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摘要

我国轻微型肝性脑病(MHE)在流行病学 诊断学 治疗

学 预后学和中西医结合研究等方面获得重要进展. 我国

学者把MHE病因从肝硬化拓展至各种类型的急 慢性肝

病 1991/2003 年国内资料显示 肝硬化MHE发生率为

38.8-85.0% 肝功能衰竭(未合并肝硬化)和慢性重症肝炎

分别为75%和 55% 晚期血吸虫病为32.0% MHE发病

率差异较大的原因可能与病例选择(病因和病情程度) 样本

数 诊断手段 正常值及其是否年龄校正等因素有关. 数字

连接试验 智力检测和脑诱发电位为常用诊断方法 各有

优缺点 多种指标联用可提高诊断率 因缺乏MHE 诊断

金标准 的精细定义 导致诊断方法的特异性和敏感性难

以确定 MHE公认的诊断标准也未达成共识 目前仍多把

智力检测及脑诱发电位二项之一异常或二项均异常定为

MHE诊断标准 确立统一和标准化的 且行年龄校正的诊

断指标及诊断标准至关重要. 乳果糖和乳梨醇仍为公认的

MHE经典药物. 随访研究发现MHE患者如未行干预治疗

约40%智能进一步衰退 在半年内恶化为HE; 乳果糖短

程疗法只能暂时改善患者智能和生活质量 却不能改善自

然病程 半年内有30%发展为HE; 长程维持治疗则能显

著减慢这种转化趋势 半年HE发生率减至5% 乳果糖

长程疗法为较理想的MHE治疗方案 但胃肠道副反应限

制了临床推广. 微生态制剂高效低毒 有望成为乳果糖的

替代方法. 中西医结合治疗也具有良好前景.
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0   引言

轻微型肝性脑病(minimal hepatic encephalopathy MHE)

主要意指某些肝病患者缺乏临床常规手段可检测的大

脑功能失调 但具有可计量的智力检测和脑诱发电位

异常 过去多被称为亚临床型肝性脑病(SHE)[1-2]. HE

最新共识认为SHE和MHE为概念不同的两个术语 前

者重在区别 临床肝性脑病 概念 后者则侧重于

描述临床症状的轻重 国内外学者建议将SHE更名为

MHE(本文把SHE统称为MHE)[1-5]. 1991年许其增 et al [6]

报道MHE以来 我国MHE研究在流行病学 诊断学

治疗学 预后学和中西医结合研究等方面获得重要进

展. 既往把MHE病因多局限于肝硬化 近年来被我国学

者拓展至各类急 慢性肝病 尤其是肝硬化[6-38]. 综述

1991-2003 年国内MHE发病学资料 肝硬化MHE发

生率为38.8-85.0%[6-21]; 肝硬化合并肝癌为40.7% 其

中肝功能Child A级和B级分别为25.5%和73.1%[22]; 肝

癌肝动脉化疗栓塞术后患者的发生率为68.8%[23]; 肝功

能衰竭(未合并肝硬化)和慢性重症肝炎分别为75%和

55%[24-26]; 湖北医科大学二院报道晚期血吸虫病的MHE

发生率为32.0% 与肝硬化组(38.8%)无显著性差异[27];

TIPS相关性MHE只见个案报道[28-29]. 各地MHE发病率

差异较大 可能与病例选择(病因和病情程度) 样本数

诊断手段 正常值及其是否年龄校正等因素有关 如

NCT 和DST 等不经年龄校正会导致MHE 滥诊 和

发病率高估 给患者带来不必要的心理负担和医治费

用[30]. 我院1998/2002年开展了一项以年龄校正NCT和

DST为指标的多中心大样本调查 发现肝硬化患者的

NCT DST和总异常率分别为37.9% 42.1%和51.3%

其中Child A B和C级异常率分别为39.9% 55.2%和

71.8% Logistic回归分析提示肝功能评分为MHE发病

的重要影响因素[31] 与国内许多同行的结果一致.

1   MHE的诊断

MHE诊断方法包括智力检测 神经电生理和神经电心

理 脑形态学检查3类 他们的神经学基础不同 不

可相互代替 依赖一种方法易造成临床漏诊[18, 22].

1.1 智力检测  NCT和 IQ检测(韦氏成人智力量表)作为

常用的智力检测方法 肝硬化MHE检出率分别为19.4-

30.0%和 58%[13] 智力操作试验较言语检测更具诊断

价值 约23.2%MHE患者的操作IQ和 /或总 IQ值低于

85分[11]. 中山大学一院发现 NCT单用的MHE检出率

远低于全套IQ 联用IQ三项(木块图 图片排列和图形

拼凑)则与全套 IQ无异 敏感性和特异性高达87%和

94% 可代替全套IQ用于MHE诊断[13]. NCT方法简便易

行 价廉和易复诊 但特异性稍差 具有学习效应和易

受年龄 教育程度影响 设计多套难度相同的NCT 行

年龄校正和联合其他智力检测可有效纠正上述不足[15, 33].

我院首次确定了年龄校正NCT和DST正常值 并应用

于流行病学调查和治疗学研究[30-31].
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1.2 神经电生理和神经电心理检测  包括脑诱发电位

(EP) 脑电图(EEG)和脑地形图(BEAM)等 其中肝硬化

患者的EEG和BEAM的联合异常率为75%[34] 但EEG

在敏感性和定量化方面低于BAEP[9]. EP包括脑干听觉

诱发电位(BAEP) 视觉诱发电位(VEP)和体感诱发电位

(SEP)3种 BAEP VEP SEP和3项联合的肝硬化MHE

检出率分别为25.0-48.3% 25.0-51.2% 41.3-43.0%

和65.0-75.2%[16, 21, 35] 高于NCT检出率 而且BAEP和

SEP异常率随着肝病加重而逐渐增高 有助于MHE的预

后判断[21]. EP 检测具有简便 无创伤 客观 可重复

等优点 为MHE诊断敏感指标 但设备和价格因素严

重影响患者复查和基层普及. 浙江王波 et al [36]报道事件

相关电位P300的MHE检出率为71.4% 显著高于BAEP

(41.0%)和NCT(41.0%) 为迄今最敏感的诱发电位指标.

1.3 脑影像学检查  基于生化改变的神经影像技术(MRI

CT和PET)有助于MHE早期诊断和鉴别诊断 但国内

仅见MRI弛豫时间及磁化转移计算方法的文献[37]介绍.

       总之 由于缺乏MHE 诊断金标准 的精细定义

导致诊断方法的特异性和敏感性难以确定 MHE公认

的诊断标准也未达成共识 目前仍多把智力检测及脑

诱发电位二项之一异常或二项均异常定为MHE诊断标

准[1, 5] 确立统一和标准化的 且行年龄校正的诊断

指标及诊断标准至关重要. 哈尔滨医科大学一院提出了

MHE三级分级标准: 智力检测 SEP和BEAM(广泛轻度

异常)中任一项异常定为MHE一级; 上述3项中任2项

异常或BEAM呈广泛中度异常定为MHE二级; 若 3项

均异常则为MHE三级[32, 38] 该方案对患者预后判断和

疗法选择的临床指导价值尚待进一步论证.

2   MHE的治疗学

2.1 疗效学指标  国外MHE治疗学常用门体性肝性脑病

指数(PSE index)和诱发电位等指标 国内研究则多采用

智力检测(NCT最常用) 诱发电位 脑电图和血氨等诸

多指标的一种或多种组合 疗效指标的不统一导致结

果难以比较[39]. 由于PSE index的5项指标相当繁琐 我

院于1999年把脑诱发电位和NCT定为MHE简化疗效

指标[40] 并证实乳果糖可使简化疗效指标明显改善

总有效率达66.7% MHE简化疗效指标具有良好的实

用价值[41] 但尚待进一步完善.

2.2 临床治疗  涉及不同疗法 临床疗效和副反应探讨

等方面 治疗药物包括西药(乳果糖 乳梨醇 古拉定

纳洛酮 胞二磷胆碱)[41-56]和中药(生白术颗粒 中药提

取物水苏糖)[57-58] 乳果糖治疗占大多数; 除一篇随机双

盲试验外[42] 多为前瞻对照研究 尚无循证医学报道.

研究一致表明 乳果糖和乳梨醇能显著改善MHE患者

智能和脑诱发电位 改变自然病程 防止进一步发展为

临床HE 为公认的MHE经典药物[41-47]. 我院进一步发

现乳果糖短程治疗(8 wk)的疗效维持较短 停药后指标

逐渐恶化 长程疗法(24 wk)可使血氨和智力指标持续

改善 防止SEP恶化和降低临床HE发生率 是迄今最

有效的MHE疗法[54-56]. 恶心 腹部胀气和腹泻等副反应

较为常见 乳果糖和乳梨醇的发生率分别为7.1-33.3%和

31.3% 与乳果糖的剂量相关[46-47, 53, 56]. 长程疗法尽管采

用小剂量乳果糖 仍有9.1%患者不能耐受腹泻而难以

坚持治疗[56]. 微生态制剂高效低毒 国内仅见HE的临

床和实验研究 尚未见MHE 的临床报道.

2.3 实验研究  北京天坛医院李瑞军 et al [52]首次把脑诱

发电位应用于乳果糖对硫代乙酰胺(TAA)致兔HE/MHE

模型的防治研究 发现乳果糖可显著降低血氨和改善

兔体感诱发电位 惜未建立MHE模型和确立MHE的

诊断标准. 2004年 我院以BAEP为鼠MHE诊断指标

以正常组BAEP I波潜伏期均值±1.96标准差为MHE诊
断标准 率先建立了小剂量TAA(200 mg/kg 隔日腹腔

内注射2次)致大鼠MHE 模型[59] 并证实微生态制剂

金双歧(双歧杆菌 乳酸杆菌和嗜热链球菌三联活菌)

能有效降低血氨和内毒素水平 改善肝脏病理 使MHE

发生率由83.3%降至33.3%(降低了1.5倍) 有望成为乳

果糖的理想替代物.

2.4 中西医结合治疗  MHE属中医郁症 失眠和便秘

等范畴 为疫毒外邪侵袭 或情志饮食内伤 日久损及

脾胃 精微失运而致心脾两虚 故应以补益心脾为主. 河

南杨守峰 et al [57]发现单味生白术颗粒起效迅速 改善

MHE患者智能和症状与乳果糖类似 在改善心烦 失眠

方面则优于乳果糖. 王灵台 et al  [60]报道清开冲剂同样具

有降低MHE患者血氨 明显缩短NCT的作用. 中药提取

物水苏糖与乳果糖同属低聚糖分子 不被人消化酶分解

和肠道吸收 通过酸化肠道 促进肠蠕动和双歧杆菌增

长等机制 降低血氨和内毒素水平 与乳果糖一样对HE/

MHE具有显著的防治价值[58]. 我院潘锦瑶 et al 发挥我国

中医清肝开窍之优势 配制清肝醒脑汤 把清氨导泻的

乳果糖与作用肝脏 大脑具有清肝解毒 开窍醒脑的中

药相结合 旨在探索MHE的中西医结合治疗方案.

3   MHE的预后学

国内少见MHE自然病程和预后学研究报道. 我院曾峥et

al  [54-55]对60例MHE患者的分组治疗和随访研究发现

20例MHE患者如未行干预治疗 有8例(40%)患者智

能进一步衰退 在半年内恶化为HE; 乳果糖的8 wk短

程疗法只能暂时改善患者智能和生活质量 却不能改

善自然病程 半年内有30%患者发展为HE; 乳果糖的

24 wk 长程维持治疗则能显著减慢这种转化趋势 半

年HE 发生率减至 5% 显著优于空白对照和短程治

疗 因此推荐长期维持治疗方案. 昆明医学院一院周曾

芬 et al  [10]认为检测指标异常越多提示MHE的程度越

重 若IQ EP BEAM等多项检测全部异常则提示重

度MHE 常预示患者近期可能发生HE. 哈尔滨医科大

学一院(1995)把MHE粗分为I和 II 级 21例 II 级患者

未经治疗 约76.2%患者于1 a内进展为HE[38]; 1997年
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进一步细化MHE分级方案和应用于疗法选择 认为一

级无需治疗 二级需严密观察或选择性治疗 三级需

按临床型HE治疗 避免恶化为HE [32].

        总之 经过国内学者的10 a不懈努力 中国MHE

研究已从初始的诊断学 流行病学研究 向临床治疗

学 预后学等方面发展 MHE已从一个单纯的医学概

念上升为一个具有重要现实意义的社会问题 其社会学

意义已引起全社会的高度重视[5]. 由于缺乏统一和标准化

的MHE诊断指标和诊断标准 多数研究未考虑到NCT

指标的学习效应 大多数智力指标未行年龄校正等因

素 直接导致了研究结果经不起同行论证而影响了成果

推广. 因此 参考国外HE最新共识[1-4] 开展多中心大

样本研究 制订一套既符合我国国情 又能与国际接轨

的简便MHE诊断标准已成为当务之急 有助于诊断学

和治疗学的规范化研究及其研究结果的相互比较.
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Abstract
AIM: To investigate influence of Na2SeO3 and gastric en-
docrine cells on N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine
(MNNG) induced gastric carcinogenesis in rats and its
mechanism.

METHODS: Weaning male Wistar rats were divided randomly
into four groups: The normal control group, experiment con-
trol group, low selenium (2 mg/L) group and high selenium
group (4 mg/L). The Wistar rat gastric cancer was in-
duced by MNNG (20 mg/kg) gavage daily for 10 days.
Na2SeO3 was given by piped drinking before one week of
MNNG (20 mg/kg) gavage. The Wistar rats were killed at
the 43th week. The surface characters of gastric mucosa
were observed with nude eyes. Histopathologic changes
were observed by HE stain and AB-PAS methods. Changes
of gastric endocrine cells were detected by immunohis-
tochemical S-P method. The immunohistochemical results
were quantitatively analyzed by the image analyzer. Sta-
tistical analysis was taken by SPSS.

RESULTS: Dietary Na2SeO3 (2 mg/L, 4 mg/L) aggravated
gastric erosion and hemorrhage and promoted intestinal
metaplasia of gastric mucosa (45.5%, 66.7%, 92.9%; 92.9%
vs 45.5%, P <0.05). Leiomyoma formed in the process of
induced rats gastric carcinoma. Dietary Na2SeO3 (2 mg/L,
4 mg/L) increased incidence rate of leiomyoma. The nu-

meric density of area (NA) of SP immunohistochemical posi-
tive cells was significantly increased in low selenium group
than those of normal control group (9.909±5.665 vs 4.455±
2.583, P <0.05). Absorbance mean (Amean) of gastrin
immunohistochemical positive cells was significantly de-
creased in experimental control group, low selenium than
that of normal control group (0.187±0.033, 0.119±0.024
vs 0.306±0.011, P <0.01), and low selenium group than
experiment control group (0.119±0.024 vs 0.187±0.033,
P <0.01). NA and Amean of somatostation cells (SOM) were
not significantly different in each group.

CONCLUSION: These findings suggested that dietary
Na2SeO3 by piped drinking might not decrease incidence of
Wistar rat gastric caner induced by MNNG. The mecha-
nism may be involved in that selenium promoted SP cells
proliferation and decreased secretion of gastrin cells in
gastric mucosa.

Su YP, Tang JM, Tang Y, Gao HY. Influence of Na2SeO3 and gastric
endocrine cells on MNNG induced gastric carcinogenesis in rats. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1264-1267

摘要

目的: 探讨N甲基-N -硝基-N亚硝胍(MNNG)诱导Wistar

大鼠胃癌形成过程中亚硒酸钠和胃黏膜内分泌细胞的作用.

方法: 用MNNG (20 mg/kg)诱导大鼠胃癌形成. 用HE染色

显微镜观察和AB-PAS方法比较了硒在MNNG诱导大鼠胃

癌形成过程中的作用 用免疫组织化学SP法研究在此过

程中胃黏膜内P物质(SP) 胃泌素(GAS)和生长抑素(SOM)

阳性细胞的免疫组织化学变化 并对以上结果进行定性

定位 图像分析和统计学处理.

结果: 饮水中加入 2 mg/L 和 4 mg/L 的亚硒酸钠加重胃黏膜

糜烂 出血 促进胃黏膜肠上皮化生(45.5% 66.7%

92.9%; 92.9%vs 45.5% P <0.05) 在 MNNG 诱癌过程

中发生了浆膜下平滑肌瘤 亚硒酸钠可以增加平滑肌瘤的

发生率. 胃黏膜内P物质阳性细胞的面数密度(NA)低硒组

比正常对照组显著升高(9.909 5.665 vs 4.455 2.583

P <0.05);  GAS阳性细胞的吸光度(Amean)实验对照组和低

硒组显著低于正常对照组(0.187 0.033 0.119 0.024 vs

0.306 0.011 P <0.01) 低硒组显著低于实验对照组

(0.119 0.024 vs 0.187 0.033 P <0.01); SOM阳性细

胞的NA和Amean各组之间无显著性差异.

结论: 在MNNG所致胃癌形成过程中亚硒酸钠并不能降低



大鼠胃癌的发生率; 其机制可能与硒促进SP阳性细胞的增

生和抑制G细胞的分泌功能有关.
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0   引言

因胃癌而死亡者居我国各种恶性肿瘤之首. 体内激素水

平与胃癌的发生和发展有很大的关系. 肿瘤细胞以自分

泌方式产生激素[1-4] 通过旁分泌方式发挥作用[5]. 硒是

人体所必需的营养元素 硒对肿瘤的预防和治疗作用

尚不能肯定[6-7] 硒与胃癌的关系中是否胃黏膜内分泌

细胞参与了作用还没有报道.

1   材料和方法

1.1 材料  断乳 Wistar 大鼠 62只 体质量31-56 g

由北京大学医学部实验动物科学部提供 分4组(表1).

MNNG(N甲基-N-硝基-N亚硝胍)由北京大学第一临床

医院基因室邓大君教授惠赠 用二甲基亚砜(DMSO)助

溶 配成100 g/L溶液 再用生理盐水稀释100倍即可

使用 现用现配. 实验开始1 wk后(即断乳大鼠饲养1 wk

后) 给Wistar大鼠MNNG灌胃(20 mg/kg) 正常对照组

以相同浓度的二甲基亚砜-生理盐水灌胃 1次 /d 连

续10 d 期间每天称体质量以调整致癌剂MNNG给药

量. 每 2 d换含硒水和自来水并记录每只大鼠的摄水量.

表1  Wistar 的大鼠分组

分组       n     MNNG剂量  硒水浓度 开始补硒时间

正常对照   10            0    0 自来水

实验对照   22    20 mg/kg    0 自来水

低硒          15       20 mg/Kg       2 mg/L 灌MNNG前1wk饮用含硒水

高硒      15   20 mg/kg        4 mg/L 灌MNNG前1wk饮用含硒水

1.2 方法  密切观察大鼠的营养状况及摄食和饮水情况.

实验开始后43 wk开始取材 一次性处死大鼠. 取大鼠

腺胃组织 固定在40 g/L多聚甲醛溶液中 常规石蜡

包埋 切成5-6 µm厚切片 行HE和AB-PAS染色
进行病理诊断 胞质内蓝色及紫蓝色颗粒的细胞为肠

上皮化生. 分别选用兔抗人和鼠胃泌素(GAS) P 物质

(SP)和生长抑素(SOM)多克隆抗体 行常规SP免疫组织

化学染色. 用LeicaQ500MC图像分析仪进行图像分析. 平

均吸光度(Amean)值 = 1 g GREV0/GREV1; GREV0 空

白度灰值; GREV1 被测视野灰度值.

        统计学处理  应用SPSS软件进行方差分析 对病理

诊断结果进行 χ2分析.

2   结果

2.1 病理诊断结果  正常组大鼠胃的浆膜面光滑 红

润 黏膜皱襞清晰. 实验对照组和加硒组均有不同只数

的大鼠胃黏膜糜烂 出血 有白色或黄色的渗出物

(图 1) 并且低硒组重于实验对照组 高硒组重于低

硒组 特别高硒组胃壁失去弹性 黏膜皱襞消失. 实

验对照组和加硒组均有不同只数的大鼠胃大弯浆膜面

可见1肿块 直径约0.2-1 cm 位置约在距离幽门1 cm

处 表面光滑 突破浆膜 与周围组织无粘连 除了1

只有出血外 其余均无出血和坏死 肿块大小 加硒组

大于实验对照组 高硒组略大于低硒组 均为单发肿块

(图2A 表2). HE染色: 浆膜面肿块为平滑肌瘤. 显微镜

下观察可见肿瘤处平滑肌增厚 排列紊乱 而且增生活

跃 细胞核略增大 不见核分裂像(图2B). 胃黏膜腺体

排列规律 但是可见高硒组胃底腺腺腔略大 腺细胞无

异常发现. AB-PAS反应: 显微镜下观察所见 正常组

大鼠胃黏膜的游离面均为紫红色颗粒 黏膜面完整(图

3A). 其他各组均发现一定数量的大鼠胃黏膜近游离面细

胞胞质内有蓝色及紫蓝色颗粒 多少不等 其为肠上

皮化生 黏膜不完整(图3B). 并且低硒组高于实验对照

组 高硒组高于低硒组(表 2).

表2  大鼠病理诊断结果

分组   n 平滑肌瘤 肠上皮化生

正常对照 10         0            0

实验对照 22      23      45.5%

低硒 15    46.6%      66.7%

高硒 14    42.8%      92.9%a

aP <0.05 vs 实验对照组.

表3  SP GAS 和SOM阳性细胞的NA和Amean(mean±SD)

        细胞     正常对照       实验对照           低硒                 高硒

          SP   4.455 2.583 7.000 3.838   9.909 5.665a   6.750 3.845

NA       G   6.833 2.137  8.467 3.357   7.333 3.011    9.100 1.663

           D    4.000 2.479  3.444 2.007 12.111 9.943    4.333 3.317

          SP   0.154 0.048  0.168 0.056   0.182 0.044   0.155 0.028

Amean  G   0.306 0.011   0.187 0.033b  0.119 0.024bd  0.246 0.0 639

           D   0.189 0.028   0.166 0.019  0.171 0.024   0.159 0.033

aP <0.05 vs 正常对照组; bP <0.01 vs 正常对照组; dP <0.01 vs 实验对照组.

2.2 免疫组织化学结果  免疫组织化学阳性结果呈棕黄

色 定位于胞质中 阴性对照未见阳性着色. 大鼠 SP

阳性细胞(EC细胞)多分布在胃底和幽门部 大多分布

在胃底腺的体部 细胞呈圆形或椭圆形 有的细胞有

短小的突起(图4A). 大鼠G细胞呈圆形 卵圆形或长梭

形 其细胞质呈棕黄色 多分布在胃幽门腺的体部

而腺体峡 颈部较少(图 4B). D 细胞呈卵圆形 长梭

形或不规则形 基部有长的突起 突起末端可有一球

形膨大(图4C). 阳性细胞可分布于胃黏膜各处 以胃幽
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门部稍多 而胃体部 胃底部较少. SP细胞的面数密度

低硒组比正常对照组显著增高(P <0.05). G细胞的面数密

度及D细胞的面数密度组间比较没有明显的差异(表3). P

物质阳性细胞的吸光度在各组之间没有显著性的差异.

G细胞的吸光度实验对照组和低硒组比正常对照组明显

降低 低硒组也明显低于实验对照组(P <0.01) 高硒

组与其他各组相比没有显著性差异. D细胞的吸光度实

验对照组 加硒各组比正常对照组略有下降(表3).

图1  大鼠糜烂胃黏膜.

图2  浆膜下肿瘤. A: 大体; B: HE 200.

图 3  大鼠胃黏膜. A: 正常胃黏膜; B: 糜烂胃黏膜AB-PAS, 200.

图 4  免疫组织化学显示大鼠胃黏膜内分泌细胞. A: SP阳性内分泌细
胞; B: G细胞; C: D细胞. SP 200.

3   讨论

硒的摄入可以预防肿瘤的发生和发展 降低癌症患者

的死亡率[8-15]. 事实上各国学者对硒是否具有普遍的抗癌

作用一直存在争议[6-7] 甚至有促进肿瘤发生和发展

提高肿瘤发病率的报道[16]. 我们在给大鼠MNNG灌胃的

前1 wk饮用含硒水 持续整个实验过程 在实验开始

的43 wk处死大鼠 在MNNG诱导Wistar大鼠腺胃癌过

程中 饮水中加入2 mg/L和 4 mg/L的亚硒酸钠可以增

加胃黏膜糜烂 出血 肠上皮化生的发生率 提示在饮

水中加入2 mg/L和 4 mg/L的亚硒酸钠并不能预防肿瘤
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的发生 而是可能促进大鼠实验性胃癌的形成. 并且在
MNNG诱癌过程中发生了浆膜下平滑肌瘤 亚硒酸钠
可以增加平滑肌瘤的发生率.
       硒是人体所必需的营养元素 是构成谷胱甘肽过
氧化物酶的重要成分 能够保护细胞膜和线粒体膜免
受脂质过氧化的损伤 从而对肿瘤及对多种疾病起到
预防和治疗作用[17-21]. 同时硒具有生物毒性 损害人体
健康 早期的毒性作用主要是影响人体内分泌功能. 因
为 型碘甲腺原氨酸5 脱碘酶( -5  Iodothyronine
deiodiase)是一种硒蛋白 在甲状腺素的代谢过程中 可
使T4 (Thyroxine)转化为T3 (3.5.3-Triiodothyronine)[22]

硒又有重要的胰岛素样模拟作用[23-25] 因此对硒与内
分泌关系的研究主要集中在甲状腺素合成代谢相关疾
病[22, 26] 以及对生长激素和胰岛素样生长因子 (IGF
)的代谢 作用影响[27]. 胃黏膜内存在大量的内分泌细
胞 亚硒酸钠增加胃黏膜糜烂 出血 肠上皮化生的发
生率是否与胃黏膜内分泌细胞有关 尚未见报道. 本结
果提示 实验对照组和补硒各组比正常对照组P物质免
疫阳性细胞吸光度略有增强 面数密度也略有增高 特
别是低硒组的面数密度明显的升高. 说明在MNNG所致
胃癌的过程中P物质免疫阳性细胞增生较活跃 分泌功
能也略有加强 补硒可能进一步促进SP阳性细胞的增
生; 也可能亚硒酸钠通过其他机制促进了胃黏膜糜烂
出血和肠上皮化生 而这一阶段P物质阳性细胞的增生
和分泌也相对活跃. 胃泌素大部分由胃窦部G细胞分泌
而胃癌又好发于胃窦部小弯侧 二者是否相关 已引起
人们重视. 许多实验也已证实有些胃癌在发生 发展过
程中有胃泌素参与 但胃泌素对致癌剂诱发胃癌的作
用也有相互矛盾的结论. 本结果提示 在MNNG所致胃
癌的过程中胃泌素细胞的分泌活性实验对照组和低硒组
比正常对照组明显降低 低硒组也明显低于实验对照组
(P <0.01). 说明在MNNG所致胃癌的过程中胃泌素细胞的
分泌活性发生了一定的变化 加硒对其分泌也发生一
定的抑制作用. SOM是D细胞分泌的胃 肠 胰内重
要的内分泌激素. SOM的分泌对胃癌发生 发展的影响
可能是双向的局部作用 即SOM可直接刺激胃黏膜癌
前病变细胞增生 而另一方面又抑制其他激素的释
放 抑制胃癌的发生和发展. 本结果提示 加硒组胃
肠黏膜D细胞数量略有增加 但是激素分泌有所减少.
因此 在MNNG所致胃癌形成过程中亚硒酸钠并不能
降低大鼠腺胃癌的发生 其机制可能与亚硒酸钠促进
胃黏膜SP阳性细胞增生 抑制G内分泌细胞分泌功能

有关.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship of the expression of
platelet-derived endothelial cell growth factor/thymidine
phosphorylase (PD-ECGF/TP) and Cox-2 to angiogenesis
and apoptosis in gastric carcinoma.

METHODS: The expression of PD-ECGF and Cox-2 and
the microvascular density (MVD) level were examined by
immunohistochemical staining, and apoptotic index (AI)
was examined by flow cytometry in 67 cases of gastric
carcinoma.

RESULTS: There was a close correlation between PD-ECGF
expression and several clinicopathological factors includ-
ing lymph node metastasis (P <0.05), histology (P <0.05)
and histological type (P <0.05). The expression of Cox-2
was closely related to lymph node metastasis (P <0.05); The
expression of PD-ECGF or Cox-2 in gastric cancer tissues
was positively correlated with MVD (P <0.01) and nega-
tively correlated with AI (P <0.01). Combined analysis of
PD-ECGF and Cox-2 showed that tumors with positive ex-
pression of both factors had a significantly lower AI and a

significantly higher MVD than tumors with negative ex-
pression of both factors (P <0.01).

CONCLUSION: Up-regulation of PD-ECGF and Cox-2 may
facilitate tumor angiogenesis and inhibit apoptosis in gas-
tric carcinoma, indicating cooperation between PD-ECGF
and Cox-2 in gastric cancer, and therefore promote tumor
growth and metastasis.

Pan F, Ren JG, Zhou CW, Zhang ZY, Zhao JN, Zhou XR. Correlation of
platelet-derived endothelial cell growth factor/thymidine phosphory-
lase and Cox-2 expression to angiogenesis and apoptosis in gastric
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1268-1272

摘要

目的: 探讨血小板衍化内皮细胞生长因子(platelet-derived

endothelial cell growth factor PD-ECGF)和环氧化酶2

(Cox-2)在胃癌组织中的表达及与血管生成和细胞凋亡的

关系.

方法: 应用免疫组化技术对67例胃癌组织进行PD-ECGF

Cox-2 及肿瘤组织微血管密度(microvascular density

MVD)检测 流式细胞术检测胃癌细胞凋亡指数(apoptosis

index AI).

结果: PD-ECGF的表达与胃癌淋巴结转移(P <0.05) 分

化程度(P <0.05)及组织分型(P <0.05)显著相关 Cox-2的

表达与胃癌淋巴结转移(P <0.01)显著相关; 二者与MVD

(P <0.01)显著正相关 与AI (P <0.01)显著负相关 二者

共同表达阳性者MVD显著高于共同表达阴性者(P  <0.01)

二者共同表达阳性者AI显著低于共同表达阴性者(P  <0.01).

结论: 胃癌组织中PD-ECGF和Cox-2可促进血管生成

抑制胃癌细胞凋亡 二者起协同作用 促进胃癌的增生与

转移.

潘峰, 任建国, 周传文, 张振玉, 赵君宁, 周锡荣. 胃癌组织血小板衍化内皮细
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化杂志  2004;12(6):1268-1272
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0   引言

胃癌的发生 发展是多因素 多基因作用的过程. 而

肿瘤的增生与凋亡是其基本过程. 胃癌在其增生及转移

过程中 肿瘤血管的形成起着重要作用 为肿瘤的生长

和播散提供了途径. Folkman et al [1]指出如果没有血管生



成 原发肿瘤的生长不会超过1-2 mm3. 血小板衍化内

皮细胞生长因子(platelet-derived endothelial cell growth

factor PD-ECGF)是血管生成研究领域相对较新的一

个血管生长因子; 环氧化酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)

促进肿瘤增生 抑制凋亡发生. 二者在胃癌组织中的关

系目前国内外未见报道. 本文用免疫组化法和流式细胞

术研究胃癌组织中PD-ECGF与COX-2的表达与二者

相互之间的关系 以及二者对胃癌血管密度(MVD)的影

响和细胞凋亡指数(AI)的关系.

1   材料与方法

1.1 材料  67 份胃癌组织标本取自我院2001-03/2002-

09 手术切除者 均经病理证实. 全部病例术前均未接

受放疗和化疗. 67 例患者中 男性49例 女性18例.

年龄31-78岁 中位年龄61.0岁. 其中早期胃癌5例

进展期胃癌62例 进展期胃癌按Borrmann 肉眼分型

为 型. 按组织分化程度 Lauren分型及

是否合并淋巴结转移分组. 免疫组化SP试剂盒购自福州

迈新公司. 特异性一抗分别为即用型鼠抗人PD-ECGF

单克隆抗体(P-GF.44C Neomarker公司); 兔抗人COX-

2单克隆抗体(武汉博士德公司) 按1:80稀释; 鼠抗人
因子多克隆抗体(Z002, Neomarker 公司) 按 1 100

稀释. 流式细胞DNA细胞周期分析试剂盒(Cycle Test

DNA Reagent Kit)购自美国BD公司.

1.2 方法

1.2.1 免疫组化法  所有标本均经 10 甲醛固定 石

蜡包埋 5 µm厚连续切片. 免疫组化采用SP法 DAB
染色. 加一抗前行微波抗原修复. 每次染色前均采用

PBS缓冲液代替一抗作为阴性对照 光镜下观察. 结果

判断: PD-ECGF采用半定量积分法[2] 着色细胞比例

1/3以下为1分 1/3-2/3为 2分 2/3以上为3分.着色

程度: 无着色为0分 浅黄色1分 棕黄色为2分.根

据二者之和判断阳性等级 0-3 分为阴性 4 分以上

为阳性. 因子计数参照Weidner[3]法 计算5个光镜

视野最高微血管染色区域微血管密度(microvascular

density MVD)平均数.

1.2.2 流式细胞术  癌灶部位多点取材 剪碎 搓揉组

织 生理盐水冲洗 300目尼龙滤网过滤成单细胞悬液

离心 取细胞沉淀 离心 用PBS液洗涤 离心两遍.

调整细胞数 悬液在显微镜下细胞计数2×106/mL 个

加入DNA分析试剂(破膜剂 PI染料 RNA酶等) 避

光 4 冰箱中孵育30 min 上机检测 观察细胞凋

亡峰 计算凋亡指数AI.

      统计学处理  PD-ECGF cox-2 MVD AI 和临

床病理因素之间的关系采用χ2检验 t检验和Spearman
相关检验 SPSS11.5 统计软件分析.

2   结果

2.1 PD-ECGF和COX-2的表达及MVD和AI测定  PD-

ECGF 阳性表达多位于肿瘤细胞的胞质内和间质细胞

中 为棕黄色颗粒(图 1). COX-2主要在胃癌细胞胞质

中表达(图2) 因子染色显示MVD(图 3). 胃癌细胞凋

亡检测显示凋亡峰及凋亡百分率(图4) AI范围在本组

中为0.16-6.10,平均1.69±1.35.

图1  PD-ECGF在胃癌细胞胞质内表达(×400).

图 2  COX-2在胃癌细胞胞质内表达(×100).

图 3  胃癌细胞  因子染色阳性(×100).

图 4  胃癌细胞凋亡(AI).
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2.2 PD-ECGF Cox-2的表达和MVD AI与临床病

理因素的关系  PD-ECGF表达与胃癌的Lauren 分型

组织分化程度和淋巴结转移均密切相关(P <0.05). Cox-

2的表达与胃癌组织分型(P <0.01)显著相关. MVD与胃

癌淋巴结转移显著正相关(P <0.01) AI 值与胃癌淋巴

结转移显著负相关(P <0.05). (表 1).

2.3 PD-ECGF和Cox-2 的表达与MVD AI 的关系

PD-ECGF COX-2表达阳性的胃癌组织MVD显著高

于阴性者(P <0.01); PD-ECGF COX-2表达阳性的胃癌

组织AI显著低于阴性者(P <0.05). PD-ECGF COX-2

共同表达阳性的胃癌组织MVD显著高于只有其中一种

因子表达阳性者(P <0.05)和二者均阴性者(P <0.01) 其

AI值显著低于只有其中一种因子表达阳性者(P  <0.05)

和二者均阴性者(P <0.01). 胃癌组织中PD-ECGF和

COX-2表达呈显著相关(P <0.05) 提示PD-ECGF与

COX-2可能起协同作用. 见(表 2-4).

表2  胃癌组织中PD-ECGF和COX-2表达与MVD及AI 的关系1

           PD-ECGF                                   COX-2
    P    P

     阳性             阴性                      阳性            阴性

MVD 43.37±11.39   36.19±6.53   0.003   45.30±8.96   32.00±4.85    0.004

AI   1.23±0.83      2.18±1.6     0.003     1.55±1.1      1.89±1.63    0.017

表3  胃癌组织中PD-ECGF和COX-2表达与MVD及AI 的关系2

PD-ECGF和COX-2表达       比例 MVD AI

共同表达阳性         (25/67)          48.12±9.93          1.18±0.69

二者之一表达阳性         (25/67)          36.96±5.78a         1.84±1.35a

 二者均阴性者         (17/67)          32.29±5.80b         2.19±1.82b

aP <0.05 与共同表达阳性组比较 bP<0.01 与共同表达阳性组比较.

表4  胃癌组织中PD-ECGF和COX-2相互之间的关系

PD-ECGF
分组

阳性 n( ) 阴性 n( )

COX-2

阳性(n) 25(37.31%) 15(22.39%)

阴性(n) 10(14.93%) 17(25.37%)

3   讨论

PD-ECGF是一类较新发现的促血管生长因子 体外可

趋化内皮细胞 体内有诱导血管生成的作用[4]. 胸苷酶

解产物胸腺嘧啶和2-脱氧核糖-1-磷酸本身也有趋化

内皮细胞和促血管生成作用[5-6]. PD-ECGF在结肠癌

肺癌 肝癌 乳腺癌等肿瘤中的表达显著增高[ 7-11 ] .

Yoshikawa et al [12]用ELISA法发现PD-ECGF与胃癌肉

眼分型及组织分化程度显著相关 与淋巴结转移无关.

而我们的研究发现PD-ECGF的表达与Lauren分型 组

织分化程度及淋巴结转移密切相关 而与肉眼分型的

关系无显著性. 这种差异可能与选择病例的比例 测定

方法 计数差异等不同有关. Matsushita et al将PD-

ECGF转入大鼠KB细胞(即KB-TP)后发现其平均微血

管密度显著增高[13] 我们的研究证实PD-ECGF可诱

导血管生成 促进胃癌的生长和转移.我们认为 PD-

ECGF促进肿瘤微血管生成的机制一方面在于他的酶活

性 可降低抑制内皮细胞活性的胸苷水平而促进血管

生成 其反应产物胸腺嘧啶 2- 脱氧核糖 -1- 磷酸

和2-脱氧-D-核糖均有趋化内皮细胞和促血管生成作

用; 另一方面可能与多种促血管因子起协同作用相关. 肿

瘤的发生不仅依赖于细胞的增生 也依赖于细胞凋亡

的发生. 我们的研究同时证实凋亡减少与淋巴结转移呈

正相关 有助于进一步判断预后 这与Osaki et al [14]

表1  PD-ECGF Cox-2 的表达和MVD AI 与临床病理因素的关系

         PD-ECGF            COX-2
临床病理因素          P值      P值     MVD P值      AI      P值

阳性(n)          阴性(n)   阳性(n)        阴性(n)

Borrmann 分型

       18 10         0.092       20   8     0.484 40.82±7.97 0.982 1.95±1.44    0.07

       15 19       23 11 40.76±11.26 1.37±1.03

组织分化程度

    低分化 未分化    13 20         0.033a       22 11     0.535 39.62±10.35 0.791 1.57±1.19    0.482

    中分化 高分化    22 12       22 12 40.27±9.77 1.80±1.51

Lauren分型

    肠型    23 11         0.010b       25   9     0.132 42.03±10.10 0.083 1.75±1.47    0.677

    弥漫型    12 21       19 14 37.79±9.56 1.62±1.22

淋巴结转移

    有    25 14         0.020a       31   8     0.005c 42.82±10.11 0.005d 1.39±0.92     0.031e

    无    10 18       13 15 35.93±8.48 2.10±1.72

aP <0.05, bP <0.01, cP <0.01, dP <0.01, eP <0.05.
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的结论相似 其机制可能为(1)胸苷产物的减少 细胞

周期DNA的复制或修复障碍. (2)PD-ECGF产物2-脱

氧-D-核糖抑制Caspase 3 活性 下调Bcl-2和 Bcl-x

(L)水平 抑制凋亡发生[15-16]. (3)影响细胞内信号传导(4)

高的肿瘤微血管环境和逃避凋亡机制等. 研究表明

PD-ECGF过度表达的胃癌细胞对5-FU和 5 -DFUR

敏感性显著增高[17] 提示PD-ECGF表达对于化疗药

物的选择及疗效有重要意义.

       近年来众多研究表明COX-2参与了癌症的发生

进展[18-20]. 一般认为COX-2高表达是癌症发生的早期事

件[21]. COX-2 表达与胃癌的类型 分级 分化和淋巴

结转移的关系许多学者作了相关研究 结论也有相当

的差异. Yamagata et al [22]研究发现COX-2 在肠型胃癌中

的表达显著高于弥漫型胃癌.Murata et al [23] 则发现COX-

2 表达促进胃癌淋巴管侵犯和淋巴结转移 而与胃癌

大小 组织病理类型 静脉侵犯等因素无关.我们的

研究与前者有差异而与后者相似 提示COX-2的过表

达与胃癌的侵袭和转移能力密切相关 其机制尚不明

确.Fosslien et al [24]研究发现新生血管在COX-2表达的区

域显著增生 而COX-2抑制剂可显著抑制血管生成 提

示COX-2在血管生成中起重要作用. COX-2的过表达

在肿瘤局部产生过多PGs 可促进新生血管的生成 可

能是肿瘤组织生长 侵袭和转移的基础. 我们的研究同

时显示胃癌组织中COX-2的表达与AI呈负相关 这一

结果与大多数研究相一致[25-28]. COX-2诱导细胞凋亡的

机制可能为: (1)COX-2可增加细胞黏附于细胞外基质的

能力 抑制凋亡. (2)致肿瘤细胞CyclinD1表达下降, G1

期延长而抑制凋亡. (3)COX-2 催化产物与核内受体

PPARs结合 下调TNFα 抑制NF-κB的活性而抑制
细胞凋亡. (4)促进 bcl-2 bcl-xl bax survivin 等基

因的表达. (5)可能通过蛋白激酶C(PCK)依赖途径抑制凋

亡发生. 为COX-2抑制剂防治肿瘤提供了依据[29-32].

        PD-ECGF 与COX-2在肿瘤组织中的关系目前资料

甚少. Fujiwaki et al [33]发现子宫内膜癌患者PD-ECGF与

COX-2共同表达者微血管密度显著增高 并认为低氧

多种细胞因子等因素可上调PD-ECGF与COX-2的表

达[34-37] 促进肿瘤的增生和血管生成. 我们进一步研究

了PD-ECGF 与 COX-2 在胃癌组织中的关系以及与

MVD和AI 的关系 结果表明,PD-ECGF COX-2表达

阳性者MVD显著高于阴性者 AI显著低于阴性者 且

二者共同表达阳性的胃癌组织MVD显著高于只有其中

一种因子表达阳性者(P <0.05)和二者均阴性者(P<0.01)

AI显著低于只有其中一种因子表达阳性者(P<0.05)和二

者均阴性者(P<0.01). 这一结果提示PD-ECGF COX-

2在胃癌血管生成和细胞凋亡过程中起协同作用. 研究

表明 表皮生长因子(EGF)主要通过酪氨酸蛋白激酶

(PKC)途径激活COX-2基因[38]; 胰岛素样生长因子(IGF)

通过磷脂酰肌醇-3激酶上调COX-2的表达[39] 各种

激酶并不直接促进COX-2的转录 而是通过激活其下

游的转录因子而促进COX-2基因的转录的 我们推测

PD-ECGF 与 COX-2 之间可能也存在某种中间途径

最终相互激活 促进转录和翻译过程 但究竟经过哪

种中间途径 尚需进一步研究. PD-ECGF具胸苷磷酸

化酶活性 可降低抑制内皮细胞的胸苷水平而促进血

管生成 其代谢产物也有趋化内皮细胞和促血管生成

作用 COX-2可能通过PGs表达途径促血管生成 二

者对胃癌微血管生成有协同作用 他们自身及其代谢

产物之间有怎样的关系 或是通过中间环节相互作用

以及他们对胃癌细胞凋亡的相互作用机制 还需要我

们在以后的研究中进一步探讨.
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Abstract
AIM: To study the possible correlation between the
intratumor histological heterogeneity and degree of lymph
node metastasis in gastric adenocarcinoma and to explore
the clinical significance of histological heterogeneity in
gastric adenocarcinoma.

METHODS: Tumor specimens were collected from 138 gas-
tric adenocarcinoma cases in which lymph nodes were also
checked. All tumor specimens were consecutively cut into
serial sections and examined by microscope. The intratumor
histological heterogeneity was defined by finding of at least
two histological subtypes. Total number of metastatic lymph
nodes was counted. And staging was conducted according
to the classification of UICC/ AJCC standard. The N stage
distributions of intratumor histological heterogeneity were
examined and compared.

RESULTS: The incidence of intratumor histological hetero-
geneity was 58.7% in 138 specimens of gastric
adenocarcinoma. It was two-subtype histological hetero-
geneity that were found in most positive specimens (69/81,
85%). More than half of them were of glandular plus poorly
differential types (42/69, 60.9%). A total of 8568 lymph
nodes were found in 138 cases (average 62.1). 33 cases
of N0, 36 N1, 29 N2 and 40 N3 were identified according to the
N classification of UICC/ AJCC standard. Intratumor histo-

logical heterogeneity was found in 36% of the N0 group
and 80% of N3 group. Distribution of intratumor histological
heterogeneity displayed difference among the N stages, which
was of high statistical significance (χ2=14.86, P <0.001). When
classified through the currently prevailing method, however,
the 138 sample cases of gastric adenocarcinoma presented
no significant pertinence to lymph nodes metastasis and
its magnitude (χ2=5.24, P >0.05).

CONCLUSION: The intratumor histological heterogeneity
can be seen as a frequent event in gastric adenocarci-
noma (58%). Intratumor histological heterogeneity is found
evidently correlated with lymph node metastasis in gastric
adenocarcinoma.

Liu LJ, Shu XJ, Zhen HY, Qiu XD, Deng H, Zhou HY, Zhang YT. Correlation
of histological heterogeneity and lymph node metastasis in gastric
adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1273-1276

摘要

目的: 研究胃腺癌组织学异质性与淋巴结转移程度的关系

探讨胃腺癌组织学异质性的临床意义.

方法: 收集138例胃腺癌手术切除标本 对全部肿块进行

间断连续切片后 在光镜下检查 以出现两种和两种以上

的组织学亚型为有组织学异质性. 对切除的淋巴结进行全数

检查 并按照UICC/AJCC的标准进行N分期 比较不同的

N分期中胃腺癌组织学异质性的分布.

结果: 138例胃腺癌中组织学异质性的出现率仅为58.7%. 组

织学异质性以同时存在两种组织学亚型者居多(69/81,85%)

其中半数以上是管状型腺癌+低分化型腺癌(42/69,60%).

138例胃腺癌检查出淋巴结8 568个 平均每例62.1个. N0:

33 例 N1: 36 例 N2: 29 例 N3: 40 例. N0组中有组

织学异质性的胃腺癌仅占36% N3组中占80%. 有无组

织异质性在不同的N分期中分布不同 差异有显著性(χ2

值=14.86 P <0.001). 若按照占优势的组织学结构进行分

型 138例胃腺癌与有无淋巴结转移以及淋巴结转移的程

度之间并无以上关系(χ2值=5.24 P>0.05).

结论: 胃腺癌的组织学异质性常见 出现率为58%. 胃腺癌

组织学异质性与淋巴结转移有明显的关系.

刘丽江, 舒细记, 镇鸿燕, 邱晓东, 邓昊, 周红艳, 张应天. 胃腺癌组织学异质

性与淋巴结转移程度相关. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1273-1276
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0   引言

胃癌在我国常见[1-10] 转移尤其是淋巴结转移是临床
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治疗失败的重要原因之一[11-17]. 淋巴结转移是胃癌预后的

最重要指标 胃腺癌出现组织异质性与淋巴结转移之间

是否存在一定的相关性 少有研究报告. 我们收集138例

胃腺癌的8 568个淋巴结(平均每例62.1个) 以全面详实

的胃腺癌肿块与淋巴结检查资料为研究对象 探讨胃腺

癌组织异质性与淋巴结转移程度之间的关系如下.

1   材料和方法

1.1 材料  我院外科1988/2003年胃腺癌手术切除标本

138例. 男99例 女39例. 年龄57±12(中位年龄: 58岁).
96.4%的病例(133例)为胃腺癌根治性手术切除 3.6%

的病例(5例)为姑息性手术切除.

1.2 方法  肿块与淋巴结检查: 每个肿块均按每1 cm 间

距连续取材后全部进行显微镜下检查 常规HE染色.

全组病例肿块最大为16 cm 13 cm 最小为0.3 cm

0.3 cm 取材镜检最多61块组织 最少2块组织. 淋巴

结经染色溶脂后获取全部切除淋巴结 常规HE染色和

免疫组织化学染色镜下判断有无淋巴结转移与微转移.

淋巴结微转移的标准参照乳腺癌等[18] 即转移灶 小于

或等于0.2 mm或转移癌细胞数小于或等于50个. 淋巴

结转移分期按UICC/AJCC标准[19] N0: 无淋巴结转移

N1: 1-6个淋巴结转移 N2: 7-15个淋巴结转移 N3: 大

于15个淋巴结转移. 组织学分型: 本组胃癌病例全部是

腺癌 组织学分型按照WHO标准(1990)和日本胃癌学

会标准(1995)分为: 管状型腺癌 乳头状型腺癌 低分化

型腺癌 黏液型腺癌和印戒细胞癌(统计学处理时将乳

头状型合并到管状型组). 每例胃腺癌标本组织学类型只

要出现两种或两种以上者为有组织学异质性组 仅有

一种者为无组织学异质性组.

        统计学处理  使用软件SAS (8.0)及 Excel 2000计算

机分析统计处理 数据进行 t检验和χ2检验 以P <0.05
为有统计学意义.

2   结果

2.1 本组管状型腺癌57 例 低分化腺癌59 例 黏液

细胞型腺癌15例 印戒细胞型腺癌7例(表 1). 按照出

现的组织学类型划分 在138例胃腺癌中肿瘤内表现为

一种组织学类型的57例 2种组织学类型69例 3种

组织学类型10例 4种组织学类型2例. 有组织异质性

组81例 无组织异质性组57例(图1 2) 胃腺癌组织

异质性的出现率为58.7%. 有组织异质性组中以出现两种

组织类型者居多(69/81,85.2% 图3 4) 其中半数以上

是管状型腺癌+低分化型腺癌(42/69,60.9% 表2 3).

表1  胃腺癌组织学类型与具有单一组织学类型的分布

             管状型(%)       低分化型(%)  黏液细胞型(%)  印戒细胞型(%)   合计(n)

占优势组织学类型    57 (42.8) 59 (40.6)   15 (10.9)        7 (5.7)       138

单一组织学类型        20 (34.5)     28 (48.3)     6 (10.3)       4 (6.9)    57

图1  胃低分化型腺癌无组织学异质性. HE 200.

图 2  无异质性的低分化型腺癌侵及肌层. HE 200.

图 3  低分化型+印戒细胞型腺癌. HE 200.

图 4  管状型+低分化型腺癌. HE 200.

2.2 138例胃腺癌共检查出淋巴结8 568个 平均每例

62.1 27.4(95% CI: 57.48 66.70). 共检查出有转移淋

巴结1847 个 平均每例13.4 17.8(95% CI: 13.38

16.38). 共检查出淋巴结微转移256个 平均每例1.9

3.3(95%CI: 1.34 2.42). 全组淋巴结检出个数(18-157
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个) 淋巴结转移个数(0-96个)以及淋巴结微转移个数

(0-21个)之间差幅巨大(图5). 淋巴结检出数最少18个

最多157个; 淋巴结转移数最少1个 最多96个; 淋巴

结微转移数最少1个 最多21个 差距幅度巨大.

表2  胃腺癌中具有两种组织学亚型的分布

以A型为主 以B 型为主
组织学类型(A+B)     n (%)

      n (%)       n (%)

管状型+乳头状型    4 (5.8)      3 (75.0)     1 (25.0)

管状型+低分化型 43 (62.3)    23 (53.5)   20 (46.5)

管状型+黏液型    5 (7.3)    5 (100.0)          0

管状型+印戒细胞型    2 (2.9)      1 (50.0)    1 (50.0)

低分化型+黏液型    4 (5.8)      2 (50.0)    2 (50.0)

低分化型+印戒细胞型    6 (8.7)    6 (100.0)           0

黏液型+印戒细胞型    5 (7.3)     3 (60.0)    2 (40.0)

合计       69         43        26

表3  胃腺癌中含有两种以上组织亚型的分布 1

          低 /管/印  低/管/粘  低/粘/印  粘/印/管  低/粘/管/印  粘/印/低/管  合计

n   2     4      2       2           1     1    12

1低 / 管 / 印: 即低分化型+ 管状型+印戒细胞型 依次类推.

图5  胃腺癌淋巴结(LN)检出数 淋巴结转移(LNM)数以及淋巴结微
转移(LNMM)数分布图.

图 6  胃腺癌按组织异质性与淋巴结转移个数相关.

2.3 138 例中N033 例 N136 例 N229 例 N340 例. 组

织异质性的出现频率随淋巴结转移个数的增加而增大

有组织异质性的胃腺癌在无淋巴结转移(N0)组中所占比

例最低为36% 在大于15个淋巴结转移组(N3)最高达

80%(图6). 胃腺癌有无组织异质性在不同的N分期中分布

不同 差异有显著性(χ2值=14.86 P <0.001). 按占优势
的组织学类型进行分组 胃腺癌不同的组织学类型在各

N分期中差别无统计学意义(χ2值=5.24 P >0.05). (图 7).

图7  胃腺癌占优势组织学类型与淋巴结转移.

2.4 胃腺癌组织有无异质性在淋巴结检出的个数之间并

无差异(t =0.37 P =0.71). 但有组织异质性的胃腺癌淋

巴结转移与微转移个数(平均个数)均高于无组织异质性

的胃腺癌(P =0.01 0.003; 表 4).

表4  胃腺癌组织异质性与淋巴结转移数(mean±SD)的关系

有组织异质性   无组织异质性          t 值 P值

检查总数 62.8 26.1     61.1 29.3          0.37 0.71

转移个数 16.4 18.6      9.0 15.7          2.45 0.01

微转移个数   2.5 3.8      0.9 1.7          3.00        0.003

3   讨论

胃癌95%是腺癌 组织学类型复杂多样. 不同胃癌的

组织学类型不一样 同一癌肿内也会出现不同的组织

学类型 通常以占主要成分者命名 已为多数临床病理

学家所接受. 如果不同组织学类型在一个癌肿内所占比

例相似时也可以混合型命名. 但是 按照上述的组织学

分类 其结果并不能很好地反映胃癌的生物学行为 使

组织学分型在胃癌预后中不具有重要的价值. 进展期胃

癌预后不好 5 a生存率低 影响预后最重要的原因是

肿瘤的浸润的深度和有无淋巴结转移及淋巴结转移的

程度[20-27]. 组织学类型与淋巴结转移个数之间的关系

尚未见报道.

        我们对138例胃腺癌手术切除标本进行了系统地细

致地观察 采用对肿块进行间断连续取材镜下检查(肿

块每间隔0.5-1 cm间距进行镜检)的方法 并对该组病

例的8 568个淋巴结进行了检查 每例62.1 27.4个

其结果发现(1)胃腺癌出现组织异质性的频率为58.7%

虽然较为常见 但非全部的病例. 组织异质性以出现两种

组织学亚型居多(管状型与低分化型) 占85.2%(69/81);

(2)胃腺癌组织异质性与淋巴结转移有明显的关系 随

淋巴结转移个数的增加 胃腺癌组织异质性出现的频

率增大 即淋巴结转移程度越重的病例 胃腺癌组织
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学异质性也越明显(P <0.001) 尤其是N3(15个以上淋

巴结有癌转移)的病例中有80%出现组织异质性(32/40

例); (3)胃腺癌组织异质性与淋巴结微转移个数(均数)之

间有一定的关系 即出现组织异质性的胃腺癌更容易

找到淋巴结微转移. 结果提示 胃腺癌并非全部出现组

织异质性 但出现组织异质性的胃腺癌更容易发生淋

巴结转移. 因此 胃腺癌组织异质性的确定比以占主导

地位的组织学分型更具有应用价值 尤其是对推测胃

癌淋巴结转移的程度以及推测预后有一定的帮助. 因

为 当胃腺癌出现组织异质性时 淋巴结转移的可能

性大大增加了.

        胃癌淋巴结转移的程度是最重要的预后指标之一

近期UICC/AJCC 对胃癌淋巴结转移的分期进行了修

订 以转移个数作为N分期的标准 即N0: 无淋巴结

转移 N1: 1-6 个淋巴结转移 N2: 7-15 个淋巴结转

移 N3:大于15个淋巴结转移[19] 简化了以淋巴结的解

剖部位或按照距肿瘤边缘的距离进行淋巴结转移分期

的标准 得到了包括日本在内的众多国家的赞同. 本

项研究 对根治性手术切除的胃癌病例的全数淋巴结

(8 502个淋巴结 /138例)进行检查 在此基础之上进行

了N分期 其结果确认了胃腺癌组织学异质性与淋巴

结转移程度之间的关系 对胃腺癌的组织学分型具有

重要的补充. 我们认为在胃癌的组织学分型上应该注明

有否肿瘤内的组织学异质性.

      胃癌手术切除标本淋巴结的检出数存在较大的差

别 本组资料中最少18个 最多157个. 胃癌淋巴结

转移个数也与之相似 最少转移个数1个 最多96个

差距幅度巨大. 本项研究结果提示 在评价胃癌淋巴结

转移程度时 均数不是很好的评价指标.

       胃癌淋巴结微转移能否进入胃癌N分期 尚无一致

的意见. 我们确定的淋巴结微转移的标准为转移灶小于或

等于0.2 mm或转移癌细胞数小于或等于50个(比AJCC/

UICC确定的乳腺癌淋巴结微转移的标准尺度要严) 发

现胃腺癌组织学异质性与淋巴结微转移也有一定的关系

即有组织异质性的胃腺癌更容易出现淋巴结微转移 但

其临床价值还需要进一步积累病例才能做出评价.
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Abstract
AIM: To study the effects of IFN-a on the expression of
vascular endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast
growth factor (bFGF), matrix metalloproteinase-2 (MMP-2),
matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and IL-8 in human
hepatocellular carcinoma (HCC) cell line HCCLM3 cells and
to explore the mechanism of antiangiogenic activity of IFN-α.

METHODS: The HCCLM3 cells were incubated for 72 h in
high glucose Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
(GibocoBRL, NY) or the medium containing different doses
of IFN-α (30, 300 or 3 000 kU/L). The concentrations of
VEGF, bFGF, MMP-2, MMP-9 and IL-8 in cell culture super-
natants were measured by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA).

RESULTS: IFN-α treatment significantly decreased the
expression of VEGF and MMP-2 in HCCLM3 cells. The
concentrations of VEGF, MMP-2, bFGF, and IL-8 were
2 666.0 ± 122.6, 4 400 ± 1 000, 28.0 ± 5.1 and 1 160.0 ±
69.4 ng/L respectively in the control group, whereas those
of VEGF, MMP-2, bFGF, and IL-8 were 2 476.5 ± 125.7

(P <0.05), 2 400 ± 600 (P <0.01), 25.8±1.6 and 1 079 ± 5
ng/L when the concentration of IFN-a was 300 kU/L. But
MMP-9 protein was not detected in all the groups.

CONCLUSION: IFN-α treatment significantly inhibits the
expression of VEGF and MMP-2 in HCCLM3 cells in a dose-
dependent manner. However, no significant difference is
found in the levels of bFGF, IL-8 and MMP-9 among the
control and the groups of different doses of INF-α ranging
from 30-3 000 kU/L. The down-regulation of VEGF and MMP-
2 levels contributes, at least in part, to the antiangiogenic
activity of IFN-α.

Zhao MF, Wang L, Xu ZD, Zhao Y, Tang ZY. Effects of IFN-α on expres-
sion of angiogenic factors in highly metastatic human hepatocellular
carcinoma cell line HCCLM3 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(6):1277-1279

摘要

目的: 研究IFN-α对高转移潜能的人肝癌细胞系HCCLM3

细胞血管内皮生长因子(VEGF) 碱性成纤维细胞生长因子

(bFGF) 基质金属蛋白酶-2(MMP-2) 基质金属蛋白酶-

9(MMP-9)和白介素-8(IL-8)表达的影响 探索IFN-α抗

肿瘤血管形成的机制.

方法: 将HCCLM3细胞在高糖DMEM培养液(Dulbecco s

modified Eagle medium)和加入了不同剂量(30 300 或

3 000 kU/L)IFN-α的DMEM培养液中孵育72 h. ELISA法

检测 IFN-α干预组与对照组(未加入 IFN-α)中 VEGF

bFGF MMP-2 MMP-9和IL-8的表达情况.

结果: HCCLM3 细胞空白对照组中VEGF MMP-2

bFGF和IL-8的表达浓度分别为2 666±122.6 4 400±1 000

28.0±5.1和1 160±69.4 ng/L. 同时IFN-α为300 kU/L时

VEGF MMP-2 bFGF和IL-8的浓度分别为2 476.5±125.7

(P <0.05) 2 400±600(P <0.01) 25.8±1.6 和 1 079±5 ng/L;

IFN-α为3 000 kU/L时 VEGF MMP-2 bFGF 和 IL-

8 的浓度分别为 2 289.5±119.5 (P <0.01) 2 000±500

(P <0.01)  25.1±2.9和 1 087.9±83.9 ng/L. 各组中均未检

测到MMP-9的表达.

结论: IFN-α对HCCLM3细胞VEGF和MMP-2蛋白的表

达均具有明显的抑制作用 并呈剂量依赖性. bFGF IL-

8和MMP-9的表达浓度在IFN-α各剂量组与对照组间无
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显著性差别. IFN-α对肝癌细胞中VEGF和MMP-2表达水

平的下调在其抗肝癌血管形成机制中发挥重要作用.

赵铭锋, 王鲁, 许祖德, 赵燕, 汤钊猷. α干扰素对人高转移肝癌细胞系HCCLM3
血管形成因子表达的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1277-1279
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0   引言

肝癌在我国常见[1-2] 大剂量长疗程的IFN-α可剂量依
赖性的抑制裸鼠人肝癌转移模型(LCI-D20)肿瘤的转移复

发和肿瘤生长 临床随机对照临床试验也证实IFN-α可
提高肝癌切除术后3 a无瘤生存率10%[3]. 在裸鼠角膜接种

LCI-D20肝癌组织后 可诱导角膜形成新生血管 应用

IFN-α治疗后 肿瘤血管形成受到明显抑制[4]; IFN-α还
可有效的抑制血管内皮细胞的增生和迁移[4-5]. 这些结果提

示抗肝癌血管形成是IFN-α作用的主要机制. 我们利用自
发性肺转移人肝癌细胞系HCCLM3细胞 检测IFN-α干
预后血管形成因子VEGF bFGF MMP-2 MMP-9 IL-

8的表达水平 探索IFN-α的抗肝癌血管形成机制.

1   材料和方法
1.1 材料  使用复旦大学肝癌研究所建立的自发性肺转

移人肝癌细胞系HCCLM3细胞[6]. IFN-α1b购自深圳科
兴生物制品有限公司.  VEGF bFGF MMP-9 和 IL-

8 ELISA试剂盒购自R&D公司 MMP-2 ELISA试剂盒

购自Oncogene公司.

1.2 方法  取 1×106 HCCLM3细胞在25 cm2培养瓶中培

养 加高糖DMEM 培养液(Giboco)7 mL 在 37 

50 mL/L CO2条件下 培养6 h 待细胞贴壁后分别加

入剂量为30 300 3 000 kU/L 的 IFN-α并换液 对
照组中不加 INF-α. 72 h后提取上清液 1 000 g离心
10 min 去除所含微粒 分装后贮存于-20 待用.

血管形成因子表达量的测定采用夹心式酶联免疫测定

技术(ELISA法) 试验步骤按说明书操作. 根据标准曲

线计算各标本中5种细胞因子浓度值.

    统计学处理  试验数据以均数 ± 标准差( n=5

mean±SD )表示 采用 SPSS11.5 软件包One-Way

ANOVA方法对资料进行统计分析 两两比较采用最小

显著性差数法(LSD). P <0.05为有统计学意义.

2   结果

2.1 上清液VEGF和 bFGF蛋白浓度  对 HCCLM3细胞

培养72 h后的上清液进行ELISA法测定 各IFN-α干
预组(30 300 和 3 000 kU/L)VEGF蛋白浓度低于对照

组. 其中300和3 000 kU/L组与对照组比较有显著性差

别(P <0.05 和 P <0.01 表 1).  IFN-α为30 kU/L 时
VEGF浓度降低 但没有显著性差别(P >0.05). 各 IFN-

α干预组(30 300和 3 000 kU/L)bFGF蛋白浓度与对照
组比较略有降低 但差别均没有显著性(P >0.05).

表1  上清中VEGF, bFGF蛋白的浓度(mean±SD ng/L)

IFN-α (kU/L)      VEGF   bFGF

对照组 2 666.0±122.6        28.0±5.1

     30 2 631.5±166.8        25.9±4.2

   300 2 476.5±125.7a        25.8±1.6

3 000 2 289.5±119.5b        25.1±2.9

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

2.2 上清液MMP-2 MMP-9 和 IL-8 蛋白浓度  在

IFN-α剂量为 300 3 000 kU/L 时 HCCLM3 细胞
MMP-2的表达与对照组比较明显降低 差别具有显著

性 (P <0.01, 表 2). IFN-α浓度为30 kU/L时MMP-2蛋
白的表达亦有所降低 但差别没有显著性(P >0.05). 在空

白对照组和各IFN-α干预组中均未检测到MMP-9蛋白
的表达. 在IFN-α剂量为300 3 000 kU/L时 IL-8浓
度与对照组比较略有降低 但差别没有显著性(P>0.05).

表2  上清中MMP-2, IL-8蛋白表达(mean±SD ng/L)

IFN-α (kU/L)    MMP-2        IL-8

对照组 4 400±1 000 1 160.00±69.4

     30 3 800±900 1 167.57±28.0

   300 2 400±600b 1 079.00±50.0

3 000 2 000±500b 1 087.86±83.9

bP <0.01 vs 对照组.

3   讨论

肿瘤血管生成是多种血管形成因子共同作用的结果[7-10].

肝细胞癌(HCC)癌组织中VEGF蛋白和bFGF蛋白的表

达水平与微血管密度(MVD)的增高密切相关(P <0.05

P =0.0001) 并且二者在肿瘤血管形成中存在协同作

用[11-13]. MMP-2和MMP-9在肿瘤组织中的表达水平与

MVD的增高密切相关以及在肝细胞癌组织中与CD34

表达呈正相关 表明二者在促进肿瘤血管形成中也发

挥重要作用[14-16]. IL-8 可直接提高内皮细胞的生存能

力 促进内皮细胞增生并上调基质金属蛋白酶的表达

进而调节血管生成[17]. HCC是典型的多血管肿瘤[18-19]. 抗

肿瘤血管生成研究在抑制肝癌的转移复发及提高术后

生存率方面均具有重要意义. von Marschall et al [20]证实

IFN-α可通过Sp1-和(或)Sp3-转录因子抑制VEGF增
强子的活性 在转录水平上降低内分泌肿瘤细胞系中

VEGF基因的表达. 在体内试验中IFN-α可降低肿瘤微血
管密度 VEGF mRNA水平和血浆VEGF水平发挥抗血管

形成活性. Slaton et al [21]研究表明IFN-α可下调人膀胱癌
细胞(253J B-V IFN(R)细胞)中bFGF蛋白的表达水平.

        我们既往研究证实 在裸鼠人肝癌转移模型(LCI-

D20)大剂量(每日1.5×107及3×107 U/kg)长疗程(连续35 d)

应用 IFN-α 肿瘤的肝内复发率 复发的病灶大小
肺转移率 MVD 及血清VEGF 水平均明显降低 差
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别具有显著性(P <0.05) 而与对照组比较血清中bFGF

水平差别无显著性(P >0.05)[22-23]. 我们证实在体外试验

中 大剂量的IFN-α可抑制自发性肺转移人肝癌细胞
系HCCLM3细胞VEGF的表达 并呈现剂量依赖性. 而

对bFGF蛋白的表达水平无明显影响 数据与前期试

验相符. 但与Slaton的结论不一致 可能与采用不同的

细胞系有关.

        此外 我们还检测了IFN-α对HCCLM3细胞MMP-
2 MMP-9 的表达的影响 结果首次证实大剂量的

IFN-α可显著下调HCCLM3细胞MMP-2的表达水平.
而在各组中均未发现有MMP-9蛋白的表达. MMP-2在

肿瘤的生长侵袭和转移过程中主要通过降解IV型胶原

发挥作用[24-27]. IFN-α对HCCLM3细胞MMP-2表达的
抑制作用说明在肿瘤血管形成和肿瘤细胞浸润两个层

面上IFN-α均发挥作用. 而HCC中MMP-2 mRNA主要
在肿瘤前沿浸润区的基质中表达 有学者认为肿瘤细

胞通过分泌细胞因子调节基质中巨噬细胞或成纤维细

胞MMP-2的表达.

        我们还检测到IFN-α对HCCLM3细胞IL-8的表达
具有一定的抑制作用 但数据显示差别未达到统计学

意义.  本结果显示 在体外培养试验中 IFN-α 对
HCCLM3细胞VEGF和MMP-2的表达均具有明显的抑

制作用 而对bFGF及 IL-8 的表达无明显影响.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of MIB-1 and bcl-2 pro-
teins expression in the primary hepatocellular carcinoma
(HCC) and their paracarcinomatous tissues.

METHODS: The expression of MIB-1 and bcl-2 proteins
was evaluated in paraffin-embedded tissue by immuno-
histochemical techniques (S-P) in 40 cases of hepatocel-
lular carcinoma.

RESULTS: The positive expression of MIB-1 was located in
nucleus. The mean MIB-1 positive rate in HCCs was 27.61±
13.26%, while MIB-1 positive cells in paracarcinomatous
tissues were 1.24±1.67% (P <0.001). The expression of MIB-
1 in HCCs was related to the cancer grading, the lower the
differentiation of HCCs, the higher the MIB-1 proliferation
index (P <0.01). As for the paracarcinomatous tissues the
MIB-1 proliferation index of small liver cell dysplasia (LCD)
was higher than that of its adjacent liver tissue. However,
in larger cell LCD, the MIB-1 index had no significant differ-
ence compared with that of its adjacent tissue. The posi-
tive rates of bcl-2 in cancer and paracarcinomatous tis-
sues were 17.5% (7/40) and 77.5% (31/40) respectively.
The bcl-2 expression was located in cytoplasm and its posi-
tive signals were strong and cluster-like in paracarcinomatous
tissues, while the number of the bcl-2 positive cell was
sporadic and the signals were weak and “piece-meal like”
in HCCs.

CONCLUSION: This study shows that the MIB-1 prolifera-
tion index reflects the proliferation speed and the degree
of anaplasia in HCCs. The higher expression of MIB-1 in
small cell LCD suggests that its proliferation is faster than
that of large cell LCD and their adjacent liver tissues, so

the small cell LCD is more approximate to HCCs. The study
also shows that bcl-2 may not directly play a role in liver
cell proliferation during the processes of liver cell
carcinogenesis, but it may take part in liver cell apoptosis
regulated by the reduction of bcl-2 protein level.

Zhou JL, Zhang JZ, Zhao EZ, Zhang WG, Wu JH. Expression of MIB-1
and bcl-2 in hepatocellular carcinoma and paracarcinomatous tissues.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1280-1283

摘要

目的: 探讨肝癌及癌旁组织中MIB-1和bcl-2的表达及意义.

方法: 采用S-P法对40例肝细胞癌及癌旁组织进行MIB-1

和 bcl-2免疫组化染色 并作HE染色 进行肝癌组织学

分级(I-IV级 Edmondson-Kondo标准)和癌旁肝细胞结

构不良分类(大细胞 LCD 和小细胞 LCD Anthyony-

Watanabe标准).

结果: (1)40例肝细胞癌I级3例 II级20例 III级13例

IV级4例; 癌旁有肝硬化改变者32例 3例有纤维化 10

例呈气球样变和/或碎屑状坏死病变 大细胞LCD和小细

胞LCD改变者各12 例 上述改变常多种同时混合存在;

(2)肝癌组织中MIB-1均呈核阳性 MIB-1平均增生指数

为27.61 13.26% 而癌旁肝细胞阳性者甚少 增生指

数1.24 1.67% 差异十分显著(P <0.001). 肝癌MIB-1

表达与其分级有关 分化越差 增生指数越高(P <0.01).

癌旁组织中小细胞性LCD的MIB-1增生指数明显高于大

细胞LCD 气球样变和正常肝组织; (3)癌旁bcl-2阳性率

为77.5% (31/40) 呈簇状和或片状分布 癌组织中bcl-

2 阳性率为17.5% (7/40) 且阳性细胞数较癌旁少得多

多数呈碎点状 (4)癌组织bcl-2阳性病例的MIB-1增生指

数与癌组织bcl-2阴性者的MIB-1增生指数无明显区别.

结论: (1)MIB-1表达可反映肝癌细胞的增生及恶性程度; (2)

小细胞LCD中MIB-1高表达提示其比大细胞LCD 气球

样变和正常肝组织增生活跃 发展为癌的可能性大; (3)bcl-

2在肝细胞癌变过程中所起的作用可能不是直接引起细胞

增生 而是通过表达水平下降参与肝癌细胞的凋亡调控.
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0   引言

近年来 随着细胞凋亡概念的确立 人们对肿瘤的发



生和发展产生了新的认识. 肿瘤发生不仅与细胞过度增

生有关 也与细胞凋亡减少有关. MIB-1(Ki-67)是检测

细胞增生活性的有效客观指标 能反映肿瘤细胞增生

水平和肿瘤分化程度[1-7]. 抗凋亡基因bcl-2是从B淋巴

细胞中首先分离出的一种原癌基因 其产物可抑制淋

巴细胞的凋亡过程 导致肿瘤的发生.现在已知bcl-2在

一些非淋巴组织中也发挥类似作用 被认为是广义的

抗凋亡癌基因[8-21]. 本研究采用免疫组织化学方法检测肝

癌及癌旁组织中MIB-1及bcl-2蛋白表达 旨在探讨其

与肝细胞癌发生 发展的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  自中国人民解放军第306医院病理科档案材

料手术切除的肝癌标本40例 用甲醛固定 常规组织

处理 石蜡包埋 4 µm厚切片 全部病例作HE染色.
40例肝癌标本均带有癌旁组织.

1.2 免疫组化标记  MIB-1和bcl-2单克隆抗体及S-P试

剂盒系Santa Cruz 公司产品. 切片经常规脱蜡至水后

3% H2O2处理10 min. 将切片放入盛有0.01 M枸橼酸盐

缓冲液(pH 6.0)的容器中 置微波炉内加热 温度保持

92-98 持续 10 min 室温冷却 PBS洗涤. 第一抗

体(MIB-1 1 1 000 bcl-2 1 100) 4 孵育过夜

然后经S-P试剂盒染色 DAB显色 苏木素复染 封

片. 用扁桃体组织作阳性对照 磷酸盐缓冲液(PBS)代替

第一抗体作阴性对照.

1.3 HE切片观察指标  肝癌组织学分级采用Edmondson-

Kondo标准[22]. LCD采用Anthyony-Watanabe[23-24]形态标准.

1.4 MIB-1阳性细胞半定量计数方法  MIB-1以核内有

明显的棕色颗粒为阳性. 每张切片的癌和癌旁组织各随

机计数5个高倍镜视野 每个视野数100 个肝癌细胞

或肝细胞. 结缔组织细胞和增生的小胆管细胞不计. 切片

边缘视野不计 以排除 边缘效应 的干扰. 取 5个高

倍视野500个细胞的平均MIB-1阳性细胞百分率作为

MIB-1指数. 计数癌旁LCD的MIB-1指数时 从每个

病灶中选取典型的高倍镜视野 共数100 或 200 个细

胞 取平均值. 计算LCD周围正常肝细胞MIB-1阳性率

时 固定计算其右侧一个高倍镜视野不足100个细胞时

则以顺时针方向扩大视野.

1.5 bcl-2阳性评价标准  少于1%细胞着色为阴性(-)

1-50%细胞阳性为弱阳性(+) 50-70%细胞阳性为中

度阳性(++) 75%以上细胞阳性为强阳性(+++).

        统计学处理  分析肝癌分级与MIB-1阳性率的关系

采用Student t 检验统计学处理 以 P <0.05 为有统

计学意义.

2   结果

2.1 HE染色切片观察  40 例肝癌按上述Edmondson-

Kondo 标准进行分级 结果为: I 级 3 例 II 级 20 例

III级 13例 IV级 4例. 40例肝癌中癌旁有肝硬化改变

者32例 3例有纤维化 10例呈气球样变和 /或碎屑

状坏死病变 大细胞LCD和小细胞LCD改变者各12例

上述改变常多种同时混合存在.

2.2 MIB-1免疫组化结果分析  40 例肝癌组织中MIB-

1 均呈核阳性 阳性信号分布于整个细胞核 各切片

中阳性的发生率 分布和染色强度均不一致.

2.2.1 MIB-1指数与肝癌分级的关系  40例肝癌各级平

均MIB-1阳性细胞百分比为: 肝癌I级的MIB-1阳性细

胞数占12.1 2.8% II 级为 18.6 6.4%(图 1) III

级为 36.8 8.9%(图 2) IV级为 54.50 20.3%. 将分

化较好的肝癌(I级与 II级)与分化较差者(III 和 IV级)进

行比较 MIB-1 表达有明显的差别 前者MIB-1 指

数为17.6 5.25% 后者为40.9 15.2% (t =6.052

P <0.01).

2.2.2 癌与癌旁组织MIB-1结果比较  肝癌组织中MIB-

1平均增生指数为27.61 13.26% 而癌旁肝细胞阳

性者甚少 增生指数1.24 1.67%. 癌组织MIB-1指数

与癌旁组织MIB-1指数有非常明显的差异(t =12.474

P <0.001).

2.2.3 癌旁LCD与其周围正常组织MIB-1表达的比较

本组标本癌旁组织中小细胞LCD灶和大细胞LCD灶各

有12例 每例的LCD灶数目不等 共有36个小细胞

LCD灶和12个大细胞LCD灶可供分析. 大细胞LCD平

均MIB-1指数为 0.2 0.17% 其周围正常肝组织为

0.4 0.23% 二者无显著性差异(P >0.05).小细胞LCD

平均MIB-1百分比为2.4 1.89% 而其周围正常肝组

织为1.0 1.24% 二者有显著性差异(t =3.917 P <0.05)

显示小细胞LCD的增生较为活跃.

2.3 bcl-2免疫组化结果  肝癌及癌旁肝组织中bcl-2阳

性反应产物主要位于细胞胞质内 呈棕黄色细颗粒状

染色强度深浅不一 分布亦不规则 无核阳性. 癌旁肝

组织中bcl-2阳性信号绝大多数充满细胞质 染色深

且阳性细胞呈簇状或大片状分布(图3). 癌组织bcl-2阳

性切片中 bcl-2信号稀少 为碎点状撒落于胞质 与

癌旁阳性表现明显不同(图4). 癌旁肝硬化组织小胆管细胞

质阳性 新生的假胆管强表达. 所有病例中间质淋巴细胞

染色阳性. 40例标本中癌旁bcl-2阳性者31例(77.5%) 癌

组织中bcl-2阳性者7例(17.5%) 此7例癌旁组织亦阳

性 没有单独癌组织阳性而癌旁阴性者.31例癌旁阳性

者 其中13例轻度阳性 11例中度阳性 7例强阳性.

而7例癌组织阳性切片中阳性信号均呈轻度阳性反应.

统计表明癌组织bcl-2表达低于癌旁组织 有显著性差

异(χ2 =26.53 P <0.005).
2.4 癌组织中MIB-1与bcl-2的关系  7例bcl-2阳性表

达病例由MIB-1代表的细胞增生指数为24.61 6.51%

33例 bcl-2阴性病例由MIB-1代表的细胞增生指数为

23.69 4.74% 两组比较无明显差异(P >0.05).
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图1  II 级肝癌的MIB-1表达情况. ×200.

图 2  III 级肝癌的MIB-1表达情况.×200.

图 3  癌旁Bcl-2 阳性, 阳性信号充满胞质, 呈大片状分布; 癌组织中
Bcl-2阴性. ×200.

图 4  癌组织中Bcl-2 阳性 呈碎点状.×400.

3   讨论
肿瘤的增生速度一直被认为与肿瘤发展有关. 迄今为
止 有诸多方法被用来检测肿瘤的增生水平. Ki-67是
一种敏感而特异的增生细胞标记物 但其抗体只限于
冰冻新鲜标本 不便推广使用. 单克隆MIB-1抗体同样

可以识别Ki-67 核抗原 并适用于石蜡包埋组织 从
而使大量回顾性研究得以实施. MIB-1增生指数是较多

被用于衡量细胞增生水平的指标.肿瘤细胞增生水平与

肿瘤分化有关[1-7]. 本文结果显示MIB-1指数与肝癌的分

级明显相关 肝癌分化愈差 MIB-1 指数愈大 说

明MIB-1可反映肝癌细胞的增生程度和恶性程度 可

作为肝细胞癌恶性程度和分级的标记物.

        bcl-2是一种原癌基因 其编码一个26 kD的蛋白

定位于细胞内质网膜 线粒体膜和核膜上 是一种膜定

位蛋白 促进细胞由G1期向S期转化并修复染色体损伤

或在细胞分化早期通过对抗前凋亡分子bax延长细胞的

生存期 使细胞永生化 与肿瘤的早期形成有关[8-21].

Nakapoulou et al报道 肝细胞癌组织低表达bcl-2蛋

白 有时阳性率低于癌旁组织 与其他多种肿瘤不同

bcl-2 在肝细胞癌细胞凋亡调控中的作用可能具有一定

特殊性[9]. 本研究发现 bcl-2在肝癌及癌旁肝组织中均

有表达 癌组织中bcl-2阳性率为17.5% 与文献[10-11]

报道近似 但其癌旁肝组织bcl-2 阳性率高达77.5%.

针对免疫组织化学法检测bcl-2蛋白阳性率较低的情况

Fiorentino et al [12]对肝细胞癌组织应用免疫组织化学法检

测bcl-2蛋白(阳性率为20.0%)的同时 使用原位杂交法

检测bcl-2基因的mRNA 其阳性率为65.0% 说明肝细

胞癌的bcl-2 蛋白表达水平较低 但是具有一定水平

的bcl-2 转录 这在肝癌发生过程的调控中可能具有

一定的意义. 肝细胞癌组织中bcl-2弱阳性表达 并且

有时阳性率低于癌旁组织 提示在癌形成后分化异常

的癌细胞对bcl-2蛋白合成减少即转录后水平下降[25].

本研究还观察到bcl-2蛋白在肝癌和癌旁组织中信号强

弱及形态表现有一定的特殊性 癌旁阳性信号绝大多

数充满细胞质 染色深 且阳性细胞呈簇状或大片状分

布 而癌组织阳性切片中 阳性信号稀少 为碎点状撒

落于胞质中 与癌旁bcl-2阳性表现有明显不同. 这种

量和形态上的不同 我们认为可能为组织癌变后bcl-2

基因发生了突变 以至分子结构出现变异 造成bcl-

2蛋白表达变化而显示与癌旁者不同. 这一点需作分子

水平的抗原分析才能进一步证实.笔者分析MIB-1 与

Bcl-2 的关系 未发现他们之间有相关性 提示bcl-

2 在HCC 的发生发展过程中并不直接引起细胞增生

只是通过阻止细胞凋亡和延长细胞存活 使细胞数量

增多. 细胞增生可能是多种因素作用的结果.

        肝细胞肝癌的发病机制尚未明确 普遍认为HCC

的发生是一个多因素 多步骤的演变过程. 越来越多的

学者认为 LCD的出现与肝硬变及肝细胞癌等多种肝

病的发生发展有关 LCD是HCC 的癌前病变; 小细胞

LCD的核浆比值处于正常肝细胞核浆比值和肝癌细胞核

浆比值之间 而大细胞LCD的核浆比值与正常者相同

故认为作为癌前病变 小细胞LCD更为重要[26-30]. 本文

将小细胞LCD 大细胞LCD 及其旁正常肝细胞的MIB-

1指数进行相互比较 结果发现小细胞LCD的MIB-1
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指数比大细胞LCD 及其旁正常肝细胞的MIB-1 指数

高 而大细胞LCD的MIB-1指数与其旁正常肝细胞的

MIB-1指数无差异 说明小细胞LCD的增生活跃 发

展成癌的可能性更大 此结果支持小细胞LCD更接近

癌变的说法.
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Abstract
AIM: To determine the morphometric characteristics of α-
fetoprotein (AFP) positive hepatocytes which appeared in
precursor lesions, and to explore the mechanism of car-
cinogenesis and the early diagnostic method of hepato-
cellular carcinoma.

METHODS: The expression of AFP was investigated by
immunohistochemical SP method in 114 cases of normal
liver, chronic hepatitis/cirrhosis, pericancerous cirrhosis
and hepatocellular carcinoma (HCC). 11 morphometric pa-
rameters of AFP-positive and negative hepatocytes including
nuclear area, nuclear volume, nuclear equivalent diameter,
nuclear long diameter/short diameter ratio, nuclear form
factor, nuclear irregular index, cell area, cell volume, cell
equivalent diameter, cell long diameter/short diameter ratio
and nucleus-cytoplasm ratio were measured by using an
automated image analyser.

RESULTS: The expression of AFP was negative in normal
liver and chronic hepatitis/cirrhosis, positive 37% (10/27)
in pericancerous cirrhosis and 45% (17/38) in HCC. Mor-
phometric study on the positive and negative hepatocytes
in pericancerous cirrhosis showed that the difference was
statistically significant between the groups of 10 AFP-positive
and 17 AFP-negative on the parameters of cell long diam-
eter/short diameter ratio, nuclear form factor and nuclear
irregular index. However, the investigation of positive and
negative hepatocytes in same AFP-positive case showed
that several parameters in positive cells were significantly
different from those in negative cells in 4 cases. This AFP-

positive cells changed their features as enlarged nuclear
and nucleus to cytoplasm ratio, and more irregular nucleus.

CONCLUSION: The pericancerous cirrhosis is different es-
sentially from the liver cirrhosis  without tumor, and more
closely linked with HCC. The AFP expression of hepato-
cytes may occur earlier than its morphologic change in
hepatocarcinogenesis. These AFP-positive and morpho-
logic changed hepatocytes may be the precursor of HCC.

Zhang ZJ, Shen LJ, Zhang HX, Huang R. Morphometric image analysis
of human α-fetoprotein positive hepatocytes. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(6):1284-1287

摘要

目的: 为阐明肝细胞性肝癌癌变前期AFP阳性表达肝细胞的

形态特征 以进一步探讨肝癌癌变规律并以此寻求能够早

期诊断肝癌的方法.

方法: SP 法对正常肝组织 慢性肝炎肝硬化 癌周肝硬

化和肝细胞癌共114例进行甲胎蛋白(AFP)的检测 并对AFP

阳性肝细胞及AFP阴性肝细胞进行了核面积  核平均体积

核等效直径 核长轴/短轴比 核形状因子 核异型指数

细胞面积 细胞等效直径 细胞平均体积 细胞长轴/短轴

比 核质比等11项参数的形态定量测定和对比分析.

结果: 正常肝组织和慢性肝炎肝硬化AFP不表达; 癌周肝硬

化AFP阳性率为37%(10/27); 肝细胞癌AFP阳性率为 45%

(17/38). 对癌周肝硬化AFP阳性和阴性肝细胞形态定量分

析 10例AFP阳性组的阳性表达肝细胞与其余17例阴性

组的肝细胞在细胞长轴/短轴比 核形状因子和核异型指

数3项参数间有显著差异(P <0.05); 进一步对AFP阳性组同

片阳性肝细胞和阴性肝细胞比较分析 有 4例在 11项形

态参数中存在不同程度的差别 其中可见 AFP阳性肝细胞

较AFP 阴性细胞小 核不同程度增大 核质比例增大

以及在反映核不规则程度的核长轴/短轴比 核形状因子

和核异型指数等参数上有明显变化.

结论: 癌周肝硬化不同于不伴肝癌的肝硬化而更具癌前病变

性质; 在与肝癌发生相关的病变中 AFP的表达早于细胞

形态学的改变; 随着AFP的表达 部分AFP阳性肝细胞发

生的形态学改变己具备癌前病变的性质 其可能是肝细胞

癌变的基础.
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0   引言

肝癌前期细胞特征的阐明对探讨肝癌的发生及早期诊

断肝癌有重要的意义. AFP阳性表达是肝细胞癌变的特

征之一 在动物诱癌早期及人肝癌旁肝组织的肝细胞

中均可见 AFP及 AFPmRNA的表达[1-2] 但AFP阳性表

达肝细胞的形态特征尤其是定量形态特征并未得到深

入研究. 我们通过检测肝细胞癌(HCC)及相关慢性肝病

的AFP表达 对AFP阳性肝细胞进行形态定量测定

以阐明肝癌癌前病变的形态定量特征 并探讨其与

HCC发生的关系.

1   材料和方法

1.l 材料  本院1995-2002年手术切除 肝脏穿刺和尸

体解剖病理档案石蜡标本共114例 其中正常肝组织9

例 慢性肝炎和肝硬化 40例 癌周肝硬化27例 HCC

38例. 所有标本的诊断均经两位病理医师反复确诊.

1.2 方法  免疫组织化学染色采用链霉菌素-生物素( S-

P)法. 鼠抗人 AFP(克隆号C3)和 S-P试剂盒均购自福州

迈新生物技术开发公司(美国Maxim 和 Zymed 公司产

品) 按试剂盒说明操作. 每次实验均用已知阳性切片

作阳性对照 用PBS代替一抗作阴性对照. 图像分析

采用HPIAS-1000图像分析系统(同济医科大学千屏影

像工程公司). AFP免疫组化染色切片置显微镜下 放

大100倍 分别对AFP阳性肝细胞和 AFP阴性肝细胞

的核面积(AN) 核平均体积(VN) 核等效直径(DN) 核

长轴 / 短轴比(N a b ) 核形状因子(F N ) 核异型指数

(ISN) 细胞面积(Ac) 细胞等效直径(Dc) 细胞平均

体积(Vc) 细胞长轴 / 短轴比(Cab) 核质比(RNc)等 11

项参数进行自动测量.

        统计学处理  采用χ2和 t 检验.

2   结果

2.1 AFP的表达  AFP在正常肝细胞 慢性肝炎和肝硬

化均不表达 HCC 和癌周肝硬化部分表达 阳性颗

粒分布于细胞质(图 1A B) 阳性率分别是45%(17/

38)和 37%(10/27) 差异无显著性(χ2=0.68 P >0.05)
而癌周肝硬化与不伴癌的肝硬化差异具有高度显著性

(χ2=10.80 P <0.01). 癌周AFP阳性肝细胞孤立散在于
肝细胞索中 不形成细胞团(图 1C).

2.2 图像分析  根据AFP免疫组化染色结果 分别对

癌周肝硬化17例阴性组( ) 10 例AFP阳性组( )及

同片AFP阴性的肝细胞( )进行11项参数的定量测定.

表1  AFP阳性肝细胞形态定量(mean±SD)

参数 (n :17) (n :10)    (n :10)

Ac/ µm2             126 487          121 782  147 682

Dc / µm            12.6 1.3          12.3 2.0 13.6 1.4

Vc / µm3×103 1.1 79.0 1.0 130.0   1.4 140.0

Cab /%            1.40 0.01        1.32 0.01a 1.34 0.00

AN / µm2            36.5 28.6        36.3 91.1 40.1 91.9

DN / µm 6.7 0.3 6.7 0.8   7.1 0.7

VN / µm3             171 1 297        172 4 694  199 4 953

Nab / % 1.2 0.0 1.2 0.0   1.2 0.0

FN 1.1 0.0 1.1 0.0 a   1.1 0.0

ISN 3.7 0.0 3.8 0.0 a   3.7 0.0

RNc / % 42.7 0.2        43.8 0.1 38.6 0.5

aP <0.05, vs 组.

        表 1除了 组与 组间在细胞长轴/短轴比 核形

状因子和核异型指数3项参数间有显著差异( P <0.05)

外 其余各参数在各组间差异无显著性.

        与此同时 对10例AFP阳性表达的癌周肝硬化分

别进行了同片阳性肝细胞和阴性肝细胞的对照检测. 结

果10例病例中有6例同片的AFP阳性肝细胞和阴性肝

细胞间无明显差别 而其余4例在11项形态参数中则

表2  4例AFP阳性肝细胞和其同片阴性肝细胞的形态定量结果(mean±SD)

     病例A     病例B     病例C    病例D
参数

     阳性      阴性       阳性      阴性      阳性      阴性      阳性      阴性

Ac/µm2  100 243  119 63  149 317  166 68  126 229  134 191    80 48b  117 90

Dc/µm 11.2 0.7 12.3 0.2 13.7 0.8 14.5 0.2 12.6 0.6 13.0 0.5 10.0 0.2 b 12.2 0.2

Vc/µm3×103   0.8 32.0   1.0 90.0   1.4 54.0   1.6 12.0   1.1 36.0   1.2 33.0   0.5 51.0b   1.0 135.0

Cab/% 1.26 0.00a 1.33 0.00 1.35 0.03 1.35 0.00 1.24 0.00 1.31 0.00 1.31 0.00 1.33 0.01

AN/µm2 31.3 26.9 35.0 3.5 47.7 35.8 47.1 3.9 36.1 3.1b 29.3 1.7 23.3 4.0 24.2 2.7

DN/µm  6.3 0.3   6.7 0.0   7.7 0.3   7.7 0.0   6.8 0.0b   6.1 0.0   5.4 0.1   5.5 0.0

VN/µm3×102  1.3 11.0  1.6 2.0   2.5 20.0   2.5 2.0   1.6 1.3b  1.2 0.6  0.9 1.4   0.9 1.0

Nab/% 1.23 0.00b 1.14 0.00 1.38 0.03 1.27 0.01 1.16 0.00 1.18 0.00 1.27 0.00a 1.18 0.00

FN 1.15 0.00b 1.06 0.00 1.17 0.00 1.10 0.00 1.19 0.01 1.07 0.00 1.13 0.00 1.11 0.00

ISN 3.80 0.00b 3.65 0.00 3.83 0.01 3.72 0.00 3.85 0.03 3.67 0.00 3.76 0.01 3.73 0.00

RNc/% 46.2 0.1 42.5 0.1 47.9 0.1a 40.3 0.1 41.7 0.5a 28.8 0.00 42.2 0.2b 26.5 0.0

aP<0.05, bP <0.01, vs 同片阴性组.
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有不同程度的差别(表2 ). 其中可见AFP阳性肝细胞较

AFP 阴性细胞小 核不同程度增大 核质比例增大

病例A在反映核不规则程度的核长轴/短轴比(Nab) 核

形状因子(FN) 核异型指数(ISN)等参数上有明显变化.

图1  肝细胞质内AFP阳性  S P 法. A: 癌周肝硬化 ×100; B. 肝细胞癌
×100; C: 癌周肝硬化肝细胞散在分布 ×50.

3   讨论

AFP 作为HCC 的肿瘤标志物 广泛应用于肝癌的诊

断[3-4]. 但AFP阳性肝细胞的细胞定量形态学特征却鲜有

研究报道. 本结果表明 AFP在正常肝细胞 慢性肝炎

和肝硬化均不表达 而37%癌周肝硬化和 45%HCC有表

达 癌周肝硬化明显不同于不伴癌的肝硬化(P <0.05). 对

10例AFP阳性表达17例阴性表达的癌周肝硬化进行了

形态特征参数的定量检测 显示AFP阳性肝细胞在细

胞长轴/短轴比 核形状因子和核异型指数方面与不表

达AFP病例的肝细胞已有了的差别. 进一步对每例AFP

阳性病例的同片阳性和阴性肝细胞的比较 6例无显著

差异 但有4例在反映细胞异型的参数如核大小 核质

比例以及核长轴 / 短轴比 核形状因子 核异型指数

等方面表现出明显的差异 也即这些AFP阳性肝细胞

大小与阴性肝细胞相差不大或偏小 但细胞核增大且

不太规则 核质比例增大. 以上结果提示肝细胞AFP的

异常表达明显早于细胞形态的改变 AFP阳性的肝细

胞并不一定会发生细胞形态的改变 但形态改变且

AFP 阳性的肝细胞显然很趋向于癌前病变了. 此外

Zhai et al [1]已注意到AFP在肝硬化中为核表达 而HCC

中为胞质表达. 我们也观察到AFP在癌周肝硬化和HCC

的表达均为胞质型 AFP表达的定位从胞核到胞质的

转变有何意义尚不清楚 其与肝细胞恶性转化的关系

有待进一步研究.

       自 Anthony提出肝细胞不典型增生以来 不典型增

生肝细胞被认为是肝癌的癌前期病变 之后又将不典

型增生肝细胞分为大细胞性不典型增生和小细胞性不

典型增生[5-9] 小细胞性不典型增生肝细胞比正常细胞

小 胞质更富嗜碱性 但无明显的核异型及核增大 常

呈片块状而不是孤立的单细胞排列. 大细胞性不典型增

生则细胞大 常有不规则核及核仁 核质比例正常 其

细胞常孤立地分散于硬化的组织中. 然而对不典型增生

肝细胞是否为真性癌前病变尚有争议 因此1995年国

际工作协会曾建议将大细胞性或小细胞性不典型增生

命名为大细胞性改变(large-cell change LCC)和小细胞

性改变(small-cell change SCC). 近年来 通过细胞

PCNA[5] 及比较基因组杂交[9]等研究均表明SCC可能

是肝癌癌前病变 而LCC与肝癌无明显相关性. 本研

究中所见有形态改变的AFP阳性肝细胞很像SCC 细

胞不大而核增大且不太规则 核质比例增大 但与既往

常呈片块状或存在于增生结节中的 SCC 不同 这些

AFP阳性细胞散在于肝细胞索中 是否属于另外一种

存在形式的 SCC 或是 SCC 的前期病变 值得进一

步深入研究.

          癌周肝硬化在光镜形态上与一般肝硬化无明显的区

别 但研究表明癌周肝硬化的肝细胞无论在癌基因

还是肿瘤标志物的表达等方面均具备了癌前病变的特

征[11-13]; 应用图像分析定量方法也己发现癌周肝硬化的

肝细胞细胞核的大小 核质比例等形态特征参数与一

般肝硬化明显不同而介于肝细胞性肝癌(HCC)与肝脏良

性病变之间[11, 14]. 因此 我们曾提出了癌周肝硬化可能

是癌前肝硬化在癌周残留的推论[11-14]. 尽管已知的癌前

病变如交界性增生结节或SCC与肝癌的关系更为密切

但这些病变较为局限且发生率较低 很难通过穿刺活

检或影像学检查得以及时发现[15]. 因此 那些弥漫分布

的AFP阳性且有形态改变的肝细胞若能进一步证实为

一种癌前病变 则为肝穿刺活检发现肝癌高危人群以

及早期诊断肝癌提供了一个重要的途径.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical effects of double intervention
combined with the adoptive immunotherapy with cytokine-
induced killer (CIK) cells on advanced hepatocellular car-
cinoma (HCC).

METHODS: A total of 128 patients with advanced HCC were
treated by transcatheter hepatic arterial chemoembolization
(TACE) and/or percutaneous ethanol injection (PEI) and/
or CIK cells. Another 36 patients with HCC were treated by
TACE and PEI combined with CIK cells (study group). They
were compared with either 62 patients with HCC treated
by TACE and PEI (double intervention group) or 30 pa-
tients with HCC treated by TACE (simple group).

RESULTS: The effective rate of the study group, double
intervention group and simple group were 91.6%, 75.8%
and 43.3% respectively. The immune function, the
Karnofsky’s grade, 1 year survival in the study group were
significantly higher than those in the double intervention

group and simple group. But serum AFP in the study group
was lower than that in the others (P <0.05).

CONCLUSION: TACE and PEI combined with CIK cells en-
hances the anti-cancer effect, improve the survival quan-
tity and prolong survival period of the patients.

Xu YM, Zhang NZ, Zhang GL, Ma WQ, Gao CJ, Xu WD, Chen FX.
Transcatheter hepatic arterial chemoembolization and percutaneous
ethanol injection combined with cytokine-induced killer cells in treat-
ment of advanced hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(6):1288-1291

摘要

目的: 评估双介入联合细胞因子诱导的杀伤细胞(CIK细胞)

过继免疫治疗中晚期肝细胞肝癌的临床疗效.

方法: 采用经皮肝动脉栓塞化疗术(TACE) 经皮肝瘤体内

注入无水乙醇术(PEI) CIK细胞回输3种方法治疗中晚期

肝细胞肝癌共128例 其中在TACE PEI双介入的基础

上 采用CIK细胞静脉回输与瘤体内注射相结合治疗中晚

期肝细胞肝癌36例(研究组) 并与同期病情相当的中晚期

肝细胞肝癌双介入治疗62例(双介入组)和单纯的TACE30

例(单纯组)相比较.

结果: 研究组 双介入组 单纯组有效率分别为91.6%

75.8% 和 43.3% 研究组的AFP 下降 细胞免疫功能

卡氏评分升高均优于双介入组和单纯组 研究组的1 a生存

也得到显著的延长 (P <0.05).

结论: 双介入治疗联合CIK细胞可以弥补单一治疗方法的不

足 增强了抗癌效果 改善了患者的生存质量 延长了患

者的生存期.

徐永茂, 张南征, 张国龙, 马文青, 高从敬, 徐卫东, 陈复兴. 双介入联合CIK

细胞治疗中晚期肝细胞肝癌. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1288-1291

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1288.asp

0   引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma HCC)我国最常

见的恶性肿瘤之一[1-2] 病程发展快 患者就诊时往

往已属中晚期 绝大多数已失去手术机会[3] 是最近

20 a来影响我国人民健康的第二位恶性肿瘤[4]. 随着肿瘤

的介入治疗 免疫治疗等非手术治疗方法用于临床 对

于延长患者的生存期 改善患者的生存质量取得一定

的效果[2, 5-6]. 1997-05/2003-05我科采用经皮肝动脉栓塞

化疗术(transcatheter hepatic arterial chemoembolization,



TACE) 经皮肝瘤体内注入无水乙醇术(percutaneous

ethanol injection, PEI) 细胞因子诱导的杀伤细胞

(Cytokine-induced killer cells, CIK细胞)治疗中晚期肝细

胞肝癌 将疗效分析报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  可评价中晚期HCC共128例 随访资料完整.

男96例 女32例 年龄33-66(平均45.5)岁. 均符合 中

国常见恶性肿瘤诊治规范 中HCC的诊断标准. 制备

CIK细胞的方法[7]. 抽患者外周血200 mL 分离血浆备

用 再吸出富含白细胞层的细胞约10 mL 悬浮于等

量患者自身的血浆中 淋巴细胞分离液分离收集单个

核细胞. PBS 洗涤 将细胞按 2×10 9/L 数量悬浮于

RPMI1640完全培养基中 加至经抗CD3单核包被的6

孔细胞培养板 每孔 6 mL 加入终含量为 50 kU/L

rIL-2和 500 kU/L IFN-γ 置于37  50 mL/L的 CO2
条件下培养 培养7 d后 经细菌和霉菌培养阴性后

再收集细胞 无菌生理盐水洗3次 将细胞悬浮于自身

血浆中 加入5×104U rIL-2 终细胞数1.3×109-1.5×109.

静脉回输时配制成150 mL的细胞悬液 用输血器2 h内

输入 用于瘤体内注射时浓缩细胞悬液至10-15 mL.

1.2 方法  单纯组(TACE)30 例 常规股动脉穿刺用

Seldinger 法将 6F 多功能导管置于腹腔动脉或肝总动

脉 酌情作肠系膜上动脉或膈动脉造影 以寻找肝癌

其他供血动脉 明确肿瘤数目 位置 类型 大小

供养血管以及动静脉瘘等情况 有动静脉瘘 先行明

胶海棉栓塞 在肝动脉注入5-FU+ADM+MMC+DDP/

HCPT行灌注化疗, 然后将导管尽量超选至肝动脉对肿瘤

的供血分支 根据血供来源情况 确定碘油用量 将

ADM10 mg与碘化油10-30 mL充分乳化后 在电视荧

光屏监视下缓慢注入 以防止栓塞剂反流造成其他脏

器栓塞. TACE一般间隔4 wk进行1次. 2次后评价疗效.

双介入组(TACE+PEI)62 例 在 TACE(方法同单纯

TACE)治疗后5-7 d后行PEI 2次 /wk 连续4-6次

每次用量依据肿瘤体积大小,尽量采取多点注射 用量

5-30 mL. 归纳双介入组的方法为: TACE间隔4周进行

1次 期间行PEI 治疗 2 次 /wk 连续 4-6 次. 2 周

期后评价疗效. 研究组(TACE+PEI+CIK 细胞)36 例

TACE治疗前抽外周血制备CIK细胞以备回输 每周

抽外周血2次 200 mL/ 次 培养的细胞数1.3×109-

1.5×109 抽外周血培养在8-12 次 在行TACE 治疗

后5-7 d 先行PEI 2 次 /wk,连续 4-6 次, 每次用量依

据肿瘤体积大小,尽量采取多点注射 用量5-25mL; 期

间回输培养的CIK 细胞悬液 2 次 /wk 回输 4-6 次

后改为CIK细胞瘤体内注射 将CIK细胞悬液浓缩成

10-15 mL 经 B 超引导下经皮肝穿刺瘤内注入 尽

量采取多点注射 2次 /wk 连续4-6次. 休息 1-2 wk

后行下一个周期 2 周期后评价疗效.主要观察治疗前

后的肿瘤大小变化 甲胎蛋白(AFP ) T 细胞亚群

Karnofsky 评分变化 不良反应及生存期随访.疗效按

WHO对于实体瘤疗效判定标准分为[8]: 完全缓解(CR)

所见肿瘤病变完全消失并至少维持4 wk以上; 部分缓解

(PR) 肿瘤病灶的最大径及其最大垂直径(两径)的乘积

减少50%以上并维持4 wk以上 无新的病变出现; 无

变化(NC) 肿瘤病灶的两径乘积缩小50%以下或增大

25%以下 无新的病灶出现; 进展(PD) 肿瘤病灶的

两径乘积增大25%以上或出现新病灶.

        统计学处理  各组数据以平均数 ±标准差(mean±SD);

采用 χ2检验 行显著性比较.

2   结果

2.1 近期疗效  单纯组中30例肝区疼痛消失24例 饮

食增加26例 1例腹水消失. 双介入组中62例肝区疼

痛消失60例 58 例饮食增加 2例腹水消失; 研究组

36例肝区疼痛均消失 饮食均增加. 单纯组中血清AFP

下降者16例(14/30 46.7%) 均未降至正常; 双介入组

中血清AFP下降者30例(30/62 48.4%) 其中降至正

常9例; 研究组中血清AFP下降者25例(25/36 69.4%)

其中降至正常12例. 双介入组的AFP下降率(48.4%)高于

单纯组(46.7%) 但无显著性差异 研究组的AFP下降

率(69.4%)则显著高于单纯组(46.7% P <0.05 χ2=3.
86)和双介入组(48.4% P <0.05 χ2=4.10). 研究组和
双介入组的近期有效率均显著高于单纯组(P <0.01)

而研究组的近期有效率又显著高于双介入组(P <0.05)

(表 1)患者有恶心 呕吐等消化道反应; 15例患者出现

畏寒 发热 对症处理后24 h内可恢复正常. 研究组

和双介入组治疗后的Karnofsky评分均显著高于单纯组

(P <0.01 P <0.05); 而研究组治疗后的Karnofsky 评分

又高于双介入组(P <0.05) (表 2) 单纯组及双介入组治

疗后 CD3 较治疗前升高显著(P <0.05) 而 CD4 升

高 CD8下降不明显. 研究组治疗后除CD3较治疗前

显著升高(P <0.01)外 CD4亦升高(P <0.05) 另外CD8

下降明显(P <0.05) (表 3).

表1  双介入并CIK细胞治疗HCC近期疗效 (n)

分组  n CR PR NC PD  RR(%)

单纯组 30  0 13  11   6 13 (43.3)

双介入组 62  2 45  10   5 47 (75.8)ab

研究组 36  5 28    3   0 33 (91.6)b

bP <0.01, vs 单纯组; aP <0.05, vs双介入组.

表2  双介入并CIK细胞治疗HCC后Karnofsky 评分变化 (n)

分组  n      +20分 +10分  不变 下降 升高合计(%)

单纯组 30   5    11     9    5    16 (53.3)

双介入组 62 21    25   13    3    46 (74.2)a

研究组 36 18    14     4    0    32 (88.9)b

aP <0.05, vs 单纯组和研究组; bP <0.01, vs 单纯组.
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表3  双介入并CIK细胞治疗HCC后的T细胞亚群变化 (mean±SD)

分组      n     CD3           CD4     CD8        CD4/CD8

单纯组 前 30 0.50±0.05     0.30±0.04     0.31±0.03     0.93±0.56

后 30 0.62±0.06a    0.36±0.06     0.28±0.04a   1.12±0.64

双介入组 前 62 0.51±0.05     0.30±0.05     0.32±0.04     0.93±0.56

后 62 0.67±0.07a    0.39±0.06     0.28±0.04     1.40±0.45

研究组 前 36 0.52±0.05     0.31±0.05     0.32±0.03     0.92±0.53

后 36 0.72±0.05b    0.41±0.06a    0.27±0.03a    1.72±0.34

aP <0.05 bP <0.01 vs 治疗前.

2.2 远期疗效  半年生存率: 研究组和双介入组均显著高

于单纯组(P<0.01) 研究组高于双介入组 但无显著

性差异 1 a生存率: 研究组和双介入组均显著高于单纯

组(P <0.01) 研究组显著高于双介入组(P <0.05); 2 a生

存率 3 组间无显著性差异 (表 4).

表4  双介入并CIK 细胞治疗HCC后 6 mo 1 2 a生存率(%)

分组  n 6 mo生存率 1 a生存率  2 a生存率

单纯组 30 60.0%(18/30) 23.3%(7/30)   3.33%(1/30)

双介入组 62 88.7%(55/62)b 56.4%(35/62)b   9.6%(6/62)

研究组 36 97.2%(35/36)b 77.8%(28/36)ba 16.7%(6/36)

aP <0.05, vs双介入组 bP <0.01, vs 单纯组.

3   讨论

HCC 恶性程度高 预后差 自然生存期短 就诊时

大部分已失去手术机会 为了改善中晚期HCC患者的

预后 延长生存期 改善患者的生存质量 我们在总结

以往的治疗手段的基础上 采用TACE PEI双介入联

合过继免疫细胞治疗进行临床研究. TACE是不能手术切

除的中晚期HCC的首选治疗方法 主要适用于瘤体较

大 结节较多或不能切除的病例 有效率在30.0-70.0%.

HCC 肿瘤的边缘部有门静脉供血 随着肿瘤的增大

门静脉供血增多 在直径大于5 cm者几乎都存在双重

供血[9-10] 其中部分晚期HCC的供血尚有变异血管及

寄生性血管的参与[11 -13] 以及肿瘤边缘的侧支循环[14-15]

是肿瘤继续生长或复发的主要原因[16] 致使TACE难

以达到预期的效果 限制了TACE的远期疗效. 我们在

TACE 治疗过程中先行腹主动脉造影 再行肝动脉造

影 必要时行肠系膜上动脉造影 逐步了解肿瘤血供情

况 有无侧支循环 动静脉瘘及门静脉癌栓. 尽量超

选到达肿瘤供血动脉 存在动静脉瘘时 先用明胶海棉

堵塞.依据肿瘤体积的大小 肝功能Child 分级 根据

碘油沉积情况 决定碘油用量 在电视监视下碘油的

用量应加至动脉血流明显减慢或瘤旁门静脉分支出现

显影为止. 门静脉分支出现显影 表明肝动脉达到充分

栓塞 是碘油通过肝血窦从肝动脉向门静脉分支分流

所致 门静脉分支显影率与碘油的用量相关 碘油用

量越大 门静脉显示率越高[17]. 加大碘油用量 不但

可以充分填塞肿瘤血管床 还可能达到肝动脉和门静

脉的双重栓塞 从而提高栓塞的效果.

         PEI是利用无水乙醇具有对局部瘤组织细胞杀伤力

强 使肝瘤细胞脱水固定 蛋白质凝固变性 使肿

瘤内及周边营养血管变性 血管内皮细胞破坏 血

栓形成导致血供障碍 可使注射周围至少3 cm 内肿

瘤细胞坏死[18]; 主要适应证是直径小于3 cm的单个结节

或数量小于3 个 最大直径小于 3 cm 的多个结节小

HCC 治疗后可使肿瘤的坏死率达70%以上[9]; 随着瘤

体的增大 肿瘤间质中的纤维结构分隔瘤灶 无法注入

足量乙醇以破坏所有的癌细胞[19-20] 另外大HCC多富

于血供 注入的无水乙醇易被血流冲走而作用下降 单

独PEI治疗大HCC疗效并不明显. PEI与TACE相结合

PEI可以弥补TACE不足[21] 产生协同效应: (1)TACE后

继以PEI有利于进一步杀死TACE后残余癌细胞[22] (2)

病理研究[22] 证实TACE治疗后使大量的肿瘤细胞液化坏

死 肿瘤内的纤维间隔崩解 有利于无水乙醇的弥散

扩大作用范围 同时动脉栓塞使肝癌内血运受阻 乙醇

不易被血流冲走 其细胞毒效应相应增强 (3)无水乙醇

可以破坏肿瘤血管并使之闭塞 使TACE治疗中缺漏的

部分癌灶中残存的癌细胞坏死 减少复发与转移的发生

率[22]. 已有较多的研究表明TACE联合PEI可明显提高

疗效[19-24] 可以取得比单纯的TACE或PEI更好的远期

疗效 病变坏死率可达86.4%[9]. 本研究中双介入组有效

率75.2%显著高于单纯组43.3% (P <0.01).

       生物治疗正在成为肿瘤治疗的一种重要手段 其中

过继免疫治疗是临床应用较多的一种治疗方法. 近几年

开展的过继免疫治疗如TIL细胞 CD3AK 细胞等已经

用于肿瘤术后 与化疗相结合 对于减少肿瘤的术后复

发 提高患者化疗后免疫功能已经显示独特的作用.

HCC 患者自身免疫机制紊乱 存在细胞免疫抑制

CD3 CD4较正常低 CD8细胞水平明显提高且与肝癌
的临床分期相关[25] 栓塞化疗后又进一步加重了患者

原有的免疫抑制. CIK是患者外周血单个核细胞体外经
过多种细胞因子共同诱导而获得的一群以CD3+CD8+CTL

和CD3+CD56+为主的异质细胞群[7] 兼具有T淋巴细胞
强大的抗肿瘤活性和NK非MHC限制性杀瘤细胞 且

体内外增生能力强[26-28] 是一类杀瘤活性和杀瘤谱更
强的一类新型抗肿瘤效应细胞.

        我们首先应用双介入联合CIK细胞治疗HCC 在
TACE治疗后回输自身的CIK细胞 可以通过直接的靶

向肿瘤细胞进行杀伤或诱导其凋亡 也可以其分泌的
细胞因子增强机体化疗后减退的免疫功能; 瘤体内注入

CIK细胞 可使肿瘤局部的CIK细胞数量显著提高 进
一步杀灭TACE与PEI治疗后残余的癌细胞. 总结3种

方法联合治疗(研究组)的有效率91.6%显著高于双介入
组的有效率75.8%(P <0.05); 患者的免疫功能 研究组

中的CD3 CD4细胞显著提高(P <0.01) CD8细胞下降
明显(P <0.05) 双介入治疗组与单纯组仅有CD3升高

明显(P<0.05); 患者生存质量的Karnofsky评分 研究组
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升高88.9% 显著高于双介入治疗组的74.2%和单纯

组的53.3% (P <0.05 P <0.01); 生存期随访中 研究

组的1 a生存率(77.8%)显著高于双介入组(56.4%)和单纯

组(23.3%)(P <0.05 P <0.01); 研究组的最长生存48 mo

双介入治疗组最长生存30 mo (图 1-4). 对于不宜手术的

中晚期HCC 根据患者个体情况 采用TACE PEI及

CIK 细胞过继免疫治疗 可以弥补单一治疗方法的不

足 增强了抗癌效果 有助于提高疗效 可以提高患者

的免疫功能及生存质量 延缓患者的生存期.

图1 治疗前病灶位于肝右叶(7.5cm 7.6cm).

图 2 联合治疗3个周期后病灶变为条索状瘢痕.

图 3 治疗前肝左右叶多发性病灶.

图 4 双介入治疗2 个周期后病灶明显缩小 碘油沉积.
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Abstract
AIM: To study the anti-HBV effect of compound Ganaining
in vitro.

METHODS: The 2.2.15 cell line was cultured in vitro to
observe the inhibitory effect of compound Ganaining on
secretion of HBsAg and HBeAg, and its toxicity on 2.2.15
cell line was also studied.

RESULTS: After the addition of compound Ganaining in 2.2.15
cell line for eight days, it showed that median toxic con-
centration (TC50) of compound Ganaining was more than
10 g/L. IC50 of compound Ganaining on  HBsAg and HBeAg
was 0.67g/L, and 0.13g/L, respectively; its treatment in-
dex (TI) value on HBsAg and HBeAg was 93.46 and 2.17,
respectively.

CONCLUSION: Compound Ganaining has a strong inhibitory
action on secretion of HBsAg and HBeAg, and shows good
effect of anti-HBV in 2.2.15 cell line.

Yuan DS, Wang XH, Li CQ, Xiao HQ. Anti-HBV effect of compound
Ganaining in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1292-1294

摘要

目的: 探讨复方肝癌宁体外抗乙肝病毒(HBV)作用.

方法: 通过复方肝癌宁作用于体外培养的2.2.15细胞 观

察复方肝癌宁对2.2.15细胞分泌HBsAg HBeAg的影响

及药物的细胞毒性作用.

结果: 复方肝癌宁作用于2.2.15 细胞8 d后 对细胞的半

数毒性浓度(TC50)为大于10 g/L 对HBsAg和HBeAg抑制

的半数有效浓度(IC50)分别为0.67 g/L和0.13 g/L 复方肝癌

宁对HBsAg和HBeAg的治疗指数(TI)分别为14.93和76.92.

结论: 复方肝癌宁在体外细胞培养中对HBsAg和HBeAg的

分泌有较好的抑制作用 有显著的抗HBV作用.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)感染会导致急慢性乙型肝炎的发

生 而且与原发性肝癌关系密切. 近十多年来抗HBV

的药物研究虽然取得了一定的进展 但目前仍缺乏比

较理想的治疗药物 因此寻找新的有效药物显得尤为

必要. 2.2.15细胞株是用共转染法将克隆的HBV-DNA

和抗G418质粒同时转入人肝癌细胞株HepG2而建立

能长期稳定地分泌HBsAg HBeAg 和完整的Dane 颗

粒 是目前体外抗HBV药物筛选和评价较好的细胞模

型[1-6]. 本实验研究以2.2.15细胞株为模型 研究证实了

复方肝癌宁的体外抗HBV作用.

1   材料和方法

2.2.15细胞(自HepG2细胞转染而来 分泌HBsAg HBeAg):

引自广州空军医院病毒室 用DMEM培养液(GIBCO) 培

养液加10%胎牛血清(天津血液所) 100 mg/L青霉素

100 mg/L链霉素 G418 380 mg/L (GIBCO ) 0.3 g/L

谷氨酰氨 用2.38 g/L Hepes 调 pH至6.8. 用 0.6 g/L 胰

蛋白酶将2.2.15细胞分散成 3 107/L 每孔0.1 mL/于

96 孔板 2 d 后换用含药培养液 每个浓度加 4 孔

复方肝癌宁用细胞维持液稀释成(10 5 2.5 1.25

0.625 0.3125 0.156 0.078 g/L) 与细胞作用8 d

后 吸上清用ELISA 法测定HBsAg HBeAg 余下

细胞用甲基噻唑基四唑(MTT)法测定药物细胞毒性

向细胞加入400 mg/L MTT 0.1 mL/ 孔(Sigma ) 37 

50 mL/L CO2培养箱孵育4 h后 可见黄黑色甲瓒颗

粒 轻轻弃去MTT液 加入1 kg/LDMSO 0.1 mL/ 孔



37 50 mL/L CO2培养箱内孵育 待甲瓒颗粒完全

溶解(约10 min)后 用紫外分光光度计570 nm波长测定

吸光度A值 空白对照加4孔1 kg/L DMSO 0.1 mL/孔.

按下式计算细胞破坏百分率(%)=[(细胞对照A值-药物

实验组A值)/(细胞对照A值-空白对照组A值)] 100%;

半数毒性浓度(TC50)TC50= Antilog[B +(50-<50%破坏百

分率) C/(>50%破坏百分率-<50%破坏百分率)][7-8];

A=log>50%药物浓度; B=log<50%药物浓度; C=A-B.

HBsAg HBeAg的检测采用华美公司ELISA测定盒检

测. 用酶标仪450/630nm双波长测定每孔A值 并计算

药物的半数有效浓度(IC50). 细胞抑制百分率(%)=[(细胞

对照A值-药物实验组A值)/(细胞对照A值-空白对照

组A值)] 100%; IC50= Antilog[B +(50-<50%抑制百分

率) C/(>50% 抑制百分率-<50% 抑制百分率)] [7-8];

A=log>50%药物浓度; B=log<50%药物浓度; C=A-B.

       药物对HBsAg HBeAg的抑制作用 本实验选择

HBsAg HBeAg作为药物效果的筛选指标 通过MTT

法测定药物的细胞半数毒性浓度(TC50) 并相应计算出

治疗指数(TI)=TC50/IC50[8]来评价药物临床应用前景 其

中TI>2为有效低毒 1<TI<2为低效有毒 TI<1为毒

性作用.

2   结果

MTT法测得复方肝癌宁在2.2.15细胞上半数毒性浓度

(TC50)为>10 g/L. 复方肝癌宁在各个稀释浓度下对2.2.15

细胞形态均有轻微的损坏 个别细胞有破坏情况(最低

浓度除外) 但细胞破坏率大小与细胞形态变化无明显

直接关系 且其数值均不超过46% 即都在复方肝癌

宁的半数毒性浓度以下(表1).

表1  复方肝癌宁对2.2.15 细胞的毒性作用(mean±SD)

分组        剂量 (g/L) A值(mean SD) 破坏率(%)

空白对照           0.0 0.01            0

细胞对照           0.0       1.82 0.17            0

复方肝癌宁      10.0       1.22 0.04                  34.68

             5.0       1.03 0.11    45.66

2.5       1.22 0.08                  34.68

           1.25       1.30 0.08                  30.06

          0.625       1.04 0.01                  45.09

       0.3 125       1.15 0.11                  38.73

          0.156     1.196 0.07                  36.07

          0.078       1.78 0.19                   2.31

        复方肝癌宁抑制2.2.15细胞分泌HBsAg的半数有效

浓度(IC50)为 0.67 g/L 即复方肝癌宁在本实验中浓度

为0.625 g/L 以上抑制效果明显 低于此浓度抑制效

果不明显; 抑制 2.2.15 细胞分泌HBeAg的半数有效浓

度(IC50)为 0.13 g/L 即复方肝癌宁在本实验中浓度为

0.156 g/L以上抑制效果明显 低于此浓度抑制效果不

明显(表2).

表 2  复方肝癌宁对2.2.15 细胞分泌HBsAg HBeAg的抑制作用

          HBsAg                            HBeAg
分组    剂量(g/L)

    A值(mean±SD)  抑制率(%) A值(mean±SD) 抑制率(%)

空白对照       0.0           0.039           -      0.01

细胞对照       0.0      0.59 0.12                          1.71 0.56

复方肝癌宁  10.0     0.26 0.04        55.9           1.06 0.20       38.0

         5.0     0.19 0.04          67.8           0.57 0.12       66.7

         2.5     0.23 0.05          61.0           0.60 0.12       64.9

       1.25     0.25 0.03          57.6            0.67 0.09      60.8

      0.625     0.30 0.06          49.2            0.77 0.15      55.0

   0.3 125    0.28 0.08          52.5            0.80 0.19       53.2

     0.156     0.33 0.05          44.1            0.81 0.23      52.6

     0.078     0.44 0.05          25.4            0.98 0.20      42.7

       复方肝癌宁对2.2.15细胞分泌HBsAg HBeAg的治

疗指数分别为14.93 76.92 远大于 2 具有较强的

体外抑制2.2.15 细胞表达乙肝病毒抗原的作用 提示

复方肝癌宁在体外实验中有很好的抗HBV作用.

3   讨论

2.2.15 细胞株的建立 为体外筛选抗病毒药物提供了

较好的细胞模型. 抗病毒治疗的目的是持续抑制病毒复

制 HBsAg 和HBeAg为 2.2.15细胞分泌至上清液中的

可溶性蛋白质 间接地反映了病毒复制状况 因检测简

便 经济和快速 可作为抗HBV筛选的可靠指标.

MTT比色法主要原理在于检测细胞内线粒体琥珀酸脱

氢酶的活力 活细胞线粒体的琥珀酸脱氢酶能使外源

性的MTT还原为蓝紫色结晶物并沉积在细胞中 而死

亡细胞无此功能 他在一定程度上反映了细胞的生存

活力 以此数据换算得出TC50 比传统方法在肉眼镜

下观察和判断细胞破坏程度更客观 可信.

       复方肝癌宁为纯中药复方制剂 由叶下珠 青蒿

云芝 广豆根 莪术 菟丝子等组成. 研究表明该复

方药物叶下珠[9-11] 青蒿[12-14] 广豆根[15-17] 莪术[18-20]

均有较好的抗肝癌作用; 叶下珠[21-24] 广豆根[25-30] 云

芝[31]有较好的抗乙肝病毒作用; 云芝[32-33] 广豆根[34]

青蒿[35]具有免疫调节作用. 本实验研究结果显示复方肝

癌宁对 2.2.15 细胞的毒性较小 细胞半数毒性浓度

(TC50 )为>10 g/L 对HBsAg和HBeAg抑制的半数有效

浓度(IC50)分别为0.67 g/L和 0.13 g/L 其对HBsAg 和

HBeAg的抑制作用 与药物浓度呈正相关. 复方肝癌宁

对HBsAg 和HBeAg 的治疗指数分别为14.93 76.92 均

大于 2 提示复方肝癌宁为低毒有效的药物制剂.

         2.2.15细胞培养具有易于控制实验条件及均衡性好

等特点 但体外实验研究结果不能反映体内所特有的

免疫调节和体内代谢对药物效果的影响 因此 本实验

研究虽然显示复方肝癌宁有较好的抑制HBsAg HBeAg
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分泌作用 但进一步证实其抗病毒作用还须结合体内

实验来确定 其作用机制也有待于进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the characteristics of T-lymphocytic
subsets in HBV infected pediatric subjects for evaluation
of their clinical implication.

METHODS: Fresh peripheral blood samples were obtained
from 29 HBV-infected pediatric cases and 15 healthy
counterparts. CD4+ and CD8+ T lymphocyte subsets including
the naïve (CD45RA+), memory (CD45RO+), functional
(CD28+), activated (HLA-DR+CD25+) and apoptosis (CD95+)
T lymphocytes, respectively, were analyzed by flow
cytometry. The clinical data such as serum ALT level, HBV
viral load and the number of peripheral lymphocytes were
simultaneously recorded from each HBV carrier.

