酶 ( 如 黄 嘌 呤
氧化酶和超氧化
物 歧 化 酶 等 ) 和
线粒体功能的研
究 成 为 热 点 ,  尽
管活性氧自由基
在许多肝病中的
作用被广为接受, 
但其确切的机制
尚 存 在 争 议 .  自
Xanthoudakis et al
于 1 9 9 2 年 发 现
Ref-1在细胞氧化
还原中的重要作
用以来 ,  Ref-1成
为研究细胞氧化
还原状态的一个
新 的 突 破 点 ,  然
而 ,  氧 化 损 伤 中
Ref-1基因表达诱
导的分子机制和
翻译后修饰在体
外对Ref-1功能的
影响目前还不清
楚 ,  氧 化 应 激 时
Ref-1基因表达的
始动因素以及其
活化的信号途径
了解不多 .  另外 , 
ROS作为第二信
使在细胞凋亡和
恶性肿瘤发生、

发展中起一定的
作用.
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促发和加速MPT开放的重要因素, 又是MPT开
放的产物, 这种正反馈机制使MPT开放具有自

我放大效应和“全”或“无”的特点. 线粒体

大的通道和MPT诱导的同一性提示: 大通道的

开放(可能由于过多的ROS产生)是程序性线粒

体死亡的一个信号[39-40], 这将为解决线粒体及细

胞溶解这一问题提供理论基础. 这一观念被Sku-
lachev进一步发展为所谓的线粒体凋亡, Zorov 
et al [34]证明了线粒体凋亡概念的正确性. 作为生

命系统中结构组织死亡级联反应的起始相, 这
一级联反应从线粒体凋亡, 细胞凋亡到机体衰

亡(phenoptosis), 贯穿有机体死亡全过程[41]. 机体

衰亡以及ROS在机体衰亡中的作用有待进一步

证实. 另外, ROS在凋亡中的作用和凋亡调控蛋

白Bcl-2有关[42]. Bcl-2基因所编码的蛋白质属于

胞内膜整合蛋白, 他对大多数因素诱导的细胞他对大多数因素诱导的细胞对大多数因素诱导的细胞

凋亡具有负性调节作用. 近来在对Bcl-2作用机

制研究中发现Bcl-2抑制细胞凋亡作用可能涉及

Bcl-2对凋亡过程中ROS产生的影响[43-44]. Hoch-
man et al [45]认为Bcl-2蛋白是一种ROS清除剂, 能
有效清除超氧阴离子等氧自由基, 抑制过氧化

物产生及ROS对细胞的损伤. 有研究称Bcl-2并
不能降低氧化应激引起的ROS产生, 但能阻止线

粒体△Ψm的下降[46]. 另外, 在酵母和植物的细

胞凋亡中也涉及ROS的参与, 提示氧化还原敏感

性凋亡信号通路可能并不依赖于Bcl-2[44]. 总之,总之,, 
Bcl-2可能并不能抑制凋亡诱导因子引起的细胞

内初次ROS的产生, 但Bcl-2能够阻断第2次大量

ROS的产生(主要是由线粒体功能改变引起的

ROS产生).

3  缺血, 再氧合和缺血预处理

肝脏可发生3种缺血再灌注的损伤: 分别为冷、

热、复热3型, 冷缺血几乎只发生在肝移植的手

术中, 该术中有意的降低肝移植物的代谢, 从而

延长器官存活时间[47-48]. 热缺血主要发生于肝移

植、肝损伤、休克、创伤及肝手术. 复热型缺

血主要发生在肝移植的操作过程或是在将移植

物移植到受体的过程中. 冷缺血的损伤主要发

生于窦状上皮细胞[48], 窦状上皮细胞分离, 失去

细胞质变成圆形, 脱离细胞外基质和细胞骨架

而进入窦腔中. 内皮细胞壁的破坏会导致白细

胞和血小板的黏附, 从而导致微循环障碍[49-51]. 
同冷缺血相比, 热缺血的耐受性更差, 很快导致

细胞的死亡. 再灌注时, 库氏细胞被激活, 同时

再灌注早期因子与相应受体结合和氧自由基的

释放启动凋亡导致肝细胞的死亡[50]. 再灌注后, 
白细胞快速地与裸露的窦细胞相结合导致损伤. 
激活的库氏细胞释放的TNF-α和IL-1, 导致了

CD11B在白细胞的表达上调并聚集这些细胞到

窦细胞, 损伤的机制是活性氧的释放. 复热型对

于肝结构的完整性和这种类型的损伤机制还不

清楚, 可能是冷和热损伤的合并. 
ROS产生于缺血组织再灌注后早期, 引起

的氧化应激是细胞损伤的主要因素. 缺血期, 黄
嘌呤脱氢酶转变成黄嘌呤氧化酶. 再灌注时, 黄
嘌呤氧化酶与分子氧反应产生ROS. 因此, 缺血

再灌注期间主要的氧化爆发发生在恢复氧供后. 
在肝细胞中, 许多炎症介质如TNF-α, IL-1或干

扰素可以导致活性氧自由基的合成, 库氏细胞

表面的Toll-like受体(TLR)可能触发缺血再灌注

损伤前期炎症反应[52], 提示阻断TLR下游信号通

路是有效防止移植肝缺血再灌注损伤的一种方

法. 尽管活性氧自由基在许多肝病中的作用被

广为接受, 但其确切的机制尚存在争议. 在肝细

胞中, 活性氧被认为参予了肝细胞和内皮细胞

的死亡, 一个原因是氧化应激导致了线粒体膜

的通透性的提高, 而这是一个细胞死亡前的重

要事件[24], 另一个潜在的靶位可能是半胱天冬酶

(caspase), 半胱天冬酶可被低剂量的氢氧自由基

激活, 然而大剂量的氢氧自由基反而会抑制他, 
因此活性氧是促进还是抑制细胞凋亡依赖于氧

化应激发生的程度[53]. 但是, 缺血再灌注中细胞

反应的分子机制尚不完全清楚. 肝中的Ref-1和
NF-kB蛋白可能起主要作用, 在小鼠模型中, 通
过腺病毒载体介导的Ref-1高表达可抑制再灌注

氧化应激[54]. 在氧含量正常的情况下线粒体能量

供应是由呼吸提供的, 然而低氧情况下, 线粒体

通过ATP酶反应的逆反应仍保持能量供应[55]. 这
就会使蓄积的ATP在需氧期造成浪费, 也造成无

氧期的糖酵解. 很明显, 当线粒体膜电位这最后

一道防线瓦解后细胞死亡在所难免. 在心肌细

胞, 星形胶质细胞中, 用可渗透入线粒体的荧光

染料染色并用中等强度的激发光照射后, 可观

察到线粒体内光促作用下的ROS的产生, 表现为

这部分线粒体膜电位的长时间的波动[56], 但最后

细胞也会死亡. 在常态下有人观察到线粒体膜

电位类似的波动[57]. 毫无疑问, 这种线粒体膜电

位的波动作为一种病理状态对细胞将产生致命

影响, 但这种波动可被细胞ATP缓冲. 低氧本身

对细胞极端危险, 在神经组织中, 轻微的低氧很

快就引起大量谷氨酸释放[58], 由于酪氨酸甲酯的

■创新盘点
缺血再灌注损伤
的报道已有许多, 
以往多侧重于细
胞因子和转录因
子方面以及组织
结构形态学改变
的阐述, 其中活性
氧簇作用的综述
文献目前很少. 本
文首次结合肝脏
移植, 综述再灌注
损伤中活性氧簇
的作用机制.
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作用导致神经元不可逆死亡. 在其他组织如心

脏和肾脏, 低氧本身并不引起细胞溶解, 而是在

组织再氧合时造成ROS爆发性产生[59]. 可见, 由
低氧到正常氧供这一过程比低氧本身对细胞会

造成更大的损伤. 
大体而言, 细胞可通过短期的低氧然后短

期的再氧合, 也就是所谓的缺血预处理, 来应对

这种由低氧到再氧合的变化. 尽管肝缺血预处

理的益处已经在先期的临床研究被阐述, 但其

分子机制仍不清楚. 许多的介质如腺苷、NO、

氧应激、某些心脏抑制因子、TNF-α、血红素

加氧酶等被认为在保护途径中起关键作用[52]. 尽
管短周期的缺血可启动保护机制, 也可能产生

损伤分子(如氧化应激和CO), 这种损伤的作用

可能会超过他的保护作用, 从这一点上讲, 非特

异性的缺血预处理可能不是最有效的治疗方法, 
进一步的研究应着重于缺血预处理肝内机制的

研究, 发现能够阻止缺血预处理损伤作用的药

物, 这些药物可以特异诱导保护作用, 同时可抵

消短期的缺血预处理的副作用. 肝移植是目前

终末期肝病的有效治疗方法, 移植肝缺血再灌

注损伤是原发性移植物无功能或功能低下的主

要原因. 另外, 老年供肝和伴有中到重度肝硬化

的供肝更易受到缺血再灌注的损伤. 因此, 阐明

移植后早期缺血再灌注损伤的的分子机制, 将
有利于寻找保护移植物的方法, 改善移植效果, 
并可拓展供体器官的选择标准. 

总之, 由于氧化应激是多种肝脏疾病的共

同发病机制, 因此, 在氧化损伤早期鉴别分子结

构的改变将有助于监测疾病的进展程度并可早

期识别. 为定位这一重要的作用位点, 就要辨别

那些表达和功能被氧化应激直接改变的基因. 
基因表达的改变可以通过两种方法检查. 一种

方法是研究已知的氧化应激作用的单个候补基

因的表达, 如c-jun[29]和NF-kB[60]. 但是, 已知氧化

应激的生物反应是通过复杂的基因排列的改变

介导的[61], 因此, 研究单个候补基因不足以阐明

基于氧化应激的肝病复杂机制. 另一种方法包

括DNA微阵列、差异显示和蛋白组学, 能够同

时检测许多基因产物的改变. 目前, 对肝细胞氧

化应激时参与的蛋白质类了解不多, 因为以往

的大部分研究多是在RNA水平. 蛋白组学的出

现, 使得研究各种细胞单个蛋白的基因表达成

为可能[62]. 应用蛋白组学技术, 最近研究了人类

上皮细胞氧化应激早期分子作用位点[63]. 这一研

究表明, 蛋白组学方法有望检出氧化应激早期

分子标记物. 氧化还原基因治疗已证明能够解

决肝移植后与缺血再灌注期间氧化损伤的有关

问题[64], 而蛋白组学技术正好满足了这一治疗方

法对于最佳作用位点识别的需求. 

4      参考文献
1	 Dey A, Cederbaum AI. Alcohol and oxidative liver 

injury. Hepatology  2006; 43: S63-S74
2	 Nohl H, Jordan W. The metabolic fate of mitochon-

drial hydrogen peroxide. Eur J Biochem 1980; 111: 
203-210

3	 Wheeler MD. Endotoxin and Kupffer cell activation 
in alcoholic liver disease. Alcohol Res Health 2003; 
27: 300-306

4	 Bray TM. Antioxidants and oxidative stress in 
health and disease: introduction. Proc Soc Exp Biol 
Med  1999; 222: 195   

5	 Dalle-Donne I, Scaloni A, Giustarini D, Cavarra E, 
Tell G, Lungarella G, Colombo R, Rossi R, Milzani 
A. Proteins as biomarkers of oxidative/nitrosative 
stress in diseases: the contribution of redox 
proteomics. Mass Spectrom Rev  2005; 24: 55-99 

6	 Loguercio C, Federico A. Oxidative stress in viral 
and alcoholic hepatitis. Free Radic Biol Med 2003; 34: 
1-10 

7	 Pinzani M, Rombouts K. Liver fibrosis: from the ben-
ch to clinical targets. Dig Liver Dis 2004; 36: 231-242

8	 Kang KJ. Mechanism of hepatic ischemia/reperfu-
sion injury and protection against reperfusion 
injury. Transplant Proc  2002; 34: 2659-2661

9	 Siegmund SV, Dooley S, Brenner DA. Molecular 
mechanisms of alcohol-induced hepatic fibrosis. 
Dig Dis  2005; 23: 264-274

10	 Berrevoet F, Schafer T, Vollmar B, Menger MD. 
Ischemic preconditioning: enough evidence to 
support clinical application in liver surgery and 
transplantation? Acta Chir Belg  2003; 103: 485-489

11	 McCord JM. Oxygen-derived free radicals in 
postischemic tissue injury. N Engl J Med 1985; 312: 
159-163

12	 MRC/BHF Heart Protection Study of antioxidant 
vitamin supplementation in 20,536 high-risk 
individuals: a randomised placebo-controlled trial. 
Lancet  2002; 360: 23-33

13	 Zorov DB, Krasnikov BF, Kuzminova AE, Vysokikh 
MYu, Zorova LD. Mitochondria revisited. Alterna-
tive functions of mitochondria. Biosci Rep 1997; 17: 
507-520 

14	 Lander HM. An essential role for free radicals and 
derived species in signal transduction. FASEB J 
1997; 11: 118-124

15	 Mikkelsen RB, Wardman P. Biological chemistry 
of reactive oxygen and nitrogen and radiation-
induced signal transduction mechanisms. Oncogene 
2003; 22: 5734-5754

16	 Staal FJ, Anderson MT, Staal GE, Herzenberg LA, 
Gitler C, Herzenberg LA. Redox regulation of signal 
transduction: tyrosine phosphorylation and calcium 
influx. Proc Natl Acad Sci USA  1994; 91: 3619-3622

17	 Sun X, Majumder P, Shioya H, Wu F, Kumar S, 
Weichselbaum R, Kharbanda S, Kufe D. Activation 
of the cytoplasmic c-Abl tyrosine kinase by reactive 
oxygen species. J Biol Chem  2000; 275: 17237-17240

18	 Nakamura K, Hori T, Sato N, Sugie K, Kawakami 
T, Yodoi J. Redox regulation of a src family protein 

■应用要点
许多临床疾病中
存在缺血再灌注
损伤, 特别是在心
肌缺血、脑缺血
和器官移植中, 低
氧和再氧合诱发
的损伤更为明显. 
随着器官移植的
迅速发展, 理解再
灌注损伤中活性
氧簇的作用, 将有
助于指导临床肝
移植中缺血再灌
注损伤的预防和
术后抗损伤药物
的应用, 减少术后
并发症, 提高移植
物存活率, 并可促
进活体肝移植和
边缘性供肝肝移
植的开展, 缓解临
床移植供肝短缺. 
全面理解ROS在
缺血再灌注损伤
中的作用, 不仅对
于器官移植有重
要意义, 而且对许
多临床疾病发病
机制的阐明和临
床治疗的改进起
到促进作用.



www.wjgnet.com

刘现忠, 等. 活性氧簇在肝脏移植缺血再灌注中的作用                                                                                                    1803

tyrosine kinase p56lck in T cells. Oncogene 1993; 8: 
3133-3139

19	 Cairo G, Recalcati S, Pietrangelo A, Minotti G. The 
iron regulatory proteins: targets and modulators of 
free radical reactions and oxidative damage. Free 
Radic Biol Med  2002; 32: 1237-1243

20	 Schwabe RF, Brenner DA. Mechanisms of Liver 
Injury. I. TNF-alpha-induced liver injury: role 
of IKK, JNK, and ROS pathways. Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol  2006; 290: G583-G589

21	 Droge W. Free radicals in the physiological control 
of cell function. Physiol Rev  2002; 82: 47-95

22	 Xanthoudakis S, Curran T. Identification and 
characterization of Ref-1, a nuclear protein that 
facilitates AP-1 DNA-binding activity. EMBO J 
1992; 11: 653-665

23	 Hu Y, Jin X, Snow ET. Effect of arsenic on transcri-
ption factor AP-1 and NF-kappaB DNA binding 
activity and related gene expression. Toxicol Lett  
2002; 133: 33-45

24	 Nakamura H, Nakamura K, Yodoi J . Redox 
regulation of cellular activation. Annu Rev Immunol  
1997; 15: 351-369

25	 Valko M, Rhodes CJ, Moncol J, Izakovic M, Mazur 
M. Free radicals, metals and antioxidants in 
oxidative stress-induced cancer. Chem Biol Interact 
2006; 160: 1-40

26	 Tell G, Damante G, Caldwell D, Kelley MR. The 
intracellular localization of APE1/Ref-1: more than 
a passive phenomenon? Antioxid Redox Signal 2005; 
7: 367-384

27	 Liu H, Colavitti R, Rovira II, Finkel T. Redox-
dependent transcriptional regulation. Circ Res 2005; 
97: 967-974

28	 Tell G, Zecca A, Pellizzari L, Spessotto P, Colom-
batti A, Kelley MR, Damante G, Pucillo C. An 
'environment to nucleus' signaling system operates 
in B lymphocytes: redox status modulates BSAP/
Pax-5 activation through Ref-1 nuclear transloca-
tion. Nucleic Acids Res  2000; 28: 1099-1105

29	 Czaja MJ, Liu H, Wang Y. Oxidant-induced hepato-
cyte injury from menadione is regulated by ERK 
and AP-1 signaling. Hepatology  2003; 37: 1405-1413

30	 Matsuzawa A, Ichijo H. Stress-responsive protein 
kinases in redox-regulated apoptosis signaling. 
Antioxid Redox Signal  2005; 7: 472-481

31	 Marchetti P, Decaudin D, Macho A, Zamzami N, 
Hirsch T, Susin SA, Kroemer G. Redox regulation 
of apoptosis: impact of thiol oxidation status on 
mitochondrial function. Eur J Immunol 1997; 27: 
289-296

32	 Kuzminova AE, Zhuravlyova AV, Vyssokikh MYu, 
Zorova LD, Krasnikov BF, Zorov DB. The permea-
bility transition pore induced under anaerobic 
conditions in mitochondria energized with ATP. 
FEBS Lett  1998; 434: 313-316

33	 Krasnikov BF, Kuzminova AE, Zorov DB. The Ca2+ 
-induced pore opening in mitochondria energized 
by succinate-ferricyanide electron transport. FEBS 
Lett  1997; 419: 137-140

34	 Zorov DB, Kobrinsky E, Juhaszova M, Sollott SJ. 
Examining intracellular organelle function using 
fluorescent probes: from animalcules to quantum 
dots. Circ Res  2004; 95: 239-252

35	 Pouliquen D, Bellot G, Guihard G, Fichet P, Meflah 
K, Vallette FM. Mitochondrial membrane permea-
bilization produced by PTP, Bax and apoptosis: a 

1H-NMR relaxation study. Cell Death Differ 2006; 13: 
301-310

36	 Armstrong JS. Mitochondrial membrane permeabili-
zation: the sine qua non for cell death. Bioessays  
2006; 28: 253-260

37	 Kim JS, He L, Qian T, Lemasters JJ. Role of the 
mitochondrial permeability transition in apoptotic 
and necrotic death after ischemia/reperfusion 
injury to hepatocytes. Curr Mol Med 2003; 3: 527-535

38	 Kim JS, He L, Lemasters JJ. Mitochondrial permea-
bility transition: a common pathway to necrosis and 
apoptosis. Biochem Biophys Res Commun 2003; 304: 
463-470

39	 Kinnally KW, Zorov D, Antonenko Y, Perini S. 
Calcium modulation of mitochondrial inner mem-
brane channel activity. Biochem Biophys Res Commun  
1991; 176: 1183-1188 

40	 Honda HM, Korge P, Weiss JN. Mitochondria and 
ischemia/reperfusion injury. Ann N Y Acad Sci 
2005; 1047: 248-258

41	 Skulachev VP. Programmed death phenomena: 
from organelle to organism. Ann N Y Acad Sci 2002; 
959: 214-237

42	 Ouyang YB, Giffard RG. Changes in astrocyte 
mitochondrial function with stress: effects of Bcl-2 
family proteins. Neurochem Int  2004; 45: 371-379

43	 Takahashi A, Masuda A, Sun M, Centonze VE, 
Herman B. Oxidative stress-induced apoptosis 
is associated with alterations in mitochondrial 
caspase activity and Bcl-2-dependent alterations in 
mitochondrial pH (pHm). Brain Res Bull 2004; 62: 
497-504

44	 Fleury C, Mignotte B, Vayssiere JL. Mitochondrial 
reactive oxygen species in cell death signaling. 
Biochimie  2002; 84: 131-141

45	 Hochman A, Sternin H, Gorodin S, Korsmeyer S, 
Ziv I, Melamed E, Offen D. Enhanced oxidative 
stress and altered antioxidants in brains of Bcl-2-
deficient mice. J Neurochem  1998; 71: 741-748

46	 Tang XQ, Feng JQ, Chen J, Chen PX, Zhi JL, 
Cui Y, Guo RX, Yu HM. Protection of oxidative 
preconditioning against apoptosis induced by 
H2O2 in PC12 cells: mechanisms via MMP, ROS, 
and Bcl-2. Brain Res  2005; 1057: 57-64

47	 Casillas-Ramirez A, Ben Mosbah I, Franco-Gou R, 
Rimola A, Rosello-Catafau J, Peralta C. Ischemia-
reperfusion syndrome associated with liver 
transplantation: an update. Gastroenterol Hepatol 
2006; 29: 306-313

48	 Huet PM, Nagaoka MR, Desbiens G, Tarrab E, 
Brault A, Bralet MP, Bilodeau M. Sinusoidal 
endothelial cell and hepatocyte death following 
cold ischemia-warm reperfusion of the rat liver. 
Hepatology  2004; 39: 1110-1119

49	 Quintana AB, Guibert EE, Rodriguez JV. Effect of 
cold preservation/reperfusion on glycogen content 
of liver. Concise review. Ann Hepatol  2005; 4: 25-31

50	 Ohkohchi N, Shibuya H, Tsukamoto S, Sakurada M, 
Oikawa K, Terashima T, Satomi S. Kupffer's cells 
modulate neutrophile activity by superoxide anion 
and tumor necrosis factor-delta in reperfusion 
injury of liver transplantation-mechanisms of 
radical generation and reperfusion injury after cold 
ischemia. Transplant Proc  1999; 31: 1055-1058

51	 Colina F. The role of histopathology in hepatic 
transplantation. Semin Diagn Pathol  1992; 9: 200-209

52	 Kupiec-Weglinski JW, Busuttil RW. Ischemia 

■名词解释
1 活性氧簇: 是外
源性氧化剂或细
胞内有氧代谢过
程中产生的具有
很高生物活性的
含氧化合物的总
称, 包括超氧阴离
子(O2-)、过氧化
氢 (H 2O 2)和羟自
由基(HO•)等. 
2  氧 化 还 原 因
子-1: 37 kDa的蛋
白质 ,  是DNA损
伤碱基切除修复
途径中重要的核
酸内切酶和细胞
内氧化还原调节
的关键点, 此外还
可激活许多转录
因子、诱导药物
肝内代谢.
3 Toll-like受体: 
T L R s 是 果 蝇 属
Toll蛋白的哺乳动
物同系物, 在先天
性宿主防御反应
和炎症反应种起
重要作用 .  TLRs
是 IL-1超家族成
员, 在结构上, 以
富含亮氨酸胞外
结构域和Toll/IL-
1R(TIR)胞内结构
域为特征, 目前已
发现11种TLRs.



