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 述评 EDITORIAL
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Abstract
Apoptosis is a regulated physiological process 
leading to cell death. Fas play a pivotal role in 
the pathogenesis of various diseases and cell 
apoptosis. Caspases, a family of cystenie acid 
proteases, are central regulators of apoptosis. 
Once Caspase-8 and Caspase-10 are activated, 
these Caspases cleave and the downstream Cas-
pases including Caspase-3, -6 and -7 are activat-
ed, which in turn cleave cytoskeletal and nuclear 
proteins like RB and Bad, further resulting in 
cell apoptosis. In this article, we discussed the 
mechanisms of Caspase-3, -8 activation and their 
roles in Fas-induced cell apoptosis.

Key Words: Caspase family; Fas; Cell apoptosis

Wang Y, Sun LG, Xia CH. Caspase-mediated Fas 
apoptotic pathway. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(36):3439-3442

摘要
凋亡是导致细胞死亡的调节性生理过程. Fas
在各种疾病和细胞凋亡的发生中起到首要作
用. Caspase为半胱氨酸蛋白酶家族, 是凋亡的
中心调节者, 一旦Caspase-8, 10被激活, 引起
Caspase的断裂及激活下游的Caspase-3, 6, 7, 
作用于Bcl-2家族某些成员如Bad、一些骨架
蛋白和RB蛋白等并使其断裂, 从而导致细胞
凋亡. 本文重点讨论了Caspase-3, -8的激活机
制及其在Fas诱导细胞凋亡中的作用.

关键词: Caspase家族; Fas; 细胞凋亡
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0  引言

细胞凋亡现象是20世纪末生命科学的一个重大

发现, 他为人类理解生存和死亡这对矛盾在生

命中如何统一起来提供了一个崭新的思路, 加
深了人类对生命现象的认识. 已有研究表明, 在
各种疾病如癌症、自身免疫、不规则的神经变

性[1-2]和生理细胞死亡中, 细胞凋亡起到重要作

用如Nagata et al [3]研究中发现, 并且许多因子都

卷入死亡信号中. 细胞凋亡又叫细胞程序性死

亡, 一般被分为四个阶段: 第一阶段是细胞凋亡

的刺激信号, 包括能引起细胞凋亡的物理刺激

(如各种射线的照射)、化学刺激(如一些化学药

物和血清因子的缺失)、生理性刺激(如细胞环

境的改变等); 第二阶段是信号感应和传递, 这一

阶段信号可以通过多种途径传递到下一步——

中心调控和凋亡发生的效应阶段; 第三阶段是

中心控制和效应阶段, 是各种凋亡信号汇集之

处, 对信号进行处理并启动细胞凋亡的“发动

机”ICE酶类-Caspase(半胱氨酸蛋白酶家族); 第
四阶段是细胞死亡阶段, 在这个阶段细胞结构

www.wjgnet.com
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■背景资料
Fas在各种疾病和
细胞凋亡的发生
中起到重要作用, 
在哺乳动物细胞, 
Caspase以依赖线
粒体和非依赖线
粒体两条途径促
进 细 胞 凋 亡 ,  在
Fas诱导凋亡的过
程中, Caspase-3, 
-8与哪些基因相
互作用及其作用
途径尚不明确.



发生变化: 细胞质和染色体浓缩, DNA断裂成

200 bp左右的片段, 凋亡小体形成并被临近细胞

吞噬. 在细胞凋亡的中心控制和效应阶段, 最重

要的事件是发生Caspase的活化. Caspase的活化

直接或间接引起细胞凋亡结构特征的出现. 

1  Fas

细胞表面有多种受体参与细胞凋亡信号的转导, 
其中Fas受体尤为重要. Fas受体是跨膜蛋白, 属
于肿瘤坏死因子/神经生长因子受体家族, 死亡

信号是由Fas配体、Fas抗体或他们的胞外部分

脱落蛋白(可溶性)刺激产生的. 在正常的鼠和人

的肝中, 添加anti-Fas的抗体可导致的鼠或人的

肝细胞凋亡[4]. 对于表达Fas的肿瘤细胞, 采用抗

Fas抗体可迅速选择性引起细胞凋亡, 不仅对于

组织细胞的限制或肿瘤细胞的增殖, 而且对于

免疫反应的下游调节来说, Fas/FasL系统是生理

性关键. Fas/FasL的反常调节导致各种各样的严

重临床紊乱, 如Fas/FasL机能失常可以偶联于淋

巴组织增生的和多形核中性粒细胞(PMN)-介导

的紊乱[5]. 还有一些证据显示Fas在肝病如肝损

伤、肝炎、肝硬化和肝癌等的发病机制上起到

一个重要的调节作用.

2  Caspase

对于Fas诱导细胞凋亡的分子机制已经进行了

较深入的研究, 其中蛋白激酶以Caspase执行细

胞有秩序的死亡而闻名[6]. Caspase是指(ICE)/
CED-3半胱氨酸蛋白酶家族, 目前有14个基因被

证实属于Caspase家族, 包括Caspase-1-14, 其中

人类有11种: Caspase-1-10, 13, 而Caspase-11, 12
具有种属特异性, 仅存在于鼠中, Caspase-14是
最近在鼠中被发现的. 在哺乳动物细胞, Caspase
以依赖线粒体和非依赖线粒体两条途径促进细

胞凋亡[7-8]. 
非依赖线粒体途径: 通过膜的死亡受体作

用, Caspase可以被细胞外部因子如FasL或Fas抗
体激活, 激活的Caspase-8激活下游的Caspase, 从
而引起细胞凋亡; 内质网通路: 内质网参与维持

细胞内钙离子内环境稳定、膜蛋白的合成、修

饰和折叠, 内质网在凋亡信号处理过程中有重

要作用[9]. Caspase-12存在于内质网, 当内质网钙

离子动态平衡破坏或过多蛋白积聚于内质网时, 
可直接激活Caspase-12. 另外, 胞质的Caspase-7
可转移到内质网表面, 进一步激活Caspase-12, 
激活的Caspase-12可进一步剪切Caspase-3, 而引

发细胞凋亡, 此过程由内质网失常引起, 与以膜
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或线粒体为靶位点的凋亡信号触发无关. 
依赖线粒体途径: Caspase也可以被细胞的

内在信号激活, 可以导致细胞色素C和线粒体蛋

白Smac/Diablo从线粒体释放, 细胞色素C和线粒

体蛋白Smac/Diablo的释放能明显的促进Caspas-
es的活性, 并且增加了依赖Caspase的DNA的断

裂[10]. 在死亡受体介导的凋亡途径中, Caspase-8
除了直接激活Caspase-3外, 还可直接切割胞质

的Bcl-2家族成员Bid前体, 形成截断的Bid (trun-
cated Bid, tBid), 激活的tBid转位到线粒体, 触发

bak和bax同源寡聚作用, 启动细胞色素C的释放, 
因此Bid将凋亡信号从死亡受体途径传递到线

粒体途径, 把死亡受体通路和线粒体通路联系

起来, 有效的放大了凋亡信号[11]. 而Bcl-2蛋白对

caspse-3有拮抗作用[29-30]. 线粒体通路和内质网

通路也有密切的联系. 许多情况下, 内质网钙离

子释放是线粒体释放细胞色素C的一个早期事

件, 即依赖内质网的线粒体内钙离子改变是重

要的促进细胞色素C释放的信号[12].

3  Caspase与Fas/FasL

通过收缩抗体引起的F a s R刺激导致D I S C的

形成(death inducing signaling complex)(FADD 
和Caspase-8被叫作DISC)、DISC添补、激活

Caspase-8, 一旦其激活, Caspase-8促进Caspase-3
的活性, 以非依赖线粒体或独立的模式进行[7-8]. 
一些报道显示, Caspase-8在凋亡中起到一个

非常重要的作用, Caspase-3是其重要的靶子如

Dasmahapatra et al [13]研究发现, Caspase-8激活

Caspase-3并使其水解和激活聚合酶, 诱导细胞

死亡[13-15]. 在CPP32亚家族中, 对于凋亡细胞的

死亡来说, Caspase-3由于其易变的底物的特殊

性而尤其重要. 在刺囊酸(EA)诱导HepG2凋亡

实验中Caspase起到中枢作用如Tong et al [16]研

究证实的, Caspase-3被划分为Caspase的执行者,  
Caspase-8, 9被划分为Caspase的启动者, 并且EA
引起的Caspase-8, 9, 3的激活呈时间依赖性, 可
以靶向细胞程序性死亡必需的某些基因, 或者

激活的Caspase-3转位到核与Rb或Rb-E2F复合体

作用执行凋亡. 
Fas诱导的细胞凋亡, 是由于膜FasL、抗

Fas-特殊的抗体和块状可溶的FasL的刺激引起

的[31], 重组Fas复合体形成Fas超分子团, 引起随

后细胞质内的含调节蛋白的死亡区(FADD)结
合到Fas, 然后联合体Fas-FADD恢复FADD-样的

白细胞介素-1转换酶, 其含有与Caspase家族蛋

白酶相关的蛋白酶区. 这个复合体可以诱导蛋

www.wjgnet.com

■同行评价
凋亡是目前肿瘤
研究的热点课题, 
本文对Caspase-3, 
8的激活机制及其
在Fas诱导细胞凋
亡中的作用进行
了较为全面的阐
述, 文中观点引证
有据 ,  内容前沿 , 
文笔流畅, 有参考
价值.
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白酶区的自身激活, 其反过来恢复Caspase-8 [17]. 
Caspase-8是通过二聚化作用而激活的[18], DISC
联合高效的激活的影响因子Caspases, 尤其是

Caspase-3, 导致凋亡最终步骤的执行(图1)[4]. 激活

的Caspase断裂他们的死亡底物, 如核纤层蛋白

(lamin), 肌动蛋白(actin), 多聚核糖体[poly(ADP-
ribose)]聚合酶, DNA-依赖蛋白激酶, 并引起在

细胞或核中可以被观察到的凋亡形态变化如

D N A梯状降解等 .  一个生理性信号通过内源

FADD蛋白也可以激活这个途径[19]. 前列腺和乳

腺上皮细胞的行为相似与成纤维细胞, 不可能

激活这个途径, 细胞对于死亡抵抗的发生影响

着其他的凋亡途径, 显示这是被FADD蛋白诱导

的, 并且通过FADD蛋白的不同部分与Caspase-8
相互作用, 或者激活Caspase-8, 这使我们认识到

凋亡和自溶是被诱导的. FADD的死亡区可以激

活细胞的死亡途径, 涉及到凋亡和自溶, 并且在

正常细胞无限增殖时, 凋亡和自溶是选择性失

活[19]. 同样的刺激可被TRAIL(肿瘤坏死因子相

关的诱导凋亡的配体)受体刺激激活或被FADD
突变阻碍, 显示这个途径可被表达的外源FADD
容易激活. 在TRAIL的临床模型中, FADD几乎

对正常组织无毒性, 但可以杀死肿瘤细胞[20-21]. 
TRAIL通过联合两个受体诱导凋亡, 这两个受体

维持一个细胞的死亡区(FADD), 结合的配体被

认为是导致这种变化的形成的因素, 对于FADD
调节蛋白来说其暴露了结合表面[22], FADD也

与Caspase-8结合, 导致Caspase-8二聚体和激活, 
甚至导致Caspase激活, 引起依赖Caspase的凋

亡, 也可以被Caspase抑制者阻碍, 但如果缺少

FADD, 则不能与Caspase-8结合[23]. 
一些药物诱导或Fas诱导的凋亡同时伴有

RB断裂事件, 显示断裂事件由ICE样蛋白酶催

化的, 虽然对断裂的认识没有一致的结果, 但
在药物诱导或a-Fas诱导的不同人类细胞的凋

亡中, 一个单一的5 kDa断片从RB的C端断裂下

来. C端断片的特点: (1)有凋亡位点; (2)被碘乙

酰胺抑制; (3)描绘了一个氨基酸序列作为CED3/
CPP32b-样半胱氨酸蛋白激酶的底物; (4)模拟亚

磷酸化RB的转移模式; (5)断裂的结果导致增加

截断的RB与E2F家族成员的结合[24]. 药物诱导或

Fas诱导的凋亡的初期, C端断裂的关键问题是

时间的问题. 例如, 在不可反转的细胞程序性死

亡中, RB的端裂是较晚的事件, 反映了激活的半

胱氨酸蛋白激酶的活性, 并且在这个过程中起

到一个早期生物学作用. RB是细胞生长负性调

节子和肿瘤抑制因子, 在许多癌症中如视网膜

母细胞瘤和肺癌、乳腺癌、膀胱癌和前列腺癌

等发现RB的失活和缺失[25]. 一经磷酸化的RB蛋
白将结合的转录因子(E2F家族)释放, 这些转录

因子活化那些细胞从G1进入S期所需基因表达. 
最近RB蛋白被证明在凋亡发生过程中被水解, 
凋亡蛋白酶Caspase家族的一个成员在TNF、叉

孢霉素和阿糖胞苷诱导的细胞凋亡中专一裂解

RB蛋白, 这种水解作用被ICE类酶的四肽抑制剂

所抑制, RB蛋白的破坏可能对于诱发细胞凋亡

是必需的. 
凋亡逃逸对于癌症的进展是需要的, 逃避哪

一条死亡途径还不清楚. 曾经有实验证明一个

上皮细胞死亡途径, 在正常细胞中起作用, 但在

肿瘤细胞中失活, 暗示在肿瘤进展中可以作为

靶子. 这个途径可以被FADD调节蛋白激活, 是
通过Caspase-8由FADD诱导的凋亡机制. 展示了

一个生理信号(抗-Fas抗体、Fas配体及TRAIL)
能杀死正常上皮细胞, 通过内源的FADD蛋白经

过神奇的FADD死亡途径, 可以激活凋亡和自

溶. 当原代上皮细胞无限增殖时, 选择性抵抗这

个途径, 独立于我们所知道的事件(寡聚酶的激

活、P53, RB, INK4a和ARF功能的丢失)并且伴

随无限增殖. 这些事件证实了一个神奇的死亡

途径参与凋亡、自溶, 在上皮癌进展的早期阶

段, 这个途径进行选择性失活[26]. 
尽管Fas作为凋亡诱导者已被认识, 另外还

有不依赖凋亡的Fas功能, 包括对T细胞和成纤维

细胞增殖的诱导, 肝细胞的再生, 化学因子的产

生, 神经突的长出等[27-28], 然而, 在这些过程中, 大
部分Fas信号的分子机制被理解的很少. 在Fas诱
导凋亡的研究中, Caspase作为细胞凋亡的调节

者已被明确, 证实了FADD, Caspase-8等作为Fas-
诱导NF-κB信号的最基本内容, 但是Caspase家族

图  1  Fas凋亡机制.
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在Fas诱导的凋亡作用途径有待于进一步阐明.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Yiqi Huoxue 
Ruan j i an J i edu (YHRJ) decoc t ion on the 
expression of apoptosis-related genes Fas, 
FasL, Bcl-2, Bax, P53 and NF-kB in human 
hepatocellular carcinoma cell line BEL-7402.

METHODS: Human hepatocellular carcinoma 
BEL-7402 cells were divided into 6 groups, and 
treated with normal saline (NS), NS plus cispla-
tin (DDP), equal-dose YHRJ decoction, YHRJ 
decoction plus DDP group, high-dose YHRJ 
decoction, high-dose YHRJ decoction plus DDP, 
respectively. Flow cytometry, immunohisto-

chemistry, in situ hybridization, and reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) were used to analyze the expression of Fas, 
FasL, Bcl-2, Bax, P53 and NF-kB�.

RESULTS: Flow cytometry revealed a dramatic 
increase of Fas expression in the cells treated 
with NS plus DDP, equal-dose YHRJ and equal-
dose YHRJ plus DDP, and high-dose YHRJ plus 
DDP in comparison with that in the control 
cells (30.12% ± 22.94%, 10.50% ± 8.41%, 30.35% 
± 22.98%, 32.61% ± 26.87% vs 8.77% ± 6.93%, P < 
0.01), but not in the cells treated with high-dose 
YHRJ (P > 0.05). The expression of FasL was sig-
nificantly higher in NS+DDP and YHRJD+DDP 
treatment group than that in the normal con-
trols (16.40% ± 7.168%, 8.41% ± 6.74% vs 4.12% 
± 2.60%, P < 0.01), but lower in high-dose YHRJ 
group (3.05% ± 2.53% vs 4.12% ± 2.60%, P < 0.01). 
Immunohistochemistry showed a significant de-
crease of P53 expression in all the drug-treated 
cells (30.2%, 14.6%, 19.8%, 17.3% vs 60.0%, P < 
0.05) except high-dose YHRJ plus DDP treated 
ones; The expression of Bax protein in all the 
drug-treated cells was higher significantly than 
that in the controls (40.7%, 40.4%, 72.1%, 68.9%, 
42.2% vs 30.0%, P < 0.05); There was a notable 
decrease of Bcl-2 expression in NS plus DDP 
and high-dose YHRJ treated cells (26.3%, 24.4% 
vs 30.5%, P < 0.05) as well as of NF-κB expres-
sion in all the drug-treated cells (40.7%, 40.4%, 
72.1%, 68.9%, 42.2% vs 30.0%, P < 0.05). In situ 
hybridization also demonstrated that the mRNA 
expression of NF-κB was markedly decreased 
in all the drug-treated groups as compared with 
that in the control group (30.5%, 13.3%, 21.4%, 
17.4%, 53.2% vs 58%, P < 0.05). RT-PCR revealed 
a significant decrease of Bcl-2 mRNA expression 
in equal-dose YHRJ treated cells (0.717 ± 0.198 vs 
1.327 ± 0.097, P < 0.001) as well as a dramatic in-
crease of Bax mRNA expression in DDP, YHRJD, 
and YHRJG treated cells (46.22 ± 6.22, 56.19 ± 7.36, 
62.32 ± 11.06 vs 35.22 ± 4.38, P < 0.05).

CONCLUSION: YHRJ decoction may induce 
apoptosis in human hepatocellular carcinoma 
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■背景资料
益气活血软坚解
毒(YHRJ)法是孙
桂芝教授通过几
十年的中医临床
实践总结出来的
应用于肝癌患者
的主要治则治法. 
以往的研究证实, 
该法治疗肝癌在
临床上取得了抑
制肿瘤生长, 提高
生活质量, 延长生
存期的作用. 本文
前期的细胞学实
验研究证实YHRJ
含 药 血 清 有 抑
制人肝癌细胞系
Bel-7402细胞生
长并有诱导细胞
凋亡作用, 并能促
进细胞内Ca 2+内
流与降低线粒体
膜电位的作用.



by down-regulating the expression of FasL, up-
regulating the expression of Bax and inhibiting 
the activation of NF-κB.

Key Words: Yiqi Huoxue Ruanjian Jiedu  decoction; 
Medicated serum; Hepatocellular carcinoma; Cell 
apoptosis; Gene regulation

Li DT, Sun GZ, Pei YX, Qi X, Li J, Li FY, Li JY, Xu YL, 
Chen MN. Yiqi Huoxue Ruanjian Jiedu decoction regulates 
expression and activity of apoptosis-regulated genes in 
human hepatocellular carcinoma cell line BEL-7402. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(36):3443-3449

摘要
目的: 研究益气活血软坚解毒方(YHRJ)含药
血清对人肝癌细胞系Bel-7402细胞凋亡调控
基因Fas, FasL, Bcl-2, Bax, P53, NF-κB表达影响. 

方法: 将细胞分为对照组(NS)组、NS+DDP 
(顺氯氨铂)组、YHRJ等剂量组(YHRJD)、
YHRJD+DDP组、YHRJ高剂量组(YHRJG)、
YHRJG+DDP组, 应用流式细胞术、免疫组
化、原位杂交、RT-P C R等方法对用药24, 
48 h的Bel-7402细胞凋亡的主要调控基因Fas, 
FasL, Bcl-2, Bax, P53, NF-κB mRNA与蛋白表
达进行检测. 

结 果 :  流 式 细 胞 术 检 测 显 示 :  与 N S 组 相
比, NS+DDP、YHRJD、YHRJD+DDP及
Y H R J G+D D P组F a s蛋白表达均明显提高
(30.12%±22.94%, 10.50%±8.41%, 30.35%±

22.98%, 32.61%±26.87% vs  8.77%±6.93%, 
P <0.01),  Y H R J G组效果不明显(P >0.05); 
NS+DDP、YHRJD+DDP组FasL蛋白表达
也升高(16.40%±7.168%, 8.41%±6.74% vs  
4.12%±2.60%, P <0.01), 而YHRJG组FasL蛋
白表达降低(3.05%±2.53% vs  4.12%±2.60%, 
P <0.01). 免疫组化结果显示: 除YHRJG+DDP
组外, 其余各组突变型P53蛋白表达明显降
低(30.2%, 14.6%, 19.8%, 17.3% vs  60.0%, 
P <0.05); 各加药组B a x蛋白表达明显增高
(40.7%, 40.4%, 72.1%, 68.9%, 42.2% vs  30.0%, 
P <0.05); NS+DDP组与YHRJG组Bcl-2蛋白表
达明显降低(26.3%, 24.4% vs  30.5%, P <0.05), 
而YHRJD、YHRJG+DDP、YHRJG+DDP组
Bcl-2表达明显升高(41.8%, 39.3%, 45.6% vs  
30.5%, P <0.05); 各加药组NF-kB蛋白表达明
显降低(15.9%, 13.3%, 14.1%, 7.8%, 14.6% vs  
24.2%, P <0.05). 原位杂交结果显示: 各加药
组NF-kB mRNA表达明显降低(30.5%, 13.3%, 
21.4%, 17.4%, 53.2% vs  58%, P <0.05). RT-PCR
结果显示: YHRJ等效剂组凋亡调控基因Bcl-2 
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mRNA表达明显降低(0.717±0.198 vs  1.327±
0.097, P <0.001); DDP、YHRJD、YHRJG组
凋亡调控基因Bax mRNA表达明显增高(46.22
±6.22, 56.19±7.36, 62.32±11.06 vs  35.22±
4.38, P <0.05).

结论:  Y H R J含药血清诱导人肝癌细胞系
Bel-7402细胞凋亡可能的基因调控机制在于
通过抑制凋亡信号转导基因FasL基因蛋白表
达, 促进凋亡调控基因Bax基因蛋白表达, 抑
制NF-kB基因mRNA及蛋白表达来实现的.

关键词: 益气活血软坚解毒方; 含药血清; 肝癌; 细

胞凋亡; 基因调控 
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0  引言

益气活血软坚解毒方(YHRJ)是中国中医研究

院广安门医院孙桂芝主任医师在总结古代中医

与现代中医文献的基础上, 结合几十年的临床

实践总结出来的应用于肝癌患者的主要治则治

法. 以往的研究证实, 以YHRJ法治疗肝癌在临

床上取得了抑制肿瘤生长, 提高生活质量, 延长

生存期的作用[1-2]; 并能降低甲胎蛋白(AFP)水
平, 对失调的细胞因子肿瘤坏死因子-α(TNF-α)
及白细胞介素-18(IL-18)有调节作用[3]. 以此方

法组方的肝康冲剂提取物有诱导人肝癌细胞系

Bel-7402细胞凋亡作用[4]. 我们前期的细胞学实

验研究证实YHRJ含药血清有抑制人肝癌细胞

系Bel-7402细胞生长并有诱导细胞凋亡作用[5],
并能促进细胞内Ca2+内流与降低线粒体膜电位

的作用[6]. 为进一步研究其诱导细胞凋亡的分子

机制, 我们对主要的细胞凋亡相关基因进行了

检测. 

1  材料和方法

1 . 1  材料 新西兰大白兔1 2只 ,  ♀ ,  体质量

2.45-2.7 kg, 购于中国药品及生物制品检定所. 
对数生长期的Bel-7402细胞, 由中国中医研究院

广安门医院提供. 益气活血软坚解毒方(YHRJ)
水煎剂: 组方为生黄芪、炒白术、田三七、水

红花子、藤梨根、凌霄花、炮山甲、白花舌

蛇草、半枝莲, 常规水提取, 生药浓度3.4 kg/L, 
4℃保存备用. YHRJ含药血清的制备: 健康新

www.wjgnet.com

■相关报道
一些中医工作者
从不同角度与层
面在中药诱导肝
癌细胞凋亡方面
做了不少工作. 刘
琳 et al 三氧化二
砷选择性诱导人
肝癌细胞凋亡及
相关基因的实验
研究及孟志强 et al
以健脾理气方药
物血清对肝癌细
胞端粒酶活性及
凋亡的影响都证
实中药无论复方, 
还是某些单体都
可以从诱导细胞
凋亡角度对肿瘤
产生作用. 从总的
来看, 不同中药诱
导细胞凋亡作用
强度不同, 同一种
药物对不同细胞
作用强度也不同, 
因此在临床上应
合理选择.
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西兰大耳白兔12只, 随机分为NS, YHRJ等效

剂量(YHRJD, 约为人用量的5倍)、YHRJ高剂

(YHRJG, 约为人用量的10倍)3组, 每组4只, 8:00, 
14:00点各给药1次, 中药每只每次稀释成10 mL
灌喂, 重复给药5次, 末次给药前12 h禁食不禁水, 
末次给药后1-1.5 h之内分别从耳中央动脉无菌

采血10 mL, 室温静置2 h, 冷冻离心机1500 r/min, 
离心10 min, 吸取血清, 56℃ 30 min灭活, 22 μm
针式微孔滤膜过滤, -20℃冰箱保存备用. 顺氯氨

铂(DDP): 山东齐鲁制药厂产品. RPMI1640完全

培养液: RPMI培养干粉(Gibco)内含2 mmol/L谷
氨酰胺, 青霉素100 kU/L、链霉素100 mg/L, 应
用时加入100 mL/L灭活的小牛血清. RPMI1640
完全培养基、碘化丙啶(P I)、R N A酶 :  美国

Sigma公司产品. Bcl-2, Bax, P53(突变型)免疫

组化染色试剂盒、NF-κB P65原位杂交检测盒: 
武汉博士德生物工程有限公司产品. NF-κB多

克隆抗体, Fas(CD95)、FasL(CDl73) mAb, 美
国Santa Cruz公司产品. 动物总RNA提取试剂

盒: 北京鼎国生物技术发展中心产品. TaKaRa 
RNA PCR Kit(AMV)Ver.2: 宝生物工程(大连)有
限公司产品. 引物由赛百盛公司合成. Bax: 上游

5'-GCGTCCACCAAGAAGCTGA-3'(159 site), 
下游5'-ACCACCCTGGTCTTGGATCC-3'(470 
site), Fragement: 312 bp; Refer to GenBank: XM 
009093; Bcl-2: 上游5'-CAGCTGCACCTGACGC
CCTT-3'(383 site), 下游5'-GCCTCCGTTATCCT
GGATCC-3'(613 site), Fragement: 231 bp Refer to 
GenBank: XM 14745. 内对照β-actin的引物序列: 
北京鼎国生物技术发展中心提供, Fragement: 
212 bp. FACSort流式细胞仪(FCM): 美国Becton-
Dicknson公司生产. PTC-100TMPCR扩增仪: 美
国MJ-Research lnc公司产品. UVI凝胶成像系统: 
英国UVItec公司.
1 . 2  方 法  处于对数生长期的人肝癌细胞

Bel-7402细胞, 经2.5 g/L胰酶消化后, 分瓶, 传
代细胞处于对数生长期时分组为NS, NS+DDP, 
YHRJD, YHRJD+DDP, YHRJG, YHRJG+DDP 
6组 ,  分别加入生理盐水兔血清至终浓度为

1 0 0  m L / L、生理盐水兔血清至终浓度为

100 mL/L+DDP至终浓度4.5 mg/L、YHRJD兔

血清至终浓度为100 mL/L、YHRJD兔血清至

终浓度为100 mL/L+DDP至终浓度4.5 mg/L、
YHRJG兔血清至终浓度为100 mL/L、YHRJG
兔血清至终浓度为100 m L/L+D D P至终浓度

4.5 mg/L. 50 mL/L湿化的CO2培养箱中分别孵

育24 h后处理细胞.
1.2.1 间接免疫荧光标记, FCM测定细胞凋亡信

号转导基因Fas, FasL蛋白表达 常规消化, PBS
液(pH 7.4)离心洗涤2次, 加入FITC标记鼠抗人

Fas, FasL mAb 10 μL; 阴性对照组取肿瘤细胞

100 μL, 加入FITC标记小鼠IgG mAb 10 μL; 以
上两组轻轻混匀室温下避光染色30 min; 离心

1500 r/min, 5 min; 弃上清, 每管加PBS缓冲液

0.6 mL, 上机测定.
1.2.2 免疫组化法检测细胞凋亡调控基因P53, 
Bax, Bcl-2, NF-kB蛋白表达 按免疫组化试剂盒

说明操作. 结果判定: P53出现明显的核膜表达, 
其余主要为胞质表达. 观察1000个细胞, 计数其

阳性细胞数, 根据色泽深浅进行分级, -为阴性表

达, +为浅黄, ++为橘黄, +++为棕黄, ++++为
褐黄.
1.2.3 原位杂交法检测细胞凋亡调控基因NF-kB 
mRNA表达 按原位杂交试剂盒说明进行操作, 
观察方法同免疫组化.
1.2.4 RT-P C R检测细胞调控基因B a x, B c l-2 
mRNA表达 细胞总RNA提取按试剂盒说明操

作, 紫外分光光度计测A值计算RNA含量符合

要求. RNA电泳, 观察可见18 S, 28 S RNA带. 按
以下条件进行反转录反应. 30℃, 10 min; 42℃, 
30 min; 99℃, 5 min; 5℃, 5 min. 按以下条件进

行PCR反应: 94℃, 2 min, 1次; 94℃ 50 s, 62℃ 
50 s, 72℃ 1 min, 循环35次. DNA电泳: 取PCR
产物10 μL与2 μL的上样缓冲液混合, 用1×TAE
缓冲液配制20 g/L琼脂糖进行水平平板电泳, 电
压5 V/cm, 电泳40 min, 然后在254 nm波长的紫

外灯下观察, 应用UVI凝胶成像系统摄取凝胶

图像.
统计学处理 计量资料采用方差分析, 等级

资料采用Ridit分析.

2  结果

2.1 对细胞凋亡信号转导基因Fas, FasL蛋白表达

影响 间接免疫荧光标记, FCM测定结果显示, 各
加DDP组与中药YHRJD组均能明显提高Fas蛋
白表达; NS+DDP组同时也提高FasL蛋白表达, 
而YHRJG组确能降低FasL蛋白表达(表1).
2.2 对P53, Bax, Bcl-2, NF-kB蛋白表达的影响 
对P53蛋白表达检测结果显示, 与NS组比较, 除
YHRJG组+DDP组外, 其余各组明显降低P53
突变型基因蛋白表达(P <0.05); 与DDP组相比, 
YHRJD, YHRJG与YHRJD+DDP组P53突变型YHRJG与YHRJD+DDP组P53突变型与YHRJD+DDP组P53突变型
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基因蛋白表达也有所降低(P <0.05)(表2). 对Bax
基因蛋白表达检则结果显示, 与NS组相比, 各
加药组明显增强Bax基因蛋白(P <0.05); 与DDP
组相比 ,  各中药组也明显增强B a x基因蛋白

(P <0.05)(表2). 对Bcl-2基因蛋白检则结果显示, 
与NS组相比, 只有DDP组与YHRJG组能明显降

低Bcl-2基因蛋白(P <0.05), 其余各组表达有所增

强(表2). 对NF-κB基因蛋白检则结果显示, 与NS

组相比, 各加药组明显降低NF-κB基因蛋白表达

(P <0.05); 与DDP组比较, 各中药组也明显降低

NF-κB基因蛋白表达(P <0.05)(表2).
2.3 原位杂交法检测YHRJ含药血清对NF-kB 
mRNA表达影响 原位杂交法检测NF-kB mRNA
表达结果显示, 与NS组相比, 各加药组明显降低

NF-kB基因mRNA表达(P <0.05); 与DDP组相比, 
YHRJD、YHRJG及YHRJD+DDP组明显降低

表  1  YHRJ含药血清对Bel-7402细胞转导基因Fas/FasL蛋白表达的影响 (mean±SD)

     
                                                                   Fas	                                                 FasL

                                    表达百分比(%)	        荧光强度	  表达百分比(%)	     荧光强度 

NS 	                   8.77±6.93	   15.09±13.83	    4.12±2.60	 31.03±21.12

NS+DDP 	                30.12±22.94b	   35.07±30.42	  16.40±7.17b	 45.53±28.47

YHRJD 	                 10.50±8.41b	   21.99±20.16	    6.24±4.66b	 43.09±37.96

YHRJD+DDP 	 30.35±22.98b	   38.49±34.30	    8.41±6.74b	 76.22±61.06

YHRJG 	                   8.54±6.78	   10.51±9.02	    3.05±2.53b	   8.25±7.71

YHRJG+DDP 	 32.61±26.87b	   34.31±29.99	    4.16±3.61	 11.62±10.87

bP<0.01 vs  NS组.

分组

表  2  YHRJ含药血清对1000个Bel-7402细胞调控基因P53, Bax, Bcl-2, NF-κB蛋白表达影响

     
                           分组	                   －	   +	  ++           +++           ++++	 阳性表达率(%) 

P53	 NS 	                 400	 322	 225	 53	     0	         60.0

	 NS+DDP 	                698	 150	   99	 53	     0	         30.2a

	 YHRJD	                 864	   92	   54	   0	     0	         14.6ac

	 YHRJD+DDP 	 792	 116	   82	   0	     0	         19.8ac

	 YHRJG 	                 836	 112	   61	   0	     0	         17.3ac

	 YHRJG+DDP 	 455	 267	 206	 72	     0	         54.5c

Bax	 NS 	                 700	 105	 166	 29	     0	         30.0

	 NS+DDP 	                593	 240	   93	 74	     0	         40.7a

	 YHRJD 	                 596	   93	 149        113	   49	         40.4ac

	 YHRJD+DDP 	 279	 124	 182        110	 305	         72.1ac

	 YHRJG 	                 311	 113	   93        282	 201	         68.9ac

	 YHRJG+DDP 	 588	 102	 149	 93	   78	         42.2ac

Bcl-2	 NS 	                 695	   67	 133        105	     0	         30.5

	 NS+DDP 	                737	   70	 125	 68	     0	         26.3a

	 YHRJD 	                 588	 163	 136        121	     0	         41.8ac

	 YHRJD+DDP 	 607	 156	 138	 99	     0	         39.3ac

	 YHRJG 	                 766	 114	   62	 68	     0	         24.4ac

	 YHRJG+DDP 	 544	 134	 206        116	     0	         45.6ac

NF-κB	 NS 	                 758	 118	   69	 53	     0	         24.2

	 NS+DDP 	                841	   58	   73	 31	     0	         15.9a

	 YHRJD 	                 867	   80	   37	 13	     0	         13.3ac

	 YHRJD+DDP 	 859	   41	   81	 18	     0	         14.1ac

	 YHRJG 	                 922	   31	   49	   0	     0	           7.8ac

	 YHRJG+DDP 	 854	   60	   16	 70	     0	         14.6ac

aP<0.05 vs  NS组; cP<0.05 vs  DDP组.

■应用要点
根据本文实验结
果, 中医益气活血
软坚解毒综合治
法可以被视为肝
癌细胞凋亡诱导
剂加以应用.
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NF-kB基因mRNA表达(P <0.05)(表3, 图1).
2.4 RT-PCR检测YHRJ含药血清对Bax, Bcl-2 
mRNA表达影响 YHRJD组明显降低凋亡调控基

因Bcl-2 mRNA表达, 与NS组及DDP组比较, 差
异显著(P <0.05)(表4, 图2A). 与NS组相比, 各加

药组明显升高凋亡调控基因Bax mRNA表达, 差
异显著(P <0.05); 与DDP组相比, YHRJD组Bax 
mRNA表达也有所增强(P <0.05)(表5, 图2B).

3  讨论

细胞凋亡(apoptosis)是细胞由于内外环境的变

化或死亡信号触发以及在基因调控下所引起

细胞主动死亡的过程, 是细胞死亡的两种方式

之一. 现代医学研究表明, 诱导细胞凋亡是药

物发挥抗肿瘤作用的重要机制之一. 在细胞的

凋亡过程中, 许多癌基因、原癌基因和抑癌基

因参与了细胞凋亡过程的调控[7-8], 主要有Fas/
FasL、Bcl-2基因家族、P53抑癌基因、NF-kB
基因. 其中Fas属于肿瘤坏死因子/神经生长因

子转移膜受体(TNF/NGF)超家族, 当他受到抗

图  1  原位杂交法检测含药血清对细胞凋亡调控基因NF-kB mRNA表达影响. A: NS组; B: NS+DDP组; C: YHRJG组; D: 

YHRJG+DDP组.

表  3  YHRJ含药血清对1000个Bel-7402细胞NF-κB mRNA表达影响

     
分组	                    －	   +	  ++           +++           ++++	 细胞阳性表达率(%) 

NS 	                 420	 308	 272	   0	   0	             58

NSP 	                 695	 188	   64	 53	   0	             30.5a

YHRJD 	                 867	   43	   66	 24	   0	             13.3ac

YHRJD+DDP           786	   89	   74	 51	   0	             21.4ac

YHRJG 	                 836	   85	   89	   0	   0	             17.4ac

YHRJG+DDP 	 468	 261	 206	 71	   0	             53.2ac

aP<0.05 vs  NS组; cP<0.05 vs  DDP组.

表  4  RT-PCR检测YHRJ含药血清对Bel-7402细胞凋亡调
控基因Bcl-2 mRNA表达影响(mean±SD, n  = 6)

     
分组	        	       Bcl-2荧光强度/β-actin荧光强度 

NS 	       	                   1.327±0.097

DDP 	       	                   1.041±0.311

YHRJD	       	                   0.717±0.198bd

YHRJG	       	                   1.589±0.170

bP<0.001 vs  NS组; dP<0.001 vs  DDP组.

A B

DC
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体及配体FasL的刺激时诱导细胞凋亡[9]. Bcl-2
和Bax同为Bcl-2家族成员, Bax能促进细胞凋亡, 
Bc l-2能抑制细胞凋亡, 在促凋亡因素刺激下, 
Bcl-2/Bax比值将决定细胞的死活[10-11]. P53基因

与肿瘤关系最为密切, 60%以上的人类肿瘤细胞

中存在P53基因的突变失活, 野生型P53能抑制

肿瘤发生, 是抗癌基因, 而突变型则反而促进肿

瘤发生, 成为癌基因[12-13]. NF-kB是由Rel蛋白家

族中的成员以同源或异源二聚体形式组成的一

类蛋白蛋, 以非活性形式存在于胞质. 一旦接受

刺激信号, NF-kB活化并易位核内, 调节下游基

因的表达. 最近发现, 许多诱导细胞凋亡的因子, 
如化疗药物、电离辐射在诱导肿瘤细胞凋亡的

同时, 由于活化了NF-kB, 会使其诱导凋亡的作

用下降, 因此NF-kB活化的抑制已成为肿瘤治疗

研究的热点之一[14].
现代中药药理研究发现, 许多中药具有诱

导肝癌细胞凋亡的作用[15-16]. 如周振华 et al [17]研

究发现, 健脾理气方有促进小鼠HAC肝癌细胞

凋亡作用, 能上调肿瘤细胞bax基因蛋白表达. 郭
伟剑 et al [18]研究发现, 健脾理气药对肝癌细胞株

SMMC-7721具一定的诱导凋亡及抑制肝癌细胞

效应, 能上调P53, P2lWAF1/CIP1基因的表达, 且
对肿瘤细胞端粒酶活性有抑制作用. 杨雁 et al [19]

研究发现, 黄芪总甙具有诱导肝癌细胞株HepG2
细胞和Bel-7402细胞凋亡的作用, 能上调肝癌细

胞的wtP53表达. 以上说明, 在抑制肝癌生长方

面, 中药可能主要是通过诱导细胞凋亡实现的. 
前期的研究结果显示, YHRJ对人肝癌癌细胞系

Bel-7402细胞具有诱导细胞凋亡作用[5]. 从对诱

导凋亡信号转导基因(Fas/FasL)、凋亡相关蛋

白(Bax/Bcl-2)等检测结果得到的数据显示, 中药

YHRJ可能主要从以下方面来诱导人肝癌细胞

系Bel-7402细胞凋亡: (1)调节凋亡信号转导基

因Fas/FasL表达水平. 体外实验结果显示, YHRJ
含药血清能抑制人肝癌细胞系Bel-7402肿瘤凋

亡信号转基因FasL基因蛋白表达. 降低FasL表
达, 能增强机体T淋巴细胞对其的免疫监视作用, 
减少由于肝癌细胞过度表达FasL导致CTL细胞

凋亡使肿瘤细胞免疫逃逸[20]; (2)调节凋亡相关

调控基因Bax/Bcl-2, NF-kB的表达. 从实验结果

看, YHRJ含药血清能促进凋亡调控基因Bax基
因蛋白表达, 抑制NF-kB基因mRNA及蛋白表

达. Bax/Bcl-2是调节细胞凋亡的重要相关基因, 
Bcl-2高表达, 可提高细胞凋亡的阈值, 抑制细胞

凋亡, 而Bax的高表达则可促进细胞凋亡. NF-kB
是TNF死亡途径中重要的抑制凋亡的基因, 其
高表达的作用可以产生高浓度的IAP, 进而下降

caspase而阻断细胞凋亡[21]. 中药复方的特点是

多成分、多系统、多器官、多效应, 因此作用

机制可能是多方面[22-28]. 以上研究表明, YHRJ对
肝癌细胞凋亡的多个环节均有一定影响, 是中

医复方多种有效成份相互作用的结果. 
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Abstract
AIM: To explore the relationship between 
hepatic stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD-1) 
expression and adenosine triphosphate (ATP) 
content in nonalcoholic fatty liver caused by fat-
rich diet.

METHODS: A total of 30 Sprague Dawley rats 
were divided into group A and B. The rats in 
group B were fed with fat-rich diet, consisting of 
10% lard oil and 2% cholesterol, while those in 
group A served as controls. The rats were sacri-

ficed at the 8th, 16th, and 24th week, respectively. 
The hepatic histological changes were evaluated 
by microscopy and transmission electron mi-
crocopy. The ATP contents of hepatic cell were 
measured by luminescent-fluorescein method. 
The ratio of hepatic SCD-1 mRNA to β-actin 
mRNA was analyzed by real-time fluorescence 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR)�.

RESULTS: The hepatocytes, stained with Hae-
matoxylin & Eosin, in group B were filled with 
fat under microscope and met the diagnostic 
standard of fatty liver at the 8th week. Simple 
fatty liver was observed at the 8th week, and ste-
atohepatitis came into formation from the 16th 
to 24th week. Marked abnormal morphological 
changes, including swelling, rounding, loss of 
cristae, and stacks of intramitochondrial parac-
rystalline inclusion bodies, were observed in the 
hepatocytic mitochondrion in group B. SCD-1 
expression was lower in group B than that 
in group A, and the ratio of SCD-1 mRNA to 
β-actin mRNA was significantly different (8 wk: 
0.39 ± 0.18 vs 0.83 ± 0.28, P < 0.05; 16 wk: 0.44 ± 
0.17 vs 0.81 ± 0.30, P < 0.05; 24 wk: 0.47 ± 0.23 vs 
0.88 ± 0.22, P < 0.01) at the 8th, 16th and 24th week, 
respectively. The contents of ATP were also sig-
nificantly different between group B and A (8 
wk: 2.40 ± 0.54 vs 2.96 ± 0.43, P > 0.05; 16 wk: 2.26 
± 0.55 vs 3.00 ± 0.42, P < 0.05; 24 wk: 1.74 ± 0.45 
vs 2.79 ± 0.40, P < 0.01). There was a positive cor-
relation between SCD-1 expression and hepatic 
ATP content (r = 0.45, P < 0.05).

CONCLUSION: Fat-rich diet may decrease the 
expression of hepatic SCD-1 mRNA, which may 
result in excessive fat deposition and formation 
of nonalcoholic fatty liver. Meanwhile, it may 
increase free saturated fatty acid concentration, 
impair mitochondrial structure and function, 
and decrease the capability of ATP synthesis 
and storage.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver; Stearoyl-CoA 
desaturase-1; Adenosine triphosphate; Real-time 

■背景资料
对高脂饮食引起
的脂肪肝动物模
型的研究发现, 非
酒精性脂肪性肝
脏病变大鼠血浆
游离脂肪酸水平
升高, 造成肝细胞
功能障碍和炎症
反应. 同时, 脂肪
沉积的肝脏ATP
储存能力下降, 导
致肝细胞对氧应
激的反应下降, 加
重游离脂肪酸对
肝细胞的损伤. 硬
脂酰CoA去饱和
酶-1(SCD1)是肝
脏 V L D L 合成的
限速酶, 影响肝脏
内脂肪的排出并
与游离脂肪酸的
增 加 有 关 .  研 究
SCD-1和肝ATP含
量之间的关系将
给临床非酒精性
脂肪肝的预防和
治疗提供理论指
导.
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fluorescence reverse transcription-polymerase chain 
reaction

Lu YS, Fan JG, Fang JW, Ding XD, Yang ZR. Relationship 
between hepatic stearoyl-CoA desaturase-1 expression 
and adenosine triphosphate content in rats with 
nonalcoholic fatty liver caused by fat-rich diet. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(36):3450-3456

摘要
目的: 研究非酒精性脂肪肝大鼠肝脏SCD-1表
达及ATP含量之间的关系. 

方法: SD大鼠30只分成正常组、高脂组, 在
实验的第8, 16和24周分批处死, 观察肝脏组
织学改变, 荧光素酶-荧光素法测定肝脏ATP
含量, RT-PCR实时荧光分析大鼠肝SCD-1 
mRNA与β-actin mRNA的比值. 

结果: 肝组织HE染色显示高脂组大鼠肝脏内
有弥漫性肝细胞脂肪变性, 8 wk达到脂肪肝诊
断标准. 8 wk表现为单纯性脂肪肝, 16-24 wk
进展为脂肪性肝炎. 电镜下发现实验组与对
照组相比, 肝细胞线粒体肿胀、增大, 部分
内膜嵴粒脱落, 16 wk发现线粒体内有类圆
形结晶样物质沉积. 实验组肝SCD-1 mRNA
表达下降, 8, 16和24 wk的测定值分别为0.39
±0.18 vs  0.83±0.28(P <0.05)、0.44±0.17 vs  
0.81±0.30(P <0.05)和0.47±0.23 vs  0.88±0.22 
(P <0.01); 每克肝匀浆ATP含量(10-8 μmol/L)减
低(2.40±0.54 vs  2.96±0.43, P >0.05, 2.26±
0.55 vs  3.00±0.42, P <0.05和1.74±0.45 vs  2.79
±0.40, P <0.01). 肝SCD-1 mRNA表达与ATP
含量呈正相关(r  = 0.46, P <0.05).

