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摘要
重症坏死性胰腺炎和胰腺癌等胰腺疾病的治
疗仍然十分困难, 干细胞的研究为其治疗提供
了一种可能性, 但胰腺干细胞缺乏特征, 分子
标志物尚缺乏特异性, 通过体外培养与扩增技
术成功培养更多的干细胞, 可能为胰腺疾病的
治疗开辟新途径. 因此, 应该重视干细胞在胰
腺疾病基础与临床中的应用价值.
 
关键词: 胰腺干细胞; 重症坏死性胰腺炎; 胰腺癌; 

慢性胰腺炎
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0  引言

慢性胰腺炎、重症坏死性胰腺炎和胰腺癌其治

疗十分棘手. 随着对胰腺干细胞的不同发育阶

段的表面标志物和胰腺干细胞的发育过程的研

究及伴随胰腺外分泌前体细胞增殖培养技术的

发展, 将为胰腺疾病的治疗提供新思路. 

1  胰腺干细胞的特征和分子标志

干细胞(stem cell, sc)是一种具有多种分化潜能, 
自我更新和高度增殖能力的细胞, 能产生出与

自身完全相同的子细胞. 同时又可以进一步分

化成为各种不同的组织细胞, 从而构成机体各

种复杂的组织器官. 胰腺干细胞属于成体干细

胞和单能干细胞. 由于胚胎干细胞存在一系列

伦理问题, 而成体干细胞自体移植避免了免疫

排斥, 所以成体干细胞在将来的再生医学领域

中发挥越来越重要的作用. 胰腺干细胞是一种

同时具有高度增殖及多向分化能力的多能干细

胞. 他来源于胚胎期的胚泡细胞团内层, 在一定

条件下成为定向祖细胞最终分化成胰腺各类型

细胞, 但具体分化调控机制有待研究[1]. 
胰十二指肠同源异盒基因(PDX-1)是胰腺

干细胞的发育中表达的第一个分子标记, 胰岛

和腺泡细胞来源于整个胚胎期表达P D X-1的
前体细胞, 而胰导管来自于大约胚胎10.5 d的
PDX-1阳性前体细胞. 转基因成年小鼠胰岛管中

那些仅表达PDX-1, 但不表达胰岛素的细胞为胰

腺干细胞[2]; 胰腺巢素蛋白(nestin)阳性细胞是一

种高分子丝蛋白, 普遍存在于60 d小鼠的胰岛, 
导管和泡心区域. 胰腺内Nestin+细胞在体外诱

导除可分化形成胰腺B细胞, 还可分化为胰腺其

他细胞; 神经元素3(Ngn3)是在胰腺发育过程中

短暂表达的bHLH家族蛋白. 他是胰腺内分泌细

胞系的定向因子, 且在成熟胰岛中不存在; 细胞

角蛋白(cytokertatin, CK)代表胰族20多个不同的

多肽, 表达CK18和CK8, 而分化稍差的导管细胞

则表达CK7和CK19, 而CK20是成熟导管细胞的

特异标志; 其他如GLUT-2, 酪氨酸羟化酶TH, 葡
萄糖激酶GK, 葡萄糖转移体2, P48等, 亦可以作

为胰腺干细胞的辅助标物[3]. 但目前胰腺干细胞

缺乏特征, 分子标志物尚缺乏特异性, 因此需要

不断的深入研究.

2   胰腺干细胞的体外培养与扩增

由于胰腺干细胞主要来源于导管上皮, 少量来

源于胰岛, 因而成功地分离胰腺导管上皮细胞

就可获得大量的具有分化潜能的干细胞. 但干

细胞与其他细胞相比, 在培养方面有其特殊性. 
胰腺导管上皮是具有干细胞潜能的一类细胞, 
其在胰腺中所占比例甚少. 目前成人、动物胰

腺导管上皮细胞的分离多采用胶原酶消化法. 
按供者器官切取原则和技术获取胰腺后, 于导

管内注入胶原酶消化. 由于内、外分泌组织密

度不同, 可用密度梯度离心法将他们纯化. 离心

后, 绝大多数胰岛即与外分泌组织(腺泡细胞和

www.wjgnet.com

■背景资料
随着全球工业化
程度和人民生活
水平的不断提高,
胰腺疾病的发病
率有逐渐上升的
趋势, 已成为全球
范围内严重危害
人民身体健康和
生命的主要病种
之一 .   胰腺干细
胞是胰腺存在和
更新的基础, 与许
多胰腺疾病有着
密切的联系. 胰腺
干细胞的研究对
于深入了解胰腺
疾病的发生机制
及指导治疗有重
要意义.

 wcjd@wjgnet.com 
®



导管上皮细胞)分开而得到纯化, 胰岛可用于移

植等方面的研究, 而外分泌组织则需进一步处

理以便获取导管上皮细胞. 在外分泌细胞中绝

大多数为腺泡细胞, 少量为导管上皮细胞. 根据

这2种细胞的不同生物学特征, 几乎可将所有的

腺泡细胞在换液时丢弃, 仅留有少量的贴壁细

胞即导管上皮细胞生长. 早期加入微量霍乱毒

素于培养液中则可有效的消除成纤维细胞的生

长. 加入少量抗真菌的二性毒素B可比较有效的

预防真菌的污染. 将nestin+细胞培养在含有表

皮生长因子和碱性成纤维生长因子的无血清培

养基中, 成功地使其在体外培养增生达8 mo以
上. 而使用含有角质细胞生长因子的无血清培

养基也成功的大量扩增了胰腺导管细胞. 但寻

找更经济, 培养方法简单及稳定的干细胞是我

们研究的目标.

3   胰腺干细胞在胰腺疾病治疗中的现状与展望

胰腺干细胞的识别, 新型抗原性标志的发展, 以
及干细胞活性检测系统的建立在促进我们对胰

腺干细胞发生的了解至关重要, 目前成体干细

胞的研究尚局限于动物(小鼠)实验阶段, 将胰腺

干细胞真正用于临床治疗尚需要时间[4]. 成体干

细胞含量少, 很难分离和纯化, 且数量随年龄增

长而降低, 而人胰腺干细胞与其胚胎发育中前
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体细胞表达的标记物是否相同和胰腺干细胞的

确切标志物还不十分清楚, 很多表达的分子有待

进一步肯定. 所以如何控制胰腺干细胞在体外可

以分化新的导管细胞和再生外分泌细胞等一系

列问题需要解决. 如果我们充分了解胰腺干细胞

及其生长、发育的影响因子, 那么就有可能给慢

性胰腺炎和重症坏死性胰腺炎病人使用适宜的

生长因子及直接诱导新的胰腺细胞产生. 如果我

们可以在手术治疗胰腺癌的同时提取患者自身

的胰腺干细胞, 再进行体外扩增后回植给病人, 
将可造福大量的胰腺癌患者. 这方面的研究将是

长期和艰巨的[5].
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■名词解释
干细胞: 干细胞是
一类具有自我更
新和多向分化增
生能力的原始细
胞, 能产生表现型
和基因型与自己
完全相同的子细
胞, 既具有生理性
的更新能力, 又具
有对损伤与疾病
导致的反应与修
复功能的细胞.
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Abstract
AIM: To investigate the anti-tumor effects of Apo-
ptin gene on human gastric carcinoma BGC-823, 
and to explore the mechanism of apoptin in the 
participation of signal transduc-tion pathway.

METHODS: Recombinant plasmid pVAX1-
Apoptin was transfected into BGC-823 cells by 
application of liposome in vitro. The anti-tumor 
effect on BGC-823 cells was measured through 

methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay, and 
the morphological changes of pVAX1-Apoptin-
transfected cells were observed by AO/EB 
staining. Furthermore, the mitochondrial trans-
membrane potential (ΔΨm) was analyzed by 
flow cytometry and the release of cytochrome 
c (Cyto c) was detected by Western blot assay. 
Colorimetric assay was used to analyze the ac-
tivities of Caspase-3/9�.

RESULTS: pVAX1-Apoptin caused a more pow-
erful cytotoxic effect than pVAX1 did (72 h after 
10-μg plasmid transfection, 23.37% vs 99.61%, 
P < 0.01), and apoptosis was a dominant death 
style in the pVAX1-Apoptin-transfected cells. 
Furthermore, in pVAX1-Apoptin-transfected 
cells, an increase of cytosolic cytochrome c con-
tent co-occurred with a loss of trans-membrane 
potential (compared with pVAX1-transfected 
BGC-823 cells, 46.7% ± 7.26% vs 70.66% ± 5.98%, 
P < 0.01). In addition, a significant difference 
was found between pVAX1-Apoptin- and 
pVAX1-transfected cells in Caspase-9 and Cas-
pase-3 activities (Caspase-9: 0.181 ± 0.032 vs 0.079 
± 0.013, P < 0.01; Caspase-3: 0.242 ± 0.041 vs 0.058 
± 0.023, P < 0.01).

CONCLUSION: In BGC-823 cells, pVAX1-
Apoptin induced collapse of the mitochondrial 
trans-membrane potential can exert a feedback 
effect to elicit cytochrome c release, and then 
lead to the activation. Cytochrome c-dependent 
Caspase-9 activation stimulates the key down-
stream factors of apoptotic pathway, exhibiting 
an inhibitory effect on BGC-823 cells.

Key Words: Apoptin; Gastric carcinoma; BGC-823 
cell line; Apoptosis; Anti-tumor effect

Li X, Jin NY, Lian H, Chen LG, Sun LL, Li P. Anti-
tumor effects of Apoptin gene on human gastric 
carcinoma BGC-823 and its correlation with apoptotic 
signal transduction. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目 的 :  探 讨 A p o p t i n 基 因 对 人 胃 癌 细 胞
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■背景资料
癌症是威胁人类
健康的主要疾病
之一, 其发生是一
个具有极复杂生
物生命变化发生
机制的过程. 肿瘤
患者数量庞大, 缺
乏有效的治疗手
段, 预后差. 目前
对恶性肿瘤的治
疗多采用手术治
疗辅以放化疗的
方法, 但其效果不
尽人意, 且有严重
副作用. 基因治疗
有别于上述传统
方法, 他着眼于调
动机体自身的抗
癌能力, 通过增强
固有的抗肿瘤机
制达到抑制肿瘤
细胞及根治肿瘤
的目的, 因此被认
为是最有希望最
终攻克癌症的疗
法.



BGC-823的抑制作用及其参与胞内细胞信号
转导的机制. 

方法: 应用脂质体转染法将重组质粒pVAX1-
Apoptin体外转染BGC-823细胞, 运用噻唑兰
(methyl thiazolyl tetrazolium, MTT)分析法检
测重组质粒对BGC-823肿瘤细胞的抑制作用; 
通过AO/EB染色法对pVAX1-Apoptin转染的
肿瘤细胞进行形态学观察; 运用流式细胞术
检测细胞线粒体跨膜电位(△Ψm); 通过免疫印
迹检测细胞色素c(cytochrome c, Cyto c)释放; 
应用底物显色法检测Caspase-3/9活性. 

结果: pVAX1-Apoptin转染比pVAX1具有更强
的抑瘤效应(10 μg质粒转染72 h后, 23.37% vs  
99.61%, P <0.01), 并且肿瘤细胞的死亡方式以
凋亡为主. 实验结果显示, pVAX1-Apoptin转
染导致细胞线粒体跨膜电位下降, 与pVAX1
转染BGC-823细胞相比有显著差异(46.7%±

7.26% vs  70.66%±5.98%, P <0.01); 同时伴随
细胞色素c的释放. 另外, pVAX1-Apoptin和
pVAX1转染细胞的Caspase-3/9活性具有显著
差异(Caspase-9: 0.181±0.032 vs  0.079±0.013, 
P <0.01; Caspase-3: 0.242±0.041 vs  0.058±
0.023, P <0.01).

结论: pVAX1-Apoptin转染BGC-823肿瘤细胞
导致线粒体跨膜电位下降, 并刺激释放细胞色
素c, 从而激活Caspase-9. 经细胞色素c激活的
Caspase-9进而活化凋亡通路下游关键作用因
子, 并对BGC-823肿瘤细胞产生抑制效应.

关键词: Apoptin基因; 胃癌; BGC-823细胞系; 细

胞凋亡; 抗肿瘤效应
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0  引言

凋亡素(Apoptin)是鸡贫血病病毒(chicken anemia 
virus, CAV)VP3基因的编码产物, 具有特异性诱

导人黑色素瘤、肉瘤、淋巴瘤等多种恶性转化细

胞发生凋亡的作用, 而对正常细胞没有影响[1-3]. 虽
然Apoptin区分恶性细胞和正常细胞的机制尚不

清楚, 但有研究表明, 其凋亡诱导作用与Apoptin
的细胞定位有关, 正常细胞中Apoptin主要分布

于细胞质中, 而在恶性转化细胞中则主要定位

于细胞核[4]. 另外, Apoptin的凋亡诱导功能不依

赖P53分子, 而且Bcl-2, Bag-1, Bcr-abl等凋亡抑
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制分子不仅对Apoptin的功能没有影响, 反而会

增强其作用[5-9]. 因此, 与依赖上述途径的放化疗

等传统疗法相比, 存在凋亡基因突变或含有凋

亡抑制分子的肿瘤细胞对Apoptin仍然敏感. 而
且Apoptin基因较小(366 bp), 可以插入多种载

体, 具有成为新的肿瘤基因治疗研究策略的潜

力[10-12]. 为探索Apoptin基因在肿瘤基因治疗中

的应用, 本研究以人胃癌细胞BGC-823为研究对

象, 探讨了Apoptin基因的抑瘤作用及对凋亡信

号转导的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 脂质体Lipofectamine购自Invitrogen公
司; RPMI 1640培养液, 胎牛血清购自Gibco公司; 
Rho123, MTT购自Sigma公司; 小鼠抗人Cyto c
单抗, 碱性磷酸酶标记抗小鼠IgG购自Santa Cruz
公司; 胞质分离试剂盒和Caspase-3/9检测试剂盒

购自BioVision公司; NBT/BCIP购自Promega公
司; pVAX1, pVAX1-Apoptin质粒由本室保存; 人
胃癌细胞BGC-823购自中科院上海生命科学研

究院生物化学与细胞生物学研究所; 流式细胞

仪为美国B-D公司产品; 荧光显微镜及成像系统

为日本Olympus产品.
1.2 方法 

1.2 .1  细胞培养和质粒转染  B G C-823细胞

在RPMI 1640培养液(含100 mL/L胎牛血清, 
100 U/L青霉素, 100 U/L链霉素)中, 于37℃, 
50 mL/L CO2条件下, 培养至细胞80%融合, 用
25 g/L胰蛋白酶消化后制备单细胞悬液, 调整细

胞浓度至1×108个/L, 分别接种于96孔(150 μL/
孔)和6孔(2 mL/孔)细胞培养板, 于37℃, 50 mL/L 
CO2条件下培养24 h后, 通过脂质体介导法分别

将10 μg重组质粒pVAX1-Apoptin和载体质粒

p VA X1转染B G C-823细胞, 同时设空白细胞

对照.  
1.2.2 MTT检测细胞存活率 质粒转染的BGC-823
细胞培养12, 24, 48, 60和72 h后, 于96孔细胞

培养板中加入20 μL/孔MTT(5 g/L), 于37℃, 
50 mL/L CO2条件下继续培养4 h, 吸去培养液, 
加入二甲基亚砜(200 μL/孔), 待紫色结晶充分溶

解后, 于490 nm波长检测光吸收值(A), 通过公式[13]

计算细胞生存率, 细胞生存率 = 实验孔平均A值

/对照孔平均A值×100%. 
1.2.3 AO/EB染色观察细胞形态 收集质粒转染

48 h的细胞1×106个, 细胞计数并调整细胞浓

度至1×109个/L. 取上述细胞悬液25 μL, 加入

www.wjgnet.com

■研发前沿
细胞凋亡是机体
清除变异和恶变
细胞的一种主动
程序化生理过程. 
许多刺激因子诱
导细胞凋亡依赖
P 5 3 信 号 转 导 途
径, 但很多肿瘤在
其发生过程中常
伴随P53突变, 从
而影响治疗效果. 
通过基因工程技
术 导 入 P 5 3 的 肿
瘤基因治疗药物
已经面世并且取
得了一定成功. 然
而, 在缺乏导向载
体的情况下, 这种
基因介入方式必
然会对正常组织
细胞造成损伤. 研
究 表 明 ,  来 源 于
鸡贫血病病毒的
Apoptin基因可有
效抑制多种肿瘤, 
具 有 以 非 P 5 3 依
赖性途径特异性
诱导人肿瘤细胞
或转化细胞, 而非
正常细胞发生凋
亡的作用, 且其凋
亡诱导作用不受
Bcl-2的抑制 ,  是
一种理想的特异
性肿瘤基因治疗
效应基因.
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2 μL AO/EB溶液(AO, EB的PBS溶液, 浓度均为

100 mg/L), 振荡混匀, 取10 μL上述细胞置于显

微载玻片上, 加盖玻片, 置于荧光显微镜下观察

细胞形态.　
1.2.4 流式细胞仪检测△Ψm变化 收集质粒转染

48 h的细胞1×106个, PBS洗涤1次, 加入Rho123 
(2 mg/L), 于37℃条件下避光作用30 min, PBS洗
涤3次后用流式细胞仪检测荧光阳性细胞百

分数. 
1.2.5 Western blot检测细胞色素c 收集质粒转染

48 h的BGC-823细胞, 应用胞质分离试剂盒对其

胞质成份进行分离和浓缩, 并用核酸蛋白检测

仪对其中蛋白组份进行定量. 取50 μg胞质蛋白

进行SDS-PAGE电泳, 并电转移至硝酸纤维素膜. 
经5%脱脂乳封闭后, 先后与小鼠抗人Cyto c单抗

和碱性磷酸酶标记抗小鼠IgG于37℃条件下作

用2 h, 并于NBT/BCIP溶液中显色. 
1.2.6 Caspase-3/9活性测定 收集质粒转染48 h的
BGC-823细胞1×106个, 于细胞裂解液中冰浴

10 min后, 于10 000 g , 4℃条件下离心1 min, 应
用核酸蛋白检测仪对上清中的蛋白质成份进行

定量, 并应用Caspase-3/9检测试剂对含有100 μg
蛋白质的上清液进行Caspase活性检测(405 nm).

统计学处理 实验所得数据均采用学生氏t
检验进行处理, P <0.05视为差异显著.

2  结果

2.1 pVAX1-Apoptin对BGC-823细胞的抑制作用 
重组质粒pVAX1-Apoptin对BGC-823细胞具有

显著的抑制作用(P <0.01), 转染72 h后生存率仅

为23.37%. 由于脂质体的细胞毒性作用, 载体质

粒实验组在转染后呈现一定抑制作用, 但随后

逐渐恢复旺盛生长, 72 h后生存率为99.61%. 综
合考虑pVAX1-Apoptin抑制作用的时间依赖关

系和脂质体的细胞毒性对实验结果的影响, 本
研究在细胞水平实验过程中均采用48 h为指标

检测时间点(图1).
2.2 pVAX1-Apoptin转染后BGC-823细胞的形态

学变化 应用AO/EB染色法鉴定细胞状态时, 正
常细胞的细胞膜完整, 只被AO染色呈现均匀的

绿色荧光(图2A); pVAX1转染的BGC-823细胞因

胞膜遭到破坏, 被EB染色后呈现桔红色的坏死

形态(图2B); pVAX1-Apoptin转染的BGC-823细
胞发生凋亡, 其膜完整性遭到破坏, 染色质凝聚, 
因此细胞膜被AO染色呈现绿色荧光的同时, 核
酸物质被EB染色呈现桔红色荧光, 表现出典型

的凋亡特征(图2C).
2.3 pVAX1-Apoptin转染对BGC-823细胞△Ψm

的影响 △△Ψ m下调说明线粒体结构、功能和活

性发生改变. 如图3所示, 与空白细胞对照组和

pVAX1转染组相比, pVAX1-Apoptin转染显著下

图  1  MTT检测BGC-823
细胞生存率.

■创新盘点
本 研 究 将 表 达
A p o p t i n 的 质 粒
重 组 体 体 外 导
入 人 胃 癌 细 胞
BGC-823, 结果表
明pVAX1-Apoptin
通过作用于线粒
途径相关细胞信
号分子诱导肿瘤
细胞凋亡, 有效抑
制肿瘤细胞的生
长.
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图  2  pVAX1-Apoptin对BGC-823细胞形态的影响. A: 正常BGC-823细胞对照; B: pVAX1转染BGC-823细胞; C: pVAX1-

Apoptin转染BGC-823细胞. 图中“L”代表正常细胞;“N”代表坏死细胞;“A”代表凋亡细胞.
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调△Ψm(P <0.01). pVAX1转染组△Ψm虽较对照

组低, 可能是由脂质体破坏细胞胞膜结构完整

性所致, 与对照组相比没有显著差异. 
2.4 pVAX1-Apoptin转染对BGC-823细胞胞质质

Cyto c含量的影响 pVAX1-Apoptin转染可明显

增加BGC-823细胞质中Ctyo c含量, 而对照组则

检测不到, pVAX1实验组细胞线粒体遭到脂质

体破坏后可能有少量Cyto c释放到胞质中(图4).质中(图4).中(图4).
2.5 pVAX1-Apoptin转染对Caspase-3/9活性的

影响  与空白细胞对照组和p VA X1实验组相

比, pVAX1-Apoptin转染组Caspase-3/9活性显

著增高(P <0.01). 由于脂质体的细胞毒性, 转染

过程可能非特异性的刺激细胞凋亡程序, 因此

pVAX1实验组的Caspase-3/9活性可能会高于对

照组, 但差异并不显著(图5-6).

3  讨论

胃癌是常见的恶性肿瘤, 已成为全球瞩目的人

类杀手, 每年将导致60万人失去生命, 中日韩胃

癌患者已占全球的2/3. 1950年代以来我国胃癌

发病率上升了109.4%, 死亡率有日益升高的趋

势, 每年有15-18万人死于胃癌, 占所有恶性肿

瘤死亡率的23%, 并且每年新增胃癌患者人数

在18-20万间. 传统手术治疗只能去除恶性肿瘤

的原发病灶, 不能杜绝其再生与增殖; 放化疗虽

能有效杀伤肿瘤细胞, 但往往伴随严重的毒副

作用. 随着分子生物学和基因工程技术的发展, 
特别是治疗性疫苗概念的提出, 为肿瘤的基因

治疗提供了新的发展空间. 目前, 肿瘤基因治疗

药物的应用前景已不仅取决于其杀伤肿瘤细胞

的有效性, 而更加侧重于制剂的抑瘤特异性[14]. 
Apoptin能够特异性诱导包括肝癌、淋巴瘤、

胆管癌、黑色素瘤、乳腺癌、肺癌、结肠癌等

人源肿瘤发生凋亡, 而对成纤维细胞、角质化

细胞、平滑肌细胞等正常没有影响[15]. Apoptin
识别恶性转化细胞的确切机制有待进一步探讨, 
但有研究表明Bcl-2家族成员能够促进Apoptin
的功能而不是抑制其作用, 说明Apoptin诱导肿

瘤细胞凋亡的途径与经典凋亡通路存在差

别[6,16-17]. 临床前和临床研究表明, 利用腺病毒

表达P53可有效抑制实体肿瘤的生长, 并且P53
达到抑瘤剂量时并不对正常细胞构成威胁[18-21]. 
然而, 表达外源P53的方法似乎只对P53功能缺

陷的肿瘤细胞产生明显作用, 而对P53功能健全

的肿瘤细胞没有显著影响[5]. Apoptin所发挥的

凋亡诱导作用不依赖P53功能, 因此使其在肿瘤

基因治疗领域具有潜在应用价值. 本研究以真
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pVAX1转染BGC-823细胞; 3:  pVAX1-Apopt in转染
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图  6  Caspase-3活性检测. aP<0.01 vs  control.
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■应用要点
质 粒 载 体 安 全
性 高 ,  制 备 工 艺
成熟 ,  成本低廉 , 
是 基 因 治 疗 的
理 想 载 体 之 一 ; 
Apoptin具有特异
性, 可减少对健康
组织细胞的损伤, 
pVAX1-Apoptin具
有做为抗肿瘤制
剂应用于临床研
究和药物开发的
潜力.
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核表达质粒pVAX1为载体, 通过脂质体介导法

将Apoptin基因导入人胃癌细胞BGC-823, 探讨

了Apoptin基因对BGC-823细胞的抑制作用. 实
验结果表明, 虽然脂质体对胃癌细胞BGC-823
细胞呈现一定细胞毒性作用, 但24 h后肿瘤细

胞便可逐渐恢复旺盛生长, 而Apoptin却可持续

发挥作用, 转染72 h后pVAX1-Apoptin实验组肿

瘤细胞生存率与pVAX1转染实验组相比显著降

低, 说明体外转染真核表达质粒pVAX1-Apoptin
能够有效杀伤BGC-823肿瘤细胞. 形态学观察

表明, 重组质粒pVAX1-Apoptin主要通过诱导

BGC-823细胞发生凋亡发挥其抑瘤作用. 细胞凋

亡是机体清除恶性变细胞的一种主动的、程序

化的生理过程, 而线粒体功能的变化则是细胞

凋亡信号转导过程的关键环节[22]. 在细胞凋亡过

程中, 胞膜、胞质和线粒体等细胞结构中的信

号分子被凋亡信号所激活, 通过参与氧化还原

反应、能量代谢和Bcl-2家族分子表达的调控等

方式激活下游凋亡程序[23-24]. 线粒体在接受上述

信号分子刺激后, 向胞质内释放Cyto c等凋亡信

号因子, 最终使细胞发生凋亡[25]. Cyto c在启动细

胞凋亡和维持线粒体氧化还原平衡过程中起重

要作用, 在被释放入胞质并与Apaf-1结合后Cyto 
c能够同Caspase-9形成复合物并使之活化, 继而

激活Caspase-3等下游Caspase, 完成凋亡诱导过

程[26-32]. 本研究通过流式细胞术、Western blot和
底物显色等方法, 探讨了Apoptin对BGC-823肿
瘤细胞△Ψm, Cyto c和Caspase-3/9等线粒体凋亡

途径信号转导关键控制点的影响. 结果显示, 导
入Apoptin基因能够下调BGC-823 △Ψm, 促进线

粒体Cyto c向胞质的释放, 激活Caspase-3/9. 结
合Apoptin对体外培养BGC-823细胞抑制作用

研究结果, 我们认为Apoptin作用于线粒体, 造
成ROS和Cyto c的释放, 并依次激活Csapase-9
和Caspase-3, 最终通过线粒体凋亡途径诱导

BGC-823细胞凋亡, 从而实现对BGC-823细胞的

抑制作用. 
总之, Apoptin具有不依赖P53的凋亡诱导功

能, 不受Bcl-2等凋亡抑制因子限制及无以伦比

的特异性等多种其他肿瘤基因治疗策略不具备

的优势, 使其具有广泛应用于包括胃癌在内的

多种肿瘤治疗研究的潜力. 
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2006中国结直肠肛门外科学术会议通知

本刊讯 为了加强与世界同行的交流与接轨, 将我国直肠肛门外科的专利化发展到一个新的台阶, 由“中华医

学会外科学分会结直肠肛门外科学组”、“中国抗癌协会大肠癌专业委员会”、“中国中医药学会肛肠分

会”和“中国中西医结合学会大肠肛门病专业委员会”共同主办的“2006中国结直肠肛门外科学术会议”将

于2006-11-09/12在珠海国际会议中心大酒店举行. 届时结直肠肛门外科的专家、同行将共聚一堂, 规划我国结

直肠肛门外科协作研究、共同发展的前景. 大会将邀请国际最著名的美国、欧洲、新加坡、日本、香港及台

湾的专家和我国外科界、中医界、肿瘤界以及相关领域的专家就本专业进展作专题报告. 大会同时还采用手

术录像、提问、讨论、争鸣、答疑、展板等多种方式进行研究交流. 这将是我国结直肠肛门外科学界的一次

盛会. 诚邀普通外科、结直肠肛门外科的专家、同行参会, 参会者可获得中华医学会Ⅰ类继续教育学分. 联系

电话: 020-87331428, 87332200-86698 
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Abstract
AIM: To study effect of adenovirus (Ad)-
mediated fusion gene system driven by KDR 
promoter on the proliferation of human gastric 
adenocarcinoma cell line SGC7901.

METHODS: SCG7901 cells (with KDR expres-
sion) and HepG2 cells (without KDR expres-
sion) were both transfected with AdEasy-KDR-
CDglyTK vector, followed by treatment of the 
prodrugs 5-fluorocytosine (5-FC) and/or gan-
ciclovir (GCV) at different concentrations. The 
killing and bystander effects on both kinds of 
cells were evaluated�.

RESULTS: The green fluorescent protein (GFP) 
was observed in 95% of the infected SCG7901 
and HepG2 cells when the multiple of infection 

(MOI) was 100. No significant difference was 
found in the characteristics of growth between 
the transfected and non-transfected SCG7901 
cells (t = 0.224, P = 0.823). In the same time, there 
was also no significant difference between the 
transfected and non-transfected HepG2 cells (t = 
0.120, P = 0.904). The infected cells exhibited dif-
ferent sensitivities to the two kinds of prodrugs: 
SCG7901 cells infected with Ad were highly 
sensitive to the prodrugs (F = 109.43, P = 0.000), 
while the infected HepG2 cells were not. In ad-
dition, the killing effect of CDglyTK fusion gene 
on the target cells was notably stronger than 
that of either single suicide gene (F = 162.22, P = 
0.000), and a considerable bystander effect was 
also observed.

CONCLUSION: CDglyTK fusion gene system 
driven by KDR promoter can selectively kill 
SCG7901 cells, and there exists an obvious by-
stander effect during this process.

Key Words: Human stomach adneocarcinoma; KDR 
promoter; Suicide gene therapy; Adenovirus; By-
stander effect

Li Q, Huang ZH, Yu JL,  Su GQ, Li  Z,  Zhou GJ. 
Adenovirus-mediated double suicide gene driven 
by KDR promoter selectively kills human gastric 
adneocarcinoma cell line SGC7901. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(31):2997-3001

摘要
目的: 探讨腺病毒介导KDR启动子驱动的双
自杀基因体系对人胃癌细胞SCG7901的靶向
杀伤作用. 

方 法 :  应 用 重 组 腺 病 毒 A d E a s y - K D R -
CDglyTK体外感染实验组SCG7901细胞株和
对照组HepG2细胞株, 并给予不同浓度的前药
GCV(ganciclovir)和/或5-FC(5-fluorocytosine), 
观察该体系对SCG7901细胞杀伤效应及其旁
观者效应. 

结果: 携带双自杀基因和报告基因(GFP)的重
组腺病毒载体, 感染复数为100时, 95%以上的
受感染SCG7901和HepG2细胞中有GFP表达. 
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■背景资料
为了提高自杀基
因的靶向性, 利用
肿瘤细胞特异的
启动子来调控目
的基因, 从而使目
的基因在特定的
肿瘤组织中表达. 
已有许多实验证
明, 胃癌、大肠癌
等实体瘤与新生
血管形成关系密
切, 在肿瘤原发灶
及远处转移灶中
可检测到高水平
表达的血管内皮
生长因子(VEGF)
及其受体(KDR), 
而正常组织表达
甚微或不表达. 基
于此, KDR可作为
肿瘤生物治疗的
理想靶点.



已转染腺病毒的SCG7901和未转染SCG7901
的细胞在细胞生长方面无显著性差异 (t  = 
0.224, P  = 0.823). 已转染腺病毒的HepG2细
胞和未转染HepG2的细胞在细胞生长方面也
无显著性差异(t  = 0.120, P  = 0.904). 在前药应
用下, 已转染腺病毒的SCG7901和HepG2细
胞表现出对前药不同的敏感性, SCG7901细
胞对前药具有较高的敏感性(F  = 109.43, P  = 
0.000). 融合基因的疗效优于单一自杀基因(F  
= 162.22, P  = 0.000). 将感染腺病毒细胞与未
感染细胞以不同比例混和培养, 观察到该体系
明显的旁观者效应.

结论: KDR基因启动子可以调控融合基因体
系选择性地杀伤人胃癌SCG7901细胞, 并存在
旁观者效应.

关键词: 人胃癌细胞; KDR启动子; 自杀基因治疗; 

腺病毒; 旁观者效应
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0  引言

胃癌的基因治疗逐渐成为近几年研究热点, 其
中自杀基因治疗是一种颇具临床应用潜力的治

疗策略. 血管内皮细胞生长因子(VEGF)及其受

体(KDR)在肿瘤血管形成过程中起着关键作用, 
二者高表达于肿瘤新生血管内皮细胞及恶性程

度高的肿瘤细胞[1-3]. 本研究旨在探讨腺病毒介

导以KDR为启动子的CDglyTK双自杀基因系统

对胃癌细胞杀伤效应及其旁观者效应, 阐述其

在胃癌治疗中的应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 重组腺病毒AdEasy-KDR-CDglyTK为

珠江医院普外科构建, 胃癌细胞株SCG7901购
自中山大学动物试验中心细胞库, 肝癌细胞株

HepG2引自南方医科大学肿瘤研究所, DMEM、

小牛血清及TRIzol Reagent试剂盒为Gibco公司

产品; 转染试剂PolyFect为QIAGEN公司提供; 
CD-TK引物序列为: 上游P1: 5'AAGCTTAGGC
TAGCAATGTCG3', 下游P2: 5'TTAGTTAGCCT
CCCCCATCTC3', 由上海英俊生物有限公司合

成; GCV为Roche Pharma(Switzerland)公司产品, 
5-FC购自Sigma公司.
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1.2 方法 

1.2.1 重组腺病毒对SCG7901, HepG2细胞感染

率的测定 以2×105个细胞数接种于6孔培养板, 
待细胞丰度达约90%, 加入不同感染复数(MOI)
的腺病毒, 继续在37℃, 50 mL/L CO2孵箱内培

养, 3 d后在荧光显微镜下计数GFP阳性细胞百

分比.
1.2.2 RT-PCR检测转基因细胞CDglyTK基因转

录表达 细胞总RNA的提取按照TRIzol Reagent 
试剂盒说明进行, 然后按照逆转录试剂盒说明

合成cDNA, 应用CDglyTK的上下游引物进行

PCR反应, 1%琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察结

果并拍照.
1.2.3 KDR启动子融合基因腺病毒对SCG7901
细胞生长曲线的影响 取对数生长期已转基因

的SCG7901细胞, 制成4×103/mL的细胞悬液, 
接种于96孔板培养细胞, 每板接种6孔. 对照组

SCG7901细胞同浓度平行接种6孔. 另设空白孔

调零. 应用四甲唑蓝(MTT)法检测, 每天测1板, 
实验重复3次.
1.2.4 不同浓度的GCV, 5-FC对胃癌SCG7901/
CD-TK细胞的作用 SCG7901细胞以1×104/孔接

种于96孔培养板中, 次日丰度达约80%, 用100 
MOI的重组腺病毒感染之. 培养24 h后弃去培养

液, 将SCG7901/CD-TK和SCG7901分别加入不

同浓度的GCV, 使终浓度分别为20, 40, 60, 80, 
100, 200 mg/L, 或加入不同浓度的5-FC使终浓

度分别为100, 250, 500, 1000, 2000, 4000 mg/L. 
以不加药的未转染细胞作对照, 每实验组设3个
复孔, 培养72 h后MTT法测各孔吸光度(A值), 计
算细胞生长抑制率 = (1-实验组检A值/对照组A
值)×100%. 半数抑制浓度(IC50, 50% inhibitory 
concentration) IC50 (mg/L) = Log-1[Xm-I(∑P-0.5)].
1.2.5 不同前药对Ad-KDR-CDglyTK感染的

SCG7901细胞和HepG2细胞的作用 在96孔板中

以1×104/孔接种SCG7901细胞和HepG2细胞, 次
日丰度达约80%, 用100 MOI的重组腺病毒感染. 
培养24 h后, 分别加入GCV 60 g/L, 5-FC 1000 g/
L以及联合应用GCV 60 g/L+5-FC 1000 g/L, 每
个前药设3个复孔, 并设不加前药的对照孔和只

有培养液的空白孔. 培养72 h后, 用MTT方法检

测细胞生长抑制率.
1.2.6 旁观者效应 分别取对数的转基因和未转

基因细胞, 以不同比例进行混合, 以1×104个细

胞/孔接种于96孔培养板中, 48 h后于不同组分

别加入GCV 60 g/L, 5-FU 1000 g/L以及两者的混

www.wjgnet.com

■研发前沿
以KDR为启动子
调控的CD-TK双
自杀基因重组腺
病毒载体, 转导自
杀基因选择性杀
伤胃癌细胞和癌
组织周围的血管
内皮细胞, 一方面
通过KDR为启动
子介导双自杀基
因选择性杀伤肿
瘤细胞及肿瘤血
管内皮细胞, 另一
方面通过选择性
杀伤肿瘤细胞, 抑
制肿瘤细胞分裂
增殖, 减少VEGF
的分泌. 通过二者
的协同作用达到
抑制肿瘤原发灶
生长, 阻断VEGF
和KDR的结合, 抑
制由VEGF引起的
KDR的磷酸化及
其后的信号传导
通路, 从而抑制肿
瘤血管生成, 削减
肿瘤发生远处转
移.
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合液. 72 h以后以MTT法检测细胞的存活率.
统计学处理 应用SPSS 10.0软件进行处理, 

采取独立样本t检验和单向方差分析(组间多重

比较应用S-N-K法).