RESULTS: HBV-infected children had an obviously increasing
percentage of CD8+CD28+ T cells (72±11%) , CD8+CD38+

(85±6%) and CD8+CD95+ (19±12%) T-lymphocytes, and
there were significant differences between the children
with chronic B hepatitis and the healthy children (P <0.05).
As compared to the absolute number of CD8+CD28+(0.62±
0.2 5×109/L), CD8+CD38+(0.74±0.3 1×109/L) and CD8+

CD95+ (0.16±0.1 3×109/L) T-lymphocytes, the patients had
higher numbers than the healthy children (P <0.05). The
increase of numbers of circulating CD8+CD38+, CD8+

CD95+and CD8+CD28+ T-lymphocytes was significant.
Furthermore, the association was not found between serum
HBV viral load level and the T-lymphocyte subsets.

CONCLUSION: Our data may provide valuable information
for evaluation of disease progression of HBV infected children

Yang B, Zhang HF, Fang ZP, Wang FS. Peripheral T cell subsets in
pediatric subjects with chronic HBV infection. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(6):1295-1298

摘要

目的: 探讨CHB患儿外周血淋巴细胞各亚群的特点及与肝

病病情的关系.

方法: 采用流式细胞术对CHB患儿29例 正常儿童15例

的外周血纯真T细胞亚群 功能T细胞亚群 激活T细胞

亚群及凋亡T细胞亚群进行检测 并结合血清转氨酶(ALT)

和病毒载量水平进行统计学分析.

结果: CHB患儿外周血CD4+CD45RA+T CD4+CD45RO+T

CD4+CD28+ T CD4+HLA-DR+ T CD4+CD25+ T

CD4+CD95+T CD8+HLA-DR+T CD3+ CD3+CD4+

T CD3+CD8+T CD4+/ CD8+与正常儿童相应的细胞亚

群比较 无统计学差异(P >0.05) 但 CD8+CD28+T(0.62±

0.2 5×10 9/L) CD8 +CD38 + T(0.74±0.3 1×10 9/L)
CD8+CD95+T (0.16±0.1 3×109/L)细胞亚群的绝对数与正常
对照组CD8+CD28+T (0.44±0.15×109/L) CD8+CD38+ T(0.
57±0.1 6×109/L) CD8+CD95+T(0.03±0.01×109/L)比较
有统计学差异 (P <0.05) CD8+CD28+T CD8+CD38+ T

及CD8+CD95+T的构成比同样高于健康的儿童.

结论: CHB患儿外周血CD4+ T 细胞亚群数量上改变不明

显 主要是CD8+ T淋巴细胞亚群的异常 其中CD8+CD38+

T CD8+CD95+T CD8+CD28+T细胞亚群细胞绝对数较

正常儿童明显升高.

杨斌, 张鸿飞, 范振平, 王福生. HBV感染患儿外周血T淋巴细胞亚群的分析

与临床意义. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1295-1298

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1295.asp

0   引言

乙型肝炎是HBV感染引起的免疫病理损害 肝细胞损

害主要是由细胞介导的免疫损伤造成 [1]. 机体感染HBV

后 体内各淋巴细胞亚群间的正常平衡被打破 表现

为外周血淋巴细胞亚群构成比 绝对数和功能改变 这

些变化可反映机体细胞免疫的状况 此外HBV可以通

过活化诱导机制导致外周血淋巴细胞凋亡[2-4] 促使淋

巴细胞亚群绝对数减少. 迄今 已经报道的HBV感染

引起T细胞亚群的改变主要是成人的结果[5] 而儿童

方面的研究未见报道. 值得重视的是儿童感染HBV以
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后 容易发生免疫耐受和慢性化 是否与儿童外周血

T淋巴细胞具有自身特点有关尚不清楚. 因此我们在对

CHB成人外周血淋巴细胞亚群与病程相关性研究的基

础上[5] 进一步对HBV感染的慢性患儿及健康儿童外

周血T淋巴细胞亚群的构成比和绝对数进行观察 以

了解CHB患儿外周血T淋巴细胞的特点 为CHB患

儿的临床诊治及疗效评估提供一定的参考.

1   材料和方法

1.1 材料  新入院CHB患儿 29例符合中华医学会传染

病与寄生虫病学会(西安)2000年修订的标准. 男 23例

女6例 年龄6-14(平均 9.4±3.0)岁 母婴垂直传播感
染者11例 密切接触感染者6例 其他途径者12例

其中HBsAg HBeAg 抗HBc阳性25例; HBsAg 抗

HBe 抗HBc阳性4例 病毒载量1.31×107-4.1×1012

拷贝 /L ALT波动于167-677 nkat/L. 对照组为年龄

性别一致的健康儿童15例. 全部病例及健康儿童对照组

均经ELISA法检测HBsAg 抗HBs HBeAg 抗HBe

和抗HBc 并除外合并其他疾病 同时进行血常规

肝功能和HBV-DNA定量检测. Simultest TM IMK-lym-

phocyte免疫荧光试剂盒购自美国Becton Dickison公司;

单克隆抗体组合为PE-CD45RA/FITC-CD4(A液) PE-

CD45RO/FITC-CD4(B 液) PE-CD28/FITC-CD4(C

液) PE-HLA-DR/FITC-CD4 (D液) PE-CD25/FITC-

CD4(E液) FITC-CD28/PE-CD8/ PerCP-CD3 (F 液)

FITC-CD95/PE-CD4(G液) PE-HLA-DR/FITC-CD8/

PerCP-CD3(H液) FITC-CD8/PE-CD38/ PerCP-CD3

(I 液) FITC-CD95/PE-CD8/ PerCP-CD3(J液) FITC-

CD4/PE-CD8/PerCP-CD3(K液). FACScalibur流式细胞仪

(美国 BD公司) HBV-DNA 定量检测(美国 GeneAM

Psystem9600检测仪). 抽取抗凝血2.8 mL 一部分通过

全自动血液分析仪进行白细胞计数和白细胞分类计数;

另一部分通过流式细胞仪进行淋巴细胞亚群检测.

1.2 方法  外周血淋巴细胞亚群的检测 A B C D

E F G H I J K 样品测定管中各加入抗凝

血标本 50 µL 然后每管中各相应加入 A B C
D E F G H I J K液10 µL 振荡混匀 室温
避光孵育20 min 加入溶血素1 mL 振荡混匀 室温避

光放置10 min 1 200 r/min离心5 min弃上清液 加入

PBS 1 mL 1 200 r/min离心5 min弃上清液 加入PBS

400 µL 混匀后上机检测 采用SimulSET软件获取分
析. T4 T8细胞绝对数是通过全自动血液分析仪进行白

细胞计数和白细胞分类所得的淋巴细胞数分别与T4

T8细胞构成比的乘积 T4 T8细胞中各亚群的绝对数

为各自的构成比与T4 T8细胞绝对数的乘积.

       统计学处理 采用 SPSS10.0 软件进行统计学分析

淋巴细胞亚群的百分比和绝对数以mean±SD表示 组
间均数比较采用 t检验.

2   结果

2.1 CHB患儿外周血淋巴细胞亚群特点  患儿外周血

CD4+CD45RA+T CD4+CD45RO+T CD4+CD28+ T

CD4+HLA-DR+ T CD4+CD25+ T CD4+CD95+T

CD8+HLA-DR+T CD3+ CD3+CD4+ T CD3+CD8+T

CD4+/ CD8+比与正常儿童相比较 无统计学显著性差

异 P >0.05 而 CD8+CD28+ T (72±11%) CD8+CD38+

T(85±6%) CD8+CD95+ T(19±12%)细胞亚群的构成比
较正常对照组有所升高 P <0.05 (表 1). CHB患儿外周血

表1  患儿外周血T淋巴细胞亚群特点

                                       慢性肝炎(n =29)                              正常儿童(n =15)                                         P值
淋巴细胞亚群

构成比                绝对数(109/L)   构成比            绝对数(109/L)         构成比                  绝对数

CD3+ 0.68±0.07 1.98±0.72 0.69±0.07 1.78±0.47 0.44 0.35

CD3+CD4+ 0.33±0.07 0.98±0.42 0.33±0.05 0.86±0.32 0.97 0.34

CD3+CD8+ 0.30±0.07 0.87±0.33 0.30±0.05 0.76±0.20 0.89 0.25

CD4+CD45RA+ 0.59±0.10 0.60±0.33 0.63±0.05 0.55±0.23 0.14 0.59

CD4+CD45RO+ 0.41±0.10 0.39±0.15 0.36±0.05 0.31±0.10 0.09 0.07

CD4+CD28+ 0.94±0.07 0.93±0.413 0.94±0.03 0.82±0.31 0.48 0.19

CD4+HLA-DR+ 0.16±0.07 0.15±0.06 0.15±0.05 0.13±0.06 0.54 0.37

CD4+CD25+ 0.23±0.07 0.09±0.23 0.23±0.04 0.19±0.08 0.73 0.40

CD4+CD95+ 0.39±0.12 0.36±0.15 0.35±0.08 0.29±0.10 0.22 0.12

CD8+CD28+ 0.72±0.11 0.62±0.25 0. 59±0.12 0.44±0.15             0.000 0.02

CD8+HLA-DR+ 0. 21±0.09 0.17±0.09 0.20±0.08 0.15±0.07 0.95                     0.500

CD8+CD38+ 0.85±0.06 0.74±0.31 0.76±0.09 0.57±0.16 0.00 0.03

CD8+CD95+ 0.19±0.11 0.16±0.13 0.03±0.01 0.03±0.01 0.00 0.00

CD4+/ CD8+ 1.16±0.44 1.16±0.25 0.99

白细胞 6.57±1.653 6.633±1.81 0.90

淋巴细胞 2.90±0.962 2.581±0.69 0.26
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白细胞及淋巴细胞绝对数与正常儿童比较无统计学差

异 同时CD3+ CD4 + CD3+CD4+ CD3+CD8+绝

对数也无统计学差异; 但患儿外周血CD8+ T有一定的改

变 如CD8+CD28+T (0.62±0.2 5×109/L) CD8+CD38+T(0.
74±0.3 1×109/L) CD8+CD95+T(0.16±0.1 3×109/L)较健康
儿童高 P <0.05 与 CHB患儿外周血淋巴细胞亚群百

分比变化特点相一致(表1).

2.2 CHB患儿CD8+ T与HBV病毒载量和ALT  CHB患

儿病毒载量1.31×107-4.1×1012拷贝/L. CD8+CD28+T细胞
亚群绝对数与病毒载量对数值呈正相关倾向(r =0.092

P =0.635) 但无统计学意义 CD8+CD38+T 细胞亚群

绝对数与病毒载量对数值 呈正相关倾向(r =0.171

P =0.375) 同样无统计学意义 CD8+CD95+T细胞亚群绝

对数与病毒载量对数值 呈负相关倾向(r =-0.011

P =0.954) 也无统计学意义(图1A 1B 1C). CD8+CD28+T

绝对数与ALT呈负相关倾向(r =-0.0011 P =0.955 )

无统计学意义 CD8+CD38+T细胞亚群绝对数与ALT呈

正相关倾向(r =0.073 P =0.707) 同样无统计学意

义 CD8+CD95+T绝对数与ALT呈正相关倾向(r =0.121

P =0.532) 也无统计学意义(图 2A 2B 2C).

图1  患儿外周血T淋巴细胞亚群与病毒载量.

图2  患儿外周血T淋巴细胞亚群血清ALT之间的关系.

3   讨论

机体感染HBV后 体内抗病毒的免疫反应主要是细胞

免疫 是由各种T淋巴细胞共同参与下进行的. T4 细

胞未接触其特异性抗原刺激之前 以纯真细胞(CD4+CD

45RA+)的形式存在 主要参与机体对未接触过的抗原

起免疫应答 是机体细胞免疫的后备力量. 受特异性抗

原刺激后 T4纯真细胞(CD4+CD45RA+)转变为记忆性T4

(CD4+CD45RO+) 并发生克隆扩增 成为抗原特异性淋

巴细胞 主要参与对已接触过的抗原发生迅速而有效的

免疫反应[6-7]. 本研究显示 CHB患儿外周血CD3+ 淋巴

细胞 T4 T8 T4纯真细胞 T4记忆亚群构成比及绝对

数与正常儿童相比较 其差异无统计学意义 (P >0.05)

提示在CHB患儿 HBV没有显著影响到其外周血中淋

巴细胞数量 也没有影响到T4纯真细胞亚群和T4记忆

亚群的数量及其比例 同时没有影响T4纯真细胞亚群

和T4记忆亚群之间的动态平衡 但是其功能如何有待

进一步研究. CD28分子是T细胞正常激活所必须的第二

信号 他与抗原呈递细胞上相应的配体B7.1/2 结合

后 诱导T淋巴细胞表达白介素-2(IL-2) 促进T淋巴

细胞增生 不表达CD28分子的T4或T8细胞接受抗原

刺激后 无法正常激活 通常表现为无应答状态 或
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者发生细胞凋亡[8]. 我们发现: T4功能亚群(CD4+CD28+)构

成比及绝对数较正常儿童无明显变化(P >0.05) 但

CD8+CD28+T却明显升高 具有统计学意义(P <0.05)

这提示: CD8+CD28+T可能在CHB患儿T淋巴细胞增生

中起重要作用 但与CHB 病程的关系 则需动态观

察. T淋巴细胞激活后 其细胞表面通常表达相应的激

活分子标志物 如CD25 分子是 IL-2 的 α受体 与
细胞早期激活相关. HLA-DR分子和CD38分子则是通过

对激活信号的转导 诱导产生特定的细胞因子 促进

T细胞的激活[9-10]. CD4+CD25+T具有自身免疫防御作

用 在自然条件下处于无能状态 同时CD4+CD25+T

细胞亚群在外周耐受机制方面起着重要作用[1, 11-15] 具

有抑制其他CD4+T和CD8+T细胞的活性 其抑制作用

是抗原非特异性的. 他对于刺激表现为无能状态 当发

挥免疫调节功能时 需要通过TCR的刺激; 当发挥抑制

功能时 不依赖于细胞因子而依赖于细胞间的接触[15-16].

CD4+CD25+T细胞可能通过抑制靶细胞IL-2的合成及下

调抗原呈递细胞上CD80和CD86的表达而发挥作用

也可能通过膜型TGF-B 发挥抑制功能[17].  我们发现

CD4+CD25+ 及 CD4+ HLA-DR+T构成比及绝对数与正常

对照组比较无明显差异 因此推测在CHB患儿外周血

中 CD4+CD25+T很可能没有抑制T4和T8细胞对HBV

的活性反应 但未检测T淋巴细胞亚群功能 故其在

CHB中的作用应在检测其功能后才能下结论. 此外CHB

患儿外周血中T8激活亚群以CD8+CD38+T淋巴细胞为

主 提示CD8+ CD38+T在促进CHB患儿外周血T细胞

的激活中可能起重要作用.

        Schulze-Osthoff et al [18]研究证实: HBV+患者外周血

淋巴细胞凋亡率均明显高于正常对照组 刘征波 et al
[19]也发现 CHB患者外周血淋巴细胞在PHA活化后存在

凋亡紊乱现象 其TCR诱导的凋亡发生率在CHB患

者明显增高. 本结果表明与健康儿童相比较 CHB患

儿外周血 CD4 +CD95 +T CD3 +T CD3 +CD4 +  T

CD3+CD8+T细胞亚群的构成比 绝对数及CD4+/ CD8+

比无明显变化 而CD8+CD95+ T 淋巴细胞亚群百分比

及绝对数则明显升高 差异具有统计学意义 提示HBV

通过细胞毒性T淋巴细胞(CTL)的旁分泌或自分泌作用

于细胞 上调CD8+ T细胞亚群Fas及FasL基因的表达

促进细胞凋亡 并且通过Fas/FasL系统 使表达FasL

的CD8+T淋巴细胞杀死表达Fas的受感染肝细胞来达到

清除HBV的目的[20] 由此导致肝组织的免疫病理损伤

引发肝炎有待于进一步研究.

      关于HBV 病毒载量对淋巴细胞亚群的影响方面:

Boni et al [21-22]研究发现 在拉米夫定治疗后 随着患

者体内病毒载量下降 人体的免疫功能包括辅助性T

细胞和细胞毒性T的功能有所恢复 说明病毒载量对

人体免疫功能有抑制作用. 但是在此次试验中并未发现

病毒载量与CD8+CD28+T CD8+CD38+T CD8+CD95+T

细胞数量之间有明显的相互关系 其原因可能与患儿

遗传和免疫背景有关 也可能与感染不同病毒基因型

或者基因变异有关. 目前我们正在动态观察患儿HBV病

毒载量和CD8+CD28+T CD8+CD38+T CD8+CD95+T细

胞亚群同时进行T淋巴细胞的功能及病毒基因型的分

析 有可能希望对CHB患儿病程和发病机制有更全面

和深刻的认识.

4     参考文献
1 孙世杰, 刘丹, 于春雷, 松本, 李一. NF-κB诱导激酶基因突变对
CD4+CD25+调节性T细胞产生的影响. 中国免疫学杂志  2003;
19:305-308

2 Nakamura K, Yuh K, Sugyo S, Shijo H, Kimura N, Okumura
M. Apoptosis observed in peripheral T lymphocytes from
patients with chronic hepatitis B. Gastroenterology  1996;111:
156-164

3 Saha K, Yuen PH, Wong PK. Murine retrovirus-induced deple-
tion of T cells is mediated through activation-induced death
by apoptosis. J Virol  1994;68:2735-2740

4 季伟, 王慧芬, 冯传前, 鞠连才, 赵敏, 貌盼勇. 慢性乙型肝炎患者
外周血淋巴细胞凋亡的检测及临床意义. 中华肝脏病杂志  1999;
7:77-79

5 王敏, 王福生, 刘敬超. 慢性乙型肝炎患者外周血淋巴细胞亚群
与病程相关性的研究. 肝脏  2003;6:18-20

6 Croft M, Bradley LM, Swain SL. Naive versus memory CD4 T
cell response to antigen. Memory cells are less dependent on
accessory cell costimulation and can respond to many anti-
gen-presenting cell types including resting B cells. J Immunol
1994;152:2675-2685

7 Farber DL. Differential TCR signaling and generation of
memory T cells. J Immunol  1998;160:535-539

8 June CH, Bluestone JA, Nadler LM, Thompson CB. The B7
and CD28 receptor families. Immunol Today  1994;15:321-331

9 Funaro A, Spagnoli GC, Ausiello CM, Alessio M, Roggero S,
Delia D, Zaccolo M, Malavasi F. Involvement of the multilineage
CD38 molecule in a unique pathway of cell activation and
proliferation. J Immunol  1990;145:2390-2396

10 Shevach EM. Regulatory T cell in autoimmunity. Annu Rev
Immunol  2000;18:423-449

11 Seddon B, Mason D. The third function of the thyms. Immunol
Today  2000;21:95-99

12 Dieckmann D, Plottner H, Berchtold S, Berger T, Schuler G. Ex
vivo isolation and characterization of CD4+ CD25+ T cell
with regulatory properties form human blood. J Exp Med
2001; 193:1303-1310

13 Thornton AM, Shevach EM. CD4+CD25+ immunoregulatory
T cell suppress poly clonal T cell activation in vitro by inhibit-
ing inter leukins-2 production. J Exp Med  1998;188:287-296

14 Cederbom L, Hall H, Ivars F. CD4+CD25+regulatory T cell
down regulate co-stimulatory molecules on antigen-presenting
cells. Eur J Immunol  2000;30:1538-1540

15 Thornton AM, Shevach EM. Suppressor effector function of
CD4+CD25+immunoregulatory T cell is antigen nonspecific.
J Immunol  2000;164:183-190

16 Suri-Payer E, Amar AZ, Thornton AM, Shevach EM. CD4+CD25+
T cells inhibit both the induction and effector function of autore-
active T cells and represent a unique lineage of immunoregul-
atory cells. J Immunol  1998;160:1212-1218

17 Nakamura K, Kitani A, Strober W. Cell contact-dependent
immunosuppression by CD4+CD25+ regulatory T cells is
mediated by cell surface bound transforming growth factor β.
J Exp Med  2001;194:629-644

18 Schulze-Osthoff K, Ferrari D, Los M, Wesselborg S, Peter ME.
Apoptosis Signaling by death receptors. Eur J Biochem  1998;
254:439-439

19 刘征波, 胡国龄, 范学工, 李宁. FasL TRAIL在慢性乙型肝炎患
者外周血淋巴AICD中的作用. 中国免疫学杂志  2003;19:135-137

20 Higaki K, Yano H, Kojiro M. Fas antigen expression and its
relationship with apoptosis in human hepatocellular carcinoma
and noncancerous tissues. Am J Pathol  1996;149:429-437

21 Boni C, Bertoletti A, Penna A, Cavalli A, Pilli M, Urbani S,
Scognamiglio P, Boehme R, Panebianco R, Fiaccadori F, Ferrari
C. Lamivudine treatment can restore T cell responsiveness in
chronic hepatitis B. J Clin Invest  1998;102:968-975

1298                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 6月 15 日  第 12 卷  第 6 期



World Chin J Digestol  2004 June;12(6):1299-1302
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 病毒性肝炎 VIRAL HEPATITIS •

输血后HCV感染血清病毒含量及基因型与临床转归的
关系

陈红梅, 万   华, 于   敏, 田秀兰, 魏   来, 徐小元

陈红梅, 西藏大学医学院传染病教研室  西藏拉萨市  850000
万华, 于敏, 田秀兰, 许小元, 北京大学第一医院感染疾病科  北京市  100034
魏来, 北京大学第二医院肝病研究所  北京市  100038
陈红梅, 女, 1969-11-14生, 河南省开封市人, 汉族. 1992年西藏民族学院
医学系本科毕业, 2003年北京大学医学部硕士研究生毕业, 讲师. 主要从事
传染病的临床研究.
国家 十五 攻关课题资助, No.2001BA705B06
项目负责人: 许小元, 100034, 北京市, 北京大学第一医院感染疾病科.
收稿日期: 2003-08-23    接受日期: 2003-12-16

Relationship between HCV RNA
quantities and HCV genotypes
and the outcome of patients
with posttransfusion hepatitis
C virus infection

Hong-Mei Chen, Hua Wan, Min Yu, Xiu-Lan Tian, Lai Wei,

Xiao-Yuan Xu

Hong-Mei Chen, Department of Infectious Diseases, Medical College of
Tibet University, Lhasa 850000, Tibet, China
Hua Wan, Min Yu, Xiu-Lan Tian, Xiao-Yuan Xu, Department of Infectious
Diseases, Beijing University First Hospital, Beijing 100034, China
Lai Wei, Hepatological Research Institution , Beijing University Second
Hospital, Beijing 100038, China
Supported by National Tackling Item in the National Tenth Five-Year-
Plan No.2001BA705B06
Correspondence to:  Dr. Xiao-Yuan Xu, Department of Infectious
Diseases, Beijing University First Hospital, Beijing 100034, China.
Received: 2003-08-23    Accepted: 2003-12-16

Abstract
AIM: To investigate the relationship between HCV RNA
quantities and HCV genotypes and the outcome of patients
with posttransfusion HCV infection in China.

METHODS: A total of 314 cases infected with HCV in Hebei
province were enrolled. Their clinical manifestations were
recorded and sera detected for liver enzymes, as well as
virus markers. The B-type ultrasound was performed for
examination of liver, spleen and gall bladder. In virus
markers, HCV RNA was detected with fluorescence-quan-
titative polymerase-chain-reaction, HCV genotypes were
determined by RFLP method.

RESULTS: After HCV infection, 132 (57.6%) of the 229 cases
that were detected for HCV RNA still had detectable HCV
RNA in their blood and the infection had cleared spontane-
ously in 97 cases (42.4%). None of 314 cases complained
of any sign at present, and abnormal ALT was observed in
40.2%. Positive relation was observed between HCV RNA
load and ALT (r =0.346, P <0.001). The serum HCV RNA load
and ALT in patients with HCV-  infection was significantly
higher than that in patients with HCV-  infection (P <0.001).

Male gender had higher chronic infection rate than female
(infection rate at present, 66.7% vs 50.4%).

CONCLUSION: Higher spontaneous HCV clear rate after
infection is observed. The clinical course of chronic HCV
infection seems obscure and is often accompanied with
mild to moderate elevated ALT/AST. The serum HCV RNA
load and ALT in patients with HCV-  infection is signifi-
cantly higher than that in patients with HCV-  infection.
Male gender may have worse clinical outcomes.

Chen HM, Wan H, Yu M, Tian XL, Wei L, Xu XY. Relationship between
HCV RNA quantities and HCV genotypes and the outcome of patients
with posttransfusion hepatitis C virus infection. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(6):1299-1302

摘要

目的: 了解我国输血后HCV感染病毒含量及基因型与疾病

转归的关系.

方法: 对河北省某农村314例单采浆献血员HCV感染后的

现状调查 包括临床表现 血清肝酶 病毒学标志检测以

及B型超声检查 其中 HCV RNA的测定采用荧光定

量PCR方法 HCV基因分型采用 5 端非编码区限制性

酶切长度多态性分析.

结果: 本调查组HCV感染的慢性化率为57.6 自然阴转

率为42.4%. 314 例感染者目前几乎均无症状 总的ALT

的异常率为40.2 . HCV RNA含量变化与ALT水平高低呈

正相关性(r 0.346 P <0.001). HCV基因 型感染者

HCV RNA含量和血清ALT均显著高于HCV基因 型感

染者 (P <0.001). 男性感染者的慢性化率高于女性感染者

(66.7 vs 50.4 ).

结论: 本组输血后HCV感染自然阴转率较高 慢性HCV

感染表现隐匿 肝酶学检查指标大多轻度到中度异常. HCV

基因 型感染者HCV RNA含量和血清ALT均显著高于

HCV基因 型感染者. 男性感染者的慢性化率高于女性感

染者.

陈红梅, 万华, 于敏, 田秀兰, 魏来, 徐小元. 输血后HCV感染血清病毒含量及

基因型与临床转归的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1299-1302

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1299.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)感染在我国常见[1-12] 常引起急慢



1300                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 6月 15 日  第 12 卷  第 6 期

性肝炎和肝硬化[10-14] 甚或诱发癌变[15-18]. HCV基因型

的分布随地区而异 且有重要临床意义. 有报道HCV

基因型与疾病严重性 治疗应答 感染转归等有关[1-3].

不同的HCV基因型所致疾病的严重程度不同 某些基

因型可能会引起较严重的肝细胞损伤[4]. 我们应用限制性

内切酶技术对河北省A县和B县314例输血后丙型肝炎

感染者进行HCV基因分型 观察其与病毒含量及临床

转归的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  河北省A县1977/1990年和B县1974/1995年

在单采血浆还输血细胞的献浆员(简称单采浆献血员)中

发生非甲非乙型肝炎 确认为HCV感染137例和177

例. 男 62 vs 83 例 女 75 vs 94 例; 年龄 46.4 8.3 vs

46.1 11.5岁; 平均感染时间18.2 3.8 vs 14.6 3.8 a.

基因分型引物合成:  北京赛百盛生物工程公司. 外引物:

上游引物: (OS) 5 -CTG TGA GGA ACT ACT GTC TT-

3 ; 下游引物: (OA)5 -AAC ACT ACT CGG CTA GCA

GT-3 . 内引物: 上游引物: (IS)5 -TTC ACG CAG AAA

GCG TCT AG-3 ; 下游引物: (IA)5 -GTT GAT CCA

AGA AAG GAC CC-3 . Hae : 华美生物工程公司.

1.2 方法  采用个案问卷调查方法. 根据A县1991年和

B县1992/1993年调查中文字记载的HCV感染者名单

与A县137例和B县177例HCV感染者签署知情同意

书 均由3名调查员对感染者逐一询问调查 调查内

容包括开始参加单采浆时间 发现感染的时间 临床

症状和体征等 对其中A县123例HCV 感染者由2名

专科医师进行肝 胆 脾和胰等B型超声波检查和诊

断. 其后采集其外周静脉血5 mL 分离血清测定各种

生物化学指标 部分置-80 保存 统一测定HCV

RNA和αFP. 病毒性肝炎以及B型超声波诊断分度 均
参照中华医学会肝病学分会 病毒性肝炎和肝病学术会

议于2000-09联合修订的 病毒性肝炎防治方案 [19]. 血

清HCV RNA定量采用中山医科大学达安生物工程公司

生产的逆转录-实时定量PCR检测试剂盒 取PCR反

应管加入处理后样品2 ul 6 000 rpm/min 离心数秒

按下列条件扩增:  93 2 min预变性 然后按93 

30 s 55  60 s 反应10个循环 93  30 s 55 

45 s扩增 30个循环 结果判定参考说明书. 采用酚氯

仿提取法提取血清RNA. 然后逆转录产物进行PCR:  第

1次 PCR:  采用外引物的上下游引物. 反应条件: 94 

2 min 94  30 s 55  30 s 72  45 s 30 个循

环 72  7 min. 第 1次PCR产物为221 bp. 第 2次PCR:

采用内引物的上下游引物. 反应条件: 94  2 min 94 

30 s 55  30 s 72  45 s 30个循环 72  7 min.

第 2次PCR产物为145 bp. 再酶切分型: 37  2 h. 最后

进行电泳: 20 g/L琼脂糖电泳 凝胶成像仪分析电泳条

带 大于100 bp为 /1b型 小于100 bp为 /2a型.

基因分型采用HCV 5 端非编码区限制性酶切长度多

态性分析[5] 对其中A县86例和B县 46例HCV RNA

阳性者进行了基因分型(图1). HCV RNA定量检测及基

因分型均无内参照 也无阴阳性对照.

图1  HCV基因分型. Marker: 100 lader DNA Marker, 由小到大依次
为100 200 300 400 500 600 bp; 1, 2, 3, 5, 10, 11, 12,
13, 14为 II 型; 4, 8, 9, 15 为 III 型; 6, 7未分出型; M为100 bp梯度
Marker(其中最亮的条带为500 bp).

        统计学处理   mean±SD和 t检验用于HCV RNA含量
变化与ALT异常关系的比较 HCV基因型与血清HCV

RNA含量及血清ALT的关系的比较; spearman相关分析

用于HCV RNA含量变化与血清ALT水平高低的相关性

检验 均采用SPSS10软件处理.

2   结果

2.1 HCV感染规律  追踪A县12-25 a和B县8-28 a慢

性肝炎的现患率. A县137例中有127例和B县177例中

有102例测定了HCV RNA 其中A县阳性者86例 B

县阳性者46例 阳性率分别为67.7%(86/127)和 45.1%

(46/102). 因此 这两组人群感染HCV后12-25 a和 8-

28 a时HCV感染的慢性化率分别为67.7%和45.1% 而

两组人群的自然阴转率分别为32.3%(41/127)和 54.9%

(56/102) 两组人群合并后总的HCV RNA自然阴转率

为42.4 . 另将HCV RNA含量变化与ALT异常的关系

做比较 结果随着血清HCV RNA滴度的增高 ALT的

异常率及平均值也随之增加(表 1). 在此调查中 分别

表1  A B县HCV RNA含量变化与ALT异常的关系

  ALT异常
HCV RNA(拷贝 /L)  n

              n        平均值(nkaf/L)

    <107 27                     6          22.22        491

107-109 63           24          38.10        818

    >109 42           23          54.76        840

对A县 B县组及两组人群共同HCV RNA含量变化与

ALT 水平高低比较 结果显示 A县组HCV RNA含

量变化与ALT水平高低呈正相关(r =0.390 P <0.001);

B县组HCV RNA含量变化与ALT水平高低无明显相关

性(r =0.096 P =0.542) 此结果可能因B县组HCV

RNA>109人数仅5人 人数太少的缘故; 而两组人群合

并后的HCV RNA含量变化与ALT水平高低呈正相关性

    1   2  3    4  5   6    M 7  8  9  10 11 12   13 14 15
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(r =0.346 P <0.001). 结果提示 血清HCV RNA含量

变化与ALT水平的高低呈正相关性 即随着血清HCV

RNA含量的增高 ALT水平也随之增高.

2.2 HCV基因型与血清HCV RNA含量的关系  A县86

例HCV RNA阳性患者中血清HCV基因 型感染者为

76.7 (66/86); 血清HCV基因 型感染者为5.8 (5/86);

血清HCV基因未分型感染者为17.4 (15/86). 将不同基

因型感染者的血清HCV RNA含量(拷贝 /L)进行比较

显示HCV基因 型感染者HCV RNA含量108.79 0.95

显著高于HCV基因 型感染者107.08 1.02 (P <0.01).

B县46例HCV RNA阳性患者中血清HCV基因 型感染

者为54.4 (25/46); 血清HCV基因 型感染者为37.0

(17/46); 血清HCV基因未分型感染者为8.7 (4/46). 将不同

基因型感染者的血清HCV RNA含量(拷贝/L)进行比较 显

示HCV基因 型感染者HCV RNA含量108.14 0.82显

著高于HCV基因 型感染者108.01 1.12 (P <0.01). A县

86例和B县46例HCV RNA阳性患者中血清HCV基因

型感染者为68.9 (91/132); 血清HCV基因 型感染

者为16.7 (22/132); 血清HCV基因未分型感染者为

14.4 (19/132). 将不同基因型感染者的血清HCV RNA

含量(拷贝 /L)进行比较 显示HCV 基因 型感染者

HCV RNA含量108.61 0.96显著高于HCV基因 型

感染者107.80 1.14 (P <0.001).

2.3 HCV基因型与血清ALT的关系  A县86例HCV RNA

阳性患者中HCV基因 型感染者与HCV基因 型感染

者进行血清ALT(nkaf/L)比较 显示HCV基因 型感

染者血清ALT(893 728)显著高于HCV基因 型感染

者(813 709)(P <0.01). B县 46例HCV RNA阳性患者

中HCV基因 型感染者与HCV基因 型感染者进行血

清ALT比较 显示HCV基因 型感染者血清ALT与HCV

基因 型感染者无显著性差异(P >0.05). 此与 B县组

HCV基因 型感染者与HCV基因 型感染者分布比例

无明显差异有关. A县86例和B县46例HCV RNA阳性

患者中HCV基因 型感染者与HCV基因 型感染者进

行血清ALT(nkaf/L)比较 显示HCV基因 型感染者血

清ALT显著高于HCV基因 型感染者855 681vs 744

973 nkaf/L(P <0.01).

3   讨论

本次调查选择河北省A县和B县HCV感染后未经抗病

毒治疗的人群 部分反映我国人群HCV感染后的自然

演变规律. HCV RNA在感染人群血中含量较低[6]. 日本丙

型肝炎患者血清中HCV RNA含量在1 107-1 1012.5

拷贝 /L[7] 而国内在1 108-1 1012.2拷贝 /L 1

107-1 1010拷贝 /L不等[8-9] 本组为1 105-1 1011

拷贝 /L 略低于文献报道. 河北省两县结果提示 随

着血清HCV RNA滴度的增高 ALT的异常率及平均

值也随之增加. 血清HCV RNA含量与ALT水平呈正相

关(r =0.346 P <0.001). 此与多数文献报道一致[20-23].

HCV 基因型与疾病的严重性 治疗应答 感染转归

等有关[1-3]. 河北省两县HCV RNA阳性感染者132例中

血清HCV基因 型感染者为68.9 (91/132); 血清HCV

基因 型感染者为16.7 (22/132); 血清HCV基因未分

型感染者为14.4 (19/132). 将不同基因型感染者的血清

HCV RNA含量进行比较 显示HCV基因 型感染者

HCV RNA含量显著高于HCV基因 型感染者(P <0.001).

此结果与文献[1-3 24-25]报道一致. 故检测HCV感

染者的基因型可预测HCV RNA 水平及病情的预后.

HCV基因 型感染者HCV RNA含量较高可能是影响干

扰素疗效的原因之一. A县 86 例和两县合并后132 例

HCV RNA阳性患者中HCV基因 型感染者血清ALT显

著高于HCV基因 型感染者(P <0.01). 此结果与文献

[26-27]报道一致. 而B县组HCV基因 型感染者血清

ALT与HCV基因 型感染者无显著性差异 此与B县

组HCV基因 型感染者与HCV基因 型感染者分布比

例无明显差异有关. A县127例HCV感染者在感染12-

25 a后 有32.3 发生自发性HCV RNA阴转 而B县

102例HCV感染者在感染8-28 a后 有54.9 发生自

发性HCV RNA阴转 两组人群合并后的自发性HCV

RNA阴转率为42.4 阴转率均高于瑞典 美国 法

国分别报道的21 26 和 15-20 [10-12] 表明本次

调查两组人群HCV感染后的自发性清除率较高. 其中

A县组女性感染者的自发性清除率为39.4 (26/66) B

县组女性感染者的自发性清除率为60.7 (37/61) 两组

人群合并后的女性感染者的自发性清除率为49.6 均

高于男性感染者[13-14]. HCV感染后17-26 a间肝硬化的发

生率为0.3-55 [14-17] 本次A县组中有5例B型超声波

检查表现为重度 尽管被调查者拒绝行肝活组织检查

实际上超声波下表现为肝包膜不平 门静脉或/和脾静

脉增宽 符合肝硬化的表现 其中时间最短者仅在感染

后13 a. 提示该组人群中有少数感染者在感染12-25 a已

经发生肝硬化 发生率约为4.07 (5/123). 以上结果提

示 HCV感染表现隐匿 对出现乏力者应当引起重视.

HCV感染慢性化以后的表现与慢性乙型肝炎病毒感染

不同 症状轻 演变过程可能比感染初期更加隐匿[28-32].

        在HCV感染1-24(平均9.7)a后 可能有6 的感

染者进展至失代偿性肝硬化 或在肝硬化出现后3.3-

5.1 a发生失代偿[18, 33-34]. HCV感染相关肝癌的发生从感

染17 a后的0例[13-14] 7.6 a后的15.6 [35]到14-28 a后

的51 [36]. 可见 因HCV感染致肝癌可能是一个相当

长的过程. HCV 感染后肝病相关的死亡率报道不一

有报道在1-24(平均9.7 a)后6 死于肝相关疾病[18] 也

有报告经45 a 随访 5.9 死于肝疾病 仅略高于对

照组的1.4 [37-38].

        本组病例中B型超声波检查为重度者是否会在近年

内发生失代偿还需要进一步追踪观察. 血清αFP与B型
超声波检查 未发现肝癌 也有待进一步跟踪观察.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of TNF-α on tight junctions
between the epithelial cells of the intestinal mucosal barrier.

METHODS: Colon cancer cell line (CaCo-2) was cultured.
The localizations of zonula occluden-1 (ZO-1) in CaCo-2
epithelial cells were detected by immunofluorescence after
exposure to TNFα (0, 50, 100 and 200 µg/L) for 24 h and
the TNF-α treatment with 100 µg/L for 0, 4, 8 and 24 h.
The expression level of ZO-1 was analyzed by semi-quan-
titative reverse transcriptase-PCR after exposure to TNFα
with the above time and concentration.

RESULTS: Different expression levels of ZO-1 depended
on different time and concentration of TNF-α treated on
CaCo-2 epithelial cells. The integrity of tight junctions was
disrupted and the expression level of ZO-1 decreased af-
ter treatment with TNF-α. The intensity of the immunof-
luorescent signal was less intensive after exposure to TNFα
100 and 200 µg/L than that to 0 and 50 µg/L. The intensity
of the immunofluorescent signal was less intensive after
exposure to TNFα 100 µg/L for 24 hours than those for 0 h,
4 h and 8 h. The RT-PCR results showed that after CaCo-
2 cells were treated for 24h with the indicated concentra-
tions (0, 50, 100 and 200 µg/L) of TNF-α and the TNF-α
treatment with 100 µg/L for 0 h, 4 h, 8 h and 24 h, the
expression levels of ZO-1 mRNA in CaCo-2 cells were de-
creased by TNF-α with 100 µg/L for 24 h, as compared
with control (P <0.01).

CONCLUSION: Tight junctions between the epithelial cells
of the intestinal mucosal barrier can be destroyed by TNF-α,
and decreased expression level of ZO-1 induced by TNF-α is
one of the most important molecular mechanisms.

Song HL, Lu S, Ma L, Li Y, Liu P. Effect of TNF-α on tight junctions
between the epithelial cells of intestinal mucosal barrier. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1303-1306

摘要

目的: 探讨肿瘤坏死因子(TNF-α)对肠黏膜上皮细胞间紧密
连接的影响.

方法: 应用免疫荧光方法检测在肿瘤坏死因子(TNF-α) 0
50 100和200 µg/L作用下 与结肠癌上皮细胞株(CaCo-
2细胞株)共同培养24 h 以及用TNF-α 100 µg/L与CaCo-
2 细胞共同培养 0 4 8 和 24 h 观察 TNF-α对紧密
连接蛋白(zonula occluden 1 ZO-1)表达的影响. 并应用

半定量RT-PCR方法检测TNF-α用上述相应的时间和浓度
作用后对肠黏膜上皮细胞ZO-1 mRNA表达的影响.

结果: 用TNF-α 100和200 µg/L作用24 h后ZO-1的免疫
荧光明显减少 并呈剂量依赖性; 用 TNF-α 100 µg/L作
用 24 h时ZO-1免疫荧光明显减少 并呈时间依赖性. 应

用半定量RT-PCR的方法检测结果: TNF-α作用24 h时
ZO-1 mRNA从TNF-α 0 µg/L 的1.1926 降至 100 µg/L 的
0.7834和 200 µg/L 的 0.7081;  TNF-α 100 µg/L作用4 h
ZO-1mRNA为(95. 5 5.5%); 8 h为(82.0 5.4%); 24 h

降至最低为(67.7 5.7%) 与对照组相比P <0.01.

结论: TNF-α是通过抑制肠上皮细胞间紧密连接蛋白ZO-1
表达引起肠黏膜上皮细胞间紧密连接破坏. 并且是通过抑制

ZO-1 mRNA引起肠上皮细胞ZO-1蛋白表达降低.

宋红丽, 吕飒, 马力, 李颖, 刘沛. TNF-α影响肠黏膜上皮细胞间紧密连接蛋
白的表达. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1303-1306
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0   引言

自发性腹膜炎(spontaneous bacterial peritonitis SBP )是

重症肝炎常见的并发症 是引起重症肝炎死亡的重要

原因[1-3]. 近年来 对重症肝炎并发SBP的发生机制有

了一定的认识. 肠通透性改变和细菌易位与SBP发生密

切相关[4-7] 而重症肝炎异常增高的细胞因子如肿瘤坏

死因子(TNF) γ-干扰素(IFN-γ) 白介素(IL)等与SBP
发生亦有关[8-9]. 我们观察在TNF-α作用下 体外培养
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的肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋白(zonula occluden 1

ZO-1)表达状态 探讨TNF-α在重症肝炎并发SBP的
发生中所起到的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  主要试剂与仪器细胞培养液DMEM高糖培养

基 胎牛血清 谷氨酰胺均购于 Gibco 公司; 非必须氨

基酸购于Hyclone公司; 胰蛋白酶 TNF-α购于Sigma公司;
ZO-1兔抗鼠抗体购于SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY;

FITC标记山羊抗兔IgG抗体购于Jackson公司; CaCo-2

细胞株购自美国ATCC(American Type Culture Cellection).

1.2 方法  CaCo-2细胞培养按照文献[PMID:1590354]

应用含有200 mL/L胎牛血清 10 g/L 非必须氨基酸

10 g/L谷氨酰胺和青霉素-链霉素双抗液的DMEM培养

液将CaCo-2细胞在37 50 mL/L CO2条件下进行培

养 每7 d按 1 2 的比例传代 传代后7 d 左右细胞

生长达到融合. 每次实验分为对照组(TNF-α非添加组)和
实验组(TNF-α添加组). 实验时取3组非同代7 d左右生
长达到融合的细胞 添加0 µg/L 50 µg/L 100 µg/L和
200 µg/L浓度的TNF-α继续培养24 h后 进行免疫荧
光检测 并收集CaCo-2细胞提取总RNA 置-130 保

存待用. 另外 将CaCo-2细胞与TNF-α 100 µg/L共同
培养0 4 8和24 h 进行免疫荧光检测 并收集CaCo-

2细胞提取总RNA.

1.2.1 免疫荧光检测  参照Heinaz Schmitz [PMID:11193576]

方法取同代细胞接种于盖玻片上 待细胞生长融合

70%左右用TNF-α处理 取出盖玻片PBS 漂洗 3 次
(每次10 min)后 用 37 g/L甲醛固定15 min PBS漂

洗 加入0.5% Triton X-100 处理 10 min PBS 漂洗

100 mL/L小牛血清白蛋白封闭1 h 加入浓度为1 50

的 ZO-1抗体 4 过夜 PBS漂洗后加入用FITC标

记的免疫荧光抗体37  1 h 再用 PBS 漂洗 蒸馏

水洗后用甘油封片.

1.2.2 半定量RT-PCR  用TRIZOL裂解准备好的CaCo-

2细胞 用酚-氯仿抽提总RNA 分别取2 µL总RNA
加入终浓度为0.6 0.1 µmol/L的 ZO-1特异引物与 β-
肌动蛋白内参引物进行共扩增RT-PCR反应 反应体

系总体积30 µL. ZO-1正义引物序列为[10]: 5 -CGGTC
CTCTGAGCCTGTAAG-3 ; 反义序列为5 -GGATCT

ACATGCGACGACAA-3 扩增长度为371 bp. β- 肌
动蛋白正义引物序列为: 5 -GTGGGGCGCCCCAGGCA

CCA-3 ; 反义序列为5 -CTTCCTTAATGTCACGCA

CGATTTC-3 扩增长度为 540 bp (以上引物均由

Takara Biotechnology 公司合成). 反应条件为:  50 逆转

录30 min 95 变性 15 min 然后进行PCR反应30

次循环: 94 变性 45 s 56 退火 45 s 72 延伸

60 s 最后行72 延伸10 min. 取 PCR反应产物10 µL
加入2 g/L琼脂糖凝胶后电泳. 应用天能GIS凝胶图像处

理软件 对扫描获得的RT-PCR 扩增产物进行量化

然后用质控内参排除操作误差 进行样本标准化处理.

计算方法如下: 标准化的样本数值=样本量化数值 /同

一样本内参的量化数值.

        统计学处理  应用SPSS软件(10.0版本)进行统计学

分析 各组标准化的样本数值用mean±SEM表示. 对各
组间数据进行方差分析 当 P <0.05时有显著性差异.

2   结果

2.1 TNF-α对CaCo-2细胞ZO-1蛋白表达的影响  用
TNF-α 0 µg/L 50 µg/L 100 µg/L和 200 µg/L与CaCo-
2细胞共同培养24 h 应用免疫荧光检测CaCo-2细胞

ZO-1蛋白表达 发现100 µg/L和 200 µg/L 组 ZO-1免
疫荧光明显减少或断裂(图 1). 用 TNF-α 100 µg/L 与
CaCo-2 细胞共同培养 分别在 0 4 8 和 24 h 时

应用免疫荧光检测CaCo-2细胞ZO-1蛋白 结果24 h

时 ZO-1免疫荧光明显减少(图2).

图1  TNF-α作用24h对CaCo-2细胞ZO-1蛋白表达. A: 0 µg/L; B:
50 µg/L  C: 100 µg/L D: 200 µg/L.

图2  TNF-α 100 µg/L处理CaCo-2细胞ZO-1蛋白表达. E: 0 h; F: 4 h;
G: 8 h; H: 24 h.

2.2 TNF-α对CaCo-2细胞ZO-1 mRNA表达的影响
从浓度依赖角度 取同代7 d左右生长达到融合的细

胞 分别添加TNF-α 0 µg/L 50 µg/L 100 µg/L 和
200 µg/L与CaCo-2细胞共同培养 结果24 h时 TNF-
α 100 µg/L 组 ZO-1mRNA 明显降低 从0 µg/L 的
1.1 926 降至 100 µg/L 的0.7 834和200 µg/L 的0.7 081. 从
时间依赖角度 取3代细胞 加入TNF-α (100 µg/L)

A B

C D

E F

G H
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后 ZO-1的mRNA表达的时间曲线如图3所示. 培养

4 h ZO-1的mRNA为(95.5 5.5%); 8h为(82.0 5.4%);

24 h降至最低为(67.7 5.7%) 与对照组相比 P <0.01.

图3  TNF-α对CaCo-2细胞紧密连接蛋白ZO-1表达的影响.

3   讨论

重症肝炎并发自发性腹膜炎的发病机制尚不十分清楚.

以往学者认为: 自发性腹膜炎形成是细菌通过菌血症定

植(colonization)在腹水中或肠道细菌穿过肠壁进入腹膜

腔. 因肠道不仅是消化和吸收营养物质的重要脏器 而

且肠道的其他特殊功能如免疫调节 内分泌功能 黏膜

屏障功能在防御细菌侵入作用受到学者们的高度重视[11].

肠道屏障是存在于肠道内的具有高效选择性功能的屏

障系统 肠黏膜屏障在保护机体免受食物抗原 微生物

及其产生的有害代谢产物的损害 保持机体内环境的

稳定方面起重要作用[12-13]. 在正常情况下 肠黏膜具有

完善的机械屏障 以抵御较强的刺激和正常菌群的侵

犯. 这种肠黏膜屏障由肠表面黏液 微绒毛 肠黏膜上

皮细胞及其间的紧密连接以及黏膜的特殊结构组成[14].

近年来 对细胞间连接的研究受到极大重视 肠上皮细

胞间连接和大多数细胞的连接方式一样 由紧密连接

(TJ) 黏附连接(AJ) 缝隙连接(Gap junction)等构成. 构

成肠上皮细胞间连接的蛋白主要有ZO-1 occludin

cadherin claudin和 β-catenin等[15]. 一旦某种组成成分
发生变化 即可导致屏障功能发生异常.

        1988年Yasutoshi et al人首次发表肝衰竭与TNF-α
相关 随后相继发现重症肝炎时许多细胞因子包括

IFN-γ IL-1 IL-6等明显增加[16-18]. TNF-α是一种具
有广谱生理和病理效应的细胞因子 主要由单核和巨噬

细胞分泌. TNF-α在重症肝炎 感染性休克以及炎症性
肠病的发生中起着重要的作用[19-20]. 他可诱导肠上皮细胞

凋亡[21-23]和细胞间紧密连接蛋白装配功能改变[24] 导致

肠上皮通透性增加 [25-27]. 另有研究认为 肠上皮通透性

增加的原因大约一半是由凋亡引起 [28]. 为了研究其他引

起肠上皮通透性增加原因是否与上皮细胞间紧密连接

的完整性破坏有关 有学者证实 溃疡性结肠炎时肠

黏膜屏障受损是由于紧密连接结构改变所致[29] TNF-

α和 INF-γ等炎性细胞因子之间有协同作用能下调跨
膜紧密连接纤维蛋白的occludin启动子的表达 并且导

致肠电生理功能紊乱[30]. 同时 TNF-α有细胞毒作用

可直接引起组织水肿和破坏.

       1986年确定ZO-1为第一个紧密连接相关蛋白[31]

属于跨膜蛋白 可以起连接跨膜蛋白occludin和肌动蛋

白细胞骨架的作用 是构成肠黏膜上皮紧密连接的重

要成分之一[32]. Caco-2细胞来源于人体结肠癌细胞株

在生长至融合后有柱状凸起 类似于小肠微绒毛 向培

养液一侧形成刷状缘并有分化良好的紧密连接 是目

前很好的体外肠屏障模型[33] 特别是在紧密连接蛋白

表达研究中得到广泛应用[34-36]. 为了探讨TNF-α对肠黏
膜屏障上皮细胞间紧密连接的影响 我们采用TNF-α
与Caco-2 细胞共同培养 测定ZO-1 表达. 结果发现

TNF-α可直接抑制肠黏膜屏障上皮细胞间ZO-1的表
达; 随着浓度增加和时间延长 ZO-1表达明显减少. 我

们应用 mRNA 的半定量方法测TNF-α作用后ZO-1
mRNA 发现高浓度的TNF-α作用Caco-2 细胞时间
越长 其ZO-1mRNA表达减少越明显 并呈时间依赖

关系. 故推测: TNF-α可能是通过抑制ZO-1 mRNA而降
低Caco-2细胞ZO-1蛋白的表达 从而影响肠黏膜上

皮细胞间紧密连接的完整性.

        本结果提示: 在重症肝炎患者并发SBP时 高水平

的TNF-α作用肠黏膜引起肠黏膜屏障改变可能是通过
抑制ZO-1 mRNA 而降低ZO-1 蛋白表达. 由此可见:

TNF-α不仅在重症肝炎肝细胞损伤的发病中起作用
而且在其并发症-自发性腹膜炎的发生上也起一定作

用. 进一步深入研究TNF-α对肠黏膜屏障上皮细胞间紧
密连接的影响及其分子机制的影响有助于我们进一步

了解重症肝炎并发自发性腹膜炎的发病机制 提高重

症肝炎并发自发性腹膜炎 肝硬化腹水等的治疗水平

改善其预后并减少并发症的产生.
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Abstract
AIM: To find the structural characteristics and correlation
with region and the clinical outcomes by analyzing nucleotide
and amino acid sequences of CagA, our research results and
data of CagA sequences deposited in NCBI database.

METHODS: The characteristics of CagA sequences were
analyzed, and a phylogenetic tree was constructed by using
Vector NTI Suite 9.0, ClastalX (version 1.8), Phylip (version
3.5) and Treeview (version 1.61).

RESULTS: Through searching NCBI nucleotide and protein
database, we obtained 44 complete and 560 partial CagA
sequences. Aligning these sequences, analyzing similarity
and constructing phylogenetic tree, we found CagA
seqenceses could be classified into two types: western
type and eastern type. Analyzing the CagA C terminal of
44 complete and 266 partial sequences, we classified the
repeat sequence of CagA C terminal into two types: type I
was discontinuous repeat sequence, common among all the
strains, and type II was continuous repeat sequence, found
in some individual strains. The type II repeat sequence was

found in 31% (12/39) of strains from gastric cancer
patients, compared with 13% (9/71) of strains from non-
cancer patients (P =0.021 < 0.05). Strains with the type II
repeat sequence were associated with gastric cancer.

CONCLUSION: There is a high diversity of CagA nucle-
otide and amino acid sequences among H pylori strains,
showing a distinct geographic character as western and
eastern region collection. The repeat sequence of CagA C
terminal can be classified into two types, and strains with
the type II repeat sequence containing EPIYA motif exhib-
its a stronger pathogenecity.

Zhou J, Zeng X, Yin Y, Guo X, Zhang JZ. Sequence diversity analysis
of CagA gene and corresponding protein in Helicobacter pylori. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1307-1312

摘要

目的: 结合本实验室研究结果 充分利用NCBI的核酸和

蛋白数据库中检索到的CagA基因碱基和蛋白质氨基酸序

列 分析其序列特征以及与地域和疾病的相关性.

方法: 利用Vector NTI Suite 9.0 ClastalX(version 1.8)

Phylip (version 3.5)和Treeview (version 1.61)软件对检索到

的幽门螺杆菌CagA基因碱基和蛋白质氨基酸序列进行多

序列比较和系统发育分析.

结果: 检索到可以利用的全序列44条 部分序列560 条.

通过 44 条全序列比对 相似性分析和构建系统进化树

发现CagA基因碱基和蛋白质氨基酸序列可分为具有明显

地域特征的东西方两类. 通过44条CagA全序列和266条

C端部分序列分析 发现C端相对多变区的重复序列可分

为两类: 第一类为菌株共有的不连续重复序列 第二类为

个别菌株特有的连续重复序列 此类重复序列包含EPIYA模

体的重复. 序列特征与疾病的关系分析表明 非胃癌株中包

含第二类重复序列的菌株占13  (9/71) 胃癌株中包含第二

类重复序列的菌株占31  (12/39) χ2检验 P =0.021<0.05

故可以认为胃癌株中包含第二类重复序列出现率高于非胃癌

株 可以认为包含第二类重复序列的菌株与胃癌有关.

结论: 幽门螺杆菌CagA基因及蛋白序列多态性明显 具有

东西方两个地域聚类特征 重复序列可分为两类.第二类重

复序列中包含EPIYA模体的重复可能导致菌株致病性增强.

周军, 曾浔, 尹焱, 郭欣, 张建中.  幽门螺杆菌CagA基因及蛋白序列多态性

分析. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1307-1312
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori 简称H pylori)是慢性

胃炎及消化性溃疡的重要致病因子[1-5] 与胃腺癌和

MALT淋巴瘤的发生密切相关[6-17] 目前世界范围内成

人Hp感染率达50-80% 但Hp感染人群症状多种多

样 主要是由于感染菌株的毒力 宿主基因型和环境因

素不同所致. 细胞毒素相关基因A(the cytotoxin-associated

gene A 简称 CagA)编码的细胞毒相关蛋白(the cyto-

toxin-associated gene A Protein 简称 CagA)作为H py-

lori毒力因子之一 具有强免疫原性 CagA可通过

型分泌系统进入胃上皮细胞 并且发生磷酸化 CagA

蛋白可能与胃炎和胃癌的发生有关[18-20]. 欧美国家的研

究表明[21-22] CagA基因存在于约50-70%的H pylori菌

株 并认为 CagA基因阳性菌株比 CagA基因阴性菌株

可引起更严重的组织炎症和损伤 因而增加消化性溃

疡和胃腺癌形成的危险性.但是中国 日本和韩国的研

究发现[23-24] CagA阳性菌株在这些地区的检出率很

高 达90%以上 并认为CagA不能作为这些地区H pylori

高毒力的标志. 不同菌株的 CagA间又存在一些差异

如其内部存在数个碱基重复序列被认为是产生CagA基

因多样性的原因之一 但其实际差异要复杂的多. 基因

序列多态性往往与功能及其致病性相关 对于 CagA

全长基因(包括重复序列)多样性的分析 对深入研究

H pylori致病机制有重要意义. 我们曾对4株幽门螺杆

菌 动物实验用菌株悉尼株(Sydney strain SS1) 胃

癌分离株CAPM N62和CAPM N111 以及十二指肠溃

疡分离株CAPM N93的 CagA基因全序列测定 并已提

交GenBank. GenBank中收录了大量序列信息 本研究

的目的是结合我们的测序结果 充分利用可检索到的

全部 CagA基因序列和蛋白质氨基酸序列 试图分析

其可能存在的结构特征 以及是否存在与地域分布和

疾病发生的相关性等重要问题.

1   材料和方法

1.1 材料  序列的来源:以 Helicobacter pylori AND CagA

[Gene Name] 为关键词 检索NCBI 的核酸和蛋白数

据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?

db=Nucleotide和http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.

fcgi?db=Protein).

1.2 方法  序列的选择标准是重复提交菌株序列经比对

后选择其中一条 排除重复提交和存在提交错误的序

列. 利用Vector NTI Suite 9.0软件对GenBank检索到的

CagA核苷酸序列和CagA氨基酸序列进行序列比较和相

似性分析. 44条全序列用ClastalX(version 1.8)进行序列

比对 并保存为Phylip格式文件 然后用J. Felsenstein

的 Phylip (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.

html)程序构建系统进化树 最后采用Treeview (version

1.61) (http://www.taxonomy.zool-ogy.gla.ac.uk/rod/rod.html)

软件对系统进化树进行编辑和比较分析. 560条部分序

列通过序列比对后 分为266条 CagA3 端序列和294

条 CagA 5 端序列 分别进行序列特征分析.

        统计学处理  对含第二类重复序列菌株以及不含第

二类重复序列菌株与胃癌的关系进行 χ2检验 P <0.05
认为具有统计学意义.

2   结果

2.1 序列检索结果  共检索到全序列49条其中J99提交

了 3 次(GenBank 接受号 AE001439 AE001483

NC_000921).ATCC 43526(GenBank接受号AB015413

AF0-01357 AB003397)其中AF001357 和AB003397

序列完全一样 为同一作者重复提交 AB015413 为

另一作者提交 序列与另外两条有 26 个碱基不同

NCTC11637检索到三条序列(GenBank接受号AB015416

和AF202973)其中AB015416序列与NCTC11638序列完

全相同 可能是提交时菌株号写错. 排除重复提交和错

误序列 共有44 株全序列用于分析(其中 4 株菌株的

CagA基因全序列为本实验室提交). 检索到部分序列560

株 其中 3 端序列 266 株 5 端序列 294 株.

核酸序列GenBank接受号:

AF043487-AF043490 AJ239683-AJ239737 AJ252963-

AJ252986 AF367251 U80065 AJ269852-AJ269897

AF222807-AF222809 AF202219-AF202225 AB090129

U80066 AF198468-AF198486 AF289399-AF289464

AJ315050 AJ313504-AJ313505 AF479032 AB056898-

AB057105 AF427098-AF427100 AB089318 AB090090

AB090099 AB090102 AB090106 AB090114 AB090091-

AB090098 AB090100-AB090101 AB090103-AB090105

AY176129 AB090107-AB090113 AB090115 AB090117-

AB090127 AB090132-AB090154 AY169292-AY169299

AB110957-AB110974 AY162446-AY162453 AB090116

AB090128 AB116733-AB116768 AB003397 AF001357

AF083352 AF202972 AF202973 AF247651 AF249275

AF367250 AB015404-AB015416 AB017921-AB017923

AY121840 AB090140 AB090076-AB090078 AB090082-

AB090084 AB090086 AB090073-AB090075 AB090079-

AB090081 AB090085 AB090087-AB090089 AB090130

AB090131.

蛋白序列GenBank接受号:

AAC02082-AAC02085 AAD06073 AAD27691 CAB37794-

CAB37829 CAB55439-CAB55462 CAB56425-CAB56446

CAB56485 CAB56487-CAB56489 CAB56495 CAB56447-

CAB56449 CAB56496 CAB56450 CAB56490 CAB56497

CAB56451 CAB56486 CAB56494 CAB56493 CAB56452-

CAB56456 AAF17598 AAF63759 AAF35340-AAF35342

AAF42821-AAF42827 AAF43608-AAF43626 AAF82477

AAC44706 AAG09848-AAG09913 AAK54719 AAK54720

BAB20914-BAB20929  BAB87265-BAB87369

BAB87370-BAB87472 BAC10431 Q9ZLT1 AAL28091-
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AAL28093 AAM88613 BAC07548 BAC10433-BAC10435

BAC10437-BAC10444 BAC10446 BAC10447 BAC10449-

BAC10451 BAC10453-BAC10459 BAC10461 P55746

BAC10463-BAC10473 BAC10475 BAC10478-BAC10485

BAC10487-BAC10500 P80200 AAO11686-AAO11693

BAC77000-BAC77017 AAN86014-AAN86021 AAF17597

P55980 BAC81787-BAC81822 BAA19853 AAB58747

AAB81560 AAB81561 AAC32880 CAB56492 CAB56491

CAB56457 AAL86902 CAC42220 CAC44458 CAC44467

BAC10432 BAC10436 BAC10445 BAC10448 BAC10452

BAC10460 BAC10462 BAC10474 BAC10476 BAC10477

BAC10486 BAC10425 BAC10422-BAC10424 BAC10428-

BAC10430 BAC10419-BAC10421 AAO39035 BAC10427

NP_223213.

2.2 氨基酸序列的相似性比较分析  从CagA44条全长序

列 294 条 5 端序列和 266 条 3 端部分序列比对

结果(因图形太大未附)来看 序列内存在大量的碱基

的插入 缺失 替换和重复. 5 端序列相对保守

差别是由于替换 缺失和小的插入造成. 3 端序列由

于个别菌株存在连续的大片段重复序列 序列差异更

加明显. 44株CagA全长序列碱基范围在3 444-3 828 bp

之间 最长与最短之间相差376 bp. 相应氨基酸残基范

围在1 147-1 275 aa 最长与最短之间相差128 aa 分

子质量范围在 128-142 ku 之间. 3 端多变区位于 2

610-3 090 bp之间; 从蛋白质氨基酸序列分析来看 多

变区位于870-1 030 aa之间. 从长度上来分大多数氨基

酸序列在1 147-1 186 aa 之间 其差别是由于替换

缺失和小的插入造成 大于1 186 aa 是由于个别菌株

内部连续的重复序列造成的. 从 44株 CagA全长序列推

测的氨基酸序列的相似性比较结果 (图 1) 可见 序

列相似性比值大多数部位在0.5-1.0之间 是由于序列

之间存在大量的碱基的插入 缺失和替换. 有五个区间

相似形小于0.2. 序列比对结果可见 前三个是由个别

菌株短序列插入或缺失造成的 后两个是由个别菌株

的重复序列造成的. 依据44株 CagA全长核苷酸序列和

推定氨基酸序列比对结果 绘制出的上述44株菌CagA

基因及 CagA蛋白质的系统进化树(图 2 3). 可见 无

论从 CagA基因核苷酸序列 还是推定 CagA氨基酸序

列 东方菌株包括中国 韩国 日本 香港台湾菌

株聚类关系较近 而西方菌株包括澳大利亚 英国

美国等聚类关系较近. 从序列的相似性比较及进化分析

来看 菌株可分为东西方两类 其中西方菌株中包含

3株日本菌株(F79 F80和OK107) 但其序列与西方菌

株非常相似 菌株F80含有部分东方菌株序列替换.

图2  44 株 CagA全长碱基酸序列进化树结果. 其中 26695 J99
SS1 ok112 ATCC5-3726 NCTC11637 ATCC43526
ATCC49503 ATCC43579 NCTC11638 15818为西方菌株 其
他为东方菌株.

图 3  44 株 CagA全长氨基酸序列进化树结果 其中 26695 J99
SS1 ok112 ATCC-53726 NCTC11637 ATCC43526
ATCC49503 ATCC43579 NCTC11638 15818为西方菌株 其
他为东方菌株.

图 1  44株CagA全长氨基酸序列的相似性比较结果. 比值在0.5-1.0 之间表明序列相似 比值小于0.2表明相似性很弱.

1                        200                    400                             600                        800                             1000                       1200

Similarity

ok109
F80

ok107
J99

F79
SS1

ok121
ATCC53726

NCTC11637

ATCC43526

26695

ATCC49503

15818
NCTC11638

ATCC43579

F15

J-216
J-230

J-248

J-207
cpy3401

F36
F28
N111

N26

F17
F18

F13F92
ok101

ok129

J-198
J-187

J-194

GC401(F32)
F55N93

J-566
J-241

J-578

F16

F26
J-16 J-149

F13F16
J-149

F17
F92

F18
F36

F15
F26

J-216
J-198

N93
J-566

N111 F28
F55 ok29

ok101

J-230

J-16

N62
J-194
J-248

J-241
J-207
F80

J99

ok107
15818

SS1

NCTC11638
ATCC4357926695

F79ATCC49503
ATCC43526

NCTC11637

ATCC53726
ok112

ok109J-187

GC401(F32)

j-578
cpy3401

1

1



图4  部分代表性菌株 CagA序列C端多变区重复序列比对结果.第 1类菌株间共有不连续的重复序列用方框标记, 第 2类个别菌株特有的连续的

重复序列重复部位叠加后用阴影标记.
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2.3 C端重复序列分析  根据44条CagA全长序列和266

条部分序列C端多变区重复序列代表菌株比对结果(图

4) 重复序列可分两类: 第 1类为菌株间共有不连续的

重复序列. 所有菌株共有重复序列EPIYA重复3次 西

方菌株共有的重复序列EFKNGKNKDFSK重复2次 发

现了一个新重复序列KDFSK重复3次 其中两个拷贝

在重复序列EFKNGKNKDFS内部  FPLKRHDKVDDL

SKVR/LS重复两次 东方菌株共有的重复序列KNGK

NKDFSK重复两次. 第 2类为个别菌株特有的连续的重

复序列 这种重复区起使位点和长度不一 但都位于

EPIYA重复序列附近 重复序列内大部分都包含EPIYA

序列 东方菌株重复区多在前两个EPIYA序列附近 并

且包含前两个EPIYA序列中的1个或2个. 西方菌株重

复序列多在第3个EPIYA序列附近 并且包含第3个

EPIYA序列. 个别菌株重复序列包含多个EPIYA序列

(最多可达6个). 在44条CagA全长序列和266条部分序

列中已知疾病背景菌株共110株 其中胃癌株39株 非

胃癌株71株 序列特征与疾病的关系见(表1) 非胃癌

株中包含第2类重复序列的菌株占13  (9/71) 胃癌株

中包含第2类重复序列的菌株占31  (12/39) χ2检验
χ2=5.335 P =0.021<0.05 故可以认为胃癌株中包含
第 2 类重复序列出现率高于非胃癌株 OR=3.062

95%CI (1.180-7.947) 即与非胃癌株相比 感染含第

2类重复序列的菌株的人患胃癌的危险性高于不包含第

2 类重复序列的菌株的人 可以认为包含第2 类重复

序列的菌株与胃癌有关.

表1  序列特征与疾病相关性分析

                疾病分类
序列特征      合计 (n=100)

非胃癌株(n=71)  胃癌株(n=39)

含第 2类重复序列          9 (13)     12 (31)            21 (19)

不含第2类重复序列        62 (87)     27 (69)            89 (81)

括号内数据为不同序列特征百分率.

3   讨论

现在 许多公用序列数据库收录了大量世界各地的序

列信息 为进行不同地区和疾病背景菌株序列分析提

供了便利的条件. 我们检索到H pylori CagA全序列49

条 部分序列560条 但序列中存在一定的错误率 有

许多序列疾病背景不清楚 在今后利用和提交序列时

应注意. 通过分析44株 CagA全长序列和560株部分序

列发现幽门螺杆菌 CagA基因及蛋白序列多态性明显

序列之间存在大量的碱基插入 缺失 替换和重复 尤

其是个别菌株3 端多变区存在大片段连续重复序列

这种个别菌株内部的重复序列是导致不同菌株CagA分

子质量差异的主要原因.结果表明CagA序列间存在高度

的多态性 远比以往认识的差别要复杂的多.

         有研究发现H pylori CagA序列有明显的地域聚类关

系[25-27] 我们通过分析和比较多个地区的H pylori CagA

序列特征和系统进化关系 发现H pylori CagA序列可

明显的分为东西方两类 有3株日本菌株序列与西方

菌株一致 并且有一株序列包含一小段东方菌株序列

的插入. Yamaoka et al [28]也发现了一株韩国菌株有一小

段西方菌株序列插入. 可能是由于随着人类交往的频

繁 存在着东西方菌株的交叉和混合感染 并且发生

菌株间序列交换.

        CagA蛋白的多态性主要由CagA的C端多变区的重

复序列造成 Covacci et al [29]通过CCUG17874和G39菌

株测序分析比较 发现CCUG17874 包含EFKNGKN-

KDFSK和EPIYA重复序列 G39包含2个拷贝的102 bp

重复序列 相应氨基酸序列为 D1 ( PEP IYA ) D 2

(DDL) D3(FPLKRHDKVDDLSKV). Dong et al [30]测序分

析 1 2 株爱尔兰菌株 提出了一个新的重复序列 β
(EPIYTQVAKKVNAKIDRLNQASGLLGGVGQAAG). Evans

et al [31]测序分析了13株菌包括 CagA3 端可变区在内

的1059NT核苷酸序列 发现除102 bp重复序列外 还

含有12-99 bp 不等的重复序列 相应氨基酸序列为

D1a(EPIYA) D1b(PEEPIYA) D2(TIDDLGG) D3

(FPLKRHDKVDDLSKV) D4(GRSVSP) D5(KIDQ/

RLN-Q or KIDNLN/SQ) D6(D6=D3-D4-D1a-D2).

Yamaoka et al [28]分析7株日本菌株和4株西方菌株提出

了 3 个重复序列R1(EPIYA) R2(QVNKKKTGQ-

ATSPE) R3(QVARKVSAKIDQLNEATSAINRKIDRINKI

ASAGKGVGGFSGAGRSANP). 我们的分析结果表明重复

序列可分为两类 这两类重复序列是截然不同的 第2

类重复序列(个别菌株特有的连续重复序列)是导致不同

菌株 CagA序列多态性的主要原因 但其起始位点和

长度不一 无法用共有序列来概括. 以前的分析因其选

用的菌株少 没有分清两类菌株和两类重复序列的差

异 虽然提出了很多重复序列 但不能很好的描述重复

序列的特点. 我们根据序列特点对菌株和重复序列进行

了分类 更好的描述了重复序列的特点. 对于理解CagA

序列多态性特点和序列重复的机制有很大帮助. 第 2类

重复序列与疾病的关系分析发现 胃癌株中包含第2类

重复序列出现率高于非胃癌株 统计分析表明含第2类

重复序列的菌株与胃癌有关.而在第2类重复中都包含

EPIYA 模体的重复 许多研究通过质谱和突变证实

CagA的磷酸化位点都是EPIYA模体内的酪氨酸[32-34]

是否第2类重复序列包含更多酪氨酸磷酸化模体 导

致菌株致病性增强 还有待于实验证明.

        H pylori菌株间的多态性表明 H pylori是目前多

态性最高的细菌菌株 充分认识H pylori多态性与地域

和疾病相关性 有助于了解菌株与宿主的相互作用 以

及何种菌株具有致病性 何种菌株导致胃癌等严重胃

肠道疾病 对于H pylori感染的防治有重要意义. 我们

分析了44株CagA全长序列和560株部分序列特征以及
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多变区重复序列特征与疾病的关系 根据序列特点对

菌株和重复序列进行了分类 发现第2类重复序列中包

含EPIYA模体的重复可能导致菌株致病性增强 但是

CagA蛋白的磷酸化以及功能的实现 除了蛋白质的结

构以外 还有赖于CagA蛋白质的表达和完整的IV型分

泌系统对CagA蛋白的转运. Mimurod et al [35]最近研究发

现H pylori感染引起的细胞蜂鸟样改变并不需要 CagA

蛋白的磷酸化. 另外 H pylori感染是胃癌发生多因素

多步骤过程中的一个因素 影响其中一个步骤或多个

步骤 还有其他许多因素影响H pylori感染后致病的最

终结果. 尽管 CagA蛋白的多态性与疾病的关系还有待

于进一步的明确 但可以肯定的说 利用国际范围内

的共享资源进行全面分析 将越来越受到重视 其分

析结果对H pylori及其相关疾病的研究也将会起到重要

推动作用.
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Abstract
AIM: To establish a mouse model of H pylori infection.

METHODS: C57BL/6 strain mouse, used as an experiment
animal, was inoculated orally H pylori SS1 strain and fed
in laminar flow cabinet. Inoculated mouse examined by
HE stain, carbolic acid- basic fuchsin stain, immunohis-
tochemical stain, urease test and bacteria cultivation. Both
bacteria DNA from gastric tissue and H pylori isolated from
stomach were analyzed by PCR and gene sequencing.

RESULTS: The bacteria isolated from stomach had the iden-
tical shape and character compared with inoculated bacteria.
Bacteria colonizing in antrun crypt and infiltration of inflam-
matory cells in gastric submucosa were observed. H pylori
16SrRNA and cagA gene were amplificated successfully
from gastric tissue DNA, gene sequencing results showed
the complete concordance.

CONCLUSION: After inoculated into C57BL/6 mouse 2
months, H pylori SS1 can colonize successfully the mouse
stomach and cause chronic gastritis.

Tian XF, Fan XG, Zhang Y, Huang Y. Establishment of a mouse model
colonized by Helicobacter pylori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(6):1313-1316

摘要

目的: 建立幽门螺杆菌(H pylori)小鼠感染模型.

方法: 以C57BL/6小鼠为实验动物 经口感染接种H pylori

悉尼株(SS1) 置层流柜中饲养. 用HE染色 石碳酸-碱

性品红染色 免疫组织化学染色 尿素酶实验 细菌培养

等方法检测接种小鼠 并用PCR 基因测序方法对胃组织

细菌 胃组织分离培养细菌DNA进行分析.

结果: 小鼠胃组织分离培养的细菌与接种细菌形态及特性相

同. 胃窦隐窝可观察到细菌定植 胃黏膜下层可见炎症细

胞浸润. 胃组织DNA中成功扩增出H pylori 16SrRNA及

cagA基因的目的片段 基因测序结果显示与接种菌株序

列完全一致.

结论: H pylori SS1 经口接种C57BL/6小鼠2 mo后可成功

在胃内定植并导致成慢性胃炎.

田雪飞, 范学工, 张艳, 黄燕. C57BL/6 小鼠幽门螺杆菌感染动物模型的建立.
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0   引言

研究者一直在探索与人类病理变化类似的幽门螺杆菌

(H pylori)感染动物模型 1987年首次用限菌小猪建立

实验性H pylori感染模型以来 已有猕猴 小鼠 蒙

古沙鼠 大鼠 猪 犬 猫等多种动物应用于模型[1-9].

虽然与人类感染H pylori的病理变化有一定差距 但

在H pylori致病机制 疫苗筛选 新药疗效考察等研

究中 动物模型仍发挥了重要作用. 目前国内应用较多

的模型为沙土鼠感染模型 而小鼠动物模型尚不成熟

为此 我们采用C57BL/6小鼠为研究对象进行了H pylori

的感染模型制作.

1   材料和方法

1.1 材料  14 只 C57BL/6 小鼠(SPF) 6-8 周龄

体质25-30 g. H pylori使用悉尼株(SS1). 兔抗H pylori多

克隆抗体购自丹麦Dako公司 SABC试剂盒购自武汉

博士德生物工程有限公司 蛋白酶K购自德国Merck公

司 PCR 相关试剂为大连宝生物工程有限公司产品.

PCR以接种的H pylori悉尼株为阳性对照细菌 阴性对

照细菌为购自中国预防医学科学院流行病学微生物研究

所的空肠弯曲菌(Lior4887519) 阴性对照为灭菌双蒸水.



1314                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 6月 15 日  第 12 卷  第 6 期

1.2 方法  H pylori培养按我研究组建立的H pylori培养方

法进行[10]. 造模方法参照Lee et al [11]方法: 将C57BL/6小鼠

完全随机分为模型组与正常对照组 接种前禁食24 h.

H pylori培养72 h收获 刮取菌落 灭菌0.01 mmoL/L

PBS混悬 浓度3 108CFU/L 0.5 mL/ 只灌胃接种

隔日1次 共3次. 对照组给予等量灭菌PBS. 接种后

将动物置层流柜中饲养 2 mo后处死. 样本获取及检测

方法: 取全胃沿胃大弯剪开 生理盐水漂洗去除胃内容

物 一半胃组织40 g/L甲醛固定 石蜡包埋切片 病理

切片包括HE染色 免疫组织化学染色及石碳酸-碱性

品红染色 [12]. H pylori的定植水平等级评分标准参照迟晶

方法制订[13]. 免疫组织化学染色一抗采用兔抗H  pylori多

克隆抗体 SABC法 DAB显色 苏木素轻度复染. 一半

胃组织用于细菌培养以及PCR检测 组织及细菌DNA

提取参照彭小宁等方法[14]. PCR引物设计[15]: 16SrRNA基

因上游引物5 -GTC ATG ACG GGT ATC C-3 下游

引物: 5 -GAT TTT ACC CCT ACA CCA-3 扩增

出400 bp片段 55 退火1 min 30 s 72 延伸2 min;

cagA基因上游引物5 -ATA ATG CTA AAT TAG ACA

ACT TGA GCG A-3 下游引物:  5 -TTA GAA TAA TCA

ACA AAC ATC ACG CCA  T-3 扩增出297 bp片段

55 退火1 min 72 延伸90 s; 16SrRNA cagA PCR

产物纯化后基因测序 大连宝生物工程技术有限公司

完成.

2   结果

2.1 胃黏膜细菌培养  从胃黏膜分离培养的H pylori在

培养平板上可见清晰的针尖样菌落 尿素酶试纸检测

呈强阳性 革兰染色阴性 形态与原始接种细菌无差

别 光镜下均为弯曲杆状(图 1A) 免疫组织化学染色

结果菌体为棕黄色(图1B).

图1  小鼠胃黏膜分离培养H pylori 1 500 A: 红色弯曲杆状(Gram);
B: 深棕色呈弯曲杆状(SABC).

2.2 定植与分布  在8 wk H pylori胃贲门部(1.17 0.41)

胃体部(0.17 0.41)及胃窦部位(2.33 0.52)都可观察到

细菌的定植 以胃窦部位的黏膜腺体观察到的定植细

菌最多(P <0.05) 大量细菌分布于胃窦隐窝 胃体部

相对少 仅见少量细菌散在分布 有的动物甚至未观察

到. 在胃腺体表面及上层黏液中可见大量细菌(图 2A)

油镜下观察呈清晰的S状或螺旋状(图 2B) 与人类感

染类似 光镜下可见一些细菌紧密黏附于小鼠胃上皮

细胞. 细菌免疫组织化学结果进一步证实了定植细菌为

H pylori 菌体染色为棕黄色或深棕色(图 2C).

图2  胃黏膜上可见大量H pylori . A: 石炭酸-碱性品红染色 600;
B: S形或螺旋形 石炭酸-碱性品红染色 1 500; C: SABC 600.

图3  小鼠胃黏膜(HE). A: 连续性破坏 300; B: 黏膜下层出现淋巴细胞
浸润为主的炎症反应 600; C: 出现淋巴滤泡 600; D: 正常 300.
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2.3 胃黏膜病理改变  小鼠经过细菌接种2 mo后均出现

与人类类似的慢性活动性胃炎的病理改变 出现炎症

细胞浸润. 胃黏膜的完整性与连续性受到破坏 黏膜下

层可见大量淋巴细胞浸润并形成淋巴滤泡 中间夹杂

少量中性粒细胞浸润(图3A-D).

2.4 PCR及测序结果  在7例感染小鼠胃组织DNA标本

中全部扩增出400 bp (16S rRNA)与297 bp (cagA)目的片

段 对照细菌及阴性对照未扩增出条带. 取 2个阳性标

本与接种H pylori SS1株的PCR 产物进行序列分析 用

16SrRNA cagA引物进行正向及反向测序 结果与接

种 H pylori SS1 株进行比较 发现具有100% 的同源

性 证实成功定植的细菌与原始接种的H pylori SS1属

于同一株细菌(图 4 5).

图4  PCR 扩增H pylori 16SrRNA基因. M: Mr标准; 1: 阴性对照; 2: 阳
性对照细菌(SS1); 3, 4, 5: 阳性组织; 6: 阴性对照细菌(Lior48 87519).

图5  PCR 扩增H pylori cagA基因. M: Mr标准; 1: 阳性对照; 2: 阳性对
照细菌(SS1); 3, 4, 5: 阳性组织; 6: 阴性对照细菌(Lior48 87519).

3   讨论

迄今已有许多动物被用来接种H pylori期望制作出类似

于人类细菌感染的动物模型. 1997年Lee et al [11] 鉴定的

H pylori 悉尼株(SS1)目前已被认为是理想的动物模型接

种菌株 经口接种沙土鼠后 8 mo可出现炎症细胞浸

润 黏膜腺体的异型性增生 肠上皮化生 黏膜萎缩等

病理改变[16]. 我们也采用 SS1 株经口接种 结果表明

C57BL/6 小鼠的易感性好 成功率高 在小鼠胃内定

植具有部位选择性 以胃窦部最多 这与人类H pylori

感染胃内定植部位类似. 与人类感染相同 细菌分布在

胃黏膜上皮细胞表层黏液及腺窝内 甚至侵入上皮细

胞间或黏膜固有层内. 此前 我们曾以临床分离株及

SS1 株接种过中国昆明种小白鼠 因定植效果太差而

放弃. 小鼠接种2 mo后虽然未出现溃疡及萎缩性病理改

变 但出现以淋巴细胞浸润为主的慢性炎症反应 且出

现淋巴滤泡 而淋巴滤泡是MALT淋巴瘤的重要病理学

改变之一[17-21]. 已有研究表明 人MALT淋巴瘤的发生

与H pylori感染具有相关性[22-27] 增多的淋巴细胞以B

淋巴细胞为主 这与H pylori感染后T淋巴细胞活化

引起B淋巴细胞增生有关[28-30]. 为了确证定植细菌来源

于经口接种而非外源污染所致 我们将小鼠胃组织内

成功定植的细菌与接种细菌DNA进行PCR扩增并行测

序对比分析 结果显示成功定植的细菌来源于原始接

种菌株 表明了模型的可靠性. 该动物模型与其他模型

相比较 定植成功率更高 并且价格便宜 容易饲养

具有良好的推广应用前景.
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Abstract
AIM: To construct a live attenuated Salmonella typhimurium
(S. typhimurium) strain carrying H pylori-neutrophil activating
protein (HP-NAP) gene as an oral recombinant DNA vaccine.

METHODS: By genetic engineering method, a 435 bp napA
gene (encoding HP-NAP) was subcloned into an eukaryotic
expression vector pIRES. After sequencing and BLAST
analysis, the identified recombinant plasmid was then trans-
formed into a live attenuated S. typhimurium strain SL7207.

RESULTS: By using polymerase chain reaction (PCR) and
restriction enzyme digestion, a recombinant eukaryotic
expression plasmid pIRES-napA containing napA gene of
H pylori was constructed, and the recombinant plasmid
was transformed successfully into the live attenuated S.
typhimurium strain SL7207. Most of the H pylori-napA se-
quences in recombinant plasmid pIRES-napA were ho-
mologized with that of SS1 strain reported by GenBank,
and the homology of nucleotide and protein was 98%,
respectively.

CONCLUSION: A recombinant live attenuated S. typhimurium

strain carrying HP-NAP gene as DNA vaccine is successfully
constructed. The results lay the foundation for developing
multivalent oral DNA vaccine against H pylori infection.

Sun B, He M, Yang H, Jin J, Man XH, Gong YF, Tu ZX, Du YQ, Li ZS.
Construction of an oral recombinant DNA vaccine strain of live attenu-
ated Salmonella typhimurium carrying H pylori neutrophil activating
protein. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1317-1320

摘要

目的: 构建携带人幽门螺杆菌(H pylori)中性粒细胞激活蛋白

(HP-NAP)基因(napA)的重组活减毒鼠伤寒沙门菌口服DNA

疫苗.

方法: 应用基因工程技术扩增全长napA 测序并同源性分

析后 将其亚克隆入真核表达载体pIRES 鉴定正确后将

重组质粒转化活减毒鼠伤寒沙门菌.

结果: 重组质粒经PCR及双酶切 证实成功构建了携带

HP-NAP基因的重组真核表达质粒pIRES-napA 后者成

功转化活减毒鼠伤寒沙门菌SL7207. 所克隆435bp napA与

GenBank中SS1-napA核苷酸和蛋白质的同源性均为98%.

结论: 成功构建并鉴定了携带HP-NAP基因的重组活减毒鼠

伤寒沙门菌口服DNA疫苗 为多价抗H pylori口服DNA疫

苗的研制奠定了基础.

孙波, 何苗, 杨骅, 金晶, 满晓华, 龚燕芳, 屠振兴, 杜奕奇, 李兆申. 携带幽门

螺杆菌中性粒细胞激活蛋白活减毒鼠伤寒沙门菌口服重组DNA疫苗株的构

建. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1317-1320

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1317.asp

0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori H pylori)感染为慢性活

动性胃炎和消化性溃疡的主要病因[1-8] 与肠型胃癌和

胃黏膜相关淋巴样组织淋巴瘤的发生密切相关[9-16]. 以抗

生素为基础的药物治疗为H pylori感染的主要治疗方

案 但随着细菌耐药 药物不良反应及药效经济学等

问题的突出 迫切需要其他方法以防治 H pylori感

染 其一便是研制有效的黏膜疫苗.中性粒细胞激活蛋

白(neutrophil activating protein HP-NAP)为新近发现

的H pylori主要毒力因子之一[17]. 目前对HP-NAP的免疫

原性及保护性研究尚处于起步阶段 国内尚未见报道.

我们将HP-NAP基因亚克隆入真核表达载体pIRES 并
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成功将重组质粒导入活减毒鼠伤寒沙门菌SL7207 为

进一步研究多价抗H pylori口服DNA疫苗奠定了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  H pylori标准株CCUG 17874 (即NCTC 11638)

由意大利 IRIS 研究中心提供 以弯曲菌选择培养基

(Merck公司)37 微需氧培养. 大肠杆菌DH 5α及活减
毒鼠伤寒沙门菌LB 5000 SL 7207为本室保存. 胰蛋白

胨及酵母提取物购自Oxoid公司. 克隆载体pBT为上海

生工生物工程技术服务有限公司产品 真核表达载体

pIRES购自Clontech公司. EX Taq TM限制性内切酶Xho

Mlu 购自TaKaRa公司. 小量细菌基因组DNA及

质粒抽提 纯化试剂盒购自上海华舜生物工程有限公

司. DNA Ligation Kit Ver.2及 DNA Marker购自TaKaRa

公司. 氨苄青霉素(Amp) IPTG及X-gal为Amresco公司

产品.

1.2 方法

1.2.1 重组真核表达质粒pIRES-napA的构建及鉴定  根

据GenBank中H pylori-napA序列 设计上游引物P1:

5 -GTC CTC GAG ATG AAA ACA TTT GAA ATT TTA

AAA CAT TTG CAA GCG-3 含Xho 酶切位点; 下游

引物P2: 5 -GTC ACG CGT TTA AGC CAA ATG GGC

TTG CAA CAT CC-3 含Mlu 酶切位点 由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成 确保克隆基因开

放读码框正确. CTAB法[18]小量抽提H pylori基因组DNA

为模板 热循环仪行PCR: 94 预变性5 min 94 变

性 60 s 60 复性 60 s 72 延伸 60 s 30 循环后

再延伸10 min. 15 g/L琼脂糖凝胶电泳观察扩增结果. 将

纯化PCR产物TA克隆入载体pBT(pBT-napA) 转化受

体菌DH 5α感受态细胞(氯化钙法[18]) 蓝白斑筛选并扩
增Amp抗性克隆 碱裂解法[18]小量抽提质粒 测序鉴定.

pBT-napA经Xho 及Mlu 消化后切胶回收 napA 将

其亚克隆入pIRES之相同双酶切片段(pIRES-napA) 挑

取阳性克隆 抽提质粒行PCR及双酶切鉴定.

1.2.2 测序及生物信息学分析  重组质粒pBT-napA由上

海生工生物工程技术服务有限公司进行序列测定. 测序

结果与GenBank中H pylori-napA核苷酸和蛋白质序列

进行BLAST分析. Antheprot V5.0软件分析其生物学特性.

1.2.3 口服DNA疫苗株的构建及鉴定  将重组质粒pIRES-

napA转化LB 5000进行修饰 挑取阳性菌落 提取质

粒进一步电击转化(25 µF 2.5 kV 200 Ω 5 ms) [18]

终宿主菌SL 7207 挑取阳性菌落于含100 mg/L Amp LB

培养液扩增60代 抽提质粒行PCR及双酶切鉴定.

2   结果

2.1 H pylori-napA基因的扩增  PCR自H pylori基因组

DNA中扩增出一435 bp条带 与预计相符(图1泳道2).

图1  重组质粒pBT-napA及pIRES-napA鉴定图谱. 1: 100 bp DNA
Ladder marker; 2: PCR amplified product of HP-NAP; 3: Recombi-
nant plasmid pBT-napA; 4: pBT-napA/Xho I + Mlu I; 5: Plasmid
pIRES; 6: Recombinant vector pIRES-napA; 7: pIRES-napA/Xho I +
Mlu I; 8: PCR amplified product of pIRES-napA; 9: Plasmid SL 7207/
pIRES-napA extracted from ending-host SL 7207; 10: SL 7207/
pIRES-napA/Xho I + Mlu I; 11: PCR amplified product of SL 7207/
pIRES-napA; 12: DNA marker DL 2000 + 15 000.

图 2  重组质粒pBT-napA及pIRES-napA构建示意图.

2.2 重组质粒的鉴定  重组质粒分别命名为pBT-napA及
pIRES-napA(图 2). 经双酶切和PCR鉴定 pBT-napA
及pIRES-napA均含有435 bp的目的片段(图1) 表明
重组质粒构建成功.
2.3 目的片段序列测定及生物信息学分析  将测序结果与
GenBank 中H pylori-napA核苷酸和蛋白质序列进行
BLAST分析 结果显示我们所克隆之H pylori-napA与

GenBank中H pylori SS1株 napA基因的同源性为98%

(427/435) 其中C T置换3个 A G置换4个(图

3). 与其他常见H pylori菌株 如5D 5A 2B 2A

T

p lac p UC ori Ampr f1(+)ori

napA (435 bp)
pBT Vector

T4DNA Ligase

Ampr

pIRES Vector

MCSA

IRES

MCSB

Ampr

napA

pBT-napA

Xho I and Mlu I cutting
Mlu I Xho I Xho I Mlu I

napApIRES Vector

T4DNA Ligase

napA

pIRES-napA
IRES
MCSB

Ampr

  1   2    3   4   5   6   7   8    9  10  11 12

       bp

  1 500

    500

    100

  15 000

  1 000
  500
  250
  100
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RHP901α DB2 1811α等同源性均为97% (426/435
425/435). 克隆序列的碱基置换多数未改变氨基酸的编

码 与GenBank中SS1株的蛋白质同源性为98%(142/144)

与其他常见H pylori菌株的同源性均为97%. Antheprot

软件显示其蛋白质抗原性较SS1株无明显改变(图4).

2.4 口服DNA疫苗稳定性及鉴定  携带重组质粒pIRES-

napA之SL 7207扩增60代后未见明显质粒丢失. 以抽提

质粒为模板 P1 P2为引物 PCR扩增出约435 bp目

的基因; Xho /Mlu 双酶切亦可见线性化载体片段和

目的基因(图 1 泳道 10 11).

图3  H pylori-napA核苷酸序列及其推导的氨基酸序列.

atg aaa aca ttt gaa att tta aaa cat ttg caa gcg gat gcg atc gtg tta ttt atg a a a

M   K   T  F   E   I   L   K  H  L  Q  A   D   A   I   V   L  F  M   K

gtg cat aac ttc cat tgg aat gtg aaa ggc acc gat ttt ttc aat gtg cat aaa gcc a c t

V  H   N   F   H   W   N   V    K   G    T   D    F    F    N     V    H     K     A     T

gaa gaa att tat gaa gaa ttt gcg gac atg ttt gat gat ctc gct gaa aga atc gct c a a

  E   E   I Y  E  E F  A  D M      F D D L A E * I A  Q

tta gga cac cac ccc tta gtc act tta tcc gaa gcg ctc aaa ctc act cgt gtt aaa g a a

 L   G  H  H   P  L  V  T  L  S   E   A   L   K  L   T   R   V   K    E

gaa act aaa acg agc ttc cac tct aaa gac atc ttt aaa gaa att cta ggc gat tac a a a

  E   T   K   T   S  F  H  S   K  D   I  F   K   E   I   L   G   D   Y    K

cac cta gaa aaa gaa ttt aaa gag ctt tct aac acc gct gaa aaa gaa ggc gat aaa g t t

 H   L   E   K   E  F   K   E  L  S   N   T   A   E   K   E  G   D   K    V

acc gta act tat gcg gac gat caa ttg gcc aag ttg caa aaa tcc att tgg atg ttg c a a

  T   V   T  Y   A   D   D   Q  L   A   K  L   Q   K   S   I  W  M  L   Q

gcc cat ttg gct taa

  A   H  L  A

图4  HP-NAP抗原性分析(Welling法). A: H pylori SS1 HP-NAP; B: 目的序列.

3   讨论

胃黏膜感染H pylori以中性粒细胞和单核细胞浸润为特

征 其损害程度与中性粒细胞浸润密切相关[19]. H pylori

水提取物150 ku蛋白有促进中性粒细胞黏附内皮细胞及

诱导中性粒细胞产生反应性氧自由基的作用 命名为中

性粒细胞激活蛋白(HP-NAP)[20]. HP-NAP位于H pylori菌

体内 通过自溶释放后 结合于细菌表面 于此起到黏

附素的作用 介导与粘蛋白的结合[21] 或者与多形核

白细胞神经鞘磷脂结合[22]. 纯化的重组HP-NAP不含大

肠杆菌脂多糖 对人类中性粒细胞和单核细胞具有化学

趋化作用[17] 并诱导内皮细胞移行所必需的 β2整合素
的表达[20] 提示HP-NAP 具有使上述细胞积聚于 H

pylori 感染部位的作用. HP-NAP为反应性氧自由基的强

刺激剂 其与特异受体结合 级联激活细胞内事件 胞

质Ca2+浓度及蛋白质磷酸化增加 进而通过PTX敏感

途径(包括ERK和 p38-MAPK) 导致中性粒细胞表面

功能性NADPH氧化酶的富集[23]. 细胞因子TNF和 IFN-

γ可增强HP-NAP诱导的活性氧产生 加重胃黏膜的损
伤[24]. HP-NAP可促进纤维蛋白沉积和由H pylori引起的

胃黏膜炎症反应[25]. HP-NAP亦可穿过上皮单层 序贯

激活肥大细胞脱颗粒和释放前炎症细胞因子IL-6[26].此

外通过促进中性粒细胞和单核细胞募集和激活而直接

作用于二者.

        HP-NAP高度保守 60%的H pylori感染患者体内

存在HP-NAP特异抗体. Satin et al [17]. 以纯化重组HP-

NAP口服免疫10只小鼠 结果80%个体获得保护性免

疫 高于CagA(70%) 低于H pylori超声裂解物(90%).

提示HP-NAP为H pylori主要的毒力因子 可作为有

效的保护性抗原用于H pylori感染的疫苗防治.

        DNA疫苗因可诱导全面的免疫应答 提供同种异

A

B



株交叉保护作用 易于制备多价疫苗 兼有预防和治

疗作用等特点在多种疾病的防治中显示出巨大的应用

潜力.而与传统疫苗相比 活减毒鼠伤寒沙门菌这一新

型口服疫苗载体释放系统亦具有无需纯化抗原 无需

佐剂 可避免抗原在胃内降解和变性等优点[27-29]. 我们

将HP-NAP基因亚克隆入真核表达载体pIRES 以其转

化活减毒鼠伤寒沙门菌SL 7207 经PCR和双酶切鉴定

成功构建了HP-NAP活减毒鼠伤寒沙门菌口服DNA疫

苗; 所克隆HP-NAP全长DNA序列经BLAST 分析与

GenBank中相关序列具有高度同源性 生物信息学分析

显示其具有良好抗原性.为多价基因工程疫苗的后继研

究奠定了重要的实验基础.
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Abstract
AIM: To study the in vitro killing effects of cecropin-like
antibacterial peptide from H pylori Hp (2-20) on the gas-
trointestinal bacterial pathogens and to explore the survival
advantage to the host of infection with H pylori.

METHODS: The inhibition zone assay was used to determine
anti-bacterial activity and lethal concentrations of H pylori
antibacterial peptide Hp (2-20) on the gastrointestinal bac-
terial pathogens. The rate of killing of E.coliK12D31 (standard
strain) by Hp (2-20) was estimated by counting viable bacteria
based on counting of colonies grown in Luria-Bertani plate.
The cytotoxicity of the Hp (2-20) peptides on human gastric
epithelial cell line was measured by trypan blue exclusion test.

RESULTS: In vitro studies, the Hp (2-20) destroyed the
gastrointestinal bacterial pathogens such as Shigella
flexneri, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi and en-
teropathogenic E.coli. The lethal concentrations (LC) were
65-197 µmoL/L. The viable bacterial count dropped to zero
after 12 min incubation with Hp (2-20) concentration closed
to the LC value. The Hp (2-20) was inactive against the
strains of Yersinia enterocolitica and Staphylococcus aureus
and had much higher LC (over 1 014 µmol/L). The killing
effects of Cecropin B were more pronounced than Helicobacter
peptide Hp (2-20). The synthetic peptide Hp(2-20) showed
no lytic or toxic activity against the human gastric epithelial
cell line GES-1.

CONCLUSION: The cecropin-like antibacterial peptide from
H pylori Hp (2-20) is active against faster-growing gas-
trointestinal bacterial pathogens. There is no effect on the
human gastric epithelial cells. H pylori may actually have
beneficial effects on infected carriers who are heavily ex-

posed to other gastrointestinal pathogens.

Zhang WM, Lai ZS, Zhou DY. Survival advantage in hosts with H pylori
infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1321-1324

摘要

目的: 幽门螺杆菌(H pylori)可产生H pylori源杀菌肽样抗菌

肽 这种多肽与昆虫杀菌肽cecropins的结构和功能类似. 我

们研究H pylori源杀菌肽样抗菌肽Hp (2-20)对消化道常见

致病菌的杀伤作用 探讨H pylori感染者的生存竞争优势.

方法: 采用琼脂扩散法检测Hp (2-20)对消化道常见致病菌

的抗菌活性及致死浓度 平板菌落计数法检测Hp (2-20)的

抑菌率. 采用染料排斥试验测定Hp (2-20)对胃黏膜上皮细

胞生长的影响.

结果: Hp (2-20)对消化道常见致病菌福氏志贺菌 伤寒

副伤寒沙门菌和致病性大肠杆菌具有杀伤作用 致死浓度

为65-197 µmoL/L 并可在12 min内完全抑制细菌生长.
但小肠结肠炎耶氏杆菌及金黄色葡萄球菌对Hp (2-20)不敏

感 致死浓度>1 014 µmoL/L. Hp (2-20)的杀菌作用明显
低于Cecropin B 对胃黏膜上皮细胞无裂解.

结论: H pylori源杀菌肽样抗菌肽Hp (2-20)可抑制胃肠道

内快速繁殖的致病菌的生长 对胃黏膜上皮细胞无影响.

感染Hp 的宿主可能拥有生存竞争优势.

张卫民, 赖卓胜, 周殿元. 幽门螺杆菌感染者的生存竞争优势. 世界华人消化

杂志  2004;12(6):1321-1324

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1321.asp

0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori H pylori)感染在世界范
围普遍存在 估计约有半数以上的人口胃内有H pylori
定居. H pylori感染是慢性胃炎和消化性溃疡的重要病
因 与胃癌和胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的发生也密
切相关[1-4]. 但仍有感染的正常人存在 H pylori的致病
机制也不清楚. 1999年 Putsep et al 发现[1] : H pylori可
产生杀菌肽样抗菌多肽(cecropin-like antibacterial
peptide). 这种来源于H pylori核糖体蛋白L1 (ribosomal
protein L1 rpL1)的N-端肽 在结构与功能的许多方面
与杀菌肽(cecropins)相似. 如H pylori源抗菌肽具有较强
的抗菌作用 但抗菌活性明显低于cecropin A及猪小肠
抗菌肽cecropin P1. H pylori源抗菌肽Hp (2-20)对包括

白色念珠菌(Candida albicans)在内的多种真菌具有强烈
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的杀伤作用. H pylori源抗菌肽的作用机制与杀菌肽相

似 可能是通过破坏细胞的膜性结构发挥作用. H pylori

源杀菌肽样抗菌肽与杀菌肽类似 不裂解真核细胞. 此

外 H pylori自身可耐受H pylori源抗菌肽及天然抗菌

肽cecropins而不被杀灭. 我们研究H pylori源杀菌肽样抗

菌肽Hp (2-20)对消化道常见致病菌的杀伤作用 探讨

H pylori产生抗菌肽的临床及流行病学意义及H pylori感

染者的生存竞争优势.

1   材料和方法

1.1 材料  H pylori源杀菌肽样抗菌肽Hp (2-20)为来源

于H pylori RpL1N-端第2-20位多肽 由美联(西安)生

物科技有限公司合成并提供质谱图 纯度为95%. RpL1

及Hp (2-20)的一级结构参考(FEBS Lett 1999; 451:249-

52)及GenBank Swiss-Prot. 胃黏膜上皮细胞株GES-1

由北京市肿瘤防治研究所细胞遗传室提供. 实验所用致

病菌标准株来自第一军医大学热卫系. 抗菌肽活性测定

标准菌 E.coli K12D31由华南农业大学蚕桑系黄自然教

授惠赠. 杀菌肽B(cecropin B) 胰化蛋白胨 酵母提

取物购自Sigma公司. 其他试剂为国产分析纯试剂. 胎牛

血清购自杭州四季清生物工程材料有限公司(批号:

20011212). Petri 平皿为康宁(Coning)公司产品.

1.2 方法  实验菌株均培养于LB(Luria-Bertani)液体或琼

脂培养基. 细菌计数采用平板菌落计数法. 小肠结肠炎耶

氏杆菌于28 其余菌株于37 振摇 3-5 h 至对数

生长期 使活菌数达1011/L. 抗菌肽活性及致死浓度测

定采用琼脂扩散法(EMBO J 1983; 2:571-576. Eur J

Biochem 1982; 127:207-217). 抗菌肽活性测定标准菌E.coli

K12D31培养于LB(Luria-Bertani)液体培养基 于37 

振摇3-5 h至对数生长期 使活菌数达1011/L 备用. 在

直径 8.65 cm (内径) Petri 平皿中 将标准菌株 E.coli

K12D31均匀混入10 mL 45-50  LB琼脂培养基 使

活菌数最终达109/L 凝固后打出2.7 mm直径孔穴. 将

待测抗菌肽倍比稀释成不同剂量后(n) 按 6 µL/ 孔加
入孔穴 培养12 h 后测定抑菌圈直径. 阳性对照采用

杀菌肽B (cecropin B). 根据文献(EMBO J  1983;2:571-576)

抑菌圈直径的平方(d 2 单位为cm)与孔穴中的样品量

的对数(log n n的单位为nmoL)呈线性关系. 采用SPSS

10.0 统计软件 根据 d 2与 log n的线性关系 取得线

性回归方程及斜率(K)和截率(L). 根据文献(Eur J Biochem

1982;127:207-17)将 α(琼脂培养基的厚度 单位为cm)
截率 L和斜率K代入下列方程: CL =2.93/(αk 10L/K) CL为
致死浓度(lethal concentration 单位为 µmol/L).
        抗菌肽活性测定标准菌E.coli K12D31于LB液体培

养基中培养至对数生长期. 调整细菌数至约108/L 加

入Hp (2-20)使终浓度为60 µmoL/L 间隔 2 min吸取
菌液20 µL 混入约10 mL 45-50  LB 琼脂培养基.
阳性对照中加入cecropin B终浓度为0.35 µmoL/L 阴
性对照中未加入任何多肽. 存活细菌数采用平板菌落计

数法计数. 胃黏膜上皮细胞株GES-1细胞 37  50 mL/L

CO2饱和湿度培养于 RPMI 1640培养基(内含灭活胎牛血

清及抗菌素) 取对数生长期细胞备用. 按每孔0.9 mL含

细胞数1.5 105 将GES-1细胞接种于 96孔细胞培

养板 每孔加 0.1 mL含Hp (2-20)及杀菌肽cecropin B

的培养液 使终浓度分别为 200 µL和20 µmoL/L. 对照
组(Control) 加 0.1 mL RPMI 1640培养基. 培养2及24 h

后 4 g/L 麝酚蓝染色 计数活细胞(染料排斥试验).

2   结果

2.1 H pylori-CABP对消化道常见菌的抗菌活性  以cecropin

B对大肠杆菌 E.coli K12D31的作用为例 介绍致死浓

度(LC)的计算过程. cecropin B的Mr为3 835.7. 经回归分

析(regression)得直线方程如下:  Y =1.447 0.88X. 其中

Y: d 2 X: Log n 斜率 k =0.88 截率 l =1.447 a =

0.17 cm 代入方程 CL 2.93/(a k 10L / K)得: cecropin B

对大肠杆菌 E.coli K12D31的LC为0.437 µmoL/L. 同理
推算对其他致病菌的LC(表1). H pylori源杀菌肽样抗菌

肽Hp (2-20)的杀菌作用明显低于杀菌肽B. 但Hp (2-20)

对消化道常见致病菌如福氏志贺菌(即痢疾杆菌) 伤

寒 副伤寒沙门菌和致病性大肠杆菌均有杀伤作用 LC

为65-197 µmoL/L. 而小肠结肠炎耶氏杆菌及金黄色葡
萄球菌对 Hp (2-20)不敏感 LC>1 014 µmoL/L Hp
(2-20)浓度增加仍未见杀伤作用. 在大肠杆菌 E.coli

K12D31(标准菌)培养物中 加入Hp (2-20)及杀菌肽B

使终浓度接近致死浓度(分别为60和 0.35 µmoL/L) 分
别在10 min和 8 min内大肠杆菌 E.coli K12D31的活菌

数降至0 (图 1).

2.2 H pylori -CLAP对胃黏膜上皮细胞GES-1的影响  Hp

(2-20)终浓度为 200 µmoL/L cecropin B 的终浓度
20 µmol/L. 细胞培养24 h Hp (2-20)和 cecropin B组
细胞的生长与未加任何多肽的对照组生长基本一致

无细胞生长抑制(图2).

表1  H pylori -CABP和cecropin B对消化道常见致病菌的致死浓度

(µmol/L)

实验菌株 Hp (2-20)                   Cecropin B

E.coli K12D31       65                               0.4

肠致病性 E.coli                                137                              0.2

福氏志贺菌                                     122                               0.2

伤寒沙门菌 O                            128                              0.3

伤寒沙门菌 H                             99                              0.8

甲型副伤寒沙门菌                          197                               0.4

乙型副伤寒沙门菌                          184                               2.1

小肠结肠炎耶氏杆菌                  >1 014                            > 9.6

金黄色葡萄球菌                         >1 014                            > 9.6

金黄色葡萄球菌                         >1 014                            > 9.6



张卫民, 等. 幽门螺杆菌感染者的生存竞争优势                                                      1323

图1  H pylori-CLAP, cecropin B对大肠杆菌 E.coli K12D31的杀菌率.

图2  Hp (2-20)对胃黏膜上皮细胞GES-1生长的影响.

3   讨论

幽门螺杆菌(H pylori)感染在世界范围普遍存在 估计约

有半数以上的人口胃内有H pylori定居[5-6]. H pylori感染是

慢性胃炎和消化性溃疡的重要病因 与胃癌和胃黏膜相

关性淋巴组织淋巴瘤的发生也密切相关[7]. 但H pylori感染

的临床和流行病学意义复杂 其结局取决于H pylori菌株

的变异 环境共同致病因素和感染者的个体差异[8-11]. 作

为一种共生菌 H pylori与其人类宿主可能是互惠的

或者至少人类可耐受H pylori的定殖[12]. 研究表明 无

H pylori感染的个体患胃食管反流疾病 Barrett食管和

食管腺癌的危险性较大; H pylori感染对婴儿腹泻也有保

护作用 但对大多数个体 H pylori感染对发病率和死

亡率无影响[13-14]. H pylori产生抗菌肽(antibacterial peptides)

是对H pylori感染者有益的证据之一. 抗菌肽是天然免

疫的主要效应分子[15-16] 是有生物活性的小分子活性

多肽 具有强碱性 热稳定性以及广谱抗微生物作用等

特点. 分子质量2-7 ku 具有抗细菌 病毒 真菌等

几乎所有种类微生物的作用 还具有抗寄生虫 杀伤肿

瘤细胞等功能 又称为 antimicrobial peptides

peptide antibiotics . 但抗菌肽已在国内被广泛采用

并且习惯上不包括那些在代谢过程中通过酶促反应合

成的多肽性质的抗生素 如杆菌肽 多粘菌素E 短

杆菌肽S等 而特指由基因编码在核糖体上合成的具

有生物活性的多肽.

       基因编码的抗菌肽不仅在动物 植物中存在 同

样在细菌中也被发现. H pylori 可产生杀菌肽样抗菌多

肽(cecropin-like antibacterial peptide). 这种基因编码的来

源于H pylori核糖体蛋白L1(ribosomal protein L1 rpL1)的

N-端肽 在结构与功能的许多方面与杀菌肽(Cecropins)

相似. 天然杀菌肽可杀灭大多数致病菌 同时对正常细

胞无裂解. H pylori抗菌肽与其相似. cecropin B对肿瘤

细胞的 IC50(半效抑制浓度)多在8-18 µmoL/L间[9] 本
研究显示Hp(2-20)浓度为200 µmoL/L仍未见胃黏膜上
皮细胞GES-1细胞裂解 肠道内G-杆菌致病菌如痢疾

杆菌 伤寒杆菌较G 菌如葡萄球菌 小肠结肠炎耶氏

杆菌对H pylori抗菌肽敏感. 而文献报道H pylori抗菌肽

对H pylori本身也无裂解[1]. 可能的原因是 cecropins 是

通过与细菌细胞壁LPS(脂多糖)的二磷酰基脂质A结合

发挥杀伤作用 而H pylori及G 菌的细胞壁脂质A磷

酸盐含量低 因此可抵抗杀菌肽的作用[1]. H pylori抗菌

肽对痢疾杆菌 伤寒杆菌等胃肠道常见致病菌较葡萄

球菌这类非常见的胃肠道致病菌敏感 对H pylori同时

对H pylori宿主本身均有意义. 大多数细菌约20 min即可

繁殖一代 而H pylori源抗菌肽可在细菌的倍增时间内

杀灭该菌. 表明H pylori释放的杀菌肽样抗菌肽可抑制胃

肠道内快速繁殖的有害微生物. 已有研究证实 H pylori

在体内存在 自我裂解(autolysis) 现象[17]. H pylori采

取 利他性裂解 即一些胃腔内的H pylori的裂解释

放抗菌肽 有利于胃腔内其他H pylori的生存. 同时对

胃肠道内其他病原菌的严重感染发挥有益作用. 因此

感染H pylori的宿主可能拥有生存竞争优势. 目前 已

有在进行H pylori根除治疗时发生难辩梭菌感染导致伪

膜肠炎的报道. H pylori的抗生素根除疗法导致的一些病

变可能直接或间接与胃肠道内的正常微生物区系(包括

H pylori)被改变有关[18]. 但H pylori感染可降低胃的泌酸

能力 这将削弱抵御其他病原菌感染的天然屏障而增

加感染的机会. 深入研究H pylori与宿主及其与其他致

病菌的相互关系[19] 有助于解释这些相互矛盾的结果.
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Abstract
AIM: To further explore the pathological effect mechanism
of H pylori on human hepatoma cells, and to analyze the
differences on the protein expression in HepG2 induced by
H pylori  preliminarily.

METHODS: H pylori was co-cultured with HepG2 for 6 h.
Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-DE)
was used to screen protein patterns of control and H pylori-
treated HepG2 for quantitative and qualitative analyses in
protein expression.

RESULTS: 988 ± 94 spots were detected in control HepG2
cells and 996 ± 68 spots were detected in H pylori-treated
HepG2 cells. A match rate 86.4% was achieved. The results
also showed that 18 proteins spots displayed quantitative
changes in expression after H pylori treatment (P <0.05),
of which, 10 (Mr/pI: 91 326/6.21, 90 640/6.68, 87 833/5.65,
81 139 /6.55, 63 805/6.24, 60 445/7.38, 47 592/5.28,
46 293/7.21, 43 415/7.64, 21 704/5.66) were enhanced
in abundance and 8 (Mr/pI: 70 839/7.02, 56 403/6.58,
44 076/6.86, 43 744/7.21, 42 497/6.64, 37 567/7.17,
22 342/7.49, 21 112/5.63) showed lower expression.

CONCLUSION: There is a significant difference at protein
level between control and H pylori-treated HepG2. These
proteins may be involved in the pathological process of
H pylori on HepG2. It suggests that the differential expression
analysis of proteomes may be useful to further study of
the relation of H pylori and human liver diseases.

Zhang Y, Fan XG, Chen R, Liu JP, Li N. Effect of Helicobacter pylori on
HepG2 proteome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1325-1328

摘要

目的: 初步观察H pylori对人肝细胞系HepG2蛋白质的差

异表达 为进一步探讨H pylori对肝细胞的病理作用机制

奠定基础.

方法: 将H pylori与HepG2共同培养6 h 采用双向电泳

技术 对H pylori处理和未处理HepG2细胞蛋白质进行分

离和比较分析.

结果: 图像分析探测到H pylori处理前后HepG2 2-DE图谱

的平均蛋白质点数分别为988 94个 996 68个 蛋

白质点的匹配率为86.4%. 发现对照和H pylori处理HepG2

蛋白表达有明显差异 主要是蛋白表达量的增加和减少

其中在 H pylori处理后有10 种蛋白(Mr/pI:91 326/6.21

90 640/6.68 87 833/5.65 81 139 /6.55 63 805/6.24

60 445/7.38 47 592/5.28 46 293/7.21 43 415/7.64

21 704/5.66)表达增强 8种蛋白(Mr/pI: 70 839/7.02

56 403/6.58 44 076/6.86 43 744/7.21 42 497/6.64

37 567/7.17 22 342/7.49 21 112/5.63)表达降低.

结论: H pylori处理前后HepG2的蛋白质组具有差异 这

些差异表达的蛋白质可能参与了H pylori对肝细胞的病

理作用过程 这种蛋白质组的差异分析有助于进一步研

究H pylori与人类肝脏疾病的关系.

张艳, 范学工, 陈仁, 刘健平, 李宁. 幽门螺杆菌对人肝细胞系HepG2细胞蛋

白质组的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1325-1328

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1325.asp

0   引言

近年的许多研究表明 幽门螺杆菌(Helicobacter pylori

H pylori)除引起胃肠疾病外 还与人类某些肝脏疾病

的发生相关[1-22]. 本课题组前期的研究工作证实 肝癌

患者肝组织存在螺杆菌感染 通过测序表明 该螺杆菌

16S rDNA与H pylori 16S rDNA具有99%的同源性[23-25].

我们近期的研究结果亦表明 cagA+H pylori与体外肝细

胞共培养时可引起肝细胞系HepG2 细胞周期素 D1

(cyclin D1) 增生细胞核抗原(PCNA)和 c-fos 原癌基因

的表达增加. 为了进一步探讨H pylori对肝细胞的病理

作用 我们应用高信息量 高分辨率的蛋白质组学技

术 观察H pylori处理后HepG2细胞蛋白质表达谱的
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变化 通过对差异表达蛋白质的分析 为进一步阐明

H pylori在肝脏疾病发生 发展中的可能作用提供理论

和实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝细胞系HepG2 购自上海细胞生物研究

所 H pylori标准株ATCC49503(cagA+)为本室保存[26].

固相 pH梯度干胶条(IPGstrip pH3-10L 18 cm) IPG

缓冲液(pH3-10L) 覆盖液均为Pharmacia公司产品; 二

硫苏糖醇(DTT) 硫脲 碘乙酰胺均为Sigma公司产品;

丙烯酰胺 甲叉双丙烯酰胺 尿素 甘氨酸 Tris

CHAPS SDS 硝酸银 硫代硫酸钠均为Amresco 公

司产品; 低Mr标准蛋白质购自上海伯奥生物制品公司.所

有溶液均用双蒸水配制. IPGphor等电聚焦仪(Pharmacia

公司); ProTEAN 垂直电泳槽 MODEL 1000/5000电泳

仪 GelDoc2000凝胶扫描仪(Bio-Rad公司); ImageMaster

2D Elite(3.01版)分析软件(Pharmacia公司).

1.2 方法  HepG2细胞采用含100 mL/L胎牛血清的DMEM

培养基于37 50 mL/L CO2温箱传代培养 取对数

生长期细胞进行实验.H pylori菌株按我室建立的方法进

行培养[27]. 3 d后收集细菌 用0.01 moL/L PBS洗下菌

落 4 000 r/min 10 min 离心沉淀 沉淀重悬于含

100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基(不加双抗) 调H pylori

终浓度为1 1011 CFU/L. H pylori (2 108CFU)加入细

胞(2 106)中 使细菌与细胞数之比为100 1. 空白对

照孔不加细菌 只加含100 mL/L胎牛血清的DMEM 共

培养6 h后用胰酶消化收集细胞. 细胞沉淀中加入200 µL
细胞裂解液(8 moL/L urea 2 moL/L thiourea 40 g/L

CHAPS 40 mmoL/L Tris 65 mmoL/L DTT 5 mmoL/L

PMSF) 静置 30 min 15 000 r/min 4 离心 30 min

上清液即为细胞总蛋白. 取少量上清液用Bradford法测

定总蛋白质浓度 其余样品冻存于-80 备用. IPG-

DALT主要按Gorg et al [28]的方法和IPGphor等电聚焦系统

指南进行. 细胞总蛋白提取物(300 µg)与水化液(8 moL/L
urea 20 g/L CHAPS 18 mmoL/L DTT 5 mL/L IPG缓

冲液pH3-10 L 痕量溴酚蓝)充分混合 总体积350 µL
吸入 IPGstrip 持胶槽 加入 IPG干胶条 覆盖一层矿

物油以防样品液蒸发 水化和等电聚焦在20 自动进

行 总电压时间积为41 920 Vh. 等电聚焦结束后 IPG

胶条在平衡液A (50 mmoL/L Tris-HCL pH8.8 6 moL/L

urea 300 mL/L 甘油 20 g/L SDS 2 g/L DTT 痕

量溴酚蓝)中平衡15 min 后于平衡液B(以 30 g/L碘乙

酰胺替换2 g/L DTT)中平衡15 min.平衡好的胶条转移至

0.75 mm厚的125 g/L的SDS-PAGE均匀分离胶顶端 排

除气泡后用10 g/L琼脂糖封固 15 循环水冷却 先

以20 mA/2块胶恒流电泳 20 min后换用40 mA/2块胶

恒流电泳 溴酚蓝到达距胶底边1 cm处停止电泳. 银染

按蛋白质银染操作手册进行[29]. 银染显色的凝胶通过

GelDoc 2000凝胶成像系统获取图像 用ImageMaster2D

Elite(3.01版)分析软件对图像进行消减 斑点检测 匹

配 量化 获取斑点位置坐标等分析. 斑点位置的重复

性按Corbett et al [30]的方法进行计算.

        统计学处理  所有数据的统计分析在SPSS for Win-

dows 10.0软件和Excel上进行.

2   结果

2.1 双向电泳图谱及分辨率  3 次重复结果统计显示

对照可分辨蛋白质点为988 94个(图1A) H pylori处

理组可分辨蛋白质点为996 68个(图1B). 这些蛋白质等

电点和Mr分布范围较广 但主要分布在等电点为4-8

Mr为31 000-97 000道尔顿(Da)的范围. 以A胶为参考胶

B胶与之匹配 其匹配率为86.4% 图2为A B胶的匹

配图. 任意选取20个在对照和H pylori处理组凝胶图谱中

相互匹配 分辨清楚的蛋白质点进行位置重复性分析

发现IEF方向的平均偏差为(2.82 0.13 mm) SDS-PAGE

方向的平均偏差为(2.97 0.34 mm) 表明蛋白质点在

位置上具有较好的重复性. 以上条件能满足两组细胞间

的差异蛋白质分析.

2.2 蛋白质组的表达变化  通过ImageMaster2D Elite软

件匹配分析 发现10种蛋白在H pylori处理后表达水

平明显升高(图1A中标号为1-10的蛋白质点) 8种蛋

白在H pylori处理后表达水平明显下降(图1A中标号为

A-H的蛋白质点) 部分差异蛋白点的放大图谱如图3;

差异蛋白点的等电点 Mr和蛋白增减量详见表1 2.

图1  对照HepG2. A: 与H pylori处理HepG2; B: 蛋白双向电泳图.

图2  A, B胶匹配图(红色和蓝色圆圈分别代表图1A和图1B上的蛋白
质点).
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图3  部分差异蛋白质点的放大图谱. A: 对照HepG2; B: H pylori处理

HepG2(箭头所示为与A图中相对应的蛋白质点).

表1  H pylori处理后表达增强的蛋白质点

点号          等电点(pI)        分子量(Mr/Da)     增加量(%)

  1 6.21 91 326          158.42

  2 6.68 90 640          437.10

  3 5.65 87 833          211.37

  4 6.55 81 139            30.62

  5 6.24 63 805          161.79

  6 7.38 60 445          720.60

  7 5.28 47 592          135.66

  8 7.21 46 293          136.23

  9 7.64 43 415                      1 177.77

10 5.66 21 704          209.68

表2  H pylori处理后表达减弱的蛋白质点

点号          等电点(pI)        分子量(Mr/Da)     减少量(%)

  A 7.02 70 839            86.15

  B 6.58 56 403            90.31

  C 6.86 44 076           77.92

  D 7.21 43 744           70.37

  E 6.64 42 497           70.95

  F 7.17 37 567           74.19

  G 7.49 22 342           70.23

  H 5.63 21 112           83.56

3   讨论

HepG2细胞来源于人肝胚胎瘤细胞 具备人肝细胞绝

大多数的生物学功能和生化功能特征. 与人肝细胞相比

HepG2细胞更容易获得 并能传代培养 因此常用其替

代肝细胞作相关研究[31].

       近年来蛋白质组学技术飞速发展 高通量 高灵

敏性和高分辨率的分离与分离后鉴定技术 加之准确

而全面的数据库 使蛋白质组学技术在生物医学的研

究中发挥着十分重要的作用[32]. 运用蛋白质组的研究手

段 通过比较正常 病理状态下和给予药物后组织或细

胞中蛋白质在表达数量 表达位置和修饰状态上的差

异 则可发现与这种病理状态相关的蛋白质 疾病的

特异蛋白质 探索药物作用的蛋白靶点[33-37].

        当今用于蛋白质组研究的主要技术是固相pH梯度

等电聚焦双向凝胶电泳技术[28, 38]. 重复性问题是双向凝

胶电泳中的关键问题 从细胞培养 样品制备 双向电

泳到染色显影 其中任何一个环节都有可能造成蛋白

斑点的量及其在胶中位置的变化 从而可能造成一些蛋

白斑点的不匹配 因而在这些过程中应尽量保持其同一

性.我们通过反复实践与摸索 已成功地建立了分辨率

高 重复性好的固相pH梯度双向凝胶电泳方法[39] 为

本实验进行H pylori处理HepG2与对照HepG2细胞间

的蛋白质组差异分析提供了有利的条件. 通过对银染图

像严格的图像分析及处理(图像获取 背景消减 斑点

识别及斑点匹配等) ImageMaster2D Elite软件匹配分

析显示 两组细胞的蛋白质谱中大部分的蛋白质表达

无明显差异 其匹配率平均为86.4% 尚有14%左右的

点不能匹配. 我们发现HepG2细胞在用H pylori处理后

其蛋白表达有不少差异点出现 其中至少有18种蛋白

质发生了明显和稳定的量的改变(P <0.05). 这些差异蛋

白质可能参与了H pylori对肝细胞的病理作用过程. 这

些蛋白的Mr和等电点已经初步确定 但他们是已知结

构蛋白还是尚未发现的新蛋白 还需进行进一步地识

别和确认 包括质谱鉴定 氨基酸序列分析以及上网数

据库查询等.

     我们前期的研究表明 cagA+H pylori可以引起

HepG2细胞细胞周期素D1(cyclin D1) 增生细胞核抗原

(PCNA)和原癌基因c-fos 的表达异常 此项实验中所

呈现的差异蛋白是否为上述与细胞周期 细胞增生以

及细胞癌变有关的蛋白 以及H pylori作用于细胞后

怎样导致这些蛋白质的改变尚有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of delayed resuscitation on
intestinal mucous membrane barrier function and its rela-
tionship with neutrophil infiltration of local tissue after rats
scalding.

METHODS: Rats with 40% full-thickness scald burn were
randomly divided into two group: immediately resuscitation
group (IR group) and delayed resuscitation group (DR
group). The content of D-lactate, diamine oxidase (DAO)
in plasma and myeloperoxidase (MPO), superoxide
dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) in intestinal
mucous tissue were determined at different time points
after burn. Apoptosis of mucous epithelial cells were identified
by terminal deoxynucletidyl-transferase mediated dUTP-
biotin nick end labeling (TUNEL) histochemical methods.