结论: 长期高脂饮食引起肝SCD-1的表达下
调, 促使脂肪在肝内蓄积形成非酒精性脂肪
肝. 同时使肝细胞内饱和游离脂肪酸增加, 线
粒体结构和功能受损, 使ATP的合成和储存下
降, 加重氧化应激对肝细胞的打击和肝脏的炎
症反应.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 硬脂酰CoA去饱和酶-1; 

三磷酸腺苷; 实时荧光RT-PCR 
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0  引言

硬脂酰CoA去饱和酶(stearoyl-CoA desaturase, 

SCD, E.C. 1.14.99.5)是单不饱和脂肪酸(monou-
nsaturated fatty acid, MUFA)生物合成的限速酶,
是瘦素作用目的基因之一, 在脂肪酸代谢及能

量平衡中起重要的调节作用[1]. MUFA从其前体

饱和脂肪酸经NADH依赖的黄素蛋白细胞色素

b5还原酶、细胞色素b5和SCD 3种物质组成的

酶系催化, 无氧氧化而来. SCD催化硬脂酰和软

脂酰CoA形成油酰和棕榈油酰CoA. 生成的油酰

和棕榈油酰CoA是细胞内合成三酰甘油、胆固

醇酯和膜磷脂MUFA的主要来源[2-4]. 油酸是肝

合成三酰甘油和胆固醇酯的必需脂肪酸, 三酰

甘油和胆固醇酯是肝内装配和分泌VLDL的重

要成份. 非酒精性脂肪肝主要是由于中性脂肪

在肝脏中沉积所引起, 而高脂饮食是非酒精性

脂肪肝形成的原因之一. 对高脂饮食引起的脂

肪肝动物模型的研究发现, 非酒精性脂肪性肝

脏病变大鼠血浆游离脂肪酸(free fatty acid, FFA)
水平升高[5], FFA增加诱发脂凋亡, 造成肝细胞

功能障碍和炎症反应. 同时, 脂肪肝是能量过剩

所在肝脏的表现, 对非酒精性脂肪肝患者及动

物实验研究发现, 脂肪沉积的肝脏ATP储存能力

下降[6-7], 导致肝细胞对氧应激的反应下降, 加重

FFA对肝细胞的损伤[8-9]. 本文旨在通过对引起

FFA增加的SCD-1和肝ATP含量之间关系的研

究, 给临床非酒精性脂肪肝的预防和治疗提供

理论指导. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂S D大鼠 ,  购自于中科院上海实

验动物中心斯莱克公司 ,  体质量150  g左右

(140-160 g). 胆固醇纯品, 上海生化试剂商店. 
猪油, 自备. Taq DNA聚合酶、dNTP及逆转录试

剂均为Promega产品. 荧光素酶-荧光素、标准

ATP粉剂和荧光素酶缓冲液均购自中科院上海

植物生理研究所. FG-100型发光光度计、透射

电子显微镜、MJ扩增仪、低温离心机和全自动

酶标仪.
1.2 方法 

1.2.1 非酒精性脂肪肝模型的建立 30只大鼠正

常喂养1 wk后, 随机分成2组, 对照组15只, 高脂

组15只. 对照组以普通饲料喂养, 高脂组以2%胆

固醇、10%猪油和88%标准大鼠饲料构成的高

脂饲料喂养. 于实验开始后第8, 16和24周分别

处死5只对照组和5只高脂组大鼠. 大鼠以0.1 g/kg
体质量氯胺酮予以麻醉, 腹主动脉采血. 称取肝

湿质量后, 迅速从肝右叶固定部位切取1块肝组

■同行评价
本文通过对非酒
精性脂肪肝大鼠
肝脏SCD-1表达
与ATP含量之间
关系的研究, 为临
床非酒精性脂肪
肝的预防和治疗
提供理论指导. 实
验设计合理, 结论
可靠, 具有较高的
理论水平和临床
实用价值.
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织, 以40 g/L的中性甲醛固定后制备成石蜡切片, 
剩余肝组织经标记后投入液氮罐中冷冻保存备

用, 并取2 mm3的肝脏组织投入戊二醛中固定, 
送电镜检查.
1.2.2 RT-PCR 从液氮中取出肝组织, 称取0.1 g, 
放入Eppendorf管中, 加入1 mL TRIzol, 研磨匀

浆. 匀浆中加入0.2 mL氯仿, 剧烈震荡15 s, 室温

孵育5 min. 4℃, 10 000 g , 离心15 min, 将无色水

相移至另一Eppendorf管. 加入0.5 mL异丙醇, 室
温孵育15 min, 再4℃ 10 000 g离心10 min, 弃上

清. 沉淀加入750 mL/L乙醇1 mL, 洗涤沉淀物. 
4℃ 7500 r/min离心5 min, 弃上清. 沉淀用20 μL 
DEPC水溶解. 取1 μL溶解好的RNA溶液, DEPC
水稀释至100 μL, 微量分光光度计检测RNA纯

度和浓度.
按产品说明书操作. 取总RNA 2 μg, 加入

随机引物2 μL, 用无RNA酶去离子水添至总体

积12 μL, 70℃, 5 min. 取出立即置冰中, 快速冷

却. 然后加入10 mmol/L dNTP 0.8 μL, 10×缓

冲液2 μL, 25 mmol/L MgCl2 3 μL, RNA酶抑制

剂0.7 μL和逆转录酶0.5 μL, 37℃, 20 min, 42℃, 
30 min, 最后95℃, 3 min, 4℃, 5 min. 产物cDNA 
-80℃保存备用.

取10×缓冲液2.5 μL, 25 mmo l/L MgCl2 
3 μL, 10 mmol/L dNTP 0.8 μL, cDNA 2 μL, 
25 μmo l/L引物各0.5 μL, Taq DNA聚合酶1 
U, 20×SYBR greenⅠ1.25 μL, 去离子水加至

25 μL. 按95℃, 3 min变性, 然后95℃, 20 s, 56℃, 
30 s和72℃, 30 s, 40个循环. β-actin的引物为: 
5'-AACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3'和
5'-TCATGAGTAGTCTGTCAGGT-3'; SCD-1的
引物为: 5'-TGCTGATGTGCTTCATCCTG-3'和
5'-GGGAAACCAGGATATTCTCC-3'.
1.2.3 ATP测定 所有试剂均用重蒸馏水配制. 测
定时, 模型組和对照组各个时期均取5个标本, 
共30个标本. 腺苷酸提取液(Tris·HCl 20 mmol/L, 
MgSO4 2 mmol/L). 荧光素酶缓冲液: 每支粉剂

用50 mL重蒸水溶解, 内含 50 mmol/L甘氨酰甘

氨酸(pH 7.6)、10 mmol/L MgSO4、1 mmol/L 
EDTA缓冲液. 将ATP配成1×10-10-5×10-5 mmol/L
的6管应用液进行测定, 以相对荧光强度的log
值与ATP浓度的log值绘制标准曲线(图1). 将从

液氮罐中冷冻的肝脏组织0.15-0.35 g加入1 mL
腺苷酸提取液中, 电动匀浆, 再放入沸水中加热

3 min, 消耗并灭活肝脏组织中的ATP酶, 然后以

4000 r/min离心3 min, 取上清液0.4 mL待检测. 

取代检液0.1 mL加入0.1 mL重蒸水稀释, 将混合

液吸入2 mL的比色杯中, 然后从FG-200型发光

光度计的暗室盖的小孔中快速注入0.8 mL荧光

素酶缓冲液, 记录发光曲线的初始峰值, 该峰值

即为标准或检测样品的荧光强度, 测定温度为

25℃, 测定电压0.5 mV, 查标准曲线求得检测标

本的ATP含量.
统计学处理 8, 16及24 wk的对照组与高脂

组对应指标用t检验, SCD-1 mRNA水平与ATP含
量之间的相关性统计用非参数的Spearman相关

分析, 统计软件为SPSS 9.0.

2  结果

2.1 一般情况及肝脏病理 实验过程中未发生大

鼠死亡, 两组大鼠体质量均呈进行性增长. 8, 16两组大鼠体质量均呈进行性增长. 8, 16组大鼠体质量均呈进行性增长. 8, 16
及24 wk高脂组大鼠的体质量、肝脏湿质量和腹

腔内脂肪均显著高于对照组(表1).
肝脏大体观察, 对照组大鼠肝脏形态、质

地、颜色均正常; 高脂组大鼠的肝脏体积增大, 
外形饱满圆钝, 色泽灰黄, 切面油腻, 质地较脆. 
光镜下, 肝组织HE染色显示高脂组大鼠肝脏内

有弥漫性肝细胞脂肪变, 8 wk达到脂肪肝诊断标

准. 16 wk时, 大鼠肝脏内往往数个坏死灶融合成

片, 汇管区炎症较严重. 24 wk高脂组呈中重度脂

肪肝, 肝脏炎症程度较重.
扫描电镜下, 模型组肝脏中看到其内充满

大量脂滴, 肝细胞内线粒体结构异常, 表现为线

粒体增大、肿胀、内嵴粒脱落、减少, 而且随

着造模时间延长, 线粒体损害加重, 部分线粒体

内可以看到类圆形高密度结晶样物质沉积(图
2A-D). 在24 wk电镜下肝脏内发现胶原纤维沉

积(图2E), 肝细胞核被胞质内积聚的大脂滴推质内积聚的大脂滴推内积聚的大脂滴推

挤, 从肝细胞中央区被推到细胞的周边(图2F).
2.2 对照组与高脂组肝脏SCD-1 mRNA水平及

ATP含量比较 SCD-1和β-actin的扩增产物分别

为201 bp和241 bp. 实验组大鼠的肝脏SCD-1 
m R N A水平及AT P含量均较同期的对照组低

图  1  ATP测定标准曲线.
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(表1).
2.3 肝SCD-1 mRNA水平与ATP含量之间的相关

性 SCD-1 mRNA水平与每克肝匀浆ATP含量之每克肝匀浆ATP含量之ATP含量之

间的Spearman相关系数为0.46(P <0.05). 随着喂

养时间的延长, 大鼠肝脏SCD-1的表达与ATP含
量表现为同步下降, 两者之间呈正相关(表1).

3  讨论

最近的研究表明, SCD是脂质代谢和体质量调

节的关键控制点. 在ob /ob小鼠中, SCD-1功能

缺乏可通过增加AMP激活的蛋白激酶(AMP-
activated protein kinase, AMPK)的磷酸化和肉毒

碱棕榈酰转移酶(carnitine palmitoyltransferase 

图  2  各组大鼠肝脏的扫描电镜结果. A: 正常大鼠(×16 800); B: 12 wk实验组(×16 800); C: 16 wk实验组(×9600); D: 24 wk

实验组(×7600); E: 24 wk实验组(Co: collagen)(×5700); F: 24 wk实验组(×5700).

A B

C D

E F

N

N

N

Co N
N

表  1  大鼠体质量、肝湿质量、腹腔内脂肪、SCD-1/β-actin mRNA比值及肝ATP含量(mean±SD, n = 5)

     
分组                       体质量(g)                  肝湿质量(g)                脂肪质量(g)        SCD-1/β-actin比值           ATP(×10-8 μmol/L)

N 8 wk           372.00±12.55           11.46±0.82              12.78±0.71             0.83±0.28                    2.96±0.43

H 8 wk           421.00±29.66b          15.22±2.41a             13.90±0.77a            0.39±0.18a                   2.40±0.54

N 16 wk         490.00±50.50           13.50±0.61              14.02±2.10             0.81±0.30                    3.00±0.42

H 16 wk         550.00±35.07a          16.16±1.47b             19.20±3.56a            0.44±0.17a                   2.26±0.55a

N 24 wk         496.44±22.05           12.66±1.34              14.28±3.46             0.88±0.22                    2.79±0.40

H 24 wk         563.90±32.89a          17.98±1.95b             19.52±1.02b            0.47±0.23b                  1.74±0.45b

N: 正常组; H: 高脂组; aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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Ⅰ, CPTⅠ)mRNA水平和活性, 提高β-氧化的

速率. 同时, 降低丝氨酸棕榈酰转移酶(ser ine 
palmitoyltransferase, SPT)的mRNA水平及活性, 
降低神经酰胺的合成, 发挥抗脂毒性作用[10]. 对
SCD-1-/-小鼠的研究发现, AMPK的激活可能是

SCD-1缺乏小鼠能量消耗增加的原因[11-12], 尽管

脂毒性与细胞内三酰甘油的含量相关, 但脂质诱

导的组织损伤可能并不是由三酰甘油引起[13-15], 
而是非氧化的棕榈酰CoA的衍生物——神经酰

胺的可能性最大[15-16]. 神经酰胺在细胞的休止、

分化和凋亡中起作用[17-19]. 在不同的胰岛素抵抗

啮齿类动物模型中, 神经酰胺诱导抑制Akt的活

性[20-22]; 在脂毒性中发挥重要作用. 神经酰胺与

发生在Zucker糖尿病大鼠及过度表达酰基-CoA
合成酶的心梗转基因小鼠的胰岛β-细胞[23]和心

脏[24]等非瘦素化组织的脂毒性有关[25], 内源性产

生的神经酰胺是软脂酸诱导的胰岛素抵抗[26]和

凋亡所必需的[23]. 在正常SD大鼠肝脏中表现如

何? 本研究希望通过对高脂饮食喂养的SD大鼠

肝脏组织学改变、SCD-1表达和ATP含量检测, 
研究SCD-1与肝脏能量代谢之间的关系. 

我们发现, 高脂饮食喂养可成功的塑造非

酒精性脂肪肝模型. 大鼠体质量增加、腹腔内

脂肪增多, 肝脏明显增大, 肝细胞内有脂肪颗粒

沉积, 肝细胞的超微结构特别是线粒体受到不

同程度的损坏[27]. 同时发现, 经一段时间喂养高

脂饮食大鼠肝SCD-1 mRNA水平下降, SCD-1 
mRNA水平下降可能与高脂喂养引起的内源性

高瘦素血症有关 [1,28], 瘦素是由脂肪细胞分泌

的抑制进食、刺激能量消耗、维持体质量防

止脂毒性对非脂肪组织损伤的激素[29-32]. Cohen 
et al [1]最近研究显示, SCD-1基因是瘦素信号的

靶基因, 瘦素通过转录因子SREBP[33]或神经肽

(neuropeptide Y, NPY)[34-35]发生作用, 抑制SCD-1
基因的表达. 本研究发现, 高脂饮食喂养SD大鼠

肝脏SCD-1的表达下调在8 wk就表现出显著性

差异, 而肝脏ATP含量及电镜下线粒体结构的改

变在16 wk有显著差异, 可能与SCD-1的表达下

调引起细胞内棕榈酰CoA水平升高, 神经酰胺的

合成增加有关. 对中国昌鼠卵巢细胞的研究发

现, SCD的主要产物油酸在细胞内神经酰胺的合

成起重要的调节作用[13]. 细胞内神经酰胺的水平

升高通常发生在线粒体凋亡阶段之前[36-37]. 线粒

体是神经酰胺介导的凋亡的靶器官, 在细胞凋

亡中起主要的调节作用[38-39]. 神经酰胺的合成位

于胞质内的内质网表面[40-41], 可通过内质网膜与

线粒体膜的近距离接触直接由内质网输入[42-43], 
或由线粒体合成[44-45]. 对线粒体的亚结构成份的

研究发现, 其内、外膜均具有合成神经酰胺的

能力[46]. 神经酰胺形成在线粒体结构上的分布决

定了其功能上的差异[19], 线粒体内膜生成神经酰

胺的能力和神经酰胺作为膜的固有成份[47], 线粒

体内膜的神经酰胺可通过抑制呼吸链的复合物

Ⅰ[48]和Ⅲ[49], 或增加过氧化氢的生成[50], 直接与

线粒体的电子传递链相互作用, 降低ATP的合成

和能量储存.  
通过在大鼠普通饲料中添加脂肪, 经一段

时间喂养后可成功的塑造非酒精性脂肪肝模型. 
高脂饮食使大鼠肝脏SCD-1 mRNA水平下降, 
使脂肪在肝内蓄积形成非酒精性脂肪肝. 同时, 
SCD-1 mRNA水平下降, 游离脂肪酸增加, 对线

粒体产生脂毒性, 引起线粒体结构和功能损伤, 
ATP生成减少, 加重了氧化应激对肝细胞的损伤. 
SCD-1在高脂饮食引起的非酒精性脂肪肝的形

成和治疗中起中枢调节作用, 有望成为临床非

酒精性脂肪肝的预防和药物开发的一个较为合

适的监测指标. 
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Abstract
AIM: To investigate the changes in intercellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1) expression after 
pioglitazone treatment in rats with severe acute 
pancreatitis (SAP).

METHODS: A total of 54 Sprague Dawley rats 
were randomly and averagely divided into 3 
groups, named group A, C and I. Group A and 
C served as SAP model and sham operation 
group, respectively. The rats in group I were 
treated with pioglitazone, an agonist of peroxi-
some proliferator activated receptor. The modi-
fied Aho’s method was used to reproduce SAP 
models, and the expression of ICAM-1 in pan-
creatic tissues was determined by immunohisto-

chemical staining�.

RESULTS: The histological examination re-
vealed obvious necrosis, hemorrhage, as wel1 
as inflammatory cell infiltration in pancreatic 
tissues after SAP model was induced, but the 
above pathological changes were alleviated 
in group I. After modeling, the expression of 
ICAM-1 was persistently increased from the 
3rd hour. In group A, the expression of ICAM-1 
was 0.73 ± 0.27, 0.93 ± 0.41, and 1.36 ± 0.54 at 
the 3rd, 6th, and 12th hour, respectively, and there 
was significant difference between those at the 
12th and 3rd hour (P < 0.05). In group I, ICAM-1 
expression was 0.57 ± 0.21, 0.86 ± 0.40, and 0.80 
± 0.53 at the 3rd, 6th, and 12th hour, respectively, 
and there was marked difference at the 12th hour 
between group A and I (P < 0.05). ICAM-1 ex-
pression was weakly positive in group C, and 
faded away as the time increased.

CONCLUSION: ICAM-1 is involved in the in-
flammatory response of SAP, while pioglitazone 
can inhibit the expression of ICAM-1 in SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Pioglitazone; 
Intercellular adhesion molecule-1

Xu P, Li QH, Chen LQ, Chen J, Xie Y, Lv NH, Hou XH. 
Effect of pioglitazone on expression of intercellular 
adhesion molecule-1 in rats with severe acute pancreatitis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(36):3457-3460

摘要
目的: 探讨PPARγ激动剂吡格列酮对重症急性
胰腺炎大鼠胰腺组织ICAM-1表达的影响并探
讨其意义. 

方法: SD大鼠54只随机分成SAP组(n  = 18)、
假手术组(n  = 18)和吡格列酮干预组(n  = 18). 
采用改良的Aho法制作SAP模型, 通过免疫
组织化学方法动态观察3组大鼠胰腺组织中
ICAM-1的表达, 同时观察胰腺组织病理变化. 

结果: 病理观察显示, SAP组大鼠胰腺组织有
明显坏死、出血及炎症细胞聚集, 而吡格列酮
干预组炎症反应明显减轻. 从造模后3 h起, 胰
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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 的 发 病 机
制十分复杂, SAP
发病后病情加重
的核心问题主要
涉及单核巨噬细
胞、中性粒细胞
(PMN)、血管内
皮细胞 (VEC)等
的参与介入, 其释
放的多种细胞因
子和炎性介质如
ICAM-1在SAP的
病情演变过程中
起着至关重要的
作用. PPARγ途径
在体外实验及动
物模型中具有抑
制单核/巨噬细胞
系统活化, 减少炎
症细胞积聚和炎
症因子释放等发
挥抗炎症作用.

■研发前沿
近年来国内外研
究表明, 过氧化酶
体增殖因子活化
受体γ(PPARγ)参
与机体的炎症反
应过程, 其激活可
导致NF-kB活性
下调, 减少炎症介
质的产生. PPARγ
与 多 种 细 胞 因
子、黏附分子基
因的转录和表达
关系密切, 并借此
影响急、慢性炎
症的发生、发展. 
PPARγ激动剂有
可能成为急性胰
腺炎一种有效的
治疗手段.



腺组织中ICAM-1即持续上调, 呈时间依赖性, 
SAP组3, 6, 12 h表达分别为0.73±0.27, 0.93
±0.41, 1.36±0.54, 12 h与3 h比较差异显著
(P <0.05); 干预组ICAM-1在3, 6, 12 h的表达分
别为0.57±0.21, 0.86±0.40, 0.80±0.53, 12 h
时显著低于SAP组(P <0.05); 假手术组呈弱阳
性表达, 并随时间延长而消失.

结论: ICAM-1参与了大鼠SAP的炎症反应, 
吡格列酮对ICAM-1的表达有抑制作用.

关键词: 重症急性胰腺炎; 吡格列酮; 细胞间黏附分

子-1 
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0  引言

急性胰腺炎(AP)是临床常见的急腹症, 近年来, 
发病率有所增高[1]. 大量的临床及实验研究表

明, 重症急性胰腺炎(SAP)发病后病情加重的

核心问题主要涉及单核巨噬细胞、中性粒细

胞(PMN)、血管内皮细胞(VEC)等的参与介入, 
其释放的多种细胞因子和其他炎性介质在SAP
的病情演变过程中起着至关重要的作用. 近年

来越来越多的研究发现, SAP时激活的PMN参

与胰腺及胰外组织的损伤, 是SAP时胰腺局部

及远隔器官功能损伤的重要病理因素. 我们采

用免疫组化方法, 观察SAP时细胞间黏附分子

-1(ICAM-1)在胰腺的表达情况, 同时观察吡格

列酮干预前后ICAM-1的表达情况的差异, 探讨

ICAM-1与SAP时组织损伤的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠(南昌大学医学院动科

部提供)54只, 体质量160-200 g. 随机分成SAP
组(A组, n  = 18)、假手术组(C组, n = 18)和干预

组(I组, n = 18). SAP模型制作参照Aho法并加以

改良: 大鼠术前禁食不禁水12 h; 术前2 h ip无菌

100 g/L DMSO溶液(10 mL/kg); 50 g/L盐酸氯胺

酮(0.1 g/kg) ip麻醉, 开腹后沿十二指肠内侧找

到胆胰管开口, 用5.5号穿刺针在近十二指肠开

口端逆行刺入胆胰管, 以2枚血管夹分别夹住肝

门部胆管和穿刺针; 以0.1 mL/min速度向胰管内

匀速注射50 g/L牛磺胆酸钠(1 μL/g); 观察胰腺

变化后连续缝合关腹. 假手术组: 开腹后不注射
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50 g/L牛磺胆酸钠溶液, 只翻动胰腺并以钝器轻

划胰腺3次. 以2 g/L DMSO-吡格列酮(20 mL/kg)
代替100 g/L DMSO, 作为干预组. 分别于术后3, 
6, 12 h 3个时段经腹主动脉放血将大鼠处死, 每
个时段每组各取6只大鼠. 取胰头部组织用40 g/L
中性甲醛固定后送检.
1.2 方法 胰腺组织经固定、包埋、常规HE染
色制片, 依据Kusske[2]标准进行评分. 胰腺组织

ICAM-1的表达检测情况如下: 切片常规脱蜡至

水, 微波修复抗原, 30 g/L过氧化氢-甲醇阻断内

源性过氧化物酶, P B S冲洗, 加兔抗I C A M-1 
(1∶50), 湿盒内4℃冰箱过夜, 加非生物素化的

二抗, 37℃孵育30 min, PBS冲洗, DAB显色, 苏
木素复染、中性树胶封片. PBS代替一抗为阴性

对照. 胞质或胞膜呈棕黄色为阳性. 阳性积分计

算方法[3]: 随机观察3个高倍视野, 分别计算阳性

细胞数N1、总细胞数N; 同时进行阳性细胞着色

强度(F)判断: 浅黄色为1分, 黄色为2分, 棕黄色

为3分, 最终的阳性积分 = N1/N×F.
统计学处理 数据采用mean±SD表示, 采用

SPSS 11.5软件包进行统计学分析, 以P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 组织病理学观察 A组胰腺明显水肿, 小叶间

隔增大, 间质内充斥大量淡红色水肿液, 部分腺

泡呈孤岛状; 术后3 h即有炎症细胞从血管壁游

出, 随时间延长炎症细胞浸润明显; 术后3和6 h
腺泡细胞颗粒样变性或空泡变性, 实质内可见

散在的灶状凝固性坏死, 术后12 h胰腺大片坏死, 
腺小叶排列紊乱, 坏死区腺泡结构消失, 细胞萎

缩、胞核溶解消失; 综合评分以12 h点改变最明

显. I组镜下表现与A组大体相似, 亦呈现出不同

程度的组织水肿、炎症细胞浸润、腺泡细胞的

变性坏死等特征, 但与A组同时段相比病变程度

轻; I组病理评分与A组同时段比较, 术后3 h差
异无统计学意义(P >0.05), 在6和12 h两个时段两

组差异均有显著性(P <0.01). C组胰腺间质仅见

轻度充血水肿, 小叶结构存在, 间质清晰, 间质

内偶见炎症细胞浸润, 但随时间延长病理改变

逐渐减轻, 与I, A组同时段相比差异均有显著性

(P <0.01)(表1).
2.2 ICAM-1的表达 阳性染色定于胰腺腺泡细胞

的胞膜、胞质及血管内皮细胞(图1): C组仅有少

量弱阳性表达于腺泡细胞和血管内皮细胞, 随
时间延长阳性染色消失; 术后3 h, A组ICAM-1在
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■相关报道
Hash imo to对AP
大 鼠 干 预 性 应
用 1 5 d - P G J 2后 , 
ICAM-1, IL-6表
达下调, NF-kB活
性下降, 胰腺组织
学改变减轻, 认为
15d-PGJ2发挥效
应是通过抑制抑
制蛋白(inhibitory 
kB, IkB)的降解而
实现. Cuzzocrea
对AP小鼠的研究
也得出类似结果. 
这些研究均提示
PPARγ激动剂有
可能成为一种有
效的治疗手段.

■创新盘点
近 年 研 究 显 示 , 
噻唑烷二酮类药
物 可 通 过 激 活
PPARγ而调控炎
症反应. 目前, 国
内外对PPARγ配
体与急性胰腺炎
之 间 关 系 的 研
究 主 要 集 中 在
15d-PGJ2和罗格
列酮, 有关吡格列
酮对AP作用的研
究尚无相关报道.
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胞质或血管内皮有较强表达, 此后表达持续增

强, 12与3 h比较差异有统计学意义(P <0.05);  I组
各时段均见阳性染色, 但较同时段A组弱, 阳性

表达于6 h达高峰, 不同时段之间差异无统计学

意义(P >0.05); A组与C组同时段相比差异均有显

著性(P <0.01); I组与C组同时段相比, 在3, 6 h点
两组差异有显著性(P <0.01), 12 h点差异有统计

学意义(P <0.05); A组与I组比较, 术后12 h差异有

统计学意义(P <0.05)(表2).

3  讨论

ICAM-1又称CD54, 是一条单链跨膜糖蛋白, 属
于免疫球蛋白家族中的主要代表. 生理条件下

ICAM-1仅低量表达于内皮细胞和上皮细胞表

面[4], 炎症反应时, 炎症部位常见大量ICAM-1表
达[5]. AP时PMN自循环血液中游出并在炎症区

域募集是引起和加重胰腺损伤及导致远隔器官

并发症的中心环节[6]. PMN的游出与募集又需要

多种黏附分子的参与, 其中ICAM-1介导的PMN
稳定黏附和穿越内皮细胞向炎症部位的游出起

关键作用[7]. 且ICAM-1表达的时态及表达量是

影响白细胞黏附、迁移并释放损伤性炎性介质

的重要因素[8]. 因此, 阻断ICAM-1的表达, 亦即

阻断了白细胞聚集与浸润, 打断细胞因子连锁

反应, 是治疗SAP的有效手段. 不论是急性水肿

性胰腺炎(acute edematous pancreatitis, AEP)还
是SAP, ICAM-1表达大多显著上调. 本研究发

现, SAP大鼠胰腺组织中可见ICAM-1表达, 随
时间推移表达增强, 组织炎症加重, 12与3 h比较

ICAM-1表达明显上调, 提示ICAM-1参与了胰腺

组织的炎症过程. 
PPARγ是细胞增殖和炎症反应的调节剂, 可

调节炎症相关基因的表达, 参与机体的炎症反

应过程, 且抗炎作用广泛而强大. 最先报道的

PPARγ合成配体是噻唑烷二酮类药物, 包括吡

格列酮、环格列酮、曲格列酮、罗格列酮等, 
对PPARγ有高度选择性, 在毫微克分子浓度水

平即可激活PPARγ, 临床上主要用于2型糖尿病

的治疗; 但近年研究显示, 该类药物可通过激活

PPARγ而调控炎症反应. 目前, 国内外对PPARγ
配体与AP之间关系的研究主要集中在15d-PGJ2

和罗格列酮, 有关吡格列酮对AP作用的研究尚

无相关报道. Hashimoto et al [9]对AP大鼠干预性

应用15d-PGJ2后, 大鼠COX-2, ICAM-1, IL-6表

A

B

C

图  1  各组大鼠术后6 h ICAM-1免疫组化染色(×400). A: C

组; B: I组; C: A组.

表  2  三组大鼠胰腺腺泡细胞ICAM-1比较

     
	                                  时段(h)

                           3	                    6	            12

C	 0.19±0.10        0.24±0.21	    0.11±0.12

I	 0.57±0.21b       0.86±0.40b	    0.80±0.53a

A	 0.73±0.27b       0.93±0.41b	    1.36±0.54bce

分组

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组; cP<0.05 vs  I组; eP<0.05 vs  3 h点. 

■应用要点
SAP的发病机制
十分复杂, 迄今为
止, 其具体机制仍
未 完 全 明 确 ,  目
前尚无特异治疗
手段. 因此, 如何
有效的防治SAP
成为当今医务人
员 面 临 的 挑 战 . 
用吡格列酮干预
治疗可减轻大鼠
SAP炎症程度, 为
PPARγ激动剂用
于临床治疗SAP
提供了实验依据.

■名词解释
1 过氧化物酶体
增殖剂激活受体
(PPAR): 属于II型
核受体超家族成
员, 是配体激活转
录因子. 因能被一
类脂肪酸样化合
物过氧化物酶体
增殖剂(PP)激活, 
被命名为PP激活
受体. 
2  ICAM-1(细胞
间黏附分子-1)又
称CD54, 是一条
单链跨膜糖蛋白, 
是最早发现的免
疫球蛋白超家族
黏附分子之一.

表  1  三组大鼠胰腺组织学评分变化(mean±SD)

     
	                                  时段(h)

                           3	                    6	            12

C	 1.67±2.16        0.50±0.55        0.50±0.55

I	 8.83±1.94b       7.83±0.75b	    7.50±1.05b

A	 9.67±1.37b     10.33±1.21bd	  11.33±1.75bd

分组

bP<0.01 vs  C组; dP<0.01 vs  I组. 
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达下调, NF-kB活性下降, 胰腺组织学改变减

轻, 认为15d-PGJ2发挥效应是通过抑制抑制蛋白

(Inhibitory kB, IkB)的降解而实现, 第一次体内

实验证明, PPARγ配体可能是AP的治疗靶点. 本
研究首次采用吡格列酮对AP大鼠施实干预后表

明, 干预组胰腺ICAM-1表达降低, 高峰提前至

6 h, 病理评分改善, 与Cuzzocrea et al [10]采用罗

格列酮干预治疗的结果一致, 且ICAM-1下调与

组织学评分减低之间具有一致性, 提示吡格列

酮可能通过抑制ICAM-1的表达而减轻AP的炎

症程度, 表明PPARγ激动剂有可能成为一种有效

的治疗手段.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of E-cadherin 
(E-Cad), matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) 
and intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) 
in different traditional Chinese medicine (TCM) 
classifications of syndrome for gastric carcinoma, 
and explore their relationships with syndromic 
classifications of gastric cancer.

METHODS: A total of 59 gastric cancer cases, 
including the types of incoordination between 
liver and stomach (n = 10), insufficiency of 
spleen and stomach (n = 10), stomach heat due 
to yin deficiency (n = 9), stagnation of phlegm-
damp (n = 10), retention of blood stasis toxin 
in the interior (n = 10) and exhaustion of both 
qi and blood (n = 10). The expression of E-Cad, 
MMP2, and ICAM-1 mRNA was determined by 

reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR), and the diversities were analyzed be-
tween the different syndromic types�.

RESULTS: Evident diversity was noted in the 
different syndromic types. The expression of 
E-Cad was significantly different between the 
types of stomach heat due to yin deficiency and 
exhaustion of both qi and blood (0.58 ± 0.11 vs 
0.89 ± 0.25, P = 0.026). The level of MMP2 ex-
pression was markedly lower in the types of in-
coordination between liver and stomach, stom-
ach heat due to yin deficiency, and insufficiency 
of spleen and stomach than that in the type of 
retention of blood stasis toxin in the interior (0.78 
± 0.26, 0.86 ± 0.22, 0.86 ± 0.22 vs 1.27 ± 0.44; P = 
0.006, P = 0.024, P = 0.020) or exhaustion of both 
qi and blood (0.78 ± 0.26, 0.86 ± 0.22, 0.86 ± 0.22 
vs 1.30 ± 0.59, P = 0.004, P = 0.016, P = 0.013). The 
expression of ICAM-1 was not evidently diversi-
fied between the six syndromic types.

CONCLUSION: The metastasic mechanism of 
gastric cancer is diversified between the differ-
ent syndromic classifications, in which the dif-
ferences of gene expression may play important 
roles.

Key Words: E-cadherin; Matrix metalloproteinase 
2; Intercellular adhesion molecule-1; Traditional 
Chinese Medicine types of syndrome; Gastric carci-
noma

Liu L, Xu L, Sun DZ, Wei PK. Correlations of E-cadherin, 
matrix metalloproteinase-2 and intercellular adhesion 
molecule-1 expression with traditional Chinese medicine 
classifications of syndrome for gastric carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(36):3461-3465

摘要
目的: 通过检测E-钙黏素(E-Cad)、MMP2和
ICAM-1在胃癌不同证型的表达, 探讨基因表
达与胃癌中医证型的关系. 

方法: 胃癌标本59例, 其中肝胃不和型10例、

脾胃虚寒型10例、胃热伤阴型9例、痰湿凝结
型10例、瘀毒内阻型10例和气血双亏型10例; 
采用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)检测六型
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■背景资料
证本质的研究是
目前中医现代化
研究中的热点和
难点 ,  临床发现 , 
不同证型的胃癌
之 间 ,  转 移 情 况
存在着一定的差
异. 近年来, 随着
分子生物学研究
的深入开展, 发现
肿瘤转移是一个
多步骤、多因素
参与的复杂过程, 
E-钙黏素(E-Cad), 
MMP2和ICAM-1
在此过程中发挥
着重要的作用.



胃癌组织E-Cad、MMP2和ICAM-1 mRNA的
表达水平, 并对各基因在不同证型的表达情况
以及证型与基因的关系进行分析. 

结果: 3种目的基因在6种证型中的表达均有
很大差异, 其中, E-Cad在胃热伤阴型与气血
双亏型中的表达有显著性差异(0.58±0.11 vs  
0.89±0.25, P  = 0.026), MMP2在肝胃不和型与
瘀毒内阻、气血双亏两型有显著性差异(0.78
±0.26 vs  1.27±0.44, P  = 0.006; 0.78±0.26 vs  
1.30±0.59, P  = 0.004), 胃热伤阴型与瘀毒内
阻、气血双亏两型有显著性差异(0.86±0.22 
vs  1.27±0.44, P  = 0.024; 0.86±0.22 vs  1.30±
0.59, P  = 0.016), 脾胃虚寒型与瘀毒内阻、气
血双亏两型有显著性差异(0.86±0.22 vs  1.27
±0.44, P  = 0.020; 0.86±0.22 vs  1.30±0.59, P  
= 0.013); ICAM-1在各证型间无显著差别, 但
已有组间差别的趋势.

结论: 不同证型胃癌的转移机制存在一定的
差异, 基因表达的差异可能是形成不同证型的
物质基础之一.

关键词: E-钙黏素; 基质金属蛋白酶-2; 细胞间黏

附分子-1; 中医证型; 胃癌 
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0  引言

辨证论治是中医理论特色之一, 证作为疾病某

一阶段病因、病位、病性以及邪正关系的综合

概括, 在中医临床中占有举足轻重的地位. 临
床发现, 不同证型的胃癌之间, 转移情况存在

着一定的差异. 近年来, 随着分子生物学研究

的深入开展, 发现肿瘤转移是一个多步骤、多

因素参与的复杂过程, E-钙黏素(E-Cad), MMP2
和ICAM-1在此过程中发挥着重要的作用. 有关

E-Cad, MMP2和ICAM-1与胃癌的分期、病理分

型、浸润转移以及预后的研究已非常深入, 但
与胃癌中医证型之间的关系尚鲜见报道, 我们

就二者之间的关系进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-12/2003-12长征医院普外科经确

诊为胃癌并于次日手术的患者. 标本于切除后

半小时内放入-70℃冰箱保存备用, 共收集到胃

癌组织标本59例, 男性38例, 女性21例, 平均年

3462                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年12月28日    第14卷   第36期

龄60.37±9.84岁. DEPC(焦碳酸二乙酯): Sigma
公司产品; TRIzol: 上海生工生物工程技术服务

有限公司产品; M-MLV Reverse Transcriptase(反
转录酶): Promega公司产品; Oligo dT, dNTP和
Ribonuclease Inhibitor: TaKaRa公司产品; Taq 
DNA Polymerase: MBI公司产品.
1.2 方法 患者手术前1 d, 由两名主治以上资历

的医师进行床边辨证, 并详细记录与辨证相关

的症状、体征、舌苔和脉象等. 辨证标准根据

我科前期循证研究结果, 并参照1978年全国第

一届胃癌学术会议北京市胃癌协作组制定的6
型分法辨证[1-4]. 其中肝胃不和10例、脾胃虚寒

10例、胃热伤阴9例、痰湿凝结10例、瘀毒内

阻10例、气血双亏10例, 共59例. 
采用RT-PCR方法半定量检测: (1)总mRNA

提取: 用TRIzol、氯仿、异丙醇等提取癌组织

中RNA, 紫外分光光度计测定总RNA, A 260/A 280

鉴定mRNA纯度, 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴

定mRNA的完整性, 并将RNA稀释至1 g/L; (2) 
cDNA合成: 总反应体系20 μL, 在微量离心管中

加入RNA Sample 1 μL, Oligo dT primer 1 μL, 
RNAse Inhibitor 0.5 μL, 用DEPC处理过的双

蒸水补足体积至11.5 μL, 72℃加热2 min, 冰浴

2 min, 上述体系内加入5×Buffer 4 μL, 10×
dNTPmix 2 μL, M-MLV反转录酶0.5 μL, DTT 
2 μL, 42℃加热60 min, 冰浴2 min; (3)引物合成: 
上海生工生物工程技术有限公司合成引物(表1); 
(4)PCR扩增: 总反应体系25 μL. cDNA模板6 μL, 
10×Buffer 2.5 μL, 12.5 mmol/L dNTP 0.5 μL, 
25 mmol/L MgCl2 1.0 μL, 顺向、反向引物各

0.5 μL, Taq酶0.3 μL(最后加), 双蒸水13.7 μL(表
2); (5)图像分析: PCR产物在15 g/L琼脂糖凝胶

上电泳, 0.5 mg/L EB染色, 出现与扩增产物大小

相等的电泳条带为阳性, 结果采用Gis凝胶图像

处理软件进行分析, 用内参基因的灰度值校正

目的基因产物的灰度值, 进行半定量分析.
统计学处理 应用SPSS11.5软件包, 计量资

料结果皆以均数±标准差(mean±SD)表示, 采
用方差分析ANOVA, 组间两两比较.

2  结果

2.1 各基因在不同证型中的表达 内参在各证型

中的表达无差别, E-Cad在6种证型中的表达为

气血双亏型>肝胃不和型>脾胃虚寒型>痰湿凝

结型>瘀毒内阻型>胃热伤阴型, 其中胃热伤阴

型与气血双亏型有显著性差异(P <0.05); MMP2

www.wjgnet.com
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在6种证型中的表达为气血双亏型>瘀毒内阻

型>痰湿凝结型>脾胃虚寒型 = 胃热伤阴型>肝
胃不和型, 其中, 肝胃不和型与瘀毒内阻型、气

血双亏型均有显著性差异(P <0.01), 胃热伤阴

型与瘀毒内阻型、气血双亏型均有显著性差异

(P <0.05), 脾胃虚寒型与瘀毒内阻型、气血双亏

型有显著性差异(P <0.05); ICAM-1在6种证型中

的表达为瘀毒内阻型>胃热伤阴型>痰湿凝结型

>气血双亏型>脾胃虚寒型>肝胃不和型, 各证型

间无显著性差异, 但已有组间差异的趋势(表3,表3, 
图1). 由于各目的基因在转移的不同步骤发挥作). 由于各目的基因在转移的不同步骤发挥作

用, 结合实验结果, 提示同一基因在不同证型中

发挥的作用不同, 不同证型的转移机制存在着

一定的差异. 
2.2 各证型中不同基因的表达 肝胃不和型中

各基因的表达为E-Cad>MMP2>ICAM-1; 胃热

伤阴型中各基因的表达为MMP2>ICAM-1>E-
Cad; 脾胃虚寒型中各基因的表达为MMP2>E-
Cad>ICAM-1; 痰湿凝结型中各基因的表达为

MMP2>ICAM-1>E-Cad; 瘀毒内阻型中各基因

的表达为MMP2>ICAM-1>E-Cad; 气血双亏型

中各基因的表达为MMP2>E-Cad>ICAM-1; 不
同证型3种基因的表达情况既有相同之处, 又存

在一定差异, 提示, 目的基因在mRNA水平表达

的差异可能是形成不同证型的内在物质基础

之一.

3  讨论

肿瘤的浸润转移过程大致分为以下几个步骤: 
(1)癌细胞间黏附能力下降, 从原发瘤脱落, 这是

肿瘤转移的先决条件[5]; (2)脱落的癌细胞黏附于

细胞外基质(ECM), 释放多种水解酶类, 使ECM
降解; (3)癌细胞以主动方式侵入循环管道, 形成

栓子; (4)在特定器官的毛细血管滞留并黏着, 再

表  1  PCR反应引物设计与扩增片段长度

       
扩增基因	                                  引物设计	                                 扩增片段长度

GADPH           顺向: 5'TTAGCACCCCTGGCCAAGG3'                540 bp

                       反向: 5'CTTACTCCTTGGAGGCCATG3'               

E-Cad            顺向: 5'CTGAAGTGACTCGTAACGACG3'            286 bp

                       反向: 5'CATGTCAGCCAGCTTCTTGAAG3'          

MMP2	        顺向: 5'GGCCCTGTCACTCCTGAGAT3'               477 bp

                       反向: 5'GGCATCCAGGTTATCGGGGA3'             

ICAM-1	        顺向: 5'CGGAAGGTGTATGAACTGAGCA3'         323 bp

                       反向: 5'ATTGGCTCCATGGTGATCTCTC3'           

表  2  PCR反应条件

       
扩增基因	          预变性               变性	       退火	           延伸        循环数

GADPH        95℃ 5 min      94℃ 30 s      55℃ 30 s     72℃ 40 s       28

E-Cad	     95℃ 5 min      94℃ 30 s	 57℃ 30 s	     72℃ 20 s       33

MMP2	     95℃ 5 min      94℃ 30 s	 56℃ 30 s	     72℃ 30 s       33

ICAM-1	     95℃ 5 min      94℃ 30 s	 55℃ 30 s	     72℃ 20 s       35 

图  1  各证型胃癌组织中GADPH, E-Cad, MMP2, ICAM-1的
mRNA表达. A: GADPH; B: E-Cad; C: MMP2; D: ICAM-1; 

M: Mark; 1: 肝胃不和; 2: 胃热伤阴; 3: 脾胃虚寒; 4: 痰湿凝

结; 5: 瘀毒内阻; 6: 气血双亏.

  M        1        2       3        4        5        6A

B

C

D

■同行评价
本文利用现代分
子生物学技术, 通
过对胃癌组织中3
种基因检测, 探讨
胃癌不同中医证
型的分子机制, 研
究将传统中医与
现代基础医学理
论和技术紧密相
结合, 立题与结果
均有一定新意, 且
具有科学性, 可读
性.
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次穿过血管壁并定居、增殖, 形成转移灶, 肿瘤

转移是这样一个多步骤、连续的主动过程, 受
多种因素的影响. 

E-Cad是介导同质细胞间黏附的一组跨膜

糖蛋白, 与细胞骨架蛋白、肌动蛋白等结构黏

附连接, 是建立与保持上皮细胞极性与细胞间

紧密连接的关键分子. 当其表达减少或功能障

碍时将无法相互黏连, 这对于肿瘤来说意味着

浸润生长与转移[6]. 近年来, 从分子水平上对肿

瘤细胞的黏附功能进行了较深入的研究, 显示

多种癌细胞系或癌组织在早期常有E-Cad表达

的下降和功能障碍存在, 癌细胞因此获得一定

的自由, 向癌肿周围浸润性生长, 到后期更为明

显, 癌细胞可以完全脱离癌组织, 呈游离状态, 
随血流播散形成转移癌, E-Cad介导的黏附系

统已被公认为“浸润抑制系统”[7], E-Cad表达

的下调还与胃癌的生长方式、浸润深度及转移

有关[8-14]. 结合本实验结果, 提示E-Cad表达的减

少在胃热伤阴、痰湿凝结和瘀毒内阻3型的转

移过程中作用更重要. 癌细胞在穿过基底膜和

ECM的过程中, 基质金属蛋白酶(MMPs)发挥了

重要的作用, 其中, 又以MMP2在肿瘤侵袭转移

中的作用最为重要[15]. MMP2以前酶原的形式由

结缔组织细胞产生, 降解Ⅳ, Ⅴ型胶原及明胶等, 
在体内主要的作用是在炎症细胞迁移和肿瘤浸

润中降解ECM和基底膜. 胃癌细胞MMP2主要

表达于细胞膜, 其前体在细胞表面的激活主要

参与了局部基质的降解, 这种局部降解对于癌

细胞的迁移具有决定性作用, 即胃癌细胞扩散

与血管侵犯的关键环节. MMP2不仅通过降解

ECM促进肿瘤侵袭转移, 还通过刺激毛细血管

内皮细胞增生、新生血管形成等促进肿瘤生长

和扩散[16-17]. 研究发现, MMP2表达的增高与胃

癌侵袭、淋巴结转移以及分化密切相关[18-21]. 本
实验中我们发现瘀毒内阻与气血双亏两型的表

达明显增加, 提示MMP2表达的增加与此两型的

转移关系密切. 

