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Abstract
Carcinogenesis springs from the combined 
forces of both genetic and epigenetic events. 
The role of epigenetic modification in the pro-
gression of carcinoma has been suggested by a 
lot of evidences in recent years. An epigenetic 
event alters the activity of genes without chang-
ing their structure. Gastrointestinal tumor is the 
most common cancer in China, and the investi-
gation of epigenetic modification is significant in 
cell immunity, phylaxis, cell differentiation and 
preventive therapy.

Key Words: Gastrointestinal tumor; Gene regula-
tion; DNA methylation; Histone modification

Zhu XJ ,  Da i  DQ.  Epigenet i c  modi f i ca t ion  and 
gastrointestinal tumor. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(34):3251-3256

摘要
肿瘤的形成受遗传学和表遗传学修饰的影响. 
近年来, 越来越多的证据表明, 表遗传学修饰

在肿瘤进展中同样有重要作用, 表遗传调控

可以影响基因转录活性而不涉及DNA序列的

改变. 胃肠道肿瘤是我国最常见的肿瘤, 表遗

传研究对了解胃肠道肿瘤的的发病机制、细

胞免疫与防御、细胞分化以及预防治疗等方

面具有十分重要的意义. 

关键词: 胃肠道肿瘤; 基因调控; DNA甲基化; 组蛋

白修饰
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0  ��引言

1999 年, Wolffe et al在Science杂志上对表遗传

学的现代概念作了一个比较精确的描述: 表遗

传学是研究非DNA序列变化引起的, 可遗传的

基因表达改变表遗传学的研究对象不是基因组

核苷酸序列所携带的遗传信息, 而是研究基因

表达在时间和空间上的调控问题,包括DNA甲

基化、组蛋白修饰、基因组印迹、染色体重

塑、基因表达重新编程、X染色体失活等, 其中

最主要的两个研究内容是DNA甲基化和组蛋白

修饰. 
随着人类基因组测序工作的基本完成, 人

类遗传学研究从基因时代进入后基因组时代, 
即功能基因组时代. 近几年, 表遗传学改变的

研究取得了长足进展 ,  成为胃肠癌临床基础

研究的一个热点领域 .  人类表观基因组协会

(humnan epigenomeconsortium, HEC)在2003-10
正式宣布开始实施人类表观基因组计划(human 
epigenome project, HEP)这一计划标志着表观

遗传学和表观基因组学研究进入一个新的阶段,  
也为征服肿瘤和其他疾病带来了希望. 现拟就

胃肠道肿瘤的表遗传学研究进展作一综述. 

 述评 EDITORIAL 

表遗传学与胃肠道肿瘤

朱新江, 戴冬秋
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■背景资料
胃肠道肿瘤发病
率居各种恶性肿
瘤之首, 严重危
害人类健康. 过
去10 a的研究表
明表遗传学在胃
肠道肿瘤发生、

发展中扮演重要
角色, 为其早期
诊断, 预后判断
和干预治疗提供
了新的思路. 

 wcjd@wjgnet.com 
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1  DNA甲基化与胃肠道肿瘤

1.1 DNA甲基化 甲基化修饰是脊椎动物惟一的

DNA自然修饰方式, DNA甲基化是指在DNA
甲基转移酶(DNA methyltransferase, Dnmt)的
作用下 ,  以S-腺苷甲硫氨酸(S A M)为甲基供

体, 将甲基基团转移到胞嘧啶和鸟嘌呤(CpG)
二核苷酸的胞嘧啶中5位碳原子上并与其3 '端
的鸟嘌呤形成mCpG, 且在双链对称出现. 甲基

化特征的遗传主要是通过维持性甲基转移酶

(maintenance methyltransferase)实现的, 其特点

是以双链中互补链为甲基化CG的CpG作为底

物,从而保证在子代细胞中有可能恢复亲代的甲

基化状态, DNA甲基化在哺乳动物发育中有重

要的调控功能. 胚胎起源中, 发生两步即新甲基

化(denovo methylation)和再甲基化(maintenance 
methylat ion)的过程. 相应地存在两种DNA甲

基化酶, 即维持甲基转移酶(maintenance DNA 
methyltransferase, DNMT1)重新甲基转移酶(de 
novo methyltransferase, DNMT3a, DNMT3b). 在
甲基化的双链D N A复制后所生成的两条新的

DNA 链中, 只有亲代链是甲基化的, 新合成单链

是非甲基化的. 维持甲基化酶的作用是识别子代

DNA双链中亲代单链上已甲基化的CpG位点, 然
后催化互补单链的胞嘧啶(C)发生甲基化DNA甲

基化主要发生在CpG岛上. DNA甲基化异常可分

为甲基化增强, 甲基化减弱和甲基化酶水平增高

三种类型, 其中甲基化增强在肿瘤中最常见与肿

瘤的关系比较明确, 被认为是肿瘤抑制基因失活

的重要途径, 研究取得的进展也报道的最多. 癌
基因多为不充分甲基化, 导致重新开放或异常表

达; 抑癌基因多为过度甲基化, 从而表达受抑制, 
DNA异常甲基化导致肿瘤发生的可能机制如下. 
首先, 在正常情况下非甲基化的CpG岛的高甲基

化, 可以导致肿瘤抑制基因的失活. 其次, DNA 
甲基化可以促进肿瘤相关基因的突变, 因为5-甲
基胞嘧啶可自发或在S-腺苷蛋氨酸的作用下引

起邻位脱氨而变为胸腺嘧啶, 使甲基化的CpG突

变为TpG, 这是最常见的突变,在抑癌基因p53中
也最常见, 是肿瘤相关基因甲基化促进细胞恶变

的一种机制. 
近年来胃肠道肿瘤相关基因的研究集中在

相关基因启动子区域CpG残基的高甲基化, 特别

是抑癌基因的研究, 目前已成为热点. CpG岛的

定义是由Gardiner-garden和fromner提出的,  其
大小范围为0.5-5 kB,  基因中平均每100 kB即

可出现. 由于这些区域未发生甲基化,  故富含

CpG(60%-70%)CpG/GPC大于0.6. 目前认为: 基
因表达与CpG岛甲基化程度呈负相关, CpG甲基

化抑制基因转录的机制还远未完全明确. 
1.2 DNA甲基化与胃癌

1.2.1 p16基因 又称多肿瘤抑制基因(mult iple 
t u m o r s u p p r e s s o r, M T S)定位于9p21, 全长

8.5*103(M r8500)有2个内含子和3个外显子组

成. 其编码的蛋白是一种重要的细胞周期负调

空蛋白, 通过与细胞周期蛋白依赖激酶CDK4
和CDK6结合而抑制蛋白激酶活性, 从而抑制

细胞的增殖 ,  被认为是最重要的抑癌基因之

一. Lee et al [1]最早报道了p16甲基化与胃癌的

关系, 他们用甲基化敏感性限制性内切酶研究

了9个胃癌细胞株 ,  发现两个有甲基化 ,  而且

不表达p16mRNA, 体外以去甲基化剂5-deoxy 
azacytidine对胃癌细胞处理后,  可见因CpG岛

异常甲基化而封闭的基因重新表达. Lee et al [2]

同时测定了胃癌患者肿瘤和外周血基因的异

常甲基化, p16甲基化的出现率分别为66.7%和

51.9%, 而正常对照为阴性. 结果表明血清中基

因异常甲基化能如实的反映肿瘤中基因异常甲

基化的情况,  可作为胃癌患者的治疗筛选指标. 
Song et al [3]用甲基化敏感性限制性内切酶研究

了9个胃癌细胞株及28例原发性胃癌标本, 结果

显示, 5个胃癌细胞株及5例原发性胃癌有启动

子CpG岛的甲基化, 他们均不表达p16蛋白; 另
外1例原发性胃癌也不表达p16蛋白, 但无CpG
岛的甲基化. Shim et al [4]用甲基化特异性PCR
研究了88例散发性胃癌, 其中37例(42 %)有p16
的甲基化. 他们通过免疫组织化学分析了41例
胃癌(22例有甲基化, 19例无甲基化)的p16蛋白

表达情况, 结果显示: 在22例有甲基化的胃癌标

本中, 19例(86%)完全不表达p16蛋白; 而在19
例无甲基化的胃癌标本中, 仅有2例(11%)完全

不表达p16蛋白. 在这88例胃癌标本中, 21例曾

证实有微卫星不稳定性, 这21例中13例(62%)有
p16INK4a的甲基化. Kang et al [5]研究表明, p16
在慢性胃炎、肠化生、胃腺瘤和胃癌的甲基化

频率逐渐升高, 分别为2.7%, 7%, 11.4%和43.8%, 
反映了癌的演变过程, 也证明他是早期事件以

上结果均证明:  p16基因CpG岛甲基化可导致

p16表达缺失, 是该基因灭活的重要原因. 在国

内, 赵成海 et al [6]的研究中发现p16基因甲基化

在正常胃黏膜中未发现, 而在癌旁组织和胃癌

组织中检出率分别为8.3%和33.3%. 提示胃癌中

p16基因表达改变并不是由于基因突变或缺失

■研发前沿
目前国际上的表
遗传学方面的研
究继组蛋白乙酰
化后组蛋白甲基
化成为又一热点. 
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引起, 而主要由于启动子甲基化导致. 
1.2.2 hMLH1 hMLH1是一种DNA错配修复基

因与癌基因和抑癌基因一样在致瘤过程中起

关键作用, 他的突变或表达降低会增加受损伤

细胞中DNA的突变频率,不仅导致癌基因和抑

癌基因的突变率增高, 还可导致微卫星不稳定

(microsatellite instability, MSI)的发生. Fleisher 
e t a l [7]检测了65例胃癌的hMLH1甲基化情况, 
其中18例胃癌有多个微卫星位点突变 ,  为高

频率微卫星不稳定性(M S I-H); 8例胃癌仅有

1个微卫星位点突变, 为低频率微卫星不稳定

(MSI-L); 39例胃癌无微卫星位点突变, 为微卫

星不稳定性阴性(MSI-阴性). 结果显示: 77.8%
的MSI-H胃癌发生hMLH1基因的甲基化; 75%
的MSI2L胃癌发生hMLH1基的甲基化; 仅23%
的MS I-阴性胃癌有hMLH1基因的甲基化. 而
且, 发生hMLH1基因甲基化的胃癌仅表达少量

的hMLH1蛋白, 而未发生hMLH1基因甲基化的

胃癌表达丰富的hMLH1蛋白. 这些数据表明: 
hMLH1基因甲基化可导致DNA错配修复缺陷, 
并且与胃癌的MSI密切相关. Leung et al [8]的研

究不仅证实hMLH1基因甲基化与胃癌MSI-H密

切相关, 还证实hMLH1蛋白的丢失与浸润性肿

瘤的发生密切相关. Nakajima et al [9]还发现随

着年龄的增加, hMLH1甲基化的频率显著增加, 
提示其在老年人胃癌的发生过程起着重要作

用. Kang et al [10]研究发现hMLH1甲基化可能包

含在早期胃癌发展过程中, 如hMLH1甲基化在

癌组织中出频率为42.2%, 比肠化生2.1%, 腺瘤

11.5%更频繁. 研究表明, hMLH1在慢性胃炎、

肠化生、胃腺瘤和胃癌的甲基化频率逐渐升

高,  反映了癌的变化过程. 
1.2.3 pS2 他主要分布在胃肠道的黏液分泌细胞, 
维持黏液分泌稳定. pS2在胃肠道黏膜受到急性

损伤时表达增高, 刺激胃肠道黏膜细胞的增生、

修复、维护胃肠道黏膜的屏蔽作用. pS2定位于

第21号染色体, 含有3个外显子和2个内显子, 编
码一含有信号肽的84个氨基酸的多肽, 成熟后为

一60氨基酸的分泌型胞外多肽. pS2曾被认为是

胃癌特异的肿瘤抑癌基因,  Fujimoto et al [11]检测

了胃癌、腺瘤和非肿瘤性黏膜的pS2启动子的

甲基化情况. 结果显示: 其主要发生在分化好的

胃癌和肠化生黏膜中,  发生pS2甲基化的胃癌不

表达pS2蛋白. 因此他们认为,  pS2启动子甲基化

参与早期胃癌的发生. 
1.2.4 APC APC(adenomatous polyposis coli,  

APC)最初是在结肠腺瘤性息肉病中发现的. 位
于5q的APC基因为一个典型的抑癌基因, 其蛋白

参与修饰转录活化和细胞周期的调节, 在多种

人类肿瘤中发现其结构异常, 这说明APC基因可

能涉及广谱人类肿瘤的发生.通过对胃癌APC基
因的分析发现[12]: 用特异化甲基PCR(MSP)对胃

癌标本和胃癌细胞株的分析发现: 82.5%的原发

性胃癌, 97.5%胃癌患者的癌旁胃黏膜和10个胃

癌细胞株APC启动子1A呈高甲基化, 而启动子

1B却没有发生甲基化. 由于甲基化, 在10个细胞

株中, 外显子1A没有出现APC表达, 而外显子1B
却出现APC表达. 说明APC启动子1A甲基化在

胃癌形成的早期就出现, 可成为有用的生物标

记. 有研究表明: APC在慢性胃炎、肠化生、胃

腺瘤和胃癌的甲基化频率均较高, 在肠化生中

达80.7%, 可以说明他是胃癌发生的早期事件. 
1.2.5 p14INK4a/ARF(CDKN2A) 定位于染色体

9p21, 编码2个不同的蛋白质, 一个为细胞周期

依赖性激酶抑制剂p16INK4a; 另一个产物为其可

变读框基因(alter ativereading frame, ARF)编码,  
产生一个由132个氨基酸组成, M r1390的P14蛋
白, p14蛋白能稳定和提高细胞p53水平, 增强

p53在G1S期和G2M期的限制点效应, 最终使细

胞阻滞于G1期和G2期. 因此p14属于肿瘤抑制

基因, 具有显著的细胞周期负调控作用[13]. 目
前认为, 恶性肿瘤中p14主要由于p14启动子甲

基化而失活. Iida et al [14]发现扩散型胃癌p14启
动子甲基化率45.5%. 同时, 因p14启动子甲基

化而失活者, 在细胞质中可以发MDM2(murine 
doublegene 2), 而且p53表达失活,  用去甲基化

试剂处理后, MDM2又回到细胞核而且p53也表

达. Esteller et al [15]对胃癌细胞株的分析发现, 7
个细胞株中有5个不表达p14 mRNA, 对不表达

者进一步分析, 发现其启动子高甲基化. 有研究

表明: p14在胃腺瘤和胃癌中的甲基化频率比在

胃炎和肠化生中明显升高. 
1.2.6 上皮-钙黏素 是一种重要的钙依赖性黏附

分子, 在上皮细胞之间起着同质性黏附及维持组

织结构完整性的作用, 在多种肿瘤中的表达降低

或丢失. 他在胃癌中的表达与肿瘤的浸润、转

移呈负相关. 在约50%的未分化型胃癌中,  上皮-
钙黏素有突变,  从而被灭活. Tamura et al [16]的研

究显示, 上皮-钙黏素基因启动子的甲基化可导

致其表达降低, 而且发生于胃癌的早期, 他们用

甲基化特异性PCR-SCP及直接测序PCR产物的

方法, 来研究上皮钙黏素基因启动子的甲基化

■应用要点
胃肠道肿瘤相关
靶 基 因 的 异 常
DNA甲基化依靠
MSP方法检测可
用于肿瘤的早期
诊断. 
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情况, 该技术可以检测出启动子内所有被甲基

化的胞嘧啶. 对53例原发性胃癌检测结果显示, 
51%的胃癌有甲基化, 未分化型胃癌的甲基化率

(83%)明显高于其他组织类型的胃癌(34%); 早
期胃癌与进展期胃癌的甲基化率相似, 对4例进

展期胃癌和2例早期胃癌的DNA经硫化处理后

进行了测序分析, 发现这6例胃癌的上皮-钙黏素

基因, 在靠近转录起始部位的CpG均发生甲基

化, 经Western印迹杂交检测, 证实有4例肿瘤的

上皮-钙黏素蛋白表达消失或明显减少. 因此可

见, 上皮-钙黏素基因启动子的甲基化与胃癌密

切相关. 
1.2.7 TIMP-3 为金属蛋白酶组织抑制基因, 参
与肿瘤细胞的扩散及肿瘤的生长调节. 与正常

细胞相比, 90%的胃癌细胞株都因其CpG岛甲

基化而不能表达, 用去甲基化剂处理后又得到

表达,说明该基因甲基化与胃癌的扩散、恶化

有一定关系. 关志宇 et al [17]应用甲基化特异性

PCR(MSP)技术和免疫组织化学方法分别检测

78例患者的胃正常黏膜组织、胃癌组织及转移

淋巴结中TIMP-3基因启动子甲基化和蛋白表

达情况, 发现胃正常黏膜组织, 早期、进展期

胃癌组织和转移淋巴结中TIMP3基因启动子均

有甲基化修饰, 其阳性率分别为35.9%(28/78); 
85.0%(17 /20),  89.7%(52 /58) ;  转移淋巴结

100%(78/78). 胃正常黏膜组织TIMP3蛋白表达

全部为阳性(100%), 20例早期胃癌中, 6例阳性

(30%). 另外, 胃癌70例蛋白表达阴性的标本中, 
64例TIMP3基因启动子甲基化阳性(91.4%). 得
出结论: 启动子区CpG岛高甲基化是胃癌组织中

TIMP3基因表达失活的主要机制, 可能成为胃癌

分子诊断与病期评估的标志之一. 
此外, 近年人们的正在研究和观注的基因

甲基化还有SOCS-1, p15INK4B, FEZ1/LZTS1,  
RUNX3, DCC, CD44等众多基因. 
1.3 DNA甲基化与大肠癌　 
1.3.1 p16 p16是一个重要的细胞周期调控基因, 
p16基因被发现在多种肿瘤中失活, 其中包括大

肠癌, 是一种广谱的癌特异性的甲基化的基因. 
多数研究表明, 除了少数为等位基因的纯合性

缺失外, 启动子的过度甲基化是p16失活的主要

原因. 大约30%的结肠癌患者有p16基因启动子

的甲基化, 多数研究显示p16基因启动子过度甲

基化的大肠癌具有一些特殊的临床病理特征. 
如Wiencke et al [18]的研究显示p16基因启动子过

度甲基化和右半结肠癌、女性和低分化癌相关. 

Liang et al [19]发现p16基因启动子过度甲基化的

T3N0M0的大肠癌的预后较差. Herman et al [20]对

结直肠癌及正常结直肠黏膜的p16基因甲基化

进行检测, 发现在结直肠癌细胞系及原发瘤中,  
p16基因甲基化分别为92%(12/13), 90%(18/20). 
正常结直肠黏膜及5个小腺中p16基因无异常甲

基化, 这似乎显示p16基因甲基化是p16基因失

活最重要机制而且是癌前的早期改变. 
1.3.2 p14 p14也是一个细胞周期调控基因, 可以

通过等位基因的纯合性缺失或基因启动子的过

度甲基化而失活, 近1/4的大肠癌发生p14基因启

动子的过度甲基化. Sato et al [21]的研究显示p14启
动子甲基化可能为溃疡性结肠炎相关的大肠癌

发生过程中的常见的早期分子事件. Shen et al [22]

的研究表明在大肠癌中p14基因启动子过度甲基

化与MSI关系密切, p14基因启动子过度甲基化

的大肠癌更常表现为MSI. 
1.3.3 hMLH1 研究表明大多数的遗传性非息肉

病性结直肠癌(hereditary nonpolyposis colorectal 
cancer, HNPCC)和部分散发性大肠癌(sporadi
ccolorectalcancer, SCRC)(约10%-15%)表现为

MS I, 但二者发生MS I的原因不同, 前者是由

于错配修复基因的突变, 而后者则主要是由于

hMLH1基因启动子的过度甲基化导致hMLH1
基因的沉默表达引起. 研究显示MSI(+)的SCRC 
中hMLH1基因启动子过度甲基化的检出率高

达70%-90%[23]. Deng et al [24]发现发生在hMLH1
启动子近端区域(-248-178)的过度甲基化与

hMLH1蛋白的失表达关系密切, 前者导致了后

者的发生. Arnold et al [25]在hMLH1启动子过度

甲基化的大肠癌细胞株的体外实验中发现, 用
甲基化抑制剂对细胞株进行处理使之重新表达

hMLH1蛋白, 可以克服大肠癌细胞株对5-FU的

耐药性. Plumb et al [26]在动物实验中也发现用甲

基化抑制剂使hMLH1蛋白重新表达后可以逆转

肿瘤对顺铂、卡铂、替莫唑胺和表柔比星的耐

药性. 
1.4 DNA甲基化与其他胃肠道肿瘤 有关DNA甲

基化与小肠, 十二指肠等的研究及报道甚少. 仅
有报导Laird以5-Aza-CdR(甲基转移酶抑制剂)治
疗鼠小肠肿瘤, 小肠腺肿平均数目由113个降为

仅2个息肉, 提示5-Aza-CdR可恢复因甲基化而

沉默的生长调节基因而减缓肿瘤细胞的生长.

2  组蛋白的修饰与胃肠道肿瘤

2.1 组蛋白的修饰 组蛋白的修饰比DNA甲基化

■创新盘点
本文介绍了存在
于胃肠道肿瘤中
的表遗传学改变, 
对近几年的研究
热点和结论做了
具体综述, 尤其是
肿瘤抑制基因启
动子区甲基化状
态的变化与肿瘤
的发生发展之间
的关系方面. 
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复杂得多, 因为不同组蛋白(组蛋白H3和H4)的
不同氨(H3末端有7个Lys和2个Ser; H4末端有5
个Lys和1个Ser)可以发生不同类型的修饰,  包括

乙酰化、甲基化、磷酸化、泛素化、糖基化、

ADP核糖基化、羰基化等, 他们都是组蛋白密

码的基本元素[27]. 在组蛋白的修饰中, 研究最多

的是乙酰化, 乙酰化修饰大多在组蛋白H3 Lys的
9, l4, l8, 23和H4 Lys 5, 8, 12, l6等位点. 组蛋白乙

酰化是可逆的动态过程, 组蛋白乙酰基转移酶

(histoneaceytltransferase, HAT)将乙酰辅酶A(乙
酰CoA)乙酰基部分转移到核心组蛋白氨基末

端上特定Lys残基的氨基基团. 氨基上的正电荷

被消除, 这时DNA分子本身所带有的负电荷有

利于DNA构象的展开, 核小体的结构变得松弛. 
这种松弛的结构促进了转录因子和协同转录因

子与DNA分子的接触, 因此组蛋白乙酰化可以

激活特定基因的转录过程. 组蛋白去乙酰化酶

(histone deacetylase, HDAC)则移去组蛋白Lys残
基上的乙酰基, 恢复组蛋白的正电性, 带正电荷

的Lys残基与DNA分子的电性相反, 增加了DNA
与组蛋白之间的吸引力, 使启动子不易接近转

录调控元件,  从而抑制转录. 许多研究已证实了

组蛋白高/低乙酰化在肿瘤发生中起重要作用: 
组蛋白的乙酰化促进基因转录, 而去乙酰化抑

制基因转录. 甲基化也是组蛋白的修饰之一, 是
由组蛋白甲基化酶(histone methyltransferases, 
HMT)催化的, 可以改变染色体的状态, 进而调

节基因的转录, 间接导致肿瘤的发生. H3-K9甲
基化可以抑制基因表达, 而H3-H4甲基化可以激

活效应. 上述各种修饰方式不是独立的, 更多的

时候可以通过协同或拮抗来发挥作用. 组蛋白

甲基化也与DNA甲基化联合作用共同参与基因

沉默, H3-K9甲基化与DNA甲基化在基因的沉默

机制中有协同作用, 而H3-H4甲基化拮抗DNA
甲基化所产生的基因沉默. 在哺乳动物中,  DNA
甲基化可能是一个优势事件, 组蛋白甲基化需

在DNA甲基化的指导下才能完成.  
2.2 组蛋白修饰与胃肠道肿瘤 Kondo et al [28]对结

肠癌细胞株的研究表明, H3组蛋白的9-赖氨酸

的低乙酰化、4-赖氨酸的低甲基化和9-赖氨酸

的过度甲基化p16, hMLH1和MGMT三个基因启

动子过度甲基化引起的基因表达沉默相关, 提
示在大肠癌中DNA 的甲基化和组蛋白的修饰密

切相关, 共同作用于基因的调控过程. Cameron 
et al [29]的研究显示对p16,TIMP-3, p15和hMLH1 
基因启动子过度甲基化的结肠癌细胞, 单用组

蛋白脱乙酰化酶(histone deac-etylase, HDAC)抑
制剂无法使失活的基因重新表达; 但如果先用

小剂量的DNA甲基化抑制剂处理使基因获得轻

度的重新表达, 再用HDAC抑制剂处理后, 则可

使结肠癌细胞基因重新表达显著增强, 提示组

蛋白的脱乙酰化和DNA的高甲基化共存于基因

失活的过程之中, 但DNA的高甲基化在导致这

些基因失活中可能扮演主导作用. 

3  染色质重塑

染色质重塑(remodeling)指染色质位置和结构的

变化. 主要涉及密集的染色质丝在核小体连接

处发生松解造成染色质解压缩,从而暴露基因转

录启动子区中的顺式作用元件,为反式作用蛋白

(转录因子)与之结合提供了一种称为可接近性

(accesibility)的状态. 染色体重塑过程由两类结

构介导: ATP依赖型核小体重塑复合体和组蛋白

修饰复合体. 前者通过水解作用改变核小体构

型; 后者对核心组蛋白N端尾部的共价修饰进行

催化. 修饰直接影响核小体的结构, 并为其他蛋

白提供了和DNA作用的结合位点[30]. 染色质的

重塑和组蛋白的去乙酰化是相互依赖的, DNA 
甲基化可能需要组蛋白去乙酰化酶(HDACs)的
活动或染色质的重塑中的成分参与. 

近几十年来的研究表明, 单靠传统的遗传

学研究并不能解释恶性肿瘤这一复杂现象的全

部问题, 肿瘤的病因和发病机制至今依然是没

有明确答案的谜团. 组蛋白乙酰化水平直接影

响肿瘤的进程, HDAC抑制剂能诱导多种肿瘤细

胞的生长停滞和分化, 证明了组蛋白高乙酰化

在肿瘤发生预防中的作用. 目前研究中表遗传

学研究为肿瘤的早期诊断、预后判断和干预治

疗提供了新的思路, 表观基因改变和基因改变

的主要区别在于: 表观基因改变是可逆的, 能被

治疗剂所逆转甚至可通过饮食预防, 在这一点

上, 他比基因改变有着更为广阔的治疗前景.

4      参考文献� 
1	 Lee YY, Kang SH, Seo JY, Jung CW, Lee KU, Choe 

KJ, Kim BK, Kim NK, Koeffler HP, Bang YJ. Altera-
tions of p16INK4A and p15INK4B genes in gastric carci-
nomas. Cancer  1997; 80: 1889-1896

2	 Lee TL, Leung WK, Chan MW, Ng EK, Tong JH, Lo 
KW, Chung SC, Sung JJ, To KF. Detection of gene 
promoter hypermethylation in the tumor and se-
rum of patients with gastric carcinoma. Clin Cancer 
Res  2002; 8: 1761-1766

3	 Song SH, Jong HS, Choi HH, Kang SH, Ryu MH, 
Kim NK, Kim WH, Bang YJ. Methylation of specific 

■同行评价
本文较全面的综
述了近年来胃肠
道肿瘤中个别基
因, 尤其是肿瘤抑
制基因的启动子
区甲基化状态的
变化与肿瘤的发
生发展之间的关
系, 具有一定的学
术参考价值. 



www.wjgnet.com

3256                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年12月8日    第14卷   第34期

CpG sites in the promoter region could significantly 
down-regulate p16INK4a expression in gastric adeno-
carcinoma. Int J Cancer  2000; 87: 236-340

4	 Shim YH, Kang GH, Ro JY. Correlation of p16 hy-
permethylation with p16 protein loss in sporadic 
gastric carcinomas. Lab Invest  2000; 80: 689-695

5	 Kang GH, Lee S, Kim JS, Jung HY. Profile of aber-
rant CpG island methylation along multistep gastric 
carcinogenesis. Lab Invest  2003; 83: 519-526

6	 赵成海, 张宁, 卜献民, 李岩, 张海鹏. 胃癌多基因甲基
化状态分析. 世界华人消化杂志  2006; 4: 1004-1007

7	 Fleisher AS, Esteller M, Wang S, Tamura G, Suzuki 
H, Yin J, Zou TT, Abraham JM, Kong D, Smolinski 
KN, Shi YQ, Rhyu MG, Powell SM, James SP, Wil-
son KT, Herman JG, Meltzer SJ. Hypermethylation 
of the hMLH1 gene promoter in human gastric can-
cers with microsatellite instability. Cancer Res  1999; 
59: 1090-1095

8	 Leung SY, Yuen ST, Chung LP, Chu KM, Chan AS, 
Ho JC. hMLH1 promoter methylation and lack of 
hMLH1 expression in sporadic gastric carcinomas 
with high-frequency microsatellite instability. Can-
cer Res  1999; 59: 159-164

9	 Nakajima T, Akiyama Y, Shiraishi J, Arai T, Yanagi-
sawa Y, Ara M, Fukuda Y, Sawabe M, Saitoh K, 
Kamiyama R, Hirokawa K, Yuasa Y. Age-related 
hypermethylation of the hMLH1 promoter in gas-
tric cancers. Int J Cancer  2001; 94: 208-211

10	 Kang GH, Shim YH, Jung HY, Kim WH, Ro JY, 
Rhyu MG. CpG island methylation in premalignant 
stages of gastric carcinoma. Cancer Res 2001; 61: 
2847-2851

11	 Fujimoto J, Yasui W, Tahara H, Tahara E, Kudo Y, 
Yokozaki H, Tahara E. DNA hypermethylation at 
the pS2 promoter region is associated with early 
stage of stomach carcinogenesis. Cancer Lett  2000; 
149: 125-134

12	 Tsuchiya T, Tamura G, Sato K, Endoh Y, Sakata K, 
Jin Z, Motoyama T, Usuba O, Kimura W, Nishizuka 
S, Wilson KT, James SP, Yin J, Fleisher AS, Zou T, 
Silverberg SG, Kong D, Meltzer SJ. Distinct meth-
ylation patterns of two APC gene promoters in nor-
mal and cancerous gastric epithelia. Oncogene  2000; 
19: 3642-3646

13	 滕玥, 戴冬秋. 胃癌表遗传学的研究进展. 世界华人消
化杂志 2005; 13: 1814-1818

14	 Iida S, Akiyama Y, Nakajima T, Ichikawa W, Nihei 
Z, Sugihara K, Yuasa Y. Alterations and hypermeth-
ylation of the p14(ARF) gene in gastric cancer. Int J 
Cancer  2000; 87: 654-658

15	 Esteller M, Cordon-Cardo C, Corn PG, Meltzer SJ, 
Pohar KS, Watkins DN, Capella G, Peinado MA, 
Matias-Guiu X, Prat J, Baylin SB, Herman JG. p14ARF 
silencing by promoter hypermethylation mediates 
abnormal intracellular localization of MDM2. Can-
cer Res  2001; 61: 2816-2821

16	 Tamura G, Yin J, Wang S, Fleisher AS, Zou T, Abra-
ham JM, Kong D, Smolinski KN, Wilson KT, James 
SP, Silverberg SG, Nishizuka S, Terashima M, Mo-

toyama T, Meltzer SJ. E-Cadherin gene promoter 
hypermethylation in primary human gastric carci-
nomas. J Natl Cancer Inst  2000; 92: 569-573

17	 关志宇, 戴冬秋. 胃癌TIMP3基因启动子甲基化及
其蛋白表达的研究. 世界华人消化杂志  2006; 14 : 
138-143

18	 Wiencke JK, Zheng S, Lafuente A, Lafuente MJ, 
Grudzen C, Wrensch MR, Miike R, Ballesta A, Trias M. 
Aberrant methylation of p16INK4a in anatomic and 
gender-specific subtypes of sporadic colorectal cancer. 
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev  1999; 8: 501-506

19	 Liang JT, Chang KJ, Chen JC, Lee CC, Cheng YM, Hsu 
HC, Wu MS, Wang SM, Lin JT, Cheng AL. Hyper-
methylation of the p16 gene in sporadic T3N0M0 stage 
colorectal cancers: association with DNA replication 
error and shorter survival. Oncology  1999; 57: 149-156

20	 Herman JG, Merlo A, Mao L, Lapidus RG, Issa JP, 
Davidson NE, Sidransky D, Baylin SB. Inactivation 
of the CDKN2/p16/MTS1 gene is frequently asso-
ciated with aberrant DNA methylation in all com-
mon human cancers. Cancer Res  1995; 55: 4525-4530

21	 Sato F, Harpaz N, Shibata D, Xu Y, Yin J, Mori Y, 
Zou TT, Wang S, Desai K, Leytin A, Selaru FM, 
Abraham JM, Meltzer SJ. Hypermethylation of 
the p14(ARF) gene in ulcerative colitis-associated 
colorectal carcinogenesis. Cancer Res  2002; 62: 
1148-1151

22	 Shen L, Kondo Y, Hamilton SR, Rashid A, Issa JP. 
P14 methylation in human colon cancer is associ-
ated with microsatellite instability and wild-type 
p53. Gastroenterology  2003; 124: 626-633

23	 Potocnik U, Glavac D, Golouh R, Ravnik-Glavac 
M. Causes of microsatellite instability in colorectal 
tumors: implications for hereditary non-polyposis 
colorectal cancer screening. Cancer Genet Cytogenet  
2001; 126: 85-96

24	 Deng G, Chen A, Hong J, Chae HS, Kim YS. Meth-
ylation of CpG in a small region of the hMLH1 
promoter invariably correlates with the absence of 
gene expression. Cancer Res  1999; 59: 2029-2033

25	 Arnold CN, Goel A, Boland CR. Role of hMLH1 
promoter hypermethylation in drug resistance to 
5-fluorouracil in colorectal cancer cell lines. Int J 
Cancer  2003; 106: 66-73

26	 Plumb JA, Strathdee G, Sludden J, Kaye SB, Brown 
R. Reversal of drug resistance in human tumor 
xenografts by 2'-deoxy-5-azacytidine-induced de-
methylation of the hMLH1 gene promoter. Cancer 
Res  2000; 60: 6039-6044

27	 Linggi BE, Brandt SJ, Sun ZW, Hiebert SW. Trans-
lating the histone code into leukemia. J Cell Biochem  
2005; 96: 938-950

28	 Kondo Y, Shen L, Issa JP. Critical role of histone 
methylation in tumor suppressor gene silencing in 
colorectal cancer. Mol Cell Biol  2003; 23: 206-215

29	 Cameron EE, Bachman KE, Myohanen S, Herman 
JG, Baylin SB. Synergy of demethylation and histone 
deacetylase inhibition in the re-expression of genes 
silenced in cancer. Nat Genet  1999; 21: 103-107

                                   电编  李琪  编辑  张焕兰



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年12月8日; 14(34): 3257-3260
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

人食管癌顺铂耐药细胞系Ec9706/cDDP的建立及其生物
学特征

李 敏, 王志举, 李文涛, 董子明

李敏, 郑州大学基础医学院微生物学与免疫学教研室 河南
省郑州市 450052
王志举, 郑州大学基础医学院生理学教研室 河南省郑州市 
450052
李文涛, 郑州大学第一附属医院普外科 河南省郑州市 
450052
董子明, 郑州大学基础医学院病理生理学教研室 河南省郑
州市 450052
李敏, 郑州大学基础医学院博士, 讲师, 主要从事病理生理学
研究.
通�����讯����作者��: 董子明, 450052, 河南省郑州市, 郑州大学基础医学
院病理生理学教研室. dongzm@zzu.edu.cn
收稿日期�� �������������� ������ ����������: �������������� ������ ����������2006-08-28    接受日期�� ����������: ����������2006-09-20

Establishment of a cisplatin-
induced human esophageal 
carcinoma drug-resistant 
cell line and its biological 
characteristics 

Min Li, Zhi-Ju Wang, Wen-Tao Li, Zi-Ming Dong

Min Li, Department of Microbiology and Immunology, 
College of Basic Medical Sciences, Zhengzhou University, 
Zhengzhou 450052, Henan Province, China
Zhi-Ju Wang, Department of Physiology, College of Ba-
sic Medical Sciences, Zhengzhou University, Zhengzhou 
450052, Henan Province, China
Wen-Tao Li, Department of General Surgery, the First Affil-
iated Hospital of Zhenzhou University, Zhengzhou 450052, 
Henan Province, China
Zi-Ming Dong, Department of Pathophysiology, College of 
Basic Medical Sciences, Zhengzhou University, Zhengzhou 
450052, Henan Province, China
Correspondence to: Zi-Ming Dong, Department of Patho-
physiology, College of Basic Medical Sciences, Zhengzhou 
University, Zhengzhou 450052, Henan Province, 
China. dongzm@zzu.edu.cn
Received: 2006-08-28    Accepted: 2006-09-20 

Abstract
AIM: To establish a cisplatin-induced human 
esophageal carcinoma drug-resistant cell 
line Ec9706/cDDP and study its biological 
characteristics.

METHODS: The drug-resistant cell line Ec9706/
cDDP was established in culture by exposing 
Ec9706 parent cells to moderate concentration of 
cisplatin (cDDP) over a period of 9 months. The 

resistance index to cDDP was determined by 
the methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. 
Cell growth curve was painted and the doubling 
time was accounted. Flow cytometry (FCM) was 
performed to determine cell cycle. Fluorescence 
activated cell analysis (FACS) was employed 
to determine the concentration of fluorescence 
dye of rhodamine 123 (Rh123) in the cells for the 
evaluation of drug-absorptive and expelling ca-
pacity�.

RESULTS: The resistant index of Ec9706/cDDP 
was 15.7. When Ec9706/cDDP was stored with 
cDDP at -196℃ for 3 months and then back into 
the normal environment, its characteristic of 
anti-tumor drug resistance was still maintained. 
But after being cultured in RPMI-1640 without 
cDDP for a period of 1 month, Ec9706/cDDP 
showed a decrease in the resistant index. As 
compared with the parent cells, Ec9706/cDDP 
exhibited a prolonged doubling time (29.79 
± 0.48 h vs 25.79 ± 0.45 h, P < 0.05) and lower 
growth rate. The percentages of cells in S and 
G0/G1 phase were significantly increased in 
Ec9706/cDDP in comparison with those in 
Ec9706 (36.49% ± 3.93% vs 26.70% ± 2.62%, P 
< 0.05; 63.18% ± 5.21% vs 52.81% ± 4.36%, P < 
0.05) while the percentage of G2-phase cells was 
decreased (0.33% ± 0.02% vs 20.49% ± 3.71%, P 
< 0.05). In soft agar growth test, Ec9706/cDDP 
cells formed more cell clones than Ec9706 cells 
(69% vs 24%, P < 0.05). Finally, the concentration 
of Rh123 in Ec9706/cDDP was lower than that 
in Ec9706.

CONCLUSION: The newly established stable 
cell line Ec9706/cDDP possesses typical multi-
drug resistant characteristics and its drug-resis-
tant phenotype is stable.

Key Words: Human esophageal carcinoma; Drug 
resistant cell line; Cisplatin; Cell cycle; Methyl thia-
zolyl tetrazolium assay; Flow cytometry
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■背景资料
肿瘤细胞的多药
耐药性(MDR)是
导致临床肿瘤化
疗失败的主要原
因. 美国癌症协会
研究表明, 90%以
上的肿瘤患者不
同程度上受耐药
影响. 建立耐药细
胞系是体外研究
MDR的重要手段
和前提, 有助于深
入研究MDR的机
制、有效逆转途
径.



resistant cell line and its biological characteristics. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(34):3257-3260

摘要
目的: 建立人食管癌顺铂耐药细胞系Ec9706/ 
cDDP, 探讨其生物学特征. 

方法: 采用顺铂(cDDP)中等浓度、间歇作用
方法历时9 mo建立耐药细胞系Ec9706/cDDP, 
采用MTT法测定其对cDDP的耐药指数, 观察
冻存、撤药对耐药性的影响, 比较耐药与亲本
细胞生长曲线、群体倍增时间及贴壁率的不
同, 流式细胞仪测细胞周期, 软琼脂实验测细
胞的恶性增殖能力, 罗丹明实验测其对药物的
摄入、排出能力. 

结果: 人食管癌顺铂耐药细胞系Ec9706/cDDP
的耐药指数为15.7, 冻存对耐药性影响不大, 
撤药培养可使耐药性降低, 耐药细胞群体倍
增时间延长(29.79±0.48 h vs  25.79±0.45 h, 
P <0.05), 生长缓慢, G0/G1、S期细胞比例增加
(63.18%±5.21% vs  52.81%±4.36%, P <0.05; 
36.49%±3.93% vs  26.70%±2.62%, P <0.05), 
G2期细胞减少(0.33%±0.02% vs  20.49%±

3.71%, P <0.05), 克隆形成率明显高于亲本细
胞(69% vs  24%, P <0.05), 对罗丹明的摄入减
少, 排出增多.

结论: 成功建立了人食管癌顺铂耐药细胞系
Ec9706/cDDP, 且耐药性较稳定.

