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 述评 EDITORIAL 

HBV X基因和X蛋白的功能

王小众, 林 纳

王小众, 林纳, 福建医科大学附属协和医院消化研究所 福建
省福州市 350001
王小众�� ������������ �������������, ������������ �������������北京大学医学博士毕业, 纽约大学医学院访问医师, 
教授, 主任医师, 博士生导师.
福建医科大学科学研究发展基金项目, No. FJGXY 04017 
通�����讯����作者��: 王小众, 350001, 福州市新权路29号, 福建医科大学
附属协和医院消化内科. drwangxz@pub6.fz.fj.cn
电话�� ������������������: 0591-83357896-8482
收稿日期�� �������������� ������ ����������: �������������� ������ ����������2006-06-01    接受日期�� ����������: ����������2006-06-14

摘要
HBV X基因编码的X蛋白(PX)是一种多功能
蛋白, 在HBV感染和肝细胞癌(HCC)发展的不
同阶段, 执行不同的生物学功能. PX参与调节
病毒复制, 显著影响肝细胞信号传导、新陈代
谢、凋亡、细胞因子产生、细胞周期调控和
癌基因、抑癌基因等方面基因表达, 干扰线粒
体氧化磷酸化等能量代谢过程, 造成细胞氧化
损伤, 促进细胞凋亡.
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0  引言

HBV X基因是HBV病毒基因组中最小的开放性

读码框, 位于HBV基因组的1374-1838 bp处, 全
长435-462 bp, 编码长度为154个氨基酸的蛋白. 
X基因序列在嗜肝病毒科中高度保守, 提示在

HBV生物学功能上具有重要意义. 虽然对X基因

和X蛋白(PX)的研究不断深入, 但是确切的功能

尚无定论. 研究发现, PX不直接作用于双链DNA, 
而是通过和细胞内的多种蛋白相互作用来调节

细胞生物学功能. PX作为多功能蛋白, 广泛参与

病毒的复制; 宿主细胞的基因调控和表达、蛋白

质降解及细胞信号转导等过程; 并可通过影响正

常的细胞周期, 干扰DNA的修复及调节肝细胞增

殖、分化和凋亡, 在HBV病毒感染及原发性肝细

胞癌(HCC)发生、发展中起关键作用. 

1  X基因及其产物与HBV病毒复制

HBV X基因是病毒基因组的保守区域, 参与调

节病毒复制. PX天然反式激活作用的靶目标是

病毒颗粒, 体内研究表明, 这对维持病毒基因的

复制和表达十分重要. 将X基因缺陷型HBV转

染入细胞后, 病毒复制水平仅为野生型HBV的

10%[1]. 缺少X基因的Woodchuck HBV病毒无法

在宿主细胞内复制或复制水平明显降低, 而在

已转染X基因的HepG2细胞中, 病毒复制增加了

5-10倍[2]. Tang et al [3]将X基因缺陷型HBV病毒

转染HepG2细胞, 病毒复制、转录均受影响. 通
过构建一系列PX突变株的研究发现, PX的C末

端2/3氨基酸(51-154位点)是反式激活作用必须

的, 也是调节病毒复制的功能区域, 其中52-65位
点和88-154位点是关键区域. 

Zhang et al [1,4]发现, X基因缺失使HBV病毒

的复制下降, 加入蛋白酶抑制剂后, 病毒复制水

平则大大提高, 甚至达到野生型复制水平, 提
示PX可能通过蛋白酶依赖途径调控病毒复制. 
PX能与细胞内蛋白酶复合物组分结合, 可能通

过抑制蛋白酶水解活性, 促进病毒复制. DDB1
为细胞保守序列, 参与DNA修复和细胞周期循

环的调控. Leupin et al [5]发现, PX与DDB1结合

不仅能调节细胞增殖, 还能调节病毒复制. PX
突变后, 失去与DDB1结合的能力, 导致病毒复

制、转录处于低水平. 他们还发现, PX与DDB1
结合对病毒复制的调控作用主要是在mRNA水

平. 此外,  PX能激活酪氨酸激酶(Scr)及钙离子

信号途径, 通过线粒体PTF, 调节病毒的复制, 而
Scr激酶抑制剂和钙离子信号抑制剂可抑制病毒

在细胞内的复制. 提示, PX对HBV复制的调控

可能涉及钙离子信号和胞质内Scr激酶[2]. HBV
核心蛋白(HBcAg)对病毒复制至关重要, 其中

155, 162和170位点丝氨酸的磷酸化尤其重要, 
PX通过刺激这些部位的丝氨酸磷酸化促进病毒

的复制[6]. Zhang et al [7]通过酵母双杂交系统发

现PX能与Hepsin在细胞内结合并相互作用, 在
HepG2.2.1.5细胞系中刺激HBsAg的表达, 从而

刺激病毒的复制.
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■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, 
HBV)是通过逆转
录复制基因组的
嗜肝DNA病毒家
族的一员 ,  HBV
感 染 可 致 急 、

慢 性 肝 炎 ,  并 同
原 发 性 肝 细 胞
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
的进展密切相关. 
HBV具有一个编
码16.5 kDa的X蛋
白的开放阅读框, 
此序列在所有哺
乳动物嗜肝DNA
病 毒 中 高 度 保
守. X蛋白是一个
多功能的调节蛋
白, 在HBV感染和
HCC发展的不同
阶段, 执行不同的
生物学功能.
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2  X基因及其产物在细胞核中的作用

在宿主细胞中表达的PX通过与一些转录调控

蛋白质相互作用, 在转录调控水平上激活或抑

制靶基因的转录; 或者直接通过与胞质蛋白质

的相互作用, 影响这些蛋白质的功能. HBV X基

因转染肝细胞后以激光共聚焦显微镜观察可以

发现, 当X基因表达弱时, 大部分位于胞核内, 少
量在胞质. 当表达水平提高时, 主要在胞质累积, 
包括存在线粒体内[8]. PX在细胞内不同的分布, 
提示其执行不同的生物学功能. 真核细胞的基

因表达调控主要是转录水平的调控, 转录的调

节则主要发生在影响转录初始复合体(PIC)的形

成上. PIC是由6种普通转录因子即TFIA, TFIB, 
TFID, TFIE, TFIF和TFIH与RNA聚合酶(pol Ⅲ)
共同组成的聚合体. 众多研究表明, PX能和PIC
中多个转录因子直接结合, 调节宿主细胞转录. 

RNA pol Ⅲ在转录调控中起主导作用, 他
本身是由许多亚单位组成的复合体, RBP5是一

个重要的亚单位, 位于转录起始部分附近, 能与

许多转录调节因子结合. Le et al [9]用Far-Western
方法, 以32P标记的P X为探针从人肝癌细胞株

H e p G2的c D N A文库中筛选出了P X结合蛋白

(XAP), 并发现XAP与pol Ⅲ的亚单位RPB5氨基

酸序列完全一致. PX通过C末端与RBP5中央部

分结合, 促进细胞转录. 通过对RBP5中央部分

一系列位点突变的研究发现, F76, I104, T111, 
S113, V74和N98是结合的关键区域, 其中T111和
S113与转录起始区域非常接近, 因此, PX可能通

过调节RBP5与DNA的结合来实现对基因的转

录调控. 
TFⅡB是重要的普通转录因子, 在PIC形成

过程中他主要作为桥梁介导pol Ⅲ和TFⅡF复合

体进入PIC. PX能直接与TFⅡB结合, PX的51-99
位点和TFⅡB的125-295位点是相互作用的关键

区域. 虽然PX与TFⅡB的作用机制没有明确, 但
普遍的观点认为, PX能稳定TFⅡB与DNA的结

合, 促进转录水平[10]. 此外, PX还能与转录因子

SP1相互作用, 影响其DNA结合能力, 下调TFⅡ
H两个亚单位XPB(p89)和XPD(p80)的表达, 使
TFⅡH修复DNA的功能受损[11]. TATA盒结合蛋

白(TBP)是唯一能直接结合TATA  盒元件的普通

转录因子, TBP和TBP协同因子(TAFs)共同组成

TFⅡD. TFⅡD通过TBP和TFⅡA-DNA复合物

结合, 然后陆续接纳pol Ⅲ和其他普通转录因子, 
组成PIC. TBP还是许多调节蛋白的结合对象, 在
转录调节中起十分重要的作用. PX可在ATP存
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在的条件下与TBP结合, 稳定TBP与TATA盒的

结合, 增加RNA聚合酶pol Ⅲ和Ⅰ的转录活性, 
提高转录水平[12].

3 X基因及其产物在细胞质中的作用

3.1 PX与信号转导 在真核细胞中除了普通转录

因子外, 还存在许多细胞转录因子, 他们主要结

合启动子上游的特异DNA序列, 起到调节转录

的作用. 常见的这一类细胞转录因子如cAMP反
应元件结合蛋白(CREB)/活化转录因子(ATF), 
AP-l, AP-2和NF-kB等, 他们被激活后进入细胞

核, 发挥反式激活作用. 分布于胞质中的PX广

泛参与细胞信号转导过程, 激活下游的细胞转

录因子、凋亡信号等, 被认为是PX的重要生物

学功能之一. (1)PX与ERK/MAPK途径: Najihara 
et a l [13]将X基因通过肝细胞特异性病毒颗粒转

入正常成年大鼠肝细胞中, 发现细胞内的ERK
活性增加. Guan et al [14]将X基因稳定转染HepG2

细胞, ERK/MAPK信号传递途径的磷酸化程度

增强, 证明PX能激活ERK/MAPK信号转导途径. 
研究发现, X蛋白C区(58-84位点)和D区(85-119
位点)是激活ERK/MAPK途径的关键区域, 而E
区(120-140位点)则是非必要的. Bouchard et al [15]

研究发现, PX能激活FAK, FAK是Src激酶家族

的调节因子, 能激活Src激酶及下游的MAPK, 而
FAK的抑制因子能阻止PX对MAPK信号途径的

激活. Klein et al [16]报道, PX可激活Src激酶活性,  
Src激酶被激活后, 促使Ras上游的shc, sos, Grb2
及GTP结合到Ras, 激活Ras, Ras激活Raf, Raf将
上游信息传递给有丝分裂激活蛋白(MAP)激酶, 
分别通过刺激两种不同的M A P激酶家族调节

成员: 细胞外信号调节激酶(extracellularsignal 
regulated kinase, ERKs)和c-Jun末端激酶(JNKs)
促进c-Fos和c-Jun的合成, 使AP-1结合DNA能力

增强, 通过结合AP-1启动子上游反应元件的特

异序列, 使转录水平上调, 完成信息传递. 此外, 
PX激活ERKs和JNKs导致AP-1-c-Fun复合物持

久存在, AP-1-c-Fun复合物也将影响细胞的转

录水平[17]. Su et al [18]实验证实, PX可通过激活

Ras-Raf-MAPK激酶信号途径激活NF-kB. NF-
kB是真核细胞中一类重要的转录调节因子, 属
于与癌基因v-Rel相关的蛋白家族. 在没有外来

刺激因子的情况下, NF-kB与特异性抑制因子

结合, 以无活性形式存在于胞质中, 当受外界信

号刺激后, NF-kB与抑制因子分离, 活化, 向细

胞核内转移, 特异性结合NF-kB反应元件, 促进
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转录. PX激活NF-kB, 促使其发挥转录因子的作

用, 调节一系列基因的表达. Lee et al [19]实验发

现, 在Hela和Chang细胞中, PX通过激活NF-kB
使淋巴毒素α(LTα)转录水平增高, LTα是一种

细胞炎症因子, 能诱发肝脏炎症反应. NF-kB还
上调MMP-9的表达, 在肝癌侵袭和转移过程中

起重要作用[20]. NF-kB途径下游的uPA与肿瘤侵

袭和转移有关. 在PX阳性的肿瘤组织中, NF-kB
和uPA的活性明显增高, 肿瘤组织在血管侵袭, 
肝内扩散及缺乏完整包膜等方面表现出更高的

恶性程度[21]. 因此, PX激活NF-kB在HCC的发

生和发展过程中起到重要的作用. PX通过Ras/
ERK/MAPK途径刺激细胞产生多核、多中心纺

锤体和有丝分裂失常, 使细胞DNA生成增多[22]. 
MDR-1, MRP-1和LRP是肿瘤细胞内的抗化疗药

物相关基因, 转染X基因的肿瘤细胞这些基因表

达明显增多, 用ERK/MAPK途径抑制因子干预

细胞, 则抗化疗药基因表达减少, 细胞凋亡增多, 
说明PX可能通过激活ERK/MAPK信号通路促

使肿瘤细胞表达化疗药物抗性基因, 使细胞耐

受化疗药物的攻击[14]. (2) PX与PI-3-K途径: PX
能抑制TGF-β诱导的凋亡. PX不改变TGF-β受体

的表达水平, 也不影响受TGF-β激活的PAI-1基
因启动子的活性, 而是只作用于TGF-β本身. 在
稳定表达X基因的Hep 3B细胞中, PI-3-K的活性

及p85亚基丝氨酸残基磷酸化水平增高, TGF-β
介导的细胞凋亡也明显减少. 当加入PI-3-K的

抑制剂时, 细胞凋亡增加, 因此, PX可能通过

激活PI-3激酶途径拮抗TGF-β的促凋亡作用[23]. 
(3)PX与JNK/STAT途径: STATs是一类细胞转录

因子, 一般以无活性形式存在于胞质中, 当受到

细胞外信号的刺激(如IL-6和EGF), Scr残基磷酸

化, STATs就活化, 进入细胞核, 与相关的DNA序

列结合, 调节基因转录. Waris et al [24]报道, 稳定

转染X基因的HepG2细胞在没有任何细胞外刺

激因素存在的情况下, 细胞内总STAT-3水平没

有发生变化, 但是磷酸化水平增高, 提示STAT-3
活性增高. Lee et al [25]发现, PX能激活Scr激酶家

族成员Jak1, 使STATs Scr残基磷酸化而激活. 由
于在肝细胞中Jak-STAT持续激活常与生长因子

刺激有关, 因此, PX可能作为一种“内源性配

体”激活生长因子信号转导途径. 此外, PX还能

通过改变胞质内钙离子分布, 激活JNK/STAT信
号传导途径[26]. 
3.2 PX与细胞增殖和凋亡 在肝癌的发病过程中, 
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癌细胞和癌前细胞通常表现为凋亡增多伴随增

殖增多[27]. 大量的研究发现, PX对细胞凋亡有双

重调节作用. PX抑制肝细胞的凋亡一直被认为

是HBV导致HCC发生的重要原因之一,  而PX对

肝细胞凋亡的促进作用也被认为是有利于HCC
的发生和发展. 转染X基因的HepG2细胞, 大部

分细胞处于S期和G0/M期, 说明X基因能刺激肝

癌细胞的增殖[28]. PX可通过多种途径抑制细胞

凋亡. PX和Hepsin在细胞内结合并相互作用, 刺
激细胞生长和抑制凋亡[7]; Yun et al [29]将X基因

转染Chang细胞, DNA生成升高3倍, 没有明显

凋亡表现. 当以NF-kB抑制因子IKKB干预细胞

后, 细胞凋亡增多, 说明PX通过NF-kB促进细胞

增殖, 抑制凋亡. 为防止DNA受损的细胞进入S
期, P53可以直接诱发细胞凋亡, PX能抑制P53
的促凋亡作用, 使DNA修复不完全的细胞得以

存活[30]; 下调Bcl-2家族中促凋亡成员如Bax, Bid
等表达, 阻断其促进凋亡作用[31-32]. PX可通过PI-
3-K-Akt-Bad途径抑制caspase-3的活性而抑制

凋亡, 这一作用是不依赖于P53途径[33]. 通过激

活PI-3-K途径, 抑制TGF-β的促凋亡作用[23]. PX
不仅能抑制肝细胞凋亡, 还具有促进肝细胞凋

亡, 抑制细胞增殖的作用, 且这一作用依赖于PX
在细胞中的表达水平, 当PX的表达处于高水平

时可诱导细胞凋亡[34-36]. 在X基因转基因小鼠的

实验中发现, 肝脏部分切除后, 肝细胞再生受到

抑制[37]. PX可上调Fas/FasL的表达, 可能通过以

下机制诱导Fas/FasL表达: (1)通过与Egr位点结

合, 加强其与辅助因子CBP结合, 刺激启动子活

性, 促进FasL的表达, 同时刺激蛋白质功能的发

挥[38]; (2)IL-18是细胞炎症因子, 研究发现, IL-18
有促进Fas/FasL表达的作用. PX能促进IL-18 
mRNA的转录、蛋白质表达, 进而促进Fas/FasL
的表达[39]; (3)c-FLIP是DISC的关键调节因子, 
能抑制由Fas/FasL介导的细胞凋亡. PX通过与

c-FLIP的DED1区域相互作用, 拮抗c-FLIP对
Fas/FasL介导的凋亡抑制作用, 还使细胞对极低

浓度的TNF-α诱导的凋亡十分敏感[40-41]. 通过上

调myc的表达, 使细胞对TNF-α介导的凋亡信号

敏感[42-43], 与DDB1竞争性结合DDB2, 以DDB1
非依赖形式介导细胞凋亡[44], Survivin是新发

现的PX结合蛋白. 单独的这两种蛋白均不能和

caspase-9前体结合, 但是如果二者结合后即可

引起caspase-9募集Alfa, 激活线粒体/Cyt c凋亡

途径[45]. Bcl-2家族是重要的凋亡调控因子. 该
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■应用要点
鉴于HBV感染是
一个多步骤、多
环节的慢性过程, 
且PX在HBV感染
及HCC发生、发
展中起关键作用. 
因此, 进一步深入
研 究 X 基 因 及 其
产物的作用机制, 
早期阻断PX的细
胞毒性作用对于
防止病毒感染播
散, 减缓肝细胞的
恶变和肿瘤的发
生具有十分重要
的意义.
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家族包含两种功能截然相反的蛋白: 抑凋亡蛋

白和促凋亡蛋白, 二者在细胞中的比例在一定

程度上决定了细胞对死亡信号的反应及细胞的

命运[31,46-49]. 虽然酵母双杂交实验显示PX不能

和Bcl-2家族的任何一种蛋白结合, 但是PX能通

过调节该家族成员的功能来调节细胞的增殖和

凋亡. 如拮抗Bcl-2的凋亡抑制作用, 上调Bax和
Bcl-XL等的表达, 或抑制Bid介导的线粒体凋亡

途径等[31,50]. 
3.4 PX与细胞周期调控 Wu et al [51]构建了X基

因的转基因小鼠, 研究发现, PX能强烈刺激处

于静止期的肝细胞由G0期进入G1期, 抑制细胞

G1/S期转化, 打破细胞周期进程, 使细胞发生非

正常死亡. Li et al [28]研究却得出了相反的结论, 
转染X基因的HepG2细胞, 大部分细胞处于S期
和G0/M期, 说明X基因能刺激肝癌细胞的增殖. 
Kwun et al [52]的研究报道, PX自然变异Ser-101
替代Pro-101能稳定P53, 可能是保护P53避免

MDM2的降解. 包含Met-130的PX变异通过抑制

Sp1抑制P21活性. 因此由于PX不同的变异, 使
其对P21有不同的调节功能, 表现出对细胞周期

不同的调节, 可以为解释PX截然相反的功能提

供一些线索. Peng et al [53]报道, PX整合后使肝癌

和肝硬化患者基因组中cycline A等基因表达发

生显著改变[53]. Klein et al [54]研究发现, X基因能

在转基因鼠的孕早期就诱导cycline D1过表达. 
PX还能通过P53依赖和非依赖途径调控P21的
表达, 前者主要通过直接结合P53, 抑制其功能, 
进而下调P21的表达, 后者主要通过调节转录因

子Sp1的活性来调节P21的表达[55]. 
3.5 PX与癌基因和抑癌基因 恶性肿瘤发病机

制之一就是癌基因和抑癌基因的平衡被打破, 
癌基因被激活, 抑癌基因表达被抑制或功能受

破坏. 大量研究证实, 位于胞质内PX可以激活

c-myc, c-fos, ras, raf, src等多种原癌基因, 并抑

制P53, PRB等抑癌基因. Ou et al [56]对X基因转基

因鼠进行研究, 小鼠出生后, 肝细胞即表现出增

殖活跃, 呈指数增长, 伴随凋亡增多, 这一现象

一直持续到肝脏肿瘤发生, 凋亡才减少. c-myc
是一种细胞癌基因 ,  目前较一致的观点认为 , 
c-myc可与X基因协同作用, 打乱细胞增殖和凋

亡平衡, 使细胞生长失控, 引起细胞癌变[57-58]. 实
验证明, PX可促进c-myc基因的转录, 高表达的

c-myc使表达PX的细胞对许多凋亡信号敏感, 尤
其是TNF-α介导的凋亡信号. 在没有TNF-α存
在的情况下, HBV X基因与c-myc共转染细胞, 

就足以引起细胞凋亡, 而同时加入TNF-α后, 细
胞的凋亡率升高了7-10倍. 此外, HBV X基因

与c-myc协同作用还可拮抗NF-kB的凋亡抑制

作用[42,59-61]. 目前对于PX和P53基因关系的研究

比较多. P53是一种抑癌基因, 他参与基因的转

录、DNA 的合成与修复以及细胞凋亡等过程. 
他与细胞的转化和肿瘤的发生关系密切, 其功

能的正常发挥对维持基因稳定性、阻断异常细

胞的生长、诱导凋亡起重要作用. PX通过c-myc
与P53上游启动子结合, 抑制P53的转录; 直接抑

制P53基因介导的功能, 例如抑制P53基因介导

的凋亡等[30,60]. Choi et al [61]将X基因转入HepG2

细胞中, 发现pRB的肿瘤抑制作用削弱了, 因此

X基因可能干扰pRB的抑癌作用.

4 X基因及其产物与线粒体

线粒体是特殊的细胞器, 氧化磷酸化等重要的

细胞能量代谢都在线粒体内进行, 是细胞能量

产生的主要场所, 此外, 线粒体还参与细胞的

凋亡信号转导, 被认为是细胞凋亡的枢纽环节. 
最新的研究发现, PX可以定位在线粒体上, PX
与线粒体的关系正逐渐成为目前研究的热点. 
有报道, PX的高表达导致PX线粒体的异常分

布, 如成块聚集等, 但低水平表达时则此种现

象缺如. 另有学者观察到, PX在细胞质内的水

平高于细胞核, 且细胞质中的P X主要分布于

线粒体外膜上[8]. PX与线粒体结合的区域已经

被定位在68-177位点氨基酸, 这一区域是细胞

凋亡必须的, 但是对反式激活作用并不是必须

的. Huh et al [62]报道PX与线粒体结合的区域位

于54-70位点氨基酸, 而PX a-螺旋区的75-88位
点和109-131位点氨基酸对蛋白定位于线粒体则

起辅助作用. 这与Boya et al [63]的报道一致. PX和

线粒体结合后, 并不直接引起细胞色素C(cyt C)
和AIF重分布, 但线粒体跨膜电压却降低了, 提
示PX可能干扰了PTP的功能. Bcl-XL能通过稳

定线粒体膜抑制PX的作用, 进一步证实了PX能

作用在PTP, 降低线粒体跨膜电压. 因此线粒体

功能失调是X基因致癌的重要机制之一[64]. PX
能下调线粒体中参与氧化磷酸化反应离子转运

相关酶的活性, 增加线粒体ROS水平和脂质过

氧化氢产物, 通过氧化损伤对细胞造成直接损

伤, ROS清除剂能抑制PX的作用[65]. PX还可以

和VDAC3结合, 引起线粒体跨膜电压的下降, 激
活包括STAT-3和NF-kB在内的转录因子. 这一过

程对抗氧化物敏感, 可能与PX能促进ROS的生

成有关[24,65-66]. Wang et al [67]通过酵母双杂交系统

■创新盘点
本文从X基因和X
蛋白对HBV复制
的调节, 对宿主细
胞转录、信号转
导、细胞增殖、

凋 亡 、 周 期 调
控、癌基因及抑
癌基因的表达调
控, 以及对线粒体
结构和功能的影
响等方面较全面
的阐述, 尤其是对
线粒体的影响是
近年来研究的热
点、要点.
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对成人正常肝细胞cDNA文库进行筛选, 发现了

新的PX相关蛋白细胞色素c氧化酶Ⅲ(COXⅢ), 
并在离体结合试验及免疫共沉淀试验中验证了

两者的特异性结合. COXⅢ复合体(复合体Ⅳ)
是最具特征的呼吸链酶复合体, 由13个亚基组

成, 其中较大的亚基COXⅠ, COXⅡ, COXⅢ由

线粒体DNA(mtDNA)编码, 其余部分由细胞核

DNA(nDNA)编码. COXⅢ在复合酶的聚集和稳

定性中起重要作用, 并参与质子的传递和COX
Ⅲ介导的能量转换[68]. PX与COXⅢ的作用尚未

阐明, 可能通过干扰线粒体能量代谢, 诱发细胞

氧化损伤. Zhang et al [69]通过GST和免疫共沉淀

系统发现, PX能与线粒体的HSP60和HSP70结
合, 但X蛋白与二者间关系的研究尚未见报道. 

总之, PX是一种多功能蛋白, 通过反式激活

作用参与调节病毒复制; 与宿主细胞内的转录

因子直接结合, 或通过信号转导途径激活细胞

转录因子, 对宿主细胞基因转录进行调控, 激活

细胞癌基因, 或抑制抑癌基因的表达和功能, 促
使细胞表达各种与侵袭性有关的基因, 增加细

胞侵袭能力, 或上调抗化疗药物的基因表达, 使
细胞对化疗药物耐受; 打乱正常细胞周期, 干扰

DNA受损细胞的修复, 造成遗传物质的不稳定

性; 打破正常的细胞凋亡与增殖的平衡, 一方面

促进细胞DNA合成, 增殖能力增强, 另一方面

促进细胞凋亡, 刺激再生反应, 有利于病毒颗粒

自凋亡细胞中释放并继续干扰其他细胞, 促进

炎症发展, 凋亡效应还可增加突变机率, 使肝细

胞生长失去抑制, 最终导致HCC的发生; 与线粒

体外膜蛋白作用, 增加外膜通透性, 降低跨膜电

压, 干扰线粒体氧化磷酸化等能量代谢过程, 造
成细胞氧化损伤, 促进细胞凋亡. 在HBV感染和

HCC发展的不同阶段, PX执行不同的生物学功

能, 这主要取决于细胞的不同状态. 
鉴于H B V感染是一个多步骤、多环节的

慢性过程, 因此在早期阻断PX的细胞毒性作用

对于防止病毒感染播散、减缓肝细胞的恶变和

肿瘤的发生尤为重要. 基因治疗正逐渐成为抗

HBV治疗的新方法. PX作为HBV基因治疗理

想的靶蛋白, 可通过PX特异性干扰RNA来降低

病毒的RNA和蛋白水平, 阻止或降低病毒复制, 
或通过阻止、缓解PX对细胞的毒性作用, 达到

治疗目的[70].
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Abstract
AIM: To observe the expression of HSP-70 and Fas 
in gastric mucosa with chronic atrophic gastritis 
induced by hot water perfusion in rats and study 
the relationship between the pathogenesis of 
chronic atrophic gastritis and hot high-salt diet.

METHODS: The rat model of atrophic gastritis 
was constructed by hot water perfusion (55℃, 
2.5 mL each time, once a day for 8-65 wk). The 
expression of HSP-70 and Fas in gastric mucosa 
were detected by immunofluorescence method 
and laser scanning confocal microscopy�.

RESULTS: There was no expression of HSP-70 

and Fas protein in normal gastric mucosa. After 
hot water perfusion for 24 wk, HSP-70 and Fas 
protein were expressed in the cytoplasms, exhib-
iting as granules. After 32-65 wk, the expression 
of HSP-70 and Fas proteins were more clearly, 
and both of them were detected by double 
marker assay.

CONCLUSION: Long time perfusion with hot 
water may lead to atrophy of gastric mucosa and 
increase expression of HSP-70 and Fas proteins.

Key Words: Hot water; Gastric mucosa; HSP; Fas; 
Immunofluorescence; Laser scan focus microscope

Zhang LX, Zhang L, Tao M, Wang CM, Chen D, SongY, 
Jiang M, Cao GZ. Expression of HSP-70 and Fas protein 
in gastric mucosa with chronic atrophic gastritis induced 
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摘要
目的: 研究热水灌胃导致的大鼠萎缩性胃炎
(CAG)时胃黏膜组织细胞HSP-70及Fas表达状
态, 以探讨CAG发病机制及长期热饮食与慢
性萎缩性胃炎发生的关系. 

方法:  采用热水 (55℃ ,  2 .5  m L,  1次 /d×
8-65 wk)灌胃建立大鼠萎缩性胃炎动物模型, 
免疫荧光及激光扫描共聚焦显微镜技术检测
热水组和正常组大鼠胃黏膜组织细胞HSP-70
和Fas蛋白的表达情况. 

结果: 正常组胃黏膜组织细胞未见HSP-70及
Fas阳性表达, 热水组在24 wk胃黏膜在组织细
胞的细胞质中可见HSP和Fas阳性表达, 呈均
质颗粒状, 到32-65 wk时表达更加明显. 双标
记中可见两者共同表达.

结论: 热水长期灌胃可导致胃黏膜萎缩, 黏膜
组织细胞的HSP及Fas表达增加.

关键词: 热水; 胃黏膜; HSP; Fas; 免疫荧光; 激光扫

描共聚焦显微镜

■背景资料
慢性萎缩性胃炎
属于胃癌前状态, 
他是胃癌发生的
重要环节. 如何预
防萎缩性胃炎的
发生、防止萎缩
性胃炎向胃癌转
变, 已成为胃癌防
治工作中的一项
重要内容. 本研究
采用热水灌胃制
成大鼠萎缩性胃
炎的动物模型, 证
实食用过热饮食
会造成胃黏膜损
伤形成萎缩性胃
炎, 从而引起国人
对于不良饮食习
惯导致胃部疾病
的重视并探讨建
立科学合理的饮
食方式. 
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0  引言

细胞凋亡是细胞死亡中的一种与众不同的死亡

形式, 发生于各种生理和病理条件下. Fas作为一

种细胞膜抗原, 主要功能是介导细胞凋亡, 具有

抵抗Bcl-2蛋白抑制细胞凋亡的作用. 热休克蛋

白(HSP)与细胞的转化和恶变过程密切相关, 癌
基因转化的细胞和人类恶性肿瘤细胞系中, HSP
表达增高[1-3]. HSP通过调控细胞周期所必需的蛋

白构象参与细胞的增殖和死亡过程. 我们利用

激光扫描共聚焦显微镜(laser scanning confocal 
microscope, LSCM)的高分辨性及同屏显示不同

发射波长荧光色的特性, 从形态学方面显示上

述两种蛋白在大鼠萎缩性胃炎胃黏膜组织细胞

中的共同表达. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康、性成熟的7 wk ♂ SD大鼠64
只 (由第四军医动物实验中心提供 ) ,  体质量

200-250 g, 按随机化原则分为3组, 即正常喂养

组、正常对照组和热水组. 每组各20只. 采用架

式笼养, 恒温24±1℃, 湿度50%-60%. 正常喂养

组为正常喂养, 饮白开水; 正常对照组为25℃白

开水灌胃, 每次2.5 mL, 1次/d; 热水组为55℃蒸

馏水灌胃, 每次2.5 mL, 1次/d. 实验开始, 先处死

正常组大鼠4只, 并留取胃大体标本作为对照. 
以后各组分别于4, 8, 12, 24, 32, 65 wk各随机取4
只, 以观察黏膜萎缩情况[4-5].
1.2 方法 100 g/L戊巴比妥钠5 mL/kg麻醉, 取出

鼠胃, 沿大鼠胃小弯条状取材, 包括胃窦及部分

胃体, 做组织切片. 胃黏膜组织HSP和Fas蛋白表

达采用激光共聚焦免疫荧光双标方法. 所需仪

器(荧光显微镜、恒温箱、荧光分光光度仪、电

镜、共焦镜等)由第四军医大学提供, 免疫荧光

双标记检测试剂盒由武汉博士德公司提供. (1)
将组织切片在二甲苯中浸3次, 每次10 min; 脱
蜡后切片依次浸入梯度乙醇中脱二甲苯, 至蒸

馏水中浸5 min, 0.01 mol/L的PBS振洗3次, 每次

5 min; 正常山羊血清封闭, 37℃, 30 min; (2)分别

滴加50 μL的1∶1混合的兔抗大鼠Fas (1∶100)
和小鼠抗大鼠HSP70 (1∶200), 设空白对照(无
一抗, 加PBS)和抗体特异性对照(加一抗不加二

抗, 加二抗不加一抗), 所有切片同时染色. 切片

一抗加入后, 置于湿盒内, 4℃, 过夜; (3)取出后

37℃复温60 min, 0.01 mol/L的PBS振洗3次, 每
次5 min; 免疫荧光双标记分别滴加50 μL的1∶
1混合的FITC标记的羊抗小鼠IgG和罗丹明标记

羊抗兔IgG, 37℃, 40 min; 0.01 mol/L的PBS振洗

3次, 每次5 min; 100 mL/L的缓冲甘油封片; (4)
所用LSCM的型号为MRC-1024, 装有Zeis100显
微镜, 用于FITC的激发波长为488 nm, 568 nm用

于激发Texas Red, 用于图像采集的显微镜物镜

为Plan-Neofluar 40×油浸镜, 数值孔径(NA)为
1.3, 图像存为512×512像素类型, 焦距值设为

1.0, 若需要更大的放大倍数时, 可以选择更大的

焦距值范围, 扫描所用的激光值依据样本不同

可以在共聚焦系统提供的梯值中选择.

2  结果

正常对照组于灌胃4, 8, 12, 32 wk时黏膜表面光

滑, 无糜烂, 固有层无炎细胞浸润, 黏膜下层无

水肿, 肌层无炎细胞浸润. 正常对照组于灌胃

65 wk时可见黏膜肌层平滑肌轻度增生, 呈钉突

状向黏膜肌层插入, 黏膜出现轻度萎缩改变. 热
水组于热水灌胃后第24周大鼠胃黏膜出现腺体周大鼠胃黏膜出现腺体大鼠胃黏膜出现腺体

明显缩小, 黏膜肌层的平滑肌呈束状增生插入

黏膜固有层中. 腺体上1/3至2/3腺上皮萎缩, 腺
管腔增宽, 胃小凹颈部黏膜宽度变窄, 第32周时周时时

大鼠胃黏膜萎缩更加明显(图1). LSCM观察显

示, 正常组胃黏膜组织细胞未见阳性表达, 热水

组第24 wk, 在细胞质中可见HSP和Fas表达, 呈第24 wk, 在细胞质中可见HSP和Fas表达, 呈24 wk, 在细胞质中可见HSP和Fas表达, 呈
均质颗粒状; 到24, 32及65 wk时表达更加明显. 
双标记中可见HSP和Fas共同表达(图2).

3  讨论

萎缩性胃炎确切的病因尚未完全阐明, 已有的

有关萎缩性胃炎病因和发病机制的研究资料多

来自流行病学调查资料. 目前认为, 萎缩性胃炎

的发生与H pylori感染有关, 其他如酗酒、十二

指肠胃反流、长期服用非甾体类消炎镇痛药、

吸烟、精神因素、重盐饮食及免疫因素等亦有

关. 由于萎缩性胃炎病因的复杂性及其与胃癌

的相关性, 建立一种萎缩性胃炎的动物模型, 对
其病因及发病机制进行研究具有重要的意义. 
目前, 国内外制备萎缩性胃炎动物模型的方法

较少, 主要有3种: (1)生物制模法, 即以H pylori
感染动物; (2)多种各类理化因子同时反复损伤

胃黏膜形成慢性炎症的模型; (3)免疫因素制模

■应用要点
通过免疫荧光染
色及激光扫描共
聚焦显微镜的高
分辨性及同屏显
示不同发射波长
荧光色的特性, 对
胃黏膜上皮组织
细胞HSP和Fas等
蛋白进行了双标
记表达, 为细胞和
组织内部超微结
构的研究提供了
新的技术和方法.
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法,形成自体免疫性胃炎模型. 仅有的制造萎缩

性胃炎动物模型的研究方法多为多因素造模, 
造模方法复杂、或造模因素较多, 或造模时间

较长, 使模型推广、应用受到限制. 本研究采用

与人类饮食结构密切相关的因素——温度, 制
备大鼠萎缩性胃炎动物模型, 与国内外其他模

型相比, 造模因素的选择更贴近人类饮食习惯, 
具有造模因素单一、造模时间短、造模方法简

单(单纯热水)、造模成功率高、重复性好、病

理结果可靠等优点. 对于温度与萎缩性胃炎关

系的研究提供了可靠的实验方法.
我国最新的一项流行病学调查研究显示, 

图  1  大鼠胃黏膜病理变化 (×200). A: 正常对照组; B: 正常对照组65 wk; C: 热水组24 wk.

