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Abstract
Cholestasis can be considered a clinically 
frequent syndrome caused by complicated 
factors. Although investigation of cholestasis 
has been carried out at molecular biology level 
its pathogenesis can be more clearly recognized.  
However, the diagnosis and management of 
intrahepatic cholestasis has not improved. 
How to identify the pathophysiological and 
pharmacological targets of cholestatic liver 
disease is a challenging issue facing clinicians, 
pathophysiologists and pharmacologists. 

Key Words: Cholestasis; Diagnosis; Treatment
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摘要
胆汁淤积(cholestasis)是临床常见的一组征候
群, 产生的原因十分复杂. 尽管对胆汁淤积的
研究已进入到分子学水平, 发病机制日益明确, 
诊断方法及治疗药物不断更新, 但对肝内胆汁

淤积的诊治仍未取得根本突破. 如何在分子水
平寻找到胆汁淤积性肝病病理生理及药理作
用靶点, 并进行针对性的治疗仍是临床医师、

病理生理学家和药理学家共同面临的难题.

关键词: 胆汁淤积; 诊断; 治疗
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0  引言

胆汁淤积(cholestasis)是指各种病因引起的胆汁

生成、流动障碍, 导致胆汁不能正常进入十二

指肠, 而引起的黄疸、皮肤瘙痒、心动过缓等

为特征的综合征候群. 一般可分为肝内胆汁淤

积和肝外胆汁淤积, 但也有可能重叠, 如肝内、

外胆管均有结石, 原发性硬化性胆管炎(PSC)可
累及肝内、肝外胆管等. 胆汁淤积的发病机制

十分复杂, 临床也缺乏特效的治疗措施, 近年逐

渐成为众多学者研究热点. 现就胆汁淤积的诊

治现状作一综述.

1  胆汁淤积的诊断

造成胆汁淤积的原因众多, 作出诊断之前须详

细了解患者的既往史 ,  如各种肝炎病毒感染

史、饮酒史、用药史以及家族史等. 经国内外

学者多年研究总结, 得出胆汁淤积的诊断基本

步骤如下[1-2]. 首先根据皮肤、巩膜黄染, 肝功能

检测血清胆红素、碱性磷酸酶(ALP)、γ-谷氨酰

转肽酶(γ-GT)等升高, 考虑胆汁淤积的存在, 其
次进行病毒性肝炎标志物测定以排外传染性肝

炎, 然后行B超检查初步确立肝内或肝外胆汁淤

积. 若为肝外胆汁淤积, 进一步行CT、MRI、
磁共振胰胆管造影术(MRCP)、经内镜逆行性

胰胆管造影术(ERCP)、超声内镜(EUS)或经皮

肝胆管造影术(P T C)以明确病因(结石、肿瘤

等). 若为肝内胆汁淤积, 还应检测抗线粒体抗体

(AMA)和抗核抗体(ANA), 甚至肝组织活检和试

验性治疗等来确诊. 肝内胆汁淤积的常见病因

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胆汁淤积是由于
胆汁生成, 流动障
碍而引起的一组
临床和生化综合
征, 产生的原因十
分复杂. 尽管已在
分子水平剖析其
发病机制, 但至今
仍无特效治疗手
段. 寻找特异性的
治疗方法是当前
一大难题.



有病毒感染(肝炎病毒、HIV等)、原发性胆汁性

肝硬化(PBC)、PSC、药物性肝损害、妊娠期肝

内胆汁淤积症(ICP)、自身免疫性胆管病(AC)、
移植排斥、移植物抗宿主病(GVHD)和先天性

胆管闭锁综合征等[3]. 诊断流程见图1.

2  胆汁淤积的治疗

胆汁淤积不是单一的疾病, 而是一组临床综合

征, 且其病因及发病机制十分复杂. 因此胆汁淤

积的治疗应包括病因及相关并发症的治疗, 但
其关键是根除病因的治疗, 如抗感染、停用相

关致病药物和解除机械梗阻等. 其次是胆汁淤

积相关综合征(如瘙痒、疲乏和骨质疏松等)也
严重影响患者的工作和生活, 对症治疗亦不容 
忽视. 
2.1 胆汁淤积的手术治疗 手术治疗主要用于肝

外胆汁淤积. 肝外胆汁淤积是肝外或近肝门处

大胆管的机械梗阻所致, 主要为胆管结石、寄

生虫、肿瘤以及感染、发育异常、手术后并发
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症等引起的肝外胆管阻塞. 因此采用手术治疗

解除梗阻, 一般能取得较好的疗效. 目前能采用

的手术方式有经内镜介入胆道引流术、经皮肝

胆道引流术(PTCD)和开腹手术. 
2.1.1 经内镜介入胆道引流术: 以其创伤小、低

死亡率、住院周期短等优点而成为解除肝外梗

阻的首选方式. 自1973年经内镜十二指肠乳头

括约肌切开(EST)治疗胆总管结石以来, 经内镜

鼻胆管引流术(ENBD)及经内镜胆管支架引流

术(ERBD)广泛用于治疗良、恶性胆道梗阻, 取
得较好的效果. 但ERCP术可能因幽门或十二指

肠狭窄、先前的胃肠手术、导管无法插入等因

素影响而不能获得成功. 近年有报道ERCP和
PTCD失败的患者在EUS引导下经食道、胃、小

肠胆道引流术取得成功, 拓宽了内镜的治疗范

围[4].
2.1.2 经皮肝胆道引流术: 自1974年Molnar和
Stocknm首先报道采用PTCD缓解恶性梗阻性黄

疸以来, PTCD技术上有很大的改善和发展. 但

www.wjgnet.com

■应用要点
本文对国内外胆
汁淤积的诊断及
治疗方法进行文
献分析, 并进行了
全面的总结, 对基
础医学及临床医
务工作者都有一
定参考价值. 

胆汁淤积的症状和体征

胆红素, ALP、γ－GT升高

上腹部超声检查

胆管不扩张

ICP、GVHD、
Alagille综合征、
胆道闭锁、全胃
肠道外营养等

胆管扩张

能否介入 
检查治疗

否 是
AMA和ANA的检测

MRCP ERCP/PTC/EUS

AMA+/ANA- AMA+/ANA+ AMA-/ANA- AMA-/ANA+

PBC, 肝活
检确诊

PBC或重叠综
合 征 ,  肝 活 检
确诊

胆管造影 胆管造影

正常 异常 正常

药物损害、病毒
性 肝 炎 、 结 节
病、淀粉样变、
淋巴瘤等

PSC、次级硬
化性胆管炎、
AIDS胆管病等

AC, 肝活
检确诊

图  1  胆汁淤积诊断流程图. 
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PTCD有一定的并发症, 如胆汁外漏, 腹膜炎, 大
量胆汁流失电解质的紊乱, 胆道出血, 疼痛和患

者生活不便, 以致许多患者不愿接受. 现已成为

胆道梗阻经ERCP术治疗失败后一种选择. 
2.1.3 开腹手术: 因创伤大、并发症多、住院时

间长、费用高等弊端而成为胆汁淤积手术治

疗的次要选择. 但肝移植术仍不失为治愈复发

性、顽固性胆汁淤积瘙痒及某些潜在肝脏疾病

的最终办法[5]. 
2.2 胆汁淤积的药物治疗 药物治疗主要用于肝

内胆汁淤积及胆汁淤积引起的皮肤瘙痒等相关

症状. 肝内胆汁淤积多与遗传、免疫、代谢等

因素有关. 国内外学者提出多种治疗药物, 但迄

今未发现一种特效药物. 现用于治疗胆汁淤积

的药物主要有以下几种. 
2.2.1 熊去氧胆酸(ursodeoxycholic acid, UDCA): 
最早从中国黑熊的胆汁中分离出来, 是一种亲

水性胆汁酸, 其化学结构为3α、7β-二羟-5β-胆
烷酸, 也存在于正常人胆汁中, 约占人体生理

胆汁酸总量的3%. UDCA是初级胆汁酸鹅去氧

胆酸(CDCA)在肠道细菌作用下形成的7-C位β

羟基反向异构体. 自上世纪70年代UDCA用于

溶解胆固醇结石以来, UDCA对胆汁淤积性疾

病的潜在作用日益明确. 最初的研究认为他只

是改变胆汁酸的组成成份、刺激胆汁分泌和

保护肝细胞膜及调节免疫功能. 近10年研究发

现UDCA能作为一种细胞信使, 诱导刺激受损

肝细胞分泌、抗凋亡及介导胆管细胞保护作

用[6]. (1)刺激胆汁分泌: 胆汁分泌、排泄障碍

是许多胆汁淤积性肝病的共同特征. 肝细胞的

分泌量依赖于胆小管膜上转运蛋白的量及活

性. UDCA能在转录和转录后水平刺激转运蛋

白表达及插入转运蛋白到胆管膜上, 从而刺激

胆汁分泌. 如UDCA能刺激鼠肝胆小管(Mrp2, 
Bsep)和基底外侧(Mrp3, Mrp4)分子表达, 促进

胆盐和其他有机离子排出. 另外, UDCA还能刺

激肾脏(Mrp2, Mrp4)和小肠(Mrp2, Mrp3)转运

分子的表达, 促进有毒胆汁化合物的代谢[7]. (2)
细胞保护作用: 疏水性的胆汁酸(如CDCA和石

胆酸)的积聚将影响细胞膜的流动性及渗透性, 
引起细胞损害、坏死及凋亡, 而补充外源性的

UDCA能改变胆汁酸池的组成成份[8]. 有报道

称持续po  UDCA 13-15 mg/(Kg·d), 可使其在胆

汁酸池中的含量升至40%-60%, 从而取代内源

性疏水胆汁酸, 降低对细胞膜的损害[9]. (3)抑制

细胞调亡: 内源性疏水胆汁酸(如CDCA)能通

过CD95受体形成死亡诱导信号复合物和激活

caspase 8, caspase 8进而引起线粒体膜通透性转

变(MMPT), 导致线粒体内膜对离子通透性的

突然增加, 导致caspase级联效应和细胞凋亡. 而
UDCA能稳定线粒体膜, 抑制MMPT和凋亡[10]. 
其抗凋亡效应还可能通过激活表皮生长因子受

体(EGFR)和促分裂原活化蛋白激酶(MAPK)诱
导细胞生存信号来实现[11]. (4)免疫调节作用: 现
已证实胆汁淤积时, 肝细胞和胆管上皮细胞的

主要组织相容性抗原复合物(MHC)Ⅰ类和Ⅱ类

抗原过度表达. MCH-Ⅰ类抗原的异常表达将

导致被细胞毒T淋巴细胞识别和破坏. 有研究表

明, UDCA能减少PBC患者MCH-Ⅰ类、MCH-
Ⅱ类抗原的表达, 并降低血清中IgM和AMA水 
平[12]. 这意味着UDCA能减少T细胞介导的肝细

胞损害及调节体液免疫[13]. 
2.2.2 S-腺苷蛋氨酸(S A M e): 是人体内的一

种重要生理活性物质 ,  由蛋氨酸和三磷酸腺

苷(AT P)在S-腺苷蛋氨酸合成酶的催化下生

成 ,  具有转甲基、转硫基、转氨丙基等作

用 .  起初S -腺苷蛋氨酸用于抑郁症的治疗 , 
近年研究发现S A M e能治疗胆汁淤积性疾 
病[14]. 其作用机制可能为: (1)SAMe在体内的许

多化学过程中起传递甲基的作用. 其中大部分

转甲基反应在肝脏进行, 使肝细胞膜磷脂甲基

化而增加肝细胞膜的流动性和Na+-K+-ATP酶的

活性, 加快胆酸转运, 增加胆盐摄取, 促进胆汁

排泄[15]. (2)SAMe通过转硫作用可生成半胱氨

酸、谷胱甘肽、牛磺酸等硫化产物. 谷胱甘肽

是重要的抗氧化及解毒物质, 同时谷胱甘肽及

其结合物也是促非胆汁酸依赖胆汁流的主要成

份[16]. 因此补充外源性的SAMe具有护肝、改善

胆汁淤积症状的作用. 
2.2.3 消胆胺(考来烯胺): 是一种阴离子交换树

脂, 能与肠道内的胆汁酸紧密结合, 形成不溶性

复合体从粪便排出, 并促进胆汁酸的排泄, 从而

阻断“肠肝循环”, 降低血清中胆汁酸的浓度, 
减轻瘙痒症状[17]. 但消胆胺可与多种药物结合, 
影响其他药物吸收, 又有口腔异味、便秘等副

作用, 限制了其在临床上的使用. 
2.2.4 利福平: 是一种半合成抗生素, 主要用于胆

汁淤积引起的皮肤瘙痒. 利福平能增加肝微粒

体酶和胆汁酸的磺化氧化作用, 从而促使致痒

原物质分解代谢, 使其易于从肾脏排泄, 同时减

少肝脏对胆汁酸的摄取. 另一方面, 利福平激活

核受体PXR, 促进CYP3A4 mRNA的表达, 促进

■同行评价
本文内容丰富, 叙
述全面, 对临床工
作具有一定的指
导价值. 
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疏水性胆汁酸代谢, 产生更多亲水性胆汁酸和

低毒化合物[18]. 尽管利福平有一定副作用, 但有

分析认为利福平治疗慢性胆汁淤积引起的皮肤

瘙痒是安全有效的[19]. 
2.2.5 苯巴比妥: 是一种肝微粒体单加氧酶及细

胞色素P450诱导剂, 他可促进肝细胞微粒体和

葡萄糖醛酸的结合, 促进胆红素的代谢, 同时还

具有加快胆管分泌胆汁酸的能力[20]. 
2.2.6 阿片受体拮抗剂: 近年的实验发现胆汁淤

积引起的皮肤瘙痒与内源性阿片类物质有关. 
阿片受体拮抗剂(如纳络酮、纳美芬和纳屈酮)
能减轻皮肤瘙痒[21]. 纳络酮通过与内源性阿片类

物质竞争结合配体, 从而阻止其生物效应[22]. 纳
屈酮还可能降低基质金属蛋白酶活性和增加肝

脏SAMe水平起护肝作用[23]. 
2.2.7 5-羟色胺(5-HT)受体拮抗剂: 中枢5-HT可
能参与诱发胆汁淤积性瘙痒, 选择性5-HT3受体

拮抗剂昂丹司琼能改善胆汁淤积引起的疲乏及

皮肤瘙痒. 但有研究认为昂丹司琼与安慰剂相

比, 对原发性胆汁性肝硬化引起的疲乏无明显

差异[24]. 近来有人提出5-HT抑制剂舍曲林可作

为治疗胆汁淤积瘙痒的-线药物[25]. 
2.2.8 免疫抑制剂: 有抑制免疫反应和炎症反

应、促进胆汁分泌等作用, 能有效改善患者临

床症状和肝功能, 可用于多种病因的肝内胆汁

淤积[26]. 但免疫抑制剂由于选择性和特异性的限

制, 在治疗的同时不可避免地会损害造血、免

疫系统及肝、肾功能, 可能引发更为严重的损

害. 如硫唑嘌呤的使用可能导致胆汁淤积和肝

细胞损害. 
2.2.9 中药: 传统中医认为“黄疸”与湿邪有关. 
中药茵陈、郁金、大黄等有着明显的利胆作用, 
中成药茵桅黄、清开灵、苦黄更是具有消炎利

胆、清热利湿的作用. 根据中医的辨证, 主要选

用清热解毒、通腑利胆、活血化瘀凉血及改善

微循环等方剂为主. 
2.3 其他治疗

2.3.1 基础治疗: 长期的胆汁淤积可影响脂肪及

脂溶性维生素的吸收, 引起营养不良. 脂溶性维

生素D的吸收减少也可造成骨质疏松症, 故应补

充不需胆汁作用的中链甘油三酯及各种脂溶性

维生素. 发生骨质疏松症时应补充钙制剂. 依替

膦酸盐(etidronate), 双磷化物(bisphosphonate)对
胆汁淤积性骨质疏松治疗有一定的作用. 
2.3.2 物理疗法: 通过物理治疗对胆汁淤积引起

的皮肤瘙痒有一定疗效. 如血浆置换(PE)、分子

吸附循环系统(MARS)能清除与白蛋白结合型

胆红素、胆汁酸以及病原性毒物(药物等抗原和

自身抗体), 可缓解瘙痒症状[27-28]. 进行光疗可使

脂溶性的胆红素氧化成为一种水溶性的产物双

吡咯使其从胆汁或尿液排出, 降低血清胆汁酸

水平[29].

3  结论

随着分子生物学的发展, 胆汁分泌机制和胆汁

淤积机制得到进一步了解, 但致病基因和药物

作用靶位仍不十分清楚. 进行缺陷基因的修复

和药物靶向性治疗、肝移植术是未来胆汁淤积

疾病的治疗方向. 
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Abstract
AIM: To establish non-alcoholic fatty liver and 
non-alcoholic steatohepatitis models at a cellular 
level. 

METHODS: Liver cells HL-7702 were cultured 
with RPMI-1640 medium containing long chain 
fat emulsion, which is a nutritional emulsion 
used in the clinic. Cells were subcultured for two 
generations to obtain non-alcoholic steatohepati-
tis models. The similarities between the cellular 
and animal models were evaluated, especially 
the utility of the cellular model. 

RESULTS: After 48 hours in culture, the TG 
content in HL-7702 cells cultured in RPMI-1640 
medium containing long chain fat emulsion in-
creased remarkably, while there were few varia-
tions in biochemical indices such as ALT. When 
these cells were subcultured for two generations, 
they showed inflammatory injury. 

CONCLUSION: Cellular models of non-alcohol-
ic fatty liver and non-alcoholic steatohepatitis in 
vivo can be generated in a short time by mixing 
medium with long chain fat emulsion. 

Key Words: Non-alcoholic fatty liver; Non-alcoholic 
steatohepatitis; Cell model; Long chain fat emulsion

Wang BF, Zhu SJ, Tian PY. Establishment of a cellular 
model of non-alcoholic fatty liver and its biological 
characteristics. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(35): 
3674-3677

摘要
目的: 建立非酒精性脂肪肝和非酒精性脂肪
性肝炎离体细胞模型. 

方法: 以正常人肝细胞株HL-7702为实验对
象, 采用临床常用静脉营养药物脂肪乳剂加入
细胞培养液培养肝细胞建立脂肪肝细胞模型, 
并在此基础上传代培养, 建立非酒精性脂肪性
肝炎模型. 以细胞内脂滴数量、甘油三酯含量
和细胞培养液细胞转氨酶泄漏量等指标, 评价
该离体细胞模型与实验动物模型的相似性及
其实际应用意义. 

结果: 用含20%脂肪乳剂1.0 mL/L的培养液培
养肝细胞48 h即可使肝细胞产生明显甘油三
酯堆积. 传代培养两代发现肝细胞损伤, 产生
炎症性损伤. 

结论: 利用脂肪乳剂可以在短时间内建立非酒
精性脂肪肝和非酒精性脂肪性肝炎细胞模型.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 非酒精性脂肪性肝炎; 细

胞模型; 脂肪乳剂
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0  引言

随着人们生活水平提高, 非酒精性脂肪肝(non-
alcoholic fatty liver, NAFL)[1]及非酒精性脂肪性

肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, NASH)[2,11]发

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
一种肝组织病理
学改变与酒精性
肝病类似但无过
量饮酒史的临床
综合征. 其疾病谱
包括单纯性脂肪
肝, 非酒精性脂肪
性肝炎, 脂肪性肝
纤维化3种主要类
型 .  随 着 社 会 经
济发展 ,  NAFLD
患病率迅速增长,
已经成为危害人
类健康的三大肝
病之一, 与Ⅱ型糖
尿 病 ,  中 心 性 肥
胖, 高脂血症等代
谢综合征密切相
关. 因此积极治疗
NAFLD具有深刻
的社会和经济意
义, 也是当今研究
的热点.
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病率呈现逐年升高趋势. NAFL是肝损伤的初期

表现, 其后可能会继发NASH、肝纤维化和肝硬

化, 成为隐源性肝硬化发生的重要因素之一[3,12]. 
NAFL还是代谢综合征表现之一[4,25], 常伴有中

心性肥胖、胰岛素抵抗、糖耐量异常、血脂代

谢异常等, 严重影响人们的生活质量[10,13-14]. 建
立NAFLD和NASH体外细胞模型对研究NAFL
和NASH的发病机制及防治具有重要的理论意

义与广泛的实用价值.

1  材料和方法

1.1 材料 人正常肝细胞株HL-7702购自中科院细

胞研究所细胞库, RMPI-1640培养基和血清购自

上海实生生物公司, 中长链脂肪乳注射液购自广

州乔光制药公司, 油酸(细胞培养用)购自Sigma
公司, 油红O购自上海博光试剂公司, 丙氨酸氨

基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)、
甘油三酯(TG)试剂盒购自南京建成公司.
1.2 方法 人正常肝细胞株HL-7702, 用含100  
mL/L小牛血清、青链霉素各10万U/L的1640培
养基传代培养. 肝细胞培养于12孔板, 一孔用正

常培养液培养做对照, 其余各孔用含不同浓度

脂肪乳剂(中长链脂肪乳剂注射液)的培养液培

养48 h后, 油红O染色[5], 测定培养液中ALT、
AST值并用台盼兰染色确定细胞活力[5]. 选取导

致肝细胞活力与正常培养时无明显差异, 肝细

胞内脂滴大而明显, 转氨酶升高不明显且浓度

最低作为诱导细胞成为脂肪肝细胞的最佳浓度.
1.2.1 脂肪肝细胞离体细胞模型的建立: 将离体

培养的肝细胞分为空白对照组和实验组. 空白

对照组: 用正常1640培养基培养. 实验组按照每

毫升正常培养基中加入20%脂肪乳剂浓度不同

分3组: 0.5 mL/L组, 1.0 mL/L组, 2.0 mL/L组. 采
用上述条件, 分两部分进行实验. 第一部分各组

在细胞相同条件下, 种入6孔板细胞爬片培养3 d, 
油红O染色观察脂滴数量, 收集培养液测定ALT
和AST的变化确定有无肝细胞损伤. 第二部分各

组在细胞相同条件下, 每组分别种入3个培养瓶

中培养, 第3天, 将细胞冻融, 收集细胞冻溶液测

定其中TG的含量[6].
1.2.2 NASH细胞离体模型建立: 在上述加脂肪

乳剂建立脂肪肝细胞模型基础上, 进一步用脂

肪乳剂传代培养法, 建立NASH细胞离体模型. 
分为两组, 即对照组(脂肪肝细胞模型组+不含脂

肪乳剂的培养基)和实验组(脂肪肝细胞模型组+
含脂肪乳剂的培养基). 脂肪乳剂剂量根据2.3实

验后的结果而定. 传代培养两代后, 观察细胞形

态变化, 并且收集细胞培养液, 测定ALT和AST 
变化. 
1.2.3 生化检测: 冻溶液中TG、ALT和AST的检

验严格按试剂盒规范操作.
统计学处理 实验结果以mean±SD表示, 采

用SPSS10.0软件包进行方差分析及多重比较.

2  结果

2.1 肝细胞脂肪变性的浓度确定 实验结果表明, 
用含10 mL/L及其以下浓度脂肪乳剂(20%)的培

养液培养正常肝细胞, 其活力均无下降, 不影响

细胞分裂生长且表现出一定的促进作用. 培养

液中转氨酶亦无升高, 油红O染色自0.5 mL/L始
见较多红色脂滴. 10 mL/L以上浓度会因脂肪乳

剂过多, 培养液变得不透明, 显微镜下难以观察. 
且以选择最低浓度为肝细胞脂肪变性最佳浓度

为原则, 故选择0.5 mL/L、1.0 mL/L和2.0 mL/L
作为致肝细胞脂肪变性最佳浓度.
2.2 脂肪乳剂对肝细胞生理生化指标和形态学

的影响 
2.2.1 光镜下形态学观察及油红O染色结果: 对
照组: 细胞边缘清晰, 呈多角形排列呈铺路石样, 
细胞间结合紧密, 无缝隙. 油红O染色示细胞边

缘清晰, 核大, 细胞内少见红色脂滴. 光镜下观

察同对照组. 油红O染色示大部分细胞内开始

出现红色脂滴, 数量较少位于细胞膜内侧. 0.5  
mL/L组: 细胞边缘清晰, 大部分多角形, 有些细

胞变圆, 细胞间结合欠紧密. 油红O染色示细胞

内红色脂滴较多, 部分细胞内脂滴成环状位于

细胞膜内侧, 可见较大的脂滴. 1.0 mL/L组: 细胞

较多变圆, 棱角不清, 细胞间结合不紧密. 油红O
染色示细胞内较大脂滴, 偶见较多脂滴将细胞

核挤向一侧, 呈印戒样改变. 2.0 mL/L组: 光镜下

观察及染色基本同1.0 mL/L组, 脂滴更大脂肪堆

积更明显(图1).
2.2.2 脂肪乳剂对肝细胞生化指标和细胞内

甘油三酯含量的影响 :  自培养液中脂肪乳剂

浓度0.5 mL/L始, 细胞内TG含量明显增加. 经
统计学处理 ,  各实验组与对照组比较皆有显

著性差异. 转氨酶无显著变化, 肝细胞活力无

明显下降, 符合脂肪肝患者和动物NAFL模型 
特征(表1). 
2.3 NASH模型建立

2.3.1 脂肪乳剂传代培养法: 脂肪乳剂传代培养

两代后可见细胞生长变慢, 细胞贴壁能力下降, 

■研发前沿
目前对于脂肪肝
的研究多见酒精
性肝炎和非酒精
性脂肪性肝炎的
的动物模型, 存在
个体差异较大, 实
验条件不易控制
等不利因素. 脂肪
肝研究的细胞模
型尚未见成熟的
报道, 这可能与加
入干扰因素后细
胞的生长传代难
以继续下去有关.
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台盼兰染色示细胞活力下降, 培养液中AST、
ALT升高. 收集细胞冻融液, 测得TG含量亦有增

加(表2). 

3  讨论

从实验结果分析可知, 根据非酒精性脂肪肝的

发病机制[7]中脂肪进入细胞增加, 用脂肪乳剂

加入培养液中培养肝细胞, 短期内能够使肝细

胞脂质代谢紊乱、累积大量TG, 形成脂肪肝体

外模型. 这种细胞水平的实验性脂肪肝具有基

本一致的病理现象, 如细胞内出现大量脂滴, 形
成印戒样细胞而无转氨酶升高等炎症性损伤变 
化[8,17,20]. 因此我们认为, 通过本实验方法, 能够

建立有效的非酒精性脂肪肝细胞模型, 作为与

动物模型相互补充的手段, 共同用于该疾病发

病机制的研究, 以及治疗方法和药物的筛选和

药效学研究. 
目前, 对于脂肪肝的研究多见酒精性肝炎

和NASH的动物模型[9,16], 存在个体差异较大, 实
验条件不易控制, 整体影响因素众多等不利因

素. 建立细胞模型, 能克服个体差异的影响, 更
好的控制实验条件, 能针对性地研究非酒精性

脂肪肝发病机制且能有效的选择治疗方法并缩

短筛选治疗药物的进程. 所查文献资料未见应

用脂肪乳剂建立非酒精性脂肪肝和NASH的体

外模型报道. 本文采用临床上常用静脉营养药

物脂肪乳剂作用于离体培养的肝细胞[26], 造成肝

细胞脂肪代谢紊乱. 模拟NAFL发病过程, 结合

NAFL和NASH的常规检测指标, 即TG含量、脂

滴数量以及ALT、AST量, 验证该细胞模型和实

验动物模型可比性, 为NAFL乃至代谢综合征的

发病机制、药物研究提供一条有效可行的新途

■创新盘点
1 本文建立细胞
模型, 能克服个体
差异的影响, 更好
的控制实验条件, 
能针对性地研究
非酒精性脂肪肝
发病机制. 
2  本文采用静脉
营养药物脂肪乳
剂作用于离体培
养的肝细胞, 造成
肝细胞脂肪代谢
紊乱, 模拟非酒精
性脂肪肝发病过
程.

表  1  细胞内甘油三酯含量及肝细胞生化指标变化(mean±SD, n  = 10)

     
分组                             对照组	             0.5 mL/L	            1.0 mL/L	          2.0 mL/L

TG(mmoL/L)        0.22±0.021        0.49±0.027b         0.55±0.031b          0.72±0.026b

AST(U/L)	               3.3±0.22 	          3.2±0.25 	        2.8±0.21 	      3.6±0.26

ALT(U/L)	               5.5±0.25 	          6.2±0.25 	        5.7±0.27	      5.3±0.26

bP<0.01 vs  对照组.

表  2  脂肪乳剂培养液培养细胞传代两代后生化结果
(mean±SD, n  = 10)

     
分组                                  实验组	           对照组

TG(mmol/L)	 0.65±0.037b	     0.55±0.030

ALT(U/L)	                   8.3±0.28b	       5.1±0.25

AST(U/L)	                   5.6±0.22b	       3.2±0.25

bP<0.01 vs  对照组.

图  1  用不同浓度脂肪
乳剂培养细胞, 细胞内
的甘油三酯含量(油红O
染色×400). A: 对照组; 

B: 0.5 mL/L组; C: 1.0 

mL/L组; D: 2.0 mL/L

组.

A B

C D

■应用要点
通过本文所述的
方法建立起非酒
精性脂肪肝的细
胞模型, 为非酒精
性脂肪肝乃至代
谢综合征的发病
机制和药物研究
提供一条有效可
行的新途径.
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径[21,23]. 
实验还发现, 对用含有脂肪乳剂变性后的

肝细胞进行传代培养, 细胞活力下降, 生长变慢, 
培养后培养液中转氨酶升高, 且各组细胞内累

积的TG含量比传代之前显著增高. 结果显示用

含脂肪乳剂培养液传代培养肝细胞, 累积损伤

肝细胞可导致肝细胞炎症性损伤及细胞活力下

降. 根据NASH的“二次打击学说”[1,7,18-19], 可在

脂肪肝细胞模型建立的基础上, 加入游离脂肪

酸或者其他可导致细胞内氧自由基增多的药物

诱导肝细胞进一步损伤. 模拟体内过氧化物增

多的二次打击导致的NASH的发病过程[22-24], 建
立NASH离体细胞模型, 从而为NASH的发病机

制、药物研究提供一条有效可行的新途径, 有
望为进一步降低隐源性肝硬化发病率找到好的

方法.
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Abstract
AIM: To study the therapeutic effect of bicyclol 
on schistosome-infected mice with liver fibrosis 
and its mechanism. 

METHODS: Eighty mice were divided into four 
groups. Mice in the low-dose, high-dose and 
experimental control groups were infected with 
Schistosoma japonicum. After eight weeks, the low-
dose and high-dose groups were treated with 
bicyclol at 60 mg (kg· d) and 120 mg (kg· d), re-
spectively, for 8 weeks. The experimental control 
group received no treatment. The fourth group 
was a normal control group. HE staining, RT-
PCR and immunohistochemistry were used to 
observe the pathological changes in liver tissues 
of mice, the expression levels of hepatic c-fos and 
c-jun mRNAs, and the levels of hepatic transform-
ing growth factor β1 (TGF-β1), tissue inhibitor of 

metalloproteinase 1 (TIMP1), and types I and III 
collagen, before and after treatment. 

RESULTS: Bicyclol treatment at a high dosage 
significantly relieved the degree of hepatic fi-
brosis compared with the experimental control 
group. The mRNA expression levels of c-fos and 
c-jun in liver tissue were significantly reduced 
in the high-dose group compared with the ex-
perimental control and low-dose groups (c-fos 
mRNA: 0.6511 ± 0.0551 vs 0.7844 ± 0.0852, 0.8072 
± 0.0923; c-jun mRNA: 0.6803 ± 0.0712 vs 0.7982 
± 0.0902, 0.8289 ± 0.094). The levels of hepatic 
TGF-β1, TIMP1 and types I and III collagen in 
the high-dose bicyclol treated group (integral 
light density: 0.1815 ± 0.0231, 0.2324 ± 0.0536, 
0.1811 ± 0.0514, 0.1543 ± 0.0603) were significant-
ly lower than those in the experimental control 
group (0.2139 ± 0.0134, 0.2648 ± 0.0361, 0.2140 
± 0.0271, 0.1862 ± 0.0217), but were still higher 
than those in the normal control group. 

CONCLUSION: The effect of bicyclol on liver 
fibrosis due to Schistosoma japonicum infection 
depend on its dosage. The anti-fibrotic effect of 
high-dose bicyclol treatment may be due to its 
inhibition on the expression of immediate early 
genes, which may lead to reduced synthesis of 
TGFβ and TIMP1. 

Key Words: Bicyclol; Schistosoma japonicum ; 
Liver fibrosis; Immediate early gene; Transforming 
growth factor β1; Tissue inhibitor of metallopro-
teinase 1; RT-PCR

He SS, Xu B, Han CR. Effect of bicyclol on the expression 
of hepatic immediate early genes, TGF-β1, TIMP1 and 
collagen in liver tissues of mice infected with Schistosoma 
japonicum. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(35): 
3678-3684

摘要
目的: 研究双环醇对小鼠日本血吸虫病肝纤
维化的治疗作用及其机制. 

方法: 将80只小鼠随机分为4组, 低剂量, 高

®

■背景资料
日本血吸虫病肝
纤维化是导致门
静脉高压、腹水
和上消化道出血
的主要原因, 也是
日本血吸虫病患
者死亡的主要原
因. 目前国内外尚
无理想的抗纤维
化药物. 近年研究
发现, 肝纤维化时
过度表达的即早
基因c-fos 与c-jun
产物可促进肝纤
维化发展. 
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剂量治疗组和实验组各组小鼠感染日本血吸
虫8 wk后, 分别以60 mg/(kg•d)、120 mg/(kg•d)
双环醇治疗8 wk以及不进行任何治疗, 第4组
小鼠作为正常对照组. 应用HE染色、RT-PCR
及免疫组化染色法, 观察和分析不同剂量双
环醇治疗前后各组小鼠肝组织病理改变和
c-fos  mRNA、c-jun  mRNA、转化生长因子
β1(transforming growth factorβ1, TGF-β1)、基
质金属蛋白酶组织抑制因子1(tissue inhibitor 
of metalloproteinase 1, TIMP1)和Ⅰ、Ⅲ型胶
原的表达变化. 

结果: 高剂量双环醇治疗后肝纤维化组织
病理损伤减轻, 高剂量双环醇组T G F-β1、
TIMP1和Ⅰ、Ⅲ型胶原含量(平均积分光密
度)分别是0.1815±0.0231、0.2324±0.0536、
0.1811±0.0514、0.1543±0.0603明显低于实
验对照组0.2139±0.0134、0.2648±0.0361、
0.2140±0.0271、0.1862±0.0217. 而低剂量双
环醇与实验对照组比较无显著差异. 与实验对
照组相比, 高剂量双环醇组小鼠肝组织中c-fos  
mRNA, c-jun  mRNA表达与实验对照组和低
剂量双环醇组相比显著降低(c-fos  mRNA: 
0.6511±0.0551 vs  0.7844±0.0852, 0.8072±
0.0923; c-jun  mRNA: 0.6803±0.0712 vs  0.7982
±0.0902, 0.8289±0.094). 

结论: 双环醇治疗血吸虫病肝纤维化作用呈
剂量依赖性. 高剂量双环醇抗血吸虫肝纤维化
作用可能与其抑制肝组织即早基因表达、减
少TGF-β1、TIMP1产生有关.

关键词: 双环醇; 日本血吸虫病; 肝纤维化; 即早基

因; 基质金属酶组织抑制因子; 转化生长因子β1; 逆

转录聚合酶链式反应 
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0  引言

日本血吸虫病肝纤维化是导致门静脉高压、腹

水和上消化道出血的主要原因, 也是日本血吸

虫病患者死亡的主要原因. 目前国内外尚无理

想的抗纤维化药物. 近年研究发现, 肝纤维化时

过度表达的即早基因c-fos与c-jun产物可促进肝

纤维化发展. 文献报道, 双环醇有保护肝损伤作

用和抗纤维化作用[1], 鼠感染日本血吸虫发生肝

纤维化是理想的实验模型[2]. 本文即研究不同剂

量双环醇对小鼠血吸虫病肝组织中即早基因、

TGF-β1、TIMP1和Ⅰ、Ⅲ型胶原含量表达的影

响, 观察肝组织病理变化, 以探讨双环醇抗日本

血吸虫病肝纤维化的作用及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 双环醇由北京协和药厂提供, 产品批号

040502, 使用前以生理盐水配制悬浊液. 清洁级

昆明小鼠80只(雄雌各40只), 体质量20-25 g, 4-6
周龄(购自同济医学院动物实验中心). 将小鼠随

机分4组, 每组20只. (1)实验对照组: 每只小鼠人

工感染日本血吸虫尾蚴(购自武汉市血吸虫病防

治研究所, 下同)25条, 感染8 wk后以生理盐水 ig 
8 wk, 每天1 mL/只. (2)高剂量双环醇组: 感染尾

蚴8 wk后用双环醇ig 8 wk, 剂量为120 mg/(kg•d), 
溶于生理盐水, 每天1 mL/只. (3)低剂量双环醇

组: 感染尾蚴8 wk后用双环醇灌胃8 wk, 剂量为

60 mg/(kg•d), 溶于生理盐水, 每天1 mL/只. (4)
正常对照组: 未感染血吸虫尾蚴, 正常方法饲养

16 wk. c-fos引物(购于北京奥科公司, 产物382 
bp): 上游5'-GGCTCTCCTGTCAACACACA-3', 
下游5'-CCGCTTGGAGTGTATCTGTC-3'. c-jun
引物(购于北京奥科公司, 产物385 b p): 上游

5'-CAGTCTGAAGCCGCACCTCC-3', 下游5'-G
TTGCTGAGGTTGGCGTAGACC-3'. β-肌动蛋

白(β-actin)引物(内参照物, 购于北京奥科公司, 
产物246 bp): 上游5'-GTGGGCCGGTGTAGGCA
CCA-3', 下游5'-GGTTGGCCTTAGGGTTCAGG
-3'. TRIzol试剂购于美国GIBCOBRL公司, 琼脂

糖购自华美生物工程公司, 兔抗小鼠Ⅰ型及Ⅲ

型胶原抗体购自美国Santa Cruz公司, 兔抗小鼠

TGF-β1、TIMP1抗体、SABC试剂盒、包括正

常山羊血清封闭液、生物素化山羊抗兔IgG、

SABC试剂(链酶亲和素-生物素-过氧化物酶复

合物)、抗原修复液、复合消化液、DAB显色试

剂盒等, 均购自武汉博士德生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 肝组织切片HE染色光镜检查: 常规石蜡

切片经HE染色后, 光镜下观察肝组织的病理变

化. 肝纤维化级别标准依病情轻重分3级: “+”
为汇管区有轻度纤维组织增生 ,  并向外伸展; 
“++”为较明显的纤维组织增生, 并包绕肝小

叶或与邻近汇管区纤维组织相互衔接; “+++”
纤维组织沿门静脉分支高度增生 ,  肝组织被 
挤压. 
1.2.2  RNA抽提及RT-PCR分析: 各组标本随机抽

取10份样本(50 mg/份), 按TRIzol说明书抽提肝

组织总RNA. 每50 mg组织以无菌5号针头粉碎

■相关报道
据相关文献报道, 
双环醇有保护肝
损伤和抗纤维化
的作用, 鼠感染日
本血吸虫发生肝
纤维化是理想的
实验模型, 近来发
现, 双环醇不仅能
有效降低多种肝
损伤后ALT, AST
水平升高, 而且对
慢性CCl4引起的
大鼠肝纤维化具
有明显的抑制作
用. 
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后加入1 mL TRIzol试剂, 匀浆器中匀浆3次×10 
s, 入1.5 mL EP管. 每1 mL TRIzol加入0.2 mL氯
仿摇15 s, 室温下放置15 min. 于4℃下12 000 g离
心15 min. 将上部水相转入新管, 每1 mL TRIzol
试剂加入0.5 mL异丙醇沉淀RNA, 摇匀, 样品置

于室温下10 min. 于4℃下12 000 g离心10 min, 
凝胶样沉淀物为RNA. 吸去上清, 加1 mL 75%
来回倒置洗RNA 1次, 随后于4℃ 7500 r/min离
心5 min. 吸去上清, 晾干RNA沉淀, 溶于20 μL 
DEPC-H2O(已用高压处理)中. 在分光光度计下

测A 260/A 280值, 计算RNA得率, 调整RNA浓度. 逆
转录聚合酶链反应条件: 50℃, 30 min; 94℃, 2 
min; 94℃, 30 s; 58℃, 30 s; 72℃, 30 s; 72℃, 10 
min(34循环). 在100 V, 35 mA下, PCR产物于15 
g/L琼脂糖凝胶中电泳50 min. 电泳结果经电泳

凝胶成像分析仪扫描成像. 用Multi-Analyst软件

包进行半定量分析. 单位肝组织的c-fos及c-jun  
mRNA相对含量用c-fos及c-jun条带平均积分光

度值与β-actin条带平均积分光度比值表示. 
1.2.3 免疫组化法检测肝组织TGF-β1、TIMP1
和Ⅰ、Ⅲ型胶原表达: 采用链酶亲和素-生物素-
过氧化物酶复合物法: 30 mg/L H2O2室温10 min
灭活内源性酶, 蒸馏水洗2 min×3次, 滴加复合

消化液, 室温消化5 min, 0.01 mol/L PBS洗2 min
×3次. 滴加正常山羊血清封闭液, 室温孵育10 
min. 甩去多余液体, 分别滴加兔抗小鼠Ⅰ型、

Ⅲ型胶原、TGF-β1、TIMP1抗体, 37℃孵育

30 min. 0.01 mol/L PBS洗2 min×3次, 滴加生物

素化山羊抗兔IgG, 37℃孵育20 min. 0.01 mol/L 
PBS洗2 min×3次, 滴加SABC试剂, 37℃孵育20 
min. 0.01 mol/L PBS洗5 min×4次, DAB显色. 镜
下控制反应时间, 蒸馏水洗涤. 脱水, 透明, 封片, 
显微镜下观察. 免疫组化结果采用MPZAS-500
多媒体彩色病理图文分析系统, 计算平均积分

光密度(integral light density, ILD).
统计学处理  免疫组化、RT-P C R结果以

mean±SD表示, 两组间比较采用q检验. 肝脏纤

维化程度为等级资料, 用Ridit分析, α = 0.05或
0.01.

2  结果

2.1 肝组织普通病理变化 光镜下, 正常对照组小

鼠肝组织未见任何病变. 实验对照组、高剂量

双环醇组及低剂量双环醇组与正常组相比, 肝
组织病理学观察发现众多慢性虫卵肉芽肿. 其
虫卵周围包绕梭形细胞和胶原纤维, 亦可见少

部分急性虫卵肉芽肿, 汇管区有大量炎性细胞

浸润, 肉芽肿和小静脉周围的胶原纤维束向肝

小叶周围延伸. 在病变程度和病变范围上, 高剂

量双环醇组比低剂量双环醇组、实验对照组明

显减轻, 而低剂量双环醇组无明显减轻(图1). 根
据肝纤维化程度级别标准, 统计每组小鼠各级

别的小鼠数量(表1). 
2.2 肝组织中c-fos  mRNA, c-jun  mRNA的表达 

■创新盘点
本文综合应用形
态学及分子生物
学等技术手段研
究了双环醇对血
吸虫病肝纤维化
的治疗作用. 

A B

DC

图  1  各组小鼠肝组织HE染色切片(HE×100). A: 正常组; B: 高剂量双环醇组; C: 低剂量双环醇组; D: 实验对照组.
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■应用要点
本文的实验结果
为临床血吸虫病
肝纤维化的治疗
提供了新思路. 

各组小鼠RT-PCR光带吸光度强弱呈梯度变化. 
与实验对照组相比, 高剂量双环醇组小鼠肝组

织中c-fos  mRNA, c-jun  mRNA表达下降非常显

著. 与低剂量双环醇组相比, 其含量亦显著下降, 
但两者表达仍比正常组高. 低剂量双环醇组肝

组织中c-fos  mRNA, c-jun  mRNA表达比实验对

照组虽有下降, 但无显著差异(表2, 图2).
2.3 肝组织中TGF-β1的表达变化 正常对照组肝

内均未见明显TGF-β1阳性着色. 低剂量双环醇

组、实验对照组肝内TGF-β1呈棕黄色, 呈片状

分布于虫卵肉芽肿内及其周围汇管区、肝血窦. 
高剂量双环醇组肝内TGF-β1分布区域同上, 但
着色少而浅, 与实验对照组相比, TGF-β1含量下

降非常显著. 与低剂量双环醇组相比, 其含量下

降亦非常显著, 但其含量仍比正常组高. 低剂量

双环醇组肝组织中TGF-β1含量比实验对照组虽

有下降, 但无显著差异(表3, 图3).
2.4 肝组织中TIMP1的表达变化 正常对照组肝

内未见明显TIMP1阳性着色. 低剂量双环醇组、

实验对照组肝内TIMP1呈棕黄色, 表达于窦周、

汇管区、虫卵肉芽肿纤维组织内. 高剂量双环

醇组肝内TIMP1分布区域同上, 但着色少而浅, 
与实验对照组相比, TIMP1含量下降显著, 与低

剂量双环醇组相比, 其含量亦显著下降, 但其

含量仍比正常组高. 低剂量双环醇组肝组织中

TIMP1含量比实验对照组虽有下降, 但无显著差

异(表3). 
2.5 肝组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达变化 正常对

照组肝内无明显胶原着色. 低剂量双环醇组、

实验对照组肝内Ⅰ、Ⅲ型胶原呈棕黄色, 密集

片状, 主要分布在虫卵肉芽肿内及汇管区. 高剂

量双环醇组肝内胶原分布区域同上, 但虫卵肉

芽肿普遍较小, 胶原分布减少. 与实验对照组相

比, Ⅰ、Ⅲ型胶原含量下降非常显著, 与低剂量

双环醇组相比, 其含量亦显著下降, 但其含量仍

比正常组高. 低剂量双环醇组肝组织中Ⅰ、Ⅲ

型含量比实验对照组虽有下降, 但无显著差异

(表3, 图4-5). 

3  讨论

双环醇是在五味子素的基础上人工合成的国家

一类新药, 化学名称为4, 4'-二甲氧基-5, 6, 5', 6'-
双(亚甲二氧基)-2-羟甲基-2'-甲氧羰基联苯.  近
来研究发现 ,  双环醇不仅能有效降低多种肝

损伤后ALT、AST水平升高, 而且对慢性四氯

化碳引起的大鼠肝纤维化具有明显的抑制作 
用 [3-4],  表明双环醇可保护肝细胞并具有一定

的抗肝纤维化作用. 血吸虫肝纤维化是在虫卵

肉芽肿基础上产生的 ,  其核心机制是在可溶

性虫卵抗原刺激下, 巨噬细胞与淋巴细胞产生

PDGF、TGFβ1等各种细胞因子刺激肝星状细

胞(HSC)活化、增殖、转化成肌成纤维细胞, 并
大量合成以Ⅰ、Ⅲ型胶原为主的细胞外基质

(ECM), 从而导致肝脏ECM的合成与降解失衡, 
促进肝纤维化的发生及发展. 

在ECM降解过程中起主要作用的为MMPs.

图  2  各组小鼠肝组织中c-fos  mRNA表达. M: Mark标记; 1: 

实验对照组; 2: 低剂量双环醇组; 3: 高剂量双环醇组; 4: 正

常组.

1200 bp

800 bp 

500 bp

250 bp

100 bp

382 bp

246 bp

M       1       2      3      4

表  1  小鼠肝脏纤维化程度

     
分组                                   n            -         +	       ++       +++  

正常组	                      20         20       0          0          0

高剂量双环醇组bd	     15           0        5	        6          4

低剂量双环醇组c	     11	    0       1	        3          7

实验对照组	     10	    0       0	        2          8

bP<0.01 vs  实验对照组; cP<0.05 vs  高剂量双环醇组; dP<0.01 

vs  正常组. 

