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摘要
胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，其发病机制尚未完

全明了.基因不稳在肿瘤的发生、发展中起重要作用，亦是

导致胃癌发生、发展的分子基础.研究表明，基因不稳可以

分为2种不同的途径，即染色体不稳和微卫星不稳.染色体

不稳涉及到抑癌基因的大片段丢失和重排，由此导致了大

量的异倍体细胞.而微卫星不稳则涉及到错配修复基因的突

变，由此导致了广泛的微卫星不稳定性.卫星不稳定性胃癌

常常伴有甲基化的异常改变.近年发现线粒体基因不稳亦参

与了肿瘤的发生，本文结合我们自己的工作，重点讨论了

染色体不稳、微卫星不稳、甲基化异常及线粒体基因不稳

在胃癌发生发展中的作用.
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0   引言

基因不稳在胃癌的发生中起重要作用.基因不稳包括核
基因组不稳（nMSI）和线粒体基因组不稳（mtMSI）.核
基因组不稳包括两种不同的形式，即染色体不稳
（chromosome instability）和微卫星不稳(mirosatellite
instabil i ty ,  MSI) [1,2].染色体不稳亦称肿瘤抑制途径
（suppressor pathway），由于染色体大片段的丢失、易位
和重排，导致了大量的异倍体细胞.微卫星不稳亦称
MSI途径 (MSI pathway)，由于错配修复基因突变使单核
苷酸水平的突变率增加，导致了广泛的MSI.近年线粒
体基因组不稳（mtMSI）在胃癌发生中的作用开始受到
关注[3-7]，nMSI 和 mtMSI 共同构成了胃癌发生的分子
基础.

1   肿瘤抑制途径-抑癌基因缺失的研究

抑癌基因或抗癌基因是一大类可抑制细胞生长,并有潜
在抑制癌变作用的基因群,他仅在某一种特定细胞内起
作用.抑癌基因必须具备以下条件：(1)在该癌的相应正
常组织中必须有正常的表达；(2)在该种恶性肿瘤中应
有所改变，如点突变，DNA 片段或全基因缺失，或

表达缺陷 ; (3)将抑癌基因导入该基因缺陷的恶性肿瘤细
胞可部分或全部地抑制其恶性表型.抑癌基因的活化方
式包括突变、 缺失、易位、重排、扩增和高表达、
甲基化状态改变等.不同组织来源的癌涉及的基因群也
不尽相同，涉及到胃癌的抑癌基因主要有 p53、Rb、
APC、MCC、DCC 和 p16 基因等.
1.1 p53基因  p53基因突变在各期胃癌均非常普遍，但
较多地发生在晚期胃癌及转移者.p53 基因突变中最多
见的G∶C向A∶T转换可以被甲基硝基亚硝基胍(MNNG)
诱发，而MNNG被认为是诱发胃癌的一种致癌剂.文献报
告胃癌p53基因的杂合缺失(LOH)率为36.5-73.0 %.p53
基因突变先于LOH，且随肿瘤的进展LOH发生率呈递
增趋势.应用流式细胞仪进行染色体核型分析发现，p53
蛋白阳性胃癌染色体畸变率为6 9%，而p53蛋白阴性
胃癌为 45 %；对胃黏膜细胞动力学进行观察研究发
现，具有突变p53蛋白表达的胃癌具有高增生能力，并
且易于发生淋巴结转移；有p53蛋白表达5 a存活率为
56 %，无表达者为24 %，两组5 a存活率有明显不同.
我们采用PCR-SSCP技术检测p53基因第3-11外显子，
发现胃癌p53突变率为13.6 %，采用免疫组化方法对
胃癌p53蛋白的表达进行观察，染色阳性率为36.5 %，
肿瘤大于5 cm组，有淋巴结转移和浆膜侵犯及Ⅲ、Ⅳ
期胃癌组p53蛋白染色阳性率分别显著高于肿瘤<5 cm,
无淋巴结转移和浆膜侵犯及Ⅰ、Ⅱ期胃癌组.p53染色阳
性者5 a存活率为21.1 %,阴性者为50.0 %，两者5 a存
活率差别非常显著.以上结果提示,检测胃癌组织p53蛋
白对胃癌患者预后判断有一定价值[8,9].
1.2 Rb基因  对 13号染色体LOH研究发现，胃癌13
号染色LOH率为11-41 %.应用Southern杂交技术检测
Rb基因结构改变，发现胃癌Rb基因LOH率29 %，未
发现有Rb基因重排.我们采用Southern 杂交方法对15
例胃癌及癌旁组织进行研究，发现2例胃癌组织有Rb
基因的缺失，其中1例伴有Rb基因的重排，说明Rb基
因的失活也参与了胃癌的发生和发展.
1.3 APC 基因  APC 基因最初是在结肠腺瘤性息肉
(adenomatous polyposis coli)患者中发现的，并以此命名.
APC 基因定位于染色体 5q21-22.对胃腺瘤研究表明,
APC基因突变率为20 %,说明同大肠腺瘤发生的分子机
制相似，APC基因突变在胃腺瘤向癌转变过程可能起
重要作用.胃癌组织中APC基因突变率为20-40 %，杂
合缺失率30-60 %左右.先用流式细胞仪分选胃癌细胞，
然后检测胃癌细胞APC 基因改变，发现胃癌APC 的
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LOH率为86 %，APC基因LOH既可见于分化型胃癌，
又可见于未分化癌，既可见于早期癌，又可见于晚
期癌.APC突变将引起编码蛋白异常，进一步导致细胞
的黏附、生长、分化、增生及凋亡的重要改变.我们研
究发现在犬胃黏膜肠化生阶段即有APC蛋白异常表达,
胃癌APC第 15外显子突变率22.1 %,缺失率亦在20 %
以上，肠型胃癌中APC突变率显著高于胃型胃癌，提
示该基因可能是肠型胃癌的易感基因[10-12].
1.4 MCC基因   MCC基因即结直肠癌突变基因(mutated
in colorectal cancer)，同APC基因一样也位于5q21,仅
与APC基因相隔150 kb.采用细胞分选技术检测异倍体
胃癌细胞MCC 基因 LOH,发现 7 例信息个体均存在
LOH，认为MCC基因LOH是胃癌最常见的基因改变之
一.多数文献报告MCC基因的LOH总是伴有APC基因
的LOH，是胃肠肿瘤发生的早期改变.我们的研究表
明，在肠化生、异型增生和胃癌中有MCC基因 LOH,
胃癌组织MCC基因LOH率为31.3 %，胃、肠两型胃癌
MCC 基因 LOH率无显著差别，MCC可能在胃癌的早
期发生阶段起作用[12,13].
1.5 DCC基因   DCC基因亦称结直肠癌缺失基因(deleted
in colorectal carcinoma)，定位于染色体18q21.3.DCC基
因在胃肠肿瘤中的缺失率为40-70 %左右.DCC基因缺
失主要出现于中晚期肿瘤，并与临床预后相关.我们发
现在肠化生及异型增生组织中DCC基因LOH检出率分
别为4.3 %和 12. 5%，胃癌为43.1 %.DCC基因  LOH
率及mRNA表达丢失（LOE）率随着肿瘤体积增大、浸
润深度增加及淋巴结转移而增高，临床 Ⅲ、 Ⅳ期胃癌
组DCC基因 LOH率显著高于Ⅰ、Ⅱ期，提示DCC基
因可能与胃癌的进展相关[14,15].
1.6 p16 基因   p16 基因又称多肿瘤抑制基因(multiple
tumor suppressor1,MTS1)，定位于9p21 上，由3个外
显子和2个内含子组成，外显子2是p16基因最常发生
改变的部位，DNA低甲基化是p16失活重要的原因.p16
的抑癌作用在于他抑制了细胞从G1→S期转变过程中
起关键作用的CDK4的功能.胃癌组织中p16纯合缺失
率为18.0-23.1 %,且缺失多见于低分化、有淋巴结转移
的进展期胃癌，提示p16基因缺失是胃癌的晚期改变.
应用免疫组化技术分析检测胃癌p16蛋白的表达发现，
p16 蛋白表达在胃癌组织阳性率显著低于癌旁正常组
织，在低分化腺癌阳性率显著低于高分化腺癌,提示
p16蛋白表达缺失与胃癌的分化有关.

2   nMSI途径的研究

微卫星(microsatellite)是由 2-6个核苷酸组成，具有高
度多态性的简单串联排列而成的DNA序列，尤以二核
苷酸重复序列(CA/GT)最为常见.微卫星的功能尚未完全
明了，有的微卫星有自身特异性结合蛋白或能直接编
码蛋白质；有的微卫星如(CA/GT)与性别分化、X染

色体的失活有关；有的则可能参与染色单体的折叠及
染色体端粒的形成等.微卫星可能通过改变DNA结构或
通过与特异性蛋白结合而发挥其基因调控作用.
        微卫星不稳定性(MSI)是指由于复制错误引起的简
单重复序列的改变.MSI 系错配修复基因(mismatching
repair gene)的突变所致.由于错配修复基因的突变及功
能异常造成DNA频发的复制错误(replication errors,RER)
并不断积累，导致细胞的微卫星DNA序列发生改变.微
卫星DNA序列的改变使其不能正常地发挥调控作用,使
细胞的增生及分化发生异常,由此导致了肿瘤的发生.
       为深入研究MSI的发生机制,我们采用分子生物学
技术对散发性胃癌MSI、抑癌基因缺失(APC、MCC和
DCC 基因 LOH)和相关突变(包括 p53、TGFβ R Ⅱ、
BAX、IGF-ⅡR和 hMSH6)进行分析.将胃癌分为高频
率MSI（MSI-H）、低频率MSI（MSI-L）和MSI阴性(MSS)
三组，研究发现TGFβ RⅡ、BAX基因和hMSH6突变
均见于MSI-H胃癌，而p53突变和APC、MCC和DCC
基因LOH均见于MSI-L和MSS阴性胃癌.我们的研究表
明，胃癌的发生涉及到2条不同的基因病理途径:其一
为经典的肿瘤抑制病理途径，另一为MSI途径.前者包
括MSI-L和MSS的多数胃癌，APC/MCC、DCC和 p53
基因等抑癌基因的LOH和突变在其发生和发展中起重
要作用;而后者包括少数MSI-H胃癌,由于错配修复基因
异常,导致了 TGFβ R Ⅱ、BAX、hMSH6 等基因单核
苷酸水平突变率的增加和广泛的MSI.通过对MSI及其
相关突变分析为进一步揭示胃癌MSI病理途径的分子
机制提供了依据[16-20].在MSI的临床表型方面,MSI-H多
见于多发胃癌，多位于胃窦，组织学上多为肠型，血清
学H.pylori 抗体多为阳性，少有淋巴结转移，多数认
为恶性程度较低，预后较好.以上说明MSI-H胃癌无论
在临床病理特点还是在基因改变方面均与MSI-L 和
MSS胃癌有明显不同[21-31].
         我们还对胃癌端粒长度与MSI和APC/MCC及DCC
基因 LOH 和移码突变进行了分析,发现端粒缩短与
APC/MCC及DCC基因LOH呈正相关,而与MSI及移码
突变无相关性.提示端粒丢失参与了LOH病理途径，而
与MSI无关[32].

3   DNA甲基化异常的研究

DNA甲基化的不平衡为肿瘤的特性之一，DNA去甲基
化或各种原因导致低甲基化，均可引起染色体结构松
散、重排，脆性位点不稳定.CpG 位点是肿瘤基因甲
基化异常的热点部位.在胃癌中发现有DNA甲基化异常
的基因主要有DNA错配修复基因hMLH1、p16基因、
p14 基因、CD44 基因、金属蛋白酶 3 组织抑制物基
因（TIMP-3）、pS2 基因和E- 钙黏蛋白基因等[33-35].
MSI-H胃癌多表现为hMLH1表达的丢失和hMLH1启
动子区高甲基化，MSI-L 和MSS 肿瘤则少有甲基化，
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提示hMLH1启动子区甲基化可能是引起MSI-H胃癌的
主要机制.Leung检测35例MSI-H胃癌，发现100 %病
例有hMLH1基因CpG岛高甲基化，90.0 %的病例伴有
hMLH1蛋白表达的丢失和mRNA水平的降低，MSI-L
和MSS胃癌均无高甲基化发现， hMSH2蛋白表达在各
组胃癌均为正常，提示MSI-H胃癌系由于 hMLH1启
动子区高甲基化所致.我们采用二维DNA电泳、DNA测
序和甲基化特异PCR方法检测胃癌hMLH1突变和启动
子区甲基化，hMLH1突变率为4.4 %，正常胃黏膜未
见启动子区高甲基化，胃癌高甲基化16.2 %，hMLH1
突变均发生MSI-H胃癌，MSI-H胃癌组hMLH1启动子
区高甲基化的检出率显著高于MSI-L和MSS组，提示
hMLH1突变和高甲基化参与了MSI途径 [36] .其他的研究
也得出相似的结果[37].
       胃癌常有p16基因表达丢失，但少有p16基因突
变.CpG岛甲基化与p16表达丢失密切相关，可能是p16
基因失活的重要机制之一.弥漫型胃癌p14基因启动子
甲基化频率高于肠型胃癌，提示p14基因启动子甲基化
与弥漫性胃癌的发生有关.无CD44基因表达胃癌细胞
株MKN-28常伴有CD44基因启动子区高甲基化，而表
达CD44的胃癌细胞株则无甲基化.应用去甲基化制剂
5-氮杂胞苷可恢复CD44基因表达，提示胃癌细胞株
MKN-28 CD44基因表达可被DNA甲基化所抑制.金属
蛋白酶3组织抑制物基因（TIMP-3）表达的丢失与TIMP
转录起始部位甲基化异常有关.应用去甲基化合物5氮
杂-2’-脱氧胞苷处理可恢复TIMP-3基因的表达，提
示TIMP-3基因是一种肿瘤相关DNA甲基化异常的靶
位.pS2 启动子区甲基化导致的pS2表达减少可能参与
了高分化胃癌的早期发生过程.大约半数胃癌存在E-
钙粘蛋白基因启动子区的高甲基化.早期胃癌和晚期胃
癌E-钙粘蛋白基因启动子区的高甲基化频率相同，甲
基化均发生在转录起始部位CpG岛序列，常伴有表达
的下调，发生在胃癌的早期阶段.胃癌E-钙黏蛋白的甲
基化可伴随p16和 hMLH1的甲基化[38].
        由于DNA甲基化状态可被逆转，因此针对基因甲
基化的靶向治疗已引起人们的重视.通过恢复未发生突
变或丢失，而仅仅被抑制的生长调控基因的表达而恢
复细胞正常生长调控功能，从而可达到治疗的目的.

4   胃癌mtMSI研究

线粒体是迄今发现的人类细胞核外唯一具有自己基因
组，且能不依赖nDNA进行复制、转录和翻译的细胞器，
被称为“人类第25号染色体”[39,40].mtDNA是一条全长
为16 569 bp的双链闭环分子,一条为重链(H链),一条为
轻链(L链),H链含有较多的鸟嘌呤(G),而L链则含有较多
的胞嘧啶(C).mtDNA由 2种 rRNA基因、22种 tRNA基
因、13 种多肽编码基因、控制区(D —环区)和轻链复
制起始区组成，大部分基因位于H链.mtDNA独立于

细胞核DNA，能独立进行复制、转录和翻译，具有
非常活跃的自我复制能力.他编码的蛋白质是ATP酶和
呼吸链复合物的组分，并与核基因编码的蛋白质和酶
共同完成生物氧化功能.mtDNA还编码24种RNA用于
线粒体蛋白质合成.D—环区是mtDNA的复制起点，为
人类mtDNA的主要非编码区，对mtDNA的转录和复
制起调控作用.
      由于真核细胞mtDNA几乎均是<20 kb 的闭环分
子，与核基因组相比，其分子量小，缺乏组蛋白保
护，易受致癌物攻击，且其缺乏损伤修复系统，因
此是致癌物的重要靶点[41] .此外，人体内90 %以上的
氧直接与线粒体的电子传递体系-呼吸链相联系，且
大量的自由基类物质在有氧代谢过程中不断地产生.由
于线粒体内氧浓度很高，易产生自由基及过氧化氢等
物质，他本身又不能合成谷胱甘肽而将这些过氧化物
有效地清除，因此线粒体及mtDNA 易受氧化性损伤.
线粒体受损以后可通过改变细胞能量产生，提高线粒
体氧化压力，引起线粒体酶表达异常和 /或调控凋亡
等途径来影响细胞的生物学行为[42,43] .
        由于特殊的生物学环境和遗传学地位,mtDNA更容
易发生突变,其突变频率要比核DNA高10倍.mtDNA属
母系遗传,突变会沿母系连续积累.在可能导致mtDNA
突变的环境有害因子中,研究较多的是活性氧自由基.线
粒体在呼吸链代谢中产生的超氧粒子和电子转运过程
中生成的自由基，都可能造成mtDNA 的损伤，诱发
点突变.点突变可提高 DNA 双链的分离机会，促使
mtDNA进一步发生突变、缺失和重排.mtDNA损害还
与吸烟有关，吸烟者mtDNA损伤的水平为非吸烟者的
5.6 倍.许多资料显示，mtDNA 突变有“热点”及与
相应的序列结构，这也许对预防和治疗因mtDNA突变
引起的疾病有所启示. 众多研究表明，致癌物与
mtDNA的结合率比nDNA高.烷化类致癌剂与mtDNA的
结合率是nDNA的 5倍；苯并芘与mtDNA的结合率为
nDNA 的 40-90 倍；多环香烃与mtDNA 的结合率为
nDNA的 50-500倍；黄曲霉素B1与肝细胞mtDNA的
结合率是nDNA的3-4倍.mtDNA氧化损伤后可造成碱
基片段丢失、碱基修复及插入突变等，其中以片段
丢失较多.研究证实，抗氧化剂可减少机体突变相关事
件如细胞恶性变的发生，表明自由基引发的线粒体及
mtDNA损伤在细胞癌变过程中发挥一定的作用.
      与正常组织比较，肿瘤细胞mtDNA的数量、结构
均发生变化.Alonso et al [44]检测 21例胃癌mtDNA控制
区突变,发现 37 %的胃癌存在该区的序列改变.Habano
et al [45]检测 62例胃癌,16 %表现为mtMSI表型,mtDNA
突变伴有mtMSI表型者与肠型胃癌的发生有关,并发现
mtMSI与nMSI呈正相关.但亦有报道胃癌mtMSI 和nMSI
并无相关性[46]. Maximo et al [47] 检测胃癌MSI、mtDNA
缺失和突变，发现81 %存在mtDNA改变，mtDNA突



变主要发生在D-环区、ND1和ND5基因.我们对30例
胃癌mtMSI进行检测,结果检出mtMSI 11例,占 36.7 %，
提示mtMSI是胃癌常见改变.由浅表性胃炎?萎缩性胃炎?
胃癌前病变?胃癌的过程中，mtMSI 的检出率似乎有增
加趋势，提示MtMSI 可能与胃癌的发生有关.我们还发
现，不但胃癌组织中检出mtMSI，而且肠上皮化生和
异型增生组织中也检出了mtMSI，提示mtMSI可能发生
于胃黏膜癌变的早期阶段[48].
      越来越多的资料表明，mtDNA可以稳定地整合到
nDNA中.我们的研究发现，部分胃癌及其癌前病变细
胞核基因组中存在mtDNA序列，提示mtDNA可整合到
核基因组中，其意义值得进一步研究.我们还发现这种
MtDNA整合现象主要发生于H.pylori 感染胃黏膜，提
示可能与H.pylori感染有关[49].我们推测这种整合至少可
通过两条途径引起细胞癌变:(1)通过引起核基因组的不
稳定性，抑制肿瘤抑制基因的活性或激活癌基因的活性
引起癌变;(2)通过改变细胞能量产生,提高线粒体氧化压
力，引起线粒体酶表达异常和 /或调控凋亡等途径来影
响细胞的生物学行为.以上推论尚需进一步研究来证实.
        多数消化系肿瘤具有高频率的mtDNA体细胞突变,
突变型 mtDNA 容易在各种癌的体液中被检测到，相当
于核p53 DNA的 19-220 倍.由于他们的克隆特性和高拷
贝数, 线粒体突变可能为癌的非侵入性诊断提供一种有
效的分子标记[50].检测胰腺癌细胞mtDNA突变亦发现，
mtDNA体细胞突变几乎发生于所有的检测标本之中，因
此mtDNA检测有希望在临床诊断上进行应用.
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Abstract
AIM:To explore molecular mechanism of gastr ic
carcinogenesis, we screened associated genes of gastric
dysplasia and further investigated their expression in gas-
tric carcinomas with different stages.

METHODS:Relatively pure dysplasia and normal tissue were
procured by manual microdissection, amplified by cDNA-
PCR, and then used to carry out forward (dysplasia as tester,
normal tissue as driver) and reverse (normal tissue as tester,
dysplasia as driver) SSH. Subtracted cDNA fragments were
cloned into vector, screened, sequenced, and made homolo-
gous analysis. The expression of differentially expressed
fragments was detected and verified by Dot hybridization
and reverse transcription-PCR.

RESULTS:Two subtracted cDNA libraries were constructed.
Twenty-one of 26 sequenced clones were verified to be ex-
pressed differentially. It was noted that differentiall expres-
sions of 4 genes (P125,cytochrome c oxidase subunit I,
meprin A,acidic calponin)were detected simultaneously in
dysplasia, early cancer and advanced cancer.

CONCLUSION:Four new associated genes have been iden-

tified in dysplasia. Further studies are necessary to deter-
mine their roles in gastric carcinogenesis.

Hao DM, Sun XJ, Zheng ZH, He G, Ma MC, Xu HM, Wang MX, Sun KL.
Screening and expression of associated genes in gastric dysplasia. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(1):6-9

摘要
目的:胃黏膜异型增生是一种公认的重要癌前病变，筛查

癌前病变相关基因并研究这些基因在胃癌不同阶段的表

达，探讨胃癌发生分子机制．

方法:手工显微切割取胃异型增生和正常组织,应用cDNA

PCR方法对少量组织全基因组扩增后进行双向抑制性消减

杂交，消减后片段与载体连接、克隆、筛选、测序及同源

性检索．应用斑点杂交检测基因在胃癌不同阶段的表达，

并用半定量RT-PCR方法进一步验证检测结果．

结果:正常和异型增生组织互为tester和driver成功构建了

两个cDNA消减文库，测序的26个克隆中21个片段在胃

癌不同阶段有表达异常，特别是其中 4个基因（P125，

cytochrome coxidase subunit I,meprin A，acidic calponin)

在异型增生、早癌、进展期胃癌中皆有表达改变，可能是

重要的胃癌癌前病变相关基因．

结论:发现4个新的与胃癌发生相关基因,其具体机制有待

进一步研究．
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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，其
发病率呈明显的上升趋势[1,2]，胃黏膜异型增生是公认
的重要癌前病变，但由于异型增生细胞取材困难，局
部分布，数量少，该阶段是胃癌发生分子机制研究的
重点也是难点，基因表达变化研究刚刚起步，而且局
限于应用免疫组化、原位杂交或显微切割方法研究单
个基因的表达，系统化研究较少，尚未发现重要的相
关基因[3-15].应用抑制性消减杂交技术（suppression
subtractive hybridization, SSH）从整体水平筛选差异表
达基因[16,17]，寻找胃癌相关基因，是研究胃癌发生分
子机制的重要途径, 对胃癌的早期诊断、治疗和预防
有重要意义，迄今未见报道．本研究借鉴代表性差



异显示技术(RDA)首先对少量组织cDNA进行全基因组
扩增，然后应用抑制性消减杂交技术进行双向杂交，把
三种方法结合创建了显微切割- cDNA PCR-SSH法．应
用此方法成功构建了胃异型增生和正常组织间 cDNA
消减文库，为少量组织消减文库的构建提供新途径．此
外，应用斑点杂交和半定量RT-PCR方法检测差异基
因在胃癌不同阶段的表达情况，初步筛选胃异型增生
相关基因，为阐明胃癌发生分子生物学机制提供依据．

1   材料和方法

1.1 材料  由中国医科大学附属一院肿瘤科提供.抑制性
消减杂交所用标本由显微切割取材，将胃癌患者癌旁
组织，切成若干块，分别做冰冻切片，HE 染色后
置于倒置显微镜上在10倍镜下用玻璃细针手工显微切
割取病理诊断为异型增生处组织[18,19]，胃正常组织取
自切缘处,方法同上.斑点杂交用标本为早癌1例,进展期
癌 4 例，大体标本；异型增生 1 例，同 SSH．RT-
PCR实验标本为进展期癌,30例,大体标本．
1.2方法  (1)cDNA PCR扩增:正常和异型增生组织cDNA
分别用MboⅠ酶切，连接头,接头序列为：R-Bgl-24:
5’-AgCACTCTCCAgCCTCTCACCgCA-3’ R-Bgl-12:
5’-gATCTgCggTg-3’ 然后以R-Bgl-24为引物做PCR
扩增，循环条件:72 ℃ 5 min→ 25×( 95 ℃ 1 min →
72 ℃ 3 min)→ 72 ℃ 7 min,合并 20管扩增产物,再用
MboⅠ酶切，利用Gel Extraction Kit（上海华舜）除去
接头，参照cDNA-RDA方法[20,21]，酶切产物用T4 DNA
聚合酶补齐粘末端后分别做 tester 和 driver 进行双向
SSH．(2)SSH:以正常组织做 tester，异型增生组织做
driver进行 SSH，简称NT；以异型增生组织做driver，
正常组织做 tester 进行 SSH，简称PT，应用Clontech
PCR selectTM cDNA Subtraction Kit，具体步骤同说明
书．(3)cDNA 消减文库构建、筛选和序列鉴定:消减杂
交产物经PCR Purification kit（上海华舜）纯化，与
pMD-18 载体连接，转化受体菌JM109 进行蓝白斑筛
选（含 x-gal,IPTG,Amp），分别随机挑取 30 个白色
克隆，以巢式 PCR 引物 1 和 2R 进行 PCR 扩增，再
分别将其中20个有清晰单条带的克隆送上海博亚生物
技术公司测序，测序结果在GenBank(http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST)进行blastN和EST-human同源性比
较，如果为新序列，送交 GenBank．(4 )斑点杂交：
阳性克隆PCR扩增后应用96 well dot-blot system制备
杂交膜，β - a c t i n 做内对照．应用随机引物法
（Takara）标记正常和异型增生组织 cDNA PCR扩增
产物，应用逆转录反应体系标记癌组织和配对正常组
织中RNA，探针标记，杂交，洗膜，放射自显影同分
子克隆．压片同时放两张X- 片，48 h 后洗第一张，
10 d时洗第二张．杂交结果用安莱图像分析仪扫描和
Chemilmager 5500软件分析．(5)半定量RT-PCR:CFDP1

引物序列:F 5’-AggCATTggATCAgAggATg-3’ R 5’-
ATggATggCCAgTTCTTCAC-3’扩增片段长度为499 bp;
β-actin做内对照,引物序列:F 5’-AgAgCTACgAgCTgC
CTgAC-3’R 5’-AgTACTTgCgCTCAggAggA,扩增片段长
度为300 bp，利用Primer 3.0软件设计． PCR扩增条件：
95 ℃ 5 min → 30×( 94 ℃ 45”→ 56 ℃45”72 ℃
45”)→ 72 ℃ 7 min．

2    结果

2.1 SSH实验 cDNA测序结果  从两个 cDNA消减文库
中各自挑取30个克隆，经PCR扩增验证其中NT 25个、
PT 26个克隆有插入片段，分别选取20个阳性克隆测
序，测序结果与GenBank数据库进行同源性分析，结
果显示:含有26个不同克隆,其中15个克隆与已知基因
高度同源，3个与已知EST（expressed sequence tags）
高度同源，8个为未知EST，已被GenBank收录，登录
号为BQ164614- BQ164616，BQ291516-BQ291520，
可能代表新基因．
2.2斑点杂交结果   应用斑点杂交技术检测26个阳性克
隆在异型增生(1例)、早癌(1例)和进展期胃癌(4例)中表
达水平，结果显示：21个克隆在至少1例标本中有表
达差异，其中10个克隆在异型增生(图 1)，8个克隆在
早癌，20个克隆在进展期癌中表达改变．5个克隆在异
型增生、早癌、进展期癌中皆有表达改变，其中4个克
隆为已知基因（P125，cytochrome c oxidase subunit I，
meprin A，acidic calponin）,1 个克隆为EST，3个克
隆表达上调，2个克隆表达下调，统计结果见表1.
2.3 半定量RT-PCR结果   进展期胃癌及配对正常组
织内皆有CFDP1基因表达，但其中9例胃癌标本表达
显著下降，阳性率30 %(9/30),与斑点杂交结果基本一
致(1/4，25 %),进一步验证上述实验数据，见图 2．

图1  正常和异型增生组织斑点杂交结果(曝光48 h).

图 2  RT-PCR检测结果 N:正常组织 T:胃癌组织.

异型增生 正常组织

N  T   N   T   N   T    N   T

CFDP1
actin
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表1  阳性克隆在胃癌不同阶段中的表达

克隆 基因名称                           差异表达 n     差异表达标本类型    阳性率(%)

PT1 AL713668 (hypothetical protein) 1 进展期 17

PT2 NM_007190 (Sec 23-interacting 3 异型增生 早期 50

protein p125) 进展期

PT3 AI339219 (EST) 1 早期 17

PT4 FLJ10417 (hypothetical protein) 2 异型增生 进展期 33

PT6 NM_004190.1 (gastric lipase, LIPF) 1 进展期 17

PT10 BM840901 (EST) 2 早期 进展期 33

PT11 XM_044902 (differentially expressed in 3 异型增生 进展期 50

hematopoietic lineages)

PT17 NM_004859 (clathrin, heavy

polypeptide, CLTC) 1 进展期 17

PT18 XM_008731 (meprin A, beta) 3 异型增生 早期 50

进展期

PT19 AF382013 (cytochrome C oxidase subunit I) 3 异型增生 早期 50

进展期

PT21 BQ291520 (EST) 2 早期  进展期 33

PTB1 NM_021804 (angiotensin I

converting enzyme 2) 3 异型增生 进展期 50

PTB4 AB023058 (chromosome 6p21.3, 1 进展期 17

HLA class I region)

NT4 BQ291517 (EST) 1 进展期 17

NT8 BQ291516 (EST) 1 进展期 17

NT12 NM_017455 (stromal cell derived 2 进展期 33

factor receptor 1)

NT13 S80562 (acidic calponin) 3 异型增生 早期 50

进展期

NT14 XM_058493 (similar to pepsin A precusor) 3 异型增生  进展期 50

NT15 BQ291519 (EST) 3 异型增生 早期 50

进展期

NT17 NM_006324 (CFDP1) 2 异型增生  进展期 33

NT21 BQ291518 (EST) 1 进展期 17

3   讨论

肿瘤学研究中，分析微小癌前病变非常重要，他是
正常细胞演变为癌细胞的中间过程，是癌症发生的第
一个关键步骤. 胃黏膜上皮异型增生是胃癌的一种重要
癌前病变，但由于肉眼无法辨别，细胞数量少，细
胞异质性干扰严重，需要利用显微切割技术在显微镜
下定点准确切取组织，取材非常困难，研究受到严
重限制． 我们借鉴cDNA RDA方法首先对显微切割获
取的少量组织进行全基因组（cDNA PCR）扩增，然
后再进行消减杂交，将显微切割、RDA 和 SSH 的优
点结合，有效保证了实验的精确性． 抑制性消减杂交
技术是Diatchenko et al [22]1996 年建立起来的一种以
PCR为基础的cDNA消减杂交技术,其归一化(normaliza
tion)过程可使高、低丰度的差异基因都能有效分离，从
整体水平系统化筛选差异表达基因，研究该阶段基因
表达变化和特异性标志物． 获得的26个不同基因片段
中21个经斑点杂交方法证实在异型增生或胃癌组织中
差异表达，这提示:利用本室建立的显微切割-cDNA
PCR-SSH法从少量组织构建cDNA消减文库，是一种
简便、快速、高效克隆鉴定差异表达基因的方法．

        基因芯片技术是高通量研究基因表达谱的新方法[23-25],
国外文献报道将消减杂交获得的差异片段制成芯片进
行基因的初步筛查及验证，替代传统的Northern杂交方
法，省时省力效率高[26,27]，但费用昂贵，本实验应用
斑点杂交技术代替基因芯片进行小规模的表达谱检测，
国内尚无报道．胃癌发生发展过程中保留了绝大多数
早期的遗传学改变，由于无法直接应用斑点杂交检测
筛查基因在异型增生大体标本中的表达水平，我们研
究了这些基因在胃癌不同阶段的表达状况，筛选频繁
表达异常的基因，从而反推法间接寻找重要的癌前病
变相关基因．获得的21个差异片段中有5个片段在异
型增生、早癌、进展期胃癌中皆有表达改变，3个表达
上调，2个表达下调，其中4个为已知基因，1个为EST，
可能是重要的胃癌发生相关基因，尚无这些基因在胃
癌方面研究报道．已知基因中， cytochrome c oxidase
subunit I（细胞色素c氧化酶亚单位 I）编码呼吸链蛋
白，参与细胞能量代谢，其缺陷可引起肌肉、神经等退
行性病变．Weber et al [28]应用差异显示方法发现该基
因在低侵袭能力的上皮肉瘤细胞系中表达增强 ．P125
蛋白有磷脂酶活性，与CopⅡ包被成分Sec23P相互作
用，参与将蛋白质从内质网运输到高尔基体[29]．这两
种基因表达上调,我们认为可能与细胞过度增生时需要
提供大量营养能量有关.meprin A编码上皮细胞分泌的
金属蛋白酶，能够裂解细胞外基质蛋白[30].Lottaz et al [31]

证明人结肠癌组织中meprin A 表达增加，酶活性增
强，呈现肿瘤特异性分布，与肿瘤转移有关．Acidic
calponin在平滑肌细胞和非平滑肌细胞中皆大量表达，
功能未知，可能与细胞骨架运动有关，已证明Basic
calponin 是抑癌基因[32,33]. meprin A表达上调和Acidic
calponin表达下调可促进癌细胞向远处扩散．
        本室曾经应用RDA方法在胃肠上皮化生阶段筛选
出CFDP1基因，表达下调，本实验又证明该基因在异
型增生组织和进展期癌中表达显著降低，其正常生理
功能尚无报道，进一步的分析和功能鉴定正在进行中，
推测CFDP1基因在维持胃黏膜细胞功能形态方面起重
要作用，这也提示了胃癌由肠化生到异型增生再到癌
的发生发展顺序[34]．本实验首次成功建立胃异型增生
组织消减文库，并研究了这些基因在异型增生、早
癌、进展期等胃癌不同阶段的表达，初步筛选癌前
病变相关基因，作者将深入研究这些基因的功能及其
在胃癌发生、发展过程中的作用机制．
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Abstract
AIM:To explore the relationship between the expression of
nm23H1 gene and the in vivo and in vitro.invasive capacity
of gastric cancer cells

METHODS:The invasive capacity of gastric cancer cell in
vitro was determined by Boyden chamber method. And the
expressions of nm23H1 in gene and protein level were mea-
sured by Northern Blot, RT-PCR and immunohistochemical
method in gastric cancer cell lines, respectively.

RESULTS:The order of the invasive capacity of gastric can-
cer cell lines were: MKN45, being the highest (33.1±5.23,
P <0.01); BGC823 (15.8±2.7) and MKN1 (14.1±4.5),the
moderate (there was no significant difference between them,
P >0.05), and GT3TKB(6.3±2.5), the lowest (P <0.01). The
expression of nm23H1 gene was negatively correlated with
the in vivo invasive capacity of gastric cancer cell lines, and
also negatively correlated with the in vitro invasive capacity
of gastric cancer cell lines of MKN45, BGC823 and GT3TKB.
But there was no relationship between the expression of
nm23H1 gene and the invasive capacity of MKN1 in vitro.

CONCLUSION: The expression of nm23H1 gene is of great
significance in evaluating the in vivo and in vitro invasive
capacity of gastric cancer cell lines.

Sun XJ,Sun KL,Fu H,Wang SB,Chen JQ. Relationship between expres-
sion of nm23H1 gene and in vivo and in vitro invasive capacity of gastric
cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(1):10-13

摘要
目的:探讨nm23H1基因与胃癌细胞体内外侵袭力的关系.

方法:采用Boyden 小室法测定四种胃癌细胞系MKN1、

MKN45、GT3TKB、BGC823 的体外侵袭力，Northern

印记杂交,RT-PCR及免疫组化技术检测胃癌组织、四种

胃癌细胞系的nm23H1 mRNA及蛋白表达水平.

结果:胃癌细胞体外侵袭力高低的顺序依次为MKN45最高

(33.1 ± 5.2,与其他三种细胞系相比P <0.01); BGC823

（15.8 ± 2.7），MKN1（14.1 ± 4.5）次之(二者无显著

差异，P >0.05)，GT3TKB最低(6.3± 2.5,与其他三种细

胞系相比P <0.01).nm23H1 基因表达与胃癌细胞体内侵袭

能力呈反比关系;nm23H1基因表达与MKN45 ,BGC823,

GT3TKB细胞体外侵袭力也呈反比关系，但与MKN1细

胞体外侵袭力无明显关系.

结论: nm23H1表达在评价胃癌细胞体内外侵袭力方面具有

重要价值.

孙秀菊,孙开来,付浩,王舒宝,陈峻青.胃癌细胞nm23H1基因表达与体内外侵

袭力的关系.世界华人消化杂志  2003;11(1):10-13
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0   引言

肿瘤侵袭、转移是目前研究的一个热点问题[1-6].由于
胃癌严重威胁人类健康，近年来对胃癌侵袭、转移
分子机制的研究日趋深入[7-13]，作为一种重要的肿瘤
转移抑制基因，nm23 基因与胃癌关系的研究报道较
多,但目前关于nm23H1基因与胃癌细胞体内外侵袭力
关系的研究，国内外报道甚少.nm23H1 基因是 nm23
基因家族的重要成员，将该基因转染肝癌细胞可使其
转移能力明显降低[14,15].他影响细胞的运动、黏附等特
性，调节肿瘤细胞侵袭转移能力.我们采用Boyden 小室
法测定不同胃癌细胞的体外侵袭力,分析nm23H1表达
与胃癌细胞体内外侵袭力的关系，为认识胃癌侵袭转
移的分子机制提供有价值的实验依据.

1   材料和方法

1 . 1 材料 收集中国医科大学第一临床学院肿瘤科
1997-01/1998-04胃癌手术切除标本,其中新鲜组织标
本24例,术中取材,置液氮中速冻10 min,然后-70 ℃冰
箱中保存,用于mRNA检测;石蜡标本(胃癌组织62例)连
续5 µm切片每例3张，分别进行HE染色及免疫组化



染色.切除标本均进行病理学系统检查.胃癌细胞系
MKN1,MKN45,GT3TKB由日本理化研究所横山和尚教
授惠赠 ,BGC823 细胞由中国医科大学肿瘤所提供；
NIH3T3 细胞由中国医科大学细胞生物实验室提供.
MKN 4 5 及 BGC 8 2 3 细胞均来源于低分化腺癌，
GT3TKB来自黏液细胞癌，MKN1具有向腺瘤和鳞状
上皮细胞双向分化的潜能.微孔滤膜(8 µm)、基底膜胶
和Boyden Chamber均由中国医学科学院肿瘤所免疫室
罗利群老师惠赠.
1.2 方法  MKN1，MKN45，BGC823 细胞培养基为
RPMI1640，GT3TKB及NIH3T3细胞培养基为DMEM，
二者均含青链霉素及100 ml/L小牛血清，37 ℃恒温密
闭式CO2培养箱培养.侵袭实验参照Albin et al (Cancer
Res,1987;47:3239) 方法，计数侵入滤膜的细胞数.共计
数中央和四周各 5 个视野，每种细胞重复三次实验，
取平均值（n =30）.将生长旺盛的胃癌细胞用胰酶消
化，制成密度为1×108/L的悬液，接种于直径10 cm
培养皿中，皿内预置盖玻片，常规培养 72 h，吸去
培养液，1×PBS清洗细胞，加40 g/L 甲醛固定，待
免疫组化染色.
1.2.1  Northern-印记杂交   根据GenBank nm23H1 基
因序列,在 nm23H1基因3'非翻译区（与nm23H2非同
源区）设计引物，采用PCR方法合成探针.引物序列为
F : 5 ' G C A G A C C A C A T T G C T T T T C A 3 ' ; R :
5'CAGGGAGAACTCACAGCTCC 3';片段长度为134 bp.采
用 GIBCOBRL公司总 RNA提取试剂Trizol Reagent 提
取总 RNA，在含有甲醛的琼脂糖凝胶上进行RNA电
泳, 而后将RNA转移到尼龙膜上.采用Promega公司随
机引物试剂盒进行探针标记.杂交条件参照《分子克
隆》.采用Luzex-F 半自动图像分析仪定量分析杂交信
号强度,nm23H1灰度值指数=nm23H1灰度值:β-actin灰
度值,nm23H1mRNA含量与其灰度值指数呈反比关系.
1.2.2  RT-PCR方法   提取总RNA，反转录合成cDNA
（按试剂盒说明书进行），然后进行PCR 扩增.PCR 反
应体积为25 µL.nm23H1引物序列:F:5’GTGAAAAGCAAT
GTGGT3’R:5’TTGCCATGGTCTGGGAG3’产物长度
267bp.β-actin 引物序列:F:5’GTGGGGCGCCCCAGGC
ACCA3’R:5’CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC3’产
物长度513 bp.PCR反应条件：94 ℃变性5 min后，以
94 ℃ 30 s 、 50 ℃ 30 s 、72 ℃ 40 s 的顺序循环35
次，最后72 ℃延伸7 min.PCR产物于15 g/L琼脂糖凝
胶电泳1 h，凝胶置GDS 8 000凝胶自动成像仪中，采
用Gels Work-ID软件检测各条带强度，nm23H1指数
=nm23H1值 /β−actin值.nm23H1指数与其mRNA表达
呈正比关系.
1.2.3 免疫组化染色法  鼠抗人 nm23H1 单克隆抗体
NM301 (Santa cruz 产品).过氧化酶标记的链霉卵白素
(streptavidin peroxidase ,SP)免疫组化染色试剂盒（北京

中山生物技术公司产品）.nm23H1蛋白采用SP法染色
(AEC显色),染色步骤按试剂盒说明书进行,以PBS代替
一抗作阴性对照. 免疫组化结果判定：细胞内出现桔
红色颗粒为nm23H1阳性细胞.组织标本中nm23H1蛋
白表达参照Shimizu et al (Hum Pathol,1990;21:607)方法
进行评定和积分，2分及2分以下为阴性，3分及3分
以上为阳性.胃癌细胞 nm23H1 蛋白表达水平采用
Luzex-F半自动图像分析仪定量分析，每种细胞取2张
切片，每张切片各测 5 个相同单位面积的灰度值，
nm23H1蛋白含量与其灰度值呈反比关系.
        统计学处理  采用 t检验、χ2检验. P <0.05具有统
计学意义.

2   结果

2.1 nm23H1基因表达与胃癌浸润深度的关系    RT-PCR
及免疫组织化学分析结果显示，浸透浆膜的胃癌组织
中nm23H1 mRNA及蛋白表达水平显著低于未透浆膜
者，表明nm23H1 mRNA及蛋白表达水平与胃癌浸润深
度有关(表 1).为进一步验证RT-PCR研究结果，我们
又采用Northern-印记杂交检测了8例胃癌中nm23H1
mRNA 表达水平，结果表明，浸透浆膜的胃癌中
nm23H1 mRNA杂交信号灰度值指数(1.74± 0.22)显著
高于未透浆膜者(0.84± 0.19,P <0.05)，与RT-PCR结
果一致(图 1).

表1  nm23H1 mRNA及蛋白表达与胃癌浸润深度的关系

nm23H1 mRNA nm23H1蛋白
浸润深度     n n n

指数( sx ± ) 阳性率(%)

未透浆膜     7      0.49±0.16a 28 21      75.0b

浸透浆膜   17      0.27± 0.23 34   7      20.6

aP < 0.05,bP <0.01，vs 浸透浆膜.

a: nm23H1  mRNA; b:β-actin  mRNA
T1:浸透浆膜;T2，T3:未浸透浆膜
图1 Northern-印记杂交检测胃癌组织中nm23H1 mRNA表达.

2.2胃癌细胞系体外侵袭力的测定   体外侵袭力以侵入
滤膜的细胞数来判定，在所检测的四种胃癌细胞系
中，MKN45 侵袭力最高，MKN1 和 BGC823 的侵袭
力(侵入滤膜细胞数)均低于MKN45(MNK1 14.1±4.5 vs
MKN45 33.1±5.2; BGC823 15.8±2.7 vs  MKN 33.1± 5.2,
P <0.01)，但MKN1 和 BGC823 的侵袭力无显著差异
(P  >0.05)，GT3TKB( 6.3± 2.5)侵袭力又低于MKN1 和
BGC823(P <0.01)，其侵袭力最低.
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2.3  nm23H1 mRNA 和蛋白表达与胃癌细胞体外侵袭

力的关系   四种胃癌细胞系nm23H1mRNA及蛋白质水
平检测的结果一致表明，MKN45 显著低于BGC823
（P <0.02）,BGC823 又低于GT3TKB(P <0.005),而
MKN1与GT3TKB的nm23H1 mRNA及蛋白质表达无显
著差异(P >0.05)(表 2及图2-4);侵袭力高低的顺序为：
MKN45最高，BGC823、MKN1次之，GT3TKB最低.
可见MKN45、 BGC823 、GT3TKB nm23H1 基因表达
与其体外侵袭力呈反比关系,但相比之下MKN1nm23H1
基因表达与其体外侵袭力无明显关系.

表2  胃癌细胞nm23H1 mRNA(n =5)及蛋白表达( sx ± , n =10)

细胞系 nm23H1指数         nm23H1灰度值

MKN45 0.28± 0.05                               143.9± 3.5

BGC823 0.49±0.07                     104.4±1.2

GT3TKB 1.06±0.10                       91.8±3.3

MKN1 1.16±0.15                       91.4±3.1

nm23H1 :267bp; 内对照 β-actin:513 bp  M:  DNA Marker
图 2  胃癌细胞nm23H1mRNA RT-PCR检测结果.

图3  胃癌细胞MKN45 nm23H1蛋白表达(S-P × 400 )

图 4  胃癌细胞GT3TKB nm23H1蛋白表达(S-P × 400 )

3   讨论

作为一种转移抑制基因，nm23 倍受关注.许多研究表
明，nm23 基因表达水平与乳腺癌、结肠直肠癌、肝
癌、肺癌、黑色素瘤、喉鳞状细胞癌、鼻咽癌、甲
状腺癌等肿瘤侵袭转移呈显著负相关[16-24],且nm23基因
低表达患者的生存期短、预后不良.nm23基因与胃癌的
研究报道不一,有的研究表明胃癌中nm23低表达与胃癌
肝转移、淋巴结转移及胃癌的浸润深度呈负相关[25,26] ;另
一些学者报道认为胃癌组织nm23基因 表达与胃癌侵
袭、淋巴结转移及血行转移呈正相关[27-31],Lee et al  [32,33]

报道胃癌组织nm23 基因表达与胃癌预后无明显关系，
可见nm23与胃癌关系的研究结果不一.产生这些差异
的一个重要原因，就是其检测方法不能有效区分
nm23H1与 nm23H2.有的研究采用nm23多克隆抗体，
他与nm23H1、 nm23H2 蛋白均可结合，有的研究则
采用nm23H1单克隆抗体，只与nm23H1 反应，因此
他们检测的分子有所不同；由于nm23H1 、nm23H2
mRNA具有很高的同源性，因此如应用nm23H1全长
cDNA探针进行Northern blot检测mRNA表达，则很难
特异检测nm23H1 mRNA表达水平.因此有必要采用针
对nm23H1 、nm23H2 特异的抗体或探针分别研究他
们的表达与胃癌的关系，将会对nm23基因与胃癌的关
系有更准确的认识.我们采用nm23H1特异的方法，系
统的研究nm23H1表达与胃癌细胞体内外侵袭力的关
系,而这方面的研究目前尚未见报道.
       本研究中Northern blot所用探针位于nm23H1的3’
非翻译区内,此序列与 nm23H2 同源性很低，可与
nm23H1 特异性结合；RT-PCR 引物亦可特异扩增
nm23H1，免疫组化采用的抗体为nm23H1特异性单克
隆抗体，与 nm2 3H 2 无交叉反应，可特异性检测
nm23H1基因的表达.我们同时从mRNA和蛋白质二个
水平检测胃癌有关组织标本nm23H1 的表达，结合临
床资料进行分析表明，胃癌nm23H1 mRNA及蛋白水平
与胃癌浸润深度呈负相关.
       肿瘤细胞侵袭基底膜是发生转移的关键步骤，测
定肿瘤细胞侵袭人工基底膜的能力，可以间接反映肿
瘤细胞体内侵袭转移能力, 具有重要意义. 在了解
nm23H1表达与胃癌细胞体内侵袭力关系的基础上，采
用Boyden 小室法测定了四种胃癌细胞系的体外侵袭
力，并观察了nm23H1表达与胃癌细胞体外侵袭力的关
系.本研究采用RT-PCR及免疫组化技术分别检测了四
种胃癌细胞系nm23H1 mRNA及蛋白表达水平，结果
表明MKN45、 BGC823 、GT3TKB nm23H1基因表达与
体外侵袭力呈明显负相关.可见nm23H1基因可抑制胃
癌细胞体内外侵袭能力.关于 nm23H1基因抑制肿瘤细
胞侵袭转移的机制，已为其他学者证实.将 nm23H1基
因转染口腔鳞状细胞癌细胞系后，细胞运动能力显著
降低，但转染前后其基质金属蛋白水解酶水平无明显
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差异；甲基化抑制剂抑制nm23H1 基因启动子CpG岛
甲基化，使乳腺癌细胞中nm23H1 表达增高，细胞运
动能力显著降低，可见nm23H1通过抑制细胞运动能力
而降低其侵袭转移能力[34,35].近期对nm23基因的研究不
断深入,研究表明 nm2 3H 1 负向调控转移相关基因
Tiam1，抑制体内Rac1 的激活而发挥抑制侵袭转移的
作用[36] ;EB病毒核蛋白EBNA-3C逆转nm23H1蛋白抑制
淋巴瘤细胞和乳腺癌细胞运动的能力[37] ;雌激素与其受
体相互作用后可激活nm23H1基因转录而抑制肿瘤转移
[38].可见nm23H1基因与其他基因之间相互作用而发挥其
抑制转移的功能.
        本实验还发现胃癌细胞MKN1中nm23H1基因表达
与其体外侵袭力不呈明显相关.分析原因我们认为与其
细胞本身的生物学特性有关，因为他具有向腺瘤和鳞
状上皮细胞双向分化的潜能，因而其侵袭转移的调控
机制更为复杂.另外肿瘤细胞侵袭转移本身受到多种基
因的调控，如与其他转移相关基因结合分析，将会更
客观地评价肿瘤细胞的侵袭转移能力.总之，我们的研
究证明nm23H1基因表达在评价胃癌细胞体内外侵袭力
方面具有重要价值.
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Abstruct
AIM:To develop a cancer vaccine based on MG7-Ag of gas-
tric cancer using recombinant adenovirus as vector.

METHODS:PCR was performed to get fusion gene of the
MG7-Ag mimotope and HbcAg. The fusion gene was then
subcloned into the pAdTrack-CMV shuttle vector. The re-
sultant plasmid (pAdTrack-CMV-MG7) was cotransduced into
E. coli. BJ5183 cells with pAdEasy-1 plasmid to undergo
homologous recombination. The linearized recombinant plasmid
(pAd-MG7) was transfected into 293 cells. The recombinant
adenovirus was detected by examining the expression of
the green fluorescence protein tag in the 293 cells.

RESULTS:By sequencing, it was confirmed that the PCR
product was a fusion gene of MG7-Ag mimotope gene and
HBcAg. Restriction endonuclease analysis confirmed the
successful cloning of the fusion gene into the pAdTrack-
CMV. The recombinants (pAd-MG7) were selected for kanamycin
resistance, and recombination was confirmed by restriction
endonuclease analysis. Presence of the recombinant
adenoviruses was confirmed by GFP expression.

CONCLUSION:The Recombinant adenovirus vaccine of the
MG7-Ag mimotope was constructed successfully, which is
helpful to the further investigation of its potentiality in the
immunotherapy of gastric cancer.

Lin T, Ding J,Meng FP,Han QL,Yu ZC, Guo CC, Liu ZG,Fan DM. Construction
and identification of recombinant adenovirus vaccines of gastric cancer
MG7-Ag mimotope. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(1):14-17

摘要
目的:以复制缺陷的腺病毒为疫苗载体,构建基于胃癌

MG7-Ag模拟表位的重组腺病毒疫苗.

方法:将编码MG7-Ag模拟表位的互补序列设计到上游引

物的5/端.以含有HBcAg全序列的质粒p1.2Ⅱ为模板，通

过PCR扩增，获得MG7-Ag模拟表位与HBcAg的融合

基因.经序列测定证实后，亚克隆至pAdTrack-CMV穿梭

质粒，再与pAdEasy-1 质粒在大肠杆菌BJ5 183 中进行

同源重组.经抗性筛选及酶切鉴定的重组质粒，再用导入

293细胞进行包装，利用Adeasy系统上的绿色荧光蛋白

标签鉴定病毒表达.

结果:序列测定证实，PCR产物为胃癌MG7-Ag模拟表位

与HBcAg的融合基因片段；酶切鉴定表明胃癌MG7-Ag

模拟表位与HBcAg 的融合基因片断插入了 pAdTrack-

CMV穿梭质粒，卡那霉素进行抗性筛选及PacⅠ酶切鉴

定证实腺病毒重组质粒构建成功.PacⅠ酶切线性化的重组

质粒导入293细胞3 d后见明显的绿色荧光蛋白表达.回收

病毒，可重复感染293 细胞，证实有感染能力的病毒颗

粒包装成功.

结论:胃癌MG7-Ag模拟表位的重组腺病毒载体的构建成

功，为进一步研究胃癌MG7-Ag模拟表位诱发抗胃癌免疫

打下了基础.
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0   引言

肿瘤疫苗是肿瘤基因治疗[1-10]的一个活跃领域，目前
用于胃癌免疫治疗的有效疫苗较少[11-13].胃癌MG7-Ag
是我研究所发现的胃癌特异性标志物[11-15]，在胃癌组
织中表达较高特异性好，为胃癌疫苗的构建提供了良
好的候选靶位[11-13].但从胃癌组织中提取和纯化MG7-
Ag难度很大.最近，韩全利et al [14]利用噬菌体显示文
库技术成功筛选得到了胃癌MG7-Ag 的模拟表位多
肽，体外实验证实该模拟表位多肽能够较好地模拟原
始抗原，因此是构建胃癌疫苗的理想候选分子.复制缺
陷的重组腺病毒是一种高效的基因转运工具[16-26]，且
因其自身免疫原性强，能引起较强的细胞和体液免疫
反应[22-2 6 ]，其自身可起到佐剂的作用.本研究利用
AdEasy腺病毒细菌内同源重组系统[21]构建了MG7-Ag



模拟表位与HBcAg的融合基因的复制缺陷的重组腺病
毒疫苗.

1   材料和方法

1 . 1 材料  腺病毒细菌内同源重组系统包括 E.co l i
BJ5183，穿梭质粒pTrack-CMV，及腺病毒骨架质粒
pAdEasy-1，由美国 John Hopkins University and the
Howard Hughes Medical Institute的 Bert Vogelstein 博士
惠赠.Hind Ⅲ、Not Ⅰ、T4 连接酶、胰蛋白胨及酵母
提取物购自宝泰克公司.PmeⅠ、PacⅠ为New England
Biolabs 公司产品.GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus
(100-3 000 bp), GeneRulerTM DNA Ladder Mix(100-10 000 bp)
均为MBI Fermentas 公司产品，购自上海生工公司.西
班牙产电泳用琼脂糖、Lambda DNA/HindIII Marker购
自华美公司.质粒小量提取试剂盒和小量胶回收试剂
盒，购自上海华舜公司.E.coli DH5α及模板质粒p1.2Ⅱ
为本所保存.
1.2方法

1.2.1表位基因与载体基因片段PCR连接  (1)引物设计:
上游引物P1.1 的序列为：5’-TGCCATGGGAAAACCG
CACGTTCACACTAAAGGTGGTGGTTCTCTTGGGTGGCTTTGGG
GC-3’，含ATG 及编码MG7-Ag 模拟表位的序列；
下游引物P1.2的序列为:5’- CCAAGCTTCTAACATT
GAGATTCCCG-3’均由上海博亚公司合成.(2)以质粒
p1.2 Ⅱ (1 888- 2 450 bp)为模板进行PCR: 94 ℃变性1 min，
58 ℃退火1 min，72 ℃延伸1 min.2个循环后,再 94 ℃
变性1 min ,65 ℃退火、延伸3 min,共 28个循环,最后
于72 ℃延伸5 min.扩增产物用1 %琼脂糖凝胶进行电
泳.经鉴定条带的位置正确后，切下条带，参照柱式
小量胶回收试剂盒操作说明，进行回收、纯化.
1.2.2 PCR产物的克隆及测序  将回收并纯化的PCR产
物，与载体 pUCm-T 按浓度比 3∶1，用 T4 连接酶
连接.以连接产物转化0.1 mol/l CaCl2制备的 E.coli DH5
α感受态细菌,涂布于含氨苄青霉素(100 mg/L)并预先涂
布了X-gal 40 µL(20 g/L)和 IPTG 4 µL(200 g/L)的 90 mm
固体LB培养基上，以蓝白筛选法筛选阳性克隆.随机
挑取4个白色菌落，用柱式小量质粒提取试剂盒提取
质粒.经Not Ⅰ和Hind Ⅲ双酶切后，进行琼脂糖凝胶
电泳，观察有无600 bp左右的条带.将经鉴定的重组阳
性克隆，用M13/pUC反向引物，以Sanger双脱氧链终
止法，进行反向序列测定.命名为pUC-MG7.
1.2.3 MG7-Ag 模拟表位 /HbcAg 融合基因亚克隆到

pAdTrack-CMV穿梭质   PCR产物的亚克隆:提取测序
正确克隆的质粒，经NotⅠ和 Hind Ⅲ双酶切及琼脂糖
凝胶电泳后，回收约 600 bp 左右大小的电泳条带.
pAdTrack-CMV穿梭质粒用相同内切酶双酶切，电泳
回收约9 200 bp片段.两次回收大、小片段分子浓度比
按1∶3,用T4连接酶16 ℃连接16 h,转化0.1 mol/l CaCl2

制备的E.coli DH5 α感受态细菌，涂于含卡那霉素
（50 mg/l）的固体LB培养基37 ℃培养过夜.随机挑取
4 个菌落，提取质粒，Hind Ⅲ，Not Ⅰ双酶切鉴定
阳性克隆的重组质粒.命名为pAdTrack-CMV-MG7
1.2.4 细菌内同源重组产生包含MG7-Ag 模拟表位 /

HbcAg融合基因的重组腺病毒质粒  用 10 %的冰浴冷
的无菌甘油制备E.coli BJ5 183及 E.coli DH5α电穿孔
感受态菌.提取重组质粒pAdTrack-CMV-MG7用PmeⅠ
酶切线性化，电泳回收约9 800 bp片段.与腺病毒骨架
质粒pAdEasy-1等浓度比混合,在 2 500 V,200Ω,25 µF
条件下,电穿孔共转化20 µl BJ5 183感受态菌,卡那霉素
（50 mg/l）固体LB 培养基筛选,16 h 后随机挑取 4个
克隆,提质粒.挑选电泳鉴定大小与pAdEasy-1相似的质
粒，将其电穿孔转化E.coli DH5α菌，提取质粒，用
Pac Ⅰ酶切鉴定阳性克隆的重组腺病毒质粒.命名为
pAd-MG7.
1.2.5 293细胞中产生重组腺病毒   转染前24 h,在25 cm2

塑料培养瓶中接种2×106的HEK293细胞.转染当天，
将4 µg  pAd-MG7质粒用PacⅠ酶切线形化，用20 µl
Lipofectamine 2 000 按说明转染293细胞，2 d后用荧
光显微镜观测绿色荧光蛋白的表达，7-10 d 后收集细
胞.反复冻融3-4 次，取1/3 病毒提取上清再感染293
细胞扩增，3-4 d 后收集细胞，PBS 重悬，反复冻
融，最后离心,取上清收集病毒，保存于－80 ℃.