图  2  大鼠胃黏膜HSP-70和Fas表达. A: 正常组(24 wk); B: 正常组(65 wk); C: 热水组, HSP-70单标(24 wk); D: 热水组, 
HSP-70和Fas双标(24 wk); E: 热水组, Fas单标(24 wk); F: 热水组, HSP-70单标(65 wk); G: 热水组, HSP-70和Fas双标(65 wk); 
H: 热水组, Fas单标(65 wk).

A B C

A B C

D E F

G H

■同行评价
在萎缩性胃炎形
成过程中, 细胞凋
亡及其调控基因
起着极其重要的
作用, 本文通过热
水灌胃后经激光
扫描共聚焦显微
镜检测到大鼠胃
黏膜上皮组织细
胞HSP和Fas表达
增高, 参与了细胞
的增殖和凋亡过
程, 对于临床具有
一定参考价值.
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热、烫饮食是上海市居民胃癌发生的重要危险

因子[6], 长期热、烫饮食可以导致慢性萎缩性胃

炎. 研究表明, 慢性萎缩性胃炎与胃癌发生密切

相关, 其被列为胃癌前状态[7]. 在萎缩性胃炎形

成过程中, 细胞凋亡及其调控基因起着极其重

要的作用. Fas是细胞表面可以传递死亡信号的

受体, 其作为一种细胞膜抗原, 主要功能是介导

细胞凋亡, 具有抵抗Bcl-2蛋白抑制细胞凋亡的

作用[8-9]. 我们发现, 随着热水灌胃时间延长, 胃
黏膜逐渐出现萎缩, 黏膜组织中Fas蛋白表达亦

呈逐渐增加趋势, 提示在热盐水灌胃导致胃黏

膜组织细胞病变的早期阶段Fas蛋白表达较高[9]. 
HSP通过细胞信号转导、细胞周期调控、DNA
损伤修复等多途径参与细胞生长繁殖. HSP与细

胞的转化和恶变过程密切相关, 癌基因转化的细

胞和人类恶性肿瘤细胞系中, HSP表达增高[1-3], 
HSP通过调控细胞周期所必需的蛋白构象参与

细胞的增殖和死亡过程. 我们发现, 随着热水灌

胃时间延长, 胃黏膜组织细胞中HSP-70表达水

平逐渐升高, 与正常对照组相比具有非常显著的

差异, 其在胃黏膜组织细胞中的高表达可能起着

与多种癌基因产物结合形成异源蛋白复合体, 介
导癌蛋白构象成熟及转运, 从而参与细胞转化过

程的作用.  
采用LSCM检测技术对胃黏膜上皮组织细

胞HSP和Fas等蛋白进行了双标记表达, 利用计

算机控制及图像处理技术, 实现图像的优化、

三维重建和时空的程序控制, 从而得到了细胞

内部超微结构的荧光图像, 其分辨率比以往光

学成像的分辨率高出30%-40%, 灵敏度高, 为细

胞和组织内部超微结构的研究提供了新的技术

和方法. 
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■背景资料
酒精性肝纤维化
是酒精性肝硬化
的前期, 消除肝纤
维化将成功阻断
肝硬化的发生. 星
状细胞(HSC)的活
化增殖, 被公认为
纤维化发生的关
键因素, 而通过诱
导其凋亡的方式
来消除纤维化, 已
成为治疗纤维化
的靶点之一. 目前
现代医学对肝纤
维化的治疗尚缺
少有效药物, 而中
医药的良好疗效
已为人所共识, 本
文就是以HSC和
肝细胞凋亡为对
象, 来研究中药在
防止酒精性肝病
的相关作用机制.
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Abstract
AIM: To evaluate the influences of Qinggan 
Huoxue recipe (QHR) on the apoptosis of hepatic 
stellate cells (HSC) and hepatocytes in alcoholic 
liver fibrosis rats.

METHODS: Rat model of alcoholic liver fibrosis 
were established mainly through alcohocol, and 
then the rats were divided into 6 groups: QHR 
groups [low dose: 4.75 g/(kg•d), moderate dose: 
14.25 g/(kg•d), high dose: 28.5 g/(kg•d)] and 
control groups (normal, model, and Essentiale 
control). Colorimetry was used to detect the se-
rum levels of alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate transaminase (AST) and gamma-

glutamyltranspeptidase (γ-GT). The degrees of 
inflammation and fibrosis were evaluated by HE 
and Masson stainings. TUNEL and TUNEL-a-
SMA methods were used to detect the apoptosis 
of HSC and hepatocytes, respectively.

RESULTS: As compared with those in model 
control group, the serum levels of ALT (1213 
± 245, 1432 ± 253 nkat/L vs 2140 ± 428 nkat/L, 
both P < 0.05), AST (1671 ± 400, 2123 ± 413 
nkat/L vs 4454 ± 850 nkat/L, both P < 0.05), and 
γ-GT (4539 ± 1847, 5509 ± 2430 nkat/L vs 8271 ± 
3304 nkat/L, both P < 0.05) were significantly 
decreased in QHR (high dose) group and Es-
sentiale control group; the apoptosis rates of 
hepatocytes were reduced (0.43% ± 0.11%, 0.60% 
± 0.16% vs 1.77% ± 0.49%, both P < 0.05) and the 
apoptosis rates of HSC were increased (5.25% ± 
2.48%, 3.63% ± 2.04% vs 2.30% ± 1.24%, both P < 
0.05); the degrees of inflammation and fibrosis 
were relieved too (5.5 ± 2.50, 6.30 ± 3.16 vs 9.00 ± 
2.27, P < 0.05).

CONCLUSION: Chinese medicine QHR can 
relieve alcohol-induced fibrosis, decrease apop-
tosis of hepatocytes and increase apoptosis of 
HSC.

Key Words: Qinggan Huoxue  recipe; Alcoholic liver 
fibrosis; Hepatic stellate cell; Apoptosis

Wang L, Liu T, Zheng PY, Xing LJ, Ji G. Effect of Qinggan 
Huoxue recipe on apoptosis of hepatic stellate cells and 
hepatocytes in rats with alcoholic liver fibrosis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(26):2590-2595

摘要
目的: 观察酒精性肝纤维化大鼠Hsc和肝细胞
的凋亡及中药清肝活血方对细胞凋亡的影响. 

方法: 以乙醇为主制备酒精性肝纤维化大鼠
模型, 将造模大鼠分为清肝活血方低(4.75 g/
kg)、中(14.25 g/kg)和高剂量组(28.5 g/kg), 每
日进行ig药物干预2 wk, 并设空白对照组、模
型对照组及易善复对照组. 比色法检测血清
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清肝活血方对乙醇性肝纤维化大鼠肝星形细胞和肝细胞
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ALT, AST, γ-GT; HE和Masson染色观察肝组织
炎症和纤维化程度. TUNEL检测肝细胞凋亡, 
TUNEL-a-SMA双标记检测HSC凋亡. 

结果: 清肝活血方用药组及易善复组能降低
大鼠血清ALT(1213±245, 1432±253 nkat/L 
vs  2140±428 nkat/L, P 均<0.05), AST(1671
±400, 2123±413 vs  4454±850 nkat/L, P 均
<0.05), γ-GT水平(4539±1847, 5509±2430 
vs  8271±3304 nkat/L, P 均<0.05), 减轻纤维
化程度(5.5±2.50, 6.30±3.16 vs  9.00±2.27, 
P <0.05); 诱导活化的HSC凋亡(5.25%±2.48%, 
3.63%±2.04% vs  2.30%±1.24%, P <0.05), 减
少肝细胞凋亡(0.43%±0.11%, 0.60%±0.16% 
vs  1.77%±0.49%, P <0.05).

结论: 清肝活血方能有效减轻大鼠肝纤维化
程度, 并减少乙醇引起的肝细胞凋亡, 诱导活
化的HSC凋亡.

关键词: 清肝活血方; 酒精性肝纤维化; 肝星状细

胞; 凋亡
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0  引言

肝星状细胞(HSC)的活化增殖在酒精性肝纤维

化的发生过程中发挥着重要作用, 近年来随着

对细胞凋亡研究的深入, 人们发现通过诱导活

化HSC凋亡可逆转肝纤维化的发生. 因此, 在前

期良好的临床及药效学研究基础上, 从细胞凋

亡的角度探讨中药清肝活血方治疗酒精性肝纤

维化的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠72只, SPF级, 体质量140
±30 g, 购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司, 饲养于上海中医药大学附属龙华医院实验

中心动物房. CCl4分析纯、橄榄油化学纯、多

聚甲醛化学纯(国药集团化学试剂有限公司); 吡
唑(Fluca公司); 玉米油(营口渤海油脂工业有限

公司); 盐酸氯胺酮注射液(江苏恒瑞医药股份有

限公司); ALT, AST, γ-GT检测试剂盒(南京建成

生物公司); HE, Masson染液(上海虹桥乐翔医用

试剂有限公司); Cell death detection Kit (Roche 
Diagnostics Ltd); a-SMA一抗BM0002, SABC试

剂盒SA1021, DAB显色液AR1022(博士德生物

有限公司货号); 易善复(北京安万特制药有限公

司); 清肝活血方(柴胡9 g, 黄芩9 g, 丹参15 g, 鳖
甲9 g, 葛根15 g)由上海中医药大学附属龙华医

院制剂室制备.
1.2 方法 模型制备采用60度二锅头酒(10 mL/
kg)、玉米油(2 mL/kg)、吡唑(25 mg/kg)混合物

每日早晚灌胃10 mL/kg. 第二周开始CCl4橄榄

油溶液(CCl4∶橄榄油 = 1∶3) 0.3 mL/kg ip 2次
/周, 空白组以等量生理盐水代替, 共10 wk[1]. 第
11周将造模组大鼠分为清肝活血方低(4.75 g)、
中(14.25 g)和高剂量组(28.5 g/kg)及易善复对照

组(66.5 mg/kg), 每日灌胃, 空白对照组和模型对

照组以等量生理盐水代替, 给药2 wk. 血清ALT, 
AST, γ-GT检测采用尤尼克UV-2102C分光光度

计严格按说明书步骤 检测. 肝组织HE染色观察

炎症坏死, Masson染色观察纤维化程度. 炎症、

纤维化分级、评分标准参照文献[2-3]. 
1.2.1 肝细胞凋亡TUNEL检测 石蜡切片常规脱

蜡至水; 双蒸水浸泡5 min, 滴加蛋白酶K(20 mg/
L) 37℃, 30 min, PBS洗; 将enzyme solutionⅠ 5 
μL与Ⅱ 45 μL混合, 每片加此混合物50 μL, 湿
盒内孵育60 min, PBS洗; 滴加TUNEL reaction 
mixture 50 μL 37℃, 1 h, PBS洗; DAB显色; 苏木

素轻度复染封片. 阳性结果判定: 每组随机选片

5张, 由第3人读片, 以肝细胞为计数对象不考虑

其他间质细胞, 其中胞质黄染、胞核固缩变形

为阳性细胞, 每片随机取中央及四周5个不同高

倍镜视野(400倍)观察, 以平均每100个肝细胞核

中含凋亡肝细胞个数作为肝细胞凋亡指数. 
1.2.2 HSC凋亡TUNEL-a-SMA双标记检测[4] 石
蜡切片常规脱蜡至水; 0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲

液微波修复3 min冷却后PBS洗; 30 mL/L H2O2

室温孵育5-10 min, 蒸馏水冲洗, PBS浸泡5 min; 
将enzyme solutionⅠ 5 μL与Ⅱ 45 μL混合, 每片

加此混合物50 μL, 湿盒内孵育60 min, PBS洗, 
5 min×3次; 滴加TUNEL reaction mixture 50 μL 
37℃, 1 h, PBS洗; DAB显色. PBS洗, 5 min×3
次, 50 g/L BSA封闭液室温孵育30 min; 倾去血

清; 滴加稀释的一抗(1∶150), 37℃ 1.5 h, PBS冲
洗; 滴二抗, 37℃孵育30 min, PBS洗; 滴加试剂

SABC, 37℃, 30 min, PBS洗; DAB显色, 苏木素

轻度复染封片. 阳性结果判定: 每组随机选片5
张, 由第3人读片, 以α-SMA表达阳性细胞为计

数对象, 其中胞质黄染, 胞核棕黑色固缩、变形,
为凋亡的HSC, 每片随机取5个不同高倍镜视野

■创新盘点
本文通过双染技
术对星状细胞的
凋亡进行体内研
究, 比体外培养更
客观更真实的说
明了中医中药作
用靶点.



www.wjgnet.com

2592                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年9月18日    第14卷   第26期

 

(400倍)观察, 以平均每100个HSC中含凋亡细胞

个数作为星状细胞凋亡指数(AI).
统计学处理 各组计量资料以mean±SD表

示, 组间差异比较采用ANOVA and post hoc test. 
全部数据采用SPSS 11.5软件进行分析, P <0.05
为差异显著.

2  结果

空白组大鼠毛发光泽, 体质量增加, 体态活泼, 
食量及大便正常. 模型组大鼠饮食逐渐减少, 体
质量下降, 大便干燥, 小便黄, 皮毛疏松无光泽,
精神不振. 易善复对照及中药各剂量组大鼠上

述症状有不同程度减轻, 特别是中药各组能明

显改善大便干燥, 小便黄的情况. 与模型组相比, 
各用药组可明显改善乙醇引起的肝损伤, 清肝

活血方各剂量组及易善复组均能显著降低大鼠

血清ALT, AST水平(P <0.05), 在改善AST方面清

肝活血方优于易善复; 清肝活血方高剂量及易

善复能降低血清γ-GT (P <0.05, 表1).
2.1 乙醇引起的肝损伤大鼠病理变化 空白组大

鼠HE染色显示, 大鼠肝小叶结构清晰, 肝细胞索

排列整齐, 呈放射状, 肝窦正常, 胞核结构清晰; 
Masson染色显示仅有少量胶原表达于中央静脉

壁. 模型组大鼠肝索排列紊乱,炎细胞浸润和组

织坏死明显, 可见桥接坏死, 成纤维细胞大量增

生, 肝小叶结构不完整; Masson染色显示肝细胞

周围纤维沉积增加, 中央静脉周围、汇管区胶

原纤维增粗并向小叶内延伸. 各治疗组炎细胞

浸润及组织坏死减轻, 成纤维细胞增生减少, 部
分肝小叶结构有所恢复; Masson染色显示肝脏

胶原沉积均有不同程度减少, 纤维间隔缩短变

窄, 纤维化分期下降; 且炎症纤维化程度随用药

剂量的加大而减轻呈一定量效关系, 但中药与

西药对照组间无明显差异(图1, 表2).
2.2 TUNEL及TUNEL-α-SMA双标记检测 TU-
NEL肝细胞凋亡染色显示, 空白组偶见肝细胞

图  1  乙醇引起的大鼠肝组织. A: 空白组; B: 模型组; C: 治疗组(A1-C1: HE×400; A2-C2: Masson×200). 

A1

B1

C1

A2

B2

C2

■同行评价
本文在整体实验
的 基 础 上 ,  研 究
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精性肝纤维化大
鼠肝HSC的凋亡
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计科学合理, 指标
先进, 统计方法恰
当.
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凋亡, 模型组凋亡的肝细胞散在于小叶内, 经
药物治疗后各给药组可明显较少肝细胞凋亡

(P <0.05), 各用药组间比较发现中药高剂量优

于其他药物组, 且呈一定量效关系; TUNEL-α-
SMA双标记HSC凋亡显示空白组未见凋亡的

HSC, 模型组存在肝窦、胶原沉积处可见大量

活化HSC, 药物处理后HSC凋亡指数明显增加

(P <0.05), 中药组间存在一定量效关系. 高剂量

组优于其他药物组(图2, 表2 ).

3  讨论

现代医学认为, 饮酒超过5 a, 折合乙醇量男性

≥40 g/d, 女性≥20 g/d将导致酒精性肝病[5]. 乙
醇对肝脏的影响表现为, 乙醇对组织和细胞的

表  1  清肝活血方治疗乙醇引起的肝损伤及大鼠肝功能的变化 (mean±SD)

     
分组	                              n                 ALT (nkat/L)                AST (nkat/L)                γ-GT (nkat/L)

空白组                              12               375±233ac              526±119ac             1413±316ac

模型组                                8             2140±428c             4454±850c              8271±3304c

易善复组                            9             1432±253a             2123±413a               5509±2430a

清肝活血方高剂量            12             1213±245a             1671±400ac             4539±1847a

清肝活血方中剂量            11             1414±211a             1692±283ac             6093±2684

清肝活血方低剂量            10             1481±180a             1633±264ac             6043±1305

aP<0.05 vs  模型组, cP<0.05 vs  易善复组.

图  2  肝细胞和HSC凋亡的检测结果. A: 空白组; B: 模型组; C: 治疗组(A1-C1: 肝细胞TUNEL×400; A2-C2: HSC TUNEL-
α-SMA×800).
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直接损伤作用; 乙醇在肝脏代谢过程, 可使2分
子的氧化型辅酶Ⅰ(NAD)转变为还原型辅酶Ⅰ 
(NADH), NADH/NAD的比值明显增高, 使细胞

的氧化还原状态改变, 对葡萄糖合成、脂质代

谢及蛋白质的分泌有广泛的影响. 乙醛对肝脏

的毒性作用更大, 主要表现在: (1)降低肝脏对

脂肪酸的氧化; (2)损伤线粒体、抑制三羧酸循

环; (3)影响肝脏的微管系统, 使微粒蛋白分泌减

少, 造成脂质和蛋白质在肝脏细胞中沉积; (4)与
细胞膜结合, 改变其通透性及流动性, 从而导致

肝细胞的损伤; (5)抑制DNA的修复和DNA中胞

嘧啶的甲基化, 从而抑制细胞的分化及损伤组

织的再生、修复; (6)乙醛能增加胶原的合成及

mRNA的合成, 促进肝纤维化的形成. 另外, 乙
醛蛋白加合物可作为半抗原引起免疫反应, 并
可刺激肝脏胶原合成直接导致ALF. 祖国医学

对于过度饮酒而引起的损害已有了较全面的认

识, 传统中医虽然没有酒精性肝病的病名, 但将

其归属于伤酒、酒风、酒疸、酒积、酒癖、酒

臌的范畴之内, 其中酒精性肝纤维化当属于酒

癖的范畴[6-7]. 本方是在临床流行病学调查发现

“湿热”与“瘀血”为酒精性肝病主要病理因

素的基础上, 拟定了以清肝利湿、活血散瘀为

主要功效的“清肝活血方”. 方用柴胡、黄芩

为君, 疏肝解郁, 和解少阳; 黄芩清热燥湿, 泻火

解毒. 丹参、鳖甲为臣, 丹参凉血清热、养血和

血、祛瘀生新; 鳖甲软坚散结. 配以葛根为佐, 
生津止渴、升发清阳. 全方清肝、活血并用, 切
中酒精性肝病机特点. 实验血清酶学及病理学

结果显示, 清肝活血方能显著降低酒精性肝纤

维化大鼠血清ALT, AST, γ-GT水平, 减轻炎症纤

维化程度(P <0.05), 并且清肝活血方低剂量、中

剂量、高剂量间有一定量效关系, 而在血清AST
上清肝活血方优于西药对照组. 

目前认为, 肝纤维化发生的核心是HSC的活

表  2  乙醇引起的肝损伤大鼠肝细胞凋亡指数比较(mean±SD, n  = 5)

     
分组	                               炎症	      纤维化         肝细胞凋亡指数 (%)         HSC凋亡指数 (%)

空白                               0                         0                           0.05±0.12ac                0ac

模型                               9.75±2.12         9.00±2.27            1.77±0.49c                 2.30±1.24c

易善复组                        6.30±3.16a        6.30±3.16a                  0.60±0.16a                 3.63±2.04a

清肝活血方高剂量           4.7±2.70a           5.5±2.50a          0.43±0.11ac                5.25±2.48ac

清肝活血方中剂量         6.55±2.94a         6.00±3.00a          0.64±0.13a                 3.81±1.98a

清肝活血方低剂量         6.60±2.76a         7.20±2.53           0.65±0.15a                 3.55±1.93a

aP<0.05 vs  模型组, cP<0.05 vs  易善复组.

化增殖, 乙醇引起的肝纤维化也不例外, 活化的

HSC转分化为MFb样细胞表型, 能合成除Ⅴ型胶

原外的几乎所有细胞外基质(ECM)成分, 同时活

化的HSC表达TIMP-1, TIMP-2以及TGF-β等阻

碍ECM的降解, 加重肝纤维化的程度[8]. 有实验

显示, 在HSC激活的过程中可以观察到HSC的凋

亡现象, 且随着激活过程的进展, 凋亡数目所占

的比例也逐渐增加而静止期没有凋亡现象[9-10]. 
因此消除炎症刺激、减少促纤维化因子释放、

促进ECM的降解、减少HSC的活化及促使过量

的HSC凋亡成为治疗的靶点, 通过细胞凋亡使

HSC减少对肝纤维化进行治疗也是一种新的探

索. TUNEL及TUNEL-a-SMA双标记检测结果显

示, 与模型组相比清肝活血方各剂量组能够显

著减少乙醇引起的肝细胞凋亡, 并能增加过度

增殖活化HSC凋亡(P <0.05), 并且清肝活血方高

剂量组优于西药对照组, 提示清肝活血方抗纤

维化作用可能是通过诱导星状细胞凋亡实现的, 
抑制肝细胞凋亡在改善肝功能方面有一定作用. 
近年来, 随着对中医药研究的深入, 中医药防治

酒精性肝病的良好疗效逐渐被人们所认识, 但
由于中药成分复杂, 作用环节多, 因此对其作用

机制的研究还需进一步深入. 
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Abstract
AIM: To explore the effects of oxidative stress on 
the proliferation of rat hepatic stellate cells and 
the antioxidation of reduced glutathione.

METHODS: Rat hepatic stellate cells were incu-
bated with different concentrations of ferric nitri-
lotriacetic acid (Fe-NTa). With 3-(4, 5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2, 5-diphennylterazolium bromide 
(MTT) colorimetric assay, the effects of Fe-NTa 
on the proliferation of hepatic stellate cells at 6, 
12, 24 and 48 h was detected, and malondialde-

hyde (MDA) contents and superoxide dismutase 
(SOD) activity were also detected. At the same 
time, hepatic stellate cells were incubated with 
different concentrations of reduced glutathione 
(0.5, 2.5, 10 mmol/L), and MTT assay was used 
to SOD activity again�.

RESULTS: In comparison with that in the blank 
control group at 12 h, the proliferation of he-
patic stellate cells was significantly increased 
when the ferric nitrilotriacetic acid concentra-
tions were 500 and 1000 μmol/L, respectively 
(A value: 0.369 ± 0.124, 0.485 ± 0.101 vs 0.285 ± 
0.044, both P < 0.01); the proliferation of cells 
incubated with different concentrations of Fe-
NTa was also markedly increased at 24 and 48  h 
(P < 0.01). The proliferation of hepatic stellate 
cells without Fe-NTa interference at 12, 24 and 
48 h was also increased as compared with that 
at 6 h (A value: 0.285 ± 0.044, 0.253 ± 0.033, 0.278 
± 0.037 vs 0.111 ± 0.005, all P < 0.01), while with 
the elevation of Fe-NTa concentration, the pro-
liferation of hepatic stellate cells at 12, 24 and 
48 h was markedly increased as compared with 
that at 6 h (P < 0.01). In comparison with those 
in the control group, SOD activity significantly 
reduced (156.95 ± 21.17, 100.92 ± 10.02 μkat/L 
vs 197.74 ± 17.59 μkat/L, all P < 0.01) and MDA 
contents significantly increased (1123 ± 217, 1549 
± 182 mmol/L vs 580 ± 332 mmol/L, all P < 0.01) 
when the concentrations of Fe-NTa were 200 
and 500 μmol/L. As compared with the model 
group (200 μmol/L Fe-NTa), the SOD activities 
in the cells preincubated with reduced glutathi-
one were significantly increased (5.42 ± 0.58, 6.67 
± 0.18, 8.75 ± 0.58 μkat/L vs 2.25 ± 0.35 μkat/L, 
all P < 0.01).

CONCLUSION: Oxidative stress can significant-
ly promote the proliferation of rat hepatic stel-
late cells in time- and concentration-dependent 
manners. Oxidative stress can also lead to lipid 
peroxidation, while reduced glutathione may 
play an anti-oxidative role.

Key Words: Oxidatie stress; Hepatic stellate cell; 
Proliferation; Reduced glutathione; Rats

■背景资料
肝星状细胞(HSC)
在肝纤维化的形
成过程中起重要
作 用 ,  “二 次 打
击”学说认为, 氧
应激和脂质过氧
化是脂肪肝和肝
纤维化发病的重
要机制之一, 可通
过不同途径激活
HSC. 还原型谷胱
甘肽是一种生理
活性物质, 可通过
巯基与体内的自
由基相结合, 起到
清除自由基的作
用.
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摘要
目的: 探讨氧应激对肝星状细胞增殖的影响
及还原型谷胱甘肽的抗氧化作用. 

方法: 分别用不同浓度的次氮基三乙酸铁(Fe-
NTa)培养大鼠肝星状细胞, 在6, 12, 24和48 h
用四甲基偶氮唑盐法(MTT法)检测氧应激对
肝星状细胞增殖的影响, 检测丙二醛(MDA)含
量和超氧化物歧化酶(SOD)活性; 并用不同浓
度的还原型谷胱甘肽与Fe-NTa共同培养细胞, 
再检测SOD活性. 

结果: Fe-NTa作用12 h与同一时间点的空白
对照组比较, 500和1000 μmol/L组细胞增殖
明显增多(A : 0.369±0.124, 0.485±0.101 vs  
0.285±0.044, P <0.01), 作用24和48 h各浓度
组与同一时间点的空白对照组比较差异显著
(P <0.01). 无Fe-NTa干预的空白对照组12, 24
和48 h与同样处理的6 h组比较, 细胞增殖明显
增多(A : 0.285±0.044, 0.253±0.033, 0.278±
0.037 vs  0.111±0.005, P <0.01), 随着Fe-NTa剂
量的增加, 作用12, 24和48 h与同样处理的6 h
组比较, 细胞增殖亦明显增多(P <0.01). 200和
500 μmol/L Fe-NTa组与对照组比较, SOD活力
明显降低(156.95±21.17, 100.92±10.02 μkat/
L vs  197.74±17.59 μkat/L, P <0.01); MDA含
量明显升高(1123±217, 1549±182 mmol/L vs  
580±332 mmol/L, P <0.01). 预先加入GSH的
各组与模型组(200 μmol/L Fe-NTa)比较, SOD
活力明显升高(5.42±0.58, 6.67±0.18, 8.75±
0.58 μkat/L vs  2.25±0.35 μkat/L, P <0.01).

结论: 氧应激促进HSC增殖有剂量和时间依
赖性; 且可导致脂质过氧化损伤, 还原型谷胱
甘肽有抗氧化作用, 可对抗脂质过氧化损伤.

关键词: 氧应激; 肝星状细胞; 增殖; 还原型谷胱甘

肽; 大鼠
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0  引言

大量研究表明, 肝星状细胞(HSC)在肝纤维化的

形成过程中起重要作用. 在正常肝脏HSC是机体

贮存维生素A的主要场所. 肝损伤时HSC被激活, 
细胞内的维生素A含量逐渐减少, 细胞增殖逐渐

明显, 其表型转化为肌成纤维细胞, 产生大量的

细胞外基质(ECM)[1-3]. 脂肪肝发病机制的“二

次打击”学说认为氧应激和脂质过氧化是脂肪

肝及肝纤维化发生的基础机制[4-6]. 氧应激尤其

是脂质过氧化产物例如丙二醛(MDA)等在HSC
激活早期具有重要意义[7-9]. MDA可促进Ⅰ型胶

原mRNA的表达, 提示氧应激与肝纤维化之间

存在可能的联系[10]. 但是氧应激和脂质过氧化

的强度及作用时间对HSC增殖的影响鲜见报道. 
还原型谷胱甘肽(GSH)是一种广泛存在于正常

细胞中的生理活性物质, 含有巯基, 可通过巯基

与体内的自由基相结合. 我们以肝星状细胞株

cFSC为研究对象, 研究氧应激不同强度及作用

时间对HSC增殖的影响及GSH的抗氧化作用, 进
一步完善脂肪肝发病机制的“二次打击”学说, 
并为GSH在脂肪肝和肝纤维化中的应用提供理

论和实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 大鼠肝星状细胞株cFSC由上海长征医

院实验诊断科惠赠, 其表型为活化的HSC; 高糖

DMEM培养基为美国Gibco公司产品; 胎牛血

清为北京鼎国生物技术有限公司产品; 胰蛋白

酶、MTT和二甲基亚砜(DMSO)为美国Sigma公
司产品; 细胞上清液SOD, MDA检测试剂盒购

自南京建成生物工程研究所; 细胞裂解液SOD
检测试剂盒-WST购自日本株式会社同仁化学

研究所; 次氮基三乙酸铁(Fe-NTa)由0.1 mol/L
的FeNO3 (Sigma公司)和Na2NAC (Fluka公司)
两种母液混合配制而成, NaHCO3调节pH至7.4, 
0.22 μmol/L的微孔滤器过滤, 现配现用; GSH
粉剂(商品名为阿莫拓兰)由重庆药友制药有限

责任公司提供, 用含2 mL/L胎牛血清的DMEM
培养液溶解, 配制成浓度为10 mmol/L的母液, 
0.22 μmol/L微孔滤器过滤后, 加药前用培养液

稀释为各所需浓度, 现用现配, 配好的药物保存

不超过6 h.
1.2 方法 

1.2.1 M T T增殖实验 取对数生长期的c F S C, 
2.5 g/L胰酶消化后, 用含100 mL/L胎牛血清的

DMEM配成细胞悬液, 接种于96孔培养板, 密度

为5×107/L, 每孔加入DMEM培养液100 μL, 置
于37℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养过夜. 24 h

■研发前沿
氧应激和脂质过
氧化激活肝星状
细胞的途径和机
制是肝纤维化研
究领域中的热点.
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后细胞贴壁良好, 换用含2 m L/L胎牛血清的

DMEM培养, 使其生长同步化. 再培养24 h后
加入不同浓度的Fe-NTa产生氧应激, 设50, 100, 
200, 500, 1000 μmol/L 5个浓度梯度, 每个浓度

设10复孔, 同时设空白对照组. 分别于继续培养

6, 12, 24, 48 h后每孔加入MTT 20 mL, 置37℃, 
50 mL/L CO2培养箱培养4 h后, 弃培养上清液, 
每孔加入DMSO 100 μL, 振荡器振荡10 min酶
联免疫检测仪上570 nm测A值, 实验重复2次. 
1.2.2 检测细胞上清液中SOD活性和MDA含量 
取对数生长期的cFSC, 2.5 g/L的胰酶消化后, 
用含100 mL/L胎牛血清的DMEM配成细胞悬

液, 以5×107/L接种于24孔培养板, 每孔培养液

为1 mL. 置于37℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养

24 h后更换培养液并加入不同浓度的Fe-NTa (0, 
100, 200和500 μmol/L), 每个浓度设6复孔. 24 h
后检测细胞上清液中的SOD活性和MDA含量, 
步骤按试剂盒要求进行, 本实验重复2次. 
1.2.3 检测细胞裂解液中SOD活性 取对数生长

期的cFSC以5×108/L接种于25 cm2的细胞培养

瓶, 每瓶5 mL培养液. 待细胞贴壁良好并同步

化后, 更换培养液并加入不同浓度的GSH, 培养

2 h后加入不同浓度的Fe-NTa. 分别设空白对照

组、模型组和药物干预组, 空白对照组不加任

何药物, 模型组分别加入100, 200, 500 μmol/L
的Fe-NTa, 药物干预组分为200 μmol/L Fe-
N Ta+0.5 m m o l/L G S H, 200 μm o l/L F e-
N Ta+2.5 m m o l/L G S H和200 μm o l/L F e-
NTa+10 mmol/L GSH. 培养24 h后用刮刀刮下细

胞, 4℃, 2000 g离心10 min, 弃上清. 1 mL冰PBS
溶液洗净细胞, 随后4℃, 1000 g离心10 min, 弃
上清. 重复该步骤1次. 在-20℃下放置20 min, 再
在37℃温浴10 min. 重复该步骤2遍, 破碎细胞

膜. 加入新的PBS 1 mL, 在4℃, 10 000 g下离心

15 min. 取上清液用PBS稀释, 制成样品溶液. 用

试剂盒检测细胞裂解液中的SOD活性, 步骤按

试剂盒说明书进行, 本实验重复2次.
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 用

SAS 6.12统计软件进行单因素变量的方差分析.

2  结果

2.1 MTT增殖实验 Fe-NTa作用6 h对HSC的增殖

无明显影响, 在12 h其促进HSC增殖作用逐渐明

显, 500和1000 μmol/L组与空白对照组比较有显

著差异(P <0.01). 随着时间的延长, Fe-NTa作用

24 h和48 h各浓度组与空白对照组比较均有显

著差异(P <0.01). 无Fe-NTa干预的空白对照组12, 
24和48 h之间无明显差异, 但与6 h组比较均有显

著差异(P <0.01). 随着药物剂量的增加, 其他各

浓度组的差异越来越显著(表1).
2.2 细胞上清液中SOD活性和MDA含量 不同浓

度Fe-NTa对HSC培养上清液中的SOD活性的影

响各不相同. 100 μmol/L组与对照组比较无明显

差异. 200和500 μmol/L组有明显的降低SOD活

性的作用, 与对照组或100 μmol/L组比较均有明

显差异(P <0.05或P <0.01). 200与500 μmol/L比较

也有显著差异(P <0.01). 各浓度组均有升高HSC
培养上清液中MDA的作用, 与对照组比较有显

著差异(P <0.01). 而且500 μmol/L组与较低剂量

组(100和200 μmol/L)比较有显著差异(P <0.01, 
表2).
2.3 细胞裂解液中SOD活性及GSH对SOD的影

响 不同浓度Fe-NTa均可明显的降低HSC裂解液

中SOD活性(P <0.01, 表2). 而预先加入GSH的各

剂量组均可升高SOD的活力, 与模型组比较有

显著差异(200 μmol/L Fe-NTa+0.5 mmol/L GSH
时, SOD活力为5.42±0.58 μkat/L; 200 μmol/L 
Fe-NTa+2.5 mmol/L GSH时, SOD活力为6.67
±0.18 μkat/L; 200 μmol/L Fe-NTa+10 mmol/L 
GSH时, SOD活力为8.75±0.58 μkat/L. P <0.01).

表  1  不同浓度和不同时间Fe-NTa对HSC增殖的影响 (mean±SD)

     
Fe-NTa浓度 (μmol/L)               6 h                           12 h                            24 h                            48 h

      0                             0.111±0.005        0.285±0.044d         0.253±0.033d         0.278±0.037d

    50                             0.119±0.006        0.298±0.097d         0.567±0.133bd        0.743±0.066bd 

  100                             0.119±0.006        0.297±0.089d         0.549±0.187bd        0.734±0.103bd

  200                             0.125±0.008        0.331±0.126d         0.469±0.167bd        0.873±0.197bd

  500                             0.112±0.007        0.369±0.124bd        0.452±0.084bd        1.049±0.222bd

1000                             0.106±0.012        0.485±0.101bd        0.526±0.150bd        1.546±0.238bd

bP<0.01 vs  空白对照组; dP<0.01 vs  6 h.