表  2  各组小鼠肝组织中c-fos , c-jun  mRNA表达变化 
(mean±SD)

     
分组                 n          c-fos mRNA	 c-jun mRNA

正常组          10   0.2024±0.0312     0.1942±0.0604

高剂量          15   0.6511±0.0551bd   0.6803±0.0712bd

双环醇组         

低剂量          11   0.7844±0.0852c     0.7982±0.0902c

双环醇组

实验对照组   10   0.8072±0.0923      0.8289±0.0947

bP<0.01 vs  实验对照组; cP<0.05 vs  高剂量双环醇组; dP<0.01 

vs  正常组. 
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其中肝内间质胶原酶主要降解Ⅰ、Ⅲ型胶原, 
在阻止肝脏ECM过度沉积中起着主要作用 [5]. 
而MMPs活性可被特异性抑制物金属蛋白酶组

织抑制因子(tissue inhibitor of metalloproteinase, 
TIMPs)所抑制, 对间质胶原酶活性起主要抑制

作用的是TIMP1. 与活性间质胶原酶以1∶1浓
度结合形成复合体, 从而抑制其活性, 促进ECM

的沉积[6]. 肝损伤时HSC通过自分泌或旁分泌的

方式产生大量的TGF-β1, 炎症或损伤过程中释

放的纤溶酶及其他蛋白酶可进一步增强其活性, 
并通过自身调节机制, 产生更多的TGF-β1, 形
成逐级放大效应, 导致TGF-β1的大量生成和激 
活[7]. TGF-β1在调控肝纤维化中发挥重要作用[8]. 
TGF-β1可显著抑制肝细胞再生, 具有极强的促

A B

DC

图  4  各组小鼠肝组织中Ⅰ型胶原的表达(SABC×200). A: 正常组; B: 高剂量双环醇组; C: 低剂量双环醇组; D: 实验对照组.

A B

DC

图  3  各组小鼠肝组织中TGF-β1的表达(SABC×200). A: 正常组; B: 高剂量双环醇组; C: 低剂量双环醇组; D: 实验对照组.

■同行评价
本文设计思路全
面 ,  实 验 结 果 可
靠, 具有较高的参
考价值和理论水
平. 
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进HSC有丝分裂、促进胶原纤维生成作用. 此外

TGF-β1还可减少细胞外基质分解, 其机制包括

促进HSC分泌TIMP1, 减少间质胶原酶基因的表

达[9]. 因此TGF-β1、TIMP1过度表达是ECM生

成与降解过程失衡的两个中心环节.  
c-f o s 、c-j u n 基因表达产物分别为F o s蛋

白、Jun蛋白. Fos和Jun家族为核内两类重要的

转录因子. fos在细胞生长的静止期基本不表达, 
而jun基因家族即使在稳定期也有一定程度的表

达. Jun蛋白可形成同源二聚体或与Fos蛋白形

成异二聚体构成AP-1, 而Fos蛋白只能与Jun蛋
白形成异二聚体构成AP-1. Fos蛋白与Jun蛋白

C末段活化区的磷酸化使AP-1具有转录因子活

性, 刺激核内其他细胞与增殖有关基因的转录. 
各种炎性细胞因子、脂质过氧化物等均能通过

细胞内信号传导途径激活早期反应基因c-fos和
c-jun [10], 其表达产物形成同源或异源二聚体的

转录激活蛋白(AP-1). TGFβ1基因启动子区域存

在AP-1结合位点. c-fos及c-jun基因表达上调后, 
AP-1DNA结合活性增高, 可加速HSC中TGFβ1
的转录及翻译, 从而增加ECM的合成[11]. TIMP1
基因启动子必须与AP-1结合后才能充分活化, 
从而启动TIMP1基因转录、翻译出大量TIMP1
蛋白[12], 抑制胶原酶活性, 造成ECM合成与降解

失衡. 本研究显示, 实验对照组小鼠肝组织c-fos
及c-jun  mRNA、TGF-β1、TIMP1的表达明显

增强 ,  经高剂量双环醇治疗后其表达水平随

Ⅰ、Ⅲ型胶原含量降低而明显下降. 由于双环

醇具有抗炎、抗氧化作用[13], 因而推测其可通

过调节c-fos与c-jun的表达、抑制其AP-1DNA
结合活性而减轻TGF-β1、TIMP1的过度表达, 
从而抑制胶原合成, 促进其降解而发挥抗肝纤

维化作用. 
国内外肝病学者普遍认为, 早期肝纤维化

是可以逆转的, 而肝硬化是不可逆转的[14]. 目前

认为肝窦毛细血管化是肝纤维化的最基本、最

A B

C D

图  5  各组小鼠肝组织中Ⅲ型胶原的表达(SABC×200). A: 正常组; B: 高剂量双环醇组; C: 低剂量双环醇组; D: 实验对照组.

表  3  各组小鼠肝组织中TGF-β1 、TIMP1和Ⅰ、Ⅲ型胶原表达变化(n  = 10, mean±SD)

     
分组           	           TGF-β1	            TIMP1	       Ⅰ型胶原	      Ⅲ型胶原

正常组	                  0.0621±0.0036	 0.0761±0.0125	 0.0902±0.0031	 0.0758±0.0163

高剂量双环醇组	 0.1815±0.0231bd	 0.2324±0.0536ad	 0.1811±0.0514bd	 0.1543±0.0603bd

低剂量双环醇组	 0.2042±0.0522df	 0.2593±0.0631de	 0.2087±0.0628de	 0.1786±0.0634de

实验对照组	 0.2139±0.0134	 0.2648±0.0361	 0.2140±0.0271	 0.1862±0.0217

aP<0.05, bP<0.01 vs  实验对照组; dP<0.01 vs  正常组; eP<0.05, fP<0.01 vs  高剂量双环醇组.  
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初始特征. 研究发现, 日本血吸虫尾蚴感染8 wk
后, 慢性虫卵肉芽肿形成, 肝窦出现毛细血管化, 
而此时尚处于血吸虫肝纤维化病变的早期[15]. 对
血吸虫肝纤维化开始形成的患者若早期应用抗

纤维化治疗, 可能有利于肝纤维化的逆转. 本研

究以日本血吸虫尾蚴感染小鼠8 wk后建立肝纤

维化病变早期模型, 应用不同剂量的双环醇治

疗血吸虫性肝纤维化. 研究发现, 经高剂量双环

醇治疗后肝脏病理损伤减轻, 肝组织中纤维化

程度比实验对照组明显下降, 但与正常组水平

仍差异明显, 表明高剂量双环醇对血吸虫肝纤

维化有较好的逆转作用, 但仍未恢复正常. 而低

剂量双环醇抗肝纤维化的效果则不明显, 提示

其抗肝纤维化效应呈剂量依赖性, 早期、大剂

量、长疗程应用时有较好的抗肝纤维化效果. 
长期以来, 血吸虫患者经吡喹酮一次性杀虫

治疗后并无其他后续治疗. 乌文琳 et al [16]经长期

调查发现, 吡喹酮治疗后, 血吸虫虫卵所致的肝

纤维化仍可继续发展, 其远期抗肝纤维化效果

有限, 抗肝纤维化的药物治疗很有必要. 我们认

为, 大剂量双环醇可降低血吸虫病肝纤维化组

织中TGF-β1、TIMP1的表达而发挥抗血吸虫病

肝纤维化作用, 具有作用早、疗效持久、毒副

作用小的优势, 可作为杀虫治疗后抗肝纤维化

药物使用. 待其作用机制进一步明确后, 临床应

用价值会更大.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of 5-lipoxygenase 
and LTB4 on the proliferation and apoptosis of 
pancreatic cancer cells in vitro. 

METHODS: The human pancreatic cancer cell 
lines ASPC-1, PANC-1 and SW1990 were cul-
tured and the levels of 5-LOX and the superna-
tant product LTB4 were examined by Western 
blot and ELISA. TNF-a-induced cell apoptosis 
was analyzed by annexin V/PI double staining 
with flow cytometry. 5-LOX cDNA stably trans-
fected SW1990 cell lines were established and 
treated with TNF-a. Their sensitivity to apopto-
sis induction was examined. 

RESULTS: The pancreatic cell lines tested in 
this study all expressed substitute levels of 
5-LOX and LTB4. The percentages of apoptotic 
wild-type SW1990 cells were 25.4% ± 3.65% and 
43.5% ± 5.23% after 12 h and 24 h treatment with 
20 μg/L TNF-a, respectively. However, these 
effects were significantly decreased (P < 0.01) in 
5-LOX over-expressing cells. The percentages 

of these cells undergoing apoptosis were 13.2% 
± 2.01% and 21.7% ± 3.65% after 12 h and 24 h 
treatment, respectively. Furthermore, the addi-
tion of exogenous LTB4 (10 nmol/L) significant-
ly suppressed the percentage of wild-type cells 
undergoing apoptosis from 47.6% ± 5.32% to 
18.5% ± 5.69%. Blocking LTB4 signals with spe-
cific receptor antagonists reversed the sensitivity 
of 5-LOX transfected cells to apoptosis. 

CONCLUSION: High levels of expression of 
5-LOX and LTB4 make pancreatic cell lines more 
resistant to TNF-a-induced apoptosis, suggest-
ing that the 5-LOX pathway plays an important 
role in the pathogenesis of pancreatic cancer. 

Key Words: Pancreatic tumor; 5-lipoxygenase; 
TNF-a; Apoptosis; Western blotting; RT-PCR
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摘要
目 的 :  检 测 胰 腺 癌 细 胞 中 5 - 脂 氧 合 酶
(5-lipoxygenase, 5-LOX)及其代谢产物的表达
情况, 分析高表达5-LOX及LTB4对胰腺癌细
胞生长凋亡的影响.  

方法:  体外培养人胰腺癌细胞株A S P C-1 , 
PANC-1和SW1990, 并构建5-LOX基因稳定转
染细胞株. 用RT-PCR和Western blot检测细胞
5-LOX mRNA和蛋白的表达, ELISA检测细胞
培养上清中LTB4的含量, 采用流式细胞仪、

Annexin V/PI双染法检测TNF-a诱导细胞的细
胞凋亡. 

结 果 :  三 种 胰 腺 癌 细 胞 株 均 表 达 5 - L O X 
mRNA和蛋白, 细胞上清中也都检测到一定量
LTB4分泌. 5-LOX基因稳定转染细胞株表达
5-LOX和LTB4的水平上升. TNF-a(20 μg/L)
处理野生型SW1990细胞, 12和24 h后凋亡率
分别为25.4%±3.65%和43.5%±5.23%, 但该
效应在高表达5-LOX的细胞株中明显减弱, 分
别为13.2%±2.01%和21.7%±3.65%. 在野生
型SW1990细胞培养中加入外源性LTB4(10 
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■背景资料
有 研 究 表 明 ,  花
生四烯酸(AA)代
谢产物与肿瘤的
病理形成和发展
密 切 相 关 .  在 胰
腺癌的研究中观
察到LOX代谢途
径 异 常 .  5 - 脂 氧
合酶 (5 -LOX )是
催化AA转化成5-
羟二十碳四烯酸
(5-HETE)和白三
烯(LTs)的关键酶. 



nmol/L)能抑制TNF-a诱导的细胞凋亡, 野生
型与处理组细胞24 h后凋亡率有显著性差异
(47.6%±5.32% vs  18.5%±5.69%, P <0.01). 用
LTB4受体阻断剂处理5-LOX高表达细胞株, 
能恢复其对凋亡诱导的敏感性.

结论:  胰腺癌细胞均能表达5-L O X并产生
LTB4, 高表达5-LOX能抑制TNF-a诱导的胰
腺癌细胞凋亡. 

关键词: 胰腺癌; 5-脂氧合酶; 肿瘤坏死因子-a; 凋

亡; 免疫印迹法; 逆转录聚合酶链式反应
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0  引言

胰腺癌是常见的恶性肿瘤之一, 5年生存率小于

2%[1-2]. 受胰腺解剖学和胰腺癌生物学特征等因

素的影响, 胰腺癌容易侵犯周围组织器官并发

生远处转移, 加之缺乏特异的临床表现和简便

可靠的诊断方法, 早期诊断十分困难, 确诊时

多已属晚期, 丧失了根治性手术的机会[3-4]. 因
此, 深入探讨发病机制, 寻找新的诊治手段是

当前胰腺癌研究的热点 [5-11]. 流行病学资料和

动物研究表明, 高脂饮食, 特别是花生四稀酸

(arachidonic acid, AA)和亚油酸等多不饱和脂

肪酸的摄入增加与胰腺癌关系密切[12-13]. 5-脂氧

合酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)是催化AA转化为

白三烯(leukotriene, LT)和5-羟基二十碳四烯酸

(5-HETE)的关键酶[14]. 近年来有文献报道, 在胰

腺癌组织中5-LOX基因表达上调[15-16]. 我们实验

室前期的研究也在胰腺癌细胞株SW1990中检

测到5-LOX mRNA和蛋白的表达[17]. 然而到目

前为止, 5-LOX高表达究竟对胰腺癌细胞的生长

有什么影响还不十分清楚. 我们发现, 多种胰腺

癌细胞普遍能表达5-LOX蛋白, 而且无论是细胞

内过表达5-LOX还是其代谢产物LTB4, 均能抑

制胰腺癌细胞的凋亡. 该结果不仅初步揭示了

5-LOX在胰腺癌病理形成中的作用, 而且提示, 
抑制5-LOX代谢通路可能成为一个治疗胰腺癌

的有效途径.

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株SW1990细胞由上海交

通大学附属第一人民医院消化内科王兴鹏教授

惠赠, 人胰腺癌细胞株ASPC-1购自上海中科院
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细胞库, 人胰腺癌细胞株PANC-1由上海市免疫

学研究所周芸惠赠. 细胞在含100 mL/L胎牛血

清的DMED培养液常规培养. 部分实验在细胞

培养过程中加入不同浓度的LTB4(Cayman), 或
加入选择性的LTB4受体1、2阻断剂U75302(1 
μmol/L, Cayman)或/和LY255283(1 μmol/L, 
Cayman).
1.2 方法 细胞培养对数期加入TNF-a(20 μg/L, 
R&D)作用细胞12, 24 h, 收集细胞. 凋亡检测采

用BD公司提供的ApoAlert Annexin-V kit. 2×105

细胞用PBS洗1遍, 加入结合溶液200 μL悬浮细

胞, 再加Annexin V 5 μL和PI 5 μL置于室温避光

15 min, 上流式细胞仪检测, Annexin V阳性代表

凋亡细胞. TRIzol提取总RNA, 逆转录定量PCR
试剂盒购自TaKaRa公司, 按说明书操作. PCR扩
增5-LOX采用的上游引物: 5'-TCATCGTGGAC
TTTGAGCTG-3', 下游引物: 5'-AGAAGGTGGG
TGATGGTCTG-3'. 从SW1990细胞克隆5-LOX 
cDNA, 合成上游引物: 5'-CGCCATGCCCTCCT
ACACGGTCAC-3'和下游引物: 5'- CTGCTCGA
GTGCTCAGATGGCCACACTGTT- 3'. 下游引物

含XhoⅠ内切酶识别位点. PCR条件: 94℃ 4 min, 
94℃ 1 min, 58℃ 1 min, 72℃ 4 min, 28个循环后

72℃ 10 min中止. 将5-LOX基因克隆到pGEMT-
easy(P romega)载体中, 测序确认, 用Eco R和

XhoⅠ双酶切, 将5-LOX cDNA插入表达质粒

pcDNA3.1中(pcDNA3.1/5-LOX), 细胞转染用

FuGENE 6转染试剂(Roche), 同时设pcDNA3.1
空质粒转染组. 用1 g/L G418(Calbiochem)筛选

稳定转染的细胞株, 并以0.5 g/L G418维持培养. 
ELISA检测LTB4含量, 试剂盒购自R&D公司, 按
说明书操作. 提取总蛋白, 100 g/L聚丙烯酰胺

凝胶, 含50 g/L脱脂奶粉TBS封闭, 1∶1000加入

抗5-LOX一抗(Cayman), 4℃过夜, 1∶5000加入

HRP标记二抗, 作用2 h, 曝光洗片. 
统计学处理 采用STATA 7.0统计软件分析, 

两组计量资料用t检验. 多组计量资料用单因素

方差分析. P <0.05为显著性判断水准.

2  结果

2.1 胰腺癌细胞中5-LOX及其产物LTB4的表达   
我们在ASPC-1, PANC-1和SW1990三种胰腺癌

细胞株中均检测到5-LOX mRNA和蛋白的表达

(图1). 5-LOX在3种细胞中表达水平无显著差异. 
此外, LTB4是5-LOX代谢途径的主要产物. 我们

收集对数生长期细胞上清, ELISA检测到3种细

www.wjgnet.com

■研发前沿
胰腺癌预后差, 早
期 诊 断 困 难 ,  传
统治疗效果不理
想. 深入研究胰腺
癌的发病机制对
探索更有效的预
防和治疗方法具
有重要意义. 近年
来, 5-LOX代谢途
径与胰腺癌的关
系受到关注. 
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胞都能分泌一定量的LTB4(图2).
2.2 构建高表达5-L O X的胰腺癌细胞株 选择

SW1990细胞株, 通过筛选得到稳定转染5-LOX
表达质粒的细胞株(SW1990/5-LOX). Western 
blot结果显示, 在稳定转染的细胞株中, 5-LOX表

达量是野生型SW1990的4倍左右(图3A). ELISA
分析结果显示 ,  与野生型S W1990细胞相比 , 
SW1990/5-LOX分泌更高水平的LTB4(图3B).
2.3 高表达5-LOX抑制胰腺癌细胞对TNF-a诱

导的细胞凋亡 20 μg/L TNF-a作用12和24 h, 能
诱导一定数量的野生型SW1990细胞发生凋亡 
(图4) .  然而 ,  高表达5-L O X的胰腺癌细胞在

TNF-a处理后, Annexin V阳性细胞的百分比(凋
亡率)明显减少, 24 h差异更明显. 与野生型细胞

(Wt)相比, P <0.01(图5), 提示SW1990/5-LOX抵

抗TNF-a诱导的凋亡能力增强.
2.4 高水平的LTB4与SW1990/5-LOX细胞凋亡

抵抗有关 在野生型SW1990细胞培养体系中加

入不同浓度的LTB4, 结果发现, 10 nmol/L LTB4
就可以使细胞对T N F-a的杀伤产生明显的抵

抗作用(P <0.01, 图6, Wt+LTB4). 在诱导细胞凋

亡前用选择性的LTB4受体1、2阻断剂U75302
或/和LY255283对S W1990/5-L O X细胞预处

理30 m in, 发现能增强细胞对TNF-a的敏感性 
(图6, P <0.05). 其中单独处理时, 发挥主要作用的

是U75302, 凋亡率恢复到接近野生型细胞的水

平. 联合使用U75302和LY255283获得更强的效

果, 凋亡率甚至超过野生型细胞的水平(P <0.05), 
说明, 高水平的LTB4与SW1990/5-LOX细胞凋亡

抵抗有直接的关系.

3  讨论

近年来大量资料表明, AA代谢产物与肿瘤的病

理形成与发展密切相关[18-21]. 在胰腺癌及其癌早

期病变中均能检测到5-LOX表达上调[15]. 人胰

腺癌组织免疫组化研究也证实, 5-LOX表达上

调, 但在正常胰导管细胞中不表达5-LOX, 胰导

管细胞分化越好, 5-LOX蛋白的表达越强. 此外, 
5-LOX下游主要产物LTB4也在胰腺癌组织, 而
不是正常导管细胞中有高水平表达[16]. 我们分

析多种胰腺癌细胞系, 证实这些细胞均能表达

5-LOX mRNA, 蛋白以及5-LOX主要下游代谢

产物LTB4. 我们还发现, 5-LOX高表达能明显抑

制TNF-a诱导的胰腺癌细胞凋亡, 而且这种对

凋亡的抵抗性可能与细胞分泌LTB4水平增加有

关. 体内TNF-a多由杀伤性T细胞分泌, 是机体抗

肿瘤免疫的重要因子[22], 由此我们推测, 高表达

5-LOX对胰腺癌可能的作用之一是能降低机体

免疫系统对肿瘤的攻击效率, 从而促进肿瘤的

生长. 此外, 临床上胰腺癌患者常常表现为对多

种化疗药物不敏感[23]. 许多化疗药物是通过诱

导肿瘤细胞凋亡来发挥作用的. 那么是否除了

■相关报道
据报道, 在胰腺癌
中检测到5-LOX 
mRNA 和蛋白表
达上调, 5-LOX下
游主要产物LTB4
也在胰腺癌中有
高水平表达, 进一
步提示5-LOX在
胰腺癌病理机制
中可能具有关键
地位. 
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图  1  胰腺癌细胞中5-LOX表达.
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TNF-a以外, 高表达5-LOX还能抑制其他因子, 
包括常用的化疗药物诱导的细胞凋亡还有待进

一步体内外实验来证实. 
在胰腺癌中, 过度激活的LOX代谢通路使

其成为令人注目的潜在治疗靶点[24]. 我们曾报

道, 5-LOX特异性抑制剂齐留通可显著抑制胰

腺癌细胞增殖[25], 进一步说明, 5-LOX在胰腺

癌病理机制中可能具有关键地位. 齐留通主要

通过抑制5-LOX活性而阻断AA转化过程, 包括

LTB4的产生. 我们研究发现, 如果在野生型胰腺

癌细胞培养过程中加入外源性LTB4, 能明显抑

制TNF-a诱导的细胞凋亡. 其次, 高表达5-LOX
的胰腺癌细胞(SW1990/5-LOX)在经过LTB4
受体阻断剂作用后, 对凋亡诱导的敏感性恢复

到接近正常细胞水平. 最后, 我们观察到, 高表

达5-LOX的胰腺癌细胞(SW1990/5-LOX)分泌

LTB4也增加. 总的看来, 虽然LTB4如何在体内

外影响胰腺癌细胞凋亡的分子机制尚不清楚, 
但这些结果充分提示我们, LTB4可能是5-LOX
发挥抗凋亡作用的直接因素, 而抑制LTB4介导

的信号可能具有抗胰腺癌的治疗作用. 
抑制LTB4的手段之一是应用特异性或非

特异性5-LOX抑制剂, 包括齐留通. 他们能通过

抑制5-LOX的酶活性来减少LTB4产生. 目前具

有代表性的5-LOX抑制剂大约有20余个, 有些

已用于哮喘的临床研究, 未发现明显的不良反 
应[26]. 第二种方法是直接阻断LTB4信号传导. 
我们采用LTB4受体阻断剂有效增强了高表达

5-LOX的胰腺癌细胞对凋亡诱导的敏感性. 他们

以及其类似物是否能在体外和体内发挥抗胰腺

癌的作用有待深入研究[27-28]. 最后, 直接抑制胰

腺癌细胞5-LOX基因表达水平也将是一种有效

的策略, 但关于细胞5-LOX基因表达调节方面

的研究较少[29-30]. 我们曾报道, 中药成分雷公藤

内酯醇可以抑制胰腺癌细胞增殖, 诱导细胞凋

亡, 其抗肿瘤活性与抑制细胞5-LOX基因表达和

LTB4生成有关[31]. 总之, 检验单独或协同使用这

些手段对肿瘤细胞5-LOX代谢通路和生长、凋

亡的影响, 可能为胰腺癌的临床治疗提供更多

的证据.
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Abstract
AIM: To investigate the possible role of early 
growth response factor 1 (EGR-1) in a rat model 
of lung injury complicated by taurocholate 
sodium-induced acute pancreatitis.

METHODS: Forty male Wistar rats were random-
ly divided into four groups. Normal saline was 
injected into the common bile duct (CBD) of rats 
in group A, and taurocholate sodium was injected 
into the CBD of rats in groups B, C and D. Three 
hours after injection, all animals were sacrificed, 
and blood, pancreas and lungs were harvested. 
Serum levels of tumor necrosis factor (TNF)-α and 
interleukin (IL)-1β were measured. Pathological 
scoring of the pancreas was analyzed, and the 
pulmonary wet to dry weight ratio was measured. 
Immunohistochemical staining of EGR-1 on lung 
paraffin sections was observed and assayed semi-
quantitatively. Immunocytochemical staining of 
EGR-1 of AMs was observed and assayed semi-

quantitatively, and the concentration of TNF-α and 
IL-1β in culture fluid was measured. AMs were 
divided into four groups and treated with elastase 
as above. EGR-1, TNF-a and IL-1b mRNA expres-
sions were assessed using RT-PCR.

RESULTS: Pulmonary positive staining of 
EGR-1 was more intense in the model of se-
vere acute pancreatitis. Furthermore, EGR-1 
staining differed among acute pancreatitis 
models with different severities. EGR-1 ex-
pressed in lungs correlated with the param-
eters that demonstrated pancreatitis severity 
and pulmonary injury: pathological scoring 
of pancreatitis (r = 0.59), pulmonary wet to 
dry weight ratio (r = 0.61), and serum TNF-α 
(r = 0.63) and IL-1β (r = 0.58). EGR-1 pro-
tein and mRNA expressed in AMs were cor-
related with the TNF-α and IL-1β protein  
(r = 0.64, 0.51, P < 0.01) and mRNA levels (r = 0.62, 
0.59, P < 0.01), and were partly dependent on the 
ERK 1/2 pathway.

CONCLUSION: EGR-1 may play an important 
role in lung injury during acute pancreatitis, and 
the possible mechanism relates to its mediation 
of production of inflammatory cytokines.

Key Words: Acute pancreatitis; Early growth re-
sponse factor 1; Lung injury; Elastase; Alveolar 
macrophage; Extracellular signal-regulated kinase; 
Real time-polymerase chain reaction

Zou S, Tian FZ, Tang LJ, Li DX, Wang T, Shi L. Early 
growth response factor 1 expression in rat lungs and 
alveolar macrophages during acute pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(35): 3690-3696

摘要
目 的 :  研 究 观 察 早 期 生 长 反 应 基 因 - １
(EGR-1)在急性胰腺炎(AP)大鼠肺组织与原代
培养肺泡巨噬细胞(AM)中表达的作用. 

方法: 将♂Wistar大鼠40只, 随机均分为4组, 
分别于胆总管内逆行注入生理盐水或不同浓
度牛磺胆酸钠溶液. 3 h后处死动物, 取血分离

www.wjgnet.com

®

■背景资料
SAP的发病机制
一 直 是 研 究 热
点 ,  而 其 从“局
部炎症”播散成
为“全身炎症”

是其显著病理生
理特征之一. 激活
的单核巨噬细胞
所产生的炎性细
胞因子如TNF-α
及IL-1β在急性胰
腺炎的发病过程
中具有非常重要
的作用. EGR-1作
为一种核转录因
子通过与靶基因
启动子或增强子
EGR-1结合位点
结合而实现对靶
基因的表达调控. 
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血清, 并剪取胰腺及肺组织. 检测血清TNF-α
和IL-1b水平, 胰腺组织病理评分, 肺组织湿质
量/干质量比, 并对肺组织进行EGR-1免疫组
化染色. 原代培养AM分成4组, 分别采用不同
浓度胰弹性蛋白酶进行刺激, 免疫细胞化学染
色法检测EGR-1在AM的表达, 并检测培养液
中TNF-α和IL-1b浓度. RT-PCR分别检测AM,  
EGR-1, TNF-α, IL-1b mRNA表达. 

结果: 肺组织EGR-1表达随AP病情加重而呈
增强趋势, 并与血清T N F-α和I L-1b水平、

胰腺组织病理评分、肺组织湿质量/干质量
比均呈显著正相关(r = 0.63, 0.58, 0.59, 0.61, 
P <0.01) AM中EGR-1蛋白. mRNA表达程度与
TNF-α和IL-1b蛋白(r = 0.64、0.51, P <0.01)以
及mRNA水平均呈显著正相关(r = 0.62, 0.59,  
P <0.01).

结论: EGR-1可能在AP并发肺损伤中起重要
作用, 其机制可能与其介导炎性细胞因子生成
有关. 

关键词: 急性胰腺炎; 早期生长反应基因-1; 肺损
伤; 弹性蛋白酶; 肺泡巨噬细胞; 细胞外信号调节
激酶; 逆转录聚合酶链反应
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0  引言

肺损伤是急性胰腺炎(acute pancreatiits, AP)尤
其是重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)最常发生的胰外器官并发症 [1-4]. 临床上

50%-70%急性胰腺炎患者有肺损害的表现[5]. 在
S A P中约30%-50%合并有肺损伤或急性呼吸

窘迫综合征(acute respiratory distress syndrome, 
ARDS), 是AP引起死亡的重要原因之一. 目前

认为单核巨噬细胞系统异常激活是引起AP肺损

伤的主要原因之一[3,6]. 我们观察早期生长反应

基因-1(early growth response factor 1, EGR-1)在
AP大鼠肺组织中的表达, 在原代培养肺泡巨噬

细胞(alveolar macrophage, AM)中的表达以及与

TNF-α和IL-1β水平的关系, 探讨EGR-1在AP肺
损伤中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SPF级Wistar大鼠, 体质量230-250 g,  
购自第三军医大学实验动物中心 ,  牛磺胆酸

钠、胰弹力蛋白酶(e las tase)、PD98059购自

Sigma公司, 兔抗大鼠EGR-1多克隆抗体购自

Santa Cruz公司, AMV Reverse Transcriptase购
自Promega公司, Taq DNA Polymerase购自大连

TaKaRa公司, 大鼠TNF-α及IL-1β ELISA试剂盒

购自晶美公司, DMEM培养液购自Gibco公司. 
S-P试剂盒购自北京中山公司.
1.2 方法 
1.2.1 在体实验: ♂Wistar大鼠40只, 利用随机数

字表将其随机均分为A, B, C, D 4组. 参考文献[7]
制造AP动物模型, 分别于胆管内逆行注射生理

盐水, 10 g/L、30 g/L和50 g/L牛磺胆酸钠溶液(1 
mL/kg). 注射后3 h, 30 g/L戊巴比妥钠ip麻醉后剪

开胸腔, 自主动脉先后灌注生理盐水及40 g/L中性

甲醛后剪取肺与胰腺组织. 灌注前穿刺右心耳取

血分离血清, ELISA法检测TNF-α及IL-1β. 测肺

组织测湿质量/干质量比. 肺组织常规石蜡切片, 
根据试剂说明书以Envision二步法检测EGR-1蛋
白, 以图像分析软件Image pro plus 4.5进行半定

量分析. 胰腺组织常规石蜡切片, HE染色, 根据

文献[8]行病理评分.
1.2.2 体外实验: 采用在体支气管肺泡灌洗法

分离AM[9]. 先将AM放在有24 mm×24 mm玻

片的六孔板内培养12 h, 然后换液加入无血清

培养液饥饿培养24 h, 2块六孔板即为一组. 具
体分组及处理因素如下(elastase处理剂量参考

文献[10]): Ⅰ组: AM+生理盐水(30 mL/L培养

液), Ⅱ组: AM+elastase(0.5 kU/L培养液), Ⅲ
组: AM+elastase(1 kU/L培养液), Ⅳ组: 预处理

AM+elastase(1 kU/L 培养液). 其中Ⅳ组先以

PD98059预处理2 h, 后均加入无血清DMEM
培养液培养2 h, 根据试剂说明书以Envision二
步法检测EGR-1蛋白. 取培养液以ELISA法检

测TNF-α及IL-1β水平. 另同上法分离及培养

AM, 分组及处理方法相同. 各目的基因引物序

列、产物长度及退火温度见表1. PCR扩增条件: 
94℃ 5 min, 加Taq酶1 mL(41.675 nkat), 94℃变

性30 s, 58℃或57℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 
共32个循环, 72℃温育10 min, 4℃结束反应. 
10 g/L琼脂糖凝胶常规电泳, 以Doc Gel 2000图
像分析系统分析，P C R产物量以吸光度值×

面积表示. 各产物与相应内参的比值作为最终 
结果. 

统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

SPSS12.0软件进行方差分析及双变量相关分析, 
以P <0.05为检验水准.

■创新盘点
本 文 通 过 观 察
EGR-1在AP大鼠
肺组织及模拟AP
刺激的肺泡巨噬
细胞中的表达情
况及与TNF-a和
IL-1b的关系, 较
深 入 地 探 讨 了
EGR-1在AP肺损
害中的作用机制.
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2  结果

2.1 大鼠胰腺病理评分及肺组织湿质量/干质量

比 A、B、C、D 4组动物胰腺病理评分分别为

1.41±0.38, 5.75±0.82, 7.17±1.13和8.67±0.68, 
肺湿质量/干质量比分别为3.62±0.21, 3.77±
0.32, 4.16±0.53和4.38±0.37. 这表明AP病情及

肺损伤呈逐渐加重趋势.
2.2 大鼠血清TNF-α和IL-1b变化 B、C、D组血

清TNF-α、IL-1b显著高于A组(P <0.05或0.01,  
表2), 且亦呈逐渐升高趋势.
2.3 肺组织EGR-1蛋白表达 A组EGR-1仅仅在少

量肺间质细胞的胞质中有微弱表达. B组可见

EGR-1表达明显增强, 主要位于肺间质巨噬细胞

(胞质为主, 少量胞核也有表达), 少量毛细血管

内皮细胞及肺泡上皮细胞胞质内也有表达. C组
显示大量肺间质巨噬细胞表达. D组示肺间质巨

噬细胞强烈表达(胞核和胞质均有), 少量可见的

肺泡巨噬细胞也有很强表达(图1). EGR-1半定量

分析结果为40.3±11.4, 63.8±12.5, 78.2±12.3, 
198.0±49.2. 将EGR-1表达结果与胰腺病理评

分、肺组织湿质量/干质量比、TNF-α及IL-1b
水平分别进行相关分析, 发现均呈显著正相关 
(r = 0.59, 0.61, 0.63, 0.58, P <0.01), 显示肺组织

EGR-1表达程度与反映AP病情及肺损害指标之

间有密切正相关. 

2.4 AM中EGR-1表达与TNF-α和IL-1b水平 原
代培养AM免疫细胞化学染色结果显示, 对照组

(Ⅰ组)AM无EGR-1表达; Ⅱ组部分仅在胞质表

达, 另有部分细胞胞核和胞质均有表达; Ⅲ组可

见绝大部分细胞均有强烈表达, 大部分胞核和

胞质均有表达. PD98059预处理组(Ⅳ组)与Ⅲ组

相比, 表达明显减弱(图2). 经过图像分析, Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ 4组AM表达EGR-1分别为46.8±
8.7, 74.6±11.9, 159.2±28.7, 105.3±14.2. 统计

学分析显示, Ⅲ组显著高于Ⅰ组及Ⅱ组(P <0.05
及0.01), 而Ⅳ组较以同样浓度胰弹性蛋白酶刺

激的Ⅲ组显著减弱(P <0.05). 将各组A M表达

EGR-1结果与TNF-α及IL-1b水平(表3)分别进行

相关分析, 发现均呈显著正相关(r = 0.64、0.51, 
P <0.01). RT-PCR结果显示(表3, 图3), Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ 4组AM在分别以不同浓度胰弹力酶刺激

或经PD98059预处理再以酶来刺激后, 其EGR-1, 
TNF-α与IL-1b mRNA变化趋势是完全一致的, 
即随着胰弹力酶浓度的升高, 3种基因表达也

上升. 而经PD98059预处理再以同样浓度胰弹

力酶来刺激, Ⅳ组较Ⅲ组有显著下降. 对EGR-1 
mRNA与TNF-α及IL-1b mRNA进行相关分析，

发现均呈显著正相关(r  = 0.62, 0.59, P <0.01).

3  讨论

EGR-1是立早反应基因家族中最重要的一员, 是
一种核转录因子, 与细胞增生、分化、凋亡及

炎性反应密切相关. 他偶联细胞外刺激与细胞

内信号转导, 介导多种下游致炎因子基因的表

达[11-12]. EGR-1的活化成为许多炎症相关性疾病

发生发展的重要环节. EGR-1作为一种核转录

因子, 调控着30多种与细胞生长分化、细胞凋

亡、炎性细胞趋化及免疫刺激有关的靶基因的

表达, 有多种是与炎性反应有关的基因, 如血小

板源性生长因子(platelet derived growth factor, 

表  1  三种目的基因引物序列、产物长度及退火温度

     
Gene	     GenBank No.	     长度(bp)	 引物序列(sense/antisense)	     	               退火温度

EGR-1	     NM_012551	          549               CCCGTATGCTTGCCCTGTTGAGTC                             58℃

			                                 CCCGTTGAGGTGCTGAAGGAGTTG

TNF-a	     X66539                         316               CATGATCCGAGATGTGGAACTGGC	                  57℃

			                                 CTGGCTCAGCCACTCCAGC

IL-1β	     M98820	          377               TTGTGGCTGTGGAGAAGCTG	                                  58℃

			                                 GCCGTCTTTCATCACACAG

β-actin	     NM_031144   	          241               TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT	                   －

			                                 CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC

表  2  各组大鼠TNF-a和IL-1b水平的变化(mean±SD, 
ng/L, n  = 10)

     

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组.

分组	                   TNF-a                                IL-1b

A	             26.8±11.0                       25.4±6.7

B	             55.5±18.7a                      87.7±25.1a

C	             88.9±31.9a                    182.8±49.3a

D	           137.9±48.6b                    248.2±54.7b

■相关报道
多项研究表明, 腹
腔巨噬细胞和枯
否细胞等TNF-α
基因启动子上存
在与EGR-1结合的
特异序列, EGR-1
与这一序列相结
合参与调控这些
细胞TNF-α的表
达.
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PDGF)[13-14]、组织因子(tissue factor, TF)[15]、细

胞间黏附分子(intercellular adhesion molecule-1, 
I C A M - 1 ) [ 1 6 ]、纤维连接蛋白 ( F N ) [ 1 7 ]、单

核细胞趋化蛋白-1(m o n o c y t e c h e m o t a c t i c 
protein-1, MCP-1)[18]、纤溶酶原激活剂抑制分 
子-1(p l a s m i n o g e n a c t i v a t o r i n h i b i t o r-1, 

PA I-1)[19]、转化生长因子-β1(t r a n s f o r m i n g 
growth fac tor-β1, TGF-β1)[20]、肿瘤坏死因

子-a(T N F-a ) [21-22]等 .  所有这些炎性相关基

因均认为与急性胰腺炎有或多或少的关

系. 众多炎性介质(主要是TNF-a, IL-1b, PAF
等 )在急性肺损伤中起重要作用 .  S A P时胰

A B

C D

图  1  大鼠肺组织中EGR-1的表达(Envision二步法,×100). A: 生理盐水胆管注射组; B: 10g/L牛磺胆酸钠溶液胆管注射组; C: 

30g/L牛磺胆酸钠溶液胆管注射组; D: 50g/L牛磺胆酸钠溶液胆管注射组. 

A B

C D

图  2  大鼠AM中EGR-1的表达(Envision二步法,×100). A: Ⅰ组; B: Ⅱ组; C: Ⅲ组; D: Ⅳ组. 

■应用要点
本实验研究肺组
织和肺泡的早期
生长反应因子 -1
的表达及其与急
性胰腺炎的作用. 
研究涉及目前较
新的炎症介质和
炎症反应过程, 对
于了解重症急性
胰腺炎的发病机
制有较大意义 . 
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腺局部的炎症介质不断产生并大量进入血

液循环, 形成全身炎症反应综合征(s y s t e m i c 
inflammatory response syndrome, SIRS), 导致

远处脏器内单核细胞巨噬系统激活, 释放毒性

物质 ,  成为继发肺部严重炎性反应的始动因 
素[23-26]. 多项研究表明腹腔巨噬细胞、枯否细

胞等T N F-a基因启动子上存在与E G R-1结合

的特异序列, EGR-1与这一序列相结合后参与

调控这些细胞TNF-a的表达[27-28]. Ji et al发现, 
在EGR-1基因缺失小鼠利用雨蛙素腹腔注射诱

导的急性胰腺炎其TF、PAI、IL-6、MCP-1、

I C A M-1 m R N A水平较野生型小鼠有显著下

降 ,  因而认为其在急性胰腺炎发病过程中是

一种重要的调控因子[29]. 国内曾有Gong e t a l 
观察了EGR-1在小鼠急性胰腺炎模型上胰腺组

织中的基因与蛋白表达情况[30]. EGR-1作为一种

立早反应基因在SAP从最初的局部炎症转变为

严重威胁生命的全身病变中有无作用, 如何起

作用, 目前国内外研究极少. 在本研究中, 我们

首先观察了EGR-1在AP大鼠肺组织中的表达. 
我们发现, 其表达细胞类型广泛, 包括肺间质巨

噬细胞、肺泡巨噬细胞、肺泡上皮细胞及毛细

血管内皮细胞等. EGR-1表达随大鼠AP病情加

重而呈增强趋势, 而且在表达细胞类型上也有

很大差别. 对于注射生理盐水的对照组, 仅仅在

肺间质细胞胞质中有极少量的表达. 在10 g/L牛
磺胆酸钠溶液注射组, 可见在肺间质巨噬细胞

有较强表达, 大部分位于胞质, 小部分在胞核有

表达, 此外还有小部分毛细血管内皮细胞和肺

泡上皮细胞胞质内也有表达. 经30 g/L牛磺胆酸

钠注射后, 可见有大量的肺间质巨噬细胞表达, 
胞核和胞质均有. 而在50 g/L牛磺胆酸钠注射组, 
则可见强烈的肺间质巨噬细胞表达, 少量视野

中可见的肺泡巨噬细胞中也有表达. 各组AP大
鼠肺组织EGR-1表达程度与反映AP程度及肺损

伤各指标之间如胰腺病理评分、血清TNF-a和
IL-1b水平、肺组织湿质量/干质量比均呈显著

正相关. 因此, EGR-1在AP发病过程中可能发挥

了重要作用, 并与AP肺损伤有关. 
为了进一步了解E G R-1在A P肺损伤中的

作用机制, 我们又研究了EGR-1与原代培养AM 
TNF-a及IL-1b表达的关系. 我们采用在体支气

管肺泡灌洗法来分离AM. 在体灌洗法分离AM
无需取下肺叶, 操作简便, 另外也减少了因取下

肺叶可能造成的污染机会. 多项研究认为, 胰弹

性蛋白酶是胰腺局部炎症与全身性炎症反应及

胰外器官并发症之间的桥梁和纽带, 在刺激胰

分组 

表  3  大鼠AM炎性细胞因子水平及目的基因表达(mean±SD, n  = 12)

     
	                    细胞因子(ng/L)                                                               目的基因

                       TNF-a                          IL-1b                         EGR-1                          TNF-a                           IL-1b

Ⅰ          	 19.5±4.8 	   22.5±8.3 	 0.22±0.08	 1.04±0.22	 0.29±0.06

Ⅱ          	 53.8±10.9b	 156.1±20.8b	 0.73±0.16c	 2.55±0.58c	 0.84±0.25c

Ⅲ          	 93.2±17.6b	 247.8±36.4b	 1.35±0.21b	 4.30±0.98b	 1.66±0.29b

Ⅳ          	 47.3±10.2a	 138.5±17.3a	 0.82±0.15a	 1.87±0.26a	 1.26±0.22a

aP<0.05 vs  A组; bP<0.01 vs  A组; cP<0.05 vs  A组.

分组

图  3  肺泡巨噬细胞电泳结果. A: EGR-1 mRNA; B: 

TNF-a mRNA; C: IL-1b mRNA.
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■同行评价
本文书写规范, 内
容新颖, 设计合理, 
图片清晰, 结论可
信, 对于了解重症
急性胰腺炎的发
病机制有较大意
义. 
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外器官炎性细胞因子生成中起主要作用, 在很

多方面可以模拟急性胰腺炎所造成的损害[31-32].
因此, 我们选用其作为原代培养AM的刺激因子. 
免疫细胞化学染色与RT-PCR均表明, 肺泡巨噬

细胞EGR-1蛋白与mRNA表达随着胰弹性蛋白

酶浓度的升高而呈增强趋势. 染色发现, Ⅱ组与

Ⅲ组部分AM胞核内均有强烈表达, 表明有核移

位发生, 显示EGR-1可能作为一种核转录因子

对目标基因发挥转录调节作用. 为研究其信号

转导途径, 我们对Ⅳ组AM先以PD98059行预处

理, 再用与Ⅲ组同样剂量弹力酶来进行刺激, 发
现EGR-1, TNF-a, IL-1b蛋白表达和mRNA水平

均较C组有显著下降. 这表明AM在弹力蛋白酶

刺激后EGR-1的表达有ERK1/2信号途径的参与. 
对4组肺泡巨噬细胞EGR-1蛋白与mRNA表达分

别与TNF-a和IL-1b进行相关分析, 均存在显著

正相关. 这提示EGR-1可能与AM受胰弹性蛋白

酶刺激后TNF-a与IL-1b生成有关, 并且EGR-1
在AM中的表达以及炎性细胞因子TNF-a和IL-
1b的生成中有ERK1/2信号途径的参与. 这些表

明EGR-1可能在AP并发的肺损伤中起重要作用, 
且这种作用可能与其介导炎性细胞因子TNF-a
和IL-1b生成有关. 
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Abstract
AIM: To investigate the dynamic changes in 
the levels of serum interleukin (IL)-2 and IL-10 
sFas and IL-2/IL-10 in rats with severe acute 
pancreatitis (SAP), and to explore the expression 
of Fas in the intestinal mucosa of rats with 
severe acute pancreatitis. 

METHODS: A total of 64 Sprague-Dawley (SD) 
rats were randomly divided into normal control 
group and SAP group. A SAP model was induced 
by injection of 50 g/L sodium taurocholate under 
the pancreatic membrane. The normal control 
group received isovolumetric injection of 9 g/L 
physiological saline solution using the same meth-
od. Blood samples from the rats in each group 
were obtained via the superior mesenteric vein 

to measure the levels of IL-2, IL-10 and sFas, and 
to calculate the value of IL-2/IL-10. The levels of 
IL-2, IL-10 and sFas were determined by ELISA. 
The severity of pancreas and intestinal mucosal 
injury was evaluated by pathologic score. The 
expression of Fas in intestinal mucosal tissue was 
determined by immunohistochemistry. 

RESULTS: The levels of serum IL-2 in the SAP 
group were significantly higher than those in the 
normal control group at 0.5 h after injury (3.53 ± 
0.62 ng/L vs 2.79 ± 0.51 ng/L, 4.35 ± 1.11 ng/L vs 
2.93 ± 0.89 ng/L, 6.94 ± 1.55 ng/L vs 4.81 ± 1.23 
ng/L, 4.80 ± 1.10 ng/L vs 3.41 ± 0.72 ng/L, P < 
0.01) and peaked at 6 h after injury. The levels 
of serum IL-10 in the SAP group were signifi-
cantly higher than those in the normal control 
group at 6 h after injury (494.98 ± 11.23 ng/L vs 
89.18 ± 32.52 ng/L, 93.28 ± 25.81 ng/L vs 77.15 ± 
22.60 ng/L, P < 0.01). The IL-2/IL-10 ratio in the 
SAP group was significantly higher than that in 
the normal control group at 0.5 h and 2 h after 
injury, and significantly lower than that in the 
normal control group at 6 h after injury (P < 0.01), 
after which this ratio returned to the control level 
(P > 0.05). The pathological changes were signifi-
cantly aggravated in the SAP group compared 
with the normal group. Immunohistochemistry 
staining showed. Fas from normal intestinal tis-
sue. Fas expression in intestinal tissue gradually 
increased 0.5 h after the induction of pancreatitis, 
and its a peak at 12 h after induction. 