2   结果

2.1表位基因与载体基因片段的PCR连接 以质粒p1.2
Ⅱ(1 888-2 450 bp)的序列为模板，将MG7-Ag模拟表
位基因和编码HBcAg的基因设计于引物中，用PCR方
法将表位基因与该段载体基因连接在一起.扩增产物为
600 bp 左右的片段，与预计的结果相符(图 1).

图 1  PCR产物的琼脂糖凝胶电泳
M: DNA marker(100-3 000 bp); 1-2: the PCR product.

2.2  PCR产物的克隆与测序  将纯化的PCR产物克隆于
载体pUCm-T中，转化E.coli DH5α感受态细菌.通过
蓝白筛选，随机挑取 4个白色菌落提取质粒，用Nco
Ⅰ和Hind Ⅲ双酶切后，均切出600 bp左右的片段.再
用M13反向引物，将4号克隆以Sanger双脱氧链终止
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M        1      2

500 bp→



法进行反向测序.结果表明，PCR产物为目的基因和载
体基因的融合片段，两端分别含有NcoⅠ和Hind Ⅲ的
酶切位点.
2.3 MG7-Ag 模拟表位 /HbcAg 融合基因亚克隆到

pAdTrack-CMV穿梭质粒   提取含有MG7-Ag模拟表
位/HbcAg融合基因的阳性克隆的重组质粒,用NotⅠ和
Hind Ⅲ双酶切后回收600 bp左右的片段.将其与用相同
酶切回收的pAdTrack-CMV穿梭质粒大片段连接，转
入宿主菌E.coli DH5α，用NotⅠ和 Hind Ⅲ双酶切阳
性克隆中的重组质粒，可切出600 bp大小的片段，与
pUCm-MG7双酶切释放的目的片断大小相符,而无目的
片段的pAdTrack-CMV相同双酶切，无片段释放(图 2).

图2 pAdTrack-CMV-MG7用NotⅠ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定结果
M: DNA marker(100-10 000 bp); 1 pAdTrack-CMV-MG7. 2. pUC-
MG73 pAdTrack-CMV

2.4细菌内同源重组产生包含MG7-Ag模拟表位/HbcAg

融合基因的重组腺病毒质粒  将重组质粒pAdTrack-
CMV-MG7用 PmeⅠ酶切线性化，与等浓度的腺病毒
骨架粒pAdEasy-1 电穿孔共转化20 µl BJ5183感受态
菌，进行同源重组.将阳性克隆转化电穿孔转化E.coli
DH5α菌，提取阳性克隆质粒，用PacⅠ酶切鉴定能
释放约4.5 kb大小片段，而pAdEasy-1用相同的酶切
未释放片断，从而证明为重组的腺病毒质粒(如图 3).

图3 重组的腺病毒质粒用PacⅠ酶切鉴定结果
M: Lambda DNAHindIII Marker 1. pAdEasy-1  2. pAd-MG7

2.5 在 293 细胞中包装出重组腺病毒  把重组的腺病毒
质粒pAd-MG7，用Pac Ⅰ酶切线形化转染293细胞，
2 d后即可通过荧光显微镜观察到GFP表达.(如图 4)取
1/3病毒提取上清可再感染293细胞扩增.说明有感染能
力的病毒颗粒包装成功.

图4  荧光显微镜观察重组的腺病毒在293细胞中表达的绿色荧光蛋白.

3   讨论

随着分子免疫学的发展，免疫治疗在肿瘤治疗中的作

用日益突出.而寻找肿瘤特异性或相关抗原成为关键的

一环. 我研究所利用低分化胃癌细胞株成功的制备了抗

胃癌的单克隆抗体MG 系列，其中MG7 的特异性最

强，在胃癌组织中高表达[11-15]. 实验证实，MG7抗原

与已知的胃癌抗原不同，推测是一种新的胃癌相关抗

原，其抗原决定簇表达在糖链上[11-14]. 所以从肿瘤组织

中提取、纯化的MG7-Ag 十分困难.本研究所利用抗

MG7-Ag mAb筛选噬菌体随机肽文库，得到了MG7-

Ag 的模拟表位基因，其结合抑制试验效果肯定[14].

       腺病毒因其具有安全性较好，感染能力强，可感

染各细胞周期的细胞;蛋白表达量高;不整合到宿主的染

色体中，没有插入性突变；成为基因转染和治疗常用

的载体[16-21],又因其具有较强的免疫原性,能激发肌体的

体液及细胞免疫，因而是疫苗的常用载体[22-26].

      本研究中选用的腺病毒表达系统是由构建的一种新

型的重组腺病毒系统 [21].他利用E.coli BJ5 183内高效的

同源重组系统，进行腺病毒的同源重组，提高了病毒

的重组效率，缩短了病毒包装所需的时间；在腺病毒

包装前就可检验目的片断是否装入重组的腺病毒质粒

中；并带有绿色荧光蛋白标记，可直接观测转染的效

率和病毒感染的情况；是高效便捷的腺病毒重组系统，

在基因治疗中有很好的前景.

        病毒样颗粒能在表面合适的位置规则的排列所需

的多肽，使其成为理想的免疫分子载体.而无传染性的

HbcAg为最佳选择[27]，其由183个氨基酸组成，能形

成20面体微粒，在外源性的蛋白插入时，仍可形成对

称性颗粒.使插入的外源性抗原具有较好的免疫活性，

能明显刺激B细胞及T细胞产生免疫反应 ,是一种很有

潜力的疫苗载体[27-30].

        本研究成功构建含有MG7-Ag 模拟表位基因的胃

癌重组腺病毒疫苗，希望能够利用腺病毒的高效表达

系统及HBcAg和腺病毒刺激免疫的作用，使其能产生

强而持久的免疫.为进一步研究MG7-Ag模拟表位在诱

发抗胃癌免疫中的作用，打下基础.
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10 000 bp→

M          1           2          3

3 000 bp→

500 bp→

1     2     M

← 23 130 bp
← 4 361 bp
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Abstract
AIM:To analyze the distribution and significance of the pos-
sible cDNA fragments encoding MGr1-Ag1 in human gastric
cancer.

METHODS:We investigated MGr1-Ag1 expression in gas-
tric cancer using in situ hybridization (ISH) techniques in 42
cases of gastric carcinomas in cryostatic sections collected
from Xijing Hospital.

RESULTS:MGr1-Ag1 mRNA was positive in cytoplasm of
gastric glandulous epithelia with intensive staining in 50.00 %
(21/42) cases with gastric cancer, and 71.42 % (30/42) cases
in paracancerous gastric tissues.Eleven of 16 (68.75 %) cases
were well differentiated, 8/14(57.14 %) cases were moder-
ately differentiated and 1/10(10.00 %) cases were poorly
differentiated. The positive rate of MGr1-Ag1 mRNA in gas-
tric cancer was significantly different from that in
paracancerous gastric tissues (71.42 %). There was no sig-
nificant difference in positive rate of MGr1-Ag1 mRNA among
normal, paracancerous gastric tissues, well and moderately
differentiated tissues, but the positive rate in the poorly

differentiated tissues was low, being significantly different
from that in well or moderately differentiated tissues.

CONCLUSION:MGr1-Ag1 mRNA is mainly localized in epi-
thelial cells, and the level of its expression is correlated with
the tumor differentiation.

Yin F,Shi YQ, Chen CP, Qiao TD, Chen BJ, Miao JY, Fan DM. Expression
of cDNA fragment encoding MGr1-Ag1 detected by MDR related antibody
MGr1 in gastric cancer.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(1):18-21

摘要
目的:为研究肿瘤的多药耐药现象，应用胃癌耐药相关的

单克隆抗体MGr1筛选肿瘤耐药细胞表达文库获得的一个

稳定阳性克隆的cDNA片段MGr1-Ag1, 检测MGr1-Ag1

在胃癌组织中的分布及表达水平.

方法:利用原位杂交技术, 对MGr1-Ag1 mRNA在胃癌组织中

的分布进行了检测，以了解其在胃癌中的表达情况及意义.

结果:MGr1-Ag1 mRNA定位在胃腺体细胞的胞质中,为蓝

色小颗粒,呈弥漫性分布. MGr1-Ag1 mRNA在 SGC7901/

VCR阳性信号明显高于SGC7901,胃癌与癌旁组织相比，

MGr1-Ag1 mRNA的阳性表达率均有显著差异(P <0.05).

MGr1-Ag1 mRNA在胃癌(50.00%)、癌旁组织(71.42 %)、

高分化腺癌(68.75 %)和中分化腺癌组织(57.14 %)中的阳性

表达率无显著差别，但高分化组和中分化组都与低分化腺

癌组织(10.00 %)差别显著 (P <0.05).此外，MGr1-Ag1

mRNA还分布于小肠及大肠腺体内，因例数偏少，未做

统计.

结论:MGr1-Ag1与胃癌的分化程度有关，随着组织的分

化程度增高，MGr1-Ag1 mRNA的阳性表达率增加.
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0   引言

肿瘤多药耐药现象(multidrug resistance, MDR)是肿瘤治
疗的热点和难点.但目前的已知机制并不能充分解释肿
瘤多药耐药性的发生，而与耐药有关的分子和机制不
断的被提出[1-9].为扩充肿瘤细胞产生MDR的机制,以耐



长春新碱人胃癌细胞SGC7901/VCR为免疫原制备了一
株与胃癌耐药相关的单克隆抗体MGr1[10],利用MGr1筛
选肿瘤耐药细胞表位文库,获得了一个稳定阳性克隆
MGr1-Ag1, 携带长约262 bp的cDNA片段, 但其中218 bp
的序列与定位于人染色体7p22-p21的部分基因组序列
完全相同[11].为分析MGr1-Ag1 片段可能的意义及功
能，利用mRNA分子原位杂交等技术, 对MGr1抗体筛
选的 cDNA片段MGr1-Ag1在胃癌的表达情况进行了
检测.

1   材料和方法

1.1材料  42例胃癌组织及其癌旁组织取自第四军医大
学西京医院于1999-08/1999-12间行胃癌切除术的患
者, 正常胃黏膜标本25例取自胃镜活检.所有标本均于
离体后30 min内完成取材并置于液氮中保存.制备8 µm
冰冻切片,40 g/L 多聚甲醛固定、干燥，-70 ℃冰箱保
存.所有病理标本均经病理科两位以上医师诊断.胃癌细
胞SGC7901和胃癌耐长春新碱SGC7901/VCR为我所保
存的细胞.胰酶和小牛血清为Sigma公司产品.RPMI1640
和BSA为Gibco BRL产品.多聚赖氨酸胶购于武汉博士
德公司.限制内切酶、DNA 纯化试剂盒及其他常规试
剂购于华美生物工程公司.DIG DNA Labeling and Detection
Kit购于德国Boehringer Mannheim公司.
1.2 方法

1.2.1 组织切片准备  培养细胞在多聚赖氨酸处理的盖
玻片上进行培养,培养液为80 ml/L小牛血清RPMI1640.
细胞长好后10 mol/L PBS(pH7.4)洗 3× 2 min.细胞爬片
和冰冻切片在40 g/L多聚甲醛室温固定10 min.10 mol/L
PBS(pH7.4)洗 3× 2 min.干燥后冰冻保存.
1.2.2 探针的制备和标记 MGr1-Ag1  cDNA片段克隆在
pSPORT1载体SalⅠ和NotⅠ位点之间, 两侧有BamHⅠ
和KpnⅠ的位点.BamHⅠ和KpnⅠ消化质粒.将酶切产
物进行10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 得到约0.3 kb cDNA片
段.试剂盒纯化回收cDNA片段并定量. 取 1-3 µg cDNA
煮沸10 min, 冰水中冷却.用地高辛DNA标记试剂盒进
行标记和纯化.
1.2.3 mRNA 原位杂交  切片于70 ℃  2×SSC预热15 min,
PBS洗切片2 min.切片上滴加0.5 mol/L TBS (pH7.2-7.
6)稀释的1∶1 000 Proteinase K, 37 ℃消化2-15 min，
暴露mRNA核酸片段.置 4 ℃预冷的40 g/L多聚甲醛中
平衡5 min, PBS洗 2× 2 min. 2× SSC洗 2× 2 min.逐
级乙醇脱水.每张切片上加适量预杂交液, 湿盒70 ℃孵
育8 min, 37 ℃孵育1 h.将标记的cDNA探针放入95-100
℃水中煮沸5-10 min后,迅速冷却3 min.按 0.5-1.0 µg/
mL在杂交液加入标记探针.37 ℃湿盒中杂交16-24 h
后，室温2×SSC洗 20 min, 1 × SSC洗 20 min, 43 ℃
0.5× SSC 洗 20 min, 室温0.5× SSC洗20 min.BufferⅠ
室温振洗1×5 min，1×30 min，BufferⅡ作用5 min,

加抗地高辛抗体-AP复合物(1∶ 500), 37 ℃2h.BufferⅠ
浸洗2×15 min，振洗1×5 min，BufferⅢ浸洗5 min，
加显色液显色0.5-12 h.染色理想时终止反应.上述所用
试剂和材料均经去RNA酶处理.
1.2.4 结果判定 显微镜下选取染色结果较理想部位，
于高倍镜下，每视野统计200个细胞数.阳性细胞数比
率<10 ％或无阳性着色为阴性(－)；阳性细胞数比率
<50％为弱阳性(+); 阳性细胞数比率>50 ％为阳性(++);
阳性细胞数比率>75 ％为强阳性(+++).
       统计学处理  采用SPSS9.0 统计软件进行 χ2 检验，
以P <0.05确定为有统计学意义.

2   结果

2.1 MGr1-Ag1 cDNA片段的鉴定   用 BamHⅠ和Kpn
Ⅰ酶消化pSPORT1质粒, 得到一长约0.3 kb片段, 携带
262 bp 的MGr1-Ag1 cDNA片段.
2.2 MGr1-Ag1  mRNA在胃癌组织及细胞系中的表达
MGr1-Ag1 mRNA在胃癌耐药细胞系SGC7901/VCR中
的表达强度明显高于SGC7901.MGr1-Ag1 mRNA定位
在SGC7901/VCR和 SGC7901细胞的胞质中, 为蓝色小
颗粒, 呈弥漫性分布(图1、图2).在胃组织中,MGr1-Ag1
的mRNA定位于的胃腺体细胞, 在胃癌组织中阳性率为
50.00 %; 在癌旁胃黏膜中的阳性表达率为71.42 %;  在正
常胃黏膜的阳性表达率为68.00  %.胃癌与癌旁组织相比,
MGr1-Ag1 mRNA的阳性表达率有显著差异(P <0.05)(表1).

表1  在胃癌、癌旁组织和正常胃黏膜中的表达

   MGr1-Ag1
Group  № T         R(%)

- + ++ +++

GC      42 21   9   10            2 21       50.00

PC      42 12 12   15     3 30       71.42

NT      25   8   5     9     3 17       68.00

NT:nomal gastric tissue; GC: gastric cancer; PC: paracancerous gastric mucosa
Pearson Chi-Square Tests:χ2 =4.043;df=1;P =0.044 <0.05;GC vs PC.

表2  MGr1-Ag1 mRNA的表达和胃癌分型

Grade of intensity
Group      № T           R(%)

- + ++ +++

WD        16 5 5  5    1 11         68.75

MD        14 6 3  4    1   8         57.14

PD         10 9 1  0    0   1         10.00

MC          2 1 0  1    0   1         50.00

MC:mucous carcinoma including mucous adenocarcinoma and signet ring cell

carcinoma

WD: well differentiated adenocarcinomas

MD: moderately differentiated adenocarcinuma

PD: poorly differentiated adenocarcinoma

Fisher’s  Exact Test: P =0.005<0.05 WD vs PD; P =0.033 <0.05 MD vs PD
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图1  原位杂交显示，MGr1-Ag1 mRNA 在人胃癌耐长春新碱细胞
SGC7901/VCR胞质中呈强阳性表达NBT/BCIP显色  ×400.

图 2  原位杂交显示，MGr1-Ag1 mRNA 在人亲本胃癌细胞SGC7901
胞质中呈阳性表达，其阳性信号明显弱于SGC7901/VCR细胞 ×400.

图 3  原位杂交显示，正常胃黏膜中MGr1-Ag1 mRNA呈阳性表达，
阳性信号分布于上皮细胞的胞质中 ×200.

图 4  原位杂交显示，高分化腺癌中MGr1-Ag1 mRNA呈阳性表达，
阳性信号分布于腺体细胞的胞质中 ×400.

2.3 MGr1-Ag1 mRNA的表达与胃癌的关系  MGr1-Ag1

mRNA的表达水平在癌旁组织、正常胃黏膜组织、高
分化腺癌(68.75 %)和中分化腺癌(57.14 %)的阳性表达率
无显著差别(图 3、图4),但高分化组和中分化组与低分
化腺癌(10.00 %)的阳性表达率差别显著(P <0.05)(表 2).
此外，MGr1-Ag1 mRNA 还分布于小肠及大肠腺体
内，因例数偏少,未做统计.

3   讨论

胃癌对化疗药物的反应性通常很差[12,13],肿瘤细胞可通
过各种途径产生对化疗的抵抗性，其机制复杂多样. 肿
瘤细胞能通过P-糖蛋白和MRP增加药物的外排[14-18] ;
位于胞质的MRP1和肺耐药蛋白能改变细胞内药物的
分布[19-23] ;GST通过催化GSH与抗肿瘤药物结合增强细
胞解毒功能[24-26] ;TopoⅡ发生改变，可引起以其为靶点
的药物诱导的DNA稳定断裂复合物形成减少，DNA双
链断裂减少,细胞产生耐药性[27,28].此外一些代谢酶类及
涉及凋亡和信号转导的分子也参与耐药性的形成[29-33].
        我所采用大剂量间歇诱导法以长春新碱诱导人胃癌
细胞SGC7901,获得了人胃癌耐药细胞株SGC7901/VCR,
该细胞具有MDR 表型，耐受 5 －氟尿嘧啶、顺铂、
柔红霉素等多种结构不同的药物.以SGC7901/VCR为免
疫原，采用杂交瘤技术制备了胃癌细胞耐药相关性单
克隆抗体，命名为MGr1[10].MGr1抗原在SGC7901/VCR
的胞膜上和胞质中表达，且显著高于亲本细胞
SGC7901.Western blot 结果表明MGr1抗原分子量大约
为40 KDa.MGr1抗体能部分逆转SGC7901/VCR对阿霉
素、长春新碱和 5 －氟尿嘧啶的耐药性，显著增加
SGC7901/VCR细胞内阿霉素的潴留.说明MGr1是肿瘤
耐药相关性抗体.为了克隆MGr1抗原的编码基因, 研究
MGr1抗原的分子结构和功能，利用MGr1抗体筛选肿
瘤耐药细胞表达文库,获得了一个稳定阳性克隆MGr1-
Ag1.MGr1-Ag1 mRNA的表达水平在癌旁组织、正常
胃黏膜组织、高分化腺癌和中分化腺癌的阳性表达率
无显著差别，但与低分化腺癌的阳性表达率差别显
著 (P <0.05), 提示MGr1-Ag1与胃癌的分化程度有关，
随着组织的分化程度增高，MGr1-Ag1 mRNA的阳性表
达率也增加,该结果与利用免疫组化和MGr1抗体检测
MGr1-Ag在胃癌组织中的表达分布情况基本一致.
         我们将继续用MGr1抗体筛选肿瘤cDNA文库, 采
用RACE技术克隆MGr1-Ag1全长cDNA,并通过基因转
染分析MGr1-Ag1 在胃癌MDR 中的作用,从而判断
MGr1-Ag1是否与肿瘤细胞耐药现象有关, 并最终获得
MGr1-Ag的编码基因, 为充实胃癌MDR机制和从基因
水平寻找新的耐药逆转措施奠定良好的基础.
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Abstract
AIM:To evaluate the effect of Helicobacter pylori (Hp) in-
fection on bax protein expression, and explore the role of
Hp in the development of gastric carcinoma.

METHODS:Hp was examined by rapid urease test and
Warthin-Starry method, and bax protein was examined by
immunohistochemical staining in 72 patients with pre-ma-
lignant lesions.

RESULTS:Bax protein was expressed with different degree
in intestinal metaplasia and gastric dysplasia, its positive
rate being 63.9%. The positive rate of Bax protein expression
in Hp-positive gastric precancerous lesions (72.3 %)was sig-
nificantly higher than that in Hp-negative gastric precan-
cerous lesions (48.0 %, χ2=4.191, P <0.05). Hp infection
was correlated well with the expression of Bax protein in
gastric precancerous lesions(r =0.978, P <0.01). After eradi-
cation of Hp, the positive rate of bax protein expression
was significantly decreased in Hp-positive gastric precan-
cerous lesions (χ2=5.506, P <0.05). In the persistent Hp
infected patients, the positive rate of Bax protein expres-
sion was not changed.

CONCLUSION:Hp is involved in the expression of Bax gene.
Hp infection increases the expression of Bax protein, this

may be one of the mechanisms of Hp infection in the induc-
tion of gastric epithelial cell apoptosis. Hp might act as a
tumor promoter in the genesis of gastric carcinoma. Eradi-
cation of Hp could inhibit the formation and development of
gastric carcinoma.

Liu HF, Liu WW, Fang DC, Wang GA, Teng XC. Effect of Helicobacter
pylori infection on bax protein expression in patients with gastric precan-
cerous lesions. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(1):22-24

摘要
目的:研究Hp感染及根除治疗对胃癌前病变组织中促凋亡

基因Bax蛋白表达的影响，探讨Hp的致病机制及其在胃

癌发生中的作用.

方法:采用快速尿素酶试验、Warthin-starry 银染色检测

Hp；采用免疫组织化学SP法检测72例胃癌前病变组织

中Bax蛋白的表达情况，以及Hp阳性患者Hp根除前后胃

癌前病变Bax蛋白表达的变化.

结果:Bax蛋白在肠上皮化生及不典型增生组织中均有不同

程度的表达，其阳性表达率为63.9 %.Hp阳性胃癌前病变

组Bax蛋白阳性表达率(72.3 %)显著高于Hp阴性胃癌前病

变组(48.0%，χ2=4.191,P <0.05），Hp 感染与Bax 阳性

表达及分级呈正相关(r =0.978, P <0.01).经三联治疗根除Hp

后,Bax蛋白阳性表达率(70.3 %)较治疗前显著降低(43.2 %,

χ2=5.506, P <0.05),而Hp仍为阳性者Bax蛋白阳性表达率

则无变化.

结论:Hp感染可以促进促凋亡基因Bax蛋白的表达，这可

能是Hp感染诱导胃黏膜上皮细胞凋亡的主要机制之一，

从而导致细胞凋亡和增生的调节紊乱，使胃黏膜上皮不稳

定性增加，使其具有较高的癌变易感性.根除Hp感染可纠

正Bax基因表达的异常，对预防或减缓胃癌的发生可能具

有重要意义.
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0   引言

大量的流行病学资料表明,胃癌发生率与当地的幽门螺
杆菌(Helicobacter pylori, Hp)感染率呈正相关，Hp感染
者发生胃癌的危险性较非感染者高6倍[1-10].从慢性浅表
性胃炎、萎缩性胃炎、肠上皮化生及异型增生到胃
癌的演变过程已经明确.Hp 感染为慢性胃炎的主要病



因，因此有理由认为Hp感染是胃癌发生的危险因素之
一[11-18].但其确切的致病机制尚不完全清楚.已有研究表
明，Hp可能通过某些环节造成胃黏膜组织癌基因的突
变、细胞信号转导异常等导致胃黏膜细胞发生癌前变
化.但通过研究胃癌前病变组织中Hp感染及根除治疗
对Bax蛋白表达的影响来探讨Hp致病机制的报道少见.
为进一步探讨Hp在胃癌发生过程中的作用，我们对
Hp根除前后胃癌前病变组织中 Bax表达的变化进行了
研究.

1   材料和方法

1.1材料   我院1994/1996年胃镜活检标本72例.其中肠
上皮化生51例，中、重度异型增生21例.胃镜活检标
本均取自胃窦部.组织标本经40 g/L甲醛固定，石蜡包
埋，4 µm厚连续切片，并经HE染色病理诊断证实.Hp
检测采用快速尿素酶试验和Warthy-starry 银染色，两
项均阳性者为Hp阳性，两项均阴性者为Hp阴性，单
项阳性者退出试验.对Hp阳性者给予有机铋剂、羟氨
苄青霉素、灭滴灵三联药物进行治疗,疗程为2 wk.治疗
结束后复查胃镜，停药4 wk后Hp仍保持阴性者为Hp
根除.
1.2方法  Bax蛋白表达的检测采用SP法.Bax多克隆抗
体为美国Dako公司产品，免疫组化试剂盒(Immunostain
SP Kit)为美国Santa Cruz公司产品.染色程序按SP法操
作常规进行.以 PBS代替一抗为阴性对照，以已知Bax
蛋白阳性的胃癌组织为阳性对照.光镜下观察Bax蛋白
免疫组化染色切片的显色反应，数5个以上高倍视野，
不少于400个胃黏膜上皮细胞.Bax 结合染色反应深度
及阳性细胞数分为0-3四级:(-)无阳性反应细胞、阳性
细胞<10 %或背景同空白对照者；(+)10-25 %细胞明
显阳性,或大多数细胞弱阳性；(++)26-50 %的细胞明显
阳性；(+++)>50 %的细胞明显阳性.
       统计学处理  Stata 软件包的 χ2检验，Fisher 精确
检验,有序的Logistic回归.P <0.05有统计学意义.

2   结果

在51例肠化生组织中,Hp阳性35例,Hp阴性16例,Hp
感染率为68.6 %.21例中、重度异型增生组织中,Hp阳
性12例，Hp阴性9例,Hp感染率为57.1 %.肠化生与异
型增生组织中Hp感染率无显著性差异.
         Bax蛋白阳性反应物质呈棕黄色,主要位于腺上皮
细胞质内,偶可伴胞核着色(图1).Bax蛋白在肠化生和异
型增生组织中均有不同程度的表达,其阳性表达率为
63.9 %.Hp 阳性组胃癌前病变Bax蛋白阳性表达率为
72.3 %,显著高于Hp阴性组(48.0 %,P <0.05).Hp感染与
Bax阳性表达及分级呈正相关(P <0.01,Logistic 回归分
析,表 1).47例Hp阳性患者经前述三联药物治疗后，37
例Hp 被根除,10 例仍为Hp阳性.Hp 根除组胃癌前病
变Bax 蛋白阳性表达率为 43.2 %,较治疗前显著降低

(70.3 %,P <0.05),而Hp仍为阳性组胃癌前病变Bax蛋白
阳性表达率(40.0 %)与治疗前无变化.

表1  Hp感染与胃癌前病变Bax蛋白表达的关系

Bax阳性分级
Hp          n Bax阳性率(%)

 - + ++ +++

阳性 47 13 15 10    9          72.3a

阴性 25 13   6   4    2          48.0

aP <0.05, vs Hp阴性组.

图1  肠化生组织,Bax蛋白阳性反应物质呈棕黄色SP×200.

3   讨论

胃癌发生发展过程中不仅存在细胞的过度增生,而且存

在细胞凋亡的异常,细胞凋亡与细胞增生平衡失调是胃

癌发生的病理学基础[19-28].Hp 是胃癌的第一类致病因

子，其在胃癌发生中的作用已被广泛关注[1,2,8-14].我们

以往的研究工作发现,Hp感染不仅可以刺激胃黏膜上皮

细胞过度增生,也可以诱导胃黏膜上皮细胞凋亡,Hp感

染是引起胃黏膜上皮细胞增生和凋亡异常的重要机制

之一;Hp感染后使胃黏膜上皮细胞增生和凋亡均明显增

加，必然会导致胃黏膜上皮细胞增生与凋亡的调节紊

乱，使胃黏膜上皮细胞不稳定性增加，从而增加患

胃癌的危险性[20,23,24,28].但是，Hp感染诱导胃黏膜上皮

细胞凋亡及促进胃黏膜上皮细胞过度增生的机制目前

尚不清楚.

      Bax 是编码Bcl-2 相关X蛋白(Bcl-2 associated X

protein, Bax)的基因.Bax蛋白与Bcl-2蛋白有21 %的同

源性,具有对抗Bcl-2蛋白抑制细胞凋亡的作用.研究发

现Bcl-2/Bax两蛋白之间的比例是决定对细胞凋亡抑制

作用强弱的关键因素，因此认为Bax是重要的促细胞凋

亡基因之一[29,30] .Hp感染是否通过影响Bax基因的表达

调控胃黏膜上皮细胞增生和凋亡,是一个值得探讨的问

题，因此，我们对胃癌前病变组织中Hp 感染与Bax
蛋白表达的关系进行了研究.研究发现,Bax蛋白在肠化
生和异型增生组织中均有不同程度的表达，Hp 阳性
组胃癌前病变组织中Bax蛋白表达阳性率显著高于Hp

刘海峰, 等. 根除幽门螺杆菌对胃癌前病变组织中bax蛋白表达的影响                                                          23



阴性组,Hp感染与Bax阳性表达及分级呈正相关;Hp根
除组胃癌前病变Bax蛋白阳性表达率较治疗前显著降
低，而Hp仍为阳性组胃癌前病变Bax蛋白阳性表达率
与治疗前无变化.表明Hp感染可以促进Bax蛋白的表
达，这可能是Hp感染诱导胃黏膜上皮细胞凋亡的主要
机制，导致胃黏膜上皮细胞增生与凋亡的调节紊乱，从
而使胃黏膜上皮细胞易于向恶性转化.其原因可能是Hp
感染继发炎症过程中释放多种细胞因子、自由基和一
氧化氮，这些物质可引起染色体损伤、基因突变;也
可能是Hp自身及其代谢产物有潜在的致癌活性[31-34].
       本研究结果提示,对有Hp感染的胃癌前病变患者,
应积极抗Hp 治疗，可能会促使Bax 基因异常表达的
逆转，从而纠正细胞凋亡、细胞增生的异常，可能具有
降低患胃癌的危险性，预防或减缓胃癌发生的重要作
用.以上推论尚需临床观察验证.
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Abstract
AIM:To investigate whether nimsulide,a COX-2-specific
inhibitor, could inhibit the proliferation viability and the
telomerase activity of SGC7901 gastric cancer cell line.

METHODS:After SGC7901 was treated with different con-
centrations of nimsulide (0, 50, 100, 200 and 400 µmol/L,
respectively), the cellular proliferation was evaluated by MTT
assay and the telomerase activity was detected by PCR-
ELISA assay.And the cell morphology and growth manner
were observed under phase contrast microscope.

RESULTS:Nimsulide could inhibit the growth of SGC7901
gastric cancer cell line in the time and dose-dependent
manner; and the telomerase activity of SGC7901 was sig-
nificantly lower in the 50, 100, 200 and 400 µmol/L groups
than that in the control group, their absorbance values were
2.12±0.11,1.54±0.08,1.13±0.09, 0.79±0.12 vs  2.76±0.06
(P <0.01), respectively.

CONCLUSION:COX-2-specific inhibitor could inhibit the
telomerase activity of gastric cancer cell line, which pro-
vides a new pathway of COX-2-specific inhibitor in inhibit-
ing the growth of gastric cancer.

Hu GY,Yu JP,Ran ZX,Yu BP,Luo HS. Nimsulide suppresses the telomerase
activity of SGC7901 gastric cancer cell line. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(1):25-28

摘要
目的:探讨选择性COX-2 抑制剂尼美舒利对胃癌细胞株

SGC7901细胞增生及端粒酶活性的影响,为选择性COX-2

抑制剂应用于胃癌的防治提供新的理论依据.

方法:用不同浓度的尼美舒利(0,50 ,100, 200及400 µmol/L)
处理 SGC7901 胃癌细胞株后，采用MTT 比色试验和

PCR-ELSIA半定量法检测细胞的增生和端粒酶活性，同

时用相差显微镜动态观察细胞形态及生长方式上的改变.

结果:尼美舒利呈时间剂量依赖性抑制SGC7901细胞的生

长，同时他也能显著抑制SGC7901细胞的端粒酶的活性，

50 ,100, 200及 400 µmol/L浓度的尼美舒利实验组的吸光
度值分别为2.12±0.11,1.54±0.08,1.13±0.09,0.79±0.12 vs
2.76±0.06(P  <0.01),并呈剂量依赖关系.

结论:选择性COX-2抑制剂尼美舒利能抑制胃癌细胞株

SGC7901的端粒酶活性，进而抑制其细胞生长，这也可能

是选择性COX-2抑制剂抗肿瘤作用的又一新的机制.
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0   引言

胃癌在我国最常见[1-4],临床上就诊的患者多属中晚期、
治疗效果差[5-7].因此提供一条有效的胃癌防治措施显得
尤为迫切.环氧化酶-2(cyclooxygenase-2，COX2)参与了
多种肿瘤的发生发展过程.COX-2抑制剂-非甾体消炎
药(NSAID）对大肠癌有预防作用 [8-10] ,能明显降低患胃
癌的危险度 [11],阿司匹林在体外可诱导胃癌细胞凋亡[12].
胃癌组织也有COX-2高表达现象[13,14]，同时胃癌组织
中端粒酶阳性率高达90 %,且与肿瘤的恶性程度和预后
密切相关[15-18].我们应用选择性COX-2抑制剂尼美舒利
作用于胃癌细胞株SGC7901，观察其对胃癌细胞增生
和端粒酶活性的影响，并探讨其可能的分子机制，进
一步阐明选择性COX-2抑制剂的抗肿瘤机制，为胃癌
的防治提供新的方法和理论依据.

1   材料和方法

1.1材料  人胃腺癌细胞株SGC7901购自中国科学院上



舒利呈时间、剂量依赖性抑制胃癌SGC7901细胞的生
长(图 1).

图1 不同时间、不同浓度的尼美舒利对SGC7901细胞体外生长的影响

2.3 尼美舒利对SGC7901细胞端粒酶活性的影响  尼美
舒利处理组(0，50,100,200 及 400 µmol/L)SGC7901细
胞的端粒酶活性呈剂量依赖性降低,吸光度值分别为
2.76±0.06, 2.12±0.11, 1.54±0.08,1.13±0.09，0.79±0.12
(P  <0.01),其抑制率分别为23.2 %,44.3 %,59.1 %和71.4 %.

3   讨论

环氧合酶(cyclooxygenase,COX)是前列腺素合成的关键
酶,至今发现他至少有两种同工酶 ：COX-1和COX-2.
COX-1为结构型酶，广泛分布于多种细胞和组织中，正
常情况下保持稳定水平，以保证细胞的正常生理活动；
COX-2为诱导型酶，静息时不表达，当细胞受到各种
刺激时迅速合成，表达增加.近年来，COX-2 在消化
道肿瘤中所起的作用日益受到重视.越来越多的证据表
明，COX-2在消化道肿瘤的发生机制中扮演了重要的
角色[13,14，19-26].传统NSAIDs因抑制COX-1活性而引起
胃肠道黏膜损害，而选择性COX-2抑制剂副作用小，临
床应用广阔.因此选择性COX-2抑制剂有望成为胃癌防
治的一条新的途径.尽管选择性或非选择性COX-2抑制
剂能够抑制多种肿瘤包括胃癌细胞的生长和增生 [24-32] ,
然而这些抗肿瘤效应的分子基础还未完全阐清.一些
COX-2抑制剂能诱导细胞凋亡，而有些COX-2 抑制
剂却能诱导细胞周期的停滞.此外，不同COX-2 抑制
剂可能在不同类型的肿瘤细胞中发挥着不同的作用.因
此，每一种COX-2抑制剂在不同类型的肿瘤中的作用
可能具有特异性，探讨每种COX-2抑制剂在不同类型
的肿瘤中的作用机制，对COX-2抑制剂在临床上应用
于肿瘤的防治有重要的意义.
        端粒酶是一种核蛋白酶,由人端粒酶RNA(hTR)、端
粒酶相关蛋白（hTP1）和端粒酶催化亚单位（hTERT）
三部分组成.近年来大量研究表明 ,人类 85 %以上的恶
性肿瘤都有端粒酶活性表达 ,而正常体细胞及良性肿瘤
中端粒酶活性表达极低或无表达[33,34].在胃癌细胞中端
粒酶活性普遍呈高表达 ,提示端粒酶激活可能是肿瘤细
胞增生的决定性因素 [15-18] ，端粒酶的激活可能是细胞
癌变的一条共同通路.因此，许多研究以抑制端粒酶的
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海细胞生物研究所细胞库,RPMI1640培养基和胎牛血清
(FBS)购自GIBCO公司,MTT、DMSO和尼美舒利购自
Sigma公司， Telomerase PCR-ELISA试剂盒由Roche公
司提供，恒温CO2培养箱(Sheldon公司),倒置显微镜(重
庆光学仪器厂),酶联免疫检测分析仪为Digiscan.胃癌细
胞株SGC7901细胞培养于含100 ml/L灭活的胎牛血清
(FBS)、100 mg/L链霉素、100 U/ml青霉素的RPMI1640
培养液中,培养条件为37 ℃、50 ml/L CO2、饱和湿度,
每隔2-3ｄ用2.5 g/L胰酶 /0.2 g/LEDTA消化,以 1∶3-
1∶5 传代 1 次.
1.2方法  相差显微镜下动态地观察SGC7901细胞和不
同浓度(50,100,200,400 µmol/L)的尼美舒利处理后的
SGC7901细胞在大小、形态及生长方式上的改变.细胞
增生活性的检测用MTT比色试验.用0.25 %胰蛋白酶消
化单层培养细胞SGC7901,制备成单细胞悬液.以每孔
5×103个细胞接种于96孔培养板 (每孔200 µL),37 ℃、
50 ml/L CO2及饱和湿度的CO2孵箱中培养24ｈ后，加
入不同浓度的尼美舒利（50,100,200,400 µmol/L）.并
设不接种细胞的空白对照和只加等体积溶剂DMSO的
对照组,每一浓度每个时间点重复6孔.然后于培养24、
48、72 h 后各组取6孔,每孔加入MTT液(5 g/L)20 µL，
37 ℃孵育4 h后弃去上清液，每孔加入DMSO150 µL，
轻轻振荡10 min，使结晶物充分溶解,在 490 nm波长
酶联免疫检测仪上测定各孔吸光度值，并计算细胞存
活率(%)=实验组平均吸光度值/对照组平均吸光度值×
100 %.将细胞悬液接种到25 cm2的培养瓶中,待细胞生
长到对数生长期(细胞密度约占2× 108/L)时，将不同
浓度的尼美舒利(50,100,200 及 400 µmol/L)加入到
SGC7901细胞中，并设只加等体积溶剂DMSO为对照
组，每一浓度重复4瓶，培养72 h后,采用Telomerase
PCR-ELISA试剂盒检测其端粒酶的活性,具体操作按说
明书标准程序进行，在450 nm/690 nm波长下检测各
组的吸光度值，以均数±标准差（    ）表示，并
计算端粒酶抑制率(%)=(1-实验组平均吸光度值 /对照
组平均吸光度值)× 100 %
        统计学处理  以上实验数据采用SPSS10.0统计分析
软件进行 t 检验分析，所有数值以均数±标准差
( sx ± )表示，P <0.05 为有统计学意义.

2   结果

2.1 SGC7901细胞形态学   尼美舒利处理组SGC7901细
胞体积略有增大,呈圆形或多边形,核浆比例减少,异性性
降低，且细胞只能呈单层生长,在长至100 %汇合后恢
复接触抑制和密度抑制，在用药第3天后400 µmol/L组
大部分细胞已脱壁、老化及死亡；而对照组SGC7901
细胞大小形态不一，能叠加成堆生长，丧失接触抑制
和密度抑制的特性.
2.2 尼美舒利对SGC7901细胞体外生长的影响   尼美
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活性作为肿瘤基因治疗的切入点.目前对端粒酶调节的
分子机制尚未完全明了,认为端粒酶活性的调节可在基
因表达与转录、翻译后修饰和蛋白-蛋白相互作用等
多个水平进行.选择性COX-2抑制剂尼美舒利是否也能
直接或间接地调节端粒酶的活性，目前国内外相关研
究较少.Lonnroth  et al [35]发现消炎痛和磺化舒林酸能降
低结肠癌细胞系中的端粒酶活性.然而，选择性COX-2
抑制剂能否也降低所有高COX-2表达的肿瘤细胞(如胃
癌)的端粒酶活性，目前还未完全证实.我们应用选择性
COX-2抑制剂尼美舒利作用于胃癌细胞株SGC7901后
发现，SGC7901细胞的增生能力明显受到抑制，从形
态学和生长方式上，SGC7901细胞的恶性表型有所逆
转，这一结果与文献[24,25,32]报道和我们以前的研究
是一致的.同时我们还首先发现尼美舒利能抑制胃癌细
胞系SGC7901端粒酶的活性，并且呈剂量依赖关系.尼
美舒利抑制SGC790 细胞的生长与降低端粒酶活性有
关，这提示选择性COX-2抑制剂除通过诱导肿瘤细胞
的凋亡、抑制细胞的增生、影响生长因子的表达和减
少肿瘤血管的生成外，降低端粒酶活性可能也是其抗
肿瘤作用的又一新的机制.然而选择性COX-2抑制剂是
如何抑制肿瘤细胞端粒酶活性的具体机制仍旧不清楚.
Counter et al [36]研究表明，端粒酶的活性受端粒酶催化
亚单位（hTERT）调节，hTERT磷酸化是端粒酶活性
的必要条件.新近研究表明，蛋白激酶B（PKB）可通过
磷酸化hTERT来增加端粒酶的活性 [37] ,而选择性COX-
2抑制剂又能抑制蛋白激酶B的磷酸化[38].因此,从我们
的实验结果中可推测，选择性COX-2抑制剂抑制胃癌
细胞株SGC7901端粒酶的活性可能与阻碍蛋白激酶B
通路有关，这有待于进一步的研究.
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中国科技期刊走向世界的步伐正在加快
        截止到2002年 7月，中国被著名检索系统SCI收录的科技期刊数从63种增加到了67种.从制作SCI的美国 ISI（美国科学情
报所）发布的 JCR（期刊引证报告）上的数据看，有指标数据的 59 种我国科技期刊中，80% 以上的期刊影响因子呈上升趋势；

约90%的总被引频次都提高了.

                     在 2001 年的 JCR中，总被引频次超过 1000 次的中国科技期刊有 4个，他们是《高等学校化学学报》（中文版）（1959 次），

《科学通报》（1 6 2 8 次），《物理学报》（中文版）（1 2 2 7 次），《中国物理快报》（1 2 1 5 次）.

首次有两个中国科技期刊的影响因子超过 1，他们是《细胞研究》（2.102）和《世界胃肠病学杂志》（1.445）,这两种期刊均

为中国英文版科技期刊.

     从期刊影响因子在本学科的排位看，进入 SCIE 的我国科技期刊，有 8个期刊排在本学科的中上水平，他们是《力学学报》,

《高等学校化学学报》（中文版）,《中国物理》,《中国物理快报》,《科学通报》,《中国科学 B》,《中国科学 E》,《中国有色金属

学报》.

     在本学科国际期刊中, 我国有 10 个期刊被引频次位于中上水平的.他们是：《科学通报》,《高等学校化学学报》（中文版）,《中

国科学 A》,《物理学报》（中文版）,《中华医学杂志》,《化学学报》(中文版) ,《中国物理快报》,《中国有色金属学报》（英文

版）,《中国科学 B》,《中国药理学报》.

     在 SCI 网络版收录的中国科技期刊中，有 25 个期刊是由中国科学出版社出版的，其中在 JCR中有指标的期刊有 18 个.

      另外，除SCI系统外，中国科技期刊被其他几个重要国际检索系统收录的数量也呈上升趋势.例如，在反映工程技术论文的历

史超百年的检索系统《EI》（工程索引）中，中国被收录的科技期刊从最少时的 40 种，增加到了 2000 年的 104 种.这也直接反

映了我国科技期刊被国际认可的程度.

      国家科技部中国科技信息研究所，每年对我国科技期刊在国内的情况做出统计分析，定期出版《中国科技期刊引证报告》.以

2000 年数据看，我国科技期刊的平均影响因子由上一年的0.208 上升到0.240，其中影响因子超过1的有20个；总被引频次的平

均值达到了 192.2 次，总被引频次超过 1000 次的期刊有 25 个，其中《科学通报》的总被引频次达到了 2979 次.

     目前，我国科技期刊数量已达到 4600 余种，已经形成了一定的规模，而且门类相对齐全，为我国基础研究的发展和科研成

果转化为生产力做出了重要的贡献，但我们承认中国的科技期刊发展水平与世界发达国家之间存在较大的差距.随着中国加入

WTO，对于中国的科技期刊，既是机遇又是挑战.我们相信，通过我国学术界和编辑部门的共同努力，一定会在不远的将来产

生一批具有国际水准的科技期刊.      (2002-11-08)
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Abstract
AIM:To study the relationship between hot high-salt diet
and chronic atrophic gastritis (CAG) and gastric cancer, and
detect the expression of HSP60, HSP 70 and  HSP 90 α and
p53 protein in the rat gastric mucosa of atrophic gastritis
induced by high-salt hot water.

METHODS:Rat CAG models were firstly established by
intragastrical feeding with 15 % 55 ℃ salt water for 12
weeks. Some rats were killed to detect HSP60,HSP 70,HSP
90 α and p53 protein every 4 weeks by immunohistochemical
method in the control group (intragastrically fed with 25 ℃
distilled water for 12 weeks) and the experimental group.

RERULTS:The expression of HSP60,HSP70 and HSP90 α
was low in gastric mucosal tissue cells of rats at 4 weeks
and 8 weeks. There was no significant difference between
the experimental and the control group (P >0.05). The ex-
pression rates were significantly higher in the rats of ex-
perimental group at 12 weeks when CAG had formed than
those in the control group (P <0.01). The expression rates
of HSP 70 were the highest (33 %) among these proteins,
the expression rates of HSP90 α were moderate (24 %),
and  the expression rates of HSP60 were the lowest (6 %).
The p53 protein was not detected in normal group rats as
well as in rats of the model group at 4 weeks and 8 weeks,
but it was detected at 12 weeks in the CAG rats of the
model group with an expression rate of 15.5 %,which was
significantly associated with the expression of HSP70 and
HSP90 α, especially, the former which had no association
with the expression of HSP60.

CONCLUSION:Long time high-salt hot diet can induce CAG,

and may even promote the development of gastric cancer.
HSP70/HSP90 α and p53 proteins might have combined
effect in the development from CAG to gastric cancer.

Jia CH,Zhang L,Zhang LX,Xu JR,Jiang M,Zhang NX,Cao GZ.Expressions
of HSP and p53 protein in gastric mucosa of atrophic gastritis induced by
high-salt hot water in rats. Shijie Huaren Xiaohua  Zazhi 2003;11(1):29-32

摘要
目的:应用热盐水灌胃方法制作大鼠慢性萎缩性胃炎(CAG)

模型，并检测热盐水所致大鼠慢性萎缩性胃炎(CAG)胃

黏膜组织细胞中与CAG 癌变有关的基因蛋白(HSP60，

70，90 α，p53)表达情况,以探讨长期热咸饮食与CAG

及胃癌发生的关系.

方法:(1)采用 55 ℃,15 %的盐水对大鼠连续灌胃12 wk，

制作成大鼠CAG模型, 在灌胃期间每隔4 wk处死一批大

鼠.(2)应用免疫组化方法检测对照组(蒸馏水灌胃12 wk)及

模型组灌胃4 wk、8 wk、12 wk的大鼠胃黏膜组织细胞

HSP60,70,90α及p53蛋白表达情况.

结果:模型组大鼠4 wk、8 wk时胃黏膜组织细胞HSP60,

70,90α仅有少量表达，与对照无明显差异(P ＞ 0.05).至

第 12周出现萎缩时表达量较对照组明显增加，差异有显

著意义(P＜0.01),其中HSP70表达率最高(33 %),HSP60最

低(6 %),HSP90居中(24 %).对照组大鼠胃黏膜组织细胞p53

蛋白未见表达，模型组大鼠 4 wk、8 wk 时 p53 蛋白未

见表达，至第 12 周时呈现一定水平的表达（15.5 %）,

并与HSP70、HSP90α的表达呈相关性，以前者相关性最

强；与HSP60没有相关性.

结论:这些结果说明长期过热过咸饮食可以导致萎缩性胃

炎，并有可能诱发癌变.HSP70、HSP90α与p53在CAG

癌变的演变过程中可能起相关作用.

贾长河,张沥,张玲霞,徐俊荣,江梅,张宁霞,曹广周.热盐水所致大鼠萎缩性胃炎

胃黏膜HSP及p53蛋白的表达.世界华人消化杂志  2003;11(1):29-32
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0   引言

慢性萎缩性胃炎属癌前状态,与胃癌的发生有十分密切
的关系.流行病学研究发现胃癌多发于高纬度地区,这些
地区多为高原和中温带气候，受寒冷因素的影响这里
的居民常年喜食高盐热烫食物，我国胃癌高发区居民
绝大多数有进食高盐食品的习惯.我们以人类饮食中不
可缺少的两大因素-食物的热度与咸度，创建了快速
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建立慢性萎缩性胃炎动物模型的方法，并从分子水平
证实应用热盐水造出的大鼠CAG模型已存在癌变倾向.

1   材料和方法

1.1 材料  100 只 7周龄健康、性成熟的二级♂ SD 大
鼠，体质量200-250 g 由第四军医大学动物实验中心
提供；SABC即用型试剂盒，HSP60、HSP70、HSP90α
及p53一抗，生物素化的二抗均购自武汉博士德公司；
余化学试剂均购自第四军医大学.
1.2 方法  大鼠萎缩性胃炎模型采用55 ℃,150 g/L 的盐
水连续灌胃12 wk[1],对照组采用等量的蒸馏水灌胃12 wk,
在灌胃期间每隔4 wk处死一批大鼠,至12 wk时全部处
死.收集制模阶段的大鼠胃黏膜石蜡包埋标本(其中包括
热盐水灌胃4 wk的大鼠胃黏膜标本16例,8 wk的标本
18例,12 wk的标本 34例及对照组标本32例）进行免
疫组织化学检测.采用SABC即用型试剂盒,切片常规脱
蜡水化，经30 ml/L 过氧化氢-90 ml/L 甲醇封闭内源
性过氧化物酶20 min,微波修复抗原10 min,山羊血清孵
育25 min后加一抗(HSP60,HSP70,HSP90α,p53),4 ℃
冰箱过夜,次日加对应的生物素化二抗,37℃,30 min；
ABC复合物,37 ℃,30 min.之后用DAB显色.以上各步骤
除血清孵育后甩干血清直接加一抗外，均间以PBS洗
涤 3次，每次3-5 min.阴性对照以PBS代替一抗，阳
性对照分别为已知HSP60，HSP70，HSP90 α及 p53
阳性的胃癌标本.显微镜下观察DAB显色满意后自来水
冲洗5 min;苏木素复染5 s,自来水冲洗5 min;最后脱水，
透明，中性树胶封片.细胞质出现棕黄染色，或伴有
胞核棕黄色颗粒者为阳性细胞，p53仅为胞核染色.高
倍镜下选取5个有代表性的视野计数，每个视野观察
100个细胞,计算阳性细胞的平均表达率.未被染色或阳
性细胞数<5 %的视野视为阴性.
      统计学处理  样本均数的比较采用 t检验,两样本相
关的分析采用直线相关分析，相关性用ｒ表示.

2   结果

热盐水灌胃4 wk,8 wk时大鼠胃黏膜组织切片无萎缩性
胃炎的表现，灌胃至12 wk 时即出现胃黏膜腺体明显
缩小，腺上皮萎缩，腺管腔变大等CAG表现，而对照
组无此表现.模型组大鼠灌胃4 wk,8 wk时胃黏膜组织细
胞HSP60,70,90α有少量表达，与对照组比较无显著差
异(P >0.05)，灌胃至12 wk出现CAG时表达量较对照
组明显增加，差异有显著性(P <0.01).对照组细胞 p53
蛋白未见表达，模型组大鼠灌胃4 wk,8 wk p53蛋白未
见表达，灌胃至12 wk 呈现一定量的表达（15.5 %）.
同一CAG 标本中，可见HSP 与 p53 共同表达，经相
关性检验发现HSP70，HSP90α与p53具有相关性.其
中HSP70 与 p53 相关性最强，r =0.81；HSP90 α与
p53相关性次之，r =0.62；HSP60 和 p53 无相关性.以
上几种蛋白阳性表达主要见于主细胞,壁细胞(表1,图 1).

表1  大鼠胃黏膜组织HSP60,HSP70,HSP90α及p53表达(%, sx ± )

分组           n        HSP60  HSP70         HSP90α         p53

对照组         32       1.4±1.38      23±6.04      12±4.50           0

模型4 wk      16       1.2± 0.77      20± 5.36         10± 3.54           0

模型8 wk      18       1.4± 0.84      25± 6.28         12± 2.38           0

模型12wk     34         6±3.27b      33± 8.32b    24± 10.38b      15.5± 6.83b

bP <0.01, vs 对照组.