2  结果

2 . 1  重 组 腺 病 毒 的 感 染 效 率 和 转 基 因 细 胞

CDglyTK基因表达产物的鉴定 采用不同MOI
的重组腺病毒分别感染SCG7901和HepG2细
胞, 96 h后观察发现, 细胞的感染率随腺病毒

滴度的增加而递增, 当MOI = 1时, 仅少数细

胞有荧光; 当MOI = 100时, 95%以上的GFP表
达; MOI = 200时, 几乎所有的细胞均被感染. 重
组腺病毒对两种细胞具有相似的感染效率(图
1). RT-PCR检测结果: 感染Ad-KDR-CdglyTK的

SCG7901/CD-TK细胞内可见约2.5 kb阳性条带, 
而HepG2/CD-TK细胞内未检测到目的融和基因

(CdglyTK)在mRNA水平的表达(图2). 
2.2 重组腺病毒对SCG7901细胞生长曲线的影

响 已转基因SCG7901细胞(实验组)和SCG7901
细胞(对照组)具有类似的生长状态(图3),  结
果显示 ,  两者无统计学意义(F = 0.048, P = 
0.823>0.05). 
2.3 不同浓度的前药对SCG7901细胞增殖的影响殖的影响的影响 
由图4-5可见GCV对SCG7901/CD-TK细胞有明

显的剂量依赖性细胞毒作用, 根据量效关系计

算其半数抑制浓度. IC50为61.89 mg/L, 而GCV对

SCG7901细胞IC50为397.8 mg/L, 两者差异有统

计学意义(P <0.01). 同样, 5-FC对SCG7901/CD-

 图  1  SCG7901(A×100)和
HepG2(B×100)细胞感染重
组腺病毒后表达绿色荧光
蛋白. 
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图   2   逆 转 录 - 聚 合 酶 链
反应检测细胞转染情况. 1: 
Marker 250 bp DNA Ladder; 
2: 转染细胞HepG2/CD-
TK; 3: 转染细胞SCG7901/
CD-TK(2.5 kb阳性条带). 
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图  3  SCG7901细胞的生长曲线.
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图  4  GCV对SCG7901/CD-TK细胞毒作用.

图  5  5-FC对SCG7901/CD-TK细胞毒作用.

■创新盘点
本实验的创新点
在于 :  (1)以胃癌
微血管为治疗靶
点, 采用KDR为启
动子, 靶向杀伤肿
瘤血管内皮细胞
及肿瘤细胞 ;  (2)
该疗法不仅杀伤
原发灶肿瘤细胞, 
还可抑制肿瘤新
生血管形, 切断瘤
体供养, 使原发灶
缺血坏死, 并能抑
制远处转移灶的
形成 ;  (3)可利用
自杀基因治疗的
“旁观者效应”

放大疗效 ;  (4)利
用双自杀基因的
协同效应提高疗
效并肿瘤的抗药
性; (5)采用GFP为
报告基因, 检测快
速, 方便.

■应用要点
在KDR启动子驱
动 下 ,  目 的 基 因
可以特异性表达
于肿瘤细胞及其
血管内皮细胞内. 
利用KDR启动子
对肿瘤新生血管
内皮细胞及肿瘤
细胞的靶向作用, 
驱动CD/5-FC和
HSV-TK/GCV两
套自杀基因系统
特异性杀伤肿瘤
细胞及新生血管
内皮细胞, 为进一
步开展胃癌的靶
向治疗研究奠定
基础.
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TK细胞的IC50为806.48 mg/L, 而对SCG7901细
胞生长影响不大.
2.4 不同前药对SCG7901细胞增殖的影响殖的影响的影响 以
MOI = 100的重组腺病毒Ad-KDR-CDglyTK感

染两种细胞, 加入前药终浓度为: GCV 60 mg/L, 
5-FC 1.0 g/L. SCG7901细胞仅有约21.5%±

3.15%存活, 而HepG2细胞存活率仍有89.13%
±3.41%(P <0.01). 同时发现, 单用浓度60 mg/L
的GCV时, SCG7901细胞的存活率为48.46%±

0.75%. 单用浓度为1.0 g/L的5-FC时, 生存率为

49.50%±1.87%. 两者联合应用时, 其生存率为

21.50%±3.15%(P均<0.01, 图6).图6).).
2.6 旁观者效应 将感染腺病毒的细胞与未感染

的细胞以不同比例混合培养, 观察到该体系明

显的旁观者效应(图7), 当转基因细胞的比率为

40%时, SCG7901有11%的存活, 而HepG2细胞

的存活率仍在96%, 两者比较均有显著性意义

(P <0.01).

3  讨论

自Folkman提出肿瘤的生长具有血管形成依赖

以来, 对实体瘤的血管形成及其相关微循环的

研究及抗肿瘤血管生成已成为当今肿瘤研究的

热点之一[4]. 实体肿瘤的生长和转移离不开肿瘤

血管的形成, 新生血管一方面提供肿瘤细胞生

长所需的氧和养分, 促进肿瘤细胞分裂增殖, 另
一方面肿瘤细胞通过新生血管的微循环浸润周

围脏器, 发生远处转移. 因此以肿瘤血管为靶点, 
采用各种途径抑制肿瘤血管的形成, 切断肿瘤

的供养, 即能有效抑制肿瘤生长和转移[5]. 已有

许多实验证明, 胃癌、大肠癌等实体瘤与新生

血管形成关系密切, 在肿瘤原发灶及远处转移

灶中可检测到高水平表达的血管内皮生长因子

(VEGF)及其受体(KDR), 因此其在多种肿瘤中

分布, 并与肿瘤的恶性转归明显相关, KDR在肿

瘤血管及肿瘤组织细胞中均高表达, 且正常组

织表达甚微或不表达. 因此构建了KDR启动子

驱动的双自杀基因体系, 既保证了目的基因转

染的靶向性, 又达到针对肿瘤细胞及其血管内

皮细胞双重靶向的目的.
为探讨K D R启动子驱动的自杀基因体系

特异性的杀伤作用 ,  将含目的基因的腺病毒

感染表达KDR的胃癌细胞SCG7901和不表达

K D R的H e p G2, 并分别给以不同浓度的前药

5-FC和GCV, 结果发现, 感染Ad-KDR-CDglyTK
的细胞株细胞生存率存在差异: 感染Ad-KDR-

CDglyTK的细胞株SCG7901随前药浓度的增加

其生存率递减, 而不表达KDR的细胞HepG2生
存率则几乎不受影响. 这充分表明KDR基因启

动子调控的自杀基因体系的细胞特异性.
本系统应用的CD/5-FC和TK/GCV是目前研

究最为深入的两种自杀基因系统, 他们确切的

肿瘤杀伤作用已得到证实[6-7]. 尽管如此, 单自杀

基因治疗仍存在细胞及组织特异性单一和易产

生治疗的耐药性, 因此, 利用各体系不同的作用

机制及对各组织不同的敏感性, 本实验构建了

CDglyTK融合基因, 通过二者的互补大大提高

疗效, 克服自杀基因疗法的肿瘤细胞类型依赖

性和最大限度减少肿瘤细胞耐药性. 研究进一

步证实, 相同浓度的两种前药优于任一单前药

的疗效.
目前, 关于旁观者效应机制的研究主要是

单自杀基因系统, 其机制涉及到细胞凋亡、缝

隙连接、细胞介质等有关学说. 有关双自杀基

因体系的报告不多. 本实验应用KDR启动子驱

动双自杀基因靶向杀伤人胃癌细胞的研究, 观
察到其对胃癌细胞靶向杀伤的旁观者效应, 该
作用特点正好可以弥补体内转基因不足的缺点, 
以保证该基因治疗的效果.
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图  6  不同疗法对转基因细胞的作用.
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图  7  Ad-KDR-CdglyTK体系对细胞杀伤的旁观者效应.

■名词解释
1 双自杀基因疗
法: 是利用基因工
程的技术将两种
自杀基因整合在
一起, 通过载体转
导入肿瘤细胞, 使
其在肿瘤细胞内
表达融合基因产
物, 此产物具有两
种自杀基因编码
的酶的活性, 然后
给予双药物前体
治疗, 从而对两类
不同的药物前体
敏感, 而发挥双功
能的杀伤作用. 目
前双自杀基因多
位CD-TK融合基
因.
2 自杀基因疗法: 
是利用转基因的
技术, 将哺乳类动
物细胞中的自杀
基因转导入肿瘤
细胞内, 该基因表
达的产物可以将
无毒的药物前体
转化为有毒的药
物, 从而影响肿瘤
细胞的遗传物质
合成, 引起肿瘤细
胞的死亡.
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可见, 本研究构建的重组腺病毒可高效感染

目的细胞, 并且其双自杀基因体系对人胃癌细

胞有杀伤作用并存在旁观者效应, CDglyTK基因

的应用避免了单自杀基因的不足, KDR基因启

动子的引入保证了该治疗的靶向性. 因此, 本实

验为双自杀基因靶向治疗胃癌的进一步研究提

供了实验依据, 其旁观者效应的机制有待进一

步探讨. 
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Abstract
AIM: To explore the influence of foreign plasmid 
DNA on the intestinal gene expression profile 
after absorption via the gastrointestinal tract in 
mice.

METHODS: Balb/c mice were orally adminis-
tered with 200 μg plasmid pcDNA3 and a length 
of jejunum was isolated 4 h after oral administra-
tion. The total RNA was extracted from the in-
testine and the gene expression profile of Balb/c 
mice was analyzed using oligonucleotide array 
after oral administration of plasmid pcDNA3�.

RESULTS: Among 17667 genes obtained from 
gene expression profile analysis, there were 61 
genes differentially expressed from those in 
GenBank, of which 36 genes were up-regulated 
and 25 ones were down-regulated after oral ad-
ministration of foreign plasmid DNA. The dif-
ferentially expressed genes were mainly related 
to immune response, anti-oxidation, detoxifica-
tion function, lipid metabolism, anion transport 

protein, apoptosis and signal transduction.

CONCLUSION: Foreign plasmid DNA, ad-
ministered via the gastrointestinal tract, may 
widely modulate the expression of many 
genes in the intestine in mice�.

Key Words: Foreign plasmid DNA; Intestine; Gene 
expression; Oligonucleotide arrays

Liu JW, Le GW, Shi YH. Effect of foreign plasmid DNA 
on gene expression profile of the intestine in mice. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(31):3002-3007

摘要
目的: 研究外源质粒通过胃肠道途径吸收对
小鼠肠道基因表达谱的影响. 

方 法 :  给 B a l b / c 小 鼠 灌 胃 质 粒 p c D N A 3 
200 μg, 在灌胃后4 h后分离空肠一段, 提取
肠组织的总RNA. 利用寡核苷酸芯片对灌胃
质粒pcDNA3后的Balb/c小鼠肠道进行基因表
达谱研究. 

结果: 灌胃外源质粒DNA后, 所检测的1 7667
基因中有61条基因产生差异表达, 其中36条基
因表达上调, 25条基因表达下调. 这些差异表
达的基因主要涉及免疫应答、抗氧化及解毒
功能、脂质代谢、阴离子转运蛋白、细胞凋
亡及信号转导等过程.

结论: 外源质粒DNA通过胃肠道途径可广泛
调控肠道多种基因表达.

关键词: 外源质粒DNA; 肠道; 基因表达; 寡核苷酸

芯片

刘建文, 乐国伟, 施用晖. 外源质粒DNA对小鼠肠道基因表达谱

的影响.  世界华人消化杂志  2006;14(31):3002-3007

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/3002.asp

0  引言

哺乳动物胃肠道是外源DNA进入机体的主要器

官[1-3], 质粒DNA进入肠道后能够逐渐被肠道核

酸酶降解成碎片形式[4-7]. 外源质粒DNA进入肠

■背景资料
人和动物每天都
要进食大量的食
物, 因此外源DNA
首先最有可能接
触的是胃肠道. 外
源质粒DNA进入
肠道后可激活肠
黏膜免疫细胞, 诱
导肠黏膜免疫应
答, 引起肠道生理
功能发生相应的
变化等. 我们采用
基因芯片来考察
外源质粒DNA对
肠道基因表达谱
的影响, 在基因水
平上研究外源质
粒DNA的胃肠道
代谢及对肠道的
作用机制.

 
wcjd@wjgnet.com 
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道后可能与细菌一样, 与肠道黏膜细胞存在着

一种互作关系. 肠道是机体最大的免疫器官, 集
中了体内大部分淋巴细胞, 外源质粒DNA可激

活肠黏膜免疫细胞, 诱导肠黏膜免疫应答[8-10]. 外
源质粒DNA可能进入细胞核内, 插入到哺乳动

物基因组中, 引起基因组的缺失和重排, 宿主基

因组会以改变DNA甲基化模式来抵抗外源质粒

DNA的入侵[11-18]. 外源质粒DNA进入肠道到后, 
势必会引起肠道生理功能发生相应的变化, 生理

功能本质上受基因的表达调控. 我们采用基因

芯片在mRNA水平上来考察外源质粒DNA对肠

道基因表达谱的影响, 为进一步研究外源质粒

DNA的胃肠道代谢及作用机制奠定基础. 

1  材料和方法

1.1  材料  T 7-O l i g o(d T) 15(上海博亚生物技

术有限公司), S u p e r s c r i p t Ⅱ(I n v i t r o g e n), 
D N A P o l y m e r a s e(I n v i t r o g e n),  T4 D N A 
polymerase(Invitrogen), RNeasy Mini Kit(Qiagen), 
Random Primer DNA Labeling Kit (TaKaRa, ), T7 
RiboMAX Express Large Scale RNA Production 
System(Promega), 小鼠Oligo芯片(Qiagen). 6周
龄Balbc/C♂小鼠(购自中科院上海实验动物中

心)6只, 随机分成2组, 一组为实验对照组, 灌胃

200 μL生理盐水, 另一组给小鼠灌胃1 g/L质粒

pcDNA3生理盐水溶液200 μL, 灌胃后4 h , 眼球

采血宰杀小鼠, 在超净台上迅速分离空肠一段, 
同组3只小鼠的小肠合并在一起, 置于RNAlater
中, 于4℃过夜, -20℃保存. 
1.2 方法 TRIzol试剂盒提取小鼠肠道总RNA, 
电泳及分光光度计测A260/A280以鉴定总RNA
质量. RNA定量, 反转录合成双链cDNA并进行

纯化. 用T7 RiboMAX Express Large Scale RNA 
Production System(Promega)将双链cDNA进行体

外转录合成cRNA. cRNA再次反转录成cDNA, 
Cy5-dCTP标记实验组cDNA, Cy3-dCTP标记实

验组cDNA. 标记的DNA与芯片进行杂交洗涤,  
并进行扫描. 

统计学分析 采用GenePix Pro 4.0图像分析

软件(Axon Instruments公司)对芯片图像进行分

析, 把图像信号转化为数字信号; 最后以差异为

两倍(Cy5/Cy3)的标准来确定差异表达基因, 其
中Cy5/Cy3≥2表示表达显著上调, Cy5/Cy3≤0.5
表示表达显著下调.

2  结果

小肠组织芯片杂交, 结果显示在1 7667条基因

中, 共有4196条基因表达, 其中明显差异表达的

基因有61条(图1), 表达上调36条(表1), 表达下调图1), 表达上调36条(表1), 表达下调, 表达上调36条(表1), 表达下调

25条(表2). 这些差异表达的基因主要涉及免疫

应答、肠道抗氧化及解毒功能、脂质代谢、阴

离子转运蛋白、细胞凋亡及信号转导等过程.

3  讨论

随着人类基因组计划进入后基因组时代, 研究重

点也将由基因的发现转向基因的功能. 我们发现

肠道中受外源质粒pcDNA3调控的基因有61条, 
这些基因中功能较为明确的包括与免疫应答、

肠道抗氧化及解毒、脂质代谢、离子转运、细

胞凋亡和信号转导等相关基因, 以下就外源质粒

pcDNA3调控这些基因的意义进行简要讨论. 许
多与免疫应答基因表达发生变化, 其中表达上调

的有胰腺炎蛋白(PAP)、淋巴细胞抗原6复合物

(Ly6A,Ly6F)、干扰素刺激蛋白(G1P2)、干扰素

γ诱导因子结合蛋白(IL18bp)、干扰素诱导蛋白

3(IFIT3)、黏蛋白(Mucin 3). 表达下调的有肥大

细胞蛋白酶(Mast cell protease, pseudogene 1)、
免疫球蛋白基因(CD79B)、主要组织相容性抗

原基因(H2-EB1)、热休克蛋白86、簇集蛋白、

Regenerating islet-derived 3 gamma(Reg3g). 
我们发现外源质粒D N A可上调微粒体谷

胱甘肽硫转移酶(mGST)、谷胱甘肽过氧化物

酶和金属硫蛋白2(MT)的表达. MT是富含半胱

氨酸的小分子蛋白, 有使细胞免受氧化损伤的

作用. 谷胱甘肽硫转移酶是生物体内的主要解

毒系统[19], 与许多生理及异源物质的排泄有关. 
还原型谷胱甘肽(GSH)是mGST主要作用底物. 
GSH与各种亲脂性和亲电子底物的第二相结合

反应, 包括药物, 化疗剂, 致癌物, 致突变物, 氧
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■研发前沿
生物技术的发展
为人类健康与农
业生产发展提供
了新的契机, 将质
粒DNA注射入体
内达到基因治疗
或免疫、代谢调
控目的是1990年
代才开始的一种
新技术, 显示出良
好的前景. 同时随
着转基因作物、

食品的增加, 外源
质粒DNA的胃肠
道吸收、作用及
其基因转移对人
类与动物健康可
能产生的影响, 也
值得研究者的关
注.图  1  基因芯片杂交信号散点图.
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化应激引起脂质过氧化损伤以及其他异生质

(xenobiotic)产生的各种毒性代谢产物在微粒体

上是由mGST催化解毒[20-22]. 谷胱甘肽过氧化物

酶在清除细胞内过氧化物、保护细胞免受过氧

化损伤过程中起重要作用. 谷胱甘肽过氧化物

酶活性的强弱, 直接反映机体清除自由基的能

力[23-24]. Ames(1981)[25]认为核酸及相关物质均可

作为内源自由基清除剂和抗氧化剂, 具有VC作

用, 由于其还原性大于VC, 还能避免VC氧化. 嘌
呤的代谢产物尿酸是体内一些有害活性物质的

有效清除剂, 其清除内源自由基和抗氧化的能力

最强, 在生理浓度和各种pH条件下, 具有保护红

细胞膜脂质过氧化及由过氧化损伤造成的红细胞

破裂作用. 饮水中添加DNA能提高老年小鼠血中

谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)的活性, 口服核苷

制剂能够降低体内脂质过氧化物的含量. 外源质

粒DNA在肠道中具有抗氧化酶活性, 实际上就是

有清除机体内自由基的效果. 环境和食物成分在

肠道中主要通过氧化和结合作用(conjugation)进行

脱毒[26], 因此认为外源质粒在肠道中能够增强宿

主代谢异生质(xenobiotic)和内源毒素的能力. 
我们发现肠道中与脂质代谢相关的基因表

■应用要点
外源质粒DNA引
起肠道差异表达
的基因主要涉及
免疫应答、抗氧
化及解毒功能、

脂质代谢、阴离
子转运蛋白、细
胞凋亡及信号转
导等过程. 肠道作
为抵御外源质粒
的第一道防线, 肠
道基因表达的变
化反映了肠道对
外源质粒吸收所
产生的宿主应答, 
肠道基因表达的
变化也初步反映
外源质粒DNA在
肠道的吸收机制.

→

       

表  1  质粒灌胃后4h肠道中表达上调的基因

NM_023138
NM_013867
NM_030238
BC006631
U70139
NM_010738
NM_030677
NM_019946
NM_008530
NM_010286
NM_011068
NM_015783
AK005036
AF110802

NM_008638

NM_019810
NM_011150

NM_007885

AY008277

NM_021394

NM_022331

NM_007672
NM_010501

BC013478
NM_011036
BC005552
AK002567
NM_011260
AF027131
BC007173
NM_007769
NM_007679

NM_022411

NM_011470
AK019097
AK016647

GenBank accession            Cy5/Cy3          Symbol	          基因名称

  2.0063 
  2.0245 
  2.0286 
  2.0361 
  2.0372 
  2.0667 
  2.0834 
  2.1065 
  2.1192 
  2.1292 
  2.1709 
  2.1765 
  2.2043 
  2.2327 
  
  2.3244 
  

  2.3264 
  2.3762 
  
  2.4262 
 
  2.4573 
  
  2.5322 
  
  2.7000 
  
  2.7677 
  2.9068 
  
  3.0711 
  3.1659 
  3.3969 
  3.4149 
  4.2078 
  4.5115 
  4.5371 
  4.6993 
  4.7027 
  
  5.3687 
  
  6.2025 
11.7085 
20.4069

MAP2K2
BCAR3
DNCHC1
AL022610
CCRN4L
LY6A
GPX2
MGST1
LY6F
DSIP1
PEX11A
G1P2
1300017K07RIK
IL18BP

MTHFD2

SLC5A1
LGALS3BP

SLC26A2

CLCA4

ZBP1

HERPUD1

CDR2
IFIT3

SLC30A2
PAP
ASNS
MT2
REG3G
MUC3
TPP2
DMBT1
CEBPD

SLC13A2

SPRR2D
2310057M21RIK
SLCO6C1

丝裂原激活蛋白激酶2
Breast cancer anti-estrogen resistance 3
Dynein, cytoplasmic, heavy chain 1动力蛋白
EST AA764025
Carbon catabolite repression 4 homolog (S. cerevisiae)
Lymphocyte antigen 6 complex, locus A淋巴细胞抗原, Ly 抗原
Glutathione peroxidase 2 谷胱苷肽过氧化物酶 2
Microsomal glutathione S-transferase 1微粒体谷胱苷肽S转移酶
Lymphocyte antigen 6 complex, locus F 淋巴细胞抗原,Ly 抗原
糖皮质激素诱导的氨酸拉链
过氧化物酶体生物发生因子11a
Interferon-stimulated protein (15 kDa) 干扰素刺激蛋白
RIKEN cDNA 1300017K07 gene
Interferon gamma inducing factor binding protein 干扰素γ诱导
因子结合蛋白
Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase(NAD+ dependent), 
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase 
亚甲基四氢叶酸脱氢酶, 次甲基四氢叶酸环水解酶
Solute carrier family 5, member 1 溶质载体家族
Peptidylprolyl isomerase C-associated protein 肽基脯氨酸异
构酶C伴随蛋白
Solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2 溶质
载体家族
Mus musculus calcium-activated chloride channel CLCA4 
mRNA, complete cds
Tumor stroma and activated macrophage protein DLM-1 肿
瘤间质巨噬细胞蛋白
Homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-
inducible, ubiquitin-like domain member 1
Cerebellar degeneration-related 2 小脑退化基因
Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3 干
扰素诱导蛋白
Mus musculus, clone IMAGE: 4239648, mRNA
Pancreatitis-associated protein胰腺炎相关蛋白
Asparagine synthetase天冬酰胺合成酶
Metallothionein 2金属硫蛋白2
Regenerating islet-derived 3 gamma 再生基因
Mucin 3, intestinal黏蛋白
Mus musculus, clone IMAGE:3493127, mRNA, partial cds
Crp-ductin 候选肿瘤抑制基因
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta CCAT增强子结合
蛋白
Solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate 
transporter), member 2 溶质载体家族
Small proline-rich protein 2D 小脯氨酸富含蛋白
RIKEN cDNA 2310057M21 gene
RIKEN cDNA 4933404A18 gene
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达受到抑制, 包括载脂蛋白E、载脂蛋白C Ⅲ和

簇集蛋白, 说明外源质粒DNA影响肠道脂蛋白

的吸收. 簇集蛋白与HDL颗粒结合使细胞胆固

醇外流,起脂质运输作用, 并参与局部组织环境

脂质平衡, 去除细胞凋亡及损伤时过多的脂质. 
ApoE主要存在于乳糜微粒和极低密度脂蛋白以

及他们的残基和某些HDL亚型中, 作为脂蛋白的

配体发挥作用, 通过受体介导途径参与机体脂质

代谢的调节[27]. ApoE的生成与细胞内游离胆固

醇含量相关, ApoE对巨噬细胞对脂质的聚集和

动脉粥样硬化形成有关, 因此, 有人发现CpG可

影响泡沫细胞和动脉粥样硬化的形成[28]. 
我们发现外源D N A可影响一些肠道阴离

子转运蛋白的表达. 其中表达上调的有Solute 
carrier family 5, member 1、Solute carrier family 
26、Solute carrier family 13; 表达下调的有Solute 
carrier family 34、Solute carrier family 28. 质粒

pcDNA3是一种带有负电荷的阴性离子, 推测可

能Solute carrier family作为外源质粒DNA在肠道

中的转运蛋白介导质粒DNA的吸收. 这些阴离

子转运蛋白在机体代谢中也发挥重要的作用. 如
Solute carrier family 13(SLC13A2)是一种钠依赖

二羧酸协同转运蛋白, 是一类介导琥珀酸、枸橼

酸及α酮戊二酸等三羧酸循环中间产物转运的

有机阴离子转运蛋白. 在正常肾脏、脑、肝脏及

小肠等组织均有较高表达. SLC13A2可为肾脏细

胞提供能量代谢的底物、参与氨基酸及神经递

质的合成,并可能参与机体酸碱平衡的调节,与肾

结石的形成和衰老有关. 
实验发现Caspase 3表达下调. Caspases是

一种与细胞凋亡关系极为密切的一组蛋白酶. 
目前认为Caspases是细胞凋亡的执行者. 正常

情况下他是以无活性的酶原形式存在. 在某些

凋亡启动诱导因素的作用下, 在一定基因的调

节下借助于细胞膜上的某些受体蛋白质使凋

亡的信号传递至Caspases, 并使其层层激活-
“瀑布式”激活. 当Caspase3活化后可直接切

割并激活DNA断裂因子(一种45 kDa蛋白值)引
起DNA降解. 由于Caspase3能活化一种碱性核

酶, 后者能在DNA上识别一定序列并使其断裂, 
致使琼脂糖凝胶电泳时呈现梯形条带. Daniel 
Rachmilewitaz(2002)[29]发现免疫刺激DNA序列

可降低DSS诱导的结肠组织Caspase 3活性, 原
因是ISS-ODN能够活化NF-κB, 诱导Bcl-xl基因

的转录, 这些因素促成ISS-ODN活化DNA-PK, 
从而在黏膜位点抑制细胞的凋亡. 本实验发现

B

Ⅲ

Ⅲ

       

表  2  质粒灌胃后4 h肠道中表达下调的基因

X78543
NM_008339
AK008016
NM_009696
NM_011402

NM_013492
NM_007398
NM_010382

NM_007489

NM_009042
BC021548
AY030094

NM_011468
AK004658
BC007144
NM_021520
NM_019411
BC011492
M28739
NM_009825
NM_130450
NM_009810
NM_009984
NM_023114

GenBank accession       Cy5/Cy3        Symbol	            基因名称

0.0829 
0.1468 
0.1705 
0.2125 
0.2243 

0.2466 
0.2932 
0.2964 

0.3206 

0.3611 
0.3644 
0.3734 

0.3760 
0.3900 
0.4201 
0.4247 
0.4250 
0.4303 
0.4349 
0.4648 
0.4711 
0.4712 
0.4725 
0.4757 

MCPT-PS1
CD79B
2010001M09RIK
APOE
SLC34A2

CLU
ADA
H2-EB1

ARNTL

REG1
0610039P13RIK
4932416A11RIK

SPRR2A
HSPCA
PSCDBP
SLC28A2
PPP2CA
9130020G10RIK
TUBB2
SERPINH1
ELOVL6
CASP3
CTSL
APOC3

肥大细胞蛋白酶
免疫球蛋白基因
RIKEN cDNA 2010001M09 gene
Apolipoprotein E载脂蛋白E
Solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2溶质载体
家族
Clusterin簇集蛋白
Adenosine deaminase 腺苷脱氨酶
Histocompatibility 2, class II antigen E beta主要组织相容性抗原
基因II
Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like芳烃受体核
移位因子
Regenerating islet-derived 1 再生基因
RIKEN cDNA 0610039P13 gene
Mus musculus von Willebrand factor A-related protein (Warp) 
mRNA, complete cds
富含脯氨酸小蛋白
热休克蛋白86
Expressed sequence C80816
溶质载体家族28
蛋白磷酸酯酶
RIKEN cDNA 9130020G10 gene
Tubulin, beta 2 微管蛋白
热休克蛋白47
Expressed sequence C77826
Caspase 3, apoptosis related cysteine protease
组织蛋白酶
Apolipoprotein CIII 载脂蛋白C III

■名词解释
1 谷胱甘肽硫转
移酶(mGST): 是
一类具有多种生
理功能的同功酶, 
他不仅是生物体
内一种重要的Ⅱ
相解毒酶, 而且具
有抗氧化损伤作
用.
2  丝 裂 原 激
活 蛋 白 激 酶
(MAP2K2): 是细
胞内的一类丝氨
酸 / 苏 氨 酸 蛋 白
激酶 .  研究证实 , 
MAPKs信号转导
通路存在于大多
数细胞内, 在将细
胞外刺激信号转
导至细胞及其核
内, 并引起细胞生
物学反应(如细胞
增殖、分化、转
化及凋亡等)的过
程中具有至关重
要的作用.
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Caspase3基因表达下调, 说明外源质粒DNA可抑

制肠黏膜细胞凋亡. 
我们发现丝裂原激活蛋白激酶基因

(MAP2K2)发生上调, 说明外源质粒DNA可能

通过MAPK途径激活肠黏膜细胞. 丝裂原激活

蛋白激酶(MAPK)是细胞内一类重要的信号分

子. MAPK的激活由MAPKK(又名Mek)完成, 不
同的Mek激活不同的MAPK, 而Mek 的激活需

在其Ser残基上磷酸化, 即需要MAPKKK催化激

活. MAP2KKK、MeK、MAPK 这一酶促级联

反应系统构成哺乳动物多种信号传导途径中的

共同通路, 介导了细胞生长、发育、分裂、死

亡等多种生理反应过程. 除激活NF-κB外, CpG 
DNA还可激活不同的MAPK通路. 迄今, 通过

CpG DNA刺激不同的免疫细胞, 已发现有3个
MAPK超家族成员发生磷酸化: 细胞外信号调

节蛋白激酶(extracellular-signal regulated protein 
kinase, ERK)、c-jun氨基末端激酶(JNK)和p38. 
M A P2K2催化M A P K激酶上的苏氨酸和酪氨

酸残基, 使其磷酸化, 催化ERK1和ERK2激酶. 
MAPK的活化能将细胞生长因子等丝裂原信号

传递到细胞核内诱导大多数真核细胞增生分化. 
现在已经确定哺乳动物细胞中MAPKs途径大

致分为4种: ERK1/2途径、ERK5途径、JNK途

径、p38途径. 细胞外信号调节激酶(ERK1/2)为
分裂原激活的MAPK通路, 主要介导细胞增生和

分化的信号转导[30]. 因此说明外源质粒DNA通

过ERK途径激活肠道免疫细胞. 
总之, 本研究利用基因芯片技术发现灌胃

质粒DNA 4 h后, 大量与免疫应答的基因表达发

生变化, 说明外源质粒DNA进入胃肠道后首先

引起肠道黏膜免疫应答, 质粒DNA的免疫刺激

活性主要归因于非甲基化的CpG序列, 同时肠道

的一些生理功能也发生相应的变化, 包括抗氧

化、解毒功能、脂质代谢、离子转运、细胞凋

亡及细胞转导等. 本研究为深入全面地探讨外

源质粒DNA胃肠道吸收和作用机制提供了许多

有价值的研究线索, 在此基础上对这些差异表

达基因展开研究, 可望对外源质粒DNA胃肠道

代谢机制有更深入的了解. 
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Abstract
AIM: To observe the changes of intestinal 
epithelial tight junction protein occludin in 
mice with fulminant hepatic failure (FHF), and 
explore the mechanisms of spontaneous bacterial 
peritonitis (SBP).

METHODS: A total of 150 male BALB/c mice 
were divided into group A, B, C and D. The 
mice in group D were intraperitoneally injected 
with lipopolysaccharide (LPS, 10 mg/kg) and 
D-galactosamine (GalN, 800 mg/kg) to induce 
the model of FHF, while the mice in group A, B 
and C were intraperitioncally injected normal 
saline, LPS, and GalN, respectively. At the end 
of the 2nd, 6th, and 9th h, the mice were killed for 
the collection of liver and intestinal specimens. 
Immunohistochemistry, Western blot and quan-

titative real time polymerase chain reaction 
(QRT-PCR) were used to detect the distribution 
and expression of intestinal epithelial tight junc-
tion protein occludin�.

RESULTS: Tight junction protein occludin was 
localized along the apical region of the lateral 
plasma membrane representing the region of 
tight junctions in surface and crypt epithelial 
cells. In mucosal tissues from mice with FHF 6 
and 9 h after injection, occludin-positive stain-
ing was gradually weakened. Western blot 
demonstrated consistent and significant reduc-
tion of occludin expression in mice with FHF 
at the 6th (0.48 ± 0.07) and 9th h (0.36 ± 0.05) (P < 
0.05), which was significantly lower than that in 
group A (0.71 ± 0.09) (P < 0.05). Furthermore, the 
expression of occludin mRNA was decreased 
starting from the 2nd h (0.85 ± 0.12), and reached 
the lowest level at 6th h (0.72 ± 0.04), significantly 
lower than that in group A. At the 9th h, occludin 
mRNA expression almost restored (0.93 ± 0.10) 
to the normal level.

CONCLUSION: The expression of tight junction 
protein occludin is decreased at both protein 
and mRNA level in intestinal epithelial cells of 
mice with FHF.

Key Words: Mice; Fulminant hepatic failure; Intesti-
nal barrier; Tight junction protein; occludin

Cui W, Ma L, Wen Y, Liu P. Down-regulated expression 
of intestinal epithelial tight junction protein occludin 
in mice with fulminant hepatic failure. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(31):3008-3012

摘要
目的: 研究暴发性肝衰竭小鼠大肠上皮细胞
间紧密连接蛋白occludin表达的变化. 