关键词: 食管癌; 耐药细胞系; 顺铂; 细胞周期; 四甲

基偶氮唑蓝; 流式细胞术
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0  引言

近年来人们发现肿瘤细胞不仅会对使用过的

抗肿瘤药产生耐药性 ,  而且对很多未曾接触

过的、甚至结构与作用机制不同的药物产生

不同程度的耐药性, 即多药耐药性(mul t idrug 
resistance, MDR), 这是导致临床肿瘤化疗失败

的重要原因之一[1-3]. 建立多药耐药细胞系是体

外研究MDR的重要手段, 对指导临床医生选择

合理的化疗方案和化疗药物具有重要意义[4]. 本
研究采用顺铂(cDDP)中等浓度、间歇作用方

法建立了人食管癌细胞的MDR细胞系Ec9706/
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cDDP, 旨在探讨其生物学特征及MDR机制, 为
探索逆转肿瘤耐药的有效途径奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞株Ec9706由本校病理学

教研室惠赠; cDDP山东齐鲁制药厂生产; RPMI 
1640培养液Gibco/BRL公司生产; 四甲基偶氮

唑蓝(MTT)为美国Sigma产品; 碘化丙啶(PI)、
RNase购自Amresco公司.
1.2 方法 

1.2.1 耐药细胞株Ec9706/cDDP的建立 采用

cDDP中等浓度、间歇作用方法建株. 以终浓

度为2 mg/L的cDDP培养液冲击对数生长期的

Ec9706细胞, 48 h后弃含药培养液, PBS洗3遍, 
换新鲜培养液. 1-2 d换液一次洗去死亡细胞, 
待形成细胞克隆时传代, 恢复稳定生长后提高

cDDP浓度再次冲击, 如此反复作用直至细胞可

在浓度为0.5 mg/L的cDDP培养液中维持培养. 
1.2.2 MTT法测定细胞对cDDP的敏感性 常规

MTT法检测, 酶标仪上以550 nm波长测吸光度

值(A ). 相对抑制率(%) = (1-加药孔A值/对照孔

A值)×100%, IC50计算器软件计算50%细胞生长

抑制时的药物浓度(IC50), 耐药指数(RI) = 耐药

细胞IC50/亲本细胞IC50. 
1.2.3 冻存、复苏及撤药对细胞耐药稳定性的影

响 将加有0.5 mg/L cDDP的细胞于-196℃冻存, 
3 mo后复苏测RI. 同时观察细胞在不含药培养

液中培养1 mo后RI的变化. 
1.2.4 细胞形态学观察、生长曲线及倍增时间测

定 倒置显微镜观察细胞形态变化. 细胞以5×
106个/L接种于24孔培养板中, 21孔/组, 每日消化

3孔, 计数活细胞, 连续7 d. 绘制细胞生长曲线, 
按Patterson公式计算群体倍增时间: Td = T×
lg2/(lgN2-lgN1), N1为起始时间细胞数, N2为培养

T小时后细胞数, T为N1到N2的时间(h). 
1.2.5 细胞贴壁率及细胞周期的测定 细胞以1×
105个/孔接于21孔板, 12孔/组, 每隔2 h随机取3
孔, 计数培养液中未贴壁细胞数, 共观察8 h, 细
胞贴壁率(%) = (1-未贴壁细胞数/接种细胞总数)
×100%; 取对数生长期细胞接种于不含血清的

培养液中常规培养24 h使同步化, 换含100 mL/L
血清的新鲜培养液, 待细胞达90%融合时收集, 
PBS洗涤, 700 mL/L乙醇固定, 1 g/L RNase 37℃
作用30 min, 100 mg/L PI避光染色30 min, 置流

式细胞仪检测. 
1.2.6 双层软琼脂试验 底层为50 g/L琼脂糖培养

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文首次采用顺
铂浓度递增法与
间歇冲击法相结
合的方法建立了
Ec9706食管癌细
胞的顺铂耐药细
胞系.
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基, 上层为含不同细胞浓度的3 g/L琼脂糖培养

基, 使每孔中细胞数分别为25, 50, 100, CO2箱中

培养14 d左右, 计数细胞数大于50的克隆数. 
1.2.7 罗丹明(Rh123)摄入/排出实验 Rh123摄入: 
1×109个/L的单细胞悬液加Rh123至终浓度为

1 mg/L, 培养箱中置30 min, 离心后PBS洗3次, 
流式细胞仪检测细胞内Rh123的相对荧光强度; 
Rh123排出: 上法处理于PBS洗3次后重悬于不含

Rh123的培养液培养1 h, PBS洗涤, 流式细胞仪

检测细胞内滞留的Rh123的相对荧光强度.
统计学处理 采用统计学软件SPSS10.0进行

分析, 实验结果用均数±标准差(mean±SD)表
示, 组间差异比较用t检验.

2  结果

2.1 Ec9706/cDDP顺铂耐药水平及其维持情况 
MTT法检测结果表明, Ec9706/cDDP细胞对顺铂

的耐药指数为15.7. 加药-196℃冻存3 mo复苏后

其RI仍维持冻存前水平, 解除药物作用1 mo后
RI为14.8, 抗药性下降约5.7%. 
2.2 细胞形态学、生长曲线及倍增时间 加入

cDDP后24 h光镜下可见大部分细胞因死亡而漂

浮起来, 培养液略浑浊, 残留贴壁细胞发生明显

改变, 大小不均, 有巨细胞产生, 形态不规则, 细
胞突起及部分细胞胞质中黑色颗粒较多, 生长质中黑色颗粒较多, 生长中黑色颗粒较多, 生长

缓慢, 于20 d左右可形成细胞克隆, 传代后逐渐

基本接近原来形状(图1). 细胞生长曲线见图2. 
耐药细胞较亲本细胞生长缓慢, 群体倍增时间

延长, 分别为29.79±0.48 h, 25.79±0.45 h, 差别

具有统计学意义(P <0.05). 
2.3 细胞贴壁率及细胞周期分布 亲本细胞于

0, 2, 4, 6, 8 h后的贴壁率分别为: 0, 70.13%, 
92.32%, 95.52%, 97.85%; 耐药细胞在上述同一

时间点的贴壁率则有所降低, 分别为0, 62.39%, 
88.65%, 93.18%, 97.01%, 贴壁率变化曲线见

图3, 但二者相比差别不明显 ,  无统计学意义

(P >0.05). 耐药细胞G0/G1, S期细胞比例增加, 
G2/M期比例减少. 与亲本细胞相比差异有统计

学意义(P <0.05, 表1). 
2.4 双层软琼脂实验测克隆形成率 Ec9706与
Ec9706/cDDP的克隆形成率分别为: 24%, 69%, 
耐药细胞的克隆形成率显著增加(P <0.05). 
2.5 Rh123摄入/排出试验结果 Ec9706/cDDP, 
Ec9706对Rh123的摄入量均值分别为: 36.82, 
39.02, 滞留量分别为: 23.83, 29.70, 耐药细胞对

Rh123的摄入少, 排出多, 二者差异有统计学意

义(P <0.05).

3  讨论

体外建立耐药细胞系是研究肿瘤细胞耐药机制

图  1  不同细胞光镜下的形态. A: 正常不加药的Ec9706细

胞; B: 加药后24 h细胞; C: 加药后20 d左右形成的克隆; D: 

Ec9706/cDDP细胞.

■应用要点
本研究结果表明
Ec9706/cDDP细
胞具有较好的耐
药表型, 可进一步
用于研究肿瘤细
胞MDR的机制及
其有效逆转途径.
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图  2  Ec9706/cDDP与Ec9706细胞的生长曲线比较图.
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图  3   Ec9706/cDDP与Ec9706细胞的贴壁率比较图.

表  1  耐药细胞与亲本细胞细胞周期分布 (%)

     
细胞	                 G0/G1	          S	            G2/M

Ec9706	         52.81±4.36   26.70±2.62  20.49±3.71

Ec9706/cDDP  63.18±5.21a  36.49±3.93a   0.33±0.02a

aP<0.05 vs  Ec9706组.

A B

C D
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及攻克临床化疗失败这一难关的前提和基础, 
而建立耐药细胞系的方法有体外抗癌药物诱导

法和耐药基因转染法[5-6], 其中后者省时, 耐药机

制单一, 在不含抗癌药的培养基中培养时, 耐药

性稳定, 而前者是目前应用较为普遍的方法, 因
其可以很好的模拟人类肿瘤化疗过程中出现的

耐药现象, 该方法根据具体操作不同可分为药

物浓度递增法、大剂量间歇冲击法等. 药物浓

度递增法诱导过程缓慢, 耗时长; 大剂量冲剂法

快速, 但对细胞损伤较大, 若剂量掌握不好, 有
时致细胞全部死亡而中断实验. 目前有不少学

者采用将药物浓度递增与间歇冲击结合法二者

结合的方法来诱导耐药细胞. cDDP是细胞周期

非特异性的细胞毒性药物, 为临床常用的化疗

药物, 抗癌谱广, 可与蛋白质、DNA、RNA形成

加成物, 致DNA链间或链内交联, 以及DNA-蛋
白质交叉联结, 抑制DNA复制、RNA转录, 引
起细胞死亡[7]. 因此, 建立cDDP诱导的肿瘤细

胞系可模拟常见的临床耐药, 具有较好的代表

性. 本研究采用cDDP中等浓度、间歇冲击方法

对Ec9706细胞进行9 mo的体外诱导筛选获得了

食管癌耐药细胞系Ec9706/cDDP, 耐药指数达

15.7. 有学者按耐药指数的高低将耐药分为低度

(<5)、中度(5-15)、高度(>15)[8]. 该耐药性在加

药-196℃冻存状态下可长时间维持, 但在培养液

中培养时需加入一定浓度的药物, 以维持其耐

药性的稳定. 诱导耐药期间, 在加入cDDP早期

时细胞形态有所变化, 包括突起及胞质中颗粒

增多, 有学者认为可能与耐药细胞表面积增加, 
以排除更多的药物有关, 而巨细胞的出现可能

是细胞受到损伤及细胞分裂减少所致. 在软琼

脂实验中耐药细胞的克隆形成率明显高于亲本

细胞, 表明耐药细胞的恶性增殖能力大大增强. 
Rh123是一种疏水性荧光染料, 可被激发出红色

荧光, 易于用流式细胞仪测定. 同时其化学结构

与很多抗癌药物相似, 是特异性较强的P-糖蛋白

的底物, 可有效的被表达P-糖蛋白的细胞排出胞

外, 对细胞毒性低, 故人们常用Rh123替代抗癌

药物测定药物在胞内的蓄积情况. Rh123摄入/排
出试验证实, Ec9706/cDDP对Rh123的蓄积比亲

本细胞少, 表明耐药细胞膜上的泵机制可有效

的将抗癌药排出胞外, 这可能是该细胞耐药机

制之一. 肿瘤细胞的耐药机制有多种[9-12], 其详细

的耐药机制需进一步探讨. 总之, 本研究所诱导

的Ec9706/cDDP耐药细胞具有稳定的耐药表型, 
是研究肿瘤细胞的耐药机制、筛选耐药逆转剂

的理想模型. 
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■同行评价
建立肿瘤耐药细
胞系对于研究肿
瘤细胞耐药机制
和肿瘤化疗敏感
性极其重要, 本文
科学性强、设计
合理、选用方法
先进可行、结果
准确可靠, 符合伦
理要求.
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Abstract
AIM: To study the changes of chief, parietal 
cells and G, D cells in gastric mucosa as well as 
blood levels of gastrin (GAS) and somatostaitin 
(SS) in chronic atrophic gastritis (CAG) rats, 
and explore the possible mechanism of CAG 
generation.

METHODS: The rat models of CAG were made 
with 1 mL/L ammonia water, 20 mmol/L so-
dium deoxycholate and 600 mL/L ethanol, and 
the histopathological changes of gastric mucosa 
were observed. Pathological method and im-

munohistochemical staining were used to in-
vestigate the changes of chief, parietal cells and 
G, D cells in gastric mucosa and measure the 
blood levels of GAS and SS in CAG rats.

RESULTS: Obvious inflammation of gastric 
pyloric mucosa and glandular atrophy were 
observed, and intestinal metaphases occurred in 
some parts of mucosa. The numbers of gastric 
mucosal chief and parietal cells (7.94 ± 2.36 vs 
13.13 ± 4.26, t = 3.014, P = 0.005; 22.89 ± 7.28 vs 
39.07 ± 7.17, t = 4.479, P = 0.005) as well as the 
numbers of G and D cells (33.75 ± 7.34 vs 68.76 
± 21.75, t = 4.314, P = 0.025; 21.21 ± 5.83 vs 31.37 
± 7.80, t = 2.953, P = 0.01) were significantly 
decreased in the model rats as compared with 
those in the normal rats. The serum GAS level 
was markedly lower in the model rats than 
that in the normal ones (118.38 ± 13.62 ng/L vs 
139.25 ± 17.32 ng/L, t = 2.679, P = 0.025), but the 
plasma SS level was notably higher in the model 
rats (570.04 ± 64.37 ng/L vs 435.28 ± 38.18 ng/L, 
t = 5.092, P = 0.0005).

CONCLUSION: The occurrence of CAG is asso-
ciated with the damages of gastric mucosal bar-
rier, decrease of mucosal chief and parietal cells, 
which leads to the abnormality and GAS and SS 
secretion.

Key Words: Chronic atrophic gastritis; Chief cell; 
Parietal cell; G Cell; D Cell; Gastrin; Somatostaitin; 
Rat

Zhu FS, Si JM, Wang LJ, Wang DF, Chen P. Changes of 
gastric mucosal chief and parietal cells and G, D cells as 
well as blood gastrin somatostaitin levels in rats with 
chronic atrophic gastritis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(34):3261-3267

摘要
目的: 研究实验性萎缩性胃炎(CAG)大鼠胃黏

膜主细胞、壁细胞和G、D细胞及外周血胃泌

素(GAS)、生长抑素(SS)的变化, 探讨CAG发

生的可能机制. 
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■背景资料
近年来 ,  普遍研

究认为CAG的发

生、发展与胃黏

膜腺体主细胞、

壁 细 胞 损 害 和

G、D细胞密度及

细胞数值的变化

相关, 而对外周血

中胃泌素、生长

抑素的含量变化

与CAG的关系则

认识不一. 通过模

拟CAG发生的因

素建立大鼠模型, 
观察胃黏膜病理

组织学的改变和

主、壁细胞, G、

D细胞的变化以

及外周血GAS、
SS的水平, 将从细

胞水平及胃肠激

素的内分泌机制

角度来阐述CAG
发生的病理机制.



方法: 综合采用1 mL/L的氨水和20 mmol/L去
氧胆酸钠及600 mL/L的乙醇及建立大鼠CAG
模型, 观察模型大鼠胃黏膜病理组织学的变

化, 采用病理学方法和免疫组织化学方法观察

大鼠胃黏膜主、壁细胞和G、D细胞的变化情

况, 测定外周血GAS、SS水平. 

结果: 模型大鼠胃窦黏膜炎症、腺体萎缩改

变明显, 部分出现了肠上皮化生, 模型大鼠

胃黏膜主细胞(7.94±2.36 vs  13.13±4.26, t  = 
3.014, P  = 0.005)壁细胞(22.89±7.28 vs  39.07 
± 7.17, t  = 4.479, P  = 0.005)数及G、D细胞

数(33.75±7.34 vs  68.76±21.75, t  = 4.314, P  = 
0.025; 21.21±5.83 vs  31.37±7.80, t  = 2.953, 
P  = 0.01)较正常大鼠主、壁细胞,及G、D细

胞数明显减少, 血清GAS含量(118.38±13.62 
ng/L vs  139.25±17.32 ng/L, t  = 2.679, P  = 
0.025)、血浆SS含量(570.04±64.37 ng/L vs  
435.28±38.18 ng/L, t  = 5.092, P  = 0.0005)分别

较正常大鼠降低和增高.

结论: 大鼠CAG的发生与胃黏膜屏障的破坏, 
主、壁细胞和G、D细胞数的减少, 导致胃蛋

白酶、胃酸分泌异常及GAS、SS等胃肠激素

的神经内分泌调节机制紊乱有关.

关键词: 萎缩性胃炎; 主细胞; 壁细胞; G细胞; D细

胞; 胃泌素; 生长抑素; 大鼠

朱方石, 姒健敏, 王良静, 王冬飞, 陈萍. 萎缩性胃炎大鼠胃黏膜

主、壁细胞和G、D细胞及外周血胃泌素、生长抑素的变化.  世

界华人消化杂志  2006;14(34):3261-3267
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0  引言

自1980年“WHO专家会议”对“胃癌前病变的

组织学定义”规定以来, 由慢性胃炎→胃黏膜

萎缩肠化→异型增生→胃癌这一病变演化模式

过程已为国内外众多学者所认同[1]. 因此, 探讨

慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)
的发生机制对CAG癌变的干预阻断研究和胃癌

的一级预防有着重要意义. 近年来, 普遍研究认

为CAG的发生、发展与胃黏膜腺体主细胞、壁

细胞损害和G、D细胞密度及细胞数值的变化

相关[2-4], 而对外周血中胃泌素(GAS)、生长抑素

(SS)的含量变化与CAG的关系则认识不一. 我们

通过模拟CAG发生的因素建立大鼠模型, 观察

胃黏膜病理组织学的改变和主、壁细胞, G、D
细胞的变化以及外周血GAS、SS的水平, 以探
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讨CAG发生的病理机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 成熟SD大鼠, 清洁级, 一级质量标准, 体
质量200±10 g, 由浙江学省实验动物中心提供, 
空调下饲养, 温度20±1℃, 湿度50%-60%, 光照

每12 h明暗交替, 通风8-15次/h, 食用浙江大学医

学院实验动物中心提供的全营养颗粒饲料. NH3 

25.0%-28.0%分析纯, 中国瓶窑医药化工试剂厂

生产, 批号: 20000914. 去氧胆酸钠, Serva公司生

产, 上海化学试剂采购供应站进口分装经销, 批
号: 980511. DAKO免疫组织化学显色系统, 中山

生物试剂公司. 兔抗大鼠GAS抗体, 武汉博士德

公司, 批号: BA0245. 兔抗大鼠SS抗体, 第二军

医大学经生物学教研室. 酶标记HRP二抗, 美国

DAKO公司. GAS酶联免疫试剂盒, 美国Lifkey公
司. SS放免试剂盒, 第二军医大学神经生物学教

研室. Model-556型Bio-RAD酶标仪, 日本富生公

司. XH-6020γ放免计数仪及放免数据处理系统, 
西安262厂. DMLB荧光显微镜及Lelca Qwin图像

分析系统, 德国Leica公司. 
1.2 方法

1.2.1 造模与分组 根据本课题组曾经报道的

综合法(姒氏法) [5-6]制作C A G模型 .  用含N H3 
25.0%-28.0%分析纯, 配制成浓度为1 g/L的氨水

自由饮用, 每天记录饮量; 用去氧胆酸钠加蒸馏

水配制成20 mmol/L的溶液, 每日灌胃一次, 其中

在每周一、四晚撤除饲料, 次日(周二、周五)上
午9时行空腹灌胃, 对体质量<200 g, 200-250 g和
>250 g的大鼠, 灌胃剂量分别为1.0, 1.5和2.0 mL; 
用600 mL/L的乙醇每周二、五空腹灌胃, 剂量同

上, 处理24 wk. 取同期饲养的正常SD大鼠8只设

为正常对照组(A组), 另取造模成功的CAG大鼠8
只设为模型组(B组), 与对照组大鼠同期处死, 取
全胃标本. 
1.2.2 标本制备 剖腹取出全胃, 沿大弯侧切开, 生
理盐水冲洗, 40 g/L中性甲醛固定、酒精脱水、

二甲苯将组织透明, 后进行浸蜡、包埋, 制成

4-5 mm的石蜡切片, 进行HE染色, 光镜下观察. 
另在胃窦、体交接处取5 mm×5 mm标本, 25 g/L
戊二醛和20 g/L 四氧化锇双重固定, 乙醇脱水, 
醋酸异戊脂过度, 临界点干燥, 标本黏样, 留以电

镜观察. 
1.2.3 胃黏膜炎症观测 参照1994年美国休斯顿胃

炎诊断标准, 采用半定量法, 光镜低倍镜下观察

整个胃黏膜. 在胃窦部取10个视野, 按炎细胞浸
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■研发前沿
CAG的病因至今

尚未完全明了, 但
公认的形成机制

是各种致病因素

的长期刺激或继

发的宿主炎症反

应, 导致胃黏膜深

层损害和腺体的

破坏, 而形成胃黏

膜腺体萎缩和(或)
肠化. 探讨主、壁

细胞, G、D细胞

及外周血GAS、
SS含量的变化对

胃黏膜腺体萎缩

和 (或 )肠化的影

响, 将有助于探讨

CAG的神经内分

泌调节机制紊乱

的病理过程, 以期

寻找阻断CAG发

生、发展的有效

手段方法.
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润的程度分为0-3 7个级别. (0级: 无炎症; 0.5级: 
镜下观察炎症介于0与l之间; l级: 在胃小凹区或

固有腺底部可见多个慢性炎性细胞浸润; 1.5级: 
镜下观炎症介于l与2之间; 2级: 在胃黏膜小凹至

黏膜肌层均有较多炎细胞浸润; 2.5级: 镜下观察

炎症介于2与3之间; 3级: 胃黏膜内可见成堆炎

细胞聚集灶). 记录胃大、小弯侧的炎症情况, 再
将两者平均, 得出胃黏膜炎症级别. 此外, 测量

L1/L2值(黏膜腺体厚度L1/黏膜肌层厚度L2)、
统计胃窦部1 mm长度内腺体数. 每张切片取胃

窦部黏膜5个视野, 用测微器测出每个视野的胃

窦黏膜腺体厚度, 计平均值; 另测出距幽门环

200-1200 μm之间(即1 mm范围)胃窦固有腺体总

个数. 
1.2.4 主、壁细胞及G、D细胞观察 在荧光显微

镜下(HE×400), 每张切片取胃窦部5个视野, 通
过Lelca Qwin图像分析系统(定标测量每视野图

实际面积为33 547.8 μm2), 读取主、壁细胞数, 由
计算机软件系统, 分别统计每视野图中主、壁阳

性细胞均数. 采用免疫组织化学方法(Envision系
统二步法), 将石蜡切片烤片、二甲苯脱蜡、酒

精脱水, 蒸馏水漂洗, 浸入TBS(洗涤液)中3 min, 
加30 mL/L H2O2溶液阻断内源性过氧化酶, 蒸馏

水漂洗后, 置入1 g/L柠檬酸缓冲液中, 在微波炉

中95℃加热15 min抗原修复, 自然冷却, TBS漂
洗10 min, 根据检测G、D细胞的不同, 各组切片

上分别滴加GAS一抗(1∶500)和SS一抗(1∶600)
各50 μL , 孵育30 min; 阴性对照片PBS代替一抗, 
TBS漂洗10 min, 滴加EnVision HRP(辣根过氧化

酶)二抗100 μL, 孵育30 min, TBS漂洗10 min, 加
DAB显色液, 孵育10 min, 蒸馏水漂洗, 苏木素

复染20 s, 脱水、透明、封片. 在荧光显微镜下

(×400), 每张切片取胃窦部5个视野, 通过Lelca 
Qwin图像分析系统(定标测量每视野图实际面积

为373 800 μm2), 读取G、D阳性细胞数, 计算其

免疫组织化学显色阳性细胞灰度值. 
1.2.5 血清GAS含量检测 采用ELISA法, 将两组

大鼠断头处死, 取颈动脉血5 mL(分为2管, 各
2.5 mL, 另一管加1 g/L肝素25 μL抗凝和抑肽酶

1250 U用作血浆SS检测), 将1管1500 r/min离心

5 min, 取10 μL血清, 分别加入包被好抗原的96
孔酶标板的孔板中, 每孔中加入GAS抗体50 μL
和POD(缓冲液)50 μL, 轻轻混匀30 s, 封住盖板, 
室温孵育45 min, 弃除混合物, PBS洗涤5次, 甩尽

板内液体, 用吸水纸拍干, 加入100 μL的TMB(酶
底物), 轻轻混匀10 s, 室温孵育20 min, 加入

100 μL终止液, 混匀30 s后, 在酶标仪450 nm波

长下, 测A值, 计算血清中GSA含量. 
1.2.6 血浆SS含量检测 采用RIA法, 将加入肝素

和抑肽酶的全血离心, 取血浆, 在试管上分别标

上管号, 标准品管中各加入100 μL不同浓度的标

准品, 实验管中各加入300 μL待测血浆; 所有管

中分别加入SS 抗血清100 μL和缓冲液200 μL, 
4℃孵育24 h后, 分别加入125I-AVP 100 μL混匀, 再
次4℃孵育24 h, 加分离剂500 μL, 混匀, 室温放置

45 min后, 4000 r/min离心, 20 min, 弃上清, 上放

免计数仪测定cpm值, 由放免数据处理系统绘制

标准曲线并计算SS含量.
统计学处理 应用SPSS10.0统计学软件, 采

用t检验处理分析各组实验数据, P <0.05为差异

具有显著性.

2  结果

2.1 两组大鼠胃黏膜组织光镜和电镜观察 经HE
染色光镜下观察, 正常组大鼠显示为正常的胃黏

膜图像; 而模型组胃黏膜腺体减少, 排列紊乱, 黏图像; 而模型组胃黏膜腺体减少, 排列紊乱, 黏; 而模型组胃黏膜腺体减少, 排列紊乱, 黏
膜肌层增厚, 向黏膜固有层伸展, 呈分枝状插入

腺体之间, 并伴有明显炎性细胞浸润, 部分出现

了肠化(图1A-B). 扫描电镜下, 模型组大鼠与正

常胃黏膜比较, 见表面破溃脱落, 黏液减少(图1 
C-D).
2.2 胃黏膜炎症观测结果 模型组大鼠的炎症级

别和L1/L2值、1 mm长度内腺体数分别高于和

低于正常大鼠(P <0.01); 模型组胃液pH值呈下降

趋势, 但无显著性差异(P >0.05, 表1).表1).).
2.3 胃黏膜腺体主细胞、壁细胞数变化 主细胞

主要分布在胃腺体的下半部或下1/3管壁, 呈单

层立方或柱状, 胞核呈球形, 细胞质为空泡状结

■创新盘点
由于对外周血中

胃泌素、生长抑

素的含量变化与

CAG的关系则认

识不一, 因此本文

通过建立CAG大

鼠模型, 从胃黏膜

组织中的内分泌

细胞学变化来客

观阐述和分析胃

肠激素分泌异常

的神经内分泌调

节紊乱的病理学

机制.

    

表  1  两组大鼠胃黏膜病理指标比较 (mean±SD)

分组   n         炎症级别         L1/L2值      1 mm长度内腺体数

A        8       0.79±0.21     5.38±0.57       31.86±2.61     
B        8       2.05±0.28b    2.82±0.55b      25.25±3.41b

bP<0.01 vs  A组.

    

表  2  两组胃黏膜腺体壁细胞、主细胞数比较(mean±SD)

分组          n                   壁细胞                      主细胞

A组          8           39.07±7.17              13.13±4.26
B组          8           22.89±7.28b               7.94±2.36b

bP<0.01 vs  A组.
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 ■应用要点
通过了解CAG胃

肠激素分泌异常

的神经内分泌调

节机制紊乱的病

理学机制 ,  可进

一步为寻求阻断

CAG胃黏膜腺体

萎缩防治研究提

供方向和对策.

构, 呈蓝色纹状(图2A中右侧箭头所指). 壁细胞

呈锥形, 其长边在腺体基底膜侧, 尖顶呈楔形挤

入邻近主细胞之间, 壁细胞与邻近主细胞或黏

液细胞的边界较平整, 有典型的闭锁小带和桥

粒, 通常有一个大的圆形核, 位于细胞中央呈蓝

色, 胞质呈桃红色(图2B中左侧箭头所指). 模型

组大鼠较正常组大鼠胃黏膜主、壁细胞数明显

下降，两组比较有显著性差异(P <0.01, 表2).
2.4  两组胃窦部G、D 阳性细胞数、灰度值比较 
G、D细胞阳性反应为胞质内棕黄色或淡棕色颗

粒, 部分呈棕褐色,细胞分布不均匀, 常单个或几

个夹在腺细胞之间, 对照片为阴性. 胃窦部G细

胞较多, 主要分布在胃窦黏膜腺体的中下1/3, 呈
圆形、椭圆形、梭形或不规则,有的连续在一起

形成团带状. D细胞数量较G细胞少, 分布稍弥散, 
主要分布在胃窦黏膜的下1/3, 偶见于黏膜中上

部. D细胞形态与G细胞相似, 有的发出细长突起, 
伸向邻近细胞(图3-4). 模型组大鼠G、D细胞数

及其阳性染色灰度值均较正常组大鼠明显降低, 

两组比较有显著性差异(P<0.01和P<0.05, 表3).
2.5 两组血清GAS、血浆SS含量比较 模型组大

鼠外周血GAS含量较正常组大鼠明显降低, 而
SS含量却较正常组大鼠明显升高, 两组比较军

有显著性差异(分别为P <0.05和P <0.01, 表4).

3  讨论

1998年病理专家提出慢性萎缩性胃炎(CAG)以
进行性胃腺体丢失和肠化为特征, 与胃癌发生

密切相关, 并将其列为癌前状态[7], 其癌变率在

2%-8%[8]. CAG的病因至今尚未完全明了, 一般

认为由H p杆菌感染、自身免疫机制和遗传因

B

C D

图  1  两组大鼠胃黏膜组织. A: 光镜下正常大鼠胃黏膜图(HE×200); B: 光镜下模型组大鼠胃黏膜图(HE×200); C: 电镜下正
常大鼠胃黏膜电镜观(×860); D: 电镜下模型组大鼠胃黏膜电镜观(×1001).

    

表  3  两组G、D细胞数、灰度值比较 (mean±SD)

分组      n           G细胞数                  G细胞灰度值                 D细胞数              D细胞灰度值

A组      8       68.76±21.75          200.63±36.51          31.37±7.80        211.26±18.67
B组      8       33.75±7.34b           158.41±12.86b         21.21±5.83a       122.50±17.24b

aP<0.05, bP< 0.01 vs  A组.

    

表  4  两组血清GAS、血浆SS 含量比较(mean±SD, ng/L)

分组          n                 GAS                                   SS

A组          8   139. 25±17. 32 　　    435. 28±38.18
B组          8   118. 38±13. 62a           570. 04±64. 37b

aP<0.05, bP<0.01 vs  A 组.



朱方石, 等. 萎缩性胃炎大鼠胃黏膜主、壁细胞和G、D细胞及外周血胃泌素、生长抑素的变化                                     3265

www.wjgnet.com

■名词解释
壁细胞由胃黏膜

腺体峡部的干细

胞增殖分化形成, 
又称泌酸细胞, 主
要分泌盐酸; 主细

胞位于腺体基底

部, 主要分泌胃蛋

白酶原. 二者共同

参与了胃酸分泌

和调节. G、D细

胞为胃窦部腺体

散在分布的内分

泌细胞, G细胞分

泌GAS, 可刺激壁

细胞和主细胞而

促进胃酸、胃蛋

白酶分泌, 具有营

养胃黏膜及壁细

胞群的作用; D细

胞合成和分泌SS,
可抑制胃酸和胃

蛋白酶分泌, 亦可

抑制GAS释放, 二
者在功能上相互

协调, 共同维持着

胃肠的生理功能.

素、胃壁屏障功能降低如十二指肠液反流、胃

黏膜损伤因子等多因素综合作用所致[9], 但公认

的形成机制是各种致病因素的长期刺激或继发

的宿主炎症反应, 导致胃黏膜深层损害和腺体

的破坏, 使胃黏膜不能完全修复再生, 从而形成

胃黏膜腺体萎缩和(或)肠化[10]. 我们采用综合法

造成胃黏膜的损害, 建立了稳定的大鼠CAG模

型, 病理组织学显示, 黏液分泌减少, 腺体数目

和腺体厚度降低, 黏膜肌层增厚, 固有膜中有炎

性细胞的浸润, 说明综合法造模对胃黏膜的刺

激因素已损害了胃黏膜屏障, 导致了大鼠胃黏

膜腺体的萎缩. 
壁细胞主要由胃黏膜腺体峡部的干细胞增

图  2  胃黏膜腺体主细胞、壁细胞(HE×400). A: 正常组; B: 模型组.(A中右侧箭头所指为主细胞  B中左侧箭头所指壁细胞).

图  3  荧光显微镜下大鼠G细胞(×400). A: 正常组; B: 模型组. (箭头所指为G细胞阳性棕褐色颗粒, 正常鼠呈团带装, 模型组
阳性细胞稀少).

图  4  荧光显微镜下大鼠D细胞(×400). A: 正常组; B: 模型组. (箭头所指为D细胞阳性棕黄色颗粒, 正常鼠成簇, 伸向邻近细
胞, 模型鼠阳性细胞稀少).

殖分化形成, 又称泌酸细胞, 主要分泌盐酸; 主
细胞位于腺体基底部, 主要分泌胃蛋白酶原. 正
常情况下, 二者共同参与了胃酸分泌和调节, 发
挥其增强胃黏膜屏障机制的作用. 已有研究证

实, CAG胃黏膜萎缩、胃液pH值增高的低酸状

态与壁细胞数减少、盐酸分泌不足和主细胞数

的降低、胃蛋白酶原分泌下降有关, 且超微结

构研究显示壁细胞线粒体及主细胞溶酶体、高

尔基体和酶原颗粒明显减少[2-3,11]. 由于壁细胞

数的减少及细胞内成分结构的改变, 使盐酸分

泌下降, 导致酸性黏液减少, 削弱了胃黏膜屏障

的保护作用. 有人研究表明, 壁细胞数的下降伴

随胃底腺消失、干细胞增多、主细胞和颈黏液

A B

A B

A B
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 ■同行评价
本 文 通 过 模 拟

CAG发生的因素

建立大鼠模型 , 
观察胃黏膜病理

组织学的改变和

主、壁细胞, G、

D细胞的变化以及

外周血GAS、SS
的水平, 从细胞水

平及胃肠激素的

内分泌机制角度

来阐述CAG发生

的病理机制, 具有

先进性和科学性, 
实验研究的结果

合理, 有一定的理

论价值.

血中含量水平高低有不同的认识, 其研究结果

报道也不一致. 就GAS而言, 普遍认为, 当胃窦

黏膜发生进行性萎缩时, G细胞的减少, 导致了

GAS分泌下降, 使其含量减少[22-23]; 但亦有学者

认为, 由于胃黏膜萎缩, 胃酸分泌减少, 可反馈

性地作用于G细胞, 刺激了GAS释放, 使其含量

增加[24]. 而对SS含量变化有不少研究表明, CAG
外周血或胃黏膜中SS含量显著低于正常, SS含
量下降的原因是D细胞数目减少, 使其分泌SS减
少所致; 并发现随萎缩病变的加重, SS呈下降趋

势[19,25]. 本研究显示, CAG大鼠血清GAS含量下

降, 与多数报道一致; 而血浆SS含量增高, 与相

关报道不一, 但与黄氏报道相同[26-27]. 本研究结

果显示的D细胞减少, 而血浆SS却增高的机制尚

不十分清楚. 从医学图像分析系统的灰度值来

看, G、D细胞内GAS、SS的含量越高, 免疫组

化染色越深, 则灰度值越大, 反之越小[28]; 也有

人从D细胞形态学上观察证实, 随着萎缩及肠化

的加重, 胞质内分泌颗粒也呈减少趋势[29], 因此, 
似乎可以说明, CAG大鼠胃黏膜内D细胞内SS
含量较正常下降, 但如何解释外周血中的SS增
高现象? 我们分析认为, 可能是在CAG成模后的

初期, 由于D细胞的减少, 脱颗粒的增加, 通过反

馈性的调节, 促使D细胞反应性高功能, 再通过

内分泌形式, 一过性地将SS释放到血液中, 且SS
含量的一过性增高导致G细胞受抑制加强, 血清

GAS下降, 也加剧了CAG的发展; 随着胃黏膜萎

缩病变的加重, 反馈性调节机制的失代偿, SS含
量则进一步降低. 这一认识尚有待于通过胃黏

膜、胃液和外周血中SS含量对比的长期实验观

察来进一步证实. 
总之, 由于模拟CAG发生的因素损伤胃黏

膜屏障, 使胃黏膜主、壁细胞减少, 导致胃蛋白

酶分泌和盐酸分泌下降; 同时, 由于G、D细胞

的减少变化, 导致了G、D细胞分泌GAS、SS
异常, 是大鼠CAG的发生和发展的重要原因之

一. 可以肯定, CAG的发生与主、壁细胞的损伤

和泌酸功能下降及G、D细胞的减少变化导致

GAS、SS等胃肠激素分泌异常的神经内分泌调

节机制紊乱密切相关[4,23,30]. 
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Abstract
A I M :  T o e x p l o r e t h e e f f e c t s o f  D D F A 
(dexamethasone, dextran, 5-fluorouracil and 
appotininum) on the cardiac myocyte apoptosis 
and expression of Bax and Bcl-2 in rats with 
severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: A total of 45 rats were randomized 
into 3 groups: pseudo-operation group (n  = 15), 
SAP group (n  = 15) and DDFA treatment group 
(n  = 15). SAP model was established by retro-
grade injection of 50 g/L sodium taurocholate 
solution into the bilio-pancreatic duct of rats. 
At the 6th, 12th and 18th hour after the establish-
ment of models, blood cardiac troponin Ⅰ (cTn
Ⅰ, μg/L) and creatine kinase isoenzyme MB 
(CK-MB, nkat/L) were determined. The myo-
cardiac tissues were collected for light micro-
scopic observation, and myocyte apoptosis was 
determined by TUNEL method. The expression 

of Bax and Bcl-2 was detected by SABC immu-
nohistochemical staining.

RESULTS: The blood cTnⅠ(6 h: 2.14 ± 0.09 vs 
0.18 ± 0.07; 12 h: 3.30 ± 0.25 vs 0.20 ± 0.08; 18 h: 
3.74 ± 0.42 vs 0.19 ± 0.08) and CK-MB (6 h: 7681 ± 
252 vs 3389 ± 204; 12 h: 11576 ± 251 vs 2553 ± 205; 
18  h: 12972 ± 458 vs 3522 ± 218) level, the myo-
cyte apoptosis index (6 h: 5.73 ± 0.84 vs 0.99 ± 0.13; 
12 h: 8.79 ± 0.68 vs 1.00 ± 0.44; 18 h: 14.09 ± 1.22 
vs 1.02 ± 0.32), and the expression of Bax (6  h: 
4.42 ± 1.05 vs 1.03 ± 0.13; 12 h: 7.39 ± 0.38 vs 1.08 
± 0.13; 18 h: 8.51 ± 1.07 vs 1.02 ± 0.12) and Bcl-2 
(12 h: 1.83 ± 0.18 vs 1.11 ± 0.11; 18 h: 3.31 ± 0.75 
vs 1.02 ± 0.12) were significantly higher in SAP 
group than those in pseudo-operation group (P 
< 0.01), and the damages of myocardiac tissues 
were observed. However, after DDFA treatment, 
the blood cTnⅠ(6 h: 0.87 ± 0.06; 12 h: 1.73 ± 0.12; 
18 h: 2.48 ± 0.34) and CK-MB (6 h: 5858 ± 232; 12 h: 
8275 ± 257; 18 h: 8975 ± 430) level, the myocyte 
apoptosis index (6 h: 2.44 ± 0.27; 12 h: 5.93 ± 0.39; 
18 h: 8.75 ± 0.66), and Bax expression (6 h: 3.05 
± 0.87; 12 h: 6.46 ± 0.36; 18 h: 6.97 ± 1.04) were 
significantly decreased (P < 0.05), while Bcl-2 
expression (6 h: 3.05 ± 0.87; 12 h: 4.86 ± 0.46; 18 h: 
4.53 ± 1.04) was increased (P < 0.05). Meanwhile, 
the pathological changes of myocardiac tissues 
were relieved. The apoptosis of myocytes was 
positively correlated with blood level of CK-MB 
and cTnⅠ(r = 0.812, P < 0.05; r = 0.807, P < 0.05).

CONCLUSION: Myocyte apoptosis and Bax and 
Bcl-2 expression may be involved in the pathogen-
esis of SAP. DDFA administration in the early stage 
is helpful for reducing the severity of myocardiac 
injury and improving the prognosis of SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Myocardium; 
Apoptosis; DDFA
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■背景资料
重 症 急 性 胰 腺

炎 ( S A P )常并发

多器官功能障碍

(MODS),  其胰外

器官损伤中, 心功

能障碍(胰心综合

征)较为常见 ,  重
型或出血坏死型

胰腺炎出现休克

高达22%,  3 .8%
死于心功能不全,  
SAP时的心血管

失代偿是导致病

死率最高的并发

症. DDFA已经临

床证实对SAP有
明显的治疗效果, 
但其治疗SAP的
机制如何 ,   是否

通过调控细胞凋

亡对SAP起治疗

作用, 对机体各重

要脏器细胞凋亡

是否有影响, 在什

么时间、用什么

方式、什么剂量

应用影响最大、

效果最好,  DDFA
各药物间在影响

细胞凋亡方面是

否有协同或拮抗

作用, 进一步调整

该方案、调整药

物间的剂量组合

是否有更好的效

果, 等等, 这些问

题都需要进行验

证和探索. 
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摘要
目的: 探讨D D FA方案对重症急性胰腺炎

(SAP)大鼠心肌细胞凋亡及Bax、Bcl-2基因表

达的影响. 