■应用要点
本研究证明还原
型谷胱甘肽可对
抗氧应激导致的
自由基损伤, 有抗
氧化作用, 为还原
型谷胱甘肽在临
床上应用于脂肪
肝和肝纤维化的
治疗提供了理论
和实验依据, 也为
继续研究其抗纤
维化作用打下了
理论基础.
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3  讨论

大量基础和临床研究都显示反应性氧(ROS)和
细胞膜的脂质过氧化与肝纤维化发生有关, 这
表明氧应激是不同病因慢性肝病共同的发病因

素[10-13]. 有研究从基因水平证实脂质过氧化可刺

激HSC合成Ⅰ型胶原[14], 而且细胞色素P450 2E1
来源的氧化物可促进H S C的增殖和胶原的合

成[15-16]. 最近有研究表明, 黄嘌呤/黄嘌呤氧化酶

系统产生的ROS能促进HSC的增殖, 此促进作用

与基质金属蛋白酶-2 (MMP-2)的激活和表达有

关[17-18], 而且在大鼠肺和皮肤成纤维细胞以及心

肌成纤维细胞中也发现氧应激可调节MMP-2的
表达[19-21]. 由此认为, 氧应激和脂质过氧化可通

过不同的机制促进HSC的增殖, 胶原合成增加是

HSC增殖的结果. 我们采用Fe-NTa与HSC在体外

共同培养, 引起铁超载, 是较为理想的细胞氧应

激模型[22]. 用不同浓度的Fe-NTa处理细胞, 在不

同的时间点用MTT法检测细胞增殖活力, 结果

发现, 随着药物浓度和时间的增加, 细胞增殖越

来越明显. 这表明Fe-NTa导致的氧应激有促进

HSC增殖的作用, 且随药物剂量的增加和作用时

间的延长, 其促进增殖作用越来越明显, 呈现出

一定的剂量和时间依从关系, 从铁超载这个不

同的侧面再次验证了氧应激和脂质过氧化有促

进HSC增殖的作用. 
MDA是脂质过氧化的重要终产物之一, 反

映了机体细胞受自由基攻击的严重程度, 可促

进Ⅰ型胶原mRNA的表达, 与HSC增殖和胶原合

成密切相关[23-25]; SOD是机体抗氧化损伤防御体

系中最重要的抗氧化酶之一, 反映了机体清除

氧自由基的能力[26-28], 所以MDA和SOD是一对

相互影响的因素. 我们发现, 氧应激可明显升高

MDA含量, 而细胞上清液和细胞裂解液中SOD
活力都明显降低, 且呈现出一定的剂量依从关

系. 这表明铁超载可产生大量的自由基和脂质

过氧化物, 消耗了大量的SOD, 导致机体抗氧化

损伤的防御机制受损, 不能清除过多的自由基

和MDA等脂质过氧化产物[29]. 而HSC内MDA累

积, 通过不同的途径激活HSC, 促进其增殖和合

成胶原, 导致肝纤维化的发生. 于洪波 et al用高

脂饮食喂饲大鼠也得出了类似的结果[30]. GSH
含有巯基, 是体内最重要的抗氧化物之一, 是由

谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸组成的一种三肽. 
他在酶的催化下能与过氧化物和自由基相结

合, 对抗氧化物的破坏作用. 我们用Fe-NTa造成

氧应激模型, 然后用不同浓度的GSH共同培养

细胞, 检测细胞裂解液中SOD的活力, 结果发现

GSH可使SOD活力明显升高, 且有一定的剂量

依从性. 这表明GSH可对抗氧应激, 保护细胞免

受自由基损伤, 有抗氧化作用, 这为GSH在临床

上用于脂肪肝和肝纤维化的治疗提供了理论和

实验依据, 也为继续研究其抗纤维化作用打下

了理论基础. 
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■同行评价
本文分别用不同
浓度的Fe-NTa培
养大鼠肝星状细
胞, 在不同时间点
检测氧应激对肝
星状细胞增殖的
影响 ,  检测MDA
和 S O D 活性 ,  分
析氧应激对大鼠
肝星状细胞增殖
的影响及还原型
谷胱甘肽抗氧化
作用, 研究方法可
行, 结论可靠, 有
临床应用价值.
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Abstract
AIM: To study the pathological changes in acute 
lung injury induced by severe acute pancreatitis 
(SAP) complicated with intra-abdominal 
hypertension (IAH).

METHODS: Ninety-one healthy Wistar rats 
were divided into sham operation group (n = 7), 
SAP model group (n = 21), and SAP+IAH group 
(n = 63). Based on SAP modeling at different 
time (1, 2, 4 h), the rats were given IAH of 2, 4, 
10 cmH2O. Then lung function was evaluated 
and the pathological changes of rat lungs were 
observed under light and electron microscope.

RESULTS: With the increase of IAP and pro-
longing of action time, the partial pressure of 
oxygen was obviously decreased, while the par-
tial pressure of carbon dioxide was markedly el-
evated; the lung water content was dramatically 

increased. Light microscopy showed that inflam-
matory cell, edema, intra-alveolar hemorrhage, 
desquamate and disintegration appeared in the 
lung tissues. Electron microscopy demonstrated 
type Ⅱ alveolar epithelial cell karyopyknosis, 
laminated body becoming vacuole-like, swell-
ing of crista mitochondria, and emergence of cell 
apoptosis.

CONCLUSION: SAP complicated with IAH can 
lead to lung injury in rats.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Intra-ab-
dominal pressure; Lung injury; Model

Cui YF, Huang R, Zheng HQ. Experimental study on 
severe acute pancreatitis-induced intra-abdominal 
hypertension complicated with acute lung injury. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(26):2601-2604

摘要
目的: 探讨大鼠重型急性胰腺炎(SAP)并发腹
内压(IAP)增高(IAH)对肺脏的病理损害. 

方法: 健康Wistar大鼠91只, 分为假手术组、

SAP模型组及SAP+IAH组. 在不同时间(1, 2, 
4 h) SAP模型的基础上, 给大鼠不同IAP (2, 4, 
10 cmH2O), 观察肺脏的功能及组织结构变化. 

结果: 随着腹内压的升高及作用时间的延
长, 氧分压(PaO2)明显下降、二氧化碳分压
(PaCO2)升高, 肺组织含水量增加. 光镜下可
以观察到肺脏间质及肺泡炎性细胞浸润、水
肿、出血, 肺泡细胞出现空泡化、脱落及衰变
等病理改变. 电镜下观察到Ⅱ型肺泡上皮细胞
核固缩, 板层体呈空泡样, 线粒体嵴肿胀, 形成
凋亡细胞等病理改变.

结论: SAP并发IAP增高可导致大鼠肺损伤.

关键词: 重型急性胰腺炎; 腹内压; 肺损害; 模型
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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 是 外 科 常
见 的 急 腹 症 ,  来
势 较 凶 险 ,  早 期
可表现为休克、

多器官功能不全
(MODS), 严重者
引起多器官衰竭
(MOF). SAP时胰
外器官损伤中呼
吸功能障碍最早
发生, 其发生率高
达20%-70%. SAP
可引起腹内压力
升高(IAH), IAH
在SAP引起MOF
中所起的作用已
被多数学者肯定
并接受.

■相关报道
程君涛 et al 报道
的改良腹内高压
动物模型的方法, 
操作简单易行, 为
进行腹内高压的
研究提供了一种
新方法.



0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)是外科常见的急腹症, 来
势较凶险, 早期可表现为休克、多器官功能不

全(MODS), 严重者引起多器官衰竭(MOF). SAP
时胰外器官损伤中呼吸功能障碍最早发生, 其
发生率高达20%-70%. SAP可引起腹内压力升

高(IAH), IAH在SAP引起MOF中所起的作用已

被多数学者肯定并接受, 但IAH对呼吸功能的影

响及其是否是呼衰发病机制之一尚无相关报道. 
我们建立了SAP并发IAH导致大鼠肺损害的模

型, 与临床SAP并发腹腔室隔综合征(ACS)致肺

损害的病理过程相似, 为进一步研究腹内高压

对机体的病理生理影响奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 从一次性输液器剪下40 cm左右长度

输液管, 保留有过滤器一端并与三通管相连; 将
输液管另一端连接至压力计. 成年健康清洁级

Wistar大鼠91只(哈医大实验动物中心提供), 雌
雄不限, 体质量200±20 g(周龄8-10 wk).
1.2 方法 Wistar大鼠91只随机分成3组: 第1组7
只为假手术组; 第2组21只为SAP组, 分1, 2, 4 h
组, 分别于3个时间点取病理; 第3组63只为SAP
并发IAP增高组, 按腹内压大小随机分为2, 4, 
10 cmH2O组, 再按作用时间分为1, 2, 4 h组, 分
别于3个时间点取病理 ,  检测有关指标 .  参照

Milani et al报道的模型稍加改进制作SAP大鼠

模型. 即大鼠术前12 h禁食, 不禁水. 10 g/L戊巴

比妥钠5 mL/kg ip麻醉动物后, 正中切口入腹, 
于十二指肠韧带肝门侧用小动脉夹暂时阻闭胆

管, 由十二指肠前壁进针, 经乳头部插进入胆胰

管内, 夹闭胆胰管出口, 以0.1 mL/min匀速注入

50 g/L牛磺胆酸钠(0.1 mL/kg, Sigma), 10 min后
去除动脉夹, 关腹. SAP模型制成后仰卧位固定

后常规消毒, 于剑突下两横指处以16号留置套

管针穿刺至腹腔并固定, 通过三通管分别连接

压力计及氮气储气袋, 缓慢增加入腹气体量, 至
相应压力后将三通管转向压力计, 持续测压, 并
维持压力恒定, 以建立SAP+IAP增高模型. 假手

术组除胆管内不注入50 g/L牛磺胆酸钠外, 余同

SAP组. 制模成功后观察动物死亡率. 于动物活

杀时抽取腹主动脉血, 立即用AVL-900自动分析

仪进行血气测定. 动物活杀后, 取左肺组织用分

析天平称湿质量, 置90℃电热干燥箱内烘烤72 h, 
称干质量, 结果以肺组织湿/干比质量表示肺含

水量. 按时间点活杀动物, 取胰腺组织常规行病
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理切片光镜观察, 肺组织分别行光、电镜观察.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 采

用SPSS 11.0行统计学分析. 组内数据应用配对t
检验, 组间比较采用方差分析.

2  结果

假手术组大鼠一般状态良好, 无一例死亡. SAP
组随时间的延长死亡率逐渐增加, 4 h组死亡率

可达25%. SAP+IAH各组随压力梯度及时间的

延长死亡率明显增加, 4 h组死亡率可达50%. 
2.1 动物血气分析 SAP组模型制成后PaO2呈进

行性下降, 术后1, 2, 4 h与假手术组相比差异显

著(P <0.05); PaCO2术后1, 2, 4 h SAP组呈升高趋

势与假手术组相比差异显著(P <0.05). SAP+IAH 
2 cmH2O作用1 h PaO2即明显降低, PaCO2显著升

高; SAP+IAH 4 cmH2O 1, 2, 4 h, PaO2与正常对

照组相比显著降低(P <0.01), PaCO2在1, 2, 4 h明
显增高, 出现明显的低氧血症高碳酸血症. IAH 
10 cmH2O作用1, 2, 4 h , PaO2与正常对照组相比

显著降低(P <0.01), PaCO2显著增高(表1).
2 .2  肺组织含水量变化  肺湿质量 /干质量比

值在S A P组与假手术组比差异显著(P <0.05); 
SAP+IAH 2 cmH2O, 4 cmH2O, 10 cmH2O 1, 2, 4 
h与假手术组相比显著降低(P <0.01)(表2).
2.3 胰腺组织学变化 大体观察S A P组成模后

20 min后即出现胰腺充血、水肿, 时间延长到

4 h, 胰腺局部出现紫红色坏死灶, 中等量血性

腹水. SAP并发IAP增高组, 胰腺坏死程度进一

www.wjgnet.com

表  1  SAP+IAH大鼠动脉血气 (mean±SD, n = 7, mmHg)

     
分组                                               PaO2	          PaCO2

Control 	                              98.8±4.2	     39.2±2.4

SAP 1 h                                95.8±3.2         39.3±2.1   

        2 h                                90.1±2.3         42.2±1.3

        4 h                                80.7±1.7a        45.5±2.0  

SAP+IAH 2 cmH2O   1 h      89.0±4.2ac       39.0±3.7

                                  2 h      84.8±2.9ac        42.6±1.0

                                  4 h      78.2±2.4ac	      47.1±2.2

SAP+IAH 4 cmH2O   1 h      74.5±5.3ac	      49.3±3.1ac

                                  2 h      69.0±4.0ac	      52.9±5.5ac

                                  4 h      65.9±3.2bc	      55.0±4.4ac

SAP+IAH 10 cmH2O 1 h      59.3±1.7bd	      65.4±8.3bd

                                  2 h      53.5±5.0bd	      69.7±7.8bd

                                  4 h      50.3±4.0bd	      72.3±7.1bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组相应
时间点.

■创新盘点
重症急性胰腺炎
并发肺损伤已有
定论, 许多发病机
制已阐明. 但目前
重症急性胰腺炎
并发腹内压升高
导致肺损伤的研
究尚少, 这是本研
究立题独到之处.

■应用要点
本文紧密结合临
床, 建立了重症急
性胰腺炎并发腹
内压升高导致肺
损伤的动物模型, 
为进一步探讨重
症急性胰腺炎并
发腹腔室隔综合
征导致肺损害的
机制以及防治对
策提供了一种较
为理想的实验模
型.
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步加重, 并伴大量血性腹水. 假手术组无明显变

化. 光镜观察SAP组随时间点的延长, 胰腺出血

坏死、间质水肿、炎细胞浸润、红细胞渗出的

SAP病理变化渐加重. SAP并发IAP增高组在成

模后1 h及2 h时间点内, 胰腺的病理改变与SAP
组无明显差别. 但随作用时间延长到4 h胰腺出

血坏死、间质水肿、炎细胞浸润、红细胞渗出

等典型的SAP病理变化进一步加重. 
2.4 肺组织学变化 光镜观察假手术组大鼠肺组

织, 间质及肺泡腔无出血、水肿及中性粒细胞

浸润. SAP组光镜下肺病理改变逐渐加重, 间质

及部分肺泡腔有较多中性粒细胞, 毛细血管瘀

血, 肺泡腔出血水肿范围较假手术组增高组明

显. SAP并发IAP增高组, 光镜下大部分肺泡和间

质有中性粒细胞聚积成团, 间质明显增宽, 肺泡

腔出血水肿范围50%-75%(图1). 电镜观察SAP
组Ⅱ型肺泡上皮细胞数量增多, 毛细血管管腔

狭窄, 血管内皮细胞的胞质内可见丰富的胞内

饮泡, 基膜厚薄不均(图2A), Ⅱ型上皮细胞的核

呈固缩状态, 核周隙明显增宽, 板层体呈空泡

样, 线粒体嵴肿胀, 细胞表面微绒毛脱失(图2B). 
SAP并发IAP增高组, Ⅱ型肺泡上皮细胞核固缩, 
细胞内膜结构消失, 形成凋亡细胞, 板层体减少, 
脱落(图2C).

3  讨论

IAP的临床病情与腹内压的变化密切相关, 原因

为IAP的许多病理生理变化能直接或间接导致

IAH; 而IAH特别是腹腔间隙综合征对SAP的许

多胰外临床表现都具有重要影响作用. IAP导致

腹内压增高的因素有: 胰腺体积的增大、胰周

积液、后腹膜及周围组织水肿、胃肠道的麻痹

扩张、腹腔积液、全身炎症反应综合征(SIRS)
引起的多个脏器水肿等. 已有研究表明[1], ACS
是引发多器官功能衰竭的潜在继发因素, 但其

发病机制尚不十分清楚. 而ACS造成肺损害的病

理改变更是鲜有报道. 特重型AP(也称暴发性胰

腺炎)常伴发ACS, 进而带来极高的病死率. 有报

道SAP发病凶险, 病死率高达50%, 在发病1 wk
内死亡者, 多由于急性肺损伤所致. 可见急性肺

损伤与SAP密切相关. 但SAP导致肺损伤的机

制尚不清楚. 因此我们通过建立SAP基础上IAH
模型, 从病理形态学方面阐明肺损害的特点, 探
讨SAP导致肺损伤的机制. 发现急性肺损害改

变, 如镜下出现肺间质及肺泡炎性细胞浸润、

水肿、出血, 肺泡细胞出现空泡化. 肺泡间隔大

量中性粒细胞浸润, 超微结构显示大量中性粒

细胞, 单核细胞贴壁并游出血管外, 提示活化的

中性粒细胞或单核细胞可能参与了SAP肺损伤. 

表  2  SAP+IAH肺组织湿质量/干质量比值 (mean±SD, n 
= 7)

     
分组	                             1 h              2 h              4 h

Control  	                     4.1±0.1    4.2±0.1    4.4±0.2

SAP	                     4.9±0.6a   5.0±0.4a   5.8±0.2a

SAP+IAH 2 cmH2O	     5.1±0.3b   5.4±0.5b   6.1±0.8b

SAP+IAH 4 cmH2O	     5.5±0.4bc  5.8±0.7bd  6.5±0.3bd

SAP+IAH 10 cmH2O    6.2±0.1bd  6.8±0.1bd  6.9±0.1bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组.图  1  SAP并发IAH组织学变化(HE×200).

图  2  SAP+IAH大鼠肺组
织超微结构变化(TEM×
12 000). A: 毛细血管管腔

狭窄; B: 线粒体嵴肿胀; 

C: 形成凋亡细胞.

A B C

■名词解释
1 腹内压 ( In t ra-
abdominal pres-
sure, IAP)主要是
由腹腔内脏器的
静水压产生, 正常
情况下IAP平均为
0 kPa (1 kPa = 7.5 
mmHg), 和大气压
相近. 
2  腹 腔 室 隔 综
合征(abdominal 
c o m p a r t m e n t 
syndrome, ACS):  
是 由 于 I A P 非 生
理性急剧升高到
影响内脏血流及
器官组织功能, 并
进一步引起一系
列不利的病理生
理改变所形成的
一种临床综合表
现. 主要临床表现
有呼吸道阻力增
加、肺顺应性下
降甚至进行性缺
氧、心输出量减
少、周围循环阻
力增加、少尿甚
至无尿.
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但是, SAP基础上IAH引起的肺损害程度要重于

SAP组, 这说明IAP增高帮助加重了肺损害的程

度, 是造成呼吸衰竭的机制之一.       
过去关于SAP并发急性呼吸衰竭的研究中, 

重点多放在由胰源性毒素、炎性介质[2]、微循

环障碍等因素所导致的急性呼吸窘迫综合征方

面, 而对SAP并发IAH形成ACS导致肺损伤的机

制鲜有研究. 最近也有学者提出, SAP所并发的

急性呼吸衰竭, 不单纯是急性呼吸窘迫综合征

所造成的, ACS也起到重要作用. ACS发生肺损

害的机制目前认为主要与血管渗漏[3]、缺血再

灌注损伤、血管活性物质的释放以及氧自由基

等综合作用相关. 我们建立SAP基础上并发IAH
的肺损害模型, 由于动物死亡的原因只观察了

4 h, 而SAP基础上并发IAH后远期肺损害的发

生机制, 除了胰蛋白酶、中性粒细胞、磷脂酶

A2、蛋白酶/抗蛋白酶系统失衡、游离脂肪酶等

介导性损伤外, 可能与SAP后脏器缺血/再灌注

损伤、弹性蛋白酶、血小板活化因子、内源性

细菌/内毒素移位等介导性损伤的关系更为密

切, 尚有待于进一步探讨和研究. 我们通过建立

SAP并发ACS导致肺损害的动物模型, 为进一步

探讨SAP并发ACS导致肺损害的机制以及防治

对策提供了一种较为理想的实验手段. 
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 ■同行评价
SAP可引起IAH, 
致膈肌抬高, 胸腔
压力随之增高, 肺
通气量下降, 肺毛
细血管嵌压, 平均
毛细血管压升高, 
因此, 研究IAH对
呼衰发病影响有
一 定 价 值 .  本 实
验建立了SAP并
发 IAH导致大鼠
肺损害的模型, 观
察肺脏的功能及
组织结构变化, 探
讨了SAP并发IAP
增高对肺脏的病
理损害, 有一定价
值. 建议进一步深
入进行其缺血再
灌注损伤、血管
活性物质的释放
以及氧自由基等
机制研究.
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Abstract
AIM: To construct a recombinant plasmid contai-
ning genes encoding Lpp20, HspA, UreaseA, 
CagA, UreaseB from H pylori, express it in E.coli 
and explore the antigenicity.

METHODS: The genes, encoding Lpp20, HspA, 
UreaseA, CagA, and UreaseB, were amplified 
from H pylori chromosomal DNA by polymerase 
chain reaction (PCR), and then T-A was cloned 
and sequenced. The target genes cloned into 
pGEX-4T-1 fusion expression vector were ex-
pressed in E.coli and purified by GST-affinity 
chromatography. The purified products were 
used to identify 29 strains of mouse monoclonal 
antibodies (mAbs) against H pylori, and the anti-
genicity of the products was analyzed by West-
ern blot with serum of H pylori-infected patients.

RESULTS: Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, and 
UreaseB fragments were 528 bp, 351 bp, 675 bp, 
855 bp, and 1704 bp in length, respectively (Gen-

Bank submission No. DQ106902, DQ141574, 
DQ141577, DQ141575, and DQ141576, respec-
tively), and the nucleotide homology was 
95%-99% with other H pylori strains. Lpp20, 
HspA, UreaseA, CagA, and UreaseB fusion 
protein were expressed with molecular weights 
of 48 000, 41 000, 52 000, 6 0000, and 91 000 Da 
in E.coli respectively. Of 29 anti-H pylori mouse 
mAbs, there were 4, 5, 5, 1, and 6 strains against 
Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, and UreaseB. 
Western blot proved that five recombinant pro-
teins were specifically recognized by the serum 
of H pylori-infected patients.

CONCLUSION: Five recombinant proteins, 
Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, and UreaseB, 
preserve original antigenicity.

Key Words: Helicobacter pylori ; Candidate vaccine 
antigen; Cloning; Gene expression; Antigenicity

Ning YS, Li Y, Long M, Dong WQ, Li M. Cloning, expres-
sion and antigenicity identification of five candidate 
vaccine antigen genes of human Helicobacter pylori. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(26):2605-2609

摘要
目的: 构建含人H pylor i  5种候选疫苗抗原
Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, UreaseB的编码
基因的重组质粒并研究其抗原性. 

方法: 应用PCR技术从H pylori染色体中扩增
编码Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, UreaseB的
基因片段, 将其T-A克隆和测序, 并与GenBank
公布的其他H pylori 菌株基因序列比较, 再将
目的基因克隆至融合表达载体pGEX-4T-1上
中进行表达, 用GST亲和层析对其进行纯化, 
纯化产物用于对29株小鼠抗H pylori -全菌单
克隆抗体(mAb)的鉴定及与H pylori感染患者
血清进行Western blot分析. 

结果: 扩增的Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, 
U r e a s e B基因全长分别为528 b p, 351 b p, 
675 bp, 855 bp, 1704 bp (GenBank登录号
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■背景资料
人 自 然 感 染 H 
pylori 后, 宿主的
免疫反应不能有
效清除病原菌, 目
前临床上常采用
联合应用质子泵
抑制剂和抗生素
的“三联”疗法
来控制H py lo r i
的感染. 然而, 药
物治疗有很大的
局 限 性 .  随 着H 
pylori 全基因序列
及功能蛋白的揭
示, 用免疫方法来
防治H pylori 的感
染成为可能, 疫苗
的研制逐渐成为
研究热点.



分别为DQ106902, DQ141574, DQ141577, 
DQ141575, DQ141576), 与GenBank公布的其
他菌株的核酸序列的同源性在95%-99%, 表
达Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, UreaseB融合
蛋白的相对分子质量分别约为48 000, 41 000, 
52 000, 60 000, 91 000 Da, 29株小鼠抗H pylori
全菌mAb中针对Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, 
UreaseB抗原的分别为4, 5, 5, 1, 6株, 5种抗原
的纯化产物均可被H pylori感染患者血清特异
性识别.

结论: 重组表达的Lpp20, HspA, UreaseA, 
CagA, UreaseB均具有较好的抗原性.

关键词: 幽门螺杆菌; 候选疫苗抗原; 克隆; 基因表

达; 抗原性
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0  引言

1982年澳大利亚罗宾·沃伦和巴里·马歇尔发现

一种长期定植于人体胃黏膜的致病菌——幽门

螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), 并因此获

得了2005年诺贝尔医学奖. 大量研究证实, 自
然感染H pylori后机体的免疫反应不能清除细

菌, H pylori的长期感染是慢性消化道疾病如B
型(胃窦)胃炎、消化性溃疡、胃黏膜相关淋巴

组织(MALT)胃癌等发生、发展的重要原因[1]. 
目前在一些发达国家, H pylori的感染率虽然有

所下降, 但仍存在大量感染者; 而在发展中国

家, H pylori的感染状况则更为严重. 目前临床上

常采用抗生素治疗H pylori的感染, 虽可在一定

程度上治愈感染, 但存在患者的依从性差、耐

药菌株产生和反复感染等问题. 大量的实验证

明, 免疫接种可预防甚至治疗H pylori的感染, 所
以H pylori疫苗的研究具有深远的发展前景. H 
pylori的抗原成分很多, 目前已发现H pylori单一

抗原的保护率几乎均低于80%, 2种或2种以上H 
pylori抗原组合的疫苗有理想的保护效果[2]. 我
们选取尿素酶A和B (UreaseA, B)、热休克蛋白

A (heat shock protein, HspA)、脂蛋白(lipoprotein, 
Lpp20)、细胞毒素相关基因蛋白(cy to tox in-
assosiated gene A, CagA)等作为研究对象, 利用

基因工程技术构建了这5种基因的重组质粒, 并
进行了测序和表达, 为H pylori疫苗和诊断抗原
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的研究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori感染患者血清(尿素酶实验阳

性)和健康正常人血清(尿素酶实验阴性)均来自

南方医科大学附属南方医院消化科. H pylori标
准株NCTC11639由本校微生物实验室保存; 菌
株E.coli  DH5α, TOP10和表达载体pGEX-4T-1由
本室保存. Taq DNA聚合酶、pMD18-T载体、

限制性内切酶、T4连接酶、DNA Marker及蛋

白Marker均为TaKaRa公司产品. 引物设计参考

GenBank收录的H pylori国际标准株26695的基

因序列, 应用Primer 5.0设计目的基因的PCR引
物如下: Lpp20: 
P1 5'-GAATTCATGAAAAATCAAGTTAAAAA-
3'(Eco RⅠ) P2 5'-GTCGACCTACTTTTTAACCA
TGCC-3'(SalⅠ);HspA:P3 5'-GGATCCAAGTTTC 
A A C C A T T A  G G A - 3 ' (B a m H  Ⅰ )  P 4 
5'-GAATTCTTAGTGTTTTTTGTGATC-3'(Eco R
Ⅰ); UreaseA: P5 5'-GGATCCAAGTTTCA 
ACCATT AGGA-3'(Bam H Ⅰ) P6 5'-GAATTCT 
TAGTGTTTTTTGTGATC-3'(Eco RⅠ); CagA: 
P7 5'-GGATCCGGAGAAACAATGA CTAAC-
3'(Bam H Ⅰ) P8 5'-GTCGACTTCCATATCGCCA 
AGA-3'(SalⅠ); UreaseB: P9 5'-GAATTCAAA 
AAGATTAGCAG -3'(Eco RⅠ) P10 5'-GTCGAC 
GAAAATGCTAAAGA-3'(SalⅠ), 在每对引物的

上、下游引进合适的酶切位点(划线处), 引物由

上海博亚和大连TaKaRa公司合成. 细菌基因组

DNA提取试剂盒、质粒提取试剂盒及切胶回收

试剂盒均为TaKaRa公司产品. PVDF电转印膜为

Bio-Rad公司产品. HRP-标记的羊抗鼠或羊抗人

IgG及链亲霉素标记的二抗为Gibco BRL公司产

品. 29株小鼠抗H pylori全菌mAb由本室制备[3].
1.2 方法 

1.2.1 重组表达质粒的构建和鉴定 从固体培养

基上刮取适量生长状态良好的H pylori菌落, 置
于PBS缓冲液中, DNA的提取参照细菌基因组

DNA提取试剂盒说明进行. 用Taq DNA聚合酶, 
以提取的H pylori染色体DNA为模板, 按照常规

PCR条件进行扩增, 60 μL反应体积. 反应条件

如下: 预变性95℃ 5 min, 变性95℃ 60 s, 退火温

度Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, UreaseB分别

为58℃, 50℃, 50℃, 54℃, 52℃, 时间50 s, 延伸

72℃ 60 s, 共进行35个循环, 最后一个循环结束

后72℃再延伸6 min, 反应产物于10 g/L琼脂糖

www.wjgnet.com
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凝胶电泳进行分析. 将目的基因与pMD18-T载
体进行连接, 以连接产物转化到E.coli  DH5α感

受态中. 挑取单个菌落, 37℃, 220 r/min摇过夜, 
提取质粒, 进行双酶切鉴定, 将鉴定正确的重组

质粒送上海博亚公司进行测序. 重组目的基因

/pMD18-T进行双酶切, 表达载体pGEX-4T-1也
用相同的酶进行双酶切. 将切胶纯化的目的基

因和表达载体按4∶1(摩尔数)用T4 DNA连接酶

进行连接, 反应体积10 μL, 于16℃连接过夜. 将
连接产物转化到E.coli  TOP10感受态中, 涂于含

氨苄青霉素(100 mg/L)LB固体培养基平皿中. 挑
取单个菌落, 37℃, 220 r/min摇过夜, 提取质粒, 
进行双酶切鉴定. 
1.2.2 目的基因的表达及产物的纯化  将鉴定

正确的阳性克隆工程菌接种到含氨苄青霉素

(100 mg/L)的LB液体培养基中, 37℃, 220 r/min
摇过夜菌 .  次日 ,  按1%接种到含氨苄青霉素

(100 mg/L)的LB液体培养基中, 当A 600 = 0.7时, 
加入1 mol/L的IPTG至终浓度为1 mmol/L, 诱导

4 h后收菌, 进行100 g/L SDS-PAGE分析. 表达

产物超声破菌后, 在上清和沉淀中都存在目的

蛋白, 取上清进行实验. 装Glutathione Sepharose 
4B亲和层析柱(1.0 cm×20 cm), 用1×PBS (pH 
7.2-7.4)平衡后, 上样超声破菌后的上清, 流速为

1 mL/min, 再以 PBS平衡至基线, 用10 mmol/L谷
胱甘肽洗脱, 收集各蛋白峰进行SDS-PAGE分析. 
1.2.3 ELISA法鉴定抗H pylori鼠mAb 将纯化后

的5种蛋白分别包被酶标板(5 mg/L), 依次加入

本室制备的29株抗H pylori鼠mAb及HRP-标记

的羊抗鼠IgG, TMB底物显色, 用酶标仪于波长

450 nm测定吸光度(A )值. 
1.2.4 重组抗原的Western blot分析 将纯化后的

5种蛋白进行SDS-PAGE, 然后将凝胶上的蛋白

转移至NC膜上, 依次滴加健康正常人血清、H 
pylori感染患者血清进行反应, 二抗为HRP-标记

的羊抗人IgG, 每步均经温育和洗涤. 暗室内将

杂交后NC膜放入显色盒内, 加上混合好的显色

液2 mL, 约1 min, 出现明显的蛋白带者为阳性.

2  结果

2.1 重组表达质粒的构建和鉴定 琼脂糖凝胶电

泳分析, PCR扩增目的基因DNA片段的大小同

预计的结果相符(图1). 重组目的基因/pMD18-T
质粒用双脱氧核苷酸法测序后分析 ,  L p p20, 
HspA, UreaseA, CagA, UreaseB基因全长分别

528, 351, 675, 855, 1704 bp, 与GenBank上公布

的其他菌株核酸序列相比, 同源性为95%-99%, 
在G e n B a n k上登录这些序列 ,  登录号分别为

DQ106902, DQ141574, DQ141577, DQ141575, 
DQ141576. 将重组表达质粒用相应的双酶切进

行鉴定, 切出大约5000 bp表达载体和目的基因

片段, 同预期的结果相符(图2).
2.2 目的基因的表达及产物的纯化 将含目的

基因/pGEX-4T-1的工程菌在IPTG的诱导下在

大肠杆菌中表达, 表达产物经SDS-PAGE分析, 
Lpp20, HspA, UreaseA, CagA, UreaseB分别表

达分子质量约为48 000, 41 000, 52 000, 60 000,质量约为48 000, 41 000, 52 000, 60 000,量约为48 000, 41 000, 52 000, 60 000, 
91 000 kDa的融合蛋白(图3). 将表达产物超声

破菌后, 上清和沉淀中都有目的蛋白的存在, 取
上清进行亲和层析纯化. 纯化后的目的蛋白进

行SDS-PAGE分析, 纯度均达到90%以上(图4).
2.3 ELISA鉴定抗抗H pylori鼠mAbmAb 应用ELISA法

鉴定29株小鼠抗H pylori全菌mAb, 针对Lpp20, 
HspA, UreaseA, CagA, UreaseB抗原的mAb分别

为4, 5, 5, 1, 6株, 说明重组目的抗原具有很好的

抗原性. 
2.4 重组目的抗原与H pylori 感染者血清的反应

性 Western blot结果显示, 5种抗原均与H pylori
感染患者血清有特异性反应, 反应条带与预期

大小一致(图5), 而与健康正常人血清没有反应.

图  1  琼脂糖凝胶电泳分析PCR扩增的目的基因. 1: DNA 
Marker; 2: Lpp20; 3: HspA; 4: CagA; 5: UreaseA; 6: UreaseB.

图  2  重组表达质粒的双酶切鉴定. 1: Lpp20/pGEX-4T-1 
(EcoRⅠ和SalⅠ); 2 HspA/pGEX-4T-1(BamHⅠ和EcoRⅠ); 
3: CagA/pGEX-4T-1(BamHⅠand SalⅠ); 4 UreasA/pGEX-
4T-1(BamHⅠ和EcoRⅠ); 5: UreaseB/pGEX-4T-1(EcoRⅠ
和SalⅠ); 6 DNA Marker.