www.wjgnet.com

1804                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年6月28日    第14卷   第18期

and reperfusion injury in liver transplantation. 
Transplant Proc  2005; 37: 1653-1656

53	 Malhi H, Gores GJ, Lemasters JJ. Apoptosis and 
necrosis in the liver: a tale of two deaths? Hepatology  
2006; 43: S31-S44

54	 Ozaki M, Suzuki S, Irani K. Redox factor-1/APE 
suppresses oxidative stress by inhibiting the rac1 
GTPase. FASEB J  2002; 16: 889-890

55	 Di Lisa F, Blank PS, Colonna R, Gambassi G, 
Silverman HS, Stern MD, Hansford RG. Mitochon-
drial membrane potential in single living adult rat 
cardiac myocytes exposed to anoxia or metabolic 
inhibition. J Physiol  1995; 486 (Pt 1): 1-13

56	 Zorov DB, Filburn CR, Klotz LO, Zweier JL, 
Sollott SJ. Reactive oxygen species (ROS)-induced 
ROS release: a new phenomenon accompanying 
induction of the mitochondrial permeability 
transition in cardiac myocytes. J Exp Med 2000; 192: 
1001-1014

57	 Aon MA, Cortassa S, Marban E, O'Rourke B. 
Synchronized whole cell oscillations in mitochon-
drial metabolism triggered by a local release of 
reactive oxygen species in cardiac myocytes. J Biol 
Chem  2003; 278: 44735-44744

58	 Isaev NK, Andreeva NA, Stel'mashuk EV, Zorov 
DB. Role of mitochondria in the mechanisms of 
glutamate toxicity. Biochemistry (Mosc) 2005; 70: 
611-618

59	 Darley-Usmar VM, Stone D, Smith D, Martin JF. 

Mitochondria, oxygen and reperfusion damage. 
Ann Med  1991; 23: 583-588

60	 Tacchini L, Radice L, Pogliaghi G, Bernelli-Zazzera 
A. Differential activation of heat shock and nuclear 
factor kappaB transcription factors in postischemic 
reperfused rat liver. Hepatology  1997; 26: 186-191

61	 Morgan KT, Ni H, Brown HR, Yoon L, Qualls CW 
Jr, Crosby LM, Reynolds R, Gaskill B, Anderson 
SP, Kepler TB, Brainard T, Liv N, Easton M, Merrill 
C, Creech D, Sprenger D, Conner G, Johnson PR, 
Fox T, Sartor M, Richard E, Kuruvilla S, Casey W, 
Benavides G. Application of cDNA microarray 
technology to in vitro toxicology and the selection 
of genes for a real-time RT-PCR-based screen for 
oxidative stress in Hep-G2 cells. Toxicol Pathol 2002; 
30: 435-451

62	 Zhu H, Bilgin M, Snyder M. Proteomics. Annu Rev 
Biochem  2003; 72: 783-812

63	 Paron I, D'Elia A, D'Ambrosio C, Scaloni A, 
D'Aurizio F, Prescott A, Damante G, Tell G. A 
proteomic approach to identify early molecular 
targets of oxidative stress in human epithelial lens 
cells. Biochem J  2004; 378: 929-937

64	 Wheeler MD, Kono H, Yin M, Rusyn I, Froh M, 
Connor HD, Mason RP, Samulski RJ, Thurman RG. 
Delivery of the Cu/Zn-superoxide dismutase gene 
with adenovirus reduces early alcohol-induced 
liver injury in rats. Gastroenterology 2001; 120: 
1241-1250

             电编  张敏  编辑  潘伯荣

■同行评�价
组织再灌注损伤
的机制研究是个
老课题, 结合肝移
植的再灌注损伤
具有一定的临床
意义; 再灌注损伤
的分子机制很复
杂, 活性氧簇的研
究是个较新的切
入点.
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摘要
LAPTM4B 是北京大学基础医学院细胞生物
学教研室新近克隆的一个在肝细胞癌中高表
达的新基因, 具有癌基因特性. 本文将对其发
现过程、结构、理化性质、功能研究及其多
态性与肿瘤的关系等方面进行初步总结.
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0  引言

肝癌的发生是由多基因、多因素参与, 不同基

因在不同时期的表达及功能发生紊乱的复杂

过程. 目前发现的与肝癌发生、发展有着密切

关系的基因还不多[1]. 寻找新的肝癌相关基因

并深入研究这些基因在肝癌发生、发展过程

中的作用 ,  对于阐明肝癌的发病机制以及诊

断、预防和治疗均具有重要意义. 溶酶体相关

4次跨膜蛋白质B (lysosome-associated protein 
transmembrane 4 beta, LAPTM4B )基因是通过

荧光差异显示技术筛选出的在成人正常肝中低

表达而在绝大多数肝癌组织中表达高度上调

的cDNA片段[2-4]. 基于其表达产物存在4个穿膜

区、有典型的溶酶体定位信号及与LAPTM4A
同源46%这样一些结构特性, 被HUGO命名为溶

酶体相关4次跨膜蛋白质B, 即LAPTM4B[5]. 由
于LAPTM4B基因编码的蛋白明显与细胞的分

化、增殖、黏附、迁移和癌变相关, 还能与多

种细胞表面的信号分子形成复合物, 提示其很

可能作为一个原癌基因在生命的进化过程中发

挥作用. 本文将对其发现过程、结构、理化性

质、功能研究及其多态性与肿瘤的关系等方面

作以论述. 

1  LAPTM4B 基因的发现及结构特点

北京大学基础医学院细胞生物学教研室刘军

建、邵根泽 et al通过荧光差异显示技术, 选择

增殖/分化状态不同的4种肝组织: 终末分化的

正常肝组织、旺盛增殖的胎肝组织、异常分化

的HCC组织及其配对非癌肝组织进行筛选, 得
到110多条在4种组织中差异表达的cDNA片段[6]. 
从所得片段中选取48条, 进行序列测定, 并将

测得结果逐条与GenBank数据库作同源性比较

(Blast), 发现其中5条片段比较有意义: 与已知

GenBank序列同源性高(>86%), 基因功能与结构

未知; 为了排除差异显示技术的假阳性, 同时采

用RNA狭缝杂交技术验证测序的48条差异表达

的部分片段在不同肝组织中的表达, 发现4条片

段在4种组织中表达有一定规律, 其中2条在正

常肝和胎肝中表达较弱, 随着肝组织由正常向

恶性转变, 其表达的比率和表达程度均有上调. 
综合Blast结果, 得到与已知GenBank序列有高

度同源性的、但基因结构与功能均未知的在正

常组织中表达较弱、在肝癌组织中高度表达的

cDNA片段, 并用ESTs拼接和5' RACE技术克隆

了其全长cDNA[7]. 该基因是一个定位于染色体

8q22.1的未知新基因, 具有7个外显子, 6个内含

子, cDNA全长含2245个核苷酸, 推导编码溶酶

体相关4次LAPTM4B . 
研究发现L A P T M 4 B 存在两种等位基

因: LAPTM4B *1和LAPTM4B *2. 二者的区

别在于第一外显子 5 ' U T R内一段 1 9  b p的
序列. L A P T M4B *1只有一个19 b p序列, 而
LAPTM4B *2有两个且紧密串连. LAPTM4B基

因在其转染的真核细胞中具有两种编码产物: 
LAPTM4B-35和LAPTM4B-24. LAPTM4B-35
是LAPTM4B基因完整的ORF的编码产物, 而
LAPTM4B-24则是LAPTM4B基因中从第二个

ATG翻译的产物, 二者N端相差91个氨基酸序列. 
前者与肝癌的低分化有关, 且促进细胞增殖、
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蛋白明显与细胞
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多种细胞表面的
信号分子形成复
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癌基因在肿瘤的
发生、发展中起
重 要 的 作 用 .  目
前, 研究较多的是
LAPTM4B 基因多
态性与肿瘤易感
性的关系, 其能否
作为肝细胞癌标
志物应用于临床
诊断及评估预后
正在研究中.



迁移和侵袭, 导致细胞癌变, 后者恰恰相反, 可
见二者表达丰度的平衡可能是调控细胞增殖与

分化的重要因素[8-9]. 
生物信息学研究发现, LAPTM4B蛋白的N

端和C端富含脯氨酸, 尤其是N端的那一段不仅

富含脯氨酸, 而且其两侧均为疏水性氨基酸, 这
一结构是SH3配体的典型结构特征. 迄今发现

的所有SH3配体都含有一个“PXXP”结构(P代
表脯氨酸, X代表任一氨基酸残基). 许多蛋白质

包括信号转导分子、蛋白激酶和磷酸酶、磷脂

酶、接头蛋白和细胞骨架蛋白等都含有SH3结
构域[10]. 因此这种富含脯氨酸的结构在其两侧

氨基酸残基的参与下, 能直接与多种蛋白质包

括多种信号分子(如Src家族, Sos, Grb-2, PLC-γ, 
PI3K及STAT41等)的SH3结构域相互作用, 介
导细胞信号转导、细胞内蛋白的定位与隔离等

多个过程[11]. LAPTM4B蛋白的“PXXP”及其

毗邻氨基酸序列与PI3K、丝/苏氨酸蛋白磷酸

酶2A、蛋白激酶C、鸟苷酸环化酶等蛋白中富

含脯氨酸的区域很类似, 这可能是其参与细胞

信号转导等重要功能的提示. 此外, LAPTM4B
蛋白N端还含有数个潜在的磷酸化位点, 如两

个cAMP/cGMP依赖的蛋白激酶位点和两个蛋

白激酶C位点 ,  C端有一个酪氨酸残基磷酸化

位点. 这些位点可能与该分子的功能活化有关. 
LAPTM4B的酪氨酸残基磷酸化可生成SH2结构

域的结合位点, 在信号转导中发挥重要作用. 
和许多溶酶体跨膜蛋白一样, LAPTM4B

蛋白的胞质尾中含有多个保守基序结构: 3个
“YXXφ”(Y为酪氨酸, X为任一氨基酸残基, 
φ为疏水性氨基酸残基), 一个“V L”和一个

“LL”. 这些基序是溶酶体蛋白典型的膜定位

和分选信号[12]. 如对LAPTM4A的研究发现, 其C
端的两个“YXXφ”和一个“VL”是重要的溶

酶体膜靶向信号[13]. 而差速离心分离的亚细胞组

分和Triton X-114分相抽提物的Western blot分析

都表明LAPTM4B蛋白属于膜中的整合蛋白质. 
其4个穿膜序列可能负责将整个分子整合于膜

脂双层中. LAPTM4B稳定转染的BHK细胞的免

疫细胞化学分析和BEL-7402细胞免疫荧光抗体

的共聚焦显微分析表明, LAPTM4B存在于细胞

质膜和胞内囊泡, 如内吞体、溶酶体及其他膜

相关的细胞器[6].

2  LAPTM4B的生物学功能

LAPTM4B基因在进化中高度保守, 人与小鼠
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L A P T M4B 基因在蛋白水平上有92%的同源

性. 人LAPTM4B有一个同源基因LAPTM4A , 
二者在氨基酸水平同源性为46%. 研究表明 , 
LAPTM4A是一个溶酶体四次跨膜蛋白, 小鼠

LAPTM4A是细胞内膜系统上的一个核苷酸转

运蛋白, 能介导药物敏感性酵母菌的多药耐药性

表型[14]. LAPTM4B还与其他溶酶体跨膜蛋白如他溶酶体跨膜蛋白如溶酶体跨膜蛋白如

LAPTM5有许多相同的特征[15-19]. 以上这些特点

提示, LAPTM4B可能是一个重要的溶酶体跨膜

蛋白, 在细胞中具有重要的功能. 
2.1 参与细胞分化 LAPTM4B在大部分患者的肝

癌组织不同程度高表达, 而在相应的癌旁非癌

组织中表达低. 进一步研究发现, 其表达水平与

肿瘤的分化状态相关: 即在低分化肝癌中高表

达; 在中分化肝癌中表达中度升高; 而在高分化

肝癌中表达水平无明显变化. 这表明LAPTM4B
对于细胞生长、增殖和分化起重要作用, 其高表

达可能参与或促进了肝癌的发生与发展. LAPT-
M4B在睾丸、卵巢等生殖腺组织上调表达这一

现象与许多癌基因相似, 提示他也可能是一个潜他也可能是一个潜也可能是一个潜

在的癌基因, 对于肿瘤的发生起重要作用. 
2.2 促进细胞增殖 研究发现稳定转染LAPTM4B
后使HLE细胞的生长速度和DNA合成明显增加, 
其原因可能是核内转录因子c-Fos和c-Jun的过度

表达激活了细胞周期调控蛋白基因的转录. 细
胞周期调控蛋白如cyclin D1、cyclin E及CDK, 
PCNA和P53等的转录受AP-1 (c-Fos和c-Jun的异

二聚体)调控. 其中cyclin D1和cyclin E蛋白是细

胞周期G1期及G1/S期演进的关键蛋白质, 为G1/S
细胞周期中检验点的主要正向调控因子. 研究

表明cyclin D1和cyclin E蛋白的表达异常不仅将

导致细胞周期的调控失常, 也与肿瘤细胞的增

殖、发展有关. 有报道甲状腺腺瘤、食管癌、

直结肠癌及乳癌中均存在11q13D的扩增并伴有

cyclin D1蛋白的过度表达. cyclin E蛋白也发现

在HCC中过度表达, 而且发现在肝硬化结节和

靠近HCC肿瘤的肝组织中高表达, 表明该蛋白

的过度表达与正常和恶性肝细胞增殖有关[20]. 同
时在结肠癌、胃癌、乳癌、卵巢癌和急性淋巴

细胞白血病中都能检测到cyclin E蛋白的过度表

达[21]. 在稳定转染LAPTM4B的HLE细胞中不仅

检测到S期细胞的百分比增加, 而且检测到细胞

周期蛋白cyclin D1和cyclin E的表达大幅上调, 
提示LAPTM4B促进HLE细胞的增殖可能是由于

cyclin D1和cyclin E蛋白的过度表达而加速了细

胞通过G1检验点进入S期, 从而推动细胞周期加
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机制.
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速运行, 使细胞持续性增殖加快. 
2.3 导致细胞恶变 LAPTM4B过表达不仅仅使

细胞的增殖加速, 而且可进一步向恶性的增殖

失控转化. LAPTM4B转染的HLE细胞在低血清

(10 mL/L小牛血清)条件下仍以高速增殖, 而对

照的MOCK细胞基本停止增殖. 这种差别说明

LAPTM4B的过表达使细胞对生长因子的依赖

性降低, 可能自分泌生长因子. LAPTM4B过表

达的细胞还表现出极强的在软胶中形成集落的

倾向, 细胞集落不但比对照大而多, 而且重叠生

长, 说明不仅丧失了生长的接触抑制, 而且同时

也丧失了迁移的接触抑制. 这种表型通常与成

瘤性一致. LAPTM4B转染的小鼠NIH3T3细胞已

证明其具有在NIH小鼠形成纤维肉瘤的性质[22]. 
2.4 迁移性和侵袭性增强 用Boyden Chamber
法测定L A P T M4B 转染的H L E细胞和M O C K
细胞的体外迁移能力. 结果表明: 作用18 h后,  
MOCK细胞迁移穿过膜孔的细胞总数为1216.5
±403.8个, 而L A P T M4B 转染的H L E细胞为

4082.5±748.8个, LAPTM4B转染的HLE细胞的

迁移能力比MOCK增加了2.36倍[23]. 这说明稳

定转染LAPTM4B的HLE细胞的迁移性和侵袭

性增强, 即水解破坏人工基底膜、穿过支撑膜

的膜孔从Boyden小室的上室向下迁移的能力明

显增强, 提示LAPTM4B蛋白的高表达对于增强

HLE细胞的迁移和侵袭性有重要的作用, 促进了

恶性转化的发展. 
2.5 形成信号分子复合物 刘歆荣 et al [6]通过免疫

共沉淀已经证明LAPTM4B蛋白可与整合素α6亚

单位形成复合物, 免疫荧光共聚焦显微术也证

实二者在细胞周边也有共同分布, 而且当肝癌

细胞种植在层黏连蛋白基质时, LAPTM4B-黏连蛋白基质时, LAPTM4B-连蛋白基质时, LAPTM4B-α6复

合物的生成增多[24-25], 这提示LAPTM4B蛋白可

能具有将细胞外基质及生长因子两方面的增殖

信号在质膜中整和在一起的独特作用.

3  LAPTM4B的组织分布和在肿瘤中的表达

LAPTM4B基因mRNA在人的多种正常组织中广

谱表达: 主要在睾丸、心肌和骨骼肌高水平表

达; 在卵巢、肾和胰腺中度表达; 在脾、胸腺和

肝低表达; 在肺和外周血细胞表达水平最低[7,26]. 
87.3% (48/55)人肝癌组织中LAPTM4B表达上

调, 其mRNA水平与肝癌分化状态密切相关[27]. 
用LAPTM4B N端胞质域中99个氨基酸的兔源多

克隆抗体: LAPTM4B-N1-99-pAb对LAPTM4B-35
的表达水平进行检测, 发现LAPTM4B-35的表达

水平与肝癌组织的病理分级存在相关性, 即在

高分化的肝癌中LAPTM4B-35低表达; 中分化的

肝癌中LAPTM4B-35中表达; 而在低分化肝癌中

LAPTM4B-35高表达, 并且LAPTM4B-35主要表

达于癌组织中的肝癌细胞, 而在间质则无明显

表达[28]. 免疫组织化学发现LAPTM4B-35明显表

达于乳癌、胃癌、肺癌和结肠癌中, 而基本不

表达于食管癌和直肠癌中[29-31]. 

4  LAPTM4B 的基因多态性与肿瘤的关系

L A P T M4B 的两个等位基因L A P T M4B *1和
LAPTM4B *2的区别在于第一外显子5'UTR内一

段19 bp的序列的拷贝数, 即*1有一个拷贝, 而
*2有两个并紧密串连. 

正常人群LAPTM4B有三种基因型: *1/1、
*1/2和*2/2. 为了探讨LAPTM4B 基因型与肝

癌的易感性, 邵根泽 e t a l [32]通过基于PCR的

LAPTM4B基因分型方法, 对211例正常人和57
例肝癌患者LAPTM4B 分型. 结果表明: 肝癌

组*2/2基因型频率(23%)显著高于正常对照组

(11%)(P <0.01, OR = 2.888); 而*1/1基因型频率

显著低于正常组. 这提示*2/2基因型个体具有较

高的肝癌患病风险, 可能是肝癌的易感基因. 此
外, 邓丽娟 et al [33]的研究结果也显示肺癌人群

*2/2基因型频率显著高于正常对照组(P <0.01, 
OR = 3.26). 相反, 对广东潮汕食管癌高发地区

118例正常人和116例食管癌LAPTM4B基因的

研究发现, 二者并无相关性[6]. 这表明LAPTM4B
基因多态性与肿瘤的相关性有一定的肿瘤特异

性, 并非所有肿瘤的易感性都与LAPTM4B基因

相关[20], 可能只与肝癌或部分肿瘤的易感性相

关. 进一步研究发现, LAPTM4B *2基因的启动

子活性比*1低20%, 表明第一外显子19 bp DNA
序列对基因的转录起调节作用, 提示他可能作

为负性顺式调控元件影响基因的表达调控. 更
为重要的一点是由于19 bp DNA这一额外序列

的存在, *2等位基因mRNA预期编码的蛋白比*1
等位基因在N端多出53个氨基酸残基, 这可能是

LAPTM4B基因型与肿瘤易感性相关的物质基

础[3], 从而使等位基因*2比*1更容易遭受病毒、

免疫和环境等因素的攻击而导致基因的失控表

达, 从而在肿瘤的启动中发挥作用或者推动肿

瘤的演进; 相对而言, 等位基因*1 更具保护性. 
总之, 目前对LAPTM4B基因的研究已经显

示出该基因的重要性, 对该基因及其不同的等

位基因的进一步研究将有助于阐明其在肿瘤的

■应用要点
LAPTM4B 基因有
望成为肝细胞癌
的肿瘤标志物, 用
于肿瘤的诊断、

治疗效果的监测
及判断预后等的
实验依据. 随着对
L A P T M 4 B 基因
结构研究的深入, 
LAPTM4B 作为肿
瘤诊断及治疗的
靶基因也将会应
用于临床.
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发生、发展中的作用以及基因多态性与肿瘤易

感性相关的机制. 今后有望将其作为肿瘤标志

物, 检测患者血中此基因表达产物的水平, 用于

临床诊断及评估预后; 同时亦可作为肿瘤基因

治疗的新靶点.
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对肝癌的诊断、

治疗与预防具有
非常重要的意义,  
LAPTM4B 即为其
中之一. 本研究系
统论述其发现、

结构、理化性质, 
功能研究及与肝
癌关系, 创新性及
科学性强, 对于肿
瘤相关基因的发
现及深入研究有
意义.
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摘要
血管内皮生长因子作为肿瘤血管生成的一种
主要调控因子, 与微血管密度密切相关. 胰腺
癌组织的血管内皮生长因子和微血管密度的
测定对于判断患者的预后, 指导临床治疗和
判断疗效等具有重要作用. CT灌注成像可以
通过无创伤检查反映胰腺癌的肿瘤血管构成,  
在治疗前后提供有价值依据, 对胰腺癌的诊治
有重要意义.

关键词: 胰腺癌; VEGF; CT灌注

刘 悦 ,  李 艳 英 ,  张 在 人 ,  王 淑 红 .   胰 腺 癌 组 织 V E G F 和

M V D 表 达 与 C T 灌 注 成 像 的 关 系 .  世 界 华 人 消 化 杂 志 

2006;14(18):1810-1812
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0  引言

胰腺癌是常见的恶性肿瘤之一, 死亡率高, 生
存期短 .  手术切除率仅为5%-25%. 早期诊断

和正确评价其良恶性有重要临床意义 .  近年

来, 对肿瘤血管生成的研究成为肿瘤研究的热

点. 一些学者报道[1-5]瘤体内新生微血管和肿瘤

的发生、发展和恶性程度有必然联系. 新生血

管的形成是肿瘤发展和转移的关键步骤. 其瘤

体的血管生成主要包括新生成的微血管数量

增多, 在病理组织学上微血管密度(microvessel 
density, MVD)的增多等. 另外血管内皮生成因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)作为肿

瘤血管生成的一种主要调控因子与微血管密度

密切相关, 是肿瘤血管形成和维持的重要因子

之一[6]. CT灌注(computed tomogragh perfusion)
可间接在活体反映瘤体的血管生成状况. 将胰

腺癌的影像学表现应用于评价肿瘤血管的生成

与发生、发展及预后相关性的研究已逐步得到

重视. 