方法: SD大鼠45只随机分为假手术组、SAP
组和DDFA治疗组(DDFA: 地塞米松、低分子

右旋糖酐、5-氟脲嘧啶、抑肽酶)大鼠SAP模
型采用0.05牛磺胆酸钠逆行胆胰管注射法建

立, 建模后6, 12, 18 h时测定血心肌肌钙蛋白

Ⅰ(cTnⅠ, μg/L)和肌酸激酶同功酶(CK-MB, 
nkat/L), 光镜观察心肌组织病理变化, TUNEL
法测定心肌细胞凋亡指数(AI), SABC免疫组

化染色法测定心肌Bax和Bcl-2基因表达. 

结果: SAP组血cTnⅠ(6 h: 2.14±0.09 vs  0.18
±0.07; 12 h: 3.30±0.25 vs  0.20±0.08; 18 h: 
3.74±0.42 vs  0.19±0.08), CK-MB (6 h: 7681 
±252 vs  3389±204; 12 h: 11576±251 vs  2553 
±205; 18 h: 12972±458 vs  3522±218)和心肌

细胞凋亡指数(6 h: 5.73±0.84 vs  0.99±0.13; 
12 h: 8.79±0.68 vs  1.00±0.44; 18 h: 14.09±
1.22 vs  1.02±0.32)、Bax(6 h: 4.42±1.05 vs  
1.03±0.13; 12 h: 7.39±0.38 vs 1.08±0.13; 
18 h: 8.51±1.07 vs  1.02±0.12)和Bcl-2(12 h: 
1.83±0.18 vs  1.11±0.11; 18 h: 3.31±0.75 vs  
1.02±0.12)表达较假手术组升高(P <0.01), 光
镜下见心肌组织损害明显; 经DDFA治疗后, 
血cTnⅠ(6 h: 0.87±0.06; 12 h: 1.73±0.12; 
18 h: 2.48±0.34)、CK-MB(6 h: 5858±232; 
12 h: 8275±257; 18 h: 8975±430)和心肌

细胞凋亡指数(6 h: 2.44±0.27; 12 h: 5.93±
0.39; 18 h: 8.75±0.66)、Bax表达(6 h: 3.05±
0.87; 12 h: 6.46±0.36; 18 h: 6.97±1.04)下降

(P <0.05), 而Bcl-2表达(6 h: 3.05±0.87; 12 h: 
4.86± 0.46; 18 h: 4.53±1.04)增强(P <0.05), 光
镜下见心肌组织损害减轻. 心肌细胞凋亡与血

CK-MB、cTnⅠ呈正相关(r  = 0.812, P <0.05; r  
= 0.807, P <0.05).

结论: 心肌细胞凋亡、Bax和Bcl-2表达参与

SAP发病机制, 在SAP早期给予DDFA治疗对

减轻心脏损害程度、改善预后是有益的.

关键词: 重症急性胰腺炎; 心肌; 细胞凋亡; DDFA

方案
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)常并发多器官功能障碍, 
其胰外器官损伤中心功能障碍(胰心综合征)较
为常见, 重型或出血坏死型胰腺炎出现休克高

达22%, 3.8%死于心功能不全, SAP时的心血管

失代偿是导致病死率较高的并发症之一[1]. 细胞

凋亡在外科多种疾病的发生和转归中已受到越

来越多的关注, Bax和Bcl-2是细胞凋亡的重要调

控基因, 随着对SAP的发病机制过程的认识日趋

深入, 人们越来越重视治疗过程中对重要脏器

的保护. 1997年方驰华 et al [2]应用DDFA方案(D: 
地塞米松, dexamethasone; D: 低分子右旋糖酐, 
dextran; F: 5-氟脲嘧啶, 5-fluorouracil; A: 抑肽酶, 
appotininum)治疗SAP取得明显效果, DDFA组较

非DDFA组各项检测指标恢复快. 我们利用SAP
心脏损害大鼠模型, 探讨细胞凋亡和Bax, Bcl-2
基因表达在SAP心脏损害发病机制中的作用以

及应用DDFA治疗后的影响. 

1  材料和方法

1 .1  材料  S D大鼠45只 ,  雌雄不限 ,  体质量

250-300 g, 由南方医科大学实验动物中心提供. 
随机分成3组:  假手术组(SO组)15只: SAP组15只: 
DDFA治疗组15只. 每组再分为6, 12, 18 h 3个时

间点, 每个时间点分配5只大鼠. 
1.2 方法 术前禁食不禁水12 h, SAP组用30 g/L戊
巴比妥钠ip麻醉, 作上腹正中切口入腹, 近肝门处

暂时夹闭胆总管, 于十二指肠降部找到胰胆管开

口, 在对侧肠壁上选一无血管区, 用穿刺针扎穿肠

壁, 将穿刺导管从针孔送入肠腔后穿入胰胆管内

1 cm, 注入50 g/L牛磺胆酸钠(10 mL/kg)制备SAP
模型(注射速度0.2 mL/min), 指压穿刺点, 查无漏

胆, 逐层关腹. SO组仅行胰胆管穿刺操作, 不注

射药物: DDFA组在SAP模型诱发后, 经股静脉注

射地塞米松(0.5 mg/kg)+低分子右旋糖酐(40 mL/
kg)+5-氟脲嘧啶(40 mg/kg)+抑肽酶(50 kU/kg). 造
模后6, 12, 18 h等各时间点处死大鼠, 心脏穿刺抽

血, 快速切取心脏, 测定各项指标. 
1.2.1 全自动生化分析仪测定血CK-MB 采用放

射免疫法测定cTnⅠ. 各心肌组织光镜标本以多

聚甲醛固定, 常规石蜡包埋、HE染色, 光镜观察. 
1.2.2 心肌细胞凋亡的测定 采用DNA末端原位

标记法(TUNEL法, 试剂盒购自武汉博士德公

司). 切片常规脱蜡入水, 经30 mL/L H2O2处理、

蛋白酶K消化后, 加入TDT和Dig.dUTP 4℃过

夜, 封闭后加生物素化抗地高辛抗体, 洗涤, 加

■研发前沿
细胞凋亡及凋亡

相关基因是目前

生物医学领域的

研究热点, 在外科

多种疾病的发生

和转归中已受到

越来越多的关注.
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SABC, DAB显色, 光镜下计算心肌细胞凋亡指数

(apoptotic index, AI). AI计算方法:  细胞核中有棕

黄色颗粒者为阳性细胞, 即凋亡细胞, 数5个高倍

视野, 分别计算凋亡细胞数和总细胞数, AI = 凋
亡细胞数/总细胞数×100%. 
1.2.3 心肌细胞Bax, Bcl-2的测定 采用SABC免疫

组化染色法(免疫组化试剂盒购自武汉博士德公

司). 染色模式: 胞膜或胞质. 根据染色强度分为

阳性(棕黄色): 弱阳性(浅黄色): 阴性(不着色). 各
组切片均采用图像分析系统对免疫组化染色阳

性反应产物进行定量分析. 取切片在光学显微镜

下以相同倍数(40×10)随机选取10个视野, 利用

图像分析系统分析阳性面积和阳性区域平均灰

度值, 并将阳性面积和平均灰度值按文献方法[3]

换算成阳性单位(positive unit, PU), 以PU值大小

代表阳性产物表达的多少.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件建立

数据库 ,  均数比较用完全随机设计资料的方

差分析 ,  S O和D D FA组与S A P组间的比较用

DunnettT3法. 细胞凋亡与心功能损害的相关性

用相关性分析P≤0.05为差异有显著性意义.

2  结果

2.1 心脏组织病理学改变 SO组大体未见异常: 

SAP组6 h时心脏水肿不明显: 12 h时心脏水肿, 
可见血性胸水: 18 h时心脏水肿加重, 可见血性

胸水: DDFA组各时间点心脏变化均较SAP组减

轻. 光镜下SO组未见异常: SAP组18 h心肌细胞

浊肿及肌间隙白细胞浸润加重, 肌束结构排列紊

乱, 有少许心内膜下心肌出血: DDFA组各时间点

镜下所见均较SAP组减轻. 
2.2 血CK-MB及cTnⅠ的变化 SAP时血CK-MB及
cTnⅠ明显升高, 且随着病程延长而逐渐增高: 应
用DDFA治疗后, 血CK-MB及cTnⅠ下降, 但仍有

随着病程延长而逐渐增高的趋势(表1).
2.3 心肌细胞凋亡和凋亡基因情况 SO组仅见极

少量凋亡细胞, SAP组凋亡细胞明显增多, 凋亡

指数升高, 并随着病程延长而逐渐增高, DDFA
组凋亡指数较S A P组明显下降(图1, 表2). 心
肌细胞凋亡与血CK-MB呈正相关(r  = 0.812, 
P <0.05), 与 cTnⅠ也呈正相关(r  = 0.807, P <0.05). 

    

表  1  胰腺炎大鼠cTnⅠ和CK-MB(nkat/L)含量检测结果
(mean±SD)

指标         组别           6  h	        12 h	            18 h

cTnⅠ
(μg/L)

CK-MB
(nkat/L)

SO
SAP
DDFA
SO
SAP
DDFA

 0.18±0.07b

 2.14±0.09
 0.87±0.06b 
3389±204b

7681±252
5858±232a

   0.20±0.08b

   3.30±0.25    
   1.73±0.12a

  2553±205b

11576±251
  8275±257a

   0.19±0.08b

   3.74±0.42
   2.48±0.34a

  3522±218b

12972±458
  8975±430a

aP<0.05, bP<0.01 vs SAP组.

    

表  2  胰腺炎大鼠心肌细胞凋亡指数、Bax及Bcl-2的表
达(mean±SD)

指标	 组别	   6  h	      12  h                18 h

AI

Bax(PU)

Bcl-2(PU)

SO
SAP
DDFA
SO
SAP
DDFA
SO
SAP
DDFA

0.99±0.13b

5.73±0.84
2.44±0.27b

1.03±0.13b

4.42±1.05
3.05±0.87a

1.03±0.13
1.22±0.14
3.05±0.87a

1.00±0.44b

8.79±0.68
5.93±0.39a

1.08±0.13b

7.39±0.38
6.46±0.36a

1.11±0.11a

1.83±0.18
4.86±0.46b

  1.02±0.32b

14.09±1.22
  8.75±0.66b

  1.02±0.12b

  8.51±1.07
  6.97±1.04b

  1.02±0.12b

  3.31±0.75
  4.53±1.04a

aP<0.05, bP<0.01 vs SAP组.

A

B

C

图  1  各组大鼠心肌细胞调亡的检测结果(TUNEL×400). A: 
SO组急性胰腺炎大鼠心肌细胞凋亡; B: SAP组18 h凋亡细胞
明显增多; C: DDFA组18 h凋亡细胞较SAP组减少.

■应用要点
本文拟通过动物

实验解决这些问

题中的一部分, 以
利于临床D D FA
方案的进一步完

善, 并为此方案临

床推广应用提供

理论依据.
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SO组心肌Bax, Bcl-2的表达均很弱: SAP组两基

因的表达均增强: DDFA组与SAP组比较, Bax表
达明显下调, 而Bcl-2表达明显上调(图2-3, 表2).

3  讨论

缩短SAP病程及降低其死亡率的关键是防治多

脏器功能损害. 因此, 探讨SAP心脏损伤及发生

机制, 为其治疗提供新思路, 具有重要意义. 心
肌酶可反映心肌细胞的完整性, CK-MB绝大部

分存在于心肌细胞质内, 心肌损害时可从心肌

细胞逸出, 导致血清心肌酶的活性升高, 该酶是

一种比较特异的酶, 对心肌疾病的特异性、敏

感性较强, 心肌损伤时的阳性率达97.5%, 特异

性达100%[4], CK-MB是确定心肌损害的关键指

标, 可作为判断心肌损伤程度的重要依据, 能早

期敏感地反映心肌细胞受损的情况, CK-MB活
性越高, 提示心肌损伤程度就越重. cTnＩ是一

种肌肉收缩蛋白,当心肌细胞受到损伤而细胞

膜完整性遭到破坏时, 胞质内游离cTnＩ迅速入

血, 3-6 h即可在外周血测得其异常, 持续至伤后

24 h, 因此可以早期从血中检出, cTnＩ敏感性

和特异性较高, 这是因为cTnＩ特异性分布于心

肌, 是心肌特异性抗原, 其释放入血循环是心肌

损伤的高度敏感性和特异性标志[5]. 
细胞凋亡是基因调控的细胞生理性死亡形

式, 是一种主动、自发性的过程, 是目前生物学

和医学界的研究热点. SAP时可出现胰腺细胞、

肾细胞调亡[6-7]. 过去认为在终末分化的成人细

胞中如心肌细胞和神经元细胞并不发生细胞凋

亡, 但是最近几年的研究发现, 心肌细胞在缺氧

条件下培养以及体外缺血再灌注后的心肌都出

现了细胞凋亡[8]. 我们的观察结果发现, SAP大
鼠心脏的细胞凋亡数明显增多, 凋亡指数增高, 
凋亡发生部位与病理改变明显的部位吻合, 心

A

B

C

图  2  急性胰腺炎大鼠心肌Bax表达(SABC×400). A: SO组
表达较弱; B: SAP组18 h较SO组明显增强; C: DDFA组18 h
较SAP组减弱.

图  3  急性胰腺炎大鼠心肌Bcl-2表达(SABC×400). A: SO
组较弱; B: SAP组18 h较SO组增强; C: DDFA组18 h较SAP组
进一步增强.

A

B

C

■同行评价
本文检测D D FA
对重症急性胰腺

炎(SAP)大鼠心肌

细胞凋亡及Bax、
Bcl-2表达的影响, 
以此观察DDFA对

SAP的治疗作用, 
并就此阐明DDFA
对SAP脏器保护

作用的机制, 提供

了有意义的信息, 
内容较新, 具有一

定的意义及价值. 
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 肌细胞凋亡指数与心功能的损害程度呈正相关, 
说明SAP心脏损伤至少部分是通过细胞凋亡机

制引起的. SAP引起心肌细胞凋亡的机制可能

是: (1)SAP早期低血容量、缺氧、疼痛和应激

等可使心肌β-肾上腺素能神经兴奋性增加: SAP
大量渗液进人腹腔后, 刺激腹腔神经丛反射性

引起包括冠状动脉在内的广泛血管痉挛, 导致

心肌缺血缺氧, 而心肌在缺血缺氧条件下可出

现细胞凋亡; (2)SAP时产生大量氧自由基, 其细

胞毒作用的重要机制之一就是诱导细胞凋亡: 
而凋亡相关基因Bcl-2基因的蛋白表达产物, 定
位于氧自由基产生的核膜、内质网和线粒体膜, 
这一分布与防止脂质过氧化的功能密切相关[9]; 
(3)SAP时白细胞过度激活发生瀑布效应, 产生

包括TNF-a在内的大量细胞因子: 同时肠道细菌

移位导致内毒素血症, 内毒素血症一方面可刺

激血清TNF-a升高, 一方面可直接诱导心肌组织

产生TNF-a. Kapadia et al [10]证明在内毒素的刺

激下心脏心肌细胞和巨噬细胞几乎产生同样多

的TNF-a; 而血清和心肌自身产生的TNF-a, 均
可通过鞘氨醇依赖的机制诱导心肌细胞凋亡[11]. 
细胞凋亡是受基因调控的, 在调控细胞凋亡的

基因中, Bcl-2家族是最受重视者之一, 其中Bcl-2
蛋白是最重要的凋亡抑制基因, Bax也是Bcl-2基
因家族成员, 他的功能与Bcl-2相反, 主要是促进

细胞凋亡. 我们的实验发现, SAP时心肌Bax基
因表达明显上升, 并且随病程延长而逐渐增高, 
Bcl-2的表达也有所上升, 但幅度相对较小, 可能

是机体代偿所致. 而应用DDFA治疗后, Bax基因

表达明显下调, 而Bcl-2基因表达明显上调. 
总之, SAP时随着心肌凋亡细胞数增多, 心

功能进一步恶化, DDFA可明显改善心脏功能, 
并能调节Bcl-2和Bax基因, 减少心肌细胞凋亡, 
因此认为, DDFA对心功能的保护作用可能部分

是通过调节凋亡相关基因Bax和Bcl-2从而影响

细胞凋亡实现的. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of cytokine-induced 
neutrophil chemoattractant (CINC) in the 
pathogenesis of acute lung injury (ALI) during 
acute pancreatitis (AP).

METHODS: AP model was induced by intra-
peritoneal injection of cerulein or retrograde 
infusion of 50 g/L sodium taurocholate into the 
bili-pancreatic duct in Sprague Dawley rats. A 
total of 84 rats were randomly divided into 4 
groups: cerulein group, saline control group, 
sodium taurocholate group and operational 

control group. The level of serum amylase, 
the pulmonary dry/wet weight ratio and his-
tological changes were measured at different 
time points in each group. The expression of 
pulmonary CINC protein and mRNA were 
detected by immunohistochemistry and semi-
quantitative reverse transcriptase polymerase 
chain reaction (RT-PCR), respectively.

RESULTS: No significant difference was found 
between cerulein group and saline control group 
at different time points (P > 0.05). In compari-
son with those in operational control group, the 
level of serum amylase and pulmonary dry/wet 
weight ratio were significantly higher in sodium 
taurocholate group 1 h after operation (P < 0.01), 
and the expression of pulmonary CINC mRNA 
started to increase at the 1st h after operation 
(1  h: 0.23 ± 0.07 vs 0.07 ± 0.04, P < 0.05; 3 h: 0.36 
± 0.07 vs 0.06 ± 0.04, P < 0.05; 6 h: 0.56 ± 0.07 vs 
0.09 ± 0.05, P < 0.01; 12 h: 0.49 ± 0.09 vs 0.11 ± 0.03, 
P < 0.01). The expression of pulmonary CINC 
protein was detected at 3rd h after operation, 
and then up-regulated gradually. Moreover, the 
expression of CINC was correlated with pulmo-
nary histological changes.

CONCLUSION: CINC plays an important role 
in the pathogenesis of ALI during AP.

Key Words: Acute pancreatitis; Acute lung injury; 
Neutrophil chemoattractant; Immunohistochem-
istry; Semi-quantitative reverse transcriptase 
polymerase chain reaction
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acute pancreatitis.  Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 探讨中性粒细胞趋化因子(CINC)在急性

胰腺炎相关的急性肺损害(ALI)中的作用. 

方法: 分别采用ip雨蛙肽和胰胆管逆行注射

www.wjgnet.com
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■背景资料
急性胰腺炎发病

率呈上升趋势, 重
症患者可出现休

克和腹膜炎 ,  病
情凶险 ,  死亡率

高 . 早期诊断、

早期治疗仍然是

临床难题 .  中性

粒细胞趋化蛋白

( C I N C ) 在急性

胰腺炎中所起的

作用逐渐受到人

们的重视. CINC
在急性胰腺炎的

发病和病情演变

过程中起何种作

用 ,  及如何参与

免疫介导的炎症

反应尚不太清楚. 
CINC在胰腺炎相

关的急性肺损害

等并发症中所起

作用研究甚少.



50  g/L牛磺胆酸钠建立大鼠轻症、重症急

性胰腺炎模型. 84只SD大鼠随机分为雨蛙肽

组、生理盐水组、牛磺胆酸钠组和手术对照

组. 分别检测各组不同时间点血清淀粉酶、肺

干湿重比和肺组织病理学改变, 用免疫组织化

学法和半定量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)
法检测肺组织中CINC蛋白和CINC mRNA表

达的变化情况. 

结果: 雨蛙肽组各时间点CINC蛋白和CINC 
m R N A的表达与生理盐水组无明显差异

(P >0.05); 牛磺胆酸钠组与手术对照组相比, 
血清淀粉酶、肺干湿重比显著升高(P <0.05), 
术后1 h肺组织CINC mRNA的表达开始升

高(1 h: 0.23±0.07 vs  0.07±0.04, P <0.05; 3 h: 
0.36±0.07 vs  0.06±0.04, P <0.05; 6 h: 0.56±
0.07 vs  0.09±0.05, P <0.01; 12 h: 0.49±0.09 vs 
0.11±0.03, P <0.01), 术后3 h开始有CINC蛋白

的表达, 随着时间的延长表达逐渐增强, 且与

肺组织的病理改变呈正相关.

结论: CINC可能在胰腺炎相关的急性肺损害

中起了重要的作用.

关键词: 急性胰腺炎; 急性肺损害; 中性粒细胞趋化

因子; 免疫组化; 半定量逆转录聚合酶链反应
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)相关的急性肺

损伤(ALI)常常是AP并发全身炎症反应综合征

(SIRS)在肺部的表现, 严重者出现急性呼吸窘迫

综合征(ARDS)、多器官功能不全(MODS). AP
合并ALI, 病情凶险, 其病死率一般在40%-70%
之间 [ 1 - 5 ] .  本实验通过建立轻症急性胰腺炎

(MAP)和重症急性胰腺炎(SAP)两种不同类型的

AP模型, 比较不同类型模型中肺组织CINC的表

达变化情况, 初步探讨CINC在AP相关的ALI中
的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠84只, 清洁级, 体质量

250±30 g, 由南通大学医学院动物实验中心提

供. 雨蛙肽(Cerulein)和牛磺胆酸钠为美国Sigma
公司产品, 兔抗大鼠GRO/CINC-1抗体为美国
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Assay Designs公司产品, ABC免疫试剂盒为武汉

博士德公司产品, RT-PCR一步法试剂盒为芬兰

Finnzymes公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 动物模型的建立 (1)MAP模型: 雨蛙肽组和

生理盐水组各18只大鼠, 禁食12 h和禁水6 h后, 
雨蛙肽组大鼠给予ip雨蛙肽(浓度10 mg/L, 剂量

20 μg/kg)每小时一次, 连续注射5次. 分别随机

选取6只大鼠在第1次注射后6, 12, 24 h予安乐

死, 心脏穿刺抽取血液3-5 mL, 4℃ 3000 g离心

15 min, 离心后取血清, 在-70℃中保存; 取部分

左肺组织用40 g/L中性甲醛固定24-48 h, 石蜡包

埋; 部分左肺组织立即放入-70℃中保存. 生理盐

水组给予ip与雨蛙肽组等量的无菌生理盐水, 标
本采集同雨蛙肽组; (2)SAP模型: 牛磺胆酸钠组

和手术对照组各24只大鼠, 大鼠术前禁食12 h和
禁水6 h, 用20 g/L戊巴比妥钠(50 mg/kg) ip麻醉, 
腹部皮肤消毒, 正中切口进腹, 胰胆管近端用无

损伤金属夹夹闭, 向十二指肠开口方向插入注

射器针头, 以0.1 mL/min的速度向胰胆管内注射

50 wg/L牛磺胆酸钠, 剂量为1 mL/kg, 5 min后拔

除注射针头, 松开金属夹, 缝合关腹. 手术对照组

仅向胰胆管注射与牛磺胆酸钠组等量的无菌生

理盐水. 分别随机选取6只大鼠在术后1, 3, 6, 12 h
予安乐死, 标本采集同前. 
1.2.2 标本处理 (1)血清淀粉酶测定: 采用酶法, 由
美国Vitros-250型全自动生化分析仪测定; (2)肺
组织病理学检查: 肺组织常规包埋切片, HE染色

后行光镜观察; (3)肺干湿重比测定: 取大鼠的右

肺组织, 拭去血迹后称重, 所得数值为湿重. 将肺

组织放入60℃烤箱内72 h, 取出称重, 所得数值为

干重. 肺干湿重比为肺湿重/肺干重, 反应肺组织

水肿程度. 
1.2.3 免疫组织化学检测 石蜡包埋的组织标本

4 μm连续切片, 常规脱蜡, 30 mL/L的H2O2阻断

内源性过氧化物酶, 微波抗原修复, 三羟甲基氨

基甲烷缓冲液(TBS)漂洗后, 与兔抗大鼠GRO/
CINC-1抗体(工作浓度为1∶50)孵育, 用TBS代
替一抗作为空白对照, 再次TBS液漂洗, 用生物

素化羊抗兔IgG二抗孵育, 再以TBS液漂洗, 并以

0.5 g/L DAB-H2O2显色, 最后苏木素衬染及封片. 
1.2.4 RT-PCR检测 采用TRIzol试剂提取肺组织

总RNA, 根据GenBank中基因序列自行设计引

物(表1), 由上海生工生物工程公司合成. PCR循
环条件: 55℃ RT反应45 min; 92℃预变性2 min; 
92℃, 30 s, 55℃, 30 s, 72℃, 1 min; 循环40次; 

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文用两种不同

的方法分别建立

大鼠MAP和SAP
模型 ,  采用免疫

组化和RT-PCR等

全面的检测在不

同类型AP模型肺

组织中CINC及其

mRNA的表达情

况.
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72℃延伸5 min, 反应体系为50 μL. PCR产物在

17 g/L凝胶上作电泳观察结果, 用凝胶图像扫描

仪测定光密度值, 以GAPDH为内参照, 半定量测

定CINC mRNA的表达情况.
统计学处理 实验数据均用mean±SD表示, 

用STATA 7.0统计软件, t检验对两组均数进行显

著性检验, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 血清淀粉酶结果 雨蛙肽组6 h淀粉酶明显升

高, 12 h明显下降, 24 h已基本降至正常水平. 6 h
和12 h淀粉酶均高于生理盐水组, 有显著性差异

(P <0.01, 表2). 牛磺胆酸钠组术后1 h淀粉酶与手

术对照组相比明显升高, 术后6 h达到高峰, 术后

12 h稍有下降. 相同时间点牛磺胆酸钠组血清淀

粉酶均高于手术对照组, 有显著性差异(P <0.01, 
表3). 
2.2 肺组织病理学改变 肉眼观察: 雨蛙肽组、生

理盐水组和手术对照组各时间点大鼠肺组织均

未见异常. 牛磺胆酸钠组术后1, 3 h肺组织亦未

见异常; 术后6 h可见肺充血水肿, 术后12 h胸腔

有积液, 肺水肿加剧, 暗红色肺表面可见散在小

出血点; 显微镜观察: 雨蛙肽组、生理盐水组和

手术对照组各时间点镜下未见异常. 牛磺胆酸

钠组术后3 h开始可见肺泡间质水肿, 少量炎性

细胞浸润, 术后6 h见肺泡间隔明显增厚, 肺充血

伴炎性细胞浸润, 术后12 h见肺泡内有明显出血, 
肺泡间隔增宽, 灶性或片状肺不张, 大量炎性细

胞浸润, 以中性粒细胞为主. 

2.3 肺干湿重比 雨蛙肽组各时间点的肺干湿重

比与生理盐水组相比差异无显著性(P >0.05, 表
2). 牛磺胆酸钠组术后1 h的肺干湿重比与手术对

照组术相比差异亦无显著性(P >0.05), 而牛磺胆

酸钠组术后3-12 h的肺干湿重比均较手术对照组

明显增高, 有显著性差异(P <0.01, 表3) . 
2.4 免疫组织化学染色 雨蛙肽组和生理盐水组

各时间点均未见CINC蛋白的表达. 手术对照组

亦未见CINC蛋白的表达(图1A), 牛磺胆酸钠组

术后3 h开始有CINC蛋白的表达, 随着时间的延

长肺泡细胞中CINC蛋白的表达逐渐增强, 术后

12 h表达情况与术后6 h类似(图1B).
2.5 逆转录聚合酶链反应 雨蛙肽组和生理盐水

组之间不同时间点肺组织CINC mRNA表达无

显著差异(P >0.05, 图2, 表2). 牛磺胆酸钠组不同

时间点肺组织CINC mRNA表达均高于手术对

照组(P <0.05或P <0.01), 且表达随时间变化逐渐

增强(图3, 表3).

3  讨论

S A P并发M O D S的机制尚不清楚 ,  在所有的

SAP并发MODS的患者中, 都可以观察到不同

程度的ALI或ARDS[6], 说明SAP早期诱发SIRS/
MODS过程中, 肺脏常常是首先受损的靶器官[7]. 
ARDS、急性肾衰等是SAP致死的主要原因, 约
60%患者1 wk内死亡原因与胰腺炎相关的ALI
有关. 趋化因子(cwhemokine)是细胞因子超家族

成员中一类具有白细胞趋化作用的小分子蛋白

多肽, 分为CXC, CC, C和CX3C 4大类. 大鼠的

    

表  1  PCR扩增的引物序列及扩增片段的大小

基因         GenBank_ID         引物序列	                                             产物 (bp)

CINC

GAPDH

NM_030845

X02231

 5'- ATCGATGGTCGTTCAATTCC-3'
 5'- GGCATTGTGCCCTACAAACT-3'
 5'- ATGGGAAGCTGGTCATCAAC-3'
 5'- TTCAGCTCTGGGATGACCTT-3'

310

484

bP<0.01 vs 相同时间点生理盐水组.

     

表  2  雨蛙肽组和生理盐水组大鼠血清淀粉酶、肺干湿重比和肺组织CINC mRNA(mean±SD, n  = 6)

6 h	                                               12 h                      	                    24 h

血清淀粉酶 
(nkat/L)
肺干湿重比
CINC mRNA

 33423±3517        362022±38991b      50277±4834     176119±40125b              42225±7735        52694±10819
    
    3.88±0.23              3.97±0.36             3.89±0.21	         3.89±0.29	        3.86±0.26            3.82±0.40
    0.10±0.04	  0.18±0.04             0.13±0.03	         0.07±0.03	        0.08±0.03	   0.09±0.04

                             生理盐水                 雨蛙肽	     生理盐水                雨蛙肽	              生理盐水                 雨蛙肽

■应用要点
本文有助于AP发
病机制的认识, 为
进一步阻断CINC
治疗SAP提供理

论依据 ,  为临床

检测患者血液中

CINC水平, 判断

AP的严重程度及

判断预后提供一

个新的指标.
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CINC与人类生长相关基因蛋白-α(GRO-α)有相

似的氨基酸序列, 相当于人类含ELR的CXC类趋

化因子GRO-α, 以趋化中性粒细胞为主. CINC与
CXC受体2有高度的亲和力, 该受体高度表达于

中性粒细胞, 促使他们黏附上皮细胞、通过血

管壁迁移、组织入侵, 产生氧自由基、脱颗粒

和增加细胞内钙浓度, 进一步扩大炎症反应[8]. 
趋化因子在急性重症胰腺炎中起了重要

的作用[9-12]. 研究表明SAP患者血浆中含ELR的
CXC类趋化因子GRO-α, ENA-78水平明显高于

轻症患者, 且上升较早, 提示血浆CXC类趋化因

子的高水平似乎与SAP引起的SIRS, MODS和早

期高死亡率有关[13-14]. 本实验结果显示, SAP大
鼠术后1 h肺组织即有CINC mRNA表达的升高, 

术后3 h免疫组化显示CINC蛋白表达升高, 同时

肺干湿重比增大, 且在12 h内逐渐升高; 肺组织

损伤程度以及肺干湿重比与CINC的表达呈正

相关, 而手术对照组、生理盐水组和MAP大鼠

肺组织CINC几乎无表达, 提示CINC的高表达可

能是SAP发生ALI的原因之一, 与国外的文献报

道一致[15]. 
我们推测, SAP通过肺组织CINC的高表达

趋化了炎症细胞加重了局部炎症, 同时多形核

白细胞(PMNs)在肺毛细血管聚集, 激活肺泡巨

噬细胞大量释放CINC, TNF-α, IL-8, 血小板活

化因子(PAF)等炎症介质, 两者互为因果关系, 
形成恶性循环, 构成“第二次打击”, 呼吸爆

发、氧自由基、血小板聚集和微血栓形成造成

A B

图  1  免疫组织化学检测肺组织CINC蛋白的表达. A: 手术对照组12 h (×250); B: 牛磺胆酸钠组12 h (×500).

   1        2        3       4        5       6       7

484  bp
310  bp

500  bp
300  bp

500  bp
300  bp

484  bp
310  bp

   1     2     3      4      5    6     7     8    9

图 2  雨蛙肽组和生理盐水组肺组织CINC mRNA的表达. 1:
Marker; 2-4:雨蛙肽组6, 12, 24 h; 5-7: 生理盐水组6, 12, 
24  h.

图 3  牛磺胆酸钠组和手术对照组肺组织CINC mRNA的表
达. 1-4: 手术对照组1, 3, 6, 12 h; 5-8: 牛磺胆酸钠组1, 3, 6, 
12 h; 9: Marker.

     

表  3  牛磺胆酸钠组和手术对照组大鼠血清淀粉酶、肺干湿重比和肺组织CINC mRNA(mean±SD, n = 6)

术后1  h	                                 术后3 h	                       术后6 h                                 术后12  h

血清淀粉酶  
(nkat/L)
肺干湿重比 
CINC mRNA

手术对照     牛磺胆酸钠     手术对照     牛磺胆酸钠      手术对照      牛磺胆酸钠      手术对照        牛磺胆酸钠

aP<0.05, bP<0.01 vs  相同时间点的手术对照组.

43942
±1950
3.89±0.25
0.07±0.04

69247
±10385b

3.97±0.21
0.23±0.07a

57594
±6951
3.96±0.21
0.06±0.04

156364
±17203b

4.31±0.25b

0.36±0.07a

43509
±3417
3.83±0.19
0.09±0.05

207025
±31923b

4.74±0.38b

0.56±0.07b

33790
±2784
3.80±0.22
0.11±0.03

165483
±15770b

4.93±0.39b

0.49±0.09b

■名词解释
1  趋化因子是细

胞因子超家族成

员中一类小分子

蛋白多肽 ( 8 - 1 0 
kDa),其氨基酸组

成具有特异的半

胱氨酸(Cys),根据

其半胱氨酸排列

位置的不同分为

CXC、CC、C、

CX3C四类, 主要

生物学作用包括

细胞的迁移、创

伤的愈合、Th1 / 
T h 2  细胞的发

育、血管形成、

肿瘤的生长和转

移、感染、淋巴

器官的发育、树

突状细胞的成熟

等.
2  中性粒细胞趋

化因子(CINC)是
含ELR的CXC类

趋化因子 , 主要

由激活的单核细

胞、内皮细胞、

成纤维细胞产生,
受体是C X C R 2 ,
介导中性粒细胞

的趋化、脱颗粒

及呼吸爆发 . 中
性 粒 细 胞 趋 化

因子(CINC)、巨

噬 细 胞 炎 症 蛋

白-2(MIP-2)与人

的GRO-α有相同

的氨基酸序列,提
示CINC、MIP-2
是人类GRO-α同
源的趋化因子,功
能类似于GRO-α.
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肺内皮细胞、肺实质细胞和脂膜的损害, 形成

瀑布效应, 最终导致SIRS和MODS[16-17].  Ulich 
et al [18]研究表明用抗CINC抗体能阻断60%-70%
的气管内滴入LPS 所引起的肺部PMN浸润和局

部炎症反应; Bhatia et al [19]用绵羊抗CINC抗体

处理雨蛙肽诱导的大鼠AP模型, 虽然对胰腺局

部的损害没有明显作用, 但减轻了相关的急性

肺损害. 因此, 我们可以尝试通过用中和趋化因

子或阻断趋化因子受体来抑制急性胰腺炎早期

趋化因子的活性减少有害的免疫应答, 避免炎

症反应的进一步加重, 从而到达治疗急性胰腺

炎和减少并发症的目的[20]. 
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Abstract
AIM: To explore the correlation of Toll-like 
receptor 4, Toll-like receptors 2 expression on the 
surface of peripheral blood mononuclear cells 
with bacterial infection in patients with liver 
cirrhosis, and observe the effect of antibiotics on 
PBMC expression of TLR4 and TLR2 in cirrhosis.

METHODS: Blood cells from a total of 42 pa-
tients (30 with ascites, 12 without ascites) with 
liver cirrhosis and 15 normal controls were 
stained with fluorescent labeling anti-TLR2/
anti-TLR4/anti-CD14 monoclonal antibodies. 
Samples were collected and analyzed for three-
color immunofluorescence by flow cytometry�.

RESULTS: The expression of TLR4 and TLR2 
were significantly higher in patients with ascites 
than those in the controls (TLR4: 22.28 ± 0.80 vs 
14.45 ± 3.23, P < 0.05; TLR2: 47.65 ± 0.75 vs 24.40 
± 2.77, P < 0.05), and marked difference also ex-
isted before and after treatment (TLR4: 28.58 ± 
0.79 vs 12.37 ± 0.35, P < 0.05; TLR2: 47.79 ± 0.76 
vs 17.22 ± 2.48, P < 0.05). TLR4 and TLR2 expres-
sion were notably increased in patients with 
ascites as compared with those in ones without 
ascites (TLR2: 25.37 ± 1.62; TLR4: 14.81 ± 0.29) (P 
< 0.05), and they were not significantly different 
between patients without ascites and normal 
controls (P > 0.05).  

CONCLUSION: PBMC expression of TLR4 and 
TLR2 are up-regulated in patients with liver cir-
rhosis, and they can be down-regulated by anti-
biotics treatment.

Key Words: Toll-like receptor; Liver cirrhosis; Anti-
biotics; Flow cytometry; Monoclonal antibody

Gou YZ, Lian JQ, Nie QH, Zhuang Y, Liu QQ, Shao 
B. Clinical significance of Toll-like receptor 4 and 
2 expression on the surface of peripheral blood 
mononuclear cells in patients with liver cirrhosis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(34):3278-3283

摘要
目的: 探讨肝硬化患者外周血中单个核细胞
(PBMC)表面Toll样受体4(Toll-like receptor 4, 
TLR4)、TLR2表达与肝硬化患者细菌感染的
关系, 观察抗生素治疗对TLR4与TLR2表达的
影响. 

方法: 采用三色荧光染色法, 荧光素标记的
抗TLR2/抗TLR4/抗CD14 mAb对42例肝硬化
患者及正常人的血液单核细胞表面TLR2、
TLR4及CD14分子进行免疫荧光染色, 应用流
式细胞仪检测. 

结果: 肝硬化腹水组TLR2和TLR4表达(n  = 
30, TLR2, 47.65±0.75; TLR4, 22.28±0.80)与
正常对照组(n  = 15, TLR2, 24.40±2.77; TLR4, 

■背景资料
Toll样受体(TLR)
是天然免疫中重
要的模式识别分
子, 均与抗感染有
关, 近年来成为很
多学科的研究热
点. 在人单核细胞
表面表达的TLR
主 要 有 T L R 4、
TLR2家族成员 . 
T L R 2 主 要 参 与
抗革兰阳性菌免
疫应答, TLR4主
要参与抗革兰阴
性菌的免疫应答. 
T L R 4 通 过 识 别
LPS与CD14复合
物 ,  从 而 获 取 革
兰阴性细菌感染
的信息, 启动LPS
信 号 途 径 ,  因 此
TLR4又称作革兰
阴性细菌感染的
传感器. 肝硬化是
一种严重威胁人
类健康的疾病, 其
并 发 症 较 多 ,  而
SBP是常见而且
危险较大的并发
症. 探讨肝硬化患
者外周血中单核
细胞(PBMC)表面
TLR2、TLR4表
达与肝硬化患者
细菌感染的关系
有重要意义.
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14.45±3.23)比较有显著性差异(P <0.05), 肝硬
化腹水患者治疗前(n  = 20, TLR2, 47.79±0.76; 
TLR4, 28.58±0.79)和治疗后(n  = 20, TLR2, 
17.22±2.48; TLR4, 12.37±0.35)比较有显著
性差异(P <0.05); 肝硬化腹水患者与肝硬化无
腹水患者组(n  = 12, TLR2, 25.37±1.62; TLR4, 
14.81±0.29)比较有显著性差异(P <0.05); 肝硬
化无腹水患者组与正常对照组比较无显著性
差异(P >0.05).

结论: 肝硬化腹水患者TLR4与TLR2的表达显
著上调, 抗生素治疗后显著下调.

