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Abstract
There is convincing evidence that trefoil factor 1 
(TFF1), the first member of the trefoil factor fam-
ily, plays an important role in the gastrointes-
tinal barrier function and epithelial restitution. 
TFF1 is involved in gastrointestinal protection, 
in combination with mucin. TFF1 contributes to 
the different steps of mucosal restitution, espe-
cially the regulation of cell–cell contact and cell 
migration. Recently, TFF1 has been shown to 
interfere with crucial biological processes such 
as cell migration, proliferation, differentiation 
and apoptosis, and angiogenesis. TFF1 delays 
the G1-S phase transition of the cell cycle, and 
reduces gastrointestinal-cell-induced apoptosis. 
TFF1 participates in folding secreted proteins 

inside the endoplasmic reticulum. TFF1 is also 
closely related to the development of gastro-
intestinal disorders. The effect of TFF1 differs 
depending on its location in the gastrointestinal 
tract. TFF1 is considered to be a gastric tumor 
suppressor, although it promotes the develop-
ment and progression of colonic tumors. TFF1 
operates through distinct signaling pathways. 
This review summarizes and discusses current 
developments related to these processes.  
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摘要
TFF1是三叶因子家族成员之一, 在胃肠道黏
膜屏障和修复中发挥着重要的生理功能. 通过
与黏蛋白结合对胃肠道起保护作用, 并涉及黏
膜重建的不同步骤, 特别是调节细胞-细胞连
接、细胞移行. 近年研究发现, TFF1与细胞迁
移、增殖、分化、血管形成等密切相关. 他可
以延迟细胞从G1期向S期转化, 从而减少细胞
凋亡, 参与细胞内蛋白折叠而且与消化道疾病
的发生密切相关. TFF1在胃肠道不同的部位
发挥的作用不同, 在胃组织中发挥肿瘤抑制因
子的作用, 但在结肠组织中却发挥着致癌因子
的作用, 促进结肠肿瘤的发生和发展, 并且通
过不同的信号途径发挥作用. 本文主要对上述
的新近研究进行综述.
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0  引言

三叶因子家族是一群主要由胃肠道黏液细胞分

泌的小分子多肽. 迄今为止, 发现哺乳动物有3
种三叶肽, 分别为TFF1, TFF2, TFF3. 1982年由

Masiakowki et al [1]MCF-7中应用雌激素诱导获得
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■背景资料
三叶因子家族是
一群主要由胃肠
道黏液细胞分泌
的 小 分 子 多 肽 , 
TFF1是三叶家族
成员之一 .  TFF1
在胃肠道黏膜屏
障和修复中发挥
着重要的生理功
能 ,  TFF1与胃肠
道疾病有关, 特别
是与胃肠道肿瘤
有特殊的关系. 但
其具体机制尚不
清楚. 近年研究发
现 ,  TFF1与细胞
迁移、增殖、分
化、血管形成等
密切相关, 其作用
机制及其信号传
导途径也取得了
新的进展.



TFF1. 同年Jorgensen et al [2]从猪胰腺中提取胰岛

素, 发现TFF2. 1991年Suemori et al [3]从大鼠肠上

皮细胞中发现肠三叶因子, 即TFF3. 3种人三叶

肽蛋白的编码基因都位于21q22.3区域[4]. 
三叶肽家族均拥有保守的三叶肽结构, 该

结构通过6个半胱氨酸残基以1-5, 2-4, 3-6的交

联方式形成二硫键, 通过二硫键链接形成3个环

状的三叶草结构. 三叶肽结构域很稳定, 能耐

酸、水解和蛋白酶解. 哺乳动物三叶肽中, TFF1
和TFF3包含了1个三叶肽结构域, TFF2含有2个
三叶肽结构域. TFF1三叶肽结构域含有42个氨

基酸残基[5], TFF1通过Cys58形成分子间二硫键

形成二聚体. 三叶肽结构内形成规则的α-螺旋和

β-链状结构, 结构域外N端及C端紧密联系形成

无规则的延伸结构, 部分形成β-折叠. 三叶肽结

构域允许TFF1形成二聚体, 自身形成同二聚体

或与其他蛋白共同形成25 kDa的复合物, 形成不

同的活性形式.

1 TFF1的表达

TFF1基因表达, 除了受多种调节因子(C/EBPβ, 
雌激素, Gata家族, HNF因子, NF-kB, TPA)调节

外[6], 在胃肠道组织中的特异性表达与他们近端

启动子区的甲基化状况有关[6-7]. 
TFF1生理性状态下大量表达于胃腺颈以上

所有区域的黏液细胞、小肠Brunner's腺体管腔

细胞和邻近大肠隐窝表面的杯状细胞, 局部表

达于胰腺管上皮, 散在表达于胆囊上皮, 少量表

达于乳腺小叶和导管上皮, 在前列腺邻近肿瘤

的正常组织中也有表达[8]. 病理状态下, 上述表

达消失, 例如胃肠化生时表达于杯状和柱状细

胞, 胃癌时表达低下或消失, 但是在其他实体瘤

如胆管癌、乳腺癌、胰腺癌、卵巢癌、前列腺

癌等则有高表达. 

2 TFF1的功能

2.1 黏膜防御 TFF1通过与黏蛋白结合对胃肠

道起保护防御作用. 在胃肠道中特定黏膜分泌

特定三叶肽和黏蛋白. 黏蛋白是分子较大、较

重的糖基化蛋白 ,  他以组织特异性方式分泌

于机体的多种器官. 黏蛋白正常可分为2种类

型: 分泌型和黏膜结合型. 其中分泌型MUC2、
MUC5AC、MUC5B和MUC6是胃肠道主要凝

胶形成的黏蛋白, 也是黏液层流变学特点的主

要成因[9]. 特定的三叶因子有特定的黏蛋白配

对. 正常胃肠道中TFF1与MUC5AC结合, 发挥其

生理功能. TFF1和人黏蛋白MUC5AC这两种分
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子在黏液表面和小凹细胞共同包装分泌到胃黏

膜表面并相互结合, 可增加黏液胶原的黏滞度, 
并增强上皮防御酸和食物诱发损伤的能力 [10]. 
但是在病理条件下, 上述表达有所改变. 例如, 
Barrett's食管[11]和炎症性肠病[12]时, 三叶肽和黏

蛋白的这种协调作用下降. 
目前已经发现两种TFF1特异性结合蛋白: 

黏蛋白[13]和三叶肽作用因子(TFIZ1)[14], 他与

TFF1以异二聚体的形式结合. 一方面, 胞内三叶

肽很可能在分泌的过程中涉及复杂的寡聚化和

分泌型黏蛋白的包装, 例如, 通过TFF1-TFIZ1异
二聚化[14], 胞外的三叶肽经过胞吐作用后结合

黏蛋白, 影响着黏液层的血液流变学特征[10,15]. 
另一方面, 诸多学者认为胞外三叶肽是通过假

定的受体起作用, 该假定的受体推测定位于基

底外侧膜. 目前尚无明确的TFF1受体被发现. 现
已证实, TFF1在胃肠道中有三种形式存在: 单聚

体, 同二聚体和异二聚体. 这3种存在形式的生

物活性不尽相同. 应用人结肠细胞株HT29的损

伤重建模型研究发现, TFF1二聚体可以增加细

胞迁移, 而单聚体无此作用[16]. 虽然两种形式的

TFF1均能抑制人胃细胞株AGS的生长, 但相比

之下, 二聚体的作用更强[17]. 在胃损伤的动物模

型中, 发现二聚体TFF1的保护胃肠道损伤的功

效更加明显[5]. 
另外, TFF1作为一种保护因子, 除参与黏液

屏障的组成外, 可能涉及肠道炎症反应. 应用基

因剔除TFF1, 导致TFF1缺乏的小鼠诱发小肠炎

症性疾病, 观察发现3周龄的TFF1缺乏小鼠, 小
肠没有明显改变. 鼠成年后, 其上皮和黏膜固有

层中有增大的绒毛和增加的淋巴组织. 淋巴组

织含有混合的炎症细胞, 包括淋巴细胞、浆细

胞和巨噬细胞[18]. T细胞中, CD4/CD8的比值改

变, CD8亚型的相对百分比明显增加. 而在野生

鼠, 主要观察到CD4和CD8亚型各自在黏膜固有

层的中心和周边, 而在TFF1缺乏鼠中, 他们是混

合的[19]. 也有推测炎症反应可能是黏液屏障缺

陷并发的, 因此是避免物理和化学的攻击较为

低级的保护方法. 
2.2 黏膜重建, 细胞迁移 3种三叶肽涉及重建的

不同步骤, 特别是调节细胞-细胞连接, 细胞移

行. 研究表明三叶肽通过减少细胞-细胞和细胞-
基质相互作用而促进细胞分散[20]. 例如, TFF1和
TFF3的过度表达诱发胶原蛋白凝胶剂内的细胞

分散式生长模式[21]. 三叶肽可以通过Src原癌基

因和RhoA蛋白诱发转化细胞分散, 导致他们迁

入胶原蛋白凝胶剂内[22]. 而Ras和Src路径的活化

www.wjgnet.com

■研发前沿
三叶因子目前研
究的热点及重点
集中于 :  (1)三叶
因子的作用机制,
特别三叶因子的
黏膜保护与修复
及 其 在 肿 瘤 发
生、发展中的作
用, 明确其作用的
细胞信号转导途
径 ;  (2)三叶因子
基因的表达调控; 
(3)蛋白质水平的
研究, 如寻找三叶
因子相关受体或
结合蛋白.
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容易减少黏连连接[23-24]. 在HCT-8结肠细胞株中

稳定的转染TFF1, 表现出通过RhoA相关途径诱

导侵袭的表现型. RhoA是GTP酶, 调节生长因子

诱导细胞骨架重组, 这在细胞运动中起关键性

作用[25]. 
T F F1诱发细胞移行的信号传导途径 ,  与

表皮生长因子受体EGFR酪氨酸激酶信号途径

相关. EGFR是酪氨酸激酶, 可自发磷酸化结合

的配体, 活化各种信号路径的下游蛋白, 包括

MAPK和PI3K等[6]. 在人类, 该路径通过调节细

胞播散、移行、增殖、黏连和分化来调节细

胞转化[26]. TFF1和TFF2诱导的细胞侵袭必须依

赖于EGFR家族, 而TFF3诱导细胞的侵袭则与

EGFR无关[27]. 三叶肽刺激细胞侵袭包括Rho/
ROCK和COX-2/TXA2-R信号级联. 研究表明, 
在结肠肿瘤细胞中, EGFR活化可以上调COX-2
表达, 而COX-2过度表达可以诱发EGFR表达[28]. 
环氧合酶产生大量的产物, 包括PGE2, PGF2a, 
PGD2, PGI2和TXA2. 前列腺素和TXA有促进

侵袭的功能, 并能被TFF1促发信号通过Src相关

自体活化环而调控[29]. 大量证据表明, COX-2与
实体瘤的发生和进展[30]与外源性三叶肽的效应

有关. 如果抑制了COX-1和COX-2的表达, 则可

以阻止侵袭, 但在人结肠细胞中TFF1可以诱导

COX2的表达, 并且TFF1可以通过TXA-2诱导血

管形成[25]. 
另外, TFF1诱发细胞移行, 也涉及G蛋白

偶联受体的信号传导途径. EGFR活化的TFF1
和TFF2可能不直接通过反磷酸化EGFR受体分

子而发生, 而是与G蛋白有关. PGE2受体与G蛋

白偶联, 活化EGFR, 促发Brk2介导的有丝分裂

信号途径[31]. TFF1效应与G蛋白的异源三聚体

有关, 后者是调节细胞正常生长和分化的信号

传导途径的组成元件. 他们调节各种细胞内的

效应器, 如Rho, GT-Pases, 离子通道, 腺苷酸环

化酶, PLCb, PI3K和MAPK[32]. 蛋白酶活化受体

-1(PAR-1)是TFF1诱导的肿瘤侵袭的负调节蛋

白, 可通过偶联百日咳毒素敏感G蛋白质亚单位

Gα i3[33], 和消耗游离的Gβγ异二聚体而减少由

TFF1诱导的侵袭. 
目前有研究表明三叶肽可以影响紧密连接. 

Johnson et al [34]应用TFF1敲除小鼠研究胃癌前状

态的异型增生的分子改变, 发现在胃癌发生的

早期表达紧密连接蛋白claudin-7.  
2.3 促进细胞的分化 在胚胎发育过程中[35], TFF1
在第17天开始表达于上皮细胞表面、新生胃小

凹和腺体. 颈黏液细胞和主细胞在缺乏TFF1时, 
分化不发生变化, 而胃小凹和壁细胞则受影响. 
小凹细胞群在第21天扩增, 而每一腺体的壁细

胞数目减少. TFF1在这个过程中的作用及机制

仍不清楚. TFF1可能控制双重分化程序, 一方面, 
前胃小凹细胞分化为成熟的胃小凹和颈黏液细

胞, 另一方面, 一些前胃小凹细胞分化为壁细胞. 
TFF1基因除表达在小凹细胞区域, 也表达在小

鼠的泌酸黏膜的祖细胞区[36]. 
TFF1可以延迟细胞从G1期向S期转化[19]. 

TFF1通过磷酸化活化MAPK/ERK[17,21]抑制人

结肠肿瘤细胞株的生长. 运用重组人TFF1可以

明显减少人胃肠细胞IEC18, HCT116和AGS分 
化[37]. 转染TFF1的HCT116细胞或多西霉素诱导

人TFF1表达可以降低细胞的增殖[17,38]. TFF1可
以阻止细胞进入S期, 与G1期细胞高频率一致, 
周期调节蛋白D1阳性细胞比例增加, 而PCNA(S
期)阳性的细胞和周期调节蛋白B1(G2期)阳性

的细胞减少. TFF1诱导G1-S期转化延迟源于

INK4(P15和P16)和CIP(P21和P27)周期素依赖性

蛋白激酶(CDK)抑制物的上调. TFF1可以使视

网膜成神经细胞瘤蛋白(pRb)表达增加, 并导致

E2F活力降低. 据此推断, TFF1抗有丝分裂功能

的效应器可能是pRb/E2F路径[38]. 
T F F1可以减少胃肠道细胞凋亡 [38].  表达

TFF1的IEC18, HCT116和AGS细胞虽然数目有

所减少, 但没有细胞凋亡的形态学证据. 而且, 
被同时运用重组人TFF1和各种凋亡刺激剂诱导

的细胞, 细胞凋亡减少. 研究表明, TFF1通过减

少半胱天冬酶Caspase-3, -6, -8, -9活性起抗凋亡

的作用. Caspase-1, 2, 4/5活性不受影响. TFF1不
是通过凋亡体抑制前Caspase-9的失活过程, 而
可能是通过比如凋亡抑制剂(IAPs)和相关蛋白, 
直接作用于Caspase-9的活化形式, 而在非胃肠

道HeLa和Jurkat细胞中未观察到这种抗凋亡效

应[38]. 
2.4 参与细胞内蛋白折叠 近年来应用基因敲除

小鼠研究发现TFF1可作为一个细胞内蛋白折

叠因子[19]. 在TFF1缺乏的肿瘤中, 内质网(ER)有
关的一整套基因编码蛋白上调, 其中ER固有的

GRP78/BiP, ERp72和p58IPK伴侣蛋白与开放蛋

白反应元件(UPR)有关[19]. 两种非ER固有参与

蛋白折叠的蛋白CHOP10/GADD153和Clusterin, 
在TFF1缺乏的肿瘤中过度表达. TFF1缺乏的肿

瘤中, 粗面内质网扩大, 包含致密物质. 这些积

聚的蛋白性质需要进一步明确. 其中可能包含

■相关报道
丹麦的Thim教授
是对三叶因子研
究最早、最多及
最深入的学者之
一, 这篇文章详细
介绍了三叶因子
的结构与功能,使
读者对三叶因子
有较为形象的了
解. Tomasetto et a l
总结了三叶因子1
的多重功能, 对三
叶因子1的生物学
功能介绍较为详
尽.

■创新盘点
国内文献中,对三
叶因子家族的黏
膜保护与修复及
其在肿瘤发生、

发展中的作用的
综 述 较 多 ,  但 独
立阐述TFF1的研
究 尚 少 ,  本 文 对
TFF1的作用机制
及信号传导途径
作一综述.
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黏蛋白, 因为TFF1和黏蛋白都通过内质网分泌

和转运. 这样, TFF1和黏蛋白结合可能发生在内

质网内, 帮助正确的黏蛋白折叠和分泌[39].

3 TFF1与消化道疾病

3.1 TFF1与溃疡 Wright et al [40]发现在Crohn's病
和消化性溃疡附近区域存在一个特有的解剖结

构, 称之为“溃疡相关细胞系”. 他是一种腺样

结构, 直接来源于肠腺隐窝基部干细胞, 可以不

断地产生新细胞迁移到溃疡表面, 促进溃疡修

复. 他能表达所有3种三叶因子、EGF和溶菌酶. 
这些观察结果提示TFF1可能参与修复过程和维

护黏膜的完整性. 在空肠中过度表达人类TFF1
的转基因小鼠, 胃肠道中诱发溃疡的发生率较

低, 说明TFF1在胃肠道的修复和防护中发挥着

重要作用[41]. 
3.2 TFF1与胃癌 TFF1基因敲除的小鼠表现出幽

门窦的超常和不典型增生, 导致腺瘤和罕见的

上皮内和黏膜内肿瘤病灶[18]. 50%的人类胃肿瘤

缺乏TFF1[42]. 有报道TFF1基因缺失和改变[43-44]

和不正常的基因甲基化有关[45]. 现在大多数学者

认为TFF1是一种肿瘤抑制因子[18]. 
TFF1在胃肿瘤中的缺乏与体细胞突变和杂

合子(LOH)有关[46]. Yio et al [47]近期发现, TFF1的
突变体通过不同的发病途径促使胃肿瘤发生. 
与胃癌相关的TFF1突变体A10D和E13K改变了

TFF1的三叶草结构中环1区域的表面电荷, 而不

干扰蛋白质稳定性. 重组野生型TFF1显著地抑

制细胞生长, A10D和E13K丢失了这种抑制肿瘤

特性和阻断足叶乙甙诱发的细胞凋亡的能力. 
虽然野生型TFF1有促进细胞侵袭的能力, A10D
和E13K有更强的前侵袭能力. 由这两种突变体

诱发的侵袭可被PI3K或磷脂酶C所阻断, 而抑制

Rho相关激酶只能阻滞E13K诱导的侵袭. 
三叶肽信号级联与肿瘤形成的关系中, 有

一个主要可能的途径就是三叶肽通过白介素

IL6/GP130途径调节[48]. IL-6家族细胞因子通过

调节黏膜增生、炎症、血管形成和中TFF1和其

他因子的表达, 保持胃内环境稳定, IL-6/GP130
途径的功能失调与三叶肽在损伤中的作用, 和
胃肿瘤形成有关[49]. 

H pylori感染首先诱导形成慢性浅表性胃炎

(而非萎缩性胃炎), 进而进展为慢性萎缩性胃炎, 
肠化, 不典型增生、胃癌. 最近的研究提出人

胃中H pylori的定植可能由细菌和TFF1的直接

相互作用介导[20]. TFF1的过分表达可能增强了 

H pylori在胃组织中的定植能力[50]. H pylori导致

的炎症反应可引起不同的信号路径的活化, 不
仅有利于清除炎症, 而且有利于促进黏膜重组

和修复. 有报道, 在AGS和T84细胞中, H pylori
感染可上调TFF1[50], 这一结果与目前所知的三

叶肽在黏膜修复中的功能是一致的. 有趣的是,  
H pylori结合TFF1二聚体形式, H pylori优先定植

于胃的表面黏膜胶原凝胶层, 这个凝胶层主要

由MUC5AC和TFF1组成[50]. H pylori和TFF1表达

的相互作用可能是一把双刃剑: 一方面, H pylori
诱导TFF1的表达, 对黏膜修复可能是有益的; 另
一方面, 更多的TFF1可能导致H pylori在人胃黏

膜中的数目增加[51], 而H pylori又是目前公认的

重要的致癌因素之一. 
3.3 TFF1与Barrett's食管 Fox et al [52]应用基因表

达图谱和免疫组织化学技术来比较正常食管和

胃、Barrett's食管以及胃食管腺癌的生物标记. 
发现在BE到腺癌的发展过程出现TFF1表达缺

失的现象, 食管腺癌和胃腺癌的混合样本293例
中, 有84.6%的样本缺乏或少量表达TFF1. 另外, 
正常胃组织和Barrett's食管中, 有或无不典型增

生的组织中有TFF1的高表达. 该报道首次涉及

BE到腺癌的转化中TFF1的缺失, 表明TFF1缺失

可能参与了BE相关恶性肿瘤的发生过程. 
3.4 TFF1与结直肠息肉和肿瘤 Kim et al [53]研究

表明TFF1在结肠、直肠息肉和肿瘤表达不同, 
提示结直肠黏液瘤有不同的病理发病途径. 在
增生性息肉HP, 锯齿状腺瘤SA, 管状绒毛状腺

瘤TVA, 绒毛状腺瘤VA, 和结肠直肠黏液癌MC
中, MUC2表达和MUC5AC和TFF1异位表达比

例明显高于管状腺瘤TA和非黏液癌的直肠结肠

癌NMC. 这些结果提示杯状细胞和胃小凹细胞

的分化途径同时激活, 主要发生在HP, SA, TVA, 
VA和MC, 而少发生于TA和NMC中. 

Rodrigues et al [54]研究表明在人类结肠上皮

细胞中, TFF1可以诱发腺瘤腺癌的发生. 在正常

人类结肠隐窝中无TFF1表达, 但在家族和散发

的结肠腺瘤腺癌中高表达, 这与Cdc25A-B转录

水平和肿瘤阶段有关. TFF1和Cdc25A-B与其他

主要的致癌途径相互作用, 诱导腺瘤和腺癌转

化. 作用于TFF1/Cdc25信号路径的因素可用于

治疗TFF1表达的实体瘤.
 
4 展望

TFF1拥有多重功能[19]: 保护消化道黏膜免受攻

击; 作为肿瘤抑制因子参与胃的个体发育和内

■应用要点
明确TFF1在胃肠
道中的作用, 及其
与胃肠道疾病的
关系, 特别是与胃
肠道肿瘤的关系, 
将对胃肠道肿瘤
的诊断与治疗开
辟新的途径.
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■名词解释
上皮重建: 黏膜上
皮损伤后, 由局部
邻近的黏膜上皮
快速迁移入损伤
部位, 覆盖损伤部
位, 快速重建黏膜
的完整性和连续
性, 称为“上皮重
建” ,   这个黏膜
修复的早期过程
仅需要数分钟至
数小时, 不需要细
胞增殖.

环境稳定; 参与内质网中折叠分泌蛋白; 限制细

胞增殖, 促进细胞分化. TFF1作用方式: 细胞外

作为旁分泌和自分泌因子, 细胞内TFF1通过不

同信号路径起作用. TFF1在胃肠道不同的部位

作用不同, 胃中发挥肿瘤抑制因子的作用, 但在

结肠中却发挥着致癌因子的作用, 促进结肠肿

瘤的发生和发展. 其作用机制尚不完全清楚, 因
此进一步研究探讨TFF1在胃肠道肿瘤发生发展

的作用机制, 将对胃肠道肿瘤的诊断与治疗开

辟新的途径.
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Abstract
AIM: To investigate the dynamic expression 
and clinicopathological alterations of B-cell 
lymphoma-2 (Bcl-2) during the development of 
hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Hepatoma was induced by 2-fluore-
nylacetamide (2-FAA) in male Sprague-Dawley 
rats. Morphological changes in rat livers were 
observed by pathological examination (HE stain-
ing). Dynamic changes in Bcl-2 in rat livers were 
quantitatively analyzed by enzyme-linked im-
munosorbent assay. The expression and cellular 
distribution of liver Bcl-2 were simultaneously 
detected by immunohistochemistry�.

RESULTS: Histological examination confirmed 
that rat hepatocytes changed from granule-like 

degeneration to atypical hyperplasia and HCC 
development after induction by 2-FAA. There 
were progressive increases in the level of hepatic 
Bcl-2 expression during the course. The levels 
of Bcl-2 in hepatoma tissues were significantly 
higher than those in normal and degenerative 
tissue (5.28 ± 1.10 nmol/g vs 2.78 ± 1.07 nmol/g, 
1.77 ± 0.60 nmol/g, F = 9.85, P < 0.01). Immu-
nohistochemical evidence indicated positive ex-
pression and hepatocyte distribution of Bcl-2 in 
rat hepatoma tissue.

CONCLUSION: Hepatic Bcl-2 protein may par-
ticipate in the carcinogenesis of hepatocytes, and 
its overexpression may accelerate the occurrence 
and development of HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; B-cell lym-
phoma-2; Immunohistochemistry; Enzyme-linked 
immunosorbent assay
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摘要
目的: 观察肝细胞癌变过程中Bcl-2的动态表
达与其病理学特征的关系. 

方法: 以2-乙酰氨基芴(2-FAA)喂饲♂SD大鼠
诱发肝癌发生, 分别观察肝细胞形态学和肝细
胞质Bcl-2蛋白水平变化. 以免疫组织化学法观
察鼠肝组织中Bcl-2表达, 分析Bcl-2蛋白水平
变化与其病理学特征在肝癌发生过程中的关系. 

结果: 诱癌过程从肝细胞出现颗粒样变性, 不
典型增生到原发性肝细胞癌(HCC)的形成过
程中, 肝细胞质Bcl-2的表达水平随肝组织学
形态的改变呈增高趋势, 表现为癌变组明显高
于变性组和正常对照组(5.28±1.10 nmol/g vs  
2.78±1.07 nmol/g, 1.77±0.60 nmol/g, F  = 9.85, 
P <0.01), 而癌前组又高于癌变组(6.21±3.34 
nmol/g vs  5.28±1.10 nmol/g), 但无统计学差异.

结论: Bcl-2参与肝细胞的癌变过程, Bcl-2过
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■背景资料
我国为肝癌高发
区 ,  对 肝 癌 的 早
期诊断是治疗的
重 点 和 难 点 .  近
年 来 ,  通 过 监 测
癌基因或癌相关
基因以提高肝癌
早期诊断率的研
究成为国际上的
热点. B细胞淋巴
瘤-2(bcl- 2)基因是
公认的最重要的
抑制细胞凋亡基
因, 在肿瘤组织中
过量表达, 与肿瘤
发生、发展密切
相关, 其在肝癌发
生、发展过程中
的作用机制日益
受到关注.



表达可能促进了肝癌的发生和发展.

关键词: 肝癌; Bcl-2; 免疫组化; 酶联免疫吸附试验
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0  引言

B细胞淋巴瘤-2(bc l- 2)基因是公认的最重要的

抑制细胞凋亡基因, 在肿瘤组织中过量表达, 与
肿瘤发生、发展密切相关[1]. 细胞增殖和死亡是

调节细胞数量的2个因素, 两者相互作用. 肿瘤

的发生是不断增殖和抑制凋亡的结果[2]. Bcl-2
异常增多使细胞数目增加, 同时未成熟细胞和

老化细胞亦增多, 意味着肝细胞受到致癌因素

攻击而发生变性可能性增加, 易于致肝脏肿瘤

产生, 但其在肝细胞发生癌变过程中的作用与

动态改变机制尚不清楚. 我们以2-乙酰氨基芴

(2-fluorenyl acetamide, 2-FAA)诱发肝细胞癌 
变[3], 以免疫组织化学法观察Bcl-2的胞内定位及

其在肝细胞癌变过程中的动态表达, 探讨Bcl-2
在肝细胞癌变过程中凋亡抑制的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Sprague-Dawley(SD)大鼠48只, 4-6周
龄, 体质量120-160 g, 由南通大学实验动物中心

提供, 清洁级. 分笼喂养于8个等大的笼中, 普通

大鼠颗粒饲料由南通大学实验动物中心提供. 
随机分为6只/笼, 随机挑选1个笼子的大鼠作为

正常对照组, 其余为实验组(其中1组为备用组). 
对照鼠给予一般颗粒饲料, 实验鼠以0.5 g/L的
2-FAA颗粒饲料作恒环境饲养. 实验期间剔除死

亡鼠, 以备用鼠补足. 每2 wk取1只正常鼠和1组
实验鼠, 以乙醚轻度麻醉. 从心尖取血5 mL分离

血清, 置-20℃冰箱保存; 肝组织洗去血迹, 部分

用40 g/L中性甲醛液固定作病理学检查(HE染
色)和免疫组织化学染色, 其余组织置-80℃保存

(Sanyo超低温冰箱). 肝组织经40 g/L中性甲醛液

固定, 脱水、透明、石蜡包埋后, 经切片(厚度

4 µm)、展片、贴片、烤片后制成空白片. 经脱

蜡、水化, HE染色. Olympus BX 50光学显微镜

下观察.
1.2 方法 
1.2.1 SP法免疫组织化学染色 新鲜鼠肝组织经

固定、浸蜡, 做成厚度4 µm的组织切片; 常规

2280                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R         世界华人消化杂志     2007年7月28日    第15卷   第21期

脱蜡、水化; 双氧水阻断内源性过氧化物酶; 高
压加热法修复抗原; 正常动物血清封闭非特异

性结合; 滴加兔多克隆Bcl-2抗体, 4℃过夜, 磷
酸盐缓冲液(PBS)漂洗; 滴加生物素标记的第二

抗体(山羊抗兔), 室温孵育10 min, PBS漂洗; 滴
加链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶, 室温孵育 
10 min, PBS冲洗; 滴加新鲜配制的四盐酸二氨

基联苯胺(DAB)溶液, 室温显色, 蒸馏水洗涤; 苏
木素复染. Olympus BX 50光学显微镜观察、摄

像. 以0.01 mol/L PBS液(pH7.5)分别替代一抗、

二抗和链霉素菌抗生物素蛋白过氧化酶(SP)试
剂作阴性对照, 已知表达Bcl-2的乳腺癌组织作

阳性对照. 组织中显示棕黄色颗粒为Bcl-2表达

阳性. 肝组织中Bcl-2表达强度: +, 阳性细胞数为

10%-25%; ++, 阳性细胞数为26%-50%; +++, 阳
性细胞数为>50%. 
1.2.2  大鼠肝细胞质蛋白浓度测定  取肝组织 
60 mg左右, 剪碎. 按20∶1混合适当量的细胞

质蛋白抽提试剂(碧云天公司)A和B, 加入蛋

白酶抑制剂苯甲基磺酰氟(PMSF)至终浓度为

1 mmol/L配制成组织匀浆液. 取匀浆液与组织

混合充分匀浆. 冰浴15 m in, 4℃ 15 000 g离心 
5 m in. 分离上清至预冷的塑料管中, 为部分质

蛋白. 每20 µL沉淀加入添加了PMSF的试剂A  
200 µL. 高速剧烈振摇5 s, 使沉淀完全悬浮

分散开. 冰浴15 m in. 加试剂B 10 µL. 高速剧

烈振摇5 s, 冰浴1 m in. 高速剧烈振摇5 s, 4℃ 
12 000-16 000 g离心5 min. 立即吸取上清至上述

塑料管中, 即为抽提得到的质蛋白. 肝细胞质蛋

白浓度以蛋白定量(BCA)法测定, 按50∶1混合

BCA试剂A, B配制适量BCA工作液. 蛋白标准品

稀释10倍. 稀释后的标准品按0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 
20 µL加至标准品孔中, 加水补足到20 µL. 加适

当体积样品至样品孔中, 加水稀释到20 µL. 各孔

加入BCA工作液200 µL, 37℃放置30 min. 测定

A 578. 根据标准曲线计算出蛋白浓度. 
1.2.3 大鼠肝组织Bcl-2测定 从肝组织中制备匀

浆液, 以大鼠Bcl-2 ELISA试剂盒(BPB公司)分
析. 其方法为: 浓缩洗涤液稀释50倍, 加入标准

品100 µL, 已稀释标本100 µL于相应反应板孔

中. 加入50 µL酶标记物, 轻轻混匀30 s, 20℃温

育90 min. 反复洗板5次, 每次静置10-20 s. 加底

物A, B液各50 µL, 轻轻混匀10 s, 20℃温育15 
min. 每孔加入终止液50 µL. 轻轻混匀30 s; 测定

A 450. 根据标准曲线计算其浓度.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 多个样
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■研发前沿
目 前 ,  通 过 监 测
肝癌患者血清中
B c l - 2 水 平 以 阐
明其在肝癌发生
发展过程中的意
义的研究较为深
入, 但通过动物实
验直接观察大鼠
肝脏诱癌过程中
Bcl-2表达与改变
的研究尚较少见.
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本均数间的比较先进行方差齐性检验, 再进行

方差分析, 两样本均数的比较采用q检验, 样本

率之间的比较采用Fisher确切概率法; 相关性用

直线相关分析. P <0.05表示差异有显著性.

2  结果

2.1  诱癌过程中鼠肝细胞病理形态学变化  在
2-FAA的诱癌过程中, 对照鼠肝细胞在形态学上

无明显变化; 实验鼠在诱癌不同时期肝脏形态学

发生动态变化. 对照组(n = 6), 肝细胞形态正常, 
无改变; 变性鼠(n = 22), 肝细胞胞质出现颗粒样

变性, 偶见大的异型胞核; 癌前鼠(n = 6), 肝板细

胞、局灶细胞层次增多, 核质增粗, 核质比例增

大; 癌变鼠(n = 8), 结构消失, 排列成巢状、条索

状, 核大, 核质增粗, 核质比增大(图1A). 诱癌后6 
wk绝大多数鼠肝细胞表现为肝细胞变性, 7-9 wk
大部分鼠肝呈现癌前病变, 10-12 wk大部分实验

鼠肝表现为已发生癌变, 且为高分化肝细胞癌. 
2.2 癌变过程中B c l-2表达及与组织学的关系 
Bcl-2表达阳性物质呈棕黄色颗粒, 主要定位于

胞质, 少数细胞出现胞核着色, 胞膜未见着色

(图1B). 随着大鼠肝组织癌变的发生, Bcl-2阳
性率逐渐增高, 正常鼠无阳性表达, 变性组阳性

率仅为59%, 癌前组与癌变组明显上升, 阳性率

已达100%, 差别均有显著性意义(P <0.01). 而且

Bcl-2表达强度呈增强趋势, 在变性鼠阳性中多

呈“+”表达水平, 癌前鼠已有3例达“++”或

“+++”水平, 而癌变组的8例中有4例为“++” 
和1例“+++”水平(表1).“+++”水平(表1).
2.3 诱癌过程中大鼠肝脏Bcl-2的动态改变 在大

鼠肝细胞诱癌过程中, 肝细胞质Bcl-2的表达水

平随肝组织学形态的改变呈增高趋势, 表现为

癌前病变组>癌变组>肝细胞变性组>正常对照

组, 其变化趋势有显著性意义(F = 9.85, P <0.01). 
肝细胞质中Bcl-2平均浓度在癌前病变组明显高

于正常组及变性组, 癌变组明显高于正常组和

变性组(表1).

3  讨论

bcl- 2基因位于18号染色体, 定位于细胞线粒体

图  1  肝细胞癌变过程中肝
组织HE染色Bcl-2分析. A: HE

染色; B: Bcl-2(SP×100); 1: 

诱癌早期; 2: 诱癌中期; 3: 诱

癌晚期.

■创新盘点
关 于 B c l - 2 水 平
与肝癌关系的研
究目前大都集中
在临床血清学检
测及临床病理标
本 检 测 方 面 .  本
文则在大鼠肝脏
诱癌的动物实验
中, 以病理学方法
(HE染色 ,  SP法)
和酶联免疫吸附
法(ELISA), 分别
观察肝细胞形态
学、肝及血Bcl-2
的动态变化. 以免
疫组织化学法分
析肝组织Bcl-2的
表达、胞内定位
及变化规律.

表  1  大鼠肝细胞癌变过程中肝组织Bcl-2的表达

      
	                                   Bcl-2阳性                          肝Bcl-2(nmol/g)

                                    +          ++       +++         n (%)                 mean±SD

正常组          6          0          0          0          0(0)               1.77±0.60

变性组        22          4          7          0        13(59)             2.78±1.07

癌前组          6          3          2          1          6(100)a          6.21±3.34bd

癌变组          8          2          4          1          8(100)b          5.28±1.10bd

分组               n

aP<0.05, bP<0.01 vs正常组; dP<0.01 vs  变性组. 

A1 A2 A3

B1 B2 B3
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膜、内质网膜和核膜孔周围. 他是凋亡抑制基

因, 其功能是通过阻断程序性死亡或凋亡过程

促进细胞生长[4]. bcl- 2原癌基因是重要的能抑制

细胞凋亡的基因, 他编码分子量为26 kDa的蛋

白, 正常情况下在各种组织均有表达, 调节细胞

凋亡速度, 维持机体细胞数目的相对平衡. 机体

细胞的增殖和死亡是调节细胞数量的2个因素, 
两者相互作用, 相互影响. Bcl-2的异常增多, 使
细胞数目增加, 同时未成熟细胞和老化细胞亦

增多, 细胞受到致癌因素攻击而变性的可能性

大大提高, 更易于导致肿瘤的产生[1-2]. 研究表明

在多种肿瘤组织中均发现Bcl-2的表达异常增多, 
与肿瘤的发生、发展密切相关[5-7]. 但他们在肝

癌中表达情况尚不明确. 本研究以免疫组织化学

法分析了肝癌模型, 并定量分析了诱癌过程中鼠

肝Bcl-2蛋白水平的变化趋势, 探寻Bcl-2表达在

肝癌发生与发展中的动态变化与临床价值. 
Bcl-2通过抑制细胞的凋亡而起作用: 在肿

瘤产生的早期, Bcl-2过表达抑制细胞凋亡, 使肿

瘤细胞增殖, 使其数目大大增加, Bcl-2在肿瘤的

早期扮演了较为重要的角色; 而随着肿瘤的进

展, Bcl-2表达却越来越弱(高于正常), 提示癌前

组高于癌变组, 这时不仅肿瘤细胞增殖加快, 而
且凋亡率也增加, 在增生活跃的基础上使细胞

增殖和凋亡达到了新的平衡. 而肿瘤晚期细胞

凋亡之所以会增多, 可能由于一方面使过度增

殖过程中同样增殖的非肿瘤细胞凋亡, 纯化肿

瘤细胞群; 另一方面也可以使“体质较弱”的

肿瘤细胞凋亡掉, 保证了侵袭性强的肿瘤细胞

能够不断地生长, 为肿瘤转移的发生提供了良

好的物质基础. HCC组织中随癌细胞恶性程度

的增高, 凋亡细胞密度呈递减趋势, 而肝硬变中

不但有细胞增殖, 同时存在大量细胞凋亡; HCC
中由于细胞凋亡减少, 细胞聚集速率相对明显

增加, 使HCC生长快, 并表现为恶性行为增加. 
HCC组织中Bcl-2蛋白的表达强度明显高于肝硬

变, 推测Bcl-2可通过其表达产物调控肝硬变和

HCC组织中的细胞凋亡, 该基因蛋白的异常表

达抑制细胞凋亡, 阻止带有恶性潜能细胞的清

除, 促进HCC的发生与发展[8-9]. 本研究中Bcl-2蛋
白的表达普遍存在于肝癌细胞中, 其阳性细胞

率均显著高于正常组织(P <0.05), Bcl-2蛋白的过

表达在肿瘤中起着重要的作用. 提示Bcl-2过表

达可促进肝癌发生、发展, 但作用机制有待研究. 
Bcl-2在多种肿瘤组织中呈高表达, 并且转

染bcl- 2基因能够抑制多种因素诱导的多种细胞

凋亡: 转染bcl- 2基因表达能够防护fas分子与单

抗形成二聚体而启动凋亡信号的传递或TGF-b
诱导的肝细胞凋亡, 转染bcl- 2基因可抑制化疗

药物、加热、放射线、细胞生长因子、c-myc
或p53基因等多种因素诱导的多种细胞的凋亡, 
延长细胞生存时间[10-15], 过表达Bcl-2蛋白对乙

醇诱导的HCC-9204细胞凋亡具有明显的抑制

作用[16]; bcl- 2基因敲除的小鼠肝细胞也因抗氧

化作用减弱而容易发生凋亡, 说明Bcl-2对某些

因素诱导的肝癌细胞凋亡具有一定的抑制作 
用[17-18]. 但有学者认为肝癌组织只能低度表达

或不表达Bcl-2蛋白, 并且其阳性率有时低于癌

旁肝组织[19-21]. 且转染Bcl-2不能抑制肝细胞凋 
亡[22]. 在HBV或HCV导致原发性肝癌中, 在肿

瘤早期Bcl-2蛋白表达明显高于癌旁组织, 推测

Bcl-2过表达抑制由肝炎病毒导致的细胞凋亡, 
从而有利于阻止具有恶性潜能细胞的清除[23-25]. 
另有研究指出, 导入bcl- 2基因并不抑制某些细

胞的凋亡[26], 提示Bcl-2在不同细胞的凋亡过程

中调控作用有差异, Bcl-2在肝癌细胞凋亡调控

中的作用可能具有特殊性. 
研究表明Bcl-2及其同源类似物Bcl-xl在调

节正常和肝癌细胞凋亡时起了非常重要的作用, 
转染bcl- 2基因不能抑制肝细胞凋亡, 转染Bcl-xl
基因却能抑制肝细胞凋亡, 提示虽然bcl- 2基因

不参与某些情况下的肝细胞或肝癌细胞凋亡, 
bcl- 2基因家族在肝细胞或肝癌细胞凋亡调控中

可能仍具有重要的作用[1,21]. Bcl-2主要通过与其

家族成员Bax形成二聚体而发挥作用, 当Bcl-2表
达量较高时, Bcl-2与Bax形成异源二聚体而抑制

细胞凋亡[27]. 当Bax表达量较高时, Bax之间形成

同源二聚体而促进细胞凋亡[28]. 
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Abstract
AIM: To clone mouse resistin-like molecule beta 
(RELMβ), a colon-specific gene, and construct its 
eukaryotic expression vector. 

METHODS: RELMβ expression in diverse or-
gans and tissues in mice was investigated by 
Western and Northern blotting. Total RNA was 
extracted from mouse colon tissues. Full-length 
cDNA of the RELMβ gene was amplified by 
reverse transcriptase-polymerase chain reaction 

(RT-PCR), inserted into T/A vector, validated 
by nucleic acid sequencing, and subcloned into 
the EcoRI restriction site of eukaryotic vector 
pcDNA3.1/Zeo(+). Under induction with Li-
pofectamine 2000, the recombinant cDNA was 
transferred into mouse embryonic fibroblast 
NIH/3T3 cells and colon cancer CT26 cells. Cel-
lular expression levels of RELMβ were measured 
with Western blotting and RT-PCR. 

RESULTS: RELMβ mRNA and protein were 
specifically expressed in mouse colon rather 
than in other organs. The mouse full-length 
RELMβ cDNA (318 bp) was successfully cloned, 
with 99% homology with the reported sequence. 
A GenBank access number was achieved as 
DQ157777. RELMβ mRNA and protein levels 
were enhanced after transfection of cells with 
eukaryotic vector pcDNA3.1-RELMβ (P < 0.01). 

CONCLUSION: The colon-specific gene RELMβ 
was cloned from mouse colon tissues, which 
established a basis for further exploring the bio-
logical functions of RELMβ and potential strate-
gies for targeted therapy of colon diseases.

Key Words: Resistin-like molecule beta; Tissue spe-
cificity; Colon; Gene Expression; Western blotting; 
Northern blotting; Reverse transcriptase-polymer-
ase chain reaction

Zheng LD, Tong QS, Lv Q, Yang XP, Dong JH. Cloning 
of colon-specific gene resistin-like molecule beta and 
construction of its eukaryotic expression vector. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2284-2289

摘要
目的: 观察克隆小鼠结肠特异性基因RELMβ, 
并构建其真核表达载体. 

方法: 采用Western blot、Northern blot方法检
测RELMβ基因在小鼠不同脏器中的表达; 从
小鼠结肠组织中提取总RNA, 采用逆转录聚
合酶链反应(RT-PCR)扩增RELMβ全长cDNA, 
克隆至T载体后进行核酸序列分析, 并将其正
向插入到真核表达载体pcDNA3.1/Zeo(+)的
限制性内切酶位点Eco RⅠ; 重组子在阳离子

®

■背景资料
寻求结肠特异性
表达基因一直是
众多学者致力的
研究方向. 抵抗素
样分子β(RELMβ)
是近年来发现的
一种特异表达于
人和小鼠结肠的
分泌蛋白, 与肠管
细胞增殖、免疫
反应密切相关, 因
而成为研究结肠
疾病及其靶向治
疗的新靶标.
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脂质体Lipofectamine 2000的介导下瞬时转染
小鼠胚胎纤维母细胞NIH/3T3、结肠癌细胞
系CT26, Western blot及RT-PCR法检测细胞
RELMβ表达水平.

