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Abstract
Although liver fibrosis represents a process of 
healing and scarring in response to chronic liver 
injury, there is a lack of effective therapy that 
targets liver fibrosis. Interleukin-10 (IL-10) is a 
cytokine that down-regulates pro-inflammatory 
responses. In vitro and animal experiments have 
suggested that IL-10 plays an important role in 
hepatic fibrogenesis. Recombinant human IL-10 
has been produced and is undergoing clinical 
trials. IL-10 therapy may be clinically effective 
against liver fibrosis. 
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摘要
肝纤维化是慢性肝损伤时的修复和疤痕形成

过程, 目前尚缺乏有效的治疗方法. 白细胞介
素-10(IL-10)为一种下调炎症反应的细胞因
子, 体内外试验证实其在肝纤维化过程中有重
要作用. 重组人IL-10已在临床试用. IL-10可
能是治疗肝纤维化的一种有效方法, 具有潜在
的临床应用价值. 
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0  引言

肝纤维化不是一个独立的疾病, 而是许多慢性

肝病的共同病理过程. 肝纤维化是细胞外基质

的合成与降解失衡导致细胞外基质在细胞间

质的过度沉积[1-4]. 有关肝纤维化的研究是目前

肝病研究的热点. 抗肝纤维化治疗包括两个方 
面[5-6]: 一是针对原发病的病因治疗; 二是针对肝

纤维化本身的治疗, 如抑制肝星状细胞(HSC)的
早期活化、增殖、收缩和胶原增生, 促进HSC凋
亡及促进胶原降解等. 在目前情况下, 某些病因

无法根本去除(如慢性肝炎病毒感染), 则抗肝纤

维化治疗成为治疗慢性肝病、防止终末期肝病

形成的重要途径. 深入了解肝纤维化的形成机

制, 开发研制有效的抗肝纤维化药物是现代肝

病研究者肩上的重任. 
面对各种病因引起的慢性肝损伤及肝纤维

化, 去除病因是根本性手段, 但是就目前医学发

展水平而言, 许多病因无法彻底去除, 如乙肝

病毒、丙肝病毒等全世界面临的医学难题, 因
此抗肝纤维化治疗的重要性日益突显. 著名肝

脏病学家Hans Popper说过: “谁能阻止或减缓

肝纤维化的发生, 谁就将会治愈大多数慢性肝

病”[7]. 随着细胞和分子生物学技术的进步, 对
肝纤维化发生、发展的分子和细胞机制有了较

深入了解. 研究的进展使肝纤维化的有效防治

成为可能, 目前认为防治肝纤维化策略主要包

括[8-9]: (1)去除病因; (2)保护肝细胞; (3)抑制炎症
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■背景资料
抗肝纤维化治疗
是目前治疗慢性
肝病、防止终末
期肝病形成的重
要途径. 深入了解
肝纤维化的形成
机制, 开发研制有
效的抗肝纤维化
药物是肝病研究
的热点之一.



反应; (4)拮抗促纤维化细胞因子的作用; (5)抑制

肝星状细胞活化, 促进其凋亡; (6)抑制细胞外基

质的合成, 促进其降解.

1  IL-10的细胞保护与抗纤维化作用

越来越多的证据表明, 肝纤维化是细胞因子网

络作用的结果[10]. 因此利用细胞因子及其抗体

的治疗逐渐成为临床抗肝纤维化的热点. 目前

研究较多并得到承认的有: γ-干扰素(γ-IFN), 转
化生长因子-b1(TGF-b1)抗体, 转化生长因子

-a(TGF-a抗体), IL-10等, 有些已用于临床, 但效

果还有待提升, 因为细胞因子是一个网络, 要期

望有较好的逆转肝纤维化的疗效, 不能忽视细

胞因子网络的作用. 
IL-10是由Th2细胞产生的一种细胞因子合

成抑制因子, 对Th1细胞具有抑制作用[11]. 机体

内多种细胞可合成IL-10, 包括T细胞群(Th2, Tc2, 
Tr1等)、单核细胞、巨噬细胞等, 机体的许多

其他器官也产生IL-10, 如肝脏[12-13]. 已发现在肝

内肝细胞、窦内皮细胞、Kupffer细胞、肝星状

细胞(HSC)和肝相关淋巴细胞均可产生IL-10[14]. 
这些细胞在各种外源性或内源性因素的刺激下

(如应激、内毒素等), 通过cAMP/蛋白激酶A/
CREB-1/ATF-1/SP1等信号途径大量合成IL-10. 
在近年的肝纤维化研究中, IL-10作为一个多效

性细胞因子, 正不断受到研究者的关注[15]. IL-10
主要通过具有高度亲和力的IL-10受体发挥作

用, 其生物学作用广泛[16-17], 主要作用为抑制炎

症反应和抑制多种基因转录. 基因敲除技术使

IL-10的特性被更深入的理解. 在病毒性肝炎、

自身免疫性肝炎、酒精性肝病和动物实验中发

现IL-10在细胞保护、抗纤维化等方面有重要作

用[18]. IL-10基因敲除小鼠在感染了毒性胞质刚

地型虫后即死于严重肝坏死有关的致死性免疫

反应, 显示内源性IL-10对肝细胞具有保护作用. 
在D-半乳糖胺/内毒素诱导的大鼠肝细胞损伤动

物模型上给予外源性IL-10, 显示了明显的抗肝

细胞损伤作用[19]. 目前认为, IL-10的肝细胞保护

作用主要与以下因素有关[20-21]: (1)抑制前炎性

细胞因子的分泌是其主要作用; (2)抑制中性粒

细胞的激活与其黏附分子的表达, 进而抑制其

黏附; (3)抑制组织因子的表达, 从而抑制淋巴窦

内播散性血管内凝血的发生; (4)抑制肝损伤时

的急性期增殖反应, 并进一步抑制肝纤维化的

发生. 用电穿孔法将人IL-10基因导入肝纤维化

小鼠[22-23], 结果表明, IL-10基因治疗可以逆转小
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鼠已经形成的肝纤维化, 以及抑制肝硬化引起