1  VEGF的结构和作用

VEGF是Ferrara et al [7]在1989年从牛垂体滤泡细

胞液中分离出来的一种高度特异性促血管内皮

细胞有丝分裂的生长因子. VEGF是由两个相同

的亚基以二硫键交联结合成的二聚体糖蛋白, 
有4种变异是由VEGF mRNA剪接方式的不同而

产生的蛋白形式. 
正常胚胎发育时VEGF有广泛表达, 正常成

年者的组织呈低水平表达. 在豚鼠和人的一些

成熟组织中均发现有VEGF mRNA检出, 并证

实肺、肾、肾上腺、肝、胃、心肌细胞及腹腔

巨噬细胞中有VEGF的表达[8-10]. 在正常组织中,  
VEGF的主要作用为维持原有血管密度及血管

对运输营养物质所必需的通透性. 正常情况下, 
内皮细胞处于休眠状态, 是体内极度静止的细

胞. 在肿瘤和非肿瘤的病理过程中VEGF广泛表

达, 其表达作用与转化因子b(FGF-b)、血小板

源性生长因子(PDGF)、NO及一些重金属离子

有关, 此外还受缺血和缺氧环境的调节[11-12]. 在
肿瘤的病理状态下, 一旦血管生成启动VEGF就
诱导强烈的血管生成作用, 表现为MVD. 另外, 
VEGF增加肿瘤新生血管的通透性, 这在肿瘤的

发生和转移中比促内皮细胞增生可能更为重要.

2  VEGF MVD和肿瘤血管的生成过程

大量研究表明 [13-14]大部分人体肿瘤M V D与

VEGF表达呈正相关, 并且明显高于非肿瘤组织.呈正相关, 并且明显高于非肿瘤组织.正相关, 并且明显高于非肿瘤组织. 
今年研究发现肿瘤血管生成由正负性调控因子

控制, 当正性调控因子上调时, 才能启动血管生

成机制, 而在肿瘤血管生成因子中, 只有VEGF
直接刺激内皮细胞分裂增殖, 是高度特异的血

管内皮细胞增殖分裂素, 最直接参与诱导肿瘤

血管生成. 肿瘤血管的生成是一个多因素、级

联、整体、动态的过程, 取决于促血管生成因

子和血管生成抑制因子之间的平衡. 
肿瘤细胞可以合成分泌VEGF. 大量研究发

现, 在脑肿瘤、乳腺癌、结肠腺癌、卵巢癌及

骨肉瘤等多种肿瘤中均有VEGF的高表达, 且表

达水平与肿瘤的恶性程度呈正相关[15-19]. 

■背景资料
新生血管的形成
是肿瘤发展和转
移的关键步骤. 其
瘤体的血管生成
主要包括新生成
的微血管数量增
多 ,  在 病 理 组 织
学上微血管密度
(MVD)的增多等. 
另外血管内皮生
成因子(VEGF)作
为肿瘤血管生成
的一种主要调控
因子与微血管密
度密切相关, 是肿
瘤血管形成和维
持的重要因子之
一 .  CT灌注可间
接在活体反映瘤
体的血管生成状
况 .  将 胰 腺 癌 的
影像学表现应用
于评价肿瘤血管
的血管生成与发
生、发展及预后
相关性的研究已
逐步得到重视.
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VEGF不仅能促进肿瘤血管形成, 增加肿瘤

血管的通透性, 还可干扰树突细胞的成熟而影

响肿瘤免疫, 使肿瘤细胞逃避免疫监视, 在肿瘤

的侵袭和转移过程中起重要作用 .  We i d n e r 
et al [20]提出组织和血液中VEGF mRNA表达和

(或)蛋白水平以及MVD可作为评价肿瘤状况和

预后不良的指标. Seo et al [21]报道142例胰腺癌

中VEGF蛋白(以VEGF121、VEGF165为主)的
阳性率为93%, 主要位于癌细胞质中, 阳性表达

的细胞多位于癌旁组织, 说明VEGF具有异质性. 
且VEGF表达与MVD密切相关, VEGF阳性的胰

腺癌患者的生存期明显短于VEGF阴性患者, 提
示VEGF可作为胰腺癌的预后指标.

3  胰腺癌CT灌注相关研究

CT灌注成像(computed tomography perfusion 
imaging, CTP)是指在iv对比剂的同时, 对选定层

面行同层动态扫描, 以获得该层面内每一像素

的时间-密度曲线(time-density curve, TDV), 根
据该曲线利用不同的数学模型计算出各种灌注

参数[22-23], 包括血流量(blood flow, BF)、血容量

(blood volume, BV)、平均通过时间(mean transit 
time, MTT)、表面通透性(permeability surface, 
PS)等组织血流灌注的各种参数, 以此评价组织

器官的灌注状态. 灌注成像技术代表着现代影

像学从原来的主要反映解剖形态学改变向着既

能反映宏观的大体形态, 又能揭示微观的代谢

和功能状态演变的这样一种发展态势. 目前国

内外胰腺CT灌注的临床研究还较少, 但是CT灌
注成像是唯一能获得人类胰腺灌注绝对值的技

术, 反映的是器官实质水平的血供情况. 文献报

道CT灌注技术参数中PS和BF价值最大[24-26], PS
这个参数主要应用于肿瘤的评价, 并且PS与肿

瘤的良恶性有关[27]. 
C T灌注成像可以更进一步地了解肿瘤的

血供情况、血管分布和血管通透性情况, 从而

十分有助于对肿瘤的诊断及鉴别诊断、恶性肿

瘤的分期以及对肿瘤治疗疗效的评价等. 肿瘤

灌注不同于正常组织的灌注, 一方面是因为肿

瘤组织内有大量的促血管生成因子, 如VEGF的
高表达促进肿瘤血管生成, 使恶性肿瘤呈现为

高血流量和血容量的高灌注状态; 另一方面是

因为这些新生微血管壁的内皮细胞发育不成熟, 
细胞间隙较大, 且血管基底膜不完整, 血管的通

透性较大, 因而对比剂外渗较快[25,28]. 胰腺灌注

有其独特的特点与肝癌、肺癌等有所不同. 因

为胰腺主要由胰十二指肠动脉和脾动脉供血, 血
供比较丰富, 其灌注信息非常有助于了解胰腺的

内、外分泌功能及胰腺的病理变化. 而胰腺癌多

为少血管性肿瘤, 表现为低灌注. 王中秋 et al [29]

报道这是由于胰腺癌瘤体的微血管构成和其他

部位的肿瘤不同, 有自身的特点, 即实质肿瘤细

胞散在分布于纤维间质和正常胰腺组织中, 其
比例成分因肿瘤的恶性度高低而不同. 此时, 胰
腺癌的CT灌注程度和形式取决于瘤体内肿瘤实

质、纤维间质、残存胰腺组织和坏死组织内微

血管的总和. 高分化腺癌的组织学观察示瘤体内

为少量的肿瘤细胞散在分布在中等量的纤维组

织间质和大量残存的胰腺正常组织中. 瘤体一般

无坏死, 瘤体主要成分为残存的胰腺组织. 因残

存胰腺组织的微血管密度极为丰富, 高分化腺癌

肿瘤实质细胞处的微血管密度计数少. 所以, 对
瘤体微血管呈绝对影响作用是瘤体内的残存胰

腺组织微血管密度数(MVD). 因此, 高分化胰腺

癌灌注BF和BV值较低分化的胰腺癌高, 反映了

瘤体实质残存胰腺组织微血管密度数较多, 间接

反应瘤体实质细胞的微血管密度少. 提示该肿瘤

恶性程度为高分化腺癌可能性大. 
血管生成在肿瘤的发生、发展及预后方

面起着重要的作用. 有研究应用各种方法抑制

VEGF的合成与分泌, 干预其血管生成作用对肿

瘤进行治疗, 收到良好的疗效. CT灌注方法可以

通过胰腺肿瘤和胰腺正常组织的血供情况、血

供分布和血管通透性, 鉴别肿瘤的良恶性及有效

的预测病情的发展和预后, 在胰腺癌的诊断中起

着极为重要的作用. 对血管生长因子的研究将会

加深影像学与临床、病理、分子生物等学科的

联系, 促进影像学的发展和诊断水平. 
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摘要
内镜逆行性胰胆管造影(ERCP)以及相关治疗
技术已成为胆胰疾病的重要治疗手段, ERCP
术后急性胰腺炎(AP)是常见且严重的并发症
之一, 目前研究发现, 治疗性ERCP、Oddi括约
肌运动功能障碍、Oddi括约肌压力检测、内
镜下乳头括约肌气囊扩张术、插管困难与多
次胰管注射、操作者的经验不足为ERCP术后
急性胰腺炎的常见危险因素. 关于预防ERCP
术后AP的药物研究被广泛开展, 生长抑素和
加贝酯被多数学者认为对AP有显著的预防作
用. 更广泛的药物研究其具体效果尚待进一步
的研究证实. 在内镜技术方面, 选择性插管技
术的改进、胰管支架和胆道引流技术被认为
可有效地防止ERCP术后AP的发生.

关键词: 内镜下逆行胰胆管造影; 胰腺炎; 并发症; 

预防

韩兵, 王宝仁．ERCP术后急性胰腺炎并发症的危险因素及预防

研究进展.  世界华人消化杂志  2006;14(18):1813-1818

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1813.asp

0  引言

内镜逆行性胰胆管造影(ERCP)以及相关治疗

技术已成为胆胰疾病的重要治疗手段, 虽然此

项技术临床应用日臻成熟, 但ERCP存在一定

的并发症. ERCP术后急性胰腺炎(AP)是常见且

严重的并发症之一, 发生率在1%-24.4%[1-4]. 探
讨ERCP术后的危险因素及其预防, 对于提高

ERCP诊断治疗水平及安全性有着重要的意义. 
以下对ERCP并发症的危险因素、药物及内镜

技术预防做一综述. 

1  危险因素

1.1 诊断性ERCP与治疗性ERCP 目前诊断性

ERCP主要应用于组织标本的获取与Oddi括约

肌运动功能失调的诊断, 其应用领域已部分为

磁共振胆胰管造影(MRCP)所取代[5]. 多数学者

认为治疗性ERCP急性胰腺炎发生率高于诊断

性ERCP[6-7]. 主要与十二指肠乳头括约肌切开术

(EST)相关. Cheng et al [8]收集美国中西部15个中

心胰胆治疗组1115例ERCP资料, 分析EST行小

切开为AP的独立危险因素, 而EST行大切开这

种临床征象则很少出现. 考虑与切开不充分, 切
开后乳头水肿, 胰液引流不畅有关. 关于EST切
开使用切开与混合电流问题, Macintosh et al [9]

研究认为电流类型的选择并不改变AP发生的风

险, 选择何种电流, 取决于操作者的经验与习惯.  
但在乳头开口处行切开操作时应避免使用高功

率凝固电流, 以免热传导损伤导致胰管开口处

凝固而增加AP发生的风险. 但也有学者认为诊

断性ERCP与治疗性ERCP术后AP发生率无显著

差异[10]. 
1.2 Oddi括约肌运动功能障碍(SOD)是Oddi括约

肌运动异常导致胆汁、胰液排出受阻, 使胆胰

管内压升高, 临床上表现为胆源性腹痛、梗阻

性黄疸、胰源性腹痛与AP. 多数学者认为对疑

有S O D患者行E R C P, 术后有较高的A P发生

率[8,11-13]. 
1.3 Oddi括约肌压力由包绕胆管、胰管开口处

及胆管和胰管共同通道周围的括约肌组成, 起
到调节胆道压力、胆汁流向作用. 目前, SOD已

得到普遍认可. 而Oddi括约肌压力检测(SOM)
作为SOD最有价值的诊断方法, 有助于选择适

宜EST的SOD患者. 以往文献报道SOM为AP的
危险因素, 而近期某些学者报道SOM并不作为

AP的独立危险因素[8,11,14]. Wong et al [15]研究表明, 
SOM后AP发生率为9%, 其相关危险因素为既

往ERCP急性胰腺炎史、括约肌基础压力增高

(≥40 mmHg)、括约肌基础波频率增高(≥7次
/min). Wehrmann et al [16]认为采用带有微型换能

器测压法相比标准的灌注测压法, 发生AP的风

险减少. 
1.4 应用内镜下乳头括约肌气囊扩张术(EPBD)
可有效减少EST所致出血的风险, 并可保留Oddi
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括约肌功能[17], 对于治疗10 mm以下的胆总管

结石有满意的效果. 有学者研究认为, EPBD较

EST有较高的AP发生率[18-20]. 主要是扩张气囊反

复多次对乳头括约肌及胰管开口部位的机械性

刺激及损害, 造成胰液引流不畅发生胰腺炎. 但
也有作者认为EPBD术后AP主要与患者年龄、

术前高淀粉酶血症以及胆道巨大/多发结石等因

素相关[21]. Lin et al [22]对104例胆总管结石患者进

行了EPBD与EST对照研究, 结果显示两组患者

在术后淀粉酶水平及A P发生率方面无显著

差异. 
1.5 插管困难与多次胰管注射 ERCP操作过程中

因插管困难而多次插管易造成乳头水肿, 伴有

导丝引导插管可能造成乳头部损伤, 导致胰液

引流不畅; 胰管多次注射, 特别是胰腺显影及造

影附件导致胰管损伤, 与ERCP术后AP相关, 已
得到公认[23-25]. 
1.6 病例选择相关因素 ERCP患者年龄为AP危
险因素, 年轻人群有较高的AP发生率[26-27]. 疑有

SOD患者, 有复发性胰腺炎及既往有ERCP术后

AP史者, 亦有较高的AP发生率[8,12]. 
1.7 操作者的经验 诊断性ERCP与治疗性ERCP
因人因解剖异常因素, 都有很大难度, 尤以治疗

性ERCP为著, 现多数学者认为操作者的经验和

操作水平与AP的发生率明显相关[28-30].

2  药物预防研究

近年来, 关于预防ERCP术后AP的药物研究被

广泛开展, 生长抑素(somatostatin)和加贝酯(ga-
b e x a t e)被多数学者认为对A P有显著的预防

作用[1,31-33]. Poon et al [34]对270例施行ERCP患者

进行了前瞻性对照研究. 在研究组于ERCP后立

即给予somatostatin 250 mg iv. 在实验组与对照

组高淀粉酶血症发生率为26.0% vs  38.5%, P  = 
0.036; AP发生率为4.4% vs  13.3%, P = 0.010, 显
示有显著差异. 认为ERCP术后即刻给予单剂量

静脉途径somatostatin可明显降低高淀粉酶血症

和AP的发生率. Arvanitidis et al [35]对372例ERCP
进行了随机双盲对照研究, 实验组一在ERCP前
30 min开始给予somatostatin行持续12 h静脉

滴注; 实验组二在乳头插管同时予somatostatin
单剂量静脉注射. 结果实验组与对照组AP发生

率为1.7% vs  9.8%(P <0.05), 且血清淀粉酶在实

验组明显低于对照组, 显示有显著差异. 认为

somatostatin可明显降低高淀粉酶血症和AP的发

生率, 对于药物使用的成本核算与用药剂量、
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用药途径的研究应进一步开展. Tsujino et al [36]对

406例施行ERCP患者进行了多中心随机双盲对

照研究, 实验组在ERCP开始前10 min给予乌司

他丁(ulinastatin) 15万U静脉滴注. 随后在ERCP
后4和18 h采取血清胰腺生化酶学检测. 结果显

示, 实验组与对照组相比高血清酶血症发生率明

显降低(淀粉酶P  = 0.011; 脂肪酶P  = 0.008), AP
发生率为2.9% vs  7.4%, P  = 0.041. 认为ulinastatin 
短期用药可明显降低高血清酶血症和AP发生率. 
Fujishiro et al [37]研究139例ERCP患者, 认为低剂

量(15万U)与高剂量(45万U) ulinastatin和高剂量

gabexate (900 mg)在预防ERCP后AP方面同样

有效. 
Xiong et al [38]对193例ERCP患者进行对照

研究. 实验组于ERCP开始前0.5 h开始静脉点

滴gabexate维持至术后4 h, 总剂量为300 mg. 
结果显示, 实验组与对照组高淀粉酶发生率为

33.7% vs  43.7% (P  = 0.133); AP发生率为3.1% vs  
10.5% (P  = 0.040); 胰源性腹痛发生率为15.3% 
vs  29.5% (P  = 0.018). 认为4.5 h的加贝酯静脉

滴注可能可以防止ERCP术后AP和胰源性腹痛.  
Masci et al [39]比较了gabexate在剂量与给药持续

时间的不同与AP的关系. 在434例患者, 实验组

与对照组均在ERCP开始前30 min予gabexate静
脉点滴, 共维持6.5 h(总剂量500 mg), 此后实验

组给予安慰剂, 对照组继续予gabexate 500 mg
静脉点滴维持至13 h(总剂量1000 mg). 结果表

明, 在术后腹痛发生、血清酶血症和AP发生率

均无显著差异. Testoni et al [40]认为静脉途径使用

1000 mg gabexate可明显减少ERCP术后AP发生

率, 尤其对于存在高危因素的患者, 但gabexate
不能减少重型胰腺炎的发生率. 然而部分学者

对于生长抑素和加贝酯对ERCP术后AP的预防

意义提出不同意见. Andriulli et al [41-42]对soma-
tostatin和gabexate在ERCP短期用药(somatostatin 
750 mg, gabexate 500 mg, 于术前开始持续静脉

点滴2 h)与长期用药(somatostatin 750 mg, ga-
bexate 500 mg, 于术前开始持续静脉点滴6.5 h)
进行研究, 认为均对ERCP术后AP无预防作用. 
Vila et al [43]也认为在乳头插管前给予somatosta-
tin 250 mg iv对AP无预防作用. 

硝酸甘油(glyceryl trinitrate)可以降低Oddi
括约肌压力, 增加经乳头的胆汁引流, 研究认

为, 可以预防ERCP术后AP[44]. Moreto et al [45]在

ERCP前经皮使用glyceryl trinitrate 15 mg进行对

照研究, 结果实验组与对照组AP发生率为4.2% 
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■研发前沿
ERCP术后急性胰
腺炎的危险因素
及其预防是当今
研究热点问题, 近
年开展更广泛的
药物研究, 多种药
物用于临床研究, 
但具体效果尚待
进一步的研究证
实, 尤其胰管支架
的应用研究也是
当今研究热点问
题.
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vs  15.1% (P <0.05), 显示有明显差异. 皮质类固

醇具有减轻组织水肿和抑制炎症反应作用, 被
用于AP的治疗, Kwanngern et al [46]报道单剂量

corticosteroid可预防ERCP术后AP. 但近期多数

学者研究表明其对E R C P术后A P并无预防作

用[47-50]. 口服别嘌呤醇(allopurinol)的预防作用存

在争议, 有研究报道大剂量allopurinol (ERCP前
15 h, 3 h口服600 mg)可降低AP发生率, 但尚需

更广泛的研究观察[51-52]. Fan et al [53]在一组160例
ERCP患者对照研究中, 证明5-fluorouracil组与

对照组AP发生率为2.5% vs  10.0%, 有显著差异, 
提示5-fluorouracil对ERCP术后AP有预防意义. 

近年开展更广泛的药物研究, 多种药物用于

临床研究, 但具体效果尚待进一步的研究证实. 
目前, 多数学者认为低分子肝素(low-molecular-
weight heparin)、乙酰半胱氨酸(N-acetylcyste-
ine)、硝苯地平(nifedipine)、β-胡萝卜素(beta-
carotene)、利多卡因(lidocaine)对ERCP术后AP
无预防作用[54-59].

3  内镜技术预防

3.1 选择性插管技术 选择性胆管插管在一些情

况下是困难的, 多次插管造成乳头水肿, 伴有导

丝引导插管可能造成乳头部损伤, 导致胰液引

流不畅, 因此, 插管困难可能引发ERCP术后AP. 
在近年的文献中, 许多学者对因插管困难的病

例将传统的插管技术进行了改进, 以减少ERCP
术后AP的发生. Goldberg et al [60]采用胰管支架协

助选择性胆管插管. 对此报道2004例ERCP中选

择性胆管插管困难39例患者, 行胰管支架置入, 
引导选择性胆管插管的成功率为97.4%, 术后仅

两例发生轻型AP(5.3%). 认为该技术安全有效. 
乳头旁憩室, 尤其乳头完全进入憩室内, 通常认

为选择性胆管插管困难. Fogel et al [61]报道, 采用

主胰管支架结合胆管括约肌预切开技术, 提高

选择性胆管插管成功率, 减少反复插管的次数. 
Lella et al [24]分析了一种新的插管方法: 采用带

有尖端柔软的Teflon踪迹导丝(0.035英寸)的6 F
双腔括约肌切开刀行插管、注射造影剂和括约

肌切开术, 以区别传统方法的对照研究. 结果

显示, 实验组和对照组的AP发生率为0% vs  4% 
(P <0.01), ERCP后24 h血清淀粉酶大于正常五倍

的发生率为4.5% vs  19.5% (P <0.001). 这种方法

主要避免了反复多次插管对乳头的影响. Lella 
et al [23]报道, 在胆囊结石合并胆总管结石的病例, 
在腹腔镜胆囊切除术(LC)中采用“会师技术”

协助内镜行胆管插管, 并与传统的先行ERCP而
后行LC的治疗方式进行对照研究. 结果显示,
实验组和对照组的AP发生率为0% vs  10% (P  = 
0.0274), 认为该项技术可明显降低ERCP术后AP
的发生率. 考虑与顺行置入的导丝使选择性胆

管插管易于完成, 避免了乳头水肿和胰管损伤

有关. 对于选择性胆管插管失败患者, 有学者研

究证明, 采用针型切开刀行乳头上括约肌切开

术安全可靠[62-64]. 
3.2 胰管支架和胆道引流 目前普遍认为胰管支

架对ERCP术后AP有预防作用, 尤其是对于具有

AP高危因素的ERCP者[65-66]. 疑有SOD的患者行

ERCP, 术后AP发生率明显高于无SOD者, SOD
患者中约有75%存在胰管括约肌基础压力增

高, 在施行胆管括约肌切开术时, 由于胰管括约

肌未被完全切开而导致暂时性水肿, 使原来基

础上的胰管括约肌压力进一步升高, 导致胰液

引流不畅而发生AP. Fogel et al [13]认为对此类患

者单独行胆管括约肌切开术具有很高的AP发
生率, 而采用胰管支架, 并行胰胆管括约肌联合

切开术, 可有效地降低AP的发生率. Tarnasky[67]

认为ERCP术后AP病理生理中最重要的是胰腺

引流不畅. 胰管支架可以降低AP的发生率和AP
的严重程度. 胰管支架适用于疑有SOD的年轻

者、先前有AP病史者、插管困难者、乳头预

备切开者和胰管括约肌切开术者. 支架可以在

1 wk内移除. 胰管支架可以降低AP的发生率, 
但由于胰管狭小、曲折而使导丝或支架置入失

败 ,  则大大地提高了A P的发生率 .  F r e e m a n 
et al [68]报道了一种改良的支架置入技术, 以解决

由于胰管解剖原因造成的支架置入的技术困难. 
这种改良技术, 采用短小支架(2-3 cm, 3-5 F), 
以0.018英寸镍钛合金尖端的导丝引导, 支架远

端越过胰管括约肌1-2 cm, 可明显提高困难的

胰管支架置入成功率, 从而避免了因支架置入

失败造成的风险. Rashdan et al [69]认为3-4 F胰管

支架与传统使用的5-6 F的胰管支架相比, 对于

预防ERCP术后AP更为有效. EPBD较EST有较

高的AP发生率, 主要是扩张气囊反复多次对乳

头括约肌及胰管开口部位的机械性刺激及损害, 
造成胰液引流不畅发生胰腺炎. Sato et al [20]在34
例胆总管结石行EPBD术后行经内镜鼻胆管引

流术(ENBD), 无一例AP发生, EPBD术后ENBD
可有效减少AP的发生率, 推测是由于ENBD防

止了因残余结石或乳头水肿所致胰管梗阻而起

到预防作用. 