图1A  HSP60阳性着色(胞质)×400
图1B  HSP70阳性着色(胞质)×400
图1C  HSP90α阳性着色(胞质)×400
图1D  p53阳性着色(胞核)×200

1A

1B

1C

1D
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3   讨论

CAG常见与胃癌的发生有十分密切的关系[2-22],WHO将
之定为胃癌前状态.近年来流行病学研究表明[23],长期高
盐饮食可以导致CAG，甚至诱发癌变.本研究先以热
盐水诱导大鼠产生CAG，然后通过观察CAG大鼠所
发生的分子水平变化，进一步探讨热咸饮食-CAG-胃
癌之间的关系.热休克蛋白(heat shock protein,HSP)是细
胞受到各种理化因素刺激后诱导产生的一组保护性蛋
白，具有维持细胞蛋白自身稳定及结合受体调节细胞
周期等许多重要功能.HSP的这些功能主要是通过其分
子伴侣作用实现的，分子伴侣是细胞内一类能介导其
他蛋白正确装配，本身却不具功能的最终装配产物的
组成成分.HSP通过这一作用影响细胞内多种蛋白质的
构象，参与细胞生长繁殖等重要生命过程.一些癌基因
蛋白如c-myc,Ras,p60v-src等;细胞周期G1/S转换相关蛋
白p38和p30;类固醇激素受体等均需依赖HSPs形成活
性.目前发现的HSPs有40多种,一般根据其同源性及分
子量大小分为HSP90,HSP70,HSP60及小分子量HSP 4个
家族[24].在结构上，他们均具有C-端的ATP酶活性区
和 N- 端的肽结合区；在功能上，具有相同、相似
或协同作用.
      近年来的研究发现，HSP与细胞的转化和恶变过
程密切相关，癌基因转化的细胞和人类恶性肿瘤细胞
系中，HSP表达增高[25-27]，提示HSP与肿瘤的发生发
展、生物学行为及其预后有较密切的关系[28,29].不同分
子量的HSP与肿瘤的关系不尽相同.低分子量的HSP在
人类肿瘤组织中的表达差异较大，有报道认为他主要
与子宫及乳腺等部位的肿瘤发生有关.HSP60、HSP70
和HSP90则广泛见于各种肿瘤组织.根据是否含谷氨酰
胺的片段，HSP90又分为HSP90α和HSP90 β二种，
二者同源性高达84%.在病毒转化和化学诱导的肿瘤细
胞中,HSP90α表达水平明显升高，而HSP90 β基本不
变,所以二者中以HSP90α与肿瘤发生的关系最密切.
        p53基因是迄今发现的与人类肿瘤相关性最高的基
因,定位于17 号染色体短臂上，是一个重要的细胞增
生周期调节因子.其中野生型p53基因在细胞损伤修复
过程中，监视着基因组DNA的完整性.当细胞受到射线
或某些药物作用而发生DNA损伤时，p53基因所编码
的蛋白能使细胞分裂停止在G1/S期，使细胞充分修复
DNA的损伤，使之恢复正常.倘不能恢复，野生型p53
基因还能启动细胞的凋亡过程从而引导细胞的程序性
死亡，阻止具有癌变倾向的突变细胞出现.但野生型
p53基因很容易发生突变，转变成突变型p53基因.当
p53基因突变或功能丧失时，p53介导的细胞周期调节
失控，DNA分子程序紊乱，发生遗传不稳定性及多倍
体，导致肿瘤发生.野生型p53基因表达的蛋白半衰期
甚短，一般检测方法难以检出，而当基因发生突变
时，其表达的蛋白质构型发生改变，半衰期延长，

因此免疫组化测得的p53蛋白为突变型蛋白.正常胃黏
膜、慢性胃炎中无突变型 p53 表达，一旦癌变，其
表达率明显增高.
       HSP能与多种癌基因产物结合形成异源蛋白复合
体，介导癌蛋白构象成熟及转运，从而参与细胞转
化过程[30].大量文献报道肿瘤中常有HSP和 p53的共同
表达，HSP与突变或野生型p53结合在调控p53功能
方面起着重要作用[31-33].在HSP中以HSP70与 p53的关
系最密切，HSP70与突变型p53能选择性结合形成稳
定的复合物，使核内p53蛋白转运到细胞质中，丧失
控制细胞增生的能力.血清 p53 抗体阳性的肿瘤患者，
其肿瘤组织中存在突变p53/HSP70 复合物，提示此复
合物可能是肿瘤发生、细胞恶变的机制之一，并可
作为判断预后不良的指标.
       本研究对两组实验标本进行检测后发现，模型组
大鼠灌胃 4 wk , 8  wk 时胃黏膜组织细胞 HSP60，
HSP70，HSP90 α蛋白有少量表达，p53 蛋白没有表
达，与对照组比较无显著差异（P >0.05），灌胃至
12 wk出现CAG时表达量较对照组明显增加，差异有
显著性（P <0.01）.这说明热盐水灌胃对大鼠CAG的
形成及胃黏膜癌变相关基因表达的影响是个逐渐发展
的过程.慢性萎缩性胃炎是胃癌的癌前病变，现已公认
胃黏膜细胞癌变常需经历萎缩性胃炎/伴肠化—不典型
增生—胃癌的过程，在此过程中常常存在一些基因的
异常表达.已有文献[34]报道HSP70、p53 在正常胃黏
膜、慢性浅表性胃炎、慢性萎缩性胃炎 / 肠上皮化
生、不典型增生及胃癌组织中的表达呈递增形式，依
此推论，若长期应用热盐水灌胃，随着大鼠胃黏膜
上述基因表达的变化，很有可能出现肠化、不典型
增生甚至胃癌的病理改变.这表明热盐水所致的动物
CAG模型已存在癌变的倾向.HSP60，HSP70，HSP90
α三者进行比较以HSP70 表达最高，HSP90 α次之，
HSP60最低，统计学差异显著，说明HSP70、HSP90
α是主要的细胞周期调节蛋白，二者在胃黏膜组织细
胞中的高表达可能起着与多种癌基因产物结合形成异
源蛋白复合体，介导癌蛋白构象成熟及转运，从而
参与细胞转化过程的作用；HSP60 表达较低，可能在
胃黏膜癌变过程中所起作用较弱.HSP60，HSP70，
HSP90α 三者分别与p53进行相关性检验，以HSP70
相关性最强,r =0.81；HSP90 α相关性次之，r =0.62；
HSP60和p53之间无相关性.提示HSP70/HSP90α与p53
在CAG的癌变过程中起协同作用.以上几种蛋白表达主
要见于主细胞和壁细胞.主细胞及壁细胞主要分泌消化
酶和盐酸，CAG时由于主、壁细胞减少及其内质网、
线粒体的变性改变，分泌功能受损，为了促进损伤
修复，细胞合成HSP 及 p53 增加，如果刺激因素持
续存在，细胞调节就有可能失控，导致HSP 过分表
达及p53突变，故可见主细胞及壁细胞中以上蛋白表



达较多.这些细胞功能异常，导致胃黏膜泌酸及消化酶
的产生发生障碍,表现出一系列消化吸收功能减弱等
CAG症状.
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Abstract
AIM:To investigate the expression of inducible NOS (iNOS)
in human gastric cancer and its relationship with the angio-
genesis in gastric cancer and lymphocyte metastasis.

METHODS:The expression of iNOS in 50 patients with gas-
tric cancer was studied by immunohistochemical SP method
with anti-iNOS. Microvessel density (MVD) of human gastric
cancer was also determined with anti-CD34 as the labels.

RESULTS:The expression rate of iNOS in 50 cases was 70 %,
and the rates of node negative and node positive in gastric
cancer were 54.2 % and 84.6 %,respectively, with signifi-
cant difference (P <0.01). There was a significant differ-
ence of MVD (P <0.01) among groups with different ex-
pression of iNOS.

CONCLUSION:The expression rate of iNOS in human gastric
cancer is high, and it is closely related to the carcinoangiogenesis
and metastasis.

Tao WH,Deng CS, Zhu YQ. Expression of inducible nitric oxide synthase
and angiogenesis in gastric cancer.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11
(1):33-35

摘要
目的:研究诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide

synthase，iNOS)在人胃癌组织中的表达及其与胃癌微血管

形成的关系，以及和淋巴结转移的关系.

方法:采用免疫组化SP法检测50例原发性胃癌中iNOS的

表达，同时检测微血管密度(microvessel density,MVD，

以抗CD34标记).

结果:iNOS阳性表达率为70 %，在淋巴结阴性组和阳性

组分别为54.2 %和 84.6 %，两组间的差异有统计学意义

(P＜ 0.01);在 iNOS阴性表达组MVD均值为11.8± 5.9，

在 iNOS 阳性表达(+)、(++)、(+++)组中MVD均值分别

为 18.7± 6.3 ,24.5 ± 5.6 ,30.1 ± 9.4，iNOS阴性组和阳

性组MVD均值差异有显著统计学意义(P＜0.01).

结论:iNOS在胃癌组织中有高表达(70 %),与癌瘤微血管形

成，淋巴结转移有关系.

陶文惠,邓长生,朱尤庆. 胃癌组织中一氧化氮合酶的表达与血管形成的机制.
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0   引言

一氧化氮(nitric oxide,NO)是生物体内信息传递的重要调
节因子, 并与许多疾病的发生发展有密切的关系[1-10] .在
体内，L-精氨酸和分子氧在一氧化氮合酶(nitric oxide
synthase, NOS)的催化下生成L-胍氨酸和NO.NO作为一
种递质，在形成有致癌作用的亚硝酸盐和DNA损伤的
基因突变方面具有重要作用.NOS作为NO合成的关键
限速酶，其表达直接影响NO的生成，NOS分为结构型
NOS和诱导型NOS.Maeda和Akaike最近指出，大多数
实验性癌瘤组织均可见 iNOS的升高，产生的NO可增
加血管通透性，加速癌瘤组织营养供应而促进其快速
生长[11].为此,我们用免疫组化技术检测人胃癌组织中
iNOS和血管密度的标记物抗CD34 ,探讨 iNOS与胃癌血
管形成之间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  武汉大学中南医院1999-2001年住院的胃癌
患者50例，均经病理证实，年龄19-64(平均 54.6)岁，
有淋巴结转移者26例.iNOS,CD34,SP试剂盒均购自北京
中山试剂公司.
1.2 方法  所有标本均经40 g/L甲醛固定,石蜡包埋,5 µm
厚度连续切片各3片,脱蜡至水,PBS 缓冲液漂洗3 min×2;
组织抗原修复15 min（用 pH6  0.01mol 柠檬酸缓冲
液），PBS漂洗3 min×2；过氧化酶阻断剂孵育10 min，
PBS漂洗3 min×3；非免疫性动物血清孵育10 min，弃
液，滴加一抗，室温下60 min；PBS漂洗3 min × 3；
生物素标记二抗孵育10 min；PBS漂洗 3 min × 3;链
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亲和素一氧化物酶溶液孵育10 min；PBS漂洗3 min×3;

DAB 显色；苏木素浅染，脱水，封片，镜下观察.

iNOS染色的阳性信号为胞质和胞膜上出现棕黄色颗粒.

综合染色强度和阳性细胞数量进行分级，按着色程度

分为：基本未着色、染色与背景相似者为0分；着色浅、

略高于背景者为1分;中度着色、明显高于背景者为2分;

强染、着色深者为3分.阳性细胞<10 %为0分,25-50 %为

1分，51-75 %为2分，>75 %为3分.两项相加后分4级：

0-1分为(－)，2分为(＋，图1)，3-4分为(＋＋,图 2),5

分以上为(+++,图 3）.血管密度计数(MVD)参照Weidner

法，先在低倍镜下观察全片,寻找“热点”(即新生血管

最密集区),然后在高倍镜下(×200倍，图4)以任一棕色

内皮细胞或细胞丛作为一个血管，只要结构不相连，其

分支结构也作为一个血管计数.记录5个视野内的微血

管数，取其平均数作为该病例的MVD.

       统计学处理  胃癌中淋巴结阴性与阳性组间iNOS表

达的比较用秩和检验,淋巴结阴性与阳性组间MVD表达

的比较用t检验，各iNOS表达组间MVD的比较用F检

验.所有数据均用SPSS软件进行统计分析.

2   结果

2.1胃癌中的iNOS的表达   胃癌 iNOS阳性表达35例，
其中(＋)12例，(++)16例，(+++) 7例，阳性率为70 %.无
淋巴结转移组24例，(+) 6 例，(++) 5 例，(+++) 2例，阳
性表达率为 54.2%.有淋巴结转移组 26 例，(+)6 例，
(++)11 例，(+++)5 例，阳性表达率为 84.6 %，经 t 检
验，两组间差异有统计学意义(P ＜ 0.05).
2.2 胃癌中的MVD计数   最高值为42，最低值为6，
平均值为20.2±9.8.有淋巴结转移26例的平均MVD为
27.4±6.5,无淋巴结转移24例的平均MVD为15.3±4.7,
经 t检验两组间差异有统计学意义(P＜ 0.01).
2.3 胃癌中的 iNOS 表达与微血管密度(MVD)的关系

在 iNOS表达(-)-(+++)组中MVD平均值分别为11.8±5.9,
18.7± 6.3,24.5± 5.6,30.1± 9.4,经方差分析，各组间
的差异有统计学意义(P＜ 0.05).

图1  胃癌组织中 iNOS(+)表达（× 400）

图2  胃癌组织中 iNOS(++)表达（×400）

图3  胃癌组织中 iNOS(+++)表达（×400）

图4  胃癌组织中MVD(CD34 标记)（×200）

3   讨论

内源性NO由NOS催化L-精氨酸末端胍基中的一个氮
原子氧化而生成，是一种活性很强的无机自由基气
体，其化学性质不稳定，体内半衰期仅3-5 s，难以
直接测定.而NOS是NO产生的关键限速酶，故可通过
检测NOS的表达间接反应NO在体内的含量.在体内，根
据存在的部位及作用机制，NOS 可分为结构型NOS
（constitutive NOS, cNOS）和诱导型NOS（inducible NO
synthase, iNOS）二类[12].cNOS 主要存在于神经细胞和内
皮细胞中，合成及释放的NO 量少，而 iNOS 存在于
几乎所有组织的细胞中，以巨噬细胞和血管平滑肌细
胞内含量最多，能持续大量释放NO.多项研究表明，
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慢性炎症中NOS 过度表达可产生致突变的基因毒作
用，巨噬细胞表达 iNOS 可使DNA脱氨基，诱导NO
产生的淋巴细胞，也可引起各种DNA病变[13].近年来
研究表明iNOS与癌瘤关系密切[14-24].而且在胃癌组织中
表达明显高于正常组织，在胃癌发展中起重要作用[25].
我们的研究也显示iNOS在胃癌组织中有高表达(70 %).
       癌瘤的生长和转移依赖于新生血管形成，癌瘤内
微血管密度与其侵袭性有关[26-28].NO作为癌瘤细胞信号
转导途径中重要的信使分子，调节与细胞增生相关基
因的表达，增加癌瘤血供和血管形成，促进其生长、侵
袭、转移.Jenkins et al [29]将转染 iNOS基因的结肠腺癌
DLD-1细胞接种裸鼠皮下，发现癌瘤生长速度快于野
生型及转染空白质粒DLD-1细胞，而且瘤体中有大量
新生血管形成，分泌NO的DLD-1细胞形成的癌瘤侵
袭性强.Gallo et al [30]将高NOS表达的癌瘤细胞移植入兔
角膜中有大量新生血管形成，用 L-NAME(NOS 抑制
剂)处理时血管形成明显减少.在我们的研究中，胃癌组
织中 iNOS的表达及MVD均值与淋巴结转移有密切关
系.而且，iNOS的表达程度不同，MVD值也不同，随着
iNOS表达的逐步增强MVD均值也逐渐增高，淋巴结转
移组的 iNOS阳性率、MVD均值均高于无淋巴结转移
组，提示iNOS表达与胃癌血管形成及淋巴转移有相关
性.癌瘤血管壁结构与正常血管不同，其通透性的增加
是通过血管内皮生长因子（VEGF）促进血管通透性的，
而且在NO作用下VEGF增加血管通透性的作用被增
强，NO还可以通过与缓激肽、TNF-a、IL-2等相互作
用增加癌瘤血管通透性.NO通过增加血管通透性不但为
癌瘤细胞提供了营养物质和O2，而且通过血管内物质
外渗，促进了血管内皮细胞的增生、移行及癌瘤细
胞的转移.
      血管的形成在癌瘤的形成与发展中起重要作用，
我们的研究表明胃癌组织中iNOS表达与微血管密度及
淋巴结转移有相关性，利用iNOS抑制剂作为抗癌瘤血
管形成的药物，为肿瘤治疗提供了一条新思路.
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Abstract
AIM:To investigate the significance of the expression of P-
glycoprotein and the relationship between its expression and
the efficacy of chemotherapy in patients with gastric cancer.

METHODS:P-glycoprotein was examined by immunohis-
tochemical staining in 101 specimens of paraffin embedded
gastric cancer tissues.

RESULTS:The expression rates of P-glycoprotein in normal
gastric mucosa, paracancerous tissues and gastric cancer
tissues were 13 %, 22% and 43 %, respectively(P <0.05).
The expression rates of P-glycoprotein in the highly and
moderately differentiated tumors (58 % and 80 %,
respectively) were significantly higher than those in the lowly
and poorly differentiated tumors (36 % and 25 %,
respectively) (P <0.01).The postoperative cumulative survival
rate of the patients receiving chemotherapy was significantly
higher than that of the patients without chemotherapy in P-
glycoprotein-negative patients with gastric cancer (P <0.01).

CONCLUSION:The expression of P-glycoprotein was cor-
related with the degree of tumor differentiation and influ-
enced the efficacy of postoperative chemotherapy.

Chen CY, Zhu ZH.Relationship between expression of P-glycoprotein and
efficacy of chemotherapy in gastric cancer.Shijie Huaren Xiaohua ZaZhi
2003;11(1):36-38

摘要
目的:分析P-糖蛋白表达的临床意义，其表达与化疗疗效

的关系，通过检测P-糖蛋白的表达而指导临床对胃癌患

者的化疗.

方法:应用SP免疫组化方法检测101例胃癌石蜡标本，79

例胃癌旁组织,15例正常胃组织.

结果:P- 糖蛋白在正常胃黏膜、胃癌旁组织、胃癌组织

中的表达分别为13 ％,22 ％,43 ％,P <0.05.P-糖蛋白的表

达在高分化、中分化胃癌中(58 %,80 %)显著高于低分

化、未分化胃癌(36 %,25 %)，P <0.05.P-糖蛋白阴性组

有化疗患者和无化疗患者两组的术后累积生存率有显著差

异,P <0.01.

结论:P－糖蛋白的表达与胃癌的分化程度有关，影响术

后化疗疗效.
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0   引言

多药耐药(multidrug resistance，MDR）是导致胃癌对
抗肿瘤药物产生耐药的重要原因之一[1-5].他编码的P－
糖蛋白(p-glycoprotein，P-gp)是一种能量依赖性药物
排出泵，通过ATP提供能量,可将抗肿瘤药物由胞内泵
出胞外，使其细胞毒作用减弱或消失而出现耐药性[6-10].
我们检测 P-gp 在胃癌中的表达，分析表达的临床意
义，表达与化疗疗效的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  随机抽取胃癌石蜡标本101例，胃癌旁组织
79例，其中88例胃癌患者已知其生存期.再随机抽取
正常胃组织标本15例作为对照.
1.2 方法  采用 SP(streptacidin － peroxidose，链霉菌抗
生物素蛋白－过氧化物酶)方法.DAB染色，用PBS 代
替一抗作阴性对照，已知P-gp阳性结肠癌标本作为阳
性对照.P-gp 单抗购自福州迈新公司，结果判断以细
胞膜上和（或）细胞质内出现棕黄色染色为阳性细胞，
整张切片中阳性细胞数占≥ 5 %即为阳性.
       统计学处理  计数资料率的比较使用 χ2 检验，计
量资料两组均数的比较使用 t检验，累积生存率的比
较使用Log-rank检验.

2   结果

胃癌组织P-gp阳性率显著高于正常胃黏膜(42.6 % vs
13.3 %,P <0.01)和胃癌旁组织(42.6 ％vs 21.5 %,P <0.05)
但在正常胃黏膜与胃癌旁组织间无显著差异(13.3 % vs



21.5 %,P >0.05).P-gp 的表达与胃癌患者的性别、年
龄、肿瘤部位、肿瘤大小、大体类型无关(P >0.05).
2.1 P-gp与TNM分期、肿瘤病理的关系   P-gp的表
达与肿瘤浸润深度、淋巴结转移、远处转移、TNM分期
无关(P >0.05).P-gp的表达与胃癌病理学类型无关(P  >0.05,
表 1)，但与肿瘤分化程度相关(r ＝ 0.24,P <0.01).即分
化程度差的胃癌其P-gp表达率降低.

表1  P-gp与肿瘤病理学关系

P-gp
病理  n

阳性 阴性 阳性率%

管状腺癌 22   15     7      68

低分化腺癌 59   22   37      37

黏液细胞癌   5     1     4      20

黏液腺癌 11     4     7      36

未分化癌   4     1     3      25

肿瘤分化

高 12     7     5      58b

中 10     8     2      80

低 75   27   48      36

未   4     1     3      25

bP <0.01,vs组内.

2.2 P-gp 与术后化疗的关系  有术后化疗者共58例，
使用化疗药物以氟脲嘧啶类化疗药(包括 5-Fu,UFT,
FTL，FT207)与生化调节剂醛氢叶酸为主，其余化疗
药包括阿霉素、丝裂霉素、铂类等.经Log-rank 检验，
显示P-gp阴性组有化疗和无化疗两组术后累积生存率
有显著差异(P <0.01,表2).有化疗组术后累积生存率高于
无化疗组.P-gp阳性组有化疗和无化疗两组术后累积生
存率无显著差异(P >0.05).

表2  P-gp与术后累积生存率(%)

     P-gp阴性 P-gp阳性
T/mo
化疗组(n =27)   无化疗组(n =21)   化疗组(n =31)   无化疗组(n =9)

12          59b       24          39          42

24          44b       12          25          21

36          27b         6          17          14

48          13b         6                           8            0

bP <0.01,vs 无化疗组.

3   讨论

我们发现P-gp在胃癌中的表达高于正常胃黏膜及胃癌
旁组织,其表达与胃癌的生物学行为无关,与文献[11-13]
报道相符，P-gp 的表达与分化程度相关，高、中分
化胃癌表达高于低、未分化[14-16].此种现象可以说明，
对于分化差的胃癌患者化疗较敏感，而分化较好的胃

癌患者化疗不敏感[15].P-gp的表达是导致胃癌产生耐药
的原因之一，我们通过对胃癌组织切片P-gp的检测，
发现P-gp阴性组有术后化疗患者的术后累积生存率显
著高于无术后化疗组，而P-gp阳性组的术后化疗患者
与无术后化疗患者的术后累积生存率无显著差异.由此
推测不表达P-gp的患者由于对化疗较敏感，所以化疗
能提高生存率，而P-gp阳性的患者由于已存在原发性
耐药，对化疗药物不敏感，所以即使进行术后化疗，
亦不能提高生存率[16－ 21].同理，对于不表达P-gp的患
者，在术后化疗过程中是否会产生继发性耐药?如果我
们能对胃癌患者在化疗前后行P-gp检测则能进一步说
明这个问题.
       当 P-gp表达阳性者，是否就不予化疗?近年来对
P-gp研究的深入,发现能逆转P-gp的耐药方法有:(1)抑
制 P-gp 的功能，使其作用下降或不能发挥作用，包
括钙通道阻滞剂[22,23]，抗雌激素药[24,25]，环胞霉素[26]，
或用免疫治疗的方法，如用某种P-gp抗体封闭P-gp，
从而改变MDR 细胞对化疗药物的主动外排功能，逆
转细胞的耐药性[27].(2)降低蛋白的合成，如调节蛋白激
酶PKA的活性,抑制mdr的转录,使P-gp合成降低[28，29].
(3)针对转录水平,即mRNA水平,如用反义核酸在mRNA
水平减少相应蛋白质的表达,或用核酶直接切割靶RNA,
阻断其表达，达到抑制蛋白产物产生的目的[30-32].钙通
道阻滞剂维拉帕米(VER)已被用于临床[33].但其心血管系
毒副作用，限制了他的用量以及在临床中的应用[34].尽
管P-gp的表达影响化疗的效果，但多药耐药的机制是
多样且复杂的.

4      参考文献
1 俞丽芬,吴云林.消化道肿瘤与多药耐药基因的临床相关性研究进
展. 华人消化杂志  1998;6:915-916

2 Shi YQ, Xiao B,Miao JY,Zhao YQ, You H,Fan DM.Construction
of eukaryotic expression vector pBK-fas and MDR reversal test
of drug-resistant gastric cancer cells.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
1999;7:309-312

3 Wuchter C,Leonid K,Ruppert V,Schrappe M,Buchner T,Schoch
C,Haferlach T,Harbott J,Ratei R,Dorken B,Ludwig WD. Clinical
significance of P-glycoprotein expression and function for re-
sponse to induction chemotherapy, relapse rate and
overall survival in acute leukemia. Haematologica 2000;85:711-721

4 DeGeorge JJ,Ahn CH,Andrews PA,Brower ME,Giorgio DW,
Goheer MA,Lee Ham D Y,McGuinn WD,Schmidt W,Sun CJ,
Tripathi SC. Regulatory considerations for preclinical develop-
ment of anticancer drugs. Cancer Chemother Pharmacol 1998;41:
173-185

5 Chen GK, Lacayo NJ, Duran GE, Wang Y, Bangs CD, Rea S,
Kovacs M, Cherry AM, Brown JM, Sikic BI. Preferential expres-
sion of a mutant allele of the amplified MDR1 (ABCB1) gene in
drug-resistant variants of a human sarcoma. Br J Cancer 2002;
86:1578-1585

6 Meijer GA, Schroeijers AB, Flens MJ, Meuwissen SG, van der
Valk P, Baak JP, Scheper RJ. Increased expression of
multidrug  resistance related proteins Pgp, MRP1, and LRP/
MVP occurs early in colorectal carcinogenesis. J Clin Pathol 1999;
52:450-454

7 Hoffmann J, Schmidt Peter P, Hansch W, Naundorf H, Bunge
A, Becker M, Fichtner I. Anticancer drug sensitivity and
expression of multidrug resistance markers in early passage hu

陈春燕, 等. 胃癌P-糖蛋白表达与化疗效果相关                                                                     37



man sarcomas. Clin Cancer Res 1999;5:2198-2204
8 Arts HJ, Katsaros D, de Vries EG, Massobrio M, Genta F, Danese

S, Arisio R, Scheper RJ, Kool M, Scheffer GL, Willemse PH, van
der Zee AG, Suurmeijer AJ. Drug resistance associated markers
P-glycoprotein, multidrug resistance associated protein 1,
multidrug resistance-associated protein 2, and lung resis tance
protein as prognostic factors in ovarian carcinoma. Clin Cancer
Res 1999;5:2798-2805

9 Ruiz Gomez MJ,Gil L,Souviron A,Martinez Morillo M.
Multidrug resistance increment in a human colon carcinoma
cell line by colchicine. J Physiol Biochem 2000;56:33-38

10 Maraldi NM,Zini N,Santi S,Scotlandi K,Serra M,Baldini N. P-
glycoprotein subcellular localization and cell morphotype in
MDR1 gene transfected human osteosarcoma cells. Biol Cell 1999;
91:17-28

11 Ni CR.Expression significance of GST-π, P-gp, Top-Ⅱ and
nm23H1 in gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2001;
9:897-901

12 Liu ZM, Shou NH. Expression significance of mdr1 gene in gas-
tric carcinoma tissue.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 1999;7:145-146

13 赵行远,夏传生,吴建平,侯  炜,刘运芳.MDRI产物P-gp在结肠肿
瘤中表达的意义. 世界华人消化杂志  1999;7:991

14 Lo Muzio L, Staibano S, Pannone G, Mignogna MD, Serpico R,
Rubini C, Fioroni M, Fanali S, Piattelli A. The human multidrug
resistance gene (MDR-1): immunocytochemical detection of its
expression in oral SCC. Anticancer Res  2000;20:2891-2897

15 Tokunaga Y,Hosogi H,Hoppou J,Nakagami M,Tokuka A,
Ohsumi K.Effects of MDR1/P-glycoprotein expression on prog-
nosis in advanced colorectal cancer after surgery. Oncol Rep  2001;
8:815-819

16 Xie ZJ,Yang XF,Gu ZY,Wu QL. P-glycoprotein expression in
squamous cell carcinoma of the oral and maxillofacial region.
Chin J Dent Res 2000;3:23-26

17 Galani E,Sgouros J, Petropoulou C, Janinis J, Aravantinos G,
Dionysiou-Asteriou D, Skarlos D, Gonos E.Correlation of MDR-
1,nm23-H1 and H Sema E gene expression with histopathologi-
cal findings and clinical outcome in ovarian and breast cancer
patients. Anticancer Res 2002;22:2275-2280

18 Tafuri A,Gregorj C,Petrucci MT,Ricciardi MR,Mancini M,Cimino
G,Mecucci C,Tedeschi A,Fioritoni G,Ferrara F,Di Raimondo F,
Gallo E,Liso V,Fabbiano F,Cascavilla N,Pizzolo G,Camera A,
Pane F,Lanza F,Cilloni D,Annino L,Vitale A,Vegna ML,Vignetti
M,Foa R,Mandelli F, Group. MDR1 protein expression is an in-
dependent predictor of complete remission in newly diagnosed
adult acute lymphoblastic leukemia. Blood 2002;100:974-981

19 Soni S,Pande P,Shukla NK,Ralhan R.Coexpression of Ets-1 and
p53 in oral carcinomas is associated with P-glycoprotein expres-
sion and poor prognosis. J Cancer Res Clin Oncol 2002;28:336-342

20 Liang JA,Shiau YC,Yang SN,Lin FJ,Kao A,Lee CC.Prediction of
chemotherapy response in untreated malignant lymphomas us-
ing technetium-99m methoxyisobutylisonitrile scan: compari-
son with P-glycoprotein expression and other prognostic factors.
A preliminary peport. Jpn J Clin Oncol 2002;32:140-145

21 Damiani D,Michelutti A,Michieli M,Masolini P,Stocchi R,
Geromin A,Ermacora A,Russo D,Fanin R,Baccarani M.P-

glycoprotein,lung resistance-related protein and multidrug re-
sistance-associated protein in de novo adult acute lymphoblas-
tic leukaemia.Br J Haematol 2002;116:519-527

22 Moins N,Cayre A,Chevillard S,Maublant J,Verrelle P,Finat
Duclos F. Effects of MDR reversing agent combinations on
the  3H-daunomycin accumulation in drug sensitive and drug-
resistant human cancer cells. Anticancer Res 2000;20:2617-2623

23 Dale IL,Tuffley W,Callaghan R,Holmes JA,Martin K,Luscombe
M,Mist ry P,Ryder H,Stewart AJ,Charlton P,Wentyman PR,
Bevan P. Reversal of P-glycoprotein mediated multidrug resis-
tance by XR9051,a novel diketopiperazine derivative. Br J Can-
cer 1998;78:885-892

24 Lucci A,Han TY,Liu YY,Giuliano AE,Cabot MC. Multidrug re-
sistance modulators and doxorubicin synergize to elevate
ceramide  levels and elicit apoptosis in drug resistant cancer
cells. Cancer 1999;86:300-311

25 Nathan FE,Berd D,Sato T,Mastrangelo MJ. Paclitaxel and
tamoxifen: An active regimen for patients with metastatic
melanoma. Cancer 2000;88:79-87

26 Mealey KL,Barhoumi R,Burghardt RC,McIntyre BS,Sylvester
PW,Hosick HL,Kochevar DT. Immunosuppressant inhibition of
P-glycoprotein function is independent of drug-induced sup-
pression of peptide-prolylisomerase and calcineurin activity.
Cancer Chemother Pharmacol 1999;44:152-158

27 Parasrampuria DA, Lantz MV, Birnbaum JL, Vincenti FG, Benet
LZ. Effect of calcineurin inhibitor therapy on P-gp expression
and function in lymphocytes of renal transplant patients: a pre-
liminary evaluation. J Clin Pharmacol 2002;42:304-311

28 Parissenti AM, Gannon BR, Villeneuve DJ, Kirwan-rhude AF,
Chadderton A, Gluck S. Lack of modulation of MDR1 gene ex-
pression by dominant inhibition of cAMP-dependent protein
kinase in doxorubicin-resistant MCF-7 breast cancer cells. Int J
Cancer 1999;82:893-900

29 Han Y, Shi YQ, Zheng Y, Nie YZ, Zhang HB, Zhang ML, Pan BR ,
Fan DM.Protein kinase C is related to multidrug resistance in-
duced by MGr1-Ag .Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2001;9:517-521

30 Prakash TP, Kawasaki AM, Johnston JF, Graham MJ, Condon
TP,  Manoharan  M.  Ant isense  proper t ies  o f  2 ' -O-
dimethylaminooxyethyl (2'-O-DMAOE) oligonucleotides.
Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids 2001;20:829-832

31 Aoyagi S,Narlikar G,Zheng C,Sif S,Kingston RE,Hayes JJ.Nu-
cleosome remodeling by the human SWI/SNF complex requires
transient global disruption of histone-DNA interactions. Mol Cell
Biol 2002;22:3653-3662

32 Rackstraw BJ, Stolnik S, Davis SS, Bignotti F, Garnett MC. De-
velopment of multicomponent DNA delivery systems based
upon poly(amidoamine)-PEG co-polymers.Biochim Biophys Acta
2002;1576:269-286

33 Benderra Z,Morjani H,Trussardi A,Manfait M. Role of the vacu-
olar H+ATPase in daunorubicin distribution in etoposide resis-
tant MCF7 cells overexpre ssing the multidrug resistance asso-
ciated protein. Int J Oncol 1998;12:711-715

34 马强, 张振书, 王群英. 大肠癌多药耐药性的逆转. 世界华人消化
杂志  2001;9:822-825

38                                                                                  ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 1月15日  第 11卷  第 1期



World Chin J Digestol, 2003  January;11(1):39-42
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@public.bta.net.cn  www.wjgnet.com

•胃癌GASTRIC CANCER •

胃癌组织三叶肽因子2表达与幽门螺杆菌感染的相关性

李慕琦,余保平,胡国勇,罗和生,于皆平,冉宗学

李慕琦,余保平,胡国勇,罗和生,于皆平,冉宗学,武汉大学人民医院消化内
科  湖北省武汉市  430060
李慕琦, 女, 1977-11-10生,湖北省武汉人,汉族.2001年湖北医科大学本科毕
业,现武汉大学人民医院消化内科住院医师,主要从事胃癌的病因及防治研究.
项目负责人:余保平, 430060, 湖北省武汉市解放路238号, 武汉大学人民医
院消化内科.  yubaoping62@yahoo.com.cn
电话:027-88041911-8469
收稿日期:2002-07-23    接受日期:2002-08-02

TFF2 expression and H.pylori infection
in gastric cancer tissues

Mu-Qi Li,Bao-Ping Yu,Guo-Yong Hu,He-Sheng Luo,Jie-Ping Yu,
Zong-Xue Ran

Mu-Qi Li, Bao-Ping Yu, Guo-Yong Hu, He-Sheng Luo, Jie-Ping Yu,
Zong-Xue Ran,Department of Gastroenterology, Renmin Hospital,
Wuhan university, Wuhan 430060, Hubei Province, China
Correspondence to: Bao-Ping Yu, Department of Gastroenterology,
Renmin Hospital of Wuhan University, 238# Jiefang Street, Wuhan
430060, Hubei Province, China.  yubaoping62@yahoo.com.cn
Received:200207-23    Accepted:2002-08-02

Abstract
AIM:To investigate the relationship between the expres-
sion of TFF2 and H.pylori infection in human gastric precan-
cerous lesions and gastric cancer, and to explore the role of
TFF2 and H.pylori in human gastric precancerous lesions
and gastric cancer.

METHODS:The expression of TFF2 was immunohistochemic-
ally analyzed in paraffin-embedded samples obtained by
endoscopic biopsy and subtotal gastractomy specimens from
119 patients including chronic superficial gastritis (CSG, 16),
chronic atrophic gastritis (CAG, 16), intestinal metaplasia
(IM, 35), gastric epithelial dysplasia (GED, 23) and gastric
cancer (CA, 25), and conditions of H.pylori infection were
detected by means of Warthin-Starry staining.

RESULTS:TFF2 was located in the cell plasma of gastric
mucous neck cells. The expressions of TFF2 were 100 %,
100 %, 0%, 56 % and 0% in CSG, CAG, IM, GED and CA,
respectively. The density of TFF2 positive cells was higher
in CSG with H.pylori infection than that without H. pylori
infection (52.9±7.3 vs 46.5±13.0, P >0.05); but it was sig-
nificantly lower in CAG and GED with H. pylori infection
than that without H. pylori infection (18.2±4.1 vs 37.9±13.8,
P <0.01 and 14.4±9.3 vs 24.8±10.2, P <0.05).

CONCLUSION:The high expression of TFF2 is associated
with the protective mechanism after the gastric mucosal
injury, the low expression of TFF2 in CAG might attribute to
the decreased number of gastric gland cells secreting TFF2;
but the re-expression of TFF2 in GED suggests that TFF2 is
involved with the initiation of gastric cancer. The effect of

H. pylori on the expression of TFF2 depends on the status
of gastric mucosa.

Li MQ, Yu BP, Hu GY, Luo HS, Yu JP, Ran ZX. TFF2 expression and H.
pylori  infection in gastric cancer tissues. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(1):39-42

摘要
目的:观察三叶肽因子2(trefoil peptide 2, TFF2)在胃癌及癌

前病变中的表达状况及其与Hp 感染的关系，初步探讨

TFF2与Hp感染在胃癌及癌前病变中的作用及意义.

方法:应用免疫组化方法测定16例慢性浅表性胃炎,20例慢

性萎缩性胃炎，35例肠上皮化生，23例胃上皮不典型增

生和 25 例胃癌中 TFF 2 的蛋白表达情况，同时应用

Warthin-Starry法检测幽门Hp情况.

结果:(1)在慢性浅表性胃炎,慢性萎缩性胃炎，胃上皮不典

型增生中均有TFF2的阳性表达,其阳性率分别为100 %，

100 %和56.5 %.而在肠上皮化生和胃癌组织内无TFF2的

阳性表达，但在肠上皮化生周围的正常腺体有TFF2阳性

表达.慢性浅表性胃炎TFF2的染色评分明显高于慢性萎缩

性胃炎组.(2)在浅表性胃炎中,Hp感染阳性病例TFF2的阳性

细胞密度值高于Hp感染阴性者(52.9±7.3 vs 46.5±13.0),但

无统计学意义(P  >0.05).而在胃黏膜萎缩及胃黏膜上皮不

典型增生中，Hp感染者TFF2的阳性细胞密度值又低于Hp

感染阴性者,差异有显著性(18.2±4.1vs  37.9±13.8, P <0.01

和 14.4± 9.3 vs 24.8± 10.2, P <0.05).

结论: TFF2在慢性浅表性胃炎中的高表达与黏膜损伤后所

诱导的保护机制有关；慢性萎缩性胃炎TFF2的表达相对

减少可能与分泌TFF2的胃黏膜腺体减少有关；但在不典

型增生中TFF2 的再表达可能参与了胃癌发生的早期阶

段；Hp感染对TFF2表达的影响可能取决于胃黏膜病变的

状态.

李慕琦,余保平,胡国勇,罗和生,于皆平,冉宗学.胃癌组织三叶肽因子2表达与

幽门螺杆菌感染的相关性. 世界华人消化杂志  2003;11(1):39-42
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0   引言

三叶肽因子2(trefoil factor family 2, TFF2)，又名解痉
多肽(spasmolytic polypeptide, SP),是三叶肽家族成员之
一.正常情况下，胃TFF2主要由的胃体和胃窦的胃腺
上皮黏液颈细胞合成与分泌[1,2].当胃肠道在不同的病理
条件下时，TFF2 基因表达迅速被上调，参与胃肠道
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上皮的重建和修复过程.在Hp感染的慢性胃黏膜病变
演化过程中，黏膜的损伤与修复是一持续存在的过程.
TFF2 作为一种黏膜保护因子，可能在此过程中发挥
了一定的作用.目前关于TFF2在胃癌及癌前病变中的
表达情况的研究较少，与Hp 感染的关系尚不清楚，
我们通过免疫组织化学和Warthin-Starry染色法系统地
回顾性检测胃癌及癌前病变中TFF2的蛋白表达和Hp
感染情况，并探讨二者的相互关系，进一步阐明TFF2
与Hp感染在胃癌及癌前病变中的作用及意义.

1   材料和方法

1.1材料  武汉大学人民医院2000-03/2001-03期间存档

的胃镜活检及手术切除后标本119例.其中浅表行胃炎

16例，萎缩性胃炎20例，胃黏膜肠上皮化生31例，胃

上皮不典型增生20例及胃癌(均含癌旁黏膜)25例.男72

例,女40例,中位数为35岁.所有标本均用40 g/L甲醛固

定，常规脱水，透明，浸蜡，制成4 µm厚连续切片.鼠
抗人TFF2单克隆抗体原液(novocastra Ltd)，以 1∶35

稀释后待用；S-P试剂盒购自福州迈新公司；DAB购自

Dako公司；

1.2方法  石蜡切片染色前常规脱蜡至水,微波炉抗原修

复20 min,染色采用SP法，DAB显色，具体操作过程

按SP 试剂盒说明书完成.并设立阳性对照和阴性对照

(以 TBS缓冲液代替一抗).免疫组化完成后24 h内光镜

下阅片，TFF2染色评分标准：每张切片随机选取5个

100×视野，阳性细胞数<5 % 为(-)，5-25 % 为(+)，
25-75 %为(++)，>75 %为(+++).同时采用全自动彩色图

像分析仪，HPIAS2000型图像分析软件检测阳性细胞

密度值，用此间接反映TFF2蛋白的表达量.组织片常规

脱蜡至水，0.2 mol/L醋酸缓冲液洗2次,入 10 g/L硝酸

银液内约1 h，立即浸入显影液内2-3 min，56 ℃蒸馏

水洗1-2 min，蒸馏水洗1次，依次脱水，透明，中性

树胶封片，油镜下观察.见到胃黏膜表面和（/或）胃小

凹及肿瘤性腺腔中，棕褐色弯曲棒状或圆颗粒状小体，

则为Hp感染阳性，无Hp检出者为Hp 感染阴性.

        统计学处理  以上数据均采用SPSS10.0统计分析软

件进行 t检验分析，以P <0.05 为有统计学意义.

2   结果

2.1 TFF2在胃黏膜病变演化中的表达   TFF2阳性表达
于胃黏膜上皮近基底部的胃腺上皮的细胞质内，呈棕
褐色，在慢性浅表性胃炎,慢性萎缩性胃炎，胃上皮不
典型增生中均有TFF2 的阳性表达，其阳性率分别为
100 %，100 %和 56.5 %(见图 1-3).而在肠上皮化生和
胃癌组织内无TFF2的阳性表达，在肠上皮化生周围的
正常腺体有TFF2阳性表达(见图4,5).慢性浅表性胃炎
TFF2的染色评分高于慢性萎缩性胃炎组(见表1).

图1  TFF2在慢性浅表性胃炎中的表达  阳性染色于细胞质(SP×100)
图 2  TFF2在慢性萎缩性胃炎中的表达  阳性染色于细胞质(SP×200)
图 3  TFF2在胃上皮不典型增生中的表达  阳性染色于细胞质(SP×200)
图 4  TFF2在肠上皮化生中无表达  在周围正常腺体中有表达(SP×400)
图 5  TFF2在胃癌中的无表达(SP×200)

1

2

3

4

5
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表1  TFF2在不同胃黏膜病变中的表达模式

      TFF2                      阳性率%
分类 n

 － +           ++         +++

浅表性胃炎 16   0 1 5           10 100

萎缩性胃炎 20   0 5           11 4 100

肠上皮化生 35 35 0 0 0     0

不典型增生 23 10 9 2 2 56.5

胃腺癌 25 25 0 0 0      0

2.2 TFF2的表达与Hp感染的关系  本组胃黏膜Hp的
总检出率为53.8 %,浅表性胃炎为50 %,萎缩性胃炎为
60.0 %,胃黏膜肠上皮化生为45.7 %,胃黏膜不典型增生
为52.5 %,胃癌为64 %.在浅表性胃炎中，Hp感染阳性
病例TFF2的阳性细胞密度值高于Hp感染阴性者，但
无统计学意义(52.9± 7.3 vs 46.5 ± 13.0, P >0.05)(考虑
原因: (1)病历数少；(2)肉眼观察Hp 染色可能存在偏
差).而在胃黏膜萎缩及胃黏膜上皮不典型增生中，Hp
感染者TFF2的阳性细胞密度值又低于Hp感染阴性者,
差异有显著性，(18.2±4.1 vs 37.9±13.8, P <0.01和14.
4± 9.3 vs 24.8± 10.2, P <0.05).

3   讨论

大量研究表明[3-7]，TFF2 可能通过增强受损黏膜周围
完好的上皮细胞向黏膜损伤表面迁移覆盖，阻止质子
对黏液层的渗透，或与黏液中的糖蛋白相互作用，加
强黏液凝胶层抵抗黏膜表面有害物质的损伤等多种途
径来保护胃黏膜.我们发现，TFF2在所有的慢性浅表性
胃炎和萎缩性胃炎中均高表达，进一步说明了TFF2的
表达是胃黏膜损伤所诱导的一种黏膜修复和保护机制.
慢性萎缩性胃炎TFF2 的染色评分低于慢性浅表性胃
炎，可能与分泌TFF2的胃黏膜腺体的数量因萎缩减少
有关.在肠上皮化生和胃癌组织内无TFF2的阳性表达，
但在肠上皮化生周围和癌旁正常腺体却有TFF2阳性表
达，提示TFF2的表达可能与胃腺上皮细胞的分化表型
有关.Machado et al [8]研究发现，在96例胃癌中有10例
表达TFF2(10.4 %),而本组25例胃癌中却未发现TFF2的
表达，可能与我们收集的胃癌病例较少有关.我们发现，
在不典型增生中TFF2又重新获得表达，而不典型增生
正是胃癌的癌前病变形式，这似乎提示TFF2可能在胃
癌的发生早期起一定作用.早在 1999年,Schmidt et al [9]

就发现,一种表达TFF2 的化生细胞系 SPEM(SP-ex-
pressing metaplastic lineage)出现在91 %的胃腺癌中,且
典型的SPEM细胞位于癌组织和不典型增生邻近的黏
膜区域.随后,Yamaguchi et al [10]也发现SPEM细胞出现在
残胃癌组织的周围黏膜和胃癌手术切除活检的标本中.
以上均提示SPEM细胞与胃癌的发生有明显的相关性,
但TFF2与胃癌的关系尚无定论.最近Farrell et al [11]研
究发现，在TFF2缺陷鼠模型实验中，实验鼠的胃黏膜

增生减低，胃酸相应增加，暗示TFF2通过刺激黏膜增
生和降低胃酸分泌起到提高黏膜修复的功能.但在另一
方面，TFF2的刺激黏膜增生和降低胃酸分泌的作用又
将增加胃癌发生的风险.
       胃癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一[12-20],Hp感染
又是导致胃黏膜病变最常见的致病因子之一[21-40].TFF2
作为一种黏膜保护因子，是否Hp感染会影响TFF2的
表达呢？已有研究报道[9,41,42]，在Hp感染的患者和伴
有胃黏膜癌前和癌性病变的Hp感染小鼠中，都发现
表达TFF2的胃黏液颈细胞的数量有增加，这似乎提示
Hp感染可能引起胃黏液细胞的增生，从而增加TFF2
的表达.为了进一步阐清TFF2在Hp感染性胃黏膜病变
中的作用，我们又回顾性的检测了Hp的感染情况，发
现在浅表性胃炎中,Hp感染阳性病例TFF2的阳性细胞
密度值高于Hp感染阴性者,虽无统计学意义(P  >0.05),
但提示Hp感染的早期是刺激或诱导TFF2表达的，可
能与Hp感染刺激胃黏液细胞增生有关.而在胃黏膜萎
缩及胃黏膜上皮不典型增生中，Hp感染者TFF2的阳
性细胞光密度值又低于Hp感染阴性者，我们推测可
能是Hp感染所导致正常分泌TFF2的胃黏膜上皮细胞
的大量破坏减少的结果.由上可见，Hp感染影响TFF2
表达的变化可能与胃黏膜状态有关，Hp 感染是否直
接影响TFF2 基因的表达，还须进一步的研究.
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Abstract
AIM:To study the relationship between gastric carcinogenesis
and angiogenesis.

METHODS:Experimental model of gastric precancerous
lesions and carcinomas was established in rats by chemical
carcinogen, N-methyl-N’-nitro-soguanidine (MNNG). The
specimens were collected in groups at different time points
from pre-malignant precursor to gastric carcinoma, the
sections were stained by HE and angiogenesis was observed.
Tissue sections were also immunohistochemically stained
for CD34 antigen, a marker for endothelial cells, and the
microvessels were counted.

RESULTS:Only a few microvessels were found in the
hyperplastic stage of gastric mucosal glands, but angiogenesis
was increased markedly and heterogeneously distributed in
the dysplastic stage, especially in specimens with moderate
and severe degree of dysplasia as well as in the intra-mu-
cosal carcinoma.Profuse vascularity in the frontier of tumor
invasion and tumor stroma was found in the infiltrating
carcinoma. Comparison of microvessel counts in low
grade lesions (hyperplasia and mild dysplasia) with
microvessel counts in moderate (26.3±9.6 vs 17.1±5.6,
P <0.05) and severe dysplasia lesions ( 32.5±11.7 vs 17.1±5.6,
P <0.01) showed a statistically significant increase in the
more advanced lesions, but there was no significant differ-
ence in vessel count between moderate and severe degree
of dysplasia.

CONCLUSION:Angiogenesis is switched on at the early stage
of gastric carcinogenesis, and becomes more pronounced
with the progress toward more advanced stage. There is a

close relationship between gastric carcinogenesis and
angiogenesis.

Tao HQ, Zou SC, Wang RN, Lin YZ. Relationship between gastric carcino-
genesis and angiogenesis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(1):43-46

摘要
目的:研究血管生成与胃癌发生之间的关系.

方法:利用化学致癌剂N- 甲基-N’- 硝基 - 亚硝基胍

(MNNG)诱发建立大鼠胃癌前病变及胃癌模型，观察胃癌发

生过程中不同阶段血管生成情况，并采用抗CD34抗体的免

疫组化方法显示不同癌前病变期微血管数量(MVC)变化.

结果:胃黏膜腺体处于增生期，血管生成很少，至异型增

生阶段，尤其是中、重度异型增生阶段或黏膜内癌时，血

管生成明显增多并呈明显的异质性分布，至浸润性癌期，

浸润前缘周围血管异常丰富，肿瘤组织间质也有血管生成.

与增生期和轻度异型增生相比，中、重度异型增生的微血

管数(MVC)明显增高(26.3± 9.6 vs 17.1±5.6, 32.5±11.7

vs 17.1 ± 5.6)(P 分别<0.05，0.01)，但中度与重度异型

增生的微血管数差别不明显.

结论:血管生成在胃癌发生早期即已启动，随着病变损害

向进展期发展而愈加明显，与胃癌的发生发展关系密切.

陶厚权,邹寿椿,王瑞年,林言箴.血管生成与胃癌发生之间关系的实验研究.世

界华人消化杂志  2003;11(1):43-46

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/43.htm

0   引言

肿瘤生长和转移依赖于新生血管生成的概念早在30 a
前就已提出[1-9]，由肿瘤产生的多种血管生成因子在近
十几年也相继得以确认[10-15].在一些实体性肿瘤，新生
血管的数目与临床预后有一定的关系，表明了肿瘤克
隆的侵袭性与血管生成之间的相关性[16-20].抗血管生成
治疗能明显阻止肿瘤生长和转移的实验性研究进一步
提示，肿瘤的生长需要新生血管生成[21-32].Folkman et al
发现在肿瘤发生的早期血管生成即已启动，血管生成
的启动是肿瘤表型的一个独特和必需的成分，并自始
至终陪伴着肿瘤的生长和发展.由于人体恶性肿瘤发生
的早期材料难以获得，故研究较少，仅在人乳腺导
管内癌和子宫颈癌的活检组织中证实了转基因模型中
所见到的现象. 为探索血管生成与胃癌发生的关系，
本研究采用化学致癌剂诱发建立大鼠胃癌模型，观察
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胃癌前病变及胃癌形成过程中不同阶段的血管生成情
况，以期阐明血管生成在胃癌发生中的启动及演进.

1   材料和方法

1.1材料  ♂ wistar 大鼠 50只,10周龄,体质量90± 5 g，
分笼饲养，饲以市售饲料，饮用水按100 mg/L加入N-
甲基-N’-硝基-N-亚硝基胍(MNNG)，隔日换新鲜
配制液.根据文献及以往胃癌实验模型制备的经验，饲
以MNNG 6-8 mo 后，大鼠可发生腺胃癌前和癌病
变，故自 24 -32 wk期间，分批将大鼠处死，肉眼观
察胃肠道病变，全胃壁取材，40 g/L甲醛固定，石蜡
包埋切片，一份作HE染色以观察胃组织病变及血管
生成改变，另一份用于免疫组织化学染色进行微血管
计数.
1.2方法  采用抗CD34单克隆抗体(1∶50,Oncogen Inc.),
进行LSAB法免疫组织化学染色(LSAB试剂盒购自Dako
Inc.)，方法简述如下：切片经二甲苯脱蜡，各级酒精水
化，3 ml/L H2O2/ 甲醇孵育30 min，磷酸盐缓冲溶液
(PBS)洗涤 3次，0.5 g/L蛋白酶K消化 20 min，PBS洗
涤，1∶400 抗 CD34 抗体孵育 2 h,PBS 洗涤,1∶400
稀释的生物素标记的第二抗体孵育 1 h，PBS 洗涤，
1∶400稀释的过氧化物酶-链酶卵白素孵育1 h，PBS
洗涤，DAB显色，苏木素套染.20×10倍显微镜下，随
机分别选择5个病变区和邻近的正常胃黏膜组织进行
微血管计数(MVC)，结果以5个区域的均数表示.
        统计学处理  血管数(MVC)比较采用 t检验.

2   结果

2.1胃癌发生不同病变期血管生成改变   根据大鼠腺胃
的病理变化，将病变分成4个阶段：(1)充血反应期:黏
膜浅层有不同程度的充血反应，但腺体无明显增生；
(2)增生期:胃小凹上皮及腺颈部增生，固有层和黏膜下
间质可见少量血管增生(图 1);(3)异型增生期：腺体形
状不规则，排列紊乱，且分布稀疏不匀，细胞核有不同
程度的增大和深染，呈多形性，随异型性程度的加重，
血管增生也随病变的发展而增多，突出的表现是血管
在黏膜肌下或突破黏膜肌，向异型增生腺体的某一区
域生长，但其分布具有明显异质性(图 2);(4)浸润性癌
时，腺体极不规则，有的已突破黏膜肌向黏膜下层呈
浸润性生长，细胞异型性明显，核深染，核分裂像多
见，浸润前缘血管密集，腺体之间的间质中也有较多
血管，随着病变发展，出现纤维增生，血管腔被挤压变
小(图 3).
2.2 大鼠不同癌前病变阶段血管数(MVC)的比较  在 50
例大鼠中，6 例呈增生性改变，轻、中度异型增生
分别为 5 例和 6 例，9 例呈重度异型增生，其余均呈
典型的胃癌组织学改变.在抗CD34 抗体的LSAB染色
时，与邻近正常上皮相比，异型增生改变的胃黏膜
下方有广泛网状结构的血管生成，这种血管形成的区

域在正常组织和异型增生之间有明显的分界线.增生期
和轻度异型增生期的MVC与邻近正常组织MVC间无明
显差别(17.1 ± 5.6 vs 15.6 ± 5.2)(P >0.05)，而中、重
度异型增生的MVC与邻近正常组织MVC之间有明显差
别(26.3 ± 9.6 vs 16.4± 5.1, 32.5 ± 11.7 vs 19.2± 7.7)
（P 均<0.05），至浸润性癌时，MVC 为 39.7 ± 10.3，
高于邻近正常组织一倍以上(P <0.0 001)(表1).同样由表1
可知，新生血管生成的程度随病变趋于严重而增加,

图1  大鼠腺胃腺颈部增生,黏膜肌下微血管增生并突入黏膜肌 HE×200
图2  大鼠腺胃异型增生,固有层及黏膜下层微血管增生,并突破黏膜肌向
异型增生区生长 HE×100
图3  大鼠腺胃浸润性腺癌,癌腺体突破黏膜肌,向黏膜下浸润,浸润周围
见大量血管增生HE×100
图4  人胃黏膜活检组织,在肠化及轻度异型增生灶周围有血管增生及充
血HE×100
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早期病变(增生期和轻度异型增生)与中、重度异型增
生的MVC之间差别显著(P分别<0.05, 0.01)，而中度与
重度异型增生的MVC之间无明显差别.这些结果提示，
异型增生的血管形成随着病变损害向进展期发展而愈
加明显.

表1  大鼠不同癌前病变阶段及浸润性癌期血管数变化（ sx ± ）

                MVC
病期                                      n    P

              正常组织区 病变区

增生期+轻度异型增生   10 15.6± 5.2 17.1±5.6           >0.05

中度异型增生     6 16.4± 5.1 26.3±9.6           <0.05

重度异型增生     9 19.2± 7.7 32.5±11.7         <0.05

浸润性癌   25 18.4± 8.2 39.7±10.3      <0.0 001

3   讨论

Saito et al用MNNG诱发建立大鼠模型,对胃癌发生过程
胃黏膜病变的演变进行动态观察后认为,大鼠胃癌的发
生分为3个阶段:(1)黏膜的糜烂与增生期(20 wk内).(2)腺
瘤样增生期(20-30 wk,表现为腺体过度增生.(3)腺癌发生
期(30 wk后),在腺体异型增生的基础上出现腺癌并向黏
膜下层、肌层和浆膜层浸润.本研究大鼠胃黏膜病变发
生过程与Saito 的报告相符.在此模型上，我们观察了
不同病变期血管生成的改变，以期阐明血管生成与胃
癌发生之间的内在关系.结果发现，胃黏膜腺体处于增
生期时，血管生成很少，当发展至异型增生阶段，尤其
是中、重度异型增生或黏膜内癌时，血管生成明显增
多，至浸润性癌时，浸润前缘周围血管异常丰富，肿瘤
间质也有血管生成.这与Arbeit [33]将 RIP-Tag转基因小
鼠胰岛 β- 细胞分离，放于含毛细血管内皮细胞的培
养液中观察所见的现象相似，在胰岛β-细胞高度增生
和癌之间有一独特的阶段-血管化的胰岛，即毛细血
管内皮细胞呈放射状排列，向胰岛迁移，内皮细胞芽
萌出和毛细血管腔形成.同样在用转基因方法制成的小
鼠鳞状细胞癌模型，增生期的真皮下有少量血管生成，
异型增生期血管生成明显增多，至侵袭性鳞状细胞癌
时，癌细胞突破基底膜向周围浸润，并高度血管化.在
人类肿瘤如人乳腺导管内癌和子宫颈癌活检组织中也
证实了上述的现象，说明血管生成在肿瘤发生早期就
已启动,并可影响实体肿瘤发展速度的现象是肿瘤发生
中的一个普遍规律.我们在人胃黏膜活检组织中也发现
异型增生的胃黏膜腺体周围有血管生成现象(图4),提示
人类胃癌的发生与血管生成之间也有同样的关系.
       当大鼠胃黏膜腺体出现重度异型增生或黏膜内癌
时,血管生成不但明显增多而且呈明显的异质性分布,即
血管生成主要位于异型增生最明显区域的黏膜肌上
下，并可见新生血管正在穿透黏膜肌，而附近相同
或较轻病变区很少或无血管生成.人胃黏膜中也可见异
型增生腺体由血管围绕(图4).这些结果提示,在某些情况

下,血管生成先于浸润性肿瘤的生成.这种在进行性病变
时最明显改变是血管生成的事实提示:(1)营养血管的增
加反映了病变区代谢活动的增强.(2)新生血管生成是浸
润性克隆继发生长的一个重要先决条件.在鼠纤维肉瘤
形成的转基因鼠模型上发现，癌前病变和癌能产生血
管生成因子如碱性成纤维细胞因子(bFGF)等，这些病
变仅在发展至肿瘤形成性阶段时才分泌bFGF，促进血
管生成，同时由于血管内皮细胞又可分泌生长因子(如
bFGF)促进异型增生和癌的生长，二者相互影响，促进
肿瘤发展[33],因此有血管生成的病变区将成为肿瘤进展
的中心，此处黏膜肌常被新生血管突破，肿瘤常沿血
管浸润，成为肿瘤组织向黏膜下浸润的突破口.作者认
为，血管生成在胃癌发生的早期就已启动，并促进异
型增生向癌的转变.
       异型增生是胃癌发生和发展的有价值模型,在这一
模型上可揭示血管生成与肿瘤发生之间的关系.血管形
成对于异型增生性损害的发生、维持和进展是必需的,
因此,抗血管生成剂对于异型增生的治疗会有重要意义，
这为治愈胃癌前病变、阻止胃癌发生提供了一个新的
方向.
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Abstract
AIM:To establish the rat model and to screen differentially
expressed genes closely associated with atrophic gastritis.

METHODS:The rat atrophic gastritis model was induced by
intragastrically giving hot high salt water, hot water and
high salt water. Normal raising group and normal control
group were used as control. Total RNAs of specimens were
extracted, quantified, and reversely transcripted into cDNA.
cDNAs from atrophic gastritis  were labeled with Cy5, and
cDNAs from the normal control group were labeled with Cy3,
which were mixed with cDNAs from the control group with equal
quantity, then hybridized with cDNA chips containing 8 248 genes.
Chips were washed, scanned and analyzed.

