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胃肠道间质瘤的病理诊断和预后
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摘要
胃肠道间质瘤(GIST)是胃肠道最常见的间叶

源性肿瘤, GIST中c-kit 基因功能获得性突变

的发现和基因靶向治疗药物格列卫(STI-571)
的问世, 使GIST的相关研究已成为热点. 近年

的研究认为GIST是发生于胃肠道的CD117阳

性, 或者存在c-kit/PDGFRA基因突变, 由梭形

或/和上皮样细胞构成的间叶源性肿瘤. 其起

源于比Cajal细胞更原始、向Cajal细胞分化的

间叶干细胞. 根据目前相关基因学研究可将

GIST分为3大类: c-kit基因突变型、PDGFRA
基因突变型和野生型GIST. 肿瘤的生物学行

为从良性到显著恶性不等, 准确判断肿瘤预后

仍有困难. 多数研究显示, 肿瘤的预后与其发

生部位、大小、核分裂数密切相关, 肿瘤的免

疫表型、基因改变以及手术方式等因素对其

预后判断也有一定的参考价值, 但有待进一步

细化研究.
 
关键词: 胃肠道间质瘤; 病理诊断; 预后
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0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumor, 
GIST)是胃肠道最常见的间叶源性肿瘤[1-3], 他
是有别于平滑肌或神经源性肿瘤的一种独立肿

瘤类型. 患者以50-70岁最多, 且无性别差异[3-5]. 
1998年, Hirota et al[6]发现GIST特异性表达c-kit
基因蛋白(CD117), 且该基因存在功能获得性突

变. 特别是基因靶向治疗药物格列卫(STI-571)

的问世 [7-8], 使G I S T的相关研究成为热点, 在
GIST的发生学、诊断、分子遗传学和预后评估

方面取得诸多进展. 但是GIST的良恶性判断和

预后评估依然是难点, 尚无统一标准. 因此我们

总结国内外文献, 并结合自己的研究, 以GIST的
病理诊断和预后为题进行叙述. 

1  GIST的概念和起源

早期, 人们认为消化道间叶发生的梭形细胞肿

瘤都是平滑肌肿瘤. 1983年, Mazur et al [9]应用免

疫组化和电镜观察发现, 多数胃平滑肌肿瘤起

源不明, 缺乏向平滑肌和神经鞘膜分化的确切

证据, 因此1990年版世界卫生组织(WHO)消化

系统肿瘤分类使用“间质肿瘤(stromal tumor)”
特指此类肿瘤. 随后研究发现, GIST多数表达

CD34, 而真正的平滑肌肿瘤不表达CD34[10], 其
逐渐成为一个独立肿瘤类型. 近年来相继发现

GIST中存在c-kit基因[6]和血小板源性生长因子

受体A(platelet derived growth factor receptor A, 
PDGFRA )基因[11]的功能获得性突变, 且Kit蛋白

存在较特异的阳性表达, 这为GIST的诊断和研

究提供了良好的标志物. 2000年WHO消化系统

肿瘤分类[12]将GIST正式独立出来, 与平滑肌肿

瘤和神经鞘瘤等并列. 
起初人们推断GIST起源于消化道间质的

Cajal细胞(interstitial cell of Cajal, ICC )[13-14], 因
为免疫组化研究显示ICC和GIST均表达CD117, 
且ICC的超微结构同时具有平滑肌细胞和神经

细胞的某些特征. 近来多数研究认为, GIST起源

于比ICC更原始、向ICC分化的间叶干细胞. 因
为动物实验证实, ICC和平滑肌细胞均起源于一

种更早的祖细胞, 肿瘤的平滑肌和神经分化更

易解释. 遗传学研究亦发现肿瘤周边ICC与肿瘤

存在相同的突变[15]. GIST还可发生于没有ICC的
网膜和肠系膜等部位, 也说明GIST并非起源于

ICC, 而是起源于更原始的间叶多能干细胞[16].

2  GIST的病理诊断

GIST患者常因肿瘤位于黏膜下层和肌层而无
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特征性症状, 故术前诊断较为困难. 传统的辅助

检查缺乏特异性, 内镜和影像学检查仅有助于

确定肿瘤部位. 应用超声内镜下细针穿刺活检, 
GIST的诊断准确率虽然高, 但获取组织量少, 且
有引起肿瘤播散的危险. 因此, GIST的诊断应结

合临床症状、体征、消化道内镜及影像学检查, 
但最终必须依靠病理诊断. 
2.1 发生部位 GIST在整个消化道均可发生, 最
常见于胃(60%-70%)和小肠(20%-30%), 结直肠

(5%)和食管(5%以下)较少见[17]. 阑尾、胆囊、

大网膜、肠系膜和腹膜后均有发生. 我们认为, 
大网膜、肠系膜和腹膜后GIST经仔细检查大多

与胃和小肠有联系, 可视为相应脏器的肿瘤. 其
他部位GIST也有报道, 例如肝脏[18]、脾脏[19]和

前列腺[20]等, 但有待于进一步验证, 需排除胃肠

道原发GIST转移的可能性. GIST的诊断还应特

别注意与其他部位的间质肿瘤相区别, 他们虽

然名称相同, 但是组织来源、免疫表型和遗传

学特征均不同. 对那些确实与消化道没有联系, 
且表达CD117的间叶源性肿瘤, 建议暂时应用

“GIST样肿瘤”命名, 并进行c-kit基因突变等

分子遗传学检测, 待病例数多后再做详细研究. 
2.2 形态学特征 GIST主要由梭形细胞和上皮样

细胞构成, 少数可见多形性肿瘤细胞, 甚至破骨

细胞样巨细胞. 依据梭形和上皮样细胞的比例

可分为上皮样细胞型、梭形细胞型和混合细胞

型. 排列方式多样, 梭形细胞多以束状、漩涡状

和栅栏状排列为主, 上皮样细胞常呈弥漫片巢

状排列. 部分肿瘤可伴有囊性变、透明变性、

黏液变性及钙化, 并可见核周空泡细胞和印戒

样肿瘤细胞 ,  少数肿瘤间质可见“丝团样纤

维”(skeinoid fiber, SF). 
2.3 免疫组化特征 CD117是GIST敏感且特异的

标记物[21-22], 随后发现巢蛋白(nestin)以及功能未

知蛋白(discovered on GIST-1, DOG1)也是诊断

GIST良好的标记物[3], 且无部位及良恶性的差

异. 此外, 约70%的GIST表达CD34, 与CD117联
合应用有助于提高诊断准确率, 具有一定的特

异性[23]. 最近研究发现, 蛋白激酶Cθ(PKCθ)是诊

断GIST的一个新免疫组化标记物, 尤其是诊断

CD117阴性的GIST[24], 但有待进一步观察. GIST
亦可有肌源性或神经源性标志物的表达, 如平

滑肌肌动蛋白(SMA)、S-100蛋白、蛋白基因

产物9.5(PGP 9.5)等, 但大多在肿瘤中呈局灶弱

阳性表达. 结蛋白(desmin)在GIST中为弱阳性

或阴性表达, 这一特点有助于GIST与平滑肌肿
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瘤的鉴别, 因为真正的平滑肌肿瘤弥漫强表达

desmin[5]. 
2.4 分子基因特征 随着GIST基因学研究的深入, 
越来越多的基因改变被人们所发现. 目前具有特

征性的只有c-kit和PDGFRA基因, 他们同属于Ⅲ

型酪氨酸激酶家族, 两者不仅结构相似, 且基因

都定位于4q11-13[25]. 
1998年Hirota et al[6]首次报道GIST特异性高

表达Kit蛋白, 且存在该基因功能获得性突变. 此
后研究发现GIST中c-kit基因突变大部集中于由

外显子11编码的邻近膜区, 突变率在50%-60%之

间[1,3,6], 主要表现为缺失、插入或点突变. 我们

的研究也显示, 该位点的突变率为41.5%, 其中

恶性组的突变率为54.8%[26]. 此外, GIST中尚存

在c-kit基因其他位点的突变, 包括外显子9, 13, 
14, 15, 17, 但远低于外显子11[1,3]. 所有这些位点

的突变均可引起配体非依赖性C-kit受体二聚体

形成, 从而激活C-kit的酪氨酸激酶活性, 导致肿

瘤发生, 我们的研究也予以证实[27]. 
尽管GIST中存在c-k i t基因不同位点的功

能获得性突变, 但仍有部分G I S T中未能检测

到c-kit突变, 因此有人推测在GIST中存在C-kit
以外的其他酪氨酸激酶受体参与了肿瘤的发

生和C-kit的激活. 2003年, Heinrich et al [11]发现

GIST中存在PDGFRA基因的突变及表达, 集中

于外显子18和12, 突变方式与c-kit基因相似, 且
PDGFRA突变阳性的病例c-kit突变均为阴性. 国
内近期的研究也取得相似的结果[28-29]. Heinrich 
et al [11]还发现PDGFRA和c-kit突变所激活的信号

转导通路相似, 提示PDGFRA基因突变参与了

GIST的发生. 
根据目前已发现的GIST相关基因改变可将

肿瘤分为3类[3](表1): (1)c-kit突变型(80%-85%); 
(2 )P D G F R A 突变型 (5%-10%);  (3 )野生型

GIST(10%). 近期有研究显示, 极少数GIST与I
型神经纤维瘤病相关, 该型GIST不存在c-kit和
PDGFRA基因的突变, 表现为NF 1等位基因的失

活[30].
总之, GIST是消化道最常见的间叶源性肿

瘤, 组织学富于梭形细胞和/或上皮样细胞, 偶见

多形性细胞, 呈束状或弥漫排列, 免疫表型表达

CD117, nestin, DOG1和PKCθ, 遗传学存在频发

性c-kit和PDGFRA基因突变. 胃肠道自主神经肿

瘤(gastrointestinal autonomic nerve tumor, GANT)
与GIST具有相同的免疫组化和分子基因学特

征, 因此被视为GIST的一个变异型[21,31]. 我们认
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为, 在临床工作中可使用相对广义的GIST概念, 
即GIST指那些无确切平滑肌或神经分化证据的, 
由梭形和/或上皮样细胞构成的胃肠道间叶源性

肿瘤. 这样既能与真正的平滑肌源性肿瘤和神

经源性肿瘤有所区分, 又涵盖了那些没有任何

定向分化和特异性基因改变, 且CD117阴性的胃

肠道间叶源性肿瘤.

3  GIST的病理分级

GIST的生物学行为从良性到显著恶性不等, 判
断其生物学行为需综合考虑肿瘤的大体、组织

形态和临床情况, 目前尚无统一的病理分级标

准. Rosai[32]曾将胃肠道间叶来源的一大类梭形

细胞肿瘤统称为GIST, 并将其分为良性、潜在

恶性和恶性3类. 但随着研究的深入, 人们发现

GIST似乎没有绝对良性的, 因为: (1)直径小于

1 cm的肿瘤同样存在基因突变; (2)GIST表达

CD117, CD34, nestin等原始干细胞标志物; (3)随
访发现直径小于2 cm, 甚至1 cm的GIST也可复

发或转移[1,33-34]. 
我们认为GIST没有真正良性的, 良恶性之

间并无截然界限, 从良性到恶性是一种渐进过

程, 即随着肿瘤的生长, 其恶性特征会逐渐显现. 
2001年Fletcher et al[21]在美国国立卫生院会议上

形成共识, 根据肿瘤大小和核分裂数目将GIST
分为极低危、低危、中危和高危(表2). 该分类

使用危险程度分级, 避免了良恶性这一敏感用

语, 且分类指标少, 易于掌握, 又与肿瘤预后紧

密联系.

4 GIST的预后判断

目前GIST的病理分级与肿瘤预后并不一致, 影
响G I S T预后的因素很多, 包括肿瘤大小、部
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位、坏死、组织学类型、细胞密度、细胞异型

性、有丝分裂计数、细胞增殖活性、临近器官

侵犯、复发和转移等[23]. 
4.1 部位 食管间质瘤少见且预后较好. 胃间质瘤

具有较好的生存率, 小于5 cm的肿瘤通常预后

良好, 5-10 cm且核分裂数少的肿瘤也常常有较

好的预后. 半数小肠和十二指肠间质瘤预后差, 
直径大于4.5 cm或核分裂多于2/50 HPF的十二

指肠肿瘤常预后不良. 结肠间质瘤少见, 但多预

后不良, 而直肠肿瘤常有较好的预后. 胃肠道外

间质瘤也多预后较差[1]. 
4.2 形态学 用于肿瘤预后判断的形态学指标主

要是肿瘤大小和核分裂, 被各种分类广为采用. 
另外, 研究显示, 其他因素也与肿瘤预后有一定

关系, 例如肿瘤细胞丰富, 肿瘤存在坏死均预示

预后不良. 肌层浸润对预后判断无意义, 但肿瘤

侵犯黏膜提示预后差. 黏膜溃疡的发生与肿瘤

的大小相关, 但与肿瘤预后没有直接关系[1]. 
4.3 免疫组化 CD117虽是诊断GIST良好的标记

物, 却无助于判断患者的预后. SMA阳性的小肠

肿瘤多预后较好, 但发生于胃的肿瘤缺乏此特

点[1]. 有研究显示, CD34阳性与肿瘤的预后相关, 
但研究结果很不一致[35-36]. 增殖细胞活性标记物

Ki-67和PCNA对肿瘤预后判断具有重要意义, 
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■创新盘点
与其他相关文章
相比, 本文侧重于
GIST的病理诊断
和 预 后 评 估 ,  总
结出相对规范的
GIST病理诊断标
准, 并提出了临床
病理工作中可使
用的相对广义的
GIST概念.

     

表  2   GIST NIH分级标准

极低危
低危
中危

高危

<5
<5
5-10
<5
>5
任何
>10

<2
2-5
<5
5-10
>5
>10
任何

危险程度	          大小 (cm)	       核分裂数 (个/50HPF)

     

表  1   GIST基因突变类型与临床病理因素的关系

c-kit突变
   外显子9
   外显子11
   外显子13
   外显子17
PDGFRA突变
   外显子12
   外显子14
   外显子18
野生型

	                                                                                    对格列卫的反应              

1样本少, 部分患者对格列卫有反应.

                                                                          体外实验                 体内实验         

梭形细胞型
为主

上皮样细胞型
或混合细胞型

多为梭形细胞型

小
肠

胃

80％-85％
     10％
60%-70％
       1％
       1％
   5%-10％
       1%
     <1%
       6%
     10%

突变类型	  突变频率        组织类型      肿瘤部位

有
有
有
有

有
有
不明
无

中等
良好
部分1

部分1

部分1

不明
D842V反应差, 其他有反应
差
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大于10%的肿瘤细胞阳性提示预后不良[22]. 
4.4 分子基因 关于c-kit基因突变类型与预后的

关系, 我们和多数学者均认为, 存在11号外显子

突变的GIST在临床上表现的更具进展性, 生物

学行为更差, 预后不良[1,4]. 有人认为c-kit基因突

变可能发生在GIST进展早期, 需进一步研究证

实, 11号外显子突变的某一特殊亚型与GIST恶
性行为相关[34]. 近期有研究显示, c-kit外显子11
单纯点突变比存在缺失突变预后好[37]. 而9号外

显子突变频率恶性GIST组明显高于潜在恶性

和良性GIST组, 且59%为小肠肿瘤, 提示存在9
号外显子突变与GIST的部位和不良预后相关. 
Sakurai et al [38]发现黏液上皮样GIST大部分有

PDGFRA基因的突变, 且患者无一死亡, 提示黏

液上皮样GIST可能是GIST中与PDGFRA基因突

变密切相关的一个独特亚型, 该型病人预后可

能较好. Lasota et al [39]研究认为, PDGFRA基因突

变主要发生于胃, 且大多数生物学行为呈“良

性”经过. 我们检测到PDGFRA基因突变的4例
GIST均小于5 cm, 核分裂均少于5/50HPF, 提示

患者预后可能较好. 但也有研究显示, PDGFRA
基因突变多见于发生于网膜/肠系膜的高度侵袭

危险性GIST[29]. 
肿瘤抑制基因失活(甲基化)是肿瘤形成发展

过程中的一个促动因素, 因而有人推测在GIST
中基因甲基化也许可用于预测肿瘤预后. House 
et al [40]对38例c-kit阳性的胃间质瘤进行了11个
肿瘤抑制基因甲基化的研究, 发现了6个最常见

的甲基化基因, 依次为: MGMT, p l6, RASSF1A, 
E-cadherin , hMLH l和APC , 其中E-cadherin是
GIST早期复发的一个独立预后指标. 人们还发

现, GIST中存在DNA拷贝数的变化, 且恶性和转

移性GIST中较良性GIST更常见, 提示与GIST的
预后有关[41]. Sabah et al [42]研究发现, 所有的高危

GIST端粒酶均阳性, 而大部分低危GIST阴性, 认
为GIST进展时可出现端粒酶的活动. 
4.5 手术方式 两组病例回顾性研究发现GIST患者

行根治手术生存时间长于仅行肿瘤切除术[43-44]. 
因此, 对于GIST患者主张尽量扩大手术范围, 以
提高存活时间. 

总之, 有关c-ki t突变与肿瘤预后的研究有

待细化, 需要进一步证实c-ki t基因某一特殊亚

型与肿瘤预后的关系. 与c-k i t 基因突变相比, 
PDGFRA基因突变, 特别是突变亚型与肿瘤预后

的关系更不明了, 有待扩大样本进一步研究. 野
生型GIST虽然很少, 是否有其他特征性基因学

改变亦有待研究. 另外, 肿瘤手术切除的安全距

离有待确定, 以便于肿瘤根治手术范围的确定. 
STI-571治疗GIST虽然有效, 但治疗效果的评判

尚不规范, 且耐药性已经显现, 肿瘤耐药机制有

待研究, 新的药物有待开发.
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Abstract
AIM: To investigate the changes of store-
operated calcium channel currents (ISOC) after 
hepatic ischemia and reperfusion (I/R) injury 
in isolated Kupffer cells of rats, and the effects 
of Ca2+ channel blockers, SK&F96365, on ISOC of 
Kupffer cells.

METHODS: The SD rat model of hepatic I/R 

injury was established. Liver Kupffer cells were 
isolated from the rats by in situ perfusion via 
the portal vein with Ca2+/Mg2+-free Krebs buf-
fer followed by collagenase digestion. Then 
Percoll Isopyknic gradient centrifugation was 
performed. Kupffer cells were purified after 
selective adhesion. The changes of ISOC after I/R 
injury and the effect of SK&F96365 on ISOC of 
Kupffer cells were investigated by whole-cell 
patch-clamp technique�.

RESULTS: ISOC was significantly increased from 
-78.7 ± 25.2 pA to -159.3 ± 27.3 pA (P < 0.01, n 
= 15) after I/R injury. SK&F96365 (5, 10, 20, 40, 
50 µmol/L) induced a concentration-dependent 
inhibition of ISOC with the rate 43.9% ± 18.1%, 
59.2% ± 24.0%, 66.3% ± 23.0%, 73.8% ± 17.8%, 
80.9% ± 12.6%, respectively, and the IC50 value 
was 6.53 µmol/L (n = 8).

CONCLUSION: I/R injury can enhance the 
ISOC of Kupffer cells, which leads to the activa-
tion of the cells, further resulting in the injury 
of hepatocytes. Calcium channel blocker, 
SK&F96365, can protect livers from I/R injury 
by inhibiting the activation of Kupffer cells�.

Key Words: Kupffer cell; Hepatic ischemia reper-
fusion injure; Store-operated calcium channel cur-
rents; Calcium channel blocker

Jiang N, Zhang ZM, Guo JX, Liu L, Zhang C, Zhang YL, 
Zhang ZC. Effect of SK&F96365 on store-operated Ca2+ 
channel currents of Kupffer cells after hepatic ischemia 
and reperfusion injury in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(24):2372-2376

摘要
目的: 研究缺血再灌注损伤对大鼠肝Kupffer
细胞钙池操纵的钙通道电流(ISOC)的影响, 并
筛选有效的钙通道阻滞剂进行拮抗. 

方法: 建立SD大鼠肝缺血再灌注模型, 利用
低浓度胶原酶循环灌注、差速离心、选择性
贴壁的方法急性分离肝Kupffer细胞, 应用全
细胞膜片钳记录技术, 研究肝缺血再灌注损伤

■背景资料
研究发现Kupffer
细胞可能是肝缺
血再灌注损伤的
重要介导细胞, 有
关机制不详. 钙池
操纵的钙通道几
乎存在所有非兴
奋细胞和部分兴
奋细胞上, 尚未见
Kupffer细胞SOC
研究的报道.
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对大鼠肝Kupffer细胞ISOC的影响及钙通道阻
滞剂SK&F96365的拮抗作用. 

结果: 大鼠Kupffer细胞的I SOC为: 假手术组
-78.7±25.2 pA, 缺血再灌注组-159.3±27.3 
pA, 两组有显著统计学差异(n  = 15, P <0.01). 
5-50 µmol/L的SK&F96365对Kupffer细胞ISOC

的抑制呈浓度依赖性增强, I S O C由-152.7±
42.5 pA依次降至-81.4±24.2 pA, -56.1±26.4 
pA, -45.2±21.6 pA, -34.8±17.1 pA, -25.6±
13.4 pA, SK&F96365对Kupffer细胞ISOC的抑制
率逐渐增加, 分别为43.9%±18.1%, 59.2%±

24.0%, 66.3%±23.0%, 73.8%±17.8%, 80.9%
±12.6%, 其IC50值为6.53 µmol/L.

结 论 :  缺 血 再 灌 注 损 伤 可 以 促 进 S D 大 鼠
Kupffer细胞上SOC的进一步开放, 导致ISOC的
增大, Kupffer细胞活化, 进一步加重缺血再灌
注损伤. SK&F96365对Kupffer细胞ISOC的抑制
呈浓度依赖性增强, 对肝细胞损伤具有保护
作用.

关键词: Kupffer细胞; 肝缺血再灌注损伤; 钙池操纵

的钙通道电流; 钙通道阻滞剂
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0  引言

肝缺血再灌注损伤(hepatic ischemia reperfusion 
injury, HIRI)是肝移植、复杂肝切除等肝胆外科

手术中经常遇到的病理生理过程. 许多学者研

究发现, Kupffer细胞可能是HIRI的重要介导细

胞, Kupffer细胞活化并释放氧自由基、细胞因

子、前列腺素、一氧化氮等生物活性介质而导

致HIRI[1]. 新近研究发现, 抑制Kupffer细胞可以

减轻HIRI[2], 从而从反面证明Kupffer细胞的活化

在HIRI过程中具有重要作用. 钙池操纵的钙通道

(store-operated Ca2+ channels, SOC)几乎存在于所

有非兴奋细胞和部分兴奋细胞上[3-6], 迄今尚未

见Kupffer细胞SOC研究的报道. SK&F96365已
在其他细胞上被发现是SOC通道的抑制剂. 本研

究探讨HIRI对大鼠Kupffer细胞钙池操纵的钙通

道电流(ISOC)的影响及SK&F96365的拮抗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大白鼠, 体质量200-300 g, 中国

科学院上海实验动物中心提供 ;  胶原酶Ⅳ型

(collangenase Ⅳ), N-2-羟乙基哌嗪-N-2-乙磺酸

(HEPES), 乙二醇-双(2-氨基乙基)四乙酸(EGTA), 
Trypan blue(台盼蓝), CsCl, CsOH, 美国Sigma公司

产品; DMEM(美国Gibco公司);  SK&F96365(德国

默克公司); Thapsigargin (Alexis公司); 小牛血清

(上海华美生物工程公司); 电子蠕动泵(保定兰格

恒流泵有限公司); 硬质玻璃电极(Would Precision, 
USA); MP-285三维微操纵器(Sutter Instrument Co, 
USA); Axopatch 200B膜片钳放大器及pCLAMP 
9.0软件包(AXON Instrument, USA); 防震台及静

电屏蔽罩(IOI Technology Corporation Limited), 
Model P-97微电极拉制仪(Sutter Instrument Co, 
USA). 无Ca2+, Mg2+的K-H原位灌注液(mmol/L): 
KCl 5, KH2PO4 1, NaCl 115, HEPES 25, EGTA 0.5, 
用NaOH调pH至7.2-7.4. 磷酸缓冲盐溶液(PBS, 
g/L): KCl 0.20, KH2PO4 0.20, NaCl 8.00, Na2HPO4

•12H2O 2.08. 标准电极外液(mmol/L): NaCl 145, 
KCl 2.8, CaCl2 10.0, CsCl 1.0, MgCl2 2.0, Glucose 
10.0, HEPES 10.0, 用NaOH调pH至7.4. 电极内

液(mmol/L): CsCl 120.0, MgCl2 1.0, EGTA 10.0, 
HEPES 10.0, Thasigargin 2 µmol/L, 用CsOH调pH
至7.3.
1.2 方法 大鼠HIRI模型: 参考Colletti et al [7]的方

法, 加以修改如下: 大鼠用10 g/L戊巴比妥钠(5 
mL/kg) ip麻醉, 同时予以肝素(1 U/g) ip抗凝. 15 
min后, 大鼠固定于操作台上, 脱毛及消毒后取腹

部正中切口, 打开腹腔后, 用无损伤血管夹夹闭

肝脏门静脉和肝动脉在中叶和左叶的分支, 造成

部分肝脏缺血. 20 min后移去无创动脉夹, 再灌

注40 min后建立成缺血再灌注模型. 假手术组不

阻断大鼠肝脏门静脉和肝动脉在中叶和左叶的

分支, 其余手术步骤同上. Kupffer细胞分离采用

低浓度胶原酶循环灌注法: 游离门静脉, 结扎远

端, 剪开血管, 置入直径4 mm的硅胶管, 深度不

超过第一肝门, 立即用预热37℃的无Ca2+, Mg2+的

K-H原位灌注液灌注, 用电子蠕动泵控制流速为

20-30 mL/min. 剪开胸腔, 夹闭下腔静脉. 快速灌

注1-2 min, 待肝脏由于灌注液的充盈而膨胀, 出
现均匀性颜色苍白后, 再剪开肝下腔静脉, 放出

积血积液, 同时置入直径6-8 mm的硅胶管, 供引

流用. 总计快速灌注冲洗5 min, 以流出液变清和

肝表面呈黄白色为准. 然后换无Ca2+, Mg2+的K-H
原位灌注液为含0.2 g/L胶原酶Ⅳ的K-H灌注消

化液(37℃预热)循环灌注, 速度5-10 mL/min, 持
续10 min至肝变软、塌陷、弹性消失后停止. 小
心剪取肝脏中叶及左叶, 置入50 mL 预热37℃

■研发前沿
肝缺血再灌注损
伤对Kupffer细胞
SOC的影响以及
SOC与Kupffer细
胞激活的关系是
人们关注的热点.
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的含0.1 g/L胶原酶Ⅳ的孵育液中, 剔除肝包膜

和结缔组织, 使细胞散落. 孵育时间20 min, 其
间水浴振荡200 r/min. 孵育液用200目的不锈钢

筛网滤过, 得到肝组织细胞悬液. 差速离心及培

养: 将细胞悬液离心(700 g , 7 min), 弃上清. 向
沉淀中加入PBS液20-30 mL, 充分吹打, 再离心

(50 g , 4 min), 留上清离心(700 g , 5 min), 弃上清, 
留沉淀. 向沉淀中加入DMEM, 充分吹打后滴入

3.5 mm培养皿中, 置入37℃培养箱中培养. 培养

1-2 h后取出, PBS冲洗, 取一培养皿用于细胞记

数和鉴定, 对照组与缺血再灌注组分离得到的

Kupffer细胞产量、纯度及活性无差异. 细胞产

量(2.5-3.5)×106/g, 细胞纯度大于90%, 以4 g/L台
盼蓝染色, 细胞活性大于85%. 其他加入2.0 mL
标准电极外液, 置于倒置显微镜载物台上, 镜下

选择细胞膜完整平滑、圆形、透亮、具立体感

的细胞用于Kupffer细胞ISOC记录. 采用全细胞膜

片钳技术, 在电压钳模式下记录Kupffer细胞ISOC. 
硬质玻璃电极经微电极拉制仪分两步拉制成尖

端直径为1-2 μm的电极, 充满电极内液后阻抗为

4-8 MΩ, 当电极尖端与细胞膜之间形成高阻封

接(>1 GΩ)后, 负压或电击破膜, 使电极内液与

细胞内液相通, 调节膜片钳放大器的电容－慢控

制(C-slow)和电导-串联控制(G-series)抵消瞬时

电流, 并记录调节值. 电流信号经放大器放大后

通过接口Labmaster TL-1与一台奔腾4计算机相

连, 取3 kHz滤波, 采样频率为5 kHz, 设定钳制电

位(holding potential, HP)为0 mV, 实验电位(test 
potential, TP)为-120-+80 mV, 阶跃为20 mV, 持
续时间200 ms. 信号采集与贮存, 结果分析等均

借助计算机用pCLAMP 9.0软件完成. 

统计学处理 采用SAS 6.12软件, 实验数据

用均数±标准差(mean±SD)表示, 两组间均数

比较采用t检验, 各浓度实验组与对照组之间均

数比较采用配对t检验. P <0.05表示差异有显著

性, P <0.01表示差异有高度显著性.

2  结果

2.1 大鼠HIRI对Kupffer细胞ISOC的影响 膜电位钳

制于-100 mV时, 缺血再灌注组ISOC明显大于假手

术组ISOC. 假手术组ISOC为-78.7±25.2 pA, 缺血再

灌注组ISOC为-159.3±27.3 pA, 两者有显著统计学

差异(P<0.01, n  = 15, 图1). 但ISOCⅠ-Ⅴ曲线线性

关系和反转电位并不改变(图2). 分别测量各膜电

位下的ISOC, 以各脉冲下电流幅值对相应膜电位

作图得到ISOC的Ⅰ-Ⅴ曲线, 其反转电位约为0 mV.
2.2 SK&F96365对HIRI Kupffer细胞ISOC的影响 
5-50 µmol/L的SK&F96365对Kupffer细胞ISOC的

抑制呈浓度依赖性增强(表1, 图3). 根据寇式修

正法计算的半数有效计量IC50为6.53 µmol/L.

3  讨论

HIRI的防治是肝脏外科一项重要课题. 我们观
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图  1  膜电位钳制于-100 mV时, Kupffer细胞ISOC. A: 假手术
组; B: 缺血再灌注组.
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图  2  膜电位钳制于-100  mV时, 缺血再灌注组、假手术组
ISOC.  
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■应用要点
从离子通道角度, 
Kupffer细胞活化
以及减轻HIRI为
药物的研发提供
了实验和理论依
据.
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察到, 缺血再灌注损伤能增加Kupffe r细胞的

ISOC, 引起Kupffer细胞内钙离子浓度的增加. 可
见, SOC的开放及ISOC的增大是导致HIRI时形成

钙超载的重要原因之一. Ca2+作为第二信使, 在
Kupffer细胞吞噬病原微生物、清除机体内毒素, 
分泌多种细胞因子调节免疫和炎症反应等过程

中起着重要作用[8]. HIRI过程中, Kupffer细胞由

于细胞内Ca2+浓度升高活化, 激活磷脂酶和蛋

白水解酶, 促进多种细胞因子和大量氧自由基

(reactive oxygen species, ROS)生成, 并且ROS引
起一系列的肝细胞的病理生理事件, 如调亡、

坏死和炎症[9-11], 由此我们推测, ROS可能在SOC
激活过程中起着重要的作用. 我们的前期实验

研究发现, 活性ROS可以明显增强HL-7702人
肝细胞的ISOC. Broad et al [12]发现, 磷脂酶C和多

磷酸肌醇是SOC激活所必须的. 新近的资料发

现, 在完好无损的细胞中, 具有活性的受体调节

的磷脂酶C激活瞬时受体电位通道C3(transient 
receptor potential channel, TRPC3)是通过甘油二

酯产物的作用来完成的, 而与蛋白G, 蛋白激酶

或三磷酸肌醇无关[13], 目前认为该离子通道的本

质是瞬时受体电位通道蛋白家族[14]. 本实验结果

表明, 大鼠HIRI后可以激活Kupffer细胞, 进而产

生大量的氧自由基, 与Kupffer细胞膜上的受体

结合引起膜磷脂酶C的激活, 然后激活细胞膜上

的SOC通道, 导致Kupffer细胞内钙离子超载. 应
用Kupffer细胞活化抑制剂可以明显减轻肝缺血

再灌注损伤.
我们发现, SK&F96365对缺血再灌注损伤

的Kupffer细胞ISOC具有抑制作用, 且呈浓度依

赖性增强. SK&F96365是一种咪唑分离物, 最
先被描述为RACCs的抑制剂: 发现可以抑制人

中性粒细胞、血小板、内皮细胞等非兴奋细

胞中激动剂诱发的钙内流, IC50为10 µmol/L[15]. 
后来被证实可以抑制很多类型细胞, 如HL-60
细胞[16]、鼠胸腺淋巴细胞[17]、甲状腺FRTL-5
细胞 [18]、血管平滑肌细胞 [19]的S O C, I C50为
1-4 µmol/L. SK&F96365同样可以抑制GH3垂
体细胞和兔耳动脉平滑肌细胞的电压依赖性

钙离子通道(voltage-dependent Ca2+ channels, 
VDCCs)[15]. 所以, 应用SK&F96365作为SOC的
抑制剂, 被严格限制于不具有VDCCs的非兴奋

细胞中. Kupffer细胞被证实存在VDCCs, 但我

们的前期研究发现, 用EGTA+TG的方法引导的

钙离子内流并不能被VDCCs抑制剂维拉帕米

所抑制. 所以, 该方法并未激活Kupffer细胞的

VDCCs, 有关SK&F96365的效应可以看作是对

SOC作用的结果. 本实验中由EGTA和TG诱发

的钙电流可以被5-50 µmol/L的SK&F96365所抑

制, 且抑制率随SK&F96365浓度的提高而增加, 
SK&F96365抑制SOC的具体机制仍不明确, 目前

认为, SK&F96365是直接作用于SOC, 是SOC通
道阻滞剂, 虽然这种分类仍然是假定性的, 但从

SK&F96365可以抑制VDCCs和SOC这2种完全

不同的信号路径的通道来看, 这种假定正确的可

能性很大.
总之 ,  缺血再灌注损伤可以促进S D大鼠

Kupffer细胞上SOC的进一步开放, 导致ISOC的

增大. 说明SOC参与缺血再灌注损伤, 造成进

入Kupffer细胞的钙离子增加, 引起钙超载, 活
化K u p f f e r细胞促进多种细胞因子和氧自由

基大量生成, 进一步加重缺血再灌注损伤. 而
SK&F96365对Kupffer细胞起到保护作用, 并抑

制Kupffer细胞的活化, 减少缺血再灌注肝组织

损伤, 为保护HIRI的药物开发提供了实验依据和

理论依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy and mechanism 
of cimetidine in the treatment of rat nonalcoholic 
steatohepatitis (NASH).

METHODS: Thirty male Sprague Dawley rats 
were randomly and averagely divided into 
group A, B and C. High-fat diet was given to the 
rats in group A and B to induce NASH model, 
and those in group C served as normal controls. 
Moreover, the rats in group B were intragastri-
cally treated with cimetidine (200 mg/d) for 12 
wk. The levels of cytochrome P450 (CYP450), 
CYP2E1 and the damages of liver tissues, as well 
as the level changes of alanine aminotransferase 

(ALT), aspartate aminotransferase (AST), blood 
glucose, insulin, and hyaluronic acid (HA) were 
measured. The pathological changes of liver tis-
sues were observed under light microscope.

RESULTS: After modeling, the serum levels of 
ALT, AST, blood glucose, insulin, and HA, and 
the tissue contents of CYP450 and CYP2E1 were 
elevated. However, after cimetidine treatment, 
the levels of ALT (t = 5.16, P < 0.05), AST (t = 5.45, 
P < 0.05), and HA (T = 55, P < 0.05), the contents 
of CYP450 (t = 3.91, P < 0.05) and CYP2E1 (t = 
1.95, P < 0.05), and the wet weight of liver (t = 
9.24, P < 0.05), as well as the histological activity 
index (6.40 ± 5.85 vs 7.80 ± 4.60, t = 2.59, P < 0.05) 
were decreased significantly. The serum levels of 
blood glucose and insulin were not significantly 
different between group A and B (P > 0.05).

CONCLUSION: Cimetidine can lessen the dam-
ages of hepatocytes through inhibiting the ex-
pression of CYP450 and CYP2E1.

Key Words: Cimetidine; Nonalcoholic steatohepati-
tis; Cytochrome P450; Hyaluronic acid

Wen QS, Xu H, Wang XX, Chang Q, Zhang YF, Li 
J. Experimental study on cimetidine in treatment of 
nonalcoholic steatohepatitis in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(24):2377-2381

摘要
目的: 探讨西咪替丁对大鼠非乙醇性脂肪性
肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)的治
疗作用及其可能的作用机制. 

方法: 将30只♂SD大鼠随机分为对照组(n  = 
10)、模型组(n  = 10)和治疗组(n  = 10), 模型组
和治疗组给予高脂饮食喂养, 治疗组给予西咪
替丁200 mg/(kg·d)灌胃, 12 wk后处死大鼠取
血测定ALT、AST、血糖、胰岛素和透明质
酸含量, 观察肝脏组织学变化并测定肝组织
CYP450及CYP2E1含量. 光镜下观察肝组织病
理学变化, 进行肝组织炎症活动计分. 

结果: 与对照组比较 ,  模型组大鼠A LT、
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■背景资料
N A S H是临床常
见 病 ,  发 病 机 制
尚未完全明确, 亦
缺乏有效的防治
方 法 .  有 研 究 发
现 ,  N A S H 肝 脏
CYP450及其主要
同功酶CYP2E1增
高, 可能与NASH
发病有关. 另有研
究发现, 西咪替丁
具有抑制CYP450
及CYP2E1表达的
作用. 



A S T、血糖、胰岛素和透明质酸水平以及
CYP450和CYP2E1含量升高, 而治疗组ALT 
(t  = 5.16, P <0.05), AST (t  = 5.45, P <0.05), 
CYP450 (t  = 3.91, P <0.05), CYP2E1 (t  = 1.95, 
P <0.05), 肝湿质量(t  = 9.24, P <0.05)及透明质
酸(T  = 55, P <0.05)均显著低于模型组, 治疗组
肝组织炎症活动度计分显著低于模型组(6.40
±5.85 vs  7.80±4.60, t  = 2.59, P <0.05), 血糖、

胰岛素与模型组比较无显著差异(P >0.05).

结论: 西咪替丁能显著减轻NASH大鼠肝脏功
能及形态损伤, 可能是通过抑制肝细胞微粒体
CYP450和CYP2E1的表达发挥作用.

关键词: 西咪替丁; 非乙醇性脂肪性肝炎; 细胞色素

P450; 透明质酸

闻勤生,  徐辉,  王旭霞,  常青,  张亚飞,  李军.  西咪替丁
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0  引言

非乙醇性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepa-
titis, NASH)具有隐匿地向肝纤维化、肝硬化发

展的特点[1-5], 目前对于NASH尚无明确有效的治

疗方法. 有学者研究发现, NASH动物肝组织内

细胞色素P450 (CYP450)和其同功酶CYP2E1明
显升高, 认为CYP450及CYP2E1与NASH发病有

一定关系[6-11]. 另有研究发现, H2受体拮抗剂西咪

替丁具有抑制C Y P450及C Y P2E1生成的功

能[12-14]. 为此, 我们制备NASH动物模型, 观察西

咪替丁对NASH的干预作用并探讨其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂成年SD大鼠30只, 体质量200±
20 g, 由第四军医大学动物中心提供. 高脂饲料

配方: 猪油10%, 胆固醇2%, 基础饲料88%. 西咪

替丁由山东方明药业股份有限公司生产. 透明

质酸(hyaluronic acid, HA)放射免疫分析试剂盒

购自上海海研医学生物技术中心, 胰岛素放射

免疫分析试剂盒购自华西糖尿病科技开发研究

所. FJ-2008PS型γ放免计数仪, 西安核仪器厂生

产. 日立SBA-300型全自动生化分析仪.
1.2 方法 

1.2.1 动物模型制备 SD大鼠30只, 随机分为3组, 
每组10只, 对照组给予正常饮食喂养, 模型组和

治疗组每只大鼠每天给予25 g高脂饲料喂养, 
其余以普通饲料补足, 模型组给予生理盐水灌
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胃, 治疗组给予200 mg/(kg·d)西咪替丁灌胃, 每
日1次, 实验时间共为12 wk. 期间动物自由饮

水, 饲养于20±2℃明暗各12 h的清洁级动物的

实验室. 12 wk末前夜禁食, 麻醉状态下断头取

血处死大鼠, 称取大鼠体质量、肝湿质量, 常规

制作血清标本和肝脏标本, 保存于-70℃冰箱内

待测. 
1.2.2 血清标本各指标及CYP450和CYP2E1检测 
用日立SBA-300型全自动生化分析仪测定ALT, 
AST和血糖. HA及血清胰岛素含量测定按试剂

盒说明操作, 使用FJ-2008PS型γ计数仪进行测

定. CYP450及CYP2E1测定按文献[15]所示方

法操作.   
1.2.3 病理学观察 40 g/L甲醛溶液固定肝标本,
石蜡切片进行H E染色, 光镜下评估肝脂肪变

性和炎症活动情况. 炎症活动度计分标准参考

1981年Knodell et al [16]提出的慢性肝炎组织学活

动指数(HAI), 并结合王泰龄 et al [17]提出的慢性

肝炎炎症活动计分方案, 分为汇管区炎症(P)、
小叶内炎症(L)、碎片状坏死(PN)及桥接坏死

(BN)4项, 每项依病变程度分别计为1, 2, 3, 4分, 
因为BN, PN的严重度与预后直接相关, 故其计

分2倍于其他病变, 计分公式为P+L+2 (PN+BN) 
(表1).

统计学处理 采用SPSS 10.0统计软件处理, 
实验数据以mean±SD表示, 组间比较采用t检
验, HA比较采用等级资料的Wilcoxon法检验, 
P <0.05为差别有统计学意义.

2  结果

模型组大鼠体质量、肝湿质量明显增加, 符合

脂肪肝表现, 与对照组相比有显著差异(t 体质量 
= 29.07, t肝湿质量 = 20.11, P <0.05). 治疗组给予西

咪替丁后显著降低了大鼠肝湿质量的增长速

度, 肝湿质量值显著低于模型组(t 肝湿质量 = 9.24, 
P <0.05). 与模型组比较, 治疗组血清ALT, AST均
显著低于模型组(t ALT = 5.16, t AsT = 5.45, P <0.05). 
与对照组比较, 模型组血糖、胰岛素均明显升

高, 模型组与治疗组的血糖、胰岛素水平无显

著差异(t胰岛素 = 0.43, t血糖 = 0.12, P >0.05)(表2). 与
对照组比较,  模型组大鼠CYP450及CYP2E1显
著升高(t cyp450 = 6.24, t CYP2E1 = 1.79, P <0.05), 经西

咪替丁治疗后, CYP450及CYP2E1含量显著低于

模型组(t cyp450 = 3.91, t CYP2E1 = 1.95, P <0.05), 但仍

高于对照组(表3).
2.1 血清HA检测结果 将HA测定值从小到大分
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■创新盘点
本研究制备NASH
动 物 模 型 ,  从 肝
脏 功 能 及 形 态
学 等 方 面 和 肝
组 织 C Y P 4 5 0 及
CYP2E1含量变化
等方面观察西咪
替丁对NASH的干
预作用, 国内外未
见类似报道.
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为5级, 数值在400-500间的为“-”, 500-600间
的为“+”, 600-700间的为“++”, 700-800间
的为“+++”,  >800的为“++++”, γ = 10-1 = 
9, 采用等级资料处理方法, 用SPSS 10.0软件

计算, 与对照组比较, 模型组HA含量显著升高

(P <0.05), 治疗组HA含量较模型组降低(Wilcox-
on符号秩检验, T = 55, P <0.05)(表4).
2.2 肝脏病理学 模型组大鼠肝脏明显肿大, 表面

不光滑, 包膜紧张, 边缘圆钝, 颜色奶黄色, 切面

油腻. 治疗组大鼠肝脏肿大, 表面尚光滑, 包膜

紧张, 边缘圆钝, 颜色奶黄色, 切面油腻. 对照组

肝脏无肿大, 表面光滑, 颜色紫红色. 在光镜下, 
治疗组与模型组均出现明显的肝细胞脂肪变性, 
几乎所有肝细胞内都有明显的脂肪滴, 数量上

无明显差别, 但治疗组肝细胞内脂滴体积明显

小于模型组. 模型组所有大鼠肝组织均出现程

度不同的弥漫性肝细胞气球样变, 肝细胞极度

肿胀呈圆形, 体积较正常明显增加, 胞质疏松呈质疏松呈疏松呈

网状、透明, 肝窦狭窄. 100%存在小叶内炎症, 
90% (9/10)出现汇管区炎症, 还有点状坏死, 并
有2例出现碎片状坏死, 肝组织炎症细胞浸润以

单核细胞为主, 并伴中性粒细胞浸润. 治疗组大

鼠几乎所有肝细胞内都有明显脂滴, 数量上无

明显差别, 但肝细胞体积正常, 胞质未见疏松化质未见疏松化未见疏松化

改变(图1). 治疗组(6.40±5.85)和模型组(7.80±
4.60)炎症计分均高于对照组(0.33±0.10), 治疗

组计分显著低于模型组(t  =2.59, P <0.05).

3  讨论

关于NASH的发病机制, 目前被大多数学者认可

的是“二次打击学说”[18-20]. 第一次打击指正常

     

表  1  炎症活动度计分标准

计分	              汇管区炎症(P)	          小叶内炎症(L)	                       碎片状坏死(PN)	                桥接坏死(BN)

0	 无	                                    无	                             无	                                               无

1	 部分汇管区少量炎细胞浸润	   变性及少数点状坏死         局限PN	                               偶见BN

2	 介于1-3之间	                   介于1-3之间	            介于1-3之间	                              介于1-3之间

3	 多数汇管区较多炎细胞浸润	   多数坏死灶	            多数汇管区PN达周长50%          少数BN

4	 汇管区扩大, 炎细胞集聚, 淋	   坏死灶融合成片	            PN广泛大于周长50%达小          BN范围广, 小叶

                巴滤泡形成                                                                           叶中带                                        结构失常或多小

                                                                                                                                                                叶坏死

     

表  2  各组大鼠体质量、肝湿质量及血清各指标的检测结果 (mean±SD, n  = 10)

指标	                       对照组                      模型组                          治疗组

体质量 (g)                  390±10	                520±10a                   500±11a

肝湿质量 (g)	 16.6±2.4	               43.6±3.5b                 31.2±2.4ac

ALT (U/L)               31.00±6.06            62.75±9.22a             37.25±12.63c

AST (U/L)             102.75±3.70          228.00±25.50a         126.50±53.13c

血糖 (mmol/L)          5.62±1.25            10.50±4.37a             10.80±6.34a

胰岛素 (pmol/L)    240.20±10.56        352.30±12.58a          349.50±16.25a

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组.