RESULTS: The contents of D-lactate in plasma in DR group
were much higher than those of IR group (P <0.01 or 0.05),
MPO activity in intestinal mucous tissue of DR group were
dramatically increased accompanying with decrease of
SOD activity and increase of MDA contents. Herein, we

found a close correlation between the contents of D-lactate
and activity of MPO. Meanwhile, we also found an increase
of the activity of DAO in plasma and number of TUNEL
positive staining epithelial cells in DR group.

CONCLUSION: Delayed resuscitation promotes the loss of
intestinal mucous membrane barrier function due to the
increase of both cell necrosis and cell apoptosis, which
may be related to increased neutrophil infiltration in local
tissue.

Zhang JP, Huang YS, Yang ZC. Mechanism of delayed resuscitation in
promoting loss of intestinal mucous membrane barrier function after
rats scalding. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1329-1332

摘要

目的: 研究大鼠严重烧伤后延迟复苏对肠黏膜屏障功能的影

响 探讨中性粒细胞浸润在肠黏膜屏障功能损害中的作用

及可能机制.

方法: Wistar 大鼠 40%TBSA 度烫伤 分立即复苏组和

延迟复苏组 于伤后不同时相点检测血中D-乳酸 二胺

氧化酶(DAO)及肠黏膜组织髓过氧化物酶(MPO) 超氧化

物歧化酶(SOD)和丙二醛(MDA)含量; 肠黏膜组织石蜡切片

黏膜上皮细胞凋亡原位检测.

结果: 延迟复苏组各时相点血中D-乳酸含量明显高于立即

复苏组(P <0.05) 肠黏膜组织局部MPO活性显著升高(与

立即复苏组比较 P <0.01)伴SOD活性降低和MDA含量升

高. 两组血DAO含量以伤后6 h最高 延迟复苏组约为立

即复苏组的两倍(1.40±0.20 vs 0.78±0.19 P <0.01) 伤
后24 h比较 二者仍具统计学差异. 各时相点两组动物均

能检测到TUNEL染色阳性肠黏膜上皮细胞 以伤后12 h

为凋亡高峰 延迟复苏组各时相点凋亡率均显著高于立即

复苏组.

结论: 烧伤延迟复苏加重肠黏膜屏障功能损害 黏膜上皮

细胞坏死和凋亡共同构成早期屏障功能损害加重的病理学

基础 而组织局部中性粒细胞浸润增强可能在其中起重要

作用.

张家平, 黄跃生, 杨宗城. 烧伤延迟复苏加重肠黏膜屏障功能损害的机制研究.

世界华人消化杂志  2004;12(6):1329-1332
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0   引言

临床观察表明 严重烧伤延迟复苏患者往往易伴发全
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身严重感染和多器官功能障碍(MODS). 延迟复苏是一休

克-抗休克的过程 而肠道是休克状态下受累最早 血

流灌注恢复最晚的脏器. 近年研究表明 肠缺血或再灌

时肠黏膜屏障功能的损害是肠源性内毒血症 脓毒症

发生的重要原因 进入循环的内毒素成为启动SIRS

MODS的关键因素 故也有学者认为肠道是MODS的

启动器官[1-9]. 因此 探讨严重烧伤延迟复苏后肠黏膜屏

障功能的改变及其病理学基础和发生机制对于防治

降低MODS的发生有积极的临床意义.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠 80只(200-250 g 雌雄不拘) 随

机分成立即复苏组(IR组)和延迟复苏组(DR组). 实验前

12 h禁食 异戊巴比妥钠(30 mg/kg)麻醉 背部92 

烫伤18 s致40%总体表面积(TBSA) 烫伤. IR组伤后

立即按Parkland 公式补液(4.0 mL/kg-1/TBSA-1) DR组

伤后6 h开始按5.33 mL/kg-1/TBSA-1补液. 各组均于伤后

8 h内补入24 h计算补液量的1/2 余下 1/2 伤后 16 h

后匀速补入(颈静脉插管 恒速输液泵补液). 大鼠于伤

后6 8 12 18 24 h活杀 腹主动脉取血 制备血

浆. 同时 取回盲部小肠黏膜制备组织匀浆 -20 

保存. 另取 1 cm长度小肠 40 g/L 中性甲醛固定 备

作石蜡切片. D-乳酸标准品 D-乳酸脱氢酶(D-LDH)和

辣根过氧化物酶均购自美国Sigma公司; MPO SOD和

MDA检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所; 细胞原

位凋亡检测POD试剂盒购自美国罗氏公司.

1.2 方法

1.2.1 血浆D-乳酸含量测定  参照文献[10] 略加修改. 制

作标准曲线: 将D-乳酸配成15 mg/L 12 mg/L 9 mg/L

6 mg/L 3 mg/L 系列溶液(125 µL) 加 375 µL尼克酰
胺腺嘌呤二核甘酸(nicotinamide-adenine dinucleotide

NAD)缓冲液 混匀 按30 KU/L加入D-LDH 25 

水浴 90 min 340 nm 处测 A值 求回归方程. 标本

检测: (1)制备去蛋白血浆(PFP): 取 400 µL血浆 加入
5.8 moL/L过氯酸40 µL 振荡混匀20 s 冰浴10 min
4  5 000 r/min离心10 min. 取 200 µL上清(PFP) 加
11.6 moL/L KOH 20 µL 振荡混匀20 s 冰浴 10 min

4  5 000 r/min离心10 min 上清为中和的PFP-NPFP.

(2)取 125 µL NPFP 加 375 µL NAD 缓冲液 混匀
按30 KU/L浓度加D-LDH 25 水浴90 min 测A值.

将值代入标准曲线计算D-乳酸含量.

1.2.2 肠黏膜上皮细胞凋亡检测  TUNEL法 按操作说明

书进行. 石蜡切片常规脱蜡 水化 蛋白酶K(10 mg/L)孵

育20 min 30 mL/L H2O2-甲醇封闭和1 g/L Triton处理后

样品加TUNEL反应液50 µL 37 湿盒孵育60 min PBS
轻洗 3次 加 Converter-POD 50 µL 37 湿盒孵育
30 min PBS轻洗3次 DAB显色 苏木素复染 封片

显微镜下观察照相. 各时相点每张切片随机数5个高倍

镜( 400)视野下凋亡的肠黏膜上皮细胞数和肠黏膜上

皮细胞细胞总数 二者比值为凋亡百分率.

1.2.3 肠黏膜组织DAO测定参考文献[20]  肠黏膜组织

MPO SOD及MDA测定按照试剂盒说明书操作.

        统计学处理  数据以mean±SD表示 SPSS10.0统计
软件行单因素方差分析 χ2检验和相关分析.

2   结果

2.1 血浆D-乳酸及DAO变化  烧伤后大鼠血浆D-乳

酸及DAO含量显著增高 两组均于伤后6 h达高峰. 组

间比较 DR组各时相点血浆D-乳酸及DAO含量均显

著高于IR组(见表1).

2.2 肠黏膜上皮细胞凋亡变化  烧伤 6 h起 两组大鼠

均检测到TUNEL染色阳性细胞. 阳性细胞表现为核呈棕

或棕褐染色 核形态一般较完整 凋亡细胞多分布于黏

膜上端或顶端(图A B). 组间比较 DR组各时相点肠

黏膜上皮细胞凋亡率显著高于IR组(见表1).

2.3 肠黏膜组织MPO SOD活力及MDA含量变化  烧

伤后肠黏膜组织MPO活力升高 伤后8 h达高峰. DR

组各时相点MPO活力均显著高于IR组(P <0.01); 烧伤后

肠黏膜组织 SOD 活力下降 IR 组伤后 18 h 达低谷

DR组伤后12 h达低谷 DR组各时相点SOD活力显著

低于IR组(P <0.01和 P <0.05); 烧伤后肠黏膜组织MDA

含量升高 IR组伤后8 h达高峰 DR组伤后6 h达高峰.

伤后6-12 h DR组MDA含量显著高于IR组(P <0.01和

P <0.05) (见表 2).

表1  大鼠延迟复苏血浆D-乳酸 DAO及肠黏膜上皮细胞凋亡变化

伤后时间(h)
指标 分组 正常值

      6       8       12       18     24

D-乳酸(mg/L) IR组 3.2±0.4 11.1±3.0   8.1±1.7   7.7±2.2   7.3±1.2 7.9±1.5

DR组 14.8±2.3b 10.7±1.4b 10.7±2.5a 10.4±2.0b 9.8±2.1a

DAO(KU/L) IR组            0.28±0.04 0.78±0.19 0.66±0.10 0.41±0.07 0.43±0.06         0.41±0.08

DR组 1.40±0.20b 1.035±0.15b  0.69±0.13b  0.65±0.10a       0.61±0.06a

细胞凋亡(%)  IR组 1.1±0.3 3.7±1.6  4.2±1.5  8.2±2.5  6.6±1.7 5.2±2.0

                                    DR组 6.0±1.9b 7.4±2.7b 15.3±3.1b  10.5±2.2b          11.8±2.4b

aP<0.05 bP<0.01 vs IR组
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3   讨论

肠黏膜屏障功能可通过新的血浆标志物D-乳酸定量评

估[11-14]. D- 乳酸是细菌代谢 裂解的产物 肠道菌群

中多种细菌均可产生 哺乳动物自身既不产生 也不

能或仅能缓慢代谢D-乳酸. 因此 检测血中D-乳酸的

蓄积情况可反映严重创伤 感染或某些胃肠病变时肠黏

膜通透性的增高 且较之传统方法更易于检测[13-19]. 在

本研究中 伤后两组大鼠血中D- 乳酸含量均明显增

多 6 h 达高峰 组间比较 DR 组升高更为显著

表明延迟复苏导致肠黏膜通透性进一步增高 加剧肠黏

膜屏障功能障碍 类似结果见于孙晓庆和Li et al [11-12]的

研究. 过去有观点认为 烧伤延迟复苏存在明显的缺血

再灌注损伤 即意味着再灌注后的损伤应比缺血时的

损伤重 对应到本研究 DR组血D-乳酸应该在复苏

(伤后6 h)后进一步加重 但我们并未发现该现象 DR

组血D-乳酸含量同IR组一样也于伤后6 h达高峰 提

示延迟复苏后小肠并不存在明显的再灌注损伤 而仍

主要是缺血性损害 可能的原因有二: (1)烧伤延迟复苏

并非经典的缺血 /再灌注过程. 烧伤后6 h内尽管未补

液 但肠黏膜并非经典意义上的完全缺血 因而复苏

后未发生明显的再灌注损伤; (2) 由于延迟复苏后循环系

统中血容量增多 使D- 乳酸浓度稀释 掩盖了事实

上的再灌注损伤.

         正常的细胞结构和细胞间连接是构成肠黏膜屏障的

主要物质基础 细胞死亡势必造成屏障功能的破坏.

DAO 是小肠黏膜上层绒毛中具有高度活性的细胞内

酶 其他组织或细胞中几乎不存在 生理状态下血浆

中DAO活性很低 当肠黏膜受损时 细胞释放的DAO

大量入血 使血中DAO含量升高 故血中DAO含量

可反映黏膜上皮细胞的坏死情况[20]. 研究发现 烧伤后

两组大鼠血中DAO含量均明显增加 6 h达高峰 各

时相点DR组均显著高于IR组 表明延迟复苏加重了

肠黏膜上皮细胞损伤. 进一步 我们检测了细胞另一种

死亡方式-凋亡在烧伤延迟复苏小肠黏膜上皮细胞中

的变化 结果显示烧伤后两组大鼠肠黏膜上皮细胞凋

亡率显著升高 12 h 达高峰 其中DR组凋亡率显著

高于 IR组. 上述结果说明 烧伤延迟复苏导致肠黏膜

上皮细胞的两种死亡(坏死和凋亡)情况均显著加重. 过往

研究多只注意单一的细胞死亡方式在烧伤延迟复苏肠

黏膜屏障功能中的作用[21-23] 本研究发现肠黏膜上皮

细胞坏死和凋亡共同构成了烧伤延迟复苏肠黏膜屏障

功能损害的病理学基础 且二者的变化规律不一致

其中 坏死高峰早于凋亡高峰 而凋亡的发生似乎更

为持久.

        在脏器缺血和/或再灌注损伤过程中 中性粒细胞

浸润可能起关键作用[24-26]. 活化的中性粒细胞(PMN)与血

管内皮细胞黏附 产生多种影响血管舒缩的物质 蛋白

酶和自由基等 导致微血管功能障碍; 白细胞本身在毛

细血管中嵌顿亦可导致无复流现象 加重缺血缺氧性

损害; 另外 活化的粒细胞通过跨膜运动迁移至组织间

隙 通过释放自由基 细胞因子 或与实质细胞直

接黏附进一步导致脏器损伤. 研究表明 抑制粒细胞浸

表2  肠粘膜组织MPO SOD及MDA含量变化

                                                                 MPO (U/g)                                                 SOD (KNU/g)                                             MDA(µmoL/g)
伤后 (h)
                                                   IR组                         DR组                          IR组                        DR组                       IR组                       DR组

正常组                                        1.62±0.21                                                     503.4±118.2                                                 0.3±0.1

伤后 6                                        5.5±1.0                      9.4±1.7b                        344±63                     268±43b                     1.2±0.2                     2.8±0.7b

伤后 8                                        5.7±1.8                      8.6±2.3b                        281±80                     146±43b                     1.3±0.2                     2.5±0.4b

伤后 12                                      4.7±0.5                      7.3±2.0b                        186±51                       92±25b                     1.1±0.2                    1.4±0.3a

伤后 18                                      3.8±1.1                      6.3±1.1b                        165±45                        95±20b                    0.8±0.1                     1.0±0.2

伤后 24                                     2.2±0.5                       5.9±1.7b                        174±48                      137±35a                    0.6±0.1                     0.7±0.1

aP <0.05, bP <0.01 vs IR组.

图1  肠黏膜上皮细胞凋亡变化. A: IR组小肠黏膜上皮细胞凋亡(伤后12 h) 400; B: DR组小肠黏膜上皮细胞凋亡(伤后12 h) 400.

A B



润可显著减轻缺血或再灌注引起的肠损伤[27-29]. 在本研

究中 DR组肠黏膜组织中MPO(中性粒细胞中特异酶)活

力在各时相点均明显高于IR组 相关分析发现 组织

MPO活力与血中D-乳酸含量呈显著正相关(P <0.01

r =0.873). 此外 DR组组织局部SOD活性显著下降伴

MDA含量升高 SOD与MPO二者呈显著负相关(P <0.05

r =-0.541). 大量研究表明 氧化应激不但可以引起细

胞坏死 同时也是诱导细胞凋亡的重要因素[30-33]. 由

此 我们认为 局部中性粒细胞浸润增多可能是烧伤延

迟复苏加剧肠黏膜屏障功能损害的重要原因 而氧化

应激在其中起关键作用.
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Abstract
AIM: To study the expression of lipopolysaccharide re-
ceptor CD14 mRNA and protein in Kupffer cells and its
role in ischemia-reperfusion injury (IRI) in rat liver graft.

METHODS: The Kupffer cells were isolated and divided
into control, ischemia-reperfusion (IR), and anti CD14
antibody groups. The CD14 mRNA, CD14 protein, nuclear
factor kappa B (NF-κB) activity, and TNF-α and IL-1 level in
the culture supernatant were measured.

RESULTS: The CD14 mRNA, and protein in IR group
were significantly higher than those in control group
(mRNA 1.28±0.12 vs 0.42±0.02, protein 23.7±2.36 vs
6.3±1.27, P <0.01). The NF-κB activity, TNF-α and IL-1
level in IR group were significantly higher than those in
control group (NF-κB 2.79±0.48 vs 0.27±0.01, TNF-α 205.9±
12.04 ng/L vs 57.4±4.35 ng/L, IL-1 176.8±8.94 ng/L vs
37.6±3.47 ng/L, P <0.01), and they greatly decreased after
anti-CD14 antibody treatment compared with IR group (NF-
κB 1.34±0.24 vs 2.79±0.48, TNF-α 129.6±6.48 ng/L vs 205.9±
12.04 ng/L, IL-1 103.4±5.74 ng/L vs 176.8±8.94 ng/L,
P <0.05), but still significantly higher than those in control
group (NF-κB 1.34±0.24 vs 0.27±0.01, TNF-α 129.6±6.48
ng/L vs 57.4±4.35 ng/L, IL-1 103.4±5.74 ng/L vs 37.6±
3.47 ng/L, P <0.01).

CONCLUSION: LPS following IR can up-regulate the ex-

pression of CD14 mRNA and protein in Kupffer cells, and
subsequently activate NF-κB to produce cytokines. But other
signal transduction pathways might also participate in the
NF-κB activation and IRI.

Peng Y, Gong JP, Liu CA, Li SW, Liu HZ, Li SB. CD14 expression in
Kupffer cells of ischemia-reperfusion injury after rat liver transplantation.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1333-1336

摘要

目的: 研究大鼠肝移植缺血再灌注后Kupffer细胞脂多糖受

体CD14表达即其参与缺血再灌注损伤的机制.

方法: 分离培养大鼠Kupffer 细胞 分为正常对照组 肝

移植缺血再灌注组 抗CD14抗体组 检测Kupffer细胞

CD14mRNA 膜蛋白表达 核转录因子 κB活性 以及
培养上清TNF-α IL-1的分泌量.

结果: 再灌注后Kupffer细胞CD14mRNA和膜蛋白表达明

显高于对照组(mRNA 1.28±0.12 vs 0.42±0.02; 膜蛋白

23.7±2.36 vs 6.3±1.27 P <0.01); 再灌注后核转录因子 κB
活性 培养上清TNF-α IL-1 表达量明显高于对照组
(NF-κB 2.79±0.48 vs 0.27±0.01; TNF-α 205.9±12.04 ng/L vs
57.4±4.35 ng/L; IL-1 176.8±8.94 ng/L vs 37.6±3.47 ng/L

P <0.01); 用抗CD14抗体后NF-κB活性 TNF-α IL-
1表达量与再灌注相比明显下降(NF-κB 1.34±0.24 vs  2.79±
0.48; TNF-α 129.6±6.48 ng/L vs 205.9±12.04 ng/L; IL-1
103.4±5.74 ng/L vs 176.8±8.94 ng/L; P <0.05) 但仍然高

于对照组(NF-κB 1.34±0.24 vs 0.27±0.01; TNF-α 129.6±
6.48 ng/L vs 57.4±4.35 ng/L; IL-1 103.4±5.74 ng/L vs

37.6±3.47 ng/L P <0.01).

结论: 缺血再灌注时LPS能够上调Kupffer细胞CD14表达

激活NF-κB 启动细胞因子的转录和分泌 但尚存在除
CD14以外的其他信号途径参与了NF-κB的激活和缺血再
灌注损伤.

彭勇, 龚建平, 刘长安, 李生伟, 刘海忠, 李寿柏. 肝移植缺血再灌注后Kupffer

细胞CD14的表达机制. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1333-1336

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1333.asp

0   引言

脂多糖(LPS)受体CD14是存在于单核-巨噬细胞表面的

一种膜蛋白 主要功能是识别LPS-LBP(脂多糖结合

蛋白)复合物[1-3]. LPS-LBP与CD14结合后 促使单核-
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巨噬细胞活化并释放多种前炎症因子 在内毒素血

症 酒精性肝病 肝硬化等疾病中扮演重要角色[4-8].

Kupffer 细胞作为肝脏内一种独特的单核-巨噬细胞是

否也表达CD14 CD14 是否参与肝移植缺血再灌注损

伤(ischemia-reperfusion injury IRI) 引起 IRI 的细胞

因子是否由CD14 信号传导通路产生 这些问题到目

前为止均未得到解决. 我们通过分离培养肝移植缺血再

灌注(IR)后的Kupffer细胞 观察CD14mRNA和蛋白的

表达 CD14胞内信号传导途径中NF-κB 活性以及细
胞因子的产生情况 探讨其引起IRI的确切机制.

1   材料和方法

1.1 材料  实验分三组(每组 30 例) 对照组 取正常

大鼠Kupffer细胞为实验对象; 再灌注(IR)组 取再灌注

后1 h Kupffer 细胞为研究对象; 抗CD14抗体组 取再

灌注后1 h Kupffer 细胞 并在培养液中加入CD14抗

体0.2 mL共同培养12 h. 健康 Wistar大鼠 质量210-

250 g (重庆医科大学实验动物中心提供). 参照Peng et al [9]

的改进Kamada 袖套法 建立大鼠原位肝移植动物模

型. 供体手术: 游离肝周韧带和血管 切取供肝 在水

浴中完成门静脉 肝下下腔静脉袖套准备 胆管内支架

插管. 受体手术: 切除原肝 原位植入供肝 先完成肝

上下腔静脉连续缝合 门静脉袖套吻合 结束无肝期

以此时作为再灌注开始. 完成肝下下腔静脉袖套吻合和

胆道重建. 再灌注后1 h 参照Gong et al介绍的胶原酶

肝脏原位灌注法分离Kupffer 细胞[3]. 经门静脉插管

50 g/L IV型胶原酶(Sigma)体外循环灌注消化肝脏 不

连续Percoll (Pharmacia)密度梯度离心分离Kupffer 细

胞 用含100 mL/L小牛血清的RPMI1640培养液 37 

50 mL/L CO2培养6 h后 洗去未贴壁细胞 重悬贴壁

细胞 调整细胞浓度为1×106待用. 测其纯度大于90
活力大于95 .

1.2 方法

1.2.1 Kupffer 细胞CD14 mRNA检测  采用Trizol 试剂

盒(life Technologies)提取Kupffer细胞总RNA 取0.5 mL

RNA产物 用RT-PCR试剂盒(Roche)将其逆转录为互

补DNA(cDNA) -70 保存待用. 以β-actin作为内参对
照进行PCR反应(表1) CD14以及 β-actin引物由上海
生工合成. PCR循环条件为: 94  1 min 58  1 min

72  1 min 30 个循环 72 延长 7 min. 用 15 g/L

琼脂糖凝胶电泳PCR 产物 EB 染色 凝胶呈像系统

和图像分析系统观察并半定量计算PCR产物的相对表

达量 结果以CD14/β-actin 的灰度比值表示.

1.2.2 Kupffer 细胞 CD14蛋白的检测  采用Western blot

检测Kupffer细胞 CD14蛋白的表达. Kupffer细胞蛋白提

取物50 µg用 100 g/L SDS-PAGE进行电泳分离 电泳
后的蛋白质转移至硝酸纤维膜4 过夜 20 g/L脱脂奶

粉封闭1 h 与抗CD14多克隆抗体(一抗 Santa Cruz)反

应 2 h PBST洗涤3次去除封闭液和一抗 与辣根过

氧化酶标记的二抗(生物晶美公司)反应2 h PBST洗涤

3次去除二抗. 最后加入增强化学发光剂自显影 凝胶

成像系统进行密度扫描 图像分析软件分析蛋白区

带 CD14 蛋白表达量用蛋白区带积分吸光度表示.

表1  RT-PCR检测CD14引物设计

       引物序列                    长度(bp)

CD14 5 CTCAACCTAGAGCCGTTTCT 3                267

5 CAGGATTGTCAGACAGGTCT 3

β-actin 5 ATCATGTTTGAGACCTTCAACA 3            300

5 CATCTCTTGCTCGAAGTCCA 3

1.2.3 Kupffer细胞 NF-κB活性检测  应用凝胶迁移变动
分析(EMSA)检测Kupffer细胞NF-κB活性. 提取KC细
胞核蛋白 NF-κB寡核苷酸探针序列为5 GCC TCC
AAT GTT CGC GAA CTT TCG 3 (Santa Cruz 产品) 32P

标记 进行凝胶阻滞分析 放射自显影 测定每条

电泳滞后带的吸光度值 所得结果表示NF-κB的相对
活性.

1.2.4 细胞培养上清液TNF-α和IL-1检测  采用ELISA
检测试剂盒(Sigma)测定上清液TNF-α和 IL-1(操作步
骤参见说明书).

        统计学处理  实验数据以均数 ±标准差(mean±SD)表
示 用 SPSS9.0 进行统计分析 以 P <0.05 为差别有

显著性.

2   结果

2.1 Kupffer细胞CD14 mRNA表达  对照组有微量CD14

mRNA 表达 再灌注后CD14 mRNA 表达明显升高

(CD14/β-actin 1.28±0.12 vs 0.42±0.02 P <0.01).
2.2 Kupffer 细胞 CD14蛋白表达  再灌注后Kupffer 细

胞CD14蛋白明显表达 而对照组仅有微量的CD14蛋

白表达(23.7±2.36 vs 6.3±1.27 P <0.01 图 1).

2.3 Kupffer 细胞 NF-κB活性改变  再灌注后NF-κB活
性明显高于对照组(2.79±0.48 vs 0.27±0.01 P <0.01)

应用抗CD14抗体后 NF-κB活性与IR相比显著降低
(1.34±0.24 vs 2.79±0.48 P <0.05) 但仍然高于对照

组(1.34±0.24 vs 0.27±0.01 P <0.01 图 2).

2.4 TNF-α和IL-1表达量  IR组和抗CD14治疗组TNF-
α和 IL-1均明显高于对照组(P <0.01) 但抗CD14治
疗组又明显低于 IR组(P <0.05 图 3).

图1  CD14蛋白Western blot 检测结果.

对照组 IR组

CD14, 55 ku
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图2  NF-κB EMSA放射自显影图像. 1: 对照组; 2: IR组; 3: 抗CD14组.

图3  Kupffer细胞培养上清中TNF-α和 IL-1分泌量.

3   讨论

CD14在介导内毒素引起的单核巨噬细胞活化过程中起

启动作用[2, 10-12] Kupffer 细胞是肝移植缺血再灌注损伤

的主要参与者[13-16] 因此研究Kupffer 细胞上CD14的

表达以及其后的胞内信号传导途径 对于阐明肠道内

毒素激活Kupffer细胞引起缺血再灌注损伤的机制意义

重大[17-20]. 我们发现 正常处于静息状态下的Kupffer细

胞有少量的CD14表达 这可能对于维持正常Kupffer

细胞功能 使之处于应激状态是必需的[15, 21-23]. 但再灌注

后 大量内毒素由门静脉入肝 立即引起CD14mRNA以

及蛋白的表达大量增多 启动Kupffer细胞的激活[24-27].

         缺血再灌注损伤的最终形式表现为大量有害细胞因

子(如 TNF-α IL-1 等)对移植物的攻击和损伤[28-31].
Kupffer细胞CD14表达增加是否与细胞因子分泌增多存

在因果关系 我们通过研究CD14以后的胞内信号传导

途径 特别是处于CD14与细胞因子之间的NF-κB的活
性变化 阐明了他们之间的联系. 再灌注后NF-κB活性
明显高于对照 TNF-α等细胞因子的产生也较对照明
显升高. 上述一系列连续的变化过程表明 LPS-CD14-

NF-κB-细胞因子是存在于再灌注损伤中的一条重要信
号传导途径 CD14对其下游的NF-κB活化及细胞因子
的产生存在必然关系. 但我们同时也发现 CD14并非激

活NF-κB 惟一上游信号 通过用抗CD14 抗体阻断
CD14功能后 发现NF-κB活性以及细胞因子的产生有
所降低 但仍然高于正常 证明除CD14途径外 尚有

其他信号途径可以激活NF-κB.

        总之 我们的研究表明Kupffer 有 CD14基因以及

膜蛋白的表达 缺血再灌注后 CD14表达增强 内毒

素通过与CD14的结合 启动Kupffer 细胞激活的信号

传导 信号通过多级酶联反应由胞外传到胞内 激活

NF-κB 启动TNF-α等细胞因子的转录和分泌 最
终造成对移植物的攻击和损害. 但尚需进一步研究CD14

至NF-κB之间的准确信号传导过程 以及除CD14以
外的其他激活NF-κB的信号途径 才能完整阐明参与
缺血再灌注损伤的整个信号传导通路.
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Abstract
AIM: To establish and identify a novel immortalized rat
hepatic stellate cell (HSC) line.

METHODS: Primary HSCs were isolated from the liver of
adult male Sprague-Dawley rats by a combination of pronase-
collagenase perfusion and density gradient centrifugation. Then
a new HSC line, being HSC-PQ, was established, cultured,
and passaged by way of cellular clone. Furthermore, cel-
lular dynamics, light microscopy, transmission electron
microscopy, and immunocytochemistry were employed to
investigate characteristics of the HSC line.

RESULTS: About 2×107 HSCs could be harvested from a
Sprague-Dawley rat with the live rate over 95% and purity
over 90%. Afterwards, HSC-PQ line was obtained on the
basis of total activation of primary HSCs. The phenotype
of HSC-PQ cells resembled that of fibroblasts. Firstly, the
existence of a-SMA as well as desmin in these cells exhibited
their HSC-derived-myofibroblast identity clearly. Secondly,
both the doubling time of about 75 hours, and the stable
expression of extracellular matrixs including collagen type
I, collagen type III, fibronectin, laminin, etc. showed the
fibroblast-like-characteristics of HSC-PQ line. But collagen
IV could not be detected in cytoplasm. In addition, main-
taining over one year, 32 passages of the cell line might
demonstrate its immortalisation.

CONCLUSION: We have established a new immortalized
rat HSC line (HSC-PQ), which shares most of the charac-
teristics with primary activated rat HSCs.

Pan Q, Li DG, Wang YQ, Xue QF. Establishment and identification of
a novel immortalized rat hepatic stellate cell line HSC-PQ. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1337-1340

摘要

目的: 建立永生性大鼠肝星状细胞(hepatic stellate cell

HSC)系.

方法: 采用改良胶原酶原位灌注法消化肝脏 经Nycodenz

密度梯度离心分离 鉴定成年Sprague-Dawley大鼠的HSC.

然后通过细胞克隆建立HSC系(HSC-PQ)并传代培养. 结合细

胞动力学 光镜 透射电镜及免疫细胞化学技术检测HSC-

PQ系的倍增时间 α平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle
actin α-SMA)及结蛋白表达 细胞外基质(extracellular
matrix ECM)合成等表型特征.

结果: 分离获得的HSC约为2×107细胞 /只大鼠 细胞成
活率>95% 纯度>90% 培养 2 wk 后几乎所有HSC均

已活化. 在此基础上经细胞克隆所得的HSC-PQ系表型类似

成纤维细胞 倍增时间约75 h 可表达结蛋白 α-SMA
以及除IV型胶原外的多种ECM成分(I型胶原 III型胶原

纤维连接蛋白 层粘连蛋白等) 且传代过程中增生

ECM表达等特性均保持稳定. 该细胞系已在体外培养32代

(1 a以上) 提示其具有永生性.

结论: 已成功建立永生性大鼠HSC系 该细胞系的基本特

征与活化的原代HSC相似.

潘勤, 李定国, 汪余勤, 徐芹芳. 永生大鼠肝星状细胞系的建立及鉴定. 世界

华人消化杂志  2004;12(6):1337-1340

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1337.asp

0   引言

目前 肝星状细胞(hepatic stellate cell HSC)已被公
认为肝纤维化形成的关键细胞 HSC活化是肝纤维化
发生的中心事件[1-19, 21-31]. 因而对HSC功能及活化机制
的研究已成为肝纤维化研究的热点问题. 然而 原代鼠
源性HSC的分离方法繁琐 产量较低 人类HSC来源
困难 现有HSC系的种类有限且不易获得 这些都给
研究工作造成很大困难. 为此 我们尝试建立新的HSC
系以代替原代HSC 籍以满足科研工作对HSC的大量
需求.

1   材料和方法

1.1 材料  成年 Sprague-Dawley大鼠2只(清洁级) 体
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质量400-500 g (中国科学院上海实验动物中心); IV型

胶原酶 链酶蛋白酶E和Nycodenz (Sigma) 脱氧核

糖核酸酶(华美) DMEM培养基(Gibco) α-SMA多克
隆抗体 结蛋白多克隆抗体 I型胶原多克隆抗体 III

型胶原多克隆抗体 纤维连接蛋白多克隆抗体和层粘

连蛋白多克隆抗体(Boster); HL-3恒流泵(上海沪西仪器

厂) CO2培养箱(Hirasaua Works) H-500型透射电子

显微镜(Hitachi).

1.2 方法  大鼠HSC分离采用改良Friedman法 即经门

静脉依次用无Ca2+灌流液 链霉蛋白酶E溶液 IV型

胶原酶溶液灌流 然后剪碎肝脏 置于含链霉蛋白酶E

IV型胶原酶及脱氧核糖核酸酶的溶液中震荡30 min. 细

胞悬液离心后洗3次 再加入Nycodenz离心. 吸取表面

的HSC 重悬于DMEM培养液(含200 mL/L小牛血清)

中. 采用细胞计数板计算细胞得率: 每毫升细胞数= t

每大格平均细胞数 104 (1 稀释倍数). 采用台盼蓝

排斥试验判断细胞成活率; 在波长325-328 nm的紫外线

激发下观察有荧光的细胞比率 以计算HSC纯度. 然

后 将HSC悬液接种于培养瓶2 wk 以使其完全活化.

待活化的HSC长满瓶(约80%)时置于紫外灯下照射1 h.

处理后的HSC以2.5 g/L胰蛋白酶-0.2 g/L EDTA溶液

消化 传代 并采取逐步稀释的方法接种于96孔培养

板(密度依次为4 2 1/ 孔). 最终选取存活并形成克

隆的细胞(HSC系)继续培养 传代. 同时将所得的HSC

系细胞接种于24孔培养板(2 105/ 孔)并培养5 d. 期间

每隔24 h取3孔 计数后绘制生长曲线. 按下式计算细

胞倍增时间(t为培养时间 No及Nt分别为接种后及培

养t 小时后的细胞数): 细胞倍增时间= t lg2 (lgNt-lg

Nt). 另以-20 丙酮固定HSC系细胞30 min 再分别

滴加 α-SMA 结蛋白 I 型胶原 I I I 型胶原 纤
维连接蛋白及层粘连蛋白抗体50 µL (稀释倍数1 50-
1 200) 置于 37 中孵育 60 min 随后顺序滴加

正常兔血清 生物素化二抗 并采用DAB显色. 此外取

1 107个HSC系细胞 以20 g/L 4 戊二醛固定2 h

离心后再以10 g/L 锇酸固定2 h 经丙酮 乙醇逐级

脱水 环氧树脂包埋 醋酸铀及柠檬酸铅染色 超薄切

片 置于透射电镜下观察细胞超微结构.

        统计学处理  均以量mean±SD表示 采用单因素方
差分析检验 以SPSS软件进行处理.

2   结果

2.1 HSC的分离应用改良  Friedman法 HSC得率约为

2 107细胞/只大鼠. 经台盼蓝排斥实验观察 细胞成

活率>95%. 新分离的HSC 呈圆形 折光性很强 绝

大多数在激发波长325-328 nm的荧光显微镜下具有蓝

绿色荧光 纯度>90%(图 1A). 接种24 h后部分HSC开

始贴壁 生长. 48 h 后细胞伸展已非常显著 胞体变

扁 直径增加 3-5 倍 呈现星形外观 高倍镜下可

见脂滴环绕在细胞核周围 胞质内出现大量纤维束

形成明显的细胞骨架. 72 h后绝大多数HSC已贴壁 部

分分化为椭圆形 梭形或多边形 核 / 浆比例变小

细胞突起宽而扁. 培养至2 wk时几乎全部HSC均分化

为星形(图1B).

图1  大鼠HSC 200. A: 自发荧光; B: 培养2 wk.

图 2  HSC-PQ系细胞免疫细胞化学染色 200. A: α-SMA 100;
B: 结蛋白.

2.2 HSC系的鉴定  光镜下观察 HSC-PQ系类似成纤

维细胞表型 呈星形或梭形. 波长325-328 nm的紫外光

激发下未出现自发荧光. 电镜下HSC-PQ系细胞均保持

肌成纤维细胞的特征: (1)核/浆比例变小; (2)胞质突起长;

A

B

A

B
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(3)胞质周围出现大量应力纤维; (4)存在一至二个核仁; (5)

粗面内质网扩张 嵴的数量增加; (6)出现低密度 分

散的核染色质; (7)脂滴消失. 免疫细胞化学检测显示

HSC-PQ系细胞 α-SMA 结蛋白染色均呈阳性(图2)
且胞质内表达 I型胶原 III 型胶原 纤维连接蛋白及

层粘连蛋白. HSC-PQ系细胞生长速度较快 倍增时间

约75 h(图 3).

图3  HSC-PQ系细胞的生长曲线.

       体外培养32代(1 a以上)后 HSC-PQ系细胞的结

蛋白 纤维连接蛋白 层粘连蛋白 I型及III型胶原染

色仍为阳性. 图像分析表明 与建系初期相比 此时

HSC-PQ 系细胞的细胞外基质(extracellular matrix

ECM)表达水平无显著差异. 相应的细胞倍增时间也保持

在73 h左右.

3   讨论

激活的HSC是肝纤维化时产生各种ECM成分的主要细

胞 以及门静脉高压形成中的重要效应细胞[1-14, 16-17, 20]

也是抗纤维化治疗的主要靶细胞[15, 18-19]. 以往实验多将活

化的原代HSC作为研究对象. 然而HSC仅占肝脏非实质

细胞数的5-10%或肝细胞数的3.6-6% 因此不管采用何

种分离技术 最终得率仅能达到1 106-3 106/g [21-24].

此外 原代培养的HSC 不甚稳定 细胞分离状况及

培养条件对实验结果的影响较大. 为克服上述缺陷 目

前逐渐倾向以HSC 系代替原代HSC 作为研究的靶细

胞 并已建立若干HSC系[21-30]: 如来源于大鼠的HSC系

(NFSC CFSC) 来源于小鼠的HSC系(A640-IS) 来

源于人肝脏非实质细胞肿瘤的HSC系(L190) 质粒转

染人肝脏肌成纤维细胞获得的HSC系(GREF-X)等.

        不过 HSC在肝窦周围与其他细胞形成紧密连接

从完整的肝脏中分离HSC 并保证其具有足够的数量

活力及纯度难度较大. 另一方面 在建立HSC系尤其

是永生性HSC系的同时 保持原代活化HSC的主要表

型特征在技术上较为复杂. 人源性HSC也不易获得. 因

而现有的HSC系种类仍然比较有限且不易获得 有必

要建立新的永生性大鼠HSC系. 为此 我们首先在经典

HSC分离方法[21-22 ]的基础上 采取两大步骤获得原代

大鼠HSC: (1)从肝组织中获取非实质细胞 即采用链霉

蛋白酶和胶原酶合并消化 链霉蛋白酶能选择性破坏

肝细胞 减少肝细胞对HSC的黏附 从而提高HSC的

产量; (2)从肝脏非实质细胞中分离出HSC 主要采用

Nycodenz 进行不连续密度梯度离心 因HSC 富含脂

滴 其平均密度在所有肝脏细胞中最低 采用合适的密

度梯度进行离心 可使获得的HSC纯度达97%以上. 通

过对二步法胶原酶原位灌注 以及Nycodenz密度梯度离

心技术的改良和优化 实验中HSC的得率约为2 107

细胞 /只大鼠 纯度>90% 成活率>95%. 该结果与以

往文献[21-24]报道基本一致 但操作较为简便易行.

      通过连续培养 原代大鼠HSC逐渐分化为星形

核/浆比例变小 突起伸长 出现大量纤维束 脂滴及

维生素A荧光强度逐渐降低. 免疫细胞化学染色也显

示 胞质中结蛋白表达增加. 培养2 wk时 α-SMA表达
阳性 显示此时HSC已由静止转为活化状态 并转化

为肌成纤维细胞[20].  随后以常规传代 紫外线照射

逐步稀释等方法进行细胞克隆 即获得一个HSC 系

(HSC-PQ). 该细胞系倍增时间约75 h 形态类似成纤

维细胞 且在传代过程中均保持肌成纤维细胞的特征:

(1)胞质突起长; (2)存在应力纤维; (3)有一至二个核仁; (4)

粗面内质网扩张 嵴的数量增加; (5)出现低密度分散的

核染色质; (6)脂滴消失; (7)具有收缩性等[20]. 此外 还可

表达HSC特异性标志物结蛋白 HSC激活标志物 α-
SMA 以及除 IV型胶原外的多种ECM成分(I 和 III 型

胶原 纤维连接蛋白 层粘连蛋白等). 这表明HSC-

PQ系细胞具有原代活化HSC的主要特性. 经体外32代

(1 a 以上)的培养 HSC-PQ 系的增生 ECM 表达等

诸多表型均保持稳定 提示其已经具有永生性.

        由此可见 HSC-PQ系与活化的原代HSC相似 可

用于HSC基因表达调控 抗纤维化药物评价及肝纤维

化发病机制等领域的研究 并将对HSC 的细胞学研

究 特别是针对HSC的抗纤维化药物研究产生有力的

推动作用.
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Abstract
AIM: To compare the treatment of different Chinese medicines
in rats with acute lung injury (ALI) induced by severe acute
pancreatitis (SAP).

METHODS: 15 g/L sodium deoxycholate was injected in-
versely into the common biliopancreatic duct in rat to make
the model of ALI during SAP. The rats were devided into 6
groups randomly: sham operated controls (n =10), SAP model
(n =20), SAP+Sandostatin (n =10), SAP+ Dexamethasoni
(n =10), SAP + Kefadim (n =10), and SAP +Qingyitang (n =10).
All the rats were killed 24 hours after operation and treatment.
The levels of TNF, IL-6, MDA, SOD, and NO in serum and
pulmonary homogenate were measured.

RESULTS: The levels of ET, TNF, IL-6, SOD, and MDA in
serum and pulmonary homogenate in the model group
were significantly higher than those of sham operated control
group (P <0.01). The indexes of blood gas analysis showed
obvious pathological changes in the model group and so did
the pathological examination of lung tissue. The indexes of
ALI-SAP + Qingyitang group were better than those of the
model group (P <0.05). The effect of sandostatin on suppress-
ing serum amylase was most significant. Dexamethasoni
was effective on the amelioration of blood gas and W/T.

CONCLUSION: ET, TNF, IL-6, and OFR play an important
role in ALI caused by SAP. Qingyitang protects lung from
injury in many aspects, preserving the gut barrier function,
reducing or eliminate endotoxemia derived from the gut,
and inhibiting the production and release of TNF, IL-6 and

the translocation of bacteria. Dexamethasoni, sandostatin,
kefadim have certain effect on reducing the levels of some
indexes respectively, but those treatments can not improve
the death rate. Qingyitang is superior to other methods.

Wen QP, Chen HL, Guan FL. Effect of Qingyitang on acute lung injury
induced by severe acute pancreatitis in rats. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(6):1341-1345

摘要

目的: 探讨中药(清胰汤) 糖皮质激素(地塞米松) 抗生素

(凯复定)和生长抑素(善宁)在治疗重症急性胰腺炎(severe

acute  pancreatitis SAP)时急性肺损伤(acute lung injury

ALI)的作用机制 为临床用药提供确切的理论依据.

方法: 采用胰管逆行注射15 g/L去氧胆酸钠制成大鼠重症

急性胰腺炎肺损伤模型. 实验选用纯雄性健康Wistar大鼠共

65 只 质量220-250 g 之间 随机分成6组: 假手术对

照组(SHAM n =10); SAP模型组(SAP n =20); SAP+善

宁治疗组(SS n =10); SAP+地塞米松治疗组(DEX n =10);

SAP+凯复定治疗组(KEF n =10); SAP+清胰汤治疗组

(QYT n =10); 分别于造模后24 h活杀 测定动脉血气

血清淀粉酶的含量 血清内毒素及血清和肺组织匀浆中

TNF IL-6 MDA SOD的含量 肺湿/干系数以及肺组

织病理学改变.

结果: SAP模型组血清内毒素 血淀粉酶 血清及肺组织

匀浆中TNF IL-6 OFR均较假手术对照组(SHAM)明显升

高(P <0.01). 动脉血气显示肺损伤严重 肺湿 /干比值较

SHAM 组明显升高 肺通透性明显升高 肺病理学形态改

变加重. 中药治疗组各检测指标均较模型组明显改善 其中

LPS TNF IL-6下降显著. 善宁治疗组在抑酶作用上优于

其他治疗组. 地塞米松治疗组对改善动脉血气 肺湿/干比

率有明显作用.

结论: 中药清胰汤 通过保护肠道屏障 减少了细菌移

位 降低血清中内毒素水平 防止过氧化损伤 纠正机体

致炎和抗炎系统失衡等多方面机制而对肺脏起到全面保护

作用. 地塞米松 善宁 凯复定在治疗ALI过程中均起到一

定保护作用 通常在某个致病因素水平降低较中药显著 但

并未降低整体死亡率 总体治疗效果较中药组差 故提倡

中西医结合治疗

闻庆平, 陈海龙, 关凤林. 中药清胰汤治大鼠重症急性胰腺炎时急性肺损伤的
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0   引言

重症急性胰腺炎(SAP)是外科急危重症之一 他发病

急 变化快 并发症多 死亡率高[1-7]. 其死亡的发生

又常与其并发症密切相关. 急性呼吸窘迫综合征(acute

respiratory distress syndrome ARDS)是重症急性胰腺炎

最常见的并发症之一. 重症急性胰腺炎死亡患者中65%

以上与急性呼吸窘迫综合征(ARDS)有关[8]. 而ARDS 是急

性肺损伤的一个终末结局[9]. 早期预防和治疗ALI 对降

低急性胰腺炎的死亡率及改善疾病的预后具有重要意

义. 中医通里攻下法对急性胰腺炎具有很好的防治作用.

但应用通里攻下中药是否因为保护肠道屏障功能而减

少了肠源性内毒素产生和吸收 抑制炎性递质对肺的

损害而降低了ALI的发生率? 我们同时设计4种药物(清

胰汤 地塞米松 善宁 凯复定)对SAP进行治疗观察

并通过生化 病生等方法和手段 研究应用不同药物治

疗SAP时ALI各种致病因素的变化 探讨各种药物作

用机制 为临床治疗提供确切依据和理论基础.

1   材料和方法

1.1 材料  纯 健康Wistar 大鼠65只 质量220-250 g.

随机分成6组: 假手术对照组(SHAM n =10); SAP模型

组(SAP n =20); SAP+ 善宁治疗组(SS n =10); SAP+

地塞米松治疗组(DEX n  =10); SAP+ 凯复定治疗组

(KEF n =10); SAP+ 清胰汤治疗组(QYT n =10); 采

用胰管内逆行注入15 g/L去氧胆酸钠建立大鼠SAP时

ALI模型. 术前动物禁食12 h 不禁水. 用20 g/L ketamin

(100 mg/kg)ip 麻醉. 无菌条件下 腹壁正中切口入腹

显露出十二指肠 找到胆胰管十二指肠乳头开口 在十

二指肠乳头对侧肠壁插入1 mL小注射器针头经胆胰管

十二指肠乳头开口入胆胰管 同时在胆管出肝门处用

小动脉夹夹闭 逆行注入15 g/L 去氧胆酸钠(1 mL/kg)

30 s注完. 对照组则开腹后翻动胰腺数次 关腹. 清胰汤:

(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)由大连医科大学附属第一医院中药

制剂科制成浓度为1 kg/L 灭菌处理后置瓶装冰箱存

放. 清胰汤治疗组在造模后立即灌胃给清胰汤 造模后

12 h再次灌胃1次 剂量: 10 mL/kg; 善宁治疗组: 分于

造模后立即皮下注射1次及造模后12 h再次皮下注射1

次 剂量: 20 µg/kg; 地塞米松治疗组造模后立即静脉注
射1次及造模后12 h再次静脉注射1次 剂量: 2 mg/kg;

凯复定治疗组与上相同时间静脉内给药 剂量: 0.2 g/kg.

造模24 h后存活大鼠先经股动脉采血保持气密 冷藏

送检动脉血气. 从内眦静脉采血0.1 mL置于去热源处理后

的离心管中 分离血清测定内毒素. 继续从内眦静脉采血

置于清洁试管 直至动物死亡 标本离心(500 r/min 30)

后分离血清 分装置于小离心管中冷藏备用. 取右肺下

叶 用冰冷无菌生理盐水冲净表面血迹. 加入约为组织

质量9倍的冰PBS缓冲液(0.1 moL/L pH=7.4) 细细剪

碎 并用匀浆器搅匀 于低温高速离心机(8 000 r/min

30 )分离出上清液于-30 冰箱保存备用. 另取一叶

肺组织甲醛固定留做病理切片.

1.2 方法  血清淀粉酶测定采用自动分析法测定淀粉酶

活性. 动脉血气分析采用血气分析机(瑞士 OMNI Modu-

lar system). 血清内毒素测定采用鲎试剂偶氮基质显色法

定量检测 微量定量试剂检测药盒购于上海伊华临床

医学科技公司. 批号990501 结果以EU/L表示. 血清及

肺组织匀浆中TNF测定采用TNF放免分析测定试剂盒

购于北京东亚免疫技术研究所. 单位以µg/L和µg/g表示.
血清及肺组织匀浆中IL-6测定采用IL-6放免分析测定

试剂盒(抗原竞争放免方法) 购于北京东亚免疫技术研

究所. 单位以 ng/L 和 ng/g 表示. 血清及肺组织匀浆中

MDA测定采用硫代巴比妥法测定 试剂盒购于南京建

成生物工程研究所. 单位以 µmoL/L和 µmoL/g 表示. 血
清及肺组织匀浆中SOD测定采用黄嘌呤氧化酶法测定

SOD活力 试剂盒购于南京建成生物工程研究所. 单位

以nkat/L和 nkat/g 表示. 肺组织蛋白定量测定用考马斯

亮兰法. 肺湿/干比值测定: 动物放血致死后取左肺下叶

称湿质量 置60 烤箱连续烘烤24 h 去除水分 称

肺干质量 计算肺湿 /干比值. 病理学检查取左肺上叶

置于中性10%甲醛固定液中 石蜡包埋切片5 µm HE
染色后以Olympus 显微镜观察并照相.

         统计学处理  所有计量资料以均数 标准差(mean±SD)
表示 应用SPSS8.0 统计软件分析 组与组间均数比

较采用方差分析和 q检验.

2   结果

2.1 大鼠死亡率  造模后24 h SAP模型组死亡率(55%)

与 SHAM组比较死亡率明显增加(P <0.01) 各治疗组

动物死亡率均较模型组明显改善 造模后24 h各治疗

组大鼠死亡率如下: 善宁治疗组(40%) 地塞米松治疗

组(30%) SAP+凯复定治疗组(30%) SAP+清胰汤治疗

组(30%)与模型组相比明显降低(P <0.01) 各治疗组间

无明显差异(P <0.01). (表 1).

2.2 动脉血气的水平  SAP模型组与SHAM组比较PaO2
明显下降(P <0.05) PaCO2明显升高(P <0.05) pH 显

著下降(P <0.05) HCO3-明显减少(P <0.05) 表明SAP

组肺功能有明显损伤. 各治疗组上述各项指标与模型组

相比均有一定改善 其中地塞米松组和清胰汤治疗组

对动脉血气改善较显著(表1).

2.3 血清淀粉酶和内毒素水平  SAP模型组血清淀粉酶

显著高于SHAM组(P <0.01). 与模型组相比各治疗组血

清淀粉酶含量出现明显下降(P <0.05). 其中善宁治疗组

淀粉酶下降明显(表2). SAP模型组内毒素水平显著高于

SHAM组 (P <0.01) 与模型组相比各治疗组内毒素水

平明显下降(P <0.05). 其中清胰汤治疗组尤为显著. 提示

清胰汤对治疗内毒素血症具有较明显作用(表2).

2.4 肺组织湿/干比值  SAP模型组肺湿/干比值较SHAM
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组有显著升高(P <0.01). 与模型组相比各治疗组的肺湿/

干比值均有明显下降(P <0.05) 其中地塞米松治疗组

对降低肺湿/干比值较明显(表2).

表2  SAP大鼠血清淀粉酶 内毒素 肺湿/干比值变化情况 (mean±SD)

分组 n         淀粉酶(µkat/L)   内毒素(Eu/L)      肺湿 /干比值

SHAM            10 17.6  3.9    44 8 4.22 0.19

SAP 9         123.2 17.3ab  208 23ab 7.06 0.26ab

SS 6 63.6  5.0bc    84 10abc 5.65 0.15abc

DEX 7 98.4 18.0bc  115 7abc 4.90 0.24bc

KEF 7 84.5  9.8bc  125 11abc 5.74 0.18abc

QYT 7 75.4 12.6bc    66 12bc 5.27 0.23bc

aP <0.05  vs QYT;  bP <0.01 vs SHAM; cP <0.05 vs SAP.

2.5 TNFα IL-6 SOD MDA变化  SAP模型组血
清和肺组织匀浆中TNFα IL-6 水平显著高于SHAM
组(P <0.01) 与模型组相比各治疗组血清和肺组织匀

浆中TNFα IL-6水平明显下降(P <0.05). 其中清胰汤
治疗组尤为显著. 其他治疗组在某些指标上较清胰汤治

疗组改善差(P <0.05 表 3). SAP模型组血清和肺组织

匀浆中MDA水平显著高于SHAM组(P <0.01) SOD活

性较SHAM组明显降低(P <0.01). 清胰汤治疗组治疗效果

最显著 各项指标均较SAP模型组明显好转(P <0.05). 其

他治疗组在某些指标上较清胰汤组改善差(P <0.05表3).

2.6 肺组织病理学改变  SHAM组为正常肺组织病理切

片(图1A). SAP模型组可见肺间质高度充血 大部肺泡间

隔明显增宽 肺泡腔部分融合成肺大泡 部分萎缩; 肺间

质大量中性粒细胞浸润 尤以小静脉和小支气管周围多

见; 部分小支气管上皮细胞脱落 腔内有红细胞 可见微

血栓形成(图1B).  善宁和凯复定治疗组肺组织病理改变基

本一致 病理显示肺轻度淤血 肺泡隔增宽 间质可见

少量白细胞浸润 可见少量微血栓 少数肺泡内壁可见

透明膜形成(图1C).  清胰汤和地塞米松治疗组肺组织在病

理上明显改善 肺组织基本正常 少输偶有肺间质水肿

出血. 部分小血管内见少许中性粒细胞浸润(图1D).

表1  SAP 大鼠动脉血气分析结果(mean±SD)

分组 n   PaO2 (kPa) PaCO2 (kPa) A-a Do2 (kPa)         pH           HCO3 (mmol/L)

SHAM            10 15.84 0.28 3.66 0.36 0.16 0.11 7.385 0.011 24.0 0.19

SAP 9 10.23 0.42bc 6.50 0.14bc 3.72 0.09bc 7.230 0.025b 29.3 0.30bc

SS 6 15.10 0.74ac 4.58 0.22ab 1.69 0.10ab 7.350 0.01ab 26.0 0.17ab

DEX 7 15.73 0.14ac 4.24 0.13ab 0.39 0.03abc 7.358 0.013ab 24.8 0.23ac

KEF 7 13.02 0.04ab 4.66 0.11ab 1.66 0.07ab 7.333 0.008abc 26.9 0.20abc

QYT 7 13.86 0.64ab 4.39 0.10ab 1.52 0.07ab 7.355 0.014ab 26.0 0.20ab

aP <0.05 vs SAP; bP <0.01 vs SHAM; cP <0.05 vs  QYT.

图1  A: SHAM组肺组织病理切片. HE染色 100 . B: SAP组肺组织病理切片  HE染色  100 ; C: 善宁组(SS)和凯复定(KEF)治疗组肺组织病理
切片HE染色  100 ; D: 清胰汤治疗组(QYT)和地塞米松(DEX)治疗组肺组织病理切片  HE染色100 .

A B

C D



3   讨论

由于ALI 常与感染有关 理论上应用抗生素治疗是成

立的[10] 但目前尚无一种制剂能够明显降低总体死亡

率. 如果盲目使用广谱抗生素 导致肠道菌群失调

加剧炎症反应导致组织器官的进一步损害 所以并不

主张对所有患者常规预防性使用抗生素[11]. 我们也证实

抗生素组治疗效果欠佳 但较模型组仍明显好转 因为

在大鼠急性重症胰腺炎后期由于肠道屏障破坏 细菌

移位导致感染 应用抗生素有利于控制继发感染 对

ALI的治疗仍有一定意义. GC治疗组 动物动脉血气和

肺湿 / 干比均较模型组明显改善 但并不能阻止其他

脏器衰竭的发生 总体死亡率并无改善. 临床研究发现

皮质激素对ARDS或脓毒症患者并无益处 他不能阻止

ALI的发展 也不能改善预后 但糖皮质激素可能对纤

维化期有治疗作用 而ARDS晚期死亡与肺纤维化和由

于并发肺炎所致的脓毒症及MOF有关[12-15].

         善宁(sodostatin)治疗组在抑制胰淀粉酶作用上明显

优于其他治疗组 但对降低血循环内毒素水平 防止过

氧化损伤 抑制炎性递质和细胞因子的释放等方面无

明显效果; 对减轻组织病理损害效果不明显. 善宁是一种

PAF释放的强抑制剂并能刺激网状内皮系统功能 增

强机体对细菌和毒素的清除能力[16]. 但在SAP发病过程

中胰蛋白酶原激活后产生的胰蛋白酶对胰腺组织细胞

的破坏作用只是一种 扳机 作用. 在SAP 后期各种细

胞因子释放 内毒素血症交互作用 激肽及补体系统的

激活 毛细血管内皮细胞的损伤以及其他酶从激活的

白细胞释放等一系列病变是SAP病程发展的主要原因

而不是激活的胰蛋白酶自身直接作用造成的. 故靠单一

使用生长抑素对改善疾病的预后 降低死亡率并无明

显作用.

       通里攻下法 活血化瘀法 清热解毒法在治疗急

性胰腺炎时具有其他方法无法比拟的疗效. 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  症情. 而清胰汤可泻

下热结 荡涤积滞 通畅腑气. 其通腑利肠泻肺实

使肺气得以宣发肃降在治疗肺系感染中有显著疗效. 本

实验结果显示: 中药治疗组在整体疗效上优于其他治疗

组 对改善SAP时ALI的各种致病因素均有显著疗效.

综合中药在SAP时AIL作用概括如下[17-29]: (1)通里攻下

有利肠麻痹的解除 能促进腹腔内肠腔内血管活性及

毒性物质的排除 从而有助顺利度过第一个MODS高

峰 为下一步治疗创造条件; (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 从而可

减少感染性并发症及缓解第二个MODS高峰; (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子引起的过度炎性

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)某些临床观察还证实 通里攻下药

物能够调节在严重腹腔感染时出现的异常免疫反应

使之较快的恢复常态. 这些作用对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. 因此 清胰汤在SAP情

况下对机体的肺组织具有较全面的的保护作用.

        总之 SAP是一种全身性疾病 SAP导致的ALI具

有多方面的发病机制 涉及到内毒素 肠屏障 微循环

炎性递质和细胞因子连锁反应等多个环节. 因此治疗上

没有一种能解决所有问题的万能钥匙. 中医中药具有多

方面的综合效应 但仍需与抑酶 抗过氧化损伤和抗炎

症递质等疗法在不同时期 不同阶段配合应用 中西医

疗法相结合 优势互补 相得益彰.
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Abstract
AIM: To study the permeability of the blood brain barrier
(BBB) in a mouse model of acute liver necrosis.

METHODS: Male Balb/c mice were divided into 4 groups.
In one group, mice were intraperitoneal of lipopolysaccharide
(LPS, 10 µg/kg) with D-galactosamine (GalN, 800 mg/kg) to
induce acute liver necrosis. Other groups were controls.
Serum levels of alanine transaminase (ALT) were deter-
mined and the liver tissues were fixed for histopathological
analysis. The permeability of BBB in mice was investigated
with Evans blue (EB).

RESULTS: The serum levels of ALT were increased mildly
in mice, which were administration of LPS or GalN alone.
And no animals died. But the levels of ALT began to in-
crease at 6 hours (41.89±14.57 µat/L), and reached a
maximal level at 12 hours (170.30±16.13 µat/L) after in-
jection with both LPS and GalN. Mice began to die at 6
hours, and at 9 hours after injection, the rate of lethality
reached an extremely high level of 66.6%. The liver be-
came massive or submassive necrosis. The concentration
of EB in brain was significantly increased in ALF models
compared with other groups.

CONCLUSION: The permeability of BBB is increased in
acute liver necrosis model. It may be the mechanism of
the brain edema.

Lu S, Song HL, Wang JY, Liu P. Blood brain barrier permeability in
acute liver necrosis of mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):
1346-1348

摘要

目的: 探讨急性肝坏死动物血脑屏障通透性异常改变.

方法: 将280只 Balb/c小鼠分为4组 应用内毒素(LPS

10 µg/kg)和 D-氨基半乳糖(GalN 800 mg/kg)联合 ip
建立急性肝坏死小鼠模型. 并检测血清ALT 观察肝脏组

织病理学变化 利用伊文思蓝研究小鼠血脑屏障通透性的

改变情况.

结果: 单独应用LPS或GalN仅使血清ALT轻度升高 动

物无死亡. 而联合应用后ALT则从6 h开始明显升高(41.89

14.57 µkat/L) 到 12h 达高峰(170.30 16.13 µkat/L)
较其他各组均有显著性差异(P <0.01). 动物从6 h开始死

亡 9 h达高峰 总死亡率达66.6%. 肝脏HE 染色可见

大块或亚大块出血性坏死 而其他组仅见单个或灶状肝细

胞坏死 部分细胞脂肪变性. 并且脑组织EB含量在各时间

点均较其他组明显升高.

结论: 在急性肝坏死动物中存在血脑屏障通透性异常增加的

改变 可能是引起脑水肿发生的重要机制.

吕飒, 宋红丽, 王静艳, 刘沛. 急性肝坏死小鼠血脑屏障通透性的改变. 世界

华人消化杂志  2004;12(6):1346-1348
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0   引言

急性肝衰竭(acute liver failure ALF)的死亡率很高

其中50-80%的患者死于脑水肿引起的颅高压[1]. 脑水肿

包括细胞毒性和血管源性脑水肿 后者以血脑屏障

(blood-brain barrier BBB)通透性的改变为主要原因.

我们应用伊文思蓝(Evens blue EB)体内注射后检测急

性肝坏死动物脑组织中含量 观察其血脑屏障通透性

改变.

1   材料和方法

1.1 材料  Balb/c 小鼠 280 只 6-8 周龄 体质量

18-22 g 由中国医科大学动物中心提供. D-氨基半乳

糖(D- galactosamine GalN)由北京药物研究所提供 LPS

(E.coli O127:B8)购自 Sigma公司 伊文思蓝(EB)购自

Fluka公司 甲酰胺为分析纯. 小鼠随机分为4组. 1组

(生理盐水对照组)50 只 2组(LPS对照组)50 只 3组

(GalN对照组)50只 4组(肝坏死组: GalN+LPS)130只. 各

组分 5 个时间点(2 6 9 12 24 h) 每个时间点



10 只小鼠. GalN 800 mg/kg LPS 10 µg/kg 均为 ip
生理盐水为相同体积 ip 20 g/L EB (2 mg/kg)于处死动

物前2 h尾静脉注射.每时间点动物中5只检测EB含量

另5只留血及肝脏组织标本待检.

1.2 方法  血脑屏障通透性的检测首先建立标准曲线. 取

EB10 mg溶于100 mL生理盐水中 取0.1 mL加入1.9 mL

甲酰胺中 混匀作为第1管 从中取0.1 mL加入1.9 mL

甲酰胺中混匀作为第2管 再从中取1 mL加入 1 mL

甲酰胺中混匀作为第3管 以此类推共做6管 其浓度

分别为5 mg/L 0.25 mg/L 0.125 mg/L 0.0 625 mg/L

0.0 313 mg/L 0.0 156 mg/L 37 水浴 48 h 于紫

外分光光度仪上(波长632 nm)进行比色 蒸馏水作空白

对照 制作出标准曲线.动物注射EB 2 h 后 迅速断

头. 为清除血液中染料 向左心室灌注生理盐水 直

至右心室流出透明液体为止. 取脑称重 加入3 mL甲

酰胺 37 水浴 48 h 1 500 r/min 离心 取上清于

波长632 nm进行比色 根据标准曲线计算出EB含量

结果以ng/g表示. 每组各时间点另5只小鼠 摘眼球取

血 分离血清 立即行血清谷丙转氨酶(ALT)测定. 将

处死的小鼠肝脏迅速置于40 g/L甲醛中固定 石蜡包

埋 HE 染色 观察肝脏病理形态变化.

       统计学处理  ALT EB含量均以mean±SD表示
使用SPSS10.0进行方差分析比较.

2   结果

第4组小鼠联合注射后 逐渐出现懒动 摄水和觅食

动作减少 皮毛松散 最后行动减慢 甚至抽搐 并于

注射后6 h开始死亡(18/120) 到 9 h达高峰(72/120)

12 h以后存活下来的小鼠没有再死亡者 总死亡率可达

66.6%(80/120). 而其他3组无动物死亡. 因此各实验指标

的测定均截止至12 h为止.

2.1 肝脏组织病理形态学  第1组小鼠肝组织呈现清楚

的肝小叶结构 肝小叶以中央静脉为轴 肝索呈放射状

排列 肝细胞完整 肝血窦清晰(图 1A). 第 2 组肝脏

仅有轻度肝细胞水肿 或脂肪变性 无明显肝细胞坏死

(图1B). 第 3组于9 h可见有单个肝细胞坏死(图1C). 第

4 组 2 h 时也无明显变化 但随时间的延长 逐渐出

现点状坏死或灶状坏死 6 h时有桥接坏死. 到 9 h时

病变最重 表现为肉眼可见肝脏体积明显增大 呈酱紫

颜色 HE染色呈肝细胞大块或亚大块坏死 肝小叶结

构紊乱 肝索消失 肝血窦或间质内出血较重(图1D).

2.2 血清ALT变化  第2组小鼠ALT在各个时间点无明显

变化 第3组ALT仅于9 h有轻度升高(1.84 0.04 µkat/L).
第4组小鼠ALT于6 h开始明显升高(41.89 14.57 µkat/L)
9 h达(103.94 15.21 µkat/L) 于 12 h达高峰(170.30
16.13 µkat/L). 各时间点较其他各组均有显著性差异
(P <0.01 图 2).

2.3 脑组织EB含量  第4组小鼠于注射2 h后 EB含

量开始明显增高 各时间点较其他对照组均有显著性

差异 组内各时间点之间无显著性差异(P >0.05 表1).

图1  小鼠肝脏病理HE染色. A: 第 1组: 肝小叶结构清楚, 肝细胞完整,
肝血窦清晰 ×100; B: 第2组: 肝细胞脂肪变性 轻度肝细胞水肿 ×400;
C: 第 3组: 单个肝细胞坏死, 局部炎性细胞浸润 ×400; D: 第 4组: 肝细
胞大块或亚大块坏死 ×100.

图 2  各组小鼠不同时间血清ALT水平.

表1  急性肝坏死小鼠脑组织EB含量(ng/g,mean±SD)

 分组    2 h                  6 h                 9 h                12 h

1 (盐水对照)        624±227           582±217         594±284          612±325

2 (LPS对照)      1 168±350        1 063±259       1 312±125          931±317

3 (GalN对照)    1 252±136        1 113±208          870±276       1 198±203

4 (肝坏死)          2 144±207bde      2 064±328bde       2 271±284bdf      1 862±206bce

aP <0.05, bP< 0.01vs 1组, cP <0.05, dP <0.01 vs 2组, eP <0.05, fP <0.01 vs 3组.
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3   讨论

脑水肿是ALF的严重并发症和致死原因之一[1-3] 许多

研究证实细胞毒性和血管源性脑水肿机制都参与了

ALF时脑水肿的形成[4-5]. BBB是中枢神经系统中重要的

解剖结构 他可限制血液循环中某些物质进入 从而维

持中枢神经系统内环境的稳定[6-7]. 我们应用LPS和GalN

联合注射建立急性肝坏死动物模型[8-10] 研究BBB异

常改变. 通过生化检测谷丙转氨酶(ALT) 发现6 h ALT

出现明显升高 于12 h 可达 170.30 16.13 µkat/L
较对照组有显著性差异(P <0.01). 组织学检查: 6 h出现桥

接样坏死 9 h出现出血性大片肝坏死 其病理改变类

似重型肝炎. 而单独使用LPS或GalN仅引起ALT轻度升

高 HE染色仅见轻度的肝细胞损伤. 这是由于肝细胞在

遭受损伤因子的刺激时可产生保护性蛋白 GalN可特异

性消耗尿嘧啶核苷 影响肝细胞核酸代谢 从而抑制保

护性蛋白的合成 增加肝细胞对LPS的敏感性 二者联

合应用造成了已致敏的肝细胞发生大片坏死.

      我们利用伊文思蓝(EB)与血清白蛋白有高度亲和

力 只有BBB破坏后 才能通过受损的BBB进入脑组

织的特点 测定急性肝坏死的小鼠脑组织中EB 的含

量 以反映BBB开放的程度[11-12]. 结果在急性肝坏死组

的小鼠脑组织EB含量从2 h开始明显升高 较对照组

有显著性差异 表明在实验性急性肝坏死动物模型中

确实存在BBB通透性增高. 但是 在出现脑组织EB含

量明显增加的2 h 急性肝坏死组的小鼠肝脏内未发现

大片肝细胞坏死 说明在实验动物发生大片肝细胞坏

死前已存在BBB通透性增高 提示引起肝坏死发生的

某些因子可能参与BBB通透性增高.

        BBB通透性的改变主要是通过内皮细胞的损伤 紧

密连接的开放 小泡转运的增强 星形胶质细胞的肿

胀来实现的[13-18]. ALF时机体发生BBB损伤是由多种因

素共同作用的结果.目前ALF时BBB改变的机制仍不清

楚 其中内毒素和细胞因子与BBB通透性的关系是现

在的研究热点. 由于肝脏重度损伤 造成 (1)肠道内毒素

产生和吸收增多; (2)门体循环短路 使血中内毒素逃避

肝Kupffer 细胞的吞噬与清除 使内毒素血症加重; (3)

肝细胞大量坏死 肝Kupffer细胞也严重受损 使其吞

噬能力受抑制 导致对内毒素的清除能力下降 因此

ALF时常伴有内毒素血症[19]. 内毒素诱发肝硬化大鼠发

生肝性脑病时BBB超微结构有明显改变[20]. 我们LPS单

独注射组动物未发现BBB通透性增高现象 提示在我

们建立的肝坏死动物模型中存在着LPS诱生的第二因

子参与BBB通透性增高的形成. 有研究报告LPS可以刺

激TNF-α生成[21-22] 而TNF-α可以使BBB通透性增
加. 临床研究也证实重症肝炎患者血中TNF-α明显增
高. 因此 TNF-α可能是急性肝坏死发生BBB通透性
异常增高的重要因子.

       ALF时机体各系统的变化是复杂的 进一步引起

BBB的破坏甚至是脑水肿的机制更是复杂的 其中血

氨水平的变化 缺氧以及各种免疫递质的作用 还有

待今后更进一步深入研究.
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Abstract
AIM: To study sub-cloning and expression of murine CD40
ligand (mCD40L) gene in eukaryotic cells as a basis for
further study.

METHODS: The mCD40L gene fragment was amplified by
using RT-PCR and sub-cloned into eukaryotic expression
plasmid pcDNA3.1+, then transfected into H22 cell with
Lipofectamine. After 2-3 weeks selection with G418, DNA
was extracted from infected cells and tested by RT-PCR,
indirect immunofulorescence were used to detect the ex-
pression of mCD40 L.

RESULTS: The insertion mCD40L gene fragment in the eu-
karyotic expression plasmid was confirmed by enzyme di-
gestion with EcoR I and Nhe I and sequence analysis. The
result RT-PCR showed that mCD40L gene had been inte-
grated into the genome of infected H22 cells. Indirect
immunofulorescence analysis showed that mCD40L had
been expressed in these cells.

CONCLUSION: The mCD40L gene is integrated into eu-
karyotic cells with eukaryotic expression plasmid and target
gene is expressed efficiently.

Jiang YF, Su XS, Gong GZ, He Y, Xu Y. Cloning and expression of
murine CD40 ligand gene. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):
1349-1352

摘要

目的: 克隆和在真核细胞中表达鼠CD40配体(mCD40L)基

因 为进一步研究打下基础.

方法: 用RT-PCR法扩增mCD40L基因片段 定向插入真

核表达载体pcDNA3.1+中 重组质粒用脂质体转染H22细

胞 G418 筛选抗性细胞 用RT-PCR 检测目的基因的

插入 间接免疫荧光检测目的基因的表达.

结果: 含mCD40L基因重组表达质粒用酶切分析和序列测

定进行鉴定后 转染H22细胞经G418筛选获得抗性细胞

经RT-PCR 鉴定有含目的基因 间接免疫荧光鉴定有

mCD40L的表达.

结论: 成功克隆mCD40 L基因并在真核细胞得到有效表达.

蒋永芳, 苏先狮, 龚国忠, 何艳, 许允. 鼠CD40配体基因的克隆及表达. 世界

华人消化杂志  2004;12(6):1349-1352

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1349.asp

0   引言

CD40 配体(CD40L)是分子质量为39 kd 的糖蛋白 在

淋巴细胞和非淋巴细胞表面均有表达 属肿瘤坏死因

子家族中的一员 可与抗原提呈细胞(APC)上的CD40

结合. CD40-CD40L相互作用在激活APC及激发细胞免

疫和体液免疫方面起重要作用[1]. 通过转导CD40L基因

有可能成为治疗恶性肿瘤的一种有效的方法. 我们构建

鼠CD40配体(mCD40L)基因真核表达载体及其表达 为

进一步研究打下基础.

1   材料和方法

1.1 材料  真核表达载体pcDNA3.1+ 带有强有力的巨

细胞病毒CMV增强启动子 能高效表达插入的目的基

因 含SV40启动子 控制G418抗性基因的表达 购于

美国Promega公司; 大肠杆菌JM109 购于美国Promega

公司; Balb/C小鼠肝癌细胞株H22细胞购自武汉大学典

型物保存中心; 修饰酶 连接酶和质粒回收试剂盒购自

Promega公司; 限制性内切酶NheI和EcoRI分别购自大

连宝生物有限公司和华美生物工程公司; DNA分子量标

准(1 031 bp) MBI产品; PCR纯化试剂盒 美国QIAGEN

公司产品; RPMI1640培养基和G418购自美国Gibico公

司; 脂质体转染剂 Lipofectamine PlusTM Reagent购自美国

Invitrogen 公司; SABC-FITC试剂盒购自武汉博士德生



1350                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 6月 15 日  第 12 卷  第 6 期

物工程有限公司. 根据mCD40L基因序列及载体要求

我们设计扩增的引物序列分别为: 5 -GAC GCT AGC

ATG ATA GAA ACA TAC AGC CAA CCT-3 和 5 -

GCC GAA TTC TCA GAG TTT GAG TAA GCC AAA AGA-

3 在引物的两端分别含有NheI 和 EcoRI 酶切位点

由上海生工合成.

1.2 方法

1.2.1 RT-PCR扩增mCD40L cDNA  从Balb/c 小鼠的

脾细胞提取细胞总的RNA后 以Oligod(T)18合成第一

链cDNA 作为PCR模板 用PCR法扩增鼠CD40L基

因 反应条件为: 94  5 min 94  60 s 60   50 s

72  90 s 共 35个循环 72  10 min. 10 g/L琼脂糖凝

胶电泳检查PCR扩增带 并用PCR纯化试剂盒回收特

异PCR扩增片段.

1.2.2 表达重组体的构建及鉴定  先用T-A克隆将PCR

产物和pUCm-T载体连接 构建中间重组体(pUCm-T-

mCD40L) 经酶切鉴定和序列分析后. 将 pUCm-T-

mCD40L和真核表达载体pcDNA3.1+均分别用NheI和

EcoRI酶进行消化 回收目的片段. 将含NheI和EcoRI

两粘端的PCR产物定向亚克隆于含与之相匹配两粘端

的pcDNA3.1+ 构建成真核表达重组体(pcDNA3.1+-

mCD40L cDNA ). 通过NheI和EcoRI双酶切和序列分析

进行鉴定.

1.2.3 质粒转染小鼠肝癌细胞株H22及筛选  常规复苏H22

细胞 适时传代 细胞增生至足量后按2.5 105个细

胞/孔的浓度接种六孔板中 按脂质体转染Lipofectamine

PlusTM Reagent 试剂盒说明书进行 简述如下 4 µL脂
质体和4 µg重组质粒混合 放置15 min后加到有H22
细胞的六孔培养板中 37  50 mL/L CO2 的培养箱中

孵育3 h后 改用200 mL/L 胎牛血清的RPMI1640 培

养基继续培养 转染后4 d 后 细胞 1 20 传代 改

用含G418 的选择培养基进行筛选(G418浓度前2 d为

250 mg/L 3-4 d 为 500 mg/L 以后为800 mg/L) 隔

日换液 一共选择培养18 d 至阴性对照孔细胞全部

死亡后恢复普通培养.

1.2.4 mCD40L在真核细胞中的表达  将抗性H22细胞

扩增培养后 提取细胞RNA 按前面的反应体系和

反应条件 用RT-PCR方法检测目的基因. H22细胞涂

片后 用间接免疫荧光法检测 mCD40L 的表达(按

SABC-FITC试剂盒操作指南).

2   结果

2.1 RT-PCR扩增mCD40L 基因  以总RNA作为模板

18聚 T寡核苷酸作引物合成cDNA第一链 然后用特

异引物进行PCR扩增 能顺利扩增出大小约783 bp的

条带(图 1).

图1  鼠CD40配体RT-PCR产物琼脂糖凝胶电泳. 1: 目的产物; 2: DNA
分子量标准(1 031 bp); 3: 阳性对照(β-actin).

图 2  鼠 CD40配体真核表达质粒双酶切鉴定结果. 1: DNA分子量标
准(2 000 bp); 2: RT-PCR产物; 3: pcDNA3.1+-mCD40L经NheI和EcoRI
双酶切; 4: pcDNA3.1+-mCD40L未酶切; 5:DNA分子量标准(10 000 bp).

2.2 表达重组体的构建及鉴定  中间重组体(pUCm-T-

GGAGACCCAAGCTGGCTAGCATGATAGAAACATACAGCCAACCTTCCCCCAGATCCGTGGCAACTGGAC

TTCCAGCGAGCATGAAGATTTTTATGTATTTACTTACTGTTTTCCTTATCACCCAAATGATTGGATCTG

TGCTTTTTGCTGTGTATCTTCATAGAAGATTGGATAAGGTCGAAGAGGAAGTAAACCTTCATGAAGATT

TTGTATTCATAAAAAACCTAAAGAGATGCAACAAAGGAGAAGGATCTTTATCCTTGCTGAACTGTGAGG

AGATGAGAAGGCAATTTGAAGACCTTGTCAAGGATATAACGTTAAACAAAGAAGAGAAAAAAGAAAACA

GCTTTGAAATGCAAAGAGGTGATGAGGATCCTCAAATTGCAGCACACGTTGTAAGCGAAGCCAACAGTA

ATGCAGCATCCGTTCTACAGTGGGCCAAGAAAGGATATTATACCATGAAAAGCAACTTGGTAATGCTTG

AAAATGGGAAACAGCTGACGGTTAAAAGAGAAGGACTCTATTATGTCTACACTCAAGTCACCTTCTGCT

CTAATCGGGAGCCTTCGAGTCAACGCCCATTCATCGTCGGCCTCTGGCTGAAGCCCAGCAGTGGATCTG

AGAGAATCTTACTCAAGGCGGCAAATACCCACAGTTCCTCCCAGCTTTGCGAGCAGCAGTCTGTTCACT

TGGGCGGAGTGTTTGAATTACAAGCTGGTGCTTCTGTGTTTGTCAACGTGACTGAAGCAAGCCAAGTGA

TCCACAGAGTTGGCTTCTCATCTTTTGGCTTACTCAAACTCTGAGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGT

GGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGT

图3  重组质粒序列测定结果. 测序结果表明包括起始密码子和终止密码子在内的完整的mCD40L基因插入表达质粒中.

2 000 bp

1 000 bp

1       2       3

1   2    3    4   5

  750 bp

  250 bp

  100 bp

5 000 bp
 2 500 bp

 1 000 bp

 250 bp
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mCD40L) 经酶切鉴定和序列分析证明正确后 用NheI

和 Ec oR I 酶切将 PCR 产物定向亚克隆于表达质粒

pcDNA3.1+中 构建表达重组体(pcDNA3.1+-mCD40L)

将 pcDNA3.1+-mCD40LcDNA用NheI和EcoRI双酶切

可获得两个片段 小片段与PCR产物一致(图2). 重组

质粒经测序证实有包括起使密码子和终止密码子在内的

完整的mCD40L 基因片段插入pcDNA3.1+载体中(图3).

2.3 目的基因在真核细胞中的表达  逆转录PCR检测到

mCD40L在H22细胞中表达(图4); 用间接免疫荧光法检

测到用pcDNA3.1+-mCD40L转染后的H22细胞中荧光

染色阳性 证明有mCD40L 的表达(图 5).

图4  RT-PCR检测鼠CD40配体基因在H22细胞中的表达. 1: 8: DNA
分子量标准(分别为2 000 bp和1 031 bp); 2: 空白载体转染H22细胞
RT-PCR结果; 3-6: 重组质粒转染H22细胞RT-PCR结果; 7:鼠脾细
胞RT-PCR结果.

图5  间接免疫荧光检测H22细胞中鼠CD40配体的表达. 有鼠CD40
配体表达的H22细胞, 荧光染色呈阳性.

3   讨论

肝细胞癌是我国最常见的恶性肿瘤之一[2-3] 由于肝细

胞癌对于各种治疗方法的疗效均很差 且易转移 使之

成为治疗上最困难的肿瘤之一[4]. 所以急需寻找新的治

疗方法 近年来随着分子生物学的飞速发展 免疫基因

治疗被认为是一种很有前途的治疗方法[5]. 在免疫基因治

疗研究方面 选择有效的目的基因至关重要. CD40配

体(CD40L) 又称作CD154 属于肿瘤坏死因子基因超

家族中的一员 在激活的T细胞等多种细胞表面均有

CD40L的表达 同样包括B细胞和多种肿瘤细胞在内

细胞表面有CD40分子的表达 CD40L和CD40相互作

用 能激活B细胞和前凝血质 促进黏附因子 细胞因

子 化学因子和MMP的释放[1]. 其实质是诱发体液免疫

和细胞介导的免疫反应. 正由于CD40L/CD40相互作用

所具有的多种生物学活性 将外源目的基因CD40L基

因导入机体内 可能产生强烈的抗肿瘤免疫反应 而

将CD40L基因联合其他免疫治疗基因(如 IL-12 CD80

等)或肿瘤相关抗原(如 AFP)疗效可能更好[6]. 利用鼠

CD40L基因已开展了许多抗肿瘤免疫方面的研究 治

疗策略包括有: 用CD40L基因或者联合IL-12基因转染

白血病细胞 再把这些细胞注入机体内治疗急性白血

病[7]和慢性B淋巴细胞性白血病[8]等 能诱导明显的抗

白血病免疫反应; 利用一定的载体将鼠CD40L基因导入

荷瘤动物体内治疗肺癌[9-10] 结肠癌[11] 膀胱癌[12-15]肝

癌[16-17] 胸膜间皮瘤[18] 胃癌[19]和黑色素瘤[20]等 结

果表明鼠CD40L基因均能激活T细胞 上调IL-12等

细胞因子水平和增加NK细胞活力等保护性免疫反应和

增加癌细胞凋亡 从而使荷瘤鼠的瘤结节退化 能持久

抑制再次注入的癌细胞的生长 动物存活期延长; 由于

CD40L转染DC细胞后能促进DC细胞成熟和分泌IL-

12[21-22] 所以通过转染CD40L基因制备DC瘤苗同样

可以治疗肿瘤; 自体T细胞经巨噬细胞集落刺激因子和

IL-4刺激后 CD40L分泌增多 这样联合DC细胞和激

活后的自体T细胞成为癌症免疫基因治疗的一种新的

方法[23]. CD40L基因的治疗策略为癌症的基因治疗开辟

一条新的途径.

        我们以鼠脾细胞总RNA为模板 用RT-PCR方法

成功扩增出了特异的mCD40L基因 DNA序列测定表

明 所扩增的片段的确是mCD40L基因片段 与国外报

道的基因序列完全一致. 在此基础上 成功构建了真核

表达重组体pcDNA3.1+-mCD40L 重组质粒转染真核

细胞后 检测到有mCD40L的表达 mCD40L真核表达

载体的构建和有效表达 为下一步研究其生物学活性

和免疫基因治疗肝癌打下了良好的基础.
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Abstract
AIM: To probe into the underlying mechanism of Ganoderm
applanatum polysaccharide against cancer.

METHODS: By immunohistochemistry and ELISA, we de-
tected the expression of tumor suppressor gene P16, P27
and Rb in tumor tissues and blood serum respectively; By
electron microscopy, we observed whether the apoptotic
body existed or not in the tumor tissues.

RESULTS: After the treatment of Ganoderm applanatum
polysaccharide, there was obvious difference in the quan-
tities of P16, P27 and Rb genes expression between the
experimental and control groups (P <0.01), and there was
a negative correlation of P16 and P27 expression with that
of Rb ( mr =-0.094,nr =-0.446). We observed the existence
of apoptotic body in the tumor cells in the experimental
group under electron microscope.

CONCLUSION: By activating tumor suppressor gene, Ganoderm
applanatum polysaccharide can control the growth of tumor
and accelerate the tumor cell apoptosis.

Wang Y, Yu YJ, Xu GY, Wang L, Zhou L. Influence of Ganoderm
applanatum polysaccharide on tumor suppressor genes P16, P27 and
Rb in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1353-1356

摘要

目的: 探讨树舌多糖抗肿瘤作用的机制.

方法: 通过免疫组化 ELISA法分别测定瘤体和血清中抑

癌基因P16 P27 Rb表达蛋白的量; 通过透射电镜观察凋

亡小体是否存在.

结果: 树舌多糖作用后P16 P27 Rb 基因表达蛋白的量

与盐水组有差异具有统计学意义 免疫组化结果: bP <0.01

vs (1)(2); aP <0.05 vs (2)(3);dP <0.01 vs (3). ELISA结果:
aP <0.05 vs (3); bP <0.01 cP <0.05 vs (4); dP <0.01 vs

(3)(4);fP <0.01 vs (4);gP <0.05 hP <0.01 vs (3). 且 P16

P27 表达的量与Rb呈负相关mr =-0.094 (1) nr =-0.446

(1) 再有观察到凋亡小体的存在.

结论: 树舌多糖通过激活抑癌基因 抑制肿瘤的生长促进

肿瘤细胞凋亡.

王玉, 于英君, 徐广有, 王璐, 周丽. 树舌多糖对小鼠HepA P16  P27  Rb基因

表达的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1353-1356

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1353.asp

0   引言

肿瘤细胞增生涉及细胞周期 抑癌基因的主要机制之

一就是使细胞分裂阻滞于细胞周期的某一时相G1期

从而抑制细胞的异常增生. 树舌多糖抑瘤效果显著[1]

对小鼠瘤细胞rDNA[2]的表达和骨髓细胞SCE[3]都有影响

而且差异显著 并且树舌多糖不仅对小鼠HepA瘤细胞

的蛋白质表达 而且对血清蛋白表达也有影响[4]. 说明

树舌多糖抗肿瘤作用是从基因水平发挥作用的. 另外

树舌多糖的抑瘤作用从免疫角度也进行了研究 促进

HepA瘤细胞TNF的表达 提高机体的免疫力[5]. 因此

我们将要探讨树舌多糖作用后抑癌基因的表达及其作

用途径.

1   材料和方法

1.1 材料  可移型小鼠腹水型肝癌(HepA) 由黑龙江省

肿瘤研究所引进 于无菌条件下取父带瘤小鼠的肿瘤

细胞2 107/L 以 0.2 mL接种于小鼠右前肢腋窝外皮

下 阳性率100%. 实验选用昆明种小白鼠雄性 质量

20 2 g. 将新接种的小白鼠随机分3组. 接种瘤株6 h

后用药 第1组 肌肉注射树舌多糖; 第2组 肌肉注射蕏

苓多糖; 第 3 组 肌肉注射盐水 肌肉注射每天 1 次

第4组 为正常空白对照组. 连续给药7 d 晚禁食12 h



1354                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 6月 15 日  第 12 卷  第 6 期

后取材. P16 P27 Rb 等ELISA试剂盒购于ABCAM公

司. 包被液: 0.015 moL/L pH9.6碳酸盐缓冲液 含0.2 g/L

NaN3 20 mL/L的牛血清白蛋白 4 保存不超过2 wk.

洗涤缓冲液: 0.01 moL/L pH7.4磷酸盐缓冲液 含0.5 g/L

Tween20 0.2 g/L NaN3 4 保存不超过2 wk. 底物

溶液: 0.1 moL/L pH5磷酸盐-柠檬酸缓冲液 含邻苯

二胺 (OPD Sigma公司) 0.4 g/L 4 保存不超过2 wk.

临用前加300 mL/L H2O2 1.5 mL/ L. 终止液: 2 moL/L硫酸.

酶标仪: 荷兰产MultiSkan  Ascent. 自动洗扳机: 荷兰产

Wellwash 4MK2. P16 P27 Rb 等免疫组化试剂盒购于

福州迈新试剂公司

1.2 方法  ELISA法[6] 采集眼血 静置20 min后离心收

集血清. 紫外 96孔酶标板 距紫外灯高度10 cm 时间

20 min 酶标板处理后 在室温下冷却并使臭氧散去.

一块板同时作3 个指标的检测 向每个孔中分别加抗

P16 抗P27 抗Rb (1 100) 50 µL混匀 加盖封板纸
4 过夜 第2 d取出 洗扳机自动洗板5 min 3次.

加入血清(1: 4) 50 µL 混匀加盖封板纸 37 培养箱
2 h取出 洗扳机自动洗板5 min 3次. 加入二抗(1: 600)

50 µL 混匀 加盖封板纸 37 培养箱 2 h 洗扳机
自动洗板5 min 3次. 加入底物溶液50 µL混匀加盖封
板纸 室温 暗处放置20 min后 加硫酸终止液50 µL
终止酶促反应. 酶标板放在酶标仪下492 nm波长测定. 另

断髓法处死小鼠 取瘤体一部分做树脂包埋快 另一部

分做石蜡包埋快. 免疫组化采用石蜡切片 按说明书操

作 DAB显色 透明封片. 然后利用多媒体图像分析系

统进行统计分析.  树脂包埋块 超薄切片 铀铅双染色

后 在投射电镜下观察凋亡细胞 凋亡小体.

        统计学处理  采用SPSS统计学软件分析

2   结果

树舌多糖组与蕏苓多糖组无差异 与盐水组差异显

著 与空白组无差异; 蕏苓多糖组与盐水组有差异

与空白组无差异; 盐水组与空白组差异显著(表1).

表1  小鼠HepA基因表达ELISA实验(mean±SD, n =7, A)

基因  树舌多糖组(1)   蕏苓多糖组(2)       盐水组(3)    空白组(4)

P16 0.379 0.051abm 0.390 0.067cb 0.305 0.058c        0.243 0.039

P27 0.273 0.010dn 0.254 0.028f 0.208 0.032f        0.112 0.007

Rb 0.251 0.070h 0.337 0.089g 0.454 0.107    0.269 0.089g

aP <0.05, vs (3); bP <0.01, cP <0.05, vs (4); dP <0.01, vs (3)(4); fP <0.01, vs (4);
gP <0.05, hP <0.01, vs (3). mr =-0.094(1), nr =-0.446 (1);mr =0.038(2), nr =0.166
(2); mr =0.403(3), nr =-0.035(3); mr =-0.743, (4) nr =0.751(4).

      免疫组化显示树舌多糖组与盐水组差异显著 与

蕏苓多糖组有差异; 蕏苓多糖组与盐水组有差异. 空白组

由于这些蛋白的半衰期短没有检测到. 总之树舌多糖组

P16 高表达 P27 高表达 Rb 低表达; 盐水组P16 低

表达 P27低表达 Rb高表达(表2 图1 2).

       投射电镜下观察显示膜相结构完整 可见凋亡小

体图 1. 内膜系统结构清楚 核固缩 染色质周边凝

集现象为凋亡细胞图2. 盐水组线粒体肿胀图3.

表2  小鼠HepA基因表达免疫组化结果(mean±SD, n =6, A)

基因 树舌多糖组(1) 蕏苓多糖组(2) 盐水组(3)      空白组(4)

P16 10.766 1.591 8.090 1.379b  4.780 1.019            无

P27  9.133 1.558a   8.09 1.626d  4.785 0.962            无

Rb 4.680 0.823d 6.693 1.384b 11.928 4.985            无

bP <0.01, vs (1)(2); aP <0.05,  vs (2)(3); dP <0.01,  vs  (3).

图1  小鼠HepA Rb表达SABC 400. A: 树舌多糖组阳性; B:蕏苓多
糖组阳性; C: 盐水组阳性 D: 空白组阴性.

A

B

C

D
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图2  小鼠HepA P16表达SABC 400. A: 树舌多糖组阳性; B: 蕏苓

多糖组阳性; C: 盐水组阳性; D: 空白组阴性.

图3  小鼠HepA超微结构EM 6 000. A: 树舌多糖组凋亡小体; B: 树
舌多糖组凋亡细胞; C: 盐水组线粒体肿胀.

3   讨论

本实验采用ELISA法 免疫组化法不同的方法测定树

舌多糖作用后瘤细胞及血清中抑癌基因P16 P27 Rb

表达蛋白的量. 发现树舌多糖的抗肿瘤作用是通过基因

水平发挥作用的 他激活抑癌基因P16 P27 Rb 并

且P16 P27表达的量与Rb呈负相关 这与其他肿瘤

的一些报道的相一致[7]. Rb在细胞核中以失活的磷酸化

或活化的磷酸化形式存在 活化的Rb蛋白对于细胞从

G0-G1期 进入S期有抑制作用. Rb基因使肿瘤细胞逆

转以及抑制细胞增生的作用机制尚不十分清楚 但目前

认为Rb在细胞凋亡中的调节作用可能是其中之一[8, 15].

        P27作为一种细胞周期抑制因子 其功能已广为接

受 Surendra et al认为P27蛋白定位于细胞核是其抑

制肿瘤进展的前提条件 而出现在细胞质P27蛋白表

达与患者生存期缩短有关. P27蛋白水平主要在转录后的

蛋白质翻译和降解阶段进行调节. 正常情况下 当细胞

处于G0/  G1期时 P27 蛋白表达增高 进入S期则下

降. P27的主要功能是抑制细胞的生长 当P27表达下降

或缺失时 可导致基因组的不稳定 甚至肿瘤的发生[11].

        本实验观察到树舌多糖作用后 通过PAGE电泳不

仅在瘤细胞中检测到这些蛋白而且也同时在血清中检

测到P16 P27 Rb基因表达的蛋白 通过免疫组化

ELISA法判断P16 P27基因表达蛋白水平增加 而Rb

基因表达蛋白水平减少. 由于免疫组化不能客观地反映

结果 他只能从定性角度说明 而ELISA却能从ng水

平进行定量说明 能真实的反映结果 所以我们认为树

舌多糖的抗肿瘤作用是从基因水平发挥作用的. 他刺激

A

B

C

D

A

B

C



抑癌基因P16 P27表达增加 P16是肿瘤抑制基因

与细胞周期密切相关 在他与Rb Cyclin D1/CDK4共

同组成的细胞增生调控中 P16作为Cyclin D1/CDK4复

合物的特异性抑制而发挥作用. Rb作为CDK4的重要底

物之一 是参与细胞周期调控的的又一重要因子 在

正常细胞中存在一个负反馈网络 即磷酸化的Rb增加

时 可引起P16 蛋白表达增强 增加的P16 与Cyclin

D1竟争结合CDK4 而抑制CDK4的活性 防止Rb过

度磷酸化 从而阻断Cyclin D1与Rb介导的转录因子

E2F 活化使细胞免于增生周期调节失控 起到抑制瘤

细胞生长的作用. 由于 P16 蛋白作用的靶目标过于单

调 不可能完全控制肿瘤细胞的增生 而P27的独特

功能在于其几乎可以抑制所有的Cyclin-CDK复合物的

激酶活性 其中包括Cyclin E2-CDK 而Cyclin E2可

能是G1期的限速因子[9]. P27可以阻止Rb的磷酸化 使

Rb以磷酸化和非磷酸化的形式积累 从而影响周期的

进程 同时P27 和 Rb 起协同作用 通过整和调节信

号 而抑制肿瘤的发生[10]. Hoshino et al在研究中发现

P27表达上调对于肿瘤细胞外信号调节激酶通路性的特

异性阻制是必需的 而该阻制又会导致肿瘤细胞完全

生长抑制[12] 所以说树舌多糖的抗肿瘤作用是从基因

水平发挥作用的 激活抑癌基因而达到抗肿瘤作用的.

          另外树舌多糖的抗肿瘤作用是通过促进肿瘤细胞凋

亡来实现的. P16 P27 Rb 野生型蛋白量低 半衰

期短 用一般的免疫组化法不能检出 应用ELISA法

可以检测到. 在复杂的人体 基因网络 中 P16基因

很可能是与其他基因相互作用 共同参与细胞凋亡调

控等其他生命现象. 单基因 单作用是不符合大多数生

命现象调控本质的 尤其是真核高等生命[13]. P16诱导

肿瘤细胞凋亡的原因可能是P16基因通过调控细胞周

期 协同其他凋亡因子共同作用的结果 P16基因G1期

阻断而发挥作用的 P16基因通过降低Rb的表达 使

肿瘤细胞增加了对凋亡的敏感性 如再行P53诱导肿瘤

细胞可发生凋亡. Masahiro 首次在人类肿瘤中证实P27

表达与凋亡之间有显著的相关性 他在研究非早期胃

癌中肿瘤细胞的P27的表达与细胞凋亡关系时发现P27

表达下降 凋亡率也下降 这与本研究相一致 P27表

达增加 凋亡细胞增加. P27促进凋亡的功能可能与控

制肿瘤的进展相关[14].

       总之 本实验只是探讨了树舌多糖作用后抑癌基

因P16 P27 Rb表达蛋白的量发生了变化 但是通过

什么途径引起的这些变化 基因结构本身有无变化

再有促进肿瘤细胞凋亡的过程中还有哪些基因参与有

待进一步研究. 所以本课题的下一个研究内容是抑癌基

因P16 P27 Rb 与MAPK 及MAP 的关系以及对细

胞骨架的影响 再有抑癌基因的调节作用主要是通过

转录水平进行的 所以对 P16 P27 Rb 的启动子

等序列的检测也是下一个工作重点.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of Danshen-con-
taining serum on the proliferation of HSC-T6 cells and to
construct anti-hepatic-fibrosis in vitro system for screening
potential herbal drugs.

METHODS: The proliferation status of HSC-T6 cells was
evaluated by calculating its growth curve and cloning
efficiency. HSC-T6 cells were exposed to different volume
fractions of Danshen-containing serum, including 80%,
40%, 20%, 10%, and 5% of original serum, and its inhibi-
tory effect and dose-effect relationship were investigated.

RESULTS: The population doubling time of HSC-T6 was
10.57 hours and its cloning efficiency was 82.4%, which
showed that this cell line had good capacity of activity and
proliferation for tests. Ranging from 5% to 80% of original
concentration, Danshen-containing serum had the dose-
dependent inhibitory effect on HSC-T6 cell (analysis by
linear regression, coefficient of correlation=0.9 487).

CONCLUSION: The Danshen-containing serum has signifi-
cantly inhibitory effect on proliferation of HSC-T6 cells in a
dose-dependent manner.

Tan B, Zhang FX, Liu N, Guo XB. Inhibitory effect of Danshen-containing
serum on proliferation of HSC-T6 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(6):1357-1360

摘要

目的: 研究丹参含药血清对肝星状细胞(HSC)的增生抑制作

用 并探讨中药抗肝纤维化筛选平台的建立.

方法: 测定HSC-T6细胞的细胞生长曲线和克隆形成率 观

察其细胞增生状况. 取原始血清体积分数的80% 40%

20% 10% 5%的丹参含药血清作用于HSC-T6 细胞

观察其增生抑制效应及量效关系.

结果: HSC-T6细胞的细胞群体倍增时间为10.57 h 克隆

形成率为82.4% 说明该转化细胞系的活力较好 增生

能力较强. 在 5-80%浓度范围之内 丹参含药血清抑制

HSC细胞增生作用呈剂量依赖性(经直线回归分析 相关

系数r =0.9487).

结论: 丹参含药血清能明显抑制HSC-T6细胞增生 呈剂

量依赖性.

谈博, 张奉学, 刘妮, 郭兴伯. 丹参含药血清对肝星状细胞增生的抑制作用.

世界华人消化杂志  2004;12(6):1357-1360

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1357.asp

0   引言

肝星状细胞的增生是肝纤维化病理发生发展过程中非

常重要的关键环节. 有体外实验表明[1-2] 活血化瘀中

药复方对于肝星状细胞增生有抑制作用 这部分说明

了其体内抗肝纤维化的作用机制. 但是 由于中药复方

组分繁多 不易分清到底是哪些药物起主导作用. 因

此 我们从丹参的单药入手[3-4] 借助现代血清药理

实验方法 探讨其对肝星状细胞增生的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  DMEM培养基(高糖型) 新生小牛血清 胰

蛋白酶及HEPES皆购自美国Gibco公司; L-谷氨酰胺及

EDTA Amresco进口分装 上海生工生物工程公司; MTT

美国sigma公司. 含药血清制备 取SD大鼠 质量

275 15 g 合格证号: 医实动第26-2001A003号 由

广州中医药大学实验动物中心提供. 丹参1 000 g 购自

广州中医药大学第一附属医院 水煎浓缩成100%浓度

(即1 kg/L). 参照临床常用药量 以10 g/kg剂量给大鼠灌

药[5-6] 连续3 d 2次 /d; 于第3 d给药后1 h用100 mL/L

水合氯醛麻醉动物(剂量为3.5 mL/kg); 用750 mL/L酒精消

毒后仰卧位固定 无菌条件下分离一侧颈总动脉 注入

肝素50 U/kg 用 7号头皮针头插入颈总动脉进行采血

离心分离血清(3 000 r/min 20 4 )  经56 30 min
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灭活后 再以0.45 µm 及 0.2 µm 双层微孔滤膜过滤除
菌后-20 保存备用.

1.2 方法[7]  肝星状细胞HSC-T6细胞株由上海中医药大

学肝病研究所徐列明教授惠赠 以DMEM(高糖)培养液

(含100 mL/L胎牛血清)培养2-3 d可以传代 中间换液

1次. 传代时吸出旧培养液 用DMEM(高糖)培养液清洗

细胞一遍 加入2.5 g/L胰蛋白酶消化至细胞收缩 立即

加入含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液5 mL 终

止消化 吹打贴壁细胞 使成细胞悬液 然后按1 2

比例接种于培养瓶内 每瓶再加含100 mL/L胎牛血清

的DMEM培养液10 mL 置培养瓶于37 50 mL/L

CO2培养 8 h即可贴壁生长; 2-3 d后细胞60-70%铺

满瓶底即可再次传代 传至 3-4 代 细胞生长活跃

增生明显即可用于实验. 取待测生长状态良好细胞 增

长至接近汇合时 向培养瓶内加1 mL 2.5 g/L胰蛋白

酶 温箱37 消化 至细胞接近脱离瓶壁前吸出消化

液 加入新的培养液 轻轻吹打制备成细胞悬液 并计

数; 取 24 孔培养板 接种等量细胞悬液 21 孔 分 7

组 每组 3 孔; 从实验第 2 d 起 依次计数检测各组

的细胞总数 并计算各组的均值 直至第7组结束; 根

据记录绘制细胞生长曲线 并按下列公式计算细胞群

体倍增时间(DT)=t/log2 (logNt-logN0). t代表培养时间

N0及Nt分别代表接种后及培养 t小时后的细胞数.

1.3 克隆形成率(cloning efficiency)的检测[8]  取80-90%

汇合的细胞 用2.5 g/L胰蛋白酶 温箱37 消化 制

备成单细胞悬液 并计数; 根据细胞计数稀释成2个细

胞 /cm2(24 孔板的底面积为2 cm2)的极低浓度 接种到

24孔塑料培养板 置于培养箱培养(37 50 mL/L CO2);

细胞贴壁后 记录每孔内实际接种的细胞数; 隔 24 h观

察细胞克隆是否形成; 待细胞克隆形成 终止培养 镜

下计算克隆数. 计算克隆形成率: 细胞克隆形成率=形成

克隆数 接种细胞数 100%.

1.4 MTT比色法测定HSC-T6细胞增生[9]  实验分为正

常血清对照组 80%给药血清组 40%给药血清组

20%给药血清组 10%给药血清组和5%给药血清组.

将细胞以DMEM培养液(含100 mL/L小牛血清)调成5

109/L 的细胞悬液 接种于96孔培养板100 µL/ 孔. 在
37 50 mL/L CO2条件下培养48 h 更换无血清的

DMEM培养液 孵育12 h后 加入100 µL含药血清
每组设6个平行孔 每孔的总体积为200 µL. 置 37 
50 mL/L CO2 饱湿条件下培养24 h 每孔加入400 mg/L

的MTT溶液100 µL 继续培养4 h进行显色反应 可

见紫色甲臜颗粒. 弃去MTT液 加1kg/L DMSO100 µL
37 静置 10min 待孔内甲臜颗粒完全溶解后置酶标

仪上测570nm波长处吸光度(A值). 并根据A值计算药

物对细胞增生的抑制率(IE )=1-A i  /A 0 .   其中 IE

(inhibitory effect )表示药物对细胞增生抑制率 Ai表示

某浓度下的吸光度值 A0表示对照组细胞的吸光度值.

2   结果

2.1 HSC-T6的细胞生长曲线  HSC-T6细胞经台盼蓝

染色计数 95% 以上的细胞不着色 说明培养中的

HSC-T6细胞成活率较高. 细胞生长曲线有明显的增生

迟滞期(0-48 h); 在指数增生期(48-72 h)计算细胞群体倍

增时间为10.57 h; 而且在72 h之后出现平台期 而且由

于细胞的老化 甚至细胞数略有减少(84-96 h). (图 1).

图1  HSC-T6细胞生长曲线.

2.2 克隆形成率  通过综合并计算4个复孔的接种细胞

数和形成克隆的细胞数 得到HSC-T6细胞的克隆形成

率为14/17=82.4%. 说明该转化细胞系的活力较好 增

生能力较强.

2.3 丹参含药血清对HSC-T6细胞增生的作用  在5-80%

浓度范围之内 经直线回归分析得相关系数 r =0.9 487

说明两个变量之间呈显著性正相关关系. 丹参含药血清

抑制HSC细胞增生作用呈剂量依赖性. 经 SSPS 10.0软

件进行ANOVA分析 各剂量组的A570值与对照组相比

均具有显著性差异(P <0.05 表 1). 在 5-80%这个浓度

范围之内随着 丹参含药血清浓度的提高 细胞数有降

低的趋势 即丹参含药血清抑制细胞增生的作用逐渐

加强. 若以抑制率(IE)作为纵座标 以含药血清的对数浓

度作为横座标 作出量效曲线 可以更加清楚地看到其

中的规律: 丹参含药血清抑制HSC细胞增生活性呈明显

剂量依赖性(图2).

表1  丹参含药血清对HSC-T6细胞增生的影响

   培养液中丹参含药血清的体积分数

          对照组

      80%       40%       20%      10%       5%

A570 0.76 0.01 0.88 0.07 0.93 0.09 1.03 0.02 1.13 0.03        1.34 0.05

抑制率      45.5%      34.3%      30.6%     23.1%      15.7%                  -
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图2  丹参含药血清抑制HSC-T6细胞增生的量效曲线.

3   讨论

胶原代谢的异常和细胞外基质(ECM)构成变化是肝纤维

化形成的主要特征 而有充足证据证明肝星状细胞是

主要的ECM生成细胞 其激活和分泌活动增加是肝纤

维化病理发生机制的重要环节[10-11]. 肝星状细胞的激活

表现为复杂多样的表型 包括组织中显著的功能与病

理改变 如细胞增生 纤维形成 细胞因子分泌紊乱及

ECM降解等. 尽管该领域的研究手段与方法已深入到分

子生物学层次 但是抗肝纤维化药物对肝星状细胞增

生的作用仍然是重点考察靶点之一[12-13].

       基于中医辨证论治的精神 发挥中医药的传统优

势 当前中医药抗肝纤维化的实验研究多采用临床验

证有效的复方药物作为考察对象. 其中多数复方具有活

血化瘀功效: 如中药复方丹参的长期治疗能使部分患者

降低P P和LN的水平至正常范围[14 ]; 扶正化瘀方能

抑制胶原合成 促进胶原降解 恢复肝脏结构及功能

且抑制大鼠贮脂细胞和肝细胞增生和胶原生成率[1, 2, 15]; 血

府逐瘀汤能抑制 型胶原[16] 抗纤方还可抑制HSC-

LI90细胞TIMP-1的基因表达 从而促进胶原降解[17-18].

另外 也有部分复方从清热利湿[19]和疏肝软坚[20-21]等多

治则结合研究抗肝纤维化中药 如中药抗纤软肝颗粒

可抑制PDGF诱导的HSC增生 并可能通过干扰Ras-

MEK-MAPK信号通路发挥作用[22-23]. 但是 复方成分

比较复杂 不易分清其针对某一特定模型的有效成分.

因此 从中药单味药入手研究仍然有其积极意义.

        在中药的体外研究引入血清药理学的研究方法 这

使得能一定程度上克服了传统的中药体外研究方法中

的某些弊病[24-25]. 传统体外研究方法中 将药物提取物

直接加入细胞培养液中 并不能反映药物在体内代谢

中药物有效成分发生的变化; 另外 在体外细胞药理实

验中 往往需要使用比色法检测有关药效和毒理学指

标 而许多中药制剂中所含色素或多或少地干扰了实

验结果 影响了实验的可靠性. 由于中药的有效成分可

能是中药本身的化学成分 也可能是他在炮制或提取

过程中产生的中间产物 还可能是进入体内后的代谢

产物 甚至可能是内源性物质的激活物 通过采集药

物代谢后的含药血清 血清药理学方法就能够模拟药

物成分经代谢转化后再作用于靶细胞的作用模式. 同

时 药物血清保持了一般血清的物理性状 适宜细胞

培养的环境 能较好地满足比色分析法的实验要求[26].

        本研究中的丹参具有一系列重要药理作用 如其

有效成分丹酚酸B在体外有抗炎 抗氧化和抑制HSC增

生与胶原合成的作用[27-28] 从丹参提取的单体IH764-3

可诱导HSC凋亡[29-30].

        我们以丹参含药血清作为施加因素 以HSC-T6细

胞株为受试对象 并以HSC细胞增生作为效应指标. 实

验表明丹参含药血清能明显抑制HSC的细胞增生; 而且

这种效应呈剂量依赖性 即随着浓度的增加 其抑制增

生的效应也越大. 我们认为 以HSC-T6细胞增生作为

效应指标和以中药含药血清作为样品所构建的中药抗

肝纤维化体外细胞模型(药物筛选平台)具有所需样品量

少 实验周期短 并且药物作用靶点(HSC-T6细胞增生)

明确等特点.
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背景与目的:研究显示鼻咽癌细胞 3p14-25存在高频率杂合性丢失位点 本研究拟寻找与筛选染色体 3p21区域

与鼻咽癌相关的表达序列标签(express ed sequence tag,EST),为定位候选克隆鼻咽癌相关新基因奠定基础 方

法:充分利用网上的生物信息资源,采用定位查找 ESTs,对 ESTs进行同源性比较分析 筛选;运用逆转录 PCR

(reverse transcription-PCR,RT-PCR)方法,检测ESTs在鼻咽癌和正常鼻咽组织中的表达;并用Northern blot杂交

方法,检测EST在人其他正常组织及肿瘤细胞系的表达状况 结果:在 3p21区域筛选到一个在鼻咽癌中表达下调

的EST(N31985),在 60.00%(3/5)的鼻咽癌细胞株及 47.06% (16/34)的鼻咽癌活检组织检测到有EST(N31985)表

达下调,与正常鼻咽上皮组织相比较,差异有统计学意义(P<0.05) 结论:染色体 3p21区域EST(N31985)在鼻咽癌

中表达下调,提示其可能参与鼻咽癌癌变过程  世界胃肠病学杂志 2004-06-15
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Abstract
AIM: To investigate the effect of losartan on the expres-
sion of tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) and
plasminogen activator inhibition-1 (PAI-1) in the liver of
rat with hepatic fibrosis.

METHODS: Forty-eight SD rats were randomly divided into
four groups: normal control group, model group, losartan-
prevention group, losartan-treatment group. Except rats in
control group, all rats were given subcutaneous injection of
carbon tetrachloride. Rats in prevention and treatment
(from the 5th wk) groups were also given losartan via
gastrogavage. At the end of 12 weeks, rats were sacrificed.
HE and VG stains were used to evaluate the degree of
fibrosis; Immunohistochemistry was used to detect the ex-
pression of TIMP-1 and PAI-1 in the liver tissue, respectively.

RESULTS: Losartan could greatly attenuate the degree of
liver fibrosis (P <0.05) . Intensity score (IS) of TIMP-1 and
PAI-1 in prevention (1.6 900 0.4 228 1.8 900 0.5 127)
and treatment (1.9 000 0.5 925, 2.0 540 0.4 251)
groups was weaker than that in model group (2.5 111
0.3 919,  2.8 500 0.2 013) (P <0.05).

CONCLUSION: Losartan can suppress expression of TIMP-
1 and PAI-1, which may be related to its anti-hepatic fi-
brosis activity.

Meng YN, Zhang GY, Li Q. Effects of losartan on TIMP-1 and PAI-1
expression in rat hepatic fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(6):1361-1364

摘要

目的: 观察氯沙坦对大鼠肝纤维化基质金属蛋白酶抑制剂-

1(TIMP-1)及纤溶酶原激活物抑制剂-1(PAI-1)表达的影响.

从细胞外基质降解的角度探讨氯沙坦的作用机制 为临床

用药提供实验依据.

方法: 制备CCl4大鼠肝纤维化模型 48只大鼠随机分为模

型 预防 治疗及正常对照组. 除正常对照组外 其余大鼠

均皮下注射CCl4;预防及治疗组(第5 wk始)每天予氯沙坦灌

胃 共12 wk HE VG染色观察肝纤维化程度 免疫组化

法检测TIMP-1 PAI-1蛋白表达.

结果:  氯沙坦可显著降低预防组和治疗组大鼠肝纤维化程

度(P <0.05) TIMP-1和 PAI-1平均染色强度 IS在预防

(1.6 900 0.4 228 1.8 900 0.5 127)及治疗(1.9 000

0.5 925 2.0 540 0.4 251)组均明显低于模型组(2.5 111

0.3 919 2.8 500 0.2 013) 有显著性差异(P <0.05).

结论: 氯沙坦能显著降低CCl4诱导的大鼠肝纤维化的程

度 降低TIMP-1和PAI-1表达水平 对肝纤维化有良好

的防治作用.

孟燕妮, 张桂英, 李乾. 氯沙坦对肝纤维化鼠TIMP-1, PAI-1 表达的影响.

世界华人消化杂志  2004;12(6):1361-1364

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1361.asp

0   引言

肝纤维化是以胶原为主的细胞外基质(extracellular matrix

ECM)合成增多 降解相对不足 过多沉积在肝内所

致. 抗肝纤维化包括保护肝细胞 抗氧自由基 促进肝

细胞再生 抑制肝脏炎症 免疫调整 抑制肝星状细胞

(hepatic stellate cell HSC)活化及增生 促进HSC调亡

调整ECM的合成及降解等方面. 至今尚无高效 低毒

而理想治疗肝纤维化的药物. 血管紧张素 (ANG )1型

受体拮抗剂是新一类肾素-血管紧张素系统(RAS)抑制

剂 可有效抑制纤维化的发展[1-5]. 我们通过用CCl4诱

导大鼠 对各组大鼠肝组织中基质金属蛋白酶抑制剂-

1(tissue inhibitor of metalloproteinase-1 TIMP-1)及纤溶

酶原激活物抑制剂-1(plasminogen activator inhibition-1

PAI-1)进行检测 旨在探讨氯沙坦治疗肝纤维化的作

用机制 如下.



1362                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 6月 15 日  第 12 卷  第 6 期

1   材料和方法

1.1 材料  SD 大鼠 雌雄不分 质量 180±45 g 购
自湘雅实验动物中心; CCl4为天津市博迪化工有限公司

产品 含量>99.5 ; 兔抗大鼠PAI-1 TIMP-1多克隆

抗体购自武汉博士德生物工程有限公司; 链霉素抗生物

素蛋白 过氧化酶免疫染色趋敏试剂盒(Spkit)购自北京

中山生物公司; 氯沙坦为默沙东医药公司产品.

1.2 方法  采用400 mL/L CCl4(CCl4 石蜡油为2 3)

油剂 3 mL/kg 2 次 /wk造模. 48 只大鼠随机分为四

组 M组(模型组 13只)按上述方法造模 4 wk 末活

杀 2 只 切取肝脏 病理科送检 对比观察肝纤维

化的程度; P组(预防组 12只)造模的同时给予氯沙坦

10 mg/kg 灌胃 1次 /d; T组(治疗组 12只)造模的同

时5 wk始给予氯沙坦10 mg/kg灌胃 1次 /d; N组(对照

组 11只)按 3 mL/kg 石蜡油 2次 /wk 正常饮食饮

水 4 wk 末活杀2只 病理科送检 以作对比. 12 wk

末处死所有大鼠.

1.2.1 HE VG染色  光镜对肝纤维化程度作半定量分

析 根据纤维结缔组织增生程度将其分为0- 级. 0级:

未见纤维组织增生; 级 纤维组织增生局限于汇管区

或有汇管区扩大 有向小叶发展的倾向; 级纤维结缔

组织增生进入肝小叶2/3 及有 级同样的改变; 级

纤维结缔组织进入肝小叶中央静脉周围; 级 纤维结

缔组织在全小叶呈多处弥漫性增生 有假小叶形成

并有 级同样改变.

1.2.2 免疫组织化学染色  肝组织标本用40 g/L甲醛液

固定 石蜡包埋4 µm连续切片 采用SP法作免疫组
化染色. 切片; 常规脱蜡至水; 微波抗原修复; 加100  mL/L

正常血清封闭30 min; 加 TIMP-1或 PAI-1多克隆抗体

(一抗 稀释度均为1 100) 4 过夜; 加生物素二抗

37 恒温 30 min; 加亲和素-过氧化酶溶液37 

20 min; 加DAB显色 镜下控制显色时间; 苏木素复染

乙醇脱水 二甲苯透明 树胶封片 镜检 并照相记录.

为保证实验结果的可靠性 特别是免疫组化的特异性

采用省略一抗 用PBS代替一抗. TIMP-1 PAI-1蛋白

均以胞质内出现棕黄色颗粒为阳性反应 切片在10倍

物镜视野下观察 随机计数5个视野中各染色强度细胞

数的百分比. 根据细胞染色强度分为四级 并分别计

分: 阴性 细胞无着色(0 分); 弱阳性 细胞着色为浅

黄色(1分); 中度阳性 细胞着色为棕黄色(2分); 强阳性

细胞着色为棕褐色(3 分) 计算每一强度的视野数

根据下列公式计算每张切片的平均染色强度:  I S

(intensity score)= (0 F0)+(1 F1)+(2 F2)+(3

F3) F= 10 视野.

        统计学处理  肝纤维化病理等级资料比较采用非参

数秩和检验. 免疫组化为计量资料结果用mean SD表

示 经方差齐性检验后 对数据进行方差分析. 使用统

计软件SPSS10.0 取检验水准 α =0.05

2   结果

2.1 氯沙坦对大鼠肝纤维化程度的影响  肝组织HE VG
染色结果显示 第4 wk末模型组大鼠肝组织与正常组相
比可见小灶或片状坏死 脂肪变性 炎性细胞浸润明显
胶原纤维沿汇管区或炎症坏死区分布. 12 wk末肝组织 正
常大鼠肝小叶结构完整 中央静脉窦周围肝细胞索放射
状排列 未见肝细胞坏死及炎症细胞浸润 胶原着色仅见
于血管壁. 模型组肝组织呈现显著的脂肪变性 肝细胞变
性坏死 大量炎性细胞浸润 汇管区扩大 汇管区胶原沉
积 纤维间隔增宽 部分肝组织有明显的假小叶形成. 用
药各组炎症程度及空泡变性较模型组均显著减轻 纤维

间隔细少 汇管区胶原亦减少 无假小叶形成(表1 图1).

表1  实验大鼠肝纤维化的级别分布

    肝纤维化分级
分组  n

0                                         

M  9 0          0            1             6             2

Pa 10 0          1            6             3             0

Ta 10 0          0            6             4             0

N  9 9          0            0             0             0

aP <0.05 vs groupM.

图1  大鼠肝组织VG染色 100. A:模型组VG染色; B:治疗组VG染
色; C:预防组VG染色.

A

B

C
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2.2 氯沙坦对大鼠肝组织TIMP1 PAI-1 表达的影响

TIMP1 PAI-1 蛋白阳性表达信号为棕黄色颗粒 均

集中在细胞质. 在模型组中 二者的表达多呈弥漫性分

布 预防及治疗组中 二者多为局限性阳性 信号

较模型组弱 少数为弥漫性表达. 正常肝组织仅在中央

静脉周边及汇管区可见少量弱阳性信号表达. 对照实验

省略一抗后阳性信号消失 检测结果为阴性 实验证

实此免疫组化检测结果是特异性(表 2 图 2 3).

表2  大鼠肝组织TIMP-1, PAI-1蛋白表达强度 IS(mean±SD)

分组  n TIMP-1 PAI-1

模型组   9              2.5 111 0.3 919            2.8 500 0.2 013

预防组 10              1.6 900 0.4 228a           1.8 900 0.5 127a

治疗组 10      1.9 000 0.5 925a           2.0 540 0.4 251a

对照组   9      0.4 500 0.1 516            0.3 000 0.1 825

aP <0.05 vs groupM.

3   讨论

肝纤维化是一切慢性肝病的共同病理学基础 虽不同

肝病致病机制不完全相同 但各种不同病因肝纤维化
发生最终共同途径是由细胞因子介导的细胞-细胞相
互作用 以及基质 - 细胞相互作用引起的HSC 的激
活 转化为肌成纤维细胞(myofibroblastic-like cell
MFBLC) 表达多种细胞因子及受体 大量增生 大
量合成肝脏细胞外基质(extracellular matrix ECM) 而
ECM的降解降低引起[6-9]. 参与ECM降解过程有基质金
属蛋白酶类 丝氨酸蛋白酶类和半胱氨酸蛋白酶类. 基
质金属蛋白酶类(matrix metalloproteinases MMPs)是一组
锌离子依赖酶 他通过降低胶原螺旋结构的稳定性 改
变底物的二级结构 为其他蛋白酶作进一步降解创造条
件. 而基质金属蛋白酶组织抑制剂(tissue inhibitor of
metalloproteinases TIMPs)是一组具有抑制MMPs功能的
活性多肽 他不但与MMP酶原以1 1形式相结合抑
制其活化 而且能灭活活性酶 从而使MMPs失去降解
功能 抑制ECM的降解[10-11]. 肝纤维化时TIMP-1大量
表达 使MMPs活性减少 造成肝损伤后增生的ECM成
分尤其是 型胶原降解减少 沉积增多 而通过抑
制TIMP-1的表达 可有效抑制 型胶原的增生[12-16]

从而延缓纤维化的发展.
        纤溶酶原激活物(plasminogen activator PA)/纤溶酶

图2  大鼠肝组织TIMP-1免疫组化 400. A:模型组TIMP-1; B:治疗
组TIMP-1; C: 预防组TIMP-1.

图 3  大鼠肝组织PAI-1免疫组化 400. A:模型组PA2-1; B: 治疗组
PA2-1; C: 预防组PA2-1.

A

B

C

A

B

C



系统在丝氨酸蛋白酶类中占据着主导地位. PA可激活纤

溶酶原形成纤溶酶 纤溶酶可直接降解ECM中多种成分

(纤维蛋白 纤维连接蛋白 蛋白多糖 板层素等[17-19]

还能激活基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases

MMPs) 使ECM降解[20] PAI-1 (plasminogen activator

inhibition-1 PAI-1)是 PA 快速 专一有效的生理抑

制因子 他通过活性中心与tPA形成1 1复合物 使

PA失活 从而抑制其后的激活反应. 因此PAI-1在组织

内水平的升高和(或)活性的增强能有效的抑制纤维蛋白

的水解和ECM的降解 继之增加组织内纤维蛋白的沉

积和ECM的积聚 从而导致或促进器官的纤维化或硬

化[21-24]. 血管紧张素 (Ang )可引起HSC收缩 促进

其增生 是HSC的分裂原之一[25]. Ang 是通过其 型

受体(ATR1)作用于HSC. 同时Ang 还能刺激转化生长

因子-β1(TGF-β1)的合成和分泌 间接通过TGF-β1
刺激HSC分泌细胞外基质[26]. 氯沙坦作为ATR1阻断剂

通过阻断上述途径从而延缓纤维化的发展 其在心肌

及肾脏方面都有很好的抗纤维化作用. 我们发现 预防

组 治疗组与模型组比较 TIMP-1 PAI-1蛋白表达

水平明显降低(P <0.05) 同时发现用药各组大鼠肝组

织坏死程度及空泡变性较模型组均有改善 纤维间隔

增生受抑(P <0.05). 与国外的研究Ang 通过上调组织

中TIMP-1 PAI-1mRNA促使纤维化形成这一观点相

符. 而预防用药与治疗组相比 无显著差异(P >0.05)

可能与样本量小有关. 本研究结果提示 氯沙坦通过抑

制肝纤维化肝组织中TIMP-1 PAI-1蛋白的表达 促

进ECM降解 从而延缓纤维化的形成和发展. 研究结果

为氯沙坦防治肝纤维化提供了一定的实验依据 其更

深层的作用机制有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To clone human HMGB1 A box and B box cDNA, to
construct their prokaryotic expression vectors and to express
their products for examining their activity.

METHODS: The total RNA was extracted from human tonsil
and the human HMGB1 A box and B box cDNA sequence
were amplified using RT-PCR, and inserted into pUC19 for
sequence analysis. Then the identified cDNAs were inserted
into the new type of prokaryotic expression vector pQE-
80 L/DHFR. Having induced by IPTG for 4 h, we confirmed
the confusion protein by SDS-PAGE, then identified the ex-
pressed confusion protein by Western blotting.

RESULTS: The target DNA fragments by RT-PCR were com-
pletely same as the sequence reported in GenBank. The
recombinant prokaryotic expression vector was constructed
and the fusion protein expressed, which was then identified
by Western blotting.

CONCLUSION: Cloning of HMGB1 A box and B box cDNA,
construction of  their prokaryotic expression vectors and
expression of fusion protein have provided the fundamental
proof for examining their biological activity.

Zhang Y, Hen FT, Li RF, Lian JQ, Yang ZH, Gao HG. Cloning and
expression of HMGB1 A box and B box cDNAs. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(6):1365-1368

摘要

目的: 克隆人HMGB1中的A box (1-85 aa)和 B box (88-

162 aa)的 cDNA 构建重组原核表达载体并对其诱导表

达 为检测其生物学活性做准备.