的细胞凋亡. IL-10基因治疗可以降低肝纤维化

小鼠TGF-b1, TGF-a和组织基质金属蛋白酶抑

制剂(TIMPs)的表达, 也显著抑制a-平滑肌肌动

蛋白(a-SMA)和环氧合酶2(COX-2)的活化. HSC
是肝纤维化形成的关键, 体外研究表明HSC表

达IL-10受体并产生IL-10[24-25]. 分离纯化的HSC
培养120 d后能检测到IL-10 mRNA, 对于未激活

的HSC进行长期培养, 用免疫印迹法和ELISA可

以检测到有IL-10表达. 对于才培养3 d的HSC则
用免疫化学方法无法检测到IL-10表达, 培养7 d
后IL-10阳性细胞增加到45%, 培养14 d后阳性率

增加到100%并持续到120 d. 这表明IL-10在肝纤

维化过程中具有重要作用. 在四氯化碳(CCl4)诱
导的大鼠肝纤维化过程中, 有关IL-10与肝星状

细胞的作用系列研究发现[26-27], 肝脏星形细胞表

达IL-10水平下降, 可能是肝纤维化形成的重要

原因. 同时, IL-10可通过抑制HSC的功能及促进

HSC发生凋亡而发挥抗纤维化作用[28-29]. IL-10
可直接减少胶原形成及增加胶原酶[30-31], 在肝

ECM重建中发挥重要作用, 另外, IL-10通过减少

TGF-b1分泌而间接限制纤维化形成. 在基因调

控方面的研究证实, IL-10可下调胶原基因启动

子的活性, 从而抑制肝纤维化的形成.

2  IL-10的实验研究与现状的差距

上述实验室的研究结果表明, IL-10在抗肝纤维

化的治疗上具有良好的应用前景. 在临床方面, 
重组人IL-10已在健康志愿者、Crohn'S病、类

风湿性关节炎、银屑病、慢性丙肝病毒感染和

HIV感染等患者身上试用[32-35]. 在对健康志愿者

的Ⅰ期临床试验中已经获得了IL-10安全性、耐

受性和药代动力学等方面的参数[36], 以及静脉

和皮下单剂量和多次给药时IL-10的免疫学和血

液学效应. IL-10在25 μg/kg的剂量以内耐受性

好, 没有严重的副反应, 分次给药总剂量在100 
μg/kg时可有轻-中度流感样症状. iv IL-10半衰期

约2-3 h. IL-10主要通过肾脏清除, 在中-重度肾

功能不全者其T1/2和AUC会增加. 但总体而言, 
给予IL-10后引起的一系列免疫学变化均是机

体可以耐受的. 国外已有报道IL-10用于临床治

疗慢性丙型肝炎患者的研究[37-38], 并取得了令人

鼓舞的成效, 但就我国现状而言, 乙肝病毒感染

是最大的病因, IL-10对慢性乙肝病毒感染是否

同样有着令人惊奇的疗效还不得而知, IL-10在
我国用于临床治疗慢性乙肝患者还有一段不小
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■研发前沿
许多细胞因子或
其抗体正成为治
疗疾病的新药. 细
胞因子在肝纤维
化的发生、发展
过程中具有重要
作用 ,  IL-10正是
其中之一, 现有越
来越多的研究在
探讨IL-10在肝纤
维化治疗方面的
应用.
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的距离. 目前的模型制作和研究仅限于部分类

型的肝纤维化, 大部分的研究也仅对肝纤维化

已较明显形成后进行干预, 而在临床上需要的

是如何抗肝纤维化的形成、抗肝纤维化的起始

时间、需要的治疗疗程等. 在实验动物模型中, 
CCl4诱导的大鼠肝纤维化模型应用最广, CCl4

这种模型的最大缺点, 是发病机制和人类病毒

性肝炎相差太大, 他是化学毒物引起的肝纤维

化或肝硬化, 在停止给药后模型有一定的自愈

倾向, 而肝炎病毒引起的慢性肝损伤则是病因

的作用持续存在, 用这种模型来评价人类常见

的病毒性肝纤维化的发病机制并不适合. 为使

抗肝纤维化的模型研究更接近人类疾病的特征, 
须建立一个能反映人肝纤维化的动物模型, 应
考虑以下几个方面: (1)人和动物种属差别; (2)肝
纤维化形成过程中的病因和形成机制; (3)自然

恢复能力. 

3  展望

理想的肝纤维化治疗要有肝脏专一性, 长期给

药要有相当好的耐受性, 有效减少肝纤维组织

堆积而不干扰正常细胞外基质(ECM)的生成. 
IL-10在临床上的某些应用表明他具有较好的耐

受性, 但他是一个多功能的细胞因子, 全身给药

很难保证其肝脏作用的专一性, 如何避免其对

正常ECM的干扰也将是IL-10用于临床治疗肝纤

维化的一大障碍. 有必要寻找合适的IL-10剂型

及给药途径, 以最大程度发挥其抗纤维化作用, 
同时减少其不良反应. 将IL-10导入特定的组织

以避免全身副作用, 如利用腺病毒载体将IL-10
直接导入肝脏以治疗肝纤维化[39], 通过这种更精

确的方式, IL-10在治疗肝损伤和预防肝纤维化

方面才会有更好的未来.
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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
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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)
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Abstract
Liver fibrosis represents wound-healing re-
sponses from liver tissue injury. Multiple mech-
anisms underlying liver fibrogenesis have been 
explored. Inflammatory cytokines stimulate 
fibrogenetic cell proliferation and activation, the 
production of extracellular matrix (ECM), and 
the secretion of various cytokines and enzymes. 
All such alterations lead to a relative increase in 
the deposition of ECM components. Decreased 
degradation occurs with resulting excessive 
ECM accumulation in the liver. It has recently 
been suggested that, besides hepatic stellate 
cells, myofibroblasts may also constitute an im-
portant population of matrix-producing cells 
in liver fibrosis, and especially in cholestatic 
fibrosis. Confirmation of such observations will 
be required for the development of antifibrotic 
strategies that specifically and efficiently target 
cells responsible for the different types of liver 
fibrosis. 

Key Words: Myofibroblast; Hepatic satellite cell; 
Liver fibrosis
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摘要
肝纤维化是不同病因长期作用于肝脏所致损
伤后修复反应, 发病机制主要是肝内纤维生
成, 细胞活化、增殖, 合成大量细胞外基质
(extracellur matrix, ECM), 并伴有ECM降解不
足, 最终导致其在肝内大量积聚. 近来有研究
提示除肝星状细胞(hepatic satellite cell, HSC)
外, 肌成纤维细胞(myofibroblast, MF)可能是
另一类参与肝纤维化进程并发挥重要作用的
细胞, 进一步确证上述研究结果将助于针对不
同类型肝纤维化寻找和采取不同的干预方法, 
以更有效地阻断肝纤维化的进展.