■创新盘点
本文从H pylori 标
准株NCTC11639
中 获 取 L p p 2 0 , 
HspA, UreaseA, 
CagA,  UreaseB
基 因 ,  登 录 到
GenBank上, 这是
关于NCTC11639
菌 株 这 些 基 因
在 G e n B a n k 上
的 首 次 登 录 ,  与
GenBank上公布
的其他H pylori 菌
株(如26695, J99)
相应的核酸序列
相比具有高度的
同源性.
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3  讨论

从幽门螺杆菌疫苗的研究进展上看, 理想的疫

苗候选抗原应该具有特异性、保守性、低毒

性、能够定位于病原的表面等特征. Lpp20蛋
白是定位于H pylori外膜上的一种高度保守的

脂蛋白, 将经H pylori全菌蛋白免疫家兔制备的

抗血清, 用于与细菌的蛋白组分进行反应时, 发
现Lpp20蛋白是抗体识别的主要抗原组分[4]. 将
Lpp20经口免疫小鼠, 能诱导出特异性的IgG
抗体的产生. 将这种抗体的杂交瘤细胞回输到

小鼠体内后, 能显著减少细菌的感染量, 表明

Lpp20是一种理想的疫苗候选抗原[5]. HspA是

H pylori共有的抗原成分, 在不同的H pylori菌
株间氨基酸序列高度保守, 且HspA位于细菌表

面, 易被宿主识别, 与H pylori诱导的胃黏膜炎

症密切相关[7], HspA诱发机体产生保护性免疫

反应也已得到证实[6]. CagA基因和CagA蛋白是

H pylori毒力菌株的基因型和表型的标志. Ⅰ型

(高毒株)分泌的CagA蛋白与消化性溃疡、萎缩

性胃炎及胃癌的发生密切相关[7]. 另外, CagA还

具有良好的免疫保护性, 在小鼠体内已证实可

以预防和根治H pylori的感染, 因此可作为研制

H pylori疫苗的候选抗原[8]. Urease是H pylori最
为保守和最为确定的一种保护性抗原成分, 他
由A, B 2个亚单位组成, 以B亚单位的免疫反应

性最强, 能引起H pylori感染患者血清中抗该菌

的IgG和IgA显著升高[9]. 应用细菌的超声粉碎抗

原、纯化UreaseB作为抗原免疫动物取得了较

好的免疫预防和治疗效果[10]. 从H pylori菌体中

分离各种抗原十分困难, 我们采用PCR方法从

H pylori标准株NCTC11639中获取Lpp20, HspA, 
UreaseA, CagA, UreaseB基因, 登录到GenBank
上(登录号为DQ106902, DQ141574, DQ141577, 
DQ141575, DQ141576), 与GenBank上公布的其

他H pylori菌株相应的核酸序列相比具有高度的

同源性. 我们首先将基因进行T-A克隆, 可克服

直接酶切PCR产物效率不高的弊端. 在此基础

上, 再将基因克隆入pGEX-4T-1融合表达的载体

中, 由于pGEX-4T-1含有GST的融合表达标签, 
所以融合表达的各种蛋白可用GST亲和层析进

行纯化. 纯化后的各种蛋白用于对29株小鼠抗H 
pylori全菌mAb筛选, 筛选出针对Lpp20, HspA, 
UreaseA, CagA, UreaseB抗原的抗体分别为4, 5, 
5, 1, 6株, Western blot分析重组表达的各种蛋白

可与H pylori感染的患者血清发生特异性反应, 
可见重组蛋白具有很好的抗原性. 
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抗原性, 为今后H 
pylori 检测试剂和
疫苗的研究奠定
基础. 该研究选题
新颖 ,  设计合理 , 
结果可靠.
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• 消息 •

2004年度《世界华人消化杂志》、《World Journal of 
Gastroenterology》的影响因子在1608种中国科技论文统计

源期刊中的排位

本刊讯  根据由中国科学技术信息研究所完成的“2004年度中国科技论文统计与分析结果”, 在收录的1608种

中国科技论文统计源期刊中, 总被引频次平均值433.61次/刊, 影响因子平均值0.386.

《世界华人消化杂志》的总被引频次为3353, 位居1608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1608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.

《World Journal of Gastroenterology》的总被引频次为4127, 位居1608种中国科技论文统计源期刊的第3

位, 内科医学类, 28种期刊的第1位.《World Journal of Gastroenterology》的影响因子为2.654, 位居1608种中国

科技论文统计源期刊的第4位,内科医学类28种期刊的第1位.《World Journal of Gastroenterology》的即年指标

0.399, 他引总引比0.58, 地区分布数27, 基金论文比0.52, 国际论文比0.26.
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Abstract
AIM: To pathologically investigate the roles 
of alcohol in hepatic injuries in patients with 
chronic hepatitis B.

METHODS: A total of 84 patients were divided 
into 3 groups (alcohol intake, simple chronic 
hepatitis B, and chronic hepatitis B plus alcohol 
intake, named group A, B and C, respectively), 
which enrolled 21, 30 and 33 cases, respectively. 
Pathological changes including inflammatory ac-
tivity, fibrosis and fatty degeneration in sections 
of liver biopsy from the patients were analyzed 
retrospectively by semi-quantitative evaluation.

RESULTS: The inflammatory activity (8.73 ± 6.93 
vs 5.20 ± 3.41, P < 0.05) and fibrosis index (7.67 
± 5.34 vs 5.40 ± 3.94, P < 0.05) were significantly 
increased in group C than those in group B. The 
degrees of fatty degeneration in both group A 
(38.57 ± 22.77) and C (43.58 ± 21.80) were more 

severe than those group B (6.83 ± 12.81)(all P < 
0.05). Mutiple stepwise linear regression analysis 
showed that the daily alcohol intake had signifi-
cant correlation with the severity of hepatic in-
flammation and fibrosis (R2 = 0.673, P = 0.000; R2 
= 0.559, P = 0.000), and the pathological severity 
of hepatic fibrosis was correlated with the daily 
and accumulated alcohol intake (R2 = 0.650, P = 
0.000).

CONCLUSION: Alcohol intake, especially daily 
intake, is correlated with the degrees of hepato-
cellular injury, resulting in the deterioration of 
chronic hepatitis B.

Key Words: Alcohol intake; Alcoholic liver disease; 
Hepatitis B virus; hepatitis B; Liver pathology

Niu FL, Hong SY, Wan MB. Impact of alcohol intake 
on liver inflammation and fibrosis in patients with 
chronic hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(26):2610-2612

摘要
目的: 从病理角度研究饮酒对慢性乙型病毒
性肝炎(CHB)患者肝脏炎症和纤维化的影响. 

方法: 回顾性分析84例有肝活检的患者, 分为
单纯饮酒组、单纯CHB组、CHB合并饮酒组. 
以半定量的方法分析并评价肝穿活检病理的
炎症活动度、纤维化程度及脂肪变性程度. 

结果: 在饮酒的CHB患者的病理下炎症活动
度、纤维化程度及脂肪变性程度(8.73±6.93, 
7.67±5.34, 43.58±21.80)均显著高于单纯
CHB组(5.20±3.41, 5.40±3.94, 6.83±12.81, P
均<0.05). 多元线性逐步回归分析显示, 每日
饮酒量分别与病理下炎症活动度及脂肪变性
程度的加重相关(R 2 = 0.673, P  = 0.000; R 2 = 
0.559, P  = 0.000), 每日饮酒量和累积饮酒量与
病理下纤维化程度的加重相关(R 2 = 0.650, P  = 
0.000).

结论: 饮酒、尤其每日饮酒量与肝细胞损害

■背景资料
肝炎病毒感染与
酒精对肝损害可
能存在协同作用. 
国外的研究多集
中于酒精性肝病
合并丙型肝炎病
毒感染. 我国多集
中于酒精性肝病
中合并乙型肝炎
的临床流行病学
研究, 对酒精和乙
型肝炎相互影响
的深入研究却未
见报道. 目前尚无
全面而统一的肝
炎病毒感染合并
酒精性肝病的病
理评价标准.

■研发前沿
酒精性肝病与慢
性病毒性肝炎存
在明显相关性, 目
前该领域主要集
中于酒精和HBV
对肝细胞和肝炎
动物模型的机制
探讨, 缺乏对临床
资料的系统性研
究, 酒精和HBV两
者对患者肝损害
的影响和相互作
用更是有待深入
研究. 如何以量化
指标客观评价肝
脏损害程度一直
是肝脏病学者探
讨的课题.
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程度有关, 可明显加重CHB的病情.

关键词: 饮酒; 酒精性肝病; 乙型肝炎病毒; 乙型病

毒性肝炎; 肝脏病理
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0  引言

饮酒和乙型肝炎病毒(HBV)感染是我国公认的

慢性肝病之两大主要原因[1], 而饮酒对慢性乙型

病毒性肝炎(CHB)患者肝脏影响的病理研究报

道较少. 我们将对我院有完整肝活检病理资料

的住院患者的病理资料进行回顾性半定量分析, 
分析评价肝活检标本的病理改变, 旨在深入探

讨饮酒对CHB肝损害的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 1998-01/1999-12住院并有肝活检完整

病理资料的患者. 肝活检使用14G的活检枪进

行, 活检组织长度均≥1 cm. CHB符合2000-09
西安联合修订的病毒性肝炎的诊断标准[2], 并且

CHB病史不少于5 a. 酒精性肝病符合2002-10南
京会议制定的酒精性肝病诊断标准[3]. CHB合并

饮酒: CHB病史时间长于饮酒时间; 饮酒的情况

和酒精性肝病诊断标准中的饮酒标准一致. 累
积饮酒量 = 平均饮酒量(g/d)×365×饮酒期间

(a). 依标准入选CHB合并饮酒的患者33例(简称

乙肝并饮酒组), 平均年龄35.6岁. 从同期病例中

取曾做肝活检的酒精性肝病患者21例(简称单纯

饮酒组)作为饮酒对照组, 平均年龄36.4岁; 从同

期曾做肝活检的单纯CHB病例中(简称单纯乙肝

组)随机抽取30例作为肝炎对照, 平均年龄33.8
岁, 均为男性, 各组间性别、年龄均无明显差别, 
研究具有可比性.
1.2  方法 每例均有连续切片 ,  作H E染色和

Masson网织染色. 将所有切片依随机表重新随

机编号, 依据王泰龄 et al [4-5]的标准, 观察和评价

的内容包括炎症活动积分、纤维化程度积分和

脂肪变性程度. 炎症活动度计分分为汇管区、

小叶内、碎屑坏死及桥接坏死4项. 纤维化计分

分中静脉周和窦周汇管区及纤维隔3项. 脂肪变

性程度以脂肪变性细胞数占肝细胞总数的百分

比直接表示. 由两名病理医生完成. 评价结果存

在差异时, 由两人同时再次阅片取得一致结果.

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 两
样本均数比较用t检验, 相关因素采用多元线性

回归及逐步回归法, α入 = 0.10, α出 = 0.15. 统计过

程由SPSS 11.0完成.

2  结果

2.1 肝脏炎症、纤维化和脂肪变性 各组患者肝

脏炎症、纤维化和脂肪变性积分结果中, 乙肝

并饮酒组的肝脏炎症积分显著高于单纯乙肝组

(P  = 0.001), 又明显高于单纯饮酒组(P  = 0.000). 
单纯乙肝组的炎症, 明显重于单纯饮酒组(P  = 
0.002, 表1). 乙肝并饮酒组的肝脏纤维化积分显

著高于单纯乙肝组(P  = 0.044), 同时也显著高于

单纯饮酒组(P  = 0.001); 单纯乙肝组的肝脏纤维

化积分与单纯饮酒组无差别(P  = 0.148, 表1). 乙
肝并饮酒组的脂肪变性程度显著重于单纯乙肝

组(P  = 0.000); 而乙肝并饮酒组和单纯饮酒组之

间无差别(P  = 0.357).
2.2 肝脏病变与饮酒的关系 肝脏炎症(Y1)与饮

酒量(X1)、饮酒时间(X2)和累计饮酒量(X3)的关

系, 逐步回归分析显示, 仅X1进入回归方程[回归

系数为0.006 943(常数项: 1.972); 回归系数标准

误为0.009(常数项: 0.805); 标准回归系数0.820; 
t = 7.991(常数项: 2.448); P = 0.000(常数项: 
0.020). 方程的决定系数R 2 = 0.673, F  = 63.850, P  
= 0.000]. 说明每日饮酒量与肝脏炎症密切相关, 
而饮酒时间和累计饮酒量与肝脏炎症不相关. 
肝脏纤维化(Y2)与X1, X2和X3的关系, 逐步回归

分析显示, 仅X1, X3进入回归方程[回归系数X1: 
0.007 60, X3: 0.003 115(常数项: -1.670); 回归系

数标准误分别为0.019, 0.001(常数项: 1.381); 标
准回归系数分别为0.561, 0.322; t值分别为3.984, 
2.292(常数项: -1.209); P值分别为0.000, 0.029(常
数项: 0.236). 方程的决定系数R 2 = 0.650, F  = 
27.843, P  = 0.000]. 说明饮酒量和累计饮酒量与

肝脏纤维化密切相关; 饮酒量与肝脏纤维化相

关性为0.561, 累计饮酒量相关性为0.322; 每日

表  1  CHB患者肝脏炎症、纤维化和脂肪变性积分结果
(mean±SD)

     
分组	       炎症 (计分)      纤维化 (计分)    脂肪变性 (%)

单纯饮酒	      2.43±1.78b     3.57±3.22b     38.6±22.8

乙肝并饮酒   8.73±6.93      7.67±5.34       43.6±21.8

单纯乙肝       5.20±3.41b     5.40±3.94a        6.8±12.8b

aP<0.05, bP<0.01 vs  乙肝并饮酒组.

■相关报道
王泰龄 et al 建立
了慢性肝炎炎症
活动度及纤维化
的半定量计分新
标准. 目前, 关于
肝脏细胞脂肪变
性尚未有半定量
计分标准, 王泰龄
结合我国慢性肝
炎的分级、分期
标准, 建立了反映
肝脏脂肪变性的
分级标准.

■创新盘点
本研究采用炎症
活动度及纤维化
的半定量积分方
法, 结合文献中能
反映肝脏脂肪变
性的分级标准, 对
曾经行肝活组织
检查的慢性肝炎
患者的病理标本
进行分析, 对酒精
和乙型肝炎病毒
的相互影响进行
深入探讨.
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 饮酒量大于累计饮酒量与肝脏纤维化的相关

性; 而饮酒时间与肝脏纤维化无关. 肝脏脂肪变

性(Y3)与X1, X2和X3的关系, 逐步回归分析显示, 
仅X1进入回归方程[回归系数为0.438 (常数项: 
7.729); 回归系数标准误为0.070(常数项: 6.467); 
标准回归系数为0.748; t = 6.274(常数项: 1.226); 
P = 0.000(常数项: 0.229). 方程的决定系数R 2 = 
0.559, F  = 39.368, P  = 0.000]. 说明每日饮酒量与

肝脏脂肪变性密切相关, 而饮酒时间和累计饮

酒量与肝脏脂肪变性无关.

3  讨论

临床流行病学研究发现, 目前相当数量的CHB
患者有饮酒嗜好[6]. 饮酒是造成肝损害的因素之

一. 多数静止期CHB患者往往继续饮酒, 造成肝

病恶化. 因此, 探讨饮酒对CHB的影响的病理学

证据具有重要意义. 肝脏活组织检查对肝脏疾

病的诊疗占有重要的位置[7]. 慢性乙型肝炎病毒

感染时, 对病毒的免疫应答, 主要是CD8+杀伤性

T淋巴细胞(CD8+CTL). 酒精的代谢产物可直接

引起肝损害, 也可以引起免疫损伤, 其炎症浸润

主要是多形核细胞. 本研究结果表明, 单纯饮酒

对肝损害的影响主要是脂肪变. 炎症和纤维化

较轻. 但所有饮酒的肝炎患者比不饮酒的肝炎

患者炎症重, 表明饮酒可能协同加重病毒性肝

炎的肝损害, 乙肝并饮酒组的纤维化积分明显

高于单纯乙肝组和单纯饮酒组, 表明乙型肝炎

病毒与摄入的酒精在肝脏纤维化形成和发展方

面可能存在协同作用[8]. 单纯乙肝组患者的脂肪

变性程度很轻, 表明乙型肝炎病毒对肝脏脂肪

变性的作用不明显; 乙肝饮酒组和单纯饮酒组

之间脂肪变性无差别, 但显著重于单纯乙肝组, 
表明酒精本身可导致脂肪变性[9]. 患者的肝脏损

害, 可因饮酒而加重; 而饮酒作为肝脏损害因素

可更详细地从每日饮酒量、饮酒时间和累积饮

酒量等方面进行深入的探讨. 以每日饮酒量、

饮酒时间和累积饮酒量为自变量, 分别以肝脏

炎症程度、纤维化的程度和脂肪变性程度为应

变量, 用逐步回归法进行多元线性回归分析. 分
析结果表明, 肝脏炎症程度和脂肪变性程度的

加重, 主要与每日饮酒量相关. 从作用大小上讲, 
每日饮酒量对加重肝脏炎症程度和脂肪变性程

度分别起到67.3%和55.9%的作用, 也就是说, 每
日饮酒量对加重肝脏炎症程度和脂肪变性程度

均分别起主要作用, 而饮酒时间(a)和累积饮酒

量的作用不大. 分析结果还表明, 肝脏纤维化程

度的加重, 与每日饮酒量和累积饮酒量相关, 后
两者起到的作用占65%. 从方程的标准化系数可

以看出, 在加重肝脏纤维化程度方面, 每日饮酒

量的作用大于累积饮酒量的作用. 
总之, 饮酒与乙型肝炎病毒对肝脏组织的损

害可能存在协同作用; 每日饮酒量与肝脏炎症

程度和脂肪变性程度的加重相关, 而纤维化程

度的加重, 与每日饮酒量和累积饮酒量相关, 这
对指导临床诊疗有重要意义. 
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■同行评价
本研究立题依据
充分, 虽然是回顾
性研究, 但病例收
集合理, 病理组织
学观察和评价规
范, 统计学处理科
学、可靠、有一
定 难 度 ,  文 章 简
洁, 论点明确, 结
果可信, 有较好的
先进性和科学性.

■应用要点
本研究的结果加
深了酒精与乙型
肝炎病毒对肝损
害作用结果的认
识, 对临床诊疗和
患者生活方式的
指导均具有重要
意义, 并为深入研
究酒精对乙型肝
炎病毒的相互作
用机制提供了充
分的理论依据.
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摘要
细胞间黏附分子-1(in terce l lu lar adhes ion 
molecule-1, ICAM-1)是体内重要的细胞活性
分子, 不仅参与了机体免疫过程及炎症反应, 
而且还通过与其相应配体的结合, 介导癌细胞
与不同细胞、基质的黏附, 最终使癌细胞逃避
免疫监视, 利于侵袭转移. 近年来, 对ICAM-1
与恶性肿瘤侵袭转移关系的研究已成为研究
热点, 其在肿瘤侵袭转移中的作用日益受到众
多学者的重视. 现就其近年的文献从ICAM-1
的结构、生物学特征、在胃癌组织中的表达
及作用机制等几个方面作一综述.
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0  引言

胃癌是消化道常见的恶性肿瘤, 易发生淋巴转

移和血道转移. 由于胃癌手术时多已存在微转

移灶, 故胃癌患者行根治术后, 仍有25%-30%的

患者术后出现复发转移. 胃癌远处转移是胃癌

患者的主要死亡原因. 细胞黏附是肿瘤侵袭转

移过程中的重要环节, 其中研究较多的是细胞

间黏附分子-1(intercellular adhesion molecule-1, 
ICAM-1). ICAM-1是体内重要的细胞活性分子, 
不仅参与了机体免疫过程及炎症反应, 而且还

通过与其相应配体的结合, 介导肿瘤细胞与不

同细胞、基质的黏附, 最终使癌细胞逃避免疫

监视, 利于侵袭转移. 

1  ICAM-1的结构及生物学特性

ICAM-1又称CD54, 属黏附分子免疫球蛋白超

家族(IgSF)成员之一. ICAM-1存在于多种细胞

表面, 是介导细胞间黏附的单链糖蛋白, 相对分

子质量为80-110 kDa, 随分布细胞种类的不同

而有差异. 这种差异主要是由于该分子的糖基

化程度的不同造成. ICAM-1由胞外片段、穿膜

片段、胞质尾部片段组成. 其中胞外片段含有5
个Ig样的结构域. 目前有关ICAM-1的空间位置

研究较为明确, 在ICAM-1胞外的5个功能区中

(Dl-D5), 前2个功能区是与配体结合的主要部

位. 靠近D1底部的一个酸性氨基酸残基, 在与配

体的结合中起关键作用. D1含有金属离子依赖

性的黏附部位, 与配体的结合需要二价阳离子

Ca2+和Mg2+的参与[1]. ICAM-1在体内有两种存在

形式: 一种为膜型ICAM-1, 其配体为表达于白

细胞表面β2整合素的3种分子: 淋巴细胞功能相

关抗原-1(LFA-1, CD11a/CD18), 巨噬细胞相关

复合体(Mac-1, CD11b/CD18)和P150/P95. 3种配

体均能与血管内皮表面的ICAM-1分子结合, 介
导白细胞黏附并穿越内皮. 其中ICAM-1/LFA-1
的黏附作用最重要, 他与体内抗原递呈细胞功

能的调节、T, B淋巴细胞的激活及淋巴细胞与

内皮细胞的黏附等免疫反应过程有关. 正常情

况下, ICAM-1广泛低水平的表达于多种细胞的

表面, 如非活化的血管内皮细胞、淋巴细胞、

胸腺上皮细胞、成纤维细胞及造血器官中的巨

噬细胞、有丝分裂的T淋巴母细胞、扁桃体及

Peyer's patches中的树突状细胞. 炎性因子、细

胞应激、感染等能通过激活ICAM-l基因的转

录, 增加ICAM-1的表达. 编码人类ICAM-1的基

因定位于19号染色体上, 包括7个外显子和6个
内含子, 其中ICAM-1的5个Ig样的结构域各被一

个独立的外显子编码. 在ICAM-1的诱导表达中, 
位于ICAM-1基因翻译起始位点上游约200 bp
处的NF-kB结合位点非常重要. 用蛋白酶抑制

因子阻断F-KB, 可抑制TNF-a诱导的ICAM-1
的表达 [2].  另一种为可溶型I C A M-1(s o l u b l e 
intercellular adhesion molecule-1, sICAM-1)是
存在于机体血清中及其他体液中的可溶性的细

胞间黏附分子. 其可由外周血中的单个核细胞

释放, 体外培养的内皮细胞及多种肿瘤细胞均
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■背景资料
近年来, 对ICAM 
-1与恶性肿瘤侵
袭转移关系的研
究已成为研究热
点 ,  其 在 肿 瘤 侵
袭转移中的作用
日益受到众多学
者 的 重 视 .  研 究
ICAM-1在胃癌侵
袭转移的不同阶
段相应的表达水
平及与其他细胞
因子间的相互作
用, 对于进一步明
确其在胃癌的发
生、发展及转移
过程中的作用机
制具有重要的意
义. 



可释放sICAM-1. 他的来源有两种方式: 一是膜

型ICAM-1的胞外片段被特异性蛋白酶水解后

脱落形成[3]; 二是mRNA翻译后不表达于细胞表

面, 而是直接分泌入血. sICAM-1与ICAM-1相
比, 缺少跨膜区和胞质段, 包含了组成ICAM-1
胞外段的D1, D2, D4及D5的全部或大部分片

段. sICAM-1保留了ICAM-1的生物学特性, 能
与ICAM-1竞争性结合白细胞表面的LEA-1及
Mac-1, 从而抑制了ICAM-1/LFA-I依赖性的非

MHC限制性淋巴细胞的杀伤作用. 故被认为是

膜型ICAM-l的竞争抑制剂[4].

2  ICAM-1在胃癌中的表达及其机制

许多研究发现, 胃癌组织中ICAM-1的表达较正

常对照明显增加, 并与胃癌的淋巴转移有显著

相关性. Nasu et al [5]研究了胃癌、胃腺瘤及正常

胃组织ICAM-1的表达, 免疫组化显示28例胃癌

中12例表达ICAM-1, 11例胃腺瘤中有3例表达, 
而正常胃组织中无1例表达, 且ICAM-1的表达在

肠型显著高于弥散型. Koyama et al [6]使用双色

流式细胞仪检测胃癌及正常胃黏膜细胞ICAM-1
的表达, 结果正常胃黏膜细胞未能测出ICAM-1
的表达, 但所有已经转移的胃癌细胞则出现了

高水平的表达, 显示了ICAM-1的表达与胃癌的

转移存在相关性. 林秋雄 et al [7]通过对幽门螺杆

菌(H pylori )感染相关的胃癌与ICAM-1的表达

关系的研究发现, ICAM-1的表达与H pylori感染

胃炎及胃癌之间呈正相关. 认为ICAM-1表达情

况可提示胃癌发生、发展的潜在危险性. 也有、发展的潜在危险性. 也有发展的潜在危险性. 也有

研究发现, ICAM-1在胃癌组织中表达降低, 并
与转移、预后呈负相关. Sunami et al [8]报道了

胃癌组织中ICAM-1的表达下降, 下降程度与转

移淋巴结的数目、大小相关. 为进一步验证结

果, 他们将ICAM-1基因转染入2MLN胃癌细胞

株, 并在体内外分析其对于淋巴结转移效应. 结
果发现大量外周血单核细胞与其黏附, 数量明

显超过了2MLN/空质粒细胞, 且2MLN/ICAM-1
胃癌细胞的生长速度显著下降, 淋巴结转移数

目减少, 形状更小. 组织学显示, 2MLN/ICAM-1
胃癌细胞及其转移灶周围有大量白细胞浸润. 
认为胃癌细胞过表达ICAM-1时, 淋巴细胞可经

ICAM-1/LFA-1途径聚集于癌细胞周围, 发挥细

胞毒效应并抑制其转移. 进而提出, 使用ICAM-1
基因转染技术对胃癌的淋巴结转移可能是一种

有效的基因疗法. Fujihara et al [9]将转移淋巴结

原位移植入低转移力的OCUM-2M人胃癌细胞
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株内, 建立OCUM-2M LN转移模型, 经流式细胞

仪发现OCUM-2M LN细胞株对ICAM-1的表达

明显弱于OCUM-2M, 同时观察到在后者细胞株

周围, 单核细胞的黏附及细胞毒作用增强. 当加

入抗ICAM-1的单抗时, 单核细胞的这两个作用

则显著减弱. 这些结果提示, 具有淋巴结高转移

力的胃癌细胞株可能是通过低表达ICAM-1, 减
弱了LFA-1介导的效应细胞的黏附, 从而逃避免

疫监视, 利于转移. 上述关于ICAM-1表达状态

的差异, 引起了许多学者的兴趣. Yasuda et al [10]

研究发现, 开始阶段瘤细胞同时高表达ICAM-1
及β1整合素, 当后者与相应细胞外基质或特异性

抗体结合后, 瘤细胞对ICAM-1的表达显著下调, 
而培养基中sICAM-1的浓度明显升高. 进一步实

验发现, 这一改变是因为β1整合素在完成与基质

如纤维连结蛋白、层连蛋白、Ⅰ型胶原结合后, 
通过酪氨酸激酶信号传导途径的介导阻止了瘤

细胞对ICAM-1进一步表达, 该种酪氨酸激酶位

于细胞质中, 被称为非受体型局部黏附激酶(fo-
cal adhesion kinase, FAK), FAK在整合素参与下

可自身磷酸化, 所产生的磷酸化位点能与含SH2
结构域的胞内蛋白结合, 从而将由整合素促发

的多种信号连接起来, 在细胞黏附运动中发挥

作用. 由于肿瘤细胞表面ICAM-1表达的下降, 从
而逃避了淋巴细胞的黏附、杀伤. 近来又发现

了两个与FAK作用相似但氨基酸序列不同的酪

氨酸激酶, 黏着斑激酶B(Focal adhesion kinase B, 
FAK-B)和相关黏着斑酪氨酸激酶(Related adhe-
sion focal tyrosine kinase, RAFTK), 可见FAK是

发挥酪氨酸磷酸化作用的酶家族中的一个成

员. 关于胃癌患者中sICAM-1的水平, 近年来研

究较多. Sonnet et al [11]研究结果显示, 在胃癌患

者的外周血中sICAM-1的浓度不同程度高于非

胃癌组, 与临床病理特征之间存在正相关, 并
可能影响预后. 其主要来源: (1)胃癌细胞合成

释放, 可能是丧失跨膜和胞质决定簇的ICAM-1 
mRNA片段拼接的结果, 拼接后的mRNA只表

达ICAM-1的膜外部分; (2)膜型ICAM-1裂解脱

落; (3)细胞死亡碎裂溶解释放. Nakata et al [12]使

用ELISA法测定224例胃癌患者及44名正常志愿

者的血清sICAM-1滴度, 结果显示, 前者的平均

滴度与后者差异无显著性, 但在Ⅳ期及复发胃

癌患者sICAM-1滴度明显高于无血行转移组, 且
高滴度者显示了更差的预后. 认为sICAM-1不能

用作胃癌早期诊断的肿瘤标志, 但作为监测血
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■创新盘点
本文从ICAM-1的
结构、生物学特
征、在胃癌组织
中的表达及作用
机制等几个方面
作一综述, 并提出
了研究ICAM-1的
重点应放在其与
其他细胞因子的
相互作用关系的
观点.
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源性转移的手段很有价值. Kaihara et al [13]研究

认为, 在早期及进展期胃癌, 血清sICAM-1水平

均显著高于健康对照组, 实验还发现, sICAM-1
及抗ICAM-1的单抗能使NK细胞的活性明显下

降, 提示阻断ICAM-1/LFA-1系统能发挥免疫抑

制效应. Yoo et al [14]同时测定了142例胃癌患者血

清sICAM-1浓度, 结果肝转移组患者两指标均明

显高于未发生肝转移组(P <0.05), 认为两指标同

步升高可以作为胃癌患者的一个独立危险因素, 
对监测胃癌进展及其预后有价值. 国内毛振彪 
et al [15]运用ELISA法定量检测胃癌患者(术前60
例、术后15例)及15例对照组血清中slCAM-1的
含量. 发现胃癌组血清slCAM-1表达水平明显高

于对照组(P <0.01). 根治术后1 wk血清slCAM-1
水平显著下降(P <0.01); 伴淋巴结转移组血清sl-
CAM-1水平高于不伴有淋巴结转移组(P <0.01); 
胃癌组术前血清slCAM-1与肿瘤浸润度及TNM
分期有关, 有浆膜侵及者高于未侵及者(P <0.05). 
结果提示, 血清sICAM-1参与胃癌发生、发展、发展发展

和浸润转移过程的调控, 血清slCAM-1检测对评

估胃癌侵袭程序、淋巴结转移和术后残留癌组

织有一定价值. 马波 et al [16]通过采用流式细胞

仪对胃癌患者外周血中sICAM-1的水平进行定

量测定. 结果sICAM-1在胃癌患者血清中的水

平明显高于正常对照组(P <0.01), 有肝脏转移癌

组明显高于无转移癌组(P <0.01). sICAM-1做为

免疫抑制因子阻断了ICAM-1/LFA-1系统功能, 
削弱了机体免疫监视能力和对肿瘤细胞的破坏

作用, 导致肿瘤细胞不断生长和发生远处转移. 
由以上我们可以推测, 同一瘤细胞在迁移黏附

的不同阶段, 在周围组织不同细胞、基质接触

刺激下表达不同黏附分子, 并相互调节, 各司其

职. 在某一阶段, 肿瘤细胞高表达ICAM-1, 通过

ICAM-1/LFA-1与浸润淋巴细胞结合, 从而随着

淋巴细胞的迁移脱离母瘤进入血循环, 并在穿

越血管时免受伤害, 易于在毛细血管内或淋巴

窦滞留和坐床, 形成转移灶. 当肿瘤细胞受到细

胞外基质刺激时, 又通过表达β1整合素等黏附分

子与相应基质结合, 激活酪氨酸激酶通路, 进而

改变基因的表达及其相应产物的修饰, 使膜型

ICAM-1的表达下降, 而sICAM-1的分泌增加, 并
竞争性地与LFA-1淋巴细胞结合, 使瘤细胞再次

免遭杀伤. sICAM-1可增强肿瘤细胞与细胞外基

质的黏附作用, 具有抑制自然杀伤细胞及细胞

毒T细胞的细胞杀伤作用, 使肿瘤细胞得以逃避

机体的免疫监视, 抗肿瘤作用减弱.

3  问题与展望

胃癌的侵袭转移是一个长期、复杂的过程, 涉
及到众多的细胞因子, 各种细胞因子之间又存

在着相互促进或抑制的关系. 这就要求研究者

不能单纯从胃癌患者的血清、癌组织中检测

ICAM-1/sICAM-1的表达来说明其与胃癌侵袭

转移的关系及作用机制, 更应该通过深入研究

ICAM-1/sICAM-1与其他细胞因子的相互作用, 
进一步明确其在胃癌的发生、发展及转移过程

中的作用机制, 从而为开辟胃癌诊断治疗的新

途径提供可靠的理论依据. 
总之, ICAM-1/sICAM-1是IgSF中的一员, 在

胃癌侵袭转移的不同阶段, 癌细胞各有其相应

的表达水平. 目的在于介导与不同细胞、基质

的黏附, 最终使癌细胞逃避免疫监视, 完成侵袭

转移.
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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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■背景资料
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酵解酶等, 从而使
肿瘤细胞适应低
氧的微环境, 促进
肿瘤血管的再生
和细胞能量代谢
的加强. 
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摘要
当实体肿瘤处在低氧环境时, 低氧诱导因子
(hypoxia inducible factor 1, HIF-1)活性显著增
高, 涉及改善低氧条件的基因如VEGF、促红
细胞生成素(erythropoielin, EPO)、iNOS、运
铁蛋白、酪氨酸羟化酶、糖酵解酶等大量表
达, 从而促进肿瘤血管再生和细胞能量代谢加
强. 这正是肿瘤细胞通过提高糖酵解速率和多
血管体系形成对低氧环境的适应, 使得肿瘤得
以生长和转移. 由于HIF-1基因在肿瘤细胞中
特异性表达和介导肿瘤细胞生长特性, 已成为
肿瘤基因治疗的新靶点. 所有HIF-1调控的基
因, 其启动子或增强子中包含<l00 bp的HRE, 
其核心序列为5-TACGTGCT-3, 其中有一个或
一个以上HIF-1结合位点. HIF-1不仅是肿瘤细
胞对低氧反应的主要调控者, 而且与许多肿瘤
位点的基因治疗密切有关, 针对常规的化学或
药物治疗无效的顽固性恶性肿瘤, 可以利用沉
寂HIF-1 mRNA, 达到治疗肿瘤的目的, 因此
HIF-1在治疗肿瘤方面具有巨大的潜在优势和
广阔的应用前景.

关键词: 低氧诱导因子; RNAi; 肿瘤; 基因治疗
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0  引言

近半个世纪以来, 肿瘤已成为严重威胁人类健

康的常见疾病. 据世界卫生组织和美国临床肿

瘤学会估计, 全世界每年新发生的癌症患者为

1000万, 死于癌症的在600-700万人之间, 占死亡

人数的12%. 几十年来采用外科手术、放射治疗

和化疗进行抗癌的力度不断加强, 但其结果至

今进展缓慢, 因此人们不断探索肿瘤治疗的新

方法. 随着分子生物学研究的飞速发展, 细胞生

长、分化、凋亡的机制逐渐被认识, 一种新的

治疗方法——基因治疗正成为研究的热点. 基
因治疗为肿瘤患者带来了曙光, 可望成为继手

术、放疗、化疗和免疫治疗后治疗恶性肿瘤的

第五条有效途径. 研究表明, 肿瘤细胞最根本的

特征是具有无限繁殖的能力, 而肿瘤的生长、

侵入和转移却依赖于肿瘤新生血管的形成, 当
实体肿瘤处在低氧环境时, HIF-1活性显著增高, 
涉及改善低氧条件的基因VEGF、EPO、葡萄

糖转运蛋白1和3、血红素氧化酶1、iNOS、运

铁蛋白、酪氨酸羟化酶和糖酵解酶等大量的表

达, 从而促进肿瘤血管的再生和细胞能量代谢

的加强, 导致肿瘤细胞的生物学特性的变化[1-4], 
这正是肿瘤细胞的一种自我保护机制的体现. 
据研究多数实体肿瘤存在低氧的微环境, 这就

预示着肿瘤的治疗、预后不甚满意, 而且这是

产生耐药的主要原因之一. 由于HIF-1基因在肿

瘤细胞中的特异性表达和介导肿瘤细胞生长的

特性, 已成为肿瘤基因治疗的新靶点[5]. 近年来

以HIF-1为主导的肿瘤靶向治疗在肿瘤的治疗和

预防方面提供了一个全新的模式. 