     

表  3  大鼠肝微粒体细胞色素P450及CYP2E1测定结果 
(mean±SD, n  = 10)

                          对照组               模型组               治疗组

CYP450       3.59±2.45     11.12±2.92b     5.83±3.12ac

CYP2E1       2.76±2.02       8.20±2.00b     5.56±3.79ac

aP <0.05, bP <0.01 vs  对照组; cP <0.05 vs  模型组. (CYP450 

nmol/mg pro, CYP2E1 nmol/mg pro).

     

表  4  各组大鼠HA测定结果 (n )

HA含量               对照组               模型组               治疗组

-                            7                      0                      0

+	               3		       0                      0

++	               0                      0                      1

+++	               0	                      0	               3

++++	               0	                    10	               6

■应用要点
西咪替丁对高脂
饮食引起的肝功
能及肝组织损害
有一定防护作用, 
但仍需深入研究, 
进一步探讨西咪
替丁防治 N A S H
的作用机制. 西咪
替丁价格低廉, 应
用方便, 可试用于
临床.
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肝脏变成脂肪肝, 这主要是胰岛素抵抗的结果. 
肥胖、糖尿病、高胰岛素血症和高脂血症等代

谢综合征几乎普遍存在胰岛素抵抗现象. 具体

表现为肝摄取游离脂肪酸增加、外周脂肪动员

增强、肝细胞脂肪转运出肝能力受损, 结果引

起肝细胞内脂肪堆积. 第二次打击即氧应激、

脂质过氧化及由此诱导的活性氧产物增加和线

粒体功能不全, 使单纯性脂肪肝向NASH、肝

纤维化发展. 本实验成功地制备了NASH动物

模型. 结果表明, 模型组血糖及胰岛素水平均高

于对照组, 提示存在胰岛素抵抗, 模型组的ALT, 
AST, HA及炎症计分均显著高于对照组, 表明发

生了肝组织损伤及纤维化. 
肝CYP450系统是定位于胞质滑面内质网上

的一组混合功能氧化酶系, 他与进入体内的外

源性物质代谢有关. 人类中确定的CYP450同功

酶有20多种, CYP2E1是最主要的同功酶, 是微

粒体中脂质过氧化的主要催化剂, 许多外源性

物质既是CYP2E1的诱导剂, 也是其作用的底物. 
随着CYP2E1的表达增强, 脂质过氧化反应的终

产物丙二醛的含量亦随之升高. 在正常情况下, 
细胞内存在着自由基清除剂即抗氧化剂, 如超

氧化物歧化酶、谷胱甘肽、维生素E等, 他们均

是细胞内重要的自由基清除剂, 可以随时清除

不断生成的有害自由基, 阻断自由基的链式放

大反应, 从而起到保护细胞的作用[21-24]. 但是, 一
旦氧化抗氧化机制失去平衡, 则对机体产生不

利的影响. 因此, 测定CYP450及CYP2E1水平可

反映机体内脂质过氧化的程度, 间接反映肝细

胞损伤程度. 本研究结果表明, 模型组的CYP450
及CYP2E1均显著高于对照组, 提示可能与肝功

能与肝组织结构损害有关. 
西咪替丁是一种H2受体拮抗剂, 在临床上

被广泛用于治疗胃酸分泌过多的相关疾病. 有

研究发现他能够抑制CYP450及CYP2E1表达, 
但未见有关西咪替丁防治NASH的临床及实验

研究报道. 本研究观察到, 应用西咪替丁后, 虽
然治疗组大鼠的体质量、空腹血糖及胰岛素

与模型组相比无显著差异, 但治疗组的肝湿质

量、ALT、AST、HA、CYP450、CYP2E1及
肝组织炎症计分均显著低于模型组, 表明西咪

替丁对高脂饮食引起的肝功能及肝组织损害有

一定防护作用, 可能与抑制CYP450及CYP2E1
的表达有关 ,  但治疗组的肝湿质量、H A、

CYP450、CYP2E1及肝组织炎症计分仍显著高

于对照组, 提示NASH的发病机制是复杂的. 
随着人们生活水平的提高, NASH的发病率

会逐渐增高, 因此需要加强对NASH发病机制及

防治的研究. 西咪替丁价格低廉, 使用方便, 可
作为NASH的防治方法之一, 但需进一步研究其

作用机制, 亦需注意观察西咪替丁本身对肝脏

的毒副作用. 此外, 合用降脂药物及抗氧化药物

(如维生素E)是否会增强西咪替丁疗效还需进一

步深入研究. 
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Then plasmid pGBKT7-MHBst was transformed 
into yeast AH109 cells and the expression of 
MHBst was detected by SDS-PAGE and West-
ern blotting assay. The transformed yeast cells 
were mated with yeast Y187 containing leuko-
cyte cDNA library plasmid. Diploid yeast was 
plated on synthetic dropout nutrient medium 
(SD/-Trp-Leu-His-Ade) and quadruple dropout 
(QDO) medium containing X-α-gal for selection. 
Subsequently, the plasmids of the blue colonies 
were extracted, transformed into E. coli  (DH5α), 
and then selected by ampicillin. After extraction 
and digestion, the plasmids were analyzed by 
DNA sequencing and bioinformatics�.

RESULTS: MHBst proteins were successfully 
cloned and expressed in yeast cells. Eight genes 
in positive colonies were obtained by yeast-two 
hybrid technique, including two ADP-ribosyl-
ation factor 1, one RAB6 interacting protein 1, 
one CCR4-NOT transcription complex subunit 
10, one lipopolysaccharide binding protein, one 
aldolase B, one complement component 3 and 
one pyruvate dehydrogenase�.

CONCLUSION: MHBst binding proteins in 
leukocytes are successfully cloned�.

Key Words: Yeast-two hybrid technique; MHBst; 
Binding protein; Cloning

Tian JK, Cheng J, Liu Y, Cui YF, Ji D, Wang L, Cheng 
YQ, Zhong YW, Xu DP. Screening and identification of 
proteins interacting with C-terminally truncated middle 
surface protein of hepatitis B virus. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(24):2382-2385

摘要
目的: 用酵母双杂交技术筛选白细胞与乙型
肝炎病毒截短型表面抗原中蛋白(MHBst)结
合蛋白. 

方法: PCR扩增MHBst基因, 连接入酵母表达
载体pGBKT7 中构建诱饵质粒, 转化酵母细胞
AH109并在其内表达. 后与转化了人白细胞文
库质粒的酵母细胞Y187 进行配合, 在营养缺
陷型培养基(SD/-Trp-Leu-His-Ade)和X-α-半

■背景资料
乙型病毒性肝炎
是由HBV感染引
起的世界性传染
病,目前还没有特
效 的 治 疗 方 法 . 
HBV属嗜肝DNA
病 毒 ,  其 基 因 组
功能单位十分密
集, 高度压缩, 重
复利用, 目前己确
定 有 4 个 主 要 的
开放读码框, 编码
至少7个蛋白, 包
括3个表面抗原 : 
包膜蛋白前- S 1 
前 -S2、S;  核心
抗原(HBcAg); e
抗原(HBeAg); 病
毒多聚酶 (P ) ;  X
蛋白(HBxAg). 其
中MHBst为截短
型表面抗原中蛋
白, 其与肝细胞之
间的具体作用机
制尚不清楚, 研究
MHBst与肝细胞
间的相互作用蛋
白 ,  可 能 是 解 决
HBV感染的有效
途径之一.
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Abstract
AIM: To screen and identify proteins interacting 
with C-terminally truncated middle surface 
protein of hepatitis B virus (MHBst) from human 
leukocyte cDNA library by yeast two-hybrid 
system.

METHODS: The MHBst fragment was amplified 
by polymerase chain reaction (PCR) and MHBst 
binding protein bait plasmid pGBKT7-MHBst 
was constructed by yeast-two hybrid system. 
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乳糖(X-α-gal)上进行双重筛选阳性菌落增菌
后提出质粒转化入大肠杆菌(DH5α), 并经氨
苄青霉素抗性筛选, 提取单克隆菌落质粒, 酶
切鉴定, 序列测定后进行生物信息学分析. 

结果: 应用酵母双杂交技术筛选出阳性克隆8
个, 经生物信息学分析, 排除读码框架不正确
者, 最后得到7种已知基因, 分别为ADP核糖
基因子2种, RAB6相互作用蛋白(RAB6IP1)1
种, CCR4-NOT转录复合体亚基10(CCR4-
NOT-10)1种, 脂多糖蛋白结合蛋白(LBP) 1种, 
醛缩酶B (ALDOB) 1种, 补体成分3(C3)1种, 
丙酮酸脱氢酶(PDH)1种.

结论: 成功克隆出MHBst结合蛋白.

关键词:  酵母双杂交技术; MHBst; 结合蛋白; 克隆

田江克, 成军, 刘妍, 崔玉芳, 纪冬, 王琳, 程勇前, 钟彦伟, 徐东

平. 乙型肝炎病毒截短型表面抗原中蛋白结合蛋白的筛选.  世界

华人消化杂志  2006;14(24):2382-2385

httP://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2382.asp

0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是一种严

重危害人类健康的致病病毒因子, 除引起急、

慢性病毒性肝炎, 慢性肝炎迁延不愈, 导致肝纤

维化, 还与肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)的发生密切相关[1]. 虽然对于HBV相关性

疾病的诊断、治疗有了长足的发展, 但目前具

体的HBV致病(癌)机制尚不十分明确. 其中HBV
表面抗原组成最为复杂, 通过S开放读码框三

个不同的起始密码子(ATG)编码前-S1、前-S2
和主S蛋白, 组成表面抗原大蛋白(LHBs), 中蛋

白(MHBs)和小(主)蛋白(SHBs). 研究表明, 羧
基末端截短的乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白

(MHBst)能够反式激活多种病毒和细胞基因组

的表达, 影响细胞生长调节, 在HCC发生过程中

起重要作用[2-3]. 由于HBV表面抗原在患者血液

中大量存在, 我们拟从蛋白质-蛋白质相互作用

的角度, 采用白细胞文库和酵母双杂交技术, 进
行筛选, 以期发现与免疫有关的一些基因. 探索

白细胞文库中与MHBst结合的蛋白, 进一步阐明

MHBst致病的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Saccharomyces cerevisiae AH109酵母

株、Y187酵母株(K1612-1)均购自Clontech公司; 
cDNA白细胞文库由本室构建; 酵母YPDA培养

基、SD/-Trp培养基SD/-Leu, SD/-Trp/-Leu, SD/-
Trp/-Leu/-His, SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade, X-α-半乳

糖苷酶(gal)等购自Clontech公司; 半硫酸腺苷、

醋酸锂购自Sigma公司; 复杂高效感受态(FSB), 
本室自制; 大肠杆菌(DH5α), 本室保存.
1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒的构建 根据董菁 et al [4-5]发表的

adr亚型HBV的基因序列, 分别设计MHBst编码

区的上游和下游引物(上游引物: 5'-GGATCCT
CCTGGAGGTAGAAGTAGAGGACAAAC-3', 
下游引物: 5'-GGATCCTCAAATGTATACCC
AAAGAC-3'), 同时在引物两端引入Eco RⅠ

/Bam HⅠ内切酶位点. 反应体系25 μL, 以G376-
7(GenBank号: AF384371)质粒为模板, PE9600 
PCR仪扩增. 9 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增结

果. PCR产物经玻璃奶回收后, 与pGEM-T载体及

T4 DNA连接酶混匀, 16℃连接过夜, 后转入用氯

化钙法制备的大肠杆菌DH5α感受态细胞, 在铺

有IPTG及X-gal的氨苄青霉素琼脂糖(LB)平板上

进行蓝白菌落筛选, 挑取阳性菌落, 用碱裂解法

提取质粒DNA 进行酶切鉴定及测序, 正确后亚

克隆至pGBKT7 载体中, 转化DH5α感受态, 接种

于卡那霉素LB平板上, 随机挑取平板上生长的菌

落, 碱裂解法抽提质粒DNA, 双酶切及PCR鉴定

所得质粒正确, 命名为pGBKT7-MHBst.
1.2.2 MHBst的表达 按Clontech公司操作手册, 用
醋酸锂法转化酵母细胞AH109, 后铺板于SD/-Trp
进行筛选. 挑取2-3 mm大小的菌落过夜培养后, 
提取酵母蛋白质, 操作步骤按Clontech公司试剂

盒说明书进行. 表达产物的十二烷基磺酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和Western免疫印

迹分析均按常规方法进行. 并在四缺培养基上培

养排除其自身激活作用. 
1.2.3 诱饵与白细胞文库的酵母配合 cDNA白细

胞文库进行增菌后, 提出质粒, 转化入酵母细胞

(Y187), 经文库滴定, 确定文库细胞计数大于1×
1012细胞/L. 挑取在SD/-Trp选择培养基上生长转

化子(计数大于1×1012细胞/L)与白细胞文库混

合, 30℃轻摇配合过夜, 24 h后铺板SD/-Trp/-Leu/ 
-His 25块、SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 25块. 同时进

行阳性对照实验及文库滴定. 16 d后将大于3 mm
的酵母集落, 在铺有 X-α-gal的QDO培养基上检

查α-gal活性, 在QDO培养基上生长且出现蓝色菌

落的视为阳性集落.
1.2.4 阳性质粒的克隆和分析 挑取阳性集落按照

试剂盒提供的操作指南Lyticase法提取酵母质粒. 

■应用要点
通过深入的提示
MHBst与其相关
蛋白的相互作用, 
为今后更加广泛
深入地研究新基
因的生物学功能
打下基础. 以期得
到一些与HBV感
染性疾病相关的
基因, 从而为进一
步理解HBV感染
致病机制并且指
导临床治疗、预
防措施.
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提取的质粒以复杂冰冻高效感受态方法转化大

肠杆菌, 于含有氨苄青霉素的SOB平板培养, 所
获得的菌落酶切鉴定后测序. 阳性克隆DNA测序

后, 提交GenBank, 进行生物信息学分析, 并将所

获新的基因存入GenBank数据库.

2  结果

2.1 MHBst酵母表达载体的鉴定 利用自行设

计的引物成功扩增出M H B s t基因(图1), 连接

pGEM-T载体后Eco RⅠ/Bam HⅠ双酶切鉴定, 与
预期片段符合, 回收酶切产物连接到用相同酶

所切的pGBKT7载体中, 再次酶切鉴定结果正确, 再次酶切鉴定结果正确再次酶切鉴定结果正确

(图2).
2.2 MHBst基因在酵母细胞中的表达 提取转化

了pGBKT7-MHBst质粒的酵母细胞(AH109)蛋
白质, 进行SDS-PAGE和Western免疫印迹分析. 
结果显示对照无表达而转化了pGBKT7-MHBst
的Western 印迹分析可见明显目的条带且无杂

带(图3).
2.3 部分筛选克隆BglⅡ酶切鉴定结果 pACT2内
含有两个BglⅡ酶切位点, 分别位于多克隆位点

两侧, 使用该酶消化将释放出插入的白细胞文

库片段(图4). 
2.4 cDNA测序与同源性分析初步结果 cDNA测

序与同源性分析初步结果配合后筛选出在4缺

(SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade)培养基与在铺有X-α-
gal的4缺培养基上均能生长并变成蓝色的阳性

菌落8个克隆并测序, 与GenBank数据库进行初

步比较, 8个克隆与已知基因的部分序列高度同

源(95%-100%)(表1).

3  讨论

酵母双杂交系统是近年来新发展起来的一种分

析真核细胞蛋白-蛋白相互作用的一种有效的

基因分析方法, 他的产生为研究蛋白在体内生

理情况下相互作用提供了遗传学方法. 我们选

用Clontech公司的Matchmaker酵母双杂交系统

-3, 单倍体细胞株AH109带有4种报告基因分别

为HIS 3(组氨酸), ADE 2(腺苷), MEL 1(α-半乳糖

苷酶), 加上两种载体中分别带有的TRP 1(色氨

酸)和LEU 2(亮氨酸), 使得筛选后阳性菌落能在

缺乏上述4种氨基酸营养的培养板上生长. 由于

MEL 1基因表达的α-gal为分泌型蛋白, 可以在

固相培养基中直接与X-α-gal底物相互作用, 显
示为蓝色, 相对于检测β-gal来说操作得到了极

大的简化. 该系统由于增加了报告基因的种类, 
使筛选结果阳性率达到95%[6-7]. 我们应用酵母

双杂交技术筛选MHBst, 从病毒蛋白-宿主蛋白

相互作用的角度, 探索HBV感染的发病机制. 
在所筛选到的蛋白中, 我们感兴趣的是脂

    1              2

2000 bp 

1000 bp 
  750 bp 
  500 bp 
  250 bp 

  100 bp 

图  1  MHBst PCR产物扩增
结果. 1: DL 2000 DNA标准; 
2: MHBst PCR产物.

  1     2    3

2000 bp 

1000 bp 

  500 bp 
  250 bp 

5000 bp 
2500 bp 

  1000 bp 

  250 bp 

图  2  pGBKT7-MHBst酶
切鉴定结果. 1: DL 2000 
DNA标准; 2: pGBKT7-
MHBs t酶切产物(EcoR 
I/Bam H I); 3: DL 15000 
DNA标准.

  1                      2   

 38.2 kDa 

图  3  酵母(AH109)
蛋白提取物免疫印
迹分析结果. 1: 空
酵母细胞对照组; 2: 
转 化 了 p G B K T 7 -
MHBst的酵母细胞
组.

 M       1     2     3      4      5     6      7     8

2000 bp 

  500 bp 

图  4  几种不同的克隆Bgl Ⅱ酶切鉴定. M: DL 2000 DNA标
准; 1-8: 不同克隆酶切鉴定结果.

■名词解释
酵母双杂交(yeast 
two hybrid)系统
是近年来新发展
起来的一种分析
真核细胞中蛋白
/蛋白相互作用的
有效的基因分析
方法, 他的产生为
研究蛋白在体内
生理情况下的相
互作用提供了一
种新的遗传学方
法, 酵母双杂交系
统通过将两个推
定有相互作用的
蛋白X和Y分别融
合到一酵母转录
激活因子的BD和
AD上, X与Y的相
互作用重构了激
活因子, 从而导致
下游报告基因的
转录, 产生容易探
测到的表型.

      

表  1   与MHBst相互作用的白细胞蛋白分析结果

1
2

3
4

5
6
7

序              同源                        GenBank          相同      同源 
号              基因                              号              克隆数       性

脂多糖结合蛋白 (LBP)
CCR4-NOT转录复合
体亚基10 (CNOT10)
ADP核糖基因子1
RAB6相互作用蛋白1 
(RAB6IP1)
醛缩酶B (ALDOB)
补体成分3 (C3)
丙酮酸脱氢酶 (PDH)

NM_004139
NM_015442.1

BC010415
NM_015213.2

X02747
NM_000064
AF334710

1
1

2
1

1
1
1

100%
  95%

100%
100%

100%
  99%
  99%
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多糖(LPS)结合蛋白(LBP), 他是一种糖蛋白, 存
在于正常人和动物血清中, 由肝细胞合成, 相对

分子质量为60 kDa, 由456个氨基酸组成. LBP
与LPS的脂质A具有高度亲和性, 能识别并结

合LPS, 形成LPS/LBP复合物, 从而发挥病理、

生理作用: (1)介导炎症反应. 一方面通过膜上

LPS/LBP复合物受体膜结合CD14(mCD14), 激
活单核巨噬细胞和中性粒细胞等 ,  使其产生

TNF, IL-1, IL-6等炎性介质, 其中TNF最为重

要. TNF是致机体产生炎症反应和休克的重要

因子, LBP能明显增强LPS对TNF的诱生作用, 
增加TNF mRNA转录的速度, 使TNF浓度从40 
U/mL迅速上升到10000 U/mL. LBP本身并不能

诱导TNF mRNA的转录和TNF的产生, 但缺少

LBP的结合, LPS就不能明显地刺激TNF的产

生. LPS-LBP与mCD14的结合能促使单核/巨噬

细胞激活并释放多种细胞因子, 研究表明, 慢性

肝炎患者血清LBP含量高于肝硬化患者, 说明

LBP在早期肝脏损害中起关键作用[8-9]. 另一方

面, 通过可溶性CD14(sCD14)激活、损伤血管

内皮细胞, 促进炎性因子向血管外渗透, 促进

单核细胞等与血管内皮细胞黏附并进入组织, 
加重炎症反应; 进入细胞间质的LBP, 还可刺激

巨噬细胞、上皮细胞和平滑肌细胞, 增强其对

LPS的反应性. (2)缓解炎症反应. LBP可通过调

理作用, 促进单核细胞等吞噬被调理的LPS或
细菌, 及时清除进入体内的LPS和革兰阴性菌. 
LBP还可催化LPS与高密度脂蛋白(HDL)结合, 
而HDL则能够结合LPS, 并中和LPS的生物学活

性. 但LBP的生理功能是以传递LPS、介导细

胞反应为主, 即LBP介导炎症反应的活性较缓

解炎症反应的活性强[10]. 我们发现MHBst可以

与LBP结合, 提示了其参与了肝细胞炎症的发

生、发展过程, 从而丰富了对HBV表面抗原功

能的理解. 
通过以上结果提供的线索, 我们可以进行更

深入的研究, 进一步弄清各种蛋白对MHBst生物

学功能的影响其确切的作用, 为寻找阻断HBV
感染及HCC发生的有效方法开辟新道路. 当然, 
这些结合蛋白的发现只是研究病毒蛋白功能的

一个起点, 在极其复杂的体内环境中, 需要更多

的实验证据来揭示这种结合的生物学意义. 
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peri-sinus, respectively, under light and electron 
microscope, and three kinds of extracellular ma-
trix (ECM) generation were also detected by im-
munohistochemistry�.

RESULTS: The hepatocytes were tumid and 
turbid, with fatty denaturalization, and the hy-
perplasia of stromal cells appeared in model 
rats. Wire netting around hepatocytes and the 
incrassation of basilar membrane of central 
vein were clearly observed by Masson stain-
ing. The pathological changes, such as fibrosis, 
in NR group alleviated to some extent, and the 
changes recovered the most in TLD group.  The 
incrassation of basilar membrane of sinus, with 
a great amount of fibril around, were found in 
model rats by electron microscopy. Microvilli of 
hepatocytes disappeared or fell down in large 
numbers, but changes of microstructures were 
markedly mitigated in DGT and TLD group in 
comparison with those in NR group. Collagen Ⅰ 
and Laminin in TLD group had a better recov-
ery than those in DGT and NRG group, while 
the recovery of collagen Ⅳ was the best in DGT 
group�.

CONCLUSION: TLD is superior to DGT on 
the reversion of pathologically accumulated 
collagen Ⅰ and Laminin, while DGT is supe-
rior to TLD on promoting the metabolism of 
accumulated collagen Ⅳ.

Key Words: Alcohol liver disease; Capillarization; 
Peri-sinusoid fibrosis; Tiaogan Lipi decoction; Dong-
bao Gantai tablets

Xu GF, Chu YH, Wang XY, Tian DL, Wang XU, Li PT, 
Yang JX, Jiang LD. Effect of Tiaogan Lipi decoction on 
alcoholic liver disease in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(24):2386-2394

摘要
目的: 研讨中药调肝理脾方和东宝肝泰片对
乙醇性肝病肝纤维化的治疗效果. 

方法: ♂SD大鼠经过9 wk乙醇混合物灌胃后, 
模型组被处死, 取得肝脏, 其他动物随机分成

■背景资料
乙醇性肝病最重
要的病理形态学
变化是由轻到重
的纤维化, 而一般
饮酒者发生大面
积肝细胞坏死的
可能性和几率并
不高, 这种纤维化
发生是围绕肝窦, 
肝窦毛细血管化
和窦周纤维化是
乙醇性肝病基础
性改变, 其成分如
何改变, 受何种因
素影响就成为重
要的问题.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Tiangan Lipi 
decoction (TLD) and Dongbao Gantai tablets 
(DGT) on the alcoholic liver diseases in rats.

METHODS: The male SD rats in model group 
were decollated and the livers were harvested 
after being fed with a mixture of alcohol for 63 d, 
and the others were randomly divided into natu-
ral recovery (NR) group (11 wk), TLD treatment 
group and DGT treatment group. After lavage 
treatment for 10 d, all the rats were executed and 
livers were harvested for observation of patho-
logical changes of hepatocytes, hepatic stellate 
cells, sinusoidal endothelial cells, sinus, and 

世界华人消化杂志 2006年8月2�8日; 14(24): 2386-2394
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH 

中药调肝理脾方对大鼠乙醇性肝病肝纤维化的影响

徐光福, 褚月虎, 王晓阳, 田德禄, 王新月, 李澎涛, 杨晋翔, 姜良铎

 
wcjd@wjgnet.com 

®



徐光福, 等. 中药调肝理脾方对大鼠乙醇性肝病肝纤维化的影响                                                                                      2387

www.wjgnet.com

自然恢复组(11 wk)、东宝肝泰片组和调肝理
脾方组, 给予连续10 d的灌胃治疗, 然后处死
并取得肝脏, 采用光镜、电镜观察肝细胞、肝
星状细胞、肝窦内皮细胞、肝窦和窦周病理
变化, 并以免疫组化方法观察3种细胞外基质
分子变化. 

结果: 模型组动物肝细胞混浊肿胀, 脂肪变性, 
间质细胞增生, 细胞核深染, Masson染色并可
见肝细胞周围铁丝网格样纤维化和中央静脉
基底膜增厚; 自然恢复组肝细胞病变有所好
转, 纤维化也有好转, 调肝理脾方组好转最明
显. 电镜下显示, 模型组肝窦基底膜增厚, 窦周
胶原原纤维大量增生, 肝细胞微绒毛大量减
少、倒伏, 自然恢复组无明显好转, 调肝理脾
方和东宝肝泰片片组有好转.Ⅰ型胶原和层黏
蛋白恢复结果以调肝理脾方组最好, Ⅳ型胶原
恢复结果以东宝肝泰片组最好.

结论: 调肝理脾方对病理性堆积的Ⅰ型胶原
和层黏蛋白代谢有明显促进作用, 效果强于东
宝肝泰片, 而且也能促进过多的Ⅳ型胶原恢复
正常, 而东宝肝泰片在促进堆积的Ⅳ型胶原恢
复方面强于调肝理脾方.

关键词: 乙醇性肝病; 肝窦毛细血管化; 窦周纤维化; 

调肝理脾方; 东宝肝泰片
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0  引言

乙醇性肝病机制复杂, 所诱发的肝纤维化轻重

不等, 广泛存在于饮酒人群. 一项前瞻性研究发

现调肝理脾方能保护肝细胞, 并在一定程度上

逆转肝纤维化. 我们将更深入观察其对乙醇性

肝病的效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠,♂, 质量150±5 g, 购自北京维

通利华公司; 玉米油购自北京嘉乐福商场; 黄原

胶和淀粉购自北京化学试剂公司; 食用乙醇由

北京酿酒总公司友好馈赠; 羰基铁和吡唑购自美

国Sigma公司; Ⅰ, Ⅳ型胶原和层黏蛋白的多克隆

一抗购自美国抗体试剂诊断公司; 二步法试剂盒

PV-6001 Kits, ZLI-9030和ZLI9001均购自北京中

山公司. 调肝理脾方购自东直门医院中药房(由柴

胡、益母草、炙鳖甲、丹参组成), 经过水煎浓缩

制成含生药为1220 g/L, 东宝肝泰片是复方药片, 
主要成分是S-腺苷蛋氨酸等, 购自东直门医院药

房, 由吉林省通化市东宝肝泰片片制药公司生产.
1.2 方法 动物分为正常组6只, 模型组12只, 自然

恢复组12只, 东宝肝泰片组15只, 调肝理脾方组

15只. 通过乙醇混合物灌胃制造模型, 剂量为乙

醇每日5 g/kg, 吡唑30 mg/kg, 玉米油3 mL/kg, 羰
基铁35 mg/kg, 4 wk后减为15 mg/kg, 少量黄原

胶和糊精, 每周灌5 d, 休2 d, 每天1次, 直到第9周
结束, 正常饲料, 自由进食、水. 调肝理脾方使用

剂量为10 mL/kg, 约相当于体质量为60 kg成年

人临床用量的10倍. 东宝肝泰片制成150 片/L的
混悬液, 使用剂量为10 mL/kg, 剂量约相当于体

质量为60 kg成年人临床用量的10倍, 均通过灌

胃给予. 治疗从第10周开始, 每日1次, 连续10 d. 
灌胃结束后所有动物被处死, 肝脏标本速冻或固

定以作为电镜、光镜HE染色、Masson复合染色

及分子生物学和生化学检测之用. 每个肝组织切

片、脱蜡、Ⅰ, Ⅳ型胶原和层黏蛋白免疫组化染

色前采用胰蛋白酶消化处理恢复抗原, 3种细胞

外间质分子的电子计算机图像半定量采集和分

析在美国3Y公司生产的图像分析系统MIS2000
上进行.

统计学处理 所有数据以均数±标准差表

示, 统计软件采用SPSS 10.0, 单向ANOVA用

以决定各组间差异, P <0.05被认为具有显著性

差异.

2  结果

模型动物到第4周出现严重的综合症如精神萎第4周出现严重的综合症如精神萎出现严重的综合症如精神萎

靡、竖毛、消化不良和腹泻、体质量减轻、脱体质量减轻、脱减轻、脱

水甚至死亡, 从第5周羰基铁减量后大部分动物第5周羰基铁减量后大部分动物羰基铁减量后大部分动物

得以存活. 自然恢复组动物在造模停止后有所

恢复, 精神更活跃, 对周围有兴趣, 似有正常食

欲, 体质量快速恢复, 毛发整齐、动作敏捷. 东体质量快速恢复, 毛发整齐、动作敏捷. 东快速恢复, 毛发整齐、动作敏捷. 东
宝肝泰片组和调肝理脾方组在上述方面反较自

然恢复组稍差, 可能与每天灌胃操作的伤害刺

激有关. 
2.1 HE及HE-Masson复合染色 模型动物肝脏弥

漫性脂肪变性, 肝窦狭窄, 肝细胞肿胀或皱缩, 
胞质混浊或有空泡, 间质细胞染色质深染、增混浊或有空泡, 间质细胞染色质深染、增

厚, 核变成卵圆形, 边界清楚. 上述改变在自然

恢复组没有大的改善, 而东宝肝泰片组肝窦较

宽, 肝细胞轮廓和胞质内容更清晰, 间质细胞质内容更清晰, 间质细内容更清晰, 间质细胞核

较薄、致密且不规则, 调肝理脾方组肝脏变化

与东宝肝泰片组类似, 但整个肝脏组织切片看

■研发前沿
虽然机制研究更
加复杂深入, 但形
态改变的基础仍
然是围绕基质金
属蛋白酶及其抑
制物系统来开展, 
而形态改变是真
正影响患者预后
的决定因素. 对临
床来说如何确定
可靠的药物、明
确药物作用机制
最有价值.
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起来似更加自然, 肝细胞看起来更加丰满而且

有活力(图1). HE-Masson复合染色: 除在HE染色

看到的以外, 模型动物弥漫性脂肪变性, 肝细胞

周围铁丝网格样染色阳性, 中央静脉基底膜增

厚, 自然恢复组和东宝肝泰片组与此类似, 但调

肝理脾方组似乎较轻(图2).
2.2 电镜 模型动物肝细胞可见核皱缩, 线粒体肿

胀、嵴丢失甚至无嵴, 粗面内质网排列紊乱, 铁
颗粒沉积, Mallory小体等. 肝窦内皮细胞轮廓变

厚, 细胞器增多, 筛孔减少, 核增厚, 细胞周围有

大量胶原原纤维. 星状细胞活化, 外形变成清晰

深染的卵圆形, 周围有大量胶原原纤维. 肝窦基

底膜清楚形成, 外周有大量胶原原纤维围绕. 在
自然恢复组和东宝肝泰片片组肝窦周围胶原原

■相关报道
目前国内外相关
报道很多. 西医多
使用单方或化合
物观察, 效果、机
理均比较确实可
靠. 中医偏重于复
方, 不论从中医理
论探索、病因病
机分析、理法方
药的组成思路还
是实际临床效果
方面来看, 都需要
更多更踏实的工
作.

图  1   各组大鼠肝脏切片HE染色. A: 模型组; B: 自然恢复组; C: 东宝肝泰片组; D: 调肝理脾方组.

A B

C D

图 2  各组大鼠肝脏切片Masson染色. A: 模型组; B: 自然恢复组; C: 东宝肝泰片组;  D: 调肝理脾方组.

A B

C D
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纤维已经减少并接近正常, 但其他改善不大. 调
肝理脾方组肝窦基底膜改善, 胶原原纤维也见

明显减少, 肝细胞、星状细胞和内皮细胞病理

形态似有改善但难以描述(图3).
2.3 Ⅰ, Ⅳ型胶原和层黏蛋白染色黏蛋白染色蛋白染色 Ⅰ型: 模型动

物肝窦和门管系统基底膜周围可见粗厚深染, 
中央静脉基底膜不存在. 自然恢复组和东宝肝

泰片组表达较少, 调肝理脾方组表达最接近正

常组(图4). Ⅳ型: 模型动物阳性染色较正常动物

少, 自然恢复组和东宝肝泰片组有一定恢复, 调
肝理脾方组与自然恢复组类似, 东宝肝泰片组

最接近正常组(图5). 层黏蛋白: 模型动物显示致黏蛋白: 模型动物显示致蛋白: 模型动物显示致

密和深染的阳性染色, 主要位于肝窦部位. 自然

恢复组几乎无恢复, 东宝肝泰片组有所恢复, 但

图  3  各组大鼠肝脏切片电镜. A: 模型组; B: 自然恢复组; C: 东宝肝泰片组; D: 调肝理脾方组.

A B

C D

■应用要点
其实中医临床效
果好的在动物不
一定效果好, 反之
亦然. 调肝理脾方
优势在于价格便
宜、效果较全面, 
对证的话可以进
一步使用、观察.

图  4  各组大鼠肝脏切片Ⅰ型胶原染色. A: 模型组; B: 自然恢复组; C: 东宝肝泰片组; D: 调肝理脾方组.

A B

C D
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调肝理脾方组恢复最为显著(图6).各组Ⅰ, Ⅳ型

胶原和层黏蛋白免疫组化染色半定量及其比较黏蛋白免疫组化染色半定量及其比较蛋白免疫组化染色半定量及其比较

结果见表1 .见表1 .表1 . 

3  讨论

乙醇性肝病分乙醇性脂肪肝、乙醇性肝炎、乙醇

性肝纤维化和乙醇性肝硬化4种类型, 其共同的损

伤机制与脂质过氧化[1]、内毒素[2-5]、乙醛及其所

诱发的免疫反应损伤[6-8]、性别状况[9]、铁离子沉

积[10-17]以及自由基产生过多[18] 、葡萄糖代谢紊

乱、DNA损伤等[19]有关. 对乙醇性肝纤维化来

说, 一是对其分布情况不清, 二没有特殊针对性

治疗. 我们实验探讨的模型[20]完整再现了肝损

伤到轻度肝纤维化的病理变化, 其价值在于可

能比较符合大量一般饮酒者的肝脏病理变化. 
国内外学者曾设计各种方法和药物治疗乙醇性

图  5  各组大鼠肝脏切片Ⅳ型胶原染色. A: 模型组; B: 自然恢复组; C: 东宝肝泰片组; D: 调肝理脾方组.

A B

C D

■名词解释
1  调肝理脾的含
义比较复杂, 中医
认为“肝藏血, 体
阴 而 用 阳 ,  主 疏
泄, 开窍于目, 其
华在爪, ……为罴
极之本”等, 是对
活体功能的观察
总 结 ,  理 论 层 面
肝血肝气皆“可
调”. 肝脾的关系
是“见肝之病, 知
肝 传 脾 ,  必 先 实
脾”, 肝病肯定影
响 脾 胃 ,  通 过 调
理肝血肝气来调
理 脾 胃 ,  而 不 采
取直接“健脾、

醒脾、益气”等
方 法 ,  是 理 论 创
新, 体现在中药选
用、份量斟酌和
君臣佐使的安排
上. 
2  肝窦毛细血管
化 :   肝血窦转变
为连续毛细血管, 
发生于各种肝损
伤过程中, 时间上
比较早, 比较持续
存在, 影响肝细胞
功能最重要、最
原始、最基础的
形态学改变, 肝硬
化病人临床好转
的基础可能与此
逆转有关, 该过程
牵涉到的最关键
的三种纤维成分
是 :   Ⅰ型胶原、

层黏蛋白和Ⅳ型
胶原.

A B

C D

图  6  各组大鼠肝脏切片层粘蛋白染色. A: 模型组; B: 自然恢复组; C: 东宝肝泰片组; D: 调肝理脾方组.
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肝病, 经复习文献发现S-腺苷甲硫氨酸、己酮可

可碱、metadoxin、多不饱和卵磷脂、细胞色素

P4502E1同工酶抑制剂可能较有价值[21], 糖皮质

激素和同化激素有副作用, 水飞蓟素对轻型病

症的作用正在观察, 对肝硬化无效. Lee et al [22]

发现乙醇性肝炎时肝脏蛋氨酸和谷胱甘肽代谢

基因表达不正常, 可导致蛋氨酸、S腺苷甲硫氨

酸、半胱氨酸和谷胱甘肽代谢异常, 给患者补

充这些物质有治疗意义. Rambaldi et al [23-24]报道

系统回顾资料未能显示雄性类固醇对乙醇性肝

病患者重要的预后和结局有显著性益处. Tome 
et a l [25]报道营养支持、糖皮质激素、抗感染药

物、抗氧化剂、抗纤维化药物如秋水仙碱、丙

基硫脲嘧啶和抗氧化剂等均未能一致性地证明

改善乙醇性肝损害进程. Lieber et al [26-28]总结大

量S腺苷甲硫氨酸在狒狒可对抗乙醇肝硬化, 在
人类可以降低乙醇性肝硬化患者的死亡率, 并
对抗由乙醇、酮体、和脂肪酸诱导细胞色素

P4502E1(CYP2E1)所导致的氧化应激反应和乙

醇性和非乙醇性脂肪型肝炎. 在啮齿类和非人

灵长类乙醇性肝病早期即使饮食合适, 已经有

显著的S腺苷甲硫氨酸缺乏, 补充S腺苷甲硫氨

酸有助于纠正肝脏缺乏和相关损害, 因此乙醇

性肝病早期补充S腺苷甲硫氨酸对肝脏线粒体

损伤有益, 这可以在狒狒、其他模型甚至人类

实验得到证明. 己酮可可碱是TNF-α的抑制因

子, 可降低乙醇性肝炎患者死亡率. 多不饱和磷

脂酰胆碱(PPC)是一个从大豆中提取的抗氧化卵

磷脂复合物, 其中50%是高级生物可利用的dilin
oleoylphosphatidylcholine, 可恢复受损的细胞磷

脂膜并恢复其酶活性, 包括磷脂酰乙醇胺转甲

基酶. 在狒狒PPC可以激活胶原酶活性并对抗脂

质过氧化, 对乙醇性肝炎患者也有益, 对严重饮

酒者可以对抗纤维化, 降低合并丙型肝炎患者

的ALT. 抗氧化剂水飞蓟素也可以对抗狒狒和部

分患者的乙醇性肝硬化, 维生素E也有类似效果, 
皮质类固醇和秋水仙碱治疗结果不一, 用长链

脂肪酸酯替代中链在实验中和临床上均可以对

抗脂肪肝. McClain et al [29]报道外源性S腺苷甲硫

氨酸可以减轻肝损害和降低血清TNF-α水平, 且
呈现剂量依赖性. Ji  et al [19]报道乙醇可以通过半

胱氨酸诱发的内质网氧化应激机制导致小鼠肝

细胞凋亡和脂肪合成基因表达, 甜菜碱则可以

纠正之, 故可以防治乙醇性肝病. Farinati et al [30]

报道锌制剂可以防治Wilson病患者血清谷胱甘

肽和半胱氨酸的降低以及氧化型谷胱甘肽升高, 
抑制脂质过氧化, 提高谷胱甘肽的可利用性, 因
而对乙醇性肝病可能有帮助. Bettini et al [31]报

道, 熊去氧胆酸450 mg/d治疗6 mo可使乙醇性肝

病患者血清酶显著下降, 加上水飞蓟素400 mg/d
效果更好. Yan et al [32]报道, fenofibrate可以显著

降低乙醇性脂肪肝大鼠肝脏脂肪含量, 同时改

善病理, 但对药物诱发者无效. Enomoto et al [33]

报道, 镇静安眠药thalidomide可以通过抑制库普

弗细胞产生TNF-α而保护肝细胞防止乙醇损伤. 
Lieber et al [34]报道在狒狒水飞蓟素可以阻碍乙醇

诱发的肝纤维化. Lirussi et al [35]报道水飞蓟素β环

糊精可以显著改善胰岛素活性并对抗脂质过氧

化. Purohit et al [36]报道谷胱甘肽前体s-adenosyl-
l-methionine(SAMe)可以修复线粒体谷胱甘肽转

运系统, 削弱炎症刺激因子的毒性作用并促进

DNA甲基化. Yi et al [37]报道, 环氧合酶参与了乙

醇诱发的肝损伤, 其抑制剂celecoxib可以通过降

低血栓素B2水平来减轻肝损伤. Rambaldi et al [38]

报道, 没有证据表明对乙醇性肝病患者使用丙基

硫脲嘧啶有益. Enomoto et al [39]发现过氧化物酶

体受体激动剂γ拮抗剂pioglitazone可以阻断大

鼠肝脏巨噬细胞在饮用乙醇后对增加的LPS的
反应, 从而保护肝脏免受损伤. Lambert et al [40]

报道, ♂129 SvPCJ小鼠用硫酸锌(锌离子5 mg/
kg)预先3次灌胃, 然后口服乙醇1次(6 g/kg), 血
清中乙醇浓度上升, ALT上升, 肝脏细胞发生脂

肪变性和坏死, ELISA检测发现, TNF-α水平上

升, 小肠损害非常显著, 通透性增大, 但在锌制

       

表  1  大鼠肝脏Ⅰ, Ⅳ 型胶原和层黏蛋白半定量结果

正常组
模型组
自然恢复组
东宝肝泰片组
调肝理脾方组

分组	           n 	         Ⅰ型胶原	           Ⅳ型胶原	         层黏蛋白

0.2874±0.0224
0.4262±0.0992
0.3734±0.1239a

0.3691±0.0098a

0.3379±0.0022ace

  6
  8
  8
13
12

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 vs  自然恢复组; eP<0.05 vs  东宝肝泰片组.