方法:  B A L B/c小鼠150只随机分为生理盐
水对照组(n  = 30)、内毒素(LPS)对照组(n  = 
30)、D-氨基半乳糖(D-GalN)对照组(n  = 30)
和暴发性肝衰竭(LPS+GalN)组(n  = 60). 采用

®

■背景资料
暴发性肝衰竭时
存在肠黏膜屏障
的损伤, 其机制不
十分清楚. 肠上皮
细胞间具有完整
的紧密连接, 是肠
黏膜屏障最重要
的物质基础. 那么
暴发性肝衰竭时
肠黏膜屏障的损
伤是否是由于紧
密连接的破坏而
造成的呢?  本文
就这一问题研究
了暴发性肝衰竭
时肠上皮紧密连
接中最重要的结
构蛋白occludin表
达的变化.
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D-GalN和LPS联合ip制备暴发性肝衰竭小鼠
动物模型. 应用免疫组织化学技术、Western 
b l o t及实时定量P C R检测暴发性肝衰竭进
程中 ,  小鼠大肠上皮细胞间紧密连接蛋白
occludin的定位、表达及mRNA的变化. 

结果: occludin蛋白主要沿小鼠大肠黏膜上皮
细胞膜的顶端呈线状分布, 在暴发性肝衰竭
组小鼠, 6 h时occludin的阳性染色开始减少, 
9 h时更为明显. Western blot结果与免疫组织
化学结果相一致, 6 h时开始下降(0.48±0.07), 
9 h达到最低值(0.36±0.05), 与生理盐水对照
组(0.71±0.09)相比差异显著(P <0.05). 实时
定量PCR结果显示, 暴发性肝衰竭小鼠2 h时
occludin mRNA即开始下降(0.85±0.12), 6 h时
达到最低值(0.72±0.04), 与生理盐水对照组
(1.00±0.05)相比有明显差异(P <0.05), 9 h时有
所恢复(0.93±0.10).

结论: 在暴发性肝衰竭过程中, 大肠上皮细胞
间紧密连接蛋白occludin表达下降, 其mRNA
也呈下调趋势.

关键词: 小鼠; 暴发性肝衰竭; 肠黏膜屏障; 紧密连

接蛋白; occludin
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0  引言

自发性腹膜炎是暴发性肝衰竭(fulminant hepatic 
failure, FHF)时常见的并发症[2], 其发生与肠道黏

膜屏障功能的损伤及细菌移位有关. 肠道黏膜

屏障最重要的结构是肠上皮细胞间的紧密连接, 
我们研究了暴发性肝衰竭小鼠肠上皮细胞间紧

密连接蛋白occludin表达的变化, 以进一步揭示

自发性腹膜炎的发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂BALB/c小鼠150只, 6-8 wk, 体质量

18-22 g, 由中国医科大学实验动物中心提供. 
D-氨基半乳糖(D-galactosamine, GalN), 内毒

素LPS(Ecoli O127 : B8), 美国Sigma公司; 兔抗

occludin多克隆抗体, 美国Zymed公司; SP免疫组

化试剂盒, 北京中杉金桥公司; RNA PCR试剂盒, 
T7体外转录试剂盒, quantitive Real time PCR试
剂盒, 大连宝生物工程有限公司.

1.2 方法 

1.2.1 动物模型制备 参照文献[1]制备FHF小鼠

动物模型. 动物随机分为4组, 1组: 生理盐水对

照组30只; 2组: LPS对照组30只; 3组: GalN对照

组30只; 4组: 暴发性肝衰竭组(LPS+GalN)60只, 
每组分为3个时间点(2 h, 6 h, 9 h), 每个时间点

取10只小鼠断头处死, 取大肠组织部分置于甲

醛中固定制备石蜡标本, 部分置于Eppendorf管
中-80℃保存以提取蛋白, 部分置于TRIzol液中

-80℃保存以提取RNA.  
1.2.2 occludin免疫组织化学染色 采用SABC法, 
石蜡切片常规脱蜡至水, H2O2孵育, 胃蛋白酶K 
37℃ 30 min抗原修复, 正常山羊血清封闭, 兔抗

小鼠多克隆occludin抗体(1∶50)4℃过夜, 生物

素标记的羊抗兔-IgG抗体37℃ 20 min, SABC, 
37℃ 20 min, DAB显色, 镜下控制显色时间, 苏
木素复染, 常规脱水透明, 树胶封片. PBS液代替

一抗做空白对照. 
1.2.3 Western blot分析 取大约100 mg大肠组织

置于0.5 mL蛋白裂解液中, 于冰上超声波粉碎

机下将组织粉碎, 匀浆置于4℃冰箱过夜, 12 000 
g , 4℃, 离心1 h, 取上清即为膜蛋白. 采用BCA法

对蛋白样品进行定量, 用蒸馏水将蛋白样品调

成相同浓度, 加入相同体积上样缓冲液, 沸水煮

5 min进行蛋白变性. 取50 μg总蛋白进行80 g/L 
SDS-PAGE凝胶电泳, 电压100 V, 90 min; 电泳后

将蛋白转至硝酸纤维素膜上, 电压50 V, 2 h; 脱
脂奶粉封闭2 h, 加入兔抗小鼠多克隆occludin抗
体(1∶1000)4℃过夜; 然后加入碱性磷酸酶标记

的羊抗兔-IgG抗体(1∶2000)室温2 h, BCIP/NBT
显色液显色, 约10 m in, 蒸馏水终止反应. 以
β-actin作为内参. 结果通过天能图像分析系统进

行分析, occludin蛋白含量 = 样本occludin蛋白灰

度值/同一样本β-actin灰度值. 
1.2.4 实时定量PCR 用TRIzol一步法提取大肠组

织RNA. 采用SYBR GreenⅠ荧光染料嵌合法检

测occludin mRNA. 先构建目的基因(occludin基
因)和管家基因(GAPDH)的RNA标准品, 制作标

准曲线, 利用标准曲线对样品中的目的基因和

管家基因分别进行定量. 通过管家基因的校正, 
检测各组大肠组织中occludin目的基因的相对表

达量. occludin mRNA的相对表达量 = occludin
基因拷贝数/GAPDH基因拷贝数, 校正结果以

生理盐水对照组为1, 其余组与之相比较. PCR
反应体系的组成参照说明书进行, 反应条件为

逆转录反应42℃ 10 min, 95℃ 2 min, PCR扩增

■研发前沿
暴发性肝衰竭时
肠黏膜屏障损伤
已经证实, 但其发
生机制是目前研
究的热点 ,  而且 , 
其与细菌穿透的
因果关系尚无定
论.
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95℃ 10 s, 1个循环, 95℃ 5 s, 60℃ 20 s, 45个
循环. occludin和GAPDH引物序列如下: Ocln-
F5'-GCTTATCTTGGGAGCCTGGACA-3'; Ocln-
R5'-GTCATTGCTTGGTGCATA ATGATTG-3'; 
GAPDH-F5'-AAATGGTGAAGGTCGGTGTG-3'; 
GAPDH-R5'-TGAAGGGGTCGTTGATGG-3'. 
occ lud in产物片段108 bp, GAPDH产物片段

144 bp.
统计学处理 以mean±SD表示, 应用SPSS 

10.0对各组间数据进行方差分析.

2  结果

本实验中暴发性肝衰竭组小鼠总死亡率达68% 
(34/50), 肝脏HE染色可见成片的出血坏死区, 内
有较多炎细胞浸润, 证明本实验动物模型成功, 
可以应用. 
2.1 occludin免疫组织化学染色 在第1, 2, 3组的

大肠组织切片中, occludin主要沿肠黏膜上皮细

胞膜的顶端分布, 呈表达很强的棕褐色线状信

号, 在整张切片上均可见到. 在第4组, occludin的
定位与前3组没有明显区别, 但6 h时可以发现棕

褐色阳性信号开始减弱, 9 h时更为明显, 且阳性

细胞数明显减少(图1).
2.2 Western blot分析 各组在65 kDa处均可见特

异性的蛋白条带(图2), 对各条带进行灰度分析

发现第1, 2, 3组occludin的表达无明显差异, 第4
组2 h时occludin表达与前3组差异不大, 6 h时oc-

图  1  各组小鼠肠黏膜上皮细胞occludin蛋白的免疫组织化学染色(×400). A: 生理盐水对照组; B: LPS对照组; C: GalN对照

组; D: 暴发性肝衰竭组小鼠6 h; E: 暴发性肝衰竭组小鼠9 h.

■创新盘点
目前关于暴发性
肝衰竭时肠上皮
细胞间紧密连接
蛋白occludin表达
变化的文章尚未
见报道. 暴发性肝
衰竭时肠黏膜屏
障损伤的研究主
要集中肠上皮细
胞的凋亡, 其他原
因引起的肠黏膜
屏障损伤有报道
L P S 可引起紧密
连接蛋白表达下
降.

■应用要点
发现暴发性肝衰
竭时肠上皮细胞
间紧密连接蛋白
occ lud i n表达下
降, 为进一步深入
研究肠黏膜屏障
损伤的机制提供
了帮助.

A B

C D

E

65 kDa

42 kDa

1组       2组       3组     4组2 h    4组6 h    4组9 h

图  2  各组小鼠肠道occludin蛋白表达的变化. 65 kDa为

occludin蛋白; 42 kDa为β-actin.
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cludin表达开始下降(0.48±0.07), 9 h时达到最低

值(0.36±0.05), 与生理盐水对照组(0.71±0.09)
相比有显著性差异(P <0.05).
2.3 实时定量PCR 第1, 2, 3组occludin的mRNA
水平没有差异, 第4组2 h时occludin mRNA开始

下降(0.85±0.12), 6 h时达到最低值(0.72±0.04), 
与生理盐水对照组(1.00±0.05)相比有显著性差

异(P <0.05), 9 h时有所恢复(0.93±0.10), 但仍低

于对照组(图3).

3  讨论

自发性腹膜炎是FHF患者常见的并发症之一[2-4], 
死亡率较高, 在48%-57%[5]. 但到目前为止, FHF
并发自发性腹膜炎的机制仍不十分清楚, 多数

学者认为细菌移位在SBP的发生中占据重要位

置[6-11], 而其发生与肠黏膜屏障的损伤有着密切

关系[12-14]. 大肠杆菌直径大约3 mm, 正常情况下

由于肠黏膜上皮细胞间形成完整的连接复合体

封锁住了细胞旁间隙[15-17], 使得大肠杆菌不能穿

过肠壁进入腹膜腔, 但在病理情况下大肠杆菌

可以穿过肠黏膜上皮层及固有层, 进入肠系膜

淋巴结和肠外组织, 发生细菌移位. 但是这一过

程是如何完成的并不清楚. 一般来说大分子物

质穿过肠黏膜上皮细胞, 无外乎两种途径, 一种

是通过上皮细胞的胞饮作用, 另一种是通过细

胞旁间隙[18-19], 而后者的发生则依赖于细胞间

连接完整性的破坏. 肠上皮细胞间的连接, 从顶

端到基膜依次为紧密连接(TJ)、黏附连接、桥

粒和缝隙连接. 其中TJ是构成肠黏膜机械屏障

最重要的结构, 由Claudin蛋白、occludin蛋白、

JAM、ZOs(zonula occludins)等结构蛋白及各类

连接蛋白分子共同组成[20-22]. occludin蛋白是TJ
中最重要的结构蛋白, 他不仅能通过外环以拉

链式结合进而产生严密的细胞旁封闭, 还能与

不同的分子结合, 参与TJ形成的信号调节[23-24]. 
有研究表明, 缺乏occludin蛋白的成纤维细胞不

能形成典型的TJ结构[25]. 
我们前期的研究观察到, 在电镜下暴发性

肝衰竭小鼠肠黏膜上皮细胞间紧密连接发生断

裂, 且断裂区域可以看到以囊胞形式存在的细

菌. 因此我们推论FHF时, 肠黏膜上皮细胞间的

紧密连接受到破坏, 大肠杆菌得以通过细胞旁

■名词解释
紧密连接存在于
各类上皮细胞及
血管内皮细胞间
的顶端, 形成一个
顶端闭锁结构且
发挥“屏障”和
“防御”功能, 以
控制细胞间的通
透性和保持细胞
的极性. 紧密连接
由多种紧密连接
蛋 白 组 成 ,  包 括
Claudin, occludin
以及ZO-1, ZO-2, 
Zo-3等, 在不同的
组织结构, 各种紧
密连接蛋白的表
达亦存在差别.

图  3  各组小鼠肠道occludin mRNA表达的变化. A: occludin RNA标准品标准曲线图; B: GAPDH RNA标准品标准曲线图; C:  

样品occludin扩增曲线图; D: 样品GAPDH扩增曲线图.
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间隙进入肠壁, 参与SBP的形成. 那么TJ的断裂

是怎样发生的呢? 是否与紧密连接蛋白表达的

异常有关? 为了证实这一问题, 我们从蛋白及

mRNA水平观察了暴发性肝衰竭小鼠肠上皮细

胞间紧密连接蛋白occludin表达的变化. 结果表

明, FHF组小鼠6 h时免疫组织化学染色即发现

大肠上皮细胞的occ lud in表达减少, 9 h时更为

明显, Western blot结果与免疫组织化学结果相

吻合, 且这一时间点也与我们前期观察到的细

菌穿透肠壁的时间点一致. 这证实了FHF时, 大
肠上皮细胞间的紧密连接蛋白occludin减少, 从
而使紧密连接的完整性受到破坏, 为细菌的穿

透提供了可能. 进一步我们从转录水平探讨了

occludin mRNA表达的变化, 结果显示, FHF小鼠

2 h时occludin mRNA即开始下降, 6 h时达到最

低值, 9 h时有所恢复, 其变化的时间点要早于蛋

白水平, 提示occludin蛋白的减少极可能是在转

录水平进行调节的. 
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■同行评价
本文探讨暴发性
肝衰竭时肠上皮
细胞间紧密连接
蛋白occludin的定
位和表达的水平, 
发现在暴发性肝
衰竭过程中, 大肠
上皮细胞间紧密
连接蛋白occludin
表 达 下 降 ,  其
mRNA也呈下调
趋势. 这是比较前
沿的研究.
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Abstract
AIM: To observed whether the elevated vascular 
endothelial growth factor (VEGF) expression, 
induced by VEGF165-transfected vascular 
endothelial cells (VEC), can affect the angiogene-
sis and function of the grafts.

METHODS: The diabetic rats were divided into 
3 groups, named group A, B and C, respectively. 
The rats in group A received 300-IEQ islets 
transplantation under the capsule of the kidney. 
The rats in group B underwent VEC and islets 
transplantation, while those in group C were 
transplanted with islets and VEC transfected by 
pIRES2-EGFP/VEGF165 plasmid. The levels of 
blood glucose and insulin were evaluated after 
operation every other day. Intravenous glucose 

tolerance test (IVGTT) was performed 10 d after 
transplantation. HE and immunohistochemical 
staining was used to detect the expression of 
insulin-6, VEGF and CD34 in the rat kidney. The 
microvessel density (MVD) was also calculated�.

RESULTS: The blood glucose and insulin in 
group C restored to the normal level 3 d after 
transplantation. In contrast, diabetic rats in 
group A and B displayed moderate hypergly-
cemia, and no significant difference was found 
between the two groups. IVGTT showed both 
the K value in group C was 2.69, which was sig-
nificantly higher than that in group A or B (K = 
1.9 or 1.87). HE and immunohistochemical stain-
ing showed that a large amount of islet grafts 
were observed under the capsule of the kidney 
in group C, which were positively stained by in-
sulin-6Ab and VEGF Ab. In the mass of the cells, 
the VEC positively stained by CD34 were ob-
served. The similar mass was observed in group 
A and B, but with few positive cells stained by 
insulin-6 Ab and CD34 Ab. No positive cells 
stained by VEGF appeared in group A and B. 
The MVD in group C was markedly higher than 
that in group A or B (74.3 ± 6.74 vs 11.43 ± 2.22, 
10.9 ± 2.45, P < 0.05).

CONCLUSION: VEGF165-transfected VEC-
induced expression of VEGF can stimulate the 
angiogenesis and reduce the mortality of the 
grafts, and further improve the outcome of islet 
transplantation.

Key Words: Islet transplantation; revascularization; 
Vascular endothelial growth factor 165; Gene trans-
fection; Vascular endothelial cell

Cheng Y, Liu YF, Zhang JL, Li TM, Zhao N. Co-transplan-
tation of VEGF165-transfected vascular endothelial cells 
and islets in treatment of rats with diabetes. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨VEGF165转染大鼠血管内皮细胞诱
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■背景资料
胰岛移植是治疗
糖尿病的有效手
段之一, 但供胰量
大、移植物长期
存活率低仍是阻
碍胰岛移植发展
的“瓶颈”. 造成
这种现象的主要
原因之一是胰岛
分离纯化过程中
破坏了其内部的
微循环系统, 导致
移植后无法象胰
腺移植那样立即
恢复血运. 移植后
早期(7-14 d)内近
70%移植胰岛因
缺血、缺氧死亡. 
在移植早期, 胰岛
的存活率在很大
程度上依赖于再
血管化的时间和
程度.



导移植胰岛再血管化及对功能的影响. 

方法: 受体糖尿病大鼠随机分为3组, 对照组
于肾被膜下移植300当量(1当量相当于1个直
径为150 μm的胰岛)胰岛, 转染组和内皮细胞
组分别加入1×106转染质粒pIRES2-EGFP/
VEGF165的血管内皮细胞和正常血管内皮细
胞. 移植后监测血糖及血清胰岛素水平. 术后
10 d行静脉糖耐量实验(IVGTT). 术后14 d, 取
受者肾脏HE染色及Insulin-6, VEGF和CD34 
免疫组化染色, 计算微血管密度. 

结果: 实验组大鼠于移植术后3 d血糖及胰岛
素水平恢复正常. 对照组和内皮细胞组虽有
所改善, 但未恢复到正常水平. IVGTT显示实
验组K值(K = 2.69)与正常大鼠相似, 对照组和
内皮细胞组K值分别为1.9和1.87, 两组间无明
显差异, 而与实验组有明显差异(P <0.05). 实
验组大鼠肾被膜下可见成团胰岛, Insulin-6免
疫组化呈阳性, 周围及内部有大量内皮细胞. 
VEGF165免疫组化及CD34免疫组化染色呈阳
性. 对照组和内皮细胞组肾被膜下的细胞团中
心细胞较少, 部分被纤维组织代替, 内部仅有
少量CD34染色阳性的内皮细胞. Insulin-6免疫
组化仅有少量细胞染成棕黄色. VEGF165免疫
组化呈阴性. 对照组(11.43±2.22)和内皮细胞
组MVD(10.9±2.45)无显著差异, 而与实验组
间(74.3±6.74)有明显差别(P <0.05).

结论: VEGF165转染大鼠血管内皮细胞可以诱
导移植胰岛新生血管生成, 促进再血管化, 降
低移植胰岛早期死亡率, 减少供胰用量.

关键词: 胰岛移植; 再血管化; 血管内皮生长因子

165; 基因转染; 血管内皮细胞
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0  引言

胰岛移植是治疗糖尿病的有效手段之一, 但供

胰量大、移植物长期存活率低仍是阻碍胰岛移

植发展的“瓶颈”. 造成这种现象的主要原因

之一是胰岛分离纯化过程中破坏了其内部的微

循环系统, 导致移植后无法象胰腺移植那样立

即恢复血运[1]. 移植后早期(7-14 d)内近70%移植

胰岛因缺血、缺氧死亡[2]. 在移植早期, 胰岛的

存活率依赖于再血管化的时间和程度[3]. 本实验

拟将转染VEGF165的大鼠血管内皮细胞与胰岛
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共同移植到糖尿病大鼠肾被膜下, 在胰岛移植

的部位造成局部高VEGF环境诱导移植胰岛再

血管化, 改善微循环, 降低胰岛移植物早期死亡

率, 减少供胰用量. 

1  材料和方法

1.1 材料 供受者均采用♂Wistar大鼠(中国医科

大学动物中心提供), 体质量150±20 g. 受者大

鼠于移植前14 d, 采取链尿霉素化学灼伤法[4] 

(20 g/L STZ, 65 mg/kg, ip)造成糖尿病大鼠模型

(连续3 d在非禁食情况下, 血糖>16.8 mmol/L). 
根据移植物不同随机分为3组(n = 10), 实验组: 
胰岛与转染VEGF165的大鼠血管内皮细胞共同

移植; 内皮细胞组: 胰岛与正常大鼠血管内皮细

胞共同移植; 对照组: 仅进行胰岛移植. pIRES2-
EGFP/VEGF165质粒经扩增、鉴定后, 采用层析

法大量提纯, 回收. 采用胶原酶消化贴片法培养

大鼠血管内皮细胞. 取2-5代细胞备用, 采用脂

质体法转染, 转染72 h后收集备用, 采用明尼苏

达大学改良方法分离纯化胰岛[2]. 供鼠经戊巴

比妥麻醉开腹后, 逆行胆管插管, 缓慢灌注含

消化酶(胶原酶Ⅴ型, 1.5 mg/kg)的Hanks缓冲液

10-12 mL, 使胰腺完全膨胀. 完整切取胰腺后置

入含相同浓度胶原酶的缓冲液中, 37℃水浴消

化15-20 min. 消化的胰腺组织离心, 经80目不锈

钢筛网过滤后, 采用250, 230, 205, 110 g/L Ficoll
和Hanks液梯度密度离心(4℃, 3000 r/m i n×
10 min), 于230, 110 g/L层交界间吸取胰岛细胞. 
经Hanks液洗3次, 备用.
1.2 方法 收集正常血管内皮细胞和转染VEGF165

血管内皮细胞, 计数1×106细胞离心去除上清备

用. 将纯化后的胰岛离心, 弃上清, 取锥形离心

管底部的沉淀. 倒置显微镜下手检计数300当量

胰岛, 与上述血管内皮细胞混合. 将细胞移植至

大鼠右肾被膜下. 
1.2.1 移植胰岛功能检测 移植术后24 h开始尾

静脉采血血糖仪检测大鼠空腹血糖 ,  以血糖

<7.8 mmol/L判定移植物存活, 移植有效. 空腹

条件下, 隔天采尾静脉血, 采用化学发光免疫方

法(美国雅培AXSYM)检测血清胰岛素水平. 于
移植术后10 d行静脉糖耐量实验(IVGTT). 大鼠

禁食12 h后, 戊巴比妥麻醉, 于尾静脉快速注射

500 g/L葡萄糖溶液(0.5 g/kg), 以开始注射至注

射完毕之间的任何时间为0点, 在注射后1, 5, 10, 
15, 30, 60及90 min, 于尾静脉采血检测血糖. 将
5 min至30 min范围内测得的血糖值取自然对数, 

www.wjgnet.com

■研发前沿
以往关于胰岛移
植的研究多数集
中在改进胰岛分
离、纯化过程, 建
立低毒高效的免
疫抑制剂方案方
面. 近年来人们开
始意识到胰岛微
循环的重要性, 其
不仅是胰岛生存
的必需环境, 也是
发挥生理功能的
必要条件. 移植早
期迅速重建移植
胰岛微循环, 将有
助于降低胰岛移
植物早期死亡率, 
提高存活率, 减少
供胰用量.
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并进行直线回归, 通过回归系数计算T1/2(即从

该范围内某一血糖值下降到其一半时的时间), 
再按公式: K = (0.69/T1/2)×100算出K值[5]. 
1.2.2 组织形态学检查 于移植后14 d, 切取糖

尿病受者大鼠肾脏标本, HE及Insulin-6, VEGF, 
CD34免疫组化染色, 光镜下观察组织形态学变

化. 微血管呈棕黄色, 计数方法为盲法下每张切

片在移植胰岛部位选择5个血管最高的区域, 在
200倍下由3个病理医生独立计数, 求微血管密

度(microvascular density, MVD)平均数. 微血管

判定标准: 凡染成棕黄色的数个内皮细胞或内

皮细胞簇均为一个血管计数, 管腔大于8个红细

胞大小, 有较厚肌层的血管不计数[6].
统计学处理 所用数据以平均数±标准差表

示, 采取方差分析q检验, P <0.05为有统计学差

异, 所有数据均由SPSS 10.0软件处理.

2  结果

2.1 胰岛功能 实验组大鼠于移植术后3 d空腹血

糖恢复正常. 对照组和内皮细胞组于术后3 d血
糖有所下降, 但未能恢复到正常水平, 平均波动

在13-14 mmol/L之间. 对照组和内皮细胞组的血

糖值与术后同一时间的实验组相比有显著差异

(P <0.05), 但这两组相比无显著性差异(P >0.05, 
图1A), 实验组大鼠于移植术后2 d胰岛素分泌水

平开始上升, 3-4 d后恢复正常水平. 对照组和内

皮细胞组于术后2 d胰岛素分泌有所增加, 但幅

度不大, 未达到正常水平. 对照组和内皮细胞组

的胰岛素水平与术后同一时间的实验组相比有

显著差异(P <0.05), 但这两组相比无显著性差异

(P >0.05, 图1B). 于术后10 d行IVGTT发现移植组

糖耐量曲线与正常大鼠相似. 而对照组和内皮

细胞组大鼠注射高糖溶液后, 血糖升高明显, 在
90 min后仍未恢复正常. 实验组、内皮细胞组和

对照组K值分别为2.69, 1.9和1.87. 内皮细胞组和

对照组在血糖水平和动力学方面与实验组有明

显差异, 但这两组之间无明显差异. 
2.2 病理学检查 实验组大鼠肾被膜下可见有成

团的核深染细胞, 不同于肾小球和肾小管细胞, 

 

图  1  大鼠胰岛移植术后血糖和胰岛素水平. A: 血糖; B: 胰岛素. 
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图  2  肾被膜下移植胰岛(HE×400). A: 对照组; B: 内皮细胞
组; C: 实验组.

■相关报道
许多研究试图在
局 部 造 成 V E G F
高 浓 度 环 境 ,  包
括 :  直 接 注 射 人
重组VEGF; 应用
V E G F 的 蛋 白 制
剂; 在移植部位应
用 V E G F 缓 释 系
统持续给药等. 但
V E G F 在 体 内 半
衰期极短, 直接注
射和应用蛋白制
剂难以在移植局
部维持足够的浓
度, 且受到移植部
位的限制. 改良微
囊、应 用 V E G F
缓释系统虽然有
一定效果, 但受到
微囊的生物可容
性、释放浓度、

持续时间等多种
不确定因素的影
响.
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核深染、胞质较少, 排列成团但并不形成管腔,质较少, 排列成团但并不形成管腔,较少, 排列成团但并不形成管腔, 
也不具备肾小球的囊壁结构, 周围可见大量核

呈细长状的内皮细胞, 并可见部分细胞伸入到

细胞团内部. 对照组和内皮细胞组也可见类似

结构, 但细胞团中心细胞较少, 部分被纤维组织

代替. 对照组细胞团周围无内皮细胞围绕, 而内

皮细胞组周围虽然可见内皮细胞, 但细胞团内

部未发现类似细胞(图2). 胰岛素免疫组化实验

组大鼠肾被膜下可见上述成团的细胞染成棕黄

色, 呈颗粒状, 证实确为有功能的胰岛. 对照组

和内皮细胞组上述类似细胞团仅有少量细胞染

成棕黄色, 证明上述细胞可能是移植胰岛但功

能丧失(图3). VEGF165免疫组化实验组大鼠肾被

膜下可见有抗胰岛素抗体免疫组化染色呈阳性

的细胞团同样抗VEGF免疫组化染色也呈阳性. 
而对照组和内皮细胞组无阳性染色(图4). CD34
免疫组化实验组大鼠肾被膜下可见有抗胰岛素

抗体免疫组化染色呈阳性的细胞团同样抗CD34
免疫组化染色也呈阳性, 胰岛细胞团内部可见

有大量细胞胞质染成棕黄色. 而对照组和内皮质染成棕黄色. 而对照组和内皮染成棕黄色. 而对照组和内皮

细胞组胰岛细胞团周围虽有阳性细胞, 但内部

仅有少量阳性细胞染色, 于实验组之间有明显

差异(图5). MVD实验组大鼠肾被膜下胰岛内部

MVD平均为74.3±6.74, 对照组和内皮细胞组

MVD分别为11.43±2.22和10.9±2.45, 两组与实

验组间有明显差别(P <0.05), 而对照组和内皮细

胞组两组间无明显差别(P >0.05). 

3  讨论

胰岛移植与胰腺移植相比具有对全身干预小、

手术简单、并发症少等优点 .  但供胰需求量

大、移植物生存率和胰岛素不依赖率低等制约

了胰岛的广泛应用. 近期研究发现, 胰岛移植物

在移植后早期(7-14 d内)有近70%的胰岛失功[7]. 

A

B

C

图  3  肾被膜下移植胰岛Insulin-6(SABC×400). A: 对照组; 
B: 内皮细胞组; C: 实验组.

A

B

C

图  4  肾被膜下移植胰岛VEGF(SABC×400). A: 对照组; B: 
内皮细胞组; C: 实验组.

■创新盘点
本实验并不以胰
岛细胞作为直接
的 靶 细 胞 ,  而 创
新性采用同源的
大鼠血管内皮细
胞 作 为 载 体 ,  在
不增加异种抗原
的基础上在移植
局部高浓度表达
VEGF, 促进再血
管化进程.
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导致失功的原因有很多, 主要包括胰岛入血后

即刻发生的血液介导的炎性反应、移植早期供

胰岛血管尚未阶段造成的缺血缺氧损伤以及免

疫攻击等[8-10]. 近年来, 移植胰岛再血管化问题受

到人们的普遍关注, 认为移植胰岛的存活在很

大程度上, 尤其是在早期取决于其血管化的程

度和速度. 胰岛的血运十分丰富, 血流占胰腺的

10%, 具有密集的毛细血管网以保证足够的组织

供氧[11]. 胰岛内门脉系统具有特殊的血流灌注顺

序, B细胞→A细胞→D细胞和PP细胞, 这也是胰

岛细胞内相互联系和激素分泌调节的基本条

件[12]. 本实验采用肾被膜下将大鼠血管内皮细胞

或VEGF165转染的大鼠血管内皮细胞与胰岛共

同移植, 观察内皮细胞及VEGF165诱导移植胰岛

再血管化及对功能影响. 肾被膜下胰岛移植模

型, 属于异位胰岛移植, 移植胰岛限于肾被膜下

形成细胞团, 便于观察血管形成情况. 本实验移

植300当量胰岛, 对于大鼠来说, 该数量为边缘

数量, 即不能完全满足糖尿病大鼠的需求, 以便

于术后利用大鼠血糖水平变化监测移植胰岛功

能以及实验因素对胰岛功能的影响. 本实验表

明, 单纯接受移植胰岛的大鼠术后虽然血糖有

所下降但未降到正常水平, 证明移植胰岛存在

死亡现象. 病理学观察也证实在胰岛中心的B细
胞已经被大量结蒂组织代替, 仅有少量细胞残

留被抗胰岛素抗体染成棕黄色. 
胰岛分离纯化过程中破坏了其内部的微循

环系统, 原有的血管内皮细胞连续性遭到破坏

需要进行微循环重建, 异体胰岛移植物再血管

化较晚. Furuya et al [13]研究发现, 移植在肾被膜

下的胰岛原有的血管内皮细胞逐渐减少, 至移

植术后第5天完全消失, 至术后第7-14天才开始

从周边逐渐形成毛细血管雏形, 4 wk后方能完

全重建特有的灌注系统. 本实验也观察到术后

14 d, 单纯接受胰岛移植组的移植物内部的内

皮细胞几乎完全消失, 周围虽有内皮细胞, 但未

向内部延伸, 表明再血管化尚未开始. 血流系统

重建依赖于结构基础和微环境基础. 有人认为

在胰岛分离纯化过程中胰岛内部原有的内皮细

胞被破坏是导致微循环系统重建延迟的重要原

因[14]. 本实验将血管内皮细胞与胰岛共同移植, 
为再血管化提供了良好的结构基础, 但实验结

果表明虽然血管内皮细胞存活, 但处于静止状

态, 并没有向胰岛内皮生长延伸, 没有形成血窦. 
与单纯胰岛移植组相比, 胰岛功能无明显改善. 
因此我们认为胰岛内原有的供体血管内皮细胞

及受体内的毛细血管和毛细血管后小静脉已经

构成了血管新生的良好的结构基础. 因此微环

境基础, 即各种促血管生成因子才是再血管化

的关键因素. 
VEGF165是VEGF家族中发挥生物学效应的

主要成分, 可高效特异地作用于血管内皮细胞, 
有强烈的促分裂和趋化作用, 并可增强微血管

通透性, 促进血浆纤维蛋白外渗, 为血管形成过

程中多种细胞迁移提供一个纤维网络[15-16]. 可以

通过内皮细胞上的两个特殊受体flt和flk(KDR)
作用, 直接刺激内皮细胞增殖并产生纤维蛋白

溶酶原激活剂和胶原酶, 促进内皮细胞移动和

血管生成[17]. 目前已经广泛应用于缺血性疾病

的治疗[18]. 组织在受到缺血缺氧刺激时, 内源性

VEGF表达会有所增加[19], 但不足以尽快恢复

内皮细胞的完整性. 这在移植胰岛中也得到了

证明[20]. 许多研究致力于给予移植胰岛外源性

A

B

C

图  5  肾被膜下移植胰岛CD34(SABC×400). A: 对照组; B: 
内皮细胞组; C: 实验组.

■应用要点
胰岛分离纯化提
高后, 胰岛移植并
未出现所预料的
大幅度进步, 胰岛
早期大量死亡又
成为制约胰岛移
植发展的主要障
碍和难以突破的
“瓶颈”. 通过本
研究可为这一问
题提供解决途径, 
减少供胰用量, 为
临床大量开展胰
岛移植增加可行
性、奠定基础.
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 VEGF, 试图在局部造成VEGF高浓度环境, 其途

径包括: 直接注射人重组VEGF[21]; 应用VEGF的
蛋白制剂; 在移植部位应用VEGF缓释系统(在
胰岛微囊上包被VEGF)持续给药等. 但VEGF在
体内半衰期极短(<6 min), 直接注射和应用蛋白

制剂难以在移植局部维持足够的浓度, 必须反

复大剂量给药, 往往带来很大不便. 且受到移植

部位的限制(只能在皮下等容易注射的部位进

行治疗), 临床应用前景较差[22]. 改良微囊、应用

VEGF缓释系统虽然有一定效果, 但受到微囊的

生物可容性、释放浓度、持续时间等多种不确

定因素的影响, VEGF在体内持续时间仍较短, 
仅1-3 d左右, 不能满足移植胰岛的需要[23]. 因
此, 寻找一种能够在移植胰岛局部持续高表达

VEGF的方法是促进血管生长的关键. 
本实验利用基因转染技术, 以VEGF基因为

目的基因, 使VEGF以旁分泌和自分泌的形式在

移植局部形成高浓度, 为新生血管形成创造良

好的微环境, 诱导移植组织再血管化. 但胰岛本

身是一种不具有分化能力的细胞, 一般的转染

效率很低, 有实验成功的利用腺病毒载体[24]和

改良于HIV病毒的lenti病毒载体转染胰岛[25], 但
病毒载体存在一些潜在危险, 如在宿主体内过

度复制, 对机体基因组DNA产生不良影响等. 鉴
于以上原因, 本实验并不以胰岛细胞作为直接

的靶细胞, 而采用同源的大鼠血管内皮细胞作

为载体, 在不增加异种抗原的基础上在移植局

部高浓度表达VEGF, 促进再血管化进程. 血管

内皮细胞既是再血管化的必需的结构基础, 也
是VEGF165作用的靶细胞, 且具有取材方便, 便
于培养等优点, 是一种良好的中介细胞. 本实验

证明VEGF165转染的大鼠血管内皮细胞于移植

后14 d在局部仍能表达较高浓度的VEGF. 同时, 
CD34免疫组化染色显示共同移植的胰岛内部内

皮细胞明显增多, 出现了明显的血窦. 移植胰岛

功能得到明显改善, 虽然移植边缘数量的胰岛, 
但术后3 d血糖水平以及胰岛素分泌水皮恢复正

常, 说明移植胰岛早期因为缺血缺氧而导致死

亡的现象得到改善, 死亡数量减少, 供胰需求量

明显减少. 胰岛分离纯化提高后, 胰岛移植并未

出现所预料的大幅度进步, 胰岛早期大量死亡

又成为制约胰岛移植发展的主要障碍和难以突

破的“瓶颈”. 通过本研究可为这一问题提供

解决途径, 减少供胰用量, 为临床大量开展胰岛

移植增加可行性、奠定基础. 
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血管内皮细胞, 探
讨诱导移植胰岛
再血管化及对功
能影响, 具有一定
的科研和临床意
义.
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Abstract
AIM: To assay the content differences of 
hemorphins between hepatocellular carcinoma 
(HCC) and normal liver tissues, and to explore 
the role of hemorphins in HCC.