1  HIF-1的分子结构特征与分布

1.1 分子结构特征 HIF-1首先在l992年作为低

氧诱导的、连接在EPO基因低氧反应元件上的

一个核因子被发现的, 涉及细胞能量代谢、离

子代谢、儿茶酚胺代谢及血管的发生等. 人的

HIF-la基因位于14号染色体(14q21-24), 其cDNA
全长3720 bp, 开放阅读框2478 bp, 编码826 aa, 
5'和3'非翻译区分别有28 bp和1211 bp, 而HIF-
1b基因位于l号染色体(1q21), 其cDNA全长为

2604 bp, 开放阅读框2367 bp, 编码789 aa, 5'和
3'非翻译区分别有56 bp和l88 bp, HIF-1b cDNA
序列和已知的芳香烃受体核转位蛋白(ARNT)
相同, 与HIF-1在核内的稳定性的维持、二聚

体形成后构象变化以及DNA结合有关. 2个亚

单位均为转录因子的碱性螺旋-环-螺旋(basic-
helic-loop-helic, bHLH)/PAS(Per-ARNT-Sim)家
族成员, 均包含bHLH结构域、PAS结构域以及
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羧基末端的反式活化结构域, HLH和PAS结构

域共同提供了亚单位之间蛋白二聚化的功能界

面. bHLH中的碱性区域(b)介导DNA结合, 特异

性识别靶基因中包含5'-RCGTG-3'核心序列的

DNA结合位点, 激活靶基因转录. PAS结构域又

包括A和B重复序列, 每个重复序列包含一个不

变的HXXD结构. HIF-1a全长826 aa, 1-390 aa为
最适DNA结合所必需, 其中1-166介导其与HIF-
1b的异二聚化. 羧基端(391-826 aa)包含2个反式

活化结构域, N端反式活化结构域(N-TAD)位于

531-575 aa, C端反式活化结构域(C-TAD)位于

786-826 aa, 二者被抑制结构域隔开. HIF-l主要

以异源二聚体形式存在, 以反式活化结构域起

作用. 在低氧条件下产生蛋白性调节因子, 与靶

基因结合, 促进其下游靶基因VEGF, EPO, iNOS
和糖酵解酶等表达, 从而影响血管发生和细胞

能量代谢. 所有HIF-1调控的基因, 其启动子或

增强子中包含<l00 bp的目的基因缺氧应答反应

元件(hypoxia response elements, HRE), 其核心

序列为5'-TACGTGCT-3', 其中有1个或1个以上

的HIF-1结合位点. 当实体肿瘤处在低氧环境时, 
HIF-1a大量表达且活性显著增高, 使其调控的

一些涉及改善低氧条件的基因如EPO, VEGF大
量表达, 这是肿瘤细胞的一种自我保护机制, 使
肿瘤得以生长、转移. 

HIF-1作为转录因子, 被激活后可以调节多

种下游基因. 目前已发现的HIF-1的目的基因60
余种, 其中有4类目的基因蛋白产物与肿瘤关系

密切, 包括与血管生成相关的因子、葡萄糖转

运与糖酵解酶、与肿瘤侵袭和转移相关的因子

及与肿瘤增殖和凋亡相关的蛋白, 具体涉及到

VEGF, EPO, iNOS和糖酵解酶等, 从而使肿瘤细

胞适应低氧的微环境, 促进肿瘤血管的再生和

细胞能量代谢的加强, 导致肿瘤细胞的生物学

特性的变化. 
1.2 分布 HIF是一类由异源二聚体组成的转录

因子, 根据亚单位结构与分布不同, HIF存在3种
亚型, HIF-1, HIF-2和HIF-3, 其中HIF-1, HIF-2与
肿瘤血管生成较为密切, 尤其HIF-1. 在正常情

况下, HIF-1a与HIF-2a存在高度同源性, 主要分

布于胚胎时期的内皮细胞及成人血管丰富的组

织, 在生物学行为上两者有一定的相似性, HIF-
2a与ARNT形成的异源二聚体被称为HIF-2, 研
究已证实HIF-2的作用靶基因包括内皮细胞特异

性受体Tie与VEGF. HIF-3a的aa序列与HIF-1a和

HIF-2a极为相似, 主要分布在成人的心、肺和

肾脏等组织, 与ARNT形成的异源二聚体可能参

与介导机体对低氧的反应, 但由于HIF-3a分子

内未发现转录活性区, 故有学者推测可能是一

种反向调节因子. 常氧诱导的HIF-1a集中在胞

核, 与DNA结合, 转录报告基因和内源性靶基因, 
P53的表达水平不受影响. 过度表达的HIF-1a全

集中在细胞核, 但显示只有部分与DNA结合和

具有转录活性, MAP激酶抑制剂PD98059减弱

HIF-1a蛋白的修饰和转录能力, 但不减弱蛋白

的稳定以及与DNA结合的能力[6]. 
在HIF-1的两个亚单位中, HIF-1a对氧的

依赖性较强, 起到主要的缺氧调节作用. 影响

HIF-1a表达及活性的因素主要有以下几类: (1)
氧浓度: 在常氧状态下, HIF-1a降解发生在转录

后水平, 即氧依赖降解区域(oxygen degradation 
domain, ODD)多肽序列内保守性的脯氨酸残

基被羟化, 而后VHL (von Hippel Lindau)抑制

蛋白pVHL识别羟化的脯氨酸残基, 并对HIF-
1a进行识别和降解[7-8]; 在缺氧状态下, HIF-1a
的活化是通过对转录激活区内保守性天冬酰

氨羟化过程的抑制来实现, 丝裂原活化蛋白酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)通过作

用于P300-CBP复合物来激活HIF-1a, 诱导低氧

转录[9]. Fath et al [10]研究表明乙酰化作用于HIF-
1a/p300复合物而调控HIF-1的功能, 而不是直

接使HIF-1a乙酰化; (2)抑癌基因: p53基因可抑

制HIF-1a转录激活, 与HIF-1a结合并引导HIF-
1a受MDM2蛋白酶解系统所降解; PTEN基因通

过PI3K-AKT途径调节HIF-1a蛋白表达; VHL基
因蛋白产物pVHL与elonginB, elonginC, Cul2和
bxl结合形成VCBCR复合体, VCBCR属于泛素

-蛋白酶家族, 与HIF-1a结合, 使HIF-1a经泛素-
蛋白酶介导的途径水解等, 从而调节HIF-1a的

活性[11]; (3)癌基因[12]: 持续表达ppc-src(src)的细胞

在常氧状态下可以表达HIF-1a并激活多个HIF-
1a靶基因; h-ras基因在常氧下诱导HIF-1a高表

达; c-myc基因直接与HIF-1a特异结合的效应元

件如乳酸脱氢酶A相互作用, 产生HIF-1a样激活

作用, 影响HIF-1a的下游通路; (4)MSF-A: Amir 
et al [2]发现哺乳动物septin基因家族成员(MSF-A)
和HIF-1系统之间有一种相互作用. MSF-A是

一种核内蛋白, 与HIF-1a蛋白相互作用以阻止

HIF-1的遍在蛋白化和降解, 从而激活HIF-1的转

录; (5)一氧化氮和金属化合物: 在常氧状态下, 
一氧化氮通过抑制脯氨酸羟化酶减少HIF-1a的

降解, 而在缺氧状态下通过PI3K和MAPK信号

■研发前沿
以肿瘤基因治疗
为靶向治疗之所
以成为近年来肿
瘤治疗学研究的
热点, 很重要的原
因就在于从根本
上克服和弥补了
传统治疗方法的
缺 陷 与 不 足 ,  而
成为继手术、放
疗、化疗后发展
起来的肿瘤治疗
的第五大疗法, 由
于HIF-1基因在肿
瘤细胞中的特异
性表达和介导肿
瘤细胞生长的特
性, 不仅是肿瘤细
胞对低氧反应的
主 要 调 控 者 ,  而
且与许多肿瘤位
点的基因治疗密
切 有 关 ,  针 对 常
规的化学或药物
治疗无效的顽固
性 恶 性 肿 瘤 ,  可
以利用沉寂HIF-1 
mRNA, 达到治疗
肿瘤的目的, 已成
为肿瘤基因治疗
的新靶点. 
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通路来实现对HIF-1a的降解, 而铁、钴、锰和镍

金属化合物以及离子鳌合物可以促进HIF-1a的

激活[13-15], 镉则降解HIF-1a; (6)其他: Sheta et al [16]

研究结果表明, 与细胞外周低氧有关的旁分泌细

胞间相互作用能诱导HIF-1a蛋白核定位. 最近研

究发现, 乳腺癌易感基因-1 (BRCA1)在低氧条件

下阻断蛋白酶体介导的对HIF-1a的降解, 至于

BRCA1在调控HIF-1a作用机制尚需进一步研究[17], 
另据研究硫氧还蛋白可稳定HIF-1a, 并且增强其

活性[18].

2  HIF-1在恶性肿瘤发生与发展中的作用

研究表明, 肿瘤细胞最根本的特征是具有无限

繁殖的能力, 而肿瘤的生长、侵入和转移却依

赖于肿瘤新生血管的形成 ,  没有血管的形成 , 
大多数实体肿瘤长不到2-3 m m以上, 既无侵

袭性, 也不会转移; 在已知的促血管生成因子

中,  VEGF、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)
和EPO是最强的血管生成刺激物, 而且抑制或

减少VEGF生物学作用可减少其他促血管物质他促血管物质促血管物质

如bFGF和TGF-β血管生成能力; 研究还提示, 这
些物质的部分作用是经VEGF的介导. 在实体肿

瘤患者中, VEGF、EPO、葡萄糖转运蛋白1和
3、血红素氧化酶1、iNOS、运铁蛋白、酪氨酸

羟化酶、糖酵解酶等水平比健康志愿者高, 高
血管密度和VEGF等基因的高表达与预后不良

呈正相关系, 因此上述基因的表达在肿瘤的发

生、发展中起着重要的作用. 据研究HIF-1正是

介导上述基因转录的启动因子, 当实体肿瘤处

在低氧环境时, HIF-1活性显著增高, 涉及改善低

氧条件的基因如EPO, VEGF等的表达会有所增

加, 这正是肿瘤细胞的一种自我保护机制, 使得

肿瘤得以生长和转移[19-20]. 据研究多数实体肿瘤

存在低氧的微环境, 这就预示着肿瘤的治疗、

预后不甚满意, 而且这是肿瘤产生耐药的主要

原因之一. 
HIF-1是调控涉及代谢、血管发生、增殖

和凋亡基因的转录因子, 同时也是血管生成级

联中的一个关键性的调控因子. 肿瘤新生血管

的形成在肿瘤的生长和蔓延中起着重要的作用, 
新生血管是不成熟的, 不同于正常毛细血管, 他他
们扭曲而不规则, 同时不依赖于调控毛细血管

血流的正常机制, 而且肿瘤的微循环是异质的. 
进展期的肿瘤常常缺氧, 在这种情况下, 肿瘤细

胞表达HIF-1, 除了介导上述基因VEGF、EPO、

iNOS和酪氨酸羟化酶、糖酵解酶等转录外, 还
能诱导释放转化生长因子和表皮生长因子受体

(EGFR). 转化因子能招募、激活刺激内皮细胞

促使形成新的毛细血管. 激活的内皮细胞分泌

基质金属蛋白酶, 降解基膜、细胞外基质、黏黏

着受体, 使内皮细胞在基质中能朝着肿瘤细胞

迁移. EGFR能促使肿瘤细胞的增殖以及血管的

发生, 同时抑制肿瘤细胞的凋亡; 他的表达在肿他的表达在肿的表达在肿

瘤发生中以阶梯式的方式增加, 在50%以上的

NSCLC肿瘤中过度表达, 低氧诱导EGFR及其

配位体过度表达, 反过来EGFR可能增加HIF-1α

的表达而提高细胞对低氧的反应, 起着缺氧肿

瘤细胞存活因子的作用. Dang et al [21]研究发现, 
HIF-1α的丧失明显减少了在活体外和活体内非

低氧介导的肿瘤细胞增殖. 近期研究发现人肾

上腺髓质激素基因也存在与HIF-1α结合序列的

HRE, 并证实HIF-1α可介导肾上腺髓质激素的

高表达, 促进新生血管的形成、细胞有丝分裂

和抗细胞凋亡[22]. 另外HIF-1α能够诱导COX-2
的表达, 而COX-2及其合成的前列腺素等均可通

过除VEGF以外的bFGF、血小板源生长因子、

表皮生长因子、胰岛素样生长因子及TGF-b等
多种途径调节血管的生成, 从而肿瘤细胞得以

生长及转移[23].

3  HIF-1在消化道肿瘤治疗中的应用

3.1 HIF-1在消化道肿瘤中的表达 Zhong et al应
用免疫组化技术, 在19种人类常见恶性肿瘤组

织中检测出13种出现HIF-1α的过度表达, 而且

表达的程度与组织缺氧的程度明显相关, 而在

正常组织和良性肿瘤中均无表达. Wang et al [24]

研究结果显示, 低氧增强胃癌细胞中COX-2和低

氧诱导血管生成素-2的表达. Stoeltzing et al [25]证

实当HIF-1α的活性被抑制时, 胃癌组织附近新

生血管生成受到抑制, 限制了肿瘤组织的营养, 
从而抑制胃癌生长. Urano et al [26]研究结果显示, 
胃癌患者HIF-1α的表达除了受癌基因和抑癌基

因如p53, VHL, PTEN的调控外, 低氧的诱导作

用也是HIF-1α过度表达的一个关键因素, 同时

发现HIF-1的表达与肿瘤的恶性潜能、预后和化

放疗效果等密切有关. 据研究在食管癌中, HIF-
1α与肿瘤分期、肿瘤浸润程度和淋巴结转移均

有相关性, 高度或中度表达HIF-1α的患者要比

低表达或无表达者预后差. 
Lu e t a l在研究HIF-1α与VEGF、临床病

■创新盘点
本文系统的介绍
了HIF-1结构特征
与分布, 对其活性
的影响因素和作
用机制也进行了
详细的阐述, 并且
着重突出了HIF-1
在消化道肿瘤中
的表达及其应用. 
明确提出了HIF-1
不仅是肿瘤细胞
对低氧反应的主
要调控者, 而且与
许多肿瘤位点基
因治疗密切相关. 
在提高消化系统
恶性肿瘤的治疗
效果、延长生存
时间、降低放疗
和化疗的副作用
方面将发挥重要
作用. 
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理学特征之间的关系, 评价HIF-1α表达在直肠

腺癌患者中的作用时发现, HIF-1α表达增强与

VEGF阳性率、Duckes分期和淋巴结转移显著

相关. 卡普兰-迈耶生存率曲线显示, 具有HIF-1α

高表达的患者总生存率明显缩短. 研究发现, 胃
肠间质瘤中HIF-1α的表达与肿瘤大小、肝转移

与否以及肿瘤微血管密度密切相关, 同时发现

HIF-1α高表达的病例比低表达的病例复发率、

远处转移率明显增高. 上述结果显示, HIF-1α可

作为一个评价肿瘤的侵袭性和作为抗血管再生

治疗反应的一个预测指标[27-30].
3.2 HIF-1在消化道肿瘤治疗中的应用 HIF-1与
肿瘤的发生、发展和预后密切有关, 临床研究

表明对HIF-1抑制可作为一个主要的抗肿瘤药

研发的分子目标[31], 并发现抑制HIF-1的大多

数化合物是自然产物(植物、微生物、动物产

生的低分子量有机化合物)或以自然产物前导

物为基础结构的合成化合物[32]. 由于热休克蛋

白90 (HSP90)在稳定HIF-1α亚基中起了关键

性的作用, 抑制HSP90与HIF-1α的结合, 从而

降低HIF-1α的稳定性, 因此HSP90的抑制因子

正在应用于抗肿瘤治疗的临床试验Ⅰ阶段. 低
剂量(5-30 nmol/L)的3种不同HSP90抑制因子

(17-AAG, 17DMAG, 格尔德霉素)处理HeLa细
胞, 依赖HIF-1的报告基因活性增加, 然而, 较
高剂量(1-3 mmol/L)导致低氧诱导的HIF-1活
性降低, 因此用HSP90抑制因子治疗肿瘤患者

时, 其剂量将是一个关键因素[33]. 硫氧还蛋白

(thioredoxin, TRX)可以抑制HIF-1α及其靶基

因V E G F, 因此目前已开发出T R X1强抑制剂

pleurotin和PX-12, 在实验小鼠中已显示出抗癌

效果, 开始进入临床试验[34]. 虽然信号传导通

路对于HIF-1α或其下游靶基因表达的作用机

制还不完全明了, 但可以作为治疗靶点来抑制

HIF-1α, HIF-1α的激活主要通过两条信号传导

通路PI3K-AKT和MAPK通路, 针对上述两条

信号通路开发出rapamycin和rapamycin类似物

CCI779, 目前证实上述药物对HIF-1α具有很强

的抑制作用, 同时降低HIF-1α的稳定性和转录

活性[35]. YC-1[3-(5'-hydroxymethyl-2'-furyl)-1-
benzylindazole]是一种具有抗血小板集聚、血管

收缩的心血管药物, 在体外抑制HIF-1α活性. 在
建立胃癌异种移植的裸鼠动物模型中, 每天腹

腔里注射YC-1, 结果显示YC-1处理的裸鼠肿瘤

体积缩小, HIF-1α的表达水平较低, 血管形成较

少, 提示YC-1阻滞血管发生、抑制肿瘤生长与

HIF-1表达水平下调有关, YC-1有可能成为第一

个靶向HIF-1α的抗血管生成的药[36]. 2-ME2(2-
methyoxyoestradiol)来源于雌二醇, 具有抗血管

生成活性, 在转录后水平抑制HIF-1α, 阻止肿瘤

细胞HIF-1α靶基因的表达. 另外一些化疗药物

如紫杉醇和长春新碱等改变微管的稳定性并且

抑制HIF-1α, 提示这些药物的抗癌作用可能部

分是由于对HIF-1α的抑制[37]. 
3.3 HIF-1在肿瘤治疗中应用前景 HIF-1α的表达

与许多肿瘤位点的治疗反应有关, 因此HIF-1α

的基因靶向治疗将成为胃癌治疗和防治的重要

手段之一[38]. RNA干扰(RNA interfering, RNAi)
技术是近年来发展起来的一种基因沉寂新技术, 
已成为分子生物学研究中最为活跃的热点之一, 
主要利用双链RNA (dsRNA)在细胞内Dicer内切

酶的识别、结合、酶切下, 产生有活性的长度

为21-23 nt干扰性RNA (short in terfering RNA, 
siRNA), 与互补的目的基因mRNA结合并使之

降解, 从而抑制目的基因的表达. 近年来已有许

多科学家成功构建了应用DNA片段进行体内转

录的载体, 同时应用合成的19-21 nt反向重复序

列, 中间碱基与目的基因不互补, 退火后和转录

载体相连, 建立含与目的基因mRNA互补的载

体, 转染宿主后, 在U6或HI等转录启动子的作

用下, 转录成mRNA而自身形成茎环结构, 与宿

主内的Dicer结合, 发挥抑制目的mRNA翻译的

作用. 研究表明, RNAi有很强的抑制目的基因

的作用, 因此通过设计、构建HIF-1编码基因的

siRNA, 转染肿瘤细胞系, 抑制HIF-1基因mRNA 
转录和蛋白表达作用, 从而介导肿瘤细胞凋亡, 
为肿瘤基因治疗提供新的技术方案 [39].  总之 , 
HIF-1涉及到肿瘤的发展、侵袭和转移, 不仅是

细胞对低氧反应的主要调控者, 而且与许多肿

瘤位点的基因治疗密切有关, 针对常规的化学

或药物治疗无效的顽固性恶性肿瘤, 可以利用

沉寂HIF-1 mRNA, 达到治疗肿瘤的目的, 因此

HIF-1在抗肿瘤方面具有巨大的潜在优势和广阔

的应用前景.
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摘要
功能性胃肠病(funct ional gastrointest inal 
disorders, FGID)以消化道动力与内脏感觉异
常为主要病理生理特征并有多种症状重叠、

多变或相互转换以及反复发作、较难治愈等
特点; 其病因和发病机制目前仍未完全清楚. 
本文将大脑记忆外延提出FGID的根源是脑肠
轴神经系统记忆的假说, 并用这个假说解释说
明FGID的各种特点, 以及治疗FGID的思路和
方法.

关键词: 功能性胃肠病; 脑肠轴; 记忆假说
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0  引言

功能性胃肠病(f u n c t i o n a l g a s t r o i n t e s t i n a l 
disorders, FGID)是消化系统最常见的一组疾病, 
患者主要以自觉症状和胃肠道功能异常为主, 
客观检查不能发现消化道有明显的器质性病变

和生化的异常, 但可发现消化道有功能的障碍

和内脏敏感性增高或感觉改变[1-2]. 目前FGID涵

盖的消化道疾病种类繁多, 主要有胃食管反流

病(GERD)、功能性消化不良(FD)、肠易激综

合征(IBS)、慢性便秘(CC), 并可表现为多种症

状的重叠[3-4]或相互转换. 此外FGID还有以下特

点: (1)发病率高, 年龄范围广, 症状轻重不一, 多
变[5]; (2)病程迁延, 时轻时重, 反复发作, 较难治

愈[6]; (3)中青年发病率高, 症状重, 以后随年龄的

增长, 发病率逐渐下降[7-8], 症状可逐渐减轻好转; 
(4)愈后较好, 无致命危险. 由于FGID严重影响

人们的生活质量[9-11], 给社会和个人造成巨大的

经济压力[12], 各国医学界投入大量人力物力进行

了广泛的研究, 但发病机制仍不完全清楚, 因此

有必要从另一角度进行探讨并指导治疗. 

1  脑肠轴神经系统的记忆假说

FGID的上述特点用目前胃肠病的理论还不能完

全解释, 但如果把脑肠轴神经系统看作和高级

神经系统一样存在记忆功能, 用记忆假说似乎

能更好的解释FGID的各种特点. 记忆假说是指

脑肠轴神经系统同高级神经系统一样存在记忆, 
这种记忆可由外界有害因素的刺激产生, 加强, 
唤醒, 也可被遗忘, 并可随年龄的增长而减退, 
但这种记忆不受高级神经系统的意识控制和支

配.

2  脑肠轴神经系统的记忆与FGID

脑肠轴神经系统的记忆与FGID产生的关系是

否可用下述过程来描述: 外界有害因素(物理、

化学、生物、精神和心理、全身性或局部)刺
激脑肠轴神经系统, 产生胃肠道的异常感觉如

腹痛、腹胀、早饱、恶心、烧心、胸骨后痛等

和功能的异常(如打嗝、嗳气、呕吐、腹泻、

便秘、反流、舒缩功能障碍等), 这是一种保护、舒缩功能障碍等), 这是一种保护舒缩功能障碍等), 这是一种保护

性反应(或保护性反射), 使人体意识到遭到外界

有害的刺激, 采取相应的措施去除刺激因素, 但
由于脑肠轴神经系统存在记忆(或存在惯性), 在
外界有害刺激去除后, 胃肠道感觉和功能的异

常(如同高级神经受到各种刺激产生的情感)却
保留下来, 并持续一段时间, 使人体继续存在胃

肠道感觉和功能的异常, 即FGID. 这些异常持

续时间的长短、强度因有害刺激(伤害)的大小

和个体敏感性不同而不同, 并且如同高级神经

系统记忆一样, 随时可被轻微的、相同的刺激

所唤起(致敏后的过敏), 或反复刺激后被强化并

行成恶性循环. 动物模型实验已证实持续增加

的内脏伤害性刺激可使脑扣带前回(ACC)电活

动增强(致敏)[13]. 这可以解释为什么FGID会长

期存在, 时轻时重, 反复复发, 甚至贯穿人的一

生.  由于这种记忆是神经系统的功能, 因此他如他如如

同人的高级神经系统记忆一样可以随着年龄的

变化可由弱变强, 又由强变弱, 这可以解释为什
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■背景资料
功 能 性 胃 肠 病
(FGID)是消化系
统最常见的一组
疾病, 涵盖病种类
繁多, 症状的重叠
或相互转换, 学术
界对此进行了广
泛的研究, 发病机
制仍不完全清楚, 
因此有必要从不
同角度探讨其发
病机制, 以指导临
床治疗. 

■研发前沿
目前研究证实动
力和感觉的异常
是FGID病理生理
学的主要特征, 这
种异常由胃肠神
经、自主神经、

中枢神经多个层
面经多种神经介
子介导产生, 并可
有神经 - 内分泌 -
免疫网络参与, 故
提出脑肠轴概念, 
初步揭示了脑肠
之间的相互关系. 



么有些FGID(如IBS)中青年发病率高、症状重, 
随着年龄的增长, 发病率逐渐下降、症状好转.  
FGID的症状重叠也许并非是重叠, 可能是某次

有害刺激引起的一组症状被记忆或多次有害刺

激产生的多种症状被记忆, 而这些症状被我们

人为的分开并命名, 新的有害刺激也可造成原

有记忆暂时消失或减弱, 使以前的FGID症状减

轻或消失而出现新的症状, 这可以解释为什么

FGID症状多变或互相转换.

3  脑肠轴神经系统记忆的产生

现已有较多研究从不同方面证实肠神经、脊前

神经节、中枢神经多个层面以及神经内分泌、

神经免疫系统均参与IBS的发病[14]. 因此可以推

测脑肠轴神经系统的记忆可能由多种神经介质

介导的胃肠神经、自主神经、中枢神经多个层

面和神经-内分泌-免疫网络共同参与产生. 目前

的神经胃肠病学和神经-免疫的研究已有了很多

新的进展, 并据此开发出治疗FGID的新药, 同时

为临床新药的进一步研发提供了方向[15].

4  脑肠轴神经系统记忆假说对FGID治疗的指导

有记忆就有遗忘, 充分利用神经系统的遗忘特

点也许是彻底治愈FGID的最好办法. 使脑肠轴

神经系统对以往的有害刺激记忆产生遗忘, 应
从以下三方面着手: (1)首先去除或避免对脑

肠轴神经系统的有害刺激, 这些刺激包括物理

的、化学的、生物的、精神的和心理的、全身

性的或局部的, 有时可能是多种刺激同时存在, 
如果这些刺激不能去除, 或反复出现, 神经的记

忆就不会消失, 甚至会增强, 消化道症状和功能

异常就不会消失, 长期的功能异常也会造成器

质性病变(如反流性食道炎, 胆汁反流性胃炎, 乳
头肌功能异常引起的胆管扩张、胰腺炎等). 医
生首先要帮助患者找出其刺激因素, 并帮助避

免和去除, 即去除引起胃肠道感觉和功能异常

的病因. (2)有些人脑肠轴神经系统受到有害刺

激后往往会反应剧烈, 甚至一蹶不振(如同有些

人高级神经受到刺激会产生精神病、抑郁症一

样)造成FGID长期存在, 这时就需要用相应的治

疗药物和措施, 纠正脑肠轴神经系统出现的偏

差, 使胃肠道感觉、功能恢复正常, 目前已有多

种有效的治疗药物和治疗方法, 如多种中、西

药物、针灸、理疗、认知、催眠疗法等.  治疗

的时间应以脑肠轴神经对以前的刺激产生遗忘

为止, 因个体、病情轻重、症状不同, 因此治疗
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药物、方法和时间也不能完全相同, 治疗应遵

循个体化原则并以直至治疗停止后症状不再出

现(产生遗忘)为止. (3)尽可能使患者避免再次接

触刺激因素以避免唤醒脑肠轴神经系统的有害

记忆, 或在遇到这种刺激后及时去除并采取措

施防止记忆的恢复, 即及时用调整胃肠道感觉

和功能的药物使之恢复正常, 临床上对因治疗

的同时及时对症治疗往往能起到较好的效果不

留后遗症, 可能原因就在于此. 在上述3项中找

出和避免接触刺激因素最为重要, 但由于刺激

因素往往不清楚或不可避免, 不再接触刺激因

素很难做到, 因此FGID往往反复复发, 时轻时

重, 很难治愈, 但由于FGID是由脑肠轴神经系统

的记忆引起, 因此如果无器质性病变, 在去除刺

激因素的情况下, 随着时间的流逝, 年龄的增长, 
神经感觉和记忆功能的减退, FGID症状逐渐减

轻甚至消失. 因此时间是FGID最有效的治疗剂. 
以上是用脑肠轴神经记忆假说解释FGID, 

并根据这个假说阐述对FGID应采取的治疗方

式, 脑肠轴神经系统记忆是否为客观存在还有

待科学实验证实, 利用这个假说对FGID采取合

适的治疗方案是否有效, 还需临床实践检验.
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■应用要点
如果FGID的根源
是脑肠轴神经系
统的记忆, 就应该
对其产生记忆的
原因和利用记忆
的特性进行治疗, 
即去除和避免刺
激因素, 用各种有
效方法去除有害
记忆或促使其产
生有益记忆, 并避
免有害记忆的再
唤醒.

■名词解释
脑肠轴神经系统
记 忆 :  指 胃 肠 神
经、自主神经、

中枢神经多个层
面 和 神 经 - 内 分
泌-免疫网络系统
对外界刺激因素
产生反应的一种
惯性, 外界刺激因
素消除后, 这种反
应依然存在并持
续一段时间, 也可
被相同的刺激再
唤醒和加强.
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本��刊�讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.
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摘要
X染色体连锁的凋亡抑制基因 (X- l i n k e d 
inhibitor of apoptosis protein gene, XIAP)是凋
亡抑制基因家族中重要的成员之一, 其编码
的蛋白XIAP通过选择性的抑制caspase-3, -7
和-9, 并参与其他途径来抑制细胞的凋亡, 与
肿瘤的发生、发展和预后有着密切关系, 针
对XIAP的反义核酸和XIAP小分子抑制剂已
经进入临床和临床前实验阶段, 同时人们正
尝试通过XIAP特异的siRNA (small interfering 
RNA)等其他手段来治疗肿瘤. 我们就XIAP的
生物学特性及其在肿瘤治疗中的研究进展作
一综述.

关键词: 凋亡抑制蛋白; X染色体连锁的凋亡抑制

基因; 肿瘤; 凋亡
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http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2626.asp

0  引言

细胞凋亡的紊乱与肿瘤的发生、发展有着密切

的关系. 凋亡抑制基因家族是近年来发现的高

度保守的内源性抑制细胞凋亡的基因家族、 
目前的研究发现, 在人类凋亡抑制基因家族中

共有8个成员: BIRC1-BIRC8, 他们编码的蛋白

构成凋亡抑制蛋白IAPs (inhibitor of apoptosis 
proteins)家族[1]. 在人类凋亡抑制基因家族的8个
成员中, BIRC4(X染色体连锁的凋亡抑制基因, 
XIAP)和BIRC5(存活素, survivin)备受关注, 被认

为是最有潜力的治疗靶点. 由于survivin与肿瘤

的耐药有关, 并且其在肿瘤组织中远远超过在

正常组织中表达, 已经被作为一个治疗靶点处

于研究之中; 但是因为目前survivin抗凋亡和抗

细胞增殖的机制并不明确, 以suvivin作为治疗

靶点是否合适仍在讨论之中[2]. 而这一基因家族

中的BIRC3 (cIAP2)也被认为是有潜力的治疗靶

点, 但是对于他的研究仍处于起始阶段[3]. XIAP
的结构和生物学机制最为明确, 他能够选择性

抑制caspase-3, caspase-7和caspase-9, 通过抑制

效应性的caspase-3和caspase-7, IAPs能够抑制

caspase凋亡通路的下游途径, 从而使细胞免于

各种刺激所导致的凋亡[4]. 因此, 在caspase凋亡

通路中, XIAP是唯一能够同时抑制起始阶段和

效应阶段的IAP. 由于其凋亡抑制作用, 过度表

达的XIAP使多种肿瘤细胞产生对化疗的耐药; 
XIAP不仅在许多恶性肿瘤细胞系中过表达, 同
时在许多类肿瘤患者的肿瘤组织中存在过表达

并伴随着较差的预后. 目前研究认为, XIAP是
IAPs家族中最有研究价值的肿瘤治疗靶点. 

1  XIAP的结构特点和生物学功能

XIAP, 又称BIRC4 (baculoviral IAP repeat-
containing 4), 定位于Xq25, mRNA全长8413 bp, 
编码区位于129 bp-1622 bp之间, 其编码的蛋白

XIAP相对分子量约为57 kDa, 主要由3个杆状病

毒IAP重复序列BIR1-BIR3 (baculoviral inhibitor 
of apoptosis repeat)和一个RING锌指样结构域 
(really new gene Zinc finger domain)组成(图1). 
下面通过对其结构和相应功能进行分析, 找出

其能作为肿瘤治疗靶点的结构基础. BIR3结构

域: BIR3结构域能够结合并抑制caspas-9的活

性, 而caspase-9是线粒体介导的caspase激活凋

亡途径中的始动caspase. 研究发现, 过表达的

BIR3结构域cDNA能够抑制Bax等所引起的线

粒体凋亡途径中caspase的激活, 但是并不能对

肿瘤坏死因子(TNF)凋亡途径起作用. 同样研

究发现, 影响BIR3结构域的点突变降低了XIAP
凋亡抑制作用, 但是这种XIAP凋亡抑制作用的

减弱仅仅可被Bax所诱导[5]. 通过对BIR3结构域

与caspase-9结合的结构进行分析, 发现BIR3与
caspase-9单体形成异源二聚体, 使caspase-9保
持单体结构, 丧失催化活性[6], BIR3结构域上的

■背景资料
肿瘤是威胁人类
生 命 的 重 大 疾
病 之 一 ,  但 目 前
对肿瘤机制和治
疗 的 研 究 仍 处
于探索之中、肿
瘤的一个重要特
征就是凋亡的减
少 ,  新 近 发 现 的
细胞凋亡抑制蛋
白家族 ( IAPs)在
肿瘤的生长中起
着 很 大 作 用 ,  其
成 员 X 染 色 体 连
锁的凋亡抑制蛋
白(XIAP)能同时
抑制凋亡通路中
的caspases-3, -7
和-9, 并能通过其
他的途径抑制细
胞的凋亡, 现有的
研究发现, 其可能
为肿瘤治疗的一
个重要靶点.