ICAM-1是免疫球蛋白超家族成员之一, 是
白血球整合黏蛋白受体及淋巴细胞功能相关抗

原-1(LFA-1)拮抗受体[22], 通过促进异源细胞间

的相互黏附, 从而导致肿瘤的转移. 肿瘤细胞

通过ICAM-1表达的增加与白细胞黏附, 进而

黏附到血管内皮并渗出血管外, 播散到其他部

位[23]. 而且, 可溶性ICAM-1(s ICAM-1)还可通

过促进肿瘤血管的生成和伪装癌细胞使其逃避

机体的免疫监视, 而促进肿瘤的转移[24]. 研究发

现, ICAM-1的表达与胃癌淋巴结转移和TNM
分期有显著相关性[25-30]. 本实验中, 各证型之间

ICAM-1的表达无显著性差异, 但胃热伤阴、痰

湿凝结和瘀毒内阻三型的表达有增高趋势, 说
明胃热伤阴型、痰湿凝结型和瘀毒内阻型发生

转移与ICAM-1表达增加关系更密切一些. 通过

本实验我们发现, 在mRNA水平, E-Cad, MMP2
与ICAM-1在6种证型中的表达都有一定的差异, 
而且各基因分别在肿瘤转移的不同步骤发挥作

用, 因而本结果可以提示, 不同证型, 其转移机

制可能存在一定的差异. 由于各基因在转移过

程的不同步骤、不同部位发挥作用, 因此, 临床

中可以有的放矢的针对不同靶点进行治疗, 而
这恰恰从基因水平验证了中医辨证施治理论的

正确性, 而且为其他治疗方法的研究也提供了

新的依据. 
证本质的研究是目前中医现代化研究中的

热点和难点, 随着分子生物学的飞速发展, 证本

质的研究内容不断被充实, 通过本实验我们还

发现, 每个证型之间, 基因的表达情况既有相同

之处, 同时也存在一定的差异, 根据中医“有诸

内者必形诸外”的理论, 各基因在mRNA层次表

达的差异可能也是形成不同证型的内在物质基

础之一.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical safety and efficacy 
of double-balloon enteroscopy in the diagnosis 
of small intestinal strictures.

METHODS: Totally, 76 patients with suspected 
intestinal diseases received double-balloon en-
teroscopic examinations via mouth or anus. For 
those patients with negative results, another 
enteroscopic examination was suggested some 
other day. Of them, 13 patients with suspected 
strictures underwent barium-meal examination. 
The screening rates and diagnostic rates between 
the two different methods were comparatively 
analyzed�.

RESULTS: Of the 13 patients with suspected 
intestinal strictures, the numbers of patients 
undertaking enteroscopy via mouth, via anus, 

via both mouth and anus were 8, 3 and 2, re-
spectively. The mean time of examination was 
74 min (55-120 min). The screening rate of stric-
tures via enteroscopy was 84.6% (11/13), includ-
ing 6 cases of intestinal neoplasms, 3 cases of 
Crohn’s diseases, and 2 cases of inflammatory 
strictures, while the diagnostic rate was 69.2% 
(9/13). There were no serious adverse reac-
tions and complications in all patients received 
enteroscopy. Of the 13 patients with suspected 
strictures, the screening rate via barium-meal ex-
amination was 53.8 (7/13), including 3 cases of 
intestinal neoplasms, 2 cases of Crohn’s diseases, 
and 2 cases of inflammatory strictures, while the 
diagnostic rate was 30.1% (4/13). Furthermore, 
among those 6 patients with negative results via 
barium-meal examination, 4 patients were diag-
nosed with intestinal diseases by double-balloon 
enteroscopy. There were 3 patients with incor-
rect diagnosis via barium-meal examination, but 
they were correctly diagnosed by enteroscopy. 
The screening rate and diagnostic rate of double-
balloon enteroscopy were significantly higher 
than those of barium-meal examination (P < 0.01).

CONCLUSION: Besides no serious adverse re-
action and complication, double-balloon enter-
oscopy has higher screening rate and diagnosis 
rate for intestinal strictures, and can be regarded 
as the first choice for suspected intestinal stric-
ture patients.

Key Words: Double-balloon enteroscopy; Intestinal 
stricture; Barium-meal examination; Diagnosis
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摘要
目的: 比较双气囊电子小肠镜及小肠钡灌检
查在疑有小肠狭窄患者中病变的检出率和诊
断率, 评价双气囊电子小肠镜在小肠狭窄诊断
中的价值及安全性. 

方法: 疑患小肠疾病患者76例, 行双气囊电子

■背景资料
小肠疾病的诊断
历来是临床实践
的难点之一, 传统
的小肠镜、全消
化道钡餐及胶囊
内镜等检查均不
尽人意, 误漏诊率
较高. 双气囊电子
小肠镜是近年来
开展应用的全新
的小肠疾病诊治
方法, 能否成为小
肠疾病诊断的首
选需在临床实践
中进一步研究和
观察.
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小肠镜检查, 分别经口或经肛进镜, 对未检出
病灶者建议择期改换进镜方式再行检查; 其
中疑小肠狭窄患者13例均行小肠钡灌检查. 比
较2种检查方法在疑小肠狭窄患者中病变的检
出率、诊断率. 

结果: 疑有小肠狭窄患者13例中有8例经口、

3例经肛、2例分别经口和经肛行双气囊电
子小肠镜检查, 检查所用平均时间74(55-120) 
min, 小肠狭窄病变检出率为84.6%(11/13), 
其中小肠肿瘤6例, 克罗恩病3例, 炎性狭窄2
例. 检出病变中双气囊电子小肠镜诊断率为
69.2%(9/13), 所有患者均未发生严重不良反
应和并发症. 疑小肠狭窄患者小肠钡灌检查的
病变检出率为53.8%(7/13), 其中小肠肿瘤3例, 
克罗恩病2例, 炎性狭窄2例. 在小肠钡灌检查
未发现异常的6例病变中有4例在双气囊电子
小肠镜检查中发现病变; 3例未能正确诊断的
病例在双气囊电子小肠镜检查中均得到正确
诊断. 双气囊电子小肠镜在小肠狭窄中的病变
检出率和诊断率均明显高于小肠钡灌检查, 二
者均有显著差异(P <0.05).

结论: 双气囊电子小肠镜对小肠狭窄有较高
的病变检出率和诊断率, 无严重不良反应和并
发症, 可作为首选检查方法.

关键词: 双气囊电子小肠镜; 小肠狭窄; 小肠钡灌检

查; 诊断 
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0  引言

小肠长约4-6 m, 肠管排列盘曲折叠, 小肠疾病的

诊断是临床上的难点[1]. 小肠狭窄是小肠常见的

病征, 需快速正确诊断和治疗, 而治疗方法的选

择最重要的是确定狭窄是否由肿瘤引起. 全消

化道钡餐、小肠钡灌、血管造影等常规检查在

小肠疾病中的诊断率较低[2], 误漏诊率较高[3]. 推
进式小肠镜因操作性较差或仅能插至近端空

肠[4], 诊断率亦较低; 胶囊内镜对小肠疾病有较

高的诊断率, 为诊断小肠疾病的最主要方法[5], 
但无活检和治疗功能且不能用于小肠疑有不全

狭窄患者的诊断[6], 亦有局限性. 双气囊电子小

肠镜是近年来开展应用的全新的小肠疾病诊治

方法[7-8], 理论上可观察小肠的任何部位并能对

病变进行定位和活检[9]. 本研究通过比较双气囊

电子小肠镜和小肠钡灌检查对疑有小肠狭窄患

者病变的检出率和诊断率, 评价双气囊电子小

肠镜在小肠狭窄诊断中的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-01/2006-01经B超、胃镜、结肠镜

或上消化道钡餐、钡剂灌肠、CT/MRI、血管造

影、核素扫描等检查未能明确病因疑有小肠疾

病的患者76例, 包括不明原因消化道出血33例
和腹痛、腹泻待查患者43例, 在我院内镜中心

行双气囊电子小肠镜检查. 其中有明显腹痛和

/或呕吐且腹部平片、CT/MRI等检查高度怀疑

小肠狭窄的患者13例, 男7例, 女6例, 平均年龄

47.6(20-68)岁, 均行小肠钡灌检查. 采用富士能

EN450P5型双气囊电子小肠镜, 包括内镜、外套

管、主机和气泵. 内镜长度200 cm, 外径9 mm. 
镜身前端有可装卸的乳胶气囊 ,  充气后直径

2.5 cm, 压力6 kPa. 同样带有气囊的柔软外套管

长度135 cm, 外径12 mm, 气囊充气后直径5 cm, 
压力6 kPa. 通过气泵控制气囊充气和放气. 经专

用活检钳钳取病理标本. 双气囊电子小肠镜由

术者和助手配合进行操作.
1.2 方法 检查前1 d流质饮食, 检查前8 h禁食, 经
肛方式检查者检查前4 h以温水2000 mL冲服复

方聚乙二醇电解质溶液(含聚乙二醇118 g)以清

洁肠道. 检查方式包括经口和/或经肛. 怀疑空

肠疾病或病变部位难以判断时先考虑经口方式, 
怀疑回肠疾病时则考虑先经肛方式. 经口检查

时当小肠镜到达空回肠交界处或回肠上段仍未

发现病灶, 即在黏膜下注射10 g/L靛胭脂2 mL, 
作为另侧进镜后会合的标记, 在患者同意情况

下, 择期选择另侧进镜检查. 在小肠狭窄患者检

查中, 如发现病灶, 则同样在病灶处黏膜下注射

10 g/L靛胭脂2 mL, 作为外科手术的明确定位. 
整个操作过程均在静脉内异丙酚镇静麻醉下进

行, 有2位麻醉科医师负责麻醉操作和监护.
统计学处理 相关资料采用χ2检验进行分析,  

P <0.05为差异有显著性.

2  结果

在13例疑小肠狭窄患者中有10例首选经口进镜, 
3例首选经肛进镜, 2例首选经口进镜检查阴性

者择期从另侧进镜检查. 小肠镜均达到病灶处

或空回肠交界处, 部分深达回肠中下段, 均未能

到达回盲部. 平均检查时间74(55-120) min. 双
气囊电子小肠镜对13例疑小肠狭窄患者的检

■创新盘点
本文首次报道双
气囊电子小肠镜
在疑有小肠狭窄
患者中病变的检
出率和诊断率, 并
与小肠钡灌进行
比较. 目前尚无密
切相关文献发表.
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查结果见表1, 其中11例患者发现有不同程度的

小肠狭窄及引起狭窄的病变, 小肠狭窄病变检

出率为84.6%(11/13). 检出病变中诊断小肠肿

瘤6例, 5例经手术或术后病理证实, 1例手术证

实为多发性溃疡形成的炎性包块, 小肠肿瘤占

小肠总检出病变的45.4%(5/11), 双气囊电子小

肠镜对引起小肠狭窄的小肠肿瘤的诊断率为

83.6%(5/6). 非肿瘤性病变中3例为克罗恩病, 2
例手术或病理证实; 2例为炎性狭窄, 其中1例手

术后病理证实为血吸虫虫卵沉积, 各种病变双

气囊电子小肠镜下表现见图1. 双气囊电子小肠

镜对小肠狭窄病变的诊断率为69.2%(9/13). 11
例发现病变的病例均取活检, 其中8例手术, 活
检病理与手术后病理只有5例符合, 活检病理准

确率为62.5%(5/8). 2例未发现病变的患者均为

经口进镜, 均只到达回肠上段(患者拒绝另侧进

镜检查). 
疑小肠狭窄患者小肠钡灌检查的病变检出

率为53.8%(7/13), 诊断率仅为30.1%(4/13). 检出

病变中诊断小肠肿瘤3例, 1例手术证实为多发

图  1  双气囊电子小肠镜(经口进镜)检查结果. A: 十二指肠降部间质细胞瘤; B: 回肠上段炎性包块; C: 空肠上段淋巴瘤; D: 

空－回肠交界处死亡钙化血吸虫卵沉积; E: 回肠中段克罗恩病; F: 空肠上段腺癌.

A B C

D E F

表  1  双气囊电子小肠镜及小肠钡灌对小肠狭窄病变的检出结果

     
          年龄                                                             钡灌检查         双气囊小肠镜          活检和/或                                   

           (岁)                                                                  诊断                     诊断                  手术病理

  1       34      男       经口          腹痛黑便        炎性狭窄         多发性糜烂            非特异性炎症                     空肠中段

  2       64      男       经口	 腹痛	       小肠肿瘤         恶性肿瘤	            腺癌1	                      空肠上段

  3       41      女       经口	 腹痛呕吐        炎性狭窄         淋巴瘤	            B细胞淋巴瘤1	      空肠下段

  4       48      女       经口	 黑便	                               淋巴瘤	            B细胞淋巴瘤1	      空肠上段

  5       49      男       经肛	 呕吐	       克罗恩病         多发糜烂及溃疡     死亡钙化血吸虫卵沉积1     空-回肠交界

  6       55      女       经口经肛   腹痛	       小肠肿瘤         恶性肿瘤	            多发溃疡引起的炎性包块1  回肠上段

  7       68      女       经肛	  腹痛呕吐                              克罗恩病	            符合克罗恩病	      回肠下段

  8       68      男       经口           腹痛	       小肠肿瘤         恶性肿瘤	            恶性间质细胞瘤1	     十二指肠降段

  9       56      男       经口	  黑便	                               淋巴瘤	            T细胞淋巴瘤1	                     空肠上段

10       20      女       经口经肛    腹痛黑便                              克罗恩病	            符合克罗恩病	     回肠下段

11       52      男       经肛	   腹痛	                               克罗恩病	            符合克罗恩病1	     回肠中段

12       36      男       经口	   腹痛呕吐                              未见异常		                                       回肠上段

13       45      女       经口	   腹痛呕吐      克罗恩病         未见异常               符合克罗恩病1	      回肠下段

1手术后病理.

患者            性别    进入通道          指征                                                                                                                            部位

■应用要点
通过双气囊电子
小肠镜对小肠狭
窄性疾病的研究, 
表明该检查对于
早期诊断小肠的
肿瘤性疾病有良
好的临产意义, 同
时小肠镜下狭窄
部位靛胭脂注射, 
可作为外科手术
的明确定位.
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性溃疡形成的炎性包块; 克罗恩病2例, 1例手术

证实为血吸虫虫卵沉积; 炎性狭窄2例, 1例手术

后证实为淋巴瘤(表1). 在小肠钡灌检查未发现

异常的6例病变中4例在双气囊电子小肠镜检查

中发现病变; 3例未能正确诊断的病例在双气囊

电子小肠镜检查中均得到正确诊断; 另外1例在

双气囊电子小肠镜(经口进镜)检查中未发现病

变的患者经小肠钡灌检查诊断为克罗恩病, 病
变位于回肠下段, 后经手术证实. 双气囊电子

小肠镜在小肠狭窄中的病变检出率和诊断率

均明显高于小肠钡灌检查, 二者均有显著差异

(P <0.05). 
双气囊电子小肠镜操作过程因均在静脉镇

静麻醉下进行, 所以无明显不适反应; 操作结

束后大部分患者有咽喉部不适和轻度疼痛、头

晕、腹胀、轻微腹痛、恶心和呕吐等不良反应, 
但均能自行缓解; 未见与操作相关的消化道出

血、急性胰腺炎、消化道穿孔和其他并发症.

3  讨论

狭窄是小肠常见的病征, 一旦怀疑小肠狭窄, 就
应尽快为治疗提供准确的病变情况描述和正

确的诊断. 然而由于医师没有选择正确的检查

方法导致诊断经常被延误, 平均达8.2 mo[10], 所
以如何首选正确的检查方法, 对小肠疾病尤其

是小肠狭窄的诊断和治疗极其重要. 小肠长约

4-6 m, 肠管排列盘曲折叠, 所以小肠疾病的诊

断相对比较困难, 传统的各种检查方法因敏感

性和特异性较低, 均无法满足临床诊断要求. 小
肠钡剂灌肠对占位性和狭窄性病变有一定的诊

断能力, 但操作者的经验和方法对检查结果有

明显影响, 其对小肠疾病的整体阳性率仅在20%
左右[11]; 传统的推进式小肠镜具有活检功能, 且
不受肠腔狭窄的限制, 是诊断小肠狭窄的常用

方法, 但他仅可到达屈氏韧带下80-100 cm而不

能观察整个小肠; 胶囊内镜的开展应用使小肠

疾病的诊断有了很大程度的改善[12-13], 但胶囊可

能存在滞留, 因此不能用于小肠狭窄的诊断. 
双气囊电子小肠镜是近年来开展的小肠诊

治新技术 ,  有着其他检查手段无可比拟的优

势[7]. 与推进式小肠镜相比, 双气囊电子小肠镜

通常情况下可抵达空回肠交界处, 部分可深达

回肠中下段, 通过经口和经肛相结合甚至可完

成全小肠检查; 对小肠疾病的检出率也显著高

于前者(79% vs  31%)[14]. 本研究双气囊电子小肠

镜发现的11例病变中有7例病灶位于空肠中段

或以下, 为推进式小肠镜较难到达的区域. 多项

研究显示, 胶囊内镜在不明原因消化道出血的

小肠病变检出率和诊断率高于双气囊电子小肠

镜[15-16], 且可指导双气囊电子小肠镜进镜方式

的选择, 减少盲目检查所带来的不良后果[17], 但
对肿瘤等疾病的诊断率则显著低于后者[18]. 小
肠肿瘤是引起小肠狭窄的重要病因, 治疗前小

肠狭窄病变部位的确定和病理标本的取得非常

重要, 他有助于决定治疗方法的选择. 本研究检

出病变中诊断小肠肿瘤6例, 其中5例经手术或

术后病理证实, 小肠肿瘤占小肠总检出病变的

45.4%(5/11), 双气囊电子小肠镜对引起小肠狭

窄的小肠肿瘤的诊断率为83.6%(5/6); 同时我们

在这些患者的狭窄部位通过小肠镜预先在黏膜

下注射10 g/L靛胭脂2 mL, 作为外科手术的明确

定位, 因此手术中, 病变部位很容易找到. 另外

双气囊电子小肠镜具有胶囊内镜所缺乏的诸多

优点, 如充气、吸引、冲洗、反复观察、取活

检标本和内镜下治疗等. 所以双气囊电子小肠

镜可作为诊断疑小肠狭窄特别是肿瘤引起的小

肠狭窄疾病的首选检查方法. 
本研究共13例疑小肠狭窄患者进行双气囊

电子小肠镜检查, 其中11例患者发现有不同程

度的小肠狭窄及引起狭窄的病变, 双气囊电子

小肠镜对小肠狭窄病变检出率为84.6%(11/13), 
对小肠狭窄病变的诊断率为69.2%(9/13); 同时

对疑小肠狭窄患者行小肠钡灌检查, 小肠钡灌

检查对小肠狭窄病变检出率为53.8%(7/13), 诊
断率仅为30.1%(4/13). 在小肠钡灌检查未发现

异常的6例患者中4例在双气囊电子小肠镜检查

中发现病变; 3例未能正确诊断的病例在双气囊

电子小肠镜检查中均得到正确诊断. 双气囊电

子小肠镜在小肠狭窄中的病变检出率和诊断率

均明显高于小肠钡灌检查, 二者均有显著差异

(P <0.05). 
对于双气囊电子小肠镜检查阴性的患者, 

可能与病变系非小肠源性疾病或病变位于小肠

镜所到范围之外等因素有关. 双气囊电子小肠

镜虽在常规情况下经口能抵达空回肠交界处, 
但对于未抵达回盲瓣且不愿择期再行经肛检查

的患者, 还留有相当一部分小肠未行检查. 本研

究2例未发现病变的患者经口进镜, 均只到达回

肠上段, 其中1例后经小肠钡灌检查诊断为克罗

恩病并由病理证实, 主要因为病变位于回肠下

段. 因此在不同时间进行经口和经肛相结合的

小肠镜检查, 能使相当一部分患者整个小肠得

■同行评价
本文就双气囊电
子小肠镜对小肠
的狭窄性疾病进
行研究, 并与小肠
钡灌进行比较, 有
良好的临床意义
及一定的创新性.
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到完整、全面的检查; 再结合小肠钡灌检查等

辅助检查, 将大大降低双气囊小肠镜在疑小肠

狭窄疾病中的漏诊率, 提高病变检出率. 
本研究中, 活检病理与手术病理结果的符合

率较低, 仅为62.5%(5/8), 可能由于所用的活检

钳较小(钳道直径2.2 mm, 活检钳直径1.8 mm), 
导致部分标本组织过小引起, 因此改进活检钳,
增大活检标本组织将有助于提高活检病理的诊

断符合率. 双气囊电子小肠镜在小肠狭窄患者

中的镜下治疗是他的另一优越性. 国外一项研

究显示, 对非肿瘤性小肠狭窄包括克罗恩病、

外伤或手术后黏连及炎性狭窄的患者在双气囊

电子小肠镜下进行扩张术后取得很好效果[9]. 由
于目前国内尚无双气囊小肠镜相应的治疗器械

供应, 我们尚未能开展镜下治疗. 
经镇静麻醉的双气囊电子小肠镜操作过程

无任何不适感觉; 操作结束后大部分患者有咽

喉部不适和轻度疼痛、头晕、腹胀、轻微腹

痛、恶心和呕吐等不良反应, 均能自行缓解; 未
见与操作相关的消化道出血、急性胰腺炎、消

化道穿孔和其他并发症. 
总之, 双气囊电子小肠镜对小肠狭窄有较高

的病变检出率和诊断率, 无严重不良反应和并

发症, 可作为疑小肠狭窄者的首选检查方法, 同
时随着各种镜下治疗的开展和发展, 相信他对

小肠狭窄的治疗将起到更大的作用. 
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Abstract
AIM: To elucidate whether LMP2/LMP7 poly-
morphisms or haplotypes were associated with 
the occurrence of gastric cancer in Han Chinese.

METHODS: The genome DNA was extracted 
from the peripheral blood of 145 gastric cancer 
patients and 152 cancer-free controls, and the 
LMP2-codon60/LMP7-codon145 genotypes 
were detected by polymerase chain reaction- re-
striction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP). The software PHASE1.0 was used to 
construct the haplotypes of each individual. The 
unconditional Logistic regression model was ap-
plied to analyze the statistical differences of gen-
otypes or haplotypes between the two groups�.

RESULTS: PCR-RFLP showed that the poly-
morphisms were found at both codon60 and co-
don145 loci of LMP2/LMP7 gene in 297 Chinese 
individuals, and chi-square test demonstrate 
that the distributions of LMP2/LMP7 genotypes 
were in Hardy-Weinberg equilibrium. After 
statistical analysis, we found the frequencies 
of LMP2/LMP7 gene polymorphisms and the 
four haplotypes were not significantly different 
between gastric cancer patients and cancer-free 
controls (all P > 0.05).

CONCLUSION: The polymorphisms and haplo-
types of LMP2-codon60/LMP7-codon145 gene 
may not contribute to the genetic susceptibility 
of gastric cancer in the Han nationality of China.

Key Words: Low molecular weight proteasome; 
Gastric cancer; Haplotype; Susceptibility
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摘要
目的: 探讨中国汉族人群中肿瘤抗原递呈的
限速基因LMP2/LMP7单核苷酸多态性与胃癌
的遗传易感性关联. 

方法: 提取145例胃癌患者及152例健康献血
员外周血基因组DNA, 用PCR-RFLP方法检测
两组人群中LMP2-codon60/LMP7-codon145两
个多态性位点的基因型; 并采用PHASE1.0软
件构建这两个多态性位点的个体单倍体型, 以
非条件Logistic回归校正混杂因素, 并进行多
态性与胃癌患者风险关联的统计学分析. 

结果: P C R-R F L P检测结果显示 :  L M P2-
codon60与LMP7-codon145处的多态性在中
国人群中普遍存在, LMP2/LMP7多态性位
点的各自的等位基因频率分布符合H a r d y-
Weinberg平衡定律; 最后的统计分析表明: 
在145例胃癌患者与152例健康对照人群中
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■背景资料
肿瘤的免疫逃逸
机制是目前肿瘤
分 子 生 物 学 研
究 的 一 个 热 点 , 
LMP2/LMP7基因
多态性可改变所
编码氨基酸的性
质, 对肿瘤抗原处
理和递呈过程起
到了限制性作用, 
从而影响着宿主
对肿瘤的易感性. 
目前已有研究表
明, LMP基因的多
态性与肿瘤或者
一系列免疫相关
性疾病发生有着
密切关联. 



LMP2/LMP7两个多态性位点的基因型频率、

以及所构建的4个单倍体型频率均没有统计学
差异(P值均大于0.05).

结论: 在中国汉族人群中, LMP2/LMP7基因
编码区两个位点的多态性以及单倍体型与胃
癌易感无相关性.

关键词: 低分子量蛋白酶体; 胃癌; 单倍体型; 易感 
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0  引言

低分子量蛋白酶体(l o w m o l e c u l a r w e i g h t 
proteasome, LMP)是于1982年Monaco[1]在分析鼠

MHC-Ⅱ类分子的免疫沉淀复合物时得到的产

物. 在机体内肿瘤细胞的免疫清除中, 其作用在

于能够水解肿瘤抗原成为适合的肽段, 经转运

后于与MHC-Ⅰ类分子连接, 并表达于细胞表面

为CD8+ T淋巴细胞所识别, 从而清除异己的肿

瘤细胞. 因此LMP对于肿瘤细胞的抗原免疫应

答有着极为重要的作用[2]. 他包括LMP2和LMP7
两个基因, 分别编码产生LMP2与LMP7两种蛋

白质产物, 组成一种非溶酶体的蛋白水解酶复

合体. LMP2/LMP7基因多态性的重要性在于能

够改变其水解后肽段的长度或者裂解片段的模

式, 从而能够有利或者不利于与MHC-Ⅰ类分子

连接, 继而激发机体对肿瘤细胞的免疫清除[3-4], 
因此LMP被认为是肿瘤易感性重要的候选基因. 
目前已有研究表明, LMP基因的多态性与肿瘤

或者一系列免疫相关性疾病发生有着密切关

联[5-8], 但目前国内外的研究尚未有与胃癌易感

性关联的报道, 为此我们选取LMP2/LMP7基因

中具有氨基酸改变的两个多态性位点, 对中国

汉族正常人群及胃癌患者进行了其多态性位点

的检测, 并同时进行了易感性的关联分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 病例组选自2003-05/2005-07在北京大

学血液标本库(北大医院医院输血科)留存的胃

癌血液样本145例, 其中男82例, 女63例, 平均年

龄50.10±8.49岁. 所有病例临床资料完整, 血液

标本采集前均未有输全血或其他成分输血记

录, 每例患者均经术后组织病理学确诊, 其中胃

窦部105例、贲门部31例、胃体部9例, 所有患

3472                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年12月28日    第14卷   第36期

者均无其他自身免疫系统疾病或者恶性肿瘤合

并存在. 对照组为北京大学血液标本库健康人

血液样本152例, 其中性别、年龄等均与病例组

相匹配, 其中男84例, 女68例, 平均年龄49.53±
6.52岁. 两组人群均系中国汉族人群, 个体之间

均无血缘关系.
1.2 方法 

1.2.1 基因组DNA抽提 采集静脉全血2 mL, 乙
二胺四乙酸(EDTA)抗凝, 常规蛋白酶K消化后

苯酚/氯仿提取基因组D N A[9], 总共提取胃癌

患者、健康正常人外周血DNA 297例, 提取的

DNA溶解于TE中, -20℃保存. 
1.2.2 多态性位点的选择及引物设计 L M P2/
LMP7基因位于染色体6p21.3区域, 我们根据

文献选择上述两基因各自位于第二外显子的

两个SNP位点[10]: LMP2-codon60处多态位点的

存在使得所编码的精氨酸(Arg)置换为半胱氨

酸(Cys); LMP7-codon145处位点则为谷氨酰胺

(Gln)置换为赖氨酸(Lys), 每个多态性位点的详

细资料见表1. 在GenBank(GenBank accession 
number: AF027865)中检索到LMP2/LMP7基因

的全长序列, 利用Generunner3.05(http://www.
generunner.com)软件, 设计针对LMP2/LMP7中
每个位点的PCR扩增引物, 引物由上海申友生物

技术有限公司合成, 引物序列见表1.
1.2.3 PCR反应体系及反应条件程序 PCR扩增

体系及程序如下: ddH2O 40.5 μL, 10×PCR缓冲

液(含1.5 mmol/L Mg2+) 5 μL, 10 mmol/L dNTP 
1 μL, Taq酶5 U(Promega Company, USA), 上、

下游引物各1 μL (20 μmol/L), DNA模板1 μL 
(500 ng). PCR扩增采用程序: 94℃预变性2 min, 
94℃变性40 s→退火40 s, 温度依次为56.5℃
(LMP2-codon60)、57.5℃(LMP7-codon145)→
72℃延伸40 s, 共30个循环, 最后在72℃条件下

延伸10 min(PE Biosystems, USA), PCR产物采

用Multiscreen-PCR纯化板(Millipore Company, 
USA)进行纯化. 
1.2.4 RFLP判断病例组LMP2/LMP7基因型 PCR
产物经纯化后, 分别采用限制性内切酶HhaⅠ和

BsmⅠ(New England Biolabs Beverly, Ma, USA)
对LMP2-codon60, LMP7-codon145这两个位点

进行酶切基因分型. 每个反应体系为20 μL, 其
中DNA约1 μg、内切酶5 U、加各自内切酶相

应的10×Buffer 2 μL、最后加ddH2O至20 μL, 
分别在37℃和65℃下水浴4 h. 酶切完成后进行

琼脂糖(20 g/L)电泳(Agarose-1000; Gibco BRL, 

www.wjgnet.com

■应用要点
虽然本文研究没
有得到阳性的研
究结果, 但本研究
的重要意义在于, 
为以后对胃癌发
生的其他免疫逃
逸机制的遗传学
研究提供了一个
颇为重要的理论
线索, 为将来进一
步寻找胃癌的其
他遗传易感性位
点的研究提供了
一个较为明确的
参考信息.
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Rockville, MD, USA), 根据电泳条带数判断每一

个体LMP2/LMP7的基因型, 并选取3组不同基因

型的个体进行结果测序验证. 
1.2.5 LMP2/LMP7多态性位点的单倍型构建 基
于LMP2与LMP7两个基因位于同一条染色体, 
之间相距约10 kb, 并且相互毗邻, 故而对其两个

多态性位点在297个体中的基因型, 利用以贝叶

斯算法(Bayesian algorithm)为基础的PHASE软
件(Phase1.0)软件进行逐个个体单倍体的构建[11].

统计学处理 以Mann-Whitney检验比较病例

组与对照组之间年龄分布的差异; 以Chi-square 
(c2-Test)检验两组之间性别、吸烟、饮酒、等

位基因位点等的分布差异, 以及验证基因型频

率是否符合Hardy-Weinberg平衡定律; 多态性、

单倍型与胃癌风险之间的相关性以OR值(odds 
ratio)及其95%CI(confidence intervals)表示; OR
值及其95%CI以非条件Logistic回归模型分析, 

均经年龄、性别、吸烟、饮酒等混杂因素校

正后取得. 所有的统计检验均为双侧概率检验, 
P <0.05表示具有统计学意义, 统计学分析使用

SPSS11.5软件(SPSS11.5 for Windows, Chicago, 
IL).

2  结果

2.1 一般资料的统计学检验 Mann-Whitney检
验比较病例组与对照组之间年龄分布的差异

P = 0.95, 差异没有显著性; 在病例与对照组的

研究中, 性别、吸烟、饮酒等均无统计学差异

(P >0.05)(表2).
2.2 LMP/LMP7多态性位点等位基因频率与基

因型频率 145例胃癌患者与152例健康对照人

群中两个多态性位点经PCR-RFLP检测结果显

示, LMP2-codon60与LMP7-codon145处的多态

性在我们检测的样本中存在(图1); 同时分别进

表  1  LMP2/LMP7基因多态性位点的确认及引物设计

     
多态位点	                 氨基酸置换	                    PCR引物	                              扩增长度       复性温度	   酶切片段(bp) 

LMP2-codon60	 Arg→Cys      FW: 5'-CTCCACTTTACAGATGCAGA-3'       330 bp	 56.5℃	 HhaⅠ(79+251)

                                                         R: 5'-ACTTGGTGACTGTTGACTCC-3'

LMP7-codon145	 Gln→Lys       FW: 5'-TCATGGCGCTACTAGATGTATG-3'  351 bp          57.5℃  BsmⅠ(146+205)

                                                         R: 5'-AACTCTTTGTCCTAACTTGCAC-3'

FW: 上游引物; R: 下游引物.

表  2  一般资料的描述及等位基因的统计分析结果

     
类别	                             病例组	       对照组	  P 	  OR (95%CI) 

平均年龄(a)(±SD)	     50.10(±8.49)	 49.53(±6.52)         0.951

性别 n (%)			

    男	                     82(56.55)	 84(55.26)	              0.822

    女 	                     63(43.45)	 68(44.74)

吸烟 n (%)			

    否	                     97(66.90)            106(69.74)	              0.602

    是	                     48(33.10)	 46(30.26)

饮酒 n (%)			

    否	                   108(74.48)            104(68.42)	              0.252

    是	                     37(25.52)	 48(31.58)

LMP2 n (%)				  

    Arg	                   233(80.35)            245(80.59)	              0.942         0.98(0.66-1.48)

    Cys	                     57(19.65)	 59(19.41)

LMP7 n (%)				  

    Gln	                   195(67.24)            203(66.78)	              0.902         1.02(0.73-1.44)

    Lys	                     95(32.76)            101(33.22)

1 Mann-Whitney Test; 2 χ2-Test.

■同行评价
本文结果显示了
在肿瘤抗原的免
疫 呈 递 过 程 中 , 
作为限速步骤的
LMP2/LMP7基因
的多态性与胃癌
的发生不相关, 这
为以后对胃癌发
生的其他免疫逃
逸机制的遗传学
研究提供了一个
较为重要的实验
依据. 实验设计合
理, 图表清晰, 表
达通顺.
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行LMP2/LMP7多态性位点的各自3种基因型

数据读取与统计, 经检验P >0.05, 等位基因的频

率分布符合Hardy-Weinberg平衡定律. LMP2-
codon60位点多态性在正常人群与胃癌患者之

间等位基因频率差异没有显著性(P = 0.94), OR 
= 0.98(95%CI: 0.66-1.48), LMP2-codon145位点

多态性在两组人群之间差异亦没有显著性P = 
0.90, OR = 1.02(95%CI: 0.73-1.44)(表2). 对于

LMP2/LMP7两个点多态性位点, 分别统计其野

生型纯合、杂合、多态性纯合基因型频率在正

常人群与胃癌患者两组间差异亦没有显著性(P
均>0.05)(表3).
2.3 LMP2/LMP7多态性位点单倍体型频率统计

分析 针对于病例与对照组LMP/LMP7基因多

态性位点的基因型, 用PHASE1.0软件进行每个

个体单倍体的构建, 结果共有4种单倍体组合: 
Arg-Gln, Arg-Lys, Cys-Lys, Cys-Gln(表4). 对每

个个体(总297例)逐一进行了--/--, --/Haplotype, 
Haplotype/Haplotype 3种单倍体型的统计, 鉴于

Haplotype/Haplotype纯合单倍体型出现的频率

相对较低, 我们的统计分析均将--/Haplotype, 
Haplotype/Haplotype合并. 结果表明, 4种单倍体

型在胃癌与对照组人群之间均无统计学意义(P 
= 0.87, P = 0.76, P = 0.08, P = 0.79, 表4).

3  讨论

LMP2/LMP7基因多态性对于肿瘤发生研究的

临床意义在于, LMP基因编码的蛋白酶体水解

肿瘤抗原所得到肽段末端氨基酸的性状不同, 
其中LMP2能增强酶体对碱性氨基酸残基后肽

键的切割, 而不影响中性氨基酸残基后的切割; 
LMP7则能增强酶体对碱性、中性氨基酸残基

后切割, 但不影响酸性残基后切割, 而在基因

位点改变后所编码的L M P蛋白酶体水解所得

到的肽段羧基末端多为酸性氨基酸残基[12]. 研

究发现, 碱性及疏水性氨基酸残基与MHC-Ⅰ
类分子结合力强, 而酸性氨基酸残基与MHC-
Ⅰ类分子结合力弱, 故LMP2/LMP7基因多态

性可决定肽段羧基端氨基酸的性质, 进而对肿

瘤抗原处理和递呈过程起到了限制性作用, 使
得在后一步由TAP1/TAP2(transporter of antigen 
presenting, TAP)介导的抗原肽至内质网递呈过

程中成为重要的限速步骤, 因而是肿瘤的易感

与发生关键因素之一[13-14]. Kang et al [15]曾在其研

究中报道LMP2/LMP7在胃癌细胞系的表达是

明显减低的, 同时LMP7的低表达与胃癌细胞系

中MHC-Ⅰ分子的低表达明显相关. 在以往的一

系列的研究中发现, LMP2-codon60或者LMP7-
codon145编码位点的多态性与自身免疫性疾

病及食管癌的发生有着明显的易感关联[5-8]. 而
我们的此次研究发现, LMP2基因codon 60位点

(Arg→Cys)在检测的人群中, 无论是等位基因

频率(P  = 0.94), 还是基因型频率(P = 0.52, P = 
0.23)在两组人群中均无显著性差异; 同样, LMP 
codon145位点(Gln→Lys)多态性在胃癌患者和

正常人群中, 等位基因频率(P = 0.90), 基因型频

表  3  LMP2/LMP7多态性的基因型与胃癌的相关性分析

     
                       病例组      对照组

                         n (%)           n (%)

LMP2				  

  Arg/Arg   93(64.14)  95(62.50)  ---   1.00 

  Arg/Cys	  47(32.41)  55(36.18)  0.52   0.85(0.52-1.39)

  Cys/Cys	   5(3.45)      2(1.32)    0.23   2.79(0.52-14.87)

LMP7				  

  Gln/Gln	  63(43.45)	  59(38.82)  ---   1.00 

  Gln/Lys	  69(47.58)	  85(55.92)  0.26   0.76(0.47-1.23)

  Lys/Lys	  13(8.97)	     8(5.26)    0.38   1.54(0.59-4.01)

1Logistic回归分析, 经性别、年龄、吸烟、饮酒等因素调整.

基因型                                                P 1	 OR 1 (95%CI)

图   1   L M P 2 / L M P 7 基
因多态性位点的PCR-
R F L P 基 因 型 鉴 定 .  A : 

LMP2-codon60; A1: 

Arg/Cys; A2: Cys/Cys; 

A3: Arg/Arg; B: LMP7-

codon145; B1: Gln/Lys; 

B2: Lys/Lys; B3: Gln/

Gln.500
400
300
200
100

Marker       A1           A2         A3A Marker       B1          B2         B3B
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率(P = 0.26, P = 0.38)也没有统计学差异, 因此我

们的结果提示, LMP2/LMP7基因的两个多态性

位点可能与中国汉族人群中胃癌的发生无遗传

易感性关联. 
相对于遗传易感因素来说, 每个多态性位点

的存在对于疾病的发生与发展并不只是起到一

个孤立的作用, 其相互之间亦存在一定的内在

关联与作用[16-18], 单倍型的则是这种遗传关联的

体现, 所以对于单倍型的研究能够揭示多个SNP
与疾病易感的关联[19-21]. 我们进一步的研究进行

了LMP2/LMP7基因两个多态性位点的每个个体

的单倍型的构建, 并以此进行分析与胃癌的关

联. 在我们的研究中, 两个多态性位点共构建的

4种单倍体: Arg-Gln, Arg-Lys, Cys-Lys, Cys-Gln, 
统计学结果表明, 这4种单倍体对于胃癌的发生

均没有易感关联(P >0.05). 因此我们的结果表明, 
LMP2/LMP7基因的两个SNP不仅单独存在, 而
且作为单倍型存在时, 与中国汉族人群中胃癌

的发生没有遗传易感性的关联. 虽然我们基于

LMP2/LMP7基因多态性对于胃癌遗传易感性的

研究没有提供阳性的研究结果, 但本研究的重

要意义在于, 在肿瘤抗原的免疫呈递过程中, 作
为重要的限速步骤的LMP2/LMP7基因, 其多态

性并不与胃癌的发生所相关, 这一点为以后对

胃癌发生的其他免疫逃逸机制的遗传学研究提

供了一个颇为重要的理论线索, 并为将来进一

步寻找胃癌的其他遗传易感性多态位点的研究

提供了一个较为明确的参考信息. 
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Abstract
AIM: To explore the effect of recombinant 
adenovirus Ad-p27mt on the apoptosis of 
human gastric cancer cells and its correlative 
mechanism.

METHODS: The recombinant adenovirus Ad-
p27mt was constructed and then transfected into  
human gastric cancer cell line SGC-7901. The 
apoptotic peak of hypodiploid chromosomes in 
SGC-7901 cells was measured by flow cytom-
etry, and the apoptosis of SGC-7901 cells was 
detected by TUNEL method�.

RESULTS: Ad-p27mt was successfully con-
structed and the infection efficiency reached 
100%. After 18-h infection, the apoptotic peak of 
hypodiploids appeared before G1-S phase and 
the bands with apoptotic characteristics were 
shown by DNA electrophoresis. The apoptotic 
rate of SGC-7901 cells detected by TUNEL meth-
od was 89.4%±3.12% (Ad-p27mt group) and 
3.12%±0.13% in Ad-p27mt-transfected cells and 
controls, respectively, and there existed signifi-

cant difference between the two groups (P<0.01).  

CONCLUSION: Human mutant p27 can induce 
the apoptosis of human gastric cancer cells in 
vitro.

Key Words: Gastric cancer; Human mutant p27; 
Cell apoptosis

Zhu JS, Zhang Q, Song MQ, Zhang WP, Da W, Chen JL, 
Sun Q. Molecular mechanism of recombinant adenovirus 
Ad-p27mt therapy for human gastric cancer in nude mice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(36):3477-3481

摘要
目的: 研究Ad-p27mt转染重组腺病毒对人胃癌
细胞凋亡的作用及机制. 

方法: Ad-p27mt转染重组腺病毒导入胃癌细
胞株SGC-7901内; 流式细胞仪检测凋亡染色
体亚二倍体峰值, 了解Ad-p27mt对人胃癌组
织凋亡的作用; TUNEL法检测DNA片断, 在
Ad-p27mt组和Ad-LacZ组中分析细胞的凋亡. 

结 果 :  A d - p 2 7 m t 成 功 转 入 人 胃 癌 细 胞
SGC-7901内, 转化率达100%. 流式细胞仪检
测发现在感染后18 h出现G1-S相前出现凋亡
染色体亚二倍体峰值, 并且DNA电泳出现凋
亡特征性的条带; TUNEL法检测Ad-p27治疗
组与对照组的凋亡率分别是92.3%±3.76%和
2.01%±0.15%, 两组的差异有显著性(P <0.01).

结论: 重组腺病毒转染的人p27突变基因能诱
导裸鼠体内人胃癌细胞SGC-7901的凋亡.