■创新盘点
对于ERCP术后急
性胰腺炎的预防, 
目前较为一致的
观点是, 对于存在
高危因素的患者, 
提倡预防性胰管
支架的应用, 文章
从这个角度出发, 
分析了技术上的
要点, 以及胰管支
架的类型和多位
学者的创新方法.
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Abstract
AIM: To evaluate the quality of life (QOL) in 
esophageal cancer patients and investigate the 
differences in QOL with respect to social and 
medical characteristics.

METHODS: Structured questionnaires (EORTC 
QLQ-C30 and QLQ-OES18) were used for data 
collection in 133 consecutive esophageal cancer 
patients. The t-test and one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) were used to compare the differ-
ences in QOL at a 5% significance level�.

RESULTS: Without regard to the effectiveness 
of chemotherapy, almost all the patients’QOL 
declined slightly at the end of the 1st week, but 
returned to the baseline level at the end of the 
4th wk. The scores for physical function, role 
function, cognitive function, social function and 
overall health status were remarkably higher 
in the patient less than 55 years old (P  < 0.05). 
The scores of symptoms were increased with 
the ages of patients, and fatigue, insomnia and 

appetite loss made sense statistically. More civi-
lized patients had higher scores of social func-
tion and lower score of financial difficulties (P < 
0.05). The patients with constrictive type esopha-
geal cancer had lower scores of QLQ-C30 func-
tion while the patients with fungoid type had 
higher scores of physical function, role function, 
cognitive function, and social function. With 
the increase of clinical stages, most of QLQ-C30 
function scores such as physical, role, cognitive, 
and social function as well as the overall health 
status decreased tremendously (P < 0.05), while 
the scores of symptom such as fatigue, pain, 
insomnia, appetite loss increased a little bit (P 
< 0.05). The score of function in KPS≥80 group 
was significantly higher than that in KPS<80 
group, while the scores of symptoms such as 
fatigue, pain, insomnia and appetite loss were 
strikingly lower than those in the <80 group�.

CONCLUSION: The establishment of QOL 
judgment standard in chemotherapy may help 
to select a suitable therapeutic method for pa-
tients with esophageal cancer�.

Key Words: Quality of life; Esophageal cancer; 
EORTC quality of life; Questionnaires; Chemotherapy

Qian Y, Zhang CJ, Chen ZD. Assessment of life quality of 
esophageal cancer patients received chemotherapy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(18):1819-1823

摘要
目的: 评估食管癌化疗患者的生活质量及影
响因素. 

方法: 采用EORTC QLQ问卷表访问133例食
管癌患者. 影响生活质量的因素经t 检验和单
变量方差检验处理. 

结果: 无论化疗有效与否, 入组患者化疗后
1 w k生活质量得分多稍有降低, 但4 w k后
可恢复至化疗前水平. <55岁年龄组躯体、

角色、认知、社会功能和总体状况得分较
高(P <0.05). 症状得分随年龄增加而有所增
加, 在疲乏、失眠和食欲丧失有统计学意义

www.wjgnet.com
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的食管癌患者的
QOL,  通过问卷
形式研究年龄、

疾病临床分期、

KPS评分等对患
者生活质量的影
响.
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(P <0.05); 文化程度较高者有较高的社会功能
得分和较低的经济困难得分(P <0.05); 缩窄
型食管癌患者QLQ-C30功能得分较其它型为
低, 失眠、食欲丧失得分显著高于其它类型
(P <0.05). 蕈伞型有较高的躯体、角色、认知
和社会功能得分(P <0.05); 随着临床分期 的
增加, 大部分QLQ-C30功能得分如躯体、角
色、认知及社会和总体健康状况得分显著下
降(P <0.05), 而疲乏、疼痛、失眠及食欲丧失
等症状得分则有所增加(P <0.05); KPS≥80分
组QLQ-C30功能得分明显高于<80分组, 而症
状得分如疲乏、疼痛、失眠及食欲丧失显著
低于<80分组(P <0.05).

结论: 对食管癌化疗患者的生活质量及影响
因素进行了分析, 结果对建立食管癌化疗患
者生活质量的评价标准及临床医生选择合适
的治疗方式有一定的指导意义.

关键词: 生活质量; 食管肿瘤; EORTC QLQ; 问卷; 

化疗
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0  引言

我国食管癌的发病率、死亡率居世界首位 [1]. 
相当多数的食管癌患者确诊时已失去手术机

会, 这时化疗就有较大的价值. 目前, 国内对于

化疗过程中生活质量变化的报道不多, 本研究

通过欧洲癌症研究与治疗组织(EORTC)编制的

生活质量问卷调查以评价中晚期食管癌化疗患

者生活质量的变化情况及影响因素, 为临床选

择合适治疗方法、评估疗效及提高健康水平提

供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-11/2005-12安徽医科大学第一附

属医院肿瘤内科诊断并接受治疗的食管癌患者. 
患者一般情况见表1. 男102例, 女31例; 年龄<55
岁33例, 55-65岁46例, >65岁54例; 临床分期Ⅱ

期13例, Ⅲ期73例, Ⅳ期47例; Ⅹ线分型髓质型59
例, 溃疡型62例, 缩窄型6例, 蕈伞型6例; 行新辅

助化疗68例, 辅助化疗41例, 姑息化疗24例; KPS
≥80分111例, <80分22例. FLP方案: 四氢叶酸钙

(CF)100 mg d1-5; 5-氟脲嘧啶(5-FU)500 mg d1-5; 
顺铂(PDD)20 mg d1-5. 
1.2 方法 本描述性横断面研究的目的是评估影

响食管癌患者生活质量的相关因素. 资料收集

通过使用标准问卷访问患者获得. EORTC开发

的生活质量核心量表(EORTC QLQ-C30)是一种

适用于各类癌症患者的标准问卷, 已广泛的应

用于多种癌症研究. 食管癌补充模式表(EORTC 
QLQ-OES18)是一种补充于核心量表使用的食

管癌特异性及与治疗相关的补充模式表, 他包含

测定食管癌相关症状及治疗副作用的18项条目[2]. 
QLQ-C30及QLQ-OES18的各项原始得分经线性

公式转换成0-100, 功能量表得分越高提示功能

状态越好, 整体生活质量量表得分越高提示生活

质量越好, 而症状量表及单项条目得分越高提示

症状越明显[3]. 所有患者予化疗前1 d, 化疗开始

后1 wk、化疗后4 wk进行3次评估.
统计学处理  所有数据均经双人检查核对后

录入计算机, 采用SPSS13.0进行统计学处理, 影
响生活质量因素的差异程度经t检验及单变量方

差检验处理.

2  结果

不同年龄组核心量表Q L Q-C30得分比较 ,  躯
体、角色、认知、社会功能和总体状况有统计

学意义, <55岁年龄组得分较高(P<0.05, 表2). 症状

得分随年龄增加而有所增加, 在疲乏、失眠和食

欲丧失有统计学意义(P <0.05, 表2). 以性别分组, 
两性得分无显著差异. 不同文化程度QLQ-C30
得分存在差异, 文化程度较高者有较高的社会
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表  1  食管癌患者的一般情况

男
女
年龄<55
          55-65
       >65
文盲
小学
初中
高中及以上
临床分期 II期
              III期
              IV期
X线分型
  髓质型
  溃疡型
  缩窄型
  蕈伞型
新辅助化疗
辅助化疗
姑息化疗
KPS ≥80
        <80

102
  31
  33
  46
  54
  29
  34
  28
  42
  13
  73
  47

  59
  62
   6
   6
 68
 41
 24
111
  22

                                       n 	                        %

76.7
23.3
24.8
34.6
40.6
21.8
25.6
21.1
31.5
  9.8
54.9
35.3

44.4
46.6
  4.5
  4.5
51.1
30.8
18.1
83.5
16.5

■应用要点
采 用 的 E O R T C 
Q L Q 问 卷 为 国
际标准，比较全
面、规范、严谨, 
所得结果真实可
信, 结果可为临床
医生提供一个评
价此类患者QOL
的有效工具.



功能得分和较低的经济困难得分(P <0.05, 表2). 
以X线类型分组, 缩窄型QLQ-C30功能得分常较

其他型为低, 蕈伞型较高, 在躯体、角色、认知

和社会功能有统计学意义(P <0.05, 表2); 缩窄型

患者在失眠、食欲丧失得分显著高于其他类型

(P <0.05, 表2). 随着临床分期级别的增加, 大部

分QLQ-C30功能得分如躯体、角色、认知及社

会和总体健康状况得分显著下降(P <0.05, 表2), 
而症状得分则有所增加, 在疲乏、疼痛、失眠

及食欲丧失有统计学意义(P <0.05, 表2). 新辅助

化疗、辅助化疗、姑息化疗3组QLQ-C30得分

比较, 辅助化疗组功能得分和总体状况分均高

于其他两组, 在躯体、认知、社会及总体状况

有显著性差异(P <0.05, 表2), 姑息化疗组症状得

分较高, 在疲乏、疼痛、失眠、食欲丧失有统

计学意义(P <0.05, 表2). 以KPS<80和≥80分为2
组, ≥80分组QLQ-C30功能得分明显高于<80组, 
而症状得分如疲乏、疼痛、失眠及食欲丧失显

著低于<80组(P <0.05, 表2). 食管癌专用量表显

示三组在吞咽困难、进食、反流、疼痛、吞咽

口水、吞咽梗阻和食欲减退得分差异有统计学

意义(P <0.05, 表3). 

3  讨论

QOL对于肿瘤治疗效果评价有重要意义, 他可

以用来比较两个治疗模式对患者QOL的影响, 
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表  2  食管癌患者人口统计学特征及疾病与治疗特征与EORTC QLQ-C30得分间的关系

年龄
<55
55-65
>65
性别
男
女
1文化
1
2
3
4
2X线
⑴
⑵
⑶
⑷
分期
II
III
IV
3目标
①
②
③
KPS
<80
≥80

86.4
82.9
77.6a

81.2
82.8

82.0
80.6
82.6
81.5

82.7
80.7
76.2
85.5a

88.0
82.9
77.8a

83.1
84.5
72.5a

72.7
83.4c

                                功能	                                                症状                                                     单一条目

82.8
77.9
70.2a

76.8
73.4

77.6
75.0
74.6
76.6

77.2
75.0
71.9
78.6a

83.2
76.9
72.6a

76.0
76.9
74.5

64.5
78.3c

躯体    角色    情绪  认知  社会
特征

总体

状况	       疲乏    恶心呕吐   疼痛      

74.2
72.5
70.7

71.8
73.6

74.1
72.9
72.2
70.3

73.9
70.6
69.9
74.3

75.2
72.3
71.2

71.8
74.3
69.6

59.5
74.7c

73.9
69.7
66.1a

69.2
69.7

66.7
68.6
70.4
70.9

70.6
68.1
65.9
72.3a

75.0
69.5
67.4a

68.7
72.1
66.2a

56.1
71.9c

67.4
62.3
56.7a

60.8
62.9

58.1
61.8
60.1
63.9a

62.2
59.3
57.9
76.5a

69.1
61.2
59.3a

59.9
66.3
56.7a

50.2
63.5c

75.9
72.4
67.8a

71.0
72.7

70.7
72.0
71.6
71.3

72.4
69.9
68.6
79.9a

82.4
72.2
67.1a

71.0
75.8
64.9a

56.7
74.3c

19.5
22.5
30.5a

25.4
23.6

26.8
24.5
23.6
25.1

23.6
25.9
28.5
26.0

17.1
24.8
27.5a

26.7
19.5
29.8a

35.1
23.0c

22.6
21.3
21.5

22.1
20.3

22.4
22.1
20.6
21.6

20.9
22.7
21.8
19.1

22.1
22.2
20.8

24.3
16.2
23.5a

18.2
22.4

19.9
20.2
18.9

19.7
19.9

20.9
19.2
18.3
19.9

18.1
21.1
20.2
18.3

11.7
18.7
23.2a

22.0
13.2
23.8a

25.7
18.4c

呼吸困难	 失眠 食欲丧失 便秘 腹泻 经济困难

11.1
11.9
13.9

12.1
13.8

11.5
12.8
11.7
13.5

12.1
13.2
11.0
10.7

13.0
11.9
13.3

13.1
12.4
11.1

14.5
12.1

18.7
19.5
27.1a

22.8
21.2

20.8
20.5
22.9
24.7

21.0
23.5
26.7
20.5a

15.1
21.2
26.3a

26.6
11.4
29.4a

31.0
20.7c

16.3
22.8
28.2a

23.6
22.6

22.0
23.6
22.1
25.1

20.6
25.6
27.8
23.8a

14.3
22.0
28.1a

26.5
14.6
29.4a

41.1
19.9c

12.5
13.7
14.7

14.0
13.1

14.1
14.2
13.3
13.6

14.1
13.6
13.5
13.2

12.8
13.4
14.7

14.9
11.6
14.7

14.8
13.6

11.6
10.9
10.0

11.2
  9.2

  9.6
10.3
11.1
11.5

10.5
11.0
10.6
  9.7

11.6
10.8
10.3

10.3
12.3
  8.9

  9.7
10.9

38.2
38.5
36.7

37.2
39.5

54.2
39.3
33.3
27.9a

37.3
38.2
37.8
36.4

36.9
38.1
37.3

39.3
35.5
36.9

36.7
37.9

aP<0.05 by one-way ANOVA; cP<0.05 by independent t  test. 1文化: 1＝文盲, 2＝小学, 3＝初中, 4＝高中及以上; 2X线分型: ⑴＝
髓质型, ⑵＝溃疡型, ⑶＝缩窄型, ⑷＝蕈伞型; 3目标: ①＝新辅助化疗组,  ②＝辅助化疗组, ③＝姑息性化疗组.

       

表  3  食管癌患者不同治疗组EORTC QLQ-OES18得分的
比较

吞咽困难
进食
反流
疼痛
吞咽口水
吞咽梗阻
口干
食欲减退
咳嗽
言语

32.2
33.3
14.7
22.2
11.2
20.3
26.8
29.1
14.8
13.4

 mean± SD

新辅助化疗组   姑息化疗组  辅助化疗组
QLQ-OES18

37.5c

36.8
14.8
28.9c

14.6
30.1c

18.9c

32.1
14.9
14.7

11.8a

12.1a

20.5a

12.8a

  9.8b

10.6a

18.2a

14.1a

13.2
14.5

aP<0.05 新辅助化疗组; bP<0.05 vs  姑息化疗组; cP<0.05 vs 新
辅助化疗组.

■同行��评价
该文采用EORTC 
QLQ问卷表访问
1 3 3 例 食 管 癌 患
者, 评价食管癌化
疗患者的生活质
量并探究与生活
质量相关的影响
因素. 研究目的明
确 ,  设 计 基 本 合
理, 研究手段较新
颖 ,  研 究 结 果 可
信,有临床指导意
义.



并以此做出取舍. Ross et al [4]使用丝裂霉素＋顺

铂＋氟脲嘧啶静脉持续滴注(MCF方案)与表柔

比星＋顺铂＋氟脲嘧啶静脉持续滴注(ECF方
案)治疗食管癌和胃癌, 发现两者疗效相当, 但
ECF方案QOL更好, 故推荐ECF方案作为首选. 
1985年美国食品和药品管理局决定新药评价既

要有提高生存时间、又要有改善生活质量的

资料, 1989年建议QOL应作为在生存率之后评

价所有新的肿瘤治疗方法的第二项标准. 预计

QOL评价将成为肿瘤临床研究终点(endpoint)之
一. 食管癌患者生活质量的研究最早可追溯到

1977年, Stoller et al [5]采用问卷对食管癌患者治

疗后生活质量进行评估, 主要评测4个领域: 吞
咽能力、工作习惯、享受闲暇和睡眠情况. 本
研究使用EORTC QLQ-C30及QLQ-OES18用于

食管癌化疗患者生活质量评价. 我们收集了化

疗前1 d、化疗开始后1 wk、化疗后4 wk 3个
时间点的资料, 分析结果显示无论化疗有效与

否, 本研究组患者化疗后第1 wk生活质量得分

多稍有降低, 但4 wk后可恢复至化疗前水平. 说
明化疗对患者生活质量的负性影响是暂时的, 
一段时间后即可恢复. 年龄是影响生活质量的

一个重要因素, 一般说来, 在病期相同的情况下, 
年轻患者的QOL应高于年长者[6]. 性别对QOL的
影响不同作者的意见相左[7-8]. 本研究显示性别

对功能量表及症状量表得分没有影响, 但高龄

组患者功能子量表得分多低于低龄组, 而症状

子量表得分多较高, 后一结果与Hjermstad et al [9]

的研究相吻合. 在本研究中, 高中及以上文化程

度者的QOL优于文化程度较低者. 这可能是文

化程度较高者职业、经济收入相对好于低学历

者, 因而其生活水平、接受医疗保健服务能力

优于后者, 导致其QOL水平相对较高, 也可能是

因为文化程度较高者能够更好地理解量表提出

的问题所造成的假象. 文化程度对QOL的影响

需要进一步深入研究. 我们以X线类型将患者

分为4组, 缩窄型食管癌患者的QOL明显低于其

他类型的患者, 这可能系缩窄型食管癌症状更

重、化疗相对不敏感所致. 目前对食管癌进行T
分期较为困难, 我们采用通过食管病变长度结

合食管吞钡X线片、CT确定临床分期[10]. 比较

了不同分期食管癌患者的QLQ-C30得分, 发现

随着期别的增加, 大部分功能量表和总体健康

状况量表得分有显著的下降趋势, 而症状量表

得分在疲乏、疼痛、失眠、食欲丧失方面则明

显增加. 预示临床分期是影响生活质量的一个

重要的指标. 我们对QLQ-C30量表得分和KPS
水平进行相关性分析, 结果显示KPS高分组功

能子量表得分及总体健康状况得分明显高于

低分组, 而大部分症状子量表得分低于低分组, 
表明KPS评分高患者其生活质量较好. 结果与

王建平 et al [11]的研究相似. 根据临床经验, KPS
评分较高的患者, 生活质量各个方面及总体应

较好, 结果基本证实了我们的预期, 这也说明

QLQ-C30量表对治疗过程中临床变化反应性

较好. 根据治疗目标的不同将患者分为新辅助

化疗、辅助化疗、姑息化疗3组. 对于没有转

移的早期食管癌患者应尽可能进行根治性切

除手术, 术前给予1-2个周期的新辅助化疗理论

上可起到降低临床分期、帮助术后选择化疗

方案并评价预后、防止远处转移及提高手术

切除率的作用, 国外两个大样本的随机对照临

床试验结果[12-13]也报告新辅助化疗可提高术后

2 a生存率; Leonard et al [14]进行的多中心临床

试验报告辅助化疗可改善食管鳞癌患者术后

无病生存期, 本研究显示辅助化疗患者生活质

量较好, 故应在术后3 wk左右尽早给予足量化

疗, 疗程一般为4-6周期; 而对晚期或已有转移

的食管癌患者, 姑息性化疗是主要的治疗手段, 
通常认为治疗可明显改善生活质量, 适当延长

生存时间. 德国学者Geissler et al [15]报告对于

IVb期食管癌患者姑息性治疗目标应主要是改

善肿瘤相关症状和维持营养状态. 我们的研究

结果显示姑息性化疗对患者生活质量影响不

大, 且部分患者化疗后吞咽困难等症状有不同

程度改善, 因此对于晚期食管癌患者给予姑息

性化疗也是适当的. 
EORTC QLQ-C30及其针对某一癌症的附

加量表, 已在世界范围内广泛应用, 他使QOL
研究之间具有可比性. 但各国文化背景、宗教

信仰, 患者受教育程度、性格、社会地位和职

业、年龄, 肿瘤并发症及与肿瘤无直接关系的

夹杂症、填写量表的时点等, 都会干扰患者的

精神状态, 进而影响量表的填写及其后的评估. 
我国患者直接理解国外的量表有困难, 即便是

华语地区和国家的版本, 不一定能完全贴近我

国不同地区的患者, 这一点从食管癌QOL评价

量表的各版本中不难看出. 因此, 我们需要自己

的译本. 实际操作中, 多数患者还可能需要医务

人员给予一定帮助才能完成[16].
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At the end of treatment, liver function, HBV 
DNA level and HBV markers in the patients 
were measured�.

RESULTS: Of the 9 patients with HBeAg(+) 
CHB, 1 case showed a complete response, and 
7 showed partial responses. Of the 4 patients 
with HBeAg(-) CHB, partial responses occurred 
in 2 cases. No responses were observed in the 5 
chronic HBV carriers. Of the 5 inactive HBsAg 
carriers, 1 case showed a complete response, 
while the rest showed no responses.

CONCLUSION: The specific immunotherapy 
is effective in the treatment of CHB transmitted 
from the mothers.

Key Words: Chronic hepatitis B; Dendritic cells; 
Hepatitis B immunoglobulin; Immunotherapy

Zheng PY, Lou HS, Wang YH, Tang FA, Bai R, Si FM, Bai 
JX, Ju X. Potential effect of specific immunotherapy on 
chronic hepatitis B of vertical maternal-fetal transmission: 
an analysis of 23 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(18):1824-1827

摘要
目的: 观察特异性免疫疗法对母婴传播所致
慢性乙型肝炎的疗效. 

方法: 母婴传播的慢乙肝患者23例每月1次
注射乙肝表面抗原负载的树突状细胞106, 乙
肝免疫球蛋白200 U. 6次为1疗程, 共2个疗程. 
疗程结束后6, 12mo复查肝功能, 乙肝标志, 
HBV-DNA定量(PCR法). 