0.3421±0.0217
0.3202±0.0039
0.3249±0.0119a

0.3334±0.0023ac

0.3258±0.0031ac

0.2263±0.0010
0.3523±0.0108
0.3549±0.0120
0.3139±0.0068ac

0.2807±0.0016ace



2392                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R         世界华人消化杂志     2006年8月28日    第14卷   第24期

www.wjgnet.com

剂治疗后动物肝脏病理变化和TNF-α升高被显

著抑制, 小肠通透性显著下降, 提示锌制剂有潜

在治疗价值. Aleynik et al [41]报道SD大鼠饲喂乙

醇8 wk可以导致S腺苷甲硫氨酸缺乏, 而多不

饱和卵磷脂可以纠正之, 恢复谷胱甘肽含量, 从
而预防乙醇引起的氧化应激. Lieber et a l [42]报

道, 412名患者肝脏穿刺结果显示多不饱和磷脂

酰胆碱治疗2 a不影响乙醇性肝纤维化进程, 但
对转氨酶和胆红素恢复有帮助. Oh et al [43]报道, 
麦芽提取物有助于减轻慢性乙醇中毒综合征, 
帮助恢复, 可以显著提高HDL-C, 对抗服用乙醇

后LDL-C、肝脏ALT、三酰甘油和胆固醇升高

趋势, 对慢性乙醇性肝病相关病变的预防和恢

复有利, 这可能与所含GABA有关. Yang et al [44]

报道, 丙酮酸乙酯溶解于含钙离子的林格氏平

衡液后使用可以减少肝细胞碎屑样坏死和脂肪

变性、降低ALT、脂质过氧化、NF-κB因子活

化、TNF-α mRNA表达, 从而减轻急性乙醇中

毒小鼠肝脏损害. Senthilkumar et al [45]报道, 氨
基己酸可显著抑制脂质过氧化、升高肝脏和脑

谷胱甘肽、谷胱甘肽氧化酶、超氧化物歧化酶

和过氧化氢酶水平, 血清维生素E和C水平也接

近正常, 光镜下肝脏炎症细胞浸润和脂肪变性减

轻. McKim et al [46]报道, 可可豆所含的类黄酮可

以减轻乙醇所引起的ALT升高、严重的脂肪堆

积、轻微感染、肝组织坏死和氧化应急造成的

蛋白加合物上升、完全阻断乙醇引起的TNF-α
升高. Saygi et al [47]报道, 土木香根水提取物对乙

醇性肝、肾和睾丸损伤有轻微治疗效果. Nanji 
et a l [48]报道, 姜黄素能够抑制NF-KappaB依赖

基因诱导, 预防实验性乙醇肝病. Yeh et al [49]报

道, 当归可抑制慢性摄入乙醇小鼠肝匀浆中丙

二醛的含量并保护肝细胞, 可能通过抑制氧自

由基产生而诱发的脂质过氧化来实现. Ji et al [50]

报道, 中药复方清肝活血汤可以改善厌食、恶

心、呕吐和黄疸, 以及降低ALT, AST和甘油三

酯, 降低GGT, 改善肝纤维化指标和细胞因子, 
减轻肝脏脂质过氧化损害, 明显改善脂肪肝. 该
方可以对抗脂质过氧化、稳定细胞膜、调节肝

脏脂类代谢, 改善免疫功能, 抗肝纤维化和促进

肝脏乙醇代谢. 
乙醇性肝病病理机制复杂, 病理变化多样, 

因此在治疗上作用于单一环节的药物可能不够

理想. 国产复方东宝肝泰片根据现代医学对乙

醇性肝病的研究结果设计组成, 含有多种成分, 
如S腺苷甲硫氨酸, 长期临床应用证明, 其对乙

醇性肝病效果稳定可靠. 我们发现该药新的作

用机制, 即他可以促进肝窦毛细血管化的恢复, 
特别是对肝窦基底膜Ⅳ型胶原的代谢, 其正向

的恢复作用, 且强于调肝理脾方, 但对病理性

质的层黏蛋白和Ⅰ型胶原堆积的恢复作用不

及调肝理脾方.
 中医学 “肝”的概念, 复杂深刻而不完全

等同于现代医学的肝脏. 如《内经》云: “肝

藏血, 体阴而用阳, 喜条达而恶抑郁”, 即肝脏

可以储藏血液, 按阴阳分类其本质属阴, 但其用

则为阳, 而且说明情绪可以影响免疫, 进而影响

肝脏病理. 在中医学层面上容易发生的病机有

肝气郁结、肝血亏损、肝阳上亢或肝血瘀阻, 
可表现为一系列症状和体征, 出现在下列疾病

如高血压病、痛经、视物昏花、帕金森病、

Wilson病、慢性肝炎、乙醇性肝病、肝纤维化

和肝硬化等. 古代先贤说肝病治法最杂, 也印证

肝病的机制复杂和难以治疗特点.
很久以前国人祖先就掌握了酿酒技术, 他

们把酒作为一种食品饮用, 或作为药品以治疗

某些病症, 同时也非常清楚乙醇滥用的弊病. 许
多医学文献警告人们滥饮必然伤身. 北京中医

药大学东直门医院田德禄教授在总结、提炼文

献的基础上, 提出自己的观点, 将乙醇性肝病的

中医诊断分为三个阶段: “伤酒”、“酒癖”

和“臌胀”, 分别对应于急性乙醇中毒和/或乙

醇性肝炎、乙醇性肝纤维化和肝硬化. 鉴于乙

醇对人体的损伤机制复杂而广泛, 单纯的治疗

方法和药物常难以得到理想效果, 田教授从中

医理论高度树立“调肝理脾”思想, 重视药物

对机体的全面调整, 他认为治疗“酒癖”或者

“臌胀”的关键是调节肝的阴阳气血, 进而才

能达到保证脾脏运化正常的作用. 
调肝理脾方由醋柴胡、益母草、生黄芪等

组成, 有疏肝解郁、理脾活血等功效. 柴胡, 为
伞形科植物柴胡Bupleurum chinenes的根, 味
苦、微辛, 性平, 具有解表退热、疏肝解郁、

升举阳气的功效, 主治风热感冒、百日咳、肝

郁肋痛、风疹、疮毒节肿等. 柴胡根含挥发油, 
柴胡皂苷(saikosaponins, SS) a, c, d, s及多糖, 
茎叶含黄酮类, 既往研究发现其具有对抗肝损

伤、抗肝纤维化和直接抑制细胞外基质合成

等作用. 益母草为唇形科植物益母草Leonurus 
heterophyllus Sweet的干燥地上部分, 益母草能

活血调经、化瘀生新、利尿消肿, 主治月经不

调、胎漏难产、行经腹痛及产后瘀阻等, 其主
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要成分水苏碱和益母草碱, 据认为就是其有效

成分. 将益母草用于治疗肝纤维化是田德录教

授多年来行之有效的独特宝贵经验, 其理论基

础就在于中医认为任、冲、督一源三歧, 肝属

冲脉, 任主胞胎, 益母草活血调经功效独特, 几
成妇科不可或缺的药物, 与其擅入肝经、擅长

调理肝血有密切关系, 田教授创新性地将其用

于肝纤维化的治疗, 临床证明功效独特. 黄芪是

常用的补益类中药, 可补肝虚, 具有补气升阳、

益卫固表等功效 .  据报道黄芪含有黄芪总黄

酮、总皂甙、黄芪多糖等有效成分, 可以对抗

脂质过氧化、保护肝细胞、抑制肝星状细胞增

殖、抗肝纤维化和肝硬化等, 调肝理脾方早期

的前瞻性研究提示该方有保护肝细胞和抗脂质

过氧化作用, 可能对肝纤维化有逆转作用. 我们

研究发现该方可以促进肝窦基底膜病理性Ⅰ型

胶原和层黏蛋白分解, 也能促进Ⅳ型胶原含量

恢复正常, 且表明复方条件下各个药物间可能

存在协同作用,  其具体特点尚待后续报道. 
总之, 对乙醇性肝病来说, 治疗方面单一药

物往往不如合理的复方照顾周全, 但中医学的

立法处方需要多年经验积累和深厚理论造诣和

指导. 调肝理脾方有自己的特点, 价格低廉, 对
肝窦部位Ⅳ型胶原、层黏蛋白和Ⅰ型胶原代谢

有一定正向影响, 临床辩证合适, 可以考虑酌情

使用, 以便进一步观察疗效, 并加以改进使之更

好地为患者服务. 
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Abstract
A I M :  T o c o n s t r u c t t h e f u s i o n g e n e o f 
recombinant bivalent single-chain antibody ND-
1sc(Fv)2 against human colorectal carcinoma and 
express it in E. coli .

METHODS: The  two same ND-1scFv genes 
against human colorectal carcinoma were cova-
lently linked by a 15-bp linker with sequences 
encoding GGGGS. The expression vector pET-
28a(+)ND-1sc(Fv)2 was constructed to express 
the ND-1sc(Fv)2 fusion protein in E. coli . The 
expressed product was purified by metal affinity 
chromatography using Ni-NTA resin and then 
detected by SDS-PAGE and Western blotting. 
Its immunity was analyzed by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and indirect im-
munofluorescence assay (IFA).

RESULTS: Sequencing results showed that the 
ND-1sc(Fv)2 gene was 1473 bp in length, includ-

ing two scFv of 729 bp and one GGGGS of 15 bp. 
SDS-PAGE and Western blotting showed that 
the relative molecular mass of fusion protein 
was about 55 kDa, in accordance with its pre-
dicted Mr value. ND-1sc(Fv)2 was expressed in 
the form of an inclusion body, and SDS-PAGE 
analysis of the purified ND-1sc(Fv)2 showed 90% 
purity. IFA and ELISA revealed that ND-1sc(Fv)2 
had specific binding activity to the correspond-
ing antigen-target cells, obviously higher than 
that of ND-1scFv.

CONCLUSION: ND-1sc(Fv)2 gene against hu-
man colorectal carcinoma is constructed and 
expressed successfully in E. coli . The obtained 
fusion protein exhibits an excellent immunity.

Key Words: Bivalent single-chain antibody; ND-1; 
Colorectal carcinoma; Immunity
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摘要
目的: 构建抗人大肠癌重组双价单链抗体ND-
1sc(Fv)2的融合基因, 并在大肠杆菌中表达. 

方法: 采用基因重组技术借助GGGGS Linker
序列, 将2个相同的ND-1scFv基因共价连接, 
构建pET-28a(+)ND-1sc(Fv)2表达载体, 并在大
肠杆菌中表达双价单链抗体的融合蛋白. 表达
产物用Ni-NTA resin亲和层析方法纯化, SDS-
PAGE和Western blotting检测表达的目的蛋白. 
间接免疫荧光和ELISA检测抗体的免疫活性. 

结果: 序列测定表明: ND-1sc(Fv)2基因全长
1473 bp, 包含了2个729 bp的scFv序列和15 bp
的GGGGS序列. SDS-PAGE和Western blotting
检测显示, 融合蛋白的M r 55 000, 与预期值一
致. ND-1sc(Fv)2表达产物以不溶性包涵体形
式存在, 经亲和层析纯化后蛋白纯度达90%, 
间接免疫荧光及ELISA检测表明, ND-1sc(Fv)2

保留了亲本抗体的免疫活性, 对表达有相应抗
原的靶细胞具有特异结合活性, 其免疫活性明
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■背景资料
大肠癌是常见的
恶性肿瘤之一, 目
前其发病率在我
国位居第3位, 探
讨有效的诊断和
治疗手段是大肠
癌研究的重要课
题 .  肿 瘤 特 异 性
mAb作为导向载
体已经应用于肿
瘤的放免诊断和
治疗, 但由于其鼠
源性、分子质量
较大、在循环系
统停留时间较长
及具有较强的免
疫原性等特点, 大
大限制了其在临
床肿瘤治疗中的
应用. 近年来, 人
们用scFv为元件
构建出来的基因
工程双价抗体分
子则显示出良好
的应用前景.    



显高于ND-1scFv.

结论: 成功地构建了抗人大肠癌双价单链抗
体ND-1sc(Fv)2, 并在大肠杆菌中高效表达. 融
合蛋白具有良好的免疫活性.

关键词: 双价单链抗体; ND-1; 大肠癌; 免疫活性
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0  引言

利用mAb进行导向诊断和治疗是肿瘤研究的重

要课题. 基因工程双价抗体作为一种新型的小

分子抗体既具有scFv(single-chain Fv)分子质量

小, 组织穿透能力强及免疫原性低等特点, 又具

有类似于完整抗体IgG的双价结合位点, 与scFv
相比其抗体的亲和性大大提高, 适中的分子质

量(55-80 kDa)既保证了抗体在肿瘤组织的良好

穿透能力, 又大大改善了scFv在体内清除过快的

缺点[1-3]. 因此近年来, 人们用scFv为元件构建的

基因工程双价抗体分子在肿瘤的显像和治疗方

面显示出良好的应用前景[4-5]. 
ND-1是我们以人大肠癌细胞系CCL-187为

免疫原制备的鼠抗人大肠癌mAb[6], 体内外一系

列实验显示, 该mAb特异性强, 亲和力高, 并优

于目前广泛采用的美国商业产品抗CEA mAb[7]. 
以该mAb构建的基因工程抗体ND-1scFv亦显示

了良好的体内外特异结合活性[8]. 我们在此基础

上, 借助连接肽(Linker)将2个ND-1scFv基因共

价连接, 在大肠杆菌中表达双价单链抗体的融

合蛋白, 并对其活性进行了检测. 

1  材料和方法

1.1 材料 CCL-187人大肠癌细胞株由美国哈佛

大学医学院肿瘤所惠赠, Hela人宫颈癌上皮细

胞株为本室保存. pET-28a(+)ND-1scFv表达载

体由本室构建. pMD18-T Vector及E.coli  JM109
感受态细胞、限制性内切酶、Taq DNA聚合酶

为大连宝生物公司产品. DNA片段回收试剂盒

为上海华舜生物公司产品. T4 DNA连接酶为

New England Biolabs公司产品. Ni-NTA亲和层

析填料为Qiagen公司产品. FITC荧光标记羊抗

鼠抗体为 Sigma公司产品, 辣根过氧化物酶标

记的羊抗鼠抗体为Santa公司产品. 抗His-Tag 
mAb为Invitrogen公司产品. TMB购自Bochringer  
mannhelm公司. Western blotting检测试剂盒
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(HisProbeTMWestern Blotting Kit)为美国Pierce公
司产品. 引物P1, P2由大连宝生物公司合成, 其
序列如下: 上游引物P1: 5'AATGTCGAC
                                                     SalⅠ              
GGAGGCGGAGGCTCAGCCCAGGTGCA 3'
                     Linker
下游引物P2: 5'GCGAAGCTT TTATTTCCAGCT
                                 Hind Ⅲ  stop condon
TGGTCCCCCCTCCGAA3', 其中斜体部分为添

加的酶切位点, 上游引物引入编码5个氨基酸

GGGGS的Linker序列, 下游引物引入终止密码

子, 扩增的基因片段为ND-1scFv, 约750 bp.
1.2 方法 

1.2.1 ND-1sc(Fv)2载体的构建和诱导表达 以ND-
1scFv表达质粒pET-28(+)ND-1scFv为模板, 以
引物P1, P2进行PCR扩增形成5'端带有SalⅠ位

点和Linker序列, 3'端带有终止密码子和Hin d Ⅲ
位点的Linker-ND-1scFv片段, 产物经15 g/L 琼
脂糖凝胶电泳, DNA片段回收试剂盒回收, 与
pMD18-T Vector连接, 转化E.coli  JM109, 随机

挑取单菌落提取相应的质粒DNA, 用SalⅠ/Hin d 
Ⅲ酶切鉴定, 并采用Sanger双脱氧末端终止法

用AbiprismTM377测序仪进行DNA序列测定. 
将测序正确的重组质粒pMD18-T-Linker-ND-
1scFv用SalⅠ/Hin d Ⅲ双酶切, 与相同酶切的

pET-28a(+)ND-1scFv载体于16℃连接过夜, 转化

宿主菌BL21, 用Eco RⅠ/Hin d Ⅲ双酶切鉴定有

插入片段的克隆. 挑取鉴定正确的阳性克隆接

种于2 mL含50 mg/L卡那霉素LB培养基中, 37℃
振荡培养过夜, 并以1%接种量转种到100 mL相
同的LB培养基中, 37℃振荡培养至A 600为0.6左
右, 加入IPTG至终浓度1 mmol/L, 继续培养3 h, 
离心收集菌体, 获得诱导培养物, 表达产物以

SDS-PAGE鉴定, 并用凝胶灰度扫描测定蛋白表

达量. 将诱导的菌体用裂解缓冲液冰上裂解30 
min, 并于冰浴上超声破碎, 4℃, 10 000 g离心20 
min得到包涵体. 将包涵体重悬于原培养物0.1倍
体积的变性液中(0.1 mol/L NaH2PO4, 0.01 mol/L 
Tris, 6 mol/L盐酸胍, pH 8.0), 待包涵体全部溶

解后, 17 000 g离心20 min, 取上清加至Ni-NTA 
resin亲和层析柱中, 按顺序分别用10倍柱体积的

6 mol/L盐酸胍(pH 8.0)→8 mol/L 尿素(pH 8.0)
→8 mol/L尿素(pH 6.5)→8 mol/L尿素(pH 4.2)
洗脱镍柱, 收集8 mol/L 尿素(pH 4.2)流出液. 用
变性液调整蛋白浓度至100 mg/L, 加入4倍体积

复性液(20 mmol/L Tris, 0.25 mol/L NaCl, 5 g/L 
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■研发前沿
如何提高抗体的
亲和力和效价是
目前基因工程抗
体研究的关键和
热点.
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NP-40, 0.4 mmol/L PMSF, 2 mmol/L还原型谷胱

甘肽, 0.2 mmol/L氧化型谷胱甘肽, 100 mmol/L 
EDTA)4℃复性24 h, 然后将复性样品转移至截

留分子质量为8-10 kDa的透析袋中用透析液(20 
mmol/L Tris, 500 mmol/L NaCl, 100 mL/L甘油)
透析48 h, 超滤浓缩样品至适当体积, Brandford
法检测蛋白浓度后, -20℃分装保存. 
1.2.2 ND-1sc(Fv)2的Western blotting 取含有重

组质粒pET-28a(+)ND-1sc(Fv)2的BL21诱导表达

菌液和诱导前的BL21菌体裂解物, 常规方法制

备蛋白质电泳样品, 经120 g/L SDS-PAGE后, 湿
转印至PVDF膜上, 用25 g/L BSA/TBST室温封

闭1 h, TBST洗膜2次, 加HisProbeTM-HRP抗体

摇床孵育1 h, 再以TBST洗膜后加化学发光剂 
(enhanced∶luminol = 1∶1)覆盖PVDF膜室温5 
min, 置X光胶片上曝光1 min分析结果. 
1.2.3 间接免疫荧光检测ND-1sc(Fv)2免疫活性 
取对数生长期的人大肠癌细胞C C L-187和人

宫颈癌上皮细胞Hela分别传代于盖玻片上, 于
37℃培养48 h后, 以ND-1sc(Fv)2为一抗, 抗His-
tag mAb为二抗, FITC标记的羊抗鼠IgG为三抗, 
于37℃各孵育1 h, PBS冲洗后, 于荧光显微镜下

观察. 
1.2.4 非竞争性ELISA检测抗体活性 取处于对数

生长期的人大肠癌细胞CCL-187, 以5×104接种

于96孔培养板中, 100 µL/孔, 于37℃培养24 h, 弃
去培养液, PBS涮洗3次, 25 mL/L戊二醛37℃固

定5 min, PBS涮洗3次后, 每孔加入等摩尔的ND-
1 mAb, ND-1scFv和ND-1sc(Fv)2作为一抗, 阴性

对照孔加PBS, ND-1scFv孔和ND-1sc(Fv)2孔均

以抗His-Tag抗体作为二抗, HRP-羊抗鼠抗体作

为三抗; ND-1 mAb孔以HRP-羊抗鼠抗体作为

二抗, 每孔分别加抗体100 µL, 于37℃分别孵育

2 h, PBS涮洗后以底物TMB显色, 37℃暗处反应

30 min, 1 mol/L H2SO4 100 µL/孔终止反应后, 于
酶标仪上波长450 nm测定吸光度值.

2  结果

2.1 PCR产物Linker-ND-1scFv的鉴定 以pET-
28a(+)ND-1scFv为模板, 加入引物P1, P2进行

PCR, 产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳得到长度约

750 bp的基因片段(图1). 将带有 '' A '' 尾的PCR产
物与pMD18-T克隆载体连接, 提取重组质粒, 用
SalⅠ/Hin d Ⅲ进行双酶切电泳显示在750 bp处
有一条带, 表明回收片段成功克隆到载体中. 将
酶切正确的重组质粒经Sanger双脱氧末端终止

法测序, 得到的DNA序列与设计的理论序列比

对结果完全一致.
2.2 pET-28a(+)ND-1sc(Fv)2表达载体的构建和鉴

定 将测序正确的重组质粒pMD18-T-Linker-ND-
1scFv用SalⅠ/Hin d Ⅲ双酶切, 与经同样双酶切

的pET-28a(+)ND-1scFv载体16℃连接过夜, 连
接产物转化E.coli BL21, 提取重组子质粒, 经EcoRⅠ
/Hind Ⅲ双酶切, 电泳显示在约1500 bp处呈现一

明显条带, 提示Linker-ND-1scFv片段被克隆入

pET-28a(+)ND-1scFv载体中, 且插入方向正确

(图2), 表明pET-28a(+)ND-1sc(Fv)2构建成功. 综
合上述测序和酶切结果证实ND-1sc(Fv)2基因全

长1473 bp, 包含了2个729 bp的scFv序列和15 bp
的GGGGS序列, 两侧为Eco RⅠ和Hin d Ⅲ位点.
2.3 ND-1sc(Fv)2 在大肠杆菌中的表达 将构建正

确的表达质粒pET-28a(+)ND-1sc(Fv)2转化宿主

菌BL21, 以1 mmol/L IPTG诱导表达. SDS-PAGE
和Western blotting检测结果显示, 经诱导的菌体结果显示, 经诱导的菌体显示, 经诱导的菌体

裂解物在分子质量约55 kDa处有一条特异性蛋

白带, pET-28a(+)载体在多克隆位点的上游有一

编码His-Tag小肽的基因, 因此, 在IPTG诱导下

表达的是ND-1sc(Fv)2蛋白与His-Tag及其上游

序列的融合蛋白, 分子质量55 kDa[ND-1sc(Fv)2 
51 kDa, His-Tag+上游序列4 kDa], 电泳结果与

该融合蛋白的理论推算值相符(图3). 凝胶灰度
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图  1  PCR产物的琼脂糖凝胶电泳
分析. M: DNA Marker; 1: PCR产
物.

图   2   质 粒 p E T - 2 8 a ( + ) N D -
1sc(Fv)2的双酶切结果. M: DNA 
Marker ;  1 :  pET-28a(+)ND-
1sc(Fv)2(EcoRI和Hind Ⅲ).

■创新盘点
本研究基于先前
的工作基础, 采用
共 价 方 式 ,  借 助
GGGGS Linker首
次构建了抗人大
肠癌才双价单链
抗体ND-1sc(Fv)2, 
并在大肠杆菌中
获得了高效表达, 
融合蛋白具有良
好的免疫活性, 提
示该抗体有望成
为大肠癌放免显
像和治疗的理想
载体.
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扫描结果显示表达量占菌体总蛋白量的18%. 
2.4 表达产物的纯化和复性 SDS-PAGE分析显

示, 经IPTG诱导后的菌体裂解物上清中未见可

溶性蛋白条带, 故推断ND-1sc(Fv)2蛋白主要以

包涵体形式存在. 通过盐酸胍变性溶解后, 借助

能与His序列特异结合的Ni-NTA亲和层析柱对

变性的包涵体蛋白进行纯化, 获得了高纯度的

ND-1sc(Fv)2(图3), Bradford法检测纯化后的蛋

白浓度为1.1 g/L, 凝胶灰度扫描显示蛋白纯度达

90%. 复性后的蛋白溶液澄清, 且凝胶电泳呈单

一条带, 提示经复性处理后, ND-1sc(Fv)2获得正

确构象, 且保持有效浓度. 
2.5 ND-1sc(Fv)2免疫活性 用复性的ND-1sc(Fv)2

进行的IFA显示, 表达有ND-1 mAb相应抗原LEA
的CCL-187细胞膜表面呈现明显的荧光; 而不表

达LEA的人宫颈癌细胞Hela表面则未显示明显

荧光(图4). ELISA定量检测表明, ND-1sc(Fv)2对

表达有相应抗原的靶细胞CCL-187具有特异结

合活性, 其免疫活性明显高于ND-1scFv(图5). 

3  讨论

肿瘤特异性mAb作为导向载体已经应用于肿瘤

的放免诊断和治疗[9-10], 随着18种mAb产品的上

市及100多种进入临床试验阶段, 作为生物制药

已经迎来了基因工程抗体时代[11]. 目前使用的

mAb及大的酶解片段具有较高的肿瘤浓集, 但由

于其鼠源性的特点, 对人体有较强的免疫原性, 
分子质量较大, 组织穿透能力差, 血浆清除率较

慢, 所含有的Fc段易造成体内非特异性分布, 对
正常组织损害较大; 而小分子抗体Fab及scFv分
子质量小, 穿透力强, 具有快速的血浆清除率, 此
外不含Fc段, 免疫原性低, 可明显提高对肿瘤组

织的特异性[12-14], 因而减少了对非特异组织的损

害, 但由于只有一个抗原结合位点, 其亲和活性

大大降低, 分子质量过小, 易在肾脏清除, 使绝大

部分抗体还未在肿瘤组织充分发挥作用就已从

体内清除[15]. 基因工程双价抗体是目前抗体应用

研究的热点, 他是将两条相同或不同来源的scFv
组合成具有同种或两种不同抗原结合特征的

新型抗体[4,16], 通过其双结合位点提高在肿瘤诊

断和治疗中的有效性. Pavlinkova et al [17]构建的

CC49 mAb的单链抗体 (M r 27 000)在荷瘤裸鼠体

内的半衰期在10 min, 而其双价抗体(M r 60 000)
是50 min, 由此看出双价抗体与单价小分子抗

体相比有着更长的体内滞留时间, 因而, 有可能

获得更好的显像和治疗效果. 我们借助GGGGS 
Linker序列将抗人大肠癌mAb的2个ND-1scFv基
因共价连接, 构建了高效表达的pET-28a(+)ND-
1sc(Fv)2融合蛋白表达载体, 在大肠杆菌中的表

达量高达18%, 经纯化后纯度达90%, 整个体系

操作简单, 重复性好, 为构建其他双价和双特异

的抗体分子提供了简洁、高效的方法. 
采用共价方式构建双价单链抗体其优势在

于共价结合的稳定性高, 适当的连接肽可以为

抗体的2个结合部位提供足够的柔韧性, 从而有
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图  3  ND-1sc(Fv)2蛋白表达的SDS-PAGE和Western blotting
检测. M: 蛋白Marker; 1: 诱导前菌体蛋白; 2: 诱导后ND-
1sc(Fv)2蛋白表达; 3: 纯化后的ND-1sc(Fv)2蛋白; 4: 诱导后
ND-1sc(Fv)2蛋白; 5: 诱导前菌体蛋白.

图  4  ND-1sc(Fv)2与CCL-187细胞上LEA抗原结合的IFA检测
(×400).

图  5  ELISA检测抗体与CCL-187细胞的亲和活性.

■应用要点
本研究通过分子
克隆技术构建了
抗人大肠癌重组
双价单链抗体, 并
证实了其免疫活
性明显高于ND-
1scFv, 此研究结
果对于开发肿瘤
导向性药物具有
重要的意义, 且整
个体系操作简单, 
重复性好, 为构建
其他双价和双特
异的抗体分子提
供了简洁、高效
的方法.
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利于抗体分子同时交联双抗原位点. Beresford 
et al [3]构建的CC49 mAb的双价单链抗体, 共价

sc(Fv)2比非共价(scFv)2因具有更好的稳定性而

显示出更高的肿瘤浓集和更长的肿瘤滞留时间. 
我们采用共价方式构建了双价单链抗体, 细胞免

疫荧光和ELISA检测表明, 该抗体保留了亲本抗

体的免疫活性, 表达复性后的目的抗体4℃放置1 
mo后, 仍具有良好的免疫活性(数据未显示), 提
示以共价方式构建的双价单链抗体具有较好的

稳定性. 我们以GGGGS作为Linker构建了抗人大

肠癌双价单链抗体, GGGGS是ND-1scFv中连接

VL, VH片段的Linker(GGGGS)3中的1个重复单

位, 是目前众多scFv构建中普遍采用的Linker序
列组成. 用于连接双价单链抗体的连接肽的长度

和组成通常会对抗体的稳定性和功能产生影响, 
过短的连接肽可在分子内部造成空间位阻, 影响

抗体蛋白的正确折叠; 而过长的连接肽则可能增

加抗体的免疫原性, 据有关文献报道过长的连接

肽还可能影响抗体的活性和功能[18]. 目前用于构

建共价双价单链抗体的Linker长度范围是6-25个
氨基酸, 我们应用5个氨基酸的Linker构建了双

价单链抗体, IFA和ELISA检测表明, ND-1sc(Fv)2

保留了亲本抗体的免疫活性, 对表达相应抗原的

靶细胞具有特异结合活性, 其免疫活性明显高

于ND-1scFv. 表明双价单链抗体ND-1sc(Fv)2已

折叠为正确的构象, 说明5个氨基酸可以作为构

建双价单链抗体的连接肽. 但是, 值得注意的是

尽管ELISA结果显示ND-1sc(Fv)2较ND-1scFv的
亲和性有较大提高, 但和ND-1 mAb相比, ND-
1sc(Fv)2在亲和性上并未达到与其相当的水平,考
虑可能的原因是5个氨基酸的Linker长度还不足

以为两个抗原结合位点提供有效的空间距离, 影
响相互交联的稳定性, 但过长的Linker序列又会

导致额外的免疫原性, 影响体内应用. 我们目前

正在进行有关Linker序列长度对双价单链抗体

活性影响方面的研究探讨, 有望将抗体亲和活性

进一步提高. 我们通过基因工程技术成功构建了

抗人大肠癌双价单链抗体ND-1sc(Fv)2, 并在大

肠杆菌中获得了高效表达, 经过纯化并复性的抗

体蛋白显示了良好的免疫活性, 与ND-1scFv相
比其免疫活性明显提高, 达到了预期的结果, 为
体内实验奠定了良好的基础, 有望成为大肠癌临

床导向诊断的理想载体. 
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Abstract
AIM: To compare the effects of different 
nutritional supplements with glutamine on the 
mitochondrial respiratory function of intestinal 
epithelium in burned rats.

METHODS: One hundred and sixty Wistar rats 
inflicted with 30% total body surface area (TBSA) 
full thickness burns were employed as the mod-
el and randomly divided into four groups: nor-
mal control (C), burned control (B), parenteral 
nutrition with glutamine (PN+Gln) and enteral 
nutrition with glutamine (EN+Gln). Isonitrog-
enously and isocalorically, all the burned rats 
were supplemented with glutamine or tyrosine 
at 1.0 g/kg per day, respectively. The following 
indices including respiratory control rate (RCR), 

oxygen extraction (Oext), phosphate-to-oxygen 
(P/O) ratio and intestinal mucosal blood flow 
(IMBF) were measured at a time table of post 
burn day (PBD) 1, 3, 5, 7, 10.

RESULTS: After burn injury, ST3 (PBD3: 54.4 ± 
8.5 vs 70.2 ± 7.4, P < 0.05; PBD5: 61.2 ± 7.5 vs 72.7 
± 8.2, P < 0.05; PBD7: 67.2 ± 7.6 vs 75.6 ± 6.2, P < 
0.05; PBD10: 69.4 ± 6.5 vs 71.2 ± 7.5, P < 0.01) and 
RCR (PBD1: 3.2 ± 0.3 vs 3.4 ± 0.3, P < 0.01; PBD3: 
3.1 ± 0.2 vs 4.0 ± 0.3, P < 0.01; PBD5: 2.7 ± 0.2 vs 
3.5 ± 0.2, P < 0.01; PBD7: 2.9 ± 0.2 vs 3.6 ± 0.3, P < 
0.01; PBD10: 2.9 ± 0.2 vs 3.6 ± 0.3, P < 0.01) were 
decreased, while ST4 was increased (PBD5: 24.5 
± 2.2 vs 21.3 ± 2.0, P < 0.05; PBD7: 24.1 ± 2.8 vs 
22.2 ± 2.1, P < 0.05; PBD10: 25.4 ± 2.3 vs 20.2 ± 1.8, 
P < 0.05). Moreover, the Oext (PBD5: 0.31 ± 0.04 
vs 0.37 ± 0.03, P<0.01; PBD7: 0.33 ± 0.02 vs 0.44 ± 
0.02, P < 0.01; PBD10: 0.31 ± 0.02 vs 0.41 ± 0.04, P 
< 0.01), P/O ratio (PBD3: 1.78 ± 0.22 vs 2.25 ± 0.2, 
P < 0.01; PBD5: 2.04 ± 0.21 vs 2.58 ± 0.18, P < 0.01; 
PBD7: 2.14 ± 0.23 vs 2.81 ± 0.25, P < 0.01; PBD10: 
2.02 ± 0.16 vs 2.55 ± 0.18, P < 0.01) and IMBF 
(PBD3: 98.35 ± 11.54 vs 125.36 ± 13.00, P < 0.01; 
PBD5: 118.75 ± 10.45 vs 138.52 ± 11.33, P < 0.01; 
PBD7: 135.40 ± 13.60 vs 152.77 ± 13.21, P < 0.01; 
PBD10: 142.30 ± 13.006 vs 162.37 ± 12.00, P < 0.01) 
were declined remarkablely in all the burned rats 
(P < 0.01), but all above indices were markedly 
increased in PN+Gln and EN+Gln group (P < 
0.05→0.01). Furthermore, the efficacy in EN+Gln 
group was more significant than that in PN+Gln 
group.

CONCLUSION: After burn injury, glutamine is 
beneficial to improve IMBF, increase Oext, abate 
the extent of mitochondrial respiratory dysfunc-
tion and promote oxidative phosphorylation, 
and enteral nutrition is more superior to paren-
teral nutrition.

Key Words: Glutamine; Enteral nutrition; Parenteral 
nutrition; Intestinal epithelium; Mitochondria; Burns
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■背景资料
谷氨酰胺(Gln)是
肠黏膜细胞重要
的能源物质, 在损
伤状态下能减轻
肠道受损程度, 促
进肠黏膜修复, 尤
其在烧伤后的高
代谢反应中起重
要角色. 目前已应
用到临床. 但肠道
和静脉营养支持
途径给予Gln的疗
效是否相当, 还存
在争议. 



on mitochondrial respiratory function of intestinal 
epithelium in burned rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(24):2401-2405

摘要
目的: 观察不同营养支持途径给予谷氨酰
胺对烧伤大鼠肠上皮细胞线粒体呼吸功能
的影响. 

方法: Wi s t a r大鼠160只采用30%体表面积
Ⅲ°烧伤大鼠模型 ,  随机分成正常对照(C)
组、烧伤对照(B)组、经静脉补充谷氨酰胺
(PN+Gln)组和经肠道补充谷氨酰胺(EN+Gln)
组. 各组烧伤大鼠采用等氮、等热卡的营养
支持, 谷氨酰胺使用剂量为1.0 g/(kg•d), B
组使用同等剂量的酪氨酸. 观察烧伤后1, 3, 
5, 7, 10 d线粒体呼吸控制率(RCR)、磷氧比
(P/O)、肠道氧摄取率(Oext)及肠黏膜血流量
(IMBF)的变化及不同途径给予谷氨酰胺对其
的影响. 

结果: 烧伤后各组线粒体Ⅲ态呼吸率(ST3)明
显下降(PBD3: 54.4±8.5 vs  70.2±7.4, P <0.05; 
PBD5: 61.2±7.5 vs  72.7±8.2, P <0.05; PBD7: 
67.2±7.6 vs  75.6±6.2, P <0.05; PBD10: 69.4
±6.5 vs  71.2±7.5, P <0.01), Ⅳ态呼吸率(ST4)
升高(PBD5: 24.5±2.2 vs  21.3±2.0, P <0.05; 
PBD7: 24.1±2.8 vs  22.2±2.1, P <0.05; PBD10: 
25.4±2.3 vs  20.2±1.8, P <0.05), RCR显著降
低(PBD1: 3.2±0.3 vs  3.4±0.3, P <0.01; PBD3: 
3.1±0.2 vs  4.0±0.3, P <0.01; PBD5: 2.7±
0.2 vs  3.5±0.2, P <0.01; PBD7: 2.9±0.2 vs  
3.6±0.3, P <0.01; PBD10: 2.9±0.2 vs  3.6±
0.3, P <0.01), 同时P/O(PBD3: 1.78±0.22 vs  
2.25±0.2, P <0.01; PBD5: 2.04±0.21 vs  2.58
±0.18, P <0.01; PBD7: 2.14±0.23 vs  2.81±
0.25, P <0.01; PBD10: 2.02±0.16 vs  2.55±
0.18, P <0.01)、Oext (PBD5: 0.31±0.04 vs  
0.37±0.03, P <0.01; PBD7: 0.33±0.02 vs  0.44
± 0.02, P <0.01; PBD10: 0.31±0.02 vs  0.41
± 0.04, P <0.01)及IMBF (PBD3: 98.35±11.54 
vs  125.36±13.00, P <0.01; PBD5: 118.75±
10.45 vs  138.52±11.33, P <0.01; PBD7: 135.40
±13.60 vs  152.77±13.21, P <0.01; PBD10: 
142.30±13.006 vs  162.37±12.00, P <0.01)均
明显降低. 与B组比较, 使用Gln的两组各项指
标均低于烧伤对照组(P <0.05ﾛ0.01), 与经静脉
补充Gln相比, 通过肠道补充Gln的疗效更好
(P <0.05→0.01).

结论: 严重烧伤后使用谷氨酰胺能改善肠道
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血供, 增加氧摄取率, 减轻肠上皮细胞线粒体
呼吸功能受抑程度. 相比而言, 通过肠道给予
谷氨酰胺的疗效更佳.

关键词: 谷氨酰胺; 肠道营养; 静脉营养; 肠上皮细

胞; 线粒体; 烧伤
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0  引言

肠上皮细胞是构筑肠黏膜屏障的核心, 具有吸

收、分泌和屏障等多种功能, 在维持机体生命活

动中居重要地位. 但因对缺氧十分敏感, 他又是

烧伤损害的主要靶细胞之一, 目前还缺乏有效的

保护措施[1]. 现已知, 谷氨酰胺(glutamine, Gln)是
肠黏膜细胞重要的能源物质, 能减轻肠道受损程

度, 促进肠黏膜修复[2-3]. 但Gln是否能改善肠黏

膜能量代谢, 维护线粒体生理功能, 特别是不同

营养支持途径给予Gln的疗效是否相当, 还未见

文献报道, 这正是本实验的研究内容. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年Wista r大鼠160只, 体质量

215±25 g, 雌雄不拘. 随机分成4组, 正常对照

(control, C)组 、烧伤对照(burned, B) 组、Gln
静脉营养(Gln with parenteral nutrition, PN+Gln)
组和Gln肠道营养(Gln with enteral nutrition, 
EN+Gln)组. C组不予烧伤, 其他3组烧伤前禁食

12 h, 10 g/L戊巴比妥钠(40 mg/kg)ip麻醉, 背部

电推剃毛, 称重后置剃毛区于92℃水浴中18 s, 
造成30%体表面积Ⅲ°烧伤(病理切片证实). 伤
后按50 mL/kg ip乳酸林格液抗休克. 大鼠静脉

营养模型制作参见文献[4]. 
1.2 方法 为了消除肠腔中食物对肠黏膜的刺激

作用, 使3组烧伤动物更具可比性, 实验动物采

用静脉营养支持方式, 只有EN+Gln组每天按

1.0 g/kg的剂量通过灌胃方式给予Gln(安凯舒, 
992 g/L L-Gln), 其他营养素和能量均通过静脉

支持途径获取, PN+Gln组给予等量的Gln双肽

(200 g/L丙氨酰-Gln), B组给予等量的酪氨酸, 
使各组达到等氮等热卡. 实验分烧伤后(PBD)1, 
3, 5, 7, 10 d 5个时相点(每时相点包括PN+Gln, 
EN+Gln和B组共3组, 每组每时相10只大鼠), 各
组于伤后2 h开始以微量泵静脉泵入营养液, 速

www.wjgnet.com

■应用要点
本文通过观察不同
营养支持途径给予
Gln对烧伤大鼠肠
上皮细胞线粒体呼
吸功能的影响, 从
而证明与经静脉补
充Gln相比, 通过肠
道补充Gln的疗效
更好. 对临床上应
用Gln有一定的参
考意义.
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度为1-2 mL/h, 自由饮水. EN+Gln组伤后2 h开始

灌喂Gln溶液, 2次/d. 营养液按糖、脂、蛋白供

热比55∶30∶15的比例配制营养液, 卡氮比为

180∶1, 糖、脂供热比为1.83∶1. 在层流台上将

各种营养成份混匀后分装, 4℃保存, 用前复温至

37℃. 按每天732.2 kJ/kg即152 mL/kg的标准供

给. 伤后1 d摄入标准量的1/3, 2 d摄入1/2, 3 d摄
入全量, Gln从1 d起就给予全量. 肠黏膜上皮细

胞分离、线粒体制备参见Watford et al [5]的方法

并加以改进. 线粒体呼吸活性测定采用Estabrood
法[6]. 测定全过程严格在低温操作, 2 h内完成, 测
定Ⅲ态呼吸率(ST3)和Ⅳ态呼吸率(ST4), 计算呼

吸控制率RCR = ST3/ST4和磷氧比ADP/O. 小肠

氧摄取测定参见文献[5], 在大鼠腹主动脉和肠

系膜上静脉直接抽血各1 mL, 进行血气分析和

血常规检测. 据公式计算氧摄取(Oext), Oext = 
(SaO2×Hba-SvO2×Hbv)/SaO2×Hba. 肠黏膜血

流量采用微循环多普勒血流仪测定.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用SPSS 10.0统计软件包, 各组间比较采用单因

素方差分析, P <0.05表示相差显著.

2  结果

2.1 肠黏膜细胞ST黏膜细胞ST膜细胞ST3, ST4, 和RCR的变化 烧伤后

各组大鼠的ST3均低于正常对照组, 特别是伤后

1 d, B组ST3仅为伤前的50%左右, 此后虽有所恢

复, 但至伤后10 d仍低于伤前. 与其他两组比较, 
EN+Gln组ST3的恢复明显优于B组和PN+Gln组, 
在伤后3-10 d存在显著差异(P <0.05→0.01). 而
PN+Gln组大鼠ST3虽高于B组, 但仅在伤后5 d存
在显著差异(P <0.05, 表1). 伤后各组大鼠ST4有所

增加, 除伤后1 d低于正常对照组外, 其余各时相

点各组均增高. EN+Gln组在伤后5-10 d明显低于

B组(P <0.05→0.01), 在伤后10 d明显低于PN+Gln
组(P <0.05, 表1). 烧伤后各组大鼠RCR均明显降

低, 与其他两组比较, EN+Gln组RCR的恢复明

显优于B组和PN+Gln组, 在伤后1-10 d明显高于

B组(P <0.01), 在伤后3-10 d明显高于PN+Gln组
(P <0.01). PN+Gln组大鼠RCR也明显高于B组, 在
伤后3-10 d存在显著差异(P <0.01, 表1).
2.2 肠组织P/O, Oext和IMBF的变化 烧伤后各组

大鼠P/O均显著下降, 与其他两组比较, EN+Gln
组P/O的恢复明显优于B组和PN+Gln组, 在伤后

    

表  1  肠黏膜线粒体ST3, ST4和RCR变化 (mean±SD, mmol-1·mg-1·min-1, ％,  n = 10)

                        分组	            PBD1             PBD3	   PBD5	        PBD7	              PBD10

B
PN+Gln
EN+Gln
B
PN+Gln
EN+Gln
B
PN+Gln
EN+Gln

ST3

C组为
75.4±11.6
ST4 
C组为
15.3±1.3
RCR  
C组为
4.9±0.4

35.5±5.4
38.3±8.6
44.2±7.2
13.6±2.2
12.9±1.7
12.8±1.9
  2.8±0.4
  3.2±0.3 
  3.4±0.3b

48.4±6.1
54.4±8.5
70.2±7.4bc

25.0±2.9
18.1±2.1
17.2±2.6
  2.1±0.3  
  3.1±0.2b

  4.0±0.3bd

53.4±6.5
61.2±7.5a

72.7±8.2bc

27.2±2.1
24.5±2.2
21.3±2.0a

  2.0±0.2
  2.7±0.2b

  3.5±0.2bd

58.2±8.5
67.2±7.6
75.6±6.2bc

29.6±2.3
24.1±2.8
22.2±2.1a

  2.1±0.2
  2.9±0.2b

  3.6±0.3bd

62.5±11.2
69.4±6.5
71.2±7.5a

28.4±2.0
25.4±2.3
20.2±1.8bc

  2.3±0.2
  2.9±0.2b

  3.6±0.3bd

aP<0.05, bP<0.01, vs  B组; cP<0.05, dP<0.01 vs  PN+Gln组.

    

表  2  肠黏膜线粒体P/O, Oext和IMBF的变化 (mean±SD , n  = 10)

                        分组	              PBD1	       PBD3	                     PBD5	                 PBD7	          PBD10

B
PN+Gln
EN+Gln
B
PN+Gln
EN+Gln
B
PN+Gln
EN+Gln

P/O
C组为
2.65±0.25
Oext (%) 
C组为
0.45±0.03
IMBF (mv) 
C组为
159.88±8.32

  1.98±0.21
  2.03±0.24
  2.12±0.24
  0.26±0.02  
  0.26±0.03
  0.28±0.04
77.80±11.35
88.75±12.55
85.40±13.44

    1.33±0.18
    2.04±0.21b

    2.58±0.18bd

    0.26±0.02  
    0.31±0.04
    0.37±0.03b

105.83±13.50
118.75±10.45
138.52±11.33bc

    1.58±0.25
    1.78±0.22
    2.25±0.20bc

    0.29±0.02
    0.30±0.03
    0.33±0.02 
  82.38±12.40
  98.35±11.54
125.36±13.00bc

    1.55±0.19
    2.14±0.23b

    2.81±0.25bd

    0.31±0.02
    0.33±0.02
    0.44±0.02bd

112.25±12.20
135.40±13.60c

152.77±13.21bc

aP<0.05, bP< 0.01, vs  B组; cP<0.05, dP<0.01 vs  PN+Gln组; eP< 0.05, fP<0.01 vs  EN+Gln组.

    1.63±0.15
    2.02±0.16b

    2.55±0.18bd

    0.29±0.02
    0.31±0.02
    0.41±0.04bd

113.55±10.23
142.30±13.00b

162.37±12.00bc

■同行评�价
本文采用大鼠烧
伤模型, 研究经静
脉途径和经肠道
途径给与Gln 对肠
上皮细胞线粒体
呼吸功能的影响. 
具有一定的科学
性和先进性.



www.wjgnet.com

2404                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年8月28日    第14卷   第24期

3-10 d明显高于B组和PN+Gln组(P <0.05→0.01). 
PN+Gln组大鼠P/O也明显高于B组, 在伤后5-10 
d存在显著差异(P <0.01, 表2). 烧伤后肠组织氧

摄取率各组均显著降低, 尤其以伤后1-3 d最为

明显. 与其他两组比较, EN+Gln组Oext的恢复明

显优于B组和PN+Gln组, 在伤后5-10 d明显高于

B组, 在伤后7-10 d明显高于PN+Gln组(P <0.01). 
PN+Gln组大鼠Oext也明显高于B组, 在伤后7-10 
d存在显著差异(P <0.01, 表2). 烧伤后1 d, 各组动

物肠黏膜血流量均显著低于伤前, 仅为伤前的黏膜血流量均显著低于伤前, 仅为伤前的膜血流量均显著低于伤前, 仅为伤前的

60%左右, 此后虽有所恢复但B组在伤后10 d仍
较低, 仅为伤前的70%. 而使用Gln的两组肠黏膜两组肠黏膜组肠黏膜黏膜膜

血流量明显增高, 两组相比, EN+Gln组大鼠肠黏黏

膜血流量的恢复较PN+Gln组快, 恢复幅度也明

显增加, 两组在伤后3-10 d存在显著差异(P <0.05
→0.01, 表2).