关键词: 胃癌; 人突变基因p27; 细胞凋亡
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0  引言

凋亡在各种恶性肿瘤细胞的发展过程中占有

十分重要的地位. 目前已证实各种抗肿瘤药物
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■背景资料
凋亡在各种恶性
肿瘤细胞的发展
过程中占有十分
重要的地位. 同其
他恶性肿瘤一样, 
胃癌不仅存在细
胞增殖和分化的
异常, 同时也存在
凋亡的异常. 目前
晚期胃癌尚缺乏
有效的治疗方法. 
因此如何诱导胃
癌细胞凋亡是目
前的研究重点. 
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如细胞毒性药物、激素或者一些重组基因、

药物等能诱导肿瘤的凋亡率增高. 同其他恶性

肿瘤一样, 胃癌不仅存在细胞增殖和分化的异

常, 同时也存在凋亡的异常. 目前晚期胃癌尚缺

乏有效的治疗方法. 因此如何诱导胃癌细胞凋

亡是目前的研究重点. 人突变基因p27表达产物

(T187A)是一种多功能细胞因子依赖性酶抑制

剂(CDKI), 通过抑制细胞从G0/G1期向S期转化

起负向调节作用[1-2]. 基于前一阶段的研究, 我们

检测经过p27基因突变重组并种植于裸鼠的人

胃癌细胞的凋亡指数, 将重组腺病毒Ad-P27mt
转化胃癌细胞SGC-7901, 研究其对胃癌细胞凋

亡的影响并探讨相关的抗肿瘤机制, 从而寻求

对晚期胃癌治疗的新方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 30只6-7周龄BALB/c nu/nu鼠(体质量

18-22 g)和人胃癌细胞株SGC-7901均来自上

海肿瘤研究所. 裸鼠皮下种植SGC-7901细胞. 
RPMI1640培养液和TRIzol总RNA提取试剂盒

购自Gibco BRL公司. 鼠抗人p27 kip1多抗体购

自Transduction Laboratories公司. 脂质体, 胰酶, 
DMEM培养液, 200 bp DNA梯度, dNTP, Taq酶
和限制性内切酶均购自华美生物公司. pORF9-
hp27mt质粒(含人p27突变基因)来自Invivogen
公司. E.coli  BJ5183购自Stratagene公司. 重组腺

病毒和Ad-LacZ(为重组腺病毒的中介)由美国

休斯顿大学Robert教授提供. Western blot检测

仪器为: TMB system western blot kit, KPL USA. 
人胃癌细胞株SGC-7901在加入100 mL/L胎牛

血清(FCS), 100 kU/L青霉素, 100 mg/L链霉素

和2 mmol/L谷氨酸盐的RPMI1640培养液中生

长, 于37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度条件下培养. 
胃癌细胞长满培养瓶80%-90%后即可进行实验

处理. 
1.2 方法 
1 . 2 . 1  重组腺病毒质粒的制备和鉴定  基因

hP27mt自pORF9-hP27mt质粒中经AgeⅠ和Nhe  
Ⅰ酶切后, 回收619 bp的片段的片段, 亚克隆入

经XmaⅠ和XbaⅠ酶切的pBluescriptⅡSK(+)
中, pBluescript-hP27mt质粒经NotⅠ和KpnⅠ酶

切, 回收619 bp的目的基因片段, 插入到经同样

酶切的穿梭质粒pShuttle-CMV中, 构建成转移

质粒pShuttle-CMV-hP27mt. 用腺病毒骨架质粒

pAdeasy-1转化感受态E.coli , 根据pAdeasy-1的

氨苄抗性基因挑取含pAdeasy-1的BJ5183菌, 大
量扩增后制备含pAdeasy-1的超感受态BJ5183. 
含pAdeasy-1的超感受态BJ5183菌经PmeⅠ酶

切和碱性磷酸酶去磷酸化后, 转化含Adeasy-1
的超感受态BJ5183. 小量抽提转化克隆菌质粒

DNA, 根据琼脂糖电泳质粒大小, 选择可疑重组

腺病毒质粒DNA, 经PacⅠ酶切鉴定正确后, 大
量扩增, 采用脂质体PolyFect介导转染Ad293细
胞, 完成人重组腺病毒Ad-hP27mt的制备. 重组

腺病毒的扩增、鉴别、及滴度测定同前[3]. 
1.2.2 X-gal染色 SGC-7901细胞在15 cm培养瓶

中生长, 分别感染MOI为20, 40, 50和100的Ad-
lacZ, 温孵48 h后用5 mL/L的戊二醇固定15 min, 
PBS液清洗3次, 加入X-gal染色液(20∶1), 在
37℃ 50 mL/L CO2的培养箱中温孵4-24 h. 被染

为蓝色的细胞是表达LacZ基因的阳性细胞, 在
显微镜下观察并计数阳性细胞比率. 
1.2.3 p27mt基因表达的检测 SGC-7901细胞在

75 cm培养瓶中培养, 分别感染Ad-p27mt和Ad-
LacZ. 在相同条件下温孵48 h后分别用0.5 g/L
胰酶消化. 细胞用PBS液冲洗2次. PCR鉴定的

引物序列如下: 引物1: 5'-CCTAGAGGGCAAG
TACGAGTG-3'; 引物2: 5'-GAAGAATCGTCG
GTTGCAGGTCGCT-3'; 引物3: 5'-TCGTTTCT
CAGCAGCTGTTG-3'; 引物4: 5'-CATCTGAA
CTCAAAGCGTGG-3'. 细胞经裂解液裂解后用

Western blot检测. 
1.2.4 流式细胞仪检测感染A d-p27m t的细胞 
SGC-7901细胞在75 cm培养瓶中培养, 感染Ad-
p27mt. 温孵48 h后在0.5 g/L的胰酶中消化. 收
集细胞并在PBS液中冲洗两次. 加PBS液调整细

胞浓度至109/L. 取出100 μL细胞悬液与DNA-
PREPTM LPR 200 μL混合. 检测细胞周期和凋亡. 
Ad-LacZ组和正常空白组(无腺病毒感染)作为

对照组. 
1.2.5 DNA片段分析 SGC-7901感染Ad-p27mt和
Ad-LacZ 48 h后离心去上清, 在剩余细胞沉淀中

加500 μL的细胞裂解液(10 g/L Np40, 20 mmol/L 
EDTA, 50 mmol/L Tris-HCl(pH 7.5)]和10 μL蛋白

酶K. 在56℃水浴中加热1-2 h, 用苯酚和氯仿提取, 
然后用脱水酒精沉淀DNA. 在700 mL/L酒精洗涤

一次后加入200 μL TE. 然后再加入RNA酶(最终

浓度为50 mL/L), 37℃下过夜. 然后在10 g/L琼脂

糖凝胶中电泳, 在紫外灯下观察结果. 
1.2.6 TUNEL法检测细胞凋亡 1×104细胞悬液
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■应用要点
本研究提示重组
腺病毒转染人p27
基因具有显著抑
制裸鼠体内人胃
癌细胞SGC-7901
的作用. p27的积
累对胃癌细胞周
期的中止机制起
着重要作用, 利用
p27mt上调p27的
表达促进肿瘤细
胞的凋亡, 可能形
成一种新型的抗
胃癌治疗途径. 



在60 mm培养皿中温孵, 覆盖盖玻片(清洗并高

温消毒). Ad-p27mt组和正常对照组每个均温孵

6张玻片, 每张玻片温孵24 h. 然后将玻片取出, 
用1×PBS液冲洗2次, 用甲醇: 冰醋酸(3∶1)固
定30 min. 根据按说明书操作, 每一玻片上计数

1000个细胞, 计算平均凋亡细胞数目. 并按每

100个癌症细胞多少凋亡细胞来计算凋亡指数. 
      统计学处理 采用SPSS11.5统计软件分析所有

数据, 进行t检验,  P<0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 通过PCR技术辩识p27mt基因重组腺病毒 收
集和溶解有病理反应的多药抗药性S G C-7901
细胞及其培养液, 如此反复3次. 然后离心, 得到

5 m L的悬浊液, 将其取出, 加入1 mg蛋白酶K, 
10 g/L SDS, 10 mmoL/L EDTA 和20 mmol/L 
Tr is-HCl溶解. 等待2 h, 加入脱水酒精沉淀, 得
到病毒DNA, 然后加入正逆转录引物, 开始进行

PCR反应. 最后275 bp的目的基因得到放大, 并显

示出重组腺病毒已经被成功导入p27mt 基因. 
2.2 X-gal染色已感染Ad-LacZ的SGC-7901细胞 
通过X-gal染色来测量腺病毒介导的基因转换率. 
结果显示: 只要MOI大于50, 感染效率就能接近

100%.  这表明在体外实验中重组腺病毒可以有效

的将基因转入SGC-7901细胞. 
2.3 p27mt基因表达的检测结果 用重组腺病毒Ad-
p27mt (MOI 100)感染SGC-7901细胞, 24 h后, 分
析p27蛋白的表达量. 首先搜集细胞, 然后用1×

SDS×PAGE细胞溶解液加以溶解. 加热到100℃
持续5 min, 离心, 取上清. 接着用Western blot测
定蛋白. 在TMB染色后, 数据显示在Ad-p27mt组
中有大量的27 kDa蛋白表达, 而在Ad-LacZ组和

正常对照组中只检测到少量的蛋白表达(图1). 这
表明在目前的实验中人类p27突变基因重组腺病

毒可以在SGC-7901细胞中正确的表达并生成大

量的相关蛋白.
2.4 流式细胞仪检测结果 三组SGC-7901细胞分

别经过Ad-p27mt, Ad-LacZ和无病毒的处理, 24 h
后, Ad-p27mt激发了胃癌细胞的程序性凋亡. 通
过流式细胞仪测量, 重复6次. 亚二倍体的平均

值分别是: Ad-p27mt组41.0%, Ad-LacZ组4.67% 
和未感染组1.96%. Ad-p27mt组比较Ad-LacZ组, 
Ad-p27mt组比较未感染组, P <0.01; Ad-LacZ组
比较未感染组, P >0.05. 统计分析表明: 实验数据

在Ad-p27mt组和Ad-LacZ组,未感染组之间存在

着显著性差异. 
2.5 探测DNA片段结果 DNA电泳结果显示: 在
Ad-LacZ组和正常对照组中基因条带是完整的, 
而在Ad-p27mt组中却有明显180-200 bp的双重

梯形带. 这跟典型的细胞凋亡变化是吻合的, 通
过TUNEL法在Ad-p27mt组和Ad-LacZ组中分析

细胞的程序性凋亡. 凋亡细胞的细胞核在显微

镜下呈蓝色; 而在正常对照组中, 凋亡细胞的细

胞核在显微镜下观测不到(图2).
2.6 裸鼠皮下种植的SGC-7901细胞随时间延长

肿瘤体积的变化  转染Ad-p27mt的重组腺病毒

感染人胃癌细胞株SGC-7901细胞, 绘制该细胞

株在裸鼠体内的生长曲线, 并与对照组比较, 肿
瘤生长曲线显示Ad-P27mt基因治疗组裸鼠体内

肿瘤生长第20天后体积与生理盐水、Ad-LacZ
对照组比较显著降低, 证实转染人Ad-P27mt基
因的重组腺病毒对裸鼠体内人胃癌有显著抑制

作用(图3).
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1          2              3             4          5           6

图  1  Ad-p27mt Westen blot检测结果. 1, 2: control; 3, 4: 
Ad-LacZ; 5, 6: Ad-p27mt; 1, 3, 5: 0 h; 2, 4, 6: 24 h.

图  2  TUNEL法在Ad-p27mt组中检测到细胞的凋亡. (    表
示apoptotic cell).
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图  3  人胃癌细胞株SGC-7901细胞株在裸鼠体内的生长
曲线.



3480                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2006年12月28日    第14卷   第36期

2.7 TUNEL法检测细胞凋亡 染色后的凋亡细胞

核呈黑色或者棕黑色, 细胞质浓缩, 细胞皱缩. 
Ad-P27mt组和对照组的凋亡率分别是92.3%±

3.76%和2.01%±0.15%, 两者比较具有显著差异

(P <0.01), 且对裸鼠内人胃癌SGC-7901的细胞周

期影响有差异(P <0.05). 
SGC-7901细胞经不同处理后流式细胞仪

检测细胞周期结果(表1). Ad-LacZ及空白对照

组G1/G0期比例逐渐下降, S期比例上升, 表明G0/ 
G1→S的过程非常迅速, 细胞增殖活跃. 而Ad-
P27mt 组G1/G0期比例较高, S期比例则下降, 与
对照组相比差异有显著性(P <0.05), 细胞发生G1
期阻滞, 细胞增殖受到抑制. 流式细胞仪检测的

对照组与Ad-P27mt组的凋亡峰见图4.

3  讨论

人突变基因p27表达蛋白是一种热稳定蛋白, 最
早由Polyak et al [4]在一项用TGF-β研究细胞接触

抑制的实验中发现. 1994年p27基因可以被克隆

后, 人们发现p27主要抑制细胞周期因子E-CDK2
复合体的活性 ,  同时也能抑制细胞周期因子

D-CDK4和细胞周期因子A-DK2复合体. 另外, 
p27还能下调细胞周期因子B的表达. 由外源性信

号诱导引起p27表达产物堆积导致细胞在G0/G1

期停留与肿瘤生成和p27基因的转位, 缺失和突

变以及p27的表达水平、蛋白活性相关[5-6]. 如果

p27mt的表达水平下调, 对细胞周期因子E-CDK2
复合物的抑制作用也会下降, 从而使DNA损伤细

胞能从G1期直接进入S期. 
p27蛋白的降解主要由受泛醌介导的第187

位苏氨酸磷酸化引起的[7-9]. Kudo et al [10]发现如

果p27表达受p27蛋白影响的话, 他会明显抑制

细胞生长. 并且在p27突变型比在p27野生型的

抑制效果更明显. 这种抑制作用是由于CDK的

磷酸化位点受阻碍引起的. 构建携带p27mt的复

制缺陷型重组腺病毒, 研究胃癌细胞株MNK45
的凋亡, 我们希望能发现治疗胃癌的更有效的

p27基因[11]. Koguchi et al [12]报道当腺病毒携带

的外源性基因p27转染星形胶质细胞后这些细

胞的生存能力下降. Zhang et al [13]报道由维甲酸

诱导的p27表达上调能显著抑制卵巢肿瘤细胞

的生长. Koh et al [4]对来源于子宫颈鳞状肿瘤细

胞的SUN-1066, SUN-1041, SUN-1076细胞系进

行检测, 将这些细胞转染由重组腺病毒携带的

p27kip1后发现, p27的高表达能提高表达这些细

胞周期因子D1和细胞周期因子E增高, 同时肿瘤

细胞的增殖明显受抑. 在该研究中, 细胞周期分

析显示胃癌细胞主要停留在G1-S相. 以上各项研

究显示在肿瘤发生发展过程中p27是对肿瘤产

生、进展和预后都具有十分重要影响的基因. 
目前, 功能性重组抗肿瘤基因是肿瘤基因

治疗的有效途径. Sasaki et al [14]发现用腺病毒诱

导的p27mt和p27wt转染胆管癌细胞系TFK-1和
HuCCT-1, p27mt比p27mt有更强的促进凋亡和诱

导细胞增殖作用. Park et al [15-16]用腺病毒将p27mt
和p27wt转染肺癌细胞株NCIH460, NCIH1264, 
NCIH358和NCIH15和胶质细胞系后也获得了相

同的结果. 在我们的研究中, p27mt转染胃癌细

胞系SGC-7901, 用p27mAb证实该基因的高表达, 
结果显示携带重组p27mt的腺病毒能将目标基因

导入源自人胃腺癌组织种植于裸鼠并能表达内

aP<0.05 vs  Ad-LacZ组, 未感染组 .

        

表  1   Ad-p27mt对SGC-7901细胞周期的影响(mean±SD, %)

未感染           25.29±1.04    41.12±1.19    33.34±1.55
Ad-lacZ         27.57±0.45    38.21±0.44    34.22±0.92 
Ad-p27mta       77.96±2.20      8.98±0.17    13.06±2.35 
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图  4  流式细胞仪检测的对照与Ad-p27mt的凋亡峰. A: 空
白对照组; B. Ad-p27mt组.
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源性p27的肿瘤细胞内. 利用流式细胞仪, 在Ad-
p27mt组中凋亡率上升至41.0%, 与对照组相比

较有显著差异. DNA分析显示存在180-200 bp的
DNA梯度. 

SGC-7901细胞用不同方法处理后检测各组

细胞周期. 从表1中可见Ad-LacZ组和空白对照组

G0/G1细胞数有所下降, 而S相细胞比率增高, 这
一现象说明细胞周期各相的转化时间缩短, 细
胞增殖活跃. 然而在Ad-P27mt组中G0/G1相细胞

数增多, 细胞周期停顿在G0/G1相, 与空白组和

Ad-LacZ对比具有显著差异. TUNEL法显示Ad-
P27mt诱导裸鼠体内人胃癌细胞SGC7901的凋亡

率达到92.4%, 并且与正常对照组相比具有显著

差异. 以上结果说明p27基因与胃癌的发生具有

密切相关性. 下调p27表达是细胞增殖失调和凋

亡失调的主要原因. 利用p27mt上调p27的表达促

进肿瘤细胞的凋亡, 从而形成一种新型的抗胃癌

治疗途径. 细胞周期分析显示通过p27mt抑制细

胞周期/CDK激酶的活性, 肿瘤细胞分裂中止于

G1期. Winteringham et al [17]认为p27的积累在细胞

增殖启动中对胃癌细胞周期的中止机制中起着

重要作用. 但是其他一些在该过程中起作用的凋

亡因子仍需要进一步探讨. 
近期研究显示NM-3以及其他一些基因治疗

能成功诱导胃癌细胞凋亡[18-19], 但是在裸鼠胃癌

模型中由Ad-p27mt导入腺病毒对裸鼠内人胃癌

细胞SGC-7901的分子凋亡作用尚未报道, 本研

究提示重组腺病毒转染人p27基因具有显著抑制

裸鼠体内人胃癌作用, 这一方法的有效性及凋亡

机制为其治疗晚期胃癌提供了重要的实验依据. 
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Abstract
Bes ides l iver in jury and hepatoce l lu lar 
carcinoma (HCC), hepatitis C virus (HCV) 
infection is also closely related with damages 
of extrahepatic tissues. Studies from home 
and abroad confirmed that fatty degeneration 
had been one of the pathogenic mechanisms 
of chronic hepatitis C, which suggested that 
chronic hepatitis C was a kind of metabolic 
disease . HCV is c losely associated with 
metabolic syndrome. Fatty degeneration of liver 
and insulin resistance may be the central link 
in the HCV-induced metabolic syndrome, and 
the molecular mechanism is the virus-induced 
metabolic disorder of fat in liver. Further study 
is need in the future.
 
Key Words: Hepatocellular carcinoma; Hepatitis C 
virus; Metabolic syndrome; Chronic hepatitis C
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摘要
丙型肝炎病毒感染除引起肝脏损害、肝细胞
癌(hepatocellular carcinoma, HCC)有相关性

之外, 还与肝外组织的损害表现密切相关. 国
内外研究证实慢性丙型肝炎发病机制之一是
肝脏脂肪变性, 提示是一种代谢性疾病, 丙型
肝炎病毒与代谢综合征(metabolic syndrome, 
MS)密切相关, 肝脏脂肪变性及胰岛素抵抗可
能是丙型肝炎病毒致代谢综合征的中心环节, 
其分子生物机制可能是病毒致脂代谢紊乱, 
但是其更加深入而确切的机制仍不完全知晓, 
还有待深入研究. 

关键词: 肝癌; 丙型肝炎病毒; 代谢综合征; 慢性丙

型肝炎
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0  ��引言

自1989年发现丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)以来, 人们通过研究发现, HCV感染除

引起肝脏损害并与肝细胞癌(hepa toce l l u l a r 
carcinoma, HCC)有相关性外, 还与肝外组织的

损害表现密切相关. 近年来我们已经认识到肝

脏脂肪变性是慢性丙型肝炎(chronic hepatitis 
C, CHC)的发病机制之一, 这提示CHC也是一

种代谢性疾病[1]. 随着代谢综合征(metabo l ic 
syndrome, MS)的提出和诊断标准的确定, 认识

到脂肪肝与高血糖是MS的部分表现. CHC合并

脂肪肝和糖尿病的高发病率在国内外已有大量

报道. 大量的研究证实, HCV与MS密切相关, 肝
脏脂肪变性及胰岛素抵抗可能是HCV引发MS
的中心环节, 其分子生物机制是病毒致脂代谢

紊乱. HCV慢性感染患者所伴有的非酒精性肝

病(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)与
MS有着极大的相关性, 而且也是进展至肝纤维

化的危险因素. 

1  代谢综合征(MS)

MS是多种病态组合现象的一个名称. 随着生活

方式和生活结构的明显变化, 主要是人体摄入

■背景资料
自发现丙型肝炎
病毒 (HCV)后人
们通过研究发现
其感染除与肝脏
损害及肝细胞癌
有关之外, 还与肝
外组织的损害表
现密切相关. 国内
外已经进行了有
关HCV感染与脂
肪性肝病的大量
临床和实验方面
的机制研究, 认识
到慢性丙型肝炎
也是一种代谢性
疾病.
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能量过多, 脂肪摄入比例增大, 活动量减少, 致
使肥胖或超重、血脂紊乱、糖耐量异常及高血

压的患病率显著增加. 这些成为一种因果关系

的综合体, 被称之为MS. 这些病态现象常存于同

一人, 且发现这类人群的一个主要病理生理基础

是胰岛素抵抗(insulin resistance, IR), 因此又称

之为IR综合征[2]. 这种病态现象随着年龄的增大, 
发生率逐步增高. 目前, 随着人口平均寿命不断

的增加(有些发达国家已到80岁), MS在老年人

群中的发生率可高达70%以上, MS已成为普遍

存在于人类的一个现象, 在我国MS的发病率为

15.1%, 已经成为威胁人体健康的重要因素[3-4].
虽然肥胖、糖代谢紊乱和高血压是MS的主

要组成成分, 但MS并不等同于单纯的原发性高

血压、糖尿病、血脂紊乱和肥胖症, 也不是几种

疾病简单相加. 其可初步分为遗传相关性MS; 增
龄性MS; 环境因素诱导性MS, 后者是构成MS患
者群的主体; 甚至有学者认为2型糖尿病可能为

MS的一个亚型. 1988年Reaven et al [5]最早提出

MS的概念. 但直到1999年WHO才公布了MS的
诊断标准. 中华医学会糖尿病学分会参考国际

标准, 结合国人的信息数据, 在2004年提出一个

MS的建议诊断标准: 符合以下4个组成成分中

的3个或全部者: (1)超重或肥胖: 体质量指数≥

25.0 kg/m2; (2)高血糖: 空腹血糖≥6.1 mmol/L
和/或餐后2 h血糖≥7.8 mmol/L, 和/或已确诊

糖尿病并治疗者; (3)高血压: 收缩压/舒张压≥

140/90 mmHg, 和/或已确诊为高血压并治疗者; 
(4)血脂紊乱: 空腹TG≥1.70 mmol/L和/或空腹

血HDL-C男<0.9 mmol/L, 女<1.0 mmol/L. MS的
发病机制十分复杂, 遗传和环境因素的相互作用

对MS发病有重要影响. 目前研究主要集中在以

下几方面: (1)腹型肥胖和脂毒性的作用: 研究显

示, 腹型肥胖和血脂代谢异常是MS的重要的病

理生理基础, 也是导致IR重要原因. 也有学者认

为仅用脂毒性作用解释MS的病理生理特征过于

简单, 炎症反应、氧化应激、PPARs、AMPK、

瘦素和皮质醇等也在MS发病中起重要作用. (2) 
IR: 传统上认为IR是MS的中心环节, 许多研究者

认为, IR在MS发病机制上的重要性大于肥胖, 但
区别二者的因果关系十分困难. 不同组织和不同

病理状态下所产生的IR也有所区别, 在胰岛素敏

感组织存在IR, 而胰岛素非敏感组织的胰岛素信

号通路仍正常, 甚至作用增强. 因此, 对MS而言, 
存在IR和胰岛素敏感共存现象. 

目前有学者认为, 脂肪组织既是能量储存中

心, 又具有强大的内分泌功能, 可分泌多种蛋白

激素如瘦素、脂联素、抵抗素(resistin)以及众

多细胞因子(如TNF-α、某些白介素)、血管活

性分子(如血管紧张素原、PAI-1、NO)和脂质成

分如游离脂肪酸(FFA)、前列环素等, 这些脂肪

因子通过内分泌、旁分泌和自分泌途径参与维

持机体众多生理功能, 包括调节胰岛素作用、

糖脂代谢和能量平衡, 调节血管活性、血压、

免疫、炎症反应及凝血机制, 共同维护内环境

的稳定. 脂肪细胞释放FFA水平升高可致高胰岛

素血症和IR已被证实. 近来有研究发现,  血液中

的FFA增加可促进氧化应激和炎症反应. 内脏型

肥胖时IR又进一步造成脂肪分解, FFA释放增加, 
导致炎症和IR的恶性循环. 以脂肪因子为切入

点MS的发病机制也己成为当前热点.

2   CHC与MS的关系

HCV感染, 除了与急性丙型肝炎、CHC, 肝纤维

化(liver fibrosis, LF)、HCC的发生、发展密切相

关之外, 还存在肝外临床表现或综合征, 这可能

是机体异常免疫反应所致, 包括类风湿性关节

炎、干燥性结膜角膜炎、扁平苔藓、肾小球肾

炎、混合型冷球蛋白血症、B细胞淋巴瘤和迟

发性皮肤卟啉症等. 说明HCV感染的致病机制

与其他类型的肝炎病毒截然不同. 近年的研究

证实, HCV感染与糖尿病的发生、移植后糖尿

病、地中海贫血患者伴发糖尿病或糖代谢紊乱

都有相关性. 
HCV感染的一个重要的病理学特征是肝脏

脂肪变, CHC患者存在IR. 而且, 美国AHA、心

肺及血液研究所和ADA联合召开的顶级专家会

议讨论后认为, IR是MS 3种可能的发病机制之

一. 因此认为, CHC与MS可能存在较为密切的相

关性. 从CHC患者的肝脏活检病理特点来看, 肝
脏脂肪变是CHC的一个重要的病理学特征[6-8]. 
Castera et al [8-9]对于558例CHC患者进行分析, 发
现54%CHC患者合并脂肪肝, 其中重度为10%, 
是LF的独立相关因素. Jarmay et al [10]对于114例
CHC患者进行分析, 约74%CHC患者合并脂肪

肝, 合并脂肪肝的患者血清总胆固醇(TC)、甘

油三酯(TG)水平显著升高. 
目前, HCV感染引起的肝脏脂肪变的分子

生物学机制尚无定论, 但是推测HCV的结构蛋

白和非结构蛋白对于肝脏细胞脂类代谢的干扰, 
甚至是HCV RNA与肝细胞脂类代谢物质的结

合, 可能是肝脏脂肪变形成的主要原因[11-13].通
过对重组的E1/E2包膜蛋白与LDL(低密度脂蛋

白)、极低密度脂蛋白(VLDL)和高密度脂蛋白

■研发前沿
随着代谢综合征
(MS)的提出和诊
断标准的确定, 人
们认识到脂肪肝
与高血糖是MS的
部分表现. 慢性丙
型肝炎 (CHC)合
并脂肪肝和糖尿
病的高发病率在
国内外已有大量
报道. HCV与代谢
综合征密切相关, 
肝脏脂肪变性及
胰岛素抵抗可能
是丙型肝炎病毒
引发代谢综合征
的中心环节. 
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(HDL)结合的分子特性进行的研究, 得出这样的

假设: HCV进入血液后与脂滴结合形成复合物, 
通过LDL受体(LDL-R)进入肝脏, 进行复制, 其
产物与肝细胞中合成的载脂蛋白相互作用影响

脂肪代谢, 形成脂肪肝等病理表现[14-17]. HCV可

能通过其核心蛋白引起肝脏脂肪变性, 而脂肪变

性是CHC致肝脏损伤进展的主要因素. 另外, 近
年以研究证实, 在CHC患者的人群中存在血脂

障碍、糖尿病及IR. 国内研究报道, 筛选HCV结

构和非结构蛋白结合的肝细胞蛋白, 证实HCV
核心蛋白可以结合肝细胞中的两种载脂蛋白

(APO-A1和APO-A2)之外, 还可以结合人类胚胎

载脂蛋白A1前体基因、载脂蛋白B-100等[18-19]. 
同时还发现, 80%的胚胎小鼠肝脏、诱导HCV结

构基因表达的小鼠肝脏、肾脏等器官, 都有不同

程度的脂肪变性[20-21]. 提示, HCV感染引起的肝

脏脂肪变具有其发病的分子生物学基础;  HCV
感染也可导致脂肪酸代谢失调, 而FFA水平与

MS有着重要的相关性. 
非酒精性脂肪性肝炎 ( n o n - a l c o h o l i c 

steatohepatitis, NASH)是指病理上与酒精性肝炎

相类似但无过量饮酒史的临床综合征, 患者通

常存在IR及其相关代谢紊乱. 当代谢性肝病的

病理学特征不明或泛指整个脂肪性肝病类疾病

时, 通常使用NAFLD这一术语, 后者尚包括单纯

性肝脂肪变、脂肪变伴小叶内炎症但没有肝细

胞气球样变和纤维化、孤立性门静脉周围纤维

化、以及无明显脂肪性肝炎的隐源性肝硬化等

情况[22-25]. HCV可能通过其核心蛋白引起肝脏脂

肪变性, 而脂肪变性是CHC致肝脏损伤进展的

主要因素. NASH有如下4步进展模式[26]: (1)胰岛

素促进的再次脂肪变性; (2)坏死诱导细胞内的

脂肪毒性和脂肪酸过氧化反应; (3)大量脂肪酸

从肝细胞中释放出后进入肝组织间质, 并导致

直接的和炎性肝门静脉系统损伤; (4)继发于萎

陷的静脉堵塞以及最终的纤维分隔形成和纤维

化[27]. 在CHC患者的人群中存在血脂障碍、糖

尿病及IR. IR是CHC患者近期伴发NASH并且随

之出现脂肪代谢受损的重要危险因素[28]. 在有

关NAFLD的研究中发现, CHC患者伴发NAFLD
与代谢综合征密切相关, 而且是肝纤维化进展

的危险因素. 这些患者的肝纤维化进展与体质

量、是否患糖尿病、是否存在肝细胞气球样变

及其程度有关[21]. 肝脏脂肪变性的程度和肝脏

纤维化及存在伴发的脂肪变性的程度之间的关

系与纤维化的进展有关[22]. MS与NAFLD密切相

关, 当患者患有NAFLD时需要注意揭开代谢综

合征的其他现象. 相反, 患有MS的患者必需进行

肝脏疾病评估[29-30].
HCV患者易于发生Ⅱ型糖尿病(d iabe tes 

mellitus, DM)的机制不明确, MS的发病机制亦

不明确, 但都有一个共同的现象: 即是患者存在

IR. 而IR可能是防止脂肪堆积的适应性机制, 目
前已证实IR是MS发病机制中相关因素的中心环

节. IR诱导自由脂肪酸由脂肪组织中的流出并增

加其在肝脏中的重新合成. 而且更为重要的是, 
有证据证实HCV感染促进了IR的进展. IR和脂

肪变性的相互影响非常明显, IR诱导自由脂肪酸

由脂肪组织中的排出, 并在肝脏组织增加脂肪

酸的重新合成, 并致甘油三酯在肝细胞内堆积. 
临床流行病学资料显示,  HCV感染是DM发

生的重要危险因素之一. DM患者的HCV感染率

增高, 而CHC患者的DM发生率较高, 认为HCV
感染与DM之间高度相关, 尤其是HCV 2a亚型

的感染尤其如此. 北京地坛医院曾对北京2303
例慢性肝炎调查发现, 236例合并MD, 慢性肝

炎患者发生DM的危险是普通人群的3倍. 本组

资料中, 糖尿病患者81.4%为HBV感染者, 6.4%
为HCV感染者. 结果提示, 糖尿病的发生可能

与HBV感染和HCV感染有关. Arao et al [31]报道, 
HCV基因3型和严重的LF是糖尿病发生的危险

因素; 在糖尿病患者致死率的相关危险因素中

肝硬化远远大于心血管疾病; 同时存在肝脏脂

肪变性和糖尿病会促进LF的进展, 促发HCC和
动脉硬化; 干扰素治疗可以改善糖耐量. 他们认

为, CHC引起糖尿病可能是以下3种机制: 胰岛

素抵抗和脂肪变性; HCV直接导致胰岛细胞功

能受损; 与HCV引发的自身免疫紊乱有关. 台湾

学者研究得出如下结论, 即台湾籍CHC患者中

存在的肝脏脂肪变性与MS的特征密切相关[3]. 
基因1型感染的患者与MS和胰岛素有关. HCV
基因3型会引发与体质量指数无关的脂肪变性,
且与肝脏脂肪变性更相关 .  脂肪变性主要是

HCV基因3型病毒引发的[23]. 在基因3型的患者

中, 对抗病毒治疗的持续病毒应答反应可以改

善肝脏的脂肪变性情况[25].

3  CHC合并MS的治疗

MS是一组复杂的代谢紊乱, 其病理生理学机制

尚不完全清楚, 专家意见有3种可能: 肥胖和脂

肪组织功能异常, IR, 一些独立危险因素的共

聚, 如遗传和环境等因素都发挥作用. 因此也应

■应用要点
目前HCV与脂质
系统的关系的研
究还刚刚开始, 其
相关作用关系及
机制并不清楚, 本
文理顺了慢性丙
型肝炎的一些研
究成绩, 总结之后
有利于确定进一
步的研究方向, 并
为相关疾病的治
疗提供一定的依
据. 
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有针对性的考虑多途径的联合治疗, 即采用减

肥、降血脂、降血压、控制血糖及改善IR等综

合性治疗方法. 但是, 在CHC合并MS的患者的

治疗方案中, 要同时兼顾二者, 避免和减少治

疗中的相互矛盾和影响. 认真评估所存在疾病

的严重程度, 合理选择和使用相应的药物[32-33]. 
HCV与LDL、VLDL干扰脂肪代谢确是事实, 今
后可利用此种作用设计治疗方案, 作为抗病毒

治疗的补充. 目前, 已有人把HCV与脂类的关系

应用于临床, Schettler et al [34]用丙型肝炎病毒与

载脂蛋白B(APO-B)结合的特性, 以及H.E.L.P-
LDL血浆置换术可以清除脂蛋白中的载脂蛋白

B, 应用这样的理论进行血浆置换, 结果显示, 
HCV RNA明显减少, 但是此种数量的减少不与

LDL清除相关. CHC合并NAFLD的患者, 应用

病毒治疗后更可能出现病毒的无效应答. 实验

室研究已证实了在抗病毒治疗前治疗胰岛素抵

抗及NAFLD的价值. 
总之, HCV与脂质系统的关系的研究还刚

刚开始, 为什么HCV与脂质系统的关系如此密

切, 为什么HCV会利用宿主受体, LDL受体是不

是HCV的真正受体, 还是其受体中的一个, HCV
对脂质代谢的影响到底有多大, 是怎么影响的, 
有多少生物学、医学意义还不清楚. 目前虽有

这方面研究, 但还处于初级阶段, 还需加强. 关
于中西医结合治疗脂肪肝, 我们国家也积累了

一些经验, 相信中西医结合进行肝脏脂肪变的

治疗, 也会进一步提高抗病毒治疗的疗效, 最终

提高CHC的治疗效果. 既然肝脏脂肪变是CHC
患者肝脏纤维化的独立相关因素, 那么在抗肝

脏脂肪变的治疗在预防肝纤维化方面的相关性, 
也是值得关注的问题. 

研究者已认定了HCV与MS的相关性, 但其

更加深入而确切的机制仍不完全为我们所知晓, 
还有待我们共同努力研究.
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中华医学会第七次全国消化系疾病学术会议征文通知

本刊讯  中华医学会消化病学分会定于2007-05上旬在山东省济南市召开第七次全国消化系疾病学术会议. 现

将会议的征文内容及有关事项通知如下.

1  征文内容

消化系统疾病的流行病学、基础及临床(包括内镜诊断和治疗)研究. 因会议论文交流将按下列组别进行分会

场交流, 故务必请在下列8个组别中选择1个您认为适合的交流组别, 并在论文摘要的右下角上标明.(1)功能性

胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; 

(5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性疾病; (7)胃肠激素; (8)其他.

2  征文要求

请提供800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论,注明作者的姓名、单位和邮

政编码. 并提供电脑打印稿(附软盘), 经所在的单位审查盖章后寄至中华医学会学术会务部刘亚君收(北京

东四西大街42号 邮编 100710), 信封上请注明会议名称. 请最好同时通过本次会议专用网站(网址: www.

assimilation2007.com)邮寄电子文稿和报名. 凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文,

不予受理. 截稿日期: 2007年2月28日(以当地邮戳为准)
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Abstract
Giardia lamblia infection causes diahrea in human 
beings and other mammalians, and it is attract-
ing more and more attention in recent years. In 
this article, we reviewed immunological meth-
ods for the diagnosis of Giardia lamblia infection, 
compared the advantages and disadvantages 
of several diagnostic approaches, and briefly 
introduced some commercial kits, which would 
bring lots of conveniences to clinical diagnosis, 
therapy, and prognosis of Giardiasis.

Key Words: Immunological diagnosis; Giardia lam-
blia ; Infection
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摘要
蓝氏贾第鞭毛虫感染可引起人及其他哺乳动

物腹泻. 近年来, 贾第虫病的严重性和危害性
日益受到重视. 本文对蓝氏贾第鞭毛虫感染
的免疫学诊断方法研究进行了综述, 比较了
各种方法的优缺点, 简要介绍了一些商品化
试剂盒的使用情况. 贾第虫病免疫学诊断方
法的应用, 对贾第虫病的临床诊断、治疗、

预后将带来极大的方便. 

关键词: 蓝氏贾第鞭毛虫; 免疫学诊断; 感染 
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0  ��引言

蓝氏贾第鞭毛虫(Giardia lamblia ), 简称贾第虫,
是一种引起人及其他哺乳动物腹泻的机会性致

病寄生虫. 无论在工业发达国家或发展中国家

均有本虫的广泛流行 [1]. 在美国将贾第虫称为

“头号肠道寄生虫”, 该国的一项调查估计每

年有2.8×106人感染蓝氏贾第鞭毛虫[2]. 在意大

利研究表明感染蓝氏贾第鞭毛虫可加重肠易激

综合征[3]. 法国则发现肠源性脂肪代谢障碍的发

病与其有关[4]. 在发展中国家, 感染人数估计为

2.5亿[5]. 本虫在我国的流行也相当广泛, 感染率

各地区不等, 约在1%-10%左右[6]. 其滋养体引

起的贾第虫病已被列为全世界危害人类健康的

十种主要寄生虫病之一[7]. 最新研究证明, 蓝氏

贾第鞭毛虫合并HIV/AIUDS的感染, 及其在同

性恋者中流行的报道不断增多[8]. 本病除地方性

流行、暴发外, 在旅游者中感染也甚常见, 故有

“旅游者腹泻(traveller's diarrhea)”之称[9]. 因
此, 贾第虫病的严重性和危害性日益受到重视. 
本文就近年来贾第虫病的免疫学诊断方法的研

究综述如下. 

1  酶联免疫吸附测定法 (ELISA)

1.1 检测抗原 ELISA是免疫学试验中应用最普

遍、适用范围最广的一种免疫酶标记检测技

术[10-11]. 检测贾第虫抗原的敏感性为100%、特
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异性为91.67%(Ali et al , 2003)[12]. 该检测法与患

者粪便中包囊的计数、粪便的性状(血便、黏

液便、脂肪泻)及年龄无显著的相关性, 却与恶

心、 腹胀、 腹痛、 腹泻 、食欲减退、 体重减

轻、乏力(除外呕吐及便秘)等消化道症状呈正

相关, 贾第虫包囊在稀质粪便中计数较高[13-14]. 
Nakaya et al [15]用哥伦比亚贾第虫病患者粪

便中的包囊(包囊经蔗糖梯度离心法提纯)和感

染贾第虫的长爪沙鼠体内的滋养体, 接种家兔以

获得不同阶段的抗贾第虫IgG抗体(经正辛酸和

硫酸铵沉淀法纯化)用于检测患者粪便中的抗原. 
该法捕获贾第虫抗原最适多克隆抗体浓度为40
克/毫升, 最适的稀释倍比浓度为1∶100, 消光值

(OD)为0.24[16-17]. 对196份患者粪便样本的寄生虫

学检验, 69份粪便样本中查到了贾第虫包囊, 56
份粪便样本中未见贾第虫包囊, 71份粪便样本

中可见其他寄生虫, 其敏感性为100%(95% CI: 
93.4-100%);特异性为95% (95% CI: 88.6-97.6%);
阳性预测(价)值为91% (95% CI: 81.4-95.9%);阴
性预测(价)值为100% (95% CI: 96.1-100%)[15]. 故
认为ELISA法可提高诊断贾第虫的阳性率, 并且

可用于贾第虫治疗后的随访[18-20]. 
1.1.1 斑点-ELISA (DOT ELISA) 以硝酸纤维素

(NC)多孔簿膜作为固相载体, 预先将贾第虫抗体

点涂于NC膜上, 以吸附粪便样本中的抗原, 阳性

反应在NC膜上呈现有色斑点, 阴性对照为无色. 
Rashid et al用DOT-ELISA法检测200名1-13岁的

埃及患儿(主要是腹痛、 腹泻、 食欲减退、 体
重减轻和维生素缺乏等相关症状), 其阳性率为

24.5%、敏感性为100%、特异性为93.8%[21]. 该
法操作简单、反应快速、肉眼判断结果、直观

且可保留结果以利复查, 适于现场调查.  
1.1.2 双抗体夹心法-ELISA (double antibody 
sandwich ELISA) 应用色谱仪纯化抗溶组织阿米

巴、贾第虫、隐孢子虫的抗血清, 检测埃及90名
患者粪便样本中相应的抗原. 40名年龄相近的

对照组中, 20名是其他寄生虫的感染者(阳性对

照组), 另20名为无肠道寄生虫感染者(阴性对照

组). 该法检测溶组织阿米巴和贾第虫感染的阳

性率为100%, 隐孢子虫感染的阳性率为96.6%, 
检测溶组织阿米巴、贾第虫、隐孢子虫粪抗

原的假阳性例数分别为5(87.5%)、3(92.5%)、
2(95%)[22]. 粪抗原的平均值水平随感染的症状加

重而增加, 而与年龄无明显相关性[23]. 
1.1.3 抗原捕获法-E L I S A (a n t i g e n-c a p t u r e 
ELISA) 贾第虫的病原学诊断是在显微镜下查

到贾第虫的包囊或滋养体, 此法费时费力, 而
且对操作人员的技术要求也较高, 容易漏检[24]. 
Jelinek et al [25]分别用显微镜(铁苏木素染色和

SAF浮聚法)和ELISA试剂盒检测795名德国慕尼

黑患者的粪便样本, 以便了解海外旅游者中贾第

虫病的患病率, 其中74位患者确诊为贾第虫感

染. ELISA试剂盒(95.5%)较显微镜检查(81.8%)
更具敏感性, 其特异性为99.7%. 因此, 抗原捕获

法-ELISA试剂盒对于贾第虫感染的一次粪便样

本的阳性诊断率较高, 而在一次粪便显微镜检

查结果阴性时并不能排除贾第虫感染的可能性, 
故增加粪便显微镜检查的次数(至少3次)方可提

高阳性诊断率[26]. 但是, 由于ELISA试剂盒不能

检测出潜在病原体, 因此他并不能取代寄生虫

显微镜检法. 
1.2 检测抗体

1.2.1 IgG 检测血清中的特异性IgG抗体可作为

辅助诊断方法[27]. 用ELISA法和间接免疫荧光抗

体法检测巴西日托中心147名0-6岁年龄组的儿

童的滤纸血样和每名儿童的三份粪便样本(每
份粪便样本独立包装, 并经自然沉淀法和硫酸

锌漂浮法处理), 其中, 93名儿童的粪便样本查

到贾第虫包囊. ELISA法在100(68%)份血清样本

中测得抗贾第虫IgG抗体(其中粪检阳性病例为

67, 粪检阴性病例为33), 间接免疫荧光抗体法在

93(63.3%)份血清样本中测得抗贾第虫IgG抗体

(其中粪检阳性病例为76, 粪检阴性病例为17). 
ELISA法和间接荧光抗体法检测贾第虫抗体的

敏感性分别为72%和82%, 而间接荧光抗体法的

特异性(70%)强于ELISA法(39%). 对于三份粪检

贾第虫包囊均阴性的儿童, ELISA法有一定的

假阳性率[28]. 在贾第虫病的流行区内, 对于那些

无临床表现的大部分患者, 间接荧光抗体法的

检出率较ELISA法高, 与显微镜检结果相符, 与
十二指肠引流液检查的符合率可达100%, 此法

一般只适用于个例的诊断, 不能替代病原检查; 
而ELISA法一般只作为临床辅助诊断, 更适宜于

流行病学调查[29]. 
1.2.2 IgA 应用ELISA法检测患者唾液内特异性

抗贾第虫IgA抗体也可作为一种诊断贾第虫感染

的筛选方法[30-32]. 对36名以腹泻为主要症状的埃

及患者粪便样本同时进行直接涂片检查和十二

指肠引流液检查, 其中94.4%粪检贾第虫阳性患

者的唾液内可测得特异性的抗贾第虫IgA抗体, 
33.3%粪检贾第虫阴性患者的唾液内可测得特异

性的抗贾第虫IgA抗体. 十二指肠引流液检查为

■研发前沿
贾第虫病的诊断
主要是通过粪便
检 查 ,  但 费 时 费
力 ,  而 且 对 操 作
人员的技术水平
要 求 较 高 ,  故 免
疫学诊断方法对
于贾第虫病的易
感 人 群 ,  尤 其 是
免疫力低下的患
者(如儿童、老人
、AIDS等 )的诊
断、治疗、预后
及随访有很大帮
助 ,  目 前 国 外 已
研发出许多商品
化的试剂盒更方
便、快速. 
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阴性患者的唾液内均未测得特异性的抗贾第虫

IgA抗体[33]. 对于有长期(>1 mo)持续症状的患者,  
ELISA法检测特异性的抗贾第虫IgA抗体适用于

贾第虫病的普查[34-35].
2  免疫荧光抗体测定法 (IFA)

2.1 直接荧光抗体测定法(DFA) 为了确定贾第

虫病的发病率和临床特点,  Morimoto et al [36]用

直接涂片显微镜法、直接荧光抗体测定法和

Kohn's一步染色法检测了Kochi医学院附属医

院1790名患者的粪便, 17(0.95%)名患者的粪便

中测得贾第虫包囊. 这些患者多为中老年群体

(41-79岁), 并且大多数(除外2例)无海外旅游史. 
因此, 寄生虫感染的诊断更多依靠实验室粪便

的检查, 以排除可引起感染的寄生虫包囊携带

者[37-39]. 
直接荧光抗体测定法对保存在5℃的冷藏

室中的14份粪便样本 ,  保存在零下20℃的冰

箱中9份粪便样本, 保存在常温3.9%甲醛溶液

(formalin-saline solution)中28份粪便样本中的贾

第虫包囊均可测得. 而直接涂片法检测到在冰

箱中保存的粪便样本中的贾第虫包囊的阳性率

为56% , 检测到冰冻粪便样本中的贾第虫包囊

的阳性率为93%, 检测保存超过24 mo粪便样本

中的贾第虫包囊为阴性[40]. 直接荧光抗体测定

法检测长期保存的粪便样本中的贾第虫包囊是

一种有效的方法[41-43]. 
2 . 2  免疫磁性分离法 -间接荧光抗体测定法 
(IMS-IFA) 近年来出现了一些新的检查方法, 
Souza et al首次报道了IMS-IFA检测人体粪便

中贾第虫包囊, FAUST et al和Lutz寄生虫学检

验技术的检测结果作为对照[44]. 粪便样本固定

在醋酸钠醋酸甲醛(formalin-sodium acetate-
acet ic acid, SAF)溶液中, 室温20℃保存不超

过4 mo. 对127份粪便样本检测结果为, IMS-
I FA检测贾第虫包囊的阳性检出率为27.5%, 
FAUST和Lutz寄生虫学检验技术检测贾第虫包

囊的阳性检出率为15.7%. IMS-IFA较FAUST和
Lutz寄生虫学检验技术检测粪便中贾第虫包囊

具有更高灵敏度. IMS-IFA可同时检测多份粪

便样本, 缩短样本保存的时间, 并可增加贾第

虫包囊的回收率[45].