METHODS: The tissue samples were obtained 
from 12 patients with HCC, and peptides were 
isolated by mild acid elution from the surfaces 
of hepatocarcinoma and normal hepatic cells. 
The mixtures of peptides were analyzed by high 
performance liquid chromatography (HPLC) 
and mass spectrometer (MS). A differential com-
parison was made on the fractions of peptides 
between HCC and normal liver cells to screen 
some tumor-specific peptides. Finally, human 
hepatocarcinoma cell line HLE was treated with 
different concentrations of the obtained peptides 

(0, 10-7, 10-8, 10-9, 10-10, 10-11, 10-12 mol/L), and the 
growth and apoptosis of HLE cells were de-
tected by MTT assay and flow cytometry (FCM), 
respectively�.

RESULTS: An opioid peptide Leu-Val-Val 
(LVV)-hemorphin-6 with Mr1160.76 was identi-
fied on the surfaces of HCC cells in 7 patients. 
LVV-hemorphin-6 inhibited the growth of HLE 
cells at different concentrations, especially at 10-7 
and 10-8 mol/L (24 h: 10-7 vs 10-8: P = 0.044, 10-8 vs 
10-9: P = 0.047; 48 h: 10-7 vs 10-8: P = 0.031, 10-8 vs 
10-9: P = 0.040). Meanwhile, LVV-hemorphin-6 
induced apoptosis of HLE cells and the apop-
tosis rates were 0.38% ± 0.09%, 20.23% ± 1.25%, 
12.64% ± 2.15%, 1.65% ± 0.34%, when 0, 10-7, 10-8, 
10-9 mol/L LVV-hemorphin-6 were used, re-
spectively. However, naloxone could inhibit the 
above effect and the apoptosis rates were 0.41% 
± 0.11%, 1.23% ± 0.45%, 0.98% ± 0.55%, 1.34% ± 
0.43%, when the corresponding concentrations 
were used. The apoptosis rates were signifi-
cantly different between the two groups (P < 0.05) 
as 10-7 and 10-8 mol/L LVV-hemorphin-6 were 
used.

CONCLUSION: LVV-hemorphin-6 may be a 
product in the pathophysiological process of 
hepatocellular carcinoma, and it has suppressive 
effects on HCC cells by activating opiate recep-
tors.

Key Words: Hemorphin; Hepatocellular carcinoma; 
Tissue-specific peptide pool; Apoptosis

Zhou M, Peng JR, Zhong ZH, Tu XQ, Chang YB, Jiao GJ, 
Leng XS. Role of opioid peptide Leu-Val-Val-hemorphin-6 
in hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(31):3020-3025

摘要
目的: 分析肝癌组织与正常肝组织中血衍吗
啡素类肽含量的差异并探究其意义. 

方法: 肝癌患者12例, 利用弱酸洗涤法从肝癌
细胞和肝细胞表面提取肽段, 然后用高压液
相(HPLC)和质谱分析这些肽段并进行差异比

®

■背景资料
由于每种组织都
包含一系列特定
蛋白, 这些蛋白完
成功能后被蛋白
裂 解 酶 降 解 ,  从
而产生一大族肽, 
这类肽被定义为
“组织特异性肽
池”. 组织特异性
肽池中各种肽的
含量和组成是组
织状态的重要特
征, 机体的病变常
常可以导致组织
特异性肽池的变
化. 血红蛋白的降
解产物, 如血衍吗
啡素, 是肽池重要
的组成部分, 目前
相关的研究尚不
多见, 且主要集中
于神经系统和内
分泌领域 .  LVV-
血衍吗啡素-6, 是
本文在对HCC细
胞表面的抗原表
位进行鉴定时, 无
意中发现的, 虽然
本实验通过体外
试 验 ,  对 该 肽 与
HCC细胞的作用
机制进行了初步
探讨, 但对其尚缺
乏全面深入的了
解, 特别该肽是在
体内的作用机制
方面.



周迈, 等. 肝癌组织内类阿片肽LVV-血衍吗啡素-6的作用                                                                                               3021

www.wjgnet.com

较, 筛选肿瘤特异性肽段. 用这些肽段(0, 10-7, 
10-8, 10-9, 10-10, 10-11, 10-12 mol/L)处理人肝癌细
胞株HLE, 采用MTT法、流式细胞仪法观察
其对肝癌细胞的生长、细胞凋亡的影响. 

结果: 从7例患者的肝癌细胞表面成功检测出
一条天然的类阿片肽——Leu-Val-Val(LVV)-
血衍吗啡素-6(M r1160.76). 不同浓度LVV-血
衍吗啡素-6均对HLE细胞有抑制作用, 并且
当浓度为10-7和10-8 mol/L时有显著意义(24 h: 
10-7 vs  10-8: P  = 0.044, 10-8 vs  10-9: P  = 0.047; 
48 h: 10-7 vs  10-8: P  = 0.031, 10-8 vs  10-9: P  = 
0.040). 同时, LVV-血衍吗啡素-6可诱导HLE
细胞发生凋亡(浓度为0, 10-7, 10-8, 10-9 mol/L
时的凋亡率分别为0.38%±0.09%, 20.23%±

1.25%, 12.64%±2.15%, 1.65%±0.34%), 而
阿片受体阻断剂naloxone能够逆转这种抑制
效应(以上对应浓度时凋亡率分别为0.41%±

0.11%, 1.23%±0.45%, 0.98%±0.55%, 1.34%
±0.43%). 两组在LVV-血衍吗啡素-6浓度为
10-7和10-8 mol/L时有显著差异(P <0.05).

结论: LVV-血衍吗啡素-6为肝癌细胞的病理
产物, 可激活阿片受体对肝癌细胞产生抑制
作用.

关键词: 血衍吗啡素; 肝细胞癌; 组织特异性肽池; 

细胞凋亡

周迈, 彭吉润, 钟朝辉, 涂向群, 常迎彬, 焦岗军, 冷希圣. 肝癌组

织内类阿片肽LVV-血衍吗啡素-6的作用.  世界华人消化杂志  

2006;14(31):3020-3025
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0  引言

阿片类物质有着多种生物学活性 ,  他们对细

胞的生长和死亡有着重要影响[1]. 血衍吗啡素

(hemorphins)是近年发现的一个具有阿片样活性

的肽家族, 他们的序列结构相近, 都是由血红蛋

白降解产生. 该家族中, 具有生物活性的最小肽

段是Tyr-Pro-Trp-Thr(hemorphin-4), 他是人类血

红蛋白β链的残余片段. 家族的其他成员均是以

这段序列为核心, 向C端和/或N端增加氨基酸而

成[2-5]. 组织蛋白酶(cathepsin)等是其主要生成酶. 
在正常情况下血衍吗啡类肽的分布具有组织特

异性, 即不同组织中血衍吗啡素类肽的种类和

含量均不同[2-3]. 肿瘤、炎症等病变可以引起组

织或细胞状态发生改变, 导致组织中蛋白降解

片段的种类和含量的改变[2-3,6-7], 血衍吗啡素类

肽的含量也会发生变化. 因此, 组织中血衍吗啡

素类肽的变化常常可以反应出机体的某些病变. 
已有证据提示血衍吗啡素类肽可能与肿瘤

的病理生理过程存在某种关联, 实验发现在肺

癌、嗜铬细胞瘤等肿瘤组织中hemorphin-7含量

增高[4,8]. 有学者甚至认为血清中hemorphin-7的
水平可以作为判断乳癌预后的一项指标[6]. 多数

学者认为血衍吗啡素的增高与肿瘤组织中组织

蛋白酶的活性和含量增加有关[4,9]. 但血衍吗啡

素类肽在肿瘤中的作用机制尚不明确. 我们分

析肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)组织与正

常肝组织中血衍吗啡素类肽含量的差异, 并探

讨其意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 柠檬酸、Na2HPO4和NaOH购自北京

化学公司. 色谱级三氟乙酸、乙睛购自Sigma
公司. 超滤离心管(Centriplus YM-3型)购自美国

Millipore公司. C-18 Spe-Pak柱(经典型)购自美

国Waters公司. 噻唑蓝(MTT)、碘化吡啶(PI)、
纳洛酮(naloxone)系美国Sigma公司产品. RPMI 
1640为G i b c o公司产品. 人肝癌细胞株H L E, 
HepG2购自中国科学院上海细胞所. 人工合成

肽LVVYPWTQR购自北京华大科技公司. 男性

肝癌患者12例, 分别切取肿瘤组织和等量周围

无瘤肝组织(<30 g 4例, 30-50 g 7例, >100 g 1
例). 切下的组织立即用0℃ PBS冲洗. 使用机械

法分离肿瘤细胞和肝细胞: 组织用剪刀绞碎, 然
后在金属网上轻轻研磨, 500 r/min×5 min离心3
次, 共获得肿瘤细胞1×109-6×109和肝细胞1×
109-8×109.
1.2 方法 用弱酸洗涤法从肿瘤和肝细胞表面

提取结合肽, 肽混合液分别用反相HPLC系统

(安捷伦, HP1100型)进行分馏. 样品注入C18柱
(4.6 mm×150 mm, Waters), 进行梯度洗脱, B液
为0-1000 g/L乙睛, A液为1 g/L三氟乙酸, 梯度设

置如下: 0 to 0 B 10 min, 0 to 600 g/L B 60 min, 
600 g/L to 1000 g/L B 10 min, 1000 g/L to 
1000 g/L B 10 min, 流速1 mL/min. 紫外检测215, 
254 and 280 nm. 每分钟收集一个馏分, 冻干, 
-20℃保存. 将肿瘤细胞和肝细胞的色谱图进行

比较, 挑选肿瘤特异的峰段. 将含有肿瘤特异峰

段的馏分, 注入带有电喷雾离子源的Micromass 
Q-TOF型串联质谱仪(Waters)中. 质谱仪的扫描

范围500-15 000, 用于测定每个样品中肽段的分

子质量和质荷比. 为了对天然肽进行MS测序, 每
个肽段的撞击诱导解离(CID)的质谱结果都按单

■应用要点
对血衍吗啡素及
组织特异性肽池
进行深入的研究
将有助于更好地
了解机体与肿瘤
间 的 相 互 作 用 , 
并有可能为我们
提供新的肿瘤诊
断、治疗途径.
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电荷的离子形式记录. 肽段的序列对比利用互

联网上的序列查询软件(NCBI-Blast)进行. 
1.2.1 MTT比色试验 人肝癌HLE细胞株在37℃, 
50 mL/L CO2条件下, 用含100 mL/L胎牛血清和

青霉素、链霉素各100 kU/L的RPMI 1640液培

养2-3 d, 取对数生长期细胞用于实验. 将肝癌

细胞稀释成1×107/L, 以每孔200 μL接种于4块
96孔板, 分为实验组、纳洛酮组, 每组设5个复

孔. 培养24 h后更换培养液, 实验组加入不同浓

度的合成LVV-血衍吗啡素-6; 纳洛酮组先加入

10-7 mol/L纳洛酮与细胞培养1 h, 再加入不同浓

度的合成LVV-血衍吗啡素-6; 对照组不加药. 分
别于加药后24, 48 h, 加入MTT 20 μL, 继续培养

4 h, 加入DMSO 150 μL震荡溶解10 min, 用酶联

免疫检测仪测定每孔吸光度值(A值), 代表活细

胞数量. 
1.2.2 流式细胞仪检测 将肝癌细胞接种于12孔
板, 分为对照组和实验组, 每组设5个复孔. 实
验组加入合成LVV-血衍吗啡素-6, 浓度分别为

10-7 mol/L, 10-8 mol/L, 10-9 mol/L, 纳洛酮组和

对照组同前. 培养48 h后, 收集细胞, 用PBS洗2

遍, 700 mL/L预冷乙醇固定, 4℃过夜. 用PBS洗
涤, 调整细胞浓度为109/L, 加入RNase和PI, 避光

30 min, 用流式细胞仪进行细胞凋亡测定.
统计学处理 结果以均数±标准差(mean± 

SD)表示, 采用SPSS软件进行分析, 相关变量采

用t检验. P <0.05为差异有显著性标准.

2  结果

2.1 HPLC馏分的差异比较 弱酸洗涤法从细胞

表面分离所得肽混合物分别用带有C18柱的反

相HPLC进行分馏, 用215, 254, 280 nm进行紫外

监测. HCC的HPLC色谱图与相应的肝细胞色谱

图进行比对, 一些肿瘤特异性峰段被发现. 这一

现象提示, 在组织特异性肽池内发生了一些肿

瘤诱导的改变. 我们发现, 在12例HCC患者的样

品中, 有7例在34-35时段内出现一特异性峰段

(图1). 
2.2 LVV-血衍吗啡素-6的鉴定 对上述肿瘤细胞

特异峰段进行质谱分析, 有一条质量相同的肽

段被检出, 而且仅出现于HCC样品中, 在肝细胞

的相应峰段中没有发现. 这条肽经质谱测序为

图  1  HCC细胞HPLC分馏图谱, 箭头标记的峰段位于34.8附近, 包含肽LVVYPWTQR. A: 患者a肝癌细胞HPLC分馏图谱; B: 患

者b肝癌细胞HPLC分馏图谱. 
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■同行评价
本研究证明HCC
细胞存在LVV-血
衍 吗 啡 素 - 6 ,  并
且发现LVV-血衍
吗啡 -6体外可抑
制人肝癌细胞株
HLE生长, 诱导其
调亡, 并证明此抑
制作用通过阿片
受体介导, 研究具
有创新性与科学
性.
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LVVYPWTQR(M r 1160.76或[M+2H]2+的m/z为
581.38). 经序列对比证实他源自他源自源自β-血红蛋白, 并
与LVV-血衍吗啡素-6完全吻合(图2).
2.3 LV V-血衍吗啡素-6对肝癌细胞H L E的生

长抑制  分别用不同浓度的LV V-血衍吗啡素

-6(10-12-10-7 mol/L)作用肝癌细胞HLE, 结果表明

LVV-血衍吗啡素-6对肝癌细胞有抑制作用. 该
作用与浓度密切相关, 当培养基中LVV-血衍吗

啡素-6浓度大于10-8 mol/L时, 能产生明显的抑制

表  1  LVV-血衍吗啡素-6对人肝癌细胞HLE生长的影响(A 值, mean±SD, n  = 5)

     
浓度	                               24 h	                                              48 h

(mol/L)                  实验组	        naloxone组	          实验组	     naloxone组

(1)0               1.110±0.231          1.212±0.232          1.212±0.212          1.224±0.230

(2)10-7          0.638±0225a          0.911±0.205          0.598±0211a          0.861±0.247

(3)10-8          0.714±0.198a         0.908±0.233          0.688±0.267a         0.890±0.211

(4)10-9          0.857±0.301          0.898±0.222          0.841±0.255          0.915±0.291

(5)10-10         0.879±0.213          0.864±0.231          0.941±0.198          0.914±0.221

(6)10-11         0.874±0.301          0.926±0.251          0.823±0.316          0.962±0.253

(7)10-12         0.884±0.261          0.952±0.314          0.891±0.321          0.889±0.356

aP<0.05 vs  naloxone组.
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图  2  肝癌细胞HPLC馏分34的质谱图, 该馏分包含峰36.587(图1). A: 在质谱图中发现一个M/z为581.38的[M+2H]2+离子(箭

头); B: M/z为581.38[M+2H]2+的离子的质谱测序图. 

效应[实验组24 h (2) vs (3), P = 0.044; (3) vs (4), 
P = 0.047; 48 h (2) vs (3), P = 0.031; (3) vs (4), P = 
0.040]. 但阿片受体阻断剂naloxone能够逆转这

种抑制效应(表1).
2.4 LVV-血衍吗啡素-6对人肝癌细胞HLE凋亡的

影响 用流式细胞仪分析, 用不同浓度的LVV-血
衍吗啡素-6作用肝癌细胞HLE后, 凋亡率随浓度

的增加而逐渐上升, 表明随着LVV-血衍吗啡素

-6浓度的增大, 凋亡细胞也明显增多[实验组(2) 
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 vs (3), P = 0.035; (3) vs (4), P = 0.044]. 但nalox-
one能够明显减少细胞的凋亡率(表2). 

3  讨论

目前尚未见到有关HCC与血衍吗啡素的研究报

道, 但大量研究表明, 在HCC组织中cathepsin D
表达量普遍增高[10-11], 该酶主要生成血衍吗啡素

-6, 血衍吗啡素-7等类似肽[12], 故可以推断LVV-
血衍吗啡素-6及其类似肽在H C C组织中含量

增加是具有普遍性的. 本结果也证实了上述推

断. 血衍吗啡素在肿瘤组织中的作用目前尚不

明确. 有学者认为, 血衍吗啡素可能通过抑制血

管紧张素转换酶, 而增加肿瘤组织的血流量, 促
进肿瘤生长[4]. 另有研究表明, 血衍吗啡素是具

有阿片样活性的, 而许多肿瘤细胞都高密度表

达阿片受体[2-3], 那么在HCC组织中, 血衍吗啡素

是否会通过阿片受体介导而发挥其相应活性? 
这就首先需要明确HCC细胞表面是否结合有血

衍吗啡素(阿片受体均位于细胞膜的表面). 因
此本实验没有象以往实验那样只是检测组织中

血衍吗啡素的含量, 而是先将肝癌组织和癌旁

肝组织进行处理, 分离纯化出HCC细胞和肝细

胞, 利用弱酸洗涤法[13-14]提取细胞表面所有的

结合肽, 然后利用HPLC和MS进行纯化和筛选. 
结果我们在HCC细胞表面分离、鉴定出天然肽

LVVYPWTQR(LVV-血衍吗啡素-6), 而在对照的

肝细胞表面却没有发现, 从而证明HCC细胞表

面确实结合有LVV-血衍吗啡素-6. 在随后的实

验中我们发现, LVV-血衍吗啡-6能够在体外抑

制人肝癌细胞株HLE的生长, 诱导其凋亡, 这两

种作用均表现出一定的剂量依赖性, 而阿片受

体阻断剂naloxone能够逆转这种抑制效应, 从而

证实LVV-血衍吗啡-6对HCC细胞的抑制作用是

通过阿片受体介导. 
许多实验证明, 内外源性阿片类物质可以抑

制肿瘤细胞的增生, 并其诱导凋亡[15-17]. 阿片类

物质的抗肿瘤作用主要通过阿片受体(μ, δ, κ)途
径介导, 并可与其他膜受体系统(如生长抑素受

体、肾上腺素能受体)交叉作用[18-19]. 近来研究

提示阿片类物质的抗肿瘤机制与抑制转录因子

NF-κB和激活转录因子AP-1有关, NF-κB活性的

降低与AP-1的活化可以诱导凋亡和抑制肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)基因的表达[20-21]. 阿片类物质

的抗肿瘤作用在体内研究也得以证实[22], 尽管机

制尚未完全明确, 但阿片肽系统在细胞癌变过

程中所起的作用已日益受到人们的重视[23-25]. 

表  2  各浓度LVV-血衍吗啡素-6作用HLE细胞48 h后的
凋亡率(mean±SD, %, n  = 5)

     
浓度(mol/L)	 naloxone组	         实验组

(1)0	                 0.41±0.11	     0.38±0.09

(2)10-7	                 1.23±0.45	   20.23±1.25a

(3)10-8	                 0.98±0.55	   12.64±2.15a

(4)10-9	                 1.34±0.43	     1.65±0.34

aP<0.05 vs  naloxone组.

本实验不但首次从HCC细胞表面分离出血

衍吗啡素类肽, 而且还证实其对HCC细胞具有

一定的抑制作用, 提示血衍吗啡素, 这一类天然

的内源性阿片肽可能在肿瘤治疗方面所具有潜

在的应用价值, 对该领域进行深入的探索和研

究将有助于我们更好地了解机体与肿瘤间的相

互作用. 
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Abstract
AIM: To observe the expression of transforming 
growth factor-α (TGF-α), epidermal growth 
factor receptor (EGFR) and proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA) as well as their correla-
tions in gastric carcinoma.

METHODS: Immunohistochemical staining (SP 
method) was used to detect the expression of 
TGF-α, EGFR and PCNA in specimens from 62 
gastric carcinoma patients, and the pathological 
characteristics were comparatively analyzed�.

RESULTS: The positive rates of TGF-α, EGFR 
and PCNA expression in normal gastric mucosa 
were significantly lower than those in gastric 
carcinoma (χ2 = 10.090, P < 0.05; χ2 = 4.373, P < 
0.05; χ2 = 31.230, P < 0.05), while their positive 
expression rate were markedly higher in the 
lowly-differentiated adenocarcinoma and mu-
cosal carcinoma than those in the highly- and 
moderately-differentiated one (χ2 = 15.290, P < 
0.05; χ2 = 7.779, P < 0.05; χ2 = 10.895, P < 0.05). 
A positive correlation was observed between 
TGF-α and PCNA expression (χ2 = 5.158, P < 0.05) 
as well as between EGFR and PCNA expression 
(χ2 = 5.322, P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of TGF-α, EGFR 
and PCNA play important roles in the carcino-
genesis and progression of gastric carcinoma, 
and they may help to evaluate the prognosis of 
gastric cancer patients.

Key Words: Transforming growth factor-α; Epider-
mal growth factor receptor; proliferating cell nu-
clear antigen; Gastric carcinoma
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摘要
目的: 观察TGF-α, EGFR, PCNA在胃癌组织
中的表达, 研究三者对胃黏膜上皮细胞增殖的
作用及与癌变的关系. 

方 法 :  采 用 免 疫 组 织 化 学 S P 法 分 别 检 测
TGF-α, EGFR, PCNA在正常胃黏膜34例、胃
癌62例中的表达, 分析不同病理组织学分型的
TGF-α, EGFR, PCNA表达差异. 

结果: TGF-α, EGFR, PCNA在正常胃组织阳
性表达率均明显低于胃癌组织的阳性表达
率(χ2 = 10.090, P <0.05; χ2 = 4.373, P <0.05; χ2 

®

■背景资料
肿瘤的发生、发
展是一个十分复
杂 的 生 物 学 现
象 ,  受 到 许 多 复
杂因素的影响和
制 约 ,  其 中 也 包
括TGF-α, EGFR, 
PCNA的表达, 目
前较多研究认为, 
TGF-α过量表达, 
引起细胞失控性
生 长 , 从 而 形 成
癌. EGFR阳性表
达与胃癌发生有
关. PCNA可作为
一项评估细胞增
殖状态的指标. 本
研究观察TGF-α, 
EGFR, PCNA在
胃癌组织中的表
达, 研究三者对胃
黏膜上皮细胞增
殖的作用及与癌
变的关系.
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= 31.230, P <0.05). TGF-α, EGFR, PCNA在胃
低分化腺癌阳性表达均明显高于高中分化腺
癌(χ2 = 15.290, P <0.05; χ2 = 7.779, P <0.05; χ2 
= 10.895, P <0.05), 低分化腺癌与黏液癌之间
阳性表达无显著性差异(P >0.05). 胃癌组织
中TGF-α与PCNA表达呈正相关(χ2 = 5.158, 
P <0.05). 胃癌组织中EGFR与PCNA表达呈正
相关(χ2 = 5.322, P <0.05).

结论: TGF-α, EGFR和PCNA与胃癌发生相
关, 可能与胃癌的恶性程度有关, 对判断预后
有帮助.

关键词: 转化生长因子α; 表皮生长因子受体; 增殖

细胞核抗原; 胃癌
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0  引言

转化生长因子α(transforming growth factor-α, 
TGF-α)是作用于上皮细胞的重要生长因子之

一, 与表皮生长因子受体(epidermal growth factor 
receptor, EGFR)结合后可促使细胞增殖和发生

转化[1]; EGFR是原癌基因c-erbB-1的表达产物, 
在生理状态下对细胞的生长和分化产生调节

作用, 而他的过度表达与细胞的增殖和癌变有

关[2]; 增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear 
antigen, PCNA)对细胞由G1期向S期过渡起着重

要的调节作用[3], 是反映细胞增殖活性的良好

指标. 本研究应用免疫组化法观察胃癌组织中

TGF-α, EGFR, PCNA的表达情况, 从细胞增殖

状态的角度探讨三者与胃癌发生、发展的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-12/2004-10经PENTAX-EG2940电
子胃镜检查诊断并经病理组织学证实的胃癌患

者62例, 男性43例, 女性19例, 年龄36-75岁. 正常

对照为经胃镜检查诊断并经病理组织学证实的

胃黏膜基本正常患者34例, 男13例, 女21例, 年
龄32-67岁. 所有研究对象受检前均未经放化疗

等治疗.
1.2 方法 活检标本经40 g/L中性甲醛溶液中固

定, 石蜡包埋, 4 μm连续切片. 采用免疫组化

SP法常规步骤操作, 分别进行TGF-a, EGFR, 
PCNA免疫组化染色, 苏木素复染. TGF-a主要

表达于细胞质, 阳性结果为细胞质呈棕黄色. 在
正常胃黏膜组织中, TGF-a染色阳性很少, 散在

分布. 在胃癌组织中, TGF-a染色阳性细胞呈广

泛分布(图1); EGFR主要表达于细胞膜和细胞质, 
阳性结果为细胞膜和细胞质为棕黄色. 在正常

胃黏膜中, 该细胞数很少, 颜色浅, 在胃癌组织

中, EGFR染色阳性细胞分布广泛(图2); PCNA染

色阳性部位主要在细胞核, 呈棕黄色. 在正常胃

黏膜中, PCNA阳性细胞很少, 散在分布. 在胃癌

组织中, PCNA染色阳性细胞呈广泛分布(图3). 
染色结果分级参照Shimizu et al [4]评分方法. 每张

切片均观察整体染色情况, 选择5个有代表性的

区域, 每区计算200个细胞. 阳性细胞数计分: 阳
性数≤5%为0; 阳性数>5%, 但≤35%为1; 阳性

数>35%, 但≤70%为2; 阳性数>70%为3. 着色强

度计分: 不着色为0, 弱着色(呈淡棕黄色)为1, 强
着色(呈明显的棕黄色)为2. 阳性分级: 以上两项

相加, 1分为(-), 2分为(±), 3分为(+), 4分为(++), 
5分为(+++): +-+++计为阳性, --±计为阴性.

统计学处理 用SPSS 11.5统计软件分析, 计
数资料用χ2检验, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

TGF-α在正常胃黏膜组织和胃癌组织阳性率分

别为32.4%和66.1%, 两者比较有显著性差异(c2 

= 10.090, P <0.05); EGFR在正常胃黏膜和胃癌

中阳性率分别为26.5%和48.4%, 两者比较有显

著性差异(c2 = 4.373, P <0.05); PCNA在正常胃黏

膜和胃癌组织中阳性率为26.5%和83.9%, 两者

比较有显著性差异(c2 = 31.230, P <0.05). TGF-a
在高中分化腺癌、低分化腺癌和胃黏液癌阳性

率分别为26.3%, 82.8%和85.7%, 胃低分化腺癌

阳性表达明显高于高中分化腺癌, 二者比较有

显著性差异(c2 = 15.290, P <0.05), 低分化腺癌与

黏液癌之间TGF-α阳性表达无显著性差异(c2 = 
0.061, P  = 0.806); EGFR在高中分化腺癌、低分

化腺癌和胃黏液癌阳性率分别为21.0%, 62.1%
和57.1%, 胃低分化腺癌阳性表达明显高于高中

分化腺癌, 二者比较有显著性差异(c2 = 7.779, 
P <0.05), 低分化腺癌与黏液癌之间EGFR阳性表

达无显著性差异(c2 = 0.096, P  = 0.757); PCNA在

高中分化腺癌、低分化腺癌和胃黏液癌阳性率

分别为52.6%, 96.6%和100%, 胃低分化腺癌阳

性表达明显高于高中分化腺癌, 二者比较有显

著性差异(c2 = 10.895, P <0.05), 低分化腺癌与黏

液癌之间PCNA阳性表达无显著性差异(c2 = 0, 

■相关报道
栾复新 et al 研究
认为胃黏膜炎症
时, 组织修复、增
殖, TGF-α有过量
表达, TGF-α过量
表达又可使其配
体EGFR mRNA
表达增加, TGF-α
与EGFR结合后 ,
可形成一种自泌
循环, 即细胞本身
分泌生物因子, 作
用于自身的膜受
体, 形成了刺激其
自身增殖的环路, 
从而引起细胞失
控性生长, 从而形
成癌; Inada et al
认为, 分化程度好
的胃癌的 P C N A
表达高于分化差
的 胃 癌 .  这 些 研
究均提示TGF-α, 
EGFR, PCNA与
胃癌发生有关, 可
能与胃癌的恶性
程度有关.

■创新盘点
本文观察了TGF-α, 
EGFR, PCNA在
胃癌组织中的表
达, 研究三者对胃
黏膜上皮细胞增
殖的作用及与癌
变的关系, 而且探
讨了三者在胃癌
中表达的相关性, 
为临床评估胃癌
的恶性程度、判
断预后及指导治
疗提供了更有价
值的指标.
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P  = 1.0). 在62例胃癌中TGF-α阳性者的PCNA阳

性表达显著高于TGF-α阴性者的PCNA阳性表

达, 分别为92.7%(38/41)及66.7%(14/21), 二者呈

正相关(c2 = 5.158, P <0.05). 在62例胃癌中EGFR
阳性者的PCNA阳性表达显著高于EGFR阴性

者的PCNA阳性表达, 分别为96.7%(29/30)及
71.9%(23/32), 二者呈正相关(c2 = 5.322, P <0.05). 

3  讨论

许多学者认为, 细胞增殖和凋亡的平衡维持着

组织中细胞总数的相对恒定, 细胞增殖失控与

肿瘤的发生密切相关, 一种组织中细胞增殖易

感性决定于多种增殖相关基因表达产物的水平

和相互作用[5]. TGF-α最早是由Delarco et al于
1978年从鼠肉瘤病毒转化的3T3细胞培养液中

分离得到, 是一种多肽促细胞分裂剂. 他与受体

EGFR结合后, 激活受体上的酪氨酸激酶, 促使

细胞内的DNA的合成, 致细胞增殖、分化[6]. 本
文用免疫组化方法检测发现, 胃癌组织中TGF-α
表达率较正常胃黏膜组织明显增高, 表明胃癌

发生过程中存在着TGF-α的变化, 可能有TGF-α
参与作用; 胃低分化腺癌TGF-α阳性表达明显

高于高中分化腺癌, 二者比较有显著性差异; 低
分化腺癌与黏液癌之间TGF-α阳性表达无显著

性差异, 表明TGF-α阳性表达与胃癌分化程度

有关, 分化愈低, 表达愈高, 与某些报道一致. 国
内Luan et al [7]通过对癌周正常黏膜、肠化生、

不典型增生组织中EGFR蛋白的表达的研究, 认
为胃黏膜炎症时, 组织修复、增殖, TGF-α有过

量表达, TGF-α过量表达又可使其配体EGFR 
mRNA表达增加[8], TGF-α与EGFR结合后, 可形

成一种自泌循环, 即细胞本身分泌生物因子, 作
用于自身的膜受体, 形成了刺激其自身增殖的

环路, 从而引起细胞失控性生长, 从而形成癌, 
进一步说明胃癌发生与细胞增殖异常有关[9].

EGFR是原癌基因c-erbB-1的表达产物, 广
泛分布于哺乳类动物的细胞膜上. EGFR基因

位于7号染色体, 成熟的人EGFR是一个由1186
个氨基酸搭配组成的单链跨膜糖蛋白, M r为17
×103. 其结构分细胞外区、跨膜区和细胞内区

三部分, 细胞内区有酪氨酸蛋白激酶活性. 当
EGF或TGF-α与EGFR结合后, 能引起自身磷酸

化和细胞内酪氨酸残基磷酸化、激活酪氨酸激

酶, 继而触发细胞分裂信号、引起细胞分裂[10].
EGFR的突变能使他在配体不存在的情况下保

持激酶活性而具有致癌潜能[11]. 本文研究结果发

现, 胃癌组织中EGFR表达率较正常胃黏膜组织

明显增高; 胃低分化腺癌EGFR阳性表达明显高

于高中分化腺癌, 二者比较有显著性差异; 而低

分化腺癌与黏液癌之间EGFR阳性表达无显著

性差异, 提示EGFR阳性表达不但与胃癌发生有

关, 而且与胃癌恶性程度有关. Yasui et al [12]报道

EGFR代表恶性程度较高的弥漫型胃癌, 其阳性

率显著高于恶性程度较低的肠型胃癌. 王献松[13]

报道分化差的低分化腺癌或印戒细胞癌比分化

好的管状腺癌高, 统计学处理均有显著性差异, 
与本文结果一致.

PCNA是DNA多聚酶的辅助蛋白, 存在于细

胞核中, 在DNA的合成中起重要作用. 肿瘤细胞

增殖活跃, DNA复制加速, PCNA表达明显增强,
与细胞增殖状态明显相关, 是伴随细胞增殖而

表达的一种核内蛋白. PCNA可作为一项评估细

胞增殖状态的指标. PCNA在增殖细胞中的含量

变化有明显的周期性, 在G0期基本无表达, G1晚

期开始增加, 至S中期达到高峰, G2, M期迅速降

低[14], 这种变化与细胞内DNA复制的时相变化

一致, 说明两者间存在着密切联系. 本实验结果

图  1  胃黏膜TGF-a的表达(SP×400). A: 正常; B: 高分化腺癌. 

A B

图  2  胃黏膜EGFR的表达(SP×400). A: 正常; B: 中分化腺癌. 

A B

图  3  胃黏膜PCNA的表达(SP×400). A: 正常; B: 高分化腺癌. 

A B

■应用要点
本研究从细胞增
殖状态的角度探
讨胃癌的发生、

发展, 其结论对于
评估胃癌的恶性
程度、判断预后
及指导治疗有一
定的临床意义.
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显示, 胃癌组织中PCNA表达率较正常胃黏膜组

织明显增高; PCNA表达与胃癌的分化程度显著

相关, 低分化胃癌中PCNA表达明显高于高中分

化胃癌, 表明癌细胞的生长调节失控, DNA合成

加速, 而且肿瘤分化越幼稚, 增殖越活跃, 进一

步提示PCNA可能成为反映胃癌恶性程度的参

考指标. 有关PCNA与胃癌临床病理特征之间的

关系 ,  目前尚未存在一个统一的结论 .  I n a d a 
et al [15]认为, 分化程度好的胃癌的表达高于分化

差的胃癌; 也有人认为分化程度差的胃癌的表

达高于分化好的胃癌[17]; Maeda et al [16]则认为, 
两者间无明显关系. 各家研究结果尚存较大差

异, 有待于进一步深入研究, 也说明胃癌发生过

程中多因子参与及其相互作用的复杂性.
TGF-α, EGFR分别与PCNA表达存在如下

3点一致性: (1)均在正常胃黏膜较低; (2)均在胃

癌中增高; (3)均在低分化腺癌中高于中-高分化

腺癌, 在黏液腺癌有高于中-高分化腺癌的倾向. 
另外, 胃癌中TGF-α阳性者的PCNA阳性表达显

著高于TGF-α阴性者的PCNA阳性表达; 胃癌中

EGFR阳性者的PCNA阳性表达显著高于EGFR
阴性者的PCNA阳性表达, 分别呈正相关. 以上

结果提示三者的表达与肿瘤的恶性程度相关, 
三者的表达增高与胃癌发生、发展关系密切, 
三者协同可能使肿瘤细胞获得更大的生长优势. 
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■同行评价
本文应用免疫组
化 S P F 方 法 观 察
了胃癌组织中转
化生长因子α、表
皮生长因子受体
和增殖细胞核抗
原的表达情况, 从
细胞增殖状态角
度深入探讨了三
者与胃癌发生、

发展的内在关系, 
有一定的学术价
值, 对于评估胃癌
恶性程度及预后
也有一定的临床
意义. 文章内容较
新颖 ,  设计合理 , 
数据客观可信, 论
据充分.
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Abstract
AIM: To evaluate the potential risk factors of 
Crohn’s disease (CD) associated with diets.