关键词: 肌成纤维细胞; 肝星状细胞; 肝纤维化

李定国, 汪保灿. 肝内肌成纤维细胞和星状细胞在肝纤维化中的

作用.  世界华人消化杂志  2007;15(23):2473-2476

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2473.asp

0  引言

肝纤维化是不同病因长期作用于肝脏所致

损伤后修复反应 ,  发病机制主要是肝内纤维

生成细胞活化、增殖 ,  合成大量细胞外基

质(extracellular matrix, ECM), 并伴有ECM
降解不足 ,  最终导致其在肝内大量积聚 .  虽
然曾有学者提出具有E C M合成作用的间质

细胞(m e s e n c h y m a l c e l l s)包括肝星状细胞

(hepatic satelli te cell, HSC)、肌成纤维细胞

(myofibroblast, MF)、纤维母细胞(fibroblast)和
平滑肌细胞. 但目前研究主要集中在HSC, 认为

HSC是肝纤维化时ECM合成的唯一细胞来源, 
同时当前研究中存在一些值得思考的现象. 例
如: 肝纤维化组织不同区域的纤维生成细胞的

表面标记不同; 许多干预因素在体外试验中抑

制HSC活化、增殖和分泌作用显著, 而在体内试

验中对肝纤维化的防治效果却不尽人意. 因此, 
人们设想: 除了HSC外是否还有其他纤维生成

细胞在肝纤维化发生发展过程中发挥重要作用? 
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■背景资料
近来有研究提示
汇管区肌成纤维
细胞可能是另一
类参与肝纤维化
进程的重要细胞.

®



其生物学特性是否与HSC相似? 目前一些研究

已经提示MF可能是另一类参与肝纤维化进程并

发挥重要作用的细胞, 其作用已得到一些学者

的认同[1-2]. 

1 MF与HSC的形态结构、肝内分布、特征标志

和胚胎起源

MF呈梭形, 与纤维母细胞形状类似, 但胞质内有

大量平行排列的肌丝而具有收缩功能; HSC有多

个突起, 形态如星状, 胞质内含有大量脂滴. 另
外二者的超微结构也不尽相同, Seifert et al [3]报

道电镜下MF胞质内肌丝间有“高密度颗粒”, 
而HSC则无. MF和HSC都存在于正常肝组织, 前
者位于汇管区、中央静脉和胆管周围, 后者位

于肝窦周围间隙中. 
H S C和M F除了一些共同的表达标志外 , 

又分别存在各自的特征性标志 .  如二者都可

以表达: a-平滑肌肌动蛋白(a-smooth muscle 
ac t in, a-SMA)、结蛋白(desmin)、波形蛋白

(v iment in)、血管-细胞黏附分子(vesse l-ce l l 
adhesion molecule, VCAM). 然而, Fibulin-2、
白细胞介素-6(i n t e r l e u k i n-6, I L-6)只在M F
表达 ,  而H S C特异表达神经胶质酸性蛋白

(glial fibrillary acidic protein, GFAP), 突触素

(synaptophysin, SYN), Nestin, 神经生长因子

(nerve growth factors, NGF), 神经生长因子受体

(nerve growth factor receptors, p75)和神经营养因

子(neurotrophin)等[4-7]. 
在胚胎发育阶段, MF由内胚层细胞发育来, 

但对HSC的胚胎起源, 目前还存在争议. 早期研

究认为HSC也来源于内胚层细胞[8], 但近来越来

越多的证据提示HSC可能来源于神经外胚层: 
(1)HSC表达上述神经系统特异性标志. (2)HSC
的多突起形状和星形胶质细胞相似, 与梭形的

纤维细胞形状不同. (3)正常肝组织中许多HSC
和神经末梢密切接触[9-10]. (4)HSC表达多种类型

的肾上腺素受体和儿茶酚胺合成酶(合成肾上腺

素的关键酶), 并释放肾上腺素[11]. (5)肾上腺素和

乙酰胆碱可直接促进HSC增殖, 合成胶原成分, 
加入相应受体拮抗剂均明显抑制HSC增殖和分

泌[12-13]. (6)肾上腺素基因缺失的小鼠HSC在体外

培养时生长缓慢, 加入肾上腺素后HSC生长活性

恢复正常[11]. 这些研究结果说明HSC不但接受神

经递质的调节, 还可自分泌神经递质促进自身

活化. 因此, Roskams et al [14]认为HSC是外周神

经细胞或神经内分泌细胞, 但尚待进一步研究

以实证HSC的来源. 
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尽管存在上述争议, 且无充分证据说明HSC
能够转化为MF, 但因活化的HSC形态和MF相
似, 故有些学者将活化的HSC称为肌成纤维细

胞, 而不是肌成纤维样细胞, 其结果是两种细胞

的名称相混淆. 另外, 目前多数体内外研究通常

用desmin+/a-SMA-和desmin+/a-SMA+作为静止和

活化的HSC的鉴定标记, 但已证实MF也能表达

desmin和a-SMA, 因而体外或体内研究中所谓的

HSC并不能排除有MF存在, 这就很难区分这些

研究结论是HSC抑或二者共同作用的结果. 

2 MF和HSC生长特性

Dudas et al [15]将大鼠HSC进行体外培养, 原代培

养至7 d左右传代, 第2代培养时细胞体积变大、

分裂比例减少、生长变慢, 培养几周后仍不能

长至融合状态, 并有大量细胞死亡. 另外, 还发

现原代培养7 d时约18%细胞发生凋亡, 第2代培

养时, 约80%HSC发生凋亡. 然而, 从肝脏分离

的MF则不同, 他有较强的分裂增殖能力, 在体

外可以连续传代. 由于体外培养时大量HSC自

发凋亡, 并且原代培养的HSC多混杂有MF, 故
该学者怀疑长期传代培养的HSC是优势生长的

MF. 进一步研究发现, HSC在活化过程中同时

表达CD95(Fas)和CD95L(Fas配体), 因而可通过

CD95L-CD95通路自发凋亡. 体外培养的MF只
表达CD95, 不表达CD95L, 因而无自发凋亡, 给
予CD95激活性抗体或肿瘤坏死因子-α(Tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)可迅速诱导大量MF凋
亡[16]. 然而, 也有学者对这项研究结果提出了

质疑, 关于MF和HSC生长特性尚需进一步研究 
证实. 