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年9月1�8日; 14(26): 2626-2631
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW 

凋亡抑制基因XIAP在肿瘤治疗中的研究进展

张曙光, 刘芝华, 张 林

®



张曙光, 等. 凋亡抑制基因XIAP在肿瘤治疗中的研究进展                                                                                                2627

www.wjgnet.com

caspase-9结合区域正是蛋白抑制剂的设计靶点. 
BIR2结构域: 与BIR3结构域不同的是, BIR2结
构域能结合并抑制活化的caspase-3和caspase-7, 
caspase-3和caspase -7是效应酶, 尤其是caspase-3
是细胞膜、线粒体和内质网3条凋亡途径的共

同的最终效应酶, 抑制了他的活性, 也就抑制了

细胞的凋亡. 研究发现, 过表达的BIR2结构域

cDNA能够同时抑制死亡因子受体途径和线粒

体途径刺激因素所致的凋亡; 同样, 影响BIR2
结构域N端的点突变使XIAP无法在Fasl或Bax
所诱导的凋亡中发挥抗凋亡作用[5]. 研究发现, 
BIR2结构域能够直接结合并抑制caspase-7, 而
对caspase-3的抑制则需要BIR2结构域的N端

linker和BIR2结构域共同参与, 通过“hook-line-
sinker”模式对caspase-3进行抑制[7-11]. 这表明, 
在设计以BIR2结构域为靶点的蛋白抑制剂时应

同时考虑其N端的linker. BIR1结构域: 关于BIR1
结构域的具体功能目前还不明确, 现在的研究

发现, 在caspase抑制中, 他协助BIR2结构域完

成对caspase-3和caspase-7的抑制, 为BIR2的N端

linker提供一个“bulk”. 研究发现, 当BIR1结构

域的linker区出现点突变后, BIR2不能对caspase
进行抑制, 说明BIR1对BIR2起到协同作用[12]. 还
有人发现, BIR1结构域可能与细胞周期和有丝

分裂有关, 但是具体机制仍不明确. RING锌指

样结构域: XIAP的RING结构域具有E3泛素连

接酶活性, 能够使蛋白泛素化进而加速蛋白质

的降解. 早期的研究认为, XIAP的E3连接酶能

够使XIAP自身泛素化并最终使自身降解[13]. 但
是最近的研究发现, XIAP的这种自身泛素化并

没有太大意义, 因为他并不会促进自身的降解. 
相反, XIAP的E3连接酶不仅不促进自身的降解, 
反而通过促进降解caspase-9和caspase-3以及内

源性的XIAP抑制剂SMAC, 进而增强XIAP的抗

凋亡作用[14]. 但是, RING结构域的突变并不会

降低XIAP的抗凋亡活性[15]. 所以, 针对XIAP的
E3连接酶的抑制, 虽然不能抑制XIAP活性, 但
是可以配合其他XIAP抑制剂, 可能会发挥更好

的XIAP抑制作用. XIAP可以通过其他方式抑制

凋亡: XIAP可以参与细胞信号的调节, 核转录

因子(NF-κB)除了能保护细胞免受TNF家族介

导的凋亡外, 同时与肿瘤的侵袭和转移密切相

关, XIAP能够通过多种方式激活NF-κB, 而NF-
κB反过来又能上调XIAP; XIAP首先能与转化生

长因子b激活性激酶(TAK1)和TAK1结合蛋白因

子(TAB1)形成复合体, 该复合体可以激活c-Jun
氨基末端激酶(JNK1), JNK1最终可以激活NF-
κB[16-17]; NF-κB亚单位p65转移至细胞核是NF-κB
激活的前提, XIAP恰可以促进这一过程[16]; XIAP
还可以促进NF-κB抑制剂IκB的降解, 使NF-κB
的活性不被抑制[18]. 研究发现, XIAP对JNK和

NF-κB的激活是通过E3泛素连接酶实现的, 所以

针对RING结构域的抑制可以通过阻止NF-κB所
致的凋亡抑制, 达到诱导细胞凋亡[18]. 还有的报

道提出, XIAP能够提高细胞内铜的水平, 进而使

铜依赖的抗凋亡酶类活性增强, 达到凋亡抑制的

作用[19]. XIAP还可以参与细胞周期的调节: 在血

管内皮细胞的研究中发现, 过度表达的XIAP能
使细胞停留在G0-G1期, 同时伴随着细胞周期素

D1的下调, 而当XIAP降解后, 细胞进入凋亡; 故
XIAP通过细胞周期的调节, 使细胞处于休眠状

态, 逃避凋亡[18]. 但是, 其在凋亡抑制中的意义和

具体机制仍然不清楚, 并且在肿瘤研究中还没发

现有相似的作用.

2  XIAP作为肿瘤治疗靶点可行性分析

体外实验发现, 许多恶性肿瘤细胞系中存在着

XIAP的过表达, 并且XIAP的过表达与肿瘤的耐

药密切相关, 通过反义寡核苷酸和siRNA (small 
interfering RNA)方法降解XIAP的mRNA, 进而

消除XIAP的表达, 使得许多肿瘤细胞恢复了化

疗的敏感性[20-21]; 而这种对XIAP的缺失对正常

细胞系没有任何影响. 体内实验发现, XIAP缺失

的肿瘤细胞成瘤性明显降低, 并且通过体内应用

XIAP抑制剂能够延缓荷瘤小鼠的肿瘤生长[22]. 
临床研究发现, 肿瘤患者肿瘤组织中的XIAP表
达水平与肿瘤的预后密切相关, 但是研究发现, 
在不同的肿瘤中其预后意义并不相同. 在成人

图  1  XIAP结构和功能示意图.

■研发前沿
目前 ,  针对XIAP
的反义寡核苷酸
类抑制剂已经进
入临床实验阶段, 
针对其蛋白的小
分子抑制剂也已
经进入临床前研
究阶段, RNA干扰
技术也进入到这
一领域研究中来, 
并有望成为一种
有效的治疗方法.

BIR2 BIR3 RING BIR1

功能未知 抑制caspase-3和-7  抑制caspase-9  E3泛素连接酶活性  

XIAP
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和儿童的新生急性髓细胞样白血病(AML)患者

中, XIAP低表达的患者的生存率明显高于XIAP
高表达的患者[23-24]; 同样, 在肾透明细胞癌患者

中, XIAP高表达的患者其肿瘤的分化程度低而

且预后差[25]. 而有的研究表明, XIAP的表达与

预后没有关系[26-27]. 还有的研究发现, XIAP的高

表达提示好的预后, 在行肺癌根治手术后的非

小细胞肺癌患者中, 患者肺癌组织中XIAP高表

达者较低表达着的生存期明显延长[28]; 但是从

其XIAP本身的生物学特性而言, 人们至今仍无

法理解XIAP的高表达预示着好的预后, 而且并

没有相似的研究报道. 目前人们对此的解释是: 
XIAP仅仅是IAPs家族中的一员, 单单考虑XIAP
这一个因素还不能说明IAPs对肿瘤预后的影响; 
另外, XIAP的翻译后调节可能会影响其功能, 但
是并不影响其表达水平; 还有可能就是XIAP的
高表达可能是肿瘤凋亡诱导因素之一; 再者就

是XIAP可能有些功能还不为我们所知. 总之,总之,, 
XIAP与肿瘤的发生、发展、对放化疗的抵抗以

及与肿瘤的预后密切相关, XIAP可以作为肿瘤

治疗的一个靶点.

3  XIAP在肿瘤治疗研究中的进展

以XIAP为肿瘤治疗靶点的研究主要从3个方面

进行: (1)针对XIAP mRNA的反义寡核苷酸类抑

制剂, 现已经进入临床实验阶段; (2)针对XIAP
蛋白的小分子抑制剂, 包括内源性的XIAP抑制

剂, 有的已处于临床前研究阶段; (3)随着RNA
干扰(RNA interfering, RNAi)这种新的技术的出

现, 针对XIAP mRNA的siRNA也正逐渐进入到

XIAP的肿瘤研究中来, 目前这种方法正处于实

验室研究阶段. 
3.1 针对XIAP mRNA的反义寡核苷酸 用于治疗

实体肿瘤和血液系统恶性肿瘤的XIAP mRNA反

义寡核苷酸已有制药公司进行生产, 并已进入

到了临床实验阶段. 目前用于临床实验的XIAP
反义寡核苷酸是19 nt的第二代产品, 能与靶向

mRNA互补形成双链结构, 这段双链结构能够

诱使mRNA被酶切, 而相应的反义寡核苷酸仍

能维持原来的结构, 并继续同mRNA结合并诱

导mRNA的酶切[29]. 体外实验研究发现, 对XIAP 
mRNA的降解出现在转染6-9 h后, 相应蛋白降

低出现在转染12-18 h后, 并且对XIAP mRNA
的降解可达到70%. 应用反义寡核苷酸使XIAP 
mRNA的降解并最终使XIAP表达降低, 发现其

能直接诱导凋亡并增加细胞对化疗的敏感性. 

例如, 在人类肺癌细胞系H460中, 应用反义寡核

苷酸处理肿瘤后, 能直接诱导H460的凋亡, 并
且使其对泰素、长春新碱和依托泊苷的化疗的

敏感性增强; 荷瘤小鼠研究表明, 将反义寡核苷

酸注入肿瘤后, 能够降低肿瘤内XIAP的表达, 
并且肿瘤的生长缓慢, 当同时应用依托泊苷后, 
肿瘤的生长抑制作用更加明显[30]. 目前在英国, 
Aegera公司(http://www.aegera.com)已经将反义

寡核苷酸投入到一期临床实验阶段, 在现阶段

的研究中, 除了检测其安全性和效率外, 着重检

测其药代动力学, 并通过检测受试患者的肿瘤

活检标本, 看是否能达到mRNA的降解作用和降

低XIAP的表达[29]. 
3.2 内源性XIAP抑制剂 人类的内源性的XIAP抑
制剂SMAC和HTRA2是线粒体蛋白, 当线粒体

破裂, 他们能随着细胞色素C进入胞质内, 在胞

质内, 活化的或片段形式的SMAC和HTRA2能
够结合并抑制包括XIAP在内的IAPs[31-32]. 目前, 
对于HTRA2的研究还不是很明确, 大部分的研

究集中在SMAC上. 研究发现, 应用和SMAC的N
端序列相同的人工合成多肽能够达到抑制XIAP
的作用; 将该种多肽导入肿瘤细胞中, 发现其有

化疗增敏作用, 当把他和顺铂合用时能够抑制

肺癌细胞的生长, 当与TNF相关凋亡诱导配体

(TRAIL)合用时能够抑制荷瘤小鼠的神经胶质

瘤生长[33-34]. 通过结构上的研究发现, SMAC能
够同时和XIAP的BIR2和BIR3结构域结合, 并且

活化的SMAC其N端的4-7个氨基酸是功能必需

的且足以结合并抑制BIR3结构域与caspase-9结
合, 相应位置的突变则失去了这种作用; SMAC
同样可以和BIR2结构域结合, 并抑制其功能, 但
是具体的机制不详[35-36]. 因此, 模仿内源性XIAP
抑制剂的作用, 我们可以设计出相应的XIAP抑
制剂, 进而发挥抗肿瘤作用, 现在的许多研究正

是在试图设计出相应的类似物, 但是效果还有

待于深入研究. 
3.3 人工合成的XIAP抑制剂 随着对XIAP结构和

功能的逐步明确, 人们正在针对相应的功能性

结构域设计抑制剂. BIR3结构域抑制剂: 通过对

BIR3与caspase-9的结构和相互作用的分析, 提
示人们可以模仿SMAC的作用方式设计出小分

子抑制剂, 抑制BIR3与caspase-9的结合. 随着生

物学的发展, 人们正尝试包括荧光偏振、核磁

共振和计算机模型设计等不同的方法来设计和

寻找BIR3抑制剂. 目前, 科研人员已经设计并构

建出了有效的三肽类BIR3抑制剂, 这些抑制剂

■应用要点
虽 然 国 外 对 以
XIAP为靶点的肿
瘤治疗研究已经
进入临床实验阶
段, 但是国内对此
的研究较少, 本文
希望通过对该领
域的研究进展情
况作一介绍, 能够
为国内的肿瘤研
究提供新的思路.
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含有人造的氨基酸残基, 体外研究发现, 这些抑

制剂能够直接诱导一系列恶性肿瘤的凋亡[37]. 同
样科研人员从中药矮地茶中提取信筒子素, 已
有的实验证实, 其具有SMAC同样的黏性, 并能

与BIR3结构域结合, 继而阻止其与caspase-9结
合; 在前列腺癌细胞系中研究发现, 在微克级

信筒子素的作用下, 可以直接诱导前列腺癌细

胞凋亡[38-39]; 在动物研究中发现, 信筒子素是安

全的, 仅会引起可逆性的雄激素降低和暂时性

的生育障碍, 目前, 信筒子素是最有望进入临床

实验的BIR3抑制剂[40]. 科研人员同时还发现了

其他的抑制剂, 但是同种抑制剂在不同的细胞

系, 有的能够直接引起细胞凋亡, 有的仅会增强

放疗的敏感性, 虽然目前的研究结果令人鼓舞, 
但是在近期内尚无法进入临床实验阶段. BIR2
结构域抑制剂: Wu et a l [41]首先通过高通量酶

阻遏试剂盒筛选的方法, 发现了包括TWX006
和TWX024在内的XIAP抑制剂, 他们能够结合

XIAP的BIR2的linker区域, 并且其能够比SMAC
更有效的阻止XIAP与caspase-3结合, 并且能够

促使caspase-3恢复活性. 应用相似的筛选方法, 
人们又发现了多聚苯脲类的BIR2结构域抑制

剂, 体外研究发现, 其对肿瘤细胞的毒性远远超

过对正常细胞的毒性作用; 紧接着的动物实验

证明, 其有延缓前列腺癌、乳腺癌和结肠癌生

长的作用, 并且对裸鼠无毒性[42-43]. 目前, 第2代
多聚苯脲类的BIR2结构域抑制剂亦已被合成并

处于临床前研究阶段[29]. E3泛素连接酶抑制剂: 
E3泛素连接酶在肿瘤治疗中是一个很吸引人的

治疗靶点, 目前针对MDM2的E3泛素连接酶小

分子抑制剂nutlins已经用于治疗中[44]. 而能够选

择性的抑制XIAP中的E3泛素连接酶可以阻止

XIAP对caspase-3和caspase-9的泛素化作用, 并
能够阻止XIAP激活NF-κB, 但是如前所述, 单纯

抑制XIAP中的E3泛素连接酶只能部分缓解而不

能完全阻滞其凋亡抑制作用, 必须同其他结构

域的抑制剂联合应用才能发挥更大的作用, 所
以选择性的XIAP E3泛素连接酶抑制剂可能成

肿瘤治疗的辅助剂. 
3.4 特异性干扰XIAP基因的siRNA RNAi是新

近发现的技术, 是近年来最重要的科技发现之

一, 其较比单纯的反义技术有更高的效率; 其机

制简单概括为siRNA结合一个核酶复合物形成

所谓的RNA诱导的沉默复合物(RNA-induced 
silencing complex, RISC), 活化以后的RISC定位

到与siRNA反义链互补的靶mRNA上, 并在距离

siRNA 3'端12个碱基的位置切割mRNA, 从而使

mRNA降解. Chawla-Sarkar et al [45]猜测黑色素瘤

的耐药可能与XIAP有关, 他们将化学合成的靶

向特异性的XIAP-siRNA转染到黑色素瘤细胞, 
紧接着应用Apo2l/Trail处理细胞, 发现细胞的凋

亡明显增加, 然后他们又进行了肾癌的细胞实

验得到了同样的结果. 同样的报道, 通过XIAP-
siRNA可以使神经胶质瘤、乳腺癌、胰腺癌等

对化疗的敏感性增强[21,46-47]. 体内研究发现, 将
XIAP-siRNA的质粒表达载体转染到乳腺癌细

胞后, 其在裸鼠的成瘤能力明显降低, 并且肿瘤

的生长明显变缓[22]. siRNA较反义寡核苷酸的有

特异性和高效性的特点, 虽然siRNA技术还不成

熟, 现在进行的研究较少, 但是从长远来看, 其
比反义寡核苷酸更有发展潜力. 

4  存在的问题

仍然有许多问题困扰着以XIAP作为肿瘤治疗靶

点的研究者. 如前所述, 凋亡抑制基因家族有8
个成员, 如果其他的成员有着比XIAP更强的凋

亡抑制作用, 那样仅以XIAP作为靶点就没有将

整个凋亡抑制基因家族作为靶点所起的作用大. 
反义RNA和siRNA属于基因治疗的范畴, 其转染

效率以及安全性问题仍未能很好解决. 而对于

XIAP的小分子抑制剂, 研究者还没有获得其完

整的活性谱, 而且在不同的研究中XIAP小分子

抑制剂起作用的方式不同, 一些研究中XIAP小
分子抑制剂对肿瘤细胞有直接毒性作用, 而在

其他的研究中发现, XIAP小分子抑制剂仅有化

疗增敏作用, 为什么会出现这种不同仍然需要

进一步的研究; 另外, 肿瘤对XIAP小分子抑制剂

的耐药也是必须要考虑的问题, 因为我们不知

道在我们应用XIAP小分子抑制剂后, 肿瘤细胞

的XIAP会不会发生相应的突变, 从而产生耐药. 
总之, XIAP基因发现到现在仅仅10余年的

时间, 以其作为肿瘤治疗靶点的研究已经从实

验室进入了临床研究阶段, 随着对这一基因家

族研究的不断深入, 我们相信会给肿瘤的治疗

带来新的希望.
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Abstract
AIM: To explore the expression of H pylori cagA 
and vacA in gastric cancer and their correlations 
with H pylori infection.

METHODS: H pylori infection was determined 
by Warthin-Starry silver staining in gastric can-
cer (n = 39), gastric mucosal atypical hyperplasia 
(n = 24) and chronic gastritis (n = 33). Poly-
merase chain reaction (PCR) was used to detect 
the expression of H pylori cagA and vacA.

RESULTS: The infection rates of H pylori, cagA+ 
H pylori and vacA+ H pylori in gastric cancer tis-
sues were significantly higher than those chronic 
gastritis tissue (χ2 = 7.00, P < 0.05; χ2 = 15.20, P 
< 0.05; χ2 = 12.43, P < 0.05); the infection rates 
of H pylori, cagA+ H pylori and vacA+ H pylori in 
gastric mucosal atypical hyperplasia were mark-
edly higher than those in chronic gastritis (χ2 
= 6.25, P < 0.05; χ2 = 11.04, P < 0.05; χ2 = 11.61, 
P < 0.05). The infection rates of H pylori, cagA+ 
H pylori and vacA+ H pylori were significantly 
higher in poorly-differentiated gastric cancer in 
comparison with those in moderately- and well-
differentiated one (χ2 = 8.19, P < 0.05; χ2 = 13.14, 
P < 0.05; χ2 = 6.62, P < 0.05). H pylori infection 
was positively related to H pylori cagA and vacA 
expression in chronic gastritis, gastric mucosal 
atypical hyperplasia and gastric cancer (chronic 
gastritis: r = 0.56, P < 0.01; r = 0.64, P < 0.01; 
atypical hyperplasia: r = 0.64, P < 0.01; r = 0.92, P 
< 0.01; gastric cancer: r = 0.90, P < 0.01; r = 0.95, 
P < 0.01).

CONCLUSION: H pylori infection is an impor-
tant promoter in the development of chronic 
gastritis into atypical hyperplasia and gastric 
cancer, and it may accelerate the proliferation 
and injury of gastric mucosa epithelial cells by 
inducing cagA and vacA expression, respectively. 
Their synergistic effects may play important 
roles in the pathogenesis of gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Helicobacter pylori ; 
Cytotoxin associated gene A; Vacuolating cytotoxin 
gene A
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摘要
目的: 研究H pylori  cagA和H pylori  vacA在胃
癌、胃黏膜不典型增生和胃炎组织中的表达
及与H pylori感染的相关性. 

■背景资料
胃癌的发生是一
个多因素、多阶
段和多基因的演
变过程, 微生物、

寄生虫等生物致
病因子是导致胃
癌形成的重要病
因, 研究发现, 生
物致病因子幽门
螺杆菌(H pylori )
感染与胃癌的发
生密切相关.
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胃癌组织中幽门螺杆菌cagA和vacA的表达及与其感染的
相关性
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方法: 采用Warthin-Starry嗜银染色法检测胃
癌组织39例, 胃黏膜不典型增生组织24例和慢
性胃炎组织33例中H pylori 感染情况; PCR法
检测上述标本中H pylori  cagA和H pylori  vacA
的表达. 

结果: 胃癌组织中H pylori , H pylori  cagA +株
和H pylori  vacA +株感染率显著高于慢性胃
炎组织(χ2 = 7.00, P <0.05; χ2 = 15.20, P <0.05; 
χ2 = 12.43, P <0.05); 胃黏膜不典型增生组织
中H pylori , H pylori  cagA +株和H pylori  vacA +

株感染率显著高于慢性胃炎组织(χ2 = 6.25, 
P <0.05; χ2 = 11.04, P <0.05; χ2 = 11.61, P <0.05); 
低分化胃癌组织中H pylori , H pylori  cagA +和
H pylori  vacA +株感染率显著高于高中分化胃
癌组织(χ2 = 8.19, P <0.05; χ2 = 13.14, P <0.05; 
χ2 = 6.62, P <0.05). 慢性胃炎、不典型增生和
胃癌组织中H pylori与H pylori  cagA和H pylori  
vacA 表达均呈正相关(慢性胃炎: r  = 0.56, 
P <0.01; r  = 0.64, P <0.01; 不典型增生组织: r  = 
0.64, P <0.01; r  = 0.92, P <0.01; 胃癌: r  = 0.90, 
P <0.01; r  = 0.95, P <0.01).

结论: H pylori感染是慢性胃炎向胃黏膜不典
型增生及胃癌发展的重要启动因子, H pylori
感染可能通过诱导cagA 表达促使胃黏膜上皮
细胞增殖加快, 诱导vacA 表达促使胃黏膜上
皮细胞损伤; 他们的协同作用可能在胃癌发
生、发展过程中发挥了重要作用.

关键词: 胃癌; 幽门螺杆菌; 细胞毒素相关基因A; 

空泡细胞毒素基因A
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0  引言

胃癌发病率居全世界恶性肿瘤的第二位, 居消

化道恶性肿瘤的第一位, 我国是胃癌的高发区. 
在我国, 胃癌的病死率居各种癌症之首位. 现研

究发现, 生物致病因子幽门螺杆菌(H pylori)感
染 [1-2]可能是慢性胃炎向胃黏膜不典型增生及

胃癌发展的重要启动因子. 1994年世界卫生组

织已把H pylori列为第一级致癌物质, 但关于H 
pylori感染在胃癌发生过程中的确切机制并未完

全阐明. 我们采用Warthin-Starry嗜银染色(W-S
染色)法检测胃癌组织39例, 胃黏膜不典型增生

组织24例和慢性胃炎组织33例中的H pylori感染

情况; 采用PCR法检测上述标本中细胞毒素相

关基因A和空泡细胞毒素基因A的表达, 探讨H 
pylori感染、细胞毒素相关基因A和空泡细胞毒

素基因A表达与胃癌发生的相关性及意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 解放军第5医院2002-01/2003-12纤维内

镜活检存档蜡块标本96例, 胃癌39例, 男32例, 
女7例, 平均年龄63.4 (34-87)岁; 胃黏膜不典型

增生24例, 男17例, 女7例, 平均年龄59.9 (47-79)
岁; 慢性胃炎33例, 男14例, 女19例, 平均年龄

46.8 (19-92)岁.
1.2 方法 标本40 g/L甲醛固定, 常规脱水, 石蜡

包埋, 4 μm厚连续切片. H  pylori感染采用W-S
染色, H  pylori呈棕黑色, 弯曲成弧形、S形或

海鸥状, 多位于胃黏膜表面和/或胃小凹及胃癌

旁黏膜腺窝内. 细胞毒素相关基因A (cytotoxin 
associated gene A, cagA )和空泡细胞毒素基因

A (vacuolating cytotoxin gene A, vacA )的检测采

用PCR法. cagA引物序列: 引物1: 5'GATAACA
GGCAAGCTTTTGAGG3', 引物2: 5'CTGCAA
AAGATTGTTTGCGAGA3'; vacA引物序列: 引
物1: 5'GTCAGCATCACACCGCAAC3', 引物

2: 5'CTGCTTGAATGCGCCAAAC3', 由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成; Taq DNA
酶、PCR染液购自北京赛百圣基因技术有限公

司; dNTP购自南京生兴生物技术有限公司. 取石

蜡块切片3片(厚12 μm), 经二甲苯脱蜡后, 消化

液(500 mg/L蛋白酶K, 10 mmol Tris-HCI pH 8.0, 
10 mmol NaCl, 1 mmol EDTA, 100 g/L SDS)消
化, 酚-氯仿抽提DNA, -20℃备用. cagA  PCR反
应体系为50 μL, 包括DNA模板2 μL, cagA引物1
和引物2各0.75 μL, Taq DNA酶0.5 μL, 10×Taq
缓冲液5 μL, PCR染液5 μL, dNTP 1 μL, ddH2O 
35 μL. vacA  PCR反应体系为50 μL, 包括DNA
模板2 μL, vacA引物1和引物2各1 μL, Taq DNA
酶0.5 μL, 10×Taq缓冲液5 μL, PCR染液5 μL, 
dNTP 1 μL, ddH2O 34.5 μL. cagA  PCR反应条

件: 95℃预变性4 min后, 95℃变性60 s, 50℃退

火60 s, 72℃延伸60 s, 共30个循环, 循环结束后

72℃延伸7 min. vacA  PCR反应条件: 94℃预变

性4 min后, 94℃变性60 s, 52℃退火60 s, 72℃延

伸60 s, 共30个循环, 循环结束后72℃延伸7 min. 
反应结束后取13 μL扩增水相用15 g/L琼脂糖凝

胶电泳鉴定, cagA在349 bp出现电泳带为阳性, 
vacA在190 bp出现电泳带为阳性, 否则为阴性. 

■研发前沿
目 前 ,  H  p y l o r i
研 究 的 热 点 为H 
p y l o r i 的毒力因
子cagA 和vacA 与
胃癌发生的关系
及对致癌物形成
的 影 响 ,  胃 黏 膜
H pylori 感染与上
皮细胞增殖、细
胞凋亡的关系, H 
pylori 感染对胃黏
膜线粒体DNA稳
定性的影响, 胃癌
基因和免疫治疗
的策略.

■相关报道
目前, H pylori 的
研究主要集中于
其 致 胃 癌 作 用
机 制 的 研 究 ,  H 
pylori 的耐药性 , 
HpcagA 和vacA 基
因片段克隆、表
达及序列测定, H 
pylori  L型感染的
诊断和治疗等.
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 统计学处理 采用计算机统计分析软件SPSS 
12.0进行数据处理, 胃黏膜组织H pylori , H pylori 
cagA +株和H pylori vacA +株表达情况, 高、中、

低分化胃癌组织中H pylori , H pylori cagA和H 
pylori vacA的表达情况采用χ2检验, 慢性胃炎、

不典型增生和胃癌组织中H pylori与H pylori 
cagA和H pylori vacA的相关性采用spearman等
级相关分析.

2  结果

2.1 胃黏膜组织H pylori , H pylori cagA +株和H 
pylori vacA +株感染率(表1) 胃癌组织中H pylori
感染率(61.5%)高于慢性胃炎组织(30.3%), 有显

著性差异(P <0.05, χ2 = 7.00); 胃黏膜不典型增生

和胃癌组织中H pylori感染率(57.1%)高于慢性胃

炎组织(30.3%), 有显著性差异(P <0.05, χ2 = 6.25); 
胃癌组织中H pylori cagA +株感染率(56.4%)高
于慢性胃炎组织(12.1%), 有显著性差异(P <0.05, 
χ2 = 15.20); 胃黏膜不典型增生和胃癌组织中H 
pylori cagA  +株感染率(46.0%)高于慢性胃炎组

织(12.1%), 有显著性差异(P <0.05, χ2 = 11.04). 胃
癌组织中H pylori vacA +株感染率(58.6%)高于

慢性胃炎组织(15.2%), 有显著性差异(P <0.05, 
χ2 = 12.43); 胃黏膜不典型增生和胃癌组织中H 
pylori vacA +株感染率(50.8%)高于慢性胃炎组织

(15.2%), 有显著性差异(P <0.05, χ2 = 11.61). 低分

化胃癌组织中H pylori感染率(79.2%)高于高中

分化胃癌组织(33.3%), 有显著性差异(P <0.05, χ2 

= 8.19); 低分化胃癌组织中H pylori cagA +株感染

率(79.2%)高于高、中分化胃癌组织(20.0%), 有
显著性差异(P <0.05, χ2 = 13.14); 低分化胃癌组

织中H pylori vacA +株感染率(75.0%)高于高、中

分化胃癌组织(33.3%), 有显著性差异(P <0.05, χ2 

= 6.62).
2.2 胃黏膜组织H pylori与H pylori cagA和H py-
lori vacA表达的相关性(表2) 慢性胃炎组织中H 
pylori与H pylori cagA和H pylori vacA表达均呈

正相关(P <0.01, r = 0.56; P <0.01, r = 0.64); 不典

型增生组织中H pylori与H pylori cagA和H pylori 
vacA表达均呈正相关(P <0.01, r = 0.64; P <0.01, 
r = 0.92); 胃癌组织中H pylori与H pylori cagA和

H pylori vacA表达均呈正相关(P <0.01, r = 0.90; 
P <0.01, r = 0.95).

3  讨论

1983年澳大利亚学者Warren和Marshall首次报道

从人胃黏膜中培养出H pylori , 经过20余年的研

究, 已经证实H pylori感染是慢性胃炎、消化性

溃疡、胃黏膜相关淋巴组织(MALT)淋巴瘤的主

要病因, 与胃癌的发生亦有密切关系[1-5]. 以往研

究发现, 有60%-70%的胃癌患者感染了H pylori . 
一般认为, H pylor i定居于胃黏膜上皮细胞后

激活免疫炎症反应, 大量炎症细胞侵入黏膜下

层, 释放一系列细胞因子, 如肿瘤坏死因子-α 

(turmor necrosis factor-α, TNF-α), 白细胞介素-1 
(interleukin-1, IL-1), 白细胞介素-6 (IL-6), 白细

胞介素-8 (IL-8)等, 同时也易致胃黏膜细胞DNA
的损伤及增加出现非整倍体的危险性, 进一步

形成多种致癌或致突变物质, 因此认为, H pylori
感染是慢性胃炎向萎缩性胃炎, 肠上皮化生、

不典型增生及胃癌发展的主要启动因子[6-7]. 对
H pylori致病作用的研究已表明, 他的可能致病

物质包括细菌的鞭毛、黏附素、尿素酶、蛋白

酶、内毒素、细胞毒素等, cagA和vacA表达的

CagA蛋白和VacA蛋白是H pylori产生的两种主

要细胞毒素. Odenbreit et al [8]研究发现, H pylori
定居于胃黏膜上皮细胞后产生CagA蛋白, 在上

皮细胞内, CagA蛋白的酪氨酸残基被磷酸化, 并
与真核生物的信号传递系统和细胞重塑相连而

引起细胞的增殖. 体外实验表明, vacA基因编码

的VacA蛋白能使多种哺乳动物细胞发生广泛的

空泡样变性, 最终导致细胞死亡[9]. 由于VacA蛋

白对上皮细胞具有损伤作用, 因而被认为是H 
pylori的一种重要致病因子, 也是H pylori毒力分

表  1  胃黏膜组织H pylori , cagA +株和vacA +株感染率及在
不同分化程度的胃癌组织中的表达 (n /%)

     
分组                    n        H pylori              cagA +            vacA +

慢性胃炎         33      10(30.3)         4(12.1)        5(15.2)     

不典型增生     24      12(50.0)         7(29.2)         9(37.5)       

胃癌                39      24(61.5)a      22(56.4)a      23(58.6)a     

    高、中分化 15         5(33.3)         3(20.0)         5(33.3) 

    低分化        24       19(79.2)b     19(79.2)b      18(75.0)b

aP<0.05 vs  慢性胃炎; bP<0.01 vs  高中分化.

■应用要点
本文通过对慢性
胃炎、胃黏膜不
典型增生和胃癌
组织中H pylori , 
H pylori cagA +株
和H pylori vacA +

株感染率的检测, 
进 一 步 深 化 了H 
pylori 致胃癌的可
能机制, 同时对胃
癌的基因治疗、

疗效和预后的判
定提供了帮助.

表  2  H pylori 与cagA 和vacA 表达的相关性 (r )

                          慢性胃炎             不典型增生                  胃癌

                  cagA      vacA       cagA       vacA         cagA      vacA

H pylori    0.56       0.64       0.64       0.92        0.90       0.95

P              <0.01     <0.01    <0.01     <0.01     <0.01    <0.01

项目

■创新盘点
本 研 究 证 实 ,  H 
p y l o r i 感染是慢
性胃炎向胃黏膜
不典型增生及胃
癌发展的重要启
动因子, H pylori 
cagA 和H pylori 
vacA 基因的过度
表达可能在胃癌
发生、发展过程
中发挥了重要作
用.
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型的标志, 与H pylori感染者的临床发病有密切

关系. 本结果显示, 胃黏膜不典型增生和胃癌组

织中H pylori , H pylori cagA +株和H pylori vacA +

株感染率显著高于慢性胃炎组织, 证实H pylori
感染是慢性胃炎向胃黏膜不典型增生及胃癌发

展的重要启动因子, H pylori cagA和vacA的过度

表达与胃癌的发生、发展密切相关. 本研究发

现, H pylori , H pylori cagA和vacA在低分化程度

的胃癌组织中的表达明显高于分化程度较高的

胃癌组织中的表达, 提示H pylori , H pylori cagA
和vacA的高表达, 使胃癌细胞具有更大的侵袭

力, 可能与胃癌的恶性程度、预后、进展有关. 
慢性胃炎、胃黏膜不典型增生及胃癌组织中H 
pylori与H pylori cagA和vacA的表达呈正相关, 
说明cagA和vacA编码的CagA蛋白和VacA蛋白

是H pylori产生两种主要毒力因子; H pylori感
染可能通过诱导cagA基因表达促使胃黏膜上皮

细胞增殖加快, 诱导vacA基因表达促使胃黏膜

上皮细胞损伤; 他们的协同作用可能在胃癌发

生、发展过程中发挥了重要作用. 
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Abstract
AIM: To explore the preventive and therapeutic 
effects of Chaishao Chengqi decoction (CCD) 
with ginkgo biloba leaf (GBL) on the lung injury 
induced by severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: A total of 65 SAP patients were 
divided into group A (n = 35) and B (n = 30). Be-
sides internal treatment, the patients in group A 
also received CCD plus GBL. The occurrence of 
hypoxemia, duration of abdominal pain-relief, 
recovering time of borborygmus, local compli-
cations, and mortality rate as well as the level 
changes of serum platelet-activating factor (PAF), 
tumor necrosis factor-α (TNF-α), and interleu-
kin-1 (IL-1) 72 h after treatment were observed, 
respectively. Upper abdominal spiral CT scan-
ning was used to evaluate the degrees of severe 
acute pancreatitis�.

RESULTS: The incidence rates of hypoxemia 
and acute respiratory distress syndrome were 
significantly lower group A than those in group 
B (45.71% vs 73.33%, P < 0.05; 8.57% vs 30%, P < 
0.05). The serum levels of inflammatory factors 
dropped markedly in group A 72 h after treat-
ment (PAF: 4.45 ± 1.25 → 2.83 ± 1.64 mg/L, P < 
0.01; TNF-α: 32.96 ± 4.33 → 27.82 ± 5.26 ng/L, P 
< 0.01; IL-1: 3.46 ± 1.07 → 2.51 ± 0.52 ng/L, P < 
0.01), but they had no changes in group B. The 
duration of abdominal pain-relief, recovering 
time of borborygmus and progressive propor-
tion of pancreatic inflammation were decreased 
in group A as compared with those in group B (P 
< 0.05). The rates mortality and local complica-
tions were 0 and 2.86% in group A, and 10% and 
13.33% in group B, respectively.

CONCLUSION: CCD plus GBL has preventive 
and therapeutic action on the SAP-induced lung 
injury, and the mechanism is probably related 
to its inhibition on the secretion of inflammatory 
mediators.

Key Words: Severe acute panreatitis; Lung injury; 
Chaishao Chengqi Decoction; Ginkgo biloba leaf; 
Inflammatory mediators

Wang GP, Teng XK, Yang L, Xu ZM, Huang XL, Wang 
P, Zeng HM. Effects of Chaishao Chengqi decoction 
with ginkgo biloba leaf on lung injury induced by 
severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(26):2636-2639

摘要
目的: 探讨柴芍承气汤加味银杏叶对重症急
性胰腺炎(SAP)肺损伤的防治作用及其机制. 

方法: SAP患者65例分为中药组(n  = 35)和对
照组(n  = 30). 分别观察2组患者低氧血症发生
情况, 腹痛缓解时间、肠鸣恢复时间、局部并
发症及病死率, 治疗72 h后血中炎症介质血小
板活化因子(PAF)、肿瘤坏死因子(TNF-α)、
白介素-1(IL-1)的水平变化, 并再次行上腹部
螺旋CT扫描评估胰腺炎症进展情况. 

结果: 中药组与对照组低氧血症的发生率分

■背景资料
肺是SAP时最常
受 累 的 胰 外 器
官 ,  肺 损 伤 亦 是
SAP最严重的并
发 症 之 一 .  S A P
并发肺损伤高达
40%-70%, SAP发
病1 wk内死亡者, 
约50%系并发肺
损伤所致.