METHODS: A matched case-control (1∶4) study 
was designed, including 41 CD patients and 
164 controls. Chi-square test, t test, conditional 
Logistic regression and Cox regression model 
were used to comparatively analyze the dietary 
factors (including milk, fish, bean, egg, poultry, 
fruits, fruit peeling, vegetables, preserved food, 
processable oil, sweet foods, cold drink and tea) 
between CD patients and the controls. 

RESULTS: According to the general feature 
analysis between CD patients and the controls, 
the proportions of fish, bean, poultry, fruit peel-
ing, processable oil, sweet food and tea were sig-
nificantly different. Single factor Logistic regres-
sion analysis showed that there were significant 
differences in fish (OR = 0.48, 95%CI: 0.25-0.93), 
bean (OR = 0.46, 95%CI: 0.24-0.87), sweet food 
(OR = 2.30, 95%CI: 1.11-4.48) between the two 
groups (P < 0.20). Multiple factor Logistic re-
gression analysis showed that there were sig-
nificant differences in fish (OR = 0.460, 95%CI: 

0.217-0.974) and sweet foods (OR = 2.292, 95%CI: 
1.063-4.959) between the two groups (P < 0.05).

CONCLUSION: The diets, such as bean and 
sweat food, are protective and risk factors for 
CD, respectively.

Key Words: Crohn’s disease; Risk factors; Case 
control

Wang Z. Risk factors of Crohn’s disease: A case-control 
study. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(31):3030-3033

摘要
目的: 探讨国内克罗恩病(Crohn's disease, CD)
患者与饮食有关的可能危险因素. 

方法: 本研究采用1∶4配对病例对照研究, 对
比分析CD患者和对照人群的饮食因素, 采用
条件Logistic回归进行单因素与多因素分析. 

结果: 特征分析, 鱼类、豆类、禽类、水果
是否削皮、色拉油、甜食、茶类在两组的
构成情况有差异 .  单因素分析具有统计学
显著性的变量有3个(P <0.20): 鱼类(O R  = 
0.48, 95%CI: 0.25-0.93)、豆类(OR  = 0.46, 
95%CI: 0.24-0.87)、甜食(OR  = 2.30, 95%CI: 
1.11-4.48); 多因素回归分析得到具有统计学
意义的相关因素有两个(P <0.05): 豆类(O R  
= 0.460, 95%CI: 0.217-0.974)和甜食(OR  = 
2.292, 95%CI: 1.063-4.959).

结论: 单因素分析和多因素分析都具有统计
学显著性的变量有鱼类、甜食, 前者可能为一
保护性因素, 而后者可能为一危险性因素.

关键词: 克罗恩病; 危险因素; 病例对照
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0  引言

克罗恩病(Crohn's disease, CD)患者是炎症性

®

■背景资料
克罗恩病(Crohn's 
d i sease ,  CD)患
者 是 炎 症 性 肠
病(inflammatory 
b o w e l  d i s e a s e , 
IBD)的一种亚型, 
CD的病因尚不明
确 ,  一 些 研 究 表
明 ,  CD在最近几
十年出现发病率
显著上升, 而且这
种发病率的显著
上升是在一个静
止期之后出现的
上升, 出现这种上
升趋势的原因还
不太清楚, 发病率
的增高可能是从
症状发作到诊断
的间隔期缩短, 也
可能是由于对该
病的认识提高, 减
少了一些病例的
误诊, 但都不能很
好的解释在发病
率方面的显著提
高, 最有可能的解
释就是CD的发病
率确实在增加, 遗
传因素不可能导
致发病率方面这
么快的改变, 环境
因素可能在疾病
的发病方面起了
相当大的作用. 为
此 ,  本 文 进 行 了
CD与饮食因素关
系的研究.
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肠病(inflammatory bowel disease, IBD)的一

种亚型, 是一种慢性透壁性炎症性(transmural 
inflammation)疾病, 该病可累及肠黏膜至浆膜层,
临床表现以腹痛与腹泻症状最为常见, 并往往

有肠梗阻与肠道瘘管形成等并发症发生, 病变

可累及从口腔到肛门, 最典型的病变部位在回

肠、结肠(包括回盲部)和(或)肛周, 其肠道病变

多呈特征性的不对称性与节段性分布特点. CD
的病因尚不明确, 一些研究表明, CD在最近几十

年出现发病率的显著上升, 而且这种发病率的

显著上升是在一个静止期之后出现的上升, 出
现这种上升趋势的原因还不太清楚, 发病率的

增高可能是从症状发作到诊断的间隔期缩短, 
也可能是由于对该病的认识提高, 减少了一些

病例的误诊, 但都不能很好的解释在发病率方

面的显著提高, 最有可能的解释就是CD的发病

率确实在增加. 遗传因素不可能导致发病率方

面这么快的改变, 环境因素可能在疾病的发病

方面起了相当大的作用. 国外在CD危险因素的

探索性研究方面做了大量的工作. 已报道的文

献表明, 一些与环境有关的因素包括吸烟、饮

食、药物、社会因素、应激、肠道菌群等可能

与CD有关. 我国至今为止尚未进行CD危险因素

的探索, 为此, 我们进行了CD与饮食因素关系的

研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有病例均来自2002-10/2004-10苏州

市第三人民医院的门诊与住院确诊病例共41例, 
诊断标准: 2000年成都全国炎症性肠病会议修

改的对炎症性肠病诊治规范建议的诊断标准和

世界卫生组织(WHO)推荐的CD的诊断要点. 所
有对照均来源于苏州市三香新村社区居民以及

居住在社区的打工者共164例, 纳入标准: 选择

年龄、性别、民族相一致、与患者无血缘关系

且无消化系统疾病社区人群、愿意参加本研究. 
在获得研究对象的知情同意后, 对其进行调查.
1.2 方法 

1.2.1 调查表的设计 通过查阅国外有关CD发

病因素的文献, 自制《克罗恩病危险因素调查

表》, 该表的内容包括: 调查对象的一般资料、

危险因素的调查(基本情况、本人及家庭成员及

本人的健康状况、饮食情况)、变量的赋值情况

(表1). 
1.2.2 资料的整理和分析 整理调查表, 调查表

资料经过专业人员的统一审核和编码, 并进行

逻辑检查. 采用SPSS 10.0统计软件包录入数

据. 统一编码的调查表由两个研究人员双重录

入, 以便校对. 在正式分析前, 对数据库进行了

预处理, 对一些在数据结构方面存在缺陷的变

量, 将其进行数据转换(如连续性资料转换为等

级资料, 分类变量转换为亚变量, 等级资料中单

元格数据较少的进行合并), 如果采用上述转换

仍然不能进行分析, 无法估计回归系数, 在正式

分析时将不在纳入分析. 研究对象的一般特征

计数资料采用的SPSS 10.0/Analyse/Descriptive 
Statistics/Crosstabs模块进行分析, 构成比检验采

用χ2检验. 计量资料采用t检验. 采用条件Logistic
回归进行单因素与多因素分析 ,  具体使用的

模块为Cox回归模型, 以OR值及95%可信区间

(95%CI)对危险因素作用进行评价并对可能存

在的混杂因子采用多因素分析的方法进行调整. 
本研究作为一种探索性分析, 将检验水准定为(a 
= 0.20). 本研究作为一探索性的研究, 尽管样本

量较小, 还是尝试了将单因素分析和分组多因

素分析得到的具有统计学显著性(P <0.20)的变

量按(P <0.05)进行多因素条件Logistic回归分析. 
1.2.3 质量控制和偏倚的考虑 预试验: 主要研究

人员2名、通过培训的访谈员3名在不同的时间

(相差一个半月)调查同一对象, 共50例(患者10
例, 对照40例), 3位访谈者之间的一致率及k值

80%-85%之间. 本研究病例与对照的选择属于

医院病例与社区人群对照的类型, 比医院病例

和医院对照类型的研究有更好的代表性.

2  结果

2.1 一般特征 研究纳入与饮食相关的因素共

有12个, 分别为奶类、鱼类、豆类、蛋类、禽

类、水果、水果是否削皮、蔬菜、腌渍类食

品、食用油(设了3个亚变量)、甜食、冷饮以及

茶类. 根据表2两组特征分析, 鱼类、豆类、禽

类、水果是否削皮、色拉油、甜食、茶类在两

组的构成情况有差异.
2.2 单因素分析研究结果 单因素分析具有统

计学显著性的变量有3个(P <0.20): 鱼类(O R 
= 0.48, 95%CI: 0.25-0.93)、豆类(OR = 0.46, 
95%CI: 0.24-0.87)、甜食(OR = 2.30, 95%CI: 
1.11-4.48)(表3).
2.3 多因素分析研究结果 多因素回归分析得到

具有统计学意义的相关因素有豆类(OR = 0.460, 
95%CI: 0.217-0.974)和甜食(OR = 2.292, 95%CI: 
1.109-4.481)(表4).

■应用要点
要明确哪些食物
及其成分与CD相
关, 只有通过标准
化的方法, 对那些
符合疾病诊断标
准的新发病例病
前饮食情况进行
量化, 才能得出较
为肯定性的结论. 
开展饮食相关的
因素研究, 无论是
对该病的发病机
制的研究还是保
护健康人群发生
类似疾病的危险, 
均具有较为重要
的意义.
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3  讨论

CD的发生与饮食习惯的关系研究目前国内未见

报道, 国外关于这方面的研究较多, 有研究表明, 
CD系由牛奶变态反应所致, 也有认为CD的腹痛

与腹泻症状, 可能与肠低乳糖酶症(hypolactasia)
有关, 但一些重复性的研究并没有证明这两者

与CD的发病有关[1], 本研究也将牛奶摄入情况

作为一可能的危险因子加以研究, 但没有得出

具有统计学显著性的结论. 另有研究表明, 碳水

化合物尤其是精制糖与CD的发生之间存在着明

显的相关性, 高精制糖摄入, 低新鲜蔬菜和水果

摄入促使CD的发生[2-4]. 本研究也纳入了是否喜

欢吃甜食、蔬菜摄入、是否喜吃水果这3个变

量, 其中喜吃甜食具有统计学显著性的结论(OR 
= 2.292, 95%CI: 1.063-4.959). 还有研究表明, 
omega-3脂肪酸(豆油中富含)与IBD的发生之间

关系较为密切, 可能与这种脂肪酸影响花生四

烯酸的代谢, 且具有抗炎性有关[4], 本研究也将

表  2  病例组与对照组特征比较 

     
变量	                                         病例组	 对照组	 P 值

牛奶(经常吃/少吃或不吃)              24/17     90/74   0.673

豆类(经常吃/少吃或不吃)              19/22   112/52   0.009

鱼类(经常吃/少吃或不吃)              16/25     98/66   0.017

蛋类(经常吃/少吃或不吃)              24/17   106/58   0.468

水果(经常吃/少吃或不吃)              35/16   150/14   0.245

水果削皮(是/否)                            22/19   106/58   0.194

蔬菜(经常吃/少吃或不吃)              39/2     153/11  1.000

腌渍类食品                                   24/17   100/64   0.775

(经常吃/少吃或不吃)   

禽类(经常吃/少吃或不吃)              27/14   88/76     0.159

色拉油(以色拉油为主/其他)          10/31   59/105   0.160

菜子油(以菜子油为主/其他)          21/20   72/92     0.400

混合油(以混合油为主/其他)          10/31   34/130   0.610

甜食(经常吃/少吃或不吃)              29/12   81/83     0.014

冷饮(经常吃/少吃或不吃)              23/18   82/82     0.485

茶类(经常吃/少吃或不吃)              13/28   77/87     0.079

表  1  克罗恩病影响因素调查项目及赋值 

     
可疑因素	                                        赋值

年龄	      连续性变量

性别	      1 = 男 0 = 女

牛奶	      1 = 常吃(每周3次以上) 0 = 少吃或不吃

鱼类	      1 = 常吃 0 = 少吃或不吃

豆类	      1 = 常吃 0 = 少吃或不吃

蛋类	      1 = 常吃 0 = 少吃或不吃

水果	      1 = 常吃 0 = 少吃或不吃

削皮	      1 = 是 0 = 否

蔬菜	      1 = 常吃 0 = 少吃或不吃

腌渍类食品   1 = 常吃 0 = 少吃或不吃

禽类	      1 = 常吃 0 = 少吃或不吃

食用油	      分类变量

色拉油	      1 = 以色拉油为主 0 = 其他

菜子油	      1 = 以菜子油为主 0 = 其他

混合油	      1 = 以混合油为主 0 = 其他

甜食	      1 = 常吃甜食 0 = 少吃或不吃

冷饮	      1 = 常吃冷饮(季节性) 0 = 少吃或不吃

茶类	      1 = 常饮茶类(绿茶、花茶、红茶) 0 = 少或不

表  3  饮食类因素与CD关系单因素条件Logistic回归结果 

     
相关因素            偏回归系数(β)       B的标准误       Wald χ2值         P 值           OR 值             95%CI

牛奶	               0.129	         0.329             0.154	 0.695	 1.138	 0.597-2.169

鱼类	             -0.733	         0.334             4.811	 0.028	 0.480	 0.249-0.925

豆类	             -0.787	         0.330             5.700	 0.017	 0.455	 0.238-0.868

蛋类	             -0.228	         0.334             0.466	 0.495	 0.796	 0.414-1.532

水果	             -0.593	         0.517             1.316	 0.250	 0.553	 0.201-1.522

水果削皮	             -0.400	         0.330             1.472	 0.225	 0.670	 0.351-1.279

蔬菜	               0.355	         0.806             0.194	 0.660	 1.426	 0.294-6.919

腌渍食品	             -0.090	         0.333             0.072	 0.788	 0.914	 0.476-1.758

禽类	               0.451	         0.344             1.716	 0.190	 1.570	 0.799-3.085

色拉油	             -0.500	         0.381             1.725	 0.189	 0.607	 0.288-1.279

菜子油	               0.257	         0.327             0.618	 0.432	 1.293	 0.681-2.457

混合油	               0.187	         0.388             0.233	 0.629	 1.206	 0.564-2.578

甜食	               0.801	         0.356             5.058	 0.025	 2.229	 1.109-4.481

冷饮	               0.218	         0.332             0.433	 0.510	 1.244	 0.649-2.384

茶类	             -0.720	         0.388             3.449	 0.063	 0.487	 0.228-1.041

■名词解释
克罗恩病是炎症
性肠病的一种亚
型 ,  是 一 种 慢 性
透壁性炎症性疾
病, 该病可累及肠
黏膜至浆膜层, 临
床表现以腹痛与
腹泻症状最为常
见, 并往往有肠梗
阻与肠道瘘管形
成等并发症发生, 
病变可累及从口
腔到肛门, 最典型
的病变部位在回
肠、结肠(包括回
盲部)和(或)肛周, 
其肠道病变多呈
特征性的不对称
性与节段性分布
特点.
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豆类的食用情况纳入分析, 得出具有统计学显

著性的结论(OR : 0.460, 95%CI: 0.217-0.974), 并
且为CD的一种可能的危险因素. 在鱼类消费量

较高的日本, IBD的发病率较低, 但是通过调查

问卷的形式获取omega-3脂肪酸的消费量的准

确信息是非常困难的. 本研究也将鱼类的摄入

情况纳入分析, 单因素分析结果具有统计学的

显著性(OR : 0.48, 95%CI: 0.25-0.93), 而多因素

分析并没有得出具有统计学显著性的结论.  
除此之外, 本研究也将一些动物性食物因

素(蛋类、禽类)、腌渍食品、冷饮以及茶类因

素纳入了分析, 均未得出具有统计学显著性的

结论. 饮食因素肯定促成了IBD的发生, 因为炎

症发生在消化道, 一些消化道内的抗原, 包括食

物残渣、代谢物质、肠道菌群都参与了疾病的

发生[5]. 然而, 目前还没有明确那些食物及其成

分与CD相关. 要解决此类问题, 只有通过标准化

的方法, 对那些符合疾病诊断标准的新发病例

病前饮食情况进行量化, 才能得出较为肯定性

的结论. 开展饮食相关的因素研究, 无论是对该

病的发病机制的研究还是保护健康人群发生类

似疾病的危险, 均具有较为重要的意义. 
致谢: 感谢苏州市市立医院北区消化科主任、

博士生导师郑家驹老师、苏州大学放射与公共

卫生学院流行病学与卫生统计学教授、硕士生

导师郭志荣老师对我的研究的大力支持.

4      参考文献
1	 郑家驹, 高志昕. 炎症性肠病临床、内镜与病理学. 第

1版. 北京: 科学出版社, 2004: 262-296
2	 Jarnerot G, Jarnmark I, Nilsson K. Consumption 

of refined sugar by patients with Crohn's disease, 
ulcerative colitis, or irritable bowel syndrome. 
Scand J Gastroenterol 1983; 18: 999-1002

3	 Reif S, Klein I, Lubin F, Farbstein M, Hallak A, Gilat 
T. Pre-illness dietary factors in inflammatory bowel 
disease. Gut 1997; 40: 754-760

4	 Sonnenberg A. Geographic and temporal variations 
of sugar and margarine consumption in relation to 
Crohn's disease. Digestion 1988; 41: 161-171

5	 Montgomery SM, Ekbom A. Epidemiology of 
inflammatory bowel disease. Curr Opin Gastroenterol 
2002; 18: 416-420

             电编  张敏  编辑  张焕兰

 
表  4  饮食类因素与CD关系多因素条件Logistic回归结果 

     
相关因素            偏回归系数(β)       B的标准误       Wald χ2值         P 值           OR 值             95%CI

鱼类	             -0.623	         0.385             2.615	 0.106	 0.536	 0.252-1.141

豆类	             -0.777	         0.383             4.117	 0.042	 0.460	 0.217-0.974

水果	             -1.389	         0.839             2.739	 0.098	 0.249	 0.048-1.292

水果削皮	             -0.561	         0.404             1.929	 0.165	 0.570	 0.258-1.260

禽类	               0.526	         0.392             1.801	 0.180	 1.693	 0.785-3.651

甜食	               0.831	         0.393             4.475	 0.034	 2.292	 1.063-4.959

茶类	             -0.791	         0.469             2.851	 0.091	 0.453	 0.181-1.136

■同行评价
国内关于克罗恩
病危险因素的病
例对照研究很少, 
因此本研究对探
讨饮食因素在克
罗恩病中的作用
有一定意义. 目前
还没有明确那些
食物及其成分与
CD相关 ,  虽然本
研究通过标准化
的方法对那些符
合疾病诊断标准
的新发病例病前
饮食情况进行量
化, 但结论有待于
进一步探讨.
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摘要
终末期肝病模型(model for end-stage liver 
disease, MELD)是近年来新创立的判断晚期
肝病病情的方法, 最初他是用于评估行经颈
静脉肝内门体分流术(transjugular intrahepatic 
portosystemic shunt, TIPS)后患者的生存率, 目
前已被广泛应用于肝移植、终末期肝病患者
预后、评估肝癌患者术后(手术切除癌灶或局
部治疗等)生存率等方面, 现认为MELD模型
可以有效的预测终末期肝病患者的预后, 能准
确的反映病情的危急程度.

关键词: MELD模型; 终末期肝病; 肝移植; 肝癌
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0  引言

慢性肝病, 尤其是终末期肝病, 并发症较多, 进
展较快, 迫使我们寻找一个较完善的评分指标

来确定病情的严重程度, 帮助选择治疗方式, 并
预测接受治疗后患者的生存率. 虽然目前评估

肝功能的方法很多(如Child-Pugh等), 但因其大

多存在由经验所得, 且分辨率低, 主观性较强

等不足, 尚不能满足准确反映肝病严重程度的

要求. 而MELD是2000年由美国Mayo Clinic的
Malinchoc和Kamath et al提出, 最初是用来判断

为预防出血和治疗腹水而行TIPS术的肝硬化患

者的预后情况, 国外经过近年来的临床验证, 证
明MELD在判断肝病预后、指导肝移植方面起

到一定的作用, 由于其简单、易于计算而在肝

病诊治中广泛应用. 本文就MELD的产生及应用

进展作一综述. 

1  MELD产生

2000年, Malinchoc et al [1]对1991-1995年共231名
为治疗肝硬化腹水和预防门静脉高压出血而行

TIPS术患者进行跟踪随访至少3 mo, 术前24 h内
收集患者的统计学资料, 包括年龄、病因、生

化指标、Child-Pugh分级等, 分别将统计资料进

行Cox比例风险回归的统计学处理, 将P <0.01的
变量保留, 并将所得变量取自然对数后乘以回

归系数, 即得到MELD评分原型: MELD = 0.378 
Ln[BIL(mg/dL)]+1.12 Ln(INR)+0.957 Ln[Cr(mg/
dL)]+0.643(病因: 胆汁性或酒精性为0, 其他为

1), 该模型最初用来判断TIPS术后肝硬化患者的

预后情况. 为了应用方便, 2001年Kamath et al [2]

将公式变为: MELD = 3.8 Ln[BIL(mg/dL)]+11.2 
Ln(INR)+9.6 Ln[Cr (mg/dL)]+6.4(病因: 胆汁性

或乙醇性为0, 其他为1), 结果取四舍五入后的整

数. MELD积分越高说明患者病情越重, 预后越

差, 生存率越低.

2  临床应用

MELD模型有以下优点: (1)MELD分级是由前瞻

性分析统计资料所得, 因而具有更好的预测作

用; (2)MELD模型中无腹水、肝性脑病等主观

性指标; (3)MELD分值是连续的, 无上限和下限, 
能较好的区分出病情的轻重; (4)MELD模型中

使用的3个指标在各实验室之间差别并不是很

大, 而且容易获取、可以重复测定. 虽然MELD
评分最初是用于评估行TIPS治疗的患者的预后, 
但由于MELD评分系统对病情判断的准确性较

高, 而逐渐被应用于其他领域, 进一步拓展了其

应用范围. 
2.1 MELD评分在肝移植方面的应用 (1)评估候

肝患者生存率及调配肝移植顺序: 在MELD问

世之前, 肝病患者一般是根据等候供肝的时间

长短、是否伴有腹水、肝性脑病以及地区获得

肝源的多少来决定肝移植的先后, 由于候肝时

间的长短并不代表病情的轻重, 则易导致供肝

的分配不合理, 并致使肝功能较好的患者因等

待时间过长而失去移植机会, 从而增加候肝期

®

■背景资料
中国是肝病的高
发 区 ,  为 了 对 肝
病患者肝功能储
备及预后作出判
断, 学者们对肝功
能作出了分级或
量化研究. 目前公
认评判一个模型
好的标准为指标
较少、容易获得, 
且客观、易于推
广. 现使用较多的
Child-Pugh分级主
要针对肝硬化患
者, 且因其主观性
强而引起争议. 终
末期肝病模型以
血清胆红素、肌
酐和INR等3个生
化变量为依据, 具
有简便可行、重
复性好、客观性
强等特点, 而逐渐
引起大家的重视
和应用. 

■研发前沿
MELD模型不仅
可以用于预测失
代偿期肝硬化患
者的生存率, 还可
用于预测重型肝
炎、肝癌、肝移
植术后患者的生
存率, 其应用面较
广, 但是否可以替
代Child-Pugh分级
在肝病中的应用, 
尚需进一步研究. 
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患者的死亡率. 由于MELD评分可评估病情的

轻重, 2002年被美国器官共享联合网络(UNOS)
将其确定为选择肝移植患者的新标准. Wiesner 
et al [3]采用前瞻性研究方法对3437例有完整实

验室资料的准备肝移植的晚期肝病患者进行

MELD评分, 预测其3 mo生存期, 并对其正确性

作了验证, 发现患者生存与否与MELD分值高

低有直接关系, MELD分值<6的患者病死率是

1.9%, 而>40的患者病死率为71.3%, 提示MELD
评分可准确的评估患者病情的轻重, 并可以预

测患者3 mo的死亡率. 根据患者病情的轻重来

决定肝移植的顺序, 可减少候肝期患者的死亡

率, 所以MELD评分可被应用于肝源的调配. 而
对于M E L D积分相同的患者可以动态监测其

MELD分值变化(如每隔30 d监测一次), 分值升

高的患者即可优先行移植手术, 分值不变或者

降低的患者提示病情稳定或好转, 可暂不予移

植. 自从MELD被UNOS正式作为肝移植的标

准之后, 致使肝移植器官分配方案由先前的以

“时间先后”为基础转向以“病情轻重”为基

础, 从而最大限度的避免了以等待时间长短作

为移植顺序造成的器官分配欠合理的问题, 提
高了患者的生存率; (2)评估移植术后患者的生

存率: MELD评分对肝移植疗效的预测能力也受

到广泛的关注和评价, 肝移植能否增加患者的

生存率以及MELD分值较低的终末期肝病患者

行肝移植术后能否增加其生存时间开始为大家

所重视. Onaca et al [4]对669例肝硬化患者移植术

后2 a的死亡率进行研究, 根据移植前的评分患

者被分为<15, 15-24, >25 3个层面, 发现术后3, 6, 
12, 18及24 mo生存率与MELD评分有明显的关

系, 分值越高患者移植后生存率越低, 因此移植

前行MELD评分对预测肝移植术后患者生存率

有一定的意义. 这是否意味着将有限的肝源移

植给病情最重的患者将是一种资源和经济上的

浪费, 移植前死亡率减少所带来的收益有可能

被移植后增高的死亡率所抵消? 由于肝移植时

MELD积分高的患者是被优先考虑的, 致使移植

对象向不良预后的人群倾斜, 那么对移植后的

结果可能有负面影响. Ravaioli et al [5]则对1987
例肝移植术后患者进行MELD评分, 发现25分以

下者5 a生存率为58.6%, 而25分以上者为27.8%, 
提示术后行MELD评分可预测患者的生存率. 
Merion et al [6]研究发现, MELD积分<15行肝移植

的患者术后死亡率明显比分值相同未行肝移植

的患者同期死亡率高, 他们认为, 移植前死亡风

险较小的患者(MELD<15)不宜盲目行移植手术, 
以防缩短生存期. 所以在相对较轻或特别重的

患者中, 其价值的高低有待进一步评估; (3)儿童

肝移植: 由于MELD评分系统是基于成年患者的

资料建立起来的, 而未成年患者有继续生长等

因素, 于是在MELD基础上人们开始尝试建立适

合未成年人的肝移植模式. 2001年Wiesner et al [7]对

884例患有慢性肝病的儿童进行跟踪随访, 随访

终点为患者死亡、行肝移植术或转入重症监护

室. 结果发现, 与患者病情密切相关的5个指标

为: 年龄、血清白蛋白浓度(g/dL), 血清总胆红

素浓度(mg/dL), INR以及生长延滞指数; 并在此

5个指标的基础上建立了儿童终末期肝病模型

(Pediatic end-stage liver disease, PELD), 作为儿

童肝移植的标准, 认为PELD模型用于儿童肝移

植具有特异性, 并且即使处于与成人MELD分值

相同的情况下, 儿童应比成人优先得到肝移植; 
(4)MELD评分在肝癌肝移植中的应用: 随着肝

移植应用于肝癌的治疗, MELD评分在肝癌肝移

植中的研究也越来越多. 由于某些肝癌患者肝

功能代偿良好, 虽然其MELD积分较低, 但肝癌

进展较快, 他们可能等不到肝移植就失去机会, 
因此在肝源不足的情况下, 需要一个较好的评

价系统来指导其和终末期肝病之间的移植顺序. 
在使用MELD之后, UNOS统计T1期肝癌患者的

死亡率约为15%, 与这个死亡率相对应的MELD
分值为24分; T2期肝癌患者的死亡率约为30%, 
相对应的MELD分值为29分[8], 早期肝癌既有了

其相当的MELD分值, 那么就可以依据其分值的

高低而等待肝移植. 经临床统计, MELD积分实

施后, 接受肝移植的HCC患者占全部行肝移植

患者的比值从7%增加到22%[9-10], 而且肝癌患者

的候肝时间从2.3 a缩短到0.6 a, 移植前5 mo内
患者从候肝名单退出率降低, 使肝癌患者的移

植率明显增加. 由于术后病理检查显示, 22%的

被诊断为肝癌的患者并无患肝癌的证据, 考虑

HCC患者在肝移植中有过度优先的可能, UNOS
于2003年对肝癌患者的MELD分值作了调整: T1

期肝癌的MELD分值调为20分, T2期的MELD分

值调为24分, 以控制HCC患者的移植率, 调查表

明此举虽增加了候肝期肝癌患者的概率, 但没

有增加肝癌患者的退出率[10]. Sharma et al [9]研究

发现, MELD系统的实施, 使Ⅰ, Ⅱ期HCC患者与

肝病失代偿患者相比更有优先权, 移植前HCC
患者死亡率从15%降至8%, 等待肝移植的人数

增多, 等待肝移植时间明显缩短, 1 mo内接受肝

■相关报道
虽然MELD评分
避免了Child-Pugh
分级中的很多缺
点, 但MELD模型
本身也存在一些
问 题 ,  比 如 模 型
中所使用的血清
肌酐除受肝病本
身影响肾脏功能
外, 还受患者的营
养状况、血容量
状态、利尿剂、

非甾体类药物、

是否存在原发性
肾脏病变等的影
响, Kamath et al
指 出 ,  为 了 避 免
肝外因素造成的
血清肌酐波动影
响MELD分级的
准 确 性 ,  在 利 用
MELD模型判断
病情时, 应在患者
血流动力学稳定
和充分补液的基
础上使用; 如使用
血清肌酐清除率
代替血清肌酐, 将
能使MELD模型
更准确的反映肝
功能变化. 

■创新盘点
本文较系统地论
述了MELD评分
系统在肝病中的
应 用 及 其 进 展 , 
尤其对肝癌患者
在肝移植中的优
先顺序进行了论
述 ,  并 加 进 了△

MELD的应用, 可
使读者对患者的
病情进行纵向观
察, 更准确的预测
预后. 文中提到血
钠是反映病情的
一个重要指标, 故
可以尝试将血钠
加入MELD模型
中, 以明确能否提
高MELD的预测
能力. 
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 移植的T1期HCC患者为27%, T2期为45%, 3 mo
内接受肝移植的患者超过87%, 明显改善了HCC
患者等待肝移植期间的5 mo生存率. 
2.2 MELD评分在终末期肝病预后判断方面的

应用 为明确MELD模型是否普遍应用于判断晚

期慢性肝病病情, 2001年Kamath et al [2]选取了4
组独立患者的资料: 肝硬化失代偿住院患者、

非胆汁淤积性肝硬化门诊患者、原发性胆汁性

肝硬化(PBC)患者和80年代非选择性肝硬化患

者进行验证, 结果是在失代偿肝硬化住院患者

中, MELD分值小于9的患者3 mo的死亡风险是

4%, 而大于40时死亡风险为100%, MELD评分

受试者运行曲线(receiver operating characteris-
tic graph, ROC)下的面积(area under the curve, 
AUC)是0.87, 而Child-Pugh分级是0.84; 其他3组
患者随MELD分值的增加, 死亡风险也随之增

加, AUC也均大于0.8, 并发现MELD超过40分
者3 mo死亡率为100%. 这表明MELD在判断肝

病病情尤其是终末期肝病病情方面, 具有极好

的价值. Botta et al [11]对129名终末期肝病患者跟

踪随访至少1 a, 结果是随着MELD分值逐渐增

高, 患者的死亡风险也随之增高, 提示, MELD在

预测患者中短期死亡风险方面是一个很好的指

标. 后来Kamath et al [2]研究发现, 30 d内MELD
评分的变化(△MELD)有重要意义, 最初MELD
分值相同者, 如△MELD>0表明疾病在进展, 而
若△MELD = 0或者<0表明疾病处于相对平稳

期或者在好转, 提示△MELD更能反映病情的轻

重. 2004年, Said et al [12]将MELD应用于非肝移

植的慢性肝病患者中, 在对1611例不同类型慢

性肝病患者的研究中, MELD预测1 a生存率的c
统计值达0.75以上, 3 mo和6 mo的更高, 这就把

MELD从应用终末期肝病扩展到慢性肝病的范

围, 使MELD的应用更广泛. 我国肝病以病毒性

肝病为主, 在病毒感染的基础上易并发重型肝

炎, MELD评分对重型肝炎是否也适用呢, 我国

学者开始对其进行不断的验证. 赵燕芹 et al [13]

则对156例慢性重型肝炎患者进行MELD评分, 
结果显示, MELD分值与实际病死率呈正相关, 
即分值越高, 实际死亡率越高, 分值大于40分者

预计死亡率为100%, 提示MELD评分与终末期

肝病患者病情严重程度及预后有关, 可以准确

的反映重型肝炎患者的病情; 另外分别对生存

组和死亡组治疗前后(不包括人工肝治疗)进行

MELD评分, 结果显示, MELD的动态变化更能

反映病情程度, 评分逐渐下降的患者的危险性

小, 评分逐渐增长的患者的危险性大, 治疗前后

评分增长超过25分者其死亡危险性是MELD评

分增长缓慢患者的3倍以上. 因此根据不同病情

或MELD评分定期进行MELD的再测定, 更能反

映病情的严重程度, 更有利于判断预后. 
2.3 评估HCC患者术后生存率 早期肝癌常合并

慢性肝病或者肝硬化, 在行手术切除癌灶或局

部治疗后早期由于药物的损伤其肝功能常迅速

恶化, 自MELD系统实施后, 研究发现他也可以他也可以也可以

用于评估肝癌患者术后生存率. Cucchetti et al [14]

对154例行手术切除癌灶的肝癌患者进行MELD
评分, 来预测其短期生存率及其并发症的发生

率, 并运用ROC分析来判断MELD评分系统的

准确性, 结果显示, MELD评分≥11的患者术后

并发肝衰竭而导致死亡或进行肝移植的机率

较高, ROC分析显示其敏感度为82%, 特异度为

89%; MELD评分≥9的患者术后至少并发1个
并发症, ROC分析示其敏感度为87%, 特异度为

63%; 而MELD评分<9的患者术后全部没有发生

肝衰, 且术后并发症的发生率也极低, 仅为8.1%. 
说明MELD评分可以准确的预测HCC患者术后

肝衰和并发症的发生率, 我们可以根据他们评

分的高低来选择行手术切除的最佳对象, 以避

免术后死亡率的增加. Huo et al [15]观察192例行

经动脉栓塞化疗(transarterial chemoembolization, 
TACE)或经皮肝内注射乙酸(percutaneous acetic 
acid injection therapy, PAI)治疗的原发性肝癌患

者(无肝外转移, 且因肝功能差而无手术切除的

机会), 分别统计其术前、术后2 wk、术后8 wk
的MELD分值, 发现在术后2, 8 wk MELD评分均

较术前有升高趋势, 但以术后2 wk升高明显, 术
前MELD分值>15者术后预后较差, 经单因素分

析发现MELD为评估预后的一个独立危险因素, 
说明MELD评分系统可用来监测患者的肝功能

储备情况, 并可以用来预测行局部治疗的肝癌

患者的预后..