3 MF和HSC在不同类型肝纤维化中的作用

肝纤维化可由不同的病因引起, 且不同病因所

致的病变及其机制也有差异. 酒精和四氯化碳

诱发肝纤维化模型的机制是首先引起肝细胞坏

死和实质炎症, 并产生大量细胞因子, 促进HSC
活化增殖和分泌ECM, 肝炎病毒诱发肝纤维化

的机制与此类似. 异种血清和胆总管结扎诱发

肝纤维化模型的机制是汇管区水肿和纤维组织

增生, 而肝实质炎症不如前者明显, 胆道病变和

血吸虫病等诱发肝纤维化的机制与此类似. 简
言之, 酒精、四氯化碳和肝炎病毒导致的肝纤

维化早期是以肝实质病变为主, 随后出现纤维

组织增生; 而异种血清、胆总管结扎、胆道病

变和血吸虫病诱发的肝纤维化一开始就以间质

纤维组织增生为主. 
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■应用要点
本文总结了肝内
MF和HSC的异同, 
有助于全面了解
不同类型肝纤维
化发生的细胞机
制, 进而为不同类
型肝纤维化的特
异性干预提供方
向.
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Cassiman et al [17]用免疫组化技术检测了人

和大鼠不同病因导致的肝纤维化组织中多种细

胞标志的表达, 根据表达的标志不同将肝内纤

维生成细胞分为3类: (1)实质内窦周纤维生成细

胞; (2)汇管区和纤维间隔内纤维生成细胞; (3)纤
维间隔/实质交界线的纤维生成细胞, 第3类细胞

的标志介于前两类细胞之间. Knittel et al [18]发现, 
正常大鼠肝组织中, HSC(以desmin+/GFAP+为

标记)位于肝血窦周围, MF(以desmin+/a-SMA+/ 
fibulin-2+/GFAP-为标记)位于汇管区, 中央静脉

周围. 在四氯化碳诱导急性肝损伤时, HSC数量

明显增加, 而MF数量基本不变. 然而, 在四氯化

碳诱导的大鼠肝纤维化早期, 纤维间隔中有HSC
和MF, 在肝纤维化晚期, MF是纤维间隔中的主

要细胞. Beaussier et al [19]的研究结果也证实在胆

总管结扎诱发的肝纤维化中, 汇管区间质细胞

发挥更重要的作用. 这些研究结果提示: 实质内

纤维生成细胞与纤维间隔、汇管区内纤维生成

细胞不是同一类, 实质内纤维生成细胞可能是

由HSC活化增殖而来, 但纤维间隔内的纤维生成

细胞可能是由汇管区MF分裂、增殖而来. 也就

是说, 实质内的ECM成分可能是由活化的HSC
所分泌, 纤维间隔和汇管区的ECM成分可能是

由MF所分泌, 而不是由从实质内迁移来的HSC
分泌[20]. 

总之, HSC和MF是两类表面标志、超微结

构、生物学特性、肝内分布位置和作用存在极

大差异的细胞群, HSC可能是四氯化碳诱导急性

肝损伤的主要参与细胞, MF和HSC共同参与四

氯化碳诱导的大鼠肝纤维化发生发展. 然而, MF
在胆汁淤积诱发的肝纤维化发生发展过程中可

能具有更重要的作用. 

4 展望

目前MF在皮肤创伤后修复中的作用较为肯定, 
正常皮肤中无MF, 组织损伤后, 皮肤中纤维母细

胞转变为MF形成肉芽组织, 参与损伤修复[21]. 肝
纤维化也是组织损伤后修复过程, 与机体其他

组织修复有共同之处, 另外有证据表明肝内汇

管区的纤维母细胞也活化为MF[22-23]. 所以Guyot 
et al认为[24]正常肝组织并无MF存在, HSC和纤

维母细胞均是MF的前体细胞, 在肝损伤时HSC
和(或)纤维母细胞活化转变为MF, 分泌ECM、

细胞因子和蛋白酶抑制剂等成分参与肝纤维化 
进程. 

尽管上述的研究结果提示除了HSC外, 还存

在MF等其他类型的ECM生成细胞, 但是自1999

年knittel首次报道MF的研究至今已8 a之久, 而
针对MF的研究仍然很少, 多数学者对MF在肝内

是否存在及其对肝纤维化的作用持怀疑或否定

态度, 这些都是因为目前尚没有一种公认的MF
分离和培养方法, 因而对其特性及功能的研究

也显得模糊, 缺少说服力. 所以, 当务之急是建

立一种公认的MF分离和培养方法, 之后才可以

解决目前存在的诸多疑问. 如HSC来源的肌成纤

维样细胞、纤维母细胞来源的MF和肝内固有的

MF是否是同一种细胞? HSC与MF是同一类细

胞的不同发育阶段还是不同的两种细胞? 对这

些问题的探讨将有助于对肝纤维化发病机制的

进一步明确, 也助于针对不同类型肝纤维化寻

找和采取不同的干预方法以更有效地阻断肝纤

维化的进展. 
总之, 目前的研究已提示除HSC外, 还有其

他类型的纤维生成细胞参与肝纤维化发生、发

展, 并且对不同病因诱导的肝纤维化作用也不

相同. 但是由于没有公认的MF分离和培养方法, 
目前还有许多问题无法解决, 需今后的进一步

深入研究.
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Abstract
AIM: To study the effects of c-fos and c-jun 
expression in the SGC7901 gastric cancer cell 
line with insulin-like growth factor (IGF)-Ⅱ.

METHODS: Proliferative activity was determined 
by the MTT assay. c-fos and c-jun expression was 
detected by immunohistochemistry and reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction.

RESULTS: IGF-Ⅱ promoted the proliferation of 
SGC7901 human gastric cancer cells. The rate of 
proliferation was time and dosage dependent. 
Increasing concentrations of IGF-Ⅱ increased 
c-fos and c-jun expression at the protein and 
mRNA level. IGF-Ⅱ at 10, 50 or 100 mg/L re-
sulted in c-fos and c-jun protein expression of 
41.32 ± 1.28, 50.43 ± 0.57 and 64.22 ± 1.76 mg/L; 
and 52.00 ± 0.67, 63.20 ± 0.95 and 76.31 ± 1.16 
mg/L, respectively. The ratios of c-fos and c-jun 
expression in mRNA level with glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase mRNA were 0.316 
± 0.021, 0.392 ± 0.0357 and 0.478 ± 0.028; and 0.379 

± 0.006, 0.412 ± 0.022, and 0.494 ± 0.048, respec-
tively. The ratios of the experimental group were 
significantly different from those of the control 
group (30.00 ± 1.01 mg/L, 41.14 ± 2.02 mg/L, 
0.220 ± 0.037, 0.290 ± 0.064, respectively).