关键词: Toll样受体; 肝硬化; 抗生素; 流式细胞术; 单

克隆抗体
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0  引言

肝硬化失代偿等重症肝病患者肠道内菌群紊乱

产生的内毒素在肝内不能灭活而引起内毒素血

症[1], 同时由于细菌移位致使自发性细菌性腹

膜炎等并发症出现[2]. 因此感染成为肝硬化失

代偿等重症肝病严重并发症和重要的致死原因

之一[3], 迄今其预防和治疗效果不甚理想. 细菌

移位(bacterial translocation, BT)的概念已从传统

的有活性的肠道菌丛通过肠道屏障到达肠系膜

淋巴结和肠腔外其他器官或部位, 延伸到细菌

释放产物(如内毒素和细菌DNA)的移位[4]. BT在
肝硬化并发感染和高动力循环状态的发生中起

着重要作用, 而后者又是门脉高压、腹水以及

肝肾综合症形成的关键因素[5]. 在肝硬化鼠模型

中可观察到不是所有的过度生长的肠腔细菌移

位至肠系膜淋巴结, 提示肝硬化细菌移位的机

制除了肠腔细菌过度生长, 还可能包含其他的

因素. 这些可能是肠黏膜屏障结构或功能的改

变, 由于门脉高压可能引起血流停滞, 导致肠道

细菌向血管或淋巴管的通透性增加. 在肝硬化

鼠模型和肝硬化患者的肠道黏膜病理观察中可

见肠道黏膜充血和水肿, 细胞间距变宽[6]. 另一

方面, 在几个包含肝硬化的门脉高压的实验模

型中, 肠腔黏膜氧化损伤可能是由于门脉高压

引起的局部组织缺氧, 引起肠道黏膜屏障渗透

性增加, 细菌顺利移位. 已有数据证明给予抗氧

化剂治疗可阻止回肠和盲肠黏膜的损伤和肝硬

化腹水鼠的细菌移位[7]. 为探讨肝硬化患者并发

感染的特点及防治对策, 我们对本科42例肝硬

化住院患者及15例正常对照作一研究, 应用流

式细胞仪检测其PBMC中TLR4与TLR2的表达. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-11/2006-06第四军医大学唐都医

院传染病科住院的肝硬化患者42例, 男35例, 女
7例, 年龄29-70(平均42.5±2.8)岁. 其中乙型肝

炎肝硬化30例, 丙型肝炎肝硬化和酒精性肝硬

化各3例, 原因不明肝硬化6例. Child–Pugh A级

12例, B级10例, C级20例. 将全部患者根据有

无腹水分为肝硬化腹水组(n  = 30)、肝硬化无

腹水组(n  = 12). 将全部患者随机分为3组: 对照

组(n  = 10)、治疗Ⅰ组(n  = 10)及治疗Ⅱ组(n  = 
10), 3组患者入院时的主要临床症状、体征、

实验室检查结果无显著性差异. 治疗Ⅰ组给予: 
100 g/L葡萄糖注射液250 mL加清开灵注射液

200 mg, 静脉滴注, qd . 治疗Ⅱ组给予氧氟沙星

注射液100 mL静滴, bid ; 50 g/L氯化钠注射液

100 mL加注射用头孢哌酮钠3 g静滴, bid . 对照

组给予100 g/L葡萄糖注射液250 mL加甘利欣

注射液30 mL, 静脉滴注, qd . 100 g/L葡萄糖注

射加复方丹参注射液l4 mL, 静脉滴注, qd . 肝
硬化诊断由病史、临床表现、实验室和影像学

检查证实, 所有病例均符合2000-09西安会议修

订的《病毒性肝炎防治方案》中的诊断标准[8]. 
研究对象57例其中肝硬化患者42例, 健康人15
例, 抽取健康志愿者和肝硬化患者外周静脉血

各2 mL, 置于无菌EDTA-K2抗凝管中, 4℃保存. 
腹水标本肝硬化腹水患者入院后严格无菌操作

条件下行腹腔穿刺术, 床边血培养瓶接10 mL
送细菌培养; 肝硬化无腹水患者及肝硬化腹水

患者作血细菌培养. 流式细胞仪, FACSCalibur
型(美国BD公司); 低温高速离心机, Legend/RT
型(德国科峻公司). 2 mL EDTA-K2真空抗凝管

(美国BD公司); 试剂荧光素FITC、PE和PerCP-
CY5.5标记的mAb, 外周全血细胞表面的染色

使用下列mAb: anti-human TLR2 fluorescein 
isothiocyanate及其IgG2a阴性对照(eBioscience, 
San Diego, CA公司); anti-human TLR4 peridinin 
chlorophyll protein及其IgG2a同型对照、anti-
human CD14 peridinin chlorophyll protein及非

特异性的相匹配的同型对照; RBC裂解液(美国

Becton Dickinson, San Diego, CA 公司). 
1.2 方法 治疗前后使用流式细胞仪检测肝硬

■创新盘点
本文采用三色荧
光染色法, 荧光素
标记的抗TLR2/
抗TLR4/抗CD14 
mAb对肝硬化患
者及正常人的血
液单核细胞表面
TLR2、TLR4及
CD14分子进行免
疫 荧 光 染 色 ,  应
用流式细胞仪检
测 ,  总 结 出 肝 硬
化腹水患者较正
常人及肝硬化无
腹水患者TLR4与
TLR2的表达显著
上调, 即肝硬化腹
水患者较肝硬化
无腹水患者的感
染更为严重.
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化患者外周血单核细胞表面的TLR4, TLR2表
达, 肝功能化验、腹部B超由我院化验室及B超

诊断室完成检测. 首先处理标本, 对每份肝硬

化患者血液取2只试管, 分别标记为A管、B管, 
并用1个正常标本作对照. A管为FITC同型对

照、PE同型对照和PerCP-cy5.5抗-CD14 mAb, 
B管为FITC-抗TLR2 mAb、PE-抗TLR4 mAb
和PerCP-cy5.5- 抗CD14 mAb, 首先在B管分别

加入anti- human TLR4  phycoerythrin荧光抗体

30 μL, 抗凝全血100 μL, 振荡混匀, 在4℃下避

光孵育30 min. 再在A管、B管加入红细胞裂解

液2 mL, 混匀, 室温下避光裂解15 min. 300 g
离心5 min, 弃上清后加入洗涤液2 mL, 300 g离
心5 min, 移去上清, 再加入洗涤液2 mL 300 g
离心5 min, 移去上清. 再在B管加入二抗4 μL, 
在4℃下避光孵育30 min后加入洗涤液2 mL, 
300 g离心5 min, 移去上清; 再在A管加入mouse 
anti-human fluorescein isothiocyanate Ig2a同
型对照抗体, mouse anti- human  phycoerythrin 
isothiocyanate Ig2a同型对照抗体各30 μL和
an t i-human CD14荧光抗体9 μL, 振荡混匀, 
再在B管加入ant i-human TLR2 f luoresce in 
isothiocyanate抗体30 μL、anti-human CD14
荧光抗体9 μL, 振荡混匀, 在4℃下避光孵育

30 min后加入洗涤液2 mL, 300 g离心5 min, 
移去上清, 再加入500 μL 固定液振荡混匀, 制
成细胞悬液4℃避光保存备用[9]. 应用流式细胞

仪检测外周血单核细胞表面TLR2, TLR4的表

达水平, 以平均荧光强度的几何均数(GMF)表
达其含量. 选择CellQuest软件, 设门取单核细

胞群, CD14(PerCP-cy5.5)标记外周血单核细

胞, CD14PerCP-cy5.5)与侧向光散射(SSC)设门

圈出单核细胞, 每份样本获取10 000 个CD14+

单核细胞,去除死亡细胞, 记录外周血单核细胞

TLR2, TLR4的GMF, 作直方图比较[10]. 抽取腹

水后立即在床边注入10 mL腹水于需氧血培养

瓶中, 送检. 静脉采血10.0 mL注入需氧血培养

瓶中, 送本院细菌室培养. 
      统计学处理 所有实验数据均由自动分析后

获取, 应用SPSS 13.0统计学软件分析, 计量资料

参数采用均数±标准差表示, 采用两样本t检验. 
P <0.05为显著性标准. 治疗前后的显著性检验采

用配对t检验, 以P<0.05为显著性标准. 

2  结果

肝硬化腹水患者T L R2和T L R4的GM F分别为

47.65±0.75和22.28±0.8; 肝硬化无腹水患者

TLR2和TLR4的GMF分别为25.37±1.62和14.81
±0.29; 正常对照组TLR2和TLR4的GMF分别为

24.40±2.77和14.45±3.23. 肝硬化腹水患者与正

常对照组比较有显著性差异(P <0.05); 肝硬化腹

水患者与肝硬化无腹水患者组比较有显著性差

异; 肝硬化无腹水患者组与正常对照组比较无显

著性差异(P >0.05, 图1). 治疗组1治疗前TLR2和
TLR4的GMF分别为47.67±1.62和22.31±0.9; 治
疗组1治疗7 d后TLR2和TLR4的GMF分别为17.69

■应用要点
本文对肝硬化患
者细菌感染及单
核细胞表面TLR2, 
TLR4的表达进行
了研究, 对临床实
践中控制感染有
一 定 启 示 ,  同 时
TLR有可能对预
防感染及控制炎
症反应起到一定
作用.

图  2  肝硬化患者治疗前后TLR2和TLR4的GMF表达. A: 治疗组1; B: 治疗组2. 标本均为全血染色. CD14和TLR2为直接抗体
染色; TLR4为间接抗体染色. 代表至少10 000个CD14设门的门内细胞. 实心图: 肝硬化患者治疗前; 空心图: 肝硬化患者治
疗后.

图  1  肝硬化患者无腹水组TLR2和TLR4的GMF表达. A: 治疗组1; B: 治疗组2. 全血染色. CD14和TLR2为直接抗体染色; TLR4为
间接抗体染色. 代表至少10 000个CD14设门的门内细胞. 虚线: 正常对照组; 细线: 肝硬化无腹水组; 粗线: 肝硬化腹水组.
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±2.48和12.97±0.35; 治疗组2治疗前T LR2和
TLR4的GMF分别为47.63±0.75和22.26±0.80; 治
疗组2治疗7 d后TLR2和TLR4的GMF分别为16.74
±2.48和11.77±0.35; 治疗组1、治疗组2的TLR2, 
TLR4 的GMF表达水平下调明显优于对照组, 经
统计学处理有显著性差异(P<0.05, 图2). 且随着治

疗时间的延长下调更为明显(表1). 治疗组, 在改善

症状, 消退黄疸, 降低转氨酶等方面明显优于对照

组, 经统计学处理有显著性差异(P<0.05). 14例腹

水细菌培养阳性者: 大肠埃希菌(G-菌)3例, 产酸

克雷伯氏菌(G-菌)1例; 金葡菌(G+菌)3例, D群链

球菌(G+菌)3例, 表皮葡萄球菌(G+菌)2例, 孔氏葡

萄球菌(G+菌)孔氏亚种1例, 藤黄微球菌(G+菌)1
例. 血细菌培养阳性者为大肠埃希菌(G-菌)1例; 腊
样芽胞菌(G+菌)1例.

3  讨论

Toll样受体(Toll like receptor, TLR)属于模式识

别受体(pattern recognition receptor, PRR), 在识

别和抵御各种病原微生物及其产物中发挥重

要作用. TLR识别病原微生物细胞壁上一类真

核细胞所不具备的特殊结构, 这类结构对表达

PRR的细胞有强烈的刺激作用, 称为病原相关

分子模式(pathogen associated molecular patterns, 
PAMPs), 包括G-菌的脂多糖(LPS)、类脂A, G+
菌的肽聚糖(PGN)、脂磷壁酸(LTA)、脂阿拉伯

甘露聚糖(LAM), 分枝杆菌和疏密螺旋体的脂蛋

白与脂肽, 酵母菌和支原体的某些成分等. TLR
如同天然免疫的“眼睛”, 监视与识别各种不

同的PAMPs, 是机体抵抗感染性疾病的第一道

屏障. 目前, 已克隆的人类的TLR成员有10个(即
TLR1-10), 他们在天然免疫中发挥重要的抗感染

免疫功能, 并与免疫耐受、特异性抗感染免疫, 
以及一些疾病具有相关性. 近年来发现TLR4是
一种功能性的细菌内毒素即LPS跨膜受体, TLR4
是引起对LPS应答的主要受体. TLR2主要识别

G+菌(如金葡菌)成份脂蛋白、脂多肽、真菌、

酵母、分支杆菌、支原体脂肽等的信号转导及

酵母细胞壁、肽聚糖(PGN)等, 也有报道TLR2的
活化与某些致病菌的LPS有关, TLR2与配体结合

并产生信号转导过程必需有其他TLR的参与, 如
TLR6和TLR1. 总之, TLR2主要识别革兰阳性菌; 
TLR4主要识别革兰阴性细菌LPS成分, 是革兰

阴性杆菌LPS的受体[11], LPS与TLR4结合可导致

NF-kB激活[12], 并且可激活单核巨噬细胞产生炎

性因子[13]. 近年认为, 机体针对细菌、病毒及其

他病原生物等病原相关分子(pathogrn-associated 
molecular patterns, PPAMs)的入侵所产生的先

天免疫及特异性免疫由模式识别受体(pat tern 
recognition receptors, PRRs)启动. TLR介导的先

天免疫不仅包括针对病菌的宿主防御反应, 而且

包括免疫病变[14]. TLR是主要的PRRs, 模式识别

受体的发现对了解许多有病原体感染的疾病的

发病机制有着重要的意义并为将来研发各种免

疫治疗提供新的靶位. 另外, 一项研究显示在活

体内TLR发出信号通过干扰素抑制HBV病毒复

制[15], G+菌的产物通过对TLR2的刺激, 促进TNF
及可溶性TNF受体(soluble TNF receptor)增加, 与
TLR2不同的是, TLR4已被确定在酒精导致的肝

损伤鼠模型中起到重要作用, TLR4突变的这种

鼠模型对LPS、炎症(inflammation)、TNF-α、脂

肪变性(steatosis)呈低反应性, 其与野生型对照组

相比坏死减少[16]. 人肝脏星状细胞里, TLR4通过

细菌脂多糖介导炎症信号释放[17]. 在部分肝切除

的小鼠模型中, TLR4的表达上调加重了内毒素

诱导的肝衰竭[18]. 另一项研究结果提示, 在失血

性休克后, 全身炎症应答起始及肝细胞的损伤过

程中, TLR4进行信号传导必不可少[19]. 
在本研究中, 肝硬化腹水患者的外周血单核

细胞中的TLR2, TLR4的表达较正常人显著上调

(P <0.05). 抗生素治疗7 d后与治疗前比较TLR2, 
TLR4的表达显著下调(P <0.05); 且随着治疗时间

的延长下调更为明显; 随着敏感抗生素的使用

更为明显. 肝硬化腹水患者在使用了清开灵等清

热解毒类中药后TLR2, TLR4的表达也显著下调

(P <0.05); 清开灵等清热解毒类中药及抗生素对

TLR2, TLR4的表达影响同样极其显著. 抗生素

或清开灵治疗后肝硬化患者的一般状况显著改

善, Child-Pugh评分降低. 在研究中, 不同病因所

致的肝硬化TLR2, TLR4的表达上调无明显差异

(P >0.05). 肝硬化腹水患者与肝硬化无腹水患者

组比较有显著性差异(P <0.05), 肝硬化腹水患者

与正常对照组比较有显著性差异(P <0.05); 肝硬

■同行评价
肝硬化腹水患者
较正常人TLR4与
TLR2的表达显著
上调, 抗生素治疗
后显著下调. 肝硬
化腹水患者的细
菌感染包括革兰
氏阳性及阴性细
菌. 对有抗生素使
用指征的肝硬化
腹水患者, 及时使
用抗生素可以得
到肯定的疗效. 本
文设计合理, 方法
先进. 得出了有意
义的结论. 

 aP<0.05 vs  对照组.

        

表  1   肝硬化患者TlR2和 TlR4检测结果(GMF, mean±SD)

  0       47.79±0.76     28.58±0.79     48.31±0.75   29.68±0.80

  3       20.21±0.34a    14.52±0.31a    45.32±0.48   28.67±0.64

  5       19.36±0.31a    13.42±0.42a    43.25±0.45   28.26±0.73

  7       17.22±2.48a    12.37±0.35a    42.26±0.36   28.01±0.21

临床病
理指标

      治疗组 (n  = 20) 	                对照组 (n  = 10)
 TlR2               TlR4                  TlR2               TlR4 
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化无腹水患者组与正常对照组比较无显著性差

异(P >0.05). 
肝硬化患者的并发症自发性细菌性腹膜炎

发病机制是肠腔来源的细菌通过肠壁, 到达肠系

膜淋巴结和其他器官. 如果机体局部免疫防御系

统不能产生充分的反应, 自发性细菌性腹膜炎最

终逐步发展, 产生腹水. 在临床和实验的初步研

究中, 用口服抗生素抑制肠腔需氧的革兰氏阴性

菌丛, 可以明显地降低肝硬化患者自发性细菌性

腹膜炎的发生率和肠腔细菌过度生长的发生率, 
降低肝硬化鼠的细菌移位、细菌性腹膜炎的发

生率[20], 临床实践中, 肝硬化无腹水患者使用抗

生素是否确实优于未使用者, 尚需进一步深入研

究. 肝硬化患者的肠道细菌菌丛潜生体(cryptic 
growth cells, CGC)形成率和群集率可显著增高. 
肝硬化患者的CGC有很强的繁殖能力、运动能

力和抗生素耐受力,从而具有极强的侵袭力. 乳
果糖及生态制剂较抗生素在调节细菌CGC形成

和群集方面更理想[21]. 另外, 肝硬化患者中内毒

素激活巨噬细胞被认为与血液循环中肿瘤坏死

因子的增高有关[22], 近来的研究中观察到, 以未

治疗或仅以抗生素治疗做对照组, 用抗生素和抗

肿瘤坏死因子(anti-TNF-α)联合治疗并发细菌性

腹膜炎的肝硬化鼠可降低死亡率[23]. 
有趣的是 ,  血清脂多糖结合蛋白 (L P S-

binding protein, LBP)水平增高的肝硬化患者显

示明显的免疫激活, 通过口服氟哌酸可以改善

免疫激活. 这种现象提示对于无感染的肝硬化

患者, 具有致病力的肠道细菌产物可激活免疫

系统[24]. 近来实验研究也估价了细菌移位在高动

力循环状态的发病机制中的作用, 肝硬化腹水

鼠与正常鼠比较对于血管收缩内脏血管呈现低

反应性, 平均动脉血压也更低. 存在细菌移位的

肝硬化鼠的这些异常情况中更显著. 一氧化氮

与肿瘤坏死因子(TNF-α)的产生增加与血液动

力学改变密切相关. 另外, 细菌移位与内毒素在

肠系膜淋巴结和血液中的出现相伴随. 这些研

究提示细菌或其产物的肠道移位, 如内毒素, 能
使已改变的循环状态恶化. 支持这种假设的证

据显示, 细菌DNA的存在诱导严重肝硬化患者

腹水白细胞的进一步激活. 这导致培养中一氧

化氮的过度产生, 一氧化氮水平与一氧化氮合

酶的可诱导形式存在显著的直接相关[24]. 与本实

验结果不同的是, Gustot et al  [25]在酒精性脂肪肝

鼠模型中发现, 抗生素的使用不影响鼠的TLR表
达, 而本实验中抗生素及中药对TLR2, TLR4的

表达影响均极其显著, 且在使用1 d后就可出现

下调, 这可能因种属间差异所致. 本研究结果显

示: 对有抗生素使用指征的肝硬化腹水患者, 及
时应用抗生素的治疗组在改善症状、恢复肝功

能等方面优于对照组(P <0.05), 对病情的恢复是

有益的. 血培养、腹水培养的细菌包括革兰阴

性细菌、革兰阳性细菌. 另外, 细菌培养及FCM
检测结果显示肝硬化患者多为单一性的细菌感

染, 两种以上的细菌感染少见. FCM研究结果同

样提示肝硬化患者的感染包括革兰阳性细菌, 革
兰阴性细菌. 近来在肝硬化无菌腹水(培养阴性

且无中性白细胞)患者的血清和腹水检测到细菌

DNA, 经自动化的核苷酸序列测定鉴定出DNA
片断大部分来源于大肠杆菌. 这种细菌也是引起

肝硬化患者自发性细菌性腹膜炎发生的最常见

原因[26]. 
本实验中正常人对照组中剔除3例上感患

者, 发现他们的TLR2和TLR4的GMF分别39.91±
2.50; 37.12±9.22, 与正常人比较TLR2和TLR4的
表达上调; 剔除乙型肝炎所致的肝癌患者1例, 其
TLR2、TLR4的GMF为44.90, 2.19, 与正常人比

较TLR2表达上调; 此结果提示TLR2和TLR4的表

达与多种因素有关, 还需进一步研究. 在本实验

中, 肝硬化腹水患者TLR2和TLR4的表达较正常

人显著上调, 且肝硬化腹水患者在经过抗感染治

疗后显著下调, 与TLR2, TLR4的表达分别与G+细

菌及内毒素刺激有关的理论相符. 流式细胞术检

测TLR2, TLR4的表达具有快速、敏感, 可相对定

量的优势,对肝硬化细菌移位的检测有较强的预

测性. 总之, 调控TLR4、TLR2的表达可能是肝

硬化患者细菌感染防治的一种新策略, 甚至为新

型疫苗和免疫调节剂的研发均可提供新的重要

理论依据[27]. 肝硬化患者免疫功能明显降低, SBP
等肝硬化失代偿期严重并发症经常发生[28]. 另外

肝硬变并出血的治疗性临床实践中对急性出血

的肝硬变患者预防性使用抗生素可减少细菌感

染的机会[29]. 
总之, 针对肝硬化腹水, 可预防性应用抗生

素, 为了避免耐药菌的产生, 应依据腹水培养和

药敏试验结果, 从而提高临床疗效[30]. 
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Abstract
AIM: To evaluate the ef f icacy of part ia l 
embolization, with superselective catheterization 
of arteries in the lower part of spleen, for 
management of hypersplenism.

METHODS: A total of 80 cirrhotic patients with 
hypersplenism were treated with 1 or 2 times 
of partial splenic embolization, with polyvinyl 
alcohol (PVA) particles (300-500 μm in diameter) 
injected into the arteries in the inferior part. The 
data, including symptoms and signs, blood rou-
tine, findings by computed tomography and up-
per gastrointestinal endoscopy, were collected 
before and after embolization for statistical 
analysis�.

RESULTS: In 80 patients, embolization was 
performed 105 times, involving 83 times of fe-
ver lasting 3-30 days and 83 times of bellyaches 

(analgesics was used 26 times). Treatable hydro-
thorax was observed in 5 cases, and no severe 
complications occurred. The volume of embo-
lization covered 40%-70% of the organ. White 
blood cell (WBC) count and blood platelet count 
(BPC) were elevated 24 h after embolization (P < 
0.05) and the number of cases with normal WBC 
count or BPC was 78 or 79 respectively after 3 
months. The improvements on general condition 
and remission of esophageal varices were fruit-
ful. No incidence of upper digestive hemorrhage 
was encountered during the follow-up period.  

CONCLUSION: Partial splenic embolization is 
helpful for relieving portal hypertension, dimin-
ishing the morbidity of massive hemorrhage 
in upper digestive tract, improving blood cell 
counts and immunity as well as living quality in 
patients with hypersplenism.

Key Words: Hypersplenism; Interventional therapy; 
Partial splenic embolization; Portal hypertension

Yang HL, Guan YS, He ZM, Wang H, Ji Y. Application 
of microcatheter and polyvinyl alcohol in partial splenic 
embolization for hypersplenism. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(34):3284-3289

摘要
目的: 评价超选择插管和聚乙烯醇颗粒技术在
部分脾栓塞临床应用中的价值. 

方法: 肝硬化合并门静脉高压伴脾功能亢进
患者80例, 采用超选择插管至脾动脉分支, 行
部分脾栓塞. 每例患者共接受1-3次栓塞. 栓塞
材料是聚乙烯醇(polyvinyl alcohol, PVA)微粒, 
直径300-500 μm. 收集每次栓塞前、后资料, 
包括症状、体征、外周血象、CT、上消化道
内镜所见等, 经统计学处理后进行分析. 

结果: 共进行105次部分脾栓塞, 其中15例作
了第二次栓塞, 5例作第三次栓塞. 栓塞范围
40%-70%, 并且有83次栓塞后出现发热, 持续
3-30 d. 83次出现腹痛, 其中26次需用强效止
痛药. 5例少量胸腔积液, 经保守治疗后吸收. 
未出现脾脓肿等并发症. 术后24 h外周血白

■背景资料
对于脾功能亢进
的患者, 相关报道
大部分采用明胶
海绵、钢圈栓塞
脾 动 脉 主 干 ,  易
导致侧枝循环的
形成或再通, 血细
胞三系指标出现
降低, 使中远期疗
效受到影响. 如何
减少侧枝循环的
形成, 减少术后复
发, 以期提高临床
中、远期治疗效
果. 本文就是基于
以上目的进行研
究.
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细胞、血小板计数开始升高(P <0.05). 栓塞后
3 mo内, 78例白细胞维持在正常水平, 79例
BPC维持在正常范围. 栓塞后食欲、体能改
善, 胃底食管静脉曲张程度减轻, 随访期间未
发现上消化道大出血者.

结论: 部分脾栓塞治疗脾功能亢进, 能减轻门
静脉高压, 降低上消化道大出血发生率, 有效
改善血象, 提高机体免疫力和生活质量.

关键词: 脾功能亢进; 栓塞; 介入治疗
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脾栓塞中的应用.  世界华人消化杂志  2006;14(34):3284-3289

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/3284.asp

0  引言

对于脾功能亢进者, 采用经导管栓塞脾脏, 目的

是使异常肿大的脾脏缩小, 改善机体的免疫功

能, 降低脾脏破坏血细胞的能力, 以提高正常血

细胞比例. 该技术在临床已得到广泛认可. 至于

使用的材料和栓塞的部位, 过去多选用不锈钢

圈、明胶海绵等栓塞脾动脉主干[1-3,4]. 然而, 由
于栓塞后常形成侧枝循环或发生再通, 血细胞

三系指标易再次出现降低, 使中远期疗效受到

影响. 该病例组与过去栓塞方法的不同之处, 主
要是选用直径300-500 mm的聚乙烯醇(polyvinyl 
alcohol, PVA)微粒作为栓塞材料, 并采用超选择

插管栓塞脾动脉下极, 以期提高临床治疗效果. 
其具体方法供大家参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝硬化合并门静脉高压伴脾功能亢进

症的患者80例, 于2002-2005年期间住院治疗, 
其中男54例, 女26例, 年龄30-76岁, 平均52.6岁. 
全部病例均有脾脏增大, 并经B超、CT检查明

确显示.外周血象检查三系明显降低, 其中WBC
低于3×109/L, BPC低于50×109/L. 上消化道内

镜检查显示胃底静脉曲张者75例. 本组肝功能

按Child分级: A级13例、B级58例、C级9例.
1.2 方法 设备为1000mA大型数字减影心血管

系统(LCV+, GE公司产). 由于脾动脉的解剖形

态复杂多变, 而且该组患者均有脾肿大、脾动

脉增粗和迂曲, 所以应该准备多种规格的导管

和导丝, 要求材质较柔软. 我们使用的是泰尔

茂公司(Terumo)产品, 导管规格5或6F, 品种有

Yashiro、RH、RS、Cobra、3F同轴、SP等. 以
及J形头导丝和黑色超滑亲水导丝. 通常PVA颗

粒的直径在200-1000 mm之间, 本组选择的是

300-500 mm. (颗粒太小, 则有通过小动脉进入微

静脉的危险, 颗粒太大, 栓塞后形成侧枝循环、

原有病症复发的比例高).
本组105次均采用Seldinger方法穿刺右侧

股动脉插管, 先作脾动脉造影, 了解血管分布范

围和脾脏实质染色情况后, 全部病例均进行脾

动脉分支栓塞. 根据造影发现选用相应规格的

导管, 60次在实现脾动脉下极分支超选择插管

后进行栓塞.由于脾动脉分支的特殊走行或有严

重迂曲, 有25次栓塞脾动脉中上极分支, 其中9
次为栓塞上极分支. 共进行105次栓塞, 其中60
例栓塞一次, 15例栓塞2次, 5例栓塞3次. 材料选

用300-500 mmPVA微粒, 栓塞范围一般控制在

40%-70%. 根据栓塞后血流变化情况, 决定是否

需进一步栓塞. 栓塞范围大约30%-40%时血流

开始变慢, 大约50%-60%时明显减慢, 至血流淤

滞可达70-80%. 栓塞后立即进行脾动脉造影, 了
解栓塞范围. 脾脏被栓塞体积估算办法: (1)栓塞

前后造影对比实质染色情况; (2)栓塞前后脾实

质内分布的血管数量对比; (3)栓塞后B超及CT
扫描评估.

术后24 h、3 d、1 wk、末次栓塞后3 mo做
血常规检查(表1). 术后1-2 mo复查B超、CT影
像学改变. 术后1 mo内复查上消化道内镜, 了解

胃底食管静脉曲张情况. 
      统计学处理 采用SPSS10.0统计软件处理,栓塞

前后外周血象化验结果进行t检验; 计数资料之间

采用c2检验. P<0.05判断为差异显著性. 

2  结果

2.1 影像学表现 血管造影显示栓塞前脾动脉各分

支完整, 终末血管显示完整(图1), 栓塞后脾动脉的

分支减少或脾动脉段分支闭塞、中断, 实质期可见

脾脏染色区域减少, 中下极及周围区域呈不同程

度染色缺损区(图2). 栓塞后B超提示脾脏有不同

程度的梗死表现, 体积大多无变化. CT平扫检查

提示脾脏中下极均有大面积梗死区(图3). 3例左侧

胸腔出现少量积液, 均为脾动脉上极分支栓塞者.
2.2 临床及实验室随访结果 经估算脾脏被栓塞的

体积大约在40%-85%之间, 其中40%-60%者63
例, 大于60%的27例. 随访时间均超过12 mo, 最
长5例达46 mo, 36-46 mo 25例, 24-36 mo 40例, 
12-24 mo 15例, 平均随访期25.6 mo. 术后3-5 d 
WBC、BPC均显著上升, 有16例达正常水平. 58例
WBC计数超过10×109/L, 于1-2 wk内降至正常水

■创新盘点
该 组 病 例 采 用
300-500 mm的聚
乙烯醇 ( P VA ) 颗
粒、微导管与超
选择插管技术相
配合, 主要超选择
到脾动脉下极分
支进行栓塞, 以期
提高临床中、远
期治疗效果.该方
法相关报道较少.
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平. 12例BPC在1-2 wk内升至正常水平, 以后略有

下降, 2 mo左右稳定. 1例BPC计数低于正常但高

于栓塞前水平. 术后3 mo BPC、WBC计数明显高

于术前水平, 差异具有显著性意义(P <0.05). 1例
16 mo后BPC、WBC低于栓塞前而行第2次介入治

疗. 治疗后胃底食管静脉曲张程度明显减轻, 治疗

后改变以最后一次栓塞后改变为准(表2). 随访期

间未发现上消化道大出血病例.
2.3 与栓塞有关的并发症 全部病例均有脾区疼

痛, 大部分在1-2 wk内缓解, 疼痛时间最长1例达

1 mo. 80例均有不同程度的发热, 其中18例发热超

过38.5℃, 大部分患者的体温在1-2 wk内降至正常, 
有2例时间长达1 mo, 后逐渐缓解. 脾上极栓塞9例
中, 有3例发生左侧胸腔积液, 其中1例为中量积液, 
经对症治疗后痊愈. 全部病例均未发生脾脓肿.

3  讨论

脾脏为免疫器官, 当脾脏肿大、脾功能亢进时, 

脾静脉窦扩大, 其中的网状内皮细胞增多, 脾脏

破坏脆弱血细胞和吞噬BPC的数量增加, 结果血

细胞减少, 导致患者免疫力严重受损, 发生感染

的机会大大增, 严重影响生活质量.  血小板减少

达50×109/L以下有出血倾向. 而且脾肿大者常

合并有肝硬化、门静脉高压, 食管胃底静脉有

不同程度的曲张, 一旦破裂即发生上消化道大

出血.
部分性脾栓塞(partial splenic embolization, 

PSE)治疗脾功能亢进, 主要是针对外周血象降

低[1-6], 在临床已得到广泛认可. 随着对有关介

入治疗方法及治疗效果的病理生理学研究的深

入, 部分脾栓塞疗法正不断得到完善, 其治疗效

果可以达到以下几个目的: (1)缓解门静脉高压; 
(2)减轻食管胃底静脉曲张, 从而尽量避免上消

化道出血; (3)纠正脾功能亢进; (4)保留脾脏的功

能. 栓塞脾动脉的传统介入方法, 是采用钢圈、

明胶海绵进行主干栓塞. 缺点是不利于在栓塞

过程中较准确地控制栓塞范围, 栓塞后并发症

较多, 脾功能亢进复发率较高. 哪些因素有利于

在栓塞过程中准确地控制栓塞范围, 如何减少

■应用要点
本文从脾动脉解
剖及走行的角度,
结合脾动脉的侧
枝循环的形成, 系
统的阐述了脾动
脉栓塞的原理及
栓塞方法, 并在总
结了相关文献的
基础上, 对如何提
高脾功能亢进栓
塞术前后的治疗
效果, 提出了见解, 
在所用材料, 栓塞
技术, 预防并发症
方面给予了一定
的总结. 如何提高
中远期治疗效果
及减少并发症, 是
今后不断研究的
课题. 

PSE术后不同时间段BPC、WBC与术前比较, 经t检验: P均<0.05.

        

表  1   脾动脉栓塞前后外周血小板及白细胞计数结果 (mean±SD, n ＝105, ×109/L)

BPC        45.6±14.65              103.0±14.6            134±48.3                   144±47.5                     113±28.38
WBC       2.62±0.5                      6.8±1.1             7.36±1.6                    7.23±1.5                      5.45±1.1  

                     术前                             术后24 h                   3 d 后                            1 wk后                    末次栓塞3 mo后计数

图 1  栓塞前血管造影显示脾动脉分支和终末支显示完整. 图 2  栓塞后血管造影显示脾动脉分支中断/闭塞.

图 3  栓塞后CT扫描显示大面积低密度改变, 即梗死区.

PSE术后胃底食管静脉曲张分级与术前比较, 经c2检验: P 均
<0.05.

        

表  2  治疗前后胃底食管静脉曲张分级(% , n ＝75)

 术前      0        43 (57%)       22 (29%)         10 (14％)
 术后      0        56 (74%)       15 (20％)           4 (6％)

              正常         轻度              中度                  重度
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栓塞后并发症和防止病情复发, 达到较好的长

期治疗效果, 是今后需不断研究的课题[7].
脾动脉节段性分布的特征, 为PSE提供了解

剖学基础[8]. 脾脏内每一叶、段、亚段的动脉供

应相应区域的脾脏组织, 各叶、段、亚段间的

动脉吻合支极少, 被称为少血管区. 上述特征为

PSE提供了解剖学依据[9]. 即当某叶或段、亚段

被栓塞后, 相应区域的脾组织就会发生缺血坏

死, 而未被栓塞部分的功能仍保留.
不过近年来, 很多作者认为尽管脾动脉有清

晰的分叶和分段, 但脾内动脉吻合并非少见, 脾
动脉分支在脾外吻合(叶间支吻合)的发生率为

6.6%-15.3%, 在脾内吻合(脾内叶间支和段间支

吻合)者有15.3%-43.3%[10]. 脾动脉吻合支的存在

是否对PSE的疗效产生影响, 关键在于栓塞材料

的选用及所栓塞的脾动脉的部位. 临床上如选

用较细的颗粒对脾动脉末梢进行栓塞, 使栓塞

水平达到吻合支以远的水平, 甚至脾窦水平, 可
以减少因吻合支供血导致脾功能亢进复发的可

能性.  栓塞材料的选择对于减轻并发症、提高

中远期治疗效果有极其重要的作用. 传统上使用

不锈钢圈、明胶海绵进行栓塞[11], 而这两种材料

均造成血管直径较大的动脉被栓塞, 结果导致大

范围缺血和梗死, 发热症状重和感染率高, 栓塞

后由于侧枝循环较易形成, 脾功能亢进复发率较

高, 而且术中对于准确到达靶血管进行栓塞较难

控制. PVA是比较理想的栓塞材料[12], 能够达到

脾脏红髓区及脾段栓塞的目的, 属于永久性栓塞

剂, 不被组织吸收, 使栓塞更彻底, 栓塞后不易发

生再通, 并且发热的发生率较明胶海绵少, 可能

是PVA颗粒的作用更接近造成脾脏功能区被栓

塞, 使脾脏功能区完全梗死(干性梗死), 减少了

发热和脾脏感染的机会. 通常PVA颗粒的直径在

200-1000 mm之间, 本组选择的是300-500 mm者. 
颗粒太小, 则有通过小动脉进入微静脉的危险, 
术后症状重.  颗粒太大, 栓塞后形成侧枝循环、

原有病症复发的比例高[13-14]. Chun et al [15]认为使

用含抗生素微球的栓塞材料, 能在梗塞灶内释放

抗生素, 对脾脓肿形成有抑制作用. 根据我们的

经验, 严格进行无菌操作, 术中使用庆大霉素浸

泡的PVA微粒, 术后加强控制感染, 可以预防脾

脓肿的发生. 由于PVA颗粒体积很小, 在被释放

到的区域分布均匀, 栓塞后CT复查可见梗死区

呈均匀一致的低密度影,给评估被栓塞区域的体

积带来方便.

超选择插管技术配合较好的栓塞材料, 对提

高临床治疗效果有极其重要的作用[16-17]. 根据脾

动脉造影, 脾动脉走行可分为上弧、水平、上

升、回旋和下弧形, 其中波浪型和回旋型的超选

择插管十分困难, 不易成功. 微导管的特点是管

壁纤细, 表面光滑, 并配有微导丝, 可作走行迂曲

的细小血管分支的超选择插管诊疗, 尽量选择脾

动脉下极分支进行栓塞. 与PVA颗粒搭配能起到

相当好的效果. 被栓塞的靶血管更明确, 被栓塞

的脾脏组织更彻底. 并有利于被栓塞组织体积的

控制, 对于减少术后并发症及术后复发有极其重

要意义. 在栓塞过程中, 如何控制好栓塞范围是

一个关键[18]. PSE能有效缓解脾功能亢进, 其栓

塞范围与疗效和并发症有密切的关系. 但目前对

栓塞范围无统一标准, 有30%-40%、40%-60%、

50%-70%, 过小无临床治疗效果, 过大有发生脾

脓肿的风险. 不过栓塞的体积越大, 可以在更安

全、更少影响脾功能的前提下, 保持更长久的疗

效[19]. 多数人认为, 为了减少并发症, 首次栓塞的

范围不应超过70%. 我们的经验是: PSE的栓塞范

围, 应根据患者的一般状况、病因和治疗目的来

确定. 肝硬化门静脉高压较严重者, 为了减少脾

静脉回流、缓解门静脉高压, 栓塞范围应较大. 
肝癌伴脾功能亢进者, 以使血细胞回升为目的, 
而且因肝癌介入治疗需多次重复, 脾栓塞范围可

以较小和分次进行. 血液系统疾病引起的脾功能

亢进, 栓塞范围应最大. 小儿患者[20]因代谢旺盛, 
脾脏组织梗死后修复较快, 与成人病情相同者应

多栓塞10%. 精确控制栓塞范围的方法, 目前尚

未见文献报道. 在本组病例中, 我们采用超选择

插管技术, 尽量超选择到达脾动脉下极分支, 个
别病例可进一步栓塞脾中极或脾上极动脉分支, 
栓塞体积一般达到40%-70%, 过别超个75%以上. 
根据造影资料显示的血管分布范围, 来确定被栓

塞区域的方法较为实用. 在术中判断靶血管被栓

塞的范围, 通过监控血流速度变化来进行估计比

较可靠. 血流开始变慢大约已经栓塞了整个脾脏

的30%-40%, 明显减慢大约已达50%-60%, 血流

淤滞可达70%-80%. 采用这个方法能较好地控制

栓塞的范围及程度.
全部病例栓塞后均有发热、腹痛症状, 与文

献报道相符[7,17]. 但本组病例栓塞后发热、腹痛

症状较轻, 严重并发症较少, 这与超选择进入靶

血管、使用适当的栓塞材料有关. 大部分病例超

选择到达脾下极动脉分支, 栓塞后脾脏膈面的反

■同行评价
课题设计新颖, 合
理, 结果可信, 具
有一定的科学意
义, 并且在探讨对
脾功能亢进的栓
塞前后的栓塞技
术及术后并发症
方面具有一定的
临床参考价值, 同
时为脾功能亢进
栓塞方面的临床
治疗研究提供了
一些理论依据.
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应较轻, 严重的并发症较少. 使用同轴导管和SP
导管这两种微导管, 大部分病例均可插到脾下

极动脉分支[16], 由于脾下极远离膈面, 减少了横

膈因受刺激而发生炎性渗出, 疼痛症状也得以减

轻. 由于脾下极周围是网膜, 故当发生炎性反应

时, 周围的腹腔网膜有包裹作用, 抑制了炎性反

应的扩散[13].
虽然栓塞方法及栓塞材料在不断改进, 但术

后仍有部分患者出现高热、剧烈疼痛、胸腔积

液等并发症[21-23]. 脾下极动脉分支栓塞法能较好

避免或减轻栓塞上极动脉常引起的并发症：如

膈肌刺激、肺不张、胸膜疼痛等[24]. 栓塞前应做

好心理护理工作, 同时应做好栓塞后的综合治

疗. 本组发现, 肝功能较差并合并腹水的患者, 栓
塞后容易发生腹膜炎或胸膜炎, 腹水和胸水的产

生较快, 故在选择病例时应严格掌握适应证. 腹
水较多、门脉高压明显、脾脏巨大的患者不宜

行脾动脉栓塞治疗, 行脾切除术较好；对于肝脏

功能较差、凝血功能严重障碍、高龄和伴肝癌

的脾功能亢进患者宜行脾动脉栓塞治疗[25]. 随着

栓塞程度的增加, 术后反应加重, 并发症也随之

增加. 栓塞程度控制在60%-70%可有效治疗肝硬

化脾功能亢进, 分次栓塞可减轻术后反应、减少

并发症[19].与该组病例实验结果一致.
食管胃底静脉曲张处容易发生破裂, 导致上

消化道大出血, 降低门静脉压力能有效防止食管

胃底静脉破裂出血[26-27]. 35%的血流量来源于脾

静脉, 脾栓塞能导致脾组织广泛灶性梗死, 最终

被纤维组织所代替, 破坏了脾内血管床, 从而能

有效降低脾动脉和脾静脉的血流, 缓解门静脉的

压力, 进一步缓解胃底食管静脉的压力, 在一定

的程度上降低了出血的风险[28-30]. 本组病例已观

察到栓塞后食管胃底静脉曲张程度发生明显改

变的情况.
由于研究单位条件所限, 本组未设随机对

照. 栓塞过程中利用观察血流变化情况来估算脾

栓塞范围的方法也较粗略. 有一些患者同时服用

好几种口服药物进行治疗, 这些药物对患者的血

象和脾栓塞效果有何影响亦不得而知.
总之, 改进栓塞技术及选择恰当的栓塞剂对

治疗脾功能亢进, 改善血象、提高机体免疫力, 
防止上消化道出血有积极的临床意义. 
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摘要
5-FU是治疗胃癌最基本的化疗药物之一, 二氢
嘧啶脱氢酶(dihydropyrimidine dehydrogenase, 
DPD)是5-FU分解代谢的起始酶和限速酶, 在
5-FU的治疗过程中起着重要的作用, 肿瘤组织
中DPD表达上调可加速5-FU的分解, 使5-FU在
形成细胞毒作用的核苷之前代谢成无抗癌活
性的代谢产物, 减少了肿瘤部位的药物浓度, 降
低了抗癌效果. 而外周血DPD含量增高, 导致
5-FU在血浆中浓度的变化, 从而引起毒副反应
的发生.