结果: 在HBeAg阳性慢乙肝9例中有1例治疗
后显示完全应答, 7例显示部分应答. HBeAg
阴性慢乙肝4例中有2例出现部分应答. HBV
携带者5例未见应答. 非活动性HBsAg携带者5
例中有1例显示完全应答, 其余4例未应答.

结论: 特异性免疫疗法对母婴传播所致慢乙
肝有一定疗效.

关键词: 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 乙肝免疫球蛋
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Abstract
AIM: To study the efficacy of specific immuno-
therapy in the treatment of patients with chronic 
hepatitis B (CHB) of vertical maternal-fetal 
transmission.

METHODS: HBsAg vaccine-loaded dendritic 
cells (DC, 106) and HBIg (200 U) were injected 
respectively into 23 patients with CHB of verti-
cal transmission. Six months were considered as 
one course, and there were two courses in total. 

■背景资料
母婴传播所致的
慢乙肝是我国慢
乙肝治疗中的重
点、难点, 特别是
一个家庭中多成
员患病, 经济和心
理负担较重, 应给
予积极关切, 利用
HBsAg冲击致敏
的树突状细胞, 联
合乙肝免疫球蛋
白治疗母婴传播
所致慢乙肝国内
未见报道, 对其中
HBeAg(+)者疗效
较好, 且应答反应
持久, 是一种适合
我国国情的疗法.
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0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)所致慢性乙型肝炎(CHB)是
世界范围的人类健康问题, 母婴传播是其慢性感

染的主要途径之一. 我国CHB患者约30%-50%为

母婴传播所致[1], 因母婴传播而感染HBV的家庭, 
父母及孩子的心理负担都较重, 日后肝硬化、肝

癌的高发率时刻威胁着他们, 故这部分患者迫切

要求治疗, 而目前所用的抗病毒药物如干扰素, 
其疗效有限, 不良反应较大; 核苷类似物虽然抗

病毒作用强而快, 但疗程难以确定, 长期治疗均

可产生耐药突变, 在治疗过程中引起ALT和HBV 
DNA的突破(breakthough)致使病情恶化[2]. 以及

长期用药费用较高, 皆严重影响了抗病毒药物及

时广泛合理应用. 故探索新的治疗方法仍是当

务之急. 慢乙肝免疫学发病机制的深入研究, 为
CHB治疗带来了新的方法. 已知机体对HBV形

成免疫耐受是HBV持续感染的主要原因. CHB
患者树突状细胞(DC)功能低下[3-4], 导致机体内

T、B淋巴细胞呈耐受状态, 故如何打破免疫耐

变状态, 诱导有效的机体免疫, 抑制并清除HBV
是CHB免疫治疗的关键[5]. 部分HBV患者接种含

HBsAg或其他HBV相关蛋白后可检测到特异性

的细胞免疫反应, 并有一定的抗病毒作用[6-7]. 汪
晓莺 et al [8]以HBsAg疫苗冲击DC可使DC成熟度

升高, MHC分子、共刺激分子表达增加, 免疫功

能增强. 我们利用HBsAg疫苗负载的DC, 联合乙

肝免疫球蛋白应用于母婴传播的CHB患者共23
例, 结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 按慢性乙型肝炎防治指南(中华医学

会肝病学分会, 感染病学分会联合修订)[9]和病

毒性肝炎防治方案(中华医学会传染病与寄生

虫学分会、肝病学分会联合修订, 2000-09西
安)为标准, 选择可能为母婴传播的C H B患者

23(男16, 女7)例. 年龄15-41岁, 病程15-41 a. 
其中HBeAg(+)CHB 9(男8, 女1)例, 年龄18-30
岁, 血清乙肝标志物皆为HBsAg, HBeAg, 抗
HBc 3项阳性, HBV DNA>108-<1012 拷贝/L, ALT 

2000-10 002 nkat/L. HBeAg(-)CHB 4(男4)例, 
年龄18-41岁, 血清乙肝标志物皆为HBsAg, 抗
HBe, 抗HBc 3项阳性, HBV DNA>106-<1012 拷

贝/L. ALT在正常834-2000 nkat/L之间. 慢性

HBV携带者5(男3, 女2)例, 年龄15-32岁, 血清乙

肝标志物HBsAg, HBeAg, 抗HBc 3项阳性者3
例, HBsAg, 抗HBe, 抗HBc 3项阳性者2例, HBV 
DNA>106-<1012 拷贝/L, 肝功能正常1 a以上. 非
活动性HBsAg携带者5(女4, 男1)例, 年龄17-30
岁,  血清乙肝标志物皆为HBsAg, 抗HBe, 抗HBc 
3项阳性, HBV DNA阴性, 肝功能正常1 a以上.
1.2 方法 评定CHB患者为母婴传播的标准是(1)
患者母亲为慢乙肝患者, 或为HBV DNA阳性的

肝癌患者; (2)患者无手术史及输血史; (3)病程与

年龄相当; (4)发现患病时的年龄小于6岁, 多于

入幼儿园或小学体检时发现; (5)同胞兄弟姐妹

中有乙肝患者(为参考项). 每患者每次sc HBsAg
疫苗(含preS1) 86 µg冲击致敏的树突状细胞106, 
乙肝免疫球蛋白200 IU, im, 每月1次, 6次为1
疗程, 共2个疗程. 每个疗程结束后及结束后6, 
12 mo复查乙肝表面标志, 肝功能及HBV DNA
定量(PCR法).

2  结果

在HBeAg(+)CHB 9例中, 4/9 DNA阴转, 4/9 DNA
降低, 4/9发生HBeAg/抗HBe转换, 3/9肝功能复

常, 1/9 ALT升高. 治疗结束时应答(包括单项应

答)8/9, 治疗结束后12 mo疗效维持不变. 于治

疗1 a后再检测完全应答1/9, 部分应答7/9, 1/9无
应答. 在4例HBeAg(-)CHB患者中治疗结束时2/4 
ALT复常, 结束1 a后之肝功能维持正常, 即为部

分应答, 另2/4无应答. 
慢性HBV携带者5例在治疗期间及治疗结

束, 以及结束治疗后1 a随访中乙肝五项和HBV 
DNA检测未见明显改变. 非活动性HBsAg携带

者5例中1例由治疗前HBsAg(+), 抗HBe(+), 抗
HBc(+), 经12 mo的治疗后未见改变, 但结束

治疗1 a后乙肝标志全部阴转. 另1例, 抗HBe于
治疗结束时阴转. 根据“慢性乙型肝炎防治指

南”中的抗病毒治疗应答标准[9]统计列于表1.

3  讨论

免疫耐受是慢乙肝形成的机制, 在围产期和婴

儿期感染HBV者中, 分别有90%和25%-30%发

展为慢性感染, 至40-50岁约60%发生肝硬化. 而
母婴传播途径中除父母种系传播外, 妊娠期宫
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内经感染HBV的母血和胎盘滋养层细胞皆可有

机会感染胎儿. 分娩时含有HBV的母血及产道

分泌物也可使胎儿感染HBV, 婴幼儿喂养过程

中与母体密切接触也是造成HBV水平传播的常

见原因. 此外婴幼儿免疫系统发育不成熟, 功能

不健全, 无能力及时清除感染的HBV, 如此长期

的HBV抗原刺激导致免疫耐受形成. 由此可知

母婴传播所引起的CHB患者予后较差, 家庭成

员中多人患病, 心理负担较重, 治疗要求最迫切, 
尽可能为这类患者解除痛苦是医务工作者的当

务之急. 
我们采用特异性免疫疗法对23例母婴传播

所致CHB患者的治疗结果显示: 处于免疫激活

状态的HBeAg(+)CHB患者经治疗后8/9 (88.8%)
显示应答, 4/9 (44.4%)发生HBeAg/抗HBe血
清学转换, 达到治疗终点[10]. 5/9例有乏力, 纳
差, 食欲不振, 消化不良, 腹胀, 易感冒等症状

于治疗过程中逐渐消失. 说明该疗法对母婴传

播的HBeAg(+)CHB有较好的治疗作用(短期目

标). 在HBeAg(-)CHB中仅2/4 (50%)显示ALT恢
复正常. 而处于免疫耐受状态的携带者中, 仅
1/10 (10.0%)显示应答. 故从疗效分析可以看出

HBsAg疫苗冲击致敏的DC, 联合乙肝免疫球蛋

白可用于母婴传播所致CHB的治疗, 尤其适用

于HBeAg(+)者. 推测其机制可能是在主动免疫

刺激条件下DC数量增加, DC表面分子如CDla、
CD80、CD83、HLA-DR表达增加, DC成熟度增

加, IFN, 1L-2等水平升高, 提高了DC的抗原呈递

功能, 特异性激活CD8+T细胞, 诱导HBsAg特异

的CTL反应以清除HBV及表达HBsAg抗原的感

染了HBV的肝细胞[11-12]. 联合应用乙肝免疫球蛋

白可中和循环中HBV, 通过抗原呈递细胞, 增加

对HBsAg的内吞数量, 增强HBsAg特异性CTL克
隆的增殖反应, 有利于HBV的清除[13-14]. 

有1例非活动性HBsAg携带者(女, 20岁)经

2个疗程治疗后1 a乙肝标志全部呈阴性, 未出

现抗HBs. 这可能是机体免疫功能增强或由于乙

肝免疫球蛋白的应用, 增加了Th1型细胞分化, 
促进体内IFN、1L-12分泌, 有效清除HBV后使

HBsAg阴性[15], 确切机制尚需进一步探讨. 
总之, 该疗法从提高母婴传播所致CHB患者

的免疫功能为出发点, 有效提高了机体的免疫功

能, 对HBeAg(+)CHB患者有较好疗效. 由于该方

法使用简便, 费用低廉, 无明显毒副作用, 只需每

月注射一次, 适合广大农村及城镇社区应用, 是
一种有前景的CHB治疗方法. 但随着CHB新的

抗病毒药物不断开发, 从提高机体免疫功能入

手, 旨在打破免疫耐受的免疫调节治疗也应更深

入更广泛的展开. 特别是结合肝穿组织病理学, 
分子生物学方法的研究更亟待深入[16-17]. 
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表  1  母婴传播慢乙肝患者23例治疗后应答情况

                                                                单项应答	                            时间顺序应答	                      联合应答(治疗结束1 a后)                     

	                                 病毒学    血清学    生化学    早期  治疗结束时  持久  维持  复发              完全     部分    无

HBsAg(+)慢乙肝	        9        8	 4            5		           8	       8	                             1          7       1

HBsAg(-)慢乙肝             4		                2		           2	       2	                                         2       2

慢性HBV携带者	        5						                                                       5

非活动性HBsAg携带者   5		  1	                                        1	                              11	                 42                      

诊断                                     n

1女, 20岁, 治疗结束1 a后乙肝标志全部阴性, 2其中1例女, 23岁, 治疗结束后抗HBe阴转, 呈HBsAg, 抗HBc二项阳性. 但“指南”中
未有抗HBe阴转为应答指标, 故仍列入无应答项.
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

本刊讯 为了进一步推动华北地区(北京、天津、河北、山西和内蒙)的消化学术交流与发展、帮助广大消化

专业工作者全面了解国内外消化基础和临床研究进展, 提高消化疾病诊治和研究水平. 第十二届华北地区消化

学术会议, 将于2006-10-27/29在河北省石家庄举办. 会议由北京、天津、河北、山西和内蒙医学会消化病学分

会联合主办, 河北省医学会消化病学分会承办. 本次会议将就近年来国内外消化领域的研究进展、诊断和治疗

方面的新技术、新方法进行广泛的学术交流, 大会将邀请国内著名消化病学专家作专题学术报告. 欢迎消化界

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 

1 征文内容

会议征集的论文内容包括: (1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; (2)消化系统肿瘤

的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; (3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; (4)慢性

肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; (5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状; (6)消化疾病

在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

来稿要求是未在国内外刊物上公开发表过的论文, 800字摘要一份, 摘要应包括: 目的、材料和方法、结果和结

论4个部分. 来稿一律使用A4纸打印、WORD格式, 并附软盘或发电子邮件至: huabeixiaohua@yahoo.com.cn. 

截稿日期: 2006-08-30, 以当地邮戳为准. 请务必在信封右上角注明“华北区消化会议”字样. 

会议地址: 河北医科大学第二医院图书馆楼三楼会议室.

联系人: 河北省医学会学术会务部(邮政编码050011)  徐辉  电话: 0311-85988457; 河北医科大学第二医院 

(邮政编码050000)蒋树林  电话: 0311-87222301; 0311-87222951.
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est was not found during the first one. The ac-
curacy for choosing the route of double-balloon 
enteroscopy according to the capsule time index 
was then analyzed.

RESULTS: Five patients with negative evalua-
tion after capsule endoscopy received double-
balloon enteroscopy, and a lesion was detected 
in 1 of these patients when a second procedure 
by the anal route was performed. Fifteen pa-
tients with equivocal evaluation after capsule 
endoscopy received double-balloon enteroscopy, 
and the suspected findings were confirmed in 
12 (80.0%) of these patients by double-balloon 
enteroscopy combined with pathological exami-
nation. An anal route of the endoscopy at the 
first attempt with double-balloon enteroscopy 
was selected on 4 patients (0.99, 0.8, 0.65, and 
0.59, respectively), and the lesions were detected 
in the latter two (with a time index of 0.65 and 
0.59, respectively) when a second procedure by 
the oral route was performed. If the time index 
of more than 0.75 (with consideration of another 
report) was used, no further attempts would be 
needed in these two patients, and the lesions of 
the other two patients were assumed to be lo-
cated in the distal ileum and reached by double-
balloon endoscopy via anal route exactly.

CONCLUSION: The outcome of capsule endos-
copy can direct the choice of routes for double-
balloon enteroscopy. A time index of more than 
0.75 appears to indicate an anal route as the first 
procedure.

Key Words: Capsule endoscopy; Double-balloon 
enteroscopy; Anal route; Oral route

Li XB, Ge ZZ, Dai J, Gao YJ, Liu WZ, Hu YB, Xiao SD. 
Directive role of capsule endoscopy in determining the 
route for double-balloon enteroscopy. Shijie Huaren 
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Abstract
AIM: To evaluate the role of capsule endoscopy 
in determining the route for double-balloon 
enteroscopy.

METHODS: Twenty patients with negative or 
equivocal evaluation after capsule endoscopy 
received double-balloon enteroscopy (under 
anesthesia with propofol) by oral or anal route. 
The choice of the insertion route of the endo-
scope for the first attempt at double-balloon 
enteroscopy was made according to a time index 
(the value of the time in minutes for transit of 
the capsule endoscope from the pylorus to the 
lesion divided by the value of the time for transit 
of the capsule endoscope from the pylorus to the 
cecum). An anal route was indicated when the 
time index was more than 0.50. A second pro-
cedure was undertaken through the alternative 
route several days later when the lesion of inter-

■背景资料
胶囊内镜和双气
囊小肠镜检查是
近年开展应用的
小肠疾病诊治领
域新方法. 胶囊内
镜和双气囊小肠
镜联合应用日益
受关注.
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行双气囊小肠镜检查(均在麻醉下进行), 包括
经口和经肛进镜方式. 根据胶囊内镜时间指数
(胶囊内镜从幽门至病灶的通过时间/幽门至
回盲瓣的通过时间)选择首次进镜方式, 时间
指数>0.50时首先考虑经肛进镜检查, 对未发
现异常者择期改换方式再行检查. 分析按胶囊
内镜时间指数选择双气囊小肠镜进镜方式的
准确性. 

结果: 胶囊内镜检查阴性者5例, 行经口双气
囊小肠镜检查, 有1例在改为经肛检查后检出
病灶. 胶囊内镜检查怀疑小肠病变者15例, 有
12例(80.0%)经双气囊小肠镜结合活检病理确
诊. 以时间指数>0.50为标准, 4例(分别为0.99, 
0.8, 0.65和0.59)首选经肛进镜检查, 后二者(时
间指数分别为0.65和0.59)需换从口侧进镜检
查而检出病灶; 如以时间指数>0.75为标准, 该
2例不再需要改换方式再行检查, 另2例病变部
位被判断为回肠远端, 经肛进镜即可准确到达
病灶.

结论: 胶囊内镜检查可指导对双气囊小肠镜
进镜方式的选择, 时间指数>0.75提示首选经
肛进镜检查.

关键词: 胶囊内镜; 双气囊小肠镜; 经口进镜; 经肛

进镜
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0  引言

双气囊小肠镜检查是近年开展应用的小肠疾病

诊治领域的新方法[1-10], 其检查范围和对小肠疾

病的诊断率均远高于传统的推进式小肠镜[11-12]. 
双气囊小肠镜检查包括经口和经肛进镜方式, 
通过二种方式的结合可完成全小肠检查. 对怀

疑小肠疾病者, 病变部位的准确判断有助于双

气囊小肠镜检查方式的选择, 从而减少或避免

改换方式再行检查所带来的不良反应发生率增

高、费用增高和患者依从性降低等后果. 由于

传统的影像学等检查对小肠疾病诊断率均远低

于胶囊内镜检查[13], 后者已逐渐成为怀疑小肠疾

病者首选的检查方法, 而双气囊小肠镜检查更

适合作为胶囊内镜检查后补充检测手段[14-16], 因
此胶囊内镜下判断小肠病变部位的准确性可能

成为双气囊小肠镜检查方式选择的重要影响因

素. 本研究通过对原因不明的怀疑小肠病变患

者分别行胶囊内镜和双气囊小肠镜检查, 分析胶

囊内镜检查对双气囊小肠镜检查方式选择的指

导作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-01/2006-01经B超、胃镜、结肠

镜、上消化道钡餐、钡剂灌肠、小肠钡灌、

CT、血管造影或核素扫描等检查未发现病因, 
而要求进一步检查的消化道出血、腹痛或腹泻

患者中, 先后行胶囊内镜和双气囊小肠镜检查者

20例. 男8例, 女12例, 平均年龄51.9 (29-76)岁. 胶
囊内镜检查5例未检出病灶, 15例发现可疑小肠

病变. 双气囊小肠镜检查包括经口和经肛进镜方

式, 对胶囊内镜未检出病灶者, 首先选择经口进

镜; 对胶囊内镜发现可疑病变者, 根据时间指数

(胶囊内镜从幽门至病灶的通过时间/从幽门至

回盲瓣的通过时间)结合胶囊内镜二维轨迹图决

定首次小肠镜检查方式, 时间指数>0.50时首先

考虑经肛检查. 对初次检查未检出病灶者, 择期

改换进镜方式再行检查.
1.2 方法 

1.2.1 胶囊内镜检查 采用以色列Given影像公司

生产的操作系统, 包括M2A胶囊内镜、数据记

录仪组件和Rapid工作站. 每例患者采集50 000
张左右的图像, 保存在与传感器相连的数据记录

仪中. 检查结束后, 从记录仪中下载图像数据至

Rapid工作站进行处理, 然后分别由2位有经验的

消化科医师进行独立回顾分析. 患者在检查前至

少禁食8 h. 检查结束时, 要求其仔细检查粪便以

确认胶囊内镜排出体外. 
1.2.2 双气囊小肠镜检查 采用富士能EN450 P5
型双气囊电子小肠镜操作系统, 由术者和助手配

合进行操作. 当内镜前端超过空回肠交界区而仍

未发现病灶时, 即向黏膜下注射靛胭脂(10 g/L) 
2 mL, 作为从另侧进镜检查的范围标记. 经专用

活检钳(外径1.8 mm)取病理标本. 检查前1 d流
质饮食, 检查前8 h禁食, 经肛方式检查者检查前

4 h服用复方聚乙二醇电解质溶液(含聚乙二醇

118 g, 深圳万和制药有限公司)以清洁肠道. 整
个操作过程均在静脉内异丙酚麻醉下进行, 由2
位麻醉科医师负责麻醉操作和心电监护.

2  结果

胶囊内镜检查阴性者5例接受经口双气囊小肠镜

检查, 有1例在改为经肛检查后检出病灶. 15例
胶囊内镜检查怀疑小肠病变者中, 8例时间指数

未超过0.50者首选经口进镜检查, 其中5例检出

■相关报道
Gay et al 研究发
现, 根据胶囊内镜
检查结果除可筛
选双气囊小肠镜
检查指征外, 还可
作为双气囊小肠
镜检查方式的可
靠选择依据.
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病灶并明确诊断, 3例换从肛侧进镜检查后仍未

检出病灶; 3例胶囊内镜滞留于病灶者(至检查结

束时胶囊内镜仍停留于病灶处, 3-5 d后自行排

出体外; 全消化道钡餐和CT检查未发现病灶)选
择经口进镜检查后均检出病灶(均为恶性肿瘤); 
4例时间指数超过0.50者(分别为0.99, 0.8, 0.65
和0.59)首选经肛进镜检查, 其中前二者(时间指

数为0.99和0.8)小肠镜到达病灶部位并明确诊

断; 后二者(时间指数为0.65和0.59)未发现异常, 
换从口侧进镜检查后检出病灶, 如以时间指数

>0.75(结合文献报道)为标准, 该2例不再需要改

换方式再行检查. 胶囊内镜和双气囊小肠镜检

查平均间隔时间为12.9 (2-50) d, 后者平均检查

时间79 (65-105) min(表1). 胶囊内镜检查者未出

现任何不适反应. 20例患者行30次双气囊小肠

镜检查后, 70.0% (21/30)出现头晕、咽喉轻微疼

痛、腹胀气、轻微腹痛、恶心或呕吐等不适反

应, 均自行缓解, 未出现出血、穿孔、胰腺炎、

感染等操作相关并发症. 

3  讨论

作为一种非损伤性检查方法, 胶囊内镜的应用

使全小肠检查成为可能[17-26], 且多项研究结果表

明, 胶囊内镜检查可作为怀疑小肠疾病, 尤其是

不明原因消化道出血的首选检查方法; 而同样

作为小肠疾病诊治的有效方法, 双气囊小肠镜

具有活检功能、随意控制移动方向、注气、冲

洗和治疗等多项胶囊内镜所缺乏的特点, 可作

为胶囊内镜检查后很好的补充检测手段[14-16]. 双
气囊小肠镜经口进镜可到达回肠中段, 经肛进

镜可到达回盲瓣上方100-150 cm, 通过二种方

式的结合亦可完成全小肠检查[1,27]. 因此对胶囊

内镜检查未检出病变, 尤其是发现可疑病变者

再行双气囊小肠镜检查将成为小肠疾病的首选

诊治策略. 由于双气囊小肠镜检查大多需静脉

麻醉下进行, 操作时间较长, 需二位医师配合进

行, 有一定的不良反应发生率, 少数还可发生穿

孔等并发症[28], 且患者依从性远低于胶囊内镜检

查, 部分初次检查未明确病因者可能因费用增

加或担心不良反应等而不愿再接受第2次小肠

镜检查, 因此对怀疑小肠疾病者, 提高初次检查

成功率无疑具有重要的临床意义. 双气囊小肠

镜首次检查时, 二种进镜方式的选择取决于对

病变部位的预先判断. 根据上述小肠疾病诊治

■应用要点
根据简易指标选
择双气囊小肠镜
进镜方式, 从而减
少或避免改换方
式再行检查所带
来的不良后果.