RESULTS:There were atrophic lesions in rat gastric sinus
confirmed by pathological examination in the hot high salt
water group at the 12th week, but in the high salt water
group and the hot water group, there were atrophic lesions
at the 24th week. A total of 436 differentially expressed genes
were identified by cDNA chip between the hot high salt
water group and the normal control group, 145 genes were
highly expressed in the hot high salt water group and 291
genes were highly expressed in the normal control group;
398 differentially expressed genes were identified in the
hot water group and the normal control group, 98 genes
were highly expressed in the hot water group, and 300
genes were highly expressed in the normal control group;
and  36 differentially expressed genes were confirmed be-

tween the hot high salt water group and the high salt water
group, 23 genes were highly expressed in the hot high salt
water group and 13 genes were highly expressed in the
high salt water group.

CONCLUSION:Rat atrophic gastritis models were established
successfully, differentially expressed genes associated with
atrophic gastritis induced respectively by hot high salt water,
high salt water and hot water were identified by way of
high density cDNA chip.

Xu JR, Cui DX, Zhang L, Zhang LX, Jia CH, Zhang NX, Jiang M, Cao GZ.
Screening of differentially expressed genes associated with atrophic gas-
tritis by high density cDNA microarrays. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;
11(1):47-50

摘要
目的:建立大鼠萎缩性胃炎模型，用高密度基因芯片筛选

萎缩性胃炎相关的差异表达基因.

方法:采用热盐水、盐水、热水灌胃的方法建立大鼠萎缩

性胃炎模型，并设立正常对照组、正常喂养组作为对照.提

取标本的总RNA，定量后并反转录成cDNA， 萎缩性胃

炎标本标记上Cy5，正常对照标本标记上Cy3，与含有

8248个大鼠基因的cDNA芯片进行杂交，常规洗片，扫

描，分析杂交结果.

结果:热盐水组灌胃12 wk的大鼠经病理诊断已存在萎缩性

胃炎的特征，盐水、热水组灌胃的大鼠在24 wk时经病

理诊断也存在萎缩性胃炎的特征; 热盐水组与正常对照组

之间的差异基因共有436个，145个基因在萎缩性病变组

织中呈高表达，291 个基因在正常组织中呈高表达；热

水组与正常对照组之间的差异表达基因共有398个，98个

基因在萎缩性病变组织中呈高表达，300个基因在正常组

织中呈高表达；热盐水组与盐水组之间差异表达基因共有

36个，其中23个在热盐水组中呈高表达，13个基因在盐

水对照组中呈高表达.

结论:成功地建立了大鼠萎缩性胃炎的模型；筛选出了与

热盐水、盐水、热水诱发的萎缩性胃炎发生有关的差异表

达基因.

徐俊荣, 崔大祥, 张 沥, 张玲霞, 贾长河, 张宁霞, 江梅, 曹广周. 基因芯片法筛

选萎缩性胃炎相关的差异表达基因. 世界华人消化杂志  2003;11(1):47-50

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/47.htm

0   引言

萎缩性胃炎是人类发病率最高的胃癌前病变，是胃癌
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发生过程中的一个非常关键的环节.建立简单可靠的萎
缩性胃炎动物模型并阐明其发生机制,对胃癌发生过程
的研究具有十分重要的现实意义.我们自 1995年以来,
一直致力于胃癌早期诊断体系的研究,对癌前病变至胃
癌过程的差异表达基因进行了筛选与克隆,初步建立了
胃癌早期诊断芯片与预警体系[1-5].但是，对正常胃黏
膜至萎缩性胃炎过程缺少深入研究.我们以人类饮食中
不可缺少的两大因素-食物的热度与咸度，作为参量,
建立大鼠萎缩性胃炎模型,并用含 8 248 个基因的鼠
cDNA芯片对萎缩性胃炎模型的胃窦黏膜组织和正常大
鼠胃窦黏膜组织之间的差异表达基因进行了筛选,获取
了正常胃黏膜与萎缩性胃炎之间的差异表达基因,为进
一步阐明萎缩性胃炎的分子机制奠定了坚实的基础.

1   材料和方法

1.1 材料  体质量为 200-250 g、7 周龄健康、性成熟
的♂ SD大鼠 96只及饲料购自第四军医大学动物实验
中心；总RNA提取试剂盒采用Promega公司的 总RNA
提取试剂盒； 反转录试剂盒采用Clontech 公司的Smart
PCR cDNA synthesis kit；Cy3-dUTP, Cy5-dUTP 购自
Pharmacia 公司；氯化钠等化学试剂购自西安化学试
剂公司；含8248个基因的高密度基因芯片M80S购自
上海联合基因集团博道公司,基因名称与序列见http://
www.biodo.com ;芯片扫描采用Affymetrix 公司的428TM

Array Scanner; 图像采用 ImageGene 3.0 Software
(BioDiscovery Inc.)进行定量分析.杂交试剂与洗涤芯片试
剂按照要求配制.
1.2 方法  采用热盐水、盐水、热水灌胃的方法建立
大鼠萎缩性胃炎模型,并设立正常对照组、正常喂养组
作为对照.造模方法参见参考文献[6].分别采取灌胃24 wk
的盐水组、热水组,灌胃 12 wk 的热盐水组、正常组
大鼠的胃窦部黏膜组织，按照试剂盒说明书提取标本
的mRNA，按组混合在一起，紫外线定量，反转录并标
记上荧光探针，实验标本mRNA 在反转录时标记上
Cy5-dUTP,正常对照标本在反转录时标记上Cy3-dUTP.
高密度芯片检测实验分为两组.第一组（芯片1）的对照
组为盐水组大鼠胃窦部组织mRNA, Cy3标记;实验组为
热盐水组大鼠胃窦部组织mRNA, Cy5标记.第二组（芯
片2）的对照组为正常组大鼠胃窦部组织mRNA, Cy3标
记；实验组为热水组大鼠胃窦部组织mRNA, Cy5标记.
把标记的探针在95 ℃变性5 min,然后把实验组与对照
组探针等量混合后，加到芯片上,盖上杂交盖，在42 ℃
杂交17 h.然后，取出芯片，分别在2×SS+2 g/L SDS,
0.1×SSC+ 2 g/L SDS与 0.1×SSC液体中，浸洗10 min，
然后在室温自然凉干.芯片杂交结果用芯片扫描仪进行
双波长扫描，所获图像采用 ImageGene 3.0 Software
(BioDiscovery Inc.)进行定量分析，分别计算热水组、
Cy5与正常组Cy3比率，计算热盐水组Cy5与盐水组

Cy3比率.实验组与对照组之间的差异表达基因筛选
标准:P <0.05，Cut off 值设定为 80，Cy5/Cy3 比率
为 ±2.0 以上.

2   结果

热盐水灌胃12wk 出现胃黏膜萎缩；盐水、热水灌胃

12wk，两组大鼠胃黏膜均未见萎缩改变，但延长灌

胃至24 wk时可见胃黏膜出现萎缩改变[6] .以正常组胃

窦部黏膜组织作为对照，热水组 24wk 时诱导的萎缩

性胃炎病变作为实验组，芯片杂交扫描结果见图 1，

热水组与正常组杂交信号迭加后强度散点图见图2.根

据差异表达基因筛选标准，符合条件的差异表达基因

共有 398 个，98 个基因在萎缩性病变组织中呈高表

达，300个基因在正常组织中呈高表达，这些基因及对

应蛋白与萎缩性胃炎的发生可能密切相关.灌胃12wk热

盐水组与正常对照组芯片杂交结果图迭加后，扫描分

析结果显示，符合标准的差异表达基因共有436个，145

个在基因在萎缩性病变组织中呈高表达，291个基因在

正常组织中呈高表达.这些基因中包括246个热水组中

的差异表达基因，包括了36个热盐水组与盐水组之间

差异表达基因，剩下基因可能与盐水组引起的萎缩性

胃炎病变有关.灌胃24 wk热盐水组与盐水对照组芯片

杂交扫描结果见图3，杂交信号强度散点图见图4.根据

差异表达基因筛选标准，两组之间差异表达基因共有

36个，其中23个在热盐水组中呈高表达，13个基因在

盐水对照组中呈高表达；此结果表明，热盐水诱导的

萎缩性胃炎与盐水诱导的萎缩性胃炎发生机制可能存

在一定差异，这种差异与这36个基因的功能密切相关.

图2  不同组织(热水组+正常组）杂交信号强度散点图.
图4  热盐水组与盐水组杂交信号强度散点图.
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正常组杂交扫描图(cy3标记)    热水组杂交扫描图(cy5标记)
图1  灌胃至24 wk时热水组与正常对照组杂交扫描结果.

热盐水组杂交扫描图(cy5标记)        盐水组杂交扫描图(cy3标记)
图3  热盐水组与盐水组芯片杂交扫描结果.

3   讨论

慢性萎缩性胃炎是胃主要的癌前病变之一[7-28],他的发生
发展机制不十分清楚.建立萎缩性胃炎动物模型对研究
萎缩性胃炎的发生机制具有十分重要的现实意义[29,30].
我们以大鼠为研究对象，以食物(水)的热度与咸度两种
因素单独及共同作用作为影响因素，建立大鼠萎缩性
胃炎模型.结果表明，热盐水在短期内(12 wk)即可造成
大鼠胃黏膜萎缩，同期实验的正常组、热水组、盐水组
均未出现类似现象，证明了水的热度与咸度两种因素
共同作用可短期内造成胃黏膜的损伤，引起胃黏膜萎
缩.热水组、盐水组在灌胃24 wk后，大鼠胃黏膜也出
现了萎缩，说明单一因素(热度、咸度)长期作用也可造
成胃黏膜的萎缩.
        为了进一步探讨大鼠萎缩性胃炎的分子机制，我
们采用了含8 428 个基因的高密度芯片，对这些胃窦
部萎缩性胃炎标本进行了与正常胃黏膜之间的差异表
达基因的筛选.众所周知,基因芯片技术具有高通量、高
效率、高准确性特点，一次可同步监测数以千计的基
因的变化，与传统技术相比，具有无比的优越性[31].本
研究结果显示，热水引起的萎缩性胃炎中，存在398个

高度差异表达基因,98个在萎缩性胃炎中呈高表达,300
个在正常胃黏膜组织中呈高表达;在热盐水引起的萎缩
性胃炎中，存在436个差异表达基因，145个基因在萎
缩性病变组织中呈高表达，291个基因在正常组织中呈
高表达.这些基因中包括246个热水组中的差异表达基
因，包括了36个热盐水组与盐水组之间差异表达基因，
剩下基因可能与盐水组引起的萎缩性胃炎病变有关.进
一步分析显示，这些基因涉及到原癌基因和抑癌基因、
离子通道和运输蛋白、细胞周期蛋白类、外压反应蛋
白、细胞骨架和运动、细胞凋亡相关蛋白、细胞受体、
免疫相关、代谢、蛋白翻译合成、翻译相关基因等.
        我们也进行了盐水引起的萎缩性胃炎与热盐水引
起的萎缩性胃炎的差异表达基因的筛选，结果显示仅
存在 36 个差异表达基因，进一步分析发现，这些基
因与细胞的异常增生关系不大，这说明两组大鼠虽采
用不同的方法来灌胃，但由于灌胃至24 wk 时均有明
显的萎缩性胃炎的改变，虽然造成萎缩的因素和时间
长短不同，形成萎缩后的差异表达基因虽然存在 36
个，但与实验组及正常对照组比较，差异很小，此结果
表明，热盐水与盐水引起的萎缩性胃炎在发生机制上
可能存在相同性步骤.本研究结果表明，热水、盐水
与热盐水能使正常胃黏膜在一定时间内形成萎缩，在
此过程中引起许多基因出现表达水平的变化，这些不
同的差异表达基因及其对应蛋白是如何使正常胃黏膜
逐渐演变成萎缩性胃炎还不清楚，这些差异表达基因
在胃黏膜到胃癌的发生发展过程中究竟扮演何角色，
还有待于深入研究.
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Abstract
AIM:To study the difference of tumor size between endoscopic
estimation and postoperative patholoigical measurement in
early stage of gastric carcinoma.

METHODS:The size of lesion was estimated by biopsy forceps at
endoscopy and by postoperative pathological measurement
in 118 patients with early gastric cancer. The correlation be-
tween clinicopathological features and measuring errors were
analyzed.

RESULTS:Through two different ways of measurement,
there was coincidence in 26 of 118 cases (22.0 %), and
unconformity in 92 of 118 cases (77.9 %). The size esti-
mated by biopsy forceps at endoscopy was smaller than by
postoperative pathological measurement.In histological
study, the measuring error rate was higher in the lowly-
differentiated type than that in the highly-differentiated type.

CONCLUSION:There were significant measuring errors in
tumor size between endoscopic estimation and pathologi-
cal measurement in depressed and lowly-differentiated type.

The tumor size was smaller in endoscopic estimation than
that in the postoperative pathological measurement. This
measuring error may be associated with the biological fea-
ture of gastric cancer, except the experiences of
endoscopists.

Yang W, Wu YL, Chu Y, Sheng H, He JH, Xiong FB, Wang Y, Cheng SD.
Difference of tumor size between endoscopic estimation and postopera-
tive pathological measurement in early gastric carcinoma. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi 2003;11(1):51-53

摘要
目的:早期胃癌病灶范围的内镜下活检钳估测与术后病理测

量结果差异的研究.

方法:对118例早期胃癌患者的病灶范围进行胃镜下及术后病

理测量，对临床病理特征与测量误差的关系进行相关分析.

结果:早期胃癌病灶内镜下活检钳测量与手术后病理测量相

符的26例(22.0 %),有误差的92例(77.9 %),其中活检钳测

量小于手术后病理测量的72例(占 61.0 %).大体形态分型

中，凹陷型比隆起型、平坦型测量误差率高.组织类型中,

低分化型比分化型胃癌测量误差率高.

结论:凹陷型和低分化型早期胃癌，内镜下活检钳法测量

病灶范围与术后病理测量相比常有较大的误差，一般小于

病理测量，除内镜操作者的经验外，与癌灶的生物学特性

或许有一定关联.

杨文,吴云林,褚晔,盛红,何建华,熊锋宝,王煜,程时丹. 早期胃癌内镜下病灶范

围估测与手术病理的比较. 世界华人消化杂志  2003;11(1):51-53

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/51.htm

0   引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤，其发生率与死亡率均
居各种恶性肿瘤的首位[ 1-8 ] .胃癌的发生发展是多因素、
多阶段、多基因变异的病理过程[ 9-12 ].进展期胃癌患者
的5 a生存率仅为20-40 %，而早期胃癌患者的5 a生
存期可达90 % 以上，因此，国内外临床工作者均致
力于提高早期胃癌的检出率.目前，胃镜诊断是检出早
期胃癌的主要手段，正确的病灶范围估测对早期胃癌
的治疗方法的选择(内镜下切除还是外科手术治疗)至关
重要.胃镜下对病变范围的估计通常用活检钳测量法.本
文报道内镜直视下肉眼观察联用活检钳测量法估测早
期胃癌病变范围与外科手术切除后病理检测的范围作
比较研究，分析发生误差的原因.
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1   材料和方法

1.1 材料   1997-01/2002-02胃镜检查发现并经活检钳
测量法估测病灶范围,后经外科手术切除标本病理证实
为早期胃癌患者118例.男 79例,女 39例.年龄28-87岁
(平均56± 1.2)岁.
1.2 方法   胃镜检查中发现早期胃癌病灶后应用张开的
活检钳测量病灶直径，然后多块多方向钳取活组织行
病理学检查.病理报告证实胃癌后转外科手术切除.切除
标本处理按胃癌病理学检查规范，并测量病灶直径及
范围，所测范围与内镜测量结果作比较.内镜估测与切
除标本病理检测范围最大直径误差<1 cm为+，1-2 cm
为 ++，>2 cm 为 +++.

2   结果

2.1早期胃癌的大体分型与病理分类   本组 118例早期
胃癌患者形态学上隆起型为主的 21 例，其中Ⅰ型 3
例，Ⅱa型12例，Ⅱ a+Ⅱ c型 6例；属平坦型6例；
凹陷型为主的91例，其中Ⅱ c型 69例，Ⅱ c+Ⅲ型 7
例，Ⅲ型15 例.将 52 例高分化和中分化的乳头状癌、
管状腺癌、黏液癌等归为分化型胃癌，66例分化差的
硬癌、印戒细胞癌、黏液癌等归为低分化胃癌(表 1).

表1  118例早期胃癌形态与组织分型

组织类型  n  隆起型            平坦型            凹陷型

分化型胃癌 52      17 2           33

低分化型胃癌 66       4 4           58

表2  早期胃癌92例病灶直径判别误差情况比较

病理情况     n       误差+        误差++      误差+++

胃癌形态

Ⅰ 型     3            1

Ⅱ a型   12                    2                               2

Ⅱa+Ⅱc型            6                    2                               3

Ⅱb型                      6                    2                               2                           1

Ⅱ c型   69                  14             13             29

Ⅱ c+Ⅲ型     7            1               4               2

Ⅲ型   15            1               8               5

胃癌组织学

分化型   40          20             16               4

低分化型               52            3             16             33

胃癌部位

贲门部     3                    2 1

胃体部   12            5 5               2

胃角部   38            5             18                         15

胃窦部   39          11               8             20

胃癌浸润深度

黏膜层   70                  17             22                         31

黏膜下层               22                    6                             10                          6

2.2早期胃癌内镜估测与手术病理测量比较  118例患者

中,内镜测量与手术后病理测量相符的26例(22.0 %)，

与手术后病理测量有误差的92例(77.9 %).活检钳测量

直径小于手术后病理测量的72例(61.0 %),大于术后病

理测量的20例(16.9 %).误差范围为0.2-6.5 cm,平均误

差1.689±1.424 cm.其中误差<1 cm的 23例（25.0 %），
1-2 cm的 32例(34.7 %),>2 cm的 37例(40.2 %,表 2).

3   讨论

胃镜直视下活检钳法测量病灶大小是一种常用的估测

方法.本研究中与手术后病理测量比较相符合的26 例

(22.0 %),而与术后病理测量有误差的92例(77.9 %),其中

72例(61.0 %)活检钳法测量直径小于手术后病理测量.本

组118例中早期胃癌凹陷型病变为91例(77.1 %),溃疡

凹陷的Ⅱc，Ⅱc+Ⅲ以及Ⅲ型的病灶其测量误差高于

隆起Ⅰ型和平坦Ⅱb型早期胃癌，误差在1-2 cm的占

25例(27.2 %),<2 cm的病例占36例(39.1 %).

       曾报道早期胃癌隆起性病变大多为高分化型,而凹

陷型则以低分化型为多.溃疡型癌通常由未分化腺癌和

印戒细胞癌组成,而隆起型主要由乳头状和管状腺癌组成.

而对本组低分化型胃癌与分化型胃癌两组的测量误差进

行比较,低分化型的误差率高,且大都误差在2 cm以上.

      胃癌间质血管的病理改变是肿瘤发生、发展的重

要因素[13,21].Yao  et al [14]报道大多数分化型胃癌黏膜与

周围组织相比血管分布相同或较多，而大多数低分化

型胃癌黏膜与周围组织相比血管分布较少.由于血管分

布无规律性，这就使得低分化型胃癌细胞在生长时需

依靠其周围黏膜和黏膜下血供向深部及四周浸润生长.

癌细胞生长的这种无序性[15-19]及深部浸润性[20,22,23]，使

得凹陷型病变在内镜肉眼下观察及采用活检钳法对范

围进行估测时易于产生误差.

        本结果表明, 内镜直视下仅凭经验观察早期胃癌病

灶的边缘和范围，然后应用活检钳的方法测量病灶的

直径显然是不够的.应努力借助于高清晰度的放大内镜，

以及使用美兰或靛胭脂等色素剂[24],以勾勒出病灶清晰

的边缘，可观察到常规内镜检查不能发现的细颗粒、小

结节、小糜烂及轻度不平整等，并能在局部胃蠕动波

中了解到黏膜柔软性及变形性，从而较全面及正确地

估测早期胃癌的直径与范围.

        此外,应用超声内镜[25,26]或近红外线电子内镜[27]检查

亦有助于正确估测早期胃癌范围,并能了解浸润深度和

有无局部淋巴结转移.最近使用的内镜固有荧光光活检

技术[28-30]可根据组织的固有荧光光谱特征自动识别和诊

断,能立即提示被测组织是正常、良性病变还是早期胃

癌组织，检测结果阳性符合率高,有助于早期胃癌病变

范围的正确评估，对此值得进一步深入研究.
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Abstract
AIM:To investigate the effects of Jianpiwan and Baohewan
on gastrointestinal motility in rats.

METHODS:Using dextran blue 2000 as a gastrointestinal
internal marker its relative remaining rate in stomach and
its pushing ratio of the bowel, we observed the effects of
Jianpiwan and Baohewan on the emptying of stomach and
the driving of bowel in normal and splenic asthenic rats.

RESULTS:Baohewan and Jianpiwan had evidently promot-
ing effect on emptying of stomach in normal and splenic
asthenic rats 0.02.9±0.03.3 vs 0.05.9±0.03.5; 0.018±0.010
vs 0.059±0.035; 0.036±0.028 vs 0.089±0.042; 0.029±0.026
vs 0.089±0.042(P <0.05). Baohewan had better effect than
Jianpiwan on the driving of bowel in normal rats 58.8±11.3
vs 51.6±9.7 (P <0.05).For splenic asthenic rats whose ver-
miculation was reinforced,Baohewan still had promoting ef-
fect 63.5±6.1vs 54.1±12.3, (P <0.05) and Jianpiwan can
slow the vermiculation and help it recover to normal leves
43.0±7.1 vs 54.1±12.3 (P <0.05).

CONCLUSION:Baohewan and Jianpiwan have promoting
and adjusting effects on gastrointestinal motility in rats.

Liu X, Zhi M, Lei L, Gong J, Nie DL, Chen SS, Dong L.Effects of Chinese
herb complex Jianpiwan and Baohewan on gastrointestinal motility in rats.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(1):54-56

摘要
目的: 观察传统的消食导滞方剂保和丸和健脾丸对小鼠胃

肠运动功能的影响.

方法:以胃肠内标记物葡聚糖蓝－2 000在胃内色素残留量

及小肠推进比为指标,观察各实验组对正常脾虚模型小鼠胃

排空及肠推进的影响.

结果:保和丸、健脾丸对正常小鼠及脾虚模型小鼠的胃排

空均起到明显的促进作用0.029± 0.033 vs  0.059± 0.035;

0.018± 0.010 vs  0.059± 0.035; 0.036± 0.028 vs  0.089

± 0.042; 0.029± 0.026 vs  0.089± 0.042. (P <0.05); 对正

常小鼠的肠推进运动的促进作用,保和丸则更优于健脾丸

58.8± 11.3 vs 51.6± 9.7,(P <0.05).对肠蠕动功能增强的

“脾虚”模型小鼠的肠推进运动，保和丸仍有促进作用63.

5± 6.1 vs  54.1± 12.3,(P <0.05),而健脾丸则可调节使其

减慢而恢复正常43.0± 7.1 vs  54.1± 12.3,(P <0.05).

结论:保和丸及健脾丸对胃肠运动功能可起到促进及调节

作用.

刘欣,郅敏,雷莉,龚均,聂丹丽,陈松盛,董蕾.复方中药健脾丸和保和丸对小鼠胃

肠运动的影响.世界华人消化杂志  2003;11(1):54-56

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/54.htm

0   引言

保和丸和健脾丸均缘于古代经典名方，是临床上常用
的消食导滞方剂，对饮食停滞、腹胀、痞满等症均有一
定的治疗作用.我们通过在体小鼠实验，分别观察了保
和丸和健脾丸对胃肠运动的影响，以便指导临床合理
用药.

1   材料和方法

1.1材料   保和丸、健脾丸均选择由传统方剂制成的成
药（西安碑林中药厂提供），用蒸馏水溶解，根据动物
实验药物计量公式计算，配成浓度为120 g/L 的混悬
液，药量相当于成人药量的6.94倍.胃肠内标记物葡聚
糖蓝-2 000（购自于Pharmacia 公司）,用去离子水配
成20 g/L 的溶液.ICR 品系小鼠，清洁级，全雄，体
质量 20 ± 2 g，由西安交通大学动物实验中心提供，
陕医动证字:08－ 004号.
1.2 方法   给予小鼠皮下注射利血平0.2 mg/kg,1次 d-1,
连续 9 d.小鼠肌注利血平后体质量逐渐减轻、活动减
少、食量减少、皮毛松散、粪便由颗粒状成为软便,说
明脾虚造模成功[1].取正常小鼠 60 只随机分为保和丸



组、健脾丸组及正常对照组，每组20 只.脾虚模型小
鼠 30 只亦随机分为保和丸组、健脾丸组及正常对照
组，每组10只.实验前禁食不禁水12 h.中药组分别灌
服保和丸、健脾丸溶液，每只 20 ml/kg（灌服量均
按成人体表面积折算）.空白对照组灌服同体积的蒸馏
水.灌服后30 min再灌20 g/L葡聚糖蓝－2 000  0.2 mL，
20 min后脱颈处死，剖腹取全胃肠.自幽门括约肌处取
胃,沿胃大弯侧剪开，将胃内色素残留物充分洗于4 mL
去离子水中，3 500 r/min离心15 min，取上清滤液，用
721－A型分光光度计在620 nm处测吸光度为胃内色
素残留量，求出与对照组均值的百分比即为各样本的
胃内色素相对残留量.同时量取幽门括约肌至色素最前
段及至盲肠的距离，以二者之比为小肠推进比.

2   结果

正常小鼠保和丸组及健脾丸组的胃内色素残留量均
较对照组显著减少(P <0.05),但两组之间无显著性差
异(P >0.05).两组的小肠推进比均较对照组显著升高
(P <0.05）,而保和丸组则更优于健脾丸组(P <0.05,表 1).
脾虚模型小鼠胃内色素残留量较正常小鼠显著增多
(P <0 .05 )，而小肠推进比较正常小鼠则显著增高
（P <0.05）. 脾虚模型小鼠保和丸组及健脾丸组的胃内
色素残留量较对照组显著减少（P <0.05），小肠推进
比保和丸组较对照组显著升高（P <0.05），而健脾丸
组则降低（P <0.05,表 2）

表1 正常小鼠各组胃内色素残留量及小肠推进比(            ,n=20)

分组 胃内色素残留量(%) 小肠推进比

对照组 0.059±0.035 44.0± 9.4

保和丸 0.029±0.033a 58.8± 11.3ac

健脾丸 0.01.8± 0.010a 51.6± 9.7a

aP <0.05, vs 对照组； cP <0.05 vs 健脾丸组

表2  脾虚模型小鼠各组胃内色素残留量及小肠推进比(          ,n=10)

分组 胃内色素残留量(%) 小肠推进比

对照组 0.089±0.042 541± 123

保和丸 0.036±0.028a 635± 61a

健脾丸 0.029±0.026a 430± 71a

aP <0.05, vs 对照组

3   讨论

由于胃排空及肠蠕动的异常所导致的胃肠功能紊乱性
疾病临床上较为常见[2-19] ,目前治疗这些疾病的主要措
施是调节胃肠动力[9,14-26,20-29] .中医学中虽无胃肠动力的
概念，但实际上已有不少方剂被广泛而有效地用于治
疗胃肠动力障碍的各种症状[1,21-25,30-36,38] .目前临床应用
较多的为具有理气、消食、化湿及泻下作用的中药，

方剂常选择保和丸、健脾丸等.保和丸缘自《丹溪心
法》,方剂组成为山楂、神曲、半夏、茯苓、陈皮、连翘、
莱菔子，为治疗食积的通用方，以脘痞腹胀、恶食嗳腐
为主证，起到消食化滞、理气和胃之功效.健脾丸缘自
《证治准绳》，方剂组成为白术、木香、黄连、甘草、白
茯苓、人参、神曲、陈皮、砂仁、麦芽、山楂、山药、
煨肉蔻，主治脾虚胃弱、食积化热之证，起到健脾和
胃、消食止泻之功效.为了从现代医学理论角度进一步
研究传统中药方剂的作用机制，我们选择了最常用的
消食导滞方剂中的保和丸、健脾丸观察其对胃肠运动
功能的作用.结果表明：保和丸、健脾丸对正常小鼠的
胃排空及肠推进运动均起到了明显的促进作用，对胃
排空的促进作用二者之间无显著性差异，而对肠推进
运动的促进作用保和丸则更优于健脾丸.

       脾虚证为临床常见病证,表现为胃脘胀痛、纳

差、倦怠、消瘦等，主要是由于脾虚运动功能失司

所造成的[37,40,41] .研究表明脾虚患者和动物由于多种胃肠

激素紊乱而存在明显的胃肠功能障碍[5-7,36,38-40].因此，

调节胃肠功能是治疗脾虚所致的各种疾病尤其是消化

系统疾病的重要手段.脾虚证时因其发展的早、晚期胃

肠激素的不同改变，而出现不同的胃肠功能异常.早期

胃运动功能减弱而肠运动功能增强，晚期胃运动及肠

蠕动功能均减弱[36] .因此,脾虚患者不单是存在肠运动功

能降低的病理改变,还有相当部分患者表现为肠运动功

能亢进,从而出现腹泻、肠鸣等症状表现.我们所设计

的实验中用利血平所致脾虚证小鼠模型,其胃排空较正

常小鼠明显减慢,小肠推进比较正常小鼠增快,属脾虚早

期模型.保和丸对其胃排空及肠推进运动均有明显的促

进作用.健脾丸对其胃排空起到一定的促进作用 ，而

对肠推进功能反而抑制使其减慢，从而起到调节作用

使其恢复正常.从以上实验可以看出，保和丸及健脾丸

对胃肠的运动功能均可起到促进作用，但因保和丸中

以消导食积滞的药物为主，故对肠道仅有促进作用，且

优于健脾丸.健脾丸中由于健脾益气的中药成分占主导

作用，辅以消食导滞的药物，故对脾虚造成的肠功能

紊乱可起到双向调节作用.
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Abstract
AIM:To detect the serum level of IL-15, IL-18 and soluble
tumor necrosis factor receptor-1 (sTNF-1R) in patients with
acute pancreatitis (AP), as well as the correlation among
the three factors in AP.

METHODS:According to the clinical diagnosis and criteria
for acute pancreatitis, 26 patients with AP were divided into
severe acute pancreatitis (SAP) group (n =7) and mild acute
pancreatitis (MAP) group (n =19). Ten normal individuals
were used as the control group (n =10). The serum level of
IL-15, IL-18 and sTNF-1R were detected by ELISA.

RESULTS:IL-15,IL-18 and STNF-1R in the SAP group was
higher than that in the MAP group (IL-15, 42±19 vs 6±2 ng/l,
P  <0.01; IL-18,78±15 vs 28±13 ng/l,P <0.01;sTNF-1R,
6 327±3 655 vs 832±329 ng/l, P <0.01). sTNF-1R in the
SAP and MAP group was higher than that in the control
group (SAP vs the control group: 6 327±3 655 vs 545±123 ng/l,
P <0.01; MAP vs the control group: 832±329 vs 545±123 ng/l,
P <0.01).The results of IL-15 and IL-18 were similar to
those of sTNF-1R, those in the MAP group were lower than
that in the control group (MAP vs the control group, IL-18:
28±13 vs 66±10 ng/l,P <0.01; IL-15: 6±2 vs 53±13 ng/l,

P <0.01). There was no significant difference between the
SAP group and the control group (P > 0.05). In the MAP
group, there was significant positive correlation between
sTNF-1R and IL-18 (r =0.98, P <0.01), sTNF-1R and IL-15
(r =0.823, P <0.01), IL-18 and IL-15 (r =0.95, P <0.01),
respectively. In the SAP group, there was significant positive
correlation between IL-15 and IL-18 (r =0.906, P <0.01),
sTNF-1R and IL-15 (r =0.93, P <0.01), sTNF-1R and IL-18
(r =0.953, P <0.01), respectively.

CONCLUSION:IL-15, IL-18 and sTNF-1R play important
roles in the development of acute pancreatitis, and they
may be valuable indexes to predict the severity of AP.

He L,Chen SF,Cao XH,Zhang LD,Pan LL,Zhou Z. Changes of serum level
of IL-15, IL-18 and sTNF-1R in patients with acute pancreatitis.Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi 2003;11(1):57-60

摘要
目的:本实验通过测定急性胰腺炎(AP)患者血清白介素-15

（IL-15）、白介素 -18（IL-18）及可溶性肿瘤坏死

因子受体-1（sTNF-1R）的水平，探讨他们与AP的关系.

分析他们之间的相关性.研究对重症急性胰腺炎（SAP）的

发生可能有预测作用的指标.探讨炎性递质在急性胰腺炎发

病机制中的作用.

方法:选择AP患者26例，按照急性胰腺炎的临床诊断及

分级标准分组，其中SAP患者7例，轻型急性胰腺炎（MAP）

患者19例，正常对照组10例.用ELISA 法检测血清IL-15、

IL-18及 STNF-1R浓度.

结果:血清中 IL-15、IL-18 及 sTNF-1R浓度在MAP和

SAP两组患者之间存在显著差异，SAP组明显高于MAP

组，SAP 同MAP组比较 :IL-18:78± 15 vs  28± 13ng/l,

(P <0.01) ;IL-15:42± 19 vs  6±2 ng/l, (P <0.01);sTNF-1R:

6 327±3 655 vs 832±329 ng/l, (P <0.01) ;sTNF-1R在

SAP和MAP组显著高于正常对照组, SAP 同对照组比较

6327± 3 655 vs 545± 123 ng/l,(P <0.01);MAP同对照组

比较 832±329 vs 545±123 ng/l, (P <0.01);IL-15同IL-18有

相似的结果，即MAP组显著低于正常对照组, MAP同对

照组比较 :IL-18 ：28±13 vs 66±10 ng/l, (P <0.01) ; IL-

15: 6± 2 vs 53± 13 ng/l, (P <0.01) ;SAP组同正常对照组

之间无显著性差异(P ＞ 0.05).轻型急性胰腺炎患者血清

sTNF-1R 同IL-18呈显著正相关(r =0.98, P <0.01); sTNF-

1R 同IL-15呈显著正相关，(r =0.823, P <0.01); IL-18同IL-15

呈显著正相关，(r  =0.95, P <0.01).重型急性胰腺炎患者血清IL-

18同IL-15呈显著正相关，(r =0.906, P <0.01); sTNF-1R 同



IL-15呈显著正相关，( r =0.93, ,P <0.01); sTNF-1R 同 IL-

18呈显著正相关，(r =0.953, P <0.01).

结论:血清 IL-15、IL-18及 sTNF-1R参与了急性胰腺炎

的炎症反应过程,可能是预测急性胰腺炎的严重程度的指标.

贺丽,陈少夫,曹晓辉,张力达,潘丽丽,周卓.急性胰腺炎患者血清IL-15  IL-18

和 sTNF-1R的变化意义.世界华人消化杂志  2003;11(1):57-60

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/57.htm

0   引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis ,AP)是常见的消化系急

症，多数属自限性.约 15-30 % 成为重症急性胰腺炎

（severe acute pancreatitis, SAP）..SAP死亡率极高[1].目

前的治疗方案不能从根本上降低SAP的死亡率及并发

症的发生[2,3].至今，其发病机制仍未完全阐明[4,5].比较

公认的四大机制是胰腺胰酶自身消化[6],胰腺血循环障

碍[7-10]，白细胞过度激活[11-13]和肠道细菌移居胰腺组织

学说[14-19],炎性因子的产生及其级联瀑布效应(cascade

teaction),使得胰腺局限性炎症反应发展为威胁生命的

SAP[20-22]越来越受到关注.我们检测AP患者血清IL-15,

IL-18和可溶性肿瘤坏死因子受体-1(sTNF-1R)水平间

的相关性,探讨炎性递质在AP发病机制中的作用，用

于指导治疗.

1   材料和方法

1.1材料   选择 2001-03/2002-01中国医大二院及沈医
二院消化病房住院治疗的AP患者26例.包括男性11例，
年龄44± 19(范围 24-70)岁;女性 15例，年龄54± 16
(范围 20-74)岁，所有患者均于症状出现后24 h 内入
院.体检健康者10名作对照，所有受试者无胃肠、肝胆
胰疾病、糖尿病、肿瘤及自身免疫性疾病病史.把AP患
者分为轻型急性胰腺炎组(mild acute pancreatitis,MAP)和
重症急性胰腺炎(SAP)组.血钙浓度≤ 1.87mmol /L ,
APACHE-Ⅱ评分≥8分和Balthazar CT评分≥Ⅱ级者
为SAP组,低于以上标准者为MAP组[23,24].IL-15、IL-18
和sTNF-1R试剂盒均由上海森雄公司提供.酶标仪型号
为奥地利Tecan Sunrise.
1.2 方法  清晨空腹取静脉血3 mL,提取血清,平均分装
于3个试管,均冻于-70 ℃冰箱保存,待测血清IL-15,IL-18,
sTNF-1R浓度.采用双抗体夹心ABC-ELISA 法,在492 nm
处测定吸光度(A值).所有A值都应减除空白值后再行计
算.绘出标准曲线.根据样品A值求出标本中各细胞因子
浓度.
     统计学处理  所有测定值均用平均数±标准差
（ sx ± ）表示，应用 Student t 检验对两个样本均数
做显著性检验，用直线回归方程做两因素间相关性分
析.统计运用SPSS统计软件完成.

2   结果

血清中IL-15，IL-18和 sTNF-1R浓度在MAP和 SAP
两组患者之间存在显著差异,SAP 组明显高于MAP组
(P <0.01);sTNF-1R在MAP和SAP两组显著高于正常对
照组（P <0.01）；IL-15 同 IL-18 在 MAP 组显著低
于SAP组和正常对照组(P <0.01);IL-15在SAP略低于正
常对照组,而IL-18在SAP组略高于正常对照组,但两组
之间无显著差异(P＞0.05,表1,图1-3).轻型急性胰腺炎
患者血清sTNF-1R 同 IL-18呈显著正相关(Y=-4.428±
0.0392x, r =0.98, n =19,P <0.01,图4）;  sTNF-1R 同 IL-15呈
显著正相关 (Y=1.472±0.006x, r =0.823, n =19,P <0.01,图5);
IL-18同IL-15呈显著正相关(Y=1.795±0.145x,r  =0.95, n =19,
P <0.01,图 6). 重型急性胰腺炎患者血清 IL-18同 IL-15
呈显著正相关(Y = -45.809±1.123x, r =0.906, n =7,P <0.01,
图9 ); sTNF-1R 同IL-15呈显著正相关(Y =11.119±0.004x,
r =0.93,n =7,P <0.01,图 7); sTNF-1R 同 IL-18呈显著正
相关(Y =52.825±0.004x, r  =0.953,n =7,P <0.01,图 8).

表1  AP患者血清 IL-15,IL-18和 sTNF-1R ( sx ± , ng/L)

分组  n IL-18                    IL-15                    sTNF-1R

对照组 10 66±10              53±13                    545±123

MAP组 19 28± 13b                        6 ± 2b                    832± 329b

SAP组   7 78± 15              42±19                  6327±3655b

bP <0.01, vs 对照组.

1组:正常对照组;2组:MAP组;3组:SAP组
图1  血清 IL-18的浓度(ng/L).

1组:正常对照组;2组:MAP组;3组:SAP组
图2  血清 IL-15的浓度(ng/L).
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1组:正常对照组;2组:MAP组;3组:SAP组
图3  血清sTNF-1R的浓度(ng/L).

Y=-4.428+0.0392;r =0.98;n =19;P <0.01
图 4  血清 sTNF-1R和 IL-18的相关性.

Y=1.472+0.006X;r =0.823; n =19;  P <0.01
图 5  MAP组血清sTNF-1R和 IL-15的相关性.

Y=1.795+0.145X; r =0.95; n =19; P <0.01
图 6  MAP组血清 IL-18和 IL-15的相关性.

Y=11.119+0.004X; r =0.93; n =7;  P <0.01
图 7  SAP组血清sTNF-1R和 IL-15的相关性.

Y=52.825+0.004X; r =0.953; n =7;  P <0.01
图 8  SAP组血清sTNF-1R和 IL-18的相关性.

Y=-45.809+1.123X; r =0.906; n =7;  P <0.01
图 9  SAP组血清sTNF-1R和 IL-18的相关性.

3   讨论

AP患者血清中前炎性递质如IL-1,IL-6,IL-8和TNFα
升高,提示免疫学机制参与了AP的发病机制[25].AP时，
胰腺组织和血浆中检测到TNFa表达，并与胰腺损伤及
炎症程度密切相关，在AP早期显著升高.正常对照组
sTNF-1R相对低水平表达，在人体发生炎症反应时随
之升高,MAP组与正常对照组比较有显著差异(P <0.01),
随着炎症反应进一步加重，SAP组升高更为显著，与前
两组比较均存在显著性差异(P <0.01).说明随炎症反应
的进一步加重，机体的防御体系也在进一步加强，与
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疾病的严重程度相关.sTNF-1R升高提示炎症反应加重.
但亦有相反的报道，如患者sTNF-1R早期即下降,表明
受体消耗过多,导致抗炎能力下降,使得AP进一步恶化,
故如sTNF-1R骤减,提示预后不良.近年来细胞因子参与
AP发病过程日益受到广泛关注，IL-15在AP中的作用
尚不清楚.在本实验中,MAP组患者血清 IL-15浓度同正
常对照组比较显著降低(P <0.01)，说明在疾病早期由于
存在炎性因子的过度释放，IL-15 呈低浓度表达，发
挥其早期保护作用，抑制过多促炎性因子产生，而不
抑制抗炎因子的作用，故可防止炎症反应进一步加剧.
实验结果同时显示，SAP 组患者血清 IL-15 浓度明显
高于MAP组.说明随炎症反应进一步加重，IL-15血清
浓度随之增加，呈高浓度表达,增加了促炎因子的产
生，加重了高细胞因子血症的恶性循环.SAP 组同MAP
组血清 IL-15 浓度均低于正常对照组，SAP 组同正常
对照组之间无显著性差异.说明血清IL-15在急性胰腺炎
早期主要发挥其保护作用；另一可能原因是血清 IL-15
在入院后24 h 内未达到高峰浓度，随着疾病发展，处
于动态上升过程.因此，如急性胰腺炎早期血清IL-15浓
度显著下降，提示预后良好.如急性胰腺炎早期血清IL-
15浓度下降不明显，或轻度升高，提示预后不良，有恶
化倾向.IL-18 在重症急性胰腺炎患者中显著升高，在
并发胰腺坏死和远处脏器衰竭中IL-18升高与并发症的
发生平行.AP 患者血清中一般检测不出IL-1，可能的原
因是IL-1半衰期短，临床不易测出；另一方面可能的原
因是 IL-1在检测水平之下发挥其生物学作用.故 IL-18
的检测就显得尤为重要.IL-18在疾病发生后1 wk仍明显
升高,故便于跟踪监测.本实验中，SAP组患者血清IL-18
浓度显著高于MAP组 (P <0.01)，说明 IL-18与疾病严
重程度相关.同Rau et al [26]结果一致.MAP组血清 IL-18
浓度显著低于正常对照组 (P <0.01)，而 SAP组仅略高
于正常对照组，二者之间无显著性差异.正常人血清中
促炎细胞因子和抗炎细胞因子处于动态平衡，在炎症发
生早期，促炎细胞因子大量产生同时，也产生抗炎细胞
因子，这些抗炎细胞因子具有重要调节功能，能限制炎
症反应.考虑AP 早期血清 IL-18浓度处于受抑制状态，
呈低水平表达，随着炎症反应的加重，促炎细胞因子超
过抗炎细胞因子的作用，加速炎症反应的过程，血清IL-
18浓度随之升高.
       已有研究表明血清sTNF-1R 与IL-18浓度在SAP时
显著升高，我们观察到sTNF-1R 与 IL-18呈显著正相
关，二者可很好预测急性胰腺炎的严重程度.IL-15 同
IL-18 均由单核巨噬细胞系统产生，与 IFN-r 产生相
关，具有相似的生物学作用，实验结果表明，随着
病情加重，二者同时升高，且变化趋势相似，二者
呈显著正相关，对AP有很好的预测作用.sTNF-1R 为
TNFa 的特异性受体，IL-15 能诱导 TNFa 的产生，
sTNF-1R 的产生与 IL-15 水平密切相关，实验结果表

明,二者呈显著正相关，可预测急性胰腺炎的严重程度.
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Abstract
AIM:To investigate changes of basic fibroblast growth factor
(bFGF) in the healing of human gastric ulcer.

METHODS:The expression of basic fibroblast growth factor
(bFGF) in human gastric mucosa: normal (20 cases), active
stage of gastric ulcer (24 cases), healing stage of gastric
ulcer (26 cases) and scarring stage of gastric ulcer (20 cases)
was detected by immunohistochemical methods and com-
puterized image analysis.

RESULTS:The expression intensity of bFGF was different
among normal gastric mucosa and mucosa at different stages
of gastric ulcer. The expression in normal gastric mucosa
was weakly positive, at the active stage of gastric ulcer was
positive, at the healing stage and scarring stage was strongly
positive. The positive signal of bFGF was localized in granu-
lation tissues, extracellular matrix (ECM), fibroblasts and
endothelial cells. There were significant differences in aver-
age integral optic density and area density among different stages
of gastric ulcer and normal gastric mucosa (0.247±0.042,
0.321±0.096, 0.296±0.048 vs  0.125±0.062, P<0.05;
0.131±0.024, 0.165±0.031, 0.162±0.028 vs 0.081±0.008,
P <0.05) They were significantly higher at the healing stage
and scarring stage than that at the active stage in average
integral optic density and area density ( 0.321±0.096,
0.296±0.048 vs  0.247±0.042, P <0.05; 0.165±0.031,
0.162±0.028 vs 0.131±0.024, P<0.05).

CONCLUSION:The changes of bFGF were closely related
to the healing of human gastric ulcer, and rational use of
bFGF can promote the healing of gastric ulcer.

He JH,Luo HS.Expression of basic fibroblast growth factor (bFGF) in healing
human gastric ulcer.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(1): 61-64

摘要
目的:探讨人胃溃疡愈合过程中碱性成纤维细胞生长因子

（basic fibroblast growth factor, bFGF）的变化及其作用.

方法:采用免疫组织化学法,对正常胃黏膜(20例)、胃溃疡

活动期(24例)、愈合期(26例)和瘢痕期(20例)组织的bFGF

的表达进行定位观察和图像半定量分析.

结果:bFGF 在正常胃黏膜呈弱阳性表达，在胃溃疡急性

期呈阳性表达，在愈合期和瘢痕期呈强阳性表达.阳性信号

主要位于腺上皮、细胞外基质、成纤维细胞和内皮细胞中.

bFGF 平均光密度值和面密度值在胃溃疡活动期、愈合

期、瘢痕期与正常胃黏膜相比均有显著性差异（0.247±
0.042&0.321±0.096&0.296±0.048 vs  0.125±0.062, P <0.05;
0.131±0.024&0.165±0.031& 0.162±0.028 vs  0.081±0.008,
P <0.05），在愈合期及瘢痕期组织与活动期溃疡相比也

有显著性差异(0.321±0.096&0.296±0.048 vs  0.247±0.042,
P <0.05;0.165±0.031&0.162±0.028 vs 0.131±0.024, P <0.05).

结论:在人胃溃疡愈合过程中,存在着内源性bFGF由弱到强

的演变，说明bFGF与胃溃疡愈合密切相关.临床上合理应

用bFGF有助于消化性溃疡愈合.

贺建华,罗和生.  碱性成纤维细胞生长因子在胃溃疡愈合中的表达及意义.  世

界华人消化杂志 2003;11(1):61-64

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/61.htm

0   引言

消化性溃疡愈合是一个十分复杂的过程,包括上皮、黏
膜肌层和结缔组织的重建.其中会涉及到一系列细胞和
分子机制的参与.许多生长因子参与了其愈合过程[1,2].碱
性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor,
bFGF)即为其中一种.有研究认为外源性bFGF可促进实
验性胃、十二指肠溃疡愈合[3-5]，但有关人胃溃疡愈
合过程中内源性bFGF的变化研究较少.我们采用免疫
组织化学方法，对bFGF 在正常胃黏膜、胃溃疡活动
期、愈合期和瘢痕期的表达情况进行了研究，探讨
bFGF在胃溃疡愈合中的变化及作用.

1   材料和方法

1.1 材料  全部胃溃疡标本均来源于胃镜取材.胃溃疡分
期采用日本学者畸田隆夫倡导的分期法，将溃疡分为
活动期(active stage)、愈合期(healing stage)和瘢痕期
(scarring stage).其中活动期(GA组)24例,愈合期(GH组)



26例,瘢痕期(GS期)20例,标本均取自溃疡边缘,每例取
两块,一块用于免疫组化,一块用于HE染色.另取20例完
整胃窦黏膜组织作对照.标本经 10 % 中性甲醛固定，
脱水,石蜡包埋,切片后备用.
1.2方法  (1)组织学观察采用HE染色,光镜下观察溃疡
各期组织结构.(2)组织碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)
表达采用免疫组织化学SABC法.bFGF免疫组织化学染
色试剂盒购于武汉博士德生物工程有限公司,操作按试
剂盒说明书进行.将石蜡切片脱蜡并进行抗原热修复后
系列染色,其中一抗用抗体稀释液按1∶100 稀释.光镜
观察，结果以胞质或 / 和胞膜着棕色者为阳性.另用
PBS代替一抗为阴性对照.在 400倍光镜下观察，每个
视野观察100个细胞，按染色强度或细胞阳性数确定表
达强度.不染色,表达强度即为阴性.染色较弱,每个视野
阳性细胞数少于10个为弱阳性;中度染色,每个视野阳
性细胞数10-30个为阳性；强染色,每个视野阳性细胞
数>30个为强阳性.(3)图像半定量分析 应用HPIAS-1000
型全自动医学图像彩色分析系统，分别测定正常胃黏
膜、胃溃疡活动期、愈合期和瘢痕期中胃组织bFGF的
平均积分光密度值和面密度值.每张切片随机选取5个
视野,然后取其均值.
         统计学处理  数据以 sx ± 表示,组间比较采用t 检验.

2   结果

2.1组织学观察   溃疡活动期:主要表现为黏膜变性、坏
死，大量中性粒细胞为主的炎性细胞浸润和少量新生
肉芽组织；愈合期:各种炎性细胞减少,可见再生的腺
体组织、毛细血管、纤维结缔组织；瘢痕期:肉芽组
织逐渐纤维化和胶原形成,腺体重构.
2.2 bFGF 在正常胃黏膜、溃疡活动期、愈合期和瘢

痕期组织的定位及表达  在正常胃窦黏膜，bFGF有弱
阳性表达,主要位于腺体组织(图 1),在溃疡活动期bFGF
呈阳性表达,主要位于腺上皮,细胞外基质及炎性细胞中
(图2);在溃疡愈合期和瘢痕期均有强阳性表达,主要位于
再生腺体组织,成纤维细胞和内皮细胞中(图 3,4).
2.3胃组织bFGF图像半定量分析结果见表1   bFGF平
均积分光密度值在胃溃疡各期与正常胃黏膜组相比均
有显著差异(P <0.05).在胃溃疡愈合期和瘢痕期与活动
期相比均有显著差异(P <0.05).bFGF平均面密度值在胃
溃疡各期与正常胃黏膜组均有显著差异(P <0.05),在愈
合期和瘢痕期与活动期相比均有显著性差异(P <0.05).

表1  正常胃黏膜和胃溃疡各期bFGF平均积分光密度值和面密度值比

较( sx ± )

×é±ð  n   积分光密度          面密度

正常胃黏膜(GN) 20 0.125± 0.062    0.081± 0.008

溃疡急性期(GA) 24 0.247± 0.042a    0.131± 0.024a

溃疡愈合期(GH) 26 0.321±0.096ab    0.165± 0.031ab

溃疡瘢痕期(GS) 20 0.296±0.048ab    0.162± 0.028ab

aP <0.05, vs GN组; bP<0.05,vs GA组.

图1  正常胃黏膜:bFGF表达呈弱阳性(ABC×200)

图 2  胃溃疡活动期:bFGF呈阳性,主要位于腺体,一些炎性细胞
(ABC×100)

图 3  胃溃疡愈合期:bFGF呈强阳性表达,主要位于腺体,成纤维细胞
细胞外基质,毛细血管内皮（ABC×100）

图4  胃溃疡瘢痕期:bFGF呈强阳性表达,主要位于腺体,成纤维结缔
组织血管内皮(ABC×200)
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3   讨论

损伤修复是多种细胞,生长因子和细胞外基质相互作用的
复杂过程,生长因子在损伤修复过程中起着重要作用[6,7] .碱
性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor，
bFGF)是一种对创伤修复有重要调控作用的细胞因子[8-12],
其参与了调控组织修复的全过程,包括调控炎性反应、
诱导毛细胞血管胚芽形成，促进上皮及肉芽组织生长.
早期生长反应素-1(Erg-1)对组织修复有重要作用,而
Erg-1的许多作用均依赖于bFGF在组织中的释放和旁
分泌.成纤维细胞生长因子主要通过三条途径发挥其促
分裂效应:(1)通过受体介导.流式细胞仪检测发现,成纤维
细胞生长因子促进细胞增生的作用发生在与受体结合
后,可能会促使细胞周期中的G0期与G1期细胞减少,S期
加速；(2)通过限制性的酶解作用,在酶的作用下使与肝
素结合的无活性的FGF变成可溶性的、有活性的FGF;
(3)通过FGF结构修饰而发挥作用.此外,成纤维细胞生长
因子还具有非促分裂激素样活性,可以趋化炎性细胞与
组织修复细胞向创面聚集,发挥抗感染作用和产生生长
因子释放的级联效应.
       由于胃溃疡是穿透黏膜肌层或其以下的坏死病灶，
因而他的愈合过程也十分复杂，包括坏死物的清除、基
底部长出肉芽组织，进而形成纤维组织和瘢痕组织及
血管的生成，上皮重构等过程.溃疡愈合在形态、发
生、衍化和分期上与皮肤伤口愈合特别相似，所以同
样也会涉及到一系列细胞和分子机制参与[13-24].有研究
认为外源性bFGF 可加速实验性胃、十二指肠溃疡愈
合.Szabo et al利用bFGF可促进慢性伤口血管形成并加
速其愈合的特性，把具有酸稳定特性的bFGF(bFGF-
CS23)用于治疗鼠十二指肠球部溃疡，结果显示bFGF
虽不影响胃酸和胃蛋白酶的分泌,却比西米替丁更有效
地促进溃疡面血管形成，加速溃疡愈合.王军志et al [3]

利用 rh-bFGF 治疗实验性大、小鼠胃溃疡，发现溃
疡边缘再生上皮宽度，肉芽组织内毛细血管密度及瘢
痕组织内胶原含量提高，并促进再生腺体成熟与溃疡
边缘组织RNA合成.Ernst et al [4]应用 bFGF局部注射治
疗小鼠胃溃疡，可加速溃疡愈合.而应用抗bFGF抗体则
会使溃疡愈合延迟.许志华et al [5]应用 rh-bFGF局部注
射治疗162例胃、十二指溃疡患者，证实其确实能明
显加快溃疡愈合.
        Satoh et al [ 25]曾研究发现在小鼠胃溃疡愈合过程中
内源性bFGF起很重要的作用.但有关人胃溃疡愈合过
程中内源性bFGF变化研究较少.我们采用免疫组织化
学方法检测bFGF在人胃溃疡中的表达情况.结果显示:
正常胃黏膜中bFGF呈弱阳性表达,活动期胃溃疡呈阳
性表达;在愈合期和瘢痕期均呈强阳性表达.阳性信号主
要位于腺体组织、成纤维细胞、细胞外基质、内皮细胞
中.bFGF 平均积分光密度和面密度值，在胃溃疡各期
与正常胃黏膜相比均有显著性差异(P <0.05),在胃溃疡

愈合期和瘢痕期与胃溃疡活动期相比有显著性差异
（P <0.05）.从实验结果观察,bFGF 存在于正常胃黏
膜，在胃溃疡愈合过程中有从弱至强的演变过程,推测
可能与溃疡愈合有关.胃黏膜损伤或(和)溃疡可激活编码
bFGF及其受体的基因,导致bFGF增加.bFGF增多,可刺
激上皮移行、增生，刺激成纤维细胞增生和细胞外基
质形成,促进结缔组织形成和新生血管生成[26,27].瘢痕期
bFGF表达较愈合期有所减少,但仍呈高表达状态,二者
无显著差别（P >0.05），可能与瘢痕期组织结构仍
需改造，还需要bFGF的作用.因为高质量的溃疡愈合
应有良好的绒毛结构、完整的腺体和丰富的Goblet 细
胞，即使溃疡面有肉眼观愈合和上皮形成，但如果
缺乏腺体结构或绒毛，标志组织学恢复不良[28,29].故推
测bFGF在影响溃疡愈合质量方面起重要的调控作用.
一些溃疡愈合不良或难治性溃疡可能存在一些生长因
子减少或缺乏[30].国外学者曾研究认为胃溃疡组织中
bFGF表达高于正常胃黏膜[31].我们的研究更详细地阐明
了溃疡愈合过程中内源性 bFGF 的变化规律，说明
bFGF参与了胃溃疡的修复.为bFGF用于临床治疗消化
性溃疡提供了一定的理论依据，将为消化性溃疡的治
疗开辟一条新途径.
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摘要
基因和表遗传性改变是恶性肿瘤发生的主要机制. 表遗传

性修饰-DNA甲基化在胃肠道恶性肿瘤的发生、发展中起

重要作用. 细胞周期、DNA修复、血管生成和凋亡等都涉

及到相关基因的CpG岛甲基化. CpG岛甲基化导致基因失

活的分子机制包括DNA甲基转移酶(DNMTs)、CpG甲基

化结合蛋白(MBDs)以及组蛋白去乙酰化酶(HDACs)等相

关蛋白.MBD可直接抑制转录，并与HDAC形成复合体.

DNMT催化甲基化生成，并与HDAC协同作用导致基因

转录失活.与衰老相关的甲基化可影响众多基因CpG岛，

是老年人恶性肿瘤发生的主要危险因素；甲基化的另一种

方式CpG岛甲基化表型(CIMP)具有肿瘤独特性，P16、

hMLH1、E-cadherin等重要肿瘤抑制基因失活与此有关.

DNA甲基化的相关深入研究将对揭示包括消化道等恶性

肿瘤的发生机制以及未来临床诊断和治疗展示了广阔前景.