CONCLUSION: Fas is involved in the pathogen-
esis of pancreatitis-associated intestinal injury. The 
mechanisms underlying this involvement of Fas 
may be related to Fas-mediated T helper cell apop-
tosis. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Fas; IL-2; 
IL-10; Intestinal mucosal injury; Sodium taurocholate

Dang SC, Zhang JX, Mao ZF, Qu JG, Wang XQ, Zhu B. 
Dynamic changes in the levels of serum interleukin-2 and 
interleukin-10 and the expression of Fas in the intestinal 
mucosa of rats with severe acute pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(35): 3697-3702
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■背景资料
重症急性胰腺炎
常伴有肠道细菌
和内毒素移位. 造
成这一现象的主
要原因目前认为
是由于肠黏膜屏
障功能受损. 研究
表明, 急性胰腺炎
患者血中的sCD4
和sFas之间存在
正相关 ,  促炎-抗
炎细胞因子平衡
在决定重症急性
胰腺炎全身表现
和临床转归中起
着 重 要 作 用 .  我
们设想Fas介导的
胰腺的细胞凋亡
与CD4+细胞产生
的Th1与Th2有关. 
通过重症急性胰
腺炎Fas介导的细
胞凋亡与Th1/Th2
偏移相关性的实
验与临床研究, 有
可能为急性重症
胰腺炎的治疗提
供新思路. 



摘要
目的: 探讨重症急性胰腺炎大鼠血清IL-2、
IL-10、sFas及IL-2/IL-10动态变化以及Fas在
肠黏膜的表达及意义. 

方法: 将SD大鼠64只, 随机分为对照组和胰
腺炎组. 经大鼠胰腺被膜下均匀注射50 g/L牛
磺胆酸钠制作重症急性胰腺炎模型, 对照组仅
胰腺被膜下注射等量生理盐水. 通过肠系膜上
静脉取血测定血清IL-2、IL-10和sFas水平, 并
计算IL-2/IL-10比值. 分别对胰腺损伤、肠损
伤程度进行病理评分. 免疫组化方法检测大鼠
肠组织内Fas蛋白的表达水平. 

结果: 0.5 h后血清IL-2水平胰腺组较对照组
明显升高(3.53±0.62 ng/L vs  2.79±0.51 ng/L, 
4.35±1.11 ng/L vs  2.93±0.89 ng/L, 6.94±
1.55 ng/L vs  4.81±1.23 ng/L, 4.80±1.10 ng/L 
vs  3.41±0.72 ng/L, P <0.01), 并于6 h达到最高
点. 胰腺炎组6 h后血清IL-10水平较对照组明
显升高(494.98±11.23 ng/L vs  89.18±32.52 
ng/L, 93.28±25.81 ng/L vs  77.15±22.60 ng/L, 
P <0.01), 12 h血清IL-10水平较6 h降低. 胰腺炎
组的IL-2/IL-10先降低后升高, 0.5 h后即开始
下降, 6 h时达到最低点然后开始升高, 显著低
于对照组(P <0.01), 12 h接近对照组. 与对照组
比较, 胰腺炎组各时相胰腺及肠黏膜病理改变
明显加重. 免疫组化结果显示, 在正常的肠黏
膜未见明显表达. 造模0.5 h后, 大鼠肠组织内
Fas表达增加, 至12 h达最高水平. 

结论: Fas参与胰腺炎肠损伤的病理过程, 其
机制可能与其介导的Th细胞凋亡有关.

关键词: 重症急性胰腺炎; Fas; 白介素-2; 白介素

-10; 肠黏膜损害; 牛磺胆酸钠

党胜春, 张建新, 毛正发, 瞿建国, 王旭青, 朱蓓. 血清IL-2、

IL-10及肠黏膜Fas在重症急性胰腺炎大鼠中的动态变化.  世界

华人消化杂志  2007; 15(35): 3697-3702
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
已严重危及人类健康 ,  后期常出现全身性炎

症反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS)、严重感染、感染性休克及多

器官功能障碍综合征(MODS), 导致死亡[1]. SAP
常伴有肠道细菌、内毒素移位. 造成这一现象

的主要原因目前认为是由于肠黏膜屏障功能受

损[2]. 研究表明, 急性胰腺炎(acute pancreatitis, 
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AP)患者血中的sCD4和sFas之间存在正相关, 促
炎-抗炎细胞因子平衡在决定SAP全身表现和临

床转归中起着重要作用[3]. 我们设想Fas介导的

胰腺的细胞凋亡与CD4+细胞产生的Th1与Th2
有关, 因而与Th1/Th2偏移有一定的相关性. 通
过Fas介导的胰腺的细胞凋亡与Th1/Th2偏移相

关性的实验与临床研究, 有可能成为SAP的治疗

提供新思路. 本研究通过大鼠SAP模型, 探讨Fas
在SAP肠损伤中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠64只, 体质量250-300 g, 雌雄不

限, 由江苏大学医学院实验动物中心提供. 牛磺

胆酸钠(美国Sigma公司), 检测大鼠血清IL-10、 
IL-2以及Fas试剂盒均为分装自美国R&D公司, 
(生产批号分别为0607182、0607183及0607184), 
由上海森雄科技实业有限公司提供.
1.2 方法 
1.2.1 动物分组与处理: 将SD大鼠64只, 随机

分为对照组和胰腺炎组. 各组又按模型制备后

0.5、2、6、12 h分为4组, 每组8只, 用于抽取血

样及组织学观察. 动物实验前12 h禁食不禁饮.
1.2.2 制摸: 20 g/L戊巴比妥钠溶液ip麻醉(剂量

1 mL/kg体质量), 采用胰腺被膜下均匀注射法制

作胰腺炎模型[4]. 开腹后自胰尾至胰头方向在胰

腺被膜下均匀注射5 g/L牛磺胆酸钠4 mL/kg体
质量. 对照组进行同样操作, 仅胰腺被膜下注射

等量生理盐水. 
1.2.3 取材: 实验结束后, 将大鼠剖腹, 肉眼观察

胰腺炎症轻重情况. 下腔静脉穿刺取血, 静置2 
h后, 以3800 r/min离心3 min, 取血清-20℃冻存, 
用于细胞因子及可溶性受体的检测. 取全部胰

腺组织及末段回肠, 40 g/L甲醛固定, 制成石蜡

切片.
1.2.4 sFas、IL-2及IL-10的测量: 采用双抗体夹

心ABC-ELISA法测量sFas、IL-2及IL-10含量(按
ELISA试剂盒上的操作说明书进行操作, 由上海

森雄科技实业有限公司检测).
1.2.5 胰腺及肠组织病理学观察: 常规制作病理

HE切片, 由病理科医生采用盲法在光镜下观察

胰腺组织学改变. 按照胰腺组织病理评分标准[5], 
每张切片随机选取20个视野, 对每个视野按标

准进行单独评分, 20个视野的平均分数为动物

的最后病理评分. 肠黏膜损害分级按照Chiu的标

准[6], 病理改变由轻至重分为0级-Ⅴ级. 
1 .2 .6  肠组织F a s蛋白表达 :  采用D A K O的

www.wjgnet.com

■研发前沿
测定对照组与胰
腺 炎 组 的 血 清
sFas、细胞因子, 
以及免疫组化法
检测肠组织Fas的
表达, 重点研究重
症急性胰腺炎时
细胞凋亡发生情
况及初步探讨Fas
途径在重症急性
胰腺炎细胞凋亡
发生中的作用以
及与Th1/Th2漂移
的关系. 



血清IL-2、IL-10及肠黏膜Fas在重症急性胰腺炎大鼠中的动态变化                                                                              3699

www.wjgnet.com

Envision检测肠组织Fas蛋白表达. 操作步骤: 蜡
块置冷冻台冷却5-10 m in, 切片3-4 μm, 冷水

中摊平, 硅化玻片捞取, 再放入45℃水中摊平, 
60℃过夜彻底烘干. 切片二甲苯脱蜡, 梯度酒精

脱水, 水洗, 蒸馏水洗. 抗原修复: 放入0.01 mol/L 
pH6.2柠檬酸缓冲液隔水煮沸10 m in, 保温20 
min, 室温自然冷却. PBS洗×3, 切片置于湿盒, 
滴加一抗50 μL, 4℃冰箱过夜. 次日早晨, 切片

PBS洗×3, 滴加二抗50 μL室温40 min, PBS洗×

3, DAB显色, 显微镜下控制显色程度. 蒸馏水洗, 
苏木素复染, 梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 封片.

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件包对计

量资料进行PostHoc检验, 等级资料用非参数统

计法的Man Whitney检验.

2  结果

2.1 血清IL-2水平 0.5 h后血清IL-2水平胰腺组较

对照组明显升高(P <0.01), 并于6 h达到最高点, 
12 h血清IL-2水平较6 h降低(表1).
2.2 血清IL-10水平 6 h后血清IL-10水平胰腺组

较对照组明显升高(P <0.01), 12 h血清IL-10水平

较6 h降低(表1).
2.3 IL-2/IL-10变化 胰腺炎组的IL-2/IL-10先降低

后升高, 6 h时达到最低点然后开始升高, 显著低

于对照组(P<0.01), 12 h接近对照组(P>0.05)(表2).
2.4 血清Fas/APO-1水平 胰腺炎组的sFas水平逐

渐升高, 6 h到达最高值, 以后逐渐下降. 与对照

组各时间点相比未见有显著差异性(表3).
2.5 组织病理学检查

2.5.1 胰腺组织病理学检查: 肉眼观察, 对照组胰

腺外观正常. 胰腺炎各组大鼠胰腺肿胀明显, 质
地较硬, 有大片黄色坏死灶. 大网膜、肠系膜上

可见大量皂化斑, 腹腔有中至大量血性腹水. 显
微镜下对照组胰腺腺泡和导管未见异常, 仅见

叶间隙稍增宽. 2 h胰腺炎组出现凝固性坏死及

脂肪坏死, 12 h胰腺炎组出现胰腺坏死严重, 失
去正常结构, 细胞核消失. 各组大鼠病理评分如

表4, 各时相胰腺炎组较对照组有显著差异.
2.5.2 肠组织病理学检查: 肉眼观察, 对照组肠管

粉红色, 表面光滑, 蠕动有力. 胰腺炎组肠管颜

色随时间延长逐渐变暗, 由深红至暗紫色, 并逐

步出现肠管水肿、僵硬、狭窄萎瘪, 12 h后, 肠
管暗紫色, 蠕动消失. 各组肠组织损伤分级见表

5. 胰腺炎组0.5 h肠黏膜有较轻度炎症伴出血, 绒
毛顶层内皮移位. 胰腺炎组6 h肠黏膜光镜所见

绒毛脱落明显, 固有层绒毛脱落, 腺体受损明显,
光镜观察见图1.
2.5.3 大鼠肠组织Fas的表达 Fas免疫组化染色阳

性结果均为细胞质/膜着色, 呈棕黄色, 胞核呈淡

蓝色. 正常对照组大鼠肠组织Fas免疫组化染色

显示, 肠组织形态结构正常, Fas几乎不表达. 造
模后0.5 h组, 免疫组化染色可见大鼠肠组织Fas
呈弱阳性表达. 随着时间的延长, 大鼠肠损伤程

■创新盘点
本文研究重症急
性胰腺炎细胞凋
亡 中 F a s 与 T h 1 /
Th2漂移的关系 . 
从细胞凋亡角度
探索与炎症介质
的关系,寻求急性
重症胰腺炎免疫
治疗的新途径. 

A B

DC

图  1  胰腺炎组大鼠肠组织病理图. A: 0.5 h常规病理; B: 6 h常规病理; C: 0.5 h Fas表达; D: 12 h Fas表达.
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■应用要点
通过对牛磺胆酸
钠诱导重症急性
胰腺炎模型的制
备, 测定对照组与
重症急性胰腺炎
组的血清sFas与
细胞因子, 以及免
疫组化法检测肠
组织Fas的表达.   

度加重. 6 h肠组织Fas的表达逐渐增强, 12 h表达

最强(图1).

3  讨论

SAP已严重危及人类的生命健康, 是当前临床

治疗的难点之一 .  目前国内外对现有的治疗 , 
尽管能够改善临床表现和症状, 但都不能根本

逆转其已存在的结构改变 ,  其病死率仍高达

20%-30%[7-9]. 由于胃肠道与胰腺同属消化系统, 
而且胃、十二指肠及结肠紧邻胰腺, 因此, 胃肠

道往往是SAP时首先受影响的器官之一. 目前认

为肠黏膜屏障功能障碍和肠道细菌微生态平衡

的破坏及机体免疫功能的损害是导致肠黏膜的

主要因素[10-12]. 近年来, MODS防治的研究热点

已转移至消化道. 肠道细菌和内毒素移位是胰

腺和胰周感染的潜在根源. 维护肠黏膜的屏障

功能, 确保肠营养的正常进行, 抑制促发SIRS的
肠道机制是成功救治MODS的关键[13-15].

在SAP动物实验中发现, 腺泡细胞死亡存在

两种不同的方式: 坏死和凋亡. 凋亡很少甚至完

全不引起炎症反应, 而坏死则伴随剧烈的炎症

反应. 近年来, 人们已注意到急性水肿型胰腺炎

的胰腺中存在着较多的凋亡细胞, 而SAP却很少

出现凋亡细胞. 这就提示细胞凋亡在SAP的发

生和发展过程中起着一定作用, 细胞凋亡对胰

腺具有保护作用, 与AP的严重程度呈负相关[16].  
在AP发生MODS时可见血中sFas和sFasL明显

增多, 可见Fas/FasL系统与AP的病程有关[17]. 同
时国内程勇 et al [18-19]报道在AP时, Fas蛋白主要

表达在胰腺腺泡细胞胞膜, 急性水肿型胰腺炎

组和SAP组均明显高于对照组, 且急性水肿性胰

腺炎组高SAP组, 说明Fas/FasL系统在大鼠的AP
过程中可能参与诱导胰腺腺泡细胞凋亡, 减轻

胰腺炎症反应程度. 研究显示, AP早期阶段的肠

上皮细胞凋亡比率明显增加, 肠上皮细胞凋亡

参与AP肠道黏膜屏障功能障碍的病理过程[20-21]. 
肠黏膜屏障稳定的维持依赖于上皮细胞增殖和

凋亡之间的平衡. 凋亡虽然对于机体来说是一

种保护机制, 但一旦各种刺激因素引起肠上皮

细胞凋亡过度, 修复与再生受阻, 肠黏膜屏障功

能就会产生障碍[22].
SAP时细胞凋亡基因水平调控的研究很少, 

研究多集中在细胞因子上. 近年来的研究显示, 
SAP的发病机理更多的与免疫异常有关. Th细胞

是免疫应答的中心细胞, 根据CD4+ T细胞分泌

表  2  IL-2/IL-10水平(mean±SD)

     
分组

	                                                              IL-2/IL-10

	                 0.5 h	             2 h	                          6 h	                           12 h

对照组	         0.05±0.01	    0.02±0.01            0.05±0.02	 0.04±0.01

胰腺炎组	         0.07±0.02b	    0.03±0.01b	 0.01±0.01b	 0.05±0.02       

bP<0.01 vs  对照组.

表  3  血清Fas/APO-1水平(mean±SD, ng/L)

     
分组

	                           血清Fas/APO-1

	        0.5 h	           2 h	              6 h	               12 h

对照组      3.16±0.75  4.05±1.08  5.93±1.52  4.62±1.23

胰腺炎组  3.31±0.80  4.32±1.11  5.41±1.47  4.44±1.16

表  4  大鼠病理评分(mean±SD)

     
分组

	                                   病理评分

	      0.5 h             2 h                 6 h                 12 h

对照组     0.70±0.32  0.71±0.51  0.81±0.42    0.85±0.17

胰腺炎组 5.01±0.35b 6.03±0.32b 7.14±0.22b 12.07±0.10b

bP<0.01 vs  对照组.

表  1  大鼠血清IL-2和IL-10水平(mean±SD, ng/L)

     
分组

	                                                            血清IL-2                                                             血清IL-10

	        0.5 h	           2 h	              6 h	                 12 h                 0.5 h	               2 h	     6 h	             12 h

对照组     2.79±0.51  2.93±0.89  4.81±1.23  3.41±0.72   54.61±15.81 141.15±40.21   89.18±32.52   77.15±22.60

胰腺炎组 3.53±0.62b  4.35±1.11b 6.94±1.55b  4.80±1.10b  47.34±14.62 156.12±43.10  494.98±11.23b 93.28±25.81b

bP<0.01 vs  对照组.
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■名词解释
T h 1 / T h 2 :  T h细
胞是免疫应答的
中 心 细 胞 ,  根 据 
C D 4 +  T 细 胞 分
泌细胞因子和介
导免疫功能的不
同, 将其分为Th1
和Th2两个亚群 , 
T h 1 分泌 I L - 2、
I F N - γ、T N F - β
等 ,  主 要 介 导 细
胞 免 疫 ,  T h 2 分
泌 IL -4、 IL -5、
I L - 6、 I L - 1 0、
IL-13等 ,  主要介
导体液免疫. 他们
对机体的作用及
临床表现视两类
介质相互作用的
最终结果而定, 正
常机体Th1 /Th2
类细胞因子处于
动态平衡, Th1和
Th2因子之间的平
衡决定着促炎细
胞因子与抗炎细
胞因子之间的平
衡.

细胞因子和介导免疫功能的不同, 将其分为Th1
和Th2两个亚群. Th1分泌IL-2、IFN-γ、TNF-β
等, 主要介导细胞免疫. Th2分泌IL-4、IL-5、
IL-6、IL-10、IL-13等, 主要介导体液免疫. 他们

对机体的作用及临床表现视两类介质相互作用

的最终结果而定. 正常机体Th1/Th2类细胞因子

处于动态平衡, Th1和Th2因子之间的平衡决定

着促炎细胞因子与抗炎细胞因子之间的平衡[23]. 
在众多的细胞因子网络中, 最能代表Th1功能的

细胞因子分别是以TNF, IFN-γ和IL-2, 最能代表

Th2功能的细胞因子IL-4, IL-6和IL-10. 在SAP的
早期, 机体以Th1优势应答为主要病理改变, 表
现为多种促炎介质升高, 可导致SIRS. 在SAP的
中晚期, Th1细胞功能普遍降低, 而Th2细胞功能

明显升高, Th1向Th2型细胞漂移. 由于Th1/Th2
细胞因子形成动态的复杂的网络, Th1/Th2失衡

会造成“瀑布样级联反应”, 导致免疫异常贯

穿病程始终[24]. 
IL-2主要是由Th1细胞释放. AP时IL-2大量

释放, 在局部病变发展到全身性病过程中起主

要作用, 其水平与疾病的严重程度、病死率和

预后呈明显正相关[25]. 本研究发现, 胰腺炎组和

对照组血清中0.5 h后IL-2明显升高, 胰腺炎组升

高更为明显, 与病理评分显示的胰腺损伤程度

一致, 提示IL-2是AP发病中的一个重要炎症介

质, 血清的IL-2变化与胰腺炎时胰腺及胰外器官

损害程度有关.
IL-10主要是由Th2细胞产生. 有研究显示, 

IL-10可以减轻AP病程, 并对AP所致的多器官损

伤有保护作用[26-30]. IL-10是机体内诸多抗炎细胞

因子中最重要的多功能调节因子, 有利于促炎-
抗炎细胞因子平衡和炎症的恢复, 是目前所发

现的AP时重要的强效抗炎细胞因子, 在阻止胰

腺持续坏死, AP的早期诊断、治疗及预防中均

起到了关键的作用[31].
本研究结果显示, 胰腺炎组及治疗组血清

中IL-10水平也升高. 与IL-2不同的是, 其2 h后
才明显升高, 明显滞后于血清中IL-2水平增高时

限. 但与IL-2相比, 其幅度增加明显, 提示在SAP
病程中存在着由促炎反应向抑炎反应转化趋势. 
IL-2/IL-10的变化反应了Th1/Th2细胞的功能变

化. Th1和Th2的功能变化与机体的细胞免疫及

体液免疫有关. 血清sFas的变化与炎症介质的变

化一致, 提示Fas与T细胞的免疫调节作用有一

定的关系, 这有助于我们寻找更加有效的治疗 
方法.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
previous heat shock treatment on intestinal 
i n j u r y f o l l o w i n g m e s e n t e r i c i s c h e m i a /
reperfusion (I/R).

METHODS: Forty adult male Sprague-Dawley 
rats were divided into 4 groups (10 in each 
group): control group (CTRL), ischemia/reper-
fusion group (IR), previous heat shock treatment 
group (42C) and ischemia reperfusion group 
(42IR). The expression of HSP72 was examined 
in the small intestinal mucosa using Western 
blotting, and pathological changes in the ileal 
mucosal tissue were evaluated by microscopy. 

The apoptosis of intestinal mucosal epithelial 
cells was examined by terminal deoxylnucleo-
tidyl transferase mediated-dUTP nick end 
labeling (TUNEL). The enzymatic activity of 
caspase-3 in mucosal cells was assayed colori-
metrically. The percentage of peripheral blood 
leukocytes undergoing apoptosis was measured 
by flow cytometry using an annexin-V/PI dou-
ble staining assay.

RESULTS: The expression of heat-shock protein 
72 was significantly increased in 42C and 42IR 
rats compared with CTRL and IR rats (1.59 ± 
0.32, 2.71 ± 0.64 vs 0.41 ± 0.1, 0.30 ± 0.04, P < 0.01). 
The enzymatic activity of caspase-3 decreased 
significantly in the 42IR group compared with 
the IR group (1.16 ± 0.31 vs 2.32 ± 0.54, P < 0.01). 
The percentage of peripheral blood leukocytes 
undergoing apoptosis was significantly higher in 
the 42IR group than in the IR group (39.65% vs 
16.94%, P < 0.01). The number of mucosal epithe-
lia cells undergoing apoptosis was decreased in 
the 42IR the compared with the IR group. There 
were no significant differences in the enzymatic 
activity of caspase-3, in the percentage of periph-
eral blood leukocytes undergoing apoptosis and 
in the number of mucosal epithelial cells under-
going apoptosis among 42IR, 42C and CTRL rats.

CONCLUSION: Whole body hyperthermia pre-
treatment can protect against subsequent mes-
enteric ischemia reperfusion injury by increased 
induction of heat shock protein 72 and inhibition 
of peripheral blood leukocyte activation in rats.

Key Words: Intestinal; Ischemia/reperfusion; Previ-
ous heat shock treatment; Caspase-3; Peripheral 
blood leukocyte; Western blotting

Mo YN, Wang DM, Ji LM, Weng Y, He T, Chen SM. 
Protective effect of previous heat shock treatment 
on intestinal injury following mesenteric ischemia/
reperfusion in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(35): 3703-3709

摘要
目的: 探讨全身热休克预处理对肠缺血-再灌
注(ischemia/reperfusion, IR)损伤的保护作用. 
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■背景资料
肠缺血-再灌注损
伤(IRI)是临床常
见的病理生理过
程 .  肠IRI不仅会
引起肠组织的局
部损伤, 还会诱发
SIRS和MODS. 白
细胞激活是肠IRI
过程中引起急性
炎症反应的基础. 
研究表明热休克
预处理对包括小
肠在内的器官缺
血-再灌注损伤有
保护作用, 但机制
尚未阐明.



方法: 将40只SD♂大鼠随机分为4组: 正常
体温+假手术对照组(CTRL, n  = 10), 正常体
温+肠IR组(IR, n  = 10), 41.5℃-42℃热休克+
假手术组(42C, n  = 10), 41.5℃- 42℃热休克
+肠IR组(42IR, n  = 10). Western blot检测肠
黏膜HSP72蛋白表达, 原位末端缺口标记法
(TUNEL)检测肠黏膜上皮细胞凋亡, 比色法检
测肠黏膜caspase-3活性, Annexin-V/PI法流式
细胞仪检测外周血白细胞凋亡比例. 

结果: 42C、42IR组HSP72蛋白表达水平比
CTRL、IR组显著增高(1.59±0.32、2.71±
0.64 vs  0.41±0.1、0.30±0.04, P <0.01). 42IR
组caspase-3活性, 白细胞凋亡比例比IR组相
比有显著性差异(1.16±0.31 vs  2.32±0.54; 
39.65% vs  16.94%; P <0.01), 且42IR组肠黏膜
上皮细胞凋亡指数比IR组明显减少. 42IR组与
42C、CTRL组之间, caspase-3活性, 肠黏膜上
皮细胞凋亡指数, 白细胞凋亡比例均无明显 
差异.

结论: 全身热休克预处理对肠缺血-再灌注损
伤有保护作用, 其机制可能与增加热休克诱导
HSP72的表达和抑制外周血白细胞激活有关.

关键词: 肠; 缺血-再灌注; 热休克预处理; caspase-3; 

白细胞凋亡; 免疫印迹法
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0  引言

肠缺血-再灌注损伤(ischemia/reperfusion injury, 
IRI)是肠移植、严重创伤后常见的病理生理过

程. 由于肠IRI不仅会引起肠组织的局部损伤, 
还会由于肠屏障功能的受损, 渗透性增加, 而导

致肠内细菌和毒素移位到体循环, 引起网状内

皮系统发生系列反应, 诱发全身性炎症反应综

合征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS)和多器官功能不全综合征(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS)[1-2]. 白细胞在IRI
的病理生理改变中起重要作用[3-5]. 白细胞激活

是肠IRI过程中引起急性炎症反应的基础. 研究

表明, 热休克预处理对包括小肠在内的器官缺

血-再灌注损伤有保护作用[6-13], 但机制尚未阐

明. 热休克预处理对肠IRI外周血白细胞的作用

尚未清楚. 本研究在热休克预处理大鼠肠IRI模
型上观察肠黏膜细胞凋亡, 以及外周血白细胞
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和中性粒细胞凋亡比例, 探讨热休克预处理对

肠IRI白细胞变化的作用机制, 为临床防治肠IRI
提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 40只健康SD♂大鼠, 体质量200-230 g, 
由中山大学实验动物中心提供. 随机分为4组: 正
常体温+假手术对照组(CTRL, n  = 10), 正常体 
温+肠IR组(IR, n = 10), 41.5-42℃热休克+假手术

组(42C, n = 10), 41.5-42℃热休克+肠IR组(42IR, n  
= 10). 鼠抗诱导型HSP70(HSP72)mAb(SPA-810)
购自美国Stressgen公司, 鼠抗β-actin mAb购自南

京建成生物工程研究所, DAB显色试剂购自武

汉博士得生物工程公司, caspase-3 Colorimetric 
Assay购自美国R&D公司, Annexin V-FITC细

胞凋亡检测试剂盒购自美国ACTGene公司, 细
胞凋亡原位末端标记法(TUNEL)试剂盒购自

北京中杉金桥生物技术有限公司 ,  流式细胞

仪: EPICSXL型, 美国库尔特公司, 酶标仪: Stat 
Fax-2100型, 美国Awareness; 低温高速台式离

心机: 美国ICE公司; 光学显微镜: Olympus B×
41型.
1.2 方法 
1.2.1 整体动物热休克反应模型和肠缺血-再灌

注(IR)损伤模型的复制: 整体动物热休克反应模

型的复制: 大鼠用30 g/L戊巴比妥钠(1.5 mL/kg
体质量)麻醉后, 置55℃-58℃恒温水浴箱中, 使
其肛温在20 min内升至41.5℃-42℃后, 转至42℃
水浴箱中维持10 min, 然后置室温恢复24 h后, 
进行下一步实验. IR损伤模型的复制: 大鼠实验

前禁食12 h, 自由饮水. 手术前ip 30 g/L戊巴比妥

钠(1.5 mL/kg体质量)麻醉, 经腹正中切口, 分离

肠系膜上动脉(superior mesenteric. artery, SMA). 
10 min后用微动脉夹夹闭SMA, 30 min后取出

动脉夹, 恢复血液灌流. 假手术组只分离不夹闭

SMA.
1.2.2 外周血样本采集, 白细胞悬液制备及白细

胞计数: 于再灌注60 min及相应时点, 抽取颈总

动脉血2 mL于肝素试管中, 2000 r/min离心10 
min. 吸取中间的白细胞层, 先后加入18 g/L生
理盐水和预冷PBS缓冲液, 离心收集白细胞. 于
SMA夹闭前, 夹闭30 min、再灌注30 min、再灌

注60 min, 分别取鼠尾血20 µL计算白细胞数.
1.2.3 肠组织样本及肠黏膜的采集: 再灌注60 
min及相应时点, 自回盲部近端距回盲瓣10 cm
处截取2 cm长度的小肠, 100 g/L甲醛溶液中固

www.wjgnet.com

■研发前沿
肠道是对缺血-再
灌注损伤最为敏
感 的 器 官 ,  肠 缺
血-再灌注损伤是
肠移植、严重创
伤后常见的病理
生 理 过 程 ,  肠 缺
血-再灌注损伤的
发生机制以及如
何防止、减轻肠
缺血-再灌注损伤
一直是基础和临
床研究的热点.
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定后常规病理切片, HE染色观察肠组织形态学

变化. 距回盲瓣12 cm处截取足够长度的小肠, 置
预冷的生理盐水中, 纵向剖开, 轻柔漂洗2-3次, 
刮取肠黏膜, 置-80℃冰箱贮存备用.
1.2.4 H S P72, 肠黏膜上皮细胞凋亡, 肠黏膜

caspase-3活性和外周血白细胞凋亡和中性粒细

胞凋亡比例检测: Western blot检测HSP72表达, 
提取肠黏膜蛋白, 考马斯亮蓝(Bradford)法进行

蛋白定量. 将样品的蛋白浓度调整一致, 取30 μL
上样, 100 g/L Tris-甘氨酸SDS聚丙烯酰胺凝胶

电泳. 电泳后转至PVDF膜上, 以20 g/L牛血清白

蛋白封闭后, 一抗封闭4 h, 辣根过氧化物酶标记

的二抗封闭1 h, β-actin为内对照, DAB显色. 用
Scion Image软件计算HSP72的灰度值和β-actin
的灰度值, 检测样本HSP72表达水平即HSP72灰
度值/β-actin灰度值. TUNEL检测肠黏膜上皮细

胞凋亡. 石蜡切片常规脱蜡至水, 3 mL/L H2O2封

闭30 min, 切片滴加蛋白酶K(20 mg/L), 37℃ 15 
min, 修复抗原. PBS洗3 min×3次, 滴加50 g/L小
牛血清白蛋白, 37℃, 15 min, 封闭非特异性反

应. 滴加TUNEL反应液20 μL(terminal deoxynucl
eotidyltransferaseTdT 2 μL, 荧光素连接的核苷酸

混合缓冲液18 μL)置湿盒内, 37℃孵60 min, PBS
洗3次, 加ConverterPOD于37℃ 30 min, PBS洗3
次, 镜控下DAB显色. 胞核呈棕褐色即用自来水

流水冲洗, 苏木精复染, 梯度乙醇脱水, 二甲苯

透明, 树胶封片[14-15]. 高倍镜下见胞核呈棕褐色

的细胞为凋亡细胞. 选5个高倍视野分别计数其

凋亡细胞数和总细胞数, 以凋亡细胞数/总细胞

数×100%作为凋亡指数. 肠黏膜caspase-3活性

检测按试剂盒说明书进行操作, 用Stat Fax-2100
型酶标仪, 波长 = 405 nm, 读取各孔吸光度值. 
检测样本的caspase-3活性值即样本孔的吸光度

值-对照孔的吸光度值. 外周血白细胞凋亡和中

性粒细胞凋亡比例检测按试剂盒说明书操作. 
收集1×106个外周血白细胞, 用100 μL染色液重

悬细胞, 混匀后置15℃-25℃避光孵育10-15 min, 
加入AnnexinV结合缓冲液, 通过流式细胞仪(Ex 
= 488 nm, Em = 530 nm)FL1通道检测AnnexinV-
FITC荧光信号. FL2通道检测PI荧光信号. 计算

右下角+右上角细胞比例为样本总的凋亡比例.
统计学处理 实验结果以mean±SD表示. 采

用SPSS10.0统计软件对数据进行分析, 计量资料

采用析因设计方差分析进行统计学分析, 白细

胞计数变化采用重复测量方差分析. 以P <0.05判

断为有统计学意义.

2  结果

2.1 大体改变和肠黏膜形态学变化 IR组和42IR
组在夹闭SMA后, 见肠系膜血管搏动消失且肠

壁由红润变为苍白. 松夹开放血管恢复血液再

灌注后, 血管搏动恢复, 肠壁迅速充血. 再灌60 
min时发现IR组肠明显淤血水肿, 部分肠段见点

状出血, 腹腔可见大量积液. 而42IR组未见明显

损伤表现, 少见轻度淤血, 偶见腹腔有少量液体. 
CTRL组和42C组未见损伤表现. 病理检测发现

4组中IR组损伤最重, 镜下可见大量上皮细胞脱

落, 绒毛水肿明显, 腺体明显受损, 有出血, 上皮

下间隙明显增大, 固有层水肿、充血. 42IR组损

伤明显减轻, 腺体轻度受损、少量脱落, 绒毛轻

度水肿, 少见上皮下间隙扩大. CTRL组与42C组
未见损伤表现(图1).
2.2 肠黏膜上皮细胞凋亡(T U N E L法)及C a s-
pase-3活性检测 TUNEL法检测发现IR组见较密

集的染色为棕褐色的凋亡上皮细胞, 42IR组只

见较为稀疏的凋亡上皮细胞, CTRL组与42C组
见到个别凋亡上皮细胞(图2). 4组大鼠肠黏膜上

皮细胞凋亡指数比较见图3A, caspase-3活性值

比较见图3B.
2.3 诱导型HSP70(HSP72)在大鼠肠黏膜组织

中的表达 再灌注60 min及相应时点, 分别刮取

各组大鼠回肠肠黏膜, Western blot检测肠黏膜

HSP72蛋白的表达. 如图4所示, 热休克预处理组

(42C、42IR)HSP72蛋白的表达较未经热休克处

理组(CTRL、IR)显著增高. 该结果显示热休克

反应模型的复制是成功的.
2.4 外周血白细胞改变

2.4 .1  外周血白细胞数量的改变 :  I R组缺血

30 min外周血白细胞数量就明显增高, 再灌注

30 min增高更明显, 与缺血前相比有显著差异

(P <0.05). 再灌注60 min时外周血白细胞数量

维持在高水平, 与42IR组有显著差异(P <0.05). 
42IR、42C、CTRL组各时相点外周血白细胞数

量无差异(图5).
2 .4 .2  外周血白细胞和中性粒细胞凋亡比例

(Anexin-V/PI法): 采用Anexin-V/PI法, 流式细胞

仪检测4组大鼠外周血白细胞凋亡比例, 结果显

示, IR组外周血白细胞和中性粒细胞凋亡比例

显著降低. 42IR组与42C组、CTRL组无明显差

别(图6).
2.5 相关分析结果 直线相关分析显示, 肠黏膜

■相关报道
以 往 研 究 发 现
HSPs通过多种途
径对肠IRI发挥效
应 .  小 肠 移 植 大
鼠供体预先诱导
HSP72的表达, 可
减少肠黏膜细胞
凋亡. 热应激诱导
HSP70表达保护
肠IRI黏膜结构和
功能与其降低IRI
对 A c h 作用的抑
制有关.
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上皮细胞凋亡指数、肠黏膜caspase-3活性值

与肠黏膜H S P72蛋白的表达水平无相关(r = 
-0.278, r  = -0.393, P >0.05). 

3  讨论

从原核生物到人类, 所有的生物机体都能在多

种应激原的作用下产生一系列细胞应激反应, 

快速表达多种热休克蛋白(heat shock proteins, 
HSPs)[16-17]. 研究表明, 应激诱导机体表达HSPs, 
可以耐受其他不利因素对机体细胞的损伤 [18]. 
诱导型HSP70(HSP72)可以作为应激反应的标

志, 是HSPs中最受关注的一种[19]. 全身热处理

(41.5-42℃)是经典的热休克反应模型, 能诱导

HSPs表达, 尤以HSP70表达最丰富, 细胞应激后

■创新盘点
本文发现全身热
休克预处理对肠
IRI的保护作用机
制可能与其抑制
外周血白细胞的
凋亡障碍有关. 肠
黏膜细胞在热诱
导HSP72蛋白表
达的基础上, 不仅
能够耐受肠缺血-
再灌注所致的损
伤 ,  且缺血-再灌
注作为一新的应
激原可以增强热
休克处理的作用, 
诱导细胞表达更
多的HSP72.

■应用要点
本 研 究 提 示 ,  全
身热休克预处理
对 肠 I R I 的 保 护
作用机制可能与
增加热休克诱导
HSP72的表达和
抑制外周血白细
胞激活有关, 为临
床正确诱导HSPs
以防治肠IRI提供
新的治疗思路和
策略.

A B

C D

图  1  4组大鼠小肠黏膜形态学变化(HE×160). A: CTRL组; B: IR组; C: 42C组; D: 42IR组. 

图  2  4组大鼠小肠黏膜上皮细胞凋亡检测(TUNEL×160). A: CTRL组; B: IR组; C: 42C组; D: 42IR组.

A B

C D
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生成最显著[19]. 
我们给部分大鼠进行全身热休克处理后

检测肠黏膜HSP72的表达, 结果热休克处理组

HSP72表达水平较未经热处理组显著增加. 因
此 ,  本实验中整体动物热休克模型的复制是

成功的. 同时实验结果还显示, 42IR组肠黏膜

HSP72蛋白的表达水平较42C组明显增加, 提示

肠黏膜细胞在热诱导HSP72蛋白表达的基础上, 
不仅能够耐受IR所致的损伤, 且IR作为一新的

应激原可以增强热休克处理的作用, 诱导细胞

表达更多的HSP72. 其确切机制有待阐明. 
为探讨全身热休克预处理对肠IRI的作用, 

我们对经热休克预处理的大鼠复制IRI模型, 同
时观察肠黏膜形态学变化、检测肠黏膜上皮细

胞凋亡指数、肠黏膜细胞caspase-3活性、外周

血白细胞计数及外周血白细胞和中性粒细胞凋

亡比例的变化. 

实验结果显示, 经热休克预处理的大鼠在

IR后肠黏膜病理形态学的改变较未经热处理组

明显减轻, 肠黏膜上皮细胞凋亡指数和肠黏膜

细胞caspase-3活性明显下降, 与42C和CTRL组
无差异. 表明全身热休克预处理对肠IRI有保护

作用, 这种保护效应与热休克诱导HSP72表达

增加有关. 以往的研究发现, 热应激后细胞产生

的HSPs, 能对其他应激原产生交叉耐受而发挥

细胞保护效应[20], 可诱导性HSP的表达增加和增

强细胞抗凋亡作用[21]. HSP70能抑制通过Fas传
导通路诱导的caspase-8/3的活化而防止细胞凋 
亡 [22]. Baba e t a l [23]的研究却发现, 绵羊心肌

HSP72表达增加与TUNEL指数呈正相关, 同时

发现表达HSP72的细胞个体并不能预防其本身

发生凋亡. 本试验结果显示, 肠黏膜HSP72蛋白

的表达水平与肠黏膜上皮细胞凋亡指数没有显

著的相关(r  = -0.278, P  = 0.05), 与caspase-3活性

值也没有显著的相关(r  = -0.393, P  = 0.05), 这
与以往在其他组织中的研究结果不一致. 说明

HSP72表达与细胞凋亡指数的关系非常复杂, 
HSP72可能不是直接起抗凋亡作用, 而是通过抑

制白细胞或其他途径间接起作用. 

■名词解释
热休克蛋白(HS- 
Ps): 高温环境可
以诱发基因转录
合成HSPs. 目前
已 发 现 H S P s 有
3 0余种 ,  按分子
量大小将其分为
HSP90, HSP70, 
HSP60及小分子
量 H S P 等 4 个 家
族. HSP70是HSPs
中最受关注的一
种 ,  H S P 7 0 家族
主要包括结构型
HSP70(HSP73)
和诱导型HSP70 
(HSP72). 在非应
激状态下, HSP73
就有表达而HSP72
几乎不表达.

图  3  4组大鼠肠黏膜细胞凋亡检测值比较. A: 肠黏膜上皮细胞凋亡指数比较; B: 肠黏膜caspase-3活性值比较; bP<0.01 vs  

CTRL、42C、42IR组.
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图  4  热休克反应对大鼠肠黏膜中HSP72蛋白表达的影响. 
A: Western blot检测4组大鼠肠黏膜中HSP72蛋白的表达, 

以β-actin作为内对照; B: 对图4A的统计学分析; aP <0.05 vs  

42C组, bP<0.01 vs  CTRL、IR组.
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同时检测外周血白细胞计数、外周血白细

胞和中性粒细胞凋亡比例, 发现热休克预处理

组外周血白细胞计数、外周血白细胞和中性粒

细胞凋亡比例与IR组有显著差异. 热休克预处

理组外周血白细胞计数比IR组低, 但外周血白

细胞和中性粒细胞凋亡比例比IR组高, 说明全

身热休克预处理能抑制体内外周血白细胞的活

化. 正常情况下, 白细胞以及中性粒细胞会自动

启动凋亡程序而发生凋亡. 这一过程不释放蛋

白酶和炎症介质, 是机体炎症消散的主要途径. 
目前已知, 创伤感染等情况下, 白细胞以及中性

粒细胞凋亡障碍是导致SIRS或MODS的重要原

因[24]. 激活的白细胞特别是中性粒细胞一方面

通过释放趋化因子和上调炎性细胞因子的表达, 
参与介导SIRS和MODS的发生发展; 另一方面

通过释放氧自由基和蛋白酶等物质, 直接损伤

血管内皮细胞和脏器实质细胞. 导致活性氧类

介质产生的氧化酶机制被认为是中性粒细胞引

起组织损伤的主要因素[25]. 本实验结果提示, 全
身热休克预处理对肠IRI的保护作用可能通过抑

制外周血白细胞的激活, 从而减少氧自由基、

细胞因子释放, 抑制炎症反应, 或通过某种途径

抑制肠黏膜细胞凋亡保护肠黏膜. 
总之, 全身热休克预处理能抑制大鼠体内

外周血白细胞的活化, 抑制肠黏膜caspase-3的活

性, 显示对肠IRI有保护作用. 这种保护效应可能

■同行评价
本文实验设计合
理, 选择的指标及
检测方法科学, 有
一定的创新性, 具
有较强的学术价
值.

与增加热休克诱导HSP72的表达和抑制外周血

白细胞的激活有关. 全身热休克预处理及肠IRI
过程中, HSP72的增高与肠黏膜上皮细胞凋亡和

caspase-3活性之间的关系, 还有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To detect three genes of Helicobacter 
pylori (H pylori) outer membrane proteins in 
NCTC11637 and clinical strains, and to make a 
homologous comparison of the nucleotides in 
strains 26695 and J99.

METHODS: The three genes were detected with 
PCR in H pylori strains NCTC11637 and 27. The 
PCR products were sent for nucleotide sequence 
analysis, and compared with those in strains 
26695 and J99 using GenBank. 

RESULTS: The sequences of the genes of inter-
est were obtained in strain NCTC11637. Among 
27 clinical samples, OipA and HopX genes were 
detected in 10 and 23 H pylori strains, respec-
tively. Only the HopW gene was obtained in 27  
H pylori strains. Moreover, in NCTC11637, the 
homology of the OipA gene between NCTC11637 
and 26695, and J99 in nucleotide acid was 95.38% 
and 94.60%, respectively, which was lower than 

the homology between 26695 and J99, at 95.50%. 
The homology of the HopX gene between 
NCTC11637 and 26695, and J99 in nucleotide 
acid was 94.90% and 95.15%, respectively, which 
was lower than the homology between 26695 
and J99, at 96.49%. The homology of the HopW 
gene between NCTC11637 and 26695, and J99 in 
nucleotide acid was 97.38% and 94.90%, respec-
tively. The homology between 26695 and J99 
was 95.20%.

CONCLUSION: The gene sequences can be ob-
tained in NCTC11637 and clinical strains. The 
HopW gene sequence is conservative.

Key Words: Helicobacter pylori ; Outer membrane 
protein; OipA  gene; HopX  gene; HopW gene; PCR

Wang H, Shao SH. Detection and analysis of OipA, HopX 
and HopW of Helicobacter pylori. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(35): 3710-3714

摘要
目的: 检测幽门螺杆菌(H py lo r i )标准菌株

NCTC11637及临床菌株外膜蛋白的三种基因

(OipA、HopX、HopW )及比较NCTC11637中

三种基因与国际标准菌株(26695和J99)的同

源性, 为H pylori疫苗的筛选提供实验依据. 

方法:  运用P C R方法检测标准菌株N C T C 
11637及27例临床菌株中的三种基因, 并对其

进行测序. 运用GenBank比较与国际标准菌株

(26695和J99)的同源性. 

结果: 在标准菌株NCTC11637中检测到三种
基因. 在27例临床菌株中, 有10例检测到OipA  
基因. 在23例中检测到HopX 基因, 在27例中
均检测到HopW 基因. NCTC11637中OipA 基
因与26695和J99的核苷酸序列同源性分别为
95.38%、94.60%, 均低于两株国际标准菌株
的同源性95.50%. HopX 基因的同源性分别为
94.90%和95.15%, 同样低于两株国际标准菌
株的同源性96.49%. HopW 基因与26695和J99
的同源性分别为97.38%、94.90%, 两株标准
菌株的同源性为95.20%.

®

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 
(H pylori )是定植
于胃黏膜表面的
革兰阴性、生长
缓慢的螺旋状微
需 氧 菌 .  目 前 已
证实, H pylori 感
染是慢性胃炎、

消化性溃疡发生
的 主 要 病 因 ,  并
与胃癌, MALT淋
巴瘤的发生密切
相关. 近年来, 我
国人群感染率呈
上 升 趋 势 ,  达 到
60%以上 .  因此 ,  
H pylori 致病机制
的研究及其感染
的合理治疗和预
防成为关注的热
点.



王华, 等. 幽门螺杆菌OipA、HopX、HopW基因的检测及序列分析                                                                                3711

www.wjgnet.com

结论: 在标准菌株NCTC11637和临床菌株中
检测到三种基因. H pylori  HopW基因核苷酸
序列具有一定的保守性.

关键词: 幽门螺杆菌; 外膜蛋白; OipA 基因; HopX
基因; HopW 基因; 聚合酶链式反应
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )的全基因组序列显示, 在
其95个平行基因家族中存在着一个庞大的外膜

蛋白(H pylori  outer membrane protein, Hop)家
族, 编码黏附素样蛋白、前炎症蛋白、微孔蛋

白等[1-2]. 他们在诊断、保护性免疫和致病性等

方面的意义已逐渐引起国内外学者们的关注. 
前炎症蛋白(outer inflammatory protein, OipA)
作为H pylor i的外膜蛋白之一, 其重要性日益

受到关注. 有研究表明其在H pylori  感染致病

上的重要性甚至超越传统认识上的CagA[3]. 而
对于HopX和HopW, Peck et al [4]用其重组体免

疫小鼠, 结果得到血清中的抗体是特异的. 目
前对于他们的功能和致病性还不是很清楚. 国
内外关于O i p A 、H o p W 和H o p X 基因的研究

文献报道很少. 本研究运用PCR方法, 对标准

菌株N C T C11637和临床菌株三种基因进行

检测、测序并对其编码基因与国际标准菌株

26695与J99进行同源性比较分析, 以探索研制 
H pylori疫苗的新途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 菌种NCTC11637购自中国预防科学院

流行病学研究所, 哥伦比亚培养基、厌氧袋购

自Oxoid公司, Taq酶、dNTP、marker(DL2000、
DL15000)购自TaKaRa公司, marker(DL200)购
自Gereray公司, PCR基因扩增仪(Mastercycler 
Gracent, Eppendor公司), 自动凝胶成像系统(美国

UVP公司). 其他常规试剂按照《分子克隆实验

指南》要求配置.
1.2 方法 NCTC11637标准菌株按常规微需氧方

法培养. 临床菌株分离培养: 将尿素酶试验阳性

的胃溃疡和十二指肠溃疡患者的胃黏膜活检组

织直接涂布于哥伦比亚培养基上, 置37℃微需

氧培养, 96 h后挑取可疑菌落进行革兰染色及生

化反应鉴定. H pylori鉴定标准: 革兰染色阴性的

S形、弧形、海鸥形细菌, 其尿素酶、氧化酶、

触酶试验为阳性. 按照《分子克隆实验指南》提

取基因组H pylori染色体DNA, -20℃保存备用. 
根据GenBank中已报道的H pylori  26695的OipA
和HopX、HopW基因的序列设计引物, 由上海

博亚公司合成. 其序列及其反应条件(表1, 表2). 
PCR产物经14 g/L琼脂糖凝胶电泳分析鉴定, 用
标准菌株NCTC11637的反应体系及反应条件检

测临床菌株中的OipA、HopX及HopW基因. 将
NCTC11637的OipA、HopX及HopW  PCR产物送

往TaKaRa公司进行核苷酸序列测定, 其测序结

果通过GenBank与H pylori国际标准菌株26695与
J99相对应的基因进行核苷酸序列比对. 