CONCLUSION: IGF-Ⅱ enhances the prolifera-
tion of SGC7901 cells. The possible mechanism 
is that IGF-Ⅱ induces gastric carcinoma cells to 
proliferate by increasing c-fos and c-jun expres-
sion in a paracrine manner.

Key Words: SGC7901; Insulin-like growth factor Ⅱ; 
Reverse transcriptase-polymerase chain reaction

Gao X, Deng CS. In vitro relationship of c-fos and c-jun 
expression with insulin-like growth factor-Ⅱ in SGC7901 
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摘要
目的: 探讨胰岛素样生长因子Ⅱ(insulin-like 
growth factor-Ⅱ, IGF-Ⅱ)与胃癌细胞SGC7901 
c-fos和c-jun表达的关系. 

方法: 体外细胞培养, 分别用MTT法和免疫组
织化学以及逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)的
方法检测不同浓度IGF-Ⅱ(0, 10, 50, 100 mg/L)
作用胃癌细胞后细胞的增殖率和c-fos和c-jun
蛋白及mRNA的表达情况. 

结果: IGF-Ⅱ作用于细胞SGC7901的增殖效应
呈浓度和时间依赖性; 随着药物浓度的升高, 
c-fos和c-jun蛋白, mRNA表达均增加. 在IGF-
Ⅱ10, 50, 100 mg/L时, c-fos和c-jun蛋白分别
为41.32±1.28 mg/L, 50.43±0.57 mg/L, 64.22
±1.76 mg/L; 52.00±0.67 mg/L, 63.20±0.95 
mg/L, 76.31±1.16 mg/L; c-fos, c-jun mRNA
与GAPDH mRNA比值分别为0.316±0.021, 
0.392±0.0357, 0.478±0.028; 0.379±0.006, 
0.412±0.022, 0.494±0.048, 均与相应对照组
(30.00±1.01 mg/L, 41.14±2.02 mg/L, 0.220
±0.037, 0.290±0.064)相比有统计学意义(P < 
0.05, P <0.01).
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■背景资料
胃癌是一种发病
率很高的恶性肿
瘤, 其发病机制目
前仍尚未明确, 近
年来随着分子生
物学理论和技术
的发展, 胃癌基础
研究的深入, 人们
对胃癌发病分子
机制的认识不断
更新 .  研究表明 , 
IGF-Ⅱ与肿瘤关
系密切, 多种肿瘤
均发现有IGF-Ⅱ
的异常激活和表
达, 已经成为研究
的 热 点 ,  本 文 通
过检测胰岛素样
生长因子Ⅱ与胃
癌细胞SGC7901 
c-fos和c-jun表达
的关系来探讨其
可能机制.



结论: 胰岛素样生长因子Ⅱ可能通过旁分泌
上调c-fos和c-jun的表达而诱导胃癌细胞增殖.

关键词: 胃癌细胞SGC7901; 胰岛素样生长因子Ⅱ; 
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0  引言

胃癌是一种发病率很高的恶性肿瘤, 尤其是在

亚洲国家, 手术切除仍是目前胃癌治疗的首选

方法, 其发病机制目前仍尚未明确, 近年来随

着分子生物学理论和技术的发展, 胃癌基础研

究的深入, 人们对胃癌发病分子机制的认识不

断更新. 胰岛素样生长因子(insulin-like growth 
factor, IGF)最初由Rinderkencth于1976年从人的

血清Cohn组中分离得到, 目前发现胰岛素样生

长因子有2种, 分别为IGF-Ⅰ和IGF-Ⅱ[1]. IGF-Ⅱ
是由67个氨基酸组成的单链多肽, 结构与IGF-
Ⅰ, 胰岛素原相似, 能促进脂肪和糖代谢, 尤其

对机体的生长发育有着重要的调节作用, 但其

确切的生理机制尚不清楚. 多种肿瘤均发现有

IGF-Ⅱ的异常激活和表达, IGF-Ⅱ的生物学作用

主要是由IGF-ⅠR介导的, 可启动PI3K/Akt, Ras/
MAPK 2条信号通路, 他们在细胞增殖、分化、

凋亡中均起重要作用. c-fos和c-jun作为核内转

录因子, 他们是活化MAPK作用的下游分子, 活
化的MAPK转导入细胞核并激活c-fos和c-jun基
因, 表达的c-fos和c-jun蛋白以异二聚体或c-jun
同二聚体形式结合到AP-1启动子结合位点, 诱
导cyclinD1和c-myc等癌基因表达. 本实验探讨

IGF-Ⅱ与胃癌细胞SGC7901 c-fos和c-jun表达的

关系, 对胃癌的发病机制、诊断及治疗都将有

重要的指导意义.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞SGC7901(武汉大学实验室提

供), IGF-Ⅱ(英国Peprotech公司), c-fos, c-jun抗体

(武汉博士德公司), TRIzol试剂(上海华舜生物工

程有限公司产品), M-MLV逆转录酶(Promega公
司产品), RPMI1640培养基(Sigma公司产品), 胰
蛋白酶(Amresco产品), DNA酶(上海丽珠东风制

备厂), 人c-fos, c-jun及GAPDH引物(Primer 5.0设
计, 由北京奥科生物科技公司合成, 表1).
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1.2 方法 
1.2.1 细胞培养 人胃癌细胞SGC7901复苏后于含

100 g/L小牛血清、100 kU/L青霉素及100 kU/L
链霉素的RPMI1640的培养液中, 37℃, 50 mL/L 
CO2条件下培养.
1.2.2 四唑盐比色法(MTT法) 取对数生长期细

胞, 以107/L的浓度接种于96孔板, 每孔200 μL
培养24 h后更换不含血清的培养液, 同时设3个
实验组(在不含培养液中分别加入终浓度为10, 
50, 100 μg/L的IGF-Ⅱ)和对照组(无IGF-Ⅱ), 每
组接种3孔, 在37℃, 50 mL/L CO2条件下, 分别