3  讨论

肠道不仅是一个消化器官, 还是体内最大的内

分泌和免疫器官, 肠道神经系统也是一个仅次

于中枢神经系统的复杂体系. 因此, 肠道是外科

创伤应激的中心器官这一概念已逐渐为人们接

受. 严重烧伤后肠道损害发生早、损伤重、持

续时间长, 若得不到有效治疗, 有可能引发烧伤

内脏并发症MODS乃至MOF. 引发烧伤后肠道

损害的因素较多, 但肠黏膜细胞能量代谢障碍

是导致肠道损伤的主要原因[7-8]. 因此, 如何改善

烧伤后肠黏膜能量代谢是维护肠黏膜组织结构

和屏障功能的重要课题. 实验结果显示, 严重烧

伤后肠上皮细胞线粒体ST3降低, 而ST4则增加, 
说明线粒体在ADP存在时耗氧速率降低, 而在

ADP耗尽时耗氧速率增加, 从而导致RCR明显

降低. P/O在烧伤早期即下降, 变化趋势与RCR
相同, RCR和P/O显著降低表明线粒体的电子传

递功能与氧化磷酸化功能均遭破坏, 使ATP生成

减少, 而热能释放增多. 由此我们推测线粒体呼

吸功能受损可能与烧伤后全身高代谢反应及生

物能量生成不足、浪费增多有关, 是形成肠源

性高代谢的主要机制. 线粒体是细胞有氧氧化

主要细胞器, 其生理功能依赖于O2的充足供给

和合理利用, 包括良好的血液灌流、组织内气

体弥散和交换的顺利进行及线粒体O2利用无障

碍. 实验结果显示, 烧伤后肠黏膜血流量明显降

低, 肠道水肿明显, 阻碍氧和营养物进入细胞及

O2在组织内的弥散, 是线粒体呼吸功能受抑的

重要原因. 有报道, 肠道单纯缺血缺氧早期, 线
粒体呼吸功能轻微受损, 机体代偿性增加氧摄

取以维持细胞氧需求. 当氧供进一步减少, 增加

氧摄取难以满足细胞氧耗时, 则发生病理性氧

供依赖性耗氧, 同时乏氧代谢加强, 乳酸堆积而

致细胞酸中毒, 最终使线粒体呼吸功能损害, 细
胞氧摄取率下降. 因此, 缺血缺氧是线粒体损害

的主要原因之一, 而线粒体功能紊乱又干扰了

细胞氧的合理利用. 两者互为因果, 形成恶性循

环. 实际上, 烧伤后组织器官受损的首要因素就

是缺血缺氧性损害. 尽管积极的抗休克能够保

证全身大循环血流动力学基本稳定, 但是肠道

的血供却不能有效恢复, 这与烧伤应激导致机

体神经内分泌紊乱, 特别是与肠道自身的神经

内分泌紊乱密切相关.  
尽管使用Gln并不能完全纠正烧伤后肠上皮

细胞线粒体呼吸功能受损, 氧化磷酸化失偶联

的趋势, 但其变化幅度明显小于烧伤对照组. 其
机制与Gln能降低烧伤后应激程度, 调节肠道神

经递质分泌, 改善肠黏膜血流灌流, 维持细胞正

常代谢等密切相关[9-11]. 实验结果显示, 无论哪种

途径给予Gln对维护肠上皮细胞线粒体呼吸功

能都有积极意义. 但经肠道给予Gln的疗效明显

优于通过静脉补充. 经肠道补充Gln能使肠黏膜

血流量快速恢复, 较经静脉给予谷氨酰胺早2 d, 
恢复程度也明显高于PN+Gln组. 经肠道直接给

予Gln, 一方面通过Gln的直接刺激, 改善肠黏膜

血流灌流状况; 另一方面, 通过肠道给予的Gln
能改善肠黏膜细胞能量代谢, 恢复细胞活力, 减
轻应激反应, 从而减轻肠道损伤, 促进修复. 与
之对应, 反映肠线粒体能量代谢的各项指标也

显示, 经肠道补充Gln的疗效明显优于经静脉补

充, 肠上皮细胞线粒体RCR, P/O及Oext 均明显

优于PN+Gln组. 由此可见, 经肠道补充Gln对改

善烧伤后肠道能量代谢障碍, 维护线粒体正常

功能的疗效更明显. 
目前营养支持的研究已从维持氮平衡、保

持瘦肉体, 深入到维护细胞代谢、改善器官功

能、促进患者康复. 营养支持也成为临床治疗, 
特别是危重患者治疗的重要手段, Gln作为一种

疗效明确的营养药物无疑在提高营养支持的疗

效方面会发挥重要作用. 但同样是补充Gln, 剂
量也相同, 为何疗效缺存在差异. 可能的机制与

Gln代谢特点有关: 肠道是机体代谢Gln的重要

器官, 肠腔中的Gln和肠上皮细胞刷状缘直接接
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触, 刺激刷状缘上的Gln转运系统, 增加Gln的转

运, 并上调肠上皮细胞中Gln酶活性, 增加对Gln
的利用, 这对有效地增加肠黏膜血流量和氧摄

取率, 改善肠黏膜组织氧合, 减轻线粒体呼吸功

能受抑程度, 增加有氧代谢和ATP生成都具有重

要意义. 而经静脉补充Gln绕过了Gln的生理代

谢途径, 对肠黏膜没有直接的刺激和营养作用, 
此外目前临床使用的Gln静脉制剂渗透压太高, 
必需和其他静脉制剂配合使用, 加大了输液容

量, 对需控制入量的患者是不利的, 加之目前使

用的Gln二肽多为丙氨酰谷氨酰胺, 在体内水解

为丙氨酸和Gln, 而丙氨酸为主要的生糖氨基酸, 
大量使用对控制创伤性高血糖不利. 因此, 无论

从疗效、使用方便还是从患者的经济承受能力

考虑, 只要没有口服用药禁忌, 如肠梗阻、肠衰

竭、短肠综合征和重症胰腺炎等, 应优先考虑

采用经肠道补充Gln.  
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Abstract
AIM: To observe the morphology and inclusion 
body of reactive oxygen toxic species (ROTS)  
of finger blood dot in hepatocellular carcinoma 
(HCC) and liver cirrhosis (LC) by multimedia 
microscopy and explore i ts value in the 
diagnosis of HCC.

METHODS: The finger blood dots were pre-
pared from 28 patients with HCC, 43 patients 
with LC, 38 patients with other carcinomas. The 
blood dots were scanned and the morphology 
and inclusion body of ROTS were analyzed by 
high-vivid color pathology image analysis sys-

tem (HPIAS-1000) between different groups of 
patients�.

RESULTS: The enlarged ROTS was detected in 
20 of 28 patients with HCC and 16 of 43 patients 
with LC. Fifteen patients with HCC were found 
to have pricks, something like nails, or transpar-
ent body inside the enlarged ROTS, but only 8 
patients with LC and no patients with other car-
cinomas showed ROTS morphological changes 
above. Regarding the pricks or transparent 
body as positive mark, the positive rate of HCC 
was 53.6%, significantly higher than that of LC 
(18.6%) (P = 0.0038). Further study indicated that 
the levels of serum sialic acid and alpha-fetopro-
tein (AFP) in ROTS-positive patients with HCC 
were not significant higher than those of ROTS-
negative ones. The ages of patients, the levels of 
alanine aminotransferase (ALT) and Child-Pugh 
grades for liver function were not significantly 
different between ROTS-positive and negative 
patients, either.  

CONCLUSION: ROTS of finger blood dots in 
HCC patient shows morphological changes of 
pricks and transparent body by multimedia 
microscopy, which can be used to differentiate 
most HCC from LC patients.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Liver cirrho-
sis; Blood diagnosis
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摘要
目的: 通过多媒体显微镜对肝硬化和肝癌患者
手指血干血滴镜下活性氧毒性物(ROTS)形态
和内含物的观察, 探讨其在肝癌诊断中的价值. 

方法: 选择临床确诊肝癌患者28例, 肝硬化患
者43例, 其他癌症患者38例. 制备手指血干血
滴片, 进行计算机扫描, 应用高清晰度彩色病
理图文分析系统(HPIAS-1000)对ROTS块的形
状、内含物的情况进行观察比较. 

■背景资料
通过末梢血干血
滴 自 由 基 轨 迹
诊断疾病起源于
80年代美国学者
Bradford自由基理
论, 该理论认为人
体全身各系统新
陈代谢失调和机
体应激状态下可
以产生大量自由
基, 自由基和体细
胞相互作用, 在点
滴干血片中镜下
呈现白色多形性, 
即活性氧毒性物
(ROTS), 不同疾病
ROTS大小、内含
物的形态和颜色
等特点不同. 根据
此理论, 国内近年
来已有多家公司
生产出布氏显微
镜, 并进行了一些
诊断学方面的探
索, 初步证明在诊
断肿瘤、亚健康
状态方面具有一
定的价值.
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结果: 肝癌患者28例中, 有20例出现ROTS块
的增大, 其中15例在增大的ROTS块内可见到
特异性刺突或者透明小体. 肝硬化患者43例
中, 有16例出现ROTS块增大, 其中8例出现刺
突或者透明小体改变. 以特异性刺突和/或透
明小体为阳性标志, 肝癌阳性率为53.6%, 肝
硬化阳性率为18.6%, χ2检验前者阳性率显著
高于后者(P  = 0.0038). 观察其他癌症患者手
指血涂片, 均未见上述阳性改变. 进一步研究
发现, 在肝癌患者中ROTS阳性和阴性患者
血清唾液酸和AFP水平无显著性差异. ROTS
阳性改变与患者年龄、转氨酶水平及肝功能
Child-Pugh评分均无相关性.

结论: 肝癌患者手指血ROTS块在多媒体显微
镜下呈现刺突和透明小体特异性改变, 根据形
态改变可以用以区分肝癌和肝硬化患者.

关键词: 	 肝细胞癌; 肝硬化; 血液诊断
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http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2406.asp

0  引言

人体血液循环中自由基和血细胞相互作用形

成一种活性氧毒性物(react ive oxygen toxic 
species, ROTS), 他的形成是全身各系统新陈代

谢失调和机体应激和疾病状态的反映, 在干燥

的血滴点片中, 呈现白色和多种形态, 其大小、

形态、分布及其内含物的情况可以为临床诊

断提供有意义的线索. 肿瘤患者自由基足迹增

多, 形成特异性构象. 有研究发现恶性肿瘤患者

呈现ROTS块增大、内含物出现等特点, 根据

ROTS 区域的性状、颜色甚至可以区分恶性肿

瘤的来源, 如肺癌ROTS块为铬黄色, 肝癌出现

黑色光环、倒刺、针状体等变化[1-3]. 我们对肝

硬化及肝癌患者进行了观察, 并对其在诊断肝

癌中的价值进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝硬化患者44例, 男38 例, 女6 例, 年龄

20-68(平均43)岁, 肝硬化伴腹水12例, 肝硬化伴

食管下端静脉曲张破裂出血5例, Child-Pugh评
分A级2例, B级18例, C级24例. 肝癌患者28例, 
其中男23例, 女5例, 年龄24-71(平均50)岁, 均
经临床影像学、血清学或经手术后病理切片证

实. 弥漫全肝1例, 浸润半肝1例, 2个以上结节4
例, 其余均为单发结节, 肿瘤直径超过10 cm的

6例. 其他癌症患者38例, 包括直肠癌5例, 胃癌5
例, 贲门癌3例, 食管癌10例, 壶腹周围癌1例, 肺
癌10例, 宫颈癌3例, 胰腺癌1例, 均由病理组织

学诊断. 
1.2 方法  消毒手指末端, 自然干燥后, 应用一次

性采血针迅速刺破指端皮肤, 待血液自然流出

(不挤压), 快速点于事先准备好的玻片上, 每片7
点. 自然干燥后, 进行计算机扫描, 应用高清晰度

彩色病理图文分析系统(HPIAS-1000, 同济医科

大学前屏影像工程公司), 对ROTS块的形状、内

含物的情况进行观察. AFP测定应用中国原子能

科学研究院同位素所(北京)生产的AFP同位素测

定试剂盒, 曲线范围为10-1600 µg/L. 测定采用

竞争放射免疫分析法. 血清唾液酸(SA)的测定方

法按海海军医学研究所生物技术中心说明书进

行, SA含量 = (A样本/A标准)×500 µg/L. 
      统计学处理 肝硬化与肝癌患者阳性率的比

较应用c2检验 ,  血清S A水平、年龄、肝功能

Child-Pugh积分比较应用两独立样本的t检验; 
血清AFP, ALT比较应用SPSS非参统计方法. 

2  结果

2.1 ROTS观察  应用HPIAS-1000多媒体显微镜观

察发现(图1), 大多数的肝癌患者出现ROTS块的增

大, 部分内部可见到特异性的透明小体及程度不

同的刺突样改变. 在28例肝癌患者中, 有20例出现

ROTS块增大, 以透明小体及刺突样改变为阳性标

志, 有15例患者出现上述改变, 阳性率为53.6%. 在
43例肝硬化患者中, 有8例患者出现上述改变, 但
程度较轻, 阳性率为18.6%. c2检验肝癌患者阳性

率显著高于肝硬化患者(P  = 0.0038). 在以透明小

体及刺突状改变判定为阴性的36例肝硬化患者手

指血滴片中, 尚有8例患者出现单纯的ROTS块增

大的改变, 虽未出现肝癌的特征性改变, 但与正常

人和其他肿瘤患者手指血图像不同. 观察其他癌

症患者, 仅少数病例手指血滴片出现ROTS块增大

外, 均未见内部透明小体及刺突样改变. 
2.2 ROTS改变与血清SA含量的关系 手指血ROTS
呈现阳性异常改变的肝癌和肝硬化患者血清SA
的含量均高于相应的未改变患者, 但除肝硬化患

者统计学检验显示显著性差异外(P <0.05), 肝癌

患者未见显著性差异(P >0.05). ROTS改变阳性和

阴性的患者中, 肝癌患者SA的含量显著高于肝硬

化患者(P <0.05; P <0.01)(表1).
2.3 ROTS改变与血清AFP的关系 手指血ROTS
呈现阳性异常改变的肝癌和肝硬化患者血清

■应用要点
本文初步发现肝
癌患者与肝硬化
患者ROTS的形态
有一定的差别, 特
别是在肝癌患者
中发现ROTS块呈
现刺突样改变具
有一定的临床诊
断意义.
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AFP的含量均低于相应的ROTS改变阴性患者

(表1), 其中ROTS呈现阳性改变的肝硬化患者低

于ROTS阴性患者(P <0.05), 而肝癌患者差异尚

未达到统计学标准(P >0.05). ROTS改变阳性和

阴性的患者中, 肝癌患者AFP的含量均显著高于

肝硬化患者(P <0.05, P <0.01). 
2.4 肝硬化ROTS改变与肝功能的关系 分别对8
例ROTS阳性和35例ROTS阴性的肝硬化患者肝

功能情况及年龄、转氨酶水平和肝功能Child-
Pugh评分进行统计学分析, 结果显示ROTS阳性

改变与患者年龄、转氨酶水平及肝功能Child-
Pugh评分均无显著性差异(P = 0.8, 0.18, 0.26).

3  讨论

HCC是世界上最常见的五种恶性肿瘤之一, 不
仅在我国具有较高的发病率, 在西方国家近年来

发病率也在逐年上升, 其5 a的累积生存率不足

10%, 严重的威胁着人类健康[4]. 由于肝癌发病比

较隐匿, 早期常常没有明显的临床症状, 及至出

现症状并被诊断, 多数已至晚期, 而此时一些有

效的治疗方法如手术、介入治疗及化疗等均不

能奏效, 因此多数患者预后极差, 早期发现肝癌

并及时采取有效治疗措施可以使肝癌治疗效果

大大改善[5-8]. 
肝硬化的自然病程中, 肝癌每年的发病率为

3%-10%, 因此肝硬化患者是肝癌发生的高危人

群. 长期以来围绕肝癌的早期诊断研究人员进

行了大量的工作, 并取得了一系列的进展, 其中

尽早确立高危人群, 通过血清标志物和影像学

如B超的定期检查是实现肝癌早期诊断的重要

手段[9-12]. 但是血清学标志物的检测常常受到检

测灵敏性、特异性和患者肝脏肿瘤的大小及同

时存在的炎症状况的影响[13]. 超声波虽然是一种

有效的检测手段, 由于方法的改进, 可使近76%
的患者在肝癌的早期阶段得以确诊, 但超声波诊

断本身缺乏特异性, 即使配合血清AFP的检测, 
仍会造成漏诊和误诊, 因此在肝硬化患者肝癌的

筛查过程中, 需要一种更敏感、更特异的诊断手

段[14-16]. 
生理情况下, 在细胞生物氧化呼吸链电子传

递过程中可以产生超氧离子(O2-•), 体内其他物

质代谢(如黄嘌呤)氧化也产生O2-•, O2-•可以进一

■同行评价
文 章 对 末 梢 血
ROTS形态诊断肝
癌的价值进行了
初步研究, 有一定
的科学性、创新
性. 

www.wjgnet.com
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图  1  手指血ROTS图像. A: 肝癌患者手指血ROTS图像(20×), 可见ROTS块增大及大量刺突形成. B: 肝癌患者手指血ROTS
图像(20×), 可见ROTS块增大, 其内可见大量的唾液酸珠; C: 肝癌患者手指血ROTS图像(20×), 可见ROTS块增大及大量的
刺突形成; D: 肝硬化患者异常手指血ROTS图像(10×)显示扩大的ROTS区; E: 肺癌患者异常手指血ROTS图像; 可见ROTS
区扩大(10×); F: 正常人手指血ROTS图像(10×). 

aP<0.05, bP<0.01 vs  肝硬化;  cP<0.05 vs  阴性.

表  1   肝病患者手指血ROTS改变与SA及AFP含量的比较

      

阳性
阴性

	           SA (mg/L)                            AFP (μg/L)
                          肝癌	        肝硬化              肝癌          肝硬化	
ROTS

544±149a

530±113b
   604a

 14 330b 
444±78c

395±102
   89c

  297	
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步生成H2O2和羟基自由基(•OH), 统称为活性氧

类(reactive oxygen species, ROS), ROS化学性质

活泼, 既可与细胞DNA、蛋白质、脂质和细胞

膜作用, 引起细胞毒或者突变性损伤, 又可使磷

脂分子中不饱和脂肪酸生成过氧化脂质对细胞

膜产生损伤作用, 由此构成各种疾病发生的病理

生理基础[17-18]. 
正常情况下产生的R O S可分别被细胞

液中以C u2+和Z n2+为辅基的超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)及线粒体内以Mn2+

为辅基的SOD分解, 生成的H2O2可进一步被活

性更强的过氧化氢酶分解, 从而使正常机体免

受ROS的破坏[19]. Valgimigli et al [20]通过对102
例肝脏活检标本应用电子顺磁共振法(electron 
paramagnetic resonance, EPR)的测定, 结果发现

肝病患者肝组织内ROS含量显著高于正常肝组

织, 分别为5×10-6 mol/g和3×10-11 mol/g, 进一

步观察发现ROS的含量在慢性肝炎中与炎症活

动有关, 与肝细胞的增殖率、脂肪变性及转氨

酶的水平无明显相关性. 分析慢性肝病患者自

由基产生显著增多原因, 一方面可能与慢性肝

病患者肝脏功能的下降, 使生理状态下, 在肝

脏、中性粒细胞和小肠黏膜细胞中大量存在的

与ROS代谢密切相关的过氧化氢酶及过氧化物

酶活性下降有关, 另一方面肝病患者肝脏血液

循环障碍导致细胞生物氧化不良, 从而导致大

量ROS的产生[21]. 
近年来研究发现, ROS在细胞内信号传导

过程中具有重要的作用, 与细胞的许多生命活

动有关, 其中肝病患者大量产生的ROS与肝癌

的发生关系密切, Liu et al [22]体外研究发现, 应用

H2O2(1-10 μmol/L)对细胞进行处理, 或者细胞转

化超氧化物岐化酶的反义核苷酸, 能够显著促

进7721株人肝癌细胞的增殖. 进一步研究发现活

性氧促进肿瘤细胞增殖的作用是通过蛋白激酶

B(PKB)通路, 调控c-fos和c-jun基因的表达, 因而

与肝癌的发生有关, 有可能为肝癌发生的研究提

供一个新的途径. 
全身各系统新陈代谢失调和机体在应激状

态下或者疾病状态下均可能造成大量ROS的产

生, 根据美国Brodford[1]理论, 血液中大量的ROS
与血细胞相互作用, 在干血滴显微镜下可以观

察到多形态白色的区域, 称为ROTS. 多媒体显

微镜下通过对ROTS块形态、大小及其内含物

的观察可以为临床疾病的诊断提供有益的线

索. 有关手指血ROTS在肝癌诊断中的应用目前

尚未见相关正式报道, 本研究应用自由基学说

的理论, 受多媒体显微诊断仪及Bradford理论的

启发, 在初步实验的基础上对肝硬化和肝癌患

者的手指血镜下ROTS的形状进行了观察, 结果

在大多数的肝癌患者发现ROTS块的增大, 内部

可见到特异性的透明小体及程度不同的刺突样

改变, 以透明小体及刺突样改变为阳性标志, 28
例肝癌患者中, 有15例出现上述改变, 阳性率为

53.6%, 观察43例肝硬化患者, 有8例出现程度较

轻的上述改变, 假阳性率为18.6%. 另外尚有8例
肝硬化患者仅出现ROTS块面积的增大, 但未出

现上述特征性改变. 同时观察直肠癌5例、胃癌

5例、贲门癌3例、壶腹周围癌1例、食管癌 10
例、肺癌10例、宫颈癌3例、胰癌 1例, 除观察

到少数病例手指血滴片出现ROTS块增大外, 均
未见内部透明小体及刺突样改变, 证明上述改

变具有一定程度的特异性. 
有资料介绍肝癌患者手指血干血滴滴片中

所见到的透明小体为SA颗粒, SA是神经氨酸的

酰基化合物, 在哺乳动物体内广泛分布, 作为细

胞膜糖蛋白与糖脂糖基链非还原末端的主要成

分, 研究显示恶性肿瘤细胞表面的糖蛋白和糖

脂存在唾液酸含量的变化, 肿瘤细胞表面糖蛋

白和糖脂中糖基成分的变化与恶性肿瘤细胞-
细胞间识别、细胞黏附、抗原性和亲袭性等特

点有关[23]. 已经发现血清SA在包括恶性黑色素

瘤[24]、结肠癌[25]、口腔癌[26]等多种肿瘤患者中

升高, 并以晚期肿瘤含量最高. 由于本研究前期

工作已经证实肝癌患者血清SA含量明显升高, 
如果镜下所见透明小体确实为SA形成, 可以解

释肝癌患者ROTS块中透明小体出现的现象[8]. 
基于上述思考, 为探讨肝癌患者ROTS形态出现

特异性改变的原因, 本研究对ROTS阳性和阴性

的肝癌患者及肝硬化患者分别进行了血清唾液

酸和血清AFP的测定, 结果显示ROTS阳性与肝

癌和肝硬化患者SA水平的升高有关, 肝癌患者

和肝硬化患者均显示较高的SA水平, 其中肝硬

化患者差别最明显(P <0.01), 此结论支持上述关

于ROTS区透明小体为SA珠的观点; 而ROTS阳
性与肝癌和肝硬化患者AFP水平下降有关, 其具

体原因有待进一步研究. 为探讨引起ROTS形态

改变的其他原因, 我们对ROTS阳性和阴性的肝

癌和肝硬化患者的年龄、血清转氨酶水平及肝

功能Child-Pugh评分进行了比较, 结果均未发现

有显著性差异. 
总之, 应用多媒体显微镜观察患者手指血干
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血滴片在肝癌患者中所见到的ROTS块的增大、

刺突形成和透明小体的出现均有一定程度的肝

癌特异性, 与肝癌患者血清SA含量的升高有关, 
初步观察认为对肝癌的诊断具有一定的价值, 由
于该方法简便、经济, 结果判断直观, 值得进一

步研究和开发. 
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metastasis, 30 cases without lymphatic metasta-
sis) with colon adencarcinoma.

RESULTS: The number density (5.05 ± 1.57 vs  
3.45 ± 1.84, P  < 0.01) and absorbency (0.231 ± 0.078 
vs  0.196 ± 0.089, P  < 0.05) of lymphatic vessels in 
patients with lymphatic metastasis were mark-
edly higher than those in ones without lym-
phatic metastasis, and the average area of single 
lymphatic vessel was decreased. The expression 
of ICAM-1 (0.069 ± 0.036 vs  0.017 ± 0.012, P  < 
0.01) was increased in the cancer cells from pa-
tients with lymphatic metastasis in comparison 
with that in ones without metastasis, and it was 
not found in lymphatic vessels. The expression 
of LFA-1 was detected in the blood vessels and 
some lymphatic endothelia of colon adencarci-
noma patients with lymphatic metastasis.

CONCLUSION: The expression of LYVE-1, 
ICAM-1 and LFA-1 may lead to hyperplasia and 
dilation of lymphatic vessels as well as the lym-
phatic metastasis of colon adencarcinoma.

Key Words: Adencarcinoma; Colon; Adhesion mol-
ecule; Lymphatic; Metastasis

Wang XL, Li XD, Zhou XL, Li YL, Zhao LH, Zhang YF. 
The Relationship of Expression of LYVE-1, ICAM-1 and 
LFA-1 in colon adencarcinoma with Lymphatic Metastasis 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2006; 14(24): 2411-2415

摘要
目的: 探讨癌细胞淋巴管转移机制, 观察细胞
黏附分子LYVE-1, ICAM-1及LFA-1在结肠腺
癌组织及淋巴管的表达. 

方法: 结肠腺癌患者术后组织标本60例, 其中
淋巴结转移30例, 无淋巴结转移30例, 运用免
疫组织化学的方法检测LYVE-1, ICAM-1及
LFA-1在结肠腺癌组织及淋巴管的表达. 

结果: 有淋巴结转移组的结肠腺癌淋巴管数
密度(5.05±1.57 vs  3.45±1.84, P <0.01)和吸光
度(0.231±0.078 vs  0.196±0.089, P <0.05)均比
无淋巴结转移组增加, 单个淋巴管的平均面
积减少; ICAM-1在淋巴结转移组结肠腺癌的
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Abstract
AIM: To explore the mechanism of lymphatic 
metastasis by observing the expression of 
lymphatic vessel endothelial hyaluronan 
receptor-1 (LYVE-1), intercellular adhesion 
m o l e c u l a r - 1 ( I C A M - 1 ) a n d l y m p h o c y t e 
function-associated antigen-1 (LFA-1) in colon 
adencarcinoma and lymphatic vessels.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of LYVE-1, ICAM-1 and 
LFA-1 in 60 patients (30 cases with lymphatic 

■背景资料
肿瘤的发生、发
展、侵袭和转移
是一个十分复杂
的生物学现象, 受
到许多复杂因素
的影响和制约, 其
中也包括黏附分
子 的 表 达 ,  目 前
较 多 研 究 认 为 , 
ICAM-1与肿瘤转
移有关, 也可能为
肿瘤侵袭、转移
的促进因素之一, 
但其如何促进肿
瘤转移的机制尚
未阐述清楚.
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癌细胞中表达上调(0.069±0.036 vs  0.017±
0.012, P <0.01), 淋巴管不表达; LFA-1在结肠
腺癌的血管及转移组部分淋巴管内皮上有表
达.

结论: LYVE-1, ICAM-1及LFA-1在人结肠腺
癌中的表达, 可能与淋巴管增生和扩张, 促进
癌细胞的淋巴转移有关.

关键词: 腺癌; 结肠; 黏附分子; 淋巴管; 转移
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0  引言

结肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 其发病机

制尚未十分明了. 由于饮食结构的改变等, 结肠

癌的发病率有逐年增加的趋势. 结肠癌早期易

发生淋巴道转移, 他的侵袭和转移是造成宿主

死亡的主要因素. 因此, 研究结肠癌淋巴道转移

机制已成为预后判断和防治的迫切需要. 近年

来, 研究细胞黏附分子在肿瘤组织中的表达及

其在肿瘤发生、侵袭及转移过程中的规律性变

化成为肿瘤学研究的热点. 我们通过免疫组织

化学的方法, 观察LYVE-1, ICAM-1及LFA-1在结

肠腺癌组织及淋巴管的表达情况, 为探讨结肠

腺癌细胞淋巴道浸润转移机制提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 结肠腺癌标本60例取自哈尔滨医科

大学附属第二医院病理科, 有淋巴结转移组和

无淋巴结转移组各30例, 男36例, 女24例, 年龄

33-80(平均55.8±11.2)岁, 标本均经HE染色病

理诊断证实. 兔抗大鼠LFA-1多克隆抗体及兔

抗大鼠ICAM-1多克隆抗体购自博士德公司, 兔
抗人LYVE-1多克隆抗体购自Santa Cruz 公司, 
PV-9000免疫组化试剂盒及SP-9002免疫组化试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 标本取结肠癌组织与正常组织交界处, 
40 g/L多聚甲醛固定, 石蜡包埋, 连续切片; 石蜡

切片常规脱蜡脱水, 30 mL/L H2O2浸30 min阻断

内源性过氧化物酶; 0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液

(pH 6.0)抗原修复; 血清封闭; 滴加一抗(1: 100), 
4℃冰箱过夜; 加二抗37℃恒温烤箱内放置30 
min; 以上各步骤间均以0.01 mol/LPBS缓冲液冲

洗5 min×3; DAB显色, 苏木精复染, 脱水, 透明, 
中性树脂封片. 采用真彩色病理图像分析系统

4.0版本, 以吸光度(A )表示黏附分子在组织和淋

巴管上的表达强度, 吸光度值越高, 表达越强, 如
果值小于等于0, 视为无表达. 在每张载玻片上选

取淋巴管或血管最多的5个视野进行统计, 对肿

瘤组织随机选取3个视野进行统计.
统计学处理 应用SPSS 10.0软件包进行统

计分析, 表达率的比较采用χ2检验, P <0.05时差

别有显著性.

2  结果

2.1 LYVE-1的表达 于癌组织中可见LYVE-1阳
性表达的管状结构, 呈褐色. 这些管道管壁菲薄, 
并且不规则, 管腔大, 通常呈塌陷状, 内皮细胞核

大, 向腔内突出, 符合毛细淋巴管的典型形态学

特征(图1A). 淋巴管腔内有时可见絮状物质、淋

巴细胞、肿瘤细胞及其碎片. 毛细淋巴管主要分

布在肿瘤组织与正常组织交界处, 肿瘤中心处的

实质内几乎无淋巴管. 有淋巴结转移组的淋巴管

数密度和吸光度均比无淋巴结转移组有明显增

加, 在统计学上有意义(P <0.05). 此结果显示, 淋
巴管数密度的增加、淋巴管壁吸光度的增强与

淋巴结转移呈正相关. 淋巴管面密度虽然在有

淋巴结转移组稍增加, 但无统计学意义(P >0.05). 
平均单个淋巴管面积在两组间的差异虽然无统

计学意义(P >0.05), 但可看出有下降的趋势. 
2.2 ICAM-1的表达 所有60例标本中, ICAM-1对
血管均有表达(图1B), 血管吸光度值大于0.2, 有
淋巴结转移组与无淋巴结转移组的对比中, 无
统计学意义(P >0.05). 在对血管数密度统计中, 
显示有淋巴结转移组中的血管数密度明显大

于无淋巴结转移组的血管数密度, 有显著意义

(P <0.01). ICAM-1在所有标本的癌细胞中呈弱表

达, 其吸光度值在0.1以下, 无淋巴结转移组的癌

细胞中, 一部分近乎无表达, 其吸光度几乎为0, 
有淋巴结转移组与无淋巴结转移组的吸光度进

行比较, 差别有显著意义(差别有显著意义(P <0.01), 说明在有淋

巴结转移组的结肠癌中, ICAM-1的表达上调(表
1). 在所有60例标本中均未见ICAM-1在淋巴管

上表达. 
2.3 LFA-1的表达 LFA-1在所有标本的血管中都

有表达(图1C), 在无淋巴结转移组中, 癌细胞未

见表达, 在有淋巴结转移组中可见有少量癌细胞

表达(图1D), LFA-1在肠癌有淋巴结转移组的淋

■研发前沿
在过去的10余年
中, 人们对肿瘤转
移的研究热点主
要集中在肿瘤新
生血管的研究上, 
尤其是对血管内
皮细胞生长因子
(VEGF)的研究较
多, 肿瘤血管形成
以及抗血管形成
的研究取得了令
人瞩目的成就, 直
到近几年, 人们开
始认识到, 肿瘤淋
巴管的形成在肿
瘤的转移中同样
发挥着重要的作
用, 而黏附分子在
其中发挥着重要
的作用, 对其进行
深入的研究, 有望
开辟肿瘤治疗的
又一重要途径.
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远落后于血管的研究. LYVE-1可特异地结合细

胞外基质成份中的透明质酸(HA)[1], 而且只局限

于淋巴管壁的腔面, 而完全不表达在血管内皮

上. 有报道LYVE-1还可表达在肝细胞上[2]. 我们

看到, LYVE-1阳性表达在管壁较薄且不规则, 管
腔较大, 通常呈塌陷状的管道上, 内无红细胞, 
由核大向腔内突出的单层内皮细胞构成, 这符

■创新盘点
以往对肿瘤转移
的研究重点主要
集中在微血管上, 
对微小淋巴管的
研究由于缺乏有
效的淋巴管标记
物, 研究较少. 本
文立足于观察肿
瘤淋巴转移、黏
附分子、淋巴管3
者的关系, 研究肿
瘤淋巴管转移与
黏附分子的关系.

巴管中有4例可见表达(图1E), 无淋巴结转移组

未见LFA-1对淋巴管的表达.

3  讨论

关于肿瘤淋巴道转移机制研究的关键问题就是

淋巴管的识别. 因为毛细血管和毛细淋巴管形

态学上辨认较困难, 导致肿瘤淋巴管的研究远

图  1  结肠腺癌LYVE-1, ICAM-1, LFA-1表达(SP×200). A: LYVE-1淋巴管表达(L为淋巴管, B为血管); B: ICAM-1血管表达; C: 

LFA-1血管表达; D: LFA-1癌表达; E: LFA-1淋巴管表达. 

E

表  1  结肠腺癌转移与淋巴管的密度及ICAM-1的表达 (mean±SD, n = 30)

       

淋巴管数密度(个/高倍视野)

淋巴管壁吸光度

淋巴管面密度

单个淋巴管平均面积 (μm2)

血管数密度(个/高倍视野)

血管壁吸光度

癌细胞吸光度

     观察指标	                                    无转移组	                                   转移组  

  3.45±1.84

0.196±0.089

0.014±0.011

733.1±543.1

  5.44±2.07

0.311±0.064

0.017±0.012

        5.05±1.57b

      0.231±0.078a

      0.015±0.0093

      689.9±512.3

        9.45±4.25b

      0.304±0.093

      0.069±0.036b

L
L

B

A

C D

B
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合毛细淋巴管的典型形态特征, 因此我们认为, 
LYVE-1可以作为癌组织淋巴管的特异性标记

物. 我们观察到有淋巴结转移组的结肠癌其淋

巴管数密度及吸光度与无淋巴结转移组相比显

著增加, 说明淋巴管数密度及吸光度的增加与

淋巴结转移呈正相关, 这一结果也说明了肿瘤

的发展和淋巴结的转移可以促进肿瘤与正常组

织交界处的淋巴管新生, 而淋巴管的新生又可能

促进肿瘤淋巴道的转移; 淋巴管的表达与淋巴管

内皮中HA有关, 也就是说淋巴管内皮中HA的增

加与肿瘤转移呈正相关. 但也有研究显示, 在乳

腺肿瘤内、肿瘤周边缺少淋巴管生成[3]. 最近, 又
有人利用LYVE-1标记淋巴管在前列腺癌[4]、非

小细胞肺鳞癌中进行研究[5], 表明肿瘤周边、肿

瘤内淋巴管生成相差显著, 肿瘤周边高于肿瘤内

淋巴管生成. 
目前认为, 肿瘤细胞表达ICAM-1的意义包

括矛盾的两方面, 其一是癌细胞与浸润性淋巴

细胞的黏附可削弱癌细胞与癌细胞间的黏附, 
促发癌细胞播散引起转移[6]; 另一方面, 癌细胞

膜上的ICAM-1与Ｔ细胞表面的LFA-1结合后, 
可为T细胞活化提供一种共刺激信号促进免疫

系统对癌细胞的杀伤[7]. 较多研究证明, ICAM-1
的表达强度不仅随着癌肿的不断进展而增高, 
而且与癌细胞的分化程度密切相关[8-10]. 这些研

究支持ICAM-1能促发癌细胞播散转移的作用. 
但是, 也有少数学者研究认为, 其表达随病情进

展而减低, 与肿瘤转移呈负相关[11-15]. 这又支持

了ICAM-1作用的另一个方面, 即ICAM-1表达的

降低, 使癌细胞膜上的ICAM-1与Ｔ细胞表面的

LFA-1结合减少, 降低了免疫系统对癌细胞的杀

伤力, 使癌肿增大、发展. 我们的研究结果支持

前一种观点. 此外, 虽然ICAM-1在癌细胞中表

达较弱, 但其表达随着癌肿的发展和转移而上

调, 说明癌细胞表面的ICAM-1活性随着癌肿的

发展和转移增强. 本实验中, ICAM-1对所有血管

均出现强表达, 有淋巴结转移组的血管密度明

显高于无淋巴结转移组, 这说明血管的密度随

着肿瘤的进展明显增加, 而且与淋巴结转移具

有密切的关系, 也就是说, 这个结论有力的支持

了血管密度的增加, 可以促进肿瘤转移的观点, 
这可能与血管的增加不仅能更好地支持肿瘤生

长, 也能给肿瘤经血道转移提供了更多的方便

条件有关. 我们还测定了ICAM-1在血管壁的吸

光度, 在有淋巴结转移组与无淋巴结转移组的

对比中, 无统计学意义, 说明血管对ICAM-1的

表达只是血管内皮的特有表达, 与肿瘤转移与

否无内在联系或无明显联系. 虽然ICAM-1在癌

细胞中表达较弱, 其吸光度值在0.1以下, 但在有

淋巴结转移组与无淋巴结转移组的对比中, 发
现其表达随着癌肿的发展和转移而上调, 经统

计学分析, 具有显著差异(P <0.01), 说明癌细胞

表面的ICAM-1活性随着癌肿的发展和转移增

强. 我们同时观察到, 作为ICAM-1的配体LFA-1
在有淋巴结转移组的淋巴管中有少数可见阳性

表达, 而无淋巴结转移组均无表达. 虽然例数不

多, 但也是一个可喜的发现, 因为这提示我们想

到ICAM-1有可能促使肿瘤细胞与有LFA-1活性

的淋巴管内皮细胞黏附, 从而进入淋巴管, 造成

淋巴道转移. 我们还证实了LFA-1在所有的标

本的血管中都有表达, 说明癌细胞可能通过对

ICAM-1高度表达的血管造成远处转移. 因此, 如
若能阻止LFA-1在淋巴管上的表达, 就可能减少

这一途径的远处淋巴结转移. 
本研究显示, LYVE-1可以作为癌组织淋巴

管的特异性标记物; ICAM-1及LFA-1这些黏附

分子在肿瘤浸润和转移中发挥着重要的促进作

用, 随着对其进行深入的研究, 有望开辟肿瘤治

疗的又一重要途径.
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Abstract
AIM: To explore the relationships between the 
expressions of P53, P63 and P73 protein and the 
carcinogenesis of gastric adenocarcinoma (GAC).

METHODS: Immunohistochemistry method 
was used to detect the expressions of P53, P63 
and P73 proteins in tissues from 72 GACs and 
adjacent normal tissues�.

RESULTS: The positive rates of P53, P63 and 
P73 expression in GAC were significantly higher 
than those in the normal tissues (χ2 = 4.72, P < 
0.05; χ2 = 5.51, P < 0.05; χ2 = 9.75, P < 0.01). The 
expression of P53 protein was distinctly higher 
in  GAC of diffuse type than that in GAC of 
intestinal type (χ2 = 4.68, P < 0.05), and marked 
differences were observed between lowly-
differentiated GAC and highly-, moderately-
differentiated GAC (χ2 = 7.06, P < 0.05) as well as 
between GAC of stage Ⅰ, Ⅱand stage Ⅲ, Ⅳ (χ2 

= 3.95, P < 0.05). There was significant difference 
for P63 expression between lowly-differentiated 
GAC and highly-, moderately-differentiated 

GAC (χ2 = 7.36, P < 0.05). The expression of P73 
was significantly lower in patients of stage Ⅰ
and Ⅱthan that of stage Ⅲ and Ⅳ (χ2 = 4.14, P 
< 0.05). P73 expression was not correlated with 
the differentiation, tumor location and Lauren 
types. P63 and P73 expression were not marked-
ly different between P53-positive and negative 
patients.  

CONCLUSION: The expression of P53, P63 and 
P73 are associated with the carcinogenesis of 
GAC, but no correlations exist among them.

Key Words: Gastric adenocarcinoma; P53, P63, P73 
protein; Immunohistochemistry

Liu R, He JF, Zhu YQ, Lv YH, Xiao SS. Expression of 
P53, P63 and P73 protein and their significances in 
gastric adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(24):2416-2420

摘要
目的: 探讨P53, P63和P73蛋白表达与胃腺癌临
床病理特征之间的关系. 

方法: 用免疫组织化学技术, 检测72例胃腺
癌及其癌旁正常组织中P53, P63和P73蛋白表
达情况. 所有研究对象均为湖北地区汉族人. 
其中, 癌肿位于胃远端(胃窦、胃角)51例, 胃
近端(胃底、胃体)21例; 肠型GAC 44例、弥
漫型28例; 高分化腺癌20例、中分化腺癌29
例、低分化和未分化腺癌23例; TNM分期: Ⅰ
和Ⅱ期13例, Ⅲ和Ⅳ期59例. 

结果: 胃腺癌组织中P53, P63和P73蛋白阳性
表达率均明显高于正常组织(χ2 = 4.72, P <0.05; 
χ2 = 5.51, P <0.05; χ2 = 9.75, P <0.01); 胃窦/胃
角腺癌与胃底/胃体腺癌组织P53蛋白表达率
无显著差异(P >0.05); 在弥漫型胃腺癌中的表
达率明显高于肠型胃腺癌(χ2 = 4.68, P <0.05); 
在低分化腺癌与高中分化腺癌之间以及Ⅲ, 
Ⅳ期腺癌与Ⅰ, Ⅱ期胃腺癌之间的表达率的
差异均有显著性(χ2 = 7.06, P <0.05; χ2= 3.95, 
P <0.05). P63蛋白在低分化腺癌组织中表达率
明显高于高中分化腺癌(χ2 = 7.36, P <0.05); 在
胃窦/胃角腺癌与胃底/胃体腺癌之间、在弥

■背景资料
p 53是研究较为广
泛的抑癌基因, 随
着p 53的广泛和深
入研究, 其家族成
员p 63与p 73陆续
被发现后, 即成为
人们关注的热点.
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漫型与肠型胃腺癌之间、在Ⅰ,Ⅱ期胃腺癌与
Ⅲ, Ⅳ期腺癌之间均无显著差异. P73蛋白在
Ⅰ,Ⅱ期胃腺癌组织中的阳性表达率明显低于
Ⅲ, Ⅳ期腺癌(χ2 = 4.14, P <0.05), 在胃窦/胃角
腺癌与胃底/胃体腺癌之间、在弥漫型与肠型
胃腺癌之间、在高、中及低分化胃腺癌之间
均无显著差异. 在P53蛋白阳性与阴性表达的
胃腺癌之间, P63和P73蛋白阳性表达率的差
异无显著性.

结论: P53, P63和P73过度表达与胃腺癌的发
生相关联, 但并无交互作用.

关键词: 胃癌; P53, P63, P73蛋白; 基因; 免疫组化
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0  引言

应用免疫组织化学技术, 检测胃腺癌及其癌旁

正常组织中的P53, P63和P73蛋白表达情况, 探
讨P53, P63和P73蛋白表达与胃腺癌临床病理特

征之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 黄石市第五人民医院病理科1997年至

今存档且经病理证实湖北地区汉族人胃腺癌

(GAC)及距癌旁5 cm外正常黏膜组织各72例, 其
中, 新鲜肿瘤组织及其癌旁正常组织共6例, 一
式2份, 一份常规石蜡包埋, 另一份放-80℃保存. 
并收集患者年龄、性别、肿瘤发生部位、临床

分期、分化程度等临床资料. 其中男39例, 女33
例, 年龄30-68(平均56±12)岁, >60岁29例, <60
岁43例; 癌肿位于胃远端(胃窦、胃角)51例, 胃
近端(胃底、胃体)21例; 肠型 44例, 弥漫型28例; 
高分化20例, 中分化29例, 低分化和未分化23例; 
TNMⅠ, Ⅱ期13例, Ⅲ, Ⅳ期59例. 手术前无放、

化疗或免疫治疗, 术前3 mo无抗生素及非甾体

抗炎药服用史; 无食管或肠道其他恶性病变者; 
无胃手术史及胃癌家族史者. 小鼠抗人P53, P63, 
P73 mAb, SP试剂盒 (Ultra SensitiveTM S-P Kit), 
3-3-二氨基联苯胺(DAB)显色剂, 均购自福州迈

新生物技术公司. 
1.2 方法 采用免疫组织化学SP法进行染色, 操作

过程参照试剂盒说明书. PBS缓冲液代替一抗作为

阴性对照. DAB显色, 苏木素复染, 中性树胶封固. 
染色结果由病理医师(未提供临床资料)单独读片. 

每张切片随机观察5个高倍视野, 计算阳性细胞数

占总细胞数的比例. 肿瘤P53蛋白表达的评价参考

文献[1], 阳性细胞少于5%为阴性, 大于5%为阳性. 
参照国外学者P63, P73阳性病例评判标准, 切片

阳性细胞率≥20%者为阳性病例, <20%者为阴性

病例. 以试剂盒中阳性切片作为染色的阳性对照. 
图象分析采用全自动图象分析仪: 显微摄像系统

(Olympus BX50); 数码像机(Dalariod DMC1); 联
想2000型计算机; HPIAS2000图像分析软件(同济

大学千屏影像工程公司). 
      统计学处理 计数资料采用χ2检验或确切概

率法, 多个样本均数的比较采用单因素方差分

析(F-q检验). P <0.05为有统计学差异. 

2  结果

2.1 P53, P63和P73蛋白的表达 阳性染色均为细胞

核含黄色均匀颗粒. 细胞核含深黄色者为P53阳性

细胞, 暗黄色者为P63阳性细胞, 黄褐色者为P73阳
性细胞(图1, 表1).
2.2 P63, P73 与P53的相关性  P53蛋白表达阳性

的胃癌组织中, P63, P73蛋白的阳性检出率分别

为72.5%，55.0%, 其间无统计学相关性(表2).

3  讨论

p 53是最重要的抑癌基因之一, 人类50%以上的

肿瘤组织存在P53蛋白的异常表达. P53蛋白的

      

表  1  胃癌组织P53, P63和P73蛋白表达 n  (%)

肿瘤组织
胃窦/胃角
胃底/胃体
   肠型
   弥漫型
   高分化
   中分化
   低分化
  Ⅰ,Ⅱ期
  Ⅲ,Ⅳ期
   >60岁
   <60岁
正常组织

  研究对象        n 	  P53	         P63                    P73

72
51
21
44
28
20
29
23
13
59
29
43
72

aP<0.05, bP<0.01.