2  结果

2.1 幽门螺杆菌的分离培养与鉴定 培养96 h的
NCTC11637、H pylori 1和H pylori 2革兰染色后, 
油镜下可见海鸥状、弧形、S形的革兰阴性菌

(图1).
2.2 PCR扩增产物三种基因琼脂糖凝胶电泳 根
据三种基因(OipA、HopX及HopW )的PCR反

应条件及反应体系 ,  以标准菌株和临床菌株

DNA为模板, 扩增反应片段. 反应结束后, 用
14 g/L的琼脂糖凝胶电泳鉴定, 可见反应条带

分别在800-1000 bp之间(大约在900 bp左右)和
1000-2000 bp之间(大约在1200 bp左右). 在1000 
bp 左右, 为目的条带(图2).
2.3 OipA、HopX及HopW基因临床菌株的来源

及检测结果 取100例胃黏膜标本, 检测并培养出

H pylori阳性的标本27例. 提取基因组DNA, 按
上述条件、方案, 检测临床菌株OipA、HopX
及HopW基因. 可见12例十二指肠溃疡中4株检

测出OipA基因, 7例胃溃疡中检测出6株, 而在

胃炎和胃癌病例中均未检测到OipA基因. 对于

HopX基因, 在27例中只有4例阴性, 其中3例来

源于十二指肠溃疡, 1例是胃炎. 只有HopW基因

在27例中均检测到. NCTC11637 PCR(OipA、

HopX及HopW基因)测序结果分别与标准菌株

图  1  标准菌珠和临床菌株的形态与染色性. A: NCTC 

11637; B: 临床菌株.

A B ■创新盘点
本文运用PCR方
法 ,  对 标 准 菌 株
NCTC11637和临
床菌株3种基因进
行检测, 测序并对
其编码基因与国
际标准菌株26695
与J99进行同源性
比较分析, 探索研
制H pylori 疫苗的
新途径.
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26695, J99相应的基因序列进行同源性比较, 结
果为NCTC11637中OipA基因与两株国际标准

菌株26695和J99的核苷酸序列同源性分别为

95.38%、94.60%, 26695和J99为95.50%. HopX  
基因的同源性分别为94.90%和95.15%, 26695和
J99为96.49%, HopW基因与26695和J99的同源性

分别为97.38%、94.90%, 26695和J99为95.20%. 

3  讨论

H pylori自1994 年被国际癌症研究机构定为Ⅰ

类致癌原后受到国内外学者的普遍重视[5]. 以往

对H pylori的研究多集中在尿素酶和细胞相关毒

素、空泡毒素等方面. 然而, H pylori的全基因组

序列显示, 在其95个平行基因家族中存在着一

个庞大的外膜蛋白家族, 如黏附素样蛋白和前

炎症蛋白、微孔蛋白等. 
OipA是一种编码相对分子量为34 kDa的

幽门螺杆菌外膜蛋白基因, 又称HopH , 基因位

置HP0638, 编码产物称前炎症蛋白OipA . 早在

1998年, Yamaoka et al [6]就发现分子量界于33-35 
kDa的外膜蛋白与IL-8的水平呈正相关, 而这

种相关性是与其他抗原包括CagA在内都无关. 
在2000年, Yamaoka做了进一步的研究, 发现

HP0638突变株诱导IL-8的量明显减少可达50%, 
因此将HP0638基因定名为OipA [7]. 还有学者发

现HP0638的状态与CagA、vacA、iceA的基因

型密切相关[8]. 同时Yamaoka et al [9]发现OipA的

状态是唯一能够将十二指肠溃疡从胃炎中区分

出来的指标. 功能性的OipA与H pylori的密度、

中性粒细胞浸润的严重程度以及胃黏膜高水平

的IL-8密切相关. 我国学者陈道荣 et al对OipA基

因进行了克隆和序列分析[10]. 
微孔蛋白为细菌外膜蛋白的一种. 其功能

主要是组成亲水样通道, 有选择地允许一些营

养物质和小分子通过, 阻止大分子物质和青霉

素、溶菌酶等进入细胞[11], 并且是离子进出外膜

的主要通路. 此外, 还具有抗原性和致病性. 根

据微孔蛋白的理化性质, 组成形式和所处环境

的不同, 可以以三聚体或单体形式存在[12]. 三聚

体结合牢固, 仅在特殊条件下(如加入SDS前加

热至70℃以上)才被裂解. 微孔蛋白的另一个显

著特点是他在细菌外膜的高表达, 有些细菌的

每个细胞可达104-106拷贝[7]. 这些特点使微孔蛋

白具有高度特异性和可变性, 发挥着多种生物

学功能. 他与宿主细胞的凋亡, 信号传导及细菌

致病性方面都有一定的关系. 
微孔蛋白可为特异性和非特异性2个类型. 

非特异性的微孔蛋白具有较宽的孔道, 而特异

性的微孔蛋白有特异性的底面结合位点, 其传

导力只是非特异性的十分之一. H pylori中非特

异性的微孔蛋白HopE[1]、HopV和HopX孔道

的传导力分别为1.5、1.4和3.0 ns, 而特异性的

微孔蛋白HopA、HopB、HopC和HopD的传导

力分别为0.36、0.36、0.32和0.24[13]. 虽然目前

关于HopW和HopX的功能还不是很清楚, 但与 
H pylori其他基因不同的是在HopW和HopX的

启动区域没有核苷酸结构的重复及G、C含量的

聚集[1,14]. 因此, 在H pylori感染的各个阶段均有

其蛋白产物的表达. 此外, Peck et al [4]用HopW和

HopX的重组体免疫小鼠, 结果得到血清中的抗

体是特异的, 没有其他的外膜蛋白抗体, 说明这

个保守序列不包含其他的抗原决定簇. 而且, 在
免疫荧光实验的检测中, 增加HopW的孵育时间

产生了明显的信号. 
疫苗抗原编码基因的保守性是决定抗原免

疫保护率的重要因素. 但目前对多数H pylori基
因的研究结果表明, H pylori不同菌株间基因变

异非常大. 因此, 掌握多种H pylori不同分离株中

同一基因的同源关系, 能够为疫苗抗原的基因

筛选提供重要依据. 
本实验运用P C R方法在标准菌株N C T C 

11637中检测到三种基因 .  在27例临床菌株

中, 有10例检测到OipA基因, 在23例中检测到

HopX 基因, 而HopW 基因在27例中均被检测

表  1  基因及引物序列

     
基因	                                                    引物序列

OipA	         5'-CCGGATCCATGAAAAAAGCTCTCTTACT-3'

	         5'-CGCGGCTCGAGTTAATGTTTGTTTTTAAAGTT-3'

HopX 	         5'-AAAAGGATCCGAAGACGATGGCTTTTATATGGGA-3'

	         5'-AAAACTCGAGTTAAAAACCTATCGTGTAGTTGAT-3'

HopW	         5'-AAAAAAGGTACCCATGAAAAGAATGGCGCGTTTGTG-3'

	         5'-AAAAAAAAGCTTTTATCAAAAAGTATAAACATAGCGCAA-3'

■应用要点
本文为H pylori 致
病机制的探讨和
疫苗的研发提供
了依据. 
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到. 标准菌株NCTC11637中OipA基因与两株

国际标准菌株26695和J99的核苷酸序列同源

性分别为95.38%、94.60%, 均低于两株国际

标准菌株的同源性95.50%. 而HopX基因的同

源性分别为94.90%和95.15%, 同样低于两株

国际标准菌株的同源性96.49%. 与前两个基

因不同的是, HopW基因与26695和J99的同源

性分别为97.38%、94.90%, 两株标准菌株的

同源性为95.20%. 在这三种基因中HopW的核

苷酸序列同源性高, 而且在27株临床菌株中均

检测到了HopW 基因. 上述结果表明, 标准菌

株NCTC11637带有三种基因(OipA、HopX及

HopW ), 但不同菌株的三种基因序列有所不同, 
且不同胃部疾病检测到的三种基因的比例各不

相同. 其中, HopW基因核苷酸序列的同源性最

高, 并且在27例临床菌株中均检测到. HopW能

否作为疫苗的候选抗原, 其核酸的突变点是否

引起氨基酸变化, 是否对其抗原性有影响以及

他的免疫源性如何还有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To purify and identify the mitochondrial 
DNA polymerase gamma (polymerase γ, Pol γ) 
from HeLa cells. 

METHODS: Ion exchange chromatography was 
used to isolate Pol γ from HeLa cells. Protein 
concentration was measured using the Bradford 
method. SDS-PAGE was performed to deter-
mine the molecular weights of the subunits of 
Pol γ. Following the incorporation of α-32P-dTTP, 
the activity of Pol γ was counted using a liquid 
scintillation spectrometer. 

RESULTS: Pol γ was purified by 150-fold to 
apparent homogeneity, with a 6% yield. SDS-
PAGE indicated the presence of one subunit of 
140 kDa, and Western blotting identified the 
specificity. Total activity and specific activity of 
Pol γ were determined to be 4.81 U and 36.17 U/

mg, respectively, by chromatography. 

CONCLUSION: Pol γ can be purified by ion ex-
change chromatography. It can then be activated 
and used as a target to detect the toxicity of 
some compounds to mitochondria in vitro. 

Key Words: HeLa cells; DNA polymerase γ; Mitochon-
dria; Ion exchange chromatography; Purification

Zhang YH, Lin JS, Li Y, Gao LL, Wang XY. Isolation, 
purification and identification of DNA polymerase gamma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(35): 3715-3721

摘要
目的: 提取并纯化人宫颈癌细胞(HeLa)的线粒
体DNA聚合酶γ(DNA polymerase γ, Pol γ), 鉴
定其纯度和活性. 

方法:  运用离子交换层析等方法提取纯化
HeLa细胞的线粒体Pol γ, 并用Bradford法检
测蛋白浓度. 经SDS-PAGE检测蛋白纯度和相
对分子量, Western blotting验证蛋白. 用α-32P-
dTTP掺入法, 液体闪烁计数器进行放射性测
量以确定Pol γ的活性. 

结果: 成功提取并纯化HeLa细胞的线粒体Pol 
γ, 经SDS-PAGE鉴定, 有一个大约140 kDa的
亚基单位, Western blotting证实为Pol γ. 对其
进行150倍纯化, 收得率为6%, 酶的总活力为
4.81 U, 比活力为36.17 U/mg. 

结论: HeLa细胞的线粒体Pol γ通过离子交换
层析法提取和纯化后活性较高, 可用于体外药
物线粒体毒性的检测.

关键词: 人宫颈癌细胞; DNA聚合酶γ; 线粒体; 离子

交换层析

张颖慧, 林菊生, 李岩, 高琳琳, 王晓燕. DNA聚合酶γ的提取、纯
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0  引言

DNA聚合酶可以进行严格的DNA复制和修复
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■背景资料
DNA聚合酶γ(Pol 
γ )指导着线粒体
DNA的正确合成, 
保证线粒体很好
行使其功能. 近年
来新出现的核苷
类抗病毒药物毒
副作用主要也作
用与Pol γ, 并且与
许多疾病的发生
( 如 P E O ) 密切相
关.



DNA损伤, 对于保持基因组的完整性是不可缺

少的[1].  在人类细胞中, 现已发现15种不同的

DNA聚合酶, 然而只有4种参与DNA的复制,  余
下的参与DNA的修复和特定DNA合成[2-3]. 虽然

大部分酶参与核DNA的复制和修复, 然而至今, 
DNA聚合酶γ(DNA polymerase γ, Pol γ)仍然是

线粒体内唯一的DNA聚合酶[4], 由核基因编码[5], 
对于线粒体DNA(mtDNA)的复制﹑合成与修复

起着独一无二的作用[2,6]. 
最近有许多抗病毒核苷类似物如治疗

HIV的叠氮胸苷(AZT), 治疗乙肝的拉米呋定

(lamivudine)和恩替卡韦(entecavir)等, 在治疗方

面起了很大的作用, 但其毒副作用不容忽视. 这
些药物的毒副作用主要作用于线粒体, 其中Pol γ
对其高度敏感[7]. 很多体外研究表明这些药物可

以抑制线粒体DNA聚合酶活性从而影响线粒体

DNA的合成, 以至影响线粒体的功能[8-9]. 本研究

旨在提取并纯化得到有活性的Pol γ, 以利于以后

有关药物对于线粒体毒性的研究.

1  材料和方法

1.1 材料 HeLa S3细胞来自于本学院免疫教研室, 
换液传代后, 按批冻存在-70℃冰箱待用. 层析所

需预溶胀DE52填料、磷酸纤维素填料(P11)均
为Whatman产品, 羟基磷灰石填料(HTP)为Bio-
Rad产品, SDS-PAGE所用装置为Bio-Rad  MiNi 
Protean-Ⅲ电泳系统, 兔抗人聚合酶γ抗体购自

Neomarkers. 层析柱购自上海锦华层析设备厂, 
规格有1.0×20 cm, 1.6×25 cm, 0.5×20 cm. 检
测酶活性所需的活化小牛胸腺DNA购自Sigma, 
反应底物dNTP为BioLabs公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 常规HeLa S-3细胞培养, 收集处

于对数生长期的细胞, 按照马歇克主编的《蛋

白质纯化与鉴定实验指南》制备冰冻细胞－

70℃保存.
1.2.2 细胞碎片制备: 若未特别说明, 所有实验均

在0℃-4℃进行, 洗脱液中均含有0.5 mmol/L二
硫苏糖醇(DTT). 将分批冻存的细胞从-70℃冰

箱取出约20 g, 冰冻细胞悬浮在含有10 mmol/L 
NaCl, 1 mmol/L K3PO4(pH7.8), 0.5 mmol /L DTT
的80 mL溶液中, 零度放置20 min后用匀浆器

将细胞破碎, 1000 r/min离心10 min, 分离细胞

质和细胞核, 留取上清细胞质组分. 将细胞核

重悬在含有0.32 mmol/L蔗糖, 1 mmol/L MgCl2, 
1 mmolL K3PO4(pH6.8),  0.3% Triton N-101, 0.5 
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mmol/L DTT的120 mL溶液中, 匀浆后100 r/min
离心10 min, 上清中含有细胞质碎片. 将所得上

清与第一次上清混合, 20 000 g离心20 min后, 收
集上清即为细胞质碎片(含有目的蛋白). 
1.2.3 第一次DEAE除核酸: 按照说明书, 所用

填料的质量根据抽出样品测得的蛋白量决定. 
称取一定量的预溶胀DEAE填料, 用0.4 mol/L 
K3PO4(pH7.5)和0.5 mmol/L DTT平衡填料, 用
同样的溶液平衡1.0×20 cm柱子. 将100 mL细
胞质碎片上柱, 再用10倍柱子填料体积的0.4 
mol/L K3PO4(pH7.5)和0.5 mmol/L DTT洗脱, 核
酸被吸附到柱子上, 酶被洗脱. 将洗脱下来的

酶溶液用蔗糖溶液浓缩过夜, 并用0.02 mol/L 
K3PO4(pH7.5)和0.5 mmol/L DTT透析平衡.
1.2.4 第二次DEAE层析: 用0.02 mol/L K3PO4 (pH 
7.5)和0.5 mmol/L DTT平衡填料. 灌柱平衡后, 将
透析后所得的溶液加入1.0×20 cm柱子, 用一倍

填料体积的0.02 mol/L K3PO4(pH7.5)冲洗柱子, 
然后用0.05-0.23 mol/L K3PO4(pH7.5)的浓度梯

度、八倍填料的体积洗脱液洗脱柱子. 分别收

集得到的洗脱液后测A 280值, 找出洗脱峰. 用大

量峰值的K3PO4(pH7.5)溶液洗脱柱子, 得到的溶

液即为含有Pol γ的洗脱液, 蔗糖溶液浓缩过夜, 
再用0.01 mol/L K3PO4(pH7.5)和0.5 mmol/L DTT
透析平衡.
1.2.5 磷酸纤维素(P11)层析 :  用0.01 m o l/L 
K3PO4(pH7.5)和0.5 mmol/L DTT溶胀P11填
料, 灌1.6×25 cm柱平衡过夜. 将从DEAE层析

获得的透析后的峰值碎片上柱 ,  八倍体积的

K3PO4(pH7.5)洗脱液按浓度梯度0.1-0.28 mol/L
冲洗柱子. 根据测得的洗脱成分A 280值, 找出洗

脱峰对应的K3PO4(pH7.5)浓度. 大量此溶液冲洗

柱子, 洗脱下来的溶液即为含有Pol γ的溶液, 蔗
糖溶液浓缩后用0.05 mol/L K3PO4(pH7.5)和0.5 
mmol/L DTT透析平衡. 
1.2.6 羟基磷灰石(HTP)层析: 按照说明书用0.05 
mol/L K3PO4(pH7.5)和0.5 mmol/L DTT平衡HTP
粉剂, 灌入0.5×20 cm柱子待其平衡好后, 将
P11层析后经过透析平衡后的溶液上柱, 10倍体

积的K3PO4(pH7.5)洗脱液按浓度梯度0.05-0.40 
mol/L冲洗柱子. 收集洗脱成分测其A 280, 用大量

出现洗脱峰时的K3PO4(pH7.5)溶液洗脱柱子上

的吸附蛋白. 收集后放在透析袋中, 用蔗糖晶体

浓缩溶液一直到不能再浓缩为止. 
1.2.7 线粒体Pol γ活性检测: 参照文献[10-11]
建立酶活性检测反应体系: 50 μL的反应总溶
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■创新盘点
本文经过多次离
子交换层析得到
有活性的纯度较
高的Pol γ, 并且将
其用做体外抗病
毒药物毒性的研
究.
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液, 其中含有45 mg/L牛血清白蛋白, 50 mmol/L 
Tris-HCl(pH8.5), 7.5 mmol/L MgCL2, 0.5 mmol/L 
DTT, 100 μg/mL活化的小牛胸腺DNA作为模板, 
100 μmol/L dATP, dGTP, dCTP和α-32P-dTTP 3.7
×104 Bq, 37℃孵育30 min. 酶活性定义为: 37℃
反应条件下30 min, 催化结合1 nmol脱氧核苷酸

的量. 
1.2.8 SDS-PAGE变性聚丙烯酰胺凝胶电泳: 制成

分离胶浓度为80 mL/L, 浓缩胶为50 mL/L, 层析

后抽出的1 mL样品. 分别抽出一部分将其与上

样缓冲液混合, 煮沸后进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳. 其中浓缩胶所用电压为80 V, 分离胶为120 V. 
电泳结束后, 考马斯亮兰染色过夜, 脱色后在凝

胶成像系统下拍照. 
1.2.9 Western blot检测Pol γ: 样品按照SDS-PAGE
变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结束后进行转膜, 然
后用兔抗人聚合酶γ抗体进行一抗孵育, 结束后

羊抗兔二抗孵育, 最后用DAB在膜上显色. 

2  结果

2.1 人HeLa细胞Pol γ纯化 将破碎细胞离心所得

组分上入DEAE柱除去核酸后, 收集得到的洗脱

液浓缩测得体积为120 mL, 用考马斯亮兰法测

得蛋白浓度为2.1 g/L. 经SDS-PAGE电泳看到一

条140 kDa的亚基(图1), 并用Western blot证实其

特异性(图2). 所得蛋白透析后用不同浓度梯度

的K3PO4(pH7.5)经过第二次DEAE层析(图3A),收
集峰值的洗脱液, 浓缩后约60 mL, 测得蛋白浓度

为0.68 g/L. 透析后上磷酸纤维素柱子(图3A), 出
现A 280峰值时所用的K3PO4(pH7.5)溶液洗脱柱子, 
收集得到的洗脱液浓缩后约13 mL, 蛋白浓度为

0.22 g/L. 透析后进行羟基磷灰石层析(图3A). 按
照图中所示的K3PO4浓度梯度洗脱柱子, 收集峰

值的洗脱液, 即为最后纯化所得的DNA聚合酶γ, 
浓缩到最后溶液约为1.9 mL, 测得其浓度为0.07 
g/L. 电泳后在140 kDa处看到一条很浅的条带, 
Western blotting表明此为线粒体DNA聚合酶. 
2.2 人HeLa细胞Pol γ鉴定 在Pol γ的逐步层析纯

化中对每一步浓缩后的蛋白进行电泳(图1)鉴定

其纯度, 发现其杂蛋白条带逐渐减少, 其目的蛋

白的一个亚基(140 kDa)条带颜色逐步变浅, 证
明其蛋白得到了有效的纯化. 进行Western blot
印迹(图2)特异性结合鉴定其为Pol γ. 在纯化过

程中每次层析后测得其总蛋白、总活力、比活

力、纯化倍数及蛋白收得率, 结果显示酶的活

力虽然逐渐降低, 但是其比活力、纯化倍数却

逐渐增高, 获得率逐渐降低, 表明目的蛋白得到

了逐步的纯化, 杂蛋白量渐少(表1, 图1). 纯化完

后蛋白的纯化倍数为150, 达到了较高的纯化, 
说明此方法可用来提纯纯度较高的Pol γ.

3  讨论

Po l γ位于线粒体基质 [1-2], 是唯一存在于线粒

体中的D N A聚合酶 .  虽然只占线粒体蛋白的

0.008%, 但是对于维持mtDNA连续性和正确性

起着重要作用, 保证线粒体正常行使功能[13-14]. 
在此, 我们从人HeLa细胞中提取了Pol γ, 并用多

步离子交换层析纯化. 虽然收得率较低, 但是得

到了较高纯化倍数并具有活性的DNA聚合酶, 
经SDS-PAGE电泳表明含有一个明确的亚基(140 
kDa). 完整的Pol γ应包含有两个亚基, 一个较大

1                 2            3             4             5

图  2  Western blot印迹. 1: 破碎细胞后所得溶液; 2: 第1次

DEAE层析所得收集液; 3: 第2次DEAE层析纯化后所得蛋白

组分; 4: P11层析纯化后所得蛋白组分; 5: 羟基磷灰石层析

后所得纯化蛋白.

200 kDa
150 kDa
120 kDa
100 kDa

50 kDa

图  1  SDS-PAGE电泳图. 1: 蛋白marker; 2: 破碎细胞后所得

溶液; 3: 第1次DEAE层析所得收集液; 4: 第2次DEAE层析纯

化后所得蛋白组分; 5: P11层析纯化后所得蛋白组分; 6: 羟

基磷灰石层析后所得纯化蛋白.

6         5          4         3          2         1

表  1  离子交换层析Hela细胞DNA聚合酶γ

     
步骤

	              总蛋白    总活力     比活力       纯化  收得

                                  (mg)       (Ukat)    (Ukat/mg)     倍数  率(％)

破碎细胞后所得     330          78            0.24         /        /

第1次DEAE层析     252        103            0.40        2   132

第2次DEAE层析       40.8       67            1.64        7     86

P11层析	                  2.86     54          18.88      78     69

HTP层析	                  0.133     4.81     36.17    150       6

■应用要点
Pol γ可以用于药
物毒性的体外研
究, 也可研究其对
mtDNA复制和修
复的相关机制. 
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的催化亚基Pol γ A(140 kDa)和一个较小的调节

亚基Pol γ B(55 kDa). 大亚基除了主要的聚合酶

作用外, 还有3'-5'核酸外切酶的作用, 在碱基切

除修复中去除5'脱氧核糖核酸(dRP). 小亚基Pol γ 
B有增加大亚基持续合成的能力, 在碱基切除修

复中起到增强催化亚基的作用, 通过识别RNA
引物激发mtDNA的合成[15-19]. 双链DNA(dsDNA)
的结合也是通过Pol γ B协助Pol γ A进行定位[20]. 
生物化学对于人Pol γ的鉴定表明, 在酶的纯化

过程中, 由于Pol γ B的缔合常数太小可导致其丢 
失[21-22], 故我们电泳只看到一个大的催化亚基, 

小亚基可能已丢失. 但是通过活性检测证明, 在
体外他仍然有正确合成DNA的作用并具有较

高的活性. 酵母菌中提取出来的聚合酶本身就

只有一个大亚基, 但是仍然有高的持续合成能 
力[23]. 

最近研究显示, 许多疾病与Pol γ的功能密切

相关, 如进行性眼外肌麻痹(PEO)[24-26], 弥漫性进

行性脑灰质变性[27]、感觉性共济失调、神经病

变、发音困难和帕金森综合征[28], 男性不育[29-31]

也与其聚合酶的活性有关. 正常m t D N A由于 
Pol γ的存在, 其错配率很低. 但是随着年龄的

■名词解释
DEAE: 一种阴离
子交换纤维素, 装
柱后可以使交换
剂的外水空间增
大 ,  结构更牢固 , 
并且电荷分布更
均匀 ,  pH变化范
围宽, 可以根据需
要选择不同的种
类吸附不同电荷
大小的蛋白质或
者核酸, 稳定性较
好.
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图  3  离子交换层析法. A: 第二次DEAE层析; B: 磷酸纤维素层析; C: 羫基磷灰石层析. 
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增长, 由于Pol γ的活性和功能的下降, 修复氧

化损伤的能力会随着D N A聚合酶的活性及碱

基切除修复的能力的下降而下降 .  线粒体是

进行有氧呼吸的主要场所 ,  导致活性氧族的

堆积 ,  与氧化损伤的有关疾病如黄斑变性和

阿尔茨海默病也由此出现[12]. 曾有研究者用有

Pol γ功能缺陷的转基因小鼠模型, 但他缺乏核

酸外切酶的校正功能不能保证mtDNA的正确

复制, 从而增加线粒体D N A的突变率 [32]和心

肌病的危险性[33-34]. 另外常染色体显性或隐性

疾病的发生也与线粒体D N A聚合酶的活性有

关. 如PEO就是由于大脑中突变的mtDNA超

过总数的50%, 而Pol γ的功能异常不能正常修 
复[35-37]. 近年来有许多对于抗HBV和HIV的抗

病毒药物(拉米呋定﹑恩替卡韦和叠氮胸苷等)
的研究, 其机制为竞争抑制病毒的逆转录酶或

者病毒的D N A聚合酶 .  而作为人线粒体中唯

一的DNA聚合酶Pol γ对其敏感性很高, 毒性

大 [38-42]. 大量的基础和临床研究一致报道, 核
苷类逆转录酶抑制剂(NRTIs)如扎西他宾、地

达诺新、司他夫定对于Po l γ有很强的抑制作 
用[43-50]. 由此可见DNA聚合酶γ在临床疾病的发

生发展及治疗中起着巨大的作用. 他可提供一

个新的药理治疗的目标来推动DNA的修复, 也
可用于核苷类似物药物的毒性检测及药物的筛

选等. 我们提纯有活性的酶以利于体外研究, 而
在纯化的过程中, 洗脱液里都加了少量的抗氧

化剂DTT. 虽然酶的活性好, 并得到了很好的纯

化, 但是酶的获得量仍然很少, 用此来做药物的

毒性检测尚可, 但是若要用于其他研究就远远

不够. 因此, 我们应寻找到更好的提取与纯化此

酶的方法以得到大量有活性的酶.
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Abstract
AIM: To investigate the correlations between the 
variations in peripheral T-cell subpopulations and 
HBV replication levels in Chinese chronic HBV 
carriers (HBVc) with normal liver function tests. 

METHODS: The relative percentage of T-cell 
subpopulations in peripheral blood was mea-
sured by flow cytometry in 216 HBVc and 100 
normal controls. HBV markers were detected by 
ELISA. Serum viral load was measured by real-
time RT-PCR. The relationship between HBV 
replication level and variations in peripheral 
T-cell subpopulations was analyzed. 

RESULTS: HBVc had a decreased number of 
CD3+ and CD4+ cells, a decreased CD4+/CD8+ 
ratio, and an increased number of CD8+ cells com-
pared with normal controls (P < 0.01). The levels 
of CD3+ and CD4+ cells and the CD4+/CD8+ ratio 
decreased 20.4%, 17.8% and 35.7%, respectively (P 
< 0.01), and there was a 21.9% increase in the level 
of CD8+ cells in HBV DNA (+) HBVc as compared 
with HBV DNA(-) HBVc (P < 0.01). The level of 
HBeAg(+) HBVc decreased 19.5%, 14.0% and 
28.6% in CD3+ and CD4+ cells and CD4+/CD8+ ra-
tio, respectively (P < 0.01), and over 19.6% in CD8+ 
cells, compared with HBeAg (-) HBVc (P < 0.01). 
There were negative correlations between the 
levels of CD3+ and CD4+ cells and the CD4+/CD8+ 
ratio and viral load (r = -0.67, -0.54, -0.67, P < 0.01), 
and a positive correlation between the level of 
CD8+ cells and viral load (r = 0.61, P < 0.01). Com-
pared with the HBV DNA (+) and HBV DNA(-) 
groups, the number of CD3+ and CD4+ cells and 
the CD4+/CD8+ ratio were significant lower, and 
the number of CD8+ cells was significant higher 
in the HBV DNA (+)/HBeAg (+) group. A similar 
pattern was seen in HBVc with maternal HBV-
infection (MH) status compared with non-MH 
HBVc (P < 0.01). The percentages of MH HBVc 
that were HBV DNA (+) and HBeAg (+), and 
the number with a viral load > 1 × 1010 copies/L, 
were significantly higher than those of non-MH 
HBVc fulfilling these criteria (82.2% vs 34.5%), OR 
= 8.65, 95% CI: [4.45, 17.33]; (75.2% vs 28.7%), OR 

®

■背景资料
HBV感染是一个
全球性的健康问
题. 人体感染HBV
的转归主要依赖
于机体的免疫状
态. 当免疫反应能
够清除受病毒感
染 的 细 胞 时 ,  感
染便得以控制. 否
则 ,  病 毒 持 续 存
在. 成人感染HBV
后多数表现为急
性感染过程, 而垂
直感染或幼儿期
感染者常表现为
慢性感染. 长期以
来, 人们普遍认为
HBV感染的慢性
化主要是机体细
胞免疫功能低下
所致, 但其机制并
未完全阐明. 近年
来, 随着蛋白质多
肽纯化技术的日
臻完善, 单克隆抗
体技术日趋完美, 
分子生物学技术
的迅速发展及其
与免疫学的结合, 
推动了细胞免疫
功能和细胞因子
研究的进程.
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= 7.44, 95% CI: [3.91, 14.56]; (65.1% vs 10.3%), OR 
= 15.94, 95% CI: [7.13, 39.66]. Among the HBVc 
with MH, the number of CD3+ and CD4+ cells and 
the CD4+/CD8+ ratio were obviously lower, while 
the number of CD8+ cells was significant higher 
in HBV DNA(+) and HBeAg (+) patients than in 
HBV DNA(-) and HBeAg (-) patients, respectively 
(P < 0.05, P < 0.01). A similar pattern was also seen 
in non-MH HBVc.

CONCLUSION: Our results suggest that disor-
ders of cellular immunity in Chinese HBVc with 
normal liver function tests could be caused by 
HBV infection, and are significantly associated 
with viral replication level, including viral load 
and HBeAg expression. 

Key Words: Chronic hepatitis B virus carrier; Hepa-
titis B virus DNA; T lymphocyte subsets; Immune 
function; Real-time quantitative PCR

You J, Zhuang L, Chen HY, Tai H, Song JX, OuYang HM, 
Tang BZ, Sriplung H, Chongsuvivatwong V, Geater A, 
Zhang YF, Yang HQ, Huang JH. Relationship between 
variations in peripheral T-lymphocyte subsets and viral 
replication levels in Chinese chronic HBV carriers with 
normal liver function tests. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(35): 3722-3727

摘要
目的: 研究慢性HBV携带者(HBVc)HBV复制
水平与T细胞亚群变化的关系. 

方法:  应用流式细胞仪检测肝功能正常的
H B V c 216例和正常人100例外周血T细胞
亚群百分比, ELISA法检测血清乙肝标志物 
(HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, HBcAb, 
Anti-HBcAb IgM), 实时荧光定量PCR法检
测血清H B V D N A, 对T细胞亚群结果与血
清HBV DNA载量和HBeAg表达的关系进行 
分析.  

结果: H B V c外周血C D3+,  C D4+及C D4+/
C D8+较正常人显著降低(P <0.01), 而C D8+

显著升高(P <0.01). 与HBV DNA(-)组比较, 
HBV DNA (+) 组CD3+, CD4+及CD4+/CD8+

分别降低20.4%, 17.8%和35.7%, CD8+升高
21.9%(P <0.01). 与HBeAg(-)组比较, HBeAg(+)
组CD3+, CD4+及CD4+/CD8+分别降低19.5%, 
14.0%和28.6%, CD8+升高19.6%(P <0.01). 随
着病毒载量的升高, CD3+, CD4+及CD4+/CD8+

显著下降 ,  分别与病毒载量呈显著负相关 
(r  = -0.67, -0.54, -0.67, P <0.01); CD8+显著
升高 ,  与病毒载量呈显著正相关(r  = 0.61, 
P <0.01). HBV DNA(+)和HBeAg(+)组与HBV 

DNA单阳性组和阴性组比较, CD3+, CD4+及
CD4+/CD8+显著降低(P <0.05, P <0.01), CD8+

显著升高(P <0.01). 有母亲感染史者C D3+, 
CD4+及CD4+/CD8+较无母亲感染史者明显降
低, CD8+则显著升高(P <0.01). 在有母亲感染
史者中, 血清HBV DNA(+) 82.2%, HBeAg(+) 
75.2%, HBV DNA水平>1×1010 copies/L者
65 . 1%,  均分别显著高于无母亲感染史者
的34.5%, OR  = 8.65, 95% CI: [4.45, 17.33], 
28.7%, OR  = 7.44, 95% CI: [3.91, 14.56]和
10.3%, OR  = 15.94, 95% CI: 7.13, 39.66]. 有
母亲感染史和无母亲感染史者中 ,  与H B V 
DNA(-)组比较, HBV DNA (+)组CD3+, CD4+及
CD4+/CD8+均显著降低(P <0.05, P <0.01), CD8+

均显著升高(P <0.01); 与H B e A g(-)组比较, 
HBeAg(+)组CD3+, CD4+及CD4+/CD8+比均显
著降低(P <0.05, P <0.01).

结论: 肝功能正常的HBVc T细胞免疫功能
紊乱与病毒复制水平之间存在显著相关性, 
HBV活跃复制进一步加重紊乱. 

关键词: 慢性HBV携带者; HBV DNA; T淋巴细胞; 

免疫功能; 实时荧光定量PCR
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0  引言

目前H B V感染呈世界流行趋势 ,  感染后可逐

渐发展成肝硬化(LC)甚至肝细胞肝癌(HCC), 
严重威胁人类健康 ,  是一个全球性的健康问 
题[1-4]. 我国1.2亿人长期携带HBV, 其中的35%可

发展为慢性肝炎, 65%可演变为LC, 80%的HCC
与HBV感染有关[5], 每年因此导致大约50万人死

亡[1]. 我国40%-50%的感染者是因母婴传播感染

的[6-8]. HBV感染的扩散主要由无症状携带者的

扩散, 可见携带者在乙肝感染中的地位. 这些慢

性HBV携带者中, 25%以上死于与之相关的肝脏

疾病如重型肝炎, LC或HCC. 
机体免疫功能状况与HBV长期携带有重要

关系. 各种免疫细胞特别是T细胞亚群之间的调

节紊乱, 不论原因来自宿主还是源于病毒, 都是

体内不能清除病原体及H B V在肝内持续复制

的主要原因. 目前持续携带者的病毒如何影响

免疫效应而以高水平病毒血症持久感染还只是

研究的初期. 我们采用流式细胞术检测HBV携

■研发前沿
HBV感染及其结
局与机体的免疫
功能状况之间存
在着密切的相关
性. HBV感染的免
疫发病机制及宿
主病毒之间的相
互作用是目前乙
型肝炎国内外研
究的热点. 持续携
带者的病毒如何
影响免疫效应而
以高水平病毒血
症持久感染还只
是研究的初期.
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带者(HBVc)外周血T淋巴细胞亚群的变化, 并
通过分析不同病毒载量和不同HBeAg表达状

况HBVc外周血T细胞各亚群变化的规律, 探讨

HBV复制水平对T细胞免疫功能的影响情况.

1  材料和方法

1.1 材料 HBVc 216例, 男125例, 女91例, 平均年

龄31.5±11.2岁. 诊断符合2005年中华医学会肝

病学分会中华医学会感染病学分会联合制订的

《慢性乙型肝炎防治指南》诊断标准(HBsAg
阳性, 但无肝炎症状和体证, 各项肝功能检查正

常, 经半年观察无变化者)[9]. 其中30岁以下124
例(57.4%), 30岁以上92例(42.6%), HBV DNA 

(+)136例(63.0%), HBV DNA(-)80例(37.0%), 
HBeAg(+)122例(56.5%), HBeAg(-)94例(43.5%). 
全部患者排除甲、丙、丁、戍型肝炎和免疫

缺陷性疾病, 以及HCC、各种感染、风湿病和

结核等, 1年内无应用免疫制剂史. 正常对照组

HBsAg(-)100例, 男61例(61.0%), 女39例(39.0%), 
平均年龄33.2±10.3岁, 均为健康体检合格人员, 
无肝病病史及肝病证据.
1.2 方法 取全血100 µL(EDTA抗凝或肝素抗凝) 
加入三色mAb(CD3-PE-CY5/CD4-FITC/CD8-
PE, Immunotech公司)20 µL, 混匀, 室温避光放

置20 min. 放入Muti-Q-Prep处理仪处理(美国

Coulter公司)后, 用流式细胞仪(Epics-XL, 美国

Coulter公司)检测T细胞亚群. 阴性对照取全血

100 µL加入小鼠IgG-PE-CY5/IgG-FITC/IgG-
PE(Immunotech公司)20 µL, 其余步骤同上. 血
清乙肝标志物(HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, 
HBcAb, Anti-HBcAb IgM)检测用ELISA法, 血清

HBV DNA检测用实时荧光定量PCR检测系统

(FQD-33A型), 最低检测值为1×106 copies/L. 操
作严格按试剂盒使用说明进行.

统计学处理 结果以mean±SD和百分比表

示. 采用R 2.5.0统计软件进行分析, 组间均数比

较用ANOVA或t检验, 样本率的比较采用χ2检验

或Fisher's exact test. 各T细胞亚群与病毒载量之

间的相关性采用相关分析. P <0.05为有统计学 
意义.

2  结果

本组患者HBV DNA(+) 63.0%, HBeAg(+) 56.5%. 
有母亲HBV感染史的HBVc 129例, 占59.7%. 
感染年龄在8岁以下者80例(37.0%), 8-20岁者

56例(25.9%), 20岁以上者58例(26.9%), 有22
例(10.2%)未知感染年龄. 有母亲感染史者中,  

48.1%感染年龄在8岁以下, 而无母亲感染史者

中, 42.5%感染年龄在20岁以上. 在有母亲感染

史者中, 血清HBV DNA(+) 82.2%显著高于无

母亲感染史者34.5%, OR  = 8.65, 95% CI: [4.45 
17.33], HBeAg(+) 75.2%显著高于无母亲感染史

者28.7%, OR  = 7.44, 95% CI: [3.91, 14.56], 而无

母亲感染史者的HBeAb(+) 71.3%则显著高于有

母亲感染史者24.8%, OR  = 7.44, 95% CI: [3.91, 
14.56]. 有母亲感染史者血清HBV DNA水平>1.0
×1010 cop ies/L者65.1%显著高于无母亲感染

史者10.3%, OR  = 15.94, 95% CI: [7.13, 39.66], 
而无母亲感染史者血清HBV DNA水平<1.0×
106 copies/L者65.5%显著高于有母亲感染史者

17.8%, OR  = 8.65, 95% CI: [4.45, 17.33]. 平均血

清病毒载量水平前者(7.13±2.36 lg copies/mL) 
vs (4.07±1.74 lg copies/mL, P <0.01). 有母亲感

染史者, 血清HBV DNA(+)和HBeAg(+) 72.1%显

著高于无母亲感染史者21.8%, OR  = 9.13, 95% 
CI: [4.68, 18.5].
2.1 HBVc外周血T细胞亚群变化 HBVc外周血

CD3+, CD4+及CD4+/CD8+比正常对照组明显

降低(P <0.01), CD8+高于正常对照组(P <0.01). 
与HBV DNA(-)组比较, HBV DNA(+)组CD3+, 
CD4+分别降低20.4%和17.8%(P <0.01), CD8+

升高21.9%(P <0.01) ,  C D4 +/C D8 +显著下降

35.7%(P <0.01). 与HBeAg(-)组比较, HBeAg(+)
组CD3+, CD4+分别降低19.5%和14.0%(P <0.01), 
CD8+升高19.6%(P <0.01), CD4+/CD8+显著下降

28.6%(P <0.01). 有母亲感染史者CD3+, CD4+

及C D4+/C D8+比较无母亲感染史者明显降低

(P <0.01), CD8+则显著升高(P <0.01, 表1).
2.2 HBVc病毒载量及状况与T细胞亚群 随着

HBV病毒载量的升高, CD3+, CD4+及CD4+/CD8+

显著下降, C D8+显著升高. H B V D N A(+)和
HBeAg(+)组与HBV DNA单阳性组和阴性组比

较, CD3+, CD4+及CD4+/CD8+比显著降低, CD8+

显著升高(表2).
2.3 H B V c有母亲感染史外周血T细胞亚群变

化 与HBV DNA(-)组相比, 有母亲感染史HBV 
DNA(+)组CD3+, CD4+及CD4+/CD8+的比显著降

低, CD8+显著升高(P <0.01). 无母亲感染史HBV 
DNA(+)组CD3+, CD4+及CD4+/CD8+的比显著降

低(P <0.01, 0.05和0.01), CD8+明显升高(P <0.05). 
与HBeAg(-)组相比, 有母亲感染史HBeAg(+)组
CD3+, CD4+及CD4+/CD8+的比显著降低(P <0.01, 
0.05和0.01), CD8+显著升高(P <0.01). 无母亲感

■创新盘点
本文采用流式细
胞术对大样本的
肝功能正常HBVc
检测外周血T细胞
亚群, 用实时荧光
定量PCR法检测
血清HBV DNA载
量水平, 并对T细
胞亚群结果与病
毒复制水平之间
的关系进行分析, 
同时以母亲感染
史为分层变量进
行二者之间的关
系分析, 探讨HBV
复制水平与T细胞
免疫功能变化的
关系.
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染史HBeAg(+)组CD3+, CD4+显著降低(P <0.05和
0.01), CD4+/CD8+的比明显减低(P <0.01)(表3). 
2.4 HBVc病毒载量与T细胞亚群的相关性 HBVc
外周血T细胞亚群CD3+, CD4+, CD4+/CD8+的比

与血清病毒载量呈显著负相关(r  = -0.67, -0.54, 
-0.67, P <0.01); CD8+与HBV病毒载量呈显著正

相关(r  = 0.61, P <0.01).

3  讨论

长期以来, 人们普遍认为HBV感染的慢性化主

要是机体细胞免疫功能低下所致, 但其机制并

未完全阐明. 对HBV呈完全免疫耐受则表现为

慢性携带者, 对HBV免疫功能低下. 即对HBV
抗原有一定识别和清除能力, 从而导致一定的

肝细胞损害, 表现为慢性肝炎. 研究发现, 慢性

乙肝患者及HBVc与健康对照比较CD4+, CD4+/
CD8+下降, CD8+升高[10-15]. 而CD3+的检测结果

各不相同, 如有研究发现CD3+较健康对照组降 
低[12,16-17]、升高[12], 或与正常组比较无显著差

异[14,18]. HBV诱导T淋巴细胞Fas表达增加, 通过

表  1  HBVc外周血T细胞亚群变化(mean±SD)*

     
分组                          n               CD3+ (%)	           CD4+ (%)	   CD8+ (%)         CD4+/CD8+

HBV(-)	            100          71.1±4.8            38.9±3.4          24.0±4.4         1.7±0.3

HBV(+)b	            216          57.4±13.8          33.9±7.0          33.1±8.0         1.1±0.4

HBV DNA(-)         80          65.8±9.4            37.1±6.3          28.1±5.7         1.4±0.4

HBV DVA(+)b      136            52.4±13.6          30.5±6.2          36.0±7.7         0.9±0.3

HBeAg(-)             94           64.5±10.4          35.8±6.7          29.1±6.4         1.3±0.4

HBeAg(+)b          122           51.9±13.6         30. 8±6.5          36.2±7.7	         0.9±0.3

MH(-)	              87          64.7±10.7          35.8±6.1          28.7±5.6         1.3±0.4

MH(+)b	            129          52.4±13.5          31.1±7.0          36.0±8.0         0.9±0.4

MH: 母亲HBV感染史. bP < 0.01 vs  (-).

表  2  HBVc血清病毒载量及状况与T细胞亚群(mean±SD)

     
分组(HBV DNA)	                     n 	    CD3+(%)	                   CD4+(%)	            CD8+(%)	  CD4+/CD8+

1  (≤1×106 /L)	                 80	 65.8±9.4              37.1±6.3            28.1±5.7	   1.4±0.4

2  (>1.0×106-1.0×108 /L)	 14	 65.4±5.2              34.7±2.8            28.7±6.2	   1.3±0.4

3  (>1.0×108-1.0×1010 /L)	 29            66.2±10.0b           33.7±6.4b           32.4±6.5b	   1.1±0.2ab

4  (>1.0×1010 /L)	                  93	 46.1±10.5            28.9±6.0            38.2±7.2	   0.8±0.2

A  (HBV DNA(-) HBeAg(-))	 70	 66.1±9.0	              37.1±6.6            28.1±5.9	   1.4±0.4

B  (HBV DNA(-) HBeAg(+))	 10	 64.3±12.0            37.0±4.1            28.5±4.0	   1.3±0.2

C  (HBV DNA(+) HBeAg(-))	 24	 59.8±12.8c           32.0±5.6d          31.9±7.3d	   1.1±0.3d

D  (HBV DNA(+) HBeAg(+))    112	 50.8±13.3            30.2±6.4	         36.9±7.6	   0.9±0.3

aP<0.05 vs  2组; bP<0.01 vs  1, 4组;  cP<0.05, dP<0.01 vs  A, D组.

表  3  HBVc有母亲感染史HBV DNA和HBeAg状况与T细胞亚群(mean±SD)

     
分组                                                                                 n             CD3+(%)	         CD4+(%)         CD8+(%)	  CD4+/CD8+

HBVc有母亲感染史	                    HBV DNA(-)        23        65.0±7.3          36.2±7.7     28.5±6.3 	   1.4±0.5

                                                   HBV DVA(+)      106        49.7±13.0bc      30.0±6.4bc   37.7±7.4bc         0.8±0.3bc

                                                   HBeAg(-)            32        60.6±11.6        33.6±7.9      30.4±7.5 	   1.2±0.5

                                                   HBeAg(+)            97        49.7±13.0e       30.3±6.5d    37.9±7.4e	   0.8±0.3e

HBVc无母亲感染史(non-MH)	   HBV DNA(-)        57        66.2±10.2        37.5±5.7     28.0±5.4           1.4±0.4

                                                   HBV DVA(+)        30        61.8±11.4a       32.5±5.5b    30.1±5.7a          1.1±0.2b

                                                   HBeAg(-)            62        66.5±9.3          37.0±5.7      28.3±5.8           1.4±0.4

                                                   HBeAg(+)            25        60.3±12.9d	    32.7±6.0e    29.6±4.9           1.1±0.3e

aP<0.05, bP<0.01 vs  HBV DNA(-); cP<0.01 vs  HBV DNA(+) non-MH; dP<0.05, eP<0.01 vs  HBeAg(-).