     

表  1  对胶囊内镜怀疑小肠病变者根据时间指数等因素选择双气囊小肠镜进镜方式的结果

	       经口双气囊	                                 经肛双气囊	                    胶囊内镜从口腔至病灶的	  胶囊内镜                  

                        小肠镜检查                                          小肠镜检查                               通过时间 (min)                   时间指数1

1          十二指肠降段孤立溃疡		                                                                     65	                       0.28

2		                                          回肠远端孤立溃疡	                  415	                       0.99

3          空肠中段血管发育不良		                                                                     71	                       0.13

4          空肠远端恶性肿瘤		                                                                      72	                       滞留

5          空肠中段恶性肿瘤		                                                                    266	                       滞留

6          空回肠交界区恶性肿瘤		                                                                     73	                       滞留

7	                                                                        －	                                  113	                       0.59

            空回肠交界区多发血管发育不良	

8          空肠上段血管瘤		                                                                      82	                       0.20

9          空肠上段血管瘤		                                                                      42	                       0.03

10	                                                                        －                                        281	                       0.65

            空回肠交界区克罗恩病	

11                                                                     回肠远端克罗恩病	                  224	                       0.80

12        空肠上段血管发育不良		                                                                   118	                       0.06

13	           －                                                                                                     120	                       0.35

                                                                                       －	                

14	           －                                                                                                       10	                        0.01

	                                                                        －	

15	           －                                                                                                       73	                        0.31

                                                                                       －

No

1时间指数 = 胶囊内镜从幽门至病灶的通过时间/从幽门至回盲瓣的通过时间.
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策略, 胶囊内镜下判断小肠病变部位的准确性, 
从而可能成为双气囊小肠镜检查方式选择的重

要影响因素, 同时也利于术前定位和进一步随

访的解剖定位. 
胶囊内镜检查过程中, 根据二维轨迹图可

初步判断胶囊内镜到达病灶的可能部位, 但准

确性并不理想, 仅能作为参考[29]. 本研究中, 在
胶囊内镜怀疑小肠病变者中, 80.0% (12/15)经双

气囊小肠镜找到病灶并明确诊断. 虽然大部分

病变通过经口方式检查即可检出, 还是有2例需

经肛方式检查获得诊断. 与经口进镜比较, 由于

可能出现结肠襻曲而使经肛进镜操作难度更大, 
插入距离相对较短, 因此更有必要选择合适的

初次检查方式. 胶囊内镜到达病灶的通过时间

受胃排空时间和小肠转运速度等多种因素影响, 
如根据胶囊内镜从口腔至病灶的通过时间, 3例
最长者中1例病变位于空肠中段, 需经口进镜检

查, 因此准确性不够高. Gay et al [16]研究发现, 根
据胶囊内镜检查结果除可筛选双气囊小肠镜检

查指征外, 胶囊内镜时间指数>0.75可作为双气

囊小肠镜经肛方式检查的可靠选择依据. 本研

究中, 根据时间指数>0.50, 4例患者首选经肛小

肠镜检查, 准确性仅50.0% (2/4); 而采用上述时

间指数>0.75的标准, 准确性即达到100%. 由于

先后行胶囊内镜和双气囊小肠镜检查者数量有

限, 该标准还有待更大样本的研究证实. 
总之, 本研究结果初步表明, 胶囊内镜检查

结果可指导对双气囊小肠镜进镜方式的选择, 
从而减少盲目检查所带来的诸多不良后果. 时
间指数>0.75提示病变位于回肠远端, 提示首选

经肛进镜检查; 反之则首选经口进镜检查.  
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Abstract
AIM: To investigate the genotypes and gene 
mutation of hepatitis B virus (HBV) in family 
infection.

METHODS: Eighty-four members from 27 fami-
lies, whose internal genotypes were completely 
the same, were selected, including 29 cases of 
asymptomatic HBV carriers (ASC), 23 cases of 
chronic active hepatitis (CAH), 21 cases of liver 
cirrhosis (LC) and 11 cases of hepatocellular 
carcinoma (HCC). Gene chip technique was ap-
plied to detect the mutation in HBV pre-core 
region (nt1896), and basic core promoter (BCP, 
nt1762, nt1764) and DNA sequencing technique 
was used to detect the genotypes of HBV. The 
control group of corresponding genotypes was 
also designed.

RESULTS: The rate of ASC with genotype B 

family infection was significantly higher than 
that with genotype C infection (χ2 = 5.0734, P 
= 0.0243, P < 0.05), but the rate of BCP1762 and 
1764 double mutation was significantly lower 
than that with genotype C (χ2 = 22.4000, P = 
0.0000, P < 0.001). The clinical types of patients 
with genotype B and C family infection were not 
significantly different from those of the corre-
sponding controls.

CONCLUSION: It is helpful to detect the geno-
types and BCP1762, 1764 double mutation of 
HBV in family infection in the predictive analy-
sis of the disease.

Key Words: Hepatitis B virus; Genotype; Mutation; 
Family infection

Liu CY, Gao YJ, Hou YP, Yang YG, Qian XM, Sun Q, 
Song L. Analysis of hepatitis B virus genotypes and gene 
mutation in patients with family infection. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(18):1833-1835

摘要
目的: 研究HBV家族聚集性感染者的基因型
和基因变异特征. 

方法: 选择HBV聚集性感染家族成员内部基
因型完全相同的共27个家族84人, 其中HBV
携带者(ASC)29例; 慢性活动性肝炎(CAH)23
例; 肝硬化(LC)21例; 肝细胞癌(HCC)11例; 用
基因芯片法检验前C1896和BCP1762, 1764双
突变; 用测序法检验HBV基因型, 并设相应基
因型的HBV感染对照组. 

结果: B型HBV家族聚集感染者ASC率显著大
于C型家族(χ2 = 5.0734, P  = 0.0243, P <0.05); 
其BCP1762, 1764双突变的发生率也显著低于
C基因型(χ2 = 22.4000, P  = 0.0000, P <0.001). 
两种基因型的家族聚集感染者组与相应的对
照组相比在疾病临床类型方面均无显著差异.

结论: 检验HBV家族聚集感染者的基因型和
/或BCP区1762、1764基因的双突变可以协助
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■背景资料
乙型肝炎病毒基
因型是S区基因长
期的点突变累积
而成的, 并根据其
S基因序列的同源
性 ,  分为A、B、

C、D、E、F等基
因型, 乙型肝炎病
毒基因型的分布
有独特的地理特
征 .  HBV引起肝
损伤的过程受宿
主、病毒等多个
因素影响. 由于病
毒基因控制着抗
原的表达, 不同毒
株出现某些变异
的频率不同, 对机
体的免疫清除能
力也不同. 已有许
多作者研究证实
HBV基因型以及
C、P、X读码框
架区内其他位点
的变异对乙型肝
炎病毒感染后的
自然病史、疾病
的严重程度、抗
病毒药物的敏感
程度、病毒标志
物的血清学转换
以及疾病的预后
等都有一定的影
响.



疾病的预测分析.
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0  引言

HBV引起肝损伤的过程受宿主、病毒等多个因

素影响. 由于病毒基因控制着抗原的表达, 不同

毒株出现某些变异的频率不同, 对机体的免疫清

除能力也不同. 已有许多作者研究证实HBV基

因型以及C, P, X读码框架区内其他位点的变异

对乙型肝炎病毒(HBV)感染后的自然病史、疾

病的严重程度[1]、抗病毒药物的敏感程度[2-3]、

病毒标志物的血清学转换[4]以及疾病的预后等

都有一定的影响[5], 被证实是病毒与宿主相互

作用的重要影响因素. 我们用这些成果来研究

HBV家族聚集性感染, 期望能够解释一些家族

聚集性感染的不同临床表现及发生机制如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择具有家族聚集感染特征家族30个, 
所谓家族聚集性乙型肝炎, 是指乙肝患者的父

亲或母亲以及同胞中有2个以上感染了HBV, 并
包括家庭内水平传播和垂直传播, 且HBV DNA
结果≥1.00×107 copies/L, 去除基因型或基因

变异检测失败的病例, 共94例, 其中HBV携带者

(ASC) 30例; 慢性活动性肝炎(CAH) 27例; 肝硬

化(LC) 29例; 肝细胞癌(HCC) 8例; 所选病例无

急性肝炎, 故不列表分析. 选择无明显家族聚集

性的B和C型HBV感染者各50例做对照分析, 其
诊断均符合2000年第10次全国传染病与寄生虫

病学会和肝病学分会联合修订的病毒型肝炎防

治方案[6]. 取新鲜或-20℃冰冻贮存血清.
1.2 方法 

HBV DNA定量检查用Roche Lightcycler荧光

定量扩增仪, 试剂由深圳匹基公司提供, 结果

≥1.00×107 copies/L为阳性; HBV基因分型方

法用测序的方法, 分析步骤: (1)抽提核酸, 取
血清标本50 mL, 加入50 mL核酸提取液, 振荡

10 s,  99℃干浴或水浴10 min, 13 000 r/min离
心10 min, 保留上清备用; (2)PCR扩增, 以上述

抽提的核酸为模板, 分别加入引物B61, B62和
PCR mix反应液进行扩增; (3)测序, B61作为测
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序引物, 用测序仪Mgeabace-500进行测序; (4)
分析, 测序分析软件为Chromas, 序列比对软件

为Clustalx, 由上海之江生物科技有限公司协助

完成. HBV基因变异的检测用基因芯片的方法, 
HBV基因多态性分析芯片由宁波瑞芯生物科技

有限公司提供. 
统计学处理 用PEMS 3.1软件统计分析.

2  结果

家族成员内部基因型完全相同的共27个家族

84人; 其中B型和C型(表1)分别为21人和63人
(25.0%和75.0%), 其余3个家族均检出不同基因

型. B型家族ASC率大于C型家族(χ2 = 5.0734, P  
= 0.0243, P <0.05); B型家族LC率和CAH率均小

于C型家族(χ2 = 1.0370和0.0200, P  = 0.3085和
0.8877; P >0.05). B型家族与B型对照组相比, 其
ASC, CAH, LC率均无显著性差异(χ2 =0.1964, 
0.0209和0.0021, P  = 0.6576, 0.8850和0.9727, P值
均>0.05). C型家族ASC率和CAH率均大于C型

对照组(χ2 = 2.0868和0.1103, P  = 0.1486和0.7398, 
P >0.05); L C率小于对照组(χ2 =2.2663,  P  = 
0.1322, P >0.05). B型对照ASC率大于C对照组(χ2 

= 11.9682, P  = 0.0005, P <0.001), 差异显著; 而LC
率小于对照组(χ2 = 6.7321, P  = 0.0095, P >0.05). 

1762和1764双突变两种基因型家族与对照

组相比均无显著差异(χ2 = 0.1036和0.0400, P  = 
0.7476和0.8416, P值均>0.05). 而两种家族之间

和两组对照之间相比差异显著(χ2 = 22.4000和
23.0492, P  = 0.0000和0.0000, P <0.001, 表2). 前C
区1896变异率各组相近.

www.wjgnet.com

     

表  1  B型和C型家族84人临床类型分析n  (%)

类别           n     ASC(n : 29)  CAH(n : 23)   LC(n : 21)    HCC(n : 11)

B型家族   21    12(57.1)      5(23.8)      3(14.3)      1(4.8)

C型家族   63    17(27.0)    18(28.6)    18(28.6)    10(15.9)

B型对照   50    24(48.0)    11(22.0)      9(18.0)      6(12.0)

C型对照   50      7(16.0)    12(24.0)    22(44.0)      9(18.0)

     

表  2  前C区1896和BCP1762, 1764双突变状况n  (%)

类别               n             前C区1896           1762和1764双突变

B型家族      21           12 (57.1)	                     4 (19.0)

C型家族      63           42 (66.7)	                   50 (79.4)

B型对照      50           32 (64.0)	                   13 (26.0)

C型对照      50           33 (66.0)	                   38 (76.0)

■研发前沿
对于乙型肝炎病
毒基因型、各种
位点变异检测方
法的研究是个重
点, 因为只有方法
学的更先进、更
敏感、更易于操
作才能够以多方
位、大样本量的
数据进一步阐明
其意义. 对于乙肝
病毒基因型和部
分位点变异与乙
型肝炎病毒感染
后的自然病史、

疾 病 的 严 重 程
度、抗病毒药物
的敏感程度、病
毒标志物的血清
学转换以及疾病
预后的关系等等, 
是目前的研究热
点, 已经有大量的
研究报告.

■创新盘点
与其他研究相比
较, 本文注重于研
究HBV家族聚集
性感染的基因型
和部分重要位点
的变异特征, 以从
此方面探讨家族
聚集感染者的发
病规律和病后转
归以及不同临床
表现及发生机制, 
其他的文章未见
报道.
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3  讨论

乙型肝炎病毒基因型是S区基因长期的点突变

累积而成的, 并根据其S基因序列的同源性, 分
为A、B、C、D、E、F等基因型, 许多研究表

明 ,  基因型对乙型肝炎病毒感染后的自然病

史、疾病的严重程度、抗病毒药物的敏感程

度、病毒标志物的血清学转换以及疾病的预后

等都有一定的影响[8]; 乙型肝炎病毒基因型的分

布也有独特的地理特征[7], 我国大部分地区以B
和C型为主, 例如作者所处徐州地区主要为B、

C型, 且有部分D型和由B、C、D组成的混合

型[9]. 目前认为, 不同地区的优势基因型反映了

HBV自然史发生的变异特点, 是病毒变异后进

化的结果. 根据HBV基因型和一些重要位点变

异的不同, 许多作者进行了对乙型肝炎的诊断

和治疗的个性化的论述[10]. 本文对HBV家族聚

集感染的基因型特征以及部分重要位点的基因

变异特征[13-14]进行研究, 发现在30个家族中有27
个家族的HBV基因型是相同的, 说明了家族聚

集感染的特征途径, 从其中84个成员的基因型

检测结果来看, B型者25%, 而C型者75%, 与本

地域的报道相近, 但可能因病例的选择问题, 未
检出其他型. B型家族聚集感染者ASC率显著大

于C型家族, 较严重的肝脏损害低于C型者, B和
C型对照组情况也类似, 这与两种基因型的致病

特征有关, B基因型与C型相比更倾向于温和的

感染[11], 其BCP1762, 1764双突变的发生率也显

著低于C基因型, C基因型更易于向严重方向进

展, 而双突变发生后复制能力增强, HBeAg表达

减少, HBeAg和HBcAg有共同的表位[12], 后者在

体内更易诱发强烈的免疫反应, 加重肝脏损害[15]. 
因此基因型C和BCP1762, 1764双突变相辅相成, 
加重肝脏损害. 

两种基因型的家族聚集感染者组与相应的

对照组相比在疾病临床类型方面均无显著差异, 
以C型家族聚集感染者与对照组相比, 虽然其

ASC率高于和HLC率低于对照组, 但并不能说明

家族聚集感染HBV能有更稳定的感染状态和更

不易于肝损害严重化. 这从BCP1762, 1764双突

变的发生率来看, 也只有基因型的差异, 而无聚

集感染与否的差异. 

总之, 家族性聚集感染和非家族性聚集感

染临床类型差异不大, B基因型HBV家族聚集感

染者发病情况和肝损害程度显著低于C型者, 因
此对于HBV家族聚集感染者, 检查基因型和/或
BCP区1762, 1764基因的双突变可以协助疾病的

预测分析.  
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■应用要点
本研究发现家族
性聚集感染和非
家族性聚集感染
临床类型差异不
大, B基因型HBV
家族聚集感染者
发病情况和肝损
害程度显著低于
C型者, 因此对于
HBV家族聚集感
染者, 检查基因型
和/或BCP区1762, 
1764基因的双突
变可以协助疾病
的预测分析.

■同行评�价
本文提出了乙肝
家族聚集倾向, 分
析有科学性.
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■背景资料
通过流行病学调
查 研 究 ,  慢 性 丙
型肝炎发展为肝
硬化和肝癌的比
例 较 高 ,  其 确 切
机制目前还不清
楚 .  肝 脏 局 部 的
免疫环境在肝癌
的发生、发展中
的作用越来越受
到人们的重视. 肝
脏中分布着大量
天然和获得性的
T细胞、NK细胞
和 C D 5 6 + T细胞
(NKT), NKT同时
表达T细胞受体和
NK细胞受体, 是
抗肿瘤早期起作
用的效应细胞, 其
重要性受到广泛
的关注.

productions of IFN-γ in the three groups were 7.4 
± 2.4, 3.2 ± 1.8 and 1.9 ± 0.5 μg/L, respectively; 
the anti-tumor activities hepatic MNC in the 
three groups were 61.1% ± 17.1%, 59.2% ± 14.6%, 
and 26.7% ± 8.5%, respectively. For the above 
four groups of parameters, the changes in HC-
induced cirrhosis patients was the most signifi-
cant (P < 0.05).

CONCLUSION: The numbers and anti-tumor 
activities of CD56+T cells and NK cells are de-
creased in cirrhotic livers with HC.

Key Words: Hepatitis C; Liver cirrhosis; CD56+ T 
cell; Natural killer cell; Cell number; Activity
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摘要
目的: 研究CD56+T细胞和NK细胞在丙型肝炎
肝硬化时的数量及抗肿瘤细胞活性变化. 

方法: 丙型肝炎肝硬化患者18例, 快速肝穿获
得肝组织, 分离肝脏单个核细胞(MNC), 流式
细胞仪分析CD56+T细胞及NK细胞数量, 肝脏
MNC和外周血单个核细胞(PBMC)分别与IL-2
混合培养, 检测IFN-γ含量及抗肿瘤细胞活性. 

结果: 健康志愿者、慢性丙型肝炎患者、丙
型肝炎肝硬化患者肝脏M N C中C D56+T细
胞数量百分比分别是20.4%±6.2%, 11.2%
±3.1%和5.0%±1.6%; NK细胞比例分别是
31.1%±9.7%, 31.6%±8.3%和18.3%±5.4%; 
肝脏MNC的IFN-γ产量分别是7.4±2.4, 3.2±
1.8和1.9±0.5 μg/L; 抗肿瘤细胞的细胞毒性分
别是61.1%±17.1%, 59.2%±14.6%, 26.7%±

8.5%. 以上四组数据均以肝炎肝硬化患者变
化最为显著(P <0.05).

结论: 丙型肝炎肝硬化时肝脏CD56+T细胞和
NK细胞数量及抗肿瘤细胞活性分别下降.

关键词: 丙型肝炎; 肝硬化; CD56+T细胞; NK细胞; 
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Abstract
AIM: To study the numbers and anti-tumor 
activities of CD56+ T cells and natural killer (NK) 
cells in cirrhotic liver with hepatitis C (HC).

METHODS: Hepatic mononuclear cells (MNC) 
were isolated from liver specimens obtained 
from the patients (n = 16) with HC-induced cir-
rhosis by liver biopsy. In addition, the numbers 
of CD56+ T cells and natural killer cells were de-
termined by flow cytometry. Liver MNC and pe-
ripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 
co-cultured with the interleukin-2 (IL-2), respec-
tively, and the production of interferon-γ (IFN-γ) 
and the antitumor activity were measured�.

RESULTS: The percentages of CD56+ T cells 
among hepatic MNC in health individuals, HC 
and HC-induced cirrhosis patients were 20.4% 
± 6.2%, 11.2% ± 3.1% and 5.0% ± 1.6%, respec-
tively; the proportions of NK cells among liver 
MNC in the three groups were 31.1% ± 9.7%, 
31.6% ± 8.3% and 18.3% ± 5.4%, respectively; the 
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丙型肝炎肝硬化CD56+T细胞和NK细胞数量及抗肿瘤活性

范荣山, 于德军, 孙德荣
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■相关报道
Kawarabayashi et 
a l 研究了手术得
到 的 标 本 ,  分 析
了肝癌和非肝癌
患 者 肝 脏 中 N K
和NKT细胞数量
及 抗 肿 瘤 活 性 ; 
Ogasawara et al 认
为IFN-g是NK及
NKT发挥抗肿瘤
作用的重要的细
胞因子.
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0  引言

丙型肝炎多无症状, 据日本和美国对输血后丙

型肝炎患者随访10-29 a, 发现35.1%-51%的患

者发展为肝硬化, 10.6%-23.4%发展为肝癌, 死
于肝病的占15.3%[1]. CD56+T细胞和NK细胞在

丙型肝炎肝细胞受损伤机制中有重要作用[2-3], 
CD56+T细胞和NK细胞在丙型肝炎肝硬化时的

免疫监视作用还不清楚. 

1  材料和方法

1.1 材料 1组健康志愿者12例; 2组病毒性肝炎丙

型慢性患者16例; 3组丙型肝炎肝硬化患者18例. 
诊断标准: 2000-09中华医学会传染与寄生虫病

学分会、肝病学分会联合修订的病毒性肝炎防

治方案. 并排除HAV、HBV、HDV、HEV等病

毒感染, 无自身免疫性肝炎, 无饮酒及用过对肝

脏有损伤性的药物史. 采用快速肝穿法, 获取肝

组织; 通过静脉采集外周血. 用剪刀将肝组织标

本剪成小碎块, 然后用胶原酶(0.5 g/L)和DNAse 
(0.1 mg/L)在37℃ 20 min, 200目不锈钢网过

滤, RPMI 1640细胞培养液悬浮, 洗涤3次, 以含

100 kU/L肝素的330 g/L Percoll溶液悬浮, 离心

2 000 r/min 15 min, 室温. 然后放在红细胞溶解

液中, 50 mL/L FBS-RPMI冲洗2次, 得MNC, 用
淋巴细胞分离液将外周血标本离心得PBMC.
1.2 方法 肝脏MNC或PBMC用FITC标记的抗

NKR-P1抗体染色, PE标记的抗CD56抗体染色, 
藻红蛋白-花青甘标记的抗αβTCR抗体染色, 用
流式细胞仪分析, 0.1 L (0.01 mg/L)抗CD3抗
体在4℃平底96孔细胞培养板培养过夜使抗体

化, 培养前冲洗3次. 肝脏MNC和PBMC放在含

有100 mL/L血浆的RPMI 1640液0.2 mL, 与
固定的抗C D3抗体在96孔细胞培养板共同培

养, 50 mL/L CO2, 37℃. 肝脏MNC加入IL-2 
(20 m g/L), 48 h后, 收集上清液储存在-80℃
以备ELISA检测, 肝脏MNC培养5 d后, 做细胞

毒性试验. ELISA kit法检测MNC培养上清液内

IFN-g水平, 按试剂盒说明书操作, 试剂盒由晶

美生物工程有限公司提供. 对N K细胞敏感的

YAC-1细胞为靶细胞, 放入含有100 mL/L FBS的
RPMI 1640细胞培养液, 与3.7 MBq Na2(

51Cr)O4

共孵育60 min, 37℃, 肝脏MNC和PBMC为效应

细胞, E/T = 10∶1, 孵育4 h后离心, 收集上清, 
Gamma计数器计数, 自然释放率<15%.