方法: 提取人新鲜扁桃体组织总RNA 经RT-PCR扩增出

人 HMGB1 A box和B box 的 cDNA 序列 并分别克隆至

载体pUC19进行序列测定 随后分别构建于高效原核表

达载体pQE-80L/DHFR中 经 IPTG诱导 4 h后 可表

达 r 约 35 000 34 000 的融合蛋白. Western Blotting 鉴

定所表达的目的蛋白.

结果: 经RT-PCR扩增得到了255 bp和 225 bp的DNA片

段 经序列分析与GenBank中报道的已知序列完全一致

构建了含融合蛋白的重组表达质粒 诱导表达了目的蛋

白 经Western Blotting证实 在 r分别约为35 000和

34 000处有两条清楚的蛋白带.

结论: HMGB1 A box 和B box  cDNA的克隆 原核表达

载体的构建及目的蛋白的表达鉴定 为进一步研究

HMGB1 A box和B box的生物学功能奠定了基础.

张艳, 何凤田, 李蓉芬, 连继勤, 杨朝辉, 高会广. 人HMGB1 A box和B box

cDNA的克隆与表达. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1365-1368
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0   引言

高迁移率族蛋白B1(high-mobi l i ty  group box-1

HMGB1) 是根据其在聚丙烯酰胺凝胶电泳中有很高的

迁移率而得名. 他是一个重要的晚期致炎因子 与全身

性炎症及其并发症毒性综合征(sepsis syndrome)的发生与

发展密切相关.巨噬/单核细胞 垂体细胞受内毒素 IL-

1α TNF 刺激后均能释放HMGB1 HMGB1也可刺激
巨噬 /单核细胞释放致炎因子 如TNF IL-1α IL-
1β等[1]. 因此 HMGB1成为抗炎治疗新靶点[2-4]. 目前发
现HMGB1还与肿瘤的生长和侵袭(如乳腺癌 胃肠道肿

瘤等) [5-6]以及类风湿关节炎有关[7].  经结构功能分析

HMGB1的致炎活性位于B box 而另一个结合DNA 的

功能结构域HMGB1 A box却能竞争性抑制HMGB1的活

性 但其作用机制尚不清楚. 因此 我们以人新鲜扁桃

体组织总RNA为材料 经RT-PCR扩增出人 HMGB1 A

box和B box 的 cDNA 序列 并将其克隆于载体pUC19

进行测序 随后构建于高效原核表达载体pQE-80L/

DHFR 进一步诱导该蛋白的表达 从而为今后的深入

研究其生物学功能及作用机制打下基础.
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1   材料和方法

1.1 材料  人新鲜扁桃体组织取自临床手术切除的扁桃

体; 质粒pUC19购自华美公司; 原核表达载体pQE-80L/

DHFR由本室保存; 大肠杆菌 JM109 DH5α由本室保
存; Tripure RNA提取试剂为Roche公司产品; PCR引物

由上海生工公司合成; RT-PCR 及 PCR纯化试剂盒为

Promega公司产品; 限制性内切酶 T4 DNA连接酶购自

Promega公司; 小鼠抗人His抗体购自德国Qiagen公司;

HRP标记的山羊抗小鼠IgG购自华美公司; 浓缩DAB显

色液购自北京中同生物技术有限公司; 硝酸纤维素膜为

Roche公司产品.

1.2 方法  取人新鲜扁桃体组织 按Tripure 试剂盒说

明提取细胞总RNA 经甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴定

其完整性 经紫外分光光度计测定其浓度. RT-PCR扩

增人HMGB1 A box 和B box cDNA. 根据GenBank中编码

人HMGB1 A box (1-85 aa) HMGB1 B box (88-162 aa)

的 cDNA序列 分别设计一对特异性引物. HMGB1 A

box上游引物: 5 - GC GGT ACC ATG GGC AAA GGA

GAT CCT A-3 (划线部分为 Kpn  酶切位点) 下游

引物: 5 - GC AAG CTT TCA TGT CTC CCC TTT GGG

A-3 (划线部分为Hind  酶切位点);  HMGB1 B box上

游引物: 5 - CC GGT ACC AAG TTC AAG GAT CCC

AAT -3 (划线部分为 Kpn  酶切位点); 下游引物:

5 - CC AAG CTT TCA ATA TGC AGC AAT ATC C -3

(划线部分为Hind  酶切位点). RT-PCR按试剂盒说明进

行: RNA 5 µL(约 1 µg) 5 反应buffer 10 µL 上 下
游引物各2 µL dNTP 1 µL 25 mmoL/L MgSO4 2 µL
AMV反转录酶1 µL(5U) Tfl DNA 聚合酶 1 µL(5U)
ddH2O 26 µL 总体积为50 µL; 反应程序为48  45 min;
94 预变性2 min; 然后(94  30 s; 60  1 min; 68 

2 min) 40个循环; 最后68  7 min. 分别取5 µL RT-
PCR产物于20 g/L琼脂糖凝胶中电泳 凝胶扫描仪下

观察并记录结果. 将RT-PCR产物及载体pUC19经Hind

Kpn 酶切后 分别用纯化试剂盒进行回收 按

常规条件于16 连接12 h 将连接产物转化至大肠杆

菌 JM109 感受态细胞 经蓝白筛选获得阳性重组子

提取质粒 经Hind Kpn 酶切鉴定获得重组质粒

(命名为pUC19/HMGB1 A box pUC19/HMGB1 B box).

然后由上海生工公司进行序列测定. 行 DNA 测序后

以Hind Kpn 酶切pUC19/HMGB1 A box  pUC19/

HMGB1 B box 质粒 回收目的片段并连接于原核表达

载体pQE-80L/DHFR.将重组原核表达载体转化至大肠

杆菌DH5α 经质粒提取和酶切鉴定得到重组原核表
达载体pQE-80L/DHFR/HMGB1 A box pQE-80L/

DHFR/HMGB1 B box. 挑取含重组原核表达载体的单个菌

落接种于LB培养基 (含 50 mg/L 氨苄青霉素) 37 培

养过夜后 按10 g/L接种于新鲜LB培养基 37 培养

至 600 nm约为0.7 加入 IPTG至终浓度为 1 mmoL/L

诱导 4 后 离心收菌 行SDS-PAGE(分离胶120 g/L

积层胶50 g/L) 再经灰度扫描确定菌体总蛋白中目的蛋

白的比例.  以所表达目的蛋白上的His标签肽为标志 经

Western blot行进一步鉴定 其简要步骤是: 将诱导表达

的产物先行SDS-PAGE 然后以半干法电转移至硝酸纤

维素膜(NC膜)上 取下NC膜短暂漂洗后用丽春红染膜

待蛋白marker条带显色后用滤纸将膜轻轻吸干 用记号

笔标记蛋白marker各条带 继而经漂洗去除用丽春红

然后依次经50 g/L脱脂奶粉室温封闭1 h 与抗-His单

抗孵育1 h 与HRP标记的山羊抗小鼠IgG孵育1 h 每

步完成后均严格洗膜 最后加DAB避光显色.

2   结果

2.1 RT-PCR扩增HMGB1 A box和B box的 cDNA  扩

增产物行电泳后 可见清晰条带 片段大小分别约为

255 bp和 225 bp(图 1).

2.2 阳性重组子的筛选  阳性重组子pUC19/HMGB1 A

box  pUC19/HMGB1 B box 经酶切后 分别可见约为

255bp和 225bp大小的目的片段(图2).

2.3 序列测定

人HMGB1 A box cDNA序列

ATGGGCAAAG GAGATCCTAA GAAGCCGAGA GGCAAAATGT CATCATATGC

ATTTTTTGTG CAAACTTGTC GGGAGGAGCA TAAGAAGAAG CACCCAGATG

CTTCAGTCAA CTTCTCAGAG TTTTCTAAGA AGTGCTCAGA GAGGTGGAAG

ACCATGTCTG CTAAAGAGAA AGGAAAATTT GAAGATATGG CAAAAGCGGA

CAAGGCCCGT  TATGAAAGAG  AAATGAAAAC   CTATATCCCT    CCCAAAGGGG

AGACA

人HMGB1 B box cDNA序列

AAGTTCAAGG ATCCCAATGC ACCCAAGAGG CCTCCTTCGG CCTTCTTCCT

CTTCTGCTCT GAGTATCGCC CAAAAATCAA AGGAGAACAT CCTGGCCTGT

CCATTGGTGA TGTTGCGAAG AAACTGGGAG AGATGTGGAA TAACACTGCT

GCAGATGACA AGCAGCCTTA TGAAAAGAAG GCTGCGAAGC TGAAGGAAAA

ATACGAAAA G  GATATTGCTG   CATAT
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图1  RT-PCR产物的琼脂糖凝胶电泳结果.1: 人HMGB1 A box cDNA;
2: 人HMGB1 B box cDNA.

图 2  重组质粒的酶切鉴定. 1: pUC19/ HMGB1 A box /Hind Kpn
; 2: pUC19/ HMGB1 B box /Hind Kpn ; 3: pUC19/ Hind
Kpn .

2.4 重组原核表达载体的构建  将序列正确的HMGB1 A

box B box cDNA分别克隆于原核表达载体pQE-80L/

DHFR 得到重组原核表达载体 pQE-8 0L /DHFR /

HMGB1A box pQE-80L/DHFR/HMGB1B box 经酶

切后分别见约为255 bp和225 bp大小的目的片段(图3).

图 3  重组原核表达载体的酶切鉴定. 1: pQE-80L/DHFR / HMGB1 A
box /Hind Kpn ; 2: pQE-80L/DHFR / HMGB1 B box /Hind
Kpn ; 3: pQE-80L/DHFR / Hind Kpn .

2.5 重组蛋白的表达与鉴定  重组原核表达载体转化至大

肠杆菌DH5α后 以IPTG诱导表达 对细胞裂解液进
行SDS-PAGE 结果显示重组目的蛋白在Mr35 000

Mr34 000处分别有一清晰条带 与预期结果一致 而

含融合蛋白DHFR的空载体 pQE-80L/DHFR的菌株在

Mr 26 000处有一清晰条带(图4). 灰度扫描显示目的蛋白

表达量占菌体总蛋白的40% 这表明目的蛋白在大肠

杆菌中获得了高效表达. 以His标签肽为标志的Western

blot 分析显示 经 IPTG 诱导的含重组原核表达载体

pQE-80L/DHFR/HMGB1A box pQE-80L/DHFR/

HMGB1 B box的菌体裂解物能与抗-His单抗特异性反

应 在约Mr 35 000 与Mr 34 000 处呈现一条带 而经

同样诱导的含融合蛋白DHFR的空载体 pQE-80L/DHFR

在约Mr 26 000有一清晰条带 说明所表达的融合蛋白

的确是目的蛋白(图5).

图4  重组蛋白表达的SDS-PAGE分析. 1: 对照质粒pQE-80L/DHFR
未经 IPTG诱导; 2: 对照质粒pQE-80L/DHFR经 IPTG诱导后; 3: 重组
质粒pQE-80L/DHFR/HMGB1 A box 未经 IPTG诱导; 4: 重组质粒
pQE-80L/DHFR/HMGB1 A box 经 IPTG诱导后; 5: 重组质粒pQE-
80 L/DHFR/HMGB1 B box 未经 IPTG诱导; 6: 重组质粒pQE-80 L/
DHFR/HMGB1 B box经 IPTG诱导后.

图 5  重组蛋白的Western blot 鉴定. 1: 重组质粒pQE-80L/DHFR/
HMGB1 A box经 IPTG诱导后;  2: 重组质粒pQE-80L/DHFR/HMGB1
B box经 IPTG诱导后;  3: 对照质粒pQE-80L/DHFR经 IPTG诱导后.

3   讨论

HMGB1 是高迁移率族蛋白超家族的成员 根据结构

特点高迁移率族蛋白超家族可分为HMGB HMGN

HMGA三类家族 而HMGB1属于HMGB家族 真核

细胞染色质中含有丰富的HMGB1 人HMGB1含 215

个氨基酸残基 基因定位于染色体13q12. N 端富含赖

氨酸 而氨基酸序列高度保守的C 端(又称产酸尾端

acidic tail 富含天冬氨酸和谷氨酸. HMGB1 含有

2 个约80aa组成的 L 型的HMG box 分别是A box

(1-85 aa)和B box (88-162 aa)是结合DNA的功能结构域.

其中 B box 是HMGB1发挥致炎功能的主要区域[8] 而

A box 却能竞争性抑制HMGB1的致炎功能. 膜相关的

HMGB1 结合的受体是RAGE (receptor for advanced

glycation end products). 内皮细胞 血管平滑肌细胞

神经元 单核 / 巨噬细胞均表达RAGE [9]. HMGB1 与

RAGE 高亲和力结合 较其他的RAGE 配体高 7 倍.

HMGB1与RAGE结合能诱导大鼠平滑肌细胞的迁移[10]

和促进轴突生长[11] 而且能抑制肿瘤的生长和转移 [12].

目前的研究发现细胞表面可能还存在着其他的HMGB1
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受体[13].

       目前 发现HMGB1可作为晚期致炎因子 密切参

与炎症的发生发展. 动物实验表明 大鼠经致死量脂多

糖 (LPS)处理后 TNF IL-1β等早期致炎因子一般都
在6 h内达到高峰 然后很快回到基础水平 而大鼠

仍在攻击后数日内死亡 故提示内毒素血症致死亡的

过程中, 存在一种迟发递质即HMGB1起着重要的作用.

TNF基因敲除小鼠在注射高剂量的内毒素后数小时至

数天内也发生死亡. 同时 Wang et al 用LPS刺激大鼠

RAW264.7 细胞, 并用 SDS-PAGE法分析此条件培养

基 发现LPS刺激后18 即可诱发一种Mr 30 000 的

蛋白质出现 而在早期此种蛋白质并不突出 经氨基酸

序列分析证实这种迟发递质为大鼠HMGB1. 巨噬细胞

单核细胞 垂体细胞受内毒素 IL-1 TNF 刺激后

在胞内形成丰含HMGB1的囊泡 再以胞吐的方式释放

HMGB1[14] 同时 HMGB1 也可刺激单核细胞 巨噬

细胞释放致炎因子 如TNF IL-1α IL-1β IL-6
IL-8 MIP-1α MIP-1β等. 因此 我们选用了手术
切除的人新鲜扁桃体组织来提取总RNA 最终获得了

与已知序列完全一致的目的片段.

        由于HMGB1A box  HMGB1 B box的分子量分别只

有10 000 和 9 000 难以在细菌体内形成正确的折叠

和稳定表达 容易被降解 因此我们从pQE-40L质粒

上截取了表达二氢叶酸还原酶(DHFR)的基因片段 与

目的基因片断一起连接于表达载体pQE-80L上 从而

获得了HMGB1A box HMGB1 B box 融合蛋白稳定的

表达.另外 我们所采用的原核表达载pQE-80L是一种

高效表达载体 该载体表达的目的蛋白量可达到细胞

蛋白总量的50 表达蛋白的N端带有6 His-tag

便于纯化和检测.
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of the fluency-based
therapy on gastrointestinal motility in rats with acute pan-
creatitis (AP).

METHODS: AP rats were induced by choledochal retro-
grade injection of 15 g/L sodium taurocholate 0.5 mL. The
treatment group was administered with Qingyitang orally
as a representative prescription of the fluency-based
therapy and erythromycin given orally as a control group.
The gastrointestinal motility, motilin, amylase and related
parameters of AP were observed. We introduced the trace
multi-channel calorstat from Japan to observe the con-
traction effect of Qingyitang on colon longitudinal muscle
strips with different component of Qingyitang according to
the orthogonal designed methods (L12(211)) in vitro.

RESULTS: The drive rate of small intestine on AP group
was significantly reduced (0.21±0.08, P <0.01) with
Qingyitang (0.49±0.17) and erythromycin groups (0.30±0.10);
The serum concentration of motilin (119±24 pg) in AP group
was significantly lower than that of normal control group
(169±52 pg, P <0.05), While the concentration of
Qingyitang group (206±60 pg) was significantly higher than
that of AP group (P <0.01). Besides, the pancreatitis mass
edema, inflammatory cell infiltration and serum amylase
were significantly decreased. Radix glehnine, Radix
aucklandiae, Rhizoma corydalis and Radix et Rhizoma rhei
of Qingyitang could increase the tension of the muscle strip
in vitro (P <0.05).

CONCLUSION: The obstruction of gastrointestinal motility
is an important pathologic process of AP, and Qingyitang
as a representative prescription of the fluency-based
therapy in traditional Chinese medicine, can improve the
gastrointestinal motility in rats with AP.

Wei MX, Li JJ, Wang YX, Nokihara K. Effect of Qingyitang on gas-
trointestinal motility in rats with acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(6):1369-1372

摘要

目的: 从急性胰腺炎(AP)大鼠肠动力改变探中医中药急性胰

腺炎治疗的以通为用思想的机制.

方法: 由胆总管逆行注射15 g/L牛磺胆酸钠0.5 mL诱导大

鼠AP 以红霉素为对照 并设假手术组空白对照 给模型

大鼠灌喂通下解毒的代表方清胰汤 分别观察各组小肠动

力学 血清胃动素(Mot) 血清淀粉酶(AML)和胰腺组织

病理改变指标. 并用正交设计的方法 观察了清胰汤不同

药物对离体豚鼠结肠平滑肌条张力的影响.

结果: 小肠推进比与AP 组 (0.21 0.08)相比较 清胰汤组

(0.49 0.17)和红霉素组(0.30 0.10)明显提高(P <0.01)

AP组血清MOT(119 24 pg)明显低于对照组(169 52 pg

P <0.05) 清胰汤组(206 60 pg)显著高于AP组(P <0.01).

清胰汤组的胰腺组织病理改变和血清AML显著改善. 清胰

汤各药对平滑肌有兴奋作用 对肌条张力影响的大小顺序

是白芍 木香 延胡索和大黄.

结论: 小肠动力障碍是AP发展的重要病理过程 中医以通

为用 通下解毒的清胰汤能改善AP大鼠的胃肠动力的同

时 减轻了AP的病理损伤.

魏睦新, 李建军, 汪幼学, 轩原清史. 急性胰腺炎大鼠清胰汤治疗的肠动力作

用机制. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1369-1372

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1369.asp

0   引言

急性胰腺炎是一种常见急腹症 由于中西医结合治疗

的开展 使其死亡率有了大幅度的下降[1-5]. 多年来以天

津南开医院为首的科研团组 研究出了以清胰汤为首

的一系列治疗效方[1]. 从治法理论来看 明显地受中医

六腑以通为用 思想的指导. 目前对AP研究已开始

注意到胃肠动力在整个发病和预后的重要作用[6-9]. 那么

以通下解毒为主的清胰汤 其治疗胰腺炎的机制 是否

与改善AP的肠道动力学有关 其意义又何在 我们以
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Mot受体激动剂红霉素为对照 观察了清胰汤对AP 大

鼠胃肠动力的影响 并用离体豚鼠肠管对清胰汤的平

滑肌活性进行了正交分析. 借以从肠动力改变探急性胰

腺炎治疗中以通为用思想的意义.

1   材料和方法

1.1 材料  清胰汤(处方源自南开清胰一号方)由以下中药

组成: 柴胡 15 g 木香 10 g 大黄 15 g 白芍 15 g 黄

芩 10 g 胡黄连 10 g 芒硝 10 g (江苏药材公司). 药

物按醇水混合抽提的方法 制成1 mL相当生药1 g的

原液 冷藏备用. 牛磺胆酸钠(Taurocholic cid lot 46 h

0316  Sigma); 胰蛋白酶(Trypsin lot 67 h 7070 Sigma); 红

霉素(Erythromycin 生产批号 0307-9713 中国药品生物

制品检定所). 健康 SD 大鼠 40只 质量200 20 g;

豚鼠10只 质量400 20 g 由江苏省实验动物中心

提供.

1.2 方法  SD大鼠适应性饲养1 wk后 随机分为对照

组 AP组 红霉素组 清胰汤组 每组10只. 实验前

禁食自由饮水24 h. 按照文献[10]方法 各组动物均在乙

醚麻醉下 沿腹中线分层打开腹腔 在十二指肠内侧找

到胆总管 用微型血管夹夹住近肝端 在十二指肠端用

留置针穿刺 注射15 g/L的牛磺胆酸钠0.5 mL(5 min内

匀速完成). 假手术对照组胆总管内注射相同剂量的生理

盐水. 术后1 h 清胰汤组以清胰汤(1 mL相当生药1 g)

红霉素组以红霉素(1 g/L) AP组和对照组给予相同剂

量的生理盐水灌胃 每次1.5 mL 每次间隔1 h 共 3

次. 术后5 h 各组以美蓝1.5 mL灌胃 术后6 h断头取

血分离血清置-30 冰箱保存待检测; 打开腹腔记录胰

腺大体情况 取胰腺组织迅速投入40 g/L的甲醛溶液

固定送病理检查. 测量小肠的总长T(自幽门至回盲部的

长度)和染蓝小肠的长度A. 组织病理学检查: 将胰腺组

织标本固定 12 h 后取出石蜡包埋 切片 HE 染色

由同一病理医师单盲检查. 按水肿 炎性细胞浸润

出血坏死评分. 最重者给4分 正常者0分来描述结果.

计算小肠推进比R根据测定长度按如下公式计算: R=A/

T. 血清MOT放免法测定. 血清AML用碘-AML法(苏氏

法)测定. 离体平滑肌实验按文献[11]方法: 豚鼠脱颈处

死 开腹迅速自肛门上1 cm处取长约15 cm结肠 用

台氏(Tyrode s)液轻柔冲洗 沿肠系膜剪开取肠系膜

对侧结肠纵肌肌条(7 mm 1 mm). 肌条两端分别以非弹

性细丝结扎成小环 固定于微量多导离体器官水平浴

槽(日本国立医学生理研究所提供)中 一端用头皮针

固定于浴槽底部 另一端与肌肉张力换能器相连 持

续灌流台氏液(3 mL/min)并通95% O2加5% CO2 施加

1 g负荷张力 以Doctor-95 Super Lab系统实时记录

平衡约1 h. 平衡后按正交表顺序加药 100 µL/ 次 最
后滴Atropine和Ach(1.0 10-5 moL/L)各40 µL. 每个药品
滴加2-3次 取均值. 充分反应后 匀速(8 mL/min)洗脱

平衡30 min后加药. 实验结果以平滑肌收缩曲线下面积

(积分)表示.

        统计学处理  生物学实验数据以mean±SD 表示 组
间显著性差异检验作F 检验. 中药正交实验设计:因素水

平的确定 以清胰汤中的8味中药为研究因素 每个因

素有两个水平: 即水平1(给药) 水平2(不给药). 正交设

计的选择: 本实验重点在于探讨各因素之间的差异 每

个因素只取两个水平 不考虑交互作用 选择L12(211)正

交表 实验误差由空列和重复数据获得. 以Ach效应指

标为100% 标化各组数据 作 F检验.

2   结果

小肠推进比AP组(0.21 0.08)较假手术对照(0.36 0.17)

组显降低(P <0.05) 与AP 组相比较 清胰汤组(0.49

0.17)和红霉素组(0.30 0.10)明显提高(P <0.01) 清胰

汤组优于红霉素组(P <0.05 表1). AP组血清MOT明显

低于对照组(P <0.05) 清胰汤组显著高于AP组(P <0.01

表 1). AP组血清AML比假手术对照组显著增高 约为

正常大鼠的20倍 清胰汤组比AP组显著降低 红霉素

组与AP组无显著性差异(表1).

表1  急性胰腺炎大鼠小肠推进比 血清Mot 和AML(mean±SD)

组别  n 小肠推进比 MOT (pg) AML(U/L-1)

清胰汤组 10 0.49 0.17b 206 60b 4 721 963b

红霉素组 10   0.3 0.10a 164 28a 6 015 872

胰腺炎组 10 0.21 0.08 119 24 6 478 1 212

对照组 10 0.36 0.17b 169 52b 1 202 1 145b

aP <0.5, bP <0.01 vs AP.

        组织病理学结果: 假手术对照组胰腺组织腺泡完整

个别有轻度水肿 和少量炎性细胞浸润 无间质充血

无出血和坏死; AP组腺泡欠完整 间质充血 水肿大量

中性粒细胞及单核细胞等炎性细胞浸润 出血 部分小

叶坏死为明显的坏死性胰腺炎. 清胰汤组的腺泡虽然也

有破坏但各项病理指标的程度都较AP减轻(P <0.01). 红

霉素组与AP组相似 水肿程度较轻(P <0.01 图 1).

图1  胰泉组织损伤程度. aP <0.5, bP <0.01 vs AP (n =10).
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          清胰汤正交设计方法观察不同药物对离体豚鼠结肠

平滑肌条张力的影响结果参见表 . 计算极差R值: 各药

对肌条张力影响的大小顺序是D>E>A>F>C >H=I>B

结合 K 值可以看出D E F 和 G 即白芍 木香

延胡索和大黄对平滑肌有兴奋作用(  <0.05 表 3).

表   清胰汤离体实验结果方差分析表

方差来源        L V      MS               F     显著性

       A 0.05 444 1 0.05 444          2.21 106

       B 0.00 054 1 0.00 054          0.02 211

       C 0.02 668 1 0.02 668          1.08 342

       D  0.1 369 1   0.1 369          5.55 968 P <0.05

       E  0.0 576 1   0.0 576         2.33 921

       F 0.05 138 1 0.05 138          2.08 652

       G 0.02 151 1 0.02 151          0.87 359

       H 0.02 151 1 0.02 151          0.87 359

   误差 0.66 484            27 0.02 462

3   讨论

AP尤其是重症急性胰腺炎(SAP)为高危急腹症 其死

亡率高者可达40%. 因其发病机制未能完全阐明[12-13]

治疗对策仍有许多争议. 近年来 随着 白细胞过度激

活 多种细胞因子和严整递质级联反应学说 胰腺微

循环障碍学说 肠道细菌移居-胰腺组织继发感染学

说 的提出 以及影像学 监测手段 抗生素和抑酶药

物的发展 使SAP的治疗有了概念上的更新. 中西医结

合治疗是比较公认的疗法. 从中医观点来看 AP属于脾

胃肝胆之病. 多因暴饮暴食 克伤脾胃 或情志刺激 暴

怒伤肝 横逆脾胃 或蛔虫上扰 肝胆气机逆乱等. 其

关键病理是肝胆气滞血瘀 脾胃运化失司 湿蕴热蒸

腑气不通. 治疗时 虽然强调辨证论治 可以分为肝气

郁滞 脾胃实热 脾胃湿热和蛔虫上扰等不同证型 处

方用药也有所不同. 但实践证明 通腑之法 为各型必

用. 充分体现了中医六腑以通为用的思想. 然而从治法角

度寻找AP的治疗规律 探究通腑之法现代机制和意义

研究还不多.  近年来胃肠生理学的研究表明 肠道除了

消化吸收营养的功能外 还是一个作用独特的免疫器

官. 为适应吸收功能的需要 肠道具有人体最大的膜结

构. 肠道凭这一层薄的柱状上皮将其腔内存在的大量细

菌及毒素和体内环境隔开. 这种功能除了肠道具有丰富

的分泌型IgA 淋巴组织和细胞等特异性免疫功能外

更由于肠道具有一套特殊的非免疫防御机制 包括蠕

动的驱除作用以及黏液和黏膜的机械屏蔽作用. 在这些

因素中 肠蠕动看来起着某种中心的作用. 他以自身的

节律通过肠内神经丛传递而形成肠道的规律性的方向

性的运动 不仅传递食糜 也是驱动肠内细菌及其产物

排泄 起到清道夫的作用. AP时 由于应激反应 腹

腔神经丛受刺激和渗液直接作用于肠管 可导致不同

程度的肠运动抑制 肠运动抑制将导致肠内容物停

滞 菌群失调和细菌上移 并利于细菌黏附在肠上皮表

面进而穿透上皮进入体内. 肠内容物推进停止和细菌发

酵产气可增加肠内压力增加 导致黏膜血流减少和黏膜

破损 最终破坏黏膜的屏障功能[14]. 本文结果表明 在

AP发生早期(6 h内)即出现小肠推进比明显低于对照组

(P <0.05) 提示胃肠动力的改变是AP发病过程中的早

期事件 应早期干预.

       中药清胰汤以清热解毒 疏肝理气 活血化瘀和

通里攻下为治法 药理研究证明其有抑菌 抗炎 利胆

的作用. 吴承堂 et al报道具有减轻AP后肠黏膜损害

调节肠道菌群微生态平衡 保护肠屏障功能 从而减少

BT致肠源性感染的作用[14-16]. 本文结果表明 清胰汤

表2  清胰汤离体实验正交设计方案及结果

   肌张力计

实验号           柴胡    胡黄连   黄芩     白芍      木香     元胡      大黄     芒硝

A B C D E F G H I J K   X1   X2   X3 x

  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.17 0.38 0.54 1.09

  2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 0.12 0.23 0.15   0.5

  3 1 1 2 2 2 1 1 1 2 2 2 0.05 0.03   0.2 0.28

  4 1 2 1 2 2 1 2 2 1 1 2   0.2 0.09   0.1 0.39

  5 1 2 2 1 2 2 1 2 1 2 1 0.18 0.29 0.32 0.79

  6 1 2 2 2 1 2 2 1 2 1 1 0.06 0.24 0.15 0.45

  7 2 1 2 2 1 1 2 2 1 2 1 0.18 0.26 0.51 0.95

  8 2 1 2 1 2 2 2 1 1 1 2 0.07 0.52 0.17 0.76

  9 2 1 1 2 2 2 1 2 2 1 1 0.08 0.37   0.1 0.55

10 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1 2 0.16 0.64 0.66 1.46

11 2 2 1 2 1 2 1 1 1 2 2 0.03 0.32 0.12 0.47

12 2 2 1 1 2 1 2 1 2 2 1 0.12 0.44 0.15 0.71



能提高血清Mot 水平和降低AML活性 明显减轻AP

时胰腺病理损害. 提示其对肠黏膜屏障的保护效应 还

能显著改善胃肠动力. 推测可能是通过促进肠蠕动这个

核心环节 达到排泄毒素 调整肠道微生态平衡 减

轻内毒素和各种细胞因子的损伤来实现的. 这种机制有

利于全面维护肠黏膜屏障功能 减少肠道细菌移位和

感染的发生机会 从而降低死亡率. 这从侧面印证了中

医六腑以通为用的治疗思想. 红霉素作为一种Mot激动

剂 在研究中证实也能改善胃肠动力 但对胰腺病理

改善却没有帮助. 可以看出清胰汤的通里攻下作用包含

了肠动力剂的作用 但是其作用范围又不局限于此. 应

该是多层次多靶点的综合作用.

       清胰汤的正交研究发现方中白芍 木香 延胡索

和大黄对结肠平滑肌有直接兴奋作用 其中白芍最为

显著. 提示对结肠的直接作用可能是清胰汤改善肠道动

力的机制之一.

        总之 肠道动力异常 在AP的发展病理过程中

既是果又是因 对于归转和预后有很大的影响[7]. 中医

六腑以通为用的观念 在AP的辨证治疗中 有重要的

指导意义和深刻的科学内涵. 多层次多靶点地开展治则

治法研究 将有助于AP 疗效的进一步提高.
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Abstract
AIM: To study the effect of liver fatty acid binding protein
(L-FABP) in a model of rat nonalcoholic fatty liver.

METHODS: Expression of L-FABP gene was examined in
fatty liver rats by reverse transcription and polymerase
chain reaction amplification and Western blot.

RESULTS: In high-fat diet group, mRNA and protein ex-
pression of L-FABP increased at 2 wk, and elevated remark-
ably at 12 wk (1.42±0.034 vs 0.90±0.04; 13 372.00±23.86
vs 6857.33±32.96 637; P <0.05).

CONCLUSION: Enhanced expressin of L-FABP at early
staage is adapative reaction. With the advanced expression,
disturbance of fatty acid metabolism may lead to nonalco-
holic fatty liver.

Feng AJ, Chen DF. Expression of liver fatty acid binding protein in rat nonal-
coholic fatty liver. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1373-1375

摘要

目的: 研究L-FABP(liver fatty acid binding protein)在大鼠

非酒精性脂肪肝形成中的作用.

方法: 建立高脂饮食脂肪肝模型 用半定量逆转录聚合酶

链反应(RT-PCR)与聚丙烯凝胶蛋白电泳(Western Blot)方法

测定脂肪肝肝组织中L-FABP表达变化.

结果: 高脂饮食脂肪肝大鼠肝脏中L-FABP于 2 wk 时其

mRNA及蛋白表达增强 于12 wk时表达最为明显 与正常

组比较相差显著(1.42 0.034 vs 0.90 0.04; 13 372.00

23.86 vs 6857.33 32.9 6637; P <0.05).

结论: 高脂饮食引起L-FABP表达增强 最初是一种适应

性反应 随着L-FABP表达进一步增强 导致脂肪酸代

谢失衡 引起脂肪肝的发生.

冯爱娟, 陈东风. 大鼠非酒精性脂肪肝中L-FABP的动态表达. 世界华人消

化杂志  2004;12(6):1373-1375

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1373.asp

0   引言

非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver NAFL)是一种

无过量饮酒史的肝实质细胞脂肪变性和脂肪贮积为特

征的临床病理综合征[1] 其发病机制至今尚未完全明

确目前研究显示 多种因素参与了非酒精性脂肪肝的

发病过程 其中脂质代谢异常被认为是最关键和基础

的环节之一[2]. 大量研究证实肝脏脂肪酸结合蛋白(liver

fatty acid binding protein L-FABP)参与脂肪酸的摄取与

转运 在脂质代谢中起重要作用. 为探讨L-FABP与非

酒精性脂肪肝的关系 我们观察其在高脂饮食脂肪肝

大鼠模型中的表达.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 成年 大鼠40只 体重176-188 (平

均 182 g) 随机分为对照组与高脂饮食组 各20只

各组又随机分为 2 4 8 12 wk 4 个时相组 每

组各5只. 对照组给予基础饲料(实验动物中心提供)

高脂饮食组给予高脂饲料(基础饲料 780 g/kg 猪油

200 g/kg 胆固醇20 g/kg) 分别于 2 4 8 12 wk

时收集肝脏标本. 以速眠新1 mL/kg麻醉大鼠 股动脉

抽血 送检血清ALT. 然后阻断肝动脉与肝静脉 留

取肝组织标本 肝脏甘油三脂(TG)检测采用甘油三脂检

测试剂盒 按照说明书进行操作. 每块肝组织0.8cm×
0.4 cm 约 100 mg 加入RIPA 裂解液 1 mL(裂解液

组成: 1.5 moL/NaCl 1 mL + 100 mmoL/ 5 mL Tris-HCl 5 mL

(pH7.4) + 100 g/L SDS 100 µL+ 500 mmoL/L DTT 100 µL +
NP-40 100 µL+Complete Mini 1片 +三蒸水补足容量至
10 mL) 冰上裂解1 h 移入 1.5 mL的EP管中离心

取上清液 用Folin 酚法测定蛋白浓度.

1.2 方法

1.2.1 肝组织L-FABP表达采用Western blot法检测  取

各组肝组织总蛋白100 µg 上样进行聚丙烯凝胶电泳
采用80 g/L的分离胶 50 g/L的积层胶 上样后60 V
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恒压电泳约50 min 待溴酚蓝至积层胶与分离胶交界

处 换恒压80 V电泳2 h 使溴酚蓝全部电泳出分离

胶底部. 电转法将分离胶上的蛋白转移到硝酸纤维素膜

上(20 V 17 h). 膜用50 g/L脱脂奶粉+10 g/L BSA的1

TBS 溶液封闭12 h 再用一抗(L-FABP 1 200) 4 

下孵育12 h 二抗室温孵育60 min. 用发光试剂检测结

合的辣根过氧化物酶标记的二抗 X线片显影.

1.2.2 肝组织L-FABP mRNA表达采用RT-PCR检测

总RNA提取采用宝灵曼公司的Tripure试剂提取组织总

RNA 按试剂盒说明操作 最后加入灭活RNA 酶去

离子水10 µL重新溶解RNA待用.引物采用Primer de-
sign 软件设计 由上海生物工程公司合成. L-FABP -

upper: gcc taa tca ttc ata gct tcc cta; L-

FABP-lower: tac caa ctg agc tac att ctc

agc; 扩增片段长度209 bp. 内参照28 s rRNA- upper: 5

ac cct act gat gat gtg ttg ttg3 ; 28 s rRNA-

lower: 5 ggt tta gcg cca ggt tcc3 扩增片

段长度416 bp. 反转录合成cDNA: 反应体系总体积40 µL.
在 0.5 mL 薄壁管中加入样品总RNA 4.0 µg RNasin
1.33 µL (40U) 加DEPC-去离子水至20 µL; 70 变性
10 min 然后冰上放置2 min以上; 加入逆转录5 反应缓

冲液8 µL oligo (dT)18 2 µL(0.2 µg) 10 mmoL/L dNTP 4 µL
加入M-MuLV逆转录酶2 µL (400 U) 25 mmoL/L MgCL2

4 µL; 37 反应 60 min; 70 变性 10 min 终止反应
-20 保存备用. 同时设立阴性对照 即用DEPC-去

离子水代替样品总RNA. L-FABP扩增条件: 95 变性

5 min 95 退火 1 min 72 延伸 1 min 循环 32

圈; RT-PCR 产物的鉴定和产量分析各组的同一目的

mRNA以相同的条件同时进行逆转录及PCR扩增 扩

增产物在同一张琼脂糖凝胶(10 g/L)上进行电泳. 凝胶照

相后 于Gel Doc 2000凝胶图像分析系统进行扫描 用

BandScan软件分析 测定产物条带的积分吸光度(IA).

        统计学处理  实验所得计量资料用采用mean±SD表
示 采用SPSS10.0软件单因素方差分析(One way ANO-

VA) P <0.05 表示差异具有显著性意义.

2   结果

2.1 高脂组ALT于 2 wk时无明显变化 与对照组比较

无差异(P >0.05) 4 wk 后开始增高 于12 wk 时明显

增高(P <0.05 见表 1). 高脂组肝组织TG于 2 wk时无

明显变化 与对照组比较无差异(P >0.05) 4 wk 后开

始增高 于12 wk 时明显增高(P <0.05 见表 1).

2.2 肝组织 L-FABP mRNA表达  高脂饲料饮食组L-FABP

mRNA 于2 wk 始表达增强 与对照组比较相差不显著

于4 wk后与正常饮食组比较具有显著意义(P <0.05 见

图 1 表 2) .

表1  40只大鼠高脂组与正常组血清ALT的变化(n=40, mean±SD)

指标    分组           2 wk        4 wk          8 wk         12 wk

ALT(nkaf/L) 对照组(C)  643. 5 31.3 660.1 35.2 696. 8 42.5    820.1 27.0

高脂组(H) 701.81 24.0 880.2 88.2a  975.2 91.2a 1 173.6 88.7a

TG(mg/g)  对照组(C)    22.4 0.6  22.5 0.7   25.3 0.6     24.8 0.6

高脂组(H)    24.8 0.9  32.6 1.6a   43.2 1.4a     55.7 1.7a

aP <0.05 vs 对照组.

表2  脂肪肝大鼠L-FABP mRNA RT-PCR 扩增产物电泳和L-FABP蛋白 ( mean±SD积分吸光度A)

高脂组
指标        对照组

            2 wk             4 wk 8 wk 12 wk

L-FABP mRNA     0.90 0.04   0.9 218 0.04       1.04 0.03a         1.34 0.37a         1.42 0.034a

L-FABP蛋白 6 857.3 32.97 6 986.00 41.46 10 361.3 20.00a 12 133.67 8.37a 13 372.00 23.86a

aP <0.05 vs对照组.

2.3 肝组织Western blot 高脂饲料饮食组L-FABP表达

于 2 wk 开始表达增强 于 12 wk 时最为明显 与对

照组比较具有显著意义(P <0.05 见图 2 表 2).

图2  脂肪肝大鼠肝脏L-FABP 蛋白表达(Western blot).图 1  脂肪肝大鼠肝脏L-FABP mRNA RT-PCR扩增产物电泳.

C        2 wk       4 wk         8 wk       12 wk

M     C     H2   H4   H8   H12

1 116 bp
  883 bp
  692 bp
  501 bp
  497 bp
  404 bp
  331 bp
  242 bp
  190 bp

28s rRNA
416 bp

L-FABP
209 bp
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3   讨论

非酒精性脂肪肝是肝脏最常见的疾病之一 随着人民

生活水平的提高及饮食结构的西方化 脂肪肝的发病

率呈逐年上升趋势.研究结果显示[2-5] 多种因素参与了

非酒精性脂肪肝的发病过程 主要包括: (1)遗传因素;

(2)环境因素 饮食 营养状态 食物污染 食物营养素

比例失调; (3)脂质代谢异常; (4)氧应激及脂质过氧化损

伤; (5)免疫反应损害. 脂肪肝的发生最终取决于肝脏对脂

肪酸的摄取 氧化 合成 酯化和甘油三脂的转运出肝

脏是否能保持动态平衡 大量研究证实FABP可结合许

多配体 参与脂肪酸的摄取与转运 在脂质代谢中起重

要作用[6-9]. L-FABP是FABP超家族中的一员 存在于

肝细胞和小肠黏膜细胞胞质 对软脂酸盐 油酸和硬脂

酸盐等长链脂肪酸具有高度亲和力 从而参与脂肪酸

的摄取与转运[10]. 在肝脏 长链脂肪酸一般通过位于肝

细胞膜上的FABP 脂肪酸转运蛋白(fatty acid transport

protein FATP)[11]摄取入胞 进入细胞内的脂肪酸在L-

FABP 的辅助下被转入到线粒体 过氧化物酶体 内

质网等进行 β- 氧化 酯化 从而调控细胞内的脂肪
酸代谢 最终使体内脂肪酸代谢保持相对平衡. 目前

有关L-FABP与脂肪肝形成的关系国内外尚未见报道

国外文献报道在L-FABP基因敲除的大鼠 脂肪酸转

运明显降低[12]; 另外大量研究报道其在肥胖 糖尿病的

形成过程中具有重要的作用[13]. 本实验结果显示高脂饮

食4wk开始出现脂肪变 随着时间的延长 肝细胞脂肪

变性和炎细胞浸润越为明显 血清ALT及肝脏内TG明

显呈上升趋势 而肝组织L-FABP mRNA及蛋白表达于

2 wk时即开始增高 与正常对照相差不显著(P >0.05)

12 wk 时表达最为明显 与正常对照组相比相差显著

(P <0.05). L-FABP的mRNA及蛋白表达先于肝脏组织学

改变 可能为高脂饮食后机体的适应性反应 随着高

脂饮食摄入的增加 L-FABP 表达明显增强 导致脂

肪酸代谢失衡 引起脂肪肝的发生和发展.
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Abstract
AIM: To evaluate the value and clinical significance of the
color Doppler ultrasound in the diagnosis of congenital
portal vein malformations.

METHODS: The sonographic traits by color Doppler ultra-
sound in 14 patients with portal malformations were re-
viewed and analyzed.

RESULTS: The color Doppler ultrasonograms for 7 patients
with portal vein carvernous angioma, 2 patients with in-
trahepatic arterial-portal fistula, 2 patients with intrahe-
patic portal-vein fistula and 3 patients with portal stenosis
were consistent with those of DSA or CT examination.
There were 10 patients with liver dysfunction and portal
hypertension among them.

CONCLUSION: The color Doppler ultrasound plays an im-
portant role in the diagnosis of the congenital port vein
malformations.

Xia JG, Dong SQ, Li FH, Xu GY, Peng M. Color Doppler ultrasonic
diagnosis of congenital portal vein malformations. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1376-1379

摘要

目的: 探讨彩色多普勒超声在先天性门静脉畸形中的诊

断价值及其临床意义.

方法: 应用彩色多普勒对14例门静脉血管畸形患者的声

像图特点进行观察与分析.

结果:  门静脉海绵样变 7 例 肝内肝动脉门静脉瘘 2

例 门静脉狭窄3例 肝内门静脉肝静脉瘘2例 彩超

结果与血管造影或CT相符合.其中有肝功能不全和门

静脉高压症10例.

结论: 彩色多普勒超声在先天性门静脉血管畸形诊断中

具有重要的价值.

夏建国, 董胜翔, 李凤华, 许桂英, 彭梅. 先天性门静脉畸形的彩色多普勒超

声诊断. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1376-1379

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1376.asp

0   引言

先天性门静脉血管畸形虽临床少见 但是病变复杂类

型多[1-18] 多数可以引起门静脉高压和肝功能不全

因此临床容易误诊为肝炎后肝硬化门高压. 为了提高对

该病的认识 我们对近3 a经彩色多普勒超声首先发现

的门静脉血管畸形14例进行了分析如下.

1   材料和方法

1.1 材料  2000-01/2003-07在常规超声检查时发现的门

静脉血管畸形14例. 平均年龄41岁 男6例 女8例.

其中10例因腹水或消化道出血或脾亢等原因来院检查.

无肝脏肿瘤病史 有明确的肝炎病史1例 其余均无.

已切除脾2例. A/G 比例下降或倒置10例 肝功能正

常4例. 在胃镜检查时发现有食管及胃底静脉曲张4例

(全部病例经过DSA或CT证实).

1.2 方法  采用HP sonos4500型彩色多普勒超声诊断仪

探头频率3.5 MHz. 二维超声观察肝 胆 脾大小及

实质回声 肝动脉及肝静脉内径 形态 走向 内部回

声及其与周围血管的关系 发现可疑血管畸形部观察

血流动力学改变 血流方向和性质 并测量血流参

数. 观察胃左静脉的血管内径及血流方向. 记录以动态或

静态图像存入超声工作站.

2   结果

门静脉海绵样变7例. 门静脉主干明显增宽 内充满长

短不一的蜂窝状分隔光带 光带间为无回声区 并延伸

到肝脏内(图 1); 蜂窝状无回声区内充满彩色血流 并

探及正反向的门静脉样的血流频谱. 其中1例为门静脉

血栓形成后 在门静脉旁形成多条细小的侧支血管

并延伸到肝实质内 原有的肝内门脉结构管腔消失

回声增强(图 2) 肝脏实质光点增粗 分布不均匀. 另

夏建国, 董胜翔, 李凤华, 许桂英, 彭梅



有2例同时伴有门静脉肝静脉瘘 其中的1例门静脉

主干在肝门部形成海面样改变 然后经肝脏的前缘进

入肝实质 并与肝中 左静脉吻合 吻合口处管腔

呈囊状扩张 而正常行走的门静脉在肝实质内表现为

回声增强 管腔消失; 另 1例见增宽扭曲的门静脉左支

与增宽的肝左静脉相通.

        肝内门静脉肝静脉瘘2例. 瘘口处的两支静脉扭曲

管腔增粗(图 3) 流速增加 其中的 1 例见瘘口呈囊

状扩张 内充满彩色血流 肝静脉内的血流频谱类似门

静脉频谱.

图1  门静脉主干呈峰窝样改变(MPV) 并向肝内延伸.

图2  显示呈实质改变的门静脉主干(MPV)上方见扩张 扭曲的小血管.

图3  显示肝静脉门静脉瘘时, 肝静脉和门静脉的内径明显增宽.

        肝内肝动脉门静脉瘘2例. 肝动脉内径明显增宽与

门静脉主干接近 2 例门静脉主干内径为 0.9 cm 和

1.2 cm 肝动脉内径约0.6 cm和 1.1 cm 肝内门静脉

的内径明显大于主干 门静脉内可见五彩血流 肝动

脉流速增快 阻力指数降低约0.68和 0.63.其中1例局

限于右前叶肝 门静脉血流向肝 瘘口处肝动脉扩

张 扭曲 血管增多 并可见肝动脉的血液经瘘口

流入门静脉;另 1 例肝实质内肝动脉弥漫性扩张 扭

曲 在门静脉矢状段可见瘘口 约2 mm 左右 并见

动脉血流入静脉内(图 4A) 门静脉的血流频谱呈搏动

性 血流方向离肝(图4B) 胃左静脉明显扩张扭曲 内

可见血栓图像 血流方向离肝 肠系膜上静脉血流方向

离肝 肠系膜内可见丰富的血管呈网状分布.

        门静脉狭窄3例. 门静脉回声增强 管腔内彩色血

流不明显(图5) 肝脏均偏小 脾肿大 脾静脉内径增

宽 可见脾肾静脉分流.肝静脉内径变细(表1).

图4  A: 显示肝动脉门静脉瘘时 肝动脉内的血流流入门静脉矢状段
内(LPV) B: 肝动脉门静脉瘘时 门静脉主干内的反向 搏动性的血
流频谱.

图5  显示门静脉纤维化时 门静脉回声增强(PV) 管腔消失 内无彩
色血流.

表1  先天性门静脉血管畸形的并发症

疾病分类   n    肝脏      肝实质 胃左静   脾大 腹水
        缩小    回声正常    脉反流

门静脉海绵样变   7       1 5      6       5    2

肝内门静脉肝静脉瘘   2       0 3      0       0    0

肝内肝动脉门静脉瘘   2       1 1      1       0    2

门静脉狭窄   3       3 2      3       3    2

总计 14       5 11    10       8    6
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3   讨论

先天性门静脉血管畸形的发生率至今不明确. 国内外的

文献也有少量的报道 其中以肝门静脉海绵样血管瘤

或称海绵样变为多见 其次为肝动脉门静脉瘘[1-18]. 正

常门静脉的解剖是通过肝十二指肠韧带上升到达肝门

而分为右 左侧门静脉 并分别入肝右叶和肝左叶.

在肝内反复分支 最后汇入肝血窦 与相伴随的肝固

有动脉分支流入的肝血窦的血 共同经肝细胞代谢后

汇入小叶间静脉 然后汇集成肝静脉注入下腔静脉. 门

静脉狭窄可发生于门静脉的任何部位 多数发生在门

静脉的主干 本组3例均发生在门静脉主干及左右分

支 其狭窄机制可能与出生后早期循环状态的改变有

关. 出生前 脐静脉供血经门静脉进入下腔静脉. 出生

后 脐静脉闭塞且进行纤维化 形成韧带. 如纤维化

过度延伸至门静脉及其分支 即可导致门静脉狭窄

甚至闭塞. 先天性门静脉狭窄在儿童肝前门静脉高压中

具有重要意义[3,4,11].

        彩色多普勒超声诊断门静脉海绵样变的正确性已

勿庸置疑 门静脉海绵样变的病因可分为原发性和继

发性[12-15]. 原发性指门静脉结构先天性发育异常 门脉

管腔缺失 狭窄或闭锁 或脐肠系膜和肝静脉之间的

静脉丛异常增生而来. 继发性指原有正常门脉系统的管

腔结构 而由于门静脉癌栓和血栓形成或门静脉内膜

炎导致门静脉纤维化 继之门静脉管腔海绵样变或管

腔旁侧支血管形成[12-15]. 本组1例脾切除术后出现门静

脉海绵样变 其原因是脾切除后血小板急骤上升和门

静脉系统血流动力学突然改变致门静脉内血栓形成

最终导致海绵样变. 由于门静脉海绵样变本身无临床症

状 治疗主要是对症处理 也可在内窥镜下注射硬化剂

和行静脉分流术 但效果尚不肯定.

        肝动脉-门静脉瘘可分为先天性和后天性两种. 后

天性常见 多有外伤和肿瘤等引起. 先天性系由肝脏血

管先天性发育异常所致 虽然少见 但是并发症严

重 愈后差 治疗困难[19-32]. 本组 1例先天性肝动脉-

门静脉瘘肝动脉及其分支血管增粗 增多 远端与门

静脉有广泛交通 大量肝动脉血流经瘘口流入门静

脉 引起门静脉高压 肝功能不全. 先天性肝动脉-门

静脉瘘的声像图具有特征性: 门静脉血流呈反向流动

血流频谱为反向 动脉样 形态; 肝脏内的门静脉周围

有异常增多 增宽 扭曲的肝动脉血管 彩色血流信号

异常丰富. 肝动脉频谱呈 高速低阻型 这种频谱

是判断肝动脉-门静脉瘘的重要依据. 本组2例肝动脉

门静脉瘘的病例中 同时发现了瘘口 并测及明显的

瘘口处异常血流信号.

       门静脉肝静脉瘘的病因可以为先天性 也可以为

外伤性[22] 还可以与其他肝脏血管畸形并存[7, 24] 受

累的肝静脉和门静脉内径明显增宽 可见小的瘘口 或

瘘口呈囊样扩张. 这类门静脉畸形对肝功能的影响较小

肝脏的大小 内部回声 肝功能均在正常范围. 但是容

易引起肝性脑病.

       门静脉畸形患者部分是由于肝功能不全 门静脉

高压消化道出血来院就诊 因此临床往往诊断为肝硬

化引起的门高压; 也有部分患者是在常规肝脏超声的检

查中发现的. 本组发现的病例中 80 的患者肝脏实质

回声正常 部分患者因缺血而肝脏缩小 另一些患者

因门静脉狭窄 而形成脾肾静脉瘘. 对有门静脉畸形引

起的门高压 彩色多普勒血流显像可明确其病因 并

对治疗方案的选择至关重要 一方面有助于发现潜在

的原发性疾病 指导手术治疗; 另一方面超声能正确判

断门静脉阻塞的原因和程度 有否门静脉脉高压以及

高压程度 有助于临床治疗措施的选择. 彩色多普勒超

声以其首选 无创 可重复性强 且诊断率高的优

势 在临床诊治方面发挥极大的作用 可以直接观察

病变部位及其周围有关血管 血流动力学的改变.
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摘要

Runx3 基因是近年来发现的一个新的肿瘤抑制基因 是

Runx转录因子家族成员. 因其在小鼠胚胎发育过程及人类

多种恶性肿瘤尤其是在胃癌的发生过程中起重要作用而倍

受关注. 现介绍Runx3的结构功能 传导通路 编码蛋白

的结构及分子生物学特征 重点对Runx3基因与胃癌发生

的关系及其分子机制的研究进展作一综述.

毛晓韵, 辛彦. Runx3 与胃癌关系的研究进展. 世界华人消化杂志  2004;12

(6):1380-1383
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0   引言

胃癌是我国发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之一[1-5]. 研

究表明胃癌是由于端粒酶激活 抑癌基因失活和癌基

因激活等[6-10]引发的多因素 多阶段及多基因变异的综

合病变过程. 因此 从分子生物学及遗传学的角度上可

看作是一类多基因疾病. 目前普遍认为 尽管癌基因的

存在是促进癌症发生所需要的 但抑癌基因的失活在

肿瘤的发生发展中所起的作用可能比癌基因的活化更

常见 更重要. Runx3 (PEBP2αC/CBFA3/AML2)基因是
近年新发现的一个肿瘤抑制基因 因其在小鼠胚胎发

育过程及人类多种恶性肿瘤的发生发展过程中起重要

作用而倍受关注[11-17]. 现将对Runx3的结构功能 传导

通路及目前Runx3 在胃癌发生中的作用和致病机制等

方面的研究现状作一综述.

1   Runx3基因及其蛋白结构

1.1 Runx3基因结构  人类Runx3 (runt-related transcrip-

tion factor 3 gene)基因位于染色体1p36.1[18] 基因全长

约 67 kb 含有 P1 和 P2 两个启动子 6 个外显子和

1 290 bp 的开放阅读框 内含子1跨越了整条基因全

长的一半(35 kb) .  两个启动子都没有 TATA 盒而有

CCAAT盒并且富含GC 两个启动子区域均含数个分

离的转录起始点 Runx3 mRNA主要来自于P2启动子

的转录[17-18]. 两个启动子的GC含量不同 P2启动子GC

含量高(64%) 理论上启动子P2发生甲基化的机率高

于P1 [18-19]. P2 含有CCAAT盒 E盒以及SP1和Egr-

1的结合位点; P1也含有一个E盒并有大量的T细胞和

B细胞特异的转录因子 Ikaros Ets CREB/ATF结合

位点. P1和P2转录成mRNA时分别产生含373 bp的5 -

非编码区(5 -UTR)和含有2 554 bp的 3 -非编码区

(3 -UTR) 3 -UTR 缺多聚A尾[18]. 鼠的Runx3 基

因有两个大的CpG岛 围绕着外显子2(相当于启动子

P2的位置)和外显子6的起始部位. 在人类Runx3基因除

了有两个与鼠相同的CpG岛外 在近外显子2的部位还

有一个明显的CpG岛 这个区域缺乏SP1位 由一个多

态小卫星DNA构成 有25 bp单位的29个拷贝[18].

1.2 Runx3蛋白结构  人类Runx3蛋白由415个氨基酸

残基构成 是转录因子Runx家族的成员 目前已证明

该基因家族在哺乳动物有三个成员Runx1 Runx2 和

Runx3. 他们都是由 α亚单位和 β亚单位构成异二聚体.
α亚单位含有一个128个氨基酸组成的RD(Runt domain)
保守域. RD位于Runx的氨基末端 包含一个S型免疫

球蛋白折叠 介导Runx蛋白与DNA结合以及蛋白之间

的相互作用[20-21].  α 亚单位介导RD 与靶 DNA 基序
PyGPyGGT的结合 β亚单位能增强RD与靶DNA的
结合力[22].  Runx 蛋白的羧基端富含脯氨酸和丝氨酸

在转录调控方面起重要作用[22-23]. Runx与DNA偶联位点

位于几个造血和骨形成相关基因的启动子调节域[24]

并调控这些基因的表达. 尽管Runx家族的基因产物有许

多结构上的共性 但各自有不同的生物学功能[20, 24].

Runx1 与造血功能有关 30%的人类急性白血病伴有

Runx1基因的改变[25]. Runx2是重要的骨生成调节因子

他的突变与人类锁骨颅骨发育不良等骨疾病有关[26-27].

Runx3对脊神经节的神经发育及胃黏膜上皮细胞的增生

有调节作用[12-13].

2   Runx3畸变与胃黏膜癌变

2.1 Runx3敲除促进胃黏膜上皮增生  正常鼠的胃肠道

和线虫的肠管内都表达Runx3 表明Runx3的功能在生

物进化过程中比较保守[28]. 动物实验研究发现 Runx3

敲除的小鼠(Runx3 - / - )的胃黏膜上皮较未敲除小鼠

(Runx3+/-小鼠)相比 呈明显的过度增生[13]. 进一步研究

表明 Runx3敲除的小鼠胃黏膜上皮细胞对TGF-β诱
导的凋亡产生抵抗作用 而未敲除鼠胃黏膜上皮细胞

的生长很明显地被TGF-β抑制. 提示胃黏膜过度增生是
由于黏膜上皮细胞凋亡受到抑制引起的 并且发现

Runx3选择性的表达在凋亡最常见的胃黏膜上皮细胞



而在胃增生活跃的干细胞带没有观察到Runx3 的表

达 提示Runx3可能参与凋亡的过程. 肿瘤细胞的一个

特性就是不能适时凋亡 [ 29 ] 基于上述动物实验的结

果 Runx3 的表达改变很可能与人类胃癌的发生有关

系 有必要对胃癌Runx3 表达进行检测.

2.2 胃癌Runx3表达降低/缺失

2.2.1 Runx3杂合性丢失与表达  Li et al [13]应用荧光原

位杂交法(fluorescence in situ hybridization FISH)对15例

胃癌细胞系和46例手术切除的临床胃癌组织Runx3的

DNA倍体进行分析 发现Runx3大多是异倍体 3/15

株(20%)胃癌细胞系和 14/46 例(30%)胃癌组织存在

Runx3 杂合性缺失 杂合性丢失率随肿瘤的演进逐渐

增高(P <0.01). 进一步用RT-PCR Northern杂交和原位

杂交方法对胃癌细胞系和胃癌组织标本的Runx3 mRNA

表达进行检测 发现Runx3 在 6/15 株(40%)胃癌细胞

系无或低表达(包括Runx3 杂合性缺失的3个细胞系);

28/46例(60.9%)胃癌组织Runx3无或低表达 其中9/22

例(41%)I 期胃癌无Runx3表达 1/2例(50%)II 期 11/

14例(79%)III 期 7/8 例(88%)IV期存在Runx3表达下

调 其下调的比例随肿瘤的演进而上升(P <0.01). 并且

在这28例胃癌中 其中13例检测出有Runx3杂合性

丢失. 检测到杂合性丢失的14例胃癌组织中 除1例

外 其余13例的胃癌组织都显示Runx3表达缺失 检

测到杂合性丢失的3株细胞系全有Runx3表达缺失 表

明了Runx3杂合性丢失与Runx3表达下调有关(P <0.05).

Runx3的杂合性丢失是造成在胃癌中检测不到Runx3的

表达的原因之一.

2.2.2 Runx3甲基化与Runx3表达  启动子区CpG岛的

甲基化与编码区的突变在肿瘤抑制基因失活方面有着

同样的作用[30]. Runx3 启动子P2区域有一个典型CpG

岛 Li et al [13]用甲基化敏感酶和不敏感酶消化从15个

胃癌细胞系分离出来的基因组DNA 以检测他们的甲

基化状态 结果显示在Runx3低表达或不表达与Runx3

启动子P2区域的甲基化有关(P <0.05). 又用甲基化特异

性PCR(MSP)检测了 6 株代表性胃癌细胞系(3 株表达

Runx3 3株不表达Runx3)及3例胃癌组织标本和配对癌

旁正常胃黏膜标本的甲基化状态. 在3株不表达Runx3的

细胞系(SNU1 MKN28 MKN74)中 Runx3 的 P2 启

动子区CpG二核苷酸序列的C残基完全甲基化 而在

表达Runx3的细胞系中(MKN1 RF1 RF48)却没有被甲

基化. 同样 3例Runx3表达阴性的胃癌组织标本 P2

区域CpG岛C残基甲基化 3例Runx3 表达阳性的配

对正常胃黏膜组织没有被甲基化 提示P2启动子区甲基

化是胃癌细胞不表达Runx3的可能原因. 过甲基化所致的

基因表达沉默是由于甲基化DNA的组蛋白去乙酰转移酶

的恢复引起的[30]. 5 -氮唑2 -脱氧胞苷(deoxycytidine

AZA)是DNA甲基化转移酶的抑制剂 能在离体情况下逆

转启动子甲基化[31] 曲古抑菌素(trichostatin TSA)是组

蛋白去乙酰酶抑制剂 如果CpG岛的过甲基化是基因

表达下调的原因 他们便能使甲基化失活的基因重新

被激活从而得到表达[32]. 为了验证这一点 Li et al [13]培

养了在 AZA 或 TSA 或二者共存条件下的NUGC3

MKN28 MKN74 细胞系. 所有的三种细胞中的Runx3

表达都被重新激活 这进一步证实Runx3 P2区域CpG

岛过甲基化导致了Runx3表达下调. Waki et al [33-34]检测

了10株胃癌细胞系和93例胃癌病例癌组织及相应正常

组织Runx3 的甲基化 在7 株(70%)胃癌细胞系 42

例(45%)胃癌组织和7例(8%)相应正常胃黏膜组织检测

出Runx3的甲基化. 他们还尸检了正常人胃组织Runx3

甲基化状态 发现在高龄( 77 岁)死者胃黏膜中有

Runx3 的甲基化 提示除外年龄非常大的患者( 77

岁) Runx3甲基化几乎是癌特异性的 有望成为胃癌

早期诊断的分子标志物. Guo et al [35]用N-甲基-N-亚硝

基脲诱导 C3H 鼠胃癌 从中建立 4 株胃癌细胞系:

MGT-40E16 (E16) MGT-40E25 (E25)和MGT-93

(93U) 他们的共同特性是无Runx3 的表达 继而用

MSP方法发现Runx3启动子两个区域(-2 312  -2 028)

和(-312 +12)存在甲基化 并且利用AZA和TSA共同

作用可以逆转Runx3 的表达. 这提示我们可以探索以

Runx3为治疗的靶点 用诱导沉默Runx3基因重新表达

的方法对胃癌进行基因治疗.

2.3 Runx3转染抑制胃癌细胞生长  Guo et al [35]研究了外

源性Runx基因的导入后胃癌细胞的生长曲线 选择了

MGT-40E1胃癌细胞系(E1 Runx3-/-)作为感受态细胞

分别转染克隆体C1(Runx3高表达) C2(Runx3低表达)

和C3(Runx3 低表达) 并以空载体导入组和无转染的

E1 Runx3-/-作为对照组. 结果显示 C1克隆组抑制E1

细胞的生长最明显 C2 C3 其次 空载体组胃癌细

胞生长曲线与 E1 Runx3-/-无明显差别. 结果证明

Runx3 外源性基因的导入可以抑制胃癌细胞的生长

并呈现剂量依赖性 Runx3的表达量与胃癌细胞的生长

曲线成负相关.

2.4 Runx3突变与胃癌  Li et al [13]用PCR-SSCP分析方

法检测胃癌组织和胃癌细胞系中Runx3表达下调是否

是由于Runx3编码区域突变所致. 结果仅发现1/118例

胃癌组织存在Runx3 突变 突变位点在Runx 保守区

np373 C-T的转换所致的第122位点精氨酸转变成半胱

氨酸(R122C) 但未做其正常配对研究[13]. Guo et al [35]为

证实R122C突变的意义 分别将野生型和突变型Runx3

基因(R122C)转染至MKN74(Runx3-/-) 用克隆形成法

评价细胞的生存率. 结果发现Runx3野生型转染组可以

明显抑制细胞克隆的形成 而Runx3 R122C转染组与单

纯转染空载体组相似 不能抑制MKN74细胞的克隆性

增生 提示突变型Runx3(R122C)使Runx3的活性降低/

失活. 但基于目前所发现的胃癌Runx3 突变的频率很

低 因此突变与胃癌的关系还很难评价 有待于进一步

研究.
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3   Runx3的抑癌机制

Runx3-/-裸鼠胃黏膜上皮细胞的增生可能是由于生长抑

制和凋亡诱导因子TGF-β活性降低所引起[13]. TGF-β是
多种细胞的生长抑制因子 TGF-β信号通路的紊乱可
以导致各种不同肿瘤的发生发展. 活性TGF-β可以通过
与有丝氨酸 /苏氨酸活性激酶的跨膜受体TGF-β受体
和 (TβR 和TβR )结合 诱导这两种受体产生
活性的异四聚体复合物(TβRC) 从而产生细胞内生物
效应[26]. 这其中Smad蛋白发挥着重要的作用 与TGF-

β 信号通路相关的 Smad 蛋白包括 Smad2 Smad3
Smad4和 Smad7. Smad蛋白按功能可以分为3型: 受体

调控型(R-Smads) 辅助型Smad(Co-Smads)和抑制型

Smad(I-Smads) R-Smad 包括 Smad2 和 Smad3 Co-

Smad包括Smad4 I-Smad包括Smad7. R-Smad可以被

Smad 锚定受体激活物(Smad anchor for receptor activator

SARA)固定在细胞膜上 并被活性TβRC 复合物磷酸
化激活 并与Co-Smad结合转移到细胞核内 与Runx3

转录因子相互作用共同调控靶基因的转录[17, 36-37]. Runx3

蛋白与特异的基序PyGPyGGT结合 并同其他辅助激

活因子(co-activator)如YAP P300/CBP和ALY等 或

辅助抑制因子(co-repressor)如mSIN 3A TLE和 Ear2

等共同作用激活或抑制Runx特异性靶基因的转录[38]. 总

之 Runx蛋白是TGF-β信号途径中一个非常重要的角
色 他与TGF-β超家族成员共同介导一些重要的生物
学效应[35-36] Runx3功能的改变可以影响TGF-β信号的
活性 进而在胃癌的发生过程中起着重要的作用[35-36].

       总之 Runx3 作为一个新发现的抑癌基因 调控

细胞的生长发育和细胞的凋亡 对细胞的信号转导和

其他生物学效应有着重要而复杂的转录调节作用. Runx3

的缺失或失活可以导致胃黏膜上皮细胞增生和分化的

平衡失调 导致胃黏膜上皮细胞的过度增生和分化异

常[39] 进而参与胃癌的发生过程. Runx3有望成为一个

胃癌发生的生物学标记和肿瘤基因治疗的靶点(如野生

型Runx3基因的导入治疗等) 为胃癌的诊断和治疗提

供新的途径. 但是Runx3基因的结构和功能 表达的调

节机制 Runx3作用的下游靶基因以及Runx3调控网络

在胃癌的发生过程中的作用机制等仍不十分清楚 尚

需进一步研究.
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摘要

人类错配修复系统可以识别并纠正DNA复制过程中出现的

错误. 错配修复系统缺陷使这些错误往往无法消除 导致

恶性肿瘤的发生. 患者经常表现出微卫星不稳定性. 目前发

现与人类恶性肿瘤发病有关的错配修复基因包括hMSH2

hMSH3 hMSH6 hMLH1及hMLH3. 这些基因的突变在

遗传性非息肉病性结直肠癌中的作用已得到广泛证实. 临床

上很大一部分胃癌患者表现出微卫星不稳定性 提示错配

修复缺陷在胃癌的发病中亦起到重要作用. 众多的研究发现

错配修复基因的突变在胃癌中并不常见 而由于hMLH1启

动子甲基化及失活所引起的错配修复缺陷成为胃癌发病机

制中一条重要途径. 这些患者常具有微卫星不稳定性及独特

的临床特征.

赵成海. 错配修复缺陷, 微卫星不稳定与胃癌. 世界华人消化杂志  2004;12

(6):1384-1388
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0   引言

近10 a来 错配修复基因缺陷及由此导致的微卫星不
稳定与肿瘤的关系 特别是其在遗传性非息肉病性结直

肠癌(HNPCC)中的作用 临床上进行了广泛的研究. 同
时许多研究显示 错配修复系统缺陷在胃癌发病中也起

到了一定作用 现就这方面的相关研究做一简要综述.

1   错配修复系统

DNA复制发生在细胞进行有丝分裂的准备期间. 由于发生
复制错误再所难免 因此机体进化出一些特异的修复系

统以避免基因组中这些有害突变大量积聚. DNA错配修
复系统作为一个重要的 基因看管者 (caretaker gene)[1]能

够识别并及时纠正错配的DNA碱基对 确保复制过程的
保真性(fidelity). 一般而言 DNA复制错误主要发生在

链伸长阶段 最常见的错误为在DNA聚合酶作用下单
一的碱基不正确地配对. 这样的错配几率大约每103-104

碱基对发生一次. 由于修复机制的存在 实际发生错误
的几率远远低于这一数值. DNA复制过程中还可能出现

另外一种错误. 由于DNA聚合酶复合物在复制微卫星
DNA序列发生滑脱(slippage) 因此导致子链上这些微卫

星序列长度延长或缩短. 在错配修复系统出现缺陷的情

况下 这些错误可能无法得到纠正 这种现象即被称
为微卫星不稳定(MSI). 不过需要指出 DNA聚合酶复合

物本身也具有防止出现复制错误的功能. 该复合体中一种
内源性酶的亚单位具有核酸外切酶的活性 他能够及

时发现错配的碱基对并将其切除. 同时在DNA聚合酶作
用下合成正确的核苷酸. 但其机制目前仍不是十分清楚.

       目前已发现的人类错配修复基因包括来自MutS家
族的 hMSH2 hMSH3和 hMSH6 及来自MutL 家族的

hMLH1 hPMS1 hPMS2和最新被鉴定出来的hMLH3.
DNA错配修复机制需要这些基因互相合作完成. 简单而

言 hMSH2能够识别错配的DNA序列并直接与其结
合[2]. 如果是单个碱基错配 他将和hMSH6形成异二聚

体. 而如果是2-8个碱基丢失或插入 他将和hMSH3形
成异二聚体. 但有研究显示 在hMSH6缺失的情况下

hMSH2/hMSH3也可以替代hMSH2/ hMSH6发挥作用. 显
然在这一过程中hMSH2是必需的 而hMSH6和hMSH3

则表现出功能剩余[3]. 此后hMLH1和hPMS2形成另外一
个异二聚体复合物与相关的DNA聚合酶配合将错配的

碱基切除并修复. 另外 hMLH1和 hPMS1及 hMLH1和
hMLH3均能形成异二聚体 但其机制目前仍不清楚.

        hMLH3是 2000年克隆并定性的一种错配修复基
因 定位于14q24.3 编码全区长4.3 kb 由12个外显

子组成[4]. 由于其存在与hMLH 1相互作用的区域 且
与酵母的MLH3极为相似[4] 因而可能替代hPMS2与

hMLH 1形成复合物 是另一个与人类恶性肿瘤有关的
错配修复备选基因. 如同hMSH3和hMSH6 hMLH 3和

hPMS2 可能也具有类似的功能剩余. 目前临床上对
hMLH 3的研究并不多 关于其在肿瘤发病中的作用仍

有待于进一步的探讨.

2   错配修复缺陷与MSI

如前文所述 错配修复缺陷将使由于DNA聚合酶复合

物 滑脱 而引起的DNA序列微卫星长度变化无法得

到修复 导致微卫星及整个基因组的不稳定. 因此以错

配修复缺陷为特征的肿瘤常常显示出微卫星不稳定这

一表型改变. 1997 年 国际统一确定 5 个标准位点

(marker)来鉴定MSI[5] 规定有两个或两个以上位点不

稳定为高微卫星不稳定(MSI-H) 而只有一个位点和没

有位点不稳定分别为MSI-L和MSS. MSI-H型肿瘤常常

与另外两种类型的肿瘤具有不同的临床病理表现. 由于

错配修复基因的单纯失活被认为无法直接引起细胞恶

变 因此在此过程中需要有其他基因参与. 目前发现这

些基因中的大多数都含有编码重复序列 这些编码重



复序列在MSI-H肿瘤中特别容易出现改变 故他们也

被称为MSI-H肿瘤的靶基因. 第一个被报道的靶基因为

TGFβ-R [6] 在MSI-H结直肠癌中发现其移码突变.
且在随后的功能研究中发现 这种移码突变导致了

TGFβ-R 肿瘤抑制功能的丧失. 接下来众多的靶基因
不断的被报道出来 其中最为广泛的为 B A X

hMSH3 hMSH6和 IGF R[7-9].

3   错配修复缺陷与肿瘤

目前广泛认为肿瘤的发生是一个复杂生物学过程 其

中有众多基因的参与. 这些基因分别调节细胞生长及死

亡 细胞外基质重塑 基因组的稳定性及DNA修复.

错配修复基因的缺陷将使DNA复制过程中出现的错误

无法及时纠正 使得基因突变事件不断放大积累 使

大量错误信息遍布整个基因组 最终导致肿瘤的发生.

具体而言 错配修复基因缺陷可能通过以下几个途径

促进肿瘤的发生: (1)增加癌基因和抑癌基因的突变频率.

(2)使另外一些重要的基因发生遗传的不稳定性. (3)通过

一些化学物质对细胞的损伤导致肿瘤发生.

         目前已发现错配修复缺陷与人类多个部位的肿瘤

发生有关[10-12] 其中与HNPCC关系的研究最为广泛[13-15].

90%以上的HNPCC家系可以检测到hMLH1和hMSH2的

生殖系突变(http//www.nfdht.nl). hMSH6的生殖系突变在部

分家系中起作用[16]. 而支持hPMS1和hPMS2在HNPCC起

作用的证据则比较少[17]. 另外部分学者已在HNPCC家系

中检测到hMLH3的移码突变和错义突变[18-19]. 但对hMLH3

突变在HNPCC中的作用仍处于探索阶段.

4   错配修复缺陷与胃癌

4.1 hMLH1和hMSH2突变  由于HNPCC患者广泛存在

hMLH1和 hMSH2的生殖系突变 因此家族性胃癌中

是否存在这种突变引起了许多学者的兴趣. 然而迄今为

止却鲜有证据支持这一设想. Keller et al [20]在家族性胃

癌研究中对10例MSI阳性患者进行鉴定 结果仅发现

1例hMLH1生殖系错义突变. Yanagisawa et al [21]在对家

族性胃癌患者检测中未发现hMLH1和hMSH2生殖系突

变的存在. 另外Semba et al [22]及Bevilacqua et al [23]在对散

发性胃癌的研究中亦未发现生殖系突变. 但部分研究人

员检测出一些hMLH1或 hMSH2的体细胞突变 如Wu

et al [24]在对12 例MSI 阳性胃癌患者检测中发现1例

hMSH2错义突变. Semba et al [22]在年轻胃癌研究中发现

3例体细胞突变. Fang et al [25]在68例胃癌患者中亦发现

3例体细胞突变. 综上所述 由于hMLH1和 hMSH2突

变在胃癌患者中出现的频率较低 说明其在胃癌的发

病机制中并不象在HNPCC那样占有重要地位.

4.2 hMSH3 hMSH6及hMLH3突变  hMSH3和hMSH6

突变在HNPCC中较为常见. 由于他们本身含有单核苷酸

重复序列 因此他们同时也是MSI的靶基因. 即如同其

他基因一样 他们也可能由于其他的错配修复缺陷而

出现变异. 有许多学者检测到hMSH6和 /或 hMSH3突

变[26-30]. Menoyo et al [30]在研究中检测到的hMSH6和

hMSH3移码突变更是高达43%和56%. 尽管有的学者在

研究中未检测到hMSH6或 hMLH3突变的存在[31] 但

作为MSI的靶基因 在MSI阳性的胃癌患者中 hMSH6

及 hMSH3的突变仍然是一种较为常见的现象. hMLH3作

为一种新近被定性的错配修复基因 目前的相关的报道

并不多. 其在HNPCC中的作用目前仍存在较多的争议.

其在胃癌发病中是否起作用更是不得而知. 目前仅有

Menoyo et al [30]在胃癌患者中对其进行了研究. 结果没有

发现移码突变的存在. 由于在HNPCC中研究人员发现的

更多的是错义突变[18-19] 因此胃癌中是否存在hMLH3

的错义突变有待于更多的研究.

4.3 hMLH1甲基化及表达改变  尽管错配修复基因突变

在胃癌中并不是一种常见的现象 其在胃癌的发病机

制中也不起重要作用. 但由于相当一部分胃癌患者存在

MSI 显示出错配修复缺陷仍是胃癌发病机制中一个重

要途径. 1999年Leung et al [32]在对35例胃癌患者中的11

例MSI-H分析中发现10例存在hMLH1启动子甲基化

同时发现hMLH1表达消失. 结果显示MSI-H与hMLH1

启动子甲基化及其表达失活具有相关性 也提示

hMLH1启动子甲基化导致该基因表遗传性(epigenetic)改

变 即基因失活及表达改变 在部分胃癌的发病中可能

起到一定作用. 此后又有众多学者[21,  23,  25, 29, 33-36]发现胃

癌患者中存在hMLH1启动子甲基化及其表达改变. 大多

数研究显示MSI-H与 hMLH1启动子甲基化相关 而

MSI-L和MSS患者几乎不存在这种情况. 这一情况显示

hMLH1启动子甲基化可导致MSI-H. 然而hMLH1启动

子甲基化胃癌并不肯定出现MSI 而MSI-H胃癌患者也

并不是全部存在hMLH1启动子甲基化[29, 32]. Kang et al [37]

研究发现hMLH1启动子只有特定的位置发生甲基化

才能导致其表达的改变. 而最近的一项研究[38]进一步证

实启动子近端的甲基化与MSI相关. 另外有一些研究发

现其他一些基因的甲基化也似乎参与了胃癌的发病过

程. Bae et al [39]及Tsujimoto et al [40]分别发现MGMT和

P14ARF甲基化与MSI相关. Chan et al [41]研究发现hMLH1

启动子甲基化与ID4甲基化具有相关性. Carvalho et al [36]

在MSI-H胃癌中发现hMLH1与CDH1 MGMT及COX2

存在同时甲基化现象. 其各自的甲基化发生频率更是高

达37% 51% 61%及29%. Kang et al [42]发现胃癌患者

中hMLH1等 10种基因存在甲基化情况 其中hMLH1

启动子甲基化频率为 20%.  以上的这些研究显示

hMLH1启动子只有特定位置发生甲基化才能导致其表

达改变及MSI. 同时其他基因的甲基化或其他基因与

hMLH1同时的甲基化也参与了胃癌的发病过程.

4.4 hMSH2表达情况  由于部分胃癌患者存在hMLH1启

动子甲基化及其表达消失 一些学者也对hMSH2的表

达情况进行了检测. Leung et al [32]在对MSI-H胃癌患者

研究中发现hMLH1表达消失 而hMSH2的表达却正常.
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Halling et al [33]在MSI胃癌中却观察到hMSH2表达消失.

Zhang et al [43]发现hMSH2mRNA表达减少. Grogg et al [44]在

对17例MSI检测中却发现hMSH2均正常表达. 鉴于这

方面的研究报道并不多 显然无法就其得出一个明确

的结论. 由于hMSH2并不象hMLH1那样存在甲基化而

失活 同时其发生突变的频率也很低 故其表达消失

的机制仍有待于进一步探讨.

        总之 在错配修复缺陷所致胃癌中 错配修复基

因突变似乎并不起主要作用 更多的是由于hMLH1甲

基化而致表达改变所引起. 作为MSI的靶基因 hMSH6

和hMSH3的突变在MSI阳性的胃癌中较为常见. hMLH3

在胃癌中所起的作用 有待于进一步探讨.

5   MSI与胃癌

5.1 MSI阳性率  散发性胃癌MSI阳性率大约在10-48%

之间. 不同的研究结果存在较大差异跟以下几个因素有

关: 首先位点选择存在明显的差异. 尽管1997年国际统

一规定了检测MSI的5个标准位点 但实际许多研究中

采用的位点往往超过5个. 多数研究的位点在5-12个之

间[20, 24, 28, 45-53] Wang et al [54]在研究中采用位点高达29

个 其所检测出的MSI阳性率也达到34.1%. 由于位点

选择的数量不同 导致在MSI-H的定义上也存在明显

的差异. 多数研究规定超过检测位点总数30%的位点出

现变异即为MSI-H. 在众多候选位点中 BAT-26被认

为比其他位点更具有敏感性[55-56] 即大多数MSI阳性

胃癌存在BAT-26变异. 其次胃癌样本差异较大. 样本的

差异一方面体现在数量上 较小的样本得出的结果往

往不够准确. 另一方面 样本的组成也存在很大的差异.

不同组织类型或不同发展时期的胃癌MSI的阳性率往往

不同. 此外有研究显示不同地区胃癌患者中MSI阳性率

也存在差异. Hayden et al [52]发现胃癌低发区英国胃癌MSI

阳性率明显低于同处欧洲胃癌相对高发的葡萄牙.

Sepulveda et al [50]在对照研究中发现韩国胃癌MSI阳性

率明显高于美国及哥伦比亚等地区. Chetty et al [57]在对

胃癌低发区南非患者检测中未发现有MSI-H存在 显

示南非也是MSI阳性率较低的地区. 以上这几项研究显

示胃癌高发区中胃癌患者中存在较高的MSI阳性率.

5.2 MSI靶基因  胃癌中MSI的靶基因包括TGFβ-R
BAX hMSH3 hMSH6 和 IGF 等. 其中最常见为

TGFβ-R [26, 28-29, 45, 48, 53, 58-62]. 这些靶基因均含有单核苷
酸重复序列. 在MSI阳性特别是MSI-H胃癌中常常出现

这些序列的改变.

5.3 MSI 与临床  MSI阳性特别是MSI-H胃癌与其他胃

癌相比具有明显不同的临床特征. 许多研究显示组织类型

为肠型的胃癌更易出现MSI[29, 43-44, 46, 48, 60, 63-65]. Fang et al [51]

及Leung et al [66]发现肠化生组织中MSI阳性率亦高于周围

组织. 同时有研究显示MSI阳性与分化程度正相关[43, 64,67].

在胃癌发展的各个时期 多数研究显示MSI与进展期具

有相关性[24, 46, 48, 51, 68]. 另外MSI-H还与胃窦部发病[33, 46, 48-67]

低淋巴结转移[29, 48] 家族史[20-21, 46, 49] 高淋巴细胞浸

润[33-44] 晚发[44, 69]具有相关性. Wu et al [48]发现MSI与

幽门螺旋菌感染具有相关性 Kim et al [70]在实验中发

现螺旋菌可影响错配修复系统的稳定性.

5.4 MSI 与预后  MSI 与预后之间是否具有关联目前仍

存在较多争议. 一些研究发现MSI阳性胃癌患者预后要

明显好于MSI阴性患者[29,71]. 但另外一些研究则未发现二

者之间具有相关性[46,48]. Suzuki et al [72]在最近的研究中发

现患者预后与MSI没有相关性 而与整个基因组损害比

例相关. Bataille et al [68]及Ott et al [73]对MSI阳性与胃癌化

疗预后进行研究 也发现二者之间不存在相关性.

        总之 错配修复基因的突变在胃癌中并不是一种

常见的现象 而多数具有微卫星不稳定的胃癌患者存在

hMLH1启动子甲基化及失活. 因而由hMLH1甲基化所引

起的错配修复缺陷成为胃癌发病机制中一条重要途径.

这些患者常具有微卫星不稳定性及独特的临床特征.
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摘要

水通道蛋白在消化系统分布广泛 从唾液腺到结肠 其

可谓无处不在. 在生理上这些蛋白质与水的分泌和吸收过程

密切相关 本文就这一方面的研究进展作一综述.
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0   引言

早期认为在各种组织细胞中 水的转运均是通过简单

扩散的方式完成的. 但有部分细胞如肾近曲小管上皮细

胞 红细胞对水的通透性明显高于其他组织 一直难以

解释这种现象. 1984年Dibas et al首先从牛眼晶状体中

分离出一种非选择性的水通道蛋白(Aquporins AQPs).

1992 年又进一步分离出选择性的水通道蛋白-AQP1

这种疑问方才有了满意的答案. 之后的10 a又陆续在各

种组织中分离发现了10种AQPs 由于这些蛋白质相互

之间具有较高的同源性 级结构也相类似 且均能够

介导水的快速跨膜运动 因此被归属为细胞膜整合蛋

白亚家族 称作水通道蛋白家族[1].

1   AQPs家族的结构与特点 (表 1)

2   水通道蛋白在消化系统的分布

随着RT-PCR 原位杂交和免疫组化等技术的应用

我们认识到AQPs在消化系统分布广泛(表2) 从唾液腺

到胃到结肠 其可谓无处不在 与消化系统生理上的水

转运过程和一些疾病的发生密切相关.

3   消化系统AQPs的生理意义

人体的消化器官由长约8-10 m的消化道和与其相连的

许多大小消化腺组成 每天这些消化腺将产生8 L左

右的消化液 同时我们每天通过饮食又摄入2 L左右

的液体. 这样大量水最终仅有50-200 mL通过粪便排

出 而大部分则在小肠和结肠被吸收. 因此水的转运对

于消化系统而言是极为重要的过程 那么水通道蛋白

在消化系统水的转运过程中究竟充当了一个怎样的角

色呢

3.1 唾液腺  唾液中包含了99%水分 腺泡细胞分泌

等渗性原唾液 而唾液腺导管上皮细胞则通过少量水

的跨膜分泌以及Na+ Cl-的重吸收 来调整原唾液的

渗透性 因此最终分泌的唾液通常为低渗液. 根据以往

的研究 水在唾液腺的转运既有跨膜转运又有细胞旁

路转运 但对于两种径路水通透性的具体数量级 目

前仍不清楚. 一般认为旁路转运在这个过程中起主要作

用. 但不能忽视的是 几种AQPs(AQP1 AQP3 AQP5

和AQP8)在水的跨膜转运过程中也扮演着重要的角色.

在人的唾液腺AQP1不仅在小管腔而且在腺泡细胞的基

底部有表达 特别是肌上皮细胞也同样存在AQP1

但还不清楚肌上皮细胞表达的意义[4]. 多个研究显示在

人的唾液腺腺泡细胞存在AQP3 而大鼠的唾液腺则

表1  AQPs家族的结构与特点[1-2]

AQPs类型 氨基酸数目 分子量 可转运物质     对水相对通透性     汞抑制作用        染色体定位

AQP0 263 26 kD 水 蔗糖 氯化钾 维生素 C 0. 04 - 12q13

AQP1 269 28 kD 水 1. 00 + 7q14

AQP2 271 29 kD 水 氢离子 0. 55 + 12q13

AQP3 292 29 kD 水 甘油 尿素 0. 35 + 9q12

AQP4 301/323 34 kD 水 甘油 尿素 3. 00 - 18q11-12

AQP5 265 27 kD 水 0. 80 + 12q13

AQP6 282 30 kD 水 阴离子 0. 06 + 12q13

AQP7 269 26 kD 水 甘油 尿素 1. 00 - 9p13

AQP8 263 28 kD 水 尿素 1. 35 + 16p12

AQP9 295 28-33 kD 水 尿素 甘油 1. 00 + 15q22

AQP10 264 水    -      



没有表达 一系列实验结果提示AQP3 直接参与了人

类唾液的分泌过程. 虽然AQP4定位于唾液腺分泌管腔

细胞膜的顶侧膜上 但以毛果芸香碱刺激AQP4 基因

敲除小鼠时 其分泌的唾液在构成与数量上都没有改

变 因此AQP4 似乎并没有参与唾液的分泌过程[5].

表2  AQPs在消化系统的分布情况[2,3]

消化      物   AQP
器官  种  类型         细胞分布         亚细胞分布

唾液腺  人 AQP1       内皮细胞 肌上皮细胞

AQP3         腺泡细胞 BLPM

AQP5         腺泡细胞 APM

大鼠 AQP1         内皮细胞       APM BLPM

AQP4         管上皮细胞 BLPM

AQP5       腺泡 管上皮细胞 APM IC

AQP8         腺泡细胞 BLPM

小鼠 AQP1         内皮细胞

AQP5         腺泡细胞 APM

食管 大鼠 AQP1         淋巴管内皮细胞

AQP3         鳞状内皮细胞

胃 人 AQP4         壁细胞和主细胞 BLPM

大鼠 AQP3         贲门腺细胞 BLPM

AQP4         壁细胞 BLPM

小鼠 AQP4         壁细胞 BLPM

肝 人 AQP1         内皮细胞       APM BLPM

大鼠 AQP0       肝细胞 胆管细胞

AQP1         内皮细胞 BLPM

        胆管细胞   APM BLPM IC

AQP4         胆管细胞 BLPM

AQP5         胆管细胞

AQP8         肝细胞 APM IC

        胆管细胞

AQP9         肝细胞 BLPM

        胆管细胞

小鼠 AQP1         胆管细胞

胆囊 人 AQP1         胆囊颈上皮细胞       APM BLPM

小鼠 AQP1         微血管

胰腺 人 AQP1         腺泡细胞       APM BLPM

大鼠 AQP1         内皮细胞

AQP8         腺泡细胞       APM IC

小鼠 AQP1         小叶间脉管

小肠 人 AQP10         空肠上皮细胞

大鼠 AQP1         内皮细胞

AQP3         绒毛上皮细胞 BLPM

AQP4         隐窝上皮细胞 BLPM

AQP8         隐窝上皮细胞 IC

结肠 人 AQP3         绒毛上皮细胞

大鼠 AQP1         内皮细胞

AQP2         表面吸收上皮细胞 BLPM

AQP3         表面吸收上皮细胞 BLPM

AQP4         表面吸收上皮细胞 BLPM

AQP8         表面吸收上皮细胞 IC

小鼠 AQP4         表面吸收上皮细胞 BLPM

AQP8

2BLPM:细胞膜顶膜;APM:细胞膜基侧膜;IC:细胞内分布.

        相比其他几种AQPs 在唾液分泌和重吸收的过程

中AQP5的作用研究的更为深入. AQP5在人类 大鼠

和小鼠腺泡细胞顶膜均存在表达 认为其参与了唾液

的分泌过程. 有研究将AQP5全长cDNA以腺病毒转染唾

液腺上皮细胞 结果发现细胞AQP5 的表达增加且出

现与渗透梯度有关的水分泌现象. 此外以毛果芸香碱刺

激AQP5基因敲除小鼠唾液的分泌 与野生型相比较

分泌量尚不足后者的40%. 且基因敲除小鼠的唾液为高

渗性 渗透压达420 mOsm 显示出水转运功能的不

全 在这种小鼠的腮腺细胞和舌下腺细胞也有同样情

况发生[6]. 最近还有研究显示细胞顶膜AQP5表达数量的

增加与唾液腺分泌过程中水转运的调控有直接关系.

3.2 食管  迄今为止尚没有发现食管具有水分泌和吸收的

功能 然而在食管淋巴管内皮细胞以及食管上皮细胞

却分离发现了AQP1和AQP3. 尤其是存在于上皮细胞的

AQP3 显示其可能与食管腔表面湿润度的维持有关[2].

3.3 胃  胃液的等渗性也显示出胃壁细胞盐酸分泌的同

时也伴随着水通过上皮细胞膜的转运过程 然而这种

机制目前仍不明确. 因为以往的研究显示壁细胞顶膜对

水的通透性较低 而AQPs 也并没有直接参与胃酸的

分泌过程 因此细胞旁路可能是胃液产生水转运的主

要途径. 目前已发现AQP3和AQP4在胃有表达 但他

们在胃液分泌过程中的作用仍不清楚. AQP3主要表达在

贲门腺细胞基侧膜和大鼠胃的非腺体区 所以推测

AQP3可能与胃酸分泌时水的旁路转运有关[7]. 而 AQP4

则选择性表达在大鼠和小鼠胃壁细胞基底膜 在人胃

的主细胞和壁细胞则均有表达. 但在H+/K+ATP酶所在的

细胞顶膜和管状囊泡膜均没有发现AQP4 的表达 所

以认为他与水从壁细胞进入胃腔的过程并无直接关系[8].

Wanget al [9]观察了AQP4基因敲除小鼠的胃酸分泌情

况 结果与野生型对照并没有明显差异 也证实了以

上的推断. 但他们也同时注意到由于盐酸分泌过程中水

的丢失会导致壁细胞内环境渗透压的增加 而AQP4

则能够同时介导组织间隙水向细胞内的转运 以维持

细胞内环境的稳定 所以AQP4 的这种稳态维持作用

对于酸分泌过程是相当重要的. 其他类型的AQPs 如

AQP8 在胃上虽也有发现 但仅限于mRNA水平 作

用也不明确 尚待进一步研究.

3.4 肝胆  在肝脏内水的转运必须通过2个上皮细胞层

(肝细胞和胆管细胞)方能完成. 肝细胞至少能够表达3种

AQPs AQP0 AQP8和AQP9. AQP8主要定位于肝细

胞的囊泡内 而在细胞膜基底部则很少表达 提示其

与细胞膜水通透性之间的关系似乎并不大. 但当双丁酰

环磷腺苷刺激时 胞内的AQP8 则出现再分布向细胞

膜表面转移现象 细胞顶膜水的通透性也明显增加. 根

据这样的结果 认为肝细胞水的转运为简单扩散和

AQPs 双路径介导 基础状态下主要受前者调控 受

刺激状态下则后者起主要作用[10]. AQP0和AQP9在肝细

胞水转运中的作用目前尚没有这方面报道.
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        胆管细胞占肝脏细胞总数的3-5% 然而他们却产

生了近40%的胆汁. 胆管细胞表达的AQPs最为丰富

包括了AQP0 AQP1 AQP4 AQP5 AQP8和AQP9

等 其中以AQP1和AQP4研究最多. AQP1主要定位于

胆管细胞膜顶膜 基侧膜以及胞内囊泡. AQP1在基侧

膜的密度一般较低 而AQP4在这个区域则有高表达.

已经有研究发现AQP4能够维持胆管细胞顶膜区和基侧

膜区之间水通透性的平衡 其主要调控基侧膜水的通

透性 而AQP1则在顶膜起决定作用. AQP1在胆管周

围血管内皮细胞也有高表达 显示其可能与水通过胆

管细胞从血管向胆管的转运过程有关. 同时AQP1在小

鼠胆管内皮渗透性水转运过程中也发挥着关键作用.

AQP1基因缺失小鼠独立的肝内胆管单位(IBDUs)与野生

型相比 水通透性仅为后者的40%[11]. 肝内胆管不仅有

分泌功能而且也能够吸收水分 Gong et al [12]将IBDUs

置于高渗性缓冲液中 结果发现管腔迅速缩小 显示

出水分的吸收. 除此之外葡萄糖灌注大鼠IBDUs也出现

类似现象 而这些模型中胆管上皮水的吸收又均具有

汞敏感性 提示有AQPs参与其中. 在胆管上皮细胞之

间的紧密连接之间是否有AQPs呢 通过对IBDUs的研

究发现 渗透性跨膜水转运能够被HgCl2所抑制而鱼

精蛋白(旁路水转运调节剂)则没有抑制作用 提示

AQPs介导了胆管上皮跨膜水转运 而细胞旁路则没有

参与其中. AQP5 AQP8和AQP9在胆管细胞的亚细胞

定位目前仍不清楚 有待研究. 虽然已经发现AQP1定

位于胆囊上皮细胞顶膜和基侧膜 但其在胆囊上皮细

胞水跨膜转运过程中的作用 目前尚不清楚.

3.5 胰腺  胰液的外分泌部主要由腺泡和导管组成 每

天能够分泌2. 5 L的胰液进入十二指肠. 研究显示AQP1

和AQP8在胰腺表达 这些蛋白质可能与胰液的分泌有

关. 免疫组化显示AQP1位于人类胰腺腺泡细胞的基侧

膜和顶膜. 在大鼠AQP1则位于微脉管系统. 通过免疫电

镜观察发现AQP8在大鼠胰腺位于腺泡细胞顶膜 亚细

胞结构胞内的囊泡内也有相当多的表达 这种现象提

示AQP8可能在2个不同部位存在反复的循环. Hurley

et al [13]采用分离的腺泡细胞研究水转运功能 结果发

现腺泡细胞在高渗透压下 氯化汞能够抑制细胞膜对

水的通透性 仅仅在顶膜很小的区域给予氯化汞 就

能够使膜水通透性降低90% 从这个结果也能推测到

在基侧膜也可能有未知的水通道存在.  Cho et al [14]研究

发现GTP诱导酶原颗粒在Gαi3蛋白介导下发生肿胀
而 AQP1 则在胰腺外分泌酶原颗粒膜表达并参与了

GTP诱导的水转运和细胞肿胀的过程. AQP3在胰腺细

胞的定位目前仍不知道 也没有研究显示胰腺上皮细

胞存在AQPs.

3.6 肠道  在小肠发现的水通道蛋白目前有6种: AQP1

AQP3 AQP4 AQP5 AQP8 和 AQP10 均在大鼠

的小肠内发现的. AQP3 和 AQP4 在小肠上皮表达

AQP8 mRNA的表达则局限于空肠 显示出小肠水的转

运可能选择性发生在部分肠管. AQP3 mRNA水平随着肠

管长度的增加而增加的事实也支持这种假设[15]. AQP10

则是新分离出的一种水通道蛋白 RNA分析和Northern

blot 分析发现其在十二指肠和空肠均有表达 原位杂

交结果则显示AQP10定位于分泌性空肠上皮细胞[16]. 然

而至今仍没有直接的证据证明AQPs介导了小肠水的转

运 因此细胞旁路仍被视作小肠水吸收的主要途径.

        与其他分泌功能内皮细胞类似 结肠绒毛上皮细

胞水的分泌也是通过细胞旁路机制完成. 目前已经知道

结肠细胞表达AQP1 AQP2 AQP3 AQP4 和AQP8.

研究证实AQP2主要表达在远端结肠黏膜上皮细胞. 在肠

道水吸收过程中 AQP2在细胞顶膜的表达明显增加

同时发现这种吸收作用能够被汞制剂PCMBS所抑制

但Na+吸收却没有受影响 显示了抗利尿激素调控水通

道-AQP2参与了调控肠道上皮细胞的水吸收过程[17]. 但

研究显示AQP4与结肠水分泌的过程并没有关系. Wang

et al [18]通过茶碱诱导AQP4基因敲除小鼠结肠分泌 显

示结肠分泌功能并没有损害. 但最近又有人研究了YY

蛋白静脉注射能够诱导小鼠结肠水分吸收增加 而在

AQP4敲除小鼠吸收则显著降低 显示AQP4可能参与

了结肠的水吸收过程. 其他几种AQPs在结肠水转运过

程的作用 目前也还没有相应的研究. 但令人振奋的是

最近有研究发现AQP8基因在结肠腺瘤和结肠癌细胞表

达缺失或仅微量表达 而在正常的结肠黏膜细胞则有

较高水平的表达 这种表达的差异显示出AQP8有可能

成为新的结肠肿瘤预测标志物[19].

      总之 消化系统水通道蛋白的研究仍处于起步阶段

虽然对于他们在水转运生理过程中的作用我们有了一

定的认识 但许多的问题并没有解决. 他们具体的作用

机制 他们相互之间的关系 他们的病理生理意义等

等 都将是我们今后的研究方向.
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世界华人消化杂志入编 中文核心期刊要目总览
2004年版内科学类的核心期期刊

本刊讯  中文核心期刊要目总览 2004年版编委会 依据文献计量学的原理和方法 经过研究人员对相关
文献的检索 计算和分析 并通过学科专家评审 世界华人消化杂志被确定为内科学类的核心期刊 编入 中

文核心期刊要目总览 2004年版 第四版 本版核心期刊研究 被列为 2001年国家社会科学基金项目 .
该书定于 2004年 7月由北京大学出版社出版.
该书已于 1992 1996 2000年出版过三版 在社会引起了较大反响 图书情报界 学术界  出版界和

科研管理部门对该项研究成果都给予了较高评价 普遍认为他适应社会需要 为国内外图书情报部门对中文学术

期刊的评估和选购提供了参考依据 促进了中文期刊编辑和出版质量的提高 已成为具有一定权威性的参考工具

书 为了及时反映中文期刊发展变化的新情况 中文核心期刊要目总览 2004年版编委会 开展了新一版核心
期刊的研究工作 课题组认真总结了前三版的研究经验 对核心期刊评价的基础理论 评价方法 定量评价指标

体系 核心期刊的学科划分 核心期刊数量 评价软件 核心期刊的作用与影响等问题进行了深入研究 在此基

础上 进一步改进评价方法 使之更加科学合理 力求使评价结果能更准确地揭示中文期刊的实际情况 本版核

心期刊定量评价 采用了被索量 被摘量 被引量 他引量 被摘率 影响因子 获国家奖或被国内外重要检索

工具收录等 7个评价指标 选作评价指标统计源的数据库达 51种 统计文献量达到 943万余篇次 1999-2001
年 涉及期刊 1万 2千种. 本版还加大了专家评审力度 1873位学科专家参加了核心期刊评审工作 经过定
量评价和定性评审 从我国正在出版的中文期刊中评选出 1800种核心期刊 分属七大编 75个学科类目. 该书由
各学科核心期刊表 核心期刊简介 专业期刊一览表等几部分组成 不仅可以查询学科核心期刊 还可以检

索正在出版的学科专业期刊 是图书情报 新闻出版 科研成果管理等部门和期刊读者的不可或缺的参考工具

书.
该书由北京大学图书馆和北京高校图书馆期刊工作研究会合编 北京大学图书馆戴龙基馆长和蔡蓉华研究馆

员任主编 北京高校图书馆期刊工作研究会成员馆 中国科学院文献中心 中国社会科学院文献中心 中国人民

大学书报资料中心等相关单位的百余名专家和期刊工作参加了研究. 世界胃肠病学杂志 2004-05-05
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放大电子内镜检查在消化道疾病中的诊断价值

徐雷鸣,  李定国

徐雷鸣, 李定国, 上海第二医科大学附属新华医院消化内科 上海市 200092
项目负责人: 徐雷鸣, 200092, 上海市控江路1665号, 上海第二医科大学附
属新华医院消化内科 .  xlma@shtel.net.cn
电话: 021-6579000
收稿日期: 2004-02-11    接受日期: 2004-03-18

摘要
继电子内镜广泛应用临床后 各种类型的放大电子内镜相

继问世 并用于临床; 由于后者具有高像素和高分辨率特

点 在检查消化道疾病时 可使肉眼直观所见到的黏膜组

织被不同程度放大 如Olympus GIF-Q240Z放大电子内镜

配备20寸显示器时 可使上消化道黏膜组织被放大115倍;

再如Olympus CF-240Z配备20寸显示器时 可使结肠黏

膜组织被放大120倍. 因此在放大电子内镜下 正常黏膜组

织及病变部位都十分清楚 有利于观察微细结构变化 发

现早癌以及对良 恶性病变进行较准确鉴别[1] 故在消化

道疾病检查诊断中 放大电子内镜是一先进重要手段.

徐雷鸣, 李定国. 放大电子内镜检查在消化道疾病中的诊断价值. 世界华人消

化杂志  2004;12(6):1393-1396
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0   引言

我国是食管癌及胃癌高发区 到目前为止其发病率仍居

高不下 早期癌的检出率低 死亡率高; 而结肠癌发病

率也有逐渐增高趋势 同样发现早期癌少 死亡率高.

近年来 国内开始使用放大电子内镜 上述情况有所

改观; 为了在使用放大电子内镜时更好地观察黏膜微细结

构及区别良恶性病变 更准确的提高早癌检出率 为

镜下治疗提供充分依据 更正确认识和诊断消化道中一

些其他病变 现将近年来国外一些学者使用放大电子内

镜结合镜下染色诊断消化道疾病的经验做一综述介绍.

1   食管疾病

1.1 Barrett 食管炎  Endo et al [2]用放大电子内镜观察30

例经亚甲兰染色的Barrett 食管炎黏膜 对活检标本进

行组织学 粘蛋白免疫组化及细胞增生检测. 放大电子

内镜将小凹分型(pit pattern)分成5型 即管状和绒毛状

小凹型: 不仅有特殊的柱状上皮及亚甲兰的吸收 而且

具有高标记的小肠粘蛋白表型; 圆点和直型小凹型: 无特

殊的柱状上皮 归类为胃表型; 长卵圆型小凹型: 介于

胃表型和肠型的中间型. 结果发现 放大电子内镜对

Barrett 食管炎黏膜形状的分类不仅能反映组织学形态

而且能反映粘蛋白表型. Yagi et al  [3]报道: 用放大电子内

镜结合亚甲兰染色观察 30 例非幽门螺杆菌感染的

Barrett 食管炎黏膜的肠腺化生患者 其中男21例 女

9例 年龄33-79(平均 61 岁) 结果发现Barrett 食管

炎黏膜的肠腺化生呈管状 多孔状 椭圆状的小凹

型. 肠腺化生的敏感性为 84.4% 特异性为 91.7%.

Sharma et al [4]观察了80例平均年龄62.7岁 疑为Barrett

食管炎的患者(即柱状上皮覆盖的远端食管) 其柱状黏

膜的平均长度3.7 cm. 由于Barrett食管炎中出现肠化生

(intestinal metaplasia IM)和低度异型增生(low grade

dysplasia LGD)和高度异型增生(high grade dusplasia

HGD)时 具有癌变的危险 但这种病理变化在食管壁

常呈斑驳状及马赛克状分布 故黏膜随机活检往往无

法准确检到发生病变的部位 但在喷洒靛青-洋红及使

用放大电子内镜后 可发现柱状上皮黏膜有3种类型

即嵴/绒毛状型 环型以及不规则/扭转型; 本组患者根

据上述黏膜类型靶向活检 IM的检出率则较高: 嵴 /绒

毛状型为97%(57/62) 环型为17%(2/12) 其余6例不

规则/扭转型患者活检提示100%(6/6)则为HGD. 另外全

组患者中有18例为嵴 /绒毛状型者在靶向活检中均有

LGD 因此 作者认为: 根据放大电子内镜结合染色所

见黏膜病变分型做靶向活检与随机活检相比 提高肠

化生和异型增生的检出率.

1.2 表浅性食管癌  Miwako et al [5]用放大电子内镜观察

食管上皮 发现碘染色的正常食管黏膜是由一组组白

点规则排列而成 并可见到上皮乳头层毛细血管. 他将

上皮乳头层毛细血管分成 4 型 即细直型(1 型) 螺

旋型(2型) 不规则型(3型)及复杂型(4型) 与病理学

检查对照发现: 1型为组织学正常 2型为常见炎症性

改变 3 型中m 1和m 2型黏膜癌检出率较高 4 型中

m3型-sm黏膜下癌检出率较高. Kumagai et al [6]用放大电

子内镜观察82例表浅性食管癌患者 按浸润深度分成

4组 即m1-m3(黏膜癌) sm(黏膜下癌); 结果还发现: 表

浅性食管癌的浸润深度与放大电子内镜观察到的表面毛

细血管环(intrapapillary capillary loops  IPCL)结构改变相

关 m1型为IPCL口径扩大 m2型为IPCL口径扩大及

血管延长 m3型为混合有IPCL和肿瘤血管 sm型为

完全性肿瘤血管; 组织学浸润深度与放大电子内镜观察

的一致性为83.3% 组织学观察显示: m1型IPCL的口径

为12.9 3.9 µm 正常食管黏膜IPCL的口径为6.9
31.5 µm (P <0.0 001) 作者认为观察表浅性食管癌的
微血管结构对判断肿瘤的浸润深度是非常有帮助的.
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2   胃部疾病

2.1慢性胃炎  Yagi et al [7]用放大电子内镜观察297例患

者的胃黏膜 比较H pylori感染性胃炎与无H pylori感

染正常胃黏膜的内镜下表现. 其中72例为非H pylori感

染正常胃黏膜 225例为H pylori感染性胃炎; 作者将

放大电子内镜图像分成4型: 1型可见形成网状的集合

静脉和真毛细管 以及胃小凹类似针孔状(n=80) 2型

可见不规则的真毛细管 未见集合静脉(n=36) 3型可

见白色的胃小凹和小沟 未见形成网状的集合静脉和

真毛细管(n=110) 4 型可见周围红色扩大的胃小凹

(n=71); 非H pylori感染正常胃黏膜均为1型 根据放

大电子内镜图像可清楚地鉴别H pylori相关性胃炎. 此

外 Yagi et al [8]还用放大电子内镜观察557例患者的胃

黏膜 发现无H pylori感染正常胃黏膜内镜下可见规

则排列的集合静脉(regular arrangement of collecting

venules RAC) 在 158例无Hp感染正常胃黏膜中151

例有RAC RAC出现的敏感性和特异性分别为93.8%

和96.2% RAC的出现是无H pylori感染正常胃黏膜的

特征性表现. 另外 Nakagawa et al [9]用放大电子内镜观

察胃黏膜内集合静脉 分成3个类型: 规则型 不规则

型和模糊型 结果显示: 规则型为无H pylori感染 不

规则型中腺体萎缩明显高于模糊型.

2.2门脉高压性胃病  Cales et al [10]用放大电子内镜和普

通电子内镜双盲比较观察39例肝硬化患者和正常对照

者的胃黏膜 结果发现: 肝硬化患者的胃黏膜放大电子

内镜图像常常表现为花斑样型 白点状和红色征 放大

电子内镜常常比普通电子内镜对胃黏膜形态能提供更多

的描述 但是对于肝硬化诊断的精确性二者无明显差

别; 对于通过放大电子内镜观察门脉高压胃黏膜病变的

图像来预测门脉高压性胃病出血 目前尚无文献报道.

2.3胃癌  Tajiri et al [11]用放大电子内镜结合染色和普通

电子内镜比较观察232例病变 结果发现 (1)隆起性病

灶: 增生性息肉放大电子内镜图像为带红色 粗糙的类

型 腺瘤性息肉为带白色 细小 规则的类型 隆起性

早期管状腺癌为不规则的黏膜类型 可见不规则和相

对粗短状毛细血管 隆起性早期乳头状腺癌为不规则

凸起 粗糙的黏膜类型 有长弯曲状毛细血管; (2)凹

陷性病灶: 各种类型良性溃疡和糜烂愈合过程中 往往

为膜样 梭样 栅栏样或圆石样的黏膜类型 呈规则排

列 尽管有毛细血管密度增加 但无扩张或者弯曲的改

变 几乎所有的凹陷性早期胃癌均有不规则的管状结

构及异常的毛细血管 呈网状或螺旋状改变; (3)放大电

子内镜结合染色和普通电子内镜比较: 当隆起性病灶

1 cm时 普通电子内镜的诊断准确率为63.6% 放大

电子内镜为100% 当隆起性病灶>1 cm 时 普通电

子内镜为90.0% 放大电子内镜为100% 当凹陷性病

灶 1 cm时 普通电子内镜的诊断准确率为68. 0%

放大电子内镜为88.0% 当凹陷性病灶>1 cm时 普通

电子内镜为97.0% 放大电子内镜为100%; 对早期胃

癌 普通电子内镜的总诊断准确率为66.7% 放大电

子内镜为91.7%(P <0. 01). 结果提示: 放大电子内镜对于

微小病变的诊断准确率优于普通电子内镜. Yao et al [12]:

用放大电子内镜观察27 例非溃疡型的黏膜内早期胃

癌 按组织学分类分成: 分化型(18例)和未分化型(9例);

结果发现: 在非癌黏膜内见有规则上皮下毛细血管网和不

同组织学分类的早期胃癌放大电子内镜下表现有明显区

别 即所有的分化型早期胃癌有明确的界限区域 规

则上皮下毛细血管网消失和不规则的毛细血管增生

未分化型无明确的界限区域或其非癌黏膜内毛细血管密

度减少.

3   结肠疾病

3.1炎症性肠病  Fujimura et al [13]用放大电子内镜 电

子显微镜及免疫组化方法研究Crohn病阿弗他溃疡形成

的机制. 其中用放大电子内镜结合染色后可清楚地将阿

弗他溃疡病变分成3个类型 1型: 黏膜类型消失但表面

可见明显沟槽 圆形扩大中央凹陷型. 2型: 小中央凹

陷和周围红晕型 3型: 小溃疡或糜烂表面有圆形或不

规则型白色覆盖物 周围黏膜中可见扩张毛细血管; 结

果提示: 病变程度与分型密切相关 严重程度从重到轻

依次为3型 2型 1型; 预后从好到差 依次为1型

2型 3型; 放大电子内镜检查对病变程度的判断及预

后有帮助. Matsumoto et al [14]用放大电子内镜观察41例

溃疡性结肠炎患者直肠部位黏膜. 结果显示 41例溃

疡性结肠炎患者有37%无网状结构(network pattern

NWP) 24%无腺管开口(cryptal opening CO); 作者根

据NWP和CO将患者分成3组: NWP(-)/CO(+)(n=15)

NWP(+)/CO(-)(n =10)及 NWP(+)/CO(+)(n =16) 并与临

床症状 组织学做比较后认为: 黏膜同时有NWP(+)/CO

(+ )的患者 临床症状较轻 组织学炎症反应较低

溃疡性结肠炎活动指数(ulcerative colitis activity index

UCAI)为: 119 33 NWP(+)/CO(-)组的UCAI为: 173

44(P =0.0016); NWP(-)/CO(+)组的UCAI为: 167 46

(P =0.0024). 因而作者认为放大电子内镜可以评价疾病

的严重程度. 另外 Fujiya et al [15]用放大电子内镜检查

61例溃疡性结肠炎患者 并将病变分成5个类型: (1)

规则排列的腺管开口 (2)绒毛样 (3)上皮微小缺陷

(4)小淡黄色点 (5)珊瑚色礁样表现 并将此5个类型

与组织病理学做了比较: 上皮微小缺陷类型常提示溃疡

性结肠炎可复发 故作者们认为放大电子内镜分型对

溃疡性结肠炎活动性的评价及病情的缓解预测是非常

有用的.

3.2结肠息肉病  Konishi et al [16]将660例结肠息肉患者

随机分成两组 每组330例分别使用放大电子内镜和普

通电子内镜进行检查 共发现息肉812个 息肉直径

10 mm 同时证明: 肿瘤性病变与非肿瘤性病变诊断的

准确率是: 放大电子内镜为92%(372/405) 普通电子内
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镜为: 68%(278/407) 说明放大电子内镜在鉴别良 恶

性病变方面明显优于普通内镜. Togashi et al [17]用放大电

子内镜检查1 280 例患者 共发现923 枚息肉 经染

色放大按腺管开口分成6型: 型为中圆形 型为星

样形 型为椭圆形 型为小圆形 型为脑回

状形及 型为无明显结构表现型; 与组织学对照可见:

型为腺瘤腺管开口类型

型为肿瘤腺管开口类型; 放大电子内镜对肿瘤性病变诊

断的准确率为92% 对非肿瘤性病变诊断的准确率为

73.3% 其中23个肿瘤性病变被误判为非肿瘤性的中

度不典型增生; 对直径 5 mm的准确率为85.6% 直

径6-10 mm的准确率为94. 8% 直径 11mm的准确

率为90.6%. 而Liu et al [18]用放大电子内镜检查发现954

枚息肉 经染色后诊断肿瘤性病变的敏感性为 90 .

8% 特异性为72.7%. Tamura et al [19]用放大电子内镜

观察结肠黏膜并将腺管开口分成5型: 型中圆形为正

常黏膜 型星样形为增生性息肉 L型椭圆形

S型小圆形均为腺瘤 型脑回状形为腺瘤或癌及

型明显结构表现型为浸润癌 这与6型分类方法基本

相同; 作者还发现: 单一腺体腺瘤家族腺瘤性息肉病的表

面小凹结构常呈 L型腺管开口类型 组织病理学显示

定位在黏膜的上层 因此 可以根据内镜下crypt pat-

tern诊断为单一腺体腺瘤息肉病. 还有 用放大电子内

镜可以明确诊断罕见的帽状息肉病(Cap polyposis)

Cronkhite-Canada综合征 Cowden病以及Peutz-Jeghers

综合征等[20-23]; 因此 利用放大电子内镜检查可提高上

述特殊疾病的诊断率.

3.3 结肠癌  Kudo et al [24-25]将大肠黏膜腺管开口分为5

型: (1) 型: 为圆形 镜下为正常黏膜 由于黏膜下肿

瘤起源于黏膜下层或肌层 所以通常腺管开口为 型

故对于黏膜下肿瘤的诊断具有重要意义; (2) 型: 星芒状

或乳头状 开口较正常腺管开口大 为增生性病变;

(3) L型和 S型: 前者为腺管开口呈管状或类圆形 较

正常腺管开口大 为腺瘤 多为隆起性病变 后者为腺

管开口呈管状或类圆形 较正常腺管开口小 为腺瘤或

早期结肠癌(多为 C型早期结肠癌); (4) 型: 腺管开口

呈分支状 脑回状或沟回状 为绒毛状腺瘤; (5) A型

和 N型: 前者为腺管开口排列不规则 开口大小不

均 大多为早期结肠癌 后者为腺管开口消失或无结

构 该型皆为浸润癌. Nagata et al [26]用放大电子内镜检

查75例早期结肠癌患者 根据pit pattern 将 型分成

A型和 N型(再分成A B C 亚型) 其中 37 例

为 A型 8例为 N-A 型 16 例为 N-B 型 14 例

为 N-C型 结果发现: 肿瘤黏膜下浸润的发生率(sm2-

sm3) A型为14%(5/37) N-A型为38%(3/8)

N-B型为96%(15/16) N-C型为100%(14/14); 纤维

成形性反应阳性及pit 结构紊乱或消失发生率 N-B

型和 N-C型显著高于 A型(P <0.01) 表明 pit pat-

tern 型的亚型分类对早期结肠癌浸润深度的判断有非

常重要意义. Hart et al  [27] 研究显示 内镜下大多数结

肠病变为隆起性病变 可达85% 而平坦性病变为少

数 但与结肠癌的发生密切相关 普通电子内镜往往

会遗漏这些病变 用放大电子内镜结合染色观察结肠

黏膜腺管开口的分型 可明确诊断. Tanaka et al [28]用放

大电子内镜观察5 590个腺瘤和癌 结果发现: 凹陷性

病变比隆起性病变有明显癌变及黏膜下浸润的趋势; 以

往结肠癌的分期多在术后进行 普通电子内镜检查及

钡剂灌肠无法判断肿瘤浸润深度及有无周围淋巴结转

移 对于凹陷性病变 即 C型早期结肠癌 与增

生性病变和炎性病变用普通电子内镜观察常难以鉴

别 而放大电子内镜通过观察结肠黏膜的crypt pattern

进行定点靶向活检 以判断癌前病变 / 癌 并且结合

超声内镜检查 可提高早期结肠癌的确诊率[29 30]. 此

外 Kudo et al [31]用放大电子内镜观察平坦性病变及凹

陷性病变的pit pattern 为内镜下黏膜切除(endoscopic

mucosal resection  EMR)提供依据 对侵及黏膜下层

而无血管浸润的病变(sm1a和 sm1b)可行内镜下黏膜切

除 对于pit patternVN病变 则需行外科手术.

       总之 放大电子内镜检查对于消化道疾病的诊断

具有重要的价值 尤其对于早期肿瘤的发现 内镜下治

疗及确定是否进行术后随访明显优于一般电子内镜

如放大电子内镜和镜下黏膜染色相结合用于消化道疾

病诊断 则更加准确.
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摘要

胃黏膜壁细胞是胃腺内一种重要的分泌细胞 具有泌酸

产生内因子及调节胃内酸碱水平等作用 其中尤以泌酸功

能最为重要: 一方面 组胺 乙酰胆碱(Ach)和胃泌素等

促分泌因子可通过各种途径调节盐酸分泌; 另一方面 壁

细胞泌酸也与其特征性的形态学改变相关联. 近年来 又

发现壁细胞还参与调控胃黏膜细胞的增生和分化. 目前

对胃壁细胞酸分泌的调节机制及其影响因素 在泌酸过程

中的结构变化乃至其超微结构 电生理和对胃黏膜上皮分

化调控等方面的研究均取得长足进步.

徐远溪, 王志荣, 陈锡美. 胃黏膜壁细胞研究进展. 世界华人消化杂志  2004;

12(6):1397-1401

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1397.asp

0   引言

胃黏膜壁细胞 亦称泌酸细胞 位于胃腺颈部 占

胃上皮细胞总数的30%. 其主要功能为分泌盐酸 对胃

内酸碱平衡的维持有重要作用. 胃壁细胞有逆250万倍

梯度浓度分泌H+的能力 这是H+-K+ -ATP酶(质子泵)

作用的结果 又与壁细胞特征性形态学改变相关联. 组

胺 Ach等促分泌因子通过神经 旁分泌和内分泌途径

介导调节盐酸的分泌 除通过激活环腺苷酸(cAMP) 增

加Ca2+内流来刺激泌酸外 还伴有离子通道的调节[1-5].

随着细胞生物学 分子生物学和各种显微技术的完

善 壁细胞对胃黏膜增生分化的直接或间接调控作用

日显重要. 对壁细胞上述功能特点的研究 既有助于壁

细胞的体外分离和培养 又有助于阐明消化性溃疡 胃

酸缺乏症等疾病的发病机制及相关药物的研发.

1   壁细胞的分离培养及其分子生物学结构特征

1.1 壁细胞的分离和培养  胃壁细胞属高度特异的终末

分化细胞 不能进行传代培养 且在整个生长过程中

每日死亡率达5-10%. 因此 建立体外培养壁细胞的

方法十分必要.

       陈蕾 et al [6-7]选用 SD大鼠 剖腹取胃后 在胃

底作一1.0 cm小切口. 将胃翻转 使胃黏膜面朝外而浆

膜面向内 在胃幽门部结扎 并经胃底部切口用注射

器将链霉蛋白(Pronase)注入胃袋 注满为止. 待充分水

浴消化后 离心 洗涤沉淀并制成细胞悬液 将该

悬液置于离心管最上层再次离心 所得上悬液层即为

壁细胞. 分离后的壁细胞用PBS液制备成细胞悬液后接

种到培养液中 放入培养箱30 min 以去除成纤维细

胞 最后把提纯的壁细胞接种至鼠尾胶原包被的盖玻

片上. 这种方法不但能使Pronase局限于浆膜层 减轻

对壁细胞的损伤 而且黏膜面朝向浴液 供氧充分 无

刮取黏膜时对细胞造成的机械损伤 利于细胞的成活.

经上述方法培养 壁细胞纯度可达80% 成活率高达

95%以上.

       鉴于壁细胞无法传代且分离过程繁琐 Carmosino

et al [8]培养的人胃壁细胞HGT-1弥补了以上不足. HGT-

1具有和体内壁细胞类似的生理学特征: 能够在组胺刺

激下分泌H+; 用100 µmoL奥美拉唑(Omepazole)处理后能
够抑制组胺诱导的胞膜顶端泌酸作用; 在HGT-1中检测

到组胺和Na+/H+交换器 这与在胃上皮细胞和原代培

养的壁细胞中发现的NHE4 的功能性表达相一致. 因

此 HGT-1细胞系或许能作为研究壁细胞泌酸调节的

替代模型.

1.2 壁细胞的分子生物学特征

1.2.1 rab家族  rabGTP酶是GTP结合蛋白超家族中的

一种 已被证明与壁细胞胞内动力学和泡囊膜运输有

关. 壁细胞内有一系列rabGTP酶 分子量20-25 kD 含

有保守性鸟嘌呤核苷酸序列和疏水性基元. 某些特殊的

rab还与胞内分泌结构有关 并是膜动力学的重要调节

器 其中以rab11较为特殊[9-15].

         rab11在壁细胞中大量表达[16-19]. 在兔胃壁细胞微粒

体中 rab11的主要存在形式是 rab11a 与H+-K+-ATP

酶共存于管状泡囊膜上 用化学计量法推算每六个质

子泵含有一个rab11a. 在壁细胞受刺激时 rab11a和质

子泵一起重分布 即从管状泡囊移至分泌膜 对质子

泵-膜补充过程有一定作用. 腺病毒感染细胞后产生的

rab11a隐性突变型rab11N124I则起相反作用: 在未受感

染的细胞中 质子泵在胞质内大范围分布 在受刺激时

质子泵从胞质中被清除并向顶端膜迁移;  而在表达

rab11N124I 的细胞 质子泵在受刺激时仍保持其在静

息状态时的位置 这种现象在用四环素后会被遏制 阻

止了rab11突变型的表达. 由此 Duman et al [20-21]证实

了对rab11的干扰与壁细胞泌酸调控存在联系.

1.2.2 包涵素家族  包涵素(Clathrin)是泡囊外衣蛋白中最

具特征的一个家族 存在于富含质子泵的管状泡囊
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上 他在壁细胞中的主要作用有: 对胞内物质加以选

择 使其聚集 并作为将选择后物质运送至邻近泡囊

的途径; 聚集其他各类蛋白质 使胞膜变形成为运输泡

囊或管道. 上述作用表明包涵素可能与质子泵在分泌膜

的恢复以及管状泡囊的生物起源和持续再构建有关[22-30].

1.3 壁细胞的结构特征

1.3.1 壁细胞超微结构分析   Sawaguchi et al [31-32]设计的

高压冷冻保存原代培养细胞可观察到极佳的壁细胞超

微结构. 将分离的壁细胞在覆盖有Matrigel 胶的铝盘上

培养 随后进行高压冷冻保存. 细胞的超微结构如高尔

基体 微粒体等与传统化学固定法相比保存得更好 微

绒毛和胞质中的肌纤维细丝也能清晰显示. 运用上述方

法 可探讨壁细胞在消化性溃疡发病机制中的形态学

改变. 经胃镜取材组织病理学确诊的消化性溃疡患者和

正常人选择同一地区 组织作对照研究[33-35]. 经体视学

分析及超微结构观察 结果发现两组间壁细胞平均剖

面直径 平均剖面积 平均体积 体积密度和数量均无

显著差异. 电镜下胃溃疡患者壁细胞内微管泡系统少且

散乱 线粒体稀疏; 十二指肠溃疡患者胞内则有大量微

管泡系统 线粒体增多明显; 对照组微管泡系统丰富

线粒体嵴呈板状. 由此可见 十二指肠溃疡患者的高胃

酸状态实与壁细胞泌酸功能的增强有关 而非壁细胞

总数增加; 与正常人相比胃溃疡患者则无明显变化.