关键词: 二氢嘧啶脱氢酶; 胃癌; 化疗
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 虽然西方国家

胃癌死亡率明显下降, 但我国仍呈上升趋势, 发
病率占恶性肿瘤的第二位, 死亡率占第一位.手
术是胃癌的首选治疗手段, 但由于早期诊断率

较低, 约60%-70%的患者确诊时已表现为局部

复发或远处转移, 因此化疗在胃癌治疗中越来

越受到广泛重视. 5-氟尿嘧啶(5-FU)是治疗胃

癌最基本的化疗药物之一, 近来研究发现, 二氢

嘧啶脱氢酶(dihydropyrimidine dehydrogenase, 
DPD)与5-FU在胃癌治疗中的消除率、疗效和

毒副反应密切相关. 

1  DPD的分布

DPD广泛分布于各种正常组织, 以肝脏和外周

血单核细胞(peripheral blood mononuclear cells, 
PBMC)中分布最多, 在肿瘤组织、炎性组织中

也有分布[1]. 是由两个相同的亚基与一个相对

分子质量为105 kDa的分子组成, 是一个高二聚

体酶, 包括黄素腺嘌呤二核苷酸、黄素单核苷

酸、铁1硫中心. 被定位于染色体1q22的基因

(DPD)编码, 包括23个外显子, 可转录为一种含

1025个氨基酸的蛋白. 他是5-FU代谢失活的限

速酶, 5-FU吸收后约80%-90%在肝脏中不断代

谢生成二氢氟尿嘧啶(FUH2), 进而在其他相关

酶的作用下生成α-氟β-丙氨酸、尿素、氨和二

氧化碳并排出体外, 使药物失去活性, 从而减少

了药物蓄积, 降低了5-FU大量掺入到正常组织

细胞中产生细胞毒作用. 

2  DPD的检测方法

DPD的检测方法包括DPD活性的检测、DPD蛋

白表达、DPD mRNA的表达. 这些检测方法又

包括血液和组织DPD的检测. 
2.1 血液DPD活性的检测 (1)直接法: 应用放射

酶免法测定PBMC中DPD活性, 以每毫克蛋白

每分钟能代谢5-F U生成皮摩尔的二氢尿嘧啶

(H2U)表示, 单位: pmol/(min·mg). Etienne et al [2]

检测了185例恶性肿瘤患者DPD活性, 95%可

信区间为65-559 pmol/(min·mg), 中位数为222 
pmol/(min·mg). DPD活性<100 pmol/(min·mg)的
患者接受5-FU化疗时会出现毒性. (2)间接法: 
DPD可将血浆中的内源性尿嘧啶(U)降解为H2U, 
因此, H2U/U比值可间接反应DPD的活性. 
2.2 组织中DPD活性的检测 可通过免疫组化和酶

联免疫吸附实验来测定. Hotta et al [3]用ELISA法

测定术前胃癌患者组织中的胸苷磷酸化酶(TP)与
DPD含量, 可为后期选择治疗提供指导意义. 
2.3 DPD蛋白表达 用DPD mAb进行免疫组化

来检测细胞内DPD的表达. Ishikawa et al [4]采

用此方法测定DPD活性范围为3.6-99.8 pmol/
(min·mg), 但肿瘤组织与非肿瘤组织中的活性

无差异. 
2.4 DPD mRNA的表达 应用逆转录聚合酶链反

应(RT-PCR)来测定DPD mRNA水平. Ishikawa et al [4]
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采用此方法测定胃癌组织中的D P D m R N A
水平范围为0.014-7.22 pmol/(min·mg), 低DPD 
mRNA水平预示肿瘤对5-FU更敏感. Yoshinare 
et al [5]研究认为DPD酶活性及mRNA表达与肿

瘤对5-FU化疗敏感性密切相关. 另外, 有人通过

测定尿液中尿嘧啶含量来预测DPD活性, 作为

预测和预防5-FU毒副反应的一种方法[6-7].

3  DPD缺失的分子机制

近年DPD活性与DPD等位基因变化之间的研究

日益增多, 认为DPD缺失可能与DPD等位基因

变化有关. Wei et al [8]1996年首次发现二氢嘧啶

脱氢酶基因(DPYD) 165 bp片段丢失会导致5-FU
产生毒副反应, 其中14号外显子处的G→A突变

是导致DPD活性低下从而产生细胞毒性的根本

原因. 295-298delTCAT, 1897delC, T85C, C703T, 
G2657A, G2983T等基因突变也与DPD活性降低

或缺失有关, 但A1627G和G2194A位点的基因突

变并不引起DPD活性的降低和5-FU产生细胞毒

性作用[9]. 此外, DPD外显子14缺失突变的携带

者, 在使用5-FU治疗时, 发生致命性骨髓抑制的

风险也显著增加[10]. 

4  DPD与临床

D P D活性与患者的人种、性别、年龄、肿瘤

部位、分期、分化、病理类型无关[11]. 但也有

学者研究认为, 肿瘤分化程度与DPD表达水平

有关, 未分化型肿瘤组织比分化型显著高表达

(P <0.05), 有统计学意义[12-13]. Yoshida et al [14]采用

免疫组化法测定23例肠癌和7例胃癌患者肿瘤

组织和正常组织中DPD活性和TP水平, DPD活

性在肠癌肿瘤组织中显著减少(P <0.01), 但胸腺

嘧啶核苷酸合成酶(TS)却显著增加(P <0.01), 在
胃癌中却没有差异, 各有3例(42.9%)患者高表

达. Nakayama et al [15]采用ELISA法测定111例恶

性肿瘤患者TP和DPD的表达水平, 却得出了完

全相反的结论, 其中30例胃癌和81例肠癌, DPD
在胃癌组织中与正常组织相比高表达, 在肠癌

中表达水平完全相同, DPD在胃癌中的表达水

平远高于肠癌组织. Nozawa et al [16]使用免疫组

化法测定胃癌患者DPD的表达水平, 发现DPD
指数与肿瘤进展及其他临床病理因素均无关. 
Ichikawa et al [13]用PCR技术测定DPD在肿瘤组织

中的表达与临床病理因素也无关. DPD是5-FU
分解代谢的起始酶和限速酶, DPD活性的高低

与5-FU被清除的速度和量密切相关, 导致5-FU
在血浆中浓度的变化, 从而引起毒副反应的发

生. 但Di et al [17]研究认为DPD活性与5-FU的严

重毒性反应却无关. DPD决定了5-FU代谢速度, 
DPD表达上调可加速5-FU在肿瘤组织中的分

解, 会使5-FU在形成细胞毒作用的核苷之前代

谢成无抗癌活性的代谢产物5-氟-b-丙氨酸, 减
少了肿瘤部位的药物浓度, 降低了抗癌效果, 进
一步引起耐药性的发生. Terashima et al [18-20]使

用放免法测定140例胃癌患者DPD活性, 发现其

水平与人体对5-FU反应的敏感性相关, 是其非

常重要的预测因素, DPD活性越低, 肿瘤对5-FU
越敏感. 在胃癌中, DPD活性低的肿瘤对5-FU更

敏感, TP/DPD比值越高, 5-FU化疗效果越好[21]. 
Takiguchi et al [22]研究25例胃癌术后接受化疗的

患者, 48%(12/25)对化疗有效(包括完全缓解和

部分缓解). DPD活性检测6例为DPD高活性, 19
例为低活性. 分析6例DPD高活性患者均属无效

者, DPD低活性组中有12例对化疗有效. Kubota
用DPD mRNA来预测肿瘤5-FU的敏感性[23]. DPD
与预后的关系Napieralski et al [24]用PCR定量分析

了7种与治疗相关性基因: TS, DPD, TP与DDP相
关基因: ERCC1, ERCC4, KU80, GADD45A, 研
究在进展性胃癌新辅助化疗中各个基因单独表

达和联合表达与临床的关系, 结果显示, 高DPD
水平常与患者治疗无反应和总生存有关. Nishna 
et al [25]研究TP/DPD在转移性胃癌中的临床意义

时, 发现高比值组与低比值组的中位生存时间

分别为300 d和183 d, 有统计学意义(P <0.05). 
DPD缺失会引起5-FU产生毒性. Gamelin et al [26]

根据H2U/U值来调整5-FU的剂量, 从而减少毒

副反应的发生, 实现个体化用药. 有学者根据

TP/DPD值来预测5'-脱氧5-氟胞苷(5'-DFUR)和
卡倍他滨的疗效[25]. DPD抑制剂的研究目前较成

熟, 因为内脏中DPD活性越高, 导致5-FU在体内

快速代谢, 减少了肿瘤组织对药物的吸收和非线

性药代动力学[27]. Eniluracil可100%的灭活DPD, 
从而可减少5-FU的用量[28]. S-1是5-氯-2, 4二氢

嘧啶(CDHP)、替加氟(FT)和乳清酸钾(OXO)以
0.4∶1∶1比例的复合制剂, 其中CDHP是DPD
的抑制剂, 从而维持血中和肿瘤内的5-FU持续

浓度[29]. Shimizu et al [30]用S-1一线治疗61例胃

硬癌患者, 在DPD阳性组和阴性组中的反应率

为45.5%, 10%(P <0.01), 但中位生存为364 d和
406 d, 无统计学意义(P  = 0.626). Usuki et al [31]

■同行评价
本文综述了二氢
嘧啶脱氢酶与胃
癌 的 关 系 ,  有 一
定的科学性、可
读 性 ,  但 综 述 内
容需要进一步补
充和调整.
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研究了DIF(DPD inhibitory fluoropyrimidines)疗
效与DPD关系, 在可评价的27例胃癌患者中, 高
DPD活性患者有效率为17%(2/12), 低活性者为

33%(5/15). 在低DPD活性患者中, 非DIF药物疗

效为无变化(NC)17%(16例), 其余表现为进展

(PD); 优氟啶(UFT)疗效全部5例患者均为PD; 而
S-1的有效率为44%(7/16), NC为25%(4/16). 在高

DPD活性患者中, 非DIF(3例)和UFT(3例)的疗效

均为PD, 而S-1的缓解(PR)为33%(2/6), NC及以

上疗效为67%(4/6), 故推荐使用S-1而非优氟啶. 
DPD与5-FU化疗毒性与敏感性的研究越来

越深入, 这将为肿瘤的个体化治疗提供一种较好

的理论依据, 他将指导临床合理选择用药和合适

的用药剂量. 同时, 开发新一代DPD抑制剂将提

高化疗效果, 减少毒副反应和耐药性的发生.
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摘要
慢性HBV感染有发展为肝硬化和肝细胞癌高
风险. IFN-α、拉米夫定、阿德福韦、恩替卡
韦是目前批准用于HBV感染的治疗药物. 这
些药物是防止慢性HBV感染者发展为肝硬化
和肝细胞癌的唯一策略. 然而, 以发生HBeAg
血清转换、血清丙氨酸转氨酶正常和血清
HBV DNA水平转阴作为评价疗效标准, 这些
药物的治疗效率仅占接受治疗者的20%-30%. 
应用拉米夫定或阿德福韦长期治疗可能导致
药物耐药, 从而导致延长了应用其他核苷类似
物治疗的期限. 目前抗病毒治疗的缺陷使我
们有必要寻找更好的治疗策略. 而提高慢性
HBV感染者病毒特异性T细胞活性的特异性
和非特异性免疫治疗策略为抗HBV感染提供
了新的治疗方向. 这些免疫治疗策略包括, 过
继性HBV免疫、PEG干扰素和治疗性疫苗等. 

关键词: 免疫调节治疗; HBV感染
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0  ��引言

HBV感染相关性肝炎表现为不同程度的肝组织

炎症坏死. HBV感染慢性化率高, 成人感染约

2%-20%进展为慢性感染, 新生儿或幼年期感染

者约95%进展为慢性感染. 病毒特异性细胞免

疫既是宿主清楚病毒的主要途径, 又是造成宿

主肝细胞损伤的主要原因. 慢性HBV感染者的

免疫特征是Th细胞功能失衡. 免疫调节治疗策

略是通过调节特异性或非特异性免疫而提高或

扩大T细胞对病毒抗原的反应性. 其中这些免疫

调节策略包括, 过继性HBV免疫、PEG干扰素

和治疗性疫苗, 本文主要就相关研究进展做简

要综述. 

1   过继性免疫

动物和人体试验都证实, HBV初次感染者可通过

骨髓移植(BMT)或输注外周血淋巴细胞(PBLs)
从HBV免疫捐献者获得HBV过继免疫, 并发生

HBsAg血清转换产生抗HBs[1-4]. 部分慢性HBV
感染者也可通过BMT获得HBV过继免疫并清除

HBsAg[5-7]. 大样本系列研究发现, 慢性HBV感染

者通过移植HLA同源既往感染HBV康复者骨髓

而获得HBV过继免疫, 并发生HBsAg清除同获

得针对HBcAg的CD4+T淋巴细胞活性过继免疫

相关, 而并非同针对HBsAg的免疫活性相关[8]. 
Lau et al [9]发现只有从自然感染康复者(抗HBs和
抗HBc均阳性)获得的过继免疫才可发生HBsAg
清除, 而从疫苗诱导免疫者(仅抗HBs阳性)获得

过继免疫不能发生HBsAg清除. 此外, 进一步的

研究发现, 这种现象可能同骨髓捐献者的CD4+T
细胞系的记忆细胞亚型CD45-RO+T细胞相关. 这
些研究结果对实际应用的启示是, 对慢性HBV
感染者进行过继免疫治疗时应该包括HBV核衣

壳蛋白(或核心抗原的DNA免疫), 从而诱HBcAg
特异性CD4+和CD8+T细胞. 有报道肝移植后可获

得HBV过继免疫. 在拉米夫定预防治疗的50例
HBsAg(+)肝移植患者中21例自发产生了抗HBs, 
抗HBs可在移植后平均8 d内检测到. 这些患者

伴随着HBsAg的很快清除, 这种现象多在接受具

有HBV免疫力的器官捐献者中发生. 尽管过继

免疫是一种有意义的治疗慢性HBV感染的替代

方法, 但却伴随着一定的风险. 这些风险包括伴

随BMT的一切风险及继发感染、静脉闭塞病和

移植物抗宿主反应等. 更严重的也有报道BMT
后发生暴发性肝衰竭. 因此, 尽管HBV过继免疫

是一种可能治疗慢性HBV感染的策略, 但由于

这些伴随的风险而受到限制.

2  慢性HBV感染的细胞因子免疫调节治疗

2.1 IL-2 Gianotti et al [10]在应用重组IL-2治疗HIV
感染者时发现, 患者发生HBsAg清除, 并产生

■背景资料
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率高, 且慢性感染
者易进展为肝硬
化和肝细胞癌. 免
疫调节治疗策略
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细胞对病毒抗原
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抗HBs. 但是应用IL-2治疗不合并HIV感染的慢

性HBV感染者却未获得相同结果. 进一步的随

机对照研究也没有发现IL-2和安慰剂组之间有

明显差异. 另外, IL-2联合IFN-α2b和单用IFN-
α2b随机对照研究也没有发现两组在血清HBV 
DNA, HBeAg血清转换或ALT复常方面有差异. 
而且联合IL-2组副作用明显. 所以, 目前尚没有

强有力证据证实IL-2对慢性HBV感染有抗病毒

作用. 
2.2 IL-12 IL-12是一种异二聚体细胞因子, 由抗

原递呈细胞产生, 可诱导T细胞和NK细胞产生

IFN-γ和正常的Th1效应. 因为IFN-γ在转基因小

鼠中表现出抑制HBV复制的作用, 因此可以推

测IL-12可能对慢性HBV感染HBV复制具有抑

制作用. Cavanaugh et al [11]证实IL-12 100 ng每天

一次, 应用3 d可明显抑制HBV转基因鼠病毒基

因复制和表达, 并呈剂量依赖性. 更高剂量IL-12
可完全清除HBV DNA复制. 血清HBV DNA水

平也明显下降. 应用重组人IL-12治疗46例血清

HBV DNA阳性、ALT水平升高慢性HBV感染者

发现, 治疗结束和停药12 wk时均可见HBV DNA
下降. HBV DNA下降水平同IL-12剂量呈剂量

依赖性, 0.5 μg/kg组为25%, 0.25 μg/kg组为13%, 
0.03 μg/kg组为7%. 0.25 μg/kg组2例(13.3%)患
者发生HBeAg血清转换, 0.5 μg/kg组3例(18.8%)
发生HBeAg血清转换[12]. 尽管早期小规模临床研

究提示IL-12对慢性HBV感染具有一定抗病毒作

用, 但在作为标准推荐治疗策略应用于临床之前

还需进行进一步大规模随机对照临床研究. 
2.3 左旋咪唑 Krastev et al [13]在一项包含25例慢性

HBV感染者(16例HBeAg+, 9例HBeAg-)的研究

中证实, 左旋咪唑具有一定的免疫调节作用, 表
现为HBeAg阳性组血清HBV DNA水平下降, 其
中3例(18.8%)发生HBeAg血清转换, 25例患者中

2例发生HBsAg清除. Karaoglan et al [14]用乙肝疫

苗联合左旋咪唑治疗93例慢性HBV感染者, 其中

43例为非活动性慢性HBV携带者, 50例为活动性

慢性HBV感染者, 研究结果证实, 左旋咪唑联合

乙肝疫苗对慢性HBV患者和HBV健康携带者具

有治疗作用, 表现为病毒水平下降, HBeAg血清

转换和ALT复常, 且没有明显副反应. 
2.4 口服免疫调节剂(HBV外膜蛋白) 口服免疫调

节剂包括上调或下调对特异性抗原或特定靶位

特定抗原的反应性. 动物实验证实, 给予低剂量

HBsAg+preS1+preS2外膜蛋白可诱导产生外周

免疫耐受和下调抗HBV免疫反应. Safadi et al [15]

对口服HBV外膜蛋白(HBsAg+preS1+preS2)安全

性和有效性进行了研究, 42例慢性HBV患者中

66.6%出现血清HBV DNA明显下降, 30.0%得到

肝组织学改善, 26.3% HBeAg转阴, 21.1%发生

HBeAg血清转换, 但没有发现患者发生HBsAg
血清转换. 
2.5 胸腺素α-1 胸腺素α-1为一28肽氨基酸多肽, 
为胸腺5肽有效成份, 是一种免疫调节剂, 可加

速对HBV的清除. 体外研究证实, 胸腺素α-1可
加速T细胞成熟和抗原设别. 胸腺素α-1也可刺

激IFN和细胞因子分泌, 以及NK细胞介导细胞

毒性活性. 尽管, 胸腺素α-1相对于IFN-α只有轻

微副反应, 但其临床效应尚没有定论. 有研究用

1.6 mg胸腺素α-1每周2次, 皮下注射, 疗程6 mo. 
治疗反应标准为血清HBV DNA和HBeAg清除

率. 治疗18 mo后, 治疗组和对照组治疗反应率

分别为40.6%和9.4%(P  = 0.004), 但治疗结束时

两组治疗反应率没有明显差异[16]. 对5个临床研

究353例患者资料进行的meta分析显示, 在生化

反应方面治疗组和对照组之间没有明显差异, 
然而治疗结束、随访6和12 mo时病毒反应差

异比率分别为0.56(0.20-1.52),1.67(0.83-3.37)和
2.67(1.25-5.68). 有趣的是在停药后病毒反应率

还有进一步升高[17]. 应用低剂量淋巴细胞源IFN
联合胸腺素α-1治疗15例慢性HBV感染者, 治疗

12 mo后, 9例(60.0%)出现血清HBV DNA水平转

阴和ALT水平正常, 40%患者发生HBsAg清除[18]. 
Saruc et al [19]将42例HBeAg阴性病例非随机分为

3组, 组1(27例)接受胸腺素α-1 1.6 mg, 皮下注射, 
2/wk, 联合IFN-α2b 100万U, 皮下注射, 3/wk, 治
疗26 wk后继续用IFN-α2b 100万U治疗26 wk. 组
2(10例)单用IFN-α2b治疗2 wk, 组3(15例)接受

IFN-α2b联合拉米夫定治疗52 wk并继续用拉米

夫定治疗; 治疗结束后随访6 mo持续存在病毒

学反应和生化反应者为持续有效, 不同治疗组

持续有效率分别为74.0%、40.0%和26.6%(P  = 
0.036). 停药随访18 mo时, 各组持续有效率分别

为71.4%、10.0%和20.0%(P  = 0.0003). 综合以上

研究结果可见, 胸腺素α-1可有效抑制HBV病毒

复制, 且这种作用可延续至停药后12 mo. 
2.6 PEG干扰素-α PEG干扰素是相对于常规干扰

素在药代动力学和用药频次上有很大改进的一

种干扰素. 临床研究结果显示PEG干扰素在治疗

慢性乙肝方面显示出了令人鼓舞的效果. 早期

Ⅱ期临床研究结果显示PEG干扰素α-2a(40 kDa)
较常规干扰素在抑制HBV方面更有效(HBeAg

■同行��评价
本文从目前研究
较深入的几种免
疫治疗方向进行
了系统的综述, 基
本上反应了当前
慢性乙肝免疫治
疗的新动向. 文章
整体结构清晰, 层
次 分 明 ,  语 言 流
畅, 具有临床知指
导意义.
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转阴和ALT复常). 然而, 随后的PEG干扰素联

合拉米夫定研究发现, PEG IFNα-2b(12 kDa)联
合拉米夫定较单用PEG干扰素并没有明显提高

疗效(此研究没有设立单用拉米夫定对照组). 
近期结束的两个Ⅲ期临床研究分别包括537例
HBeAg阴性和814例HBeAg阳性亚裔患者, 随
机分为PEG IFNα-2a(40 kDa)治疗组和PEGα-
2a(40 kDa)联合拉米夫定组及单用拉米夫定组, 
治疗72 wk停药时, 两个研究中的PEGIFN单独治

疗或联合拉米夫定治疗组较单用拉米夫定组均

获得了较高比例的治疗反应率. 且这种反应持

续至停药后24 wk. 在PEG IFN治疗组和联合拉

米夫定组3.4%病例发生HBsAg转阴和或抗HBs
血清转换. 在整个治疗过程中未见严重副反应

发生[20-23]. 关于PEG IFNα-2b(12 kDa)的两个随

机对照研究也显示了其在治疗慢性乙肝患者方

面具有良好的安全性和有效性. 其中一项研究

包括266例慢性乙肝患者, 研究病例主要是白种

人, 研究结果显示患者对PEG IFNα-2b(12 kDa)
具有很好的耐受性, 并有35%患者发生HBeAg阴
转, 29%患者发生HBeAg血清转换. 联合拉米夫

定治疗组在治疗结束时获得了较高的HBeAg阴
转率(44%), 然而在随访至78 wk时两组HBeAg
阴转率基本相同. 另一项研究包含100例HBeAg
阳性病例, 治疗方案是一组用PEG IFNα-2b(12 
kDa)治疗32 wk后接着用拉米夫定治疗至52 wk, 
另一组单用拉米夫定治疗52 wk. 序贯治疗组持

续病毒有效率为36%, 而拉米夫定治疗组为14%, 
治疗结束时干扰素序贯治疗组病毒下降比例明

显高于拉米夫定治疗组[26-28]. 
2.7 治疗性疫苗 这是一种打破慢性HBV患者机

体免疫耐受状态和激活T细胞免疫反应的治疗

策略. 应用重组HBsAg颗粒治疗转基因鼠可导

致血清HBsAg水平下降和HBeAg转阴, 甚至出

现抗HBs[29-31]. 小样本临床研究显示, 特异性疫

苗治疗慢性乙肝患者, 50%病例HBV复制水平

下降. 一项病例对照研究显示, 疫苗接种后随访

6 mo时, 基因疫苗B(Pre-S2/S)组HBeAg血清转

换率为13.3%, 对照组为3.6%; 随访12 mo时两

组HBeAg血清转换率分别为18.9%和12.5%. 两
组均没有发生HBsAg转阴. 然而, 在一项随机

对照研究中, 疫苗治疗组并没有表现出高比例

HBsAg血清转换, 只有3例患者发生HBsAg血清

转换, 对照组无1例发生HBsAg清除或血清转

换 [32-33]. 明矾疫苗可以促进抗体产生, 并诱发

Th2为主的免疫反应. 然而要产生有效的治疗

效应, 必须有体液和细胞免疫的共同参与, 因
此, 为了提高疫苗的治疗效应可以使用疫苗增

强剂M F59. 一项小样本研究显示 ,  应用佐剂

MF59后13例患者中11例发生了抗HBs血清转

换. 另一种疫苗佐剂CpG DNA可以刺激Th1反
应, 产生IL-12和IFN-γ. 转基因鼠研究发现, 应
用佐剂CpG DNA的疫苗可以诱导血清HBsAg
清除和抗H B s血清转换 ,  并伴肝细胞内H B V 
mRNA下降 [34-35]. T细胞表位多肽疫苗是另一

种提高治疗性疫苗活性的方法. Heathcote等应

用包含Th细胞表位和细胞毒性T细胞(CTL)表
位的多肽疫苗C Y-1899治疗19例慢性H B V患

者. 然而, 这种疫苗诱导的CTL反应不足以清除

HBV感染. 事实上, 这种用高剂量疫苗诱导的

CTL反应较健康对照组要弱得多. 
2.8 DNA疫苗 肌注DNA质粒疫苗使体内表达

H B V蛋白成为可能. 直接注射D N A疫苗可以

诱导机体产生针对所表达抗原的免疫反应 , 
且D N A质粒疫苗可以同时诱导体液免疫和

CD8+CTL反应. 给慢性HBV感染黑猩猩先注

射表达HBsAg的DNA质粒, 接着应用表达重组

HBsAg的金丝雀痘为佐剂, 结果血清HBV DNA
水平400倍下降, 并且HBsAg水平相对稳定. 3个
感染HBV的黑猩猩免疫接种表达HBcAg抗原的

反转录病毒载体后, 出现HBeAg血清转换, 另外

2例黑猩猩始终HBeAg阳性, 并且病毒水平未见

下降, 尽管在其中一例可检测到HBcAg特异性

CTL反应[36-37]. 理论上, 治疗性疫苗可能有治疗

的潜能, 但还需要进行大规模临床研究去考证

治疗性疫苗的疗效、安全性和毒副作用等. 其
中最值得考证的问题是, 在疫苗激发针对HBV
感染肝细胞特异性细胞毒性反应增高时所带来

的其他潜在的毒副作用. 总之, 单用核甘类似物

或核甘酸类似物似乎对大部分慢性HBV感染者

都不能达到治愈的目标. 随着PEG干扰素显示得

对慢性HBV感染者的良好治疗效果, 使得PEG 
IFN可能在将来慢乙肝治疗指南中占据主要地

位. 然而, 关于哪些患者可以应PEG IFN、疗程

以及是否需要同其他免疫调节剂或核甘类似物

联合治疗等问题尚需进一步确定. 更合理的治

疗模式应该是应用HBV特异性免疫治疗, 包括

治疗性疫苗或DNA疫苗, 将来应该进行更多的

寻找针对慢性HBV的免疫治疗策略的研究.
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脑-肠互动在肠易激综合征发病中的作用
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摘要
肠易激综合征 ( I B S)发病机制尚未完全阐

明. 目前研究认为, 其发病机制与胃肠动力

异常、内脏高敏感性、肠道感染、脑-肠互

动、脑肠肽和受体以及社会心理因素有关, 
而脑-肠互动在IBS发病中的作用引起研究者

的普遍关注, IBS上述的发病因素均可整合

到脑-肠互动框架中进行阐述, 脑-肠互动是

研究IBS发病机制的切入点. 本文从脑-肠轴

及脑-肠互动, IBS发病因素与脑-肠互动以及

临床治疗研究3个方面阐述脑-肠互动在IBS
发病中的重要作用, 以揭示脑-肠互动病理生

理实质.

关键词: 肠易激综合征; 脑-肠互动; 发病机制; 神

经递质; 脑-肠肽 
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
功能性胃肠病中研究最活跃的一种疾病, 病因

和其发病机制尚未完全阐明. 胃肠动力紊乱是

最早关注的发病机制, 曾被认为是IBS最基本的

病理生理异常, 但近来进一步研究却发现, 部分

IBS患者的肠道症状并无动力异常, 而是正常运

动的感觉异常所致. 深入研究显示, IBS的发病

还与内脏敏感性增高、肠道感染、脑肠互动、

脑肠肽和受体变化以及社会生理因素等[1]有关. 
近年来, 随着人们对IBS的认识从单一生物模式

向生物-心理-社会模式转变, 特别是“神经胃肠

病学”(neurogastroenterology)概念的提出和发

展[2], 越来越多的研究试图把胃肠道本身与中枢

通过脑-肠轴相联系, 把与IBS发病相关的诸因素

整合起来, 放在脑-肠互动的框架内进行研究[3]. 

1  脑-肠轴及脑-肠互动

神经胃肠病学研究发现, 胃肠道功能受自主神

经-肠神经系统(ENS)的调控, ENS可自主调节、

自我控制, 不受大脑中枢神经系统(CNS)和脊髓

神经元的直接控制, 但ENS和CNS通过交感和副

交感神经径路连接, ENS是一个分布于胃肠道的

巨大网络, 包括感觉神经元、中间神经元和运

动(包括兴奋性和运动性)神经元, 他可能含有传

递自CNS至胃肠道的传入神经纤维和传递自胃

肠道至CNS的传出神经纤维, 并可能通过各种

神经递质(脑-肠肽)的释放和传递把内脏与CNS
联系起来的重要神经内分泌网络[4], 这就是脑-
肠轴. 大鼠伤害性胃扩张后, 其延髓和胸髓Fos蛋
白与降钙素基因相关肽(CGRP)表达均增强, 二
者有显著相关性, 说明胃扩张刺激可兴奋皮质

下中枢, CGRP在内脏刺激信号的传入起重要作

用[5]. 兰玲 et al [6]研究发现, 焦虑大鼠可出现内脏

敏感性增高, 且血清皮质酮(CORT)水平增高, 说
明其发生机制可通过下丘脑-垂体-肾上腺皮质

系统(HPA轴)来实现. 外源性信息(如视觉、嗅

觉等)或内感性信息(如情感、思维等)通过CNS
传出神经冲动影响胃肠道感知, 运动及分泌功

能, 而内脏感应(如伤害感受等)也通过ENS影响

CNS感知、情绪和行为, 这种胃肠道与CNS之间

相互联系、相互作用的关系称之为脑-肠互动. 
所以说脑-肠互动是由ENS和各种神经递质介导

的, 将内外部信息整合在一起从而相互影响胃

肠道及CNS功能的病理生理模式[7], 除胃肠道神

经-内分泌系统外, 肠道免疫系统失调也参与了

IBS的发病[8]. 董文珠 et al [9]研究发现, IBS患者末

端回肠、回盲部及升结肠黏膜肥大细胞(MC)数
量增多和活性增强, 结肠黏膜脑肠肽表达增强, 
表明肠免疫系统与ENS之间通路的活化可能参

与了IBS的发病. 这样就可能从脑-肠之间的神

经内分泌免疫功能失调的角度去研究揭示IBS
发病机制的本质. 目前研究认为, 脑-肠之间的联

系可能是通过分泌一些神经递质, 在CNS与ENS
以及胃肠道效应细胞间传递而实现, 这些神经

递质不但存在于ENS也存在于CNS, 称为脑-肠
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肽, 其主要兴奋递质有组胺、5-羟色胺(5-HT)、
P物质(SP)、CGRP, 促肾上腺皮质激素释放因子

(CRP)等, 抑制性递质有胆囊收缩素(CCK)、一

氧化氮(NO)、去甲肾上腺素(NE)、血管活性肽

(VIP)等.

2  IBS发病因素与脑-肠互动

2.1 胃肠动力紊乱 部分IBS患者存在着胃肠动力

紊乱, 表现为胃结肠反射异常, 结肠及小肠转运

加快或减慢. IBS患者受到某种应激因素刺激后

结肠动力反应较正常人高, Blomhoff et al [10]采用

事件相关电位(ERP)研究发现, 当受到情感因素

刺激后IBS患者额叶大脑区的ERP和直肠张力均

较正常人显著增高, 说明直肠动力异常与大脑

异常反应相关联. 沈骏 et al [11]应用血清水平依赖

性功能磁公振(BOLD-fMRI)研究发现, 腹泻型与

便秘型IBS患者在直肠充气刺激时其中枢的脑

岛皮质、额前皮质和丘脑痛觉功能区的兴奋面

积和程度均增高, 进一步证实脑-肠之间存在必

然联系. 外周给予CRF拮抗剂a-右螺旋CRF可能

改善IBS患者胃肠动力反应的相关症状[12], 说明

IBS患者胃肠动力紊乱存在着脑-肠轴调控失调

的发生机制. 
2.2 内脏高敏性 IBS患者胃肠道对机械和化学性

刺激均可出现内脏高敏性. 国外研究发现, 94% 
IBS患者结肠机械扩张后出现疼痛阈降低, 疼痛

强度增高[13]. 同时化学物质(如松节油等)刺激 
IBS患者直肠后也可出现内脏高敏性和躯体投

射区域扩大[14]. 而对IBS患者检测后发现其感觉

阈值、排便阈值和疼痛阈值均较正常人明显降

低[9]. 当受到刺激后可使胃肠道黏膜MC被激活

分泌组胺、5-HT等递质, 可作用邻近内分泌细

胞和ENS神经纤维使之释放SP, CGRP等脑-肠
肽, 不但影响胃肠动力和疼痛阈值, 而且将信息

传至CNS进一步加重肠功能紊乱和IBS的各种

症状[15]. Silverman et al [16]应用正电子发射断层

扫描(PET)比较IBS患者与正常人经直肠气囊扩

张后大脑活性区域的变化, 疼痛刺激可引起正

常人大脑扣带回前部被激活, 而用同样刺激仅

激活IBS患者的左侧额前皮质, 扣带回前部未被

激活, 推测未被激活可能是由于IBS患者内生脑

-肠肽介导的大脑对直肠疼痛感觉调控异常所

致. 另有人研究, IBS与正常人结肠和腹部皮肤

电刺激所引发的诱发电位(EPS)不同, 提示IBS患
者CNS反馈发生了改变[17]. 国人用“恶性视听刺

激”作为刺激物对IBS患者与正常人进行刺激, 
可使IBS患者对直肠气囊扩张的敏感度明显提
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高, 而正常人却无此反应[18], 说明IBS患者CNS
状态可反过来影响或加重患者内脏感觉异常. 
由此可见, 脑-肠互动在IBS患者内脏高敏性的形

成中起重要的主导作用. 
2.3 肠道感染 兔动物实验证明[19], 单纯肠道感染

或应激不能引起较持久的肠功能紊乱, 而肠道

感染后再给予应激刺激可使兔大肠出现强烈的

动力反应, 且肠内抑制性神经递质NO减少, 可能

与肠功能紊乱发生有关. 陈洪 et al [20]也证实, 大
鼠经旋毛虫感染后其空回肠内MC活化和脱颗

粒, 5-HT的释放和表达参与了肠运动功能紊乱能紊乱紊乱

的发生. Neal et al [21]对544例肠道感染患者进行

半年观察, 约25%人出现肠功能紊乱, 其中约1/4
人发展成IBS, 且多见于女性, 腹泻的时间越长

发展成IBS危险性越大, 少见于呕吐为主者. 为
什么是有1/4人发展成IBS, 而大多数人不患病

呢? Drossman et al [22]认为, 决定IBS是否发病, 还
有其心理素质方面的易感因素, 在患过急性肠

道感染的人中, 只有那些具备某些精神心理素

质, 如抑郁症素质或受过某种重大生活刺激的

人才容易发生IBS. 这种推测与动物实验结果相

符, 肠道感染后IBS的发生可能与脑-肠互动病理

生理模式有关, 但神经因素与肠道神经内分泌

免疫系统之间的沟通机制尚需进一步研究. 且
感染后IBS患者较非感染性IBS患者腹泻明显、

康复(6 a随访研究)例数少, 焦虑和抑郁史是阻碍

康复的原因[23]. 进一步说明精神心理素质对感

染后IBS患者有重要影响. 
2.4 社会心理因素 孙燕 et al [24]研究发现, 急性和

慢性束缚应激可致大鼠内脏敏感性增高, 急性

束缚可短暂提高促肾上腺皮质激素(ACTH)和
CORT水平, 慢性束缚可长期提高ACTH和CORT
水平, ACTH和CORT由CRF促进释放, 可能通过

HPA轴对内脏发生作用. 临床研究证实社会心

理因素与IBS患者内脏感觉异常密切相关, 心理

压力和负性生活事件是导致感觉异常的重要

因素[25]. IBS患者内外向评分均明显低于正常人, 
神经质、焦虑、抑郁和负性生活事件评分显

著高于正常人[26], 进一步说明内向和神经质个

性、焦虑、抑郁及负性生活事件与IBS密切相、焦虑、抑郁及负性生活事件与IBS密切相焦虑、抑郁及负性生活事件与IBS密切相

关. 急性身体和心理应激可通过脑-肠轴改变IBS
患者肠特异性自主神经信息的输出而致内脏高

敏性的格局[27]. 脑-肠轴在社会心理因素与IBS发
病中的作用可见一斑. CRF在应激、抑郁及IBS
患者脑内分泌增加, 在调节脑-肠轴功能起着重

要作用[28], 这一点与上述动物实验结果相一致.
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3  临床治疗研究

临床研究证实, 调节CNS和ENS的许多疗法都可

有效治疗IBS患者, 进一步支持脑-肠互动及脑-
肠轴失调在IBS发病中的重要作用, 特别是抗抑

郁药的应用为临床治疗IBS提供了新的手段. 一
项临床荟萃分析显示, 三环类抗抑郁药治疗IBS
和内脏疼痛综合征有效, 但仍需更有效的新一

代制剂[29]. 王敬东[30]证实, 多虑平单独用于治疗

IBS有效, 对不伴神经精神症状的IBS患者亦有

效, 而硝苯地平在改善IBS患者肠道症状的同

时, 对伴有的神经精神症状也有效. 446例IBS患
者服用阿米替林治疗对肠道和精神神经症状均

有效 ,  因不良反应停药者仅为3.8%[31].  张惠

丽 et al [32]也证实, 氟西汀治疗IBS患者可同时改

善肠道症状及抑郁、焦虑等症状. 以上临床治

疗研结果均表明, IBS患者脑-肠之间存在必然联

系, 二者互相影响.
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■同行评价
I B D是消化系的

常见病多发病, 该
病虽无很大危险, 
但明显降低患者

的生活质量. 而其

发病机制尚未完

全明确, 近年来对

脑肠轴、脑-肠互

动在IBS发病中的

重要性引起人们

的重视 ,  所以脑-
肠互动的研究对

阐明 I B S的发病

机制和防治有一

定的意义. 该文观

点比较明确, 条理

性较强, 虽深度不

够, 但可以供同类

研究者参考.
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Abstract
AIM: To explore the e f fec t o f Celecoxib 
(cyclooxygenase-2 inhibitor) on the apoptosis of 
gastric cancer cell line SGC7901 in vitro.

METHODS: After gastric cancer cell l ine 
SGC7901 was treated with Celecoxib (1×10-5 to 
1 ×10-9 mol/L) for 24 hours, the proliferration of 
cells was detected by MTT assay. Flow cytome-
try (FCM) was used to measure the apoptosis of 
SGC7901 cells, and immunocytochemistry was 
used to observe the expression of Survivin�.