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年9月1�8日; 14(26): 2636-2639
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE 

加味柴芍承气汤对重症急性胰腺炎肺损伤的作用
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别为45.71%, 73.33% (P <0.05); ARDS分别为
8.57%, 30% (P <0.05); 治疗72 h后中药组血中
PAF (4.45±1.25 vs  2.83±1.64 mg/L, P <0.01), 
TNF-α (32.96±4.33 vs  27.82±5.26 ng/L, 
P <0.01), IL-1 (3.46±1.07 vs  2.51±0.52 ng/L, 
P <0.01)水平明显下降, 而对照组血中PA F, 
TNF-α, IL-1水平无变化; 中药组腹痛缓解时
间、肠鸣恢复时间、CT扫描显示胰腺炎程度
进展的比例明显低于对照组(P <0.05); 2组局
部并发症的发生率分别为2.86%, 13.33%, 病
死率分别为0, 10%.

结论: 柴芍承气汤加味银杏叶对SAP肺损伤
有防治作用, 抑制PAF, TNF-α, IL-1等炎症介
质可能是该汤剂防治肺损伤的重要机制.

关键词: 胰腺炎; 肺损伤; 柴芍承气汤; 银杏叶; 炎症
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)是一种预后凶险的危重

症, 其病死率为20%-30%[1], 如果并发器官功能

不全则病死率增加到50%以上. 肺是SAP时最常

受累的胰外器官, 肺损伤亦是SAP最严重的并发

症之一. SAP并发肺损伤高达40%-70%, SAP发
病1 wk内死亡者, 约50%系并发肺损伤所致[2]. 我
科自2003-06以来, 在柴芍承气汤中添加银杏叶

组成(加味)柴芍承气汤, 用以治疗SAP, 显示该汤

剂对SAP肺损伤有较好的防治作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-06以来用柴芍承气汤加味银杏叶

治疗SAP 35例, 男19例, 女16例. 年龄24-91(平
均60)岁; 将2003-06以前按顺序排列的30例未用

中药治疗的SAP患者列为对照组, 男16例, 女14
例. 年龄21-79(平均57)岁. SAP诊断[3]: 患者符合

急性胰腺炎(AP)的临床诊断, 同时具备: Ranson
标准≥3项, Balthazar CT分级D, E级. 2组患者在

年龄、性别、Ranson评分及CT分级等方面均

无显著差异. 急性肺损伤的临床诊断: SAP患者

出现胸闷、呼吸频率增快(>28次/min); 血气分

析出现低氧血症: 动脉氧分压(PaO2)<80 mmHg, 
PaO2/FiO2≤300. 当PaO2<60 mmHg, PaO2/FiO2≤

200时, 临床诊断ARDS. 其中, 吸入氧浓度(FiO2) 

= 21%+氧流量×4%.
1.2 方法 所有患者的内科基本治疗相同, 包括

密切的临床监护、补充水及电解质、抗生素、

抑制胰酶活性药物、生长抑素等. 中药组一旦

确诊即予柴芍承气汤加味银杏叶. 组方: 银杏叶

15 g, 柴胡10 g, 白芍10 g, 黄芩10 g, 厚朴10 g, 
枳实10 g, 木香10 g(后下), 生大黄15 g(后下), 
玄明粉10 g(冲入煎好的药液中 ) .  每剂煎成

100-150 mL, 自鼻胃管内注入或口服, 每日2-3
次, 直至患者腹痛缓解、腹胀基本消失、肠鸣

恢复为止. 密切观察患者的临床表现, 有无呼吸

频率增快、胸闷、紫绀等, 分别监测与记录2组
患者的PaO2, SaO2, 局部并发症情况(胰周液体积

聚、胰腺坏死、假性囊肿或脓肿)及病死率. 入
院72 h均再次行上腹部螺旋CT扫描评估胰腺炎

症进展情况(按Balthazar CT分级系统[4]). 确诊

后予中药治疗72 h后, 分别检测2组患者血中血

小板活化因子(PAF)、肿瘤坏死因子(TNF-α)、
白介素-1(IL-1)水平. PAF检测试剂盒由美国TPI
公司提供, TNF-α, IL-1检测试剂盒购自Bender 
MedSytems公司. 采用ELISA法检测, 空白吸光

度分别为0.018, 0.059, 0.06, 测定波长450 nm.
统计学处理 使用SPSS 11.5软件包, 计量

资料用mean±SD表示, 组间比较用t检验, 以
P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2 . 1  急 性 肺 损 伤 情 况  对照组 3 0例中 2 2例
(73.33%)出现低氧血症, 其中PaO2/FiO2≤200, 
PaO2<60 mmHg临床诊断为ARDS 9例(30.00%); 
中药组35例中16例(45.71%)出现低氧血症, 其
中PaO2/FiO2≤200, PaO2<60 mmHg 3例(8.57%) 
(表1).
2.2 血循环中炎症介质水平的变化 中药组治疗

72 h后血清中PAF, TNF-α, IL-1水平明显下降, 
而对照组变化不明显(表2). 
2.3 临床疗效与转归 中药组与对照组比较, 腹痛

缓解时间分别为5.8±3.7, 9.1±3.8 d (P <0.05); 

■创新盘点
国内有柴芍承气
汤治疗SAP的临
床报道, 本研究则
重点探讨了柴芍
承气汤加味银杏
叶对SAP肺损伤
的防治作用及其
作用机制, 提出防
止毒素及细菌移
位、抑制炎症介
质是该汤剂防治
肺损伤的主要机
制.

表  1  两组肺损伤情况比较 (n /%)

     
分组                 n      　         低氧血症	            ARDS

中药组           35            16 (45.71%)a            3 (8.57%)a

对照组           30	       22 (73.33%)            9 (30.00%) 

aP<0.05 vs  对照组.
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肠鸣恢复时间分别为2 .2±1 .1 ,  5 .6±2 .8  d 
(P <0.05); 治疗72 h后CT扫描显示胰腺炎症进展

分别为60%, 83.33% (P <0.05); 局部并发症发生

率分别为2.86%, 13.33%; 病死率分别为0, 10%.

3  讨论

近年来的研究表明, SAP时大量炎症介质和细

胞因子介导的全身性炎症反应综合征(SIRS)以
及微循环障碍是引起胰外器官损伤的关键环节. 
甚至导致多器官功能障碍(MOD)和死亡[5]. 在肺

损伤尤其是ARDS的发病中, 炎症介质起着关键

作用[6]. 目前已知, PAF在介导SIRS和导致MOD
中起重要作用[7], 在SAP模型中发现, 局部肺组

织中PAF积聚几乎与肺损伤同时出现, 引起肺血

管通透性增加和组织水肿[8]. 而PAF拮抗剂能使

SAP患者的器官衰竭减轻, 死亡率显著降低[8-9]. 
这些都说明PAF与SAP肺损伤密切相关; IL-1, 
IL-6, IL-8等能刺激细胞间黏附分子(ICAM-1)在
肺的表达增加, 引起血管内皮通透性增高和刺

激多形核白细胞弹性蛋白酶释放, 是引起组织

损伤的重要原因之一[10]; IL-6水平与AP的严重

程度和并发症的发生率呈正相关[11-12]; IL-8不但

介导组织损伤. 尚能破坏血管内皮的完整性, 增
加其通透性. 用抗IL-8 mAb治疗后, SAP模型血

清IL-8水平下调, 肺组织中性粒细胞的渗出明显

减少, 肺损伤减轻[13]. 在SAP早期不仅血中, 且肺

组织中TNF-α的表达也明显升高[14], 肺组织中

TNF-α的基因表达增加与肺损伤的逐渐加重是

平行的[15].
临床观察已表明以柴胡、白芍、生大黄、

厚朴、枳实等组方的柴芍承气汤对SAP及其并

发症有较好的治疗作用[16]. 本结果显示, 中药组

治疗72 h再次CT扫描显示胰腺炎严重程度进展

的比例明显少于对照组, 低氧血症的发生率以

及发生ARDS的比例明显低于对照组, 表明该汤

剂对SAP肺损伤有较好地防治作用. 分析其机制

可能与下列作用有关: (1)促进毒素排出, 防止毒

素及细菌移位: 柴胡、枳实、厚朴、玄明粉等

能促进小肠蠕动, 生大黄能有效促进结肠蠕动

与收缩排空[17]. 本结果中药组腹痛、腹胀等症

状缓解时间明显短于对照组; (2)抗菌作用: 大黄

的有效成分及柴胡均有抗菌作用, 从而减少肠

菌移位; (3)生大黄能抑制胰酶分泌与活性, 降低

血浆PLA2水平, 以及抑制血管通透性, 保护肠黏

膜作用; (4)减轻内毒素血症: 该汤剂一方面通过

促进肠道排泄减少内毒素吸收, 另一方面, 中药

大黄能明显降低SAP器官功能不全患者血中内

毒素含量[18], 内毒素是内皮素(ET)最强烈的刺激

物, 而ET是迄今发现的最强烈的血管收缩因子. 
我们最近的研究表明ET与SAP肺损伤密切相

关[19], 因此, 大黄既然能显著降低SAP时血浆内

毒素水平, 就应该对并发的肺损伤有保护作用; 
(4)抑制炎症介质: 大黄能明显降低血中TNF-α, 
IL-1水平, 对SAP并发ARDS有效[18]. 银杏叶内所

含银杏内酯, 具有拮抗PAF作用[20]. 本研究中, 中
药治疗72 h后, 血液中PAF, TNF-α, IL-1水平显著

降低, 而对照组则无明显变化. 因此, 我们认为, 
抑制炎症介质可能是该汤剂防治SAP肺损伤的

重要机制.  
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of extended-release 
chemotherapy combined with conventional 
fractionation radiotherapy in treatment of 
esophageal cancer.

METHODS: A total of 100 patients with esopha-
geal carcinoma were randomly divided into 
experiment group (n = 50) and control group (n 
= 50). The experiment group received extended-
release chemotherapy combined with conven-
tional fractionation radiotherapy (X-ray external 
irradiation), while the control group was treated 
only with conventional fractionation radiother-
apy. The recent efficacy as well as the 1-, 3-, and 
5-year survival rates was observed�.

RESULTS: The rates for complete remission 

(CR), partial remission (PR), CR plus PR, non-
changes (NC), and disease progression were 
55.1%, 40.8%, 95.92%, 0, and 4.08% in the experi-
ment group and 10%, 60%, 70%, 20%, and 10% 
in the control group, respectively; CR, CR+PR, 
and PR were significantly different between the 
two groups (P < 0.05 or P < 0.01). The 1-, 3-, and 
5-year survival rates were 73.46%, 40.8% and 
16.3% in the experiment group and 52%, 28% 
and 0 in the control group; the 1- and 5-year sur-
vival rates were markedly different between the 
two groups (P < 0.05, P < 0.005).

CONCLUSION: The recent efficacy and survival 
rates of extended-release chemotherapy com-
bined with conventional fractionation radiother-
apy are superior to conventional fractionation 
radiotherapy alone in the treatment of esopha-
geal cancer.

Key Words: Extended-release apparatus; Esopha-
geal cancer; Conventional fractionation radiothera-
py; Chemotherapy; Radiosensitization

Wang ZH, Hou HY, Fan SH, Peng JF. Radiosensitizing 
effect of extended-release chemotherapy combined 
with radiotherapy in treatment of esophageal cancer: 
an analysis of 50 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(26):2640-2644

摘要
目的: 探讨缓释渗透增敏化疗加放疗综合治
疗食管癌的疗效. 

方法: 采取食管缓释渗疗器局部缓释渗疗同
时配合X线常规放疗50例食管癌, 另50例行单
纯常规分割X线外照射作为同期对照研究; 观
察近期疗效及1, 3, 5 a生存率. 

结果: 缓释渗透治疗组与单纯放疗组的完
全缓解(CR), 部分缓解(PR), CR+PR, 无变
化(NC), 肿瘤进展(PD)分别为: 55.1%, 10%; 
40.8%, 60%; 95.9%, 70%; 0, 20%; 4.8%, 10%. 
缓释渗透治疗组的CR, CR+PR, PR与单纯放
疗组相比有显著性差异(P <0.01或P <0.05). 生
存情况: 缓释渗透治疗组与单纯放疗组1 a生
存率为73.46%, 52% (P <0.05); 3 a生存率为

■背景资料
为了克服食管癌
局部放疗及全身
化疗的失败及未
控 ,  防 止 近 期 复
发, 故设计采用局
部直接渗透化疗
及增敏治疗, 配合
根治性放疗, 以期
提高CR及生存质
量.
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40.8%, 28% (P >0.05); 5 a生存率为16.3%, 0 
(P <0.005).

结论: 食管缓释渗疗器局部缓释渗疗配合常
规分割放疗综合治疗食管癌, 有显著的近期疗
效; 同时改善了患者的生存率.

关键词: 缓释渗疗器; 食管癌; 常规分割放疗; 化疗; 
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0  引言

近30 a来, 食管癌放疗后5 a生存率无明显提高, 
主要原因是局部肿瘤未控或复发, 失败率高达

80%[1]. 自发现5-Fu, PYM等化疗药物有放疗增

敏作用以来, 很多学者将这些药物作为放疗增

敏与放疗联合应用治疗食管癌, 以期提高局控

率, 延长生存时间, 均限于全身用药配合放疗, 
有一定副反应[1]. 为了探讨一种更有效的局部直

接缓释渗透增敏化疗加放疗综合治疗中晚期食

管癌的方法, 我们1999-04/2000-06采用食管缓释

渗透器局部缓释渗透增敏化疗同时配合Varian 
2300C/D医用直线加速器10 MV-X射线常规外照

放疗食管癌进行临床研究, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 全组共100例Ⅱ-Ⅳ期病理/细胞学确诊

食管癌患者; 无严重心肺、高血压疾病及出血

倾向, 无远处转移, KPS>70分. 用信封抽签法随

机分缓释渗透组、单纯放疗组各50例. 临床分

期按1976年山西阳泉全国食管癌会议分期标准,
临床资料见表1. 食管缓释渗疗器是在刘津修[2]

渗疗器基础上根据需要进一步改制后由江苏无

锡乳胶厂生产, 由营养腔(管)、注药腔(管)、测

压腔(管)、缓释渗透囊(半透膜囊)及显影装置、

导丝(芯)组成; 只有营养腔与其他腔不通, 可单

独使用.
1.2 方法 参照X光片的肿瘤大小与位置, 组装好

缓释渗疗器, 做缓释渗透囊耐压实验, 囊内压力

加至12 kPa无漏气, 各管道通畅, 导芯置入营养

管后可进出自如; 组装完毕置于750 mL/L酒精

中存放. 患者取仰卧位, 肩部适当垫高, 头后抑, 
用10 g/L地卡因鼻腔及咽部黏膜局麻; 将准备好

的缓释渗疗器用蒸馏水冲洗2-3次, 经鼻腔缓慢

置入食管后, 在模拟定位机下以显影装置为中

心确诊缓释渗疗器囊已覆盖肿瘤, 即可开始注

药行缓释渗透增敏化疗. 
缓释渗透组 :  缓释渗透器内注入25 g/L 

5-Fu 500 mg+PYM 8 mg+甲硝唑330 mg混
合溶液50 m L(浓度达16.82 g/L). 当压力达

12 kPa时停止药物注入, 此时缓释渗透囊药物

持续不断的开始缓释外渗到肿瘤组织中去. 当
缓释渗透4 h后, 药物浓度、压力逐渐下降, 继
之再注入1次 ,  即4 h/次 ,  如此持续缓释渗透

12 h为1疗程; 之后抽出残留液体, 休息12 h, 仍
保留置入缓释渗透器, 间隔12 h后重复第2疗
程, 即1疗程/24 h. 每疗程注入药囊的药物总

量: 5-FU 1000-1250 mg, PYM 8-10 mg, 甲硝唑

625-1250 mg. 每例患者先行8-9个疗程(8-9 d)
为第1总疗程, 药物总量: 5-FU 8-10 g; PYM 
60-80 mg, 甲硝唑5-10 g. 缓释渗透组行药物缓

释渗疗同时, 行Varian 2300C/D医用直线加速器

10 MV-X线SAD技术常规三野(前一后二)外照

射, DT1200-1400 cGy/8-9 d/第1个缓释渗透总疗

程. 缓释渗透期间, 由营养腔注入高蛋白、高维

生素饮食, 共治疗50例; 除1例置管后患者即呕

吐脱管, 拒绝2次插管, 其余49例均完成第1总渗

透疗程. 放疗DT40-50 Gy时, 行第2渗透疗程缓

释增敏腔内化疗, 方法、药物、剂量同第1总疗

程, 直至放疗结束; 49例均完成第2总疗程, 放疗

DT总60-65 Gy, DT总平均放疗剂量是6016 Gy. 
两个总缓释渗透化疗疗程间隔2-3 wk. 单纯放

疗组: 50例食管癌患者, 均予Varian 2300C/D医

用直线加速器10 MV-X线三野SAD技术(前一后

二)常规外照射, DT总60-65 Gy/6-7 wk, DT总平

均剂量6200 Gy. 放疗期间常规静脉高营养及对

症抗炎处理. 行DT1200-1400 cGy及DT60-65 Gy
时分别行X-线检查及食管镜检查, 取病理送检. 

第 1 缓释渗透化疗总疗程结束时 ,  即
DT1200-1400 cGy时, 行X-线钡透及拍片、食

管镜及取病理活检检查, 评价梗阻症状缓解情

况、食管腔狭窄改善情况, 观察局部病变组织

病理变化情况; 第2总疗程渗疗结束时, 即放疗

全部结束时, 行第2次食管镜检查, 进一步观察

局部病变组织病理学改变, 行X-线检查评价近

期疗效. 两组放疗结束后, 定期随访, 按WHO
标准评价近期疗效及统计1, 3, 5 a生存率. 按
RTOG标准诊断放射性食管炎发生情况.

2  结果

100例Ⅱ-Ⅳ期食管癌患者, 在1-5 a内主管医生

■研发前沿
在以放疗为主的
根治过程中晚期
食管癌中, 局部高
浓度的化疗及增
敏治疗是提高CR
的研究重点. 但如
何配合及采用更
有效的化疗及增
敏药物, 是亟待研
究的深层次课题.
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采取登门拜访的形式进行动态观察, 均完成随

访, 无1例失访, 随访率100%. 
2.1 两组患者的近期疗效 缓释渗透治疗组, (1)饮
食的改变: 49例患者中, 第1次缓释渗疗总疗程患者中, 第1次缓释渗疗总疗程中, 第1次缓释渗疗总疗程

结束时, 35例流质饮食患者有22例可进普食, 12
例进半流质饮食, 1例改善不明显; 12例进半流

质饮食者, 全部改进普食; 3例部分梗阻者, 2例
改进半流质饮食, 进普食1例; 3例食管瘘者, 改
进半流质饮食2例, 进流质饮食1例, 行积极抗炎

后无1例进饮食后继续呛咳. 第2次缓释渗疗总

疗程结束时, 无1例吞咽困难加重, 均可进普食, 
无1例放射性食管炎发生. (2)X-线吞钡情况: 第
1次缓释渗疗总疗程结束时, 病变长度由治疗

前的7.17 cm缩小至4.5 cm(平均); 管腔狭窄程

度, 47例狭窄及食管吞钡蠕动明显改善, 2例改

善不明显, 32例钡过顺利, 16例钡过略迟缓, 1例
轻度梗阻; 第2次缓释渗疗总疗程结束时, 吞咽

困难全部消失, 合并龛影的改变, 12例合并龛影

者, 11例龛影消失, 余1例由原来的8 cm×4 cm
缩小至2 cm×3 cm,有明显改善, 合并食管瘘

的3例患者, 瘘口全部愈合(食管镜进一步证实), 
可进半流质饮食, 无呛咳及发烧胸痛等感染症

状, 偶可进普食. (3)病变局部病理组织学变化

情况: 第1总缓释渗疗疗程结束时, 食管镜下可

见局部组织水肿明显, 癌性溃疡组织梗阻明显

改善, 显微镜下可见少量变性、坏死的癌组织; 
第2缓释渗透化疗总疗程结束时, 食管镜下局部

组织水肿不明显, 梗阻消失, 病变部位多点组织

活检, 显微镜下见呈不同程度退行性变, 角化增

多、坏死和裂解、变性的癌细胞体积增大, 胞
质内出现大小不等的空泡, 核变大、深染、裂内出现大小不等的空泡, 核变大、深染、裂

解, 染色质颗粒轮廓不变, 绝大部分癌细胞消

失, 仅存片状的角化物质, 其周围常存在吞食角

化物质的多核巨细胞及吞噬细胞, 有的角化物

质中有程度不等、范围不一的钙化区. (4)缓释

渗透增敏化疗时病变周边组织药物浓度测定结

果: 应用日立公司的635A型高效液相色谱仪测

定: 5-FU 12 h渗出量为915 mg作用于肿瘤组

织, 而5-FU静脉给药后作用于肿瘤组织药物浓

度为3.225 mg (0.75/60×0.25, 静脉常用量为每

天0.75 g, 假设患者体质量为60 kg, 肿瘤质量为患者体质量为60 kg, 肿瘤质量为体质量为60 kg, 肿瘤质量为质量为60 kg, 肿瘤质量为为60 kg, 肿瘤质量为质量为

0.25 kg)是全身用药的292.8倍. 同理, PYM、甲

硝唑局部缓释渗疗的浓度达全身用药的292倍. 
(5)缓释渗透增敏化疗组副作用: 10例咽痛, 4例
恶心、呕吐, 1例上腹不适, 停用缓释渗疗后均

消失, 考虑与置入缓释渗疗器时刺激和鼻饲流

表  1  缓释渗透治疗组与单纯放疗组临床资料

     
                                                     缓释渗透　            单纯

                                                       治疗组                放疗组

性别          男(n )	                     39	              40

                 女(n )	                     11	              10

年龄(a)	                                     43-76	              43-83

                 平均(a)	                     61.7	              64

饮食          流质(n )	                     35	              30

                 半流质(n )	                    12	              15

                 部分梗阻(进食	       3	                5

                 呕吐者)(n )

分段          上段(n )	                       3	                4

                 中段(n )	                     37	              31

                 下段(n )	                     10	              15

长度(cm)       　		        3-11	                3-10

                 平均(cm)	                      7.17	                6.17

病理          鳞癌(n )	                     42	              44

                 腺癌(n )	                       8	                6

X线分型    溃疡型(n )	                    21	              24

                 髓质型(n )	                    10	              11

                 缩窄型(n )	                      5	                8

                 蕈伞型(n )	                      2	                5

                 腔内型(n )	                    12	                2

                 合并龛影者(n )              12	                8

                 合并瘘者(n )	       3	                5 

临床分型  Ⅱ(n )	                     10	              11

                Ⅲ(n )	                     20	              18

                 Ⅳ(n )	                     20	              21 

DT(平均, cGy)	                 6016	          6200 

项目

■相关报道
国内刘津修 et al
研发的食管渗疗
器, 主要是探讨发
明的渗疗器及其
在食管局部单纯
化疗、抗炎、消
肿中的应用, 未就
如何配合放疗来
局部增敏及提高
食管癌CR等做拓
展研究.

质饮食量、温度等因素有关; 8例发热, 38-39℃,热, 38-39℃,, 38-39℃, 
对症处理可缓解, 无1例骨髓抑制及恶液质病例. 

单纯放疗组: (1)饮食的改变: DT1200-1400 
cGy时30例进流质饮食者症状无改善, 且20例吞

咽困难及胸骨后痛较前加重, 15例半流质饮食

者无改善, 5例部分梗阻者仅1例改进流质饮食, 
5例食管瘘者无1例瘘口改善, 仍需保持鼻饲及

抗炎、静脉高营养治疗; DT60-65 Gy时, 放射性

Ⅱ-Ⅳ级食管炎(RTOG)为20% (10/50). (2)X线吞

钡检查情况: DT1200-1400 cGy时, 50例病变长

度缩小均不明显, 40例仍明显钡过迟缓加重, 管
腔狭窄及蠕动改善不显著; DT60-65 Gy时, 8例
合并龛影者, 仅2例龛影消失, 1例龛影明显改善, 
余变化不显著, 5例瘘者均未完全愈合瘘口. (3)
病变局部组织变化: DT1200-1400 cGy时, 食管

镜下见食管黏膜水肿明显, 癌灶溃疡分泌物多, 
可见有似脓性分泌物覆盖; 显微镜下见极少量

癌细胞肿胀、变性; DT60-65 Gy时, 食管镜下仍
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见黏膜不同程度水肿, 大量分泌物; 显微镜(病变

部位多组织活检)见部分变性、坏死的癌细胞,
大量炎性细胞浸润. (4)放疗副反应: 3例合并食

管瘘者出现严重恶液质而中断放疗; 胸痛加重

者12例; 合并炎症者11例; 亦无1例骨髓抑制者. 
2.2 两组患者的1, 3, 5 a生存率两组患者的1, 3, 5 a生存率组患者的1, 3, 5 a生存率患者的1, 3, 5 a生存率的1, 3, 5 a生存率 缓释渗疗组的3
例食管瘘者, 全部存活13 mo; 1例存活24 mo死
亡, 1例存活14 mo死亡, 1例存活13 mo死亡. 12
例合并龛影者, 11例存活1 a, 8例存活2 a, 2.5 a
后全部死亡. 单纯放疗组的5例食管瘘者, 3例生

存7 mo死亡, 1例生存9 mo, 1例生存11 mo; 8例
合并龛影者, 4例存活1 a, 4例1.5 a后死亡(表2).

3  讨论

食管癌确诊时只有20%的病例可作根治性切

除, 80%的病例已是中晚期(Ⅱ-Ⅳ期), 主要依靠

放疗和全身化疗与其他学科的综合治疗; 食管

癌根治性切除的5 a生存率为20%-25%, 单纯放

疗的5 a生存率为10%-15%左右, 40 a来其疗效

均无明显提高, 提高放疗疗效和多学科综合治

疗将成为今后食管癌研究的重点[3]. 本研究在

上述观点的指导下, 对失去手术指征或/和拒绝

手术的Ⅱ-Ⅳ期食管癌, 采用食管腔内置入缓释

渗疗器进行缓释渗透增敏化疗及配合体外常

规X线放疗, 共治疗49例, 1, 3, 5 a生存率分别为

73.46% (36/49), 40.8% (20/49), 16.3% (8/49); 单
纯放疗50例, 1, 3, 5 a生存率分别为52% (26/50), 
28% (14/50), 0; 两组1, 5 a生存率比较有显著差

异(P <0.005); 3 a生存率比较, 无显著差异. 由此

可见: 本疗法可提高1, 3, 5 a生存率, 1, 5 a统计学

比较有显著性差异. 原因是: (1)提高了局控率, 
研究组CR及CR+PR为: 55.1% (27/49), 95.92% 
(47/49), 与对照组的CR及CR+PR: 10% (5/50), 
70% (35/50)比较, 均有显著差异(P <0.01); (2)综
合、独特的增敏作用: 缓释渗透药物, 有化疗

作用、增敏作用及局部直接消炎3大作用于一

体, 配合外照射, 可起到快速、有效消除肿瘤作

用; (3)食管腔内缓慢持续的机械性扩张作用, 在
解除梗阻的同时, 对肿瘤也有特殊的机械性缩

小、压迫及可造成肿瘤细胞水肿、坏死作用; 
(4)研究组生存5 a者8例, 有4例为腔内型, 说明良

好的X线分型(腔内型)也可能是疗效增加的原因

之一. 
缓释渗疗器主要应用生物医学工程材料具

有特殊的物质交换功能的缓释半透膜囊来完成

预计的治疗作用. 缓释作用的发挥, 依赖缓释渗

透压差; 缓释渗透压差的产生与液体浓度的高

低、压力的大小有关. 另外, 缓释半透膜两侧

必须同时为液相, 物质交换才可实现. 在食管

癌中, 肿瘤的细胞结构较松散, 细胞间隙裸露较

明显 [4]; 选择的缓释渗透膜囊直径必须大于食

管腔内径, 当充满所需溶液时缓释渗透膜与肿

瘤的裸露细胞组织紧紧贴在一起. 当缓释渗透

囊内压力达12 kPa, 药物浓度为168.2 g/L时, 已
远远超出了癌组织间液的压力(3.06 kPa)和组织

间液浓度, 同时又可人为的控制缓释渗透囊内

药物浓度及压力, 保持始终大于食管组织间液

的压力和浓度, 这就为囊内物质交换提供了条

件, 从而使囊内药物持续不断的缓慢渗透到食

管肿瘤组织. 12 h 5-FU渗出总量为915 mg通过

缓释作用于肿瘤组织, 是全身静脉用药的292.8
倍, PYM、甲硝唑也是全身静脉用药的292倍, 
显著提高了肿瘤组织中的药物浓度. 另外, 缓释

渗疗中囊内增高的压力, 可限制肿瘤血供, 延缓

肿瘤生长并使局部静脉及淋巴管终末端压力增

高; 不但促进了静脉和淋巴回流, 而且也促进了

抗癌药物的扩散, 使抗癌药物有可能沿转移途

径最大限度的杀灭肿瘤细胞. 另外, 缓释渗疗器

囊内的高浓度化疗药物通过物质交换缓释渗透

到肿瘤组织的同时, 囊内的高压力对梗阻的食

管肿瘤组织起到药物治疗和机械扩张的双重作

用. 从本研究中可见: 缓释渗疗的35例患者进流

质饮食,缓释渗疗后改进普食者为22例, 改进半

流质饮食者为12例, 无改善者为1例; 部分梗阻

的3例患者缓释渗疗后改进半流质饮食2例, 普
食1例. 而单纯放疗组, 30例进流质饮食中, 20例
吞咽困难及胸痛加重, 发生率为67%; 进半流质

饮食者无任何改善; 5例部分梗阻者仅1例改善

可进流质饮食. 

■名词解释
缓 解 渗 疗 器 :  缓
慢有计划的释放
渗透药物达到治
疗目的的适用设
备. 可局部提高化
疗、增敏、抗炎
等药物浓度, 在食
管癌中尤为适用.

表  2  两组患者的近期疗效及1, 3, 5 a生存率 

     
项目　　　 　        缓释渗透治疗组      　　单纯放疗组

完全缓解CR　　　 55.1% (27/49)b　　  　10% (5/50)　     

部分缓解PR　　　 40.8% (20/49)a　　　  60% (30/50)          

CR+PR                   95.9% (47/49)b             70% (35/50)         

无变化NC                    0                              20% (10/50) 

肿瘤进展PD             4.8% (2/49)                10% (5/50)

生存率1 a               73.5% (36/49)a             52% (26/50)           

           3 a               40.8% (20/49)              28% (14/50)          

           5 a               16.3% (8/49)b*               0 

aP<0.05, bP<0.01 vs  单纯放疗组; *8例中, 4例腔内型食管癌.
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晚期食管癌瘘(穿孔), 在临床较为常见, 文
献报告15%[5], 主要采用综合性姑息治疗, 一般

列为放疗禁忌症, 约65%的患者于2-4 mo内死

亡[6]. 本研究组中3例食管瘘, 行局部缓释渗透

治疗前提下(即瘘口堵塞后), 加用放疗, X线吞

钡复查食管瘘口全部消失, 患者均可进半流质

及普食, 随访生存长达1余年; 单纯放疗组中, 5
例食管瘘放疗结束时均未发生愈合, 3例因恶

液质中断治疗, 均在7-11 mo内死亡; 这充分显

示了缓释渗透疗法可很好的修复食管瘘, 同时

也可使之能接受放疗, 延长生存期. 我们认为

其作用机制可能是充盈的缓释渗透囊堵塞了瘘

口, 完全切断了瘘口与相邻脏器的通路, 为组

织修复起到了支架支撑和治疗作用, 防止了食

管分泌物及饮食进入纵隔或/和肺内导致混合

性感染, 阻止了病情进一步恶化, 为放疗创造

了条件; 同时还可经营养腔(管)进行鼻饲, 保证

了患者的营养及水电平衡, 促进了机体恢复及

瘘口修复, 创造了治疗机会. 

缓释渗透增敏化疗, 因显著的提高和保持了

食管腔内肿瘤组织中的局部化疗、抗炎药物浓

度, 也提高了放疗增敏药物浓度, 配合放疗外照

射, 最大极限的杀灭了癌细胞, 消除了局部炎症

及水肿; 加上缓释渗透囊内的持续机械性扩张

作用, 均可使食管癌患者症状、体征改善较迅

速显著, 食管瘘修复较满意; 进而提高了肿瘤局

控率, 延长了患者的生存; 值得临床推广应用.  
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本研究通过前瞻
性临床实验探讨
了缓释渗透增敏
化疗加放疗综合
治疗食管癌的疗
效, 方法可行, 设
计合理, 具有一定
临床意义.
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Abstract
AIM: To evaluate the safety and the effect of 
analgesic gastroscopy through intravenous 
injection of propofol in high-altitude region in 
China.

METHODS: Intravenous propofol (1.0-1.5 mg/
kg) sedation was used in 36 volunteers during 
gastroscopy. The indexes such as heart rate (HR), 
blood pressure (BP), respiratory rate (RR), and 
serum oxyen saturation (SpO2), as well as wak-
ing-up time, memory deficit, and self-sensation 
were observed during the process of operation.

RESULTS: Analgesic gastroscopy was success-
fully performed in all the 36 cases without any 
adverse reaction. After operation, 36 cases (100%) 
felt satisfied, and 33 cases (91.67%) felt comfort-
able, which had significant differences from the 
results of routine gastroscopy (P < 0.01). HR, 

BP and RR were significantly decreased within 
normal scope, and SpO2 kept steady during an-
algesic gastroscopy as compared with the result 
of routine gastroscopy (P < 0.01)�.

CONCLUSION: Analgesic gastroscopy with 
intravenous injection of propofol is a safe, 
comfortable and effective sedation method, 
worthy of extensive application in high-alti-
tude region in China�.

Key Words: High altitude; Propofol; Analgesia; Gas-
troscopy

Zhang XH, Zhu RM, Bai-Ma JQ. Clinical application and 
efficacy of analgesic gastroscopy in high-altitude region. 
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摘要
目的: 探讨高海拔地区丙泊酚iv行无痛胃镜检
查的安全性和镇静效果. 

方法:  自愿接受者36例 ,  采用单纯丙泊酚
(1.0-1.5 mg/kg)iv施行无痛胃镜检查. 观察术
中心率(HR)、血压(SBP, DBP)、呼吸(RR)、
血氧饱和度(SpO2)的变化及苏醒时间、术中
不适、记忆缺失、自我感觉等情况. 

结果: 无痛组患者均顺利完成检查, 无严重
不良反应发生, 检查后患者感觉满意者36例
(100%), 舒适者33例(91.67%), 无1例感觉难受, 
与普通组比较差异有显著性意义(P <0.01). 无
痛组在胃镜检查过程中HR, SBP, DBP, RR有
不同程度的下降, 但大多数波动在正常范围; 
SpO2在全程吸氧下能维持平稳, 与普通组相
比, 其差异均具有显著意义(P <0.01).

结论:  丙泊酚 i v行无痛胃镜检查是一种安
全、舒适、有效的方法, 在高海拔地区值得
推广应用.