1.3.2 壁细胞氯离子通道研究  研究表明 壁细胞氯离

子通道有三种重要生理学特点: (1)在控制膜电位过程中

的管家作用; (2)NO/cGMP蛋白激酶途径介导的氯离子通

道的开放能防御乙醇诱导的损伤; (3)可被GTP结合蛋白

介导的产生于胞内的超氧阴离子所抑制[36-40].

       壁细胞共有两种氯离子通道 即分泌膜氯离子通

道和基底膜氯离子通道. 通常采用细胞贴附式即膜内面

向外式和全细胞记录法来研究这两种通道. 前者在给予

组胺10-4 moL/L后 可记录到一种电压依赖性氯离子

电流. 该通道随刺激电压绝对值增加开放频率亦增高

其改变呈不对称抛物线型 该通道还参与胃酸分泌 对

Na+ K+通透性极低. 全细胞记录法则用来观察基底膜

氯离子通道 其电流-电压曲线为过原点的直线 在

细胞内外等氯离子浓度时无整流特性 基底膜电位在

维持膜稳定中起重要作用. 由于细胞外液酸化可抑制氯

电流 而具细胞保护作用的PGE2可增强该电流 提示

此通道与细胞保护机制有关.

2   壁细胞泌酸功能

2.1 壁细胞泌酸调节机制

2.1.1 受体机制  已知壁细胞底侧膜上有胃泌素 Ach

和组胺三种激动型受体 他们与配体结合后 能激活胞

内第二信使 使后者浓度发生改变 进而激活蛋白激酶;

同时胞内Ca2+亦增加 最终经放大效应促进胃酸分泌.

        胃泌素和Ach受体引起泌酸的机制与受体后信号传

递有关 即当胃泌素和Ach与各自受体结合后导致膜内

分子水平变化. 胃泌素使壁细胞膜磷脂水解 由磷脂酰

二磷酸肌醇(PIP2)分解成三磷酸肌醇(IP3)和二酰甘油

(DG).  IP3分 1 2 3 三种亚型 广泛分布于胞液和

管状泡囊的微粒体中 他通过促进胞内钙库释放

Ca2+ 增加胞内游离Ca2+浓度. 在 IP3诱导Ca2+由胞外

入胞的同时 胃泌素又能刺激 IP3 使其含量迅速上

升且持续增加 故具有双相动力学效应[41]. DG是钙离

子依赖蛋白激酶(PKC)特异性激动剂 使PKC从胞质

移至质膜 Ach也能使PKC活化 诱导胞内Ca2+浓度

升高[42-43]. 不管何种受体途径 最终均启动Ca2+信号系

统即Ca2+- 磷脂依赖性激酶途径 激活质子泵促进酸

分泌[44].

        组胺受体与其配体结合后 通过cAMP-PKA途径

起作用. 组胺和胆碱能受体M3亚型结合后 使AMP在

酰苷酸环化酶(AC)的作用下变为cAMP cAMP进而发

挥两大作用: 活化钙泵 即使在cAMP信号减弱时壁细胞

基底膜仍可有Ca2+浓度升高 而期间产生的能量为质

子泵泌H+提供动力; 活化cAMP依赖蛋白激酶(PKA) 后

者进而促使碳酸苷酶活化 形成碳酸并离解H+或使蛋

白质磷酸化 直接激活质子泵促进酸分泌[45].

2.1.2 生理学机制  壁细胞泌酸通过含质子泵的泡囊运

动来控制 而泡囊之所以能膨胀收缩自如 主要依赖于

壁细胞内的肌动蛋白(actin). 壁细胞中90%的肌动蛋白

是F-肌动蛋白. 在静息态壁细胞中 F-肌动蛋白和G-

肌动蛋白保持稳定的F/G 比例关系 该比例不因壁细

胞被激活而发生改变. F- 肌动蛋白聚合成多聚体后

形成细肌丝主干 从而影响和控制蛋白质间的相互作

用 控制壁细胞顶端膜微绒毛的伸缩 达到控制泡囊运

动 使质子泵迁移的目的. 有学者从红海海绵中提取毒

素LatA(Latrunculins A) 他可以抑制上述作用 但并

不直接抑制F-肌动蛋白的聚合 而主要针对游离肌动

蛋白单体 将其从多聚化位点分隔开或与G- 肌动蛋

白按 1 1 比例结合成复合体阻止肌丝形成 但不影

响肌动蛋白更新速率[46-50].

2.1.3 膜运输机制  壁细胞受促分泌因素刺激时会发生

形态学上的变化 以及酶的位置 活性和离子通道都会

发生改变. 原来萎缩的分泌小管发生膨胀 同时含质子

泵的管状泡囊消失 微绒毛内的肌动蛋白细丝介导分

泌小管和管状泡囊的融合 质子泵被转移至膜顶端 H+

泵出和K +交换 从而达到分泌盐酸的目的 这就是

经典的膜运输(循环)学说.

       所谓膜运输学说 其本质是壁细胞酸分泌过程中

分泌膜上受促分泌因素调节的质子泵的再循环. 在泌酸

过程中质子泵的运输及分泌膜的重塑与泡囊转运机制

和细胞骨架的协调作用有关. 壁细胞被激活时 分泌膜

对K+有高通透性 使K+能经分泌膜再循环 同时也

为H+-K+-ATP酶提供胞外K+; 在未激活或静息态壁细胞

中 质子泵滞留在胞液内的管状泡囊膜上 该膜对K+

通透性较低 这可避免静息态时产生多余的酸. 在受刺
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激后 壁细胞分泌膜表面积扩大 5-10 倍 而扩大的

面积在数量上相当于胞液中管状泡囊缩小时的面积.

Hirst et al [51-53]发现壁细胞内盐酸积聚后 萎陷或卷曲

的管状泡囊会被吞噬 从而使分泌膜面积相应增长 被

内吞的管状泡囊上富含的质子泵会融入分泌膜 泌H+

后又离开分泌膜 回到胞质中转归为静息态. 近来对壁

细胞的分离培养为泌酸的再循环理论和渗透性膨胀提

供了解释. 在培养基中 壁细胞丧失或改变其极性

分泌膜被内吞形成一系列包涵体(VACs) 而底侧膜则

成为环绕于胞质的膜. 在非分泌壁细胞中 F-肌动蛋

白位于VACs 和底侧膜上 而质子泵遍布于胞质内的

管状泡囊上. 受刺激时 质子泵同F-肌动蛋白一起定

居于VACs上. 即便这种渗透性吞饮作用为质子泵阻滞

剂(PPI)所阻断 壁细胞仍然会出现胞内质子泵的清除

并向VACs转移. 以上表明在泌酸的膜运输理论中 富

含质子泵的管状泡囊迁移并播散至分泌膜 而非后者

向胞质内的延伸[54-55].

3   壁细胞和胃黏膜细胞增生分化调控的关系

3.1 细胞因子和壁细胞增生  Neu et al [56-59]发现在幽门螺

旋杆菌(Hp)引起的慢性胃炎过程中 以TNF-α为主的
细胞因子与壁细胞的程序化死亡有关. 在大鼠壁细胞的

培养液中 加入10 ng/mL 浓度的TNF-α可诱导大鼠
胃壁细胞的凋亡 且凋亡速度增加2.6倍. TNF-α的促
凋亡作用可为各类NF-κB抑制剂 NOS抑制剂所终止.
对凋亡细胞下游信号传导通路的检测发现TNF-α能介
导诱导型一氧化氮合酶(iNOS)的表达 TNF-α对壁细
胞的作用是导致Hp感染后慢性胃黏膜萎缩和胃酸缺乏

的原因之一. 与之相反 间叶转录因子Fkh6则是壁细

胞衍变分化所必需的 含此因子的壁细胞具有分化良

好的胞内管道和线粒体 对泌酸刺激不敏感. Fkh6 在

壁细胞通过上皮 间叶交互作用而分化的过程中起重

要作用[60-61].

3.2 壁细胞对胃黏膜细胞增生分化的调控  胃黏膜泌酸

的结构功能单位为胃小凹或胃陷窝(pit region) 内含壁

细胞 主细胞 内分泌细胞和隐窝细胞等. 各类细胞更

新速率长短不一 如壁细胞2 mo 主细胞为200 d. 以

壁细胞为调控因素 观察其他各类细胞的更新代谢情

况 已成为新的研究方向.

         加工前体蛋白质的费林蛋白质酶(furin)位于陷窝区

的上皮细胞 他能将多种生长和分化相关蛋白转化成

活性形式. Kamimura et al [62-65]用免疫染色的方法检测鼠

胃黏膜细胞 发现陷窝区内的壁细胞furin呈阳性表达

无转化生长因子 α(TGF-α)着色 但为TGF-α+的表面
黏膜细胞(GSM)包绕. TGF-α以旁分泌形式从壁细胞分
泌 当GSM接触壁细胞时 二者会通过细胞间相互作

用交换重要信号 前者可出现DNA合成 表明TGF-

α从GSM传导至壁细胞后 再刺激GSM生长. 壁细胞
在维持黏膜增生中起轴心作用 在将壁细胞剔除后鼠

黏膜有萎缩性胃炎的表现. 总之 壁细胞通过 furin 介

导 以TGF-α和EGFR作用于黏膜上皮细胞 促其更
新 从而维持隐窝区的细胞结构层次.

        Stewart et al [66]在壁细胞H+-K+-ATP酶 β亚单位调
控序列的控制下 对携带有温度敏感突变型SV40 T抗

原(SV40tsA58)的转基因小鼠进行传代 建立了三种

H+-K+-ATP酶 β-tsA58系小鼠: 218 224和 228. 三系
小鼠均出现胃黏膜肥厚 上皮细胞增生 并在37 

SV40 T抗原部分被激活. 免疫荧光及电镜显示在218

224 两系中成熟壁细胞和酶原细胞均缺失 胃腺中一

种小型未分化细胞是主要细胞类型; 而在228系中可见

部分成熟壁细胞 比例不断增长的未分化细胞和很少

见的前壁细胞 33 为最适培养温度. SV40T抗原基因

转染的胃上皮细胞也能在培养基中存活6 wk以上 并

且当温度升至39 时 会出现类似干细胞的分化特

性 有转化为各类胃黏膜细胞的倾向. 因此 该品系小

鼠的建立提示壁细胞携带的SV40tsA58具有诱导自身和

上皮细胞分化的作用.

        H+-K+-ATP酶是壁细胞正常生长所必需的 在壁

细胞参与胃黏膜细胞生长调控方面也起重要作用. 缺乏

H+-K+-ATP酶 β亚单位的小鼠 胃泌素过量产生 每
个胃小区未成熟细胞数增长3.1 倍 胃黏膜上皮增生

肥厚 壁细胞分泌膜出现异常而持续泌酸[67] 而且在

最适培养温度下壁细胞会有H+-K+-ATP酶 β亚单位急
剧增加并出现分化趋势. 这些证据表明H+-K+-ATP酶的

存在保证了内环境的稳定 限制了未成熟细胞向终末

态上皮细胞转化的数量 并可使二者间比例关系保持

恒定.

       总之 胃壁细胞作为胃内泌酸的关键细胞 与胃

内酸碱度的维持 离子通道研究及神经体液的相互调

节都密切相关. 在泌酸过程中 壁细胞通过其表面的各

类受体及胞内一系列形态学改变来完成. 离体壁细胞培

养成功 对于其超微结构的深入研究 有益于阐明其与

消化疾病发病机制的关系. 同时 壁细胞调控胃上皮细

胞增生分化为胃黏膜干细胞研究提供了思路 如肠型

早期胃癌中的局灶性壁细胞分化等[68]. 当然 有关壁细

胞的起源 即壁细胞是否源于H+-K+-ATP酶基因从远

古微生物向高等生物的衍变[69-70]; 泌酸时壁细胞胞质中

线粒体构成网状组织 该组织对线粒体功能有何意义

等问题仍亟待解决.
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摘要

食管吻合口瘘的发生率 死亡率较高 分别为3.5-27%和

28.5-71%. 吻合口瘘形成后 腐蚀性液体经瘘口进入纵隔

或胸腔 造成腐蚀性损伤和严重感染 并出现全身症状

甚至多器官功能衰竭. 食管的解剖特点 手术操作不当

患者自身不利因素等原因常妨碍吻合口愈合. 可采用包括改

进吻合技术等措施降低瘘的发生. 术后3-8  d应常规用水溶

性造影剂或硫酸钡行吻合口造影 以早期发现吻合口瘘. 尚

无统一的治疗方案处理食管吻合口瘘. 一般认为再手术适用

于技术失误造成的早期瘘 而包括引流在内的保守治疗对于

症状轻微或感染广泛的瘘均有较好的效果. 此外 金属内支

架 内镜也得到较多应用 收到很好效果. 期待今后进一步

研究 以提高食管吻合口瘘的治疗效果 降低并发症的发生.

刘源, 官泳松. 食管胸内吻合口瘘及处理方法. 世界华人消化杂志  2004;12

(6):1402-1404
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0   引言

因恶性肿瘤行食管 胃切除术后发生的食管吻合口瘘

(esophageal anastomotic leak EAL)是术后严重的并发

症 也是患者术后死亡和影响患者生存质量的主要原

因[1-2]. 国外文献[2-3]报道EAL的发生率为3.5-27

死亡率达60 左右[4-5] 国内资料显示EAL的发生率

和死亡率分别为2.1-11.6 和 28.5-71 [6]. 由于其发生

率 死亡率较高 长期以来 一直受到国内外学者重视

有关EAL 的影响因素 处理方法也一直在探讨之中.

1   食管吻合口瘘的病理 影响因素

1.1 食管吻合口瘘的病理  恶性肿瘤切除后 残余的肿

瘤组织复发 侵犯食管壁全层 造成组织坏死 破溃并

形成瘘道 可继发感染; 吻合口组织也可由于食管游离

范围过大等原因 出现吻合口缺血坏死 表现为瘘道

炎症 肉芽组织形成[7]. 出现吻合口瘘后 来自口腔含

厌氧菌的唾液 酸度很高的胃液及胃内容物在胸膜腔

负压作用下 较易经瘘道进入纵隔 致纵隔感染和腐蚀

性损伤; 若穿破纵隔胸膜进入胸腔 则引起胸腔内广泛

化脓性炎症 胸腔脓肿. 这些炎症迅速引起机体反应

表现为体温升高 心率增快 甚至出现中毒性休克和

多器官功能衰竭[4].

1.2 影响吻合口愈合的因素  食管壁无浆膜层而不同于

消化道的其他部位 因此缺少浆膜层中的弹性纤维

胶原纤维的保护 容易损伤.在后纵隔中 食管上段偏

左 中段偏右 下段又偏左 因而中段仅被右侧胸

膜覆盖 下段被左侧胸膜覆盖 周围没有软组织支

持 加上正常胸膜腔内压为负值 这些也是食管易于

损伤的因素[6]. 手术过程中吻合技术运用不当 吻合端

游离范围过大 吻合口缺血是吻合口瘘的主要原因[8].

另外 术前控制 预防感染 纠正营养不良 避免

放化疗影响和其他围手术期不利因素 均有利于吻合口

愈合[8].术前低蛋白血症(P =0.005) 术中采用连续缝合

(P =0.029) 术中大量失血(P =0.038) 术后胃排空延迟

(P =0.045)均不利于吻合口愈合[9]. Isomura et al  [10]报道经导

管栓塞34例患者的胃左 胃右 脾动脉 仅由胃网膜右

动脉单独供血 使胃的血供重新分配 术前胃组织血供

(tissue blood flow TBF)仅降低27.5 显著低于未栓塞患

者(68.9 )(P <0.005) 有助于防止术后出现食管胃吻合

口瘘. 机械吻合较手工吻合发生瘘的机率小 用移植大

网膜包裹吻合口能有效预防食管主动脉瘘的出现[11]. Dan

et al [8]介绍的一种新型的三层漏斗状吻合技术(three-

layer-funnel-shaped esophagogastric anastomosis

TLFEGA) 能保证吻合口组织血供 术后仅1.7 (1/58)

出现瘘 显著降低了吻合口瘘的发生.

2   食管吻合口瘘的诊断方法

术后患者出现体温升高 脉搏增快 胸痛 呼吸困

难等中毒症状 胸片和/或CT提示液气胸和/或吻合口

周围脓肿征象 胸腔穿刺抽出浑浊臭味液体 食物碎渣

或经口注入的美蓝 可明确诊断.

         由于存在术后无临床症状瘘以及经口进食加重瘘的

发展 通常术后早期(3-8 d)在进食流质以前 所有患

者应常规行水溶性造影剂造影[11] 以便早期发现吻合

口瘘 使患者有再次手术修补的机会 并避免恢复进食

后加重吻合口瘘. 如果水溶性造影剂未能发现瘘 应行

钡剂造影. 因为较浓稠的钡剂能清楚显示吻合口区域

容易发现微小的吻合口瘘. Tanomkiat et al [12]用水溶性造

影剂对114例食管吻合口进行造影 然后用钡剂对造影

为阴性的患者(91例)再次造影 发现15.3 (14/ 91)患

者造影阳性 外漏造影剂体积在0.06-0.53 cm3间(平均

0.18 cm3). 这 14例中 仅有3例出现瘘的临床症状. 在



随后的6 mo的观察中 以及在Gollub et al [13]的12例

钡剂造影的平均226 d (7-448 d)观察中 无纵隔炎

残留钡剂影响诊治等异常出现.

3   食管吻合口瘘的处理方法

由于已有文献报道的病例数量小 吻合口瘘的情况各

不相同 各种处理方法的效果报道不一 难以进行统计

学上的横向比较 因而对食管胸内吻合口瘘的处理没

有统一认识[11, 14-15]. 治疗方法包括再手术 保守治疗

内镜 支架等. 治愈标准应包括脓毒血症消退 胸腔引

流量下降 食管造影检查证实瘘口愈合[15-16].

       通常 一般术后早期由吻合技术原因造成的 不

伴管壁坏死的瘘 是再手术较好的适应证[11]. 其手术方

法包括单纯修补 带蒂的肌瓣或网膜修补 切除吻合

口再次行吻合术等. 如果由于管壁坏死而致瘘并有广泛

纵隔感染 再手术涉及改善引流 拆开吻合口 行胃造

口术和颈段食管造口术[11]. 由于手术复杂 增加了后期

重建的风险 这种情况下手术与否存在分歧.有学者认

为只要瘘的后果不严重 应行保守治疗 除非出现多器

官功能衰竭而急需手术[11, 17]. 另有学者主张再手术[18]

但尽管积极手术 死亡率仍很高(90 )[16]. 因而 当患者

情况危重 无法承受再手术治疗 可运用充分引流脓胸

和/或纵隔脓肿 静脉或胃肠道高营养 大剂量抗生素

加强呼吸道护理 预防肺部感染等保守治疗措施 以促

进吻合口瘘愈合. 利用介入方法能准确穿刺引流吻合口瘘

和纵隔脓肿 有助于控制败血症和防止导致严重后果的

心包 主动脉 气管 肺内管道瘘的出现[16]. 同样 保

守治疗也广泛用于微小的或无症状瘘[4, 19]. Sauvanet et al [11]

的38例瘘中37例接受保守治疗 37例中4例后期接

受手术治疗.无症状的11例瘘全部封堵 有症状的27

例中的9例死亡 取得较好效果. Lang et al [20]报道分别

对83例食管小肠吻合口瘘患者中的25例行再次手术

治疗(包括吻合口再缝合和脓肿引流) 其余58例行保

守治疗 结果再手术治疗患者中64 (16/25)死亡 而

行保守治疗患者中19 (11/58)死亡 认为采用保守治

疗较为现实 再手术有较高死亡率 应在保守治疗无

效后考虑.

       自 1990年代初 Song et al [21]将自膨式金属内支架

(self-expandable metallic stent SEMS) 应用于食管疾病

以来 带膜支架在治疗食管吻合口瘘方面有了较多应

用 有助于降低死亡率 利于瘘口愈合 减少费用和住

院时间 不失为积极有效的治疗措施[15]. 当支架在透视

或内镜引导下置入管腔预定位置释放后 张开的带膜

支架撑住管壁 封堵瘘口 阻断了腐蚀性液体的外漏通

道; 即使支架与管壁贴附不紧密 由于支架的存在 也

可引导流经的液体经支架通过吻合口远端 避免经吻合

口外漏 从而促使吻合口愈合[15]. Roy-Choudhury et al [15]

对 14 例有症状的恶性食管胃吻合口瘘患者放置了支

架 技术上全部获得成功 术后加以静脉和/或胃肠道

高营养. 术后瘘口封堵率100 92.8 (13/14)患者瘘

口在平均6 d中临床治愈 1例于术后135 d死亡 14

例患者平均生存期11 mo 并发症包括5人次食物堵塞

需内镜取出 1 例出现支架所致的上消化道出血.

Doniec et al [22]用内镜在透视引导下放置支架  21例患

者全部获得成功而无任何并发症 80.1 (17/21)患者

瘘口完全封堵 平均住院时间67 d (14-158 d) 并认

为带膜支架降低与瘘有关的死亡率 并发症率 是一

个合理的治疗选择.

        在食管吻合口瘘处理上 内镜也得到较多应用 收

到较好效果. 其治疗通常包括内镜灌洗 引流 纤维

蛋白胶(fibrin glue)封堵. Groitl et al [23]早在1985年就开

始应用内镜治疗吻合口瘘: 当吻合口瘘确诊后 用X线

造影剂确定吻合口瘘的大小 形态 然后经内镜每日用

生理盐水冲洗(相当于腔内引流的作用) 直到创面变

清洁 此时用纤维蛋白胶覆盖增生的肉芽组织和已变

清洁的创面 使其收缩 封堵瘘口. 在过去的9 a中

用该法处理了46例吻合口瘘和9例穿孔(半数患者早期

有败血症) 平均内镜治疗次数4次(1-19次) 纤维蛋

白胶平均用量8 mL (1-81 mL) 近 80 患者瘘口治

愈 仅有14 患者出现食管狭窄而需球囊扩张. 认为

该法对食管病变治疗有很大帮助 尤其是全身情况差

手术风险大的患者. 随后Pross et al [24-25]分别在1999年

2000 年报道对2例 7例食管吻合口瘘患者行上述治

疗 两组患者各有2例试用一种新的Vicryl 柱(Vicryl-

cylinder)堵瘘 全部患者均获成功 认为内镜治疗是

一种相对安全 侵袭性小的方法. Infante et al [26] 尝试用

内镜将引流管沿导丝经吻合口瘘的腔面插入纵隔或胸

膜腔引流脓肿 加以抗生素 全胃肠外营养 取得

很好效果.

        de Lange et al [27]考虑到由术后管壁水肿 肉芽组织

增生所致的吻合口狭窄促进管腔内液体经瘘口外漏并

使吻合口瘘不易愈合 采用15或20 mm直径的球囊对

吻合口进行扩张 不管有无狭窄存在. 在他的16例患者

中 10例在扩张术前平均吻合口瘘持续6 d 术后引流

管的引流即刻停止; 5例术前吻合口瘘平均持续13 d 对

扩张治疗的反应较慢 术后平均5 d引流停止; 1例经二

次球囊扩张后 引流仍未停止. 无1例发生相关并发症.

并认为早期球囊扩张效果较好.

      总之 上述方法对于食管吻合口瘘的闭合 减轻

症状 减少因瘘的死亡率均有积极作用. 由于缺乏大样

本的比较研究 何种方案最佳尚无定论[11, 14]. 目前倾向

于根据个体情况选择方案 加以全身对症支持治疗. 似

乎支架 内镜治疗效果更为确切 但提高治疗的远期效

果和降低相应并发症仍是亟待解决的问题.
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摘要

近年来 随着对肠缺血的临床和影像学深入研究 特别

是肠缺血CT 血管造影诊断技术的应用 肠缺血介入治疗

取得了令人瞩目的成绩 本文就近年来肠缺血的临床和影

像学的进展及今后努力的方向作一综述.

尚克中, 程英升. 肠缺血的临床与影像学进展. 世界华人消化杂志  2004;12

(6):1405-1412
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0   引言
肠缺血并非少见疾病. 据报道 缺血性结肠炎为50岁

以上老年人各型结肠炎中最常见的类型 但多为非穿

壁性而大都可以自愈; 很多医师未想到 患者也不知道

自己曾患此病. 因急性肠梗塞所致的急腹症约占全部急

腹症的1% 死亡率达50-90%(因病因和肠道缺血的范

围和程度而有较大差异) 其年死亡率甚至较结肠癌的

死亡率更高[1-3].

       由于人口的老龄化和其他各种因素的影响 内脏

血管常发生某些病变如(粥样硬化等)而致供血障碍 使

靶脏器缺血. 脑卒中(主要为脑缺血) 冠心病(心肌缺血)

是常见的器官缺血疾病. 胃肠缺血亦非少见  Marshall

JC Criston et al认为胃肠缺血是多器官功能衰竭的始

动因素. 但因本病常继发于其他重危疾病(如休克 其

他系统性疾病) 临床医师缺乏对本病的认识和经验

多数患者缺乏特殊症状 有重要诊断价值的检查(如肠

系膜动脉造影 CT)应用较少等原因 致多数患者失去

治疗机会而死亡. 少数急性肠缺血患者经一般支持治疗

后症状缓解或转为慢性 甚至终身未能查出此病.

        肠缺血影响肠管的范围可有很大差别 既可以仅

影响肠管的某一段或几段 也可以呈弥漫性; 既可发生

于小肠 也可发生于大肠; 既可以累及肠壁的全层 称

穿壁性(transmural)缺血或肠梗塞(infarction) 也可以仅

累及肠壁的某些层(主要为黏膜层和黏膜下层). 按照肠缺

血起病和病变发展的时间可分为急性 亚急性和慢性

肠缺血[4-9].

        肠缺血的诊断手段自1960年代应用血管造影技术

以来 有了惊人的提高. 而近10多年来数字减影血管造

影(DSA) 计算机体层摄影(CT) 磁共振成像(MRI)

超声成像(US) 介入性诊疗等影像技术的飞速发展更

为肠缺血的诊疗提供了更加方便 更加明确 更加有

效的途径. 影像学检查对本病有重要的诊断价值 而且

可在血管造影检查明确诊断的同时向病变血管灌注药

物或作其他介入治疗 取得良好疗效.

       但实际上 由于临床对此病有关问题未予充分重

视 使患者未能得到早期诊断 延误治疗时机者仍

多 应予关注.

       急性肠缺血确定诊断之后需要积极治疗 延误治

疗则可能危及生命. 常用的治疗措施有外科手术 动脉

内药物灌注及非动脉灌注途径给予扩张血管药物和支

持治疗等. 影像学检查发现有肠梗塞和 /或肠穿孔征象

时 或临床检查发现有腹膜刺激征象时均应尽快进行

手术 切除梗塞的肠段或取出血管内造成缺血的栓子.

无上述紧急指征时可择期进行相应的肠管切除 血管

栓子取出 血管成型等手术.

         急性肠缺血的放射学血管内介入治疗效果良好. 一

般程序为经股动脉将导管选择性插入至腹腔动脉或肠

系膜上动脉 向动脉内灌注溶栓剂或血管扩张剂. 常用

的溶栓剂有链激酶 尿激酶 组织纤维蛋白溶解酶原激

活物(tissue plasminogen activator)等. 常用的血管扩张剂

有罂粟碱(papaverine). 动脉介入灌注药物后多数患者可

在12 h内症状缓解或消失[10-14].

1   临床分类

为了便于临床的区别和诊疗的需要 常将肠缺血分为

急性和慢性两大类. 急性肠系膜缺血(acute mesenteric is-

chemia )亦称急性肠缺血指肠系膜上动脉的全部或主要

分支急性缺血. 50 岁以上患者多见 常伴有心脏瓣膜

病 心力衰竭 心率紊乱 近期心肌梗塞等; 亦可由

于烧伤 大出血 急性胰腺炎等血容量不足所致. 主

要表现为腹痛 腹泻及便血. 急性肠缺血包括肠系膜上

动脉栓塞 肠系膜上动脉血栓形成 非闭塞性肠系膜缺

血 急性肠系膜静脉血栓形成 局灶性小肠缺血 结肠

缺血等六种. 慢性肠缺血 包括缺血性肠绞痛和腹腔动

脉压迫综合征两种[4-8]. 现分别简述如下.

1.1 肠系膜上动脉栓塞

1.1.1 病因病理  肠系膜上动脉栓塞(superior mesenteric

arteriol embolization)占急性肠缺血的25-30% 90-95%的

栓子来自心脏的附壁血栓或心房血栓脱落. 肠系膜上动

脉自腹主动脉分出 起源处与腹主动脉成锐角 管腔较

粗 体循环的栓子极易在此处进入 引起栓塞. 而肠系



膜下动脉的管腔较细 栓子不易进入 故栓塞少见.

       有学者将肠系膜上动脉分为起始 上干 下干和下

干后4个节段. 结肠中动脉开口于邻近下干段的上干段

内 此两段内发生栓子的机会较多. 发生栓塞后出现小

肠缺血性痉挛 1-2 min 后出现水肿 由黏膜层扩展

到浆膜层. 随后肠管静脉也发生栓塞 肠壁毛细血管充

血 破裂 出血 继而发生溃疡 坏死 最终形成

肠壁全层坏死 广泛出血 肠壁与腹腔内大量渗出

常伴发细菌感染 并致循环血量下降.

1.1.2 临床表现  患者常有心率紊乱 近期心肌梗塞史;

伴有其他脏器栓塞史的老年患者占25-40%. 多有突然发

作的剧烈腹痛 位于脐周围或上腹或右上腹 开始时为

阵发性 渐变为持续性并扩散至全腹部 少数腹痛较轻.

发生肠绞窄时 梗阻的体征明显. 常有呕吐 呕吐物多

为血性. 也可腹泻 便血或大便隐血. 本病的早期体征

不明显 出现肠梗塞时腹部即出现压痛 肌卫 包块 腹

胀 发热直至休克.

         化验检查: 早期白细胞升高. 肠梗塞时可有代谢性酸

中毒及血浓缩. 血清淀粉酶 谷草转氨酶等均可升高

勿据此误诊为胰腺炎 心肌梗塞等病. 血清二胺氧化酶

对肠黏膜缺血较敏感 可作为早期肠缺血诊断的指标.

1.1.3 诊断要点  腹部平片: 应常规摄取腹部平片 可能

所见参见下节.

        动脉造影: 动脉造影 包括DSA 有决定性的诊断

价值. 当导管经股动脉插入腹主动脉至第一腰椎平面时

即可注入造影剂 观察肠系膜上动脉内腔情况 栓子多

阻塞肠系膜上动脉第二 三段 可见圆形 边缘锐利的

充盈缺损.

        CT检查: 下节叙述.

       鉴别诊断 见(表 1).

1.1.4 治疗原则  除采用支持疗法 纠正电解质平衡

抗感染治疗外 应尽快进行介入性动脉内灌注 通过

留置在缺血动脉内的导管直接注入血管扩张药 常用

罂粟碱 每小时滴注30-60 mg 可多次或连续应用; 也

可应用胰高血糖素 前列腺素等; 近来有用卡托普利

者 亦有效果 因肠系膜血管阻力亦受肾素- 血管紧

张素系统的影响 该药可消除后者的作用.

        本病晚期已形成肠梗塞后须尽快施行手术治疗 包

括栓子切除术或肠段切除术. 须注意 因患者原有的心

力衰竭等疾病 即使手术成功 患者的死亡率仍高达

60-90% 手术后发生再栓塞的发生率为10-15%.

1.2 肠系膜上动脉血栓形成

1.2.1 病因病理  肠系膜上动脉血栓形成(superior mesen-

teric arteriol thrombosis)大多在动脉粥样硬化基础上发

生 约占急性肠系膜缺血的10-15%. 血栓形成主要发

生在肠系膜上动脉第一段.

1.2.2 临床表现  发作前数周或数月内常有反复发作腹痛

史 起病较隐袭 发生肠梗塞时与肠系膜上动脉栓塞相

仿. 治疗原则同栓塞. 预后亦不良.

1.2.3 诊断要点  腹部平片早期无异常发现. 动脉造影可

明确诊断. 病变常见于肠系膜上动脉第一段 闭塞的近

侧或远侧均可显示局部性和弥漫性血管痉挛.

1.3 非闭塞性肠系膜缺血

1.3.1 病因病理  非闭塞性肠系膜缺血(non-occlusive me-

senteric ischemia)指经血管造影显示肠系膜血管有不同程

度的收缩 但无闭塞 现已被视为一种独立的疾病. 本

病的发生率占急性肠系膜缺血的10-49%. 常在心功能不

全 脑外伤 败血症 应用洋地黄 血管加压素 麦角

碱等情况下发生. 当心脏排出量减少时可引起反射性肠系

膜血管痉挛 使血流量减少 小肠黏膜呈局限性或弥漫

性缺血.

1.3.2 诊疗要点  动脉造影检查可显示肠系膜上动脉分

表1  急性肠系膜缺血的鉴别

临床情况 症状 体征 化验 确诊依据

动脉栓子 心房纤颤 突然发生腹部剧痛 早期腹软 早期血细胞正常 血管造影

近期心肌梗塞 阵发或持续 短暂 肠鸣音亢进 晚期白细胞升高 剖腹探查

恶性 呕吐 腹泻 或有便血 酸中毒

动脉血栓形成 动脉硬化性心脏病 血样便伴腹痛 全身情况多稳定 晚 血液浓缩

肠缺血史 脱水 恶心 呕吐 期有腹肌紧张 肠鸣 碱性磷酸酶增高

慢性心衰 音消失 脓毒血症

血压下降 心率增快

非闭塞性缺血 休克 脓毒血症 感觉迟钝者可无症状 早期无体征 早期白细胞无变化 晚期 血管造影

呼吸衰竭 慢性心衰 一般有弥漫性持续性 晚期有急腹症体征 白细胞升高 酸中毒 考虑剖腹探查

腹痛 腹胀 恶心 脓毒血症 碱性磷酸酶升高 (晚期)

食欲差或肠梗阻

静脉血栓形成 脱水 慢性心衰 亚急性痛 有腹胀 早期腹部膨胀 早期有血浓缩 晚期 血管造影

红细胞增多症 脱水 短暂腹泻 血便 脱水 晚期有急 白细胞升高 酸中毒 剖腹探查(晚期)

血栓性静脉炎史 腹症 脓毒血症 碱性磷酸酶升高
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支有多处或弥漫性的非闭塞性狭窄. 诊断确定后即应经

动脉内导管直接灌注血管扩张剂 为治疗本病最直接

有效的方法. 本病属应激性反应 治疗的原则为补充

液体 纠正酸中毒 应用抗感染药物 增加心肌收

缩力药物 增加心搏量的药物 及治疗原有疾病

但不宜使用洋地黄.

1.4 急性肠系膜静脉血栓形成

1.4.1 病因病理  急性肠系膜静脉血栓形成(acute mesen-

teric venous thrombosis)较少见 占急性肠缺血的10%.

本病的病理改变与肠系膜动脉栓塞相似 包括肠黏膜

坏死 出血 水肿. 如静脉血栓累及肠管边缘静脉弓与

其垂直的血管时 可造成肠管坏死. 本病可分原发性和

继发性两种. 原发者常发生于靠近肠管的小静脉 多能

形成侧支循环可以代偿闭塞的血管. 肠管在愈合过程中可

有瘢痕形成. 静脉血栓可以自行机化 也可能发生再通.

原发性者原因不明 多有深部静脉血栓形成或移行性

血栓形成史. 继发性的原因有: 血液病与高凝状态 如镰

状红细胞性贫血 真性红细胞增多症 血小板增多

症 胰腺癌 结肠癌等; 局限性静脉淤血与淤积 如

肝硬化 充血性脾肿大 肿瘤压迫门静脉根部等; 腹腔

炎症与脓毒血症 如胆囊炎 阑尾炎 憩室炎 腹

膜炎等; 手术后和外伤 如脾切除术后发生的血小板增

多症等; 口服避孕药.

1.4.2 临床表现  原发性肠系膜静脉血栓形成多有前驱症

状 在数日至数周前即有腹部不适 纳差 大便习

惯改变等 以后腹痛逐渐加重 伴有恶心呕吐 中

度发热; 如发生肠血管梗塞 即进入循环衰竭状态.

       继发性肠系膜血栓形成发病较突然 出现上腹部

或脐周围痉挛性疼痛 伴有恶心 呕吐 肠鸣音减

弱或消失 腹肌紧张 压痛和反跳痛 进入循环衰

竭状态.

         腹部平片有小肠梗阻表现. 血管造影可见: 造影剂反

流入主动脉 肠系膜上动脉及其分支痉挛 动脉相延

长 肠壁增厚.

1.4.3 治疗  内科治疗原则同肠系膜动脉栓塞. 外科取出

栓子不易成功. 肠切除12-24 h内开始抗凝治疗. 应用肝

素 双香豆素等 但停药后有再发可能.

本病预后较好 死亡率为40-50%.

1.5 局灶性小肠缺血

1.5.1 病因病理  局灶性小肠缺血(focal intestine ischemia)

又称局灶性节段性小肠缺血 指肠缺血的范围较小 邻

近血管可以形成侧支循环 使肠壁不致发生穿壁性梗

塞坏死. 由于肠黏膜的抗感染屏障能力受到缺血损害

故常发生非穿壁性的感染性梗塞; 少量组织坏死可完全

愈合 缺血坏死累及固有层时可发生纤维化 造成肠

管狭窄或肠梗阻. 当严重缺血时可有穿壁性坏死 更可

发生肠穿孔或腹膜炎.

        引起本病的有关疾病有胶原病 感染性脉管炎(可

发生于结核 伤寒等病时) 血管痉挛(可发生于高血

压危象 嗜铬细胞瘤等时) 动脉硬化病 糖尿病

某些药物(如避孕药 肠衣钾片)和腹部外伤等.

1.5.2 临床表现  本病多表现为亚急性肠梗阻 在饭后

2 h后发生腹部绞痛 伴有恶心 呕吐 腹泻 腹胀等.

病程持续数周至数月后 症状渐轻 但常再次发作.

1.5.3 诊断  本病的临床和影像学表现缺乏特异性 手

术前常难明确诊断. 本病常是在临床发现有肠穿孔或肠

梗阻而进行手术和病理检查时才得以证实.

        早期腹部平片无异常 本病在严重发作时有时可

在积气肠曲的衬托下看到拇指印征. 小肠灌肠或结肠灌

肠检查有时可见到拇指印 痉挛 狭窄 溃疡等肠

缺血征象.

1.6 结肠缺血

1.6.1 病因病理  结肠缺血(colonic ischemia)或缺血性结

肠炎(ischemic colitis)是 50岁以上人群中最常见的肠道

缺血性疾病 无明显性别差异. 多伴有各种原因引起的

周围动脉供血不足. 本病可见于大肠任何部位 以降结

肠和乙状结肠最多见. 其次为结肠脾曲 横结肠和直肠.

缺血致肠黏膜充血 水肿 坏死 弥漫性出血和纵行

浅表性溃疡 严重者向肌层和浆膜层发展 也可发生

穿壁性溃疡和穿孔. 慢性者可有黏膜萎缩伴纤维组织和肉

芽组织增生.

       本病可由于肠系膜下动脉栓塞或血栓形成 心率

紊乱 心力衰竭等多种因素造成 但多数患者无特异性

病因 可能与低血容量或小血管病有关.

       临床表现分类: 1 结肠坏疽 又称缺血性小肠结

肠炎. 2 缺血性狭窄 又称局灶性结肠炎 为肠壁非

穿壁性缺血未累及肌层 愈合后纤维瘢痕形成所致. 3

暂时性缺血性结肠炎.

1.6.2 临床表现  脐周围或全腹部绞窄性疼痛 部位和

程度不定 逐渐固定于左下腹部 进食后疼痛加重

伴恶心呕吐和 / 或腹泻 里急后重感以及黏液血便

中度或轻度发热. 实验室检查: 血白细胞增高 大便常

规可见大量红 白细胞 隐血试验阳性.

1.6.3 诊断要点  见(表 2 表 3).

1.6.4 影像学检查  腹部平片或双对比钡剂灌肠(注意避

免注气过速 压力过高以免引起穿孔)可能见到有特征

性的拇指印征. 此征可持续48 h至数周. 拇指印征消失

后 结肠黏膜可形成溃疡 愈合后可致黏膜表面异常

也可形成狭窄或可恢复正常. 如有条件应早期进行血管

造影 有助诊断 但较难显示病变血管. 本病的鉴别

诊断见(表3).

       缺血性结肠炎的诊断主要依赖临床表现 在影像学

检查中阳性发现较少. CT检查可发现缺血性结肠炎时的

结肠壁增厚. 肠系膜血管造影因其分支众多及互相通连

的拱形分支而难以发现狭窄或闭塞的血管[16].

1.7 缺血性肠绞痛  缺血性肠绞痛(intestinal angina )是由

于肠道缺血引起的以腹痛为主的综合征 属于慢性肠

缺血. 主要由于动脉粥样硬化等原因引起肠道三支主要
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动脉中的至少二支闭塞 使肠供血不足所致. 此种腹痛

常于餐后 15-30 min 发生 此时进食的食物仍在胃

内 小肠的消化功能尚未开始. 小肠消化所需的更多的

血供尚未发生. 现认为此病肠绞痛的症状不是由于小肠

消化负荷增加而供血不能相应增加所引起 而是食物

入胃后使供应肠道的血液向胃分流 引起小肠缺血,即

偷血现象(vascular steal phenomenon)所致. 继而发生局部

组织酸中毒 引起腹痛.

       本病诊断主要依赖血管造影 如发现胃肠道三支主

要动脉中有二支狭窄 狭窄程度达50%以上 可以初

步诊断为本病 并可作为手术的依据. 值得注意的是由

于侧支代偿的作用 有些病例的三支主要肠动脉均狭

窄甚至完全闭塞但临床上却可无症状.

1.8 腹腔动脉压迫综合征  腹腔动脉压迫综合征(celiac

compression syndrome)是指因腹腔动脉狭窄而出现上腹

部疼痛为主要表现的疾病; 腹痛的性质和程度可有很大

差异. 血管造影仅发现腹腔动脉主干狭窄 其他分支无

狭窄; 手术发现此种狭窄是由于韧带或神经的压迫所致;

手术解除压迫后部分患者症状可缓解. 本病的界定尚有

待继续研究.

2   影像诊断

2.1 概况  摄取腹部X线平片是急性肠缺血最基本的检

查. 本病的平片可能无明显异常发现 但也可能发现肠

内积气分布的异常和单个或多个肠曲段的狭窄和扩张.

疾病过程中多次平片检查还可将平片的所见进行比

较 判断病变的进展. 肠缺血能在平片中显示的最典型

的征象是拇指印征(thumbprinting) 代表增厚的肠壁黏

膜下的水肿或出血; 肠壁内气囊肿或门静脉积气亦可见

到 但常在疾病的晚期. 腹部平片可发现有无穿孔或梗

阻征象 为是否采取外科手术治疗提供依据. 此外

须注意 上述阳性征象常在起病12-18 h 之后方可出

现[15].

       血管造影检查是肠缺血诊断的黄金标准 应选择

性插管至肠系膜上动脉或腹腔动脉或脾动脉进行造

影 必要时也可作经皮经肝 或经皮经颈静脉作门脉

造影以肯定静脉的血栓形成[17] 此种检查的缺点是其

高侵袭性 潜在的肾脏毒害性和放射线的损害. 但此法

的一个最大优势是可在作出诊断的同时直接进行血管

内的药物灌注治疗和介入治疗. DSA可使血管造影更为

便捷 显示更加清晰[10-14].

       彩色多普勒亦可应用 甚为便捷 费用较低; 但以

表2  结肠缺血与急性肠系膜缺血的鉴别

结肠缺血 急性肠系膜缺血

年龄 促发因素 90% 在 60 岁以上 少见 较年轻 心力衰竭 心率紊乱 低血压等

与之有关的疾病 结肠的癌肿 狭窄 憩室炎 不常见 动脉硬化除外

腹痛 轻度腹痛 压痛 反跳痛 严重 早期发现少 继而明显 重病表现

直肠出血 轻度或血性腹泻 不多见

检查方法 首选钡灌肠 首选血管造影

预后 良好 险恶

表3  结肠缺血的鉴别

结肠缺血 溃疡性结肠炎 Crohn病

起病 快 急性常见 缓慢 缓慢

50岁以上 80% 10% 5%

直肠出血 一次 量多 每次便血 少见

狭窄形成 常见 罕见 常见

原有血管病 常有 罕有 罕有

疾病进展 急 变化快 慢性 慢性

节段性受累 常见 罕见 常见

最常累及部位 脾曲及其相邻的横 降结肠 左侧结肠或全部结肠 回肠末段 结肠任何部位 肛门常发生

直肠很少 肛门不发生 常犯及直肠

钡灌肠 可有狭窄 缩短 溃疡 巨结肠 线样征 跳跃征 阻塞病变

拇指印征 常见 罕见 不常见

病理学 纤维增生 含铁血黄素沉着 黏膜缺损 隐窝脓肿 瘘管 肉牙肿 淋巴结病

相关疾病 跛行 绞痛 中风 虹膜炎 关节炎 肠瘘 肛门受累 维生素B12吸收不良

皮肤化脓 恶性变
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下因素使其应用受到限制: 肠内气体干扰 操作者的技

术水平 以及此方法对低流量脉管的疾病欠敏感[16].

        CT横断扫描对诊断急性系膜性肠缺血有重要价值.

可看到局灶性或节段性肠壁增厚 黏膜下水肿或出

血 肠壁内气囊肿(pneumatosis) 门静脉积气等急性

肠缺血的表现[19]. CT增强扫描对急性肠缺血检出的敏感

性达90%. 螺旋CT 快速CT 快速CT血管造影 特

别是近年发展的多排CT可极大限度地消除移动伪影

提高诊断肠缺血的水平[17-21].

        由于MRI对各种组织的高度区分能力 对急性肠

缺血诊断的敏感性和准确性可能较CT更为优越. 磁共

振可以直接进行血管造影 称MRA.  MRA不需进行穿

刺和插入导管 利用流空效应和组织信号的不同 可

以直接显示血管的部位和形态; 由于其非侵入性和无放

射性以及其增强对比剂钆较之含碘的CT增强剂远为安

全 可能有更广阔的应用前景. 在肠系膜静脉疾病中

MRI 可清晰显示脉管的解剖 了解门静脉的开放程

度 血流方向 脾静脉有无血栓形成以及有无门脉高

压的改变. 由于钆对比剂增强 三维重建 超快扫

描 数字减影血管造影等新技术的应用 更加提高了

MRI在急性肠缺血诊断中的作用. MRI虽然具有上述诸

多优点 但不应用其作为急性肠缺血的首选检查; 主要

是因为其对非闭塞性血管中的低流动状态和远侧栓子

的分辨有潜在的不足之处[22-24].

       肠缺血是肠血管的疾病 血管造影是诊断血管疾

病最直接 最准确的方法. 我国的CT 设备已较普及

肠缺血性疾病应用CT检查有极重要价值. 这两种方法

均已有巨大进展和相当丰富的经验 应将其作为主要

的或首选的检查方法.

2.2 肠缺血的血管造影检查

2.2.1导言  正常人胃肠道血流占心排出量的15-20%

其中大部分供应小肠的黏膜和黏膜下层. 肠道的血供主

要来自肠系膜上 下动脉及其分支. 腹腔动脉供应胃和

十二指肠 因其侧支循环丰富故罕有发生缺血. 肠系膜

上动脉供应全部小肠和右半侧结肠 肠系膜下动脉供

应横结肠中部以下肠道. 肠系膜血供沿小肠管壁形成广

泛的弓状吻合 个别动脉阻塞时通过侧支的代偿 通常

不至引起缺血性病变. 穿入肠壁的动脉终末支 呈复层

动脉网分布于黏膜下层与肌层之间. 当血管发生阻塞或

灌注不足使血液供应减少到一定程度时 该血管所供

应的肠道即可发生急性或慢性缺血性损害.

         由于肠缺血时肠系膜血管梗阻的部位在临床上很

少有明确的表现 为了寻找肠系膜梗阻血管的始发部

位 多数作者主张进行肠系膜血管造影时应首先试行

主动脉造影以初步观察肠系膜动脉的主干. 主动脉造影

时正位摄片常难显示肠系膜动脉的开口 侧位主动脉

摄片能较好地显示出阻塞部位. 多数作者主张对疑有肠

缺血的患者应分别作选择性肠系膜上动脉和肠系膜下

动脉造影 因肠系膜上动脉的急性梗阻有单侧发生的

倾向 可能因该侧未作选择造影而未显示; 分别肠系膜

上 下动脉作选择造影还可避免血管互相重叠而难以区

别. 质量较好的造影甚至可以显示周围血管的细小栓子.

选择性血管造影有可能看到静脉的回流 可以发现同时

存在的静脉阻塞. 如肠系膜上动脉和静脉均未发现阻塞

即应立即再施行选择性腹腔动脉造影. 只有在临床表现提

示有其他动脉阻塞的情况下才进行主动脉造影[10, 13].

        Bonakarpour et al观察了18只犬肠系膜血管梗阻后

的血管造影所见. 自肠系膜动脉在主动脉起始处以下不

同距离的多处部位结扎肠系膜动脉的近段分支 造影

时有以下发现: (1)结扎血管内有造影剂滞留 称滞留

征. (2)能看到血管的残端 称残端征. (3)缺血区域的动

脉延迟充盈. (4)缺血肠区的血管减少. 这些发现为肠缺血

的血管造影诊断提供了科学依据[10].

2.2.2 技术要点  按照常规作插管造影术前的准备 从

股动脉进入将造影导管经主动脉插入至腹腔动脉或肠

系膜上 下动脉 可先用单弯导管选插.  如选插失

败 可经导管内插入导引钢丝 利用导引钢丝尖端无

芯的软浮部随血流先进入欲插的动脉 然后再将造影

导管顺导引钢丝插入. 通常用速度可控的压力注射器推

注造影剂 常用的造影剂为高浓度(66.8%以上)的泛影

酸 异泛影酸 Iohexol Iopromide 等. 非离子型造影

剂的副作用少 但较昂贵. 注射速度为15-25 mL/s 一

次注入造影剂的总量为40-50 mL. 最好能用减影设备

(DSA)造影. 还应注意预防造影引起的并发症.

2.2.3 正常肠上系膜动脉造影表现  选择性肠系膜上动脉

造影可显示其各个分支 常可清楚显示到第4-5 级分

支. 如将导管进一步插入至肠系膜上 下动脉 则可

使6-7 级的分支清晰显示 并可见到浓密的微血管阴

影和相应的引流静脉. 在注入造影剂后的连续摄片中

随着时间的推移可以依次显示血管的动脉期 微血管

期和静脉期[10].

         动脉期: 肠系膜上动脉大都在近腰椎平面从主动脉

分出 然后向下 向右走行. 他常有一凸面向左的弯

曲 有时也可较直. 肠系膜上动脉有5个主要分支: (1)

胰十二指肠下动脉; (2)中结肠动脉; (3)右结肠动脉; (4)回

结肠动脉; (5)空回肠动脉.

       微血管期: 此期可见到空肠 回肠和右半结肠的肠

壁显影. 随肠壁扩张状态的不同显影肠壁的厚度亦常不

同. 肠壁扩张较明显者呈2-3 mm厚的壳状密度增高影;

在结肠 还能见到结肠袋的形态. 未扩张的肠曲呈球状

或分叶状密度增高影 后者与肿瘤染色不同之处为邻

近肠曲无推移和牵拉 供应血管的形态和粗细均正

常 密度较均匀 无静脉早期显影.

         静脉期: 注入肠系膜上动脉的造影剂超过40 mL以

上时常可显示门静脉系统静脉 有时还可见到显影较

淡的肝静脉. 正常情况下门静脉系统一般只能显示肠系

膜上静脉及其属支和肝内 外门静脉.

2.2.4 正常肠系膜下动脉造影表现  动脉期: 肠系膜下动
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脉从第 3 腰椎椎体或第 3 4 椎间隙平面的主动脉分

出 向下走行数厘米之后分出分支. 其行程较少弯曲

常重叠于脊柱的左半或在脊柱的左旁 在分出乙状结

肠动脉之后 其终末支改称直肠上动脉. 肠系膜下动脉

的主要分支有: (1)左结肠动脉 向下走行短距离后即分

为升支和降支2个分支; (2)乙状结肠动脉 供应降结肠

下段和乙状结肠; (3) 直肠上动脉.

       微血管期: 肠系膜下动脉的微血管期可见降结肠

乙状结肠和直肠的肠壁显影. 肠壁显影所见与肠系膜上

动脉造影所见的右半结肠形态相仿.

         静脉期: 注入的造影剂剂量足够时可见肠系膜下静

脉及其属支显影 其口径较肠系膜下动脉为粗 其走行

和分布与其伴行的动脉相似 而造影剂流动的方向相

反. 同一动脉可显示2条伴行静脉. 有时可见脾静脉显影.

一般不能清楚显示门静脉主干.

2.3 急性肠缺血的CT诊断  CT检查是诊断急性肠缺血

可靠而且比较方便的方法. 随着快速CT 多排探测器

CT的应用 扫描时间已可缩短至1 s以下. CTA技术还

可将腹腔动脉和静脉显示为与介入法血管造影所见极

为近似的冠状面或矢状面图像. 与诊断肠缺血的传统方

法- 介入性血管造影的 标准 方法比较 由于CT

检查无创伤性 方法简便和医师无须在射线下作插

入导管等操作 已逐渐有代替前者的趋向 目前已成

为诊断本病首选的 主要的检查方法. 应用CT检查不

仅使许多以前被误诊或漏诊的多数急性肠缺血患者能

够得到及时正确的诊断 还使多数患者得到极为宝贵

的及时手术治疗的机会 大幅度地降低了本病的死亡

率[17-21].

2.3.1 诊断价值  应用CT了解肠缺血时肠道的改变以决

定是否进行外科手术 开始于1980年代. 研究证明 CT

对肠缺血诊断有重要价值 其应用渐受重视. CT显示

肠缺血的敏感度 与诊断此病的 金标准 血管造

影相比较 在过去10  a之内 特别是最近几年之内,已

由39%提高到82%[15,20]. 但因有对照组的研究极少 其特

异性较难判定.

2.3.2 技术要点  对怀疑患有急性肠缺血或缺血性结肠炎

进行CT检查时应注意以下各点[15,20]: (1)扫描前30-120 min

内口服造影剂或清水600-750 mL; 亦可经直肠灌入造影

剂或清水400-800 mL; 务必使肠道充分扩张 以避免因

肠道收缩而致的假性肠壁增厚. 口服的造影剂为阳性造

影剂或阴性造影剂 各有优缺点. 比较一致的意见是

阳性造影剂对肠壁的显示更为清楚 特别在低衰减

(hypoattenuation)时; 而水等阴性造影剂则在肠壁无增厚或

增厚很少时有利于显示肠壁增强的异常 特别在CT血

管造影(CTA)时有更多的优点.  (2)静脉注射造影剂后的增

强扫描可发现肠系膜动脉内或静脉内的血栓. 应注意有

无可能被掩盖的血管钙化 高衰减度的血管内血块和/

或急性黏膜下或壁内出血. 最好能作平扫和增强2种扫

描 可以区别由充血和高灌注所致的急性弥漫性壁内

出血和高衰减的肠壁. (3)肠壁增强的类型对肠缺血合并

肠梗阻的诊断十分重要. 通常增强剂的注入总量为100-

150 mL(每mL含碘300-370 mg 注入速度为2-4 mL/s).

以前用单个CT探测器时 因取像时间长 注射开始后

60 s时的扫描已出现门脉期 仅能显示一部分动脉期相;

现在由于多个探测器和多排探测器的应用 已可在注射

开始后25-30 s 内扫描全腹部 显示腹部的动脉 并可

在后处理时仔细分析. (4)应用三维重建 CT血管造影技

术可得到腹部的矢状或冠状图像 可发现肠缺血的部

位 水平和原因. (5)单个探测器时常用5-10 mm准直器

1.0-1.5节距; 多排探测器时常用1.0-2.5 mm准直器 6

节距. 扫描层厚度前者用5/5-7/7 mm; 后者用1.25/1.0-

3.0/1.5 mm. (6)对于病情严重特别是怀疑已有急性肠梗

塞的患者 不能口服足够的造影剂. 此类患者还常并发

肾功能减退和电解质紊乱 不仅不能给予口服造影

剂 亦不宜经静脉注射增强剂. 在此情况下仍可进行腹

部平扫检查 结合临床资料 仍可对急性肠缺血提供

若干重要信息. (7)取得肠系膜动脉的动脉期图像对诊断

急性肠缺血十分重要; 而高质量的门脉期图像对显示肠

系膜动脉的闭塞很重要; 门脉期还可显示肠系膜静脉

显示肠壁本身的异常 显示有无穿孔 脓疡形成 腹

膜炎以及发现急腹症的其他原因. 这些信息对急性肠缺

血的诊断都有重要作用.

2.3.3 CT表现  急性肠缺血的CT表现有时很明显 有

时仅有微小的改变 需要仔细观察 加以辨识. 应注

意观察以下表现: 肠壁有否增厚 肠腔有否扩张 肠

壁有无增强 肠壁的增强为均一性或杂异性 肠壁呈

低衰减或高衰减 有无系膜的条束状影(stranding) 血

管淤血 腹水 有无肠气囊肿(pneumatosis)或门脉积

气. 在急性肠缺血时 这些表现可能发生在小肠 也

可能发生在大肠; 可以是弥漫性的 也可以是局限性

的 节段性的 局灶性的; 可以是表浅性的 也可以

是穿壁性(transmural)的. 这些表现多数无特异性 也可

出现于许多其他肠病. 所以 急性肠缺血的CT诊断必

须密切结合患者的临床情况 了解肠缺血的病因 病

理 疾病的严重程度 部位 范围 分布几率 有

无黏膜下或肠壁内出血 有无伴发的感染 有无穿孔

等. 应了解 大多数CT征象都是非特征性的. 以下各

项将上述现象中需要特别重视的表现再作说明[18,20].

2.3.3.1 肠壁增厚  正常肠壁的厚度为3-5 mm 因肠壁

膨胀的程度而不同. 在结肠 发生痉挛性收缩时肠壁的

厚度可达5 mm以上 而充分扩张时3 mm的厚度也可

能已属异常. 据报道 急性肠缺血时肠壁增厚的出现率

在26-96%之间. 肠壁增厚较多见于缺血性结肠炎 结

肠梗塞 原发性或继发性肠系膜静脉闭塞 但很少见

于急性动脉闭塞性小肠梗塞. 后者坏死的小肠还典型地

表现为肠壁变薄如纸 肠管扩张并有气- 液平.

        小肠肠壁发生穿壁性梗塞时 壁内的神经和固有

肌层均受破坏 梗塞的肠段无肠壁增厚 因丧失张力
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而扩张 变为极薄的纸样. 如无其他肠缺血征象 CT

对此种肠壁极薄的情况常难作出诊断 但应想到穿壁

性梗塞的可能. 据此 在急性肠缺血的CT检查中 肠

壁增厚的患者可能较肠壁变薄者的预后好.

         不论急性肠缺血或梗塞是血管闭塞性的或是血管

未闭塞(non-occlosive)性的 二者肠壁增厚的表现并无

不同. 但肠壁增厚的程度 在肠系膜静脉闭塞时(包括

原发性或继发性静脉血栓形成 嵌顿性疝 肠套叠

肠扭转等)常较肠系膜动脉闭塞时更厚 至少在肠壁内

出血和感染发生之前是如此.

         是否出现肠壁增厚及增厚的程度与肠缺血的严重

程度及肠壁受损的程度无关. 与上述的肠壁缺血梗塞时

肠壁呈纸样变薄不同 在可逆性休克所致的肠缺血时

小肠壁可呈轻度和弥漫性的增厚.

2.3.3.2 肠管扩张  急性肠缺血梗塞时有肠管扩张并伴有

液气平现象者甚为常见 可达56-91%. 此种现象在可

逆性肠缺血时及结肠黏膜表面缺血时较少见; 此种情况

提示该段结肠缺血程度较轻 仍有活力并有痉挛性收

缩. 相反 肠扩张则是由于肠壁被破坏 损害了肠管

的蠕动. 应注意 见到肠管扩张伴有气液平时并不一定

是麻痹性(非动力性)肠梗阻的特征. 而急性肠缺血肠段内

充满液体 无气体存在而扩张时 (称为 无气腹

腔 [gasless abdomen]) 则急性肠缺血或肠梗塞的可能

性更大.

2.3.3.3 条束状影和腹水  肠系膜脂肪呈条束状(stranding)

表现及肠系膜积液和 / 或腹水可因多种原因发生 并

非急性肠系膜缺血的特征. 在肠梗阻患者中发生部分性

肠壁缺血或穿壁性缺血时 肠系膜条束状影 肠系膜

积液和腹水 3 个征象在 CT 检查中的敏感性分别是

58% 88%和 75% 特异性为79% 90%和 76% [28].

如 3 个征象中的任何2个同时出现 则特异性升高至

94%. 这些征象对区别缺血为穿壁性或非穿壁性无价值.

2.3.3.4 肠壁的衰减  缺血的肠壁在CT扫描中可表现为

低衰减(hypoattenuation )或高衰减(hyperattenuation). 急性

肠缺血时肠壁的低衰减呈同质性(homogeneous) 由肠

壁水肿造成.  低衰减在缺血性结肠炎时的出现率为

61% 常见于以肠壁水肿为典型表现的肠系膜静脉闭

塞性急性肠缺血. 但因肠壁内出血和出血性梗塞亦可偶

尔发生肠壁增厚和高衰减. 此种壁内出血可为弥漫性

也可为局限性 仅累及黏膜下层 见于急性动脉闭塞

性肠缺血 也可见于急性非闭塞性肠缺血或梗塞.

2.3.3.5 异常增强  肠壁的充血(hyperemia)和高灌注

(hyperperfusion)为急性肠缺血CT增强扫描时肠壁有高

增强(hyperenhancement)表现时的2个显示因素. 但需以

增强扫描前的平扫影像为比较的基础. 急性缺血肠段有

充血而无高灌注是肠系膜静脉闭塞和相继发生的回流

梗阻的典型表现. 缺血肠段同时有充血和高灌注时可累

及肠壁黏膜和黏膜下层 也可为弥漫性. 前者可表现为

典型的靶征(target sign),靶的外环为肠壁水肿带. 但在

休克肠 (shock bowel)时出现的高增强 则既不代表

充血 也不代表高灌注 仅典型地反映肠壁因动脉灌

注减少而使增强延长 动脉灌注减少是因为肠系膜动

脉痉挛 后者为血管增压素 等引起; 或因肠系膜静脉

收缩 静脉回流减少引起 常为应用正肾上腺素等药

物所致.

          肠壁充血或高灌注在急性肠系膜缺血时出现的敏

感性和特异性分别达33%和71% 代表肠壁仍有活力

提示预后较好.

2.3.3.6 肠气囊肿和门脉积气  此二征象较少见 但在

急性肠缺血时有较强特征性 不同报道中的出现率

为6-28%和 3-14%. 肠气囊肿表现为肠壁内存在有小

气泡 或条状积气 位于一段肠壁的 2个层之间. 门

脉系膜静脉积气表现为少量气体存在于肠系膜静脉或

门脉的肝内分支. 报道称此2征象在急性肠系膜缺血CT

诊断的特异性接近100%.

2.3.4 最易发生漏误诊的情况  CT检查在急性肠系膜缺

血诊断方面虽有极重要价值 但有些情况极易发生漏

误诊 应特别注意[18,20]. (1)如果结肠缺血仅为节段性

的 而且仅损伤了黏膜表面; 此时可仅出现反射性结肠

挛缩; 如无肠周围脂肪条束状影和异常衰减或增强等肠

缺血的其他异常表现 可被误诊为单纯挛缩. 解决的方

法是结肠内灌入造影剂使之扩张 或注射解痉剂后再

作扫描. 肠腔扩张和痉挛消除后的肠壁增厚才是真实病

变的增厚. (2)如果灌入的造影剂或气体使结肠过度扩

张 致原来因缺血而增厚的结肠壁的厚度人为地变薄

至3-5 mm 之内 可被放射科医师认为属于正常范围

而误诊. (3)诊断医师将急性肠缺血时出现的肠曲充气充

液扩张及液平误认为是麻痹性肠梗阻或假性肠梗阻. 此

种情况特别在急性肠缺血无肠壁增厚表现时容易发生.

一般放射科医师大都以为急性肠缺血时的肠壁应有增

厚. 放射医师如将有这种情况的急性肠缺血患者误诊

就将造成极为严重的后果. 因为立即手术是挽救这种急

性肠缺血患者的惟一手段 而麻痹性肠梗阻则一般不

考虑手术探察或手术治疗. 而且 在绝大多数医疗单位

内 CT检查可能是目前对此病惟一可能应用的方法

如果CT 诊断时未想到急性肠缺血的可能 则几乎没

有其他方法可以另行作出此病的正确诊断. 这样 在很

多情况下 CT检查很可能就是诊断本病惟一有决定价

值的检查 会成为肯定和排除本病的最后裁决手段. 必

须特别强调此点的重要 这也是放射科医师责任和专

业水平的表现.

3   肠缺血疾病的诊断治疗处理程序

随着现代影像技术的发展 血管造影 CT 和MRI 已

成为诊断和处理肠缺血疾病决定性的 无可代替的依

据. 根据 Sreenarasimhaiah et al的意见[25] 将肠缺血疾

病的处理程序归纳如下:

3.1 疑似急性肠系膜性肠缺血  对临床疑似急性肠系膜
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性肠缺血的患者 首先须注意其有无腹膜刺激征象. 如

有腹膜刺激征象 应即进行外科手术探查. 如无对无腹

膜刺激征象 应作CT或CTA 扫描或常规血管造影检

查.

3.1.1 区分肠缺血类型  根据CT CTA扫描或常规血管

造影检查中诊断的肠缺血不同类型 对以下类型病变

继续进行相应的处理和观察:

3.1.2 肠系膜动脉血栓形成  如为肠系膜动脉血栓形成

应予外科探查. 如外科手术风险较高 可注射溶栓剂治疗.

3.1.3 非血管闭塞性系膜缺血  如发现为非血管闭塞性系

膜缺血 则予动脉内灌注罂粟碱扩张血管; 如临床有改

善 则继续观察; 如临床无改善 亦应作外科手术探查.

3.1.4 肠系膜静脉血栓形成  如为肠系膜静脉血栓形成

应寻找高血凝状态的原因. 根据此类患者肠缺血症状的

有无 分别作以下处理: 对无症状者继续观察(可用或不

用抗凝剂) 如出现腹膜刺激症状 即予外科手术探

查; 对有症状者 观察过程中如出现腹膜刺激征象 亦

作外科手术探查. 对未出现腹膜刺激征象者用warfarin后

立即给予肝素抗凝 如出现腹膜刺激征象 亦作手术

探查.

3.2 慢性肠系膜缺血  对临床疑似慢性肠系膜缺血者

作CT血管造影(CTA)或MR血管造影(MRA)检查. 根据

检查的结果和医师的技术专长和经验 可采用外科手

术恢复血供 作介入性血管扩张或置入血管内支架等

方法治疗.
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摘要
近年来 尽管原发性肝内胆管结石的发病率有下降趋势

治疗方法也有所改进, 但治疗效果并非十分满意. 肝内胆管

由于解剖部位特殊 病理改变复杂而且严重, 在临床实践中

很难根治 胆石残留和治疗后复发仍是最大问题. 近年来由

于技术进步 新的治疗肝内胆管结石的方法也有报道. 现就

国内外有关肝内胆管结石外科治疗的现状进行分析评述.
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0   引言

原发性肝内胆管结石在我国发病率很高 据国内1 859

例胆石症的报告 原发性胆管结石约占 50 而约

有30 的患者并存肝内胆管结石[1]. 由于原发性肝内胆

管结石治疗上的难度和肝内胆管与肝实质之间的紧密

关系 使肝脏受到直接而严重的损害 常常继发肝实

质萎缩纤维化 是良性胆道疾病死亡的重要原因. 是当

今胆道外科面临的重大难题.

1   原发性肝内胆管结石的诊断

1.1超声诊断  超声检查敏感 准确 黄疸和胆道梗阻

患者均无限制 操作简便而经济 对肝内胆管结石检

查的准确率达95 以上 Kim et al [2]报道 超对肝内

胆管结石的敏感度为20%-80% 特异性为95%. 超声

检查多年来已经成为肝内胆管结石病首选的检查手段.

Kubo et al [3]研究表明 多普勒彩色超声检查可检测肝

脏内血流量异常及肝脏组织有无萎缩 这对外科治疗

肝内胆管结石时是否切除部分肝脏组织是非常有价值

的. 原发性肝内胆管结石病以色素性肝内胆管结石常

见 色素性结石的形成与吸虫病的关系日益受到重

视 动物试验表明小鼠胆管色素性结石病的发生率随

小鼠感染肝吸虫的数量 小鼠质量的增加而增加 [ 4 ] .

Choi et al [5]报道超声波检查诊断肝脏感染华支睾吸虫致

肝内胆管扩张的敏感度为67% 特异性为48%. 超声

诊断不仅仅为临床的诊断提供依据 而且为早期预防

和术前治疗方案提供了有意义的参考价值.

1.2影像学诊断  经皮肝穿刺胆道造影(PTC)诊断肝内胆

管结石十分可靠 穿刺针细而软穿刺成功率越高. 在没

有胆管扩张的患者行经皮胆管穿刺术 用常规穿刺钢

针穿刺往往失败 采用外径较小的穿刺针穿刺是很有

价值的[6]. 原发性肝内胆管结石常伴有梗阻性黄疸 胆

管炎和胆管扩张等 这往往影响了CT 胆道造影时胆

道的显示 虽然Kim et al [2]报道CT对胆管结石的敏感

度为23%-85% 特异性为97%. 借助旋转数字胆管造

影术(RDC)和三维胆管造影术(3DC)可以从多角度了解胆

管内胆汁引流的情况 更好的明确胆管狭窄部位[7]. 但

是CT三维成像胆管造影术的缺点仍然是造影剂对比依

赖性妨碍了在肝内胆管结石时的应用. 近年来磁共振胆

胰管造影术(MRCP)受到很大关注 填补了放射线诊断

的缺陷 尤其是在诊断原发性肝内胆管结石病方面的

有很好的价值. MRCP是一种对胆汁输送异常具有高度

敏感和特异性的无创性检查手段 对胆道结石的敏感

度达92 特异性达98% [8]. 与 PTC 比较 MRCP 在

肝内胆管结石和肝内胆管狭窄的显影的诊断上更具有

优越性[9].

2原发性肝内胆管结石的外科治疗

黄志强[10]提出外科治疗肝内胆管结石的方针是 解除
梗阻 去除病灶 通畅引流 到现在仍有重要的
指导意义. 在外科治疗存在的最大问题仍是术后残石率
高 再次手术率高 复发率高. 我国住院患者大多病
史长 并发症多 病情复杂 外科治疗实践中真正
达到上述标准有难度. 术前虽进行了必要的检查和准
备 但全面了解患者病情 仍然离不开术中全面探
查 根据探查结果结合术前资料决定合理的手术方
法 以求取得最佳的治疗效果. 治疗肝内胆管结石的手
术方式种类繁多 但目前主要为以下几类.
2.1肝叶(段)切除  肝内胆管结石与胆管癌的关系日益受
到学者的关注 结石长期刺激和炎症反复发作还可以
诱发胆管腺瘤样增生和腺癌[11]. 肝内胆管结石合并肝胆
管癌的发病率在0.36%-10%之间[12]. 国内学者自1950
年以来在黄志强首先报道用肝叶切除治疗肝胆管结石
的经验后 已从长期实践中对此观点产生了共识 采
用肝叶切除治疗肝内胆管结石已逐渐被人们接受 并
且在肝内胆管结石的外科治疗中起着越来越重要的作
用. 肝叶切除治疗肝内胆管结石的手术方式 应根据结
石的分布 胆管狭窄的程度 部位和肝脏的继发性病理

改变等综合考虑. 局限于一侧或一叶的结石或胆管狭窄
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伴有肝组织纤维化 萎缩者 可行半肝或肝叶切除.

Sun et al [13]认为左侧肝内胆管结石(ILH)患者采用左肝叶

切除术更加有效 切除了所有损伤因素 包括结石 扩

张的 狭窄的 及有癌变可能的胆管 这是其他方法所

不能达到的. Cheung et al [14]也提出结石局限在肝脏某一

叶 /段 肝脏部分切除术应为首选术式. 对局限于肝段

内的结石可以行肝段切除 既不过多损失肝组织 又能

达到良好的治疗目的. 近年来国内外的资料均表明 肝

内胆管结石的各种治疗方法中 肝部分切除术的治疗

效果最好 近期和远期治疗效果明显优于其他方法 结

石复发率 死亡率 继发性胆管硬化和胆管腺癌的发生

率等几项指标均明显优于其他治疗方法.

2.2通畅引流  肝内胆管结石常常并发胆管狭窄 通畅

引流的前提就是处理好胆管狭窄 明确狭窄的部位和

狭窄程度对选择手术方式至关重要并直接影响治疗结

果 现代外科治疗中十分重视胆管狭窄的处理. 胆管狭

窄是结石和病情反复发作的主要原因[14]. 鉴于原发性肝

内胆管结石常常以化脓性胆管炎急诊入院 急诊手术

风险大 术后并发症更加多见 很多学者提出先行胆

管减压 视效果决定是否行手术治疗的方案. 胆管减压

的方法很多 经皮经肝胆道引流(PTCD)是继PTC后发

展起来的一种非外科手术胆道引流法. 有学者提出用单

壁穿刺针行经皮胆管穿刺引流的效果比用带有套管的

穿刺针更好[15]. 经皮经肝胆道镜取石在国外已开展多

年 结石取净率达80% 影响治疗效果的主要因素是

严重的胆管狭窄[16].  经过对行经皮经肝胆道切开取石术

(PTCSL)术的245例肝内胆管结石患者的长期随访调查

表明 PTCSL是比较安全而有效的治疗肝内胆管结石

的方法 术中并发症发生率为 1.6% 肝内胆管狭窄

及胆管扩张的患者 结石复发率明显增高[17]. 经 管胆

道镜放入支架扩张引流联合碎石术治疗复杂肝内胆管

结石 有效 安全 肝内胆管结石治疗强调早期取

石引流 能有效地预防并发症和死亡率[18].

        肝门部胆管狭窄切开整形后的胆肠引流以Roux-en-

Y术式为基本术式. 绝大多数没有发展为硬化性胆管炎

及门脉高压症的良性胆管狭窄患者都可以采用胆管空肠

Roux-en-Y手术 效果满意[19]. 胆管空肠吻合的术式繁

多 为防止胆肠吻合后肠内容物反流 国内外许多学

者设计了多抗反流方法. 究竟采取何种术式 应根据患

者的具体病情 结合手术医生的经验和医院的具体条

件决定. 合理的手术方式是取得良好治疗效果的保证. 行

胆管空肠Roux-en-Y手术时必须将胆管肠吻合口建立在

肝内胆管狭窄环的上方 而不能建立在下方[20]. 对术中

胆囊的去留 目前尚无定论. Tian et al [21]认为原发性胆管

结石外科治疗过程中保留胆囊不会促进胆管结石的形成

手术过程中保留胆囊是保证胆汁正常分泌的最佳术式.

         随着腔镜技术的不断发展推动了微创外科跨越式发

展 腹腔镜结合胆道镜下胆总管切开取石治疗肝内外

胆管结石具有创伤小 结石治疗彻底 无结石残存

恢复快 缩短住院时间等优点 是一种具有推广价值

的新的治疗方法[22]. 在术者有丰富的腔镜手术经验 合

适掌握适应证 腹腔镜治疗肝内外胆管结石清除率达

91 并发症发生率及死亡率分别为7 和 0.5 . 安

全 微创 有效[23]. Okugawa et al [24]经口腔应用胆道镜

治疗肝内胆管结石 初步治疗结果表明 结石取净率

64% 并发症发生率 2.8% 该方法对不适于手术治

疗的患者也是可供选择的有效治疗方法之一.  在纤维胆

道镜直视下用钬激光碎石治疗肝内胆管结石和胆道术后

残余结石 结石清除率可达82.8% 有效 安全[25].

2.3 肝脏移植  对于复杂 弥漫存在的肝内胆管结石

特别是合并了胆汁性肝硬化 门脉高压者 可以考虑

行肝移植治疗. Strong et al [26]对4例肝内胆管结石并发

胆汁性肝硬化的患者成功进行肝移植治疗 近期效果

良好. 严律南 et al [27]采用肝移植进行治疗 获得了成

功. 严律南 et al认为其手术指征是: (1)广泛 弥漫存在

的肝内胆管结石 估计通过手术及胆道镜取石难以取

尽者; (2)已有多次手术史 估计再次手术无效者; (3)伴

肝硬变 黄疸 肝衰者. 由于肝移植费用高 手术复

杂 供肝贫乏等原因 难以广泛推广.

2.4  残留和复发  在结石没有完全清除和复发肝内胆管

结石的患者 反复发作的胆管炎及胆管癌的风险更高[28].

术后经皮经肝胆管狭窄部扩张术可减轻对肝脏的进一步

损伤[29]. 经皮经肝胆道顺行取石术是经皮胆管穿刺球囊

导管扩张狭窄胆管 将结石顺胆管推入十二指肠内的

一种治疗胆管结石的方法 第一次成功率可达90.4

第二次成功率可达93.0 肝内胆管残余结石清除率

可达98.6 有效 安全 同时又可以保持胆道括约肌

结构和功能 [30]. 对于术后并发胆管狭窄的病例 还可考

虑用胆道镜经 管放入支架扩张引流 操作简单 安全

而有效[31].

       总之 手术治疗肝内胆管结石目前已达到一个新

的水平 特别是随肝脏外科水平及微创手段的发展

已没有手术禁区 结合各种诊断手段 可以大大提高

肝内胆管结石治疗水平. 但由于胆结石的成因仍未十分

明了 肝内胆管结石复杂多发等诸多原因 单纯手术

治疗 仍有部分病例难以彻底治愈 必须采用综合治

疗方案才能达到理想的治疗效果. 相信随着科学技术的

发展和对肝内胆管结石研究的深入 肝内胆管结石最

终将获得彻底性的治疗.
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摘要

金属内支架广泛应用在管腔内治疗血管 胆管 食管

气管 支气管狭窄. 随着支架和释放系统设计制作工艺的

进步  及人们对微创治疗的不断追求与探索 金属内支架又

开创性地应用于治疗结肠梗阻. 自膨式金属内支架(self-ex-

panding metallic stent, SEMS)置入术能有效解除梗阻 清

洁肠道 改善患者的全身状况 缓解结肠梗阻引起的临床

症状 争取手术时机. 对已无手术指征或因全身情况太差而

难以耐受手术者 以及因手术造成腹腔广泛粘连等患者

SEMS置入术提供了安全可靠 痛苦小的姑息性疗法. 这种

微创治疗新技术与外科姑息性肠减压术 分期手术 一期

切除术等比较 主要优点如下: (1)患者痛苦小 易接受;

(2)快速 安全 微创 成功率高; (3)效费比高.

孙龙, 官泳松. 介入放射新技术-自膨式金属内支架治疗结肠梗阻. 世界华人
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0   引言

结肠癌在发达国家中最常见的恶性肿瘤之一 发病率

居第二位. 结肠癌在中国占恶性肿瘤的第三位 仅次于

肺癌及胃癌. 全世界每年有150 000人死于结肠恶性肿

瘤 其中有10-30%的患者并发结肠梗阻. 急性结肠梗

阻是常见的外科急症 如不能及时有效解除梗阻 可出

现肠穿孔 水电解质紊乱 肠壁缺血 毒血症等严重并

发症[1-2]. 又因结肠恶性梗阻多发生在降结肠 乙状结

肠及直肠 所以结肠癌伴肠梗阻尤其是左半结肠癌伴

肠梗阻的治疗最近成为最近临床医生关注的热点. 目前

外科主要治疗方法有: 姑息性肠减压术 包括盲肠造瘘

术 激光内转流术; 分期手术; 一期切除术 包括一期

切除 近端结肠造口术 一期切除吻合术中结肠灌洗

术 结肠次全 /全切除术等. 在无充分的术前准备及辅

助性治疗的情况下行急症外科手术 有高达23%的死

亡率和约50%的发病率. 并且手术并发症发病率高 使

患者术后长期生存率及生存质量下降[3-4].

      自膨式金属内支架(self-expanding metallic stent

SEMS)置入术是一种通过X线荧光透视和 /或纤维内镜

的引导 在引起狭窄的部位放置金属支架 使狭窄的肠

腔重新扩张以解除梗阻的新技术. 此类支架靠自身张力

发挥扩张管腔的作用. 由于支架本身具有弹性 释放后

在管腔内自行扩张 当管壁弹力回缩和扩张后内支架

的残余弹力达到平衡时 内支架即可达到其最大管

径 而且扩张后内支架的残余弹力提供一定的摩擦

力 使支架牢固地附着与靶部位. SEMS置入术与外科

手术相比优点如下: (1)患者痛苦小 易接受; (2)快速

安全 微创  成功率高; (3)效费比高[5-6].

1   金属内支架材料 类型和性能

1.1 Gianturco支架由0.3-0.5 mm不锈钢铁丝编制围成Z

型围成的分节圆柱. 支架完全膨胀时直径18-20 mm. 多

个支架体相连可使支架增长达80-140 mm. 中间或次节

支架装有 倒钩 以防滑脱. 目前已有多种改进型 其

中以涂硅胶的带膜支架较多见. 这类支架张力大 X线

下可视性好 扩张后长度不发生变化 易定位. 缺点是

不适于在管腔走行迂曲的部位留置.

1.2 Wallstent支架由医用不锈钢铁丝编制而成 呈网眼

管状结构 完全扩张后直径14-20 mm 长53-104 mm.

压缩时内径减小 长度增加;膨胀后内径增加 长度

回缩. 改进型有哑铃状 体部涂硅胶的带膜支架 目

的是防止肿瘤向腔内生长. 这类支架的柔韧性非常好

易置于管腔走行迂曲的部位 但张力较弱 X线下可

视性不强.

1.3 Ultraflex 支架由具有弹性合金线编制成网眼状结

构 可在体温的作用下缓慢扩张. X线下可视性比其他

支架差 但柔韧性好 可放置于急剧转角的狭窄部

位. 完全扩张后直径18 mm 可通过外径24-F鞘释放.

1.4 Esophacoil 支架由单根钛镍合金钢圈 可通过外径

32 -F释放系统释[7-9].

2   适应证与禁忌证

2.1适应证  (1) 可切除结肠肿瘤致结肠梗阻 全身情况

太差而难以耐受急症手术者. SEMS置入术能有效解除

梗阻 清洁肠道 改善患者的全身状况 争取手术时机

并可提高患者术后5 a长期生存率. (2) 不可切除结肠肿

瘤 包括恶性结肠肿瘤切除术后复发 结肠肿瘤伴远端

转移;不可切除盆腔肿瘤致结肠梗阻患者 SEMS置入术

能解除梗阻 长期发挥胃肠减压作用 改善患者的一般

状况 提高生活质量[10-11]. (3) 结肠肿瘤切除术后吻合

口狭窄 腹部肿瘤放疗后肠腔局部狭窄致结肠梗阻.

结肠憩室炎症伴盆腔脓肿或其他结肠良性病变致结肠



梗阻. SEMS 置入术能取代外科手术 微创 有效解

除梗阻 使患者避免手术痛苦 节省医疗费用.

2.2 禁忌证  有临床或放射学证据表明有肠穿孔存在. 受

肿瘤累及的肠腔过长或梗阻位置太高 或结肠梗阻伴

有严重肠粘连使邻近肠腔急剧扭转导丝无法穿过等[12-14].

3   操作技术与方法

3.1 术前准备  通过术前检查或活检明确诊断. 灌肠了解

梗阻位置 长度 选择合适的支架和明确有无肠穿孔.

3.2 操作技术  在 X线监视下经肛门通过结肠镜或递送

导管将超滑导丝插送通过狭窄 梗阻段 并使之深入梗

阻上端肠腔; 保留超滑导丝退出递送导管 经导丝引入

长交换导管 并尽可能深入(使用结肠镜查送导丝时则

经结肠镜送入交换导管);经交换导管将软头硬导丝插入

梗阻段以上肠腔;经硬导丝引入双腔导管或球囊导管行

狭窄段造影观察狭窄段情况 并选择定位标记; 退出双

腔管 选择合适支架置入推送器内外导管之间 涂上石

蜡油 将推送器内管回抽使其前段导引软头护住支架

前端; 由超硬导丝引入附支架之推送器并使其中支架前

端(透视下可见)过狭窄端30 mm; 固定推送器内管及推送

管 将外套管缓慢后撤 使支架逐步释放. 同时调整推

送器位置 使支架置入狭窄段合适部位. 退出输送器保

留硬导丝 再引入双腔管用造影剂观察肠腔通畅情况

需要时再用球囊导管调整支架位置.

3.3 术后处理  (1)术后观察4-6 h 注意生命体征 了

解有无直肠出血; (2)术后 24 48 72 h 观察肠梗阻改

善情况及有无并发症发生[15-16].

4   并发症及其防治

SEMS 置入术可有并发症 部分研究认为早期的并发

症多为轻度的腹痛不适 少量的直肠出血 轻度的肛门

疼痛. 粪块造成的假性梗阻不常见 可通过清洁灌肠解

除. 这些早期并发症多不需特殊的处理. 需特殊处理的常

见并发症有穿孔 支架移位 再狭窄. 在所有报道中结

肠穿孔占0-16% 术中操作大都使用了球囊扩张. 由于

自膨式金属内支架的广泛应用 已不在推荐使用球囊

扩张. SEMS置入术结肠穿孔发生率低于5%. 在术中或

术后主述腹痛难忍的病例要高度怀疑有结肠穿孔 明

确诊断后 需急症外科手术[16]. 支架移位为最常见的并

发症 SEMS置入术后1 wk腹部平片复查有40%的病

例发生支架移位. 需在结肠镜引导下行支架复位术或置

入新支架. 支架移位多由所选用支架直径 长度与其置

入狭窄段不合适而造成. 再狭窄发生率为25% 主要是

因为肿瘤长入肠腔造成. 对于可切除结肠肿瘤致结肠梗

阻 接受SEMS置入术作为外科手术术前准备的患者

这种再狭窄临床意义不大. 对于不可切除恶性肿瘤患者

发生再狭窄后多需再置入支架. 带膜支架可减少再狭窄

的发生率 但这种支架柔韧性减低 支架移位的发生率

较高. 因此 新支架设计应尽量解决再狭窄和支架移位

之间的矛盾关系[17-18].

5   临床应用与评价

SEMS 置入术的优点操作简单 容易留置 且释放后

内径较大 可保持位置固定不变. 国外报道关于SEMS

治疗结肠肿瘤所致的急性结肠梗阻的非随机 回顾性

疗效分析 对患者进行长期随访显示了良好的支架开

通率 并使患者的长期生存率 生存质量均相对提高.

X线荧光透视和 /或结肠镜引导下SEMS置入术均获成

功 操作成功率为80-100%. 临床梗阻缓解率为80-

92%. 梗阻位置越靠近远端结肠 操作成功率越高.

        自从Karne et al [19]尝试应用SEMS置入术治疗结肠

梗阻以来 许多医生陆续开展该项治疗. Desroches et al [20]

对8例患者放置内支架行术前减压 患者平均年龄71

岁 均为急性左半结肠癌性梗阻. 无 1例死亡 仅1例

发生并发症 6例肠道准备满意[19-20]. Mainar et al [21]在71

例结肠恶性梗阻接受SEMS置入术的报道中 成功释放

支架有64例(90%) 有两例因无法穿过梗阻段而失败 5

例支架位置不佳 其中需置入新支架者3例. 96 h内临

床一般情况好转和腹部平片提示梗阻缓解66例(93%). 9

例有轻微并发症(13%) 1例患者结肠穿孔需急症手术.

支架放置与择期手术间隔日期是6-16 d 平均8.6 d. 手

术过程中支架容易辨认 受肿瘤累及肠段顺利切除 支

架本身并没有给手术带来困难 而且无证据表明肿瘤长

入支架腔内. 58例患者术后未发生并发症 于术后第8 d

出院 其余12位患者术后第12 d出院 术后平均住院

时间为10.3 d. 在接受SEMS置入术作为外科切除术前准

备的结肠恶性梗阻患者中 包括手术费用 重症监护室

监护费用 住院费用 支架置入术费用的总的医疗费用

与对照组比较降底了28.8% 费用降低的主要原因是住

院时间缩短 并发症发生率减少[22] .

        Camunez et al [23]对80例结 直肠癌致肠梗阻的患

者放置SEMS 放置成功70例 解除梗阻67例(96%). 仅

2例发生结肠穿孔 其中1例死亡. 33例 7 d左右行择

期手术 另35例仅行支架放置术. 缓解组3 mo生存率为

55%  6 mo为 44% 9 mo为 25%. 作者认为对于结直

肠癌梗阻的治疗应用内支架为有效和安全的. 该法能有

效解除梗阻 为外科手术切除术前准备创造时间. 对那

些已无手术指征或因全身情况太差而难以耐受手术者

以及因多次腹部手术造成腹腔广泛粘连者 内支架放置

术提供了安全可靠 痛苦小的姑息性疗法. SEMS置入术

代替外科急症手术 使患者的生存质量得到了提高.

         SEMS置入术为微创治疗结肠梗阻开辟了一条新的

途径. 但是 受操作技术 配套器械或其他因素的制约

SEMS 置入术目前国际上主要应用于直肠及乙状结肠.

横结肠离肛门较远 需经乙状结肠 结肠脾曲等多个小

角度弯曲 而使经肛门SEMS置入术有一定的技术难

度. 且对支架及投送器材的制作也有特殊的要求. 有关
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SEMS置入术的临床应用和疗效还有待大量随机研究和

系统分析来进一步证实. SEMS置入术不断改善 特别

是支架 释放系统制作工艺的进步及操作经验积累

适应证掌握更加准确. 治疗效果将进一步提高 临床应

用前景可观.
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摘要

整合素是一类重要的黏附分子受体.  他介导着细胞与细胞外

基质以及细胞间的黏附 并参与细胞的多种生理功能和病

理变化. 近来一些研究显示 整合素IEC凋亡关系密切 但

其机制尚不清楚. 钙离子 cAMP Bcl家族 死亡受体家族

及Caspase家族可能在整合素介导的肠上皮细胞凋亡中起

着重要作用.
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0   引言

整合素是一类重要的黏附分子受体 他广泛分布在各

类细胞表面 介导着细胞与细胞外基质  细胞间的黏

附.  整合素还可作为介导信号传递的膜分子 通过独

特的信号转导途径 参与细胞的多种生理功能和病理

变化. 近来一些研究显示 整合素与肠上皮细胞(IEC)

凋亡关系密切 其在肠上皮细胞屏障功能中的作用亦

日益受到重视 现就这方面的研究进展综述如下.

1   基本概念

整合素分布在大多数体细胞的表面 是一类重要的黏

附分子受体. 结构上是由α和 β亚基以非共价键结合而
形成的跨膜异二聚体糖蛋白. 至今已发现17种α亚基和
8种β亚基[1]. α亚基与β亚基组合可形成20种不同的整
合素 按 β亚基不同可将整合素家族成员分为8组. 所
有 α和 β亚基均有较长的胞外区 跨膜区和短的胞内
区组成(只有 β4亚基有较长的胞内区).  α亚基胞外区含
有几个阳离子结合区 而 亚基的胞外区含有几个胱

氨酸重复序列 胞内区比 亚基稍长 功能上通过结合

锚定蛋白把整合素与细胞骨架联系起来[2].

       整合素的大部分配体是细胞外基质成分 如纤维

连接蛋白(Fn) 胶原蛋白(Col)和层粘连蛋白(Ln)等 个

别的还能与可溶性配体如纤维蛋白原和一些细胞表面

分子结合 从而介导细胞与细胞外基质以及细胞间的

黏附 并通过信号传递介导胞内反应. 不同的α亚基和

β亚基的组合构成配体结合的特异性 其主要的识别
位点是配体的精-甘-天冬氨酸3肽(RGD结构) [1].

         整合素作为一个信号传递分子介导细胞内外双向

的信号传递. 由于其 β链连接于细胞骨架 故被推测为
信号传递的关键 而 α链则负责与基质的特异性黏附.
此外整合素还介导细胞间的信号传递. 目前认为整合素

信号传递有以下几个途径: (1)[Ca2+]i 升高及钙激活蛋白

酶的作用; (2)影响cAMP水平及细胞骨架的改变等; (3)局

部黏附激酶(FAK)和其他酪氨酸激酶所致的酪氨酸磷酸

化; (4)G-蛋白途径; (5)影响白介素产物.

2   整合素在肠上皮细胞上的表达及其功能

同大多数体细胞一样 在 IEC表面也分布着多种整合

素受体. 主要包括与层粘连蛋白结合的 α2β1 α3β1
α7β1 α4β4 和 α6β4 与纤维连接蛋白结合的 α5β1
等. 不同整合素在 IEC的分布亦有不同 如 α2β1分布
于隐窝处 α3β1 分布于绒毛底部 α5β1 位于隐窝及
绒毛的底部 α7β1则局限在隐窝顶部及绒毛底部 而
α6β4则均一地分布于整个 IEC表面[3-4].
        整合素通过与基质蛋白结合将IEC与基底膜黏附在

一起 并对IEC的生长 增生 分化 迁移等细胞活动

产生重要影响. 不同的整合素参与细胞活动的调节功能

也不尽相同. 如 α2β1参与调节细胞分化 细胞迁移及
肠腺的发生; α5β 1 α9β 1 参与调节细胞增生; 而
α3β1 α7β1则参与细胞分化的调控. 近年来随着研究
的深入 人们发现整合素还与IEC的凋亡密切相关[4-5].

       大多数体细胞需要黏附于基质方能生长 称为锚着

依赖性细胞 如果这类细胞从其黏附的基质处脱落即会

激活细胞的自杀性程序 并可从形态学和生化特征上证

实为凋亡. 这种由于细胞与基底膜分离引起的凋亡亦称为

anoikis [6].  对于 IEC而言 他也是锚着依赖性细胞 他

的存活同样需要依附于基质蛋白. Grossmann et al [7]研究证

实一旦IEC与基底膜分离 3 h后就有90%以上的细胞发

生凋亡. 整合素是介导细胞与基底膜黏附的桥梁 IEC依

靠整合素黏附于基底膜以维持细胞的生存. 一旦整合素受

体受到封闭或破坏 就可引起IEC与基底膜分离 导致

细胞凋亡; 相反 如果增加IEC表面某些整合素受体的表

达 却可以提高细胞的抗凋亡能力. 如Strater et al [8]用结

肠上皮细胞株证实抗整合素 β1的单抗可以阻止细胞与
底部基质的黏附 并诱发了细胞凋亡. 而Lee et al [9]以小

鼠小肠细胞为模型 发现增加细胞表面整合素α5β1表
达可以提高细胞的抗凋亡能力. 由此看来 整合素(可
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能只是某些亚型)在 IEC凋亡中起着重要作用.

3 整合素介导肠上皮细胞凋亡的机制

3. 1 Ca2+/cAMP  离子钙是细胞内重要的第二信使 参

与细胞代谢及功能的调节. 研究表明 钙与细胞凋亡关

系密切 主要表现为细胞内钙超载可以诱发凋亡 而阻

止细胞内钙离子浓度升高可以抑制凋亡. 这一现象最早

在胸腺细胞中被揭示 随后在淋巴细胞 骨髓细胞 心

肌细胞及神经细胞中也得到证实[10-11]. 细胞内钙超载诱

发凋亡的机制尚不完全明确 现在认为主要有两条途

径 一是通过激活下游钙依赖的凋亡相关激酶(如钙蛋

白酶 钙调磷酸酶及核酸内切酶)诱发凋亡; 另一条则

是通过改变线粒体膜的通透性来实现的 胞质Ca2+增

高可使线粒体通透性转换孔(PTP)开放促使细胞色素C

释放 后者与Apaf-1及caspase9 酶原结合形成凋亡复

合体 从而诱发了细胞凋亡[12]. 最近 在我们的一项实

验中发现 钙与 IEC 凋亡也密切相关. 我们取胎鼠的

IEC作培养 研究缺氧所致IEC凋亡与钙的关系. 发现

使用钙通道阻滞剂(维拉帕米)可以降低缺氧所致的IEC

凋亡比率 同时还能阻止整合素受体极性分布的改

变. 由此提示缺氧后胞内钙超载可能是导致 IEC 凋亡

的重要离子信号 其机制可能与钙超载诱导的整合素

受体表达及极性改变有关. cAMP也是细胞内重要的第

二信使 对调控细胞多种功能和增生有重要作用. 近来

Nishihara et al [13]一项研究表明cAMP有抑制IEC凋亡的

作用. 其机制主要与增加凋亡抑制蛋白c-IAP2的表达有

关. 同时还有研究证实整合素β1与基底膜黏附后可以刺
激cAMP的产生 [14]. 因此cAMP可能也是整合素介导IEC

凋亡的机制之一.

3.2 Bcl 家族  Bcl-2家族基因和蛋白是调控细胞凋亡的

重要因子. 他分为抗凋亡和促凋亡两类 前者有Bcl-2

Bcl-w Bcl-XL等 后者包括Bax Bak等. Bcl-2家族主

要通过线粒体途径影响细胞凋亡. 如Bcl-2等可以通过维护

线粒体膜的稳定 阻止其释放死亡因子发挥抗凋亡作

用 而Bax Bak等则可使线粒体释放细胞色素C Apaf-

1 促进凋亡复合体的形成 从而导致细胞凋亡[15]. 有研

究表明 整合素与细胞外基质的结合情况可影响Bcl-2

家族蛋白的表达及其功能 并调节细胞凋亡. 如Matter et

al [16]发现整合素α5β1或αvβ3与配基结合后可以增加Bcl-
2的表达; de la Fuente et al [17]发现整合素α4β1与配基结
合也可以增加Bcl-2表达 而Gilmore et al [18]将乳腺上

皮细胞与基底膜分开 发现Bax 从胞质转入线粒体并

暴露其BH3区域 促使线粒体释放细胞色素C Apaf-

1及 caspase9 形成凋亡复合体 诱发凋亡. 已知 IEC

发源于隐窝处的干细胞 经过细胞增生 分化和不断

迁移 3-5 d 后到达绒毛顶端或肠腔表面 并在此处

脱落 凋亡. 有研究显示 Bcl 家族成员在 IEC 不同

部位的表达不尽相同. 抗凋亡蛋白Bcl-2在隐窝处含量

最多 越靠近绒毛顶端或肠腔表面 其含量越少. 而

促凋亡蛋白Bak却被证实在绒毛顶端含量最丰富[19-20].

可见 Bcl 家族这种呈梯度分布的特点对保证肠上皮

的增生 脱落和凋亡意义重大. 有趣的是 还有一些

研究报道IEC与基底膜的黏附能力也呈梯度分布 即从

隐窝底部至绒毛顶端逐渐下降[21]. 因此可能正是由于整合

素受体表达或功能逐渐变化 形成了 IEC 的黏附力及

Bcl 家族的分布特点 并最终导致了细胞脱落 凋亡.

此外 Rosen et al [22]研究发现 IEC与基底膜分离后还能

使Bcl-XL的表达减少 从而促使细胞发生凋亡. 由此可

见 Bcl 家族表达及功能发生变化可能是整合素介导

IEC凋亡的重要机制.

3.3 PI-3k/Akt与Ras/MAPK通路  Bcl-2家族蛋白的表

达及其功能的调节是通过整合素介导的细胞信号传导

实现的. 整合素与基底膜黏附后可以激活粘着斑激酶

(FAK) FAK的激活被认为是各类细胞生存所必需的. 活

化的FAK不仅协助生长因子受体进行信号传导 而且

可以直接激活丝裂素激活蛋白激酶(Ras/MAPK)通路及磷

酸酰肌醇-3(PI-3k)通路. 通过增加细胞内抗凋亡因子表

达 抑制促凋亡因子的作用 阻止细胞凋亡. 一旦整合

素改变导致细胞与基底膜分离 FAK及下游的信号通

路就无法激活 从而诱发细胞凋亡 [23].  PI-3k是一种脂

类激酶. 他与FAK结合后 在Ras的参与下被激活. 活

化的PI-3k可以进一步激活下游的蛋白激酶B(即PKB)

成员Akt. Akt 通过磷酸化Bad Bak 抑制其功能 并

通过激活核转录因子(NFκB)等机制促进Bcl-2的表达.
此外还通过激活磷酸化下游的其他一系列底物(包括

caspase9 FKHR等)和抑制细胞色素C释放等途径发挥

抗凋亡作用. Lee et al [9]以小鼠IEC为模型研究发现 使

用PI-3K及Akt 抑制剂 可使整合素 α5β1 失去抗凋
亡作用. 由此说明某些整合素正是通过PI-3k/Akt通路

实现其抗凋亡能力的.  Ras/MAPK通路的激活可以使下

游的Raf MEK ERK 等激酶活化. 他们还可以使

Bax Bak 磷酸化 后者一旦离开线粒体并与14-3-3

蛋白结合就失去活性 从而抑制了细胞凋亡[23]. 目前这

条通路的作用在IEC中也得到证实[24].

3.4 死亡受体家族  死亡受体家族是从属TNFR/NGF-R
超家族的一个亚家族. TNFR/NGF-R超家族都具有特征

性的2-5个富含半胱氨酸的细胞外重复序列. 死亡受体
内具有细胞内死亡域(DD) 这一区域是转导细胞凋亡信

号所必需的. 目前已知死亡受体亚家族有6个 其中Fas
和TNFR1是研究较为清楚的两个. 死亡受体通过相对应

的天然配体而活化. 这些配体与其受体相对应形成死亡
配体系统 称为TNF家族. 死亡受体的配体多为 型跨

膜蛋白 对应Fas 和TNFR1的配体分别是死亡受体配
基(FasL)和TNF-α.  Aoudjit et al [25]研究发现在T淋巴细
胞中整合素α2β1与其配基的结合可以抑制FasL的表达.
他们还报道在内皮细胞中整合素与细胞外基质的黏附可

以保证细胞骨架的完整 一旦减少死亡受体(Fas)及其配
基(FasL)的表达及活动就可抑制细胞凋亡[26]. Frisch et al [27]

报道破坏整合素与细胞外基质的黏附 可以使细胞骨

架中的肌动蛋白构型改变 诱发Fas聚集 诱导死亡信
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号复合物(DISC)形成 从而导致细胞凋亡.  Rosen et al

证实IEC与基底膜的分离也可以导致FasL增加 触发

细胞凋亡 其机制与P38 MAPK通路的激活及Bcl-XL的

表达下降有关 但整合素在其中发挥的作用尚不清楚.

3.5 Caspase家族  不论是线粒体介导的凋亡途径还是死

亡受体介导的凋亡途径 都要通过激活Caspase家族产

生凋亡效应. Caspase是一个日益增大的半胱氨酸蛋白酶

家族. 目前已发现14种以上Caspase家族成员 命名为

Caspase1-14. 其中大多都参与凋亡有关的生理性或病理

性过程. 参与诱导细胞凋亡的Caspase可分为两大类 一

类是启动酶 包括Caspase2 8 9 10; 另一类为效

应酶 包括Caspase3 6 7. Caspase通过级联反应依

次激活 一般启动酶在先 效应酶在后 但根据不同

的凋亡诱因可有不同的激活顺序. 效应酶通过降解

DNA 裂解抗凋亡蛋白和裂解细胞骨架蛋白等一系列

作用诱导细胞凋亡. 目前 Caspase家族与整合素介导

的 IEC凋亡的关系知之甚少.  Grossmann et al [7]的实验

发现IEC与基底膜分离后 15 min内启动酶Caspase2

9 即被激活 以后效应酶Caspase7 3 6 依次激活.

Caspase8也在大约45-60 min内激活. 但该实验未对整合

素做进一步研究. 最近Levy et al [32]的一项研究发现丁酸

(NaBT)可以使Caco-2细胞表面整合素 β1的表达下降
导致细胞从基底膜脱落并发生凋亡. 同时还发现经NaBT

处理后90 min Caco-2细胞内即可检测到Caspase3的活

动 由此提示整合素 β1的表达减少可能与Caspase3激
活密切相关 并因此导致了Caco-2细胞凋亡.

       总之 IEC凋亡是肠黏膜自我更新所必需的 他

保证了肠道结构和功能的完整.  IEC凋亡的研究对肠屏

障功能障碍 毒素和细菌易位的治疗均有重要的临床

意义. 目前整合素受体含量 整合素受体分布与极性变

化及整合素其他信号传导途径如钙离子及其通道

cAMP等与 IEC凋亡之间的分子机制尚不明确 还有待

更深入的研究.
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摘要

肝动脉化疗栓塞(TACE)是不能手术切除肝癌的首选治疗方

法 该技术诞生30 a来不断的完善和提高 目前已在全

球得到广泛应用 尤其是近年来TACE技术有了长足的发

展. 螺旋CT的临床应用为TACE术前病情分析及制定切实

可行的方案提供了有力的保障 同时也为TACE术后疗效

判断和进一步治疗提供了理论指导. 在具体操作上 个体

化 大剂量的碘油可明显提高TACE治疗肝癌的疗效 改

善患者的预后. 经过长期的临床观察和经验积累 大家已经

认识到由于肝癌血供丰富 TACE后新生血管的产生 侧支

循环地建立等因素的制约 单纯的TACE不容易达到理想

的治疗效果 综合治疗才是TACE 技术的发展方向 例如

配合经皮肝穿刺乙醇注射可明显提高治疗效果. 同时基础研

究是TACE技术进一步完善的前提 动物模型地建立为血

管生成抑制剂的试用提供了机会 TACE后肝癌特异性蛋

白质地检测 如Bax与Bcl-2 PCNA等 为临床工作指明

了努力的方向. 历史已经证明 经过大家的不断努力 TACE

技术正在逐渐完善和提高.
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0   引言

1974年 Doyou 首先报道运用肝动脉栓塞术治疗肝癌

这一技术随着在临床工作中的实际应用 日趋完善和

提高 已发展成为肝动脉化疗栓塞(transcatheter hepatic

arterial  chemoembolization TACE)技术 并在全球得到

了广泛开展和应用 成为不能手术切除肝癌的首选治疗

方法 同时也取得了较好的疗效[1-10]. 但是由于各种原因的

影响 如肝癌的多重血供 侧支循环的建立等 TACE治

疗肝癌仍是一种姑息性方法 远期疗效不理想[11-20]. 所以

30 a 来大家一直在不断探索 试图努力完善和提高

TACE技术. 近年来由于检查手段的提高 临床经验的

积累 基础研究的深入 在TACE治疗肝癌方面有了长

足的发展 综述如下:

1   螺旋CT促进了TACE的发展

近几年来螺旋CT在临床上的应用为TACE治疗肝癌提

供了强有力的支持[21-23]. TACE治疗肝癌的主要机制是通

过栓塞剂(如碘油等)来栓塞肿瘤的血管 使其血液供应

障碍 引起肿瘤缺血 缺氧而坏死.  因此 肝癌行

TACE治疗前了解和掌握其血液供应情况对制定具体方

案非常必要. 此前这一工作均在TACE的同时完成 即

肝动脉插管成功后先进行数字减影肝动脉造影(digital

subtraction  angiography DSA) 来了解肝癌的血液供

应等情况 也非常直观和实用 对TACE实施有很好的

指导意义. 但也存在不足 肝癌80%以上血供来自动脉

其余来自门静脉 所以这种检查方法不能反应门静脉参

与肿瘤供血的情况 门静脉供血的存在是TACE治疗肝

癌坏死不完全的原因之一 而螺旋CT的出现正弥补了

这一不足. 运用螺旋CT双期扫描技术可分别显示肝癌动

脉和门静脉的供血情况 方法是: 用高压注射器经前臂

静脉注入对比剂 如碘普胺80-100 mL (300 mgI/mL)等

注入的速度为3 mL/s 而后进行螺旋CT双期延迟扫描

注药后18-25s扫描为肝动脉期 60 s为门静脉期. 若在

门静脉期肿瘤有强化 即说明该肿瘤存在门静脉供血

对这样的肝癌行单纯TACE治疗效果不理想.

       肝癌发生肝动脉-门静脉分流(arterioportal shunt

APS)的机会很大 尤其是肿瘤累及门静脉时发生率为

63%. APS严重影响TACE治疗肝癌的效果 同时其自

身也引起严重的门静脉高压症状 如腹水 上消化道出

血等 直接影响患者的预后. 以往APS的诊断主要依靠

于DSA 虽然其是一种非常有效的检查方法 但是 这

是一种有创的检查手段 在一定程度上限制了其临床使

用 使不少肝癌患者失去了治疗机会. 已经证实螺旋CT

诊断肝癌合并APS与DSA具有同样理想的效果[24-26] 甚

至优于DSA 尤其是对近端的APS 敏感度为100.0%

准确度达96.4% 并且具有方便 快捷 无创的优点

这对肝癌患者进行TACE治疗有很好的指导意义. 对于

这样的肝癌患者行TACE治疗时 应首先进行APS的

栓塞 栓塞剂可用明胶海绵 弹簧圈等 而后再行TACE

灌注化疗药物和碘油 既能纠正患者门脉高压的症状

又能起到较好治疗肝癌的作用. 螺旋CT检查近端APS

的直接征象是: 肝动脉期门静脉主干和 /或第一级分支

提早显影 其门静脉显影密度大于脾静脉或肠系膜上

静脉 甚至接近于主动脉. 间接征象为: 肝动脉期肿瘤

所在的非癌肝实质强化 门静脉期该区域密度与其他

部位非癌肝组织一致.
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        肝癌在TACE之前行螺旋CT双期检查有很好的使

用价值 同样肝癌TACE之后行该检查也有非常好的临

床意义[21] 对于判断TACE的治疗效果 指导进一步

的治疗 估计患者的预后都很有帮助. 肝癌经TACE治

疗后行螺旋CT肝双期扫描 不但可观察到肿瘤非坏死

区域的低密度区 还可观察到该部位的血液供应情况.

已证实肝癌TACE后螺旋CT双期扫描发现 残留的非

坏死癌组织中94.1%有动脉供血存在 50.0%有门静脉

供血. 前者我们在分析原因时要想到 可能存在有肿瘤

肝外动脉供血的情况[27-28] 且可根据其部位来估计肝

外供血的血管 例如肿瘤位于肝脏的右下脏面时要想

到胃十二指肠动脉 位于左叶时可能是胃左动脉 左膈

动脉等 对以后的TACE具有很好的指导作用 针对性

强 可明显提高治疗效果. 对残癌中存在有门静脉供血

者 可配合其他治疗来提高疗效.

        螺旋CT在肝癌的TACE治疗中有很好的指导作用

与DSA 相比有方便 快捷 无创的特点 但仍有不

足. 虽然他能通过对肝脏的双期扫描显示肝癌的动脉供

血情况 但是肝癌存在许多肝外动脉供血 螺旋CT不

能明确诊断. 因此 在螺旋CT 肝双期检查的基础上

配合TACE时的DSA检查 对TACE治疗肝癌能起到更

好的作用.

2   大剂量碘油能提高TACE的疗效

目前临床上TACE治疗肝癌主要还是用碘油作为栓塞剂

实践证明是非常有效的 现在看来采用个体化 大剂量的

碘油作栓塞剂的治疗效果明显优于常规小剂量[22,  29-30].

临床研究已经证实 将不能手术切除的大肝癌患者473例

分为两组 A组216例采用大剂量碘油20-53 mL 平

均28.3 mL; B组 257例采用常规小剂量5-15 mL 平均

11.8 mL. 结果A组手术切除率和肿瘤完全坏死率均高于

B组(P <0.05) 同时生存率也高于B组(P <0.01). 所以

大剂量碘油(20-40 mL)经TACE治疗大肝癌且血管丰富

者 与常规小剂量比较其治疗效果是肯定的 但要求

患者肝功能child,s A级 或 ICG-R < 20% 否则会增

加TACE后发生肝功能衰竭的危险性. 该方法不但可以

阻塞肿瘤的动脉供血 同时还阻塞了肿瘤的门静脉供

血 起到双重栓塞的作用 引起的肿瘤坏死更完全 相

应的治疗效果更好. 原理是肝动脉与门静脉存在吻合

支 一般情况下动脉压高于门脉压8倍 并在此水平保

持平衡 且呈关闭状态 只有当二者任何一方压力升高

时该吻合才开放. 在行大剂量碘油肝动脉灌注时 可使

该吻合开放 碘油就由动脉端进入到对侧的小门静脉

即起到双重栓塞的功效.

        TACE大剂量碘油治疗肝癌时一定要个体化 做到

因人而异 制定个体化的治疗方案 不能一概而论 判

断的依据除根据肿瘤的大小外 还要看肿瘤的血液供

应情况. 根据肿瘤的血供可将肝癌分为4型[21] (1)多血

供型 螺旋CT 肝双期扫描动脉期与门静脉期强化均

明显 示肿瘤的血供丰富; (2)少血供型 表现为双期

强化均不明显; (3)混合性血供型 肿瘤内既有多血供区

也有少血供区 二者混合存在; (4)合并有动静脉瘘的肝

癌患者. 具体操作时 多血供者碘油灌注量为肿瘤最大

径的2-3倍 即肿瘤10 cm 碘油用量20-30 mL; 少血

供型碘油的用量与肿瘤的最大径一致; 其他两型都视情

况而定.通过这种方法治疗肝癌患者的有效率为84.0%

明显高于对照组(46.0%) 多血供型的肝癌占75.0% 这

部分患者TACE治疗的预后好[31].

      自 TACE用于肝癌治疗以来 为了提高疗效 栓塞

剂的应用也很多 但经得起时间考验的仍是碘油. 近来

美国学者用聚乙烯乙醇做栓塞剂取得了很好的疗效[32].

另外 国内有学者用聚乳酸/羟乙酸同样效果不错[33].

3   综合治疗是TACE的发展方向

由于肝癌存在肝外动脉 门静脉供血 TACE 治疗肝

癌仍不能达到根治目的 单纯TACE不能解决这些问题.

有不少学者认为TACE配合其他治疗手段[12, 19, 34-36]具有

较好的治疗效果.

        TACE配合经皮乙醇注射(percutaneou ethanol  injection

PEI)对肝癌的治疗效果明显优于单纯TACE. 在这方

面 日本学者在小肝癌的研究上做了大量的工作[37-38] .

研究证实,直径小于3 cm的肝癌经TACE+PEI治疗后

残留非坏死癌组织为3.7% 对照组高达34.2% 且3 a

后复发率分别是19.3%和80.1% 5 a生存率是50.0%

而单纯TACE组只有24.0% 没有出现严重的并发症.同

时我国大陆和台湾的学者也做了类似的研究[39-40] 得

到的结果也是一致的 均证实TACE+PEI 治疗肝癌比

单纯的TACE效果要好 但要注意患者肝功能情况 还

提示肿瘤大于5 cm时远期疗效不好.

         肝癌存在的门静脉供血是制约TACE疗效提高的重

要因素之一 为解决该问题近来有报道 采用B超引

导下经皮肝穿刺门静脉栓塞(portal vein embolization

PVE)配合TACE治疗肝癌[41] 较单纯TACE可明显改

善肝癌患者的预后.因此 认为TACE+PVE是治疗肝癌

的有效方法.

        TACE治疗肝癌远期疗效不好 与TACE后侧支循

环建立有直接关系 包括肝内侧支循环与肝外侧支循

环两部分 TACE配合手术切除是解决这一难题的有效

方法. 不能手术切除的大肝癌经TACE后肿瘤坏死并缩

小 使之得到二期手术切除的机会 为这部分患者的治

疗开辟了一条很好的途径[42-43] 同时也有效减少和避

免了TACE后的复发和转移. 因为TACE往往不能使全

部肿瘤坏死 致使残留的癌细胞附着能力下降 并且肿

瘤血管结构不完整 易发生转移[44-45]. 同时要注意 对

于能手术切除的肝癌要及时进行切除 不可行TACE后

再二期手术[46-47] 除了有上述不利因素外 还增加了

手术难度. 还有文献介绍 包括肝硬化伴小肝癌的患者

进行肝移植等外科手术 配合TACE治疗肝癌已在临
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床上开展[48-50] 并取得了较好的疗效.

       也有资料介绍TACE配合冷冻疗法 经皮微波凝

固 放疗等也能改善肝癌患者的预后[51-54]. 因此 我

们可推断单纯的TACE治疗肝癌存在有明显不足 配合

其他治疗措施是非常必要的.但一定要注意患者肝功能

的情况[55-57].

4   基础研究促进了TACE的提高

近几年来TACE在基础研究方面取得的成绩 对临床

上应用该技术治疗肝癌起到了很好的指导作用 发现了

一些存在的问题 明确了努力的方向. 用walker-256肿

瘤细胞株建立的Wistar 大鼠肝肿瘤模型 与人肝肿瘤

生长模式非常接近 血管造影观察到该肿瘤血管丰

富 与人类的肝癌一样也是以肝动脉供血为主[58] 这

种肝肿瘤的动物模型能够进行TACE的实施 为TACE

的基础研究提供了保障. 另外 用VX2肿瘤细胞株建立

的兔肝肿瘤模型也可进行TACE操作[59] 由于兔相对较

大 肝动脉内径比大鼠的要大的多 具体操作起来相对

简单.

        TACE治疗肝癌继发的新生血管产生 侧支循环的

建立是一个非常棘手的问题. 血管的增生与血管内皮生

长因子(vascular  endothelial  growth  factor VEGF)的关

系非常密切 而TACE引起肝癌血供障碍 缺氧及肿瘤

坏死 同时缺氧和坏死组织均能刺激VEGF的产生 继

之促进新生血管的产生[60-62] 这是TACE治疗肝癌不彻

底的原因之一. VEGF还有增加血管通透性的作用 再

加上肿瘤血管结构不完整等因素 有利于肿瘤细胞进入

血液循环发生转移 这与临床观察结果相一致[63 ]. 血管

生成抑制剂TNP-470为这一难题的解决提供了强有力

的武器[64-65] 动物试验证明[58, 66] 配合应用血管生成

抑制剂TNP-470肝动脉灌注 能有效消除上述不良影

响 对试验肿瘤有很好的治疗作用.

         细胞凋亡(apoptosis)是细胞接受刺激信号后一种主动

的 并由相关基因控制的细胞程序性死亡 其中Bcl-

2 蛋白是一种公认的细胞凋亡抑制基因[67-68] 而Bax是

Bcl-2 的同源蛋白 Bcl-2 与 Bax 二者的比率决定着

细胞凋亡的速率. 有文献[69]介绍 肝癌经TACE治疗后

二期手术切除 用免疫组化技术观察到 肿瘤细胞的凋

亡指数(apoptotic  index, AI)和 Bax表达水平均升高 而

Bcl-2 Bcl-2与 Bax 的比值却有明显的降低 与单存

手术切除组有明显差异(P <0.05).所以TACE治疗肝癌有

促进肿瘤细胞凋亡的作用.

        但是 也有研究观察到TACE有促进肝癌细胞增生

的作用.TACE 治疗肝癌使肿瘤不同程度的坏死 缩

小 这是非常好的一面 可同时也发现残留的癌细胞增

生细胞核抗原(proliferating  cell  nuclear  antigen PCNA)

的表达却增强了[46, 70]. PCNA是一种公认的反映细胞增生

状态的指标蛋白 该蛋白量增大 肿瘤发生浸润生长与

转移的能力就强. 因为PCNA是真核细胞DNA聚合酶的

辅助蛋白 主要存在于S期 在一定程度上PCNA的

表达与肝癌的恶性程度密切相关[71-72] 可用来判断肿

瘤患者的预后. TACE 致使 PCNA 高表达的原因可能

是 肝癌经TACE治疗后肿瘤组织大量坏死 少量残留

的癌细胞本能性的代偿性增生 使G0期细胞进入到S

期 这些肿瘤细胞增生活跃 也就表现为PCNA的高表

达 从一个侧面可解释肝癌患者TACE治疗远期疗效不

好的原因. 所以TACE后适时的二期手术切除是非常必

要的 不能手术切除的大肝癌正是由于TACE治疗 使

肿瘤坏死 缩小 纤维组织增生 包膜甚至包囊形成

使二期手术方有机会实施. 但是我们也清楚的看到 大

肝癌TACE后二期切除的机率还很低 约10%左右 还

有待进一步提高.

        为了了解TACE治疗肝癌对患者预后的影响 所以

就TACE对抑癌基因p53及 nm23的表达也进行了研究

观察[46, 70] nm23 是一种公认的转移抑制基因 TACE

对这两种基因表达没有显著性影响 这可能与TACE后

到二期手术切除的时间有关 由于这段时间较长 原来

基因的表达物质逐渐被代谢 同时随着时间的推移,该

基因的表达又恢复原来的水平 所以会有上述结果.

        虽然TACE治疗肝癌还存在不少问题 但仍不失是

一种有效的治疗手段 尤其是对不能手术切除的大肝

癌更有意义. 30 a来 TACE技术已在全球得到广泛开展

应用 我们相信经过大家的不懈努力 TACE技术将发

展的更加完善.
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摘要

观察肿瘤患者的免疫状态 在分析肿瘤发展情况 判断

预后和疗效上有重要意义. 本文通过介绍肿瘤患者全身和局

部免疫状态的部分评价指标 旨在寻找有效的检测方法 设

计合理的免疫治疗方案 对有效激发抗瘤免疫 杀灭微小

癌灶 防治肿瘤根治术后转移复发具有一定意义.

邱继刚, 邱双健, 吴志全. 肿瘤患者的免疫状态指标. 世界华人消化杂志  2004;

12(6):1427-1431

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1427.asp

0   引言

机体的免疫状态在肿瘤的发生 发展过程中起着十分

重要的作用. 观察肿瘤患者的免疫状态 在分析肿瘤发

展情况 判断其预后和疗效上有一定的意义. 本文就肿

瘤患者免疫状态有关指标的研究概况作一综述.

1   肿瘤患者全身免疫状态

肿瘤患者免疫状态反映了肿瘤与免疫系统的相互作用

为患者预后评价及治疗选择提供了有益的观察指标.

1.1 细胞免疫的变化  机体免疫系统中各个细胞克隆不

是处于孤立状态 而是通过相互识别 相互制约和相互

刺激构成一个动态平衡的网络结构. 荷瘤宿主全身免疫

功能低下时 常表现在外周静脉血中各细胞亚群功能

构成上的异常 因此临床上常通过对外周血细胞免疫

功能的检测来评估患者的免疫状态.

1.1.1 特异性免疫细胞  主要为T淋巴细胞亚群. 肿瘤患

者存在细胞免疫功能紊乱 表现为CD4减少 CD8增

加 CD4/CD8比值下降. CD4+T辅助细胞(helper T cell

Th)的分化决定了人体的免疫状态. 大量体内外实验研究

发现肿瘤组织多分泌Th2 类细胞因子 机体处于Th2

细胞因子优势状态是肿瘤免疫逃逸的机制之一. 已发现

非小细胞肺癌 绒癌 卵巢癌 脑胶质瘤 肾癌 结直

肠癌 黑色素瘤 淋巴瘤等多种类型肿瘤患者体内发生

Th2漂移[1-2]. 调节性T细胞(regulatory T cell Tr)是近几

年来提出的概念 对CD4+CD25+Tr细胞的研究是目前的

热点. 对胃肠肿瘤患者外周血Tr 细胞进行研究发现

CD4+CD25+Tr 的数量与肿瘤预后相关 其数量越高

患者预后越差[3]. 已有腹水或腹腔种植的进展期肿瘤患

者外周血中CD4+CD25+Tr明显增多. 从患者体内分离出

的CD4+CD25+Tr 细胞只分泌 IL-4和 IL-10 而无 IL-

2和 INF-γ. 利用外周血CD4+CD25+Tr 细胞评价胰腺和
乳房肿瘤患者的免疫状况也有相关报道[4]. 检测患者外

周血T淋巴细胞亚群表达对评估患者的细胞免疫功能

及疾病的诊断具有积极的临床意义.

1.1.2 非特异性免疫细胞  包括红细胞(RBC) 自然杀

伤细胞(NK) 单核 / 巨噬细胞以及淋巴因子激活的杀

伤细胞(LAK)等. 其中红细胞是人体数量最多的免疫细

胞 能识别和清除循环免疫复合物(IC) 并参与其他

一些免疫调节. 1981 年 美国学者Siegel 提出 红细

胞免疫系统 的概念. 红细胞主要通过红细胞膜上补体

1型受体(CRl)与肿瘤细胞发生免疫黏附 恶性肿瘤患

者红细胞CR1减少 一方面使红细胞对肿瘤细胞的促

吞噬作用降低 另一方面导致 IC清除障碍. IC增高加

重破坏了宿主抗肿瘤免疫能力 造成恶性循环 肿瘤细

胞逃逸宿主免疫系统的攻击得以生长繁殖. 临床上 已

发现在乳腺 食管 胃 大肠 肝 卵巢 血液系统等

多种肿瘤患者红细胞黏附肿瘤细胞能力降低 同时还

发现在消化道肿瘤患者肿瘤红细胞花环率高低与手术

后证实肿瘤发生转移与否有相关性 手术切除肿瘤可

使患者的红细胞免疫功能改善[5-7]. 检测红细胞免疫功能

在临床上具有重要意义. 自然杀伤细胞(NK) 单核 /巨

噬细胞以及淋巴因子激活的杀伤细胞(LAK)因在肿瘤局

部发挥更强的免疫作用 将在后文另作介绍.

1.2 体液免疫的变化  众多研究结果表明 荷瘤动物和

癌症患者血清中含有起免疫抑制作用的可溶性物质. 这

些肿瘤诱导的体液抑制因子主要分为两大类: 一类为封

闭因子(blocking factor) 另一类为血清急性期反应蛋白

和正常血清免疫抑制因子.

1.2.1 封闭因子  1970年代初 Hellstrom提出了封闭因

子的概念 认为某些肿瘤抗血清不仅不能使肿瘤消退

反而阻断了杀伤细胞对肿瘤细胞的细胞毒作用 促进了

肿瘤的发展. 这种作用被称为免疫促进作用(immunologic

enhancement). 可溶性白介素2受体(sIL-2R)被认为是一

种封闭因子 自1985年被发现以来 国内外学者对其

进行了大量的研究. 人类恶性肿瘤表达白介素2 受体

(IL-2R)α β和 γ链. β和 γ链与 IL-2呈高亲和状态
当接受IL-2刺激后转导并放大跨膜信号. IL-2Rα缺乏
胞质内结构域 但对增加 IL-2 与其他受体结合力起

重要作用. 现已证实[8] 肿瘤细胞过度表达 IL-2Rα与肿
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瘤进展迅速和患者预后差密切相关. 在白血病[9] 淋巴

瘤[10-11] 胃癌[12] 结直肠癌[13] 肺癌[14] 卵巢癌[15]

以及泌尿系统肿瘤[16-18]患者 血清中sIL-2R水平明显

升高 且其水平变化与这些疾病的发展和转归密切相

关. 激活的T细胞在渗透入肿瘤组织发挥抗肿瘤作用的

同时 可能释放了大量 IL-2Rα链 是造成肿瘤患者
血清sIL-2R升高的主要原因[11]. 血清 sIL-2R在肝癌诊

断与预后判断方面的价值尚有争论. Izzo et al [19]认为与

AFP相比 血清 sIL-2R水平在肝细胞性肝癌(HCC)患

者中异常增高的情况更频繁 并且是判断HCC成功治

疗与复发更敏感的指标. 而意大利学者Parasole et al [20]

则认为其在临床实际中并不能成为判断HCC预后的指

标 sIL-2R 不能提高CLIP(cancer of the liver Italian

program)积分的预测能力.