3  现状及展望

虽然MELD模型能较准确的反映患者病情, 但该

模型并没有包含所有对预后有影响的因素, 而
联合MELD和其他指标共同反映病情能提高其

准确性. Giannini et al [16]将99例乙型和丙型肝炎

病毒相关性肝硬化患者的AST/ALT比值分别与

MELD分值结合以预测患者1 a内的死亡风险, 结
果显示, 两者结合后预测死亡风险的敏感性和

特异性均较单独使用MELD增加, 提示将AST/

■应用要点
MELD模型不仅
可用于调控肝移
植的优先顺序、

预测终末期肝病
患者的生存率, 还
可以用于评估人
工肝治疗及其肝
癌术后生存率的
大小, 可以协助我
们选择合适的治
疗对象, 期望达到
资源最优化. 

■名词解释
1 Child-Pugh分
级: 最初用来评价
肝硬化门体分流
手术前的肝功能
状况, 目前也常用
于一般肝硬化患
者的临床评价, 是
最常用的肝功能
分级指标之一. 由
白蛋白、总胆红
素、凝血酶原时
间、腹水和肝性
脑病五项指标组
成, 可用于评估肝
硬化患者病情的
严重程度. 
2 肝功能衰竭: 是
由多种因素引起
的肝细胞的严重
损 害 ,  导 致 其 合
成、解毒、生物
转化等功能发生
严重障碍, 出现以
黄疸、凝血功能
障碍、肝性脑病
和腹水等为主要
表现的一种临床
综合征. 
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ALT和MELD结合可提高预测患者短期死亡率

的准确性. Sheth et al [17]发现, 患者的MELD>11
或有腹水, 血清胆红素>136.8 μmol/L时, 短期的

死亡率也明显增加. Ruf et al [18]对262例终末期肝

病患者随访发现3 mo内死亡的患者中有63%的

合并低钠血症, 而生存组患者合并低钠血症者

仅占13%, 两组相比P <0.001, 差异显著. 运用c-
统计方法发现低钠血症和MELD均为影响死亡

率的危险因素, 其c-统计值分别为0.753和0.894, 
而低钠血症联合MELD预测死亡率的c-统计值

为0.908, 表明低钠血症是反映病情的1个重要指

标, 他们认为低钠血症可以作为难治性腹水的替

代者, 联合MELD评分更能准确地判断患者预后. 
虽然MELD评分对终末期肝病的严重程度

进行了划分, 但是由于其大多数研究数据来自

晚期肝硬化患者, 因此MELD用于中早期肝硬化

预后评估的价值尚需进一步探讨.
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■同行评价
应用终末期肝病
模型(MELD)于肝
病诊治预防, 指导
肝移植, 肝癌术后
愈合, 在原有的肝
功能评估及预后
指标系统外, 增加
一套评估的系统, 
互相补充, 更能准
确反映疾病实体, 
引用材料较新, 评
述恰当. 
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摘要
拉米夫定(lamivudine)抗乙型肝炎病毒治疗中
耐药突变发生率高, 文献报道在拉米夫定治
疗1, 2, 3, 4, 5 a时分别为14%, 38%, 49%, 66%, 
69%. 耐药突变可导致血清HBV DNA水平阳
转或明显上升, 肝功能严重受损, 甚至病情恶
化死亡. 关于拉米夫定抗乙型肝炎病毒治疗中
耐药突变的后续治疗目前国内外尚无统一用
药方案, 单药治疗(如: 继续使用拉米夫定、阿
德福韦、恩替卡韦)在临床使用中已经取得了
一定疗效, 联合抗病毒治疗和中医药治疗是今
后研究的方向.
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0  引言

拉米夫定(lamivudine)是全球被批准的第一个

治疗慢性乙型肝炎的口服药, 随着其在国内外

广泛临床应用, 乙型肝炎病毒(HBV)耐药突变

(resistant mutation)成为一个令临床医师棘手

的问题. 耐药突变不同于未经拉米夫定治疗的

HBV自然发生的酪氨酸-蛋氨酸-天门氡氨酸-天
门氡氨酸(tyrosine-methionine-aspartate-aspartate, 
YMDD)变异[1-2], 而是拉米夫定治疗期间, 在药

物选择压力下发生的HBV DNA聚合酶YMDD
基因序列变异 .  目前认为突变的发生可能有

以下机制: (1)选择学说: 治疗前HBV野生株和

YMDD突变株同时存在, 治疗过程中野生株迅

速受到抑制, 而突变株耐拉米夫定, 故突变株才

得以选择并成为优势株[3]. (2)诱变学说: 即在拉

米夫定的作用下HBV出现新的突变品种YIDD, 

YVDD, YI/VDD[蛋氨酸被缬氨酸取代(M552V)
称为YVDD变异; 被异亮氨酸取代(M522I)称为

YIDD变异]. 文献[4-6]报道除YIDD, YVDD外, 
可能存在其他部位的变异或多重位点的突变. 
YMDD变异多发生于拉米夫定治疗6 mo后[7]. 在
亚洲进行的一项研究[8]中, 基因耐药性在拉米夫

定治疗1 a时为14%, 而在2, 3, 4, 5 a时高达38%, 
49%, 66%, 69%. 治疗期间发生YMDD变异后

患者临床表现形式多样. 最初表现为突破感染

(breakthrough infection), 即血清HBV DNA水平

下降或阴转后继续治疗时阳转或明显上升, 部
分患者可无临床症状、丙氨酸转氨酶正常, 类
似免疫耐受; 也有部分患者出现轻度乏力、恶

心等症状, ALT 升高, 甚至病情恶化导致死亡. 本
文就拉米夫定抗HBV治疗中出现病毒耐药突变

的后续治疗作一综述. 

1  后续治疗概况

对于拉米夫定治疗过程中发生耐药突变患

者, 当前欧洲肝病学会(EASL)和美国肝病学会

(AASLD)推荐的处理方法[9]是: (1)如HBV DNA 
和ALT水平低于治疗前水平, 则继续使用拉米

夫定; (2)无肝硬化基础或免疫抑制患者可以中

断拉米夫定治疗; (3)改用阿德福韦治疗或联合

阿德福韦治疗. 亚洲太平洋地区慢性乙型肝炎

处理的共识(2005年最新报告中)指出, 考虑到拉

米夫定治疗的患者出现YMDD变异株的不良后

果[10], 以及发现一些YMDD变异株复制缺陷的

完全回复, 建议停用拉米夫定. 他们认为继续应

用拉米夫定无好处[11], 且停药后是较安全的, 在
耐药突变的患者中断拉米夫定治疗与肝炎复发

和失代偿发生并没有关联[12]. 如有阿德福韦供

应, 可加用或改用阿德福韦. 如不能取得“挽救

治疗”药物, 可选择停用拉米夫定及密切监察. 
2004年拉米夫定临床应用专家共识[13]提出, 可改

用或联合使用阿德福韦治疗, 对于肝功能失代

偿或肝硬化患者不宜随意停用拉米夫定. 以上

三个机构推荐处理原则基本一致. 具体用药方

法如下.

®

■背景资料
全球慢性乙型肝
炎病毒 (HBV)感
染 者 多 达 3 . 6 亿 , 
我国占1.2亿 ,  以
拉米夫定为代表
的核苷类似物开
创了HBV治疗的
新时代. 然而, 随
着其在国内外广
泛临床应用, HBV
耐药突变因发生
率高, 后果严重而
成为令临床医师
棘手的问题. 尽管
目前尚无统一的
治疗方案, 但国内
外学者在新一代
核苷类似物药物
的开发研制, 多种
药物的联合应用
以及中医药治疗
方面, 进行了广泛
研究并已经取得
了突破性进展. 

■研发前沿
如何及时发现耐
药突变, 以便及时
调整治疗方案耐
药突变的诊断, 包
括有无突变、突
变株量的多少、

所占比例大小等, 
是当前拉米夫定
治疗中迫切需要
解决的问题. 耐药
突变与患者病情
加重之间的机制
尚未明确, 肝脏基
础病变和肝脏的
代偿能力可能是
重要影响因素, 还
有待于进一步研
究. 
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2  单药治疗

2.1 拉米夫定 拉米夫定治疗中出现耐药突变后

是否继续拉米夫定治疗, 其结果如何, 目前尚未

能达成共识. 有学者[14]证实了拉米夫定耐药后继

续使用拉米夫定治疗患者能够获得组织学、生

化甚至病毒学好转或稳定. 国内近期研究[15]显

示, 发生拉米夫定耐药后, 无论继续使用或停用

拉米夫定(改用保肝药物)都是相对安全的, 并没

有出现病情恶化的病例 .  然而台湾学者L i a w 
et al [11]在对134例出现乙肝病毒rt M204I/V变异

的患者进行为期1 a的观察后发现, 66例继续拉

米夫定治疗的患者与68例中断拉米夫定治疗的

患者比较肝炎复发、失代偿率和HBeAg血清转

换率分别为54%, 7%, 19%和67%, 11%, 35%; 两
组间差异均无统计学意义. 得出当发生rt M204I/
V变异, 拉米夫定耐药后继续用药与不用药临

床结局没有明显区别的结论. 笔者认为, 由于野

生病毒比变异病毒的复制能力更强, 停用拉米

夫定后野生病毒恢复复制并抑制变异病毒, 随
后成为优势病毒, 恢复对拉米夫定的敏感性, 拉
米夫定再治疗时有效. 一般停药间隔的时间约

6 mo; 应在经检测证实耐药病毒株消失后实施

再治疗; 再治疗过程中, 耐药突变的时间可能提

前、比例可能更高, 应密切加强对患者病情的

随访观察. 
2.2 阿德福韦(adefovir) 为腺嘌呤核苷类似物, 
2002-09在美国批准用于治疗慢性乙型肝炎 , 
2005-04在中国批准上市. Peters et al [16]研究发现, 
采用单用阿德福韦10 mg与阿德福韦联合拉米夫

定和继续单用拉米夫定100 mg治疗拉米夫定耐

药代偿性慢性乙型肝炎患者, 48 wk时HBV DNA 
阴转率及ALT复常率在阿德福韦单用组或阿德

福韦和拉米夫定联合组疗效相当. 认为出现耐

药患者继续用拉米夫定无益处应改用阿德福韦

治疗. 因此, 2004年AASLD最新的乙型肝炎建议

中指出, 对拉米夫定耐药突变的代偿性肝病, 不
需在改用阿德福韦后继续拉米夫定治疗, 但建

议两药同时应用2-3 mo以减少转换期肝炎复发

的危险[17]. 国外已有许多采用阿德福韦后续抗

病毒治疗的成功报道[18]. 最新Yeon et al [19]研究了

67例对拉米夫定耐药且接受阿德福韦治疗的慢

性乙肝患者耐阿德福韦病毒变异体的表型和基

因型特点. 在对拉米夫定耐药的患者中, 阿德福

韦治疗出现阿德福韦变异体的时间早、频率高. 
由于样本量少, 还有待与进一步比较研究. 阿德

福韦的缺点是潜在肾毒性, 大于48 wk的长期使

用者和肾毒性药物使用者须定期检测肾功能. 
2.3 恩替卡韦(enticavir) 恩替卡韦是环戊基鸟苷

类似物, 口服吸收后经细胞内激酶磷酸化生成

活性形式恩替卡韦三磷酸盐, 竞争性抑制HBV 
DNA聚合酶, 作用于病毒逆转录的3个环节: 启
动、逆转录、DNA依赖性合成. 于2005-03在美

国获准上市. 2006年初, 获准在我国上市. 目前3
项有关恩替卡韦的全球范围内最大规模的慢性

乙型肝炎患者多中心Ⅲ期临床实验实验验[20-22]已经完

成. 患者来自全球五大洲, 共计1600余例(其中有

近900例在我国). 该临床试验显示了恩替卡韦对

初治或者拉米夫定失效的患者的良好临床疗效, 
在组织学、病毒学、生化学等各项指标的改善

上均明显优于拉米夫定, 同时具有良好的安全

性和耐受性. 慢性乙型肝炎患者接受恩替卡韦

治疗过程中, 对于初治患者尚未发现耐药株, 在
对拉米夫定耐药的患者中, 极少数产生耐药. 总
之, 恩替卡韦具有高效选择性抗病毒作用, 对拉

米夫定耐药患者有强效的抗病毒疗效, 优于拉

米夫定. 然而其高昂的价格(39元/天)将限制恩替

卡韦的广泛应用. 
2.4 其他 特洛福韦(tenofovir)是一种无环簇核苷

类逆转录酶抑制剂, 为阿德福韦的同类药物. 体
外研究显示[23], 特洛福韦对野生型HBV和耐拉

米夫定变异株HBV均具有抗病毒效应. 最新研

究[24]中对53例HBV DNA滴度较高(>6 log10拷
贝/mL)的拉米夫定耐药患者应用阿德福韦和特

洛福韦治疗48 wk时, 阿德福韦组中仅有44%的

患者HBV DNA水平低于105 拷贝/mL, 而特洛

福韦组为100%(P <0.001). 两组患者均未发生严

重副作用. 在长期治疗中(最高达130 wk)特洛

福韦组中未发现有病毒抵抗的表型出现. 从而

证明在治疗对拉米夫定耐药的H B V感染患者

时, 特洛福韦有可能成为一种有效的替代品. 除
此之外, 还有多种核苷类药物处在Ⅱ-Ⅲ期临床

研究阶段, 如汰比夫定(telbivudine)、克来夫定

(clevudine)、恩曲他滨(emtricitabine)、洛布卡

韦(lobucavir)等..

3  联合治疗

鉴于拉米夫定长期治疗耐药突变逐年增加, 阿
德福韦延长疗程后发生耐药突变的报道也逐渐

增多, 在核苷类似物冶疗慢性乙型肝炎中, 联合

治疗必然是未来的发展方向. 联合抗病毒治疗

的目标是提高持续应答率和预防或减少耐药突

变. 目前国际上并无推荐临床使用的联合治疗

■创新盘点
目前系统全面阐
述 拉 米 夫 定 抗
HBV治疗中耐药
突变的后续治疗
的文献尚不多见. 
本文较详细地阐
述了拉米夫定抗
HBV治疗中出现
病毒耐药突变的
后续治疗的概况, 
单药治疗, 联合治
疗及中医药治疗. 
总结和概括了国
内外最新治疗进
展. 
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 方案. 拉米夫定联合其他核苷类似物, 如泛昔洛

韦、阿德福韦、洛布卡韦、特比夫定(telbivu-
dine)等的体外实验、动物实验和临床试验研究

均有报道. 有研究[25]表明, 泛昔洛韦(famciclovir)
不能克服拉米夫定的耐药, 联合用药可能并不

减少耐药发生率, 但在抗鸭乙肝病毒的试验中

与拉米夫定有协同作用. 研究表明, 阿德福韦+
拉米夫定[26]、胸腺肽+氧化苦参碱[27]对拉米夫

定相关的乙型肝炎病毒YMDD变异具有明显抗

病毒效应, 而且改善患者肝功能指标的效果, 较
单独继续使用拉米夫定明显. 而干扰素+拉米夫

定[28]、阿德福韦以及中药乙肝解毒汤+拉米夫

定[29]抗病毒效果与继续使用拉米夫定无明显差

别, 但对肝功能复常率阿德福韦优于继续单独

使用拉米夫定, 干扰素+拉米夫定[28]对肝功能复

常率远期疗效较好. 总体来看, 乙肝病毒YMDD
变异后, 阿德福韦+拉米夫定、氧化苦参碱联合

胸腺肽等疗法的抗病毒作用及生化指标改善均

优于继续单独使用拉米夫定. 但以上研究样本

量偏少, 有待扩大样本进一步研究. 并且还应根

据药品费用高低、药物不良反应大小、是否药

物相互作用、是否使用方便、患者依从性如何

等诸多因素进行综合评价.

4  中医药治疗

目前公认的对慢性乙型肝炎治疗有效的中药制

剂是苦参素注射液. 苦参素注射液是从苦豆子

中分离提取的氧化苦参碱溶液, 具有抗病毒、

免疫调节、抗肝纤维化及保肝、退黄、降酶的

作用. 胡国启 et al [30]将其应用于拉米夫定耐药

治疗的初步结果表明, 该药可有效地应用于拉

米夫定耐药的治疗, 具有良好的耐受性. 关于中

药防治YMDD变异的研究报道多为中药或中成

药与西药联合使用, 如: 中药+拉米夫定[31]中药

乙肝解毒汤+拉米夫定[29]. 陈泽雄 et al [32]对104
例慢性乙型肝炎患者用拉米夫定治疗半年后随

机分为治疗组和对照组, 治疗组联用中药, 对照

组则继续单用拉米夫定, 第52周时观察并比较

两组患者血清YMDD、HBV DNA、e系统、 
ALT等指标, 发现YMDD检出率分别为9.6%, 
25%(P <0.05); HBV DNA阴转率分别为86.5%, 
69.2%(P <0.05). 认为中药与拉米夫定联用对提

高慢性乙型肝炎的疗效、减少YMDD变异的产

生有一定的作用. 最近研究发现[33]对拉米夫定耐

药的乙型病毒肝炎患者在继续使用拉米夫定的

基础上加用银杏叶片2片, 3次/天, 其生物化学应

答, 血清免疫学应答, 病毒学应答及综合疗效与

继续服用单一拉米夫定比较均有显著或非常显

著差异(P <0.05及P <0.01). 中药与拉米夫定联合

治疗可能是通过中药的预处理增强了拉米夫定

的敏感性, 中药的多靶点抗病毒作用与拉米夫

定的协同作用, 弥补拉米夫定用药间歇期达不

到有效作用浓度的不足, 但此机制尚需进一步

研究证实. 中药价廉、方便、患者容易接受. 中
医强调辨证论治和整体观, 针对患者的不同情

况, 辨证用药, 这一优点也是西医所无法比拟的. 
但这些研究也存在样本量偏少、具体用药量化

困难、缺乏多种方案对照等问题. 关于中药抗

HBV DNA YMDD耐药突变的机制等基础研究

还有待进一步深入. 
总之, 随着拉米夫定抗乙肝病毒治疗的普

及, 治疗中出现病毒耐药突变已经引起国内外

医学研究人员的广泛关注. 拉米夫定与其他药

物(包括中药在内)的联合治疗, 以及发展新的抗

病毒药物来延缓耐药毒株的出现, 可能为拉米

夫定抗HBV治疗水平中产生耐药性提供可行的

治疗对策. 我们期待一系列系统而规范的病毒

耐药突变后治疗的临床指南的推出, 为抗乙肝

病毒治疗带来新的希望.
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摘要
EphB2受体及其配体Ephrin-B系统的功能失调
将导致肠上皮具有增殖能力细胞沿着隐窝-鞭
毛轴杂乱排列; 而且在结直肠癌患者癌组织
中, EphB2的表达越低, 浸润深度越深, 分化越
差, 远处转移越多, 存活率越低; 体外实验也
证明其高表达在癌细胞菌落形成实验可抑制
癌细胞的生长, 配体Ephrin-B对EphB2受体的
激活可降低肿瘤细胞的侵袭性. 在本文中我们
将就EphB2/Ephrin-B系统关于肠上皮干细胞
迁徙导向的调控, 及其在大肠癌的多步癌变过
程中的抑制作用的最新研究进展加以综述.

关键词: 受体酪氨酸激酶EphB2; 结直肠癌; 肿瘤形成
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0  引言

众所周知, 肿瘤的发生及其演变与细胞信号转

导的异常有着密切的关系 .  其中酪氨酸蛋白

激酶受体(receptor tyrosine kinase, RTK)信号

传导途径在细胞信号传导中的作用尤为重要. 
生促红素人肝细胞(Erythropoietin-producing 
hepatoma cell line, Eph)受体是酪氨酸蛋白激酶

受体家族最大的分支, EphB2是其中的一员, 与
其配体Ephrin-B之间的信号传递介导了许多重

要的生理过程, 在胚胎形成, 神经元的迁移定

向, 轴突路径导引, 血管形成等方面有着重要

的作用. 对于EphB2受体和Ephrin-B的病理作

用, 以往的研究普遍认为他们参与的信号传导

扮演了促癌角色, 但最近研究[1-3]发现EphB2受
体及其配体Ephrin-B不仅调控了肠上皮具有增

殖能力细胞的迁移导向和正确的定位, 而且在

肠上皮细胞的多步癌变过程中发挥了重要的抑

制作用. 这些研究进展使得受体EphB2及其配

体Ephrin-B很有可能成为预防和治疗结肠癌的

一个新的分子靶点. 现就EphB2受体及其配体

Ephrin-B的结构、功能以及在肠上皮细胞癌变

中的作用加以总结. 

1  EphB和Ephrin-B的命名、结构和生理功能

E p h的命名源自该亚族的最早的成员E p h, 是
用非严谨杂交技术以v f p s的酪氨酸激酶区序

列为探针从人肝细胞癌细胞株cDNA文库中克

隆得到(现命名EphAl). 人Eph基因定位于第7
号染色体, 编码3.5 kb mRNA, 在进化上高度保

守, 用人Eph cDNA探针可从小鼠、大鼠、鸡和

黑腹果蝇中检测到其特异的DNA条带. Eph受
体被分成2个亚群EphA和EphB. EphB2是1994
年Kiyokawa et al [4]从构建的胃癌组织cDNA文

库中筛选出来的Eph亚类新基因产物, 其胞外

区有一个富含20个半胱氨酸的结构域、一个N
端球状结构域及两个纤黏连蛋白Ⅲ同源区(FN
Ⅲ), 胞内区包括具有酪氨酸蛋白激酶活性的

结构域、SAM(sterilealpha motif)结构域和C端
的PDZ(post-synaptic density protein, discs large, 
zona occludens)结构域结合序列. 与EphB2受体

结合的主要是跨膜配体Ephrin-B类. Ephrin-B
类配体有3种, 分别为Ephrin-B1, Ephrin-B2和
Ephrin-B3. 其结构可分为4个区即信号区、结合

区、spacer区和疏水区. Ephrin-B类配体的显著

特征是其高度保守的C端尾, 在该区有5个潜在

的酪氨酸磷酸化位点和1个C端PDZ-结构域结合

基序. 研究表明, Ephrin-B类配体可与多个受体

以不同亲和力交叉结合发挥不同作用. 
EphB受体作为酪氨酸蛋白激酶家族中的

成员, 被其配体Ephrin-B激活而导致细胞内蛋白

磷酸化, 在胚胎发育、神经轴突导向、血管生

成等方面具有重要作用. 最近研究发现EphB2
受体和Ephrin-B配体系统共同调控了具有增殖

能力的细胞的迁移导向和正确定位; 这些功能

的实现主要是通过EphB2受体与邻近细胞表面

的Ephrin-B配体相互作用而实现的, 他们的结

®

■背景资料
大肠癌是常见的
恶性肿瘤, 占消化
道恶性肿瘤的第
2位, 发病率逐年
上 升 .  回 顾 过 去
30 a, 尽管大肠癌
以手术治疗为主
的综合治疗得到
认同并取得一定
成 效 ,  但 总 体 上
其预后没有得到
根 本 改 善 ,  术 后
5 a生存率始终徘
徊在50%左右. 最
近研究发现受体
EphB2及其配体
Ephrin-B在肠上
皮细胞的多步癌
变过程中发挥了
重要的抑制作用, 
使其很有可能成
为预防和治疗结
肠癌的一个新的
分子靶点. 

■研发前沿
对于EphB2受体
和Ephrin-B的病
理 作 用 ,  以 往 的
研究普遍认为他
们参与的信号传
导扮演了促癌角
色, 但最近研究发
现EphB2受体及
其配体Ephrin-B
不仅调控了肠上
皮具有增殖能力
细胞的迁移导向
和正确的定位, 而
且在肠上皮细胞
的多步癌变过程
中发挥了重要的
抑制作用. 这些研
究进展为我们预
防、治疗大肠癌
提供了新的方向. 
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合将启动双向细胞信号通道传递(即Ephrin-B配
体也能实现细胞信号传递功能), 从而导致两个

细胞之间的排斥[5-6]. EphB2受体和Ephrin-B配体

系统通过这种接触排斥来调控细胞的迁徙和黏

附, 从而维持组织和细胞正常的空间排列和形

态, 这些功能对于维持生物体胚胎的正常发育

和成熟组织的生理功能具有非常重要的作用. 
例如在许多胚胎组织的发育过程中, EphB2受体

和Ephrin-B配体系统可限制临近细胞群的混杂, 
使胚胎组织发育过程井然有序. Xu et al [7]的研究

证明了这一点, 他们的实验表明在胚胎发育过

程中EphB2受体和Ephrin-B配体系统对后脑的

形成发挥了重要作用, 他们阻止相互临近部分

比如神经脊的主干细胞和菱脑原节的细胞混杂, 
从而维持后脑组织的正常结构. 同样, EphB2受
体的接触排斥机制在成熟组织中也发挥了重要

的作用. 肠道黏膜是体内更新最快的组织之一, 
位于肠黏膜隐窝的干细胞分化出来的各种前体

细胞沿着隐窝-鞭毛轴迁徙而替代死亡的肠黏膜

细胞. 对于调控这种更新的机制仍未具体阐明. 
最近的研究[1,8-9]发现在肠道黏膜组织中, EphB2
受体和Ephrin-B配体的表达呈相反的排列趋势, 
在黏膜隐窝中具有增殖能力的干细胞高度表达

EphB2受体, 与此相反Ephrin-B1和Ephrin-B2配
体却高度表达于由成熟细胞构成的鞭毛部分, 
即由隐窝-鞭毛轴EphB受体的表达是逐渐降低

的, 而EphrinB的表达是逐渐升高的. EphB2受体

和Ephrin-B配体表达在隐窝-鞭毛轴的相反的排

列趋势, 加上其接触排斥的功能, 提示了他们参

与了对肠道黏膜细胞的正确定位和可分化细胞

迁移导向的调控. 进一步的研究[1]肯定了这种作

用, 在EphB2受体表达缺陷的小鼠的肠道黏膜中

观察到具有增殖和分化能力的各种前体细胞迁

移定位导向错乱, 不能到达正确的位置, 吸收细

胞、杯状细胞以及潘式细胞的前体细胞沿着隐

窝-鞭毛轴混乱排列, 同种细胞相互聚集. EphB2
表达缺失导致的肠道黏膜细胞排列紊乱, 改变

了各种细胞生存的内环境, 对细胞代谢一定会

产生影响, 这些影响在肠道肿瘤发病中所起的

作用是一个值得进一步研究的课题. 我们推测

在肿瘤组织中, 细胞正常的空间排序和接触抑

制等特性的丧失可能与EphB2受体和Ephrin-B
配体表达异常或二者表达失衡有关.

2  受体EphB2及其配体Ephrin-B与结直肠肿瘤的

关系

2.1 在结直肠肿瘤中的表达 以往的研究[4,10-13]

发现EphB家族高表达于多种肿瘤细胞, 如乳腺

癌、脑膜瘤、直肠癌、肺癌; 高表达的EphB2被
认为能够通过提升癌细胞的运动、侵袭、转移

能力和促进血管的形成, 从而在肿瘤的形成和

发展过程中发挥促进作用, 因而把EphB2基因作

为一种原癌基因. 但是这些实验在对比EphB2在
正常组织和癌组织中的表达差异时, 忽略了在

正常组织中成熟细胞EphB2是低表达的, 只有在

为数较少的干细胞中E p h B2受体表达是升高

的[1,8]; 而且没有就EphB2受体在不同肿瘤分期中

的表达进行对比. 在认识到这些局限的基础上, 
近期的研究有了巨大的进展, 有了完全不同于

以往的发现: Huusko et al [14]发现在前列腺癌组

织中EphB2受体的表达随着恶性程度的升高而

降低, 并且通过转染野生型的EphB2基因到缺乏

EphB2基因表达的前列腺癌细胞株中抑制了肿

瘤细胞的生长和肿瘤菌落的形成. Batlle et al [2,15]

检测了EphB2受体在正常肠隐窝干细胞、肠腺

瘤细胞、肠原位癌细胞、肠癌淋巴结转移细胞

和肝转移细胞中的表达, 发现EphB2受体在他们

中的表达呈递减趋势; 为进一步证明, Batlle et al
在小鼠结直肠癌模型中, 使用基因工程干扰了

癌细胞EphB2受体的表达, EphB2受体的缺失加

快了结直肠肿瘤的形成. 这项新研究提示, 大多

数大肠癌细胞在(良性)腺瘤和(恶性)肿瘤之间

的过渡阶段失去EphB2受体的表达, 并且EphB2
表达的多少与肠癌的浸润深度和远处转移密切

相关, EphB2的表达越低, 肿瘤分化越差, 浸润

程度越深, 远处转移越多. 这些实验结果在其他

的独立实验中得到了进一步的支持, Guo et al [16]

也证明了EphB2从肠隐窝干细胞到不同恶性程

度肠道癌细胞中的表达呈递减趋势; 并且在结

肠癌细胞株的体外实验中证明了过度表达的

EphB2受体能够抑制肿瘤细胞的生长、黏附和

转移. Jubb et al [17]和Lugli et al [18]也发现EphB2受
体的表达和结直肠癌患者的生存率表现出正相患者的生存率表现出正相的生存率表现出正相

关, EphB2受体表达越高存活率越高. 以上实验

证明了在一些肿瘤中, 尤其大肠癌, EphB2受体

的表达和肿瘤的浸润深度以及远处转移呈负相

关, 与肿瘤组织的分化程度以及存活率呈正相

关, 提示EphB2对于肿瘤的生长起抑制作用, 对
EphB2在肿瘤形成中扮演的致癌角色提出了置

疑, 为寻找新的预防和治疗结肠癌的方法提供

了新的方向. 
目前对配体Ephrin-B在大肠癌中表达情况

资料尚少. Liu et al [3]发现配体Ephrin-B在大肠癌

■创新盘点
本文与其他相关
文 章 的 不 同 点
在 于 本 文 关 注
了EphB2受体和
Ephrin-B不仅调
控了肠上皮具有
增殖能力细胞的
迁移导向和正确
的定位, 而且注意
到了其在大肠癌
多步癌变过程中
的抑制作用, 对近
年来有关EphB2
受 体 及 其 配 体
Ephrin-B的生理
学、病理学方面
的最新进展做了
全面的总结. 
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 中呈高表达, 并且高表达的配体Ephrin-B对大肠

癌起抑制作用. 但他们未就配体Ephrin-B在不同

肿瘤分期中的表达进行对比. 值得关注的是, 在
胃癌和胰腺癌等消化道肿瘤中, 配体Ephrin-B的
表达与受体EphB在大肠癌中的表现相反, 配体

Ephrin-B的表达随着肿瘤恶性程度的升高而增

加[19]. 对于配体Ephrin-B的表达是否在大肠癌中

也呈这种趋势需要实验进一步验证. 
2.2 抑制结直肠肿瘤的作用机制 EphB2受体和

Ephrin-B配体系统主要是通过影响癌细胞的浸

润和生存能力从而发挥对肿瘤的抑制作用. 肿
瘤恶性程度的升高是癌细胞浸润能力提高的结

果. 肿瘤组织能够由原发灶向周围和远处组织

浸润是通过增强自身的运动能力和改变自身黏

附性来完成的. 研究[1,9,20]表明EphB2的抑癌作用

与减低癌细胞的运动能力和改变其黏附性有相

关性: 这些实验发现癌细胞在EphrinB-Fc活性

配体的刺激使细胞形态由便于游走的多角形向

圆形转变使得细胞的运动能力下降, 同时也使

得癌细胞黏附细胞外基质的能力降低, 从而减弱

肿瘤细胞的浸润能力. Etienne-Manneville et al [21-22]

通过实验证明了EphB2是通过Rho/Rock1通道

调控细胞的运动能力的, 细胞的形态和运动能

力的调节与Rho/Rock1通道密切相关, 他们通

过调控细胞骨架动力装置所给予的驱动力与肌

动蛋白细胞骨架介导的黏附所提供的锚定力

之间的协调运作调控细胞的运动, 在实验中通

过使用Rho/Rock1通道拮抗剂能抑制EphB2导
致的细胞形态的改变和活动能力的降低. 同时

Batlle et al [1]和Guo et al [16]的研究也表明, EphB2
受体和Ephrin-B配体系统减低癌细胞黏附性的

机制与EphB2对细胞膜黏附斑FAK酶活性的影

响密切相关. 高表达的EphB2受体也能够降低癌

细胞的存活率. 实验[16]中发现运用基因转染技

术把EphB2-pcDNA质粒转染入低表达EphB2的
SW480细胞, 从而得到高表达EphB2的结肠癌细

胞株, 然后使用不同浓度的EphrinB-Fc活性配体

作用与该细胞株, 通过与未转染EphB2-pcDNA
质粒的细胞株对比后发现转染后癌细胞与未转

染癌细胞的存活率有明显的差异. 但他们使用

3H-TdR渗入法却发现EphrinB-Fc活性对于癌细

胞的增殖没有影响, 从而推测EphB2对于肿瘤细

胞生存能力的影响主要归咎于其对细胞代谢和

细胞凋亡的作用, 当然这有待于实验进一步的

证明. 
2.3 参与的大肠癌肿瘤形成过程中的信号传

导机制 在生理情况下, 受体EphB2被配体Eph-
rin-B2激活, 使细胞内蛋白发生酪氨酸磷酸化, 
磷酸化的蛋白与RasGTPase激活蛋白RasGAP和
含SH2/SH3结构域的蛋白形成复合物, 从而参与

细胞生长的调控. 跨膜配体Ephrin-B兼具受体样

信号转导分子功能, 即配体Ephrin-B兼具受体样

信号分子功能, 接受受体EphB刺激后发生逆向

(reverse)信号传递调节细胞反应[23]. 受体EphB2
及其配体E p h r i n-B的信号转导是通过与其跨

膜或聚集型配体结合而启动的, 需要细胞间接

触而被活化, 进而发生受体自身磷酸化以及下

游大量胞内底物蛋白质分子的磷酸化, 启动不

同信号途径将信号逐级传递, 参与细胞迁移导

向、血管形成等生理过程的调节. 
在病理情况下, 尤其是在大肠癌的多步癌

变过程中, EphB2和配体EphrinB信号通道扮演

的角色目前仍未彻底阐明. 大肠癌的发生演变

是一个多步骤、多基因、多阶段的过程. 其中,、多基因、多阶段的过程. 其中,多基因、多阶段的过程. 其中,、多阶段的过程. 其中,多阶段的过程. 其中, 
正常上皮组织突变为腺瘤是关键性的第一步, 
WNT信号转导途径失调是腺瘤发生的早期事

件[24-25]. APC或者β-catenin的突变导致WNT信号

通道的激活, 可以使加速细胞增殖和抑制细胞

凋亡的基因表达增加 ,  这其中就包括E p h B2
受体[2,26], 而且大肠腺瘤细胞的EphB2受体免疫

组化检测也提示他们呈高表达, 说明在从正常

肠上皮细胞到腺瘤的形成过程中EphB2受体和

配体Ephrin-B扮演了重要的角色. 但在由腺瘤向

癌恶变的过程中, 大多数人类结直肠细胞在(良
性)腺瘤和(癌变)恶性肿瘤之间的过渡阶段失去

EphB2的表达, 说明在这个过程有其他调控机制

的参与导致了EphB2表达的降低. 很多研究[2,16,27]

均表明导致EphB2表达减低的调控机制发生在

转录阶段, 但具体的调控机制有待进一步研究. 
人类结直肠癌在(良性)腺瘤和(癌变)恶性肿

瘤之间的过渡阶段中, EphB2的表达的减少促进

了肿瘤的发生和发展; 一系列的体内体外实验

也证明过度表达的EphB2受体在配体Ephrin-B
激活下对肿瘤有明显的抑制作用. 综合这些研

究发现, 受体EphB2受体和配体Ephrin-B的表

达及活化影响结直肠癌肿瘤的形成及进展, 为
我们预防、治疗大肠癌提供新的方向. 但导致

EphB的表达在从腺瘤到癌变过程中表达减弱的

原因不明, 以及受体EphB和配体Ephrin-B抑制

肿瘤生长的机制等都是有待进一步研究的课题. 
我们相信随着EphB2与结肠癌关系研究的进一

步深入, EphB2受体和配体Ephrin-B很有可能成

■应用要点
EphB2受体及其
配体Ephrin-B的
表达及活化影响
结直肠癌肿瘤的
形 成 及 进 展 ,  为
我们预防、治疗
大肠癌提供新的
方 向 ,  而 且 随 着
对受体EphB和配
体Ephrin-B抑制
肿瘤生长机制的
进一步深入了解, 
EphB2受体和配
体Ephrin-B很有
可能成为治疗结
肠癌的一个新的
分子靶点. 
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为治疗结直肠癌的一个新的分子靶点.
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Abstract
AIM: To explore the alterations of neuroglia 
cell reactivity and central nervous system 
(CNS) injury in rats undergoing hepatic portal 
occlusion (HPO) reperfusion using S100β 
protein tissue content and serum concentration 
respectively.