结果: RELMβ mRNA和蛋白特异表达于小
鼠结肠, 而其他脏器未见表达. 成功克隆了
小鼠RELMβ全长cDNA(318 bp), 与已报道序
列的同源性高达99%, 获得GenBank登录号
DQ157777. 真核表达载体pcDNA3.1-RELMβ
转染细胞后, 细胞内RELMβ mRNA和蛋白水
平均显著增高(P <0.01).

结论: 从小鼠结肠组织中克隆出RELMβ特异
性表达基因, 为深入研究RELMβ基因的生物
学作用及其在结肠疾病靶向治疗中的作用奠
定了基础.

关键词: RELMβ基因; 组织特异性; 结肠; 基因表达; 

免疫印迹; 逆转录聚合酶链反应
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0  引言

Resistin样分子家族(resistin-like molecules, 
RELMs)是新近确认的啮齿类和人类基因家族, 
共有4个成员, 包括Resistin 、RELMα、RELMβ

和R E L M γ [1-5].  R E L M β ,  亦称发现于炎症带

2(found in inflammatory zone 2, FIZZ2), 是一种

特异表达于人和小鼠结肠的分泌蛋白, 与肠管

细胞增殖、免疫反应密切相关[1,6-8], 因而成为研

究结肠疾病及其靶向治疗的新靶标. 我们观察

了RELMβ在小鼠各脏器中的表达, 并克隆了小

鼠RELMβ基因, 为深入研究RELMβ的生物学功

能奠定了基础.

1  材料和方法

1.1 材料 真核表达载体pcDNA3.1/Zeo(+)、
T4DNA连接酶、感受态细胞TOP10购自Promega 
公司. RNeasy Mini Kit、QIAquick Gel Extraction 
Kit、QIA Prep Miniprep kit购自Qiagen生物公司; 
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis及地高

辛核酸探针标记、检测试剂盒购自Roche公司; 
T/A克隆载体pCRII-TOPO购自Invitrogen公司; 限
制性内切酶Eco RⅠ购自New England Biolabs公

司; 第3代阳离子脂质体Lipofectamine2000购自

Life Technologies公司; RELMβ多克隆抗体购自

Abcam公司; GAPDH mAb购自Santa Cruz公司; 
ECL底物显色试剂盒购自Amersham公司. 核酸

序列分析由大连宝生物公司完成. ♂C57BL/6小
鼠, 8-10 wk, 购自中国医学科学院肿瘤研究所, 
以过剂量氟烷处死小鼠. 分别收集脑、心脏、

肺、胃、结肠、小肠、肝脏、脾脏、肾脏和肌

肉等组织, 立即冷冻于-80℃, 用于Western blot、
Northern blot检测及RT-PCR扩增.
1.2 方法 参考G e n B a n k提供的小鼠R E L M β 
mRNA序列(登陆号: NM_023881), 采用Primer 
Premier 5.0软件设计RELMβ扩增引物序列: 上
游引物P1: 5'-CACCATGAAGCCTACACTGTGT
TTCC-3'(针对RELMβ mRNA的244-265 bp); 下
游引物P2: 5'-TTAAACCATTCGGCAGCAGCG
G-3'(针对RELMβ mRNA的540-561 bp). 预期扩

增产物长度为322 bp, 包含RELMβ全长cDNA基

因(318 bp). 引物由大连宝生物公司合成. 按照

RNeasy Mini Kit说明书提取小鼠结肠总RNA. 
逆转录反应参照Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis试剂盒说明书进行. GAPDH, 上游引物

5'-GCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGG-3', 
下游引物5'-GCCTGCTTCACCACCTTCTTGA
TGTC-3', 扩增产物314 bp. 梯度PCR反应条件: 
95℃预变性3 min, 95℃变性30 s, 55℃-65℃退火

30 s, 72℃延伸1 min, 循环35次, 最后产物在72℃
延伸10 min. 10 g/L琼脂糖凝胶电泳分离PCR条
带, 以GAPDH作为反应内参照, 采用Phoretix 1D
软件进行半定量分析. 参照说明书将RELMβ 
RT-PCR产物连接至pCRII-TOPO载体上, 进行

T/A克隆反应, 转化感受态细胞TOP10, 涂布于

含Amp(50 mg/L)、20 μLX-gal(80 g/L)的LB固体

平皿, 进行蓝白斑筛选. 挑选白色菌落扩增, 碱
裂解法小量提取质粒, 进行核酸序列分析, 将阳

性重组子命名为pCRII-RELMβ.
1.2.1 真核表达载体的构建和鉴定 重组子pCRII-
RELMβ、表达载体pcDNA3.1/Zeo(+) 经Eco RⅠ
酶切后, 从凝胶中分别回收目的基因和线性化

载体片断. 对pcDNA3.1/Zeo(+)去磷处理, 以防止

载体自身环化. 连接反应体系如下: 目的基因片

断6 μL, 线性化载体3 μL, 5×T4连接酶buffer 4 
μL, T4DNA连接酶1 μL, ddH2O 6 μL, 16℃反应

16-20 h. 连接产物经转化、扩增后, 小量提取质

粒, 以Eco RⅠ单切重组子, 酶切产物经10 g/L琼
脂糖电泳, 紫外灯下观察并拍照. 以重组子为模

■研发前沿
本研究的重点是
观察RELMβ基因
在小鼠各脏器中
的表达情况, 并克
隆了小鼠RELMβ
基因, 旨在为进一
步研究RELMβ的
生物学功能奠定
基础.



www.wjgnet.com

2286                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R         世界华人消化杂志     2007年7月28日    第15卷   第21期

板, 采用T7通用型引物、RELMβ下游引物进行

PCR扩增, 鉴定RELMβ cDNA插入方向, 将正向

插入的真核表达载体命名为pcDNA3.1-RELMβ. 
1.2.2 细胞培养和基因转染 小鼠胚胎纤维母细

胞NIH/3T3、结肠癌细胞系CT26购自美国典

型培养物保藏中心(ATCC), 在含有100 mL/L新
生牛血清、青霉素100 KU/L 及链霉素100 g/L
的RPMI 1640培养基中, 37℃、50 mL/L CO2

条件下培养, 每3 d传代1次. 取对数生长期细

胞接种于6孔板, 设置未转染对照组、空载体

pcDNA3.1/Zeo(+) 转染组、pcDNA3.1-RELMβ

转染组. 基因转染步骤参照Lipofectamine2000
试剂盒说明书进行. 转染48 h后, 采用RT-PCR、
Western blot法检测细胞RELMβ mRNA及蛋白

表达水平.  
1.2.3 基因表达检测 制备不同脏器组织匀浆, 每
个样本取蛋白50 µg或者培养基上清液50 µL, 在
40-200 g/L预制的聚丙烯酰胺凝胶中电泳, 转膜

至聚偏二氟乙烯膜, 脱脂奶粉室温封闭1 h, 分别

与针对RELMβ(1∶1000滴度)[9]、GAPDH(1∶
1000滴度)的一抗4℃孵育过夜, 再与辣根过氧化

酶标记的山羊抗兔二抗(稀释度为1∶3000)室温

孵育1 h, 运用ECL底物试剂盒显色. 提取小鼠不

同脏器组织总RNA, 每个样本取10 µg RNA, 在
10 g/L变性琼脂糖凝胶中电泳, 转膜至硝化纤维

素膜. 地高辛标记核酸探针的制备、封闭及杂

交参照试剂盒说明书进行, CSPD工作液显色, X
线胶片常温下曝光10 min检测信号.

统计学处理 采用t 检验或方差分析, 运用

SPSS10.0 统计学软件进行数据分析.

2  结果

2.1 RELMβ在小鼠结肠组织中的特异性表达 在
小鼠各脏器中, RELMβ蛋白特异表达于结肠组

织, 而在脑、心脏、肺、肝脏、脾脏、肾脏和

肌肉等组织无表达(图1A). Northern blot检测亦

进一步发现RELMβ mRNA主要表达于结肠组

织, 而在其他脏器缺如(图1B).
2.2 RELMβ基因的克隆及核酸序列分析 提取

小鼠结肠组织总RNA, 逆转录得到cDNA第1
链, 以此为模板, 利用特异性引物进行PCR扩增, 
获得约322 bp的片段(其中包含RELMβ cDNA 
318 bp), 与预期的片段大小相符(图2). 对pCRII-
RELMβ测序结果进行BLAST检索, 结果表明, 
所克隆的序列与GenBank报道的RELMβ序列

(NM_023881)同源性高达99%, 在第43 bp碱基为

“C”并非“T”, 反应了基因多态性, 获得Gen-
Bank序列登陆号(DQ157777, 图3).
2.3 RELMβ真核表达载体的构建和鉴定 根据目

的基因和载体的物理图谱, 选定Eco RⅠ单酶切

pcDNA3.1-RELMβ. 重组体经Eco RⅠ酶切后, 释
放出346 bp的基因片段(图4A); 以重组子为模

板, 采用T7通用型引物、RELMβ下游引物进行

PCR, 扩增出423 bp大小产物者为正向插入, 将
真核表达载体命名为pcDNA3.1-RELMβ(图4B). 
2.4 外源性RELMβ基因在细胞中的表达 未转染

对照组和空载体pcDNA3.1/Zeo(+)转染组NIH/
3T3、CT26细胞中仅见微弱的RELMβ mRNA 
表达, 未检测到RELMβ蛋白表达. RELMβ真核

表达载体pcDNA3.1-RELMβ转染细胞48 h 后, 
Western blot检测到细胞培养上清中存在高水平

的RELMβ蛋白, RT-PCR可检测到明显的322 bp 
扩增条带, 证实所构建的表达载体能促使外源

性RELMβ基因在小鼠多种细胞中高效表达(图
5A-B).

3  讨论

Resistin是由脂肪细胞特异性分泌、具有胰岛素

■创新盘点
目前, 国际上只有
3个实验室相继克
隆出小鼠RELMβ
基 因 .  本 研 究 从
C57BL/6小鼠结
肠组织中成功克
隆出RELMβ基因
全长cDNA序列 , 
与GenBank对比
同源性为99%, 获
得GenBank登录
号DQ157777. 说
明RELMβ基因在
不同种株间具有
高度的保守性, 但
在其信号肽区域
存在多态性.

M    1     2     3    4      5     6      7    8

500 bp

200 bp

400 bp
300 bp

100 bp

600 bp

322 
bp

图  2  小鼠结肠组织中RT-PCR扩增出RELMβ基因. M: 100 bp 

DNA marker; 1-8: PCR退火温度分别为65, 64.5, 63.3, 61.4, 

58.9, 57.1, 55.8, 55℃.

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

RELMβ

GAPDH

A

B

图  1   小鼠各脏器组织中
RELMβ的表达. A: Western 

blot; B: Northern blot. 1: 脑; 

2: 心; 3: 肺; 4: 肝; 5: 脾; 6: 

肾; 7: 胸腺; 8: 结肠; 9: 小肠; 

10: 胃; 11:  肌肉; 12: 脂肪.
RELMβ
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抵抗作用的循环蛋白[10-20]. 2001年, Steppan et al [1]

运用功能性基因组方法, 发现了一类具有独特

半胱氨酸结构的小鼠和人类resistin样分子家族

(resistin-like molecules), 即RELMs[17]; 他们发现

RELMs是具有特异性组织分布的分泌蛋白, 并
且有可能是信号分子. 其中, RELMβ最初发现于

结肠EST文库, 其晶体结构与resistin高度相关, 
均可通过双硫键形成六聚体[21-22]. 对小鼠组织的

Northern blot分析表明, RELMβ mRNA在结肠中

非常丰富, 但是在许多其他组织中, 包括resistin
特异表达的白色脂肪组织, 都没有RELMβ表

达. 人类和小鼠的RELMβ高度同源, 尤其是在

富含半胱氨酸的C末端. Steppan et al [1]运用人类

RELMβ探针进行多个组织的Northern分析, 发
现人的RELMβ特定分布于结肠和小肠. 本研究

采用Western blot、Northern blot方法检测了小

鼠多种脏器组织中RELMβ的表达, 发现RELMβ

只特异分布在小鼠的结肠, 与文献报道结果一

致[1]. 目前, RELMβ的生物学功能尚未完全阐明. 

■应用要点
RELMβ基因的成
功克隆为进一步
揭示RELMβ的生
物学功能及其在
结肠疾患发病机
制中的作用奠定
了基础. 同时, 如
果以RELMβ基因
为靶标, 通过靶向
技术携带生物治
疗性药物, 将为结
肠疾病的靶向治
疗提供全新的视
野和重要途径. 

图  4  真核表达载体pcDNA3.1-RELMβ的鉴定. A: 酶切; M: 1 

kb DNA marker; 1: pcDNA3.1/Zeo(+)/EcoRⅠ; 2-9: 重组子

1-8/EcoRⅠ; B: PCR; M: 100 bp DNA marker; 1, 2, 4, 7: 反

向插入的重组子; 3, 5, 6, 8: 正向插入的重组子.
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M    1    2    3   4    5    6    7    8    9

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

346
bp

A

图  5  pcDNA3.1-RELMβ在小鼠细胞中的表达. A: RT-PCR; 

B: Western blot; M: 100 bp DNA marker; 1: NIH 3T3对照

组; 2: CT26对照组; 3: NIH 3T3 pcDNA3.1转染组; 4: CT26 

pcDNA3.1转染组; 5: NIH 3T3 pcDNA3.1-RELMβ转染组; 

6: CT26 pcDNA3.1-RELMβ转染组.
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图  3  RELMβ基因核酸序列分析.
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在小鼠胚胎形成过程中, 直到第17天才能检测

到RELMβ的表达, 值得注意的是, 这也是啮齿

类结肠从未分化的层状上皮转变成简单的柱状

上皮的时期[1]. 运用原位杂交技术确定RELMβ

在结肠中的表达定位, 发现RELMβ mRNA在隐

窝基底部增生性上皮中较为丰富, 从隐窝基底

部到腔面, 其表达水平逐渐减弱. 在具有APC基
因突变表型、易患肠道肿瘤的小鼠的肠道中, 
RELMβ mRNA表达水平较野生型小鼠显著增

高. 此外, RELMβ具有针对肠道病原体的免疫效

应子功能, 在感染后的肠道中, RELMβ定位于

杯状细胞, 表达显著上调, 且与Th2细胞因子、

杯细胞增生及宿主保护性免疫[6,23-27]同步. 新近

研究表明, 在葡聚糖硫酸钠诱导的小鼠溃疡性

结肠炎模型中RELMβ表达显著上调, 并且提示

RELMβ可能通过活化巨噬细胞释放肿瘤坏死

因子α等炎性因子加重肠道上皮的损伤[28-30]. 由
此可见, RELMβ可能与肠道上皮分化、细胞增

殖、免疫反应和炎症密切相关.
基因克隆、基因转染已成为明确基因功能

的主要研究手段. 目前国际上只有3个实验室

相继克隆出小鼠RELMβ基因. 我们从C57BL/6 
小鼠结肠组织中成功克隆出RELMβ基因全长

cDNA序列(318 bp), 提交并与GenBank RELMβ
序列(NM_023881)进行对照, 结果发现克隆出

的RELMβ全长cDNA序列的阅读框与后者(源
于FVB/N小鼠)的同源性为99%, 说明RELMβ基

因在不同种株间具有高度的保守性. 差异性核

酸序列位于RELMβ cDNA的第43个碱基. 运用

Psort和SignalP软件预测RELMβ N末端的信号

肽序列, 均提示其信号肽切割位点位于第23和
24个氨基酸之间, 预计切割后RELMβ分子质量

是9 kDa[21-22]. 因此, 我们认为RELMβ基因可能

在其信号肽区域存在多态性, 将该序列上传至

GenBank, 获得了登录号DQ157777. 至此, 我们

在国际上第4个克隆出RELMβ全长cDNA基因

序列. 为确定RELMβ能在细胞水平有效表达, 我
们通过脂质体介导的基因转染方法, 将携带有

RELMβ的真核表达载体转染入小鼠胚胎纤维

母细胞和结肠癌细胞, 结果在培养上清中均能

检测到RELMβ蛋白, 说明外源性RELMβ基因在

细胞内高效表达, 并分泌至胞外. 而且, Western 
blot检测发现RELMβ的为M r18 000, 符合其二聚

体结构特点[21-22].
总之, 我们成功克隆了RELMβ这一结肠组

织特异性基因, 为进一步揭示RELMβ的生物学

功能及其在结肠疾患发病机制中的作用奠定了

基础. 同时, 如果以RELMβ基因为靶标, 通过靶

向技术携带生物治疗性药物, 将为结肠疾病的

靶向治疗提供全新的视野和重要途径.
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Abstract
AIM: To investigate the indices of syndrome 
differentiation for changre fushi syndrome in 
yangming disease. 

METHODS: The rat model with changre fushi 
syndrome in yangming disease was established 

by perfusing chinese herb of the hot for 12 days 
and then with the rat dung in the 13th and 14th 
day. Manifestations of the disease including tem-
perature and motor activity were observed in the 
rats, the small intestine absorption of D-xylose 
and activity of Na+-K+-ATPase were measured 
by phloroglucin method with rat’s blood, and 
the morphological changes in the stomach, small 
intestine, liver, pancreas, colon and spleen were 
observed. 

RESULTS: The temperature and small intestine 
absorption in model group were higher than 
that in normal group. The Na+-K+-ATPase ac-
tivity in model group was also raised (2.8777 ± 
0.4489 vs 2.4683 ± 0.4780, P < 0.01), and the struc-
ture of the tunica mucosa ventriculi was normal. 
The number of principal cells was reduced and 
the parietal cells were understained. The num-
ber of cells absorbed by the small intestine was 
increased and focal inflammation was observed. 
The liver showed vacuolar degeneration and 
swelling. And the colonic epithelial cells were 
strongly stained and in disorder, the number 
of goblet cells increased. Pancreas cells and the 
spleen corpuscles were in normal condition. 

CONCLUSION: Changes in temperature, ab-
sorption of D-xylose, activity of Na+-K+-ATPase 
and morphological changes in the stomach, 
small intestine, liver, spleen and colon can be 
used as indices to diagnose changre fushi syn-
drome due to intestinal heat in yangming dis-
ease. 

Key Words: Yangming disease; Changre fushi syn-
drome; Rat; Mechanism

Fan XR, Wang RT, Zhu WF, Wu CR, Huang GH, Wang 
YQ, Zhang BT. Establishment and mechanism of a rat 
model with changre fushi syndrome in yangming disease. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2290-2294

摘要
目的: 探求大鼠阳明病肠热腑实证客观性辨
证指标. 

®

■背景资料
《伤寒论》是中
医学的经典论著, 
其对临床辨证用
药的指导作用是
毋庸置疑的, 但其
辨证缺乏客观性, 
疗效缺乏客观评
价指标, 因此, 在
进行文献整理与
临床验证等研究
的同时, 吸收现代
科学知识的方法, 
加强实验研究是
十分必要的. 基于
脾胃病的多发性
与《伤寒论》的
相关论述并结合
临床实际, 在中医
病因理论的指导
下复制了阳明病
肠热腑实证大鼠
模型, 并进一步并
从模型大鼠的外
观变化, 体温, 小
肠吸收功能, 能量
代谢相关酶以及
组织形态学改变
多方面探讨该模
型的机制. 探索研
究中医经典的方
法, 为中医辨证提
供辅助客观指标.
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方法: 大鼠先灌服热性中药连续12 d, 于13, 14 
d自身粪便灌胃, 15 d ip细菌内毒素, 造阳明病
肠热腑实证. 观察模型大鼠的活动和体温, 取
大鼠血用间苯三酚法测大鼠小肠对D-木糖的
吸收功能, 能量代谢相关酶Na+-K+-ATP酶活性
并观察胃、小肠、肝、胰腺、结肠、脾组织
形态学变化. 

结果: 模型组大鼠好动, 体温升高, 大便干结, 
小肠吸收功能增强, Na+-K+-ATP酶的活性升高
(2.8777±0.4489 vs  2.4683±0.4780, P <0.01), 
可见胃黏膜结构基本正常、主细胞数目减
少、壁细胞淡染、轻度水肿及空泡样变和小
肠吸收细胞数目较多,可见局灶性炎性浸润, 
肝细胞空泡样改变和肝细胞浊肿, 胰腺细胞结
构基本正常; 结肠上皮深染、杯状细胞数目
增多, 细胞排列紊乱, 脾小体体积正常、数目
增多. 

结论: 体温, D-木糖的吸收率, Na+-K+-ATP酶
的活性以及胃、小肠、肝、脾、结肠的部分
组织形态学改变可作为此证的客观诊断指标.

关键词: 阳明病; 肠热腑实证; 大鼠; 机制

樊新荣, 王荣田, 朱文锋, 伍参荣, 黄贵华, 王雨青, 张波涛. 阳

明病肠热腑实证大鼠模型的建立与机制.  世界华人消化杂志  

2007;15(21):2290-2294

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2290.asp

0  引言

《伤寒论》辨阳明病脉证并治, 实质是辨阳明

证范畴内的肠热腑实证等若干由具体病位与病

性之证素所构成的证. 在科学飞速发展的今天, 
在进行文献整理与临床验证等研究的同时, 吸
收现代科学知识的方法, 加强实验研究是十分

必要的. 基于脾胃病的多发性与《伤寒论》的

相关论述并结合临床实际, 本实验复制了阳明

病肠热腑实证大鼠模型, 并从大鼠的外观变�, 
体温, 小肠吸收功能, 能量代谢相关酶以及胃、

肝、脾、胰腺、小肠、结肠组织形态学改变方

面探讨该模型的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar成年大鼠24只, 体质量200-220 g, 
雌雄各半, 购于湖南省长沙市开福区东创实验

动物科技服务部(scxk(湘)2006–0001). 附子、肉

桂、干姜由湖南中医药大学附属第一医院中药

房提供, 肉桂: 干姜以1∶1∶1比例作成水煎剂, 

4℃保存; D-木糖由天津市光复精细�工研究所

提供; D-木糖试剂盒, Na+-K+-ATP酶试剂盒, 考
马斯亮蓝蛋白测定试剂盒, 均由南京建成生物

工程研究所提供; 大肠杆菌内毒素由湖南中医

药大学病原免疫学教研室提供, DU-640型核酸

/蛋白分析仪(美国·贝克曼库尔特), 80-2型离心

沉淀机(上海手术器械厂), SYC型超恒温水槽(巩
义市英峪予�仪器厂), DY89-I型电动玻璃匀浆

机(宁波新芝科器研究所).
1.2 方法 参考文献[1]根据每只大鼠的公斤体重计

算其给药量. 将动物随机分为2组, 阳明病肠热

腑实证模型组(简称模型组)、空白对照组, 每组

12只. 造模方法参考梁念海 et al [2]胃热证造模方

法, 每天用附子、肉桂、干姜水煎剂, 按20 g/kg, 
ig, 用药12 d后; 禁食(不禁水)12 h, 给100 g/L大
鼠自身粪便混悬液2 mL灌胃, 每天2次, 连续2 d; 
3 d用1011个/mL大肠杆菌灭活菌液, 0.1 mL, ip, 
空白组灌等剂量的自来水. 注射5 h后, 观察并记

录造模中大鼠的毛发色泽、行为状态、饮食、

大便等外观方面的变�. 体温采用肛温测量法, 
将体温表插入大鼠肛门(探头插入0.5 cm), 待
读数稳定后, 读取数值. (1)血浆D-木糖测定(间
苯三酚法)各组大鼠先灌服50 g/L D-木糖溶液 
0.3 g/kg, 1 h后眼球取血, 制备血浆, 严格按试

剂盒说明操作 .  (2)肝脏三磷酸腺苷(N a+-K+-
ATPase)活性测定, 断头处死大鼠, 打开腹腔, 在
冰台迅速取出肝脏, 称取0.5 g, 加9倍量的生理

盐水, 在匀浆器中研磨成100 g/L的肝组织匀浆, 
低温低速离心5 min, 将离心好的匀浆留上清备

用, 按试剂盒说明操作, 蛋白含量测定采用考马

斯亮蓝法.另断头处死大鼠, 取出肝、胃、脾、

胰腺、小肠、结肠, 用生理盐水冲洗干净, 制作

切片, HE染色, 光镜观察.
统计学处理 实验数据以(mean±SD)表示, 

用SPSS12.0统计软件进行统计学处理, 采用t 
检验.

2  结果

2.1 外观, 血浆D-木糖含量及肝脏Na+-K+-ATPase
活性 模型组大鼠灌服热性药后4 d出现体重降

低, 竖毛, 活动增加, 饮水量增加, 尿量减少并发

黄; 灌自身粪便当天出现排便时间延长, 排便粒

数减少, 大便干结, 并成圆珠状或串珠; 注射大

肠杆菌灭活菌液5 h后测体温升高. 空白组大鼠

饮食, 大便正常, 毛发有色泽、行为状态正常. 
体温、血浆D-木糖含量及肝脏(Na+-K+-ATPase)

■创新盘点
本文在查阅大量
资料的基础上, 综
合多种造模方法, 
采用内服热性药, 
灌服大鼠自身粪
便以及注射大肠
杆菌的方法, 复合
因素复制阳明病
肠热腑实证中医
证的动物模型, 较
全面的体现中医
证的特征, 克服单
一素造模只能模
拟中医证的部分
特征的弊端.
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活性测定结果(表1).
2.2 各组大鼠组织形态学变化 模型组大鼠胃黏黏

膜结构基本正常, 主细胞数目减少, 壁细胞淡染, 
轻度水肿及空泡样变(图1A); 空白对照组大鼠胃

黏膜结构正常(图1B); 模型组大鼠小肠上皮细胞膜结构正常(图1B); 模型组大鼠小肠上皮细胞

排列整齐, 吸收细胞数目较空白组多, 黏膜层基黏膜层基膜层基

底部可见局灶性炎性浸润(图1C); 空白对照组大

鼠肠绒毛及肠上皮细胞排列整齐(图1D); 模型组

大鼠可见肝细胞空泡样改变, 部分肝细胞核�

失, 肝细胞浊肿(图1E); 空白对照组肝细胞结构

正常, 肝细胞排列整齐, 肝细胞核及胞质染色均

匀(图1F); 模型组大鼠胰腺基本正常(图1G); 空
白对照组大鼠腺泡、导管及胰岛正常(图1H); 阳
明病肠热腑实证模型组大鼠结肠上皮深染, 杯
状细胞数目增多, 细胞排列紊乱(图1I); 空白对

照组大鼠结肠黏膜、黏膜下层、肌层、外膜结黏膜、黏膜下层、肌层、外膜结膜、黏膜下层、肌层、外膜结黏膜下层、肌层、外膜结膜下层、肌层、外膜结

构正常(图1J); 模型组大鼠, 肉眼观脾体积较正

常, 镜下见脾小体数目增多, 红髓减少, 并见巨

噬细胞数目增多(图1K); 空白对照组大鼠脾结构

正常(图1L).

3  讨论

阳明腑证是��器官分泌功能紊乱, ��腺分

泌减少, 胃肠蠕动减弱, 食糜停滞, 肠内发酵, 腐
败过程加剧, 肠道菌群正常比例失调并大量繁

殖, 毒力剧增 [3]. 附子、肉桂、干姜为大热之

品, 过服可致�体发热; 大鼠粪便为糟粕难��

之物, 其死的和活的细菌约占粪便固体重量的

20%-30%, 其中主要是大肠杆菌, 葡萄球菌等, 
与肠中糟粕结成燥实后, 必然引起肠腔内细菌

的迅速繁殖并产生大量的内毒素. 肠道内毒素

还可泛滥进入全身循环, 引起机体中毒反应, 内
毒素的热原性很强, 注入微量的内毒素即可引

起�体发热. 其致热机制是内毒素可使机体内

粒细胞释放内原性致热原, 作用于下丘脑体温

调节中枢而引起发热[4-5]. 内毒素还可刺激骨髓

粒细胞的生成和成熟, 使白细胞计数升高, 低于

发热量的内毒素即可引起白细胞的明显变�, 
因此发热反应和外周白细胞数目的变�是内毒

素对机体毒性作用的表现[6-7]. 肠道内毒素80%
可被肝脏所摄取, 当肠道内毒素大量出现时, 对
肝细胞有损害[8-10].

中医学认为“阴静阳躁”. 本实验中发现

模型组动物出现活动增加、饮水量增加, 尿量

减少, 出现排便时间延长, 便干结, 并成圆珠状

或串珠, 提示该造模法可模拟阳明病肠热腑实

证的部分症状. 中医学认为“阳盛则热, 阴盛则

寒”. 本实验中发现阳明病肠热腑实证模型组

动物体温高于空白对照组(P <0.05), 提示该模型

模拟了阳明病肠热腑实证的发热症状. 提示体

温可作为阳明病肠热腑实证的客观辨证指标之

一. D-木糖在小肠内通过被动扩散的方式进行

吸收, 不需��酶参与, 吸收后在体内不被肝脏

代谢, 经肾排出, 其吸收水平能够反映小肠的表

面积及小肠吸收功能水平[11-12]. 因此, 如果以定

量木糖口服, 在规定时间内测定血或尿内木糖

量, 即可了解小肠的吸收功能[13-14]. 本实验结果

显示: 阳明肠热腑实证模型组与空白对照组比

较血浆D-木糖排泄率升高(P <0.01). 提示, D-木
糖吸收率可作为阳明病肠热腑实证的客观辨证

指标之一. 从现代生�学观点看, 细胞的物质代

谢活动都伴随有能量转�, 而三磷酸腺苷(ATP)
是机体储能和直接供能的物质, 与细胞的生理

活动密切相关, 细胞中�耗能量最多的是钠泵

(Na+-K+-ATP酶), 伴随能量代谢的改变还有耗氧

量、代谢产物乳酸、肌酐、尿素氮等的改变,且
物质能量的代谢还受神经-内分泌等因素的调

节和影响, 因此, 组织中ATP水平是反映组织细

胞功能状态及其生命力的重要参数之一[15-16]. 本
实验结果表明: 模型组与空白组比较, 肝脏Na+-
K+-ATPase活性升高(P <0.01); 提示, 肝脏Na+-K+-
ATPase活性可作为阳明病肠热腑实证的客观辨

证指标之一.
脾胃功能的失常与阳明病的发生、发展及

转归关系极为密切. 现代医学认为中医脾胃是

以��系统为基础的, 涉及多系统、多器官的

功能单位, 包括能量代谢和水液代谢, 并与血

液、内分泌、免疫和神经系统等有密切联系的

一个概念[17-20]. 因此, 本实验选取胃、肝、脾、

胰腺、小肠、结肠观察组织形态学改变. 实验

结果表明模型组大鼠胃黏膜结构基本正常, 主
细胞数目减少, 壁细胞淡染, 轻度水肿及空泡样

变; 小肠上皮细胞排列整齐, 吸收细胞数目较空

表  1  大鼠体温、血浆D-木糖含量及肝脏Na +-K +-
ATPase活性(mean±SD, n  = 12)

     
分组                 t /℃

               D-木糖             Na+-K+-ATPase

                                              (μmol/L)           (umolpi/mgprot·h)

对照组  38.17±0.42     379.9±126.6      2.4683±0.4780 

模型组   38.60±0.45a   507.3±142.6b    2.8777±0.4489b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
在中医理论指导
下复制阳明病肠
热腑实证中医证
的 动 物 模 型 ,  并
从中医病因、症
状、相关因素、

客观指标等方面
评价. 为中医基础
病理学、中医基
础药理学研究提
供服务, 为中医临
床辨证提供客观
辅助辨证指标.
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图  1  阳明病肠热腑食模型组(HE×200). A: 胃; B: 胃对照; C: 小肠; D: 小肠对照; E: 肝; F: 肝对照; G: 胰; H: 胰对照; I: 结肠; 

J: 结肠对照; K: 脾; L: 脾对照.   

白组多,可见局灶性炎性浸润; 肝细胞空泡样改

变, 部分肝细胞核�失, 肝细胞浊肿; 胰腺基本

正常; 结肠上皮深染, 杯状细胞数目增多, 细胞

排列紊乱; 脾小体数目增多, 红髓减少, 并见巨

噬细胞数目增多.
辨证论治是中医独特的理论体系, 是中医

的的特色和精�[21], 复方和中药的使用都是针

对相应的“证”. 因此, 中医证的动物模型应在

中医理论指导下, 为中医基础病理学、中医基

础药理学提供服务. 理想的中医证的动物模型

应该从中医病因、症状、相关因素、客观指标

等方面评价. 症状在中医临床诊断中起至关重

要的作用, 因此动物模型诊断依据也应以此为

主; 证候由病因引起, 病因与证之间有相互特异

性, 所以病因也是一个重要的依据; 中医证要结

合时、地、�等, 所以动物的种类年龄性别, 也
是中医证模型的相关因素; 客观指标辅助中医

证的诊断不论在临床还是动物模型上, 都属于

有广阔前景的新事物, 寻求与证有相关的特异的

客观指标, 对中医诊断的客观�, 中医学的现代

�都有重要意义. 肠热腑实证是指由于邪热入

里, 与肠中糟粕相搏, 燥屎内结所表现的里实热

证候. 目前缺少理想的动物模型, 有些学者根据

中医理论结合现代医学理论探索性的复制里实

证动物模型或热证动物模型. 如田在善 et al [22]采

用静注醋酸铅和5-羟色胺, 同时口灌脂多糖的方

法, 对大鼠进行肠源性内毒素血症造模. 另有学

者复制了自身粪便法里实证(便秘)模型[23]以及

■名词解释
证素: 即辨证的基
本要素, 是中医学
中最近出现的新
概念, “证素”是
通过对“证候”

(症状、体征等病
理 信 息 ) 的 辨 识 ,
而确定的病位和
病性, 是构成“证
名”的基本要素. 
证素是中医辨证
的核心和关键.
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热证动物模型[24]等. 本研究在参考多种造模方法

的基础上以中医理论为指导复制阳明病肠热腑

实证模型, 比较符合中医病因病机. 并从外观行

为、体温、小肠吸收功能、能量代谢等方面以

及胃、肝、胰腺、小肠、脾、结肠形态等改变

探讨其机制, 本造模方法造价低廉, 反应症状较

全面, 可为临床实验研究提供一个较好的平台.
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Abstract
AIM: To study the effects of NO on the intestinal 
mucosal barrier and on the tight junction protein 
occludin in intestinal epithelial cells in vitro.

METHODS: Colon cancer cell line (Caco-2 cells) 
was treated with Sin1, a NO donor, in a dose-
dependent manner for 24 hours. The protein and 
total RNA of Caco-2 cells were extracted. Chang-
es in occludin protein mRNA in Caco-2 cells 
stimulated by NO were determined by Western 
blotting and real-time quantitative pclymerase 
chain reaction, respectively�.

RESULTS: The killing effect of NO on Caco-2 
cells was dose-dependent. When treated with 
Sin1 at 125, 250, 500 and 1000 μmol/L doses, the 
levels of occludin protein (375 ± 0.5, 374 ± 0.8, 
363 ± 0.3, 363 ± 0.7) and mRNA (0.689 ± 0.01, 0.578 
± 0.09, 0.554 ± 0.03, 0.619 ± 0.04) were significant-
ly decreased compared with those in untreated 
Caco-2 cells (398 ± 0.7, 1, respectively, P < 0.01).

CONCLUSION: NO can directly kill intesti-
nal epithelial cells. NO may affect protein and 
mRNA expression of the tight junction protein 
occludin in a dose-dependent manner.

Key Words: NO; Sin1; Caco-2 cell line; Tight junc-
tion protein occludin; Western blotting; Real time 
polymerase chain reaction

Liu DY, Cui W. Effects of NO on the tight junction protein 
occludin in intestinal epithelial cells in vitro. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2295-2299

摘要
目的: 探讨一氧化氮(NO)对肠上皮细胞表达
紧密连接蛋白Occludin的影响, 以研究NO对
肠黏膜屏障的作用机制. 

方法: 将NO的供体Sin1与肠上皮细胞株Caco-2
共培养24 h, 采用MTT方法观察NO对肠上皮细
胞的作用, 并分别提取细胞蛋白和总RNA, 采
用免疫蛋白印迹(Western blot)蛋白半定量方法
和实时定量聚合酶链式反应(RQ-PCR)方法检
测不同NO浓度对Caco-2细胞表达紧密连接蛋
白Occludin蛋白和mRNA表达的影响. 

结果: 随着Sin1浓度升高(125, 250, 500和1000 
μmol/L)NO对细胞的杀伤作用产生并逐渐增
大, Occludin蛋白表达量和mRNA的相对表
达量与无Sin1刺激时蛋白及mRNA的表达量
相比明显降低(蛋白: 375±0.5, 374±0.8, 363
±0.3, 363±0.7 vs  398±0.7; mRNA: 0.689±
0.01, 0.578±0.09, 0.554±0.03, 0.619±0.04 vs  
1, 均P <0.01).

结论: NO可直接损伤肠上皮细胞, 同时以剂
量依赖形式在蛋白和分子水平影响紧密连接
蛋白Occludin的表达.

关键词: 一氧化氮; Sin1; Caco-2细胞; 紧密连接蛋

白Occludin; 免疫印迹; 实时定量聚合酶链式反应
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■背景资料
国 内 报 道 N O 对
紧密连接影响甚
少, 本文采用NO
与Caco-2细胞共
培养, 观察NO对
Occludin的影响. 
尽管许多国外学
者在NO对紧密连
接的影响上做了
大量工作, 但NO
影响紧密连接的
机制还有待解决. 



0  引言

Occludin是一种整体膜蛋白, 是紧密连接的重要

组成部分, 对上皮细胞的紧密连接至关重要[1]. 
紧密连接的建立和稳定是由生长因子、细胞因

子和激素等严密调节的[2-3]. NO是细胞内和细胞

间的信使, 广泛分布于消化道, 参与多种胃肠道

的生理和病理过程, 如胃肠道运动、内脏的血

流量调节、黏膜的保护以及炎症反应等, 是机

体生理和病理生理过程中的一种重要化学介质. 
NO是否对紧密连接有影响, 国内报道甚少. 我们

采用NO的供体Sin1与Caco-2细胞共培养, 观察

NO对Occludin的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 Caco-2细胞株(美国ATCC公司), NO供

体-Sin1、抗人Occludin抗体和b-actin(Sigma公
司), RNeas Mini kit, T7体外转录试剂盒和Real 
time quantitative PCR试剂盒(大连宝生物工程有

限公司).
1.2 方法 参照文献[4]培养Caco-2细胞, 即应用

含有200 mL/L胎牛血清, 10 g/L非必需氨基酸,  
10 g/L谷氨酰胺, 1 g/L的丙酮酸钠, 青霉素-链霉

素双抗液和用NaHCO3调pH值的DMEM培养液将

Caco-2细胞在37℃, 50 mL/L CO2条件下进行培养, 
每7 d按1∶2传代, 传代后7 d细胞生长达融合状

态, 每次实验分为对照组(Sin1非添加组)和实验组

(Sin1添加组), 实验时取5组非同代7 d生长达融合

的细胞, 添加1000 μmol/L, 500 μmol/L, 250 μmol/L, 
125 μmol/L, 0 μmol/L Sin1继续培养24 h后并收集

Caco-2细胞提取总蛋白和总RNA, -130℃保存以

待做Western blot和Real-time PCR使用.
1.2.1 MTT检测Sin1对Caco-2杀伤 取同代细胞接

种于96孔板上, 待细胞生长达融合状态时用不

同浓度Sin1处理24 h后每孔加入MTT 20 μL(5 g/L), 
37℃孵箱孵育4 h, 用二甲亚砜终止反应, 492 nm
波长酶标仪检测. 
1.2.2 We s t e r n b l o t检测S i n1对C a c o-2表达

Occludin蛋白影响 6孔板培养细胞达融合状态

后, 加入Sin1(浓度为1000 μmol/L, 500 μmol/L, 
250 μmol/L, 125 μmol/L, 0 μmol/L)培养24 h, 加
入蛋白裂解液, 提取蛋白, 分装, -130℃保存待

用; 用紫外分光度计进行蛋白浓度测定, 然后

经SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)、转

膜、染膜, 观察结果并照相, 用天能GIS凝胶图

象处理系统进行分析. 
1.2.3 用Real-time PCR检测Caco-2细胞Occludin 
mRNA表达 取5组非同代7 d生长达融合状态的
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细胞, 添加1000 μmol/L, 500 μmol/L, 250 μmol/L, 
125 μmol/L, 0 μmol/L Sin1在CO2孵箱中继续

培养24 h, 用大连Takara公司提供的试剂提取

RNA, 提取的RNA利用凝胶电泳定量. 在体外

将每个样本RNA 100 ng转录为cDNA, 然后进

行定量PCR反应. Occludin的引物为: Occludin–
F5'-AAGAGTTGACAGTCCCATGGCATAC-3', 
Occludin-R5'-ATCCACAGGCGAAGTTAATGG
AAG-3'; GAPDH的引物: GAPDH-F5'- GCACCG
TCAAGGCTGAGAAC-3', GAPDH-R5'-ATGGT
GGTGAAGACGCCAGT-3'. 将构建的RNA标准

品分别梯度稀释(1010, 109, 108, 107, 106 copies/L) 
作为模板进行Real-time PCR反应, 分别制作目

的基因occludin和管家基因GAPDH的标准曲线. 
同时使用提取RNA样品在标准曲线上分别进行

定量, PCR反应条件为95℃ 10 s, 然后95℃ 5 s
和60℃ 20 s循环45次, 最后经60℃ 1 min和95℃ 
5 s. 按下列公式进行相对表达量分析: Occludin 
m R N A的相对表达量  = o c c l u d i n基因拷贝 
数/GAPDH基因拷贝数, 校正结果以0 μmol/L为
1, 其余组与之比较. 

2  结果

2.1 M T T检测结果 S i n1浓度为250 μ m o l/L,  
500 μmol/L, 1000 μmol/L时对细胞有杀伤作用, 
125 μmol/L无损害作用(图1).
2.2 NO对Caco-2细胞表达Occludin蛋白的影响 
利用Western blot方法进行蛋白的半定量分析. 
Occludin的分子量为65 kDa, 结果表明在65 kDa
位置有明显条带, 加入Sin1后蛋白表达量明显

下降, Sin1浓度为125 μmol/L, 250 μmol/L, 500 
μmol/L, 1000 μmol/L时Occludin蛋白表达量分别

为375±0.5, 374±0.8, 363±0.3, 363±0.7, 与无

Sin1刺激Caco-2的Occludin蛋白表达量398±0.7
相比明显降低(P <0.01, 图2).
2.3 NO对Caco-2细胞Occludin mRNA相对表达

量的影响 应检测的mRNA以0 μmol/L Sin1时
Occludin mRNA的相对表达量设为1, 通过管家

基因GAPDH的校正得出Sin1浓度为125 μmol/L, 
250 μmol/L, 500 μmol/L, 1000 μmol/L时Occludin 
mRNA的相对表达量分别为0.689±0.01, 0.578
±0.09, 0.554±0.03, 0.619±0.04, Sin1浓度为125 
μmol/L, 250 μmol/L, 500 μmol/L, 1000 μmol/L刺
激Caco-2表达Occludin的mRNA相对含量与无

Sin1刺激Caco-2表达Occludin的mRNA相对含

量相比明显下降(P <0.01), 在500 μmol/L达最低, 
1000 μmol/L轻微升高接近125 μmol/L(图3).
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■创新盘点
NO是细胞内和细
胞 间 的 信 使 ,  参
与多种胃肠道的
生理和病理过程, 
本文采用NO的供
体Sin1与Caco-2
细胞共培养来观
察NO体外对紧密
蛋白的影响. 
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3  讨论

单层Caco-2细胞类似正常人肠上皮细胞, 在形态

学上与人体肠上皮细胞相同, 并可分泌与人体

相同的酶类、转化因子等[5], 此细胞来源于人体

结肠癌细胞株, 在生长至融合后有柱状突起, 类
似于小肠微绒毛. 向培养液一侧形成刷状缘并

有分化良好的紧密连接, 是目前很好的体外肠

屏障模型[6], 特别是在紧密连接蛋白表达研究中

得到广泛应用[7-9]. 紧密连接是上皮屏障的一种

重要的因子, 对相邻细胞的相互连接中起重要

的作用. 他维持着细胞顶部和嗜碱性部位的分

离, 是上皮渗漏的调节屏障[10]. 作为转膜蛋白的

Occludin是紧密连接的重要组成部分, 他是分子

质量为65 kDa的跨膜蛋白. NO由3型一氧化氮合

酶(NO synthase, NOS)催化L-精氨酸合成, 他是

一种多效性生物气体分子, 可参与调节血管舒

张、突触传递、巨噬细胞的杀伤活性和免疫反

应等, 是机体生理和病理生理过程中的一种重

要化学介质[11]. 内生的NO能通过调节小肠的运

动而调节肠道营养的运转[12], 他是胃肠道主要

的非肾上腺素能-非胆碱能的神经递质[13], 他参

与紧密连结蛋白包括Occludin的表达[14], 调节紧

密连结的关和开[15], 他是紧密连结的重要调节因

子[16]. 此外NO还是肠道黏膜防御的重要因子[17], 
他调节黏膜免疫细胞的活性; 减少白细胞与内

皮的相互黏附; 并调整黏膜血流; 减少上皮的渗

漏; 刺激黏液的产生和碳酸氢盐的分泌[18-19]; 他
还通过细胞毒特性进行黏膜防御[20], 由实验证

实长期少量NO注射可减少实验性结肠炎症并加

速其治愈[21]. 尽管在正常情况下NO对黏膜有防

御作用, 但有研究显示NO对组织损伤起作用[22], 
更有研究证明N O S抑制剂减弱结肠损伤和炎

症反应[23-25], 此外NO还通过抑制CAMP依赖的

CFTR(一种上皮细胞离子通道和氯分泌调节蛋

白)抑制氯的分泌[26], 他能使细胞间紧密连接变

得松弛而导致肠黏膜通透性增高, 能直接作用

于肠黏膜, 导致高通透和细菌易位[27], 而且通过

形成过氧化硝酸盐来损伤肠黏膜上皮[28]. 在体

外NO作用于肠上皮细胞可导致钠、钾ATP酶
抑制[29]. 