周永宁,徐采朴,房殿春.CpG岛甲基化与胃肠道肿瘤.世界华人消化杂志  2003;

11(1):65-71
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0   引言

恶性肿瘤的生物学特征表现为浸润性生长和转移,其发
生机制在于细胞内部基因结构和功能发生了异常改变.
现代肿瘤理论认为恶性肿瘤是由遗传基因缺陷以及基
因表遗传性(epigenetic)改变而引起. 基因缺陷如突变、
缺失会导致编码区结构和功能破坏. 表遗传性改变尽管
不存在DNA序列改变，但通过DNA自身化学修饰方
式从转录水平可影响基因的表达，调控DNA功能. 表遗
传性修饰主要包含两个层面：DNA甲基化和组蛋白去
乙酰化[1,2]. 最近[3-6]发现肿瘤抑制基因失活与其启动子区
域CpG岛高甲基化状态直接关联. 更为重要的是DNA
甲基化与组蛋白去乙酰化在导致基因转录抑制方面具
有协同作用[7-9]. 因此CpG岛甲基化在肿瘤发生、发展
过程中可能发挥着关键作用.

1   转录、CpG岛与DNA甲基化

真核细胞染色质分为常染色质和异染色质，前者具有
转录能力. 染色质的基本单位是一系列紧密排列的核小
体，每个核小体由146 bp的DNA片段围绕8聚体组蛋

白构成. 正常生理条件下基因组部分基因适当转录表
达，部分则保持“沉默”(silencing),其调控机制与核
小体组蛋白及DNA的化学修饰关联.这种化学修饰称为
表遗传性或后生调控模式. 组蛋白乙酰化状态是所有真
核生物基因转录的调控方式[10]，与此相关的酶分别是
组蛋白乙酰基转移酶(histone acetyltransferase，HATs)
和组蛋白去乙酰基酶（histone deacetylase，HDACs）.
DNA甲基化是哺乳动物遗传外基因转录的重要调控方
式[11]，在基因转录抑制方面可能起关键作用. 曾认为
DNA甲基化是脊椎动物DNA惟一的自然化学修饰方
式,研究[12-14]证明果蝇亦具有与脊椎动物同源的DNA甲
基化模式. 迄今已证实[15-17]有三种与DNA甲基化相关的
酶,并已被分别克隆,他们是DNMT1(DNA methyltransferase
DNA,甲基转移酶1)、DNMT3a和DNMT3b.生物学甲基化
方式可分为新生甲基化(de novo methylation)和持续甲基
化(maintenance methylation)，据认为[17-19]，DNMT3a
和DNMT3b可以催化新生甲基化形成，DNMT1主要在
DNA复制时维持其持续甲基化状态. DNMT2 也已被克
隆，但体外胚胎干细胞实验证明DNMT 2不具有甲基转
移酶活性[17,20,21].
       DNA甲基化是指由DNMTs介导,在胞嘧啶(C)的第
五位碳原子上加上一甲基基团,使之变成5-甲基胞嘧啶
(5-mC)的化学修饰过程.这种修饰反应主要发生在CpG
二核苷酸的胞嘧啶. 哺乳动物基因组中的大部分(70 %)
CpG二核苷酸存在于重复子(repetitive elements)中，正
常情况下这些CpG二核苷酸甲基化是作为一种宿主基
因的保护机制[19-21]，因为他会抑制重复子转录以及重
复子同源性重组. CpG二核苷酸聚集区域称为CpG岛
(CpG island). CpG岛长约0.5-2.0 Kb,呈不连续分布. 理
论上讲，CpG二核苷酸含量应有1/16，但由于生物学
上的C-G抑制现象，实际上哺乳动物细胞基因组中C-
G含量仅为1 %，但C-G抑制现象并不适用于CpG岛.
整个基因组中，CpG 岛通常位于基因的启动子区域
(promoter region) [22]，故亦称 5’-CpG岛. 与其他CpG
二核苷酸不同，正常情况下，CpG岛是以非甲基化形
式存在的. CpG 岛如此丰富的胞嘧啶，何以未被甲基
化，原因尚不清楚. 对腺嘌呤磷酸核糖基转移酶(Apart)
的研究[23,24]发现,可能存在的“反作用因子”(trans-
acting factor)与 DNA的 Sp1位点结合，保护Apart 基因
CpG岛免遭甲基化. CpG岛非甲基化状态的生物学意义
非常重要，启动子非甲基化状态是相关基因转录或待
转录的先决条件[11]，并通过有丝分裂得以继承和维持,
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同时也是恶性肿瘤发生的关键环节. 与大多数CpG岛非
甲基化状态不同,某些生理性的CpG岛甲基化亦具有重
要的生物学意义:(1)哺乳动物胚胎发育时期，DNA甲基
化又再更新，以此调节相关基因表达[17] ;(2)X-染色体失
活；(3)印迹基因(imprinted gene)转录抑制；(4)防御外来
入侵的寄生DNA(parasitic DNA)[19] ;(5)维护染色体的完整
性[25] ;(6)控制组织特异性基因表达[26] ;(7)调控DNA重组
的某些环节[27].
        正常DNA甲基化模式改变，包括DNA过低甲基
化和CpG岛高甲基化，他们在肿瘤的发生中都具有重
要的意义[25,28]. 以往对CpG岛甲基化作用的认识仅限于
在细胞有丝分裂时其能抑制基因重组和/或有助于染色
体分离[29]. 相反对DNA过低甲基化与肿瘤的研究较多.
基因组DNA过低甲基化可促进杂和性丢失(LOH)[30]，
导致基因组有害基因转录表达，例如激活原癌基因，使
癌基因或相关因子得以表达[31]. 胚胎干细胞[29,32]在缺乏
DNMT1 时基因组过低甲基化，宿主保护机制削弱，
有利于基因组重复子同源性重组，从而导致整个基因
组不稳定性增加. 免疫缺陷性着丝粒不稳定性面部异常
综合征(immunodeficiency-centromeric instability-facial
anomalies, ICF)与 DMNT3b基因突变[33,34]造成基因组不
稳有关. 此外，在细胞染色体中心粒周围存在高度密
集甲基化区域，如果失去致密的甲基，可导致基因损
伤和突变[35,36].
        1980年代发现了结肠肿瘤降钙素基因的5’-CpG
岛高甲基化，并由此拓宽了认识肿瘤与CpG岛甲基化
研究的广阔视野. 随着研究的不断深入，CpG 岛甲基
化对肿瘤抑制基因失活的关键作用凸现出来，成为当
今肿瘤学研究的新热点. 如果说胚胎发育时期DNA甲
基化的调控能有效阻止有害基因的表达，那么肿瘤抑
制基因CpG岛非甲基化状态就能保护体细胞避免发生
恶性转化.

2   CpG岛甲基化与转录抑制

CpG岛甲基化导致相关基因失活是不争的事实. 最近认
为CpG岛甲基化导致基因失活、转录抑制的机制可能
有以下几点.
       基因启动子区域（包含转录因子结合位点）高甲
基化状态，直接阻止基因转录因子与启动子结合[37,38].
     高甲基化的 CpG 岛通过特异的甲基化结合蛋白
(methyl-cpg-binding protein，MeCP),与 HDAC协同作
用，导致基因失活. 目前认为这一间接途径是基因失活
的主要机制. MeCP 复合体[39,40]包含MeCP1 和MeCP2.
MeCP2 由甲基化CpG岛结合区(methyl-CpG-bindind
domain，MBD)和转录抑制区(transcriptional repression
domain，TRD)构成[41]. MBDs 家族[42,43]包括 MBD1、
MBD2、MBD3和MBD4. MBD1[39,44]为单一蛋白质，可
选择性与甲基化DNA结合而抑制转录. MBD2[45]可能具

有去甲基化酶活性.MBD3和 /或MBD2以及HDAC与
Mi-2/NuRD(nucleosome remoleling histone deacetylase)构成复
合体[46,47],Mi-2是ATP酶的SWI2/SNF2超家族成员，通
过相关蛋白RbAp48 增强去乙酰化酶的活性，从而影
响组蛋白-DNA的相互作用，使染色质聚集,基因失活.
最近[48,49]发现HDAC 和Sin3A直接相互作用与MeCP2构
成复合体，Sin3A(一种基因转录抑制因子)活性得到增
强. MBD4[50]与 hMLH1关联，参与DNA修复. MBD2和
HDAC也是MeCP1复合体的构成部分,MeCP1复合体具
有甲基结合活性,至少能与12个对称的甲基化CpG岛结
合[45]. HDACs和HATs通过调节组蛋白乙酰化状态[10]，
进而调控DNA活性. 组蛋白H3或H4的氨基末端经HATs
催化而乙酰化；在组蛋白去乙酰基酶HDACs催化下去
乙酰化. 乙酰化时，组蛋白与DNA结合能力降低，基
因转录因子容易进入启动子区域；反之基因转录因子
就不易进入启动子. CpG岛甲基化，通过MeCP可增强
HDAC 去乙酰化活性，从而导致基因转录抑制. 不难
发现MeCP 作为“纽带”将DNA 甲基化和组蛋白去
乙酰化这两种表遗传性化学修饰模式有机地结合起
来，较合理的解释了CpG岛甲基化与基因转录抑制之
间的因果关系.
       DNMTs除具有甲基转移酶活性外，还有抑制基因
转录作用. DNMT1的C-端为甲基转移酶催化区，能将
S-腺苷甲硫氨酸的甲基基团转移至胞嘧啶[51]. N-端为
功能调节区，能将酶靶向于复制位点，并且对半甲
基化CpG(hemi-methylated CpGs)二核苷酸有高亲和力，
约是非甲基化CpG(unmethylated CpGs)的 10-40 倍[52].
DNMT1可能通过他的N-端与HDAC相互作用抑制转
录,并且这种抑制作用与其本身的催化活性无关. 此外，
某些因子可能与N-端构成复合体,使DNMT1的转录抑
制和 /或酶活性具有调控性和靶向性. Robertson et al [53]

发现DNMT1结合pRB(retinoblastoma protein),通过E2F/
pRB复合体抑制转录，这种转录抑制似乎也与甲基化
无关，因为在启动子未发现甲基化. Rountree et al [54]

证实了一种被称为DNMT1相关蛋白（DNMT1 associ-
ated protein 1，DNMP1）的因子与DNMT1的N-端结
合，再与TSG101（Tumor Susceptibility Gene 101）结
合，后者是一种肿瘤抑制基因，具有强大的转录抑制
作用. 有关DNMT1/ DNMP1相互作用的机制及其功能尚
需深入研究. 有人[54,55]认为，DNMT3a和DNMT3b亦具
有转录抑制功能，且与HDAC活性有关. 这种转录抑制
及其与HDAC的相关性主要由N-端类似于ATRX的区
域介导.

3   CpG岛甲基化与肿瘤发生

根据经典肿瘤发生的“二次打击理论”（t w o - h i t
hypothesis），肿瘤抑制基因失活可因基因突变或缺失
引起. 但某些恶性肿瘤其DNA 序列完整，并未有突
变、缺失，“二次打击理论”无法解释肿瘤抑制基
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因何以失活. 错配修复系统(MMR)突变导致微卫星不稳
(MSI)频繁出现在遗传性非息肉结肠癌(HNPCC)，MMR
突变主要涉及hMLH1和hMSH2基因. 但发现[56]10-15 %
的散发性结肠癌尽管无MMR突变，但亦表现MSI. 这
就表明MMR相关基因失活存在另外一种机制或途径.
基于下列事实：散发性结肠癌特别是MSI＋结肠癌出现
大量hMLH1基因CpG岛甲基化；p16-INK4a 失活的惟一
机制[57]在于CpG岛甲基化;某些致癌剂影响DNA甲基化方
式[58] ;故普遍认为DNA甲基化是肿瘤发生的第三种机制,称
之为“启动子高甲基化”(promoter hypermethylation)[59].
Costello et al [60] 证实，目前已发现的肿瘤细胞基因组
中有45 000个CpG岛，各类癌细胞有近600个CpG岛
异常甲基化. 重要的是，CpG岛甲基化异常不是随机
事件，而是具有基因特异性和肿瘤特异性.
        DNA甲基化异常在肿瘤形成机制中的确切作用尚
不清楚，然而众多证据表明肿瘤抑制基因CpG岛甲基
化、导致基因失活和转录抑制是肿瘤发生的重要机制
之一. 肿瘤细胞DNA 总体甲基化水平低于正常细胞，
但某些特定基因（如肿瘤抑制基因）CpG岛却处于高甲
基化状态，可能的机制与以下因素有关.
3.1 CpG岛保护因子缺乏   对胚胎细胞Apart 基因的研
究中发现[24],Apart 基因CpG岛未被甲基化可能与“反
作用因子”有关. 故推测，可能存在如“反作用因子”
的保护因素使正常细胞DNA的CpG岛非甲基化. 肿瘤
细胞由于某种原因缺乏相应的保护因子,CpG岛被甲基
化. 这种推测也得到另一项实验支持[61] :在E-cadherin基
因启动子甲基化的癌细胞株中，导入外源性非甲基化
启动子，其E-cadherin 的表达明显小于启动子非甲基
化的癌细胞株，表明E-cadherin 的完全表达需要CpG
岛保护因子.
3.2  DNMT高表达  关于DNMT高表达与CpG岛甲基
化之间的关系，目前尚有争议. Belinsky et al [4,62]认为，
在恶性肿瘤细胞中DNMT1的表达上调. 但也有报告[63]

指出CpG岛甲基化与DNMT1水平无关. 在人成纤维细
胞，持续DNMT1表达可导致众多基因CpG岛呈时间依
赖的高甲基化[64]. Fos过度表达可使DNMT1表达上调，
在Fos 导致的细胞转化中具有某种作用[65]，如Min 小
鼠(结肠息肉易感小鼠)在DNMT1杂和性背景下极少发
生息肉病变[66]. 研究发现癌细胞株DNMT1高表达，并
可与p21-WAF1 竞争性结合PCNA，造成p21-WAF1 表达上
调，进而影响细胞周期依赖激酶（CDK）活性，使
Rb蛋白磷酸化受到影响,结果又通过正反馈调节 p21-
WAF1 的表达，最终导致细胞恶性生长[67，68]. 大肠癌细
胞株HDT116 在Dnmt1 基因缺失时，基因组甲基化水
平仅少量减低(20%)[69]，但CpG 岛仍然高甲基化提示
可能其他甲基化转移酶维持着这种状态. 有迹象表明
DNMT3a 和 DNMT3b在癌细胞中也少量表达，由此推
测[70]这三种甲基化转移酶之间的平衡与协调可能具有

重要意义. 有学者[71,72]进一步指出 甲基化模式的维持是
由甲基化和去甲基化与组蛋白乙酰化状态之间的动态
平衡所决定.
3.3 DNMT复合体调控障碍  DNMT调控障碍或靶向错
误可能归咎于DNMT 复合体一种或多种因子的缺乏，
如pRB、DMNP1 和 TSG101 等. 几乎所有恶性肿瘤的
Rb 通路（调控细胞周期）都受到破坏，所以有理由
相信癌细胞CpG岛甲基化与DNMT1/pRB相互作用障碍
有关联[ 5 5 ] . 此外, D m n p 1 基因的甲基化修饰位点
(methylation modifier locus 1,MEMO1) [73]位于1号染色体
的短臂,而许多恶性肿瘤频繁发生的LOH就位于这个区
域. MEMO1位点的LOH与成神经细胞瘤细胞株的异常
甲基化有关[73]. 目前尚不知DMAP1是否就是MEMO1的
位点；恶性肿瘤细胞异常甲基化是否与LOH有关联.
3.4 复制周期时间错误   细胞分裂增生周期是基因组复
制并且表遗传性得以继承的过程. 简言之，细胞复制
时染色体要将遗传信息正确传代,包括基因组甲基化方
式、核小体的装配和定位、组蛋白修饰状态的重建以
及其他保证正常转录的相关因子. 为此，细胞在空间
和时间调控基因组的复制以保证染色体正确遗传[74]. 已
证实[75]增生细胞核抗原(PCNA)对异染色质遗传具有关
键作用,推测[75,76] PCNA可能给其他相关蛋白结合提供了
一个平台,并且伴随复制再建适宜的表遗传性状态. DNMT1
通过与PCNA直接作用而进入细胞复制机制[76,77],并维持
子代细胞DNA适宜的甲基化方式. 有证据表明DNMT1
与相关蛋白在S期形成复合体. Rountree et al [54]证实在
整个S期，DNMP1与DNMT1在复制位点形成复合体.
发现[78]在 S期末期,HDAC2又与DNMT1/DMAP1构成复
合体，这一点非常重要，因为此时正处于转录“休眠”
的异染色质复制阶段 ，因而也可解释DNA 复制后，
新合成的核小体去乙酰化的机制.最近[79 ]研究发现
DNMT1 在复制启动阶段发挥重要作用，当细胞开始
进入S期时，pRB和E2F定位于复制位点，也许pRB
和DNMT1在这个时期相互作用对于DNA复制启动的
时机恰到好处. 已发现[79]“永生”细胞在S期早期并不
存在pRB-SWI/SNF 复制位点，很可能癌细胞有同样
缺陷.
        如上所述,基因组复制在S期具有时空性. DNMT1
及其相关复合体在S期不同阶段的调控作用是DNA复
制正常的重要因素之一，也是恶性肿瘤发生的重要环
节. 由于复制时间错误，某些基因CpG岛不被甲基化
而失去转录抑制(癌基因);而另一些基因则发生不恰当的
甲基化(肿瘤抑制基因). 可以说，肿瘤抑制基因CpG岛
在S期末期甲基化导致基因失活是在错误的时间所发
生的错误事件.

4   CpG岛甲基化与胃肠道肿瘤

DNA甲基化方式改变涉及染色体结构、DNA复制以及



基因表达. CpG岛甲基化与某些遗传性疾病[80] (如 frag-
ile-X syndrom)、衰老[81]以及恶性肿瘤[4]有关.近50 %的
人类家族性恶性肿瘤细胞发现有肿瘤抑制基因突变[4];
但仍有部分癌细胞虽无编码区突变的证据，肿瘤抑制
基因却因CpG岛甲基化处于失活状态,表明CpG岛甲基
化是癌细胞相关基因失活的重要机制之一.最近[82-87]发
现众多恶性肿瘤不同程度的存在一个或多个肿瘤抑制
基因CpG 岛甲基化,如乳腺癌、舌癌、肝癌、肺癌、
胰腺癌、胃癌和结肠癌等. 这些相关的肿瘤抑制基因
失活涉及多个环节,从而导致肿瘤的发生和进展[55] (表1).

表1  Fundamental pathways altered by DNA methylation in cancer

Pathway affected            Genes silenced by CpG island methylation

Cell cycle control            Rb, p16(INK4a), p15, p14(ARF), p73

DNA damage repair            MLH1, O6MGMT,GSTπ, BRCA1

Inhibiting apoptosis            DAP-kinase, Caspase-8, TMS1

Invasion tumor architecture         E-cadherin, VHL, APC, LKB1, TIMP3,

            Thrombospondin1

Growth factor response             ER, RARβ,Androgen Receptor,

            Endothelin B Receptor,RASSF1A

        CpG岛甲基化是胃肠道恶性肿瘤发生的早期事件,
在早癌及癌前病变就存在CpG岛甲基化[88]. 对食管癌检
测[89]发现除食管癌外,反流性食管炎、Barrett’s 食管
也出现ER(雌激素受体)、APC和 p16基因CpG岛甲基
化. Esteller et al [90]的研究也发现结肠腺瘤p16和p14基
因CpG岛甲基化. Kang et al [91]则证实 DAP-kinase、
hMLH1、THBS1 (thromobospondin-1)、TIMP-3(金属
蛋白酶-3)在胃癌及癌前病变组织CpG岛甲基化，且
THBS1和 TIMP-3的 CpG岛甲基化频率随胃炎→肠化
生→腺瘤→胃癌的不同阶段显著上升. 此外也发现肝硬
变时染色体16q22.1高甲基化[92].
        Issa et al [58]首先报告，在正常老年人结肠黏膜细
胞ER基因CpG岛甲基化. Toyota et al [93,94]采用MCA
(Methylation CpG island amplification)技术(同时进行甲基
化分析和克隆基因组不同的甲基化DNA)对 26个DNA
序列的CpG岛甲基化与结肠癌的关系作了较为系统的
研究. 根据结肠癌不同的CpG岛甲基化状况而分为两
型：A型和C型. A 型甲基化(19/26，73 %)在结肠癌
频繁发生(30-100 %),部分正常结肠黏膜尤其是老年人
也存在,称之为“衰老独特性甲基化”(aging-specific
methylation). 由此表明[81,93,94]老年化是结肠癌等恶性肿瘤
发生的主要危险因素，在衰老进程中，由于基因组DNA
的CpG岛甲基化发生和不断积累，可引起细胞周期、
分化及凋亡调控机制障碍. C 型甲基化(7/26，27%)在
结肠癌的发生频率较低(30-50 %),但明显不同于A型，
仅出现在癌组织，亦称“癌独特性甲基化”(cancer-
specific methylation). 由于两型甲基化同时都有新生甲基

化异常，故推测[94] C 型甲基化机制可能主要在于抗甲
基化的保护因子如“反作用因子”的缺乏.
        进一步对50例结肠癌研究[94]发现，CpG岛甲基化
状况在两组间明显不同：第一组C型极少见，平均每
个标本 0.3 个位点，癌肿主要发生在远端；第二组C
型甲基化高频率，平均5.1 个位点，且癌肿主要在近
端；两组之间A型甲基化无明显差异. 第二组结肠癌
因以C型甲基化为特征而称为CpG岛甲基化表型(CpG
island methylator phenotype，CIMP). 推测 CIMP＋和
CIMP－结肠癌的发生机制可能不同. 对于多数的CIMP－

结肠癌而言，伴随着年龄进展，结肠黏膜细胞基因组
众多基因甲基化，并不断积累，影响相关基因表达.
由于细胞周期、分化及凋亡调控机制障碍,导致细胞处
于高增生状态,最终可能细胞恶性转化. 在此过程中,环
境因素如炎症、病毒感染等也可参与其中.CIMP＋的发
生则与细胞转化过程中肿瘤抑制基因失活密切相关,如
p16-INK4a [95]、THBS1 [91]、E-cadherin [96] 、hMLH1 [97,98]

及 Cox-2 [99]等. 已报告胰腺癌[100]、胃癌[101]及乳腺癌[102]

等亦存在CIMP.
       晚近[59,103]认为,在肿瘤演进过程中,常伴随基因和表
遗传性分子复杂交错的多样性改变,故称“表遗传性-
突变表型”(epi-mutator phenotype)较 CIMP更为贴切.
         Grady et al [104]发现家族性弥漫型胃癌生殖细胞突
变的 E-ca d h e r i n 基因存在启动子 CpG 岛甲基化.
Machado et al [105]随后对 23例散发性胃癌的研究中证
实，16例弥漫型胃癌中有9例存在E-cadherin基因突
变，同时免疫组化检测均表达异常.  9 例中仅 1 例
LOH，即符合经典的“二次打击理论”模式；但 6
例CpG岛甲基化的事实表明在E-cadherin基因突变的
基础上，其CpG岛甲基化是散发性弥漫型胃癌的“第
二次打击”. 这项研究展示出CpG岛甲基化在恶性肿瘤
发病机制中另一个重要途径或模式.

5   CpG岛甲基化与临床意义

恶性肿瘤DNA甲基化异常具有鲜明特征[60,106] :肿瘤特异
性，基因和组织特异性以及可逆性. 因此DNA甲基化检
测作为一种新的分子生物学手段将会广泛应用于临床
诊断、病情监测以及疗效评价. 甲基化检测技术的高敏
感性和特异性，使其优于如微卫星不稳定性及LOH等
检测方法. PCR技术更适用于检测标本量较少的组织切
片、痰及尿液等，并能定量分析以此进行临床随访.
         DNA甲基化的可逆性特征为临床抗肿瘤治疗提供
了一种新途径. 5-氮 -2-脱氧胞苷（DAC或 5aza-dc）
是有效的甲基转移酶抑制剂,大剂量使用时因其细胞毒
性而具有抗肿瘤作用,小剂量DAC导致细胞分化可能与
去甲基化和调控分化的特异性基因再表达有关[107,108]. 通
过对 ICF 的治疗，证明DAC可增加染色体转录[36]. 此
外，DAC与组蛋白去乙酰化抑制剂TSA协同作用值得
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关注. Cameron et al [109]证实去甲基化药物协同HDAC抑
制剂可诱导失活的基因再表达；Zhu et al [110]亦发现去
甲基化药物协同HDAC抑制剂可导致肺癌细胞大量凋
亡，提示与凋亡关联的甲基化基因在去甲基化后，该
基因被激活. 最近Kim et al [111]报告对胃MALT淋巴瘤
抗幽门螺杆菌(Hp)治疗后平均随访28mo,发现 3例(3/7)
p16的CpG岛甲基化消失，提示Hp 感染与DNA甲基
化的关系如何？DNA甲基化检测能否作为胃MALT淋
巴瘤Hp根除治疗的分子生物学指标？
        DNA甲基化是当今肿瘤研究的热点，其中许多内
在机制尚待深入研究，如甲基化与细胞复制周期、恶
性肿瘤DNA甲基化和染色质异常改变方式等. 相信对
甲基化机制的不断研究将会为认识肿瘤发病机制以及
未来临床诊断和治疗展示广阔前景.
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摘要
假尿嘧啶核苷是tRNA降解的最终产物，机体不再重新利

用而从尿中排泄.因在肿瘤患者体内异常增高，被作为肿

瘤标志物用于肿瘤的早期诊断、鉴别诊断、肿瘤进展与复

发的监测、疗效和预后的判断.
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0   引言

假尿嘧啶核苷(pseudouridine，PU)是 tRNA降解的最终
产物.1975年Waalkes et al [1]发现多种不同疾病，特别
是晚期肿瘤患者的尿中修饰核苷，尤其是 PU 增高.
Becker et al [2]经动物实验证明，在肿瘤组织的 tRNA
中，修饰核苷的转化率明显高于正常组织，二者相差
10 倍以上.构成这种现象的分子基础是肿瘤组织中
tRNA 修饰酶的增多，致使修饰核苷异常增高[3，4].近
年来国内外学者研究发现，在甲状腺癌、鼻咽癌、肺
癌、乳腺癌、肝癌、胃癌、食管癌、以及淋巴细胞性白
血病等患者体内PU异常增高，故将PU作为肿瘤标志
物用于肿瘤的早期诊断、鉴别诊断、肿瘤进展与复
发的监测、疗效和预后的判断[5-7].

1   假尿嘧啶核苷的代谢

假尿嘧啶核苷是尿嘧啶核苷的异构体[8] .尿嘧啶核苷是
戊糖的1位碳原子(C-1)与尿嘧啶1位氮原子(N-1)相连
接，而PU则是戊糖的1位碳原子(C-1)与尿嘧啶5位
氮原子(N-5)相连接.PU是众多修饰核苷的一种，主要
存在于RNA中，特别是 tRNA中.尿嘧啶及核糖在核苷
磷酸化酶的作用下，生成尿嘧啶核苷，再经磷酸激酶
生成尿嘧啶核苷酸.TRNA- 假尿嘧啶核苷合成酶将
tRNA分子链中某些位置上的尿嘧啶核苷 转变成PU[9] .
PU是 tRNA降解的最终产物，因为无代谢途径可使其
重新利用，所以只能直接从尿中排泄.正常人血清中PU
浓度为(2.2± 0.4) nmol/ml,每日尿中排泄量较为恒定（
23.8 nmol/µmol 肌酐），婴幼儿每日尿中排泄量略高
于成人.性别之间无明显差异.

2   假尿嘧啶核苷的测定方法

PU 的测定方法，现在有直接测定法、荧光分析法、

气相色谱法和高效液相色谱（HPLC）法.目前多采用
HPLC 法，因为他具有灵敏、准确、迅速等特点.实
际操作一份样品预处理和上机分析，只需2 h左右即可
得到准确结果.因为 PU 带有顺式-OH 功能团，能在
C18Spherisorb色谱柱中通过键合反应使PU较好地分离.
基本过程及条件是:将样品精确注入色谱柱顶部，用0.
01 mol/L NH4H2PO4∶CH3OH(94∶6,v∶v,pH4.7-5.0)作为
流动相，流速1.0 ml/min.在恒定的压力和柱温下，PU
可迅速地从色谱柱中被洗脱.继之将洗脱液送入紫外光
谱仪中检测，通过比较血、尿及标准品中PU的保留时
间和吸收率进行定性.PU在紫外光263 nm波长吸收最
好，故测定263 nm下的峰面积可以计算出PU的含量.
灵敏度在0.1AUFS.因 PU主要从尿中排出，加上肾脏
的浓缩作用，使尿中PU浓度比血中高.又因尿样取材方
便，故常测定尿中PU.但尿样本有时易受外界因素影
响，不如血 PU 精确.故认为[5]，血、尿 PU 联合测定
较单相指标有益.

3   假尿嘧啶核苷测定的临床意义

PU 作为肿瘤标志物用于肿瘤的早期诊断、鉴别诊
断、肿瘤进展与复发的监测、疗效和预后的判断，具有
很好的应用价值.
3.1 用于肿瘤的诊断、鉴别诊断 Colonna et al [10]报道，
70-90 %肝癌患者血清AFP升高.近年来随着医学影像
诊断技术的发展及其他检测手段的提高，使得亚临床
肝癌的检出率增多.目前多数学者报告肝癌患者AFP阳
性率仅在50 %左右，而且在其他良性肝病(如急、慢
性肝炎、肝硬化)患者中也可有不同程度的升高.因此，
寻找一种特异性高的肿瘤标志物，用于发现早期肝癌，
区别良性是非常重要的.
         Zhou et al [11]应用HPLC法对肝癌、肝良性占位病
变、肝硬化和健康人血清PU进行对比研究.他们测定了
74 例肝癌患者PU，阳性率为 71.6 %，而血清PU与
AFP无相关性，血清AFP 阴性的患者中，PU阳性率
反而更高.因此，血清PU的测定能弥补AFP的不足，
二者联合应用可使肝癌诊断阳性率提高到84.5 %.他们
认为，血清PU可作为诊断、监测肝癌的标志物.应用
HPLC测定了腹水和血清中PU，以区分肝癌与肝硬化
腹水.试验采用双盲法，肝硬化 54 例，肝癌 17 例，
作为研究对象.结果表明:两组患者血清、腹水中的假
尿嘧啶核苷平均含量和血清/腹水PU的比值有明显差
异(P <0.01),可用以区分开这两组的大多数病例.Prankel



et al [12]通过化学致癌剂诱发肝癌，也观察到类似现象.
他认为连续1次 /mo测定肝硬化患者血清PU，能早期
发现肝癌、区别肝癌和其他良性肝病.因此，他们认为
腹水PU是区别肝癌腹水和肝硬化腹水的最好标志物.
Evans et al [6]也发现乳腺癌、甲状腺癌、胃癌、肺
癌、食管癌、大肠癌和淋巴细胞性白血病等患者的血、
尿PU浓度明显高于正常人,且具有统计学意义(P  <0.05),
对肿瘤的诊断有应用价值.
3.2 用于对肿瘤进展与复发的监测、肿瘤疗效和预后

的判断  血清PU的浓度随着肿瘤的发生、发展而逐步
升高.有学者作随访观察发现[13] :31例血清PU阳性的肝
癌患者,进行肿瘤切除后,29例血清PU浓度在术后2 wk
降至正常，临床症状也随之好转.2 例血清PU浓度未
降至正常者，是因为肿瘤过大，不能彻底切除的缘故.
进一步随访该2 例患者，血清PU 持续阳性，在术后
5 mo时分别死于肝癌转移和肝癌复发肝功能衰竭.而术
后2 wk血清PU降至正常的29例肝癌患者，术后3 mo
复查的20例，其中2例血清PU再度阳性，被证实为
肝癌复发.
         Castaldo et al [14]对 15例肝癌患者行肝动脉栓塞治
疗，同时测定了栓塞前后血清AFP和 PU的变化，栓
塞前血清AFP>400 µg/L者 4例，AFP低浓度6例，栓
塞后均有下降.栓塞前PU阳性者11例，栓塞后10例
PU 浓度下降，症状好转，部分患者影像学检查可见
肿瘤缩小.定期测定血清PU的浓度能较早地发现肿瘤
的复发或再发，并能判断肿瘤的治疗反应和预后.
        江晓肖 et al [15]应用HPLC法检测了不同病理分期
和不同分化程度胃癌患者的尿PU浓度，发现胃癌患
者尿PU的排泄水平与胃癌的生物学行为存在一定的联
系.实验表明：晚期胃癌患者尿PU水平与早中期胃癌
患者尿PU比较呈明显上升趋势，且具有统计学意义
（P <0.05）.说明 PU 的水平与肿瘤的浸润深度及淋巴
结转移可能有关，随着浸润深度的增加，远处转移的
出现，PU水平呈上升趋势，其升高的程度可能与肿瘤
的负荷，即疾病的阶段相关，反映了患者的病情状态.
而低分化未分化胃癌患者的PU水平较高中分化胃癌患
者的PU水平也有明显差异（P <0.05），推测原因可
能与分化较差的胃癌细胞具有较高tRNA转化以及修饰
性活动增强有关.
       总之，假尿嘧啶核苷作为一种肿瘤标志物用于多

种恶性肿瘤的诊断、鉴别诊断、监测发生发展、疗
效和预后的判断具有一定价值，同时检测血清、尿
及/或肿瘤组织中PU浓度，并联合应用一些相应的肿
瘤标记物测定，可明显地提高其诊断率，尤其是早
期诊断率.随着其应用的不断广泛与深入，对于进一步
认识肿瘤，以推测其生物学行为，从而为肿瘤的诊
治提供依据.
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摘要
胰腺癌的早期诊断相当困难，众多的研究已证实K-ras

12密码子点突变与胰腺癌相关性最好.选择敏感的检测方

法检测多种途径获取的标本中K-ras12密码子点突变，为

胰腺癌的早期诊断提供了可能 .本文综述了近年来由胰腺

细针穿刺（FNA）、胰液、十二指肠液、外周血和粪便等

获取的标本中K-ras12密码子点突变的检测及对胰腺癌早

期诊断的价值.
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0   引言

胰腺癌的发病率在国内外均逐年升高,但由于解剖位置
关系以及缺乏特异有效的检查手段,胰腺癌的早期诊断
仍相当困难.然而，许多近期研究已显示出分子生物学
特征在胰腺癌发生发展中起着重要作用，其中 K-
ras12密码子点突变见于90 %左右的胰腺癌，远远高于
在其他肿瘤的突变发生率[1-8] .采用PCR和直接测序法分
析由胰腺细针穿刺（FNA）、胰液、十二指肠液、外周
血和粪便等获取的标本中K-ras12密码子点突变，为胰
腺癌的早期诊断提供了可能 .本文综述了胰腺癌中K-
ras12密码子点突变的临床意义.

1   ras 基因结构、功能及其与肿瘤的关系

ras基因是人体肿瘤中常见的致癌基因，ras基因家族由
K-ras、H-ras和N-ras组成，其转变为活动性致癌基因
的主要部位是第 12、13 和 61 密码子的突变，K-ras
基因激活在胰腺癌的发生中已有肯定的研究，其中以
K-ras12密码子点突变最常见.ras基因家族的成员相互
间同源性可达85 %，ras基因编码的蛋白质是P21蛋白，
分子量为21KD，由188-189个氨基酸组成，称之为P21

高度相关蛋白，位于细胞膜的内表面，参于传导细
胞增生信号的调控系统.P21 是一个GTP结合蛋白，影
响细胞中信号传递.ras基因突变时，在GTPase的作用
下，GTP- P21 转化成GDP- P21 被阻滞，导致活化型
GTP- P21 增加和持续信号传递.因此，P21 直接或间接
增强或抑制许多其他基因[9].

K-ras 基因的突变率在不同的肿瘤组织中并不相同，
Bos et al [10]分析了人体肿瘤中K-ras基因点突变的发生
率，胰腺癌82 %，结肠癌 43 %，肺癌 30 %,甲状腺
癌29 %，膀胱、肝、肾和子宫癌10 %或低于10 %.
可见K-ras 点突变仅在胰腺癌中发生率最高.进一步研
究胰胆管系统中K-ras 点突变的发生率，其中胰腺癌
88 %，低位胆管癌 47 %，壶腹癌 19 %，高位胆管
癌9 %，中位胆管癌0 %[11].
       K-ras 点突变检测的方法有：寡聚核苷酸探针杂
交法[12] (allele-specific oligonucleotide hybridization, PCR-
ASO),DNA直接测序法[13] (PCR-direct sequencing,PCR-
DSM），单链构像多态性分析法[14] (single strand con-
formation polymorphism,PCR-SSCP), 限制性片段长度多
态性分析法[15，16] (restriction fragment length polymorphism,
PCR-RFLP),杂交保护分析法[17，18] (hybridization protec-
tion assay,PCR-HPA).各种检测方法其敏感性变化较
大，肿瘤细胞标本取样不同也影响其检测突变率，且
突变率随着标本中正常细胞和间质细胞增加而降低.因
此，测定出的K-ras点突变率与其使用的检测方法有一
定关系.

2   K-ras基因在胰腺癌中突变及其对早期诊断的价值

2.1胰腺组织中K-ras基因点突变 1988年Almoguera et al [19]

首先发现胰腺癌中存在K-ras 基因点突变，其突变率
为95 %(21/22)，这一报道引起极大注意.随后众多学者
对其进行了广泛研究.Kimura et al [9]最近复习了30份文
献,发现胰腺癌K-ras基因点突变率为70-100 %,平均为
80.5 %（560/696），尽管检测方法不一，大部分为
甲醛固定石蜡包埋组织，部分为冰冻组织，但这些
研究已充分表明胰腺癌中K-ras基因点突变率要高于
其他肿瘤.
        产黏蛋白的胰腺肿瘤(mucin-producing tumor,MPT)
是发生于胰管内的分泌大量黏液的乳头状肿瘤，被认
为是低度恶性肿瘤.Satoh et al [20]报道产粘蛋白的胰腺肿
瘤K-ras点突变率为55 %(11/20)，并随上皮不典型增生
的程度而增加.Hoshi et al  [21]报道其K-ras 点突变率为
100 %，由此认为K-ras点突变是产粘蛋白的胰腺肿瘤
重要的生物学特征.有研究报道发现胰腺导管内乳头状
肿瘤K-ras点突变率为60 %(3/5),其突变率与细胞不典
型增生的程度无关，而与肿瘤的大小有关[22].Yanagisawa
et al [23] 也发现,3/5例腺瘤和2/3例腺癌获阳性结果，在
同时存在腺瘤的腺癌标本中其突变方式是一样的.值得



注意的是有研究表明在胰腺增生上皮中K-ras点突变率
可达24 %(19/74),显示K-ras点突变不仅出现在胰腺癌
中，也可见于胰腺癌形成之前的胰腺增生上皮中[24] .因
此认为这些病灶可能为癌前期病变，而K-ras 点突变
是胰腺癌发生的早期事件.更有学者报道1例经手术证
实的胰腺癌患者,3 a前ERCP仅显示主胰管极轻度狭窄
而不足以诊断为胰腺癌，但胰液中已检测到胰液K-
ras12密码子点突变，因此胰液K-ras12密码子点突变
早于影像学表现 [25] .
       B超、CT或超声内镜引导下经皮细针穿刺(FNA)细
胞学已在临床普遍开展，但对胰腺小病灶其诊断价值
有限.临床上对疑有胰腺癌患者经皮细针穿刺检测K-
ras12密码子点突变可进一步提高其诊断正确率.Evans
et al [26] 对 25例可疑胰腺病灶经皮细针穿刺行K-ras12
密码子点突变检测其中21例有K-ras点突变.Ihalainen
et al [27]检测了 21例可疑胰腺疾病FNA穿刺标本，K-
ras点突变率为82 %(14/17),常规细胞学阳性率为78 %.
Pinto et al [28]研究发现FNA细胞学诊断敏感性为76 %，
K-ras12密码子点突变检测则为82%,而细胞学加上K-
ras12密码子点突变检测其诊断敏感性可提高到94 %,
提示K-ras12密码子点突变分析可增强胰腺癌FNA细
胞学诊断敏感性.
2.2  胰管脱落上皮细胞K-ras基因点突变

2.2.1 胰液及胰管刷取液中K-ras基因点突变   90 %以
上胰腺肿瘤多起源于胰管上皮,故有可能在胰液中找到
脱落的肿瘤细胞或癌前期病变,应用K-ras 基因点突变
检测提高肿瘤诊断的敏感性.1993年Tada et al [29]首先在
6例胰腺癌的胰液中检测K-ras点突变均获阳性结果,从
而为胰腺癌的早期诊断带来了希望.有人总结了11份文
献,导管细胞癌胰液中K-ras点突变率为50-100 %，平
均突变率为 72 %（98/137），产粘蛋白胰腺肿瘤突
变率为53 %(8/15).最近有学者分析了12例胰腺导管内
乳头状产粘蛋白肿瘤(intraductal papillary mucinous tu-
mors  IPMT),包括8例腺癌和4例腺瘤,其胰液中K-ras点
突变率为100 %[30].Van Laethem et al [31]采用 PCR-RFLP
和直接测序法分析胰管刷检标本K-ras12密码子点突变
并与常规细胞学检查进行比较,结果胰腺癌K-ras12密
码子点突变率为83 %,常规细胞学阳性率为54 %,K-ras
基因突变敏感性、特异性、准确性分别为83 %、100 %、
90 %,而常规细胞学则为 76 %、83 %、58 %.Ochi et
al [32]还报道 1例患者,ERP细胞学检查阴性，B超和CT
检查也无异常发现，而K-ras12密码子点突变阳性，随
访18 mo后发现主胰管狭窄，手术证实为12 mm的胰
腺癌.这为基因检测诊断小胰癌提供了一个有趣的线索.
Boadas et al [33] 报道胰腺癌胰液中K-ras突变率为44 %,
其中 1例为早期胰腺癌,慢性胰腺炎胰液中K-ras突变
率为16 %,其中有1例后发展为胰腺癌.Queneau et al [34]

也报道慢性胰腺炎胰液中K-ras突变率为27.8 %(10/36), 其

中有2例在分别在随访7和17 mo后诊断为胰腺癌.但是
检测到K-ras12密码子点突变是否意味着就是肿瘤和恶
性病灶的存在仍有不同看法.Furuya et al [35]分析了慢性
胰腺炎胰液中K-ras12密码子点突变,其阳性率为37 %
(20/57)，突变类型为GAT 7例，GTT 11例，TGT 2例，
随访78 mo，无1例发展为胰腺癌，故认为胰液中K-
ras12密码子点突变检测对胰腺癌的诊断与鉴别诊断作
用不大.因而Kimura et al [9]提出：(1)应当分析胰液中K-
ras12密码子点突变的氨基酸序列；(2)联合检测胰液中
其他参数如肿瘤标记物；(3)同时检测其他标本的K-
ras12密码子点突变.Tada et al [22]发现在胰腺癌和增生病
灶中K-ras 基因从GGT（甘氨酸）突变成GAT（天
门冬氨酸）、GTT（缬氨酸）和CGT（精氨酸），在增生
病灶中仅突变成TGT（半胱氨酸）或AGT（丝氨酸），
这些发现提示在胰液中检测K-ras点突变氨基酸序列可
提供更为精确的诊断，而不仅仅是检测他的存在.联合
检测胰液K-ras点突变与端粒酶活性及肿瘤标记物也可
提供更为精确的诊断，胰液中CEA在鉴别胰腺良、恶
性病灶是有价值的，其分界值为50 ng/ml，检测胰液中
P53突变也可能是诊断胰腺癌一个有用的工具[36-41] .
2.2.2十二指肠液中K-ras基因点突变   由于胰液收集较
为困难，而十二指肠液标本的收集相对简单安全.有人
采用富集PCR-SSCP法分析了十二指肠液中K-ras12密
码子点突变，阳性率 63 %(12/19),包括 10 例导管腺
癌，2例导管内乳头状腺癌.突变类型包括GAT(4 例)、
GTT（3例）、CGT（1例）、GTT和GAT双突变（3例）、
GAT和CGT（1例），4例良性胰腺疾病中，仅1例慢性
胰腺炎检测到其突变.Wilentz et al [42]研究发现，61例
胰腺良、恶性病变患者中有7例其十二指肠液标本中
DNA不扩增，13份标本(占十二指肠液标本里有DNA扩
增54份的24 %,并占总数61份标本的21 %)中在K-ras
基因12密码子有激活突变的位点,9例胰腺良性疾病的
十二指肠液标本里虽有DNA扩增现象,但从中未检出1
份基因突变(特异性100 %).最近，Nakamura et al [43]进
一步研究了胰腺癌十二指肠灌洗液(duodenal lavage fluid
DLF)中K-ras12密码子点突变的诊断价值，将ERCP术
前收集的十二指肠灌洗液定为DLF1，术后收集的定为
DLF2,并与纯胰液(PPJ)进行比较，结果发现DLF1 中K-
ras12密码子点突变率为60.9 %(14/23)，DLF2中为76.2 %,
PPJ 中为 70.0 %(14/20),在非癌性胰腺疾病中DLF1 为
9.5 %(2/21)，DLF2为 36.8(7/19)，提示十二指肠灌洗液
可提供一个新的有用的标本供分析K-ras12密码子点突
变.有望成为胰腺癌早期诊断新方法的基础，值得进一
步研究.
2.2.3 粪标本中K-ras 基因点突变   早期研究发现在胰
腺癌粪便标本中检测到K-ras12密码子点突变，他们认
为粪便标本中K-ras点突变来源于胰腺癌或胰腺增生上
皮经胰液排入肠腔，是筛选胰腺癌的有效方法. 但有
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文献报道也可以在结直肠癌粪便标本中检测到K-ras12
密码子点突变[44] .Caldas et al [45]报道胰腺癌患者粪便标
本中K-ras12密码子点突变率54.5 %(6/11),慢性胰腺炎
为33.3 %(1/3),Berndt et al [46]报道胰腺癌和慢性胰腺炎
患者粪便标本中K-ras 点突变率分别为40 %(10/25)，
33 %(2/6).最近,Wenger et al [47]也分析了胰腺疾病粪便标
本中K-ras点突变,结果导管癌阳性率为20 %(7/36)，慢
性胰腺炎为 40 %（2/5）,敏感性仅为 20 %.最近国内
有文献报道粪便标本中K-ras 点突变率88.0 %(66/75),
胰腺良性病变为51.1 %(24/47)[48] .因此，粪便标本中
K-ras 点突变检测对鉴别胰腺癌与慢性胰腺炎价值有
限，其特异性仍有待于进一步研究.
2.3 外周血中K-ras 基因点突变  近年来研究证实,在正
常人的血浆中存在极微量的DNA,其浓度大约10 ng/ml,
而肿瘤患者血浆DNA 浓度常常超过 100 ng/ml,这种
DNA来源于恶性肿瘤细胞，其中胰腺癌患者血浆DNA
含量高达650 ng/ml,有可能通过敏感的PCR方法检测到
其中突变的K-ras基因.有报告用PCR法分析了15例胰
腺癌K-ras12密码子点突变,其中6例阳性,术后持续阳
性预后差,4例慢性胰腺炎和5例正常对照均为阴性 [49].
Mulcahy et al [50]进一步采用简单、快速的DNA提取技
术从外周血中提取DNA，应用两步PCR-RFLP法分析
胰腺癌K-ras12密码子点突变,阳性率为81 %(17/21),其
突变方式与肿瘤组织中K-ras 突变方式一致，其中4
例在临床诊断为胰腺癌5-14 mo之前就检测到K-ras突
变,而 2例慢性胰腺炎和5名健康对照无1名阳性.表明
这是一种较敏感的方法,而且标本易于获得，极大地促
进了K-ras12密码子点突变检测的临床应用，有助于提
高胰腺癌术前定性诊断水平，但由于血浆DNA含量很
少，高敏感的DNA提取技术和K-ras突变检测方法将
成为今后研究的方向.
      总之,早期发现、早期诊断、早期治疗是提高胰腺
癌诊治水平的关键，目前影像诊断及血清肿瘤标记物
对胰腺癌早期诊断仍令人失望，胰腺肿块术前定性尚
无良策，而众多的研究已证实K-ras12密码子点突变对
胰腺癌早期诊断具有较高的价值，但目前报道均限于
回顾性分析，缺乏前瞻性的研究.同时在胰腺非恶性疾
病中也存在K-ras12密码子的点突变，是否属癌前病变
仍有待于进一步研究.因此，进一步探索高敏感的检测
方法和选择多种标本联合检测可望提高胰腺癌早期诊
断水平.
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摘要
胃食管反流病及其并发的Barrett 食管、食管腺癌的发病

率近年明显升高，其发生机制尚未完全明了,本文综合阐述

了此系列疾病发生过程中相关基因变化等分子生物学基础.
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0   引言

胃食管反流病(GERD)是常见的消化道动力障碍性疾
病，其并发的Barrett 食管(BE)、食管腺癌(EA)的发病
率近年明显升高[1]，已引起国内外广泛重视. GERD食
管炎→BE→异型增生→恶变是公认的EA发病过程，
但其确切机制目前尚未完全明了，可能与多种基因的
改变及异常表达造成食管上皮细胞增生与分化失常有
关. 本文对此系列疾病发生的分子生物学基础方面的研
究进展作一综述.

1   DNA含量

DNA含量即DNA倍性，正常细胞为二倍体，而当细
胞内出现多倍体或非整倍体（即DNA含量异常）时即
为细胞增生异常或恶变的表现. DNA倍性可用流式细胞
仪检测，计算机辅助图像分析病理切片亦可用来检出
非整倍体的细胞，他可根据核的大小和染色程度算出
DNA 含量，并同时直接观察细胞核的形态，从而鉴
别BE与异型增生或肿瘤细胞. Montgomery et al [2]发现
20例食管腺癌DNA含量全部为非整倍体，10例BE中
有2例为非整倍体DNA ，而反流性食管炎无1例为非
整倍体DNA. Reid et al [3]的研究显示无并发症的反流性
食管炎患者的食管黏膜倍性正常，良性的化生Barrett
黏膜即可见DNA含量异常，而癌前性Barrett 化生上
皮此种改变常见得多，非整倍体性或G2/四倍体组分的
升高是恶性变的独立危险因素. 推测BE恶变为BE中单
个的异常祖细胞发生克隆扩张，使同样非整倍体性的
细胞占据黏膜的大部分.

2   染色体异常

非整倍体为含大量染色体的DNA含量总体异常，而许
多研究发现一些BE及EA有个别染色体变化，包括Y
染色体缺失或呈三倍体变化以及7号和11号染色体易

位. 另有文献报道BE起源的腺癌及其周围的良性化生
上皮中均可见8号染色体过多，17号染色体缺失以及
Y染色体缺失[4]，说明有些染色体异常发生于BE癌变
早期.

3   细胞增生周期的调控基因

细胞增生异常是所有肿瘤组织的基本特征.广义说来调
节细胞生长、转化的诸多因子如激素、生长因子、
细胞因子等都要通过调节细胞增生周期起作用. 细胞周
期中各因子相互作用形成级联调控网络，其核心是依
赖于细胞周期蛋白依赖性激酶(cyclin dependent kinase,
CDK)的活性发挥，而CDK活性发挥又取决于其正向
调节因子细胞周期蛋白及负向调节因子CDK抑制蛋白
(CDK-inhibitor,CKI)的水平. 在 GERD并发的BE、EA
中，这些基因的改变及表达异常研究很多.
3.1 细胞周期蛋白  细胞周期蛋白分为A、B、C、D、
E五种，在细胞周期的不同时相不同的细胞周期蛋白
水平顺序性升高，分别与相应的CDK 结合形成复合
物，使细胞内多种蛋白磷酸化及去磷酸化，从而调节
DNA的合成及有丝分裂，使细胞完成各个时相转换.
根据调控细胞周期时相的不同细胞周期蛋白分为G1期
和M期两类. 前者包括C、D、E三种，可促进DNA
合成，在G1/S交界处发挥作用并启动细胞周期.其中细
胞周期蛋白D研究较多，他在G1中期开始合成增多，
与CDK4、CDK6结合后作用于其底物Rb蛋白(视网膜
母细胞瘤基因编码的蛋白)，后者磷酸化失活并释放转
录因子E2F，E2F启动进入S期必需的酶蛋白基因的转
录从而完成G1至S过度. 由于其在多种肿瘤组织中过度
表达，且具有强促细胞增生的作用，现在细胞周期蛋

白 D已被看作癌基因. 细胞周期蛋白 E与CDK2结合，

亦作用于G1/S期，机制尚不明了，细胞周期蛋白C研

究更少.动物实验显示亚硝基甲基苄胺(NMBA)致大鼠食

管癌变过程中，细胞周期蛋白 D和细胞周期蛋白E的

表达逐渐增强，癌前病变及癌灶内均较正常黏膜明显

为高[5] ;对人类Barrett食管及EA的研究[6]亦发现，46 %

的BE及 63 %的EA中细胞周期蛋白 D表达增强(基因

扩增或转录增加)，BE癌变过程与细胞周期蛋白 D高表

达有密切关系. 说明细胞周期蛋白表达增强可能为食管

癌变过程中较早期发生的分子事件. 还有研究发现BE

癌变过程中细胞周期蛋白 D基因突变及重排. M期细胞

周期蛋白包括A、B 两种，在G2/ M交界处发挥作用，

诱导细胞分裂，与肿瘤的关系亦很密切，但与食管



炎及BE 、EA 的关系研究很少.
3.2 CDK  为一类丝氨酸 /苏氨酸激酶，目前发现的主
要有1-6六种，分别与不同的细胞周期蛋白结合而起
作用. 其中CDK4 、CDK6及CDK2与肿瘤的发生关系最
为密切，在一些肿瘤中出现过度表达，但在食管疾病
中的研究较少. 目前尚未发现CDK存在突变现象.
3.3 CKI   CKI通过与CDK、细胞周期蛋白或细胞周期
蛋白-CDK复合物的结合而抑制CDK的活性，根据其
结构特征分为两个家族，一类为Ink4家族，包括p15、
p16、p18、p19 等，可特异性抑制CDK4/CDK6 的活
性；另一类为 Kip 家族，包括 p21、p27、p57，可
抑制各种细胞周期蛋白-CDK复合物. 两类CKI蛋白的
结构和功能各自有高度相似性，均属肿瘤抑制基因，细
述如下.

4   肿瘤抑制基因

肿瘤抑制基因的失活、缺失、突变等也为BE 相关的
食管腺癌发生的重要机制.
4.1 p53 基因   p53 基因的抗癌作用已为人们熟知，他
是最先被发现的与BE 引起的肿瘤相关的肿瘤抑制基
因. p53 基因位于17p，其杂合性缺失(LOH)、突变及
过度表达可导致肿瘤的发生.正常野生型p53蛋白半衰
期仅 20 min，而突变型 p53 蛋白却延长达几小时以
上，这导致核内p53蛋白积聚. Kim et al [7]对人食管的
研究显示36 %的 BE、30 %的低度异型增生、85 %
的高度异型增生及90 %的EA中出现p53 蛋白积聚，
说明p53 蛋白积聚发生于BE 癌变的早期；发现联合
检测 p53、PCNA（增生细胞核抗原）和C-erbB-2
的表达用来诊断BE发生高度异型增生或癌的敏感性达
100 %，特异性达 81 %，总准确度为83 %.BE、异
型增生及EA中常发生p53关键的外显子如外显子5-9
突变，最常见鸟嘌呤转换为腺嘌呤，用 PCR-SSCP
（聚合酶链反应－单链构象多态性分析）及DNA测序
进行检测常可用于检出Barrett上皮异型增生[8] . 内镜下
多点活检取食管组织并经流式细胞仪筛选后进行基因
突变检测，发现GERD并发的BE中 p53 突变率高达
50 %[9] . 动物实验亦发现食管致癌过程p53基因突变率
很高.GERD并发BE及EA 过程中p53除表达异常和突
变外,杂合性缺失(17p LOH)也较常见，Gonzalez et al [10]

发现EA中p53的 LOH率为90 %，若先用流式细胞仪
检出DNA含量异常的细胞，再对核DNA进行检测发
现17p的LOH发生率更高. Fein et al [11]对无p53基因的
小鼠和正常基因型的小鼠进行食管空肠吻合术以造成
胃肠内容物食管反流，发现所有小鼠均出现反流性食
管炎,但p53基因缺失小鼠中50 %发生BE及EA,100 %
发生上皮异型增生，而正常基因型小鼠无1例出现这
些病变，证实p53基因在反流性食管炎并发BE及EA
的过程中起非常重要的作用.