3   酶免疫测定法(EIA)

EIA试剂盒可用于检测粪便样本中贾第虫和溶

组织内阿米巴原虫[46-47]. Schunk et al [48]从德国

慕尼黑大学附属医院门诊患者收集了276份粪

便样本, 以显微镜检查的结果作为参考标准时, 
EIA试剂盒检测贾第虫的敏感性为100%、特异

性为99.6%,检测溶组织内阿米巴原虫的敏感性

为81.8%、特异性为99.2%. 两种检查方法与其

他肠道内寄生原虫无交叉反应[48-49]. 由于其他潜

在病原体的存在, 所以该法并不可以取代显微

镜检法, 但EIA试剂盒可能会成为一种非常有效

且有价值的诊辅助断方法[50-52]. 
实际上, 对于无症状的贾第虫感染者和个

别有阳性体征贾第虫感染的患者EIA试剂盒的

敏感性差别不大(77/83%). 无论对于有贾第虫感

染阳性体征的患者(83/75%), 无症状地感染贾第

虫的患者(77/61%), 还是对总体(80/67%)来说, 
使用EIA试剂盒检测单份粪便样本的敏感性均

较高[53]. 为了使贾第虫感染诊断的敏感性大于

90%, 常规寄生虫学检查和EIA试剂盒并用是必

要的[54-56].

4   试剂盒

目前已有不少检测蓝氏贾第虫的诊断试剂盒供

市售. 由于在蓝氏贾第虫感染流行的地区, 常伴

有诸如溶组织内阿米巴、隐孢子虫等肠道原虫

的感染, 因而研究者和生产厂商常将诊断试剂

盒设计成可同时诊断多种肠道原虫感染. 
4.1 贾第虫/隐孢子虫快速检测试剂盒(C o l o r 
PAC) 全称Color PAC复合快速固相定性免疫层

析实验(Color PAC combination rapid solid-phase 
qualitative immunochromatographic assay), 为美

国Becton Dickinson公司产品, 可同时检测蓝氏

贾第虫和隐孢子虫的感染, 完成整个实验约需

10 min. 检测蓝氏贾第虫的敏感性和特异性均

为100%, 检测隐孢子虫的敏感性和特异性分别

为97.6%和100%[57]. Color PAC快速检测试剂盒

虽然不能替代常规粪便中虫卵和寄生虫的检查, 
但在蓝氏贾第虫和隐孢子虫感染的确诊中是非

常有用的. 
4.2 贾第虫/隐孢子虫微量检测试剂盒(ProSpecT)  
ProSpecT Giardia/Cryptosporidium Microplate 
Assay系美国Alexon公司生产, 可同时检测蓝氏

贾第虫和隐孢子虫, 检测蓝氏贾第虫的敏感性

和特异性分别为94%和100%, 检测隐孢子虫的

敏感性和特异性分别为97%和100%[58-61]. 当被检

测的粪便样本中有血时, ProSpecT试剂盒有一定

的假阳性率[62-63]. 
4.3 Color PAC与ProSpecT比较 应用Color PAC
试剂盒检测241份粪便样本, 贾第虫感染阳性

■应用要点
本文对每一种免
疫学诊断方法进
行了细致的评价, 
以便对不同的发
病群体、不同的
卫生环境使用比
较灵敏的检查方
法. 
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者53例, 隐孢子虫感染阳性者90例. ProSpecT
试剂盒检测56例贾第虫感染阳性者, 93例隐孢

子虫感染阳性者. 两种试剂盒检测贾第虫感染

阳性符合率为98.7%,隐孢子虫感染阳性符合

率为98.1%[64-65]. 在使用中Color PAC试剂盒较

ProSpecT试剂盒更简便、快速, 但价格较高[66-67]. 
4.4 寄生虫酶免疫测定筛选膜(Triage) 全称为

Triage寄生虫膜上酶免疫(triage parasite panal 
enzyme immunoassay), 是一种新的定性酶免

疫测定方法, 由美国BIOSITE Diagnostics公司

生产. 原理为用已知的抗体捕获特定抗原并固

定在膜上 ,  完成每人份粪便样本的检测约需

15 min[68]. 值得注意的是Triage试剂盒所需的

粪样必须是新鲜粪便及其立即冻存者, 否则影

响结果的判读. 检测444份粪便样本, 贾第虫感

染阳性170例, 敏感性和特异性分别为95.9%和

97.4%, 阴性预测值(NPV)为97.4%; 溶组织内阿

米巴/迪斯帕内阿米巴感染阳性99例, 敏感性和

特异性分别为96.0%和99.1%, 阴性预测值(NPV) 
为 98.8%; 微小隐孢子虫感染阳性60例, 敏感

性和特异性分别为98.3%和99.7%, 阴性预测值

(NPV) 为99.7%[69]. 在粪样中同时检测贾第虫、

溶组织内阿米巴/迪斯帕内阿米巴、微小隐孢子

虫感染时, Triage试剂盒是一种简便、可供选择

的方法[68]. 
4.5 贾第虫/隐孢子虫免疫快速检测卡(Immuno-
Card STAT) ImmunoCard STAT  Cryptosporidium/
Giardia rapid assay实质上是使用快速固相定性

免疫层析法同时检测蓝氏贾第虫和隐孢子虫, 
产于美国Meridian Bioscience的一种试剂盒, 要
求在12 min内完成对未经浓缩固定在甲醛溶液

中每份粪便样本的检测. 检测170份已知贾第虫

阳性标本结果为159份, 敏感性和特异性分别为

93.5%和100%, 阳性预测值(PPV)为100%, 阴性

预测值(NPV)为95.5%, 感染数量较少(免疫荧光

测定法仅见10-100个包囊)的7份粪便样本和3份
仅有滋养体的粪便样本呈假阴性, 但1份呈假阴

性的粪便样本却含有大量包囊. 感染数量较少

的粪便样本呈现假阴性说明该试剂盒的敏感性

受到一定的限制, 却无法解释含有大量包囊的

呈假阴性粪便样本反复检测仍呈假阴性的结果, 
该作者认为这份粪便样本在固定前经过了不适

的处理或使用了不适的固定液[70]. 
总之, 贾第虫病的首选诊断方法仍是粪便涂

片检查. ELISA法适于贾第虫病的血清流行病学

调查、疗效考核及防治结果的检测. DFA可以检

测到在不同环境保存且已发生形状改变的粪便

样本中的贾第虫包囊. IFA操作简便, 可用于特异

性抗原的检查与定位. 试剂盒可同时检测贾第虫

等其他肠道原虫的感染, 也可对水源及其他污染

源进行筛查. 贾第虫病的免疫学诊断方法较多, 
而且其敏感性和特异性均较高, 对贾第虫病的临

床诊断、治疗、预后带来了极大的方便.
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Abstract
Gap junctional intercellular communication 
(GJIC) is a widespread signal transduction path-
way in multicellular organisms. It participates 
the transportation of ion and other micromo-
lecular signal transduction transmitter. The role 
of GJIC is to adjust the process of cell growth, 
cell multiplication and differentiation, and any 
change in GJIC will obviously affect the tumori-
genesis. The carcinoma of large intestine is one 
of the most common cancers in human beings. 
Recent investigation indicated that the carcino-
genesis of large intestine is the consequence of 
multiple genes, procedures and stages, includ-
ing oncogene activation, anti-oncogene deacti-
vation, lost control of DNA transcription and 
DNA injuries, etc. The final appearance of cell 
transformation, caused by any reason, is the lost 
control of cell cycle as well as the limitless pro-
liferation of cells. In this article, we reviewed the 
recent research progress on the roles of GJIC and 
connexin in the carcinogenesis of large intestine.

Key Words: Connexin; Gap junction intercellular 
communication; Carcinoma of large intestine

Lv LY, Guan JM, Mi LN. Research progress on the roles of 
gap junctional intercellular communication and connexin 
in the carcinogenesis of colorectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(36):3493-3499

摘要
细胞间隙连接通讯(gap junctional intercellular 
communication, GJIC)是多细胞生物体内普遍
存在的一种通讯方式, 他参与离子和其他小
分子信号物质的转运. GJIC对细胞的生长、

增殖和分化起重要的调控作用, 他的改变与
肿瘤的发生密切相关. 大肠癌是人类常见的
恶性肿瘤之一, 目前研究表明, 大肠癌的发生
是一个多步骤、多基因、多阶段的过程, 包
括癌基因激活、抑癌基因失活、DNA转录表
达失控、DNA损伤等. 不论何种原因的细胞
转化, 其最终表现为细胞周期失控、细胞无
限增殖. 本文就GJIC及其通路蛋白、细胞因
子与大肠癌的发生的研究进展作一综述. 

关键词: 连接蛋白; 细胞间隙连接通讯; 大肠癌

吕 丽 艳 ,  关 景 明 ,  米 丽 娜 .  细 胞 间 隙 连 接 通 讯 及 其 通 路

蛋 白 与 大 肠 癌 发 生 关 系 的 研 究 进 展 .  世 界 华 人 消 化 杂 志  

2006;14(36):3493-3499

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/3493.asp

0  ��引言

细胞通讯是指一个细胞的信息通过化学递质

或电信号传递给另一个靶细胞, 使其产生相应

的效应. 在生物体内, 大多数的细胞与其他细

胞间有两种不同的通讯方式 ,  一种是生长因

子或激素介导的通讯, 他不需要直接的细胞接

触; 另一种是细胞接触介导的通讯. 在后一种

通讯方式中, 细胞间隙连接通讯(gap junctional 
intercellular communication, GJIC)是目前已知

的相邻细胞间直接交流胞质的唯一膜通道结构, 
被认为在肿瘤的发生、发展和组织自身稳定的
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■背景资料
间隙连接(GJ)是
一类形成于相邻
细胞间的连接复
合体, 由聚集的
通道形成并直接
联 系 毗 连 细 胞
的内部结构. 以
连接子为结构单
位, 其蛋白成分
称 为 连 接 蛋 白 , 
在细胞间信息调
控信号传导方面
起重要作用, 构
成细胞间通讯功
能. 不同的连接
蛋白由位于不同
染色体上的连接
蛋 白 基 因 编 码 , 
连接蛋白基因的
异常可导致间隙
连 接 功 能 的 异
常, 从而引起细
胞间失去接触抑
制进行扩增, 基
因损伤的恶性表
型得以表达, 形
成癌细胞. 
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维持中具有重要作用[1-2]. 本文通过对GJIC的生

物学特性、GJIC及其通路蛋白与大肠癌发生关

系的回顾, 旨在探讨细胞间隙连接通讯及其通

路蛋白在肿瘤发生中的重要作用. 并加强对大

肠癌发生的认识. 

1  细胞间隙连接通讯及其通路蛋白

1.1 间隙连接的定义及功能 细胞间隙连接是

相邻细胞之间形成的一种能够开放和关闭的

亲水性膜通道结构 [3 ],  由跨膜的细胞间隙连

接蛋白(connex in, Cx)构成[4]. 通道的直径约为

1.5-2.0 mm, 只能透过相对分子质量<1000的分

子和离子, 如Ca2+ 、cAMP 、三磷酸肌醇、葡

萄糖、维生素及其他参与生长调节的物质可以

通过间隙连接为相邻细胞所共有. 而蛋白质、

RNA、多糖和脂质复合物等大分子物质则不能

透过间隙连接通道[5-6]. 不同组织、细胞之间通

过间隙连接, 进行信息沟通, 平均代谢产物, 使各

种信息有效的达到相应的细胞, 保持细胞群体对

生长刺激和调节反应的同步性, 使细胞的增值、

分化按正常的程序进行. 目前, 已知的间隙连接

的生理功能包括: (1)信号的传递功能; (2)构成

存在于平滑肌、心肌、神经末梢的电紧张突触; 
(3)缓冲毒性化学物质的毒害作用; (4)通过周围

细胞滋养受损细胞; (5)参与局部的代谢功能; (6)
参与胚胎发育、细胞的分化和生长控制; (7)参
与细胞的黏附和运动[7]. 
1.2 连接蛋白基因及其产物的结构和功能 间隙

连接由细胞膜上的连接子结构单位组成, 其蛋

白成分称为连接蛋白, 是由许多同源性基因编码

的多基因家族, 不同的连接蛋白由位于不同染

色体上的Cx基因编码[8-9]. 目前认为, Cx基因具有

抑癌基因的特点. 已发现的Cx有约近20种之多, 
cDNA克隆序列分析发现他们具有高度同源性. 
Cx基因均具有2个外显子: 第1个外显子较短, 只
有几十到一百多个碱基对(bp), 第2个外显子包

含一个完整的编码区. 内含子较长且长度不一. 
在其反义起始密码子上游16-33 bp处有一个剪切

受体位点[10]. cDNA推导出的氨基酸序列分析表

明, Cx含有4个疏水性的跨膜区, 在细胞膜上形

成双跨膜的分子链, 其氨基端与羧基端在细胞质

面[11]. 连接蛋白的同源性主要在细胞外两个结构

域, 跨膜部分的结构域同源性较低, 细胞质内结

构域的同源性最低. 连接蛋白成员之间细胞外结

构域的高度保守性可能允许各成员之间相互作

用, 如一个细胞膜上的Cx32能够与另一细胞膜

上的Cx43相连接形成细胞间的通道[12]; 细胞质

面结构域的差异可能与连接蛋白成员的组织特

异性和交叉性、各种细胞内通道开关的调节及

电导通讯的差异有关. 不同的连接基因编码的

连接蛋白在信息通讯中显示出不同的选择性及

方向性, 这种差异导致了间隙连接通讯独特的

功能. 
1.3 间隙连接的影响因素 影响或调控连接蛋白

(Cx)的因素可直接或间接影响到间隙连接通讯

的功能, 其主要因素有: (1)Cx磷酸化影响Cx构
象和通道的开关, 当Cx磷酸化时通道关闭, 去
磷酸化时通道打开[13-14]. Cx磷酸化异常可干扰

正常的间隙连接通讯功能, 导致生长控制异常; 
(2)某些癌基因编码的蛋白激酶如V-fps, C-src, 
V-Src, C-erbB2等能通过Cx磷酸化调节间隙连

接通讯[15-16]; (3)细胞质中Cx蛋白池为调节细胞

膜上的Cx数量所必需, 细胞可通过这种Cx蛋白

迁入到质膜上或通过靶质膜上C x蛋白胞饮入

胞质中的方法来增加或减少膜上C x蛋白的数

量; (4)化学药物对连接蛋白的影响, 如抑制肿瘤

药物三磷酸腺苷等可增强间隙连接通讯, 促癌

剂如林丹等则能抑制间隙连接通讯; (5)Cx的快

速构象变化是调节Cx功能的重要方式, 影响通

道快速关闭和开启的因素有蛋白激酶、细胞内

pH值迅速变化、糖皮质激素、钙和钙调蛋白、

cAMP、LDL和细胞内外电压梯度等. 如细胞

外钙离子浓度升高是促进连接形成, 细胞内钙

离子浓度升高时通道关闭, 提高CAMP、 LDL
浓度能够促进连接蛋白形成细胞间隙连接[17-18]; 
(6)细胞间隙连接形成依赖于细胞间质的酸化; 
(7)细胞表面的黏附分子与Cx作用为间隙连接形

成提供了稳定的结构[19]; (8)电压梯度可以协调

Cx成员间的相互作用. 
1.4 GJIC及其通路蛋白在肿瘤中的表达调控 肿
瘤是一种增殖失控和分化紊乱的疾病, 肿瘤发

生过程中的任何一个步骤受到阻断都有可能抑

制肿瘤的发展. 已有的研究发现, 肿瘤细胞和转

化细胞普遍存在间隙连接通讯的缺陷[20-21], 主要

表现在肿瘤细胞间的同型GJIC减少, 肿瘤细胞

与周围正常细胞间的异型GJIC选择性丧失, 从
而使肿瘤细胞脱离机体的调控, 导致肿瘤细胞

无限增殖. 细胞间隙连接通讯的恢复与肿瘤的

生长控制和转化表型的抑制相关[22-23]. 
目前, 有多种理论来阐述肿瘤的发生和发

展, 而GJIC概念都可用来解释他们的假说, 如: 
干细胞假说[24]认为未分化完全的细胞都有可能

■研发前沿
现在国内外在该
领域研究的热点
主要是细胞连接
通讯及其通路蛋
白在恶性肿瘤发
生、发展中的作
用. 
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癌性转化. 正常情况下, 干细胞的分化潜能被周

围已分化细胞抑制, 而这种抑制必须通过细胞

间隙连接通讯才能实现, 只有在分化细胞出现

凋亡、衰老和损伤时, 干细胞才会分裂, 并保持

着细胞增减的动态平衡[25-27]. 当细胞间缺少分

化产物时, 则细胞间隙连接不健全, 完全失去对

邻近干细胞的分裂抑制作用, 使干细胞的分裂

成了一种自主行为, 失去接触抑制, 这时癌细胞

便有机会和干细胞结合在一起, 一方面使干细

胞自主分裂, 另一方面引导分裂后的细胞以自

己为模板进行分化, 并最终形成癌瘤. 而致癌多

阶段模型则认为致癌作用分3个主要阶段: (1)
引发阶段; (2)促癌变阶段; (3)进展阶段. 在引发

阶段, 自发的或致癌因子诱导正常细胞成为起

始细胞. 此阶段细胞间仍存在正常的GJIC; 而促

癌阶段癌起始细胞与周围正常细胞的GJIC受到

抑制, 细胞失去接触抑制进行扩增, 基因损伤的

恶性表型得以表达, 形成癌细胞[28]; 进展阶段在

致癌剂和促癌剂反复刺激下, 癌细胞不断增殖, 
形成临床肿瘤. 这两个模型显示GJIC受抑是进

入促癌阶段的重要机制. 连接蛋白基因在各种

组织中的表达既有交叉性, 又有组织特异性. 如
Cx32和Cx26基因在肝、肾、肠、肺、脾等组织

中有表达, 但在心肌和成年人骨骼肌中不表达; 
而Cx43基因则在心肌、平滑肌、子宫肌、卵巢

颗粒细胞、星形细胞、成纤维细胞和晶状体等

组织中有表达[8,29]. 此外, 一些连接蛋白基因在正

常组织中不表达, 却在肿瘤组织中表达. 如Cx43
基因在正常肝细胞中不表达(仅在肝脏内皮细

胞和胆管表皮细胞中表达), 却在肝细胞癌中表

达; Cx26在正常皮肤中不表达, 却在皮肤基底细

胞癌中表达[30]. 大量研究资料表明, Cx基因在多

种肿瘤细胞表达下降或消失. Cx也明显降低或

消失, 继而GJIC能力下降或消失, 由此导致细胞

恶变肿瘤形成[31]. 随着对Cx基因研究的深入, 研
究者发现在一部分良性肿瘤和恶性肿瘤及转化

细胞株中存在连接蛋白基因的稳定表达[32]. 如
Cx37和Cx43在鼻咽癌和慢性鼻咽炎组织中的稳

定表达, 而且两者的表达无量的差异. 这又提示

连接蛋白基因表达降低并不是每种细胞转化及

肿瘤形成所必须. 
大量研究资料表明, 用Cx基因转染肿瘤细

胞, 使其重建细胞间隙连接, 恢复GJIC可以延缓

肿瘤细胞生长, 为肿瘤治疗研究提供了理论基

础和新的思路[33]. 在Warn-Cramer et al [34]的实验

中, Martyn将CxcDNA转染至小鼠永生化细胞

后, 并为建立功能性细胞间隙连接通讯, 但仍然

抑制细胞增殖. Lee et al [35]的研究显示, 采用Cx
基因转染GJIC功能正常的细胞, 细胞通讯功能

未见增强, 但同样抑制了细胞的生长. 这些研究

表明转染Cx基因后的抑癌作用除建立功能性的

GJIC外, 尚存在其他机制. Bradshaw于1993年用

Cx43基因转染神经胶质瘤C6细胞后, 发现转染

的C6细胞IGFBP-4(有抑制细胞生长作用)的表

达较转染前明显增高, 而IGFBP-3(有促进细胞

生长作用)转染前呈高表达, 转染后为无表达, 这
表明肿瘤抑制除细胞间隙连接通讯外, 细胞内

也存在抑制机制[36]. 转染Cx基因抑制肿瘤细胞

生长的机制总结为: (1)细胞间隙连接通讯的恢

复; (2)转染Cx基因后诱导或抑制了某些与细胞

生长、分化和增值有关基因的转录; (3)Cx可能

与某些蛋白质存在交互作用, 这种交互作用参

与细胞生长、分化或增殖的调控过程, 或干预

与细胞生长和增殖有关的信号转导过程, 此时

Cx通常被定位在细胞核或细胞质内. 应该强调

的是, 转染了基因后的肿瘤细胞其生长和增殖

被抑制, 仅是指延缓了肿瘤细胞的生长、分化

和增殖, 并非完全逆转了其恶性表型[37-38].

2  大肠癌发病相关因素及发病机制

大肠癌包括结肠癌和直肠癌, 是人类常见的恶

性肿瘤之一. 近年来, 世界上多数国家大肠癌发

病率呈上升趋势, 且发病年龄提前. 癌肿的发生

涉及多因素, 结直肠癌的发生也不例外, 各种因

素综合作用使癌基因和抑癌基因复合突变, 是
大肠癌发生的分子生物学基础. 其发病的相关

因素如下: 
2.1 遗传因素 大肠癌约80%是散发的, 20%为

遗传性的, 其中包括遗传性非息肉病性大肠癌

家系(hereditary non-polyposis colorectal cancer, 
HNPCC)、家族性腺瘤性息肉病家系(fam i l ia 
adenomatous polyposis, FAP)和家族性大肠癌系

(familia colorectal cancer, FCC)[39]. FAP通常指大

肠腺瘤数超过100个以上者, 一般在100-1000个
之间. 约占遗传性结直肠癌的5%, 其发病率为

1/8000-29 000, 多数在青少年时期出现息肉, 30
岁左右开始出现症状, 45岁之前发生癌变. FAP
可伴有颅骨和长骨骨瘤、视网膜色素沉着、软

组织肿瘤、腹壁硬纤维瘤、胃十二指肠和甲状

腺肿瘤等[40]. FAP是一种常染色体显性遗传病, 
位于5q21的APC基因种系突变是其发生的分子

遗传学基础. 一般FAP患者的息肉数可达成百

■相关报道
目前有关细胞间
隙连接蛋白与大
肠癌发生关系的
报道相对较少, 且
主要集中在Cx43
和Cx32的表达缺
失与大肠癌发生
的研究中. 
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上千, 且息肉大小不一、形态各异, 多发生在结

肠和直肠, 其癌变率极高, 有人认为其癌变率为

100%. 绝大多数患者在45岁以前死于息肉癌变. 
HNPCC 1895年被Warthin's发现, 又称Lynch综
合征, 是一种外显率为70-80%的常染色体显性

遗传病[41], 占所有大肠癌的2%-7%[42]. 其突变基

因有4种错配修复基因(MMR): hmSH2, hMLH1, 
hPMS1和hPMS2[43]. 临床上HNPCC患者发病年

龄较早, 原发癌常见, 肿瘤发生的部位以右半结

肠为主且可同时或异时发生多个结直肠肿瘤[44]. 
FCC在大肠癌患者中, 有10%-15%有家族性, 但
不符合FAP或HNPCC的标准, 统称为FCC. 近期

发现FCC的发生与APC中11307K基因突变有关. 
2.2 良性疾病恶变 (1)腺瘤: 结直肠腺瘤也可称为

上皮内瘤变, 具有组织结构和细胞学上的异型

性,  即没有组织结构和细胞学上的异型性是不

能诊断为腺瘤的. 结直肠腺瘤在组织学上可分为

管状腺瘤(管状结构大于80%)、绒毛状腺瘤(绒
毛状结构大于80%)、管状绒毛状腺瘤(管状和绒

毛状结构均小于80%)和锯齿状腺瘤[45]. 1974年
Morson[46]提出大肠腺瘤癌变的序贯学说, 认为

绝大多数结直肠癌起源于腺瘤, 因此将腺瘤看

作看作是癌前病变. 结直肠癌的发生大致是经

过正常肠上皮→腺瘤→腺瘤伴异型增生→腺

瘤癌变→腺癌的演变过程. 一般而言, 腺瘤的

发病年龄早于结直肠癌约5-10 a或更长的时间, 
大肠癌的形成具有较为明确的阶段性. 组织病

理学研究提示约有0.2%-8.3%结直肠腺瘤病灶

内有癌变, 相反在14%-23%结直肠癌的浸润病

灶连接残留的腺瘤组织. 在切除标本或内镜检

查可见约30%病例同时存在腺瘤和癌肿[47]. 杂
和性缺失的分子致癌途径是A P C基因突变导

致小腺瘤形成[48], 多发生在脾曲远端的左半结

肠. 小腺瘤到明显腺瘤的过程激活了k-ras基因, 
继之基因调控发生障碍, 使抑癌基因失去活性, 
在多基因转化过程中DCC基因丢失, 最后在染

色体17P的P53基因缺失或突变, 癌基因活性增

强, 从而产生了癌的前期变化. 总之, 在腺瘤癌

变过程中, APC基因→k-ras基因→DCC基因→

p53基因分阶段参与了整个癌变过程 [49-51]. 腺
瘤癌变是指在同一肿瘤内存在着浸润性结直

肠癌和腺瘤, 或先前存在的腺瘤转变为浸润性

结直肠癌. 腺瘤癌变可以为早期癌变, 即浸润性

结直肠癌仅局限于黏膜下层, 也可以为中晚期

结直肠癌[52]. 结直肠腺瘤的癌变率受多种因素

的影响: 腺瘤大小: 腺瘤的大小和恶变率呈正相

关. <1 cm癌变率为1%, 1-2 cm为5%-10%, >2 cm
为20%, 有报道高达30%[53]. 腺瘤随体积增大恶

变率增高已被多数学者认可, 但仍不应放松对

小腺瘤恶变的警惕性; 组织学类型: 管状腺瘤癌

变率为4.8%, 管状绒毛状腺瘤为2.5%, 绒毛状

腺瘤为40.7%[54], 有报道绒毛状腺瘤癌变率高达

56.76%[53]; 异型增生的程度: 异型增生是指上皮

细胞增殖和分化偏离了正常规律, 出现异型细

胞. 轻度异型增生的腺瘤恶变率为7.8%, 中度异

型增生为18%, 重度异型增生为45.5%[55]; 腺瘤的

蒂: 腺瘤有蒂癌变率低, 广基的癌变率可达75%; 
数目和年龄, 腺瘤数越多癌变率就越高, 年龄越

大癌变率越高; 腺瘤的部位及表面形状等. (2)炎
症性肠病: 炎症性肠病主要指溃疡性结肠炎和

克罗恩病, 溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)
是一种原因不明的直肠和结肠炎症性疾病. 据
有关资料报道, UC患者部分细胞代谢异常和癌

前改变的发生有一定的关系, 认为比较密切的

有杯状细胞黏液的改变, 细胞内DNA、RNA代

谢的异常等. UC相关性结直肠癌与散发性结直

肠癌的发病机制是不同的, 目前多数学者认同

正常表皮→过渡增生→轻度异型增生→中度异

型增生→UC相关性结直肠癌的发展过程, 其中

p53, k-ras, 18q, TGF-B, APC等参与了整个过程. 
UC患者发生大肠癌的机会比正常人高5-10倍, 
其相关因素主要有以下几个方面: (1)病程: UC
病程愈长, 大肠癌的发生率越高; (2)年龄: UC的
发病年龄越小, 最终发生癌变的可能性就愈高; 
(3)病变范围: 目前大多数专家多一致认为: UC
累及大肠病变范围越大, 癌变率越高; (4)临床分

型: 慢性持续型的癌变率高于其他3型; (5)息肉: 
UC易伴有假性息肉, 癌变率会增高; (6)与组织

学的关系: 有专家提出UC的黏膜异型增生是结

肠癌标志, 有资料表明, 高度异型增生的癌变率

高于低度异型增生. UC相关性结直肠癌多属于

低分化腺癌或黏液形成癌. 
克罗恩病(Crohn's disease)患者发生癌的危

险性较一般人群高440倍, 而且发生癌的年龄比

一般人群早10 a. 大多数学者认为, 从炎症到癌

症平均为15-20 a, 病程长, 病变广泛的CD发生癌

变的倾向与UC相似, 两者分别是普通人群的19
倍和18倍[56]. 但CD患者癌变确切的危险性尚不

清楚. (3)饮食、环境和其他因素: 大多数学者认

为, 大肠癌发病率的升高与人们生活水平的提

高、饮食条件的改善有关. 高脂饮食, 特别是含

有饱和脂肪酸的饮食、常食用腌鱼、腌肉及油

■创新盘点
目前国内外关于
细胞间隙连接通
讯(GJIC)及其通
路蛋白主要集中
在其与神经胶质
瘤、肺癌、乳腺
癌、卵巢癌、前
列腺癌、鼻咽癌
及肝癌的发生、

分化、增殖等方
面的报道. 但在大
肠癌方面的报道
甚少, 并且研究内
容与大肠腺瘤癌
变的关系未涉猎. 
本文通过对GJIC
及其通路蛋白生
物学特性和大肠
癌发病相关因素
及发病机制的描
述, 探讨GJIC及其
通路蛋白与大肠
癌尤其是大肠腺
瘤癌变发生的关
系, 为今后研究大
肠癌的发生提供
新的思路. 
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炸食品、长期摄入啤酒和酒精[57-58]、膳食中缺

少富含纤维素与钙、膳食纤维、维生素及微量

元素Se, Zn, Fe等物质, 与大肠癌的发病密切相

关. 另外, 缺乏体育锻炼[59], 社会心理因素作用

如长期精神压抑、不适应环境、不能自我调节

的不良情绪、焦虑和应激反应强也是大肠癌发

病的危险因素.

3  细胞调控、细胞因子与大肠癌的发生

恶性肿瘤的发生与发展的过程是细胞过度增殖

和细胞凋亡受抑制的过程. 大肠癌的发生也不

例外, 正常肠黏膜上皮细胞存在程序性死亡, 即
细胞凋亡, 籍以清除衰老的细胞, 维持黏膜细胞

生理平衡. 当各种因素引起肠黏膜上皮细胞过

渡累积时, 就有可能引起大肠癌的发生. 因此, 
细胞凋亡的异常和细胞的过度增殖导致增殖/凋
亡比值加大是大肠癌发生的重要因素之一. 大
量的研究报道显示, 在大肠癌中, PCNA、Ki-67
及细胞周期蛋白等反映细胞群体增殖活性的可

靠指标的表达呈明显的增高趋势[60-61], 而与大

肠癌细胞凋亡调控的主要相关基因bcl-2,  p53 , 
c-myc及其蛋白在大肠癌的表达明显下降[62-63]. 
细胞调控与肿瘤发生、发展的关系是肿瘤研究

的一个热点, 其与大肠癌的发生、发展、转移

及愈后的关系目前尚未完全明确, 有待于继续

深入研究.

4  GJIC及其通路蛋白与大肠癌

GJIC是细胞间的一种重要连接方式, 在细胞分

化、生长控制及维持体内自然环境平衡等方面

起重要作用[64-65]. 近几年来, 国内外对GJIC与癌

变的关系进行了大量的研究, 发现Cx基因的表

达对绝大多数肿瘤细胞的生长起负调控作用, 
故有学者认为Cx基因是非突变型抑癌基因[66-67]. 
许多研究表明, Cx43表达减少或缺失以及定为

异常与多种肿瘤细胞如乳腺癌、肝癌、宫颈

癌、卵巢癌等的发生、发展及转移密切相关. 
目前, 有关Cx蛋白与大肠癌关系的研究报

道资料相对较少. 黄梅芳 et al [68]对大肠癌及相

应正常组织内的连接蛋白基因在mRNA水平进

行了系统的表达研究, 发现大肠正常组织细胞

中有Cx32, Cx37, Cx43 mRNA的高表达, 大肠癌

细胞中有Cx43基因的微弱表达. 而Cx37和Cx46
在大肠癌细胞株中却有一定水平的表达, 说明

大肠癌组织GJIC缺陷. Cx32是正常大肠上皮细

胞间隙连接通道的主要成分, 他的表达缺失是

致大肠癌细胞间隙连接通讯障碍的主要原因. 
Cx32和Cx43在正常肠黏膜上皮细胞中高水平表

达, 在癌旁细胞中表达水平下降, Cx32在癌细胞

及癌细胞株均不表达; Cx43在癌细胞中有低水

平表达, 在癌细胞株中无表达. 这提示大肠癌的

发生可能与Cx32和Cx43的表达缺失有关. 人大

肠癌细胞株表达Cx37和Cx46, 这提示体内、外

细胞生存环境差异亦可能影响Cx基因的表达水

平. 有报道, Cx43基因在某些组织细胞中检测到

其5-UTR上游, 距转录起始点近端有AP-1位点

及变异的TATA盒、激素应答元件, 这些均与其

转录活性有关[69]. 有人比较了小鼠、大鼠、小

牛及人的Cx43-UTR, 均有很高的同源性, 含4个
AUUUA重复序列. 可能与Cx43 mRNA的稳定性

有关. 在黄梅芳 et al的实验中, TPA处理大肠癌

细胞株后, 在Cx43mRNA表达增强的同时, 却使

其本身的Cx46表达明显减弱, 说明Cx46和Cx43
基因结构的差异性. 因此推测, Cx46在大肠癌细

胞中的表达可能是恶性肿瘤细胞中同族不同种

类基因表达的变异[70]. Cx43与Cx46均属于Cx家
族的a-亚类, 这种结构同源性有可能使Cx43变
异为Cx46. TPA对Cx46基因表型的抑制, 说明了

这种变异的可逆性, 为阐明大肠癌变机制提供

了新的思路. 
总之, GJIC与癌变的关系已被广泛证实, 但

对GJIC系统及其通路蛋白的研究主要集中在胃

癌、肝癌、子宫癌及乳腺癌等肿瘤的研究, 而
在大肠癌及癌前病变的研究则很少. GJIC在大

肠癌变过程中具体的作用机制还需要深入了解, 
若能摸清各种连接蛋白在肿瘤组织中表达的规

律, 就有可能为大肠癌的早期诊断提供新的指

标, 为有效控制大肠癌生长的基因疗法提供新

的手段.
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Abstract
Animal models, which can factually simulate 
the natural growth, invasion, and metastasis in 
vivo, are needed in basic and clinical research on 
liver cancer. At present, nude mice with trans-
planted human hepatocellular carcinoma are 
the best models of human liver cancer in vitro, 
and it takes less time to establish the model, 
with a higher success rate. Mouse model of hu-
man hepatocellular carcinoma can be obtained 
by subcutaneous transplantation, in situ trans-
plantation, and intraperitoneal transplantation. 
Metastasis model was also one of them. The 
following aspects, including the characteristics 
of human hepatocellular carcinoma cells or sur-
gical specimens, transplanted location, numbers 
of the transplanted cells, strains and week age of 
nude mice, and growing environment, etc, are 
the influential factors for the establishment of 
this model.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Nude 
mouse; Transplantation; Animal Model
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摘要
肝癌的基础与临床研究迫切需要能真正模拟
肝癌在人体内自然生长、侵袭及转移全部过
程的动物模型. 目前, 人肝癌裸鼠移植模型是
人体外最接近人类肝癌的整体实验模型, 并且
造模时间短, 成功率高, 按移植部位可以分为
皮下移植、原位移植、腹腔移植以及转移模
型. 影响裸鼠移植模型建立的因素主要有人肝
癌细胞或外科标本的特性、移植部位及移植
癌细胞数量、裸鼠的品系和周龄以及生长环
境和其他因素的影响.

关键词: 肝癌; 裸鼠; 移植; 模型
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0  引言

研究人类肝癌需要建立肝癌动物模型, 目前, 人
肝癌裸鼠移植模型是人体外最接近人类肝癌的

整体实验模型, 因此成为肝癌实验研究理想的

动物模型. 裸小鼠是1966年由Flanagan发现的

一种无毛小鼠, 1969年Rygaard[1]和Pocvlsen通过

实验证实裸鼠由于先天性胸腺发育不良, 致Ｔ

细胞生成障碍, 细胞免疫功能缺陷, 从而在理论

上保证了人癌裸鼠移植的可能性. 1976年, 日本

Shimosato et al [2]首先报道了包括肝癌在内的一

系列裸鼠人癌模型的建立, 近30 a来, 国内外学

者建立的人肝癌裸鼠模型从最初的皮下移植模

型发展到腹腔移植模型、原位移植模型, 近几

年又创造了人肝癌裸鼠转移模型. 

1  几种常见的人肝癌裸鼠移植模型

1.1 皮下移植模型 
1.1.1 肝癌外科标本移植 早期的移植瘤材料来

源是人肝癌外科标本 [3-4],  一般取新鲜切除标

本的肿瘤边缘癌细胞生长较快的部分, 去除纤

■背景资料
为了研究人类肝
癌发生、发展以
及抗癌药物的作
用和机制, 需要建
立肝癌动物模型, 
1966年Flanagan
发现细胞免疫功
能缺陷的裸小鼠, 
从而大大降低了
人癌裸鼠移植的
免疫排斥反应, 使
人癌裸鼠移植成
为可能, 人肝癌裸
鼠移植模型已成
为迄今人体外最
接近人类肝癌的
整体实验模型, 因
此成为肝癌实验
研究理想的动物
模型.
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维组织和坏死组织后 ,  将癌组织剪成直径为

1-2 mm的小块, 取2-3块在离体40 min内尽快用

套管针接种于裸鼠皮下, 移植时严格按无菌操

作, 外科标本移植成功率较低, 只有11%左右. 但
移植后的人肝癌仍保持原先的形态和功能, 且
较过去人肝癌的实验研究只能借助于动物自

发、诱发以及同种移植性肝癌或人肝癌细胞系

已经开辟了新的前景. 
1.1.2 肝癌细胞株移植 后来发展为将已建立的

人肝癌细胞株以包含106-107个处于对数生长期

的瘤细胞的0.1-0.2 mL细胞悬液接种于裸鼠皮

下[5], 其成功率要高于外科标本. 目前, 大多数肝

癌移植基本上都采用皮下接种[6-7], 以躯干近头

侧的成功率高, 其中又以腋下为最, 并且腋下皮

肤松弛使瘤体长的较大 ,  宿主寿命也相对延

长[8]. 另外将肝癌细胞株种植在裸鼠背侧部皮下

操作和观察都比较方便, 研究者们也较常采用[9]. 
1 wk左右皮下瘤可以触及(直径为2-3 mm), 10 d
左右可以成瘤(直径为5 mm). 皮下移植成功率为

70%-100%. 皮下移植瘤操作简便, 易于观察且

成功率高, 因此常用作抗肝癌药物的研究和原

位移植前的瘤源准备. 
1.2 原位移植模型 相对于皮下移植模型来说, 人
肝癌裸鼠原位移植模型可较好保持人肝癌的生

物学特性. 移植方法同皮下移植模型, 移植部位

一般在肝左叶, 刺破肝包膜后植入1-2块瘤组

织[10-11], 也可以将浓缩的瘤细胞株注入肝实质

内[12], 最后全层关腹. 2 wk末可用B超观察到种

植瘤, 原位移植成功率较高, 可达100%. 但涉及

到裸鼠的麻醉, 开关腹等手术操作, 故实施起来

较皮下移植复杂许多. 虽然如此, 原位移植模型

仍然很受研究者们的欢迎, 因为肝癌最具特征

性的生物学行为, 如腹腔浸润转移、腹水等表

现仅仅见于原位移植瘤模型. 
1.3 腹腔移植模型 腹腔移植瘤位置较深, 不利于

观察和测量, 但是操作较简单, 且可出现一定比

例的浸润、转移和腹水, 方法是将建立的裸鼠

人肝癌组织模型剪成的小块或者人肝癌细胞株

以0.3 mL注入裸鼠右下腹腔内[13-14]. 裸鼠前侧腹

壁比背侧更有利于人类移植瘤的生长. 腹腔移

植模型可以局部侵袭到肌肉组织、肠、胰、肾

和睾丸等, 发生肝内转移或者转移到肺及远处

器官, 腹腔移植成功率也较高, 可达100%. 
1.4 皮下-原位移植模型 也称为间接原位移植

模型, 首先制作好皮下移植模型, 待移植瘤稳定

传代后, 再植入同种裸小鼠肝内[14]. 待肿瘤长到

1 cm3时, 切取供瘤鼠皮下肿块剪成1-2 mm3的

肿瘤微块后, 再按照原位组织块移植法将肿瘤

块植入到肝包膜下. 间接肝原位移植瘤模型能

稳定传代, 移植瘤存活率达100%, 明显高于直接

肝原位移植瘤模型, 此模型容易发生局部或远

处转移, 甚至发生腹水和黄疸, 局部侵袭率接近

100%, 自发转移率>50%. 
1.5 皮下-肾包膜下移植模型 同皮下-原位移植模

型, 首先也是制作好皮下移植模型, 只是将肿瘤

块植入到裸鼠两侧肾包膜下[15]. 肾包膜下是缺

乏免疫监视的部位, 同时由于血供丰富, 为瘤细

胞的存活和生长提供了充足的血液供应, 有利

于移植瘤的转移, 其接种的成功率也高于皮下. 
1.6 转移模型 肝癌术后复发转移是进一步延长

肝癌患者生存的障碍, 而要研究肝癌转移复发

的机制及其干预, 以利于提出有效的防治对策, 
必需要有裸鼠人肝癌转移模型. 
1.6.1 皮下-转移模型 用本身就具有自发转移

潜能的肝癌细胞系如M H C C97-H, 经过体内

筛选得到独特的拥有多发转移特性的细胞系

HCCLM3接种于裸鼠皮下[16]. 接种35 d后, 受种

裸鼠100%发生明显的肺部转移. 
1.6.2 原位-转移模型 采用组织学完整的人肝癌

标本或者具有自发转移潜能的肝癌细胞系[11,17], 
以裸鼠肝被膜下植入的方法, 将肝癌组织或肝

癌细胞系直接移植于裸鼠肝脏内, 观察移植瘤

的生长情况, 筛选出1株人肝癌高转移瘤株. 接
种后, 当裸鼠处于濒死状态时, 处死裸鼠, 系统

解剖, 取转移灶植入新裸鼠皮下扩增, 被扩增的

转移瘤重新移植到裸鼠肝被膜下, 鼠间连续原

位传代, 非传代裸鼠长期观察肿瘤的转移[14,18-19]. 
由此获得的肝癌转移瘤株通过原位传代维持, 
将瘤株在裸鼠体内进行纯化筛选后得到的瘤株

再次植入裸鼠肝内, 便可建立高转移人肝癌裸

鼠模型. 此种模型成功率也较高, 移植成功率和

转移率均可达100%.

2  裸鼠成瘤的关键因素

经过国内外学者们多年来的实验摸索, 虽然人

肝癌裸鼠移植模型已经比较成熟, 但仍会有移

植成功率不高、潜伏期长以及难以连续传代等

情况出现. 影响移植成功的因素主要有: 人肝癌

细胞本身的特性、移植部位和数量、裸鼠的品

系和大小以及环境因素的影响. 
2.1 肝癌细胞或外科标本的特性 培养传代的细

胞制成悬液后较分散, 容易被裸鼠机体免疫清

■研发前沿
肝癌的基础与临
床研究都迫切需
要能真正模拟肝
癌在人体内自然
生长, 侵袭及转移
全部过程的动物
模型. 而人肝癌完
整组织块裸鼠原
位移植模型因保
留了人肝癌的组
织结构特征及具
备侵袭转移潜能
而成为目前最接
近人体内肝癌生
物学演化和特性
的建模方法, 成为
近年来肝癌建模
的热点. 严格把握
好影响模型成功
的几种关键因素,
使模型的移植成
功率接近100%是
建模的重点. 然而
裸鼠由于缺乏T细
胞免疫功能而难
以进行与免疫有
关的抗转移研究.
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除, 因此较原发肝癌组织难以形成移植瘤. 人肝

癌外科标本恶性程度与移植成功率大致呈正相

关, 一般分化程度低、复发性肿瘤以及转移瘤

的移植成功率高, 具高侵袭和转移潜能的癌细

胞更易移植成功. 
2.2 移植部位及移植癌细胞数量 移植部位通常

选用皮下、腹腔内、原位移植. 皮下接种部位

多在背部靠近头部皮下, 也可采用腋下, 由于血

管丰富且皮下游离空间大, 既易使肿瘤成活又

能使肿瘤长大也不影响裸鼠本身的活动, 也有

报道接种在背部靠近左或右后肢皮下, 便于操

作且更易于观察. 细胞系接种时的细胞数量对

成瘤率很重要, 一般需要106数量级以上的细胞

才能成瘤, 常用的方法是每一接种部位种植含

1×106-1×107的瘤细胞悬液0.1-0.2 mL. 由于移

植的细胞经过酶处理后可导致细胞结构被破坏, 
进一步引起肿瘤生物学行为的改变, 影响瘤细

胞的移植生长和转移, 且细胞悬液本身就已失

去了肿瘤的组织结构特点, 因此皮下移植的肝

癌不易发生转移, 故目前研究肝癌转移特性时

倾向于进行新鲜组织块原位移植法. 
2.3 裸鼠的品系和周龄 裸鼠虽无胸腺、缺乏T细
胞免疫, 但体内尚存在NK细胞、巨噬细胞及抗

原提呈细胞, 故仍具一定的免疫功能, 不同品系

的裸鼠免疫力有差异, 因此肝癌移植成功率也

会有所不同, 因此人肝癌裸鼠移植时要严格使

用同一品系的裸鼠. 目前国内外研究者们最常

用的是BALB/c-nu/nu裸鼠. 近年来也有报道用

严重联合免疫缺陷(SCID)鼠(T, B细胞联合免疫

缺陷)来代替裸鼠进行人肝癌移植实验[20-21]. 由
于SCID鼠几乎完全丧失T和B淋巴细胞免疫功

能, 也就几乎不具备任何排斥反应, 因此肿瘤成

活率与生长率更高, 但是他们也更易发生感染, 
死亡率较高, 故采用不多. 另外, 裸鼠的周龄也

是影响移植成功的重要因素之一, 新生鼠免疫

功能尚未完全建立, 故肿瘤生长更容易且更迅

速, 随着裸小鼠周龄的增长或环境因素等(如感

染)的影响, 裸小鼠体内的正常T细胞可能会增

加, 免疫力增强从而易于发生排斥反应, 故通常

选用4-6周龄的裸鼠作为移植模型. 裸鼠的性别周龄的裸鼠作为移植模型. 裸鼠的性别龄的裸鼠作为移植模型. 裸鼠的性别

对肝癌移植模型的建立影响不大. 
2.4 生长环境及其他因素的影响 裸鼠是胸腺发

育不良而致T细胞免疫缺陷的动物, 因而非常易

受致病菌感染, 如饲养于普通环境, 容易受到细

菌或病毒感染, 受抗原刺激后裸鼠体内的NK细

胞、巨噬细胞及抗原提呈细胞等可被大量启动

且数量和活性升高, 产生主动免疫力和排斥移

植瘤的反应, 从而易导致人肝癌移植失败. 因此

裸鼠宜饲养于无特定病原体(SPF级)的环境中, 
严格掌握温度和湿度. 饥饿、声音、光线等刺

激也会影响裸鼠的生长而最终破坏动物模型的

建立. 另外, 当对裸鼠辅以X线照射或免疫抑制

剂处理时, 可增加移植成功率..
总之, 肝癌的基础与临床研究都迫切需要

能真正模拟肝癌在人体内自然生长、侵袭及转

移全部过程的动物模型. 裸鼠由于免疫缺陷使

人肝癌组织或细胞移植成为可能, 是目前人体

外最接近人类肝癌的整体实验模型, 而人肝癌

完整组织块裸鼠原位移植模型因保留了人肝癌

的组织结构特征及具备侵袭转移潜能而成为目

前最接近人体内肝癌生物学演化和特性的建模

方法, 且其造模时间短, 成功率高, 因此是研究

人肝癌生长、侵袭及转移较为理想的模型, 如
果能严格把握好影响模型成功的几种关键因素, 
该模型的移植成功率可接近100%. 然而裸鼠由

于缺乏T细胞免疫功能而难以进行与免疫有关

的抗转移研究.
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Abstract
AIM: To investigate the feasibility of ammonia 
breath test in the diagnosis of Helicobacter pylori 
infection.