S in1是NO的供体, 他可产生NO和等量的

超氧化物, 用Sin1与细胞共培养24 h可引起大约

50%细胞死亡[30]. 我们用Sin1刺激Caco-2, 观察

NO对肠上皮表达Occludin的影响. MTT结果显

示Sin1随浓度的加大对Caco-2细胞有杀伤作用, 
这证明NO可直接作用于肠上皮细胞, 引起肠上

皮细胞的损伤. NO的生物学作用除作为生物信

使外, 还具有细胞毒作用, NO可作用于巯基使

能量代谢或与抗氧化有关的酶失活, 并可直接
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■应用要点
本 文 分 别 利 用
Western blot方法
和Real-time PCR
方 法 得 出 加 入
Sin1后Occludin
蛋白和mRNA表
达 都 明 显 减 少 , 
从而得出NO在分
子和蛋白水平影
响紧密连结蛋白
Occludin的表达, 
并可直接杀伤场
上 皮 细 胞 ,  损 伤
肠黏膜屏障. 
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损伤细胞DNA. 国外有学者利用NO另一供体—

DETA-NONOate处理Caco-2发现, NO从分子和

蛋白水平降低了紧密连接蛋白的表达[31-32]. 我
们利用Western blot方法进行蛋白半定量检测发

现加入Sin1后Occludin蛋白表达下降, 应用Real-
time PCR检测加入Sin1后Caco-2表达Occludin 
mRNA水平得出加入Sin1后Occludin mRNA表

达也明显减少, 这与国外学者报道相符. 由此

得出NO在分子和蛋白水平影响紧密连接蛋白

Occludin的表达, 并可直接杀伤肠上皮细胞, 损
伤肠黏膜机械屏障. 
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Abstract
AIM: To detect platelet-derived growth factor 
receptor α (PDGFRα) and C-kit gene mutations 
and protein expression, and to discuss the 
relationship between the two genes. In addition, 
to discuss the important role of the PDGFRα 
mutation in the tumorigenesis of gastrointestinal 
stromal tumors (GISTs).

METHODS: PDGFRα and C-kit gene mutations 
and protein expression in 52 cases of GIST were 
detected by polymerase chain reaction single-
strand conformation polymorphism, immuno-
histochemistry and Western blotting�.

RESULTS: PDGFRα gene mutations were de-
tected in five cases (9.6%) among the 52 GISTs. 
Most had spindle histology and were of gastric 

origin. The C-kit mutation was found in 28 cases 
(53.8%). Most were small intestinal origin; tu-
mors with C-kit mutation were not examined for 
PDGFRα mutation. The rate of PDGFRα protein 
expression was 100%. In five cases of GIST with 
PDGFRα gene mutations, the corresponding 
protein expression was higher than that in cases 
with C-kit gene mutations, or in normal GI tis-
sues and schwannomas. The rate of C-kit protein 
expression was 94.2% (49/52). Mutations were 
unrelated to C-kit protein expression (P = 0.5332). 
The presence of mutations correlated with 
PDGFRα protein expression (P < 0.0001).

CONCLUSION: Our results suggest that 
PDGFRα and C-kit mutations play an important 
role in the tumorigenesis of GIST. The location 
of mutations is associated with the site of origin 
and histological phenotype. Protein expression 
will not always be associated with a correspond-
ing gene mutation and is only a diagnostic aid.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumor; Plate-
let-derived growth factor receptor α gene; Proto-
oncogene C-kit; Gene mutation; Western blotting; 
Single strand conformation polymorphism

Wang YL, Zhao XR, Bai CG, Yang L, Ma DL. Relationship 
of Platelet-derived growth factor receptor α and C-kit gene 
mutations and expression in gastrointestinal stromal tumors. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2300-2305

摘要
目的: 检测胃肠道间质瘤(GIST)中PDGFRα和
C-kit基因突变及其蛋白表达的关系及在肿瘤
形成中的作用. 

方法:  采用单链象多态性聚合酶链式反应
(PCR-SSCP), 免疫组化和蛋白印迹(Western 
blot)方法, 检测GIST 52例中PDGFRα和C-kit
基因突变及蛋白表达情况. 

结果: GIST 52例中PDGFRα基因突变5例
(9.6%), 多见于梭形细胞型的胃源性G I S T, 
C-kit基因突变28例(53.8%), 多发生于小肠, 并

®

■背景资料
2003年有学者在
C - k i t 突 变 阴 性
的 G I S T 中 检 测
到PDGFRα的表
达 及 突 变 ,  由 于
PDGFRα与C-kit
的 相 似 之 处 使
得 对 于 G I S T 中
PDGFRα的相关
研究成为热点.
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且这两种基因突变互相独立; PDGFRα蛋白
表达率100%, C-kit蛋白的表达率为94.2%, 突
变的5例GIST PDGFRα强于C-kit突变的GIST, 
正常胃肠道组织和神经鞘瘤; 突变与C-k i t蛋
白表达之间没有显著相关性(P  = 0.5332), 而
突变与PDGFRα蛋白表达之间呈显著相关性
(P <0.0001).

结论: GIST中PDGFRα和C-k i t突变在部分
G I S T肿瘤发生过程中发挥了重要作用; 突
变位点与起源部位和组织学类型有关; 大多
GIST中蛋白表达与其基因突变关系密切.

关键词: 胃肠道间质瘤; 血小板源性生长因子受体

α; C-kit; 基因突变; 蛋白印迹; 单链构象多态性

王彦丽, 赵向荣, 白辰光, 杨蕾, 马大烈. 胃肠道间质瘤组织中
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志  2007;15(21):2300-2305
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0  引言

胃肠道间质瘤(G I S T)是胃肠道最常见的间质

肿瘤, 是完全不同于平滑肌瘤、平滑肌肉瘤、

神经鞘瘤和其他间叶源性肿瘤的实体[1], GIST
以C-k i t的免疫组化表达为其典型特征. 1998年
Hirota et al [2]首次报道在GIST中不仅可特异性

的高表达C-kit蛋白, 还存在C-kit基因的功能获

得性突变. 最近的研究发现在少部分GIST中, 
还存在血小板衍生生长因子受体α(PDGFRα)
基因的突变, 并发现大多数GIST中都能检测到

PDGFRα在转录水平的表达[3-4]. PDGFRα为一种

单链跨膜糖蛋白, 与C-k i t同属Ⅲ型酪氨酸蛋白

激酶家族. 关于PDGFRα在GIST中的表达情况

研究较少, 并且GIST中PDGFRα和C-kit突变及

与蛋白表达的关系仍不清楚. 为此, 我们对1组
GIST进行PDGFRα和C-kit突变和蛋白的检测, 
分析两者的关系, 探讨他们在GIST中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 2002-2004年资料完整、诊断明确的

GIST新鲜肿瘤标本52例. 男27例, 女25例; 发病

年龄23-78(中位50.5)岁; 胃间质瘤34例, 肠间质

瘤16例, 肠系膜间质瘤2例; 按照肿瘤最大径可

分为0-5.0 cm组26例, 5.0-10 cm组19例, ≥10 cm 
7例; 梭形细胞型37例, 上皮细胞型5例, 混合型

10例. 均经手术切除治疗, 所有患者术前均未接

受化疗和放疗. 同时收集神经鞘瘤、平滑肌瘤

各3例作为阴性对照.

1.2 方法 
1.2.1 银染PCR-SSCP GIST组织用蛋白酶K-酚-
氯仿法抽提基因组DNA进行PCR. 引物序列、

大小和退火温度见文献(插入的)[5]. 取PCR产物

10 mL与950 g/L甲酰胺变性缓冲液10 mL和石蜡

油30 mL混合后变性, 冷却后将水相全部上样于

PAGE胶电泳至指示剂二甲苯青到达胶底部. 凝
胶经固定、银染、显影后观察并照相. 与正常

对照相比, 凡SSCP条带有单链条带泳动变位、

缺失或多带提示该标本中存在突变. PCR产物50 
mL经胶回收纯化后直接测序(上海英骏生物技

术有限公司).
1.2.2 免疫组化 石蜡切片进行Envision二步法免

疫组化染色. 兔抗人PDGFRa和C-kit多克隆抗

体(1∶200, Santa Cruz公司; 1∶100, Dako公司),  
Envision试剂盒(Dako公司). 每次实验设立阳性

和阴性对照. 结果判定: 在组织结构良好和清晰

的背景下, 阳性信号为定位于肿瘤细胞质和细

胞膜上清晰的黄色或棕黄色、棕褐色颗粒状着

色. <10%为阴性, 10%-50%为弱阳性, ≥80%为

强阳性.
1.2.3 Wes tern blot印迹 裂解抽提组织总蛋白, 
BCA法蛋白定量. 以各泳道50 mg的蛋白样品

电泳并转膜 .  兔抗人P D G F R a一抗和羊抗人

GAPDH一抗(1∶500, Santa Cruz公司)孵育过夜

后加入二抗, 洗膜后进行ECL(Santa Cruz公司)化
学发光, X光片曝光并显影, 定影, 分析结果.

统计学处理 应用CMH(cochran-mante l-
haenszel )χ2检验进行统计学分析.

2  结果

2.1  P C R-S S C P检测结果  所有检测标本的

PDGFRα exon18, exon12和C-kit exon11, exon9
的PCR产物在15 g/L琼脂糖凝胶电泳中均显示

为一条带, 长度分别为212, 233, 223和310 bp. 
在GIST 52例中共检测出PDGFRα基因突变5
例(9.6%), exon18和exon12分别为4例(7.7%)和
1例(1.9%). C-kit基因突变28例(53.8%), exon11 
(46.2%)和exon9(7.7%)分别为24例和4例. 19例
GIST、平滑肌瘤、神经鞘瘤和正常胃肠道组织

中未检测到C-kit和PDGFRα基因突变.
2.2 测序结果 5例PDGFRα突变经测序分析, 4例
exon18突变, 2例为843位点突变异亮氨酸变为丝

氨酸(I843S, ATC-TCC); 1例为839位点突变亮氨

酸变为脯氨酸(L839P, CTG→CCG); 1例为点突

变和插入突变共存, 点突变为851位, 插入突变

■研发前沿
回顾国内外GIST
的相关研究, 目前
亟待研究解决的
问题有: (1)GIST
中PDGFRα表达
量的高低和突变
类 型 与 各 病 理
临床指标的相关
性 方 面 无 明 确
资料; (2)GIST中
PDGFRα和C-kit
突变和蛋白表达
的关系尚不明了; 
(3)GIST的生物学
行为难以预测.

■相关报道
Hirota et al发现大
多数GIST中都能
检测到PDGFRα
在 转 录 水 平 的
表 达 .  并 且 在 无
C-kit 突变的GIST
中PDGFRα的表
达 水 平 要 比 有
C-kit 突变的GIST
中PDGFRα的表
达 水 平 强 ,  但 也
可能会在无C-kit
突 变 的 G I S T 中
PDGFRα的表达
水平较弱. 他们之
间的关系还需进
一步研究.
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为833和834位之间插入一个碱基G, 1例exon12
突变, 585位R删除突变AGA→TGA终止密码

子. C-kit exon11检测了10例, 突变均在密码子

556-586之间, 其中仅点突变7例, 删除突变或删

除突变和点突变都有的2例, 插入突变、删除突

变和点突变都有的1例.
2.3 突变、部位和类型 5例PDGFRα突变阳性

的GIST中C-k i t突变均为阴性, 28例C-k i t突变

阳性的GIST中PDGFRα突变均为阴性, 19例
GIST中PDGFRα突变和C-kit突变均为阴性. 5例
PDGFRα基因突变的肿瘤均为胃源性GIST; 其
中梭形细胞型4例, 混合细胞型1例. C-k i t突变

的肿瘤胃源性17例, 肠源性11例, 其中4例C-k i t 
exon9突变的肿瘤均为肠源性; 梭形细胞型21例, 
上皮细胞型2例, 混合细胞型4例.
2.4 免疫组化 P D G F R α蛋白的表达率100%, 
GIST 52例, 平滑肌瘤、神经鞘瘤和正常胃肠

道组织都表达PDGFRα, 但表达强弱不同. 存在

PDGFRα基因突变的5例GIST呈强阳性表达, 无
PDGFRα基因突变的47例GIST、平滑肌瘤、神

经鞘瘤和正常胃肠道组织呈弱阳性表达. C-k i t
蛋白的表达率为94.2%, 但在平滑肌瘤和神经

鞘瘤中不表达. 在PDGFRα基因突变的GIST 5
例中C-kit蛋白强阳性表达4例, 阴性表达1例(图
1A-B); 在C-kit基因突变的GIST 28例中C-kit蛋
白强阳性表达24例(图1C-D), 弱阳性表达2例, 阴
性表达2例. 突变与C-kit蛋白表达之间没有显著

相关性(P = 0.5332), 而突变与PDGFRα蛋白表达

之间呈显著相关性(P <0.0001, 表1).
2.5 Western blot PDGFRα蛋白普遍表达在各种

组织中, 但表达水平高低不等, 5例PDGFRα突变

的GIST均强于C-kit突变的GIST, 正常胃肠道组

织和神经鞘瘤; C-kit突变的GIST, 其PDGFRα的

表达水平强弱不等, 但均弱于PDGFRα突变的

GIST(图2A). C-kit蛋白在C-kit突变的GIST中大

多高表达, 但有2例C-kit突变的GIST却没有C-kit
蛋白的表达; 5例PDGFRα突变的GIST中C-kit蛋
白表达阴性或弱阳性(图2B).

3  讨论

PDGFRα基因定位与C-kit极为相近, 均位于人

类4q12-13, 他的产物: PDGFRα为一种单链跨膜

图  1  间质瘤. A-B: 例17, 胃PDGFRα 

exon18的I843S(ATC→TCC)点突变; C-D: 

例2, 直肠C-kit exon11的E561K(GAG→

AAG), N567I(AAT→ATT), I571L(ATA→

CTA)的点突变; A, C: HE; B, D: C-kit.

A B

C D

■创新盘点
关于PDGFRα在
GIST中的表达情
况研究较少, 并且
GIST中PDGFRα
和C-kit 突变及与
蛋白表达的关系
仍不清楚.

34       25      11        4       2        8

PDGFRα

GAPDH

kDa
185

37

A

11          2          23         22        17

C-kit

GAPDH

kDa
145

37

B

图  2  蛋白表达的Western blot结果. A: PDGFRα, 2, 4, 11: 

C-kit exon11突变; 34: PDGFRα exon18突变; 25: PDGFRα 

exon12突变; 8: 神经鞘瘤; B: C-kit, 2, 11, 22, 23: C-kit 

exon11突变; 17: PDGFRα exon18突变.
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糖蛋白, 分子质量185 kDa, 与C-kit同属Ⅲ型酪

氨酸蛋白激酶家族, 且结构相似. 当PDGFRα与

配体PDGF结合后可激发酪氨酸残基磷酸化, 从
而调节细胞的生长、增殖、黏附、转移、分化

和凋亡[6]. 现在, 大多研究认为, 受体酪氨酸激

酶C-k i t的激活突变是大多数GIST发生、发展

的重要分子事件[7]. 最近, 在少数病例中又发现

存在PDGFRα功能获得性突变[3-4], 其突变方式

与C-kit突变相似, 集中在近膜区和激酶区. 提示

PDGFRα突变可能是产生GIST的另一个原因, 
尤其是在C-kit突变阴性的GIST肿瘤形成过程中

起重要作用.
PDGFRα的突变类型多样, 有功能获得性突

变, 也有非功能性突变, 不仅在肿瘤组织中, 在
正常组织中也可发生. Corless et al [8]研究并总

结了1105例GIST的突变类型, 其中最多见的是

exon18 D842V(约占62.6%); 其次为exon18 Del 
DIMH842-845和exon12 V561D(共占14.9%). 本
组5例PDGFRα突变中2例为exon18的843位点

突变, 由Ile→Ser; 1例exon12的585位删除突变, 
文献中未报道过这两种类型, 其余均不在突变

热点位置. 这可能与人种有关. 本组这5例突变

是否为功能获得性突变, 现在还不清楚, 需体

外的PDGFRα功能分析加以证实. 本组C-kit突
变类型和情况与文献[9-10]报道基本一致, 检测

的10例exon11突变均在密码子556-586之间. 目
前, STI571是不能手术的GIST患者的一线治疗

药物, 他选择性抑制原癌基因abl, Abl-Bcr, C-kit
和PDGF受体酪氨酸激酶, 从而阻断信号的传导, 
达到治疗的目的[11]. 研究发现检测突变位点对

预测药物疗效可能是有用的[1], 如C-kit exon11
和PDGFRα exon12突变的GIST比C-kit exon9和
PDGFRα exon18对STI571的疗效好. 另外疗效

与突变类型也有关, 如Debiec-Rychter et al [12]和

Weisberg et al [13]发现PDGFRα-D842V突变体对

STI571产生耐药性, 由此引出PKC412等新药的

研究. 
众多研究发现 ,  C-k i t基因外显子突变率

达40%-90%, 其中exon11的突变率最高, 本组

前期研究的C-k i t exon11的突变率为40.4%[14]; 
PDGFRα主要有2个外显子突变, 突变率exon18 
(5.6%), exon12(1.5%); 剩下约12%的GIST没有

这两种突变[15]. 在本组的GIST中C-kit exon11, 9
的突变率分别为46.2%和7.7%; PDGFRα的突

变率9.6%, 其中exon18(7.7%)和 exon12(1.9%); 
剩下19例(36.5%)的G I S T未检测到这两种突

变. 说明这两种基因突变是GIST发生的重要分

子机制, 但不是唯一的机制, 还存在其他机制. 
Miettinen et al [16]和Andersson et al [17]报道, 儿童、

青少年和伴有神经纤维瘤Ⅰ型(N F1)的G I S T
中未检测到C-kit exon9, 11, 13, 17和PDGFRα 
exon12, 18突变, 说明有不同的发病机制. 但是, 
关于这些GIST发病机制的更进一步研究还没有

进行. 另外, 突变率的不同, 可能有2种原因, 一
个是用于DNA抽提的组织不同, 另一个是研究

方法不同.
我们发现, G IST有PDGFRα突变就没有

C-k i t突变, 与大多数研究结果相符[18]. Wasag  
et al [19]发现, PDGFRα的突变大多发生于胃, 且
病理形态以上皮及混合型细胞为多; 而C-k i t突
变多发生于小肠, 病理形态以梭形细胞为主. 并
且, 黏液上皮样GIST大多有PDGFRα的突变[20]. 
本组5例PDGFRα突变的肿瘤均为胃源性, 但在

上皮细胞型GIST中未检测到PDGFRα突变, 这
与国外文献不太相符, 可能与人种有关, 因为

有关华人GIST的研究报道中, 上皮细胞型GIST
均较少见 [21]. 相比更普通的C-k i t原癌基因突

变的GIST, 在PDGFRα突变的GIST中, 致瘤机

制由PDGFRα代替C-kit, 因此C-kit表达减少而

PDGFRα表达是增加的. 本组PDGFRα免疫组

化结果提示其不是一种GIST特异性标记物, 但
表达强度与PDGFRα基因突变相关(P <0.0001).  
Pauls et al [22]发现, 正常情况下PDGFRα表达在肌

间神经从和施沃恩细胞的神经结体上, 但不表

达在间质的卡哈尔细胞上, 当PDGFRα突变时其

蛋白就会在间质表达. 另外, 与抗体特异性较差

■应用要点
本 文 提 示 P D G -
FRα和C-kit蛋白
的表达并不能完
全 代 表 基 因 突
变, 只能作为诊断
GIST的辅助手段. 
这些问题的深入
探讨必将为GIST
在今后临床病理
诊断及靶向治疗
提供重要的科学
依据.

表  1  突变和蛋白表达的关系

      
                                                                             C-kit	                                                                        PDGFRα

                                    强阳性     弱阳性     阴性	    c2                     P 	     强阳性	   弱阳性	            c2	                     P

C-kit 	          28       24            2            2           0.3882          0.5332           0           28           32.0000          <0.0001

PDGFRα	            5         4            0            1		                           5	        0

合计	          33       28            2            3		                           5	      28

突变                      n
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也有关, 目前众多学者[23]还没有找到有意义和

可重复的商业化抗体, 因此, PDGFRα抗体仍未

应用于临床. 本组病例C-k i t蛋白免疫组化及突

变与蛋白表达的关系(P = 0.5332)显示与以往文

献[2,24]报道一致, 即C-kit基因突变一般不影响

其蛋白产物的表达. 进一步分析2例无C-kit蛋白

表达的GIST, 均发现有C-kit基因突变, 但突变方

式未检测. 原因可从2个方面解释: (1)用免疫组

化所检测的C-kit蛋白包括野生型和突变型; (2) 
C-kit基因突变会引起他的生物学功能发生改变, 
但此时不影响他在免疫组化中的染色[25]. 进一步

用免疫印迹发现这2例C-k i t蛋白表达仍为阴性, 
其生物学基础还不清楚, 有学者认为, 可能是突

变片段太大导致的蛋白失表达[26]. 另外可能也有

技术的原因.
本组蛋白表达的半定量分析结果与H irota 

et al [4], Sokurai et al [20]和Kang et al [27]的文献报道

相似, 这说明蛋白表达与相应基因的突变联系

密切, 即PDGFRα的突变与PDGFRα的活性表

达水平直接相关, 激活蛋白的不同表达水平也

在Ⅲ型受体酪氨酸激酶家族的下游起重要作

用, 这样我们可以根据蛋白表达水平预测突变

情况来指导临床用药. 另外, 本组还发现, 有时

基因突变和蛋白表达是不同步的, 在PDGFRα

突变的GIST中C-kit蛋白也表达, 在2例C-kit突变

的GIST中却没有C-kit蛋白的表达. 这与有些学 
者[6]的发现相符, 即虽然两种基因突变相对独立

发生, 他们的蛋白表达与基因突变关系密切, 但
他们的蛋白表达有时是相互重叠的. 所以蛋白

的表达并不能完全代表基因突变, 只能作为诊

断GIST的辅助手段.
总之 ,  P D G F R α基因突变率为9 .6%, 多

见于梭形细胞型的胃源性GIST, 并且GIST中
PDGFRα和C-kit突变是相互独立的. 大多GIST
中PDGFRα的蛋白表达与其基因突变关系密切, 
但是存在PDGFRα突变的肿瘤PDGFRα和C-kit
蛋白大多同时表达. 所以蛋白的表达并不能完全

代表基因突变, 只能作为诊断GIST的辅助手段. 
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)、山西省科学技术厅 2007-01-30)山西省科学技术厅 2007-01-30) 2007-01-30)2007-01-30)
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Abstract
AIM: To explore the effects of Helicobacter pylori 
infection and its eradication on Interleukin-18 
(IL-18) level in patients with chronic erosive 
gastritis, and to detect levels of H pylori IgG 
antibody before and after eradication.

METHODS: Sixty patients with chronic gastritis 
were randomly divided into two groups: chronic 
erosive gastritis (40 cases, group A) and chronic 
superficial gastritis (20 cases, group B). Group 
A patients who were H pylori-positive received 
triple therapy [20 mg omeprazole (Losec) plus 
500 mg clarithromycin and 1000 mg amoxicilin, 
twice daily) for 1 week; while those positive for 
H pylori in group B were treated orally with only 
20 mg omeprazole once daily until the end of 
week 4. Gastric endoscopy and 13C breath testing 
were performed 1 mo after anti-H pylori therapy. 
CagA-IgG, VacA-IgG, Uresses-IgG and H pylori 
IgG antibody, IL-18 were detected by Western 

blotting and ELISA, respectively.  

RESULTS: The levels of IL-18 were signifi-
cantly different between groups A and B (267.18 
± 148.23 ng/L, and 119.31 ± 45.34 ng/L, P < 
0.05) in H pylori-positive patients. H pylori IgG 
level was not related to the presence of erosion; 
with no significant difference between H pylori 
negative patients in groups A and group B. The 
levels of IL-18 and IgG antibody decreased af-
ter anti-H pylori therapy compared with those 
before therapy (267.18 ± 148.23 ng/L vs 93.82 ± 
22.15 ng/L; 31.36 ± 23.26 kU/L vs 21.00 ± 9.47 
kU/L; respectively, P < 0.05), IL-18 level showed 
no difference among different types of H pylori 
infection and erosion scores.  

CONCLUSION: The decrease in IL-18 level after 
H pylori eradication may play a crucial role in the 
treatment of patients with chronic erosive gastritis.  

Key Words: Chronic erosive gastrit is; Inter-
leukin-18; Helicobacter pylori ; Efficacy

Zhang WP, Zhu JS, Wang RH, Sun Q, Zhang Q, Chen NW. 
Effects of Helicobacter pylori infection and its eradication 
on IL-18 level in chronic erosive gastritis patients. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2306-2310

摘要
目的: 探讨H pylor i 感染及根除对慢性糜烂
性胃炎患者I L-18水平的影响, 同时检测抗 
H pylori治疗前后抗体水平的变化. 

方法: 60例上消化道患者分两组, 慢性糜烂性
胃炎组(实验组)40例, 慢性浅表性胃炎组(对
照组)20例. 实验组H pylori阳性者予口服洛赛
克20 mg和克拉霉素500 mg及阿莫西林1000 
mg, 1 wk后症状缓解者, 开始口服洛赛克20 
mg/d至4 wk实验结束, 对照组仅口服洛赛克抗 
H pylori治疗, 1 mo后复查13C呼气实验和胃镜. 
H pylori免疫印迹法进行蛋白抗体分型，同时
ELISA法检测H pylori  -IgG, IL-18水平. 

结果: 治疗前H pylori阳性者实验组血清IL-18

®

■背景资料
关 于 I L - 1 8 的 研
究 近 几 年 颇 多 . 
IL-18与胃肠道疾
病的关系也有相
关报道. 
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水平高于对照组(267.18±148.23 n g/L v s  
119.31±45.34 ng/L; P <0.05). 抗H pylori治疗
后慢性糜烂性胃炎患者的IL-18, 抗体水平均
有明显下降(267.18±148.23 ng/L vs  93.82±
22.15 ng/L; 31.36±23.26 kU/L vs  21.00±9.47 
kU/L; P <0.05). H pylori 感染类型及糜烂的严
重程度与IL-18水平无明显的相关性. 

结论: 抗H pylori 治疗后IL-18水平的下降在
慢性糜烂性胃炎糜烂的治疗过程中发挥重要 
作用.

关键词: 慢性糜烂性胃炎; H pylori感染; IL-18; 疗效

张卫平, 朱金水, 王如华, 孙群, 张强, 陈尼维. H pylori感染及根

除对慢性糜烂性胃炎患者IL-18水平的影响.  世界华人消化杂

志  2007;15(21):2306-2310

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2306.asp

0  引言

H pylori是一种革兰阴性微需氧的细菌, 他定植

于人胃内, 在人体内的持续性存在引起了慢性

炎症的发展. 尽管过去的10 a在确认H pylori相关

性疾病的细菌致病成分的研究中作了很大的努

力, 但与慢性糜烂性胃炎相关的H pylori致病成

分知之甚少[1-4]. 关于H pylori的致病机制目前有

诸多研究报道, 主要是集中在两方面: H pylori自
身的毒力成分CagA蛋白, VacA蛋白[5]等; H pylori 
感染后产生的胃黏膜上皮的免疫和炎症反应损

伤作用[6]. 许多研究证明H pylori感染患者血清

细胞因子水平显著改变. 目前有关的研究的细

胞因子主要有IL-6, 8, 10, 1, IFN-γ, TNF-α等而

关于IL-18的研究较少[7-8]. 另有报道认为H pylori
感染患者的胃癌发生率与血清抗体有明显的

相关性, 事实上所有的H pylori感染患者都产生

IgG抗体, 且抗体持续一定时间存在[9-13]. 而关于 
H pylori的抗体水平与糜烂性胃炎的相关研究国

内外少见报道, 本文以慢性糜烂性胃炎患者为

基础研究H pylori感染与否及不同毒力类型感染

与IL-18的关系, 同时观察治疗前后IL-18, 抗体

水平的变化关系.

1  材料和方法

1.1 材料 经电子胃镜证实慢性糜烂性胃炎患

者40例, 浅表性胃炎患者20例, 均由同一位经

验胃镜医师操作. 1 mo内均存在下列上消化道

症状之一: 上腹不适﹑腹痛﹑腹胀﹑嗳气﹑反 
酸﹑早饱﹑恶心﹑呕吐﹑厌食. 结合病史不符

合下列排除标准之一: (1)妊娠; (2)既往接受过抗 

H pylori治疗或使用过非甾体抗炎药(NASID); 
(3)1 mo内未服用过以下药物: 抗生素, 质子泵

抑制剂, 铋剂, 类固醇激素, 免疫抑制剂; (4)饮
酒等所致的糜烂形成. 免疫印迹试剂盒由上海

元古科技发展有限公司提供. H pylori  -IgG抗

体ELISA法试剂盒购自biocheck inc公司. IL-18 
ELISA试剂盒购自MBL(medical b iological 
laboratories co.LTD)公司

1.2 方法 
1.2.1 胃镜常规操作 胃窦2块取自距幽门2-3 cm
处的大弯和小弯, 留取治疗前及治疗后1 mo静
脉血3 mL, 分离血清, -20℃, 保存备测. 所有标本

黏上滤纸, 放入40 g/L甲醛固定液中, 常规石蜡

包埋, 5 µm厚切片, HE染色后按悉尼标准对患者

慢性胃炎进行组织学分级(5种形态学变量要分

级(H pylori、慢性炎症、活动性、萎缩和肠化), 
分成无、轻度、中度和重度4级(或0、+、++、
+++)记分0、1、2、3分). 对患者糜烂程度参照

慢性胃炎的内镜分型分级标准: Ⅰ级: 糜烂单发, 
Ⅱ级:多发局部≤5, Ⅲ级: 多发广泛≥6. Giemsa
染色确认H pylori若可疑, 再行甲苯胺蓝染色, 两
者皆阴性为H pylori染色阴性, 否则为染色阳性. 
同时所有患者均行13C呼气实验检查, 呼气及染

色均阳性者为H pylori阳性, 均阴性为H pylori阴
性. 单一阴性或阳性者排除.
1.2.2 免疫印迹法和ELISA法 H pylori免疫印

迹法具体方法按说明书进行 ,  结果判读 :  以
VacA(+)和/或CagA(+)为H py lo r i Ⅰ型阳性, 
UreA(+)和/或UreB (+)为H pylori  Ⅱ型阳性, 以上

4条带均无为H pylori感染阴性. H pylori  -IgG抗

体和IL-18水平分别由ELISA法和双抗体夹心法

检测, 具体的操作方法均按说明书进行. 
统计学处理 应用SPSS11.5统计分析软件包

进行统计学处理, 实验结果以mean±SD表示. 计
数资料采用t检验和单因素方差分析, 治疗前后

的比较采用配对t检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 实验组与对照组之间IL-18水平、IgG抗体水

平、年龄的相关性 H pylori阳性患者实验组与

对照组之间的IL-18水平具有明显的差异, 阴性

患者两组间差异无统计学意义, 且H pylori感染

与否在两组的抗体水平及年龄的差异无统计学

意义. H pylori感染患者的慢性糜烂性胃炎的形

成与IL-18存在着一定的相关性(表1).
2.2 慢性糜烂性胃炎内镜分型分级 40例患者中

■研发前沿
H pylori  根除后的
IL-18下降在慢性
糜烂性胃炎的治
疗过程中具有重
要作用, 具体机制
需进一步研究. 
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Ⅰ级18例, Ⅱ级16, Ⅲ级6例, 具体的关系见表2,见表2,表2, 
不同级别糜烂患者体内IgG和IL-18水平无明显

差异, 但Ⅰ与Ⅲ之间患者的年龄有差异, 年龄越

大糜烂程度越重. H pylori阳性患者经抗细菌治

疗后复查胃镜见糜烂程度有不同程度的减轻.
2.3 慢性糜烂性胃炎病理分级 慢性糜烂性胃炎

病理分级统计(表3), 慢性炎症程度及炎症活动

性与抗体水平和IL-18水平存在相关性, 中度慢

性炎症患者抗体水平和IL-18水平显著高于轻度

患者, 活动者高于非活动者, 差异有统计学意义. 
H pylori感染患者免疫反应和炎症反应同时存

在. H pylori感染存在与否与IL-18, 抗体水平及

年龄相关, 差异有统计学意义. 年龄越轻越易发

生H pylori感染. H pylori现症感染患者体内抗体

水平高于曾感染者. H pylori感染患者体内细胞

因子IL-18的水平高于H pylori阴性患者(表4).
2.4 H pylori 抗体分型 糜烂性胃炎组不同类型 
H pylori感染患者体内的IL-18水平和年龄之间

差异无统计学意义, H pylori的毒力不同免疫反

应的程度不同, 高毒力型H pylori感染可产生强

的免疫反应加强组织损伤, 产生的抗体成分可

通过补体途径和抗体介导通路加强损伤. 但不

同的毒力成分对IL-18的产生无相关性(表2). 
2.5 慢性糜烂性胃炎抗H pylori治疗前后IL-18及

抗体水平变化 慢性糜烂性胃炎组16例H pylori
阳性患者均予抗细菌治疗, 其中2例经三联疗法

治疗1 wk后呼气试验仍阳性加用铋剂治疗1 wk
后呼气实验阴性, 同时复查胃镜检查组织染色 
H pylori阴性, 治疗前后患者的IL-18和抗体水平

均有明显的下降(表5).

3  讨论

慢性糜烂性胃炎又称疣状胃炎或痘疹状胃炎, 
他常和消化性溃疡、浅表性或萎缩性胃炎等伴

发, 亦可单独发生. 主要表现为胃黏膜出现多个

疣状、膨大皱襞状或丘疹样隆起, 直径5-10 mm, 
顶端可见黏膜缺损或脐样凹陷, 中心有糜烂, 隆

起周围多无红晕, 但常伴有大小相仿的红斑, 以
胃窦部多见. 由多种病因刺激所致, 如药物, 尤
其是阿司匹林和非类固醇抗炎药, 克罗恩病, 以
及细菌和病毒的感染. Helicobacter pylori是慢性

糜烂性胃炎的重要致病原因之一[14-15]. 
IL-18是由kuffer细胞和激活的单核巨嗜细

胞在刺激因子如LPS, 革蓝阳性菌释放的外毒素

和各种微生物代谢产物的刺激下产生.  IL-18与
许多疾病相关如: 肿瘤, 自身免疫性疾病, 克隆

恩病, 关节炎等. 也有研究认为IL-18与H pylori
相关, 该菌能诱导IL-18的产生, Day et al [16]利 
用不同类型的H pylori体外作用于胃上皮细胞

发现, 在H pylori的作用下IL-18的分泌明显增

加. 同时不同类型的H pylori产IL-18作用无统

表  1  两组患者H pylori 感染与IL-18, IgG抗体、年龄相关性(mean±SD)

     
分组                                                    n                      IL-18(ng/L)                       IgG(kU/L)                          年龄

实验组            H pylori阳性           16           267.18±148.23a            31.36±23.26              41.81±13.98

                       H pylori阴性           24           109.49±40.02               12.70±12.24              53.33±14.90

对照组            H pylori阳性             7           119.31±45.34                37.32±14.77             33.57±10.95

                      H pylori阴性            13             92.24±25.57                  6.02±6.71               33.15±10.70

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  慢性糜烂性胃炎组内镜分型分级与IL-18、IgG抗
体、年龄相关性(mean±SD)

                    n         IgG(kU/L)           IL-18(ng/L)                   年龄

分级

  Ⅰ级   18  17.73±15.49   115.02±89.47      41.72±13.94

  Ⅱ级   16  24.39±24.08   187.09±159.84    51.25±15.09

  Ⅲ级     6  16.18±18.11   186.47±123.08    63.00±8.76a

分组

  Ⅰ型   23  29.10±21.68a  204.35±139.48   46.74±16.57

  Ⅱ型     5    7.40±1.91     144.35±155.06     44.0 ± 6.96

  未感染 12  8.34±4.44      123.39±47.41     57.75±13.81

aP<0.05 vs  Ⅰ级, 未感染.

表  3  慢性糜烂性胃炎组患者悉尼评分数据表n ( %) 

     
分级                     0分               1分               2分           3分

慢性炎症         0(0)          22(55.0)      18(45.0)        0(0)

活动性          23(57.5)        8(20.0)      10(22.5)        0(0)

萎缩              35(87.5)        5(12.5)        0(0)            0(0)

肠化              31(77.5)        8(20.5)        1(2.5)         0(0)

H pylori 1      24(60.5)       15(37.5)        0(0)            1(2.5)

1同时呼气实验检查结果一致.

■创新盘点
本 文 通 过 血 清
IL-18及H pylori
抗 体 水 平 的 变
化来探讨 IL -18 ,  
H pylori 及糜烂性
胃炎之间的关系.
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计学差异, Tomita et al [17]也认为cag A基因的存

在与否与H pylor i诱导IL-18产生无明显的相

关性. Toshihiko et a l研究胃窦部和胃体部的 
IL-18 mRNA表达发现H pylori感染患者胃窦部

IL-18 mRNA的表达高于未感染者, 前体和成熟

IL-18 mRNA的表达在感染和未感染者中均存

在, 胃体部也存在IL-18 mRNA的表达[18]. 但具

体机制尚未明确. 胃黏膜中IL-18的存在提高了

TH1型细胞免疫反应, 同时增加了IFN-γ的产生

和NK细胞的毒性作用, 然而局部的IL-18可能通

过提高IL-13, IL-15的产生增加TH2型体液免疫

反应. IL-18在骨骼系统, 血管系统和免疫系统发

挥重要作用. 在免疫系统方面, IL-18刺激TH1细
胞分化、促进IFN-α, TNF-α, GM-CSF的分泌和

提高NK细胞的毒性用等. 相反IL-18与IL-12共
同诱导宿主免疫系统的TH2型免疫反应, 加强炎

症损伤作用, H pylori与IL-18共同作用于胃黏膜

导致糜烂性胃炎的形成[19-22]. 另外慢性糜烂性胃

炎患者的炎症程度不同与IL-18的水平存在相关

性, IL-18通过各种通路激发炎症反应过程加强

组织损伤, IL-18与各种炎症因子共同招募中性

粒细胞聚集. H pylori根除后他的致IL-18产生作

用消弱, 但IL-18的降解能力弱因此即使H pylori
根除后血清IL-18的水平仍持续一定的时间存

在. 在根除H pylori后抗体水平有明显的下降但

并不一定到正常的水平, 抗体水平能持续一定

的时间存在. 
我们实验研究还认为H pylori抗体水平与慢

性糜烂性胃炎患者的炎症程度、活动性及其现

症感染存在相关性,  H pylori感染后人体体液免

疫反应产生IgG抗体, 抗体水平代表着免疫反应

程度, 可见免疫反应与炎症反应是共同存在于

H pylori感染患者, 且存在协同作用, 抗体水平越

高炎症反应程度越强, 中性粒细胞越聚集[23-26]; 
本实验研究了年龄因素与糜烂程度, 病理分级

及不同类型感染者的差异, 随着年龄的增加, 糜
烂程度越重, 这可能与糜烂的病程和机体免疫

力有关; H pylori感染者与非感染者年龄存在差

异, 年龄越轻越易发生H pylori感染, 但不同类型

的感染与年龄因素无关, 这可能与饮食习惯, 经
济状况等因素有关[27-29]; 事实上局部胃黏膜的

IL-18水平与血清间存在差异, 故本研究存在一

定的局限性, IL-18对慢性糜烂性胃炎患者的具

体作用机制尚需进一步研究.

4      参考文献
1	 Hatakeyama M, Brzozowski T. Pathogenesis of 

Helicobacter pylori infection. Helicobacter 2006; 11 
Suppl 1: 14-20

2	 Sugiyama T. Development of gastric cancer 
associated with Helicobacter pylori infection. 
Cancer Chemother Pharmacol 2004; 54 Suppl 1: S12-20 

3	 Basso D, Plebani M. H. pylori infection: bacterial 
virulence factors and cytokine gene polymorphisms 
as determinants of infection outcome. Crit Rev Clin 
Lab Sci 2004; 41: 313-337

4	 Kononov AV. In f lammat ion as a bas i s for 
Helicobacter pylori-associated diseases. Arkh Patol 
2006; 68: 3-10  

5	 Olivares D, Gisbert JP. Factors involved in the 
pathogenesis of Helicobacter pylori infection. Rev 
Esp Enferm Dig 2006; 98: 374-386

6	 Suarez G, Reyes VE, Beswick EJ. Immune response 
to H. pylori. World J Gastroenterol 2006; 12: 5593-8

7	 Shimada T, Terano A. Chemokine expression in 
Helicobacter pylori-infected gastric mucosa. J 
Gastroenterol 1998; 33: 613-617

8	 Berg K, Chatterjee A, Yasmin T, Shara M, Bagchi D. 
Cytokine expression due to Helicobacter pylori in 
a tissue culture model. Mol Cell Biochem 2007; 300: 

表  4  慢性糜烂性胃炎组悉尼评分标准与IL-18、IgG抗体、年龄相关性(mean±SD)

     分级                     评分           n                            年龄                               IL-18(ng/L)                             IgG(kU/L)

H pylori                 0            24                 53.33±14.90a              109.49±40.02a                 12.70±12.24a

                          1-3          16                41.81±13.98                267.18±148.23                31.36±23.26

慢性炎症	             1            22                50.64±14.07                113.70±46.24a                   9.26±6.59a

                            2            18                46.39±17.11                244.51±151.62                 33.49±21.93

活动性                 0             23               51.96±14.68                125.29±75.67a                  12.16±12.38a 

                          1-3          17               44.35±15.82                 236.52±149.64                 30.99±22.45

aP<0.05.

表  5  慢性糜烂性胃炎组16例H pylori 阳性患者抗H pylori
治疗前后IL-18、IgG抗体水平的变化 

     分组                             IgG(kU/L)                             IL-18(ng/L)

治疗前                   31.36±23.26                 267.18±148.23

治疗后                   21.00±9.47a                    93.82±22.15a            

aP<0.05 vs  治疗前.