1.2.2 血清免疫抑制蛋白  血清免疫抑制蛋白是荷瘤动

物和癌症患者血清中所含的另一类起免疫抑制作用的

血清蛋白 包括急性期反应蛋白和正常免疫抑制血清

蛋白. 免疫抑制酸蛋白(IAP)是新近发现的一种肿瘤相关

标志物 现已证实[21] 在肿瘤的发生发展过程中 IAP

的含量有显著升高 已成为卵巢癌和肾癌患者诊断和判

断预后的有效指标 在胃癌 食管癌 子宫癌和结肠癌

患者的血清中 IAP的含量亦明显高于正常人. Takeuchi

et al [22]对107例胃癌术后患者的研究显示 血清IAP含

量 355或<355的患者 其术后5 a生存率分别为77.9%

和 92.1% 提示 IAP含量与淋巴结转移相关 是临床

判断胃癌患者预后的又一相关指标. IAP水平的改变与

原发性肝癌(PHC)发生亦相关[23]  PHC患者的血清IAP

与健康人相比 具有显著意义 PHC患者本身的 IAP

阳性率也达到83.3% 表明 IAP可以为PHC患者提供

新的血清学诊断方法. 由于肿瘤家族成员具有较高的

IAP 阳性率 IAP 检测被应用于肝癌易患个体的筛选

和随访 可为肝癌的癌前期监控和预防提供又一个新

的途径.

2   肿瘤局部的免疫状态

肿瘤微环境(tumor microenvironment)是近年来深入研究

肿瘤局部淋巴细胞与肿瘤细胞的相互作用而提出的新

概念. 由于肿瘤局部有着和正常组织不同的独特性质

因此把肿瘤局部作为特殊的环境进行研究 有助于更

全面地了解肿瘤逃逸免疫监视的机制.

2.1 肿瘤局部的细胞免疫

2.1.1 调节细胞  如同全身免疫一样 肿瘤局部的细胞

免疫亦存在着一个复杂的调节网络 T细胞同样扮演着

重要的角色. 最近的文献中 将许多具有免疫调节作用

的淋巴细胞冠以 Tr细胞 的称谓. (1) CD4+CD25+Tr细

胞:  近年积累的大量实验证据表明 机体主要通过

CD4+CD25+ Tr 细胞以 主动 的方式维持自身免疫耐

受(dominant tolerance) CD4+CD25+Tr 的主动压抑在参

与下调T细胞对自身抗原和外来抗原应答中起到关键

作用. 小鼠肿瘤模型揭示CD4+CD25+Tr细胞能抑制肿瘤

免疫反应[24]. Liyanage et al [4]对胰腺癌和乳腺癌患者肿瘤

浸润淋巴细胞和局部淋巴结中 Tr 细胞的研究发现

CD4+CD25+Tr 细胞数量在肿瘤局部显著增多 同时表

达CTLA-4和CD45RO 并分泌TGF-β和 IL-10 但
不表达INF-γ. 并且当与激活的CD8+细胞和CD4+CD25-

细胞共同培养时 Tr细胞明显抑制其增生和分泌INF-γ.
肿瘤微环境中的Tr细胞减轻了抗肿瘤免疫反应 并能

部分解释T细胞对肿瘤抗原的弱应答现象. 可以肯定地

说 CD4+CD25+Tr细胞作为一个具有独立功能的T细胞

亚群 在维持自身免疫耐受过程中具有不可替代的作

用. 然而关于这些细胞的作用机制和免疫生物学特性尚

有许多不明之处 能否作为肿瘤患者局部免疫的监测

指标有待进一步研究. (2) NKT 细胞: NKT 细胞又名

NK1+-T细胞或自然T细胞 具有NK细胞和T细胞的

表型特征 同时表达TCR-αβ或TCR-γδ与NK细胞
受体如CD16 CD56 CD69 CD161 KIR 受体和

或CD94 等 是表达不同TCR和NK受体的T细胞构

成的群体[25]. NKT细胞的发育以及活化受CD1d限制[26]

CD1d限制性NKT细胞在多种免疫应答中起到重要的调

节作用. 现已发现在肺癌 前列腺癌和肝肿瘤患者体内

CD1d限制性Vα24+Vβ11+NKT细胞数量大大减少 并
且分泌INF-γ的能力也有所下降. 对前列腺肿瘤患者的
研究证实了NKT与肿瘤进展的关系 PSA呈进行性升

高的患者 其体内NKT数明显下降[27]. CD4+CD25+Tr细

胞对NKT细胞的胞间接触(cell-to-cell contact)抑制是导

致NKT细胞功能下降的原因之一. 最近有报道[28]利用装

载 α - 半乳糖神经酰胺的 1 型 D C 及 I L - 1 5 刺激
Vα24+Vβ11+NKT 可使其产生大量INF-γ TNF-α和
GM-CSF 并引起强烈的细胞毒性反应. 更重要的是

他能使Th2细胞因子分化向Th1细胞因子逆转 预示

人类Vα24+Vβ11+NKT 细胞群具有可塑性. 缺乏肝脏
NKT细胞的肝癌患者更易于发生转移[29]. 肝癌患者肝脏

内的Vα24+Vβ11+NKT 数量只有正常人的1/5 但经 α-
半乳糖神经酰胺激活后却能释放和正常肝脏等量的

INF-γ 其具体机制尚待进一步研究.
2.1.2 树突状细胞(dendritic cell DC)  DC是目前已知

功能最强的专职抗原呈递细胞 广泛分布于外周淋巴

组织 决定免疫反应的最终走向 激活免疫或诱导耐受.

研究资料表明 绝大多数实体肿瘤及其周围组织中都

有DC浸润. 文献报道肿瘤组织内DC的浸润程度与结直

肠癌 肺癌 甲状腺癌 胃癌及舌癌的预后有密切关系

DC高度浸润者伴肿瘤分化程度高 预后好; DC轻度浸

润者则伴肿瘤分化程度低且恶性进展. 有关肿瘤局部免

疫状态的研究一般以测定S-100+的DC的密度作为局部

免疫水平的指标. Ishigami et al [30]用S-100蛋白免疫组

化法对203例食管癌组织切片染色 根据DC的数目

将DC浸润程度分为两级: 低度浸润(0-20个DC细胞 /

HPF)和高度浸润(>20个DC细胞 /HPF) 并观察DC浸
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润程度与患者的预后的关系 结果发现高度DC浸润

者与低度浸润者相比 远处淋巴结转移率及临床分期

降低 肿瘤患者5 a生存率延长(P <0.01). 肿瘤组织浸

润DC数量能否作为人类肺癌预后指标尚存在争议[31].

此外 有学者认为DC功能缺陷与肿瘤的预后也有关系.

目前有关HCC组织内树突状细胞浸润的临床意义尚不

清楚 有结果表明[32] 肝癌组织内DC可能需在淋巴细

胞存在的情况下才能提高宿主的免疫状态.

2.1.3 效应细胞  主要有 (1) CTL 和NK细胞: 肿瘤局部免

疫以特异性细胞免疫为主导 其效应细胞为活化的

CTL和NK细胞 可通过穿孔素 /颗粒酶介导的细胞毒

途径和Fas/FasL 介导的细胞凋亡途径发挥作用. 测定

CTL和NK细胞在肿瘤组织内的浸润密度可直接反映其

免疫状况. 颗粒酶B[33] (Granzyme B GrB)是丝氨酸蛋白

酶家族中的原型成员 主要由CTL产生 用于杀伤靶

细胞. GrB+淋巴细胞主要有CD4+CTL CD8+CTL及NK

细胞 其中以CD8+和NK细胞为主. 因此GrB +的CTL

NK 细胞密度可直接反映肿瘤局部免疫状态 较外周

血免疫指标能更准确地反映宿主的抗肿瘤免疫反应水

平. (2) 肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL): 肿瘤增生部位的效应

细胞多数为T细胞 即TIL. 与 LAK细胞相比 TIL具

有更强的特异性杀伤活性 其体内抗瘤活性是LAK细

胞的50-100 倍. 长期以来大多数学者认为 TIL 细胞

是T淋巴细胞 并且T细胞中以CD4+ CD8+为主. 但

也有不同的报道 Santin et al [34]在研究不同来源的TIL

表型时 发现来源于肿瘤组织的TIL CD3+T 细胞占

优势 在外周血中CD4+ CD19+和CD56+T 细胞比其

他来源的组织要高 而CD25在三者中则没有显著差异.

Riemann et al [35]研究发现NSCLC-TIL表型明显高于外

周血 但表型表达对预后无影响. 对肿瘤肝转移患者局

部的TIL研究发现[36] 转移灶周围的TIL以CD3+CD4+

的 αβT细胞为主 转移灶周围的免疫反应远远超过肿
瘤本身 并且与原发肿瘤的类型 转移灶的数目和大小

无关. 这提示TIL部分参与了肝脏与转移肿瘤间相互作

用 免疫反应局限于肿瘤外围可能是由于肿瘤防御机

制不足所致.

2.2 肿瘤细胞产物的免疫作用

2.2.1 细胞因子(cytokine CK) 与肿瘤相关的CK种类繁

多 目前的研究主要集中在 (1)转化生长因子(transforming

growth factor β TGF-β): TGF-β是近几年来研究较为
深入且颇受人们重视的细胞因子 与肿瘤的关系目前

尚无确切定论. TGF-β在肿瘤的发生过程中起着双向调
节作用[37] 在肿瘤形成早期 TGF-β具有明显抑制肿
瘤形成作用 而在肿瘤发生 进展和转移过程中 则起

促进作用. Teraoka et al [38]研究表明 肿瘤患者体内

TGF-β1 水平明显高于正常对照组 并与肿瘤的病程
有关. Shim et al [39]通过对结肠癌患者血浆TGF-β1水平
的测定发现 结肠癌患者TGF-β1水平明显高于正常对
照组 并证实与病程密切相关(P <0.01). 对人类其他肿瘤

如卵巢癌 前列腺癌等的研究也有类似结果[40-41] 这说

明TGF-β在肿瘤的进展 浸润及转移方面具有重要作
用. TGF-β及其受体可能成为预测肿瘤预后的重要指
标 并可用来检测手术或药物化疗的临床效果. (2) IL-

10: IL-10是一种负性免疫调节细胞因子. 当机体发生肿

瘤时 IL-10的水平异常升高. Th2 细胞是 IL-10 的主

要来源 近年来研究发现[42] Tr1 也是 IL-10 的重要

来源之一. 此外 肿瘤本身也产生IL-10 用RT-PCR

方法检测 IL-10 mRNA在组织中的表达 发现在多种

肿瘤组织中均可检测到 IL-10 包括宫颈癌[43] 淋巴

瘤[44]和黑色素瘤[45]等 而在正常组织中 IL-10 mRNA

不表达或表达量极少. 大量研究表明 IL-10 是肿瘤发

生 发展过程中一种重要的免疫抑制因子. 在手术或放

化疗后好转的肿瘤患者中  IL-10水平较治疗前下降.

因此现在有学者提出可以用IL-10作为诊断肿瘤和预后

的一个指标[46].

2.2.2 代谢产物及其他  某些肿瘤细胞的代谢产物也具

有免疫抑制活性 他们在肿瘤局部阻止免疫细胞对肿

瘤的杀伤起着重要的作用. 一氧化氮(NO)是生物体内一

种结构简单的自由基 由一氧化氮合酶(NOS)催化左旋

精氨酸(L-Arg)生成 参与调节人体一系列的生理功能

及病理过程. Thomsen et al [47]认为 肿瘤微环境中的细

胞因子和化学因子可为巨噬细胞维持低水平的NO和活

性提供适当的信号 有利于肿瘤的发展. 在胃癌 大量

研究表明 胃癌患者血清NO 水平低下 这可能与肿

瘤大量增生 产生大量代谢产物以及多量NOS抑制因

子释放入血有关 低浓度NO 可促进肿瘤的发展和转

移. 在肝脏 Kupffer 细胞可以合成NO NO与T细胞

增生功能的抑制 树突状细胞和效应T细胞的凋亡有

关 提示NO可能在机体自身免疫反应以及移植免疫

中发挥调节作用.

         以上介绍的只是肿瘤患者免疫状态部分评价指标的

研究情况. 癌症患者体内真正的抗癌反应与体外检测到

的免疫反应关联较少 提示对体内肿瘤免疫的真正调

控机制了解甚少. 为什么机体不能通过免疫系统有效地

清除肿瘤组织(免疫监视) 就像免疫系统对付那些入侵

的病原体那样呢 由于越来越多的研究表明免疫系统对

肿瘤具有抑制和选择的双重作用 故有人主张将 免疫

监视 的概念扩展为 免疫编辑(immunoediting) [48].

因此 深入研究肿瘤局部微环境的变化以及肿瘤对局

部和全身免疫反应的双重作用 设计合理的免疫治疗

方案 对有效激发抗瘤免疫 杀灭微小癌灶 防治肿瘤

根治术后转移复发具有重要的意义.
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摘要

可溶性MHC-肽四聚体是根据T细胞活化的双识别原理

用生物工程技术将MHC- 类分子重链α与β2微球蛋白

在体外组装 并结合抗原表位肽 形成一个能够与相应TCR

特异性结合的单体 再将4个单体组装在一起 称为四聚

体. 四聚体用荧光染料标记 供流式细胞仪检测 就可以用

于具有特定TCR的T细胞的研究. 在病毒性肝炎的研究中

四聚体技术可以直接检测抗原特异性CTL数量 在感染急

性期抗原特异性CTL比恢复期高 肝炎自愈者高于慢性感

染 肝内高于外周血 但明显低于其他病毒性疾病. 四聚体

标记联合其他膜表面分子的标记(或细胞内细胞因子染色)

可以评价抗原特异性CTL的功能状态 还可以联合一些特

殊的荧光染料 评价抗原特异性CTL的分裂增生能力.

王洪, 周吉军, 王宇明. MHC-表位肽四聚体技术在病毒性肝炎研究中的应

用. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1432-1436

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1432.asp

0   引言

细胞毒性 淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte CTL)是机

体抗肿瘤 抗移植物及有效控制各种感染的免疫细胞

之一. 在乙 丙型肝炎病毒(HBV/HCV)感染时 MHC-

类分子限制的抗原特异性CTL反应是清除病毒 控

制病毒复制和播散的主要机制[1-3]. 由于抗原特异性CTL

(antigen-specific CTL)在控制病毒感染和某些肿瘤具有重

要的作用 因此定量检测抗原特异性CTL一直是免疫

学界努力的目标之一. 1996年 Altman et al [4]首次报道

将MHC- 类分子 抗原肽(peptide)和荧光染料标记联

接蛋白组成的单体物 通过亲和素铰链成为四聚体复

合物(tetrameric  complexes Tetramer )来检测HIV

特异性CTL细胞 从此这项技术在病毒性疾病[5-10]包

括SARS病毒[11] 肿瘤[12-14]以及自身免疫性疾病[15-17]等

基础和临床研究中广泛应用. 近几年 四聚体技术在病

毒性肝炎领域的研究也取得较大的成绩[18-19] 本文拟

将四聚体技术原理和在病毒性肝炎抗原特异性CTL的

研究应用介绍如下.

1   可溶性MHC-肽四聚体技术作用原理

MHC- 类分子是由重链 α与保守的轻链即 β2微球蛋
白组成的异源二聚体 并形成一个肽结合槽 具有高度

多态性. 特异性CTL识别的抗原主要是结合MHC- 类

分子的内源性抗原肽. 抗原肽(内源性抗原)是由抗原递呈

细胞(antigen present cell APC)加工合成 在细胞内质

网中结合于由MHC- 类分子重链(α1和α2功能区)构
成的肽结合槽内. CTL通过细胞表面T细胞受体(T cell

receptor TCR)识别并结合那些提呈在靶细胞表面

MHC- 类分子肽结合槽内的特异性抗原表位(epitope)

在共同刺激信号的协助下活化 增生 形成表位特异性

T细胞克隆 活化的CTL细胞再通过相同的机制靶细胞

结合而发挥生理效应.

       1980年代后期至1990年代 已有许多学者根据T

细胞作用的特点 应用可溶性MHC- 类分子来研究

淋巴细胞反应[20-22] 但是结果并不理想. 其主要原因

是单价MHC- 肽复合物(MHC-Peptide Monomers)与

TCR结合的亲和力较低( 10-5 µM) 且解离快 形成
的复合物半衰期不到1 min[23-24].  而多价MHC-肽复合

物能够同时结合多个TCR 使其解离速度大大减慢 从

而提高检测的阳性率有研究发现四价的MHC-肽复合

物在亲和力 生物效应等多方面作用都是最佳的[25].

Altman et al [4]基于这一原理发明了可溶性MHC- 肽四

聚复合物(四价MHC- 肽复合物) 该方法通过基因工

程技术将BirA酶底物肽(BSP)的 15个氨基酸残基的编

码基因克隆到质粒中HLA-A2 重链的羧基端 表达

HLA-A2重链- BSP融合蛋白. 将融合蛋白  β2微球蛋
白 抗原表位肽(体外合成)折叠复合后与BirA酶作用

产生赖氨酸残基 再与藻红蛋白(PE)标记的亲合素混合

形成HLA-A2重链 藻红蛋白-亲合素 β2微球蛋白
表位肽组成的复合物. 由一个亲合素连接四个藻红蛋白

从而形成四价的复合体 因此一个四聚体复合物可以同

时与四个TCR结合. 四聚体复合物是模仿CTL识别靶细

胞的 双识别 过程 四聚体复合物与TCR相结合 从

而标记该HLA型 特定抗原表位的CTL细胞.

        四聚体中的亲和素由荧光染料(如: PE FITC等)进

行标记 可以供流式细胞仪(FACS)检测. 因此 只要人

工合成已知抗原多肽 就能通过此法迅速定量检出该抗

原肽特异性CTL 如果在体外给予抗原或分裂原的刺激

后 进行细胞因子(如 IFN-γ IL-2)[26-28] 趋化因子(如
MIP-1α) 细胞毒素(如穿孔素 /颗粒酶)等[5, 26, 29-30]的染
色 可以评价特异性CTL的功能状态 而且还可以标



记细胞分选以供体外培养扩增和功能分析用[31-32].

图1  四聚体结构示意图.

2   四聚体检测技术在病毒性肝炎研究中的应用

在病毒性疾病发病机制的研究中发现 抗原特异性

CTL与病毒清除和肝脏病理变化有密切相关[33] 病毒

抗原特异性CTL的研究是揭示病毒性肝炎免疫发病机

制的关键 了解抗原特异性CTL的数量及功能的变化

规律有利于阐明病毒性肝炎的发病机制 也有利于抗

病毒治疗过程中机体免疫状态的检测[34].

2.1 抗原特异性CTL细胞数量和功能分析  四聚体技术

在病毒性肝炎研究中的应用首先体现在对病毒抗原特异

性CTL数量的研究[35-36]. Maini et al [35]首先将此技术应用

于病毒性肝炎的研究 他们合成了针对核心抗原(C18-

27) 衣壳抗原(E335-343)和DNA多聚酶(P575-583)肽

段的特异性四聚体用于HBV感染患者的检测 从而开

始了病毒性肝炎细胞免疫研究的新天地. 目前研究报道

很多 一般认为慢性HBV感染外周血中出现频率大概

占总CD8+T细胞的比较低 而肝内相对较高 有研究

认为他们之间的比值可达17.4-150倍[37]; 而HBV感染急

性期明显高于慢性感染 部分患者可以达到1%左右. 对

HCV感染患者外周血中特异性CTL数量的研究多家报道

差异较大 在慢性HCV感染患者HCV表位肽特异性CTL

占总CD8+T细胞从0.05%到1.2%都有报道 而在急性

HCV感染 特异性CTL往往很高 有报道可达4%左

右[38]. 总之 肝炎病毒感染的急性期特异性CTL出现频

率比慢性感染高出3-5倍[39]. 但与其他病毒(CMV EBV

流感A)感染比较[9, 27, 40] 慢性HBV HCV感染时抗原特

异性CTL数量非常低 一般不超过1%[33, 35, 41-43, 39]. 因此推

测过低的抗原特异性CTL反应可能是肝炎病毒感染更

容易慢性化的原因之一.

        不同的临床表现患者抗原特异性CTL数量存在明

显差异: 在HBV感染时 特异性CTL在感染急性期最

高 其次是感染后自愈者 最后是慢性感染患者; 在慢

性感染患者之间 低病毒复制 肝损伤轻者比高病毒复

制 肝损伤重者高[44]. 在 HCV感染时 特异性CTL在

感染急性期最高 其次是慢性感染患者 最后是感染后

自愈者[39]. 这些发现提示外周血中高抗原特异性CTL与

病毒清除有关.

        研究发现不同抗原肽特异性CTL在数量上存在明

显的差异; 急性HBV感染和感染自愈者 抗原特异性

CTL细胞数量从多到少依次为: 核心抗原特异性CTL细

胞 多聚酶特异性CTL细胞 衣壳抗原特异性CTL细

胞[35]. 而在慢性HBV感染时 特别是有肝损伤 病毒

高复制患者 衣壳抗原特异性CTL数量最高[44]. 但总体

来说 肝炎病毒感染时 病毒抗原特异性CTL数量很

低 这也给进一步研究带来了困难. 最近有报道[45] 采

用间歇循环刺激法用抗原表位肽体外刺激患者PBMC

使特异性CTL数量得到增加 可以提高检出率. 但这

样可能会使检测的准确性下降 有待进一步的研究. 由

于肝炎病毒都有多种抗原成分 而每个抗原成分包含

有多个抗原表位 不同抗原表位肽特异性CTL的变化

规律以及在免疫发病中的作用的研究还不够.  四聚体技

术对特定抗原表位CTL细胞进行标记 可以直接对外

周血和肝组织中的特异性CTL进行检测. 如果采用多重

染色技术 四聚体联合细胞膜[46]或细胞内特殊标记的染

色 为特异性CTL的研究提供了多种实验参数 直接

或间接的反映特异性CTL的功能. 常常使用的细胞膜标

记(活化标记 CD分子 趋化受体)的标记[47] T 细胞

受体Vβ取用(usage)[48]的标记以及细胞内细胞因子(IFN-
γ IL-2 TNF-α)的标记[26, 49]. 但由于某些疾病状态时
抗原特异性CTL数量有限 这方面的部分研究有很大

的难度.

        用HBcAg18-27表位肽四聚体研究HBV感染者抗原

特异性CTL 发现急性HBV感染外周血四聚体阳性细

胞胞膜活化标志(HLA-DR)为阳性 但细胞的增生能力

下降. 在HCV感染的急性期 四聚体阳性CTL细胞表

型为CD28+CD45RA- 但胞质中不含穿孔素 为记忆

型T细胞. 有研究认为慢性病毒肝炎患者外周血中 特

异性CTL产生细胞因子 IFN-γ和TNF-α的能力下降
不足以清除病毒. 而另有研究发现[41, 49] 慢性HCV感

染患者外周血中特异性CTL分泌 IFN-γ和TNF-α的能
力存在异质性(heterogeneous) 出现两个明显不同的亚

群 一部分特异性 CTL 接受抗原肽刺激后可以分泌

IFN-γ 并且四聚体染色强度下降 另一部分不分泌
IFN-γ 四聚体染色不变. 而且在大部分的HCV感染
者 特异性CTL对抗原肽刺激不产生反应. 这个研究

结果提示: 抗原特异性CTL是一个不均一的细胞群 他

是由执行不同功能的一群细胞组成.

      而最近还有研究显示在急性HBV和HCV感染患

者 外周血病毒抗原表位肽四聚体染色阳性的CD8+T细

胞都可表现为CCR7-CD45RA-[50] 即效应-记忆细胞

亚群; 尽管表型相同 但其功能有明显的差异. HBV感

染者特异性CD8+T细胞胞质中含有较多的穿孔素 并

且增生比较旺盛 有较强的细胞毒性作用 体外抗原肽

刺激可产生 IFN-γ 即使在病毒得到控制时 四聚体
阳性的CD8+T细胞仍可以检测到; 而在急性HCV感染

者 抗原特异性CD8+T 细胞功能是处于抑制状态. 不
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过 其细胞功能在其自愈过程中可以逐步得到恢复

而在发展为慢性感染的患者 始终处于抑制状态. 因此

病毒抗原特异性CTL在HBV HCV感染时功能状态不

完全相同 这种功能上的差异可能是HCV感染时更容

易慢性化的原因.

2.2 变异抗原在免疫反应中的作用  抗原特异性CTL抗

原表位氨基酸变异引起的逃避变异(escape mutation)在病

毒性肝炎十分常见. 已经证实病毒性肝炎患者CTL识别

的抗原表位肽存在变异 并且其变异可以抑制CTL释

放 INF-γ和杀伤感染细胞的功能[51-52] 在慢性化的过
程中具有重要的意义. HBV 核心抗原 18-27(氨基酸

FLPSDFFPSV)是T细胞识别的常见表位 该区变异可以

抑制T细胞对抗原的识别[53]. Maini et al [54]合成了5个各

含有1 个氨基酸变异的核心抗原18-27 多肽(分别为:

M19 A21 E22 Y23 Y24) 用变异多肽刺激PBMC

发现变异多肽(A21 E22 Y24)刺激 能够产生 INF-

γ的细胞数量不及野生株多肽刺激产生的20% 因此
认为核心抗原18-27表位的变异降低了特异性CTL对

抗原成分的识别效率. 他们还用野生株表位肽四聚体检

测不同肽段刺激所产生特异性CTL情况发现 已自愈

的急性HBV感染患者PBMC在接受多肽刺激时 多个

肽段可以产生四聚体阳性细胞(弱于野生株肽) 而慢

性HBV感染时(野生株) 一般只对少数肽段产生反应

并且刺激产生的特异性CTL数量明显比急性肝炎患者

少 结合他们同时对四聚体阳性细胞T细胞受体取用研

究资料[54] 他们认为多克隆的针对该抗原表位(18-27)

的CTL有利于HBV的清除. 另外他们发现1例慢性HBV

感染(18-27氨基酸存在T21 Y23变异)患者PBMC接受

多肽刺激时 多个变异多肽都能够产生强于野生株肽的

刺激效果 他们认为这两个位点的变异尽管还能够刺激

机体产生免疫应答 但不能够导致病毒的清除. 他们的

研究是对病毒变异导致免疫逃避观点的直接证明.

2.3 病毒抗原特异性CTL反应动力学研究  由于四聚体

阳性细胞的检测直接使用感染者PBMC 不需要体外扩

增 直接进行数量和功能的分析 避免了外来因素的干

扰 可以准确反映病毒感染时特异性CTL的变化规律.

在急性HBV感染潜伏期(至少在出现临床症状和ALT升

高前 4 wk) [55] HBV 特异的CD8+T 细胞就可以出现

并且逐步升高. Maini et al [33]发现急性HBV感染时 病

毒特异性CTL数量在急性期最高 其高峰与血清ALT

升高平行 但细胞功能受到损害; 随着病情的恢复 四

聚体阳性CD8T细胞数量逐步下降 而细胞功能逐步恢

复. 在整个恢复期特异性CD8+T细胞逐步降低 但临床

完全恢复后仍保持低水平的特异性CD8+T细胞存在. 慢

性HBV急性发作(flare exacerbation)患者[56] 血清转

氨酶(ALT)的升高与核心抗原 18-27 的特异性 CTL

(Tc18-27)的增生密切相关 并且在急性发作时Tc18-

27细胞表面HLA-DR和CCR5高表达; 而在静止期则为

低表达.

        HCV急性感染早期特异性CTL比例高 自限性感

染者特异性CTL出现早 持续时间长. 而不能清除病

毒者则下降快 持续时间短. 特异性CTL的短寿命可能

是HCV持续感染的原因之一. 因此抗原特异性CTL的动

态变化与病毒性肝炎的发展有着密切的关系 更加强烈

的支持CTL在病毒性肝炎发病中起关键作用的观点.

2.4 抗原特异性CTL增生能力的研究  T细胞增生是细

胞活化的主要结果之一 对抗原特异性CD8细胞增生

能力的研究可以更好的理解T细胞反应的动力学变化

规律 长期以来 这方面的研究都是依靠 3H标记的胸

腺嘧啶核苷参入实验来完成. 该方法费时 费力 并

且有发射性污染的危险 实际应用有很大的局限性.

CFSE(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester)是一

种荧光物质 对细胞无毒性 他可以进入细胞内与蛋白

结合 并且随着细胞的分裂而等量分配给子代细胞 已

分裂细胞的荧光强度下降 利用CFSE的这个特性 可

以研究细胞的增生能力[57]. 有研究者将四聚体技术与CFSE

相结合 用于抗原特异性CTL 增生能力的研究[58-59].

Wedemeyer et al [39]将HCV感染患者PBMC进行CFSE染

色后 用CTL识别的HCV表位肽进行体外刺激培养7 d

然后用四聚体进行CFSE 和该表位肽四聚体的检测

CFSE荧光强度降低的四聚体阳性细胞就是已经分裂的

抗原特异性CTL. 他们发现慢性HCV患者抗原特异性

CTL的增生能力低下 最高也不超过40% 而HCV感

染自愈者抗原特异性CTL的增生旺盛 往往大于80%.

如果结合CTL反应动力学研究 更能反映疾病状态下

抗原特异性CTL的变化与疾病转归的规律.

3   讨论

HLA- 表位肽四聚体技术可以同时直接对特异性CTL
进行定性 定量分析 具有灵敏度高 特异性强
无需要体外增生 对细胞无损伤等优点 他克服了
51Cr 释放分析 LDA PCR 等方法的局限性. 而且在
部分研究中的应用是其他方法所不能够完成的 比如
对抗原特异性CTL动力学的研究以及抗原特异性CTL
增生能力的研究. 然而 四聚体技术也有他自身的局
限: (1) 他必须具有明确的抗原表位 而且他所使用的
抗原表位为单一的表位 难以反映整个抗原的全貌. (2)
由于各种疾病状态都有多种抗原成分 并且每个抗原
成分又有多个T细胞识别抗原表位 在免疫发病机制
的研究中 需要对每个抗原表位进行仔细研究 工作
量非常大. (3)四聚体染色是以特定细胞结构为研究对象
客观上还需要对这些细胞进行进一步的分群和功能方
面的研究. (4) 由于HLA- 类分子的多样性决定一种
HLA-表位肽四聚体只能适用于该种HLA型 在研究
中需要根据研究对象制备不同HLA亚型的四聚体 使
前期工作难度加大.
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摘要

丙型肝炎病毒感染不仅可以导致肝脏疾病的病变  还可引

起多种肝外系统损害  包括皮肤的异常  如冷球蛋白血

症 迟发性皮肤卟啉症 白细胞破碎性血管炎 网状青

斑等. 免疫机制和HCV在皮肤组织的复制可能为其发病机

制. 认识HCV感染相关皮肤病 不仅有助于丙型肝炎的早

期诊断  而且对皮肤病的病因治疗也非常有益.

宋志强, 郝飞, 王宇明. 丙型肝炎病毒感染与皮肤病. 世界华人消化杂志  2004;

12(6):1437-1440
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0   引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus HCV)是输血后肝炎发

生的主要病因 一旦感染易呈慢性化 且与肝硬化及

原发性肝癌的发生密切相关. 自1989年美国Choo et al [1]

首次成功克隆出HCV cDNA 以来 丙型肝炎及其相关

性疾病的研究已取得很大进展. 丙型肝炎病毒是一单股

正链RNA病毒 全长大约由9 400个核苷酸组成 其

基因结构和人类黄病毒属和动物瘟病毒属中某些病毒如

日本脑炎病毒 登革热病毒等基因组有偶学多共同特

性. 目前认为 HCV主要存在6种基因型别[2]. HCV在不

同性别 不同年龄 不同种族的人群中都可发病; 在传

播方式上已明确除经血液传播外 还存在生活密切接触

传播 母婴传播 性传播 经移植物传播等方式.

         丙型肝炎的临床表现与乙型肝炎有许多相似之处

但丙型肝炎症状常较轻微 临床表现为乏力 纳差 肝

区不适等. HCV感染的最大特点是极易慢性化 部分发

展为肝硬化甚至肝细胞癌. 目前已建立的实验室方法包

括酶联免疫黏附法(EL I SA )和重组免疫印迹分析法

(RIBA)检测抗HCV抗体及PCR检测HCV-RNA.

         近年来 随着HCV基因的获得和特异性血清学诊断

方法的建立 人们已经注意到HCV感染不仅可以导致

肝脏病变 还可引起多种肝外系统损害 包括皮肤的异

常 有时皮肤表现甚至可以是HCV隐匿性感染的惟一临

床表现[2-4]. HCV感染相关的皮肤改变可根据关联程度人

为分为密切相关疾病 有一定关联疾病 可能有关联

疾病(表1). 了解HCV感染时的皮肤表现及其诱发的皮肤

疾病 不但可以丰富临床医师对丙型肝炎的认识 而且

对丙型肝炎的早期诊断 治疗和预后都有重要意义.

表1  与HCV感染相关的皮肤表现

密切相关疾病            有一定关联疾病      可能相关疾病

冷球蛋白血症             扁平苔藓                结节性红斑

迟发性皮肤卟啉症         干燥综合征                多形红斑

白细胞破碎性血管炎     荨麻疹                白塞氏病

网状青斑             瘙痒症                坏疽性脓皮病

            结节性多动脉炎      白癜风

               银屑病

              单侧痣样毛细血管扩张

              Mooren角膜溃疡

               环状肉芽肿

              播散性浅表性光线性汗孔角化症

1   HCV感染相关的皮肤病

1.1 冷球蛋白血症(cryoglobulinemia)  冷球蛋白血症是一

种免疫介导的多系统受累疾病 病因尚不清楚. 本病的

基本特征是循环免疫复合物在血管和组织中沉积并激

活补体引起弥漫性血管炎 可累及皮肤 肾脏 关

节 神经系统等多个脏器和组织 主要临床表现包括

双下肢可触及性紫癜 关节疼痛 雷诺氏现象 肾

炎 甚至神经病变. 该症患者存在一种遇冷沉淀 温

暖后又溶解的免疫球蛋白 因此而得名. 按免疫球蛋白

克隆成分可将冷球蛋白血症分为 I II III 型. I 型通

常与淋巴细胞异常增生有关 II和 III 型又称特发性混

合性冷球蛋白血症(essential mixed cryoglobulinemia

EMC) 可能继发于某些自身免疫性疾病或与某些病毒

感染有关.

        有研究显示 大约40-54%慢性丙肝患者伴有冷球

蛋白血症 而在乙型肝炎中仅15% 其他原因的肝脏

疾病为32%[5]. 慢性持续性HCV感染中 年长 女性

和 / 或肝硬化患者中混合性冷球蛋白血症的发生率更

高 且多与2 a型相关. 以往的研究认为 只有一小部

分(约 10%)HCV感染相关的冷球蛋白血症患者出现相

关的临床症状 如紫癜 外周神经障碍或雷诺现象. 但

最近的2个研究报道中 25-42%的冷球蛋白血症患者

可以出现临床症状.

       1990年初期曾应用第一代ELISA在EMC患者中检测

到高滴度抗HCV(50-100%) 进一步应用特异性较高的

RIBA法检测抗HCV 同样存在较高的阳性率(42-96%)
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从而确立了HCV感染与EMC发生之间的关系. 同时

RT-PCR也从81-91%的EMC患者血中检测到HCV-RNA.

而在冷球蛋白沉淀可检出比血清中更高滴度(100-1 000

倍)的HCV-RNA和抗HCV; 类似地 高滴度的HCV-

RNA在冷球蛋白血症相关紫癜皮损的检出率也明显比

正常皮损高[6-10].

        应用α干扰素(α-IFN)系统治疗后可使50% HCV相
关的EMC患者出现临床症状和生化指标的改善 表现为

皮损的减退 血清IgM和丙种球蛋白水平的显著下降[11].

不过 如果中途停止治疗或治疗后HCV 复发 则冷

球蛋白血症也会再现.

1.2 迟发性皮肤卟啉症(porphyria cutanea tarda PCT)

又称症状性皮肤卟啉症 获得性卟啉症等 是以皮肤

光敏感和脆性增加为特征的卟啉代谢病. 他是由肝细胞

中尿卟啉原脱羧酶(UROD)活性降低或缺乏所致. 本病一

般分为2 型 I 型仅肝细胞中酶的活性低于50% 以

散发为主; II型酶的缺乏见于红细胞等其他细胞 较为

少见 且有家族史. 本病发病前卟啉代谢异常可数年无

症状 可由多种原因(包括酒精 病毒 药物 铁

负荷过量)导致的肝细胞损伤而诱发.

        研究显示 PCT患者中抗HCV抗体阳性或病毒血

症的检出率为62-100% 而对照疾病组的抗HCV阳性

率不超过5% 支持HCV感染与PCT发生关系密切的观

点. 进一步的研究发现 伴有肝损害的散发性病例中HCV

感染的检出率高 且与肝损害程度密切相关 而无肝损

害的PCT和家族性PCT患者无1例检出. Navas et al [12]对

34 例散发性 PCT 患者的肝组织 外周血单核细胞

(PBMC)和血清分别检测HCV RNA 发现在所有PCT患

者的肝脏和外周血中均有HCV-RNA 而血清中HCV-

RNA仅有 45%的阳性率 提示仅检测血清中的HCV

RNA可能过低地估计PCT患者中的HCV感染状况. 作

者认为 慢性HCV感染或HCV诱导的肝损害可能是有

潜在卟啉代谢异常的易感人群中PCT发生和/或进展的

诱发因素. 因此 PCT患者应给予最敏感的技术检测潜

在的HCV感染; 相应地 尽管目前缺乏有关 α-IFN在
HCV相关的PCT中的作用 对HCV阳性的PCT患者进

行系统的抗病毒治疗是可以考虑的.

        也有研究认为 HCV感染并不一定是PCT发生的

诱发因素 因为其他一些因素如酒精滥用 铁过量

HBV感染常常在PCT中被发现. Stolzel et al  [13]研究发

现 100 例 PCT患者中有6例经RIBA鉴定为抗HCV

阳性 且其中仅有3例HCV RNA阳性. 他们认为 HCV

感染与PCT 的发生并不密切相关 有关HCV 感染与

PCT发生的关系尚需扩大例数作行深入研究.

1.3 皮肤血管炎(cutaneous necrotising vasculitis)  与HCV

感染相关的皮肤血管炎包括白细胞破碎性血管炎和坏死

性血管炎2种 其中后者是以真皮血管的破坏及血管壁

或周围嗜中性粒细胞的浸润为特征. 血管炎的临床表现

为双下肢可触及性紫癜 疼痛性结节 网状青斑等 其

中可触性紫癜为其特征性皮损. Daoud et al [14]和Karlsberg

et al  [15]报道了一些HCV感染伴发皮肤血管炎的病例

大部分患者不但可检测到包括单克隆IgM和多克隆IgG

的冷球蛋白 而且可发现类风湿因子增加及总补体和

C4水平低下. 不过 尽管HCV可在皮肤和角质形成细

胞中被检出 坏死性血管炎可能是冷球蛋白沉积的结

果 而非HCV在血管壁复制的结果. α-IFN治疗后 有
报道可导致紫癜的消失 也有报道导致坏死皮损的加

剧[16].

1.4 扁平苔藓(lichen planus LP)  扁平苔藓是一种病因

不明的慢性或亚急性炎症性皮肤病 其皮损特征常为

紫红色多角形扁平丘疹 常伴有口腔损害. 他常常与慢

性肝病相关. Mokni et al [17]先后报道数例同时患有LP和

HCV的患者. Jubert et al [18]对6例LP患者进行了抗HCV

和RNA的检测 证实他们均存在HCV感染 而其他相

关报道中 LP患者中抗HCV阳性率为9.8%-23%. 另一

方面 Pawlotsky et al [2]研究显示慢性丙肝患者中发生LP

的几率为5%. HCV相关的LP多呈泛发性分布 黏膜受

累几率也比较高.

        尽管HCV在LP的发展中作用尚不清楚 在LP患

者中 尤其是伴有口腔损害和 / 或皮疹成泛发分布

或有肝脏疾病的患者中 进行系统的HCV检测是值得

推荐的. 也可尝试系统的 α-IFN 治疗. 但要注意的是
经过系统的 α-IFN 治疗后 有些患者皮损明显改善
有些则保持不变 有些甚至恶化. 有报道一些本来没有

LP的慢性丙肝经 α-IFN治疗后出现LP的爆发.
1.5 其他皮肤表现  在HCV感染患者中也可以出现其他

类型的皮肤损害 包括荨麻疹 多形红斑 结节性红斑

白塞氏病等 这些皮肤改变可能是潜在的冷球蛋白血

症和血管炎的表现 而有些报道可能是偶然的.

1.5.1 荨麻疹(urticaria)  荨麻疹尤其是慢性荨麻疹的诱发

因素很难确定. 以往有急性HBV感染发生荨麻疹的报

道 而无HCV相关报道. Reichel et al [19]曾报道1例患

者 在接受输血后患急性丙型肝炎并伴发急性荨麻

疹 作者推测荨麻疹可能与HCV 感染有关 但缺乏

确切证据. Kanzawa et al [20]对79例荨麻疹患者进行HCV

检测 结果发现19 例(24%)抗 HCV 抗体阳性 17 例

(22%)HCV-RNA阳性 这些阳性患者的血清转氨酶较

高 皮疹持续时间相对较长且消失后往往遗留色素沉

着 因此认为HCV感染是荨麻疹的重要原因之一. 其

机制可能与 III 型变态反应有关.

1.5.2 瘙痒症(pruitus)  瘙痒可有多种因素引起. Fisher et

al  [21]报道4例丙型肝炎患者出现全身皮肤瘙痒 体检

发现皮肤有结痂 点状表皮剥脱和干燥等非特异性表

现 并排除了其他可能引起瘙痒的原因. 作者认为

瘙痒可能是HCV感染的皮肤表现; 一般肝炎相关的瘙痒

常由胆汁淤积引起 而丙型肝炎一般无黄疸 其瘙痒

可能与肝细胞膜上的非胆汁性致瘙痒原有关. α-IFN联
合口服病毒唑已用于慢性丙肝的治疗 这种疗法也可



宋志强, 等. 丙型肝炎病毒感染与皮肤病                                                                1439

引起皮肤瘙痒. 不过 这种副作用通常较轻 不需终

止治疗或减少剂量.

1.5.3 痒疹(prurigo)  有学说认为痒疹与肝炎病毒感染有

关. Kanazawa et al 曾对978例皮肤科门诊患者(包括28例

痒疹患者[2] 其中25例为单纯性 3例为结节性痒疹)

用ELISA检测有无HCV感染 结果在28例痒疹患者中

11例(39%)有HCV感染; 而另外950例非痒疹患者中 仅

49例(5%)有HCV感染. 因此 作者认为 HCV感染可

能是痒疹的发病原因 其发病机制可能与HCV患者的

循环免疫复合物沉积有关.

1.5.4 结节性多动脉炎(polyarteritis nodosa PAN)  PAN

是一种少见的 多器官 系统性坏死性血管炎 多

发生于中老年男性 是小 中动脉炎症和坏死的结果;

仅约25%的患者可出现皮肤症状 皮损表现为皮下结

节 可形成溃疡. 慢性感染 药物反应 链球菌感染

被认为与结节性多动脉炎有关.  1993年Carson et al [22]

检测了56例PAN中HCV感染的情况 发现近20%抗

HCV阳性 而且伴有HCV感染的PAN常常出现皮肤

损害. HCV在 PAN发病中的机制尚不清楚 二者的关

系尚不能确定 有认为HCV可能引起动脉炎症 也有

人认为HCV改变了内皮细胞功能导致动脉血管壁损伤

引起血管炎.

1.5.5 多形红斑(erythema multiforme EM)  EM是一种急

性 容易复发的炎症性皮肤病 皮疹多形 多伴黏膜损

害. Antinori et al [23]曾于1991年报道1例HCV感染相关EM.

此患者在接受输血22 wk发生急性肝炎 4 wk后出现典

型的多形红斑 此时检测抗HCV阳性. 皮损于3 wk内与

肝炎症状同时消失 转氨酶和胆红素也逐渐恢复正常. 这

个病例可能提示HCV可作为诱发EM的一个因子.

1.5.6 结节性红斑(erythema nodosum EN)  EN的皮损

特点是双下肢出现对称性 疼痛性红斑和结节. Domingo

et al [24]曾报道1例青年男性在牙科手术6 wk后双下肢胫

前出现对称 压痛的结节和淤点 抗HCV阳性 给予

对症处理后患者结节消失 转氨酶恢复正常. 作者认为

结节性红斑是急性HCV感染的一种皮肤表现.

1.5.7白塞氏病(behcet s disease)  Munke et al [25]于1995

年报道了1列输血感染HCV 5 a 后发生白塞氏病 其

出现结膜炎 口腔 生殖器溃疡 毛囊炎 多关节炎和

发热等典型症状 感染8 a后行肝活检提示中度活动性

肝炎 给予干扰素治疗后转氨酶逐渐降低 白塞氏病的

症状逐渐稳定.

1.5.8 其他肝外表现  HCV感染中皮肤的改变也可以是

肝外表现的一部分 包括HCV感染或α-IFN治疗中引
起甲状腺功能失调时的皮肤改变 HCV相关的血小板

减少性紫癜(ITP)和抗心磷脂综合征的紫癜皮疹. 目前已

报道数例在HCV感染患者中伴发 ITP. 当然一些血小板

中度减少的病例可能与门脉高压导致的脾脏肿大有关

实际上还是与HCV感染有关. 慢性丙肝经α-IFN1治疗
后导致的血小板减少也被报道 可能代表潜在的血小

板异常可被 α-IFN诱发[26].

2   治疗

HCV相关的皮肤病对 α-IFN的治疗反应结果往往无法
预料. 在坏死性血管炎和冷球蛋白血症 治疗反应常常

较好但是暂时的. 患者大多数最终恶化 导致致命并发

症. 对于HCV相关的LP α-IFN治疗后恶化和保持不
变的比例基本一致 只有少部分对这种治疗出现积极

反应. 缺乏有关HCV相关PCT的治疗资料. 部分HCV感

染相关的肝外表现对干扰素治疗反应(见表2).

表2  慢性HCV感染 α-IFN治疗对肝外和皮肤表现的效果

疾病 治疗效果

自身免疫性肝炎 恶化

冷球蛋白血症和血管炎 改善或无变化

肾小球肾炎 改善或无变化

肝脏自身抗体 ANA, SMA, LKM 改善或无变化或恶化

潜在的肌肉异常 恶化

扁平苔藓 改善或无变化或恶化

Mooren角膜溃疡 改善

非何杰金氏淋巴瘤 改善

PCT 改善或不定

血小板减少症 改善或恶化

甲状腺功能异常 改善或无变化

         总之 HCV感染可能不但与肝功能改变有关 还

与一系列肝外组织器官功能异常有关 包括某些皮肤

病. 免疫机制和HCV在肝外组织的复制可能是其发病机

制. 本文所提及的皮肤病中 有些病种与HCV的关系已

得到证实 有些尚需进一步扩大病例进行深入研究. 临

床医师应当将HCV看作一种可引起机体多器官 系统

功能失常的因子 而非仅限于肝脏. 认识HCV感染与相

关皮肤病的关系 不仅有助于丙型肝炎的早期诊断 而

且对皮肤病的病因治疗也非常有益. HCV感染相关皮肤

病对干扰素的治疗可能反应良好 可能保持静止 可能

发生恶化.
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摘要

传统的免疫抑制剂用于炎症性肠病(IBD)的治疗总体来说是

有效的 但不是对所有IBD患者均有作用 而且并发的不

良反应不同程度地影响着患者的生活质量. 多项研究显示

新型免疫抑制剂如环孢素A 他克莫司 霉酚酸酯对IBD有

效 但其疗效和安全性需进一步评价. 肠黏膜免疫系统的分

子机制及其在IBD发病过程中的进展 为新的免疫治疗策

略提供了思路 包括针对各种细胞因子 细胞黏附分子

NF-Kappa B MAP激酶等途径. 目前只有infliximab获美

国FDA批准用于克罗恩病的治疗 其余治疗策略需更多资

料证实其疗效.
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0   引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease IBD)包括克罗

恩病(Crohn s disease CD)和溃疡性结肠炎(ulcerative

colitis UC) 病因迄今未明,但认为本病主要由环境

遗传 免疫等多种因素相互作用所致. 近年来 随着

对该病免疫发病机制研究的进展 不少新的免疫治疗

策略和药物问世. 本文在总结传统免疫抑制剂的基础

上 重点阐述近几年临床或实验应用的新型免疫治疗

药物疗法.

1   传统免疫抑制剂

用于IBD治疗的传统免疫抑制剂包括糖皮质激素 硫唑

嘌呤(azathioprine AZA)或 6-巯嘌呤(6-mercaptopurine

6-MP) 氨甲蝶呤(methotrexate MTX)等.

        糖皮质激素用于治疗中至重度活动性IBD 可有效

控制病情活动. 但在治疗过程中约20%患者对激素无反

应 约36%患者在1 a内形成激素依赖性. 对糖皮质激

素依赖的患者 口服新型糖皮质激素布地奈德可保持

与传统激素相同的疗效 副作用减轻 但长期疗效尚

待进一步评估[1].

        对糖皮质激素无反应或对糖皮质激素依赖的患者

可用AZA或 6-MP. AZA起效慢 用药约3-6 mo后临

床疗效才能显示出来 具有良好的长期疗效. 对AZA或

6-MP无反应或无法耐受的患者 可选用MTX. 两组个

大型临床对照试验表明 MTX可有效控制激素无反应

性或激素依赖性CD 短期和长期疗效均佳. 每周肌注

25 mg MTX 显示有效诱导缓解; 每周 1次肌注15 mg

MTX 也能有效维持治疗. 目前 三个方面限制了

AZA 6-MP及MTX的广泛应用. 第一 仅40%的患者

长期治疗有效; 第二 近期治疗的毒副作用 以骨髓抑

制为主 MTX还可引起肝毒性 胰腺炎和肺纤维化; 第

三 远期有发生癌症的危险[2].

2   新型免疫抑制剂

2.1 环孢素A(cyclosporin CsA)  为真菌培养液中分离

的环状11肽 通过抑制Ca2+依赖性丝氨酸 /苏氨酸磷

酸酶活性 选择性抑制T细胞尤其是Th细胞的分化和

增生 以及细胞因子如IL-2的表达. 多项临床研究表

明 CsA治疗IBD特别是难治性UC短期效果较好 可

有效控制对激素无反应患者的病情活动性 但长期疗效

不佳 且易发生严重不良反应 如肝 肾毒性[3-4]. CsA抑

制一氧化氮合酶在人结肠上皮细胞和肠微血管内皮细胞

中的表达及一氧化氮的产生 而后者可抑制白细胞的黏

附 CsA长期疗效欠佳可能与此有关[5-6]. 因此 CsA只

能作为长期使用长期免疫调节治疗方案的一种短期辅

助药物.

2.2 他克莫司(tacrolimus FK506)  为23元环大环内酯

从筑波链霉菌的发酵液中分离 结构不同于CsA 但二

者免疫抑制作用机制相似. 其体内和体外抑制淋巴细胞

活性的能力为CsA的10-100倍 肝毒性较环孢素小 但

存在一定程度的神经毒性和肾毒性. Fellermann et al [7]报

道 11例对激素无反应的IBD患者静脉注射他克莫司

后 7例患者临床症状迅速改善 2例症状略有改善 2

例无效. 6例患者出现震颤 关节痛 糖尿 鹅口疮和脱

发等不良反应 1例不能完成治疗[7]. Sandborn et al [8]报道

了3例CDrohn病患者口服他克莫司(0.15-0.29 mg/kg-1/d-1)

后吸收良好 临床症状迅速好转. 但目前尚缺乏他克莫

司治疗IBD的临床对照试验以及长期使用安全性资料.

该药用于 IBD的最佳血药浓度还有待确定 亦无证据

支持他克莫司对IBD的疗效优于CsA. 故目前对他克莫

司用于 IBD的治疗仍需谨慎 同时需密切监控其血药

浓度[9].

2.3 霉酚酸酯(mycophenolate mofetil MMF)  为霉酚
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酸(MPA)衍生物 吸收后迅速水解为MPA 抑制 T

B细胞中嘌呤的经典合成 进而抑制淋巴细胞的增生.

不良反应主要有胃肠道反应 白细胞减少及感染等 与

AZA比较 严重的骨髓抑制 肝 肾毒性及癌变危险性

较小.

       一项前瞻性非对照临床试验表明 对慢性活动性

IBD患者 给予MMF 2 g/d-1 疗程6 mo 第 4 mo起

加用强的松5 mg/kg-1 不能诱导和维持病情缓解[10]. 另

有报道 MMF(20 mg/kg-1)+ 强的松龙治疗慢性活动性

UC 4 wk后可使67%患者病情缓解 但其安全性和疗

效不及使用AZA(2 mg/kg-1)+ 强的松龙.为进一步评价

MMF对活动性IBD的疗效 尚需进行安慰剂对照双盲

临床试验[11].

3   抗 TNF策略

现代免疫学研究表明 通过特异性抑制促炎症细胞因

子或使用调节性和抗炎症性细胞因子治疗 IBD已成为

可能 其中最成功的治疗策略是抗TNF. TNF 在介导

IBD特别是CD的炎症中发挥重要作用 运用抗TNF策

略治疗CD包括嵌合性单克隆抗体infliximab 人源性单

克隆抗体CDP571 TNF受体融合蛋白etanercept 人可

溶性TNFp55受体onercept 人源性单克隆抗体adalimumab

(D2E7) 抗人TNF抗体Fab 段聚乙二醇复合物(CDP870)

等药物.

3.1 infliximab infliximab是惟一经美国FDA批准用于治

疗IBD的免疫调节性药物. 他是一种嵌合性单克隆IgG-

1类抗体 能与可溶性及膜表面的TNF结合. Infliximab

显著的临床效应可能是由于他与膜表面的TNF结合后

介导补体活化以及通过抗体介导的细胞毒性诱导细胞

溶解 导致表达TNF的T细胞缺失 而且infliximab通

过增加BAX/Bcl-2促进活化T细胞的凋亡 氨甲蝶呤对

此有协同作用[12].

        多组双盲对照临床试验表明 infliximab用于难治

性CD 可有效诱导和维持缓解 能迅速控制瘘管. 该药

起效快 通常在2 wk内发挥作用 单次注射后疗效可

持续30 wk 但是大多数患者在抗体从血清中消失 即

8-12 wk后复发. 每隔8 wk注射 infliximab可以维持疗效

并达到 1 a 缓解[13-16].  对于难治性隐形瘘管的治疗

infliximab已成为第一线的首选药物 但最好联合应用

AZA 或 6-MP 进行维持治疗 以获得良好疗效 [ 1 7 ] .

Infliximab对UC的疗效正在观察中. 该药的不良反应包

括: 输液反应 产生人抗嵌合性抗体 迟发性变态反应

形成自身抗体. 极少数患者可发生药源性狼疮 严重感

染,如结核[18].

3.2 CDP571  CDP571是人源性IgG-4单克隆抗体 已

有2个双盲对照临床试验证实其可有效治疗活动性及激

素无反应性CD[19-20]. 该药还可能有闭合瘘管和维持病情

缓解的作用 其不良反应有输液反应 产生异型抗

体 形成自身抗体等[18].

3.3 沙利度胺  近年发现本品有免疫抑制作用 可抑制

Th1细胞因子的产生 同时诱导Th2细胞因子的产生

3项小样本临床试验显示该药对激素无反应性及激素依

赖性CD有效[21-23]. 另一项临床试验表明 沙利度胺用

于难治性 IBD 患者 可抑制其结肠黏膜中TNF-α和
IL-12的生成 该机制可能与沙利度胺对CD的疗效有

关[24]. 但该药在低剂量即出现周围神经症状和催眠作

用 使其大规模应用受到限制.

3.4 其他  etanercept 即 TNF受体融合蛋白 是将编码

人TNF受体p57可溶段的DNA与编码 IgG-1重链C端

稳定区的DNA连接起来 经哺乳动物细胞株表达制成

可与细胞表面的TNF受体竞争性结合. 尽管一项前瞻性

研究显示etanercept对 CD有一定疗效[25] 但随后进行

的临床对照试验证实etanercept 对 CD无效. 尽管有关

onercept 和 CNI-1493的前瞻性研究显示他们对CD有

效 但仍似证据不足. 目前尚无关于 adalimumab 或

CDP870对 IBD疗效的资料[18].

4   抗黏附分子治疗策略

黏附分子具有调节白细胞附壁 趋化 游走等功能

参与肠黏膜抗原呈递和局部淋巴细胞的活化. IBD中大

多数黏附分子上调. 目前针对黏附分子的治疗措施包括

抗 α4整合素和抗IICAM-1. natalizumab是以α4整合素
为靶向的重组人源性单克隆抗体. 两项双盲对照临床试

验表明 natalizumab用于活动性CD 可有效达到临床

缓解 提高生活质量 患者对该药耐受良好[26-27]. 另有一

项前瞻性研究报道 活动性UC患者单次注射natalizumab

3 mg/kg-1 2-4 wk后可获得良好的临床反应 生活质

量显著提高[28]. LDP-02为针对α4β7整合素受体的人源
性单克隆抗体 目前正处于用于IBD的 III期临床试验

阶段[29]. 抗 ICAM-1单抗能减轻DSS诱发的大鼠结肠炎

症损害[30]. 有报道 IBD患者结肠 ICAM-1表达增加[31]

但抗ICAM-1反义寡核苷酸ISIS-2302对激素无反应性

CD的临床试验结果存在冲突[32].

5   抑制NF-KappaB激活治疗策略

IBD患者肠黏膜免疫反应异常 核因子NF-KappaB是

参与调控肠道免疫炎症反应的细胞因子基因表达的关

键因子. 据报道 DSS诱发结肠炎需NF-KappaB的作用

提示以NF-KappaB为靶目标的途径可用于IBD的治疗.

       某些细胞因子(IL-1 IL-6 TNF-α) 氧化刺激
细菌及病毒等可激活NF-KappaB 而某些抑制性细胞

因子(IL-10 IL-11) 糖皮质激素 sulphasalazine及美

沙拉嗪可抑制NF-KappaB 的激活. 最近发现 反义

p65 proteasome抑制剂和病毒 IkappaBalpha表达载体

可更有效 选择性更高地阻止NF-KappaB在黏膜巨噬

细胞和T细胞中的激活[33]. 有报道称 NF-KappaB p65

反义寡核苷酸能减轻TNBS或DSS诱发的大鼠结肠炎症

反应. 最近一项前瞻性临床研究表明NF-KappaB p65对
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IBD治疗有效[34].

6   抑制MAP激酶途径

IBD炎症过程中的关键调节因子TNF-α的调控与MAP
激酶途径密切相关. TNF-α由活化的巨噬细胞和T细胞
分泌 其中单核-巨噬细胞生成TNF-α依赖MAPKp38
故MAPKs在IBD的发病过程中起重要作用 抑制MAPK

可作为 IBD的一种新的治疗手段.目前正处于试验阶段

的MAPK抑制剂有 RWJ67657 CNI-1493 SB203580

等[35].

        动物实验表明 RWJ67657既可抑制脂多糖刺激单

核细胞释放TNF-α 又可抑制葡萄球菌内毒素B刺激
T细胞释放TNF-α 该特性提示RWJ67657可作为IBD
的治疗手段之一 但RWJ67657对IBD的疗效还未得到

证实[36].

        一组前瞻性临床试验表明 CD 患者结肠中

MAPKp38活性增高 应用CNI-1 493后 TNF-α生成
减少 临床症状显著改善 内镜表现好转 未发现明显

的不良反应[37]. 另有报道 SB203580 在实验性结肠炎

中起双向作用[38].

        总之 尽管MAP激酶在 IBD炎症过程中的作用已

十分肯定 但MAP激酶抑制剂对IBD的疗效还有待进

一步证实.

7   其他细胞因子

7.1 Daclizumab  为人源性抗 IL-2 受体抗体 一项小

样本前瞻性临床研究显示 10例难治性UC患者静脉应

用daclizumab 1 mg/kg-1 每4 wk 1 次 共2次 治疗

结束后临床症状 内镜表现 免疫组化检查及生活质量

均大为改善 且患者对该药耐受良好 提示daclizumab

用于UC 的治疗可能是安全有效的 但尚需进一步对

照试验证实此结论[39].

7.2 抗 IL-6受体抗体  IBD发病过程中 T细胞对凋亡

抵抗导致T细胞过多积累和黏膜慢性炎症加重 抵抗凋

亡的作用与 IL-6信号转导有关[40]. 通过使用中和性抗

IL-6R 封闭该信号转导途径 已在多种CD 的实验动

物模型中进行实验 结果发现抗 IL-6R可减轻结肠炎

症 有效抑制黏附分子的表达从而阻止白细胞聚集 促

使T细胞凋亡 提示 IL-6R 用于人类CD治疗的可能

性[41-42].

7.3 抗 IL-12  IL-12在TNBS诱发的大鼠结肠炎发病过

程中起重要作用[43] 抗IL-12单克隆抗体可减轻TNBS

诱发的大鼠结肠炎[44]. 有报道 活动性UC和CD患者

结肠黏膜中 IL-12表达增加[45] 但抗 IL-12对 IBD的

临床疗效还未见报道.
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摘要

大肠癌的免疫基因治疗作为手术和放化疗的辅助治疗手段

有重要的意义. 选择编码细胞因子或其受体为目的基因导入

肿瘤细胞或免疫效应细胞 在肿瘤局部产生高分泌量的细

胞因子 激活抗肿瘤免疫反应 使肿瘤的生长受到抑制或

坏死消退 克服了直接给药的严重毒副作用. 将肿瘤特异性

转录调控序列(如启动子或增强子)与细胞因子基因连接并转

染细胞 驱动的目的基因 增强基因治疗的靶向性 做到

有的放矢 可达到特异性治疗的目的 常见用于大肠癌基

因治疗的细胞因子基因有IFN(干扰素)基因 TNF(肿瘤坏死

因子)基因 IL(白介素)基因家族 CSF(集落刺激因子)基因

家族 IGFR(胰岛素样生长因子受体)基因等 将多种基因联

合应用 或细胞因子基因与其他治疗手段相联合可以提高

抗肿瘤效应 减少毒性

王艳, 李岩. 大肠癌细胞因子基因治疗的研究现状. 世界华人消化杂志  2004;
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0   引言

大肠癌是常见的恶性肿瘤 传统的手术 化疗 放

疗等治疗方式已取得很大进展 但均未能使其疗效得

到明显的提高 术后易复发及肝转移 5 a生存率 30%.

近年来 随着分子生物学及基因工程的发展 基因治疗

已成为肿瘤治疗的研究重点 其中细胞因子基因治疗因

其简单 安全 有效成为大肠癌的基因治疗中较为常用

的 且具有临床应用潜力的治疗策略. 选择编码细胞因

子或其受体为目的基因 将其导入肿瘤细胞或免疫效

应细胞 在肿瘤局部产生高分泌量的细胞因子 可使

肿瘤细胞从无 弱免疫原性变为强免疫原性 从而激

活或增强机体的特异性抗肿瘤免疫反应 使肿瘤的生

长受到抑制或坏死消退 达到抗肿瘤的目的 克服了

以往细胞因子直接给药及反复 多次应用所产生的严

重毒副作用等缺点 并取得了更明显的治疗效果 有

不少已进入临床试验阶段[1-2]. 本文将就近年来大肠癌细

胞因子基因治疗的国内外研究进展做一综述.

         细胞因子是指由免疫细胞和非免疫细胞合成和分

泌的一组异质性多态调节因子 具有广泛的生物学功

能 参与机体的多种生理和病理过程 在介导机体多种

免疫反应 如肿瘤免疫 自身免疫 移植免疫等过程中

发挥重要作用. 细胞因子的作用具有多向性 网络性的

特点 他们不仅可以单独发挥生物学作用 而且不同

的细胞之间还可以相互协同或制约. 细胞因子的抗癌机

制可概括为以下几个方面: (1)直接调节肿瘤细胞的生长

和分化; (2)对肿瘤细胞的毒性作用; (3)作用于肿瘤的血

管和营养系统的关系来影响宿主/肿瘤的关系; (4)激发

宿主对肿瘤的免疫反应 如IL-2可激活LAK细胞; (5)

刺激造血功能 促进骨髓恢复[3]. 外源性细胞因子已经

广泛应用于肿瘤的临床治疗 但他存在着大量使用后

机体产生发热 过敏等毒副反应及由于机体产生相应

抗体而降低其效价等不利因素 使其大量使用受到限

制[4]. 将某些细胞因子(如 IL-2 IL-4 IL-1 IL-6

IL-7 IL-12 INF-γ TNF-α G-CSF GM-CSF
等)的基因转染到肿瘤细胞或免疫细胞(如TIL LAK细

胞 及细胞毒淋巴细胞)中 以提高机体免疫系统对肿

瘤细胞的识别和反应能力.

1   目前细胞因子基因治疗主要有以下几种方法:

1.1 细胞因子基因导入免疫效应细胞  将细胞因子基因

导入肿瘤浸润淋巴细胞(TILS)或肿瘤特异性杀伤细胞(如

LAK CTL 巨噬细胞等) 再将这些转基因免疫活

性细胞回输入荷瘤宿主 就能选择性聚集在肿瘤组织

中 产生细胞因子 提高局部细胞因子水平 使转基因

免疫活性细胞发挥较强的抗肿瘤效应. 从理论上讲 该

方法是目前最为理想的一种过继性细胞免疫治疗方法.

但实践证明 该方法治疗效果不尽人意 存在明显的局

限性 主要表现在转基因免疫活性细胞在体内靶向性

差 存活时间短[5] 目前这种方法很少用于大肠癌的基

因治疗.

1.2 细胞因子基因直接体内注射  向肌肉 瘤体内或腹

腔内直接注射携带细胞因子的质粒或裸基因 或体内

注射携带细胞因子基因的腺病毒或痘苗病毒等. 其中

IL-2基因腹腔注射治疗结肠癌肝转移的研究较多 有

的学者将IL-2DNA直接注入荷瘤小鼠腹腔 结果发现

肿瘤体积缩小 小鼠存活期延长.

1.3 细胞因子基因导入成纤维细胞或树突状细胞  成纤

维细胞易于获取和体外培养 生命周期较长 适于基因

转移 移植后可在体内长期存活 且分泌细胞因子稳

定 临床应用安全可靠. Fakharai et al [6-7]将IL-2基因
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转染成纤维细胞导入鼠结肠癌动物模型CT-26 24 h

分泌 IL-2达 100 u 能明显抑制结肠癌肝转移 而且

这种作用是由细胞毒性T淋巴细胞介导的. 树突状细胞

(DC细胞)是体内最强的抗原递呈细胞 具有很强的捕

获和加工抗原的能力 而且含有高水平的MHC分子

共刺激分子和黏附分子等. 将细胞因子基因导入DC细

胞制备成DC疫苗诱导抗肿瘤免疫引起人们极大的关

注 近年来国内外的研究也较多[8-9].

1.4 肿瘤细胞靶向的细胞因子基因治疗  组织特异性基

因疗法 即将肿瘤特异性启动基因与细胞因子基因连

接并转染细胞 这样该系统只在含有必需转录因子的

特定肿瘤细胞中表达 不侵犯正常细胞 最理想的是将

目的基因导入正在分裂的肿瘤细胞 能准确地杀伤肿

瘤细胞 保护正常组织 减少毒副作用 提高靶向性[10].

近年来 找到一种更加灵活 更具广泛意义的方法 即

选用肿瘤特异性的调控元件(启动子或增强子)以驱动目

的基因表达于特定的靶细胞. 常用于胃肠道的特异性调

控元件是癌胚抗原启动子(pCEA) 此外还有Vilin erb-

B2等.  其原理是非肿瘤细胞没有特定的转录激活因子

因而不能转录出特定的mRNA 因此就不能表达出相应

的蛋白 而肿瘤细胞则具有该转录因子活性 能激活特

定蛋白的表达 其转录激活作用又是通过结构基因上

游的调控元件(启动子或增强子序列)而起作用的. 因此

在正常细胞和肿瘤细胞都被转染的情况下 当用该调

控元件驱动目的基因时 肿瘤细胞会特异的表达出目

的基因的活性 而正常细胞则不能.

       CEA在 90%以上的结肠肿物中均有表达 利用

CEA转录调控序列构建肿瘤特异性调控元件(启动子或

增强子)驱动的目的基因 增强基因治疗的靶向性 做

到有的放矢 从而大大提高肿瘤基因治疗的疗效 减少

治疗的不利因素. CEA基因启动子调控的大肠癌的自杀

因子基因表达质粒转染大肠癌细胞株 使大肠癌细胞

对前药的敏感性提高了2 000倍 显示了CEA启动子基

因调控在提高大肠癌基因治疗的特异性上的优越性

这种靶向性化疗是近年来的研究热点[11-12]. 该疗法以主

动性免疫治疗为基础 即将细胞因子基因转染入肿瘤

细胞中 制备出免疫原性更强的新型瘤苗 以激发机

体产生显著的抗肿瘤免疫功能从而达到治疗肿瘤的目

的. Pervin et al [13]报道用CEA抗独特型抗体作为疫苗可

产生相应的抗体和激发特异的 T 细胞反应. 1992 年

Kaufman et al [14]自人大肠癌细胞文库中克隆了编码CEA

cDNA 基因 制成病毒疫苗接种小鼠 结果可诱导小

鼠产生针对CEA的体液和细胞免疫反应. Cao et al [15-18]

克隆了人CEA启动子的核心区 CEA启动子有严格的

大肠癌特异性和表达持久性 活性高于SV40 启动子.

1.5 细胞因子基因修饰瘤苗  研究新型 有效的肿瘤疫

苗是近年来肿瘤免疫治疗的热点之一 将细胞因子基

因转导入肿瘤细胞制备成新型肿瘤疫苗是很有前景的

课题. 但制备自体肿瘤疫苗既昂贵又费时费力 而且不

是所有的原发肿瘤细胞都能增生至足够的数量以用于

制备肿瘤疫苗. 一种替代方法是将基因转导的肿瘤细胞

系作为疫苗 患者肿瘤细胞和疫苗细胞系的共同抗原

是免疫应答的靶抗原 肿瘤抗原是由与患者的MHC分

子相关的APC递呈给T细胞 因此 患者与疫苗之间

的MHC相容性并非必要. 常规的肿瘤疫苗采用灭活的肿

瘤细胞 目前常采用X或 γ射线照射 60Co 照射 反
复冻融 丝裂霉素等.

       近年来关于肿瘤核酸疫苗的研究较为深入 所谓

核酸疫苗 就是把外源基因连接到真核质粒表达载体

上 然后将重组的质粒DNA直接注射到动物体内 使

外源基因在活体内表达 产生的抗原激活机体的免疫

系统引发免疫反应. 与传统的基因治疗相比 DNA疫

苗制备简便 安全长效 可组建多价疫苗并可兼做预防

和治疗性疫苗. 同时 由于DNA免疫可以打破机体对

CEA的免疫耐受 因而可能具有比传统免疫基因治疗

更强的肿瘤杀伤作用. 现在 核酸疫苗免疫技术越来越

受到人们的重视 并被看作是继传统疫苗和基因工程

亚单位疫苗之后的第3代疫苗. 研究发现人CEA-DNA

疫苗可以激发CEA特异的体液和细胞免疫反应 表现

为可抵抗同源表达CEA结肠癌细胞的再接种[19-20].

       John Wayne癌症研究所用另一种方法制备肿瘤疫

苗 即经过照射的肿瘤细胞与卡介苗(BCG)相结合 卡

介苗具有强烈的全身免疫刺激特性. Intracel公司的结肠

癌疫苗Oncovax由自身癌细胞与BCG融合而成 已完成

期试验 目前正在美国申请上市. 美国免疫应答公司

把三个肿瘤细胞系和分泌白介素2(IL-2)的成纤维细胞相

结合以增强免疫应答 用于治疗结肠癌. 另一种增强对肿

瘤抗原的免疫应答的方法是把抗原置于病毒中 采用标

准的 高度免疫原性的和容易操作的病毒 用基因工程

方法使他表达特异性肿瘤抗原. Therion公司还研制了携

带癌胚抗原(CEA)的重组病毒用于治疗结肠癌.

         目前在实验室研究中已经转染入肿瘤细胞的细胞因

子有 IL-2 IL-4 IL-6 B7 IFN-r GM-CSF

IL-12 IL-15 IL-18等[21-22]. 其中 IL-15 IL-18是近

年来才开始研究的细胞因子. 据报道 IL-15转染瘤苗

可以提高人类T细胞对抗原的反应. IL-18转染瘤苗可

能通过CD4 T细胞和NK细胞引起潜在抗瘤效应 并

发现此途径不同于IL-12和 IFN-r的途径. 对细胞因子

转染瘤苗的众多研究中显示 IL-12和 IL-2抑制局部肿

瘤形成的作用最强 而GM-CSF是至今为止所评价的

33个基因产物中效力最强的. (2)增强肿瘤的免疫原性:

通过表达MHC分子 转染肿瘤抗原 表达某些肿瘤细

胞所缺失的共刺激分子来增强肿瘤的免疫原性. 实验证

明通过转染MHC分子可以增加MHC限制性肿瘤特异

性抗原的表达 从而增加CD4 T细胞的活化. 目前研

究表明共转染B7和MHC 基因可以弥补激活途径中

须有B7参与的要求 从而相互协同增强免疫原性和抗

瘤能力. B7基因导入具有肿瘤抗原的肿瘤细胞后还可以
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诱导机体打破肿瘤耐受状态 获得针对B7-1 的原发

肿瘤的抑制作用. 并且新近研究还发现INF-r可以促使
瘤细胞表面HLA 类分子的表达显著提高 且其HLA

类分子的专一位点A2表达的增强与HLA 类分子总
体增加一致 从而为免疫反应中的监测提供了途径. 与

肿瘤发生有关的抗原基因的导入也可以增强其免疫原
性. 目前研究较多的有CEA AFP MART-1或 gp100.

(3)基因产物可以直接杀伤瘤细胞.

2   细胞因子基因治疗的载体系统

基因载体可分为两大类: 病毒载体和非病毒载体. 病毒作

为载体是经过改建的 缺失某些结构蛋白的重组体 即

所谓复制缺陷病毒. 常用的有逆转录病毒 腺病毒等

转染效率高 可稳定地整合到宿主基因组. 非病毒载体

有脂质体 多聚阳离子载体等. 此外 现在还有很多方

法直接导入外源基因 如DNA直接注射法 基因枪

磷酸钙沉淀法等[23]. 比较而言 非病毒载体较为安全

但转染效率较低而且价格昂贵.

3   常见用于大肠癌的细胞因子基因

3.1 IFN(干扰素)基因  IFN可分为 α β和 γ. IFNα β
有广谱抗病毒作用 促进多种细胞MHC类分子的表

达 提高巨噬细胞 NK 细胞 CTL 的抗肿瘤作用.

IFN-γ可上调多种细胞MHC 类分子表达. IFN可

抑制肿瘤细胞增生 协同IL-2增强LAK活性 上调瘤

细胞上的MHC 类分子表达 增强瘤细胞对杀伤细胞

的敏感性[24]. Hiroishi et al [25]联合CD80和 IFN-α基因导
入MC-38 结肠癌细胞 发现导入CD80 和 IFN-α的
MC38细胞与野生型MC38(MC38-WT)细胞相比 细胞

毒性明显增强.  并能诱导鼠脾脏产生针对MC38的特殊

的CD8+CTL细胞.  体外MC38-IFN-α和MC38-CD80较
MC38-WT明显诱导CD8+CTL增生(P 0. 05 CD8+CTL
的凋亡下降 并发挥抗肿瘤效应. Sabaawy et al [26]用逆
转录病毒介导IFN-α基因到结肠癌细胞系COLO201和
NIH3T3 中 发现肿瘤细胞的增生和分化都被明显抑
制 且转导IFN-α基因的结肠癌细胞对5-FU的敏感性
增加 抗药性减低. Qin et al [27]利用复制缺陷型逆转录
病毒载体介导IFN-β基因转染接种结肠癌细胞的免疫
缺陷小鼠体内 发现仅有1%出现肿瘤生长 决大多数

小鼠的肿瘤细胞完全消退.

3.2 TNF(肿瘤坏死因子)基因  TNF-α又称为恶质素
TNF-β又称为淋巴毒素. TNF在体内 外均能杀死某些
肿瘤细胞 或抑制其增生 激活免疫细胞攻击肿瘤

增强 IL-2依赖的胸腺细胞 T细胞的增生能力 促进

IL-2 CSF IFN-γ等淋巴因子产生 干扰肿瘤血液
供应. 此外约50%的肿瘤本身可产生TNF 这种内源性

TNF可改变肿瘤对外源性TNF的敏感性[28]. Sato et al [29]

用TNF基因转导自身肿瘤细胞 他们从12例中胃肠道

癌肿瘤渗出液中建立起原代培养肿瘤细胞株 使用逆转
录病毒载体MFG-TNF把TNF基因转导给肿瘤细胞株 12

例患者中10例TNF量在72 h内每106个细胞达0. 3-3. 5

KU/L 另外2个转导细胞株至少有1个TNF基因拷贝.
Taniguchi et al [30]将TNF 基因转导结肠癌细胞后产生轻

中度抗肿瘤性 同时静脉给予重组IL-12(rIL-12)则可
见明显的疗效 甚至使肿瘤消失. Walther et al [31]将TNFα
基因转染结肠癌细胞系LoVo(对外源性TNF敏感)和LS-
174T(对外源性TNF耐受) 经转导产生TNF的癌细胞与

亲本细胞相比具有显著的形态学变化 软琼脂集落形成
减少 裸鼠皮下注射1 106的转导后表达TNF的肿瘤

细胞 其成瘤性减弱 肿瘤生长缓慢. 结肠癌中TNF受
体的表达较低. Isobe et al [32]将TNF 受体基因 TNFR-

55后TNFR-75基因 插入逆转录病毒载体并转染包装
细胞系 产生了高表达TNFR-55和TNFR-75的高滴度

的病毒转染产物 这两种受体能与TNF稳定结合 使转

染的肿瘤细胞更易于被重组的TNF杀伤.

3.3 IL(白介素)基因家族  目前已发现和命名的IL有 20

种 其中 IL-2 4 6 7 12 15 18 在抗肿瘤

免疫和辅助肿瘤治疗中具有重要作用. 将IL-2基因导入

小鼠C-26结肠癌细胞内 发现在导入基因7-10 d 后

有76%的小鼠其肿瘤完全消退[33]. Gunji et al [34]将IL-2

基因导入小鼠C-26结肠细胞内发现能明显增加小鼠的

存活率. Mendiratta et al [35]将重组子IL-12基因和PVP(聚

乙烯吡咯婉酮)转染结肠癌细胞CT26 并移植裸鼠皮下

发现瘤体和淋巴结中有CD4+ CD8+T细胞和NK细胞

并表达MHC 分子 以CD8+T细胞为主的细胞参与

了主要的抗肿瘤免疫反应. 50%的荷瘤鼠转染 IL-12/

PVP 后 肿瘤停止生长 用野生型的CT26 细胞再次

接种到该鼠身上 未见肿瘤生长. Mazzolini et al [36]应用

CT26结肠癌肝转移裸鼠模型 导入重组免疫缺陷病毒

IL-12 (ADCMVIL-12) 亦发现以CD8+为主的抗肿瘤免

疫反应 肿瘤明显消退. Xiao et al [37]用逆转录病毒将人
IL-6 cDNA导入结肠癌HT-29细胞 癌细胞抑制率达
50% 接种HT-29/IL-6细胞的裸鼠瘤体小于对照组
用病毒上清液治疗 可抑制肿瘤的生长.
        最新命名的 IL-23 是 IL家族的新成员 Wang et
al [38]将IL-23基因转染结肠癌Colon26细胞 分别接种
到裸鼠和免疫力正常的鼠 发现肿瘤的生长明显减弱
甚至消失. 进一步研究发现Colon26/IL-23鼠的脾细胞分
泌的 IFN-γ明显增加 T细胞性介导的抗肿瘤免疫力
增强. Satoh K将 IL-12基因导入树突状细胞[39] 对结肠

癌肝转移有明显治疗效果.

3.4 CSF(集落刺激因子)基因家族  包括G-CSF(粒细胞

集落刺激因子) M-CSF(巨噬细胞集落刺激因子) GM-
CSF(粒细胞和巨噬细胞集落刺激因子) multi-CSF(多能

细胞集落刺激因子 即IL-3) EPO(促红细胞生成素)
SCF(干细胞生长因子) TPO(血小板生成素). 他们主要促

进不同类型血细胞的分化 增生. 在癌症中主要用于防
止和对抗放疗和化疗造成的各种血细胞的下降. 近期

在体外用GM-CSF与 IL-4 TNF-α协同扩增树突状细
胞 富集抗原后作为肿瘤疫苗. GM-CSF多与其他细胞



因子基因或自杀基因联合应用[40-41].

3.5  IGFR(胰岛素样生长因子受体)基因  胰岛素样生长

因子(IGF)是 一类具有胰岛素样生长刺激活性的免疫调

节作用的多肽分子 主要是由IGF- 和 IGF- 两种

相关多肽组成. IGFsRNA存在于多种组织中 在许多

肿瘤中表达增高 在结肠癌IGF- 的表达增高. 阻断实

验表明 异常表达IGF是肿瘤通过自身分泌作用得以不

断生长的重要原因之一. 因此 通过反义RNA技术封

闭肿瘤的IGF表达可以达到抑制肿瘤生长的目的. IGF

可促进血管内皮生长因子(VEGF)表达 进而促进肠癌

增生 有人利用其反义RNA可抑制或封闭结直肠癌细

胞 ICF- 的合成 从而抑制肿瘤生长[42-45].

4   联合治疗

由于单一细胞因子基因治疗效果的不确定性 以及大

量表达对机体的毒副作用 人们试将多种基因联合应

用 或细胞因子基因与其他治疗手段相联合以提高抗

肿瘤效应 减少毒性.

4.1 多种细胞因子基因联合  如 IL-2+IL-12 IL-

12+B7 IL-2+TNF IL-12+IFN IL-2+TNF+MHC-

等联合治疗肿瘤的报道较多[46-48]. Lechanteur  et al观察

了一个鼠结肠癌腹腔广泛转移的动物模型 将转导了

IL-12基因和GM-CSF基因的鼠结肠癌细胞DHD/K12

细胞腹腔注射后 腹腔肿瘤的数目明显减少 肿瘤的生

长受阻 延缓 甚至停滞 小鼠的生存率提高. 如果将

转染后的DHD/K12 细胞照射 则不能表达 IL-12 和

GM-CSF 照射后的DHD/K12 细胞腹腔注入 其抗

肿瘤性消失. 同时发现 转染IL-12基因和GM-CSF基

因能唤起其他肿瘤细胞和机体的抗肿瘤免疫反应 这

种抗肿瘤的免疫反应是由细胞毒性T淋巴细胞介导的.

Stein et al [49]利用TNF基因联合IL-2基因转导人大肠癌

细胞株HCT-15 HCT-16 发现可使大肠癌耐药基

因(mdrI 基因)的表达明显下降 对化疗药物的敏感性

大大提高.

4.2 细胞因子基因与自杀基因联合  自杀基因是编码某

些特殊酶的基因 导入肿瘤细胞后可使无毒的前药转

变为有活性的毒物 引起靶细胞死亡. 将自杀基因与细

胞因子基因联合应用 可以取长补短 提高治疗效果.

一方面 自杀基因的表达可以直接杀伤一部分肿瘤细

胞 消除肿瘤负荷; 另一方面 细胞因子基因的表达

可以激发机体的抗肿瘤免疫功能[50-52]. IL-2基因与自杀

基因联合治疗大肠癌的报道较多 可协同增强抗肿瘤

的效应. Chen et al [53]对小鼠结肠癌肝转移的模型通过重

组腺病毒载体分别转导ADV/RSV-M IL-2基因和ADV-

RSV-TK基因 然后给予GCV治疗. 实验证明分别用

IL-2 基因 TK 基因和两者联合治疗的肿瘤面积分别

为120 m2 25 m2和5 m2 并发现抗肿瘤效果的提高

与IL-2介导的T细胞免疫增强有关. 在此基础上 Chen

et al [54]应用HSV-TK(单纯疱疹病毒腺苷激酶基因)

IL-2基因和GM-CSF基因联合治疗结肠癌肝转移荷瘤

小鼠 结果显示联合自杀基因和两种细胞因子基因治

疗优于TK基因和IL-2基因的单独治疗和联合治疗.  将

IL-1 2 基因与 IFN-α 基因分别导入鼠结肠癌细胞
MC38 注射给小鼠 发现MC38/IFN-α的抗肿瘤作用
强于MC38/12 同时应用MC38/IFN-α和 MC38/IL-12则
效果比单独应用MC38/IFN-α效果更好 说明IL-12与
IFN 基因具有协同抗肿瘤作用. Coll et al [55]利用HSV-TK-

GCV方法联合IL-2基因治疗接种了DHDProB结肠癌细

胞的BDIX小鼠 结果有60%的小鼠完全治愈.

4.3 与放 化疗联合  Sabaawy et al [56]将逆转录病毒介

导的 IFN-α基因转导入结肠癌细胞株C201 中 同时
给予 5-FU 结果对 5-FU 的敏感性增加 抗药性减

低 疗效提高1.5-2.1 倍. 细胞因子基因治疗的同时给

予化疗药物或进行放疗 亦可起到协同作用. 另外 可

在细胞因子基因治疗的同时给予外源的重组细胞因子

可减少重组细胞因子的用量及毒副作用.

5   大肠癌基因治疗存在的问题及展望

由于机体的免疫反应是有众多细胞因子参与 经过多

种信号识别 传导的复杂应答过程 目前尚难以找到

一种或几种细胞因子基因可以全面调动免疫系统并彻

底消除肿瘤. 其次 细胞因子存在双重性问题 即有

些细胞因子不但不能消除肿瘤 而且能促进肿瘤的生

长. 另外 部分细胞因子本身的作用机制尚远未清楚

故细胞因子基因的治疗实验研究还有很多地方还有待

于发展和深入.

         目前技术上的困难主要有如何提高基因转导进入肿

瘤细胞的效率 如何提高基因转导的靶向性 如何为复

杂的目的基因提供容量大且安全 有效 廉价的载体以

及载体的制备问题. 大肠癌的细胞因子基因治疗在实验

室研究和动物实验中观察到了明显的疗效 但在临床应

用的有效性 安全性上还需要深入的研究 在基因导入

的载体和靶向性上也需要进一步的完善[57-60]. 如何使联合

基因治疗作到更加稳定 高效 安全 以便进一步

应用于临床治疗 还有待于进一步的研究和探讨. 此外

如何解决所导入的细胞因子基因对机体的潜在的毒副

作用和损伤 避免外源基因对正常细胞的致突变作用

及引起自身免疫反应 也有待于进一步深入细致地总

结和摸索.

       总之 动物实验及实验室研究证实了细胞因子基

因疗法对大肠癌的治疗价值 但是实验研究要过度到

临床应用尚有不少问题和困难 相信随着对细胞因子

及其基因的研究的不断深入 随着关键技术的逐步解

决 大肠癌的基因治疗将不断完善 并早日为临床广大

患者服务.
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摘要

大肠癌(colorectal cancer CRC )是威胁人类生存的恶性肿

瘤之一. 由于大肠癌比较适于基因治疗 因此他是目前大肠

癌研究的热点问题之一. 基因治疗主要包括自杀基因治疗

与原癌基因和抑癌基因有关的基因治疗 免疫基因治疗和

联合治疗等. 有些研究已经进入临床试验阶段. 本文介绍了

大肠癌的基因治疗研究进展和存在的问题 为今后的医疗

科研工作提供新的思路.

谭颖, 姚宇亮, 林连捷, 郑长青. 大肠癌的基因治疗. 世界华人消化杂志  2004;

12(6):1451-1454
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0   引言

大肠癌是威胁人类生存的恶性肿瘤之一. 在西方国家恶

性肿瘤的发病率中居第二位 在我国居第四位. 目前的

治疗以外科手术为主 辅以放疗和细胞毒性药物 但仍

有50%的患者死于复发和转移 尤其是肝脏转移极易

发生. 由于大肠癌的一些特性使其比较适于基因治疗

临床前研究试验已获得的一些资料 证实了其安全性

并且有些基因治疗方案已应用于临床[1] 本文将就大

肠癌的基因治疗研究进展作简要综述.

1   大肠癌的基因治疗

1.1.1 自杀基因治疗  自杀基因治疗又名基因介导的酶

前药物治疗(gene directed enzyme prodrug therapy

GDEPT) 是一种通过目的基因的转导 将外源酶转入

肿瘤细胞中 使无毒的前药在肿瘤中代谢为有细胞毒

性的药物 从而杀死肿瘤细胞[2-6]. 这种基因转导主要

以病毒为载体(virus-directed enzyme prodrug therapy

VDEPT). 这种治疗的优点在于能够使毒性效应局限于肿

瘤细胞而不累及正常细胞 如骨髓和胃肠道细胞. 但是

通过基因转导的途径不能将所有肿瘤细胞均转染上自

杀基因 而旁观者效应(bystander effect BE)可在很大程

度上弥补这一不足. BE作用机制主要是毒性代谢产物

(或其他来自已死亡的肿瘤细胞的凋亡因子)通过缝隙连

接与细胞接触被动扩散到未转染的肿瘤细胞中; 也可以

通过免疫反应起作用[7-9]. 目前研究较多的是单纯疱疹病

毒胸苷激酶基因 /更昔洛韦(herpes simplex thymidine

kinase/ganciclovir HSV-TK/GCV) 大肠杆菌胞嘧啶脱

氨酶基因/5-氟胞嘧啶(cytosine deaminase/5-fluorocytosine

CD/5-FC)和硝基还原酶 /CB1954(nitroreductase/CB1954)

治疗方法.

1.1.2 HSV-TK/GCV HSV-TK  能够催化GCV的磷酸化

产生毒性代谢药物丙氧鸟苷三磷酸(GCV-triphosphate

GCVTP) 从而抑制肿瘤细胞DNA的合成. 其催化效应

是人核酸激酶(human nucleoside kinase)的 1 000倍 这

使其成为GDEPT的典型实例.

      利用HSV-TK/GCV 系统治疗大肠癌细胞株HT-

290 肿瘤细胞衰退达80 以上[10]. 在转导了HSV-TK基

因的结肠癌细胞系HCT-116中观察到GCV不仅对转导

TK基因(TK+)的肿瘤细胞有杀伤作用 对于未转导TK

基因(TK-)的肿瘤细胞也具有杀伤作用[11] . 在大肠腺癌的

同源鼠模型(Syngeneic murine model)上 HSV-TK/GCV

系统可以在只有9%细胞表达TK基因的基础上使CT-

26肿瘤细胞完全衰退. 由于脂溶性GCV代谢产物不能

扩散入相邻的细胞 因此可能依靠旁观者效应中的缝

隙连接或免疫反应发挥作用[12].

       动物实验表明 用表达HSV-TK逆转录病毒包装

细胞和结肠癌细胞接种M26小鼠 并且用GCV腹腔注

射 结果发现有免疫力的小鼠的肿瘤明显消退 而在免

疫抑制的无胸腺小鼠中却未发现旁观者效应 证实了

在旁观者效应中免疫因素的抗肿瘤的作用[13]. 动物实验

表明[14] HU和HSV-TK/GCV联合应用将会加强对肿

瘤DNA 合成的抑制 减慢肿瘤的生长速度.

        癌胚抗原(carcinoembryonic antigen CEA)在 80%

以上的大肠癌中均有表达. 实验结果表明[15]利用CEA基

因启动子连接HSV-TK基因 HSV-TK基因可特异性进

入分泌CEA的人类大肠癌细胞株; 将其导入CB17 SCID

鼠的大肠癌肝转移模型中可发现肝转移肿瘤细胞的衰退.

        HSV-TK/GCV系统已进入I期临床试验阶段. 在局

麻条件下 超声监测下 对16例大肠癌肝转移患者经

皮下肿瘤内注射表达HSV-TK基因的复制缺陷腺病毒

载体(Adv. RSV-tk) 经过5次逐步增量 剂量达到1

1013病毒颗粒 同时静脉内注射GCV(定量). 结果显示

肝毒性低 只有 3 例患者有一过性血浆转氨酶升高

其他毒性也都是一过性的: 5 例患者出现发热 1例患

者有血小板减少 3例患者有白细胞减少. 试验结果[16]证

明了肿瘤内注射Adv. RSV-tk是安全的 为将来的临床
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治疗提供了依据.

1.1.3 CD/5-FC  CD基因存在于某些细菌和真菌体内

哺乳动物细胞内无此基因 可将毒性极低的抗真菌药

物5-氟胞嘧啶(5-FC)代谢成为治疗大肠癌最有效的化疗

药物之一-5-氟尿嘧啶(5-FU). 5-FU可抑制DNA合成

阻断核酸代谢途径 从而杀死肿瘤细胞. 有研究表明[17]

利用酵母中提取的胞嘧啶脱氨酶(yestcytosinedeaminase

yCD)将5-FC转变为5-FU的能力比从细菌中提取的胞嘧

啶脱氨酶(bacterialcytosinedeminase bCD)强20倍以上 从

而说明真菌的CD基因疗效强于细菌的CD基因. CD/5-

FC系统的局限性在于5-FU的细胞毒性存在细胞周期

依赖性.

        在仅有2 异体移植细胞表达CD基因时 肿瘤细

胞明显消退 提示CD/5-FC系统存在显著的体内旁观者

效应[18]. 利用重组腺病毒载体转染CD基因进入BALB-C

小鼠和MC38肝转移模型小鼠 结果发现在肿瘤细胞中

目的基因的表达水平比其他器官中的表达水平高1 000-

10 000倍(n =160 <0.0001) 给予前药5-FC以后

大肠癌肝转移小鼠的治愈率达30%以上[19].

        CD 与UPRT(uracil phosphoribosyl transferase)联合应

用将会加速5-FU转化成为其毒性代谢产物 加强抗肿

瘤疗效[20].

         利用具有免疫能力和缺乏免疫能力(无胸腺)小鼠研

究CD/5-FC系统对大肠癌肝转移的治疗作用 实验显

示转染CD基因的肿瘤细胞对5-FC的敏感性比未转染

的亲代细胞高120倍以上 不到5%的肿瘤细胞转染CD

基因并给予5-FC治疗后可使肿瘤细胞显著减少甚至完

全消退 并可在肿瘤局部见到大量CD4+ CD8+淋巴

细胞和巨噬细胞浸润 这些小鼠对其他的肿瘤的抵抗

力也明显增强 而在无胸腺小鼠接种按40 60比例配

制的CD阳性和CD阴性肿瘤细胞 尽管给予5-FC治

疗 但最终几乎所有的裸鼠均感染上肿瘤 提示免疫因

素在基因治疗中的抗肿瘤作用[9].

        利用CEA基因启动子连接CD基因 使CD基因只

能在分泌CEA的靶细胞中表达. Cao et al [21-22]利用逆转

录病毒为载体 分别将CEA基因调控的CD基因和单独

的CD基因pCD2转移到接种大肠癌细胞的小鼠体内 结

果显示使用pCD2基因注射的小鼠在大肠癌细胞和骨髓

细胞内均有CD基因的表达 在给予5-FC治疗后 出

现骨髓抑制现象; 而接种CEA419/CD基因的小鼠 仅

仅在大肠癌细胞中有CD基因表达 经5-FC治疗后

大肠癌细胞完全消退 且不出现骨髓抑制现象. 试验结

果表明应用肿瘤选择性启动子进行体内基因治疗可以

确保自杀基因治疗的安全性.

        CD/5-FC系统已进入I期临床试验阶段. 利用逆转

录病毒为载体 对大肠癌肝转移患者进行肿瘤内注射

大肠杆菌CD基因(Ad-GVCD-10) 同时口服5-FC. 剂

量上限预计为2 109病毒颗粒. 该试验分为两组: 其中

一组只给予载体和前药 另一组在治疗后切除肿瘤进

行组织学和分子学研究[23].

1.1.4 硝基还原酶/CB1954  硝基还原酶能够使前药

CB1954转化为具有高度毒性的两种不同功能的烷基化

物,能导致细胞死亡. 这种效应具有非细胞周期依赖性

并存在旁观者效应[24].

        临床 I期CB1954的剂量试验已完成 设置了其静

脉注射的安全剂量. 药代动力学通过对临床前模型的研

究表明 充足的剂量对于CB1954的激活有重要临床意

义. 在这项进行中的I期临床试验中 以 1 3敲除

的腺病毒为载体 将巨细胞病毒启动子调控的硝基还

原酶基因对大肠癌肝转移的患者进行超声监控下肿瘤

内注射. 通过用重组腺病毒转染大肠癌肝转移患者 初

步数据表明肿瘤内注射的安全剂量可达到1 10 10病毒

微粒. 免疫组化分析表明硝基还原酶的表达与剂量有关.

1.2 与原癌基因和抑癌基因有关的基因治疗  大量实验证

明大肠癌的发生与多个癌基因的激活或抑癌基因的失活

有关  如原癌基因K-ras myc 抑癌基因p53 apc  mcc

dcc p16等. 大肠癌相关的癌变异基因校正治疗的关键

于在肿瘤内要存在某种基因的高表达. 该治疗目前主要

是敲除或校正致病基因和导入正常的抑癌基因.

        50%大肠癌患者有p53变异. 动物试验表明[25]在p53

变异的大肠癌鼠模型上重新表达野生型p53 可以抑制

肿瘤生长提高存活率. 临床 I期试验[26]证实了经肝动脉

或肿瘤内转导腺病毒为载体的p53的安全性和剂量.

       对原癌基因的过度表达 可用反义寡核苷酸或核

糖酶抑制原癌基因的过度表达. 临床前研究[27]表明K-ras

反义疗法是一种安全 相对无毒的治疗方法. Survivin是

新近发现的一种抑制细胞凋亡蛋白(inhibitor of apoptosis

protein IAP)家族成员 特异性表达于人和鼠的胚胎发

育组织以及多数人类肿瘤细胞[28]. Survivin 在结 直肠

癌患者总体表达率约为53. 2%-63. 5%. 体外试验[29]表

明 腺病毒介导的 survivin 途径能够诱导肿瘤细胞凋

亡 同时不影响周围正常细胞的增生. 其效果优于同等

条件下使用阿霉素的结果.

1.3 免疫基因治疗  免疫基因治疗的目的在于激活细胞

介导或是抗体依赖的肿瘤特异性免疫反应. 针对肿瘤细

胞繁殖导致的免疫下调和肿瘤抗原的复杂性[30-31] 大

肠癌的免疫基因治疗主要是输入细胞因子基因及输入

肿瘤相关抗原基因重组的病毒基因.

       临床前试验[32-34]已证明包括 IL-2 IL-4 IL-12

CM-CSF IFN-γ在内的一系列细胞因子的免疫增强
作用.  I 期临床试验[35-36]证实 利用痘病毒为载体的

CEA肿瘤内注射3 mo 9 例患者中有7例被激发CEA

特异性细胞毒性淋巴细胞反应.

1.4 联合治疗  上述基因疗法虽然对大肠癌有一定疗效

但还不能彻底清除体内瘤细胞. 联合治疗是目前基因治

疗的发展方向. 应用于大肠癌的联合基因治疗主要有: 自

杀基因与细胞因子基因的联合应用 自杀基因与放疗

的联合应用等. 动物试验[37-38]已表明自杀基因与细胞因
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子基因的联合应用可避免肿瘤的复发 延长动物的成

活时间. 目前有学者[39-40]已证实自杀基因治疗肿瘤可增

加肿瘤细胞对放疗的敏感性.

       在小鼠结肠癌肝转移的动物模型上 通过重组腺

病毒载体分别转导ADV/RSV-MIL-2基因和ADV/RSV-tk

基因 然后给予GCV治疗. 结果表明分别应用IL-2基

因 tk基因和二者联合治疗的肿瘤面积分别为120 mm2

25 mm2和5 mm2 并发现抗肿瘤效果的提高与IL-2介

导的T细胞免疫增强有关[37]. 在此基础上 应用HSV-

TK基因 IL-2基因和GM-CSF基因联合治疗结肠癌肝

转移的荷瘤小鼠 结果显示联合自杀基因和两种细胞

因子基因治疗优于tk基因与IL-2基因的联合治疗[38]. 证

实了肿瘤细胞内GM-CSF的局部表达及IL-2 基因的延

长表达可以产生持续的抗肿瘤免疫效应 从而避免了

肿瘤的复发 延长动物的成活时间.

        利用逆转录病毒为载体转染IFN-α基因进入大肠
癌细胞COLO 201 并与 5-FU联合治疗. 结果表明可

以提高肿瘤细胞的死亡率 诱发肿瘤细胞凋亡[41].

      有研究[42]表明 腺病毒介导的UPRT (uracil phos-

phoribosyltransferase)基因转染 5-FU 与放射治疗联合

作用于大范围的裸鼠皮下HT29肿瘤取得了良好的疗效.

        已有研究在动物实验中证明自杀基因和放疗联合应

用有效地治疗结肠癌. 将接种Widr 细胞的裸鼠分为4

组 分别用放射治疗 自杀基因(CD 基因) 治疗 自

杀基因和放疗联合应用 5-FU化疗和放疗联合. 结果

表明 自杀基因(CD基因)和放射联合治疗的小鼠肿瘤

消退最快 并且肿瘤细胞对放疗的敏感性增加[43].

2   基因治疗风险和前景

自1990年美国对ADA缺乏病患者首次应用基因治疗以

来 以欧美为中心开展了各种基因治疗的临床试验 目

前美国食品医药管理局(FDA)所批准实施的基因治疗方

案已经超过600种 60%应用于癌症的治疗. 3 500例

患者接受了基因治疗 其中2 400例是癌症患者. 大肠

癌的基因治疗已经从理论走向了实践 其有效性已在

细胞学和动物模型上得到验证 HSV-TK/GCV  CD/5-

FC体系的VDEPT方案 p53抑癌基因治疗以及某些免

疫基因已进入I期临床试验阶段. 这些试验将验证基因

治疗的有效性和安全性 并探讨其使用的剂量 途径和

疗程等实际问题. 但大肠癌基因治疗的临床应用仍存在

很多问题 如基因转导的低效性 抗肿瘤效应的低效

性 基因表达的安全性 基因转导的靶向性 自体免疫

反应 基因载体的安全性 非损伤性基因表达监控等.

随着这些问题的解决 大肠癌的基因治疗必将愈加完

善 成为人类医治大肠癌的重要手段.
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摘要

目的: 研究血管紧张素 (Ang )对肝星状细胞组织基质金

属蛋白酶抑制因子-1(TIMP-1)表达的作用.

方法: 体外培养大鼠肝星状细胞株HSC-T6 分别加入不同

浓度的Ang (10-6-10-9mol/L)和 Ang 10  -6 moL/L+

Losartan10 -6 mol/L 作用48 h后收集细胞 RT-PCR检

测各组TIMP-1 mRNA表达水平.

结果: 10-6moL/L Ang 和10-7moL/L Ang 作用的HSC-

T6细胞TIMP-1 mRNA的表达分别为0.79 0.04和0.83

0.06 显著高于空白对照组0.62 0.08 (P <0.05) 10-6

Ang +10-6 Losartan 组 TIMP-1 mRNA的表达为0.64

0.06 显著抑制10-6 moL/L Ang 的作用(P <0.05).

结论: Ang 可通过AT1受体促进HSC-T6细胞TIMP-1的

表达.
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http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1455.asp

0   引言

最近的研究发现 血管紧张素 (Ang )是一种重要的

促肝纤维化因子  Ang 可通过1型受体(AT1受体)介

导促进肝星状细胞(HSC)增生 Ca2+内流和胶原合成[1].

但在肝纤维化形成过程中Ang 对细胞外基质(ECM)的

代谢是否发挥作用尚不十分清楚. 组织基质金属蛋白酶

抑制因子-1(TIMP-1)通过抑制ECM降解在肝纤维化过

程中发挥重要作用. 本研究观察了不同浓度Ang 和

AT1受体拮抗剂对肝星状细胞株HSC-T6的TIMP-1表

达的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  大鼠肝星状细胞株(HSC-T6) 为美国加利福

尼亚旧金山总医院肝病中心实验室Friedman 教授建

立 上海中医药大学肝病研究所徐列明教授惠赠; Ang

购自Calbiochem公司; AT1受体拮抗剂Losartan为默

沙东公司产品; DMEM培养基 胎牛血清购自Gibco公

司;  Trizol试剂盒 购自Sigma公司; Takara RT-PCR试

剂盒为Takara公司产品; TIMP-1 β-actin引物由上海
生工公司合成.

1.2 方法  HSC-T6 细胞用含 100 mL/L 胎牛血清的

DMEM培养液制备为1 106/mL的单细胞悬液 接种

于培养皿中 置含50 mL/L CO2 37 培养箱中培养

24 h 细胞贴壁后换含4 mL/L胎牛血清的DMEM培养

液 继续培养24 h 后 换含终浓度为10-6-10-9moL/L

Ang 及Ang 10-6 moL/L+Losartan10-6 moL/L的培养

液 并设空白对照组 每组 3 盘细胞. 作用 48 h 后

每盘细胞加1 mL Trizol 将细胞收集至经DEPC水处

理的Eppendorf 管中 -80 保存. 按 Trizol 试剂盒说

明书提取总RNA 溶于20 µL 0.1 g/L DEPC水中 取
溶解的RNA 1 µL 用DEPC水稀释100倍 用紫外分
光光度仪检测RNA纯度及浓度. 逆转录反应体系: RNA 标

本 2 µg 逆转录酶1 µL dNTP 混合物(10 mmoL/L)
2 µL 10 PCR缓冲液2 µL MgCl2 (25 mmoL/L) 4 µL
RNA酶抑制剂0.5 µL oligo dt-Adaptor 引物1 µL 其
余为无RNA酶水 反应总体积共20 µL. cDNA合成反
应条件: 30 10 min; 42 60 min; 99 5 min;

5 5 min. PCR反应体系: 逆转录 cDNA产物2 µL
TIMP-1 或 β-actin 上下游引物(表 1)各 1 µL Taq酶
(5 U/ µL) 0.25 µL dNTP混合物(10 mmoL/L) 0.5 µL
10 PCR缓冲液2 µL MgCl2 (25 mmoL/L)1.2 µL 其
余为无RNA酶水 反应总体积共20 µL. PCR反应条
件: 94 预变性 2 min; 之后 94 30 s; 56 30 s;

72 1.5 min; 共 35个循环; 最后72  10 min 终止

反应. PCR扩增产物加2 µL DNA上样液混匀 经15 g/L
琼脂糖凝胶(含1 g/L溴化乙啶)电泳后 经GIS-2800凝胶

图像处理系统拍照 分析各产物条带平均灰度值 以

β-actin产物条带灰度值为内参照计算mRNA相对表达量.
        统计学处理  SAS统计软件包进行配对 t检验.

表1  引物序列

引物 序列    扩增长度(bp) 位点

TIMP-1  顺义  5 -GACCTGGTCATAAGGGCTAAA-3     219   118-138

反义   5 -GCCCGTGATGAGAAACTCTTCACT-3     313-336

β-actin  顺义  5 -GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3   540     25-45

反义   5 -CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3    541-564

2   结果

10-6 moL/L Ang 组和10-7moL/L Ang 组作用的HSC-

T6 细胞 TIMP-1 mRNA的表达分别为 0.79 0.04 和

0.83 0.06 显著高于空白对照组0.62 0.08 (P <0.05)
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10-6 Ang +10-6Losartan 组 TIMP-1 mRNA的表达为

0.64 0.06 显著抑制10-6mol/L Ang 的作用(P <0.05)

(表 2 图 1) .

表2  不同浓度Ang 和Losartan对HSC-T6细胞TIMP-1 mRNA表

达的作用 (mean±SD, n =3)

分组(mol/L)        TIMP-1 mRNA

10-6 Ang 0.79 0.04a P =3.29

10-7 Ang 0.83 0.06a P =3.64

10-8 Ang 0.59 0.05 P =0.55

10-9 Ang 0.61 0.06 P =0.17

空白对照组 0.62 0.08

10-6 Ang +10-6Losartan 0.64 0.06b P =3.60

aP <0.05 vs 空白对照组, bP <0.05 vs 10-6 Ang 组.

图1  1: Ang 10-6moL/L; 2: Ang 10-7moL/L; 3: Ang 10-8 moL/L;
4: Ang 10-9 moL/L; 5: 空白对照; 6: Ang 10-6moL/L+ Losartan
10-6 moL/L; M:标准DNA标记. Ang 对HSC-T6细胞TIMP-1 mRNA
表达的PCR电泳.

3   讨论

近来研究报道 肝脏中也存在组织肾素-血管紧张素-

醛固酮系统(RAAS) [2] 作为RAAS 的重要活性成分

Ang 在肝纤维化形成中的作用正逐渐引起广泛关注.

动物实验表明大鼠分离培养的活化HSC和肝星状细胞

株HSC-T6均可表达AT1受体 AT1受体拮抗剂和ACEI

对实验性大鼠肝纤维化具有一定的治疗作用[3-4]. 人活化

的HSC同样存在AT1受体表达 Ang 可以通过与其

受体结合 促进HSC 增生 胶原合成和Ca2+内流[1].

TIMP-1是TIMP家族的重要成员 在肝纤维化过程中

主要来源于活化的HSC 其通过抑制间质金属蛋白酶

(MMP)的活性减少细胞外基质的降解 在肝纤维化的

形成和发展中发挥十分重要的作用[5]. 而目前关于Ang

是否可以影响HSC的TIMP-1表达尚鲜有报道.

        HSC-T6是通过转导SV40 基因建立的SD大鼠HSC

细胞株 具有稳定的活化HSC的生物学特性[6]. 我们在

体外观察了不同浓度(10-6-10-9moL/L)的Ang 对HSC-

T6 细胞的作用. 结果提示高浓度的Ang 可以促进

HSC-T6细胞的TIMP-1 mRNA的表达 而且该作用可

以被AT1受体拮抗剂抑制 提示Ang 可以通过AT1

受体的介导直接上调TIMP-1 mRNA表达 从而通过

抑制ECM降解促进肝纤维化的形成. 同期国外亦有研究

证明 不同浓度Ang 作用于培养的大鼠HSC 后

TIMP-1的表达呈浓度和时间依赖性增加. 而且此作用可

被蛋白激酶C抑制剂所阻断 提示Ang 刺激TIMP-

1生成的机制可能与蛋白激酶C介导的RNA从头合成

途径有关[7].

        因此 Ang 可通过上调HSC的TIMP-1参与抑制

细胞外基质的降解 促进肝纤维化的形成 Ang 对

其他肝纤维化相关MMP/TIMP的调节作用如何尚需要

深入研究.
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摘要

目的: 探讨胃癌中医证型分布的主次 为制定胃癌辨证分

型标准化提供框架结构和依据 为进一步用循证医学的方

法规范胃癌中医证型做基础.

方法: 检索近15 a的医学期刊 收集含辨证分型具体病例

资料的论文49篇 总结 比较分析胃癌中医证型的构成比.

结果: 临床胃癌常见中医证型依次是肝胃不和型 瘀毒内

阻型 痰湿凝结型 脾胃虚寒型 胃热伤阴型 气血双亏

型和痰气凝滞型等7种.

结论: 运用循证医学的方法探讨和制定临床实用的胃癌辨证

分型应标准化.

许玲, 孙大志, 施俊, 陈亚琳, 魏品康. 胃癌中医证型分类的文献研究. 世界华

人消化杂志  2004;12(6):1457-1459

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1457.asp

0   引言

我国胃癌死亡率在县城居恶性肿瘤之首 在城市居第

二位 因此对进展期胃癌患者行规范 合理 积极治疗

对提高胃癌患者5 a生存率有重要意义. 大量研究发现

胃癌术后辅助化疗疗效尚不确定[1] 西方国家则不将

术后化疗列为常规 [ 2 ] 而中医药在提高患者生存率

提高生存质量方面显示出很大优势. 但中医药学临床研

究尚欠规范性 结论的真实性难以得到公认 难以推

广和重复性差. 中医辨证治疗是中医学诊疗的特色 但

目前对胃癌中医证型的论述 分型方法 分型依据等

不统一 这为中医规范化诊疗胃癌带来不便 为此我

们对胃癌中医药治疗涉及到证型的文献进行调查和分

析 旨在为规范胃癌的中医药治疗研究提供依据 为

胃癌的中医药规范化治疗作基础.

1   材料和方法

1.1 材料  检索1994-05/2002-12公开发表在国内各种

医学期刊上的中医药及中西医结合疗法治疗胃癌全文

文献 1983-01/1994-04网络检索文摘后 手检全文.

选择国内外医药界较为权威的中国生物医学文献光盘

数据库(中国医学科学院情报研究所CBMdisk) 检索

词为 胃癌 及二次检索词 辨证论治 及以 中医

药疗法 为检索词检索出的文献中提及辨证治疗者 剔

除有关胃癌癌前病变 一种药物治疗多种癌症(包括胃

癌) 个案报道 剩余明确提出胃癌辨证分型的49篇[3-50]

(包括研究单一证型者)被纳入最终分析. 其中包括文献种

类30种 刊物出版地覆盖23个省 市自治区. 文献作

者所在地覆盖29个省 市 县 自治区. 涉及研究单位

属于省市级研究单位者为42 篇 县区级单位者7篇.

1.2 证型归纳

1.2.1 方法  篇文献共载录提到胃癌证型分类数的提法

不统一 最少的分3型 最多的提到分7型; 不同的证

型名称多达87种 其中独立证型77种 兼夹证型10

种 10种兼夹证型为: 气阴两虚挟湿型 肝脾不和气虚

血瘀型 脾胃虚寒痰瘀交阻型 脾胃阴虚痰热瘀毒型

气虚挟湿(瘀)型 气阴两虚挟湿(瘀)型 气滞血瘀腑气

不通型 肝胃不和 气血双亏型 脾胃虚寒 气血双亏

型 瘀毒内阻 气血双亏型; 将77种独立证型按异名同

类及主症 次症 苔 脉的描述进行归纳. 具体实施如

下: (1)不同提法 但实质是同一证型的如: 脾胃气虚型

脾胃虚寒型 脾胃虚弱型 胃寒型统一归为脾胃虚寒型;

又如: 气血亏虚型 气血两亏型 气血两虚型 气血双

亏型等统一归为气血双亏型. (2)不同证型提法按其所述

辨证要点的实质内容 相同者合并. 如热毒蕴结型与瘀

毒内阻型合并 热毒蕴结型[3] 症见胃脘不适 疼痛拒

按 心下痞块 按之坚硬不移 或呕血 便血 舌质紫

暗或见瘀斑 苔薄白或薄黄 脉沉细或涩 气滞血瘀

型[30]:  脘痛如刺 痛处固定 坚硬拒按 食后加重

呕吐赤豆汁液或紫暗血块 尿黄 便黑 舌质有瘀

点或瘀斑 苔薄黄 脉细涩或弦. 与 1978 年全国第

一届胃癌学术会议北京市胃癌协作组制定的六型分法

辨证中提到的瘀毒内阻型 主症为胃脘刺痛 心下痞

硬 吐血便黑 皮肤甲错 舌质暗紫 脉沉细涩 内容

基本一致 因此将其合并统称为瘀毒内阻型. (3)将笼统

的证型提法如: 实证型 虚证型 虚实夹杂型删除 以

执简驭繁 最后总结出14个证型 其中各个证型及其

在49篇文章中提到的频次如下表1-1所示 根据频次

多少将其划为常见证型与偶见证型两大类. 并且可以认

为常见证型有7种 分别为肝胃不和 痰湿凝结 瘀毒

内阻 胃热伤阴 脾胃虚寒 气血双亏 痰气凝滞; 少

见及偶见证型有7个 分别为肝肾阴虚 寒凝血瘀 寒

热错杂 脾胃湿热 心脾两虚 脾虚肝瘀 肾阳虚

衰. 进一步观察每一种证型中的病例数 选出文章中明
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确提到的每种证型具体例数 其中一般证型共 1527

例 将少见证型及偶见证型共173例连同复合证型105

例共同并为其他证型(表1 2). 数据用Access数据库管理.

2   结果

文章中提到的前 4 位依次为脾胃虚寒型 共提到 48

次  占 23.4%; 瘀毒内阻型 共提到39次 占19.0%;

胃热伤阴型 共提到33 次 占 16.1%; 肝胃不和型

共提到31 次 占 15.1%(表 1).

表1  证型频次

文章提到频次            文章提到频次
组   证型名称                  组 证型名称
           频次 构成比            频次    构成比

1    肝胃不和 31 15.1%   8 脾胃湿热 4 2.0%

2    痰湿凝结 12   5.9%   9 寒热错杂 3 1.5%

3    瘀毒内阻 39 19.0% 10 肝肾阴虚 2 1.0%

4    胃热伤阴 33 16.1% 11 寒凝血瘀 1 0.5%

5    脾胃虚寒 48 23.4% 12 心脾两虚 1 0.5%

6    气血双亏 22 10.7% 13 脾虚肝瘀 1 0.5%

7    痰气凝滞   7   4.9% 14 肾阳虚衰 1 0.5%

        在 1 805例胃癌中 构成比居于前4位 超过10%

的依次是脾胃虚寒型 瘀毒内阻型 胃热伤阴型 肝

胃不和型; 低于前四型构成比的依次为气血双亏型 痰

气凝滞型 痰湿凝结型; 其他由7种少见 偶见和兼杂

证型组合的278例 故不能作为一般证型进行比较(表2).

表2  证型构成比

组号     证型 例数 构成比(%)

  1 肝胃不和 191    10.58

  2 痰湿凝结   47      2.60

  3 瘀毒内阻 319    17.67

  4 胃热伤阴 277    15.35

  5 脾胃虚寒 493    27.31

  6 气血双亏 138     7.65

  7 痰气凝滞  62     3.43

  8 其他证型          173±105   15.40

3   讨论

从本结果6种常见证型的构成比的角度来看 脾胃虚

寒型居首 占23.4% 瘀毒内阻型居于第2 占19.0%

第3位的是胃热伤阴 占16.1% 肝胃不和的占15.1%

居第4位. 但不能据此认为胃癌中脾胃虚寒的多 而肝

胃不和的较少 因为从临床实际情况看 以嗳气 泛酸

呃逆及胃脘胀痛为主诉者并不少见. 肝胃不和的比率为

10.58% 占第3位. 因原文章中只提到共有病例数 而

无法获悉每一证型具体例数的很多 因此不能完全依

据以上表中构成比的大小而认为胃癌中某一证型患者

多少. 上述常见七种证型 相对反映出正气虚损为胃癌

发生的病理变化过程及其机制的基础 从构成比看两

表中脾胃虚寒例数均居于首位 文章提到频次23.4%;

例数为493例 占27.31% 在脾胃虚弱的基础上 由

于饮食 情志 痰湿等致病因素的影响 导致了肝气横

逆犯胃 肝胃不和 痰湿凝结 痰气凝滞 气机不畅

瘀毒内阻 久而生热 复又伤阴耗气的病理改变 这一

本虚标实而复又伤正的恶性循环 形成了病情的反复

迁延 病势缠绵 脾胃愈虚 气血化生不足终致气血双

亏. 因此本结果提示 临证治疗胃癌 在祛邪辨证治疗

的基础上须注重顾护正气 必要时标本兼顾 虚实同治.

此外 此7种证型的框架结构为制定新的辨证方案提供

了理论基础和依据. 通过以上总结来看 临床常见证型

为肝胃不和型 痰湿凝结型 瘀毒内阻型 胃热伤

阴型 脾胃虚寒型 气血双亏型 痰气凝滞型等. 本

结果与1978年全国第一届胃癌学术会议北京市胃癌协

作组制定的六型分法方案大致相近 仅无痰气凝滞型

从痰气凝滞的辩证要点看最主要的症状是进食梗阻感

而临床上贲门癌患者多数皆有此症状 而1978年全国

第一届胃癌学术会议北京市胃癌协作组制定的六型分法

中皆未提及此症状 表明此分型方法尚有不完善之处

有待于进一步修订. 我们认为 本研究结果可作为运用

循证医学的方法探讨和制定临床实用的胃癌辨证分型的

标准化提供了新的框架结构和理论依据.
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摘要

目的: 探讨肝硬化大鼠肠壁肌间神经丛氮能 胆碱能神经

元及神经纤维的变化.

方法: 30只SD大鼠随机分为肝硬化组和正常组 采用一

氧化氮合酶(NOS)及乙酰胆碱酯酶(AchE)组织化学染色技

术 在铺片上观察肝硬化大鼠肠壁肌间氮能 胆碱能神经

形态特征并对其分布进行定量研究.

结果: 肝硬化大鼠肠壁肌间NOS阳性神经丛排列杂乱 染

色模糊 神经元数量减少; Ach阳性神经纤维明显变细. 模

型组大鼠肠壁肌间氮能 胆碱能神经分布的密度均显著

低于对照组(P <0.05).

结论: 肝硬化大鼠肠壁肌间氮能 胆碱能阳性神经受到损伤.

张忠平, 张志坚, 张捷, 王雯, 林克荣, 朱金照. 肝硬化大鼠肠壁肌间氮能 胆

碱能神经的变化. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1459-1461

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1459.asp

0   引言

肝硬化患者常有不同程度的食欲不振 腹胀 恶心

便秘等胃肠道症状. 国内外学者通过一系列实验证实肝

硬化患者存在胃肠道动力学障碍. 本文作者通过检测肝

硬化大鼠肠壁肌间神经丛神经元及神经纤维分布和变

化 初步探讨肝硬化患者胃肠动力障碍发生与胃肠神

经的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  选用SD 大鼠 体质量230-250 g/ 只. 将

30只SD大鼠随机分为正常组10只和肝硬化模型组20只.

1.2 方法
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摘要

目的: 探讨肝硬化大鼠肠壁肌间神经丛氮能 胆碱能神经

元及神经纤维的变化.

方法: 30只SD大鼠随机分为肝硬化组和正常组 采用一

氧化氮合酶(NOS)及乙酰胆碱酯酶(AchE)组织化学染色技

术 在铺片上观察肝硬化大鼠肠壁肌间氮能 胆碱能神经

形态特征并对其分布进行定量研究.

结果: 肝硬化大鼠肠壁肌间NOS阳性神经丛排列杂乱 染

色模糊 神经元数量减少; Ach阳性神经纤维明显变细. 模

型组大鼠肠壁肌间氮能 胆碱能神经分布的密度均显著

低于对照组(P <0.05).

结论: 肝硬化大鼠肠壁肌间氮能 胆碱能阳性神经受到损伤.

张忠平, 张志坚, 张捷, 王雯, 林克荣, 朱金照. 肝硬化大鼠肠壁肌间氮能 胆

碱能神经的变化. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1459-1461

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1459.asp

0   引言

肝硬化患者常有不同程度的食欲不振 腹胀 恶心

便秘等胃肠道症状. 国内外学者通过一系列实验证实肝

硬化患者存在胃肠道动力学障碍. 本文作者通过检测肝

硬化大鼠肠壁肌间神经丛神经元及神经纤维分布和变

化 初步探讨肝硬化患者胃肠动力障碍发生与胃肠神

经的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  选用SD 大鼠 体质量230-250 g/ 只. 将

30只SD大鼠随机分为正常组10只和肝硬化模型组20只.

1.2 方法
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1.2.1 动物造模  肝硬化组大鼠给予500 mL/L四氯化碳石

蜡油溶剂皮下注射 每次每只0.2 mL/100 g 2次/wk 共

30次. 取中叶肝脏 HE染色 光镜下检查有无典型假

小叶 以证明肝硬化形成.

1.2.2 制作铺片  取正常组与模型组SD大鼠各10只

每只取空肠和结肠各约 l0 cm 置于40 mL/L多聚甲醛

中固定2 h (4 ). 然后取出肠管用TBS缓冲液冲洗后再

置于300 g/L蔗糖溶液24 h 将肠管剪成约l cm长小段

用一玻璃棒伸入肠管使其被动扩张 然后用镊子在肠系

膜附着处沿肠管纵轴划痕 用镊尖沿划痕剥离纵肌层

便制成肌间神经丛铺片标本 将其置于TBS中存放.染

色采用Kamovsky-Roots直接法显示肠壁肌间神经丛乙酰

胆碱能(AchE)神经; NADPH-d组化法显示氮能(NOS)神经.

1.2.3 图像分析  采用MAS-5图像分析系统. 选取同一染

色条件下AchE和NADP组化片 每张切片于200倍光

镜下选取5个视野 观察肌间神经丛中阳性神经元的

染色及分布情况 将图像扫描入计算机 通过计算机

分析得到阳性表达密度.

        统计学处理  数据以mean±SD表示.组间差异采用 t
检验.

2   结果

NADP阳性产物为蓝色沉淀. 肌间神经丛主要由神经节

节间束及一些含膨体的阳性神经纤维纵横交织呈网格状

分布. 高倍镜下 阳性神经形态 大小不等 胞质呈

蓝色 核不着色 胞体形态多样 有卵圆形 三角

形及不规则形. 与对照组(图1)比较 肝硬化组(图 2)肌

间 NOS 阳性神经丛排列杂乱 染色模糊 神经元数

量减少. AchE阳性神经丛为红棕色沉淀. 神经节和神经

纤维交织形成网状. 与对照组(图 3)比较 肝硬化组(图

4)肌间AchE阳性神经纤维明显变细. 肠壁肌间神经丛

AchE NOS染色计算机图像分析结果见(表1).

表1  肠壁肌间神经丛AchE NOS染色结果(mean±SD, n=10)

组别        AchE       NOS

对照组空肠 11.34 1.42 6.51 0.70

模型组空肠   9.62 1.25a                   5.80 0.47b

对照组结肠 13.18 2.30  8.52 0.64

模型组结肠 10.24 0.97a                    7.71 0.79b

aP <0.05, bP <0.01 vs对照组.

3   讨论

国内外学者认为肝硬化患者出现一系列胃肠道症状

其产生机制主要与以下几方面相关: (1)神经 体液因素:

自主神经; 消化道内源性神经系统; 神经递质与胃肠激素

的改变. (2)炎症递质: 白介素-1 干扰素可抑制摄食中

枢 使食欲下降 反射性引起胃肠运动减弱. (3)肠道

菌群失调: 导致胃肠道黏膜病变 内毒素吸收增加 胃

肠胀气 消化道出血. (4)内毒素血症: 内毒素能造成复杂

的病理生理效应 能对神经系统 消化系统等产生严重

影响. (5)分泌 吸收障碍. (6)一氧化氮(NO)与一氧化氮合

酶: NO重要活性之一是抑制平滑肌收缩 从而使血管扩

图1  对照组空肠肌间神经丛铺片NOS染色图像, 神经纤维纵横交织
呈网格状胞质呈蓝色, 核不着色, 200.