METHODS: Grounded on the indophenol 
blue photometric method, the way of breath 
ammonia sampling, and endpoint judgement 
for breath ammonia sampling were systemati-
cally studied. Directed by optimistic method, 
the levels of breath ammonia were measured 
before and after ingestion of 300 mg unlabeled 
urea in 39 volunteer patients. H pylori infection 
was determined by 14C urea breath test, and the 
changes of breath ammonia level before and af-
ter ingestion of urea were analyzed�.

RESULTS: The breath ammonia levels were 

found to increase after ingestion of urea. Al-
though the ammonia changing rate (ACR) of H 
pylori-positive subjects were not always higher 
than those of H pylori-negative ones, the mean 
value of ACR was notably higher than that of H 
pylori-negative ones. When 90% was selected as 
the cut-off ACR, the sensitivity, specificity, and 
accuracy of this test was 79%, 68% and 71.8% 
(28/39), respectively. The relatively low accu-
racy might mainly result from the fluctuation of 
breathe ammonia during sampling.

CONCLUSION: Ammonia breath test is greatly 
valuable in the diagnosis of H pylori infection, 
but the method of breath ammonia sampling 
and the optimal cut-off ACR value may need 
further studying.

Key Words: Ammonia Breath Test; Helicobacter py-
lori ; Ammonia changing rate

Ma YJ,  Liu GQ, Zhang HD, Fang QB, Zhao HG. 
Feasibility of ammonia breath test in diagnosis of 
Helicobacter pylori infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(36):3504-3508

摘要
目的: 探讨氨呼气试验对诊断胃幽门螺杆菌
(H pylori )感染的可行性及其应用价值. 

方法: 以靛酚蓝比色测氨法为基础, 对呼气氨
采集方法以及采气终点判断方法等进行了系
统研究. 在优化的方案下, 选取39例患者进行
服用尿素(300 mg/次)前后的呼气氨检测, 并以
14C-尿素呼气试验(14C-UBT)结果作为H pylori
感染与否的标准, 考察H pylori 感染患者服用
尿素前后呼气氨变化率之间的关系. 

结果: 受检者服用尿素后呼气氨浓度较本底
值有升高趋势, 虽然H pylori 阳性患者的呼气
氨变化率并不一定高于H pylori 阴性患者, 但
H pylori阳性患者的呼气氨变化率的平均值显
著高于H pylori阴性患者的呼气氨变化率平均
值. 若以90%的呼气氨变化率作为H pylori 感
染的判断值, 其诊断的敏感度为79%, 特异度
为68%, 准确度为71.8%(28/39), 低准确度可能

■背景资料
1 3C ,  1 4C -尿素呼
气 试 验 已 成 为H 
pylori 诊断的“金
标 准 ” .  然 而 , 
1 3C - U B T试剂和
测量仪器昂贵, 难
于普遍开展 ;  14C
属放射性核素, 用
于儿童、孕妇和
哺 乳 期 妇 女 的H 
pylori 感染检测则
受到顾虑. 如果可
以通过测量尿素
分解产生的另一
种产物 N H 3来诊
断H pylori 感染 , 
则可用普通非同
位素标记尿素代
替13C, 14C-尿素进
行呼气试验, 则既
可保持呼气试验
无创伤的优点, 又
可克服 13C或 14C-
尿素呼气试验昂
贵或有辐射的缺
点, 因此引起人们
的关注.
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主要由呼气氨样本采集过程难控制造成.

结论: 非标记尿素氨呼气试验对于H pylori的
临床诊断具有潜在应用前景, 但呼气氨采集方
法的优化设计以及H pylori临床诊断中呼气氨
变化率的最佳判断值方面仍有待于进一步的
研究工作.

关键词: 氨呼气试验; 幽门螺杆菌; 呼气氨变化率 
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )是一种

革兰氏阴性菌, 最早由澳大利亚学者Marshall和
Warren发现. 已有研究提示, H pylori感染与慢性

胃炎、消化性溃疡、胃腺癌等上消化道疾病关

系密切[1-2], 医学上常采用血清检查、胃镜活检

尿素酶分析和C-尿素呼气试验3种方法进行诊

断检测[3-4]. 血清和胃镜分析属侵入性检测方法, 
对患者带来一定的伤害且存在准确性较低的缺

点, 呼气试验因为具有无创伤、无痛苦和无交

叉感染以及高度的准确性的优点而受到患者和

临床医生的普遍欢迎. 当前, 13C, 14C-尿素呼气试

验(urea breath test, UBT)已成为H pylori诊断的

“金标准”. 美中不足的是, 13C-UBT试剂和测

量仪器昂贵, 难于普遍开展; 14C属放射性核素, 
用于儿童、孕妇和哺乳期妇女的H pylori感染检

测受到顾虑, 虽然其产生的微量放射性剂量不

会对受试者造成不良影响[5]. 
尿素呼气试验的原理基于H pylori具有丰富

的尿素酶, 该酶可分解标记尿素产生13CO2/
14CO2

和NH3, 通过测13CO2/
14CO2而达到对H pylori的

诊断. 该酶分解标记尿素产生的另一半产物NH3

由于测量不便, 一直未引起人们的重视. 随着测

量技术的进步, 以测NH3为手段的非标记尿素呼

气试验用于H pylori的诊断得到了关注. Kearney 
et al [6]的研究发现, H pylori阳性患者在服用非

标记尿素后, 呼气氨的变化率远高于H pylori阴
性患者. Dunn et al [7]的研究表明, 通过服用碱性

试剂改变胃液pH值的方法, H pylori阳性患者

的呼气氨含量可提升至2-3倍, 提示氨呼气试验

可有效应用于胃内H pylori的诊断检测. 此外, 
Narasimhan et al [8]还将呼气氨检测应用于示踪

肾脏患者的血液透析过程, 发现呼气氨含量变

化与血氨以及肌氨酸酐的含量变化有很好的相

关性. 由于呼气氨的含量低(100-2000 ppb), 精
确可靠的呼气氨测定方法及其仪器研制仍是研

究者探索的主要目标. 当前, 氨呼气试验在诊断

H pylori感染及其在临床上的应用仍处于摸索阶

段. 本研究目的在于探讨尿素氨呼气试验用于

判断H pylori感染诊断的可行性. 以靛酚蓝比色

测氨法为基础, 对呼气氨的采集方法以及采集

终点的判定方法进行了优化设计. 同时, 对39例
消化内科患者进行了服用非标记尿素呼气试验, 
以14C-UBT作为H pylori感染诊断的“金标准”, 
探讨了呼气氨含量变化与H pylori感染与否的

关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 浓硫酸、氢氧化钠、水杨酸、柠檬酸

钠、亚硝基铁氰化钠、次氯酸钠、氯化铵均为

广州化学试剂厂产品; 14C尿素胶囊为深圳市中

核海得威生物科技有限公司产品(剂量: 2.775×
104 Bq/粒); 紫外分光光度计为上海光学仪器厂

产品; 气体采样器(自制), 抽气泵、大型气泡吸

收管(深圳化试科技有限公司提供).
1.2 方法 

1.2.1 靛酚蓝比色法测定氨 靛酚蓝比色测氨法

基于以下原理: 空气氨吸收在稀硫酸中, 在亚

硝基铁氰化钠及次氯酸钠存在下, 与水杨酸生

成蓝绿色的靛酚蓝染料, 根据着色深浅, 用分光

光度计比色定量. 本实验呼气氨的测定主要参

照GB/T18204.25《公共场所空气中氨检验方

法》[9], 于7支10 mL具塞比色管分别加入含0.00, 
0.50, 1.00, 3.00, 5.00, 7.00, 10.00 µg的氨标准工

作液(1.00 mg/L)和稀硫酸吸收液(0.005 mol/L), 
在各管中依次加入0.50 mL水杨酸溶液(50 g/L, 
室温下稳定1 mo), 0.10 mL亚硝基铁氰化钾溶液

(10 g/L, 冰箱贮存稳定1 mo)和0.10 mL次氯酸钠

溶液(0.05 mol/L, 冰箱贮存稳定2 mo), 混匀, 室
温下放置1 h. 用1 cm比色皿, 于波长697.5 nm处, 
以水做参比, 测定各管溶液的光密度. 以氨含量

(µg)坐标, 吸光度为纵坐标, 绘制标准工作曲线. 
1.2.2 氨呼气试验 本试验对两种呼气氨采集方

法(直接吹气法和抽气泵采集法)进行了比较. 如
表1所示, 抽气泵采集法较直接吹气法具有更好

的平行性, 其变异系数范围分别为10.8%-47.2%
和0.7%-13.4%. 所有氨呼气试验均采用抽气泵

收集呼气氨. 当人处于非自然呼吸状态时, 呼气

样品中可能携带有空气, 而不全是由肺部呼出

■研发前沿
目前, 氨呼气试验
研究工作主要在
方法研究(尿素剂
量、促进氨气排
出和采集呼气氨
的技巧等)和适用
于临床使用的微
量氨气测量技术
研究两个方面.
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来的气体. CO2归一化似可有效的纠正这一偏差, 
利用海胺高效吸收CO2的特点, 当加入酚酞指示

剂的吸收液由红色消褪后, 即可停止抽气. 然而, 
通过比较CO2归一化法以及固定采集3000 mL呼
气这两种方法(表2), CO2归一化虽然有固有的优

势, 但固定体积采样具有更好的测试平行性, 故
而试验后期统一采集3000 mL样品用于呼气氨

测试(至于为什么CO2归一化反而使平行性变差, 
可能是海氨吸收液放出的氨气也部分被大型气

泡吸收管内的氨吸收液吸收的缘故, 需要进一

步实验确认原因). 用上述确定的采样和采样量

终点判断方法进行氨呼气试验. 受检者清晨空

腹, 用1个内装10 mL稀硫酸吸收液的大型气泡

吸收管, 首先通空气2 min, 在自然呼吸下, 通过

一改进的抽气泵以0.5 L/min的流量对受试者采

集呼气样本3000 mL, 此呼气样本用于测定人体

呼气氨本底值. 受试者服用非标记尿素胶囊2粒
(深圳大学核技术应用联合研究所制备, 单位剂

量: 150 mg/粒), 分别于15, 25和35 min, 同上述步

骤采集呼气样本3000 mL. 取样结束后将呼气样

品溶液转入比色管中进行比色测定, 用已知标

准曲线进行呼气氨的定量分析. 试验结果取3次
分析的平均值.
1.2.3 14C尿素呼气试验 (14C-UBT)受检者清晨空

腹, 通过防倒流输液管向装有CO2吸收指示剂的

液闪瓶中吹气, 直至瓶中液体由紫红色褪为红

色为止(约1-3 min), 这一瓶作为测试本底瓶. 受

试者服用14C-尿素胶囊1粒(深圳市中核海得威

生物科技有限公司提供, 单位剂量: 2.775×104 
Bq/粒), 静坐20 min后, 再次同上法, 收集呼气作

为检测样品瓶. 呼气收集结束后, 向瓶内加入闪

烁液4.5 mL(含7 g/L PPO, 0.5 g/L POPOP的二甲

苯液), 加盖旋紧, 摇匀后待测定. 待测液的14C放
射性活性通过TriCarb-22200CA型液闪仪(美国

PACKARD公司)测定完成. 样品测试2 min, 得出

cpm数, 经淬灭校正后得dpm数, 样品瓶与本底

瓶的dpm之差再除以2, 则得每例受检者的dpm/
mmol CO2值, 以dpm/mmol CO2值≥l00判定为

H pylori阳性[10].

2  结果

受检者服用尿素后呼气氨浓度较本底值有升高

趋势, 虽然H pylori阳性患者的呼气氨变化率并

不一定高于H pylori阴性患者, 但H pylori阳性患

者的呼气氨变化率的平均值显著高于H pylori
阴性患者的呼气氨变化率平均值. 若以90%的呼

气氨变化率作为H pylori感染的判断值, 其诊断

的敏感度为79%, 特异度为68%, 准确度为71.8% 
(28/39), 低准确度可能主要由呼气氨样本采集过

程难控制造成(图1, 表1-2).图1, 表1-2)..

3  讨论

3.1 服用尿素后呼气氨的含量变化 基于尿素酶

分解尿素产氨的反应, H pylori阳性患者在服用

表  1  抽气和吹气法采样平行性比较

     
采集方法	                       受检者编号          吸光度1          吸光度2          吸光度3          平均值      变异系数(%)

吹气法(3000 mL)                 1                  0.388             0.455             0.373            0.405           10.8

                                            2                  0.191             0.268             0.381            0.280           34.1

                                            3                  0.350	      0.701	            -	                 0.526	    47.2

                                            4                  0.340	      0.569	            -	                 0.455	    35.6

抽气法(3000 mL)                 5                  0.152	      0.116	            0.134	 0.134	    13.4

                                            6                  0.272	      0.289	            0.330	 0.297	    10

                                            7                  0.068	      0.055	            0.063	 0.062	    10.6

                                            8                  0.095	      0.087	            0.089	 0.090	      4.6

表  2  CO2归一化法和固定体积法平行性的比较

     
终点判定法	     受检者编号          吸光度1          吸光度2          吸光度3          平均值      变异系数(%)

CO2归一法                           1                  0.106	      0.096	            0.152            0.118	    25.3

                                            2                  0.177	      0.234	            0.423            0.278	    46.3

固定体积法(3000 mL)          3                  0.340	      0.250	            0.300            0.297	    15.2

                                            4                  0.460	      0.423             0.441             0.441	      4.2

■创新盘点
本文将已成为国
家标准的空气中
的微量氨气的测
定方法, 通过改进
气体采集技术用
于呼气氨采集和
测定, 以探讨氨呼
气试验用于诊断
H pylori 感染的可
行性.
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尿素胶囊后其呼气氨含量会显著增高. 正常人

服用尿素后主要通过肾脏随尿直接排除, 部分

尿素被肠道细菌分解产生氨气, 氨气进入血液

循环后经肺排出. 因此H pylori阴性患者在服用

尿素胶囊后其呼气氨也会有相应的增高. 图1为
H pylori阳性患者服用非标记尿素后呼气氨吸

光度随时间的变化, 由图可见, 呼气氨的含量在

患者服用尿素胶囊后呈上升趋势. 在14C-UBT试
验中, 呼气14CO2的含量在15 min后达到峰值[10]. 
本研究临床试验选择患者在服用尿素15, 25和
35 min后分别采集呼气氨样品(3000 mL), 并取3
次的平均值作为服用尿素后呼气氨含量(用以计

算呼气氨变化率). 
3.2 呼气氨变化率与临床H pylori 感染诊断 根
据患者在服用非标记尿素后呼气氨增幅上的差

异对于判别胃肠H pylori感染具有潜在的应用

前景[6-7]. 本试验对39例消化内科门诊检查患者

进行了服用非标记尿素的氨呼气试验, 患者年

龄介于17-64岁之间(平均34岁), 其中男性患者

22名, 女性患者17名. 14C尿素呼气试验的结果

显示, 受检者当中H pylori阳性、阴性患者分别

为14和25例. 研究发现, 患者服用尿素后呼气

氨浓度较本底值有升高趋势, 其呼气氨变化率

介于33%-900%之间, 虽然H pylori阳性患者的

呼气氨变化率并不一定高于H pylori阴性患者, 
但H pylori阳性患者的呼气氨变化率的平均值

(232.2%)显著高于H pylori阴性患者的呼气氨变

化率平均值(89.8%), 提示氨呼气试验对于判定

患者有无H pylori感染是可行的. 若以90%的呼

气氨变化率作为H pylori感染的判断值, 其诊断

的敏感度为79%, 特异度为68%, 准确度为71.8% 
(28/39). 

显然, 71.8%的准确度难以满足临床诊断的

要求. 在对同一患者(H pylori阳性)的氨呼气试验

过程中发现, 患者在不同时间段的呼气氨变化

率波动较大. 在呼气采集过程中, 受试者呼吸的

频度、深度等均会发生变化, 故不同次采集同

样体积的呼气中所含的氨气量就会有较大的波

动. 推测, 呼气氨诊断试验中的低准确度可能主

要是由呼气氨样本采集过程难控制造成的. 为
此, 对呼气氨采集方法的进一步优化是下一步

工作的重点内容. 如采用无氨的CO2吸收剂来改

进CO2归一化法, 或者采用在线即时测量仪器等, 
均有可能消除每个受检者呼吸不一致性造成的

对结果平行性的影响. 另外, 虽然Dunn et al [7]的

研究表明, 通过服用碱性试剂改变胃液pH值的

方法, H pylori阳性患者的呼气氨含量可提升至

2-3倍, 但我们在上述39例之外另做过20例碱化

胃液试验, 未发现碱化可提高呼气氨变化率, 原
因有可能还是被呼气采集不可控造成的波动掩

盖, 或者碱化确实不影响肺部而来的氨气(不是

从食道逸出的). 
3.3 影响人体呼气氨的因素 呼气氨主要系指从

肺部而来的氨气, 包括气道生成氨和由血弥散

入肺泡的氨. 通常来说, 体内氨主要来源于以下

3个途径: (1)氨基酸的代谢分解(内源性氨); (2)
肠道吸收氨(外源性氨); (3)肾脏产氨. 在正常生

理情况下, 体内的来源与去路保持动态平衡, 氨
在肝中通过鸟氨酸循环合成尿素并通过肾脏随

尿排出, 这是体内氨的主要消除途径, 少部分氨

以铵盐形式由尿排出. 
呼气氨主要受制于消化道产氨和胃肠道产

氨的影响, 此外, 空气氨污染本底对呼气氨有一

定的贡献; 口咽部细菌的代谢产氨作用也不可

忽略. 由于氨气可以自由透过细胞膜而NH4
+不

能, 碱性环境(体液)往往可增加氨气从肠道的吸

收并减少NH4
+从肾脏排泄, 导致血氨升高. 胃肠

道每天产氨约4 g, 是血氨的主要来源. 当肝功能

严重损伤时, 尿素合成发生障碍, 可导致血氨浓

度升高, 进而影响呼气氨的含量. 
非标记尿素氨呼气试验对于H pylori感染的

临床诊断具有潜在的应用前景. 通过39例消化

内科患者的临床试验发现, 患者服用尿素后呼

气氨浓度较本底值有升高趋势, 虽然H pylori阳
性患者的呼气氨变化率并不一定高于H pylori  
阴性患者, 但H pylor i阳性患者的呼气氨变化

率的平均值显著高于H pylori阴性患者的呼气

氨变化率平均值, 提示氨呼气试验对于判定患

者有无H pylori感染是可行的. 若以90%的呼气

氨变化率作为H pylori感染的判断值, 其诊断的

图  1  H pylori 阳性患者服用非标记尿素后呼气氨吸光度随
时间的变化.
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■应用要点
氨呼气试验如经
改进可用于胃内
H pylori感染诊断, 
则 既 可 保 持 1 3C , 
14C-尿素呼气试验
无创伤的优点, 又
可克服他们或昂
贵或有辐射的缺
点, 具有临床应用
前景.
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 敏感度为79%, 特异度为68%, 准确度为71.8% 
(28/39). 低准确度可能主要由呼气氨样本采集过

程难控制造成, 如何改进呼气氨采集方法以及

确定H pylori临床诊断中呼气氨变化率的最佳判

断值仍有待于进一步的研究工作.
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测定呼气中的氨
气含量来诊断疾
病的一种无创伤
诊断技术, 目前氨
呼气试验尚处于
探讨研究过程中.
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Abstract
AIM: To invest igate the pathogenesis of 
cryptogenic hepatitis (CH) by screening its 
binding protein of serum protein.

METHODS: Using serum protein of cryptogenic 
hepatitis as the selective molecule, T7 select 
phage from human liver cDNA library was bio-
panned and the positive clones were selected 5 
times. After polymerase chain reaction of bac-
teriophage plaque, the DNA fragments of the 
screened clones were sequenced, and the amino 
acid sequence of target protein was compared 
with protein sequence database from BLAST in 
GenBank�.

RESULTS: After bioamplification for 5 times, 
24 positive clones were obtained from 60 clones 
screened randomly. The sequence of the posi-
tive clones were researched for homology, and 
Homo sapiens hepatitis V virus NS5A trans-
regulated protein 13 was ascertained as the se-
rum protein of CH-binding protein, which was 
located at liver�.

CONCLUSION: Serum CH protein is interacted 
with Homo sapiens hepatitis V virus NS5A 
trans-regulated protein 13 in liver, which plays 
an important role in the pathogenesis and treat-
ment of CH�.

Key Words: Cryptogenic hepatitis; Binding protein; 
Serum protein; Hepatitis C virus; Phage display 
system
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摘要
目的: 通过筛选隐源性肝炎血清蛋白结合蛋白, 
为隐源性肝炎的发病机制研究探索新途径.

方法: 应用噬菌体表面展示技术, 将隐源性肝
炎患者血清作为固相筛选蛋白, 用噬菌体正常
人肝细胞T7 cDNA文库进行5轮生物筛选, 经
噬斑PCR, 对筛选克隆进行DNA序列分析, 将
推断的氨基酸序列在蛋白质库中进行搜索, 自
GenBank中获得结合蛋白的cDNA和基因组的
全长序列, 然后再探讨该蛋白在隐源性肝炎发
病机制中的作用.

结果: 噬菌体经过5轮生物富集后, 从随机筛
选的60个克隆中得到24个阳性克隆, 经序列测
定后进行同源搜索, 初步确定人类HCV NS5A 
转化调节蛋白13(NS5ATP13)为人体肝脏中固
有的与隐源性肝炎血清蛋白结合的蛋白.

结论: 应用T7 cDNA噬菌体表面展示技术, 
我们发现隐源性肝炎血清蛋白与人类肝细胞
HCV NS5A转化调节蛋白13相互作用, 在隐
源性肝炎发生及抗病毒治疗有重要意义.

关键词: 隐源性肝炎; 血清蛋白; 结合蛋白; 丙型肝炎

病毒; 噬菌体表面展示技术
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■背景资料
隐源性肝炎是肝
炎病毒学指标阴
性并排除常见肝
病的一类肝损害, 
之前有学者提出
新型病毒感染、

自身免疫性肝炎
等病因学假说, 至
今仍无法判断感
染或非感染因素
在其肝损害发病
过程中作用. 由于
隐源性肝炎发病
率较高, 且病因尚
不明确, 目前隐源
性肝炎的病原学
研究成为该方面
研究热点, 开展对
隐源性肝炎发病
机制的研究对隐
源性肝炎的临床
有很好的指导意
义.
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0  引言

隐源性肝炎(cryptogenic hepatitis)又称特发性肝

炎(idiopathic hepatitis)、未分类肝炎(unclassified 
hepatitis), 临床上专指不能用感染(常见为病毒

感染)、脂肪代谢、药物以及肝脏肿瘤、淤血等

常见肝病病因解释的一类肝损害. 之前有学者

曾提出新型病毒感染、自身免疫性肝炎等病因

学假说, 至今仍无法判断感染或非感染因素在

其肝损害发病过程中作用. 有研究指出, 病毒等

病原体基因组编码的蛋白与宿主肝细胞之间相

互作用, 可能是病原体致病的重要分子机制[1]. 
因此, 本研究拟采用隐源性肝炎患者血清蛋白

为固相靶分子, 用噬菌体表面展示的人肝细胞

cDNA文库来筛选特异的血清蛋白结合蛋白, 以
探讨隐源性肝炎发病的分子生物学机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 T7 select人类肝脏cDNA 噬菌体展示文

库购自Novagen公司, 应用菌株为BLT5615. PCR
相关试剂、异丙基2β2D硫代半乳糖苷(IPTG)
购自华美生物公司. 胰蛋白胨和酵母提取物为

Oxoid公司产品. 其他试剂均为国产分析纯. 所
用10例隐源性肝炎血清标本选自北京地坛医院

2005-03/2006-03住院患者. 每例样本均为HBV, 
HCV病毒标志物检测阴性, 血清免疫指标检测阴

性, 且无长期大量饮酒史的肝炎患者. 对照组20
例为健康查体者. 
1.2 方法

1.2.1 T7 select人类肝脏cDNA噬菌体文库生物筛

选扩增T7 select人肝脏cDNA 噬菌体展示文库用

于筛选. 取混合后的肝炎血清80 μL, 加入320 μL
包被液震荡混匀, 包被于24孔板, 4℃ 48 h后, 1×
TBST(含1 mL/L体积Tween-20) 洗涤5遍, 加入T7 
select人肝脏cDNA 噬菌体展示文库, 4℃过夜; 洗
涤后, 加入T7 洗脱缓冲液洗脱; 将噬菌体洗脱液

10 μL加入BLT5615菌中扩增, 收获细菌裂解液

作为扩增噬菌体文库以用于下一步筛选, 再取混

合后的正常血清80 μL, 加入320 μL包被液震荡

混匀, 包被于24孔板4℃ 48 h后, 1×TBST洗涤5
遍, 加入前一步细菌裂解液用于筛选. 上述两步

生物筛选为1轮. 重复上述生物筛选步骤, 共筛选

5轮. 
1.2.2 噬斑PCR扩增 5轮筛选后的噬菌体洗脱液

加入BLT5615扩增, 选择适当滴度铺于LB平板, 
挑取单个噬斑置于100 mmol/L IPTG诱导后的

BLT5615, 37℃裂解细菌, 最后以此裂解液作为

PCR模板扩增插入的外源性cDNA片段. T7重组

噬菌体中插入片断引物: sense: 5'-TTATCGGATA
ACCCTTTATA-3', antisense: 5'-CCCTCAAGACC
CGTTTAGAG-3'. 由上海生物工程公司合成. PCR
反应条件: 94℃预变性5 min; 94℃变性30 s; 50℃
退火50 s; 72延伸1 min; 共35个循环; 之后72℃总

延长10 min. 10 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定PCR扩
增结果. 
1.2.3 测序及同源性分析 PCR产物经琼脂糖电泳

筛选合适的条带, 送生物公司进行DNA序列测

定(北京英俊生物公司). 根据测序结果判断其开

放性读码框架(ORF), 将获得的推断的核苷酸序

列在美国国立卫生院GenBank数据库BLASTn进
行同源性序列比对(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blastn), 最终判定相关蛋白的性质、基因组序列

及该基因在染色体中的定位等.

2  结果

2.1 T7 select肝细胞cDNA文库的筛选  以隐源性

肝炎患者血清蛋白作为固相支持分子, 对人类

正常肝脏噬菌体cDNA文库进行5轮“包被-结
合-洗脱-扩增”筛选. 固相平板洗脱下的噬菌体

量呈现明显增加趋势, 均可达到109数量级以上. 
噬菌体的投入及产出情况见表1. 
2.2 测序结果的初步分析 经过60个噬斑PCR筛
选序列测定, 获得7个测序结果, 将推断的核苷

酸序列经GenBank数据库BLAST软件分析得到

3个克隆编码18-1基因结构与人类HCV NS5A 
转化调节蛋白13基因区高度同源 (同源性为

100%). 经对比研究, 我们确定人类HCV NS5A 
转化调节蛋白13为人体肝脏所固有的, 与隐源

性肝炎血清蛋白相结合的候选蛋白. 该蛋白包

含700个氨基酸, 其基因位于10号染色体长臂

24.32区(10q24.32), cDNA全长2103 bp.

3  讨论

隐源性肝炎是一类甲、乙、丙、丁、戊5型肝

炎病毒学指标阴性的(急或慢性)肝炎, 总发患者
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表  1   噬菌体生物富集结果

1	      1×1012	                  3×1013	        30.00
2	      3×1013	                  4×1013	          1.30
3	      4×1013	                  5×1012	          0.13
4	      5×1012	                  4×1012	          0.80
5	      4×1012	                  3×1012	          0.75

筛选轮数	   投入量 (pfu/L)  产出量 (pfu/L)     产出率(%)

产出率 = 洗脱的噬菌体数量/投入的噬菌体数量.

■创新盘点
本研究应用的T7 
cDNA 噬菌体展
示文库是目前先
进的结合蛋白高
通量筛选方法, 避
免了一些体内环
境的干扰, 在体外
真实而单一的模
拟出肝细胞编码
蛋白的情况, 经与
固相靶蛋白(隐源
性肝炎血清蛋白)
结合, 筛选出其结
合蛋白, 为下一步
机制研究提供新
思路.



数约有9万人, 占肝炎总数的11.5%. 隐源性肝炎

的病原学指标一直未能明确, 因此, 国内外学者

以病因学为其命名-“不明原因肝炎”[2-4]. 根据

2000年召开的第十次全国病毒性肝炎和肝病会

议对隐源性肝炎的定义, 本实验选取肝炎病毒

学指标阴性的患者血清, 同时排除常见的肝病

病因: 自身免疫性肝炎(自身抗体阴性)、脂肪

性肝病(酒精性、糖尿病)、药物性肝病、先天

性肝病等. 应用T7 select肝细胞噬菌体文库能将

正常肝细胞的蛋白表达于其表面的特性与亲和

选择相结合的技术[5-6], 研究隐源性肝炎血清蛋

白与肝细胞蛋白之间的相互作用, 继而探明其

发病机制. 经5轮生物筛选富集, 发现人类HCV 
NS5A 转化调节蛋白13(NS5ATP13)可能为人体

肝脏中固有的与隐源性肝炎血清蛋白结合的候

选蛋白. HCV NS5A基因(位于6258-7601 bp之
间)编码的58 kDa的NS5A蛋白属丙型肝炎病毒

(HCV)非结构蛋白, 在HCV RNA病毒的复制过

程中起关键作用[7]. HCV NS5A本身作为转录反

式激活因子, 能够激活转录因子STAT3, NF-kB, 
在细胞的炎症反应、肿瘤发生及转移过程中

均起重要作用[8-9]. 本实验通过对病毒学指标阴

性的肝炎患者血清进行T7 select肝细胞噬菌体

cDNA文库筛选发现HCV NS5A基因的转化调节

蛋白13上调, 认为可能是间接通过HCV调节基

因-NS5A调节肝细胞转录、信号转导以及HCV
病毒复制等途径导致肝损伤[10-13]. 洪源 et al [14]通

过基因表达谱芯片技术对HCV NS5A基因反式

调节基因的研究也证实上调的基因中包括细胞

生长、炎症发生、肿瘤发生的相关调节基因. 
研究表明, 在NS5A上还存在干扰素α敏感决定

区(ISDR), 能够与肝细胞中干扰素(IFN)刺激蛋

白-双链RNA依赖的激酶(PKR)相互作用, 通过

抑制PKR的功能, 下调IFN引起的抗病毒反应, 
这也从理论上证实临床上隐源性肝炎容易对

IFN无应答的原因[15-16]. 对于血清学检测中HCV
病毒学阴性者, 我们仍不能完全排除丙型肝炎. 
针对本实验筛选的3个阳性克隆均为NS5A转化

调节蛋白13, 而临床检测中病毒标志物阴性, 我
们考虑丙型肝炎可能性大: 丙型肝炎抗体的阳

性率尚受机体免疫功能状态影响, 少数患者抗

体滴度比较低, 影响检测结果, 对丙型肝炎病毒

抗体阴性、有输血史和反复ALT异常的患者应

当采用丙型肝炎病毒结构和非结构蛋白做免疫

印迹, 提高检出率, 该检测为目前丙型肝炎病毒

抗体的最敏感的方法之一[3]. 

本研究发现, 隐源性肝炎患者血清蛋白与人

类肝细胞HCV NS5A转化调节蛋白13相互作用, 
对隐源性肝炎肝细胞损伤发生机制的研究, 以
及指导临床干扰素抗病毒治疗都有重要的意义. 
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→

■应用要点
本研究发现, 隐源
性肝炎患者血清
蛋白与人类肝细
胞HCV NS5A转
化调节蛋白13相
互作用, 对隐源性
肝炎肝细胞损伤
发生机制的研究, 
以及指导临床干
扰素抗病毒治疗
都有重要的意义.
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Abstract
AIM: To explore the serum expression of 
granulysin mRNA and protein in patients with 
primary biliary cirrhosis (PBC).

METHODS: Patients with PBC (n = 60), hepatitis 
B related cirrhosis (n = 60), and healthy controls 
(n = 100) were included in this study. Based on 
TaqMan fluorescent probe technique, real-time 
quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was performed to de-
tect the expression of granulysin mRNA, using 
18S rRNA as the internal control. The level of 
granulysin protein was measured by immuno-
histochemistry�.

RESULTS: The mean copy number of granuly-

sin mRNA was significantly higher in PBC pa-
tients than that in healthy controls [(2.7 ± 2.5) × 
108 vs (3.0 ± 1.9) × 107, P < 0.01) or patients with 
hepatitis B related cirrhosis [(2.7 ± 2.5) × 108 vs (4.7 
± 3.6) × 105, P < 0.001). Meanwhile, the serum 
level of granulysin protein was also markedly 
higher in PBC patients than that in healthy con-
trols (15.48 ± 3.24 μg/L vs 4.76 ± 2.32 μg/L) or 
patients with hepatitis B related cirrhosis (15.48 
± 3.24 μg/L vs 2.57 ± 1.84 μg/L, P < 0.01).

CONCLUSION: Granulysin expression is as-
sociated with the occurrence and progression of 
PBC, which can help to make diagnosis for PBC.

Key Words: Primary biliary cirrhosis; Granulysin; 
Reverse transcription-polymerase chain reaction; 
Enzyme-linked immunosorbent assay

Deng AM, Qian C, Yao DK, Chen Y, Chen B, Zhou Y, 
Gu ML, Wu CY, Jiang TW, Zhong RQ. Expression of 
granulysin in patients with primary biliary cirrhosis and 
its clinical significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(36):3513-3516

摘要
目的: 探讨颗粒溶素(granulysin, GNLY)在原
发性胆汁性肝硬化和患者(PBC)中的表达及
其意义. 

方法: 采用TaqMan探针技术, 以18S rRNA为
内参照, 测定60例PBC患者外周血中GNLY 
m R N A的含量 ,  同时应用酶联免疫吸附法
(ELISA), 检测PBC患者血清中GNLY蛋白的
水平,并以健康体检组(n  = 100)和乙型肝炎肝
硬化组(n  = 60)为对照. 

结果: PBC组GNLY mRNA的平均拷贝数显著
高于健康对照组[(2.7±2.5)×108 vs  (3.0±1.9)
×107, P <0.01]和乙型肝炎后肝硬化组[(2.7±
2.5)×108 vs  (4.7±3.6)×105, P <0.001). PBC
患者血清中的GNLY蛋白表达显著高于健康
对照组(15.48±3.24 μg/L vs  4.76±2.32 μg/L, 
P <0 .01)和乙型肝炎后肝硬化组 (15 .48±
3.24 μg/L vs  2.57±1.84 μg/L, P <0.01).

结论: GNLY的表达与PBC的发生、发展存在

www.wjgnet.com
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■背景资料
原发性胆汁性肝
硬化(PBC)是一种
原因不明的自身
免疫性肝病, 病理
表现为非化脓性
肝内胆管慢性炎
症和汇管区淋巴
细胞浸润, 典型的
症状为黄疸、慢
性瘙痒和皮肤黄
色瘤. CD8

+T细胞
介导的免疫反应
参与PBC中胆管
上皮细胞和肝细
胞破坏的发病过
程. CTL介导的免
疫反应参与PBC
中胆管上皮细胞
和肝细胞破坏的
发病过程. 颗粒溶
素(GNLY)是由激
活的细胞毒性T淋
巴细胞(CTL)和自
然杀伤细胞(NK)
产生的一种阳离
子蛋白质, 能够杀
伤广谱的微生物. 
G N LY 还能够激
活单核细胞产生
细胞因子, 对免疫
细胞产生趋化作
用. 外周血GNLY
水平可能作为体
内细胞毒活性的
标志之一.



一定的相关性, 可用于PBC临床诊断.

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 颗粒溶素; 逆转录-

聚合酶链反应; 酶联免疫吸附测定法 
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0  引言

颗粒溶素(granulysin, GNLY)是由激活的细胞毒

性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocytes, CTL)和自

然杀伤细胞(natural killer, NK)产生的一种阳离

子蛋白质, 能够杀伤微生物和肿瘤细胞[1]. GNLY
同时还是一种化学诱导剂, 能够激活单核细胞

产生细胞因子或化学增活素[2]. CTL是特异性细

胞免疫应答的主要效应细胞, 在CTL中起主要作

用的是CD8
+CTL. 原发性胆汁性肝硬化(primary 

biliary cirrhosis, PBC)是一种原因不明的自身免

疫性肝病, 病理表现为非化脓性肝内胆管慢性

炎症和汇管区淋巴细胞浸润, 典型的症状为黄

疸、慢性瘙痒和皮肤黄色瘤. CD8
+T细胞介导的

免疫反应参与PBC中胆管上皮细胞和肝细胞破

坏的发病过程[3]. 近几年, 我国PBC的发病率逐

年增加. 我们通过本实验室成功建立的GNLY 
FQ-PCR和ELISA方法检测外周血中GNLY基因

mRNA和蛋白的表达, 分别从转录和翻译水平探

讨GNLY与PBC发生、发展的相关性, 为辅助临

床诊断提供一定的依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 临床确诊的P B C患者60例均为长

征医院住院患者 ,  诊断符合美国肝病学会

(AASLD)2000年推荐的PBC诊断标准[4], 男5
例, 女55例, 男女比例为1∶11, 发病年龄45.6
±10.2岁. 疾病对照组为确诊乙型肝炎肝硬化

失代偿60例, 男42例, 女18例, 年龄45.6±15.2
岁. 正常对照组为健康体检者100例, 年龄、性

别与PBC相匹配. RNeasy Mini Kit(QIAGEN), 
TaqMan 2×PCR Master Mix, Taqman Reverse 
Transcription Regents(Applied Biosystem), 鼠
抗人GNLY mAb(DH4α, 由斯坦福大学提供), 
兔抗人GNLY多克隆抗体(本实验室保存), 辣
根过氧化酶(HRP)标记的羊抗兔IgG(Sero tec
公司), GeneAmp 7900 Sequence Detect ion 
Systems(美国PE Biosystems公司), 550型酶
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联免疫检测仪(Model 550 Microplate Reader, 
Bio-Rad公司). 依据GenBank人18S rRNA和

G N LY的基因序列设计引物和探针用于荧

光定量P C R检测 .  内参18S r R N A上游引物: 
5'ACATCCAAGGAAGGCAGCAG3'; 下游引物: 
5'TTCGTCACTACCTCCCCGG3'; 探针: FAM 
CGCGCAAATTACCCACTCCCGA TAMRA. 
GNLY上游引物: 5'ACTGAAGAAGATGGTGGA
TAAGCC3'; 下游引物: 5'GCCCTGGGTAACTC
TAGACTGA3'; 探针: FAM CGGAACCTCCAGT
CAGAAGACCAGA TAMRA.
1.2 方法 

1.2.1 FQ-PCR测GNLY的表达 枸橼酸钠(1∶9)抗
凝血5 mL, 无菌分离外周血单个核细胞(PBMC). 
按试剂盒说明提取细胞总RNA, 反转录按试剂

说明书操作, 反转录条件为42℃ 45 min, 94℃ 
3 min终止反应. 体系如下: RNA 2.85 μL, 10×
Taqman RT Buffer 1.0 μL, 40 mmol/L Magnesium 
Chloride 2.2 μL, deoxyNTPS Mixture 2.0 μL, 
Random Hexamers 0.5 μL, RNAase Inhibitor 
0.2 μL, MultiScribe Reverse 0.25 μL, 无RNA酶

水1.0 μL, 共10 μL的反转录体系. 产物cDNA
保存于-20℃备用. 扩增后, PCR产物纯化后与

p M D18-T载体连接并鉴定 ,  转化感受态细胞

D H5α, 经蓝白斑筛选, 对阳性克隆进行双酶

切鉴定并测序, 得到重组质粒pMD18T-GNLY, 
pMD18T-18S rRNA. 将提取质粒测定A值, 按公

式换算出拷贝数, 用TE缓冲液以1∶10比例稀释

成1×103-1×108拷贝. 标准品质粒模板分别进行

荧光定量PCR扩增, 建立标准曲线. 扩增条件为

50℃ 2 min, 95℃ 10 min, 95℃ 15 s, 60℃ 1 min 
40个循环, 最后由扩增仪计算出各样本基因的

拷贝数. 
1.2.2 ELISA检测血清中GNLY 将抗人GNLY 
m A b包被于96孔微孔板中4℃过夜 ,  加入含

10 m L/L牛血清白蛋白(B S A)的10 m m o l/L 
PBS(pH 7.4), 4℃过夜. 用含0.2 mL/L Tween20的
PBS洗涤,分别加入标准品、正常人和患者血清, 
置37℃孵育1 h后洗涤, 再分别加入GNLY多克隆

抗体和HRP标记的羊抗兔IgG, 置37℃恒温孵育

1 h, DAB/H2O2显色20 min后加入H2SO4终止反

应, 最后在酶标仪上450 nm处比色.
统计学处理 计量资料用mean±SD、变异

系数(CV)来表示, 多组资料之间比较用方差分

析, 两组之间比较采用t检验, P <0.05认为有统计

学意义.
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■应用要点
本文研究结果提
示, GNLY表达水
平可能作为PBC
病程监测及判断
预后的指标, 为临
床治疗提供一定
的依据.
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2  结果

2.1 绘制标准曲线和设定内参照 将各稀释度的

阳性标准模板同时进行定量PCR检测, 产物进入

指数增长期的起始点即阈循环(cycle threshold, 
CT)值作为检测的临界点. 在这一区间内CT值
与起始模板量的对数呈反比关系. 横轴代表起

始拷贝数的对数(log10), 纵轴代表对应的CT值, 
GNLY标准曲线相关系数达到0.996(图1). 以18S 
rRNA为内对照, 18S rRNA基因的CT值在14-18
之间的认为是有效标本, 确保RNA反转录效率

的一致性. 
2.2 GNLY mRNA的表达 所有标本均重复检测

2次取均值, 根据软件所得基因拷贝数和各样本

RNA浓度, 将结果换算为拷贝数/μg RNA. 各组

GNLY mRNA含量的定量检测结果如表1所示, 
PBC组GNLY mRNA的表达量显著高于正常对

照组(P <0.01), 而乙型肝炎肝硬化组显著低于正

常对照组(P <0.001). 
2.3 ELISA检测血清中GNLY 所有标本和标准品

均作2孔, 取2孔平均A 450为测定值. 60例正常健

康人的血清GNLY平均浓度为4.76±2.32 μg/L, 
60例乙型肝炎肝硬化组患者血清中GNLY平均

水平为2.57±1.84 μg/L, 60例PBC患者的血清

平均水平为15.48±3.24 μg/L. PBC患者血清中

GNLY的含量显著高于正常对照和乙型肝炎肝

硬化组(P <0.01). 

3  讨论

PBC是一种与自身免疫有关的慢性炎症性肝脏

疾病, 主要特征为肝内中小胆管的非化脓性进

行性炎性损伤. 90%以上的PBC患者血清中出现

抗线粒体抗体(AMA)-M2亚型, 50%患者出现抗

核抗体(ANA)[4]. 有报道称, PBC患者外周血树

突状细胞亚群CD11c+和CD123+比例与肝功能损

伤和血清抗AMA-M2抗体产生有密切关系[5]. 本
实验室先前的研究表明, 中国PBC患者与HLA-
DRB1*0701基因相关, 与南美、北美、北欧、

日本等其他国家PBC患者的易感基因明显不同, 
HLA-DRβ1第78位上的缬氨酸残基可能与PBC
发病相关[6]. PBC患者肝脏门管区有自身反应性

CD8
+T和CD4

+T细胞的富集[7], 说明PBC胆管损坏

是由自身反应性CD8
+T和CD4

+T细胞介导的. 由
CTL和NK分泌的GNLY属于Ⅱ类抗微生物肽, 
具有广谱抗菌作用. Takemoto et al [8]报道GNLY
在亚急性硬化全脑炎(SSPE)外周血中表达显著

下降, 说明GNLY很可能涉及到SSPE的病理生理

过程和发病机制. 国外有学者在麻风、移植排

斥等疾病中发现GNLY表达增高[9-10], 表明GNLY
在宿主免疫防御中起重要作用, 然而在PBC中国

内外未见相关报道.
本实验室通过自行建立的F Q-P C R[11]和

ELISA[12]方法检测了PBC、乙型肝炎肝硬化患

者和健康对照者PBMCs上GNLY mRNA及血清

中GNLY的表达. FQ-PCR技术是通过PCR在指

数扩增期荧光信号强弱不同来分析目的基因

的表达, 实现了PCR从定性到定量的飞跃. FQ-
PCR与传统的终点法PCR比较, 操作简便、特

异性强、重复性好、定量准确. 结果表明, PBC
组外周血GNLY mRNA和血清中GNLY表达与

正常健康组及肝炎肝硬化组比较有显著性增高

(P <0.01). 提示PBC疾病进展过程中CTL, NK细

胞均被激活, 其中CTL的T细胞受体(TCR)免疫

表  1  各实验组GNLY mRNA含量的定量检测结果(mean±SD, n  = 60, 拷贝/μg RNA)

     
分组                                                            表达量                                               均值

PBC                                           5.35×107-4.61×109                    (2.7±2.5)×108b

乙型肝炎肝硬化                         6.74×104-3.80×106                    (4.7±3.6)×105d

正常对照                                    9.28×105-7.32×107                    (3.0±1.9)×107
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图  1  GNLY的标准曲线.

bP<0.01 vs  正常对照; dP<0.001 vs  正常对照.