■应用要点
临床上通过检测
血清抗体及IL-18
水平评估H pylori
治疗的疗效及糜
烂性胃炎的治疗. 



www.wjgnet.com

2310                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R         世界华人消化杂志     2007年7月28日    第15卷   第21期

Suppl 2: S370-384
20	 Kawakami K. Interleukin-18 and host defense 

against infectious pathogens. J Immunother (1997) 
2002; 25 Suppl 1: S12-19

21	 Bastos KR, Barboza R, Sardinha L, Russo M, 
Alvarez JM, Lima MR. Role of endogenous IFN-
gamma in macrophage programming induced by 
IL-12 and IL-18. J Interferon Cytokine Res 2007; 27: 
399-410

22	 Ye ZB, Ma T, Li H, Jin XL, Xu HM. Expression and 
significance of intratumoral interleukin-12 and 
interleukin-18 in human gastric carcinoma. World J 
Gastroenterol 2007; 13: 1747-1751

23	 Li S, Lu AP, Zhang L, Li YD. Anti-Helicobacter 
pylori immunoglobulin G (IgG) and IgA antibody 
responses and the value of clinical presentations 
in diagnosis of H. pylori infection in patients with 
precancerous lesions. World J Gastroenterol 2003; 9: 
755-758

24	 Zhang L, Blot WJ, You WC, Chang YS, Kneller RW, 
Jin ML, Li JY, Zhao L, Liu WD, Zhang JS, Ma JL, 
Samloff IM, Correa P, Blaser MJ, Xu GW, Fraumeni 
JF Jr. Helicobacter pylori antibodies in relation to 
precancerous gastric lesions in a high-risk Chinese 
population. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 1996; 5: 
627-630

25	 Barbosa J, Dinis-Ribeiro M, Guilherme M, Filipe 
T, Lomba-Viana R, Guimaraes MA, Lopes C. Use 
of Helicobacter pylori-specific antibodies in the 
evaluation of intestinal metaplasia and gastric 
dysplasia. Br J Biomed Sci 2003; 60: 175-179

26	 B h a t N , G a e n s b a u e r J , P e e k R M , B l o c h K , 
Tham KT, Blaser MJ, Perez-Perez G. Local and 
systemic immune and inflammatory responses to 
Helicobacter pylori strains. Clin Diagn Lab Immunol 
2005; 12: 1393-1400

27	 Kim N. Epidemiology and transmission route of 
Helicobacter pylori infection. Korean J Gastroenterol 
2005; 46: 153-158

28	 Seyda T, Derya C, Fusun A, Mel iha K. The 
relationship of Helicobacter pylori positivity 
with age, sex, and ABO/Rhesus blood groups in 
patients with gastrointestinal complaints in Turkey. 
Helicobacter 2007; 12: 244-250

29	 Kanbay M, Gur G, Arslan H, Yilmaz U, Boyacioglu S. 
The relationship of ABO blood group, age, gender, 
smoking, and Helicobacter pylori infection. Dig Dis 
Sci 2005; 50: 1214-1217

            编辑  程剑侠  电编  郭海丽  

171-175
9	 Kato S, Furuyama N, Ozawa K, Ohnuma K, 

Iinuma K. Long-term follow-up study of serum 
immunoglobulin G and immunoglobulin A 
antibodies after Helicobacter pylori eradication. 
Pediatrics 1999; 104: e22

10	 Akhiani AA. The role of type-specific antibodies in 
colonization and infection by Helicobacter pylori. 
Curr Opin Infect Dis 2005; 18: 223-227

11	 Miernyk KM, Bruden DL, Bruce MG, McMahon 
BJ, Hennessy TW, Peters HV, Hurlburt DA, 
Sacco F, Parkinson AJ. Dynamics of Helicobacter 
pylori-specific immunoglobulin G for 2 years 
after successful eradication of Helicobacter pylori 
infection in an American Indian and Alaska Native 
population. Clin Vaccine Immunol 2007; 14: 85-86

12	 Lazebnik LB, Tsaregorodtseva TM, Serova TI, 
Sokolova GN, Klishina MV, Gubina AV. Antibodies 
to Helicobacter pylori in gastric diseases. Ter Arkh 
2006; 78: 15-19

13	 Schumann C, Triantafilou K, Rasche FM, Moricke 
A, Vogt K, Triantafilou M, Hahn P, Schneider 
EM, Lepper PM. Serum antibody positivity for 
distinct Helicobacter pylori antigens in benign 
and malignant gastroduodenal disease. Int J Med 
Microbiol 2006; 296: 223-228

14	 Glickman JN, Antonioli DA. Gastritis. Gastrointest 
Endosc Clin N Am 2001; 11: 717-740

15	 Toljamo KT, Niemela SE, Karvonen AL, Karttunen 
TJ. Evolution of gastritis in patients with gastric 
erosions. Scand J Gastroenterol 2005; 40: 1275-1283

16	 Day AS, Su B, Ceponis PJ, Jones NL, Yau E, 
Sieveking D, Sherman PM. Helicobacter pylori 
infection induces interleukin-18 production in 
gastric epithelial (AGS) cells. Dig Dis Sci 2004; 49: 
1830-1835

17	 Tomita T, Jackson AM, Hida N, Hayat M, Dixon 
MF, Shimoyama T, Axon AT, Robinson PA, 
Crabtree JE. Expression of Interleukin-18, a Th1 
cytokine, in human gastric mucosa is increased in 
Helicobacter pylori infection. J Infect Dis 2001; 183: 
620-627

18	 Fera MT, Carbone M, Buda C, Aragona M, Panetta 
S, Giannone M, La Torre F, Giudice A, Losi E. 
Correlation between Helicobacter pylori infection 
and IL-18 mRNA expression in human gastric 
biopsy specimens. Ann N Y Acad Sci 2002; 963: 
326-328

19	 Dinarello CA, Fantuzzi G. Interleukin-18 and host 
defense against infection. J Infect Dis 2003; 187 

■同行评价
本 文 通 过 探 讨
血 清 中 I L - 1 8 及 
H pylori 抗体水平
的变化研究了两
者与糜烂性胃炎
之间的关系, 具有
一定的先进性和
科学性, 得出的结
果较可信, 有一定
的理论意义和实
际应用价值. 



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年7月28日; 15(21): 2311-2315
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

Glypican-3蛋白在肝细胞癌患者血清和组织中的表达及
意义

缪辉来, 谢贵林, 温继育, 陈念平, 陈 明, 包仕廷

缪辉来, 温继育, 陈念平, 陈明, 包仕廷, 广东医学院附属医
院肝胆外科 广东省湛江市 524001
谢贵林, 宁波市第二人民医院 浙江省宁波市 315000
缪辉来, 1995年广东医学院本科毕业, 2001年广东医学院硕士
研究生毕业, 副教授, 副主任医师. 主要从事肝胆疾病的基础和
临床研究.
广东省第二批科学事业费计划项目, No. 2004B30301001
湛江市科技招标项目, No. 20040025
通�����讯����作者��: 缪辉来, 广东省湛江市霞山区人民大道南57号, 广东
医学院附属医院肝胆外科. miaohuilai@tom.com
电话: 0759-2387417  传真: 0759-2231754
收稿日期����� ���������� ���������������� : ������������� ���������������� 2006-12-10   修回日期������������ : ����������2007-04-13

Glypican-3 protein expression 
in serum and tissues and 
its clinical significance in 
hepatocellular carcinoma 

Hui-Lai Miao, Gui-Lin Xie, Ji-Yu Wen, Nian-Ping Chen, 
Ming Chen, Shi-Ting Bao

Hui-Lai Miao, Ji-Yu Wen, Nian-Ping Chen, Ming Chen, 
Shi-Ting Bao, Department of Hepatobiliary Surgery, the 
Affiliated Hospital of Guangdong Medical College, Zhanji-
ang 524001, Guangdong Province, China
Gui-Lin Xie, the Second People’s Hospital of Ningbo City, 
Ningbo 315000, Zejiang Province, China
Supported by: the Second Group of Scientific Project of 
Guangdong Province, No. 2004B30301001 and the Techno-
logical Biding Program of Zhanjiang City, No. 20040025
Correspondence to: Hui-Lai Miao, Department of Hepa-
tobiliary Surgery, the Affiliated Hospital of Guangdong 
Medical College, 57 Renmin Street, Zhanjiang 524001, 
Guangdong Province, China. miaohuilai@tom.com
Received: 2006-12-10    Revised: 2007-04-13 

Abstract
AIM: To investigate glypican-3 (GPC3) protein 
expression and its clinical significance in serum 
and tissues in hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Serum and tissues from 27 patients 
with HCC and 28 with benign liver disease were 
collected the day before operation. Expression 
of GPC3 in serum was detected by Western blot-
ting, and expression in tissues was detected by 
immunohistochemistry. 

RESULTS: In the 27 patients with HCC, GPC3 
expression in the HCC, paracarcinomatous and 

non-tumor liver tissues was 81.5, 0 and 0%, re-
spectively (HC: 23.4689, P < 0.001), and that in 
the serum before operation was 55.6%. There 
was no expression of GPC3 in the tissue and se-
rum of the 28 patients with benign liver disease. 
The sensitivity, specificity and false-positive 
rates were 55.6, 100 and 0%, respectively, with 
serum GPC3 protein standard alone in the diag-
nosis of HCC. GPC3 protein expression in serum 
had no correlation with patient age or sex, alfa 
feta protein and hepatitis B surface antigen of 
HCC (P > 0.05), but was correlated with tumor 
size and pathological grade (P < 0.05). 

CONCLUSION: GPC3 protein expression in 
serum and tissue in HCC is higher than in non-
HCC tissue. There is also greater sensitivity and 
specificity, and over-expression of GPC3 in HCC 
serum, which may be of value for the early diag-
nosis of HCC. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Glypican-3; 
Gene expression; Diagnosis
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摘要
目的: 探讨肝细胞癌(HCC)患者血清和组织中
Glypican-3(GPC3)蛋白的表达及临床意义. 

方法:  收集H C C患者27例和肝良性病变患
者28例的术前1 d空腹血清及组织标本, 采用
Western blot检测血清中GPC3蛋白, 同时采用
免疫组织化学SP法检测组织标本中GPC3的
表达情况. 

结果: 27例HCC患者HCC组织、癌旁组织和
远癌肝组织中GPC3蛋白阳性的表达率分别
为81.5%, 0%和0%(HC: 23.4689, P <0.001), 术
前血清中GPC3蛋白阳性率分别为55.6%; 28
例肝良性病变患者组织和血清中阳性率均为
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■背景资料
α-甲胎蛋白(AFP)
是临床诊断肝细
胞 癌 的 主 要 手
段, 但我国肝细胞
癌中有30%-40%
属 A F P 阴 性 ,  单
凭AFP用于肝细
胞癌的临床诊断
和普查易造成漏
诊和误诊 .  GPC-
3(GPC3)影响多
种生物效应分子, 
与这些肿瘤的发
生、发展有密切
关系. 有研究表明
肝细胞癌血清中
的GPC3蛋白阳性
率高, GPC3能否
作为满意的肝细
胞癌肿瘤标记物
令人关注.



0%; GPC3蛋白对HCC诊断的敏感性为55.6%, 
特异性为100%, 误诊率为0%. HCC患者血清
中GPC3蛋白表达与其瘤体大小和病理分级
之间差异有显著性(P <0.05), 而与患者年龄、

性别、H B s A g及A F P值之间差异无显著性
(P >0.05).

结论: GPC3蛋白在HCC患者血清和组织中有
较高的表达, 对诊断HCC有较高的敏感性和
特异性, 可作为HCC早期诊断的标志物.

关键词: 肝细胞癌; Glypican-3; 基因表达; 诊断
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)目前仍

是世界上最常见的实体肿瘤[1-2], AFP是目前筛

选、检测和随访HCC最常用的肿瘤标记物, 但
仍然面临在分化程度好的H C C或退行发育的

HCC可能仅有轻度或没有AFP水平升高[3-4], 对
于肿瘤直径小于1 cm的微小HCC的检出率仍不

高, 约30%-40%早期、可切除性HCC患者中血

清AFP可以没有明显升高, 而良性或特殊疾病等

情况下AFP可为阳性[5-6]等诸多问题, 对于HCC
的诊断、特别是早期诊断还没有可靠的血清学

指标. Glypican-3(GPC3)蛋白是一种膜性硫酸乙

酰肝素糖蛋白, 影响多种生物效应分子[3,7-10], 在
HCC中的诊断价值评估成为当今热门研究课题

之一[11-13], 本研究组发现GPC3在肝细胞癌中的

表达比AFP基因更敏感, AFP表达阴性的HCC组
织中表达阳性率也高[14-15]; 但Glypican-3的特异

度、灵敏度等诊断试验价值究竟如何, 能否作

为满意的肝癌肿瘤标记物值得进一步研究.

1  材料和方法

1.1 材料 2002-12/2005-03术后病理证实为HCC
患者27例, 男23例, 女4例, 年龄23-70(平均50.7
±10.7)岁. HCC大体分型、组织学分类按1982
年全国肝癌协作组制定的分类标准, 病理分级

按Edmondson HCC分级标准, 肝硬化命名和分

类按WHO标准. 另随机收集肝良性病变患者28
例的组织和血清. 术前1 d空腹取血清标本, 立即

放于4℃冰箱, 分离血清, -20℃保存待测. 组织标

本均在手术中收集, 取材离体后速冻于液氮中, 
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并于-70℃超低温冰箱中贮存备用. 标本取材大

小均约1 cm×1 cm×0.2 cm; 肿瘤组织均在原发

灶取材, 避开坏死、炎症区域, 癌旁组织取自相

应肿块旁2 cm, 远癌组织取自距肿块边缘5 cm
以上的肝脏组织. 兔抗人GPC3多克隆抗体购自

美国Santa Cruz公司, GAPDH、Anti-goat及anti-
mouse IgG(H+L) 购自康成生物工程公司, 免疫

组化试剂盒购自北京中山公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色 采用链霉抗生物素蛋

白-过氧化酶(S-P)法, GPC3一抗工作浓度1∶ 50. 
均用PBS代替一抗作阴性对照. 采用双盲法, 观
察切片至少5个具有代表性高倍视野, 不少于

1000个细胞, 染色以胞质中染成淡黄或棕黄色

为阳性, 对免疫组化结果进行评估.
1.2.2  Western blot检测 蛋白裂解液(Brij液) 1 mol/L 
Tris 1 mL, 0.5 mol/L EDTA, 0.5 mol/L 0.4 mL, 5 
mol/L NaCl 3mL、10% Brij 96 8.75 mL、10% 
NP40 1.25 mL补水至总体积为100 mL; 蛋白酶抑

制剂: Leupeptin 25 µmol/L,  Aprotinin 25 µmol/L, 
AEBSF 25 µmol/L, Brij液100 mL需加入至少两种

蛋白酶抑制剂共100 µL. BCA蛋白质定量: BCATM

试剂A, BCATM试剂B, BSA标准溶液(2 g/L); 配
制BSA标准浓度梯度并准备BCATM工作液, 96
孔板测量(标准品或样品∶工作液= 1∶8)four-
parameter法曲线拟合. 根据拟合标准曲线进行

每个样品浓度的计算. 变性聚丙烯酰胺不连续

凝胶电泳(SDS-PAGE): 制备分离胶(pH8.8), 制
备积层胶(pH6.8), 样品准备, 加入电泳缓冲液, 
上样, 电泳. 蛋白质转移. 膜的封闭和抗体孵育: 
GPC3抗体稀释比例为1∶400, Anti-goat稀释比

例为1∶1500. GAPDH稀释比例为1∶10000 anti-
mouse IgG(H+L)稀释比例为1∶4000. 结果检测

以X光胶片曝光, 图片扫描保存为电脑文件, 并
用Tanon分析软件将图片上每个特异条带灰度

值的数字化. 
统计学处理 应用SAS8.0 for windows软件

处理, 两组间计量资料比较采用t检验, 计数资料

比较采用χ2检验, 以P <0.05认为有显著性差异.

2  结果

2.1  免疫组织化学检测结果 GPC3蛋白阳性细

胞常簇集形成克隆样区域, 阳性细胞和阴性细

胞有明显的不同形态, HCC组织(A组)、癌旁组

织(B组)和远癌肝组织(C组)中的表达率分别为

81.5%, 0%和0%(HC: 23.4689, P <0.001). HCC
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组织与非HCC组织(癌旁组织和正常组织)之间

的GPC3蛋白表达阳性率差异有非常显著意义

(P <0.01, 图1A-B). 以病理诊断为金标准血清中

GPC3蛋白诊断HCC结果的有效性评价见表1.见表1.表1.
2.2 Western blot检测结果  GPC3蛋白在HCC患
者、肝良性病变患者血清中的表达率分别为

55.6%, 0%. 阳性结果为66 kDa的致密条带. 相
对含量为0.78-2.20, 平均值为1.30, 过表达率为

53.3%(图2A-B). 血清中GPC3蛋白表达和HCC患
者临床、病理资料的关系见表2表2.

3  讨论

GPC3蛋白作为一种膜性间质蛋白, 其表达方式

与生长因子(如成纤维细胞生长因子等)及其受

体表达方式一致[16-17], 能通过一系列细胞表面受

体传导的信号来调节细胞形态和各种细胞行为

如: 黏附、增殖、迁移、存活和分化[3,10,18]. Hsu 
et al [19]应用Northern blotting检测到胚胎期GPC3
蛋白表达于发育中的小肠和中胚层来源组织中, 
而在成人除在胎盘、卵巢、乳腺、间皮、肺及

肾组织有弱表达之外, 其他正常分化组织中未

发现有表达[20-24]. 同时, 有少量报道称GPC3C末
端融合蛋白在HCC中有高表达[25-26]. 我们采用了

免疫组织化学SP法显示阳性染色主要位于细胞

质及细胞膜, 呈细颗粒状; 阳性细胞常簇集形成

克隆样区域, 阳性细胞和阴性细胞有明显的不

同形态[11], 发现81.5%的HCC组织不同程度地表

达GPC3蛋白, 而正常肝细胞、胆管细胞、血管

内皮细胞、I to细胞及成纤维细胞均未见表达, 
癌旁组织不表达GPC3蛋白; 我们还发现直径>5 
cm HCC中GPC3蛋白的阳性表达率高于直径≤

5 cm HCC中的阳性表达率(P <0.05), HCC组织与

非HCC组织(癌旁组织和正常组织)之间的GPC3
蛋白表达阳性率差异有非常显著意义(P <0.01), 
这说明GPC3蛋白在HCC组织中有广泛而稳定

的表达, 癌旁肝组织中未发现GPC3蛋白表达, 主
要原因为GPC3蛋白作为靶基因被其他基因激活

来发挥抑癌作用, 可在肝肿瘤的发生中起抑癌

作用[27-28], 假如在癌旁组织中发现该蛋白表达, 
可能已有转移性卫星灶了. 

有研究提示GPC3在肝细胞癌的发生、发展

中是较AFP更早期的事件[6,24,29-30], 本研究Western 
blot发现55.6% HCC患者血清中不同程度的表

■创新盘点
本实验进行之初
尚无GPC3蛋白的
商品化的ELASA
检测试剂盒, 我们
采用 Western blot
方法检测血清的
GPC3蛋白水平 . 
通过诊断试验来
探讨GPC3对HCC
早期诊断的敏感
性、特异性、误
诊率.

图  1   HCC GPC3蛋白表达(SP×200). A: 阳性; B: 阴性.  

A

B
灵敏度(Sen )55.6%; 特异度(Spe )100%; 假阳性(误诊率α)0%; 

假阴性(漏诊率β)44.4%; Youden指数(正确诊断指数)0.516; 准

确度76.4%; 阳性预测值(PV +)100%; 阴性预测值(PV -)70.3%.

表  1  以病理诊断为金标准血液中GPC3蛋白诊断肝细胞
癌的评价

     
研究试验结果

                    病理诊断结果                      
合计

                                    肝细胞癌     肝良性病变

GPC3蛋白      (+)           14                 0                      14

                      (-)	      13	         28                      41

合计                              27	         28                      55

A M       A    B     C      D     E      F     G     H     I

30 kDa
40 kDa

B M      A    B    C       D     E      F    G      H    I

60 kDa
80 kDa

图  2  HCC血清GPC3表达. A: GAPDH; B: 肝癌.  
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达GPC3蛋白, 而肝良性病变患者血清中不表达

GPC3蛋白. 通过诊断实验的评价分析, Western 
bolt方法检测血清中GPC3蛋白有较高的敏感性

(55.6%)和特异性(100%), 有很低的误诊率, 鉴别

诊断价值较大. 我们还发现GPC3蛋白表达与患

者的性别、年龄、肝功Child分级、HBsAg、临

床分期、肿瘤有无包膜、瘤灶数等都无显著相

关性, 而与肿块直径、病理分级等有显著相关

性(P <0.05), GPC3蛋白在直径>5 cm HCC的阳性

表达率明显高于直径≤5 cm HCC的阳性表达率; 
GPC3蛋白在低分化(Edmonson-SteinerⅢ和Ⅳ

级)的阳性表达率明显高于在高分化(Edmonson-
S te ine rⅠ和Ⅱ级)的阳性表达率. 这提示检测

HCC组织和/或血液中的GPC3蛋白的表达对于

预测肿瘤的恶性程度、病情轻重及预后有重

要价值. GPC3蛋白作为一个特异性的肿瘤标记

物, 可能在细胞癌变的初始即有稳定的表达, 是
HCC发生的一个较早期事件, 表达的质和量与

HCC的直径、恶性程度大小和病程的进展有关. 
由此可见检测GPC3蛋白可作为诊断HCC的肿

瘤特异性标记物, 对区别肝脏肿瘤结节的良恶

性、HCC的早期诊断上有重要意义. 
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■同行评价
本文研究了CPC3
蛋白在肝细胞癌
患者血清和组织
中有较高的表达, 
诊断肝癌的灵敏
性 ,  和 特 异 性 较
高. 论证有据, 层
次清楚, 对基础和
临床的肝癌研究
有一定的指导意
义. 
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Abstract
AIM: To observe the expression of cytokeratin 
1 9 ( C K 1 9 ) a n d s u b t r a c t i v e g e n e P 0 2 i n 
hepatocellular carcinoma (HCC), cirrhosis of the 
liver and oval cells. 

METHODS: An immunohistochemical strepta-
vidin–peroxidase method was used to examine 
the expression of CK19 in eight normal livers, 
27 with cirrhosis, and 43 HCC samples. A DIG 
Probe Synthesis kit was used to prepare a P02 
probe using a polymerase chain reaction, and in 
situ hybridization was used to detect the expres-
sions of subtractive gene P02 in 15 pairs of speci-
mens from HCC and liver cirrhosis, and in oval 
cells. 

RESULTS: The positive rate for CK19 in cirrho-

sis of the liver was not significantly different to 
that for the control group. There were significant 
differences between HCC and cirrhosis of the 
liver (69.77 vs 25.93%, P < 0.01). Oval cells with 
strongly positive staining were seen in the portal 
area of cirrhosis, and at the brink of a carcinoma. 
There were significant differences (5.74 ± 1.05 vs 
10.51 ± 1.78, P < 0.01) between the numbers of 
oval cells in cirrhosis of the liver and HCC. The 
positive rate for P02 in HCC and cirrhosis of the 
liver was 80 and 26.7%, respectively, and there 
was a significant difference (P < 0.01) between 
the two groups.  

CONCLUSION: CK19 is associated with hepa-
tocarcinogenesis. Oval cells are strongly posi-
tive for CK19 in cirrhosis of the liver and HCC. 
Oval cells are associated with regeneration of 
the liver, and are probably the original cells of 
HCC. P02 is overexpressed in HCC and plays an 
important role during hepatocarcinogenesis by 
promoting oval cell proliferation. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Cirrhosis; 
Oval cell; Cytokeratin 19; Subtractive gene P02; 
Immunohistochemistry; In situ  hybridization

Li W, Li JC, Duan FL. Expressions of cytokeratin 19 and 
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摘要
目的: 观察细胞角质素19(CK19)及消减基因
P02在肝细胞癌, 肝硬化组织及卵圆细胞中的
表达情况. 

方法: 采用免疫组化SP法观察8例正常肝组
织, 27例肝硬化组织和43例肝细胞癌组织中
CK19的表达. 采用DIG-probe synthesis kit, 聚
合酶链反应方法制备P02探针, 通过原位杂交
方法检测P02在肝细胞癌, 肝硬化组织及卵圆
细胞中的表达. 

结果: C K19在肝硬化组与正常肝组织之间
表达率无明显差异, 但在肝细胞癌组与肝硬

®

■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
是严重危害人类
健康的恶性肿瘤
之 一 .  对 于 其 发
病机制的研究从
两方面展开 :  (1)
细胞学起源的探
讨, 即肝细胞癌可
能起源于肝内未
分化的卵圆细胞
的假说; 并有不少
学者从肝癌组织
中发现了肝卵圆
细胞的存在 .  (2)
是HCC相关基因
的研究,如c-myc , 
c-met , N-ras , c-fos
等 .  而 P 0 2 基 因
是肝细胞癌消减
c D N A 文 库 中 一
个在肝细胞癌中
高表达的基因, 他
已作为表达序列
标签(expression 
s e q u e n c e  t a g , 
E S T ) 登 录 到 了
GenBank/EMBL/
DDBJ数据库.
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化组之间差异有显著性(69.77% vs  25.93%, 
P <0.01). 肝硬化组织与肝细胞癌组织中CK19
标记的卵圆细胞数量有显著性差异(5.74±
1.05 vs  10.51±1.78, P <0.01). P02在肝硬化
和肝细胞癌中的阳性表达率分别为26.7%和
80%, 二者之间表达有显著性差异(P <0.01). 

结论: CK19可能参与了肝硬化到肝细胞癌的
癌变过程. 卵圆细胞与肝脏损伤后再生及癌变
有关, 可能是P02通过促进卵圆细胞的增殖来
介导肝细胞癌的发生.

关键词: 肝细胞癌; 肝硬化; 卵圆细胞; 细胞角质素

19; 消减基因P02; 免疫组化; 原位杂交
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0  引言

目前对肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
发病机制的研究主要从两方面展开: 一是细胞

学起源的探讨, 即肝细胞癌可能起源于肝内未

分化的卵圆细胞的假说[1]; 并有不少学者从肝癌

组织中发现了肝卵圆细胞的存在[2-4]. 卵圆细胞

被证实是肝脏干细胞(stem cell)的子代细胞, 是
肝干细胞的一种[5-6]. 二是HCC相关基因的研究, 
如c-myc , c-met , N-ras , c-fos等. 而P02基因是肝

细胞癌(HCC)消减cDNA文库中一个在肝细胞

癌中高表达的基因[7], 他已作为表达序列标签

(expression sequence tag, EST)登录到了GenBank/
EMBL/DDBJ数据库, 登录号为GenBank Acc: 
BQ125043, GenBank Gi: 20178634, dbEST-1d: 
12094454, 长度为479 bp. 

我们通过免疫组化方法, 检测卵圆细胞标

志物细胞角质素19(CK19)在正常肝组织, 肝硬

化组织和肝细胞癌组织中的表达, 并观察卵圆

细胞在不同组织中的增生状况, 以期了解卵圆

细胞在肝细胞癌发生中的作用; 通过原位杂交

方法, 观察P02基因在肝细胞癌中的表达定位, 
检测其在卵圆细胞中是否表达, 将基因研究和

肝细胞癌细胞源学说结合起来, 探讨肝细胞癌

的发生机制.

1  材料和方法

1.1 材料 免疫组化标本源于新乡医学院病理教

研室, 郑州大学第一附属医院, 第二附属医院病

理科, 河南省肿瘤医院共43例肝细胞癌, 27例肝

硬化及8例肝囊肿, 血管瘤及肝硬化组织旁经

病理证实为正常的蜡块或组织. 原位杂交组织

标本来自郑州大学第一附属医院, 第二附属医

院, 河南省肿瘤医院肝细胞癌及其对应的癌旁

肝硬化组织15对(均经病理证实). 所有标本均经 
1 mL/L DEPC处理的无RNA酶水冲洗, 液氮

速冻 ,  -80℃保存 ,  冰冻切片及H E染色 .  P02 
EST序列 长度为479 bp, 见GenBank EST数
据库(GenBank Acc: BQ125043, GenBank Gi: 
20178634, dbEST-1d: 12094454); P02 EST PCR
引物序列(使用软件Oligo6.44设计): 退火温度

55℃产物长度281 bp: P02 5': 5'-AGA  CCA  GAA  
AGA  GTA  AAA  CC-3', P02 3': 5'-TCC  ACT  
CCA  AAT  AAA  TCA  CAG-3'.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组化 常规石蜡切片, HE染色. 免疫组

化染色按试剂盒(北京中山公司)说明书进行: 二
甲苯及梯度酒精脱蜡水化; 30 mL/L H2O2, 室温

孵育10 min, 以消除内源性过氧化物酶的活性; 
枸橼酸盐缓冲液抗原修复10 min; 正常山羊血

清封闭, 室温孵育20 min; 倾去血清、勿洗、滴

加一抗(CK19购自福建迈新公司)工作液, 4℃孵

育过夜; 加二抗, 室温孵育20 min; SP室温孵育 
20 min; DAB镜下显色2 min-5 min; 苏木精复染, 
酒精脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封固. 设空白

对照, 用PBS缓冲液代替一抗孵育已知阳性切

片, 结果阴性.
1.2.2 P02的扩增 采用PyrobestTM DNA polymerase 
(TaKaRa Biotechnology Co.Ltd) 反应体系10×
Pyroest Buffer 2.5 μL, dNTP Mixture 1.5 μL, 上游

引物1.4 μL, 下游引物1.6 μL, P02 cDNA模板(本
所)0.5 μL, PCR级水17.375 μL, Taq酶0.125 μL, 
总体积25 μL. 将PCR-Mix混匀后, 94℃ 2 min, 
94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 68℃ 45 s, 30个循环, 最后

68℃延伸7 min. 
1.2.3 P02探针制备 采用DIG-probe Synthesis kit 
(Roche Molecular Biochemicals), PCR方法制备

探针. 反应体系为10×Buffer 5 μL, PCR DIG 
Labeling Mix 5 μL, 上游引物2.8 μL, 下游引物

3.2 μL, P02 cDNA模板1 μL, PCR级水32.25 μL, 
Enzyme Mix 0.75 μL, 总体积50 μL. 将PCR-Mix
混匀后, 94℃ 2 min, 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 68℃ 
40 s, 30个循环, 72℃ 延伸7 min. 探针制备后用

High Pure PCR Product Purification kit (Roche 
Molecular Biochemicals)纯化并测其浓度.
1 .2 .4  原位组织杂交(武汉博士德敏感加强性

原位杂交试剂盒) 切片取出后, 用新鲜配制的 

■研发前沿
( 1 ) 进 一 步 研 究
卵圆细胞与肝坏
死、再生、纤维
化、硬化及癌变
等病理生理过程
的关系, 从而探讨
对其进行定向诱
导的可能 ;  (2)以
卵圆细胞作为种
子细胞进行肝细
胞移植, 应用于终
末期肝衰竭的临
床治疗.
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5 mL/L H2O2/甲醇室温处理30 min以灭活内源性过

氧化物酶; 滴加3 mL/L柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白

酶, 37℃消化30-60 s, 以暴露mRNA核酸片段; 滴加

预杂交液, 恒温箱41℃预杂交3 h; P02探针于PCR
仪中94℃变性3 min后用杂交液稀释至1 μg/L并加

至切片上, 将原位杂交专用盖玻片保护膜揭开后, 
盖在切片上, 恒温箱41℃杂交12 h-16 h; 杂交后揭

掉盖玻片, 依次用37℃水温的2×SSC, 0.5×SSC, 
0.2×SSC洗涤; 用37℃封闭液孵育30 min并甩去

多余液体, 不洗; 依次滴加生物素化鼠抗地高辛, 
37℃ 60 min, SABC 37℃ 20 min, 生物素化过氧化

物酶37℃ 20 min; 加新鲜配制的DAB; 显微镜下显

色2-5 min, 棕黄色染色为阳性信号; 以PBS代替含

探针杂交液为阴性对照.
1 .2 .5  结果判定  根据阳性细胞所占的比例及

显色程度 ,  将染色结果分为弱阳性(+),  阳性

(++), 强阳性(+++)及阴性(-). 分别为25%-50%, 
50%-70%, 70%以上及小于25%的细胞着色(参
照1997年全国免疫组化技术诊断标准化专题研

讨会意见). 
统计学处理 应用SPSS10.0统计软件进行统

计学处理, 计数资料采用χ2检验, 计量资料采用

配对t检验, 以P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 CK19在不同类型肝组织中的表达 CK19在正

常肝组织中, 胆管上皮细胞阳性表达, 肝细胞呈

阴性表达, 在肝硬化组织中, 间质中胆管、假胆

管呈阳性着色, 间质中可见强阳性着色的卵圆

细胞, 肝细胞不着色, 在正常肝组织中和肝硬化

组之中的阳性表达率分别为0%和25.93%, 二者

之间无明显差异(P >0.05). 在HCC中, 癌细胞, 间
质中假胆管中呈阳性表达, 相对正常肝细胞呈

阴性表达, 并见卵圆细胞的阳性表达(图1). HCC
的阳性表达率为69.77%, HCC和肝硬化组之间

表达有显著差异(P <0.01, 表1)
2.2 卵圆细胞在不同肝组织中的增生状况 在正

常肝组织中未见到卵圆细胞, 在20/27例肝硬

化组织中, 靠近肝小叶边缘汇管区周围可见到

CK19染色较深的小细胞, 体积约为正常肝细胞

的1/2-1/4, 胞核呈卵圆形, 胞质稀少, 即卵圆细胞质稀少, 即卵圆细稀少, 即卵圆细

胞. 在35/43例肝细胞癌组织中亦可见到卵圆细

胞的增生, 他们位于癌巢周边, 成簇分布或散他们位于癌巢周边, 成簇分布或散们位于癌巢周边, 成簇分布或散

■相关报道
薛玲 et al 在体外
诱导培养卵圆细
胞向肝癌细胞转
化 ,  并研究c-Ha-
ras , c-myc 及Ki-
ras 癌基因表达的
动态变化, 认为卵
圆细胞在致癌剂
的作用下, 可能成
为 癌 前 细 胞 ,  继
而在癌基因及其
产物的作用下分
化为多种形态的
恶性肿瘤. Huang 
et al 研究Hoxa -13
基因在乙型肝炎
病毒/丙型肝炎病
毒相关的肝癌病
例中的表达情况
时发现Hoxa -13基
因在来源于肝干
细胞的肝癌细胞
系中表达, 而不在
来源于肝细胞及
胆管细胞的肝癌
细胞系中表达, 因
而推测其对于肝
干细胞对肝癌的
转化具有重要意
义. Fang et al在大
鼠肝癌模型中测
得卵圆细胞贯穿
于造模全过程, 其
c-myc 的表达量随
肝癌的进展增高, 
由此推测c-myc 作
为致癌基因可能
对卵圆细胞恶性
转化起重要作用.

表  1  CK19在不同类型肝组织中的表达

     
组织学     

阴性     阳性   n     阳性率(%)       χ2            P
类型

正常肝        8        0      8       0		

肝硬化      20        7    27     25.93%                  0.166fisher

肝细胞癌  13       30   43     69.77%b  12.793    0.000

Fisher's精确概率法; bP<0.01 vs  肝硬化组.

A B

C D

图  1  CK19在不同组织中的表达. A: 正常肝组织(×100); B: 肝硬化组织(×400); C: 肝细胞癌组织(×400); D: 肝细胞癌组织

中CK19标记的卵圆细胞(×400).  
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在分布. C K19标记的卵圆细胞在肝硬化组织

和肝细胞癌组织中的数量分别为5.37±1.17和
10.45±2.15, 两者比较有显著性差异(t  = 9.75, 
P <0.01).
2.3 P02探针浓度 合成P02探针(图2). InGenius 
Bio imaging system凝胶成像系统扫描并经Gene 
snap form syngene图像分析软件分析得出2次合

成的探针的量分别为140 ng和50 ng, 上样量均为

5 μL, 计算探针浓度分别为28 mg/L和10 mg/L.
2.4 P02在不同肝组织中的表达 P02在肝硬化

组织中主要定位于肝细胞中 ,  在肝细胞癌中

主要定位于癌细胞中(图3). P02在肝硬化和肝

细胞癌中的阳性表达率分别为26.7%(4/15)和
80%(12/15), 二者之间表达有显著差异(χ2 = 
8.571, P <0.01). 在13对肝硬化的汇管区和肝细胞

癌癌巢周边可见到肝卵圆细胞的增殖且胞质呈胞质呈呈

强阳性染色, 所见到的肝卵圆细胞核呈卵圆形, 
胞质较少, 细胞体积较小, 约相当于肝细胞体积较少, 细胞体积较小, 约相当于肝细胞体积

的1/2-1/4(图3).
2.5 不同肝组织卵圆细胞数的定量比较 各标本

均选取3个不重复且肝卵圆细胞比较多的区域, 
400倍视野下对符合其形态特征且P02染色呈阳

性的细胞进行计数, 取其均值作为该标本的卵

圆细胞数P02标记的卵圆细胞在13例肝硬化组标记的卵圆细胞在13例肝硬化组

织和肝细胞癌组织中的数量分别为5.74±1.05, 
10.51±1.78, 两者比较有显著性差异(t  = 9.38, P  
= 0.000).).

3  讨论

目前对于肝细胞癌的发病机制的研究主要从两

方面展开, 一方面, 肝细胞癌的发生与基因的突

变或异常表达有密切的关系. P02基因就是对

肝癌组织和癌周肝硬化组织进行抑制性消减

杂交(suppressed subtractive hybridization, SSH)
时获得的在肝细胞癌中高表达的E S T[7], 通过

SMART(switching mechanism at 5' end of RNA 
transcript)、RACE(rapid amplification of cDNA 
ends)技术已获得了该基因的全长cDNA序列[8], 
同源性分析表明, 该基因即TPT1. 从来源背景以

及他的同源类似物的研究结果强烈提示:TPT1的
的高表达与肿瘤有着密切的关系. 高天慧 et al [9-10]

构建了TPT1真核表达载体并研究了其在肝癌细

胞系SMMC-7721中的表达状况, 结果提示TPT1
可在肝系细胞内高效表达, 并可增强肝癌细胞

系SMMC-7721的恶性表型. 另一方面是肝细胞

癌的细胞学起源问题, 认为癌变由肝内未分化

的肝干细胞或卵圆细胞异常分化而来, 并根据

卵圆细胞的形态, 表型特征, 癌基因表达及体外

转化等大量间接证据[11-29], 认为肝细胞癌来源于

卵圆细胞. 
我们实验结果提示CK19在正常肝组织中, 

胆管上皮细胞阳性着色, 肝细胞无阳性着色; 在
肝硬化组织中, 间质中胆管, 假胆管呈阳性着色, 
间质中可见阳性着色的卵圆细胞, 肝细胞不着

色. 而在肝细胞癌组织中, 癌细胞和间质中假胆

管呈阳性着色, 并可见卵圆细胞强阳性着色, 表
明卵圆细胞具有向上皮分化的潜能, 当分化为

正常肝细胞时, 表达CK19的表型被抑制, 而当

细胞癌变时就表现干细胞的某些表型, 如表达

CK19; CK19在肝硬化组与正常组中的表达率相

图  2  P02探针. 1: 未标记P02; 2: DNA marker; 3: P02探针.  

 1            2             3

500 bp

A

B

图  3  P02在不同组织中的表达(×200). A: 肝硬化; B: 肝癌.  

■创新盘点
该论文利用肝细
胞癌消减cDNA文
库中已确定在肝
细胞癌中高表达
的P02基因并和肝
细胞癌卵圆细胞
源学说结合起来, 
从独到的角度探
讨肝细胞癌的发
病机制, 揭示了卵
圆细胞在肝细胞
癌发生中的作用, 
为卵圆细胞在临
床的应用提供了
理论依据.
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■名词解释
1 干细胞: 干细胞
是一类具有无限
或较长的自我更
新和增殖分化能
力的细胞, 能产生
表现型和基因型
与其自身完全相
同的子代细胞, 同
时还能分化出定
向祖细胞. 
2  表达序列标签
(EST): 1991年, 美
国公共卫生研究
所(NIH)的Adams 
et al , 在用核苷酸
自动测序仪每日
分析96个模板的
基 础 上 ,  开 始 了
ESTs工作计划, 即
开始运用表达序
列标记法寻找新
基因. 为了加快速
度, 通常不读出基
因的全部序列, 而
是得到一部分序
列, 称作表达序列
标签(EST), EST
要有足够长以至
于能特异地标记
基因. 通常他含有
足够的结构信息
指出这个基因与
其他基因的关系.

比无明显差异, 而在肝细胞癌组与肝硬化组中

的表达率相比有明显差异, 表明CK19主要参与

了从肝硬化到肝细胞癌的癌变过程. 结合他们

在卵圆细胞中的强阳性表达, 提示肝细胞癌可

能起源于卵圆细胞. 
在正常生理情况下及在半肝切除时, 肝脏干

细胞并未激活及参与肝细胞的再生[30]. 据推测, 
仅在各种内源或外源性毒素等的刺激下, 肝细

胞自身的复制能力受到损害时, 肝脏的干细胞

才被激活[31]. 本实验中正常肝组织中未见到卵圆

细胞, 但在肝硬化组织中和肝细胞癌组织中却

有卵圆细胞的存在, 且其数量在两种组织中有

显著性差异, 而90%的肝细胞癌由肝硬化发展而

来, 肝硬化被认为是肝细胞癌的癌前病变, 验证

了卵圆细胞在肝脏损伤后再生和癌变中的作用, 
进一步支持肝细胞癌的卵圆细胞源学说.  

我们实验从形态学的角度探讨了P02的表

达状况, 结果显示P02的表达定位于肝硬化组织

肝细胞和肝细胞癌细胞中. P02在肝硬化和肝细

胞癌组织中的阳性表达率分别为26.7%和80%, 
二者之间表达有显著性差异(P <0.01). 由于90%
的肝细胞癌发生于肝硬化, 肝硬化已被认为是

肝细胞癌的癌前病变. 消减基因P02在肝硬化和

肝细胞癌组织中表达的显著差异性, 进一步确

定其为肝细胞癌相关的差异表达基因的表达序

列标签, 是一个在肝细胞癌发生发展中起重要

作用的基因. 实验结果还显示: 在13对肝硬化的

汇管区和肝细胞癌巢周边可见到肝卵圆细胞的

增殖且胞质呈强阳性染色, 所见到的肝卵圆细

胞核呈卵圆形, 胞质较少, 细胞体积较小, 约相

当于肝细胞体积的1/2-1/4. 统计学结果显示二者

的数量之间有显著性差异(P <0.01), 体现了肝细

胞癌发生发展过程卵圆细胞的增殖情况, 有力

的支持肝细胞癌的卵圆细胞源学说, 在卵圆细

胞向肝细胞癌转化过程中, P02可能起着重要的

作用. 由此我们得出初步结论, P02可能通过促

进卵圆细胞的增殖来介导肝细胞癌的发生. 至
于其具体机制还需要进一步的深入研究.
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肝胆胰外科领域新技术研讨会通知

本刊讯 为了推动肝胆胰外科临床及科研工作的深入开展, 由哈尔滨医科大学附属第一医院肝胆胰外科与世

界华人消化杂志共同举办的国家继续教育项目“肝胆胰外科领域新技术研讨会”拟于2007-08-03/05在哈尔滨

召开. 届时将邀请日本及国内肝胆胰领域知名专家进行讲座和学术交流, 会议将对活体肝移植供受体手术、肝

脏手术、血管技术在肝胆胰手术中的应用、如何提高胰十二指肠手术切除率以及生物人工肝脏等技术的新进
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Abstract
AIM: To explore the relationship between 
preoperative radiotherapy in rectal carcinoma 
and postoperative local recurrence. 

METHODS: Patients with rectal carcinoma (n = 
762) treated with surgery, with or without pre-
operative radiotherapy, were followed-up and 
analyzed retrospectively for postoperative local 
recurrence and survival rate. 

RESULTS: There were 142 (18.6%) patients with 
postoperative local recurrence. Among these, 

123 (20.9%) were not treated with preoperative 
radiotherapy and 19 (11.0%) were treated. There 
was a significantly larger difference between 
them (P < 0.05). The 5 years survival rate was 
48.1% in patients not treated with preopera-
tive radiotherapy and 58.4% in those who were 
treated. Further, there was a significantly larger 
difference between them (P < 0.05).  

CONCLUSION: Preoperative radiotherapy in 
rectal carcinoma can reduce local recurrence, 
and increase 5 year survival rate. 

Key Words: Preoperative radiotherapy; Rectal carci-
noma; Postoperative local recurrence

Zheng Q, Zhang GQ, Wang HB, Gao P, Qing SH. Clinical 
observation of postoperative local recurrence in rectal 
carcinoma treated with preoperative radiotherapy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2322-2325

摘要
目的: 探讨直肠癌术前放疗与术后局部复发
的关系. 

方法: 直肠癌患者男536例, 女226例, 年龄
21-73(平均48)岁; 病理分型: 高分化腺癌320
例(42.0%), 中分化腺癌195例(25.6%), 黏液腺
癌84例(11.0%), 乳头状腺癌40例(5.2%), 低分
化腺癌50例(6.6%), 未分化癌34例(4.5%), 腺鳞
癌18例(2.4%), 印戒细胞癌21例(2.7%). 分期: 
Duckes A期115例, B期399例, C期210例, D期
38例. 762例行手术(n  = 589)或手术加术前放
疗(n  = 173)治疗. 随访(58-143 mo), 了解术前
放疗与预后的关系. 

结 果 :  在 7 6 2 例 中 ,  术 后 局 部 复 发 1 4 2 例
(18.6%). 其中术前放疗者173例中, 术后局部
复发19例(11.0%), 术前未进行放疗的589例
中, 局部复发123例(20.9%), 两者比较有统计
学意义(P <0.05). 术前未进行放疗的5 a生存率
48.1%, 手术前施行放疗的5 a生存率58.4%, 两
者比较有统计学意义(P <0.05). 

结论: 直肠癌术前放疗可以降低术后局部复

®

■背景资料
直肠癌在我国呈
上升趋势. 直肠癌
的首选治疗方法
为手术切除, 但局
部复发和转移是
影响直肠癌术后
生存的主要因素. 
直肠癌术前放疗
的效果仍存在争
议, 一些研究者认
为术前放疗没有
必要, 只会增加并
发症率和死亡率; 
一些研究者认为, 
术前放疗作为直
肠癌综合治疗的
一部分, 有助于降
低术后局部复发
和提高术后生存
率, 能通过减少直
肠癌局部复发而
改善患者的生存
质量.