关键词: 高海拔; 丙泊酚; 无痛术; 胃镜检查
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■背景资料
目前, 鲜有将无痛
胃镜术应用于高
海拔地区的报道. 
高海拔地区是一
个缺氧环境,开展
该项技术的安全
性值得研究. 
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0  引言

高海拔地区消化系统疾病是一种常见病、多发

病, 其诊断治疗多需要通过内镜检查完成. 普通

内镜检查为有创性, 常引起患者恶心呕吐、咽

部不适甚至出现躁动或不配合检查而延误疾病

的诊断与治疗. 无痛胃镜检查术是适当应用镇

静剂, 使患者在浅麻醉状态下完成检查, 整个过

程患者舒适、无痛苦. 关于高海拔地区无痛胃

镜检查的报道很少, 我们于2005-07援藏工作期

间在西藏自治区第二人民医院开展该项工作, 
对36例患者采用单纯丙泊酚(propofol)iv施行无

痛胃镜检查, 取得了满意的效果. 现将结果报告

如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 按自愿原则选择36例患者实施无痛胃镜

检查(无痛组), 其中男21例, 女15例; 年龄18-65(平
均45.2)岁. 普通胃镜检查(普通组)45例, 男27例, 
女18例; 年龄16-67(平均46.8)岁. 两组的年龄、性

别、体重比较差异无显著性.  
1.2 方法 胃镜检查前, 确认患者无胃镜检查与

麻醉禁忌症, 重点了解有无过敏史、有无服用

特殊药物史, 如安眠药、降压药、麻醉药及毒

品等, 有无怀孕及哺乳等相关问题. 两组术前禁

食8 h, 禁水4 h. 术前准备电子胃镜、氧气、

心电监护仪、气管插管器械等. 由技术熟练的

胃镜医师及麻醉专业医师共同完成. 无痛组用

20 g/L 利多卡因进行咽喉表面麻醉2-3次后, 取
左侧卧位, 鼻导管给氧, 流量2-3 L/min, 建立静

脉通道, 将丙泊酚0.4 mL(4 mg)/s缓慢静推, 剂
量1.0-1.5 mg/kg, 用药中密切观察药物起效时

间、患者反应及监护情况, 待患者睫毛反射迟

钝或消失, 自主呼吸正常后, 开始插镜检查. 术
中根据检查时间长短及患者反应酌情追加丙

泊酚剂量, 同时监测心率(H R)、血压(S B P、
DBP)、呼吸频率(RR)及血氧饱和度(SpO2). 术
后观察意识恢复时间并立即询问患者有无头

昏、困倦、嗜睡、咽喉不适等症, 术中知晓否

及满意度, 观察15-30 min, 患者完全清醒能独

立行走为止. 普通组口含咽喉部黏膜麻醉润滑

剂利多卡因胶浆10 mL(江苏齐川制药有限公

司), 除静脉不给药和不给氧外, 其他同无痛组.
统计学处理 所得计数资料行χ2检验; 计量

资料以均数±标准差(m e a n±S D)表示, 通过

SPSS 11.0统计软件, 采用单因素方差分析进行

显著性检验, P <0.05为差异有显著性意义.

2  结果

2.1 镇静效果 无痛组在给药后30-50 s, 出现嗜

睡、困倦, 继之睫毛反射消失, 渐渐入睡, 观察

30 s后开始检查. 术后患者在1-5 min逐渐清醒,患者在1-5 min逐渐清醒,在1-5 min逐渐清醒, 
清醒后7例有头晕, 10例感乏力、嗜睡, 30 min
内均完全恢复正常, 术后患者无内镜检查及任何

痛苦记忆. 普通组口含利多卡因胶浆, 舌麻木后

开始检查, 患者均有不同程度的痛苦.  
2.2 检查中和检查后的反应 普通组45例, 检查

中恶心呕吐35例, 呛咳4例, 膈肌痉挛1例; 检查

后患者感觉难受者39例(86.67%), 满意者6例
(13.33%), 无1例感觉舒适. 无痛组36例, 检查中13.33%), 无1例感觉舒适. 无痛组36例, 检查中

恶心呕吐2例, 呛咳1例; 检查后患者感觉满意者

36例(100%), 舒适者33例(91.67%), 无1例感觉难

受. 两组比较, 患者检查中和检查后反应的差异

具有显著性意义(P <0.01, 表1). 无痛组所有患者

术后对检查过程无记忆, 并且愿意接受再次检查

和介绍病友检查. 
2.3 操作时间及丙泊酚用药量 无痛组36例, 操作

时间为4-12(平均7.6)min; 丙泊酚用量60-130(平
均约100)mg. 普通组45例, 操作时间为4-15(平均

8.7)min. 所有患者均顺利完成检查.患者均顺利完成检查.均顺利完成检查. 
2.4 呼吸、循环指标的变化 无痛组在胃镜检查

过程中HR, SBP, DBP, RR有不同程度的下降, 但
大多数波动在正常范围, 与普通组相比, 其差异

均具有显著意义; 无痛组SpO2在全程吸氧下能

维持平稳, 达96%以上, 显著高于非吸氧的普通

组(P <0.01, 表2). 
2.5 不良反应 无痛组36例患者中, 仅1例发生呛

咳、气管痉挛, SpO2急剧下降至78%, 经立即拔

出胃镜, 经托下颌, 高浓度给氧数秒钟后缓解, 
SpO2迅速恢复正常, 重新插镜检查成功. 其余患

者无明显呼吸、循环功能抑制, 在iv丙泊酚后
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■应用要点
本文表明, 该项技
术是一种安全、

舒适、有效的好
方法, 在高海拔地
区同样值得推广
应用, 但要适当控
制丙泊酚用量, 加
大给氧流量及监
护, 以确保安全. 

        

表  1    患者检查中和检查后的反应情况 (n )

普通组  45       35          4          1              39       6       0
无痛组  36        2           1          0                0     36     33

分组       n
     检查中                            检查后

恶心呕吐  呛咳  膈肌痉挛       难受  满意  舒适

难受为恶心呕吐、呛咳等反应重; 满意为插镜时咽喉部反射较
重, 术中反应较轻; 舒适为无任何痛苦. 两组比较, 具有显著性差
异(P<0.01).



1-2 min, 10例患者血压下降, 心率减慢, 平均下

降约15%, 但仍在正常范围, 检查结束后, 自行恢

复至检查前水平. 8例患者iv开始时自觉局部疼

痛, 通过减慢注射速度后缓解. 

3  讨论

普通胃镜检查术是一种侵入性操作, 仅在咽喉

部表面麻醉下进行 ,  患者多有紧张、焦虑和

恐惧感 ,  伴有咽喉不适、咳嗽、恶心、呕吐

等不适反应, 给患者身心带来一定创伤, 因而

使部分患者惧怕并拒绝检查或复查. 而无痛胃患者惧怕并拒绝检查或复查. 而无痛胃惧怕并拒绝检查或复查. 而无痛胃

镜检查是在操作时适当应用镇静麻醉剂, 使患

者在清醒镇静或浅睡眠状态下完成检查或治

疗 ,  整个过程中患者舒适、无痛苦、无记忆 . 
丙泊酚是一种新型短效静脉麻醉药, 半衰期短

(30-60 min), 起效快、清除快、苏醒快, 苏醒后

不影响患者时空定向力, 无嗜睡现象, 麻醉安全

可靠, 是目前在无痛胃镜中使用最多的药品之

一[1]. 但他在麻醉期有轻度循环抑制作用, 可使他在麻醉期有轻度循环抑制作用, 可使在麻醉期有轻度循环抑制作用, 可使

HR减慢, 血压下降. 丙泊酚麻醉存在一个阈血

浆浓度(17-18 mg/L), 而在阈血浆浓度以下, 具
有镇静作用, 并不抑制心血管和呼吸功能, 还可

大大减少因患者镇静、镇痛不确切带来的咽部

及胃黏膜损伤, 甚至出血. 丙泊酚血药浓度和黏膜损伤, 甚至出血. 丙泊酚血药浓度和膜损伤, 甚至出血. 丙泊酚血药浓度和

镇静水平易于调控并有良好和稳定的量效相关

性. 有研究提示丙泊酚具有特异抗恶心、呕吐

作用, 其机制可能与丙泊酚作用于极后区催吐

化学感受区非特异性5-HT3有关[2-3], 对门诊手

术有益处, 所以较少出现恶心、呕吐. 丙泊酚可

降低脑血流量、颅内压和脑氧代谢率, 对脑有

保护作用; 对心血管有轻度抑制作用, 降低心

肌耗氧量, 也可降低血压, 高血压患者的平均降

压幅度为20%, 适合高血压等相对禁忌者, 尤其

适合儿童、精神分裂症等不能配合检查者, 扩
大了胃镜检查治疗的适应证[4-5]. 患者在检查中

处于麻醉状态, 对消化道的刺激反应较弱, 便于

术者能从容地对胃壁进行全面仔细的检查,对
胃底部、胃体上部后壁、胃角、贲门等活检困

难部位能提高活检准确性, 可对病灶多方位取

材、增加活检数量及进行挖掘式深部取材, 从
而提高活检阳性率, 及时诊断, 为患者治疗争取

宝贵的时间, 减少医疗费用. 同时, 也不用担心

患者在术中难受时不配合咬坏胃镜等. 
高海拔地区是一个缺氧环境, 平均氧含量

只有650 m L/L左右, 广泛开展无痛胃镜技术

的安全性值得进一步研究 .  本文36例患者通

过iv丙泊酚顺利完成无痛胃镜检查, 检查后患

者100%感觉满意, 91.67%感觉舒适, 术后对检

查过程无记忆, 并且愿意接受再次检查和介绍

病友检查. 检查过程中患者HR、血压、RR及

SpO2维持稳定在正常范围. 1例发生呛咳、气管

痉挛可能与患者镇静不彻底、胃镜插入过早有

关, 立即拔出胃镜, 加大吸氧浓度、丙泊酚剂量

后缓解, SpO2迅速恢复正常, 重新插镜检查成

功. 因此, 我们认为, 在高海拔地区开展无痛胃

镜诊治术是安全的. 但由于本文报道例数有限, 
统计不良反应发生率可能存在不足, 而且, 异丙

静脉麻醉后毕竟对呼吸、循环系统有轻微抑制

作用, 因此, 丙泊酚用量比普通地区用量要适当

控制, 整个操作过程常规吸氧并备好心肺复苏

设备及药品, 置入胃镜前加大氧流量, SpO2都能

保持在96%-99%之间. 为确保患者安全, 麻醉科患者安全, 麻醉科安全, 麻醉科

医师应在患者身边监护, 随时应急抢救, 常规监患者身边监护, 随时应急抢救, 常规监身边监护, 随时应急抢救, 常规监

测血压、脉搏、SpO2, 吸氧提供良好通气与氧

合. 因此, 无痛胃镜技术术是一种安全、舒适、

有效的好方法, 满足了患者和医生的共同要求, 
在高海拔地区同样值得推广应用.
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表  2    患者检查前、中、后循环呼吸指标的变化 (mean±SD)

普通组  检验前       70.2±9.3                 129.6±14.4                      82.4±9.2              20.1±2.6                   92.0±1.8
             检验中       82.2±10.3d              142.2±12.5c                     92.6±9.8c             22.2±2.7                   90.1±2.2c

             检验后       73.0±9.6                 133.0±12.9                      86.2±10.7            20.7±2.3                   91.2±1.9
无痛组  检验前       71.4±11.1               131.4±14.9                      82.8±8.5               20.4±3.1                  97.1±1.2b

             检验中       69.0±8.9b                128.2±10.0a                     77.8±7.5b             17.3±1.9bd                96.6±0.9b

             检验后       70.8±8.2                 130.0±9.0                        79.4±7.3              18.3±2.4                   97.1±1.1b

分组     
                         HR                                    SBP                                   DBP                               RR                              SpO2

                    (次/min)                           (mmHg)                             (mmHg)                      (次/min)                           (%)

aP<0.05,  bP<0.01 vs  普通组; cP<0.05, dP<0.01 vs 同组检查前.

■同行��评价
本文以高海拔地
区无痛胃镜检查
的临床观察为题
来阐述丙泊酚无
痛胃镜检查的安
全性和有效性, 较
好的反应了研究
主旨. 尽管目前该
文的相关文献较
多, 但鲜有将此方
法应用于高海拔
地区者. 从这个角
度讲, 该文有一定
的创新性.
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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 : 
010-64889892; E-mail: wsy@moon.ibp.ac.cn). 注册: 王悦, 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: 010-64889892; E-mail: wangyue@sun5.ibp.ac.cn).
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical significance of 
24-h intragastric pH monitoring and the serum 
concentration of gastrin in patients with chronic 
atrophic gastritis (CAG).

METHODS: A total of 126 patients with chronic 
gastritis, confirmed by endoscopy combined 
with pathological examination, were recruited in 
this study. Based on histological results, the pa-
tients were devided into 4 groups: non-atrophic 
gastritis, mild, moderate and severe CAG group, 
respectively. The 24-h intragastric pH value was 
monitored using mobile pH measuring appara-
tus. The serum concentration of gastrin was de-
tected by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA), and H pylori infection was determined 
by rapid urease test and 14C urea breath test.

RESULTS: H pylori infection was assured in 73 
patients, of which 52 cases were diagnosed with 
CAG. The rates of H pylori infection showed no 
difference between the two groups. The intra-

gastric 24-h median pH value, mean pH value, 
and nightly median pH value were significant 
higher in patients with severe CAG than those 
in the others (P < 0.05). The content of gastrin 
was the highest in patients without CAG, sig-
nificantly higher than that in the others (59.21 ± 
17.36, 54.67 ± 15.84, 50.78 ± 13.13 vs 74.24 ± 19.52 
nmol/L, P < 0.05)�.

CONCLUSION: Besides endoscopy and biop-
sy, the combination of intragastric pH moni-
toring and serum gastrin detection is helpful 
in the improvement of CAG diagnosis, so as 
to guide clinical treatment�.

Key Words: Atrophic gastritis; Gastric acid; Gastrin; 
pH value

Yuan HW, Li XY, Xu LG, Zhang EM. Significance of 24-h 
intragastric pH monitoring and serum concentration 
of gastrin in chronic atrophic gastritis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(26):2649-2651

摘要
目的: 探讨在慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic 
gastritis, CAG)患者中应用24 h胃内pH值监测
及血清胃泌素含量的临床意义. 

方法: 126例经内镜联合病理诊断慢性胃炎患
者, 根据病理结果分为非萎缩性胃炎组、轻
度、中度和重度萎缩组, 应用便携式pH测定
仪进行24 h胃内pH值测定、ELISA法检测血
清胃泌素、快速尿素酶和14C-尿素呼吸试验
监测幽门螺杆菌(H Pylori )感染. 

结果: H Pylori 感染患者73例, 其中CAG患者
阳性52例, 感染率在各组中无差异. 重度CAG
组患者在24 h中位pH值、平均pH值以及夜间
中位pH值均高于其他各组, 具有显著性统计
学差异(P <0.05); 萎缩性胃炎胃泌素含量较非
萎缩组低(59.21±17.36, 54.67±15.84, 50.78±
13.13 nmol/L vs  74.24±19.52 nmol/L, P<0.05).

结论: 诊断CAG除胃镜和病理外, 结合胃内
pH值和胃泌素测定有助于进行诊断分级和提

www.wjgnet.com

■背景资料
2000-05全国慢性
胃炎研讨会就慢
性胃炎的治疗原
则达成共识, 即消
除或削弱攻击因
子、增强胃黏膜
防御和动力促进
剂. 目前对萎缩性
胃炎是否应用抑
酸剂治疗意见不
一, 导致各种治疗
效果尚不理想. 在
治疗CAG的问题
上, 如何避免滥用
药物, 坚持合理用
药, 是目前迫切需
要解决的问题.

 
wcjd@wjgnet.com 

®



高诊断准确率, 指导治疗.
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0  引言

慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)
是以胃黏膜固有腺体萎缩常伴有肠上皮化生为

特点的慢性炎症, 在老年人群中多发, 病因主要

与幽门螺杆菌(H pylori )感染有关, 是正常组织向

胃癌过渡的中间状态, 是一种癌前病变[1-2]. 因此

积极治疗CAG十分重要. 目前临床上治疗CAG
尚不规范, 如何避免滥用药物, 坚持合理用药, 
是迫切需要解决的问题. 目前普遍认为, CAG
患者胃内低酸或无酸, 治疗重点在于加强保护

黏膜和促进胃肠动力. 然而临床观察发现, 许多

萎缩性胃炎的患者也有上腹痛、反酸、烧心表

现, 抑酸或抗酸治疗有效. 此现象是否表明部分

CAG患者也可能存在高胃酸分泌. 我们通过对

2003-3/2006-01期间经内镜联合病理诊断的慢性

胃炎患者进行24 h胃内pH值测定, 结合血清胃

泌素和H Pylori监测, 探讨CAG患者24 h胃内pH
值及血清胃泌素含量在诊断CAG中的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组126例患者均经内镜检查联合胃黏

膜病理诊断证实, 男72例, 女54例, 年龄36-72(中
位53.2±10.2)岁. 其中慢性非萎缩性患者45例, 男
23例, 女22例; 萎缩性胃炎81例, 男47例, 女34例. 
排除标准: 未做完整胃镜检查的患者; 上消化道

出血的患者以及胃镜检查发现反流性食管炎的

患者; 近1 wk内服用过影响监测结果的药物(包
括抑酸剂、非甾体消炎药、促动力药和黏膜保

护剂等); 肝肾功能异常者; 有胃部手术史和其他

恶性疾病史. 
1.2 方法 24 h胃内pH值测定采用瑞典产携带式

Digitrapper MKⅢ pH值监测仪, 监测电极先经

pH1.07, 7.01缓冲液进行校正. 行食管压力测定

后, pH测定电极经鼻腔插至食管下括约肌下缘

5-7 cm处的胃体部, 经X线透视确定胃内pH电极

位置. 按习惯进食3餐, 准确记录进食、体位变

化的时间, 经计算机分析获得下列数值: 24 h的
中位pH值、算术均数pH值、夜间中位pH值(21
时-次日7时); 组织标本采集和监测按照最新悉

尼系统标准诊断[3], 分别在胃窦和胃体取至少2
块组织. 根据病理学结果, 将患者分为4组: (1)非
萎缩性胃炎组: 黏膜无萎缩及肠化, 共45例; (2)
轻度CAG组: 肠化不明显, 黏膜轻度萎缩, 共33
例; (3)中度CAG组: 无肠化和异型增生, 黏膜中

度萎缩, 共32例; (4)重度CAG组: 黏膜重度萎缩, 
有或无肠化和异型增生, 共16例. 血清标本采集

在患者胃镜检查结束至少12 h后进行, 采集前晚

禁食、忌烟和咖啡, 送检验科行ELISA法监测血

清胃泌素; 所有患者于胃内pH值监测前进行14C-
尿素呼吸试验, 并且经胃镜检查时取胃窦处活检

黏膜1块进行快速尿素酶监测, 二者均阳性为 H 
Pylori感染阳性患者.

统计学处理  所有计数资料用均数±标准

差(mean±SD)表示, 差异显著性检验采用SPSS 
10.0软件分析.

2  结果

126例患者中H pylori感染者73例, 感染阳性率

60.3%, 中度CAG组的感染率略高于其他各组, 
统计学无显著性差异(表1); 受检者24 h胃内pH
值多呈右侧单峰曲线, 空腹状态下pH<2, 进食或

餐后升高, 各组受检者各项pH值指标见表2, 重
度CAG组患者的24 h中位pH值、平均pH值以及的24 h中位pH值、平均pH值以及24 h中位pH值、平均pH值以及

夜间中位pH值等各项指标均要高于其他各组, 
具有显著性统计学差异(P <0.05), 胃泌素的含量

在各组之间以非萎缩胃炎组为最高(P <0.05), 随
着萎缩程度的加重, 其含量存在下降趋势, 无显

著性统计学差异. 
 
3  讨论

传统观念认为, 萎缩性胃炎时胃内一般低酸或

无酸, 病变局限在胃窦时通常胃酸偏低, 低酸是

由于泌酸细胞数量减少和氢离子向胃壁反弥散

所致; 自身免疫性萎缩性胃炎时胃酸明显降低, 
甚至无胃酸分泌, 胃液分泌量也减少. 目前诊断

萎缩性胃炎主要依赖胃镜检查, 条件好的医院

可以结合病理诊断, 这样一来诊断准确率明显

提高. 但是临床经常发现经内镜及病理诊断的

CAG患者存在胃内灼热感、烧心和泛酸等症状
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■应用要点
目前认为, CAG患
者胃内低酸或无
酸, 通过24 h胃内
pH值监测临床观
察发现, 并非所有
CAG患者胃内低
酸或无酸, 该方法
为临床治疗轻中
度萎缩性胃炎的
患者应用抑酸剂
提供了理论依据. 

        

表  1    各组H pylori 感染情况 (n /%)

非萎缩性胃炎组      45    
轻度CAG组             33
中度CAG组             32
重度CAG组             16

 分组	                   n                   阳性	             阴性

21 (46.7)
20 (60.6)
23 (71.2)
  9 (56.2)

    24 (53.3)
    13 (39.4)
      9 (28.8)
      7 (43.8)



(设立分组之前已将胃镜发现反流性食管炎的

患者排除), 经抑酸治疗可以取得良好疗效. 这
是否意味着临床诊断的准确性降低或者C A G
并非是真正意义上的萎缩, 我们对此类患者进

行胃内pH值和胃泌素监测, 探讨这一临床现象

的机制. 24 h胃内p H值测定是应用微电极进

行监测, 电极电位决定于溶液中氢离子的活性, 
故24 h胃内pH值实际反映了胃内氢离子的活

性, 即反映了胃泌酸细胞的分泌功能. 我们应用

24 h pH值测定方法动态观察慢性胃炎胃内pH
值, 发现非萎缩胃炎患者胃内pH值较低, 黏膜

炎症可能与胃内高酸有关, 只有黏膜萎缩达到

一定程度, 胃内pH值才会明显上升, 重度CAG
组的胃内24 h的中位pH值、算术均数pH值、的胃内24 h的中位pH值、算术均数pH值、胃内24 h的中位pH值、算术均数pH值、

夜间中位pH值等指标, 与其他组相比具有显著

性差异(P <0.05), 说明胃泌酸细胞存在萎缩, 分
泌功能减退, 16例重度CAG患者中仅有1例胃

内pH>6, 提示胃内基本无酸, 占6.1%. 轻、中度

CAG组中, 虽然病理证实存在黏膜萎缩, 但各项

指标与非萎缩组无差异, 提示胃内并非低酸或

无酸, 可能的解释是胃黏膜的灶性萎缩而非全

胃萎缩, 即重度CAG患者胃体及胃窦可能均存

在明显萎缩,而轻中度CAG患者仅有局部萎缩

-2000年全国慢性胃炎研讨会中有明确解释: 同
一部位(胃窦或胃体，胃角标本作胃窦计算)的2
块或2块以上活检病理结果都有萎缩和/或肠化

时可诊断为萎缩性胃炎. 鉴于高胃酸的存在, 也
为萎缩性胃炎采取抑酸治疗提供了依据. 在病

理诊断中肠化是指示萎缩存在的一个有价值的

标志, 胃窦部广泛萎缩常常伴有肠化, 但是肠化

和萎缩是可以独立存在的, 有些病理检查发现

肠化, 所以诊断为萎缩性胃炎, 但实际腺体萎缩

可能并不明显, 这也可能为萎缩性胃炎胃内高

酸提供了一种解释. 所以针对萎缩性胃炎进行

胃内pH值监测, 可能对预测诊断分级以及优化

治疗提供了理论依据. 
胃泌素是由胃窦的G细胞分泌的胃肠激素, 

其分泌受多种因素影响, 如迷走神经紧张、胃

窦的牵拉、高蛋白饮食以及胃内低的pH值等, 

在一定程度上可以反映胃黏膜萎缩的情况. 观
察显示, 非萎缩胃炎组在胃泌素的含量上高于

其他各组具有统计学差异, 而萎缩性胃炎各组

中无差异. 近年来研究发现[4], 从慢性非萎缩性

胃炎→萎缩性胃炎→肠化→异型增生, 胃泌素

蛋白表达呈递减趋势, 提示胃癌前状态存在低

胃泌素血症, 当患者患有CAG时, 胃窦黏膜萎

缩, G细胞数量减少, 胃泌素分泌下降, 其他刺

激也不会使胃泌素分泌增加或稍有增加, 胃泌

素的分泌可以反映胃黏膜萎缩的情况[5-7]. 本研

究发现, 萎缩性胃炎组血清胃泌素含量低于慢

性非萎缩性胃炎, 其机制和胃窦G细胞发生萎

缩胃泌素分泌不足有关. 
目前我们样本量较少 ,  今后将进一步从

CAG患者胃酸分泌情况及其与H Pylori感染及

血清胃泌素变化的关系等方面全方位、多角度

的进行大样本更全面系统的研究, 从而为CAG
发病机制及治疗方案的研究提供靶向..
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aP<0.05 vs  非萎缩性胃炎, 轻度CAG, 中度CAG组; cP<0.05 vs  轻度, 中度, 重度CAG组.

        

表  2    各组24  h胃内PH值及胃泌素情况 

非萎缩性胃炎组
轻度CAG组
中度CAG组
重度CAG组

分组                         n 	         24  h中位pH值	             24  h平均pH值                   夜间中位pH值                     胃泌素 (mg/L)

45
33
32
16

1.52±0.38
1.75±0.53 
1.82±0.67 
3.65±1.32a

1.63±0.56
1.82±0.71
2.02±0.58 
3.84±1.78a

1.22±0.36
1.93±0.45
1.82±0.64 
3.22±1.07a

74.24±19.52c

59.21±17.36
54.67±15.84
50.78±13.13  

■同行��评价
本文采用的方法
为 目 前 公 认 的
反映胃酸分泌的
24 h pH监测, 内
容不是很新颖, 但
有一定的临床价
值.
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Abstract
AIM: To evaluate the application value of 
particulate carbon in total mesorectal excision..

METHODS: Particulate carbon was submuco-
sally injected around the rectal cancer lesions 
under rectoscope in 45 patients 3 d before total 
mesorectal excision. The expression of matrix 
metalloproteinase-7 (MMP-7) mRNA was de-
tected by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) to ascertain the lymph node 
metastasis.

RESULTS: The labelled lymph nodes were eas-
ily identified during the operation. The average 
numbers of eliminated lymph nodes and meta-
static lymph nodes in the labelled group were 
larger than those in the controls (23.5 vs 16.1, t = 
7.3733, P < 0.05; 9.0 vs 6.2, t = 5.4235, P < 0.05). 
In the labelled group, there were 680 labelled 
lymph nodes, of which 322 were metastatic ones. 
The numbers of labelled and metastatic lymph 
nodes were linearly correlated with each other (r 
= 0.3468, P < 0.05)�.

CONCLUSION: Submucosal injection of par-
ticulate carbon can help to clean metastatic 
lymph nodes in total mesorectal excision. The 
number of labelled lymph nodes is correlated 
with that of metastatic lymph nodes�.

Key Words: Rectal cancer; Particulate carbon; Lym-
phatic metastasis

Zhang RP, Tian SL, Zhang HG. Clinical application of 
submucosal injection of particulate carbon around the 
rectal cancer lesions in total mesorectal excision. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(26):2652-2654

摘要
目的: 探讨微粒子碳在直肠癌全直肠系膜切
除术(TME)中的应用价值. 

方法: 对45例直肠癌患者术前3 d在直肠镜癌
周黏膜下注射微粒子碳, 行全直肠系膜切除
术. 并与常规TME手术组进行比较. 所有切除
淋巴结行RT-PCR法检测MMP-7 mRNA的表
达以确定此淋巴结有无转移. 

结果: 实验组共清除淋巴结1056枚, 平均23.5
枚. 对照组清除淋巴结723枚, 平均16.1枚, 两
组比较有统计学意义(t  = 7.3733, P <0.05). 实
验组清除转移淋巴结403枚, 平均9.0枚. 对照
组281枚, 平均6.2枚, 差别具有统计学意义(t  = 
5.4235, P <0.05). 实验组黑染淋巴结共680枚, 
其中转移淋巴结322枚, 两者具有线性相关关
系(r = 0.3468, P <0.05).

结论:  黏膜下注射微粒子碳应用于直肠癌
TME术可增加术中转移淋巴结的清除. 直肠
癌淋巴结墨染与转移有关.

关键词: 直肠癌; 微粒子碳; 淋巴结转移
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0  引言

直肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一, 尽管

■背景资料
自1982年heald提
出TME并广为应
用于临床以来, 直
肠癌的术后局部
复发率大大的降
低, 生存质量有了
很大的提高(低位
保肛、自主神经
保留等) ,  其疗效
是喜人的. 
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近年来越来越多的患者在发病早期即刻进行准

确的根治性手术治疗, 但其预后无明显改善, 仍
然有30%的术后患者在5 a内死于复发, 其原因

多是对微小病灶的切除不彻底[1]. 外科医生在术

中只能依靠经验来判断肿瘤灶,并以此指导实

施手术. 术后局部复发率高达20%-30%[2], 且局

部复发的部位很少是吻合口内腔, 而是吻合口

旁周围或盆腔内复发.自从全直肠系膜切除术( 
total mesorectal excision, TME)或称直肠周围系

膜全切除术(complete circumferential mesorectal 
excision, CCME)应用临床以来, 直肠癌术后局部

复发率可以降至10%以下[3]. 既往只能通过术后

病理学方法判断其切除范围是否达到要求. 术
中只能凭借外科医生的个人经验来选择切除范

围. 因此我们需要一个更好的手段, 在术中指导

外科医生的术中操作. 1983年荻原 et al [4]研制出

微粒子活性碳, 将其在肿瘤局部注射后, 碳粒子

可沿淋巴管走行, 使所属淋巴结黑染, 具有高度

的淋巴趋向性. 我们使用微粒子碳局部注射对

直肠癌引流区域淋巴结进行染色, 术中指导切

除标本的边界及淋巴结清除, 结果显示, 此方法

具有较高的临床使用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 我科2003-04-01/2005-04-01收治的90
例直肠癌病例, 随机数字表法分为两组. 实验组

45例, 男26例, 女19例, 年龄37-72(中位49)岁. 对
照组45例, 男30例, 女15例. 年龄38-69(中位47)
岁. 所有患者均按照TME原则行直肠癌根治术. 
50 g/L三菱CH40(微颗粒直径157 nm)与稳定剂

聚乙烯吡洛酮25 g/L混合的悬浮液由中国医科

大学赠送. 临用前将盛有2 mg丝裂霉素小瓶中注

入2 mL生盐水将其溶解, 再将50 g/L CH40悬浮液

2 mL注入MMC溶液中与其混入制成4 mL MMC-
CH40悬浮液. 
1.2 方法 术前3 d直肠镜直视下于瘤体周缘直肠

黏膜下注入MMC-CH40, 0.5-1.0 mL/点, 3-4点
/例. 两组均按照Heald et al [5]介绍的方法进行, 直
视下在骶前间隙、盆筋膜脏层与壁层间锐性分

离, 保持包裹直肠后脂肪及淋巴血管的盆筋膜脏

层完整无损, 肿瘤远端直肠系膜切除≥5 cm, 肠
段切除>2 cm, 实验组要切除全部黑染组织. 术
后将标本平铺, 将所有淋巴结取出, 按黑染和未

黑染进行分类. 分类后行 RT-PCR法检测MMP-7 
mRNA的表达.

统计学处理 对实验结果及临床资料采用

SPSS 10.0 统计软件包进行t检验, χ2检验以及直

线相关分析. P <0.05有统计学意义.

2  结果

2. 1 术中情况 术中可见被微粒碳黑染的淋巴结, 
尤以肠系膜, 直肠上动脉及肠系膜下动脉周围及

根部淋巴结更易被辨认.
2.2 淋巴结清除结果 实验组共清除淋巴结1056
枚, 平均24.6枚/例; 对照组共清除淋巴结723枚,
平均15.1枚/例, 实验组明显高于对照组(P <0.05). 
注墨组共清除转移淋巴结403枚, 平均7.8枚/例, 
对照组共清除转移淋巴结281枚, 平均6.2枚/例
(P <0.05, 表1). 
2.3 微转移淋巴结与黑染淋巴结关系 实验组黑

染淋巴结共680枚, 其中转移淋巴结322枚, 两者

具有直线相关关系(r = 0.3468, P <0.05). 黑染淋

巴结中转移淋巴结为47%, 非黑染淋巴结中转移

淋巴结为22%. 两者差别有统计意义(χ2 = 68.348, 
P <0.05). 所有注射微粒子碳的患者均未出现任

何异常反应(图1).图1)..

3  讨论

直肠癌手术后约5%-25%的患者出现局部复发, 
并直接影响患者的预后, 而淋巴结清除不彻底

是其主要原因之一, 目前尚缺乏快速、准确、

有效的术中鉴定淋巴结转移的方法. 因此, 在

■相关报道
国外的Enker et al , 
国内的顾晋 et al
学 者 ,  分 别 从 各
个方面进行了研
究, 包括临床、病
理等几个方面, 为
TME提供了许多
依据. 

        

表  1    实验组与对照组淋巴结清除情况

实验  45  1056     24.6a         45              403             9.0c

组					   
对照  45    723     15.1          45              281             6.2
组					   

  组           淋巴结     平均     淋巴结          转移	 平均

  别         清除总数    值     转移例数  淋巴结清除数      值
n   

黑
染

淋
巴

结

25

20

15

10

 5

 0

转移淋巴结
 0                         5                         10                        15

图  1  45例患者黑染淋巴结与微转移淋巴结的关系.

at = 7.3733, aP<0.05 vs 对照组; ct = 5.4235, cP<0.05 vs 对
照组.
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进行常规淋巴结清除时, 多数外科医师仅凭经

验, 因而存在一定的盲目性, 尤其是与血管、神

经附着紧密的淋巴结更易被遗漏. 近年来, 一些

学者开始采用TME及侧方淋巴结清除等手术,
其目的是为了更彻底清除转移淋巴结, 减少肿

瘤残留, 但其并发症的发生率却不容乐观, 如吻

合口瘘以及腹腔神经丛损伤导致的胃肠功能紊

乱、排尿及性功能障碍等. 国内外许多学者在

直肠癌术中指导方面进行了大量的研究[6-8]. 如
放射免疫介导手术就是其中的一种. 虽然其具

有特异性高的优点, 但是因有潜在放射性污染

的危险而使其应用受到限制. MMC-CH40这种

吸附抗癌药的的微粒子碳对淋巴系统具有极高

的趋向性, 发现黑染淋巴结是清除术的良好标

记, 碳粒在局部可滞留1 wk以上. 我科自2003年
起将其在直肠癌病例中进行临床应用, 术前于肿

瘤周围局部多点注射, 实验组显示, 术中淋巴结

染色良好, 与周围组织界限清楚, 尤其可清晰辨

认直肠上动脉至肠系膜下动脉根部区域内被黑

染的淋巴结, 使手术医师在清除第Ⅱ、Ⅲ站淋巴

结时更具有针对性, 因而可避免对周围血管、神

经等的损伤. 实验组淋巴结清除数明显高于对照高于对照于对照

组. 尤其是在手术中不容易清除的淋巴结, 注墨

对直肠癌淋巴结清除的指导作用, 我们将取出的

淋巴结进行RT-PCR法MMP-7 mRNA检测. 以确

定其是否为转移淋巴结. 直肠癌中MMP-7只在

癌细胞和个别异型性上皮细胞中表达, 在淋巴结

中检测到MMP-7 mRNA 是诊断淋巴结转移的依

据[9-11]. 我们发现, 注墨组转移淋巴结的切除数量

高于对照组. 常规手术组有可能有转移淋巴结的

残留, 为术后局部复发残留隐患. 因此, 在直肠癌

TME手术中应用MMC-CH40有助于转移淋巴结

的清除, 减少局部复发率.
黑染淋巴结的转移率(47%)高于非黑染淋

巴结(22%), 具有统计意义. 但是此点并不能说

明MMC-CH40染色与转移淋巴结有关. 因此, 
我们对黑染淋巴结和转移淋巴结的关系进行了

线性相关分析. 通过分析45例患者黑染淋巴结

和转移淋巴结的关系, 我们发现两者具有相关

性. 说明淋巴结黑染与淋巴结转移有关. 这有可

能是因为在癌周黏膜下注射微粒子碳, 距离癌

组织近的淋巴结染色的机率大, 而癌细胞的淋

巴转移也是由近向远..
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■同行��评价
本研究探讨了微
粒子碳在直肠癌
全直肠系膜切除
术中的应用价值, 
思路较新, 实验设
计 合 理 ,  有 科 学
性 .  论 文 书 写 流
畅, 数据可信, 可
供临床参考.
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1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 
大16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 
邮发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 
世界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消

化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外

科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

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
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中文核心期刊要
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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]

2   马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863 

3    Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4    尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 第
1版. 上海: 上海科学技术文献出版社, 1995: 
382-385

4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 

投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 
录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.

世界胃肠病学杂志社

100023, 北京市2345信箱

郎辛庄北路58号院怡寿园1066号
电话: 010-85381901
传真: 010-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com 
http://www.wjgnet.com
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