40 (55.6)a

30 (58.8)
10 (47.6)
20 (45.5)
20 (71.4)a

  9 (45.0)
13 (44.8)
18 (78.3)b

  4 (30.8)
36 (61.0)a

19 (65.5)
21 (48.8)
27 (37.5)

47 (65.3)a

36 (70.6)
11 (52.4)
31 (70.5)
16 (57.1)
12 (60.0)
15 (51.7)
20 (87.0)b

  6 (46.2)
41 (69.5)
21 (72.4)
26 (60.5)
33 (45.8)

35 (48.6)b

27 (52.9)
  8 (38.1)
25 (56.8)
10 (35.7)
  8 (40.0)
13 (44.8)
14 (60.9)
  3 (23.1)
32 (54.2)a

18 (62.1)
17 (39.5)
17 (23.6)

      

表  2  P63, P73与P53蛋白的交互作用

阳性
阴性

 P53      n 	  
             P63                                   P73
阳性 (%)     阴性 (%)         阳性 (%)    阴性 (%)

40
32

29 (72.5)
18 (56.3)1

11 (27.5)
16 (43.7)

22 (55.0)
13 (40.6) 

18 (45.0)
19 (59.4) 

■研发前沿
尽管作为p 53家族
的新成员, p 63与
p 73的产物与P53
蛋白有许多相似
之处, 但p 63与p 73
在肿瘤的发生发
展过程中似乎更
多的起癌基因的
作用. 可能原因是
P63与P73存在功
能截然不同的异
构体, 但目前有关
P63与P73异构体
的研究还不多.
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生物学功能可概括为肿瘤抑制(包括对细胞周

期G1/S和G2/M转变的抑制)和诱导凋亡, 他在多

种肿瘤的发生和组织损伤中发挥重要作用. 其
转录翻译出的蛋白分子P53通过与凋亡相关靶

基因p 21, MDM 2, Bax , PERP作用而使有潜在癌

变倾向的细胞凋亡, 一些DNA损伤诱发的细胞

凋亡过程也依赖于p 53分子的启动. p 63和p 73基
因均为新近发现的p 53基因家族成员, 其蛋白分

子P63和P73与P53有结构上的相似性, 且功能亦

与细胞凋亡相关, 但P63和P73在细胞周期和肿

瘤发生中的作用, 与p 53基因(或蛋白)和其他相

关分子的相互作用、及其诱导细胞凋亡的详细

机制尚且不清. 目前, 同时检测P53, P63, P73在
胃腺癌中表达情况的国内外相关文献报道较少. 
Tannapfel et al [2]检测32例胃腺癌患者68块肿瘤标

本中P53, P63和P73蛋白的表达情况, 18例患者

中34%(23/68)肿瘤组织存在p 53基因突变, 24例
患者中48.5%(33/68)肿瘤组织P73阳性表达, 21例

图  1  胃腺癌P53, P63, P73表达(SP×200). A: 低分化P53阴性; B: 慢性胃炎中度不典型增生P53阳性; C:中分化P53强阳性; D: 
低分化P53强阳性; E: 高分化P63强阳性; F: 低分化P63强阳性; G: 低分化P73强阳性; H: 低分化P73弱阳性.

A B

C D

G H

G H

■相关报道
已经有人对P63, 
P73与P53的结构
相似而功能差异
进行了较为深入
的研究, 认为P63, 
P73在肿瘤中很少
发生突变, 而且与
正常组织相比表
达增加; DNA的损
伤也不诱导P63, 
P73的表达增加 . 
表明他们在肿瘤
中发挥的作用与
P53存在明显的差
异.

E F

www.wjgnet.com
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患者中36.8%(25/68)肿瘤组织P63阳性表达. P63
蛋白阳性表达与胃腺癌分化程度有关, 肠上皮化

生和慢性萎缩性胃炎组织中, P63蛋白表达也明

显升高. P53, P63和P73均与胃腺癌患者的预后

无关. 且p 73和p 63基因在胃腺癌组织极少突变, 
P63在中度分化胃癌中表达增加, 认为P53, P63和
P73与胃癌发生有关. Victorzon et al [3]报道242例
胃癌患者癌肿组织中, P53蛋白强阳性表达率为

39%, P53蛋白表达与胃癌的临床分期(P <0.01)、
远位器官的转移(P  = 0.04)、肠型胃癌(P  = 0.04)
明显相关, 与患者的发病年龄、淋巴结转移无明

显相关, P53高表达组的患者, 其平均生存时间

为19 mo, 明显低于P53低表达组(65 mo), P53蛋
白高表达与胃癌患者的预后负相关(P  = 0.0005). 
Sud et al[4]研究26例胃癌组织中p 53基因突变和

杂合性缺失情况, 发现31%(8/26)组织存在p 53基
因突变, p 53基因突变的8例肿瘤组织中, 7例肿瘤

组织p 53野生型基因表达缺失, 92.3%的肿瘤组织

中至少存在一处突变(P53基因第5-8外显子中), 
p 53基因杂合性缺失率为37.5%, 认为p 53基因变

异在胃癌的发生中起着 重要作用.  Hsieh et al [5]

报道80例原发性胃癌组织中, 22.5%肿瘤组织(18
例)存在p 53基因突变(第5-8外显子), 以乳头状腺

癌多见(58.3%), 肠型腺癌(37.5%)中p 53基因的

突变率显著高于弥漫型胃腺癌(12.5%), 认为p 53
基因遗传性改变可能与肠型胃癌有关. Kataoka 
et al [6]用免疫组化技术检测胃腺癌组织中P53蛋
白的表达情况, 胃腺癌组织中P53阳性表达率为

50%(21/42), P53蛋白阳性表达与肿瘤浸润的深

度显著相关. 6例无淋巴结转移的早期胃癌中, 
P53蛋白表达均为阴性, 认为P53蛋白表达与进

展期胃腺癌有关. 我们的研究表明, P53蛋白在胃

腺癌组织中阳性表达率均明显高于正常组织, 其
表达率的差异有显著性(P <0.05), P53蛋白在胃窦

/胃角腺癌与胃底/胃体腺癌组织中表达率的差异

无显著性(P >0.05); 在弥漫型胃腺癌中的表达率

(71.4%)明显高于肠型胃腺癌(45.5%), 其表达率

的差异有显著性(P <0.05); 在低分化腺癌与高、

中分化腺癌之间以及Ⅲ, Ⅳ期腺癌与Ⅰ,Ⅱ期胃

腺癌之间的表达率的差异均有显著性(P <0.05); 
在>60, <60岁胃腺癌患者中表达率的差异无显

著性(P >0.05), 我们认为, P53蛋白过度表达与胃

腺癌的发生相关联, 肿瘤多为低分化腺癌, 以弥

漫型胃腺癌和Ⅲ或Ⅳ期腺癌多见, 与胃腺癌的发

生部位、患者的发病年龄无关. 此结论与上述观

点相似. 

P63, P73与P53结构上的相似性并不决定功

能上的一致性, 与P53不同, 经PCR-SSCP检测的

细胞株和人类肿瘤(如肺癌、前列腺癌、大肠癌

和膀胱癌等)极少有p 73基因的突变[7-10], p 63在前

列腺癌[11]、卵巢癌[12]、肝癌[13]等肿瘤中也未发

现有突变. 在p 73和p 63基因敲除小鼠实验中发

现, p 73基因缺失的小鼠并不易患肿瘤, 却有脑

和免疫系统的发育异常[14]; p 63基因缺失的小鼠

有上皮组织和肢体发育严重缺陷[15], 在细胞内

DNA受损时, P53可被诱导表达, 放线菌素D和

紫外线辐射处理细胞引起的DNA损伤, 均不能

诱导P73的表达, 这表明p 73, p 63可能并不像p 53
基因那样作为细胞的“安全卫士”[16]. 一些能

与P53相互作用导致P53蛋白失活的病毒癌蛋白, 
包括腺病毒的E1B55K、SV40的大T抗原、人

乳头状瘤病毒的E6对P73的稳定性或转录活性

并无影响[17], P63亦被证实不能和SV40的大Ｔ抗

原、人乳头状瘤病毒的E6结合而影响转录[18], 因
此, P73, P63并不是病毒诱导细胞转化所必须的

作用靶. 由此可见, 作为p 53基因家族的每一个成

员, 他们的结构、功能既有一些重叠性, 又存在

较大的差异性. Ishida et al [19]在一系列比较实验

中认为, p 63与p 53基因在功能上有相近之处. 另
有学者用半定量RT-PCR对32例胃癌与正常胃组

织的P73及P63的转录水平分析表明, 与相应正

常胃组织P73阳性表达率相比, 胃癌组织中P73
过表达明显, 两者之间有显著性差异(P <0.01), 
TNM Ⅲ, Ⅳ期胃癌组织的P73阳性表达率明显

高于TNMⅠ, Ⅱ期(P <0.05). 由此可见, P73过表

达与胃癌的进程密切相关. P63在胃癌组织中的

表达量亦明显高于正常胃组织(P <0.05). 有研究

表明, P73 mRNA, P63 mRNA水平在胃癌组织中

呈现明显的增高态势, 且在胃癌中存在P53的高

突变率, 提示细胞癌变后, P73和P63有可能取代

P53发挥对肿瘤细胞的生长调节作用. 认为, P73
和P63以高表达方式参与胃癌发生发展, 与胃癌

的进程密切相关. 
我们的研究结果表明, P63和P73蛋白在胃腺

癌组织中阳性表达率均明显高于正常组织, 其表

达率的差异均有统计学意义(P63: P <0.05; P73: 
P <0.01);  P63蛋白低分化腺癌组织中表达率明

显高于高、中分化腺癌, 其差异有统计学意义

(P <0.05); P63蛋白的表达率在胃窦/胃角腺癌与

胃底/胃体腺癌之间、在弥漫型与肠型胃腺癌之

间、在Ⅰ,Ⅱ期胃腺癌与Ⅲ, Ⅳ期腺癌之间、在

老年与非老年胃腺癌之间的差异均无统计学意

■同行评价
研究内容有特色, 
指标较先进, 结论
较明确. 讨论部分
条理分明, 有较系
统的理论分析. 但
方法较简单.
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义; P73蛋白在Ⅰ,Ⅱ期胃腺癌组织中的阳性表达

率明显低于Ⅲ, Ⅳ期腺癌, 其阳性表达率的差异

有统计学意义(P <0.05), P73蛋白的表达率在胃

窦/胃角腺癌与胃底/胃体腺癌之间、在弥漫型

与肠型胃腺癌之间、在高、中及低分化胃腺癌

之间、在老年与非老年胃腺癌之间的差异均无

显著性. 认为, P63蛋白过度表达与胃腺癌的发生

相关联, 肿瘤多为低分化腺癌, 与肿瘤的组织类

型、发生部位、临床分期及发病年龄均无关联; 
P73蛋白过度表达与胃腺癌的发生相关联, 多见

于Ⅲ或Ⅳ期腺癌, 与胃腺癌其他临床特征无明显

的相关性. 此外, 我们还做了p 53, p 63和p 73基因

的相关性研究. 结果发现, 在P53蛋白阳性与阴性

表达的胃腺癌之间, P63蛋白阳性表达率的差异

无显著性, P73蛋白阳性表达率的差异也无显著

性. 我们认为, P53, P63和P73在胃腺癌发生发展

过程中并无交互作用, 此与国外学者的研究结果

有相似之处. 总之, P53, P73和P63以高表达方式

参与胃癌发生发展, 与胃癌的进程密切相关. 至
于p 53基因家族各成员在胃癌发生发展中的具体

作用, 仍有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of lymphatic 
vessel endothelial hyaluronan receptor-1 
(LYVE-1) and its clinical significance in gastric 
cancer.

METHODS: Tissue microarray technique and 
immunohistochemistry were used to detect the 
expression of LYVE-1 and lymphatic vessel den-
sity (LVD) in 85 cases of gastric cancer tissues 
and 40 cases of normal gastric tissues�.

RESULTS: LYVE-1 was expressed in the endo-
thelial cytoplasm of lymphatic vessels, showing 
as brown and yellow staining. The values of 
LYVE-1-positive LVD in gastric cancer and peri-
tumoral tissues were significantly higher than 
those in normal gastric and intratumoral tissues 
(7.89 ± 2.14 vs 1.15 ± 1.62, P < 0.01; 9.28 ± 1.18 vs 
4.75 ± 1.19, P < 0.01). In gastric cancer tissue, the 

value of LYVE-1-positive LVD was markedly 
higher in the cases with low differentiation (9.21 
± 2.32), clinical stage Ⅲ-Ⅳ (9.46 ± 2.45), lymph 
node metastasis (9.37 ± 3.39) or distant metasta-
sis (9.55 ± 3.50) than that in the ones with well 
and moderate differentiation (7.56 ± 2.24), clini-
cal stage Ⅰ-Ⅱ (7.58 ± 2.36), and without lymph 
node metastasis (7.23 ± 2.74) or distant metasta-
sis (7.35 ± 2.25), respectively (P < 0.01 or P < 0.05).  

CONCLUSION: The high value of LYVE-1-
positive LVD in gastric cancer and peritumoral 
tussues indicates that lymphatic angiogenesis 
mainly locates in peritumoral tussues, which 
promotes lymphatic metastasis. Tissue microar-
ray is a feasible, rapid, economic and accurate 
approach for screening clinical tissue specimens 
in a large scale.

Key Words: Gastric neoplasms; Lymphatic vessel 
endothelial hyaluronan receptor-1; Lymphatic ang-
iogenesis; Lymphatic vessel density; Tissue micro-
array

Li L, Zhang CP, Zhao QX, Liu H, Li YJ. Expression of 
lymphatic vessel endothelial hyaluronic acid receptor-1 
and its significance in gastric cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(24):2421-2424

摘要
目的: 探讨淋巴管内皮细胞透明质酸受体
-1(LYVE- 1)在胃癌组织中的表达及临床意义. 

方法: 采用组织芯片技术和免疫组化方法对
85例胃癌组织和40例正常胃组织中LYVE-1的
表达及淋巴管密度(LVD)进行检测. 

结果: LYVE-1的阳性产物表达于淋巴管内
皮细胞胞质中, 呈棕黄色染色. 胃癌组织中
LYVE-1阳性LVD显著高于正常胃组织(7.89±
2.14 vs  1.15±1.62, P <0.01); 瘤周的LYVE-1阳
性LVD明显高于瘤内组织(9.28±1.18 vs 4.75
±1.19, P <0.01); 低分化(9.21±2.32)、Ⅲ-Ⅳ
期(9.46±2.45)、有淋巴结转移(9.37±3.39)和
远处转移(9.55±3.50)的胃癌组织中LYVE-1

www.wjgnet.com

■背景资料
近年来, 随着淋巴
管生成特异性调
控因子以及淋巴
管内皮细胞特异
性标志物的相继
发现, 已有大量的
实验研究表明, 淋
巴管生成在肿瘤
转移过程中起着
不容忽视的作用. 
目前多数学者倾
向于肿瘤淋巴管
生成发生在肿瘤
周边而不是肿瘤
内, 肿瘤细胞淋巴
道转移主要是通
过诱导肿瘤周边
新生淋巴管生成
而完成的. 

 
wcjd@wjgnet.com 

®

■研发前沿
淋巴管生成在肿
瘤的淋巴转移过
程中可能起着不
容忽视的作用. 进
一步研究肿瘤淋
巴管生成、抗淋
巴管生成与肿瘤
转移的关系, 可能
成为下一步研究
的前沿和热点.



阳性LVD分别比高中分化(7.56±2.24)、Ⅰ-
Ⅱ期(7.58±2.36)、无淋巴结转移(7.23±2.74)
和远处转移(7.35±2.25)的明显增高(P <0.01, 
P <0.05).

结论: 胃癌组织内及瘤周的LYVE-1阳性LVD
明显增高, 提示胃癌组织内的新生淋巴管主要
位于瘤周, 从而促进了肿瘤淋巴道转移. 应用
组织芯片大规模高效检测临床组织标本是可
行的, 具有快速、方便、经济、准确的特点.

关键词: 胃肿瘤; LYVE-1; 淋巴管生成; 淋巴管密度; 

组织芯片

李蕾, 张翠萍, 赵清喜, 刘晖, 李玉军. 应用组织芯片技术研

究LYVE-1在胃癌组织中的表达及意义.  世界华人消化杂志  

2006;14(24):2421-2424
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0  引言

胃癌是消化道最常见的恶性肿瘤, 淋巴转移是

胃癌最常见的转移途径, 也是影响胃癌术后复

发及5 a生存率的主要原因之一. 但是长期以来

由于缺乏淋巴管内皮细胞特异性标志物, 因而

对肿瘤淋巴管生成的研究一直滞后于肿瘤血管

生成的研究. 而最近发现的淋巴管内皮细胞透

明质酸受体-1(LYVE-1)被认为是目前特异性最

强的淋巴管内皮细胞标志物之一. 本研究应用

组织芯片技术和免疫组化方法检测LYVE-1在
胃癌组织中的表达, 计数淋巴管密度(LVD), 以
分析胃癌组织中的淋巴管生成情况, 并进一步

探讨淋巴管生成与肿瘤转移的关系. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  收集青岛大学医学院附属医院

2004-12/2005-10手术切除并经病理证实为胃腺

癌的石蜡包埋标本85例. 所有患者术前均未接

受放疗和化疗. 其中高、中分化腺癌29例, 低分

化腺癌56例; 有淋巴结转移者53例, 无淋巴结转

移者32例; 有远处转移者8例, 无远处转移者77
例; TNM分期:Ⅰ-Ⅱ期27例, Ⅲ-Ⅳ期58例. 另取

40例正常胃组织的石蜡包埋标本(经病理证实基

本正常或慢性浅表性胃炎标本)作为对照.
1.2 方法 取85例胃腺癌及40例正常胃组织的石

蜡包埋标本切片, HE染色, 阅片, 标记HE染色切

片上的典型病变区域; 根据需要将组织按不同

的种类或顺序设计组织样品的排列方式; 用组

织芯片仪(tissue arrayer)在无组织的空白芯片蜡

块上钻孔(直径2 mm); 借助玻片上的标记找准

标本蜡块上的相应部位, 钻孔采集组织芯; 将组

织芯转移到空白芯片蜡块的孔中. 如此反复将

数十个组织芯整齐有序地安插在空白芯片蜡块

中, 制成组织芯片蜡块. 将组织芯片蜡块3-4 μm
连续切片, 胶片捞片, 常规HE染色复核诊断. 用
PV-9000二步法免疫组化染色, 兔抗人LYVE-1多
克隆抗体工作浓度为1∶200. 操作步骤按照试剂

盒说明书进行, 以PBS溶液代替一抗作为阴性对

照, 用已知LYVE-1阳性肺鳞癌组织切片作为阳

性对照. LYVE-1免疫组化染色阳性物质主要定

位于细胞质, 呈棕黄色细颗粒状. 将LYVE-1染色

棕黄色的内皮细胞簇或内皮细胞形成的条状、

隙状结构及有管腔者作为一个淋巴管计数. 每例

组织首先在低倍镜下随机选择3个淋巴管着色最

密集的区域, 然后在200倍光镜下分别计数淋巴

管数, 取3个视野的均值作为LVD. 
      统计学处理 采用SPSS 11.0统计学软件进行

方差分析和t检验. 

2  结果

2.1 LYVE-1和LYVE-1阳性LVD在胃癌和正常胃

组织中的表达 LY V E-1的阳性产物表达于淋巴

管内皮细胞胞质中, 呈棕黄色染色. 胃癌组织中

LYVE-1阳性的管腔为新生的淋巴管, 主要位于瘤

周间质内, 在扩张的LYVE-1阳性的淋巴管腔中可

发现肿瘤栓子. 胃癌组织中LY V E-1阳性LV D高

于正常胃组织(P <0.01, 表1); 瘤周的LYVE-1阳性

LVD高于瘤内(P <0.01, 表1, 图1).
2.2 LYVE-1阳性LVD与胃癌临床病理特征的关

系 低分化胃腺癌中的LVD显著高于高、中分化

胃腺癌(P <0.01); TNM分期: Ⅲ-Ⅳ期的LVD显著

高于Ⅰ-Ⅱ期(P <0.05); 有淋巴结转移的LVD显

著高于无淋巴结转移的(P <0.01); 有远处转移的

LVD显著高于无远处转移的(P <0.05, 表2).

3  讨论

临床和病理研究已经证实淋巴道转移是大多数
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■相关报道
Bono et al 在对侵
润性导管乳腺癌
的研究中表明肿
瘤内部缺少淋巴
管生成, 而肿瘤周
边淋巴管是增殖
的, 且肿瘤周边淋
巴管密度与乳腺
癌的淋巴结转移
及不良预后有关.

      

表  1  胃癌和正常胃组织中LYVE-1阳性LVD的比较 (mean
±SD)

胃腺癌组织
    瘤周
    瘤内
正常胃组织

 组织	                            n 	                   LVD
85
85
85
40

bP<0.01 vs 正常胃组织; dP<0.01 vs 瘤内组织.

7.89±2.14b

9.28±1.18d

4.75±1.19
1.15±1.62

■应用要点
本文观察LYVE-1
在胃癌组织中的
表 达 ,  计 数 淋 巴
管 密 度 ,  以 分 析
胃癌组织中的淋
巴 管 生 成 情 况 , 
并进一步探讨淋
巴管生成与肿瘤
转 移 的 关 系 ,  为
胃癌的治疗提供
依据.



实体肿瘤播散的早期事件, 是肿瘤细胞播散的

重要途径之一[1-2]. 近年来, 随着淋巴管生成特异

性调控因子以及淋巴管内皮细胞特异性标志物

的相继发现, 已有大量的实验研究表明, 淋巴管

生成在肿瘤转移过程中起着不容忽视的作用[3-4]. 
目前多数学者倾向于肿瘤淋巴管生成发生在肿

瘤周边而不是肿瘤内, 肿瘤细胞淋巴道转移主

要是通过诱导肿瘤周边新生淋巴管生成而完成

的. 检测肿瘤组织中的淋巴管密度, 可作为评价

肿瘤淋巴管生成及判断肿瘤转移与预后的一个

指标[5-6].
LYVE-1被认为是特异性最强的淋巴管内皮

细胞标志物之一, 本实验采用免疫组化方法对

胃癌中LYVE-1表达及淋巴管生成情况的研究发

现, LYVE-1表达在淋巴管内皮细胞胞质中, 呈棕

黄色细颗粒状. 胃癌组织中LYVE-1阳性LVD明

显高于正常胃组织, 瘤周的LYVE-1阳性LVD明

显高于瘤内的, 低分化、Ⅲ-Ⅳ期、有淋巴结转

移和远处转移的胃癌组织中LYVE-1阳性LVD明

显高于高中分化、Ⅰ-Ⅱ期、无淋巴结转移和远

处转移的, 差异均有统计学意义; 表明胃癌组织

内有新生淋巴管生成, 且淋巴管生成主要位于瘤

周, 从而增加了肿瘤发生淋巴道转移的机会. 目
前肿瘤抗淋巴管生成治疗尚处于实验阶段, 我们

可以进一步在动物模型中进行胃癌抗淋巴管生

成研究, 从而探索抗淋巴管生成技术在降低淋巴

管生成进而抑制肿瘤淋巴道转移方面的作用.
组织芯片又称组织微阵列(tissue microarray, 

TMA), 是1998年由Kononen et al [7]在cDNA微阵

列的基础上发明的一种特殊的生物芯片. 其原理

是根据不同需要, 将成百上千个小块组织样本高

密度地固定排列在一个阵列蜡块上, 然后切片进

行免疫组化、原位杂交或其他分子病理检测, 以
研究目的基因或其表达产物在不同组织、不同

肿瘤以及肿瘤不同发展阶段之间的表达差异情

况.组织芯片具有体积小、信息含量高、并可根

据不同需要进行组合和设计的特点, 一次性实验

即可获得大量结果[8]. 该技术对于原始病理资料

的保存和大量样本的回顾性研究具有重要的意

义[9]. 目前, 有不少研究者已经通过实验证实应

用组织芯片进行原位杂交和免疫组化检测所得

结果与常规切片技术所得结果具有很高的一致

性[9-12]. 组织芯片还可与基因芯片组成联合检测

系统, 快速、高效地分析鉴定基因芯片筛选出的

众多侯选标志基因及其表达产物[13]. 一个组织芯

片蜡块除了可做100张以上连续切片, 还可用同

一套组织芯片迅速地对上百种生物分子标记进

行分析、检测, 因而倍受组织病理学家的重视. 
我们制作了85例胃癌和40例正常胃组织的组织

芯片, 每张组织芯片上40-50个样品, 排列整齐, 
外形为圆形或类圆形, 没有脱片现象. 仅用几张

芯片就完成了全部实验, 极大节约了研究经费, 
降低了劳动量. 因此, 应用组织芯片大规模高效

检测临床组织样本是可行的, 具有快速、方便、

经济、准确的特点. 
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表  2  LYVE-1阳性LVD与胃癌临床病理特征的关系 (mean
±SD)
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图  1  胃癌组织LYVE-1阳性淋巴管 (×200). A: 瘤周; B: 瘤内.
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■同行评价
本文研究LYVE-1
在 胃 癌 组 织 中
的 表 达 ,  并 对
LYVE-1阳性表达
淋巴管密度进行
检测, 发现其与胃
癌分化程度、分
期及转移显著相
关, 具有较高的科
学价值, 研究采用
组织芯片这一较
新的技术, 结果可
靠, 文字叙述简明
清晰.
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脐血干细胞转化为肝细胞的研究进展
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摘要
自进行第1例脐血干细胞移植以来, 各国科研
机构相继开展对于脐血干细胞的研究, 脐血
库也纷纷建立. 随着再生医学的发展, 众多国
内外学者在尝试进行非肝源性细胞向肝细胞
分化方面的研究, 并已经证实脐血干细胞在
特定的微环境下可以在体内和体外转化为肝
样细胞, 为脐血干细胞在肝脏疾病中的应用
奠定了基础. 本文就脐血干细胞向肝细胞转
化的最新研究进展作一综述.

关键词: 脐血; 干细胞; 肝细胞
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0  引言

干细胞具有特定的分化潜能, 表现为他具有全

能性、多能性和专能性的特点. 近年来, 已经在

几乎所有的组织中发现了干细胞的存在. 因此, 
如果科学家能够控制干细胞的分裂过程, 从而

诱导其向特定的功能细胞分化, 就能够制造出

不同的细胞及器官, 用于细胞或器官移植. 目前, 
胚胎干细胞以及各种成体干细胞(包括骨髓干细

胞、脐血干细胞以及各种组织来源的干细胞)已
经成功地在体外被分离、培养和鉴定. 然而胚

胎干细胞虽具有全能性, 理论上可以向各个胚

层分化, 但分离培养困难以及所存在的伦理学

问题限制了他的发展; 骨髓干细胞及各组织来

源干细胞都存在来源有限的缺点; 与之相比, 脐
血干细胞来源广泛、对于供者无痛苦、易于接

受, 且较骨髓干细胞更为“幼稚”, 从而使其具

有更诱人的应用前景. 

1  脐血干细胞转化为肝细胞的研究

1.1 体外 研究表明, 通过添加几种生长因子, 脐
血干细胞可以被诱导分化成为有功能的肝样细

胞, 并且表达肝细胞相关的标记. 目前常用于

诱导分化的生长因子, 包括成纤维细胞生长因

子(FGF)、干细胞因子(SCF)、白血病抑制因子

(LIF)、表皮生长因子(EGF)、肝细胞生长因子

(HGF)、制瘤素M (OSM)等, 其中以HGF最为

重要. Kakinuma et al [1]通过比较各种不同的生

长因子组合对于脐血干细胞向肝细胞转化的影

响, 发现在含有HGF, FGF-1, FGF-2, SCF, LIF的
培养基内ALB mRNA的表达最强, 而缺乏HGF
时则几乎检测不到ALB mRNA的表达; 有学者

认为, HGF可能对于白蛋白的表达并不起到增

强的作用, 但是缺少HGF时却不能诱导干细胞

转化为有功能的肝细胞[2-3], Wang et al [4]证实在

含有硬化的肝贮脂细胞(CFSC)和HGF的饲养层

培养条件下可以诱导脐血来源的β2m
-c-Met+细

胞表达肝细胞谱系标志(ALB, AFP, CK18, CK19
等); McGuckin et al [5]第一次报道了在通过免疫

磁珠法分离去除粒细胞、红细胞及某些造血祖

细胞后, 在与血小板生成素、flt3配基及c-Kit配
基共同培养7 d后, 可以观察到类似胚体克隆的

胚胎样干细胞成簇生长, 并检测到了胚胎干细

胞特有的标志(如TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-4, 
SSEA-3, Oct-4)的表达, 提示可以通过脐血干细

胞诱导生成具有向各个胚层分化潜能的胚胎干

细胞, 并且在处于含有HGF, bFGF, EGF, c-Kit配
基的肝脏三维培养系统中培养4 wk后检测到肝

样细胞的产生; Lee et al [6]将分离于脐血的间充

质干细胞(MSC)通过2步法分别诱导其分化和

成熟, 可以产生有功能的肝细胞, 并表达肝细胞

特征性的标记, 认为HGF和OSM分别能够促进

MSC向肝细胞的转化以及肝细胞自身的成熟; 
另外还有关于联合应用FGF4和HGF成功诱导脐

血MSC定向分化为肝细胞的报道[7-8]. 
1.2 体内 脐血干细胞向肝细胞的转化最早是在

动物实验中得到证实, 研究者通过将干细胞注

入急性肝损伤小鼠体内, 数日后可以在小鼠肝
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■背景资料
随着社会经济和
科学技术的发展, 
许多疑难病症都
已经找到了有效
的治疗方法, 尤其
是预防疫苗和强
力抗生素的应用, 
严重威胁人类健
康的烈性传染性
疾病已经得到了
有效的控制和消
除 .  但许多疾病 , 
如肝硬化、恶性
肿瘤、糖尿病、

帕金森氏病、心
脑血管病等临床
上仍然没有理想
的治疗措施. 最近
几年, 干细胞技术
的发展为这些难
治性疾病的彻底
治愈带来了新的
希望.

■研发前沿
由于来源广泛、

对供者无痛苦、

免疫原性低, 对于
脐血干细胞的研
究越来越受到国
内外学者的重视. 
脐血干细胞在体
内外向肝样细胞
的成功转化也屡
见报道, 但如何将
其应用于临床尚
存在难点.



组织切片中检测到肝细胞谱系的标记, 表明肝

组织损伤可能是激活干细胞增殖和分化的前提; 
但有文章提出在没有肝损伤的动物体内移植脐

血干细胞后, 也可以实现这种转化[9-11]. (1)肝损

伤动物模型的建立: 非肥胖型糖尿病合并免疫

缺陷(NON-SCID)小鼠是一种经改造后的重度复

合免疫缺损小鼠, 他不会排斥所移植的细胞, 在
连续7 d给NON-SCID鼠注射肝细胞增殖抑制剂

2-乙酰氨芴(2-AAF)后进行部分肝切除术, 从而

建立肝损伤模型[1], 然后通过门静脉进行脐血干

细胞移植; 其他的肝损伤模型包括四氯化碳肝

损伤模型、乙醇肝损伤模型以及放射性肝损伤

模型等; 另外在Fas介导的肝损伤模型输注脐血

后也可以检测到肝细胞谱系标记[12]. (2)脐血干

细胞移植: Kakinuma et al [1]通过将脐血单个核

细胞移植入肝损伤小鼠体内, 在4-55 wk均检测

到了肝细胞相关基因的表达, 并在20 wk后可以

通过FISH检测到小鼠肝脏组织切片中人X染色

体着丝粒DNA的存在; Danet et al [13]分离于脐血

单个核细胞的C1qRp+干细胞在受体鼠内同样也

可以实现这种转化, 推测C1qRp+干细胞可能是

一种同时具有分化为造血细胞和肝细胞潜能的

新型干细胞, 他在CD34+和CD34-细胞都有表达; 
Nonome et al [12]将CD34+和CD34-细胞植入Fas介
导的肝损伤小鼠模型体内, 均检测到了肝细胞

标记的表达, 且两者没有显著性的差异; Kollet 
et al [14]以及Son et al [15]通过体内外研究认为SDF-
1-CXCR4轴、HGF-c-Met轴以及MMP可能在脐

血干细胞向受损伤肝组织的浓集中起重要作用.

2  脐血干细胞向肝细胞转化的标记

为了证实脐血干细胞能够转化为肝细胞, 我们

必须明确转化成功后的检测标记. 例如通过RT-
PCR可以检测到ALB, AFP, CK18, CK19, HGF, 
TAT, GS, CPS, HNF4, GAPDH, PEPCK等肝细胞

特有蛋白或酶mRNA的表达, 利用免疫组化、

免疫荧光染色、Western印记等方法检测肝细

胞胞质内AFP, ALB, CK18, CK19等特异性蛋白质内AFP, ALB, CK18, CK19等特异性蛋白内AFP, ALB, CK18, CK19等特异性蛋白

的存在; 基于转化中基因表达的阶段性, 我们把

这些肝细胞谱系标志划分为两组[16]: ALB, AFP, 
CK18, CK19, GS属于早期肝细胞标记, 而TAT, 
HGF, PEPCK, CPS等则归为晚期肝细胞标记, 细
胞在不同的分化及成熟阶段可以检测到不同的

肝细胞标记的表达; 同时还需要检测反映成熟

肝细胞功能的指标, 包括肝细胞分泌尿素及摄

取LDL的能力、苯巴比妥诱导肝细胞色素P450
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的活性、PAS染色鉴定糖原贮存功能等. 此外, 
在转化过程中干细胞也会发生相应的形态学改

变.

3  脐血干细胞向肝细胞转化的机制

虽然在体内和体外均有转化成功的报道, 但是

究竟是脐血中哪种干细胞通过何种方式转化为

肝细胞还不是十分明确.  
3.1 转化的干细胞类型 脐血中含有包括造血干

细胞(HSC)、间充质干细胞(MSC)和多能祖细胞

(MAPC)等在内的多种类型的干细胞, 但在诱导

分化中究竟是哪一种干细胞实现了转化尚存在

分歧. Ishikawa et al [17]将分离的CD34+或CD45+

细胞移植到NON-SCID鼠体内, 通过免疫组化证

实人白蛋白的表达, 受体鼠骨髓内人CD45+细胞

占21.0%-45.9%; Danet et al [13]则报道源于脐血的

C1qRp+干细胞可以在受体鼠内转化为肝细胞; 
而脐血来源的β2m

-c-Met+细胞在体外一定条件

下也能实现这种转化[4]. 总之, HSC和一些源于

HSC的成体祖细胞可能对于这种分子重构起着

重要的作用. 2000年, Erices et al [18]将分离的脐血

单个核细胞在体外培养获得MSC以来, 他的地

位越来越受到重视, 很多研究小组已通过各种

不同的方法在体外成功诱导脐血MSC向肝细胞

转化[6-8,16]. 
3.2 转化的方式 在关于干细胞通过与已存在的

分化细胞自发性地融合产生肝样细胞的报道[19-20]

后, 成体干细胞的可塑性一度受到质疑. 但Jang 
et al [21]将造血干细胞与受损伤的肝组织共同培

养, 并在两者之间隔以0.4 mm尼龙膜, 仍然检测

到了干细胞向肝细胞转化的证据, 认为造血干

细胞可以在没有融合的前提下数日内转化为肝

细胞. 另外, 一些研究显示, 通过FISH分析可以

检测到受体鼠肝组织人着丝粒DNA的存在, 从
而排除了在转化中自发性细胞融合的可能[1]. 尽
管对于是融合还是转化促成这种改变还存在争

议, 但是从临床的观点出发, 最重要的一点就是

产生了有功能的肝细胞, 并使受损的肝组织得

到了恢复.   
目前, 我国乙肝携带者超过1亿, 每年死于

终末期肝病的人数大于30万. 异基因肝移植仍

被认为是治疗终末期肝病的最佳手段, 但由于

供体有限、移植后GVHD发生率高、需长期服

用抗排异药物及费用昂贵, 其应用受到了很大

的限制, 迫切需要一种替代疗法. 因此, 脐血干

细胞向肝细胞转化的研究倍受重视, 但其诱导
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■相关报道
已经发现多种生
长因子可以在体
外诱导脐血干细
胞向肝细胞分化, 
并证实将脐血干
细胞移植到NON-
SCID鼠体内可以
检测到人肝细胞
标记的表达.

■应用要点
对于难以逆转的
慢性肝病和终末
期肝衰竭, 肝移植
或肝细胞移植是
最理想的治疗途
径, 但两者都存在
肝源有限的缺点. 
如果能够在体外
诱导脐血干细胞
转化为肝细胞, 并
用他来替代坏死
或损伤的肝组织, 
将为肝病患者的
带来希望.
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分化机制以及促转化因子等尚存在难点. 一旦

问题得到解决, 利用脐血干细胞作为肝细胞移

植的来源治疗终末期肝病将成为一种新的治疗

肝功能衰竭的手段, 不但能够替换坏死和损伤

的肝细胞, 而且还有利于患者造血功能及免疫

功能的改善. 如果我们能够冷藏保存新分离的

脐血干细胞, 并在体外大规模地诱导其转化为

肝细胞以作为肝细胞移植的来源, 就能够最终

解决异基因肝移植存在的供体短缺和伦理学问

题, 将对终末期肝病的治疗引入一个新的境界. 

4      参考文献
1	 Kakinuma S, Tanaka Y, Chinzei R, Watanabe M, 

Shimizu-Saito K, Hara Y, Teramoto K, Arii S, Sato 
C, Takase K, Yasumizu T, Teraoka H. Human 
umbilical cord blood as a source of transplantable 
hepatic progenitor cells. Stem Cells 2003; 21: 217-227

2	 Chinzei R, Tanaka Y, Shimizu-Saito K, Hara Y, 
Kakinuma S, Watanabe M, Teramoto K, Arii S, 
Takase K, Sato C, Terada N, Teraoka H. Embryoid-
body cells derived from a mouse embryonic 
stem cell line show differentiation into functional 
hepatocytes. Hepatology 2002; 36: 22-29 

3	 Kania G, Blyszczuk P, Jochheim A, Ott M, Wobus 
AM. Generation of glycogen- and albumin-
producing hepatocyte-like cells from embryonic 
stem cells. Biol Chem 2004; 385: 943-953   

4	 Wang Y, Nan X, Li Y, Zhang R, Yue W, Yan F, Pei X. 
Induction of umbilical cord blood-derived beta2m-
c-Met+ cells into hepatocyte-like cells by coculture 
with CFSC/HGF cells. Liver Transpl 2005; 11: 
635-643 

5	 McGuckin CP, Forraz N, Baradez MO, Navran S, 
Zhao J, Urban R, Tilton R, Denner L. Production 
of stem cells with embryonic characteristics from 
human umbilical cord blood. Cell Prolif 2005; 38: 
245-255

6	 Lee KD, Kuo TK, Whang-Peng J, Chung YF, Lin 
CT, Chou SH, Chen JR, Chen YP, Lee OK. In vitro 
hepatic differentiation of human mesenchymal 
stem cells. Hepatology 2004; 40: 1275-1284

7	 孙艳, 段芳龄, 陈香宇, 孙嫣, 李玉龙, 曾艳丽, 王豪勋. 
体外诱导人脐血间充质干细胞向肝细胞样细胞分化
的研究. 胃肠病学和肝病学杂志 2004; 13: 239-243

8	 Kang XQ, Zang WJ, Bao LJ, Li DL, Song TS, Xu XL, 
Yu XJ. Fibroblast growth factor-4 and hepatocyte 
growth factor induce differentiation of human 
umbilical cord blood-derived mesenchymal stem 
cells into hepatocytes. World J Gastroenterol 2005; 11: 
7461-7465

9	 Huang S, Yam H, Pang C, Chen M, Gong Z, Zeng 
F, Ling S, Zeng Y. The expression of human specific 
proteins in liver tissue of chimeric goats engrafted 
with human hematopoitic stem cells. Zhonghua 
Yixue Zazhi 2002; 82: 894-898

10	 Petersen BE, Bowen WC, Patrene KD, Mars WM, 
Sullivan AK, Murase N, Boggs SS, Greenberger 

JS, Goff JP. Bone marrow as a potential source of 
hepatic oval cells. Science 1999; 284: 1168-1170

11	 Almeida-Porada G, Porada CD, Chamberlain 
J, Torabi A, Zanjani ED. Formation of human 
hepatocytes by human hematopoietic stem cells in 
sheep. Blood 2004; 104: 2582-2590

12	 Nonome K, Li XK, Takahara T, Kitazawa Y, 
Funeshima N, Yata Y, Xue F, Kanayama M, Shinno 
E, Kuwae C, Saito S, Watanabe A, Sugiyama T. 
Human umbilical cord blood-derived cells differen-
tiate into hepatocyte-like cells in the Fas-mediated 
liver injury model. Am J Physiol Gastrointest Liver 
Physiol 2005; 289: G1091-1099

13	 Danet GH, Luongo JL, Butler G, Lu MM, Tenner 
AJ, Simon MC, Bonnet DA. C1qRp defines a new 
human stem cell population with hematopoietic 
and hepatic potential. Proc Natl Acad Sci USA 2002; 
99: 10441-10445

14	 Kollet O, Shivtiel S, Chen YQ, Suriawinata J, Thung 
SN, Dabeva MD, Kahn J, Spiegel A, Dar A, Samira S, 
Goichberg P, Kalinkovich A, Arenzana-Seisdedos F, 
Nagler A, Hardan I, Revel M, Shafritz DA, Lapidot 
T. HGF, SDF-1, and MMP-9 are involved in stress-
induced human CD34+ stem cell recruitment to the 
liver. J Clin Invest 2003; 112: 160-169

15	 Son BR, Marquez-Curtis LA, Kucia M, Wysoczynski 
M, Turner AR, Rata jczak J , Rata jczak MZ, 
Janowska-Wieczorek A. Migration of bone marrow 
and cord blood mesenchymal stem cells in vitro is 
regulated by stromal-derived factor-1-CXCR4 and 
hepatocyte growth factor-c-met axes and involves 
matrix metalloproteinases. Stem Cells 2006; 24: 
1254-1264

16	 Hong SH, Gang EJ, Jeong JA, Ahn C, Hwang 
SH, Yang IH, Park HK, Han H, Kim H. In vitro 
differentiation of human umbilical cord blood-
derived mesenchymal stem cells into hepatocyte-
like cells. Biochem Biophys Res Commun 2005; 330: 
1153-1161

17	 I sh ikawa F , Drake CJ , Yang S , F leming P , 
Minamiguchi H, Visconti RP, Crosby CV, Argraves 
WS, Harada M, Key LL Jr, Livingston AG, Wingard 
JR, Ogawa M. Transplanted human cord blood cells 
give rise to hepatocytes in engrafted mice. Ann N Y 
Acad Sci 2003; 996: 174-185

18	 Erices AA, Allers CI, Conget PA, Rojas CV, Mingue-
ll JJ. Human cord blood-derived mesenchymal 
stem cells home and survive in the marrow of 
immunodeficient mice after systemic infusion. Cell 
Transplant 2003; 12: 555-561

19	 Wang X, Willenbring H, Akkari Y, Torimaru Y, 
Foster M, Al-Dhalimy M, Lagasse E, Finegold M, 
Olson S, Grompe M. Cell fusion is the principal 
source of bone-marrow-derived hepatocytes. Nature 
2003; 422: 897-901

20	 Vassilopoulos G, Wang PR, Russell DW. Transplan-
ted bone marrow regenerates liver by cell fusion. 
Nature 2003; 422: 901-904

21	 Jang YY, Collector MI, Baylin SB, Diehl AM, Sharkis 
SJ. Hematopoietic stem cells convert into liver cells 
within days without fusion. Nat Cell Biol 2004; 6: 
532-539

             电编  张敏  编辑  潘伯荣

■同行评价
本文综述了脐血
干细胞向肝细胞
分化的研究进展, 
对同行有一定参
考意义, 对脐血干
细胞移植治疗肝
病有启示作用.



www. wjgnet. com

杨金霞, 王学美, 北京大学中西医结合研究所, 北京大学第
一医院中西医结合研究室 北京市 100034 
杨金霞, 北京大学中西医结合研究所, 北京大学第一医院中西医
结合研究室博士生, 主要研究抗癌中药药理学. 
国家中医药管理局资助项目, No. 04-05ZP04
国家自然科学基金资助项目, No. 30472137
通�����讯����作者��: 王学美, 100034, 北京市西城区西什库大街8号, 北京
大学中西医结合研究所, 北京大学第一医院中西医结合研究室. 
wangxuemei64@sohu.com 
电话: 010-66551122-3053     传真: 010-66551328
收稿日期: 2006-05-10     接受日期: 2006-07-08

摘要
壁虎在治疗恶性肿瘤方面有确切疗效. 本文就
壁虎在治疗肿瘤的临床应用及其药理作用进
行了综述. 并结合我们的工作对壁虎治疗肿瘤
的研究进行了小结和展望. 
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0  引言

中药壁虎别名蝎虎、天龙、守宫, 守宫始见于

《本草经集注》. 为爬行纲有鳞目壁虎科无蹼

壁虎(Gekko swinhonis Gunther )或多痣壁虎(多疣

壁虎Gekko japonicus Cdumerit et Bi )及其他几种

壁虎的干燥全体. 大量的临床报道证明, 壁虎治

疗恶性肿瘤效果显著, 尤其是消化道肿瘤. 现将

壁虎在治疗肿瘤的临床应用及其药理作用作一

综述.  