■研发前沿
直肠癌术后局部
复发除与肿瘤本
身病理类型、肿
瘤 细 胞 分 化 程
度、肿瘤大小、

部位、淋巴结转
移、分期及手术
过程中的操作等
主要因素有关外, 
还与术前、术后
的处理密切相关. 
针对不同情况的
下的直肠癌, 放射
治疗的作用、是
术前还是术后放
疗, 以及如果术前
放疗, 其放疗剂量
和放疗结束后间
隔多长时间进行
手术等, 目前尚无
定论, 是一个长期
争论的问题.
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0  引言

直肠癌在我国呈上升趋势, 占结直肠癌总数的

70%[1]. 直肠癌的首选治疗方法为手术切除, 但
局部复发和转移是影响直肠癌术后生存的主要

因素. 术前放疗作为直肠癌综合治疗的一部分, 
有助于降低术后局部复发和提高术后生存率[2-3].
我们1990-2002年进行的直肠癌手术762例, 作一

回顾性分析以了解术前放疗对直肠癌术后局部

复发和术后生存的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 我院于1990/2002年收治术后病理证实

资料齐全的直肠癌患者762例, 男536例, 女226
例, 年龄21-73(平均48)岁. Duckes A期115例, B
期399例, C期210例, D期38例. 高分化腺癌320例
(42.0%), 中分化腺癌195例(25.6%), 黏液腺癌84
例(11.0%), 乳头状腺癌40例(5.2%), 低分化腺癌

50例(6.6%), 未分化癌34例(4.5%), 腺鳞癌18例
(2.4%), 印戒细胞癌21例(2.7%).
1.2 方法 所有患者均施行手术治疗. 其中单独施

行Dixon手术者349例, Mailes手术者222例, 局部

切除术者18例; 行手术加术前行放疗治疗173例. 
术前放疗采用CLINAC4/6X型直线加速器进行

前后双野照射, 短程高剂量放疗(5 Gy×5次). 照
射范围包括直肠原发病灶及盆腔内淋巴引流区, 
不遗漏骶前区和会阴部, 照射野上界在第5腰椎

下缘, 两侧超出真骨盆缘1.5 cm, 下界达肛缘. 放
疗结束后5 d-7 d内行相应手术. 术后所有患者均

常规应用5-FU静脉化疗, 1疗程6 g-8 g, 共用6-8 
个疗程.

统计学处理 采用Kaplan-Meier法计算生存

率和局部复发率, 显著性差异差异Logrank检验

和χ2检验.

2  结果

随访期58-143, 中位(81) mo. 复发142例, 复发时

间4 mo-41 mo, 其中1 a以内复发者45例. 单纯手

术者与术前放疗1疗程后再手术者, 其术后局部

复发率和5 a生存率相比, P <0.05, 差异有显著性

意义(表1). 肿瘤局部复发与肿瘤细胞学类型有

关(表2). 与Dukes 分期也有关(表3). 复发部位: 
吻合口76例, 淋巴结24 例, 会阴部30例, 吻合口

周围16例, 切口8例.

3  讨论

直肠癌在我国呈上升趋势, 占结直肠癌总数的

70%[4-5]. 局部复发和转移是影响直肠癌术后生

存的主要因素. 特别是局部复发, 约80%的患者

死于局部复发而无远处转移. 有报道直肠癌术

后局部复发率为15.7%, 其中腹会阴联合切除

术(APR)复发率16.9%; 保留肛门低位前切除术

(LAR)复发率14.3%[6-10]. 尽管在采用直肠系膜全

切除(TME)后, 局部复发率虽有下降, 但文献报

道直肠癌TME后局部复发率仍在12.7%-31%[5,8], 
可见预防直肠癌根治手术的局部复发, 是临床

一大难题, 对提高直肠癌的生存率有重要的临

床意义. 
直肠癌术后局部复发除与肿瘤本身病理类

型、肿瘤细胞分化程度、肿瘤大小、部位、淋

巴结转移、分期及手术过程中的操作等主要因

素有关外, 还与术前、术后的处理密切相关[9-15]. 
荷兰大肠癌学组报道1861例直肠癌全系膜切除

根治术的患者中924例加术前放疗, 937例不加放

疗, 加放疗组局部复发率明显降低. Minsky et al [3]

报道30例低位直肠癌距肛缘1.5 cm-6.0 cm, 原
均拟行Miles术, 后经术前放疗后83%完成了低

位前切除结肠肛管吻合术. 可见, 直肠癌在术前

或术后配合放射治疗能起到降低局部复发率的

作用, 合理配合放射治疗是减少直肠癌术后复

发的重要措施. 但究竟是术前还是术后放疗, 这
是一个长期争论的问题[16-18]. 有学者认为, 术前

放疗优于术后放疗, 其原因是经过手术创伤后

局部组织的血供受到了破坏, 在供血减少和血

氧降低的条件下, 亚氨含量降低, 组织对射线的

敏感性是降低的, 直接影响了放疗的疗效; 其
次, 术前放射可使肿瘤缩小, 病变降期(down-
staging), 从而提高肿瘤切除率和保肛成功率; 再
次, 术前放疗可以避免术后直肠被切除, 有更多

小肠和正常组织进入盆腔接受照射, 在肿瘤细

胞尚未被杀死前, 大量血供良好的正常组织和

小肠都受到了严重的伤害, 放射性直肠炎、吻

合口狭窄、肠功能障碍等并发症的机率也大, 
患者难以忍受, 无法完成或达到所需杀死全部

残留肿瘤细胞的剂量[19-20]. 术前放疗可使骶筋膜

■相关报道
Glimelius et al 对
直 肠 癌 术 前 放
疗 + T M E 根 治 术
25351例进行综合
分析, 并与1996年
的1504例进行比
较 ,  结 果 局 部 复
发率由28%降至
10%-15%, 由此认
为术前放疗能明
显改善局控率, 可
减少局部复发, 提
高了手术切除率
和保肛率, 改善了
患者的生活质量, 
还有望提高生存
率.



www.wjgnet.com

2324                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R         世界华人消化杂志     2007年7月28日    第15卷   第21期

纤维化而增厚, 对骶前血管保护作用加强, 术中

损伤骶前静脉机会减少, 提高手术安全性. 本研

究表明, 术前放疗, 在早期直肠癌(Duckes A期), 
行局部切除的病例中, 其局部复发和5 a生存率

上, 与同期术前不进行放疗和术后进行放疗相

比, 两者无明显差异; 但在行Dixon术和Miles术
的病例(Duckes B-D期)中, 术前放疗可以降低术

后局部复发和提高5 a生存率, 与同期术前不进

行放疗相比, 两者的差异具有统计学意义; 从直

肠癌细胞学类型分析表明, 无论是高分化腺癌

还是黏液腺癌, 术前放疗均可以降低术后局部

复发和提高术后5 a生存率, 可见, 术前放疗可以

明显降低直肠癌术后局部复发.

术前放疗的剂量以及结束后间隔多长时间

进行手术目前尚无定论. 有临床研究证实, 术前

5次短疗程放疗对估计可以切除的直肠癌具有

明显的辅助治疗效果[21-24]. 近年来国内国外多采

用短时单次大剂量术前放疗(4-5 Gy×5次) , 放
疗结束1 wk内手术. 本研究中放疗组采用短时单

次大剂量术前放疗(4-5 Gy×5次), 放疗结束1 wk
内手术, 术后5 a生存率达58.4%, 较术前未进行

放疗的48.1%有明显提高, 其局部复发率由未进

行放疗的20.9%下降到11%, 效果明显, 提示术前

放疗在低位直肠癌术后局部复发的预防和生存

率的提高中有积极而重要的意义, 值得临床上

进一步推广.
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aP<0.05 vs  术前未放疗.

表  1  直肠癌患者手术方式及术前放疗结果n (％)

     
	                               术前未放疗                                             术前放疗                      

                            n         局部复发      5 a生存率               n           局部复发         5 a生存率

局部切除	         18         3(16.7)	       11(61.1)               5         1(20.0)	      3(60.0)

Dixon术	       349       57(16.3)     178(51.0)           103         7(6.8)a             62(60.2)a

Miles术	       222       65(29.3)	       94(42.3)             65       11(16.9)a          36(55.4)a

合计	       589     123(20.9)     283(48.1)           173       19(11)a            101(58.4)a

术式

表  2  直肠癌细胞学类型术前放疗与局部复发的关系n /n

     细胞学类型         n         术前未放疗        术前放疗           总(％)

高分化腺癌      296          3/296             0/296             3/296

中分化腺癌      194        13/194             0/194a          13/194

低分化腺癌        55          20/55               4/55a            24/55

未分化癌            37          22/37               4/37a            26/37

乳头状腺癌        44            0/44               0/44               0/44

腺磷癌               19            0/19               0/19               0/19

印戒细胞癌        25            7/25               2/25a              9/25

黏液腺癌            92          58/92               9/92a            67/92

合计                 762      123/762           19/762         142/762

aP<0.05 vs  术前未放疗.

表  3  直肠癌Dukes分期与癌肿复发的关系n

     分期              n                    术前未放疗                    术前放疗

A               115             89            1/89           26           0/26

B               399           308        51/308           91            4/91a

C               210           163        61/163           47         10/47a

D                 38             29          10/29             9             5/9a

合计          762           589      123/589         173       19/173a

aP<0.05 vs  术前未放疗.

■应用要点
术前放疗的剂量
以及结束后间隔
多长时间进行手
术目前尚无定论. 
近年来国内国外
多采用短时单次
大剂量术前放疗
(4-5 Gy ×5 次) , 
放疗结束1 wk内
手术. 本研究中放
疗组采用短时单
次大剂量术前放
疗(4-5 Gy ×5 次) 
, 放疗结束1 wk内
手术 ,  效果明显 , 
提示术前放疗在
低位直肠癌术后
局部复发的预防
和生存率的提高
中有积极而重要
的意义, 值得临床
上进一步推广.
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■同行评价
本文论证了直肠
癌术前放疗可以
降低术后局部复
发率 ,  提高5 a生
存率, 研究手段先
进, 目的明确, 数
据可信, 对临床有
很大的实用价值. 
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砷对肝脏毒性及发生机制

吴 君, 罗天永, 张 韵, 蒋 玲, 欧 兵, 粱耀东, 陆 爽

编者按  长期砷暴露与肝损伤、肝纤维化、肝硬化及肝癌的发生有密切关系, 严重危害患者
的健康. 目前, 砷致肝病的研究越来越引起人们的重视, 但其发病机制尚未完全阐明, 这给临
床防治带来较大的困难. 对砷与肝损伤相关性及发病机制的深入研究, 制定确实有效的防治
措施是今后研究的方向. 近年来, 随着人群流行病学的不断深入及一些基础研究认为, 砷对
肝细胞的影响是多方面的, 可以通过甲基化过程、脂质过氧化、基因损伤、直接损伤肝细
胞等多种途径引起肝脏损伤. 该焦点论坛对以下几个方面进行了介绍: (1)砷与肝损伤及发生
机制研究进展的综合评价; (2)砷致肝损伤的人群发病情况, 临床表现, 肝损伤病理改变及治
疗; (3)长期砷暴露致肝纤维化的病理改变, 发生机制研究方向; (4) 砷诱发产生的各种炎症反
应因子与肝损伤、肝细胞凋亡; (5)砷在人体内代谢过程中产生的各种代谢产物及所诱发的
脂质过氧化与肝损伤相关性. 
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摘要
长期、过量摄入砷可导致暴露者出现不同程
度的肝损害, 砷致肝病的研究越来越引起人们
的重视. 本文综述了砷对肝脏毒性的影响及有
关机制的研究进展.

关键词: 砷; 肝损伤

吴 君 .  砷 与 肝 损 伤 及 发 生 机 制 .   世 界 华 人 消 化 杂 志  
2007;15(21):2327
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0  引言

长期砷暴露不仅可引起皮肤病变和某些周围神

经系统症状, 还可累及机体诸多器官和组织引

起病变, 与肝损伤、肝纤维化、肝硬化及肝癌

的发生有密切关系. 目前砷与肝损伤及发生机

制的研究备受关注, 涉及许多方面, 包括现场流

行病学调查, 砷在肝脏的蓄积和代谢, 氧化损伤, 
炎症反应及肝纤维化等, 均对砷暴露致肝损伤

发生机制的研究有重要意义.

1 砷对肝脏的毒性

无机砷主要有砷酸盐As(Ⅴ价砷, As5+)和亚砷酸

盐As(Ⅲ价砷, As3+)两种形式存在于自然界, 砷进

入人体后主要在机体肝脏依靠甲基化进行代谢, 
甲基化过程可产生多种中间产物, 其中一些对

肝细胞具有很强的毒性, 加之砷本身为一种胞

浆毒物, 可在肝细胞中蓄积, 与巯基结合, 形成

稳定的络合物, 从而阻碍细胞呼吸、分裂和增

殖使细胞代谢发生障碍, 是砷致肝损伤的基本

过程和基本机制. 其次砷在代谢过程中可产生

各种自由基, 诱导脂质过氧化反应, 刺激释放各

种炎症因子, 造成氧化损伤、DNA损伤及炎症

反应. 第三, 长期砷暴露, 使肝损伤持续存在, 反
复肝细胞炎症、坏死/凋亡, 使肝脏正常网状纤

维结构破坏, 通过激活并启动肝星状细胞向肌成

纤维细胞转化, 肌成纤维细胞分泌的胶原、非胶

原等多种ECM会在肝内过量沉积, 导致大量纤维

增生, 是砷致慢性肝炎、肝纤维化的基本机制. 

2 发生机制

长期砷暴露可引起不同程度的肝损伤、肝纤维

化、肝硬化, 甚至肝癌. 砷对肝细胞的影响是多

方面的, 可以通过甲基化过程、脂质过氧化、

基因损伤、直接损伤肝细胞等多种途径引起肝

脏损伤. 目前砷致肝损伤发生机制的研究多局

限于砷在肝脏的畜积、代谢及氧化损伤方面, 
且缺乏一个合适的砷致慢性肝损伤动物模型, 
还有人群流行病学调查也仅局限一些小样本或

回顾性调查, 因此, 需要建立合适的动物模型, 
结合多中心前瞻性人群流行病学调查, 采用一

些现代分析系统对砷与肝损伤的相关性及发生

机制进行深入研究非常重要, 对砷暴露肝损伤

的防治具有重要意义. 

3 研究进展

贵阳医学院附属医院感染科“砷致肝纤维化发

生机制的免疫及分子生物学研究”课题组, 在
吴君主任医师的带领下, 经过近3 a的努力, 初步

成功建立了长期自然饮用砷水小鼠慢性肝损伤

模型, 并从组织水平、蛋白水平及分子生物学

水平多层次对砷暴露所致肝损伤、肝纤维化的

发生机制进行了系统研究, 获得了一系列的研

究结果, 初步认识砷致肝损伤的发生机制, 对于

该病的防治研究提供了一些理论依据, 但是, 该
课题的任务还有许多工作要做. 需要进一步摸

索优化动物模型, 建立砷致肝纤维化动物模型, 
利用现代先进的免疫学、分子生物学分析方法

从多层次、多角度揭示砷致肝损伤、肝纤维化

的发生机制的研究, 具有十分重要的意义.

           编辑  何燕  电编  郭海丽  
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■背景资料
砷致肝病的研究
越来越引起人们
的重视, 但其发病
机制尚未完全阐
明, 这给临床防治
带来较大的困难. 
重点关注长期砷
暴露致人群肝损
伤的临床意义、

发生机制及防治
的研究. 相关文章
对砷与肝损伤相
关性的临床、发
生机制及防治研
究新进展进行综
合、总结性的文
章尚少见.

■同行评价
本文提纲挈领的
概述了砷致肝损
伤的关系及导致
其损伤的发生机
制. 条理清楚,  方
法 先 进 ,  文 笔 流
畅, 水平较高, 有
很重要的理论和
实践意义, 对临床
指导意义较大.
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摘要
砷是一种环境有毒物质. 近年来流行病学研
究表明长期、过量摄入砷可导致暴露者出现
不同程度的肝损害, 严重危害人类健康. 砷暴
露致肝脏损害的临床表现以乏力、纳差、恶
心、腹痛、腹胀、肝肿大等为主, 并伴有门脉
高压, 血清转氨酶升高或不升高等, 肝脏活检
组织病理可见广泛肝细胞及细胞器的肿胀、

变性为主, 晚期则以存在不同程度肝细胞坏死
及纤维增生为著. 砷致肝病的研究越来越引起
人们的重视.

关键词: 砷; 肝; 损伤
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0  引言

砷为一种常见的环境毒物和已知的人类致癌

物 [1], 在世界上分布广泛, 迄今我国已发现地

方性砷中毒病区的省有贵州、新疆、陕西、青

海、宁夏、内蒙、安徽、吉林、台湾等. 人们

对慢性砷中毒所构成的危害, 最初倾向于关注

其引起的皮肤病变、皮肤癌, 近年来发现慢性

砷中毒可导致机体诸多器官和组织发生病变, 
与皮肤癌、膀胱癌、肺癌、肝癌、胃癌、前列

腺癌及直肠癌等多种癌症的发生有密切关系[2-3], 
动物实验和人群流行病学调查均表明砷可引起不

同程度的肝损伤、肝纤维化、肝硬化及肝癌[3-5], 
严重威胁人类健康.

1  人群流行病学调查

饮水型砷中毒和燃煤型砷中毒是环境砷中毒的

两大主要类型, 近年来, 有报道肝脏损伤的病例

在这两种类型砷中毒病区患者中普遍存在, 晚期

可发展为肝硬化腹水、肝癌. Santra et al [6]对248
例饮水型砷中毒患者调研发现190例有肝脏肿大

(76.6%), 69例患者做了肝组织病理检查, 91.3%
显示有非硬化性汇管区纤维化的改变. 在煤含

砷量高的地区, 1996年体检时发现的肝肿大发病

率为33.3%, 1998-2000年的调查肝肿大发病率约

50%, 肝脏B超检查异常率为46.19%[5,7-8]. 由砷引

起的肝脏受损最严重的病变是肝硬化和腹水, 患
者一般在腹水明显出现后大约6-12 mo后死亡. 
周运书 et al [9]对140例燃煤型砷中毒死亡患者死

因调查发现, 燃煤型砷中毒对人体各系统均有较

明显的损害, 在由砷中毒所致的16种死因中, 肝
硬化腹水患者死亡较为显著, 占整个死亡人数的

28.57%. 目前记载肝硬化腹水患者已死亡60多例, 
占砷中毒死亡人数的80%以上[8-13]. 李达圣 et al [14]

对贵州燃煤型砷中毒病区患者恶性肿瘤死亡情

况调查发现, 砷中毒患者癌症年死亡率显著高于

非砷中毒组, 死亡率与总砷摄入量呈明显的剂量

反应关系, 癌症构成中肝癌(30.89%)仅次于肺癌

占第2位.

2  临床表现和肝组织病理学改变

砷中毒所致肝脏损害的临床表现以乏力、纳

差、恶心、腹痛、腹胀、肝肿大等为主, 并伴

有门脉高压, 血清转氨酶升高或不升高等, 肝脏

活检组织病理研究发现, 早期表现以广泛肝细胞

及细胞器的肿胀、变性为主, 中、晚期则以存在

不同程度肝细胞坏死及纤维增生为著[13,15]. 对砷

中毒病区190例亚急性砷中毒患者临床分析发

现, 血清谷丙转氨酶(ALT)升高102例(52.85%), 
血清谷草转氨酶(AST)升高60例(31.09%)[16].

近年来许多动物实验研究证实砷暴露可致

不同程度的肝细胞损伤, 如肝细胞脂肪变性、

坏死及汇管区炎性细胞浸润及纤维化. 采用亚

慢性毒性试验, 将大鼠灌胃染毒6 wk后光镜下观

察肝组织, 染砷组肝汇管区内有炎性细胞浸润, 
肝细胞脂肪变性、嗜酸性变性; 电镜观察发现, 
染砷组肝细胞内有脂滴, 线粒体肿胀, 膜破坏, 
粗面内质网肿胀, 脱颗粒[17]. 小鼠长期饮用含砷

®

■背景资料
长期砷暴露与肝
脏损伤密切相关, 
可导致暴露者出
现不同程度的慢
性肝炎、肝纤维
化、肝 硬 化 ,  甚
至 肝 癌 ,  严 重 威
胁 人 类 的 健 康 . 
然而其发病机制
尚 未 完 全 阐 明 , 
这给临床防治带
来较大的困难. 

■研发前沿
人群流行病学调
查和动物实验均
证实长期砷暴露
可致肝细胞膜损
伤、脂肪变性、

坏 死 及 纤 维 化 , 
对其发生机制及
防治的研究已成
为目前众多学者
关心的热点. 
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的水, 4-6 mo可见肝细胞膜损伤、脂肪变性和点

状坏死, 15 mo可见纤维化[3,18].

3 治疗进展

目前针对砷中毒致肝损伤的治疗研究报道较多

的有砷拮抗剂和抗氧化物如超氧化物岐化酶

(SOD)、竹荪物等对砷中毒患者的抗氧化作用

及对肝、肺、肾、心等脏器的保护作用. 砷对

生物膜上的巯基又有很强的亲和力, 在体内As3+

与细胞中许多巯基酶的巯基(-SH)相结合, 而锌

制剂和硒制剂可与As3+竞争巯基来减轻对机体

的毒作用, 对砷中毒肝损伤患者有较好的治疗

作用[19-20]. 抗氧化剂如含SOD、竹荪、维生素

C、E等可通过提高肝SOD活性及降低脂质过氧

化物水平, 纠正砷所致的脂质过氧化损伤, 恢复

或改善受损的肝功能[20-21].
国内有报道中草药制剂治疗慢性砷中毒引

发肝损害, 吴君 et al [22]研究显示, 无论是通过临

床表现, 还是通过用药前和用药后的肝脏活体

解剖样本的组织结构来看, 复方中草药制剂汉

丹肝乐对砷中毒引起的肝损伤都有明显疗效. 
何云 et al [23]用银杏叶片治疗84例燃煤型慢性砷

中毒肝损伤患者, 治疗前后血清学及病理组织

学观察显示肝纤维化明显改善, 其机制可能通

过拮抗血小板活化因子(PAF)诱发的系列脂质过

氧化反应.
尽管目前砷与肝损伤及发病机制的研究备

受关注, 但缺乏大样本多中心前瞻性流行病学

调查, 且迄今尚未合适的动物模型, 因此, 需要

建立合适的动物模型, 结合针对性多中心人群

流行病学调查, 采用一些现代分析系统对砷与

肝损伤的相关性及发生机制进行深入研究.
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■创新盘点
本文与其他相关
文章不同点在于
对砷致肝损伤的
人群发病情况、

动物实验研究及
治疗进展进行了
全面综述. 对近几
年来砷与肝脏损
伤相关性方面的
新认识、新进展
进行了总结, 提出
深入研究发生机
制对防治工作的
重要性.

■同行评价
本文详细综述了
砷导致肝损伤的
作用机制, 立题新
颖, 行文流畅; 提
醒了更多的医务
工作者及研究者
充分的重视砷中
毒的严重性和研
究性, 有很好的临
床意义.
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摘要
长期砷暴露引起的肝损伤, 可进展为肝纤维
化、肝硬化. 对砷暴露人体和动物的肝组织病
理研究发现, 肝细胞呈广泛脂肪变性、坏死及
汇管区炎性细胞浸润及纤维化. 目前, 砷致肝
纤维化发生机制的研究尚少有报道, 且迄今没
有合适的动物模型. 本文综述了砷与肝纤维化
相关性及有关机制的研究进展.
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0  引言

各种病因所致反复或持续的慢性肝实质炎症、

坏死可导致肝脏持续不断的纤维增生, 使以胶

原为主的细胞外基质(extracellular matrix,  ECM)
合成和降解不平衡, 致使过多ECM沉积于肝内

引起肝纤维化[1]. 近年来, 人群流行病学调查及

动物实验均显示砷与肝纤维化、肝硬化的发生

发展密切相关, 砷暴露所致肝纤维化、肝硬化

发生机制的研究逐渐成为热点.

1 砷与肝纤维化

近年来, 随着砷暴露引起肝纤维化、肝硬化报

道的不断增多, 砷致肝病的研究越来越引起人

们的重视. 目前, 砷与肝纤维化的关系尚缺乏系

统研究, 多为人群流行病学和肝组织病理学研

究, 尚缺乏一个适用于研究长期砷暴露致肝纤

维化的动物模型[2].  
动物实验研究砷暴露鼠所导致的肝脏病理

学改变发现砷可致不同程度的肝细胞损伤, 如
肝细胞脂肪变性、坏死及汇管区炎性细胞浸润

及纤维化. 杨瑾 et al [3]采用亚慢性毒性试验, 将

大鼠经口染毒, 6 wk后光镜下观察肝组织, 染砷

组肝汇管区内有炎性细胞浸润, 肝细胞脂肪变

性、嗜酸性变性; 电镜观察发现, 染砷组肝细胞

内有脂滴, 线粒体肿胀, 膜破坏, 粗面内质网肿

胀、脱颗粒. Santra et al [4]用含砷浓度3.2 mg/L
的水给鼠饮用, 6 m o后发现肝细胞膜的损伤,  
15 mo可见少许纤维化. 朱建华 et al [5]用20 mg/kg
体重, 0.2 mL/100 g亚砷酸钠(溶于水)ig染毒大鼠,   
3次/wk, 连续12 wk, 第2, 4周见中央静脉周围肝

窦扩张, 肝细胞浊肿, 胞质疏松、点状坏死, 病
变以中央带明显, 汇管区炎性细胞浸润、胆小

管增生; 第6, 8周见中央和周围带出现灶状坏死, 
炎性细胞浸润, 胆小管增生更明显, 肝细胞中出

现较多微小脂滴; 第l0, 12周除上述病变外, 见纤

维化组织明显增生. 
人群研究表明, 长期摄入高砷水可导致肝脏

纤维化, 何云 et al [6]对贵州省兴仁县交乐村65例
慢性燃煤型砷中毒患者做肝穿活检, 见肝汇管

区内有炎性细胞浸润, 肝细胞脂肪变性、嗜酸

性变性, 有一定坏死及再生和纤维组织增生、

纤维隔形成. 电镜观察发现: 肝细胞内有脂滴, 
线粒体肿胀, 膜破坏, 粗面内质网肿胀, 脱颗粒

及胶原纤维增生明显. 杨大平 et al [7]对确诊为燃

煤型慢性砷中毒184例患者进行了临床调研发

现, 燃煤型砷中毒所致肝脏损害的临床表现以

乏力、纳差、恶心、腹痛、腹胀、肝肿大等为

主, 病理早期表现以肝细胞及细胞器的肿胀、

变性为主, 中、晚期则以坏死及纤维增生为主. 

2 肝纤维化的发生机制

各种病因如病毒性肝炎、血吸虫病、酒精性

肝损伤、代谢性肝病、化学毒性肝病、及免

疫性肝病等所致肝纤维化(liver fibosis, LF)的
发生、发展和结局均类似, 肝纤维化是涉及复

杂的细胞因子及分子机制的动态过程, 需要多

种细胞的密切协作, 并由多种细胞因子相互作

用、相互影响组成的网络来调控 .  肝星状细 
胞[8-10](hepatic stellate cell, HSC)是肝纤维化形

成中起关键作用的细胞, 他的激活是整个肝纤

维化发生的开端. 各种损肝因子引起肝细胞损

®

■背景资料
长期砷暴露可导
致暴露者出现肝
脏损伤、肝纤维
化及肝硬化, 但其
发病机制尚未完
全阐明, 且缺乏一
个适用于研究长
期砷暴露致肝纤
维化的动物模型. 
本文对砷与肝纤
维化相关性及发
生机制的研究进
展进行综述. 

■创新盘点
本文与其他相关
文章不同点在于
对砷致肝纤维化
的 人 群 发 病 情
况、动物实验研
究及发生机制研
究 进 展 进 行 了
全 面 综 述 ,  且 提
示 肝 纤 维 化 形
成 相 关 因 子 如
TGFβ1、PDGF、
T I M P - 1 、

TIMP-2、 Col-1、
Col-3  mRNA、

MMP-1及MMP-2
参与了砷致肝纤
维化的发生.
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伤、坏死、凋亡及肝组织炎症反应, 激活枯否

细胞分泌多种细胞因子, 随同肝细胞、血小板

和窦内皮细胞等分泌的细胞因子、脂质过氧化

产物等化学递质共同作用于肝星状细胞, 激活

一系列细胞内信号传递结构和分子, 如促分裂

原活化蛋白激酶(MAPK)、Smad家族, 磷脂酰

肌醇3-激酶(PI3-K)等, 最终导致基因表达的变 
化[11-12].  

目前, 砷致肝纤维化发生机制的研究尚少

有报道. 无机砷及代谢产物对肝细胞的毒性、

DNA损伤及砷诱导的脂质过氧化进程中产生多

种自由基和非自由基产物, 可引起细胞功能紊

乱或直接攻击细胞造成损伤[13-14], 反复肝细胞

损伤、修复, 最终向肝纤维发展. 国内有对砷中

毒肝损伤患者的研究发现, 肝细胞在砷的作用

下大量死亡(坏死或凋亡)将破坏肝脏的正常网

状纤维结构, 并启动肝星状细胞向肌成纤维细

胞转化, 肌成纤维细胞分泌的胶原、非胶原等

多种ECM会在肝内过量沉积, 导致大量纤维增 
生[15].  

作者所在课题组, 目前正从事砷致肝纤维

化发生机制的研究, 用高砷水自由饮用的方式, 
小鼠10 mo小鼠肝组织病理学可见肝细胞有明显

炎细胞浸润, 肝细胞坏死、再生, 汇管区少许纤

维增生, 纤维条索形成; 肝纤维化形成相关因子

如TGFβ1、PDGF、TIMP-1、TIMP-2、 Col-1、
C o l-3 m R N A在肝组织中高表达, M M P-1、
MMP-2表达降低, 进一步的研究在进行中.
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■应用要点
长期砷暴露引起
的不同程度肝脏
损伤、肝纤维化
及肝硬化, 对人类
身体健康威胁极
大, 应该重视对砷
致肝纤维化发生
机制及防治的研
究.

■同行评价
本文就肝纤维化
与砷的关系进行
了阐述, 立体有一
定的新颖性, 为临
床上明确砷与肝
纤维化的关系提
供了一些前沿信
息, 有一定的临床
意义.
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摘要
砷致肝脏损伤的机制尚未完全清楚. 研究发
现, 砷可通过诱发活性氧自由基, 促发脂质过
氧化, 刺激释放与肝损伤有关的各种促炎症因
子在肝组织表达, 并可通过激发caspase途径
引起细胞凋亡, 导致肝脏损伤.

关键词: 砷; 炎症反应; 凋亡
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0  引言

砷引起的慢性肝损伤过程中, 肝脏会出现脂肪

变性、炎症、坏死和纤维化等病理变化[1-4]. 不
同病因（如病毒、酒精、胆汁、化学物质等）

所致肝细胞炎症反应、坏死及纤维化过程的发

生与细胞因子网络的平衡及细胞凋亡有密切关

系[5], 这也可能是砷致慢性肝损伤的机制之一.

1 细胞因子介导的炎症损伤

细胞调节因子是一组小分子或中等分子量的可

溶性蛋白质(多肽)与糖蛋白, 具有强大而多方面

的生物效应. 正常情况下, 细胞因子表达和分泌

受机体严格的调控, 病理状态下会出现异常性

表达, 表现为细胞因子及其受体的缺陷、细胞

因子表达过高以及可溶性细胞因子受体的水平

增加等[6]. 慢性肝病的肝组织中出现大量细胞因

子, 这些细胞因子可能促进炎症反应, 介导肝细

胞损伤, 使肝脏炎症持续存在. 
枯否细胞(Kupffer cell)是肝内的巨噬细胞, 

肝细胞损伤后, 各种刺激物, 包括脂质过氧化产

物、自由基、炎症因子、内毒素和病毒等都可

以通过激活Kupffer细胞和淋巴细胞等, 释放多

种细胞因子, 参与炎性损伤过程[7-8]. Kupffer细
胞目前被认为是炎症反应的效应细胞, 各种损

伤因素作用于肝脏, 使肝实质细胞受损, 产生脂

质过氧化物[9-10]、变性蛋白及透明质酸等, 促进

Kupffer细胞表达细胞因子和化学因子, 而这些

因子又可促进肝细胞和肝星状细胞(HSC)化学

因子表达上调, 窦内皮细胞(SEC)、HSC的分泌

增加, 导致炎症反应的发生以及过氧化物、一

氧化氮的产量增加, 从而进一步释放炎症趋化

因子促进 Kupffer细胞的激活[11]. 
砷的毒性作用机制与其诱发活性氧自由基

(reactive oxygen species, ROS)的产生以及抑制抗

氧化物的活力从而导致氧化损伤关系密切[12-13], 
活性氧等可刺激与肝损伤有关的基因表达, 释
放促炎症因子如肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白

介素-6(IL-6)、白介素-1α、β(IL-1α、β)、环氧

化酶-2(COX-2)、巨噬细胞炎症蛋白-2(MIP2)、
单核细胞趋化蛋白(MCP-1)等导致肝损伤[14]. Liu 
et al [15]对体内注射无机砷的大鼠肝脏进行研究

发现, 砷可以明显改变与应激、DNA损伤、转

录因子激活和细胞因子产生相关基因的表达. 
Latha et al [16]研究结果显示超氧化物自由基是启

动炎性反应的继发损伤因子, 即促炎性因子通

过自由基来损伤细胞和组织, 进而影响器官功

能, 同样氧自由基也可反向通过促进促炎因子

的释放损害机体. 杨瑞瑛 et al [17]在研究亚急性砷

中毒的大鼠体内各脏器组织中砷的分布时发现

砷在肝、脾等脏器的蓄积可诱导产生大量的炎

性细胞因子, 造成明显的炎症反应, 这与在病区

患者中观察到的肝脾肿大等症状一致. 

2 细胞凋亡

细胞凋亡(apoptosis, APO)是指在一定的生理

和病理情况下, 机体为维护内环境的稳定, 通
过基因调控而使细胞自动消亡的过程. 凋亡存

在两种主要的调控机制, 一种机制是受严格的

基因调控, 如P53, ICE家族、Bcl -2家族、c-myc  
等[18], 另一种机制不受基因调控, 有多种因素可

以直接或间接地损伤DNA, 通过其他途径调控

®

■背景资料
砷暴露所致肝脏
损伤的发病机制
尚未完全阐明, 可
能与砷诱发活性
氧自由基, 刺激释
放与肝损伤有关
的各种促炎症因
子及细胞凋亡有
关. 本文重点对毒
性砷介导的炎症
反应因子及细胞
凋亡与肝损伤相
关性的研究进展
进行综述.

■研发前沿
砷诱发产生的各
种炎症反应因子
与肝损伤、肝细
胞凋亡的相关性
为今后的研究重
点.
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凋亡, 如某些药物及细胞因子. 
大量的研究显示自由基、细胞因子 (如

TNF-a , IL-1)等是促进细胞凋亡的诱导因素, 但
这些因素并不直接引起细胞凋亡, 而是通过一

定的信号传递方式激活生存与死亡的相关基因

如Bcl、Bax, P53、Fas, c-fos等, 后将信号传递

到核内切酶, 执行死亡功能[19-20]. 研究发现, 砷可

通过促发脂质过氧化(LPO)、TNF介导及激发

caspase途径引起细胞凋亡[21-22]. 采用免疫组化法

对燃煤型砷中毒病区25例砷中毒肝损伤患者肝

组织凋亡相关基因的研究发现, 砷可能通过上

调凋亡基因蛋白Fas/FasL和Bcl-2家族中促凋亡

蛋白Bax的表达而启动肝细胞的胞内凋亡信号

传导途径, 导致肝细胞凋亡增加[23]. 
砷致肝脏损伤的机制目前尚未完全清楚, 目

前就促炎症因子在砷暴露肝损伤的作用机制报

道尚少见, 其是否通过直接或氧化损伤肝细胞激

活Kupffercell细胞释放细胞因子参与肝脏炎症反

应的发生, 以及细胞凋亡在砷暴露肝损伤的作用

及发生机制的研究是下一步的重要课题.
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■同行评价
本文初步论述了
“砷致肝细胞的
炎 症 反 应 及 凋
亡”的一些机制,
提出的问题明确, 
内容具有一定的
新意, 在一定程度
上反映了我国或
国际胃肠病学在
砷致肝脏损伤方
面的临床和基础
研究的先进水平.
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摘要
砷对肝脏的毒性作用是多方面的, 目前认为氧
化损伤为一重要机制. 环境砷在人体内代谢过
程中可产生多种自由基和非自由基产物, 引起
细胞功能紊乱, 直接攻击细胞或诱发脂质过氧
化引起机体氧化与抗氧化代谢失衡, 造成氧化
应激损伤.

关键词: 砷; 氧化损伤
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0  引言

砷是一种环境有毒物质, 砷暴露对人类健康的

危害已成为世界严重的公共卫生问题. 砷暴露

的途径并不仅限于通过饮用水侵入人体, 含砷

空气及含砷食物也是造成砷暴露的途径. 砷暴

露致肝脏损失的发生机制尚未一个被广泛认同

的理论解释. 目前对砷毒作用机制的研究主要

集中在甲基化代谢, 氧化应激、细胞毒性及细

胞凋亡等方面. 然而这几个机制之间都有一条

共同的线索贯穿始终, 即机体的氧化与抗氧化

平衡.

1 砷在肝脏中的代谢

无机砷(iAs)主要有砷酸盐As(Ⅴ价砷, As5+)和
亚砷酸盐As(Ⅲ价砷, As3+)两种形式存在于自然

界, 研究表明, iAs进入人体后主要在肝脏进行甲

基化代谢, 其生物转化过程已基本清楚[1-2]. iAs
进入机体后, 首先在红细胞内被砷酸盐还原酶

从As5+还原成As3+; 然后被肝细胞摄取, 在甲基

转移酶的催化下利用S-腺苷甲硫氨酸(SAM)作
为甲基供体进行甲基化, 首先生成单甲基胂酸

(MMA5+), 生成的MMA5+又能被MMA5+还原酶

还原成单甲基亚胂酸(MMA3+); MMA3+再次在

甲基转移酶的作用下甲基化生成双甲基胂酸

(DMA5+). 由此可见, 机体细胞至少暴露于无机

砷(三价, 五价)和4种有机亚酸盐等形态砷. 因此, 
形态砷的作用及其与靶分子的相互作用关系为

研究者高度关注.
 
2 形态砷对肝细胞的毒性作用

环境中iAs进入人体后大部分在被甲基化代谢, 
其中80%由肾脏随尿液排出, 未被转化的iAs主
要畜积在肝脏、肾脏、皮肤、毛发等组织中. 
砷是一种胞质毒物, 在体内脏器组织中蓄积, 易
与巯基结合, 形成稳定的络合物, 从而阻碍细胞

呼吸、分裂和增殖使细胞代谢发生障碍, 并对

多种酶有抑制作用, 而引起神经系统、肝脏、

肾脏等多个重要器官发生病变[3]. 动物实验表明, 
砷可在大鼠肝组织中蓄积, 砷含量与暴露浓度

呈正相关, 且高浓度砷组肝组织显微镜下观察

显示有肝细胞变性、炎症及点状坏死, 呈量效

关系[4]. 
i A s(i A s3+和 i A s5+)及代谢产物(M M A和

DMA)均对肝细胞有毒性作用, 可致染色体改变,
引起DNA损伤以及基因改变, 导致相关蛋白信

号传递、修复异常, 具有细胞毒性和致癌性[5-6]. 
Lu et al [7]对贵州燃煤型砷中毒病人的肝组织约

600个基因的表达研究, 发现其中约60个与细胞

繁殖调节、细胞凋亡、DNA损坏等相关的基因

表达明显改变. 

3 砷与氧化损伤

氧自由基是人体正常氧化代谢的产物 ,  机体

产生的自由基包括有氮氧化物自由基(N O、

NO2), 活性氧(O-
2、HO-

2、H2O2、HO· 、RO· 、
ROO·、ROOH、HOCL)等. 由于生物体内同时

®

■背景资料
目前认为氧化应
激损伤为砷对肝
脏毒性作用一个
重要机制. 本文重
点对砷在人体内
代谢过程中产生
的各种代谢产物
及所诱发的脂质
过氧化与肝损伤
相关性的研究进
展进行综述.

■研发前沿
深入研究氧化应
激损伤在砷中毒
肝损伤发生过程
中作用靶点为今
后的研究重点.
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存在着抗氧化防御体系, 在生理状态下二者维

持动态平衡, 从而保护细胞不被损伤, 病理情况

下这种氧化和抗氧化平衡被破坏, 活性氧透过

细胞膜上的磷脂分子所富含的多不饱和脂肪酸

生成脂质过氧化物, 诱发脂质过氧化反应, 损伤

细胞的DNA和酶蛋白分子结构, 导致疾病的发

生[8]. 氧自由基即可通过诱导过氧化引起细胞损

伤, 还可通过脂氢过氧化物的分解引起细胞损

伤, 脂质过氧化作用是一种连锁反应, 他连续产

生自由基, 自由基又可进一步推动过氧化反应, 
这种链式反应放大了活性氧的作用.  

研究表明[9-10]砷在代谢过程中可产生不同

类型的自由基, 此外, 过量的砷离子还可以直接

攻击氧, 干扰氧代谢, 破坏自由基反应链的平

衡, 使组织细胞膜发生脂质过氧化, 造成膜结构

破坏, 细胞坏死, 组织损伤, 与此同时, 机体会动

员体内的抗氧化物质来清除自由基, 使得体内

的抗氧化物减少, 抗氧化酶的活性降低, 从而打

破机体氧化与抗氧化系统的平衡. 谷胱甘肽过

氧化物酶(GSH-Px)是一种含巯基的抗氧化酶, 
主要以还原型谷胱甘肽(GSH)为底物催化过氧

化物的分解, 从而起到抗氧化作用. 砷对生物膜

上的巯基又有很强的亲和力[11], 他在体内可代

谢为有机砷自由基, 从而直接与含巯基的GSH-
Px结合, 使后者的活性降低. 大量研究发现, 砷
暴露鼠肝组织中GSH、6-磷酸葡萄糖脱氢酶、

GSH-Px水平和超氧化物歧化酶(SOD)活力水平

明显降低, 肝组织中脂质过氧化物(LPO)及代谢

产物丙二醛(MDA)水平增加[12-13], 同时伴随不

同程度的肝细胞损伤, 甚至肝纤维化, 提示脂质

过氧化可能参与了肝脏损伤、肝纤维化的过程. 
另外, 体外研究证实在砷及其代谢产物的

外排机制中, 砷及其甲基化代谢产物的转运排

泄有赖于砷-谷胱甘肽复合物的形成和MMA还

原酶的参与. 进入体内的砷及其代谢产物主要

通过与体内重要的解毒物质-GSH结合再由胆汁

和尿液排出体外. 而慢性砷暴露致体内GSH减

少已在人群调查和动物实验中得到证实[14-16]. 如
前所述, GSH参与As5+、MMA5+等还原为As3+和

MMA3+; 能与无机砷及其中间代谢产物形成各

种砷-GSH复合物, 并可加速砷的甲基化反应, 因
而GSH对于无机砷及其中间代谢产物的氧化还

原和甲基化过程具有十分重要的作用[17]. 而砷的

代谢产物MMA3+可能会通过影响GSH的正常代

谢而改变整个砷的代谢过程. 许多资料表明, 细

胞内GSH含量的降低会进一步加重体内、外实

验中砷的细胞毒性[18], 从而造成一种因果恶性 
循环. 

总之, 氧化应激是砷中毒致小鼠肝损伤的

重要机制, 但是近年的新研究提出, 氧化损伤只

是一中间环节, 他带来的活性氧堆积-致使DNA
损伤或是作为信号转导通路上的重要物质诱导

细胞凋亡, 才是砷中毒的最终机制, 总之, 无论

氧化损伤是贯穿始终还是某一阶段的主要机制, 
对其进行深入的研究将对防治因砷中毒引起的

病变机制有重要意义.