4.2 p16基因   p16基因(MTS1、CDKN2、INK4)是 1993
年发现的一个比p53更直接与正常细胞癌变有关的肿
瘤抑制基因，定位于人类染色体9p21，其缺失和突变
与多种肿瘤的发生有关，又称为多瘤抑制基因. p16蛋
白能与细胞周期蛋白 D竞争结合CDK4、6 而使后者失
活，G1-S期过渡取决于细胞周期蛋白 D与 p16蛋白的
相对活性. 研究发现食管癌中p16不表达或低水平表达.
用Southern blot法测定发现食管癌p16基因纯合性缺失
发生率极高(92 %)，其他研究发现食管腺癌中还可见
p16基因突变及LOH，p16LOH在EA中发生率为89 %[10]，
但在BE及异型增生中较少见，说明p16 LOH在BE癌
变过程中较晚出现.
4.3 p21 基因  p21(CIP1，WAF1)基因定位于染色体
6p21.2，启动区含有与p53及 TGF-β等结合的特异序
列，可被p53诱导并介导p53的抑癌功能，其mRNA
的表达是受 p53 或其他外源性因子在转录水平调控
的，主要功能在于参与p53介导的DNA损伤后细胞周
期抑制及损伤修复[12] . p21还可不依赖p53而广泛地抑
制各种细胞周期蛋白 -CDK 复合物，其 C 末端可与
PCNA结合，使PCNA不能与DNA聚合酶δ形成复合
物，抑制DNA 复制，从而使细胞周期停滞，以量的
方式调节细胞周期和细胞分化. Khare et al [13]用半定量
RT-PCR及免疫组化的方法研究了大鼠食管癌变过程
中p21 的表达，发现癌前病变中p21 表达比正常上皮
少1.6 倍，而乳头状瘤中减少3.1 倍. 用免疫组化法研
究人食管癌中p21表达发现44 %有不同程度的阳性；
同时发现所有p53突变的病例p21表达均阴性，而18
例无p53突变的病例中11例有p21表达；研究p21与
肿瘤分化程度的关系发现高分化的食管癌出现p21阳
性表达，而低分化癌则p21 表达阴性；p21 阳性的病
例凋亡细胞明显更多，说明人食管癌中p21的表达受
p53 诱导，影响癌细胞的凋亡和分化[14,15].
4.4 其他  食管腺癌中的抑癌基因变化常与食管鳞癌中
所见相平行，还包括位于染色体5q的APC基因，13q
的Rb基因及18q的DDC基因. APC(adenomatosis poly-
posis coli)基因的LOH在 80 %的EA中可观察到，Rb
基因的LOH率为50 %. Zhuang et al [16]研究 12个手术
切除的含正常食管上皮、胃食管交界上皮、Barrett 上
皮、异型增生及癌肿的食管标本，发现正常组织及远
离异型增生的Barrett 上皮中未发现APC杂合性缺失，
与异型增生相邻的Barrett 上皮以及异型增生和肿瘤中
都可测定出LOH，说明APC的 LOH是BE恶变的早期
事件. Blount et al [17]研究了14例BE伴高度异型增生或
腺癌的患者，发现与同时有17p(p53)和5q(APC)LOH的
细胞相邻的黏膜内可散见仅有17p等位基因缺失的细
胞，但17p等位基因完整的细胞内不出现5q杂合性缺
失，说明BE癌变过程中17p等位基因缺失先于5q发
生，这与结肠癌中5-17 p等位基因缺失的顺序相反.Rb
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蛋白在CDK-细胞周期蛋白复合物的作用下于细胞周
期的关键点G1/S 和 G2/M 而起调节作用，他又反过来
调节细胞周期蛋白和p16的转录.Rb的失活与细胞周期
蛋白D激活在食管癌中可共同存在，食管癌的分子发
病机制可能涉及CDK4/细胞周期蛋白 D1、Rb和p16负
反馈调节通路的异常[18] .

5   PCNA和 Ki-67抗原

二者均为调节细胞周期存在于细胞核内的蛋白，其表
达与细胞的增生周期有关. PCNA为DNA聚合酶δ的附
属蛋白，在正常细胞中与细胞周期蛋白、CDK及 p21
组成复合物调节细胞由G1期向S期过渡，而Ki-67则
在G1/S及G2/M转换期都可检测到变化，为BE和异型
增生、EA时细胞增生的有用指标. Kim et al [7]的前瞻
性研究发现PCNA在食管BE高度异型增生上皮中阳性
率最高，其次为低度异型增生，无异型增生的BE 中
PCNA表达水平最低. Kimura et al [19]的研究亦表明PCNA
在癌前病变BE组表达高于良性BE组，而食管腺癌组
又明显高于前两组. 正常食管复层鳞状上皮中仅基底层
细胞具增生性，正常胃黏膜的增生区限于腺体基底部，
而BE上皮的腺泡及腺管下部均有PCNA和Ki-67的表
达，Ki-67阳性细胞百分率较正常胃黏膜高(33.5 %对
12.8 %) [20]，而随BE的异型增生程度的加重，PCNA
和Ki-67 阳性的增生细胞逐渐向腺管上部发展以至达
上皮表面.

6   癌基因

癌基因与食管癌的发生关系研究大部分是关于食管鳞
状细胞癌.在对EA的研究中，Meltzer et al [21]在 mRNA
水平检测癌基因c-Ha-ras发现在正常食管或BE上皮内
均检测不到他的表达，其他研究亦证实 ras 基因家族
突变并不发生于BE 及其相关的肿瘤中，说明在结肠
癌内高度表达的c-Ha-ras 基因是高度组织特异性的，
癌基因在BE相关的肿瘤中作用不大. Kim et al [7]用免疫
组织化学的方法检测出c-erbB-2癌基因在高度异型增
生的BE内(31 %)及 AE中(10 %)的表达；另一研究却
发现c-erbB-2蛋白过度表达仅发生在EA中(11 %)，且
与EA的预后差有关，而其周围的异型增生及BE上皮
内均无表达[22] .c-src,c-ras,c-jun及 c-fos 等在食管化生
上皮及EA中的检测研究很少见.
        此外,还有许多基因的改变及表达异常亦与GERD
发生化生及恶变有关，如表皮生长因子及其受体表达
的增多，转化生长因子的过度表达[23]，细胞黏附分子
（如E-钙黏蛋白）表达的减少或缺失也可确定BE处
于向肿瘤进展的危险阶段.目前EA预后很差，5 a生存
率低于15 %，手术后平均生存期少于2 a,但经监测发
现的较早期EA预后明显改善,治愈率可达80 -100 %[23],
5a生存率达65-80 %.故应对高危的GERD 、BE患者，
尤伴异型增生者进行监测，分子生物学指标监测及辅

助诊断因其简便、痛苦少、易重复等优点具有广泛
前景.亦可据此研究抗癌的生物化学治疗.
      总之，GERD并发BE、EA是多基因改变及表达
异常的综合结果.分子水平研究对BE、异型增生及EA
的早期准确的发现、监测、治疗及预后判断均有重
要意义.
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摘要
目的:探讨山莨菪碱对肝脏缺血再灌注后氧自由基的影响

作用.

方法:选用♂Wistar 大鼠 160 只，随机分为正常对照组、

缺血再灌注组、生理盐水组和山莨菪碱组，观察了肝脏缺

血60 min再灌注1 h,3 h,6 h,12 h,24 h后血浆和/或肝组织

中内皮素 -1（ET- 1）、谷丙转氨酶（ALT）、丙二

醛（MDA）和再灌注1h后肝细胞内游离Ca2+（[Ca2+]i）

含量变化以及肝组织病理学变化.

结果:肝脏缺血再灌注后血浆和 / 或肝组织中 ET-1、

ALT、MDA和肝细胞内[Ca2+]i含量均显著升高.肝脏缺血

再灌注前应用山莨菪碱后，肝细胞内[Ca2+]i 含量明显降

低，肝组织中MDA也有不同程度的降低，同时肝酶的漏

出减少，肝组织病理学损害明显减轻.

结论:山莨菪碱可以减少肝脏缺血再灌注后氧自由基的生

成，对肝脏缺血再灌注损伤具有保护作用.

董满库,崔彦,周立艳,施靖华,王强,王平,吉敏,李晓鸥. 山莨菪碱对肝脏缺血再

灌注后氧自由基的影响.世界华人消化杂志  2003;11(1):82-84

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/82.htm

0   引言

肝脏缺血再灌注损伤是肝脏和创伤外科疾病中常见的
病理过程，许多疾病均涉及到这一过程，如严重的肝
外伤、广泛的肝叶切除、肝移植以及休克、感染等.导
致肝脏缺血再灌注损伤的原因众多,机制复杂.研究发现,
氧自由基在肝脏缺血再灌注损伤中起了重要作用[1-5]，
我们在实验中选用山莨菪碱，以探讨其对肝脏缺血再
灌注后氧自由基生成的影响及其作用机制.

1   材料和方法

1.1材料

1.1.1 动物与试剂  本实验选用♂Wistar 大鼠，重约
210-250 g，由第二军医大学实验动物中心提供；ET-
1 试剂盒由解放军总医院东亚免疫技术研究所提供；
MDA试剂盒由南京建成生物工程研究所提供；Fura-

2/AM，Triton-x-100 和 EGTA购自美国 sigma 公司；
山莨菪碱由江苏连云港东风制药总厂提供.
1.1.2 动物模型制作及分组   实验动物术前12 h禁食，
自由进水，以3 %戊巴比妥钠(30 mg/kg)腹腔内注射麻
醉,取上腹正中切口,显露第一肝门部，按Nauta et al [6]

的方法制作肝脏缺血再灌注模型(此模型可造成约70 %
的肝脏缺血，但不影响门静脉血液回流).动物随机分为
4组：(1)正常对照组（A组）：只行假手术；(2)缺血再灌
注组（B组） :阻断入肝血流60 min 后松开无创动脉
夹，恢复入肝血流，于所需时相点处死动物取材；(3)生
理盐水组（C组）：阻断入肝血流前10 min自尾静脉注
射生理盐水1 ml，其他同B组；(4)山莨菪碱组(D组):阻
断入肝血流前自尾静脉注射稀释成1 ml的山莨菪碱约
0.5 mg(2.0 mg/kg),其余同B组.
1.2方法

1.2.1血浆和肝组织中ET-1含量的测定  血浆ET-1含
量的测定:采取血液约1 ml，加入10 ul 10 %EDTA二
钠和20 µl 抑肽酶,混匀,4 ℃ 3 000 rpm离心10 min,取
上清液于-70 ℃保存.肝组织中ET-1含量的测定:切取
活肝组织约100 mg，加入 1 ml 1 mmol HCl 碾磨，随
后置于100 ℃水浴10 min,匀浆，4 ℃ 3 000 rpm离心
10 min，取上清液于-70 ℃保存.测定前将标本置于冷
水中复融,再次离心,取上清液按ET-1试剂盒说明书所
述方法用放射免疫法测定血浆和肝组织中ET-1含量.
1.2.2肝组织中MDA含量的测定   切取活肝组织约100 mg,
加入1 ml 1 mmol HCl碾磨,随后置于100 ℃水浴10 min,
匀浆，4 ℃ 3 000 rpm离心10 min,取上清液于-70 ℃
保存.测定前将标本置于冷水中复融，再次离心，取上
清液，按MDA试剂盒说明书所述方法用硫代巴比妥酸
比色法测定肝组织中MDA含量.
1.2.3肝细胞内[Ca2+]i含量的测定  将新鲜肝组织制成细
胞悬液，浓度调至1×109/L，离心去上清液，加Fura-
2/AM及适量负载液,混均,置于37 ℃水浴中共温浴45 min,
并持续均匀轻振，使Fura-2/AM进入细胞内并充分反
应.温浴后离心去上清液，用悬浮液（负载液中加
CaCl2）冲洗2次,然后再加适量悬浮液,保持 37 ℃ 1 h
内测完.将样品移入10 nm石英比色池内,设定激发光栅
5 nm,发射光栅10 nm,发射波长500 nm,以 300 -500 nm
激发光谱扫描测定荧光值F;加 Triton-x-100(1 g/L)破坏
细胞膜,测定Fmax;再加EGTA(6 mmol/L)测定Fmin.结果
计算：[Ca2+]i=kd×(F-Fmin)/(Fmax-F)，其中kd是Fura-
2和Ca2+ 反应的解离常数,为 314 nmol/L.
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1.2.4血浆ALT含量的测定  血浆ALT含量用常规生化
方法测定.
1.3 肝组织病理学变化的观察   采取新鲜肝组织用质量
浓度为100 g/L 的甲醛溶液固定24 h,按病理学常规制
片，H-E染色，光学显微镜观察.
       统计学处理 实验所得数据用均数±标准差（       ）
表示，组间比较用Student's  t 检验.

2   结果

2.1血浆和肝组织中各检测指标含量的变化

2.1.1 血浆和肝组织中ET-1含量的变化   肝脏缺血再
灌注后，血浆和肝组织中ET-1含量均显著升高，于再
灌注后第3小时达到高峰,此后缓慢下降,与A组比较,其
他各组均有明显的统计学意义(P <0.01,P <0.05）；应
用山莨菪碱后，ET-1略有下降，但与B，C组无明显
统计学意义,见表 1,表 2.
2.1.2血浆ALT含量的变化   血浆ALT于缺血再灌注后
第6小时达高峰，再灌注后24 h仍维持在较高水平，与
A组比较，其他各组均有统计学意义（P <0.01）；应
用山莨菪碱后，血浆ALT含量明显下降，与B、C组比

较有统计学意义（P <0.05）,见表 3.
2.1.3肝组织中MDA含量的变化   肝脏缺血再灌注后，
肝组织中MDA含量增加，第6小时达高峰，第24 小时
基本接近正常水平，与A组比较，B、C组有统计学意
义(P <0.01，P <0.05)，D 组与 B、C 组相比，部分
时相点有统计学意义(P <0.05),见表4.
2.1.4肝细胞内[ Ca2+]i含量的变化   肝脏缺血再灌注后，
肝细胞内[Ca2+]i 含量升高，与A组(154± 12 nmol/L)比
较，B组(384±16 nmol/L)、C组(368±15 nmol/L)均有
统计学意义(P <0.01);而 D组(218± 14nmol/L)与 B、C
组比较也有统计学意义(P <0.05).
2.2 肝组织病理学变化   光镜下正常对照组肝细胞和肝
窦内皮细胞均正常.缺血再灌注组和生理盐水组肝脏瘀
血明显，以门静脉为中心向周边呈放射状排列，同时，
肝细胞可见不同程度的浊肿变性和空泡状变性，偶尔
可见点状坏死；晚期主要以肝细胞局灶性及片状坏死
为主.山莨菪碱组再灌注后早期肝脏的瘀血明显减轻，
细胞变性坏死不明显，晚期偶尔可观察到点状坏死，无
成片状细胞坏死.

sx ±

表1  血浆ET-1含量的变化( sx ± ,pg/ml)

再灌注时间       1 h        3 h 6 h     12 h     24 h

B组 5.2± 1.3a 12.8± 1.2a            5.6±1.6a 4.8± 0.8a 4.1± 0.8a

C组 4.8± 0.3a 11.5± 0.6a            7.3±0.4a 4.5± 1.8a 4.2± 0.6a

D组 4.2± 1.6a   9.3± 0.8a            5.2±1.2a 4.0± 0.8a 3.9± 0.4a

 aP <0.01 vs A组(1.1± 0.5).

表2   肝组织中ET-1含量的变化( sx ± ,ng/100 mg)

ÔÙ¹à×¢Ê±¼ä       1 h        3 h 6 h     12 h     24 h

B组 314± 34b 650± 82a         381±68a 325± 65b 206± 25

C组 302± 25b 570± 48a         385±56a 302± 60b 210± 30

D组 284± 20b 582± 60a         360±48a 310± 58b 198± 31

aP <0.01 vs A组(164±30), bP <0.05 vs A组.

表3  血浆ALT 含量的变化（ sx ± ,u/L）

ÔÙ¹à×¢Ê±¼ä       1 h        3 h 6 h     12 h     24 h

B组 137± 32a 144± 33a         182±36a 162± 28a 148± 32a

C组 140± 35a 148± 38a         176±28a 152± 42a 150± 36a

D组   82± 12a,b   88± 15a,b         102±14a,b   91± 25 a,b   90± 18a,b

aP <0.01 vs A 组(19± 4), bP <0.05 vs B、C组.

表4  肝组织中MDA含量的变化（ sx ± ,nmol/g）

ÔÙ¹à×¢Ê±¼ä       1 h        3 h 6 h     12 h     24 h

B组 7.9± 1.2b 8.2± 1.0b        11.2± 1.6a 10.2± 1.4a 6.5± 0.6

C组 7.4± 0.8b 9.4± 0.6a        10.4± 1.8a   9.6± 2.0a 6.0± 0.4

D组 6.0± 0.4 6.2± 0.8          6.0±1.2c   5.2± 0.3c 4.4± 0.6

aP <0.01 vs A 组(4.0± 1.1);bP <0.05 vs A组；cP <0.05 vs B、C组.
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3   讨论

我们在实验中观察到,肝脏缺血再灌注后血浆ET-1、
ALT 和肝组织中ET-1、MDA、肝细胞内[Ca2+]i 含量
均显著增加，说明肝脏缺血再灌注后导致了肝细胞损
伤.研究发现[7,8]，在肝血管平滑肌细胞和肝窦贮脂细胞
膜上存在ETＡ和ETＢ受体，ET-1可作用于ETＡ受体，
使平滑肌细胞和贮脂细胞收缩，最终导致肝脏微循环
障碍，使入肝血流量减少[9].肝脏缺血缺氧时，ATP生
成减少甚至停止，同时ATP 分解加速，ATP的减少可
降低Na+-K+-ATP酶和Ca2+-ATP酶的活性，Na+ 和Ca2+

便在细胞内蓄积，导致细胞水肿和细胞内Ca2+超载.细
胞内Ca2+超载可激活Ca2+依赖性蛋白水解酶，在ATP
降解产物代谢过程中，可促进活性氧自由基的生成[9] .
ET-1 还可刺激兴奋性氨基酸的释放，促进中性粒细
胞的黏附，活化释放蛋白酶产生氧自由基[10,11].氧自由
基可导致脂质过氧化反应，使细胞膜和膜酶损伤，同
时，非自由基的醛式代谢产物还能带着自由基的损伤
潜能，从其生成的部位如内质网扩散到线粒体、核糖
体和其他细胞成分，导致细胞和细胞组分的损伤.
       肝脏缺血再灌注前应用山莨菪碱，可使肝细胞内
[Ca2+]i 和肝组织中MDA的含量明显下降，以及肝酶的
漏出减少，说明山莨菪碱可以减轻肝细胞内Ca2+超载
并降低氧自由基的产生.山莨菪碱可嵌入细胞膜脂质双
层，增加膜的流动性，有利于细胞膜发挥其功能[12-14].
山莨菪碱还具有稳定细胞内溶酶体膜，保护线粒体和提
高细胞利用氧的能力，同时还可以增强线粒体固定
Mg2+ 的能力，从而减少Mg2+ 的丢失[15].由于应用山莨
菪碱后细胞膜和细胞器膜受到了较好的保护，同时
Mg2+ 的丢失减少，故可以减轻肝细胞和线粒体内Ca2+

超载.研究发现，山莨菪碱还可通过蛋白激酶C系统阻
断Ca2+内流，从而减轻肝窦内皮细胞和肝细胞的损伤.
细胞内Ca2+超载的减轻，可以减少Ca2+依赖性蛋白水
解酶的激活，减少黄嘌呤脱氢酶向黄嘌呤氧化酶的转
化，从而可使氧自由基的生成减少.由此可见，山莨
菪碱可以减少氧自由基的生成，对肝脏缺血再灌注损
伤具有保护作用.
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摘要
目的:探讨银杏制剂对大鼠急性肝损伤的保护作用及机制．

方法:♂Wistar 大鼠，随机分为:对照组、模型组、银杏

制剂低、中、高三个剂量治疗组及齐敦果酸阳性药对照组．

D-氨基半乳糖胺（D-GalN）致大鼠急性肝损伤模型．

测定大鼠血清血小板活化因子（PAF）、丙氨酸转氨酶

（ALT）、丙二醛（MDA）,并光镜下观察肝脏病理变化．

结果:模型组血清 PAF、ALT、MDA 显著高于正常组

(P <0.01).光镜:肝细胞大块或亚大块坏死，肝小叶及肝细

胞消失,肝脏病理学分级与正常组有显著差异(P <0．01).

银杏各剂量组血清PAF、ALT、MDA及阳性对照组ALT、

MDA则均明显低于模型组(P <0.01)，肝细胞坏死明显减

轻，范围缩小,并可见肝小叶结构，其中尤以银杏高剂量组

疗效较佳(P  <0.05),其他各治疗组效果无明显差异(P  >0.05)．

结论:银杏制剂对D-GalN所致大鼠急性肝损伤具有保护作

用，其机制可能是通过清除氧自由基、拮抗PAF,改善肝

脏微循环实现的．他有望成为临床治疗急性重型病毒性

肝炎的有效药物之一．
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0   引言

急性肝衰竭(AHF)，在我国发病率较高,且起病急、症
状重、并发症多、死亡率高.近年发现，PAF 在 AHF

的发病机制中具重要作用,尤其在内毒素－细胞因子所
致肝损害中可能起“中心”和“放大”致病作用[1,2].
银杏提取物中的银杏苦内脂BN52021是强效的特异性
PAF拮抗剂，可与PAF竞争受体，发挥保肝作用[3] .但
其价格昂贵，临床尚难广泛应用．银杏制剂含有
BN52021(含量占6 %)，其提取工艺稳定、成本低廉；其另
一种主要成分银杏总黄酮（含量占24 %），可捕获氧自由
基、抗脂质过氧化，对急性肝损伤也具保护作用[4]，故
治疗AHF应具良好疗效．而将此药用于AHF保肝治疗尚
未见报道．为此，我们利用D-GalN致 AHF大鼠模型，
用齐敦果酸作为阳性对照，观察银杏制剂对大鼠血清
PAF、MDA、ALT的影响及肝脏病理学改变，以明确他的
保肝作用,探讨其机制,为应用于临床提供理论依据．

1   材料和方法

1.1 材料  ♂Wistar 大鼠,60只,体质量300± 80 g，贵
阳医学院动物中心提供,D-GalN1,重庆医科大学化学教
研室提供,用时配成100 g/L的溶液,并用1 mmol/L NaOH
调 pH为7.4．银杏制剂，由江苏扬子江药业有限公司
提供，为一散装粉末状中药制剂，用时配成20 g/L的混
悬液，灌胃前摇匀．齐敦果酸片，重庆制药七厂，用时
配成6 g/L的混悬液，灌胃前摇匀．TDL-80-2B型台式
低速离心机和LG-3型多用冰冻干燥机，宁波市生化仪
器厂制造．TYXN-96多功能智能血液凝集仪，上海通
用机电技术研究所制造．TG328A全机械加码电光分析
天平(可精确至 10-4)，北京医用天平厂制造．
1.2  方法

1.2.1 动物分组及处理  大鼠分笼饲养，保持适宜环境
(室温:16-25 ℃),按体质量均衡法，将动物随机分为总
体质量相近的6个实验组，每组10只,给予治疗性药物
(银杏制剂)及阳性药对照剂(齐敦果酸),1次 /d，共 8 d，
于第7天上午，给予D-GalN造模，第8天，末次给药
1 h 后断头取血(表 1)．

表1  各组大鼠的处理情况

          动物数只 用药方法、剂量(mL/100g 鼠体质量) 、次数

ip   D-GalN× 1次                   ig   药物×8次

正常组 10 生理盐水 (0.7 ml/100 g)             生理盐水(0.5 ml/100 g)

D-GaIN组 10 100 g/L D-GaIN(0.7 ml/100 g)             生理盐水(0.5 ml/100 g)

D-GaIN组＋银杏低剂组 10 100 g/L D-GaIN(0.7 ml/100 g)  20 g/L银杏制剂(0.25 ml/100 g)

D-GaIN组＋银杏中剂组 10 100 g/L D-GaIN(0.7 ml/100 g)  20 g/L 银杏制剂(0. 5 ml/100 g)

D-GaIN组＋银杏高剂组 10 100 g/L D-GaIN(0.7 ml/100 g)  20 g/L银杏制剂(1 ml/100 g)

D-GaIN组＋齐敦果酸组 10 100 g/L D-GaIN(0.7 ml/100 g)    6 g/L齐敦果酸(1 ml/100 g)

齐敦果酸实际用量为:60 mg/kg; (相当于正常人剂量10倍);银杏制剂低、中、高剂量组的实际用量分别为:50、100、200 mg/kg 鼠体质量(中剂量组
相当于正常人剂量10倍);D-GalN的实际用量为:700 mg/kg体质量.
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1.2.2 观测指标及检测方法  每只鼠断头取血7-10 mL，
离心(1 560 g × 10 min)取血清,置 4 ℃冰箱保存,备测．
(1)PAF的检测:血浆中PAF脂质的提取:按Croft et al [5]报
道的方法.洗涤兔血小板的制备[6]．(3)血小板聚集功能
测定及PAF计算:用血小板多功能聚集仪按说明书操作
步骤测试PAF标准品或样品，得出PAF标准品致血小
板聚集的量效曲线．据此曲线，计算出相应 PAF 含
量（以百分比浓度表示）．（2）ALT:用Beckman全自动
生化分析仪检测；（3）MDA:采用硫代巴比妥比色法检
测；（4）病理学观察:光镜观察．病理学判断标准:0级:
肝细胞正常;1 级:肝细胞仅有水肿变性或点状坏死；2
级:肝细胞灶或片状坏死，但坏死程度小于整个肝组织
切片的25 %;3级:肝细胞坏死量占整个切片的25-50 %;
4 级:肝细胞坏死量大于肝组织切片的50 %以上．
      统计学处理  实验数据，先经方差齐性检验，方
差齐，则用单因素方差分析进行组间比较分析，并用q
检验进行组间两两比较；方差不齐以及等级分类资料
用秩和检验．所有数据均经SAS统计学软件包处理．

2   结果

2.1 血清PAF、ALT、MDA结果  不同剂量的PAF标
准品引起的血小板聚集率,呈良好的线性量效关系(图1).
据此曲线，计算出各组大鼠血清 PAF 含量(表 2)．

表2  各组大鼠血清PAF、ALT、MDA的变化情况

  PAF(µg/L)                ALT(U/L)              MDA(nmol/L)

正常组 1.09± 0.18b     55.8± 6.38b        5.86±2.70b

模型组   4.6± 0.33 1092.7± 88.50      16.43±3.78

银杏低剂量组 2.74± 0.28ab      498± 73.03ab        9.37±2.47ab

银杏中剂量组 2.65± 0.22ab   501.7± 45.04ab        8.62± 2.33ab

银杏高剂量组 2.33± 0.20b   350.6± 66.77b         5.39±2.27b

齐敦果酸组 4.53± 0.45b   508.8± 58.91ab        8.78± 2.98ab

aP <0.05, vs银杏高剂量组; bP <0.01,vs 模型组.

2.2 病理学观察结果  (表 3、图 2-5)

表3  光镜下肝组织病理学变化情况

     病理改变分级(只数)    vs模型组 vs高剂量组
大鼠数

      + ++     +++    ++++

正常组        10          0  0         0          0

模型组        10      ２       5         3

银杏制剂低剂量组    10         3        5         1 P <0.01         P <0.01

银杏制剂中剂量组    10         7        3         0 P <0.01          P <0.01

银杏制剂高剂量组    10         9  1         0 P <0.01

齐敦果酸组                10         6        4         0 P <0.01          P <0.01

图1  PAF对兔血小板的聚集作用

图2 模型组 肝弥漫性坏死 病理分级 Ⅳ级 HE×50
图3 银杏制剂中剂量组  肝细胞点状坏死 汇管区血管高度扩张 病理分
级Ⅱ HE×200
图4 银杏制剂高剂量组，肝细胞点状坏死，病理分级Ⅰ级，HE×100
图 5 齐墩果酸组 肝细胞灶状坏死，汇管区炎性细胞浸润，肝淤血明
显，病理分级Ⅱ HE × 400
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3   讨论

3.1 PAF的致病作用  造成AHF肝坏死的机制[7] :(1)原发
性损伤,包括免疫病理反应和HBV本身的作用；(2)继发
性损伤,即以TNF-α为核心的细胞因子等炎症递质对
肝脏的致伤效应．已证实，PAF在原发性和继发性损伤
中均具有一定作用.本试验中模型组PAF较正常组显著
升高(P <0.01),亦证实：PAF参与了AHF的致病过程．
3.2 银杏制剂对AHF的保护作用

3.2.1 银杏制剂对血清PAF的影响  各银杏制剂组血清
PAF含量明显低于模型组(4.6±0.33)(P <0.01),齐敦果酸
组则与模型组无显著性差异(P >0.05),说明银杏制剂可
通过其中的PAF拮抗剂拮抗PAF，降低血清PAF水平,
发挥抗炎保肝作用;齐敦果酸不具有拮抗PAF的作用．
3.2.2 对ALT的影响   血清转氨酶是肝细胞损害的敏感
指标，在一定程度上反映了细胞损害和坏死程度，而
ALT活性反应肝损害更具有特异性．本试验，模型组血
清ALT活性(1092.2 ± 88.5) U/L 明显高于正常对照组
(55.8±6.58) U/L(P <0.01),说明:D-GalN导致了大鼠大量
肝细胞坏死,血清转氨酶升高.而各治疗组转氨酶活性
明显低于模型组，提示银杏制剂及齐敦果酸均有降酶
保肝作用，尤以银杏制剂高剂量组作用最显著ALT
(350.6± 66.77)U/L(P <0.01);银杏中 (501± 45.04)U/L、
低(498±73.03)U/L剂量组与齐敦果酸组之间，降酶作
用无显著性差异（P >0 .05）．
3.2.3 对MDA的影响   导致肝细胞坏死损伤的重要因
素之一是氧自由基（OFR），氧毒性集团主要是通过氧
化细胞蛋白质DNA及生物膜脂质，导致肝细胞坏死，并
形成脂质过氧化终产物MDA，而MDA也可使膜蛋白发
生交联反应，导致肝细胞破坏,因此,测定血清MDA，可
间接反应OFR对肝细胞的损害程度.本结果显示:各治疗
组血清MDA含量明显低于模型组(16.43± 3.78)nmol/L
（P <0.01），说明各银杏制剂和齐敦果酸均具有清除
OFR，减少脂质过氧化产物产生的作用，从而防止肝细
胞破坏．疗效以银杏高剂量组效果最好（P <0.05）．
3.2.4 对病理学改变的影响   D-GalN诱发大鼠肝损伤模
型，因其病理变化与人类病毒性肝炎相似而被广泛应
用[8]．后又证实，D-GalN 复制出的大鼠AHF 模型，
与临床暴发性肝衰竭（FVH）患者所表现出的机体变
化、病理改变及生化指标变化基本相同．本试验病
理学观察显示：正常组肝组织正常；而模型组可见
融合成片的肝细胞坏死，或有不同程度亚大块坏死，
肝小叶结构破坏，肝细胞消失，网状支架塌陷，在
门管区周围肝小叶周边偶见狭窄的肝实质和稀疏的水
肿变性肝细胞，毛细胆管中有胆汁淤积,肝窦内普遍含
有稀疏的慢性炎症细胞、肥大的Kupffer细胞和巨噬细
胞,其内常见色素沉着,门管区有不同程度的小胆管增生
(图 2),与正常组有显著性差异；而治疗组病理学改变
与模型组比较具有显著性差异(P <0.01),表现为肝细胞

点状或灶状坏死，程度明显减轻，甚至有的仅有肝
细胞变性和点状坏死，肝小叶结构正常．说明:银杏
制剂和齐敦果酸，均具有防止肝细胞坏死的作用，但
前者除清除OFR外，还拮抗PAF，故作用较后者好，
且以银杏高剂量组效果最好(P <0.01),(图 3-5)．
3.3 银杏制剂的保肝作用机制   根据本试验结果可得
出，银杏制剂的保肝作用机制有: (1)清除氧自由基．
银杏制剂中的银杏总黄酮[4]和银杏苦内酯均具有这种作
用．(2)拮抗 PAF．银杏制剂中的银杏苦内酯BN52021，
具有拮抗PAF 生物学活性，防止单核－巨噬细胞系统
激活，从而阻止了粒细胞活化、炎症递质、溶酶体酶释
放及Ca2+ 超载等连锁反应所致的肝细胞坏死[9-14]．
       银杏制剂通过上述作用机制，发挥良好的治疗效
果,有望成为临床上治疗AHF的有效药物之一．然而
AHF的发病机制非常复杂，银杏制剂并不能清除内毒
素对肝脏的直接毒性作用，仅能遏制内毒素-细胞因
子网络的某一致病环节，防止各种毒素通过PAF而介
导肝损害的发生．因此对于AHF的治疗，应根据其多
种发病机制，应用多种药物综合治疗，才能达到良好
治疗效果．
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摘要
目的:探讨mu、kappa阿片受体激动剂和拮抗剂对泻剂结

肠大鼠离体肌条收缩反应的作用.

方法:以泻剂复制大鼠泻剂结肠模型,采用电刺激离体肌条

收缩反应实验，观察mu、kappa阿片受体激动剂和拮抗

剂对“泻剂结肠”大鼠离体肌条的收缩反应的影响.

结果:与对照组相比,外源性不同浓度的mu、kappa阿片受

体激动剂明显抑制电刺激泻剂结肠离体肌条收缩反应，收

缩波幅非常明显降低对照组(8.50,6.24,3.35 vs 11.40 mm，

P <0.01; 8.98,6.89,4.43 vs 11.40 mm,P  <0.01).与对照组相

比，不同浓度的mu阿片受体拮抗剂显著加强电刺激泻剂

结肠离体肌条收缩反应(13.18,15.87,19.46 vs 11.40 mm，

P <0.01).kappa阿片受体拮抗剂无明显的作用.

结论:mu、kappa阿片受体参与了泻剂结肠的动力学的调节.

刘宝华,莫平,张胜本. mu、kappa受体在泻剂结肠大鼠离体肠肌条收缩反应

中的作用.世界华人消化杂志  2003;11(1):88-89

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/88.htm

0   引言

慢传输性便秘病因、发病机制目前还不清楚，众多
的神经递质在慢传输性便秘发病的作用越来越引起人
们的重视.我们采用泻剂结肠模型，探讨抑制性神经递
质阿片肽对泻剂结肠大鼠离体肌条收缩反应的作用.

1   材料和方法

1.1 材料   大黄粉由重庆市中药厂提供,酚酞粉由重庆市
东风试剂厂提供.mu、kappa 阿片受体拮抗剂naloxone
和 norbni，mu、kappa 阿片受体激动剂 damgo 和
U50488 购自美国Sigma 公司.Wistar 大鼠 50只，雌雄
各半，体量(230-270).将大黄和酚酞组作为泻剂结肠
组.对照组10只,大黄和酚酞组各20只，雌雄各10只.
动物模型的建立[1] :各组的雌雄大鼠分笼喂养，饲养环
境温度18-28 ℃，相对湿度40-80 %.对照组饲以普通

软饲料.大黄组添加大黄粉,起始剂量每天 200 mg/Kg，
递增至每天1 000 mg/Kg时约半数动物出现稀便.维持此
剂量直到稀便消失,再按每天200 mg/Kg递增,如此保持
半数动物有下泻作用饲养3 mo,大黄组的终剂量为每天
2 400 mg/Kg.酚酞组添加酚酞,起始剂量每天200 mg/Kg,半
数致泻量为每天1 400 mg/Kg,终剂量为每天3 200 mg/Kg.大
黄组动物饲养3 mo,后约 40 %出现脱肛、血便.
1.2 方法  击昏动物，腹正中切口进腹，快速取回盲部
5 cm处的结肠，置于Krebs 液平皿中.用Krebs 液冲洗
肠内容物，然后将肠管套在一玻璃棒上，用湿棉球沿
肠管纵轴擦几次，擦破浆膜,用湿棉球轻轻向两侧剥离,
用眼科手术剪剪开肠管,制成2×2 cm肌条.用外科缝线在
肌条的两端各缝扎一细线,一端固定在标本支持棒上，
另一端挂于压力传感器.肌条置于盛有恒温(37±0.5 ℃)、
持续通气(95 mol/L O2，5 mol/L CO2)10 ml Krebs液浴槽中.
Krebs液包括：NaCl 112.08 mmol，KCl 5.90 mmol,CaCl2
1.97 mmol，MgCl2 1.18 mmol，NaH2PO4 1.22 mmol，
NaHCO3 25.0 mmol，Glu 11.49 mmol，PH 7.2-7.4.银
丝电极一对平行放置在肌条的上下端，持续的电刺激，
刺激强度：电压:70V，频率10 Hz，波宽4 ms.每次实
验开始，调节肌肉静息张力 1 g，平衡 1 h，肌力变
化通过压力传感器记录在二道生理记录仪上，灵敏度
为0.5，走纸速度为1 mm/s，纵坐标每一小格代表一
个收缩单位（相当于1 g 的拉力）.平衡 1 h 后，在浴
槽分别加入不同浓度的阿片受体激动剂或拮抗剂，记
录观察各种药物对电刺激离体肌条影响，绘制浓度依
赖曲线.对电刺激离体肌条变化，在单位时间内，测定
所有收缩波的振幅，计算平均振幅及单位时间内振幅
变化的百分数.振幅变化的百分数=(实验组单位时间振
幅 - 对照组单位时间振幅)÷对照组单位时间振幅×
100 %.
       统计学处理  数据以均数 ±标准差(         ),表示，组
间比较用Student’s t 检验统计分析.

2   结果

在大多数的挂条实验(70 %)中，电刺激离体肌条收缩
反应表现为典型的正弦样曲线，因各种电生理影响因
素，30 %的肌条表现为杂乱无规律的波形.泻剂结肠
组电刺激离体肌条收缩波的振幅降低，收缩肌力减弱,

sx ±
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与对照组相比,振幅下降27.43 %.不同剂量的mu阿片受
体激动剂damgo明显抑制电刺激泻剂结肠离体肌条收
缩反应，收缩波的振幅显著低于用药前基础收缩波的
振幅(P <0.01).与 0.05 µmol组收缩波振幅相比，0.10和
1.00 µmol 组的收缩波振幅显著降低(P <0.05，P <0.01.
表1).不同剂量的mu阿片受体拮抗剂naloxone显著加强
电刺激泻剂结肠离体肌条收缩反应，与用药前基础收
缩波的振幅，振幅明显升高（P <0.01）.与 0.05 µmol
组收缩波振幅相比，0.10和 1.00 µmol组的收缩波振幅
显著增加（P <0.05，P <0.01.表 1）.U50488H是一种
高选择性、强效的kappa阿片受体激动剂,对电刺激泻
剂结肠离体肌条收缩反应呈明显的抑制作用，收缩波
的振幅显著低于用药前基础收缩波的振幅(P <0.01).与
0.05 µmol 组收缩波振幅相比，0.10和 1.00 µmol 组的
收缩波振幅显著降低（P <0.05，P <0.01.表 1）.使用
大剂量kappa阿片受体拮抗剂norbni不改变电刺激泻剂
结肠离体肌条收缩波的振幅.

表1  mu，kappa 阿片受体激动剂和拮抗剂对电刺激泻剂结肠离体肌

条收缩波振幅的影响(mm，           )

药物浓度(µmol)
药物名称

0 0.05             0.10         1.00

用药前       11.40±0.21
Damgo                                       8.50±0.89a        6.24±0.91ab            3.35±0.64ac

Naloxone       13.18±0.93a      15.87±0.98ab   19.46±0.79ac

U50488H         8.98±0.69a        6.89±0.71ab     4.43±0.99ac

aP <0.01 vs 用药前; bP <0.05，cP <0.01 vs  0.05 µmol组.

3   讨论

阿片肽广泛分布于胃肠道,通过肠道内的mu、kappa、
delta阿片受体，抑制兴奋性神经递质的释放起到抑制
肠道运动的作用[2,3] .我们观察到外源性的mu、kappa阿
片受体激动剂明显抑制泻剂结肠大鼠离体肌条收缩反
应，收缩波振幅显著低于用药前基础收缩波的振幅，上
述抑制作用与剂量负相关.Mu阿片受体拮抗剂则明显加
强电刺激泻剂结肠大鼠离体肌条收缩反应.Kappa阿片
受体拮抗剂则无明显作用.结果表明，mu阿片受体在泻
剂结肠大鼠肠道动力调控中起重要的作用,其次是
kappa阿片受体.也进一步说明阿片肽能使结肠的神经
肌肉的传动推动性蠕动减弱，参与慢传输性便秘的发
生和发展.
         Kreek et al 曾提出:阿片肽活性的变化是慢传输便
秘的发病的一个重要因素，并用mu阿片受体拮抗剂纳
洛酮治疗2例慢传输性便秘获得成功.我们通过观察阿
片受体的激动剂和拮抗剂对泻剂结肠离体肌条的作用，
为用阿片受体拮抗剂治疗慢传输性便秘提供了理论依
据.进一步提示研究阿片受体的亚型、结合位点和全面
的临床研究，有可能为治疗慢传输性便秘提供新的途
径，也可能较全面的阐明慢传输便秘的发病机制.
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世界胃肠病学杂志英文版获得2003-2004年

国家自然科学基金重点学术期刊专项基金资助

本刊讯  世界胃肠病学杂志英文版(World Journal of Gastroenterology)申报的2002年度国家自然科学基金重点学术期刊专项基金项目,
经专家评审,国家自然科学基金委员会委务会议审定,予以批准资助(项目批准号: 30224801).资助期限2年,2003-2004年,资助强度每年

8万元.

     2002 年度重点学术期刊专项基金资助30 本学术期刊,分别为天体物理学报（英）,计算数学（英）,理论物理通讯（英）中国

物理快报（英）,力学学报（英）,分析化学,高等学校化学学报,化学学报,化学通报,中国化学工程学报（英）,世界胃肠病学杂志世界胃肠病学杂志世界胃肠病学杂志世界胃肠病学杂志世界胃肠病学杂志

（（（（（英英英英英）））））,作物学报,中国农业科学,中国中西医结合杂志,中国药理学报（英）,生物化学与生物物理学报,细胞研究（英）,植物学报

（英）,大气科学进展（英）,地球物理学报,地质学报（英）,金属学报,稀土学报（英）,材料科学技术（英）,稀有金属材料与工

程,电力系统自动化,计算机科学技术学报（英）,管理科学学报,中国科学（中、英）,科学通报（中、英）.

(世界胃肠病学杂志社 2002-10-18)

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2003年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消消消消消          息息息息息 •



• 临床经验 •

食管癌及其癌前病变组织p16蛋白表达的研究

王立峰,张丽红,刘   明,张   伟 ,王吾如,王洪平,刘伯齐,金玉生,靳玉兰 ,韩志楷,曲   平,刘   义,丁镇伟,林培中

90                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 1月15日  第 11卷  第 1期

王立峰,王吾如,哈尔滨医科大学第一临床医学院病理科
黑龙江省哈尔滨市  150001
张丽红,哈尔滨医科大学第一临床医学院放射科
黑龙江省哈尔滨市  150001
刘明,哈尔滨医科大学第三临床医学院腹外科  黑龙江省哈尔滨市  150040
张伟,王洪平,刘伯齐,金玉生,靳玉兰,韩志楷,曲平,刘义,丁镇伟,林培中,中
国医学科学院肿瘤研究所  北京市  100021
国家九五攻关项目资助课题，No.96-906-01-02
国家自然基金资助课题， No.39870838
项目负责人:张伟,100021,北京市朝阳区潘家园 中国医学科学院肿瘤研究所.
zhangwe@public.bta.net.cn
收稿日期:2002-10-08    收受日期:2002-10-21

摘要
目的:探讨p16蛋白表达与食管癌发生发展的关系.

方法:应用免疫组织化学方法检测了79例食管癌(原位癌30

例，浸润性鳞状细胞癌19例，腺癌30例)及其116例增生

性病变(单纯增生30例，不典型增生轻31例、中31例、重

24例)和28例正常食管黏膜上皮组织中p16蛋白表达情况.

结果:p16蛋白表达的阳性率分别为侵袭性鳞状细胞癌21.1 %

(4/19)、原位癌50 %(15/30)、重度不典型增生83.3 %(20/24)、

中度不典型增生64.5 %(20/31)、轻度不典型增生67.7 %

(20/31)、单纯增生80 %(24/30)、正常组织60.7 %(17/28).

结论:p16蛋白表达的缺失可能与食管癌的发生发展有关.

王立峰,张丽红,刘明,张伟,王吾如,王洪平,刘伯齐,金玉生,靳玉兰,韩志楷, 曲平,

刘义,丁镇伟,林培中. 食管癌及其癌前病变组织p16蛋白表达的研究. 世界华

人消化杂志  2003;11(1):90-91

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/90.htm

0   引言

研究表明,在多种细胞系和实体瘤中存在p16蛋白的缺
失，提示p16可能与多种肿瘤的发生、发展有关[1] .为
探讨p16蛋白在食管癌发生、发展中的作用及其表达的
改变，我们对218例食管内窥镜活检组织和5例食管癌
手术后切除的标本，包括正常食管黏膜、单纯增生、不
典型增生食管上皮、原位癌和侵袭癌组织中p16蛋白的
表达情况进行了研究.

1   材料和方法

1.1材料   河北磁县1997年食管癌普查中患者的活检组
织203例.经病理诊断：侵袭性鳞状细胞癌19例，腺癌
10例，原位癌30例，重、中、轻度不典型增生分别为
24例、31例、31例，单纯性增生30例，正常食管鳞状
上皮28例；哈医大一院1997/1998年食管腺癌20例，
其中活检组织15例，食管癌术后切除标本5例. 抗p16

蛋白的单克隆抗体(鼠)sc-1661为Santa Cruz Biotechnology,
Inc.产品，工作浓度为1∶50；SP-Streptavidin/Peroxidase
kit 由北京中山生物技术有限公司提供.
1.2 方法  辣根过氧化酶标记的SP法.即:石蜡切片常规
脱蜡至水,30 % ml/L 过氧化氢－甲醇封闭 5 min,PBS
(pH7.2)漂洗后置柠檬酸(pH6.0)中,微波炉抗原修复10 min,
PBS漂洗后依次滴加一抗4 ℃过夜,二抗37℃ 15 min，
辣根酶标记的链霉卵白素工作液15 min 及显色底物，
于显微镜监视下显色，自来水充分冲洗终止反应，苏
木素复染，脱水，透明，封片. >10 % 的病变细胞的
细胞核出现棕黄色颗粒定为阳性. 设有阳性和阴性对照
(以 PBS代替一抗为阴性对照)
        统计学处理  χ2 检验.

2   结果

各组病变的食管组织p16蛋白免疫组化染色结果见表1.

表1  各组病变食管组织p16蛋白免疫组化染色结果

组织学类型 n + - 阳性率(%)

正常组 28 17 11 60.7

单纯增生 30 24   6 80

不典型增生

            轻度 31 21 10 67.7

            中度 31 20 11 64.5

            重度 24 20   4 83.3

癌

        原位癌 30 15 15 50

        侵袭癌 19   4 15 21.1

       经 χ2 检验，正常组与侵袭性鳞状细胞癌组、重度
不典型增生与侵袭性鳞状细胞癌组p16蛋白的表达有
显著性差别(P <0.01)，其他各二组p16蛋白的表达无
显著性差别(P >0.01).
        对 30例食管腺癌p16蛋白免疫组化染色的结果显
示:12例腺癌细胞胞质呈现棕黄色颗粒.

3   讨论

研究认为，肿瘤发生的根本原因在于基因组的不稳定
性，细胞周期G1→ S和 G2→M期这两个“关卡”的
失控，有可能使本来应停止增生或生理性DNA受损或
DNA复制发生错误的细胞不停地进入细胞周期，造成
细胞恶性增生，细胞周期调节失控是癌变的重要原因.
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p16蛋白能使细胞阻滞于G1期，对细胞周期进行有序
调控，确保基因组 DNA 的稳定性. p16 的缺失或失
活都有可能促使细胞癌变，导致肿瘤的发生发展和
恶化[2-6] .
       自 Kamb et al [3]发现 p16基因位于9p21以来，许
多实验和多种人类肿瘤的研究证实存在p16基因的异
常表达和缺失[7-10]. 用 p16转染有 p16缺失的肿瘤细胞
株，肿瘤细胞的生长受到抑制[11] .
       本研究结果发现: p16蛋白在正常食管黏膜鳞状上
皮中表达为散在弱阳性，在单纯增生和不典型增生中
p16 蛋白表达多为散在阳性和强阳性，即表达强度逐
渐增加；但在侵袭性鳞癌中表达强度减弱或呈现阴性.
这说明鳞状上皮发生增生性改变时，p16蛋白的表达也
随之发生变化. 由此可见，p16蛋白对细胞增生起着重
要的抑制作用，而这种抑制作用的减弱，最终导致细
胞发生癌变. p16蛋白缺失可能是食管不典型增生向食
管鳞状细胞癌过渡的重要环节.在食管腺癌中，p16的
阳性表达出现在细胞质，且阳性表达的肿瘤细胞多分
化不好，这可能由于p16蛋白在细胞质的积聚和肿瘤的
分化程度有关，而与p16基因的改变无关. 因此开展对
p16基因的研究, 对揭示肿瘤的发生发展规律有重要意义.
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世界华人消化杂志获得2001年度百种中国杰出学术期刊

本刊讯  期刊的学术质量是一个综合指标，1999 年中国科技信息所研制了中国科技期刊综合指标评价体系，该指标体系已

应用于中国科协一年一度的期刊择优资助工作中. 综合指标评价体系是根据期刊的多项重要指标，如被引总频次、影响因

子、即年指标、基金论文比、他引总引比、扩散因子等对期刊分学科进行综合打分. 通过对中国科技论文与引文数据库收

录的科技期刊进行综合评定，今年中国科学技术信息研究所首次评出了中国百种杰出学术期刊. 世界华人消化杂志荣获2001

年度“百种中国杰出学术期刊”称号.

.（世界胃肠病学杂志 2002-12-18）
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摘要
目的:探讨内镜下胃癌活检标本增生细胞核抗原(proliferating

cellnuclear/PCNA)的表达及其对判断胃癌进展与预后的意义.

方法:55例胃癌患者胃镜下活检标本进行免疫组化染色法

检测PCNA.

结果:PCNA 标记指数与肿瘤浸润深度之间有显著性差异

(P <0.05)，与组织学类型、淋巴结转移之间均无显著性

差异（P >0.05）.PCNA与胃癌pTNM分期之间有显著性

差异（P <0.05），与胃癌胃镜下Borrmann 分型之间无

显著性差异（P >0.05）.PCNA低表达者术后 5 a 生存率

为68.4 %(13/19)，显著高于PCNA高表达者术后5 a生存

率33.3 %(12/36)(P <0.05).

结论:本研究结果提示PCNA与胃癌浸润深度、器官转移

和肿瘤分期具有相关性，是一种有效判断胃癌的预后指标.

吴华星,赵玉兰,潘林娜,武春龙,冯占军.内镜下胃癌活检标本 PCNA的表达及

意义.世界华人消化杂志  2003;11(1):92-93

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/92.htm

0   引言

胃癌是最常见的癌肿之一，据统计占我国消化道恶性
肿瘤的第一位，目前多数研究均基于手术切除的胃癌
标本，不能对术前和失去手术机会的胃癌患者作出相
应的预后判断.我们探讨内镜下胃癌活检标本PCNA的
表达情况，为术前评估胃癌的预后，为临床确定手术
范围及合理的治疗方案提供理论根据.

1   材料和方法

1.1 材料  胃癌患者55例,男44例,女 11例，29-80岁，
以50-60岁为最多，占67.3 %(37/55). 此55例胃癌患者均
在术前做胃镜检查，并取活检，并且均进行了手术切除.
1.2 方法  本实验采用北京中山生物技术有限公司提供
的 SP 试剂盒，全称为过氧化酶标记的链霉卵白素
（streptavidin/peroxidase）染色试剂盒.采用常规SP免
疫组化法测量PCNA. 结果观察：PCNA的阳性着色区域
常位于细胞核的边缘，呈偏心分布.采用PCNA标记指
数（PCNA  Labeling  index，PCNA LI）对胃癌的生

物学行为和增生活性进行判断.PCNA LI是计数1 000个
肿瘤细胞中阳性细胞所占的百分比.结果判断标准:PCNA
阳性细胞1-25 %为＂－＂,26-50 %为＂＋＂,＞51 ％为
＂＋＋＂.
         统计学处理  PCNA数据采用χ2检验进行统计学分
析.胃癌患者生存曲线采用Kaplan-Meier法绘制.

2   结果

2.1  55例胃癌患者免疫组化染色结果   PCNA阳性细胞
1-25 %为＂－＂，本组7例;26-50 %为＂＋＂，本组
13例; ＞ 51 ％为＂＋＋＂,本组35例.
2.2 PCNA与胃癌的浸润深度、组织学类型、淋巴结转

移、pTNM分期、胃镜下Borrmann分型之间的关系 PCNA
标记指数与肿瘤浸润深度之间有显著性差异(P  <0.05),与
组织学类型之间无显著性差异(P  >0.05),与淋巴结转移
之间无显著性差异(P >0.05);PCNA与胃癌pTNM分期之
间有显著性差异(P <0.05),与胃癌胃镜下Borrmann分型
之间无显著性差异(P >0.05)(表 1).

表 1  胃癌肿瘤浸润深度、组织学类型、淋巴结转移、pTNM 分期、
胃镜下Borrmann分型与PCNA的关系

            PCNA

  n - + ++      高表达率(%)    χ2      P
浸润深度

黏膜层   3 0 2   1 33.3

浅肌层   6 1 3   2 33.3

深肌层 18 2 4 12 66.7

浆膜层 /浆膜外 28 4 4 20 71.4     6.27   <0.05

组织学类型

高分化腺癌   1 0 1   0    0

中分化腺癌 16 0 3 13 81.2

低分化腺癌 34 6 8 20 58.8

黏液腺癌   4 1 1   2 50.0     7.59   >0.05

淋巴结转移

  N0 18 2 6 10 55.5

  N1    2 1 1   0    0

  N2 19 2 3 14 73.7

  N3 16 2 3 11 68.8     1.49   >0.05

pTNM分期

  Ⅰ 11 0 7   4 36.4

  Ⅱ 12 3 2   7 58.3

  Ⅲ 16 2 3 11 68.8

  Ⅳ 16 2 1 13 81.3     15.0  <0.025

胃镜下Borrmann分型

  Ⅰ   1 0 0    1 100

  Ⅱ 13 2 2    9 69.2

  Ⅲ 26 4 7  15 57.7

  Ⅳ 13 1 2  10 76.9     5.32   >0.05
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2.3 PCNA与胃癌远处转移之间的关系  肝、腹膜等远
处转移者 1 2 例，其中“+ +”1 1 例，“-”1 例，
PCNA LI 指数高表达阳性率为 91.7%（11/12）.
2.4 PCNA与胃癌的预后的关系  PCNA低表达(<50 %)
术后5 a生存率为68.4 %(13/19),显著高于PCNA高表达
者(>50 %)术后 5 a生存率33.3 %(12/36)(P <0.05)(图 1).

图1  55例胃癌患者生存曲线(kaplan-meier法)

3   讨论

PCNA是与细胞增生周期有关的周期蛋白，是一种较
好的判断细胞增生状态的标记[1] .PCNA在增生细胞中的
含量变化有明显的周期性，在G0期基本无表达，G1晚
期开始增加,至 S中期达到高峰,G2-M期迅速降低[2].因
此,检测PCNA主要反映细胞处于S期(DNA 合成期)的情
况，PCNA表达状况是反映细胞增生能力的重要指标[2].
       Maeda et al [3]报道，在对189例胃癌的检测中，有
肝转移、腹膜转移、淋巴结转移和血管浸润者的PCNA
LI 均显著高于无肝转移、腹膜转移、淋巴结转移和
血管浸润者,并观察到随胃癌浸润深度的增加, PCNA LI
呈明显上升趋势. Maeda et al [4]又对 108例行胃癌根治
术患者标本进行免疫组化研究，结果表明浆膜浸润者
(42例)平均PCNA LI(48.5 %)显著高于无浆膜浸润者(66
例,35.5 %).本实验研究显示PCNA 标记指数与肿瘤浸润
深度之间有显著性差异(P <0.05)(表 1)，与这些研究相
一致.提示随着胃癌浸润深度的增加，PCNA 呈明显上
升趋势.Yonemura et al [5]对 121例胃癌术前内窥镜下活
检标本进行研究表明，腹膜转移、浆膜浸润、淋巴结转
移和肿瘤≥ 6 cm者 PCNA LI 均显著高于无腹膜转移、
浆膜浸润、淋巴结转移和肿瘤<6 cm者.本实验结果显
示肝、腹膜等远处转移者12 例，其中PCNA 高表达
者“++”11 例，“-”1 例，PCNA LI 指数高表达
阳性率为 91.7 %（11/12），与文献相符.认为 PCNA
LI 的增高与肿瘤的增长速度有关,其结果提示了病变的
进展程度.
        PCNA LI 与胃癌的预后明显相关,较高的PCNA LI
倾向于较差的预后.Jain et al [6]对 93例胃癌术后标本进
行免疫组化研究,结果表明,高PCNA LI组(高于40 %)与
低PCNA LI组（低于40 %）的5 a生存率分别为26 %

和 65 %（P < 0.02）.Mori et al [7]对 138 例胃癌进行研
究表明，高PCNA LI 组 5 a 生存率（5.8 %）低于低
PCNA组（66.2 %）（P < 0.01）.Maeda et al [3]对 152
例行胃癌切除术胃癌患者进行分析表明,高PCNA组(LI
大于50 %)患者预后显著差于低PCNA组(LI大于50 %),
低 PCNA组 5 a生存率为90.5 %,而高PCNA 组 5 a生存
率为40.0 % .Maeda et al [4] 又对 108例胃切除术患者进
行分析表明，低PCNA组(LI 低于 42 %)患者 5 a 生存
率为86.9 %(53/61),高PCNA组(LI高于42 %)患者5 a生
存率为55.8 %(26/47)，二者差异显著(P < 0.01).国内学
者也证实，胃癌低PCNA组(小于35.6 %)患者 5 a生存
率(78.0 %)显著高于高PCNA组（大于35.6 %）5 a 生
存率(11.3 %)(P < 0.01)[8].本实验结果显示PCNA低表达
(<50 %)术后5 a生存率为68.4 %(13/19),显著高于PCNA
高表达者(>50 %)术后 5 a生存率 33.3 %(12/36)，二者
差异显著(P <0.05)（图 1）.以上这些结果表明,胃癌的预
后与肿瘤自身的增生活性有关.因而,认为PCNA是一种
有用的预后标记物,能反映肿瘤细胞的生物恶性程度.
         Inada et al 对 107例胃腺癌进行免疫组化研究表
明，PCNA与胃癌的组织类型无明显关系，但与其分
化程度有关.Jain et al [6]对 93例胃癌进行免疫组化研究
表明，PCNA LI 与肿瘤组织类型和分化程度无明显关
系.Maeda et al [3]对 189例经胃镜、病理活检证实为胃
癌的标本进行免疫组化研究，结果表明PCNA LI 与胃
癌组织类型和分化程度无明显的关系.本实验结果显示
PCNA LI 与胃癌组织类型和分化程度无明显的关系，
与文献相符.
       总之, PCNA 作为一个内源性增生细胞的标记物，
与胃癌组织的增长活性，胃癌的转移及预后关系密
切，PCNA可作为一种预测指标用于胃癌的动态观察
及预后判定，具有重要意义.
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摘要
目的:研究幽门螺杆菌(Hp)感染者细胞凋亡与胃液维生素C

(VitC) 含量之间的关系.

方法:用切口末端标记法(TUNEL)对Hp阳性的十二指肠球

部溃疡(DU)、胃溃疡(GU)、癌前病变、胃癌患者以及组织

学上正常的Hp阴性者各10例的胃黏膜活检组织进行细胞

凋亡检测,并测定其胃液中的VitC含量.