METHODS: A total of 38 Wistar rats were anes-
thetized by isoflurane inhalation. HPO model 
was produced by hepatic portal interruption 
(Pringle' maneuver) for 30 min with a clamp, fol-
lowed by 6-, 12-, and 24-h reperfusion after re-
moval of the clamp. The animals were randomly 
divided into group A (n = 8) and B (n = 30). 
Group A served as the sham operation group, 
while HPO model was induced in group B. The 

pH values, Ca2+ and K+ concentrations of portal 
vein blood sample were measured by blood-gas 
analysis, and the brain cortex content and serum 
concentration of S100β protein were measured 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELI-
SA).

RESULTS: As compared with that in group A, 
the pH value of portal vein blood in group B was 
significantly decreased after HPO, but gradually 
recovered after reperfusion. Simultaneously, K+ 
concentration was remarkably increased and 
lasted to 6-h reperfusion, while Ca2+ concentra-
tion was decreased gradually and lasted to12-h 
reperfusion (P<0.05). The cortex S100β protein 
content in group B was elevated significantly af-
ter 12- and 24-h reperfusion in comparison with 
that in group A (12.04 ± 3.29, 14.81 ± 8.04 vs 2.71 
± 3.9, P < 0.01 and P < 0.05). The serum concen-
tration of S100β protein was not markedly differ-
ent between group A and B (P > 0.05). However, 
it was noticed that the number of patients with 
S100β concentration higher than 0.2 μg/L was 
higher in group B.

CONCLUSION: Reperfusion after HPO can acti-
vate the reactivity of neuroglia cells and increase 
the cortex content of S100β protein, but S100β 
protein over-express can result in brain injury, 
which may be one of the mechanisms for the neu-
rological complications after liver transplantation�.

Key Words: Hepatic portal occlusion; Liver reper-
fusion injury; Brain injury; S100β protein; Wistar 
rat
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摘要
目的: 通过观察肝门阻断(h e p a t i c p o r t a l 
occlusion, HPO)再灌注后脑损伤特异性标志
物S100β蛋白在中枢和外周的变化趋势, 研究
HPO再灌注对中枢神经系统(CNS)的影响. 

■背景资料
肝门长时间阻断
后再灌注不仅加
剧肝脏和肠道损
伤, 也可伤及远隔
脏器, 严重时可导
致多器官功能衰
竭. 其机制目前仍
然未明, 可能与氧
自由基, NO, 缓激
肽, 前列腺素以及
其他一些细胞因
子等相关, 自主神
经系统可能也有
重要作用. 脑的缺
血再灌注损伤的
研究倍受重视, 但
远隔器官1/R损伤
对中枢神经系统
的影响及机制研
究却鲜有报道. 

 
wcjd@wjgnet.com 

■研发前沿
机体作为整体, 远
隔脏器间的相互
作用日益受到重
视. 肝门阻断后再
灌注过程中肠道
因素是肝外脏器
损伤的重要引擎, 
该领域的热点主
要集中在作用机
制研究, 但尚未有
明确结论.
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方法: 成年Wistar大鼠异氟烷(isoflurane)吸入
麻醉后随机分成对照组(A组, n  = 8): 开腹但
不阻断肝血流; 全肝血流阻断组(B组, n  = 30): 
Pringle'法阻断门脉、肝动脉及胆总管, 全肝
缺血30 min后恢复肝血供. 再灌注后6 , 12和
24 h取材. 血气分析测定门脉血pH值、[K+]和
[Ca2+], ELISA比较组织和血清S100β蛋白水平. 

结果: HPO期间门静脉pH显著降低, [K+]升
幅超过1倍, 但开放后逐渐恢复; [Ca2+]于再
灌注后持续下降至12 h. 和A组比较, B组皮
层S100β蛋白含量再灌注12和24 h时升高显
著(12.04±3.29, 14.81±8.04 vs  2.71±3.9, 
P <0.01, P <0.05). 但各时点的血清S100β蛋白
的差异无统计学意义(均P >0.05), 再灌注后浓
度超过0.2 μg/L的例数显著高于A组. 两种来
源的S100β蛋白未见相关性.

结论: HPO再灌注刺激皮层神经胶质细胞的
保护反应, S100β蛋白表达显著增加, 但表达
过度可致脑损伤, 这可能是肝移植病例术后
出现神经精神改变的机制之一.

关键词: 肝门阻断; 再灌注损伤; S100β蛋白; 脑损伤; 

Wistar大鼠
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0  引言

肝移植和肝肿瘤等手术过程中常规需要肝门阻

断(hepatic portal occlusion, HPO)以期减少出血, 
HPO后缺血再灌注(ischemia reperfusion, IR)损
伤是不可避免的一个病理生理过程. 肝脏和肠

道IR损伤后血流动力学、凝血功能、电解质、

酸碱平衡等发生重大改变. 可致急性肺损伤和

心功能不全等肝外脏器功能改变[1-4], 甚至累及

中枢神经系统(central nervous system, CNS), 文
献报道肝移植术后神经精神功能紊乱发生率达

7%-40%[5], 一般认为与免疫抑制剂的大剂量应

用有关, 本实验通过观察HPO再灌注后脑损伤

特异性标志物S100β蛋白在中枢和外周的变化

趋势, 研究HPO再灌注对CNS影响. 探讨肝移植

术后精神功能紊乱的发生机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级成年♂Wistar大白鼠(体质量200
±50g), 由中国医科大学附属盛京医院实验动

物中心提供. 动物术前禁食12 h. 异氟烷吸入麻

醉. 尾静脉静注肝素500 U/kg. 常规备皮消毒后

取腹部正中切口入腹, 离断肝周韧带以消除肝脏

侧支循环. 尾动脉监测平均动脉压(MAP)和脉搏

(RBP-1B型大鼠血压计, 中日友好临床医学研究

所), 缺血期间根据血流动力学变化间断应用少

量新福林保持MAP在80 mmHg以上. 半导体温

度传感器(Datex多功能监测仪, 芬兰)监测直肠温

度, 灯烤保温. 保持直肠温36-37℃. 术毕关腹前

腹腔内注入含青霉素200 kU的温生理盐水1 mL. 
皮肤缝合后即停止吸入麻醉, 保温至苏醒后归笼

饲养, 术后自主饮用100 g/L葡萄糖水. 至预定时

间点取材. 术中失血量超过2 mL者弃用. 血气分

析仪为PHILIP M3562A(德国), 测试条为IRMA 
TRUTOINT(美国), 批号139903. ELISA试剂盒

购自大连泛邦生化公司. 酶标仪为ELX-800(Bio-
Tech Instrument, 美国).
1.2 方法 所有实验对象随机分成两组: A组(假手

术对照组): n  = 8, 经腹正中切口入腹, 切断全部肝

周韧带, 不作肝血流的阻断; B组(全肝血流阻断

组): n  = 30, 于肝十二指肠韧带处用无创伤微血管

夹完全阻断门脉、肝动脉及胆总管(Pringle'法[6]), 
使全肝缺血, 暂时关腹. 30 min后原路入腹松开

血管夹恢复肝血供. 每组各有8例个体分别于再

灌注后6, 12和24 h处死. A组的门脉血作为未阻

断的基础值对照, B组再另取6只测定HPO再灌注

前的血气分析.
1.2.1 门脉血pH, [K+]和[Ca2+] 在各时间点放血处

死前取门静脉血1 mL送检血气分析. 
1.2.2  S100β蛋白测定 血清标本: 由颈内静脉取血

2 mL, 室温静置30 min后3000 rpm离心15 min, 
取上清于-70℃冻存待测.  脑皮层组织标本: 大鼠

处死后剪开颅骨取出大脑, 分离左右半球, 取左

脑皮层组织约100 mg于-70℃冻存待测. 测定时

精确称重后在冰面上加PBS(PH: 7.4)10倍(W/V)
稀释后以内切式匀浆机8000 r/s匀浆, 3000 r/s
离心15 min后取上清. 考马兰蛋白定量. S100β

蛋白测定均采用双抗体夹心法-酶联免疫吸附法

(ELISA)测定. 生物素标记, 检测波长450 nm, 单
位分别以μg/L和pg/mg.prot表示.

统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 采
用SPSS 13.0软件进行统计学分析.
 
2  结果

2.1 两组大鼠年龄、体重、体温、饲养环境等

没有差别 缺血期间的M A P均在80 m m H g以
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■相关报道
研究已经证实脑
IR后可引起肝损
害, 而短时间的肠
道IR却能为脑提
供预适应保护, 提
示脑和肠道存在
反射轴(Brain-Gut 
Axis). 还有肝IR
损伤后出现血清
S100β蛋白升高并
持续24 h, 以及严
重的肢体IR损伤
后致脑损害等的
相关报道.

■创新盘点
远隔脏器相互作
用的研究尚少, 本
研究以S 1 0 0 β蛋
白为损伤标志物
探讨HPO后IR损
伤对大脑皮层的
影响, 并且同步比
较中枢和外周的
S100β蛋白变化趋
势.
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上. HPO后肝脏颜色变浅, 门静脉怒张, 肠道淤

血, 肠系膜动脉搏动逐渐减弱, 脾脏充血. 随着

阻断时间延长, 肠道淤血加重. 动脉搏动消失. 
复流后动脉搏动逐渐转强, 肠道颜色变红, 肠管

张力恢复, 脾脏体积减少, 肝脏色泽变为深红, 
体积增大, 有的出现明显的淤血斑块. 动物苏

醒后A组呼吸与术前无明显差异, 反应良好, 能
自主喝水并清洁毛发; B组呼吸明显增快, 频率

60-115 bpm, 末梢苍白, 萎顿, 对刺激反应差. 
2.2 血气分析 B组HPO后, 再灌注前门脉血中酸

性物质堆积, pH值降低, [K+]升高, 和阻断前比

较差异明显(P <0.05, P <0.01), 再灌注后6, 12和
24 h均和阻断前水平接近(P >0.05); B组的[Ca2+]
再灌注后即逐渐下降, 12 h时最低, 24 h时略有回

升但仍小于阻断前(P <0.05, P <0.01)(表1).
2.3 皮层组织及血清中S100β蛋白 和A组比较, B
组再灌注6 h时S100β蛋白组织含量未见差异, 
2 h和24 h时升高显著(P <0.01, P <0.05). 和A组

比较, B组再灌注后各时点的差异无统计学意

义(均P >0.05), 且组内比较也未见显著差异(均
P >0.05). 但是再灌注后各组可见数例出现异常

高值, 血清浓度超过0.2 μg/L的例数显著高于A
组, 两种来源的S100β蛋白未见相关性(表2). 

3  讨论

严重的肢体缺血再灌注损伤后可出现脑损害[7]. 
体外循环后也常见神经精神功能异常. 这类远隔

脏器IR损伤对中枢神经系统的作用机制并未明

确, 多数认为和再灌注后释放的介质有关, 而大
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脑由于血流和神经细胞能量代谢的特点, 也对缺

血缺氧等敏感. 兴奋性氨基酸及其受体激活后引

发的细胞内Ca2+超载而致神经细胞损伤是广泛

认可的一种学说[8]. 血清S100β蛋白为小分子量

酸性钙结合蛋白, 其β亚基对于CNS是高度特异

性的. 是脑损伤的特异性生化标志物[9], 正常时

不能通过血脑屏障(blood-brain barrier, BBB), 浓
度不受年龄、溶血、温度、肝素等的影响, 正常

值≤0.2 μg/L. 当脑组织受损后, 脑脊液的S100β
蛋白通过受损BBB进入血液, 其浓度变化和神经

系统损伤的程度呈正相关, 实验中HPO后24 h内
血清S100β蛋白浓度均值较高, 但统计学上和对

照组比较未见显著差异, 主要是由于结果中标准

差较大所致. 但是组内各时点均有异常高值的个

例出现, 24 h时甚至可达临界值的5倍(1 μg/L), 
而且组中超过0.2 μg/L的动物显著大于对照组, 
提示有脑损伤的个例出现, 文献[5]中肝移植后神

经精神功能紊乱的发生率为7%-40%, 这种远隔

脏器的影响有可能是以一定概率出现的, 因此其

临床意义大于统计学含义. 外周血中S100β蛋白

的检出和BBB的完整性密切相关, 仅当超阈值的

再灌注损伤使BBB通透性增加后, 血中该蛋白检

测值才显著升高, 实验中血清与细胞内S100β蛋

白含量的相关性并不明显. 新的研究发现肝、

脂肪细胞等也可分泌S100蛋白[10-11], 脑脊液中的

S100β蛋白或有更高特异性. 本实验研究其上游

的细胞内S100β蛋白含量, 在脑皮层中该蛋白主

要存在于星型胶质细胞(astrocytes)中, 和受体相

互作用后的糖化作用终产物是神经细胞存活所

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组, cP<0.05, dP<0.01 vs  B组6 h.

          

表  2  两组血清和组织S100b蛋白含量的比较 (n = 8, mean±SD)

                                                                     B组再灌注后

组织含量(pg/mg.prot)
血清浓度(μg/L)
血清浓度超0.2  μg/L的例数

指标                                                   A组
                   6 h	            12 h	                        24 h

2.71±3.9	       3.98±4.56     12.04±3.29bd        14.81±8.04ac

0.05±0.07      0.09±0.15       0.09±0.14            0.23±0.36
      0(8)	                                     4(24)a

■应用要点
HPO后脑损伤可
能是肝移植等术
后神经精神紊乱
并发症的原因之
一, 研究提示防治
的要点可以从减
轻始发脏器的IR
损伤和保护脑细
胞等多方面考虑.

aP<0.05, bP<0.01 vs  阻断前.

            

表  1  门脉阻断前后门静脉血中酸碱度和电解质 (mean±SD)

                                 再灌注前	                   再灌注后 (B组, n = 30)

pH值
[K+](mmol/L)
[Ca2+](mmol/L)

指标
    0 h (n = 6)        6 h (n = 8)         12 h (n = 8)         24 h (n = 8)

7.11±0.15     6.53±0.12a    6.93±0.11	     6.94±0.13       7.11±0.15
  6.4±0.4	      13.1±3.6b        7.2±1.4	       6.7±1.2           6.6±2.1
1.66±0.13     1.47±0.11     1.12±0.15a	    1.12±0.21a      1.23±0.22a

    阻断前        

(A组, n = 8)
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必需的. 近年来认识到胶质细胞还是神经元间信

息联系和反应的关键[12]. HPO后肝和肠道IR损伤

出现自由基增加、钙超载[1,13]等, S100蛋白大量

表达以保护神经元细胞, 是胶质细胞对病理因素

的应激性反应. 实验中HPO后脑组织的S100β蛋

白含量有升高并能持续24 h. 由于S100β的半衰

期只有2 h, 说明再灌注后皮层胶质细胞反应性

持续增强, 机体处于保护进程中, 是CNS应激性

生化反应. 但是, S100β蛋白的过度表达却和多

种CNS疾患相关. 高浓度S100β蛋白可致细胞凋

亡[14]. 而且CNS损伤后的的主要结果之一-反应

性神经胶质细胞增多症(Reactive astrocytosis)也
是经由S100β蛋白介导的, 这些对应激后神经细

胞的存活并不利. 减少这种现象可能成为减轻

CNS损伤的一种思路. Asano et al [15]阻止S100β蛋

白的过度表达可以减轻缺氧性脑损害. 同时有

研究表明, 再灌注损伤能激活BBB的小胶质细胞

(microglia), 释放蛋白酶和谷酰胺等, 和胶质细胞

一样对缺血等低氧性侵袭敏感, 适当抑制小胶

质细胞的功能可以保护BBB, 减轻脑水肿[16]. 提
示在伤害性因子持续刺激下, 胶质细胞反应后

S100β蛋白的过度分泌则可取消保护作用, 造成

神经细胞的器质性损伤. 由于肝病患者术前病情

复杂, 多并存不同程度的脑损害病理生理基础, 
而且围术期的病生改变远大于模型动物, 肝移植

中长时间的HPO有可能出现或加重CNS损害, 产
生神经精神症状, 影响预后和转归. 

总之, HPO再灌注后剧烈的病理生理改变刺

激神经胶质细胞的保护反应, S100β蛋白表达显

著升高, 但表达过度可致脑损伤, 这可能是肝移

植病例术后出现神经精神改变的机制之一. 
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■名词解释
S100β蛋白为小分
子量酸性钙结合
蛋白, 血清浓度不
受年龄、溶血、

温度、肝素等的
影响. 正常时不能
通过血脑屏障, 脑
组织损伤后可通
过受损BBB进入
血液, 其浓度变化
可反映神经系统
损伤的程度. 大脑
皮层中S100β蛋白
主要由星型胶质
细胞分泌, 和受体
结合后的糖化作
用终产物是神经
细胞存活所必需
的. 但S100β蛋白
的过度表达却和
多种CNS疾患相
关.
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Abstract
AIM: To assess the associations of HLA-DRB1 
gene polymorphism with chronic hepatitis B in 
Chinese population.

METHODS: A comprehensive search for articles 
from 1998 to 2006 was conducted from Chinese 
BioMedical Literature Database on disc (CBM-
disc), VIP and Medline databases. A total of 8 
epidemiological case-control studies on the rela-
tionship between gene polymorphism of HLA-
DRB1 and chronic hepatitis B were performed 
and the results were analyzed using RevMan 4.2 
software�.

RESULTS: A total of 501 patients with chronic 
hepatitis B and 855 uninfected healthy controls 

were included from the 8 studies. HLA-DRB1*03 
and HLA-DRB1*08 alleles were the risk factors 
of CHB, the values of pooled odds ratio were 2.44 
(95%CI: 1.65-3.61, P < 0.00001) and 1.57 (95%CI: 
1.08-2.28, P = 0.02), respectively. HLA-DRB1*13 
and HLA-DRB1*15 alleles were the protection 
factors against CHB, and the values of pooled 
odds ratio were 0.40 (95%CI: 0.21-0.79, P = 0.008) 
and 0.64 (95%CI: 0.46-0.90, P = 0.01), respectively.

CONCLUSION: The occurrence of CHB is as-
sociated with the gene polymorphism of HLA-
DRB1 in Chinese population.

Key Words: Chronic hepatitis B; Human leukocyte 
antigen Ⅱ; HLA-DRB1; Gene Polymorphism; Meta-
analysis

Luo J, Jin AN, Wu XD, Yu RB. Meta-analysis on the 
relationship between HLA-DRB1 gene polymorphism 
and chronic hepatitis B in Chinese population. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(31):3050-3054

摘要
目的: 用Meta分析的方法综合评价中国人群
H L A-D R B1基因多态性与慢性乙型肝炎的
关系. 

方法: 检索中国生物医学文献数据库、维普
数据库和Medline数据库, 依据选择标准收集
所有相关的病例对照研究, 应用RevMan 4.2软
件对符合条件的研究结果进行Meta分析. 

结果: 符合纳入标准的共8篇文献, 包含慢性
乙型肝炎组501例和正常对照组855例. 经综
合分析: HLA-DRB1*03和HLA-DRB1*08可
能为中国人群慢性乙型肝炎的易感性基因
型(OR  = 2.44, 95%CI: 1.65-3.61, P <0.00001; 
OR  = 1.57, 95%CI: 1.08-2.28, P  = 0.02); HLA-
DRB1*13和HLA-DRB1*15可能是我国人群
慢性乙型肝炎的保护性基因型(OR  = 0.40, 
95%CI: 0.21-0.79, P  = 0.008; OR  = 0.64, 
95%CI: 0.46-0.90, P  = 0.01).

®

■背景资料
机体感染HBV后
的转归主要取决
于机体的免疫反
应状况 ,  HLA等
位基因的高度多
态性是决定宿主
免疫应答能力的
最重要的遗传因
素, 其差异将影响
个体免疫应答的
强度. 近年来, 国
内有关HLA-Ⅱ类
抗 原 中 D R B 1 基
因上各位点多态
性与慢性乙型肝
炎 (CHB)相关性
报道较多, 但由于
各研究样本量均
较小等原因, 不同
研究得出的结论
不尽相同, 甚至相
左.
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结论: 中国人群慢性乙型肝炎的发生与HLA-
DRB1基因的多态性有关, 与其他国家人群既
有相同点, 也有其自身特点.

关键词: 慢性乙型肝炎; 人类白细胞抗原Ⅱ; HLA-

DRB1; 基因多态性; Meta分析
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0  引言

乙型肝炎(HB)是我国最为广泛流行的传染病, 
我国约6.9亿人感染过乙型肝炎病毒(hepatitis B 
virus, HBV), 约1.2亿人为HBsAg携带者[1], 严重

地威胁着人们的健康. 研究表明, 不同个体感染

HBV后的转归各不相同, 疾病表现与HBV本身

无关, 而主要取决于个体的免疫反应状况, 即由

个体免疫应答能力所决定[2-3]. HLA等位基因的

高度多态性是决定宿主免疫应答能力的最重要

的遗传因素, 其差异将影响个体免疫应答的强

度[4]. 国外许多学者系统地研究了HLA等位基因

多态性和HBV感染之间的相关性, 如Almarr i 
et al [5]发现, HLA-Ⅰ和Ⅱ类抗原的多态性明显

影响了HBV的感染免疫应答过程. 近年来, 随着

多聚酶链反应-序列特异性引物(PCR-SSP)技术

的成熟, 国内学者也开始用该实验方法来研究

HLA-Ⅱ类抗原中DRB1上各等位基因位点基因

型与慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)发
生的相关性, 但由于各研究样本量均较小等原

因, 不同研究得出的结论不尽相同, 甚至相左. 
因此, 有必要采用Meta分析方法进行综合评价, 
以明确我国人群HLA-DRB1基因多态性与CHB
的关系, 为进一步研究提供线索或依据. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  检索中国生物医学文献数据库

(CBMdisc)和重庆维普数据库(VIP), 检索式: 
“DRB1 and (慢性乙型肝炎 or CHB)”, 并检索

MEDLINE数据库发现国内研究者在非中文期

刊上发表的相关文献, 共检出文献25篇. 检索时

限为1998-2006年, 最后检索日期2006-03-31. 根
据纳入和排除标准的筛选后, 合计选中8篇病例

对照研究.
1.2 方法 

1.2.1 选择标准 纳入标准: (1)原始资料为已公开

骆峻, 等. 中国人群HLA-DRB1基因多态性与慢性乙型肝炎关系的Meta分析                                                                  3051

发表的有关CHB与HLA-DRB1基因多态性相关

性的研究文献; (2)原始文献研究类型为病例对

照研究, 并设立CHB组和正常对照组; (3)观察

指标为HLA-DRB1基因各多态性位点分布频数, 
且数据描述清楚. 排除标准: (1)研究未设立对照

组; (2)具体数据描述不清; (3)数据重复报道的

取其一; (4)以HBV感染、肝硬化、肝癌、HBV
自限清除、治疗反应性、疫苗反应性与HLA-
DRB1基因多态性相关性的研究. 
1.2.2 资料收集和分析 由两位评阅人按照上述

文献纳入和排除标准筛选文献, 意见不一致时

通过讨论达成一致. 对原始文献记录数据的收

集也由两位评阅人独立收集数据资料. 
1.2.3 纳入文献的一般特征描述 在本研究中: (1)
纳入分析的各篇文献均为病例对照研究设计, 
研究对象均为中国汉族人群; (2)CHB的诊断标

准均依据中华医学会传染病与寄生虫病学分会, 
肝病学分会联合修订的《病毒性肝炎防治方

案》, 除文献1为1995年版外, 其他均为2000-09
西安修订版; (3)HLA-DRB1基因的检测方法均

为多聚酶链反应-序列特异性引物法(PCR-SSP), 
但所用试剂和引物的来源不同; (4)在8篇文献中, 
共对HLA-DRB1*01, 02, 03, 04, 07, 08, 09, 10, 
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17共计15个基因型做了报

道, 但涉及HLA-DRB1*02和*17的分别只有一篇

文献, 因此未做分析.
统计学处理 (1)采用Review Manager 4.2 

(Cochrance Collaboration, Oxford, UK)软件, 整
理相关资料, 对全部入选的文献数据进行异质

性检验, 检验统计量为χ2和P值, P值以0.05为界, 
P >0.05为异质性不显著, P≤0.05为异质性显著. 
根据检验结果选用固定效应模型(f ixed effect 
model)或随机效应模型(random effect model), 对
各研究的效应进行加权合并, 估计综合效应(合
并OR值)及其95%可信区间. 若各独立研究结果

具有同质性, 采用固定效应模型(F), 反之则采用

随机模型(R); 对合并OR值进行Z检验, P≤0.05
为有统计学意义; (2)采用SAS 9.0(SAS Institute, 
Cary, NC, USA)软件用倒漏斗图分析法(funnel 
p lo t)描述发表偏倚, 用线性回归模型(Egger's 
test)检验倒漏斗图的对称性, 若线性回归方程的

截距a的95%CI包括0, 检验统计量t对应的P值大

于0.1, 可推断漏斗图是对称的, 否则为不对称[6].

2  结果

2.1 纳入本研究的文献基本情况(表1).

■创新盘点
本文对8篇文献报
道的资料, 就中国
人群HLA-DRB1
基因多态性与慢
性乙型肝炎关系
进行统计学分析, 
由于Meta方法的
科学性和系统性, 
使得分析结果有
较高的可靠性, 获
得的结果有一定
新意.
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2.2 异质性分析及模型的选择 根据异质性检验

结果: 本次分析中DRB1*07和*11等位基因的分

析采用随机效应模型(R), 其余均采用固定效应

模型(F)(表2). 
2.3 CHB与HLA-DRB1基因多态性关系的Meta
分析结果 CHB组与对照组HLA-DRB1等位基

因分布频率的Meta分析结果见表2. 其中, HLA-
DRB1*03和HLA-DRB1*08的合并OR值, 95%CI
及P值分别为2.44(1.65-3.61), P <0.00001和1.57 
(1.08-2.28), P = 0.02; HLA-DRB1*13和HLA-
DRB1*15的合并OR值, 95%CI及P值分别为0.40 
(0.21-0.79), P = 0.008和0.64(0.46-0.90), P = 0.01, 
差异均具有统计学意义.
2 .4  发表偏倚的评估  经S A S软件分析显示 , 
DRB1*04, *08, *09, *10, *14和*16等位基因的

报道结果均可能存在发表偏倚.

3  讨论

HLA是由位于人类第6号染色体短臂上的一组

紧密连锁的具有高度多态性的基因所编码的

抗原系统. HLA等位基因的高度多态性是机体

最重要的遗传因素, 个体遗传背景的差异将影

响T细胞识别抗原的能力和宿主免疫应答的强

度; 与某些疾病的遗传易感性或抵抗性密切相

关[15]. HLA-Ⅱ类基因区靠近染色体着丝点, 长
约1000 kb, 该区域基因多与细胞免疫反应有

关, 每个座位上的基因结构高度相似, 主要包

括HLA-DR, DQ和DP 3个亚区. 近年来, 国内外

学者对HLA-Ⅱ类基因多态性和HBV感染结局

关系的研究相对较多. 在既往有关HLA-DRB1
基因与CHB相关性的研究中, 各研究显示的结

果并不一致, Karan et al [16]在土耳其人中研究显

示, HLA-DRB1*13等位基因为HB相关疾病的高

危因素, 而Thio et al [17]在白种人中的研究显示,  
HLA-DRB1*13与HBV的清除有关, 是保护性

基因. 近年来, 国内学者也对HLA-DRB1基因与

CHB的关系进行了一些研究, 不同的研究所得

结果存在一定一致性, 但不尽相同. 

表  1  纳入本次研究的8篇病例对照研究文献基本情况

     
文献编号	         作者                研究地点	              刊名	         发表年份          CHB组(n )           正常组(n )

1	      刘建平[7]              重庆	 第三军医大学学报	            2000	    40	         120

2	      蒋业贵[8]	 重庆	 World J Gastroenterol        2003	    52	         106

3	      孔建新[9]	 安徽	 安徽医学	                            2004	    51	           51

4	      章晓鹰[10]	 上海	 中国医学检验杂志	            2004	    56	         146

5	      韩永年[11]	 上海	 上海医学	                            2004	    69	         200

6	      杨桂涛[12]	 陕西	 解放军医学杂志	            2005	    54	         108

7	      周彬[13]	                甘肃	 临床荟萃	                            2005	    53	           48

8	      褚瑞海[14]	 山东	 World J Gastroenterol        2005	  126	           76

■应用要点
本研究利用Rev-
Man软件的综合
分析功能, 合并国
内各研究机构的
报道, 克服了单个
研究样本量小的
局限性, 得出中国
人群HLA-DRB1
基因多态性与慢
性乙型肝炎之间
关系的结论, 为进
一步研究提供了
科学依据.

表  2  CHB组与对照组HLA-DRB1等位基因分布频率的Meta分析结果

     
位点	    文献数	  CHB组(n /N)        对照组(n /N)     异质性检验P 值        选用模型F/R              OR (95%CI)	                 P 值

DRB1*01	       7	     10/375	             20/779	         0.91	                       F	         0.99 (0.46-2.13)        0.98

DRB1*03	       7	     73/432	             54/655	         0.13	                       F	         2.44 (1.65-3.61)      <0.00001

DRB1*04	       6	     62/322	           171/731	         0.92	                       F	         0.76 (0.54-1.06)         0.10

DRB1*07	       8	   112/501	           113/855	         0.02	                       R	         1.62 (0.96-2.73)         0.07

DRB1*08	       6	     55/322	             83/731	         0.09	                       F	         1.57 (1.08-2.28)         0.02*

DRB1*09	       7	   131/448	           247/807	         0.88	                       F	         0.99 (0.76-1.29)         0.94

DRB1*10	       6	     12/335	             15/659	         0.78	                       F	         1.49 (0.69-3.19)         0.31

DRB1*11	       5	     44/282	             82/611	         0.02	                       R	         1.15 (0.54-2.43)         0.72

DRB1*12	       7	     98/461	           312/735	         0.65	                       F	         0.82 (0.62-1.10)         0.19

DRB1*13	       6	     11/335	             53/659	         0.96	                       F	         0.40 (0.21-0.79)         0.008

DRB1*14	       5	     30/282	             62/611	         0.77	                       F	         1.07 (0.67-1.71)         0.79

DRB1*15	       6	     65/408	           158/687	         0.56	                       F	         0.64 (0.46-0.90)         0.01

DRB1*16	       5	     20/282	             44/611	         0.13	                       F	         0.97 (0.56-1.69)         0.93
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Meta分析能够通过科学、系统的方法, 将
研究目的相同的多个研究结果进行定量合并分

析和综合评价, 以提高统计检验功效, 解决研

究结果不一致的问题 ,  使研究结论更全面可

靠[18]. 本研究采用Review Manager 4.2软件, 综
合评价中国人群HLA-DRB1基因多态性与慢性

乙型肝炎的关联性. 本次分析显示, 在8篇文献

中有4篇显示HLA-DRB1*03等位基因是CHB
发生的易感基因, 经过综合分析后得出结论, 带
有该基因表型的HBV感染者发生CHB的危险

性是一般人群的2.44(1.65-3.61)倍, P <0.00001. 
Strettell et al [19]在英国对86例自身免疫性肝炎

患者的研究中发现, HLA-DRB1*03等位基因

频率显著升高(RR = 4.5). HLA-DRB1*08等位

基因经Meta分析也显示为CHB的易感基因, 合
并OR值为1.57(1.08-2.28), P = 0.02. 在其他人

群中的相关研究中, 未见报道该等位基因为易

感或保护性基因. HLA-DRB1*13等位基因和

CHB的关联在8篇文献中无一显示有显著性, 但
Meta分析显示其为CHB发生的保护性基因, 合
并OR = 0.40(0.21-0.79), P = 0.008, 这一结果

与Ahn et al [20]在韩国、Cao et al [21]在欧洲以及

Amarapurpar et al [22]在印度人群中的研究报道相

吻合. Cotrina et al [23]在西班牙对CHB和急性自

限性HB患者的HLA-DRB1的基因型进行分析, 
发现DRB1*13有利于清除HBV, 避免HB慢性化. 
HLA-DRB1*13等位基因似乎已成为较多人群中

发现的较为明确的保护性基因. 但有数据显示, 
中国人群中该等位基因的分布频率低于西方人

群[24], 因此, 文献4中指出: HLA-DRB*13在中国

人群中的低频率分布可能是中国人感染HBV后

易于形成慢性化的原因之一. HLA-DRB1*15等
位基因在文献6中报道为保护因素, 经综合分析

与CHB有相关性, 合并OR值为0.64(0.46-0.90), 
P = 0.01. 与程元桥 et al [25]在HB后肝硬化人群

中的报道结果一致, Amarapurpar et al [22]的研究

也指出, DRB1*15等位基因可能是CHB感染的

保护基因. 而Cotrina et al [23]在西班牙人中发现, 
DRB1*04和*06为CHB易感基因, Thio et al [26]在

非洲裔美国人中发现, HBV持续感染与HLA-
DRB1*1102等位基因正相关的现象, 在本次综

合分析结果中并未见相同结果. 文献7和文献8
报道HLA-DRB1*07在CHB组中显著高于正常

对照组, 为危险因素, 钱毅 et al [27]亦报道, 在我国

广东慢性HBV携带的汉族人中DRB1*07等位基

因显著升高, 而文献5则报道, 该基因型为上海

地区人群CHB的保护性基因型, 且经综合分析

尚不能确定其统计学意义, 因此, HLA-DRB1*07
的作用还应继续观察. 研究表明, 机体在感染

HBV后, HLA-Ⅰ类分子将抗原肽递呈给CD8+的

细胞毒T淋巴细胞(CTL), HLA-Ⅱ类分子则将抗

原肽递呈给CD4+T淋巴细胞, 主要是Thl型淋巴

细胞. 病毒特异性的CD8+ CTL能直接杀伤感染

HBV的肝细胞, 这是清除肝细胞内病毒的最主

要方式, 但CD4+T淋巴细胞对CTL功能的发挥起

着重要的支持作用. 因此, HLA-Ⅰ类分子限制性

CD8+ CTL与HLA-Ⅱ类分子限制性CD4+ Thl细胞

免疫功能直接影响着机体免疫功能的强弱, 最
终影响HBV感染的种种转归. 不同的HLA基因

型所介导的免疫识别和激活能力各不相同, 所
以, 宿主某些特殊HLA基因型可能与乙肝的免

疫病理反应和转归有着密切关系[10,28]. Diepolder 
et al [29]发现, HLA-Ⅱ类分子DRB1位点表现为

*13等位基因者有较强的CD4+T细胞应答, 而非

*13等位基因者则弱得多; 因此推测: CD4+T细胞

应答的增强可能是由于DRB1*13等位基因表达

的分子具有更精确的抗原递呈作用, 也可能与

DRB1*13相邻的免疫调节基因连锁的多态性

相关. 
总之, 经Meta分析认为HLA-DRB1*03和

*08等位基因可能是我国人群的易感基因, 而
HLA-DRB1*13和*15等位基因可能是我国人群

的保护基因. 该结论与国外人群的研究结果有

相同之处, 也有相异之处, HLA-DRB1*13等位基

因在各类人群中的保护作用均有显著性. 本研

究利用RevMan软件的综合分析功能, 合并国内

各研究机构的报道, 克服了单个研究样本量小

的局限性, 得出中国人群HLA-DRB1基因多态性

与CHB之间关系的结论, 为进一步研究提供了

科学依据. 
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Abstract
AIM: To explore the values of carcinoembryonic 
antigen (CEA) and cytokeratin 19 (CK19) 
mRNA expression in the evaluation of artery 
intervention chemotherapy for progressive 
gastric cancer.