4      参考文献
1	 孙贵范. 深入研究慢性砷中毒的分子作用机制. 中国

地方病学杂志 2004; 23: 1-2
2	 黄厚今, 洪峰. 氟砷代谢研究进展. 贵州医药 2002; 26: 

1044-1046 
3	 吴君. 砷对肝脏毒性的研究进展. 中国药物与临床

2005; 5: 645-647
4	 Xie Y, Trouba KJ, Liu J, Waalkes MP, Germolec 

DR. Biokinetics and subchronic toxic effects of 
oral arsenite, arsenate, monomethylarsonic acid, 
and dimethylarsinic acid in v-Ha-ras transgenic 
(Tg.AC) mice. Environ Health Perspect 2004; 112: 
1255-1263  

5	 张爱华, 洪峰, 黄晓欣, 罗鹏, 胡昌军, 刘忠义, 杨光红.  
燃煤型砷中毒患者遗传损伤及癌变机理. 中国地方病
学杂志 2003; 22: 12-15

6	 安艳, 高增林. 砷甲基化代谢产物的作用机制. 职业卫
生与病伤 2000; 15: 176 -177

7	 Lu T, Liu J, LeCluyse EL, Zhou YS, Cheng ML, 
Waalkes MP. Application of cDNA microarray to 
the study of arsenic-induced liver diseases in the 
population of Guizhou, China. Toxicol Sci 2001; 59: 
185-192

8	 刘井波, 彭双清. 脂质过氧化作用与线粒体损伤. 中国
预防医学杂志 2005; 6: 167-116

9	 Wang TS, Huang H. Active oxygen species are 
involved in the induction of micronuclei by arsenite 
in XRS-5 cells. Mutagenesis 1994; 9: 253-257

10	 周晓倩, 何云, 吴君. 砷中毒所致氧化应激与肝损伤. 
中国地方病学杂志 2007; 26: 114-116

11	 李富军, 皮静波, 孙贵范, 郑全美, 刘淑兰, 陆春伟. 砷
对作业工人脂质过氧化水平的影响. 中国公共卫生学
报 1997; 16: 58

12	 Santra A, Maiti A, Das S, Lahiri S, Charkaborty SK, 
Mazumder DN. Hepatic damage caused by chronic 
arsenic toxicity in experimental animals. J Toxicol 
Clin Toxicol 2000; 38: 395-405

13	 Xie Y, Liu J, Liu Y, Klaassen CD, Waalkes MP. 
Toxicokinetic and genomic analysis of chronic 
arsenic exposure in multidrug-resistance mdr1a/
1b(-/-) double knockout mice. Mol Cell Biochem 
2004; 255: 11-18

14	 Winski SL, Carter DE. Interactions of rat red blood 
cell sulfhydryls with arsenate and arsenite. J Toxicol 
Environ Health 1995; 46: 379-397

15	 Pi J, Yamauchi H, Kumagai Y, Sun G, Yoshida 
T, Aikawa H, Hopenhayn-Rich C, Shimojo N. 

■创新盘点
本文与其他相关
文章不同点在于
对氧化损伤与砷
中毒肝损伤的研
究进展进行了全
面综述.

■名词解释
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在细胞代谢过程
中不断产生的失
去电子而带正电
的氧原子或氧原
子团. 组织细胞在
氧化应激(损伤,炎
症等)的刺激下,产
生活性氧介质,主
要包括NO、O2、

H2O2、HO和脂质
过氧化物等 (前4
种称为氧自由基), 
可通过细胞膜的
多 不 饱 和 脂 肪
酸、DNA的核苷
酸和蛋白质的巯
键反应引起组织
受损.
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■同行评价
本文针对砷对肝
脏损伤的机制进
行 综 述 ,  行 文 流
畅, 文献较新, 对
于指导临床更好
的防治砷中毒有
很好的参考价值.  
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届消化介入
新技术论坛会议改期及征文通知 ( 第二轮 )

本刊讯 原定于2007-09-21/25在山东济南召开的第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术论坛

因故提前一周改在2007-09-15/18举行. 

第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术论坛的主要议题是卫生部“十年百项”适宜技术

推广和上海市重大医学成果转化项目内容. 是继上海、河北、宁夏、黑龙江、江苏和浙江举办六届研讨会议

的延续. 本次会议由上海同仁医院、山东省省立医院和山东省医学影像研究所联合主办. 山东省省立医院具体

承办. 世界华人消化杂志、中华介入放射学杂志、中华消化内镜杂志以及介入放射学杂志共同参与协办. 会议

将以专题讲座、论文交流、操作演示及研讨沙龙多种形式相结合, 拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆

管、胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技术和发生的问题以及消化道病变、门静脉高压、胆道结石等的消

化内镜、介入放射、外科及化学治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深入研讨. 会议中还将安排手术演示, 

演示内容非常丰富. 相信通过本次会议, 与会者代表必将获益非浅.  

热忱期待全国各地的同仁来到美丽的山东济南做客. 我们诚挚邀请您前来参会, 并衷心感谢您的支持和参

与. 继教学分: 本次会议属国家级继续医学教育, 参会者可获得国家一类继续教育学分12分.   

1    征文内容

(1)消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等. (2)消化系

良性病变如: 门静脉高压、胆道结石、消化道出血等的内镜及介入新技术应用. (3)消化病诊治边沿交叉学科

与消化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.

2    投稿要求

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文. (2)论著需1000字以内的标准论文摘要. 经验交流、短篇报道等

全文限1000字以内. (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 

优秀论文将安排在国家级杂志上发表. (4)所有稿件一律要求电脑打印(Word格式), 邮寄者需附软盘; 特别鼓励

用E-mail投稿(用附件Word格式). (5)截稿日期: 2007-08-15.

3    征集疑难病例

会议将安排专门时间研讨疑难病例, 欢迎与会代表将临床中遇到的疑难病例带到会上讨论. 通信地址: 山东省

立医院消化科  张春清  济南市经五路纬七路324号  邮编: 250021  电话: 0531-85186350, 0531-86701337  传真: 

0531-87902348  手机: 0531-86701339  Email: zhchqing@medmail.com.cn.
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of tetrandrine 
on lowering porta l ve in pressure (PVP) 
and improving the microcirculat ion and 
ultramicrostructure of gastric mucosa in rats 
with portal hypertension. 

METHODS: Except for normal rats in the con-
trol group, all rats were established as portal 
hypertension (PHT) models, and then randomly 
divided into model (M), tetrandrine (T) and pro-
pranolol (P) groups. All rats were sacrificed after 
15 d therapy. 

RESULTS: Levels of PVP, alanine aminotrans-
ferase (ALT), hyaluronic acid (HA), and pro-
collagen type Ⅲ (PCⅢ) were significantly de-
creased in the T group compared with those in 
the M group (P < 0.01, P < 0.05), whereas heart 
rate (HR) and mean arterial pressure (MAP) 
were not. In the P group the levels of PVP and 

HR were significantly decreased (P < 0.01, P < 
0.05). Levels of MAP, ALT, HA and PCIII were 
not decreased. The area and diameter of gastric 
mucosal capillaries were significantly decreased 
(P < 0.01), and the ultramicrostructure of gastric 
mucosa was significantly improved in the T and 
P groups.  

CONCLUSION: Tetrandrine is safe and highly 
effective for the treatment of portal hyperten-
sion, and improves the microcirculation and ul-
tramicrostructure of gastric mucosa in rats with 
portal hypertension. 

Key Words: Portal hypertension; Portal hyperten-
sion gastropathy; Tetrandrine; Ultramicrostructure; 
Gastric mucosa

Huang HF, Huo LJ, Wu XN. Effect of tetrandrine on 
microcirculation and ultramicrostructure of gastric 
mucosa in rats with portal hypertension. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2337-2340

摘要
目的: 观察汉防己甲素降低大鼠肝硬化门脉
高压(PHT)的疗效和对胃黏膜微循环及其超
微结构的影响. 

方法: 制作肝硬化PHT模型, 成模后分为模
型(M)组、汉防己甲素(T)组、普萘洛尔组(P)
及正常对照(N)组, 治疗15 d后进行各指标的 
测定. 

结果: 与M组比较, T组门静脉压力(PVP)明
显降低(P <0.01), ALT, HA及PCⅢ指标下降
(P <0.05), 平均动脉压(MAP)和心率(HR)无明
显变化; P组引起了PVP明显降低(P <0.01)和
HR的减慢(P <0.05), MAP, ALT, HA及PCⅢ无
明显变化; T组、P组光镜下胃黏膜毛细血管
最大直径及面积明显减小(P <0.01), 透射电镜
下胃黏膜超微结构的损伤明显减轻. 

结论: 汉防己甲素能有效、安全地降低大鼠
肝硬化门脉压力, 可有效改善其胃黏膜微循环
及超微的变化, 为临床治疗门脉高压性胃病提
供实验依据.
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■背景资料
门脉高压性胃病
是门脉高压的并
发症, 其发病率较
高, 是上消化道出
血的常见原因. 门
脉高压症时内脏
血流呈高动力循
环状态, 但胃壁动
静脉短路大量开
放, 导致胃黏膜有
效血流量减少, 胃
黏膜缺血缺氧, 并
引起其超微结构
的损伤, 治疗的关
键在于降低门脉
压力. 选择合适的
药物降低门脉压
力是目前研究的
热点. 观察降低门
脉压力后胃黏膜
微循环及超微结
构的变化, 以进一
步为临床用药提
供实验基础.
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0  引言

门脉高压性胃病(portal hypertension gastropathy, 
PHG)是指门脉高压患者伴发的胃黏膜病变, 诊
断依据内镜下所见. 内镜下表现为各种形态的

充血性红斑如蛇皮样、马赛克征和樱桃红样斑

点; 组织学上表现为黏膜和黏膜下水肿, 小血

管扩张, 而炎症细胞浸润不明显, 无糜烂和纤维

血栓. 其中马赛克征诊断该病的敏感性和特异

性较高. 其发病率较高, 是上消化道出血的常见

原因, PHG治疗的关键在于降低门脉压力[1]. 用
药物降低肝硬化门脉高压(portal hypertension, 
PHT)并治疗PHG是目前研究的热点. 普萘洛尔

是目前研究最深入、临床应用最广泛的降低肝

硬化门脉高压的药物, 但事实证明只有1/3PHT
患者能获得满意的疗效[2], 而且其副作用也引起

了注意. 汉防己甲素(Tet)是从防己科植物的干

燥块根中提取的一种双苄基异喹啉类生物碱, 
有胞膜钙通道阻滞作用. 近年研究发现其有降

低门脉压力及保护胃黏膜的作用[3], 本实验旨在

与普萘洛尔作对比, 观察其降低降低门脉压力

的作用和对胃黏膜微循环及其超微结构的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 成年♂Wistar大鼠70只, 体质量200 g 
-250 g, 由山西医科大学实验动物中心提供. 四
氯化碳(CCl4)由天津化学试剂厂生产, 普萘洛

尔为山东泗水制药厂生产, 汉防己甲素为陕西

慧科植物开发有限公司产品 .  血清透明质酸

(HA)、Ⅲ型前胶原(PCⅢ)试剂盒为上海海军医

学研究所产品.  MS-2000型二道生理记录仪、

Mias-2000型图像分析系统、JEOL JEM-100CX
透射电镜均由山西医科大学医学实验中心提供.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  动 物 模 型 制 作  取正常对照 ( N )组大

鼠 1 8只 ,  普通饮食 ,  余 5 2只采用四氯化碳

(C C l 4)、高脂饮食等复合因素法 [4]制肝硬化

PHT模型, 以单纯玉米面作为饲料(前2 wk为
0.8 g/g玉米面, 0.2 g/g猪油), 并混入5 m g/g
胆固醇 ,  100 m L/L酒精为唯一饮料 ,  首次按
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5 mL/kg体重sc CCl4, 后每隔3 d按3 mL/kg
体重s c注射40% C C l4(中性植物油配制),  共 
42 d.
1.2.2 实验分组 制模期间死亡6只, 余46只按随

机分配的原则分为3组: 模型(M)组18只, 汉防己

甲素(T)组14只, 普萘洛尔(P)组14只. 实验第42
天从M组和N组各随机取8只测PVP、MAP及
HR, 并取肝右叶组织行HE染色光镜下观察, 证
实肝硬化PHT模型形成. 成模后停用制模药物予

以药物治疗: 汉防己甲素: 30 mg/kg, 1次/d, 普萘

洛尔: 22.5 mg/kg, 2次/日, 药物溶于蒸馏水, 按10 
mL/kg体重灌胃.  模型组及正常对照组予以等

量的蒸馏水灌胃; 灌胃期间, 汉防己甲素组死亡

1只, 普萘洛尔组死亡1只, 均为灌药后数分钟死

亡, 考虑为药物误入气管致窒息死亡, 治疗15 d
后进行各指标的测定. 
1.2.3 测压及标本采集 大鼠禁食12 h, 不禁饮水, 
以乌拉坦ip麻醉, 右颈动脉插管用于测平均动脉

压(MAP)和心率(HR), 剖腹, 门静脉插管, 测门

静脉压力(PVP), 连接MS-2000型二道生理记录

仪测量并记录. 测压完毕立即取肝右叶组织10 
g, 经40 g/L甲醛固定, 取两块胃窦组织, 1块经40 
g/L的甲醛固定, 另一块经20 g/L戊二醛固定, 送
电镜室常规处理.
1.2.4 肝功能指标的测定 由实验室专人测定血

清谷丙转氨酶(ALT).
1.2.5 血清HA、PC-Ⅲ测定 采用放射免疫法, 由
SN-697全自动放射免疫γ计数器测定. 
1.2.6 组织病理学观察 采肝脏组织及部分胃窦

组织HE染色, 光镜下观察, 并用Mias-2000型图

像分析软件统计胃窦黏膜下毛细血管面积和最

大直径, 每张切片选5个视野(×100)测定胃窦黏

膜下毛细血管面积和最大直径, 取其平均值.
1.2.7 胃黏膜超微结构观察 胃黏膜送电镜室常

规处理, JEOL JEM-100CX透射电镜下观察.
统计学处理 计量资料用均数±标准差(mean

±SD)表示, 采用SPSS11.0统计分析软件包进行

单因素方差分析, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 实验第42天模型形成情况

2.1.1 肝组织病理变化 正常对照组肝脏肝小叶

结构正常, 肝细胞索排列规则有序, 肝窦与汇管

区成纤维细胞少; 模型组8只大鼠肝脏假小叶形

成, 肝细胞排列紊乱, 有的细胞胞浆极度疏松, 
有的脂变严重, 呈大空泡状.  

www.wjgnet.com

■研发前沿
选择合适的药物, 
既能有效降低肝
硬化门脉高压, 又
有抗肝纤维化作
用, 副作用少, 且
不引起全身血流
动力学的明显变
化, 是目前研究的
热点.

■创新盘点
汉防己甲素降低
门脉压力的疗效
及降低门脉压力
后胃黏膜微循环
和电镜下超微结
构的变化.
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2.1.2 压力测定结果 模型组8只大鼠PVP明显高

于正常组(P <0.01), 均在11.0 mmHg(1 mmHg = 
0.133 kPa)以上, MAP、HR无明显变化(表1).
2.2 治疗结束各组PVP、MAP、HR测定结果 M
组PVP显著高于N组(P <0.01), MAP、HR无明显

变化, P组、T组PVP比模型组明显降低(P <0.01), 
两组之间比较无显著性差异, P组引起了引起了

HR的减慢(P <0.05), MAP无明显变化, T组MAP 
和HR均无明显变化(表1).
2.3 血清ALT、HA、PCⅢ测定结果 M组ALT、
HA、PCⅢ明显升高, 与N组比较有显著性差异 
(P <0.01), P组各指标与M组比较无明显变化, T
组各指标与M组、P组比较下降, 有显著性差异

(P <0.05)(表2).
2.4 治疗结束大鼠肝组织病理变化 N组肝脏肝小

叶结构正常, 肝细胞索排列规则有序, 肝窦与汇

管区成纤维细胞少; M组多数假小叶仍存在, 但
肝细胞脂变、坏死较治疗前减轻; P组与治疗结

束M组比较无明显变化; T组部分假小叶消失, 肝
细胞脂变、坏死及纤维化程度较M组减轻, 肝细

胞排列紊乱.
2.5 胃窦黏膜组织病理学变化 N组胃黏膜腺体排

列整齐, 结构完整, 无炎性细胞浸润, 黏膜及黏

膜下血管无扩张, 也无黏膜下血管扭曲; M组胃

黏膜毛细血管扩张、淤血、透明血栓形成, 黏
膜下微静脉扩张、迂曲、管壁变薄, 可见大量

淋巴细胞浸润, 腺体排列不整齐, 黏膜下毛细血

管最大直径及面积与N组比较明显增大(P <0.01); 
T组、P组大鼠胃黏膜见淋巴细胞浸润, 腺体排

列较整齐, 黏膜下毛细血管及血窦扩张、淤血

减轻, 毛细血管最大直径及面积与M组比较明显

减小(P <0.01), 两组之间比较无显著性差异(表2).
2.6 胃黏膜透射电镜观察 模型组腺细胞数目减

少, 细胞之间的间隙增宽.  部分壁细胞分泌小管

塌陷, 微绒毛少而断裂, 小管泡状结构增多. 壁
细胞内线粒体肿胀, 嵴断裂、减少甚至消失, 部
分细胞基质空泡化及细胞核固缩. 主细胞胞质

减少, 胞核相对较大, 酶原颗粒减少, 电子密度

降低. 颈黏液细胞内黏原颗粒亦减少, 电子密度

亦低. 胃黏膜上皮细胞可见有单个细胞坏死、

脱落, 部分变成“空网架”. 胃黏膜上皮细胞胞

质内线粒体肿胀, 粗面内质网核蛋白脱落, 染色

质变淡、浓缩边集. 上皮细胞间隙以及细胞与

毛细血管之间间隙水肿、增宽, 毛细血管呈畸

形改变, 基底膜厚薄不均, 横断面积显著扩大且

形状不规则, 呈线形、马蹄形、矩形等改变, 部
分区域阶段性变薄, 许多部位不连续, 窗孔明显

增多, 血管内皮细胞与基底膜连接不紧密, 出现

间隔, 有时可见毛细血管破裂, 红细胞溢出, 并
可见周细胞平滑肌化. P组、T组仅见胃黏膜表

层上皮细胞之间的细胞间隙增宽, 黏膜及黏膜

下毛细血管虽然仍扩张, 但较M组减轻. 壁细

胞、主细胞和颈黏液细胞线粒体较完整, 仅有

少数嵴断裂, 分泌颗粒增多, 微绒毛排列较整齐, 
断裂少见, 未见其他模型组表现.

3  讨论

门脉高压性胃病(PHG)是门脉高压的并发症, 生
理状态下丰富的血流是胃黏膜维持“解剖屏

障”和“功能屏障”的基础. 研究表明, 门脉高

压症时内脏血流呈高动力循环状态, 其中胃部

血流增加60%-80%[5], 但胃黏膜血流的直接测定

结果则显示胃黏膜毛细血管网实际处于缺血状

态. 可能为门脉高压时胃壁动静脉短路大量开

放, 毛细血管内红细胞堆积、变形、透明血栓

形成, 导致胃黏膜有效血流量减少, 导致胃黏膜

缺血缺氧, 所以要治疗PHG首先要降低门脉压

力. 目前已有多种药物通过减少门静脉血流量

或降低肝内血管阻力来降低门脉压力, 但尚无

一种药物既能有效地降低门脉压力, 又有抗肝

纤维化, 而且无明显的副作用. 自Lebrec用普萘

洛尔治疗PHT食管曲张静脉破裂出血获得成功

以来, 普萘洛尔在PHT患者中的应用报道很多, 
但其副作用也引起了注意. 本研究结果表明, 普
萘洛尔有降低门脉压力的作用, 但可减慢心率, 
无保肝及抗肝纤维化作用. 由于普萘洛尔可使

心率减慢, 反射性引起内脏血管收缩, 长期应用

使肝脏功能损害加重, 临床仅有1/3的患者能获

得满意的疗效. 因此, 需寻找新的药物代替普萘

洛尔, 弥补普萘洛尔之不足.  
汉防己甲素降低门脉压力的机制与普萘洛

表  1  各组门静脉压力、平均动脉压和心率测定结果
(mean±SD)

     
分组                            n

         PVP                MAP               HR

                                           (mmHg)          (mmHg)        (次/min)

实验第42天   N组     8    4.1±1.0      83.3±10.4    367±53

                    M组     8  13.6±2.4b    85.1±15.1    372±49

治疗结束组  N组    10    4.4±1.1     84.7±23.2    363±56

                    M组   10  13.3±2.3b    88.5±11.8    381±51

                    P组    13  10.1±2.6bd   81.5±10.7    295±65ac

                    T组    13    9.1±1.6bd   82.1±18.9    378±56

aP<0.05, bP<0.01 vs  各组N组; cP<0.05, dP<0.01 vs  各组M组.

■应用要点
本研究为今后寻
找合适的药物降
低门脉压力提供
新思路, 为更好地
指导临床治疗门
脉高压性胃病提
供实验依据.

■名词解释
门脉高压性胃病: 
是指门脉高压患
者伴发的胃黏膜
病变, 诊断依据内
镜下所见. 内镜下
表现为各种形态
的充血性红斑如
蛇皮样、马赛克
征和樱桃红样斑
点 ;  组 织 学 上 表
现为黏膜和黏膜
下水肿, 小血管扩
张, 而炎症细胞浸
润不明显, 无糜烂
和纤维血栓. 其中
马赛克征诊断该
病的敏感性和特
异性较高.
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尔不同. 活化的肝星状细胞(HSC)在肝硬化、门

静脉高压发生发展过程中起核心作用[6], 活化的

HSC胞膜新生成的有活性的电压依赖性钙通道

表达增多[7], 汉防己甲素为一种钙通道阻滞剂, 可
阻断活化的HSC胞膜电压依赖性钙通道, 抑制

HSC收缩, 从而降低肝内血管阻力使门脉压力下

降. 另外, 转化生长因子-β(TGF-β)可在转录和翻

译水平上促进胶原等的合成, 抑制细胞外基质降

解, 使肝内结缔组织生成增多, 汉防己甲素能影

响TGF-β及其信号通路[8], 减少细胞外基质的合

成, 间接使门脉压力下降. 本实验中观察到汉防

己甲素能使门脉压力显著下降, 而且没有引起平

均动脉压和心率的变化, 并且有保护肝功能及抗

肝纤维化作用, 说明该药有良好的应用前景.  
光镜下观察到模型组黏膜腺体排列不整

齐, 大量炎性细胞浸润, 黏膜及黏膜下血管重度

扩张、扭曲, 微血管及血窦扩张, 黏膜下层血管

腔大壁薄. 超微结构观察到PHG上皮细胞与毛

细血管间隙水肿、增宽, 毛细血管内皮细胞肿

胀、肥大, 基底膜厚薄不均, 窗孔增多, 有时可

见毛细血管破裂, 红细胞溢出, 并可见周细胞平

滑肌化. 以上变化与文献报道一致[9-10], 表明胃黏

膜毛细血管血流受阻, 流量减少, 流速减慢, 通
透性增强, 造成胃黏膜细胞缺氧和营养不足, 出
现上皮细胞坏死、脱落, 细胞线粒体肿胀, 嵴断

裂、减少甚至消失, 分泌颗粒减少, 粗面内质网

核蛋白体脱落, 染色质变淡、浓缩边集, 微绒毛

减少.  说明胃黏膜破坏较重, 能量合成减少.  经
汉防己甲素、普萘洛尔降低门脉压力治疗后, 
胃黏膜及黏膜下毛细血管扩张减轻, 细胞线粒

体较完整, 仅有少数嵴断裂, 分泌颗粒增多, 微

绒毛较整齐, 断裂少见. 充分表明, 降低门脉压

力后, 胃黏膜微循环及超微结构得到明显改善. 
总之, 汉防己甲素能有效、安全地降低肝

硬化大鼠门静脉压力, 可有效改善肝硬化大鼠

胃黏膜微循环及超微结构的变化, 为临床治疗

门脉高压性胃病提供实验依据, 有良好的临床

应用前景.
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■同行评价
本文应用肝硬化
门脉高压动物模
型, 探讨汉防己甲
素降低大鼠肝硬
化门脉高压的疗
效及其对胃黏膜
微循环及其超微
结构的影响. 立题
新颖 ,  行文流畅 , 
结 果 客 观 ,  该 研
究对临床具有指
导意义, 学术价值
高.

表  2  各组血清学指标ALT、HA、PCⅢ和胃黏膜下层血管面积、直径测定结果(mean±SD)

     
分组          n               ALT(U/L)	         HA(μg/L)	 PCⅢ(μg/L)            血管面积(μm2)          血管直径(μm)

N组        10         20.8±8.47	        192±42              48±9             160.93±41.27         17.29±4.36

M组       10       98.45±26.4bc         724±121bc        119±32bc          2800.92±1289.41b     76.53±16.32b

P组        13     103.23±53.3bc         674±182bc        123±32bc              900.11±148.51bd      40.23±8.56bd

T组        13       70.54±21.5b     472.45±160b           85±19b                957.20±70.42bd        42.19±11.22bd

bP<0.01 vs  N组; cP<0.05 vs  T组; dP<0.01 vs  M组.
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Abstract
AIM: To investigate changes in adrenomedullin 
2/intermedin (ADM2/IMD) in plasma and 
hepatic tissues of rats with hyperlipidemia 
and its possible role in the development of 
hyperlipidemic fatty liver.

METHODS: Sixteen male Sprague–Dawley rats 
were randomly divided into normal control and 
hyperlipidemia model groups (n = 8 each). The 
model was established by feeding a high-fat 
diet for 4 wk. Liver histology, liver index (liver 
weight/body weight), liver function alanine 
aminotransferase (ALT) and alkaline phospha-
tase (AKP) and blood lipids were assayed. The 
levels of ADM2/IMD in plasma and liver were 
measured by radioimmunoassay. 
RESULTS: Body and liver weights and liver 
index increased in the hyperlipidemia model 
group compared with controls (P < 0.01). Liver 

histology showed mild to moderate fatty de-
naturation in the hyperlipidemia model group. 
Triglyceride, total cholesterol, low-density 
lipoprotein cholesterol, ALT and AKP in the 
hyperlipidemia model group were higher than 
in the controls (0.29 ± 0.05 mmol/L vs 0.18 ± 
0.09 mmol/L, 2.49 ± 0.35 mmol/L vs 1.25 ± 0.16 
mmol/L, 1.69 ± 0.18 mmol/L vs  0.49 ± 0.06 
mmol/L, 25.46 ± 5.14 kU/L vs 13.15 ± 2.83 kU/L, 
and 416.1 ± 42.7 U/L vs 281.2 ± 47.3 U/L, respec-
tively; P < 0.01), and high-density lipoprotein 
cholesterol was lower than in the control group 
(0.65 ± 0.11 mmol/L vs 0.75 ± 0.10 mmol/L, P < 
0.01). The ADM2/IMD level in hepatic tissues 
increased 115% in the hyperlipidemia model 
group compared with the controls (26.21 ± 
11.2 pg/mg·pro vs 12.18±2.9 pg/mg·pro, 
P <0.01), while the plasma concentration of 
ADM2/IMD was no different between the two 
groups (P > 0.05). 

CONCLUSION: ADM2/IMD appears to be cor-
related with the development of hyperlipidemia 
and hyperlipidemic fatty liver in rats.

Key Words: Adrenomedullin 2/Intermedin; Hyper-
lipidemia; Hyperlipidemic fatty liver; Rat; Radioim-
munoassay

Zhang YQ, Huang KT, Mao SZ, Wu XM, Huang P, Fan 
XF, Gong YS. Changes in adrenomedullin 2 in rats with 
hyperlipidemia and hyperlipidemic fatty liver. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2341-2344

摘要
目的: 研究高脂血症、高脂血症性脂肪肝大
鼠血浆及肝组织A D M2/I M D的变化, 探讨
ADM2/IMD在高脂血症、高脂血症性脂肪肝
病理过程中的意义. 

方法: 雄性SD大鼠16只, 随机均分为对照组
与高脂组. 大鼠被高脂喂食造模4 wk后, 观
察大鼠肝脏病理学变化, 测定血脂(TG, TC, 
HDL-C, LDL-C)及肝功能(ALT, AKP); 放免法
测定血浆及肝组织匀浆ADM2/IMD含量.

结果: 高脂组体质量、肝质量及肝指数(肝
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■背景资料
研究表明肾上腺
髓质素(ADM)与
脂质代谢有着密
切的关系. ADM2/
IMD是ADM的横
向同源物 ,  有 关
其在代谢综合征
如高脂血症、脂
肪肝等发病过程
中的作用尚知之
甚少. 

■研发前沿
高脂血症可诱发
高脂血症性脂肪
肝、动脉粥样硬
化、冠心病等临
床常见疾病. 高脂
血症和高脂血症
性脂肪肝的病因
学、预防和治疗
已经成为目前的
研究热点, 但其确
切发病机制目前
尚不清楚.



质量 /体质量 )均显著高于对照组 (P <0 .01)
肝组织呈轻中度脂肪变. 高脂组T G、T C、

LDL-C、ALT及AKP均显著高于对照组(0.29
±0.05 mmol/L vs  0.18±0.09 mmol/L, 2.49±
0.35 mmol/L vs  1.25±0.16 mmol/L, 1.69±0.18 
mmol/L vs  0.49±0.06 mmol/L, 25.46±5.14 kU/
L vs  13.15±2.83 kU/L, 416.1±42.7 U/L vs  281.2
±47.3 U/L; P<0.01). HDL-C则低于对照(0.65±
0.11 mmol/L vs  0.75±0.10 mmol/L, P<0.01). 血
浆ADM2/IMD水平两组间差异无统计学意义
(P >0.05); 但高脂组肝组织匀浆ADM2/IMD水
平较对照组高115%(26.21±11.2 pg/mg·pro vs  
12.18±2.9 pg/mg·pro, P<0.01).

结论: ADM2/IMD可能与大鼠饮食性高脂血
症和高脂血症性脂肪肝病理进程有关．

关键词: 肾上腺髓质素2; 高脂血症; 高脂血症性脂

肪肝; 大鼠; 放射免疫法
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0  引言

非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver disease, 
N A F L D)是遗传-环境-代谢应激相关因素所

致的、以肝细胞内脂肪堆积为主的临床病理

综合征, 高脂血症性脂肪肝是NAFLD的一种. 
NAFLD的发病机制至今尚未完全明确, 目前

认为脂质在肝细胞中的沉积是NAFLD的发病

前提, 脂质过氧化和炎症反应在NAFLD发生发

展中起重要的作用[1-2]. 研究已表明肾上腺髓质

素(ADM)与脂质代谢有着密切的关系[3], 肾上

腺髓质素2(adrenomedullin2, ADM2)或中介素

(intermedin, IMD)是ADM的横向同源物, 为新近

分别由日本和美国学者发现的降钙素基因相关

肽(calcitonin gene–related peptide, CGRP)家族的

新成员, 经比较认为ADM2与IMD实为同一多 
肽 [4-5]. 研究发现, A D M2/I M D具有抗氧化损

伤、抗炎、调节免疫等广泛的生物学效应, 是
新的内源性心血管、肾脏保护因子[6-8]. 而有关

ADM2/IMD在代谢综合征如高脂血症、脂肪

肝、糖尿病等发病过程中的作用尚知之甚少. 
本工作拟在饮食性高脂血症大鼠模型上, 观察

血浆和肝组织ADM2/IMD水平的变化, 旨在初

步探讨IMD/ADM2这一新的活性多肽与高脂血

症和高脂血症性脂肪肝病理过程的关系.
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1  材料和方法

1.1 材料 清洁级标准健康♂SD大鼠, 由温州医学

院实验动物中心提供(温医动字号220030002号). 
血浆总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋

白胆固醇(LDL-C)及高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)
试剂盒购自北京中生生物工程高技术公司. 谷丙

转氨酶(ALT)及碱性磷酸酶(AKP)试剂盒购自南京

建成生物工程研究所. ADM2/IMD放免试剂盒由

美国Phoenix Pharmaceuticals, Inc.公司提供. 日立

7600全自动生化分析仪, WALLAC r计数仪.
1.2 方法 
1.2.1 高脂血症动物模型的建立 16只清洁级SD
大鼠正常喂养1 wk后, 随机均分为2组: 对照组和

高脂组. 对照组给予基础饲料饲养; 高脂组给予

高脂饲料(胆固醇2%, 猪油10%, 基础饲料88%), 
按每100 g体质量20 g, 分早、中、晚三餐, 定时

定量分别给予. 大鼠单笼饲养,均自由饮水及摄

食. 4 wk后, 取血及肝组织, 检测各项指标.
1.2.2 观察指标及测定方法 (1)观察大鼠的食

欲、体质量、行为、状态、毛发等情况, 实验

结束处死动物时, 称体质量、肝质量及计算肝

指数(肝质量mg/体质量g). (2)生物化学指标: 用
酶法测定TC、TG、LDL-C、HDL-C及AKP的
含量, 用赖氏法测定ALT的含量. (3)血浆及肝组

织IMD/ADM2测定: 采用放免法, 按放免药盒

说明书操作. ADM2/IMD(人)试剂盒与大鼠、

小鼠的ADM2/IMD及IMD-53(大鼠)、ADM2/
IMD(8-47)的交叉反应100%; 与人及大鼠的肾

上腺髓质素(ADM), 人的Prepro-IMD(25-56)、
Prepro-IMD(57-92)及人、大鼠的CGRP无交叉

反应. 其IC50为55.45 pg/管, Binding为26%.
1.2.3 组织病理学检查  取右叶部分肝组织用 
40 g/L多聚甲醛固定, 石蜡包埋, HE染色, 光镜下

观察肝组织学的改变.
统计学处理 实验数据均以均数±标准差( 

mean±SD)表示. 组间比较采用SPSS11.0统计软

件进行非配对t检验.

2  结果

2.1 一般情况 高脂组大鼠体质量、肝重及肝指体质量、肝重及肝指、肝重及肝指

数均显著高于对照组(P均<0.01, 表1). 肝脏组织

学改变: 高脂组大鼠肝脏肉眼观体积增大、颜

色呈浅黄、切面油腻感. 光镜下对照组大鼠肝

小叶清晰, 肝细胞索排列整齐, 偶见小泡性脂肪

滴(图1A); 高脂组可见中度脂肪变, 肝细胞变大, 
胞浆内可见大小不一小泡性脂肪滴, 细胞核居

中, 肝窦略狭窄, 小叶内和汇管区可见炎细胞浸
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■创新盘点
理论上的横向推
测 并 经 实 验 证
实 :  与 其 横 向 同
源 物 A D M 一 样 , 
ADM2/IMD可能
与大鼠饮食性高
脂血症和高脂血
症性脂肪肝病理
进程有关.
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润并伴有肝细胞坏死(图1B).
2.2 血脂和肝功能的变化 高脂组血浆TG、TC、
LDL-C明显高于对照组, 同时HDL-C水平显著

降低(P均<0.01), 见表2. 高脂组大鼠肝功能异常, 
血浆ALT和AKP显著高于对照组(P均<0.01)(表3).
2.3 血浆和肝组织匀浆IMD/ADM2含量的变化 
血浆IMD/ADM2水平两组间差异无统计学意义

(P >0.05); 而肝组织匀浆中IMD/ADM2含量高脂

组较对照组高115%(P <0.01)(表3).

3  讨论

随着人们生活条件的提高,饮食结构的改变, 高
脂血症和脂肪肝已成为当今社会的常见病和多

发病. 高脂血症可诱发高脂血症性脂肪肝、动

脉粥样硬化(As)、冠心病等临床常见疾病. 高脂

血症和高脂血症性脂肪肝的病因学、预防和治

疗已经成为目前的研究热点. 高脂血症性脂肪

肝是NAFLD的一种, NAFLD的发病机制复杂,  
确切发病机制目前尚不清楚, 现在比较接受的

发病机制学说是“二次打击学说”, 该学说认

为: 一次打击主要是胰岛素抵抗(IR)引起肝脏脂

肪沉积, 使肝细胞对损害因子的敏感性增高; 二
次打击是肝内脂质沉积可加强氧化应激和脂质

过氧化反应, 导致线粒体解偶联蛋白、细胞因

子及Fas配体被诱导活化, 从而引起炎症和纤维

化的发生[9-10].
ADM2/IMD是近期发现的CGRP多肽家族

新成员, 系ADM的横向同源物(paralog, 即指起

源于同一祖先, 在同一生物体中由同一基因复

制而产生的多个蛋白质的基因). 在不同哺乳动

物间, ADM2/IMD序列高度保守, 其mRNA的组

织分布十分广泛, 在胰腺、胸腺、卵巢等组织

中均存在ADM2/IMD mRNA的表达. 研究发现, 
ADM2/IMD与高血压、心肌缺血、低氧性肺动

脉高压和肾功能衰竭等疾病的发生发展密切相

关. 已知ADM在能量代谢、水盐平衡、内分泌

激素释放调控中发挥十分重要的作用[11], 与脂质

代谢也有着密切的关系-ADM可抑制胰岛素的

表  1  大鼠体质量及肝指数的变化( mean±SD, n  = 8)

     
分组	     体质量(g)           肝重(g)         肝脏指数(mg/g)

对照组	    294.38±          8.46±             28.84±

	        6.91              0.36	     1.41

高脂组	    343.57±        11.23±	   32.77±

	      25.23b             1.16b                 3.19b

bP<0.01 vs  对照组.

表  2  高脂膳食对大鼠血脂的影响(mean±SD, n  = 8, 
mmol/L)

     
分组	          TG	            TC	            HDL-C          LDL-C

对照组           0.18±        1.25±        0.75±        0.49±

	       0.09            0.16            0.10            0.06

高脂组           0.29±        2.49±        0.65±        1.69±

	       0.05b          0.35b           0.11b           0.18b

bP<0.01 vs  对照组.

表  3  大鼠肝功能及IMD/ADM2的变化(mean±SD, n  = 8)

     
            			                                                            IMD/ADM2
分组	        ALT(kU/L)	      AKP (U/L)

                  血浆(ng/L)         肝脏(pg/mg·pro)

对照组	  13.15±2.83           281.2±47.3            67.60±20.36            12.18±2.9

高脂组	  25.46±5.14b          416.1±42.7b           71.80±13.37            26.21±11.2b

bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
本 文 首 次 发 现
ADM2/IMD可能
与大鼠饮食性高
脂血症和高脂血
症性脂肪肝病理
进程有关, 在脂质
代谢紊乱对靶器
官的损害中可能
扮演重要角色, 为
以后高脂血症性脂
肪肝的发病机制及
防治的研究提供一
个新的靶点.

图  2  高脂组大鼠肝脏HE染色(×400). A: 对照组; B: 高脂组.

B

A

■名词解释
横向同源物(para-
log), 即指起源于
同一祖先, 在同一
生物体中由同一
基因复制而产生
的多个蛋白质的
基因.
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分泌[3], 而后者可诱导胆固醇生物合成限速酶羟

甲基戊二酸单酰辅酶A(HMG-CoA)还原酶的合

成. 近来发现ADM2/IMD能抑制动物水和食物

摄取的行为[12]; 此外, ADM2在中枢系统主要表

达于垂体中叶, 与一些应激激素如促黑色素细

胞激素(α-MSH)、催乳素(PRL)、促肾上腺皮质

激素(ACTH)的表达部位相似, 提示ADM2/IMD
可作为旁分泌因子调节垂体前叶激素的分泌[13]. 
据此推测, 和其横向同源物ADM一样, ADM2/
IMD可能在维持机体自稳态如内分泌、代谢应

激等的调控中发挥重要的生物学效应.
我们采用了高脂膳食建立的高脂血症大

鼠模型, 观察了血浆及肝脏组织ADM2/IMD水

平的变化. 结果提示, 高脂组大鼠在血脂明显

异常、肝脏脂肪浸润及肝功能受损的同时, 肝
组织匀浆IMD/ADM2浓度显著高于对照组. 已
知脂质自稳态受多种因子调控, 如胰岛素可诱

导羟甲基戊二酸单酰辅酶A(HMG-CoA)还原

酶的合成, 氧化应激、炎性细胞因子如IL-1β、
TNF-α等在脂质代谢紊乱对靶器官的损害中也

起重要作用[14-15]. 有研究表明, ADM可抑制胰

岛素分泌[10], 而氧化应激、TNF-α、IL-1等刺激

ADM表达上调[16-18]. 据此推测, 大鼠高脂血症、

脂肪肝病理过程中, ADM2/IMD在肝脏组织浓度

的增加可能与上述因素有关, 可能在肝组织病

理损害中发挥保护性调控作用. 但高脂组大鼠

循环血液中ADM2/IMD浓度较对照组并无显著

变化. 这是否提示在大鼠高脂血症发生发展中, 
IMD/ADM2仅以旁分泌/自分泌形式在局部发挥

作用? 这尚待进一步的研究.
总之, 我们研究提示, ADM2/IMD可能与大

鼠饮食性高脂血症和高脂血症性脂肪肝病理进

程有关, 在脂质代谢紊乱对靶器官的损害中可

能扮演重要角色. 但其确切的作用机制及与其

他蛋白因子(基质金属蛋白酶、环氧合酶-2、脂

联素)、细胞因子(TNF-α、IL-1、细菌脂多糖)
等之间的相互作用和影响, 均有待更为深入的

研究和探讨.
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■同行评价
本文探讨了ADM
2/IMD可能与大
鼠饮食性高脂血
症和高脂血症性
脂肪病理进程有
关, 结构清楚, 立
意新颖, 对进一步
的基础和临床研
究有参考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
concentration changes of soluble intercellular 
adhesion molecule-1 (sICAM-1) in severe acute 
pancreatitis (SAP) and associated lung injury in rat. 

METHODS: A Rat SAP model was established 
by retrograde injection of 30 g/L sodium tau-
rocholate into bile-pancreatic duct. Rats were 
sacrificed at 0, 3, 6, 12, 24 hours and their sera 
and left lungs collected. Sera sICAM-1 and my-
eloperoxidase (MPO) activity in lung tissue were 
measured. 

RESULTS: Increases in sera sICAM-1 concen-
trations were evident at 3 hours after SAP in-
duced, and the MPO activity of lung tissue was 
significantly increased at 6 hours. Sera sICAM-1 
concentration positively correlation with MPO 
activity (r = 0.897). 

CONCLUSION: The concentration change of 

serum sICAM-1 is associated with the pathologi-
cal injury magnitude of lung in rat severe acute 
pancreatitis. 

Key Words: Intercellular adhesion molecule-1; Pan-
creatitis/acute severe; Lung injury; Myeloperoxi-
dase

Zhang Y, Yan JS, Zhang Q, Zhang Q, Qiu HS. Significance 
of concentration changes of serum soluble ICAM-1 in 
lung injury associated with severe acute pancreatitis in 
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2345-2347

摘要
目 的 :  探 讨 血 清 可 溶 性 细 胞 间 粘 附 分 子
-1(s I C A M-1)水平变化与重症急性胰腺炎
(SAP)肺损伤的关系. 

方法: SD大鼠采用逆行胰胆管注射30 g/L牛
磺胆酸钠方法制作SAP模型取0, 3, 6, 12, 24 h
不同时点血清进行sICAM-1检测, 同时检测肺
组织髓过氧化物酶活性. 

结果: 制模3 h后, 血清sICAM-1水平开始持续
上升(34.90-38.99 µmol/L), 肺组织髓过氧化物
酶(MPO)活性在6 h后明显增强(P <0.05), 血清
sICAM-1水平与肺组织MPO活性呈正相关(r  
=0.897). 

结论: 重症急性胰腺炎时血清sICAM-1水平
的变化可能与肺部损伤程度密切相关.

关键词: 细胞间黏附分子-1; 急性胰腺炎; 肺损伤; 

髓过氧化物酶活性
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0  引言

急性肺损伤是重症急性胰腺炎(s eve re acu t e 
pancreat i t is, SAP)时常见且严重的并发症.研
究表明 ,  S A P时大鼠肺组织细胞间黏附分子

-1(ICAM-1)基因过度表达[1], 且与肺损伤严重程

度相关[2]. 我们旨在探讨血清可溶性细胞间黏附

www.wjgnet.com

®

■背景资料
急性呼吸窘迫综
合症(ARDS)是重
症急性胰腺炎最
常见、最严重的
并发症之一, 其发
生率和病死率居
该病术后并发症
之首, 一旦出现临
床症状, ARDS常
常处于不可逆转
阶段, 早期发现胰
腺炎相关性肺损
伤并进行相应的
处理, 将有助于降
低重症急性胰腺
炎的死亡率.