RESULTS: Celecoxib inhibited the proliferation 
of SGC7901 cells at the concentrations of 1×10-5 
to 1×10-9 mol/L, and the maximal inhibitory rate 
was 30.03%, which was produced by 1×10-5 mol/
L Celecoxib. After SGC7901 cells were treated 
with 1×10-5 mol/L Celecoxib for 12, 24, 48 hours, 
the proportions of apoptosis cells were signifi-

cantly increased in comparison with those of the 
control cells, and the apoptosis rate was 17.83% 
after 48 hours. The expression of Survivin was 
decreased at 3 and 24 hours, especially at 24 
hours�.

CONCLUSION: Celecoxib can induce the apop-
tosis of gastric cancer cell line SGC7901 by sup-
pressing the expression of Survivin�.

Key Words: Gastric cancer; Celecoxib; Cell apopto-
sis

Ling GQ, Wang X, Wang L, Li XC. Effect of Celecoxib on 
apoptosis of human gastric cancer cell line. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(34):3302-3305

摘要
目的: 研究选择性环氧合酶-2(COX-2)抑制

剂Celecox ib对人胃癌细胞株SGC7901凋亡

的影响.

方 法 :  采用 M T T 法测定人胃癌细胞株

SGC7901分别在1×10-5, 1×10-6, 1×10-7, 1×
10-8, 1×10-9 mol/L的Celecoxib作用48 h后生

长抑制情况; 流式细胞术(FCM)观察Celecoxib 
对SGC7901细胞凋亡的影响; 采用免疫细胞化

学染色观察Survivin的表达.

结果: Celecoxib浓度为1×10-5-1×10-9 mol/L
时, 对SGC7901细胞的生长均有抑制作用, 以
1×10-5 mol/L浓度的抑制作用最为显著, 其抑

制率为30.03%; 1×10-5 mol/L Celecoxib作用

12, 24, 48 h 后, 细胞凋亡比例较对照组均明

显增加, 48 h凋亡率达17.83%; 1×10-5 mol/L 
Celecoxib作用后, Survivin的表达自用药3 h起
下降, 24 h 最明显.

结论: Celecoxib可诱导SGC7901细胞的凋亡, 
其可能的作用机制为抑制细胞Survivin基因

的表达.

关键词: 胃癌; Celecoxib; 细胞凋亡

凌桂琴, 王绪, 王琳, 李小翠. Celecoxib对胃癌细胞凋亡的影

响.  世界华人消化杂志  2006;14(34):3302-3305

■背景资料
胃癌是严重危害

人 类 健 康 和 生

命 的 常 见 恶 性

肿瘤之一 ,  患者

5 a生存率徘徊在

2 0 % - 3 0 % ,有必

要寻求新的治疗

靶点以提高胃癌

患者的生存率 . 
COX-2选择性抑

制剂Celecoxib对
胃癌生长的高效

抑制及低副反应

使其用于肿瘤临

床治疗成为可能.

世界华人消化杂志 2006年12月8日; 14(34): 3302-3305
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION 

Celecoxib对胃癌细胞凋亡的影响

凌桂琴, 王 绪, 王 琳, 李小翠

 
wcjd@wjgnet.com 

®



凌桂琴, 等. Celecoxib对胃癌细胞凋亡的影响                                                                                                                  3303

www.wjgnet.com

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/3302.asp

0  引言

环氧合酶(cyclooxygenase, COX)是前列腺素

合成过程中重要的限速酶. COX存在两个异构

体: COX-1和COX-2. COX-1被认为是“看家基

因”, 定位于内质网, 参与维持机体正常的生理

机能; COX-2被认为是“快速反应基因”, 定位

于核膜和内质网, 参与多种病理生理过程[1]. 近
年来流行病学、动物学实验以及细胞学实验

等多方面的研究表明, COX-2在多种肿瘤中普

遍存在过度表达现象, COX-2表达量为基础表

达量的20-80倍, 而COX-1的表达量基本不变[2],  
Celecoxib是美国食品与药品管理局(FDA)批准

上市的第一个COX-2选择性抑制剂, 在很多动物

肿瘤模型中显示出抑瘤作用[3-4]. 本实验旨在观

察Celecoxib 对体外培养的胃癌细胞株SGC7901 
凋亡的影响及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株SGC7901购自中科院

上海细胞生物学研究所. Celecoxib为辉瑞制药

有限公司产品; RPMI1640培养基、胰蛋白酶

为Gibco 公司产品; MTT, DMSO, PI, RNA酶为

Sigma公司产品; 小牛血清为杭州四季青生物工

程材料有限公司产品; 鼠抗人Survivin mAb为
NeoMarkers公司产品. 
1.2 方法 细胞培养人胃癌细胞株SGC7901生长

于含100 mL/L小牛血清的RPMI1640 培养基中, 
内加青霉素100 mg/L , 链霉素100 mg/L, 37℃, 
50 mL/L CO2浓度及饱和湿度条件下常规培养, 
细胞呈单层贴壁生长, 每3-4 d传代一次, 传代时

用2.5 g/L胰蛋白酶-0.2 g/L EDTA 1∶1 消化液消

化3-5 min . 
1 .2 .1  M T T比色分析法  选择指数生长期的

SGC7901细胞, 2.5 g/L胰蛋白酶-0.2 g/L EDTA 
1∶1消化, 以RPMI1640培养基调整细胞悬液浓

度为1×108/L, 接种于96 孔板, 每孔接种100 μL, 
另加培养基100 μL. 37℃, 50 mL/L CO2条件下

培养24 h后, 更换无血清培养基继续培养24 h. 
吸去上清液, 分组: 设空白组(不加细胞)、对照

组(不加药)、Celecoxib 组(分为10-5, 10-6, 10-7, 
10-8, 10-9 mol/L 5个浓度段), 每组6个复孔. 继续

培养48 h , 每24 h更换新鲜培养基和药物. 终止

培养前4 h加入 MTT 40 μL/孔, 使MTT 终浓度

为1 g/L, 避光孵育. 结束培养时, 吸去全部上清

液, 加入DMSO 150 μL/孔, 微孔板震荡器震荡

10 min使MTT结晶物充分溶解, 以只加培养液

不加细胞的空白对照孔调零, 酶联检测仪上测定

吸光度A值(λ = 492 nm). 按下列公式计算细胞

生长抑制率: 抑制率= [(对照组A-空白组A)-(实
验组A-空白组A)]/(对照组A-空白组A)×100%.
1.2.2  流式细胞仪测定细胞凋亡  取指数生长

期的SGC7901细胞, 2.5 g/L胰蛋白酶-0.2 g/L 
EDTA 1∶1消化, 以RPMI1640培养基调整细

胞浓度为4×108/L, 接种于50 mL培养瓶, 每瓶

4 mL. 37℃, 50 mL/L CO2培养24 h后分组. 设
0 h对照, 12, 24, 48 h组, 各组分别设对照(不加

药)、Celecoxib组(药物终浓度以MTT法结果最

佳作用浓度为准). 每天更换含新鲜Celecox ib
的培养基. 培养结束, 吸去上清, 加2.5 g/L胰蛋

白酶-0.2 g/L EDTA 1∶1 消化, 1000 r/min离心

10 min收集细胞, 700 mL/L 冷乙醇1 mL 固定

细胞, 过夜后上机检测.  
1.2.3 免疫细胞化学染色  选择指数生长期的

SGC7901细胞, 2.5 g/L胰蛋白酶-0.2 g/L EDTA 
1∶1消化, 制成单细胞悬液, 接种于内置玻片的

15 cm培养皿, 37℃, 50 mL/L CO2条件下培养, 
至70%细胞发生融合时分组: 对照组(不加药)、
Celecoxib组(药物终浓度以MTT法结果最佳作用

浓度为准), 分别于3, 6, 12, 24 h终止培养, 取出

玻片, PBS简单冲洗, 950 mL/L乙醇固定10 min, 
按SP试剂盒说明染色. 阳性细胞为胞质出现棕

黄色至深棕黄色颗粒. 每次实验均设不加一抗

(PBS代替一抗)的阴性对照, 用已知阳性切片作

阳性对照. Survivin表达定位于细胞质. 结果应用

Leica Qwin计算机图像分析仪, 随机选取100个
细胞, 测其细胞灰阶度, 以反应染色强度, 比较各

组染色强度差异. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用Stata 7.0统计软件的单因素方差分析, 以P < 
0.05为有统计学意义.
 
2  结果

2.1 MTT比色分析 1×10-9-1×10-5 mol/L的Ce-
lecox ib对SGC7901细胞的增殖均有抑制作用, 
Celecoxib对SGC7901细胞株的抑制作用, 随浓

度增高而增强. 10-9mol/L 的Celecoxib对细胞的

增殖抑制作用无明显增加(P >0.05). 在1×10-8-1
×10-5 mol/L之间, 各浓度组间比较亦有显著性

差异(P <0.05, 表1). 
2.2  C e l e c o x i b对S G C7901细胞凋亡的影响 
SGC7901细胞在正常状况下, 凋亡率较低. 细胞

经Celecoxib作用后, 12 h时凋亡比例即明显增

■研发前沿
肿瘤不仅是细胞

增殖异常性疾病, 
同时也是细胞凋

亡异常性疾病 , 
Survivin是迄今为

止发现的最强凋

亡抑制因子, 其表

达的组织特异性

及功能的多样性, 
使其成为肿瘤研

究领域的一个新

热点.
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加, 与对照组相比差异有显著性(P <0.01). 随着

时间延长, 凋亡比例亦升高(表2, 图1).     
2.3 Celecoxib对Survivin表达的影响 SGC7901细
胞Survivin基因呈阳性表达, 细胞经Celecoxib作
用后, Survivin基因的表达自用药3 h起有下降, 
24 h最明显(图2), 但只有24 h 组与对照组比较

有显著性差异(P <0.05).

3  讨论

近年来的研究发现, 多种肿瘤中COX-2高表达, 
并且其与肿瘤的发生、发展有着较为密切的

关系, 而抑制COX-2表达有可能预防和逆转肿

瘤的发生, 表明COX-2在肿瘤的发生、发展过

程中起重要作用, COX-2选择性抑制剂正被试

图用作化学治疗和化学预防药物. COX-2选择

性抑制剂Celecox ib在很多动物模型中抑制肿

瘤的发生: 在偶氮甲烷所致的鼠大肠癌模型中, 
Celecoxib 可使大肠癌的发生率和肿瘤数量分别

减少93% 和97%, 并抑制异常结肠腺管灶的形

成[3]. 在体外培养细胞中, 研究发现Celecoxib对
肝癌HepG2细胞株[5]及SMMC-7721细胞株[6]、

结肠癌细胞株HT-29[7], 均有程度不同的抑制率. 
但是Celecoxib抑制肿瘤发生的机制目前还不十

分清楚, 这种作用可涉及多方面: 如抑制肿瘤血

管的形成[8], 抑制肿瘤细胞增殖, 诱导肿瘤细胞

亡, 对磷酸化ERK2表达的影响[9], 并有可能逆转

肿瘤消耗引起的消瘦而对正常细胞的结构、凋

亡无明显影响[10]. 
本实验采用MTT比色分析法测定Celecoxib

对体外SGC7901细胞生长的影响. Celecoxib作
用48 h后, SGC7901细胞的生长有明显的抑制. 
在10-5-10-9mol/L浓度范围内具有浓度依赖性, 对
癌细胞的抑制作用随浓度的增高而增高, 各浓

度组间有明显差异(P <0.05), 10-5 mol/L 浓度时, 
抑制率达到30.03% . 

调节细胞凋亡的基因参与了肿瘤的发生、

发展过程 ,  主要与3个基因家族关系密切 ,  即
Bcl-2家族、Caspase家族和IAP(inhibition of 

图  1  Celecoxib对SGC7901细胞凋亡率的影响(流式细胞术). A: 对照组48 h; B: 1×10-5 mol/L Celecoxib 48 h.

       

表  1  Celecoxib对SGC7901细胞株增殖的影响 (mean ±
SD，n  = 6)

   0 	                0.6440±0.0092 	        \ 
10-9 	                0.6113±0.0122 	 5.08±1.18a 
10-8 	                0.5813±0.0142 	9 .74±1.00a  
10-7 	                0.5417±0.0126         15.89±1.61a  
10-6 	                0.5033±0.0189         21.85±2.08a  
10-5 	                0.4507±0.0150         30.03±1.62a  

药物浓度(mol/L)        吸光度 (A 492 nm) 	   抑制率(%) 

aP<0.05 vs  对照. 

A B

图  2  Celecoxib对SGC7901细胞Survivin基因表达的影响
(免疫组化染色×400). A: 对照组24 h; B: 1×10-5mol/L 
Celecoxib 24 h.

       

表  2  Celecoxib 对SGC7901细胞株凋亡的影响 (mean±SD, %, n  = 4)

对照	     0.97±0.12       2.09±0.13              2.41±0.45	     3.80±0.37 
Celecoxib      0.97±0.12       7.29±0.80b           10.44±1.23b 	   17.83±1.17b

分组	            0 h                  	 12 h 	               24 h 	           48 h 

bP<0.01 vs  对照. 
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■应用要点
本文发现Celecoxib
可通过诱导细胞

凋亡来抑制肿瘤

细胞生长, 但本研

究尚处于体外实

验阶段, Celecoxib
的体内作用及对

其他基因有无调

控作用等均有待

进一步的深入研

究.
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apoptosis protein, 凋亡蛋白抑制因子)家族[11],  
IAPs是继Bcl-2家族之后发现的又一个抗凋亡

基因家族, Survivin是IAP家族的新成员, 定位于

人染色体17q25上, 1997年由Ambrosini et al [12]

利用效应细胞蛋白酶受体1CDNA在人基因组

文库中筛选克隆出来, 与IAPS家族其他成员不

同, Survivin基因只表达于胚胎组织和恶性肿瘤

组织[13-14], 而在正常分化的成人组织中无表达. 
研究发现, Survivin与恶性肿瘤的发生、发展关

系密切, 是迄今为止发现的最强的调亡抑制因

子. Survivin的表达与多种肿瘤的生物学和(或)
疾病分期有关[15], 在宫颈癌, 临床分期越晚, 组
织分级恶性度越高, Survivin基因阳性表达率越

高, 说明Survivin基因阳性表示着不良预后. 本
研究中发现, SGC7901细胞Survivin表达阳性. 
Celecoxib作用后, 与对照组相比, Survivin表达

早期即下降, 但只有作用24 h后与对照组比较才

有统计意义(P <0.05), 与本研究中发现Celecoxib
作用后, 12 h凋亡比例即明显增加不相符, 其可

能原因为: 由于胃癌细胞中影响凋亡的因素太

多, 可能前期有别的凋亡抑制基因如Bcl-2等作

用增强, 导致Survivin的作用被掩盖. 这提示在

胃癌进展过程中还受其他癌基因的调控, 是多

基因参与, 多因素作用的结果, Survivin基因与

其他癌基因的关系有待进一步研究. 
本实验发现 ,  C e l e c o x i b对胃癌细胞

S G C7901  的生长有抑制作用 ,  并且诱导细

胞凋亡是其作用机理之一 ;  同时 ,  研究表明 , 
Celecoxib与化疗药物合用可增强肿瘤细胞对化

疗药物的敏感性[16]以及对放疗的敏感性[17], 因
此有望成为胃癌的新一类的辅助治疗方法. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of protease-activated 
receptor-2 (PAR-2) agonist in the formation and 
pathogenesis of stress ulcer.

METHODS: Water immersion-restaint method 
was used to induce stress ulcer model in Wistar 
rats. Arterial blood and gastric fluid were col-
leted for the blood gas analysis to obtain the gas-
tric mucosal pH value. The levels of thrombox-
ane B2 (TXB2) and 6-ketoprostaglandin F1 alpha 
(6-K) were measured by radioimmunoassay. The 
content of mucosal aminohexose was detected 
by spectro photometer, and the histopathologi-
cal changes were observed�.

RESULTS: The gastric mucosal pH value (4.71 
± 0.23 vs 4.53 ± 0.11, P < 0.05), the content of 
mucosal aminohexose (5.26 ± 1.48 g/kg vs 1.19 ± 
0.58 g/kg, P < 0.05), and the level of 6-K (856.92 
± 165.21 ng/L vs 654.50 ± 221.31 ng/L, P < 0.05) 

were significantly higher in the rats treated 
with PAR-2 agonist than those in negative con-
trols. However, except the level of 6-K (856.92 ± 
165.21 ng/L vs 687.60 ± 219.50 ng/L, P < 0.05), 
the other indexes in the rats treated with PAR-2 
agonist were not markedly different from those 
in the positive controls (P > 0.05), and no obvi-
ous thrombus was found in both PAR-2 agonist 
group and positive control group.

CONCLUSION: PAR-2 agonist can protect gas-
tric mucosa through promoting the secretion of 
gastric fluid and dilation of blood vessel, which 
may be associated with the activation of capsa-
icin-sensitive nerve cells.

Key Words: Protease-activated receptor-2; Stress 
ulcer; Gastric mucosa; Capsaicin

Dou YY, Xie LQ, Li JM, Hua JP, Hai O, Li H. Role of protease-
activated receptor-2 agonist in the formation of stress 
ulcer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(34):3306-3310

摘要
目的: 探讨大鼠蛋白酶激活受体-2在应激性溃
疡中的作用. 

方法: 建立大鼠水浸束缚应激模型, 肉眼计算
胃黏膜溃疡指数(UI); 取动脉血和胃液做血气
分析计算胃黏膜内pH值(pHi); 应用分光光度
计检测胃黏膜氨基己糖; 采用放射免疫方法
检测血浆中6-酮前列腺素F1α(6-K)和血栓素B2 

(TXB2); 观察胃组织病理形态学变化. 

结果: PAR-2激动剂组pHi(4.71±0.23 vs  4.53
±0.11, P <0.05)、氨基己糖(5.26±1.48 g/kg 
vs  1.19±0.58 g/kg, P <0.05)、6-K(856.92±
165.21 ng/L vs  654.50±221.31 ng/L, P <0.05)
高于阴性对照组, TXB2(338.67±12.91 ng/L 
vs  378.89±15.10 ng/L, P <0.05)、UI(37.50±
24.42 vs  69.00±33.27, P <0.05)低于阴性对照
组. 除6-K(856.92±165.21 ng/L vs  687.60±
219.50 ng/L, P <0.05)外, PAR-2激动剂组与奥
美拉唑组相比其他参数差异无统计学意义
(P >0.05), 并且两组病理形态学观察均表现为

■背景资料
患者在遭受各类
重 伤 ( 包 括 大 手
术)、重病和其他
应激情况下, 特别
是在并发休克、

出 血 、 感 染 或
肾、肺等脏器功
能严重受损时, 均
易患应激性溃疡, 
出血率及病死率
较高. 质子泵抑制
剂可降低出血率, 
但并不降低病死
率.
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无明显血栓形成.

结论: 蛋白激酶受体-2激动剂通过促进胃黏
液分泌、舒张血管起到保护胃黏膜的作用, 其
机制可能是激活辣椒素敏感性感觉神经元.

关键词: 蛋白酶激活受体-2; 应激性溃疡; 胃黏膜; 
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0  引言

应激性溃疡(stress ulcer, SU)的发病机制非常复

杂, 目前尚未完全明了. 目前认为SU的发生机制

涉及机体神经内分泌失调、胃黏膜保护功能削

弱及胃黏膜损伤因素作用增强等诸多方面, 主
要因素为胃黏膜血流量减少. 蛋白酶激活受体-2 
(PAR-2)属于蛋白酶激活受体超家族成员, 是体

内许多消化道腺体外分泌的直接调控者, 可活

化血管内皮细胞, 影响胃肠道动力. 在胃组织中, 
活化该受体可刺激辣椒素敏感性感觉神经元, 
释放内源性降钙素基因相关肽、神经激肽A和P
物质而发挥抑制胃酸分泌、促进黏液蛋白的分

泌、短暂增加胃黏膜血流量等作用, 也可促进

胃蛋白酶的分泌[1], 起到保护胃黏膜作用. 因此, 
PAR-2是胃黏膜疾病治疗研究的新靶点. 本实验

用人工合成的PAR-2激动剂、辣椒素和奥美拉

唑预防大鼠SU, 观察其效果是否有差别, 为SU
发生的神经内分泌学说提供新的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年Wistar♂大鼠, 购自中国人

民解放军医学科学院实验动物中心 ,  清洁级 , 
体质量190±10 g, 普通饲料喂养, 自由饮水.  
PAR-2激动剂为Calbiochem公司产品, 分子式

为2-Furoyl-Leu-Ile-Gly-Arg-Leu-Orn-NH2, 辣椒

素为Fluka公司产品, 氨基己糖为北京医科大学

第三附属医院消化实验室馈赠, 6-酮前列腺素

(6-K)和血栓素B2(TXB2)试剂盒购自南京建成

生物工程研究所. 血气分析仪: Rapidpoint 400, 
Bayer; γ放射免疫计数仪: 中国科学技术大学科

技实业总公司; 紫外分光光度仪, TU-1800型, 北
京普析通用有限责任公司.
1.2 方法 ♂Wistar大鼠40只分为阴性对照组、

奥美拉唑组、PAR-2激动剂组、辣椒素组和无

应激组. 阴性对照组、奥美拉唑组和PAR-2激动

剂组在应激前30 min分别给予1 mL 9 g/L氯化

钠溶液、5 mg/kg奥美拉唑注射液和1.5 μmol/kg 
PAR-2激动剂ip; 辣椒素组于0, 6, 32 h分别给予

25, 50, 50 mg/kg辣椒素sc, 饲养14 d后, 于应激前

30 min给予1.5 μmol/kg PAR-2激动剂腹腔注入. 
大鼠禁食24 h, 造模前禁水2 h, 将大鼠四肢束缚

于自制鼠板上, 限制其活动, 将其直立置于20±
1℃水桶中, 使水平面与大鼠的胸骨剑突水平平

齐. 水浸束缚应激后, 给予大鼠3 mL生理盐水灌

胃, 30 min后, 予4 g/L戊巴比妥钠9 mL/kg腹腔麻

醉, 仰卧固定, 常规剪毛、消毒、铺敷, 打开腹

腔, 暴露胃, 双结扎法完整取胃, 用注射器取胃

液, 于血气分析仪上测量胃液内PCO2. 双结扎法

完整取胃, 沿胃大弯剪开, 用9 g/L氯化钠溶液冲

洗胃腔内及黏膜面上的血迹, 观察溃疡、糜烂

出血点发生的部位、大小、形状并计算黏膜损

伤指数, 按Guth标准评估胃黏膜损伤溃疡指数

(ulcer index, UI)并累计积分, 斑点、糜烂为1分, 
糜烂长度<1 mm为2分, 1-2 mm为3分, 2-4 mm为

4分, >4 mm为5分. 在溃疡或糜烂中心取黏膜组

织2块(0.5 cm×0.5 cm), 置入40 g/L甲醛溶液中, 
固定48 h、常规脱水包埋, 4 μm厚切片, HE染
色. 开腹, 直视下用肝素润管的5 mL注射器于腹

主动脉取血3 mL, 即做血气分析, 将剩余血37℃
温育30 min, 后3500 r/min离心10 min, 半径3 cm, 
取上清, EP管分装. 标记后置-80℃保存, 待测各

项指标. 根据胃腔液内PCO2和动脉血HCO3
-浓

度. 按Henderson-Hasselbalch公式计算pHi: pHi 
= 6.1+log(HCO3

-/PCO2×0.0307). 此处6.1是指在

37℃时血浆中HCO3
-/CO2体系的pK值; HCO3

-是

动脉血样品实际CO2浓度(mmol/L); PCO2是胃液

内PCO2值; 0.0307是在37℃状态下, CO2在血浆

中的溶解度(mmol/L). 应用放射免疫方法测定

6-K和TXB2, 严格按照试剂盒进行操作. 胃黏膜

氨基己糖含量测定采用Neuhaus法[2].
统计学处理 结果以mean±SD表示, 统计学

分析用SPSS11.5软件, 均数间的比较用LSD法. 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 大体观察 阴性对照组和辣椒素组大鼠胃腔

内可见少量血性积液 ,  黏膜面附有较多血痂 , 
9 g/L氯化钠溶液水冲洗后, 见黏膜充血、水肿

明显, 腺胃部弥漫点线状出血灶, 损伤主要位于

黏膜皱襞处. 奥美拉唑组和PAR-2激动剂组胃
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腔内无血性积液, 黏膜面附有少量血痂, 9 g/L氯
化钠溶液冲洗后, 黏膜充血、水肿不明显, 糜
烂、出血点较上述两组减少, UI下降. PAR-2
激动剂组与阴性对照组比较 ,  U I指数明显下

降(P  = 0.01), 与奥美拉唑比较, 无明显差别(P  
= 0.357), 与辣椒素组比较, U I指数明显下降

(P <0.05), 辣椒素组与阴性对照组无明显差别

(P  = 0.385, 表1).  
2.2 胃黏膜组织病理学变化 光镜下可见阴性对

照组大鼠黏膜表层上皮细胞受损、脱落, 可见

黏膜中断现象, 腺体结构紊乱, 间隙扩大, 其间

可见炎性细胞浸润, 黏膜层、黏膜下层明显充

血、水肿. 可见出血、溃疡以及黏膜糜烂, 血管

内有血栓形成. PAR-2激动剂组和奥美拉唑组黏

膜充血、水肿程度较阴性对照组轻, 血管内聚

集红细胞(图1).  
2 .3 p H i、氨基己糖、6-K和T X B2检测结果 
(1)PAR-2激动剂组与阴性对照组比较, pHi(4.71
±0.23)比阴性对照组(4.53±0.11)明显升高

(P <0.01); 氨基己糖(5.26±1.48)比阴性对照组

(1.19±0.58)显著升高(P <0.01); 6-K(856.92±
165.21)比阴性对照组(654.50±221.31)明显升

高(P <0.05); TXB2(338.67±12.91)比阴性对照

组(378.89±15.10)降低; UI(37.50±24.42)比阴

性对照组(69.00±33.27)明显降低(P <0.01); 病
理形态学观察, 血栓形成减少. PAR-2激动剂组

与奥美拉唑组比较, pHi、氨基己糖和UI数值相

近, 差异无统计学意义(P >0.05); 6-K(856.92±
165.21)比奥美拉唑组(687.60±219.50)明显升

高(P <0.05); TXB2(338.67±12.91)比奥美拉唑组

(359.41±16.49)降低; 病理形态学观察均表现为

无明显血栓形成. PAR-2激动剂组与辣椒素组比

较, pHi、氨基己糖和6-K明显升高, 差异有统计

学意义(P <0.05); TXB2明显下降, 差异有统计学

意义(P <0.05, 表1). 

3  讨论

PAR-2激动剂对SU造成胃黏膜损伤的保护作用. 
蛋白酶激活受体(protease/proteinase-activated 
receptors, PARs)属于与G蛋白相偶联、有7个跨

膜单位的受体家族[1], PARs在血液循环、呼吸系

图  1  胃黏膜组织病理学变化(HE×100). A: 阴性对照组, 箭

头方向为血管内血栓形成; B: PAR-2激动剂组, 箭头方向为

血管内红细胞聚集; C: 奥美拉唑组, 箭头方向为血管内红细

胞聚集.

A

B

C

→

→

→

■应用要点
本研究观察人工
合成的PAR-2激
动剂、辣椒素和
奥美拉唑预防大
鼠应激性溃疡效
果是否有区别. 为
应激性溃疡发生
的神经内分泌学
说提供新的理论
依据, 为胃黏膜损
伤的治疗提供一
个重要治疗靶点.

表  1  各组大鼠UI, pHi, 氨基己糖, 6-K和TXB2表达水平(n  = 8, mean±SD)

     
分组	                                    UI	              pHi	 氨基己糖(g/kg)	   6-K (ng/L)	     TXB2 (ng/L)

阴性对照组                    69.00±33.27           4.53±0.11           1.19±0.58          654.50±221.31          378.89±15.10

奥美拉唑组                    26.88±14.13a          4.72±0.47a          5.20±2.69a         687.60±219.50c         359.41±16.49a

PAR-2激动剂组            37.50±24.42a          4.71±0.23a          5.26±1.48a         856.92±165.21a         338.67±12.91a

辣椒素组                       59.00±12.46c          4.43±0.63c          2.13±1.39c         675.06±139.92c         358.40±13.80c

无应激组		                                        4.94±0.22c	  6.21±2.67c         969.38±82.97a            278.86±12.38a

aP<0.05 vs  阴性对照组; cP<0.05 vs  PAR-2激动剂组.
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统、神经系统和消化系统中都具有非常重要的

作用, 其有4个成员: PAR-1, PAR-3和PAR-4是凝

血酶受体[3-6], PAR-2是胰岛素、肥大细胞纤维蛋

白溶酶、凝血因子Ⅶa和Ⅹa和其他未知蛋白水

解酶的受体[3,8]. 通过蛋白水解方式把N端隐藏的

激活受体暴露出来, 可激活PARs. 激活PARs后
的普遍信号转导途径是由活化磷脂酶C通过Gq/11

蛋白介导的[1,8]. PAR-2广泛分布于胃黏膜组织

中[9]. 可通过激活辣椒素敏感性感觉神经元, 在
不同类型的大鼠胃黏膜损伤模型中有胃黏膜保

护作用. PAR-2激动剂可使离体大鼠胃小动脉扩

张, 全身给药后, 可使麻醉大鼠胃黏膜血流量增

加[10]. 目前, 国内外对预处理PAR-2激动剂后, 与
预处理奥美拉唑有无区别, 以及预处理PAR-2激
动剂后, 体内舒张和收缩血管因子、保护胃黏

膜屏障指标有无变化研究甚少. 本实验通过预

处理PAR-2激动剂后, 观察其舒张、收缩血管因

子, 血栓形成因素和胃黏膜屏障等指标, 和奥美

拉唑组、阴性对照组进行比较. 并通过预处理

辣椒素, 观察PAR-2是否仍具有预防SU的作用.  
3.1 氨基己糖 胃黏液-碳酸氢盐屏障是构成胃

黏膜防御机制的主要因素之一. 黏液覆盖于胃

黏膜表面, 具有润滑作用, 可保护黏膜少受食物

的机械刺激, 其黏度可使H+在黏液中的扩散速

度比在水中减慢3-5倍, 从而减轻H+对黏膜的侵

蚀. 黏液成分95%是水, 其他是多聚糖蛋白、电

解质、肽、脂质等. 对糖蛋白组份的研究表明, 
糖蛋白的碳水化合物成份有N-乙酰氨基己糖、

半乳糖、N-乙酰氨基半乳糖和岩藻糖. 而N-乙
酰氨基己糖含量约占23.3%[11], 测定氨基己糖含

量可间接反映糖蛋白含量. 本实验结果为, 给予

PAR-2激动剂后, 氨基己糖含量较阴性对照组明

显升高, 和奥美拉唑组结果相近. 表明, PAR-2激
动剂可以促进胃黏膜屏障分泌黏液, 其机制可

能是通过激活感觉神经元后, 释放CGRP和神经

激肽A, 通过CGRP1和NK2受体促进黏液分泌, 起
到黏膜的细胞保护作用.  
3.2 6-K和TXB2 前列环素(prostacycline, PGI2)
是由血管壁内皮细胞合成和释放的一种抗血

小板聚集和舒张血管的生物活性物质 .  生物

半衰期约3 min, 迅速代谢生成6-Keto-PGF1α, 
在正常生理状态下血浆或组织中血栓素A 2 
(thromboxaneA2, TXA2)和PGI2平衡, 失调是造

成血小板凝集, 血管痉挛收缩或血栓形成的原

因之一. 由于TXA2和PGI2的不稳定性, 目前难

以直接测定, 故国内外均以测定TXB2和6-Keto-
PGF1α作为判断其浓度的指标. 本实验证实, 给
予PAR-2激动剂后, 6-K明显升高, TXB2明显下

降, 表明PAR-2激动剂有明显的舒张血管作用.  
3.3 pHi pHi值作为研究胃肠功能变化的主要检

测指标[12], 能够敏感反映胃肠黏膜缺氧情况, 较
其他指标能更早提示病情的变化. 机体在维持

其内环境和行使功能时所需要的能量直接来源

于ATP的分解即ATP→ADP+Pi+H+. 当机体遭受

创伤、失血感染等因素后, 组织细胞氧供缺乏, 
可导致ATP的合成小于其分解而产生多余的H+, 
大量的H+存在于胃黏膜内, 从而引起pHi下降. 
组织细胞缺氧越严重, pHi值下降越显著. 因此, 
pHi值提供了部分器官组织氧合与否的判定依

据. 实验结果显示, 阴性对照组pHi值明显下降, 
可能是由于在SU过程中, 大鼠胃黏膜动脉收缩, 
造成缺血缺氧, 导致ATP的合成小于分解而产生

多余的H+, PAR-2激动剂组pHi较阴性对照组明

显升高, 和奥美拉唑组比较无统计学差异, 表明, 
PAR-2激动剂同奥美拉唑都具有改善机体氧供

缺乏的作用. PAR-2激动剂可能是通过促进NO
生成, 抑制内皮素分泌, 起到扩张血管、增加组

织供血供氧、增加胃黏膜血流量的作用, 并通

过促进黏液分泌, 起到黏膜保护作用. 胃组织病

理学观察: PAR-2组大鼠血管管径增宽, 管壁内

有红细胞聚集, 但没有血栓形成, 也说明PAR-2
激动剂有扩张血管的作用. 奥美拉唑是经典的

质子泵抑制剂, 通过抑制胃酸的生成保护胃黏

膜屏障. 在实验中发现, 奥美拉唑也可以减少黏

液的耗损, 可能是因为黏液层厚度和H+浓度有

关. 胃组织病理学观察, 奥美拉唑组大鼠血管内

有红细胞聚集, 但没有血栓形成, 而阴性对照组

血管内则有血栓形成. 通过肉眼观察Guth评分, 
也可以证实PAR-2激动剂具有和奥美拉唑一样

的预防应激性溃疡的作用.  
总之, PAR-2激动剂是既可促进黏液、6-K

分泌, 也可抑制TXB2分泌, 还可扩张血管, 改善

胃黏膜血流量, 是一种潜在防治SU的药物. 
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疡的发生有一定
效果, 该剂可能具
有急性胃黏膜损
伤治疗新靶点的
潜在意义, 有一定
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冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.

4	 Ishihara H, Connolly AJ, Zeng D, Kahn ML, Zheng 
YW, Timmons C, Tram T, Coughlin SR. Protease-
activated receptor 3 is a second thrombin receptor 
in humans. Nature 1997; 386: 502-506   

5	 Landesberg R, Burke A, Pinsky D, Katz R, Vo J, 
Eisig SB, Lu HH. Activation of platelet-rich plasma 
using thrombin receptor agonist peptide. J Oral 
Maxillofac Surg 2005; 63: 529-535

6	 Leger AJ, Jacques SL, Badar J, Kaneider NC, Derian 
CK, Andrade-Gordon P, Covic L, Kuliopulos 
A. Blocking the protease-activated receptor 1-4 
heterodimer in platelet-mediated thrombosis. 
Circulation 2006; 113: 1244-1254

7	 Cottrell GS, Amadesi S, Grady EF, Bunnett NW. 
Trypsin IV, a novel agonist of protease-activated 
receptors 2 and 4. J Biol Chem 2004; 279: 13532-13539 

8	 Macfarlane SR, Seatter MJ, Kanke T, Hunter GD, 

Plevin R. Proteinase-activated receptors. Pharmacol 
Rev 2001; 53: 245-282

9	 Nishikawa H, Kawai K, Nishimura S, Tanaka S, 
Araki H, Al-Ani B, Hollenberg MD, Kuroda R, 
Kawabata A. Suppression by protease-activated 
receptor-2 activation of gastric acid secretion in 
rats. Eur J Pharmacol 2002; 447: 87-90

10	 Kawabata A, Kinoshita M, Nishikawa H, Kuroda 
R, Nishida M, Araki H, Arizono N, Oda Y, Kakehi 
K. The protease-activated receptor-2 agonist 
induces gastric mucus secretion and mucosal 
cytoprotection. J Clin Invest 2001; 107: 1443-1450

11	 钱伟, 侯晓华, 谢小平, 张锦坤. 消化性溃疡与黏膜中
糖蛋白含量的关系. 中华消化杂志 1993; 13: 232

12	 李建忠, 余飞飞, 岳茂兴. 胃肠功能障碍患者胃黏膜
内pH值的监测方法和意义. 世界华人消化杂志 2004; 
12: 983-984

             电编  张敏  编辑  王晓瑜



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年12月8日; 14(34): 3311-3313
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

人肝癌细胞株线粒体DNA缺失对多药耐药表型的影响

谈荣玖, 陈宗琼, 江明万, 唐春红

谈荣玖, 陈宗琼, 江明万, 唐春红, 重庆三峡中心医院消化科 
重庆市 404000
通�����讯����作者��: 谈荣玖, 404000, 重庆市, 重庆三峡中心医院消化科. 
tanrongjiu.51@163.com
收稿日期�� �������������� ������ ����������: �������������� ������ ����������2006-09-11    接受日期�� ����������: ����������2006-09-25

Influence of mitochondrial 
DNA depletion on multidrug 
resistance phenotype of 
human hepatoma cell line 

Rong-Jiu Tan, Zong-Qiong Chen, Ming-Wan Jiang, 
Chun-Hong Tang

Rong-Jiu Tan, Zong-Qiong Chen, Ming-Wan Jiang, 
Chun-Hong Tang, Department of Gastroenterology, Three 
Gorge Central Hospital, Chongqing 404000, China
Correspondence to: Rong-Jiu Tan, Department of Gas-
troenterology, Three Gorge Central Hospital, Chongqing 
404000, China. tanrongjiu.51@163.com
Received: 2006-09-11    Accepted: 2006-09-25 

Abstract
AIM: To clarify the influence of mitochondrial 
DNA depletion on the multidrug resistance 
(MDR) phenotype of human hepatoma cells.

METHODS: The sensitivities of hepatoma cells 
to chemotherapy were determined by MTT 
method, and P-glycoprotein (P-gp) and MDR 
protein (MRP) expression were detected by im-
munohistochemistry. The differences of P-gp 
and MRP expression and sensitivities to chemo-
therapeutic druds were comparatively analyzed 
between SK-Hep1 and rhoo SK-Hep1 cells�.

RESULTS: Adriamycin inhibited SK-Hep1 cells 
with a rate of 56%, 61%, 72%, and 75%, respec-
tively, at 12, 24, 36, and 48 h, while cisplatin 
inhibited them with a rate of 54%, 60%, 77%, 
and 81%. However, adriamycin inhibited rhoo 

SK-Hep1 cells with a rate of 10%, 18%, 20%, and 
22%, while cisplatin inhibited them with a rate 
of 19%, 20.4%, 21.3%, and 22.5%, respectively, at 
12, 24, 36, and 48 h. There were significant dif-
ferences between SK-Hep1 and rhoo SK-Hep1 
cells (P < 0.01). The expression of P-gp and MRP 
were markedly higher in rhoo SK-Hep1 cells 

than those in SK-Hep1 cells (37% vs 20%, P < 0.01; 
33% vs 18%, P < 0.01).

CONCLUSION: Cells with mitochondrial DNA 
depletion have resistance to chemotherapy, and 
the increased expression of P-gp and MRP may 
contribute to MDR of tumor cells.

Key Words: Mitochondrial DNA; Multidrug resist-
ance; Tumor; P-glycoprotein

Tan RJ, Chen ZQ, Jiang MW, Tang CH. Influence of 
mitochondrial DNA depletion on multidrug resistance 
phenotype of human hepatoma cell line. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(34):3311-3313

摘要
目的: 探讨人肝癌细胞株mtDNA缺失对肿瘤
MDR表型的影响. 

方法: 采用M T T方法检测细胞药物敏感性, 
免疫组化方法检测P-gp, MRP表达. 对比分析
SK-Hep1细胞和rhoo SK-Hep1细胞药物敏感性
和P-gp, MRP表达的差异. 

结果: 阿霉素(ADR)、顺铂CDDP对SK-Hep1
细胞的12, 24, 36, 48 h抑制率分别为56%, 
61%, 72%, 75%和54%, 60%, 77%, 81%, 而对
rhoo SK-Hep1细胞的抑制率分别为10%, 18%, 
20%, 22%和19%, 20.4%, 21.3%, 22.5%. SK-
Hep1与rhoo SK-Hep1细胞比较, 药物敏感性
显著降低(P <0.01). 较之于SK-Hep1细胞, rhoo 
SK-Hep1细胞P-gp, MRP表达明显增加(37% 
vs  20%, P <0.01; 33% vs  18%, P <0.01).

结论: mtDNA缺失的肿瘤细胞对化疗药物有
显著抗性, P-gp, MRP表达增加可能是其MDR
表型产生的重要原因.

关键词: 线粒体DNA; 多药耐药; 肿瘤; P-糖蛋白
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■背景资料
消化系统肿瘤是
我国常见的恶性
肿瘤, 原发性耐药
占很大的比例, 故
化疗疗效不理想. 
因此, 研究肿瘤多
药耐药(MDR)的
发生机制有重要
理论和应用价值. 
研究显示, mtDNA 
缺失的肿瘤细胞
获 得 M D R 表 型 , 
但其机制尚不明
确.