■应用要点
本文发现, 国人肝
功能正常的HBVc 
T细胞免疫功能紊
乱与病毒复制水
平之间存在显著
相关性, HBV活跃
复制进一步加重
紊乱. 病毒复制水
平与细胞免疫功
能紊乱之间的关
系研究, 为相关研
究和临床工作提
供有价值的依据, 
二者之间的因果
关系值得深入研
究. 改进和提高抗
病毒治疗的效率
应是结束持续感
染的最重要措施. 
在小儿中普遍实
施包括乙肝疫苗
接种计划在内的
综合措施, 防止慢
性HBV携带的发
生, 是最根本的措
施.
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Fas/FasL的途径使表达Fas的淋巴细胞发生凋亡. 
我们发现, HBVc较健康对照组CD3+, CD4+显著

下降, CD8+明显升高, CD4+/CD8+比值降低, 差异

具有显著性. 提示HBVc体内细胞免疫功能低下, 
可能也是T淋巴细胞凋亡增加所致, 其中CD3+细

胞数量的明显下降, 说明机体参加细胞免疫反

应的免疫活性细胞不足. 熊一力 et al [19]在HBV转

基因小鼠免疫耐受机制的实验中发现, HBsAg刺
激后的Tg鼠淋巴细胞增生明显降低, 产生细胞

因子也显著减少, 说明T细胞对HBV的免疫活化

状态欠佳. 
本研究结果进一步证实了HBV的影响, 提

示HBVc各T细胞亚群改变不仅与HBV感染有

关, 也与HBV DNA复制有关. 随着HBV DNA复

制增加, 可进一步加重HBVc细胞免疫功能的

紊乱, 提示HBeAg在导致HBVc T细胞亚群改变

中起重要作用. 首先, 在HBV感染的垂直传播

中可起耐受原作用, 导致病毒不能被机体清除, 
形成出生后的慢性感染[20]. 在HBeAg转基因小

鼠, Th1对HBeAg的应答低于Th2样细胞. 其次, 
起诱导原的作用, 诱导Ts细胞增值, 加重免疫抑 
制[21-23]. 所以HBVc T细胞亚群发生改变, 即CD4+

减少, CD8+增高, CD4+/CD8+比值下降, 提示免

疫功能下降. 体外实验发现, 病毒载量低的慢性

HBV特异性T细胞水平往往高于高病毒载量患

者. 高病毒负荷可抑制HBV特异性T细胞功能. 
慢性肝炎自发清除病毒并出现HBeAg抗体血清

转换时, 其外周血特异性T细胞反应增加. 在临

床实验中运用拉米夫定治疗1 mo后, 乙肝患者

血中可检测到HBV特异性的CD4+和CD8+ T细
胞, 且与治疗前比较呈上升趋势[10]. 国外临床试

验中亦发现拉米夫定迅速抑制病毒血症, 与对

照组比较显著增强HBe转换[24]. 这些发现提示, 
通过抗病毒抑制HBV的复制在一些患者中可能

恢复HBV特异性的免疫反应, 从反面支持我们

的实验结果. 我们按高、中、低病毒载量分为3
组, CD3+, CD4+, CD8+, CD4+/CD8+均有统计学差

异. CD8+随病毒载量升高而增加, CD3+、CD4+

及CD4+/CD8+的比值随其增加而降低. 相关分析

结果也提示外周血T细胞亚群CD3+, CD4+, CD4+/
CD8+比与血清病毒载量呈显著负相关, CD8+与

HBV病毒载量呈显著正相关. 此结果进一步提

示, HBV复制增加可进一步加重细胞免疫功能

的紊乱. 
我国是乙型肝炎的高流行区, 感染时年龄

越小, 成为慢性携带者的机率越高[25]. 宫内感染

者几乎100%发展为HBVc, 新生儿期感染为90%, 
<2岁时感染为75%-80%, 3-5岁时为35%-45%, 
6-14岁时为25%, 免疫力低下的成人为3%-5%[8]. 
本研究结果表明, 59.7%的患者有母亲感染史, 
且其中大多数(48.1%)感染年龄在8岁以下. 有母

亲感染史组血清HBV DNA和HBeAg阳性率及

高病毒载量患者数均显著高于无母亲感染史组. 
与无母亲感染史组比较, 有母亲感染史组CD3+, 
CD4+细胞减低, CD8+细胞增高, CD4+/CD8+比

值下降均具显著性差异(P <0.01). 进一步在HBV 
DNA(+/-)组间和HBeAg(+/-)组间进行比较, HBV 
DNA(+)组和HBeAg(+)组CD3+, CD4+显著下降, 
CD8+明显升高, CD4+/CD8+比值降低, 差异具有

显著性. 此结果进一步提示, HBV复制增加和

HBeAg表达增强可进一步加重细胞免疫功能的

紊乱. 
总之, 肝功能正常的HBVc T细胞免疫功

能紊乱与病毒复制水平之间存在显著相关性, 
HBV活跃复制进一步加重紊乱. HBV在建立和

维持持续性感染的过程中, 可能通过多种机制

特异性抑制清除病毒的免疫应答, 造成免疫功

能紊乱. 而HBeAg在HBV感染的垂直传播中起

耐受原作用, 造成免疫耐受. 在我国, 绝大多数

HBVc来自小儿期感染, 免疫耐受是其发生的基

础, 而HBV的复制又起了进一步诱导耐受的作

用. 病毒复制水平与细胞免疫功能紊乱之间的

因果关系值得深入研究. 改进和提高抗病毒治

疗的效率应是结束持续感染的最重要措施. 在
小儿中普遍实施包括乙肝疫苗接种计划在内的

综合措施, 可防止慢性HBV携带的发生. 
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Abstract
AIM: To investigate intraoperative blood 
coagulation variation and correlative influential 
factors in liver transplantation.

METHODS: Twenty-nine cases undergoing 
orthotopic liver transplantation from cadaveric 
livers from 2006-06 to 2007-05 and 15 cases un-
dergoing living-donor liver transplantation in 
the same period were studied retrospectively. 
We assessed prothrombin time (PT), activated 
partial thromboplastin time (APPT), interna-
tional normalizing ratio (INR), fibrinogen (FIB), 
platelet (PLT), hemoglobin concentration(Hb),a
lbumin (ALB) and total carbon dioxide (TCO2) 
during the pro-operation period, dissection pe-
riod, anhepatic period, early and late neohepatic 
period, respectively. Changes of every value 
reflecting blood coagulation function and acid-
base metabolism condition were observed in all 
groups, and fluctuation patterns of all values 
were studied between periods and groups. Peri-
operative influential factors were also analyzed. 
In addition, we compared values of living-donor 
liver transplantation with orthotopic liver trans-
plantation from cadaveric livers in the same pe-
riod and studied their correlations.

RESULTS: The average blood coagulation condi-
tion of CHC group was between the HCC group 
and FLF group. In the reperfusion 30 min reper-
fusion period, PT, APTT and INR were more ab-
normal than in any other period of the operation, 
while FIB level reached its lowest point in the 
anhepatic stage (Living-donor liver transplanta-
tion: 0.68 ± 0.17 g/L vs 0.93 ± 0.37 g/L, 0.77 ± 0.19 
g/L, 0.83 ± 0.27 g/L, 0.72±0.31 g/L; Orthotopic 
liver transplantation: 0.65 ± 0.14 g/L  vs 0.89 ± 0.10 
g/L, 0.71 ± 0.26 g/L, 0.69 ± 0.16 g/L, 0.70 ± 0.23 
g/L, P < 0.05). In the hepatocelluar carcinoma 
(HCC) group, their relative parameters were al-
most normal before LDLT and the change span 
during LDLT was less than those in the other two 
groups (P < 0.05). Patients in the FLF group were 
in the worst coagulation state with prolonged PT, 
APTT, INR and reduced FIB (P < 0.05). However, 
these patients recovered in the shortest time after 
reperfusion. The MELD score was negatively cor-
related with intraoperative blood loss and blood 
transfusion (r = 0.619, P < 0.05). Compared with 
liver transplantation from cadaveric liver, the 
change span of blood coagulation function and 
acid-base metabolism balance was wider than the 
frontier, especially in the coagulation function’
s aggravation aspect in the dissection and anhe-
patic periods. However, after reperfusion all pa-
rameters pertaining to blood coagulation function 
and acid-base metabolism balance recovered in a 
shorter time (P < 0.05).

CONCLUSION: Coagulopathy therapy should 
be individualized according to the perioperative 
condition of patients to aid the operation and 
reduce intraoperative blood loss.

Key words: Living-donor liver transplantation; Or-
thotopic liver transplantation; Blood coagulation

Ma HX, Dong JH, Duan WD, Chen YL. Change in blood 
coagulation and correlative influential factors in liver 
transplantation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(35): 
3728-3733

摘要
目的: 探讨不同肝移植术式术中凝血功能变
化的规律及相关的影响因素.

®

■背景资料
我国的临床肝移
植近年来发展迅
速 ,  9 5 % 的 肝 源
来 自 死 囚 的 捐
献 .  为 了 规 范 和
加强人体器官捐
献技术临床应用
管 理 ,  国 务 院 于
2007-03-21颁布
了《人体器官移
植条例》, 并于今
年05-01全国实行. 
这项条例的实行
大大减少了“死
囚”器官的来源, 
继而亲体肝移植
术在我院逐渐展
开. 此项技术在我
国医学领域尚属
初步发展阶段, 科
学地掌握亲体肝
移植患者手术过
程中凝血功能的
变化及影响因素, 
进而合理应用凝
血药物及血制品
对手术的顺利进
行及患者的康复
具有重要意义.
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方法: 将2006-06/2007-05我院15例亲体肝移植
患者及29例原位肝移植患者, 分为肝癌组, 肝
硬化和急性肝衰组. 综合评估患者术前状态, 
于患者术前及术中(无肝前期、无肝期、再灌
注期30 min、再灌注期1 h)检测凝血酶原时间
(PT)、活化的部分凝血酶原时间(APTT)、国
际标准化比值(INR)、纤维蛋白原(FIB)、血
小板计数(PLT)、血红蛋白量(HB)、白蛋白
(ALB)及CO2结合力(TCO2), 观察不同肝移植
术式术中各组患者凝血功能及酸碱失衡的变
化规律及特点, 分析术前和术中可能存在的影
响因素及与凝血功能的相关性.

结果: 肝硬化患者组术前凝血状态介于肝癌

组与急性肝衰组之间. 术前PLT明显减少, 与
其他两组相比差异显著(P <0.05). 无肝期各

项指标进一步恶化. 再灌注30 min PT, APTT, 
INR值达到峰值, FIB水平于无肝期达到最低

点(亲体移植: 0.68±0.17 g/L vs  0.93±0.37 
g/L, 0.77±0.19 g/L, 0.83±0.27 g/L, 0.72±0.31 
g/L; 原位肝移植: 0.65±0.14 g/L vs  0.89±0.10 
g/L, 0.71±0.26 g/L, 0.69±0.16 g/L, 0.70±0.23 
g/L, P <0.05). 肝癌组各指标术前基本正常, 术
中变化幅度均较前两组小(P <0.05). 急性肝衰

组患者术前PT、APTT、INR延长最为显著, 
凝血状态最差(P <0.05), 但术中恢复较快. 除
无肝期外, FIB较其他两组明显减少(P <0.05). 
应用Pearson相关分析术中出血量与围手术期

因素的相关关系, 发现MELD评分与术中出血

量具有相关性(r = 0.619, P<0.05). 与原位肝移

植相比, 亲体肝移植术中凝血功能及代谢紊

乱的变化较大, 尤以无肝前期及无肝期恶化明

显. 再灌注后各项凝血指标恢复迅速(P<0.05).

结论: 应根据具体情况个性化治疗肝移植患者.

关键词: 亲体肝移植; 原位肝移植; 凝血功能
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0  引言

自肝脏移植作为治疗终末期肝病的有效治疗手

段在全球得到公认后, 我国于上个世纪90年代

迅速开展. 近1年来由于尸体肝源的匮乏, 亲体

肝移植术逐渐取代尸体肝移植而成为主要治疗

手段. 肝移植围手术期凝血功能的有效调控对

确保手术顺利进行有至关重要的意义, 术中低

凝状态导致患者术后并发症及死亡率升高, 而
术后高凝状态致使肝动脉血栓形成使患者面临

再次肝移植的风险[1]. 因此掌握其变化规律及影

响因素则是解决这一难题的关键. 我们对本院

2006-06/2007-05实施的15例亲体肝移植病例与

同期实施的29例原位移植病例进行回顾性分析, 
现阐述如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-06/2007-05实施的亲体肝移植病例

15例, 男10例, 女5例, 年龄16-58(平均40.27)岁. 按
原发病因不同分为3组: 慢性乙型肝炎肝硬化组4
例, 原发性肝癌组6例, 急性肝功能衰竭组5例(药
物性肝衰4例, 肝豆状核变性1例). 供肝均来自亲

属部分肝脏. 供体无1例死亡, 受体1例因曲霉菌

感染于术后11 d死亡. 同期实施的原位移植病例

29例, 男26例, 女3例, 年龄27-59(平均45.18)岁. 按
原发病因不同分为3组: 慢性乙型肝炎肝硬化组

6例, 原发性肝癌组18例, 急性肝功能衰竭组4例, 
1例肝门胆管癌除外. 供肝来自颅脑损伤致死者. 
受体在住院期间无1例死亡.
1.2 方法 按手术进程分别于术始、无肝前期、

无肝期、再灌注30 min、再灌注1 h静脉采血, 
检测凝血酶原时间(P T)、活化的部分凝血酶

原时间(APTT)、国际标准化比值(INR)、纤维

蛋白原(FIB)、血小板计数(PLT)、血红蛋白量

(HB)、白蛋白(ALB)及CO2结合力(TCO2). 并根

据检测结果针对性应用浓缩红细胞、新鲜冰冻

血浆、机采血小板、凝血酶原复合物、纤维蛋

白原、人血白蛋白等血液制品及药物, 以改善

凝血功能. 统计患者术前的凝血、生化、血常

规, model for end-stage liver disease(MELD)评分, 
术中出血量、输血量及血液制品的用量.

统计学处理 所有检测数据以mean±SD表

示. 采用Microsoft Excel软件进行统计描述, 同
一指标组间的比较采用成组设计的两样本均

数t检验, 而同一指标组内不同时期的比较采用

配对设计的差值均数与总体均数比较的t检验, 
P <0.05差异有统计学意义. 应用Pearson相关分

析术中出血量与围手术期因素的相关关系. 所
有数据均应用SPSS12.0版本软件进行统计学 
分析.

2  结果

肝硬化患者的凝血指标检测结果提示, 本组患

■研发前沿
与原位肝移植相
比, 亲体肝移植是
一项操作难度大, 
手术时间较长的
技术. 手术操作的
顺利进行往往依
赖于患者相对平
稳的机体状态, 其
中凝血功能与代
谢状态显得尤为
重 要 .  影 响 因 素
繁多复杂, 就凝血
状态而言就涉及
凝血、抗凝、纤
溶、抗纤溶不同
领域. 因此彻底掌
握亲体肝移植患
者在手术过程中
各系统在网络变
化中的作用是非
常重要的.
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者从总体水平来看, 术前凝血状态介于肝癌组

与急性肝衰组之间, 即PT、APTT、INR和FIB
指标. 最为突出的是术前PLT明显减少, 亲体肝

移植患者平均仅为32×109/L, 原位肝移植患者

仅为39.70×109/L(100×109/L-300×109/L),与
其他两组相比差异显著(P <0.05). 无肝前期各凝

血指标的时间均有不同程度的延长, 但差异无

显著性, FIB进一步降低. 此期PLT的短暂性升

高与术前积极补充机采血小板有关. 无肝期各

项指标进一步恶化, 至再灌注30 min, PT, APTT, 
INR值达到峰值, FIB水平于再灌注1 h后达到最

低点, 与术前相比均差异显著(P <0.01), 再灌注

1 h逐渐好转. 肝癌组与其他两组相比, 整个手

术过程中的凝血指标检测结果较为乐观, 各指

标术前基本正常, 术中变化幅度均较前两组小

(P <0.05). 急性肝衰组患者术前PT、APTT、INR
延长最为显著, 凝血状态最差(P <0.05), 但术中

恢复较快. 无肝前期PT及INR有所缩短, 可能与

手术开始后积极大量地补充血浆及各种凝血因

子有关. 相比之下, FIB于各期均明显低于, 与其

他两组相比(P <0.05). 三组患者HB、ALB与CO2

于无肝期较术前均明显降低(P <0.05), 再灌注后

缓慢恢复. 从表1、表2可以看出, 无论是亲体肝

移植或原位移植，肝硬化组的患者整个术中的

ALB水平较其他两组低, 无肝期与再灌注30 min
最为明显(P <0.05). 应用Pearson相关分析术中出

血量与围手术期因素(术前PT、APTT、INR、

FIB、ALB、尿素氮、肌酐与MELD评分)的相

关性, 发现MELD评分与术中出血量具有相关性 
(r = 0.619, P <0.05). 与原位肝移植相比，亲体肝

移植术中凝血功能及代谢紊乱的变化较前者大, 
尤以无肝前期及无肝期患者凝血功能的恶化较

原位移植明显. 再灌注后各项凝血指标比原位

移植组恢复迅速(P <0.05)(图1). 

3  讨论

接受肝移植手术的患者常为慢性肝病晚期或急

性暴发性肝功能衰竭. 由于各种原因导致肝实

质破坏, 影响凝血因子的合成或致其质量下降[2], 
内源性抗凝因子增加及原发或继发纤溶亢进, 
从而出现凝血纤溶失衡而常常形成低凝状态导

致肝移植术中的失血倾向. 晚期慢性肝病患者

有70%合并脾亢而致的血小板数量减少功能异

常加重这一出血. 肝移植术前应积极矫正低凝

状态, 针对性补充体内缺乏的凝血因子如凝血

酶原复合物、新鲜冰冻血浆和机采血小板等. 
凝血因子的半衰期较短, 多在4-24 h, 故应在手

术当日早晨给予. 新鲜冰冻血浆含有全部凝血

及抗凝因子, 是改善凝血最理想的物质[3]. Camci 
et al [4]报道, 采用新鲜冰冻血浆作为置换液进行

血浆置换可有效改善凝血障碍. Kimmings et al [5]

报道, 高胆红素和胆汁酸血症可激活补体等因

子而致凝血/纤溶紊乱促发弥散性血管内凝血

(DIC). 因此若非急诊手术, 应于术前经皮肝穿刺

胆管置管引流术(PTCD)纠正黄疸. 
无肝前期, 手术解剖分离引起的出血及术

中的输血补液使凝血因子丢失和稀释. 库存血

含有的抗凝物质也随着进入血液循环, 而表现

为凝血指标不同程度的下降. 这一时期应结合

Sonoclot、凝血弹性描记图(thrombelastography, 
TEG)与PT、APTT、INR、PLT的监测结果指

导输血给药, 减少出血量, 尽量保持凝血与纤溶

平衡[6-8]. 同时随着手术时间的延长, 代谢性酸中

毒、HB下降、白蛋白丢失使水电解质失衡、代

谢紊乱、组织水肿，直接或间接地影响凝血功

能, 应进行针对性调整, 保持内环境稳定. 进入

无肝期后, 凝血因子迅速下降、组织纤溶酶原

激活剂缺乏, 肝脏的清除作用而迅速增高、体

内代谢产物及内毒素未经肝脏解毒直接进入血

液循环、代谢性酸中毒、低钙血症、失血致凝

血因子的进一步丢失等将进一步导致凝血功能

进一步恶化. 这一时期凝血功能的维持主要依

靠外来补充. 应根据检测结果积极补充新鲜冰

■相关报道
Ozier et al 指出在
肝移植过程中患
者出血是多因素
共同作用的结果, 
在术前不可预知,  
认为术中应用迅
速而灵敏的仪器
来监测凝血状态
的变化是最重要
的.

图  1  不同肝移植术患者INR和TCO2的变化情况(mean±SD). 

A: 肝硬化患者; B: 急性肝衰患者.
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冻血浆. 冷沉淀、凝血因子复合物、纤维蛋白

原及新鲜冰冻血浆可明显改善凝血机制[9]. 且应

注意代酸的调整, 此期尤为严重. Ozier et al [10]认

为, 无肝后期和新肝早期凝血功能的明显低下

可能与内源性凝血途径受抑制而纤溶活跃有关. 
再灌注期, 门腔静脉系统的开放, APTT、INR明
显延长, 纤维蛋白原达最低点[11]. 与文献报道相

似[12]. 这些变化主要是由于移植肝窦内皮细胞大

量组织因子、内源性肝素的释放[13]及再灌注引

起的氧自由基, 白细胞介质释放, 大量酸性代谢

产物进入循环与外源性肝素的入血所致. 再灌

注早期主要表现为严重的低凝状态与纤溶亢进. 
此期我们应该采用鱼精蛋白对抗肝素效应, 抑
肽酶对抗纤溶和补充纤维蛋白原, 而凝血因子

的补充不应过于积极. 亲体肝移植术移植肝脏

冷缺血时间较短, 再灌注1 h后凝血功能明显改

善. 从图1、图2中我们可以看到凝血功能的恢

复常较代谢性酸中毒的纠正迟滞. 因此手术末

期若酸中毒逐渐纠正的情况下, 凝血因子的补

充同样不应过于积极, 以防止肝移植术后最重

要的并发症-血管内血栓形成[14-15].  
本文通过对整个手术过程中ALB及TCO2变

化特点进行分析发现, 尽管在手术过程中根据

检测结果间断补充人血ALB, 但肝硬化患者在

进入无肝期后始终维持在20 g/L左右, 而其他两

组患者则不然. 究其原因可能是由于肝硬化患

者晚期全身各器官慢性损伤, 储备功能差. 外界

侵入性操作易诱发全身炎症反应综合征(SIRS), 

     

表  1  肝硬化、急性肝衰、肝癌患者亲体移植术前术中凝血指标的变化(mean±SD)

aP<0.05, bP<0.01 vs  术前; cP<0.05 vs  其他组同期; eP<0.05 vs  其他组同期. 

时间 PT(s) APTT(s) INR FIB(g/L) PLT(×109/L) HB(g/L) ALB(g/L) TCO2(mmol/L)

肝硬化

    术前   23.55±

9.55

   73.00±

38.09

   2.14±

1.08

    0.93± 

 0.37

   32.00±  

   7.96e

    74.50±

14.15

  31.20±

 3.57

  22.20±

 2.78
    无肝前期   28.73±

5.34

   76.38±

24.96

   2.48±

0.55

    0.77±

 0.19

   38.50±

   9.95e

    68.50±

23.00

  26.83±

 5.09

  20.83±

2.51
    无肝期   32.28±

 4.97a

   130.1±   

     60.27a 

   2.85± 

 0.48a

    0.68±

  0.17a

   34.00±

   7.62e

    65.25±

20.96

  21.83±

   3.56ae

  16.53±

  3.65a 
    再灌注30 min     49.25±   

    22.05b

   147.6±  

     52.21b

   5.64± 

 3.12b

    0.83±

 0.27

   28.50±

    7.60ae

    67.00±

19.20

  21.05±

  4.42e

  18.48±

 2.86
    再灌注60 min     35.35±

   10.25a

   137.1±  

     57.47b

   3.46±

1.99a

    0.72±

 0.31

   37.00±

   7.39e

    77.00±

21.95

  21.40±

  1.94e

  20.48±

2.55
急性肝衰

    术前   36.90±

12.82c

   97.26±

 44.79c

    4.29±

 1.57c

    0.62±

  0.26c

 91.4±

38.06

    74.40±

26.75

  32.44±

 8.17

  19.66±

 1.48
    无肝前期   23.48±   

  3.94b

   112.5± 

     71.97a

    2.11±

 0.48a

    0.68±  

   0.12c

 79.2±

44.81

    74.00±

16.14

  29.42±

 4.43

  19.16±

2.91
    无肝期   27.70± 

  1.75a

   110.1±     

     34.62a

   2.42±

 0.11a

    0.67±

0.16

 74.2±

39.33

    69.40±

15.67

  27.04±

 2.42

  16.48±

2.38
    再灌注30 min   35.44± 

3.85

   152.9±   

     60.16b

   3.80±

0.27

    0.51±

   0.12c

 74.6±

36.54

    73.20±

14.74

  27.90±

 5.15

  17.94±

1.94
    再灌注60 min   28.66± 

  6.25a

   117.7±  

     51.59a

   2.46±

 0.43a

    0.48±

  0.30c

 61.4±

33.03a

    80.20±  

  9.60

  28.54±

 2.45

  19.72±

2.47
肝癌

    术前   18.13±

2.71

   40.00±

23.11

   1.49±

0.28

    2.28± 

 0.93

70.00±

61.94

97.67±

41.79

  34.43±

 3.62

  17.87±

4.84
    无肝前期   24.30±

7.94

   47.73±  

 9.33

   2.69±

1.33

    1.60±

 0.59

75.33±

66.40

101.67±

42.0

  29.43±

 2.65

  17.80±

4.51
    无肝期     32.25±

    13.51b

   84.55±  

 13.79b

   3.09±

 1.63b

    0.79±

  0.19b

45.00±

7.07a

67.50±

3.54a

  25.85±

  1.91a

  14.00±

   0.14a

    再灌注30 min     30.17±

    16.16b

   72.27±

  22.16b

   3.41±

 2.11b

    1.26±

  0.53a

64.33±

42.15

91.33±

25.92

  28.00±

 1.00

  16.00±

 6.08
    再灌注60 min     25.33±

    11.68a

    54.33± 

 19.14a

   2.10±

 0.85a

    0.89±   

  0.23b

53.33±

40.42

88.33±

27.54

  29.67±

 0.58

  17.33±

 2.52

■创新盘点
本文总结亲体肝
移植术手术过程
中凝血功能变化
及影响因素的相
关分析, 并与原位
移植进行对比研
究, 提出亲体肝移
植术中特有的凝
血功能变化规律
曲线, 影响术中出
血量的围手术期
因素和相应治疗
中的注意事项.
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慢性肾功能不全常常伴术中中重度慢性代谢性

酸中毒使全身性毛细血管通透性增高, 大量外

源性人血ALB渗漏导致术野不清晰, 影响手术

操作难度, 产生恶性循环. 因此这一现象提示, 
我们肝硬化患者进行肝移植术中, 控制SIRS以
及酸碱平衡显得尤为重要.

从本研究结果我们可以看到与原位移植相

比, 亲体肝移植术中凝血功能及代谢紊乱的变

化较前者大, 尤以无肝前期及无肝期患者凝血

功能的恶化较原位移植明显. 再灌注后各项凝

血指标的恢复又常常比原位移植迅速. 分析原

因有: (1)亲体肝移植与原位移植相比, 是一项要

求精细度更高的手术操作. 在进行各管道分支

吻合的过程中增加了手术时间, 无肝期延长, 凝

血功能随之恶化. (2)出血量前者常常大于后者. 
(3)与原位移植相比, 亲体肝移植最大的优势是

冷缺血时间很短, 约20 min左右, 而热缺血时间

几乎为零. 在这种状态下能确保供肝的质量, 因
此在受体全身状态较为平稳的情况下可使供肝

迅速发挥作用. 
亲体肝移植术往往较原位移植出血凶猛, 较

难控制. 本文肝硬化组平均出血量为13 425 mL, 其
原因可能由于围手术期全身各器官慢性损伤, 
储备功能差, 尤以肝肾为主, 常伴有慢性肾功能

不全、慢性代谢性酸中毒、黄疸等症状, 造成

凝血功能障碍且矫正困难, 从而导致大量出血. 
另外, 晚期肝硬化患者PLT明显减少, 脾大, 脾功

能亢进, 产生抗血小板自身抗体和肠源性内毒

     

表  2  肝硬化、急性肝衰、肝癌患者原位移植术前术中凝血指标的变化(mean±SD)

aP<0.05, bP<0.01 vs  术前; cP<0.05 vs  其他组同期; eP<0.05 vs  其他组同期. 

时间 PT(s) APTT(s) INR FIB(g/L) PLT(×109/L) HB(g/L) ALB(g/L) TCO2(mmol/L)

肝硬化

    术前   20.32±

 7.19

    75.00±

28.17

   2.25±

1.12

    0.89± 

 0.10

   39.70±  

   7.96e

    69.13±

17.95

  30.42±

 6.35

  20.14±

 1.63
    无肝前期   25.43±

 5.17

    75.64±

23.00

   2.37±

0.45

    0.71±

 0.26

   41.50±

   6.54e

    71.34±

10.79

  28.68±

 3.58

  19.64±

3.18
    无肝期   30.28±

 4.97

   121.0±   

     53.72b 

   2.70± 

 0.31a

    0.65±

  0.14a

   36.43±

   9.31e

    57.12±

16.58

  19.73±

   2.69ae

  17.22±

 1.02
    再灌注30 min     43.25±   

    25.35b

   145.1±  

     52.70b

   5.07± 

 2.13b

    0.69±

 0.16

   25.58±

    6.57ae

    63.87±

25.49

  20.56±

  4.17e

  17.49±

 2.60
    再灌注60 min     40.35±

    15.52a

   140.7±  

     52.22b

   4.43±

1.57a

    0.70±

 0.23

   32.55±

   8.17e

    70.38±

23.57

  21.62±

  2.83

  18.58±

1.54
急性肝衰

    术前   38.40±

  8.73c

   94.57±

 37.46c

    4.57±

 1.92c

    0.65±

  0.18c

 103.5±

   42.3

    70.62±

8.51

  33.14±

 6.52

  21.49±

 1.06
    无肝前期   37.70±   

 4.61

   115.0± 

     47.13a

    4.00±

 0.83

    0.67±  

   0.23c

   89.44±

   35.17

    73.65±

20.19

  29.88±

 2.79

  21.00±

0.53
    无肝期   35.12± 

 1.47

   111.3±     

     32.24a

   3.92±

0.74

    0.66±

0.14

   82.4±

   32.22

    70.43±

13.66

  28.75±

 7.45

  18.42±

2.16
    再灌注30 min   32.44± 

  6.75a

   147.9±   

     53.73b

   3.49±

0.62a

    0.50±

   0.21c

   79.59±

   45.62a

    72.76±

15.37

  27.43±

 3.81

  19.47±

1.23
    再灌注60 min   30.51± 

  3.59a

   139.5±  

     60.23a

   2.91±

 0.39a

    0.47±

  0.30c

   81.20±

   31.80

    79.41±  

  5.52

  27.92±

 1.63

  19.51±

0.68
肝癌

    术前   19.00±

 5.30

   45.83±

16.22

   1.06±

0.25

    2.37± 

 0.76

   83.60±

   50.31

   90.65±

   45.33

  32.15±

 2.33

  17.63±

3.34
    无肝前期   19.97±

 4.36

   48.14±  

 7.53

   1.87±

0.58

    2.01±

 0.91

   79.42±

   57.05

   95.86±

   41.97

  30.64±

 1.77

  18.09±

2.71
    无肝期     29.20±

    10.90a

   78.75±  

 17.87b

   2.89±

 1.55a

    0.86±

  0.27b

   52.14±

   10.30a

   58.69±

   12.56

  27.38±

  1.04

  16.05±

   1.08
    再灌注30 min     32.17±

    14.19b

   75.64±

  12.26b

   2.97±

 1.94a

    1.01±

  0.46a

   53.62

   39.35

   85.14±

     9.62

  28.52±

 4.25

  16.72±

 4.60
    再灌注60 min     27.33±

    11.46a

    60.13± 

 10.97a

   2.53±

 0.44a

    0.88±   

  0.39b

   52.22

   38.92

   82.75±

   19.88

  28.66±

 2.10

  17.06±

 1.32

■应用要点
本研究掌握了亲
体肝移植术中特
有的凝血功能变
化规律曲线及影
响术中出血量的
围手术期因素, 对
纠正凝血紊乱, 减
少术中出血有一
定的指导意义.
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素, 血小板生成素(TPO)减少, 不仅数量减少, 功
能也常常受到不同程度的影响. 肝硬化肝癌患

者则出血较少, PT、APTT异常但较易保持轻

度低凝状态. 本文肝癌患者术中平均出血量仅 
2200 mL, 与单纯肝硬化患者相比明显减少. 究
其原因可能是由于原发性肝癌患者常表现有伴

癌综合征的特点, 如红细胞增多、血液高凝等. 
这些表现恰恰适度抵消肝功能不全引起的血液

低凝. 急性肝功能衰竭组之出血量居肝硬化与

原发性肝癌组之间. 此类患者常急诊行亲体肝

移植术, 术时患者内环境紊乱, 在全身应激因子

所致的级联反应影响之下, 各器官储备功能虽

强但无以发挥. 急诊肝移植术后, 内环境纠正, 
各器官功能得以迅速恢复, 其凝血功能亦然. 总
体来说, 原位移植术较亲体肝移植平稳, 出血量

亦少. 70%的患者仅使用补充凝血因子的药物即

可保证手术的顺利进行而不需要额外的血液制

品. 再灌注后机体各系统功能的近期恢复较亲

体移植迟缓. 有关原位移植与亲体肝移植远期

疗效的对比性研究我们还需要进一步的研究与

探讨. 总之, 不同的移植方式与不同病因使受者

术中的凝血功能变化不尽相同. 因此我们应根

据患者的具体情况, 详尽分析与监测, 才能有效

地改善移植患者围手术期凝血/纤溶功能, 保证

手术顺利进行及术后患者的平稳恢复.  
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Abstract
AIM: To research the anti-proliferation effects 
of fresh extracts from different parts of gecko 
on cultured H22 hepatoma cells in vitro, and the 
tumor-inhibiting effects of these extracts on mice 
with transplanted H22 tumors in vivo, to identify 
the active components.  

METHODS: MTT assay was used to evaluate 
the anti-proliferation effects of fresh extracts 
from different parts of gecko, such as the skin, 
head, muscle and bone, internal organs, tail and 
whole gecko, on cultured H22 hepatoma cells 
in vitro. Transplanted H22 tumor-bearing mice 
were used as a model for observing the anti-
tumor effects of extracts from gecko internal or-
gans, geckos without internal organs and whole 
geckos. The mice were divided into two groups 
and given each type of extract, with one group 
receiving a high dose and the other a low dose.

RESULTS: High doses of gecko internal organ ex-
tract revealed an obvious anti-proliferation effect 
on H22 cells in the in vitro experiment, the inhibi-
tion rate was 61.6%. Compared with other extracts, 
the inhibitory effect was significant (P < 0.01). In 
the in vivo experiment, the level of inhibition in the 
5-FU group was 65.3%. The levels of inhibition of 
low and high doses of extracts from gecko internal 
organs extract were 8.4% and 16.8%, respectively. 
Those seen with low and high doses of extracts 
from geckos without internal organ were 26.3% 
and 42.1%, respectively, while those low and high 
doses of extract from whole gecko were 31.6% and 
52.1%, respectively. Compared with the model 
group, there were statistical differences in tumor 
weights of mice treated with extract from geckos 
without internal organs and whole gecko (P < 0.05 
or P < 0.01). However, compared with the tumor 
weights of the 5-FU group, only the high-dose of 
extract from whole gecko showed no difference 
(P > 0.05). There were no differences in thymus 
weight, thymus index, spleen weight, or spleen 
index all gecko groups and the model group. 
However, these four observed items were all sig-
nificantly lower in the 5-FU group than those in 
the model group and whole gecko group (P < 0.01). 

CONCLUSION: Gecko extracts have good anti-
tumor effects.

Key Words: Gecko Swinhonis Gunther ; Anti-tumor 
Activity; MTT assay

Yang LH, Yang JX, Wang XM, Fu H, Liu GX. Anti-tumor 
effects of fresh extracts from different parts of gecho on 
mouse H22 hepatocellular carcinoma in vivo and in vitro. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(35): 3734-3737

摘要
目的: 探讨鲜壁虎不同部位提取液对培养的
H22肝癌细胞体外抑制增殖作用和对H22实体
型移植瘤小鼠的体内抑制作用, 寻找有效的抗
肿瘤活性成分.

方法: MTT法检测高、低剂量的壁虎皮肤、

头部、肌肉骨骼、内脏、尾部及全壁虎的提
取液对H22肝癌细胞的体外杀伤作用. 采用

®

■背景资料
肝癌在我国发病
率高, 预后差, 寻
找有效的抗肝癌
药物具有重大的
现实意义. 大量基
础、临床研究证
实壁虎具有良好
的抗癌作用, 探究
其有效部位可指
导临床用药. 
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昆明小鼠H22移植瘤模型观察壁虎内脏高、

低剂量组, 去内脏壁虎高、低剂量组, 全壁虎
高、低剂量组的体内抑瘤活性及荷瘤小鼠胸
腺和脾脏指数的变化.

结果: 体外实验结果显示, 壁虎内脏提取液高
剂量可显著抑制H22细胞的增殖, 抑制率为
61.6%, 与其他部位的提取液相比有显著差
异(P <0.01). 体内抑瘤实验, 5-FU组的抑瘤率
为65.3%, 内脏低剂量和高剂量组的抑瘤率为
8.4%和16.8%, 去内脏为26.3%和42.1%, 全壁
虎为31.6%和52.1%. 去内脏壁虎的高、低剂
量组和全壁虎的高、低剂量组的瘤重与模型
组比较有统计学差异(P <0.05或P <0.01). 全壁
虎高剂量组与5-FU组的瘤重相比较无统计学
差异. 各壁虎组与模型组小鼠的胸腺重、胸
腺指数, 脾脏重、脾脏指数相比均没有明显
差异. 而5-FU组胸腺重、胸腺指数, 脾脏重、

脾脏指数较模型组和各壁虎组均明显降低
(P <0.01).

结论: 壁虎具有良好的抗肝癌效果.

关键词: 壁虎; 抗肝癌作用; MTT法
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0  引言

大量研究报道, 壁虎有显著的抗肿瘤作用(尤其对

消化道肿瘤)[1-7]. 本课题组前期实验也证实, 干、

鲜壁虎冻干粉对小鼠H22肝癌具有确切的抑制作

用[8]. 如何进一步寻找壁虎抗肿瘤的活性成分, 成
为研究的关键问题. 对此我们进行如下探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 鲜壁虎购自河北祁澳中药饮片有限

公司, 经中国科学院动物研究所两栖爬行类动

物专家康景贵研究员鉴定为无蹼壁虎(g e k k o 
swinhonis gunther ). 加工过程: 活体无蹼壁虎冷冻

处死即为鲜壁虎. 用清水洗净若干只鲜壁虎, 将
壁虎分成皮肤、头部、肌肉骨骼、内脏、尾部

五部分. 另取若干只壁虎, 分成内脏和去除内脏

两部分, 以及全壁虎若干. 均各加入等2倍重量的

去离子水, 粉碎匀浆冻融10次, 低温离心10 000 g  
20 min. 取上清, -20℃冰箱保存备用. 氟尿嘧啶注

射液(上海旭东海普药业有限公司, 批号050510), 
加入适量的生理盐水中配至3 g/L, 备用. 用于细

胞培养体外实验的药物另需用0.22 μm微孔无

菌滤器过滤除菌. RPMI 1640培养液和胎牛血清

(Gibco), 四甲基偶氮唑盐(MTT, Sigma), 二甲基

亚砜(DMSO, Solarbio).  昆明小鼠, 体质量22-30 
g, 96只, 雌雄各半, 购自北京维通利华实验动物

技术有限公司(许可证号: SCXK(京)2002-2003). 
小鼠H22肝癌种鼠购自中国医学科学院中国协

和医科大学药物研究所. 江苏江阴周庄科研器械

厂DS200高速度组织捣碎机, Du Pond company 
PC-5C低温高速离心机, OLYMPUS CKX41光学

显微镜, Shimadzu AEU-210电子天平, Bio-Rad 
ModeL 1酶标仪, 低速离心机.
1.2 方法 
1.2.1 壁虎各部位提取液体外抑制H22肿瘤细

胞增殖作用: H22荷瘤小鼠腹腔肿瘤细胞分别

接种于小鼠腹腔连续传代, 无菌抽取出生7 d
的小鼠腹腔肿瘤细胞, 用含100 g/L胎牛血清

的RPMI 1640培养液调整肿瘤细胞浓度至1×
107/L. 接种于两张96孔板, 每孔100 μL. 实验

设对照组 ,  壁虎皮肤、头部、肌肉和骨骼、

内脏、尾部五部分和全壁虎液的高低剂量组, 
西药5-FU组, 共14组, 每组设8个复孔. 壁虎皮

肤、头部、肌肉骨骼、内脏、尾部、全壁虎

的高、低剂量组, 以过滤除菌的各提取液, 加
入相同体积的2×1640培养液, 后加入一定量

的胎牛血清, 使血清终浓度为10%, 即配成实

验所需的药液. 各高剂量组每孔加入150 μ L, 
低剂量加入100 μL. 西药5-FU组, 每孔加入浓

度为3 g/L的5-FU液25 μL. 调整板内各孔液体

总量, 使其均为250 μL, 不足者补以含100 g/L 

表  1  壁虎不同部位提取液对H22肝癌细胞的体外抑制
增殖作用(mean±SD, n = 8)

     
分组          A 570nm 抑制增殖率(%)

对照组   1.029±0.154d          0
西药组   0.394±0.037b        61. 7
头部低剂量   0.865±0.117bd        15. 9
头部高剂量   0.838±0.112bd        18. 6
内脏低剂量   0.594±0.057bd        42. 3
内脏高剂量   0.395±0.066b        61. 6
尾部低剂量   0.877±0.125bd        14. 7
尾部高剂量   0.842±0.119bd        18. 2
皮肤低剂量   0.757±0.082bd        26. 5
皮肤高剂量   0.738±0.097bd        28. 3
肌肉低剂量   0.745±0.079bd        27. 6
肌肉高剂量   0.667±0.070bd        35. 2
全壁虎低剂量   0.693±0.096bd        32. 7
全壁虎高剂量   0.535±0.031bd        48. 0

bP<0. 01 vs  对照组, dP<0. 01 vs  西药组.

■研发前沿
壁虎具有良好的
抗肿瘤作用, 但其
成分十分复杂, 寻
找有效部位成为
亟待解决的问题.
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胎牛血清的RPMI 1640培养液. 培养板置于37℃, 
50 mL/L CO2的孵箱中培养72 h后, 每孔加入浓

度为5 g/L的MTT液(现用现配)25 μL. 37℃, 5 
mL/L CO2饱湿继续孵育4 h后终止培养. 离心弃

上清, 每孔加入200 μL的DMSO, 振荡10 min溶
解沉淀, 混匀后以酶标仪于570 nm波长处读取

各孔吸光度(A 570nm), 计算抑制率. 肿瘤细胞生长

抑制率% = (对照孔A 570nm均值-实验组A 570nm均值

/对照A 570nm均值)×100%.
1.2.2 壁虎各部位对H22荷瘤小鼠的影响: (1)体
内抑瘤率的测定: H22荷瘤小鼠腹腔肿瘤细胞分

别接种于小鼠腹腔连续传代, 无菌抽取出生7 d
的小鼠腹腔肿瘤细胞, 加入生理盐水调整细胞

悬液中肿瘤细胞浓度至4×109/L. 于每只小鼠右

腋下注射0.2 mL肿瘤细胞悬液, 24 h后, 随机将

小鼠分为8组: 模型组, 5-FU组, 壁虎内脏高、低

剂量组, 去内脏壁虎高、低剂量组, 全壁虎高、

低剂量组, 每组12只小鼠. 各组间体质量无差异

(P >0.05). 模型组以生理盐水0.2 mL/d ig, 西药组

以5-FU(浓度为3 g/L)0.2 mL隔天ip, 中药组以相

应浓度的干、鲜壁虎液ig给药, 高剂量组每只

小鼠ig量为0.4 mL/d, 低剂量组为0.2 mL/d. 连续

给药12 d后, 第13天引颈处死小鼠, 剥瘤、称质

量、计算抑瘤率. 局部实体瘤生长的抑制率 = 
[(模型组平均瘤质量-实验组平均瘤质量)/模型

组平均瘤质量]×100%. (2)对免疫器官的影响: 
引颈处死小鼠后, 立即分离胸腺和脾脏, 剔除周

围结缔组织和脂肪, 用滤纸吸干脏器表面水分, 
称量, 计算脏器指数. 胸腺(脾脏)指数 = 胸腺(脾
脏)质量(mg)/体质量(g).

统计学处理 采用SPSS11.5统计软件, 数据

形式采用mean±SD的形式表示. 组间比较采用

单因素方差分析, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 壁虎各部位提取液体外抑瘤实验 壁虎各部

位提取液体均可抑制H22细胞的体外增殖. 其抑

制率以内脏高剂量组最高, 为61.6%. 与西药组

的抑制率61.7%齐平, 与壁虎其他部位的提取液

抑瘤率比较有显著统计学差异(P <0.01). 此实验

重复3次, 重复性较好(表1).
2.2 体内抑瘤实验 
2.2.1 对H22荷瘤小鼠体质量的影响: 实验结果

显示, 各组小鼠的体质量较对照组均有所减轻, 
但无统计学差异. 西药组小鼠体质量较对照组

明显减轻(P <0.01, 表2).
2.2.2 对H22荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作用及对

胸腺脾脏的影响: 所有壁虎给药组的平均瘤质

量均小于对照组. 以全壁虎高剂量组抑瘤率最

高, 为52.1%. 5-FU组的抑瘤率为65.3%, 内脏低

剂量和高剂量组的抑瘤率为8.4%、16.8%, 去内

脏低剂量和高剂量组的抑瘤率为26.3%、42.1%, 
全壁虎低剂量和高剂量组的抑瘤率为31.6%、

52.1%. 去内脏壁虎的低剂量与模型组比较有统

计学差异(P <0.05). 去内脏壁虎高剂量和全壁虎

的高、低剂量组的瘤质量, 与模型组比较差异

更为显著(P <0.01). 仅全壁虎高剂量组与5-FU
组的瘤质量相比较没有统计学差异(P >0.05). 所
有壁虎给药组与对照组小鼠的胸腺质量、胸

腺指数, 脾脏质量、脾脏指数均没有明显差异

(P >0.05). 而西药组胸腺质量、胸腺指数, 脾脏

质量和脾脏指数较对照组和壁虎各不同部分组

明显降低(P <0.01)(表2).

3  讨论

我们多年研究发现, 壁虎具有确切的抗肿瘤作 
用[9-12]. 寻找壁虎抗肿瘤活性成分, 具有重要意义. 

表  2  H22荷瘤小鼠各组小鼠体质量、抑瘤率、胸腺指数和脾脏指数的比较(mean±SD, n = 12)

     
        分组  剂量

(mL/d)
           体质量 (g)    瘤质量

       (g)
抑瘤
率(%)

 胸腺质量
     (mg)

 胸腺指数
   (mg/g)

    脾质量
      (mg)

 脾脏指数
   (mg/g)   给药前    给药后

对照组    - 26.2±1.3 36.5±3.0d 1.90±0.64d   0 89.5±20.2d 2.48±0.68d 334.2±70.9d 9.20±2.08d

西药组 26.2±1.4 27.3±4.2b 0.66±0.21b 65.3 29.3±9.1b 1.09±0.35b 153.9±87.1b 5.63±3.10b

内脏组低剂量   0.2 26.1±0.9 34.2±2.9 1.74±0.64d   8.4 74.6±20.6d 2.17±0.66d 292.3±83.6d 8.41±2.27d

内脏组高剂量   0.4 25.9±1.6 33.8±3.4 1.58±0.72d 16.8 72.4±21.5d 2.17±0.71d 306.5±66.0d 9.20±2.43d

去内脏低剂量   0.2 26.1±1.3 33.5±3.1 1.40±0.58ad 26.3 82.1±12.3d 2.47±0.41d 277.8±50.0d 8.32±1.40d

去内脏高剂量   0.4 26.1±1.1 33.3±4.1 1.10±0.63bc 42.1 86.9±29.3d 2.70±1.10d 273.6±63.8d 8.22±1.58d

全壁虎低剂量   0.2 26.0±0.9 33.2±4.0 1.30±0.50bc 31.6 85.5±21.5d 2.57±0.65d 281.8±82.0d 8.76±3.45d

全壁虎高剂量   0.4 26.2±2.0 34.0±3.4 0.91±0.44b 52.1 89.5±21.5d 2.68±1.09d 278.2±74.6d 8.26±2.34d

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  西药组.