图 2  模型组空肠肌间神经丛铺片NOS染色图像, 神经丛排列杂乱,神
经元数量减少 200.

图 3  对照组空肠肌间神经丛铺片AchE染色图像, 200. 图4  模型组空肠肌间神经丛铺片AchE染色图像, 神经纤维明显变细 200.
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张. 且有研究表明 肝衰竭大鼠近端小肠肠腔及血液内

NO高于对照 并与胃肠平滑肌运动障碍显著相关[1].

       有学者将肝硬化大鼠胃肠黏膜制成石蜡及冰冻切

片 通过免疫组织化学和一氧化氮组织化学染色等方

法进行研究 发现各类NOS(NOS1 神经型 NOS2 诱

导型和NOS3 内皮型)在胃肠道黏膜固有层有相似的分

布 主要存在于黏膜固有层间质的中性粒细胞 单核细

胞 巨噬细胞和部分淋巴细胞. 另外NOS1还存在于胃肠

道壁内肌间神经丛 NOS2存在于黏膜下层血管内皮细胞.

肝硬化大鼠胃肠道各段NOS阳性细胞数均明显减少[2].

          普通切片制作方法只能从某一断面了解肌间神经丛

细胞数量的多少 而运用铺片的制作方法却可以显示

整个肠道肌间神经丛细胞的数量 形态及神经纤维结

构. 本文作者将肝硬化大鼠肠壁纵形平滑肌剥离制成铺

片 进行NOS和AchE组织化学染色 并将铺片进行计

算机图像分析. 结果发现肝硬化大鼠肌间神经丛阳性神

经元与对照组比较 均出现结构和染色强度的异常. 图

像分析发现模型组空肠及结肠肌间神经丛一氧化氮合

酶 乙酰胆碱酯酶活性均下降 反映所对应神经元功

能受影响. 乙酰胆碱是胃肠副交感神经的主要递质 对

胃肠道的运动 排空有重要作用. 现在发现一氧化氮是

广泛存在于人体内的生物递质 对抑制平滑肌收缩

扩张血管 胃肠道平滑肌的正常活动起调节作用[3-4].

本组实验发现二者在肝硬化胃肠道肌间神经丛的异

常 为肝硬化患者出现消化道症状可能与胃肠神经系

统受损有关提供了一定的实验证据.

4     参考文献
1 Wang X, Zhong YX, Zhang ZY, Lu J, Lan M, Miao JY, Guo XG,

Shi YQ, Zhao YQ, Ding J, Wu KC, Pan BR, Fan DM. Effect of
L-NAME on nitric oxide and gastrointestinal motility alter-
ations in cirrhotic rats. World J Gastroenterol  2002;8:328-332

2 王新, 闻勤生, 黄裕新. L-NAME对肝硬化大鼠胃肠道中一氧化
氮合酶亚型表达的影响. 第四军医大学学报  2001;22:817-820

3 Xu L, Carter EP, Ohara M, Martin PY, Rogachev B, Morris K,
Cadnapaphornchai M, Knotek M, Schrier RW. Neuronal nitric
oxide synthase and systemic vasodilation in rats with cirrhosis.
Am J Physiol Renal Physiol  2000;279:F1110-1115

4 Yoneda S, Kadowaki M, Kuramoto H, Fukui H, Takaki M.
Enhanced colonic peristalsis by impairment of nitrergic en-
teric neurons in spontaneously diabetic rats. Auton Neurosci
2001;92:65-71
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摘要

目的: 微卫星不稳定(microsatellite instability MSI)是DNA

复制错误(replication error RER+)的标记 BAT-26系位于

错配修复基因hMSH2中的单腺苷酸重复序列位点 曾被报

道无需正常对照就可用于预测散发性大肠癌RER状况 我

们选择BAT-26并与其他双核苷酸重复序列位点进行比较

加以验证与评价.

方法: 经病理确诊的散发性大肠癌肿瘤组织60例 常规抽

提DNA 采用PCR-银染法分析6个(CA)n双碱基重复微

卫星序列和BAT-26位点 并用自动荧光DNA序列分析法

检测BAT-26;  同时以PCR-SSCP法检测RER+病例hMSH2

基因 5 7 8 12 13 15 外显子突变; RER +判断

依6个(CA)n位点中出现2个或以上MSI为标准.

结果: RER+散发性大肠癌占18%(11/60) 6 例RER+肿瘤

检出hMSH2基因突变. 含hMSH2基因突变的6例RER+病

例中有3例BAT-26不稳定(BAT-26+) 44例RER-散发

性大肠癌均为BAT-26-. 与(CA)n位点结果比较 BAT-26

预测RER的阳性符合率为50% 阴性符合率为100% BAT-

26+在预测散发性大肠癌RER+特异性为100% 敏感性为

50%. PCR-银染和自动荧光DNA序列分析两种方法检测

BAT-26 MSI结果一致.

结论: 单用BAT-26作为预测RER状况的指标尚有缺陷

需结合其他微卫星位点进行综合分析.

邱福铭, 宋永茂, 黄建, 郑树. BAT-26预测散发性大肠癌的复制错误. 世界

华人消化杂志  2004;12(6):1461-1463

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1461.asp

0   引言

微卫星不稳定(MSI)可表现为RER+ 约90%以上遗传
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张. 且有研究表明 肝衰竭大鼠近端小肠肠腔及血液内

NO高于对照 并与胃肠平滑肌运动障碍显著相关[1].

       有学者将肝硬化大鼠胃肠黏膜制成石蜡及冰冻切

片 通过免疫组织化学和一氧化氮组织化学染色等方

法进行研究 发现各类NOS(NOS1 神经型 NOS2 诱

导型和NOS3 内皮型)在胃肠道黏膜固有层有相似的分

布 主要存在于黏膜固有层间质的中性粒细胞 单核细

胞 巨噬细胞和部分淋巴细胞. 另外NOS1还存在于胃肠

道壁内肌间神经丛 NOS2存在于黏膜下层血管内皮细胞.

肝硬化大鼠胃肠道各段NOS阳性细胞数均明显减少[2].

          普通切片制作方法只能从某一断面了解肌间神经丛

细胞数量的多少 而运用铺片的制作方法却可以显示

整个肠道肌间神经丛细胞的数量 形态及神经纤维结

构. 本文作者将肝硬化大鼠肠壁纵形平滑肌剥离制成铺

片 进行NOS和AchE组织化学染色 并将铺片进行计

算机图像分析. 结果发现肝硬化大鼠肌间神经丛阳性神

经元与对照组比较 均出现结构和染色强度的异常. 图

像分析发现模型组空肠及结肠肌间神经丛一氧化氮合

酶 乙酰胆碱酯酶活性均下降 反映所对应神经元功

能受影响. 乙酰胆碱是胃肠副交感神经的主要递质 对

胃肠道的运动 排空有重要作用. 现在发现一氧化氮是

广泛存在于人体内的生物递质 对抑制平滑肌收缩

扩张血管 胃肠道平滑肌的正常活动起调节作用[3-4].

本组实验发现二者在肝硬化胃肠道肌间神经丛的异

常 为肝硬化患者出现消化道症状可能与胃肠神经系

统受损有关提供了一定的实验证据.
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摘要

目的: 微卫星不稳定(microsatellite instability MSI)是DNA

复制错误(replication error RER+)的标记 BAT-26系位于

错配修复基因hMSH2中的单腺苷酸重复序列位点 曾被报

道无需正常对照就可用于预测散发性大肠癌RER状况 我

们选择BAT-26并与其他双核苷酸重复序列位点进行比较

加以验证与评价.

方法: 经病理确诊的散发性大肠癌肿瘤组织60例 常规抽

提DNA 采用PCR-银染法分析6个(CA)n双碱基重复微

卫星序列和BAT-26位点 并用自动荧光DNA序列分析法

检测BAT-26;  同时以PCR-SSCP法检测RER+病例hMSH2

基因 5 7 8 12 13 15 外显子突变; RER +判断

依6个(CA)n位点中出现2个或以上MSI为标准.

结果: RER+散发性大肠癌占18%(11/60) 6 例RER+肿瘤

检出hMSH2基因突变. 含hMSH2基因突变的6例RER+病

例中有3例BAT-26不稳定(BAT-26+) 44例RER-散发

性大肠癌均为BAT-26-. 与(CA)n位点结果比较 BAT-26

预测RER的阳性符合率为50% 阴性符合率为100% BAT-

26+在预测散发性大肠癌RER+特异性为100% 敏感性为

50%. PCR-银染和自动荧光DNA序列分析两种方法检测

BAT-26 MSI结果一致.

结论: 单用BAT-26作为预测RER状况的指标尚有缺陷

需结合其他微卫星位点进行综合分析.

邱福铭, 宋永茂, 黄建, 郑树. BAT-26预测散发性大肠癌的复制错误. 世界

华人消化杂志  2004;12(6):1461-1463

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1461.asp

0   引言

微卫星不稳定(MSI)可表现为RER+ 约90%以上遗传
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性非息肉性大肠癌(Hereditary non-polyposis colorectal can-

cer HNPCC)和约10-15%散发性大肠癌中存在RER+ [1].

BAT-26是位于错配修复基因hMSH2第5内含子内的26

个腺苷酸重复序列 具有准单态性 有研究表明绝大部

分RER+原发性大肠癌表现为BAT-26+[2] 我们选择

BAT-26并与其他双核苷酸重复序列位点进行比较加以

验证与评价.

1   材料和方法

1.1 材料  1996/1997年浙江大学医学院附属第二医院肿

瘤科收治的经病理确诊的散发性大肠癌患者60例. 由于

部分样本DNA用尽 对其中50例样本包括6例RER+

标本分别用PCR-银染法 自动荧光DNA序列分析法

检测BAT-26位点.

1.2 方法  新鲜肿瘤组织和相应正常组织采用酚 /氯仿

抽提法抽提DNA. PCR-银染法分析6个(CA)n双碱基重

复微卫星序列D2S119 D13S160 D8S282 D3S1293

D2S123 D18S58 各位点引物和反应条件参见文献[3]

如肿瘤组织相对于正常组织出现额外的条带 等位条

带产生迁移率的改变就定义为MSI 在6个位点中出现

2个或以上MSI即确定为RER+. PCR-SSCP检测hMSH2

基因外显子5 7 8 12 13 15突变 PCR反应体系

和PCR反应参数见文献[4]. BAT-26位点PCR引物和反

应条件见文献[2] PCR产物先采用常规的PCR-银染法

检测确定MSI 再用全自动测序仪(ABI 3777 DNA

Sequencer)分析: TAMARA标记引物 基因扫描分析软件

genescan分析 若肿瘤组织出现相应正常组织没有的峰

即可确定为MSI.

2   结果

2.1 散发性大肠癌RER状况和hMSH2突变  散发性大

肠癌60例 采用6个双核苷酸重复序列(CA)n位点 检

出11例RER+病例 阳性率为18%. 其中6例RER+病

例均发现有hMSH2第 5外显子突变 其他外显子未检

测到突变.

2.2 BAT-26不稳定性  分别采用PCR-银染法和自动荧

光全自动测序仪分析50例(6例RER+和44例RER-)散

发性大肠癌BAT-26 均发现仅在相同的3 例病例出

现BAT-26+ 且均为RER+病例 其余的 44 例均为

BAT-26-. 图 1仅第6号肿瘤出现异常条带(箭头所指),

第 6号肿瘤样本自动荧光DNA序列仪分析目的片段长

度(113 bp)比正常组织(121.0 bp)缩短了8 bp (图 2).

2.3 散发性大肠癌RER状况  6 个(CA)n双碱基重复微

卫星序列和BAT-26对RER+状况预测的阳性率(RER+病

例中各微卫星位点MSI+的比例)和假阳性率(RER-病例

中各微卫星位点MSI+的比例)进行比较(表1) 阳性率超

过50%的微卫星位点有D3S1293 D3S1293 BAT-26

假阳性率为零的微卫星位点有D13S160 D18S58

BAT-26. 在有hMSH2基因突变的RER+散发性大肠癌仅

T9 N9 T8 N8 T7 N7 T6 N6 M

A

B

有3例BAT-26不稳定(表 2). 与(CA)n 位点结果比较

BAT-26预测RER状况的阳性符合率为50% 阴性符

合率为100% BAT-26+在预测散发性大肠癌RER+特异

性为100% 敏感性为50%.

图1  散发性大肠癌BAT-26位点PCR-银染法检测结果: 箭头所指第
6号肿瘤组织标本BAT-26+条带, 余均为正常条带. M: DNA标记物;
N: 相应正常组织; T: 散发性大肠癌组织.

图2  6号标本BAT-26 MSI的基因扫描结果. A: 图为肿瘤组织和; B:
图为相应正常组织,横坐标为片段长度, 纵坐标为荧光强度, 箭头所指
为缩短BAT-26片段.

表1  7个不同微卫星位点阳性率预测散发性大肠癌RER状况比较

                         D2S119  D13S160   D8S282  D3S1293   D2S123  D18S58 BAT26

阳性率%      5/11(45)   4/11(36)    3/11(27)  7/11(64)  6/11(55) 5/11(45) 3/6(50)

假阳性率% 3/49(6.1)   0/49(0)   4/49(8.2) 2/49(4.1) 1/49(2.0)  0/49(0) 0/44(0)

表2  含 hMSH2基因突变的RER+散发性大肠癌中BAT-26 MSI状况

NO. 基因突变  BAT-26

  5         +        -

  6       +                                                +

17       +                                                -

28       +                                                +

29       +                                                -

48       +                                                +

4 000
3 600
3 200
2 800
2 400
2 000
1 600
1 200

800
400

0

75 100113
121

139
150

160

4 200

3 600

3 000

2 400

1 800

1 200

600

0

75 100
121

139 150
160

2 000
1 000
750
500

250

100
BAT-26 不稳定(BAT-26+)
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3   讨论

大肠癌错配修复途径主要涉及绝大部分遗传性肿瘤和

少部分散发性肿瘤 错配修复缺陷即RER+大肠癌具有

不同于RER-肿瘤的诸多临床病理特点 确定大肠癌

RER状况对治疗选择和预后判断有一定指导作用. BAT-

26具有准单态性 一般在正常细胞内其碱基长度变化不

超过2个碱基. 在HNPCC相关大肠癌中 Loukola et al [5]

报告BAT-26预测大肠癌的RER阳性率为55%(27/49);

Stone et al [6]比较单和双核苷酸重复序列位点预测RER状

况 发现BAT-25 BAT-26敏感性更高; Hoang et al [2]研

究显示高达97 的RER+大肠癌表现为BAT-26+(片段

大小缩短>2 bp) 提出BAT-26 可单独作为预测RER

状况的检测指标 不需设正常对照. 然而 日本的一项

研究发现8例RER+大肠癌仅有4例出现BAT-26位点

单个碱基的改变 提示单独应用BAT-26预测RER+存

在缺陷 认为需结合其他微卫星位点进行准确检测[7].

迄今 有关国人的相关研究尚为数不多 为此我们选择

BAT-26并与其他双核苷酸重复序列位点进行比较加以

验证与评价.

        我们选择了6个(CA)n双碱基重复微卫星序列D2S
119 D13S160 D8S282 D3S1293 D2S123 D18S58

测定散发性大肠癌RER状况 有11例大肠癌呈RER+

其中6例标本发现有hMSH2基因突变. 同时 PCR-SSCP

银染和自动荧光DNA序列仪对上述6例标本分析BAT-

26位点 均证实相同3例病例为BAT-26+ 其余无一

表现为BAT-26+. 由于错配修复基因突变是MSI的分子

基础 如果将hMSH2基因突变作为RER状况的金标

准 BAT-26预测的特异性虽为100% 但敏感性仅有

50% 所选的(CA)n微卫星位点如D13S160 D18S58也

有类似的特异性和敏感性; 与(CA)n 位点结果比较

BAT-26预测RER状况的阳性符合率为50% 阴性符合

率为100% 因此BAT-26单独预测散发性大肠癌RER

状况 由于其敏感性较低 可在一定程度上造成RER+

病例的遗漏 故仍需结合其他位点进行检测来提高准

确性. 目前国际上推荐五个微卫星位点也就是Bethesda

微卫星标记 (BAT-25 BAT-26 D5S346 D2S123

和D17S250)进行检测[8].

        在BAT-26的MSI检测方面 两种方法检测结果完

全符合. 但自动荧光DNA序列仪分析法与PCR-SSCP银

染法相比较 具有明显的特点: 能准确 定量和比较客

观地反映MSI 能达到测定单个碱基改变的精确度[9]; 利

用不同荧光标记 两个样本可在同一泳道上同时进行

电泳 从而避免了不同泳道间细微差异可能造成的误

差; 此外 如果选用更多的荧光标记 在同一泳道上最

多可同时进行3对样本电泳 极大地提高了检测效率.

因此 自动荧光DNA序列分析法为准确 快速 高通

量检测MSI的有效方法.
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摘要

目的: 通过实时荧光定量PCR(FQ-PCR)与逆转录PCR(RT-

PCR)两种方法检测血清HCV-RNA的结果比较 评价FQ-

PCR法的临床应用价值.

方法: 样本为经ELISA法筛选抗HCV阳性血清401份 其

中221份采用实时荧光定量PCR法检测 180份采用RT-

PCR法检测.

结果: FQ-PCR法检测HCV-RNA 阳性率( 102拷贝/mL)

68.3% (151/221) 定量范围在102-107拷贝 /mL之间 但

106拷贝/ml占98.1%(148/151); RT-PCR法检测阳性率

为30%(54/180).

结论: FQ-PCR检测HCV-RNA较RT-PCR是一种省时

简便 敏感 特异和防污染的体外基因扩增与定量检测方

法 其结果对临床诊断和疗效观察有重要的指导意义.

张淑云, 刘伟, 谷鸿喜, 杜博, 常曼丽. 实时荧光定量PCR检测血清中HCV-

RNA. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1464-1465

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1464.asp

0   引言

实时荧光定量PCR(FQ-PCR)技术是近几年发展起来的

一种核酸定量检测技术. FQ-PCR以其快速简便 定量

和防污染等优点很快被临床应用[1] 但其检测结果的

临床应用价值尚需进一步认识. 为了探讨其在检测丙型

肝炎病毒核酸(HCV-RNA)中的意义 我们对180例采用

逆转录PCR(RT-PCR)和221例采用FQ-PCR进行HCV-

RNA检测的结果进行了分析和比较 现报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  1999-12/2003-05 来我院门诊就诊 并经

ELISA法筛选抗-HCV阳性患者的血清401份; RT-PCR

法是使用北京人民医院肝病研究所提供的HCV RNA检

测试剂盒和美国PE公司基因扩增仪(PE480); FQ-PCR

是采用深圳匹基生物工程股份有限公司HCV RNA荧光

定量检测试剂盒(一步法)和罗氏公司荧光定量PCR仪.

1.2 方法  按就诊时间分两组 前 180 份标本采用了

RT-PCR法检测 后221份采用的是FQ-PCR法检测.

实验操作和结果分析均严格按说明书进行.

        统计学处理  采用SPSS10.0系统分析软件进行数据

处理 两组率的比较采用 χ2检验.

2   结果

2.1 RT-PCR扩增结果   RT-PCR扩增产物经20 g/L琼

脂糖 凝胶电泳 于180 bp 处出现特异性核酸条带为

HCV RNA阳性(图1).

2.2 FQ-PCR结果

2.2.1 FQ-PCR阳性标准曲线  HCV定量阳性标准品

(HCV-RNA质粒)经FQ-PCR测定 以起始浓度的对数

值为横坐标 以PCR扩增的循环域值(CT)为纵坐标 可

以得到一条直线型标准曲线(图2) 相关系数 r =-0.998

斜率为-3.558.

图1  RT-PCR扩增HCV RNA电泳. 1, 8为MpUC19DNA/Msp相对分
子质量标准; 2为阴性对照; 3, 4, 5, 6为阳性标本.

图2  HCV-RNA的FQ-PCR定量标准曲线.

2.2.2 HCV-RNA的定量及其范围  FQ-PCR法检测221

份血清 HCV-RNA 102拷贝/mL占68.3%(151/221)

定量范围在102-107拷贝 /mL之间;阳性分布主要在106

拷贝 /mL及其以下,占 98.1%(148/151)(表 1).

2.2.3 FQ-PCR与RT-PCR结果比较  FQ-PCR法检测

1   2   3   4   5   6   7   8

180 bp

2.0        3.0           4.0          5.0          6.0          7.0

32
30
28
26
24
22
20
18
16
14
12

HCV-RNA质粒标准品起始浓度对数值

循
环
域
值

(C
T
)
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血清中HCV-RNA阳性率为68.3% 而常规RT-PCR法

阳性率为30% 二者差异显著(χ2=58.3 P <0.01 表2);
FQ-PCR法操作时间(3-4 h)短于RT-PCR法(5-6 h).

表1  FQ-PCR法检测221份血清中HCV-RNA的含量分布

HCV-RNA的含量  n          百分率(%)

<102 70  31.7

102- 21   9.5

103- 37  16.7

104- 26  11.8

105- 40  18.1

106- 24  10.8

107-   3    1.4

合计            221   100

表2  两种不同方法检测血清中HCV-RNA结果比较

方法   n  阳性份数  阳性率(%)

FQ-PCR 221       151       68.3

RT-PCR 180        54         30

χ2= 58.3, P <0.01.

3   讨论

目前抗HCV仍然是临床诊断HCV感染的主要手段 但

存在多方面的局限性[2-3]. 常规RT-PCR及其他许多PCR

法虽能反映体内病毒存在 也提高了HCV检测的灵敏

度和特异性 但不能准确定量及动态观察病毒水平的

变化 并有PCR产物污染的可能[4-6].

        FQ-PCR技术是在PCR过程中引入了特异性荧光探

针杂交和光学检测技术 不仅提高了PCR扩增的特异性

和检测的灵敏度 而且通过荧光共振能量迁移(FRET)原

理 循环域值(CT值)的设定和CT-浓度标准曲线 实

现了PCR起始模板的准确定量和在线监测PCR全过程.

         本研究用FQ-PCR法检测了血清中HCV-RNA的含

量 定量可低至102和高达107拷贝/mL 阳性率68.3%

显著高于RT-PCR 法(30%) 与文献[7-8]报道基本一

致 反映了该方法可定量和敏感的特点.测定的HCV-

RNA水平98.1%在106拷贝/mL或以下 与乙肝病毒(HBV)

在体内的高含量(106-108拷贝/mL)相比相对较低[9] 进一

步证实了文献报道的HCV在体内的复制水平相对较低

的特点[10-11].

        本检测和程刚 et al [3]的报道均显示FQ-PCR法检测

HCV-RNA的定量范围较宽 HCV-RNA:102-107拷贝/mL

因而在用药前后及用药过程中采集多份标本进行检

测 即动态观察HCV-RNA水平的变化 可以很好地反

映药物的疗效.

        另外 在FQ-PCR操作中 只需一次加样即可完成

HCV-RNA的逆转录 扩增和定量 一次检测只需3-4 h

与 RT-PCR 相比 具有方便 省时 快捷 有效解

决PCR污染问题和自动化程度高等特点.

        总之 FQ-PCR法检测HCV-RNA较RT-PCR法敏

感 且能定量 能动态观察HCV-RNA水平的变化 可

为了解丙型肝炎病毒体内复制情况及诊断 选择治疗

方案和评估药物疗效等提供较可靠的依据. 但 FQ-PCR

法也存在所需仪器昂贵 检测费用高等缺点 有待进一

步改进.
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摘要

目的: 探讨人核转录因子Sp1在手术创伤后腹膜组织中的活

性改变与腹膜粘连形成之间的关系.

方法: 采用凝胶电泳迁移率改变分析法(EMSA)检测手术创伤

后不同时间的人腹膜组织核转录因子Sp1表达水平. Masson

染色观察腹膜组织中胶原纤维的变化.

结果: 手术创伤后30 min核转录因子Sp1被活化 随着手

术时间延长 Sp1在创伤腹膜组织中的表达水平逐渐升高

存在差异显著性(P <0.01). 随手术时间的延长腹膜组织中胶

原纤维增加.

结论: 核转录因子Sp1的活化对于腹膜粘连形成具有一定的

作用.

张安平, 张连阳, 向德兵. 核转录因子Sp1 在手术创伤后腹膜组织中的表达

和意义. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1466-1468

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1466.asp

0   引言

自1853年Virchow报道腹膜粘连以来 问题非但未得

到解决 相反随择期手术的增多而日益严重. 腹膜粘连

形成是腹部外科手术常见的并发症之一. 常可导致严重

并发症 包括肠梗阻 不孕和疼痛等; 并增加术中并

发症和再次手术的难度.  其腹膜粘连形成的分子机制尚

不清楚. 核转录因子Sp1启动胶原的合成和表达 在纤维

化过程中起重要作用. 我们采用凝胶电泳迁移率改变分析

法(electrophoretic mobility shift assay EMSA)测定手术创

伤后不同时间的人腹膜组织中Sp1的表达及水平 为特

异性调控Sp1而抑制腹膜粘连形成找到一定的理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  以我科40例直肠癌手术患者为对象 根据不

同的分组获取腹膜组织. 开腹后立即自切口左侧2.0 cm处

锐性切取腹膜组织为正常腹膜组. 手术后分别于30 min

1 2 3 4 h 自切口右侧 2.0 cm 处锐性切取腹膜

组织为创伤腹膜组. 切除腹膜组织面积大小为1.5 cm

1.5 cm.  获取组织立即液氮保存备用.

1.2 方法

1.2.1 腹膜组织核蛋白的提取和Sp1探针的标记  参照

NE-PERTM核蛋白抽提试剂盒(美国PIERCE公司)提供的

方法提取各组腹膜组织中的核蛋白 以Bradford 法测

定核蛋白浓度后分装于 - 7 0  保存备用.  参照

Sp1NUSHIFT 检测试剂盒(加拿大GENEKA公司)标记

Sp1 双链寡核苷酸探针 在T4多核苷酸激酶作用下

以[γ-32P]ATP 标记其5 端 经MicroSpinTMG25 分离
柱纯化后 测定探针放射活性.

1.2.2 腹膜组织核转录因子Sp1的DNA结合活性及特异

性检测  参照Sp1NUSHIFT检测试剂盒(加拿大GENEKA

公司) 将下列试剂加入0.5 mL的Eppendorf管内: DNA结

合缓冲液4 µL; 核蛋白提取物10 µg; 4 孵育20 min 加
入已标记寡核苷酸双链探针1 µL; 4 继续孵育20 min
加入 4 µL 加样缓冲液 混匀 加样. 并进行Sp1的特
异性竞争抑制实验 设两组特异性对照检测 一组加入

50倍未标记的特异寡核苷酸探针 另一组加入50倍未

标记的变异寡核苷酸探针. 在 60 g/L非变性聚丙烯酰胺

凝胶中电泳 2 h 180 V 干胶 放射自显影. 应用

Bandscan分析软件对电泳条带进行灰度测定 计算平

均光密度(A) 以各条带的A值表示核转录因子的活性.

1.2.3 腹膜组织的Masson染色  腹膜组织石蜡切片常规

脱蜡入水 用天青石溶液染细胞核 20 min 后水洗

Masson红染液10 min后水洗 10 mL醋酸水溶液1 min

5 g/L亮绿 镜下观察至变绿后快速脱水透明封片.

         统计学处理  实验数据均以mean±SD表示 SPSS10.0
软件 t检验.

2   结果

2.1 各组腹膜组织中Sp1活性变化  创伤腹膜组的核转

录因子Sp1活性均明显高于正常腹膜组(P <0.01). 随手

术创伤时间的延长其活性逐渐升高. 提示手术创伤时间

越长 Sp1 激活越明显(表 1 图 1).

2.2 Sp1 抑制性竞争实验  结果见(图 2) 第 3泳道采用

50倍未标记的特异寡核苷酸显示完全被抑制 条带消

失. 第4泳道采用50倍未标记的变异寡核苷酸显示不被

抑制. 与第1 2泳道相比 显示出结合的特异性.

2.3 腹膜组织的胶原纤维变化  随着手术创伤时间的延

长 转录因子Sp1被活化 腹膜组织中的胶原层增厚

胶原纤维增生 纤维细胞粗大 排列紊乱 这种表现在

手术后30 min则可观察到(图3: A-D).
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3   讨论

Sp1是 Sp/SKLF(specificity protein/Krüppel-like factor

特异性蛋白 / Kr-üppel 样因子)转录因子家族中最早被

克隆的因子 由三个保守的Cys2His2锌指特异结合而

形成 三个锌指形成转录因子的DNA连接区域. 通常认

为Sp1是通过GC或GT盒调节而控制所有基因的转录.

Ihn et al [1]研究表明在硬皮病的纤维母细胞中Sp1的磷

酸化增强与I型胶原的表达增高相关 Sp1通过特异的

GC盒与 I型 α2胶原(COL1A2)启动子特异性结合 Sp1
激活COL1A2启动子 促进胶原的表达. Artlett et al [2]报

道Sp1和近端的COL1A2启动子连接可激活COL1A2的

活动. 以细胞或信号特异性的方式改变转录因子的相对

量或DNA结合活性 均可控制COL1A2启动子的转录

说明Sp1在结缔组织生理和病理调节中起重要作用. 在表

皮伤口愈合过程中如Sp1的过度活化可出现瘢痕疙瘩并

转变成恶性胶原肿瘤 表现为纤维母细胞过度分化 白

细胞浸润 胶原合成明显增强[3]. Haase et al [4]在研究放射

诱导的肺纤维化过程中在早期观察到Sp1短期增加 此

后维持稳定直到放射后1 mo. 在放射后2 mo Sp1 mRNA

水平维持稳定. 在 II型肺细胞 肺泡巨噬细胞中发现Sp1

表1  腹膜组织Sp1活性变化(mean±SD)

组别  n        0 h      30 min       1 h         2 h         3 h  4 h

正常腹膜组 40  31.2 8.3

创伤腹膜组 40 61.2 11.6 88.4 15.8 104.6 15.3 122.4 27.1      134.6 18.4

P <0.01 vs 正常腹膜组.

图2  Sp1 抑制性竞争实验. 1: 正常腹膜组; 2: 创伤腹膜组; 1 h;  3: 加入
50倍未标记特异寡核苷酸; 4: 加入50倍未标记变异寡核苷酸.

图 1  腹膜组织的Sp1 活性(EMSA). 1: 正常腹膜组;  2 3 4 5
6; 创伤腹膜组: 分别为30 min 1 2 3 4 h.

图 3  腹膜组织胶原染色Masson染色 200. A: 正常腹膜组 200; B: 30 min创伤腹膜组 200; C: 2 h创伤腹膜组 200; D: 4 h创伤腹膜组 200.

A B

C D

 1   2    3   4  5   6   1     2      3      4

Spl

         游离探针

Spl

         游离探针
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蛋白 从而导致在肺纤维化过程中纤维母细胞的增生明

显增强. Rippe et al [5]发现在肝纤维化中 Sp1与COL1A2

启动子结合增强 促进了Ito细胞的活化 使肝纤维化

进一步发生. 在肝纤维化实验中可观察到Sp1和NF-I/

Sp1开关元件的亲和力增加. 实验显示光神霉素阻碍Sp1

与该位点的结合 可使人纤维母细胞中细胞外基质

(ECM)的形成和降解基因激活之间的平衡发生改变 从

而抑制胶原的产生. 以上研究说明Sp1在纤维化过程中

起重要作用.

         腹膜粘连与皮肤瘢痕形成和某些脏器的慢性纤维化

类似 均以纤维增生为基础 已发现在角朊细胞的基

因中存在功能性Sp1结合位点. 我们的研究发现在手术

创伤后 人体腹膜组织中的Sp1 的活性随着时间的延

长而逐渐增强 且腹膜组织在创伤后其胶原纤维增

生 胶原的合成增加而分解降低 使人在手术创伤后

腹膜粘连形成. 因此 Sp1的活化在腹膜粘连形成中具

有一定的作用 但所依赖的信号通路以及在腹膜组织

中的结合位点尚有待进一步研究.

        Verrecchia et al [6]研究发现阻断Sp1可广泛抑制体内

和体外ECM基因的表达 Sp1与ECM基因的基础表达

有关 可能在纤维化过程中起重要作用. 敲除Sp1可有

效抑制ECM基因表达 这为治疗纤维化提供了一个选

择治疗的手段. 通过调控Sp1的表达可能阻断纤维化进

程 从而防止腹膜粘连形成.
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摘要

目的: 探讨凋亡抑制基因 survivin 在食管鳞癌组织中的表

达 及其与p53 表达的相关性.

方法: 应用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶连

接法(S-P法) 检测 survivin和 p53基因在12例正常食管

组织及90例食管鳞癌组织中的表达.

结果: Survivin基因在正常食管组织中不表达 90例食管

鳞癌组织中 64 例表达阳性 占71.1%. 高分化组( -

级)及临床早期( - 期)病例食管癌的survivin基因表

达阳性率为61.7%(37/60) 低分化组( - 级)及临床晚期

( - 期)病例为83.3%(25/30) 二者比较 差异有显著性

(P <0.05);食管鳞癌组织中p53蛋白表达阳性 阴性者中

survivin基因表达阳性率分别为75.9%(41/54) 22.2%(8/36)

二者比较 差异有显著性(P <0.05); survivin基因表达阳性

率与食管鳞癌的病理分级和临床分期呈正相关 与食管鳞

癌组织中p53蛋白表达密切相关.

结论: Survivin 基因的异常表达而引起的细胞凋亡抑制

在食管鳞癌的发生中起重要作用 其表达与食管鳞癌组织

中p53蛋白的异常表达密切相关.

高思海, 赵金平, 潘铁成, 李军. 凋亡抑制基因survivin 在食管鳞癌中的表达及

其与p53基因表达相关性研究. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1468-1470

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1468.asp
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蛋白 从而导致在肺纤维化过程中纤维母细胞的增生明

显增强. Rippe et al [5]发现在肝纤维化中 Sp1与COL1A2

启动子结合增强 促进了Ito细胞的活化 使肝纤维化

进一步发生. 在肝纤维化实验中可观察到Sp1和NF-I/

Sp1开关元件的亲和力增加. 实验显示光神霉素阻碍Sp1

与该位点的结合 可使人纤维母细胞中细胞外基质

(ECM)的形成和降解基因激活之间的平衡发生改变 从

而抑制胶原的产生. 以上研究说明Sp1在纤维化过程中

起重要作用.

         腹膜粘连与皮肤瘢痕形成和某些脏器的慢性纤维化

类似 均以纤维增生为基础 已发现在角朊细胞的基

因中存在功能性Sp1结合位点. 我们的研究发现在手术

创伤后 人体腹膜组织中的Sp1 的活性随着时间的延

长而逐渐增强 且腹膜组织在创伤后其胶原纤维增

生 胶原的合成增加而分解降低 使人在手术创伤后

腹膜粘连形成. 因此 Sp1的活化在腹膜粘连形成中具

有一定的作用 但所依赖的信号通路以及在腹膜组织

中的结合位点尚有待进一步研究.

        Verrecchia et al [6]研究发现阻断Sp1可广泛抑制体内

和体外ECM基因的表达 Sp1与ECM基因的基础表达

有关 可能在纤维化过程中起重要作用. 敲除Sp1可有

效抑制ECM基因表达 这为治疗纤维化提供了一个选

择治疗的手段. 通过调控Sp1的表达可能阻断纤维化进

程 从而防止腹膜粘连形成.
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摘要

目的: 探讨凋亡抑制基因 survivin 在食管鳞癌组织中的表

达 及其与p53 表达的相关性.

方法: 应用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶连

接法(S-P法) 检测 survivin和 p53基因在12例正常食管

组织及90例食管鳞癌组织中的表达.

结果: Survivin基因在正常食管组织中不表达 90例食管

鳞癌组织中 64 例表达阳性 占71.1%. 高分化组( -

级)及临床早期( - 期)病例食管癌的survivin基因表

达阳性率为61.7%(37/60) 低分化组( - 级)及临床晚期

( - 期)病例为83.3%(25/30) 二者比较 差异有显著性

(P <0.05);食管鳞癌组织中p53蛋白表达阳性 阴性者中

survivin基因表达阳性率分别为75.9%(41/54) 22.2%(8/36)

二者比较 差异有显著性(P <0.05); survivin基因表达阳性

率与食管鳞癌的病理分级和临床分期呈正相关 与食管鳞

癌组织中p53蛋白表达密切相关.

结论: Survivin 基因的异常表达而引起的细胞凋亡抑制

在食管鳞癌的发生中起重要作用 其表达与食管鳞癌组织

中p53蛋白的异常表达密切相关.

高思海, 赵金平, 潘铁成, 李军. 凋亡抑制基因survivin 在食管鳞癌中的表达及

其与p53基因表达相关性研究. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1468-1470

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1468.asp
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0   引言

Survivin基因是近年来分离的哺乳动物凋亡抑制蛋白[1]

被认为在bcl-2的下游阻断了半胱氨酸蛋白酶caspase-3

和caspase-7凋亡调节通路[2] 与其家族成员不同 survivin

基因选择性在肿瘤组织中表达 在正常组织中不表达.

食管癌是常见的癌之一 他的发生发展与某些基因的

激活和抑癌基因的失活有关[3-13]. survivin基因在食管癌

中是否表达 目前报道尚少. 本研究旨在探讨细胞凋亡

抑制基因survivin在食管癌组织中的表达及其与p53表

达的相关性.

1   材料和方法

1.1 材料  选自我院1994-2003年经病理检查证实的食

管鳞癌患者90例 其中男73例 女17例 年龄46-72

岁 平均61.3岁 所有患者均无糖尿病史 无术前放化

疗史. 取其放化疗前的活组织检查标本 用10%甲醛固

定 石蜡包埋 连续切片 留1张行苏木素伊红( )染

色复诊. 分期: 期41例 a期16例 b期

14例. 一抗 survivin 羊抗人多克隆抗体 p53鼠抗人单

克隆抗体为美国Santa  Cruz公司产品; SP试剂盒为美国

Zymed 公司产品 一抗工作浓度均为1 30.

1.2 方法  取肿瘤组织时避开坏死出血部位 切取标本

约0.5 cm 0.5 cm 0.5 cm 大小 另取12例正常食

管组织作为对照. 采用链霉菌抗生物素蛋白 过氧化酶连

接(SP)免疫组织化学方法 实验步骤按试剂盒说明书进

行. 将已知的乳腺癌切片作为阳性对照 用磷酸盐缓冲

液代替一抗 作为阴性对照. p53阳性定位于胞核 而

survivin则以胞质定位为主. 在组织切片中不显色为阴性

(-) 胞核或胞质显示为淡黄至黄棕色者为阳性细胞标

志 将阳性细胞按其数量及显色强度分为3级: 表达弱

阳性(+) 即阳性细胞数<10% 显色强度为淡黄色或仅

个别细胞呈黄至棕黄色染色; 表达中度阳性(++) 即阳

性细胞数及显色强度介于弱阳性与强阳性之间. 表达强

阳性(+++) 即阳性细胞数>60% 多数细胞呈黄至棕黄

色染色.

        统计学处理  应用SPSS10.0统计分析软件包对数据

进行处理 采用 χ2检验.

2   结果

2.1 食管癌组织中 survivin和 p53基因的表达  正常食管

组织中未见survivin基因表达 而90例食管癌中有64

例 survivin基因表达阳性 占71.1% 其染色主要定位

于胞质中. p53基因在正常食管组织中低表达 在食管

癌中表达阳性 其染色主要定位于胞核. 二者表达与食

管癌病理分级呈正相关( <0.05 表 1). 高分化组( -

级)及临床早期( - 期)病例食管癌的survivin基因

表达阳性率为61.7%(37/60) 低分化组( - 级)及临

床晚期( - 期)病例为83.3%(25/30) 二者比较 差

异有显著性(P <0.05).

2.2 食管癌组织中survivin基因表达与p53基因表达的相

关性  食管鳞癌组织中p53蛋白表达阳性 阴性者中

survivin基因表达阳性率分别为75.9%(41/54) 22.2%(8/36)

二者比较 差异有显著性(P <0.05); survivin基因表达阳

性率与食管鳞癌组织中p53蛋白表达密切相关.

表1  survivin和 p53 表达与食管鳞癌的关系

      survivin          p53
分级  n

        -     +    ++   +++     %      -      +   ++    +++    %

正常组织 12    12    0     0      0         0        9     1     2        0     25

  级 19      9    2     3      5     52.6      13     2     1       3   31.5

 级 41    16    8     7     12    65.9      17      8     5     11   58.6

-  级 30      5    4     6     15    83.3       6      4     7     13   80.0

级与 -  级比较, P <0.05; 各级间比较, P <0.05.

3   讨论

Survivin是凋亡抑制蛋白(inhibitor of apoptosis proteins

IAP)家族的新成员[1]. 1997年由Altieri et al用效应细胞蛋

白酶受体-1(effector cell protease receptor-1 EPR-1)

cDNA在人类基因组库的杂交筛选中首先分离出来. 这一

蛋白家族抑制细胞凋亡的作用远远大于bcl-2家族的作

用. 近年来研究表明 Survivin是迄今发现最强的凋亡抑

制因子 其抗凋亡功能在于直接抑制了半胱氨酸蛋白

酶caspase-3和 caspase-7的活性. 这一功能通过在细胞

内与微管的聚合和解聚来实现[2] survivin 基因的这一

特性在所有已知的细胞凋亡调节物中是独一无二的.

Survivin只是在胚胎组织中表达 成人已分化组织则表

达下调或不表达 其可广泛表达于人类绝大多数肿瘤

组织[14]. 我们的研究发现 食管鳞癌组织有71.1%表达

阳性 12例正常食管组织未表达. 结果显示Survivin基

因可能通过抑制食管鳞癌细胞凋亡参与肿瘤的发生发

展 是一个具有潜在价值的肿瘤标志物.

         Survivin基因由于其独特的亚细胞分布被认为是处

于细胞增生与细胞死亡界面的分子 癌组织中survivin

基因的异常表达可能直接促进细胞逃离生长监控 在

癌的发病中起重要作用. 本研究临床资料分析发现 分

期越晚 食管鳞癌组织分化恶性度越高 survivin阳性

表达率愈高.

        从本实验结果可见 survivin基因的表达与p53蛋

白异常表达密切相关. p53基因是重要的细胞凋亡调控

基因 在转录水平上 野生型p53可下调bcl-2基因的

表达 从而诱导细胞凋亡[15]. survivin基因所在的17q25

染色体不稳定 此位点可能涉及 t (14 18)易位而导

致bcl-2基因转录激活. bcl-2基因通过阻止细胞色素

从线粒体向胞质释放而对细胞凋亡起调节作用

survivin基因阻断细胞凋亡的途径是通过直接作用于细

胞凋亡途径中的终末效应酶caspase-3 和 caspase-7.

survivin 和 bcl-2基因通过相似的启动子序列调节 推
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测二者具有调节转录活性的共同机制. p53基因在大多

数人类肿瘤中存在高频率突变 而survivin基因也在肿

瘤中高表达 可推测这是由于p53基因突变而丧失了对

survivin基因表达的下调作用.

         Survivin在多种肿瘤表达的普遍性及在正常组织中

不表达 使得应用靶向survivin的抗肿瘤治疗成为可能

使得抗survivin疗法具有较好的靶向特异性 对正常组

织影响较小. 文献[16]报道 表达 survivin 基因的肿瘤

抗细胞凋亡阈值升高 从而抵抗了药物和放射治疗 因

此 检测食管鳞癌中survivin的表达 对于临床治疗有

一定的指导意义. 另外 利用survivin 的强大抗凋亡活

性 通过基因转染导入骨髓造血组织 进行放化疗对骨

髓造血功能保护 将有良好的应用前景.

        总之 survivin基因的表达与食管癌的病理分级及

临床分期呈正相关 在食管鳞癌的发生中起重要作用

其表达与食管鳞癌组织中p53 蛋白的异常表达密切相

关. 至于其在食管癌预后判断中的价值如何 将在我们

随后的临床跟踪实验中进一步探讨.
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摘要

目的: 探讨凋亡抑制蛋白FLIP在食管鳞癌组织中的表达及

其与细胞凋亡的关系.

方法: 应用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶连

接法(S-P法) 检测FLIP在10例正常食管组织及96例食

管鳞癌组织中的表达 并应用TUNEL技术检测96例食管

鳞癌的凋亡情况.

结果: FLIP在 96例食管鳞癌组织中有72例表达阳性 占

75%. 高分化组( - 级)及临床早期( - 期)病例食管癌

的FLIP表达阳性率为64%(32/50) 低分化组( - 级)及
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测二者具有调节转录活性的共同机制. p53基因在大多

数人类肿瘤中存在高频率突变 而survivin基因也在肿

瘤中高表达 可推测这是由于p53基因突变而丧失了对

survivin基因表达的下调作用.

         Survivin在多种肿瘤表达的普遍性及在正常组织中

不表达 使得应用靶向survivin的抗肿瘤治疗成为可能

使得抗survivin疗法具有较好的靶向特异性 对正常组

织影响较小. 文献[16]报道 表达 survivin 基因的肿瘤

抗细胞凋亡阈值升高 从而抵抗了药物和放射治疗 因

此 检测食管鳞癌中survivin的表达 对于临床治疗有

一定的指导意义. 另外 利用survivin 的强大抗凋亡活

性 通过基因转染导入骨髓造血组织 进行放化疗对骨

髓造血功能保护 将有良好的应用前景.

        总之 survivin基因的表达与食管癌的病理分级及

临床分期呈正相关 在食管鳞癌的发生中起重要作用

其表达与食管鳞癌组织中p53 蛋白的异常表达密切相

关. 至于其在食管癌预后判断中的价值如何 将在我们

随后的临床跟踪实验中进一步探讨.
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摘要

目的: 探讨凋亡抑制蛋白FLIP在食管鳞癌组织中的表达及

其与细胞凋亡的关系.

方法: 应用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶连

接法(S-P法) 检测FLIP在10例正常食管组织及96例食

管鳞癌组织中的表达 并应用TUNEL技术检测96例食管

鳞癌的凋亡情况.

结果: FLIP在 96例食管鳞癌组织中有72例表达阳性 占

75%. 高分化组( - 级)及临床早期( - 期)病例食管癌

的FLIP表达阳性率为64%(32/50) 低分化组( - 级)及
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临床晚期( - 期)病例食管癌的FLIP表达阳性率为82.6%

(38/46) 二者比较 差异有显著性(P <0.05); FLIP表达阳

性率与食管鳞癌的病理分级和临床分期呈正相关.  FLIP在

食管鳞癌组织中的表达水平与癌细胞凋亡指数(AI) 有明显相

关性(P  <0.05).

结论:  FLIP的异常表达在食管鳞癌的发生发展中起重要作

用 其表达与食管鳞癌细胞凋亡密切相关.

高思海, 潘铁成, 赵金平, 李军. 食管鳞癌FLIP表达与细胞凋亡相关. 世界华

人消化杂志  2004;12(6):1470-1473

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1470.asp

0   引言

FLIP (FLICE inhibitory protein)是近年来发现的一种新

的凋亡抑制蛋白 在病毒 真核生物 哺乳动物等许

多物种中广泛存在. FLIP 在结构与序列上与目前细胞

凋亡信号传导的 关键分子 caspase-8有很多相似之

处 且能抑制 caspase-8 结合到死亡诱导信号复合物

(DISC)上 从而阻断Fas介导的细胞凋亡信号传导[1-2].

食管癌是常见的癌之一 他的发生发展与细胞凋亡及

某些基因的激活或失活有关[3-13]. FLIP在食管癌中是否

表达 目前国内外尚未见报道. 我们探讨细胞凋亡抑制

蛋白FLIP 在食管癌组织中的表达及其与细胞凋亡的

关系.

1   材料和方法

1.1 材料  选自我院1994/2003年经病理检查证实的食管鳞

癌患者96例 男 76例 女 20 例 年龄 46-72 (平均

61.3岁) 无术前放化疗. 取活组织标本0.5 cm 0.5 cm

0.5 cm 大小 用 40 g/L 甲醛固定 石蜡包埋 连续

切片 留1张行苏木素伊红(HE)染色复诊. TNM分期:

期 42例 a期 18例 b期17例. 一抗兔抗人

FLIPS/L多克隆抗体(H202)为美国Santa  Cruz公司产品;

SP免疫组化试剂盒为美国Zymed公司产品. TUNEL检

测试剂盒购于北京中山生物技术有限公司. 另取10例正

常食管组织作为对照.

1.2 方法  采用链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶连接(SP)

免疫组织化学方法 实验步骤按试剂盒说明书进行. 将

已知的乳腺癌切片作为阳性对照 用磷酸盐缓冲液代

替一抗 作为阴性对照 FLIP以胞质定位为主. 在组织

切片中不显色为阴性(-) 胞核或胞质显示为淡黄至黄

棕色者为阳性细胞标志. 将阳性细胞按其数量及显色强

度分为3级: 表达弱阳性(+) 即阳性细胞数<10% 显

色强度为淡黄色或仅个别细胞呈黄至棕黄色染色; 表达

中度阳性(++) 即阳性细胞数及显色强度介于弱阳性与

强阳性之间. 表达强阳性(+++) 即阳性细胞数>60% 多

数细胞呈黄至棕黄色染色. 所有阳性片均置于10 40

倍镜下 随机选取5个视野 经HPIAS 1000图像分析

系统分析 计算出平均阳性单位pu (positive unit). pu=

(Gα-Gβ)/Gmax 100 Gα Gβ分别为待测结构 α和
背景β的平均灰度. 并按下列关系算出各标本阳性染色
度=pu 阳性面积百分比. 凋亡指数(apoptosis index AI)

的测定: 以细胞核内出现棕褐色颗粒为阳性染色 即为

凋亡细胞. 每张切片计数500个癌细胞 其中凋亡细胞

占细胞总数的百分数为AI值.

        统计学处理  应用SPSS10.0统计分析软件包对数据

进行处理 采用 χ2检验 方差分析及Spearman等级相

关检验.

2   结果

2.1 食管癌组织中FLIP的表达  在 96例食管癌中有72

例FLIP表达阳性 占75% 其染色为棕黄色颗粒 定位

于细胞质内(图1A) 染色强度与食管癌病理分级呈正相

关(图1B 表1 P <0.05). 高分化组( - 级)及临床早期

( - 期)病例食管癌的FLIP表达阳性率为64%(32/50)

低分化组( - 级)及临床晚期( - 期)病例为82.6%

(38/46) 二者比较 差异有显著性(表1 P <0.05).

图1  食管鳞癌细胞胞质中FLIP蛋白表达  SP 400. A: 病理 级; B:
病理 IV级.

表1  食管鳞癌FLIP表达与病理分级及细胞凋亡指数(AI)的关系

        FLIPa            AIb

分级 n
        -     +      ++     +++      %              %

正常组织 10   10     0        0        0           0    19.2 1.7

  级 19     9     2        3        5      52.6    14.5 1.2

 级 31     9     6        7        9      70.9    11.3 1.1

-  级 46     8     9      10      19       82.6      9.2 0.8

aP <0.05, 各级间比较.

A

B
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2.2 FLIP表达与癌细胞凋亡指数(AI)的关系  随肿瘤病理

分级期升高 食管鳞癌组织中FLIP蛋白表达阳性率逐

渐升高 AI 值逐步降低 采用Spearman 等级相关检

验 二者呈负相关(P <0.05). FLIP表达阳性率与食管鳞

癌细胞凋亡密切相关(表1).

3   讨论

FLIP 是近年来发现的一类含有死亡效应结构域(death

effect domains DED)的凋亡抑制蛋白 首先在病毒中

被发现. 这种蛋白在结构上与FLICE(FADD like IL-1 beta

converting enzyme caspase-8 )相似 并能抑制FLICE

的作用 故他命名为FLIP 因他来源于病毒 所以又

称为vFLIP. 人类FLIP基因含13个外显子 与caspase-8

基因均位于染色体的2q33-34 二者相距约200 bp[14-17].

FLIP蛋白在结构与序列上也与caspase-8有很多相似之

处 其 端含有与 caspase-8 相似的两个相互串联的

DED. 每个DED含有40个氨基酸 DED与Fas的死亡结

构域(death  domain DD)的功能相似 能介导蛋白质之

间的相互结合 可竞争性地与caspase-8上的DED结合

阻断死亡信号复合体形成 从而抑制凋亡[18-20].

         FLIP的过量表达在肿瘤的发生中起重要作用. 有报

道FLIP 在胰腺癌[21] 胃癌[22] 肾癌[23]等肿瘤中过量

表达. 我们发现FLIP过量表达与食管鳞癌的发生有关.

这可能是细胞癌变中的重要环节 即细胞内染色体异

常改变 使FLIP基因激活并过度转录表达 FLIP蛋白

增多则进一步促进细胞恶化. 我们进一步检测了FLIP与

食管鳞癌临床病理特征的关系 发现FLIP染色强度随

食管鳞癌病理分级增高而增高 高分化组( - 级)及

临床早期( - 期)病例食管癌的FLIP表达阳性率为

64%(32/50) 低分化组( - 级)及临床晚期( -

期)病例食管癌的FLIP表达阳性率为82.6%(38/46) 二

者比较 差异有显著性(P <0.05). 因而推论FLIP在食管

鳞癌进展中也发挥着重要作用. 为了进一步研究FLIP在

食管鳞癌中的凋亡抑制作用 我们分析了染色强度与

凋亡指数之间的相关性 发现二者呈负相关. 结果显示

FLIP可能通过抑制食管鳞癌细胞凋亡参与食管鳞癌的

发生发展.
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摘要

目的: 我们以胰管内注射自身胆汁诱导和建立了急性出血坏

死性胰腺炎家兔模型.

方法: 日本纯种长耳白兔20只 造模组15只 对照组5

只. 通过抽取自身胆汁从十二指肠乳头处逆行穿刺主胰管注

射 并于术后24 h处死动物取出胰腺 送组织病理学检

查分级 对照组开腹后找到胰腺 未作处理 同样于术后

24 h送组织病理学检查分级.

结果: 模型组动物15只病理学诊断均为急性出血坏死性胰

腺炎 水肿 炎症 出血 坏死4项指标评分均为III-IV级

造模成功. 对照组只有1例为水肿I级 1例为水肿II级 其

余均正常.

结论: 通过兔胰管内逆行注射自身胆汁法诱导的重症胰腺炎

模型胆源性胰腺炎病理生理相仿.

奚维东, 赵聪, 袁得强, 郑敏, 杨秀兰, 璩浙屏. 自体胆汁胰管内注射建立急性

出血坏死性胰腺炎家兔模型. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1473-1474

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1473.asp

0   引言

出血坏死性胰腺炎(急性重症胰腺炎)是一种死亡率高的

严重危害人类生命健康的临床常见疾病之一 其发病

机制和治疗方法一直是国内外医学研究的重点和热点

内容之一. 胰酶的自身消化作用 炎性递质和微循环障

碍在该病的发生和进展过程中起重要作用. 近年来的研

究表明细胞凋亡参与胰腺炎的病理生理过程 胰腺炎

的严重程度与胰腺细胞凋亡呈负相关关系. 为研究生长

抑素对实验性急性出血坏死性胰腺炎中细胞凋亡的影

响 我们以胰管内注射自身胆汁成功地诱导和建立了急

性出血坏死性胰腺炎家兔模型. 现将建模方法报道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  日本纯种长耳白兔20只 体质量1 800-2 400 g

(四川大学医学院实验动物中心提供). 其中造模组 15

只 对照组 5 只.

1.2 方法  取成年日本长耳白兔15只 动物房饲养24-

48 h后禁食不禁水12 h. 造模前先用20 g/L硫贲妥钠3-

6 mg ip麻醉后将动物固定于手术台上; 采用上腹正中切

口 分离出胆囊后 用5号针穿刺胆囊取胆汁备用. 仔

细分离辨认胰腺及胰管与十二指肠交接处 用4.5号针

从十二指肠乳头处对侧逆行穿刺进针 进入主胰管1-

2 mm后缓慢注入自身胆汁0.2 mL/kg [1]; 注射后即见主胰

管呈绿黄色 证实注射成功; 拔针后逐层关腹. 术后继续

禁食 于手术后24 h用超量硫贲妥钠处死动物; 随即迅

速切开腹腔 其中9只见腹腔有少量血性腹水; 所有动

物胰腺体积明显增大 呈紫色; 仔细分离并迅速切除动

物胰腺 将组织固定于40 g/L甲醛中送组织病理学检查.

对照组开腹后找到胰腺 未作处理则关腹 术后24 h处

死动物 见腹腔有少许透明腹水 胰腺无明显变化. 石

蜡包埋后切片 HE常规染色后显微镜观察. 胰腺组织

病理学的标准评分法采用Schimidt 法[2]. 水肿 炎症

出血 坏死4项指标 每项指标均分为I-IV级 以 IV

级为最重.

2   结果

造模组动物15只组织病理学诊断均为急性出血坏死性

胰腺炎 水肿 炎症 出血 坏死 4 项指标评分均

为 III-IV级 仅1例出血评分为 II级. 评分较为集中

13例为水肿IV级(87%) 12例为炎症IV级(80%) 9例

为出血 III级(60%) 11例为坏死III级(73%). 造模成功.

对照组只有1例为水肿I级 1例为水肿II级 其余均

正常.
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Inhibition of the PI3K-Akt signaling pathway enhances the
sensitivity of Fas-mediated apoptosis in human gastric carci-
noma cell line, MKN-45. J Cancer Res Clin Oncol  2004;130:8-14

23 Qi H, Ohh M. The von Hippel-Lindau tumor suppressor pro-

tein sensitizes renal cell carcinoma cells to tumor necrosis
factor-induced cytotoxicity by suppressing the nuclear fac-
tor-kappaB-dependent antiapoptotic pathway. Cancer Res
2003;63:7076-7080
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摘要

目的: 我们以胰管内注射自身胆汁诱导和建立了急性出血坏

死性胰腺炎家兔模型.

方法: 日本纯种长耳白兔20只 造模组15只 对照组5

只. 通过抽取自身胆汁从十二指肠乳头处逆行穿刺主胰管注

射 并于术后24 h处死动物取出胰腺 送组织病理学检

查分级 对照组开腹后找到胰腺 未作处理 同样于术后

24 h送组织病理学检查分级.

结果: 模型组动物15只病理学诊断均为急性出血坏死性胰

腺炎 水肿 炎症 出血 坏死4项指标评分均为III-IV级

造模成功. 对照组只有1例为水肿I级 1例为水肿II级 其

余均正常.

结论: 通过兔胰管内逆行注射自身胆汁法诱导的重症胰腺炎

模型胆源性胰腺炎病理生理相仿.

奚维东, 赵聪, 袁得强, 郑敏, 杨秀兰, 璩浙屏. 自体胆汁胰管内注射建立急性

出血坏死性胰腺炎家兔模型. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1473-1474

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1473.asp

0   引言

出血坏死性胰腺炎(急性重症胰腺炎)是一种死亡率高的

严重危害人类生命健康的临床常见疾病之一 其发病

机制和治疗方法一直是国内外医学研究的重点和热点

内容之一. 胰酶的自身消化作用 炎性递质和微循环障

碍在该病的发生和进展过程中起重要作用. 近年来的研

究表明细胞凋亡参与胰腺炎的病理生理过程 胰腺炎

的严重程度与胰腺细胞凋亡呈负相关关系. 为研究生长

抑素对实验性急性出血坏死性胰腺炎中细胞凋亡的影

响 我们以胰管内注射自身胆汁成功地诱导和建立了急

性出血坏死性胰腺炎家兔模型. 现将建模方法报道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  日本纯种长耳白兔20只 体质量1 800-2 400 g

(四川大学医学院实验动物中心提供). 其中造模组 15

只 对照组 5 只.

1.2 方法  取成年日本长耳白兔15只 动物房饲养24-

48 h后禁食不禁水12 h. 造模前先用20 g/L硫贲妥钠3-

6 mg ip麻醉后将动物固定于手术台上; 采用上腹正中切

口 分离出胆囊后 用5号针穿刺胆囊取胆汁备用. 仔

细分离辨认胰腺及胰管与十二指肠交接处 用4.5号针

从十二指肠乳头处对侧逆行穿刺进针 进入主胰管1-

2 mm后缓慢注入自身胆汁0.2 mL/kg [1]; 注射后即见主胰

管呈绿黄色 证实注射成功; 拔针后逐层关腹. 术后继续

禁食 于手术后24 h用超量硫贲妥钠处死动物; 随即迅

速切开腹腔 其中9只见腹腔有少量血性腹水; 所有动

物胰腺体积明显增大 呈紫色; 仔细分离并迅速切除动

物胰腺 将组织固定于40 g/L甲醛中送组织病理学检查.

对照组开腹后找到胰腺 未作处理则关腹 术后24 h处

死动物 见腹腔有少许透明腹水 胰腺无明显变化. 石

蜡包埋后切片 HE常规染色后显微镜观察. 胰腺组织

病理学的标准评分法采用Schimidt 法[2]. 水肿 炎症

出血 坏死4项指标 每项指标均分为I-IV级 以 IV

级为最重.

2   结果

造模组动物15只组织病理学诊断均为急性出血坏死性

胰腺炎 水肿 炎症 出血 坏死 4 项指标评分均

为 III-IV级 仅1例出血评分为 II级. 评分较为集中

13例为水肿IV级(87%) 12例为炎症IV级(80%) 9例

为出血 III级(60%) 11例为坏死III级(73%). 造模成功.

对照组只有1例为水肿I级 1例为水肿II级 其余均

正常.
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3   讨论

急性出血坏死性胰腺炎目前仍是临床常见死亡率较高

的疾病 其发病机制未完全明确 且无特效的治疗药

物和方法 故仍是临床和基础研究的热点. 制备理想的

急性出血坏死性胰腺炎模型是研究其发病机制和评价

药物疗效的主要手段. 造模方法有食物或药物(雨蛙素)诱

导法 胰管内注射诱导法 胰管结扎诱导法和十二指肠

闭襻法等[1, 3-6]. 其中食物或药物诱导法多用于制造水肿

型胰腺炎模型 十二指肠闭襻法由于不符合生理条件

且存活率较低 不适合进行药物评价尤其是观察胰腺损

伤后的恢复情况. 胰管内注射诱导法更接近生理条件

多用于制备急性出血坏死性胰腺炎 常用的注射液有

30-50 g/L牛磺胆酸钠 糖脱氧胆酸 自身胆汁等[7-9]

但牛磺胆酸钠 糖脱氧胆酸价格较昂贵 自身胆汁则方

便 便宜. 常用的造模动物有犬 猪 兔和大鼠等[10-12]

犬模型操作方便但费用较高 且有品种上的差异; 大鼠

较便宜但操作困难且不易长期饲养 死亡率高. 兔模型

则价格相对便宜 易饲养 存活率高. 我们通过兔胰管

内逆行注射自身胆汁法诱导的重症胰腺炎模型是根据

胆汁反流入胰管 激活胰蛋白酶原 引起胰腺自身消化

和全身炎症反应 是人类急性胰腺炎常见的发病因素

且与胆源性胰腺炎病理生理相仿[1]. 本模型与对照组比

较 胰腺组织均出现典型的急性出血坏死性胰腺炎的

病理改变 且比较集中 无明显差异 证明该方法

稳定可靠 操作简单 重复性好 费用低 且死亡

率低. 通过兔急性胰腺炎模型的建立 我们可以进一步

观察比较不同药物对重症胰腺炎的作用效果及胰腺的

恢复情况 以指导临床用药 降低胰腺炎的死亡率.
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摘要

目的: 探索改形带膜记忆合金支架(椭圆形)治疗上段食管气

管瘘的临床可行性.

方法: 在动物实验的基础上对25例手术后 放疗及晚期食

管癌导致的上段食管气管瘘患者 采用内镜放置改形特制

的椭圆形记忆合金支架进行治疗.

结果: 未见因上段置放支架所引起的移位 穿孔 出血及

特殊远期不适 堵漏率100%.治疗稳定期9.1 mo 生存
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3   讨论

急性出血坏死性胰腺炎目前仍是临床常见死亡率较高

的疾病 其发病机制未完全明确 且无特效的治疗药

物和方法 故仍是临床和基础研究的热点. 制备理想的

急性出血坏死性胰腺炎模型是研究其发病机制和评价

药物疗效的主要手段. 造模方法有食物或药物(雨蛙素)诱

导法 胰管内注射诱导法 胰管结扎诱导法和十二指肠

闭襻法等[1, 3-6]. 其中食物或药物诱导法多用于制造水肿

型胰腺炎模型 十二指肠闭襻法由于不符合生理条件

且存活率较低 不适合进行药物评价尤其是观察胰腺损

伤后的恢复情况. 胰管内注射诱导法更接近生理条件

多用于制备急性出血坏死性胰腺炎 常用的注射液有

30-50 g/L牛磺胆酸钠 糖脱氧胆酸 自身胆汁等[7-9]

但牛磺胆酸钠 糖脱氧胆酸价格较昂贵 自身胆汁则方

便 便宜. 常用的造模动物有犬 猪 兔和大鼠等[10-12]

犬模型操作方便但费用较高 且有品种上的差异; 大鼠

较便宜但操作困难且不易长期饲养 死亡率高. 兔模型

则价格相对便宜 易饲养 存活率高. 我们通过兔胰管

内逆行注射自身胆汁法诱导的重症胰腺炎模型是根据

胆汁反流入胰管 激活胰蛋白酶原 引起胰腺自身消化

和全身炎症反应 是人类急性胰腺炎常见的发病因素

且与胆源性胰腺炎病理生理相仿[1]. 本模型与对照组比

较 胰腺组织均出现典型的急性出血坏死性胰腺炎的

病理改变 且比较集中 无明显差异 证明该方法

稳定可靠 操作简单 重复性好 费用低 且死亡

率低. 通过兔急性胰腺炎模型的建立 我们可以进一步

观察比较不同药物对重症胰腺炎的作用效果及胰腺的

恢复情况 以指导临床用药 降低胰腺炎的死亡率.
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摘要

目的: 探索改形带膜记忆合金支架(椭圆形)治疗上段食管气

管瘘的临床可行性.

方法: 在动物实验的基础上对25例手术后 放疗及晚期食

管癌导致的上段食管气管瘘患者 采用内镜放置改形特制

的椭圆形记忆合金支架进行治疗.

结果: 未见因上段置放支架所引起的移位 穿孔 出血及

特殊远期不适 堵漏率100%.治疗稳定期9.1 mo 生存
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期平均10.4 mo.

结论: 符合上段食管生理解剖特点 可避免喇叭口状支架

治疗食管疾病只限于中下段才能放置的弊端 证明了他的

可行性及安全性.

庞志锋, 庞岩, 汪洋. 椭圆形带膜记忆合金支架动物实验及治疗上段食管气管

瘘25例. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1474-1476

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1474.asp

0   引言

后天性食管气管瘘最常见的原因多为食管癌术后 放

疗及晚期癌肿浸蚀食管所致 带膜记忆合金支架治疗

该类疾病虽被国内外学者所公认(以下简称支架) 但

目前一般仍就认为只适用于食管的中下段病变 为了

探索支架是否能应用于食管上段病变及他的可行性

我们和常州智业医疗仪器研究所协作 根据食管上段

的解剖生理特点 经反复研究和动物实验 将支架上沿

口由原来的喇叭口形改为特制的椭圆形状 从而较好

解决了喇叭口形支架不能应用于上段病变置放的弊端.

1996-12/2001-08共治疗食管癌上段食管气管瘘患者

25例接受了椭圆形支架的治疗 效果较好 报道如下.

1   材料和方法

1.l 材料  胃镜为Pestax 电子胃镜EG-290P 扩张器为

瑞士产Charrier-Breoa 支架为江苏常州智业医疗仪器

研究所生产 将支架口上沿由原喇叭口形状改为椭圆

形 椭圆形无膜部由原 1 cm缩短至0.3 cm 下沿呈喇叭

口形 直径约2.5 cm 支架长度40 mm 60 mm 100 mm

120 mm不等 网格呈菱形. 术前尽量不采用常规X线

吞钡摄片 以防止钡剂漏入气管. 实验动物: 精选良种

健康兔子5只 雌雄不限 体重2.5-3 kg. 患者 25例

男17例 女8例 年龄40-76 (平均 54.6 岁); 食管癌

放弃手术6例 放疗后8例 手术后11例. 瘘口距门齿

18 cm 6例 19 cm 11例 20 cm 8例. 瘘口直径1.0 cm

15 例 1.2 cm 6 例 1.5 cm3 例 1 例因瘘口小 周

围组织增生而偏位 弯曲影响视野 观察不清 故在胃

镜直视下经活检孔插管推注碘油依靠X线造影证实. 17

例入院时有发热 全有消瘦 脱水 13 例有咳黄色

痰液 胸闷 憋气 肺部湿罗音等感染症状 3例合并

口腔 食管霉菌感染 X线胸片示液气胸4例 肺不

张1例.

1.2 方法  无菌条件下 麻醉后切开兔子颈部皮肤 游

离出食管壁 将选择好的支架在内镜引导下 分别置入

距门齿 18 cm 3 个 19 cm 2 个 术后 2-8 d 所有

实验兔子均给半流质热饮食 8d后给普食. 密切观察

实验兔子进食 躁动 体重变化. 然后将 5 只兔子分

别在2 4 6 wk处死 观察支架局部有无出血 穿孔

移位 梗阻等变化. 患者术前肌肉注射杜冷丁50 mg

解痉灵20 mg 咽部用20 g/L 利多卡因麻醉 患者左

侧卧位于检查台上 首先在内镜直视下观察瘘口部

位 确认瘘口 如辨认确有困难 应用碘油直接从内镜

活检孔插管注入 借助X线造影证实 以确保安全性.

首先从内镜活检孔插入导丝 使之通过瘘口及狭窄

部 留置导丝 退出内镜 如食管气管瘘同时合并狭窄

应常规扩张使食管直径达13 mm 然后就按操作常规

放置支架 置入支架时应使支架口上沿的椭圆形部与

食管的第一生理性狭窄部轴位相吻合 重新进镜观察

如置入成功 即让患者饮热水 不出现呛咳一般证明瘘

口封闭 然后用热稀钡剂口服造影 在X线下钡剂不漏

入支气管内证明手术成功.

2   结果

术后 5 只实验兔子在上段支架置入后 2 wk 内食量减

少 有躁动 3只兔子有间断呕吐 但无哽噎的表现 2-

6 wk内 饮食基本恢复正常 以上症状减轻或消失 体

重无明显变化. 置入支架局部表现: 术后2 wk见局部食

管组织中度增生 充血 糜烂 水肿 渗出 浅表性溃

疡明显好转 但充血严重 支架仍通畅无移位. 患者

25例置入带膜椭圆形支架共26个(有 1例因在 10 mo时

误入鱼刺致使支架膜破裂重新置放) 支架放置成功率

100  堵漏率100 术后观察 25例支架置入后

7 d内均有不同程度的胸骨后疼痛 其中有2例在40 d

时仍有不适感 但均能忍受 未做特殊处理 以后

渐好转 余23例均在7-10 d 内症状消失 25例患者

除已完成放疗的8例 不愿意接受放疗的2例外 余

15例均行放疗 随诊21例 4例失访 超过4 mo 者

8例 12mo者 9例 18 mo者 3例 24 mo者 1 例. 平

均生存期10.4 mo 未接受放疗的2例分别在40 60 d时

支架边缘长出新生物 经用微波处理后好转 3例在吃

肉时引起梗阻 处理后消失 余未见支架移位 穿孔

出血等并发症.

3   讨论

据Venu et al [1]报道 对恶性狭窄者置入带膜支架 不

但具有持续稳定的扩张作用 而且还有防止肿瘤向腔

内生长 治疗食管气管瘘 减少肺部并发症等作用 但

只能局限于中下段的治疗. 我们认为: (1)食管在不注气的

自然状态下呈扁狭的管状 在第一个生理性狭窄区更

是如此 是各狭窄区中最小部分 内径只有约1.5 cm左

右 但食管中段以下部分由于充气及进食后形状可改

变成近圆筒状态 以利于食物通过 但第一个生理性狭

窄区自然形态相对固定 不可能随意改变 将无膜部缩

短至0.3 cm 形状改成椭圆形 由上固定改成下固定

从而较好解决了无效支架位置升高 固定 通畅的3个

功能 是安全有效的; (2)食管上段属横纹肌 如果支

架上口呈喇叭口形 在肌肉收缩时 由于二者的形状

不能吻合 故磨擦力加大 很可能加重并发症的发生.

尽管近年食管上段病变也可放置支架[2-6] 但因以上所



述原因 根据我们的经验 如支架不改形 术后产

生的胸骨后疼痛 咽部不适 移位等并发症是无法解决

的难题.

        本文25例上段食管气管瘦患者 术后经平均近10 mo

的观察 证明改形后的支架治疗上段食管气管瘘的疗

效是确切的 本组所有患者在完成手术后即让患者饮

热水 立即见呛咳消失 17例发热 13例咳黄色痰的

患者经同时应用抗生素后均在7-10 d症状消失 11例

手术后的食管癌性食管气管瘘患者中有2例带有胸部引

流管 支架置放后第3 d因引流管内无分泌物而拔管

因此 可证明该疗法的可行性和安全性. 但通过我们的

观察有三点还是应引起重视. (1)因癌性瘘口即使放置了

支架 但可能随着时间的延长瘘口还会扩大 因瘘口越

大 支架膜因依托关系所承受的压力就越大 故手术后

仍应注意不能进粗硬带骨性食物 以防支架膜破裂 本

组就有1例因进食不慎发生了支架膜破裂; (2)支架膜应

选择高分子 透氧不渗液的生物膜 要求生物相溶性

好 具有超弹性和抗腐蚀性 以维持其长期疗效; (3)

无论何段食管恶性狭窄及食管气管瘘 置放支架治疗

均为一种姑息方法 要维持较长时间的疗效 必须配合

放疗. 上段因位置特殊 不可能象中 下段 一旦复

发 还可重新放置 因此强调上段术后放疗等综合治

疗更为重要 [7-10].
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摘要

目的: 研究 p53 和 p16两种抑制基因蛋白在各级食管黏膜

病变中的表达 探讨食管癌发生发展过程中分子生物学基

础的变化.

方法: 应用ABC免疫组方法对134例食管各级病变组织进

行 p53 和 p16蛋白表达研究.

结果: p53 蛋白表达随着病变的加重其表达也在不断升高. 相

反 p16 蛋白表达随病变的加重而呈下降趋势 此外

二者在60例食管癌组织中的表达显著相关(P <0.005) 即

p53 表达阳性组的 p16表达阳性率显著低于p53 表达阴性

组的 p16阳性率.

结论: 抑癌基因p16的异常表达是食管癌变过程中的早期事

件 p53 基因的突变可能对 p16蛋白的表达起负调节作用.

李小飞, 刘锟, 程庆书, 王小平, 汪健, 卢强, 刘勇. p53 和 p16在食管癌中的

表达. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1476-1478

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1476.asp

0   引言

在食管癌变过程中 多种癌基因的激活和抑癌基因的

失活发挥着极其重要的作用[1-2]. 本文应用ABC免疫组化

技术 检测了抑癌基因 p53及 p16在134例食管组织中

的表达情况.

1   材料和方法

1.1 材料  随机选用我科1994年以来食管活检组织134
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摘要

目的: 研究 p53 和 p16两种抑制基因蛋白在各级食管黏膜

病变中的表达 探讨食管癌发生发展过程中分子生物学基

础的变化.

方法: 应用ABC免疫组方法对134例食管各级病变组织进

行 p53 和 p16蛋白表达研究.

结果: p53 蛋白表达随着病变的加重其表达也在不断升高. 相

反 p16 蛋白表达随病变的加重而呈下降趋势 此外

二者在60例食管癌组织中的表达显著相关(P <0.005) 即

p53 表达阳性组的 p16表达阳性率显著低于p53 表达阴性

组的 p16阳性率.

结论: 抑癌基因p16的异常表达是食管癌变过程中的早期事

件 p53 基因的突变可能对 p16蛋白的表达起负调节作用.

李小飞, 刘锟, 程庆书, 王小平, 汪健, 卢强, 刘勇. p53 和 p16在食管癌中的

表达. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1476-1478

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1476.asp

0   引言

在食管癌变过程中 多种癌基因的激活和抑癌基因的

失活发挥着极其重要的作用[1-2]. 本文应用ABC免疫组化

技术 检测了抑癌基因 p53及 p16在134例食管组织中

的表达情况.

1   材料和方法

1.1 材料  随机选用我科1994年以来食管活检组织134
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例(表1). 食管癌60例中均有不同程度胸骨后不适 进

食困难 消瘦 贫血等. 食管癌上段3例(5.0%) 上中

段5例(8.3%) 中段28例(46.7%) 下段24例(40.0%).

p53单克隆抗体DO-7 p16兔多克隆抗体及ABC试剂

盒均购于Dako 公司. p53 单抗稀度为1 100 p16 抗

体则为1 50 切片封闭前用柠檬酸缓冲液进行抗原

修复.

1.2 方法  ABC免疫组化法: 石蜡切片常规脱蜡至水

3 g/L过氧化氢-甲醇封闭30 min 漂洗后柠檬酸中加热

抗原修复5 min 而后依次加入一抗 (p53 p16) 4 

过夜 二抗37  60 min ABC复合物37  60 min

DAB 显色 苏木素复染 脱水封片.

        统计学处理  经ABC免疫组化染色后 阳性细胞呈

棕黄色或棕褐色 将所得数据进行 χ2检验.

表1  全部病例的基本临床/病理资料

病理学分组          n                        平均年      男女比例

           龄(岁)      (男 女)

食管鳞癌       早期    4 (3.0%) 49.7          3 1

         中期 51 (38.1%) 58.5         39 12

         晚期    5 (3.7%) 63.8          4 1

不典型增生 30 (22.4%) 47.8         19 11

慢性炎症 18 (13.4%) 41.3         10 8

正常食管黏膜 26 (19.4%) 35.4         14 13

2   结果

2.1 p53和 p16在各组中表达  经ABC免疫组化染色后

p53 阳性表达仅见于细胞核内 在慢性炎症上皮细胞

中偶见散在的弱阳性细胞. 随着病变的加重 p53蛋白

表达也逐渐增高且不典型增生组 鳞癌组与正常组比

较有显著差别(P <0.005). p16阳性表达主要位于细胞质

中 在正常食管黏膜 p16表达可高达85%. 随着病变进

展 其表达渐降低且以不典型增生辐度明显增大 其中

不典型增生组 鳞癌组与正常黏膜组p16表达有显著差

别(P <0.05 表 2).

表2  p53和 p16在各组中表达

分组 n p53 (%)       p16 (%)

正常黏膜 26    0 (0%)      22 (85%)

慢性炎症 18    1 (6%)      14 (78%)

不典型增生 30 30 (37%)      17 (57%)

食管鳞癌 60 38 (63%)      28 (47%)

2.2 p53和 p16蛋白在癌组织中表达的相互关系  60 例

食管鳞癌中 p53 表达阳性40例 p16 表达阳性10例.

p53表达阴性的20例中 p16阳性占18例. 经 χ2检验 p53

表达阳性组p16表达阳性率显著低于p53表达阴性组的

p16 的阳性率(P <0.05 表 3).

表3  p53和 p16蛋白在癌组织中表达的相互关系

分组          p16
n

阳性 阴性

p53 阳性   10   30

阴性   18     2

3   讨论

3.1 p53表达与食管癌变 r 关系  肿瘤的发生是一个复杂

的生物学过程 有许多癌基因和抑癌基因参与了这个

过程[3-4]. p53基因是存在于人体内的一种抑癌基因 他

所编码的 p53蛋白(野生型)作为细胞生长的监控器 监

控着体内基因组的稳定性 若体内DNA发生损伤 他

能识别损伤的DNA 让细胞停留于G1期 通过足够

的修理或凋亡 从而消除可能致癌的异常细胞. 但是

当 p53 基因突变以后 其就失去了对细胞的监视作

用 突变的 p53 基因便在细胞恶变中起着癌基因的作

用[5-6]. 由于正常人体中野生型 p53蛋白半衰期短 代谢

不稳定且其含量低 而 p53 蛋白免疫组化阳性的病例

绝大多暗示 p53 基因突变的存在. 在本实验60例鳞癌

中 p53 阳性表达率为63% 他与正常组和炎症组比

较有显著差别(P <0.05) .  这表明 p53 蛋白阳性表达

37% 不难看出随着病变的进展 当食管黏膜从慢性

炎症发展到不典型增生时 p53 蛋白阳性表达也有一

个质的飞跃. 这一结果与Doak et al [7]在食管癌及相应癌

前病变组织中 p53基因的研究一致. 这提示 p53基因的

突变是食管癌发生的早期事件. 因而p 53基因可作为食

管癌早期诊断的分子指标.

3.2 p16表达与食管癌变的关系  p16抑癌基因 又称多

重肿瘤抑制基因(multiple tumor suppressor I MTSI) 位

于人 9号染色体的P21 区域 全长8.5 kb 由 2 个内

含子和3个外显子组成 其外显子编码一种细胞周期

素依赖酶(CDK)抑制蛋白 分子量为160 000 故称 p16

蛋白. 现认为细胞周期的正常演进依赖于周围蛋白和抑

制蛋白的调节而完成[8-10]. 过度的周期蛋白激活或抑制蛋

白失活 都会导致CDK 的过度作用 从而引起细胞

的非正常增生. 目前研究表明 p16 蛋白作为抑制蛋

白 能与细胞周期蛋白激酶4(CDK4)结合 抑制CDK4

细胞周期蛋白D复合物的催化活性. 从而阻止调节细胞

从G1期进入S期 于是抑制细胞增生和恶性转化. 因

而 当 p16基因失活时必将导致 p16蛋白表达缺如 从

而抑制肿瘤细胞增生能力降低[5]. 文献[11-13] 报道 p16

基因在多种恶性肿瘤中发生突变且表达水平下降. 在本

文实验中 p16蛋白水平在正常黏膜中呈高表达(85%)

随着病变发展其表达呈下降趋势 这种趋势以不典型

增生为最明显的开始(57%) 这提示 p16蛋白表达可能

出现在食管鳞癌发生的早期阶段.

3.3 p53和p16蛋白与食管癌变的关系  食管癌变是一个

多阶段进行性发展的过程 在这个过程中 多种癌基

因和抑癌基因之间的协同作用是不可少的[14-16]. 在本文

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004年6月15日  第12卷  第6期                               1477



60例食管鳞癌中 40例 p53 蛋白阳性病例中 p16 亦

为阳性者10例. 20例 p53蛋白阴性病例中 p16阳性者

18例 p53表达阳性组p16表达明显低于p53阴性组. 这

说明 p53蛋白过度表达和 p16蛋白表达缺失是食管癌常

见和较早出现的事件. 而且 他们的阳性表达有相反趋

势[17-19]. 因而 p53可能对 p16表达起着负调节作用. p53

基因的突变将促使p16基因杂合子丢失而导致细胞增生

的调控机制紊乱 使细胞进入恶变的状态[20-21].

        总之 p53基因的激活和 p16的失活均可见于从正

常食管上皮-慢性炎症-不典型增生-鳞癌这一系列的

组织学变化过程中 且p53基因的突变促使p16基因杂

合子丢失 可能是食管鳞癌发生过程中先于组织形态

学改变的一个早期分子生物学事件[22].
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摘要

目的:  探讨原发性肝癌患者外周血树突状细胞(DC)体外经自

体肝癌细胞抗原致敏后 对特异性细胞毒T淋巴细胞(CTL)

的诱导作用.

方法: 肝癌患者外周血经梯度密度离心法分离 获得DC前

体细胞 用重组人粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(rhGM-

CSF)和重组人白介素-4(rhIL-4)联合培养 诱导扩增DC.

制备自体肝癌细胞抗原 体外脉冲DC 检测DC诱导自

体T细胞增生能力及特异性CTL在体外对自体肝癌细胞的

杀伤活性.

结果: 经自体肝癌细胞抗原致敏的DC能诱导较强的自体T

细胞增生 且能诱导特异性CTL 该CTL对自体肝癌细胞

具有很强的杀伤活性 杀伤率明显高于DC 未经肝癌细胞

抗原致敏的DC激活的CTL及T淋巴细胞的杀伤率 而对

CT26 细胞 BEL-7402 细胞无明显的杀伤作用.

结论: 肝癌患者外周血DC体外能诱导高效而特异的抗肝癌

免疫 提示DC可能在肿瘤治疗及预防其复发与转移中发挥

重要作用.

谢裕安, 罗小玲, 梁安民, 匡志鹏, 吴继宁. 肝癌细胞抗原致敏树突状细胞体外

诱导特异性细胞毒T淋巴细胞. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1479-1481

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1479.asp

0   引言

免疫治疗是现代肿瘤综合治疗的一种重要手段. 随着肿

瘤免疫理论的突破和分子生物学技术的发展 提出了

肿瘤疫苗的概念 其基本策略是通过肿瘤抗原特异性

细胞毒性T细胞(CTL)的激活而诱导抗肿瘤的免疫反应.

现已制备了肿瘤细胞疫苗 肿瘤核酸疫苗 肿瘤基因工

程疫苗等 但这些疫苗的一个共同弱点是不能刺激有

效的T细胞介导的免疫反应 这表明抗肿瘤免疫反应不

是由肿瘤细胞直接提呈给未致敏的T细胞 而是先转移

肿瘤抗原给抗原提呈细胞(APC) 再由APC激活免疫系

统. 树突状细胞(dendritic DC)是抗原提呈功能最强的

APC 也是目前发现的惟一能激活初始型T细胞增生

并建立初级免疫反应的细胞 在启动抗肿瘤免疫反应

中起关键作用[1-5]. 我们在原发性肝癌患者外周血DC经

自体肝癌细胞抗原激活后 观察其在体外能否刺激自

体T细胞增生和诱导的肿瘤特异性CTL细胞毒活性 为

临床应用DC免疫治疗肝癌提供实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  rhGM-CSF rhIL-4 丝裂霉素C购自Sigma

公司; 抗人CD83McAb购自PharMingen公司; 淋巴细胞

分离液为上海生化试剂二厂产品; RPMI-1640细胞培养

基 T细胞尼龙毛柱购自美国GIBICO公司;  3H-TdR购

自北京原子能研究所; 乳酸脱氢酶(LDH) 4h释放法杀伤

活性测定试剂盒为美国Promega公司生产. CT26人结肠

癌细胞 BEL-7402 人肝癌细胞由本室传代培养. 临床

确诊的原发性肝癌患者 10 例 男 8 例 女 2 例 年

龄30-65岁 平均47.5岁 均未接受过任何抗肿瘤治

疗.手术当天术前抽取外周静脉血 用于分离 纯化外

周血单个核细胞(PBMC)和 T淋巴细胞.

1.2 方法

1.2.1 分离 纯化肝癌患者外周血PBMC和T淋巴细

胞  取肝癌患者抗凝外周全血用常规密度梯度离心法分

离PBMC 部分PBMC用于诱导DC; 部分PBMC采用尼

龙棉柱分离法分离T细胞 用台盼蓝染色后在倒置显

微镜下计数活细胞数应 95% 并用培养液配成3

106 细胞 /mL备用.

1.2.2 肝癌细胞的分离  将手术切取的肝癌组织 用淋

巴细胞分离液 采用不连续密度梯度离心法分离获得

肝癌细胞 肝癌细胞分2部分 一部分用于制备肝癌全

细胞抗原 一部分用RPMI-1640常规培养 用作细胞

毒实验的靶细胞.

1.2.3 肝癌全细胞抗原肽的制备  用 RPMI-1640调整肝

癌细胞浓度至1 107 反复冻融(-80 /37 )4 次

作为肝癌抗原.

1.2.4 DC 的体外诱导及肿瘤抗原冲击致敏DC  以含

150 mL/L FCS的RPMI-1640(完全培养基)调整PBMC浓度

至3 106/mL加入6孔板中(3 mL/孔) 37 50 mL/L

CO2孵箱培养 2 h 轻轻吸弃非黏附细胞 而获得贴

壁的单核细胞 每孔再加入含rhGM-CSF 100 ng/mL和

rhIL-4 100 ng/ mL的完全培养基 常规培养 每3 d换

液1次 换液时加等浓度的rhGM-CSF和 rhIL-4. 在培

养的第4 d将DC 和肝癌全细胞抗原共培养 第6 d收

集DC 即为肝癌抗原肽冲击致敏的DC 以抗CD83McAb

特异显示诱导培养后的DC.冲击后的细胞用培养基洗2

遍 重悬于RPMI-1640 细胞培液中备用.
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1.2.5 抗原致敏DC刺激自体T细胞增生能力的检测  收

集培养第7 d的抗原致敏及未致敏的DC作为刺激细胞

分别用完全培养基调整细胞浓度为2 106/ mL 加入

丝裂霉素C 25 µg/ mL 37 孵育 45 min 生理盐水
洗涤3次 完全培养基悬浮 分别以1 103/ 孔 5

103/ 孔及 1 104/ 孔加入96孔圆底培养板 每组设3

个复孔.再每孔加入自体T淋巴细胞1 105作为反应细

胞 终体积为200 µL. 置 37 50mL /LCO2孵箱培养
96 h 于培养结束前16 h加 3H-TdR 0.5 µci/ 孔.收集
细胞 液闪计数仪检测CPM值 结果用3孔均值表示.

1.2.6 抗原致敏的DC刺激自体T细胞增生分化为CTL

于多孔反应板中加入自体T淋巴细胞(1 105 作为反

应细胞) 抗原致敏的DC(5 10 3 作为诱导细胞)

置 37 50 mL/L CO2孵箱培养 于培养的第6 d收

集活细胞即为抗原致敏DC激活的CTL.同理诱导未经

肝癌细胞抗原致敏DC激活的CTL.

1.2.7 细胞毒实验  抗原致敏DC激活的CTL作为效应细

胞 自体肝癌细胞 CT26 细胞 BEL-7402 细胞为

靶细胞 效靶比为 50 1.  同时设立 DC 未经肝癌

细胞抗原致敏的DC激活的CTL及T淋巴细胞作为效应

细胞的杀伤对照. 采用乳酸脱氢酶(LDH) 4 h释放法检测

CTL杀伤活性 严格按照试剂盒说明书操作. 置酶标仪

上测490 nm的A值 将A值代入公式中计算各效应细

胞的杀伤活性.

  (A实 -A空)-(A效 -A空)-(A靶 -A空)

杀伤活性(%)     ×100
(A靶最大释放 -A靶校对)-(A靶自然释放 -A空)

        统计学处理  数据用mean±SD来表示 采用SPASS
统计软件进行计量资料的 t检验.

2   结果

2.1 肝癌细胞抗原致敏DC刺激自体T细胞增生的能力

肝癌抗原致敏的DC具有较未经致敏的DC更强的激发

T细胞增生的能力 差异有显著意义(P<0.01 图 1).

图1  抗原致敏的DC刺激同基因T细胞增生.

2.2 肝癌细胞抗原致敏DC诱导的CTL杀伤活性  肝癌

抗原致敏DC诱导的CTL表现出很强的杀伤自体肝癌细

胞的细胞毒活性 杀伤率显著高于DC 未经肝癌细胞

抗原致敏的DC激活的CTL及T淋巴细胞的杀伤率 而

对CT26细胞 BEL-7402细胞无明显的杀伤作用; 未经

抗原致敏DC诱导的CTL对自体肝癌细胞也有较强的杀

伤作用; DC本身及未经DC激活的T细胞对自体肝癌细

胞无杀伤作用.

表1  DC诱导的CTL杀伤活性比较

效应细胞  n 靶细胞    杀伤率(%)

抗原致敏DC诱导CTL 10 自体肝癌细胞   82.5 12.3a

抗原致敏DC诱导CTL 10 CT26细胞   10.6 4.5

抗原致敏DC诱导CTL 10 BEL-7402细胞   16.5 7.5

未致敏DC诱导CTL 10 自体肝癌细胞   48.8 11.3

DC 10 自体肝癌细胞            0

T 细胞 10 自体肝癌细胞            0

aP <0.01 vs 其他组.

3   讨论

DC在免疫应答中起着调控地位: (1)机体的卫士; (2)免疫

应答的始动者; (3)T细胞的强刺激者; (4)免疫耐受的诱导

者. 应用这种体内功能最强的APC即DC作为肿瘤疫苗

的载体或称佐剂 以肿瘤抗原体外冲击使其致敏 或者

说让DC负载着肿瘤抗原 这样的疫苗进入体内保证肿

瘤抗原被有效摄取 提呈 且通过DC可提供攻击肿瘤

细胞所必须的共刺激信号 因此 DC疫苗是新一代的

肿瘤疫苗 可提供更有效的特异性主动免疫 显示了比

常规 疫苗更明显的优越性[6-14].  本实验结果表明

联合应用rhGM-CSF和 rhIL-4可从原发性肝癌患者外

周血诱导扩增出大量DC 该DC经自体肝癌细胞抗原

体外脉冲致敏后 能诱导自体 T 细胞增生和特异性

CTL 抗原致敏的DC对自体肝癌细胞具有很强的杀伤

力 而对CT26 细胞 BEL-7402 细胞无明显的杀伤

作用 说明抗原致敏DC诱导的CTL具有高效而特异的

抗肿瘤作用. 未经抗原致敏DC诱导的CTL对自体肝癌

细胞也表现出一定的杀伤力.有关DC诱导的CTL抗肿

瘤作用的机制目前尚不清楚 可能与(1)DC表面有大量

的树突状突起 使之有利于大量接触抗原并提呈给

CTL 细胞; (2)DC 高表达MHC 类分子和CD80/

CD86 等共刺激分子 为CTL充分活化提供信号刺激;

(3)DC分泌 IL-12等多种细胞因子 可维持和增强CTL

的活性; (4) DC可通过分泌或外排一种具有抗原提呈能力

的exosome小体来诱导免疫反应 也增强了CTL的抗肿

瘤能力; (5) CTL直接杀伤肿瘤细胞或分泌细胞因子诱导

肿瘤细胞凋亡及抑制肿瘤细胞增生等机制有关. 最近有

报道DC可作为一种效应细胞直接杀伤肿瘤细胞[15-16]

但我们在实验中未发现肝癌患者外周血DC在体外对自

体肝癌细胞有直接的杀伤作用 可能是DC不具备效应

细胞功能 也可能是体内和体外微环境不同造成的. 总

之 本实验结果提示 肿瘤抗原致敏的DC可作为一
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摘要
目的: 通过检测结直肠癌患者血清E-钙黏附素(E-Cd)浓度

和组织E-Cd的mRNA水平 探讨E-Cd与结直肠癌浸润

和转移的关联性.

方法: 应用酶联免疫黏附方法测定  28例结直肠癌患者血清

可溶性E-Cd浓度; 应用点杂交法和计算机灰度扫描分析组

织的mRNA灰度均值.

结果: 结直肠癌组血清E-Cd浓度显著高于对照组(P <0.001)

Dukes C组或有淋巴结转移组明显高于Dukes A B组或无淋

巴结转移组(P均< 0.05) 切除瘤体后上述各组的血清E-Cd

浓度均明显下降(P <0.01-0.05). 各组的组织E-Cd mRNA均

值变化与血清E-Cd浓度的一致 且两指标间具有明显的相

关性(P <0.05).

结论: 血清 组织E-Cd可能与人结直肠癌的浸润深度和淋

巴结转移密切相关.

蔡诚忠, 许洪卫, 童晓晨. 血清, 组织E-钙黏附素变化与结直肠癌根治手术

的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1481-1483

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1481.asp

0   引言

E-钙黏附素(epithelial cadherin E-Cd)又称上皮钙黏

附素 属钙黏附素超家族经典亚族成员[1] 他的表达程

度与功能活性状态直接影响着肿瘤细胞的脱离和再附

着(1)本文通过检测结直肠癌患者血清E-Cd浓度和组织
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E-Cd 的mRNA水平 旨在探讨结直肠癌侵袭性和根
治手术对E-Cd水平的影响.

1   材料和方法
1.1 材料  选择确诊的结直肠癌患者28例 据病理报
告和手术中探查结果 按 Dukes分期和淋巴结转移情况
分组(见表1). 所有患者术前检查未发现心 肝 肺 肾
等重要脏器的器质性病变 由同一组医师施行结直肠
癌根治术. 术前和术后1 wk未行放疗 化疗或生物治疗.
另择34名健康献血员作为对照组. 所有被检者年龄在
78-31 岁之间 男女比为2 1 各组间的年龄均数均
无显著性差异 (P >0.05). 结直肠癌组取样时间为术前1 wk
内 术后 5-7 d.

1.2 方法  取被检者的空腹周边静脉血3 mL 用酶联

免疫黏附法(ELISA)复管测定血清E-Cd  ,其检测药盒购

自Sigma 公司 具体方法参见Chan et al [2]报道. 取新

鲜结直肠癌及距癌边缘5 cm以上的非肿瘤组织标本

经液氮速冻后置-80 保存; 异硫氰酸胍一步法抽提组

织RNA 以人类E-Cd cDNA(地高辛标记)探针作点杂交

(dot  blot)分析 所得结果经计算机灰度扫描并自动测算

出每个斑点的平均灰度均值(反映mRNA相对水平). 所

有数据以mean±SD表示 用 t检验等进行统计处理.

2   结果
术前结直肠癌组血清E-Cd 浓度显著高于对照组(P <
0.001) Dukes C 组或有淋巴结转移组分别明显高于
Dukes A B组或无淋巴结转移组(P均< 0.05); 结直肠癌
患者术后各组的血清E-Cd浓度均明显低于术前(P <0.01-
0.05) 但各组间的差异无显著意义(P >0.05) 术后结
直肠癌组血清E-Cd浓度与对照组亦无明显统计学差异

(P >0.05) 见(表 1).

表1  62例被检者血清E-Cd浓度(mg/L, mean±SD)

项目          n 术前      术后

对  照  组        34         3. 73 0. 75

结直肠癌组        28         8. 91 1. 65       P <0. 01 5. 17 1. 81

临床分期 Dukes C     17         9. 83 1. 37      P <0. 01 5. 69 0. 95

P <0. 05      P >0. 05

     Dukes A B        11         7. 49 1. 07       P <0. 05 4. 37 0. 87

有淋巴结转移组       15         10. 65 1. 48     P <0. 01 5. 38 1. 19

                        P <0. 05                 P >0. 05

无淋巴结转移组      13         6. 90 1. 19       P <0. 05 4. 93 0. 79

图1  各组标本Ecd mRNA均值比较图.

         结直肠癌组(原发灶)的E-Cd mRNA灰度均值(215±47)
明显高于非肿瘤组织组(71±19 n=28 P <0.01 后同)

Dukes C组(265±59)或伴有淋巴结转移组(280±65)分别明显
高于Dukes A B组(138±39)或无淋巴结转移组(147 43
P均<0. 05) 见(图1). 结直肠癌组织E-Cd mRNA水平与血

清E-Cd浓度之间具有明显的正相关性(r  =0.782 P <0.05).

3   讨论

肿瘤浸润 转移等恶性表型系瘤细胞与细胞外基质相

互作用的结果 其关键步骤是瘤细胞脱离原发灶并再

附着转移部位. E-Cd等钙黏附素主要介导正常和肿瘤组

织中细胞与细胞间的黏附[3]. 目前对E-Cd表达的研究涉

及多种人体肿瘤 包括结直肠癌 肝癌 乳腺癌 前列

腺癌等[4]. 尤其是国外一些研究小组据业与购建的E-Cd

cDNA文库 采用先进的分子生物学方法 对结直肠癌

等恶性肿瘤所进行的一系列实验和临床研究表明 E-

Cd失活或基因突变与其侵袭性密切相关[4].

        血清可溶性E-Cd系细胞内E-Cd的降解物 是一

种分子量为80 kDa的多肽. 他存在于正常人的血循环

中 文献报道其浓度为2.5-5.6 mg/L之间; 但恶性肿瘤

患者中的浓度明显升高 介于4.7-9.3 mg/L之间[2]. 有关

结直肠癌患者的血清E-Cd浓度检测 所见报道不多[5].

本研究结直肠癌组的E-Cd浓度(8.91±1.65 mg/L)显著高于
对照组(3.73±0.75 mg/L) Dukes C组或有淋巴结转移组
血清E-Cd浓度明显高于Dukes A B组或无淋巴结转

移组 切除原发灶后上述两组的指标均明显下降 提示

血清E-Cd浓度可能与人结直肠癌的浸润深度和淋巴结

转移密切相关. 与Chan et al [2]对胃癌的研究结果一致

他们发现胃癌患者血清可溶性E-Cd浓度的对数均值显

著高于对照组 且该指标的升高与胃癌的生长方式和

远处转移密切相关.

        一般将原发灶E-Cd的表达状况归结为4种类型[4]:

(1)全部瘤细胞同质性地显著表达E-Cd; (2)瘤体内局灶

性减低表达使E-Cd表达呈异质性分布 或瘤体内均匀

性降低; (3)E-Cd表达完全缺失; (4) 瘤细胞虽然能表达E-

Cd却未能相互黏附. 大多数肿瘤属于前两型. 本文采用

的点杂交法测定组织E-Cd mRNA的相对水平 较免疫

组化法更能反映 E-Cd 的生物活性. 所得结果表明

Dukes C 型或伴有淋巴结转移的原发灶 其 E-Cd

mRNA表达水平分别明显高于Dukes A B型或无淋巴

结转移者. 提示原发灶E-Cd表达水平也影响着结直肠

癌的浸润深度和淋巴结转移. 与文献[6]报道一致 该文

作者们应用免疫组化和原位杂交两种方法 对30例散

发性结直肠癌标本同时检测后发现 无论是E-Cd的蛋

白质表达还是mRNA表达水平 其原发灶均较非肿瘤组

织明显升高. 但有作者认为 人和鼠结直肠癌组织中经

免疫组化检测的E-Cd表达明显降低 且与Dukes 分期

无关[7] ; 另一组作者则发现 不仅原发灶E-Cd表达明

显降低 而且转移性淋巴结和肝转移灶中的E-Cd 表

达明显增强[8]. 造成上述相反结论的原因尚不明了 可
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能与检测方法不同有关.

        鉴于血清E-Cd浓度和组织E-Cd表达水平与结直

肠癌的侵袭性密切相关 并且健康对照者的血清E-Cd

浓度明显低于结直肠癌患者 以及邻近非肿瘤组织的

E-Cd mRNA水平显著低于结直肠癌组织. 作者认为

全面分析纤维结肠镜活检组织或结直肠癌标本mRNA

水平 同时结合检测血清E-Cd 浓度 可能有助于评

估结直肠癌的恶性演进状态 对该类患者的早期诊断

综合治疗和预后具有重要的指导意义. 但E-Cd是否与

结直肠癌特异性相关 以及E-Cd能否成为特异性肿瘤

标记物 尚需从E-Cd的分子生物学等多方面作深入的

探讨[7-8].

4      参考文献
1 许洪卫, 王元和, 高瀚. E-钙粘附素失活及其基因突变对恶性肿
瘤侵袭倾向的影响. 癌症杂志  1996;15:70-71

2 Chan AO, Lam SK, Chu KM, Lam CM, Kwok E, Leung SY, Yuen
ST, Law SY, Hui HM, Lai KC, Wong CY, Hu HC, Lai CL, Wong
J. Soluble E-cadherin is a valid prognostic marker in gastric
carcinoma. Gut  2001;48:808-801

3 许洪卫, 王元和, 高瀚. E-钙黏附素基因突变与胃癌恶性表型. 中
国病理生理杂志  1997;13:751-755

4 许洪卫, 王元和, 高瀚. E-钙黏附素失活及其基因突变与肿瘤细
胞黏附和转移的关系.  肿瘤杂志  1998;18:57-66

5 Velikova G, Banks RE, Gearing A , Hemingway I, Forbes MA,
Preston SR, Hall NR, Jones M, Wyatt J, Miller K, Ward U, Al-
Maskatti J, Singh SM, Finan PJ, Ambrose NS, Primrose JN, Selby
PJ. Serum concentrations of soluble adhesion molecules in pa-
tients with colorectal cancer. Br J Cancer  1998;77:1857-1863

6 El-Bahrawy MA, Poulsom R, Jeffery R, Talbot I, Alison MR.
The expression of E-cadherin and catenins in sporadic colorectal
carcinoma. Hum Pathol  2001;32:1216-1240

7 Sloncova E, Fric P, Kucerova D, Lojda Z, Tuhackova Z, Sovova
V. Changes of E-cadherin and beta-catenin in human and
mouse intestinal tumours. Histochem J  2001;33:13-20

8 Ikeguchi M, Makino M, Kaibara N. Clinical significance of E-
cadherin-catenin complex expression in metastatic foci of
colorectal carcinoma. J Surg Oncol 2001;77:201-208

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 临床经验 •

雷尼替丁加连芪汤根除胃窦癌术后幽门螺杆菌疗效观察

黄力言, 龙家衡

黄力言, 龙家衡, 广东省农垦中心医院消化内科  广东省湛江市  524002
项目负责人: 黄力言, 524002, 广东省湛江市人民大道中2号, 广东省农垦
中心医院消化内科.
电话: 0759-2633173    传真: 0759-2633693
收稿日期: 2004-01-15    接受日期: 2004-03-12

摘要

目的: 观察用雷尼替丁加连芪汤根除胃癌胃大部分切除术后

残胃幽门螺杆菌(Helicobacter Pylori Hp)感染的疗效及其

安全性.

方法: 将胃癌胃大部分切除术后残胃Hp感染患者分为两

组 治疗组56例 用雷尼替丁加连芪汤治疗 疗程为4 wk;

对照组 57 例 用奥美拉唑 克拉霉素 甲硝唑三联治

疗 疗程 1 wk.

结果: 两组Hp根除率: 治疗组和对照组 按方案(PP)分析

分别为: 81.82 (45/54) 79.25 (42/53) 按意图治疗

(ITT)分析分别为80.36 (45/56) 73.68 (42/57). 两组药

物不良反应(ADR)发生率为9.26 (5/54) 43.40 (23/53)

P <0.01.

结论: 雷尼替丁加连芪汤与质子泵抑制剂(PPI)为基础的三联

疗法根除残胃Hp感染均有良好效果 但雷尼替丁加连芪

汤ADR更少 依从性更佳. 因此雷尼替丁加连芪汤是根除

残胃Hp较好的治疗方法.

黄力言, 龙家衡. 雷尼替丁加连芪汤根除胃窦癌术后幽门螺杆菌疗效观察. 世

界华人消化杂志  2004;12(6):1483-1485

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1483.asp

0   引言

胃窦癌与幽门螺杆菌(Helicobacter Pylori Hp)感染密切

相关[1] 胃癌患者在胃大部分切除术后根除Hp是预防

残胃癌的复发 残胃炎 残胃溃疡的重要措施.因此胃

癌术后必须作根除Hp治疗[2]. 根除Hp是否成功与患者

的顺应性 抗生素的耐药性 感染Hp的疾病体等因素

有关. 胃大部分切除术后 其胃肠解剖及生理发生了改

变 影响了胃的分泌 防御功能 加之不同程度的

胆汁反流 胃内pH 状态的变化等 导致临床上患者

常有不同程度的消化功能障碍 如上腹部痛 反酸

烧心 饱胀 嗳气 部分患者还有不同程度的营养

不良 贫血 消瘦. 且胃癌术后患者多经过规范或不

规范的抗肿瘤化疗 药物的不良反应又使上述症状加

重. 中医辩证此类患者多为脾胃虚弱 气血两亏 湿

热内蕴 对药物的耐受性 顺应性较差 影响Hp的根

除效果. 我们根据此类患者的特点 选用雷尼替丁加中

药芪连汤作为胃癌术后根除Hp的治疗方案 并与质
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能与检测方法不同有关.
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子泵抑制剂(PPI)奥美拉唑 克拉霉素 甲硝唑三联疗

法作比较 观察其根除 Hp的效果及其安全性.

1   材料和方法

1.1 材料  近5 a的门诊或住院患者 均须符合以下条

件: (1)诊断为胃窦癌而作胃大部分切除术 无癌肿转移及

复发依据. (2)近 1 wk内经胃镜检查并取胃黏膜活检作快

速尿素酶试验(RUT)及13C 尿素呼气酶试验(13C-UBT)均

为阳性 证实为Hp感染. (3) 2 wk内未用过PPI 铋剂

抗生素 抗肿瘤化疗药等药物. (4)无慢性肝 肾病史.

(5)无对PPI 克拉霉素等药物过敏史. (6)在完全了解治

疗目的及治疗用药可能导致的不良反应(ADR)后愿意接

受治疗 并接受随访者. 按入选时先后顺序随机分为治

疗组和对照组 治疗组56例 男41例 女15 例; 年

龄(50 18岁). 术后完成规范化疗27例 曾作不规范

化疗11例 未作化疗8例. 胃手术吻合方式: 毕氏 式

54例 毕氏 式2例. 胃镜检查: 糜烂性残胃炎50例

吻合口溃疡6 例(其中输入襻溃疡3 例) 胆汁反流 48

例. 对照组 57 例 男 45 例 女 12 例; 年龄(51 18)

岁. 完成规范抗肿瘤化疗 30 例 曾作不规范化疗 13

例 未作化疗14例. 胃手术吻合方式: 全部为毕氏 式.

胃镜检查: 糜烂性残胃炎48例 吻合口溃疡9例(其中

输入襻溃疡 2 例) 胆汁反流 51 例. 两组间年龄 性

别 病情 手术方式无显著性差异 具有可比性.

1.2 方法  两组根除Hp方案: (1)治疗组: 雷尼替丁150 mg

2 次 /d. 中药颗粒连芪汤: 黄连 9 g 黄芪 20 g 厚朴

12 g 良姜 10 g 丹参 10 g 白术 10 g (中药颗粒由

广东一方制药厂生产) 每日 1 剂 分 2 次冲服 疗

程4 wk. 对照组: 用奥美拉唑20 mg 克拉霉素500 mg

甲硝唑400 mg 2 次 /d 疗程 1 wk. 服药时间: 中药

颗粒冲剂分早晚空腹服. 西药在早餐前30 min及临睡前

各服1次 不与食物同服. 对照组在疗程结束后上腹部

疼痛仍然明显者可继续服奥美拉唑20 mg 1次 /d 也

可用吗丁啉 莫沙比利等药物对症治疗. 两组在进入上

述方案治疗过程中的第 4 8 14 21 28  d 记录

患者的一般情况 症状 体征 ADR;  治疗组于第

14 28 d 对照组于第 4 8 d 复查肝 肾功能. 两

组于抗Hp治疗结束后第3 wk停用所有药物 第5 wk

始全部复查胃镜并取胃黏膜活检作RUT及 13C-UBT. 统

计 Hp的根除率 溃疡及糜烂的愈合率 药物的不良

反应率.

        统计学处理  以Hp根除率为主要分析指标 分别

按方案(PP)和意图治疗(ITT)分析方法 计算和分析两

组的根除率 以 χ2检验两组治疗方案的根除率及ADR
的发生率.

2   结果

2.1 Hp根除标准  抗 Hp治疗结束后1 mo 全部复查

胃镜并取胃黏膜活检作RUT及 13C-UBT 均为阴性者

判断为Hp根除.

2.2 两组糜烂性残胃炎及活动性溃疡转归  两组按治疗

方案实施后 上腹部疼痛 饱胀 嗳气 烧心等症状逐

渐缓解 复查胃镜示原有活动性溃疡均已愈合(H2-S1);

残胃糜烂愈合率: 治疗组为79.63 (43/54) 对照组为

73.58 (39/53) P >0.05.

2.3 两组治疗的依从性及Hp根除率比较  治疗组失访2

例 实际完成 54 例 完成率为 96.43 (54/56) 对

照组失访1例 因ADR退出3例 实际完成53例 完成

率为92.98 (53/57). 两组Hp根除率: 治疗组与对照组按方

案(PP)分析 分别为83.33 (45/54) 79.25 (42/53);

按意图治疗(ITT)分析分别为80.36 (45/56) 73.68

(42/57) P >0.05.

2.4 两组患者ADR发生率比较  部分患者在治疗过程中

出现ADR 表现为恶心 呕吐 腹泻 皮疹 血清ALT

升高. 经统计 治疗组 54 例中有ADR 者 5 例 其中

恶心3例 腹泻2例 ADR发生率为9.26 (5/54); 对照

组53例中有ADR者23例 其中恶心15例(伴呕吐7例)

腹泻5例 皮疹2例 血清ALT升高(76 IU/L)1例 ADR

发生率为43.40 (23/53). 治疗组ADR明显低于对照组

(P <0.01). 两组在疗程结束后ADR经对症治疗逐渐缓

解 对照组血清ALT升高者经护肝治疗 在疗程结束
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3   讨论
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有调节免疫系统功能[5] 诸药物组合不仅通过局部对

Hp直接抑杀 更重要的是增强机体的整体的调节作

用 改变了Hp赖以生存的环境 增强了胃黏膜的防

御功能而根除Hp. 雷尼替丁可适当升高残胃内pH 可

能起到增强中药抗Hp的作用. 此方案与PPI三联疗法对

照 疗效相仿 差异无显著意义. 但本方案治疗 临床

症状改善较佳 患者的ADR 轻 顺应性 依从性更

好 是较好的根除残胃 Hp的治疗方案 其缺点是疗

程长 治疗费用偏高.
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摘要

目的: 分析2型糖尿病合并脂肪肝患者血清肿瘤坏死因子-

α水平变化及相关因素.

方法: 将33例2型糖尿病合并脂肪肝患者作为观察组计算

体重指数 测定血清TNF-α 空腹血糖 空腹胰岛素及
血脂水平 用彩超诊断脂肪肝 胰岛素抵抗指数用HOMA

平衡模法计算. 同时在年龄和性别相匹配的情况下设置30

例无脂肪肝的2型糖尿病患者作为对照组.

结果: 观察组和对照组相比 血清TNF-α水平明显增高
(P <0.01) 同时甘油三酯及空腹胰岛素水平亦明显增高

(P <0.01) 血清TNF-α水平与胰岛素抵抗指数呈正相关
(r =0.644 P <0.01).

结论: TNF-α可导致胰岛素抵抗 促使2型糖尿病及脂肪
肝的形成.

杨生, 岳桂英. 2型糖尿病合并脂肪肝患者血清肿瘤坏死因子-α水平增高与
胰岛素抵抗指数相关分析. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1485-1487
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0   引言

肿瘤坏死因子-α(tumor hecrosis fator alpha TNF-α)是
一种由多种炎性细胞分泌的细胞因子 与细胞凋亡 免

疫调节有关. 近年研究发现 TNF-α也能由一些非免
疫细胞分泌 如脂肪细胞 并与葡萄糖代谢 胰岛素抵

抗(insulin resistance IR) 脂肪肝(fatty liver disease

FLD)密切相关[1]. 近年来 2 型糖尿病(type 2 diabetes

mellitus T2DM)合并FLD的发病率逐年上升. FLD 本

身可导致 IR 少数可进展为肝纤维化 肝硬化 甚

至肝功衰竭[2] 因此 越来越受到重视. 本文通过对

T2DM合并FLD患者血清TNF-α水平的检测及相关因
素的分析 探讨与T2DM合并FLD的发生和发展有关

的影响因素.

1   材料和方法

1.1 材料  我院2002-06/2003-05住院的2型糖尿病患

者63例 均符合1999年WHO糖尿病诊断标准. 其中

经彩超诊断合并有脂肪肝者33例 无脂肪肝者30例

两组性别 年龄无显著差异 均口服降糖药治疗 所

有受试对象均除外肝炎 其他肝病 酗酒及其他急性

并发症. 同时选择30名健康体检者为对照者.

1.2 方法  (1)标本采集: 所有受试对象均过夜空腹12 h

后抽取肘静脉血待测. (2)采用7600-020全自动生化分析

仪(日本日立公司生产)测定空腹血糖(FNS) 空腹胰岛素

(FINS) 血甘油三酯(TG) 胆固醇(Ch) 高密度脂蛋白

胆固醇(HDL-C) 糖化血红蛋白(HbA1c)采用高压液相

法测定(试剂由美国 Bio r ad 公司生产) .  F INS 采用

IMMULITE型全自动任选式酶放大化学免疫分析系统

(美国DPC公司生产)测定. (3)TNF-α测定: 血样3 mL于室
温静置析出血清后离心10 min 分离血清-70 保存待

测 采用放免法同批检测 药盒由解放军总医院放免研

究所提供 操作时严格按照说明书进行. (4)胰岛素抵抗指

数(IRI)采用HOMA平衡模式计算: IRI=FINS/22.5e-logFBS [3] . (5)

由专业医师操作彩超检验脂肪肝 诊断标准[4-5]: 肝脏轻度

或中度肿大 密度增强而远场衰减; 肝前后回声差异 近

场回声; 肝回声强度大于脾 肾回声; 肝内血管不清. (6)其

他指标测定: 受试对象便后着内衣脱鞋测量身高 体重

测量由一名医师完成(精确到0.1 cm和0.1 kg) 体重指数

(BMI)=体重(kg)/身高 2(m2)

        统计学处理  计量材料采用mean±SD表示 两组间

各指标差异用 t检验 两个变量之间的相关性用简单
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究所提供 操作时严格按照说明书进行. (4)胰岛素抵抗指

数(IRI)采用HOMA平衡模式计算: IRI=FINS/22.5e-logFBS [3] . (5)

由专业医师操作彩超检验脂肪肝 诊断标准[4-5]: 肝脏轻度

或中度肿大 密度增强而远场衰减; 肝前后回声差异 近

场回声; 肝回声强度大于脾 肾回声; 肝内血管不清. (6)其

他指标测定: 受试对象便后着内衣脱鞋测量身高 体重

测量由一名医师完成(精确到0.1 cm和0.1 kg) 体重指数

(BMI)=体重(kg)/身高 2(m2)

        统计学处理  计量材料采用mean±SD表示 两组间

各指标差异用 t检验 两个变量之间的相关性用简单
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相关分析 所有分析用 SPSS10.0 软件包进行统计检

验 P <0.05 为显著性差异标准.

2   结果

观察组和对照组在控制饮食 适量运动和口服降糖药

等基本相同的情况下 两组FBS HbA1c差异无显著性

(9.87 3.26 vs 9.97 3.72 P >0.05; 10.51 3.025 vs

11.01 2.97 P >0.05) 而观察组 IRI值明显增高. 血

脂水平观察组血清TG明显高于对照组 HDL-C明显

低于对照组 CH两组间差异无显著性(P >0.05). 观察组

BMI明显高于对照组 以BMI 25 kg/m2为界 观察组

中肥胖者28例 对照组18例. 排除肥胖因素的IRI值 观

察组中28例肥胖者与对照组18例相比 其BMI分别为

26.11 2.23和25.98 1.87 无统计差异(P >0.05) 而

IRI明显高于对照组(6.93 1.32 vs 4.52 1.41 P <0.05).

血清TNF-α水平 观察组明显高于对照组(P <0.01)
用简单相关分析法进行分析 结果显示血清TNF-α水
平与 IRI呈正相关(r =0.644 P <0.01)(见表 1).

表1  观察组与对照组各项指标比较(mean±SD)

组别  n     年龄(岁) CH(mmol/L) TG(mmol/L) HDL-c(mmol/L)  BMI(kg/m2)       IRI           TNF-α (ng/mL)

对照组 33 47.63 7.12 5.23 1.12 2.13 0.82 1.48 0.37 23.16 3.67 4.27 1.37 2.17 0.46

观察组 30 48.15 6.92 5.31 1.18 3.67 0.76 1.16 0.37 27.36 3.08 6.87 1.24 3.28 0.51

P      > 0.05      > 0.05      < 0.01      < 0.05      < 0.01       < 0.01     < 0.01

3   讨论

FLD是一种十分常见的肝脏疾病[6-15] 在整个人群中的

发病率为1-9%[16]. 近年来的一些研究发现 15%的患者

可以从单纯的脂肪肝转变为肝纤维化 肝硬化 3%的患

者可进展为肝功能衰竭 或需要进行肝移植治疗[17] 因

而越来越受重视. FLD主要与糖尿病 高脂血症 肥胖

有关[18]. 有研究发现 2-55%的糖尿病患者通过B超可

以发现脂肪肝. 随着糖尿病发病率的升高 FLD的患者

越来越多. James  et al [19]报道美国T2DM患者伴有FLD的

发病率在1980年代约30% 而在1990年代上升至40%.

        IR与FLD的形成密切相关.本文观察组28例肥胖患
者与对照组18例肥胖患者相比 其BMI差别无统计学
意义(P >0.05) 但 IR 差别有显著性差异 故排除体
重因素亦不能改变结果 说明 FLD 与 IR 独立相关.
Marchesini对非肥胖非酒精性FLD患者用自身稳态模型
研究发现FLD患者较正常人群存在空腹及葡萄糖负荷
后高胰岛素血症 IR和高TG血症[20] . Harper et al [21]的
研究则发现FLD患者血清胰岛素水平与其肝脏脂肪浸
润程度呈正相关  . 本文两组HbA1c FBS 相比无显著
性差异 说明两组血糖控制的情况相似 故T2DM观察

组与对照组IR的差异只能是FLD引起的.

       近年来研究发现 TNF-α可抑制胰岛素信号以及
胰岛素调节下的葡萄糖的摄取 提示IR的发生可以由

TNF-α介导产生[22]. TNF-α主要通过细胞膜上的受体发
挥生物效应 TNF-α受体有两类: TNFR-1和TNFR-2.
TNFR-1参与几乎所有TNF-α功能的信号传导 包括
细胞的凋亡 分化和增生. TNFR-2主要与胰岛素的信

号传导有关. 脂肪细胞通过自分泌或旁分泌的形式分泌

TNF-α 并与TNFR-2结合 使胰岛素受体 β亚单位
酪氨酸残基和胰岛素受体底物-1磷酸化下降 从而降

低了许多蛋白激酶的活性.此外 TNF-α还可以降低
胰岛素受体的数目及对胰岛素的亲和力 从而导致

IR 葡萄糖及脂肪代谢紊乱 促使FLD 的形成. 本文

观察组TNF-α水平较对照组明显增高 TNF-α水平
与 IRI 呈正相关 进一步证实 IR与 FLD 有一定关系.

        总之T2DM合并FLD患者血清TNF-α水平增高与
IRI 相关 血清中高水平的TNF-α可能参与了T2DM
并FLD发生发展的病理生理过程 可作为临床观察的

一项参考指标.
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摘要

目的: 总结肝吸虫性胆管炎的临床特点 减少对该病的误

诊漏诊.

方法: 回顾性分析1996-2002年广州地区三家医院外科107

例肝吸虫性胆管炎患者的临床表现和诊治过程.

结果: 本组术前诊断率44.9%. 诊断方法中十二指肠液虫卵

检查阳性率高达90.5%(19/21). 驱虫治疗 37 例 疗效满

意 手术70例 发生胆瘘8例. 全部患者中合并肝癌5例.

结论: 肝吸虫性胆管炎易被漏诊 十二指肠液虫卵检查是

简单 可靠的检测手段. 该病手术后易发胆瘘 长期的肝

吸虫病史可导致癌变.

汪邵平, 霍枫, 刘波, 彭伟. 肝吸虫性胆管炎的临床特点. 世界华人消化杂志

2004;12(6):1487-1489

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1487.asp

1   临床资料

1996-03/2002-06 广东沿海地区3家医院外科首诊以

急性胆管炎 胆囊炎 收治的肝吸虫病患者107 例

男 71 例 女 36 例 年龄 17-76(平均 47.6 岁) 临床

表现为纳差 上腹隐痛(93 例); 畏寒 轻 - 中度发热

(78例); 轻度或一过性黄疸(44例) 伴发肝内外胆管或

胆囊结石者61例.

2   结果

入院患者均常规做大便肝吸虫虫卵检查 检出率16.8%

(18/107). 21 例患者因消化道症状明显 既往有胃病史

或考虑肝吸虫病但大便虫卵阴性而行胃镜检查 19例

十二指肠液中检出虫卵 检出率90.5%. 3例因重症胆管

炎 胆总管下段结石嵌顿行治疗性经内镜逆行胰胆管

造影术(endoscopic retrograde cholangiopancreatography

ERCP) 于胆汁引流液中找到虫卵 诊断率100%(3/3).

我院在25例患者中做了血清肝吸虫抗原抗体检查 阳

性率为64%(16/25). 影像学方面 B超 CT诊断率分

别为13.6%(14/103)和 23.4%(22/94). 经上述方法共诊断

肝吸虫病48例(44.9%) 余为术中发现成虫而获诊断.

         患者确诊后都接受了至少一个疗程的驱虫治疗: 吡
喹酮12.5 mg/kg 3 次 /d 连用 2 d. 单纯药物治疗34

例 附加ERCP胆道冲洗引流3例. 胆囊切除 肝内外
胆管探查冲洗引流58例 术后胆瘘6例. 肝叶切除+胆

道探查冲洗12例 胆瘘2例. 胆瘘患者中 6例经充分
引流2-6 wk治愈 其中1例加做了鼻胆管引流. 2例胆

囊切除 胆总管探查术后胆瘘患者再次手术 其中1例
术后当天即出现胆瘘急诊手术 1例经近1 mo通畅引流

胆瘘量无减少趋势而再次手术. 术中证实均为T管旁瘘
肝内虫体大量移位堆积于胆总管下段 改胆肠吻合后

治愈. 49例获随访1-5 a 胆管炎复发3例 再次驱虫
治疗后症状消失. 7例患者出现剧烈腹痛 黄疸 高热

休克 神志障碍等重症胆管炎症状 其中6例存在肝内
外胆管结石 3例经ERCP十二指肠乳头切开取石引流

后好转 4例开腹胆道引流治愈. 因血尿淀粉酶高而诊
断急性胰腺炎9例 均保守治疗 本组无重症胰腺炎病

例. B超 CT或AFP提示肝癌5例 获手术切除肿瘤

4例 包括肝细胞癌3例 胆管细胞癌1例.

3   讨论

华支睾吸虫在人体主要寄生于肝内中小胆道 其次为

肝外胆管 胆囊和胰管 可长达数十年. 广东沿海部
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引流2-6 wk治愈 其中1例加做了鼻胆管引流. 2例胆

囊切除 胆总管探查术后胆瘘患者再次手术 其中1例
术后当天即出现胆瘘急诊手术 1例经近1 mo通畅引流
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3   讨论
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分乡镇居民感染率高达60%[1]. 症状多为上腹隐痛 纳

差 腹泻等而被内科收治. 肝吸虫刺激胆管壁增生变

厚 以虫体为中心形成结石 虫体机械阻塞等导致肝内

胆管梗阻扩张 合并感染就发生胆管炎. 本组多数患者

被诊断为一般性 胆管炎 胆囊炎 胆道结石 另有

6 例误诊为 胃炎 肝炎 硬化性胆管炎

而转内科治疗 术前肝吸虫病诊断率仅44.9%. 原因有:

(1)外科医生对肝吸虫病重视不够 满足于 胆管炎

胆囊炎 胆道结石 的诊断 放弃对原发病的追逐.

(2)肝吸虫卵小 易漏检 以及部分检验人员并未认真

查找 使大便常规虫卵检出率很低[2] (本组16.8%) 台

湾学者报道一组肝吸虫病患者大便检出率也仅39%[3];

(3)该病典型的B超表现为肝内小胆管广泛扩张 胆管

壁回声增粗增强 伴液性回声带[4]. CT见肝被膜下末梢

小胆管广泛呈杵状扩张 肝外胆管扩张较少[5-6](图 1A).