1  壁虎抗肿瘤的临床应用

壁虎抗肿瘤临床用法主要有内服和外用2大类. 
1.1 内服 (1)煎剂: 辨证论治是中医的精髓, 将壁

虎加入复方中辨证应用, 效果相得益彰. 李建生 
et al [1-4]治疗大肠癌、肺癌、食道癌和胃癌, 壁
虎是常用中药基本方固定的一味, 并加服金龙

胶囊, 可以明显控制肿瘤发展, 延长生存期, 提
高生活质量. 骆洪道[5]以痰瘀并化、软坚散结之

法, 将全蝎与壁虎配对, 结合现代药理研究进行

辨证选药, 治疗颈部肿瘤如甲状腺腺瘤、咽后

壁乳头状瘤、舌根部恶性淋巴瘤获得良效. 周
岱翰 et al [6]治疗肺癌, 临床上辨证施治, 几乎每

个方中均用壁虎, 临床疗效显著, 明显延长生

存期. 单国英 et al [7]用华虎内攻汤(由多味中药

制成, 用炙壁虎6 g)及热敷消癌散(多味中药制

成, 用炙壁虎20 g)治疗原发性肝癌118例, 治愈

34例, 占28.81%, 临床治愈39例, 占33.05％, 显
效40例, 占33.90%, 无效5例, 占4.24%, 总有效

率为95.76％. 经观察瘤块消失时间最长者用药

150 d, 最短者用药60 d, 平均用药时间105 d. 
(2)散剂: 魏西云[8]取活壁虎1只, 烘黄研末温开

水冲服, 每日1只, 同时加用壁虎酒, 用于治疗肝

脏转移癌1例, 服药3 d后疼痛明显减轻, 精神

好转, 食欲增加, 1 mo疼痛完全消失, B超示肝

脏体积及肿块明显缩小, 服药期间未发现不良

反应. 金汉明[9]用壁虎1.2 g/d, 研细末分2次吞

服, 配以硼砂、槟榔、丁香、荞麦面适量按照

一定的制作方法, 制成治食管癌的验方, 患者服

2 mo临床症状消失. 吴本端[10]用复方壁虎粉(制
备方法: 将壁虎微火焙干至黄色或黄褐色, 研为

细末备用以3 g壁虎粉和5-FU 100 mg, 研为细

末混匀)来治疗中晚期食管癌105例. 临床观察

证明, 口服此复方壁虎粉, 结合放疗能迅速缓解

食管癌患者吞咽困难的症状, 值得临床推广使

用. 朱秀山 et al [11]用昭黄散(由壁虎、三七、大

黄、藤梨根、蓬术、太子参、白术等组成)来
治疗胃癌, 通过对72例中晚期胃癌的临床观察, 
结果显示, 该药近期有效率为33.3%, 与化疗组

相近, 而在防止肿瘤进展, 提高生存质量, 延长

生存期方面均明显优于化疗组, 而其毒副作用

则较化疗为轻. (3)丸剂: 叶淑华 et al [12]用抗癌

通道丸(硼砂、丁香、姜半夏、壁虎、乳香、

人参、三七粉、白矾、麝香、皂刺、儿茶、全

蝎、雄黄等), 治疗晚期食道癌食道梗阻42例, 
可显著改善梗阻症状, 延长患者的生存期. (4)
酒剂: 易林桂[13]报道壁虎酒(活壁虎加白酒制成)
治疗中晚期食道癌1例, 随访9 a未复发, 说明壁

虎酒有一定的远期疗效. 李建华[14]用天龙酒(壁
虎、半枝莲、急性子、威灵仙、白酒等经加工

■背景资料
恶性肿瘤严重危
害人类健康, 寻找
治疗肿瘤的有效
药物具有重大的
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的临床报道证明, 
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炮制)治疗食管癌贲门癌143例, 患者服用后进

食效果明显. 华安[15]提到用壁虎酒(壁虎50 g, 夏
季用活壁虎10条, 泽漆100 g, 锡块50 g, 用黄酒

1000 mL浸泡5-7 d, 滤去药渣, 制成), 治疗42例
食道癌患者, 患者的治愈率达31％, 总有效率为

93%. 魏西云[8]提到的壁虎酒是将一只活壁虎放

人锡壶内加白酒100 mL煮沸, 治疗肝脏转移癌1
例, 效果显著. 陈光伟[16]采用壁虎酒治疗食道癌, 
对改善食道癌引起的吞咽困难、胸痛症状有明

显的效果. (5)冻干粉: 近年来，金龙胶囊治疗癌

症取得了一定疗效. 金龙胶囊主要由鲜壁虎、

鲜金钱白花蛇、鲜蕲蛇3味动物药组成, 壁虎具

有透筋达络滋阴破瘀散结解毒的功效, 是治癌

要药, 为君药. 金钱白花蛇功能通络、搜风、破

郁、降痰、解毒、散结、止痉, 辅助君药以加

强破瘀散结、解郁通络的功能. 蕲蛇入肝经, 性
善走窜, 内走于脏腑, 外彻于皮毛, 透骨通经散

结, 既可加强君药破瘀散结解毒, 又可使臣药的

通络解郁散结力量加强, 为方中之佐使药. 3味
药合用共奏滋阴破瘀散结, 解郁通络之功[17]. 金
龙胶囊的最大特点是整个工艺过程采用温和条

件, 不经强酸、强碱、高温及有机溶剂(或其他

化学试剂)处理, 其最终产物保留了天然动物、

植物所含的丰富物质[18]. 而传统的动物药加工方

法是将动物的药用部分晒干或焙干, 或服用时

进行煎煮, 破坏了动物体内大部分非常有价值

的生物活性物质, 尤以蛋白类物质变性与破坏

最为突出, 大大降低了动物药的疗效, 加之保存

条件的限制, 动物药临床疗效的提高受到了很

大的限制[19]. 金龙胶囊是经超低温破碎及反复冻

融处理, 使胞内各种有效成分充分释放, 并在低

温下迅速进行生化技术处理而制成的, 制作工

艺中尽可能地提取了药物的全部有效成分并保

持了生物分子的天然活性. 近年来, 有关金龙胶

囊治疗肿瘤的临床报道很多, 尤其常用于原发

性肝癌、食道癌、胃癌等多种消化道肿瘤的治

疗, 或作为辅助治疗方法, 均有较好的疗效, 能
显著提高患者的生存质量[20-44]. 
1.2 外用 壁虎末外敷缓解肿瘤疼痛效果显著. 司
百忍 et al [45]采用中药透皮治疗癌性疼痛25例, 药
物按照以下比例配成: 马钱子1、洋金花1、蜈

蚣4、全虫4、壁虎4、水蛭4、山甲4、川乌2、
草乌2、南星2、细辛2、冰片2. 取药粉适量用

食醋调成糊状敷于疼痛部位, 敷药面积要超出

疼痛面积边缘约0.3-0.5 cm, 3-5 d换药1次, 直

至疼痛减轻或消失为止. 均用本方止痛, 不用其

他止痛药物. 结果全部有效. 疼痛完全缓解13
例, 明显缓解11例, 缓解1例. 本方止痛起效时间

10-15 min, 持续时间3-5 d, 止痛强度相当于2-4
支杜冷丁.  

2  壁虎抗肿瘤的实验研究

2.1 含壁虎的复方抗肿瘤的实验研究 朱秀山 et al [11]

发现昭黄散(含有壁虎的复方散剂)对实验性肿

瘤有显著的抑制作用, 抑瘤率在35%以上, 且能

延长荷瘤小鼠的生存期, 加强其免疫功能. 昭黄

散的抑瘤率虽不如环磷酰胺, 但对荷瘤小鼠的

生命延长率和免疫功能的影响都显著优于环磷

酰胺. 许继平 et al [46]对昭黄散抗肿瘤作用及其对

免疫状态的影响进行了实验研究, 结果表明, 昭
黄散抗肿瘤作用虽然没CTX抑瘤率明显, 但抑

瘤作用在同类清热解毒中药中比较明显, 其抑

瘤率对S180荷瘤小鼠在35.2%-41.4%之间, 肝癌

实体瘤荷瘤小鼠在38.8%-45.5%, 提示抗肿瘤作

用显著. 同时对免疫功能的4项指标中, 对白介

素Ⅱ、T、B淋巴细胞转化率、NK细胞活性都

有明显的促进作用, 与单纯荷瘤组、CTX组对

比差异显著, 提示在抗肿瘤的基础上又有明显

的促免疫功能及双向调节作用. 杨勤建 et al [47-48]

采用血清药理学和分子生物学的技术方法, 研
究发现以白术、半夏、壁虎、九香虫等组方的

香龙散含药血清, 不仅可以造成人胃癌细胞的

DNA链断裂, 进而诱导其凋亡, 并且能够使抑制

细胞凋亡的bcl- 2基因表达减弱, 使促进细胞凋

亡的bax , p 16基因表达增强; 不同的含药血清浓

度、不同的作用时间与细胞凋亡有一定的相关

性. 赵冬梅 et al [49]研究金龙胶囊对人白血病细胞

的作用及其机制发现金龙胶囊对白血病细胞有

诱导调亡的作用, 主要作用于S期. 刘玉琴 et al [50-52]

发现金龙胶囊可显著抑制肿瘤的复发、转移, 
作用机制包括促进肿瘤细胞分化和促进肿瘤细

胞间通讯.  
2.2 单味壁虎抗肿瘤的实验研究

2.2.1 干、鲜壁虎抗肿瘤的比较研究 祖国医学

认为鲜药具有药鲜、汁醇、气味俱纯的特点. 
如金元四大医家之一刘完素所说: “采其鲜者, 
其力足耳.” 从大量的古代本草及方书文献中

可以发现, 鲜药在治疗疑难杂症、危急重症及

解毒外治等方面有着别于干药的特殊效用. 在
我国第一部药学专著《神农本草经》中, 述及

■创新盘点
本文全面综述目
前关于壁虎在治
疗肿瘤的临床应
用及其药理作用.
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“干地黄”和“干姜”的条文下均记有“生者

尤良”; 此“生”即是“鲜”而言. 近年来利用

现代科学技术对一些干、鲜植物药进行了化学

成分及药效学的研究, 表明部分鲜药在干制过

程中, 化学成分会发生很大变化, 从而使药物的

药效优于或有别于干品, 然而有关干、鲜壁虎

抗肿瘤作用的比较研究尚未见报道. 
2.2.2 鲜壁虎抗肿瘤的研究 近年来我们课题组

对鲜壁虎抗肝癌、脑瘤作用进行了体内、体外

的药效学研究. 首先对鲜壁虎提取液冻干粉(按
照专利[53]方法加工)抗脑胶质瘤作用进行了研

究. 采用立体定向技术, 在大鼠尾状核注射2×
106的C6胶质瘤细胞, 建立大鼠C6胶质瘤模型. 
结果表明, 鲜壁虎冻干粉可显著延长C6胶质瘤

模型鼠生存期, 显著抑制C6胶质瘤模型鼠肿瘤

体积, 提高鼠血清TNF-α水平，与对照组相比有

显著的统计学意义(P <0.01)[54]. 研究了鲜壁虎冻

干粉对C6胶质瘤细胞的致凋亡作用及其方式, 
结果显示, 经50 mg/L鲜壁虎冻干粉处理的C6
胶质瘤细胞, 增殖能力降低; 5 mg/L, 30 mg/L, 
50 mg/L鲜壁虎冻干粉均可以使C6细胞显示明

显凋亡征象, 有DNA断裂现象, 并有浓度和时间

依赖性. 鲜壁虎冻干粉在体外能诱导C6胶质瘤

细胞凋亡, 抑制细胞增殖[55]. 我们采用血清药理

学的研究方法来探讨鲜壁虎冻干粉对C6胶质瘤

细胞凋亡的影响. 结果形态学变化、流式细胞

仪分析和TUNEL法结果均证实含鲜壁虎血清在

体外可诱导C6胶质瘤细胞凋亡; 鲜壁虎组与空

白对照组比较, 细胞内的bcl- 2基因表达无明显

变化, bax基因表达升高, 提示含鲜壁虎血清能够

诱导细胞凋亡, 其机制可能与上调Bax基因有关
[56]. 我们还对鲜壁虎抗肝癌进行了体内药效学

研究, 结果表明, 鲜壁虎冻干粉可显著抑制荷实

体型肝癌(H22)小鼠肿瘤生长, 减少肿瘤体积, 延
长生存期, 并可降低肿瘤组织血管内皮生长因

子(VEGF)、 碱性成纤维细胞因子(bFGF)蛋白

的表达, 使肿瘤组织内微血管密度下降. 提示鲜

壁虎冻干粉抑制H22小鼠肿瘤生长可能与下调

VEGF, bFGF蛋白的表达有关[57]. 

3  结论和展望

多年临床实践表明, 干、鲜壁虎的单味药及其

复方治疗肿瘤均有一定的疗效, 尤其是对食道

癌、胃癌、肝癌等恶性肿瘤的治疗效果较为明

显, 值得临床推广应用. 药理实验显示干、鲜壁

虎均有一定的抑瘤作用, 其机制可能与调节免

疫功能、诱导细胞凋亡、抑制肿瘤血管新生等

有关. 这些结果提示干、鲜壁虎可能含有抗肿

瘤的活性成分, 有待我们对其抗癌的物质基础

进行深入研究. 
近十几年来, 随着科学技术的发展, 一些新

理论、新方法、新技术、新设备不断的被应用

到中医药领域, 如中药指纹图谱具有特征性、

重现性和可操作性特点, 因此被认为其不仅是

一种中药质量控制模式和技术, 更是一种进行

中药理论研究的模式和方法[58]. 将现代中药指纹

图谱的分离分析手段应用于研究祖国传统中药

蛋白类有效成分, 建立其指纹图谱, 可以保证用

于药理、药效学研究的蛋白类有效成分的批间

一致性及研究结果的可靠性及重现性. 我们研

究小组的前期动物实验表明, 在抗脑胶质瘤方

面鲜壁虎优于干壁虎, 这可能由于在抗癌有效

成分方面存在着差异所致. 为了研究干、鲜壁

虎抗肿瘤药效成分的差异, 应在以往研究的基

础上, 采用现代分离分析技术(高效液相色谱及

高效毛细血管电泳等), 建立干、鲜壁虎的色谱

指纹图谱并比较其异同. 结合已建立的肝癌、

脑胶质瘤体内外模型, 对干、鲜壁虎的抗癌有

效蛋白分子群进行筛选和活性跟踪. 以活性作

用为先导, 寻找和发现鲜壁虎中的抗癌活性物

质, 对所发现的活性物质进行结构与活性强度

的比较分析. 利用蛋白分离技术进行分离纯化. 
对得到的活性物质进行色谱指纹图谱分析, 以
确定干、鲜壁虎抗肝癌药效成分指纹图谱与抗

肝癌活性成分间的关系. 如是单一蛋白可进行

进一步测序, 建立相应的cDNA文库, 为其在原

核或真核微生物中的高效表达提供依据. 
总之, 我们应采用中药化学、药物分析、中

药药理等多学科研究手段, 寻找干、鲜壁虎抗

肿瘤的有效成分, 为进一步探讨其作用机制、

蛋白结构与药效活性关系, 为中药新药的研制, 
指导临床用药等奠定基础. 
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摘要
西班牙神经解剖学家Cajal首次在消化道肌肉
层观察并描述了Cajal间质细胞的形态结构, 
发现他们在肠道内源性神经系统末梢发挥作
用. 后来人们进一步研究发现, 他们是胃肠道
起搏细胞, 胃肠动力障碍性疾病与他们的分布
和形态学异常有关. 但在最近几年, 人们在腺
体、脉管系统、泌尿生殖系统中陆续鉴定出
此类Cajal间质细胞, 人们开始重视Cajal间质
细胞在胃肠道以外器官和组织中的作用, 试
图阐明他们的形态结构和生理功能. 这些细
胞在形态学上与胃肠道Cajal间质细胞十分相
似, 但也存在少量迥异之处, 他们很可能属于
Cajal间质细胞新的亚型. 这些发现将会使人
们对Cajal间质细胞产生新的认识, 同时也对
Cajal间质细胞重新分类有着重要影响. 

关键词: Cajal间质细胞; 慢波; 起搏点
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0  引言

Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)是
一种非神经但又与神经密切相关的特殊间质细

胞, 1893年由西班牙神经解剖学家Cajal用甲基

蓝及嗜银染色法在肠神经系统中观察到, 形态

学上与胃肠平滑肌细胞和神经末梢纤维有密切

联系. 过去100多年, 人们针对胃肠道中ICC做了

大量基础研究, 而在最近几年陆续有研究报道

在人体的其他部位, 如腺体、脉管系统、泌尿

生殖系统中也存在他的踪影并进行了相关研究. 
现就将ICC近期研究成果加以整理并作一综述.

1  形态和发育

1.1 ICC的形态 ICC主要分布在胃肠道自主神经

末梢与平滑肌细胞之间, 不同物种和区域的ICC
形态结构存在一定差异. 一般的, 光镜下ICC呈
纺锤状或星状, 细胞核大, 圆形或卵圆形, 染色

质分散, 核周胞质少, 一般有2-5个长的突起,   相
互连接形成网络. ICC的超微结构特征为: 存在

丰富的线粒体及中间丝, 滑面内质网发达, 高尔

基体发育良好, 有内质网小泡和大量胞膜窖,  具
有中型及细的微丝, 粗面内质网比较稀疏, 几乎

没有微管和游离核糖体, 基板多不连续. ICC突
起之间以及ICC突起与平滑肌细胞之间存在大

量的缝隙连接, 胞体与神经末梢紧密相连[1]. 
1.2 ICC的发育 Wallace et al [2]研究人类胚胎中

ICC的发育情况, 发现9 wk胎儿消化道间质出现

ICC, 11 wk ICC开始环绕肠肌丛神经节, 并建立

紧密连接, 14 wk形成了较完整的ICC网络. 研究

证实了C-kit受体在ICC发育过程中的重要作用. 
胚胎期18 d, C-kit阳性前体细胞若失去C-kit信
号, 则细胞发育为纵形肌细胞, 而一直接受C-kit
信号通路持续刺激作用的细胞则持续表达C-kit, 
最终发育为ICC, 成为胃肠道起搏细胞. C-kit信
号是ICC表型发育的必需因素, 这种信号传导的

慢性丧失或缺失会导致ICC网络的断裂或消失, 
最终损害其正常生理功能. 在肌间ICC发育成熟

后, 若阻断C-kit信号传递亦能导致ICC细胞表型

向平滑肌细胞表型转变. Torihashi et al [3]给出生

后8 d的小鼠注射抗Kit的mAb(ACK2), 发现Kit
受体被阻滞后, 小鼠肠道中ICC几乎完全消失, 
但在ICC分布区域并没有发现细胞凋亡, 取而代

之的是平滑肌表型细胞. 这提示肠道起博区域

ICC与纵形肌细胞由共同的C-kit阳性前体细胞

发育而来, C-kit信号通路对维持ICC表型起着至

关重要的作用, 缺乏此信号ICC会转化为平滑肌

表型细胞. 因此C-kit信号不仅决定了ICC发育的

谱系、形态和功能, 而且在维持ICC出生后的细

胞表型方面起着关键作用.

■背景资料
I C C 是一类非神
经但又与神经紧
密相关的间质细
胞, 系西班牙神经
解剖学家Cajal在
消化道肌肉层首
次发现, 后来人们
进一步发现他在
调节胃肠道动力
学方面有重要作
用, 很多胃肠动力
障碍性疾病都与
他的数量和形态
学异常有关. 直到
近年来人们发现
胃肠道以外的器
官组织中也存在
ICC, 于是开始对
他们展开实验研
究. 
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2  ICC与消化系统

自从100多年前在胃肠道中发现ICC后, 胃肠道

中ICC一直是研究的热点. 目前普遍认为ICC具
有控制胃肠自主节律性运动的功能, 主要参与

胃肠道慢波电位产生和传播, 他是胃肠道慢波

的起搏细胞, 同时在推进电活动的传播以及介

导神经信号传递中起着重要作用. 
2.1 参与胃肠起博 多数胃肠道区域在缺少外界

刺激时, 会自发产生电活动和机械活动. 当观察

胃肠道中平滑肌细胞电活动时, 可以探测到持

续的去极化波(慢波)有规律释放, 而这些慢波是

依赖于ICC产生[4]. ICC产生起搏电流是胃肠道肌

肉活动的基础, 作为胃肠道电活动起搏点的ICC, 
在胃、小肠为肌间丛ICC, 在结肠为肌间丛ICC
和黏膜下层ICC. Nakagawa et al  [5]在野生型小鼠

空肠内能明显记录到自上而下的肠蠕动波, 但
在肠肌层缺少ICC的突变型W/WV小鼠空肠内

没有发现肠蠕动波, 结果提示了肠肌层ICC是引

起自发性肠蠕动的必需要素. ICC产生慢波的具

体机制尚不完全清楚, 目前认为ICC起搏是通过

Ca2+通道产生非选择性电压依赖的Ca2+内向阳离

子流[4], 促使ICC除极化后触发慢波, 一旦达到阈

电位后产生动作电位, 引起平滑肌收缩. 近来发

现, Cl-通道也参与了胃肠道起搏活动, 他主要与

静息膜电位以及慢波平台期兴奋性有关[6]. 由低

阈值Ca2+电流提供足够的内向离子流激起起搏

活动, 电压依赖性K+通道完成复极循环是ICC起
搏的基本离子机制. 
2.2 参与电活动的传播 胃肠道大多数区域的ICC
至少可以分为2个独立的类, 一类ICC形成网络, 
产生起搏电位; 另一类ICC沿着平滑肌细胞分布, 
彼此之间形成紧密连接, 参与慢波的传播. 慢波

通过ICC网络以及与ICC相连的平滑肌细胞传至

远端肠道, 进而引起和调制胃肠平滑肌的自发

节律性收缩. 有人去除狗结肠黏膜下ICC网络, 
残余的环行肌层没有慢波产生, 但慢波仍然存

在于已切除的肌层中. Yanagida et al [7]研究发现, 
老鼠回肠部分切除术后肠道动力的消失与ICC
网络的破坏有关, 术后24 h慢波和机械活动在

吻合口处部分恢复. 降低细胞外Ca2+浓度或抑制

电压依赖的Ca2+通道都会阻断慢波传播, 电压依

赖的Ca2+内流是慢波传播的基础, 他可以促进慢

波的有效传播[8]. 慢波电位引起胃肠道一定区域

去极化, 当局部去极化达到阈电位时, 动作电位

被激发, 沿着胃肠道壁内ICC网络向各个方向扩

散, 其扩散的距离因受刺激的强弱程度而不同. 

2.3 介导神经信号传递 研究证实ICC与胃肠道

神经元之间存在紧密联系, 参与胃肠道神经信

号的传递, 他是神经元与平滑肌细胞之间信号

传输的纽带[9]. Ward et al [10]发现肠神经元与肌内

ICC有紧密接触点, 同时肌内ICC又与平滑肌细

胞形成缝隙连接. 缺少肌内ICC的W/WV老鼠对

胆碱能反应明显减弱, 这与肠道神经元和肌内

ICC之间缺少紧密突触连接有关, 肌内ICC在接

受胆碱能刺激输入方面起着重要的作用. 胃肠

道神经选择性地支配ICC, 控制释放多种兴奋性

或抑制性神经递质作用于ICC, 影响ICC慢波频

率, 从而间接调节周围胃肠道平滑肌细胞活性,  
调制胃肠道蠕动性收缩[11]. 目前, 在胃肠道ICC
细胞膜上发现了多种受体[12], 如M2, M3毒蕈碱

受体, 神经激肽受体(NK-1, NK-3), 血管活性肠

肽受体(VIP-1)等, 这表明神经递质和激素等生

物活性物质可以通过结合ICC细胞膜上相应受

体, 影响ICC慢波的产生, 进而决定胃肠道平滑

肌位相性收缩的频率, 调节其推进性活动的传

播速度和方向. 

3  参与腺体分泌

Popescu et al [13]发现胰腺内存在的C-kit阳性间质

细胞符合消化道ICC表型特征. 胰腺ICC呈网络

状分布, 有2-3个由胞体发出的长突起, 并同胰腺

内毛细血管、腺泡、神经纤维建立紧密的空间

联系. 免疫组化证实这些细胞呈CD117和CD34
阳性, 这些特征都符合ICC的诊断标准. 我们期

待着更进一步的超微结构研究以及关于这些细

胞与胰腺中其他细胞, 特别是与内源性神经元

及平滑肌细胞关系的研究. Shafik et al [14]报道了

C-kit阳性间质细胞在人前列腺中存在, 其形态

学和免疫学表型与胃肠道中ICC十分相似, 并且

推测这些ICC的异常分布可能跟前列腺疾病有

关. Popescu et al [15]用亚甲蓝染色在人类正常乳

腺中找到一种间质细胞, 这些细胞拥有特征性

的念珠形细长胞突, 免疫组化证实呈CD117阳
性, 在哺乳期这些细胞的空间分布会发生一些

改变. 目前有更多的实验正在检测这些细胞的

具体功能, 以探明腺体的分泌是否是由这些间

质细胞引起.  

4  在脉管中的作用

以 前 关 于 脉 管 系 统 中 的 I C C 鲜 有 报 道 , 
McCloskey et al [16]第一次证实绵羊的肠系膜淋

巴管中存在C-kit阳性细胞. Povstyan et al [17]采用

■创新盘点
关于胃肠道 I C C
的相关研究报道
和 综 述 屡 见 不
鲜, 但由于胃肠道
以外器官组织中
I C C 的实验研究
起步不久, 因此相
关报道较少, 人们
对其认识有限. 文
章遂从这个崭新
视角出发, 总结前
人的一些研究成
果 ,  以 便 让 我 们
能够更全面了解
I C C 的功能及分
布.
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免疫组化和亚甲蓝染色, 首次在家兔门静脉的

肌肉层中发现ICC, 这直接论证了脉管组织中存

在ICC. 这些ICC拥有2种不同的形态学类型. 一
类是具有星形胞体的多极ICC, 另一类是有许

多树枝状突起的梭状ICC. 这些ICC与脉管的自

发性收缩活动密切相关, 他们产生电信号, 作为

家兔门静脉平滑肌细胞的起搏点, 并释放一些

未知的扩散性物质, 引起平滑肌细胞去极化[18]. 
Bobryshev[19]报道, 在人类大动脉血管壁内存在

ICC, 这些动脉ICC位于动脉壁中、外层之间, 拥
有典型的ICC 超微结构特征, 他们是一群C-kit阴
性细胞, 但表达血管活性肠肽受体1(VIPR1)及神

经激肽1受体(NK-1R). 动脉ICC的重要功能尚不

清楚, 可能与动脉粥样硬化或者其他血管疾病

有关, 但还需要得到进一步研究证实.

5  泌尿和生殖系统中的ICC 

5.1 泌尿系统 当人们越来越清楚的认识到ICC
在控制和调节胃肠道动力方面的重要作用后,  
学者们开始研究ICC是否会出现在泌尿系统中, 
膀胱和输尿管的蠕动性收缩是否与I C C有关. 
Klemm et al [20]发现, 豚鼠上泌尿道中存在ICC样
细胞, 这是第一次关于ICC出现在泌尿系统的报

道. 后来英国学者McCloskey et al [21]研究证实, 
ICC存在于在豚鼠膀胱平滑肌束周围, 与神经有

密切联系, 在拟胆碱药刺激下会激发Ca2+流, 能
够产生自发活动, 这暗示他们是作为膀胱活动

起搏点或者是神经信号传递至平滑肌细胞的媒

介. 后来在人类膀胱中也发现ICC[22], 这些细胞

位于膀胱肌肉层, 长梭形, C-kit呈现阳性, 单个

存在或者通过树枝状突起形成细胞网络, 在膀

胱顶部大量存在, 构成主要起搏点, 产生慢波传

播至其它膀胱壁. Pezzone et al [23]使用免疫组化

在小鼠输尿管壁中发现C-kit阳性的星形ICC组

成细胞网络, 他们位于输尿管盆部的固有层和

肌间层. 这些ICC产生慢波, 沿着输尿管壁内ICC
网络传播, 使输尿管产生蠕动性收缩, 从而保证

将尿液从肾脏排入膀胱. 任何原因引起的输尿

管ICC密度减少或者ICC网络破坏, 都会导致排

尿不畅, 引起泌尿系统的疾病[24-25].  
5.2 生殖系统 以前关于人类子宫中存在Cajal样
间质细胞偶有报道, Ciontea et al [26]运用多种方

法进行研究论证, 他们在子宫肌层冰冻切片和

细胞培养物中发现有ICC样细胞. 这些细胞对亚

甲蓝和詹纳斯绿B活体染料有亲和力, 拥有2-3

条特征性的念珠形细长突起, 突起的膨大部分

线粒体丰富, 超微结构完全符合ICC的透射电子

显微镜标准, 免疫荧光显示CD117阳性, 并且在

体外可以记录到自发的电活动. 近来在人类输

卵管壁中也鉴定出ICC[27], 输卵管ICC在输卵管

固有层和平滑肌层呈网络状分布, 表达CD117、 
CD34、窖蛋白、S-100等多种细胞标记物, 可
以观察到持久的自发电活动. 此外他可能是一

种未定型的双潜能祖细胞, 拥有分化潜能, 在正

常或病理情况下转化表型. 输卵管ICC可能在起

搏、分泌、调节神经传递和调节细胞间信号方

面发挥着重要作用. Hashitani et al [28]首次报道

ICC大量分布于豚鼠阴茎组织的平滑肌网眼中, 
在阴茎组织中发挥着起搏和信号传递的重要作

用, 他可以促使阴茎平滑肌收缩和松弛, 以维持

阴茎勃起和消退状态. 进一步研究发现, 细胞内

Ca2+贮存和缝隙连接是产生自发性兴奋的关键

基础, 关于阴茎ICC生理功能研究可为临床上治

疗勃起功能障碍疾病提供新的机遇. 
人类研究胃肠道中ICC已有逾百年历史, 我

们已经知道他在产生和控制胃肠道动力学方

面的重要作用, ICC产生和传导慢波, 传递神经

信号的具体机制也逐渐地被人们所揭示. 近几

年来, 在人体胃肠道以外其他器官组织中越来

越多地发现ICC, 人们开始试图了解这些ICC的
具体作用及其作用机制, 目前已经取得了一定

的研究成果. 人体每个器官和组织都有他们自

己独特类型的间质细胞, 拥有不同的染色亲和

力、超微结构及功能, 在他们中有些细胞可能

被归为ICC. 因此我们需要进行更多相关的基础

研究, 以鉴别和区分C-kit阳性间质细胞、ICC样
细胞以及ICC. 相信不久的将来, 随着人体各个

器官组织中ICC得到进一步深入研究, 人们会对

ICC的结构和功能又有新的认识. 
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摘要
基质金属蛋白酶(MMPs)是一族结构与功能上
相关的蛋白水解酶类, 不仅可以介导肿瘤细胞
对宿主细胞外基质的降解, 还控制肿瘤新生
血管的生成, 影响细胞黏附分子的功能及调控
肿瘤细胞的生长. 大量研究已发现, MMPs与
食管癌的发生发展有密切关系. 基因多态性是
指由遗传因素造成的个体差异, 其本质是各种
原因引起染色体中核苷酸排序变化, 即产生的
DNA片段和DNA序列在个体内的差异, 终生
保持不变. 近年来研究表明, MMPs基因一些
多态性位点可能影响其表达及功能, 且与疾病
的发生、发展有关. 我们就近年来对MMPs基
因多态性在食管癌中的研究进展作一综述. 
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0  引言

食管癌是常见的消化道恶性肿瘤, 尽管现在的

诊断及治疗水平有很大的提高, 但食管癌因其

早期淋巴结及血行的转移使其临床进展迅速并

且预后很差. 肿瘤的分级分期、DNA的倍性、

p 53基因以及淋巴结和血行转移对食管癌患者

的生存率有着重要的影响. 大量的研究表明, 癌
细胞浸润转移能力与其诱导产生的蛋白酶降解

细胞外基质、基底膜的能力密切相关. 基质金

属蛋白酶(MMPs)是一族结构与功能上相关的

内肽水解酶类, 属于Metzincin超家族, 迄今为

止, 人体已有22种MMPs被发现. 目前研究认为, 
MMPs不但介导肿瘤细胞对宿主细胞外基质的

降解, 还控制肿瘤新生血管的生成, 影响细胞

黏附分子的功能及调控肿瘤细胞的生长等[1]. 而
肿瘤血管生成是肿瘤生长和转移所必须的, 被
认为是很重要的预后因素[2-3]. MMPs是在肿瘤

的浸润和转移中起着重要作用的一组蛋白酶[4]. 
MMPs根据底物作用不同, 可以分为5类: (1)间质

胶原酶类: 包括MMP1, MMP8等, 其作用底物主

要是Ⅰ型和Ⅲ型胶原. (2)明胶酶类: 包括MMP2, 
MMP9, 其作用底物是Ⅳ型胶原. (3)基质溶解素

类: 包括MMP3, MMP7等, 其作用底物是层黏蛋

白, 纤维蛋白和蛋白多糖核心蛋白. (4)模型MMPs
类: 如MMP14, MMP15等, 其作用底物是明胶酶A
前体. (5)其他: 如MMP19, MMP20等, 其作用底物

尚不清[5]. 至少有3种调节机制可能影响MMPs的
活化, 包括: 转录调节、潜在MMP的活化及金属

蛋白酶的组织抑制因子, 其中最重要的可能是基

因转录调节, 因为大多数MMP基因仅在有活跃的

生理组织或病理组织重构时表达. 因此, MMP在
转录水平的表达调控中显得至关重要. 基因多态

性是指由遗传因素造成的个体差异, 其本质是各

种原因引起染色体中核苷酸排序变化, 即产生的

DNA片段和DNA序列在个体内的差异, 终生保持

不变. 越来越多的证据表明, MMP基因启动子序

列的自然突变可以导致个体中不同的MMP表达, 
这些基因多态性被证明与一些疾病发生的易感

性有关, 包括心血管疾病、类风湿关节炎、多发

性硬化及肿瘤[6-9]等.

1  MMP2基因多态性

Ⅳ型胶原是细胞外基质和基底膜的主要结构

蛋白, 明胶类MMP则是降解Ⅳ型胶原三螺旋结

构的主要酶系, MMP2可以降解胰岛素样生长

因子结合蛋白, 释放胰岛素样生长因子, 后者

可以刺激细胞增殖和抑制凋亡. 大量研究表明, 
MMP2与恶性肿瘤的浸润转移有关, 在胃癌、

大肠癌、膀胱癌[10-12]中表达均增加. 有文献报

道, MMP2在多数食管癌组织中的表达显著增

加, 并与淋巴结转移密切相关, MMP2过度表达

可能是食管癌发生过程中肿瘤细胞获得侵袭能

■背景资料
基因多态性研究
是近年来的研究
热点. 遗传学的研
究已证明, 基质金
属蛋白酶(MMPs)
家族中的很多成
分存在基因多态
现象. 在MMPs基
因启动子区发现
有多个自发的序
列变异, 对MMPs
基因启动子转录
活性有等位基因
特异性影响, 进一
步可能影响个体
M M P s水平及其
相关病变的易感
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力的原因之一[13-14]. MMP2能在许多肿瘤细胞中

表达, 其蛋白酶的产物不仅由肿瘤细胞产生, 也
由正常的间质细胞产生[13-14], 这就预示着MMP2
的过度表达可能是由于转录的改变, 而不是由

于基因的扩增或者突变. 在MMP2启动子区发现

2个基因多态性位点: T790G和C735T. 在对其他

疾病研究中发现, 他们与慢性心力衰竭有关, 患
者中, -790T/G的C等位基因频率增高明显, 具有

统计学意义, -735C/T基因多态性中的CT杂合基

因型病人患慢性心力衰竭的风险更高[15]. 人类

的MMP2启动子区域包括很多顺式作用调解元

件及一些转录因子, 包括P53, Spl, Sp3和AP-2, 
参加了对此蛋白酶表达的调控[16-17]. 在MMP2
启动子区域的一个单核苷酸多态-1306C/T[在
Spl(CCACC盒)核心识别序列的-1306的胞嘧啶

(C)替代胸腺嘧啶(T)]的突变], 使Spl结合区域失

活, 因此抑制了启动子的活化. 最近在-735核苷

酸区域发现有C替代T的突变, 可能通过Spl结合

位点来打断一致序列[18], 预示着这个基因多态性可

能有影响MMP2转录的作用. 因为Spl是一种广泛表

达的能调解多种不同基因的转录因子[17, 19-20], 故影响

Spl结合区域的基因序列变化, 诸如MMP-2基因

-735C/T和-1306C/T的多态性可能改变基因转录

的活性及水平. 用荧光素检测食管癌组织中的

MMP2的mRNA在-735C和-735T等位基因中的

转录活性有极大的不同, 更为重要的是当-735C
和-1306C同时在MMP2的启动子区域表达时转

录活性会增加, 提示这2个单核苷酸多态是具有

相加作用的单倍型. 这些数据说明, 在-735C和

-1306C的Spl结合序列的表达增加了MMP2的转

录, 从而产生高水平的MMP2蛋白的表达. 因为

MMP2在肿瘤发生及侵袭转移中的重要作用, 故
带有C-1306, C-735单倍型的个体会有更高的发

生食管癌及转移的易感性[21].

2  MMP7基因多态性

MMP7是一种基质溶解素, 他能降解弹性蛋白、

蛋白多糖、纤维结合蛋白以及Ⅳ型胶原 ,  且
MMP7能清除细胞表面一些非基质来源的酶底

物, 包括E-钙黏蛋白、肿瘤坏死因子a及Fas配体

等[22]. MMP7基因主要在上皮来源的细胞中表

达, 在正常黏膜上皮细胞中为弱表达或不表达, 
在基质细胞中则不表达[23]. 有研究发现, MMP7
在多种肿瘤中的表达均较高, 包括胃癌、胰腺

癌、食管癌[24-26]等, 并在其转移途径中起关键作

用. MMP7基因位于11q21-q22, 是MMP家族中

最小的一个[27], 有2个基因多态性位点: -181A/G
和-153C/T. 在与其他疾病关系的研究中发现, 
-181A/G基因多态性的G等位基因频率和-153C/
T多态性的T等位基因频率在冠状动脉疾病中均

增高, 从而推断出这2个多态性位点与冠状动脉

疾病易感性相关[28]. 也有研究表明, -181A/G的

多态性与许多肿瘤有关, 位于-181G等位基因的

基因型可能会增加对食管癌的易感性, 这就意

味着MMP7的181A/G的多态性基因可以用于筛

选个体发生食管癌的风险性. 在MMP7基因转录

起始位点上游区的第181个碱基对处的A(腺嘌

呤)替代G(鸟嘌呤)的突变可以通过影响启动子

的转录活性从而影响某些疾病的进程, 其发生

的机制可能与-181G等位基因启动子激活的多

样性有关. 转染实验表明, 在同一序列-181G等

位基因启动子的活性比-181A等位基因启动子

的活性高2-3倍, -181G等位基因的活化可能通

过增加MMP7 mRNA表达, 进而增加MMP7蛋白

表达[29]. 含有-181G等位基因活性的个体可能更

容易通过MMP7蛋白而发生恶性转化. 尚无证据

表明-153基因多态性改变MMP7基因启动子的

活性. 另外, 由-181G等位基因引起的MMP7的
表达增加也可能导致MMPs家族中其他成员如

MMP2的活化, 后者可以参与细胞生长、血管生

成及免疫调节[1,30]. 

3  MMP9基因多态性

PMMP9又称明胶酶B, 是MMPs家族中分子量最

大的酶. MMP9一方面降解破坏靠近肿瘤细胞表

面的细胞外基质和基底膜, 另一方面则通过促

进毛细血管再生, 使肿瘤发生局部浸润和血行

转移. 大量研究表明, MMP9在多种恶性肿瘤中

呈现过度表达. El-Kenawy et al [31]通过免疫组化

等方法测定MMP9在食管癌和正常组织中的表

达, 得出结论: 不同的分期分级的食管癌组织中

MMP9及微血管计数的表达有很大的不同, 高
度表达MMP9的病人微血管计数也很高. 因此, 
MMP9的表达及瘤内微血管的计数可能影响食

管癌的转移. 人类MMP9基因包括13个外显子

和12个内含子, 位于染色体20q12-q13. Morgan 
et al [32]发现, 在MMP9启动子-1562 bp位点由于

胞嘧啶替代胸腺嘧啶(C-T)而产生的基因多态性

对转录有影响, 并且与冠状动脉疾病的严重程

度有关. 研究发现, MMP9基因有2个多态性位

点: C-1562T和CA-repeat, 但目前尚无研究表明

■应用要点
大 量 研 究 表 明 , 
MMPS基因多态
性与食管癌的发
生发展及预后有
关. 进一步对基因
多态性的研究可
以为食管癌的早
期诊断及治疗提
供更好的分子生
物学基础.
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他们与食管癌发生有关系. 
吸烟、嗜酒、营养不良以及暴露于某些化

学物质都被认为是食管癌的危险因素, 但并不

是所有的暴露者都发展成食管癌, 这就说明基

因在食管癌发生发展中起着重要的作用. 越来

越多的证据显示, MMPs的基因多态性可能与食

管癌的易感性及预后有关. 要提高食管癌患者

的生存率就要确立早期诊断的特异性生物学指

标, 并研究新的治疗策略. 进一步对MMP家族基

因多态性的研究可以为食管癌的早期诊断及治

疗提供更好的分子生物学基础.
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

本刊讯 为了进一步推动华北地区(北京、天津、河北、山西和内蒙)的消化学术交流与发展、帮助广大消化

专业工作者全面了解国内外消化基础和临床研究进展, 提高消化疾病诊治和研究水平. 第十二届华北地区消化

学术会议, 将于2006-10-27/29在河北省石家庄举办. 会议由北京、天津、河北、山西和内蒙医学会消化病学分

会联合主办, 河北省医学会消化病学分会承办. 本次会议将就近年来国内外消化领域的研究进展、诊断和治疗

方面的新技术、新方法进行广泛的学术交流, 大会将邀请国内著名消化病学专家作专题学术报告. 欢迎消化界

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 

1 征文内容

会议征集的论文内容包括: (1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; (2)消化系统肿瘤

的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; (3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; (4)慢性

肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; (5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状; (6)消化疾病

在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

来稿要求是未在国内外刊物上公开发表过的论文, 800字摘要一份, 摘要应包括: 目的、材料和方法、结果和结

论4个部分. 来稿一律使用A4纸打印、WORD格式, 并附软盘或发电子邮件至: huabeixiaohua@yahoo.com.cn. 

截稿日期: 2006-08-30, 以当地邮戳为准. 请务必在信封右上角注明“华北区消化会议”字样. 

会议地址: 河北医科大学第二医院图书馆楼三楼会议室.

联系人: 河北省医学会学术会务部(邮政编码050011)  徐辉  电话: 0311-85988457; 河北医科大学第二医院 

(邮政编码050000)蒋树林  电话: 0311-87222301; 0311-87222951.
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摘要
活体生物萤光成像技术(in vivo  biolumines-
cence imaging)是近年来发展起来的一项崭新
的分子、基因表达的分析检测系统. 与传统
的检测方法相比具有巨大的优越性, 堪称是
分子基因检测领域的革命性技术. 随着萤光
成像设备的进一步完善以及转基因动物的构
建开发, 在欧美等发达国家活体生物萤光成
像技术已被广泛地应用于感染、肿瘤免疫及
治疗、自身免疫性疾病、器官移植、基因治
疗、药物开发等实验领域. 本文就活体生物
萤光成像技术的发展和应用作如下综述. 

关键词: 活体生物萤光成像; 萤光素; 萤光素酶

宿华威, 崔云甫, 吴德全, 韩德恩. 活体生物萤光成像技术新进

展. 世界华人消化杂志  2006;14(24):2440-2443
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0  ��引言

活体生物萤光成像技术(in vivo  bioluminescence 
imaging)是近年来发展起来的一项崭新的分

子、基因表达的分析检测系统. 他由敏感的萤

光照相机(charge coupled device camera, CCD 
camera)及其分析软件和作为报告子的萤光素酶

(luciferase)和萤光素(luciferin)组成. 与传统的检

测方法相比具有巨大的优越性, 堪称是分子基

因检测领域的革命性技术[1-2]. 近5 a来随着萤光

成像设备的进一步完善以及转基因动物的构建

开发, 在欧美等发达国家活体生物萤光成像技

术已被广泛地应用于感染、肿瘤免疫及治疗、

自身免疫性疾病、器官移植、基因治疗、药物

开发等实验领域, 并取得了许多成果. 
活体生物萤光成像技术是指在小的哺乳动

物体内利用报告基因-萤光素酶基因表达所产生

的萤光素酶蛋白与其小分子底物萤光素在氧、

Mg2+离子存在的条件下消耗ATP发生氧化反应, 
将部分化学能转变为可见光能释放. 然后在体外

利用敏感的CCD camera设备定量检测体内所发

射的光子数量并将之转换成图像. 萤光素酶基因

可以被插入多种基因的启动子(promoter)之后, 
这样就成为了此种基因表达的报告基因, 通过监

测报告基因从而实现对目标基因表达的监测[3-4]. 
多种生物包括细菌、藻类、腔肠动物、珊

瑚、萤火虫等体内存在萤光素酶基因, 其中以北

美萤火虫(North America firefly)的萤光素酶基因

应用的最为广泛. 此种基因可编码产生550个氨

基酸的萤光素酶蛋白. 生物萤光实质是一种化学

萤光, 北美萤火虫萤光素酶在氧化其特有底物萤

光素的过程中可以释放波长广泛的可见光光子, 
其平均波长为560 nm(460-630 nm), 这其中包括

重要的波长超过600 nm的红光成分. 在哺乳动物

体内血红蛋白是吸收可见光的主要成分, 能吸收

中蓝绿光波段的大部分可见光; 水和脂质主要吸

收红外线, 但其均对波长为590-800 nm的红光至

近红外线吸收能力较差, 因此波长超过600 nm的

红光虽然有部分散射消耗但大部分可以穿透哺

乳动物组织被敏感的CCD camera检测到. 除了

北美萤火虫萤光素酶之外, 其他种类的萤光素酶

在氧化萤光素过程中所产生的可见光成分主要

为波长较短的蓝绿光(平均波长480 nm), 大多数

被组织所吸收. 这也是北美萤火虫萤光素酶基因

被广泛应用的主要原因[5-7]. 
北美萤火虫萤光素酶的底物-萤光素是一

种水溶性小分子[D-(-)-2-(6'-hydroxy-2'-benzo-
thiazdyl)thiazone-4-carbozylic acid], 经ip或iv后
可以迅速渗透通过细胞膜并广泛地分布于哺乳

动物体内, 而且可以顺利通过血脑屏障和胎盘

屏障. 目前研究尚未发现其具有毒副作用.

1  活体生物萤光成像技术的优势

活体生物萤光成像技术具有以下几个常规检测

手段所不具备的优点: (1)无创伤性; (2)可多次

重复在不同时间点检测; (3)快速扫描成像(时
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间少于5 min); (4)可以使实验动物整体成像. 活
体生物萤光成像技术与转基因动物相结合可以

实时示踪许多重要细胞和分子, 特别是肿瘤细

胞、免疫相关细胞和介质, 从而洞悉其在疾病

发生发展过程中所扮演的角色, 为揭示多种疾

病病理过程提供了线索[8-9]. 活体生物萤光成像

技术的无创检测报告基因表达这一能力与传统

的将实验动物处死后再进行组织染色、酶活性

分析的方法相比有巨大优势. 活体生物萤光成

像技术在实验中可在同一实验动物体内获得

全部时间点的整体数据, 可以用极少的实验动

物而迅速获得更全面的数据, 这样就大大地节

省了实验动物、时间以及实验经费. 由于能够

对同一动物进行连续检测这样就最大程度减

少了不同实验动物之间的个体差异以及传统

检测方法误差所造成的对实验结果的影响. 更
重要的是活体生物萤光成像技术的敏感性极

高, Edinger et al [10]报道活体生物萤光成像技术

检测肿瘤细胞的敏感性甚至超过了流式细胞仪

体外检测的敏感性. 与其他用于检测细胞游走

增殖的标记技术如萤光染料、放射性探针等相

比活体生物萤光成像技术对标靶细胞无毒副作

用, 并且也不会因标靶细胞增殖分裂, 信号稀释

而丧失标记作用.