METHODS: A total of 30 gastric patients (n = 3, 
15, and 12, respectively, for stage Ⅱ, Ⅲ, and Ⅳ) 
were included in this study. Peripheral blood 
samples were collected 2-3 d before and 2-3 wk 
after EAP interventional chemotherapy. Auto-
mated immunoassay was used to measure the 
level of serum CEA and tissue polypeptide anti-
gen (TPA), and reverse transcription-polymerase 
chain reaction was performed to detect the ex-
pression of CEA and CK19 mRNA. Endoscopic 
ultrasound (EUS) combined with computed 
tomography (CT) was applied to assess the ef-
ficacy of chemotherapy�.

RESULTS: The expression of CEA and CK19 
mRNA in peripheral blood cells were signifi-
cantly different before and after interventional 
chemotherapy [CEA: 60.0% (18/30) vs 33.3% 
(10/30), χ2 = 4.29, P < 0.05; CK19: 73.3% (22/30) 
vs 46.7% (14/30), χ2 = 4.34, P < 0.05]. The posi-
tive rate of CEA and CK19 mRNA combined 
detection was also markedly different before 
and after chemotherapy [90.0% (27/30) vs 50.0% 
(15/30), χ2 = 8.52, P < 0.05]. Imaging diagnosis 
showed that the positive number of patients re-
ceived CEA and CK19 mRNA combined detec-
tion were 16 and 5 respective, before and after 
chemotherapy (χ2 = 8.86, P < 0.05)�.

CONCLUSION: The expression levels of CEA 
and CK19 mRNA are down-regulated in pe-
ripheral blood cells after EAP chemotherapy, 
and combined detection of them is more sen-
sitive than that of serum CEA and TPA com-
bined detection. Combined detection of CEA 
and CK19 mRNA can reflect the changes of 
tumor size after chemotherapy.

Key Words: Gastric carcinoma; Reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction; Carcinoembryonic 
antigen; Cytokeratin 19; Interventional chemothera-
py; Radiotherapy
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摘要
目 的 :  探 讨 外 周 血 细 胞 C E A  m R N A , 
CK19mRNA水平与胃癌EAP方案介入化疗近
期疗效相关意义. 

方 法 :  选 择 3 0 例 中 晚 期 胃 癌 患 者 ( Ⅱ 期
3例 ,  Ⅲ期15例 ,  Ⅳ期12例 ) ,  于E A P(V P-
16+ADM+CBP)介入化疗前2-3 d及化疗后
2-3 wk取外周血, 全自动发光免疫法检测血清
CEA及TPA, 逆转录聚合酶链反应检测CEA及

www.wjgnet.com

■背景资料
肿瘤标志物检测
在临床肿瘤治疗
中日益受到关注, 
尤其是对于预后
的 连 续 随 访 ,  有
其简便易行、准
确度较高的特点. 
用 R T - P C R 法
进行外周血CEA 
m R N A 与 C K 1 9 
mRNA联合检测, 
目前还难以在临
床上广泛推广.

 
wcjd@wjgnet.com 
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CK19 mRNA. 用超声内镜(EUS)结合CT测量
肿块对化疗的有效率(CR+PR)情况. 

结果: 介入化疗前后外周血C E A及C K19 
m R N A均有显著差异[C E A: 60.0%(18/30) 
vs  33.3%(10/30), χ2 = 4.29, P <0.05; CK19: 
73.3%(22/30) vs  46.7%(14/30), χ2 = 4.34, 
P <0.05]. CEA及CK19 mRNA联合检测阳性率
在介入化疗前后也有显著差异[90.0%(27/30) 
vs  50.0%(15/30), χ2 = 8.52, P <0.05]. 影像学诊
断显示, 外周血CEA mRNA, CK19 mRNA联
合检测阳性患者治疗前后分别为16例及5例
(χ2 = 8.86, P <0.05).

结论:  外周血细胞CEA mRNA、CK19 mRNA
水平在EAP方案介入化疗后阳性率显著下降, 
CEA mRNA、CK19 mRNA联合检测的敏感
性高于血清CEA、TPA联合检测, 可反应EAP
方案介入化疗后肿瘤体积的变化情况.

关键词: 胃肿瘤; 逆转录聚合酶链反应; 角蛋白19; 癌

胚抗原; 介入化疗; 放疗
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0  引言

抗肿瘤药常用以辅助胃癌手术治疗, 在术前术中

及术后使用, 以抑制癌细胞的扩散和杀伤残存的

癌细胞, 从而提高手术效果, 中晚期胃癌能被手

术切除者亦必须给化疗, 凡未做根治性切除的患

者或不能施行手术者, 可试用联合化疗. 常用的

化疗剂有5-氟尿嘧啶(5-FU)、丝裂霉素(MMC)、
阿霉素(A D M)、亚硝脲类(如C C N U)和顺铂

(DDP)、VP-16, 羟喜树碱, 以及紫杉醇类等. EAP
方案是常用的疗效较好的化疗方案, 可使21%的

局部进展性病变, 4%的远处转移病例获无瘤生

存3 a以上, 但该方案副作用较大, 患者常常难以

耐受[1]. 经股动脉插管到相应动脉支进行介入性

动脉化疗, 药物的不良反应较全身用药者为小. 
进行EAP方案介入性动脉化疗, 是近年来提高胃

癌治疗效果的努力方向之一. 本实验研究联合检

测外周血CEA mRNA, CK19mRNA水平在中晚

期胃癌EAP介入化疗前后的变化情况,为进一步

研究其指导临床治疗的价值提供依据[2]. 

1  材料和方法

1.1 材料 30例中晚期患者来自2002-01/2005-07

本院收治病例, 其中男性17例, 女性13例, 年龄

46-77(中位59)岁, 均由手术或胃镜活检, 由病理

组织学检查确诊, 其中腺癌25例, 未分化癌5例,
按WHO分期Ⅱ期3例, Ⅲ期15例, Ⅳ期12例. 上
述患者在本实验期间均未行EAP介入化疗以外

的其他抗肿瘤治疗. 于EAP介入化疗前2-3 d及
化疗后2-3 wk, 取外周血2 mL和8 mL分离血

清备用. 试剂为RNA抽提剂(TriBlue), 氯仿, 异丙

醇, 无水乙醇, 焦碳酸二乙酯(DEPC), 淋巴细胞

分离液, Hank's液(无Ca2+、Mg2+), 100 mL/L小牛

血清RPMⅠ1640, 2 g/L台酚兰染色液, 琼脂糖: 
由上海申能博彩生物科技有限公司提供, 10×
PCR Reaction Buffer with 15 mmol/L Mg: Eversun 
Biogene Molecular Diogonostics Co. 2.5 mmol/L 
dNTPmix 100 µL: Promega, Taq DNA Polymerm
ase(recombination)5×106 U/L:  Fermentas, PCR 
Markers: Fermentas, 逆转录试剂盒(protoscript)等. 
CEA mRNA巢式PCR, 设计3个引物, 由上海生物

工程研究中心合成. 引物序列如下: Primer A 5'-
TCTGGAACTTCTCCTGGTCTCTCAGCTGG3'; 
Primer B 5'-TGTAGCTGTTGCAAATGCTTTAA
GGAAGAAGC3'; Primer C 5'-GGGCCACTGTC
GGCATCATGATTGG3'. CK19 mRNA引物由博

亚公司合成, 片断大小: 1.2 kb. 序列如下: CK19
上游: 5' AATAAATAGGATCCATGCAGGACT 
GTGGAAAAGA 3'; CK19下游5' TTTTAATGAA
TTCAGTAGATAGTAATCTCCTCCTC 3'; βactin: 
371 bp上海申能博彩生物科技有限公司提供. 上
游: 5'ACCAACTGGGACGACATGGAGAAAATC 
3', 下游: 5'GTAGCCGCGCTCGGTGAGGATCTT
CAT 3'.
1.2 方法 
1.2.1 血清CEA, TPA的测定 于EAP介入化疗前

2-3 d及化疗后2-3 wk, 取外周血2 mL分离血清, 
保存于-20℃备用. 血清CEA检测采用全自动发光

免疫法(abbott architect system),阳性判定标准为

>15 µg/L. 血清TPA检测采用全自动发光免疫法

(liaison system), 阳性判定标准为>75 IU/L.
1.2.2 外周血CEA, CK19 mRNA表达水平的测定

细胞的收集及总RNA的抽提. 逆转录反应合成

cDNA. 取逆转录反应产物CK19 mRNA 1 µL行第

一轮PCR. 反应体系中引物为PrimerA, B和βactin 
(各0.2 mol/L), 另有10×Buffer, 10×dNTP, RNA
酶抑制剂等. 反应条件: 97℃变性5 min, 冰浴冷

却, 加入Taq酶(0.5U). 95℃变性1 min, 72℃退火及

延伸2 min, 循环30次, 72℃延伸10 min. 取第一轮
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■应用要点
本研究揭示了在
敏感性和特异性
上RT-PCR方法
优于传统手段, 随
着技术的进步、
发展, RT-PCR
方法必将更加完
善、成熟, 从而成
为临床肿瘤治疗
新的有力工具.



PCR反应产物1 µL行第二轮PCR, 引物为Primer 
C, B和βactin (各0.2 mol/L), 反应条件: 97℃变

性5 min, 冰浴冷却, 加入Taq酶(0.5U). 95℃变性

1 m in,72℃退火及延伸2 m in, 循环30次, 72℃
延伸10 min后中止反应. 取出PCR终产物5 µL, 
70 V, 在20 g/L的琼脂糖凝胶电泳50 min, 溴化乙

啶染色, 将凝胶置于TANON成像系统内拍摄, 呈
现131 bp和371 bp条带的即为CEA mRNA阳性. 
CK19 mRNA的扩增及处理: 在冰浴微量离心管

按MJ公司说明书加入25 µL体系, 轻轻混匀, 按
不同退火温度(Tm)进行PCR循环23次. PCR产物

5 µL, 加入10×Buffer, 80 V, 15 g/L琼脂糖凝胶电

泳50 min, 溴化乙啶染色, TANON凝胶扫描分析

仪, 拍照, 呈现1200 bp和371 bp条带的即为CK19 
mRNA阳性. 

Quantity One 1-D 分析软件(Bio-Rad, USA)半
定量分析, 根据荧光强度分为+, ++, +++, ++++4
级. 其灰度值分别为内参βac t in条带灰度值的

0%-25%, 25%-50%, 50%-75%, 75%-100%. 
1.2 .3 E A P介入化疗方法  患者仰卧位 ,  常规

消毒、铺巾后, 采用Ph i l ips V3000 DSA, 以
Seldinger法经股动脉插管, 用Cobra导管, RH导

管或胃左动脉导管, 经股深动脉分支逆行插入

主动脉至第9-11胸椎平面的腹腔动脉起始部后, 
依据肿瘤部位, 再尽量选择性插入胃左动脉, 胃
十二指肠动脉, 胃右动脉,然后将VP16 200 mg/
m2+ADM 60 mg/m2+CBP 200 mg/m2用生理盐

水溶后15 m in内推注完毕. 注毕拔出导管, 压
迫穿刺点15 m i n后加压包扎, 术后卧床24 h. 
分别于治疗前及治疗后2-3 w k通过超声内镜

(OLYMPUS EU -M)测量治疗前后的病灶变化情

况, 同时结合CT诊断, 以全国胃癌协作组制定的

疗效评定标准分级.
     统计学处理 数据统计分析用SAS 6.12软件

包, 统计检验方法包括: t检验、方差分析、χ2检

验和Ridit检验.

2  结果

介入化疗后影像学诊断为缓解(CR)或部分缓解

(PR)的病例数为16例, 治疗有效率为53.3%. 所
有患者均能耐受治疗过程, 主要的副反应为胃

肠道反应及Ⅱ-Ⅲ级骨髓抑制, 对症治疗后均能

缓解. 
2.1 血清CEA, TPA及CEA, CK19 mRNA的检测

结果 治疗前CEA, TPA检测值(mean±SD, n  = 30)
为41.04±113.67 µg/L, 63.50±53.74 IU/L. 治疗

后CEA, TPA检测值(mean±SD, n  = 30)为12.79±
30.72 µg/L, 41.46±32.95 IU/L. 
2.2 影像学诊断为有效之病例的2种方法检测结果

介入化疗后影像学诊断为缓解(CR)或部分缓解

(PR)的病例数为16例, 其中血清CEA、TPA 联合

检测阳性例数治疗前为13例, 治疗后为10例, χ2 = 
0.63, P>0.05; 外周血CEA mRNA, CK19 mRNA联

合检测阳性例数治疗前为16例, 治疗后为5例, 有
显著差异(χ2  = 8.86, P<0.05)(表1-2).表1-2).. 
2.3 化疗前后CEA mRNA, CK19 mRNA检测阳性

病例的荧光强度分级变化结果 化疗前后CK19 
mRNA组, CEA mRNA+CK19 mRNA组检测结果

有显著性差异.

3  讨论

肿瘤标志物蛋白免疫法检测存在明显的局限

性, 因为肿瘤标志不仅在发生癌变时产生, 在正

常的和良性疾病情况下也有不同程度表达, 肿
瘤标志物产生还受到机体一些生物活性因子的

影响. 这使得我们不得不把目光投向新的检测

原理和方法[3-5]. 恶性肿瘤在病变发展过程中癌

细胞经常进入淋巴流和血流, 再经血循环至全

身各组织脏器, 因而可能在外周血检测到肿瘤

细胞或其相关物质的mRNA[6-7]. 
Mor i et al对13例大肠癌患者的117个淋巴
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治疗前后比较的卡方检验, aP<0.05.

       

表  1  治疗前后两种方法检测阳性例数 (n  = 30)

 分组	                                治疗前	      治疗后

CEA
TPA
CEA+TPA
CEA mRNA
CK19 mRNA
CEA mRNA+CK19 mRNA

12
11
18
24
22
27

10
  7
15
10a

14a

15a

治疗前后, Ridit检验, aP<0.05.

          

表  2  化疗前后CEA mRNA+CK19mRNA检测阳性例数分级
结果(n  = 30)

                                  治疗前	                     治疗后

CEA mRNA 
(P  = 0.2639)
CK19mRNAa       
(P = 0.0175)
CEA mRNA+
CK19mRNAa 
(P  = 0.019)

组别
+   ++   +++   ++++       +   ++   +++  ++++

10   7      6        1	      5    5	    0       0

 9    5      6        1	    11    3	    0       0

11   8      7        1	    12    5	    0       0

■同行评价
本文检测指标有
一定创新, 采用前
后实验对照的设
计, 合理可靠, 统
计学处理方法的
使用恰当. 结论较
明确, 实验证据较
充足. 
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结进行了CEA mRNA检测, 发现88个常规检测

阴性的患者淋巴结有47个淋巴结CEA mRNA阳

性[8], 还对65例消化道肿瘤及乳腺癌患者的406
个淋巴结进行CEA mRNA的RT-PCR检测并进行

了随访, 微转移率为40.1%, 有淋巴转移的15例
患者6例复发, 29例有微转移的患者4例复发. 21
例无微转移患者无复发, 这进一步说明了CEA 
mRNA的敏感性和重要性[9]. Guadagni et al应用

RT-PCR检测结直肠癌患者外周血CEA mRNA患者外周血CEA mRNA外周血CEA mRNA
值 ,  结果在所有不同分期的肿瘤患者中C E A患者中C E A中C E A 
mRNA阳性占69%, 而血清CEA阳性率为35%. 
术前后对比外周血CEA mRNA含量呈直线下

降. 而异常升高均反映肿瘤复发及转移, 因为恶

性肿瘤血行转移与循环肿瘤细胞数量有关 [10]. 
由上述文献可见, CEA mRNA是适合检测循环

血癌细胞的标记物[11]. 
细胞角蛋白(CK)是一个多基因家族, 主要

在上皮细胞表达. Soeth et al用巢式RT-PCR监测

了57例大肠癌患者的骨髓CK20 mRNA表达, 阳
性率为65%[12]. CK19作为乳腺癌淋巴结的转移

指标也取得了较好的结果, 10个常规切片阳性

的淋巴结CK19 mRNA也为阳性, 而53个阴性淋

巴结中有5个CK19 mRNA为阳性, 表示有微小

转移. CK19 mRNA作为微转移检测的基因标记

有较高的应用价值,  Peck et al的定量RT-PCR实
验结果显示, 抗肿瘤治疗效果的好坏与肿瘤患

者外周血CK19 mRNA表达量的多少有良好的

一致性[13]. 当然也有相反意见, Wyld et al在实验

中发现, 正常血标本中有CK20 mRNA表达, 从
而怀疑他的特异性他的特异性的特异性[14]. Jung et al发现正常粒细

胞中也有CK20 mRNA表达[15] . Majima et al [16]

认为许多实验用同一种标志物却得出不同的阳

性率, 可能的原因为肿瘤细胞间歇入血, 不同的

时间点采血所得结果不同, 所用的方法无统一

标准. 也可能由于肿瘤标志物在不同肿瘤细胞

中表达差异或低表达引起[17]. 
近年来国内外的临床实验研究显示, 高选

择动脉插管化疗治疗胃癌由于药物直接进入肿

瘤血管, 局部浓度高, 且能避免常规静脉化疗

时药物同血浆蛋白结合失去抗癌活性, 故可明

显提高抗癌效果, 且毒副作用低, 能提高手术

切除率, 对防止术中瘤细胞医源性扩散、种植

及术后复发也有重要的临床意义. Tao et al [18]对

110例胃癌随机行术前局部动脉化疗(PRACT), 
其肿瘤细胞的凋亡指数(12.5±4.33)高于未行

该治疗的组(7.1±3.43), 且肿瘤细胞增生指数

(33.8±8.8%)低于未行PRACT组(43.6±12.8%), 

实验证明PRACT主要通过抑制肿瘤细胞的增生

并诱导其凋亡而抑制胃癌的生长, 能提高胃癌

患者的预后, 其5 a生存率明显高于未行PRACT
的患者. 并且近几年的临床研究显示, 对已诊断

为晚期胃癌合并邻近脏器(如胰、肝脏等)及淋

巴结转移或侵入, 不能行手术切除的患者, 行全

身(CDDP 和UFT)及局部(5-FU, DXR 和 MMC)
动脉灌注化疗, 结果显示患者的生存时间延长

并在治疗中保持一个较好的生活质量[19]. 目前

肿瘤治疗进展日新月异, 其中剂量密集治疗的

理论尤为令人关注. 剂量密集治疗就是指在单

药或联合用药剂量不变的情况下, 缩短用药间

隔, 这符合肿瘤的生物学特点: 即化疗能减少肿

瘤细胞的数量, 同时残留的处于G0期的肿瘤细

胞就会迅速进入生长周期, 从而使化疗间期的

细胞再生长率上升, 但生长周期的细胞对化疗

是敏感的, 如能尽可能缩短每次化疗用药间隔

将大大增加对肿瘤细胞的杀灭. 我们了解每次

化疗后肿瘤负荷变化, 及时调整用药方案, 就显

得格外重要[20-21]. 然而个体化的治疗方案更依

赖于影像学, 组织病理学和肿瘤标志物检验方

法给我们提供丰富而完整的肿瘤动态信息. 肿
瘤标志物测定以外周血为样品, 简便易行, 本实

验在化疗结束后2 wk进行外周血CEA mRNA与

CK19 mRNA联检, 就是为了得到化疗后早期肿

瘤变化的信息, 国内外尚未见报道外周血单核

细胞中CEA mRNA, CK19 mRNA水平联检与

胃癌介入化疗后疗效的关系. 本实验证实用RT-
PCR法进行外周血CEA与CK19 mRNA联检后, 
方便了对胃癌EAP方案介入化疗近期疗效的评

判, 为进一步制定治疗计划提供了可靠依据. 
RT-PCR方法是目前检测外周血中肿瘤细

胞较成熟, 较敏感的方法, 但有不足之处就是可

能出现假阳性及假阴性. 实验因素造成外周血

中mRNA阳性表达可能的因素有: 上皮细胞污

染; 假基因的干扰等. 临床上可以通过取第二管

血, 跟踪检测来控制上皮细胞的污染, 或通过严

格设计引物、优化反应条件等以解决假基因干

扰的问题. 而假阴性的原因有: 由于肿瘤细胞异

质所致, 有些靶基因在肿瘤细胞中表达缺乏或

不足, 可采用多个靶基因联合检测来提高阳性

检测率. 肿瘤细胞进入血循环是间断性的, 因此

可采取多次采血以提高阳性检出率[22-23]. 动物

实验表明仅0.01%的循环肿瘤细胞能达到下一

器官并发展成显性转移, 而大部分肿瘤细胞则

被机体的免疫系统所杀灭, 因此能否发展成临

床意义的肿瘤团块存在争议[24]. 如果能通过体
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外培养分离得到肿瘤细胞, 再通过体内体外实

验分析其侵袭潜能, 测试其对不同药物的敏感

性, 人们就有希望方便而有针对性地用基因治

疗、放射治疗、化疗、手术等多种方法来达到

治愈肿瘤的目的[25-26].
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e m a n i f e s t a t i o n 
characteristics of spiral computed tomography 
(SCT) for lymph nodes metastases in gastric 
cancer, and to provide the evidence for clinicians 
to make appropriate treatment strategies and 
prognosis analysis.

METHODS: The SCT findings for lymph nodes 
in 45 gastric cancer patients with or without me-
tastasis were confirmed by surgical pathology, 
and then retrospectively analyzed�.

RESULTS: A total of 267 lymph nodes (positive 
123, negative 144) were detected by SCT and 
confirmed by pathology in metastasis-positive 
or metastasis-negative patients. If the attenua-
tion values, more than or equal to 25 Hu in plain 
scan or 70 Hu in arterial phase or 80 Hu in ve-
nous phase, were used as the threshold to detect 
the metastasis-positive lymph nodes, the sensi-

tivity, the positive predictive value, the negative 
predictive value and the specificity were 98.4%, 
70.0%, 97.9% and 69.3%, respectively.

CONCLUSION: SCT is valuable in judging the 
metastasis in gastric cancer. The application of 
attenuation values more than or equal to 25 Hu 
in plain scan or 70 Hu in arterial phase or 80 Hu 
in venous phase can dramatically improve the 
diagnosis for lymph node metastasis in gastric 
cancer.

Key Words: Gastric cancer; Spiral computed tom-
ography; Lymph node metastasis

Zhao ZQ, Zheng KG, Shen JX, Wang W, Li ZP, Xu DS. 
Evaluation of lymph node metastases in gastric cancer 
with spiral computed tomography. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(31):3060-3064

摘要
目的: 探讨胃癌淋巴结转移的螺旋CT特征, 从
而指导临床合理地制订治疗方案和进行预后
分析. 

方法: 回顾性分析经手术病理证实的45例胃
癌全阴组和全阳组淋巴结的影像资料, 并与病
理进行对照研究. 

结果: 螺旋CT检出病理诊断为全阳组和全阴
组的各组淋巴结共267个, 其中阳性淋巴结有
123个, 阴性淋巴结有144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%, 阳性预测值为70.0%; 特
异性为69.3%, 阴性预测值为97.9%.

结论: 螺旋CT对判断胃癌有无淋巴结转移有
重要作用. 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, 则将大大提高对淋巴结转移的
诊断.

关键词: 胃癌; 螺旋CT; 淋巴结转移

赵 志 清 ,  郑 可 国 ,  沈 静 娴 ,  王 伟 ,  李 子 平 ,  许 达 生 .  螺

®

■背景资料
淋巴结转移是胃
癌的主要转移方
式, 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. 文献
报道螺旋CT判断
有无淋巴结转移
主要是依靠淋巴
结最大直径、短
轴与长轴之比、

增强时有无强化
等为标准.
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0  引言

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤, 根治性手术

仍是其主要的治疗手段[1-5], 能否彻底清除已有

转移的淋巴组织是决定患者预后的主要因素之

一, 但如果广泛切除无转移的淋巴结, 可能影响

到机体的免疫功能, 增加手术创伤, 无益于手术

疗效的提高[6-10]. 因此术前确定胃癌淋巴结转移

存在与否对胃癌的术前分期、临床治疗方案的

制订、估计预后等有着非常重要的意义[11-13]. 我
们对45例胃癌患者螺旋CT检查与临床手术病理

结果进行对照分析, 探讨胃癌淋巴结转移的螺

旋CT特征. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-2004年我院胃癌患者45例, 男31
例, 女14例. 年龄30-78(平均56.6)岁. 所有病例术

前均经胃镜活检证实, 并于螺旋CT检查后10 d
行根治性手术, 术后病理报告均为腺癌. 手术摘

取的淋巴结按照日本胃癌研究会淋巴结部位分

类法标记其位置、大小与数目, 送病理科检查,
并报告淋巴结转移阳性或阴性. CT检查采用的

是东芝Xpress/sx螺旋CT机.
1.2 方法 CT检查前患者禁食8-12 h, 扫描前口服

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, 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开始动脉期扫描, 60 s开始静脉

期扫描. 术后选择病理报告为全阴组或全阳组

的淋巴结作为观察对象, 由2位腹部放射学高年

资医师在PACS系统终端(安科公司)上对位于相

应组的所有淋巴结测量, 测量时先对CT图像进

行放大, 再进行测量(尤其是对小淋巴结进行测

量时), 力求所得数据准确可靠, 内容包括淋巴结

短径、长径、平扫CT值、增强后动脉期及静脉

期CT值, 探讨淋巴结转移的CT征象. 由于CT观
察到的淋巴结与病理证实的淋巴结完全一一对

应较困难, 但同一组淋巴结CT与术后病理对应

则较准确, 本研究设定如果术后病理报告手术

切除的同一组淋巴结转移为全阴或全阳, 则在

CT图像上观察到的对应组的所有淋巴结转移亦

为全阴或全阳.
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χ2检验, 以P <0.01表
示差异有统计学意义.

2  结果

本组45例胃癌行根治性手术共摘取淋巴结869
个. 病理证实淋巴结转移阳性308个, 阳性率为

35.4%. CT共检出493个淋巴结, 其中术后病理诊

断为全阳性和全阴性的各组淋巴结共267, 阳性

123个(46.1%), 阴性144个(53.9%). 阳性和阴性

淋巴结的短径、长径、平扫CT值、增强后动脉

期CT值、静脉期CT值的范围和均数见表1, 阳
性和阴性淋巴结的短径、长径、平扫CT值、

增强后动脉期CT值、静脉期CT值均数间的差

别都有统计学意义(t  = 6.83, 6.09, 11.6, 11.72, 
11.62, P <0.01), 而阳性和阴性淋巴结的短长径比

均数间的差异没有统计学意义(t = 0.74, P >0.01).  
2.1 淋巴结的大小  本组267个淋巴结中长径

<1.0 cm的淋巴结有198个(74.2%), 其中阳性有

74个(37.4%), 阴性124个(62.6%); 长径≥1.0 cm
的淋巴结共有69个(25.8%), 其中阳性有49个
(71%), 阴性有20个(29%), 两者之间的差异有统

计学意义(χ2 = 23.3, P <0.01).
2.2 淋巴结平扫CT值 平扫CT值<25 Hu的淋巴

结有136个(51%), 其中阳性有20个(14.7%), 阴性

有116个(85.3%); CT值≥25 Hu的淋巴结有131
个(49%), 其中阳性有103个(78.6%), 阴性有28
个(21.4%), 两者之间的差异有统计学意义(χ2 = 
109.73, P <0.01). 平扫CT值<5 Hu的淋巴结有45
个(16.85%), 全为阴性.
2.3 增强后动脉期淋巴结的CT值 增强后动脉期

CT值<70 Hu的共有139个(52.1%), 其中阳性有

28个(20.1%), 阴性有111个(79.9%)(图1A); CT值
≥70 Hu的淋巴结有128个(47.9%), 其中阳性有

95个(74.2%)(图1B), 阴性有33个(25.8%), 两者

之间的差异有统计学意义(χ2 = 78.43, P <0.01). 
增强后动脉期C T值<40 H u的淋巴结有51个
(19.1%), 全为阴性.
2.4 增强后静脉期淋巴结的CT值 增强后静脉

期CT值<80 Hu的共有143个(53.6%), 其中阳性

有34个(23.8%), 阴性有109个(76.2%)(图1C); 
增强后静脉期CT值≥80 Hu的淋巴结有124个
(46.4%), 其中阳性有89个(71.8%)(图1D), 阴性有

■应用要点
本文旨在探讨胃
癌淋巴结转移的
螺旋CT特征 ,  以
提高胃癌淋巴结
转移的CT诊断符
合 率 .  该 文 结 果
显示在平扫CT值
≥25 Hu、动脉期
CT值≥70 Hu、
静脉期CT值≥80 
Hu时 ,  判断胃癌
淋巴转移的敏感
性最高.
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35个(28.2%), 两者之间的差异有统计学意义(χ2 

= 61.58, P <0.01). 增强后静脉期CT值<45 Hu的
淋巴结有48个(18%), 全为阴性.
2.5 阳性、阴性淋巴结的病理与CT结果对照 本
组267个淋巴结中平扫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, 其中阳性有121个(69.9%), 阴性有52
个(31.1%), 两者之间的差异有统计学意义(χ2 = 
112.7, P <0.01)(表2). 

3  讨论

淋巴结转移是胃癌的主要转移方式, 也是影响

胃癌分期、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[3-16]. 文献报道螺旋CT判断有无

淋巴结转移主要是依靠淋巴结最大直径、短轴

与长轴之比、增强时有无强化等为标准. 多数

以淋巴结直径≥1.0 cm为阳性标准, 亦有以淋巴

结直径≥0.5 cm为标准者[10-19], 事先设定淋巴结

的直径大于一定的阈值为转移, 再评价胃癌淋

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, 而标准以下的淋巴结亦不全都

是阴性. 为了提高胃癌淋巴结转移的CT诊断符

合率, 本研究对病理诊断为全阳性和全阴性的

各组淋巴结进行回顾性多因素分析.
淋巴结的大小是判断淋巴结有无转移的

主要指标, 也是影响淋巴结能否检出的主要因

素, 随着淋巴结直径的增加, 转移率明显升高. 
本组267个淋巴结如以淋巴结长径1.0 cm为域

值, 则阳性淋巴结的敏感性为39.8%(49/123), 
阳性预测值为7 1 % ( 4 9 / 6 9 ) ,  阴性预测值为

62.6%(124/198), 特异性为86.1%(124/144), 阳性

淋巴结的误诊率为60.2%(74/123). 显然, 单纯依

据淋巴结直径(≥1.0 cm)诊断有无转移, 无法同

时保证敏感性和特异性, 是不全面、不可取的. 
因此, 在淋巴结转移的诊断中, 不能只注重直径

较大的淋巴结, 亦应重视小淋巴结转移的问题, 
这对于提高诊断的敏感性和特异性有重要意义. 
另外, 本组267个淋巴结中, 阳性淋巴结与阴性

淋巴结的短长径之比均数之间的差异没有统计

学意义(t = 0.74, P >0.01). 与Fukuya et al [20]报道

 表  1  阳性淋巴结与阴性淋巴结的对照 (n  = 267)

     
	                                  阳性	                                       阴性

	                    范围	            均数	        范围	                均数

短径(cm)	              0.36-2.8          0.90±0.52b            0.2-1.2         0.59±0.18

长径(cm)	              0.37-4.4          1.09±0.71b            0.3-1.4         0.71±0.23

平扫CT值(Hu)	   5-60         33.94±10.11b        -50-54         10.06±20.85

动脉期CT值(Hu)	 43-135       84.84±20.37b        -24-124       48.38±29.03

静脉期CT值(Hu)       45-144       91.21±18.05b          -6-127       56.97±28.1

短长比                   0.55-1             0.86±0.12          0.42-1             0.84±0.16

bP<0.01 vs  阴性淋巴结.

淋巴结

表  2  阳性、阴性淋巴结的病理与CT结果对照 (n  = 267)

     
	                                      CT         

	                 阳性淋巴结      阴性淋巴结

阳性淋巴结	      121b	               2	                123

阴性淋巴结	        52	             92	                144

共计	                      173	             94	                267

bP<0.01 vs  阴性淋巴结.

病理                                                                                  共计

A B

C D

↑

↑

↑

↑

图  1  经病理证实的胃癌淋巴结转移的螺旋CT表现. A: 阴性
淋巴结, 动脉期, 淋巴结轻度强化, CT值约为-24 Hu; B: 阳
性淋巴结, 动脉期, 淋巴结明显强化, CT值约为135 Hu; C: 
阴性淋巴结, 静脉期, 淋巴结轻度强化, CT值约为-6 Hu(与
A同一病例); D: 阳性淋巴结, 静脉期, 淋巴结明显强化, CT
值约为144 Hu(与B同一病例).

■同行评价
本文通过回顾性
对比病理证实全
组阴性或全组阳
性淋巴结的术前
螺旋CT图像 ,  探
讨胃癌淋巴结转
移的螺旋CT特征, 
有一定的价值, 具
有可读性.
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的不一致, 这可能是因为本组淋巴结中短长径

之比为1的个数太多的原故(共169个).
正常淋巴结中因含脂肪成分较多, 密度相

对较低, 可为负值, 与周围脂肪组织的密度差

别小, 且体积亦相对较小, 不易被CT检出, 当
出现炎性反应或癌转移等时其密度相对增高, 
且不均匀, 体积增大或融合, 易被CT检出[16-22].
本组267个淋巴结如以平扫C T值25 H u为域

值, 则阳性淋巴结的敏感性为83.7%(103/123), 
阳性预测值为78.6%(103/131); 阴性预测值为

85.3%(116/136), 特异性为80.6%(116/144), 阳性

淋巴结的误诊率为16.3%(20/123), 各项指标均

较理想. 故判断胃癌淋巴是否结转移, 就平扫CT
值而言, 建议以25 Hu为标准. 

一般认为, 正常淋巴结血供不丰富, 增强

后表现为轻度强化或无强化 .  而当发生转移

时 ,  因血供相对较丰富 ,  增强后的强化多较

明显 ,  且密度不均匀 [20-25].  本组267个淋巴结

如以动脉期C T值70 H u为域值 ,  则阳性淋巴

结的敏感性为77.2%(95/123), 阳性预测值为

74.2%(95/128); 阴性预测值为79.9%(111/139), 
特异性为77.1%(111/144), 阳性淋巴结的误诊率

为22.8%(28/123), 各项指标均较理想. 因此, 判
断胃癌淋巴结是否有转移, 就增强后动脉期CT
值而言, 建议以70 Hu为标准. 

胃癌淋巴结转移增强后静脉期对比动脉期, 
淋巴结多进一步强化, 且阳性淋巴结多强化更

加明显, 其强化特征在门脉期显示更为清楚[23-27]. 
本组267个淋巴结如以静脉期CT值80 Hu为域

值, 则阳性淋巴结的敏感性为72.4%(89/123), 
阳性预测值为71.8%(89/124); 阴性预测值为

76.2%(109/143), 特异性为75.7%(109/144), 阳性

淋巴结的误诊率为27.6%(34/123). 因此, 判断胃

癌淋巴结是否转移, 就增强后静脉期淋巴结的

CT值而言, 建议以80 Hu为标准.
由此可见, 以单一的标准判断胃癌淋巴结

转移阳性和阴性 ,  螺旋C T的敏感性、特异性

均不理想. 因此, 我们试图通过多因素综合判

断胃癌淋巴结的转移情况. 我们由表2可知, 本
组267个淋巴结如以平扫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%(121/123), 阳性预测值为70%(121/173); 
阴性预测值高达9 7 . 9 % ( 9 2 / 9 4 ) ,  特异性为

69.3%(92/144), 阳性淋巴结的误诊率仅为1.6%, 
各项指标均较理想. 因此, 判断胃癌有无淋巴

结转移, 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, 各项指标较为理想, 值得推广. 
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文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
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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……; 
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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 
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