胆道造影表现为肝内胆管均匀 广泛扩张 3-4 级胆

管扩张尤为明显(图1B). 但多数患者仅有散在的数支肝

内小胆管扩张等不典型表现 且缺乏特异性临床症状

而被忽视[7]. 十二指肠液虫卵检查是诊断该病的可靠手

段 而ERCP则不仅可用于诊断 还通过胆道的冲洗

引流起到重要的治疗作用[8-9].

       无结石的肝吸虫性胆管炎症状较轻 抗炎解痉治

疗后一般可很快控制症状 但易复发 须加用吡喹酮驱

虫后方可获得满意疗效(图 1C). 有 12例患者因 胆管

图1肝吸虫性胆管炎影像学表现及治疗前后胆管变化. A: CT 显示肝内胆管广泛扩张 以3-4级胆管明显; B: 胆道造影所示肝内外胆管广泛扩
张表现; C; 驱虫治疗后1 a 肝内胆管恢复正常形态.

图2  肝吸虫病并肝癌表现: 右肝广泛小胆管扩张及肿瘤(箭头示).

炎 胆囊炎 反复发作而草率手术 术中发现虫体

才获诊断. 因此 对来自流行地区的非结石性胆管炎

胆囊炎患者 以及胆管扩张又找不到梗阻原因者 应想

到肝吸虫病的可能 以避免不必要的手术. 另外 我们

发现肝吸虫病患者中B超 CT报告的胆道 云雾状沉

积物 或 可疑结石 多为成团虫体淤积于胆泥中或

虫体钙化 亦无须手术. 当明确合并结石 肝内占位以

及胆管炎保守治疗 ERCP术疗效欠佳时应考虑手术.

对以肝癌或胆囊疾病手术的患者 若术中发现肝吸虫

必须切开胆总管充分冲洗引流. 因虫体刺激胆管分泌

部分患者术后有大量胆汁经T管排出 甚至达3000 mL/

24 h以上 应注意维持水 电解质平衡. 术后常并发胆

瘘 本组8例. 我们总结以下措施可预防胆瘘: (1)术后经

T管反复冲洗胆道 防虫体阻塞增加胆道压力; (2)由于

肝内小胆管多有扩张 切肝时对肝断面须做严密结扎

缝闭 否则易漏胆; (3)驱虫治疗选在T管拔除前 以免

大量虫体堆积胆总管再发梗阻; (4)胆总管再发梗阻时

及时行ERCP术对胆道冲洗引流.

        本组22例CT显示肝内胆管扩张明显的患者中 5

例发展为重症胆管炎 占全部重症胆管炎患者的71.4%

(5/7) 7 例合并急性胰腺炎 占77.8%(7/9) 肝癌5例

(图 2) 占 100%(5/5) 而合并结石仅13例 占21.3%

(13/61). 提示该病发展到后期 长期 严重的胆管梗阻

可使重症胆管炎 急性胰腺炎和肝癌等并发症的发生

率增加 但结石的形成与此无关. 本组B超或CT报告

18例胆囊壁明显增厚 其中5例描述有软组织影 3例

以 胆囊癌 或 肝门部胆管癌 手术 术中证实为增

厚的胆囊壁 胆泥淤积或肿大的淋巴结 无一例肿瘤.

5例肝癌共同特点是乙肝二对半阴性 肝内小胆管扩张

明显 其中2例AFP不升高. 实验证实: 肝吸虫卵长期刺

激胆管增生 肝细胞变性 肝硬化形成可导致肝癌[10]

国外Koo-J教授报道3例少见的黏液表皮样胆管癌同时

存在肝吸虫 指出该类胆管癌的发生可能与肝吸虫病

有关 韩国学者Lee WJ 美国Thuluvath PJ教授也研究

认为肝吸虫病是胆管癌的重要诱因[11-13] 国内2003年

A B C
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王友顺 et al报道肝吸虫病合并胆管癌29例 认为肝吸

虫病合并胆管癌发生率明显高于非感染人群 因此

积极防治肝吸虫病尤为重要[14].
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摘要

目的: 探讨特发性门脉高压症(IPH)的临床特征及诊治方法.

方法: 回顾性分析我院收治的20例特发性门脉高压患者的

临床资料.

结果: 本组患者中男 11 例 女 9 例 发病年龄为 1-65

(15.1 12.6 岁) 病程27 d-23 a不等; 临床表现主要为

反复呕血 黑便(18/20) 脾大(20/20); HBsAg阳性1例

所有患者肝功能各项指标基本正常; 电子胃镜/食管吞钡检

查食管(胃底)静脉曲张18例; 彩超检查发现门静脉结构变化

19例(其中门静脉及其分支海绵样变12例 门静脉内径狭

窄 管壁增厚 正常结构消失10例 门静脉主要分支闭

塞或缺如5例); 2例患者行门静脉造影术检查 均发现门

静脉结构变化 与彩超检查结果吻合; 14例患者行外科手术

治疗 (分流和 / 或断流术 13 例 肝移植 1 例) 术中发

现所有患者肝脏形态 大小基本正常 14例病理检查发现

所有患者均存在门脉显微结构的改变 除1例有假小叶形

成外 其余均无肝硬化表现. 20 例患者均随访 回访15

例 回访率75% 回访结果显示 手术治疗的9例患者

中 术后再出血2 例 再出血率为22.2% 保守治疗的

6 例患者 出院后 5 例再出血 再出血率为83.3% 明

显高于手术组(χ2 =6.482 P <0.05).

结论: 同国外相比 本组IPH患者男性多于女性 且发病

年龄较小; 临床上凡发现年龄小 以反复呕血 黑便 脾

功能亢进 食管胃底静脉曲张 而肝功能基本正常的原因

不明的门脉高压患者 要高度怀疑本病的可能 彩超检查

对本病的诊断具有重要意义 针对上消化道出血行胃镜治

疗术 门体分流和/或断流术可明显降低再出血的机率.

张志辉, 杨仕明, 贾树蓉, 陈陵, 房殿春. 特发性门脉高压症20例. 世界华人

消化杂志  2004;12(6):1489-1492

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1489.asp

0   引言

特发性门脉高压症(idiopathic portal hypertension IPH)

是一种原因不明的 且多不伴有肝硬化的门脉高压性

疾病 主要表现为反复上消化道出血和脾亢. 迄今关于

我国IPH的发病特点所见报道不多.因 IPH在我国目前

仍属少见病 临床上重视不够且较易误诊 应该不断提

高对该病诊治的认识. 现对我院1993/2003年收治的20

例 IPH患者特点进行回顾性分析.

1   材料和方法
1.1 材料  1993-05/2003-11我院 IPH住院患者20例
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年龄较小; 临床上凡发现年龄小 以反复呕血 黑便 脾

功能亢进 食管胃底静脉曲张 而肝功能基本正常的原因

不明的门脉高压患者 要高度怀疑本病的可能 彩超检查

对本病的诊断具有重要意义 针对上消化道出血行胃镜治

疗术 门体分流和/或断流术可明显降低再出血的机率.

张志辉, 杨仕明, 贾树蓉, 陈陵, 房殿春. 特发性门脉高压症20例. 世界华人

消化杂志  2004;12(6):1489-1492

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1489.asp

0   引言

特发性门脉高压症(idiopathic portal hypertension IPH)

是一种原因不明的 且多不伴有肝硬化的门脉高压性

疾病 主要表现为反复上消化道出血和脾亢. 迄今关于

我国IPH的发病特点所见报道不多.因 IPH在我国目前

仍属少见病 临床上重视不够且较易误诊 应该不断提

高对该病诊治的认识. 现对我院1993/2003年收治的20

例 IPH患者特点进行回顾性分析.

1   材料和方法
1.1 材料  1993-05/2003-11我院 IPH住院患者20例
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诊断参考日本卫生福利部 IPH研究委员会制订的 IPH

诊断标准 [1].

1.2 方法  回顾性分析患者的性别 年龄 病程 临

床症状 体征 肝功能 肝炎标志物 电子胃镜 /

食管吞钡 彩超检查结果 术中所见肝脏情况 肝

脾组织活检行病理学检查以及治疗方式等临床资料.

        统计学处理  对数据进行 χ2检验 P <0.05为有显
著性差异.

2   结果

2.1 一般资料及临床表现  本组20例患者中 男11例

女9例; 发病年龄为1-65 (15.1 12.6岁) 病程27 d-23 a

不等; 90.0 的患者因 反复呕血 黑便 入院.体检

均见贫血貌 皮肤 巩膜无黄染 无皮疹 肝掌及蜘蛛

痣 无腹壁静脉曲张 无双下肢水肿 肝肋下未及 均

有脾肿大 脾肋下4-11(7.3 2.5 cm) 质中 无压痛.

2.2 实验室及特殊检查  19 例患者肝炎标志物为阴性

(95.0 ) 1 例为乙肝小三阳(5.0 ); 肝功能指标ALT

AST ALP GGT PT APTT TP Alb G 基

本正常. 15/17例电子胃镜检查发现有食管(胃底)静脉曲

张(88.2 ) 3/3例食管吞钡检查示食管(胃底)静脉曲张

(100 ) 且均以中重度曲张为主; 彩超检查20例均发

现脾大 脾静脉管腔增粗(100 ); 肝脏大小及形态正

常 其中19例发现门静脉结构变化(95.0 ) 12 例报

告门静脉及其分支海绵样变(63.2 ) 10 例发现门静

脉内径狭窄 管壁增厚 正常结构消失(52.6 ) 3

例发生门静脉分支闭塞(15.8 ) 2 例门静脉分支缺如

(10.5 ); 2例 B超发现少量至中量腹水(10.5 ).

2.3 治疗  20例患者中有14例行外科手术治疗(70.0 )

1 例术前曾行内镜套扎治疗. 其中行脾切加断流术 3

例 脾切加分流术3例 脾切加分流和断流7例 1例

患者单纯脾切后仍反复出血 最终行肝移植治疗 其余

6例内科保守治疗. 20例患者均随访 回访15例 回访

率75% 回访结果显示 手术治疗的9例患者中 术后

再出血2例 再出血率为22.2% 保守治疗的6例患者

出院后5例再出血 再出血率为83.3% 明显高于手术

组(χ2 =6.482 P <0.05).
      14 例手术患者 术中见肝脏大小 形态 质地及

颜色基本正常 表面无纤维化 结节及包块. 肝脏病

理检查见门静脉主干及其肝内大分支有显著的血管周

围纤维化改变 血管内膜增厚 并伴中层平滑肌过度

增生 肝窦 肝内门静脉扩张 管壁增厚 除 1 例

有假小叶形成诊断为结节性肝硬化 均无肝硬化表现.

脾脏呈慢性淤血性脾肿大.主要指标(见表1).

表1  20例 IPH主要指标

序号        性别         发病           病程        上消化         胃镜/食               肝脏彩超 术中所见肝脏情况

              年龄(岁)                道出血          道吞钡

  1 男 6 5 a 有 食管静脉中度曲张 门静脉海绵样变, 右后支缺如 质软 色泽正常 表面无结节样改变

  2 男 8 5 a 有 食管静脉中度曲张 门静脉海绵样变 质地 大小 颜色均正常

  3 男 2               10 a 有 食管静脉中度曲张 肝门部门静脉海绵样变

  4 男             34 4 a 有 食管 胃底静脉重度曲张 门静脉管壁增厚, 管腔狭窄, 小分支闭塞 大小 形态 质地 颜色均正常

  5 男 5 2 a 有 食管静脉轻度曲张 肝门部门静脉海绵样变 质地 大小 颜色均正常

  6 男             11               23 a 有 食管静脉中度曲张 肝门部及胰头处海绵样变 质软, 色泽正常, 表面无结节样改变

  7 男             12 4 a 有 食管静脉曲张破裂出血 门静脉海绵样变 色泽和大小均正常

  8 男 6               27 d 有 食管静脉重度曲张 门静脉海绵样变 左 右支二级分支狭窄 质软 色红 无结节及硬化

 9 男 9 2 a 有 食管静脉曲张 胃体 门静脉右支及右后支管壁毛糙, 管腔闭塞,

胃底黏膜活动性出血  左支内 工 字形管腔闭塞

10 男             24 1 a 有 食管静脉中度曲张 肝硬化 色泽及质地均未见异常

11 男             11 1 a 有 食管 胃底静脉中度曲张 门静脉管壁增厚 色泽红 质地软无结节样硬块

门静脉 工 字形结构消失

12 女             16             2 mo 有 食管静脉中度曲张 门静脉管腔狭窄 右后支闭塞

13 女               1              11 a 有 食管静脉中度曲张 肝门部海绵样变

14 女             21              1 mo 有 食管静脉重度曲张 门静脉右支内径变窄 结构紊乱 色泽浅红 质韧

15 女               3 5 a 有 食管静脉重度曲张 肝门静脉海绵样变 右后支缺如

16 女             23 1 a 有 食管静脉中度曲张 门静脉变细显示不清 色泽软 质略硬 但无结节

17 女            32              12 a 无 慢性胃窦炎 门静脉海绵样变 内径狭窄 质地 大小及颜色均正常

18 女               3               5 a 有 食管下段静脉轻度曲张 门静脉海绵样变 质地 大小及颜色均正常

19 女            45              20 a 有 食管下段静脉中重度曲张 门静脉主干及左右主分支管壁增厚 肝表面纤维化 右肝萎缩 左肝增大 质地略硬

20 女 30 1mo 无 慢性胃窦炎 门静脉海绵样变
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3   讨论

IPH 的发病与地区经济 卫生事业发展水平联系较紧

密 发展中国家发病率明显高于发达国家 印度 伊朗

较为多见. 印度IPH男性发病率明显高于女性 男女之

比为 2 1-4 1 且主要累及青年男性 发病年龄

为30-35岁. 日本 IPH 患者男女之比为1 3 平均年

龄男性为(44.5 15.8岁) 女性为(51.8 11.0岁) 30

岁以下患者仅52例(占 7.7%) 男女发病高峰年龄均为

(50-69岁). 美国报道的19例女性 IPH患者的平均年龄

为48.7岁 17例男性患者的平均年龄则为41.9岁 较

女性为低[2-4]. 本组研究发现 我国IPH的发病特点为:

(1)男性患者居多 占总发病人数的55.0 ; (2)发病年龄

同国外相比明显偏低 平均为(15.1 12.6岁). 该特点

既不同于印度等发展中国家 也不同于美国 日本等发

达国家. 各地IPH患者在性别和年龄上的差异目前尚不

十分清楚 可能与社会经济状态 生活卫生条件 寿命

长短以及种族不同有关.

        传统上认为IPH不会发展为肝硬化 这一点从IPH

一直沿用下来的定义即可看出.但是Bernard et al [5]却在

1995年报道了1例发展为不完全分隔性肝硬化的IPH病

例 推测随着肝纤维化的程度进行性加重和肝供血的

减少 IPH最终可导致肝硬化. Ludwig et al [6]对26例日

本 IPH 患者的肝脏标本进行组织病理学研究的结果

也支持 IPH的终末期可发展为不完全分隔性肝硬化的

观点. 西班牙的 Ibarrola et al [7]研究了9例非硬化性门静

脉高压症患者的肝脏标本 发现有1例出现了不完全性

分隔性肝硬化. 本组中亦有1例男性患者(序号6)肝脏表

面未见硬化结节 但病理结果提示为不完全性结节状

肝硬化 说明东西方IPH患者终末期均有发展为肝硬化

的可能.

       用于 IPH诊断的各种辅助检查 除电子胃镜 核

素扫描 CT 血管成像 门静脉造影及测压外 高分

辨力的彩色多普勒不仅能清晰动态地观察门静脉及其

分支在形态学上的细小变化 而且能观察门脉及其侧

支的血流动力学情况 评估门静脉高压的程度 并与其

他疾病所致的门脉高压作出鉴别[8-13]. 本组20例患者均

经彩超检查 19例直接发现门静脉结构改变 高度提

示 IPH诊断 其中14例进一步经手术证实为 IPH. 另

有 2例患者行间接门静脉造影检查 也支持 IPH的诊

断. 我们认为: 彩超检查简单易行 检出率高 且具有

经济 无创的优点 临床应用价值大 较之间接门静脉

造影检查术 具有更好的诊断及应用价值.

         IPH患者的治疗主要是针对反复上消化道出血和脾

功能亢进.目前针对出血的治疗首选曲张静脉硬化或套

扎 其有效率可达 90-95 再出血率约为 3 需

行外科分流术者文献报道不足5 . 不适宜行内镜治疗

术或治疗失败而需行外科手术者 以选择性分流术(如

远端脾肾分流术)为首选 可以减少分流术后脑病的发

生[14-17]. 对于脾功能亢进的患者 一般都采取脾切除术

治疗 疗效确切. 本组IPH中接受内镜套扎治疗患者仅

1例 而施行外科手术者占70.0 手术率高于国外

与患者就医较晚以及临床医生对本病的认识不足有关.

对于部分门脉病变严重闭塞较多的患者 肝移植也是

一种较好的选择[5, 18]. 本组结果显示 经手术治疗的患

者中 术后再出血率明显低于未手术组 说明手术治疗

对预防再出血率具有重要作用. 因肝脏功能基本正常

IPH 患者预后一般较好 文献报道有效控制出血后

IPH患者5 a生存率可达95-100 [19].

       总之 IPH是一类少见的疾病 与国外报道相比

我国本病发病年龄偏低 临床上凡反复呕血 黑便

脾大 食管胃底静脉曲张 而肝功能正常的不明原因

的门脉高压患者 要考虑此病的可能 彩色多普勒检

查对诊断该病具有重要意义 内镜下套扎 门体分流

和 /或断流术可明显降低再出血率.
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摘要

目的: 比较血清-腹水白蛋白梯度(SAAG)在腹水病因诊断时

是否优于传统的渗漏出液指标.

方法: 67例腹水患者按最终诊断结果及腹水的发生机制分为

门脉高压组和非门脉高压组 同日内测定血清及腹水中总

蛋白 白蛋白 SAAG=当日血清白蛋白-腹水白蛋白. 诊断

标准为: 腹水总蛋白(AFTP) 25 g/L 腹水血清总蛋白比

值 0.5诊断为渗出性 反之为漏出性; SAAG 11 g/L诊

断为门脉高压性 反之为非门脉高压性.

结果: 门脉高压组的SAAG AFTP 腹水血清总蛋白比值

分别为19.67 6.34 g/L 11.26 8.76 g/L 0.17 0.14;

门脉高压组分别为9.66 5.01 g/L 30.87 9.58 g/L

0.45 0.13 两组相比差异均有显著性(P<0.01). SAAG

11 g/L 诊断门脉高压性腹水的敏感性为94% 特异性为

84% 阳性预测值为87% 阴性预测值为93% 准确性

为 90%; 以 AFTP<25 g/L 为界值 分别为 92% 52%

69% 84% 73%; 以腹水血清总蛋白比值<0.5 为界值

分别为 97% 48% 69% 94% 75%. 部分肝硬化患

者治疗前后的AFTP及SAAG检测显示 治疗前 后AFTP

差别有显著性(7.71 3.60 vs 12.65 6.83 g/L P <0.05) 而

SAAG之间无显著性差异(22.04 4.43 vs 22.10 5.11 g/L

P  >0.05).

结论: SAAG在腹水病因诊断时优于传统的渗漏出液指标

具有重要价值. SAAG受治疗影响较小 输注白蛋白 使

用利尿剂或治疗性放腹水不影响其水平.
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诊断价值的比较. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1492-1494
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0   引言

腹水是临床上的常见征象 其病因多样. 在我国 失

代偿期慢性肝病是其最常见病因 其他包括腹腔肿瘤

心功能不全 结核性腹膜炎等[1]. 由于不同病因腹水的

治疗及预后不尽相同 故临床上鉴别至关重要.传统的

渗漏出液指标腹水总蛋白(AFTP) 腹水血清总蛋白比值

等的诊断敏感性及准确性均不甚理想[1-5]. 近年 有学者

提出血清-腹水白蛋白梯度(SAAG)在腹水病因诊断中具

有重要作用. 本研究对 67 例腹水患者测定 SAAG

AFTP 腹水血清总蛋白比值 探讨其对腹水病因鉴

别的意义.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-10/2003-3于我院住院治疗的腹水患者67

例 其中男33例 女34例 平均年龄(52.19 14.85岁).

按其最终诊断结果及腹水的发生机制分为2组: 门脉高

压组36例 包括肝硬化22例(肝炎肝硬化15例 酒精

性肝硬化4例 胆汁性肝硬化 肝豆状核变性及隐源性

各1例) 肝硬化并原发性肝癌11例和肝转移瘤3例(分

别为转移性印戒细胞癌 转移性腺癌 胃窦癌肝转移).

非门脉高压组31例 包括腹膜转移性肿瘤26例(子宫

内膜癌7例 卵巢癌6例 乳腺癌2例 胃癌2例 直

肠癌2例 肺癌 食管癌 结肠类癌 胃非何杰金淋巴

瘤各1例 原发灶不明者3例)和其他原因腹水者5例(结

核性腹膜炎2例 系统性红斑狼疮及药物性肝病 胆
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摘要

目的: 比较血清-腹水白蛋白梯度(SAAG)在腹水病因诊断时

是否优于传统的渗漏出液指标.

方法: 67例腹水患者按最终诊断结果及腹水的发生机制分为

门脉高压组和非门脉高压组 同日内测定血清及腹水中总

蛋白 白蛋白 SAAG=当日血清白蛋白-腹水白蛋白. 诊断

标准为: 腹水总蛋白(AFTP) 25 g/L 腹水血清总蛋白比

值 0.5诊断为渗出性 反之为漏出性; SAAG 11 g/L诊

断为门脉高压性 反之为非门脉高压性.

结果: 门脉高压组的SAAG AFTP 腹水血清总蛋白比值

分别为19.67 6.34 g/L 11.26 8.76 g/L 0.17 0.14;

门脉高压组分别为9.66 5.01 g/L 30.87 9.58 g/L

0.45 0.13 两组相比差异均有显著性(P<0.01). SAAG

11 g/L 诊断门脉高压性腹水的敏感性为94% 特异性为

84% 阳性预测值为87% 阴性预测值为93% 准确性

为 90%; 以 AFTP<25 g/L 为界值 分别为 92% 52%

69% 84% 73%; 以腹水血清总蛋白比值<0.5 为界值

分别为 97% 48% 69% 94% 75%. 部分肝硬化患

者治疗前后的AFTP及SAAG检测显示 治疗前 后AFTP

差别有显著性(7.71 3.60 vs 12.65 6.83 g/L P <0.05) 而

SAAG之间无显著性差异(22.04 4.43 vs 22.10 5.11 g/L

P  >0.05).

结论: SAAG在腹水病因诊断时优于传统的渗漏出液指标

具有重要价值. SAAG受治疗影响较小 输注白蛋白 使

用利尿剂或治疗性放腹水不影响其水平.

廖山婴, 刘思纯, 胡品津. 血清-腹水白蛋白梯度与渗漏出液指标对腹水病因

诊断价值的比较. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1492-1494
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0   引言

腹水是临床上的常见征象 其病因多样. 在我国 失

代偿期慢性肝病是其最常见病因 其他包括腹腔肿瘤

心功能不全 结核性腹膜炎等[1]. 由于不同病因腹水的

治疗及预后不尽相同 故临床上鉴别至关重要.传统的

渗漏出液指标腹水总蛋白(AFTP) 腹水血清总蛋白比值

等的诊断敏感性及准确性均不甚理想[1-5]. 近年 有学者

提出血清-腹水白蛋白梯度(SAAG)在腹水病因诊断中具

有重要作用. 本研究对 67 例腹水患者测定 SAAG

AFTP 腹水血清总蛋白比值 探讨其对腹水病因鉴

别的意义.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-10/2003-3于我院住院治疗的腹水患者67

例 其中男33例 女34例 平均年龄(52.19 14.85岁).

按其最终诊断结果及腹水的发生机制分为2组: 门脉高

压组36例 包括肝硬化22例(肝炎肝硬化15例 酒精

性肝硬化4例 胆汁性肝硬化 肝豆状核变性及隐源性

各1例) 肝硬化并原发性肝癌11例和肝转移瘤3例(分

别为转移性印戒细胞癌 转移性腺癌 胃窦癌肝转移).

非门脉高压组31例 包括腹膜转移性肿瘤26例(子宫

内膜癌7例 卵巢癌6例 乳腺癌2例 胃癌2例 直

肠癌2例 肺癌 食管癌 结肠类癌 胃非何杰金淋巴

瘤各1例 原发灶不明者3例)和其他原因腹水者5例(结

核性腹膜炎2例 系统性红斑狼疮及药物性肝病 胆
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漏各1例).

1.2 方法  所有患者于治疗前行腹腔穿刺术抽取腹水

同时留取当日空腹静脉血. 腹水和血清白蛋白检测采用

溴甲酚绿法 试剂盒由德国Human公司生产 检测仪

器为HITACHI 7170A 自动生化分析仪. SAAG=当日血

清白蛋白-腹水白蛋白. 本研究旨在比较SAAG及传统

的渗漏出液指标在2组间的差异 及各指标对腹水病

因诊断的价值. 采用诊断标准为: AFTP 25 g/L 腹水

血清总蛋白比值 0.5 诊断为渗出性 反之为漏出性;

SAAG 11 g/L诊断为门脉高压性 反之为非门脉高

压性.

        统计学处理  计数数据均以mean±SD表示 采用SPSS

10.0 统计软件不同组间进行χ2检验和连续型非配对资料
的 t检验 以 P <0.05 为具有统计学差异. 采用诊断试

验四格表分别计算各指标对不同病因腹水的敏感性

特异性 阳性预测值 阴性预测值和准确性.

2   结果

2.1 两组的SAAG AFTP 腹水血清白蛋白比值检测

结果  (表 1)

表1  门脉高压组与非门脉高压组的SAAG AFTP 腹水血清总蛋

白比值水平

         门脉高压组(n =36)  非门脉高压组(n =31)

SAAG(g/L) 19.67 6.34a                 9.66 5.01

AFTP(g/L) 11.26 8.76a               30.87 9.58

腹水血清总蛋白比值   0.17 0.14a                0.45 0.13

 bP <0.01 vs  非门脉高压组.

2.2 各指标鉴别门脉高压性腹水的价值  (表 2)

表2  各指标鉴别门脉高压性腹水的价值

门脉高  非门脉  敏感      特异        阳性       阴性        准确性

  压组    高压组   性(%)    性(%)   预测值    预测值      (%)

  n =36      n =31                                   (%)           (%)

SAAG 11 g/L    34        5      94       84       87       93        90

AFTP < 25 g/L    33       15     92        52a     69a      84        73a

腹水血清总蛋白比值<0.5   35      16     97        48a     69a      94        75a

 aP <0.05 vs SAAG.

2.3  12例肝硬化患者治疗前后的SAAG及AFTP检测结

果  (表 3)

表3  12例肝硬化患者治疗前后的AFTP及SAAG水平

     治疗前           治疗后

AFTP (g/L)                        7.71 3.60        12.65 6.83a

SAAG (g/L)                     22.04 4.43        22.10 5.11

 aP <0.05 vs 治疗前.

3   讨论

我们对67例腹水患者进行研究 发现门脉高压组与非

门脉高压组的SAAG AFTP 腹水血清总蛋白比值差

异有显著性.以SAAG 11 g/L为界值 诊断门脉高压

性腹水的敏感性 特异性 阳性预测值 阴性预测值

准确性分别为 94% 84% 87% 93% 90% 优

于 AF T P 腹水血清总蛋白比值(其准确性分别为

73% 75%) 与以往文献报道相符[1-3].

         SAAG是血清白蛋白与同日测得的腹水白蛋白之间

的差值 其用于腹水病因鉴别的理论基础是他可以直

接反映门脉压力. 按 Starling 平衡机制 门脉高压时

血管内与腹腔流体静压差增大 驱动液体从毛细血管

进入腹腔 为建立新的平衡 血浆与腹水胶体渗透压之

差增大. 由于白蛋白是维持胶体渗透压的主要因素 故

血管内外的白蛋白梯度(SAAG)可以反映静水压差(即门

脉压力)[4]. 此后 许多研究通过直接测定门脉压力的血

流动力学指标亦证实了SAAG与门脉压力之间呈线性相

关[6-10].

        而AFTP受多种因素影响 是由血清蛋白及门脉压

力共同决定的.Hoefs et al [6]研究发现 AFTP与三个互

不相关的变量相关: 血清白蛋白(r =0.67 P <0.0001)

血清球蛋白(r =0.44 P <0.001) 门脉压力(r =-0.48

P <0.0005) 其中任一因素的变化都可影响AFTP. 因此

AFTP不能准确反映门脉压力. 以上理论可解释为什么在

部分漏出性腹水患者中 如血清白蛋白不低的肝硬化

心功能不全及缩窄性心包炎等会出现相对高的AFTP;

而渗出性腹水如合并严重的低白蛋白血症 则会出现

相对低的AFTP[11].

        此外 本研究中12例肝硬化患者治疗前后的SAAG

AFTP 结果表明 AFTP 受治疗影响大 输注白蛋白

及使用利尿剂均可使其升高. 而同一患者的门脉压力相

对稳定 在患者摄入含盐食物 输注白蛋白及使用利尿

剂或治疗性腹腔穿刺前后 SAAG没有或仅有细微的变

化 与以往文献报道相符[2, 6].

       总之 SAAG由于能准确反映门脉压力 且受治疗

影响小 较传统的渗漏出液指标更具有优越性. 以11 g/L

为界限 SAAG 11 g/L 提示门脉高压性 常见于肝

硬化 酒精性肝炎 肝广泛性转移癌 Budd-Chiaris 综

合征 暴发性肝衰竭 门静脉血栓 静脉闭塞性疾病 心

源性腹水等[12-13]. SAAG<11 g/L提示非门脉高压性 常见

于腹腔恶性肿瘤 结核性腹膜炎 胰源性腹水 肾病综合

征 胆源性腹水 结缔组织疾病所致的浆膜炎等[1, 14-16].

        因此 依据SAAG将腹水分为高梯度性或低梯度

性 即门脉高压性或非门脉高压性 对腹水病因鉴别具

有重要临床价值.
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摘要

目的: 探索腹型过敏性紫癜的临床表现和内镜特点 为该

病诊治提供参考.

方法: 对腹型过敏性紫癜44例进行回顾分析.

结果: 发病前1-3 wk有呼吸道症状14例(31.8%) 食物过

敏2例(4.6%) 药物过敏2例(4.6%). 34例先有紫癜后有腹

痛症状 10例以腹痛起病.胃肠黏膜紫癜样改变26例 其

中胃黏膜受累22例 十二指肠受累26例 回肠末端受累

23例 结肠受累20例 2例无明显异常.

结论: 腹型过敏性紫癜临床上易误诊 结合该病腹部表现

及胃镜特点 可正确诊断 及时治疗.

刘卓刚, 矫德馨. 腹型过敏性紫癜临床特点及内镜检查结果分析. 世界华人消

化杂志  2004;12(6):1494-1495
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0   引言

过敏性紫癜是一种血管变态反应性疾病 亦称免疫性

血管性疾病. 临床主要有皮肤型 腹型 肾型 关节型

及其他类型 皮肤型多见 发病人群多为儿童 腹型少

见 极易误诊. 本文回顾分析我院1996-06/ 2004-02收

治的44例腹型过敏性紫癜患者 其中内镜检查28例

以探索腹型过敏性紫癜的临床表现和内镜特点.

1   材料和方法

1.1 材料  44 例腹型过敏性紫癜患者系我院1996-06/

2004-02住院病例 男26例 女18例 年龄15-62岁

平均24岁. 发病至就诊时间为12 h-25 d. 病例符合腹型

过敏性紫癜诊断标准[1].

1.2 方法  28 例患者行胃镜检查 其中25例亦接受结

肠镜检查. 采用日本PENTAX公司  EG2940电子胃镜

EC3840电子结肠.

2   结果

2.1 临床特点  44 例患者 发病前1-3 wk 有上呼吸道

症状14例(31.8%) 食物(鱼 虾等)过敏2例(4.6%) 药

物过敏2例(4.6%) 无明显诱因26例(59.1%). 34例皮
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摘要

目的: 探索腹型过敏性紫癜的临床表现和内镜特点 为该

病诊治提供参考.

方法: 对腹型过敏性紫癜44例进行回顾分析.

结果: 发病前1-3 wk有呼吸道症状14例(31.8%) 食物过

敏2例(4.6%) 药物过敏2例(4.6%). 34例先有紫癜后有腹

痛症状 10例以腹痛起病.胃肠黏膜紫癜样改变26例 其

中胃黏膜受累22例 十二指肠受累26例 回肠末端受累

23例 结肠受累20例 2例无明显异常.

结论: 腹型过敏性紫癜临床上易误诊 结合该病腹部表现

及胃镜特点 可正确诊断 及时治疗.

刘卓刚, 矫德馨. 腹型过敏性紫癜临床特点及内镜检查结果分析. 世界华人消

化杂志  2004;12(6):1494-1495
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0   引言

过敏性紫癜是一种血管变态反应性疾病 亦称免疫性

血管性疾病. 临床主要有皮肤型 腹型 肾型 关节型

及其他类型 皮肤型多见 发病人群多为儿童 腹型少

见 极易误诊. 本文回顾分析我院1996-06/ 2004-02收

治的44例腹型过敏性紫癜患者 其中内镜检查28例

以探索腹型过敏性紫癜的临床表现和内镜特点.

1   材料和方法

1.1 材料  44 例腹型过敏性紫癜患者系我院1996-06/

2004-02住院病例 男26例 女18例 年龄15-62岁

平均24岁. 发病至就诊时间为12 h-25 d. 病例符合腹型

过敏性紫癜诊断标准[1].

1.2 方法  28 例患者行胃镜检查 其中25例亦接受结

肠镜检查. 采用日本PENTAX公司  EG2940电子胃镜

EC3840电子结肠.

2   结果

2.1 临床特点  44 例患者 发病前1-3 wk 有上呼吸道

症状14例(31.8%) 食物(鱼 虾等)过敏2例(4.6%) 药

物过敏2例(4.6%) 无明显诱因26例(59.1%). 34例皮
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肤紫癜后出现腹痛症状 10例(22.7%)以腹痛起病 2-

10 d后出现皮疹 其中误诊为消化道出血6例 急性胰

腺炎2例 肠梗阻1例 阑尾炎1例 行阑尾切除术. 腹

痛为持续性或阵发性加重 表现为脐周痛 部分为上腹

痛或全腹痛 无放散. 体检示腹部柔软 压痛阳性 无

肌紧张及反跳痛. 便潜血阳性40例. 出凝血时间 血块

回缩及骨髓检查正常 束臂试验阳性19例(43.2%).

2.2 内镜结果  发病2-7 d行胃镜检查 胃肠黏膜有紫

癜样改变26例(92.9%) 其中胃22例 十二指肠26例.

肠镜检查25例 回肠末端有紫癜样改变23例 结肠20

例 2例无明显异常. 镜下表现为: 胃肠黏膜不同程度

水肿 出血点 少数融合成片状 多为圆形 有的破溃

呈现黏膜表浅糜烂或溃疡. 3例患者肠腔内有积血. 病变

分布: 胃 十二指肠 回肠末端病理改变明显 食管

未见异常. 所有病例进行病理活检 结果显示: 上皮细

胞肿胀 黏膜下血管壁可有坏死 间质水肿 红细胞外

渗 血管细胞有炎症变化 中性粒细胞及淋巴细胞浸润.

3   讨论

通过对44例患者回顾分析 腹型过敏性紫癜临床及内镜

检查有如下特点: (1)皮疹出现前有胃肠道症状者占22.7%

与文献[2]报道14-36%相近. (2)以腹痛为主要表现 腹

痛部位多变而不固定 自觉症状多为绞痛 剧烈难忍

但腹部体征轻微 有轻微压痛而无肌紧张或固定压痛

点 呈症状与体征分离现象. (3)腹痛易反复发作 进

食可致腹痛反复或加重 伴随症状以消化道出血多见.

(4)本组内镜多见胃 十二指肠 回肠末端受累 少

有累及食管 与国外报道[3]不符. 而Gunasekaran et al [4]

报道多见小肠受累. (5)黏膜损害表现为: 黏膜下大小不等

出血点 重者形成瘀斑和血肿 少数可见糜烂 溃

疡 病变之间黏膜正常. (6)胃肠黏膜改变与皮肤紫癜程

度密切相关.本组行内镜检查28例 26例(92.9%)有胃

肠黏膜紫癜样改变. 国内报道[5]腹型过敏性紫癜100%有

胃肠受累.

        皮肤紫癜可出现在腹痛前后 出现在腹痛后者 易

造成误诊. 本组 10例腹痛首发者均误诊 其原因可能

为: (1)对该病复杂性认识不足  本组 10 例患者 皮肤

紫癜在腹痛后 2-10 d 出现 误诊为消化道出血 急

性胰腺炎 肠梗阻 急性阑尾炎 甚至行阑尾切除术

给患者造成不必要的痛苦. (2)病史采集 查体不仔细

本组14例患者在发病前有上呼吸道感染症状 2例特

殊食物过敏 1例药物过敏 而病历中均无记录. (3)诊

断思路狭窄  满足于原发病的诊断.本组患者出现腹痛

黑便症状满足于消化道出血或急性胃肠炎诊断 未进

一步探究病因.

       腹型过敏性紫癜临床以腹痛为特点易造成误诊

而及时的胃肠镜检查可做出正确诊断. 当缺乏皮肤特征

或关节肿痛时 腹痛应与急腹症区别 行胃镜检查 可

确定病变范围 程度 可在临床推广.
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摘要

目的: 观察胆道支架置放结合动脉化疗栓塞姑息治疗恶性梗

阻性黄疸的疗效.

方法: 对17例恶性梗阻性黄疸患者行经皮肝穿刺胆道支架

置放结合动脉化疗栓塞治疗. 分别观察血清胆红素下降情

况 手术并发症 并随访胆道支架维持通畅时间和患者生

存期.

结果: 血清胆红素在术后1 wk下降最快. 并发症有疼痛

出血 局限性腹膜炎. 17例患者平均支架维持通畅时间为

14.2 mo 平均生存期为16.5 mo.
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肤紫癜后出现腹痛症状 10例(22.7%)以腹痛起病 2-

10 d后出现皮疹 其中误诊为消化道出血6例 急性胰

腺炎2例 肠梗阻1例 阑尾炎1例 行阑尾切除术. 腹

痛为持续性或阵发性加重 表现为脐周痛 部分为上腹

痛或全腹痛 无放散. 体检示腹部柔软 压痛阳性 无

肌紧张及反跳痛. 便潜血阳性40例. 出凝血时间 血块

回缩及骨髓检查正常 束臂试验阳性19例(43.2%).

2.2 内镜结果  发病2-7 d行胃镜检查 胃肠黏膜有紫

癜样改变26例(92.9%) 其中胃22例 十二指肠26例.

肠镜检查25例 回肠末端有紫癜样改变23例 结肠20

例 2例无明显异常. 镜下表现为: 胃肠黏膜不同程度

水肿 出血点 少数融合成片状 多为圆形 有的破溃

呈现黏膜表浅糜烂或溃疡. 3例患者肠腔内有积血. 病变

分布: 胃 十二指肠 回肠末端病理改变明显 食管

未见异常. 所有病例进行病理活检 结果显示: 上皮细

胞肿胀 黏膜下血管壁可有坏死 间质水肿 红细胞外

渗 血管细胞有炎症变化 中性粒细胞及淋巴细胞浸润.

3   讨论

通过对44例患者回顾分析 腹型过敏性紫癜临床及内镜

检查有如下特点: (1)皮疹出现前有胃肠道症状者占22.7%

与文献[2]报道14-36%相近. (2)以腹痛为主要表现 腹

痛部位多变而不固定 自觉症状多为绞痛 剧烈难忍

但腹部体征轻微 有轻微压痛而无肌紧张或固定压痛

点 呈症状与体征分离现象. (3)腹痛易反复发作 进

食可致腹痛反复或加重 伴随症状以消化道出血多见.

(4)本组内镜多见胃 十二指肠 回肠末端受累 少

有累及食管 与国外报道[3]不符. 而Gunasekaran et al [4]

报道多见小肠受累. (5)黏膜损害表现为: 黏膜下大小不等

出血点 重者形成瘀斑和血肿 少数可见糜烂 溃

疡 病变之间黏膜正常. (6)胃肠黏膜改变与皮肤紫癜程

度密切相关.本组行内镜检查28例 26例(92.9%)有胃

肠黏膜紫癜样改变. 国内报道[5]腹型过敏性紫癜100%有

胃肠受累.

        皮肤紫癜可出现在腹痛前后 出现在腹痛后者 易

造成误诊. 本组 10例腹痛首发者均误诊 其原因可能

为: (1)对该病复杂性认识不足  本组 10 例患者 皮肤

紫癜在腹痛后 2-10 d 出现 误诊为消化道出血 急

性胰腺炎 肠梗阻 急性阑尾炎 甚至行阑尾切除术

给患者造成不必要的痛苦. (2)病史采集 查体不仔细

本组14例患者在发病前有上呼吸道感染症状 2例特

殊食物过敏 1例药物过敏 而病历中均无记录. (3)诊

断思路狭窄  满足于原发病的诊断.本组患者出现腹痛

黑便症状满足于消化道出血或急性胃肠炎诊断 未进

一步探究病因.

       腹型过敏性紫癜临床以腹痛为特点易造成误诊

而及时的胃肠镜检查可做出正确诊断. 当缺乏皮肤特征

或关节肿痛时 腹痛应与急腹症区别 行胃镜检查 可

确定病变范围 程度 可在临床推广.
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摘要

目的: 观察胆道支架置放结合动脉化疗栓塞姑息治疗恶性梗

阻性黄疸的疗效.

方法: 对17例恶性梗阻性黄疸患者行经皮肝穿刺胆道支架

置放结合动脉化疗栓塞治疗. 分别观察血清胆红素下降情

况 手术并发症 并随访胆道支架维持通畅时间和患者生

存期.

结果: 血清胆红素在术后1 wk下降最快. 并发症有疼痛

出血 局限性腹膜炎. 17例患者平均支架维持通畅时间为

14.2 mo 平均生存期为16.5 mo.
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结论: 胆道支架置放治疗恶性梗阻性黄疸安全 有效 与

动脉化疗栓塞结合可明显延长患者生存期.

刘岩, 杨光, 于友涛, 刘瑞宝, 李任飞, 张同, 申宝忠. 经皮肝穿刺胆道支架置放

结合动脉化疗栓塞治疗恶性梗阻性黄疸. 世界华人消化杂志  2004;12(6):

1495-1497

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1495.asp

0   引言

恶性梗阻性黄疸临床表现多隐匿 出现黄疸时多为晚

期 且病情进展迅速 已失去手术机会 或手术难度大

并发症和术后死亡率较高 目前仍是临床治疗中的难

题. 1999-03/2002-09 共 17例恶性梗阻性黄疸患者在

我科接受了经皮肝穿刺胆道支架置放术结合经动脉化

疗栓塞(TACE)治疗 取得了较好疗效.

1   材料和方法

1.1 材料  本组 17 例患者中 男 13 例 女 4 例 年

龄41-75岁(平均54岁). 其中胆管癌8例 胰头癌4例

肝癌 2 例 壶腹癌 2 例 肝门淋巴结转移 1 例. 以上

诊断均经影像学和血液肿瘤标记物检查或病理学证实.

1.2 方法

1.2.1 支架置入方法  全部病例均于术前行B超或CT

MR检查初步了解胆管梗阻的部位及肝内胆管扩张情况.

先行经皮肝穿刺(PTC) 穿刺在B 超引导下进行 穿

刺点选择在右腋中线第8-10肋间 左肝管狭窄则选择

剑突下穿刺入路. 所有支架均通过经皮肝穿刺途径置

放 其中11例首次手术放置成功 4例伴有胆道感染经

过经皮肝穿刺胆道引流(PTCD)及抗炎治疗+胆道冲洗后

行二次手术放置成功 2例梗阻严重者经外引流+TACE

治疗后二次手术放置成功. 其中2例高位梗阻患者系左

右肝管起始段梗阻 于左右肝内胆管入路各放置1枚支

架 1 例因病变长度较长 放置2 枚支架 共放置支

架20枚. 使用的支架有Wallstent和国产镍钛记忆合金

支架等. 支架长度60-80 mm 直径8 mm. 支架放置时

其两端至少超过病变两端各1 cm 对壶腹部病变支架

下端进入十二指肠不超过1 cm. 支架放置后继续外引流

3-7 d 造影复查见支架开放良好 引流通畅则拔除

外引流管.

1.2.2 经动脉化疗栓塞方法  TACE在患者黄疸明显减退

及肝功能指标明显好转后进行. TACE术采用Seldinger

法经右股动脉穿刺插管 根据血管造影所见将4F导管

头端置于肝总动脉或胃十二指肠动脉或肠系膜上动脉

用表阿霉素20-50 mg+5-氟尿嘧啶250-1 000 mg进行

化疗灌注; 如可以栓塞 将导管头置于肿瘤供血动脉

用丝裂霉素10-20 mg与超液化碘油5-20 mL混合制成

乳剂进行化疗栓塞. 胰头癌患者用健择1.0-1.6 g+顺铂

40-60 mg灌注化疗 未栓塞. 每个患者行TACE治疗

1-3 次 术后给予保肝治疗.

1.2.3 观察指标  术后分别观察血清胆红素下降情况 手

术并发症 随访胆道支架维持通畅时间和患者生存期.

2   结果

2.1 血清胆红素下降情况  所有患者行支架置入术或外

引流后均表现为皮肤 巩膜黄染及皮肤瘙痒明显减轻.

肝功能检查显示血清总胆红素 /直接胆红素迅速下降

以术后1 wk最为明显 血清总胆红素由术前(182.4

113.2 µmoL/L降至术后1 wk的(84.7 60.5  µmoL/L
转氨酶水平亦明显降低.

2.2 术中 术后并发症  PTCD 放置胆道内支架术中

常见并发症为胆道出血 一般为少量 经止血 抗炎治

疗后1-3 d后停止. 术后表现为右上腹部疼痛 可逐渐

缓解. 2例出现穿刺点周围局限性腹膜炎 经保守治疗

后消失. 1例在拔除引流管后出现胆汁性胸膜炎 经胸

腔冲洗引流5 d后痊愈. 1例在TACE术后出现肝功能衰

竭 于1 mo 内死亡.

2.3 生存期  17例患者已有14例死亡 生存期为3-35 mo

(平均16.5 mo). 另外3例仍存活 分别已存活12 18

23 mo.

2.4 支架维持通畅时间  支架置放术后黄疸复发的患者

中有5例再次入院 出现再次梗阻的时间为2-21 mo.

PTC术中造影发现支架内有充盈缺损或完全闭塞 重

新建立胆道引流 术后血清胆红素均下降. 另外12例至

今或至死亡时未出现再次血清胆红素升高. 至发稿之

日 本组病例支架维持通畅2-35 mo 平均 14.2 mo.

3   讨论

恶性胆道狭窄传统采用外科手术治疗 但胆管癌和胰

头癌的手术切除率很低[1-2]. 胰头癌多采用胆肠吻合术引

流 而对于高位胆管癌多数放弃手术治疗. 1974 年

Molnar 和 Stocknm首先报道采用PTCD术治疗 为恶

性梗阻性黄疸的治疗提供了一种全新的方法. 但单纯

PTCD 术会导致全部或部分胆汁流失 影响消化吸收

功能 长期胆汁流失可导致水 电解质代谢紊乱 增加

胆道感染的概率. 另外 引流管必须定期冲洗 并防止引

流管脱落[3]. 支架置入术自1990年代中期引入我国 并

以其微创 相对简单有效的特点逐步得以推广应用[4-7] .

目前治疗恶性梗阻性黄疸多主张胆道引流术 TACE

化疗 放疗等疗法的综合治疗[8-14].

         我们实施PTC均在B超引导下沿穿刺架进行 穿

刺肝内胆管的 级分支 一次穿刺成功率可达

100% 明显优于X线透视下穿刺. 该方法尤其适用于

低位梗阻性黄疸患者 因多数低位梗阻性黄疸患者就

诊时肝内胆管不扩张或仅轻度扩张 而胆囊较大 B

超导引下穿刺可明显提高穿刺成功率 并可避免穿破

胆囊 同时可避免穿刺肋膈角 肝内大血管等重要结构.

         TACE治疗应尽量在胆红素明显下降 肝功能恢复

至Child B级以上之后进行 否则有促进肝功能衰竭的

危险. 本组 1 例肝癌患者 肿块压迫肝门区 支架置
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入后黄疸下降较慢 考虑通过 TACE 治疗可缩小肿

块 在胆红素未明显下降的情况下即行TACE治疗 治

疗后肝功损伤未能恢复 于2 mo 后死亡.

         本组病例发生胆道再次梗阻的原因有: 肿瘤压迫支

架变窄 沿金属支架网眼向内生长 肿瘤生长超过支架

两端 胆道感染 与文献[15-16]报道相似. PTC造影可

见胆道内充盈缺损或完全梗阻 通过再次支架置入或

PTCD后胆红素均下降. 与相关文献报道相比 本组病

例支架维持通畅时间较单纯采用胆道支架治疗者明显

延长[15-16].
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摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒不同基因型对肝炎病毒引发的机体

自身免疫机制的影响.

方法: 选择HBV-DNA阳性HBV感染者87例 其中无症

状病毒携带者20例 慢性乙肝24例 慢性重型乙肝34例

乙肝肝硬化9例. 采用聚合酶链式反应-限制性片段长度多

态性分析(PCR-RFLP)检测HBV-DNA基因型. 采用间接免

疫荧光法 金标法 放射免疫法 免疫乳胶凝集法分别

检测所有研究对象的抗核抗体(ANA) 抗双链DNA抗体

(Ads-DNA) 抗甲状腺球蛋白抗体及抗甲状腺微粒体抗体

(TGA/TMA) 类风湿因子(RF).

结果: 87 例HBV-DNA阳性HBV感染者中 基因型B 75

例(86.2%) 基因型C12 例(13.8%) 未发现基因型A D

E F存在. 与正常对照组相比 HBV-DNA阳性HBV感染

者自身抗体检出率明显增高 有显著性差异(P <0.01). 75例

B型HBV感染者中有51例检出59项次自身抗体 C型HBV

感染者中12例有7例检出12项次自身抗体 两组自身抗

体检出率比较无统计学意义(P >0.05).

结论: 本地区存在HBV基因型B和基因型C 且以B型为

优势基因型 未发现基因型A D E  F存在. HBV感染可

引发自身免疫性反应 导致多种自身抗体的产生 但基因

型B和基因型C病毒感染者机体内自身免疫应答过程并无

明显差异.
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目的: 探讨乙型肝炎病毒不同基因型对肝炎病毒引发的机体

自身免疫机制的影响.

方法: 选择HBV-DNA阳性HBV感染者87例 其中无症

状病毒携带者20例 慢性乙肝24例 慢性重型乙肝34例

乙肝肝硬化9例. 采用聚合酶链式反应-限制性片段长度多

态性分析(PCR-RFLP)检测HBV-DNA基因型. 采用间接免

疫荧光法 金标法 放射免疫法 免疫乳胶凝集法分别

检测所有研究对象的抗核抗体(ANA) 抗双链DNA抗体

(Ads-DNA) 抗甲状腺球蛋白抗体及抗甲状腺微粒体抗体

(TGA/TMA) 类风湿因子(RF).

结果: 87 例HBV-DNA阳性HBV感染者中 基因型B 75

例(86.2%) 基因型C12 例(13.8%) 未发现基因型A D

E F存在. 与正常对照组相比 HBV-DNA阳性HBV感染

者自身抗体检出率明显增高 有显著性差异(P <0.01). 75例

B型HBV感染者中有51例检出59项次自身抗体 C型HBV

感染者中12例有7例检出12项次自身抗体 两组自身抗

体检出率比较无统计学意义(P >0.05).

结论: 本地区存在HBV基因型B和基因型C 且以B型为

优势基因型 未发现基因型A D E  F存在. HBV感染可

引发自身免疫性反应 导致多种自身抗体的产生 但基因

型B和基因型C病毒感染者机体内自身免疫应答过程并无

明显差异.
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0   引言

我国是慢性肝病的高发区[1-2] 病毒性肝炎占大多数[3-8]

严重威胁着人们的身体健康. 近年来在慢性肝炎患者血

清中检测出各种自身抗体的研究报道日趋增多 证实

慢性肝炎患者体内发生了自身免疫反应[9-17]. 肝炎病毒感

染后机体产生的自身免疫紊乱现象正日益受到重视. 目

前基于全核苷酸序列比较 乙型肝炎病毒(HBV)可分A

B C D E F G H8个基因型[18-19]. 有关在中国人

HBV感染者中的不同HBV基因型对机体自身免疫机制

影响的研究尚未见报道. 对HBV基因型与机体免疫机制

紊乱关系的研究有助于深入探讨乙肝的发病机制 有

助于诊断 指导治疗及判断预后. 本文通过对不同HBV

基因型HBV感染者的自身免疫紊乱现象的观察 旨在

探讨HBV基因型对机体免疫机制的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  HBV-DNA阳性HBV感染者87例 系我科

2003-01/08 门诊和住院患者 男52例 女35例 年

龄 13-68 岁 其中无症状病毒携带者20 例 慢性乙

肝24例 慢性重型乙肝34例 乙肝肝硬化9例 所有

病例均符合2000年全国传染病寄生虫病学术会议修订

的 病毒性肝炎防治方案 的诊断分型标准[20]. 重叠有

甲 丙 戊肝病毒感染 及合并有其他严重疾病的患者

均从研究对象中去除. 所有病例近3 mo内未使用免疫调

节剂. 随机选择健康献血员24名作为正常对照 均已

除外肝炎病毒感染. 清晨采集受检者空腹静脉血4 mL

分离血清 -20 保存备用.

1.2 方法

1.2.1 HBV标志物的检测  使用ELISA法检测血清HBV

标志物(HBsAg HBsAb HBeAg HBeAb HbcAb). 试

剂盒购于洛阳华美生物工程公司. 严格按说明书操作

结果由酶标仪测定.

1.2.2 HBV基因分型  采用聚合酶链式反应-限制性片

段长度多态性分析(PCR-RFLP)检测HBV-DNA基因型.

试剂盒购于上海申友生物技术有限公司和宝生物工程

(大连)有限公司. 设计引物对: YS1(nt203-221:5 GCGG

GTTTTTCTTGTTGA3 )和 YS2(nt788-769: 5 GGACT

CAAGATGTTCTACAG3 ). PCR扩增HBVS基因长度为

585 bp. 方法: 将 50 µL浓缩液与50 µL待测血清标本混
匀 8 000 rpm 离心 10 min 弃掉上清液留下沉淀

将10 µL裂解缓冲液与沉淀混匀 振荡15 min. 开水浴
10 min 14 000 rpm 离心 15 min 取上清液2 µL 行
PCR. PCR在Icycler仪(Bio-Rad USA)中进行. PCR系统

组成为: 待检上清液2 µL TaKaRa Ex Taq酶(5 U/ µL)
0.25 µL 10 Ex Taq Buffer(Mg plus) 5 µL dNTP

Mixture 4 µL 引物 1 引物 2各 1 µL 灭菌蒸馏水
36.75 µL 共 50 µL反应体积. 扩增条件: 95 预变性
300 s 94 变性 60 s 55 退火 30 s 72 延伸

60 s 共扩增35个循环. 扩增的靶基因经琼脂糖凝胶电

泳初步鉴定. 选用限制性内切酶 StyI BsrI分别消化已

鉴定的PCR产物 1 µL 总反应体积为20  µL 反应
条件: StyI 36  3 h Bsr I 67  3 h 取消化产物8 µL
于 15 g/L琼脂糖凝胶电泳 溴化乙啶染色后于紫外线

下观察 并根据不同的电泳图谱进行RFLP分析以确定

HBV基因型.

1.2.3 自身抗体测定   (1)抗核抗体(ANA)测定采用间接免

疫荧光法 大鼠肝抗原片由本院免疫室制备 羊抗人

IgG荧光抗体购自卫生部上海生物制品研究所. 将待测血

清用 pH7.2PBS 缓冲液按 1 40 1 80 1 160

1 320 稀释 分别加入抗原基质片上 内置37 水

浴箱孵育30 min 取出放入染色缸中用PBS缓冲液清洗

3次 吸水纸吸干 加入荧光抗体 室温孵育30 min PBS

缓冲液洗片3次 以甘油缓冲液封片 荧光显微镜下观

察. (2)抗双链DNA抗体(Ads-DNA)测定采用金标斑点渗

滤法 试剂购自福建三强生物技术公司. 将反应板回温

到35 滴加 100 µL试剂B于反应孔中使其完全渗
入. 滴加待测血清100 µL于反应孔中待完全渗入后再加
入150 µL试剂A 最后滴加100 µL 试剂B于反应孔
中 2 min 后观察结果. (3)抗甲状腺球蛋白抗体及抗甲

状腺微粒体抗体(TGA/TMA)测定采用放射免疫法 试剂

购自卫生部上海生物制品研究所. 将125 -TG和125 -

TM各 100 µL 分别加入T管和待测管 加20 µL 待测
血清和200 µL 缓冲液于待测管中 然后将两管摇匀
37 孵育 60 min 再加入分离试剂TMAB TGAB

摇匀 室温 30 min 3 500 rpm 离心 15 min 吸

上清夜 测T管和待测管沉淀. (4)类风湿因子(RF)采用免

疫乳胶凝集法测定 试剂购自上海伊华医学科技有限公

司. 将待测血清用生理盐水1 20 稀释后 加50  µL
于玻璃板上 滴加一滴胶乳试剂 充分摇匀 3 min后

观察结果 凝集为阳性.

        统计学处理  计数资料以率表示 采用 χ2检验. 所
有数据均在计算机中经SPSS10.0统计软件处理.

2   结果

2.1 HBV-DNA基因型分型标准及检测结果  限制性内

切酶 Sty I 在 C型第301位有酶切位点 可鉴别98%C

型 被切成253 bp和 332 bp两个片段; 内切酶 BsrI 在

B型第174位有酶切位点 被切成126 bp 和 459 bp 两

个片段 可准确鉴定100%B基因型; 92%A型和100%E

型第348位有 BsrI 酶切位点 被切成285 bp及 300 bp

两个片段; 而 C型 F型及95% D型无 BsrI 酶切位点.

经 PCR检测出87 例HBV-DNA阳性患者 男52 例

女35 例; 进一步基因型分析 发现基因型B 75例 占

86.2% 基因型C12 例 占 13.8%. 未发现基因型A
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D E F 存在.

2.2 乙肝患者与正常对照组自身抗体检出结果  87例HBV-

DNA阳性病毒感染者有58例检出至少一种以上的自身

抗体. 按检出例数计算自身抗体总检出率达66.7% 显

著高于正常对照组(P <0.01). 检出的自身抗体以ANA

RF多见 滴度分布以低滴度为主(表1).

表1  HBV-DNA阳性乙肝患者与正常对照组自身抗体检出结果

组别 n    总阳性率(%)     ANA      Ads-DNA      RF     TGA    TMA

正常对照组       24       5 (20.8)          5        0             0        1        2

HBV感染者      87     58 (66.7)         37            1            15        9       9

2.3 不同基因型HBV感染者自身抗体分布  基因型B组

中有51例检出自身抗体(51/75) 基因型C组中有7例

检出自身抗体(7/12) 两组自身抗体阳性率相比较无统

计学意义(P >0.05 表 2).

表2  不同基因型HBV感染者自身抗体分布

组别 n    总阳性率(%)     ANA     Ads-DNA     RF     TGA    TMA

B 型             75     51 (68.8)          32            1           13       7         6

C 型             12      7 (58.3)            5            0             2       2         3

3   讨论

HBV感染的致病机制非常复杂. 目前认为HBV感染后

的肝组织损伤并非HBV在肝细胞内复制繁殖直接作用

的结果 而是机体一系列免疫反应造成肝细胞的病理

性免疫损害. 这种乙肝免疫损伤包括细胞介导的免疫损

伤 免疫复合物引起的免疫损伤及自身免疫反应引起的

免疫损伤. 自身免疫是针对自身成分的抗体或细胞性免疫

效应的现象 是机体对自身组织成分的免疫应答过于亢

进的表现. 本文研究发现在HBV感染者血清中可检出多

种自身抗体 且与正常人比较有显著性差异(P <0.01)

结果证实HBV感染与自身免疫密切相关.

        基于全核苷酸序列比较 乙型肝炎病毒(HBV)可分

A B C D E F G H8个基因型. 基因型反映了

HBV自然感染过程中的变异特点 是病毒变异进化的

结果. HBV基因分型方法目前有3种: (1)病毒基因组或

S基因序列测序[21]; (2)单克隆酶联抗体免疫黏附法[22]; (3)

聚合酶链式反应-限制性片段长度多态性分析(PCR-

RFLP)[23-24]. HBV基因型的地理分布有一定的区域性[25].

我国HBV基因型南方以B型为主 北方以C型为主 D

型仅见于西部及少数民族地区 还未发现其他型别. 也

有学者研究发现D基因型在我国宁夏地区 广东地区和

香港地区约占感染者的15% 因而HBV基因型在我国

的确切分布状况仍不十分清楚[26]. 本研究采用 PCR-

RFLP进行HBV基因型鉴定[27] 在87 例HBV-DNA阳性

病毒感染者中发现基因型B为优势基因型 75例(87.4%)

基因型C12 例(12.6 %) 未发现基因型A D E F存

在.  结果与文献[28]报道基本一致.

        近年有文献[29]报道HBV基因型与疾病的活动及病

毒复制存在一定关系. 本研究首次检测了我国不同HBV

基因型HBV感染者血清中的自身免疫性抗体 发现基

因型B组中有51例检出自身抗体(51/75) 基因型C组

中有7例检出自身抗体(7/12) 两组自身抗体阳性率无

统计学意义(P >0.05). 结果提示感染HBV基因型B和基

因型C的患者机体内自身免疫应答过程并无明显差异

即基因型B和基因型C对HBV感染引发的自身免疫反

应并无影响. 本研究的血清标本未发现A D F E基

因型 难以对这几型自身抗体检出率进行比较. HBV不

同基因型对肝炎病毒引发的机体自身免疫机制是否存

在一定的影响 尚有待于进一步积累病例深入研究.

4     参考文献
1 李兰娟, 吴仲文. 重视肠道微生态变化在慢性肝病中作用的研究.
中国微生态学杂志  2002;14:63-64

2 李异玲, 傅宝玉. 慢性肝病的治疗. 辽宁药物与临床  2003;6:113-117
3 金仙玉, 张新宇. 乙型肝炎病毒母婴传播及其预防的研究现状. 中
华国产医学杂志  2000;3:258-260

4 姬新颖, 付恩清, 白雪帆, 王海涛, 杨为松. 新型肝炎病毒TTV的
研究进展. 微生物学免疫学进展  2000;28:53-59

5 齐名, 熊华, 刘新钰, 吴引伟, 李鹤林, 李保仝, 宗永兰, 邵海枫. 不
同基因型丙型肝炎病毒感染者的自身免疫表现. 临床检验杂志
2002;20:8-10

6 李健, 倪季军. 乙型肝炎病毒母婴传播问题探讨. 厦门大学学报
(自然科学版)  2000;39:869-871

7 陈勇, 洪艳, 杨连华, 倪崖, 陈念良, 凌志强, 愈为群, 毛江森. 中国五
省市甲型肝炎病毒基因分型的研究. 病毒学报  2000;16:309-311

8 霍艳英, 徐德忠, 赵小宁, 李如琳, 刘蓬勃, 王全楚, 王歆. 西安和
郑州地区丙型肝炎患者的HCV 基因分型. 第四军医大学学报
2002;23:749-751

9 McMurray RW, Elbourne K. Hepatitis C virus infection and
autoimmunity. Semin Arthritis Rheum  1997;26:689-701

10 Clifford BD, Donahue D, Smith L, Cable E, Luttig B, Manns
M, Bonkovsky HL. High prevalence of serological markers of
autoimmunity in patients with chronic hepatitis C. Hepatology
1995;21:613-619

11 Unal F, Genel F, Ozgenc F, Aksu G, Aydogdu S, Kutukculer
N, Yagci RV. Immune status and autoantibody formation in
children with chronic hepatitis B infection. Panminerva Med
2002;44:353-357

12 范列英, 仲人前, 孔宪涛, 薛葛, 徐玲玲. 慢性乙型肝炎患者血清中
肝特异性自身抗体的检测. 第二军医大学学报  2000;21:309-312

13 Jablonska J, Zabek J, Kozlowska J, Cianciara J. Immunologi-
cal disorders in patients with chronic viral hepatitis type C.
Przegl Epidemiol  2001;55:459-464

14 Kitazawa E, Igarashi T, Kawaguchi N, Matsushima H,
Kawashima Y, Hankins RW, Miyakawa H. Differences in anti-
LKM-1 autoantibody immunoreactivity to CYP2D6 antigenic
sites between hepatitis C virus-negative and -positive patients.
J Autoimmun  2001;17:243-249

15 Squadrito G, Previti M, Lenzi M, Le Rose EP, Caccamo G,
Restuccia T, Di Cesare E, Pollicino T, Raimondo G. High preva-
lence of non-organ-specific autoantibodies in hepatitis C vi-
rus-infected cirrhotic patients from southern Italy. Dig Dis Sci
2003;48:349-353

16 Liu WE, Tan DM, Zhang Z. A study of the autoimmune patho-
genesis of chronic HCV infection. Hunan Yike Daxue Xuebao
2000;25:367-370

17 范列英, 仲人前, 赵文静, 夏晴. 原发性慢性肝病及原发性肝癌患
者血清抗核抗体检测及其临床意义. 上海免疫学杂志  2000;20:
48-49

18 Hannoun C, Norder H, Lindh M. An aberrant genotype re-
vealed in recombinant hepatitis B virus strains from Vietnam.
J Gen Virol  2000;81(Pt 8):2267-2272



1500                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 6月 15 日  第 12 卷  第 6 期

19 Kao JH, Chen PJ, Lai MY, Chen DS. Hepatitis B virus genotypes
and spontaneous hepatitis B e antigen seroconversion in Tai-
wanese hepatitis B carriers. J Med Virol  2004;72:363-369

20 中华医学会传染病与寄生虫学会. 病毒性肝炎防治方案. 中华传
染病杂志  2001;19:56-62

21 Norder H, Courouce AM, Magnius LO. Complete genomes
phylogenetic relatedness and structural proteins of six strains
of the hepatitis B virus, four of which represent two new
genotypes. Virology  1994;198:489-510

22 Usuda S, Okamoto H, Iwanari H, Baba K, Tsuda F, Miyakawa Y,
Mayumi M. Serological detection of hepatitis B virus genotypes
by ELISA with monoclonal antibodies to type-specific epitopes in
the preS2-region product. J Virol Methods  1999;80:97-112

23 Lindh M, Andersson AS, Gusdal A. Genotypes, nt1858
variants, and geographiorigin of hepatitis B virus-large scale
analysis using a new genotyping method. J Infect Dis  1997;
175:1285-1293

24 Lindh M, Gonzalez JE, Norkrans G, Horal P. Genotyping of

hepatitis B virus by restriction pattern analysis of a pre-S
amplicon. J Virol Methods  1998;72:163-174

25 黄晶, 高志良. 乙型肝炎病毒基因型研究现状. 中华传染病杂志
2002;19:251-253

26 阎丽, 侯金林, 郭亚兵. 乙型肝炎病毒基因型S基因PCR-RFLP
分型方法的建立. 中华传染病学杂志  2001;19:224-229

27 Yan L, Hou JL, Gou YB, Chen JJ, Wang ZH, Lin YL, Luo KX,
Niu ZY. Establish a new method of genotyping of hepatitis b
virus by restriction pattern analysis of S ampicon. Chin J Infect
Dis  2001;19:224-228

28 Liu YX, Hu GL, Tan DM. Distribution of hepatitis B virus
genotype in Hunan Province and its clinical significance. Hunan
Yike Daxue Xuebao  2002;27:29-31

29 Orito E, Ichida T, Sakugawa H, Sata M, Horiike N, Hino K,
Okita K, Okanoue T, Iino S, Tanaka E, Suzuki K, Watanabe
H, Hige S, Mizokami M. Geographic distribution of hepatitis
B  virus (HBV) genotype in patients with chronic HBV infec-
tion in Japan. Hepatology  2001;34:590-594

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 临床经验 •

免疫营养对重症急性胰腺炎患者免疫屏障的影响

赵   刚, 王   芳, 王春友, 熊炯炘, 陈立波

赵刚, 王春友, 熊炯炘, 陈立波, 华中科技大学同济医学院附属协和医
院胰腺外科中心  湖北省武汉市  430022
王芳, 华中科技大学同济医学院药理系  湖北省武汉市  430030
项目负责人: 王春友, 430022, 湖北省武汉市解放大道1277号, 华中科技大
学同济医学院附属协和医院胰腺外科中心.  cywang52 hotmail.com
电话: 027-85726273    传真: 027-85726830
收稿日期: 2004-02-03    接受日期: 2004-02-18

摘要

目的: 探讨免疫营养对重症急性胰腺炎(severe acute pancre-

atitis SAP)患者免疫屏障功能的影响.

方法: 将SAP患者随机分为全胃肠外营养(total parenteral

nutrition TPN)组和免疫营养(immune nutrition IN)组 各

68例. 分别检测两组患者IgG水平和 CD4/CD8比值 血清

内毒素及水平尿L/M值 以及感染及其相关并发症的发生

率 以评估患者血液及肠道免疫屏障功能.

结果: IN组患者血清内毒素水平和尿L/M值明显低于TPN

组(P <0.05) 而IgG和 CD4/CD8比值则高于TPN组. TPN

组感染率(42.6%) 明显高于IN组 (19.1% P <0.05). TPN组

消化道瘘及腹腔出血发生率(25.0% 22.1%)显著高于IN组

(11.8% 8.8% P <0.05).

结论: 免疫营养有效维护肠道免疫屏障 调节血液免疫功

能 从而有效减少感染及相关并发症的发生 对SAP具有

积极的治疗作用.
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0   引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis SAP)时营养
支持的作用日益受到关注 但对于营养支持的方式
时机及营养底物的选择等尚有争议[1-3]. 本研究旨在探讨
免疫营养支持的实施方式对SAP患者肠道免疫屏障及
血液免疫功能的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-02/2003-10本院收治136例 SAP患者

男72例 女 64例 平均(40.3±2.2)岁. 随机分为全胃
肠外营养(total parenteral nutrition TPN)组 68例和免疫

营养(immune nutrition IN)组 68例. 136例患者中 胆

源性胰腺炎79例 酒精性胰腺炎32例 其他原因引

起胰腺炎共25例.

1.2 方法  (1) TPN组 经过入院后的体液复苏 抑制胰

酶分泌以及维护机体内环境紊乱等常规治疗使急性期

反应得到控制后[4-5] 通过中心静脉穿刺置管行全胃肠

外营养. 总能量每日30 kcal/kg 热氮比为150 1 其

中胰岛素与糖量比为 4-6 1 添加电解质 维生素

及微量元素. (2) IN组 采用分阶段实施免疫营养支持方

式 最初3-5 d 为 PN 但添加力肽100 mL/d(含水溶

性L-谷胺酰氨13.42 g). 肠麻痹缓解后 将螺旋鼻肠管

置于空肠上段实施EN. 从200 mL/d (200 kcal/d)开始 5-

7 d内增加至1 800-2 000 kcal/d 同时静脉营养逐渐

减量 直至过渡到全胃肠营养. 肠内营养滴注以水解蛋

白为主要氮源的平衡肠内营养制剂 如百普素 同时
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目的: 探讨免疫营养对重症急性胰腺炎(severe acute pancre-

atitis SAP)患者免疫屏障功能的影响.

方法: 将SAP患者随机分为全胃肠外营养(total parenteral

nutrition TPN)组和免疫营养(immune nutrition IN)组 各

68例. 分别检测两组患者IgG水平和 CD4/CD8比值 血清

内毒素及水平尿L/M值 以及感染及其相关并发症的发生

率 以评估患者血液及肠道免疫屏障功能.

结果: IN组患者血清内毒素水平和尿L/M值明显低于TPN

组(P <0.05) 而IgG和 CD4/CD8比值则高于TPN组. TPN

组感染率(42.6%) 明显高于IN组 (19.1% P <0.05). TPN组

消化道瘘及腹腔出血发生率(25.0% 22.1%)显著高于IN组

(11.8% 8.8% P <0.05).

结论: 免疫营养有效维护肠道免疫屏障 调节血液免疫功

能 从而有效减少感染及相关并发症的发生 对SAP具有
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支持的作用日益受到关注 但对于营养支持的方式
时机及营养底物的选择等尚有争议[1-3]. 本研究旨在探讨
免疫营养支持的实施方式对SAP患者肠道免疫屏障及
血液免疫功能的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-02/2003-10本院收治136例 SAP患者

男72例 女 64例 平均(40.3±2.2)岁. 随机分为全胃
肠外营养(total parenteral nutrition TPN)组 68例和免疫

营养(immune nutrition IN)组 68例. 136例患者中 胆

源性胰腺炎79例 酒精性胰腺炎32例 其他原因引

起胰腺炎共25例.

1.2 方法  (1) TPN组 经过入院后的体液复苏 抑制胰

酶分泌以及维护机体内环境紊乱等常规治疗使急性期

反应得到控制后[4-5] 通过中心静脉穿刺置管行全胃肠

外营养. 总能量每日30 kcal/kg 热氮比为150 1 其

中胰岛素与糖量比为 4-6 1 添加电解质 维生素

及微量元素. (2) IN组 采用分阶段实施免疫营养支持方

式 最初3-5 d 为 PN 但添加力肽100 mL/d(含水溶

性L-谷胺酰氨13.42 g). 肠麻痹缓解后 将螺旋鼻肠管

置于空肠上段实施EN. 从200 mL/d (200 kcal/d)开始 5-

7 d内增加至1 800-2 000 kcal/d 同时静脉营养逐渐

减量 直至过渡到全胃肠营养. 肠内营养滴注以水解蛋

白为主要氮源的平衡肠内营养制剂 如百普素 同时
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添加谷氨酰胺制剂如谷参长安胶囊. (3) 指标监测 分别

在第 1 7 14 21  d 取患者血清并冻存 分别检

测血清IgG和内毒素水平. 分离外周血淋巴细胞 用流

式细胞仪进行CD4/CD8淋巴细胞分类计数. 口服含乳果

糖10 g 甘露醇 5 g的测试液 用高压液相色谱法测

定6 h后尿中乳果糖和甘露醇的浓度 [6]. 用 ELISA试剂

盒检测TNF-α和IL-8水平. 观察感染及其相关并发症
如腹腔出血 消化道瘘等的发生.

        统计学处理  计量资料采用方差分析 计数资料采

用 χ2分析. P <0.05表示差异有显著性.

2   结果

2.1 血液免疫功能指标  IN组CD4/CD8比值及血清IgG

水平在第7 d有所下降 但无显著意义(P >0.05) 很快

恢复正常水平. TPN组CD4/CD8比值及血清IgG水平在

第7 d明显持续降低 并显著低于处理组(P <0.05) (表 1).

表1  CD4/CD8 T细胞比值及血清 IgG水平的改变

   第 1 d    第 7 d  第 14 d   第 21 d

    TPN      IN    TPN      IN     TPN      IN     TPN      IN

CD4/CD8 1.82±0.02 1.85±0.04 1.54±0.05 1.72±0.06a 1.64±0.07 1.82±0.04a 1.78±0.03 1.87±0.05a

IgG (g/L) 12.3±1.7 11.8±1.1   9.8±0.9 11.4±0.7a 10.8±0.6 11.8±0.7a 11.0±0.5 12.2±0.6a

aP <0.05 vs TPN组.

表2  尿 L/M值及血清内毒素水平改变

   第 1 d    第 7 d  第 14 d   第 21 d

    TPN      IN    TPN      IN     TPN      IN     TPN      IN

L/M 0.047±0.019 0.052±0.021 0.097±0.023 0.063±0.011a     0.143±0.046 0.061±0.027a 0.156±0.032 0.057±0.028a

内毒素         -         -     5.9±1.1     2.4±0.7a  8.3±3.2    1.9±0.8a    8.4±1.6    1.7±0.6a

aP <0.05 vs TPN组.

2.2 肠道免疫屏障指标  两组均在第7 d检测到内毒素

TPN组内毒素水平持续显著高于IN组. TPN组L/M值第

7 d开始明显升高; IN组L/M值第7 d升高 与同组第1

d相比无显著差别 但明显低于TPN组(P <0.05) (表 2).

2.3 感染及其相关并发症发生率  血液细菌和真菌培养

实验表明 TPN组68例患者中42.6%(29/68)有全身性

感染 而IN组患者中全身感染率为19.1%(13/68) 明

显低于全胃肠外营养组(P <0.05). 此外 TPN组消化道

瘘及腹腔出血的发生率分别为25.0%(17/68)和 22.1%

(15/68) 均明显高于IN组的发生率11.8%(8/68)和8.8%

(6/68) (表 3).

表3  感染及其相关并发症发生率

        全身性感染        消化道瘘     腹腔出血

TPN             42.6% (29/68)     25.0% (17/68) 22.1% (15/68)

IN                19.1%  (13/68)      11.8% (8/68)     8.8% (6/68)

P <0.05 vs TPN组.

3   讨论

随着对SAP发病机制认识的不断深入以及早期重症监

护和多器官功能维护水平的提高 SAP早期死亡率有所

下降 但严重的全身性感染及其相关并发症如肠瘘 胰

瘘 假性囊肿内出血和腹腔出血使SAP后期死亡率仍

较高[7]. SAP时微循环障碍和大量炎性递质的释放导致肠

黏膜细胞过度凋亡 甚至坏死 肠黏膜通透性增加以及

肠道局部淋巴细胞和肝脏枯否细胞的免疫屏障功能减

弱 同时肠动力障碍导致细菌过度繁殖 从而发生肠道

菌群移位 导致胰腺坏死组织感染或感染相关的器官

功能衰竭的发生[8-9]. 因而合理营养支持的目的不仅仅在

于改善SAP患者的营养状况 更重要的在于维护肠道

黏膜屏障及机体免疫功能 以防止肠道菌群移位感染

的发生[10].

        本研究中 IN组采用了分阶段的免疫营养方式 在

急性反应期以维持内环境稳定 液体复苏治疗为主 在

急性期反应得到缓解后则静脉给予营养素并添加谷氨

酰胺 然后逐步过渡到肠内营养给予添加有谷氨酰胺

的水解蛋白 充分提供肠道黏膜细胞和免疫细胞的特

异营养因子. 本研究观察到 由于 IN组静脉应用力肽

并通过空肠内置管给予添加有谷氨酰胺的水解蛋白

黏膜通透性明显低于全胃肠外营养组 且患者细胞及

体液免疫功能上调. 免疫营养方式充分提供的谷氨酰胺

是肠道黏膜细胞特异营养因子 而且是免疫细胞分泌

增生和维持功能所必需的 其中纤维素亦为结肠黏膜

营养素[11-12]. 此外 肠内营养可促进肠道蠕动 调节

胃肠道激素的释放 增加胃肠道血流供应 进一步改善

肠黏膜屏障功能 从而减少细菌移位的发生[13]. 研究结

果表明 分阶段的免疫营养有效维护了肠道黏膜屏障
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功能并增强肠道淋巴结 肝脏枯否细胞及血液淋巴细

胞等的免疫功能 防止移位细菌的继发感染. 更重要的

作用是 阻断了移位细菌来源的内毒素对单核巨噬细

胞的刺激 避免或减轻TNF-α和 IL-8等炎性细胞因
子的过量释放和瀑布样级联反应(cascade) 造成的全身炎

性反应综合征 (SIRS) 和多器官功能不全(MODS) 从而

显著降低重症急性胰腺炎的感染率和死亡率[14].

        有研究表明 肠道黏膜的营养30%来自于动脉血

液供应 70%来自于肠内营养物质[15]. 因而有研究者强

调早期肠内营养以改善肠黏膜的屏障功能 但过早肠

内营养尤其是胃内营养易导致病情的反复 胰腺分泌

增加 不利于胰腺炎症的消退 局部坏死组织和渗液的

吸收. 因此 本研究中的肠内与肠外营养结合组强调肠

内营养开始的时机为: (1) 全身性炎性反应得到控制; (2)

内环境及脏器功能稳定; (3) 胰腺局部坏死及渗液开始局

限; (4) 确定营养管已进入空肠 由于胰腺炎患者存在

胃肠功能障碍 因此特别强调在内窥镜协助下将营养

管推送入空肠上段.
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摘要

目的: 了解食管运动功能对胃食管反流病患者食管黏膜损伤

的影响.

方法: 12例正常人 100例有胃食管反流病典型症状患者

根据内镜检查结果 按洛杉矶内镜下食管炎的分级标准分

三组: 非糜烂性胃食管反流病(NERD)组27例 AB级食管

炎(LA-A B)组 30 例 CD 级食管炎(LA-C D)组 43

例 所有患者均接受食管测压检查. 测定下食管括约肌静

息压(LESP) 以湿咽成功率 食管远端收缩波幅和食管

蠕动的传导速度作为食管体部运动功能的指标.

结果: 食管黏膜损伤的严重程度与LESP 低压明显相关

LA-C D组的LESP明显低于正常组(P <0.05) 而其他两

组与正常组比较差异无显著性. 食管远端收缩波幅及食管蠕

动的传导速度NERD组 食管炎组与对照组比较均无显著性

差异. LA-A B组的湿咽成功率明显低于对照组(P  <0.05)

LA-C D组的湿咽成功率与对照组和NERD组比较差异

均有极显著性(P <0.001 P <0.005). 食管黏膜损伤程度愈

严重 LESP 异常及食管体部运动异常的发生率愈高

LESP异常及食管体部运动异常的发生率NERD组分别为
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功能并增强肠道淋巴结 肝脏枯否细胞及血液淋巴细

胞等的免疫功能 防止移位细菌的继发感染. 更重要的

作用是 阻断了移位细菌来源的内毒素对单核巨噬细

胞的刺激 避免或减轻TNF-α和 IL-8等炎性细胞因
子的过量释放和瀑布样级联反应(cascade) 造成的全身炎

性反应综合征 (SIRS) 和多器官功能不全(MODS) 从而

显著降低重症急性胰腺炎的感染率和死亡率[14].

        有研究表明 肠道黏膜的营养30%来自于动脉血

液供应 70%来自于肠内营养物质[15]. 因而有研究者强

调早期肠内营养以改善肠黏膜的屏障功能 但过早肠

内营养尤其是胃内营养易导致病情的反复 胰腺分泌

增加 不利于胰腺炎症的消退 局部坏死组织和渗液的

吸收. 因此 本研究中的肠内与肠外营养结合组强调肠

内营养开始的时机为: (1) 全身性炎性反应得到控制; (2)

内环境及脏器功能稳定; (3) 胰腺局部坏死及渗液开始局

限; (4) 确定营养管已进入空肠 由于胰腺炎患者存在

胃肠功能障碍 因此特别强调在内窥镜协助下将营养

管推送入空肠上段.
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目的: 了解食管运动功能对胃食管反流病患者食管黏膜损伤

的影响.

方法: 12例正常人 100例有胃食管反流病典型症状患者

根据内镜检查结果 按洛杉矶内镜下食管炎的分级标准分

三组: 非糜烂性胃食管反流病(NERD)组27例 AB级食管

炎(LA-A B)组 30 例 CD 级食管炎(LA-C D)组 43

例 所有患者均接受食管测压检查. 测定下食管括约肌静

息压(LESP) 以湿咽成功率 食管远端收缩波幅和食管

蠕动的传导速度作为食管体部运动功能的指标.

结果: 食管黏膜损伤的严重程度与LESP 低压明显相关

LA-C D组的LESP明显低于正常组(P <0.05) 而其他两

组与正常组比较差异无显著性. 食管远端收缩波幅及食管蠕

动的传导速度NERD组 食管炎组与对照组比较均无显著性

差异. LA-A B组的湿咽成功率明显低于对照组(P  <0.05)

LA-C D组的湿咽成功率与对照组和NERD组比较差异

均有极显著性(P <0.001 P <0.005). 食管黏膜损伤程度愈

严重 LESP 异常及食管体部运动异常的发生率愈高

LESP异常及食管体部运动异常的发生率NERD组分别为
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51.8 和 25.9 . LA-A B组为53.3和 50% 而LA-C

D组高达76.7%和62.6%. LA-C D组LESP异常及食管体

部运动异常的发生率较对照组比较有显著性差异(P  <0.05

P <0.01).

结论: 食管运动功能异常在胃食管反流病食管黏膜损伤的发

生及严重程度中起重要作用.

许军英, 谢小平, 侯晓华. 食管运动功能异常与食管黏膜损伤的关系. 世界华

人消化杂志  2004;12(6):1502-1504

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1502.asp

0   引言

众所周知 下食管括约肌功能障碍是胃食管反流病

(GERD)的主要发病机制之一. 然而 食管体部运动功

能在GERD临床症状和黏膜损伤中的作用知之甚少. 生

理上 原发性食管蠕动能清除反流入食管的胃内容物

或十二指肠内容物 防止食管黏膜的损伤[1]. GERD患

者食管体部运动功能障碍亦十分常见[2]. 本研究旨在了解

食管运动功能障碍在食管黏膜损伤中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  正常对照组12 例 男 7例 女 5例 平均

年龄 42.6 岁 无任何胃食管反流症状 上消化道内

镜检查无异常发现. 2001/2003年间在我院就诊的有典型

胃食管反流症状(烧心或反食或二者并存)患者100 例

接受上消化道内镜检查 根据LA内镜下食管炎的诊断

标准 将其分成三组 内镜检查无食管炎组(NERD) 26

例 其中 女7 例 男 19 例 平均年龄44.3 岁(15-

65 岁); LA-A B 组 30 例 女 12 例 男 16 例 平

均年龄45.9岁(16-60岁); LA-C D组44例 女12例

男32例 平均年龄47.8岁(18-69岁). 所有患者均无胃

食管手术史 均排除消化性溃疡 糖尿病及结缔组织疾

病. 检测仪器采用8导液压灌注食管压力检测系统 为

瑞典Medtronic.Synectics公司生产.

1.2 方法  受试者在检查前3 d停用所有制酸剂及胃肠

动力药物. 检查前一天晚餐后禁食. 经鼻插入导管 采

用定点牵拉法 分别记录下食管括约肌静息压(LESP)

食管近端及远端蠕动收缩幅度(为 10 次湿咽后的平均

值 每次咽水5 mL 间隔30 s). 并计算湿咽成功率(以

湿咽后食管近端压力>15 mmHg 远端压力>20 mmHg

为湿咽成功指标)及食管体部蠕动的传导速度. 以正常对

照组各指标的均值 SD为正常值. LESP<8 mmHg定义

为 LESP 低压; 湿咽成功率小于70 远端压力小于

50 mmHg 传导速度<2 cm/s定义为食管体部运动障碍.

        统计学处理  各组间数据的比较用 t检验和 χ2检验.
应用SPSS统计分析软件.

2   结果

2.1 LESP对食管黏膜损伤及其严重程度的影响  随着食

管黏膜损伤的发生及损伤严重程度的增高 LESP 进

行性降低. LA-C D 组的LESP 明显低于对照组 差

异有显著性(P =0.026) 但 NERD组及LA-A B组与

对照组比较 差异无显著性(P >0.05) (表 1). 43 例重

度反流性食管炎患者有33例LESP降低 占76.7 . 仅

有 51.8 的NERD和 53.3 的轻度反流性食管炎患者

LESP降低.

2.2 食管体部运动功能对食管黏膜损伤及其严重程度的

影响  食管收缩波幅及食管蠕动的传导速度与食管黏膜

损伤的发生及严重程度无关. 两指标各病变组与对照组

比较 差异均无显著性(P >0.05). 湿咽成功率对食管黏

膜损伤的发生及其严重程度有较大的影响 反流性食

管炎患者的湿咽成功率明显低于NERD 组与对照组

LA-A B 组与对照组比较有显著性差异(P <0.005)

LA-C D组与NERD组及对照组比较有极显著性差异

(P <0.005 P <0.001).

2.3 食管测压结果的比较  食管黏膜损伤的发生及严重程

度与食管体部运动功能有明显的相关性. 食管黏膜损伤

程度愈严重 食管体部运动异常的发生率愈高. NERD组

食管体部运动异常的发生率为25.9 . LA-A B组食管

体部运动异常的发生率为50%. 而LA-C D组食管体部

运动异常的发生率高达62.8%. LA-C D组食管体部运

动异常的发生率与NERD组比较有显著性差异(P <0.01).

LA-C D组LESP异常的发生率为76.7 与NERD组

51.8%比较有显著性差异(P <0.05). (表 2).

表1  各组LESP及食管体部运动功能的比较(mean±SD)

   LESP(mmHg)     远端压力(mmHg)     湿咽成功率( )    传导速度(cm/s)

对照组(n =12)         9.1 1.2     59.8 9.1        88 0.04         2.8 0.2

NERD(n =27)          7.8 0.9     49.6 3.6        78 0.06         3.2 0.1

LA-A B(n =30)    6.9 0.8     48.8 5.6       68 0.06a        3.1 0.1

LA-C D(n =43)     5.6 0.7a    49.0 5.2        54 0.05bc            3.1 0.2

aP <0.05, bP <0.001 vs 对照组; cP <0.05 vs NERD组.

表2  各组的食管测压结果

         LESP                        食管体部运动功能

正常             异常                  正常             异常

NERD(n =27) 13         14        20                    7

LA-A B(n =30) 14         16        15                  15

LA-C D(n =43) 10         33a        16                  27a

合计(n =100) 27         73        51                  49

aP <0.05 vs NERD组.

3   讨论

反流性食管炎的发病机制十分复杂 受多种因素的影

响. 酸和食管运动功能异常(下食管括约肌压力降低和食

管体部运动功能减弱)是两种主要的因素. 酸对食管黏膜
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的破坏作用已得到公认 人们已知反流入食管的胃

酸 胃蛋白酶和胆汁可直接损伤食管黏膜 导致严重的

食管炎[3]. GERD亦是一种功能性疾病 LES功能障碍是

GERD发病的最重要因素之一. 在大多数胃食管反流病患

者 反流主要发生在 LES 一过性不适当的松弛时 [ 4 ].

LESP是最主要的抗反流屏障. 长期以来 LES静息压

力降低被认为是GERD发病的最重要机制. 本研究显

示 各病变组的LESP均低于对照组 但NERD组及

LA-A B组与对照组比较 无显著性差异(P >0.05)

LA-C D组的LESP降低与对照组比较有显著性差异

(P <0.05) LA-C D组 LESP降低的发生率明显高于

NERD组. 表明 LESP降低在重度反流性食管炎的发

生中具有重要意义. 但 LESP降低并非反流性食管炎发

生的必备因素 即使是重度反流性食管炎患者 LESP

也可能正常.

       食管体部运动异常在GERD发病中的作用知之甚

少 尤其对其在食管黏膜损伤中的作用不甚了解. 生理

上 原发性食管蠕动可清除和中和(通过吞咽的唾液)反

流入食管的胃及十二指肠内容物 减少食管黏膜的酸

及胆汁暴露时间 从而防止食管炎的发生. 食管体部运

动异常在GERD中十分常见 有报道 重度反流性食

管炎患者食管体部运动异常的发生率占50 [2]. 我们的研

究结果显示 随着食管黏膜损伤的发生和严重程度的增

加 食管体部运动异常的发生率呈递增趋势 重度反流

性食管炎组食管体部运动异常的发生率高达62.8% 而

NERD组食管体部运动异常的发生率仅为25.9 表

明 食管体部运动异常在食管炎的发生和发展中起重

要作用. 但在食管体部运动的各项指标中 食管体部的
收缩波幅及食管体部蠕动的传导速度在对照组与各病
变组之间无显著差异 而湿咽成功率重度反流性食管
炎组与对照组及NERD组比较均有显著性差异. 表明
食管体部失蠕动可能是食管酸廓清率减低的重要因素
食管体部失蠕动使食管黏膜暴露于反流物的时间延长
造成食管黏膜的损伤. 而食管体部的收缩波幅及食管体
部蠕动的传导速度可能对食管酸廓清率无影响.
         食管体部运动功能减弱是引起食管炎的病因还是食
管炎的结果尚存有争议[5]. 有学者认为[6] 食管体部运动
功能减弱是反流性食管炎的病因之一. 另有研究报道[7]抗
反流使食管炎愈合后食管体部的运动功能有明显的改
善. 对此争议我们尚在进行进一步的研究.
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的破坏作用已得到公认 人们已知反流入食管的胃

酸 胃蛋白酶和胆汁可直接损伤食管黏膜 导致严重的

食管炎[3]. GERD亦是一种功能性疾病 LES功能障碍是

GERD发病的最重要因素之一. 在大多数胃食管反流病患

者 反流主要发生在 LES 一过性不适当的松弛时 [ 4 ].

LESP是最主要的抗反流屏障. 长期以来 LES静息压

力降低被认为是GERD发病的最重要机制. 本研究显

示 各病变组的LESP均低于对照组 但NERD组及

LA-A B组与对照组比较 无显著性差异(P >0.05)

LA-C D组的LESP降低与对照组比较有显著性差异

(P <0.05) LA-C D组 LESP降低的发生率明显高于

NERD组. 表明 LESP降低在重度反流性食管炎的发

生中具有重要意义. 但 LESP降低并非反流性食管炎发

生的必备因素 即使是重度反流性食管炎患者 LESP

也可能正常.

       食管体部运动异常在GERD发病中的作用知之甚

少 尤其对其在食管黏膜损伤中的作用不甚了解. 生理

上 原发性食管蠕动可清除和中和(通过吞咽的唾液)反

流入食管的胃及十二指肠内容物 减少食管黏膜的酸

及胆汁暴露时间 从而防止食管炎的发生. 食管体部运

动异常在GERD中十分常见 有报道 重度反流性食

管炎患者食管体部运动异常的发生率占50 [2]. 我们的研

究结果显示 随着食管黏膜损伤的发生和严重程度的增

加 食管体部运动异常的发生率呈递增趋势 重度反流

性食管炎组食管体部运动异常的发生率高达62.8% 而

NERD组食管体部运动异常的发生率仅为25.9 表

明 食管体部运动异常在食管炎的发生和发展中起重

要作用. 但在食管体部运动的各项指标中 食管体部的
收缩波幅及食管体部蠕动的传导速度在对照组与各病
变组之间无显著差异 而湿咽成功率重度反流性食管
炎组与对照组及NERD组比较均有显著性差异. 表明
食管体部失蠕动可能是食管酸廓清率减低的重要因素
食管体部失蠕动使食管黏膜暴露于反流物的时间延长
造成食管黏膜的损伤. 而食管体部的收缩波幅及食管体
部蠕动的传导速度可能对食管酸廓清率无影响.
         食管体部运动功能减弱是引起食管炎的病因还是食
管炎的结果尚存有争议[5]. 有学者认为[6] 食管体部运动
功能减弱是反流性食管炎的病因之一. 另有研究报道[7]抗
反流使食管炎愈合后食管体部的运动功能有明显的改
善. 对此争议我们尚在进行进一步的研究.
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年的历史 其疗效可靠 而探条扩张术需依次扩张

患者痛苦较大. 为了减少患者的痛苦 2000-05/2003-

10 我们对 32 例食管狭窄患者进行内镜下气囊扩张

术 并与探条扩张术进行了对比研究 旨在观察气囊扩

张术的临床疗效和特点

1   材料和方法

1.1 材料  食管狭窄患者 32 例 男 25 例 女 7 例

年龄45-71 岁. 食管癌18例 贲门癌2例 食管癌术

后复发8例 贲门癌术后复发2例 食管癌术后狭窄

2例 均经胃镜活检病理证实 无手术适应证或拒绝

手术治疗者 其中有肿瘤转移者12例 术后放疗者5

例. 吞咽困难的程度分为4 级 不能进食为 0 级 仅

能进流质为 1 级 进半流质为 2 级 进普通饮食为 3

级. 32 例食管狭窄中0级 7例 1 级 21 例 2 级 4例.

狭窄处直径2-5 mm 狭窄长度4-9 mm. 气囊扩张器分

别由佛山市捷港医疗用品有限公司和美国Boston公司

生产. Olympus-230和 Pentax EPM-3300电子胃镜均由

日本生产

1.2 方法

1.2.1 术前准备  禁食 8 h以上 术前30 min肌注安定

和山莨菪碱各10 mg

1.2.2 气囊扩张术  (1)经导丝气囊扩张术(OTW): 经内镜

活检管道插入活检钳 夹持导丝的引导线 由内镜导入

导丝抵食管狭窄处 由活检钳将导丝引入狭窄口至胃

腔内. 循导丝插入国产气囊扩张器 注气压力0.1-0.2

MPa 持续 2-3 min 注气加压 2-3 次 根据患者的

耐受性和局部出血情况 选用气囊直径10-18 mm 扩

张器. (2)经内镜气囊扩张术(TTS): 经内镜活检管道插入

进口气囊扩张器 在内镜直视下插入狭窄口 注气压力

3-6 大气压 其他操作步骤同上. 如扩张后出血较多

可局部应用去甲肾上腺素等止血药或用气囊压迫止血

为防止狭窄短期复发 如患者同意置入记忆合金支架

1.2.3 术后处理  术后应用制酸剂和黏膜保护剂. 术后8 h

进食 由流质饮食逐渐改为半流质饮食或普食

2   结果

中国产气囊扩张26例 进口气囊扩张6例. 经气囊扩

张后 29例内镜能通过狭窄段 2例内镜未通过(均为

术后狭窄患者) 但狭窄处直径由2 mm扩至7 mm. 吞

咽困难症状消失 1例导丝未通过狭窄处 扩张有效率

96.88%(31/32). 5例扩张后置入金属支架. 反复扩张2-3

次者7例 共扩张42例次. 术后均有胸骨后不适和胸

痛 患者可耐受 2-3 d 消失 扩张后局部均有少量

渗血 其中2例术中用止血药物或气囊压迫止血 未

发生大出血和穿孔. 术后随访观察21例 1 mo出现再

狭窄者3例 2 mo 再狭窄者4 例 3-6 mo 再狭窄者

10例 5例支架置入者中1例出现再狭窄(由于肿瘤生

长阻塞).探条扩张术 43 例 2 例导丝未通过狭窄处

扩张有效率95.34% (41/43)

3   讨论

气囊扩张术和探条扩张术的适应证相同 治疗食管狭

窄的疗效相仿[1]. 气囊扩张术分为TTS和OTW两种[2]. 气

囊扩张术与探条扩张术相比有如下特点: (1)气囊扩张在

内镜直视下操作 直观简便; (2)插入一次胃镜即可完成

全部操作 患者痛苦小易于接受 而探条扩张需依次扩

张而且需插入2次胃镜 患者痛苦较大; (3)气囊扩张对

组织损伤较小 而且可镜下局部应用止血药物或气囊

压迫止血 使扩张治疗比较安全; (4)对残胃较小的吻合

口狭窄可应用气囊进行有效的扩张. 由于探条前段由细

到粗的移行段较长 扩张时探条前端已抵残胃壁 吻合

口仍未能扩张到理想状态 从而影响扩张效果和损伤

残胃黏膜

      内镜下扩张术可缓解吞咽困难 患者一般情况改

善 生活质量提高. 但易再狭窄 需要反复扩张[3] 所

以 食管癌和术后复发狭窄的患者扩张后尽量置入金

属支架 覆膜支架不仅能持续扩张狭窄 并对肿瘤有较

强的压迫作用 使肿瘤局部缺血 抑制肿瘤生长[4]. 如配

合化疗和放疗 可延长患者生存期[5]

        扩张术的主要并发症是局部出血和食管穿孔[6] 本

组扩张后局部均有少量出血 未发生大出血和食管穿

孔 扩张后均有胸骨后不适或疼痛 使用制酸剂和黏膜

保护剂 必要时应用抗生素可减轻扩张后胸痛 应根据

食管狭窄的程度和患者的反应情况 决定扩张器的直

径和注气压力 操作动作要轻 注气压力要逐渐升高

可减少或避免并发症的发生
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摘要

目的: 监测母婴同室新生儿消化系统疾病发生率 并对疾

病进行临床分析. 以建立预防机制 减少疾病的发生.

方法: 对1996-06/2003-10在我院母婴同室新生儿12 811

例中消化系统疾病发生率及疾病特点进行回顾性分析.

结果: 在母婴同室12 811例新生儿中发现消化系统疾病82

例 发生率为0.64%. 病情出现时间: 92.7%患儿发生在0-

72 h内. 常见疾病: 吞咽综合征 胃食管反流 消化道畸

形及感染性疾病等. 82例中67例转入我院新生儿病房 出

院时治愈63例(94.0%); 好转 2例(3.0%); 死亡 2例(3.0%).

14 例转入小儿外科 1 例放弃.

结论: 加强医护人员对母婴同室的巡视 密切观察新生儿

变化 能早期发现异常情况 及时采取诊治措施 可减少

疾病发生率及降低死亡率 提高人口素质.
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0   引言

我院从1996-06/2003-10间母婴同室新生儿总数12 811

例 其中发现消化系统疾病82例 疾病发生率0.64%.

我们对82例母婴同室患病新生儿进行了临床分析 旨

在提高母婴同室的医疗质量 减少新生儿发病率.

1   材料和方法

1.1 材料  在消化系统疾病82例中男48例 女34例.

孕 35-42(平均 39.3 wk); 出生体质量2 250-4 400(平均

3 480 g). 剖宫产63例 侧切产16例 自然产3例. 82例

均符合我院入母婴同室条件: 生后无窒息 孕 35 wk

出生体质量 2 250 g 一般状况佳 皮肤红润 哭

声响亮 心肺听诊无异常. 母亲情况: 正常者77例 有

妊娠合并症及不良产史者5例.

1.2 方法  对82例患儿的发病时间 发病率 致病因

素 临床特点 疾病转归等进行分析. 结果应用SPSS11.

5 For windows数据分析软件处理.

2   结果

76 例发生在生后72 h 内 占 92.7% 其中24 h 内 49

例(59.8%); 24-48 h 22 例(26.8%); 48-72 h 9 例(10.9%);

72 h以上发病2例(2.5%). 即出生后发病时间越早 发

病率越高. 将出生体质量分3组统计其发病率. 出生体重

2 500 g或 4 000 g的新生儿发病率比2 500-4 000 g者

高. 发病率分别为2.3% 0.4% 1.3%; r =1.000 P <0.01.

        临床表现呕吐79例 其中吐咖啡样物26例; 纳差

32例; 腹胀21例; 便血8例; 腹泻6例. 其中两种以上症

状者79例. 诊断与转归(见表1).

表1  发生消化系统疾病新生儿82例的诊断与转归(n)

诊断  n   % 治愈 好转 死亡 转儿外 放弃

吞咽综合征 36 43.9   36

胃食管反流 26 31.7   26

十二指肠闭锁   4  4.9      4

食管裂孔疝   3  3.7      3

肠旋转不良   3  3.7      3

消化道病毒感染 3  3.7      1    2

先天性巨结肠   2  2.4      2

急性出血性坏死 2  2.4    2

性小肠炎

食管闭锁(1 型)   1  1.2    1

贲门驰缓   1  1.2      1

腹腔肿物   1  1.2      1

总计 82 100   63   2    2   14    1

3   讨论

自从母婴同室开展以来 绝大多数新生儿均能在母婴

同室中顺利地适应外界环境 母乳喂养 生长良好.

仅有少数患儿发生疾病. 我院母婴同室12 811例新生儿

中有 449 例发病 发病率为 3.5% 其中消化系统疾

病82例 占0.64%. 新生儿期是脱离母体逐渐适应外

界生活的关键期 也是患病的多发期. 因为出生后短时

间内情况尚未稳定 一些潜在的或不明显的问题可漏

诊 不少高危因素的后果到一段时间后才显现[1]. 本组

的82例新生儿生后均符合入母婴同室条件 入室后陆

续发病. 特别是生后72 h内发病率高. 本文报道显示 在

72 h内出现疾病者占92.7% 尤其是生后第1个24 h占

59.8%. 而 72 h以上发病者仅占2.5%. 由此可见 新生

儿生后发病时间与发病率成正比关系 即生后发病时

间越早 发病率也越高. 这提示我们在新生儿生后24 h

内 特别是最初数小时内 更应加强对母婴同室的巡
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视 密切观察新生儿变化 及时发现问题 尽早处

置. 将出生体质量分三组统计其发病率 结果出生体质

量 2 500 g或 4 000 g的新生儿发病率比2 500-4 000 g

之间者高. 这是因为低于2 500 g或高于4 000 g的新生

儿为高危儿 他们存在着严重潜在的或尚未被发现的

威胁生命的高危因素与病理和生理基础[2] 所以更易

发病. 也提醒我们对这些高危新生儿更应提高警惕 密

切观察.

       母婴同室新生儿消化系统疾病发病率较高 主要

临床表现为: 呕吐 纳差 腹胀 腹泻 便血等. 呕吐者

应注意与颅内出血等疾病相鉴别 腹胀 腹泻应注意排

除感染因素 便血者不要忽略有新生儿自然出血症的

可能. 本组消化系统疾病发生率构成比为: 吞咽综合征

43.9%; 胃食管反流31.7%; 消化道畸形18.3%; 消化道感

染6.1%. 吞咽综合征是新生儿生后最常见的一种综合

征 以呕吐 吐咖啡样物为主 有的存在陈旧性血便.

一般在生后数小时出现 约2-3 d恢复正常. 胃食管反

流也是消化道疾病中发生率较高的一种 他可刺激喉

部化学感受器引起呼吸暂停和心动过缓 并易诱发喉

痉挛形成上气道阻塞加重缺氧 可以致死[3]. 我们曾在

母婴同室巡视中发现 2 例因胃食管反流造成窒息者

均经过气管插管 抱球呼吸抢救成功. Polberger认为早

期新生儿死亡(ENSD)的诊断标准是: 出生时健康的足月

儿在生后4 d内出现威胁生命状态 即患儿酷似睡眠

濒死状态 出现呼吸停止 苍白 发绀 肌肉松驰或僵

直 均需进行心肺复苏等急救. 死亡则列入ENSD 复

苏成功者称为活型ENSD ENSD发病率为0.12 [2]. 我

们抢救的2例胃食管反流窒息患者可列入ENSD和存活

型ENSD. 为早期发现胃食管反流患儿 应进行24 h食

管pH监测及分析[4-5] 防止黏膜损伤及窒息发生[6] 降

低死亡率.

       新生儿猝死的原因以感染居首位. 尤其是G-菌感染

极易引起休克[3] 使血压迅速下降[7 ] 心肌抑制[8-9]

死亡率高. 尤其是凌晨发生率较高[10]. 本组82例消化道疾

病中 有5例感染 其中2例为急性出血性坏死性小肠

炎 均因休克而死亡. 从而提示我们对母婴同室环境及器

械应严格消毒 医护人员应经常洗手 防止感染的发生.
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摘要

目的: 对经手术证实的胰管出血(HPD)患者11例进行分析

探讨胰管出血的病因及诊断.

方法: 对HPD患者11例分别进行B超 逆行性胰胆管造影

(ERCP) 腹腔动脉造影等检查 最终均以手术及病理证实.

结果: 胰腺假性囊肿5例(占45.5%) 胰腺疾病侵蚀动脉形

成假动脉瘤3例(占27.3%) 慢性胰腺炎2例(占18.2%) 出

血坏死性胰腺炎1例(占9%). 腹腔动脉造影诊断阳性率为

88.9% 阳性符合率为100%; ERCP诊断阳性率为77.8%

阳性符合率为85.7%; B超诊断阳性率为90.9% 阳性符合

率为70%.

结论: HPD的主要原因为胰腺假性囊肿及假动脉瘤 B超
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视 密切观察新生儿变化 及时发现问题 尽早处

置. 将出生体质量分三组统计其发病率 结果出生体质

量 2 500 g或 4 000 g的新生儿发病率比2 500-4 000 g

之间者高. 这是因为低于2 500 g或高于4 000 g的新生

儿为高危儿 他们存在着严重潜在的或尚未被发现的

威胁生命的高危因素与病理和生理基础[2] 所以更易

发病. 也提醒我们对这些高危新生儿更应提高警惕 密

切观察.

       母婴同室新生儿消化系统疾病发病率较高 主要

临床表现为: 呕吐 纳差 腹胀 腹泻 便血等. 呕吐者

应注意与颅内出血等疾病相鉴别 腹胀 腹泻应注意排

除感染因素 便血者不要忽略有新生儿自然出血症的

可能. 本组消化系统疾病发生率构成比为: 吞咽综合征

43.9%; 胃食管反流31.7%; 消化道畸形18.3%; 消化道感

染6.1%. 吞咽综合征是新生儿生后最常见的一种综合

征 以呕吐 吐咖啡样物为主 有的存在陈旧性血便.

一般在生后数小时出现 约2-3 d恢复正常. 胃食管反

流也是消化道疾病中发生率较高的一种 他可刺激喉

部化学感受器引起呼吸暂停和心动过缓 并易诱发喉

痉挛形成上气道阻塞加重缺氧 可以致死[3]. 我们曾在

母婴同室巡视中发现 2 例因胃食管反流造成窒息者

均经过气管插管 抱球呼吸抢救成功. Polberger认为早

期新生儿死亡(ENSD)的诊断标准是: 出生时健康的足月

儿在生后4 d内出现威胁生命状态 即患儿酷似睡眠

濒死状态 出现呼吸停止 苍白 发绀 肌肉松驰或僵

直 均需进行心肺复苏等急救. 死亡则列入ENSD 复

苏成功者称为活型ENSD ENSD发病率为0.12 [2]. 我

们抢救的2例胃食管反流窒息患者可列入ENSD和存活

型ENSD. 为早期发现胃食管反流患儿 应进行24 h食

管pH监测及分析[4-5] 防止黏膜损伤及窒息发生[6] 降

低死亡率.

       新生儿猝死的原因以感染居首位. 尤其是G-菌感染

极易引起休克[3] 使血压迅速下降[7 ] 心肌抑制[8-9]

死亡率高. 尤其是凌晨发生率较高[10]. 本组82例消化道疾

病中 有5例感染 其中2例为急性出血性坏死性小肠

炎 均因休克而死亡. 从而提示我们对母婴同室环境及器

械应严格消毒 医护人员应经常洗手 防止感染的发生.
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摘要

目的: 对经手术证实的胰管出血(HPD)患者11例进行分析

探讨胰管出血的病因及诊断.

方法: 对HPD患者11例分别进行B超 逆行性胰胆管造影

(ERCP) 腹腔动脉造影等检查 最终均以手术及病理证实.

结果: 胰腺假性囊肿5例(占45.5%) 胰腺疾病侵蚀动脉形

成假动脉瘤3例(占27.3%) 慢性胰腺炎2例(占18.2%) 出

血坏死性胰腺炎1例(占9%). 腹腔动脉造影诊断阳性率为

88.9% 阳性符合率为100%; ERCP诊断阳性率为77.8%

阳性符合率为85.7%; B超诊断阳性率为90.9% 阳性符合

率为70%.

结论: HPD的主要原因为胰腺假性囊肿及假动脉瘤 B超
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能提示本病 ERCP能确诊HPD的部位 腹腔动脉造影

可确诊HPD 恰当的手术治疗可挽救患者生命.

杨艳敏, 王孟春, 王宝胜, 潘作东, 孙琰. 胰管出血11例. 世界华人消化杂志

2004;12(6):1507-1509

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1507.asp

0   引言

上消化道出血是临床常见的危重症之一 若不及时处

理常可危及生命 而迅速明确出血原因是治疗成败及降

低死亡率的关键. 胰管出血(HPD)是罕见的上消化道出血

原因之一 其误诊率较高. 本文对我院1983/2002经手术

证实的HPD患者11例的病因 诊断及治疗分析如下:

1   材料和方法

1.1 材料  HPD 患者 11 例 男 10 例 女 1例 年龄

21-75岁 (平均 46.2岁) 病程 6 mo-3 a不等 主要表

现为反复间断性大量的胃肠道出血 且多继发于左上

腹绞痛 甚至出现失血性休克 其中10例有腹部绞痛

4例有失血性休克 1例为单纯性反复黑便. 主要体征

为腹部压痛.

1.2 方法  所有患者均进行多次胃镜 结肠镜检查 未

见上消化道出血及结 直肠病变. 所有患者均进行腹部

B超检查 9例患者行ERCP检查 9例患者行腹腔动

脉造影 所有患者均进行手术治疗. 手术方法包括: 远

端胰切除 脾切除 假性囊肿引流术 动脉栓塞术

等. 在紧急或没有手术条件的情况下 动脉栓塞(如脾动

脉栓塞)也有确切的止血疗效.

2   结果

行腹部B超检查11例 提示胰腺假性囊肿或假动脉瘤

10例 其中3例手术证实为胰腺炎. 行ERCP检查9例

提示胰管显影不良或不规则7例 其中1例诊断为胰腺

肿瘤 手术证实为胰假动脉瘤, 发现5例胰腺假性囊肿

均与主胰管相通且有囊肿内出血. 行腹腔动脉造影检查

9例 提示胰管出血8例 胰腺假性囊肿5例 假动脉

瘤3例. 本组患者中 胰腺假性囊肿5例 占 45.5%

假动脉瘤3例 占27.3% 少见的病因为慢性胰腺炎及

出血坏死性胰腺炎(见表1).

表1  各项检查阳性人数及阳性率

B 超 ERCP            腹腔动脉造影

受检人数   11     9           9

阳性人数   10     7           8

阳性率%                       90.9%                 77.8%                     88.9%

阳性符合率%                   70%                 85.7%                     100%

3   讨论

HPD是罕见的上消化道出血原因之一 也被称为Wir-

sungorrhagies 其误诊率较高 曾报道过许多例HPD

在确诊之前都曾做过不成功的手术. 上消化道出血无论

什么年龄男性均明显多于女性 这可能与男性的许多

不良嗜好如吸烟 饮酒 不良饮食习惯等有关[1] HPD

也多见于男性 本文提示男性占90.9% .

        HPD的病因可分为胰腺疾病和血管病变. 胰腺是体

内仅次于肝的第二大消化腺及重要的内分泌腺[2-3] 胰

管到达胰头右缘时通常与胆总管汇合于壶腹部而开口

于十二指肠大乳头[4]. 近 10 a 我国慢性胰腺炎的发病

率有上升趋势 其假性囊肿等并发症也随之增加 由

此导致HPD的潜在危险性也有所增长[5-6]. 本文结果提示

HPD最常见的病因为胰腺假性囊肿 其次为胰腺疾病侵

蚀动脉形成的假动脉瘤 再次为慢性胰腺炎 最少见的为
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        HPD的发生机制为胰腺的炎症或假性囊肿内胰液
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失则重新出现呕血或黑便.
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HPD 采取适当的手术治疗可挽救患者生命 由此可
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摘要

目的: 探讨脾结核的二维及彩色多普勒超声诊断价值.

方法: 对经病理和临床证实的20例脾结核的声像图 病理

及临床资料进行回顾性对比分析.

结果: 根据声像图表现可分为四型: 弥漫型(9例) 实性团

块型(6 例) 脓肿型(4 例) 钙化型(1 例).

结论: 弥漫型为粟粒性脾结核 实性团块型为结核性肉芽

肿伴干酪样坏死 脓肿型为干酪样坏死伴中心液化 钙化

型为干酪样坏死物干燥浓缩并伴钙盐沉着.超声检查结合临

床资料对脾结核的定性诊断具有一定价值.

邱逦, 文晓蓉, 林玲. 脾结核的二维及彩色多普勒超声诊断价值. 世界华人消

化杂志  2004;12(6):1509-1511

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1509.asp

0   引言

脾结核是一种临床较少见的肺外结核 由于发病率

低 没有引起医生的足够重视 所以临床与影像学上都

常常误诊 对于脾结核的超声病例报道也较少. 近年来

由于免疫抑制剂的广泛应用及AIDS的出现 腹腔内结

核的发病率有上升的趋势 引起了人们的关注.脾结核

作为腹腔内结核的一种 同样引起了人们对脾结核诊

断的关注[1-2]. 1990/ 2003年我院收治脾结核20例 均

作超声检查 并经手术病理和临床证实 通过对超声声

像图 病理和临床表现回顾性对比分析 探讨二维超声

及彩色多普勒超声在脾结核诊断中的价值.

1   材料和方法

1.1 材料  脾结核患者 20 例 男 13 例 女 7 例 年

龄15-68(平均 35.9 岁). 临床发热16例 伴盗汗6例

脾肿大9 例 左上腹胀痛3 例 OT 或 PPD 试验阳性

14例 体重减轻8例. 曾有或并发脾外结核的15 例

其中多器官结核(大于等于3个器官)8例 脾外结核分

布肝脏5 例 肺 5例 腹膜及腹膜后淋巴结4 例 胸

膜 3 例 骨髓 2 例 颈部淋巴结 1 例 腹股沟淋巴

结1例 肠道1例 腰椎1例.手术病理证实8例 脾

脏穿活检证实3例 临床抗结核治疗后病情好转而证

实9例.

1.2 方法  患者取仰卧位 使用GE LOGIQ 500 HP-

4500 ATL-3500 ATL-5000型超声诊断仪 探头频率

2-5 MHz 其中12例行二维超声检查 常规观察肝 胆

胰 脾 肾 腹膜后淋巴结 重点观察脾脏的大小 实

质回声 有无肿块及其大小 数目 边缘 内部回声

有无液化及钙化等情况 8 例行二维及彩色多普勒检

查 重点观察脾脏肿块的血流情况.

2   结果

根据脾结核不同的超声表现 借鉴肝结核的分型 我

们把他分为 4 型[3 ]

2.1 弥漫型 9 例 其中 8 例为二维超声检查 1 例为
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二维及彩色多普勒超声检查. 超声声像图表现为脾脏肿

大 1例内部回声呈网状 其余8例内部回声较均匀

彩色血流未见异常. 此型病例伴发脾外结核的7例. 诊断

靠脾穿活检的2 例 根据临床抗结核后病情好转的7

例 2例脾穿刺活检病理及3例其他器官活检病理结果

均为粟粒性结核.

2.2 实性团块型6例 均为二维及彩色多普勒超声检查

二维超声表现为脾内多发的弱回声团块 大小0.5-4 cm 边

界清楚 形态规则 内部回声欠均匀 (图1 2)彩色多普

勒超声显示团块内血流信号不丰富. 此型病例伴发脾外

结核的所有4例. 6例均经手术病理证实为结核性肉芽

肿伴干酪样坏死.

图1  脾脏长大伴多发实性团块.

图2  脾脏长大伴多发实性团块(高频).

2.3 脓肿型4例 为二维超声检查 超声显示为肝内

弱回声团块 1.5-7.5 cm 团块边界清楚 形态较规

则 肿块内见无回声区 无回声区内见细小点状回声

后方可见回声增强 2例脾内还查见多个0.5-2 cm 的

弱回声结节 边界清楚 形态规则.此型病例伴发脾外

结核的3例. 4例均作手术 术后病理结果为干酪样坏

死伴有中心液化坏死.

2.4 钙化型1例 为二维及彩色多普勒超声检查 超

声表现为脾内多发点片状强回声 彩色血流未见异常

(图3). 此例患者同时伴发肝脏及肾脏多发点片状及斑片

状强回声(图4). 此病例在外院以肝内胆管结石行手术治

疗 术后病理结果为结核性钙化灶.

图3  脾脏内多发钙化灶.

图4  肝脏内多发钙化灶.

3   讨论

脾结核的误诊漏诊较多 主要是由于脾结核的发病率

不高 没有引起超声医生的重视 对结核引起的脾损

害各病理阶段认识不足 且与脾外器官结核 临床及

病史整体联系不够. 脾结核在不同的病期 其病理改变

可表现为结核性肉芽肿 干酪样坏死 液化坏死 纤

维组织增生及钙化等 其超声图像具有一定的特征.

3.1 弥漫型的脾结核 超声表现为脾脏肿大 病理下

为脾实质形成散在的 大小约0.5-2.0 mm粟粒样小结

节 超声不能显示结节[3]. 此型病例超声缺乏特异性

与单纯性脾脏长大不易区分 如结合患者有脾外结核

病史 结核毒血症状 及OT或PPD 试验阳性更有助

于诊断 确诊需依靠脾穿刺活检.

3.2 实性团块型的脾结核 超声表现为脾内多发的弱回

声团块 边界清楚 形态规则 内部回声欠均匀

血流信号不丰富. 病理下为结核结节融合形成肉芽肿或

干酪样坏死 此型脾结核要注意与脾血管瘤 脾恶性

淋巴瘤鉴别 根据我们的经验及文献复习 认为其鉴

别要点主要为: 脾血管瘤可为单发或多发 但其回声多

为强回声 部分较大的血管瘤可为弱回声 其内部回

声呈网状 周边回声增强. 脾恶性淋巴瘤当表现为脾内

多发弱回声结节时与脾结核声像图上鉴别较困难 但

结合后者有脾外结核病史 结核毒血症状有助于鉴

别 确诊可通过脾穿刺活检或手术后病理.

3.3脓肿型的脾结核 超声表现与非结核性脾脓肿相
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似 均表现为脾内囊实性占位 声像图同样缺乏特异

性 病理上表现为干酪样坏死和肉芽肿中心液化 其鉴

别主要依靠脾外结核病史 结核毒血症状及OT或PPD

试验阳性 确诊可通过脾穿刺活检或手术后病理.

3.4钙化型的脾结核 钙化型脾结核是结核病灶愈合

过程中纤维化和钙化的结果 超声表现为脾内多发的

点片状强回声 部分后方伴声影. 与单纯性脾内钙化灶

的鉴别要点主要为前者常为多发 并常合并腹腔内其

他实质器官多发的钙化灶或有脾外结核的病史 确诊

可通过脾穿刺活检[3-5].

       脾结核主要靠抗结核药物治疗 剖腹探查只起明确

诊断的目的 因此术前诊断及其重要 结合临床结核毒

血症状 结核病史以及实验室检查进行声像图分析 为

脾结核术前诊断的主要途径和首选方法. 而超声引导下

脾脏病灶细针穿刺取材组织病理学检查及针吸物细胞

学检查是脾结核术前诊断最有价值的手段[1]. 总之 加

强超声医生对脾结核的认识 密切结合临床 注意鉴别

诊断 可以提高脾结核的术前诊断水平 减少和避免剖

腹探查给患者造成的痛苦和负担.
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World Journal of Gastroenterology 1998-2004年的现状

本刊讯  World Journal of Gastroenterology ® World J Gastroenterol  WJG 是发表原创性胃肠病学和肝病学论文的国际性学术杂志
WJG创刊于 1995年 原名 China National Journal of New Gastroenterology 1998年更名为WJG 由世界胃肠病学杂志社出版 WJG国
际标准刊号 ISSN 1007-9327 国内统一刊号CN 14-1219/R, 邮发代号82-261 北京报刊发行局发行
1  WJG 1998-2004 年自引和他引

WJG出版的原始创新性的论文被SCI收录的361种期刊和589个机构引用, 其中美国期刊占44.59%, 机构占22.58%, 中国期刊占3.60%, 机
构占18.84%. 最高影响因子为28.740(Nature Medicine), 影响因子2.0以上的期刊有170种, 占52.95%. WJG 2004年1-2月总引次数560, 自
引次数435(77.67%);2003年总引次数2736, 自引次数2004(73.24%); 2002年总引次数1486, 自引次数1401(94.27%);2001年总引次数537,
自引次数499(92.92%); 2000年总引次数238, 自引次数220(92.43%);1999年总引次数24, 自引次数8(33.33%);1998年无总引次数. WJG 2002
年被他刊引用的篇数和次数分别为82, 85; 2003年分别为332, 372; 分别上升了250(304.87%), 287(337.64%). 引用作者分布38个国家, 引
用期刊分布21个国家. 各项国际及国家然科学基金资助论文1020篇, 占57.46%. 论文作者分布40个国家. 2003年5-12期436篇论文被下
载次数为53476, 最高下载次数为2255. WJG 2003年自引次数的百分点由2002年94.27%, 下降到73.24%, 他刊引用的篇数和次数分别上升
了250 (304.87%), 287(337.64%). 2004年1-3月他引用的次数223, 平均73.3次.  根据以上数字可以看出, 从2003年开始WJG正在快速发
展, 他刊引用的篇数和次数显著增长.
2  WJG的具体情况, 请阅读以下文章

Articles published in World Journal of Gastroenterology are cited by 361 ISI-SCI covered journals during January 1998- February 2004. World J
Gastroenterol  2004 ;10(11):1690-1693. 全文见 http://www.wjgnet.com/1007-9327/10/1690.asp
        Ma LS, Pan BR. A total of 484 articles published in World Journal of Gastroenterology  are cited by 361 ISI-SCI covered journals distributed
in 38 countries during 1998-2003. World J Gastroenterol  2004; 10(9): 1233-1237. 全文见 http://www.wjgnet.com/1007-9327/10/1233.asp
        Ma LS, Pan BR, Ma JY, Xu JY, Wu XN, Wang XL, Lu HM, Xia HHX, Liu HX, Zhang JZ, Su Q, Ren SY, Zhu L, Zhu LH, Lu YY. Towards a higher
international standard - World Journal of Gastroenterology will be published semimonthly in 2004. World J Gastroenterol  2004; 10(1): 1-4. 全文
见 http://www.wjgnet.com/1007-9327/10/1.asp
        马连生, 潘伯荣, 马景云, 徐家裕, 巫协宁, 王先林, 陆汉明, 夏华向, 张建中, 苏勤, 任师颜, 朱立, 朱丽虹, 吕有勇. 创办具有中国特色的国际
先进水平的WJG: 2004年由月刊改为半月刊. 世界华人消化杂志  2003;11(11):1661-1664. 全文见 http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/
1661.asp
3  期刊荣誉

ISI JCR 2000-2002 Impact Factor of WJG was 0.993, 1.445 and 2.532 respectively. A total of 687 articles published in WJG were cited by 389
ISI-SCI covered journals distributed in 39 countries during January 1998 - March 2004. The WJG  is supported by the National Natural Science
Foundation of China (No. 30224801) and holds certificates of the 100 Outstanding Academic Journals of China 2002, National Journal Award,
Journal of the Statistic Source of Papers on Science and Technology of China and Key Journals of China Science and Technology, and covered by
Index Medicus, MEDLINE, PubMed, Chemical Abstracts, EMBASE/Excerpta Medica, Abstracts Journals, Nature Clinical Practice Gastroenterology
and Hepatology, CAB Abstracts and Global Health.
       总之, 为适应胃肠病学和肝病学专业基础与临床研究的快速发展, 以及日益增多的国际科技交流的需要, WJG 将从2005年开始, 由半月刊
改为周刊, 大16开, 160页, 每月7, 14, 21, 28日出版. WJG将完全按照国际标准办刊, 从收稿到出版的管理, 已完全实现市场化, 以质量为本.
从收稿到出版或退稿,以公正科学的态度处理每一份稿件. 在学术水平和编辑质量方面以国际最优秀的期刊为目标. WJG争取在国家 作者
读者, 全体编委和社会的大力支持下, 办成一份国际本专业具有突出影响的学术期刊.
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