统计学处理 两组数据分析用t检验, 3组数

据分析用方差分析.

2  结果

2.1 肝脏MNC中CD56+T和NK细胞 (1)肝脏MNC
中的CD56+T细胞的比例在各组中依次是: 1组
20.4%±6.2%, 2组11.2%±3.1%, 3组5.0%±

1.6%(P <0.05). (2)肝脏MNC中的NK细胞的比例

在各组依次是: 1组31.1%±9.7%, 2组31.6%±

8.3%, 3组18.3%±5.4%(P <0.05). 丙型肝炎肝硬

化时下降明显, 相反, CD56-T细胞不下降. PBMC
中这些细胞成分在各组无显著性差异. 
2.2 肝脏MNC在IL-2刺激下产生IFN-g肝脏MNC
在I L-2刺激下产生I F N-g量依次是: 1组7.4±
2.4 mg/L, 2组3.2±1.8 mg/L, 3组1.9±0.5 mg/L 
(P <0.05). PBMC在IL-2刺激下产生IFN-g量各组

无显著差异. 
2.3 肝脏MNC在IL-2刺激下抗肿瘤细胞毒性 在
IL-2刺激下肝脏MNC对肿瘤细胞YAC-1细胞的

细胞毒性依次是: 1组61.1%±17.1%, 2组59.2%
±14.6%, 3组26.7%±8.5%(P <0.05). PBMC在

IL-2刺激下产生的抗肿瘤细胞毒性, 各组无显著

差异.

3  讨论

本项研究证明, 肝脏MNC具有产生IFN-g的潜

在能力, 也具有抗肿瘤细胞毒性, 肝脏MNC比

PBMC有更强的产生IFN-g和抗肿瘤细胞毒性. 
更重要的是肝脏MNC中的CD56+T和NK细胞数

量在肝炎和肝硬化时逐步下降, 与此相一致的是

肝脏MNC产生IFN-g量也逐渐减少, 肝脏MNC对
肿瘤细胞毒性也逐步下降. 以往研究证实, CCl4

诱导的实验性肝硬化小鼠肝脏NKT细胞数量比

正常减少, 肝脏MNC抗小鼠HCC细胞株的细胞

毒性也降低[4]. 肝脏MNC紧密地黏附在肝脏实

质细胞, 提示肝细胞对NKT细胞有基质样细胞

作用[5]. 肝细胞能够表达IL-7 mRNA, IL-7是影响

NKT发育的重要细胞因子[6]. 成年鼠肝脏中含有

多源祖细胞, 可以分化成各种淋巴细胞[7], 人和

鼠肝脏NKT和NK来自骨髓或肝脏, 肝硬化抑制

了这些细胞的增殖[8-10]. 
IFN-g在抗肿瘤免疫中有重要作用[11-12], 事

实上IFN-g受体缺失变异小鼠容易受到病毒感

■创新盘点
本文研究了丙型
肝炎、肝硬化患
者肝活检组织中
的NK和NKT数量
和 活 性 ,  从 不 同
的角度证明NK和
NKT在丙型肝炎
肝硬化时数量减
少及活性下降减
弱了肝脏局部抗
肿瘤免疫功能.
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染 [13-14].  虽然C D56+T、C D56-T和N K细胞在

HCV抗原刺激时都产生IFN-g, IL-2和IL-12, 
但是在丙型肝炎及肝硬化时CD56-T细胞数量

不减少 [15], 所以IFN-g的减少可以认为是肝脏

MNC中的CD56+T和NK细胞减少引起的. 
最近有报道小鼠肝脏CD56+T和NK细胞在

体外可以被IL-2或IL-12激活, 产生IFN-g, 具有潜

在的抗肿瘤活性, 抑制肿瘤转移和生成[16-17]. 人
PBMC中CD56+T和NK细胞被IL-2或IL-12活化, 
也可以获得抗肿瘤细胞活性[18]. 本项研究进一步

证明人肝脏CD56+T和NK细胞在体外产生IFN-g, 
并且对肿瘤细胞有杀伤性, 有重要的抗肿瘤免

疫作用, 而在丙型肝炎肝硬化时CD56+T和NK细

胞的抗肿瘤作用减弱, 这可能是丙型肝炎肝硬

化时易发生癌变的一个原因.  
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■应用要点
改善肝脏局部的
抗肿瘤免疫功能, 
可能成为预防肝
炎肝硬化发生肝
癌的有效措施.
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Abstract
AIM: To summarize the long-dated curative 
effect of choledochoduodenostomy in the 
treatment of common bile duct stone.

METHODS: The clinical data of 326 patients re-
ceived choledochoduodenostomy from 1962 to 
2002 were analyzed respectively�.

RESULTS: Before 1982, there were 178 patients 
received choledochoduodenostomy, and post-
operative cholangitis or blindloop syndrome oc-
curred in 36 cases for anastomotic stricture, 4 of 
which died. The mortality rate was 2.2% (4/178). 
Since 1983, the low and large-sized anastomotic 
stoma was emphasized. There were 5 cases with 
postoperative cholangitis or blindloop syndrome 
and all of them were cured without complica-
tions. The anastomotic stoma of 85 cases was 
less than 2.0 cm in diameter, 153 cases from 2.0 
to 2.5 cm, 83 cases between 2.6 and 3.0 cm, and 
5 cases without records. There were totally 278 
cases (85.3%) who had been followed up for 3 to 
20 years, and the excellent curative rate reached 

96.6% (143/148) after the year 1983.

CONCLUSION: In order to avoid converse in-
fection and blindloop syndrome, the low anas-
tomotic stoma with a diameter of larger than 
2.5  cm is a better choice in choledochoduode-
nostomy.

Key Words: Common bile duct stone; Choledo-
choduodenostomy

Yang WL, Yan CQ, Wang FJ, Ma YL, Yang JY. Long-
term effect of choledochoduodenostomy in treatment of 
common bile duct stone: an analysis of 326 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(18):1839-1842

摘要
目的: 总结胆总管十二指肠吻合术的远期疗效. 

方法: 回顾性分析1962-2002年胆总管十二指
肠吻合术326例的临床资料. 

结果: 1982年以前178例, 其中36例因吻合口
狭窄致胆管炎或胆总管盲端综合征, 其中4例
死亡, 死亡率为2.2%(4/178); 1983后强调低位
大口径吻合, 其中5例出现胆管炎或胆总管盲
端综合征, 无死亡病例. 吻合口径<2.0 cm 85
例, 2.0-2.5 cm 153例, 2.6-3.0 cm 83例, 资料不
详5例. 经3-20 a随访278例, 随访率为85.3%, 
其 中 1 9 8 3 年 以 后 手 术 效 果 的 优 良 率 达 到
96.6% (143/148).

结论: 胆总管十二指肠吻合口径要>2.5 cm, 
吻合口位置要低, 才可避免逆行性感染和盲端
综合征.

关键词: 胆总管结石; 胆总管十二指肠吻合术
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■背景资料
胆 总 管 十 二 指
肠吻合术(chole-
d o c h o d o d e n o -
stomy, CDS)是胆
道外科的一种内
引流术式. 自1888
年Riedel首创这一
手术, 已有100多
年. 长期以来, 一
直存在争议.



CDS)是胆道外科的一种内引流术式, 或称胆道

重建的一种方式. 自1888年Riedel首创这一手术, 
已有100 a余. 长期以来, 一直存在争议, 有人认

为CDS有较好的远期疗效; 有人认为有严重的

并发症, 主张废弃. 我院1962-2002年共施行CDS 
326例, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 胆总管结石326例, 男132例, 女194例. 
年龄38-86(平均54)岁. 1962-1982年第1阶段178
例, 第1次手术165例, 第2次手术13例; 1983-2002
年第2阶段148例, 第1次手术125例, 第2次手术

23例. 2次手术率为11.0% (36/326). 手术原因: (1)
胆总管明显扩张(直径≥2.5 cm)的原发性胆管

结石以及多发性胆管结石或胆色素泥沙样结石, 
并且无肝内胆管狭窄206例; (2)胆总管扩张(直
径≥2.0 cm), 壶腹部结石嵌顿伴Oddi括约肌炎

性狭窄41例; (3)胆总管结石合并胆总管远端狭

窄, 上段扩张(直径≥2.0 cm) 25例; (4)胆总管结

石合并慢性胰腺炎所致胆总管胰腺段狭窄33例; 
(5)肝内胆管泥沙样结石, 但无胆管狭窄, 有结石

复发的可能, 特别是胆管探查, 结石未冲洗取净

者21例, 其中属于老年、高危、体弱或急症患

者共271例, 占83.1%.
1.2 方法 (1)胆总管十二指肠前侧侧吻合术: 在
十二指肠上缘横形切开胆总管与十二指肠前壁

的横向或纵形切口相吻合225例[1-2]; (2)胆总管

十二指肠端侧吻合术: 在十二指肠上缘切断胆

总管与十二指肠前壁的横向或纵形切口相吻合

13例; (3)胆总管十二指肠后壁孔洞式吻合术: 在
十二指肠一段与二段交界处斜形切开十二指肠

前壁, 显露十二指肠后壁, 距十二指肠乳头上方

1.0-1.5 cm处, 用刀切穿十二指肠后壁和胆总管

前外壁, 去除一块1.5-1.8 cm的卵圆形组织, 使
两个管腔相沟通, 周边用可吸收的“4-0”线

间断缝合, 即成孔洞式吻合33例[3]; (4)经十二

指肠低位胆总管十二指肠扩大吻合术: 即在胆

总管切口下方的两缘, 连同十二指肠上缘接壤

部分别贯穿缝合、牵引, 在两牵引线之间, 顺
胆总管下方切口, 将十二指肠前后壁一并剪开

1.5-2.0 cm, 此时显露十二指肠后壁与胆总管前

壁的切缘, 继续向下剪开, 达乳头上方1.5 cm处, 
最后将十二指肠后壁和胆总管前壁的切口用

“4-0”的可吸收线间断侧侧吻合55例[4-5].

2  结果

2.1 远期疗效 3-20 a随访278例, 随访率85.3%, 
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其中随访3-4 a 201例, 5-6 a 43例, 7-13 a 20例, 
14-20 a 14例. 远期疗效标准: (1)优: 无胆道结石

症状190例, 占68.3%; (2)良: 术后偶有右上腹微

痛, 伴低热, 无黄疸48例, 占17.3%; (3)差: 逆行性

感染, 加上难以控制的反复发作的严重胆管炎或

盲端综合征. 出现典型Charcot三联征或Reynolds
五联征, 导致肝功能衰竭、死亡. 本组第1阶段

36例发生严重并发症, 占12.9%, 其中肝功能衰

竭、休克死亡4例, 占1.4%; 第2阶段发生严重并

发症5例, 占1.8%, 无死亡病例. 
2.2 术式与疗效 本组278例随访患者中有41例
出现严重并发症, 占1.5%. 采用胆总管十二指

肠前侧侧吻合术, 造成术后发生严重并发症36
例, 占12.9%; 相反, 采用胆总管十二指肠端侧吻

合术13例, 胆总管十二指肠后壁孔洞式吻合术

33例, 经十二指肠低位胆总管十二指肠扩大吻

合术55例, 后3种吻合术出现严重并发症5例, 占
1.8%. 第1, 2阶段总手术优良率为85.6%; 第2阶
段手术优良率为96.6%. 吻合口径<2.0 cm 85例, 
2.0-2.5 cm 153例, 2.6-3.0 cm 83例, 资料不详5
例. 本组第1阶段中有36例为胆总管十二指肠前

侧侧吻合术后的严重胆管炎或盲端综合征, 其根

本原因是吻合口径<1.5-2.0 cm, 即吻合口狭窄

或严重狭窄, 本组32例; 胆总管前侧侧吻合口位

置偏高, 致胆总管残留盲管有结石或残留食物残

渣酿成盲端综合征2例; 另有2例并无吻合口狭

窄, 存在胆总管十二指肠吻合口严重返流, 经钡

剂透视肠胆返流到二级胆管以上, 经30-60 min
不能完全排空, 因此出现反复发作的严重胆管

炎. 本组第2阶段有5例发生严重并发症的原因仍

为吻合口径≤1.5 cm的狭窄, 特别是胆总管十二

指肠后壁孔洞式吻合术, 操作不当, 更易造成狭

窄, 本组5例均为孔洞式吻合术所致. 

3  讨论

通过本组病例的观察, CDS的适应证是: (1)胆总

管明显扩张(直径≥2.5 cm)的原发性胆管结石

以及多发性胆管结石或胆色素泥沙样结石, 并
无肝内胆管狭窄; (2)胆总管结石合并胆总管远

端狭窄, 上段扩张(直径≥2.0 cm); (3)胆总管扩

张(直径≥2.0 cm), 壶腹部结石嵌顿伴Oddi括约

肌炎性狭窄; (4)胆总管结石合并慢性胰腺炎所

致胆总管胰腺段狭窄; (5)肝内胆管泥沙样结石, 
但无胆管狭窄, 有结石复发的可能, 特别是胆管

探查结石未冲洗取净者; (6)高龄、高危、体弱

或急重症(急性重症化脓性胆管炎). CDS后肠

www.wjgnet.com

■研发前沿
国内外对治疗胆
总管结石方法进
行了研究, 但是内
引流术在胆道外
科中有一定地位, 
尤其是CDS成为
了探讨热点之一.
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胆返流是不可避免的, 有人认为其再手术率为

49.4%[6]; 本组有36例, 再手术率11.0%. 2次手术

后, 由于吻合口直径为2.5 cm以上, 因此无逆行

性感染, 也很少发生盲端综合征, 再手术的原因: 
(1)手术适应证选择不当: 因胆囊结石及胆总管

结石行胆囊切除, 胆总管切开取石, 胆总管十二

指肠侧侧吻合术. 术后2 a内多次反复发作的胆

管炎, 经口服钡剂透视证实有严重的肠胆返流

并严重胆管炎, 进入胆管的钡剂在30-60 min不
能完全排空. ERCP检查胆管无病, 术中探查Oddi
括约肌可通8号探条, 胆道镜亦证实肝内外胆管

无结石, 此乃说明第一次手术无CDS的适应证, 
多余的CDS酿成严重后果. 二次手术拆除原吻

合口, 重新修复十二指肠, 胆总管置T形管引流, 
术后痊愈, 本组3例; (2)吻合口以上胆管结石、

狭窄: 术中再次切开胆总管取石, 胆总管狭窄切

开成形术[7-8], 并置T形管引流. 拆除原侧侧吻合

口, 再行经十二指肠低位胆总管十二指肠吻合

术, 吻合口径≥2.5 cm, 本组10例均痊愈; (3)胆
总管十二指肠侧侧吻合口狭窄: 由于吻合口的

狭窄并严重胆管炎, 手术拆除原侧侧吻合口, 经
十二指肠低位胆总管十二指肠吻合术, 吻合口

径≥2.0 cm, 本组5例均痊愈; 拆除原侧侧吻合

口, 行胆总管十二指肠后壁孔洞式吻合, 口径为

1.5-2.0 cm, 本组4例均痊愈; 拆除原吻合口, 行
扩大的胆总管十二指肠侧侧吻合, 吻合口径≥

2.5 cm, 本组6例均痊愈. 多数作者认为只要吻

合口径>2.0 cm, 就可避免发生胆管炎[9]; 而且

也有人认为只要胆总管直径≥2.5 cm, 才能保

证吻合口径不会狭窄[10]; (4)胆总管“盲端综合

征”: CDS后的残留盲管是产生胆管炎等症状的

“盲端综合征”的重要原因, 本组4例胆总管盲

端有结石或残留食物, 盲端胆总管壁和吻合口

均有不同程度的炎性水肿, 与狭窄并存. 二次手

术拆除原侧侧吻合口, 行经十二指肠低位胆总

管十二指肠吻合术, 吻合口径为2.0 cm, 术后均

痊愈; (5)胆总管十二指肠吻合口严重返流: 本组

4例侧侧吻合无狭窄, 经钡剂透视证实可返流到

二级肝管以上, 尽管体位改变可以排空, 但排空

时间迟缓, 存在反复发作的严重胆管炎, ERCP检
查Oddi括约肌狭窄. 因此, 不得不采用Billroth Ⅱ
法胃部分切除术, 消除了胆道逆行性感染症状, 
痊愈. 

本组第1阶段165例采用胆总管十二指肠前

侧侧吻合术, 其中64例吻合口径<2.0 cm, 15例
吻合口径≤1.5 cm. 经随访有36例出现严重发作

的胆管炎和胆总管盲端综合征, 其中有4例因急

性化脓性胆管炎, 肝功能衰竭并休克死亡. 有32
例经再次扩大吻合口径等处理后, 均痊愈. 有13
例胆总管十二指肠前端侧吻合术, 经随访无严

重并发症, 这是因为胆总管远端不留下盲管并

胆总管扩张直径≥2.5 cm, 不能发生胆总管远端

结石或残留食物, 也不会引起胆管炎或胆总管

盲端综合征. 第2阶段148例中采用胆总管十二

指肠后壁孔洞式吻合术33例, 吻合口径1.5 cm; 
经十二指肠低位胆总管十二指肠扩大吻合术55
例, 吻合口径在2.5-4.0 cm之间; 胆总管十二指

肠前侧侧吻合51例, 吻合口径在2.5-3.0 cm. 有
5例出现严重并发症, 是由于胆总管十二指肠后

壁孔洞式吻合术的吻合口径≤1.5 cm. 由此可

见, 第2阶段148例中采用的术式吻合口径较第

1阶段的吻合口径大, 并吻合口的位置较低, 是
不发生吻合口狭窄, 盲端综合征等的基本原因. 
从而认识到CDS发生吻合口狭窄与胆管扩张直

径≤2 c m的胆肠吻合后口径肯定要<2 c m或

1.5 cm, 这是远期疗效不良的原因之一; 再者侧

侧吻合易残留盲管, 必然酿成盲端综合征. 因此, 
1983-2002年第2阶段开始根据胆总管扩张直径

的不同, 分别采用: (1)胆总管直径扩张≥2.5 cm, 
胆总管内单发结石并Oddi括约肌狭窄, 同时为

老年、高危体弱者或急症患者, 多采用胆总管

十二指肠前侧侧吻合术; (2)胆总管轻度扩张直

径≤2.0 cm或泥沙样结石, 多采用胆总管十二指

肠后壁孔洞式吻合术; (3)胆总管扩张2.0-3.0 cm
或胆总管多发性结石并Oddi括约肌狭窄, 胆总

管胰腺段狭窄, 患者状态良好, 采用经十二指肠

低位胆总管十二指肠扩大吻合术. 
CDS确实有发生胆管炎或胆总管盲端综合

征的可能性, 所以是一个争议未决的术式, 一些

学者认为CDS具有逆行性感染的潜在危险或残

留盲管, 酿成盲端综合征, 远期疗效差, 再手术

率较高(49.4%), 不宜选择CDS, 甚至认为此手术

有被淘汰的趋势[6-8]. 另外一些学者认为CDS的
优点在于手术操作简单、安全、创伤小、手术

时间短、病死率较低、远期疗效优良[9-14]. 逆行

性感染(重症胆管炎)和盲端综合征的发生率在

第1阶段为21.8%; 第2阶段术式改进, 注意到吻

合口径≥2.5 cm或吻合口径位置应尽量低位, 其
优良率达96.6%, 严重并发症(重症胆管炎或盲端

综合征)仅占3.4%. 目前认为胆肠吻合术效果优

良的胆管空肠Roux-en-Y形的“半口径同步”

吻合的曾宪九法, 也不可能完全避免逆行性感

■创新盘点
本文对不能耐受
重创的老年、高
危体弱者或急症
胆总管结石患者
进行了CDS治疗, 
取得了满意的疗
效.

■应用要点
CDS是胆总管结
石及狭窄的一种
胆道重建方法之
一, 在胆道外科尚
有一定地位. 胆总
管十二指肠吻合
口径要>2.5 cm, 
吻合口位置要低, 
才可避免逆行性
感染和盲端综合
征.



www.wjgnet.com

1842                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年6月28日    第14卷   第18期

染和盲端综合征. 所以CDS对不能耐受重创的

老年、高危体弱者或急症患者比较合适. 总之, 
CDS是治疗胆总管结石及狭窄的一种内引流或

胆道重建的方法之一, 在胆道外科尚有一定地

位, 不能完全摒弃, 术式的选择要严格掌握适应

证是明智之举. 
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■同行评�价
本文回顾性分析
1962-2002年326
例胆总管十二指
肠吻合术的临床
资 料 ,  分 两 个 时
期比较不同术式
的疗效、并发症
及 死 亡 率 ,  提 出
了胆总管十二指
肠 吻 合 口 径 要
>2.5 cm, 位置要
低, 才可避免逆行
性感染和盲端综
合征. 虽然本文提
出的结论并无创
新, 但本文总结的
病例数较大, 随访
时间长、随访率
高, 临床分析较为
全面, 客观评价了
胆总管十二指肠
吻合术的临床价
值, 故仍对临床有
一定指导意义.
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Abstract
AIM: To explore the enhancement of the anti-
tumor activity of tumor-draining lymph node 
(TDLN) cells induced by autologous dendritic 
cells (DCs) in vitro.

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) were separated from the patients with 
colonic adenocarcinoma and then induced with 
granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor (GM-CSF), interleukin-4 (IL-4) and TNF-α for 
maturation. Thereafter, the autologous tumor ly-
sate was used to sensitize DCs. TDLN cells were 
isolated from regional lymph nodes of the pa-
tients, purified, and incubated with interleukin-2 
(IL-2). Finally, the TDLN cells were activated by 
the sensitized DCs or autologous tumor lysate, 
respectively, and the TDLN cells without activa-
tion served as controls. The cytotoxic activity of 

the activated TDLN cells to colonic adenocar-
cinoma cell line LS174T and human melanoma 
cell line A375 were comparatively analyzed�.