培养24, 48, 72 h, 加入5 g/L MTT 20 μL继续培

养4 h, 离心吸尽上清液, 加入150 μL二甲基亚枫

(DMSO)于摇床上震荡10 min, 于自动酶标仪测

570 nm各孔吸光度值. 计算细胞增殖率: 增殖率% 
= (B-A)/A×100(A: 对照组, B: 实验组). 
1.2.3 免疫组化染色 取对数生长期细胞, 消化离

心后, 将细胞悬液以2×108/L浓度接种到已预

置无菌小玻片的24孔板中, 每孔加入1 mL培养

基, 培养24 h后去掉上清, 用不含血清的培养液

洗2次, 加入含不同浓度的IGF-Ⅱ(0, 10, 50, 100 
μg/L)无血清培养基500 μL, 一共4个组, 每组设

3孔, 继续培养48 h, 取出盖玻片, PBS洗3次, 4℃
无水乙醇固定15 min. 免疫组化方法参照试剂说

明书进行, 用计算机图像分析软件计算积分光

密度值(IOD), 每组各取片2张, 每张随机观察5个
视野, 放大倍数均为200.
1.2.4 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)法 取对数

生长期细胞, 消化离心后, 将细胞悬液以2×108/L
浓度接种到24孔板中, 每孔加入1 mL培养基, 培
养24 h后去掉上清, 用不含血清的培养液洗2次, 
加入含不同浓度的IGF-Ⅱ(0, 10, 50, 100 μg/L)
无血清培养基500 μL, 共4组(A, B, C, D), 每组3
个复孔, 继续培育24 h, 分别收集4组细胞, 提取

细胞总RNA, RT-PCR法检测c-fos和c-jun的表达. 
按TRIzol试剂一步法提取胃癌细胞总RNA. 经紫

外分光光度法定量后, 取2 μg RNA用M-MLV逆

转录酶进行逆转录反应合成cDNA. 以GADPH
为内参照, 分别取1 μL模板进行PCR反应. c-fos
和c-jun的反应条件均为预变性95℃ 5 min, 94℃ 
30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 30 s, 28个循环后72℃延伸

5 min. 结果检测: 20 g/L琼脂糖检测, 100 V电压, 
EB染色. 结果分析: 利用SynGene公司开发的随

凝胶成像系统的GeneTools图像软件进行半定量

分析, 比较目标基因与内参基因的相对表达量

变化, 并将数据转换到Excel表格中, 利用Excel

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃癌是最常见的
消化道恶性肿瘤
之一, 是多因素共
同作用的结果. 胰
岛素样生长因子
Ⅱ与胃癌的关系
是目前研究的热
点之一.
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做出相对表达趋势图.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS11.5统计软件进行分析, P <0.05为差异有显

著性.

2  结果

2.1 MTT法测细胞增殖率 利用吸光度值计算实

验组及对照组细胞增殖率, 随着IGF-Ⅱ浓度的增

加细胞增殖率逐渐增强, 同样药物浓度的IGF-Ⅱ
作用下, 随着时间的延长细胞增殖率逐渐增强

(表2).
2.2 IGF-Ⅱ对胃癌细胞SGC7901中c-fos和c-jun蛋

白表达的影响 免疫细胞化学及图像分析结果显

示, c-fos, c-jun阳性颗粒均位于胞核, 胃癌细胞

SGC7901经IGF-Ⅱ作用后c-fos, c-jun蛋白的表

达增加, 不同浓度的IGF-Ⅱ组与对照组相比均

有显著性差异(P <0.05), 随着IGF-Ⅱ浓度的升高, 
c-fos, c-jun蛋白的表达增加更甚, 在IGF-Ⅱ终浓度

为100 mg/L时, c-fos, c-jun蛋白的表达最多(表3).
2.3 IGF-Ⅱ对胃癌细胞SGC7901中c-fos mRNA和

c-jun mRNA表达的影响 对电泳结果进行激光密

度扫描得到c-fos, c-jun, GAPDH mRNA表达的

光密度, 以GAPDH为内参照, 计算出c-fos, c-jun 
mRNA表达量的相对值. 结果显示: 10, 50, 100 
mg/L的IGF-Ⅱ刺激SGC7901后的c-fos mRNA与

GAPDH mRNA比值分别为0.316±0.021, 0.392
±0.0357, 0.478±0.028与对照组0.220±0.037相
比, 差异有统计学意义(P <0.01). c-jun mRNA与

GAPDH mRNA比值分别为0.379±0.006, 0.412

±0.022, 0.494±0.048与对照组0.290±0.064相
比, 差异有统计学意义(P <0.01).

3  讨论

胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤, 起源于上皮, 
在胃的恶性肿瘤中, 腺癌占95%, 他是一种全球

性疾病, 但两性间、不同年龄间、各国家地区

间、各种族间、甚至同一地区不同时期的发病

率都有较大差异. 癌症是多种因素的调控作用, 
共同参与发病, 癌基因激活、抑癌基因失活、

一些生长因子和受体的调节作用、基因突变和

DNA修复系统功能的缺陷等在胃癌发生、发展

中起着重要的作用. 有研究证明, 一些生长因子

的上调能促进胃癌的发展[2-3].
IGF-Ⅱ是一种非常强的丝裂原, 可促进多种

细胞的增殖, 抑制细胞凋亡. 人类IGF-Ⅱ基因位

于染色体11p15.5, 内含9个外显子(EI-E9)、4个
启动子(P1-P4), 前6个外显子编码5'-UTR, 外显

表  1  各引物的碱基序列

      
Gene                     Oligo                                       Sequence                               Product size (bp)

c-jun         Forword primer        5'GCAGGAGGGAGGTTTGTGA3'                    500 

                  Rerverse primer       5'GGAGTATAACCTGACCATAGCAT3'

c-fos         Forword primer        5'GGAGAATCCGAAGGGAAAGG3'                 367

                  Rerverse primer       5'ATGCTGCTGATGCTCTTGACA3'

GAPDH     Forword primer        5'TGGGTGTGAACCATGAGAAGT3'                434

                  Rerverse primer       5'TGGGTGTCGCTGTTGAAGTC3'

表  2  不同浓度IGF-Ⅱ作用于SGC7901的细胞吸光度值及细胞增殖率(mean±SD, %)

      
                                 0 mg/L	                      10 mg/L	                                    50 mg/L	                                 100 mg/L

                           A 值            增殖率	 A 值             增殖率	             A 值               增殖率	         A 值                  增殖率

24 h	 0.374±0.046        0        0.396±0.046        5.88        0.405±0.022        8.29        0.446±0.030          19.25

48 h 	 0.418±0.019        0        0.449±0.027        7.42        0.496±0.018      18.66        0.559±0.020          33.73

72 h	 0.515±0.020        0        0.601±0.044      16.70        0.651±0.043      26.41        0.703±0.033          36.50

分组

表  3  不同浓度的IGF-Ⅱ对c-fos和c-jun蛋白表达IOD值
的影响(mean±SD)

      
                                                                IOD (10-2)

                                                    c-fos                    c-jun

IGF-Ⅱ组(mg/L)  10	         41.32±1.28a	   52.00±0.67a

                          50	         50.43±0.57a	   63.20±0.95a

                        100	         64.22±1.76a	   76.31±1.16a

对照组	                         30.00±1.01	   41.14±2.02

分组

aP<0.05 vs 对照组.