分子-1(soluble intercellular adhesion molecule-1, 
sICAM-1)与大鼠SAP肺损伤的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康Sprague-Dawley(SD)大鼠60
只(由武汉大学医学院实验动物中心提供),雌雄

不拘, 体重180-240 g, 室温, 光照周期12 h∶12 h
条件饲养. 牛磺胆酸钠购自Sigma公司, sICAM-1 
ELISA试剂盒购自深圳晶美生物工程公司, MPO
试剂盒购自南京建成生物研究所.
1.2 方法 
1.2.1 SAP 模型建立及分组 应用编号法随机分

为急性胰腺炎组(n  = 30)和对照组(n  = 30), 平均

分5个时间点: 术后0, 3, 6, 12, 24 h每点各6只. 参
照Aho et al [3]的方法并略加改进. 术前12 h禁食,
自由饮水, 25 g/L戊巴比妥钠ip麻醉(1 mL/kg体
质量), 用钝性细针头通过十二指肠壁经乳头插

入胆胰管, 用无损伤血管夹分别夹闭肝门处的

胆总管以及针头插入部位的胆胰管. 向胆胰管

内加压注入30 g/L牛磺胆酸钠溶液, 1 mL/kg体
重,注射速度0.1 mL/30 s. 注射完毕后, 抽出针头

的同时原位夹闭胆胰管, 3 min后松开无损伤血

管夹. 对照组操作同胰腺炎组, 仅向胆胰管内加

压注入相当容量的生理盐水. 所有动物术毕用

无创缝线两层缝合腹壁关腹.
1.2.2 取材与检测 分别于术后0, 3, 6, 12, 24 h, 
采取断颈方法分批处死动物. 采集心血及肺脏

组织标本. 血液于含EDTA试管中静置后, 3000 
r/min离心15 min, 取上清液, 血清及肺组织均置

于-70℃冰箱保存待测. 取部分肺组织做HE染色

常规病理观察. 血清sICAM-1水平采用ELISA
方法检测, 按试剂盒说明进行. 肺髓过氧化物酶

(myeloperocidase, MPO)活性测定, 取肺组织加

邻联茴香胺制成肺组织匀浆, 冻融并超声粉碎,
离心后取上清加反应液, 在分光光度计460 nm 
波长下进行2 min的扫描, 记录第30 s和第90 s的
光密度差值, 以此1 min吸光度的变化代表酶活
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力的改变. 
统计学处理 所有数据以mean士SD表示, 通

过SAS6.12统计软件, 分别采用t检验和方差分

析, 对各时点、各组均数进行显著性检验, 检验

水准α = 0.05, 并对MPO与sICAM-1水平进行相

关性分析.

2  结果

2.1 肺脏组织病理改变 对照组镜下观可见肺组

织结构清晰, 无肺泡壁增厚与中性粒细胞浸润; 
SAP组0 h无肺泡壁增厚和中性粒细胞浸润, 在
制模3 h后可见肺泡间质水肿, 少许中性粒细胞

浸润, 6 h后肺泡壁充血水肿, 肺间质中性粒细胞

浸润增多, 肺泡腔内可见游离红细胞, 12 h后肺

泡壁明显增厚, 肺间质、肺泡腔及肺泡壁可见

大量炎症细胞浸润、渗出以及肺泡萎陷, 并持

续至24 h. 
2.2 肺组织MPO活性和sICAM-1水平变化 SAP
组6, 12, 24 h MPO活性均明显高于对照组和

SAP组0,  3 h(P <0.05),  SAP组0 h和3 h, 6, 12和24 
h MPO活性分别也无差异; SAP组3, 6, 12, 24 h 
sICAM-1水平均高于对照组和SAP组0 h(P <0.05, 
表1). 肺组织MPO活性与血清sICAM-1水平之间

密切相关(r  = 0.897, P <0.05).

3  讨论

急性胰腺炎对生命的威胁除少数猝死病例外, 
主要不在于胰腺病变本身, 更大程度上取决于

胰腺坏死后产生很多且严重的并发症[4]. ARDS
为急性坏死性胰腺炎最常见、最严重的并发症

之一, 其发生率和病死率居该病术后并发症之

首[5-6]. 其临床表现为进行性呼吸加快、急促、

气短、紫绀, 伴有辅助呼吸肌过度运动, X线片

可见肺门周围肺野出现毛玻璃样阴影, 吸氧情

况下PaO2进行性下降至8.0 kPa以下, PaCO2<4.67 
kPa, 增加吸氧浓度30 min后, PaO2仍不能明显增

高. 研究表明, 当有上述临床表现时, 病理上往

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文首次证明了
血清sICAM-1水
平与重症急性胰
腺炎相关性肺损
伤严重程度相关,
提出可能采用检
测血清sICAM-1
水平来预测可能
出现的肺部损伤.

表  1  MPO活性变化(U/g)和sICAM-1水平变化(μmol/L)

      分组	                                      0 h                            3 h                               6 h                                12 h                                24 h 

MPO             对照           1.83±0.16            1.93±0.24            1.92±0.20              1.94±0.11                1.96±0.09

                     SAP            1.75±0.12            2.07±0.11            2.42±0.23a             2.53±0.50a               2.68±0.23a

sICAM-1      对照         34.90±5.47          38.99±2.54          38.28±4.19              39.17±1.52            39.49±1.68

                     SAP          33.59±4.03          46.12±5.61c         55.02±12.07c         55.29±14.99c           57.56±4.81c

aP<0.05 vs  对照组, SAP组0 h, 3 h; cP<0.05 vs  对照组, SAP组0 h.

■应用要点
检测血清sICAM-1
水平可能有助于
早期发现重症急
性胰腺炎相关性
肺部损伤, 但是其
具体临床应用尚
需进一步研究验
证.
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往已出现血管内液体漏出、纤维蛋白沉积于间

质和透明膜形成, 肺实变导致肺内分流, 疾病已

处于不可逆阶段[7]. 因此ARDS的早期诊断和防

治无疑是提高SAP治愈率、降低死亡率的有效

措施. 我们观察到SAP肺部的病理损伤特点是

肺内中性粒细胞浸润和肺泡壁厚度增加, 中性

粒细胞浸润可能是肺泡壁水肿增厚的主要原因. 
研究表明, ICAM-1在肺部的高表达介导白细胞

浸润入肺, 肺内中性粒细胞浸润引起肺泡壁增

厚(肺水肿的重要病理表现), 激活的中性粒细胞

产生并释放超氧阴离子, 从而损伤周围的组织

细胞, 使肺内皮损伤变性, 通透性增加, 间质水

肿, 氧交换障碍; 同时中性粒细胞和内皮细胞产

生血栓素A2(TXA2), 后者是一强有力的缩血管

物质, 可引起肺动脉高压, 导致通气血流比例失

调、低氧血症, 从而引发ARDS[8].
MPO存在于中性粒细胞的嗜天青颗粒中, 

约占细胞干重的5%, 因此通过测定MPO的活力

可推算中性粒细胞的数量, 肺组织MPO活性常

常用来作为反映肺组织损伤的指标[9-10]. 我们发

现SAP组大鼠肺组织MPO活性在模型复制成功 
6 h后明显增高, 其后维持在高水平. 提示SAP复
制成功6 h后, 中性粒细胞在肺组织聚集, 引起肺

组织损伤. SAP时, 胰腺和肺部尤其是肺泡细胞

表面高表达ICAM-1的脱落, 是血清sICAM-1的
主要来源[11-12], 因此认为血清sICAM-1可以反映

出肺部病理损伤程度. 研究表明, sICAM-1诱导

肺内巨噬细胞产生巨噬细胞炎症蛋白-2(MIP-2)
和TNF-α, 并增加中性粒细胞在肺内的聚集, 加
重肺部损伤[13-14]. 我们发现, 与对照组相比, SAP
组sICAM-1水平在模型复制成功3 h后即增高, 3 
h以后各组sICAM-1水平均高于对照组. 相关性

研究显示, 血清sICAM-1水平与肺组织MPO活

性呈正相关(r  = 0.897, P <0.05), 即血清sICAM-1
水平增高与MPO活性增强关系密切. 而且从我

们研究的结果来看, 血清sICAM-1水平的增高要

早于肺组织MPO活性增强.
鉴于血清sICAM-1的临床可监测性以及其

与SAP相关的肺部损伤的高度相关性, 故认为血

清sICAM-1的动态监测可作为临床预测SAP相
关的ARDS的一个重要指标.其具体的临床应用

尚需进一步的研究验证.
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Abstract
AIM: To study the clinical, pathological and 
immunohistochemical characteristics of upper 
gastrointestinal mesenchymal tumors (GIMTs), 
so as to provide guidance for clinical diagnosis 
and treatment. 

METHODS: Forty-six cases of upper GIMT were 
clinically diagnosed by endoscopic ultrasonogra-
phy (EUS). The samples obtained by surgery or 
endoscopic mucosal resection were observed by 
pathological sectioning and staining. The expres-
sion of CD117, CD34, smooth muscle antibodies 
(SMA) and S-100 was assayed by immunohisto-
chemical staining. 

RESULTS: Twenty-four of the 46 GIMTs were 
esophagus mesenchymal tumors, 5 of which 
were stromal tumors (20.8%) and 19 were leio-
myomas (79.2%). Twenty-two of the 46 tumors 
were gastric mesenchymal tumors, which in-
cluded 20 stromal tumors (90.9%), 1 leiomyoma 

and 1 neurilemmoma. Twenty-one of the 25 up-
per gastrointestinal stromal tumors were CD117 
positive (84%) and 24 were CD34 positive (84%). 
SMA and S-100 were expressed only in leiomyo-
ma and neurilemmoma, respectively.  

CONCLUSION: The pathological characteristics 
of upper GIMTs are similar by microscopic ob-
servation, and can be differentiated by combined 
assay of some immunohistochemical markers 
such as CD117, CD34, SMA and S-100. Most 
esophagus mesenchymal tumors are leiomyo-
mas, and most gastric mesenchymal tumors are 
stromal tumors. Leiomyoma and neurilemmoma 
are rare.

Key Words: Gastrointestinal mesenchymal tumor; 
Gastrointestinal stromal tumor; Leiomyoma; Neuri-
lemmoma; Immunohistochemistry

Ding F, Cheng B, Xie HP, Zhao Q, Yang YZ. Clinical and 
pathological characteristics of upper gastrointestinal 
mesenchymal tumors: An analysis of 46 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(21):2348-2353

摘要
目的: 观察上消化道间叶源性肿瘤(GIMTs)的
临床病理及免疫组化特征, 探讨其临床诊断及
处置策略.� 

方法: 46例内镜超声检查拟诊为上消化道间
质瘤的病例, 采用光镜观察其手术或黏膜切
除术(EMR)标本的病理特征, 免疫组化检测其
CD117, CD34, 平滑肌抗体(SMA)和S-100的表
达状况, 并分析其病理诊断与临床的关系.� 

结果: 46例GIMTs中食管肿瘤占24例, 其中间
质瘤5例(20.�8%), 平滑肌瘤19例(79.�2%); 22例
胃GIMTs中间质瘤20例(90.�9%), 平滑肌瘤1例, 
神经鞘瘤1例.� 25例上消化道间质瘤中CD117
阳性21例(84%)、CD34阳性24例(96%).� 而平
滑肌瘤与神经鞘瘤分别仅表达SMA和S-100.� 

结论: 上消化道间叶源性肿瘤光镜下病理特
征相似, 联合检测CD117, CD34, SMA和S-100
等免疫组化标记物可区别上消化道GIMTs.� 在

®

■背景资料
上消化道间叶源
性肿瘤 (GIMTs)
是指食管、胃及
十二指肠的非上
皮、非淋巴的软
组 织 肿 瘤 ,  借 助
免 疫 组 化 和 超
微结构观察可分
为间质瘤、平滑
肌 瘤 与 神 经 鞘
瘤.� 其中, 间质瘤
(GISTs)具有从良
性到恶性以至显
著恶性的广谱生
物学行为特征.� 
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食管以平滑肌瘤多见; 而在胃则以间质瘤多
见, 平滑肌瘤与神经鞘瘤非常少见.�

关键词: 上消化道间叶源性肿瘤; 胃肠道间质瘤; 平

滑肌瘤; 神经鞘瘤; 免疫组化
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0  引言

与胃肠道间叶源性肿瘤 (g a s t r o i n t e s t i n a l 
mesenchymal tumors, GIMTs)一样, 上消化道间

叶源性肿瘤是指食管、胃及十二指肠的非上

皮、非淋巴的软组织肿瘤.� 这类肿瘤多以梭性

细胞分化为主, 可伴有上皮样细胞, 光镜下酷似

平滑肌细胞、神经鞘细胞, 故传统上常诊断为

“平滑肌瘤、神经鞘瘤”.� 随着免疫组化和超

微结构研究的不断深入, 发现这类肿瘤细胞大

多无明确肌性分化或神经分化特征, 并显示出

特有的CD117、CD34阳性表达, 从而提出胃肠

道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors, GISTs)
的概念[1-2], 也有一部分可分别完全向肌性或神

经分化的则为真正的平滑肌瘤或神经鞘瘤.� 其
中, GISTs是一种特殊类型的间叶源性肿瘤, 具
有从良性到恶性以至显著恶性的广谱生物学行

为[3-5], 有必要将其与其他GIMTs进行区分.� 我们

对46例内镜超声诊断为间质瘤的病例进行回顾

分析, 对其病理标本行常规病理及CD117, CD34, 
SMA, S-100免疫组化检查, 旨在探讨上消化道

间叶源性肿瘤的临床病理特征, 提高GIMTs, 尤
其是GISTs的诊断水平.�

1  材料和方法

1.1 材料 我院2003-01/2007-02 46例上消化道

GIMTs病理标本, 男26例, 女20例, 年龄13-76(中男26例, 女20例, 年龄13-76(中
位43)岁.� 其中手术标本23例, 内镜下黏膜切除术其中手术标本23例, 内镜下黏膜切除术

(EMR)标本23例.� 所有标本均经40 g/L甲醛固定

12 h以上.� 术前均行内镜超声检查(EUS), 病灶位

于第4层(相当于固有肌层)者21例, 第2层(相当

于黏膜肌层)者25例.�
1.�2 方法 
1.�2.�1 病理及免疫组化检查 固定标本常规石腊

包埋, 5 μm切片, HE染色后普通光镜观察, 诊断

标准参照阿克曼外科病理学[6].� 免疫组化采用

EnVision二步法[7]: 病理切片常规脱水, 微波抗原

修复, 50 mL/L山羊血清消除非特异性背景.� 分别

加一抗CD117(1∶100)、CD34(1∶150)、抗平

滑肌抗体(SMA, 1∶150)、S-100(1∶400)置37℃
湿盒内1 h, 再加入二抗EnVision复合物混合液, 
37℃作用30 min, DAB显色, 苏木精复染后光镜

观察.� 上述特异性一抗及EnVision试剂盒购自美

国Santa Cruz公司.� 已知阳性切片作阳性对照, 以
TBS代替一抗作阴性对照.� 结果判断分阳性和阴

性, 阳性为细胞呈棕黄色着色, CD117阳性为胞

质和/或胞膜着色, S-100为胞质和胞核着色, 其
余均为胞质着色.�
1.�2.�2 GIMTs诊断及良恶性判断标准 根据免疫

组化结果, 结合病理组织形态学表现, 将CD117
和/或CD34阳性者划为GISTs; SMA表达阳性 
而CD117、CD34阴性者划为平滑肌瘤; 而将

S-100阳性, CD117、CD34、SMA均阴性者划

为神经鞘瘤.� 参考文献对间质瘤进行良恶性判

断[8-10]: 即手术时见其出现黏膜浸润、或侵犯邻

近器官及肝脏、淋巴结及腹膜转移则视为“恶

性”, 肿瘤直径多大于4 cm, 切开可见肿瘤组织

出血、坏死, 核分裂像多大于5-10/50HPF, 属高

度侵袭危险性; 而肿瘤直径小于4 cm, 与周围组

织界限清楚、无黏连, 无肿瘤组织坏死, 核分裂

像小于5/50HPF判断为低度侵袭危险性, 视为

“良性”.� 

2  结果

2.�1 临床诊断诊断 本组46例上消化道GIMTs中.� 位于

食管者24例, 占52.�3%、胃22例, 占47.�7%、十二

指肠则为0例.� 24例食管GIMTs中GISTs仅5例(占
20.�8%)、平滑肌瘤19例(占79.�2%)、神经鞘瘤0
例; 22例胃GIMTs中GISTs20例(占90.�9%)、平滑

肌瘤1例、神经鞘瘤1例(表1).� 25例GISTs中判断

为“良性”19例, “恶性”6例, 均为胃间质瘤.�
本组10例GIMTs出现呕血和/或黑便, 均为

巨大胃间质瘤表面坏死、溃疡形成所致; 6例
GIMTs患者出现吞咽梗阻感, 其中3例为胃底及

贲门间质瘤, 3例为食管平滑肌瘤.� 21例GIMTs
患者出现嗳气、反酸、烧心及上腹痛、腹胀不

表  1  46例上消化道GIMTs病理诊断与病变部位

     
部位	         n 	  平滑肌瘤	          神经鞘瘤        GISTs

食管	      24	       19	                0	  5

胃	      22	         1	                1               20

十二指肠	        0	         0	                0                 0

合计	      46	       20	                1               25

■应用要点
本文通过对46例
上消化道GIMTs
病理标本的观察
发 现 其 光 镜 下
病 理 特 征 极 为
相 似 ,  联 合 检 测
CD117、CD34、
SMA、S-100等免
疫组化标记物可
区别上消化道间
质瘤、平滑肌瘤
与神经鞘瘤等.� 进
一步对其临床及
常规内镜、内镜
超声 ( E U S ) 资料
进行回顾性研究, 
发现食管GIMTs
中EUS显示起源
于黏膜肌层者多
为 平 滑 肌 瘤 ;  胃
GIMTs无论起源
于黏膜肌层或固
有肌层者多为间
质瘤,而且发现具
有恶性行为特征
者均为胃间质瘤, 
而平滑肌瘤和神
经鞘瘤均表现为
良性生物学特征.� 
因 此 ,  E U S 对 合
理制定上消化道
GIMTs处置策略
可提供重要依据.�
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适等非特异性症状.� 另有9例GIMTs患者无任何

症状, 因体检或其他疾病行胃镜检查偶然发现.�
2.�2 内镜及EUS情况 46例GIMTs术前均行内镜

及内镜超声检查, 10例出现上消化道出血的患

者, 内镜检查均发现肿瘤较大, 见表面糜烂及溃

疡形成, 未出现消化道出血的患者大多体积相

对较小、表面光滑.� 24例食管GIMTs中, EUS显
示起源于黏膜肌层的23例, 19例为平滑肌瘤, 4
例为间质瘤; 起源于固有肌层的1例, 为间质瘤; 
22例胃GIMTs中, EUS显示起源于黏膜肌层的

2例, 为胃间质瘤, 起源于固有肌层的20例, 其
中18例为间质瘤, 1例为平滑肌瘤, 1例为神经 
鞘瘤.�
2.�3 病理组织学特征 平滑肌瘤显微镜下细胞形

态主要有两种: 一种以梭形细胞为主型, 比正常

平滑肌细胞稍大, 胞质红染, 核长而两端钝圆,质红染, 核长而两端钝圆,红染, 核长而两端钝圆, 
瘤细胞水肿时可有空泡形成, 瘤细胞多平行排

列, 或呈束状交织排列.� 另一种以上皮样细胞为

主型, 瘤细胞大多呈梭形及圆形, 胞质呈双色性质呈双色性呈双色性

或微嗜酸性, 核圆形或卵圆形, 位于中央, 可有

空泡形成(图1A).� 间质瘤光镜下可分为梭形细

胞型、上皮细胞型或两者细胞的混合型, 常出

现交叉束状、弥漫片状排列, 有的呈栅栏状、

花瓣样、血管内皮瘤样排列.� 以梭形细胞为主

型, 细胞栏两端钝圆或长梭形, 胞质丰富嗜酸胞质丰富嗜酸丰富嗜酸

性, 肿瘤细胞排列呈束状、编织状或漩涡状; 以
上皮细胞为主型, 形态不一, 可呈多边形或圆

形, 胞质丰富, 嗜酸性透亮, 胞核深染居于细胞胞质丰富, 嗜酸性透亮, 胞核深染居于细胞丰富, 嗜酸性透亮, 胞核深染居于细胞

中央或偏位、核仁突出 ,  并可见瘤巨细胞(图
1B).� 如出现细胞密度增加(图1C); 核形多样、

核分裂象多见(图1D); 肿瘤坏死(图1E)及黏液样

变性等, 则多为恶性间质瘤改变.� 神经鞘瘤显微

镜下显示以神经鞘细胞为主要成分, 细胞形态

与GISTs差别不大, 可明显呈栅栏状或漩涡状排

列, 有些细胞间黏液成分较多, 组织结构相对较

为疏松(图1F).� 

B

F

D

A

C

E

图  1  平滑肌瘤和间质瘤的组织病理学改变(HE×100). A: 平滑肌瘤; B: 间质瘤; C: 间质瘤示细胞密度高; D: 间质瘤示核分

裂象; E: 间质瘤示肿瘤坏死; F: 神经鞘瘤.

■同行评价
本文是一篇基础
结合临床的回顾
性总结文章, 病历
资料完整, 统计方
法正确.� 图表制作
清晰 ,  对比性好 , 
对于指导临床工
作有一定的意义.� 
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尽管3种GIMTs似乎各有特点, 但显微镜下

很难将GISTs与平滑肌瘤及神经鞘瘤进行区分, 
必须借助免疫组化检查分析其细胞表型.�
2.�4 免疫组化表型 46例上消化道GIMTs均行

CD117, CD34, SMA, S-100等免疫组化检查, 其
中CD117, CD34免疫组化染色见图2.� 根据其

结果确诊为GISTs25例, 占54.�3%(25/46), 其中

CD117阳性21例, 占84%(21/25), CD34阳性24例, 
占96%(24/25), CD117与CD34共同阳性20例, 占
80%(20/25), 值得得注意的是还有10例间质瘤中

还存在SMA的阳性表达.� 确诊为平滑肌瘤者20
例, SMA均表达阳性, 而其CD117, CD34, S-100
均阴性.� 确诊为神经鞘瘤1例, 仅有S-100的阳性

表达(表2).�

3  讨论

胃肠道间叶源性肿瘤(GIMTs)包括GISTs、平滑

肌源性与神经源性肿瘤, 其中以GISTs发病率最

高, 达76.�2%, 其发病年龄多在50-70岁, 无明显

性别差异[11-12].� Fletcher et al [9]与Miettinen et al [10]

对GISTs的长期随访观察发现其具有从良性、

潜在恶性到不同程度恶性等复杂的生物学行为

特征.� 而真正分化发育良好的平滑肌瘤、神经

鞘瘤则多具有良性特征, 其临床处置策略完全

不同.� 因此, 有必要准确区别间质瘤与其他的间

叶源性肿瘤.� 本组46例上消化道GIMTs中食管

占24例, 其中间质瘤5例(占20.�8%)、平滑肌瘤

19例(占79.�2%); 22例胃GIMTs中间质瘤20例(占
90.�9%)、平滑肌瘤与神经鞘瘤各1例.� 可见, 食
管GIMTs中以平滑肌瘤为主, 而在胃GIMTs中
GISTs占绝大多数, 平滑肌源性与神经源性肿瘤

极少, 与文献报道基本一致[13-14].� 
从内镜超声检查来看, 24例食管GIMTs中

EUS显示起源于黏膜肌层者23例, 其中19例为平

滑肌瘤, 4例为间质瘤; 1例起源于固有肌层者为

间质瘤; 22例胃GIMTs中, EUS显示起源于黏膜

肌层者2例, 为胃间质瘤, 起源于固有肌层者20
例, 其中18例为间质瘤, 1例为平滑肌瘤, 1例为

神经鞘瘤.� 本组资料仅研究了行EMR或行手术

治疗者, 不能反映上消化道间叶源性肿瘤的全

貌, 但可初步说明, 食管GIMTs中, 起源于黏膜肌

层者多为真正的平滑肌瘤, 而胃内病灶无论是

起源于黏膜肌层还是起源于固有肌层者则大多

为间质瘤.� 从临床症状来看, 上消化道GIMTs大
多无症状或仅有反酸、烧心及上腹不适及嗳气

等非特异性的临床表现, 10例出现上消化道出

血和/或贫血者多为胃巨大间质瘤表面溃疡形成

所致; 6例出现吞咽困难或吞咽梗阻感者3例为

胃底及贲门巨大间质瘤所致, 另3例为食管平滑

肌瘤, 但病灶均小于1 cm, 行EMR并按胃食管反

流病治疗后症状消失, 推测可能与焦虑紧张及

胃食管反流病有关.� 
间质瘤与平滑肌瘤、神经鞘瘤均可由梭形

细胞、上皮细胞或两种细胞混合组成.� 平滑肌

瘤细胞多平行排列, 或呈束状交织排列; 神经

鞘瘤可呈栅栏状或漩涡状排列, 组织结构相对

较为疏松; 而GISTs则多呈交叉束状、弥漫片

状排列等, 细胞密度相对较高.� 3种GIMTs病理

组织学特征极为相似, 光镜下难以区分, 其鉴别

诊断有赖于电镜与免疫组化.� 晚近研究发现, 原
癌基因C-kit的表达产物CD117蛋白是胃肠道间

质瘤最为敏感而特异的标记物, 为诊断胃肠道

间质瘤的金标准[15-18].� 本组25例GISTs中CD117

A

B

图  2  上消化道间叶源性肿瘤免疫组化表型(×200). A: 

CD117阳性; B: CD34阳性.

表  2  46例上消化道间叶源性肿瘤免疫组化阳性表型结果

     
病种	     n         CD117         CD34        SMA            S-100

间质瘤	   25         21             24           10              0

平滑肌瘤	   20           0               0           20              0

神经鞘瘤	     1           0               0             0	 1

合计	   46         21             24           30	 1
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表达阳性21例, 占84%, CD34阳性24例, 占96%, 
CD117 与CD34共同阳性20例, 占80%.� Miettinen 
et al [19-20]认为, 典型的间质瘤CD117和CD34表达

阳性, 本组病例中部分间质瘤不表达CD117可能

是由于C-kit基因片段缺失影响CD117蛋白表达

所致[21].� 本组间质瘤病例中CD34阳性表达率高

达96%, 故确诊GISTs需联合检测CD117与CD34.� 
值得注意的是还有10例间质瘤中还存在SMA
的阳性表达, 推测可能与其部分组织具有平滑

肌分化特征有关.� 20例平滑肌瘤只表达SMA阳

性, 而CD117, CD34, S-100均阴性.� 1例神经鞘瘤

仅有S-100的阳性表达.� 目前已形成共识, GISTs
具有从良性到潜在恶性、低度、中度乃至高度

恶性等复杂的生物学行为特征.� 本组病例通过

对EMR和手术标本行全瘤活检发现6例具有恶

性特征者均为胃间质瘤, 肿瘤直径多大于4 cm, 
切开可见肿瘤组织出血、坏死, 核分裂像大于

5-10/50HPF.� 而平滑肌瘤及神经鞘瘤者未发现恶

性行为特征, 与国内外文献报道一致[4,22].� 
总之, 通过对46例上消化道GIMTs病理标

本的观察发现其光镜下病理特征极为相似, 联
合检测CD117、CD34、SMA、S-100等免疫组

化标记物可区别上消化道间质瘤、平滑肌瘤与

神经鞘瘤等GIMTs.� 进一步对其临床及内镜、

EUS资料进行回顾性研究, 发现食管GIMTs中
EUS显示起源于黏膜肌层者多为平滑肌瘤; 胃
GIMTs无论起源于黏膜肌层或固有肌层者多为

间质瘤, 平滑肌瘤与神经鞘瘤非常少见.� 而且发

现具有恶性行为特征者均为胃间质瘤, 而平滑

肌瘤和神经鞘瘤均表现为良性生物学特征.� 因
此从临床处置策略角度看, 我们认为对上消化

道间叶源性肿瘤应区别对待: 对EUS显示起源

于第2层且相对较小的食管GIMTs可行动态观

察, 患者如有焦虑紧张情绪或强烈要求时可行

内镜下黏膜切除术; 对于胃GIMTs, 多为GISTs, 
如大于4 cm, 尤其合并上消化道出血或贫血者

需行手术治疗, 如小于2 cm者可行动态观察, 对
大小在2-4 cm者有条件可经内镜超声引导下的

细针穿刺活检(EUS-FNA)、切割活检或深挖活

检等行病理及免疫组化检查, 有助于及早采取

有效治疗措施.� 另外, 准确诊断GISTs, 特别是

CD117免疫组化检测是选择格列卫分子耙向治

疗的前提.�
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功能性胃肠病诊治进展通知

本刊讯 经卫生部批准, 由甘肃省人民医院消化科主办的2007年国家级继续医学教育项目“功能性胃肠病诊

治进展”(项目编号: 2007-0-0-02), 定于2007-09-01/05在甘肃兰州举行.� 学习班期间将邀请国内及省内知名消

化专家, 讲授功能性胃肠病诊治进展.� 

1      授课内容

功能性胃肠病罗马Ⅲ分类及诊断标准的核心内容, 有消化道症状的抑郁及焦虑症状的判定评分标.� 伴有抑郁及

焦虑症状的功能性胃肠病患者的心理治疗, 便秘及腹泻型IBS、功能性腹胀、功能性便秘等, 功能性烧心、食

管源性胸痛、功能性吞咽困难, 食管压力测定的临床意义; 糖尿病人食管压力测定结果与正常人群食管压力测

定结果对比分析; 功能性消化不良、反刍综合征等; 胆囊及Oddi括约肌功能紊乱的诊断和治疗; 功能性大便失

禁、功能性肛门直肠疼痛、功能性排便障碍; 功能性腹痛的诊断标准及治疗, 兰州地区50例健康成人食管PH

测定结果分析; 食管PH监测的临床意义; 胃食管反流病人反流程度不同伴有不同的症状积分; 治疗功能性胃肠

道疾病新方法疗效的临床试验设计; 学习班结业时授予国家级继续医学教育项目学分12学分.� 学习班费用(含

资料及证书费): 680元.� 食宿统一安排.� 费用自理.� 

2      联系方式

730000, 兰州市东岗西路160号, 甘肃省人民医院消化科.� 联系人: 陈翔; 电话: 0931-8281140; 8281141
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Abstract
AIM: To investigate the methylation status of the 
suppressor gene RASSF1A promoter in gastric 
carcinoma and benign gastric disease, and its 
clinicopathological significance. 

METHODS: Methylation status of the RASSF1A 
promoter was detected by methylation specific-
polymerase chain reaction (MS-PCR) in 32 
patients with gastric carcinoma, adjacent non-
carcinomatous gastric tissues, and 46 patients 
with benign gastric disease.

RESULTS: The frequency of RASSF1A promot-
er methylation in gastric carcinoma was  62.5% 
(20/32), and in adjacent non-carcinomatous gas-
tric tissues, it was 3.1% (1/32), while in chronic 
shallow gastritis and chronic atrophic gastritis, it 
was 3.3% (1/30) and 37.5% (6/16), respectively.  
The rates of RASSF1A promoter methylation in 
gastric carcinoma and adjacent non-carcinoma-
tous gastric tissues were significantly correlated 
(P < 0.01). Methylation of RASSF1A promoter in 
gastric carcinoma had no relationship with dif-
ferentiation grade, lymph node metastasis and 
tumor size.

CONCLUSION: Methylation of RASSF1A pro-
moter in gastric carcinoma may be an important 
molecular change and contribute to the develop-
ment of gastric carcinoma.

Key Words: Gastric carcinoma; RASSF1A; Suppres-
sor gene; Methylation specific-polymerase chain 
reaction
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摘要
目的: 探讨抑癌基因RASSF1A启动子在胃癌
组织及胃良性病变中甲基化的发生情况及与
临床特征的关系.

方法: 采用甲基化特异性聚合酶链反应(MS-
PCR)方法检测32例胃癌组织及32例相应的癌
旁组织, 以及46例胃良性病变中RASSF1A基
因甲基化发生情况.

结果: 在32例胃癌DNA标本中, RASSF1A基
因甲基化发生率为62.5%(20/32). 而在32例癌
旁组织中, 只有1例存在甲基化, 占3.1%(1/32), 
二者之间比较差异有统计学意义(P <0.05). 在
胃良性病变, 浅表性胃炎和萎缩性胃炎中甲基
化发生频率分别为3.3%和37.5%. RASSF1A基
因甲基化发生率与胃癌分化程度、肿瘤大小
及淋巴结转移之间无显著相关性.

结论: RASSF1A基因启动子区甲基化在胃癌
的发生发展中起重要作用.

关键词: 胃癌; RASSF1A; 抑癌基因; 甲基化特异性

聚合酶链反应

李学彦, 傅宝玉. 胃癌组织RASSF1基因启动子区甲基化的意

义.  世界华人消化杂志  2007;15(21):2354-2357

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2354.asp

0  引言

胃癌是全世界最常见的肿瘤, 我国是胃癌高发

区. 对胃癌的发生发展的研究一直是学者们关

®

■背景资料
RASSF1是一种新
型候选抑癌基因, 
RASSF1A基因是
人类肿瘤中经常
失活的抑癌基因, 
研究发现基因启
动子区域的异常
甲基化是其失活
的主要机制之一. 
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注的焦点. RASSF1(ras-association domain family 
1)即ras相关区域家族1基因, 是2000 a从肺癌细

胞株3号染色体短臂克隆的新型候选抑癌基因[1, 2]. 
它有多种不同mRNA剪接体, RASSF1A是其中主

要的一种. 研究发现, RASSF1A基因在正常组

织中广泛表达, 而在肿瘤组织中表达经常缺失, 
RASSF1A基因是人类肿瘤中经常失活的抑癌基

因[3]. 随着表观遗传学研究的发展, 发现基因启

动子区域的异常甲基化是抑癌基因失活的主要

机制之一. 我们采用巢式甲基化特异性逆转录

聚合酶链反应法, 观察RASSF1A在胃癌及胃良

性病变中甲基化发生情况及与临床特征的关系, 
为胃癌早期诊断提供有价值的依据.

1  材料和方法

1.1 材料  2004-06/2005-06手术切除胃癌组织及

相应的癌旁组织各32例. 2004-06/2005-06间胃镜

下活检标本46例, 包括浅表性胃炎30例, 萎缩性

胃炎16例. 离体后迅速放入液氮中冻存, 后转入

-80℃冰箱保存备用. 所有患者术前均未经放化

疗. 高分化腺癌12例, 中分化腺癌9例, 低分化腺

癌11例. 有淋巴结转移25例, 无淋巴结转移7例, 
全部病例均经两位病理科医生确诊. 根据美国

Medlin国立图书馆基因库检索基因全序列, 电脑

软件Primer 5.0版自行设计, RASSF1A测定甲基

化(m)和非甲基化(u)程度引物由北京三博远志生

物技术有限公司Primer合成. RT-PCR试剂盒购于

TaKaRa大连宝生物. PCR反应体系购于上海生工

生物技术服务有限公司.
1.2 方法 组织标本约0.1 g剪碎, 置于DNA裂解

液中, 按照DNA试剂盒说明提取基因组DNA,  
U V-1201型(日本)紫外分光光度计测定D N A
浓度, 浓度A 260约等于1.6, -20℃保存备用. 取
5 μg DNA(10 μL)加3 mmol/L的NaOH 15.5 μL, 
再加超纯水24.5 μL, 37℃放置15 min. 向碱变

性的DNA中加入新鲜配制的3 mmol/L亚硫酸

氢钠(NaHSO3 pH5.0)280 μL和10 mmol/L氢醌

(C6H6O2)15 μL, 以矿物油2滴覆盖液面, 50℃
保温放置16-20 h. 利用Wizard DNA纯化试剂

盒纯化修饰后的DNA. 加入3 mmol/LNaOH 
5.5 μ L, 室温下放置10-20 m i n脱硫 .  加入6 
mmol/L 乙酸氨(NH4AC)40 μL, 再加预冷的无

水乙醇沉淀DNA, 以超纯水30 μL溶解, -20℃
过夜. RASSF1A甲基化特异性聚合酶链反应

(M S-P C R)共设计了2对引物 ,  分别用来扩增

RASSF1A基因启动子5' CpG位点处于m状态

和u状态的等位基因. RASSF1A-m-F 5'-GTG

TTAACGCGTTGCGTATC-3'; RASSF1A-m-R 
5'-AACCCCGCGAACTAAAAACGA-3', 扩增长

度128 bp, RASSF1A-u-F 5'-TTTGGTTGGAGTG
TGTTAATGTG-3'; RASSF1A-u-R 5'-CAAACCC
CACAAACTAAAAACAAA-3', 扩增长度109 bp. 
PCR反应体积25 μL. 取DNA-Na 5 μL, dd.H2O 
13.3 μL, 10×buffer 2.5 μL, dNTPs(2.5 mmol/L)2 
μL, Tag酶0.2 μL, 分别取RASSF1A-m上下游引

物、RASSF1A-u上下游引物各1 μL. 反应条件

为: 95℃预变性5 min, 95℃变性60 s, 55℃ 60 s, 
74℃延伸2 min, 共30个循环, 最后一个循环74℃
补延伸5 min. 取上述PCR产物15 μL经20 g/L琼
脂糖凝胶电泳鉴定. 电泳成像拍照并用Kodak 
3.5专用软件进行图象分析. 随机选取2例胃癌标

本, RASSF1A基因甲基化和未甲基化PCR产物, 
送北京三博远志生物技术有限公司测序仪测序

分析. 
统计学处理 采用卡方检验, 检验水准为: 双

侧α = 0.05, 结果用SPSS9.0统计软件处理.

2  结果

2.1 胃癌RASSF1A甲基化发生率 在胃癌全部32
例标本中, 有20例(62.5%)发生了RASSF1A基因

启动子区甲基化, 其中, 少数为纯甲基化, 大部

分为甲基化和非甲基化并存, 即部分甲基化, 而
在32例癌旁组织中, 存在RASSF1A基因启动子

区甲基化的只有1例(3.1%). 在胃良性病变中, 浅
表性胃炎甲基化发生率3.3%低, 而萎缩性胃炎

甲基化发生率37.5%高, 胃癌甲基化发生率与癌

旁组织及浅表性胃炎发生率比较差异有显著性

(P <0.05), 其余各组之间比较差异无显著性(图1, 
图2). 在RASSF1A甲基化胃癌标本中, 其基因启

动子CpG岛的16个CpG位点有14个发生了甲基

化, 而未甲基化胃癌标本中, CpG岛的胞嘧啶(C)
全部转变成尿嘧啶(T).
2.2 RASSF1A甲基化与病理分型及临床特征的

关系 在病理分型之间高分化、中分化胃癌组织

RASSF1A基因启动子区甲基化发生率低于低分

化胃癌, 分别为33.3%, 55.6%, 63.6%, 但各类型

标本中甲基化发生率各组间比较差异无显著意

义(P >0.05). 胃癌中有淋巴结转移组甲基化发生

率为64%(16/25), 无淋巴结转移组甲基化发生率

42.8%(3/7), 两组之间比较差异无显著性. 

3  讨论

RASSF1基因是一种抑癌基因, 全长1873 bp, 包

■创新盘点
本文检测RASSF1
A 在 胃 癌 及 胃 良
性病变中甲基化
发生率, 比较良性
病变与恶性病变
甲基化发生不同
情况, 为临床诊断
治疗提供依据.
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含2个启动子及6个外显子, 在其启动子区域存

在16个CpG位点. RASSF1基因由于使用了不

同的剪接和启动子, 形成3个主要的转录本, 即: 
RASSF1A, RASSF1B, RASSF1C. RASSF1A作为

一种肿瘤抑制基因, 其功能失活将导致对肿瘤

的抑制作用丧失. 现已发现在肺癌、乳腺癌、

胰腺癌、胃癌等多种肿瘤组织中有RASSF1A基

因频繁转录失活[4-5]. 现已明确, RASSF1A在多种

肿瘤中表达失活的机制是由于其启动子区CpG
岛的特异性高甲基化所致. 并可见到DNA甲基

化转移酶Ⅰ的异常增高. 由此可见, 高甲基化介

导抑癌基因表达沉寂, 在肿瘤的发生中起到重

要作用[6]. 非癌组织中的RASSF1A基因未见或

仅见极低频率的甲基化. RASSF1A基因启动子

区发生高甲基化的比率在胃癌中是35%-60%, 
在原发性非小细胞肺癌、乳腺癌中的比率分

别是72%-78%, 49%-61%[7-8]. RASSF1A的失活

还可由于突变引起, 但突变率小于10%. 失活的

RASSF1A可经甲基化抑制剂5-氮-2脱氧胞苷

(5-aza-dC)处理后重新活化[9]. 这给临床治疗提

供了理论依据.
目前国外有许多RASSF1A甲基化状态的

报道. Kang et al [10]应用特异性PCR检查方法, 检
测了268例胃组织标本中R A S S F1A甲基化程

度, 其中包括急性胃炎、慢性胃炎, 肠上皮化生

(IM), 胃癌(GC)等. 结果发现, RASSF1A高甲基

化发生在胃癌中, 而在其它病变, 如胃腺瘤、肠

上皮化生及慢性胃炎中该基因的甲基化率极低
[11]. 另一些研究应用甲基化特异性PCR检查方

法检测胃肠上皮化生与甲基化发生率状态关

系的结果也证实了这一点[12-13]. 我们采用巢式

MSP法, 使扩增倍数更高,灵敏度更高, 对胃癌

组织及胃良性病变中RASSF1A启动子存在甲

基化状态进行检测. 结果发现, 在32例胃癌组织

中, 有62.5%(20/32)的标本中存在RASSF1A基因

启动子区甲基化, 而癌旁胃组织, 存在甲基化的

比率只有3.1%, 二者之间比较差异有显著意义

(P <0.05). 表明RASSF1A启动子区甲基化参与

了胃癌的发生发展. 在胃良性病变中, 浅表性胃

炎甲基化发生率低3.3%, 而萎缩性胃炎甲基化

程度略高为37.5%, 但二者之间比较差异无显著

性, 可能因为病例少的原因. 胃癌甲基化发生率

与癌旁组织及浅表性胃炎发生率比较差异有显

著性(P <0.01). 在胃癌病理组织分化中高分化、

中分化胃癌RASSF1A甲基化发生率低于低分化

胃癌, 但各组之间比较差异无显著性. 本研究表

明胃癌中有淋巴结转移和无淋巴结转移组甲基

化发生率者分别为64%(16/25)和42.8%(3/7), 两
组之间比较差异无显著性. 说明RASSF1A甲基

化与病理分化程度及淋巴结转移无明显相关性.  
本实验PCR产物测序结果显示, RASSF1A甲基

化胃癌标本中基因启动子区CpG岛的16个CpG
位点有14个发生了甲基化, 而未甲基化胃癌标

本中, CpG岛的胞嘧啶(C)全部转变成尿嘧啶(T). 
说明在胃癌组织中, RASSF1A基因启动子区确

实存在CpG位点被甲基化现象. 与文献研究结果

一致[14-15]. 
根据已被广泛证实的启动子区域的D N A

甲基化胞嘧啶的密度和基因转录活性的相互关

系[16], 可以认为启动子区域CpG位点甲基化是

RASSF1A失活的主要机制, 在胃癌的发生过程

中发挥主要作用.  
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■同行评价
本文研究了RAS-
SF1A在胃癌的发
生发展中起重要
作用是由于其基
因启动子区甲基
化, 立题新颖, 方
法 成 熟 ,  数 据 可
信, 对临床指导有
重要意义.
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Abstract
AIM: To study the clinical significance of 
autoantibodies in patients with primary biliary 
liver cirrhosis (PBC). 

METHODS: The patients with PBC (n = 52), 
non-PBC (n = 202) and healthy physical exami-
nation people (n = 40) were examined in this 
research. Autoantibodies against cell nuclei 
(ANA), smooth muscle (SMA), mitochondria 
(AMA), heart cells, skeletal muscle, parietal cells, 
double-stranded DNA, live-kidney microsomes, 
soluble antigen, and neutrophil cytoplasm were 
detected by indirect immunofluorescence assay, 
and anti-myeloperoxidase (MPO) autoantibod-
ies were detected by enzyme-linked immunosor-
bent assay. 

RESULTS: AMA positive rate was 88.5% (46/52), 

which was the highest positive rate in PBC pa-
tients. ANA positive rate was 71.2% (37/52) in 
PBC patients. In non-PBC patients, 20 (positive 
rate 9.9%) were positive for AMA and 51 (25.2%) 
were positive for ANA, and these levels were 
much lower than those in patients with PBC (P 
< 0.01). AMA and SMA in patients with PBC 
and autoimmune hepatitis (AIH) were markedly 
different from each other (P < 0.01). However, 
ANA did not differ between PBC and AIH pa-
tients. Among 18 patients with primary scleros-
ing cholangitis (PSC), six were positive for ANA, 
seven for AMA, and these rates were lower than 
those in PBC. The ANA positive rate in hepatitis 
B and hepatitis C patients was 9.0 and 22.2%, re-
spectively. AMA positive rate in hepatitis B and 
hepatitis C patients was 7.9 and 3.7%, respective-
ly. These data were significantly different from 
those in PBC patients (P < 0.01). ANCA positive 
rate was 26.9% (14/52) in PBC patients, followed 
by MPO (25.0%). After χ2 test, both were much 
higher than those in AIH patients (P < 0.01). 

CONCLUSION: Determination of serum autoan-
tibodies is important for the diagnosis and treat-
ment of PBC, and is valuable for distinguishing 
PBC from other diseases.