■相关报道
杨金霞 et al 报道, 
干鲜壁虎冻干粉
含药血清, 能显著
抑制肿瘤细胞增
殖, 其抗肿瘤作用
可能是多途径多
靶点.
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鉴于动物药有效成分的分布具有不同部位成分

含量差别很大的特点, 我们把壁虎分为皮肤、头

部、肌肉骨骼、内脏、尾部并与全壁虎进行体

外抗肝癌效果比较, 以期找到有效成分密集的部

位, 以便进一步寻找壁虎抗肝癌的有效成分. 
观察壁虎不同部位提取液对体外培养的

H22细胞的体外抑制增殖作用, 发现壁虎内脏

提取液的作用最为显著. 众所周知, 体外实验本

身具有一定的局限性, 其实验结果有假阳性或

假阴性的可能. 为进一步验证体外实验结果的

真实性, 我们做了体内实验. 体内实验结果显

示, 壁虎提取液对小鼠肿瘤组织的生长均有一

定的抑制作用. 其中以全壁虎的提取液抗肿瘤

效果最佳, 其低、高剂量组的抑瘤率为31.6%和

52.1%, 而内脏低、高剂量组的抑瘤率仅为8.4%
和16.8%. 体内实验的结果再一次证实了壁虎提

取液具有良好的抗肿瘤作用, 但也表明体内、

外实验结果差别很大, 单纯靠体外实验的方法

得到的结论有一定的不足. 此次体外实验出现

假阳性结果的原因可能为壁虎内脏组织本身成

分比较复杂, 其本身物理、化学性质不太适合

细胞的生长. 体内实验排出了体内实验的这些

干扰. 结合体内外实验结果, 我们认为, 内脏提

取液作为抗肿瘤活性物质的来源基本可以排除. 
体内实验同时显示, 5-FU组小鼠的胸腺质量、

胸腺指数和脾脏质量、脾脏指数较对照组和各

壁虎组明显降低(P <0.01), 各壁虎组的胸腺质

量、胸腺指数和脾脏质量、脾脏指数较对照组

没有明显差异. 可见, 壁虎提取液对荷瘤小鼠免

疫功能有保护作用, 优于西药5-FU. 
总之, 我们认为壁虎提取液具有良好的抗

肿瘤效果, 寻找其抗肿瘤的有效成分需要进一

步继续深入研究. 在研究的过程中要坚持体内

实验和体外实验相结合的方式, 避免实验出现

假阳性或假阴性的结果.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of surfactant 
protein A (SP-A) in the lungs of rats with severe 
acute pancreatitis (SAP), and the effect of 
Qingyitang on acute lung injury (ALI) induced 
by SAP. 

METHODS: SD rats were randomly divided into 
sham-operation group (SO, n = 10),  SAP model 
group (SAP, n = 10) and Qingyitang group (QYT, 
n = 10). Severe acute pancreatitis was induced in 
the SAP and QYT groups. Sham operations were 
only performed on rats in the SO group. QYT (10 
mL/kg) was intragastrically administered 30 min 
and 12 hours after SAP was induced in the QYT 
group. Serum amylase (AMY) levels, PaO2 and 
lung wet/dry ratio (W/D) were determined. The 
level of SP-A mRNA expression in lung was de-
tected by reverse transcription polymerase chain 
reaction (RT-PCR). SP-A protein in lung was de-

tected by Western blotting. Pathological changes 
in the pancreas, lung and alveolar type II cells 
were observed 24 hours after the establishment of 
the model. 

RESULTS: The serum levels of AMY (7144.19 
U/L ± 727.91 U/L) in rats of the SAP group 
were remarkably higher than those in rats of the 
QYT (4283.51 U/L ± 527.52 U/L) and SO (1193.41 
U/L ± 192.54 U/L, P < 0.01) groups. The levels 
of PaO2 in rats of the SAP group (79.24 mmHg ± 
5.84 mmHg) were lower than those in rats of the 
SO (96.78 mmHg ± 3.81 mmHg) and QYT (88.16 
mmHg ± 5.07 mmHg, P < 0.01) groups. The ex-
pression levels of SP-A mRNA and SP-A in the 
rat lungs of the SAP group were significantly 
decreased compared with those in rats in the 
SO and QYT groups (P < 0.01). The pathologic 
changes of the pancreas, lung and alveolar type 
II cells in rats of the QYT and SO groups were 
milder than those in rats of the SAP group. 

CONCLUSION: The levels of SP-A decrease 
remarkably in rats with ALI induced by SAP. 
Administration of QYT reduces injury of lung by 
protecting alveolar type II cells and increasing the 
expression of SP-A. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Acute lung 
injury; Surfactant protein A; RT-PCR

Zhang XM, Chen HL, Wang ZH. Influence of Qingyitang 
on surfactant protein A expression in severe acute 
pancreatitis-induced lung injury in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(35): 3738-3743

摘要
目的: 探讨重症急性胰腺炎(SAP)肺损伤(ALI)
时肺表面活性蛋白A(SP-A)的表达及其在ALI
发病中的作用, 并观察清胰汤对SP-A表达和
病情转归的影响.  

方法: 采用胆胰管内逆行注入1.5%去氧胆酸
钠建立大鼠SAP时ALI模型. 将SD大鼠随机分
为假手术组(n  = 10)、模型组(n  = 10)和清胰汤
组(n = 10). 假手术组仅行剖腹术, 翻动胰腺. 
清胰汤组在建立SAP模型后30 min和12 h清胰

®

■背景资料
肺 损 伤 ( A L I ) 是
SAP常见的并发
症 ,  其 发 生 机 制
尚 未 明 确 .  肺 泡
Ⅱ型上皮细胞功
能改变在急性肺
损伤中起重要作
用 ,  其 主 要 功 能
是合成、分泌肺
泡表面活性物质,  
SP-A是肺泡表面
活性物质的主要
成分之一 .  SP-A
在急性胰腺炎肺
损伤时的变化, 及
其在SAP合并ALI
发生机制中的作
用尚未见报道. 
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汤ig(10 mL/kg). 各组大鼠在术后24 h测PaO2

和血淀粉酶. 应用逆转录聚合酶链式反应(RT-
PCR)检测肺SP-A mRNA的表达强度, Western-
blot观察SP-A表达, 并观察胰、肺病理变化及
肺泡Ⅱ型上皮细胞的电镜下变化.  

结果: 模型组血淀粉酶(7144.19 U/L±727.91 
U/L)显著高于清胰汤组(4283.51 U/L±527.52 
U/L)和假手术组(1193.41 U/L±192.54 U/L, 
P <0.01). 模型组PaO2显著低于假手术组和清
胰汤组(79.24±5.84 vs  96.78±3.81, 79.24±
5.84 vs  88.16±5.07, P <0.01). 清胰汤组肺SP-A 
mRNA表达显著高于模型组(P <0.01), 肺SP-A
蛋白的表达显著高于模型组, SP-A mRNA
的表达与肺损伤的程度呈负相关. 清胰汤组
胰、肺病理及电镜改变较模型组减轻. 

结论:  S A P时肺泡Ⅱ型上皮细胞功能受损 , 
SP-A mRNA表达降低导致急性肺损伤的机制
之一. 清胰汤能保护肺泡Ⅱ型上皮细胞功能, 
恢复SP-A mRNA正常表达, 维持肺泡功能, 从
而对肺组织起保护作用. 

关键词: 急性重症胰腺炎; 急性肺损伤; 肺表面活性
蛋白A; 逆转录聚合酶链式反应
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
死亡率高达15%-25%[1],  其中死亡病例中有

50%发生重度肺损伤 [2].  急性胰腺炎 (a c u t e 
pancreat i t is, AP)一旦启动胰腺腺泡的炎症过

程, 病情进一步发展会导致全身炎症反应综合

征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS). 其中急性肺损伤(acute lung injury, ALI)
和急性呼吸窘迫综合征(acute respiratory distress 
syndrome, ARDS)是SAP常见而严重的并发症之

一[3]. 已有研究证实, 肺泡Ⅱ型上皮细胞功能改

变在急性肺损伤中起重要作用[4-6], 其主要功能

是合成、分泌肺泡表面活性物质. 肺表面活性

蛋白A(surfactant protein A, SP-A)是肺泡表面活

性物质的主要成分之一, 对维持肺泡的结构、

功能具有重要作用[7]. 本文通过大鼠SAP合并

ALI模型, 探讨SP-A的变化在急性胰腺炎肺损伤

发生机制中的作用及清胰汤对其的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年清洁级♂SD大鼠30只, 体质

量180-220 g, 大连医科大学实验动物中心提

供, 适应性饲养1 wk. 清胰汤组成: 茵陈20 g、
栀子20 g、大黄20 g、芒硝20 g、木香15 g、柴

胡5 g、元胡15 g、白芍15 g、甘草6 g、当归

15 g、双花20 g、连翘20 g, 制成质量体积比为

1∶1的药液, 灭菌处理后瓶装冰箱存放. 去氧

胆酸钠为Sigma公司产品, TRIzol为Invitrogen
公司产品 .  引物由大连宝生物合成 ,  S P -A: 
5'-GGAAGCCCTGGGATCCCTGG-3'(上游), 
5'-TAATGGTATCAAAGTTGACTG-3'(下游), 
GAPDH: 5'-CCATGGAGAAGGCTGGGG3'(上
游), 5'-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3'(下游). 
RT-PCR试剂盒为大连宝生物公司产品, 兔抗大

鼠SP-A抗体和生物素标记羊抗兔抗体为Santa 
Cruz公司产品, PCR扩增仪为Biometra公司产品, 
紫外分光光度计为美国Beckman Coulter公司产

品, 凝胶图像分析系统(AABI Gel Analysis), Bio-
RAD电泳系统.
1.2 方法 
1.2.1 分组和造模: 将实验大鼠随机分为假手

术组(SO组)、模型组(SAP组)和清胰汤治疗组

(QYT组), n  = 10. 采用胆胰管内逆行注入1.5%去

氧胆酸钠建立大鼠SAP时ALI模型. 大鼠术前12 h
禁食、不禁水, 用100 g/L水合氯醛(3 mL/kg)ip麻
醉, 无菌条件下, 腹壁正中切口入腹, 显露出十二

指肠. 于胆管出肝门端以无损伤小动脉夹暂时阻

断胆管, 寻找到胆胰管十二指肠乳头开口处. 在
其对侧肠壁插入1 mL小注射器, 针头经胆胰管

十二指肠乳头开口入胆胰管, 妥善固定. 以15 g/L
去氧胆酸钠匀速注入(1 mL/kg, 0.1 mL/min), 注毕

后拔管, 5 min后去除小动脉夹缝合腹壁. SO组于

开腹后翻动胰腺数次, 关腹. QYT组分别于造模

成功后30 min和12 h给予清胰汤(10 mL/kg) ig. 各
组动物分别于造模成功后24 h留取标本. 颈动脉

采血做动脉血气分析, 经下腔静脉采血, 用全自

动生化分析仪检测血淀粉酶.
1.2.2 肺湿/干比值(W/D)测定: 动物放血致死后取

右肺称湿重, 置60℃烤箱连续烘烤24 h. 去除水分

至衡重, 称肺干重, W/D. 
1.2.3 病理检查: 左肺中叶用40 g/L中性甲醛固定

液中, 石蜡包埋制作5 μm切片, HE染色后显微镜

观察并照相. 病理医师单盲读片, 肺病理改变采用

Derks et al [4]描述的评分标准评分. 40 g/L甲醛固定

胰腺组织, 切片后行HE染色, 显微镜观察并照相.
1.2.4 肺组织中SP-A mRNA表达的检测: 采用

反转录聚合酶链式反应(reverse transcription 
polymerase chain reaction, RT-PCR)技术. TRIzol

■研发前沿
S A P 合 并 A L I 时
肺部细胞功能的
改变是近年的研
究 热 点 .  肺 泡 Ⅱ
型上皮细胞是维
持肺功能的主要
细胞, 其在ALI时
的功能改变及在
SAP时如何保护
肺功能、早期预
防 A L I 是 目 前 急
需解决的难题. 
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试剂抽提肺组织中总RNA, 经紫外光检测A 260

和A 280, A 260/A 280在1.6-2.2之间, 计算总RNA的浓

度. 逆转录后行PCR扩增, 反应条件: 99℃预变性

5 min, 94℃变性30 s, 55℃ 退火30 s, 72℃延伸60 
s, 循环30次, 72℃延伸7 min, 最后降至4℃结束

反应. PCR产物琼脂糖凝胶电泳后, 用凝胶图像

分析系统进行电泳条带密度分析, 以SP-A条带

与GAPDH条带密度比代表靶基因mRNA的表达 
水平. 
1.2.5 Western blot检测肺组织SP-A的表达: 左肺

下叶置入蛋白裂解液, 制备组织匀浆, 提取蛋

白质, 用考马斯亮蓝法测定蛋白含量. 取蛋白

100 μg, 12% SDS-PAGE电泳, 转膜, 5%脱脂奶粉

37℃封闭1 h, 加入兔抗大鼠的SP-A抗体, 4℃过

夜, 漂洗3次, 加入辣根过氧化酶标记的Ⅱ抗(山
羊抗兔IgG-HRP), 常温1 h后漂洗, 加入ECL试
剂, 即刻压片成像. 
1.2.6 电镜观察: 从每组中随机取出3例. 肺组织

取材后, 经25 g/L的戊二醛固定1 h, 常规脱水, 浸
透, 包埋, 超薄切片, 经锇酸染色后, 置透射电镜

下观察肺泡Ⅱ型上皮细胞. 
统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

t 检验 .  相关性检验采用线性回归分析 .  应用

SPSS10.0统计软件分析, 以P <0.05表示差异有

显著性. 等级资料采用Wilcoxon等级资料秩和 
检验. 

2  结果

2.1 动脉血气(PaO2)、血清淀粉酶(AMY)、肺组

织W/D的变化 与SO组比较, SAP模型组PaO2明

显下降(t  = 0.7953, P <0.01), 表明SAP组肺功能

有明显损伤. QYT组PaO2与SAP组比较有明显

升高, 差别有显著性(t  = 3.644, P <0.01). SAP组
AMY(7144.19 U/L±727.91 U/L)显著高于SO组

(1193.41 U/L±192.54 U/L, t  = 24.993, P <0.01). 
QYT组AMY(4283.51 U/L±527.52 U/L)与SAP
组比较有显著降低(t  = 10.063, P <0.01). SAP模型

组肺组织W/D(8.57±2.45)较SO组(3.70±0.90)
有显著增高(t  = 5.280, P <0.01). QYT组肺组织

W/D(4.05±0.52)与SAP组比较比值有显著降低

(t  = 5.113, P <0.01)(表1). 
2.2 RT-PCR结果 SAP组SP-A mRNA表达较

SO组明显减少(t  = 7.453, P <0.01), QYT治疗组

SP-A mRNA表达较SAP组显著增高(t  = 4.497, 
P <0.01)(表1, 图1). 
2.3 Western-blot结果 SO组SP-A蛋白有明显表达, 

与SO组比较, SAP组SP-A表达显著降低; QYT组
与SAP组比较SP-A表达有明显升高(图2). 
2.4 肺组织病理学改变 SO组为正常肺组织病

理切片, 肺组织结构清晰, 肺泡壁薄, 肺泡腔内

偶见巨噬细胞, 未见中性粒细胞浸润. SAP模型

组可见肺间质高度充血、水肿, 大部肺泡间隔

明显增宽, 较多的肺泡萎陷及邻近肺泡隔断裂

形成肺大泡, 肺间质大量中性粒细胞浸润, 毛细

血管扩张、充血, 灶状肺泡内出血, 组织学评分

显著高于SO组(t  = 34.069, P <0.01). QYT组可见

肺组织结构清晰, 肺泡间质轻度充血, 可见少

量白细胞浸润, 组织学评分显著低于SAP组(t  = 
10.624, P <0.01)(表1, 图3). SP-A mRNA表达与

肺损伤评分呈负相关(SAP组: t  = 0.876, P <0.01, 
QYT组: t  = 0.750, P <0.05). 
2.5 胰腺病理组织学改变 SO组胰腺结构大致正

常. SAP组可见胰腺弥漫性出血、片状坏死, 胰
腺间质及腺泡炎症细胞浸润. QYT组胰腺病变

较SAP组明显减轻(图4). 
2.7 电镜结果 见SO组肺泡Ⅱ型细胞形状较规则, 
细胞表面有很多长短不一、粗细不等的微绒毛, 
胞核明显, 胞质内含有数量不等、大小不一的

特征性板层小体, 且可看到其不同的成熟阶段. 
SAP组可见肺泡Ⅱ型细胞相对不规则、细胞变

性、甚至崩解、细胞表面微绒毛减少, 胞质内

板层小体排空明显增多而致空泡化并可见脱落

的板层小体. QYT组可见肺泡Ⅱ型上皮细胞形

态较SAP组明显好转, 板层小体空泡化, 较SAP

■相关报道
Mora et al 在LPS
引 起 鼠 A L I 的 动
物模型中发现24 
h内鼠支气管肺泡
灌洗液内SP-A和
SP-B含量减少, 同
时伴有PS功能和
肺功能的障碍. 本
实验发现SAP合
并急性肺损伤模
型24 h后, 肺组织
SP-A mRNA的表
达减弱 ,  肺SP-A
蛋白表达减少. 肺
SP-A含量的减少
可能发生在转录
水 平 ,  Ⅱ 型 肺 泡
上皮细胞结构的
破坏可能是SP-A 
mRNA表达减弱
的原因之一.

■创新盘点
本 文 首 次 研 究
SAP合并ALI时肺
泡Ⅱ型上皮细胞
形态、功能改变. 
主要研究了在转
录和翻译水平肺
SP-A的表达变化, 
同时研究了清胰
汤治疗后肺泡Ⅱ
型上皮细胞形态
改变及SP-A表达
的变化. 

 A B C  Marker(DL2000) 图  1  各组肺组织SP-A 
mRNA表达. A: SO组; B: 

SAP组; C: QYT组.

294 bp
372 bp

100 bp

2000 bp

 A              B             C 

31 000 bp

图  2  各组肺组织SP-A Western blot结果. A: SO组; B: 

SAP组; C: QYT组.
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■应用要点
本 研 究 表 明 ,  在
SAP合并ALI时 , 
肺泡Ⅱ型上皮细
胞SP-A表达降低. 
应用清胰汤可以
减 轻 肺 损 伤 ,  使
SP-A表达较SAP
组增高, 为临床上
早期应用清胰汤
防治SAP合并ALI
提供理论依据. 

组明显减轻(图5).

3  讨论

肺表面活性蛋白(surfactant protein, SP)是肺泡表

面活性物质(pulmonary surfactant, PS)的有效活

性成分. 其重要功能是促进肺泡气-液界面的表

面活性膜的形成和稳定, 防止肺泡萎陷. SP-A是

SP含量最多的一种多功能糖蛋白, 由肺泡Ⅱ型

细胞及Clara细胞合成并分泌入呼吸道[8]. 其在

维护并增强PS系统的表面活性、促进PS磷脂单

分子层在气液界面的吸附扩展、调控PS系统的

自身稳定、参与宿主呼吸系统局部防御机制等

方面都有非常重要的作用[9]. 近年来, 人们认识

到肺内PS活性成分的减少可能比总量的减少在

肺损伤发病中更有意义. 研究表明, 随着PS系统

及肺功能损害, 肺内SP-A减少[9-10]. SP-A减少可

使PS活性降低、代谢障碍, 使PS对氧自由基和

脂质过氧化物, 以及渗出血浆蛋白灭活作用的

A B C 图  5  各组大鼠肺泡Ⅱ型上
皮细胞电镜照片(×8000). A: 

SO组; B: SAP组; C: QYT组.

A B C

图  4  各组大鼠胰腺组织HE染色照片(×200). A: SO组; B: SAP组; C: QYT组.

A B C

图  3  各组大鼠肺组织HE染色结果照片(×200). A: SO组; B: SAP组; C: QYT组.

表  1  大鼠PaO2、AMY、肺W/D、肺SP-A mRNA和病理评分结果

     
                    PaO2(mmHg)                  AMY(U/L)                     W/D                 SP-A mRNA             病理评分

SO组         96.78±3.81        1193.41±192.54        3.70±0.90          1.21±0.10                  0

SAP组       79.24±5.84a       7144.19±727.91a       8.57±2.45a         0.80±0.11a         8.49±0.79a

QYT组       88.16±5.07c       4283.51±527.52d       4.05±0.52c         1.10±0.15c         5.33±0.57c

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  SAP组.
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■名词解释
SP-A: 肺泡表面
活性蛋白A, 由肺
泡Ⅱ型上皮细胞
合成并分泌到肺
泡腔. 他是肺泡表
面活性物质的主
要成分, 主要功能
是使肺泡气-液界
面的表面活性膜
形成和稳定, 防止
肺泡萎陷. 

抵抗能力明显减弱[9,11-14]. Mora et al [15]在LPS引
起鼠ALI的动物模型中发现, 24 h内鼠支气管肺

泡灌洗液内SP-A和SP-B含量减少, 同时伴有PS
功能和肺功能的障碍. 本实验发现, SAP合并急

性肺损伤模型24 h后, PaO2下降, 肺W/D明显增

加. 病理检查见弥漫性肺实质损伤和肺水肿, 符
合急性肺损伤的病理改变. 进一步检测肺组织

SP-A mRNA的表达发现, 肺组织SP-A表达减弱, 
Western blot检查见肺SP-A蛋白表达减少, 提示

SAP并发ALI可致大鼠PS有效成分SP-A含量的

减少, 肺内SP-A表达降低. 本实验以肺W/D比、

肺组织病理评分来判定肺损伤程度, 并将肺损

伤程度与肺组织SP-A mRNA表达相关性进行分

析, 发现SP-A表达与肺损害程度呈负相关, 提示

肺内SP-A含量的减少可能发生在转录水平. 电
镜检查可见急性胰腺炎肺损伤后Ⅱ型肺泡上皮

细胞微绒毛减少甚至消失, 细胞内线粒体水肿, 
嵴消失, 板层小体空泡变性, Ⅱ型肺泡上皮细胞

结构的破坏可能是SP-A mRNA表达减弱的原因

之一. 本研究表明, 肺内SP-A mRNA表达减弱可

能在急性胰腺炎肺损伤时起重要作用. 
我们的临床和实验研究已经证明, 清胰汤

治疗急性胰腺炎具有较好的疗效, 并发现其有

减轻ALI的作用. 其对肺组织SP-A的影响未见

报道. 本实验发现, QYT组肺组织SP-A mRNA表

达与SAP组比较有显著增高, Western blot检测

SP-A蛋白表达也较SAP组有显著增高. 与SAP组
比较, QYT组PaO2显著升高、肺W/D显著降低. 
这表明清胰汤有保护肺组织、减轻肺损伤的功

能. 进一步电镜检查可见肺泡Ⅱ型上皮细胞损

伤较SAP组明显减轻, 同样证明清胰汤对肺的保

护功能. 保护肺泡Ⅱ型上皮细胞, 维持其合成、

分泌SP-A的功能, 从而保持良好的肺表面张力, 
防止肺泡萎陷, 维持肺功能可能是清胰汤治疗

急性胰腺炎肺损伤的又一重要机制. 中医理论

认为, 肺与大肠相表里. 若肺气被邪毒所遏, 失
其宣肃, 则喘促息数, 传入阳明与肠道糟粕搏结, 
肺气不通而浊气又不能从下而出, 扰乱了肺与

大肠相表里的生理状态而出现喘满症. 而清胰

汤有通腑利肠泻肺实的作用, 使肺气得以宣发

肃降,在治疗肺系感染中有显著疗效. 总之, 清胰

汤在SAP时ALI保护作用机制可概括如下[16-19]: 
(1)通里攻下有利于肠麻痹的解除, 能促进腹腔

内肠腔内血管活性及毒性物质的排除. (2)已经

证明通里攻下与清热解毒法是防治肠源性感染

与内毒素血症的有效措施, 有助于减轻坏死胰

腺的感染及脓肿形成. (3)通里攻下与清热解毒

中药对内毒素具有降解作用, 能抑制内毒素介

导的细胞因子及其他炎性介质引起的过度炎性

反应. (4)通里攻下和活血化瘀药物能改善腹腔

内器官的血液灌注, 疏通微循环, 防止过氧化损

伤, 并能促进炎性渗出物的吸收. (5)减少中性粒

细胞在大鼠肺组织中黏附和聚集, 提高肺的通

气和换气功能, 降低肺毛细血管通透性有积极

作用. (6)保护肺泡型上皮细胞, 促进SP-A的合成

和分泌, 从而防止肺泡萎陷, 维持肺功能, 可能

是清胰汤治疗SAP时ALI的重要机制之一. 本研

究进一步探讨了急性胰腺炎肺损伤的发生机制, 
丰富了中药清胰汤治疗急性胰腺炎的内涵.

4      参考文献
1	 Pastor CM, Matthay MA, Frossard JL. Pancreatitis-

associated acute lung injury: new insights. Chest 
2003; 124: 2341-2351

2	 Steer ML. Relationship between pancreatitis and 
lung diseases. Respir Physiol 2001; 128: 13-16 

3	 Raghu MG, Wig JD, Kochhar R, Gupta D, Gupta R, 
Yadav TD, Agarwal R, Kudari AK, Doley RP, Javed 
A. Lung complications in acute pancreatitis. JOP 
2007; 8: 177-185

4	 Funk AJ, Mandrell TD, Lokey SJ, Kosanke SD, Li 
CS, Potters CF. Effects of leukotriene inhibition on 
pulmonary morphology in rat pup lungs exposed 
to hyperoxia. Comp Med 2007; 57: 186-192  

5	 Derks CM, Jacobovitz-Derks D. Embolic pneu-
mopathy induced by oleic acid. A systematic 
morphologic study. Am J Pathol 1977; 87: 143-158

6	 Wang XD, Borjesson A, Sun ZW, Wallen R, Deng 
XM, Zhang HY, Hallberg E, Andersson R. The 
association of type II pneumocytes and endothelial 
permeability with the pulmonary custocyte system 
in experimental acute pancreatitis. Eur J Clin Invest 
1998; 28: 778-785

7	 Haque R, Umstead TM, Ponnuru P, Guo X, Haw-
good S, Phelps DS, Floros J. Role of surfactant 
protein-A (SP-A) in lung injury in response to acute 
ozone exposure of SP-A deficient mice. Toxicol Appl 
Pharmacol 2007; 220: 72-82

8	 Heinrich S, Hartl D, Griese M. Surfactant protein 
A--from genes to human lung diseases. Curr Med 
Chem 2006; 13: 3239-3252

9	 Takahashi H, Sano H, Chiba H, Kuroki Y . 
Pulmonary surfactant proteins A and D: innate 
immune functions and biomarkers for lung 
diseases. Curr Pharm Des 2006; 12: 589-598

10	 Sorensen GL, Husby S, Holmskov U. Surfactant 
protein A and surfactant protein D variation in 
pulmonary disease. Immunobiology 2007; 212: 381-416

11	 Kishore U, Greenhough TJ, Waters P, Shrive AK, 
Ghai R, Kamran MF, Bernal AL, Reid KB, Madan T, 
Chakraborty T. Surfactant proteins SP-A and SP-D: 
structure, function and receptors. Mol Immunol 
2006; 43: 1293-1315

12	 Pastva AM, Wright JR, Williams KL. Immu-
nomodulatory roles of surfactant proteins A and 
D: implications in lung disease. Proc Am Thorac Soc 



www.wjgnet.com

张雪梅, 等. 清胰汤对大鼠急性胰腺炎肺损伤时SP-A表达的影响                                                                                    3743

2007; 4: 252-257 
13	 Kingma PS, Whitsett JA. In defense of the lung: 

surfactant protein A and surfactant protein D. Curr 
Opin Pharmacol 2006; 6: 277-283

14	 Touqui L , Wu YZ. In te rac t ion o f sec re ted 
phospholipase A2 and pulmonary surfactant and its 
pathophysiological relevance in acute respiratory 
distress syndrome. Acta Pharmacol Sin 2003; 24: 
1292-1296  

15	 Mora R, Arold S, Marzan Y, Suki B, Ingenito EP. 
Determinants of surfactant function in acute lung 
injury and early recovery. Am J Physiol Lung Cell 
Mol Physiol 2000; 279: L342-349

16	 闻庆平, 陈海龙, 关凤林. 中药清胰汤治大鼠重症胰腺
炎时急性肺损伤的比较. 世界华人消化杂志 2004; 12: 

1341-1345
17	 Qiu Y, Li YY, Li SG, Song BG, Zhao GF. Effect of 

Qingyitang on activity of intracellular Ca2+-Mg2+-
ATPase in rats with acute pancreatitis. World J 
Gastroenterol 2004; 10: 100-104

18	 Li YY, Sibaev A, Zhou MZ, Zhu GY, Yuce B, Storr M. 
The Chinese herbal preparation Qing Yi Tang (QYT) 
improves intestinal myoelectrical activity and 
increases intestinal transit during acute pancreatitis 
in rodents. Phytother Res 2007; 21: 324-331

19	 Li YY, Li XL, Yang CX, Zhong H, Yao H, Zhu L. Effects 
of Tetrandrine and QYT on ICAM-1 and SOD gene 
expression in pancreas and liver of rats with acute 
pancreatitis. World J Gastroenterol 2003; 9: 155-159

           编辑  何燕  电编  郭海丽  

■同行评价
本文研究内容新
颖, 技术路线和方
法科学性强, 具有
一定的理论价值
和临床参考价值. 
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WCJD 和WJG 2008 年对同行评议及作者贡献分布
将开始实行公开策略

本刊讯 世界华人消化杂志(WCJD )和World Journal of Gastroenterology  (WJG )为了确保刊出文章的质量, 

即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一同在脚注出

版. 如: 同行评议者: 房静远教授, 上海交通大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病研究所; 韩新巍

教授, 郑州大学第一附属医院放射科; 匡安仁教授, 四川大学华西医院核医学科.

WCJD和WJG即将开始实行在每篇文章的脚注内注明每个作者对文章的贡献率, 如: 作者贡献分布: 陈

湘川与庞丽娟对此文所作贡献均等; 此课题由陈湘川, 庞丽娟, 陈玲, 杨兰, 张金芳, 齐妍及李洪安设计; 研

究过程由陈玲, 杨兰, 张金芳, 蒋金芳, 杨磊, 李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由曹秀峰

提供; 数据分析由陈湘川, 杨兰及 庞丽娟完成; 本论文写作由陈湘川, 庞丽娟及李洪安完成.

WCJD和WJG即将开始实行网络版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包括首次提交的稿件, 

同行评议人报告, 作者给审稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者可以针对论文、审稿意见和作者

的修改情况发表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改完善自己发表的论文. 使文章的发表成为一个

编者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程. (总编辑: 马连生 2007-11-15)
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical application of 
endoscopic ligators in treating submucosal 
tumors of the esophagus. 

METHODS: Fifty seven patients were diagnosed 
as having submucosal tumors of the esophagus 
by miniature probe endoscopic ultrasonogra-
phy (mEUS). Single-ring loop ligature was per-
formed to remove these tumors. 

RESULTS: It was possible for all the cases to 
undergo complete resection of tumors. No com-
plications, such as perforation or bleeding, oc-
curred. No recurrence was observed in any of 
the 57 cases at 1 mo, 3 mo and 6 mo follow-ups. 
There were no adverse effects. 

CONCLUSION: Single-ring loop ligature should 
be considered as an effective and safe alternative 
for treating submucosal tumors of the esophagus. 

Key Words: Endoscopy; Submucosal tumors; Endo-
scopic single-ring loop ligature

Ning RH, Lv ZW, Yin JM, Yu HY. Experience of 

endoscopic ligators in treating submucosal tumors of the 
esophagus: an analysis of 57 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(35): 3744-3745

摘要
目的: 探讨经胃镜使用套扎器单环套扎食管
黏膜下肿瘤的治疗价值. 

方法: 对57例经超声胃镜微探头诊断为食管黏
膜下肿瘤的患者进行有弹性的单环套扎治疗. 

结果: 57例患者的食管黏膜下肿瘤均完全切
除, 未发生任何并发症(穿孔、出血). 1例1 
mo复查时病变无改变, 给与重新套扎. 经过1 
mo、3 mo及6 mo的胃镜随访, 所有病例无复
发, 无不良反应. 

结论: 经胃镜对食管黏膜下肿瘤进行有弹性的
单环套扎术是有效和安全的治疗方法.

关键词: 胃镜; 食管黏膜下肿瘤; 单环套扎术

宁瑞花, 吕志武, 殷积美, 于宏影. 经胃镜使用套扎器单环套扎

治疗食管黏膜下肿瘤57例.  世界华人消化杂志  2007; 15(35): 

3744-3745
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0  引言

黏膜下肿瘤是食管的良性肿瘤, 较少见, 约占所

有食管肿瘤的0.5%-0.8%. 黏膜下肿瘤包括血管

瘤、肌细胞瘤、脂肪瘤和平滑肌瘤等. 其中平

滑肌瘤最常见, 约占3/4以上[1]. 临床上多无明显

症状, 有的有轻度吞咽哽咽感或胸骨后钝痛, 缺
乏特异性, 因而仅通过临床症状很难做出诊断. 
多因上消化道症状就诊, 通过胃镜检查发现. 随
着超声胃镜的发展与应用, 可对食管黏膜下肿

瘤做出明确诊断. 对食管黏膜下肿瘤传统治疗

是以外科手术切除为主[2], 但创伤大, 费用高, 患
者术后生活质量下降. 我院自2006-06/2007-06间
共收治经超声胃镜微探头诊断, 肿瘤起源于食

管黏膜肌层和固有肌层的患者57例, 行套扎器

单环套扎治疗, 对其临床资料进行总结, 本文以

评价套扎术对食管黏膜下肿瘤的治疗意义.

®

■背景资料
近年来随着内镜
下介入治疗的快
速发展, 消化系内
的许多疾病(如息
肉和黏膜下肿瘤
等)都可经过内镜
下介入治疗来根
治. 内镜下介入治
疗方法有许多种
(如高频电切术、

尼龙圈结扎术及
本文中所提到的
用套扎器单环套
扎法等) ,  这些方
法解决了以往需
外科手术方能解
决的疾病, 减少了
患者的痛苦.

■创新盘点
本文采用的单环
套扎治疗, 与内镜
下高频电切治疗
及外科手术相比
较, 其损伤小, 无
痛苦, 恢复快, 危
险性低. 
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清晰显示出病变起源部位, 判断出病变性质及大 
小[5-7]. 选取的病例经超声胃镜测量直径都小于1.5 
cm, 且胃镜下检查病变均为黏膜表面光滑, 广基, 
质硬, 推之可滑动, 因此基本排除了恶性病变的可

能性. 
本组57例患者套扎治疗均成功, 套扎治疗

术比以往文献报道(如高频电切术)的手术操作

的时间大大缩短, 手术全过程平均只有3 min, 极
大的减少患者的痛苦. 最重要的是他的危险性

降低, 具有非常高的安全性. 因为食管管壁很薄, 
没有完整的浆膜层, 进行高频电切不仅操作困

难而且非常容易出血, 穿孔[8]. 而套扎治疗是采

用内镜下食管静脉曲张套扎治疗的方法, 用有

弹性的套扎圈将黏膜下肿瘤套住, 使其血流中

断, 局部发生缺血、坏死, 自然脱落而达到治疗

的目的. 他损伤面小且恢复快 , 其整个脱落过程

大约10 d左右, 创面1 mo内完全愈合, 其间可适

当应用抑酸剂及黏膜保护剂, 促进组织修复. 套
扎治疗的术中及术后患者基本无不适感觉. 此
外, 套扎治疗患者所负担的经济费用很少. 需要

指出的是, 虽然此方法具有操作时间短、痛苦

小、损伤小、经济费用低、安全性高等诸多优

点, 但是, 我们无法对病变进行进一步组织学检

测, 并且只适用于黏膜下肿瘤直径小于1.5 cm的

患者, 对于肿瘤直径超过1.5 cm的患者不适用. 
这就为我们今后开展更完善的食管黏膜下肿瘤

胃镜下治疗提出了新的努力方向.
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1  材料和方法

1.1 材料 选取2006-06/2007-06经胃镜及微型探

头超声胃镜诊断为黏膜下肿瘤的患者57例. 并
且在超声胃镜下测量黏膜下肿瘤的直径都小于

1.5 cm. 患者的临床症状及胃镜、超声胃镜下特

点如下: 吞咽困难的患者占4例, 胸骨后疼痛的

患者有10例, 上腹痛的患者为26例, 无症状的患

者占27例. 胃镜下患者食管黏膜下肿瘤位于食

道的部位: 57例患者中食道上段的占9例, 食道

中段的占21例, 食道下段的占27例. 超声胃镜下

患者食管黏膜下肿瘤的大小: 57例患者中肿瘤

的大小范围在0.5-0.9 cm的占45例, 肿瘤大小范

围在1.0-1.5 cm的占12例. 超声胃镜下57例患者

食管黏膜下肿瘤在食管各层中所占的比例为: 
黏膜下肿瘤位于黏膜肌层的20例, 黏膜下肿瘤

位于食管固有肌层的占37例.
1 . 2  方 法  套扎术中所使用的电子胃镜为

OLYMPUS GIF-240系列, 美国WILLSON-COOK
套扎器. 进行治疗时将套扎器按常规安装在胃镜

前端[3], 打开电动负压吸引器, 进镜至黏膜下肿瘤

所在位置, 将套扎器的发射管对准黏膜下肿瘤, 
按住吸引按钮, 利用负压将肿瘤完全吸入发射管

内, 释放一环套扎用的弹性套扎圈即可, 观察套

扎圈将黏膜下肿瘤完全套住后, 退镜, 治疗结束.

2  结果

56例患者均套扎成功彻底根除黏膜下肿瘤, 只
有1例1 mo复查时病变无变化, 考虑为套扎圈术

后脱落, 重新给与套扎成功. 1例患者在术后24 h
内主诉胸骨后疼痛, 2例术后24 h内有轻微恶心, 
其余患者均无不适主诉 , 无任何并发症. 56例患

者均于1 mo后胃镜复查, 在原病灶处可见一较

浅的白色斑痕, 瘢痕处的食道黏膜有细微的纠

集现象, 无食道溃疡或狭窄发生. 于3 mo、6 mo
后分别复查, 食道黏膜无异常现象.

3  讨论

食管黏膜下肿瘤是消化道肿瘤中较少见的类型, 
由于其生长速度慢, 常常没有症状. 尽管肿瘤的

大小与吞咽困难, 吞咽不适等症状无相关性, 但
随着黏膜下肿瘤的缓慢生长, 体积变大即可出

现临床症状或出现恶变[4]. 所以病变虽然很小, 
但临床依然主张进行治疗. 

本组患者全部经微型探头超声胃镜检查. 对
消化系黏膜下肿瘤具有准确的定位作用, 能够

■同行评价
本文立题新颖, 方
法 先 进 ,  设 计 合
理, 对临床工作具
有很强的指导意
义. 



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年12月18日; 15(35): 3746-3748
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

树突状细胞治疗HBeAg阴性慢性乙型肝炎患者的临床 
观察

司方明, 娄海山, 郑鹏远, 熊灵军, 范毅凯, 李俊红, 白经修

司方明, 郑鹏远, 熊灵军, 范毅凯, 白经修, 郑州大学第二附
属医院消化科 河南省郑州市 450014
娄海山, 李俊红, 河南省许昌市人民医院感染科 河南省许昌
市 461000
河南省卫生厅医学创新人才工程资助项目, No. 2004-45
河南省科技厅科技攻关资助项目, No. 0324410006
通讯作者: 郑鹏远, 450014, 河南省郑州市经八路2号, 郑州大学
第二附属医院消化科. medp7123@yahoo.com
电话: 0371-65261035
收稿日期: 2007-08-06   修回日期: 2007-10-25

Clinical observation of chronic 
hepatitis B patients with 
negative HBeAg following 
dendritic cell vaccine 
treatment 

Fang-Ming Si, Hai-Shan Lou, Peng-Yuan Zheng, 
Ling-Jun Xiong, Yi-Kai Fan, Jun-Hong Li, Jing-Xiu Bai 

Fang-Ming Si, Peng-Yuan Zheng, Ling-Jun Xiong, Yi-
Kai Fan, Jing-Xiu Bai, Department of Gastroenterology, 
the Second Affiliated Hospital of Zhengzhou University, 
Zhengzhou 450014, Henan Province, China
Hai-Shan Lou, Jun-Hong Li, Department of Infectious 
Diseases, Xuchang People’s Hospital, Xuchang 461000, 
Henan Province, China  
Supported by: the Medical Innovation Talent Program of 
Health Department of Henan Province, No. 2004-45 and the 
Key Item of Science and Technology Department of Henan 
Province, No. 0324410006
Correspondence to: Peng-Yuan Zheng, Department of 
Gastroenterology, the Second Affiliated Hospital of Zheng-
zhou University, 2 Jingba Road, Zhengzhou 450014, Henan 
Province, China. medp7123@yahoo.com
Received: 2007-08-06    Revised: 2007-10-25 

Abstract
AIM: To investigate the efficacy of dendritic cell 
(DC) vaccines in chronic hepatitis B patients 
with negative HBeAg.

METHODS: HBV antigen-loaded dendritic cells 
(DCs) were injected into patients subcutaneous-
ly. After six times of treatment with an interval 
of one month, HBV antigen (86 μg) and HBV-Ig 
(200 iu) were injected. At the end of treatment, 
HBV-DNA level, HBV-markers and liver func-
tion were examined in the serum.

RESULTS: Of the 17 patients with negative 
HBeAg CHB, 5 cases initially positive for HBV-
DNA became negative. In 2 initially positive 
cases, the HBV-DNA level was decreased, and 
in 4 initially positive patients, liver function tests 
revealed a return to normal.

CONCLUSION: HBsAg-pulsed DCs loaded with 
HBVIgG are effective in the treatment of CHB 
patients with negative HBeAg.

Key Words: Hepatitis B virus; Chronic hepatitis B; 
Dendritic cell; Immunotherapy

Si FM, Lou HS, Zheng PY, Xiong LJ, Fan YK, Li JH, Bai 
JX. Clinical observation of chronic hepatitis B patients 
with negative HBeAg following dendritic cell vaccine 
treatment. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(35): 
3746-3748

摘要
目的: 观察树突状细胞疫苗对HBeAg(-)慢性
乙型肝炎的治疗效果. 

方法: HBV抗原肽致敏的树突状细胞, 1次/mo 
sc于17例HBeAg阴性慢性乙型肝炎患者, 6次
后改为HBV抗原肽和乙肝免疫球蛋白各注射
1次/mo, 连用6 mo. 每6月复查肝功能, 乙肝标
志, HBV DNA定量及B超. 

结果: HBV DNA转阴5例(29.4%), HBV DNA
下降2例(11.8%), 肝功能复常4例(23.5%).

结论: HBV抗原肽冲击的树突状细胞疫苗可
应用于HBeAg阴性慢性乙型肝炎的治疗.

关键词: 乙型肝炎病毒; 慢性乙型肝炎; 树突状细

胞; 免疫治疗
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0  引言

我国三分之一的慢性乙型肝炎(CHB)为HBeAg 

®

■背景资料
HBeAg阴性慢性
乙型肝炎在慢性
乙型肝炎中所占
比例逐年上升, 而
目前尚未有理想
的治疗措施. 
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阴性, 且HBeAg(-)CHB患者在CHB中所占比

例逐年上升. 其临床表现为HBsAg(+), HBV 
DNA(PCR法)为(+), 部分患者抗HBe(+), ALT异
常或反复活动. HBeAg(-)CHB具有较高的向肝

硬化、肝癌发展的倾向[1]. 对HBeAg(-)CHB的治

疗以IFN、Peg IFNα-2a, 核苷类似物等药物为主, 
但IFN不良反应较大, 疗效有限, 核苷类药物应

用疗程难以确定, 长期应用均可诱发HBV耐药

突变[2], 且长期用药费用较高. 以上这些因素皆

影响抗病毒药物的广泛、合理应用. 故从CHB
发病机制入手, 进一步探索以提高机体免疫功

能为主的免疫治疗, 对CHB患者的治疗具有重

要的临床价值[3]. 本文利用HBV抗原肽冲击致敏

的树突状细胞(dendritic cell, DC)制成疫苗, 应
用于HBeAg(-)CHB患者的治疗, 现将结果报道 
如下.

1  材料和方法

1.1 材料 健康人外周血分离单个核细胞, 体外培

养、扩增, 于第5天收获DC[4]. 根据中华医学会传

染病与寄生虫学分会、肝病学分会联合修订的

“病毒性肝炎防治方案”(2000-09西安)和中华

医学会肝病学分会与感染病学分会联合制订的

“慢性乙型肝炎防治指南”(2005-12-11)[5], 选门

诊轻型HBeAg(-)CHB患者17例(男13例, 女4例), 
年龄20-45岁, 病程3-25年, HBV DNA( PCR法)定
量<5×109拷贝/L. 其中2例感乏力、纳差、腹胀

等不适, 余皆无自觉症状. 排除肝硬化及其他类

型的肝炎病毒感染.
1.2 方法 每位患者每次sc HBV抗原肽86 μg致敏

DC, 106/次, 1次/mo, 共6次为第1疗程. 第2疗程为

HBV抗原肽86 μg sc, 乙肝免疫球蛋白200 U, im, 
1次/mo, 共6 mo. 每疗程结束后, 每6个月复查乙

肝标志、肝功、B超及HBV DNA(PCR法). 

2  结果

治疗1年结束后单项病毒学应答为7例(41.2%), 
其中HBV DNA转阴5例, HBV DNA下降2例, 
10例(58.8%)无应答 .  单项生化学应答中4例
(23.5%)ALT恢复正常, 13例(76.5%)无应答. 但有

2例出现总胆红素略升高, B超仍提示弥漫性肝

损伤. 虽然ALT复常, 仍按无应答统计. 发生应答

的时间一般出现在治疗结束后, 但也有延迟至

治疗1年后才出现应答, 故本文统计时间持续至

治疗结束1-2年后的资料. 治疗后应答反应大多

可维持1年以上或更久, 但有1例因经常难以控

制饮酒致ALT反复异常, HBV DNA定量不稳定

而复发(表1).

3  讨论

CHB患者体内HBV持续存在不易清除的原因可

能是机体免疫功能低下, 对感染的HBV形成免

疫耐受所致[6]. 患者免疫功能缺陷的重要原因之

一是其外周血中DC数量下降, 表型不成熟, 功
能降低, 无法有效呈递HBV抗原肽, 不能诱发有

效的特异的体液免疫和细胞免疫应答[7]. 利用

HBsAg冲击致敏DC可使其成熟度提高, MHC、
共刺激分子表达增加, 从而激活DC的抗原呈递

功能及IL-12、IFNγ等Th1型细胞因子的分泌, 纠
正CHB患者Th1/Th2细胞间的失衡, 诱发出HBV
特异的CTL反应. 由于T细胞活化增殖, 也有利

于其辅助B细胞增殖分化, 致特异性体液免疫

增强, 有利于清除HBV[8-9]. 这为DC疫苗用于抗

CHB治疗带来了希望.
从本文结果可以看出, HBsAg冲击的DC可

用于HBeAg(-)CHB患者的治疗, 可使部分患者

肝功能复常, HBV DNA下降或转阴. 这说明经治

疗后患者免疫功能有所增强, 因为HBV复制的

直接指标为HBV DNA水平, HBV DNA水平高低

与机体免疫功能相关[10], HBV DNA水平下降示

机体免疫功能提高. 推测其机制可能是HBsAg
抗原肽冲击后DC成熟度增加, CD80、CD86、
HLA-DR表达增强, IL-12分泌增加, 诱导Th1细
胞分化, 增强CD8+ T细胞和NK细胞活性. IFNr分
泌增加也可使CD4+ T细胞向Th1分化, 抑制Th2
形成, 从而激活HBV特异的CTL克隆增殖, 杀伤

HBV[11]. 治疗中联合应用乙肝免疫球蛋白是因

为乙肝免疫球蛋白为HBV中和抗体, 其与HBV
相应抗原结合形成复合物, 有利于抗原提呈细

胞摄取, 增加HBsAg内吞数量, 增强HBsAg特异

■应用要点
利用HBsAg抗原
肽冲击致敏树突
状细胞并联合乙
肝免疫球蛋白对
HBeAg(-)慢性乙
型肝炎有一定疗
效. 此方法采用皮
下、肌肉注射, 较
静脉注射法使用
更方便, 材料更节
省 ,  费用更低廉 , 
利于患者使用.