0  引言

肿瘤细胞对一种化疗药物耐药的同时, 也可能

对其他的化疗药物存在耐药的现象, 称为多药

耐药(multidrug resistance, MDR). 原发性肝癌是

常见的恶性肿瘤之一, 临床所见者以中晚期居

多. 化疗是治疗的重要手段之一, 但原发性肝癌

原发性耐药占很大的比例, 故化疗疗效常欠理

想. 研究发现, 线粒体DNA(mitochondrial DNA, 
mtDNA)突变可能与肿瘤MDR产生有关[1-3]. 我
们以人肝癌细胞SK-Hep1及rhoo SK-Hep1细胞株

为研究对象, 研究mtDNA缺失对化疗药物敏感

性和多药耐药相关因子表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 SK-Hep1细胞购自中国科学院上海生

命科学研究院细胞与生物化学研究所, rhoo SK-
Hep1细胞由第三军医大学凌贤龙博士馈赠. 浓
缩型鼠抗人P-糖蛋白(P-gp), 多药耐药相关蛋白

(MRP) mAb均为福州迈新公司产品, EnVision
法免疫组化试剂盒为丹麦Dako公司产品. 顺铂

(CDDP, 济南齐鲁), 阿霉素(ADR, 深圳万乐).
1.2 方法 

1.2.1 细胞培养 SK-Hep1细胞在DMEM培养基, 
含100 mL/L FCS, 50 mL/L CO2, 37℃条件下进行

培养. rhoo SK-Hep1细胞通过溴化乙锭诱导获得, 
培养条件: 高糖DMEM培养基, 含15 mL/L FCS, 
100 μg/L丙酮酸、50 μg/L 5'-溴-脱氧尿嘧啶, 
50 mL/L CO2, 37℃条件下进行培养. 
1.2.2 MTT方法检测药物敏感性 将对数期生长

的细胞接种于96孔培养板中, 培养12 h后, 弃去

培养液, 分别加入化疗药物CDDP 10 mg/L, ADR 
10 μg/L, 继续培养48 h; 加入5 g/L的MTT 20 μL, 
4 h后加入DMSO 200 μL, 以490 nm为检测波长, 
测定各孔的光密度值, 计算抑制率. 
1.2.3 免疫组化 采用微波EnVision二步法免疫组

化技术检测P-gp、MRP在SK-Hep1和rhoo SK-
Hep1细胞中的表达. 按试剂盒说明书进行操作, 
一抗工作浓度为1∶100, DAB显色. P-gp, MRP
以细胞质/或细胞膜着棕黄色颗粒为阳性细胞. 
随机计数10个高倍视野, 计算阳性细胞百分率. 

统计学处理 采用SPSS10.0统计软件进行χ2

检验及t检验.

2  结果

2.1 SK-Hep1, rhoo SK-Hep1细胞株药物敏感性  
12, 24, 36, 48 h ADR, CDDP对SK-Hep1细胞的

抑制率分别为56%, 61%, 72%, 75%和54%, 60%, 
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77%, 81%, 而对rhoo SK-Hep1细胞的抑制率分

别为10%, 18%, 20%, 22%和19%, 20.4%, 21.3%, 
22.5%. SK-Hep1与rhoo SK-Hep1细胞比较, 都有

显著差异(P <0.01, 图1).
2.2 P-gp, MRP在SK-Hep1和rhoo SK-Hep1细胞中

的表达 随机计数10个高倍视野阳性细胞数, 计计数10个高倍视野阳性细胞数, 计数10个高倍视野阳性细胞数, 计
算平均百分比. SK-Hep1细胞P-gp, MRP免疫组

化染色阳性细胞百分比为20%, 18%, 而rhoo SK-
Hep1细胞为37%和33%, 两者相比有非常显著差

异(P <0.01).

3  讨论

线粒体是真核细胞内含有核外遗传物质的细胞

器, 是细胞内能量合成的主要场所, 亦在细胞凋

亡及细胞内其他生物学行为的信号传递过程中

扮演重要角色[4]. 研究显示, mtDNA缺失的肿瘤

细胞获得MDR表型. 本研究表明, mtDNA缺失

细胞对化疗药物有明显抗性, 较之于SK-Hep1细
胞, rhoo SK-Hep1细胞对ADR, CDDP敏感性显

著降低, P-gp, MRP表达增加. Pillay et al [3]报道ρ˚
细胞对ADR的敏感性显著降低, 同时对其他非

DNA作用药物存在MDR现象, 并发现ρ˚细胞高

表达P-gp; 引起ρ˚细胞MDR表型还可能与线粒

体热休克蛋白60(HSP60)高表达有关[5]. 结直肠

癌的研究显示, HSP60在结直肠癌组织高表达[6]. 
HSP60与细胞凋亡有关, 他能增加胱氨酸蛋白酶

的活性 ;  还可能参与了细胞器特异的应激反

应[7]. Calcabrini et al [8]对结肠癌细胞株LoVo的研

究显示, 敏感细胞株细胞内ROS产物显著高于药

物抵抗细胞株, 化疗药物的细胞毒性主要是通

过细胞内存在的ROS来实现的, 应用ALDH和超

氧歧化酶后其细胞毒性消失. 透射电镜研究发

现, 药物抵抗细胞株有显著的线粒体修饰, 线粒
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图  1  药物敏感曲线.
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■应用要点
肿瘤细胞耐药给
临床化疗带来困
难. 本文探讨人肝
癌细胞株mtDNA
缺失对肿瘤MDR
表型的影响, 为肝
癌化疗提供了参
考依据.
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体膜过极化. 给予BASO和spermine后线粒体膜

去极化. Harper et al [9]比较了药物敏感和药物抵

抗细胞株线粒体差异, 发现多药耐药细胞株: 线
粒体膜电位较低; 逆线粒体膜质子梯度的质子

转运少, 存在质子“泄漏”现象; 能量供给以脂

肪为主, 细胞质内糖酵解率高; 应激状态时, 细
胞内ROS水平低; 正常非应激状态, DNA损伤

多于应激状态; 对凋亡不易感. 线粒体耦合蛋白

2(UCP2)可能与上述差异的发生有关. 
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中华医学会第七次全国消化系疾病学术会议征文通知

本刊讯  中华医学会消化病学分会定于2007-05上旬在山东省济南市召开第七次全国消化系疾病学术会议. 现

将会议的征文内容及有关事项通知如下.

1  征文内容

消化系统疾病的流行病学、基础及临床(包括内镜诊断和治疗)研究. 因会议论文交流将按下列组别进行分会

场交流, 故务必请在下列8个组别中选择1个您认为适合的交流组别, 并在论文摘要的右下角上标明.(1)功能性

胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; 

(5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性疾病; (7)胃肠激素; (8)其他.

2  征文要求

请提供800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论,注明作者的姓名、单位和邮

政编码. 并提供电脑打印稿(附软盘), 经所在的单位审查盖章后寄至中华医学会学术会务部刘亚君收(北京

东四西大街42号 邮编 100710), 信封上请注明会议名称. 请最好同时通过本次会议专用网站(网址: www.

assimilation2007.com)邮寄电子文稿和报名. 凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文,

不予受理. 截稿日期: 2007年2月28日(以当地邮戳为准)
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Abstract
AIM: To observe the changes of interleukin-2 
(IL-2) system and prognosis of esophageal 
cancer patients with bone metastasis after 
EAP chemotherapy combined with local 
radiotherapy.

METHODS: A total of 66 advanced esophageal 
cancer patients with bone metastasis were divid-
ed into 2 groups. One group received 60Co local 
radiotherapy in combination with the regimen 
of intravenous chemotherapy at normal dosage 
of EAP (VP16 100 mg/m2, topmycine 4 mg/m2 
and carboplatin 60 mg/m2), and the other group 
only received intravenous chemotherapy. The 
levels of IL-2, IL-2 receptor and soluble IL-2 re-
ceptor were detected before and after treatment�.

RESULTS: The short-term efficacy and 1-year 
survival rate were significantly higher in the 
patients with combined treatment than those in 
the controls (93.93% vs 36.36%, P < 0.01; 90.90% 
vs 54.54%, P < 0.01). Moreover, the levels of IL-2, 
IL-2 receptor, soluble IL-2 receptor were also 
markedly higher in the former (23.6 ± 3.12, 23.1 ± 
3.14, 771.4 ± 11.32 ng/L vs 44.1 ± 4.07, 53.2 ± 5.24, 
123.2 ± 9.34 ng/L, P < 0.01).

CONCLUSION: Intravenous chemotherapy in 
combination with radiotherapy can significantly 
improve the levels of IL-2, IL-2 receptor, and 
soluble IL-2 receptor as well as the prognosis of 
esophageal cancer patients with bone metastasis.

Key Words: Esophageal cancer; Interleukin-2 sys-
tem; Intravenous chemotherapy; Radiotherapy

Da W, Song MQ, Sun Q, Zhu L, Zhang Q, Chen JL, Wang 
L, Wang RH, Zhu JS. Influence of EAP chemotherapy 
combined with local radiotherapy on the prognosis 
and interleukin-2 system of esophageal cancer patients 
with bone metastasis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(34):3314-3316

摘要
目的: 探讨EAP化疗联合60Co局部放疗对晚期
食管癌伴骨转移患者预后及IL-2系统的影响. 

方法: 晚期食管癌伴骨转移患者66例, 分静脉
化疗联合放疗治疗组和静脉化疗对照组. 两组
患者在治疗前及1疗程后分别检测IL-2, IL-2R
和sIL-2R的水平, 并观察其近期疗效. 

结果: 治疗组1疗程的近期有效率及1 a生存率
显著高于对照组(93.93% vs  36.36%, P <0.01; 
90.90% vs  54.54%, P <0.01), 并且治疗组IL-2, 
IL-2R, s IL-2R水平显著高于对照组(23.6±
3.12, 23.1±3.14, 771.4±11.32 ng/L vs  44.1±
4.07, 53.2±5.24, 123.2±9.34 ng/L, P <0.01).

结论: 经EAP化疗联合60Co局部放疗治疗骨转
移晚期食管癌患者, 可显著改善了其IL-2免疫
系统的失衡, 并能提高晚期食管癌伴骨转移患

■背景资料
静脉化疗和放射
治疗均是临床上
治疗食管癌的常
用治疗方法, 已经
有大量报道, 作者
等前期研究报道
了高剂量EAP动
脉化疗对晚期胃
癌有效.
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EAP化疗联合60Co局部放疗对晚期食管癌伴骨转移患者预
后及IL-2系统的影响

达 炜, 宋明全, 孙 群, 朱 励, 张 强, 陈金联, 王 龙, 王如华, 朱金水
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者的骨痛缓解率、近期有效率及生存率.

关键词: 食管癌; IL-2系统; 静脉化疗; 放疗

达炜, 宋明全, 孙群, 朱励, 张强, 陈金联, 王龙, 王如华, 朱金水. 

EAP化疗联合60Co局部放疗对晚期食管癌伴骨转移患者预后及

IL-2系统的影响.  世界华人消化杂志  2006;14(34):3314-3316
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0  引言

晚期食管癌伴骨转移往往不能进行手术治疗, 
即使行单纯手术切除、静脉化疗、介入化疗等

治疗疗效不佳[1]. 局部60Co放疗联合EAP化疗治

疗食管癌及骨转移灶的应用较少, 晚期食管癌

患者骨转移常有严重疼痛、进食梗阻等症状, 
常规静脉化疗后存在严重的骨髓抑制及外周血

粒细胞下降继发感染. 而放疗副作用主要对放

射区域内的正常骨组织损伤、肿瘤放疗时间长

短的控制问题[2-3]. 我们采用常规剂量EAP化疗

方案结合局部放射治疗食管癌骨转移患者取得

良好疗效, 缓解了骨转移患者骨疼痛, 延长了该

类患者的生存期, 改善了患者的生活质量, 并初

步探讨了该方法治疗晚期食管癌骨转移疗效及

相关的免疫机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院1999-08/2005-08收治的食管癌骨

转移患者66例, 其中男35例, 女31例, 胃镜及病

理证实为未分化鳞状细胞癌, 年龄36-68(平均

52.3±3.2)岁. 食管癌骨内转移病灶均经CT及活

检病理证实, 为无手术指征或自愿放弃手术者, 
并按照生活质量的国际KPS评分标准60-90分[1], 
且治疗前均未使用干扰素或白介素-2等调节免

疫的生物制品患者, 按照抽信封法随机分成一

般剂量EAP静脉化疗对照组及EAP静脉化疗联

合低剂量(TD3000-3500CGY) 60Co局部放疗治疗

组, 前组33例, 后组33例.
1.2 方法 所有患者均行静脉滴注化疗药物, 采用

常规EAP方案(VP16 100 mg/m2+topmycine 4 mg/
m2+carboplatin 60 mg/m2). 单纯静脉滴注化疗组

予每6-7 wk重复一次治疗, 共予2-3个周期. 联
合治疗组在原发灶及骨转移肿瘤首次局部放疗

2 wk后开始常规EAP方案静脉化疗, 4 wk为1疗
程; 放疗定位依照碘油肿瘤染色结合CT图像, 若
病灶弥漫分布, 予食管中平面TD2000CGY; 若病

灶单一或局限, 设小野照射, TD3000-3500CGY/
次. 放疗分割剂量TD150-155CGY/次, 1次/d, 1-5

次/wk, 整个化疗加放疗治疗周期为5-9 wk. 肿瘤

的疗效按WHO实体瘤疗效判定标准评价, 化疗

毒性按美国全国各临床肿瘤协作组制定的化疗

毒性分级系统评价, 骨转移区疼痛程度按数字

分级法进行评价[2].
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件包进行

统计学处理.

2  结果

2.1 近期疗效 两组疗效均在治疗结束前后4 wk
复查CT, 测量肿瘤长径×横径, 判断肿瘤近期疗

效(表1). 
2.2 免疫因子测定 分别于治疗前2 d, 治疗结束

后2 d抽取外周血5 mL, 采用ELISA法测定外周

血清IL-2, IL-2R和sIL-2R水平(表2). 治疗结束后

6, 12 mo随访生存率(表3).

3  讨论

食管癌伴发进食梗阻及骨转移引起顽固性疼痛

严重影响患者生活质量及预后, 我们前期研究

报道高剂量EAP动脉化疗对晚期胃癌有效, 采
用常规剂量静脉化疗联合低剂量的放射治疗, 

表  1  治疗组与对照组治疗后一疗程疗效比较(mean±
SD)

     
分组          CR     PR     NC     PD     死亡     合计     PR+CR(%)

治疗组     12     19      2      0         0        33         93.93b

对照组       0     12      8      9         2        33         34.36

bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
本文通过研究联
合静脉化疗以及
放疗来治疗晚期
食管癌伴骨转移, 
以求达到效果好, 
副反应小等目的. 
研究中用于观测
的免疫学指标都
已经被广泛应用. 
同 时 ,  联 合 治 疗
可以有效地改善
IL -2系统的免疫
调节功能, 增强免
疫 能 力 ,  提 高 疗
效, 在治疗恶性肿
瘤中具有一定的
优势.

表  2  治疗组与对照组治疗前后外周血清IL-2, IL-2R, 
sIL-2R水平比较(mean±SD, ng/L)

     
分组          n             IL-2	   IL-2R	           sIL-2R

治疗组    33     44.1±4.1b     53.2±5.2b           123.2±9.3b

对照组    33     23.6±3.1      23.1±3.1        771.4±11.3

bP<0.01 vs  对照组.

表  3  治疗组与对照组治疗的生存率比较(mean±SD, %)

     
分组                    6 mo生存率   	                12 mo生存率

治疗组	              96.97b	                    90.90b       

对照组	              87.87	                    54.54  

bP<0.01 vs  对照组.
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在保证肿瘤局控率的前提下, 使严重的骨髓抑

制发生率得以降低, 显著提高了患者治疗后的

免疫调节因子IL-2, TNF-α及IFNγ的水平[3-4]. 本
研究60Co局部放疗结合EAP化疗较单纯静脉化

疗有利于食管癌患者机体IL-2系统的免疫调节

失衡功能的恢复, 显著提高了患者治疗后IL-2
及IL-2R水平, 降低了免疫抑制因子sIL-2R水平, 
从而增强了机体免疫功能, 其近期有效率、半

年、1 a生存率及骨疼痛缓解率显著高于对照组, 
从而提高了患者的生活质量[13-19], 我们曾采用

EAP化疗结合放疗对晚期胃癌有一定疗效[20], 但
效果没有应用于治疗食管癌明显, 其机制可能

与食管肿瘤组织对60Co局部放疗高度敏感有关, 
联合EAP方案中的化疗药物相对集中于肿瘤分

布区, 缓慢释放, 抑制了肿瘤对周围正常组织的

浸润. 多项随机对照研究认为经静脉化疗并不

一定能够取得生存期的延长[21]. 本文研究证实在

EAP静脉化疗的基础上进行局部60Co放射治疗, 
利用卡铂、VP16的放疗增敏特性可有疗效相加

作用, 其机制包括药物抑制放射损伤的修复, 使
细胞同步化, 降低乏氧细胞的比例等, 因而化疗

药物往往能增加放疗的肿瘤治疗效果[3-5]. 根据

碘油肿瘤染色, 可在透视下直接观察到骨内肿

瘤位置, 提高放疗靶区定位的精确度, 减轻对正

常骨组织的损伤[6-12]. 
对骨转移组织实施三维放疗有利于提高靶

区放疗剂量, 可望取得更好的肿瘤局控率, 相对

于晚期食管癌患者而言, 肿瘤局控率的提高往

往并不意味着生存期的延长, 多处器官的转移

和基础疾病的恶化对生存的影响更大, 目前尚

待进一步随访观察. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of metastasis-
associated gene 1 (MTA1) in human gastric 
carcinoma and its correlation with tumor 
metastasis.

METHODS: Real time polymerase chain reac-
tion (PCR) and Western blot were employed to 
detect the expression of MTA1 in gastric carci-
noma and its adjacent gastric mucosa obtained 
from the surgical specimens of 42 patients, and 
the correlation between the expression of MTA1 
and the differentiation and metastasis of gastric 
carcinoma were investigated�.

RESULTS: The expression of MTA1 mRNA in 
gastric carcinoma was significantly higher than 
that in the adjacent gastric mucosa (0.6711 vs 
0.3940, P < 0.01), and the expression of MTA1 
protein was in accordance with that of MTA1 
mRNA. MTA1 mRNA expression was mark-

edly higher in the poorly-differentiated gastric 
carcinomas than that in the well- or moderately-
differentiated ones (0.7475 vs 0.3460, P < 0.01). 
Moreover, the expression of MTA1 mRNA was 
dramatically increased in the gastric carcinomas 
with metastasis as compared with that in the 
ones without metastasis (0.8128 vs 0.4933, P < 
0.01).

CONCLUSION: MTA1 expression is up-regu-
lated in gastric carcinoma, which is closely cor-
related with the differentiation and metastasis, 
MTA1 may serve as a marker in predicting the 
biological behavior and prognosis of gastric car-
cinoma.

Key Words: Metastasis-associated gene 1; Gene 
expression; Gastric carcinoma; Tumor metastasis

Liu H, Hu JB, Wang ZQ, Wei ZR. Expression of 
metastasis-associated gene 1 and correlation with 
invasion and metastasis of human gastric carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(34):3317-3320

摘要
目的: 探讨MTA1基因在胃癌及癌周组织中的

表达及其表达水平与胃癌浸润和转移潜能的

相关性. 

方法: 采用荧光定量PCR及Western印迹技术, 
分别在mRNA和蛋白水平检测42例手术切除

的人胃癌组织及癌旁组织中MTA 1的表达, 结
合胃癌的临床生物学特征分析MTA 1表达与

胃癌病理类型、淋巴结转移的关系. 

结果: 胃癌组织中MTA1 mRNA相对量的表达

显著高于癌旁胃黏膜组织(0.6711 vs  0.3940, 
P <0.01), 蛋白水平表达与mRNA一致. 低分

化胃腺癌组织中的M TA1 m R N A的相对量

表达显著高于中高分化胃腺癌组织(0.7475 
vs 0.3460, P <0.01), 而伴有淋巴结转移的胃

癌组织中MTA1 mRNA的相对量表达明显高

于不伴有淋巴结转移的胃癌组织(0.8128 vs  
0.4933, P <0.01).

结论: MTA1的表达与促进胃癌的转移相关, 
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■背景资料
M TA 1基因作为

一种新的肿瘤转

移相关基因, 尽管

其功能还不完全

清楚 ,  但已有的

研究和资料表明, 
其与许多肿瘤侵

袭、转移密切相

关, 并在信号传导

通路中发挥作用. 
虽然M TA 1基因

在正常细胞中可

能具有一定的生

理功能, 但在某些

癌中, 其表达量出

现异常, 最终促进

或导致癌转移. 该
蛋白可能通过影

响信号传导途径

发挥其功能. 其功

能还不是十分清

楚.
   



检测 M TA1表达可作为预测胃癌生物学行

为、判断胃癌患者预后的一个参考指标.

关键词: 转移相关基因1; 基因表达; 胃癌; 肿瘤转移

刘海, 胡俊波, 王志强, 卫子然. MTA1基因表达与人胃癌的浸润

和转移.  世界华人消化杂志  2006;14(34):3317-3320
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0  引言

胃癌是我国恶性肿瘤中发病率最高的肿瘤,高转

移是其一个重要的生物学特性, 也是造成临床

治疗失败的主要原因. 而淋巴结转移是公认的

预后不良因素之一. 因此, 探讨胃癌淋巴结转移

的相关因素对其有效遏制淋巴结转移, 判断预

后及治疗方案的选择具有重要意义. 肿瘤转移

相关基因1(metastasis-associated gene 1, MTA1)
是近年来发现的一个与肿瘤转移密切相关的基

因, 本研究主要分别从mRNA、蛋白质水平利

用荧光定量PCR和Wester印迹技术对MTA1在胃

癌中的表达进行研究, 探讨MTA1表达与胃癌浸

润和转移潜能的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集同济医院胃肠外科中心2003/2006
年切除的胃腺癌组织标本及远离癌灶边缘5 cm
无肿瘤浸润的癌旁胃黏膜组织标本42例. 男26
例, 女16例, 患者年龄29-74(平均52.50)岁, 其中低

分化腺癌27例, 中高分化腺癌15例. 42例中有淋

巴结转移者22例, 无淋巴结转移者20例. 患者术

前未经任何抗肿瘤治疗, 所有病例都经病理切片

证实. 所取标本均置于-70℃超低温冰箱中保存

备用. 
1.2 方法 按TRIzol试剂盒提供的操作步骤提取总

RNA, -70℃保存. 利用武汉晶美公司逆转录试剂

盒合成cDNA, 具体操作按试剂盒说明书中的步

骤进行. cDNA产物-20℃保存. 
1.2.1 荧光定量P C R检测 M TA1引物利用美

国应用生物系统公司引物设计软件P r i m e r 
E x p r e s s Ve r s i o n 1.0设计 ,  上游引物为5'- 
GAGGAAGGGGAAATAGAAG -3', 下游引物为

5'-TGTTCTTGTGGAGAGTATCC3-3'; GAPDH上

游引物为5'-GACCCCTTCATTGACCTCAAC-3', 
下游引物为5'-CTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3'. 
荧光定量PCR检测反应利用美国应用生物系统

公司试剂盒SYBRGreen PCR Master Mix进行. 
在每个25 μg反应体系中包含SYBRGreen PCR 
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Master Mix 12.5 μL, 上下游引物各900 nmol/L, 
cDNA 1.0 μL. 95℃变性10 min; 95℃ 10 s, 60℃ 
1 min, 40个循环; 72℃延伸10 min. 每种样本设3
个重复孔. 反应在美国应用生物系统公司7000型
荧光定量PCR仪上进行. 利用比较CT法检测样

本的mRNA表达情况. 以正常胃黏膜为校正样本, 
其mRNA值设置为1, 反应体系以甘油醛232磷酸

脱氢酶(GAPDH)为内参照. 
1.2.2 蛋白免疫印迹分析 癌组织和对应癌旁组织

以三去污裂解液法(按“分子克隆”配制)提取

组织中蛋白, 每孔加样50 µg蛋白, 以120 g/LSDS-
PAGE凝胶电泳分离, 电转印将蛋白质转移到硝

酸纤维膜(NC膜), 用含50 g/L脱脂奶粉的TBST缓
冲液37℃下封闭1 h, 将多克隆羊抗人MTA1一抗

(1∶1000, 美国Santa Cruz公司)和β-actin(1∶200,
武汉晶美), 以含50 g/L脱脂奶粉的TBST缓冲液

稀释, 分别置杂交袋中37℃孵育1 h, TBST漂洗

数次后, 在1∶2000稀释的HRP标记鼠抗羊IgG中

于37℃孵育1 h, TBST漂洗数次, 采用ECL化学发

光试剂(美国Pierce生物技术公司)于暗室中进行

放射自显影.
统计学处理 采用SPSS12.0软件分析结果, 

定量PCR所有数据均为正态分布, 各组间MTA1
表达差异采用配对t检验分析.
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图  1  胃癌组织MTA1的表达. A: 荧光定量PCR检测MTA1
在胃癌中表达显著高于癌旁组织(P<0.01); B: Western blot显
示, MTA1在胃癌中的表达显著高于其在癌周组织的表达(1, 
3, 5:为癌周组织; 2, 4, 6: 胃癌组织).

■相关报道
有研究表明, 食道

癌、直肠癌和肝

癌等中M TA 1基
因的高表达与肿

瘤细胞的基底膜

浸润、淋巴转移

密切相关. 
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2  结果

2.1 胃癌组织中MTA1的表达显著增高 在胃癌

组织中MTA1 mRNA的比例明显高于癌旁组

织, 各组mRNA相对量分别为0.6711和0.3940, 
二者有显著性差异(P <0.01); Western blot进一

步证实, 胃癌癌组织中MTA1的蛋白表达显著

高于其癌旁组织, 与mRNA一致(图1).
2.2 MTA1的表达与胃癌的分化、转移相关 荧
光定量P C R对27例低分化胃癌和15例中高分

化胃癌病人的手术标本检测表明, MTA1在低

分化胃癌中的相对表达比例明显高于中高分

化胃癌, 分别为0.7475和0.3460, 有显著性差

异(P <0.01). 22例合并有淋巴结转移者相对表

达比例明显高于20例无淋巴结转移者, 分别为

0.8128和0.4933, 差异有显著性(P <0.01, 图2).

3  讨论

肿瘤致死的主要原因是瘤细胞从原发灶转移到

邻近和远隔器官, 因此了解肿瘤转移所涉及的

基因和基因产物是目前国内外一项重要的研究

课题. 转移是一个涉及多种基因及其产物的复

杂过程,包括肿瘤细胞从原发灶脱离而侵入血

管、淋巴管, 黏附内皮细胞等而停留, 在远隔部

位向外浸润、诱导血管形成、逃避宿主抗肿瘤

反应和在转移部位生长[1]. 肿瘤的发展是个复杂

的多阶段过程: 简单的增殖-异常的增殖-癌前病

变-癌症. 最近在分子遗传学上研究表明, 不同

的癌基因和抑癌基因在胃癌的发生、发展上有

不同的作用. 从生物学上看, 表现在两个方面:一
是干扰肿瘤细胞的凋亡, 另一方面是异常细胞

的增殖. 抑癌基因的失活或突变以及癌基因的

激活或过表达, 其结果导致恶性转换或过增殖. 
MTA1基因作为一种新的肿瘤转移相关基因, 尽
管其功能还不完全清楚, 但已有的研究和资料

表明, 其与许多肿瘤侵袭、转移密切相关, 并在

信号传导通路中发挥作用. Pencil et al [2]利用相

差杂交技术首次在鼠乳腺癌细胞株中分离一新

的乳腺癌转移相关cDNA克隆,经部分测序证明

其在GEBANK EMBL数据库没有同源性核苷酸

序列. Toh et al [3-4]测定该基因的核苷酸序列及其

蛋白产物的氨基酸序列, 命名为MTA1, 并利用

Southern印迹杂交法找到其对应的人类同源物

MTA1. 目前, 对于其功能还不是十分清楚, 比较

确切的是MTA1蛋白能与组蛋白去乙酰化酶结

合, 募集去乙酰化酶到目的基因启动子区域, 通
过去除组蛋白的乙酰基来重塑染色质结构, 使

目的基因变得更加紧密而不利于转录[5], 因此, 
MTA1可通过此种功能直接或者间接作用于某

些抑制肿瘤浸润转移的基因, 下调其转录. 
本实验利用荧光定量PCR技术检测人MTA1 

mRNA在外科切除胃癌标本中的表达, 结果发

现, 42例胃癌标本中mRNA的相对表达明显高于

癌周正常胃黏膜, 结合相关临床病理资料可见

MTA1基因表达上调, 胃腺癌分化越低, 肿瘤的

浸润及淋巴结的转移率更高. 这说明, MTA1基
因的过表达与肿瘤分化和转移密切相关,可以推

测MTA1 mRNA的高表达是估计胃癌恶性潜能

的潜在指示因子. 这与Toh et al [6]的结论是一致

的. 虽然MTA1基因在正常细胞中可能具有一定

的生理功能, 但在某些癌中, 其表达量出现异常, 
最终促进或导致癌转移. 该蛋白可能通过影响

信号传导途径发挥其功能. 我们还通过Western
印迹技术发现, 胃癌组织中82 kDa蛋白条带明显

高于邻近非肿瘤组织, 进一步得出MTA1在胃癌

组织中可能高表达的结论. 
有研究表明, 食道癌、直肠癌和肝癌等中

M TA1基因的高表达与肿瘤细胞的基底膜浸

润、淋巴转移密切相关[7-9]. 这说明, MTA1基因

是肿瘤浸润和转移的关键分子机制之一. Nawa 
et al [10]发现, 抗MTA1基因的反义寡核苷酸可以

抑制高表达MTA1基因mRNA的乳腺癌细胞发

生转移, 并呈剂量依赖性关系. 对MTA1基因低

表达的细胞没有影响, MTA1可能是通过参与信

号传导与基因表达调控一系列有关浸润转移的

蛋白而起重要作用[11-12]. Iguchi et al [8]用定量PCR
检测13个细胞株和23个胰腺癌组织中MTA1基
因的表达情况. 均发现MTA1 mRNA表达, 然而

图  2  荧光定量PCR检测. MTA1在低分化组与中高分化
组、淋巴结转移组与无淋巴结转移组胃癌组织中相对的表
达(P<0.01).
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其表达水平与发生血道远处转移的细胞株转移

潜能无关. 下一步我们拟通过抑制MTA1活性, 
探讨以MTA1为靶点基因治疗的可能性. 
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Abstract
AIM: To study the clinical values of systemic 
detection for peripheral blood mononuclear 
cell (PBMC) subsets in patients with chronic 
hepatitis B (CHB).

METHODS: Flow cytometry (FCM) was used 
to detect the expression of CD3, CD4, CD5, CD25, 
CD28 and CD38 in peripheral blood lymphocytes 
from 28 CHB patients and 22 healthy controls, 
and their correlations between the quantification 
of hepatitis B virus (HBV) DNA�.

R E S U LT S :  T h e  l e v e l s  o f  C D 4
+ C D 2 5

+ , 
CD8

+HLADR+CD38
+, CD3

-CD19
+, CD5

-CD19
+ and 

CD19
+CD38

+ lymphocytes in CHB patients with 

chronic hepatitis B were significantly higher than 
those in the controls (t = 2.37, 3.71, 4.10, 2.31, 2.17, 
P < 0.05), while the levels of CD3

-CD8
+, CD8

+CD28
- 

and CD3
-CD(16+56)

+ lymphocytes were lower than 
those in the controls (t = 3.14, 3.20, 2.51, P < 0.05). 
In the patients with high replication of HBV 
DNA (more than 109 copies/L), the numbers 
of CD3

+CD8
+, CD8

+CD28
+, CD4

+CD45RA+CD62L+, 
CD8

+CD45RA+CD62L+ and CD4
+CD38

+ cells were 
increased dramatically as compared with those 
in the patients with low HBV replication (t = 2.16, 
2.42, 2.83, 3.01, 2.50, P < 0.01 or P < 0.05)�.

CONCLUSION: The activation of T and B 
lymphocytes is up-regulated in the peripheral 
blood of CHB patients, while the number of 
natural killer cells is decreased. Meanwhile, 
the levels of T lymphocytes are increased in 
patients with high HBV replication�.

Key Words: Lymphocytes; Immune phenotype; 
Flow cytometry; Hepatitis B virus; Chronic hepa-
titis B

Wu YW, Wen J, Zhao W, Zhang L, Song YH, Tan 
GL, Zhao L. Clinical values of systemic analysis of 
peripheral blood mononuclear cell subsets in patients 
with chronic hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(34):3321-3325

摘要
目的: 系统研究慢性乙型肝炎患者外周血淋
巴细胞免疫表型以及与临床的关系. 

方法: 用流式细胞术测定28例慢性乙型肝
炎患者外周血单个核细胞膜CD3, CD4, CD5, 
CD25, CD28及CD38等相关CD分子的表达情况, 
并与22例健康对照组比较, 并分析其与HBV 
DNA及临床的相关性. 

结果: 2 8 例慢性乙型肝炎患者外周血中
CD4

+CD25
+, CD8

+HLADR+CD38
+, CD3

-CD19
+, 

C D 5
-C D 19

+及C D 19
+C D 38

+淋巴细胞数明显
高于健康对照组(t = 2.37, 3.71, 4.10, 2.31, 
2.17, P <0.05), 而C D3

-C D8
+, C D8

+C D28
-及

www.wjgnet.com

■背景资料
乙型肝炎的肝细
胞损伤主要是通
过机体一系列免
疫应答所造成, 其
中以细胞免疫为
主. 机体免疫反应
的强弱及免疫调
节机能是否正常
与乙型肝炎临床
类型及转归有密
切关系. 淋巴细胞
在慢性乙型肝炎
的发病、治疗和
预后中都扮演了
重要的角色, 但是
在慢性乙型肝炎
患者的发病过程
中, 到底是哪一种
淋巴细胞、哪一
种淋巴细胞亚群
参与了炎性反应, 
以及其在种类或
数量上具体有何
改变, 国内外文献
都未见有详细报
道.

 
wcjd@wjgnet.com 
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C D3
-C D(16+56)

+淋巴细胞数明显低于健康对
照组(t  = 3.14, 3.20, 2.51, P <0.05). 外周血
中H B V D N A含量>109 c o p i e s/L的患者其
CD3

+CD8
+, CD8

+CD28
+, CD4

+CD45RA+CD62L
+, 

CD8
+CD45RA+CD62L

+及CD4
+CD38

+淋巴细胞数
均显著高于HBV DNA含量<109 copies/L的
患者, 差别有统计学意义(t = 2.16, 2.42, 2.83, 
3.01, 2.50, P <0.01或P <0.05).

结论:  慢性乙型肝炎患者T、B两种淋巴细胞
的活化程度均较高, NK细胞数量减少; 体内
HBV复制活跃的患者其T淋巴细胞活化程度
较高.

关键词: 淋巴细胞; 免疫表型; 流式细胞术; 乙肝病

毒; 慢性乙型肝炎
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0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)是一种非细胞毒性病毒, 其
所致的肝细胞损坏是由机体针对HBV特异性抗

原的免疫反应所引起, HBV感染所致的不同临

床结果与机体不同的免疫状态密切相关[1]. 目前, 
国内外关于T细胞免疫在乙型肝炎发病中的报

道较多[2-3], 但系统的对慢性乙型肝炎患者体内

淋巴细胞的研究相对较少, 本研究旨在系统的探

讨T、B两种淋巴细胞及其活化状况在慢性乙型

肝炎的发病机制以及治疗和预后中的意义. 

1  材料和方法

1 .1  材料  28例慢性乙型肝炎患者均为本院 
2004-08/2005-05收治的住院患者, 其中男20例, 
女8例, 年龄14-55(平均28.6±13.5)岁. 所有病例

的诊断均符合2000-09全国第10次传染病寄生虫

病学术会议所修定的《病毒性肝炎防治方案》

的诊断标准[4]. 22例健康对照者为本院正常体检

的职工, 其中男15例, 女性7, 年龄18-35(平均24.5
±6.9)岁. 流式细胞仪为美国Bectond-Dickinson
公司的FACSCalibur型; EDTA. K2抗凝管为美国

Bectond-Dickinson公司产品; CD3, CD4, CD5, CD19, 
CD28及CD38等各种荧光标记mAb为美国Beckman 
Coulter公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 T、B两种淋巴细胞及其活化状况的检测 
对慢性乙型肝炎患者及健康对照者的抗凝全

血应用以下荧光素: 异硫氰酸荧光素(FITC)、
藻红蛋白(PE)、藻红蛋白-花青组合染料(PE-
Cy5)及别藻蓝蛋白(APC)标记的单抗组合进行

染色: MsIgG2α-FITC, MsIgG2α-PE, MsIgG2α-
PE-Cy5, MsIgG2α-APC; CD3, CD19, CD8, CD4; 
CD62L, CD45RA, CD8, CD4; CD45RO, CD45RA, CD8, 
CD4; CD95, CD28, CD8, CD4; CD29, CD25, CD8, CD4; 
CD38, HLADR, CD8, CD4; CD38, CD23, CD19, CD5; 
CD3, CD(16+56). 室温避光孵育15 min, 加入溶血素

100 μL, 室温孵育10 min, 再加入ddH2O 1000 μL, 
室温孵育10 min, FACSCELLQUEST软件进行检

测分析, 共收集10 000个细胞. 流式细胞仪结果分

析: 以前向角散射光(FSC)为横坐标, 侧向角散射

光(SSC)为纵坐标, 对淋巴细胞群进行设门, 以同

型对照(MsIgG2α)分别设定不同荧光素的阴性界

限; 确定T、B两种淋巴细胞的百分率并分别分析

淋巴细胞表面各种CD分子的表达情况. 
1.2.2 慢性乙型肝炎患者外周血中HBV DNA的

定量测定 检测患者T、B淋巴细胞的同时, 检测

患者血清中HBV DNA的含量, 方法为荧光定量

PCR法, 仪器为罗氏公司的实时荧光定量PCR仪, 
HBV DNA的检测阈值为5×105 copies/L.
     统计学处理 用SPSS10.0软件包进行统计学分

析, 均数间的比较采用t检验.

2  结果

2.1 慢性乙型肝炎患者外周血T、B淋巴细胞及

其活化状况 28例慢性乙型肝炎患者外周血中

CD4
+CD25

+, CD8
+HLADR+CD38

+, CD3
-CD19

+, CD5
-

CD19
+及CD19

+CD38
+淋巴细胞数明显高于健康对

照组; CD3
-CD8

+, CD8
+CD28

-及CD3
-CD(16+56)

+淋巴

细胞数明显低于健康对照组, 差别均有统计学意

义(表1). 
2.2 HBV DNA含量不同的慢性乙型肝炎患者外

周血淋巴细胞及其活化状况 外周血中HBV DNA
含量>109 copies/L的患者其CD3

+CD8
+, CD8

+CD28
+, 

CD4
+CD45RA+CD62L

+, CD8
+CD45RA+CD62L

+及

CD4
+CD38

+淋巴细胞数均显著高于HBV DNA含量

<109 copies/L的患者, 差别有统计学意义(P<0.05, 
表2).

3  讨论

H B V并不直接引起肝细胞的损伤 ,  机体免疫

应答是引起肝细胞损害的重要原因 .  目前研

究认为 ,  细胞免疫反应是H B V感染后引起肝

细胞损害的主要机制机制[5-8], 包括特异性杀伤T细
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■创新盘点
本文应用流式细
胞术技术以及淋
巴细胞亚群分析
高级组合的方法, 
对慢性乙型肝炎
患者外周血中的
淋巴细胞进行全
面深入的研究, 从
质和量两个方面
来阐明了淋巴细
胞及其亚群在慢
性乙型肝炎发病
机理中的变化规
律, 系统地分析了
慢性乙型肝炎患
者外周血淋巴细
胞的变化与临床
的关系, 并探求具
有诊断价值和评
估疗效的免疫学
指标.