Key Words: Primary biliary cirrhosis; Mitochondrial 
autoantibodies; Antinuclear autoantibodies; Neu-
trophil cytoplasmic autoantibodies; Anti-myeloper-
oxidase; ���������������autoantibodies; Indirect immunofluores-
cence assay; Enzyme-linked immunosorbent assay
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摘要
目的: 探讨自身抗体测定对诊断原发性胆汁
性肝硬化(PBC)的临床意义. 

方法: PBC患者52例和非PBC患者202例, 其
中包括自身免疫性肝炎(AIH)41例, 原发性
硬化型胆管炎(PSC)18例, 乙型肝炎(HBV)89
例, 丙型肝炎(HCV)54例以及健康体检者40
例, 采用间接免疫荧光法(I IF)检测抗核抗体

®

■背景资料
原发性胆汁性肝
硬化 ( P B C ) 是肝
内胆管进行性破
坏并以慢性胆汁
淤积为主要特征
的不明原因的疾
病. 中老年女性多
见, 主要表现为肝
内小胆管进行性
破坏伴门脉炎症
性改变, 最终导致
纤维化及肝硬化. 
PBC检测正日益
受到临床的重视, 
其中以自身抗体
的检测最为常用, 
血清自身抗体的
检测对诊断、治
疗和阻止原发性
胆汁性肝硬化的
发展有着十分重
要作用.

■研发前沿
原发性胆汁性肝
硬化患者检测自
身抗体对其疾病
的诊断有着十分
重要的意义, 但还
有许多机理不是
十分清楚; 对自身
抗体的检测目前
大多还是定性, 定
量检测将是今后
研究的热点.
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(ANA)、抗平滑肌抗体(SMA)、抗线粒体抗
体(A M A)、抗心肌抗体(H R A)、抗骨骼肌
抗体(ASA)、抗胃壁细胞抗体(PCA)、抗双
链DNA(ds-DNA)抗体、抗肝肾微粒体抗体
(LKM)、抗可溶性肝抗原(SLA)抗体和抗中性
粒细胞胞质抗体(ANCA)等自身抗体, ELISA
法检测抗髓过氧化酶抗体(MPO), 并对其结果
进行回顾性分析. 

结果: P B C患者中A M A阳性例数最高为46
例(88.5%), ANA阳性率为71.2%(37/52); 非
PBC患者中阳性例数则分别为20例(9.9%)和
51例(25.2%), 两组比较, 有非常显著性意义
(P <0.01). AMA、SMA抗体检测在PBC与AIH
患者中, 均有非常显著性意义(P <0.01). 但两
组之间的ANA阳性率无显著性意义(P >0.05). 
PSC患者18例ANA阳性6例, AMA阳性7例
均低于PBC患者. HBV, HCV感染患者检测
ANA阳性率分别只有9.0%和22.2%; AMA阳
性率也只有7.9%和3.7%, 与PBC患者比较均
有显著性差异(P <0.01). PBC患者及对照组
检测ds-DNA, ANCA, LKM, SLA和MPO抗
体结果显示P B C患者检测最高的A N C A阳
性率为26.9%(14/52), 其次是MPO阳性率为
25.0%(13/52), 与AIH比较, 均有非常显著性意
义(P <0.01).

结论: 血清自身抗体的检测对诊断、治疗和
阻止原发性胆汁性肝硬化的发展有着十分重
要作用.对提高PBC同其他疾病鉴别诊断和治
疗有着非常重要的意义.

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 抗线粒体抗体; 抗核
抗体; 抗中性粒细胞胞质抗体; 抗髓过氧化酶抗体; 
间接免疫荧光法; 酶联免疫测定
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
P B C)是一种慢性进展性自身免疫性疾病, 中
老年女性多见, 主要表现为肝内小胆管进行性

破坏伴汇管区炎性改变, 最终导致纤维化及肝

硬化. 过去认为国内很少发病, 而且对PBC的

认识非常模糊, 随着医学免疫学的发展和人们

认识水平不断提高, 国外文献报道该病患病率

呈逐年增加趋势. 国内随着检测抗线粒体抗体

(antimitochondrial antibody, AMA)的开展, 关于

PBC的报道也越来越多. 作者应用免疫荧光法对

52例PBC患者及202例非PBC等患者进行了自身

抗体检测, 现将结果报告分析如下.

1  材料和方法

1.1 材料 52例PBC及202例非PBC患者均为南

昌大学第二附属医院2000-01/2006-12月门诊、

住院确诊病例 ,  均符合2000年美国肝病学会

(AASLD)诊断建议[1], 52例PBC患者中男9例, 女
43例, 年龄14-69岁(平均45岁); 所查各项病毒感

染指标均为阴性, 但肝功能均不同程度异常; 202
例非PBC分别为自身免疫性肝炎(AIH)41例, 原
发性硬化型胆管炎(PSC)18例, 乙型肝炎(HBV)89
例, 丙型肝炎(HCV)54例, 男38例, 女164例, 年
龄为23-71(平均42); 健康对照组40例, 均为我

院体检中心健康体检者, 男15例, 女25例, 年龄

22-59(平均37). ANA、SMA、AMA、HRA、

ASA、PCA、ds-DNA、ANCA等自身抗体试剂

由德国欧蒙公司生产; MPO采用德国欧蒙公司

产生的ELISA法试剂.
1.2 方法 所采的被检标本均为空腹不抗凝血2-3 
mL, 以2500 r/min速度离心15 min分离血清, 各
种自身抗体检测的操作方法严格按试剂说明及

我科SOP标准文件进行操作. 
统计学处理 数据分析均采用SPSS11.5软件

进行统计分析, 计数资料行χ2检验.

2  结果

PBC组中AMA阳性率最高88.5%(46/52); 非PBC
对照组AMA阳性率为10.4%(21/202), 两组比两组比

较, 有显著性差异(显著性差异(P <0.01)(表1). PBC及非PBC
患者检测6种基质片中ANA、SMA、AMA、

HRA、ASA和PCA抗体结果显示PBC患者AMA
抗体阳性率最高, 为88.5%(46/52); 其次为ANA
阳性率71.2%(37/52), 与健康对照组比较, 均有均有

显著性差异(P <0.01). AMA、SMA抗体检测在

PBC与AIH中, 均有非常显著性意义(P <0.01). 但
两组之间的ANA阳性率无显著性意义(P >0.05), 
其中PBC患者SMA抗体的阳性率明显低于AIHPBC患者SMA抗体的阳性率明显低于AIH的阳性率明显低于AIH
患者(表2). P B C患者、非P B C患者及对照组

检测ds-DNA、ANCA 、LKM、 SLA和MPO
抗体结果显示P B C患者检测最高的是A N C A是A N C AA N C A
阳性率为26.9%(14/52), 其次是MPO阳性率为

25.0%(13/52), ANCA和MPO抗体检测在PBC与和MPO抗体检测在PBC与抗体检测在PBC与

■相关报道
原发性胆汁性肝
硬化患者检测自
身抗体相关文章
不少, 但都不是十
分全面, 而本研究
则对其全面报道, 
特别是ANCA和
MPO等抗体的检
测是其关键, 其相
关报道甚少.

■创新盘点
本研究对原发性
胆汁性肝硬化患
者血清自身抗体
进行了检测, 并对
其结果进行了比
较的研究, 进一步
加深了对原发性
胆汁性肝硬化与
自身抗体产生关
系的认识. 其创新
之处在于抗MPO
抗体的检测.
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AIH中, 差异具有显著性(差异具有显著性(显著性(P <0.01)(表3).表3).). 

3  讨论

PBC是一种可能与自身免疫有关的慢性进行性胆

汁淤积性肝脏疾病, 主要发生于中年女性, 病理学

表现为非脓性肝内胆管慢性炎症阻塞和汇管区淋

巴细胞浸润, 从而导致胆汁淤积, 发生肝纤维化及

肝硬化. PBC患者常同时合并干燥综合征、SLE
等其他自身免疫性疾病. ANA、AMA和ANCA
等自身抗体是PBC重要的免疫学诊断指标. 本研

究结果显示PBC患者中ANA37例阳性, 阳性率

为71.2%、AMA阳性46例, 阳性率为88.6%, 14例
ANCA阳性, 阳性率为26.9%, 其中AMA阳性率最

高. 与其他两组比较, 具有显著性意义.
线粒体存在于各种组织细胞, 线粒体抗原位

于线粒体的内膜和外膜、AMA作为一种自身抗

体可进入细胞, 并直接与线粒体抗原作用, 导致

组织细胞的免疫损伤[2]. 以目前研究表明, 许多肝

病如PBC、HCV、HEV等与自身免疫反应密切

相关, 但其发生机制仍未完全明了, Covini et al [3]

认为病毒可能参与激活自身免疫性疾病及自身

抗体的产生. 目前为止, 发现线粒体膜上存在9种
自身抗原(M1-9), M2与PBC关系最大[4-8].

AMA诊断PBC的特异性比较高, 为本病最

突出的免疫学指标异常, 也是最重要的诊断手

段. 本研究对52例PBC患者进行了AMA的检测结

表  1  PBC与非PBC患者检测ANA、AMA及ANCA的检出率比较

     
分组	               n

	                        ANA	                          AMA	                              ANCA

		                阳性           %	 阳性          %	  阳性	   %

PBC	            52	              37b          71.2	4 6b        88.5	   14         26.9

非PBC	          202	              51           25.2	2 0           9.9	   33         16.3

合计	          254	              88           34.1	 66         26.0	   47         18.5 

bP<0.01 vs  非PBC.

表  2  PBC及非PBC患者检测ANA、SMA、AMA、HRA、PCA和ASA抗体结果

     
 
疾病	    n

	       ANA	                 SMA	          AMA	                    HRA	                ASA                     PCA

		  阳性      %           阳性       %           阳性      %             阳性      %              阳性      %         阳性       %

PBC	  52	 37       71.2          6b	    11.5         46b    88.5           1        1.9           0       0.0           0        0.0

AIH	  41	25        61.0           26      63.4           4       9.8           0        0.0	         2       4.9           1        2.4

PSC	  18	   6       33.3          0	          0.0           7     38.9           0        0.0	         0	  0.0           0        0.0

HBV	  89	   8d        9.0d          1	       1.1              7       7.9           0        0.0	         1	  1.1           0        0.0

HCV	  54	 12d      22.2d          0	       0.0           2       3.7           0        0.0	         0        0.0           0        0.0

对照组	  40	   2         5.0          0	       0.0           1       2.5           0        0.0	         0	  0.0           0        0.0

bP<0.01 vs  AIH; dP<0.01 vs  PBC.

■应用要点
原发性胆汁性肝
硬化与自身抗体
的产生有着密切
的相关性, 原发性
胆汁性肝硬化患
者的血清中常会
出现一些特征性
的 自 身 抗 体 ,  对
于与其他各种肝
炎鉴别诊断是极
为 重 要 的 ,  其 中
A M A、A N A、

MPO和ANCA抗
体同原发性胆汁
性肝硬化疾病有
着密切的关系.

■名词解释
髓 过 氧 化 物 酶
( M P O ) :  是存在
于中性粒细胞的
嗜天青颗粒和单
核细胞的溶酶体
中 ,  约 占 中 性 粒
细胞蛋白总量的
5%, 是分子量为
140  KD, 等电点
为11 . 0的高阳离
子糖蛋白. MPO可
以催化过氧化氢
(H 2O 2)与氯化铁
反应生成次氯酸, 
在中性粒细胞的
氧爆炸产生超氧
离子的过程中发
挥作用, 并可作为
抗生素杀灭吞噬
的微生物和细菌.

表  3  PBC患者及非PBC患者检测ds-DNA、ANCA 、LKM 、SLA和MPO抗体结果

     
 
疾病	    n

	   ds-DNA	                ANCA	          LKM	                     SLA	                MPO

		  阳性      %           阳性       %           阳性      %             阳性      %              阳性      %

PBC	  52	   1         1.9        14b      26.9           1      1.9           8       15.4           13b      25.0           

AIH	  41	   9       22            25       61.0           4      9.8           4         9.8	         26       63.4           

PSC	  18	   1         5.6          8	       44.4           0      0.0           0         0.0	           7	    38.9          

HBV	  89	   0         0              0	       0.0            0      0.0           0         0.0	           0	      0.0  

HCV	  54	   0         0             0	       0.0            1      1.9           0         0.0	           0         0.0 

对照组	  40	   0         0              0	       0.0            0      0.0           0         0.0	           0	      0.0

bP<0.01 vs  AIH.
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果阳性46例, 阳性率达88.5%, 与非 PBC组比较差

异有非常显著性意义(P <0.01). 与文献报道基本

一致[10-11]. PBC一般认为是免疫调节紊乱引起的

自身免疫性疾病, 细胞免疫功能低下, 同时有体

液免疫功能显著增强, 血液中可检测到多种自身

抗体[12], 特别是AMA对PBC具有重要的早期诊断

价值. 因此对于长期梗阻性黄疸的患者, 尤其是

女性患者, 在除外肝外梗阻原因后, 应及早进行

AMA的检测, 以便早期明确诊断, 降低误诊率.
PBC及非PBC患者检测六种基质片结果显

示PBC患者AMA抗体阳性率最高; 其次为ANA
阳性率为71.2%(37/52), 经χ2检验, AMA抗体检

测在PBC与AIH中, 有非常显著性意义, P <0.01. 
而PBC患者SMA抗体只有6例阳性, 阳性率为

11.5%, AIH患者SMA抗体阳性则有26例, 阳性

率为63.4%, 明显高于PBC. 与文献报道基本一

致 [8-9]. 18例PSC患者检测结果显示ANA阳性

6例、AMA阳性7例均低于PBC, HBV、HCV
患者检测ANA阳性率分别只有9.0%和22.2%; 
AMA阳性率也只有7.9%和3.7%, 与PBC比较均

明显低于PBC患者. PBC患者及非PBC患者检

测ds-DNA、ANCA 、LKM、 SLA和MPO抗体

结果显示PBC患者检测最高的ANCA阳性率为

26.9%(14/52), 其次是MPO阳性率为25.0%(13/52), 
经χ2检验, ANCA抗体检测在PBC与AIH中, 均有

非常显著性意义(P<0.01). ANCA指与中性粒细胞

及单核细胞胞质中的溶酶体反应的抗体, 常见抗

原是PR3和MPO. Sobajima et al [13]研究发现在AIH
中p-ANCA的靶抗原是高泳动类蛋白. p-ANCA是

AIH相关自身抗体之一. 其靶抗原主要是MPO. 部
分PSC可检测出该抗体[14], 故p-ANCA有助于PSC
的诊断, 但不是疾病特异性抗体, p-ANCA还可见

于AIH、溃疡性结肠炎、克罗恩病和其他疾病.
我们对肝病患者进行自身抗体的检测, 结

果阳性率均高于对照组. 该结果报道的HBV和

HCV提示, HBV患者也可以检出自身免疫抗体, 
其ANA阳性率为9.0%、SMA阳性率为1.1%和

AMA阳性率为7.9%; HCV患者ANA阳性率为

22.2%、AMA阳性率为3.7%, 同HCV可以诱导

产生自身免疫抗体的结论相符[15-16]. 提示自身免

疫反应有可能参与了肝病的发病, 或是与自身

抗体具有共同抗原成份有关. 所以, 我们对肝病

患者进行自身抗体的检测十分必要.
总之, 血清自身抗体的检测对诊断、治疗

和阻止PBC的发展有着十分重要作用. 对提高

PBC在临床上同其他疾病鉴别诊断和治疗有着

非常重要的意义.
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■同行评价
本文采用简介免
疫荧光法对52例
原发性胆汁性肝
硬化(PBC)与202
例非PBC患者及
健康人的血清进
行了多种自身抗
体的检测, 得出了
一些有意义的结
果 ,  实 验 资 料 可
信, 对临床工作者
具有实际指导意
义, 有较好的参考
价值.
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Abstract
AIM: To assess the feasibility and safety of 
laparoscopy for treatment of mechanical 
intestinal obstruction.

METHODS: Thirty patients with mechanical 
intestinal obstruction underwent laparoscopic 
treatment. The etiology of the mechanical intesti-
nal obstruction was: intestinal adhesion (n = 18), 
internal hernia (n = 1), volvulus (n = 1), intus-
susception induced by diverticulum of the small 
intestine (n = 1), intestinal stromal tumor (n = 
3), small colorectal cancer (n = 1), inflammatory 
bowel disease (n = 3), and colon cancer (n = 2). 

RESULTS: Twenty-eight patients were suc-
cessfully treated by laparoscopy; 17 of these 
underwent a laparoscopic operation, and 11 un-
derwent a laparoscopy-assisted procedure. Con-
version to a laparotomy occurred in two patients 
because of serious adhesions. Operation time for 
the 28 patients who were successfully treated 
ranged from 30 to 200 minutes. After their op-
eration, patients felt less pain and recovered 

quicker than usual, and bowel function recov-
ered within 1–2 days. The average postoperative 
length of stay was 5 d. Patients were followed 
up for 4-–32 months, and none had recurrence. 

CONCLUSION: Laparoscopy is a good diag-
nostic tool, as well as being applicable to clinical 
treatment of mechanical intestinal obstruction. 
Laparoscopy may reduce subsequent formation 
of adhesions.

Key Words: Laparoscopy; Mechanical intestinal ob-
struction; Surgery
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摘要
目的: 探讨腹腔镜在机械性肠梗阻手术治疗
中的可行性与安全性. 

方法: 应用腹腔镜技术为机械性肠梗阻30例
患者实施了手术治疗, 包括肠粘连18例、肠管
内疝1例、肠扭转1例、小肠憩室导致肠套叠1
例、小肠间质瘤3例、小肠癌1 例、肠道炎症
3例和结肠癌2例. 

结果: 28例患者在腹腔镜下完成手术, 其中完
全腹腔镜手术17例, 腹腔镜辅助手术11例. 其
余2例患者因腹腔内粘连严重中转开腹. 成功
进行腹腔镜手术的时间30-200 min, 患者术后
疼痛轻、肠道功能恢复快、术后排气时间1-2 
d, 无手术并发症的发生. 平均术后住院时间5 
d, 经过4-32 mo随访, 均无肠梗阻症状的发生.

结论: 腹腔镜技术治疗机械性肠梗阻是一种
比较安全且有效的手术方法, 能够减少术后腹
腔内再粘连的形成.

关键词: 腹腔镜; 机械性肠梗阻; 手术治疗
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■背景资料
肠梗阻是临床上
常见的疾病之一, 
大部分的肠梗阻
患者需要手术治
疗, 常规的开放性
手术对肠梗阻的
治疗效果良好, 但
是对患者的创伤
较大、术后黏连
性肠梗阻的发生
率高, 部分患者需
要反复手术, 其效
果不尽人意. 腹腔
镜技术的出现和
水平的不断提高, 
为治疗机械性肠
梗阻提供了一个
切实可行的方法. 
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0  引言

对于机械性肠梗阻, 传统的开腹手术虽能去除

病因解除梗阻, 但创伤较大, 术后并发症多, 恢
复期长. 随着腹腔镜技术的不断成熟与发展, 人
们开始探索使用腹腔镜治疗小肠梗阻[1-2]. 我们

应用腹腔镜技术治疗机械性肠梗阻30例, 取得

比较满意的临床效果.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-08/2007-01, 采用腹腔镜治疗机械

性肠梗阻30例, 男14例, 女16例, 年龄16-72岁. 其
中急性肠梗阻13例, 不完全性肠梗阻17例, 其中

11例患者由于肠梗阻经常发作而反复住院, 住院

后经胃肠减压、禁食、补液等保守治疗, 急性

肠梗阻症状虽有缓解, 但出院后症状仍存在, 时
常出现腹痛和腹胀. 有腹部手术史患者19例, 肠
梗阻病因包括: 粘连性梗阻(n = 18)、肠管内疝

(n = 1)、肠扭转(n = 1)、小肠憩室导致肠套叠(n 
= 1)、小肠间质瘤(n = 3)、小肠癌(n = 1)、肠道

炎症(n = 3)、结肠癌(n = 2)等. 手术方法: 完全腹

腔镜手术17例, 腹腔镜辅助手术11例, 中转开腹

手术2例. 采用30度腹腔镜, 腔镜用无创抓钳、剪

刀、电剪刀、超声刀.
1.2 方法 全麻术前准备同常规开腹手术, 患者均

采用气管内插管、静脉全身麻醉, 平卧位, 显示

器位置在患者的头侧或脚侧, 手术者的位置根

据手术中的情况不同随时调整. 对于由既往腹

部手术后粘连, 以及其他各种因素导致的粘连

性肠梗阻, 实施腹腔镜肠粘连松解术; 对于肠扭

转患者, 实施腹腔镜小肠扭转复位术. 对于在分

离过程中出现肠管破裂, 术者可根据自己的技

术水平选择腹腔镜下单纯缝合修补或体外修补

治疗. 对于小肠肿瘤、小肠局限性炎症狭窄、

广泛的小肠粘连分离困难、或浆膜损伤过大

者、严重的小肠损伤、不能单纯缝合修补者、

肠套叠、可疑肠绞窄、肠系膜血液供应障碍者, 
行腹腔镜辅助下肠管部分切除术或中转开腹手术.
1.2.1 穿刺孔的位置 第一穿刺孔(观察孔)选择非

常重要, 成功地放置好第一个穿刺套管, 建立起

人工气腹, 意味着手术成功了一半. 由于大部分

患者有腹部手术史, 其手术切口多数同脐部的

距离较小, 在脐下形成粘连的机会大, 如果采用

脐部为第一穿刺孔, 容易损伤腹腔脏器. 再者, 
观察腹腔全貌需要将腹腔镜进行360度旋转, 操
作不方便. 因此, 根据切口的位置不同, 首先选

择远离切口的左上腹或左下腹为第一穿刺孔, 

这样不但可以减少腹腔脏器损伤的可能, 而且

能够方便地对腹腔全貌进行观察, 再根据腹腔

探查情况在腹壁上其他部位选择穿刺点. 应注

意操作孔的穿刺套管中至少有1-2个套管直径应

是10-12 mm以便于腹腔镜和器械的位置互换观

察孔, 以便对腹腔内可能存在的盲区进行观察

和方便手术操作. 各操作孔之间的位置不宜过

近, 以免各手术器械互相碰撞干扰, 影响手术操

作, 一般穿刺套管相距在8-10 cm为宜, 使术者左

右手的器械夹角为60度最为合适. 对于第一穿

刺套管的置入, 最好采用开放性技术置入穿刺

套管鞘的方法, 可有效地避免损伤肠管等腹腔

内脏器. 当然也可以采用常规用气腹针穿刺的

方法建立气腹后进行穿刺放置套管.
1.2.2 腹腔内脏器的探查 腹腔镜手术中寻找梗

阻部位的方法与传统的开腹手术基本相同, 可
以通过肠管的扩张来判定, 肠管扩张与非扩张

的交界处常常是肠管的梗阻部位. 手术中可根

据观察孔位置不同, 可采用从上到下或从下到

上的顺序对小肠进行探查. 具体操作时使用两

把无创抓钳交替抓持小肠从空肠起始部自上而

下的顺序对肠管进行检查从而找到梗阻的部位, 
或从回盲部开始用两把无创抓钳交替抓持小肠, 
循远端小肠逐步向近端小肠移动, 直到找到肠

管梗阻的部位. 一般情况下, 从回盲部逆行寻找

梗阻部位操作相对更容易. 找到梗阻部位后, 可
以明确诊断机械性肠梗阻的原因如肠管粘连成

角、粘连带压迫、肠套叠、肠扭转、肠管内疝

或恶性肿瘤等, 从而针对不同病因进行相应处

理. 在梗阻解除后, 可见到扩张肠管的张力消失, 
肠管逐渐转红润, 病变段肠管在腹腔内可以任

意移动. 这时, 应再次仔细检查是否存在腹腔脏

器的损伤, 并排除腹腔内其他疾病. 对于腹腔镜

手术中偶然发现的肿瘤等其他疾病, 术者可根

据自己的腹腔镜技术水平、临床经验及设备情

况灵活处理.
1.2.3 分离器械的使用 剪刀分离: 正确使用剪刀

是外科医师应掌握得基本功之一. 剪刀是剪断

血管、腹膜和分离粘连的最好的器械, 使用方

便, 但组织易出血; 电刀分离: 电刀的工作原理

是电流通过人体组织时, 因电阻大引起发热, 产
生100℃-200℃高温使组织细胞变性、坏死、

干燥、汽化、碳化、焦痂, 而达到止血或切割

的目的. 对于疏松的组织粘连, 用电刀可以轻松

对其进行松解, 但对于成团或致密的粘连用电

刀处理就比较困难, 容易引起组织损伤且易出

■创新盘点
本文将腹腔镜在
肠梗阻疾病的应
用范围由治疗单
纯黏连性肠梗阻
扩展到对机械性
肠梗阻的病因探
查及手术治疗, 并
探讨了手术方法, 
对腹腔镜技术的
推广和应用有一
定价值.
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血, 手术时间长, 电刀工作时, 会产生大量的烟

雾, 对手术视野的清晰度会产生一定影响. 但其

价格便宜, 易于普及; 超声刀分离: 超声刀的工

作原理是通过超声频率发生器将电能转换为机

械能, 使金属刀头产生55.5 kHz的机械振荡, 带
动组织振动, 继而使组织内水分子汽化、蛋白

质氢键断裂、细胞崩解、组织被切开或凝固、

血管闭合. 与电刀相比, 超声刀的优点有: 精确

的切割作用, 超声刀产热少, 且波及范围一般为

2 mm, 不会传导损伤周围组织. 在肠粘连松解术

中用超声刀分离粘连索带等粘连的组织时, 肠
管热损伤的机会比电刀要少. 超声刀同时具有

分离、止血、切割等功能, 故术中不需频繁更

换手术器械, 而且少烟少焦痂, 使术野更清晰, 
手术时间短. 超声刀对使组织、肠管的创伤小, 
可减少钛夹、线结等异物的腹腔内存留, 能够

降低腹腔内组织创面的渗出, 使术后再次出现

肠粘连的几率明显变小. 但是, 超声刀价格较昂

贵, 使其广泛使用受到一定程度上的限制[3]. 
1.2.4 粘连的分离和再粘连的预防 临床上机械

性肠梗阻以手术后所致粘连梗阻最多见. 有时

粘连仅是一条纤维束带, 多数情况下粘连的分

离并不困难, 只要松解开粘连即可治愈疾病. 当
肠粘连发生在原腹壁手术切口疤痕处时, 要根

据实际情况灵活使用剪刀、电刀和超声刀. 分
离肠管与腹壁的粘连时应遵循宁伤腹壁, 勿伤

肠管原则, 尽可能保留肠管的完整性. 若遇到肠

道间多处致密粘连, 腹腔镜下操作困难时, 应适

时改为腹腔镜辅助下手术或中转开腹, 以减少

肠管的损伤. 对存在明显腹腔炎症、术中有肠

管修补或止血不理想、肠切除肠吻合等情况, 
放置腹腔引流管比较稳妥. 术中操作时要轻柔, 
尽量避免对肠管和组织的损伤, 减少创面渗出. 
术中应严密止血, 彻底清洗腹腔以稀释腹腔创

面上的炎性介质和纤维蛋白原, 减少腹腔渗液, 
可降低术后腹腔内组织机化形成新粘连带的几

率. 手术结束前于腹腔内脏器创面涂抹防粘连

药物如几丁糖、透明质酸钠或生物蛋白胶, 特
别是生物蛋白胶可以形成薄膜封闭创面, 促进

创面修复, 预防术后再粘连的发生[4]. 

2  结果

本组患者30例, 17例患者在完全腹腔镜下完成

手术, 手术方式包括: 腹腔粘连带切断(粘连带切断(连带切断(n = 6)、
肠管同腹壁粘连松解(粘连松解(连松解(n = 7)、小肠扭转复位(n = 
1)、肠管之间粘连松解(粘连松解(连松解(n = 3)、肠管镜下缝合

修补(n = 2). 11例患者用腹腔镜完成腹腔内手术, 
再在腹壁做一小切口将肠管提出腹腔外, 行肠

管修补、部分肠管的切除及吻合、右半结肠切

除术. 手术时间最短30 min, 最长200 min, 平均

手术时间52±27 min. 患者均于术后第1-2 d下床

活动, 术后48 h内胃肠功能恢复肛门排气排便、

进食后无梗阻症状出现, 术后平均住院时间5 d. 
其余2例, 因腹腔内粘连严重, 腹腔镜手术困难粘连严重, 腹腔镜手术困难连严重, 腹腔镜手术困难

而中转开腹手术. 
本组患者切口皆甲级愈合痊愈出院, 无围手

术期并发症. 所有病例均获随访4-32 mo, 无肠梗

阻复发等远期并发症的发生.

3  讨论

腹腔镜手术治疗机械性肠梗阻是一种既可以明

确梗阻原因又可以进行有效治疗的方法[5-6], 腹
腔镜肠梗阻手术成功的关键是病例的选择, 也
就是手术适应证的掌握, 但由于目前报道病例

较少, 还没有比较公认的手术适应证, 根据相关

的文献资料[7-8], 结合我们的实践经验认为(1)适
应证: 腹腔镜手术治疗机械性肠梗阻的适应证

同传统的开腹手术没有根本的区别, 但由于腹

腔镜技术的特点而受到一定的限制. 一般而言, 
其手术适应证相对更加严格一些, 包括各种原

因引起轻、中度腹胀的急性单纯性机械性肠梗

阻; 慢性不完全性机械性肠梗阻; 复发性肠梗阻

或腹部手术后曾经发作3次以上的机械性肠梗

阻. (2)禁忌证: 绝对禁忌证: 腹腔镜急性肠梗阻

手术的绝对禁忌证和其他腹腔镜手术相同, 包
括出血性疾病, 不能耐受全麻和气腹者等; 严重

腹胀、肠管极度扩张者, 不宜建立气腹, 严重影

响术野的显露和观察者. 相对禁忌证: 弥漫性腹

膜炎者; 术中发现肠襻间广泛致密的包裹性粘

连; 肠管血运障碍明显、复位困难的肠扭转者, 
这时开腹手术较为安全; 术者认为手术危险性

较大者, 或依靠目前的腹腔镜技术与设备难以

安全完成手术者, 均应开腹手术, 适时中转开腹

是保证病人的安全的必要措施.
本研究表明腹腔镜手术可以解除腹腔内的

粘连, 具有创伤小、对腹腔干扰小、下床活动

早、胃肠道功能恢复快等优点, 同Leon et al [9], 

Khaikin et al [10]报告一致, 腹腔镜手术不受体态

肥胖、腹壁肥厚等因素的影响, 手术视野广且

具有清晰的放大功能, 可对腹腔进行比较全面

的探查, 并能清楚地观察到开腹手术不易观察

到的部位, 做出较为准确的术中诊断, 对手术方

■应用要点
本文阐明腹腔镜
肠梗阻手术的意
义: 腹腔镜手术不
但可以明确机械
性肠梗阻的病因, 
而且可以选择对
患者创伤较小的
手术方法对肠梗
阻进行治疗, 并能
够减少术后黏连
性肠梗阻发生的
机率, 可取得良好
的临床效果.
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案的确定有较大帮助. 腹腔镜手术腹壁创伤微

小, 手术在密闭状态下操作, 避免了肠管等腹内

脏器暴露于干燥的空气中并可减少对肠管的机

械、物理刺激, 使肠管和脏器的损伤降低到最

低点, 也弥补了开腹手术手套滑石粉、微粒物

质容易进入腹腔的不足, 腹腔内异物污染的可

能性也极小. 由于腹腔内组织炎症反应小, 腹腔

镜手术可显著降低术后肠粘连梗阻的发生率[11]. 
从微创外科角度上看, 许多情况下, 急性机械性

肠梗阻的手术亦只是一剪之劳, 传统的开腹手

术给腹壁带来的创伤远远大于腹腔内的创伤, 
因此, 腹腔镜手术治疗急性肠梗阻是能够充分

体现微创外科技术优越性的手术之一. 但是腹

腔镜只能观察脏器的表面病变情况, 术者又不

能用手直接触摸腹腔内的组织, 在很大程度上

丧失了外科医师的精细触觉功能, 易造成腹膜

间位或后位器官、部分腹内脏器等病变的遗漏. 
腹腔镜手术设备及器械有一定的局限性, 在探

查腹腔寻找梗阻部位及术野暴露上不如开腹手

术方便. 腹腔镜手术只能依赖专用手术器械处

理病变, 手术操作难度增大. 腹腔镜手术器械纤

细, 而梗阻肠管充血水肿扩张, 肠管壁变薄、脆

性增大, 稍有不慎易损伤肠管且损伤后寻找及

处理亦相对困难.
总之, 应用腹腔镜技术治疗机械性肠梗阻

是一种比较有效且实用的治疗方法, 在临床上

有较好的推广和应用价值, 但必须严格掌握手

术适应症. 由于机械性肠梗阻手术治疗是一种

不定型手术 ,  因此需要具有熟练的腹腔镜技

术、临床经验丰富的医师来操作才能最大限度

保证手术的安全性, 减少医疗差错和医疗事故

的发生. 
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■同行评价
本文分析了腹腔
镜在机械性肠梗
阻手术治疗中的
应用是安全有效
的, 选题实用, 分
析 有 据 ,  结 论 可
信, 对临床应用有
很强的参考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
progression of hepatitis B virus (HBV) infection 
and expression of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory 
T cells. 

METHODS: One hundred and thirty-six HBV-
infected patients and 40 healthy controls were 
selected. CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells 
expressing was detected by flowcytometry, clini-
cal data of HBV infected patients was consid-
ered. 

RESULTS: Expression of CD4+CD25+Foxp3+ 
regulatory T cells in HBV-infected patients in-
creased markedly compared with that in healthy 
controls (7.48 ± 1.03% vs 3.58 ± 0.71%, P < 0.01). 
There was also a significant difference chronic 
hepatitis B compared with chronic severe hepati-

tis B (6.55 ± 1.26% vs 8.65 ± 2.58%, P < 0.05). The 
log value of HBV load correlated positively with 
the expression of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory 
T cells (r = 0.332, P < 0.05).

CONCLUSION: Peripheral blood CD4+CD25+Fo-
xp3+ regulatory T cells levels are closely corre-
lated with the progression of HBV infection.

Key Words: CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells; 
Hepatitis B virus; Flow cytometry

Zhou LP, Chen X, Ba J, Zhao LS, Li YL. Correlation 
between expression of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T 
cells and progression of hepatitis B virus infection. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(21): 2366-2369

摘要
目的: 探讨HBV感染者外周血CD4+CD25+Fox-
p3+调节性T细胞水平与HBV感染后疾病进程
的相关性. 

方法:  H B V感染者136名及健康对照40名 , 
应用流式细胞仪胞内染色技术检测外周血
CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞表达, 结合
HBV感染者临床情况进行分析.

结果: HBV感染者外周血CD4+CD25+Foxp3+

调节性T细胞表达率较健康对照组显著增高
(7.48%±1.03% vs  3.58%±0.71%, P <0.01); 
慢性乙肝组与慢性重型乙肝组相比,外周血
CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达率有
明显差异(6.55%±1.26% vs  8.65%±2.58%, 
P <0.05); HBV病毒载量的对数值与外周血
CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达率之间
存在正相关(r  = 0.332, P <0.01). 

结论: HBV感染者外周血CD4+CD25+Foxp3+

调节性T细胞水平与疾病进展明显相关.

关键词: CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞; 乙型肝

炎病毒; 流式细胞仪

周立平, 陈昕, 巴静, 赵连爽, 李异玲. H B V感染后外周血
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■背景资料
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, 而且HBV感染
的发生、发展和
转归与宿主的免
疫状态密切相关. 
CD4+CD25+调节
性T细胞可抑制天
然及获得性免疫
系统的功能, 对于
维持免疫耐受及稳
态具有重要作用. 
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0  引言

CD4+CD25+调节性T细胞占健康人外周CD4+ T
细胞数量的5%-10%, 可抑制天然及获得性免

疫系统的功能 ,  对于维持免疫耐受及稳态具

有重要作用[1], 但CD25分子在其他T淋巴细胞

中也有表达, 不能作为调节性T细胞的特异性

标志. 目前多项研究表明, 叉头状螺旋转录因

子(forkhead/winged helix transcription factor, 
Foxp3)主要表达在CD4+CD25+调节性T细胞上, 
与调节性T细胞的功能密切相关, 是目前定义

CD4+CD25+调节性T细胞的最佳标志物[2]. 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H B V特异性抗

原的免疫反应所引起, 而且HBV感染的发生、

发展和转归与宿主的免疫状态密切相关. 由于

CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞可以控制机体损

伤后的免疫反应[3], 我们通过流式细胞仪技术检

测HBV感染者外周血CD4+CD25+Foxp3+调节性

T细胞水平, 结合患者临床分期及病毒载量, 探
讨CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞与HBV感染

后疾病进程的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 2005-06/2006-12住院HBV感染者136
例, 男84例, 女52例, 年龄21-75岁. 其中慢性乙肝

53例, 慢性重型乙肝42例, 肝炎肝硬化41例, 无
重叠或混合感染. 所有病例均符合2000年西安

会议修订的《病毒性肝炎防治方案》诊断分

型标准[4]. 选择健康人40例作为健康对照组, 无
急慢性心、肝、肾等疾病. APC标记的鼠抗人

CD25mAb(抗CD25-APCmAb), FITC标记的鼠抗

人CD4mAb(抗CD4-FITCmAb), PerCP标记的鼠

抗人CD3mAb(抗CD3-PerCPmAb), 溶血素等均

为美国BD公司产品; PE anti-human Foxp3染色试

剂盒购自美国eBioscience公司; HBV DNA采用

实时定量PCR定量检测, 试剂选用深圳匹基公司

生产HBV核酸扩增(PCR)检测试剂盒. 
1.2 方法 静脉血2 mL, EDTA抗凝, 混匀, 取全

血100 μL放入另一试管, 分别加入CD3-PerCP 
10 μL、抗CD4- FITC 10 μL和抗CD25-APC 10 
μL, 混匀后室温避光放置30 m in, 然后加入溶

血素2 mL, 室温避光10 min. 用PBS洗涤后加入

破膜/固定剂1 mL, 4℃避光染色40 min. 洗涤后

加入20 mL/L鼠血清2 μL, 4℃避光15 min, 加入

an t i-Foxp3-PE及IgG2a-PE同型对照, 4℃避光

30 min, 洗涤后加入含10 g/L多聚甲醛的PBS重
悬, FACSAria流式细胞仪Diva软件进行分析. 以
FSC、SSC、CD3-PerCP、CD4-FITC定义CD4+ 
T细胞, 计算这一细胞群内CD25+Foxp3+细胞的

比率. 病毒载量采用实时荧光定量PCR方法, 用
美国Roche公司的LightCycler自动载量仪测定

HBV病毒载量. 
统计学处理  不同H B V感染组及健康组

CD4+CD25+Foxp3+ T细胞水平比较采用方差

分析, LSD法进行两两比较; 相关性分析采用

Pearson相关系数. 数据用mean±SD表示, 所有

资料采用SPSS11.5软件系统进行分析.

2  结果

2.1  H B V感染者外周血C D4+C D25+F o x p3+ 
T 调 节 细 胞 的 表 达  H B V 感染者外周血

CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞表达率为7.48%
±1.03%, 健康对照组外周血CD4+CD25+Foxp3+

调节性T细胞表达率为3.58%±0.71%. HBV感染

者外周血CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞表达率

较健康对照组显著增高(t  = 14.724, P <0.001). 
2.2 外周血CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表

达与临床分期的关系 不同临床分期的HBV感

染者外周血CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表

达率均明显高于健康对照组(P <0.05, 表1), 其
中慢性乙肝组, 重型乙肝组, 肝硬化组外周血

CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达百分率分

别为6.65%, 8.65%和7.26%. 慢性乙肝组外周血

CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达率与慢性

重型乙肝组相比有统计学意义(P <0.05). 慢性乙

肝组T调节细胞表达率虽低于乙肝后肝硬化组, 
但差异无统计学意义(P >0.05).
2.3 CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞表达与HBV
载量的相关性 136位患者均进行了HBV-DNA
含量的检测, 检测结果为5.0×105-1010 copies/L. 
HBV载量的对数值与外周血CD4+CD25+Foxp3+ 
T调节细胞的表达率之间存在正相关(r  = 0.332, 
P <0.01).

3  讨论

目前研究认为H B V感染引起的慢性肝炎主要

是免疫损伤所致, HBV感染免疫状态研究对于

进一步分析HBV感染的发病机制有重要的作用[5]. 

■应用要点
监测外周血CD4+ 
CD25+Foxp3+ T细
胞比例有望成为
评价HBV感染者
体内细胞免疫状
态和了解疾病进
展的有效细胞免
疫指标.
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CD4+CD25+调节性T细胞是近年发现的具有免

疫抑制功能的抑制性T细胞群, 对于维持免疫

系统稳态及免疫耐受具有重要作用, 可通过非

抗原特异性方式如直接接触抑制或分泌细胞因

子等抑制免疫系统的功能, 但其免疫抑制机制

尚不完全清楚[6]. Franzese et al [7]对CD4+CD25+

调节性T细胞在急慢性H B V感染中的发病机

制进行了研究, 认为无论急性HBV感染还是慢

性HBV感染, CD4+CD25+调节性T细胞均可下

调针对HBV特异性抗原的CD8+ T细胞的功能. 
Stoop et al [8]研究认为CD4+CD25+调节性T细胞

与HBV感染慢性化机制有关. 目前尚未见到有

关CD4+CD25+调节性T细胞与HBV感染后疾病

进展相关性的报道. 我们的研究结果表明, HBV
患者外周血CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞表

达率较健康对照组显著增高, 这与国外文献报

道相一致[7-8], 提示HBV感染者体内免疫系统功

能受抑制, 不能及时有效的清除病毒, 促进疾病

慢性化. 我们还发现: 外周血CD4+CD25+Foxp3+

调节性T细胞的表达水平与H B V感染的临床

分期相关. 与慢性重型乙肝组相比, 慢性乙肝

组外周血CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞的表达

率有明显统计学差异, 提示HBV感染者外周血

CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞介导的免疫耐受

和HBV感染后疾病进展程度密切相关, 可能直

接参与肝脏免疫损伤的发生过程. 因此, 外周血

CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞的表达率可能是

一个较好的反映细胞免疫功能的参考指标, 可
以在临床上用于免疫功能的监测, 同时该指标

亦可判断HBV感染后疾病的进展及预后. 我们

分析其机制可能为CD4+CD25+Foxp3+ T调节细

胞能够抑制HBV特异性CD8+ T细胞的功能, 使
CTL功能受损, 导致疾病进展[9].

我们的实验结果还显示, HBV感染后其病

毒载量的对数值与外周血CD4+CD25+Foxp3+ T
调节细胞的表达率之间存在正相关, 提示HBV
感染后体内CD4+CD25+Foxp3+ T调节细胞表

达上调 ,  促进H B V病毒复制 .  其机制可能为

CD4+CD25+Foxp3+ T细胞可以通过抑制单核细

胞和巨噬细胞产生IFN-γ, 而后者可以通过阻断

病毒前基因组mRNA介导的核心颗粒装配来抑

制HBV复制的[10]. Furuichi et al [11]在活体动物实

验中发现, 如果预先清除小鼠体内的CD25+ T细
胞,  通过基因治疗后的小鼠体内针对HBV特异

性的效应CD8+ T细胞数量显著升高. 因此如果

我们能够抑制CD4+CD25+Foxp3+ T细胞的增生

和分化或阻断其调控途径, 或许能够下调其免

疫抑制功能, 同时降低HBV病毒复制, 这将为慢

性HBV感染的治疗寻找一条新途径.
总之 ,  H B V感染者C D 4 +C D 2 5 +调节性

T细胞与疾病进展密切相关 ,  监测外周血

CD4+CD25+Foxp3+ T细胞比例有望成为评价患

者体内细胞免疫状态和了解疾病进展的有效细

胞免疫指标. 我们初步探讨了不同临床分期的

HBV感染者外周血CD4+CD25+Foxp3+调节性T
细胞的数量, 为以后的进一步深入研究打下基

础. 为了进一步阐明CD4+CD25+Foxp3+ T调节细

胞在HBV感染后发病机制及治疗中的作用, 还需

要对患者体内CD4+CD25+Foxp3+ T细胞功能进行

详细的研究.
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■同行评价
本 文 检 测 不 同
乙 肝 患 者 C D 4 + 
CD25+调节性T细
胞水平与乙肝病
程等的关系, 有一
定学术价值, 结果
可信, 讨论条理分
明, 参考文献引用
较新, 对HBV感染
者的防治提供了
有意义的信息.
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本��刊�讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与《世界华人《世界华人世界华人

消化杂志》合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主》合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主

持, 并邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的

新进展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办3期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏移

植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容主

要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免疫

抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等方

面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)

通讯地址: 510630, 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心. 联系人: 汪根树 电话:, 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心. 联系人: 汪根树 电话:广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心. 联系人: 汪根树 电话: 

020-87595523  传真: 020-87595523  E-mail: chengying_827@163.com.
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