■应用要点
本文是以胃癌细
胞为研究对象, 得
出IGF-Ⅱ有着促
进胃癌细胞增殖
的能力, 对其治疗
道路提供了一定
的思路. 对胃癌患
者应用反义RNA
靶向治疗或阻断
IGF-Ⅱ转导通路
的任一环节都可
能有潜在的应用
前景.
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子7, 8编码成熟IGF-Ⅱ肽链和E肽N端, 外显子9
编码其余E肽及3'-UTR, 由于IGF-Ⅱ基因转录受

4个启动子调控, 在人生长发育及病理生理的不

同时期, 启动子的激活各不相同, 产生的mRNA
具有多种形式, 一共有5种. 在启动子P2, P3, P4
作用下形成胚胎型IGF-Ⅱ mRNA, 这种IGF-Ⅱ 
mRNA在出生后消失, 由P1启动子作用取代形成

成年型IGF-Ⅱ mRNA. 以上各种IGF-Ⅱ mRNA
虽长短不同, 但差别只在非翻译区外显子El-E3
的有无, 而其编码蛋白质的外显子El-E4却都相

同. 所以最终翻译成的蛋白成分也相似[4]. IGF-
Ⅱ在血液中不单独存在, 而是与其结合蛋白结

合. 无论是游离的或是以结合形式存在的IGF-
Ⅱ, 均必须与IGF-Ⅰ或IGF-Ⅱ受体结合才能发挥

作用. IGF-ⅠR由2个α和2个b亚单位所构成的四

聚体来介导细胞内的效应[5]. α亚单位是完全位

于膜外侧的肽链, 含有激素结合位点; b亚单位

跨膜穿行, 通过双硫键与α亚单位连结, 其膜内

结构域含有酪氨酸蛋白激酶(PTK)的活性[6]. 多
数学者认为, IGF-Ⅱ的生物学作用主要是由IGF-
ⅠR介导的[7-8], 可启动2条信号通路, 1条是受体-
磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphatidylinositol3-kinase, 
PI3K)-Akt(又叫蛋白激酶B)信号通路; 另1条是

受体-Ras-Raf-丝裂原激活的蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)信号通路, 这2
条通路在细胞增殖、分化、凋亡中均起重要作 
用[9-10]. IGF-ⅡR为果糖-6-磷酸受体, 只有1条肽

链, 也跨膜穿行, 膜外侧肽链较长, 但膜内结构

域短且无PTK活性, 可能通过G蛋白在细胞内传

递信息, 他通过与IGF-Ⅱ配体结合、细胞内摄取

促使IGF-Ⅱ配体降解而限制IGF-Ⅱ介导的生长

刺激作用, 因此IGF-ⅡR的存在影响细胞外IGF-
Ⅱ的水平[11-12], IGF-Ⅱ受体基因缺失会引起血清

中IGF-Ⅱ水平的升高, 过度激活IGF-Ⅰ受体, 导
致胚胎过度生长最终死亡, IGF-ⅡR基因缺失与

肿瘤的发生、发展有着重要的关系[13-15].
近年来研究表明, IGF-Ⅱ与肿瘤关系密切, 

多种肿瘤如肝癌、结直肠癌、前列腺癌、脂肪

肉瘤、胚源性肿瘤和肺癌等, 均发现有IGF-Ⅱ
的异常激活和表达[16-21], IGF-Ⅱ能促进肿瘤细胞

分裂和分化, 抑制肿瘤细胞的凋亡. 他在胃癌的

发生和发展中也具有重要的作用. Lee et al [22]通

过放射免疫测定法和免疫印迹法测定胃癌患者

手术前后血清中IGF-Ⅰ, IGF-Ⅱ, IGFBP3的表达

情况发现, 3者在手术后的表达明显降低, 尤其

以IGF-Ⅱ最为显著, 随后国内也有相关报道. Yi 

et al [23]利用RT-PCR、竞争性PCR的方法检测5种
不同的胃癌细胞株以及胃癌组织、正常对照组

织发现, 均有不同程度的IGF-Ⅱ mRNA表达, 尤
其在胃癌组织中呈过度表达. Pavelic et al [24]从蛋

白和mRNA水平研究肠型和弥散型胃癌中IGF-
Ⅱ及其受体的表达情况, 发现IGF-Ⅱ蛋白水平的

表达在弥散型胃癌组织中明显高于肠型, 而IGF-
1R蛋白的表达无差别. Zhao et al [25]应用原位杂

交和免疫组织化学方法检测105例胃癌组织中

IGF-Ⅱ和HGF mRNA及CD34的表达, 结果得出

胃癌的侵袭深度、侵犯脉管、淋巴结及远处转

移均与IGF-Ⅱ和HGF mRNA的表达水平均有关

(P <0.05). 以上研究表明, 胃癌患者血清及胃癌

组织中IGF-Ⅱ均呈过度表达. 本次实验是以胃癌

细胞为研究对象, 来探讨IGF-Ⅱ诱导胃癌细胞发

生恶性增殖的可能机制.
在肿瘤发生、发展的基因调控中, 即刻早

期应答基因c-fo s和c-jun尤为重要. 他们在正

常细胞中表达量很少, 辐射、高血压和应激反

应等均可诱导这些基因的早期过度表达 .  作
为核内转录因子, 他们是活化MAPK(mitogen 
activated protein kinases)作用的下游分子, 活化