2  活体生物萤光成像技术的发展及应用

2.1 在肿瘤方面的应用 借助活体生物萤光成像

技术实时监测肿瘤发生发展的病理过程是当前

在欧美医学发达国家一个非常重要、发展迅速

的前沿研究领域. 他可以快速的测量各种癌症模

型中肿瘤的生长, 并可对癌症治疗中癌细胞的

变化进行实时观测评估; 可以无创伤地定量检

测小鼠整体的原位瘤、转移瘤及自发瘤. Contag 
e t a l [11]研究使用萤光素酶和GFP作为报告子活

体成像肿瘤细胞, 并探讨了使用这些报告基因在

细胞分子水平研究肿瘤的前景. 同时发现活体生

物萤光成像技术的敏感性是超前的, 在追踪肿瘤

的生长过程方面具有很大的优越性. Rehemtulla 
e t a l [12]使用萤光素酶基因稳定地转染qL大鼠的

胶质肉瘤细胞(qLluc)建立了原位脑肿瘤模型. 此
后萤光素酶转染其他 肿瘤细胞系不断出现, 经
过ip, sc或iv进入实验动物体内, 研究肿瘤生长的

动力性改变以及对治疗的反应. 令人感到兴奋

的是使用活体生物萤光成像技术获得的实验结

果与MRI成像的结果达到了91%的一致性, 这进

一步证明活体生物萤光成像技术在活体分析肿

瘤的时间空间分布方面是一个极其优秀的工具. 
MRI测出的肿瘤体积与活体生物萤光成像测得

的肿瘤组织所产生的光子数呈线性相关. 由于

MRI测得的体积还包括肿瘤周边的水肿、浸润

的细胞、死亡细胞的残骸, 而活体生物萤光成

像测得的却只有具有代谢活力的肿瘤细胞因此

更具研究价值. Alvarnas et al [13]报道将细胞活素

诱导产生的杀伤细胞(主要成分是CD3+和CD56+

细胞)注入已存在萤光素酶标记的肿瘤细胞的小

鼠体内, 无论在活体内还是在体外CD3+和CD56+

细胞均显示出抗多种肿瘤细胞的活性. Scheffold 
et al [14]用萤光素酶基因标记表达HER2的人类卵

巢癌细胞, 并建立异种移植的小鼠模型. 在输注

CD8+NK-T细胞后使用活体生物萤光成像证实

其对卵巢癌细胞具有杀灭作用. Edinger et al [10]

将BALB/C来源的淋巴瘤细胞用萤光素酶基因

标记, 然后利用活体生物萤光成像在小鼠体内

示踪淋巴瘤细胞的增殖、游走、器官浸润, 并
定量分析全身的肿瘤细胞负荷. Jenkins et al [15]将

标靶了萤光素酶基因的人类前列腺癌细胞PC-
3M-luc-C6输注到小鼠体内, 并利用活体生物萤

光成像活体监测前列腺癌细胞化疗后的复发和

转移情况. Hollingshead et al [16]利用人类胶质瘤

细胞系U251构建U251-HRE细胞, 其中的萤光素

酶基因表达受可诱导启动子的操控, 低氧状态

为其诱导条件, 因此在细胞处于低氧状态下萤

光素酶基因开始表达. 将此肿瘤细胞sc于裸鼠体

内, 肿瘤增殖早期并无明显萤光素酶表达, 当肿

瘤达到了300-500 mg时, 局部组织出现低氧状

态, 此时可监测到萤光素酶显著表达. 这种方法

不仅仅监测肿瘤本身, 更重要的是可以监测肿

瘤细胞所处的微环境. 
2.2 在监测感染和炎症方面的应用 利用活体生

物萤光成像技术可以检测到萤光素酶基因标记

的病毒和细菌, 并能连续观察其对机体的侵染

过程以及抗病毒药物和抗生素对其病理过程的

影响. Contag et al [17]用细菌萤光素酶标靶沙门菌, 
并用活体生物萤光成像追踪细菌感染. Francis 
et al [18]luxABCDE标靶葡萄球菌, 并将此种葡萄

球菌im于小鼠体内. 然后利用活体生物萤光成

像技术对小鼠进行全身成像可以定位葡萄球菌

侵袭的组织并能区分不同的感染来源、感染发

生的进程以及抗生素的疗效. Sadikot et al [19]利

用NF-kappaB-luc转基因小鼠研究肝脏冷冻消融

术所引起的多系统损害. 通过活体生物萤光成

像证实35%的肝脏冷冻消融术后会发生剩余肝
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脏以及多个远位脏器的NF-kappaB转录因子的

激活, 继而在肝脏的直接损伤后引发多个系统

损伤. Gray et al [20]将活体生物萤光成像技术应

用到急性胰腺炎的研究中. 他们构建了由依赖

转录因子NF-kappaB的启动子操控photinus萤光

素酶表达的转基因小鼠. NF-kappaB在胰腺、

肝脏、肺脏中的活性可通过萤光素酶表达程度

反映. 在造成急性胰腺炎模型后证实肝脏和肺

脏中NF-kappaB活性均明显升高, 根据所得数

据推断肝脏在调节胰腺炎诱导的SIRS中发挥了

重要作用. Nguyen et al [21]将活体生物萤光成像

技术应用于对环加氧酶-2(COX-2)的研究. 将转

染鼠COX-2启动子和萤光素酶基因的嵌合体的

肿瘤细胞进行异种移植, 在注射脂多糖(LPS)或
内毒素后可观察到萤光素酶表达, 从而实现对

COX-2表达的监测. Zhang et al [22]利用iNOS-luc
转基因小鼠观察炎症过程中可诱导一氧化氮合

成酶(iNOS)的表达. 在小鼠的败血症模型中观

察到iNOS在肝脏中的表达, 并提出此种转基因

诱导是时间、剂量依赖的, 所产生的光子数量

与肝脏中的iNOS mRNA的水平是相关的. 同年

作者评估了此种转基因小鼠在关节炎中的应用, 
在膝关节中注射酵母聚糖(zymosan)后利用活体

生物萤光成像可观测到其诱导的iNOS-luc表达. 
因此, iNOS-luc转基因小鼠模型为今后研究诱导

iNOS表达的各种病理过程和研究各种抗炎因子

提供了一个有价值的工具. Hardy et al [23]利用活

体生物萤光成像发现可以引起致命感染的单核

细胞增多利斯特菌增殖侵袭、定位于小鼠的胆

囊内, 并由此推测人类此病菌的感染灶很可能

也位于此处. 
2.3 活体生物萤光成像技术和细胞示踪 活体生物

萤光成像技术除了已广泛用于多种肿瘤细胞和

病原体的体内示踪, 最近开始应用到免疫细胞、

干细胞、细胞凋亡等研究领域. Costa et al [24]在小

鼠模型上实现了直接对转染了萤光素酶基因的

CD4+T细胞的活体成像. 在一个模拟多发性硬化

病的小鼠模型上, 实验性地诱导自身免疫性脑

脊髓炎. T淋巴细胞通过PGC逆转录载体转导表

达萤光素酶, 通过活体生物萤光成像可以追踪

到T淋巴细胞聚集于中枢神经系统. Wang et al [25]

将萤光素酶基因稳定地转导于人类造血干细胞

(HSC)中, 利用活体生物萤光成像揭示了HSC及
其前体细胞在受体小鼠骨髓腔中植活、增殖的

动态信息. Kim et al [26]将萤光素酶基因转染于神

经前体细胞(NPC), 然后注射于使用夹闭大脑中

动脉方法造成的小鼠脑梗模型中, 利用活体生

物萤光成像显示神经前体细胞迅速游走聚集至

梗塞病灶处. 同年Lu et al [27]将萤光素酶基因利用

慢病毒载体成功转导于胰岛细胞, 并将此胰岛

细胞移植于用链脲霉素处理过的NOD-scid小鼠. 
利用活体生物萤光成像观察移植后的胰岛细胞

及排斥反应, 证明移植后胰岛细胞的功能并没

有受到病毒转导、萤光素酶基因表达的影响. 
这为胰岛移植后监测胰岛细胞的存活提供了一

个全新的和更为直接的手段.

3  活体生物萤光成像技术与放射性活体成像技

术的比较

活体生物萤光成像技术与放射性活体成像技术

如PET, SPECT相比敏感性更高而且易操作, 在
应用方面, 因为可以同时成像多个动物, 并且图

像采集时间短少于5 min, 因此效率更高; 不需要

回旋加速器, 无放射性损害; 成像设备价格相对

较低, 单次成像成本低廉; 底物萤光素相对便宜, 
稳定易保存, 而放射性核素标靶的探针合成既

昂贵又费时. 活体生物萤光成像其主要缺点在

于成像深度较浅暂时不能应用于临床和较大的

实验动物, 而且目前不具备断层成像功能. 活体

生物萤光成像这一新兴的技术由于具有巨大的

优势, 因此在生物医学方面的应用领域目前仍

在不断地扩大. 他的出现已打破了以往许多研

究禁区堪称一项革命性的技术. 目前活体生物

萤光成像为二维图像, 在不远的将来将会发展

为三维断层成像, 并且与PET和MRI相结合取长

补短进一步扩大应用领域, 突破更多的研究瓶

颈, 及早应用于临床造福人类.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the effect of electroacupuncturing (EA) Zusanli 
point on the stress-induced gastric mucosal 
injury and the receptors in nucleus tractus 
solitarius (NTS) in rats.

METHODS: Fifty-six male SD rats were ran-
domly divided into 8 groups, and gastric ulcer 
was induced in all the rats by constraint cold 
method. Except those in model group, the rats 
were treated with EA, NS+EA, prazisin+EA, 
yohimbine+EA, propranolol+EA, atropine+EA, 
and naloxone+EA, respectively. The ulcer index-
es were observed after microinjection of various 
receptor antagonists into NTS.

RESULTS: In comparison with that in model 
group, the UI was significantly reduced in 
NS+EA or EA group (26.3 ± 3.5, 25.4 ± 3.1 vs 
37.5 ± 4.2, t = 5.42, t = 6.13, both P < 0.01). In 
comparison with that NS+EA stree group, the 
UI was markedly increased in prazisin+EA or 
tropine+EA group (34.6 ± 3.4, 33.1 ± 3.7 vs 26.3 ± 
3.5, t = 4.50, t = 3.53, both P < 0.01), but it was not 
notably different from that in yohimbine+EA, 
propranolo+EA and naloxone-EA group.

CONCLUSION: Electroacupuncture plays a 
protective role in gastric mucosa against stress-
induced injury in rats, which is partly mediated 
by α1 and M type receptors, but not related to α2, 
β and opioid receptors�.

Key Words: Electroacupuncture; Zusanli ; Nucleus 
tractus solitarius; Receptor antagonist; Stress-
induced gastric mucosal injury
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induced gastric mucosal injury and and its relationship 
with receptors in nucleus tractus solitarius. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨(EA)足三里穴抗大鼠应激性胃黏
膜损伤作用与NTS(NTS)内受体关系. 

方法: 健康♂SD大白鼠56只随机分为8组: 应
激模型组、EA-应激组、生理盐水(NS)-EA-
应激组、哌唑嗪-EA-应激组、育亨宾-EA-应
激组、心得安-EA-应激组、阿托品-EA-应激
组、纳络酮-EA-应激组. 采用束缚-冷方法制
备大鼠应激性胃溃疡模型, 观察NTS内微量注
入不同受体阻断剂, 胃溃疡指数(UI)的变化. 

结果: NS-EA-应激组、EA-应激组大鼠胃黏膜
损伤明显减轻, UI分别为26.3±3.5, 25.4±3.1, 
与应激模型组37.5±4.2比较有显著性差异(t = 
5.42, t  = 6.13, P <0.01). 哌唑嗪-EA-应激组UI
为34.6±3.4明显高于NS-EA-应激组(t  = 4.50, 
P <0.01). 育亨宾-EA-应激组和心得安-EA-应

■背景资料
NTS是脑干内接
受内脏初级传入
信息的重要核团, 
含有多种神经肽
类和递质, 并存在
多种受体, 通过这
些肽类或递质与
外周神经和中枢
其他部进行信息
传递. 本文课题组
在前期工作中已
证明了NTS参与
了EA对胃黏膜损
伤的保护作用. 
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激组分别与NS-EA-应激组比较, UI无显著性
差异. 阿托品-EA-应激组大鼠UI为33.1±3.7
明显高于NS-EA-应激组(t  = 3.53, P <0.01), 纳
络酮-EA-应激组与NS-EA-应激组比较, UI无
显著性意义.

结论: EA对大鼠应激性胃黏膜损伤的保护作
用部分是通过NTS内α1, M受体介导的, 而与
α2, β和阿片肽受体无明显关系.

关键词: NTS; 受体阻断剂; 应激性胃黏膜损伤
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0  引言

针刺足三里穴对应激性胃黏膜损伤的保护作

用, 已被大量的临床和实验研究所证实[1-2], 但
其确切机制仍不明确, 尤其是中枢核团对其调

控的资料很少. 孤束核(nucleus tractus solitarius, 
NTS)是脑干内接受内脏初级传入信息的重要核

团, 含有多种神经肽类和递质, 并存在多种受体, 
通过这些肽类或递质与外周神经和中枢其他部

进行信息传递[3]. 有资料报道, NTS参与大鼠胃

缺血-再灌注损伤的调控作用[4]. 我们在前期工

作也观察到损毁大鼠双侧NTS, 电针(EA)足三

里穴对应激性胃黏膜损伤的保护作用减弱, 证
明了NTS参与了EA对胃黏膜损伤的保护作用. 
但这一作用是否由NTS内的受体介导或由何种

受体介导？我们通过核团内微量注射不同受体

阻断剂, 以探讨EA足三里穴抗大鼠应激性胃黏

膜损伤作用与NTS内受体关系, 从而为EA防治

应激性胃黏膜损伤提供理论和实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料  健康♂S D大鼠56只 ,  体质量230±
20 g(由本院实验动物中心提供 ) .  动物随机

分为8组: 应激模型组、E A-应激组、生理盐

水(NS)-EA-应激组、哌唑嗪-EA-应激组、育

亨宾-EA-应激组、心得安-EA-应激组、阿托

品-E A-应激组、纳络酮-E A-应激组. 哌唑嗪

(prazosin)、育亨宾(yohimbine)Sigma公司产品. 
心得安(propranolol)江苏丹阳制药厂生产. 阿托品

(atropine)徐州第二制药厂生产. 纳络酮(naloxone)
北京四环制药厂生产. 脑立体定位仪(DW-5型)成
都泰盟科技有限公司. 

1.2 方法 NTS埋管及微量注射: 大鼠用戊巴比

妥钠(30 mg/kg) ip麻醉后, 借助于脑立体定位

仪, 参照Paxinos et al [5]脑图谱, 向双侧NTS(坐标

AP13 mm, L或R0.6-0.8 mm, H7.7-7.8 mm)埋植

直径0.6 mm不锈钢导管. 导管插入术后7 d, 将外

径0.3 mm注射管插入该导管内, 恒速注入药液

或NS(注药量为阿托品0.5 g/L, 心得安1 g/L, 育
亨宾2 g/L, 哌唑嗪1 g/L, 纳络酮2 g/L), 药液注

入30 min后进行EA. 实验完毕向两侧NTS注入少

量滂胺天蓝, 动物处死后取脑置于40 g/L甲醛溶

液, 然后作脑切片以确定注射点部位, 未注中者

不纳入统计. EA处理: 大鼠放置特制的鼠笼内, 双
后肢充分暴露. 在大鼠双后肢膝关节下方腓骨小

头内5 mm处取足三里穴, 用CDM1-2型双频针麻

治疗仪剌激, 频率20 Hz, 强度以大鼠下肢轻微抖

动为度, 连续EA 30 min后再应激. 束缚-冷应激性

胃溃疡模型制备: 大鼠禁食24 h, 禁水2 h, 乙醚轻

度麻醉后, 束缚四肢于自制木板上, 待其清醒后

放入4℃冰箱, 应激3 h取出, 将大鼠处死剖腹, 于
胃幽门和贲门两处用线结扎, 并向胃腔内注入

40 g/L甲醛溶液8-10 mL, 取出胃置同一浓度的

甲醛溶液固定. 沿胃大弯剪开展平, 按Guth et al [6]

指数评定法计算胃黏膜溃疡指数(UI): 溃疡面的

长度小于1 mm为1分, 1-2 mm为2分, 2-3 mm为3
分, 3-4 mm为4分, 大于4 mm将其分割为若干段, 
每段按上法计算. 溃疡宽度大于1 mm则分值×2, 
累积得分, 即为该大鼠胃黏膜UI.

统计学处理 数据均采用SPSS 11.0软件包进

行统计学分析. 实验结果以均数±标准差(mean
±SD)表示, 组间比较采用t检验, P<0.05为差异有

统计学意义.
 
2  结果

2.1 肾上腺素能受体阻断剂对EA抗应激性胃黏黏

膜损伤的影响 NS-EA-应激组、EA-应激组大鼠

胃黏膜损伤明显减轻, UI分别为26.3±3.5, 25.4黏膜损伤明显减轻, UI分别为26.3±3.5, 25.4膜损伤明显减轻, UI分别为26.3±3.5, 25.4
±3.1, 与应激模型组(UI为37.5±4.2)比较有显

著性差异(P<0.01, 图1). 哌唑嗪-EA-应激组UI为
34.6±3.4明显高于NS-EA-应激组(P<0.01). 育亨

宾-EA-应激组UI 27.1±3.0、心得安-EA-应激组

UI 25.7±3.2分别与NS-EA-应激组比较无显著

性差异(P >0.05, 图2). 结果表明, 哌唑嗪可削弱

EA对胃黏膜损伤的保护作用, 育亨宾、心得安黏膜损伤的保护作用, 育亨宾、心得安膜损伤的保护作用, 育亨宾、心得安

对EA的作用无明显的影响.
2.2 阿托品对EA抗应激性胃黏膜损伤的影响黏膜损伤的影响膜损伤的影响 阿
托品-EA-应激组大鼠, 胃黏膜损伤加重, UI为黏膜损伤加重, UI为膜损伤加重, UI为

■研发前沿
机体对应激性的
反应发动于中枢
神 经 系 统 ,  然 后
影响到外周神经
系统和体液因素. 
因而中枢神经系
统功能的变化在
应激性溃疡的发
病过程中无疑是
非常重要的 .  EA
对胃黏膜损伤的
保护作用机制涉
及到多种复杂因
素综合的作用,目
前的研究主要集
中在中枢神经递
质、受体、激素
在EA抗应激性胃
黏膜损伤中的作
用以及他们之间
相互作用关系.
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33.1±3.7升高, 与NS-EA-应激组比较有显著性

意义(P <0.01, 图3), 结果表明, 阿托品可部分阻

断EA对胃黏膜损伤的保护作用.黏膜损伤的保护作用.膜损伤的保护作用. 
2.3 纳络酮对EA抗应激性胃黏膜损伤的影响黏膜损伤的影响膜损伤的影响 纳
络酮-EA-应激组UI为28.1±3.5,与NS-EA-应激

组比较, 无显著性意义(图3). 结果提示, 纳络酮

对EA保护胃黏膜损伤作用无明显影响.黏膜损伤作用无明显影响.膜损伤作用无明显影响. 

3  讨论

EA足三里穴对胃黏膜的保护作用已被大量临床

观察和实验研究所证实. 他是一种复杂的多因

素综合作用的病理生理过程, 其机制可能通过

下丘脑和某些胃肠激素及神经肽的影响来实现

的, 如对一氧化氮合酶、生长抑素、表皮生长

因子、生长激素、前列腺素E2、降钙素基因相

关肽等的影响来调节胃的分泌、血流及黏膜和

黏膜屏障的再生和修复[7-8]. 但有关EA对应激性

胃黏膜损伤的保护作用中枢机制仍不明确, 尤
其是中枢核团及受体对其调控的资料很少. NTS
是结构和功能非常复杂的神经核团, 位于延髓

背侧, 在吻尾方向上形成y字型的细胞柱, 其吻

侧1/3是味觉初级传入的终止部位, 尾侧2/3是接

受胸腹腔脏器初级传入的中枢[9]. Kalia et al [10]根

据细胞构筑将NTS分为9个亚区, 胃肠道的初级

传入纤维通过迷走神经主要终止于NTS的内侧

亚核, 其次为背侧亚核 连合亚核和胶状质亚核. 
胃的牵拉反应及饱胀感觉经迷走传入神经可到

达NTS[11-12], 且NTS和迷走神经背核之间存在P
物质(SP)、胆囊收缩素(CCK)等肽能神经纤维

的投射[13]. 而迷走神经背核是支配胃的迷走神经

传出纤维的起始核. 有文献报道[8], 心理性应激

条件可以导致延髓的迷走神经背核神经元细胞

自发放电频率呈现相对紊乱状态, 给予EA刺激

其迷走神经背核自发放电频率较应激组有相对

稳定的趋势. 由于NTS与迷走神经背核有密切的

联系, NTS是调节胃生理功能的重要中枢结构[14]. 
有资料表明, 在NTS内有多种肽类或神经递

质和受体, 并参与信息传递与中枢其他部位存在

复杂的结构和功能联系[15-16]. 由于NTS内的神经

递质、受体种类较多, 因而其生理功能呈多样

性. 有文献报道, NTS参与室旁核加压素能神经

元对大鼠胃缺血-再灌注损伤的调控作用[17]. 水
浸束缚应激能导致胃溃疡的产生, 可能与伤害性

剌激激活脑干儿茶酚胺能神经元, 后者进一步

增强下丘脑室旁核、脑干NTS的活动有关[18]. 我
们前期工作也观察到损毁大鼠双侧NTS, 可削弱

EA对应激性胃黏膜损伤保护作用, 证明了NTS
参与 了EA对应激性胃黏膜损伤保护作用. 但这

一作用是否由NTS内的受体介导以及由何种受

体介导？为此我们通过核团内分别微量注射肾

上腺素能α1, α2, β受体阻断剂哌唑嗪、育亨宾、

心得安和胆碱能M受体阻断剂阿托品以及阿片

受体阻断剂纳络酮. 结果显示, NTS注入哌唑嗪

或阿托品, 大鼠UI增大, EA对应激性胃黏膜损伤

的保护作用减弱; 而NTS注入育亨宾、心得安、

纳络酮对EA的作用无明显的影响. 结果提示, 
EA对应激性胃黏膜损伤有保护作用, 此作用可

→
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图  1  EA对应激性胃黏膜损伤保护作用. bP<0.01 vs 应激模
型组. A: 应激模型组; B: EA-应激组; C: NS-EA-应激组.

图  2  肾上腺素能受体阻断剂对EA抗应激性胃黏膜损伤的
影响. bP<0.01 vs  NS-EA-应激组. A: NS-EA-应激组; B: 哌
唑嗪-EA-应激组; C: 育亨宾-EA-应激组; D: 心得安-EA-
应激组.
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图  3  阿托品、纳络酮对EA抗应激性胃黏膜损伤的影响
bP <0.01 vs  NS-EA-应激组. A: NS-EA-应激组; B: 阿托
品-EA-应激组; C: 纳络酮-EA-应激组.

■创新盘点
本文通过NTS注
射不同受体阻断
剂, 证实了NTS参
与EA对应激性胃
黏膜损伤保护作
用, 此作用部分是
通过NTS内α1和M
受体介导的, 而与
α2, β和阿片受体
无明显关系.
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能部分是通过NTS内α1和M受体介导的, 而与α2, 
β和阿片受体无明显关系. 已有文献证实[3], NTS
内存在许多肾上腺素能纤维, 其末梢与NTS内的

胞体、轴体和树突构成突触, 放射自显影法也证

实NTS内存在α和β受体; 另外在NTS内的一些细

胞体存在乙酰胆碱, 在NTS尾部和中间部存在胆

碱乙酰转移酶和胆碱能受体. 但至于NTS内α1受

体或M受体是如何介导EA作用, 其具体机制还

有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of c-Fos, c-Jun and 
Bcl-2 protein in gastric carcinoma and explore 
their correlations with the development and 
biological behavior of gastric carcinoma.

METHODS: SABC immunohistochemistry was 
used to detect the expressions of c-Fos, c-Jun 
and Bcl-2 protein in specimens (n = 54) from 
gastric carcinoma and the corresponding cancer-
adjacent tissues. The data were analyzed by Chi-
Square test using SPSS software�.

RESULTS: The positive rates of c-Fos, c-Jun 
and Bcl-2 expression were significantly higher 
in cancer tissues than those in cancer-adjacent 
ones (68.5% vs 27.8%, χ2 = 17.95, P < 0.01; 63.0% 
vs 24.1%,  χ2 = 16.61, P < 0.01; 64.8% vs 25.9%, 
χ2 = 16.48, P < 0.01). The significant difference 
was present in the expression of c-Fos and c-Jun 
among different histological types (P = 0.018; P 
= 0.032), but wasn’t among different status of re-

gional lymph node metastasis and TNM stages. 
Bcl-2 expression was markedly different among 
different histological types, status of regional 
lymph node metastasis and TNM stages (P = 
0.035; P = 0.032; P = 0.009). There was a posi-
tive correlation between expression of Bcl-2 and 
c-Fos (r = 0.336, 0.688, P < 0.05), Bcl-2 and c-Jun (r 
= 0.318, 0.512, P < 0.05) as well as between c-Fos 
and c-Jun (r = 0.719, 0.586, P < 0.001)�.

CONCLUSION: The expression of c-Fos, c-Jun 
and Bcl-2 are closely correlated with the carcino-
genesis, development, and histological types�.

Key Words: Apoptosis; c-Fos; Jun; Bcl-2; Gastric 
neoplasm; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 探讨c-Fos, c-Jun, Bcl-2在胃癌中的表达
与胃癌的发生、发展及生物学行为的关系. 

方法: 应用免疫组织化学SABC法, 检测54例
胃癌及癌旁组织中c-Fos, c-Jun, Bcl-2蛋白的表
达, 结果采用SPSS统计软件包及χ2检验分析. 

结果: 胃癌组织中c-Fos, c-Jun, Bcl-2的表达显
著高于癌旁组织(68.5% vs 27.8%, χ2 = 17.95, 
P <0.01; 63.0% vs  24.1%, χ2 = 16.61, P <0.01; 
64.8% vs  25.9%, χ2 = 16.48, P <0.01). c-Fos, 
c-Jun的表达在胃癌不同组织学分级间有显
著性差异(P  = 0.018; P  = 0.032), 在淋巴结转
移、TNM分期间无显著性差异; Bcl-2的表达
在胃癌不同组织学分级、淋巴结转移、TNM
分期间有显著性差异(P  = 0.035; P  = 0.032; P  
= 0.009). 胃癌及癌旁组织中Bcl-2与c-Fos、
c-Jun (r  = 0.336, 0.688, P <0.05; r  = 0.318, 
0.512, P <0.05)及c-Fos与c-Jun (r  = 0.719, 0.586, 
P <0.001)之间的表达呈正相关.

结论: c-Fos, c-Jun, Bcl-2的表达与胃癌的发
生、发展以及组织学分级密切相关.

■背景资料
研究表明, 胃癌的
发生与胃黏膜上
皮细胞凋亡、增
殖调控失衡关系
密切. c-fos , c-jun
作为原癌基因, 参
与细胞增殖和凋
亡的调控, 其表达
异常增加可促进
肿瘤形成 ;  bcl- 2
作为重要的抑制
肿瘤细胞凋亡的
基因, 通过延长肿
瘤细胞生存、阻
止细胞凋亡发生
而参与肿瘤的发
生、发展过程.

■研发前沿
细胞凋亡是一个
复杂的生理病理
过程, 受多种基因
的控制. 许多证据
表明肿瘤的发生
与细胞凋亡的调
节紊乱有着密切
的关系. 有关学者
认为, 通过改变重
要的执行死亡基
因的表达改变细
胞的存活能力, 以
达到治疗疾病的
目的. 由此看来恶
性肿瘤的细胞凋
亡的研究对认识
肿瘤的发病机制
有着非常重要的
意义, 而且在肿瘤
治疗及预后评价
方面都有重要意
义.
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表  1   c-Fos, c-Jun, Bcl-2在胃癌组织中的表达 n (%)

胃癌组织
癌旁组织
组织学分级
  高分化
  中分化
  低分化
淋巴结转移
  有转移
  无转移
TNM分期
 Ⅰ+Ⅱ                 
 Ⅲ+Ⅳ

组织类型	       n	  Bcl-2	        c-Fos	         c-Jun

35 (64.8)
14 (25.9)b

15  
12
  8a

   
19
16a   
  
18
17b

54
54

19
16
19
   
35
19
   
21
33

37 (68.5)
15 (27.8)b

17    
13  
  7a  

26
11
     
14 
23

aP<0.05, bP<0.01.
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0  引言

胃癌的发生与胃黏膜上皮细胞凋亡、增殖调控

失衡有关. 细胞凋亡是指在一定的生理或病理

条件下, 由基因编程控制的细胞主动性死亡过

程. 越来越多的研究表明, 细胞凋亡与细胞增殖

一样, 与肿瘤的发生、发展以及临床治疗有密

切的关系. bcl- 2可对多种因素诱导的细胞凋亡

起抑制作用, 使细胞生存期延长, 又称“存活基

因”. c-fos , c-jun作为核内原癌基因, 参与细胞

增殖和凋亡的调控[1], 其表达异常增加可促进肿

瘤形成. 我们应用免疫组织化学方法检测胃癌

及癌旁组织中c-Fos, c-Jun和Bcl-2蛋白的表达, 
探讨他们之间的关系以及在由癌旁组织向胃癌

演变过程中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择临床及病理资料完整的手术切除

并经病理证实为胃管状腺癌的标本54例, 全部

病例术前均未经过放化疗. 男34例, 女20例, 年龄

38-78(平均59.6)岁. 高、中、低分化腺癌分别是

19例、16例、19例, 无淋巴结转移的19例, 有转

移的35例. 根据1997年国际抗癌联盟(UICC )制定

的TNM分期标准[2]进行临床分期: Ⅰ期10例, Ⅱ
期11例, Ⅲ期12例, Ⅳ期21例. 
1.2 方法 采用免疫组织化学SABC法, 切片经常规

脱腊至水后, 浸入30 mL/L H2O2溶液中灭活内源

性过氧化物酶, 微波抗原修复. 一抗c-Fos, c-Jun和
Bcl-2均为美国Santa Cruz公司产品(购自武汉博

士德公司). 用已知阳性的切片作阳性对照, 正常

小鼠、兔血清和PBS代替一抗作阴性对照. 具体

操作按说明书进行. 以细胞内出现均匀棕黄色颗

粒为阳性细胞, 结果参照文献[3]根据染色阳性细

胞数和染色强度分别评分, 两者积分乘积≥2分
确定为阳性. 阳性细胞数: 0分为阴性, 1分为阳性

细胞数≤10%, 2分为11%-50%, 3分为51%-75%, 4
分为>75%. 染色强度: 根据染色强度划分为4级: 
0分为无色, 1分为淡黄色, 2分为棕黄色, 3分为棕

褐色.
统计学处理  应用SPSS软件进行统计学处

理, 各项指标间的差别应用χ2检验, 应用等级相

关计数检验三者之间的相关性, P< 0.05有统计学

意义.

2  结果

2.1 c-Fos, c-Jun, Bcl-2的表达 c-Fos, c-Jun蛋白表达

阳性者染色主要定位于细胞核中, 在肿瘤细胞中

呈高表达, 在正常细胞中呈低表达; Bcl-2蛋白表

达阳性者染色主要定位于细胞质中, 在肿瘤细胞胞质中, 在肿瘤细胞中, 在肿瘤细胞

中呈高表达, 在正常细胞中呈低表达; 阳性表达均

为粗细不一的棕黄色颗粒(图1-3). 胃癌与癌旁组

织中c-Fos, c-Jun, Bcl-2的表达均有显著性差异(P < 
0.01, 表1).
2.2 c-Fos, c-Jun, Bcl-2的表达与胃癌临床病理的关

图   1  c-Fos在胃癌及癌旁组织中的表达(×100). A: 胃癌组
织中c-Fos呈阳性表达; B: 癌旁组织中c-Fos呈阴性表达.

34 (63.0)
13 (24.1)b

15
11
  8a

24
10

12
22

B

■相关报道
王理伟 et al 研究
了c-fos , bcl- 2基
因表达与肠型、

弥漫型胃癌的关
系 .  该 研 究 应 用
免疫组织化学方
法检测原癌基因
c-fos 和bcl- 2在肠
型和弥漫型胃癌
表达及特点, 探讨
两型胃癌的发生
与c-Fos、Bcl-2蛋
白表达的关系及
特点, 为胃癌的分
型、早期诊断提
供了分子病理学
指标. 

■创新盘点
胃癌组织中c-Fos, 
c-Jun, Bcl-2的表
达与胃癌临床病
理行为之间的关
系及三者表达相
关性的研究较少, 
本研究对c - F o s , 
c-Jun, Bcl-2的检
测可用于胃癌的
诊断, 对于胃癌患
者的预后具有提
示作用, 同时为胃
癌的诱导凋亡治
疗提供部分理论
依据, 具有较强的
理论与临床意义.

A
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系 c-Fos, c-Jun, Bcl-2在高分化胃癌中阳性表达率

高于中分化胃癌, 在中分化胃癌中阳性表达率高

于低分化胃癌; c-Fos, c-Jun蛋白的阳性表达率在

淋巴结转移、TNM分期间无差别; Bcl-2在淋巴结

转移组的阳性表达率低于非淋巴结转移组; 在胃

癌TNM分期Ⅰ, Ⅱ期的阳性表达率明显高于Ⅲ, 
Ⅳ期(P <0.05, 表1). 
2.3 胃癌及癌旁组织中c-Fos, c-Jun, Bcl-2表达的相

关性 c-Fos, c-Jun, Bcl-2在胃癌中的表达均高于癌

旁组织, 胃癌及癌旁组织中c-Fos, c-Jun, Bcl-2三者

之间两两呈正相关(表2, 3). 

3  讨论

细胞凋亡又称为细胞程序性死亡(PCD), 其调控

障碍与肿瘤的发生密切相关. 肿瘤的发生与控

制细胞增殖的癌基因的过度表达有关, 也与抑

制细胞凋亡的基因的高表达及诱导细胞凋亡的

抗癌基因的变异失活有关[4]. 细胞凋亡机制被

不适当的终止后, 为细胞癌变提供了重要前提. 
凋亡过程的受抑对肿瘤的发生发展起重要作

用. 现已证明bcl -2是最重要的抑制肿瘤细胞凋

亡的基因, Bcl-2的过度表达并不影响细胞增殖

和加速细胞分裂, 而是延长肿瘤细胞生存、阻

止细胞凋亡的发生[5]. bc l -2基因功能在于与细

胞色素c和caspase-9相互作用, 干扰凋亡的正常

进行. 研究发现, 从正常胃黏膜→萎缩性胃炎→

肠化生→不典型增生→胃癌, Bcl-2表达逐渐增

强, 而细胞凋亡指数逐渐下降, 提示Bcl-2蛋白

表达与细胞凋亡指数呈负相关[6]. 另有研究表

明Bcl-2在高、中分化胃癌中表达率高于低分

化胃癌, 在淋巴结未受侵犯者中表达率高于有

淋巴结转移者, 且Bcl-2阳性患者常表现出较好

的存活趋势, 尤其在有2组以上淋巴结转移的患

图 2  c-Jun在胃癌及癌旁组织中的表达(×100). A: 胃癌组
织中c-Jun呈阳性表达; B: 癌旁组织中c-Jun呈阴性表达.

图   3  Bcl-2在胃癌及癌旁组织中的表达(×100). A: 胃癌组
织中Bcl-2呈阳性表达; B: 癌旁组织中Bcl-2呈阴性表达.

       

表  2  胃癌、癌旁组织中Bcl-2与c-Fos, c-Jun表达的相
关性

胃癌

癌旁组织

组织

c-Fos (+)
           (-)                  
c-Jun (+)
           (-)                     
c-Fos (+)
           (-)                     
c-Jun (+)
           (-)

28     
  7     
26    
  9   
11     
  3     
  8     
  6     

              Bcl-2

        (+)	     (-)
     r     	        P 	

  9
10
  8
11
  4
36
  5
35  

0.336     

0.318      

0.688     

0.512     

    0.013

    0.019

＜0.001

＜0.001

       

表  3  胃癌、癌旁组织中c-Fos与c-Jun表达的相关性

胃癌

癌旁组织

组织

c-Jun (+)
           (-)                      
c-Jun (+)
           (-)

32     
  5     
  9     
  6     

              c-Fos

        (+)	     (-)
     r     	        P 	

  2
15
  4
35  

0.719   

0.586        

＜0.001

＜0.001

■应用要点
研究表明bcl-2 通
过抑制肿瘤细胞
凋亡的方式参与
了胃癌的形成与
发展, c-fos , c-jun
则通过促进肿瘤
细胞增殖的方式
参 与 了 其 中 .  因
此对c-Fos, c-Jun, 
Bcl-2蛋白的检测
可用于胃癌的诊
断, 对于胃癌患者
的预后具有提示
作用. 对有关疾病
产生细胞凋亡独
特机制的深入了
解, 有可能用于疾
病的治疗, 从而开
辟基因治疗的新
领域 .

B B

A A
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者, Bcl-2阳性者的生存期明显长于Bcl-2阴性者, 
提示Bcl-2阳性表达与肿瘤的较好分化程度及低

度恶性行为有关[7], 这些研究表明, Bcl-2可为临

床提供一个重要的预后参数. 本实验显示Bcl-2
在胃癌组织中呈高表达, 癌旁组织中呈低表达, 
由癌旁组织向胃癌演变过程中, Bcl-2表达阳性

率明显升高. 随着肿瘤组织分化程度的降低、淋

巴结转移及TNM分期发展到Ⅲ, Ⅳ期, Bcl-2表达

阳性率降低. 提示bcl -2蛋白可能通过抑制细胞凋

亡过程进而促进肿瘤发生, 且Bcl-2基因表达异

常可能是早期事件, 其表达强度可能与肿瘤的恶

性程度有关. 这与上述研究基本相符. 
胃癌的发生、发展及转归与细胞增殖、凋

亡平衡失调以及细胞增殖和细胞凋亡的相互消

长有关. 在正常机体内, 细胞增殖和细胞凋亡处

于一种动态平衡. 当受到外来刺激或/及内在基

因发生突变, 细胞凋亡下降, 增殖的表达增强, 使
本应进入凋亡程序的细胞没有被识别, 从而允

许分裂细胞的累积和阻止驱除带有恶性潜能基

因的改变, 从而促进肿瘤的发生[8]. c-fos , c-jun为
核内原癌基因, 属即刻早期应答基因(immediate 
early response gene), 其编码的蛋白为重要的转

录因子, 可诱导其下游基因mRNA转录和蛋白表

达, 参与细胞增殖和凋亡的调控. 其表达异常增

加可诱发细胞转化和肿瘤形成[1]. 研究表明Bcl-2
通过抑制细胞凋亡的方式参与了胃癌的形成与

发展, c-Fos, c-Jun则通过促进细胞增殖的方式参

与了其中. 我们证实了Bcl-2与c-Fos, c-Jun的表

达有相关性, 提示他们可能由一种或多种共同的他们可能由一种或多种共同的们可能由一种或多种共同的

因素介导而参与了胃癌的形成与发展. 有文献报

告在癌前病变及早期癌中c-Fos和c-Jun的表达高

于中、晚期癌[9], 提示c-Fos和c-Jun的异常表达在

癌变早期的作用大于中、晚期癌, 其表达异常可

能是胃癌发生过程中的一个早期分子事件, 检测

c-Fos, c-Jun表达状况有助于胃癌的早期诊断. 我
们的实验结果与之相符. 本研究显示c-Fos, c-Jun
在胃癌组织中的表达明显高于癌旁组织, 随肿瘤

组织分化程度的降低, c-Fos, c-Jun表达阳性率降

低, 其与肿瘤组织淋巴结转移、TNM分期无相

关性. 上述结果说明了c-Fos, c-Jun基因蛋白表达

变化发生在肿瘤细胞形态变化之前, 可作为胃癌

早期诊断的分子病理学指标. 
总之, c-Fos, c-Jun和Bcl-2蛋白在胃癌的发

生和演化中呈高表达, 三者间呈正相关, 且与胃

癌的发生、发展及生物学行为有关, 揭示了癌

基因蛋白与胃癌的内在联系..
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■同行��评价
该文应用免疫组
织化学方法研究
了c-Fos ,  c -Jun, 
Bcl-2等癌基因蛋
白与胃癌发生的
内在关系, 证实了
国外的研究结果, 
对早期胃癌的分
子病理学诊断有
一定意义. 虽然国
外已有相关研究
报道, 但国内迄今
尚未见同时观测
上述三种癌基因
蛋白与胃癌关系
的研究报告, 因此
研究内容较新颖 .
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Abstract
AIM: To investigate the influential factors for 
the consequence of devascularization in patients 
with liver cirrhosis and portal hypertension.

METHODS: The clinical data of 158 patients 
with liver cirrhosis and portal hypertension, 
who received devascularization operation, were 
retrospectively analyzed. The patients were 
divided into high-risk and common group ac-
cording to the complications after operation. 
Regarded as independent variables, 23 clinical 
factors were analyzed using Logistic regresstion�.

RESULTS: Single-factor analysis showed that 
the prothrombin time (PT), Child grades, the 
degrees of liver cirrhosis with naked eyes dur-
ing operation, the values of anteroposterior di-
ameter tested by B ultrasound, and the degrees 
of esophageal gastric varicose were significantly 
different between high-risk and common group 
(P = 0.007; P = 0.001; P = 0.002; P = 0.023; P = 
0.010). Logistic regression analysis showed that 
the PT, Child grades, the degrees of liver cirrho-

sis were also significantly different between the 
two groups�.

CONCLUSION: The risk factors of devascu-
larization in patient with liver cirrhosis and 
portal hypertension are Child grade, PT and 
the degrees of liver cirrhosis with naked eyes 
during operation�.

Key Words: Liver cirrhosis; Portal hypertension; 
Devascularization; Logistic regression
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摘要
目的: 研究肝硬化门静脉高压症患者断流术
后转归的影响因素. 

方法: 回顾性分析行断流术的肝硬化门静脉
高压症患者158例. 根据术后并发症情况将患
者分为高危组和一般组2组. 将其作为因变量, 
将23个临床指标作为自变量, 进行Logistic回
归分析. 

结果: 影单因素分析显示, 高危组和一般组凝
血酶原时间(PT, P  = 0.007)、Child分级(P  = 
0.001)、术中所见肝硬化程度(P  = 0.002)、B
型超声测得盆腔腹水前后径值(P  = 0.023)、
胃镜所见食道胃底静脉曲张程度(P  = 0.010)
有显著性差异. Logistic回归分析显示, Child分
级、PT和术中所见肝脏硬化程度在两组间仍
有显著差异.

结论: 肝硬化门静脉高压症患者断流术后转
归的影响因素为Child分级、PT和术中所见肝
脏硬化程度.

关键词: 肝硬化; 门静脉高压症; 断流术; Logistic回

归分析
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■背景资料
肝硬化门静脉高
压症在我国是常
见病, 每年新发病
例高达数十万, 其
中很大一部分需
要 外 科 治 疗 .  目
前, 断流术是治疗
肝硬化门静脉高
压症食道胃底曲
张静脉破裂出血
的主要术式之一, 
其疗效已被国内
外学者广泛证实 .

■ 研发前沿
断流术治疗门静
脉高压症食道胃
底曲张静脉破裂
出血的疗效确切. 
然而, 由于患者术
前肝脏储备功能
差, 术后可能出现
肝功能衰竭等并
发症. 因此, 如何
在术前预测手术
的安全性, 一直是
外科医生关注的
焦点 .
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0  引言

肝硬化门静脉高压症在我国是常见病, 每年新

发病例高达数十万, 其中很大一部分需要外科

治疗[1-4]. 目前, 断流术是治疗肝硬化门静脉高压

症食道胃底曲张静脉破裂出血的主要术式之一, 
其疗效已被国内外学者广泛证实[5-7]. 然而, 由于

肝硬化门静脉高压症患者大多术前肝脏储备功

能差, 很多患者不能耐受断流术, 接受手术者亦

面临手术风险大、术后可能出现肝功能衰竭等

并发症的危险. 因此, 如何在术前预测患者对手

术的耐受性和手术的安全性[8-9], 一直以来是外

科医生关注的焦点. 有鉴于此, 我们对行断流术

的肝硬化门静脉高压症患者的手术转归与术前

临床指标的相关性进行了研究, 以期找到影响

手术安全性的敏感指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析了2001-01/2004-06我院收治

的行断流术的肝硬化门静脉高压症患者158例. 
男131例, 女27例; 年龄14-72(平均46.4±13.1)岁. 
肝炎后肝硬化126例, 血吸虫肝硬化24例, 门静

脉海绵样变5例, 布－加综合征3例. 术前肝功能

Child A级39例(26.6%), B级92例(56.3%), C级27例
(17.1%). 所有患者均行脾切除及贲门周围血管离

断术. 
1.2 方法 术前指标包括性别、年龄、肝硬化类

型、胃镜所见食道胃底静脉曲张程度、B型超声

测得盆腔腹水前后径、门静脉主干直径、脾脏

厚度、术前消化道出血次数、术前1 wk内有无

消化道出血及其出血量、术前化验指标(WBC, 
Hb, PLT, ALT, TP, ALB, T-BIL, D-BIL, T-Chol, Cr, 
BUN, PT, KPTT). 术中指标包括术中所见肝硬

化程度、肝脏体积、腹水量、手术时间、出血

量、输血量. 术后指标主要包括术后并发症, 如
肝功能衰竭、肾功能衰竭、多器官功能衰竭、

腹腔内出血、消化道出血、门静脉系统血栓、

切口裂开、膈下脓肿、胸腔积液、肺部感染、

顽固性腹水、脾热、皮肤淤斑等. 根据术后并发

症情况将患者分为高危组和一般组2组. 符合下

列条件之一者为高危组: (1)术后出现肝功能衰

竭或肾功能衰竭或多器官功能衰竭者, 或患者死

亡; (2)术后腹腔内出血量大于1000 mL; (3)术后

出现消化道出血大于400 mL; (4)术后出现严重

的肺部或其他部位感染, 体温>39℃. 将其作为因

变量, 将以下23个指标作为自变量, 进行logistic
回归分析: 性别、年龄、胃镜所见食管胃底静脉

曲张程度、B型超声测得盆腔腹水前后径、门

静脉主干直径、脾脏厚度、术前消化道出血次

数、术前1 wk内消化道出血量、术中所见肝脏

硬化程度、术前WBC、Hb、PLT、ALT、TP、
ALB、T-BIL、D-BIL、T-Chol、Cr、BUN、

PT、KPTT、Child分级. 根据患者术前Child分级

将其分为3组, 比较其手术时间、出血量、输血

量及术后并发症情况.
     统计学处理 使用SPSS 10.0软件包进行, 对计

量指标采用t检验, 对计数指标采用χ2检验.