■名词解释
FQ-PCR技术即荧
光定量多聚酶反
应, 是通过PCR在
指数扩增期荧光
信号强弱不同来
分析目的基因的
表达, 实现了PCR
从定性到定量的
飞 跃 .  F Q - P C R
与传统的终点法
PCR比较, 操作简
便、特异性强、

重复性好、定量
准确.
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识别表达在胆管上皮细胞上的MHC-抗原肽复

合物后, 向靶细胞释放GNLY,高浓度的GNLY发

挥细胞毒效应, 致使胆管上皮细胞凋亡. 离释放

部位较远的GNLY浓度较低, 诱导免疫细胞到达

胆管上皮细胞损伤部位, 引起免疫效应分子的

释放且使效应分子有效地聚集到肝内胆管和汇

管区, 促成淋巴细胞浸润, 造成中小胆管的进行

性炎性损伤.
我们首次从转录和翻译水平证实了PBC患

者GNLY基因和蛋白水平表达上调, 提示GNLY
及其介导的细胞免疫应答与PBC的发生、发展

存在一定相关性, 给临床辅助诊断提供一定依

据. GNLY能否作为PBC早期诊断、病程监测及

判断预后的指标, 仍需要进一步研究探索. 

4      参考文献
1	 Stenger S, Hanson DA, Teitelbaum R, Dewan P, 

Niazi KR, Froelich CJ, Ganz T, Thoma-Uszynski 
S, Melian A, Bogdan C, Porcelli SA, Bloom BR, 
Krensky AM, Modlin RL. An antimicrobial activity 
of cytolytic T cells mediated by granulysin. Science 
1998; 282: 121-125

2	 Deng A, Chen S, Li Q, Lyu SC, Clayberger C, 
Krensky AM. Granulysin, a cytolytic molecule, 
is also a chemoattractant and proinflammatory 
activator. J Immunol 2005; 174: 5243-5248 

3	 Talwalkar JA, Lindor KD. Primary biliary cirrhosis. 
Lancet 2003; 362: 53-61 

4	 王雪松, 李永哲. 原发性胆汁性肝硬化自身抗体谱研

究进展. 世界华人消化杂志 2006; l4: 245-249   
5	 李永哲, 胡朝军, 佟大伟, 张蜀澜, 刘定华. 原发性胆汁

性肝硬化患者CD11c+和CD123+树突状细胞与肝功
能损伤的关系. 世界华人消化杂志 2006; 14: 341-345

6	 刘海英, 邓安梅, 张建, 周晔, 姚定康, 沈芳, 屠小卿, 范
列英, 仲人前. 原发性胆汁性肝硬化患者人类白细胞
抗原等位基因多态性分析. 中华肝脏病杂志 2005; l3: 
410-413 

7	 Kita H, Matsumura S, He XS, Ansari AA, Lian ZX, 
Van de Water J, Coppel RL, Kaplan MM, Gershwin 
ME. Quantitative and functional analysis of PDC-
E2-specific autoreactive cytotoxic T lymphocytes 
in primary biliary cirrhosis. J Clin Invest 2002; 109: 
1231-1240

8	 Takemoto M, Kira R, Kusuhara K, Torisu H, Sakai 
Y, Hara T. Gene expression profiles in peripheral 
blood mononuclear cells from patients with 
subacute sclerosing panencephalitis using oligonu-
cleotide microarrays. J Neurovirol 2005; 11: 299-305

9	 Krensky AM, Clayberger C. Granulysin: a novel 
host defense molecule. Am J Transplant 2005; 5: 
1789-1792

10	 Kotsch K, Mashreghi MF, Bold G, Tretow P, 
Beyer J, Matz M, Hoerstrup J, Pratschke J, Ding 
R, Suthanthiran M, Volk HD, Reinke P. Enhanced 
granulysin mRNA expression in urinary sediment 
in early and delayed acute renal allograft rejection. 
Transplantation 2004; 77: 1866-1875

11	 钱琤, 邓安梅, 陈孙孝, 朱晔, 陈燕, 谷明莉, 王皓, 谭龙
益, 孔宪涛, 仲人前. 建立人颗粒溶素基因表达含量荧
光定量PCR检测方法的研究. 中华临床医学卫生杂志 
2006; 4: 1-4

12	 钱琤, 陈孙孝, 吴传勇, 蒋廷旺, 王燕, 周晔, 陈燕, 陈
波, 邓安梅, 仲人前. 颗粒溶素酶联免疫吸附测定法
的建立及临床初步应用. 中华检验医学杂志 2006; 29: 
1018-1019

             电编  张敏  编辑  张焕兰

■同行评价
本 研 究 显 示 , 
GNLY表达与PBC
存在一定的关联
性 ,  有 助 于 临 床
PBC的辅助诊断. 
方法可靠, 具有一
定的临床价值.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息 •

世界华人消化杂志的同行评议

本刊讯 《世界华人消化杂志》对所有文章进行在线同行评议, 采用匿名方式. 通常每篇文章邀请2-3位专家审

阅, 至少2人通过方可录用, 否则退稿. 每期最后一页致谢本期所有审稿人(含退稿). 文章等级评定: ○A级  ○B

级  ○C级  ○D级  ○E级  ○不清楚. 其中A和B属于很好, C和D不算太好, E是很差, 还有一部分是不清楚. 



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年12月28日; 14(36): 3517-3520
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃癌组织中MK、VEGF表达的意义

赵治国, 史飞涛, 周明锴, 崔 静, 付 刚, 刘占举

赵治国, 史飞涛, 周明锴, 崔静, 刘占举, 郑州大学第二附属
医院消化内科 河南省郑州市 450014
付刚, 焦作市第二人民医院病理科 河南省焦作市 454001
通�����讯����作者��: 赵治国, 450014, 河南省郑州市经八路2号, 郑州大学
第二附属医院消化内科. zzghappy@eyou.com
电话: 0371-65261229
收稿日期����������������  ���������������� : �������������� ���������������� 2006-10-25    接受日期������������ : ����������2006-11-10

Expression of midkine and 
vascular endothelial growth 
factor and their significances 
in gastric carcinoma 

Zhi-Guo Zhao, Fei-Tao Shi, Ming-Kai Zhou, Jing Cui, 
Gang Fu, Zhan-Ju Liu

Zhi-Guo Zhao, Fei-Tao Shi, Ming-Kai Zhou, Jing Cui, 
Zhan-Ju Liu, Department of Gastroenterology, the Second 
Affiliated Hospital of Zhengzhou University, Zhengzhou 
450014, He’nan Province, China
Gang Fu, Department of Pathology, the Second People’s 
Hospital of Jiaozuo City, Jiaozuo 454001, He’nan Province, 
China
Correspondence to: Zhi-Guo Zhao, Department of Gas-
troenterology, the Second Affiliated Hospital, Zhengzhou 
University, 2 Jingba Road, Zhengzhou 450014, He’nan 
Province, China. zzghappy@eyou.com
Received: 2006-10-25    Accepted: 2006-11-10 

Abstract
AIM: To investigate the expression vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and midkine 
(MK) and the i r s ign i f i cances in gas t r i c 
carcinoma.

METHODS: Immunohistochemistry was per-
formed to detect the expression of MK, VEGF 
and CD34 in gastric carcinoma (n = 64) and adja-
cent normal tissues (n = 20)�.

RESULTS: The positive rates of MK and VEGF 
expression were significantly higher in gastric 
cancer tissues than those in the normal ones 
(76.6%, 79.7% vs 0, 15.0%, both P < 0.01). The 
expression of MK and VEGF had marked cor-
relations with the invasion depth (χ2 = 7.111, P = 
0.008; χ2 = 7.590, P = 0.006), lymph node metas-
tasis (χ2 = 4.814, P = 0.028; χ2 = 6.207, P = 0.013), 
and clinical stages (χ2 = 13.971, P = 0.001; χ2 = 
18.554, P = 0.000). The value of MVD in patients 

with positive MK expression was notably higher 
than that in ones with negative MK expression 
(31.745 ± 8.592 vs 24.680 ± 8.938, P < 0.01), and 
there was a positive correlation between MK 
and VEGF expression (χ2 = 4.447, P < 0.05).

CONCLUSION: MK and VEGF may play syner-
gistic roles in the growth, invasion and metasta-
sis of gastric carcinoma, and their co-expression 
may be a useful indicator for the prognosis of 
gastric carcinoma.

Key Words: Gastric carcinoma; Midkine; Vascular 
endothelial growth factor; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 研究中期因子(midkine, MK)和血管内

皮生长因子(VEGF)在胃癌组织中的表达情

况, 并探讨其临床意义. 

方法: 采用免疫组织化学方法检测64例胃癌

组织、20例癌旁正常组织中MK、VEGF和
CD34蛋白表达情况. 

结果: 胃癌组织中MK、VEGF的阳性表达率

分别为76.6%和79.7%, 显著高于癌旁正常组

织(0, 15.0%)(P <0.05). MK、VEGF的表达水

平与胃癌的浸润深度(χ2 = 7.111, P  = 0.008; χ2 

= 7.590, P  = 0.006)、淋巴结转移(χ2 = 4.814, P  
= 0.028; χ2 = 6.207, P  = 0.013)、临床分期(χ2 = 
13.971, P  = 0.001; χ2 = 18.554, P  = 0.000). MK
表达阳性的胃癌组织MVD显著高于MK表达

阴性的胃癌组织(31.745±8.592 vs  24.680±
8.938, P <0.01)，而且MK、VEGF表达在胃癌

中也存在一定相关性(χ2 = 4.447, P <0.05).

结论: MK、VEGF在胃癌的生长、侵袭与转

移中起重要作用, 他们之间存在相互诱导或是

协同效应, 其共同表达可作为判断胃癌预后的

指标.
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■背景资料
新生血管对胃癌

生长转移起着至

关重要的作用, 血
管生成受多种因

子调节 .  中期因

子(midkine, MK)
对肿瘤新生血管

的形成具有调控

作用 ,  在人类多

种恶性肿瘤中高

水平表达 [1-2].  血
管内皮生长因子

(VEGF)是重要的

促血管生成因子, 
在肿瘤血管形成

中起重要作用 [3]. 
二者都可以促进

肿瘤血管形成. 
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0  引言

中期因子(midkine, MK)对肿瘤新生血管的形

成具有调控作用, 在人类多种恶性肿瘤中高水

平表达[1-2]. 血管内皮生长因子(VEGF)是重要

的促血管生成因子, 在肿瘤血管形成中起重要

作用[3]. 二者都可以促进肿瘤血管形成. 我们采

用免疫组织化学技术对64例经手术治疗的胃

癌患者组织标本进行MK, VEGF和MVD检测, 
探讨MK, VEGF与胃癌血管生成的关系, 对两

者的相关性进行分析, 从而为胃癌的临床治疗

及判断预后提供理论依据. 

1  材料和方法

1 .1  材料 收集焦作市第二人民医院病理科

2001-05/2005-05手术切除的胃癌组织标本64例. 
其中男45例, 女19例, 年龄34-76(平均62.3)岁. 病
理分期按照1997年国际抗癌联盟(UICC)分期标

准. 所有病例术前均未进行化疗﹑放疗及其他抗

癌治疗, 术后均经病理检查确诊. 另取20例癌旁

距离肿瘤边缘不小于5 cm正常组织作为对照. 兔
抗人MK多克隆抗体﹑免疫组化试剂盒及DAB
显色剂购自武汉博士德公司, 鼠抗人VEGF和
CD34 mAb购自美国Santa Cruz公司.  
1.2 方法 组织经甲醛固定, 常规石蜡包埋, 做
4 μm厚连续切片, 免疫组化SABC法检测MK, 
VEGF和CD34的表达情况.  MK抗体工作浓度为

1∶150, VEGF抗体和CD34抗体工作浓度为1∶
100.  具体实验程序严格按照试剂盒说明书进行.  
用已知的阳性切片作为对照, 以PBS代替一抗作

为阴性对照. 结果的判定标准为: MK和VEGF以
肿瘤细胞细胞膜和(或)细胞质内出现清晰的棕

黄色颗粒为阳性, 结果以阳性细胞数所占百分比

表示. 随机取10个高倍视野, 每个视野计数100个
细胞. 肿瘤细胞中MK阳性细胞数<20%者为阴性

(-), 20%-50%者为弱阳性(+), >50%者为强阳性

(++). 微血管染色用鼠抗人CD34 mAb, CD34阳
性为血管内皮细胞胞质着色, 采用Weidner微血

管方法, 先在低倍镜(×40)下观察每例切片中3个
不重复血管密度最高区域, 然后在高倍镜下计数
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每个区域MVD值, 求其平均值即作为该例组织

的MVD值, 结果用mean±SD表示. 
统计学处理 应用SPSS10.0统计分析软件包

进行统计学处理, 计数资料采用t检验, 分类资料

采用c2检验和单因素方差分析, MK和VEGF的
相关性用spearman等级相关分析, 检验水准a = 
0.05.

2  结果

2.1 MK和VEGF的表达及MVD的计数与分布 
在20例正常胃黏膜组织中未见MK蛋白染色或

仅见微弱染色, 表达率为0%, 在64例胃癌组织

中, 49例MK蛋白染色为阳性, 表达率为76.6%, 
二者相比 ,  差别有统计学意义 (P <0.01) ;  而
VEGF在正常胃黏膜组织和胃癌组织中分别有

3例和51例阳性, 表达率分别为15.0%和79.7%.   
MK和VEGF阳性染色主要定位于胃癌细胞的

胞质上, 细胞核无染色. 染色在癌组织内成弥

漫性分布, 并存在明显的异质性, 在胃癌组织

的边缘部位表达增强. 胃癌细胞外间质中还发

现纤维组织着色、小血管内皮细胞及弹力膜、小血管内皮细胞及弹力膜小血管内皮细胞及弹力膜

层亦着色, 尤其是血管密集处明显增强. 本组

胃癌组织的MVD均值为30.089±8.294, 癌旁

正常组织的MVD均值为15.012±7.134, 两者

差异有统计学意义(P <0.01). 阳性血管分布呈

异质性, 主要分布于癌灶边缘.
2.2 MK和VEGF表达与胃癌各临床病理因素之

间的关系 MK, VEGF在胃癌组织中的表达与患

者年龄、性别、肿瘤直径大小及胃癌分化程度、性别、肿瘤直径大小及胃癌分化程度

无关((P >0.05), 与胃癌组织的浸润深度、淋巴结0.05), 与胃癌组织的浸润深度、淋巴结, 与胃癌组织的浸润深度、淋巴结

转移及临床分期密切相关((P <0.05)(表1).
2.3 MK与胃癌组织MVD和VEGF之间的关系   
MK表达阳性的胃癌组织MVD均值为(31.745±
8.592), MK表达阴性者MVD均值为(24.680±
8.938), 两者差别具有统计学意义(P <0.01). 在64
例胃癌组织中MK和VEGF表达共同为阳性者37
例, MK和VEGF表达共同为阴性者8例, MK表

达阳性而VEGF表达阴性者12例, MK表达阴性

而VEGF表达阳性者7例, 表达一致率为70.31% 
(45/64). Spearman等级相关分析表明二者之间表

达存在显著相关性(c2 = 4.447, P <0.05).

3  讨论

大量研究证明, 血管生成是肿瘤生长、侵袭、

转移的基本要素 ,  新生血管的形成在肿瘤发

生、发展的过程中起重要作用[4]. VEGF是促进
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■创新盘点
MK、VEGF二者

与胃癌血管生长

及胃癌生长及侵

袭、转移的关系

尚未见有文献报

道. 



赵治国, 等. 胃癌组织中MK、VEGF表达的意义                                                                                                               3519

www.wjgnet.com

血管生成的重要因子, 是一种具有肝素结合活

性的同源二聚体糖蛋白, 由多种细胞分泌, 他以

旁分泌的方式, 通过酪氨酸激酶受体特异性地

作用于内皮细胞, 对内皮细胞产生促分裂、增

生和趋化作用, 并能增强血管通透性, 有利于血

浆, 纤维蛋白外渗, 促进血管形成[5].  
MK是近年来发现的一个新基因, 他与多向

因子(pleiotrophin, PTN)一起组成一个新的肝素

结合生长因子(HBGFs)家族. 生理情况下MK基

因的表达随个体的发育而变化, 在胚胎期高表

达, 出生后逐渐降低, 在成年组织中, 除肾脏和

小肠上皮外, 其他部位几乎不表达. 近来研究证

明, MK mRNA在多种癌组织中出现高频率, 高
强度表达, 其可能与肿瘤的发生, 生长及转移有

关[1,6-8]. MK高度表达于各种肿瘤细胞, 通过基因

药物方法阻断MK的表达, 抑制其作用途径, 可
以达到促进肿瘤细胞凋亡的目的[9-10]. 有研究表

明, MK和VEGF与肿瘤的发生、发展具有一定

的相关性. 但是, 对于MK, VEGF在胃癌的血管

形成, 侵袭和转移过程中所起的作用是否具有

协同性, 尚未发现有研究.  
我们的研究结果显示, MK的表达与患者年

龄, 性别, 肿瘤大小, 胃癌分化程度无关, 与胃癌

的浸润深度, 淋巴结转移, 临床分期及MVD密切

相关. 由此可见, MK在胃癌的发生和发展过程

中起重要作用. Ikematsu et al [11]发现, 在神经母

细胞瘤患者血清中可以检测到MK, 且随着肿瘤

临床分期升高, 血清中的MK水平也随着升高, 
这与我们的研究结果一致. VEGF也与胃癌的浸

润深度, 淋巴结转移, 临床分期及MVD也存在相

关性. 目前, 大多数研究认为MVD值高是肿瘤预

后不佳的指标. 张宏图 et al [12]研究也发现胃癌患

者血清VEGF浓度高于健康对照, 与胃癌浸润深

度, 淋巴结转移, 远处转移, 肿瘤分期密切相关. 
毛振彪 et al [13]的研究也发现血清VEGF含量的

增强, 预示胃癌的转移和预后不良. 虽然MK参

与肿瘤生长和转移的机制尚未十分清楚, 但是

我们从研究中发现, MK蛋白阳性染色主要定位

于胃癌细胞的胞质上, 细胞核无染色. 染色在癌

组织内成弥漫性分布, 并存在明显的异质性, 在
胃癌组织的边缘部位表达增强. 胃癌细胞外间

质中还发现纤维组织着色﹑小血管内皮细胞及

弹力膜层亦着色, 尤其是血管密集处明显增强. 
Mashour et al [14]的实验结果也表明, MK在肿瘤

血管细胞表达, 而在正常血管内皮细胞不表达. 
因此, 我们推测, MK可能通过刺激而内皮细胞

增殖, 促进肿瘤血管的形成, 从而促进胃癌的发

生、发展及转移. Ren et al [15]的研究也发现, MK
在食管磷状细胞癌中过渡表达, 且在肿瘤血管

形成和侵袭中起重要作用.
我们的研究结果还显示, MK和VEGF在胃

癌组织中的表达有一定的相关性(P <0.05), 在64

    因素	                      n 	            MK阳性数(%)             c2	           P 	          VEGF阳性数(%)	        c2	         P   

29
35

45
19

26
38

16
26
22

24
40

27
37

  9
26
29

24 (82.8)
25 (71.4)

36 (80.8)
13 (68.4)

19 (73.1)
30 (78.9)

11 (68.8)
20 (76.9)
18 (81.8)

14 (58.3)
35 (87.5)

17 (63.0)
32 (86.5)

  3 (33.3)
19 (73.1)
27 (93.1)

 表  1  MK和VEGF表达与胃癌各临床病理因素之间的关系

年龄
  ≤60岁
  ＞60岁
性别
   男
   女
直径
   ≤5 cm
   ＞5 cm
分化程度
   高
   中
   低
浸润深度
  未达浆膜层
  达到或超过浆膜层
淋巴结转移
    无
    有
分期
Ⅰa+Ⅰb
  Ⅱ+Ⅲa
Ⅲb+Ⅳ

1.135

0.998

0.296

0.885

7.111

4.814

13.971

0.287

0.318

0.586

0.643

0.008

0.028

0.001

20 (69.0)
24 (68.6)

29 (64.4)
15 (78.9)

17 (65.4)
27 (71.1)

  9 (56.3)
21(80.8)
14 (63.6)

12 (50.0)
33 (82.5)

14 (51.9)
30 (81.1)

  2 (22.2)
15 (57.5)
27 (93.1)

0.001

1.308

0.231

3.180

7.590

6.207

18.554

0.973

0.253

0.631

0.204

0.006

0.013

0.000

■应用要点
临床上联合检测

MK, VEGF的表

达, 其共同表达可

能有助于判断胃

癌的预后.
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例胃癌组织中, 有37例共同表达阳性, 8例共同

表达阴性, 表达一致率为70.31%(45/64). MK表

达阳性率高的胃癌组织切片中, VEGF表达阳

性率也增高, 并且表达的部位基本一致, 但是二

者具有协同性的机制还需要进一步研究. MK, 
VEGF在胃癌的侵袭和转移中起重要作用, 临床

上联合检测MK, VEGF的表达, 其共同表达可

能有助于判断胃癌的预后. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of P15/P16 
and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) as well 
as their relationships with the clinicopathological 
characteristics in colorectal cancer.

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
detect the expression of P15, P16 and MMP-9 in 
50 specimens of colorectal cancer tissues, tissues 
3 cm away from cancer, and normal tissues from 
resection margin�.

RESULTS: The positive rates of P15 (84% vs 
100%, P < 0.05), P16 (76% vs 100%, P < 0.05) 
and MMP-9 expression (82% vs 0, P < 0.05) 
were 84%, 76% and 82.00% in colorectal can-
cer tissues, 94%, 90% and 44% in the tissues 3 
cm away from cancer, and 100%, 100% and 0, 
respectively, and there were significant differ-
ences among the three kinds of tissues (P < 0.05). 
The expression of P15/P16 and MMP-9 were 
markedly associated with the histological types, 
clinical stages and lymphatic metastases. More-
over, MMP-9 expression was negatively corre-
lated with P15 and P16 expression (r = -0.834, P 

< 0.05; r = -0.752, P < 0.05)�.

CONCLUSION: Down-regulation of P15/P16 
expression and up-regulation of MMP-9 play 
important roles in the invasion and metastasis of 
colorectal cancer, which can help to make judge-
ment for metastasis and prognosis�.

Key Words: Colorectal cancer; P15; P16; Matrix 
metalloproteinase-9; Immunohistochemistry
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Expression of P15, P16 and matrix metalloproteinase-9 
in colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(36):3521-3524

摘要
目的: 研究P15, P16和MMP-9在结肠癌及正常
组织中的表达, 并探讨其与临床病理学特征的
关系.

方法:  采用免疫组化法检测50例结肠癌组
织、癌旁3cm 组织及切缘正常组织中P15、
P16和MMP-9表达的差异.

结 果 :  肿 瘤、癌 旁 3  c m 与 切 缘 正 常 组 织
中 ,  P15的阳性表达率分别为84%, 94%和
100%，P16的阳性表达率分别为76%、90%
和100%，MMP-9的阳性表达率分别为82%、

44%和0, 均有显著性差异(P <0.05). P15, P16
和M M P-9的表达与结肠癌的分化程度、

Dukes分期和淋巴结转移均有显著相关. 结肠
癌组织中MMP-9与P15、P16呈负相关性(r  = 
-0.834, P <0.05; r  = -0.752, P <0.05).

结论: P15, P16表达的下调和MMP-9表达上
调将促进结肠癌浸润和转移, 二者在癌组织
中表达的高低是结肠癌细胞重要的恶性生物
学特征, 有助于对结肠癌转移及患者预后的
判断.

关键词: 结肠癌; P15; P16; MMP-9; 免疫组化
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■背景资料
细胞增殖周期受
细胞周期素依赖
激 酶 ( C D K S ) 调
节, 受其抑制因子
(CDKIS)的作用
而失活, P16, P15
蛋 白 是 C D K I S
中的两种 ,  P 1 6 , 
P 1 5 蛋 白 可 特 异
地 与 C D K 4 / 6 或
cyclinD1 CDk4/6
复 合 物 结 合 ,  抑
制CDk4/6的活性, 
抑制细胞由G1期
进入S期. 研究表
明P16, P15高表达
可能抑制肿瘤淋
巴结转移, 提示检
测P16, P15对于肿
瘤转移预测及预
后评估具有一定
帮助作用. 基质金
属蛋白酶MMP-9
能降解基底膜和
细胞外基质成分, 
可促进癌细胞对
周围组织的浸润
和转移.
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0  引言

P15和P16为抑癌基因 ,  同属于周期依赖性激

酶抑制因子(CDKI)基因家族, 定位于人染色体

9p21, 编码的蛋白质能以相似的方式抑制cyclin-
Cdk4/6复合物对PRb蛋白的磷酸化作用, 进而阻

止细胞周期通过G1/S检验点, 在调节细胞增殖

与凋亡、阻止有DNA损伤的细胞进行分裂增殖

中具有关键的作用. MMP-9为基质金属蛋白酶

家族(matrix metalloproteinases, MMPs)成员之一, 
能有效分解基底膜的主要成分Ⅳ型胶原蛋白, 
其过度表达与人类多种恶性肿瘤侵袭转移潜能

及预后密切相关. 在结肠癌中同时进行P15, P16
和MMP-9与肿瘤侵袭、转移的研究报道少见, 
本研究目的就在于通过免疫组织化学方法, 对
P15, P16和MMP-9在结肠癌中表达进行研究, 探
讨其与结肠癌浸润转移的关系, 为结肠癌的诊

断和治疗及判断预后提供有参考价值的分子生

物学指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院结肠癌标本50例, 其中男28例, 
女22例. 年龄36-87(平均59.29)岁. 术前未接受任

何抗肿瘤治疗. 术后病理为: 腺癌28例, 黏液腺癌

11例, 低分化癌和未分化癌11例. Dukes分期: A-B
期27例、C-D期23例. 取材部位为肿瘤、癌旁

3 cm、标本切缘. 所有标本均为手术切除新鲜标

本, 取材后中性甲醛固定, 石蜡包埋, 厚4 μm连续

切片, 行HE及免疫组织化学染色. 
1.2 方法 采用SP法, P15, P16和MMP-9试剂均购

自Stanta Cruz公司. 结果判定: 胞核或胞质出现棕

黄色颗粒者为阳性细胞. 每张切片选择5个高倍

视野, 计数不少于500个细胞, 取均数并评分: 不
着色为0分, 着色淡为1分, 着色深为2分; 着色细

胞占计数细胞百分率: ≤5%为0分, 6%-25%为1
分, 26%-50%为2分, ≥51%为3分, 染色程度与染

色细胞百分率得分乘积为最后得分. 0-1分为阴

性病例, 2分以上为阳性病例. 
统计学处理 用SAS8.0软件进行χ2检验, 以

P<0.05水平为差异有显著性意义.
 
2  结果

2.1 P15, P16和MMP-9在结肠癌不同部位表达情

况 在肿瘤组织、癌旁3 cm组织与切缘正常组

织中, P15的阳性表达率分别为84.00%, 94.00%
和100.00%; P16的阳性表达率分别为76.00%, 
90.00%和100.00%, MMP-9的阳性表达率分别为

82.00%, 44.00%和0%, 均有显著性差异(P <0.05) 

(表1). 
2.2 P15, P16和MMP-9与结肠癌临床病理特征的

关系 P15, P16和MMP-9的表达与结肠癌的分化

程度、Dukes分期和淋巴结转移均有显著相关

(表2). 
2.3 P15, P16与MMP-9表达的相关性 结肠癌组

织中P15阳性42例, 其中MMP-9阳性34例, 8例
P15阴性的病例中7例MMP-9阳性, 呈负相关(r  = 
-0.834, P<0.05); 结肠癌组织中P16阳性38例, 其
中MMP-9阳性31例, 12例P16阴性的病例中10例
MMP-9阳性, 呈负相关(r  = -0.752, P<0.05).

3  讨论

细胞增殖周期受细胞周期素依赖激酶(CKDS)
调节. CKDS与细胞周期素结合被活化, 促进细

胞增殖. 受到其抑制因子(CDKIS)的作用而失活

P16, P15蛋白则是CDKIS中的两种. 在正常细胞

中, 细胞周期素D1与CDK4或CDK6结合成复合

物, 使CDK4/6活化, 从而可使细胞内的另一种

调节蛋白-视网膜母细胞瘤(RB)蛋白磷酸化, 继
而释放结合的转录因子(E2F), 使细胞由G1期
进入S期如果CDKS得不到抑制, 则导致细胞不

断增殖P16, P15蛋白则可特异的与CDK4/6或
cyclinD1 CDk4/6复合物结合, 抑制CDk4/6的活

性, 使RB蛋白不能磷酸化, 无法与E2F解离, 基因

转录受到抑制, 从而抑制细胞由G1期进入S期[1]. 
肿瘤发生、发展是多阶段、多基因的综合

过程, 涉及多种癌基因激活和抑癌基因的失活, 
估计需有4-5个基因的异常变化, 而且癌变与突

变次序有关, 并需要一定次数的积累. P16是公

认的多种肿瘤抑制基因蛋白, 在许多肿瘤与细

胞株中高频率纯合子缺失, 这种缺失消除了附

近的第二个基因, 可能就是P15. 研究发现, P15
与P16基因及其产物在许多人类原发肿瘤和细

胞株发生缺失, 并导致肿瘤细胞无限制生长[2-6]; 
李庚 et al [7]研究表明P16基因甲基化后失活在大

肠癌的发生发展中起重要作用. P15和P16基因

在抑癌基因家族中的重要地位几乎得到了一致

的肯定. 
国内外学者对不同肿瘤中P15, P16蛋白的

表达进行检测 ,  结果发现 ,不同的肿瘤组织中

P15, P16基因的缺失率不尽相同, 有关结肠癌的

报道较少, 国内张远 et al [8]报道结肠癌P16蛋白

的表达率为78.9%. 略低于我们的研究结果, 但
都能说明结肠癌中也存在P15, P16基因的缺失, 
这可能是部分结肠癌发生的原因. 肖鹏 et al [9]发
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■创新盘点
国 内 外 对 P 1 5、
P16和MMP-9在
结肠癌中的研究
尚处于起步阶段, 
且缺乏判断结肠
癌预后的简单有
效的方法. 本课题
以结肠癌为研究
对象, 首次将两类
与肿瘤转移密切
相关的指标进行
联合检测, 进一步
证实P15, P16和
MMP-9与肿瘤临
床病理及预后的
关系以及两者之
间的关系, 为结肠
癌的临床治疗及
判断预后开辟了
一条崭新的道路.



现伴淋巴结转移的胃癌P15阳性率为13.8%, 无
淋巴结转移的胃癌阳性率为52.9%, 无转移组原

发癌中P15表达水平显著高于有转移组. 我们在

结肠癌及其转移淋巴结的研究中, 也发现恶性

程度高、Dukes分期晚、伴淋巴结转移组P15,  
P16表达明显减低, 提示P15, P16基因的失活, 促
进了肿瘤的转移. 

P15与P16基因位置相邻, 均位于9p21, 二者

基因编码核苷酸序列有93%相同, 其相应产物

90%有同源性, 但二者生物学行为并不完全相

同. P15可受生长转化因子β(TGF-β)诱导使表达

增多30倍, 而P16则不受TGF-β所诱导, P16表达

水平受Rb转录因子反馈调节, 而P15表达则不为

Rb转录因子所调控. 有研究认为, 两者表达无明

显相关性, 二者失活存在不同机制, 在肿瘤发生

中作用不完全相同[10], 另有学者认为两者具有

协同性[11]. 本研究结果显示, P15和P16在结肠癌

中有相关性, 证明二者协同缺失更易导致细胞

周期调控失调, 二者功能可能有互补作用. P15
和P16低表达与结肠癌密切相关, 通过基因治疗

方法增加P15和P16蛋白表达, 有助于缓解结肠

癌的发展进程. 
MMP-9是MMPs家族的重要成员, 由SoPata 

和Dancewicz于1974年从中性粒细胞提纯获得的

一种蛋白酶, 于1989年正式命名[12], 其分子质量

最大, 能够降解、破坏细胞外基质中最主要的

组成成分Ⅳ、Ⅴ型胶原和明胶[13]. David et al [14]

采用免疫组化法研究发现, 与正常胃黏膜相比, 
胃癌组织MMPs表达明显升高, MMPs与胃癌病

期显著相关. Sier et al [15]研究结果显示, 胃癌组

织MMP-9表达显著高于邻近的正常胃黏膜, 其
高表达胃癌患者生存期明显缩短. 近年来, 国内

许多学者对MMP-9也有较深入的研究, 如彭利 
et al [16]认为, MMP-9与原发性肝癌侵袭转移相关. 
钱颉 et al [17]认为MMP-9在胃癌的侵袭与转移中

起重要作用.
本结果表明 ,  结肠癌标本切缘组织中 

MMP-9无表达, 而癌旁3 cm组织和癌组织的阳

性表达率分别为44.00%和82.00%, 有显著性差

异(P <0.05). 张明林 e t a l [18]的研究中有类似发

现. 这说明肿瘤细胞获得恶性表型的同时具备

了降解基底膜和向周围组织浸润转移的能力, 
MMP-9可能参与了结肠癌的发生、发展过程. 
观察切片发现MMP-9阳性的癌细胞呈灶状或片

状分布, 且多位于癌边缘或管腔近旁, 提示, 具
有转移潜能的癌细胞多位于肿瘤结节的表面或

周边, 因而也符合肿瘤细胞向周边侵袭、脱落

并向远处转移的假说. Dukes A-B期有淋巴结转
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■名词解释
基质金属蛋白酶
(MMPs): 是一组
锌离子依赖的内
分泌蛋白酶家族, 
已经发现M M P s
家族成员达20多
种, 参与了许多生
理及病理过程, 如
炎症、组织纤维
化和新生血管形
成, 尤其是肿瘤的
发生及转移均与
M M P s的表达和
活化有关.

          

表  1  P15, P16和MMP-9在结肠癌不同部位表达情况 (n  = 50)

结肠癌组织
癌旁3 cm
切缘组织	

P15	                                    P16	                                MMP-9

阳性	 %	 P             阳性	 %	 P 	 阳性	 %	 P
分组                 

  42	 84.00
  47	 94.00
100         100.00

<0.05   38	   76.00
  45	   90.00
100	 100.00

<0.05   41	 82.00
  22	 44.00
   0	   0.00

<0.05

           

表  2  P15, P16和MMP-9与结肠癌临床病理特征的关系

分化程度
   高分化
   中低分化
肿瘤大小
   <5cm
    >5cm
浸润深度
   未浸透浆膜
   浸透浆膜
Dukes分期
   A-B
   C-D
淋巴结转移
   无
   有	

P15	                                     P16	                                MMP-9

阳性	 %	 P             阳性	  %	  P           阳性	 %	 P
病理参数           n

28
22

21
29

24
26

27
23

27
23

  26         92.86
  16         72.73

  19         90.48
  23         79.31

  21         87.50
  21         80.77

  26         96.30
  16         69.57

  26         96.30
  16         69.57

<0.05

>0.05

>0.05

<0.05

<0.05

24	 85.71
14	 63.64

17	 80.95
21	 72.41

22	 91.67
16	 61.54

24	 88.89
14	 60.87

24	 88.89
14	 60.87

20	 71.43
21	 95.45

18	 85.71
23	 79.31

18	 75.00
23	 88.46

21	 91.30
20	 74.07

21	 91.30
20	 74.07

<0.05

>0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

>0.05

>0.05

<0.05

<0.05
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移组阳性率51.85%, C-D期无淋巴结转移组阳性

率86.96%, 具有显著性差异(P <0.05); 由于Dukes
分期可以反映肿瘤浸润和转移的程度 ,  因此 , 
MMP-9的表达与肿瘤组织的侵袭性呈正相关, 
这也说明MMP-9在结肠癌的发展、浸润和转移

过程中发挥了重要作用. 国外学者在胃癌中有

类似发现, 与国内张明林 et al [18]的研究结果一

致[19-26]. 
本研究还发现, P15, P16与MMP-9在结肠

癌细胞的表达呈负相关, 即MMP-9阳性率越高, 
P15、P16阳性率越低, P15、P16阳性/MMP-9阴
性组发生淋巴结转移和浆膜浸润的机会显著低

于其他任何组, 从而可以推测P15, P16与MMP-9
在结肠癌的发生、发展过程中存在相互关联、

共同作用. 所以联合检测P15, P16与MMP-9在判

断肿瘤生物学行为及预后方面有更大意义. 
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Abstract
AIM: To observe the therapeutic effect of 
myelosuppression with recombinant human 
granulocyte-colony stimulating factor (rhG-CSF) 
combined with warm-needle acupuncture after 
chemotherapy for gastrointestinal carcinoma.

METHODS: Patients with white cell count lower 
than 3.0 × 109/L (examined twice) or neutrophil-
ic leukocyte count lower than 2.5 × 109/L (ex-
amined twice) were included in this study. The 
patients in single treatment group were treated 
by 150 μg rhG-CSF subcutaneously once a day 
for 3 days, while those in combined therapeutic 

group were treated by chemotherapy as well 
as warm-needle acupuncture at the two Zusanli 
points simultaneously (once a day, one moxa 
once, until the 3rd day after chemotherapy)�.

RESULTS: In single-rhG-CSF group, 26 patients 
were treated 73 times in total, and complete re-
mission was achieved 44 times, partial remission 
29 times. The adverse effect appeared 12 times, 
and the rate was 16.44%. In combined therapeu-
tic group, 28 patients were treated 68 times in 
total, and complete remission was achieved 57 
times, partial remission 11 times. The adverse 
effect occurred 3 times, and the rate was 4.41%. 
There was significant difference between the 
two groups (P < 0.01).

CONCLUSION: rhG-CSF combined with warm-
needle acupuncture has favorable efficacy in the 
treatment of bone marrow inhibition following 
chemotherapy for gastrointestinal carcinoma.

Key Words: Recombinant human granulocyte-col-
ony stimulating factor; Warm-needle acupuncture; 
Myelosuppression; Therapeutic efficacy

Yang YY, Zheng HW, Sun DZ. Therapeutic effect of 
myelosuppression with recombinant human granulocyte-
colony stimulating factor combined with warm-needle 
acupuncture on bone marrow inhibition following 
chemotherapy for gastrointestinal carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(36):3525-3528

摘要
目的: 观察重组人粒细胞集落刺激因子联合

温针灸对消化道肿瘤化疗后骨髓抑制的疗效. 

方法: 化疗结束后, 连续2次血常规检查示白

细胞总数低于3.0×109/L或中性粒细胞低于

2.5×109/L者作为使用该药对象. 单纯治疗组, 
采用惠尔血150 μg, sc 1次/d, 连用3 d. 联合治

疗组, 化疗期间即开始使用温针灸治疗, 取两

侧足三里穴, 1次/d, 每次使用1个艾柱, 直至化

疗后3 d. 
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■背景资料
化疗作为治疗消
化道肿瘤的重要
手段之一, 最常见
的毒副作用之一
是骨髓抑制, 特别
是铂类药物的应
用, 中西医结合在
防治消化道肿瘤
化疗产生骨髓抑
制方面有着一定
优势, 此项目为应
用重组人粒细胞
集落刺激因子联
合温针灸治疗化
疗后出现的骨髓
抑制, 并在临床中
收到较为满意疗
效.

■研发前沿
化疗骨髓抑制的
防治一直是肿瘤
治疗的重点和热
点, 重组人粒细胞
集落刺激因子是
治疗化疗骨髓抑
制的研究热点, 但
对重度骨髓抑制
化疗方案的纠正, 
如能得以其他方
法与其达到协同
效果且能减少副
反应的发生则是
目前亟待研究的
问题.



结果: 单纯使用惠尔血治疗的26例共治疗73
次中, 治愈44次, 好转29次; 有12次发生不良
反应, 总的不良反应发生率为16.44%. 联合
温针灸治疗组28例共治疗68次, 治愈57次, 好
转11次, 发生不良反应3次, 不良反应发生率
为4.41%. 经统计学分析, 两者有显著性差异
(P <0.01).

结论: 惠尔血联合足三里温针灸治疗化疗致
骨髓抑制白细胞减少有较好疗效, 且对患者生
存质量有显著提高.

关键词: 重组人粒细胞集落刺激因子; 温针灸; 骨髓

抑制; 疗效 
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0  引言

世界卫生组织国际癌症研究中心(IARC/WHO)
最新估计的数据——Globocan 2002, 2002年全

球恶性肿瘤的发病死亡情况为(世界人口调整

率): 男性发病率209.6/10万, 发病人数580万, 死
亡率137.7/10万, 死亡人数380万; 女性的发病率

161.5/10万, 发病人数506万, 死亡率92.2/10万, 
死亡人数293万[1]. 目前, 化疗仍作为恶性肿瘤尤

其是在对化疗较为敏感的消化道肿瘤治疗的重

要手段之一[2], 肿瘤化疗中最常见的毒副作用之

一是骨髓抑制[3], 特别是消化道肿瘤联合化疗方

案中加用铂类药物[4-7], 其中以白细胞、中性粒

细胞减少最常见, 是影响化疗顺利进行的主要

障碍之一, 为此有研究用胞苷脱胺酶基因对大

剂量化疗保护作用等, 但尚处于实验研究阶段[8], 
有报道采用自体干细胞可以预防化疗时的骨髓

抑制情况[9], 重组人粒细胞集落刺激因子对肿瘤

化疗引起的白细胞减少有良好的预防和治疗作

用, 近几年来已成为恶性肿瘤化疗的重要辅助

治疗手段[10]. 中西医结合在防治消化道肿瘤化疗

产生骨髓抑制方面有着一定优势[11], 我科应用重

组人粒细胞集落刺激因子(惠尔血)联合温针灸

治疗化疗后出现的白细胞减少或中性粒细胞减

少141例, 临床疗效满意. 

1  材料和方法

1.1 材料 住院经细胞学或病理学证实为恶性肿

瘤患者. 中位年龄47(20-70)岁, 全身状况(KPS)
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评分50分以上, 不伴有严重的肝肾功能障碍, 其
中胃癌90例次, 食管癌28例次, 结直肠癌23例, 
共141例次, 其中性别、年龄及肿瘤分期两组间

经统计学检验无显著性差异. 入院后均劝说患

者化疗后如出现骨髓抑制白细胞下降时, 采用

惠尔血和温针灸联合治疗方案. 患者拒绝温针

灸者归入单纯采用惠尔血治疗组, 最后单纯惠

尔血治疗组26例, 73例人次; 联合温针灸治疗者

28例, 68例人次.
1.2 方法 化疗结束后, 连续两次血常规检查示白

细胞总数低于3.0×109/L或中性粒细胞低于2.5
×109/L者. 采用惠尔血150 μg, sc 1次/d, 连用3 d, 
第4天查白细胞总数大于4.0×109/L为治愈, 小
于4.0×109/L而大于化疗结束时白细胞计数者

为好转, 化疗期间每周检测外周血象1-2次. 另灸

法, 化疗期间即开始使用针灸治疗. 取穴两侧足

三里针灸, 针刺部位有酸或麻或胀感, 且提拉针

柄时手下有沉重感, 1次/d, 每次使用1个艾柱, 直
至化疗后第3天. 化疗前及化疗中检测血象, 3 d 
1次, 如产生严重骨髓抑制白细胞下降至或低于

3.0×109/L或中性粒细胞低于2.5×109/L, 则停止

化疗; 每次化疗结束后第1天查外周血象, 治疗

3 d结束后第4天再次查外周血象, 治疗中观察与

惠尔血及温针灸有关的不良反应.
统计学处理 采用SAS 6.02统计软件包, 计

数资料采用χ2检验.