表  1  树突状细胞疫苗治疗HBeAg阴性慢性乙型肝炎17例应答情况

     
诊断                          n

               单项应答	          时间顺序应答	          (治疗1年后)联合应答         (治疗2年后)联合应答

                                            病毒学  生化学   治疗结束时  持久  复发    完全        部分        无        完全        部分        无

HBeAg(-)慢乙肝   17           7	         4	         11         10       1         5             6          6           4             6          7
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性克隆的增生, 便于HBV清除[12].
总之, HBsAg冲击致敏的DC疫苗可用于

HBeAg阴性CHB患者的治疗, 但疗效尚不理想. 
今后应加强D C功能恢复的再研究, 还可利用

CpG基序的寡聚脱氧核苷酸(CPGODN)等一系

列新型佐剂增强HBsAg抗原性, 或利用HBV抗

原肽基因转染DC等, 以求取得更佳疗效.
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Abstract
AIM: To study the renal injury in patients with 
cirrhosis and viral hepatitis.  

METHODS: Twenty nine patients with cirrhosis 
and viral hepatitis and 20 normal control subjects 
were selected. Ccr, UmALB, Uα1-MG, Uβ2-MG, 
NAG-U, TRF-U and RBP levels were measured. 

RESULTS: The levels of Ccr were lower in 
Child C patients than in Child A, Child B and 
control patients (51.54 ± 25.79 vs 105.41 ± 13.75, 
95.61 ± 23.09, 89.16 ± 18.19, P < 0.05). The levels 
of UmALB were higher in Child B and Child C 
patients than in control and Child A patients 
(42.53 ± 19.12, 108.07 ± 41.64 vs 14.10 ± 3.26, 
13.11 ± 2.72, P < 0.05). The levels of Uα1-MG, 
Uβ2-MG, NAG-U, RBP were higher in Child C 
patients than in the control group and Child A 
and B patients (26.95 ± 35.34 vs 6.81 ± 1.88, 6.87 ± 
2.10, 5.66 ± 0.81; 747.78 ± 596.72 vs 108.85 ± 65.86, 
115.00 ± 73.83, 147.25 ± 91.55; 32.30 ± 16.91 vs 
15.68 ± 3.14, 17.13 ± 5.35, 18.90 ± 10.23; 281.98 ± 
133.19 vs 119.63 ± 25.94, 124.39 ± 34.90, 168.25 ± 
11.76; P < 0.05). The levels of TRF-U were higher 
in all patients than in controls (6.54 ± 2.28, 7.59 ± 

3.21, 8.04 ± 5.64 vs 0.47 ± 0.21, P < 0.05). 

CONCLUSION: UmALB, Uα1-MG, Uβ2-MG and 
NAG-U are sensitive and useful items for the di-
agnosis of early renal injury in patients with cir-
rhosis and type B viral hepatitis, but TRF-U and 
RBP are not.
 
Key Words: Cirrhosis; Renal injury; Hepatitis

Lin W, Liu XJ, Chang YQ, Wang L, Lin XC. Clinical 
research on renal injury in patients with cirrhosis and 
hepatitis: an analysis of 39 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(35): 3749-3751

摘要
目的: 探讨肝炎肝硬化患者的肾功能损害.  

方法: 检测39例不同分期肝硬化患者(肝硬
化组, 肝功能Child A, B, C级分别为15例, 12
例, 12例)和20例体检正常者(对照组)的肌酐
清除率(Ccr)、尿微量白蛋白(UmALB)、尿
α1-MG(Uα1-MG)、尿β2-MG(Uβ2-MG)、尿
NAG酶(NAG-U)、尿转铁蛋白(TRF-U)和尿
视黄醇结合蛋白(RBP)的活性. 

结果: Child C组的Ccr低于对照组和Child A, 
B组(51.54±25.79 vs  105.41±13.75, 95.61±
23.09, 89.16±18.19, P <0.05), 而后3组间没
有差别. Chi ld B、C组UmALB高于对照组
和Child A组(42.53±19.12, 108.07±41.64 vs 
14.10±3.26, 13.11±2.72, P<0.05); Child A, B组
的Uα1-MG、Uβ2-MG、NAG-U、RBP与对照
组无差别, 而Child C组对应指标高于对照组和
Child A, B组(26.95±35.34 vs  6.81±1.88, 6.87
±2.10, 5.66±0.81; 747.78±596.72 vs 108.85
±65.86, 115.00±73.83, 147.25±91.55; 32.30
±16.91 vs  15.68±3.14, 17.13±5.35, 18.90±
10.23; 281.98±133.19 vs  119.63±25.94, 124.39
±34.90, 168.25±11.76; P<0.05). 肝硬化Child 
A, B, C组的TRF-U与对照组比较均有显著性
差异(6.54±2.28, 7.59±3.21, 8.04±5.64 vs  0.47
±0.21, P<0.05), 肝硬化3组间无差别. 

结论: UmALB、Uα1-MG、Uβ2-MG和NAG
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■背景资料
许多肝硬化患者
在发生肝肾综合
征之前就已经有
肾功能的损害, 如
何尽早诊断出肾
功能的损害, 以尽
早治疗, 防止肾功
能衰竭非常重要. 
近年来有学者通
过检测肾功能相
关指标来探讨肝
硬化患者的肾功
能表现, 初步得到
一些有意义的规
律, 但是尚没有形
成定论. 本文在研
究了肝硬化患者
尿微量蛋白、肾
小管标志蛋白水
平的同时, 也研究
了早期肾功能损
害的酶学指标, 不
仅探讨了肝硬化
患者的肾功能情
况, 还初步探讨哪
些肾功能指标更
适合这一患者群
肾功能损害的诊
断. 



活性的测定有助于早期发现肝炎肝硬化患者
的肾功能损害, TRF-U和RBP不适合作为肝硬
化患者早期肾功能损害的研究指标.

关键词: 肝硬化; 肾功能损害; 肝炎
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0  引言

肝硬化可以累及肾脏, 严重者可引起肝肾综合

征, 发生肾功能衰竭. 临床上, 在肝肾综合征发

生之前, 是否就已经存在肾脏损害, 目前尚无定

论. 而早发现、早诊断和早治疗, 遏制肾损害, 对
防止肾功能恶化甚至衰竭十分重要. 我们通过检

测肝炎肝硬化患者的肌酐清除率(Ccr)、尿微量

白蛋白(UmALB)、尿α1-MG(Uα1-MG)、尿β2-
MG(Uβ2-MG)、尿NAG酶(NAG-U)、尿转铁蛋

白(TRF-U)和尿视黄醇结合蛋白(RBP), 探讨肝炎

肝硬化与肾功能损害的关系及其临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 我院消化内科的肝炎肝硬化患者(肝硬

化组)39例, 男29例, 女10例, 其中肝功能Child A
级15例, 平均年龄53.6±8.24岁, Child B级12例, 
平均年龄56.0±11.12岁, Child C级12例, 平均年

龄59.1±12.25岁, 全部患者的诊断符合2000年
(西安)修订的病毒性肝炎防治方案中的标准[1]. 
20例体检正常者(对照组), 男13例, 女7例, 平均

年龄54.3±9.67岁. 所有受试者常规尿检均呈阴

性, 无原发肾脏病, 尚无肝肾综合征, 并排除非

肝病继发的肾损害.
1.2 方法 采集受试者晨起空腹血, 检测肝肾功能

和凝血功能等, 并结合临床表现对受试者进行

Child分级. 以MDRD法计算受试者的Ccr. 采集

首次晨尿作为尿标本, 离心后取上清液待检.
统计学处理  组间比较采取方差分析和q 

检验. 

2  结果

C h i l d  A、B组的C c r较对照组无明显降低

(P >0.05), Child C组较对照组和Child A、B组有

明显下降(P <0.05), 在Child A、B组间没有显著

性差异(组间比较P >0.05). Child A组的UmALB
与对照组的比较没有显著性差异(P >0.05), Child 
B、C组的UmALB与对照组和Child A组的比
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较有显著性差异(P <0.05), 且肝功能损害越重, 
UmALB值越高(组间比较P <0.05).  Child A、

B组的Uα1-MG较对照组无明显增高(P >0.05), 
Child C组较对照组和Child A、B组有显著增高

(P <0.05). Child A、B组的Uβ2-MG较对照组无

明显增高(P >0.05), Child C组较对照组和Child 
A、B组有显著增高(P <0.05). 且该两项指标在

Child A、B组间均没有显著性差异(组间比较

P >0.05). Child A、B组的NAG-u较对照组无明显

增高(P >0.05), Child C组较对照组及Child A、B
组有显著增高(P <0.05), 在Child A、B组间均没

有显著性差异(组间比较P >0.05). 肝硬化各组的

TRF-U与对照组比较均有显著性差异(P <0.05), 
肝硬化三组间两两比较均无显著性差异(组间比

较P >0.05). Child A、B组的尿RBP较对照组无明

显增高(P >0.05), Child C组较对照组及Child  A、

B组有显著增高(P <0.05), 在Child A、B组间均

没有显著性差异(组间比较P >0.05). 

3  讨论

近年来, UmALB测定广泛用于评价各种原发或

继发性肾脏病变,可检出常规尿检阴性的轻度损

害, 具有很高的特异性和敏感性[2-4]. Laffi et al [5]

提出, 肝硬变患者在肌酐(BUN)升高前就已存在

肾小球滤过率和肾血流量下降. 我们通过对肝

炎肝硬化患者的Ccr和UmALB的检测, 结果显示

Child A组UmALB无明显升高, 但Child B、C组
UmALB已有升高, 而Child A、B组的Ccr没有降

低, Child C组Ccr才有下降. 由此可见, UmALB
作为早期肾小球损害的检测指标, 他能够早于

Ccr提示肝炎肝硬化患者的肾功能损害. 
Uα1-MG和Uβ2-MG是小分子量蛋白质, 几

乎全部可从肾小球自由滤过, 99%以上又被近曲

小管上皮细胞以胞饮的方式重吸收并转运到溶

酶体分解为氨基酸, 正常尿液中含量很低, 所以

被视为肾小管重吸收功能受损的标记性蛋白[6-7]. 
本研究显示, 在肝炎肝硬化Child A、B级时尚没

有Uα1-MG和Uβ2-MG的升高, 而在Child C级出

现Uα1-MG和Uβ2-MG的升高. 
N A G是广泛存在于各种组织细胞溶酶体

内的一种水解酶, 不能透过肾小球. NAG-u来源

于肾小管上皮细胞, 可由于本身的损害, 致溶酶

体酶释放增加, 致使尿中活性增高, 是肾小管损

害最敏感的指标[8-10]. 本研究显示, 在肝炎肝硬

化Child A、B级时尚没有NAG-u的升高, 而在

Child C级出现NAG-u的升高. 这与Uα1-MG和

www.wjgnet.com

■应用要点
本 研 究 通 过
UmALB、Ua1-
MG、Ub2-MG及
NAG-u活性的测
定, 不但可以早期
发现肝炎肝硬化
患者的肾功能损
害, 而且还可以明
确损害是否延及
肾小球和肾小管. 
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Uβ2-MG的检测结果相一致. 
我们同时研究了TRF-U和RBP这两个早期

肾功能损害的酶学指标. 但是因为TRF-U和RBP
是在肝脏合成的, 在病毒性肝炎患者, 血清中

TRF-U和RBP与肝细胞损害程度有相关性[11]. 因
此, 在肝炎肝硬化患者, 由于肝功能的损害, 影
响了这两个酶的合成. 所以我们认为TRF-U和

RBP不适合作为肝硬化患者早期肾功能损害的

研究指标. 
总之, 通过UmALB、Uα1-MG、Uβ2-MG

及NAG-u活性的测定, 不但可以早期发现肝炎

肝硬化患者的肾功能损害, 而且还可以明确损

害是否延及肾小球和肾小管.
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表  1  肝硬化组与对照组肾功能的比较

     
                          Ccr(ml/min)           UmALB(mg/L)     Uα1-MG(mg/L)   Uβ2－MG(μg/L)         NAG-U(U)           TRF-U(g/L)              RBP(g/L)

对照组	  105.41±13.75      14.10±3.26       6.81±1.88      108.85±65.86      15.68±3.14       0.47±0.21     119.63±25.94

肝硬化组							     

    Child A	    95.61±23.09      13.11±2.72       6.87±2.10      115.00±73.83      17.13±5.35       6.54±2.28a    124.39±34.90

    Child B	    89.16±18.19      42.53±19.12a    5.66±0.81      147.25±91.55      18.90±10.23     7.59±3.21a    168.25±11.76

    Child C	    51.54±25.79a   108.07±41.64a  26.95±35.34a    747.78±596.72a   32.30±16.91a    8.04±5.64a   281.98±133.19a

aP<0.05 vs  对照组.
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Abstract
AIM: To detect the relationships between 
variants in the T174M polymorphism of the 
angiotensinogen gene and hepatocirrhosis. 

METHODS: Genomic DNA from leukocytes 
was analyzed for genetic variants at the T174M 
polymorphism of the AGT gene by polymerase 
chain reaction (PCR), restriction fragment 
length polymorphism (RFLP) and automatic 
sequencing. 

RESULTS: The distributions of MT and TT 
genotypes were not different between the hepa-
tocirrhosis group (84.6%, 15.4% ) and the control 
group (82.8%, 17.2%) (c2 = 0.077, P > 0.05). 

CONCLUSION: T174M polymorphism in the 
AGT gene is not likely to be involved in hepato-
cirrhosis.

Key Words: Angiotensinogen; Genetic polymor-
phism; Hepatocirrhosis; PCR

Xiao F, Wei HS, Fan WM, Li GL. Association analysis 
of T174M variants of the angiotensinogen gene with 
hepatocirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(35): 3752-3754

摘要
目的: 研究血管紧张素原(angiotensinogen, 
AGT)基因T174M分子变异与肝硬化的关系. 

方法: 提取正常人64例和肝硬化患者65例白
细胞基因组DNA, 通过PCR、限制性片段长
度多态性和测序等技术, 观察AGT基因型在
肝硬化组和正常组分布的差异. 

结果: AGT基因T174M位点MT和TT基因型
的频率在正常组和肝硬化组分别为82.8%、

17.2%和84.6%、15.4%, 两组之间不存在差异
(c2 = 0.077, P >0.05).

结论: 血管紧张素原基因T174M变异与肝硬
化没有显著关系.

关键词: 血管紧张素原; 遗传多态性; 肝硬化; 聚合

酶链式反应 
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0  引言

魏红山 et al报道组织局部肾素-血管紧张素系统

的激活与肝纤维化的发生有关[1-2]. 血管紧张素原

基因(angiotensinogen, AGT)是存在于血清中的球

状糖蛋白, 主要在肝脏合成, 是肾素-血管紧张素

系统的唯一初始底物[3]. 人AGT全长13 kb, 含5个
外显子和4个内含子[4]. 已有研究证实AGT基因

多态性与多种疾病相关, 包括高血压、脑梗塞、

冠心病, 肝纤维化等[5-8]. 我们的前期工作也证实

AGT基因核心启动子区的变异与乙肝感染后的

肝硬化相关[9]. 现在我们通过对人AGT基因第二

外显子的T174M分子变异分析, 探讨慢性HBV感

染后,  AGT基因突变与肝硬化发生的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-06/2005-12在北京地坛医院住

院的慢性HBV感染后转换成的肝硬化患者全血

®

■背景资料
已 有 研 究 证 实
AGT基因多态性
与多种疾病相关, 
包括高血压、脑
梗塞、冠心病, 肝
纤维化等. 本课题
组的前期工作也
证实AGT基因核
心启动子区的变
异与乙肝感染后
的肝硬化相关. 

■研发前沿
最新的研究表明
AGT基因核心启
动子区的变异与
乙肝感染后的肝
硬 化 相 关 ,  暂 无
ATG基因外显子
的变异与肝硬化
的关系.
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标本64份, 男25例, 女39例, 年龄40±5岁; 正常人

全血标本62份, 男29例, 女33例, 年龄35±5岁. 病
例的诊断标准符合2000年西安第十次全国病毒

性肝炎及肝病学术会议制定的《病毒性肝炎防

治方案》中的相关标准.
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 人基因组DNA样品取

自实验对象外周血. 采用全血基因组DNA提取

试剂盒(北京华美生物公司)提取白细胞基因组

DNA, -20℃放置, 备用.
1.2.2 DNA片段的扩增: 5'引物TGGCACCCTGG
CCTCTCTCTATCT, 3'引物CAGCCTGCATGAA
CCTGTCAATCT(上海生物工程有限公司合成). 
扩增体系含各引物1 μmol/L, dNTP浓度各为200 
μmol/L, Mg2+浓度为2.0 mmol/L, Taq DNA聚合

酶2.5 U, 10×缓冲液2.5 μL(深圳晶美生物工程

有限公司), 模板DNA约0.1 μg, 加灭菌去离子水

补足体积为25 μL. 按下述程序进行DNA扩增反

应: 94℃预变性5 min, 94℃变性30 s, 63.5℃退火

30 s, 72℃延伸40 s, 循环35次后于72℃继续延伸

7 min. 20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察扩

增结果. 
1.2.3 PCR产物的RFLP分析: NcoⅠ酶切反应(针
对T174M变异), PCR扩增产物8 mL, 10×缓冲液

2 mL, NcoⅠ内切酶12 U, 加灭菌去离子水补足

体积至20 mL, 酶切反应在37℃进行12 h. 酶切产

物在30 g/L琼脂糖凝胶电泳后在凝腔成像系统

仪下观察并保存结果.
统计学处理 分析计数资料组间差异采用χ2

检验分析, P <0.05认为组间有显著差异.

2  结果

2.1 PCR扩增结果 PCR扩增片段约为311 bp, 与
理论设计片段大小基本一致.
2.2 RFLP酶切分析及测序结果 126个样品经 
NcoⅠ酶切, 电泳结果显示出现3种带型. 带型

311 bp为TT纯合型, 带型311 bp、140 bp为MT杂
合型; 带型140 bp为MM纯合型, 本次实验中未

检测出MM纯合型(图1). PCR直接测序结果进一

步验证了此结果.
2.3 AGT T174M变异与肝硬化相关性分析 统
计分析表明, 实验样本基因型分布符合Hardy-
Weiberg平衡. 采用χ2统计, 对62例正常人样品和

64例肝硬化样品AGT基因T174M多态性进行分

析, 发现携带AGT基因T174M位点MT、TT基因

型的样品数目分别为55(84.6%)、10(15.4%)和

53(82.8%)、11(17.2%), 基因型分布差异没有显

著性意义(χ2 = 0.077, P >0.05).

3  讨论

越来越多的研究证明肾素-血管紧张素系统的激

活与肝纤维化的发生有关. AGT主要在肝脏合

成, 是肾素-血管紧张素系统的唯一初始底物. 其
合成不仅受多种激素调节, 更主要的是受基因

转录水平的调控. AGT基因的基因变异与人类

多种疾病相关[10-12]. 我们的前期工作证实AGT
基因5'核心启动子区的变异(A-20C和A-6G)与
乙肝感染后的肝硬化相关. 而位于第二外显子

的T174M也已被证实与多种疾病相关, 如高血

压、肾病、心血管疾病等[13-15]. 因此本课题研究

AGT基因T174M多态性是否与慢性乙肝感染后

的肝硬化相关. 
我们采用PCR、PCR/RFLP、测序等方法

分析64个肝硬化血液标本, 62个正常人血液标

本. AGT基因T174M位点MT、TT基因型的频率

在慢性HBV感染后的正常组和肝硬化组分别为 
82.8%、17.2%和84.6%、15.4%, 两组之间不存

在差异(χ2 = 0.077, P >0.05). 分析表明, HBV感染

后肝硬化的形成可能与AGT基因T174M分子变

异无关.

4      参考文献
1	 Wei HS, Lu HM, Li DG, Zhan YT, Wang ZR, Huang 

X, Cheng JL, Xu QF. The regulatory role of AT 1 
receptor on activated HSCs in hepatic fibrogenesis: 
effects of RAS inhibitors on hepatic fibrosis induced 
by CCl(4). World J Gastroenterol 2000; 6: 824-828

2	 Yang L, Bataller R, Dulyx J, Coffman TM, Gines 
P, Rippe RA, Brenner DA. Attenuated hepatic 
inflammation and fibrosis in angiotensin type 1a 
receptor deficient mice. J Hepatol 2005; 43: 317-323 

3	 Corvol P, Jeunemaitre X. Molecular genetics of 
human hypertension: role of angiotensinogen. 
Endocr Rev 1997; 18: 662-677

4	 Kageyama R, Ohkubo H, Nakanishi S. Induction of 
rat liver angiotensinogen mRNA following acute 
inflammation. Biochem Biophys Res Commun 1985; 
129: 826-832  

5	 Powell EE, Edwards-Smith CJ, Hay JL, Clouston 
AD, Crawford DH, Shorthouse C, Purdie DM, 

501 bp
404 bp
331 bp
242 bp
190 bp
142 bp
110 bp

1         2         3        4         5         6

图  1  PCR/RFLP电泳结果. 1: DNA Marker; 2-5: TT纯合型; 

6: MT杂合型.
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脏合成 ,  是肾素-
血管紧张素系统
的唯一初始底物.
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Abstract
AIM: To analyze the MR findings of early and 
late biliary complications after orthotopic liver 
transplantation (OLT) and to evaluate the clinical 
value of MR cholangiopancreatography (MRCP) 
combined with MR cross-sectional images in 
diagnosing biliary complications after OLT. 

METHODS: Fifty-seven consecutive patients 
with clinical suspicion of biliary complications 
after receiving OLT were evaluated on the ba-
sis of MRCP and MR cross-sectional images, 
the latter including T1W axial unenhanced and 
Gadolinum-enhanced sequences, Gadolinum-
enhanced VIBE sequences, unenhanced T2W 
axial images and coronal True-FISP sequences. 
The diagnostic accuracy rates were compared 
between MRCP and MRCP combined with MR 
cross-sectional images. 

RESULTS: The incidence of biliary complica-
tions after OLT was 64.9% (37/57). The final di-

agnoses were as follows anastomotic stricture (n 
= 14), nonanastomotic stricture (n = 8), solitary 
biliary stone or sludge (n = 5), cholangitis and 
periangiocholitis (n = 3), biloma (n = 3), donor-
to-recipient common bile duct disproportion (n 
= 3), and elongation of extrahepatic biliary duct 
(n = 1). In 37 cases of biliary complications, the 
accuracies of MRCP and MRCP combined with 
MR cross-sectional images were 75.7% (28/37) 
and 94.6% (35/37), respectively. The difference 
was statistically significant (P < 0.05). 

CONCLUSION: MRCP combined with MR 
cross-sectional images can improve the diagnos-
tic accuracy of biliary complications, especially 
the diagnosis of biloma, cholangitis and perian-
giocholitis. 

Key Words: Liver transplantation; Biliary tract; 
Complication; Magnetic resonance imaging; 
Cholangiopancreatography

Chen JF, Chen WX, Song QL, Li CX. Assessment of biliary 
complications after orthotopic liver transplantation with 
magnetic resonance imaging. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(35): 3755-3760

摘要
目的: 探讨磁共振胰胆管成像(MRCP)联合
MR断面图像在诊断肝移植术后胆道并发症
中的应用价值.  

方法: 对57例肝移植术后怀疑有胆道并发症
的患者行MR检查, 分析其表现, 并与手术、

胆道造影、肝脏活检和临床随访结果进行对
照, 比较MRCP和MRCP联合MR断面图像对
胆道并发症诊断的确诊率. 

结果: 57例患者胆道并发症发生率64 .9% 
(37/57). 其中吻合口狭窄患者14例, 非吻合
口狭窄8例, 孤立性胆道结石或胆泥淤积5例, 
胆管炎及胆管周围炎3例, 胆汁湖/胆汁瘤 3
例, 供体-受体胆总管不匹配3例, 肝外胆管吻
合后过长1例. 对胆道并发症诊断的准确率, 
MRCP为75.7%(28/37), MRCP联合MRI断面
图像为94.6%(35/37), 两者差别有统计学意义
(P <0.05).  

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝移植术后胆道
并发症发病率高, 
早期临床诊断困
难. MR作为一种
安全、无创、精
确的影像技术已
成为早期发现肝
移植术后胆道并
发症的重要手段, 
因此认识胆道并
发症的磁共振表
现, 并合理运用多
种成像序列, 对肝
移植术后胆系并
发症的评价具有
重要意义.



结论: MRCP联合MR断面图像能提高胆道并
发症诊断的准确性.

关键词: 肝移植; 胆道; 并发症; 磁共振成像; 胰胆管

造影术
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0  引言

胆道并发症(biliary complications, BC)是肝移植

术后导致肝脏功能障碍甚至移植肝失活的主

要原因之一, 约10%-30%的肝移植患者可能出

现各种胆道并发症[1], 早期诊断和治疗对于保

护移植肝功能和保证患者生存质量具有重要意 
义[2]. 由于BC的临床表现和相关实验室检查缺

乏特异性 ,  早期诊断较困难 .  M R作为一种安

全、无创、精确的影像技术已成为早期发现肝

移植术后胆道并发症的重要手段. 我们通过分

析原位肝移植术后胆道并发症的磁共振胆胰管

成像(MR cholangiopancreatography, MRCP)及
MR断面成像的表现特征, 探讨MRCP及其联合

MR断面图像在诊断肝移植术后早期及晚期胆

道并发症中的价值.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-10/2006-11原位肝移植术后

MR随访的连续性患者共57例, 男46例, 女11例, 
年龄30-63(平均46.5)岁. 其中乙型肝炎后肝硬化

28例, 慢性乙型重症肝炎6例, 胆源性肝硬化2例, 
酒精性肝硬化1例, 原发性肝细胞肝癌18例, 肝
门胆管癌2例. 8例行原位经典肝移植, 49例行改

良背驮式原位肝移植. 胆道重建采用胆管端端

吻合52例, 胆肠Roux-en-Y吻合5例, 51例未放置

T管. 原位肝移植(orthotopic liver transplantation, 
OLT)术后至胆道并发症发生的时间间隔0.5-49 
mo. 57例患者均经胆道造影、手术或临床随访

证实, 其中内镜下逆行性胰胆管造影(endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)21例, 
T管造影2例, 手术和病理证实9例(二次肝移植5
例、胆肠吻合术3例、胆管粘连松解术1例), 肝
脏活检4例, 临床随访诊断21例.
1.2 方法 
1.2.1 MRI检查: 使用德国西门子公司Sonata 1.5T
磁共振扫描仪, 体部相控阵线圈. 对比剂使用 
钆 -二乙烯五胺乙酸 (G a d o l i n i u m d i e t h y-
lenetriamine pentacetic acid, Gd-DTPA), 商品名
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为磁显葡胺(北京北陆公司), 剂量0.2 mmol/kg, 
经前臂静脉推注. 

所有患者均行上腹部横断面T2W I(T R/ 
TE: 1000/83 ms, 层厚8 mm, 层距9.2 mm)和
T1WI(TR/TE: 100/4.8 ms, 层厚8 mm, 层距

9.2 mm)平扫, 真稳态自由进动快速成像序列

冠状面扫描(true fast imaging with steady state 
procession, True FISP, TR/TE: 4.3/2.1 ms, 层厚

5 mm, 层距5 mm). MRCP采用厚层T2加权成像

(single shot FSE, SSFSE序列, TR/TE: 4500/983 
m s, 层厚60 m m, 多角度采集6-8幅图像). 若
发现病变, 在病变部位行3D VIBE(volumetric 
interpolated breath-hold examination)序列三期

动态增强扫描(TR/TE: 4.2/1.8 ms, 层厚2.0-2.5 
mm). VIBE检查完成后立即行T1WI横断面(TR/
TE: 124/2.5 ms, 层厚8 mm, 层距9.2 mm)和冠状

面(TR/TE: 100/4.8 ms, 层厚4 mm, 层距4 mm)增
强扫描, 获得平衡期图像. 
1.2.2 图像分析: 经从事腹部影像诊断医师2人
独立阅片分析, 结论一致即达成诊断, 不一致时

协商取得共识. 首先阅读MRCP图像, 然后阅读

MRCP联合MR断面图像(包括VIBE序列图像), 
观察内容包括: 胆道系统狭窄、扩张、充盈缺

损, 狭窄的部位和长度, 胆管壁增厚及强化特征, 
胆管周围肝实质异常信号, 胆汁外漏/胆汁瘤形

成以及肝外胆管长度、走行. 肝内胆管最大径

大于3 mm, 肝外胆管(肝总管及胆总管)最大径大

于8 mm记为胆管扩张[1]. 
统计学处理 分别计算MRCP及MRCP联

合MR断面图像诊断胆道并发症的敏感性、阳

性预测值、假阳性率、假阴性率和准确率. 率
的比较采用卡方检验, P <0.05为差异有统计学 
意义.

2  结果

2.1 胆道并发症 57例OLT患者中共发现37例
(64.9%)胆道并发症. 其中胆汁湖/胆汁瘤3例, 吻
合口狭窄14例, 非吻合口狭窄8例, 单纯性胆道

结石或胆泥淤积5例, 供体-受体胆总管管径不

匹配3例, 胆管炎及胆管周围炎3例, 肝外胆管吻

合后过长1例. 胆汁湖/胆汁瘤是早期胆道并发

症胆汁漏所致, 本组发生率为8.1%(3/37), 均发

生在OLT术后1 mo以内. MRI表现为吻合口周围

单发类圆形液性区, 边界清楚, 在各成像序列其

信号与胆汁一致(图1). 3例均经ERCP证实存在

胆管吻合口漏. 吻合口狭窄是本组最常见的类

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文较深入地分
析了肝移植术后
胆道并发症的MR
表现, 提出MRCP
联合MR断面图像
能提高胆道并发
症(尤其是胆管炎, 
胆管周围炎, 胆汁
瘤)诊断的准确率. 
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型, 占37.8%(14/37). 其中胆管吻合口狭窄12例, 
胆肠吻合口狭窄2例, MRCP表现为胆管吻合口

处局限性狭窄, 吻合口以上胆管扩张(图2), 5例
并发吻合口以上胆管结石或胆淤泥, 3例VIBE
序列显示吻合口周围管壁增厚, 4例并发继发

性胆管炎. 非吻合口狭窄占21.6%(8/37). MRI表
现为肝门部肝总管或/和左右肝管近段狭窄, 外
围胆管扩张(图3). 其中5例狭窄段胆管壁增厚

(图4), 4例肝内胆管结石. 胆道结石、胆淤泥占

13.5%(5/37). 结石位于吻合口以下胆总管2例, 
肝总管1例, 肝内外胆管多发结石伴胆淤泥1例, 
肝内胆管淤泥1例. 胆道结石表现为胆管内充盈

缺损, 边界清楚. 胆淤泥表现为胆管腔内不规则

形充盈缺损, 边缘较为模糊, 可分布于单支或多

支胆管, 肝内胆管扩张.  肝内胆管炎、胆管周围

炎占8.1%(3/37). 胆管炎T1WI表现胆管壁增厚、

强化明显(图5), MRCP显示胆管走行僵硬. 胆管

周围炎表现为胆管周围肝组织斑片状稍长T1、
稍长T2信号, 增强扫描动脉期较明显强化.  供 
体-受体胆总管管径不匹配占8.1%(3/37). MRCP
均表现为受体的胆总管直径大于供体胆总管直

径, 在吻合口处形成一明显分界, 不伴管腔狭窄

及肝内胆管扩张(图6). 肝外胆管吻合后过长, 长
度超过13 cm者1例, MR表现为肝外胆管迂曲、

成角伴成角上方及胆总管下段结石形成(图7).
2.2 M R诊断结果分析  37例胆道并发症患者

MRCP诊断正确28例, MRCP联合MR断面图像

诊断正确35例, 有7例MRCP联合MRI断面图像

诊断正确而M R C P诊断错误, 其余2例两种方

法均未能正确诊断. 本组结果显示诊断肝移植

术后胆道并发症: 仅采用MRCP图像, 其敏感

性89.2%(33/37), 阳性预测值84.8%(28/33), 假
阳性率2.7%(1/37), 假阴性率10.8%(4/37), 对
胆道并发症诊断确诊率75.7%(28/37). MRCP
联合MRI断面图像, 敏感性97.3%(36/37), 阳性

预测值97.2%(35/36), 假阳性率2.7%(1/37), 假
阴性率2.7%(1/37), 对胆道并发症诊断确诊率

94.6%(35/37). 二者准确率比较, 差别有统计学

意义(P <0.05). 二者敏感性、阳性预测值、假阳

性率、假阴性率差别无统计学意义(表1).

3  讨论

胆道并发症、血管并发症和移植排斥反应是

术后移植肝无功能的主要原因[1]. 胆道相关并

A B C

图  1  胆汁瘤(箭头)伴肝外胆管受压(白箭). A: MRCP; B: T1WI增强冠状面; C: VIBE序列横断面.

→

→

A B

图  3  非吻合口狭窄(箭头). A: MRCP; B: ERCP.

→

A B

图  2  吻合口狭窄(白箭)伴吻合口上方及左右肝管汇合区多
发结石(箭头), 胆管扩张. A: MRCP; B: True-FISP冠状面.

→

→

A B

图  4  非吻合口狭窄. A: MRCP;  B: T1WI增强冠状面.

■应用要点
MRCP和MR断面
图像可提供各自
特有并互补的信
息, 能清楚显示胆
管及其周围结构, 
有利于临床和影
像医生诊断肝移
植术后胆道并发
症. 
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发症高发病率、早期诊断困难和预后不良, 被
称为肝移植中的“阿喀琉斯之踵”(Achil les's 
heel)[3]. 多种影像学方法可用来诊断胆道并发

症, 如超声、ERCP、PTC和CT等, 但都不理 
想[4]. MR多种成像序列综合应用, 能从二维、三

维显示胆系的全貌, 在肝移植术后胆道并发症

的诊断和鉴别诊断方面可发挥重要作用. 有文 

献[1-2,5-6]着重强调MRCP在肝移植术后胆道并发

症中的应用. 但MRCP显示的是胆管腔的形态改

变, 而不能直接显示胆管壁和胆管腔外的改变. 
近年临床亦发现MRCP诊断吻合口狭窄存在一

些问题, 如较低的空间分辨率导致漏诊轻度的

吻合口狭窄, 夸大吻合口狭窄的程度. 因此, 在
评价胆道并发症方面, 单纯采用MRCP图像不够

全面和精细, 应结合MR断面图像来全面评价胆

道并发症. 本研究结果示, MRCP联合MR断面图

像对胆道并发症的诊断准确率高于单纯MRCP, 
有统计学差异; 而敏感性、阳性预测值、假阳

性率、假阴性率两者比较虽无统计学差异, 但
MRCP联合MR断面图像敏感性、阳性预测值均

高于单纯MRCP, 而假阴性率则较低. 因此, 在临

床实际工作中, 应重视分析MR断面图像, 以提

高对胆道系统并发症的诊断. 
胆道并发症可分为早期并发症和晚期并发

症. 胆汁漏是最常见的早期胆道并发症, 晚期胆

道并发症包括狭窄、结石、淤泥和Oddi氏括约

肌功能不全等. 
胆汁漏按发生的不同部位分为“T”管

漏、吻合口漏和非吻合口胆漏. 本组3例均为吻

合口漏. ERCP是肝移植术后胆汁漏诊断的金

标准. MR虽不能直接显示漏口, 但能够清楚显

表  1  MRCP与MRCP联合MR断面图像对肝移植术后胆道
并发症诊断的比较

     
并发症                    n

                 MRCP                     MRCP+MRI

                                      确诊(%)  误诊  漏诊   确诊(%) 误诊 漏诊    

吻合口狭窄         14   12(85.7)    1      1     13(92.8)   0     1

非吻合口狭窄        8    7(87.5)     1      0       8(100)     0     0

胆石及胆泥形成    5    4(80)       0      1       5(100)     0     0

胆汁漏/胆汁瘤       3    2(67.5)    1      0       3(100)     0     0

胆管炎及               3     0             1      2       3(100)     0     0

胆管周围炎

供受者胆               3     2(67.5)    1      0       2(67.5)    1     0

管不匹配

肝外胆管               1    1(100)     0     0        1(100)     0     0

吻合后过长

合计例数             37  28(75.7)       9          35(94.6a)      2     

aP<0.05 vs  MRCP确诊率. 

A B

图  5  肝移植术后反复胆道感染5 mo,  VIBE序列增强扫描示肝门和肝内胆管壁增厚, 明显强化(白箭), 系胆管炎.

→

→

→ →

图  6  供体-受体胆管管径不匹配, 在吻合口处形成一明显
分界(白箭). 

→

图  7  肝外胆管吻合后过长, 成角伴结石(箭头)形成. 

■名词解释
VIBE序列: 即快
速梯度回波三维
容积插入法屏气
检查序列, 是一种
运用具有各向同
性或类似各向同
性空间分辨率的
3D射频扰相GRE
序列进行数据采
集的3D快速梯度
回波T1加权成像
序列, 具有成像速
度快、图层薄、

无层间距、各向
同性的特点, 可进
行多期动态增强
扫描. 
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示胆汁外漏积聚的部位、范围. MRCP及T2WI
上表现为吻合口周围有高信号的胆汁湖或胆汁

瘤形成. Boraschi et al [2]认为肝移植术后3 mo内
腹腔内可有局限性少量胆汁聚集(胆汁瘤)而不

一定伴有活动性胆汁漏. 虽然胆汁瘤的形成不

能作为评价是否存在活动性胆汁漏的标准, 但
持续性胆汁瘤的存在或胆汁湖增大则提示存在

活动性胆汁漏, 应及时行直接胆道造影确诊, 以
便选择合理的治疗方案. 胆道狭窄是最常见的

胆道并发症, 按发生部位分为吻合口狭窄和非

吻合口狭窄. 吻合口狭窄发生于受体胆管或肠

管与供体胆管吻合口处, 是由于吻合口在愈合

过程中瘢痕形成、挛缩或胆管断端血供不良造

成, 多发生在肝移植术后晚期, 常与胆石、胆

淤泥等共同存在. 吻合口狭窄是本组最常见类

型, 占所有胆道并发症的37.8%(14/37), 占胆道狭

窄的63.6%(14/22). MRCP能够清楚地显示吻合

口狭窄及肝内胆管扩张的程度. 本组MRCP诊断

了14例吻合口狭窄中的12例, 敏感性92.9%, 准确

度85.7%. 需要注意的是, 部分肝移植术后梗阻性

黄疸的患者未必伴有梗阻近侧胆管的扩张, 这可

能与冷保存再灌注损伤的移植肝胆管顺应性下

降有关[7]. 本组1例患者因此而漏诊. 非吻合口狭

窄主要表现为移植肝脏非吻合口部位胆管树弥

漫性或局灶性狭窄、扩张, 是临床上最难处理的

肝移植术后胆道并发症. 非吻合口狭窄多与胆管

缺血有关, 常见诱因是肝动脉血栓形成[8]. 非吻

合口狭窄分为肝外型、肝门型、肝内型和弥漫 
型[9], 肝门型最常见. MRCP表现为肝总管及左右

肝管近段胆管不规则狭窄, 范围较长, 外围胆管

扩张, 病变进展向上累及肝内胆管, 向下累及胆

总管. MR断面图像特别是VIBE序列能清楚显示

狭窄段胆管壁增厚, 是较特征性表现[10]. MRCP
亦能清楚显示狭窄近、远侧胆管的形态及腔内

改变. 本组发现并确诊了8例狭窄, 同时清楚地

显示其中4例(50%)合并胆管内结石/胆泥, 5例
(62.5%)胆管壁增厚. MR可以无创、准确地诊

断移植肝非吻合口狭窄. 胆道结石、胆淤泥大

多数发生在肝移植术后晚期, 多数与吻合口或

非吻合口狭窄等其他胆道并发症伴随存在. 单
纯依据MRCP即可清楚地显示胆淤泥、胆管结

石的分布及肝内外胆管的扩张情况. 本组单纯

性胆道结石/胆淤泥5例, 与其他并发症共同存

在10例, MRCP正确诊断14例, 与文献报道一 
致[11]. 肝内胆管炎/胆管周围炎系反复的胆道感

染所致. 单一MRCP对该型的诊断价值有限, 而

MR增强断面图像, 特别是VIBE序列图像能清

楚地显示增厚的胆管壁及胆管周围肝组织的异

常信号, 诊断特异性较高. 本组3例全部确诊. 供
体-受体胆管管径不匹配的影像学特征表现为受

体胆管直径和供体胆管直径不一致, 不伴肝内

胆管扩张[12]. 多数为供体胆管光滑、纤细, 而受

体的胆管则轻度增宽, 易误诊为胆管狭窄. 两者

的区别是胆管狭窄常表现胆管僵直, 管腔粗细

不均. 也可表现为受体胆管纤细而供体胆管轻

度扩张, 在吻合口处形成一明显分界, MRCP表
现类似于吻合口狭窄. 吻合口管腔无狭窄、肝

内胆管无扩张为鉴别要点. MRCP反应供、受者

胆管生理状态时的管径大小, 能较准确的对该

型做出诊断. 一般将肝移植术后肝外胆管长度

超过13 cm者定义为肝外胆管吻合后过长[13]. 供
受者胆管吻合后过长易发生肝外胆管扭曲成角, 
胆汁排出不畅, 致肝外胆管内胆淤泥、结石形

成. MRCP能准确判断肝外胆管长度、成角的位

置、方向和角度以及胆道有无梗阻. 
本研究结果显示, MRCP作为单一的诊断手

段判断肝移植术后有无胆道并发症有良好的效

果. 在对病因诊断方面, MRCP联合MRI断面图

像对胆道并发症诊断准确率达94.6%(35/37), 而
单独MRCP仅为75.7%, 前者优于后者, 差别具

有统计学意义. 单一的MRCP能对大多数胆管

狭窄、胆管结石/胆淤泥、供受者胆管管径不匹

配、肝外胆管吻合后过长等并发症做出正确诊

断. 联合MR断面图像特别是VIBE序列能提高胆

道并发症诊断的准确性和特异性, 尤其是对胆

管炎/胆管周围炎、胆汁瘤并发症的诊断. 因此, 
磁共振多种序列的联合应用, 对肝移植术后胆

系的评价具有重要价值.
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Abstract
AIM: To summarize the experience with 
combined implosion therapy of FHDOS (four 
high dose and one support) for critical patients 
with acute cholangitis of severe type (ACST) 
severe accompanying by mult iple organ 
dysfunction syndrome (MODS), and to evaluate 
its efficacy. 

METHODS: All of the patients with ACST ac-
companying MODS in our study underwent op-
eration. A routing method was performed in 34 
cases (routing group). Thirty-two critical patients 
were treated with the new combined implosion 
therapy of FHDOS (combined group). "FHDOS" 
included: (1) a high dose of anisodamine in short-
range, (2) a high dose of dexamethasone in short-
range, (3) a high dose of efficacious antibiotics, 
(4) a high dose of solution to douche abdominal 
cavity, and (5) etabolic and nutritional support.

RESULTS: The mortality in the combined group 

(28.1%) was lower than that in the routing group 
(52.9%) (P < 0.05).

CONCLUSION: FHDOS therapy could signifi-
cantly reduce perioperative mortality in criti-
cal patients with ACST accompanying MODS. 
FHDOS therapy could ameliorate the general 
conditions of these patients and lead to a safe 
perioperative stage.
 
Key Words: Anisodamine; Dexamethasone; Acute 
cholangitis of severe type; Multiple organ dysfunc-
tion syndrome; Combined implosion therapy of 
"FHDOS"

Shi WH, Rong YX, Yue MX. Combined implosion therapy 
of "FHDOS" for critical patients with acute cholangitis 
of severe type: an analysis of 32 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(35): 3761-3763

摘要
目的: 探讨“四大一支持”综合冲击疗法在
急性重症胆管炎并发多器官功能障碍综合征
中的应用效果. 

方法: 急性重症胆管炎并发多器官功能障碍
综合征66例, 均进行手术. 根据治疗不同分为
两组. 常规组(34例)采用传统常规疗法, 冲击
组(32例)采用“四大一支持”综合冲击疗法, 
即短程大剂量山莨菪碱, 短程大剂量地塞米
松, 大剂量抗厌氧菌和抗需氧菌抗生素联合正
确应用; 大量灌洗液清洗腹腔, 一支持即代谢
营养支持. 

结果: 常规组死亡率为52.9%, 冲击组死亡率
28.1%, 两组有显著差别(c2 = 4.2, P <0.05). 冲
击组治愈患者经2 mo-7年随访, 未发现其他副
作用及不良反应.

结论: “四大一支持”综合疗法能降低急性
重症胆管炎并发多脏器功能障碍综合征患者
的死亡率, 有助于患者渡过手术关, 促进器官
功能发生逆转, 最终获得痊愈.

关键词: 山莨菪碱; 地塞米松; 急性重症胆管炎; 多

器官功能障碍综合征; “四大一支持”综合疗法
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■背景资料
重症急性胆管炎
发 病 急 骤 、 病
情 复 杂 ,  一 旦 延
误诊治极易导致
MODS, 临床处理
十 分 困 难 ,  伤 残
率、病死率很高. 
正确选择手术时
机, 早期进行手术
减压是降低死亡
率非常重要的措
施. MODS是急性
重症胆管炎的严
重并发症, 也是最
主要的死亡原因
之一. 随着器官功
能障碍累及数的
增加, 病死率也增
加. 防止肝衰、肾
衰的关键是及时
纠正休克和脱水
状态, 保证肝脏和
肾脏的足够血流
灌注, 抑制胃酸分
泌. 围手术期静脉
注射H2受体阻滞
剂, 对应激性溃疡
有预防作用. 
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0  引言

多器官功能障碍综合征(mul t ip le organ dys-
function syndrome, MODS)是严重感染创伤, 休
克和大手术等原发病发生24 h后, 机体同时或序

贯发生两个或两个以上器官或系统功能障碍的

临床综合征[1]. 急性重症胆管炎(acute cholangitis 
of severe type, ACST)发病急剧, 病死率极高, 可
达33.6%[2].一旦延误诊治, 极易导致MODS, 临床

处理十分困难. 如何合理救治及降低死亡率仍

是现代胆道外科一大课题. 我们采用“四大一

支持”综合冲击疗法[3-4]救治ACST并发MODS
患者32例, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 江苏大学附属武进医院及解放军第

306医院腹部外科中心8年来共收治ACST并发

MODS 66例, 其中采用传统常规疗法34例(常规

组),“四大一支持”综合疗法32例(冲击组). 常
规组中男21例, 女13例, 年龄35-81(平均59)岁. 
冲击组男22例, 女10例, 年龄31-93(平均62)岁. 
发生两个脏器障碍者52例, 三个12例, 四个2例.
1.2 方法 传统常规疗法: (1)消除病因; (2)改善

氧供, 恢复和改善微循环, 进行血液动力学支

持; (3)维持血容量; (4)抗感染治疗; (5)免疫治

疗和抗凝治疗等. 在部分常规疗法基础上应用

的“四大一支持”综合疗法[3-4]: (1)短程大剂量

山莨菪碱: 20 mg/8 h, 或一次静注20-40 mg, 30 
min后可根据病情追加40 mg, 总量可达120-240 
mg/d, 直至病情控制. (2)短程大剂量地塞米松: 
40 mg/8 h, 或一次静注100 mg, 连续用药3 d后逐

渐减量. 为预防应激性溃疡的发生, 应同时应用

甲氰咪胍(0.4 g/次, 3次/d)或洛赛克. (3)大剂量

抗需氧菌和抗厌氧菌抗生素合理联合应用. 我
们采用序贯性抗生素治疗. 包括三个阶段: 在取

得培养及药敏报告前, 应按照经验性抗生素方

案给药, 采用对肝肾功能影响极小的抗生素, 如
抗厌氧菌的甲硝唑或替硝唑和抗需氧菌的第三

代头孢菌素. 3-4 d后, 根据药敏报告选用抗生素

治疗, 同时需预防二重感染的发生. 7-9 d后, 根
据患者情况, 可开始改换口服治疗, 以巩固疗效. 
(4)腹腔灌洗液清洗腹腔: 手术中采用生理盐水
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2000-3000 mL冲洗腹腔, 以减少坏死组织、细

菌总数和稀释毒素. (5)“一支持”即代谢营养

支持治疗: 分肠外和肠内两大类, 采用分阶段代

谢营养支持治疗: 第一阶段即患者处于高度应

激状态, 有效循环量、水盐电解质平衡得到初

步处理后, 但胃肠功能仍处在明显障碍时, 应采

用完全的胃肠外营养. 患者每日从中心静脉或

周围静脉给予低热量营养支持, 一般应用20-30 
kcal/kg[5]. 其中糖<5 g/(kg·d), 脂肪<1.0 g/(kg·d), 
而氮摄入量应在0.15-0.2 g/(kg·d)左右为宜[6]. 内
加电解质、微量元素、胰岛素、ATP和辅酶A
等. 第二阶段即病情有缓解, 胃肠道功能有明显

恢复时, 可肠内、肠外营养同时进行. 第三阶段

即病情得到完全控制, 胃肠道功能完全恢复时, 
逐步过渡直至全部应用肠内营养. 代谢支持的

重点是尽可能保持正氮平衡, 而非普通的热量

供给.
统计学处理 采用c2检验, SPSS11.0 for Win-

dows统计软件进行处理, 检验水准α = 0.05.