结果:细胞凋亡从Hp阳性的十二指肠溃疡→胃溃疡→癌前

病变→胃癌→ Hp阴性的正常组织逐渐减少，凋亡指数分

别为17.5 %、15.1 %、9.2 %、5.1 %、2.5 %.除胃溃疡

与球部溃疡之间无统计意义外(P  >0.05)，其他各组之间

相互比较的差别均有统计学意义 (P < 0.05).VitC含量从正

常组织(34.8 ug/ml)→十二指肠溃疡(18.6 ug/ml)→胃溃疡

(16.5 ug/ml)→癌前病变(11 ug/ml)→胃癌(6.2 ug/ml) 逐渐

下降;除DU与GU组之间无统计意义外，其他各组之间相

互比较的差别均有统计学意义(P < 0.01). HP根除以后细胞

凋亡显著下降，VitC含量明显增高至正常水平.HP阳性的

十二指肠溃疡、胃溃疡细胞凋亡指数与VitC含量呈显著负

相关(P < 0.05)，而癌前病变组和胃癌组，细胞凋亡指数

与VitC含量之间均无显著相关性(P  >0.05).

结论:上述结果提示(1) Hp感染可能诱导胃上皮细胞凋亡，

并使胃液VitC含量减少，使机体失去对VitC的保护作用，

这可能是Hp 导致胃癌的机制之一，补充VitC可能有助

于预防胃癌的发生；(2)在Hp感染早期,胃液VitC含量的减

少可能促进胃上皮细胞凋亡.因此,根除Hp使胃腔VitC浓

度升高，以减少细胞凋亡可能有助于预防胃癌的发生.

晏楠,吕农华,陈江.幽门螺杆菌感染者胃上皮细胞凋亡与维生素C 之间的关系.
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0   引言

目前有多项研究认为Hp感染能诱导胃上皮细胞的凋
亡，但其机制目前尚不十分清楚，有证据表明Hp感染
能引起胃液VitC含量的减少，而胃液VitC的减少被公
认为胃癌发生的重要机制之一.在目前有关Hp感染中
二者是否有关的国内外研究甚少，本研究旨在探讨二

者之间的关系，并分析其在胃癌发生中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  实验组为Hp阳性的胃癌患者10 例、Hp根
除前后的十二指肠球部溃疡和胃溃疡各10例、病理证
实有萎缩性胃炎伴不完全大肠化生或者不典型增生等
癌前病变者共10例,对照组为胃黏膜组织学正常的Hp
阴性者10 例.所有病例在进入实验前1 mo内均未接受
抗生素或其他非甾体类抗炎药物的治疗.Hp的根除治疗采
用三联疗法(洛塞克20 mg 1次/d、阿莫仙0.5 g 3次/d、灭
滴灵0.2 g  3次 /d共 2 wk),停药至少4 wk后复查胃镜.
1.2 方法

1.2.1组织标本  经胃镜取胃窦部黏膜活检组织作Hp的
检测，如尿素酶试验均阳性，细菌培养和组织学检查
(Giemsa染色)2项至少1项阳性者判断为Hp感染,3项检
查均为阴性者判断为Hp根除.同时在活检前取胃液5 mL
作VitC等检测，如混有血液或有胆汁反流者弃用.胃液
离心20 min,3 000 rpm, 取上清液置-20 ℃待测.
1.2.2细胞凋亡检测采用切口末端标记法(TUNEL)   试
剂为德国原装进口宝灵曼产品(Cat.No.1684817)具体操
作按说明书.细胞核中有棕色颗粒者为阳性细胞.每张切片
至少观察5个连续视野,每个视野计数100个上皮细胞中
的调亡细胞数,以平均数为凋亡指数(apoptotic index, AI）.
1.2.3 VitC的测定  试剂为南京建成生物工程研究所产
品.操作步骤按说明.
        统计学处理 方差分析，配对 t检验，Spearman等
级相关分析.

2   结果

2.1 Hp感染与细胞凋亡

2.1.1实验组与对照组细胞凋亡指数比较  与Hp阴性的
正常者相比，Hp 阳性的DU、GU、癌前病变及胃癌
患者的细胞凋亡指数明显增加(表 1).

表 1  Hp 阳性的实验组与Hp 阴性的对照组AI比较(              )

组别  n        AI
十二指肠球部溃疡组 10 17.5± 5.2b

胃溃疡组 10 15.1± 4.4b

癌前病变组 10   9.2± 3.2b

胃癌组 10   5.1± 1.6a

正常对照组 10   2.5± 0.7

组间比较F =36.7,P < 0.01,进一步q检验结果:与对照组比较, q >7.6, bP < 0.01,

q =3.42,aP < 0.05.各实验组两两比较q >4.48, P < 0.01.

sx ±
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2.1.2 Hp根除前后AI比较  Hp根除以后细胞凋亡指数
有显著下降(表 2).

表2  Hp根除前后AI比较( sx ± )

×é±ð   治疗前   治疗后

十二指肠球部溃疡组 17.5± 5.2 3.3± 1.0b

胃溃疡组 15.1± 4.4 3.7± 1.1b

癌前病变组   9.2± 3.2 3.9± 1.8b

根除后t >6.5,bP < 0.01.

2.2 Hp感染与Vit C

2.2.1 Hp 阳性的各实验组与Hp阴性的正常对照组Vit

C水平比较  Hp 阳性的各实验组VitC水平明显低于Hp
阴性的正常对照组(表 3).

表3  各实验组与对照组VitC水平( sx ± ,µg.mL-1)

组别 VitC 浓度

十二指肠溃疡组 18.6± 5.3

胃溃疡组 16.5± 4.2

癌前病变组 11.0± 2.4

胃癌组   6.2± 2.9

正常对照组 34.8± 7.8

各组间比较F=48.87, P < 0.01,进一步q检验结果:与对照组比较, q>10.4,

P均< 0.01.

2.2.2 Hp根除前后胃液Vit C 浓度(µg.mL-1)比较  Hp
根除以后VitC浓度明显恢复到接近正常水平(表 4).

表4   Hp根除前后胃液VitC (µg.mL-1)浓度之间的相互比较

组别 治疗前 治疗后

十二指肠溃疡组 18.6± 5.3 33.5± 7.4

胃溃疡组 16.5± 4.2 31.4± 9.4

癌前病变组 11.0± 2.4 26.5± 10.8

根除前后比较, t >4.58, P < 0.01.

2.3Hp阳性的各实验组AI与VitC 之间的关系  在Hp感
染的十二指肠溃疡组、胃溃疡组AI与VitC呈显著负相
关(r =-0.7及-0.75, P < 0.05),而癌前病变组和胃癌组AI
与VitC 之间无明显相关性(r =-0.55及 -0.55, P  >0.05).

3   讨论

3.1 Hp 感染与细胞凋亡之间的关系   从慢性胃炎→肠
化→不典型增生→胃癌的演变过程是肠型胃癌发生的
规律,而Hp感染可能是这一过程的始动因子[1] . Hp的感
染在其他致癌因素（如宿主因素及多种环境因素等）
共同作用下促使正常胃黏膜细胞向癌细胞转化.近年来

的研究表明肿瘤的发生不但与细胞的过度增生有关，
而且与细胞的过度抑制有关，多数学者认为Hp 引起
的胃黏膜上皮细胞动力学改变即细胞凋亡和增生变化
可能在胃十二指肠疾病的发生过程中起着非常重要的
作用.
       本研究证实:Hp阴性者细胞凋亡的发生很少，且
仅见于胃黏膜的浅层，而Hp 感染者细胞凋亡显著增
加，不仅见于黏膜浅层，而且在黏膜深层甚至固有层
也可发生.这与国内外的研究一致[2-4]. Hp 根除以后细胞
凋亡的发生显著减少，从胃十二指肠溃疡 → 肠化或不
典型增生→ 胃癌细胞凋亡指数呈现逐渐减少的趋势，
这一结果符合胃癌发生的理想模式，提示Hp感染与胃
上皮细胞凋亡增加有关，大量的细胞凋亡可能是Hp感
染致胃十二指肠疾病的形成机制[5].胃黏膜上皮细胞增
生和凋亡的失衡[6,7]以及宿主在Hp感染时的胃酸分泌状
态可能决定Hp 感染后的最终结果 [8,9].如果细胞凋亡活
跃，细胞增生减少，宿主胃酸分泌高，则可能形成十二
指肠溃疡，若此时宿主胃酸分泌低则可能形成萎缩性
胃炎、胃溃疡，如果细胞增生活跃，凋亡减少，宿主胃
酸分泌过低，DNA复制错误增多则易发生细胞累积性
疾病如恶性病变.随着 Hp 的根除，细胞凋亡明显减
少，溃疡愈合速度明显加快，而Hp未根除者细胞凋亡
无明显改变，溃疡愈合率明显降低.通过对Hp进行干预
性治疗以减少细胞凋亡的发生，可能有利于提高Hp相
关性胃十二指肠疾病的治愈率，降低其复发率，最终
可能减少胃癌的发生.
       我们对 200多例Hp感染的十二指肠溃疡、胃溃
疡、萎缩性胃炎伴肠化或不典型增生患者使用三联疗
法根除Hp，其总的根除率为80 %,与国内外报道基本
一致[10-12].对于经济条件不发达地区把洛赛克20 mg 2次/d
减为1次 /d ，同时适当延长抗生素的用药时间也不失
为一种有效而经济的根除Hp的治疗方案.对Hp阳性的
10 例胃癌患者的凋亡指数进行进一步的分析，发现3
例分化程度较好的患者比7例分化程度差的患者的细
胞凋亡指数高（平均凋亡指数为6.8 %vs 4.4 %）,这可
能反映分化好的胃癌细胞自然生长缓慢的特征，分化
差的胃癌可能存在着细胞凋亡逃避机制[13-16].
3.2Hp感染与VitC之间的关系   VitC是一种重要的抗
氧化剂，他对胃黏膜具有抗氧化性保护作用.研究表
明，人的正常胃黏膜具有分泌VitC 的生理功能，使
其胃液浓度高于血浆浓度,而Hp感染可能抑制胃黏膜
分泌VitC，使胃液VitC 的浓度减少[17-20].
       本研究表明，在Hp阴性的正常组织其胃液VitC的
浓度较高，而在Hp 阳性的十二指肠溃疡、胃溃疡、
癌前病变以及胃癌患者中，VitC浓度很低且依次递减，
Hp根除以后VitC浓度基本恢复至正常水平.这一结果
提示胃液VitC的减少与Hp 感染有关，胃液VitC的减
少可能是胃癌发生的重要因素.Hp感染何以使胃液VitC
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减少的机制目前尚不十分清楚，有研究表明CagA+菌
株感染者胃液VitC 的浓度明显低于CagA- 菌株感染
者[22,23].这可能由于CagA＋菌株致胃炎程度较重所致.
由于Hp 感染可能使空腹胃酸减少，又可引起中性粒
细胞、巨噬细胞的浸润，从而使抗坏血酸氧化能力增
强，这可能是Hp致胃液VitC减少的重要机制.在 Hp根
除以后，随着空腹胃酸的增高、炎症反应的减轻，VitC
浓度逐渐恢复到正常水平，可能有利于胃黏膜的修复
过程，甚至有可能预防胃癌的发生.
3.3 细胞凋亡与VitC之间的关系   由于VitC是一种重
要的抗氧化剂，可以与亚硝酸盐反应阻止内源性 N-硝
基化合物的形成，从而阻止氧化DNA的损伤和突变，
因此有可能阻止细胞凋亡的发生.
        本研究发现在Hp阳性的十二指肠溃疡、胃溃疡
患者中细胞凋亡与 VitC 的浓度呈负相关 (r  值分别
为 -0.7、-0.75),而癌前病变和胃癌患者其细胞凋亡与
VitC之间无明显相关性(P >0.05).我们推测在Hp感染的
早期，VitC浓度的减低使胃黏膜失去VitC的保护作用
而使受损的DNA增多，从而引起细胞凋亡显著增加，随
着病理演变进一步发展，由于机体免疫机制遭到破坏，
抗凋亡蛋白增多，细胞增生加强，受损的细胞可能逃
避细胞凋亡机制，而使细胞凋亡呈代偿性减少.通过根
除Hp以提高胃液VitC的浓度有望逆转或阻断胃黏膜细
胞的恶性转化.有研究表明单用VitC可能减少细胞凋亡
的发生[24,25].  因此，我们认为在Hp 根除时适当补充
VitC可能有利于减少DNA的损伤，有助于机体免疫功
能的恢复，补充VitC可作为抗Hp的辅助治疗措施[26].
       总之,通过Hp的成功根除,胃黏膜上皮细胞的凋亡
显著减少，而胃液VitC的浓度恢复至正常水平，因此
我们有理由认为根除Hp对预防胃癌的发生有着潜在而
重要的作用.
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摘要
目的:介绍和评价综合法X线造影在数字胃肠检查中的应用.

方法:563例有上消化道症状的患者,采用本法获得一放射学

诊断，然后通过随访观察、电子胃镜和 / 或外科手术及

病理结果对此诊断进行验证.

结果:总阳性检出率90.9 %,有恶性肿瘤、溃疡、炎症等.

上消化道癌检出率25.4 %.

结论:综合法X线造影在数字胃肠检查中的应用特别是对

于早癌的检出具有重要价值.
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0   引言

我们使用大型数字胃肠机，运用综合法X线造影检查
563例上消化道患者,效果良好.

1   材料和方法

1.1 材料  563例,年龄 7-84岁.主要症状:轻重不一的上
腹部疼痛不适、腹胀，部分病例有吞咽梗阻或呕血、黑
便史.日立TU-130XF 80 kw 数字胃肠机，柯尼卡Li-
10A 激光像机，DF-3 硫酸钡剂，产气剂，激光胶片.
1.2 方法

1.2.1 检查方法  患者作胃肠道准备后,取产气粉3 g 用
10 mL温开水服下,15-20 s后,以左或右前站立位取200-
220 %W/V硫酸钡混悬剂20 mL分二次吞下,平置床台,
嘱患者快速翻身旋转3-5 wk,使钡液快速、反复涂抹
黏膜表面，较均匀地分布于黏膜及病变表面，然后选
择不同的体位进行分段、分区摄像，取得良好双对比
影像后，于20-30 min 后再口服120-150 %W/V的钡
剂50-80 mL后作传统胃肠检查(充盈、加压法),可在摄
多帧图像后，通过计算机进行数字化处理，调节窗宽、
窗位取得良好影像对比度和分辨率，同时可对病灶进
行局部放大、大小测定、标识等处理，进行选择性打印
(6-12帧).

1.2.2 诊断标准[1,2]   早癌，依据日本1972 年规定，其
定义为:癌肿仅浸润黏膜及黏膜下层.早期食管癌应无淋
巴转移.而胃早癌的癌肿大小、范围不受限制，也不论
有无淋巴转移.国内有学者提出早癌病灶在2 cm以内，
无淋巴转移.依浸润情况分为上皮癌(EP 癌)、黏膜癌
(MM癌)及黏膜下层癌(SM癌),大体病理分为3类:平坦
型、凹陷型、隆起型.中晚期癌，其定义：癌肿侵
入肌层或全层，有周围组织浸润或和不同程度淋巴转
移.中晚期食管癌X 线分型：髓质型、蕈伞型、溃疡
型、缩窄型、腔内型，中晚期胃癌 X 线分型：蕈
伞型、溃疡型、浸润型、混合型.

2   结果

2.1 综合法X线造影征像  正常征像:钡池、皱襞吻触、
轨道现象、黏膜小区、黏膜像；病变征像：近地壁隆起
25例、环圈征57例、雾滴征21例、多边征（白、毛、
僵）97例、环圈征（远地壁溃疡）及近地壁溃疡（满、
空穴相）即穴壁征113例、重叠白线15例、靶征34例、
公牛眼征17例、悬滴白雾状影15例、坚板征14例、龛
影136例、充缺84例、半月综合征25例等.在4例早期
胃小弯癌中发现双对比相中病灶局部黏膜皱襞破坏、
消失、展平，仅少量薄层钡剂涂布，呈青石板样，我们
称之为“青石板征”.
2.2 综合法X线造影的检出率  在 563例中,正常或 /和
无器质改变51例,上消化道癌143例，其中早癌23例,
中、晚期癌117例，多重原发3例，溃疡102例，息肉
18例，其他肿瘤33例[3] ,其他病变43例,炎症 173例，
总阳性检出率达90.9 %,上消化道癌检出率25.4 %[4,5].
2.3 性能指标  射洪县人民医院1997年以前一直作传统
钡餐检查,1997 年后开展双对比检查[6,7].回顾性总结
1996年度传统钡餐检查与1999年度双对比造影检查诊
断结果，对上消化道癌,传统法检出率约为10.9 %,双
对比为22.4 %，综合法为25.4 %,其中早癌在癌中检出
率分别为0 %、12.3 %、16.1 %,说明双对比造影较传
统钡餐检查对早期、细小病变的诊断有明显优势,而综
合法集二者之优点，有效互补，从而进一步提高诊
断准确率.
        欧美及日本等国[8-12]由于经济发达,已经开展精细法
胃肠道检查，其早癌检出率在临床手术中占34.4 %，
而我国上海尚克中et al [13]已采取三步普查法:电脑初
筛、胃缩影检查、内镜活检,在 17 623例中,检出36例
癌，其检出率为2.04 ‰，其中早癌11例,占30.56 %,而
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我们运用综合法诊断出23例经镜检、病理及手术证实
的早癌,在 143例癌肿中占16.1 %[14-16].

3   讨论

   仅侵及黏膜或黏膜下层的早期癌肿，其X线表现有
时仅限于局部的黏膜及微小皱襞改变.本文所述数字胃
肠机运用计算机数字化成像系统，对图像进行数字化
处理，能够提高影像清晰度、分辨率，并可对病灶
局部进行 10 倍放大，更能显示出细微改变，同时可
多体位摄像，利于病变显示，从而提高了早癌的诊
断率.本组诊断并得到临床手术及镜检病理证实的早癌
共 23 例，其中 2 例漏诊病例属于早癌平坦型[17]，经
内镜活检发现.在早癌诊断中，内镜有其优势，可相
互弥补.
内镜[18,19]对发现和诊断仅侵及黏膜的病变有较高的诊断
价值，但对侵及黏膜下的病变、器官形态结构改变、
功能改变及受腔外病变影响的改变等方面综合法更能
作出定位、定形、定质、定性诊断，有利于临床治
疗方案选择及定位.
我们在检查中对硫酸钡剂的浓度及剂量进行了对比研
究，发现浓度在 200～220%W/V、剂量控制在 20mL
为宜.因为钡剂较多则不能形成满意的双对比像及微小
黏膜像，易掩盖细微病变，而这对于早期肿瘤[20]的诊
断却具有极高的价值.并且由于剂量过大，很快到达十
二指肠，易于胃区重叠，造成假像，不利于诊断.而
在产气剂的应用中，如何控制产气量大小对于囊腔扩
张度的影响有待进一步探讨.
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摘要
目的:探讨电子内镜、X线联合应用对恶性十二指肠梗阻

患者行十二指肠内支架介入治疗的临床效果.

方法:采用CV-200 系列电子胃镜，在X线的协助下对5

例恶性十二指肠梗阻的患者行十二指肠内支架介入治疗.

结果:采用胃镜介入治疗的5例患者中，成功4例，失败

1例，成功率80 %.

结论:电子内镜、X线联合应用对恶性十二指肠梗阻患者

行内支架介入治疗，是一种有效的治疗手段，尤其适用于

老年人及单纯X线下介入治疗失败的患者.
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0   引言

近十年来,内镜技术在胰腺疾病治疗中日益成熟，具有安
全、简便，并发症少等优点，已成为胰腺疾病治疗的重
要手段之一，使胰腺疾病的微创治疗进入一个新阶段.
2001-03/2002-04，共收治5例十二指肠降部恶性梗阻患
者，行内镜、X线下联合内支架介入治疗.现报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  5 例患者中，男4例，女 1例，52-68 岁，
平均62.6岁.其中胰腺癌伴十二指肠梗阻患者3例.壶腹
癌伴梗阻性黄疸患者2例，其中1例于6 mo前行PTCD
术成功植入胆道内支架.此 5例患者单纯X线下十二指
肠内支架介入治疗均失败.
1.2方法  我们采用 OlympusCV-200系列电子内镜，患
者术前阿托品1 mg肌注,10 g/L地卡因口腔喷雾麻醉后,
经口腔进入胃、幽门达十二指肠降部,见降部肠腔几乎
被肿物完全阻塞.从活检孔道注入造影剂碘海醇10 ml，
在X线下显影确定后，从活检孔道插入超长蓝斑马导
丝，在X线下见导丝成功通过狭窄段后，进导丝，退
镜，在 X 线下确认导丝没有滑出后，沿导丝送入进

口十二指肠内支架输送器至梗阻部位后，退导丝，释
放支架，X线下见支架成功送入梗阻部位.

2   结果

经胃镜介入治疗的5例患者中，成功4例，失败1例，
成功率80 %.

3   讨论

胰腺癌晚期可出现梗阻性黄疸，胰管梗阻性疼痛及十
二指肠梗阻等并发症[1].十二指肠梗阻是胰腺癌晚期常
见并发症之一，也是患者加速死亡的原因.外科分流并
发症较多，发生率达20-30 %.内镜下放置十二指肠内
支架治疗不仅安全有效，而且免除手术带来的创伤.
1994年德国率先报道1例采用自膨式金属支架解除十
二指肠梗阻，取得良好效果.最近报道自膨式金属支架
治疗8例恶性十二指肠梗阻，其中胰腺癌5例，原发十
二指肠癌1例,转移癌2例,支架均植入成功，仅1例30 d
后死于肺炎.十二指肠内支架植入可作为晚期胰腺癌姑
息治疗的辅助手段[1] .
       本文共收治5例患者，失败1例.作者认为失败原因
有以下几点:(1)植入导丝后，为防止导丝滑出，退镜进
入导丝时，导丝在胃大弯侧呈螺旋状弯曲，当植入十
二指肠内支架输送器时，必须拉直导丝，容易使导丝
脱出.(2)因导丝较软，放置内支架输送器接近幽门时，
支撑力容易使导丝滑出.(3)操作时对患者刺激可诱发呕
吐，易使导丝滑出.
        我们认为,为提高成功率,可采取:(1)增加导丝硬度.
(2)当输送器进入胃内后，压迫患者上腹部，并经常变
换体位.(3)可在输送器前端栓一手术线，用内镜活检钳
夹住手术线导引至十二指肠梗阻处.(4)可应用大孔径内
镜，从活检孔道置入输送器.
        总之，胰腺疾病的内镜治疗效果正被医学界所承
认.随着内镜技术的日益普及，内镜下介入治疗以其微
创性、可重复性、并发症少、费用低等优点，正逐步取
代部分外科手术，成为胰腺疾病治疗的一个方向.内镜
下放置内支架已成为晚期胰腺癌所致十二指肠梗阻首
选的姑息治疗方法，特别是内镜引入对单纯在X线下
行支架介入治疗失败的患者得以成功治疗.
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摘要
目的:CD3AK(Anti-CD3 antibody induced activated killer,

CD3AK)细胞具有增生快、杀瘤活性强和杀瘤谱广的特点.

本文旨在评估用CD3AK细胞过继回输治疗乙型肝炎的疗效.

方法:用淋巴细胞分离液分离乙型肝炎患者末梢血单个核细

胞，然后将末梢血单个核细胞加入含有 IFN-α、IL-2和
CD 3 单抗的培养基中进行培养扩增，将经培养后的

CD3AK细胞回输给患者；患者一个疗程接受CD3AK细胞

总数在(0.8-7)×1010.

结果:在47 例接受治疗者中,治疗结束后HBeAg+HBV-

DNA转阴率为 53.2 ％.总有效率(HBeAg 和／或HBV-

DNA转阴)为 74.5 ％.CD3 和 CD8T 淋巴细胞绝对值在

CD3AK细胞治疗后均增加在85 ％以上.

结论:用自身CD3AK细胞过继回输治疗能明显提高乙型肝

炎患者细胞免疫功能，治疗结束后HBeAg+HBV-DNA转

阴率达53.2 ％．且无毒副作用，对乙型肝炎是一种安全有

效的治疗方法.

刘军权,陈复兴,金义生,陈子鉴,张春平,俞谨,周忠海.自身CD3AK细胞过继免

疫治疗乙型肝炎47例.世界华人消化杂志  2003;11(1):100-102

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/100.htm

0   引言

随着分子生物学与细胞免疫学的发展和对乙型肝炎的
发病机制的研究表明．生物治疗正成为治疗乙型肝炎
的一种重要手段.在生物治疗中，细胞过继免疫治疗是
临床应用较多的一种治疗方法，其治疗效果的关键，是
输注细胞的数量和质量．因而探寻在体外培养出大量
高质量的抗病毒效应细胞一直是大家所关注的问题.为
此我们采用患者自身外周血单个核细胞（PBMC）经体
外用鼠抗人CD3单克隆抗体和白介素2等细胞因子联
合诱导，回输治疗47例乙型肝炎病毒（HBV）感染患
者．现将治疗结果报告如下．

1   材料和方法

1.1 材料   47例为本院1997-01/2000-01住院与门诊患

者，按1995 年全国病毒性肝炎诊断标准，其中慢性

乙型肝炎 33 例，乙型肝炎病毒携带者 14 例．男 37

例，女 10例，年龄 14-50 岁．47 例中 44 例 HBeAg

及 HBV-DNA均阳性，3例仅 HBV-DNA 阳性；1 a
内均未行抗病毒治疗.试剂:鼠抗人 CD3 单克隆抗体

(CD3mAb)购自北京邦定生物公司；人重组白介素 2

(rhIL-2)由南京军事医学科学研究所提供；人重组 α−
干扰素( r h I F N - α ) 购自上海生物制品研究所；
RPMI1640完全培养液（包括RPMI 1640和 10 ％胎牛
血清），购自Gibico 公司；T 淋巴细胞亚群试剂盒，

购自武汉生物制品研究所．
1.2方法   (1)CD3AK细胞诱导方法:抽患者外周血200 mL,
先离心分离出血浆备用，再吸出富含白细胞层的细胞
约10 mL，悬浮于等量患者自身血浆中，用淋巴细胞
分离液分离，收集单个核细胞.剩余红细胞用生理盐水
补充至原体积后回输给患者.单个核细胞用无菌生理盐
水洗涤3次，将细胞按2×109·L－1数量悬浮于RPMI-
1640完全培养基中，加入经抗CD3mAb包被的6孔细
胞培养板,每孔 6 mL，加入终含量为 5 × 104 u·L-1

rhIL-2和 1× 106u·L-1 rhIFN-α 37 ℃,50 mL·L-1  CO2
条件下培养，每2 d 半量换培养基1次，并调整细胞
密度至 2× 109·L-1．培养 7 d 后，经细菌和霉菌培
养阴性后再收集细胞，用无菌生理盐水洗3次，将细胞
悬浮于自身血浆中，加入5× 104 u rhIL-2，用输血器
回输给患者，2 h 内输完．(2) CD3AK细胞表型测定：
用流式细胞仪(美国B．D公司的FACSCaliur，分析软
件为 Simul SET)测定和分析，每次获取 15 000 个细
胞，用HP彩色打印机打印结果．(3) T细胞亚群和T细
胞亚群绝对值测定:患者在CD3AK细胞治疗前后用法国
Hemacell plus 全自动血细胞分析仪做全血细胞记数．
同时测定患者外周血T淋巴细胞亚群，并将各亚群百分
数乘以淋巴细胞总数即得T细胞亚群绝对值．(4) 疗效判
断:显效：HBeAg与HBV-DNA均转阴；有效：HBeAg
与HBV DNA有一项转阴；无效：HBeAg与HBV DNA
无变化．有肝功能异常者先给予常规护肝药物治疗，待
肝功能正常后，回输CD3AK细胞；肝功能正常者仅行
回输治疗.回输前常规应用地塞米松2.5 mg,2 次 /wk，
(8-12)次为1疗程.回输细胞总数为(0.8-7)×1010．治疗
前后行T细胞亚群和绝对值测定．治疗前后及随访时检
查HBV-DNA、HBeAg和肝功能．

        统计学处理  实验结果以          表示.用 t检验比较
各组间均数差异的显著性.

sx ±
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2   结果

2.1 CD3AK细胞表型   正常成人PBMC在培养前细胞
的CD25和CD95的测定结果为9.09 ％和35.35 ％.而培
养7 d时则为86.65 ％和66.64 ％．
2.2  乙型肝炎患者经CD3AK细胞治疗前后T细胞亚群

及其绝对值测定结果   47例患者有41例检测了T细胞
亚群和绝对值．经CD3AK细胞治疗后，CD3、CD8T细
胞百分率及其绝对值比治疗前显著增高,CD4T细胞百分
率及其绝对值也比治疗前明显增高.结果见表1．

表1  经 CD3AK细胞治疗前后T细胞亚群及其绝对值变化( sx ± )

分组 n     治疗前 治疗后

CD3T细胞 41     0.57± 0.05          0.83±0.11b

CD3T细胞绝对值 41 1539.7± 216.7      2905.7± 335.3b

CD4T细胞 41     0.33± 0.03          0.38±0.06a

CD4T细胞绝对值 41   989.6± 151.3        1330.3± 176.6a

CD8T细胞 41    0.27± 0.06          0.47±0.13b

CD8T细胞绝对值 41  729.7± 121.4      1645.7± 110.3b

aP <0.05,vs 治疗前；bP＜ 0.01,vs 治疗前.

2.3 治疗后血清中HBeAg和HBV-DNA转阴情况  治
疗前44例HBeAg阳性者,治疗后有29例HBeAg(65.9 ％)
转阴.47例HBV-DNA阳性者治疗后有31例转阴,转阴
率为66.0 ％.按疗效判断标准,显效53.2 ％(25/47),有效
21.3 ％(10/47),无效25.5 ％(12/47),总有效率为74.5 ％．
2.4 随访结果   经 3 mo-2 a 随访，HBeAg 转阴者由治
疗结束时的25例增至29例，转阴率为65.9 ％(29/44),
HBV-DNA转阴者由15例增至31例,转阴率为66.0 ％
(31/47).有 2例患者治疗结束时HBeAg与HBV-DNA仍
为阳性，随访期间曾出现低度ALT增高，未作治疗，经
休息自行复常，且HBeAg和HBV DNA转阴，表明本疗
法具有治疗后效应．
2.5 副作用  47例总计回输489次.仅有6例次于回输结
束后30 min 出现体温 37.8-38.5 ℃的发热.未经处理，
约2 h 后体温自行恢复正常．全部患者血尿常规均无
明显变化．

3   讨论

CD3AK细胞是一种较新型的肿瘤效应细胞，已用于治
疗各种恶性肿瘤[1]，但用于慢性乙型肝炎临床治疗的
报告较少.由于病毒和癌基因产物的抗原提呈大都属内
源性抗原提呈途径，因此人们尝试用LAK细胞治疗病
毒性疾病．其治疗效果令人鼓舞[2-7]．我们的疗效比单
用 IL － 2 和 LAK 细胞治疗的效果好．
        CD3AK细胞治疗乙型肝炎病毒感染的确切机制尚
不清楚，可能与以下机制有关．(1)CD3AK细胞是异质
性细胞群，末梢血单个核细胞中的CD8+ 和部分CD4+T

细胞以及少量其他细胞随着在体外培养时间的延长，
这些细胞比例在不断的改变，尤其是CD8＋T细胞增高
最为明显．由于乙型肝炎病毒感染者体内可存在乙肝
病毒特异性T细胞，而这些细胞主要为CD8＋ T细胞．
因此,从患者血中分离出的这种淋巴细胞在体外被扩增
后激活，回输体内即可杀伤被乙型肝炎病毒感染的靶
细胞[8].我们的研究结果表明,正常成人PBMC经培养后
CD95＋、CD25＋ CD45RO 细胞明显增加[9] ;大多数患者
经过一个疗程治疗后,血中CD3＋、CD8+T细胞百分数
及其绝对值显著增加．(2) CD3AK细胞可分泌 IFN-α、
IL-2和TNF等细胞因子，已知这些细胞因子能抑制病
毒的复制[10-17] ．(3)由于肝炎患者的肝细胞既表达Fas又
表达Fasl.而CD3AK细胞也可以表达Fas与Fasl [18] .许多
实验结果表明，肝炎患者T细胞上Fas分子在用CD3mAb
激活后明显增加，回输的CD3AK细胞可以较好地作用
于乙型肝炎病毒感染的肝细胞,使其发生凋亡[19,20]．(4)
我们的实验表明，乙型肝炎感染患者的淋巴细胞在用
CD3mAb激活后，淋巴细胞CD25比激活前明显增加，
回输后的T细胞可以在体内增生，本法治疗后效应可能
与此有关．
       本文有部分患者一个疗程后未能达到治疗效果，
可能与以下因素有关．(1)回输的CD3AK细胞数量不够;
(2)CD3AK细胞质量上存在一些问题．在培养中发现，
这些患者用CD3mAb激活后细胞增生缓慢，CD25表达
增加不明显．当然还可能与病毒变异、某些细胞黏附
分子如MHC-I 类分子和 ICAM-I 表达缺陷有关[21]．
       有关过继性免疫治疗尚无统一方案．我们认为回
输细胞总数应大于1×1010可能才能具有治疗作用．将
CD3AK细胞回输治疗与其他药物应用相结合，适当调
整CD3AK细胞亚群的比例，增加细胞和某种细胞因子
(如干扰素、IL-2) [22,23]用量及某些药物如拉米夫定等联
合应用可能会取得更好效果．
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盘点中国科技论文:14种医药卫生期刊影响因子超过1

健康报2002-12-11报道  12月10日，中国科学技术信息研究所在北京发布了2001年度中国科技论文统计结果.按照国际论文数量
排序，我国位居世界第6位.
  据介绍,这次国际论文数据依然取自 3 种在国际上颇具影响的检索工具：《科学引文索引》（SC I）、《工程索引》（E I）和
《科学技术会议录索引》（ISTP）.我国作者论文共64526篇，比2000年增 加14848篇，增长率为29.9％，占世界论文总数的4.4％.位
于我国之前的5个国家是：美、日、英、德、法.
    国内论文数据取自《中国科技论文与引文数据库》，2001 年度收录了中国科技期刊1447 种，其中342 种医药卫生期刊入选.
全国影响因子超过1的期刊有26种，医药卫生期刊占14种.在各学科影响因子 总排序前50位中，医药卫生期刊有25种，占了半壁
江山，特别是《世界华人消化杂志》以3.733的影响因子排在各学科之首，《世界胃肠病学杂志》和《解放军医院管理杂志》的影响
因子均超过了2.今年 还首次评出中国百种杰出学术期刊，20种医药卫生期刊入选其中.
   分类统计还对高等学校、科研机构以及医疗机构发表论文和被引用情况的前20位进行了排序.在 SCI 统计的医疗机构论文数中，

解放军总医院论文名列第一，第四军医大学西京医院在国内论文数中名列榜首.

(张荔子)
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转化生长因子β
1
在人肝纤维化组织中的表达及作用的探讨
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摘要
目的:探讨转化生长因子 β1(TGF-β1)在人肝纤维化组织中
的分布和作用.

方法:采用放射免疫方法检测36例慢性乙型肝炎患者血清

中 PCIII、IV-C、HA、LN 水平，同时采用原位杂交

和免疫组化的方法检测其肝组织中TGF-β1 mRNA及蛋白
表达情况，并对蛋白表达结果进行半定量分析.

结果:TGF-β1 mRNA 和蛋白表达于肝纤维化活跃的汇管
区、纤维间隔、Disse间隙及肝细胞变性坏死处，随肝纤

维化程度的加重，TGF-β1蛋白表达着色积分增加（S0期
1.4± 0.8,S1期 1.7± 0.9,S2期 2.9± 1.0，S3期 4.8± 1.5，

S4 期 6.8 ± 1.5）；并且与血清PCIII，IV-C，HA及LN

水平呈明显的正相关(r =0.39,P <0.05；r =0.436,P <0.05；

r =0.63，P <0.01；r =0.40，P <0.05）.

结论:TGF-β1与胶原蛋白沉积密切相关，在人肝纤维化的
形成和发展中起关键性的作用.

李清华,秦成勇 ,劳萍.转化生长因子 β1 在人肝纤维化组织中的表达及作用的
探讨.世界华人消化杂志  2003;1(11):103-105

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/103.htm

0   引言

转化生长因子-β1(transforming growth factor-beta 1,TGF-β1)
是一种具有同源双链的多肽细胞因子,具有调节细胞生
长和分化的作用，是组织修复过程的重要因素[1，2] .近
来研究认为TGF-β1 是最重要的肝纤维化递质，细胞
外基质（extracelluar matrix,ECM）的合成和降解主要由
TGF-β1 调控[1-4] .我们采用原位杂交、免疫组化技术检
测慢性乙型病毒性肝炎患者肝组织中TGF-β1 的存在、
定位，并同时检测其血清中PCIII、IV-C、HA及 LN
的水平，以期探讨TGF-β1 与肝纤维化的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  住院和门诊的慢性乙型病毒性肝炎患者 36
例，男 20 例，女 16 例，年龄 21-65 岁.所有病例均
经肝活检病理学证实.诊断依据1995 年全国传染病寄生
虫病会议修订的标准.正常组织对照4例，男3例，女

1例，年龄32-50 岁.正常血清标本对照取自健康献血
员15 名，年龄17-52 岁，男 9 名，女 6名.所有对照
者HAV-HEV的血清学标志均为阴性，并且肝功能、肾
功能检查均在正常范围.静脉空腹取血3 mL，分离血清, 抽
血后3 d内进行肝穿刺和外科手术获得 肝组织标本，1份
入甲醛液固定;另一份用OTC 包埋后置液氮冻存.
1.2 方法  检测血清 PCIII、IV-C、HA 及 LN 水平，
采用放射免疫法，试剂盒为重庆肿瘤研究所和上海海
军医学研究所提供，操作按说明书严格进行.免疫组化
按常规ABC方法进行，检测用试剂盒为武汉博士德公
司提供，用PBS代替一抗作阴性对照.半定量积分判定
方法参照文献[5]方法，略加以修改，将门静脉及小叶
着色面积积分分5个等级，分别赋予0-4分，选取一
张片子上5个显微镜下视野计算着色总积分为两者着
色面积积分之和.原位杂交采用武汉博士德公司提供的
TGF-β1 原位杂交检测试剂盒，操作按说明书严格进
行，最后DAB显色，苏木素复染，中性树脂封片.所有
标本均进行Mallory 三色染色，胶原纤维呈蓝色染色.
        统计学处理  所有数据均以           表示，采用方差
分析和直线相关分析的方法.

2   结果

2.1  血清 PCIII、IV-C、HA、LN的水平,随 S0-S3 期
肝纤维化加重，4个指标依次升高，除S1期 PCIII,IV-
C及LN水平，各期指标与S0期比较均显著升高，S2-
S4 期 PCIII、IV-C 及HA水平还显著高于S1期，且S3
期和S4 期 HA水平亦明显高于S2期，见表1.

表1  不同肝纤维化分期慢乙肝患者血清 PCIII、IV-C、HA及LN水平

肝纤维化分期    n       PCIII(µg/L)   IV-C(µg/L)    HA(ng/L)        LN(ng/L)

      S0        7        102±8        42±7           77±41          116±38

      S1      11       132± 19      69±40       158± 68.82a    174±60

      S2        8       179±46d   141± 67c      407±197d      180±40a

      S3        6       239± 67d     185±98d      681±151e      221±77a

      S4        4       226±60d     146±89c      753±236f       192±97a

aP <0.05  vs S0期; cP <0.05  dP <0.01 vs  S1期;eP <0.05,fP <0.01 vs  S2期.

2.2 免疫组化结果   正常肝组织中活性TGF-β1 免疫组
化染色表明在中央静脉、肝动脉、门静脉及胆管管
壁均见阳性染色.Mallory 染色示，胶原纤维尚未见明
显增加的慢肝病变组织中的小叶内和汇管区的炎症细
胞浸润、灶性坏死区的多量炎细胞、成纤维细胞及

sx ±
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窦旁细胞却已见TGF-β1阳性染色.随着肝病的发展，
Mallory 染色发现ECM的明显沉积增加，慢性肝病变
肝组织的炎症坏死区、中央静脉周围、门管区见图1,
及肝窦周Disse 间隙的ECM沉积处见图2，亦见明显
的TGF-β1阳性染色.肝硬化及慢性肝炎病变肝组织的纤
维间隔及硬化结节边缘可见强阳性的 TGF-β1 染色，
与Mallory染色示胶原纤维沉积部位相一致.在各种病变
肝组织尤其是毗邻以上部位亦可见极少数肝细胞质有
TGF-β1 阳性染色.活性TGF-β1 着色积分随肝纤维化加
重明显增加.活性TGF-β1着色积分 除S0期（1.4±0.8）
和 S1 期（1.7 ± 0.9）、S3 期（4.8 ± 1.5）和 S4 期
（6.8± 1.5）之间，各期之间均有显著差异(P <0.01).且
组织活性TGF-β1 着色积分与血清PCIII、IV-C、HA
及LN水平亦呈明显的正相关(r =0.39,P <0.05;r =0.436,
P <0.05；r =0.630,P <0.01;r =0.40;P <0.05).
2.3 原位杂交结果  反映TGFβ1mRNA分布,TGF1杂交结
果表明:正常肝组织在背景染色基础上,见少数肝细胞及
中央静脉、门静脉、肝动脉、胆管的管壁处可探及较多
的杂交信号，分布均匀.肝硬化及慢肝患者肝组织的假
小叶周边、纤维间隔见图3、汇管区及间质与实质交界
处炎性活动病变区及周围的成纤维细胞、炎细胞见图
4,增生胆管壁基底膜见图3,及ECM沉积处见图4,有明
显的杂交信号，毗邻以上部位处肝细胞亦见明显杂交
信号,分布不均匀，呈灶状；但肝硬化肝组织的肝细胞
中极少.另外肝小叶的肝Disse间隙及Disse腔内的窦旁
细胞见图3、图5、图6,亦见明显阳性杂交信号.

图1 慢性乙肝组织:中央静脉管壁及周围细胞、汇管区、肝细胞变性
坏死区ECM沉积处见棕黄色的TGF-β1 阳性染色增多(免疫组化  DAB
法  10× 10)

图 2 慢性乙肝组织：肝血窦周间隙见棕黄色的TGF-β1 阳性染色增多
（免疫组化  DAB 法  40× 10）

图3 肝硬化组织:小叶内纤维间隔内成纤维细胞、小叶内窦旁细胞、增
生的胆管基底膜均见棕黄色明显增多的阳性TGF-β1mRNA杂交信号，
肝细胞质内未见明显的杂交信号（原位杂交  DAB法  10× 10）

图4  肝硬化组织:汇管区内成纤维细胞、炎性细胞及ECM沉积处可见棕
黄色明显增多的阳性TGF-β1mRNA杂交信号(原位杂交  DAB法  40×10)

图 5  肝硬化组织:小叶内星状或梭形的窦旁细胞见棕黄色的阳性TGF-
β1 mRNA杂交信号(原位杂交  DAB法  40× 10)

图 6  肝硬化组织：小叶内肝窦周细胞见棕黄色的阳性TGF-β1mRNA
杂交信号(原位杂交  DAB法  40× 10)
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3   讨论

TGF-β1 能促进各种ECM成分及受体的产生,抑制基质
降解蛋白酶的合成及促进基质降解蛋白酶抑制剂(PAI,
TIMP等)合成[1-4] .本实验研究了正常人、慢性乙肝及肝
硬化患者肝组织中TGF-β1的表达.以前大多数研究为单
独进行原位杂交或免疫组化，但是单原位杂交检测
mRNA,不能反映蛋白质表达或转录后激活过程,而且激
活过程是TGF-β1 起作用的关键；而单进行免疫组化
的研究,TGF-β1  阳性亦可能是由于肝细胞摄入引起.我
们的结果表明:不论TGF-β1 mRNA还是活性TGF-β1 蛋
白于 ECM 沉积处，如汇管区、纤维间隔、假小叶周
边、肝窦Disse 间隙、中央静脉管壁及炎症坏死区均
见明显的阳性染色.与胶原纤维沉积部位相一致.另外肝
纤维化早期，主要是炎症坏死处及肝纤维化中、晚
期，主要为纤维间隔内的炎细胞、成纤维细胞、窦
旁细胞及毗邻以上部位的极少数肝细胞亦见阳性染色.
TGF-β1 阳性染色分布不均匀，呈灶状.并且免疫组化
示活性TGF-β1 染色积分随肝纤维化加重亦明显增加.
Ito细胞是合成ECM最主要的间质细胞，他主要位于肝
窦周Disse 间隙和纤维间隔[6] .活动性肝病肝组织的
Diees间隙、汇管区、炎细胞浸润变性坏死处、纤维间
隔及肝硬化结节周边均为肝纤维化活动最活跃的地方.
表明活性TGF-β1 同肝纤维化密切相关，且发生在分
子水平，同以往的报道相一致[5、7-9],证明这些地方是
肝纤维化时增多的TGF-β1的来源之处.肝纤维化早期，
肝损因子(如病毒)导致炎细胞及其他间质细胞浸润增
多，分泌适量的TGF-β1,其通过自分泌和旁分泌机制
又作用于间质细胞,增加基质成分的合成[2-4,6,10]，由于
TGF-β1对炎症细胞及成纤维细胞均有趋化作用,从而使
肝纤维化程度不断加重.同时证明了临床上用各种方法
保护慢性肝炎患者肝细胞不受损害,抑制炎症反应,是防
治肝纤维化的重要措施.
       肝纤维化时异常沉积的ECM,包括胶原蛋白(I，II,
IV，V，VI)，糖蛋白(FN，LN，VN等)，蛋白多糖（HA
等）.众多研究已表明血清中PCIII，IV-C，HA，LN
水平可反映肝内其含量及肝纤维化程度和活性[11-15] .我
们的实验亦表明这4个指标的水平随着病情和肝纤维

化程度的加重明显增加.而且肝活性TGF-β1着色积分同
血清中4个指标的水平呈明显的正相关.进一步证明了
TGF-β1 与 ECM的合成、代谢、胶原蛋白的沉积密切
相关，肝中活性TGF-β1 染色可反映肝纤维化程度及
活动情况，提示亦可作为肝纤维化的诊断指标.
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摘要
目的:了解慢性乙型病毒性肝炎(chronic hepatitis B;CHB)肝

脂肪变性的组织学特点.

方法:回顾性观察652例CHB肝活检组织，就脂肪变性的

程度、类型与肝组织炎性活动及纤维化Ishak计分进行对

照分析.

结果:652例CHB肝组织并发肝脂肪变性的有125例(19.2%).

脂肪变性细胞以肝腺泡Ⅲ带分布为主者占93.6 %(117/125).肝

脂肪变性轻、中、重度患者，小泡性脂肪变的构成比分别

为80.3 %(53/66)、71.1 %(27/38)、52.4 %(11/21)，三

者差异显著(χ2=6.36, P<0.05).肝组织炎性活动及纤维化
Ishak计分在肝脂肪变性无、及轻、中、重患者之间无显

著差异(F分别为1.61、0.75，P均> 0.05)，而小泡性患

者较大泡性显著升高(t 分别为 2.48、2.43，P均<0.05).

结论:CHB肝脂肪变性发生率近20 %，脂肪变性细胞主要

分布在肝腺泡Ⅲ带.脂肪变性类型以小泡性为主.小泡性脂

肪变可能为大泡性脂肪变的早期表现.肝组织病理损害程度与

肝脂肪变性的类型密切相关，而与肝脂肪变性的程度无关.

任星峰,葛娅,杨群,赵甫涛.慢性乙型肝炎肝脂肪变性的组织学特点.世界华人

消化杂志  2003;11(1):106-107
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0   引言

近年来肝脂肪变与病毒性肝炎的关系日渐受到重视.本
文回顾性观察了经临床和病理确诊的652例CHB肝组
织切片，并就合并肝脂肪变性患者的组织学特点进行
了探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  1996-12/2002-06 部分住院的652例CHB患
者.临床及病理诊断分型依据2000-09全国病毒性肝炎
防治方案.男 402 例，女 45 例，年龄 10-67 岁，平
均 29.8岁.
1.2 方法  全部病例入院后1-4 wk行肝穿刺活检,10 %
的甲醛固定，石蜡包埋，连续切片，常规HE及银浸染
色，病理片双人盲阅，进行改良Ishak计分[1] .肝组织脂
肪变性程度以光镜下每单位面积脂肪变性细胞所占比

例划分:轻度:<10 %，中度10-20 %，重度20-30 %.肝
组织脂肪变性类型分小泡性及大泡性.
        统计学处理  数据均输入电脑，用SPSS8.0软件计
算均值、标准差，并进行t检验.多组间均数比较采用方
差分析（ANOVA）,多个样本率的比较采用 χ2 检验.

2   结果

2.1 肝脂肪变性的程度与类型的关系   125例CHB肝组
织并发脂肪变性，发生率为19.2 %(125/652);其中轻、
中、重度分别为66、38及21例,构成比分别为52.8 %、
30.4 %及16.8 %.肝脂肪变性小泡性、大泡性分别为91
及 34例，构成比分别为72.8 %及 27.2 %.肝脂肪变性
程度愈轻，小泡性脂肪变愈明显(表 1).125例肝脂肪变
性患者中，117(93.6 %)例脂肪变性细胞分布在腺泡Ⅲ
带，仅2例(1.6 %)分布在Ⅱ带，6例(4.8 %)全小叶混
合分布.

表1  肝脂肪变性程度与类型(%)的关系

脂肪变性程度  n 小泡性型 大泡性型

     轻 66 53(80.3) 13(19.7)

     中 38 27(71.1)a 11(28.9)

     重 21 11(52.4)b 10(47.6)

aP <0.05 vs 轻度组;   bP <0.05 vs中度组.

2.2 肝脂肪变性程度与肝组织病变程度的关系  肝脂肪
变性无及轻、中、重度患者，肝组织炎性活动Ishak计
分分别为7.0± 5.1、6.4± 4.6、7.4± 4.3、8.5± 6.0，
无显著差异(F =1.61, P >0.05);纤维化 Ishak计分分别为
2.3± 1.7、2.2±1.9、2.7± 1.7、2.5± 1.6，无显著差
异(F =0.75, P >0.05).
2.3 肝脂肪变性类型与肝组织病变程度的关系  小泡性、
大泡性肝脂肪变性患者肝组织炎性活动Ishak计分分别
为7.8±5.0、5.2±4.3，肝组织纤维化Ishak计分分别
为2.8± 1.8、1.8± 1.7，小泡性组较大泡性组炎性活
动度及纤维化 Ishak 计分有显著差异（t分别为 2.48、
2.43，P 均<0.05）.

3   讨论

肝脏在脂类代谢中起着十分重要的作用.任何原因所致
的甘油三酯合成不平衡，以及VLDL在多个阶段的分泌
失调，均可导致脂肪在肝内贮积，形成脂肪肝（光
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镜下每单位面积肝脂肪变性细胞>1/3).少数肝细胞内虽
有脂滴沉积，但未达脂肪肝诊数标准者(光镜下每单位
面积肝脂肪变性细胞<1/3)，则称之为肝脂肪变性.
        肝脂肪变性是丙型肝炎的特征,但本资料显示CHB
并非罕见，其发生率高达20 %.原因可能是CHB患者肝
组织存在不同程度炎性细胞浸润及肝细胞坏死，此不
仅可影响脂蛋白的合成，而且可影响甘油三脂与脂蛋
白的结合，从而引起肝内VLDL合成、排泄障碍，甘油
三脂在肝内堆积而发生肝脂肪变性.部分患者过分强调
高糖、高热量的饮食和限制体力活动亦促进了此过程
的发生.
         一般认为各种病因所致的肝脂肪变性细胞在小叶
内分布的范围不一,但通常首先累及肝腺泡Ⅲ带，随病
变的加重，渐累及腺泡Ⅰ带[2]，本文与此相符, 90 %以
上的个例肝脂肪变性细胞主要围绕肝腺泡Ⅲ带，呈灶
性分布.但本病例组肝组织脂肪变性程度与肝组织炎症

活动度及纤维化进程并无明显相关关系.
        据肝细胞内脂滴的直径可将肝细胞脂肪变性分为
小泡性（微脂滴，microvesicular steatosis）和大泡性（大
脂滴，macrovesicular steatosis）两大类型，前者可为后
者的早期表现.肝细胞微脂滴的形成亦反映了肝细胞代
谢功能的障碍，特别是线粒体功能障碍.本资料显示轻
度肝脂肪变性患者，脂肪变的类型以小泡性为主；随
脂肪变性程度的加重，大泡性脂肪变明显增强.小泡性
肝脂肪变性患者较大泡性患者有更高的炎性活动及纤
维化 Ishak 计分.因此小泡性脂肪变的出现往往提示肝
组织炎性反应活跃，肝细胞持续损害.

4      参考文献
1 Ishak K, Baptista A, Bianchi L, Callea F, De-Groote J, Gudat F,

Denk H, Desmet V, Korb G, MacSween RN. Histological grad-
ing and staging of chronic heptitis. J Hepatol  1995;22:696-699

2 范建高.肝活检在脂肪肝中的作用.中华肝病杂志  2000;8:116
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科学时报科学时报科学时报科学时报科学时报2002-10-242002-10-242002-10-242002-10-242002-10-24 报道报道报道报道报道  国家自然科学基金委员会日前在京公布了 国家自然科学基金委员会日前在京公布了“2002－ 2003

年度自然科学基金重点学术期刊”的评审结果，包括《《《《《世世世世世界界界界界胃胃胃胃胃肠肠肠肠肠病病病病病学学学学学杂杂杂杂杂志志志志志》》》》》、《细胞研究》、《中国物理快报》和《化学通

报》在内的 30 种期刊榜上有名.
     国家自然科学基金委员会自1999年设立重点学术期刊专项基金.2002年度共有55种学术期刊申请该项基金.经过评审，30种期
刊获得资助,资助总经费达700万元.其中《中国物理快报》等15种期刊获得连续资助.
    据国家自然科学基金委员会杂志部副主任祖广安介绍，本年度期刊平均受资助的强度为每年10万元，期限2年.与上一年度相
比,本次受资助期刊的数量上升了25％.

(王丹红)
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摘要
目的:探讨乳果糖对亚临床肝性脑病的治疗作用.

方法:具有慢性肝硬化病史，符合亚临床肝性脑病诊断条

件的门诊或住院患者48例随机分为两组，每组24例，实

验组给予乳果糖20 ml，2次 /d，另加复合维生素B、益

肝灵常规口服;对照组给予复合维生素B2片、益肝灵2片，

口服3次/d，1 mo为1疗程，治疗前后分别进行数字连接

实验、语言智商、操作智商检查，脑电图检查，血、尿、

大便常规及肝功能检查.

结果:实验组23例、对照组22例完成治疗并随访，实验

组在数字连接实验、语言智商、操作智商方面有显著改善，

而对照组无明显改善，实验组脑电图恢复正常12例，无

效11例；对照组用药前后脑电图无显著变化.

结论:乳果糖治疗亚临床肝性脑病有效.

邢全台,刘连水.乳果糖对亚临床肝性脑病的作用研究.世界华人消化杂志
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0   引言

近年来，有学者提出亚临床肝性脑病的概念，即一
些肝硬化患者在临床上无肝性脑病的表现，但在接受
严格的心理测试、智能测试或大脑诱发电位检查时表
现异常[1].我们采用乳果糖口服液治疗亚临床肝性脑病
23例，取得明显疗效.

1   材料和方法

1.1 材料  45例患者为2000-02/2002-03住院或门诊患
者，两组资料具可比性，见表1.

表1  两组患者一般临床资料

                   年龄(岁)             性别               原发病类型              慢肝病史(mo)

 乙肝后   酒精性   其他
男    女   肝硬化   肝硬化   类型

治疗组  33.6± 9.6 16     7       15         5        3    56.3± 14.6

对照组  38.5± 6.8 14     8       16             4            2     64.2±16.1

1.2 方法  治疗组采用乳果糖口服液(辽宁丹东康复制药

厂生产,每 10 ml含乳果糖5 g)，20 ml/ 次,口服 2次 /d，
另加复合维生素B2 片、益肝灵 2 片，口服 3 次 /d；
对照组仅给予复合维生素B2片、益肝灵2片,3次 /d口
服，连续服用 1 mo 为 1疗程.用药前后分别进行数字
连接实验、语言智商和操作智商检查，脑电图检查，血
氨、三大常规及肝肾功能检查.数字连接实验系采用李
瑜元、贾林提供的测试图案，让患者按顺序用连线的
方式将数字连接起来，并记录所需的连接时间，语言
智商和操作智商系采用龚耀先修订韦氏成人智力量表
检测患者的语言智商和操作智商，并算出总智商.
        统计学处理  数据资料采用 t检验.

2  结果

用药前后两组患者数字连接实验、语言智商和操作智
商、脑电图、血氨检查的结果见表2.

表2  实验组和对照组疗效比较

                 字连接实验  语言智商和操作智商  脑电图异常           血氨

实验组  用药前 93.6±31.5       95.6±20.4     23(100%)    60.1± 10.2

用药后 66.8±24.6     115.9±18.6     12(52 %)    38.5± 12.6

        t 1         2.28     2.15              3.2                       2.5

        P1      ＜ 0.05 ＜ 0.05         ＜0.005        ＜0.02

对照组 用药前 88.9±25.6       89.7±24.5      20(91%)          58.3±12.5

用药后 86.8±28.1       88.6±28.6      20(91%)          55.6±10.6

         t 2       1.30                    1.21               0           10.9

         P2        ＞0.10 ＞ 0.20          ＞0.50        ＞0.20

两组治疗        t 3          2.10     2.40             2.67           2.22

后比较           P3        ＜0.05 ＜ 0.05          ＜0.02        ＜0.05

      生化及血、尿、便常规结果,两组患者治疗前后
血、尿、便常规、肝肾功能均无明显变化.实验组用药
后大便次数明显增加，平均每日大便4.3次，最多达每
日12次.