2  结果

治疗前全组病例白细胞最低值0.8×109/L, 范
围0.8×109/L-2.4×109/L, 治疗后白细胞回升值

范围3.4×109/L-4.4×109/L; 单纯使用惠尔血

治疗的26例共治疗73次中, 治愈44次, 好转29共治疗73次中, 治愈44次, 好转29中, 治愈44次, 好转29次, 好转29, 好转29
次; 有12次发生不良反应, 总的不良反应发生率; 有12次发生不良反应, 总的不良反应发生率

为16.44%, 其中出现低热5次, 出现四肢酸痛3次, 出现四肢酸痛3, 出现四肢酸痛3
次, 出现注射局部肿痛4次, 经对症处理, 能坚持, 出现注射局部肿痛4次, 经对症处理, 能坚持次, 经对症处理, 能坚持, 经对症处理, 能坚持

完成治疗计划, 全组未见有皮疹等其他不良反

应. 联合温针灸治疗组28例共治疗68次, 治愈57共治疗68次, 治愈57, 治愈57
次, 好转11次; 发生不良反应3次, 不良反应发生, 好转11次; 发生不良反应3次, 不良反应发生次; 发生不良反应3次, 不良反应发生; 发生不良反应3次, 不良反应发生次, 不良反应发生, 不良反应发生

率为4.41%, 其中低热2次、出现肌肉酸痛1次.次、出现肌肉酸痛1次.、出现肌肉酸痛1次.次.. 
经统计学分析, 其中两者有效率有显著性差异

(P <0.01); 对患者卡氏评分(KPS)分析表明, 单纯

惠尔血组对患者KPS提高3次、稳定45次、下降次、稳定45次、下降、稳定45次、下降次、下降、下降

25次, 而惠尔血联合温针灸组对患者KPS提高20次, 而惠尔血联合温针灸组对患者KPS提高20, 而惠尔血联合温针灸组对患者KPS提高20
次、稳定43次、下降5次; 经统计学分析两组对、稳定43次、下降5次; 经统计学分析两组对次、下降5次; 经统计学分析两组对、下降5次; 经统计学分析两组对次; 经统计学分析两组对; 经统计学分析两组对

患者KPS影响有显著性差异(P <0.01).
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■创新盘点
本文采用重组人
粒细胞集落刺激
因子联合温针灸
治疗化疗后出现
的骨髓抑制的治
疗方法, 此联合治
疗方法不仅提高
了疗效而且可以
减少单纯应用重
组人粒细胞集落
刺激因子副作用
的发生, 同时阐述
了治疗中的护理
体会.
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3  讨论

惠尔血是一种重组人粒细胞集落刺激因子, 能
刺激骨髓造血干细胞, 促进其增殖、分化、成

熟, 增加外周血中中性粒细胞数量, 增强生理功

能, 从而提高机体抵抗力, 减少感染的发生率, 
是一种具有强力升高白细胞作用的造血生长刺

激因子, 对恶性肿瘤化疗所致的粒细胞减少症, 
具有明显的预防和治疗作用[12]. 可使患者较快渡

过粒细胞减少期, 使感染持续时间明显缩短, 减
少抗生素的用量, 并为下一步治疗计划的尽快

实施, 争取了宝贵的时间. 足三里穴位是足阳明

大肠经的常用穴位, 本穴有强壮提高机体免疫

功能作用[13-15], 且为保健要穴, 有研究表明, 艾灸

可在一定程度上改善衰老机体的免疫衰退或紊

乱情况. 增强免疫器官功能; 提高淋巴细胞转化

率, 从多个途径增强或改善机体免疫功能[16]. 并
有研究表明, 针灸可通过修复化疗所致骨髓神

经损伤, 而骨髓神经是造血微环境的重要组成

部分, 具有一定调整造血的作用, 从而改善化疗

骨髓抑制状态[17]. 同时针灸对骨髓抑制的改善

作用许多学者皆有报道[18-19], 针灸抗化疗骨髓抑

制, 提升白细胞的机制在于促进骨髓细胞向外

周血中释放、延长白细胞寿命、通过提高血清

集落刺激因子的活性, 促使造血干/祖细胞尽快

增殖、减轻造血干/祖细胞受化疗药物的损伤; 
实验有迹象表明针灸还可能作用于造血微环境[20]. 
温灸则具有调和气血温通经脉的作用, 实验表

明温针灸有较强提高人体免疫力功能. 本研究

表明, 惠尔血联合足三里温灸治疗化疗致骨髓

抑制白细胞减少确有较好疗效, 与单纯惠尔血

比较有显著性差异(P <0.01), 且对患者生存质量

有显著提高, 仅在化疗结束后第4天联合治疗组

KPS提高率为31.2%(20/64), 与单纯惠尔血治疗

有显著性差异. 因此, 惠尔血联合温针灸在临床

治疗中值得推广使用. 
护理体会: 必须做好消毒工作, 其中包括针

具消毒、腧穴部位的消毒和医者手指的消毒. 
当腧穴消毒后, 切记接触污物, 以免重新污染关

于医者手指的消毒, 在施术前, 医者应先用肥皂

水将手洗刷干净, 待干后再用750 mL/L酒精棉

球擦拭即可. 向患者及家属详细介绍该药的治

疗目的、原理及成功病例, 以增加患者治疗的

信心, 同时向患者及家属说明可能出现的轻微

不良反应, 通过对症处理, 症状可改善. 保持治

疗的最佳状态. 患者在过于饥饿、疲劳、精神

过度紧张时, 不宜进行针刺. 对身体瘦弱, 气虚

血亏的患者, 进行针刺时手法不宜过强, 并应尽

量选用卧位. 做好病房的消毒隔离, 采取保护性

隔离, 住单间病房, 每日开窗通风30 min. 
用药护理: 惠尔血用药时间以化疗24 h后

开始使用为宜, 避免在化疗前后24 h内使用, 以
免快速分裂的髓细胞对细胞毒剂潜在有敏感性. 
接受该项治疗的患者均为白细胞或中性粒细胞

减少者, 机体抵抗力低, 易受感染, 故护士为患

者进行各项操作时, 应严格遵守无菌操作规程, 
操作时动作轻柔, 穿刺准确无误, 防止反复穿刺

造成皮下淤斑或血肿. 用药时避免与其他注射

药液混用, 排空气时不浪费药液, 以确保进入患

者体内药量的准确. 
温针灸治疗中的护理: 在温针灸中主要问

患者针感觉, 应在得气即足三里穴位处针下沉

重感, 腧穴部位有酸、麻或胀感. 此时在针柄上

加一艾柱, 点燃即可; 防止燃烧艾柱火星落下烧

伤皮肤应在施针后在针体和穴位皮肤附近放一

硬纸板相隔. 
并发症的护理: 本组病例中出现的不良反

应为发热、全身乏力、四肢酸痛、注射局部肿

痛. 对于全身乏力、四肢酸痛的患者嘱其注意

安全, 防止跌伤, 同时协助做好生活护理; 发热

的患者嘱其卧床休息, 多饮水、促进体内毒素

的排出, 控制体温应以物理降温为主, 经对症处

理后体温均能降至正常; 而注射局部肿痛者则

予以新鲜芦荟混合液(即新鲜芦荟汁5 mL加40%
硫酸镁甘油5 mL、维生素B12 500)湿敷局部, 肿
痛消失, 未影响治疗. 

治疗后护理: 温针灸后穴位处出现微红灼

热, 属正常现象, 无须处理, 如局部出现小水泡, 
只要注意不擦破, 可任其自然吸收. 如水泡较大, 
可用消毒毫针刺破水泡放出水液或用注射针抽

出水液, 再涂以龙胆紫, 并以纱布包裹. 同时注

意查血象, 观察白细胞、中性粒细胞回升情况. 
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
the polymorphism of interleukin-10 (IL-10) 
gene promoters and the clinical phenotypes of 
hepatitis B virus (HBV) infection in Chinese 
population.

METHODS: The genotypes of -819 locus in IL-10 
promoter region were determined by poly-
merase chain reaction-sequence specific primer 
analysis (PCR-SSP), and those of -1082 and -592 
loci in IL-10 promoter region were detected by 
polymerase chain restriction fragment length 
polymorphism analysis (PCR-RFLP) in patients 
with chronic hepatitis B (CHB, n = 478), self-
limited HBV infection (SHI, n = 267) and chronic 
asymptomatic HBV carrier (AsC, n = 223)�.

RESULTS: The allele A and genotype AA fre-
quencies of -1082 locus in IL-10 promoter region 
were significantly higher in CHB patients than 
those in SHI patients and AsC (A: χ2 = 37.72, P 
= 0.000; χ2 = 45.23, P = 0.000; AA: χ2 = 20.53, P = 
0.000; χ2 = 19.14, P = 0.000). The allele T and gen-
otype TT of -819 locus in IL-10 promoter region 
were also markedly higher in CHB patients than 
those in SHI patients and AsC (T: χ2 = 10.5, P < 
0.001; χ2 = 17.38, P < 0.001; TT: χ2 = 8.76, P = 0.003; 
χ2 = 5.656, P = 0.017). The polymorphism of -592 
loci locus in IL-10 promoter region was not sig-
nificantly different between the three groups (P 
> 0.05).

CONCLUSION: The genetic polymorphism of 
interleukin-10 may be associated with the clini-
cal phenotypes of HBV infection.

Key Words: Interleukin-10; Single nucleotide poly-
morphism; Hepatitis B virus

Yan Y, Li Z, Li HQ, Li JH, Liu Y, Gou CY, Gao JR, 
Shan J,Guo XH, Liu F, Yin JM, Liu DJ, Xie XC, Li H. 
Genetic polymorphism of interleukin-10 in patients 
with hepatitis B infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(36):3529-3533

摘要
目的: 探讨中国人白细胞介素-10基因启动子

单核苷酸多态性与乙型肝炎病毒感染之后临

床发展之间的关系. 

方法: 分别采用聚合酶链反应-限制性片段长

度多态性分析法(PCR-RFLP)和聚合酶链反应

-序列特异性引物扩增法(PCR-SSP)检测478例
慢性乙型肝炎患者, 223例乙肝病毒携带者及

267例自限性感染者基因组DNA IL-10基因启

动子区域3个多态位点-592、-819、-1082的基

因多态性, 并进行相关性分析. 

结果: IL-10-1082 A等位基因及AA基因型在慢

性乙型肝炎患者组的频率明显高于自限性感

染者组和乙肝病毒携带者组(A: χ2 = 37.72, P  
= 0.000; χ2 = 45.23, P  = 0.000; AA: χ2 = 20.53, 
P  = 0.000; χ2 = 19.14, P  = 0.000). IL-10-819 T
等位基因及T T基因型在慢性乙型肝炎患者

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来研究表明

乙型肝炎的发生

发展过程除了与

病毒本身相关外, 
更重要的是因宿

主自身的免疫反

应不同. 细胞因子

与机体免疫功能

状态密切相关, 并
在乙型肝炎发病

机理中起着重要

的作用.
   



组的频率也高于自限性感染者组和乙肝病

毒携带者组(T: χ2 = 10.5, P <0.001; χ2 = 17.38, 
P <0.001; TT: χ2 = 8.76, P  = 0.003; χ2 = 5.656, P 
= 0.017). IL-10-592 C/A等位基因频率和AA/
CC/AC基因型在三组的分布没有统计学意义

(P >0.05).

结论: IL-10基因启动子多态性与乙肝病毒感

染后临床发展过程可能相关.

关键词: 白细胞介素-10; 单核苷酸多态性; 乙型肝

炎病毒
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0  引言

慢性乙型肝炎是乙型肝炎病毒(简称乙肝病毒)
感染引起的一种传染病. 我国是慢性乙型肝炎

的高发区, 据统计, 在我国慢性乙型肝炎表面抗

原(HBsAg)携带率为9.57%, 10%的成年人和大

约60%-80%的儿童感染后会发展成为慢性乙型

肝炎, 甚至是肝硬化和肝癌. 其发展过程除了与

病毒本身相关外, 更重要的是因宿主自身的免

疫反应不同[1]. 细胞因子与机体免疫功能状态

密切相关, 并在乙型肝炎发病机制中起着重要

的作用[2-4]. 白细胞介素-10(IL-10)是一种抑制性

细胞因子, 主要由Th2细胞产生, 抑制某些细胞

因子(如TNF的合成及活性), 并且具有很强的抗

炎作用, 可能是与细胞损伤和病毒感染慢性化

有关的重要因素之一[5-6]. 已有文献报道, IL-10
的分泌水平受遗传因素的影响[7]. IL-10基因启

动子区域主要有3个位点, 即-1082G/A, -819C/
T, -592C/A[8-9]. 这3个位点的单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP)与IL-10
基因的转录活性及血清中IL-10的水平有关[10-11]. 
因此我们对IL-10启动子区域3个位点基因多态

性与乙型肝炎病毒感染的关系进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-12/2004-03在北京佑安医院收集符

合下述定义及标准的病例, 包括慢性乙型肝炎患

者478例, 乙肝病毒携带者223例及自限性感染者

267例的抗凝血标本, 其中男708例, 女260例, 年
龄28-45岁, 3组之间性别、年龄具有可比性. 本
研究中慢性乙型肝炎患者和无症状慢性HBsAg
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携带者的诊断定义, 依据2000年中华医学会感染

病学分会, 肝病学分会联合修订的病毒性肝炎防

治方案的标准确定. 入选标准和排除标准: (1)慢
性乙型肝炎患者: HBsAg阳性; 抗-HBs阴性; 丙氨

酸转氨酶(ALT)和天冬氨酸转氨酶(AST)等肝功

能检测指标持续异常1 a以上; 或急性乙肝病程

超过半年尚未痊愈的患者. (2)无症状慢性HBsAg
携带者: HBsAg阳性, 无任何症状和阳性体征, 且
各项肝功能指标正常, 并经1 a以上随访仍不处

于患病状态. (3)HBV自限性感染者: 无急性或慢

性乙型肝炎病史; 从未接种过乙型肝炎疫苗; 肝
功能各项指标正常; 抗-HBs阳性或抗-HBs和抗

-HBc阳性, HBsAg及HBeAg阴性. (4)不合并其他

肝炎. (5)中国北方汉族.
1.2 方法 采集外周静脉血5 mL, 用EDTA抗凝管

收取. 加入红细胞裂解液离心弃上清, 重新悬浮

白细胞, 再加入白细胞裂解液, 用常规酚-氯仿-
异戊醇抽提法提取基因组DNA. 分别采用聚合

酶链反应-序列特异性引物扩增法(PCR-SSP)检
测研究对象中IL-10基因启动区-819C/T位点的

基因型; 聚合酶链反应-限制性片段长度多态性

分析法(PCR-RFLP)检测-1082G/A, -592C/A位点

的基因型. PCR引物序列参照基因组数据库提

供的序列和有关文献进行设计, 引物均由北京

赛百盛公司合成, Taq酶和dNTP购自北京鼎国

公司, MnlⅠ, RsaⅠ购自北京中银友谊公司, 使
用美国MJ公司的2700-PCR扩增仪. -819C/T位
点的PCR引物序列: 上游引物1: 5'-AACTGAGG
CACAGAGATG-3', 上游引物2: 5'-AACTGAGG
CACAGAGATA-3', 下游引物: 5'-AGCAACACT
CCTCGCCGCAAC-3', 扩增片段长度是402 bp. 
扩增体系为30 μL, 含1 U Taq酶、50 ng模板

基因组DNA, 10×缓冲液, 1.5 mmol/L MgCl2, 
0.1 mmol/L引物, 0.08 mmol/L dNTP. 反应参数: 
94℃ 5 min, 94℃ 30 s, 63℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35个
循环, 72℃ 5 min. 取PCR产物8 μL用60g/L的聚

丙烯酰胺凝胶电泳分析. 以上游引物1与下游引

物扩增后在402 bp处出现电泳带为等位基因C
纯合子(CC); 以上游引物2与下游引物扩增后在

402 bp处出现电泳带为等位基因T纯合子(TT), 
在两对引物扩增后402 bp处均出现电泳带则为

杂合子(CT). -1082G/A位点的PCR引物序列: 上
游引物: 5'-TCTTACCTATCCCTACTTCC-3', 下
游引物: 5'-CTCGCTGCAACCCAACTGGC-3', 
扩增片段为139 bp. 扩增体系同上, 反应参数: 
退火温度61.8℃, 其余同上. 扩增后取PCR产物

www.wjgnet.com

■创新盘点
本 研 究 发 现

IL-10-1082位点, 
慢性肝炎AA基因

型明显高于自限

性感染者和携带

者, 在其他一些研

究中持有不同结

论. 
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3 μL, 加入含有MnlⅠ 3 U的反应液17 μL, 37℃
消化4 h, 将G等位基因切断, 产生106和33 bp两
个片段. 全部消化产物经60 g/L聚丙烯酰胺凝胶

电泳分析. -592C/A位点的PCR引物序列: 上游引

物: 5'-GGTGAGCACTACCTGACTAGC-3', 下游

引物: 5'-CTCGCTGCAACCCAACTGGC-3', 扩
增片段为412 bp. 扩增体系同上, 反应参数: 94℃ 
5 min, 94℃ 45 s, 58℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35个循环, 
72℃ 5 min. 扩增后取PCR产物3 μL, 加入含有

RsaⅠ3 U的反应液17 μL, 37℃消化4 h, 将A等

位基因切段, 产生176和236 bp两个片段. 全部

消化产物经60 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳分析.
统计学处理 IL-10基因启动子区域-1082, 

-819, -592等位基因频率及基因型频率分布情况

的比较采用χ2检验, 当P <0.05时有统计学意义, 
统计学处理应用SPSS11.0完成.
2  结果

全部研究对象IL-10基因启动子基因型分布, 包
括478例慢性乙型肝炎患者 ,  223例慢性携带

者和267例自限性感染者. 采用PCR-SSP分析 
IL-10基因启动区-819C/T位点的基因多态性; 
PCR-RFLP分析-1082G/A和-592C/A位点的基

因多态性.
2.1 IL-10基因启动子区域的-1082G/A等位基因

及基因型频率比较 IL-10-1082A在慢性乙型肝

炎患者组的频率明显高于自限性H B V感染者

组和慢性HBV携带者组(χ2 = 37.72, P  = 0.000; 
χ2 = 45.23, P  = 0.000); -1082AA基因型在慢性

乙型肝炎患者组的频率高于自限性H B V感染

者(χ2 = 20.53, P  = 0.000), 高于慢性HBV携带

者(χ2 = 19.14, P  = 0.000); -1082AA基因型频

率在慢性HBV携带者组与自限性HBV感染者

组比较没有显著性差异(χ2 = 0.623, P  = 0.723); 
-1082AA/GG/GA基因型在慢性HBV携带者组

和自限性H B V感染者中比较没有显著性差异

(χ2 = 0.111, P  = 0.739; χ2 = 0.894, P = 0.344; χ2 
= 0.623, P  = 0.723, 表1).
2.2 IL-10基因启动子区域的-819 C/T等位基因

及基因型频率比较 IL-10-819T等位基因频率在

慢性乙型肝炎患者组高于自限性HBV感染者组

和慢性HBV携带者组(χ2 = 10.5, P <0.001; χ2 = 
17.38, P <0.001). IL-10-819 TT基因型在慢性乙型

肝炎患者与自限性HBV感染和HBV携带者组具

有显著性差异(χ2 = 8.76, P  = 0.003; χ2 = 5.656, P  
= 0.017); 慢性乙型肝炎患者CC, CT基因型的频

率与健康携带者和自限性HBV感染者比较也没

有统计学意义(χ2  = 0.747, P  = 0.387; χ2 = 0.194, 
P  = 0.660, 表2).
2.3 IL-10基因启动子区-592C/A等位基因及基因

型频率比较 IL-10-592 A/C等位基因频率在慢性

乙型肝炎患者与自限性HBV感染者和慢性HBV
携带者比较没有统计学意义(χ2 = 3.084, P >0.05; 

                                                            基因型(%)                                            等位基因(%) 

慢肝     478          43   (9.00)         41 (8.60)            394 (82.40)      127 (13.30)      829 (86.70)
携带     223          44 (19.70)        31 (13.90)          148 (66.40)      119 (26.70)      327 (73.30)
自限     267          51 (19.10)        44 (16.50)          172 (64.40)      146 (27.30)      388 (72.70)

                                 GG                      AG                     AA                   G                     A

表  1  IL-10-启动子区-1082等位基因与基因型频率比较 (n /%)

 

                                                      基因型 (%)                                              等位基因 (%) 

慢肝     478         250 (52.30)   143 (29.92)          85 (17.78)        643 (67.26)         313 (32.74)
携带     223         101 (45.29)    68 (30.49)           54 (24.22)        270 (60.54)         176 (39.46)
自限     267         127 (47.57)    67 (25.09)           73 (27.34)        321 (60.11)         213 (39.89)

                                  TT                  TC                       CC                     T                           C

表  2  IL-10-启动子区-819等位基因与基因型频率比较 (%)

 

                                                        基因型 (%)                                             等位基因 (%) 

慢肝     478        158 (33.05)     147 (30.75)       173 (36.20)        463 (48.43)         493 (51.57)
携带     223          90 (40.36)       58 (26.01)         75 (33.63)        238 (53.36)         208 (46.64)
自限     267          89 (33.33)       90 (33.71)         88 (32.96)        268 (50.19)         266 (49.81)

                                AA                    AC                      CC                     A                          C

表  3  研究对象IL-10-启动子区-592等位基因与基因型频率比较 (%)

分组       n  

分组       n  

分组       n  

■应用要点
对 H B V 感 染 后
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χ2 = 0.427, P  = 0.1). IL-10-592 CC, AA, CA基因

型在慢性乙型肝炎患者与健康携带者和自限性

HBV感染者中比较没有显著性差异(χ2 = 3.369, 
P  = 0.071; χ2 = 0.196, P  = 0.658; χ2 = 2.133, P  = 
0.144; χ2 = 0.335, P  = 0.563, 表3)

3  讨论

IL-10是一种由Th2细胞产生的免疫调节性细胞

因子, IL-10与靶细胞膜上的IL-10受体结合后激

活酪氨酸激酶, 从而发挥其生物学效应[12]. IL-10
具有多种抑制功能: (1)主要抑制Th1细胞的增殖

和IL-2, TNF-α, TNF-γ等细胞因子的合成及其活

性, 从而抑制免疫应答. 其机制可能是IL-10下调

了APC MHCⅡ抗原的表达, 从而降低了对TCR
的刺激能力, 或改变了细胞内信号转导途径, 选
择性抑制某些细胞因子mRNA转录; (2)IL-10在
人的单核细胞表面抑制MHCⅡ类分子的表达, 
降低单核细胞的抗原提呈能力; (3)IL-10阻断NK
细胞刺激因子IL-12的诱导活性, 以抑制NK细胞

产生TNF-γ[13-17]. 同时IL-10具有很强的抗炎作用. 
内源性IL-10能减少肝细胞的炎性反应并限制其

对肝脏的毒性作用. IL-10通过减少中性粒细胞

的浸润, 活化, 减少中性粒细胞与肝窦内皮细胞

的黏附, 降低局部炎症细胞因子的活性, 减轻肝

脏的损害. 此外, IL-10还可以调节黏附因子的表

达, 有研究表明, 细胞间黏附因子与白细胞功能

相关性抗原-1的相互作用是肝细胞损伤的机制

之一[18-20].
IL-10在不同个体之间的分泌不同[21-22], 其

分泌在很大程度上与遗传因素相关. 人类IL-10
基因位于第1号染色体, 他的基因启动子区具有

高度多态性, 主要包括三个突变位点: -1082(G/
A)、-819(C/T)、-592(C/A). 由于IL-10基因调

控区启动子的多态性产生了不同的基因型, 从
而影响了IL-10的转录, 即IL-10 mRNA生成, 进
一步影响了血清中IL-10的水平. IL-10启动子

的基因遗传性可能会调节抗体识别后免疫反应

的方向和量的改变[21,23-25]. 体外实验表明, 外周

血单个核细胞经刀豆蛋白A刺激后, 带有GCC/
GCC基因型者IL-10的产量最高, 带GCC/ACC, 
A C C/ATA基因型者其次 ,  而带有ATA/ATA, 
ACC/ACC 基因型者IL-10产量最低[26]. 

Miyazoe et al [27]研究正常人与慢性HBV感

染者及慢性HBV携带者(asymptomatic carrier, 
AsC)与慢性进展性肝病患者之间IL-10基因启动

子序列多态性, 结果显示: (1)正常人与慢性HBV
感染之间IL-10基因启动子区等位基因分布并无

明显差异; (2)ATA/ATA基因型在AsC中的检测

显著高于慢性进展性肝病; (3)GCC/GCC基因型

在AsC中检出频率显著低于慢性进展性肝病. 提
示, IL-10启动子区基因多态性与HBV感染导致

慢性肝病的肝损害进展密切相关, IL-10高产量

基因型(GCC/GCC基因型)者感染HBV后肝组织

炎症坏死及肝纤维化程度较重, 而IL-10低产量

基因型(ATA/ATA基因型)者感染HBV后肝组织

炎症坏死及纤维化程度相对较轻, 似乎与IL-10
具有抗炎症和抗纤维化作用相矛盾. 尽管IL-10
具有抗炎症和抗纤维化作用, 但高水平的IL-10
都可导致慢性HBV感染者体内病毒复制活跃, 
从而诱发免疫反应, 导致肝组织炎症坏死. IL-10
高产量基因型感染HBV后出现较重肝损害可能

与此有关. 
一些学者认为高水平IL-10会致使肝脏病

变迁延不愈, 可能算是乙型肝炎慢性化的机制

之一. 这与IL-10增加将限制IFN-γ的合成, 削弱

IFN-γ杀灭HBV的作用和抑制宿主抗HBV细胞

免疫活性, 导致HBV体内持续复制和表达抑制

机体的抗病毒免疫, 导致HBV在体内持续存在

有关[28-30]. 但也有部分学者认为IL-10产量高的

基因型(GCC/GCC基因型)与HBV感染的自发

性清除有关[27,31].
本研究中检测968例患者的IL-10基因启动

子区域的3个位点, 即-1082G/A, -819C/T, -592C/
A, 其中包括478例慢性乙型肝炎, 223例乙肝

病毒携带者和267例自限性感染者. 结果显示, 
IL-10基因启动子-1082和-819位点的等位基因和

基因型在3组中出现的频率具有统计学的差异. 
IL-10-1082 A等位基因在慢性乙型肝炎患者组的

频率明显高于自限性感染者组和乙肝病毒携带

者组; IL-10-1082基因型在3组之间的两两比较

显示慢性乙型肝炎患者组的AA频率高于自限性

感染者和乙肝病毒携带者. IL-10-819T等位基因

在慢性乙型肝炎患者组的频率高于自限性感染

者组和乙肝病毒携带者组. IL-10-819 TT基因型

在慢性乙型肝炎患者与自限性感染者及乙肝病

毒携带者的分布具有显著性差异, 慢性乙型肝炎

患者的频率显著高于后两者. IL-10-592 A/C等位

基因频率和AA/CC/AC基因型在慢性乙型肝炎

患者与自限性感染者和乙肝病毒携带者的分布

比较没有统计学意义.
慢性HBV感染是一个复杂的多种因素共同

作用的过程, 病毒与宿主的相互作用非常关键. 
我们探讨了IL-10基因启动子区多态性与HBV
感染的关系发现, IL-10启动子区-1082G/A和

■名词解释
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-819C/T等位基因和基因型, 在慢性乙型肝炎患

者, 自限性感染者及慢性携带者中分布具有显

著性差异, 提示IL-10启动子区基因多态性与乙

肝病毒感染后临床发展过程可能相关, 可以成

为病毒感染后临床发展的一个预测因素. 
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Abstract
AIM: To summarize the clinical, immunological 
and pathological features of autoimmune 
hepatitis (AIH).

METHODS: The data, including general infor-
mation, clinical characteristics, and results of 
biochemical, immunological and pathological 
examinations, of 142 AIH patients were retro-
spectively analyzed�.

RESULTS: Most of AIH patients were women, 
with a mean age of 52.57 ± 14.85 years old, and 
the ratio of male to female was 1︰3.73. Of all 
the patients, 42.3% were presented with chronic 
hepatitis, 34.5% with acute hepatitis, 9.9% with 

severe hepatitis and 13.4% with cirrhosis. The 
main clinical manifestations included fatigue 
(97.2%), inappetence (84.5%), jaundice (84.5%), 
fever (19%), nausea (14.1%), and abdominal 
swelling (12.7%). AIH patients complicated with 
primary biliary cirrhosis covered a percentage 
of 14.1%, and those complicated with other au-
toimmune diseases covered 17.6%. Biochemical 
examination showed elevated levels of alanine 
aminotransferase, aspartate aminotransferase 
and total bilirubin. High level of γ-globulin and 
immunoglobulin G were tested in most patients. 
The percentages of patients with Type 1 AIH 
and Type 2 AIH were 92.2% and 6.3%, respec-
tively, while there was only 1 case with Type 3 
AIH. A total of 21 kinds of auto-antibodies were 
detected, including ANA (72.4%), SMA (19.7%), 
AMA (19%), anti-SSA (9.2%), etc. Hepatocyte 
denaturation, necrosis and plasmocyte infiltra-
tion were demonstrated in all of the 19 patients 
received liver biopsy, and fibrosis was found in 
17 cases and bile duct injury in 1 case.

CONCLUSION: AIH occurred more frequently 
in females, and the onset and clinical features 
are not typical. Type 1 AIH is the most common 
one. There are many categories of antibodies in 
AIH, but the antibodies with higher specificity 
and sensibility should be further studied. Hepa-
tocyte denaturation, necrosis, plasmocyte infil-
tration and fibrous proliferation are dominant 
histological features.

Key Words: Autoimmune hepatitis; Immunology; 
Pathology; Clinical characteristic

Li YR, Wei L, Wang WB, Wang PZ, Zhang LY, Ou 
WN, Xie W, Cheng J. Clinical, immunological and 
pathological characterization of autoimmune hepatitis: 
an analysis of 142 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 了解自身免疫性肝炎(AIH)患者的临

床、免疫学和病理学特点. 

方法: 回顾性分析142例A I H患者的一般资

料、临床特点、生化检查、免疫学检查和自

■背景资料
由于我国目前最

多见的肝病为病

毒性肝炎, 对自身

免疫性肝炎容易

误诊, 近年来随着

对此病认识的逐

渐加深和诊断技

术的不断提高, 确
诊的病例也在不

断增加, 自身免疫

性肝炎是一种原

因未明的肝病,无
论在临床表现, 免
疫学和病理学特

征, 还是治疗的原

则都与其他肝炎

有着明显的不同, 
掌握这些特点对

自身免疫性肝炎

诊治有十分重要

的临床意义.
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身抗体的结果. 

结果: 142例AIH患者男女比例1∶3.73, 发病

年龄为52.57±14.85岁, 首次发病诊断分别为

慢性肝炎(42.3%)、急性肝炎(34.5%)、重型肝

炎(9.9%)和肝硬化(13.4%); 临床表现主要为

乏力(97.2%)、纳差(84.5%)、黄疸(84.5%)、
发热(19.0%)、恶心(14.1%)和腹胀(12.7%)
等. 生化检查显示, ALT、AST、TBIL水平升

高. AIH亚型中Ⅰ型多见(92.2%), Ⅱ型少见

(6.3%), Ⅲ型罕见, 仅1例. AIH重叠原发性胆汁

性肝硬化(PBC)占14.1%, 合并其他自身免疫

性疾病占17.6%. 免疫学检测显示, γ球蛋白和

IgG升高明显. 自身抗体检测出不同类型21种, 
以抗核抗体(82.4%), 抗平滑肌抗体(19.7%), 抗
线粒体抗体(19%), 抗SSA抗体(9.2%)多见. 肝
活检19例, 均可见不同形式的肝细胞变性, 坏
死和浆细胞浸润, 17例患者存在不同程度的纤

维增生, 1例有胆管轻度破坏.

结论: AIH女性多见, 发病和临床表现无特异

性, 生化检查以肝细胞损伤为主, Ⅰ型AIH最

多见, 检出自身抗体种类较多, 但特异性和敏

感性较高的自身抗体尚待进一步研究. 肝组织

学改变主要为不同程度的肝细胞变性, 坏死, 
浆细胞浸润和纤维增生. 胆管破坏少见.

关键词: 自身免疫性肝炎; 免疫学; 病理学; 临床特征

李蕴铷, 魏来, 王文冰, 王培之, 张黎颖, 欧蔚妮, 谢雯, 成军. 自

身免疫性肝炎临床、免疫学及病理学特征分析142例.  世界华

人消化杂志  2006;14(36):3534-3538

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/3534.asp

0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是
以肝脏炎症反应为主的自身免疫性肝病, 病因

不明, 在美国约有100-200万AIH患者[1], 我国尚

缺乏确切的发病资料, 既往认为其为少见病, 近
年来随着对此类疾病认识的加深和诊断技术的

提高, 发现临床中并不少见, 我们对142例AIH患

者的临床, 免疫学和病理学特点进行分析. 

1  材料和方法

1 . 1 材 料 1 4 2 例 病 例 均 为 北 京 地 坛 医 院

2000-01/2005-08确诊为AIH的住院患者, 其中男30
例, 女112例, 男女比例为1∶3.73; 发病年龄为52.57
±14.85岁, 其中男49.90±16.96岁, 女53.29±14.23
岁, 男女发病年龄差别无显著性(P>0.05). 诊断符合

1998年国际AIH小组修订的AIH描述性诊断和评

分诊断标准[2]. 糖皮质激素的应用方案和缓解的标

准参照2002年美国肝病学会(AASLD)治疗指南[3].  

1.2 方法

1.2.1 肝功能检查指标 肝功能检查指标主要包

括: 血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸

氨基转移酶(AST)、总胆红素(TBil)、直接胆红

素(DBil)、碱性磷酸酶(ALP)、γ-谷氨酰转肽酶

(GGT), 采用日本日立7180自动生化分析仪检测. 
免疫球蛋白采用美国Beckman Coulter公司Array 
360系统检测, 方法为免疫比浊法.  
1.2.2 自身抗体的检测 抗核抗体(ANA), 抗平滑

肌抗体(SMA), 抗肝肾微粒体抗体(抗LAK), 抗
肝特异性胞质抗原型1抗体(抗LC1), 抗可溶性肝

脏抗原抗体(抗SLA), 抗胃壁抗体(抗PCA), 抗核

糖体抗体(抗RNP), 抗着丝点抗体(抗ACA), 抗肝

细胞膜抗体(抗LMA), 抗肝细胞膜特异性脂蛋白

抗体(抗LSP), 抗中性粒细胞胞质抗体(ANCA), 
抗SSA, 抗SSB, 抗Sm, 抗溶酶体抗体, 抗高尔基

体抗体, 抗肌动蛋白抗体, 抗波形蛋白抗体, 抗
Link18KD抗体等检测应用间接免疫荧光法和免

疫印记法检测, 试剂盒购自德国欧蒙医学实验诊

断公司. 
1.2.3 肝组织活检 19例患者进行了肝组织活检, 
蜡块包埋, 切成4 μm厚度切片, 常规HE染色, 由
两位有经验的病理医师阅读.

统计学处理 采用SPSS11.5进行统计学处理, 
应用t检验.

2  结果

2.1 临床表现 首次发病诊断为慢性肝炎者为60
例(42.3%); 急性肝炎者为49例(34.5%); 重型肝

炎为14例(9.9%), 其中亚急性重型肝炎8例, 慢
性重型肝炎6例; 肝硬化为19例(13.4%); 有50例
(35.2%)患者存在不同时间的误诊, 平均误诊时患者存在不同时间的误诊, 平均误诊时存在不同时间的误诊, 平均误诊时

间为6.02±7.24 a, 最长误诊时间为30 a. 主要

症状为乏力138例(97.2%), 纳差120例(84.5%), 
腹胀18例(12.7%), 恶心20例(14.1%), 呕吐7例
(4.9%), 腹泻和呕血黑便各2例(1.4%), 黄疸120
例(84.5%), 皮肤搔痒10例(7.0%), 肝区不适4例
(2.8%), 发热27例(19.0%), 体温最高者达39.5℃, 
最低37.7℃, 平均38.4±0.4℃; 主要体征为面色

灰暗23例(16.2%), 肝掌56例(39.4%), 蜘蛛痣17
例(12.0%), 皮疹2例(1.4%), 肝大22例(15.5%), 脾
大12例(8.5%), 腹水14例(9.9%), 双下肢浮肿3例
(2.1%). AIH重叠PBC患者20例(14.1%), 合并其

他自身免疫性疾病25例(17.6%), 其中糖尿病8

■创新盘点
本文对 1 4 2例自

身免疫性肝炎患

者的临床、免疫

学和病理学特征

进行了详细的描

述, 并与国外的报

道进行了比较, 强
调AST的升高是

AIH肝脏损伤的

一个重要特点, 此
外比较了我国甘

草酸类药物与激

素的近期疗效是

文章另一个创新

点.
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例, 类风湿性关节炎4例, 神经性皮炎3例, 甲状

腺机能亢进症、干燥综合症和银屑病各2例, 甲
状腺机能减退症, 硬皮病, 白癜风和血小板减少

性紫癜各1例. 142例AIH患者肝功能各指标的实

验室检查结果见表1.
2.2 免疫学指标 142例AIH中有111例具有完整

的免疫学检查结果 ,  其中70%患者γ球蛋白大

于正常值上限; IgM, C3, C4水平无明显升高; 
69.6%患者IgG水平高于正常值上限; 56.7%患

者ESR值高于正常值上限(表2).
2.3 自身抗体检测  142例AIH患者中共检出各类

自身抗体21种, 其中ANA阳性为117例(82.4%), 
S M A阳性者28例(19.7%), A M A阳性者27例
(19.0%), 抗SSA阳性者13例(9.2%), 抗SSB阳性

者2例, 抗LC1阳性者6例, 抗RNP阳性者5例, 抗
Sm抗体阳性者4例, 抗PCA和抗LAK抗体阳性

者各3例, 抗ACA、抗LMA抗体阳性者各2例, 
抗LSP抗体阳性者、抗波形蛋白抗体、抗肌动

蛋白抗体、抗SLA抗体、抗高尔基抗体、抗溶

酶体抗体、抗双链DNA抗体、抗Link18KD抗

体和ANCA阳性者各1例. 根据自身抗体结果将

AIH分为3个亚型: Ⅰ型AIH患者131例(92.2%), 
Ⅱ型AIH患者9例(6.3%), Ⅲ型AIH患者1例. 
2.4 肝脏病理学改变 19例患者均可见不同形式

的肝细胞变性, 坏死和浆细胞浸润. 变性主要为

嗜酸样变性(10例)和气球样变性(5例), 水样和脂

肪变性相对少见(各1例); 9例为点状坏死, 6例为

碎屑样坏死, 4例桥接坏死, 2例小叶内融合坏死; 
汇管区浆细胞浸润最为常见, 有部分患者存在

窦周淋巴细胞的浸润; 17例患者在汇管区和窦

周存在不同程度纤维组织增生, 2例存在纤维间

隔, 1例存在小叶结节增生; 有1例考虑重叠PBC
患者存在胆管破坏. 
2.5 治疗和随访 79例AIH患者应用甘草酸类药

物治疗, 住院疗程35.38±16.57 d, 出院时78.9%
获得缓解 ,  出院后继续口服同类药物 ;  21例
AIH患者应用强的松治疗, 始量为40-60 mg/d, 
以后逐渐减量, 住院疗程38.21±23.30 d, 出
院时80.9%获得缓解 ,  出院后继续减量后予

7.5-10 mg/d维持. 出院时两组缓解率无显著性

差异(P >0.05). 24例患者进行了平均14±5 mo
的随访, 其中应用甘草酸类药物组13例, 有9例
(69.2%)复发, 强的松组11例, 有3例(27.3%)复发.

3  讨论

AIH是最常见的一种自身免疫性肝病, 由于我

国是以病毒性肝炎最为常见, AIH在我国既往

未受重视, 临床中易导致误诊, 142例AIH患者

有35.2%的患者存在不同时间的误诊, 最长有

达30 年之久. 本资料结果显示, 男女比例为1∶
3.73, 发病年龄集中在50-60岁之间, 较欧美和印

度报道的发病年龄偏大, 与日本报道相似[4-5]. 起
病方式呈多样性, 其中以慢性肝炎表现起病者

占近一半(42.3%), 急性肝炎方式起病者占1/3左
右(34.5%), 这与国内外文献报道相似[4,6]. 值得

注意的是, 首次发病呈现为重型肝炎(9.9%)和肝

硬化(13.4%)者并不少见. 临床表现中以乏力, 纳
差和黄疸为最常见的3个症状, 恶心, 呕吐和腹

泻等较重的消化道症状并不多见, 合并发热者

占19.9%, 体温大多集中在38-39℃, 皮肤搔痒多

见于重叠PBC的患者, 单独AIH未发现皮肤搔痒

的表现, 肝大者并不多见(15.5%), 脾大、腹水和

双下肢水肿及呕血、黑便者主要见于合并肝硬

化者. 肝功能检查中ALT和AST升高较明显, 令
人感兴趣的是AST/ALT≥1的AIH患者达52%, 
这与常见的病毒性肝炎有所不同. 胆红素升高

较常见(86.5%), 其中直接胆红素占总胆红素比

例为54%, ALP和GGT的均有所升高, 但大多小

于正常值上限的5倍以内, 以上提示AIH的肝损

    

AIH组    6679.7±6535.6    6916.7±8765.1   156.9±157.5   89.33±91.54   3765.7±4797.6    3612.7±3811.1        1.8±3.2
正常值	       0-683.1	  0-683.1	           0-20.5	 0-8.6	    700.1-2350.5	     0-783.5	

分组 	  ALT (nkat/L)          AST (nkat/L)	      TBiL (μmol/L)    DBiL (μmol/L)	     ALP (nkat/L)             GGT (nkat/L)          AST/ALT

表  1  AIH患者肝功能指标实验室检查结果 (mean±SD, n   = 142)

    

AIH组               21.1±9.4	   2.2±1.7	     0.97±0.4       0.3±0.4	 25.9±8.4	              8.9±13.8	          37.8±31.4
正常值	          6.9-16.2              0.6-2.6	        0.9-2.1       0.2-0.5	 12.1-22.5	                 ＜10	                0-15

分组                 IgG (g/L)	   IgM (g/L)	      C3 (g/L)          C4 (g/L)             γ球蛋白 (%)             CRP (g/L)	        ESR (mm/h)

表  2  AIH患者免疫学指标实验室检查结果 (mean±SD, n   = 111)

■名词解释
治疗后缓解: 症状

消失; 转氨酶降至

正常上限的2倍以

内; 胆红素和γ-球
蛋白降至正常; 肝
组织恢复正常, 或
门脉区炎症, 硬化

程度减少到最轻

或消失.
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伤以肝细胞的破坏为主, 胆管损伤较轻. 文献报

道中约17%-48%AIH患者合并其他自身免疫性

疾病, 常见的有甲状腺炎, 关节炎, 结肠炎,干燥

综合症等[6-7], 本组资料显示AIH患者中17.6%存

在其他类型自身免疫性疾病, 主要为糖尿病, 类
风湿关节炎、甲亢、神经性皮炎、干燥综合症

等. 虽然有认为AIH的发病可能与病毒感染有

关，特别是肝炎病毒，如HAV, HCV等[8-9], 有报

道AIH患者注射甲肝, 乙肝疫苗可诱发病情加

重[10], 但在本组病例中并不多见, 仅证实有2例
分别感染了HBV和HEV. 免疫学检测结果显示, 
大多数患者丙种球蛋白偏高, 主要以IgG升高为

主, 是诊断AIH的重要参考指标, 如所在单位不

能开展此项目检测, 蛋白电泳和血沉的检查亦

有助于AIH的诊断. ANA和SMA阳性是诊断Ⅰ

型AIH最重要的参考指标[7], 其阳性率最高, 共
占92.2%, 和国内报道相似[11], 此类抗体灵敏度

较高, 但特异度不高, 单独的自身抗体不能诊断

AIH, 需结合其他临床指标; Ⅱ型AIH的特异性

抗体为抗LAK1和抗LC抗体, 约占6.3%, 该亚型

在欧洲国家相对常见, 且主要发生于儿童[12]; 抗
SLA/LP阳性是AIH特异性较高的一项指标, 目
前被认为是Ⅲ型AIH标志性抗体, 本组资料仅占

1例, 其临床表现和实验室检查于Ⅰ型AIH无区

别, 对激素治疗反应较好[13]. 值得注意的是, 除以

上几种对诊断AIH有重要参考价值的自身抗体

外, 尚检出其他自身抗体15种, 这些抗体的意义

可能是AIH合并其他自身免疫性疾病的标志, 或
者这些自身抗体中是否对诊断AIH更具有特异

性, 尚需在临床和实验室方法等方面更深一步

研究. 目前, 有关AIH病理学特征尚不够明确, 本
组对19例AIH肝组织病理观察显示, 均肝组织病

变均呈活动性肝炎改变. 可见肝小叶内点状坏

死、碎屑样坏死、桥接坏死及小叶中央区融合

性坏死. 汇管区小叶界面及小叶内坏死灶中淋

巴细胞浸润严重, 在这些部位同时存在不同程

度的纤维化. 肝组织淤胆不重, 胆管破坏不明显. 
AIH无特征性肝脏病理改变, 但由于肝脏病理学

改变对AIH的描述性诊断或评分系统是必不可

少的, 更主要的是有助于除外其他肝脏疾病, 因
此肝组织活检对诊断AIH是十分必要的. 

糖皮质激素虽已公认为治疗A I H的有效

药物[14-15], 但在临床应用中仍受到一定的限制: 
(1)AASLD推荐意见中仅对严重AIH建议应用免

疫抑制剂治疗, 对于轻中度的AIH并未建议应

用, 如何治疗尚无规范; (2)我国AIH患者发病年

龄明显高于欧美, 平均年龄在50岁左右, 甚至有

相当一部分患者年龄大于60岁, 且多为女性, 大
多进入或即将进入绝经期, 很多患者同时患有

高血压, 糖尿病, 骨质疏松等, 不能耐受长期应

用激素治疗; (3)我国病毒性肝炎, 特别是乙型肝

炎发病率高, 有一部分AIH患者合并病毒性肝

炎, 限制的激素的应用; 甘草酸类药物目前在临

床上广泛用于治疗急慢性病毒性肝炎, 疗效确

切,不良反应轻, 其应用于治疗AIH报道不多, 我
们应用中观察到短期疗效与强的松相似, 但随

访中发现复发较强的松多见, 可惜随访例数较

少, 应进一步扩大随访病例并延长随访时间. 
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全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会征文启事

本刊讯 为提高我国消化内镜诊疗技术的整体水平, 《中华消化内镜杂志》编辑部拟于2007-08在新疆乌鲁木

齐市召开“全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会”, 邀请消化和消化内镜专家作有关专题学术报

告. 会议将出论文汇编, 并授予继续教育Ⅰ类学分, 《中华消化内镜杂志》将择优刊登应征论文. 

1       征文内容

征文内容包括消化系统疾病的内镜(食管镜、胃镜、十二指肠镜、小肠镜、大肠镜、肠道镜、腹腔镜、超声

内镜等)诊疗技术; 内镜外科的临床应用及进展; 食管、胃、肠、肝胆、胰腺疾病的基础研究、临床诊治及其

进展(炎症、溃疡、出血、肿瘤、异物等); 消化系统疾病的中医、中西医结合治疗及其进展; 消化内镜消毒及

护理技术, 消化系统疾病的急诊护理. 

2      征文要求

应征文章按《中华消化内镜杂志》稿约要求撰写打印, 并寄3000字以内全文及500字以内的论文摘要各一份; 

已投《中华消化内镜杂志》尚未发表的稿件, 请注明稿号. 应征文章经单位推荐盖公章后, 寄南京市紫竹林3号

《中华消化内镜杂志》编辑部卜小乐、赵在文同志收. 邮编: 210003. 信封左下脚注“征文”字样, 同时汇寄审

稿费10元. 请自留底稿, 恕不退稿. 截稿日期2007-05-31. 有关会议的具体事项另行通知. 

联系电话: 025-83472831, 86086091.
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1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 大
16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 邮
发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 世
界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消化

临床研究、消化内科、消化内镜、消化外科、

消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消化预

防医学、消化护理、消化医学、影像消化误诊

误治、消化中西医结合、消化检验、消化新技

术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、消化

病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消化专

家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检索系

统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析(科技部列选为中国科技论文统计源期刊)、
《中文核心期刊要目总览》2004年版内科学类

的核心期刊、中国学术期刊文摘、中国生物医

学文献光盘数据库、中文科技资料目录医药卫

生、解放军医学图书馆CMCC系统、中国医学

文摘外科学分册(英文版)、中国医学文摘内科

学分册(英文版)收录. 2005年度《世界华人消化

杂志》的总被引频次为2079, 位居全部1652种中

国科技论文统计源期刊的第51位, 内科医学类28
种期刊的第4位. 2005年《世界华人消化杂志》

的影响因子为0.485, 位居全部1652种中国科技

论文统计源期刊的第449位, 内科医学类28种期

刊的第14位.《世界华人消化杂志》的即年指标

0.070, 他引率0.66, 地区分布数26, 基金论文比

0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
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
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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

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±

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 
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

1-2
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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 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
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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……; 
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
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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
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次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格
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4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 
投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 
录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘
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