2  结果

两组患者均施行了手术. 常规组中18例于术后

3-30 d相继死亡, 病死率52.9%. 冲击组中9例于

术后9-56 d相继死亡, 病死率28.1%. 两组比较 
χ2 = 4.2, P <0.05, 统计学差异具有显著性. 冲击

组治愈患者经2 mo-7年随访, 未发现其他副作用

和不良反应.

3  讨论

胆管梗阻、扩张、胆汁淤积导致细菌生长繁殖. 
发生ACST时, 肝内胆小管压力超过肝细胞分

泌压, 胆小管内膜受损、坏死、破溃, 且与肝血

窦病理性融通, 使大量脓性胆汁进入血液而引

起“五血症”, 即菌血症、内毒素血症、脓毒

血症、败血症和胆汁血症. ACST进展很快, 出
现顽固中毒性休克、精神症状、细菌性肝脓肿

时, 表明病程已进入中期. 并发MODS者则为晚

期阶段的表现, 是良性胆道疾病最重要、最直

接的死亡原因. 动物和临床研究表明, 肝脏对外

来因素打击最为敏感. ACST时, 容易并发肝功

能障碍或衰竭, 并以顺序累加方式对其他器官

功能带来不利影响, 导致MODS, 死亡率可高达

54%-64%. 本组常规治疗的患者死亡率与文献

报道相近.
如何早期预防和有效地控制M O D S的发

生、发展成为ACST是临床救治十分重要的研

www.wjgnet.com

■研发前沿
研究证实短程大
剂量山莨菪碱与
地塞米松联合使
用具有扼止机体
危重状态进展, 促
进症状缓解, 具有
增加微循环内灌
注量和微循环内
微粒移动的数量
及扩张微血管而
达到改善组织氧
供、改善微循环
及减少微血栓形
成 的 目 的 ,  具 有
良好的降温、抗
毒、抗炎、抗休
克作用.
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究课题. 有关ACST并发MODS时, 是否进行手

术治疗尚有争论. 我们体会一旦发生MODS, 保
守治疗很难使患者病情发生逆转. 6例患者虽经

积极保守治疗但终因MODS继续发展而死亡[3]. 
所以我们在实验研究和临床总结的基础上采用

“四大一支持”综合冲击疗法. 该方法: (1)能显

著改善心、肝、肺、肾功能, 降低死亡率, 减少

药物副反应, 优于单独应用; (2)增加微循环灌注

量和微循环内微粒移动的数量; (3)逆转胃黏膜

内pH值下降, 改善组织氧供; (4)抑制血浆胃泌

素、胃动素水平的升高; (5)降低血浆TNF和LPO
的水平; (6)减轻组织细胞变性、坏死, 减少微血

栓的形成; 使肾脏内皮素mRNA表达水平明显降

低等[1,7-8]. 术后因胆道梗阻的致死性触发病因去

除, 病情较快发生逆转, 最终获得治愈出院. 冲
击组84岁、87岁及93岁各1例患者, 均并发两个

器官功能障碍, 经“四大一支持”综合疗法, 在
ICU监测渡过了手术关, 治愈出院. 而常规组两

例85岁患者均死亡.
“四大一支持”综合冲击疗法与传统治疗

的区别如下: (1)“四大一支持”综合疗法是将

几种强有力的治疗措施几乎同时用在一个患者

身上. (2)给药的方式不同: 一般需静脉快速推入

或滴入, 要求在最短时间内在血液中达到最大

的药物浓度, 以期发挥最大的效应. (3)给药的剂

量不同: 一般给药的剂量是大剂量冲击治疗, 而
不是平时的均衡给药. (4)给药持续时间不同: 本
法强调的是短程, 一旦病情缓解即可停药或逐

渐减量. (5)对于有致死性触发因素的危重患者, 
一定要在“四大一支持”综合治疗的同时, 尽
快去除致死性的因素, 病情才会逆转. 综合疗法

并不等于各种治疗方法的简单叠加, 是考虑和

注意到了各种治疗方法疗效的互补性, 从而可

避免疗效的拮抗和毒副作用的叠加. 正因如此, 
“四大一支持”综合冲击疗法才显示出特有的

治疗效果. 本资料统计显示冲击组病死率明显

低于常规组(P <0.05).
“四大一支持”综合疗法在实际抢救过程

中要根据具体情况, 根据患者的个体差异, 适
当调整用药剂量和顺序, 以便获得最佳救治效

果. 同时应纠正水、电解质及酸碱平衡, 防治

二重感染. 预防性应用抑酸药防治应激性溃疡, 
既往有青光眼、溃疡病、凝血机制障碍者可

长期应用糖皮质激素, 有精神疾病病史、肿瘤

晚期及各种严重消耗性疾病患者应慎用或禁

用. 另外, 在MODS时, 机体处在高分解高动力

状态, 代谢营养支持已成为脏器支持的一个重

要环节, 营养代谢状态实际上将决定患者的最

终预后. 代谢支持的时机应依临床情况而定, 需
分三个阶段进行. 危重患者发病的初期, 以补

充单纯液体、电解质及100-200 g葡萄糖为佳. 
如需进行肠外营养支持, 非蛋白热卡摄入量控

制在20 kcal/(kg·d)左右, 然后逐渐增加至25-30 
kcal/(kg·d)[6]. 临床实践表明, 在危重患者应激初

期, 提倡限制性热卡摄入有助于机体平稳度过

创伤应激阶段, 减少代谢紊乱. 随着病情稳定, 
摄入热卡及氮量可逐渐增加[5].

预防是防止出现ACST患者并发MODS最
好的处理方法, 关键是要切实做到早期识别、

早期检查、早期诊断和早期治疗 .  一旦发生

MODS, 要给予强有力的“四大一支持”综合疗

法, 遏止住患者的危重状态, 为紧急手术和下一

步的治疗赢得时间, 降低死亡率, 而对重要脏器

无损伤作用[4]. 本方法在救治ACST并发MODS
中具有方便、经济、可靠、疗效显著的特点, 
值得在临床推广应用.
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■创新盘点
本文将“四大一
支持”综合疗法
用于治疗急性重
症 胆 管 炎 并 发
MODS, 降低了病
死率, 不增加远期
并发症, 为临床提
供一种此种情况
下的比较好的治
疗方法.

■同行评价
本文资料来源可
靠, 有一定的临床
实用意义和参考
价值.
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Abstract
AIM: To highlight the importance and necessity 
of quality assurance in clinical trial reporting by 
analyzing 41 papers on of Chinese medicine for 
cancer pain. 

METHODS: A search for clinical trial reports 
published from 1986 to 2006 on the effects, 
mechanisms, safety and application of Chinese 
herbal medicine in cancer pain management 
was conducted using the CBM, Chinese Medical 
Current Contents (CMCC) and Weipu (available 
since 1989) databases in Chinese, and PubMed 
and EMBASE in English. We evaluated the 
methodological quality of the articles, following 
the guidelines set forth in Levels of Evidence of 

Human Studies of Cancer in Complementary 
and Alternative Medicine by the National Can-
cer Institute (NCI) and Quality of Reporting of 
Randomized Controlled Trials of Herbal Medi-
cine Interventions by Gagnier et al.

RESULTS: Some research information was 
insufficiently reported, including methods of 
randomization, inclusion and exclusion criteria, 
outcome measurements, blinding and conceal-
ment, quality control and quality assurance of 
herbal preparations, and adverse events.   

CONCLUSION: Two crucial elements of high 
quality scientific reporting are the provision of 
sufficient research information and the trans-
parency of research methodology. Insufficient 
reporting may be one of the major reasons. Chi-
nese medicine is not widely and globally used to 
treat cancer pain. 

Key Words: Chinese medicine; Cancer pain; Quality 
control

Xu L, Wei PK, Sun DZ, Lao LX. Quality of reporting in 41 
randomized controlled clinical trials of Chinese medicine 
for cancer pain. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(35): 3764-3769

摘要
目的: 本文通过对41篇中药治疗癌痛的临床
研究文献进行分析, 讨论提高中医论文质量的
重要性和必要性.  

方法:  检索《中国生物医学文献数据库》

(CBM), 《中国生物医学期刊文献数据库》

(Chinese Medical Current Contents, CMCC)
和维普中文数据库以及P u b M e d和荷兰医
学文摘数据库(Excerpta Medical Datebase, 
EMBASE)英文数据库在1986年至2006年中医
药治疗癌痛的文献. 根据the National Cancer 
Institute(NCI)“补充和替代医学领域中癌症
临床研究循证医学的强度等级”筛选出属于
随机对照临床研究的论文41篇, 并以Gagnier 
e t a l 的“中药治疗随机对照试验的报道质
量”一文为参考, 进行论文质量分析. 

®

■背景资料
癌症疼痛是备受
关注的临床症状
之一 ,  WHO建议
使用三阶梯治疗
方案, 但治疗带来
的不良反应限制
了镇痛西药的临
床应用, 因此中医
药等疗法在癌痛
中的应用受到了
重视并在国内临
床应用广泛. 
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结果: 41篇论文中一些必要信息如随机方法, 
纳入和排除标准, 研究结果测定, 盲法应用, 中
药制剂的质量控制和评价, 以及药物的不良反
应等表述不足.  

结论: 科研论文报告的信息量是影响论文质
量的因素, 也是阻碍中医药在癌痛治疗领域被
广泛接受的原因之一. 

关键词: 中医; 癌痛; 文献质量

许玲, 魏品康, 孙大志, Lixing Lao. 中药治疗癌痛临床文献41篇

的分析.  世界华人消化杂志  2007; 15(35): 3764-3769
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0  引言

疼痛是组织损伤或潜在组织损伤所引起的不愉

快感觉和情感体验. 据WHO统计每天至少有500
万癌症患者在遭受着疼痛的折磨. 尽管WHO确

定了三阶梯方案治疗癌痛, 但是镇痛主要选择

的药物为非甾体类抗炎药和阿片类药物, 其副

作用严重限制了其实际应用. 如非甾体类抗炎

药可产生胃溃疡, 肝肾功能损伤; 阿片类镇痛药

可导致恶心、呕吐、便秘、困倦、呼吸抑制, 
以及长期应用后可能产生耐药和成瘾等[1-5]. 因
此, 其他辅助用药的应用日益受到重视. 尤其不

能低估的是中药在这一方面的治疗价值. 
近20年来, 中医药学者在癌痛的治疗中进

行了可贵的探索. 如汤剂, 片剂或胶囊口服, 膏
药, 酊剂外敷, 注射液静脉或肌肉给予等多途径

治疗癌痛, 取得了可喜的进展. 检索《中国生物

医学文献数据库》(CBM), 中文生物医学期刊

文献数据库(Chinese Medical Current Contents, 
CMCC), 维普中文数据库, 以及PubMed和荷兰

医学文摘数据库(Excerpta Medical DataBase, 
EMBASE)英文数据库, 1986-2006共有373篇文

章与中药治疗癌痛有关. 其中有106篇中文和9
篇英文文献为癌痛的临床原创性研究. 9篇英文

文献中8篇发表在中国期刊英文版. 因此, 中医

临床论文质量很可能是影响中医药被国际医学

界重视的一个关键. 

1  材料和方法

1.1 材料 检索CBM, CMCC, 维普中文数据库, 以
及PubMed、EMBASE英文数据库, 1986-2006
与中药治疗癌痛有关的文献. 关键词包括“癌

痛”, “肿瘤疼痛”, “中药”, “中草药”, 
“中西医结合”, “作用机理”; 英语关键词包

括Chinese medicine, Chinese herbs, cancer pain, 
neoplasm, and integrative Chinese and western 
medicine. 在中文数据库中共检索到212文章, 在
PubMed和EMBASE上检索到161条英文题录. 除
去综述性论文, 会议摘要, 个案病例报道, 以及

其他治疗(化疗, 放疗和手术)引起的疼痛等, 有
106篇中文和9篇英文文献为原创性临床研究

论文. 进一步以NCI公布的论文质量评价方法

“Levels of Evidence of Human Studies of Cancer 
in Complementary and Alternative Medicine(补
充和替代医学领域中癌症临床研究循证医学

的强度等级)”by the National Cancer Institute 
(NCI) (http://www.cancer.gov/cancertopics/pdq/
levels-evidence-cam/HealthProfessional/page2)”
及 Gagnier et al [6]发表“Quality of Reporting of 
Randomized Controlled Trials of Herbal Medicine 
Interventions(中药治疗随机对照试验的报道质

量)”为参考, 其中41篇为随机对照临床试验

(randomized controlled clinical trials, RCT). 本文

就对这41篇进行文献质量分析. 

2  结果

41篇随机对照的临床试验文献均有明确的研究

目的, 摘要中87.8%有齐全的目的, 方法, 结果和

结论. 95%提及随机, 87.8%描述诊断标准. 但是, 
只有32.5%报告随机方法和程序, 58.5%和24.4%
提及纳入标准和排除标准. 9.8%使用安慰剂对

照, 70.7%报告不良反应, 7.3% 随访达半年. 无一

篇报道提及样本量的计算方法等(表1). 

3  讨论

从文献资料的阅读中发现, 中医临床论文的报

道缺少很多必要的信息. 尤其是针对中药疗效

的研究, 与药物有效性和安全性相关的信息也

有遗漏. 以下就几个显着的问题进行讨论. 
首先, 是随机入组问题. 目前, 在中医药临

床研究中, 研究者大多为中医工作者, 有意或无

意地会把个人主观因素或偏倚带到实验研究中

去, 特别是对有很大商业利益的新药评估上. 所
以在药物的临床研究中遵循随机、盲法、严格

对照是避免和降低人为偏倚干扰研究结果最有

效的研究方法. 在本文分析的41篇文献中除一

篇为自身对照研究外, 虽有38篇(38/40, 95.0%)
提及了随机 ,  但其中只有13篇 (参考文献11, 
15-17, 22, 29, 31, 38, 40, 44-47)(13/40, 32.5%)描
述了如何随机, 如随机数字法, 根据齐同对比原

■研发前沿
有关中医药治疗
癌痛临床研究报
道, 存在着课题设
计不合理, 或内容
缺项等问题, 使得
中医药在该领域
的推广应用受到
了影响. 
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则直接配对法等及随机的程序. 40篇文章均未

提及如何实施盲法研究. 如由谁确定受试者入

组, 由谁执行受试者的治疗, 由谁收集研究数据

及评价和参与者是否被盲等. 这些研究也均未

提及样本量大小是如何计算得出的. 
通常, 临床研究是针对某一特定疾患者群

(如癌症疼痛患者)的研究, 受试者的筛选及随

机入组是临床研究的基本要素. 87.8%的文献

提到了诊断标准, 然而, 只有58.5%有纳入标准, 
24.4%有排除标准. 30.0%的文献未报告治疗组

和对照组治疗前的基本信息, 包括病种分布, 疼
痛程度和部位, 以及性别和年龄等资料的可比

性. 有2篇文献[13-14]进行了性别和年龄等一般资

料的分析, 但未就治疗前组别间疼痛的程度进

行可比性分析. 
其次, 是疼痛强度的评价. 关于疼痛强度的

■创新盘点
检索范围全面, 对
CBM, CMCC和
维普中文数据库
以 及 P u b M e d 和
EMBASE英文数
据库进行全面检
索. 对41篇文献进
行评价, 集中对随
机入组问题、疼
痛强度的评价、

中药制剂问题、

对照组问题进行
总结分析.

表  1  详细评估情况

     
评估内容	                                                     所占比例	                                                  所在文献

有中文摘要 	                           32/391(82.1%)     7-10, 12-23, 25-28, 30-36, 39-41, 43, 44

目的, 方法, 结果, 结论齐全	           36/41(87.8%)      7-28, 30-36, 39-41, 43, 44, 46, 47

有关键词                                            38/41(92.7%)      7-28, 30-37, 39-44, 46, 47

有英文摘要	                           10/41(24.4%)    17, 20, 21, 23, 33, 40, 41, 43, 46, 47

提及随机(除自身对照, 文献34)           38/40(95.0%)      7-23, 26-33, 35-47

提及如何入组(除自身对照, 文献34)   13/40(32.5%)     11, 15, 16, 17, 22, 29, 31, 38, 40, 44-47

有诊断标准 	                           36/41(87.8%)	     7-17, 19-34, 37, 38-41, 43, 45-47

有入选标准	                           24/41(58.5%)	     8-11, 15-17, 19-24, 27-31, 34, 37, 40, 43, 46, 47

有排除标准	                           10/41(24.4%)      8, 11, 15, 17, 34, 37, 40, 41,  46

使用安慰剂对照	                             4/41(9.8 %)     20, 23, 29, 36

使用阳性对照, 同时药物或治疗方      29/41(70.7%)     7-9, 11, 13-19, 21-23, 28, 31, 32, 35, 37-47

法明确, 剂量明确

写明疼痛强度的评价方法	           38/41(92.7%)	

VRS(主诉疼痛的程度分级法)	           18/41(43.9%)      7-10, 12-15, 17, 19, 21-23, 28, 29, 37, 43, 45

NRS(数字分级法)	                             7/41(17.1%)    11, 17, 24, 34, 38, 40, 41

VAS(视觉模拟法)	                             6/41(14.6%)    18, 35, 36, 42, 44, 46

其他方法	                                             7/41(17.1%)    16, 20, 25, 32, 39, 45, 47

提及两组治疗前的基本信息, 包括      28/40(70.0%)      7-13, 15-17, 19-23, 28-31, 33, 35, 37, 40-42, 44-47

病种分布, 疼痛程度和部位, 以及

性别、年龄等资料比较(除自身对

照, 文献34)

自制制剂(外用药或汤药)有明确的        8篇2 	    10, 15, 20, 36, 38, 39, 42, 46

药物组成和剂量

提及疗效标准, 且写明依据	           25/41(61.0%)      7, 9, 11, 14, 16, 18-21, 23-25, 28-30, 32, 34, 37, 38, 40, 41,

                                                                                    44-47

提及疼痛治疗有效率	            41/41(100.0%)   7-47

评价止痛作用起始时间	           17/41(41.5%)      7, 9, 11, 16, 20, 21, 23, 25, 29, 34-36, 38, 40, 41, 45, 46

评价止痛作用持续时间	           16/41(39.0%)	     7, 11, 15-17, 20, 22, 25, 29, 34, 35, 38, 40, 41, 43, 46

有不良反应描述	                           29/41(70.7%)      7-11, 14, 15, 17-20, 22-24, 28-30, 32, 34-38, 40, 41, 43-47

疼痛观察的疗程  

    <1 wk	                                             6/41(14.6%)      7, 15, 18, 22, 23, 40

    1-2 wk  	                           17/41(41.5%)      8-12, 16, 17, 20, 21, 34, 36, 38, 41-44, 46

    >2 wk	                                           14/41(34.1%)    13, 14, 19, 25-31, 33, 35, 37,  47

疗程不明确	                             4/41(9.8%)      24, 32, 39, 45

随访达半年, 但未报道提及随访方法    3/41(7.3%)      13, 14, 19

有统计方法, 但未提及样本量计算      41/41(100.0%)    7-47

有较完善的讨论, 体现了中医特色      21/41(51.2%)      7, 9-11, 15, 17, 19, 21, 28, 31, 34, 36, 38, 39, 41-47

141篇文献中有2篇发表在英文版期刊, 因此中文摘要计算时除外这2篇文献; 2仅就自制制剂和汤剂进行分析, 不包括成药类, 针剂类. 
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■应用要点
本文以规范的论
文书写方法及要
点为重点分析当
前国内文章报道
的缺陷, 意欲引起
研究者对临床研
究设计规范性和
研究报道严谨性
的 重 视 ,  特 别 是
对疼痛临床研究
的随机方法、盲
法、对照、疼痛
评价方法的客观
化、中药制剂的
成分组成说明、

须知情同意的伦
理问题及人体试
验审查委员会的
批准等, 以便中医
药治疗癌痛早日
得到国际医学界
的认可并推广应
用.

评价方法有很多种. 比较常用的有数字分级法

(NRS), 根据主诉疼痛的程度分级法(VRS), 视觉

模拟法(VAS), 疼痛强度评分Wong-baker等. 国
际上普遍通用的是NRS和VAS. 41篇论文中接近

半数(43.9%)采用的是根据主诉疼痛的VRS. 我
们认为, 这个方法是调查者根据受试者的主诉

下的判断, 故有其局限性, 不如NRS法或VAS法
完全由受试者自己确定疼痛程度更客观和合理, 
避免了调查者人为因素的影响. 41篇文献中只

有92.7%写明了疼痛强度的评价方法. 我们无法

对其中没有疼痛评价方法却进行疼痛药物有效

性分析的研究文献进行分析. 
第三, 中药制剂问题. 中药制剂治疗癌痛大

体可分为外用、po、注射针剂以及其他疗法(吸
入和灌肠等). 随着制剂质量控制和工艺的发展, 
现在有很多中药做成了类似西药的片剂和胶

囊等, 这对于临床研究质量控制是非常有益的. 
鉴于传统的给药方法治疗癌痛有效, 而且仍然

较为广泛地应用于临床, 如自制外用膏药、酊

剂、煎汤服用的汤剂等, 但是关于药物组成、

剂量和制作方法, 一些研究者未予以明确说明. 
作为科学研究, 适当的透明度是必要的, 以便让

其他研究者进一步验证试验结果, 检验研究质

量. 这对于推广研究结果在临床的应用是有积

极意义的. 
第四, 对照组问题. 综观癌痛的临床研究文

章, 所选对照组大多是阳性对照组, 阿片类镇痛

药和非甾体类抗炎药是主要的选择. 有些因为

考虑与肿瘤相关, 也有采用化疗或放疗对照治

疗的. 但是, 一些研究提及用三阶梯治疗方案作

对照, 却未报告具体药物名称和使用方法[10,25,34].
采用自身对照的一项研究[34], 对于轻中度疼痛患

者实施治疗时, 先采用西药三阶梯疗法, 然后改

用中药针剂, 按照中药针剂治疗前后进行自身

对照比较. 我们都知道药物有半衰期, 西药停用

改用中药期间必须要有一个清洗期, 但是作者

未作交代, 缺少了这些必要的信息, 势必影响读

者对此类文章研究结论的接受程度. 
研究者采用阳性对照的方法进行研究, 可

能基于医学伦理的考虑. 然而, 药物临床研究的

前提是实验用药存在有效和无效两种可能性. 
对于癌痛受试者而言, 如果实验用药是无效的, 
而在观察研究期间不能使用其他止痛药, 这样

岂不违背了伦理的要求. 假如我们在设计研究

方案时, 对照组使用安慰剂, 同时允许治疗组和

对照组受试者根据疼痛控制在4(按照NRS法)以

下的要求, 应用镇痛药解救, 记录镇痛药的实际

用量并作为一项评价指标. 这样既达到了研究

的目的, 也符合了伦理的要求. 因此, 用安慰剂

作对照更合理. 陈长怀 et al [20], 魏琳 et al [23]以及

施俊 et al [29]就应用了安慰剂作对照. 
阅读中药治疗癌痛的文献, 其研究结论均

提示中药能在一定程度上减轻疼痛, 且发现部

分制剂的止痛作用与西药镇痛药物相当. 正因

为中药有如此显著的效果, 我们就应该把实验

设计得更严谨, 报道得更透明, 并向国际医学界

推荐, 将论文发表于国际性期刊, 真正让中医药

走向世界. 但是, 也有可能一些研究因为得出的

是阴性结果就未公之于众. 其实, 阴性结果可以

提醒临床医生和中医药研究者少走弯路, 其研

究结果的报道也很有价值. 
最后, 药物的不良反应. 药物研究除有效性

外, 安全性也是不可忽视的, 这也是中医药走向

世界的关键问题. 41篇文献中仅70.7%提到药物

的不良反应. 即使报告不良反应, 大多只是简单

的文字描述, 没有具体的评价方法和必要的分

析. 只有7.3%的文献提到了随访, 而且文献中均

未对随访的方法进行描述. 2007-03-05/06在美

国国立卫生研究院(NIH)召开了一个关于“疼

痛, 阿片类药及成瘾性”的研讨会. 与会专家一

致认为阿片类药是有效的镇痛药, 他的耐药性

和成瘾性问题尽管发生的比例较低, 但不容忽

视. 同时他们寄希望于开发出副作用少的止痛

药物. 应该说, 目前缺少的不是有效的止痛药物, 
而是高效低毒的药物. 中药是否属于高效低毒

之品, 现在还言之过早. 我们应该进行中药的安

全性研究, 拿出具体的数据, 审慎地下结论. 目
前NCI已经提供了用于评价毒副反应的标准NCI 
Common Toxicity Criteria CTC version 3( http://
ctep.info.nih.gov), 这为药物安全性研究提供了

参考. 
科学、严谨的临床研究设计和合理、客观

的报道是中医药被国际医学界接受的重要途

径. 高质量的研究论文是应该清晰阐明每一个

研究步骤. 必要的信息越清楚, 其可靠性和可

信度越强. 国外文章虽有字数限制, 页数比较合

理, 5-6页的临床研究很常见, 有些甚至达10余
页, 使研究者有机会将重要信息阐述清楚. 国内

的期刊大多限制在5000字左右. 本文分析的文

献大多只占2个版面, 因为期刊字数的限制也可

能是某些重要信息被遗漏的原因之一. 因此, 建
议杂志编辑考虑给予临床研究足够的篇幅, 以
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便把研究信息完整报道. 另外关于药物组成和

制剂的含糊表达, 可能是考虑个人知识产权的

问题. 还有关于知情同意的伦理问题及人体试

验审查委员会(human research ethic committee 
or institutional review board)的批准在文章中未

提及几乎是个普遍性问题. 目前在西方进行临

床人体试验都须通过研究单位的人体试验审查

委员会的审查. 无此程序的临床实验课题是无

资格取得政府研究资金的, 其研究结果也不被

医学杂志所接受. 因此, 要提高临床研究的质

量, 进一步完善相关法律法规也是非常重要的. 
诚然, 我们现在是用西医西药的研究方法来

分析中医药临床研究. 应该说, 中医和西医是两

种完全不同的理论体系, 中医药研究有其特殊

性, 如个体化治疗和辩证论治等, 生搬硬套西医

的研究方法不一定合适. 但是, 有些研究方法是

相通的, 比如随机和盲法等. 无论西药还是中药

研究, 都需要避免人为主观因素或偏倚, 而且是

完全可以. 随着对中医理论的深入理解以及科

学技术的发展, 相信今后能有更适于中医中药

的研究方法和评价方法的出现. 同时中医药临

床工作者将更重视研究的临床报道, 真正反映

出中医药的科学价值和实用价值. 

致谢: 感谢中国人民解放军第二军医大学和长

征医院对许玲留学美国及完成该论文的支持!
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首届海峡两岸消化论坛于2007-11-17/2007-11-18
在美丽宜人的鹭岛城市-厦门成功举行 .  共有

来自大陆、台湾、香港及澳门等两岸四地的

消化领域专家、学者500余名代表参加了此

次盛会, 此次会议是迄今为止海峡两岸之间举

办的规模最大的一次消化疾病领域学术交流 
活动. 

莅临本次会议的专家有中国工程院院士, 
中华医学会消化病学分会主任委员, 第四军医

大学校长樊代明教授; 中华医学会消化病学分

会名誉主任委员、北京大学第三医院消化中心

林三仁教授; 中华医学会消化内镜学分会主任

委员, 第二军医大学长海医院内科学与野战内

科学教研室主任兼消化内科主任李兆申教授; 
中华医学会肝病学分会主任委员, 亚太地区肝

病学会(APASL)、美国肝病学会(AASLD)、欧

洲肝病学会(EASL)会员, 首都医科大学北京友

谊医院肝病中心主任贾继东教授; 英国皇家内

科医学院院士, 英国爱丁堡皇家内科医学院荣

授院士, 英国伦敦皇家内科医学院荣授院士香

港大学玛丽医院消化病研究中心主任王振宇教

授; 香港大学玛丽医院消化病研究中心内视镜

中心吴马太教授; 台湾内视镜学会秘书长台大

医院胃肠内科王秀伯教授; 高雄医学大学附设

医院胃肠内科主任, 高雄医学大学附设医院内

视镜检查中心主任吴登强教授; 台湾中山医学

大学附设医院小儿外科主任巫堂鎥教授; 中华

医学会消化内镜学分会副主任委员, 南方医科

大学附属南方医院消化疾病研究所所长姜泊教

授; 澳门镜湖医院消化内科组组长, 澳门镜湖

医院内窥镜中心主管李婺芳教授等特邀专家参

加了此次盛会. 另外来自海峡两岸和港澳地区

及其他部分亚太地区的50余位消化病学、肝脏

病学及消化内镜方面的知名专家出席本次医学 
盛会. 

经过紧张的筹备 ,  海峡两岸消化论坛于

2007-12-17正式开幕. 会议由厦门大学附属中山

医院消化内科主任任建林教授主持, 厦门大学

附属中山医院院长王效民首先致欢迎词, 他对

远道而来的朋友表示热烈欢迎, 厦门市副市长

郭振家先生, 厦门大学医学院院长刘祖国教授

代表厦门市、厦门大学对本次大会的成功召开

表示祝贺, 并高度赞扬海峡两岸消化论坛召开

的历史与现实意义. 来自香港、台湾、澳门与

会嘉宾也分别发言, 感谢厦门大学附属中山医

院举办的此次学术盛会, 不仅为两岸四地的医

学专家提供了交流的平台, 而且促进了大陆、

香港、台湾及澳门医学领域的联系与友谊, 并
为将来的相互交流、共同发展提供了机遇. 

开幕式后的高峰论坛上, 首先由樊代明教

授进行了主题为“生命科学3000年”的主题演

讲, 他回顾了人类医学科学3000年的历史与变

迁, 总结了中华民族生命科学由盛到衰, 而后重

新崛起的历程和经验, 提出了生命科学由微观

到宏观, 由局部到整体思维转变的重大意义, 从
战略的高度对医学的理念进行阐释说明, 并对

医学的发展前景进行前瞻, 其独特的思维、诙

谐的语言、深入浅出的讲解受到了与会学者高

度的评价. 
随后吴登强教授做了主题为“胃干细胞的

新发展”的精彩报告. 干细胞的研究目前为世

界医学界研究热点, 近年来虽然干细胞的研究

已有许多重要的发现与进展, 但要确认真正的

干细胞仍很困难. 由于胃干细胞目前并无特异

的细胞标志, 研究人员仍无法明确定义出人类

或动物胃干细胞, 故对之进行体外分离更加困

难. 吴登强教授领导的科研团队经过艰苦努力, 
在人类胃干细胞的分离上有了显著的突破. 医
学界认为胃癌组织的形成可能来自胃上皮干细

胞的特化, 吴登强教授胃干细胞的研究成果对

将来利用胃干细胞来探讨胃致癌机制具有重大

意义. 

®

首届海峡两岸消
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肝炎病毒的感染尤其是乙型肝炎的问题一

直我国医学界关注的焦点. 此次会议由贾继东

教授给与会者带来了“中国病毒性肝炎流行

病学与治疗现状”主题报告. 报告中分析了中

国大陆病毒性肝炎尤其是乙型肝炎和丙型肝

炎的诊治现状. 他指出我国是一个乙型肝炎感

染大国, 因此非常重视乙型病毒性肝炎的防治

工作, 采取了以乙肝疫苗接种为中心的综合预

防措施 ,  经过多年努力终于取得了长足进步 . 
目前乙型肝炎病毒发病率及感染率呈现逐年

下降趋势, 特别是新生儿感染率下降尤其显著. 
他总结指出, 虽然肝炎防治和研究工作仍任重

道远, 面临诸多困难, 但经过医学科学工作者

的不懈努力, 目前以乙型肝炎为主的肝炎防治

工作已经曙光初现, 前景光明. 贾教授的讲话

为与会学者尤其是致力于传染病学防治工作

的工作者带来了极大的鼓舞, 与会学者相信经

过不懈的努力, 战胜乙型肝炎为主的肝炎病毒

的希望前景光明. 
随着人们生活水平的提高, 胆胰肿瘤的发

病率逐年提高, 为此李兆申教授就胆胰肿瘤介

入治疗做了“胆胰肿瘤介入治疗现状及展望”

专题报告, 李兆申教授指出, 近年来, 随着内镜

和放射介入技术的不断发展, 介入治疗已经成

为一个介于传统内科学和外科学之间的临床治

疗体系, 具有安全、简便、并发症低等优点. 肿
瘤介入治疗是在不同医学影像的引导下利用微

创的方法对肿瘤进行物理性、机械性或化学性

的治疗, 其治疗手段多种多样, 肿瘤介入治疗不

仅是为了达到延长患者带瘤生存期、提高生活

质量的目的, 还力争实现治愈肿瘤的目标. 目前

以内镜技术为代表的介入治疗在胆胰肿瘤治疗

中作用也越来越大, 逐渐被临床工作广泛应用, 
我们有理由相信胆胰肿瘤介入的推广展开, 会
对胆胰肿瘤患者带来更多的选择和更大的生存

希望. 
2007-11-17下午的会议中, 林三仁教授做了

题为“Barrett'食管诊断要点”的报告. 他通过对

国内外研究进展的总结与归纳, 结合临床实际, 
对临床工作中Barrett'食管的诊断要点做了充分

讲解, 对临床医师内镜下Barrett'食管的诊断要点

作出了诠释. 他的专题图文并茂, 讲解深入浅出, 
不仅回答了临床医生诊断急需解决的问题, 而
且对Barrett'食管的治疗有极大的帮助, 他的演讲

受到了与会代表的热烈响应. 
胃肠动力一直是胃肠病学的重点与难点, 

罗金燕教授为我们带来了“FGIDs药物治疗现

状与进展慨况”主题报告, 她总结了了FGIDs药
物治疗当前存在的问题, 并对FGIDS药物进展

与希望做了充分的说明. 她提出FGIDs的药物学

和基因易感性的研究是目前功能性胃肠病研究

的热点, 也是胃肠病学颇受关注的领域, 她指出

尽管FGIDs和发病机制是多因素的, 但其神经胃

肠学的病理生理机制是属运动感知障碍性疾病, 
也是当前和未来药物治疗学发展的主要焦点. 
随着人类基因组的解密和神经胃肠病学的飞速

发展, 治疗FGIDs, DGIMs药物已进入了基因药

物时代, 相信更具有靶向作用的药物, 会给这些

患者带来福音. 罗教授的演讲使我们对胃肠功

能性疾病的发展与现状有了充分的了解, 使大

家受益匪浅. 
中风患者的进食困难是临床工作常常遇到

棘手的问题, 处理不当常常带来一系列不良后

果. 吴马太教授结合临床实际, 为与会代表介绍

了对中风导致吞咽困难的患者处理办法和原则. 
对这些患者, 通过鼻饲和经皮胃造瘘营养供给

成为有效选择, 但这些方法引起的一些问题、

解决的办法, 以及这些方法的长期使用带来的

后果, 很多医师还不是很熟知. 吴马太教授结合

国外同行的经验对这些问题一一做了详细的介

绍, 与会代表反映强烈, 都认为吴教授的专题对

临床工作有重要的指导意义. 
幽门螺旋杆菌与胃疾病的关系问题一

直是人们关注的问题 .  王振宇教授向大家介

绍了H p y l o r i 的根除对胃癌预防作用的最新

研究成果 .  他认为胃癌目前是人类主要的死

因之一, 慢性H pylor i的感染是胃癌发生的危

险因素, 因此H py lo r i相关胃炎的治疗以及H 
p y l o r i 相关的肠上皮化生处理能否逆转癌前

病变从而减少胃癌的发生 ,  成为目前国内外

学者非常关注的焦点问题 ,  王振宇教授通过

对国内长达10余年的随访调查结果研究认为,  
H pylori相关胃炎的患者通过抗H pylori治疗, 可
以预防胃癌的发生. 国外研究显示抗H pylori治
疗对具有癌前期病变的患者有益. 因此王振宇

教授认为抗H pylori治疗对防治胃癌的发生有

效, 而对无癌前病变的人益处更大. 这些成果无

疑会对H pylori治疗与研究工作的深入具有巨大

的推动作用. 
三叶肽与胃癌的相关研究是消化领

域的新热点 ,  任建林教授介绍了他带领的

团队在胃黏膜病变、三叶肽、胃癌基础

此次大会共有来
自大陆、台湾、

香港及澳门等两
岸四地的消化领
域专家、学者500
余名代表参加了
此次盛会, 另外来
自海峡两岸和港
澳地区及其他部
分亚太地区的50
余位消化病学、

肝脏病学及消化
内镜方面的知名
专家出席本次医
学论坛. 
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与临床方面的相关研究 .  结果表明三叶肽

与胃癌的发生、发展、浸润、转移密切 
相关. 

缺血性结肠炎是临床上诊断与治疗的难点. 
来自澳门镜湖医院的李婺芳教授通过27例缺血

性结肠炎的内镜及临床特点总结显示: 缺血性

结肠炎好发于50岁以上老年人, 以动脉硬化所

致者多见. 常合并基础病, 以腹痛、血便及腹泻

为主要表现. 内镜下病变多位于左半结肠, 黏膜

呈水肿充血、糜烂出血、坏死及溃疡, 早期结

肠内镜检查是诊断之主要方法. 其转归之优劣

关键在于早期诊断、正确治疗及控制基础病, 
这些调查结果可以加强临床医生对缺血性结肠

炎的正确认识, 提高早期诊断水平, 为缺血性结

肠炎患者带来福音. 
2007-11-18的会议分为2个分会场, 在白鹭

洲酒店的分会场讲座主要以肝胆腺疾病的诊治

进展为主题展开. 首先由唐承薇教授对生长抑

素预防和治疗重症胰腺炎基础研究做出了精彩

的讲解, 使大家对生长抑素预防和治疗重症胰

腺炎的机制有了更深入的认识, 从循证医学的

角度对生长抑素预防和治疗重症胰腺炎给予充

分的肯定. 王兴鹏教授, 郭晓钟教授分别向大

家介绍了胰腺癌浸润转移机制最新的认识, 即
“胰腺星状细胞与胰腺癌细胞的相互作用”和

“胰腺癌的治疗进展”专题. 他们认为, 胰腺星

状细胞与胰腺癌细胞相互作用是导致胰腺癌浸

润转移的主要原因之一, 并对此机制进行了详

细的论证. 此学说的提出使我们对胰腺癌浸润

转移的机制有了更深入的认识. 江家骥教授对

抗乙肝病毒治疗与免疫重建的关系进行了诠释. 
他认为HBeAg与HBV的感染、复制及装配等

过程无关, 可诱导抗原特异性T细胞耐受, 帮助

HBV逃避宿主免疫攻击, HBeAg诱导抗原特异

性T细胞耐受的机制主要有克隆清除、克隆失

能及克隆忽略等, 抗病毒治疗可抑制病毒复制

及表达, 降低病毒血症和抗原血症, 减轻病毒对

宿主免疫系统的压力, 帮助宿主打破耐受, 重建

抗HBV特异性免疫应答. 抗病毒治疗增强免疫

应答的时间并不能持久, 核苷(酸)类似物/疫苗

联合疗法可能是一个有前景的临床CHB治疗方

案. 金震东教授和王秀伯教授结合自己的工作, 
对超声内镜临床应用现状与前景进行了充分的

演示与说明, 为我们揭示超声内镜广阔的临床

用途与发展空间. 姜泊教授也在会议上为我们

展示了内镜下对大肠癌早期诊断的最新研究进

展. 使在座的学者尤其是内镜医师收获颇多. 生
物活性食物成份预防大肠癌是一个全新的话题, 
房静远教授就此作了一个令各位代表耳目一新

的精彩报告. 在金雁酒店的分会场, 主要以胃食

管反流病、胃肠动力性疾病、小肠疾病内容为

主题内容展开, 袁耀宗教授为我们讲解中华医

学会消化病学分会动力学今年7月份根据1995
年美国胃肠病学会发表的胃食管反流病(GERD)
诊治指南及1999年和2005年两次更新内容, 以
及2003年新加坡亚太地区消化疾病周通过的亚

太地区对GERD诊治共识内容, 结合国内外有关

文献, 经反复讨论提出我国胃食管反流病治疗

共识意见, 使与会代表了解了我国胃食管反流

病治疗目标、治疗措施和治疗目的, 为胃食管

反流病的诊治工作提供了明确的理论指导. 陈
安安副教授为我们讲解了功能性便秘的原因, 
如肠道敏感性降低、大脑皮层活动下降等, 以
及针对不同原因治疗应对策略. 智发朝教授为

我们阐述了小肠疾病的诊治进展方面的内容. 
智教授指出, 长期以来, 由于小肠特殊的解剖结

构和有效检查手段的缺乏, 使小肠疾病的临床

诊疗比较困难, 随着各种内镜技术的发展, 特别

和影象技术结合, 使小肠疾病的诊疗水平明显

提高, 胶囊内镜和CT或MRI仿真内镜的应用, 尤
其双气囊内镜的应用及软硬镜结合, 将会使小

肠疾病的诊断率明显提高. 
2007-11-18的会议上, 张万岱教授做了主

题为“胃癌前病变的诊治进展”的报告. 胃癌

前病变的研究是目前胃癌防治研究中最为活跃

的领域, 存在着许多未解决的问题. 张教授就胃

癌前病变向胃癌转化的因素、癌前病变与胃癌

的关系等问题做了详细的阐述. 他认为通过可

靠、有效的切入点对IM、ATP等胃癌前病变进

行阻断和干预治疗, 阻止癌变发生, 可以使胃癌

发病率和死亡率不断下降, 对胃癌前病变的深

入研究意义重大, 为人类攻克肿瘤作出应有的

贡献. 刘新光教授从特定的角度对IBS和IBD这

两种疾病共同的临床特征进行了分析, 他认为

IBS和IBD可能具有相同的病理生理学机制, 包
括黏膜通透性改变、肠道菌群改变与黏膜免疫

间的相互作用、持续存在肠道黏膜免疫激活、

肠道动力改变及生活应激影响临床症状等. 他
的观点独特, 为我们从不同的角度对IBS和IBD
的关系有了更加深入的认识. 刘明教授为我们

展示了消化内镜在消化道穿孔缝合中的应用. 
消化道穿孔的治疗往往认为是外科医生的领域, 

大会上 ,  5 0名消
化病学、消化内
镜权威专家就酸
相关疾病、功能
性胃肠病、幽门
螺杆菌、消化系
统肿瘤、各类肝
病、胆胰疾病、

消化内镜等领域
的最新进展和发
展动态作出了精
彩 的 报 告 .  世 界
华 人 消 化 杂 志
(WCJD )科学编辑
程剑侠也应邀参
加了此次论坛. 
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消化内镜的进展使消化道穿孔有了更多的治疗

选择, 其内容让大家耳目一新; 余汉濠主任医师

为我们带来了胃石的非常规治疗方法-N-乙酰半

胱胺酸及可乐联用疗法. 余汉濠医师研究发现, 
通过对2例患者胃石患者先予N-乙酰半胱胺酸

口服治疗可部份溶解胃石, 再给予Coca-Cola治
疗可使胃石消失. 其方法新颖, 疗效显著, 使胃

石治疗有了更加有效而又风险较小的方法, 受
到大家的好评. 此外, 厦门大学附属中山医院消

化科陈建民教授、王琳教授、司丽娟教授、董

菁副教授还就超声内镜介入治疗、功能性胃肠

病、胆胰内镜、HBV与HCC的相关研究作了精

彩报告. 
首届“海峡两岸消化论坛”历时2 d, 于

2007-11-18晚落下帷幕. 任建林教授对会议进行

了总结, 他指出在2 d的时间里, 与会专家就胃

酸相相关疾病、功能性胃肠病、幽门螺杆菌、

消化系统肿瘤、各类肝病、胆胰疾病、消化内

镜等领域的最新进展和发展动态进行了广泛的

交流. 海峡两岸四地专家还分别介绍各自对目

前消化病学热点和焦点的研究成果和认识, 交
流两岸四地在消化病学和消化内镜方面应用新

技术和新疗法方面的经验. 此次会议为海峡两

岸和港澳消化病学专家学者搭建一个沟通、交

流、学习和切磋的平台, 圆满达到了提高两岸

四地消化系统疾病的诊治水平、加强两岸四地

学者相互交流的目的, 是一次高水平学术盛会. 
消化系统疾病一直是影响人类生存质量的

主要疾病, 特别是消化系统肿瘤严重威胁人类

健康. 加强学术的交流与合作、提高诊疗水平. 
解决临床实际工作中的难点问题, 一直是我们

共同面对的课题, 此次消化论坛的圆满召开, 对
未来消化病诊疗的发展方向提出了很多新的看

法和见解, 对消化疾病诊疗的进展和理念进行

了充分的交流和诠释, 也为将来的两岸四地医

学界相互协作与交流打下了坚实的基础. 此次

消化论坛的是一次学术的盛会, 也是一次交流

的盛会, 不仅促进我国消化领域的整体水平, 而
且为中华民族生命科学的复兴做出了自己独特

的贡献. 

           编辑  李军亮  电编  李军亮

本届论坛由海峡
两岸的专家重点
对目前消化病学
的热点和焦点分
别介绍了各自的
研究成果, 交流了
两岸在消化病学
和消化内镜方面
应用新技术和新
疗法的经验. 此次
消化论坛是一次
学术的盛会, 也是
一次交流的盛会, 
提高了两岸四地
消化系统疾病的
诊治水平, 促进了
我国消化领域的
整体水平.
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杂志》综合介绍消化病学前沿基础与临床研究的发现, 覆盖消化病学领域中经临床实验证明的技术进展. 从

1993-2007《世界华人消化杂志》发表的文章可以在线http://www.wjgnet.com免费阅读全文.《世界华人消化

杂志》综合介绍以下领域的内容: 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、消化护理、消化医学影像、消化病理、消化预防医学、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》开通了http://www.wjgnet.com/wcjd/ch/index.aspx在线办公系统, 实现了在线投稿和审稿等功能.
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