胞、T辅助细胞、非特异性单核巨噬细胞和

NK细胞, 其中特异性杀伤T细胞被认为是免疫

应答的主要效应细胞, 在病毒感染尤其是持续

性病毒感染的清除中起了重要作用 [9-10]. 根据

外周血淋巴细胞表面C D分子的表达不同, 可
以将其分为T、B两种淋巴细胞 ,  并可进一步

分为许多亚群, 包括辅助性T细胞(C D3
+C D4

+, 
CD4

+CD28
+, CD4

+CD25
+等)、活化的辅助性T细

胞(CD4
+CD95

+, CD4
+CD25

+, CD4
+CD38

+等)、抑制

性/细胞毒性T细胞(CD3
+CD8

+, CD4
+CD28

+等)、
活化的抑制性 /细胞毒性T细胞(C D8

+ C D25
+, 

C D4
+C D38

+, C D4
+C D95

+等)、B淋巴细胞(C D3
-

CD19
+)、活化的B淋巴细胞(CD19

+CD5
+, CD19

+, 
CD23

+, CD19
+, CD38

+等)及NK细胞(CD3
-CD8

+, 
CD3

-CD(16+56)
+)等. 不同亚群的细胞在肌体的免

疫反应中扮演着不同的角色, 如CD8
+CD28

+细胞

是MHC2类限制性细胞前体细胞, 具有MHC2类
限制细胞毒活性, 在CD4

+T细胞分泌细胞因子的
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表  1  慢性乙型肝炎患者外周血淋巴细胞及其活化状况的测定结果(mean±SD, %)

CD分子标志

CD3
+

CD3
+CD4

+

CD3
+CD8

+

CD3
-CD8

+

CD3
+CD4

+CD8
+

CD3
+CD4

-CD8
-

CD4
+CD29

+

CD4
+CD29

-

CD4
+CD28

+

CD4
+CD28

-

CD8
+CD28

+

CD8
+CD28

-

CD4
+CD45RA+CD62L

+

CD4
+CD45RO+CD45RA-

CD8
+CD45RA+CD62L

+

CD8
+CD45RO+CD45RA-

CD4
+CD25

+

CD4
+HLADR+

CD4
+CD38

+

CD4
+CD95

+

CD4
+HLADR+CD38

+

CD4
+CD8

+CD25
+

CD4
+CD8

+HLADR+

CD4
+CD8

+CD38
+

CD4
+CD8

+CD95
+

CD8
+HLADR+CD38

+

CD8
+CD28

+CD95
-

CD8
+CD28

-CD95
+

CD3
-CD(16+56)

+

CD3
+CD(16+56)

+

CD3
-CD19

+

CD19
+CD5

+

CD19
+CD5

-

CD19
+CD23

+

CD19
+CD23

-

CD19
+CD38

+

       组别
  慢乙肝组 (n  = 28)    对照组 (n = 22)    t                        p 

57.7±13.4
33.5±11.1
21.3±7.9
  3.4±2.0
  2.9±8.4
12.5±4.7
21.2±8.7
13.3±11.4
34.7±11.4
  0.8±0.9
20.1±6.7
  5.8±3.5
38.0±10.1
47.7±14.9
43.1±13.9
24.5±15.4
18.3±9.0
  3.7±5.9
  5.5±3.7
12.8±6.8
  3.0±2.6
  3.7±10.7
  3.2±9.9
  0.5±1.3
  0.8±2.2
16.6±8.2
61.4±18.1
0.12±0.3
10.2±6.1
  3.5±3.4
13.2±5.7
  4.1±12.7
  4.3±3.7
  6.9±12.1
  2.1±4.5
  2.2±4.3

53.1±13.3
28.6±10.7
19.2±6.2
  6.7±4.8
  2.5±5.2
13.4±8.3
18.7±11.0
10.8±5.5
28.9±10.0
  1.3±1.3
17.8±7.0
10.4±6.3
43.7±12.0
44.2±13.7
39.3±14.0
23.4±11.7
12.6±7.2
  2.3±2.7
  5.5±3.4
11.9±7.4
  2.1±1.6
  5.3±11.4
 2.1±6.1
0.35±0.9
  1.8±2.5
  9.0±5.3
60.8±16.3
  0.3±0.8
15.4±8.2
  3.6±2.8
  7.7±2.8
  0.3±0.4
  2.3±1.3
  2.2±1.4
  0.6±0.5
  0.3±0.2

1.18
1.55
1.03
3.14
0.21
0.50
0.88
0.94
1.85
1.42
1.19
3.20
1.78
0.84
0.94
0.27
2.37
0.99
0.05
0.44
1.37
0.48
0.43
0.58
1.40
3.71
0.11
1.21
2.51
0.15
4.1
1.38
2.31
1.79
1.45
2.17

>0.05
>0.05
>0.05
<0.01
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
<0.01
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
<0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
<0.01
>0.05
>0.05
<0.05
>0.05
<0.05
>0.05
<0.05
>0.05
>0.05
<0.01

    

表  2  HBV DNA含量不同的慢性乙型肝炎患者外周血淋巴细胞及其活化状况(mean±SD, %)

CD分子标志

CD3
+CD8

+

CD8
+CD28

+

CD4
+CD45RA+CD62L

+

CD8
+CD45RA+CD62L

+

CD4
+CD38

+

       组别
  HBV DNA≥109

 copies/L组 (n = 14)
     t                         p

25.2±7.4
23.1±5.8
43.2±9.0
49.2±9.9
  7.7±4.5

17.2±7.7
16.2±7.1
29.9±6.1
31.9±13.3
  3.2±2.6

2.16
2.42
2.83
3.01
2.50

<0.05
<0.05
<0.01
<0.01
<0.05

    HBV DNA<109

 copies/L组 (n =12 )

■同行评价
本文探讨了系统
检测慢性乙型肝
炎患者外周血淋
巴细胞免疫表型
的临床意义, 实验
设计合理, 方法得
当, 有一定的科学
性和可读性.
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作用下, 分化为效应性Tc, 对病毒感染后的靶细

胞有特异性杀伤作用, CD8
+CD28

-(Ts)细胞亚群有

免疫抑制作用可抑制抗体的产生及同种异体抗

体所诱导的细胞增殖反应, 抑制CD4
+T细胞产生

细胞因子, 从而抑制Tc细胞的毒性[11]. 本实验结

果表明, 慢性乙型肝炎患者外周血CD8
+CD28

+细

胞数高于健康对照组, 但差别无统计学意义, 而
CD8

+CD28
-细胞数明显低于健康对照组, 差别具有

统计学意义(P <0.01). 说明慢性乙型肝炎患者体

内特异性杀伤T细胞作用有所增强, 而免疫抑制

作用明显减弱, 导致肝脏慢性炎症的持续存在. 
HBV是一种非细胞毒性病毒, 但由于HBV

在复制过程中, 其病毒抗原往往表达于肝细胞

膜上或细胞质内, 当机体免疫细胞作用于这些

抗原时引起肝细胞的损坏. 作者检测了慢性乙

型肝炎患者的T淋巴细胞活化情况, 结果表明, 
慢性乙型肝炎患者CD8

+CD38
+HLADR+细胞数明

显高于健康对照组, 这反映出慢性乙肝患者体

内存在着淋巴细胞的明显激活, 这可能正是其

肝细胞损伤的原因之一. 说明慢性肝炎的病情

加重及持续, 主要是由于CD8
+细胞毒性淋巴细

胞(即CTL)的作用, 即CTL通过人类MHC类抗

原和对乙肝抗原的双重识别, 而直接杀伤肝细

胞. 另外, 最近有研究表明, CD4
+CD25

+调节性T
淋巴细胞可抑制T细胞免疫反应, transwell室研

究显示, CD4
+CD25

+细胞介导的抑制作用呈剂量

依赖性且需要细胞间的接触, 在调控自身免疫

性疾病的发生、炎症反应和T细胞稳态中发挥

重要作用[12-13]. 结果显示, 慢性乙型肝炎患者其

外周血中CD4
+CD25

+细胞数明显高于健康对照

组, 由此推论, CD4
+CD25

+T淋巴细胞通过抑制细

胞与细胞接触式的HBV特异性T细胞反应, 导
致慢性乙型肝炎患者体内HBV的持续存在. NK
细胞是不同于T、B淋巴细胞而具有直接杀伤

靶细胞效应的一个特殊淋巴细胞系, 他具有抗

肿瘤、抗感染、免疫调节等功能. NK细胞在体

内针对病毒感染细胞的作用不需要特异性抗原

的刺激, 免疫复合物、靶细胞表面结构及某些

细胞因子均可直接诱发NK细胞的快速免疫反

应, 并可在数小时或1 d内达到高峰. NK细胞在

抗病毒感染中至少表现以下两方面功能, 首先

NK细胞能直接杀伤被感染的细胞, 其次NK细

胞能够分泌大量的具有抗病毒效应的炎性细胞

因子[14]. 作者通过研究发现, 慢性乙型肝炎患者

体内的NK细胞(CD3
-CD8

+, CD3
-CD(16+56)

+)明显低

于健康对照, 说明慢性乙型肝炎患者体内NK细

胞的减少与慢性乙型肝炎的慢性化进程有一定

的相关关系. 
以往体液免疫在慢乙肝发病中的作用研

究得相对较少, 本研究发现, 28例慢乙肝患者

外周血中B淋巴细胞(CD3
-CD19

+)以及活化的B
淋巴细胞(CD5

-CD19
+, CD19

+CD38
+)数明显高于

健康人, 而且, 患者血清免疫球蛋白(IgG, IgA
及IgM)含量也显著高于健康人[15], 说明体液免

疫在慢性肝炎的病程中也起到了关键作用. 提
示患者在发生HBV感染后, 通过各种病毒抗原

激发机体免疫系统使致敏B细胞转化为浆细

胞, 并产生了能与相应抗原结合的抗体, 这些抗

体能对血液中的HBV进行反应加以杀灭. 虽然

HBV抗原大多位于胞质内, 但仍有部分位于胞

膜上及核内, 因此在抗原抗体发生免疫反应过

程中, 受病毒感染过的肝细胞亦遭到攻击, 使
肝细胞受到损害. 抗原和抗体之间量的不平衡

决定了乙型肝炎病变的程度, 当体内产生的抗

体不足以清除抗原时会出现抗原过剩, 则表现

为慢性肝炎, 这就可以解释为什么慢乙肝患者

B淋巴系统被激活的原因了. 我们还发现, HBV 
DNA高复制组(HBV DNA>109 cop ies/L)的
CD3

+CD8
+(CTL)、CD8

+CD28
+(细胞毒前体/效应

T细胞)、CD4
+CD45RA+CD62L

+(真正幼稚的CD4
+

细胞), CD8
+CD45RA+CD62L

+(真正幼稚的CD8
+细

胞)及CD4
+CD38

+(活化的辅助性T细胞)细胞均显

著升高, 说明HBV的高复制状态能刺激静止和

细胞毒性CTL细胞以及效应杀伤细胞的前体细

胞的增殖, 也进一步证实了细胞免疫在慢性乙

型肝炎发病过程中起到了至关重要的作用. 
总之, 慢性乙型肝炎患者T、B两种淋巴细

胞的活化程度均较高, NK细胞数量减少, 细胞

免疫在慢性乙型肝炎发病过程中起到了重要的

作用; 活化的B淋巴细胞通过体液免疫能改善

患者的肝功能状况. 体内HBV复制活跃的患者

其T淋巴细胞活化程度较高. 通过系统检测慢性

乙型肝炎患者外周血淋巴细胞免疫表型, 可以

推断慢性乙型肝炎患者的发病状况, 为临床的患者的发病状况, 为临床的的发病状况, 为临床的

诊治提供参考依据..
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2007 中华肝胆胰脾外科 ( 国际 ) 学术论坛征文通知

本��刊�讯 “2007中华肝胆胰脾外科(国际)论坛”应澳门特区外科学会的盛情邀请于2007-04-13/16在澳门举办, 

现将征文通知公布如下:

1 征文内容

(1)肝癌诊断及外科与综合治疗: 新诊断技术-可切除与否的界定-综合治疗与序贯化思路-对复发转移的研究进

展-微创技术实际应用的可能性; (2)医源性胆管损伤的预防-胆管下端功能状态对修复及重建的影响-肝胆管结

石外科治疗的新经验-肝门胆管癌根治性切除的实施与效果; (3)胰腺炎-重症急性、出血坏死性、“凶险性”-

治疗中早期复苏的策略与实施-相关并发症的预防和处理; (4)胰腺癌-早期诊断的思路与进展-根治术在当前的

含义和尺度-术前减黄与并发症的处理; (5)脾功能研究进展-保脾和切脾含义和抉择-PH时单纯切脾的指征与价

值; (6)肝移植-应用指征的决策-供肝切取与保存-技术性与非技术性并发症-再移植-远期存活的努力.

2 投稿要求及截稿日期

来稿请寄未曾公开发表过4000字以内全文及800字论文摘要各1份(无摘要不入汇编)并请在信封上注明“会议

征文”. 截稿日期: 2007-01-31. 正式代表发论文证书并授一级继续教育学分. 来稿请寄:《中华肝胆外科杂志》

编辑部.

3 联系方式

地址: 北京市复兴路28号; 邮编: 100853; 电话: 010-66936223; 电传: 010-68177009; E-mail: zhgdwkzz@vip.163.

com; 详情请登陆网站: www.zhgdwkzz.net.
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Abstract
AIM: To study the efficacy of Shenmai injection 
combined with Gegengsu injection in the 
prevention of liver fibrosis.

METHODS: A total of 50 patients were ran-
domly divided into 2 groups. One served as the 
control group, and only treated by routine meth-
ods. The other group received Shenmai and Ge-
gengsu injection based on routine treatment. The 
liver function and fibrosis indexes were detected 
before and after treatment.

RESULTS: The overall efficacy rate was signifi-
cantly higher in the experiment group than that 
in the control group (82.1% vs 59.1%, P < 0.05), 
and liver function was also improved. The fibro-
sis indexes (μg/L) such as hyaluronic acid, type 
Ⅲ procollagen, type Ⅳ collagen, and laminin 
were significantly down-regulated in the experi-
ment group in comparison with those in the con-
trol group (231.1 ± 111.3 vs 424.4 ± 166.2; 132.1 
± 110.5 vs 207.1 ± 105.7; 104.4 ± 26.5 vs 144.7 ± 
26.9; 107.2 ± 26.8 vs 160.8 ± 46.2; all P < 0.05) and 
those before treatment (480.2 ± 181.4, 216.1 ± 
161.4, 148.3 ± 27.2, 161.8 ± 43.7) (P < 0.05)�.

CONCLUSION: Chinese medicine Shenmai 
injection combined with Gegengsu injection 
can improve the liver function of and fibrosis 
indexes of cirrhotic patients�.

Key Words: Shenmai injection; Gegengsu injection; 
Liver fibrosis; Cirrhosis

Rong XF, Yao WY. Influence of Shenmai injection 
combined with Gegengsu injection on liver fibrosis 
indexes in patients with cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
目的: 观察生脉注射液联合葛根素注射液对
肝硬化患者血清肝纤维化指标的作用. 

方法: 将50例肝硬化患者随机分为两组, 对照
组22例采用常规保肝、降酶等治疗, 治疗组
28例加用生脉注射液和葛根素注射液, 分别
检测治疗前后的肝功能、肝纤维化指标等. 

结 果 : 总有效率治疗组显著高于对照组
(82.1% vs  59.1%, P <0.05). 治疗组肝功能优于
对照组, 并且治疗前后也有显著差异(P <0.05). 
治疗组纤维化指标(μg/L)HA、PⅢP、Ⅳ-C、
LN显著低于对照组(231.1±111.3 vs  424.4±
166.2; 132.1±110.5 vs  207.1±105.7; 104.4
±26.5 vs  144.7±26.9; 107.2±26.8 vs  160.8
±46.2; 均P <0.05), 同时也低于本组治疗前
(480.2±181.4, 216.1±161.4, 148.3±27.2, 
161.8±43.7)(均P <0.05).

结论:  中药生脉注射液和葛根素注射液能明
显改善肝功能, 在抗肝纤维化治疗中有确切
疗效.

关键词: 生脉注射液; 葛根素注射液; 肝纤维化; 肝

硬化

荣 晓 凤 ,  姚 蔚 瑜 .  生 脉 注 射 液 联 合 葛 根 素 注 射 液 对 肝

硬 化 患 者 肝 纤 维 化 指 标 的 影 响 .  世 界 华 人 消 化 杂 志  

2006;14(34):3326-3329
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■背景资料
肝硬化是严重危
害人类健康的常
见病之一, 目前, 
我国的发生率仍
保持在较高水平. 
肝硬化的病理学
基础是肝纤维化, 
如何阻止肝纤维
化的发展已成为
治疗各种慢性肝
病的核心问题, 目
前缺乏理想有效
的抗纤维化的西
药, 中医药治疗各
种慢性肝病导致
的肝硬化已显示
出良好趋势. 故本
临床观察常用中
药生脉注射液和
葛根素注射液对
肝硬化患者肝纤
维化指标的作用, 
为探讨肝硬化的
临床治疗方法有
所启示.

世界华人消化杂志 2006年12月8日; 14(34): 3326-3329
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0  引言

肝硬化是一种常见的由慢性乙型肝炎、乙醇、

免疫性等多种病因导致的肝脏慢性、进行性、

弥漫性病变, 在广泛的肝细胞变性、坏死基础上

纤维组织增生、小叶结构和血管改变, 肝质地逐

渐变硬缩小, 晚期出现肝功能衰竭、门静脉高压

和多种并发症, 其病理改变难于逆转[1]. 目前, 总
的治疗原则以延缓病情、保护肝细胞、抗肝纤

维化为主. 近年研究显示, 不同功效的中药单方

及复方制剂抗慢性肝病肝纤维化已取得肯定结

果[2-10]. 我们采用常规保肝、降酶、支持等治疗

基础上加用生脉注射液和葛根素注射液治疗肝

硬化取得较好疗效, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 所观察病例均系2005-01/2005-12在我

院我科的住院患者共50例, 其中治疗组28例, 
男18例, 女10例, 年龄31-71(平均44.3)岁, 病程

4 mo-6 a, 平均5.4 a, 其中乙肝后肝硬化20例、

乙醇性肝硬化5例、免疫性肝硬化3例. 对照组

22例, 男15例, 女7例, 年龄28-74(平均46.4)岁, 
病程4 mo-7 a(平均5.7a), 其中乙肝后肝硬化17
例、乙醇性肝硬化4例、免疫性肝硬化1例. 两
组资料经统计学处理无差异性. 临床诊断参照

2000-09中华医学传染病与寄生虫病分会修订的

病毒性肝炎防治方案[11], 符合肝硬化失代偿诊断

标准: (1)肝功能异常; (2)门脉高压症候群; (3)超
声等影象检查提示肝硬变; (4)血清4项纤维化指

标中透明质酸(HA)、层黏蛋白(LN)、Ⅲ型前胶

原(PC-Ⅲ)、Ⅳ型胶原(Ⅳ-C)有两项高于正常值; 
(5)除外药物性肝炎、糖尿病、高血压、肾脏病

等对纤维化指标有影响的疾患.
1.2 方法 两组均采用一般治疗、补充维生素、

保护肝细胞、纠正水电解质失衡及支持治疗等, 
予复合维生素B、联苯双脂、安体舒通、复合

氨基酸胶囊等口服. 治疗组加用生脉注射液(吉
林集安益盛药业生产)30-40 mL加入50 g/L葡萄

糖注射液250 mL静脉滴注及葛根素注射液(北
京协和制药厂生产)200-400 mg加入50g/L葡萄

糖注射液250 mL静脉滴注, 1次/d, 连用15 d为
一疗程, 休息5 d后, 继续第2疗程, 连续6个疗程, 
用药前及用药后抽血查肝功能, 由我院检验科

血清生化自动检测仪测定.透明质酸酶(HA)、Ⅲ

型前胶原(PⅢP)、Ⅳ型胶原(Ⅳ-C)、层连蛋白

(LN)采用放射免疫法, 由我院核医学科检测, 试
剂盒由上海海军医学研究所生物技术中心提供. 

用药1 a后做B超检查肝脏形态, 由我院B超室检

查, 主要观察肝脏大小、形态、门静脉内径、脾

静脉内径等. 疗效判定标准参照2000-09中华医

学传染病与寄生虫病分会修订的病毒性肝炎防

治方案[11].
     统计学处理 采用t检验及χ2检验, 应用SPSS统
计软件进行统计.

2  结果

2.1 两组疗效比较 12 mo后, 治疗组疗效优于对照

组(P<0.05, 表1). 
2.2 两组用药前后肝功能测定 两组治疗后肝功

能均有改善, 治疗组改善更明显(P <0.05, 表2).
2.3 两组用药前后肝纤指标的变化 治疗后, 肝纤

指标均有不同程度下降, 治疗组改善更明显(表3). 
2.4 肝脏形态学的变化  治疗后, 肝脏大小、形态

无明显变化; 治疗组治疗后门静脉内径有一定

程度减小, 但无统计学意义.

3  讨论

肝纤维化是指肝脏内纤维性结缔组织异常增

生, 是一种“创伤愈合”的慢性渐进的过程, 其
机制为细胞外基质(ECM)的合成与降解失调, 
病理特征为胶原纤维生成及大量ECM在disse
间隙沉积. HA由肝内间质细胞合成, 经肝窦内

皮细胞摄取和分解, 其升高反映了肝内间质细

胞增生或血流受阻; PⅢP由肝星状细胞(HSC)
排泌到细胞外沉积时, 部分进入血循环, 所以血

中PⅢP升高可以特异性反映肝内有活跃的纤维

生成; Ⅳ-C为组成基地膜的成分, 在肝纤维化进

程中, 形成“毛细血管化”起重要作用; LN是

基地膜的主要成分, 其升高与肝纤维化有良好

的相关性. HA, PⅢP, Ⅳ-C和LN已作为判断肝和LN已作为判断肝LN已作为判断肝

纤维化的常用指标. 因此, 肝硬化后期出现的肝, 肝硬化后期出现的肝肝硬化后期出现的肝

功能损害、门脉高压等表现多与微循环障碍有

关, 而改善肝脏循环、阻断肝纤维化在治疗中

起关键作用.
目前 ,  中医药多采用清热解毒、活血化

瘀、益气活血、舒肝活络、温阳化瘀等方法, 

aP<0.05 vs 对照组.

   

表  1  两组疗效比较 (n , %)

治疗组   28   6(21.4)a     17(60.7)a   5(17.9)a      23(82.1)a 
对照组   22   3(13.6)      10(45.4)     9(41.0)      13(59.1)

组别        n       显效           有效           无效         总有效率

■创新盘点
目前, 中医药抗肝
纤维化的实验和
临床研究有较多
报道, 多以活血化
瘀方药为主, 治疗
主要针对病因, 其
次是抑制ECM生
成、促进纤维降
解、抑制HSC活
化等.  而益气养
阴类药物未见报
道. 中医学理论认
为, “肝”属木, 
体阴而用阳, 喜润
恶燥. 肝硬化的基
本病机为正衰邪
盛、肝郁脾虚夹
湿热血瘀. 本课题
组在长期临床中
观察到, 本病多数
为气阴两虚夹肝
郁血瘀, 故治疗以
益气养阴、柔肝
舒郁, 佐以活血化
瘀为主能减轻患
者临床症状, 改善
肝功能, 改善肝纤
维化指标, 其机制
可能与多条途径
抗肝纤维化有关, 
有待实验研究进
一步证实.
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通过多途径、多层次、多靶点作用抗肝纤维

化, 能有效改善患者症状和肝功能, 降低肝纤维

化指标[12-15]. 熊章鄂 et al [16]报道, 清热解毒方药

肝炎平通过影响CCL4大鼠肝纤维化肝脏TGFβ1/
Smad信号通路抗肝纤维化. 郭顺根 et al [17]报道, 
活血化瘀方药理血清通过抑制H S C的增殖和

α-SMA的表达, 使体外培养的HSC活化受到抑

制, 从而达到抗纤维化作用. 赵霞 et al [18]报道, 活
血化瘀中药益肝康能抑制IL-1β刺激的HSCs增
殖及TIMP-1 mRNA表达, 发挥其抗肝纤维化功

效. 吴亚云 et al [19]观察中药丹芍化纤方药物血

清对体外大鼠肝细胞的增生及白蛋白合成有促

进作用, 能显著下调肝细胞内caspase-3mRNA的

表达, 抑制肝细胞凋亡, 从而干扰肝纤维化的形

成. 康文臻 et al [20]观察到苦参素能明显减少肝纤

维化大鼠肝组织Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的表达, 对
Ⅰ、Ⅲ型前胶原mRNA表达也有非常好的抑制

作用. 王丽春 et al [21]观察温阳中药复方肝之福可

预防或缓解大鼠肝纤维化的形成, 抗脂质过氧

化是其可能的作用机制.
中医学认为, “肝”属木, 体阴而用阳、喜

润恶燥. 肝硬化的基本病机为正衰邪盛、肝郁

脾虚夹湿热血瘀. 我们在临床中观察到, 本病

多数为气阴两虚夹肝郁血瘀, 故治疗以益气养

阴、柔肝舒郁, 佐以活血化瘀为主. 本临床观察

结果也显示, 益气养阴的生脉注射液联合活血

化瘀的葛根素注射液能减轻患者临床症状, 改
善肝功能, 改善肝纤维化指标.

总之, 生脉注射液联合葛根素注射液能有

效治疗肝硬化, 改善肝纤维化指标. 其机制可能机制可能可能

与多条途径抗肝纤维化有关, 有待实验研究进

一步证实, 对门脉内径改善不明显, 可能与疗程

短有关, 值得我们进一步观察..
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表  2  两组治疗前后常规肝功能比较 (mean±SD)

组别          n                          ALT (mkat/L)            AST (mkat/L)        ALB (g/L)        TB (μmol/L)

治疗组    28   治疗前        3.0±1.5               4.7±1.5        28.7±4.3       169.2±58.4
                      治疗后        1.1±0.5ac             1.4±0.3        31.1±3.4ac       47.3±12.1ac

对照组    22   治疗前        3.0±1.5               4.5±1.3        27.5±4.7       174.4±62.3
                      治疗后        1.6±1.1a              1.8±0.3a       29.2±3.2a      106.4±52.7a

aP<0.05 vs 本组治疗前, cP<0.05 vs 对照组.

       

表  3  两组治疗前后肝纤指标比较 (mean±SD, μg/L)

组别          n                               HA                       PⅢP                       Ⅳ-C                         LN 

治疗组  28   治疗前      480.2±181.4      216.1±161.4  　  148.3±27.2       161.8±43.7                
                    治疗后      231.1±111.3ac    132.1±110.5ac  　104.4±26.5ac     107.2±26.8ac

对照组  22   治疗前      461.9±176.3      214.4±141.6   　 150.3±25.2   　 168.4±46.7  
                    治疗后      424.4±166.2a     207.1±105.7a   　144.7±26.9a  　 160.8±46.2a

aP<0.05 vs 本组治疗前, cP<0.05 vs 对照组.

■应用要点
本临床观察结果
显示, 中药生脉注
射液联合葛根素
注射液能有效治
疗肝硬化, 改善肝
纤维化指标, 符合
中医传统理论对
肝脏生理功能特
点的认识, 为进一
步开发抗肝纤维
化的中药新药打
下理论基础.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of conservative 
treatment for severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: The clinical data of 20 patients with 
severe acute pancreatitis were analyzed retro-
spectively�.

RESULTS: A total of 20 patients with SAP re-
ceived integrated treatment of traditional Chi-
nese and Western medicine, and inflammatory 
abdominal dropsy occurred in all the patients. 
Of the 20 patients, 6 cases were found with 
shock, 17 with paralytic ileus, 2 with peripancre-
atic infection, 3 with acute respiratory distress 
syndrome and 1 with renal failure. No deaths 
appeared.

CONCLUSION: Integrated Chinese and Western 
medicine is effective in the treatment of SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Integrated 
Chinese and Western medicine

Yang JG, Yu ZF, Zhao Y, Sun YH. Conservative treatment 

of severe acute pancreatitis: an analysis of 20 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(34):3330-3332

摘要
目的: 探讨重症胰腺炎保守治疗方法. 

方法: 回顾性分析20例重症胰腺炎保守治疗
的临床资料. 

结果: 20例重症胰腺炎经中西医结合治疗治
愈. 20例出现炎性腹水, 6例休克, 17例出现麻
痹性肠梗阻, 2例胰周感染, 3例出现ARDS及1
例肾功能衰竭, 无死亡病例.

结论: 中西医结合治疗重症胰腺炎疗效满意, 
可阻止其进一步发展, 减少并发症的出现, 值
得推荐.

关键词: 重症胰腺炎; 中西医结合
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0  引言

重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)是
一种病情凶险、变化多、发展快的急腹症, 并
发症及死亡率较高. 但由于近年来对其发病机

制、病理演变过程的进一步深入了解, 影像学

诊断技术的进步, 监测手段、抗生素及新抑胰

酶剂的发展, 同时新中药的开发研究及临床应

用的增多, 使SAP的治疗对策上有了概念上的更

新. 目前针对急性SAP主张“个体化”治疗的原

则, 已形成了较为规范化的治疗程序, 即早期以

非手术治疗为主, 后期出现继发感染后采用手

术治疗, 使SAP的治愈率也有了明显的提高. 我
院1998-05/2005-08应用保守疗法治疗SAP患者

20例, 取得较好的效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组共收集了保守治疗的SAP 20例, 其

■背景资料
重症胰腺炎病情
危重 ,  死亡率高 , 
病情变化快, 来势
凶猛. 随着临床实
践的丰富及对该
病的认识提高, 病
理生理的了解, 已
从过去的主张手
术转变为早期采
用保守治疗, 预防
应用抗菌素, 早期
营养支持, 抑制炎
症反应, 后期感染
则手术治疗为主. 
由于中药有多方
面作用, 开发中医
中药, 探讨其在保
守治疗过程中作
用十分必要, 意义
重大.
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中男12例, 女8例, 年龄29-70(平均51.5)岁, 均依

据临床表现、血生化检查、腹腔穿刺或B超及

CT检查确诊, 符合中华医学会外科分会胰腺外

科学组1996年第二次方案诊断标准[1]. 其中暴饮

暴食者9例, 不明原因者11例, 均为非胆源性. 出
现炎性腹水者20例, 休克者6例, 麻痹性肠梗阻

者17例, 胰周感染者2例, 出现ARDS者3例及肾

功能衰竭者1例, 无死亡病例.
1.2 方法 

1.2.1 西医治疗 (1)禁食水和胃肠减压; (2)监测

重要器官功能和生化指标; (3)抑制胰酶的分泌; 
(4)改善全身及胰腺微循环, 纠正水电解质紊乱

和维持酸碱平衡, 并在维持有效循环的情况下

适当应用利尿剂, 减少腹水; (5)早期应用广谱抗

菌素防止继发感染; (6)静脉营养, 肠内营养; (7)
保护重要器官及防止多器官功能衰竭; (8)对有

ARDS患者及时应用呼吸机治疗, 以改善缺氧和

胰腺微循环. 
1.2.2 手术治疗 主要是在保守治疗的基础上, 针
对后期胰周感染等局部并发症而进行手术治疗. 
1.2.3 中医中药治疗 休克者行参附注射液20 mL
加入50 g/L葡萄糖或生理盐水20 mL中, 静注每

20 min 1次, 直至血压恢复正常, 再以参附注射

液100 mL加入50 g/L葡萄糖或生理盐水400 mL
中静滴维持, 必要时合用多巴胺. 无休克者以参

附注射液100 mL加入50 g/L葡萄糖或生理盐水

400 mL中静滴维持, 每日一次. 生大黄10 g于热

水100-200 mL溶解后温水40℃保留灌肠, 每日二

次; 同时经胃管注入100 mL , 每12 h 1次, 直至腹

胀缓解. 芒硝粉100 g装入棉布袋(25 cm×25 cm)
敷于脐部, 每昼夜更换2次, 直至腹水消失.

2  结果

20例经保守治疗均治愈, 出现炎性腹水者20例, 
休克者6例, 麻痹性肠梗阻者17例, 胰周感染者2
例, 出现ARDS者3例及肾功能衰竭者1例, 无死

亡病例.

3  讨论

目前认为SAP是一种全身性疾病, 牵涉到胰腺微

循环障碍, 炎症递质和细胞因子释放导致MODS
发生[2]. 尤其在急性反应期即SAP早期, 由于机

体受到各种物理化学感染等所致损害的侵袭, 
引起机体的应激反应, 表现出超强的全身炎症

反应综合征, 进而造成全身多器官功能障碍及

衰竭, 此期重点在于纠正血流动力学改变, 各器

官系统功能的监护与支持, 手术则可能加重对

机体的打击, 加重急性全身炎症反应, 因而趋向

于早期采用保守治疗, 预防应用抗菌素, 早期营

养支持, 抑制炎症反应, 后期感染则手术治疗[3-5]; 
而采用积极的中西医结合非手术治疗, 则增加

了保守治疗的方法, 可防止胃肠肺等靶器官的

损害, 渡过危险期, 提高患者的治愈率[6]. 参附注

射液(shen-fu injection, SF)由人参和附子两味药

组成, 具有增强心肌收缩力、扩张冠状动脉、

扩张外周血管、稳定血压的作用, 改善微循环, 
减少患者对多巴胺的依赖性[7]. 还可以促进肠道

的蠕动, 增强肠管张力, 协调肠壁运动而缓解或

解除肠麻痹症状, 并能抑制炎症细胞因子的活

化与释放, 对细胞免疫和体液免疫有增强作用, 
阻止急性胰腺炎的进一步发展[8]. 参附还可以

降低血液黏稠度和细胞降集率, 改善血液流变

性, 较快恢复肾灌注. 同时可直接灭活嘌呤氧化

酶、抗氧自由基、抑脂质过氧反应、保护组织

细胞免受损害、减轻组织缺血再灌注损伤及减

轻SAP时肺损伤[9-11]. 大黄的主要成分是蒽醌类

化合物和鞣质, 具有(1)抑制胰蛋白酶、胰脂肪

酶等胰酶的分泌, 松弛胆道口括约肌, 减轻胰管

压力, 抑制血小板聚集和小动脉收缩作用, 改善

胰腺微循环[12]; (2)增强胃肠道平滑肌活动, 提高

胃肠动力, 促进肠蠕动, 改善和消除肠道麻痹、

淤滞状态[13]; (3)抑制肠道内细菌移位及毒素吸

收, 促进肠道内毒素排泄, 促进胃肠道新陈代谢

和肠道营养的恢复, 提高机体免疫力, 降低炎性

细胞因子和炎性介质的产生, 具有一定的抑菌

及对抗内毒素的作用[14]. 芒硝主要成分为硫酸

钠, 具有泻下、利尿、消肿、抗炎等功效. 芒硝

敷于腹部数小时后即有结晶块形成, 说明其有

吸附水分的作用, 而使肿胀的腹壁、腹腔渗液

及肠管得以消肿, 促进消化道功能的恢复[15-16]. 
可见在西医常规保守治疗的基础上配合参附注

射液静点、大黄胃管注入灌肠及芒硝外敷腹部, 
既可减少西药的用量, 减轻副反应, 又能作用于

胰腺炎的各个环节,  减少并发症的出现, 他们联

合相互作用, 可阻止SAP的进一步发展, 值得临

床推广及应用. 
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摘要
继 发 于 胃 肠 道 癌 的 卵 巢 转 移 性 癌 称 作
Krukenberg瘤, 而表现为Krukenberg瘤的胰腺癌
卵巢转移病例尚属罕见, 本文报道1例表现为
Krukenberg瘤的胰腺癌卵巢转移病例.

关键词: 胰腺癌; 卵巢; 转移

鲁明骞, 徐光川. 二氢嘧啶脱氢酶, DPD)在胃癌中的研究现

状.  世界华人消化杂志  2006;14(34):3333-3334

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/3333.asp

0  引言

继 发 于 胃 肠 道 癌 的 卵 巢 转 移 性 癌 称 作

Krukenberg瘤, 也有学者将来源于全身任何部

位肿瘤转移到卵巢称为Krukenberg瘤, 而表现

为Krukenberg瘤的胰腺癌卵巢转移病例尚属罕

见[1-2].

1  病例报告

女, 67岁, 因胰头十二指肠切除术后16 mo, 发
现右下腹肿物1 mo, 于2005-10-17收入院. 患
者16 m o前因胰头癌于我院行胰头十二指肠

切除术, 术后病理报告: 胰头中分化腺癌Ⅲ期

(T3N1M0), 肿物无明显包膜, 呈浸润性生长, 破
坏胰头大部分胰腺组织. 术后给予2个周期化

疗, 方案为GCF(吉西他滨1000 mg/m2+5-氟尿嘧

啶500 mg/m2+甲酰四氢叶酸钙200 mg iv), 连续

3 wk, 休息1 wk, 间隔6-8 wk进行下一疗程化疗, 
CA19-9稳定于80-140 kU/L之间. 入院查体: 体
温 36.6℃, 血压 16/10 kpa, 皮肤巩膜无黄染, 腹
软无压痛, 右下腹可触及质硬肿物, 约5 cm×4 
cm大小, 表面不光滑, 活动度良好, 与皮肤无黏

连, 无明显触痛, 肝脾肋下未及. 实验室检查: 白

细胞5.36×109/L, 中性粒细胞0.672, 红细胞3.47
×1012/L, 血红蛋白126 g/L, 血小板254×109/L , 
总蛋白68 g/L, 白蛋白41 g/L, CEA 5.12 mg/L(正
常值0-3.4 mg/L), CA19-9 4406 kU/L(正常值

0-35 kU/L), AFP 2.81 kU/L(正常值<5.8 kU/L). 
胸片: 双肺未见异常. 腹部B超: 肝脏多发转移. 
盆腔B超: 右附件囊实性肿物, 6 cm×5 cm×

4 cm大小, 内部回声欠均匀, 左附件实性肿物, 
4.3 cm×3.2 cm×2.1 cm大小, 形态不规整. 盆
腔CT: 盆腔内多发囊实性占位, 卵巢占位可能

性大. 2005-11-22于全麻下行剖腹探查术, 术中

发现腹腔内少量腹水, 腹膜表面遍布白色粟粒

样结节, 原手术部位黏连严重, 左右卵巢均增

大, 分别为4.0 cm×3.0 cm×2.5 cm与6.0 cm×

5.0 cm×4.0 cm大小, 表面光滑. 术后病理为胰

腺癌卵巢转移.

2  讨论

卵 巢 转 移 癌 占 所 有 卵 巢 恶 性 肿 瘤 的

2.8%-29.4%, 原发肿瘤主要来源于胃肠道、乳

腺以及子宫内膜癌等[3-4], 而表现为Krukenberg
瘤的胰腺癌卵巢转移病例尚属罕见. Krukenberg 
瘤形成机制可能与淋巴途径转移有关. 肿瘤细

胞进入后腹膜淋巴系统, 阻塞淋巴管的上行通

路造成淋巴引流的逆行, 将扩散的癌细胞带至

腹主动脉旁淋巴结及盆腔淋巴结, 形成卵巢转

移[5-6]. 临床上绝大多数Krukenberg瘤累及双侧

卵巢, 因转移而增大的卵巢常保持原来的形态, 
镜下可见淋巴管内癌栓[7-8]. 

Krukenberg瘤发病年龄一般为42-47岁, 一
般比原发性卵巢癌年轻10-15岁, 且多见于绝经

前妇女, 可能由于功能旺盛、血运丰富的卵巢

适应转移瘤的生长 [9-11]. 临床主要症状是下腹

痛、胀满及肠道不适等, 体检常发现盆腔肿物

及腹水. 当患者原发肿瘤合并存在时, 两者症状

可以相互干扰, 造成诊断困难[12-13]. 
原发灶诊断与继发瘤症状出现时间间隔较

短, 一般不超过3 a时间, 也可同时发现原发灶

和转移灶. 因为胃肠道来源的卵巢转移瘤与原
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发性卵巢上皮癌形态差别不大, 所以通过HE染
色来判断卵巢肿瘤是原发还是转移是有一定困

难[3-6]. CK7在一些卵巢原发性腺癌、乳腺癌、

肺腺癌等中表达, 而在胃肠道来源的腺癌中一

般为阴性, CK7阴性基本上排除了原发性卵巢

癌[14-16]. 手术探查是明确消化道肿瘤的重要手

段, 凡术前拟诊为卵巢转移瘤或术中发现肿瘤

可疑者均应仔细探查腹腔. 
由于原发灶在胃或结肠等腹腔器官, 常在卵

巢转移瘤出现后始得到诊断, 故对于原发灶能切

除者应连同卵巢转移灶一并切除[17-19]. 胃癌一般

选择姑息性切除手术, 以减少出血、穿孔、梗阻

等严重并发症的发生. 姑息性切除能否延长生存

时间一直存在争论, 但目前认为切除后能减轻机

体对肿瘤的负荷, 有利提高术后化疗、免疫等综

合治疗的疗效. 如原发灶位于结肠一般恶性较

低, 应争取和继发灶一并切除[8]. 即使如原发灶

不能切除的患者, 行姑息性卵巢转移瘤切除术后

再行化疗, 有些患者仍能得到比较满意的疗效. 
转移瘤切除范围根据患者具体情况而定, 并尽可

能切除盆腔转移灶, 根据原发肿瘤的部位和性

质、选择适当的抗癌药物进行化疗[20-21]. 
Krukenberg瘤预后差, 多数患者于诊断明

确后1 a内死亡[22]. 卵巢转移肿瘤切除术后5 a
生存率由12%-19%不等, 其中卵巢转移瘤来源

于妇科肿瘤的患者5 a生存率达34%-47%, 而
来源于其他部位的肿瘤患者5 a生存率只有

5.4%-19%[17,20,22].
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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. 2006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

2079, 位居全部1652种中国科技论文统计源期刊

的第51位, 内科医学类28种期刊的第4位. 2005年
《世界华人消化杂志》的影响因子为0.485, 位
居全部1652种中国科技论文统计源期刊的第449
位, 内科医学类28种期刊的第14位.《世界华人

消化杂志》的即年指标0.070, 他引率0.66, 地区

分布数26, 基金论文比0.43, 国际论文比0.02,学
科影响指标0.46. 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. 
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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 
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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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版. 北京报刊发行

局发行 ,  邮发代

号 :  82-262.《世

界 华 人 消 化 杂

志》出版的模式

为开放存取 +印

刷版 .  免费通过

http://www.wjgnet.
com/1009-3079/
index.jsp获取, 即: 
阅读、下载、复

制、打印和检索

论文的全文.

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.
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