RESULTS: The cytotoxicities of the DCs-activat-
ed TDLN cells to LS174T cells were significantly 
stronger than those of TDLN cells activated by 
autologous tumor lysate or without activation 
(56.13% ± 7.33% vs 42.46% ± 7.68%, 33.50% ± 
7.00%, P < 0.001, as the ratio of TDLN cells to 
tumor cells was 20∶1; 44.85% ± 6.50% vs 30.50% 
± 9.17%, 26.75% ± 8.88%, P < 0.001, as the ratio 
of TDLN cells to tumor cells was 10∶1). How-
ever, for A375 cells, the cytotoxic activities had 
no significant difference among the TDLN cells 
activated by DCs and autologous tumor lysate, 
and without activation�.

CONCLUSION: The specific anti-tumor activ-
ity of TDLN cells can be enhanced by autolo-
gous DCs in vitro.

Key Words: Tumor-draining lymph node cells; Den-
dritic cells; Anti-tumor activity; Colonic adenocarci-
noma

Peng Z,  Chen L,  Li  R,  Li  L,  Dong YF,  Zhang L. 
Autologous dendritic cells enhance anti-tumor activity 
of tumor-draining lymph node cells from colonic 
adenocarcinoma patients in vitro. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(18):1843-1846

摘要
目的: 探讨自体树突状细胞(DC)体外对结肠
腺癌患者肿瘤引流区淋巴结(TDLN)细胞抗肿
瘤活性的增强作用. 

方法:  分离肿瘤患者的外周血单个核细胞
(PBMC)经IL-4, GM-CSF和TNF-α诱导其成
熟, 并以自体肿瘤冻融抗原预致敏, 诱导其中
的DC. 另外, 分离结肠癌患者的TDLN细胞, 
在含有IL-2的培养体系中培养, 并将TDLN
细胞分为3组: 第1组为肿瘤抗原致敏的DC加
TDLN细胞(DC组); 第2组冻融的肿瘤抗原加
TDLN细胞(Ag组); 第3组不加DC及肿瘤抗原
作为对照组(L组). 比较3组TDLN细胞对结肠

www.wjgnet.com

■背景资料
手术、放疗和化
疗等三大治疗模
式都着眼于直接
杀伤肿瘤细胞, 但
常难于彻底消灭
肿瘤细胞, 且易于
损伤正常组织, 特
别是伤害在抗肿
瘤机制中起重要
作用的免疫系统. 
因此肿瘤生物治
疗作为肿瘤治疗
的第四模式而引
起人们的普遍关
注. 肿瘤生物治疗
主要是通过肿瘤
宿主防御机制或
生物制剂的作用
以调节机体自身
的生物学反应, 从
而抑制或消除肿
瘤. 1986年, 第一
例从病人肿瘤获
得的自体CTL过
继免疫治疗的实
验, 开启了肿瘤免
疫治疗的新纪元.
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■研发前沿
关于CTL的研究
始终是过继性细
胞免疫治疗的重
点 ,  T 细 胞 过 继
免疫治疗的核心
问题是如何获得
CTL并进一步增
强T细胞的肿瘤特
异性杀伤效应.



腺癌细胞系LS174T和黑色素瘤细胞系A375的
杀伤作用. 

结果: DC组对LS174T细胞系的杀伤作用明
显优于Ag组与L组(效靶比为20∶1时, 56.13%
±7.33% vs  42.46%±7.68%, 33.50%±7.00%, 
P <0.001; 效靶比为10∶1时, 44.85%±6.50% 
vs  30.50%±9.17%, 26.75%±8.88%, P <0.001); 
而对A375细胞, 各组细胞的杀伤作用没有明
显差异.

结论: 自体DC可明显增强结肠癌患者TDLN
细胞的杀伤作用.

关键词: 肿瘤引流区淋巴结细胞; 树突状细胞; 抗肿

瘤活性; 结肠腺癌
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0  引言

肿瘤引流区淋巴结(tumor-draining region lymph 
nodes, TDLN)作为体内抗肿瘤免疫发生的最初

也是最关键的场所, 在机体肿瘤免疫中具有重

要的作用[1]. TDLN细胞中的特异性CTL虽可被

肿瘤抗原刺激而致敏, 但由于缺乏协同激活信

号而处于“失能”状态, 不能有效地发挥其杀

伤肿瘤细胞的作用[2]. 肿瘤患者外周血及TDLN 
细胞中DC的数量明显减少, 并缺乏成熟DC的表

面标志, 其数量与质量与肿瘤患者的病理分期

及预后明显相关[3-5]. 因此, 我们推测在TDLN细

胞中添加高表达共刺激因子的成熟DC, 为T细
胞活化提供第二类信号, 有可能提高其特异性

杀伤活性. 

1  材料和方法

1.1 材料  2005-01/07在本科住院确诊为结肠腺癌

并行手术切除的患者20例, 术后病理证实为Duke 
B或C期, 均处于肿瘤进展期, 但仍限于局部而无

远位转移. 年龄26-55(平均47.6)岁, 男13例, 女7
例. 取外周血及TDLN标本. Hnaks液及RMPI1640
培养液为Gibco公司产品. 小牛血清购于浙江金

华生物制品厂. 淋巴分离液购自上海试剂二厂. 
IL-2、IL-4及TNF-α为Peprotech公司产品. GM-
CSF为Schering-Plough公司产品.  抗CD83、抗

CD86、抗CD1a及抗CD14mAb均为Immunotech 
Frunch公司产品. 抗CD3/抗CD4/抗CD8mAb为

Caltag公司产品. 抗CD3/抗CD16+56/抗CD45mAb
为B&D公司产品. MTT为Sigma公司产品. 结肠

癌细胞株LS174T及黑色素瘤细胞株A375均由解

放军总医院基础所免疫室提供. 无菌抽取患者外

周血10 mL, 用Ficoll密度梯度离心法直接分离和

纯化PBMC, 并以2 g/L台盼蓝染色计算活细胞的

百分率. 将手术获得的TDLN除去附着的脂肪, 以
含抗菌素的培基冲洗后, 剪碎、研磨、过筛并以

RPMI1640悬浮. 用淋巴细胞分离液进行密度梯

度离心(2 000 r/min×30 min), 即获得TDLN细胞. 
取肿瘤患者自体肿瘤组织机械剪碎, 置-80℃反复

冻融3次, 研磨、过筛. 加RPMI1640悬浮后, 以10 
000 r/min离心30 min, 取上清过滤除菌, 用紫外分

光光度计在波长280 nm及265 nm处测标本的蛋

白含量. 再以无血清RPMI1640调整蛋白浓度至

2 g/L, 置-4℃保存备用. 
1.2 方法 将所得PBMC计数后种入培养瓶中, 置
37℃, 50 mL/L CO2温箱中贴壁2 h. 轻微震荡后,
倒去上清及悬浮的细胞, 加入含50 mL/L小牛

血清的RPMI1640 6 mL, GM-CSF(终浓度1×106 
U/L)及IL-4(终浓度2×105 U/L). 置37℃, 50 mL/L 
CO2的温箱中培养7 d, 以刺激DC优势增殖. 于d4
时换液,  d6加入肿瘤冻融抗原100 mg/L,同时加

入TNF-α(终浓度2 mg/L), 促进DC成熟. d7收获

细胞并计数. 将TDLN细胞分为3组, ①DC组: 以
体外制备的自体DC诱导TDLN细胞活化. 即在

RPMI1640培养基中, 加入IL-2(终浓度2×105 U/
L), 将经DC定向扩增的细胞与TDLN细胞按1∶
50的比例混合后, 于37℃, 50 mL/L CO2条件下培

养3 d. ②Ag组: 以肿瘤抗原诱导TDLN细胞活化. 
即在RPMI1640培养基中, 加入IL-2(终浓度2×
105 U/L), TDLN细胞与冻融的肿瘤抗原25 mg/L
混合, 于37℃, 50 mL/L CO2条件下培养3 d. ③L
组: 单纯用IL-2刺激TDLN细胞. 即在RPMI1640
培养基中, 加入IL-2(终浓度2×105 U/L), TDLN
细胞于37℃、50 mL/L CO2条件下培养3 d. 用流

式细胞仪分别测定上述3组细胞中CD4+, CD8+及

CD16+56+细胞的数量. 关于DC与TDLN细胞混合

的比例, 根据国内文献[6-8]和我们前期研究结果[9]

确定将DC定向扩增的PBMC贴壁细胞与TDLN
细胞按1∶50的比例混合. 分别以结肠癌细胞系

LS174T及黑色素瘤细胞系A375作为靶细胞包板, 
每孔的细胞数为1×104. 用各组TDLN细胞作为

效应细胞, 按10∶1及20∶1的比例与靶细胞混合. 
每组3个复孔, 于37℃, 50 mL/L CO2条件下培养

72 h. 以MTT比色法[10]检测TDLN细胞的杀伤活
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■创新盘点
TDLN中的特异性
CD8 +前效应T细
胞已经肿瘤抗原
的长期致敏, 具备
了针对肿瘤细胞
的敏感性或者很
容易被疫苗致敏, 
但由于肿瘤环境
的影响, 使得CTL
激活信号转导功
能发生障碍, 处于
“失能”状态. 我
们设想根据“双
信号激活理论”, 
在TDLN细胞中添
加高表达共刺激
因子的树突状细
胞(DC), 从而为已
致敏的T细胞提供
激活所需要的第
二类信号, 提高其
特异性杀伤能力.



性, 结果以A 590 nm表示. 杀瘤率(%) = [1-实验孔A
值/(靶细胞A值+效应细胞A值)]×100%.

统计学处理 应用STATA 7.0软件法进行分

析. 3组中CD8+, CD16+56+细胞的百分比采用单

因素方差分析, CD4+细胞的百分比因为方差不

齐采用多样本秩和检验(Kruskal-Wallis检验), 然
后分别进行组间检验, 其中DC组与Ag组、DC
组与L组进行单因素方差分析,  Ag组与L组进行

Wilcoxon-Mann-Whitney检验. 3组CD4＋/CD8＋T
细胞的相对比也采用多样本秩和检验, 然后分别

进行组间检验, 其中DC组与L组、DC组与Ag组
采用Wilcoxon-Mann-Whitney检验, Ag组与L组
采用单因素方差分析. 3组细胞对两种靶细胞的

杀伤结果首先采取多因素方差分析, 研究TDLN
细胞的不同激活方法、效靶比及靶细胞对3组
TDLN细胞的杀伤率的影响, 以及各因素之间有

无交互影响. 然后采取两因素方差分析方法分别

分析分组及效靶比因素对每种靶细胞的杀伤率

的影响. 最后, 采取单因素方差分析方法分别分

析效靶比为10∶1和20∶1时各组TDLN细胞对

LS174T细胞系的杀伤率的差异性. P <0.05时认

为有差异性显著.

2  结果

2.1 C D4.1 C D41 C D4+、C D8+、C D16+56+细胞数  D C组

中C D8 +细胞与A g组、L组均存在显著差异

(P <0.01), 而Ag组、L组之间无统计学差异(P  = 
0.612, 表1). CD4+细胞在3组间比较时显示存在

显著差异(P <0.05), 组间比较显示DC组与L组存

在显著差异(P <0.01), 而DC组与Ag组, Ag组与L
组之间无统计学差异(P >0.05). CD16+56+细胞在

3组间比较时无统计学差异(P >0.05). 对于CD4+/
CD8+T细胞的相对比, 3组间比较时显示存在显

著差异(P <0.001), 组间比较显示DC组与L组、

DC组与Ag组均存在显著差异(P <0.001), 而Ag组
与L组之间无统计学差异(P = 0.95).
2.2 对靶细胞的杀伤率结果 TDLN细胞的激活

方法、效靶比及靶细胞的差异对3组TDLN细胞

的杀伤率的存在显著性影响, 而且激活方法与

靶细胞、效靶比与靶细胞之间存在交互影响(P  
<0.001, 表2). 说明各组TDLN细胞对LS174T细
胞系与A375细胞系的杀伤率存在显著差异, 各
组TDLN细胞对LS174T细胞系的杀伤率均大于

对A375细胞系的杀伤率, 而且以DC组在高效靶

比对LS174T细胞系的杀伤效果最佳(P <0.001). 
对于A375细胞的杀伤能力各组细胞间没有明显

差异, 而且在不同效靶比时的杀伤率也没有明显

差异(P >0.05). 对LS174T细胞系的杀伤率的分析

显示, 总体上各组TDLN细胞在不同效靶比时杀

伤率均存在显著性差异(P <0.001). 但对不同效靶

比进行分析则发现, 在效靶比为10∶1时DC组与

Ag组、L组均存在显著差异(P <0.001), 而Ag组与

L组之间无统计学差异(P >0.05); 效靶比为20∶1
时三组间均存在显著差异(P <0.001).

3  讨论

过继性细胞免疫治疗 ( a d o p t i v e  c e l l u l a r 
immunotherapy, ACI)是通过输注免疫活性细

胞增强肿瘤患者的免疫功能达到抗肿瘤的效

果. 已经证实CD8+CTL是主要的抗肿瘤效应细

胞. 因此, 关于细胞毒性T细胞的研究始终是过

继性细胞免疫治疗的重点, T细胞过继免疫治疗

的核心问题是如何获得CTL并进一步增强T细
胞的肿瘤特异性杀伤效应. 用于杀伤性T细胞来

源的细胞主要有外周血单个核细胞(PBMC)、
肿瘤浸润淋巴细胞(T I L)及肿瘤引流区淋巴结

(T D L N)细胞, 其中对P B M C和T I L研究较多. 
TDLN细胞作为过继性细胞免疫治疗的细胞来

源, 具备一些独特的优势: (1)与PBMC相比有更

强的特异性. TDLN中的T细胞已经肿瘤抗原长

期致敏, 具备针对自体肿瘤细胞特异性的识别

能力. TDLN细胞是由个体肿瘤直接致敏, 所以

对个体化的肿瘤细胞具有更好的特异性; (2)与
TIL相比TDLN细胞的来源及数量与TIL相比更

为广泛; (3)TDLN作为体内抗肿瘤免疫的主要场

所, 从其中提取的各种细胞比率更接近于外周

免疫系统的比率, 对于免疫系统而言, 发挥抗肿

瘤效应并非是有一种细胞起决定性的作用, 而
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■应用要点
TDLN细胞在体外
经短期激活和扩
增就能用于治疗, 
虽然用TDLN细胞
进行过继免疫治
疗目前在临床应
用仍然很少, 但因
为其具有良好的
抗肿瘤活性, 可以
作为抗肿瘤效应
细胞的一种很好
来源, 具备较好的
发展前景. 

       

表  1  CD4+，CD8+，CD16+56+细胞百分比及CD4+/CD8+T细
胞的相对比 (mean±SD）

 DC组
 Ag组
 L组

48.43±5.45
48.50±7.55
53.12±3.78

分组           CD4+ (%)      CD8+ (%)      CD4+/CD8+   CD16+56+(%)          

22.00±4.46
15.67±4.63
17.09±4.49

2.27±0.48
3.32±0.99
3.30±0.81

1.88±0.82
1.76±0.83
1.89±0.98

       

表  2  TDLN细胞对不同靶细胞杀伤率的组间比较 (mean±
SD,%)

 DC组
 Ag组
 L组

56.13±7.33
42.46±7.68
33.50±7.00

                           LS174T 	                A375        

44.85±6.50
30.50±9.17
26.75±8.88

19.00±11.70
19.15±10.93
17.30±9.84

17.17±8.78
17.23±8.44
15.22±8.57

分组 
     E∶T = 20∶1   E∶T=10∶1  E∶T=20∶1  E∶T = 10∶1        



是多种细胞相互协调、相互制约共同形成一个

免疫网络系统, 从而是免疫效应产生最合理的

效益并控制负面作用的程度[11-12]. 
流式细胞仪检查结果表明 ,  D C诱导的

TDLN细胞中CD8+T细胞的比率高于肿瘤抗原

联合IL-2或单纯使用IL-2冻融肿瘤抗原诱导的

TDLN细胞, CD4+/CD8+比例也有显著差异, 而
后两者之间无明显差异, 即以DC诱导时可产生

更多的CTL. 对于CD4+T细胞, 只在DC诱导和

单纯使用IL-2诱导之间存在差异, 而DC诱导与

冻融肿瘤抗原的诱导、冻融肿瘤抗原的诱导与

单纯使用IL-2诱导之间却无存在差异, 推测DC
对于CD4+T细胞和CD8+T细胞的影响可能有所

不同. 未能显示出统计学的差异. CD16+56为自

然杀伤细胞(natural killer cells, NK细胞)的表

面标志, 在淋巴结中NK细胞所占比例很小, 在
我们的实验中各组CD16+56+细胞比例均值小

于2%且不同诱导方法间不存在显著差异 .  这
也说明了TDLN细胞中起杀伤作用的主要是以

CD8+T细胞为主体的CTL. 
我们在T D L N细胞加I L-2培养体系的基

础上, 分别用负载肿瘤抗原的D C刺激与用肿

瘤冻融抗原刺激的方法进行对比, 比较了3组
TDLN细胞对LS174T细胞系和A375细胞系杀

伤的作用. 结果表明, 3组TDLN细胞对LS174T
细胞系杀伤率均高于对A375细胞系的杀伤率, 
提示TDLN细胞可能在患者体内已被结肠癌细

胞预致敏, 具有一定特异性. 3组TDLN细胞对

LS174T细胞系的杀伤率存在明显差异, 在较低

效靶比时, 肿瘤冻融抗原刺激对杀伤率的影响

不显著, 但在高效靶比例的情况下, 肿瘤冻融

抗原刺激的TDLN细胞的杀伤率也有显著提高. 
说明对结肠腺癌患者的TDLN细胞来说肿瘤抗

原联合IL-2的激活效果也优于单纯使用IL-2的
方法. 我们既往的研究结果显示对胃腺癌患者

TDLN细胞冻融肿瘤抗原刺激则无此效果, 两
者差异可能与结肠癌细胞的抗原性强于胃癌

细胞有关[13]. DC刺激的TDLN细胞对LS14T细
胞的杀伤率高于其他两组, 说明以自体成熟的

DC激活TDLN细胞的方法, 优于肿瘤抗原联合

IL-2或单纯使用IL-2的方法, 各组TDLN细胞

对A375细胞的杀伤率相似. 说明TDLN细胞对

LS174T细胞的杀伤作用具有一定的特异性. 有
研究证实人实体肿瘤内的肿瘤浸润树突状细

胞(T IDC)的研究发现其表型特征与功能成熟

的DC明显不同, 大多数TIDC不表达或低表达

共刺激因子B7-1(CD80)和B7-2(CD86), 而且与

正常DC不同的是IL-4, GM-CSF, TNF-α等细胞

因子不能解除肿瘤浸润对DC在B7分子表达上

的抑制. 这可能是TIDC不能有效激活CTL的原

因之一[3,14]. 以体外培养并以自体冻融的肿瘤抗

原致敏的DC, 代替TDLN细胞中受肿瘤抑制的

DC, 可增强TDLN细胞的抗肿瘤活性, 其效果优

于肿瘤抗原联合IL-2或单纯使用IL-2的方法. 
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■同行��评价
本文采用患者自
体 树 突 状 细 胞
( D C ) 在 体 外 对
结肠腺癌患者肿
瘤引流区淋巴结
(TDLN)细胞抗肿
瘤活性作用的影
响 结 果 表 明 D C
具有明显增强对
结 肠 腺 癌 细 胞
LS174T细胞系的
杀伤作用, 其作用
比融冻的肿瘤抗
原为强, 且其作用
亦比对黑色素瘤
细胞系A375的杀
伤 作 用 为 强 .  实
验进一步对其作
用机制进行了探
讨. 这一研究为临
床应用过继性细
胞免疫治疗选用
TDLN细胞作为细
胞来源提供了理
论依据. 故本文具
有临床参考价值.
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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. 
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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u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

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或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 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(mmHg), 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, 改为1 mol/L硫酸, 1 

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). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 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 
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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 
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……; 



World Journal of 
Gastroenterology创
刊于1995-10-01, 
原 刊 名《C h i n a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经国经国国
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经国家经国家国家
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.

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

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

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年6月28日    第14卷   第18期                                 1851

www.wjgnet.com



1852                           ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2006年6月28日  第14卷  第18期

陈积圣	教授 
中山大学孙逸先纪念医院肝胆外科

陈贻胜		教授
福建省立医院消化内科  

陈治水		教授 
中国人民解放军第二一一医院中医科

党双锁		副教授 
西安交通大学医学院第二附属医院

邓长生		教授 
武汉大学中南医院消化内科

杜群		副研究员 
广州中医药大学脾胃研究所

房静远		教授 
上海交通大学医学院附属仁济医院消化疾病研究所

傅春彬		主任医�主任医� 
吉化集团公司总医院消化内科

高润平		教授 
吉林大学第一医院肝病科

谷俊朝		主任医�
首都医科大学附属北京友谊医院普外科

管冬元		副教授
上海中医药大学基础医学院实验中医学教研室

郭晓钟		教授
沈阳军区总医院消化内科 
 
黄颖秋		教授
本溪钢铁(集团)有限责任公司总医院消化内科

黄志勇		副教授 
华中科技大学同济医学院附属同济医院肝脏外科中心

李靖		副教授
第三军医大学新桥医院肝胆外科   

李岩		教授 
中国医科大学附属第二医院消化内科

梁力建		教授 
中山大学附属第一医院普通外科

                                                                 • 致谢 •	

致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿)，我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力，提高了《世界华人消化杂志》的学

术质量，在此表示衷心感谢！

刘冰熔		教授
哈尔滨医科大学附属第二医院消化内科

刘正稳		教授 
西安交通大学医学院第一附属医院

禄韶英		主治医�师
西安交通大学医学院第一附属医院普外科   

吕宾		教授 
浙江中医药大学附属医院(浙江省中医院) 

任建林	教授 
厦门大学附属中山医院消化内科厦门市消化疾病研究所

施瑞华	教授 
南京医科大学第一附属医院消化内科

谭学瑞	教授 
汕大医学院第一附属医院院长室

王小众	教授 
福建医科大学附属协和医院消化内科

王效民		教授
厦门大学附属中山医院肝胆外科   

闻勤生		教授 
第四军医大学唐都医院消化科

肖恩华	教授
中南大学湘雅二医院放射教研室

徐列明		教授
上海中医药大学肝病研究所 

杨希山		教授
广东省中医药局

姚登福		教授 
南通大学附属医院分子医学中心

郁宝铭		教授
上海市第八人民医院结直肠外科   

张群华		教授
复旦大学华山医院外科   

邹小明		教授
哈医大附属第二医院胃肠乳腺外科   

www.wjgnet.com


	封面.pdf
	目次.pdf
	1755.pdf
	1762.pdf
	1766.pdf
	1771.pdf
	1775.pdf
	1780.pdf
	1785.pdf
	1790.pdf
	1795.pdf
	1799.pdf
	1805.pdf
	1810.pdf
	1813.pdf
	1819.pdf
	1824.pdf
	1828.pdf
	1833.pdf
	1836.pdf
	1839.pdf
	1843.pdf
	1847.pdf
	1852.pdf