2  结果

2.1 单因素分析 高危组患者26例, 一般组132例. 
在上述23个指标中, 以下5个因素有显著性意义: 
(1)PT(P = 0.007); (2)Child分级(P  = 0.001); (3)术中

所见肝硬化程度(P  = 0.002); (4)B型超声测得盆腔

腹水前后径(P  = 0.023); (5)胃镜所见食道胃底静脉

曲张程度(P  = 0.010). 
2.2 多因素分析 经Logistic回归分析, 最后得出影

响手术转归的独立因素为Child分级、PT和术中

所见肝硬化程度, 其他2个指标被剔除. (1) 不同他2个指标被剔除. (1) 不同2个指标被剔除. (1) 不同

Child分级患者手术转归比较(表1). 不同Child分
级患者间手术时间、出血量、输血量无显著性

差异. 不同Child分级患者组间术后并发症发生

率存在显著性差异, Child C级患者组肝功能衰

竭、肾功能衰竭、消化道出血及门静脉系统血

栓的发生率高于Child A, B级患者组. 所有患者除

Child C级组1例死于肝功能衰竭, Child B级组1例
死于再发上消化道大出血外, 均经治疗后痊愈出

院. (2)PT延长值(s): 高危组5.02±3.11, 比较一般比较一般一般

组3.25±2.99(P  = 0.007). (3)高危组与一般组之间

■相关报道
此前曾有报道应
用APACHEⅡ 连
续评分判断门静
脉高压症合并上
消化道出血患者
不同手术方式的
预后，其对手术
安全性及预后判
断有一定的临床
意义 .

aP<0.05 vs  A级; cP<0.05 vs  B级.

    

表  1  不同Child分级患者手术转归比较 n (%)

 项目  

134±31
369±127
393±134
    0 (0)
    1 (2.6)
    2 (5.1)
    1 (2.6)
    5 (12.8)
    0 (0)
    1 (2.6)
    1 (2.6)
    2 (5.1)
    0 (0)
    4 (10.2)

手术时间 (min)
  出血量 (mL)
  输血量 (mL)
  肝功能衰竭
  肾功能衰竭
  腹腔内出血
  消化道出血
门静脉系统血栓
  肺部感染
  顽固性腹水
  膈下脓肿
  脾热
  死亡
高危组

142±37
387±113
404±125
    2 (2.2)
    2 (2.2)
    3 (3.3)
    2 (2.2)
  11 (12.0)
    2 (2.2)
    3 (3.3)
    2 (2.2)
    5 (5.4)
    1 (1.1)
  11 (12.0)

149±43
401±132
423±129
    3 (11.1)ac

    2 (7.4)c

    2 (7.4)
    3 (11.1)ac

    8 (30.0)ac

    1 (3.7)
    2 (7.4)
    1 (3.7)
    3 (11.1)ac

    1 (3.7)
   11 (40.7)ac

                                 Child分级	                   

                A	      B	            C

■创新盘点
本文用Logistic回
归分析的方法, 找
到影响肝硬化门
静脉高压症患者
断流术后转归的
独立因素, 提供了
在术前预测手术
安全性的新方法,
较传统方法更全
面、客观 .
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T-BIL: 26.7±19.3 vs  27.4±13.2 μmol/L(P = 0.155)
和D-BIL 6.9±5.7 vs  6.3±4.2 μmol/L(P = 0.293), 
水平无显著差异. 术前T-BIL水平波动于9.3-91.6 
μmol/L之间. 为了研究术前不同T-BIL水平患者

术后临床转归的不同, 以51 μmol/L为界, 将其分

为高T-BIL组和低T-BIL组, 其术后临床转归情况

无相关性(P  = 0.697).

3  讨论

断流术是治疗肝硬化门静脉高压症食管胃底曲

张静脉破裂出血的主要术式之一, 他具有手术他具有手术具有手术

操作较简便、近期止血率高的优点, 在我国得

到了广泛的应用. 然而, 由于肝硬化门静脉高压

症患者大多术前肝脏储备功能差, 许多患者不

能耐受手术或术后出现严重的并发症, 影响手

术疗效[10-14]. 因此, 选择断流术治疗肝硬化门静

脉高压症食道胃底曲张静脉破裂出血应掌握恰

当的适应证. 目前临床上常用的标准是Child分
级, 即Child A, B级患者可考虑行断流术治疗, 
Child C级则为手术禁忌证. 这个标准用于指导

手术治疗发挥了巨大作用, 但Child C级为手术

禁忌证则使部分可能通过手术治疗挽救生命的

患者失去了手术机会, 近年来已受到质疑. 本研

究中影响手术转归的独立因素为Chi ld分级、

PT和术中所见肝脏硬化程度3个指标. 由此可

见, Child分级仍然是评价手术安全性的重要指

标. 本研究结果中Child分级各分项指标如ALB, 
T-BIL, 腹水作为独立因素对手术转归没有意

义, 而将上述因素综合评价的指标Child分级则

是重要的影响因素(P  = 0.001). 这说明, Child分
级是对肝脏功能综合评价的一个敏感指标, 其
作用目前仍然不可替代. 

PT为另一个影响手术转归的独立因素. 分
析其一方面反映肝脏的功能状况, 另一方面与

血小板数量密切相关, 反映脾功能亢进的程度

及凝血功能受损情况. 而术后肝功能衰竭和腹

腔内出血正是断流术后最危险的并发症. 因此, 
PT作为评价手术安全性的敏感指标, 应在临床

上受到足够重视. 本研究结果, PT延长5 s应视

为高危因素. 术中所见肝硬化程度是对肝脏病

变的直观评价, 因而亦能较好地反映肝脏的功

能状况, 成为手术转归的影响因素. 但是, 其结

果可能因人而异, 带有很多的主观性; 且不能在

术前评估, 因而难以用于手术安全性的评价. 此
外, 国内对肝功能分级尚有1983年武汉会议标

准[15], 其在Child分级的基础上增加了PT指标. 

从本研究结果看来, 此分级标准可能更能敏感

评价手术安全性. 
我们还发现, Child C级患者手术时间、出

血量、输血量与Child A, B级患者比较无显著

性差异. 两者在部分术后并发症发生率及高危

病例比例方面存在显著性差异, 但手术死亡率

无差异. 一方面是因为Child C级患者是经过选

择的临床状况较好的一部分患者, 不能代表其

全组情况; 另一方面也说明, Child C级并非手术

绝对禁忌证, 只是相对禁忌证, 部分病情较轻患

者经过精心的术前准备和周密的术后治疗是可

以获得良好疗效的. 本研究结果中, 虽然Child C
级患者组高危病例比例为40.7%, 出现肝功能衰

竭、肾功能衰竭、消化道出血、肺部感染、顽

固性腹水及门静脉系统血栓等严重并发症, 但
除1例死于肝功能衰竭外, 其余均经治疗后痊愈

出院, 充分证明了这一点. 我们还发现, 有许多

患者T-BIL水平较高, 甚至高达91.6 μmol/L, 而
D-BIL水平相对较低, 且经较长时间护肝治疗改

善甚微, 因而常被误认为肝功能不良. 其实此类

患者往往是由于脾功能亢进严重而造成的溶血

性黄疸, 而并非肝功能不良的表现. χ2检验结果

提示两者无相关性, 亦证明了这一点. 对此类患

者手术是安全的, 断流术后T-BIL迅速恢复正常. 
因此, 对于严重脾亢的患者, 在评价肝功能时, 
T-BIL水平的价值应与非脾亢患者区别对待. 

总之, 影响肝硬化门静脉高压症患者断流, 影响肝硬化门静脉高压症患者断流

术后转归的独立因素为Child分级、PT和术中

所见肝脏硬化程度3个指标. Chi ld分级仍然是

评价手术安全性的重要指标. Child C级并非手

术绝对禁忌证, 而是相对禁忌证..
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第三届亚洲大洋洲光生物学大会

本刊讯 由亚洲大洋洲光生物学学会发起, 中国生物物理学会光生物学专业委员会负责承办的第三届亚洲大

洋洲光生物学大会(http://www.aosp2006.org.cn/)定于2006-11-17/20在北京举行. 会议将讨论和交流包括光化

学、光物理、光技术、光感应、时间/节律生物学、光合作用、生物与化学发光、光医学、环境光生物学和

紫外辐射效应在内的光生物学领域的所有重要进展, 会议还将为与会的光生物学、光医学各个领域的物理学

家、化学家、生物学家和临床医生提供相互交流的极好机会. 会议可以办理国家Ⅰ类继续教育学分10学分.

1 会议安排

会议时间: 2006-11-17报到, 18-20日会议; 会议地点: 北京西郊宾馆(三星级), 有关大会报告及15个分会邀请报

告的内容请见会议网页http://www.aosp2006.org.cn/; 会议工作语言: 英语; 截止日期: (1)论文摘要: 2006-09-15; 
(2)会前注册: 2006-09-15.

2 会议联系人

投稿摘要 :  魏舜仪 ,  100101,  北京朝阳区大屯路15号中国生物物理学会(电话 :  010-64889894; 传真 : 
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Abstract
AIM: To investigate the clinical characteristics 
a n d t h e f o r m a t i o n c a u s e s o f g a l l s t o n e 
complicated with liver cirrhosis.

METHODS: We retrospectively analyzed 131 pa-
tients with hepatic cirrhosis from February, 2003 
to February, 2006. Meanwhile, 790 cases received 
medical examination served as the controls. 
Sexual differences, gallbladder abnormity and 
hypersplenism were assessed by Chi-square test�.

RESULTS: The incidence rate of hepatocir-
rhosis associated with gallstone was 41.22%. In 
the controls, the incidence rate of gallstone was 
6.96%. The morbidity rate did not differ between 
the males and females with cirrhosis (P > 0.05), 
but it significantly differed between the patients 
with cirrhosis and the controls among the males 
(39.58% vs 5%, P < 0.05) and females (48.57% vs 
10.53%, P < 0.05). The incidence rate of gallstone 
in patients with gallbladder abnormity com-
plicated with hepatocirrhosis was significantly 
higher than that in ones without cirrhosis (48.39% 
vs 26.32%, P < 0.05), and the incidence rate was 

also significantly different between the patients 
with hypersplenism and the controls (54.44 % vs 
6.96%, P < 0.05)�.

CONCLUSION: Gallstone frequently occurs 
in patients with liver cirrhosis, which has no 
correlation with the sex of patients, but corre-
lates with liver function, dysfunction of gall-
bladder motility, and hypersplenism�.

Key Words: Hepatocirrhosis; Gallstone; Liver func-
tion; Hypersplenism

Du PH, Deng CS. Clinical characteristics and formation 
causes of gallstone complicated with hepatic cirrhosis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(24):2456-2459

摘要
目的: 探讨肝硬化并胆囊结石的临床特点及
其发病机制. 

方法: 回顾性分析我院2003-2/2006-2住院的
131例肝硬化患者, 并以同期门诊行体检者
790例作为对照组, 分析的指标包括肝硬化并
胆囊结石患者的性别差异、与对照组性别差
异、肝病性胆囊改变在肝硬化胆囊结石发生
中的作用、肝硬化并脾功能亢进在肝硬化胆
囊结石发生中的作用. 

结果: 肝硬化胆囊结石的发生率为41.22%, 对
照组胆结石的发生率为6.96%; 肝硬化患者
胆囊结石的发生率无性别差异(P >0.05); 男性
与女性肝硬化患者与对照组比较, 胆囊结石
发生率均有显著差异(39.58% vs  5%, P <0.05; 
48.57% vs  10.53%, P <0.05); 肝病性胆囊改变
及肝硬化并脾功能亢进在胆囊结石发生中起
着重要作用. 肝病性胆囊改变患者胆囊结石
发病率明显高于无肝病性胆囊改变者(48.39% 
vs  26.32%, P <0.05), 肝硬化并脾功能亢进胆囊
结石的发生率与对照组比较差异也有显著性
(54.44 % vs  6.96%, P <0.05).

结论:  肝硬化患者易发生胆囊结石, 与性别无
关而与肝功能、胆囊运动功能障碍、脾功能
亢进等有关.

■背景资料
肝硬化并胆囊结
石是目前国内外
医学界研究的热
点和难点, 特别是
在外科领域,  研
究主要关注肝硬
化并胆囊结石的
手术治疗方式. 临
床观察表明肝硬
化并胆囊结石临
床多无明显症状,  
易被内科医师所
忽视, 使患者失去
了择期手术的机
会, 影响预后, 肝
硬化易并发胆囊
结石, 但其机制尚
不清楚.
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表  5  肝硬化脾功能亢进胆囊结石发病与对照组比较 n (%)

 性别	                  胆囊结石	    无胆囊结石	 合计

  49 (54.44)a

  55 (6.96)
104

肝硬化脾功能亢进
对照组
合计

aP<0.05 vs  对照组.
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0  引言

临床报道表明, 肝硬化患者胆结石的发生率明

显高于非肝硬化群体, 且肝硬化程度越重胆结

石的发生率越高[1-4], 主要表现为非特异性炎症

和胆结石. 国外亦有报道肝硬化患者易并发胆

结石. 本研究回顾性分析我院2003-02/2006-02住
院的131例肝硬化患者(乙肝后肝硬化114例, 占
87.02%; 其他原因的肝硬化17例, 占12.98%)的
临床资料, 旨在对肝硬化发生胆囊结石的成因

进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 经2000年第10次全国病毒性肝炎防治及

肝病学术会议修订的肝硬化诊断标准[5]确诊的肝

硬化病例131例(男96例, 女35例), 并胆囊结石55
例(男38例, 女17例); 影像学(B超﹑CT)检查有肝

病性胆囊改变93例, 无肝病性胆囊改变38例; B超
检查有腹水者104例, 无腹水者27例; 骨髓细胞学

检查有脾功能亢进90例, 无脾功能亢进41例. 
1.2 方法 回顾性分析我院2003-02/2006-02住院

的131例肝硬化患者(乙肝后肝硬化114例, 占
87.02%; 其他原因的肝硬化17例, 占12.98%), 并
以同期门诊行体检者790例作为对照组, 分析的

指标包括肝硬化并胆囊结石患者的性别差异、

与对照组性别差异﹑肝病性胆囊改变在肝硬化

胆囊结石发生中的作用、肝硬化并脾功能亢进

在肝硬化胆囊结石发生中的作用. 所有病例均行

B超﹑CT﹑骨髓细胞学检查, 血细胞分析.
     统计学处理 组间比较, 用卡方检验, P <0.05, 
差异有显著性.

2  结果

2.1 性别 肝硬化组胆囊结石的发病率男女比较差

异无显著性(表1); 肝硬化组男性胆囊结石发病率

高于对照组, 两者比较差异有显著性(39.58% vs 
5%, P <0.05, 表2); 肝硬化组女性胆囊结石发病率

高于对照组, 两者比较差异亦有显著性(48.57% vs 
10.35%, P <0.05, 表3). 
2.2  肝病性胆囊改变 肝硬化患者常出现胆囊壁水

肿、胆囊床及其周围的局限性积液, 一般呈环形

包绕胆囊[6], 借助CT及B超了解胆囊轮廓、胆囊

周围积液形态及流动性,  有助于肝病性胆囊改变

与炎症性胆囊改变的鉴别,  肝病性胆囊改变在胆

囊结石形成的过程中起了重要作用(表4).
2.3 肝硬化并脾功能亢进 与对照组比较, 肝硬化

并脾功能亢进胆囊结石的发生率与对照组比较差

异有显著性(表5).
2.4 胆结石的临床表现 55例肝硬化并胆囊结石患

■创新盘点
女性肝硬化患者
是否比正常女性
更易患胆囊结石,
国内各家报道不
一. 本研究通过临
床观察,  卡方检
验, 得出了肯定的
回答, 而这一结论
可通过肝硬化肝
功能受损致雌激
素水平升高来解
释.

表  1  肝硬化患者不同性别胆囊结石发病比较 n (%)

     性别	  胆囊结石          无胆囊结石	       合计

38 (39.58)
17 (48.57)
55

男
女
合计

58 (60.42)
18 (51.43)
76

     96
     35
   131

aP<0.05 vs  男性对照组.

表  2  肝硬化组与对照组男性胆囊结石发病比较 n (%)

    分组	         胆囊结石          无胆囊结石              合计

38 (39.58)a

25 (5)
63

男性肝硬化
男性对照组
合计

  58 (60.42)
475 (95)
533

  96
500
596

    

表  3  肝硬化组与对照组女性胆囊结石发病比较 n (%)

 分组	          胆囊结石        无胆囊结石             合计

17 (48.57)a

30 (10.35)
47

女性肝硬化
女性对照组
合计

  18 (51.43)
260 (89.65)
278

aP<0.05  vs  女性对照组.

  35
290
325

aP<0.05 vs  无肝病性胆囊改变组.

表  4  有无肝硬化肝病性胆囊改变与胆囊结石发病比较
n (%)

     分组	                   胆囊结石	    无胆囊结石	 合计

45 (48.39)a

10 (26.32)
55

并肝病性胆囊改变
无肝病性胆囊改变
合计

48 (51.61)
28 (73.68)
76

  93
  38
131

  41 (45.56)
735 (93.04)
776

  90
790
880
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者仅一例出现右上腹疼痛、发热, 给予抗生素治

疗后症状消失.

3  讨论

肝硬化患者容易合并胆结石, 此为综合因素作用

的结果, 国外报道B型超声发现肝硬化胆囊结石

的发生率为29.0%-34.6%, 国内近年尚未见大样

本的调查. 本组病例肝硬化胆囊结石的发生率为

41.98%, 明显高于对照组(无论男女),  差异均有显

著性; 肝病性胆囊改变及脾功能亢进病例胆囊结

石的发生率明显增加; 总之, 肝硬化患者胆囊结石

的发生与性别无关而与肝功能﹑胆囊运动功能障

碍﹑脾功能亢进等有关. (1)肝硬化时肝脏对雌激

素灭活减少, 酮转化为雌二醇增多, 以及血浆中性

激素结合球蛋白水平增高等因素, 促使肝硬化患

者雌二醇水平增高, 而雌二醇可明显降低肝微粒

体内二磷酸尿苷葡萄糖醛酸转移酶的活性, 减少

肝内葡萄糖醛酸胆红素的形成. 因此, 非结合胆红

素水平增高, 有利于胆色素结石的形成. 雌激素水

平增高还可影响胆红素排空, 有利于胆囊结石的

形成, 肝硬化时无论男女患者均存在雌激素灭活

减弱, 故肝硬化胆结石的发生无性别差异. (2)肝
硬化时胆囊静脉扩张﹑胆囊壁黏膜下充血﹑水肿﹑

增厚甚至胆囊壁部分纤维化, 导致胆囊壁顺应性

降低﹑动力减弱,  使胆囊内容易形成结石. 胆囊动

力异常是结石好发的重要应素[7]. 肝硬化患者体内

胃肠激素水平异常[8] , 可通过引起胆囊炎症而影

响胆囊排空促进结石形成; 另外, 肝硬化时由于枯

否细胞减少, 细胞免疫功能降低, 容易造成胆系感

染, 在肝硬化胆囊结石发生过程中细菌迁移入胆

囊是很普遍的, 胆道黏膜充血﹑缺血﹑坏死脱落

成为结石核心. 临床和实验研究表明, 胆囊运动

功能障碍在肝硬化胆结石的形成过程中起重要

作用[3]. (3)肝硬化脾功能亢进时胆囊结石发生

率明显增加[9]. 肝硬化脾功能亢进导致慢性溶

血﹑胆红素产生过多, 使血中﹑胆汁中未结合

胆红素水平升高, 其与胆汁中钙结合成为结石

核心; 另一方面, 脾功能亢进时, 红细胞﹑血红

蛋白降低, 胆囊壁缺血﹑缺氧﹑水肿﹑胆囊动

力障碍, 进一步促进了胆囊结石形成. (4)肝功

能损害也是胆结石形成的促发因素, 本研究131
例肝硬化中129例是失代偿期病例, 肝功能减退

使肝脏对许多物质如雌激素﹑胰高血糖素﹑血

管活性肠肽﹑组胺﹑生长抑素等灭活降低, 血
中浓度升高. 这些物质可松弛胆囊平滑肌, 引起

胆囊扩张. 其中生长抑素还可抑制胆囊收缩和

胆道运动[10]; 血管活性肠肽对基础情况下和由

胆囊收缩素刺激引起的胆囊运动具有强烈的拮

抗作用, 胆囊平滑肌含有血管活性肠肽能神经

纤维, 电刺激迷走神经可使门脉血内血管活性

肠肽浓度升高, 推测他具有神经递质功能, 在局他具有神经递质功能, 在局具有神经递质功能, 在局

部调节胆囊平滑肌的张力, 使胆囊舒张[11], 胆汁

易于沉积, 利于胆囊结石形成. (5)肝硬化并胆

囊结石临床多无明显症状[12], 主要原因是胆结

石的形成是慢性过程, 临床常见纳差、腹胀、

右上腹不适等症状, 容易被肝硬化症状所掩盖, 
肝硬化胆囊结石发生率高, 且以胆色素结石为

主, 胆色素砂样结石易通过胆道排泄而不易完

全梗阻[10], 因此, 临床很少出现症状, 易被临床

医师所忽视. 
肝硬化胆囊结石发生并发症, 如急性胆管

炎、胆管炎梗阻化脓时, 需行急诊手术, 这类

患者毛细血管脆性增加、肝脏合成凝血因子减

少、脾功能亢进、血小板减少是手术中出血的

综合性因素,  同时由于其免疫力低下[13], 术后

易并发内毒素血症、败血症、肝功能衰竭, 手
术危险性大..
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与会

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋

势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极

投稿和报名参加. 

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical features of 
Crohn’s disease in China, especially the status, 
the locations of lesions and its misdiagnosis in 
clinics.

METHODS: The literatures published in the re-
cent 50 years (1950-1959) about CD were colleted 
from the Chinese database of Biology and Medi-
cine (CBM, 1979-01/2003-12) by computer and 
tracing back year by year. All the data about the 
locations of lesions and misdiagnoses, as well 
as other demography features were recorded, 
pooled and statistically analyzed�.

RESULTS: There were 1644 cases of CD pa-
tients, of which 19.33% were misdiagnosed as 
intestinal obstruction and looping, 19.89% as 
intestinal tumors, 10.00% as abdominal mass, 
13.95% as ileocecal space-occupying lesions, 
14.47% as intestinal tuberculosis, 12.25% as ul-
cerative colitis, 33.85% as chronic enteritis, and 
17.54% as appendiceal diseases�.

CONCLUSION: CD has no specificity on clini-
cal features, can affect any segment (often 
many segments) of the gastrointestinal tract 
from the mouth to anus, and induce the diver-

sified clinical manifestations and high misdi-
agnosis�.

Key Words: Crohn’s disease; Misdiagnosis; Com-
bined analysis

Shen ZK. A combined analysis of clinical misdiagnosis 
for Crohns’ disease in Chinese, mainland. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(24):2460-2463

摘要
目的: 了解我国大陆地区克罗恩病(Crohn's 
disease, CD)的临床特征, 尤其是病变部位及
其累及情况, 以及临床诊断上的误诊情况, 为
临床医生快速准确地诊断提供重要线索. 

方法: 对我国近50 a来报道的CD文献资料通
过计算机CBM与文献追溯检索, 对符合文献
入选标准的63篇文献有关误诊情况的数据进
行摘录、登记、统计分析. 

结果: 计入统计的C D患者共有1644例, 误
诊为肠梗阻与套叠为19.33%、肠道肿瘤为
19.89%、腹部肿块为10.00%、回盲部占位为
13.95%、肠结核为14.47%、溃疡性结肠炎为
12.25%、慢性肠炎为33.85%、阑尾病变为
17.54%.

结论:  CD的临床表现缺乏特异性, 病变侵犯
胃肠道任意部位, 且常常侵犯多个部位, 给临
床诊断带来困难, 极易导致误诊.

关键词: 克罗恩病; 误诊情况; 汇总分析

沈志坤. 中国大陆地区克罗恩病临床误诊的汇总分析. 世界华人

消化杂志  2006;14(24):2460-2463
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0  引言

克罗恩病(Crohn's disease, CD)是一种胃肠道的

慢性、反复发作性和非特异性的全肠壁炎, 病
变呈节段性分布, 可发生于胃肠道的任何部位, 
临床缺乏特异性病症学表现,  症状多样化, 误诊

■背景资料
克罗恩病(CD)是
一种胃肠道的慢
性、反复发作性
和非特异性的全
肠壁炎, 临床缺乏
特异性病症学表
现, 症状多样化, 
给临床医生诊断
带来很大困难. 
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率极高, 给临床医生诊断带来很大困难, 我们旨

在对该病误诊情况进行探讨, 希望能为临床医

生快速准确地诊断本病提供重要线索. 

1  材料和方法

1.1 材料 通过计算机文献检索中国生物医学

文献光盘数据库检索系统(CBM), 文献追溯检

索. 检索主题词为: 炎症性肠病、克隆病、克

罗恩病与Crohn's disease. 收集临床回顾分析

1950-01/2004-12年间住院患者发表和全国性会

议交流的所有文献共1102条目录. 所有研究CD
的临床、病理、诊断及误诊及描述性流行病学

资料的文献, 无同一单位、同一作者的重复文献

用做报道病例统计分析, 排除非临床、病理、诊

断、误诊及描述性流行病学资料的文献. 对来

自同一单位、同一作者的文献一并收集用做临

床、病理、诊断及误诊变量数据收集.  
1.2 方法 逐篇复习文献, 进行质量评估. 对所选

用的文献中所有的一般人口学特征、临床、病

理、诊断及误诊有关变量特征的数据进行转

换、摘录. 两个评论员独立选择试验并提取资料, 
如遇不一致, 通过讨论解决.
     统计学处理 本文涉及描述性流行病学资料

汇总, 对一般人口学特征数据采用Excel统计软

件进行分类汇总, 对每篇文章中涉及病变部位

及误诊有关变量特征的数据先转换成绝对数,  
再转换成率, 标准误的计算采用总分析例数进

行校正以计算95%可信区间.
                   Sp   =                            

n为观察例数,  N为校正参数 = 1644, p为特征检

出率,  Sp为率的标准误.

2  结果

2.1 研究的描述 经CBM与人工检索, 初检出有关

文献1102条目录, 阅读标题和摘要, 排除1039篇重

复、无具体实质相关内容、与本研究无关的文

献. 共收集符合文献纳入与排除标准的文献共63
篇[1-63], 全部查找到原文. 合计报道例数1895例, 分
析例数1644例. 男934例, 女666例(有44例未进行

性别描述), 男∶女=1.40∶1. 发病年龄1-84岁, 发
病高峰为20-50岁的中青年, 平均年龄38.20±7.20
岁.  
2 . 2  误 诊 情 况  误诊为肠梗阻与套叠为

19.33%,  肠道肿瘤为1 9 . 8 9 % ,  腹部肿块为块为为

10.00%(5.41%-14.59%), 回盲部占位为13.95%, 肠

结核为14.47%, 溃疡性结肠炎为12.25%, 慢性肠炎

为33.85%, 阑尾病变为17.54%, 总误诊率及95%CI
为68.22%及65.96%-70.48% (表1).

3  讨论

C D临床表现涉及肠道本身及其他多个系统 ,他多个系统 ,多个系统 , 
缺乏特异性 ,  而且病变可累计从口腔到肛门

的整个消化道, 呈节段性分布, 常同时侵犯多

个部位 ,  其中小肠、回肠、回肠末端、回盲

部、盲肠、结肠、左半结肠都是CD较易累及

的病变部位, 其中两个及其以上部位累及率为

32.60%. 本病误诊率较高, 可高达70.9%[53]. 本
分析结果表明总误诊率为68.22%, 95%C I为
65.96%-70.48%, 与之类似.  本病误诊为肠梗阻

与套叠、肠道肿瘤、腹部肿块、回盲部占位、

肠结核、溃疡性结肠炎、慢性肠炎、阑尾病

变的误诊率较高. 分析其误诊原因如下: (1)本
病属不常见病, 对本病临床多样性特别是全身

性肠道外症状认识不足, 必须详细询问病史才

能被发现; (2)本病患者同时累计胃肠道多个部

位, 包括从口腔到肛门, 使症状多样化, 给诊断

带来困难; (3)在诊断上过于强调病理学及肉芽

肿的诊断意义. 为提高CD的确诊率, 以下几点

值得考虑: (1)因CD的临床表现多样性, 要提高

对本病的认识, 收集临床资料要完整, 尤其是病

史中的腹痛、腹胀要详细询问.  如果患者为中

青年, 表现以腹痛和腹泻为主要症状, 而且有低

热、消瘦、贫血及皮肤、关节与肛周等多系统

症状, 在分析病情时要考虑本病的可能性. 此
外, 腹痛的性质与部位, 常可反映出病变的性质

与部位, 如以右下腹痛多见, 其病变多位于回盲

部及其邻近部位; 脐周或全腹痛, 病变多在空肠

     

表  1  CD误诊情况

 误诊情况	                    n             率 (%)	       95%CI (%)

    6
    6
116
112
  15
  12
103
  49
  22
  43
107
  13
    5
    9
558

食管癌与炎症
胃癌与胃炎
肠梗阻与套叠
肠道肿瘤
腹部肿块
回盲部占位
肠结核
溃疡性结肠炎
慢性肠炎
腹膜炎急腹症
阑尾病变
穿孔与肠瘘
菌痢
淋巴瘤
总误诊率

11.76 
  4.38
19.33
19.89
10.00
13.95
14.47
12.25
33.85
11.03
17.54
  4.68
  4.95
  3.66
68.22

  2.97-20.55
  1.09-7.67
16.81-21.85
17.21-22.57
  5.41-14.59
  6.78-21.12
12.52-16.42
19.45-15.05
22.49-45.21
  8.31-13.75
15.14-19.94
  2.41-6.95
  0.80-9.07
  1.49-5.83
65.96-70.48

(1-n /N)p (1-p )

(n -1)

■应用要点
本文旨在对该病
误诊情况进行探
讨. 通过计算机文
献检索中国生物
医学文献光盘数
据库检索系统, 收
集临床回顾分析
1950-2004年间所
有发表和交流文
献资料,  逐篇复
习, 进行评估, 误
诊率极高. 通过本
文的综合分析, 希
望能为临床医生
快速准确地诊断
CD提供重要线索.
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及其横结肠, 腹泻也以糊状稀便为主, 少有便血

或脓血便.  (2)综合检查手段的运用, CD的临床

诊断较为困难, 其诊断在很大程度上取决于肠

道特征性X线表现及内镜检查, 这些有助于确

定病变性质、部位、范围及严重程度. 不能忽

视X线的诊断价值, 国外报道有经验的放射科

医生可以使诊断正确率达到90%. 肠镜下活检

尤其是确诊的可靠手段, 结肠镜对结肠和末端

回肠的CD有重要的诊断价值, 但瘘管容易被遗

漏, 两者结合能显著提高诊断率. 但常用的内镜

及X线检查对小的肠-肠系膜瘘的探查有较大的

局限性, 且不能显示脓肿, 此时可以考虑腹部肠

道超声(TABS), 证实TABS对肠狭窄的敏感性

与特异性分别为100%与91%, 对腹腔内瘘管分

别为87%与90%, 对腹腔内脓肿分别为100%与

92%[57]. 如临床高度怀疑本病应及早行肠镜下

黏膜活检, 并设法通过回盲瓣以观察回肠末端, 
而对于各种内科难以控制的急腹症、消化道出

血, 则应及时剖腹探查. 不要过于强调肉芽肿的

诊断意义以及过于依赖病理学检查, 因为肉芽

肿性反应是对被挤出的隐窝蛋白发生的非特异

性反应, 并不是诊断CD的特异性指标, 而且不

管CD侵犯胃肠道的那一部位, 其基本的病理学

改变均相似, 即兼有破坏性与增殖或修复性病

变, 这是CD具有鉴别诊断价值的重要特点之一..
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摘要
本文报道胰肾联合移植治疗终末期糖尿病伴
肾功能衰竭6例, 4例术后肺部感染, 2例分别为
巨细胞病毒和难羧辨杆菌感染者成功治愈, 2
例分别为埃希大肠杆菌和金黄色葡萄球菌感
染,因呼吸衰竭死亡. 胰肾联合移植术后并发
肺部感染的防治, 重在积极预防, 术后一旦出
现肺部感染, 大幅度削减免疫抑制剂量, 对提
高抢救成功率尤为重要. 

关键词: 胰肾联合移植; 肺部感染
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0   引言

胰肾联合移植术已成为糖尿病伴肾功能衰竭的

标准治疗方法. 但由于受体是长期糖尿病患者,
胰肾联合移植手术复杂, 并发症多样, 加上术后

免疫抑制药物的应用, 一旦发生术后感染, 常常

导致手术失败, 是死亡的主要原因. 我院开展胰

肾联合联合移植6例, 术后肺部感染4例, 进一步

讨论胰肾联合移植术后肺部感染的防治问题. 

1   病例报告

例1, 男, 45岁, 糖尿病20+a, 胰岛素20-30 U/d, sc. 
入院前2+mo自觉视物模糊, 尿量减少, 每周需

2次血液透析. 查体: 神志清, 双眼视力0.4, 眼
底视网膜水肿 ,  少量出血 ,  眼底动脉硬化Ⅱ

级. 血糖14 mmol/L, 肌酐761 mmol/L, 尿素氮

32.5 mmol/L, Ｃ肽1.5 mg/L. 诊断: Ⅱ型糖尿病

并发肾功能衰竭. 2002-02行胰肾 联合移植术. 

手术当天给予抗Tac mAb 50 mg, 术后4 d抗
Tac mAb 50 mg; 术后免疫抑制剂方案: 他克莫

司(FK506)+霉酚酸脂+强的松. 他克莫司血浓度

维持10-14 ng/L, 霉酚酸脂2 g/d, 甲基强的松龙

500 mg/d, 每天减少40 mg, 至维持量20 mg/d. 
术后血糖正常, 肾功能恢复; 术后1 mo出院. 术
后3 mo, 突发胸闷, 气急, 口唇紫绀; 血气分析: 
动脉血PO2 55 mmHg, PCO2 65 mmHg; 胸片: 双
肺大片模糊阴影, 痰培养阴性, CMV(+), 抗CMV-
IgM 1∶200, 考虑巨细胞病毒肺炎, 呼吸功能不

全. 治疗: 双水平通气呼吸机辅助呼吸, 他克莫

司剂量减到原剂量的2/3, 停用霉酚酸脂2 g/d和
强的松10 mg/d; 给予更昔洛韦250 mg, 2/d, 抗洛韦250 mg, 2/d, 抗韦250 mg, 2/d, 抗
病毒治疗; 同时防细菌感染、控制输液量、保

肝、保肾等治疗, 63 d后全愈出院. 
例 2 ,  男 ,  5 2岁 ,  糖尿病 1 2 +a ,  胰岛素

20-40 U/d, sc. 入院前5 mo自觉视力下降, 尿
量减少, 血压进行性升高, 每周需2次血透. 查体: 
神志清, 双眼视力0.6, 眼底视网膜水肿, 少量出

血, 眼底动脉硬化Ⅰ级. 血糖12.5 mmol/L, 肌酐

406 mmol/L, 尿素氮32 mmol/L,Ｃ肽0.13 mg/L. 
诊断: Ⅰ型糖尿病并发肾功能衰竭. 2004-02行
胰肾联合联合移植术. 术后免疫抑制剂方案是

三联他克莫司+霉酚酸脂+强的松 .  免疫抑制

剂用量及方法同例1. 术后1 w k血糖正常, 肾
功能恢复; 术后21 d突发脑梗塞, 意识丧失, 呼
吸骤停, 经抢救神志恢复; 胸片: 双肺肺炎; 支
气管镜吸痰, 痰液培养结果: 难梭辨杆菌. 治
疗; 给予气管切开, 呼吸机辅助呼吸, 2 mo后拔

气管插管; 他克莫司减为原剂量60%, 停用霉

酚酸脂2 g/d和强的松20 mg/d; 去甲万古霉素

500 mg/次, 2/d; 经保胰, 保肾等多器官维护治

疗, 术后4 mo全愈出院. 
例 3 ,  男 ,  6 0岁 ,  糖尿病 1 9 +a ,  胰岛素

20-40 U/d, sc. 入院时无视力, 仅有光感, 尿量

减少, 血压进行性升高, 每周需2次血透. 查体: 
神志清, 双眼视力0, 眼底视网膜水肿, 少量出

血, 眼底动脉硬化Ⅲ级. 血糖12.5 mmol/L, 肌酐

406 mmol/L, 尿素氮32 mmol/L, C肽0.13 mg/L. 
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■背景资料
胰肾联合移植术
已成为糖尿病伴
肾功能衰竭的标
准治疗方法. 由于
受体是长期的糖
尿病, 加上并发尿
毒症肾功能衰竭, 
营养障碍等因素, 
在此种情况下, 患
者要接受复杂的
胰肾联合移植手
术, 术后还需用大
量免疫抑制药物, 
因而,  胰肾联合移
植术后易发生感
染. 感染是胰肾联
合移植术死亡的
主要原因.
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诊断: Ⅰ型糖尿病并发肾功能衰竭. 2004-04行胰

肾联合联合移植术. 免疫抑制剂用量及方法同

例1. 术后2 wk因肾急性排斥反应, 先甲基强地

松龙400 mg/d, 3 d后治疗效果不佳; 随后给抗

胸腺细胞球蛋白(ATG)冲击治疗, 排斥反应好转. 
但血白细胞升高至30×109/L, 胸片: 双肺炎, 痰
培养是金黄色葡萄球菌. 治疗: 他克莫司减为原

剂量的60%, 停用霉酚酸脂和激素. 给予去甲万

古霉素500 mg/次, 2/d等抗感染治疗, 术后24 d
终因肺部严重感染, 呼吸衰竭死亡. 

例4, 女, 46岁, 糖尿病20+a伴肾病1 a, 胰岛

素20-40 U/d, sc. 尿量500-900 mL/d, 血压正常, 
每周需2次血透. 查体: 神志清, 双眼视力视力

1.0, 眼底视网膜水肿轻度, 无出血及眼底动脉

硬化. 血糖12.5 mmol/L, 肌酐406 mmol/L, 尿素

氮32 mmol/L, C肽0.13 mg/L. 诊断: Ⅰ型糖尿病

并发肾功能衰竭. 2004-04行胰肾联合联合移植

术. 术后1 wk因移植肾发生急性排斥反应, 先后

给予甲基强地松龙和抗胸腺细胞球蛋白冲击治

疗, 术后2 wk, 高热, 白细胞高达40×109/d, 胸
片: 双肺感染, 以右肺为主; 痰培养是大肠埃希

杆菌. 治疗: 他克莫司减为原剂量的60%, 先后给

予哌拉西林/他佐巴坦2 g, 2/d, 拜复乐2 g, 2/d抗
感染, 积极保肾, 保胰等多器官维护治疗, 术后

32 d终因肺炎、呼吸衰竭死亡.

2  讨论

由于加强了有效的预防性抗感染的治疗措施和

有效的特异性较强的免疫抑制剂使用, 器官移植

术后感染率有下降趋势, 但威胁移植受体生命的

感染始终存在. 肺是易感染器官, 在心和肺移植

中, 肺部感染是最主要部位; 肝移植中, 肺部感染

排在第2位; 在肾移植中肺部感染率15%可能是

最低的, 其原因可能与肾移植手术创伤相对较

小和较低免疫抑制剂维持量有关. 胰肾联合移植

手术较单个肾移植手术创伤增加, 胰液引流术式

的不同如胰肠引流或胰膀胱引流方式和移植胰

腺的手术相关并发症以及胰肾移植术后免疫抑

制剂的较高剂量使用等因素无容置疑地增加了

术后易感染的风险. 巨细胞病毒感染的预防和控

制对需服用免疫抑制剂的器官移植患者具有重

要意义, 巨细胞病毒的感染有可能诱发其他细他细细

菌和霉菌的感染, 甚至诱导排斥反应发生. 据报

道, 如不进行巨细胞病毒感染的预防, 心肺联合

移植术后巨细胞病毒感染发生率是39%, 肝脏和

胰腺移植术后巨细胞病毒感染是29%, 心脏和肾

脏移植术后巨细胞病毒感染分别是25%和8%[1]. 
Linhares et al [2]报道45胰肾联合联合移植术后巨

细胞病毒感染发生率是12%. 巨细胞病毒的感染

往往与过强免疫抑制治疗有关, 如常规服用的

免疫抑制剂较大, 或为加强抗急性排斥反应的

治疗, 使用了抗胸腺细胞球蛋白或大剂量的抗

CD3 mAb等. 分析例1术后肺部巨细胞病毒感染

的救治过程有以下几点体会: (1)胰肾移植术后

没有进行正规的预防巨细胞病毒感染治疗. 本
例患者术后预防应用更昔洛韦500 mg/d, 仅持

续了1 wk. 术后也未能坚持口服更昔洛韦药物

治疗. Chiu et al [1]推荐的治疗方法是口服阿昔洛

韦800 mg, 4/d, 维持3-12 mo; 或口服更昔洛韦

1000 mg, 3/d, 维持3 mo; 或静脉5 mg/kg, 2/d, 维
持7-14 d, 后改每日静脉5 mg/kg, 维持3mo; (2)
胰肾移植术后常规免疫抑制剂量可能过大, 没有

及时根据术后胰肾功能恢复情况进行递减用药

剂量, 以至于受体免疫功能过低, 诱发巨细胞病

毒感染. 如患者因交通不便未能及时回医院监测

他克莫司的浓度, 以至其浓度一直在较高水平

15-20 ng/L; 霉酚酸酯也一直是术后近期的剂量

2/d; (3)在治疗胰肾移植术后发生肺部巨细胞病

毒感染中, 应密切观察移植胰、肾功能同时迅

速、大胆削减常规免疫抑制剂量, 可能是成功救

治的关键. 在例1救治中, 成功削减他克莫司剂量

60%, 停用霉酚酸酯和强的松, 移植胰和肾器官

均未发生排斥反应; (4)采用双水平通气呼吸机面

罩给氧辅助呼吸, 成功地纠正低氧血症而又避免

了因气管切开继发肺部细菌感染的风险; (5)在
巨细胞病毒感染肺部引起呼吸功能衰竭的治疗

中, 应注意加强环境隔离, 谨防继发细菌和霉菌

感染, 严格控制输液量, 加强抗凝和疏通微循环

等综合治疗, 我们的体会微量输液泵静脉注入肝

素, 维持PT15-20 s, 有利于保护移植胰和移植肾

的功能, 有利于肺功能的恢复. 
器官移植术后的肺部的细菌感染常常属医

源性或获得性感染. 多以革兰阴性菌、金黄色葡

萄球菌、军团菌等为主. 如果术后一开始给予经

验性预防抗生素使用, 耐甲氧西林的金黄色葡萄

球菌的感染应值得高度警惕. 肺部细菌感染的主

要因素有需术后较长时间维持机械通气、术后

误吸、腹部较大创伤影响排痰等[3]. 本例2、例4、例4例4
痰培养分别是革兰阴性杆菌难梭辨杆菌和大肠

埃希杆菌; 例3痰培养金黄色葡萄球菌. 分析其感

染的原因: (1)3例细菌感染患者均术后带气管插

管进行通气支持治疗; (2)3例细菌感染患者均有
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■创新盘点
据 报 道 胰 肾 联
合 移 植 死 亡 率
3%-25%. 感染是其
死亡的主要因素
可高达77%. 肺部
感染常因发病隐
匿、明确诊断不
易, 给成功救治带
来困难. 因而肺部
感染是胰肾联合
移植术后引发呼
吸衰竭的主要因
素. 针对胰肾移植
术后的感染, 治疗
原则是重在预防, 
一旦发生感染, 积
极寻找病原, 进行
针对性治疗, 已经
成为大多学者的
共识. 本文所提供
的经验或体会是, 
除上述治疗原则
外, 还应注意相关
免疫抑制药物的
大幅度削减或停
用, 也是成功救治
的重要一环.



过强免疫抑制剂治疗, 如例3和例4术后都曾因急

性排斥反应而进行激素冲击和使用抗胸腺细胞

球蛋白治疗; (3)例2因术后并发严重脑梗, 呼吸骤

停, 经抢救行气管切开, 支气管镜吸痰等操作, 也
是诱发肺部感染的重要原因. 

总结例术后肺部细菌感染的治疗经验和

教训, 我们体会治疗中, 除根据药敏试验选择抗

菌素是抗感染的关键外; 根据移植器官功能变

化, 大胆削减免疫抑制剂量, 对控制细菌感染, 
提高抢救成功率具有非常重要的意义. 一般情

况下我们在抗细菌感染的同时削减他克莫司约

50%-60%, 完全停用霉酚酸酯和激素, 然后根据

移植物功能变化和血药浓度来调整剂量.
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■同行评价
胰肾联合移植术
后肺部感染是最
严重的并发症, 本
组有4例发生感染, 
并提出感染原因
及救治措施, 仅2例
死亡. 本文可作为
今后胰肾联合移
植术后预防和救
治肺部感染的借
鉴 .
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世界华人消化杂志投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 
大16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 
邮发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 
世界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消

化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外

科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608种中国科技论

文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 28种期刊

的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为

1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的

第14位, 内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界

华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比

0.30, 地区分布数28, 基金论文比0.43, 国际论文

比0.01. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 

1-2
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体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5±
0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
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Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲

洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 
左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang 
et al”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
如马连生[1]报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; 
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PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文

献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年核心期刊为

准, 引用被PubMed收录的期刊文献用英文表达, 
请附引用文献网上摘要打印件, 包括PMID编号

(摘要的左下方). 按顺序编号装订, 并考入磁盘

内. 在引用参考文献页码末尾注明PMID编号; 
无PMID编号的期刊请删除(重要文献必须保留

者, 请附首页复印件). 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编

号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版
次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
1    Ma LS, Pan BR. Strengthen international aca-

demic exchange and promote development of 
gas-troenterology. World J Gastroenterol  1998; 
4: 1 [PMID: 11819215]
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4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因
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