3   讨论

1978年琚坚 et al [1]对一些无肝性脑病临床症状的肝硬
变患者进行了严格的心理学测试发现异常，以后渐有
类似报道，并提出亚临床肝性脑病的概念.亚临床肝性
脑病无明显临床表现和生化异常，心理测验是检测方
法之一[2]，有时可能通过简单的床边实验如数字连接
实验及拼接图案实验得以发现[3] .随着诊断方法的不断
进步及对该病认识的提高，亚临床肝性脑病在临床上
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的诊断率逐渐提高.国外报道肝硬化患者的亚临床肝性
脑病发病率为10-70 %[4]，国内李瑜元et al [5]的调查研
究发现，肝硬化患者发生亚临床肝性脑病的机率为
50.7 %，肝功能损害越严重，其发生率越高.血氨升
高是亚临床肝性脑病最主要的发病机制[3]，酸化肠
道，保持大便通畅都有利于减少氨的吸收，从而使
血氨降低[6,7] .
         乳果糖是一种人工合成的不吸收含酮双糖,在肠道
内不被吸收，但可被肠道内细菌分解成乳酸和醋酸，使
肠道pH降至6以下，并有利于某些有益细菌，如乳酸
杆菌、双歧杆菌的生长，同时抑制大肠杆菌等使蛋白
质分解的细菌生长,从而使肠道产氨减少，起到降低血
氨的作用.近年来,口服或保留灌肠治疗肝性脑病均取得
较好的疗效[8-10] .据上海市丹尼-乳果糖粉临床协作组的
研究,乳果糖粉能使肝性脑病患者的大便pH值及血氨
水平明显下降,对肝性脑病苏醒的总有效率达90.6 %[11].
近年有学者将乳果糖应用于亚临床肝性脑病的治疗，
发现其可减轻亚临床肝性脑病，并延缓肝性脑病的发
生.高月求et al [12]通过动物实验研究证明：乳果糖可降
低血氨，改善肝脏病理，使实验鼠Y型电迷宫实验错
误次数明显低于模型对照组，应用于临床可明显改善
肝硬化患者临床症状、体征，明显降低血氨和数字连
接实验的时间以及画线实验的时间及错误次数.李瑞军
et al [13]通过家兔进行的实验研究也证明，乳果糖在急
性肝功能衰竭的发生、发展过程中可以起到预防及减
轻肝性脑病 /亚临床肝性脑病的作用.其他一些临床研
究报道也有类似结论[14,15].

        我们的研究表明,国产乳果糖口服液能有效降低亚
临床肝性脑病患者的血氨水平，使部分患者脑电图恢
复正常，部分患者数字连接实验、语言智商和操作智
商恢复正常，无1例发生肝性脑病，而对照组2例在治
疗期间发生肝性脑病.因此，对亚临床肝性脑病患者，
可常规服用乳果糖口服液预防肝性脑病的发生.
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摘要
目的:分析胰腺癌组织中C-erbB-2、P16蛋白表达的临床

意义，探讨诊治胰腺癌的有效方法.

方法:40例胰腺癌石蜡包埋标本连续5 µm切片，HE染色
确定肿瘤分化程度，应用S-P法进行免疫组化染色，PBS

代替一抗做阴性对照.

结果: C-erbB-2在胰腺癌组织中的阳性率为47.5 %(19/40).

在高、中、低分化肿瘤中阳性率分别为38.89 %,50.00 %和

60.00 %.经检验无显著性差异(P >0.05),但各级阳性表达率呈

逐渐增高趋势.P16蛋白在胰腺癌组织中的缺失率为55 %,在

高、中、低分化肿瘤中缺失率分别为27.78 %、66.67 %和

90.00 %,经检验有非常显著性差异（P <0.01）.P16 蛋白

和C-erbB-2 蛋白的表达具有负相关性（P <0.05）.

结论:检测胰腺癌组织中P16蛋白及C-erbB-2蛋白的表达

可作为胰腺癌诊断的分子生物学手段，C-erbB-2蛋白的

表达与肿瘤的恶性度有关; P16蛋白的表达可反映胰腺癌的

恶性度，且同一肿瘤有多基因表达.

徐永泉,王艳军,林艳,刘香.P16蛋白与C-erbB-2在胰腺癌组织中表达意义.

世界华人消化杂志  2003;11(1):110-111
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0   引言

胰腺癌是消化系统恶性肿瘤中较难早期诊断的癌肿,预
后较差.近年来本症发病率有增高倾向.应用免疫组化方
法分析胰腺癌组织中P16 蛋白，C-erbB-2 表达，探
讨其临床意义及应用，指导临床治疗及对于预后的估
计，提高胰腺癌诊断的准确性，改善本症存活率有
着重要意义.

1   材料和方法

1.1 材料  收集我院外科1997-1999年手术切除并经病
理证实为胰腺癌的标本40例，男29例，女11例，年
龄24-72岁，平均年龄（57.33±11.98）岁.HE染色确
定其分化程度，其中高分化18例，中分化12例和低分
化10例.

1.2方法  采用 S-P法,每例标本切片3张,其中2张列入
实验组(加单抗C-erbB-2和 P16多抗),另 1张列入空白
对照组(PBS代替一抗,余步骤同实验组).抗 P21单克隆
抗体、兔抗P16多克隆抗体和鼠抗C-erbB-2多克隆抗
体均为Santa Cruz 公司的产品,工作浓度分别为1∶70，
1∶50 和 1∶100.S-P 试剂盒（Kit-9302）为Maxin
公司产品.
1.3 结果判断   染色阳性标记为棕黄色.染色程度按以下
标准划分:每张切片分别观察10个高倍视野，每个高倍
视野计数100个肿瘤细胞内的免疫染色阳性细胞数，计
算出每张切片的阳性细胞百分数，按阳性细胞百分数
分为4个等级,低于1 %为阴性(-),1-10 %为(+),11-50 %
为(++), 51 %以上为(+++).
        统计学处理  采用 χ2 检验、秩和检验.

2   结果

2.1 C-erbB-2和 P16蛋白的表达   C-erbB-2蛋白的表
达位于胰腺癌细胞的细胞质和胞膜，呈灶状和弥漫分
布；P16 蛋白的表达位于胰腺癌细胞质内，呈弥漫性
或颗粒性分布，偶见细胞核内着色.C-erbB-2、P16
蛋白在癌组织中的阳性率分别为47.5 %（19/40）和
45.0 %（18/40）.
2.2 癌基因蛋白的表达与病理组织学分级的关系  胰腺
癌组织中C-erbB-2 蛋白在高、中、低分化肿瘤中阳
性率经 χ 2 检验无显著性差异（P >0.05），但各级阳
性表达率呈逐渐增高趋势.40例胰腺癌中有22例P16蛋
白表达缺失，将高、中、低分化肿瘤中的P16蛋白缺失
率比较，有非常显著性差异（秩和检验，P <0.01）.

表1  胰腺癌中C-erbB-2的表达与病理分级的关系

          C-erbB-2的表达
病理分级  n 阳性率(％)

－ ＋ ++ +++

高分化 18 11  2  3    2           38.89

中分化 12  6  3  1               2           50.00

低分化 10  4  2  1               3           60.00

表 2胰腺癌中P16的表达与病理分级的关系

          C-erbB-2的表达
病理分级  n 阳性率(％)

－ ＋ ++ +++

高分化 18  5  5  6    2             27.78

中分化 12  8  2  1    1             66.67

低分化 10  9  1  0    0             90.00
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2.3 胰腺癌组织中P16 蛋白与C-erbB-2 表达的关系

P16 蛋白与C-erbB-2 表达呈负相关性（P <0.05）,说
明同一肿瘤有多基因的表达.

3   讨论

癌基因的活化与表达是肿瘤发生与发展中主要的病理
基础，肿瘤的发生是多病因参与的多阶段过程，各种
肿瘤应有1个癌基因谱的参与，不同肿瘤有所差异.目
前发现的细胞癌基因都是单拷贝结构基因，都有编码
产物，细胞癌基因通过其编码产物引起细胞增生.胰腺
癌的发生、发展与原癌基因、抑癌基因的异常有关 ,本
研究检测胰腺癌组织中C-erbB-2、P16蛋白的表达，证
实了肿瘤的发生是多基因表达的癌基因谱的概念.
        C-erbB-2癌基因又称为neu或HER-2，编码分子
量为 185 Ku 的穿膜蛋白，与表皮生长因子同源，该
蛋白可抑制酪氨酸激酶的活性.C-erbB-2的激活一般是
通过基因扩增实现的，可见于多种肿瘤，其表达部位
位于肿瘤细胞或非肿瘤细胞胞质和胞膜上.也有人认为
P185蛋白表达以细胞膜型为主，尤其在乳腺肿瘤、胰
腺癌及肺癌.根据肿瘤部位不同，P185 阳性表达率差
异较大，胰腺癌为47 %.几次大规模的实验均表明其过
量表达与肿瘤的发生、分化程度和核分级密切相关[1].
本结果阳性率为47.5%.C-erbB-2的表达与病理分级无
关，但表达率随病理分级逐级提高而有明显增高趋
势，提示与肿瘤的恶性度有关.
        P16蛋白由P16基因编码的16KD蛋白分子，P16
基因是近年发现的一种肿瘤抑制基因，又称MTS1，
INK4，CDK4，CDK2 基因.P16 蛋白的主要作用是抑
制依赖细胞激酶(cyclin-dependent kinase CDK)的活性.
细胞进入增生周期,有赖于CDK的活性，而CDK必须
与细胞周期蛋白(cyclin)结合形成cyclin复合体后才能被
活化，后者使Rb 蛋白产物P110Rb 蛋白磷酸化，从
而促进细胞进入增生周期的G1-S期.P16基因对细胞的
生长起着十分重要的负调节作用，防止细胞的生长失
控[2-4].当 MTS1 基因缺失或突变而不能正常表达时，
P16 蛋白就不能竞争结合CDK4 阻止细胞进入有丝分
裂，会增加周期蛋白D与CDK4 的结合而增加CDK4

的活性，促进细胞的有丝分裂，从而使细胞生长失
控，导致进一步癌变[5,6].有报道胰腺癌P16蛋白的表达
与胰腺癌的组织学分级无显著关系，但与胰腺癌有无
淋巴结转移关系密切（P <0.01），提示P16 蛋白可能
是预测胰腺癌患者预后的一个重要指标[1].也有报道癌
组织中的 P16 基因变异与临床分期密切相关，提示
P16基因在原发性胰腺癌的发生、发展过程中发挥着
非常重要的作用[7] .本研究P16蛋白的缺失率为55.0 %,
且在不同分化程度的肿瘤中缺失率有明显差异，肿瘤
分化程度越低，其缺失率越高，P16蛋白的表达可反映
肿瘤的恶性度，其可以与病理诊断同时进行，从而提
供一种辅助诊断的方法，并且为估计患者的预后提供
帮助.借助于P16基因及其产物的检测，可判断胰腺癌
发展及评估其预后.P16靶基因治疗可能是治疗原发性
胰腺癌的一条有效途径[8,9].P16蛋白和C-erbB-2蛋白之
间表达存在的负相关性，说明胰腺癌的发生、发展与
P16和C-erbB-2基因均有关系.
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摘要
目的:观察大剂量维生素C(Vit. C)对急性胰腺炎的辅助治疗

作用．

方法:将84例胰腺炎患者随机分为治疗组和对照组．治疗

组应用Vit. C 10 g稀释于5 %葡萄糖500 mL中静脉滴注，

1次/× 5 d ;对照组应用Vit. C  1 g稀释于5 %葡萄糖500 mL

中静脉滴注，1次 / × 5 d．观察两组患者临床症状和体

征、血淀粉酶、尿淀粉酶、白细胞的变化、住院天数、并

发症、死亡率，治疗前后血浆维生素C（P-VC），细胞因

子SIL-2R、TNF-α、IL-6、IL-8、CRP水平的变化．

结果:治疗组病例体温恢复快，呕吐症状消失早,血淀粉

酶、尿淀粉酶和白细胞恢复正常时间短，治愈率高，并发

症发生率低，住院时间明显缩短;治疗后5ｄ的血清SIL-

2R、TNF- α、IL-6、IL-8 明显低于对照组，而两组

病例血清CRP 无显著差异．

结论:大剂量维生素C对急性胰腺炎有一定的辅助治疗作用．

杜卫东,沈达明,袁祖荣,黄春锦,唐健雄,郑松柏.大剂量维生素C辅助治疗急性

胰腺炎的临床疗效观察.世界华人消化杂志  2003;11(1):112-114

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/112.htm

0   引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)的治疗一直是外科的
一大难题，急性重症胰腺炎病情危重，临床上常常并
发全身炎症反应综合征(system inflammatory response
syndrome,  SIRS)，并可能因此发展为多器官功能障碍
综合征(multiple organ dysfunction, MODS).研究表明,白细
胞过度激活及其释放的细胞因子,体内自由基释放和清
除机制的失衡等诸多因素所导致的一系列病理生理改
变均可能在发病过程中起重要的作用.血浆抗坏血酸即
维生素C(ascorbic acid, Vit. C)是重要的抗氧化剂和抗氧
化酶，能保护机体免受炎症侵害.我们将84例AP患者
随机分成常规Vit. C对照组和大剂量Vit. C治疗组,观察
大剂量维生素C静脉滴注治疗在AP治疗中的作用．

1   材料和方法

1.1 材料           参照中华医学会外科学会胰腺外科组急性胰

腺炎的诊断标准(1996年第2方案制定纳入标准和排除
标准)，随机选择我院1996-2001年 84例AP患者，男
53例，女31例．年龄25-71岁(42± 13)岁．除外心、
脑、肺、肝、肾等主要脏器疾病、消化性疾病、糖尿病、
自身免疫性疾病和肿瘤等．根据分级标准1996年第2
次方案，轻型急性胰腺炎(MAP)70 例，重症胰腺炎
（SAP）14例．治疗组40例，其中男25例，女15例，
年龄27-69岁(40± 12岁)，MAP 33例，SAP 7例．对
照组44例，其中男 28例，女16例，年龄25-71岁（43
± 14 岁），MAP 37 例，SAP 7 例.两组在年龄、性
别和分级方面均无显著差异(P >0.05).40人为健康志愿体
检者作为对照,其中男26人,女14人,年龄28-66岁(47±
14岁),年龄、性别与病例对照组和治疗组在统计学上无
显著差异(P >0.05)．
1.2 方法  两组患者均采用抑制胰酶分泌、解痉、镇
痛、维持水电解质平衡、防治感染及各种并发症等常
规治疗.根据病情予禁食和胃肠减压等.治疗组加用Vit. C
10 g稀释于5 %葡萄糖500 mL中静脉滴注,1次 /× 5 d;对
照组应用Vit. C 1 g 稀释于 5 %葡萄糖500 mL中静脉
滴注，1 次 / × 5 d．(1)观察指标:腹痛、发热、呕吐
等症状消失时间，血淀粉酶、尿淀粉酶、白细胞计数恢
复时间、住院天数及治疗前和治疗5 d后次日早晨空腹
肘静脉采血，测定血浆Vit． C（P-VC）、SIL-2R、TNF-α、
IL-6、IL-8 和 CRP水平．(2)测量方法：P-VC采用亚
铁嗪显色分光光度比色法，单位为 µmol/L；SIL-2R、
TNF-α、IL-6、IL-8采用ELISA法检测，试剂盒均由
瑞士Roche公司提供，单位为pmol/L；CRP采用快速免
疫消浊比浊法测定，单位为mg/L．临床治愈：腹痛、
呕吐、发热等症状消失，血、尿淀粉酶及白细胞计数恢
复正常，影像学检查正常．好转：临床症状减轻或消
失，实验室检查基本正常．无变化：临床症状、体征及
实验室检查同入院前．恶化：病情加重，出现严重并发
症或死亡．

                                   统计学处理          各指标测定结果均以          表示．采
用SPSS10．0统计软件包分析处理数据，假设检验方
法包括 t检验 χ2 检验.P <0.05为有统计学意义．

2   结果

2.1患者组与健康组P-VC 、SIL-2R、TNF-α、IL-
6、IL-8和CRP检查结果(表1)AP患者与正常人群相比
较P-VC的平均含量明显降低，而血清SIL-2R、TNF-
α、IL-6、IL-8 和 CRP 的水平均明显增高，有显著

sx ±
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差异(P <0.05 或 P <0.01）．

2.2 大剂量Vit. C治疗组和常规剂量对照组临床症状和

实验室检查结果比较(表2、表3)      治疗组较对照组除腹

痛症状缓解和呕吐症状消失无显著差异外，其余各项

临床症状缓解快，消失快.实验室检查指标恢复正常时

间短，住院时间短.治疗5 d后，治疗组较对照组的治愈

率高,恶化率低,且均存在显著差异(P <0.05)．

2.3 两组治疗前后P-VC、SIL-2R、TNF-α、IL-6、

IL-8和CRP变化结果比较(表 4)   两组治疗前P-VC 、

SIL-2R、TNF-α、IL-6、IL-8、CRP的平均含量无显

著差异(P >0. 05)．5 d 治疗后，治疗组的P-VC平均

含量较治疗前明显增高，且与对照组存在显著差异

(P <0.05)，但仍然低于正常人群的指标(P >0.05);治疗

组血清SIL-2R、TNF-α、IL-6、IL-8水平较对照组明

显降低，均有统计学意义(P <0.05)，而CRP水平虽较

对照组降低，但无统计学意义(P >0.05)．

表1  患者组与健康组P-VC 、SIL-2R、TNF- α、IL-6、IL-8 和

CRP水平

              患者组 (n=84) 对照组 (n=40)          P

P-V(µmol/L)               38.23±9.12 55.12± 13.24       <0.05

SIL-2R (pmol/L)             213.42±54.68 72.34± 23.17       <0.01

TNF-α(pmol/L)   3.67± 1.01   0.58± 0.15       <0.01

IL-6 (pmol/L) 92.43± 25.67 29.57± 11.64       <0.01

IL-8 (pmol/L)             267.58±121.88 60.49± 25.35       <0.01

CRP (mg/L)               18.30±7.35   8.34± 4.17       <0.01

表 2  两组 AP 临床症状和实验室检查指标结果比较（ sx ± ，h）

治疗组(n =40) 对照组 (n =44)         P

体温恢复正常 65.75±14.26 89.71± 16.25     <0.05

腹痛缓解 23.43±5.66 25.31± 6.37     >0.05

腹痛消失 55.23±10.08 54.23± 11.73     >0.05

呕吐消失 43.19±12.65 51.67± 10.93     <0.05

血淀粉酶恢复 79.14±19.64 91.45± 10.45     <0.05

尿淀粉酶恢复             100.22±19.22    122.38±13.56     <0.05

白细胞恢复 69.59± 15.41 81.34± 14.05     <0.05

表 3  两组 AP 临床疗效比较（%，d）

      n    治愈         好转 无效    恶化        住院

治疗组      40 30(75.00)      4(10.00)       4(10.00)  2(5.00)    9.34± 4.24

对照组      44 18(40.91)    10(22.73)       6(13.64) 6(13.64)  13.45± 3.21

P   <0.05         <0.05 <0.05    <0.05         <0.05

表4  两组 AP 治疗前后各检测指标变化结果比较（ sx ± ）

         治疗组 (n =40)        对照组(n =44)

治疗前 治疗后 治疗前            治疗后

P-VC(µmol) 36.25± 10.12    52.06± 12.11a     37.55± 9.15     41.77± 11.21

SIL-2R (pmol/L)   221.67±87.30   118.37±43.68a    196.52±63.28  178.84±30.56

TNF-α(pmol/L)  3.65± 1.25         1.52± 0.78b         3.99± 1.34      2.46± 1.04

IL-6 (pmol/L)         95.58± 18.64     39.53± 10.36b      89.22± 12.03   59.83± 9.48

IL-8 (pmol/L)       273.49± 88.50   127.35± 49.86a    261.47± 64.97  198.31±28.50

CRP (mg/L)            19.19± 9.37         8.70± 4.65          17.56± 5.62      9.42± 5.84

aP <0.05，bP <0.01 vs  治疗后.

3   讨论

AP的发生和发展与体内自由基的释放和清除机制的紊
乱，从而导致体内氧化-抗氧化损伤机制失衡有密切
的关系[1] .通常机体在新陈代谢中产生的自由基，能被
抗氧化防御系统迅速清除.自由基的抗氧化系统包括抗
氧化酶类和抗氧化剂[2] .这些抗氧化剂和抗氧化酶主要
通过捕捉和清除机体内过量的自由基，阻止一系列自
由基连锁反应的病理性加剧和抗氧化动态平衡失调而
发挥作用[3] .Vit. C 是人体最重要的抗氧化剂和抗氧化
酶，在抗感染中起着十分重要的作用，能有效地捕捉
和清除人体内过量的自由基，阻断和防止一系列自由
基连锁反应病理性加剧，保护细胞免受氧化和过氧化
损伤[4] .研究表明，病理状态下过量的自由基可造成组
织和细胞损伤[5]，自由基参与AP时胰腺水肿的形成过
程，并可能参与胰腺的坏死进程[5] ．AP 发生时，Vit.
C 首先消耗，很快与超阴离子、氢过氧基和羟自由基
发生反应，生成Vit. C 自由基，可阻止氧化剂破坏
DNA，能保护脂质膜免受自由基的过氧化损害[6] ．AP
患者体内Vit. C有不同程度的下降[7]，下降的低峰一般
出现在发病1-5 d 内，并且Vit. C 的水平与病情严重
性相关[8, 9] .同时AP发生时常伴有细胞因子的升高，而
升高的幅度与病情的严重程度有密切关系[10, 11]．MAP
进展为SAP是由于促炎因子所产生的一系列连锁反应
和放大反应，即瀑布效应,导致 SIRS 和MODS[12, 13].因
此，细胞因子SIL-2R、TNF- α、IL-6、IL-8、CRP
的水平的检测可作为AP治疗的疗效和病情恢复的观察
指标[14-16]．
        本实验结果显示AP患者的P-VC平均含量明显低
于正常人群，发现早期大剂量应用Vit. C有助于及时提
高P-VC水平，使其在清除机体有害自由基方面发挥
作用，保护细胞免受自由基的损害．AP 患者的 SIL-
2R、TNF- α、IL-6、IL-8、CRP 的水平明显高于
正常人群，大剂量Vit. C 治疗后，患者的 SIL-2R、
TNF- α、IL-6、IL-8 水平显著降低，且明显低于
对照组．治疗组患者的发热、恶心、呕吐等临床症
状改善时间短，血淀粉酶、尿淀粉酶和白细胞数量



等实验室检查恢复正常时间明显短于对照组,治疗效果
亦明显优于对照组.因此我们认为应用大剂量Vit. C辅
助治疗AP有充分的理论依据和一定的临床实用价值．
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摘要
目的:探讨结肠癌患者血中可溶性细胞间黏附分子 -1

(sICAM-1)和可溶性血管细胞黏附分子-1(sVCAM-1)的变

化及临床意义.

方法:双抗体夹心 EL I SA 法对 46 例结肠癌患者血中

sICAM-1和 sVCAM-1进行了测定.

结果:结肠癌患者血中sICAM-1和sVCAM-1均高于正常

对照组，结肠癌转移组升高更为明显.

结论:sICAM-1和 sVCAM-1在结肠癌的发病过程中具有

重要作用，并可以作为结肠癌病情变化的监测指标之一.

陈春生,张宏,丛进春,尚羿.结肠癌患者血中sICAM-1和sVCAM-1变化的临

床意义.世界华人消化杂志  2003;11(1):115-116

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/115.htm

0   引言

细胞间黏附分子-1(sICAM-1)和血管细胞黏附分子-1
(sVCAM-1)等细胞表面黏附分子对细胞间的相互作用具
有重要意义[1,2] ,近年在肿瘤发生、发展中的作用日益
引人重视[3,4] .研究通过对46例结肠癌患者血中上述二种
物质的检测，探讨其在结肠癌发病及诊断中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  结肠癌患者46 例，均为我院住院患者，男
29 例，女 17 例，年龄 35-63 岁,平均 47.6 岁.全部患
者均经手术病理检查证实.其中腺癌41例，黏液癌3例，
未分化癌2例.病程3-15 mo.其中伴有不同程度转移者
16例（淋巴结或肝转移）.正常对照20名，均为正常献
血员.男女各10名，年龄25-48岁,平均32.9岁.
1.2 方法  受试对象晨起抽取静血6 mL，离心后取血
清置于-80 ℃冰箱保存，全部标本统一检测.检测方法
为双抗体夹心ELISA法.试剂购于北京岳泰生物制品公
司.检测操作严格按试剂盒要求进行.
      统计学处理  所有数据均采用          表示，统计学
分析采用 t检验.

2   结果

2.1结肠癌患者血中sICAM-1和sVCAM-1的变化   二
者均有增高，以 sICAM-1 增高明显,与对照组比较差
异显著.(表 1).

表1  结肠癌患者血中sICAM-1和 sVCAM-1的变化 ( sx ± ,ng/L)

组别  n        sICAM-1            sVCAM-1

正常对照 20     259.34±31.87         537.15±07.32

结肠癌 46     447.89±3.06a         668.72±165.73b

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

2.2将转移组与非转移组患者血中上述二种物质的变化进

行分析   sVCAM-1在结肠癌转移组增加更为明显 (表2).

表2  结肠癌患者转移组与非转移组血中sICAM-1和sVCAM-1的变化

( sx ± ,ng/L)

组别  n                  sICAM-1       sVCAM-1

癌非转移组 30  402.8±39.44b   611.34±105.23a

癌转移组 16               538.96±63.02b   804.81±213.27b

对照组 20 259.34±31.87   537.15±107.32

 aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

3   讨论

黏附分子是一类介导细胞与细胞、细胞与细胞外基质
间黏附作用的膜表面糖蛋白.他们在胚胎的发育和分化，
正常组织结构的维持，炎症与免疫应答，伤口修复，凝
血以及肿瘤的进展和转移等多种生理、病理过程中均
具有重要作用.
       sICAM-1属黏附分子中免疫球蛋白家族成员，他
由ICAM-1膜外部分脱落入血而成，通过降低自然杀伤
细胞的活性，增加肿瘤细胞浸润及转移功能，在正
常人体内，sICAM-1 含量较低，但在许多肿瘤患者
血中,sICAM-1明显增高.在结肠癌患者，更是如此[5] ，
本研究再次证明了这一点.结肠癌患者血中sICAM-1明
显高于正常对照组，即使在无转移的相对早期的结肠
癌患者血中，也表现为明显增高，因此，其在结肠癌的
诊断，特别是早期诊断中具有重要意义.随着病情进展，
sICAM-1在癌转移组增高更明显.所以，他在反映疾病
进展程度上具有更重要的临床意义.
        sVCAM-1也称诱导性细胞黏附分子,在脑脊液及滑
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膜液中可检出sVCAM-1.肿瘤与炎症患者血中sVCAM-1
可增高.其主要作用除反映肿瘤患者体内细胞免疫功能
紊乱外，也反映肿瘤存在时某些特殊物质的释放，导
致肿瘤的不断扩展，浸润，肿瘤内外血管的增生变化，
微血管改变的存在[6].虽然在结肠癌无转移患者血中
sVCAM-1有增加，但他的主要增高仍表现在癌症转移
组，这进一步说明了sVCAM-1与sICAM-1一样，他同
样可以随肿瘤病情的变化而变化，特别在反映肿瘤出
现转移时更有实际意义.将 sICAM-1和 sVCAM-1的检
测结合起来，可能对结肠癌的早期诊断及转移的判断
提供有用指标.
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摘要
目的:探讨经直肠上动脉灌注美蓝对全直肠系膜切除的指导

意义．

方法:25例直肠癌术中经直肠上动脉灌注美蓝后行全直肠

系膜切除，观察术中、术后解剖病理所见、出血量、手术

时间、淋巴结检查情况等，并与20例未行动脉灌注美蓝

者对照．

结果:经直肠上动脉灌注美蓝后，包裹在盆筋膜脏层内的

直肠及其系膜染色明显，与不染色的盆筋膜脏层外的组织

易于区分,直肠筋膜囊能完整保持,平均出血量、手术时间、

淋巴结检出数目分别为96.81±50.12 mL、3.71h±0.76 h、

21.44 ± 9.07 个，而对照组分别为250.24 ± 80.64 mL、

5.07 ± 1.25 h、12.75 ± 5.93 个，两组比较有显著性差

异（P < 0 . 0 1）．

结论:直肠上动脉灌注美蓝降低了全直肠系膜切除的手术难

度，有指导意义．

陈远光,陈道瑾,金钦文,吴君晖,钱立元.直肠上动脉灌注美蓝指导全直肠系膜

切除.世界华人消化杂志　2003;1(11 ):117-119

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/117.htm

0   引言

手术切除是最明确的对直肠癌有治疗效果的方法，直
肠癌的治疗是以手术为主的综合治疗[1，2]，但传统根
治手术有较高的局部复发率，1982年Heald et al 提出
全直肠系膜切除术(total mesorectal excision，TME)，
大量研究证明该手术可以明显降低复发率，目前已经
成为直肠癌根治手术的金标准，但是该手术存在着解
剖难度大、出血多、耗时长等问题[1，3-11].我们近来采
用术中经直肠上动脉灌注美蓝染色后行TME，解决了
以上问题，现将结果报告如下．

1   材料和方法

1.1 材料  两组共 45例直肠癌患者,灌注美蓝组25例，
对照组为 20 例，均无远处转移，两组的一般资料见
表1.
1.2 方法

1.2.1 美蓝灌注方法  灌注美蓝组行TME前按照我们曾

报道的方法经动脉灌注美蓝[12，13]，首先分离直肠上动
脉，头皮针穿刺成功后缓慢注入美蓝8 ml，然后结扎
直肠上动、静脉．对照组行TME前未行经直肠上动脉
穿刺灌注美蓝．
1.2.1 TME操作  两组均按照Heald et al 介绍的方法进
行[3，4]，直视下在骶前间隙、盆筋膜脏层与壁层间锐
性分离，保持包裹直肠后脂肪及淋巴血管的盆筋膜脏
层完整无损，肿瘤远端直肠系膜切除不少于5 cm,肠段
切除２cm以上．
1.2.3 术后标本的淋巴结检出  将标本平铺，从血管结
扎处开始，按照肠系膜下动脉→直肠上动脉→直肠上
动脉分支的顺序沿血管依次剪开系膜，将分布于血管
旁的淋巴结一一挑出，送常规组织学检查[13，14]．
        统计学处理 数据应用SPSS10.0 软件处理．计量
资料用均数±标准差(            )表示，差异性比较用 t 检
验．记数资料的比较用 χ 2 检验．

表1  两组的一般资料

灌注组 不灌注组 P值

性别     男     16      13

    女      9       7  0.94

平均年龄(岁)          56.44±11.63     54.20±11.08 0.516

位置 上段      3      2

中段     15     13

下段      7      5 0.941

浸润深度pT1      3      2

   pT2     10      7

   pT3     12     11  0.18

表2  两组手术时间、失血量及淋巴结检出情况

灌注组 不灌注组 P值

平均手术时间(h)        3.71±0.76        5.07±1.25   <0.01

平均失血量(ml)      96.81±50.12  250.24±80.64  <0.01

平均每例淋巴结检出数目(个)            21.44±9.07      12.75±5.93    <0.01

转移病例平均阳性淋巴结数目(个)     4.15±2.30        2.57±1.51    0.121

转移率(转移病例数与病例总数之比)   68 %(17/25)      50 %(9/20)       0.12

2   结果

2.1 术中所见  经直肠上动脉穿刺灌注美蓝后，直肠及
其系膜染成蓝色，而周围组织不染色，两者分界明
显，以此分界为标志，很容易分离，尤其在腹膜反
折以上更为显著(图1)．在骶前间隙分离时可见骶前筋
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膜不染色(图2)，仔细分离至直肠两侧下部时尚可见白
色的神经丛．分离侧韧带时，也可见直肠筋膜囊内
染蓝色，与筋膜囊外不染色的组织区分明显，在侧
韧带根部剪断之，只需压迫或一次结扎直肠下动脉止
血．检查切除的标本，见直肠筋膜囊完整，系膜内
的淋巴结为美蓝染成蓝色，与周围脂肪组织区分明
显，便于检查(图 3 )．

图1 直肠及其系膜与周围组织分界明显

图2 骶前间隙分离时透见直肠系膜呈蓝色

图3 切除的标本上直肠筋膜囊完整，淋巴结蓝染

2.2 灌注组的手术时间和失血量均较不灌注组明显减
少，术后标本淋巴结检出数目增加(表 2)．
2.3两组标本的远切端及系膜切缘均无癌，均无吻合
口瘘．

３   讨论

研究证实，TME 可以将直肠癌的复发率降低，提高
生存率，目前已经成为直肠癌根治手术的金标准，但
是TME 手术仍然存在着解剖难度大、出血多、耗时
长、易发生吻合口瘘等缺点[1,3-11]，故现在 TME 未能
在临床广泛应用，尤其是未能在基层医院推广．我
们认为其根本原因是术中缺乏一个明显标志，以区分
包裹在盆筋膜脏层内的直肠系膜和包裹在盆筋膜脏层
外的周围组织．
       从解剖上看，在直肠周围脂肪和盆壁之间存在着
一个后间隙，分别被盆筋膜脏层和壁层所覆盖，盆
筋膜脏层包裹的直肠周围脂肪、血管、淋巴管构成
直肠系膜[15,16]．直肠上动脉主干经乙状结肠系膜的两
层间进入盆腔，到达直肠后壁中部后分为左右两支，
以后再分数支穿直肠壁达黏膜下，其终末支相互吻
合，并与直肠下动脉、肛门动脉的分支在齿线上下
有吻合．直肠上动脉及其分支是直肠系膜的主要供应
血管[16]．因此，从直肠上动脉灌注美蓝，盆筋膜脏
层内的直肠系膜染成蓝色，而由于盆筋膜的分隔作
用，盆筋膜脏层外的周围组织如盆筋膜壁层及其下的
自主神经不能染色．在 TME 术中，经直肠上动脉灌
注美蓝，可以提供一个清晰的区分手术范围的标记，
降低了手术难度．这在本研究中得到了证实，灌注
组的手术时间和失血量均较不灌注组明显减少(P<0.
0 1，表 2 )．
      术后标本淋巴结的检出数目同时，经直肠上动脉
灌注美蓝后,术后标本淋巴结的检出数目增加(P <0.01),
转移病例的阳性淋巴结数目和转移率也增加(见表2),与
我们以前的研究一致[13,14,17]．这一结果也提示，经直
肠上动脉灌注美蓝可能更有利于术中淋巴清扫提高手
术的根治性．
        我国自1990年代初引进TME技术，但是现在TME
未能在临床广泛应用，尤其是未能在基层医院推广．
这与通常TME手术未能规范化有关.最近，欧洲癌症研
究及治疗组织消化组主席Bernard Nordlinger指出，TME
具有一定难度，规范化的手术才能提高疗效[18]．本研
究提示从直肠上动脉灌注美蓝指导TME手术，由于术
中始终有一个明显的颜色标志区分包裹在盆筋膜脏层
内的直肠系膜和包裹在盆筋膜脏层外的周围组织，使
TME在不影响根治性的同时由繁变简，也容易规范化，
便于临床广泛应用，尤其是能在基层医院推广．
       总之,经直肠上动脉灌注美蓝指导TME，由于有明
显的颜色标志，手术操作更为简便，易规范化，值得进
一步研究．
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北京肿瘤分子生物学重点实验室

北京肿瘤分子生物学实验室于1992年12月建立，由北京市科委资助,依托单位北京市肿瘤研究所,主管部门北京市卫生局，第一任
实验室主任董志伟教授，现任实验室主任兼首席专家吕有勇教授.
1   研究方向和发展目标
北京肿瘤分子生物学实验室以人才、条件技术和管理的优势，从分子水平上阐明肿瘤发生、发展的规律，深入开展癌基因、抗
癌基因、肿瘤相关抗原及基因工程抗体的研究，获得新的肿瘤相关基因和标志物.在取得实验室研究成果的基础上，开展肿瘤基
因诊断的临床应用，建立规范的基因诊断技术，强化基础研究和临床的结合，为改善和提高肿瘤的诊治水平提供新的有效手段.
在开展实验室研究工作的同时，将形成人才和技术的集成优势，在肿瘤基因鉴定、克隆、基因结构与功能研究、肿瘤基因诊断
的临床应用和肿瘤基因治疗基础研究领域形成优势，将促进北京市和我国肿瘤研究整体水平和国际竞争能力的提高.
2   实验室的科技能力
利用已有的实验研究体系，在过去研究工作进展的基础上，集中实验室人力、财力和管理的优势，特别是疾病基因克隆、鉴定
技术的优势，克隆与胃粘膜细胞癌变和肿瘤发生、发展相关的癌基因、抑癌基因、肿瘤相关抗原基因片段和基因全长.在得到新
基因的基础上开展基因定位、基因功能的研究.同时进一步研究这些基因与胃癌发生、发展的规律，寻找具有重要生物学功能、
有临床应用价值的基因.深入开展基因诊断的研究与应用，建立规范的基因诊断技术并逐步用于临床.在克隆基因的基础上，进一步
开展杂交瘤技术标准化和抗体工程的研究，逐步形成规模效益，进一步开展基因工程抗体技术的研究与应用，完善鼠单抗人源化
的实验研究体系，研制有应用价值的人单抗，为临床肿瘤防治预后判断提供分子水平的标志物.实验室承担国家863计划项目课题
四项，国家杰出青年基金二项，国家自然科学基金项目四项，国家重大基础研究规划项目一项.北京肿瘤分子生物学实验室以人
才和科学管理的优势进入我国科研国家队的行列.
3  实验室的条件
实验室现有使用面积1000 平方米，包括一个仪器设备中心（所中心实验室）和八个课题组：分子肿瘤学、分子遗传、肿瘤抗原、
抗体工程、基因诊断技术研究与应用、生物技术研发与医药资源收集.以上述课题组为中心组成五个技术功能组：基因鉴定、基因载
体构建表达、染色体分析和基因定位、细胞及抗体制备和仪器与医药资源收集.在开展研究工作的同时逐步形成技术优势并对外开放.
4   科研成果
高室所属课题组的研究人员在国内外核心期刊发表论文100余篇， 参加国内外学术会议60人次.在全国性学术会议上做大会专题报
告15人次.在胃癌发病机制和分子调控机制方面取得了重要的进展，先后获北京市科技进步一等奖一项、二等奖六项、三等奖四项，
申报专利五项.实验室将研究工作向临床应用扩展，负责组建北京基因诊断实验室，开展基因诊断的临床应用研究.近二年来发表SCI
论文的数量明显增加，已在JBC，NAR，Cancer Res, 科学通报，WJG等学术刊物发表了一批学术论著.目前实验室在完成原始积累的
基础上，正向更高的目标，即学术研究国际化，应用研究产权化的目标努力奋进.
5   主要科研人员情况
实验室把工作的重点放在人才建设方面，组织并形成了一支以中青年为主的科研队伍. 现任实验室主任和八名课题组长均在50岁
以下，其中研究员事科5人，4人为博士导师，.获国家杰出青年基金资助2人，主要成员有3人获得北京市科技新星计划基金资助，
研究生学历人数占80 %以上，平均年龄30岁.实验室实验室核定人员20-30人，其中研究人员10-15人，技术人员10-15人.课题
组根据研究任务聘请客座研究人员和招收研究生. 实验室将形成以博士研究生和博士后研究人员为主力的研究队伍.
6   国内外科技合作
实验室已建立了良好的国内外合作关系，为国家重大基础研究规划肿瘤项目建立了以高通量基因突变筛查的DHPLC技术平台和肿瘤
蛋白表达分析的组织阵列技术.与医科院肿瘤所，第四军医大学消化病中心，中国医科大学，科学院基因组生物信息中心建立了良好
的合作关系.与美国国立癌症研究所，美国FOX CHASE 癌症研究中心，美国佛罗里达大学肿瘤研究所等院校进行学术和人员交流并积
极促进我国开放实验室网络的建立.
7   封面图片
A 求实创新是科学的生命，实验室部分人员合影；B 利用组织芯片技术进行高通量组织蛋白表达水平分析；C 仔细观察是科学发
现的基本功; D 科学需要密切合作,研究生在认真分析实验结果.
8   通讯地址
100034，北京市西区大红罗厂街1号,北京大学临床肿瘤学院,北京市肿瘤研究所. yongylu@public.bta.net.cn
电话:010-6616-3061    传真:010-6617-5832
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改良淋巴结显示液在大肠癌标本中的应用价值
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摘要
目的:探索改良淋巴结显示液是否能更快更多发现更小淋

巴结.

方法:20例大肠癌标本作为自身对照，先按传统法摘取系

膜淋巴结得出检查结果后，再与用改良淋巴结显示液处理

后的结果进行对照，结果用配对 t 检验进行统计学分析.

结果:改良淋巴结显示液法处理标本检出的淋巴结总数，

小淋巴结数，阳性淋巴结数明显多于传统法,并改变部分标

本的分期.

结论:改良淋巴结显示液法比传统法在大肠癌标本中能检出

更多、更小淋巴结，能更准确地评估患者的分期，指导治

疗,改善预后.

向开敏,陈道瑾,陈远光.改良淋巴结显示液在大肠癌标本中的应用价值.世界华

人消化杂志  2003;11(1):120-122

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/120.htm

0   引言

大肠癌是消化系统较常见的恶性肿瘤,其分期是决定其
预后及治疗方案的重要指标,而分期的重要依据之一就
是有无转移的淋巴结及转移淋巴结的多少.有淋巴结转
移者5 a生存率大大降低,且淋巴结转移数目愈多，预
后愈差.常规手工法检测常有小淋巴结遗漏，直接影响
着临床分期的准确性预后预测及辅助治疗的选择.本实
验目的是用改良淋巴结显示液(MLNRS) 处理大肠癌手
术切除标本,以探索此显示液是否能更快更多地发现小
淋巴结.改良淋巴结显示液(专利申请号01119427.8)是在
淋巴结显示液(LNRS)中加入美蓝少许而制成, 他的根据
是美蓝对淋巴结的亲和力及预实验的结果.

1  材料和方法

1.1 材料  中南大学湘雅三院普外科2001-06/2001-12期
间共20例大肠癌根治术后标本，其中男11例，女9例.
年龄从38-68岁，平均55.35岁，结肠癌13例，直肠
癌7例.均为结直肠癌经手术完整切除原发灶肠段及其
系膜.MLNRS溶液的成分95 %无水酒精、乙醚、松节
油、冰醋酸、缓冲甲醛、磷酸二氢钠、美蓝粉剂混合均
匀，配成MLNRS液 1 000 ml ,用密封性较好的容器装
好备用.

1.2 方法  采用自身对照法，因而每一标本都先后进行
传统法和MLNRS 法的分别处理.传统法即将手术后新
鲜标本用10 %甲醛浸泡24 h后由同一病理科医师用眼
看、手摸法将标本系膜组织中淋巴结取出，记下数目
及直径，再将其进一步包埋、染色、切片、镜检.MLNRS
法即将传统法处理后的标本之系膜从标本上剔除下来，
用3倍于系膜体积的MLNRS液浸泡6 -12 h，然后取
出标本，流水冲洗，尽量洗去系膜的染色，此时可见淋
巴结呈深蓝色，在浅蓝色的脂肪背景下对比鲜明，便
于挑拣.检出淋巴结再做病理切片检查.观察指标:分别观
察传统法及MLNRS法检出的淋巴结数目、直径大小，
分别记录下两法淋巴结转移数目(阳性淋巴结).
        统计学处理  采用SPSS软件进行配对t检验α＜0.05

2   结果

本组20例标本用传统法检出淋巴结共205枚，其中直
径<5 mm 有 37 枚，>5 mm 有 168 枚.此标本进一步用
MLNRS法处理后多检出220枚淋巴结，其中直径<5 mm有
191枚，直径>5 mm有29枚.经过两次处理后20例大肠
癌标本共检出淋巴结425枚，其中直径<5 mm共228枚,
直径>5 mm共197枚. 本组20例标本用传统法在常规镜
检下检出24枚阳性,淋巴结阳性率为11.1 %（24/205
枚）.总共有 4例发生转移,为Dukes’C期，转移率为
20 %（4/20 例）,Dukes’B 期共 16 例.在进一步用
MLNRS法处理后，多检出56枚阳性，淋巴结阳性率为
25.5 %(56枚 /220枚),多发现6例阳性标本，6例分期从
B期变为C期.两步汇总后(经传统法和MLNRS 法后）
共发现阳性淋巴结80枚，总淋巴结为425枚，总阳性
率为18.8 %(80/425),总共有10例阳性，转移度为50 %
(10/20).

表1  传统法与MLNRS法的统计学分析

           检测淋巴结数 阳性淋巴结数(枚)       病理分期(C期)

        <5 mm        >5 mm       n

传统法              37 168              24                      4

MLNRS             228 197              80                    10

t 值         -7.90         10.02         -0.65               -2.08

P 值    0.00 003           0.52    0.00 005              0.0451

3   讨论

淋巴结显示液是由Koren et al [1-3 ]提出并广泛应用于各
种肿瘤标本中以寻找淋巴结，在实际应用中证明其可
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以显著提高检出正常的和转移的淋巴结数目,因而可以
辩认出更小淋巴结.(其中酒精可溶解美蓝并渗透入组织;
乙醚有渗透、助染及对抗组织收缩作用;松节油有脱水
并透明、硬化淋巴结作用；冰醋酸可助染及对抗组
织收缩；甲醛为固定组织作用；磷酸二氢钠为溶液
缓冲剂) 用 LNRS 处理标本后，淋巴结呈白垩状，在
黄色背景下清晰可见.我们在预实验中,将2例经传统法
处理后的系膜标本再用其3倍体积的LNRS浸泡6 h ,将
标本用流水冲洗后 , 切成小片 , 可再检出淋巴结分别为
8个和9个, 直径为3-7 mm.此2例系膜标本再进一步置
入MLNRS中6 h后同样用流水冲洗 ,仍又可分别检出4
个和3个小淋巴结 ,直径1-4 mm ,而且发现淋巴结与背
景的对比更加明显 ,更易辨认 ,可检出小至1 mm的淋巴
结.因此我们在正式实验中在LNRS中加入一种染色剂
美蓝(methylene blue亚甲蓝)少许后 ，就制成改良淋巴
结显示液(MLNRS).美蓝与淋巴结有很强的亲和力[4-6]，
染色后长时间冲洗浸泡也不易脱色；而周围的脂肪组
织不易着色,且容易冲洗褪色，这样淋巴结被染成深蓝
色，与周围浅蓝色的系膜背景对比明显，淋巴结更易
被辩认，即使被包在系膜中.
        从前面的结果可以看出MLNRS法较传统法有明显
的优势，首先是可以发现更多更小的淋巴结,尤其是直
径<5 mm的淋巴结.本组 20 例标本中用传统法共发现
205枚,平均每例10.3枚.用MLNRS法后总共发现425枚，
平均每例21.25枚,配对t检验P <0.01 ,有显著性差异.对
于直径<5 mm的淋巴结,用传统法共找出37枚,占总205
枚的18.05 %.用MLNRS法后又找出直径<5 mm的淋巴
结191枚,占MLNRS法多找出淋巴结数220枚的86.8 %,
配对t检验P <0.01,有显著性差异,说明MLNRS法可找出更
多小淋巴结.用MLNRS法后两步总共找出直径<5 mm的
淋巴结228枚,占总425枚的53.65 %,说明经MLNRS法
后找出的淋巴结大约一半为小淋巴结.对于直径>5 mm
的淋巴结，用传统法共找出168枚占传统法总数205枚
的82 % ,P >0.05说明传统法可以找出大部分直径>5 mm
的淋巴结.用MLNRS 法后又找出29枚，只占13.2 %,
说明对于大淋巴结来说 ，MLNRS 法与传统法比较并
无太多的明显优势;另外也说明一些大淋巴结隐藏在较
深厚的脂肪当中,用手指不易触摸出来，而用MLNRS法
后，染色的淋巴结与周围的脂肪组织色彩对比分明，更
易分辨出来.事实上，我们甚至发现MLNRS法可以辨认
出<1 mm的结节.
       在传统法确认为C期的有4例，传统法分别找出
阳性淋巴结6个、4个、2个、12个共24个,用MLNRS
法后这 4 例又分别找出 8 个、9 个、8 个、3 个阳性
淋巴结，共28个，用传统法确定为C期的用MLNRS
法又都找出新的阳性淋巴结.另外，在传统法确定为B
期的16例标本中，用MLNRS法找到6例有阳性淋巴
结，分别找出 5 枚、3 枚、4 枚、8 枚、4 枚，共

24枚.那么在传统法确定为B期的这6例标本用MLNRS
法可确定为C期,(P <0.05)说明传统法有一定的漏诊.而
我们可看出MLNRS法多找出的淋巴结中直径<5 mm的
占相当大部分86.8 %(191/220).因此我们用MLNRS法多
找出的阳性淋巴结多为直径<5 m的小淋巴结 ,而小淋巴
结的转移率是比较高的[7-10],据文献报道可达11 %,不容
忽视.
        大肠癌是一种高发性的恶性肿瘤,复发率及死亡率
都很高，对于大肠癌的分期、预后、术后辅助性治疗来
说，准确地了解淋巴结的状况都是非常重要的. 据报
道，无淋巴结转移的患者多数可获治愈，5 a 生存率
可达70 %,而有淋巴结转移者5 a生存率大大降低 ,不足
30 %.而淋巴结转移数目愈多，预后愈差，1-5 个阳
性淋巴结者5 a生存率为24 %，而6-10个阳性者则降
为9 % .对于大肠癌标本应该采集的淋巴结数目，不同
的资料有不同的说法，Scott Caplin et al 认为少于6个
将导致分期降低 ，可能造成转移淋巴结的漏诊.而法国
人Jean Maurel et al 作的研究结论认为至少要有8个淋
巴结才能减少错误分期和分期过低的风险.
        Scott et al 认为如果 Dukes′B期标本检出淋巴结
少于13个时建议用脂肪清除法(fat  clearance)来增加检
出数,因为少于13个将导致约4.8 %的阳性淋巴结漏诊.
Jan h Wang则认为要将切除的结直肠癌标本区别T2或
T3至少要14个才比较准确.而国内有研究者作过相当
深入的研究，认为每例标本检出不少于16枚淋巴结时，
从统计学意义上来讲就可以足够准确地分期了.因而从
上述的资料，我们认为16个以上淋巴结是比较理想的，
当然，从本实验结果以及新的TNM分期系统对N(淋巴
结)的描述更为具体这两点来说，可以认为检出淋巴结
数目多多益善，即使已确定为三期的患者，转移淋巴
结的多少对于进一步分出亚期有好处，因而可以更准
确地判断其预后及辅助治疗的价值，如1-5个阳性淋
巴结的患者5 a生存率(24 %)与多于6个阳性淋巴结者(9 %)
明显不同.从本实验结果看来 ,平均 21.25枚 /例的检出
数说明MLNRS法是完全符合条件的.
        对于大肠癌标本淋巴结检出的直径大小来看,显
而易见，用传统法即眼看手摸法找到的大部分为直
径>5 mm的大淋巴结，对于直径<5 mm的淋巴结且又
藏在周围脂肪组织中显然无能为力.从本实验数据看，
MLNRS所检出的大部分为<5 mm的淋巴结,占新检出总
数的 86.8 %（191/220），MLNRS 法可辩认出 1 mm
大小的淋巴结.本实验MLNRS法检出淋巴结平均直径
<5 mm.据报道[11] ,对LNRS法作了大量深入研究的Koren
et al 检验膀胱癌标本时，用传统法检出淋巴结平均直
径为7.96 mm ,而用LNRS法为3.81 mm. 而Ustum et al [12]在
检测一组膀胱癌、乳癌及大肠癌标本的淋巴结时,传统
法检出淋巴结平均直径为6.8 mm ,而LNRS法为4.2 mm.
由此可以看出LNRS法在检出小淋巴结时有明显的优



势 ,这就为进一步镜检查出小淋巴结的微转移灶提供了
可能.
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序号 性别 年龄 
病程

mo  

进行性

消瘦 

病程中T 

>37.5  

间歇 

腹痛 

间歇 

腹泻 

腹部 

包块 

包块质

地硬 

放射

痛 
钡灌肠 肠镜 腹部CT 大小 cm  临床诊断 

1 男 64 6 无 - + - 
右下  

 
+ - 升结肠新生物 

结肠肝曲隆

起 
右侧腹腔占位 6 6 5 恶淋 平滑肌瘤 

2 女 64 10 无记载 - + - 右下  + - 回盲部占位 
乙状结肠环

形狭窄 
无记载 6 5 4 

 

结肠癌 

 

3 女 51 1 无记载 - + + 左下  + + 
乙状结肠环形

狭窄 
- 无记载 10 6 4 乙状结肠癌 

4 女 54 1 无记载 - + - 右下  + - 
结肠炎性改变 

 
- 

B超示右下腹占

位 
15 12 9 横结肠癌 

5 男 37 1 无记载 + + - 右下  + - 盲肠恶性肿瘤 - 
B超示横结肠占

位 
5 5 4 

 

回盲部恶性肿

瘤 

 

6 女 48 24 无 + + + 左下  + + 
乙状结肠狭窄

子宫体后占位 

乙状结肠环

形狭窄 

盆腔恶性肿瘤累

及结肠 
4.6 3.9 3.8 盆腔恶性肿瘤 

7 女 39 24 无 - - - 左下  + - 乙状结肠狭窄 
乙状结肠环

形狭窄 

盆腔恶性肿瘤

累及结肠 
9 8 9 

盆腔恶性肿瘤

结肠癌 

8 男 41 8 无记载 + - - 右下  + + 无记载 - 
腹腔占位累及右

肾 
无记载 

结肠肿瘤腹膜

肿瘤 

 

• 临床经验 •

结肠放线菌病8例

周仁荣,殷广福,李祥周,王   琴

周仁荣,殷广福,李祥周,王琴,南京八一医院 南京市 210002
项目负责人:周仁荣,210002,南京市,南京八一医院.
收稿日期:2002-05-07    接受日期:2002-06-25

摘要
目的:更好的认识结肠放线菌病的临床特点.

方法:收集了国内7所医院共8例(本院2例)个案进行了分析.

结果:本病少见,病程长,以腹部包块就诊，肠镜与CT易疑

为结肠恶性肿瘤，剖腹所见硫磺样颗粒是其特点，病理学

方能确定诊断.

结论:本病为良性经过,青霉素治疗好,愈后佳.

周仁荣,殷广福,李祥周,王琴.结肠放线菌病8例.世界华人消化杂志  2003;11

(1):123-124

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/123.htm

0   引言

放线菌病在临床罕见,而结肠放线菌病更为少见.本院近

2 a相继收治2例结肠放射菌病，且均误为结肠恶性肿
瘤.为提高对本病的诊治水平，我们复习了国内 1974
年以来的文献，共计 8 例，现就有关特点简报如下.

1   材料和方法

从中国生物医学文献数据库检索,主题词为结肠+放线
菌病.检索时间从1974-2000-12，结合我院收治2例，
共计8例结肠放线菌病.他们分布在我国5个省区.8例
中 5例女性，3例男性.年龄均为中老年.病程达24 mo
2例，＞6 mo 的 3例.7例行外科手术探查，术前都疑
诊为结肠或盆腔恶性肿瘤.8 例中 3例在病程中有不同
程度的发热.6例有间歇性腹痛，2例腹痛伴有腹泻.3例
除腹痛外伴有放射痛.8例查体均发现腹部有包块且质
地硬.1例发现有腹水.7例剖腹后发现肠壁有散在硫磺
样颗粒.包块组织行病理活检发现放线菌并有脓肿形成.
8例中 5例病变在右下腹.全部病例术前未明确诊断.

2   结果

8例结肠放线菌病的临床与相关实验一览表见表1、2.

表1  8例结肠放线菌病临床与相关实险
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序号 腹水 
手术证实病

变部位 

手术中包块

与周围粘连 

结肠表面有无

硫磺样颗粒 

镜检炎细胞

浸润 

镜检找到放

线菌 

黏膜之间有

无形成脓肿 
病理诊断 

报告

时间 
报告单位 作者姓名 

1 - 回盲部 + + + + + 
右半结肠放线菌病伴

脓肿形成 
98 北京301医院 纪小龙[3]  

2 - 回盲部 - + + + + 右半结肠放线病 97 保定市立医院 刘力[2]  

3 + 
左侧附件及

回盲部 
+ + + + + 

结肠放线菌病累及大

网膜 肠系膜 卵巢

及乙状结肠 

96 天津空军医院 王云南[6] 

4 - 横结肠 + - + + + 

结肠放线菌病伴广泛

肠粘连及肠管内瘘形

成 

97 天津医大附院 齐清会[4]  

5 - 回盲部 + + + + + 结肠放线菌病 95 新疆医学院附院 王振华[5] 

6 - 
乙状结肠及

部分降结肠 
+ + + + + 

结肠放线菌病 乙状

结肠  
2000 南京81医院 周仁荣[1] 

7 - 乙状结肠 + + + + + 
结肠放线菌病 乙状

结肠  
2001 南京81医院  周仁荣 

8 - 
右髂窦道腹

壁肿物活检 
未手术 - + + + 腹部放线菌病 94 北京友谊医院 崔红义[7] 

 

3   讨论
1845年 Langenbeek 首先叙述了放线菌病.我国1904年
首次在宜昌发现牛放线菌病,1911年报告颜面部放线菌
病.此菌为革兰氏阳性菌.病理特点为化脓性炎症、瘘
管形成和瘢痕化.本菌常侵犯机体各种组织器官，包括
内脏、脑、骨骼组织,但累及结肠少见.本病临床报告少
且误诊率极高,尤其是结肠放线菌病常误为结肠恶性肿
瘤.本院2例,临床均以腹部包块就诊,术前肠镜均提示结
肠占位性病变，术中无法确定肿瘤性质，术后病理找
到放线菌.使用大剂量青霉素包块明显缩小，预后佳.
本组主要特点：(1)好发于中老年，女性多于男性；(2)病
程迁延，一般无发热，3例有记载者均无进行性消瘦
史；(3)主诉下腹部隐痛，以右下腹多见；(4)就诊时查体
均发现腹部包块，且包块较大，质地偏硬；(5)钡灌肠拟
为回盲部占位（5 例）或乙状结肠处狭窄；(6)4 例行
肠镜者发现肠腔环形狭窄伴有炎性改变；(7)7 例术前
均诊断为结肠恶性肿瘤，术中粘连显著，同时均发
现硫磺样颗粒；(8)4 例行CT 者提示结肠占位性病变，

表2  8例结肠放线菌病临床与相关实险

+  表示有; -表示无.

恶性可能性大；(9)术中包块良恶无法区分；(10)病理
组织检查到放线菌方才确诊，且组织黏膜中存在脓肿
形成；(11)青霉素治疗疗效好.通过本组病例我们不难
看出，结肠放线菌病在临床不但少见且诊断较为棘
手，尤其是对于下腹部具有包块、无进行性消瘦者，
既使CT、钡灌肠或肠镜疑为恶性肿瘤，但仍应与结
肠放线菌病感染所致的包块相鉴别，必要时可使用大
剂量青霉素试验治疗，以便甄别.
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