的MAPK转导入细胞核并激活c-fos和c-jun基因, 
表达的c-fos和c-jun蛋白以c-fos/c-jun杂合二聚

体或c-jun同二聚体形式构成活化蛋白-1(AP-1), 
AP-1作为转录因子与特定的DNA序列结合, 在
转录水平调控基因的表达, 激活cyc l i n D1和
c-myc等多种致癌基因表达, 在细胞的恶性转

化以及肿瘤的形成中起一定的作用[26-27]. c-fos
和c-jun作为AP-1的重要组成部分, 其表达量及

活化直接影响AP-1结合DNA的能力. 本研究将

IGF-Ⅱ直接作用于胃癌细胞株SGC7901, 根据

文献报道IGF-Ⅱ的生物学特性, 选择10, 50, 100 
mg/L的IGF-Ⅱ作为实验组用药浓度, 运用MTT, 
免疫组化和半定量PT-PCR的方法观察分析, 结
果显示, IGF-Ⅱ有着促进胃癌细胞增殖的能力, 
一定浓度时IGF-Ⅱ单独作用于SGC7901的增殖

效应随时间延长而增强, 一定时间下这种增殖

效应随浓度增加而增强. 随着药物浓度的升高, 
c-fos和c-jun蛋白及mRNA表达量增加. 其机制系

IGF-Ⅱ可能通过旁分泌上调c-fos和c-jun的表达, 
诱导胃癌细胞发生恶性增殖.

目前, 恶性肿瘤的治愈率很低, 很重要的一

点是就诊时患者已处于晚期, 肿瘤已经发生了

浸润、转移. 大量研究发现IGF-Ⅱ的过表达不仅

与胃癌有关, 而且是胃癌发生、发展过程中影

■名词解释
1 酪氨酸蛋白激
酶(PTK): 是一类
具有酪氨酸激酶
活性的蛋白质, 能
催化蛋白质的酪
氨酸残基发生磷
酸化反应, 蛋白质
的磷酸化和去磷
酸化是细胞信号
传递的关键变化, 
PTK通过激活信
号转导系统, 调控
基因表达、细胞
生长和增殖, 影响
细胞功能.
2 放射免疫法: 是
利用同位素标记
的与未标记的抗
原, 同抗体发生竞
争性抑制反应的
方法, 研究机体对
抗原物质反应的
发生、发展和转
化规律.
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响着其分子生物学行为的重要元素之一, 这为

我们在其治疗道路上提供了新的思路. 最近有

报道反义基因IGF-Ⅱ转染胃癌细胞株可抑制细

胞的恶性表型, 诱导细胞的凋亡. 那么对胃癌患

者应用反义RNA靶向治疗或阻断IGF-Ⅱ转导通

路的任一环节都可能有潜在的应用前景, 需要

进一步探讨. 
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■同行评价
本文采用RT-PCR
等分子生物学方
法 ,  探 讨 了 胰 岛
素 样 生 长 因 子
Ⅱ与胃癌细胞系
SGC7901 c-fos和
c-jun表达的关系, 
研究内容较新颖, 
所得出的结果对
阐明胃癌的发生
机制有一定的意
义, 有较好的学术
价值.
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Abstract
AIM: To construct recombinant plasmids 
containing short hairpin RNA (shRNA) that 
targets the X-linked inhibitor of apoptosis 
protein (XIAP) gene, to assay the expression 
of XIAP in HepG2 cells after transfecting with 
recombinant plasmids, and to detect the RNAi 
effect of shRNA.

METHODS: Four pairs of shRNAs that target 
the XIAP gene were designed. The eukaryotic 
expression vector of psiRNA-Hhneo-XIAP was 
constructed and transfected via liposomes into 
HepG2 cells. XIAP mRNA expression was ana-
lyzed by reverse transcriptase-polymerase chain 
reaction. XIAP protein expression was examined 
by Western blotting. The difference in XIAP 
gene and protein expression levels between 

cells transfected or not transfected by psiRNA-
Hhneo-XIAP was compared.

RESULTS: The successful construction of re-
combinant plasmids was confirmed by DNA se-
quencing of the inserted segments. Transfection 
of psiRNA-Hhneo-XIAP significantly down-reg-
ulated XIAP expression in HepG2 cells. Recom-
binant plasmid 1 had the strongest effect, with 
an inhibition ratio of 94.5% at the mRNA level 
and 92.6% at the protein level, which showed 
a significant difference from plasmids 3 and 4 
(mRNA: 94.5% vs 81.5%, 82.6%, both P < 0.01; 
protein: 92.6% vs 80.7%, 82.9%, both P < 0.01).

CONCLUSION: XIAP gene targeted shRNA 
suppresses gene and protein expression.

Key Words: X-linked inhibitor of apoptosis protein; 
Short hairpin RNA; Hepatic cell carcinoma; Reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction; Western 
blotting

Wu XL, Zhang P, Zhang Q, Yao JJ, Lin JS. Construction 
of recombinant plasmids containing short hairpin RNA 
targeting the X-linked inhibitor of the apoptosis protein 
gene. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(23): 2482-2486

摘要
目的: 设计以X染色体连锁凋亡抑制蛋白
(XIAP)为靶向的shRNA, 构建携带此shRNA的
重组质粒, 检测其抑制XIAP表达的效应, 筛选
RNA干扰作用最强的shRNA片段. 

方法:  设计4对针对X I A P基因不同位点的
shRNA片段, 构建携带此shRNA片段的真核表
达载体psiRNA-Hhneo-XIAP, 通过脂质体介导
的方法将重组质粒转染到肝癌细胞株HepG2
细胞中. 采用逆转录酶链式反应(RT-PCR)及
蛋白印迹(Western blotting)方法检测XIAP的
mRNA及蛋白表达情况, 比较转染前后其表达
差异, 以判断各shRNA的干扰效应. 

结果: 成功构建含s hRN A片段的重组质粒. 
经质粒测序证实 ,  插入的D N A片段的序列
与设计序列完全一致. 重组质粒转染HepG2

®

■背景资料
IAP家族成员表达
增高是肿瘤细胞
逃避各种内源性
( 线粒体途径 ) 和
外源性(死亡受体
途径)强凋亡诱导
因素导致的死亡
事件的主要机制. 
XIAP是凋亡抑制
蛋白家族中抗凋
亡作用最强的成
员, 在包括肝癌的
多种恶性肿瘤中
表达明显增高. 其
在肿瘤中的高表
达可能是肿瘤进
展及导致肿瘤对
化疗药物耐药的
一个重要机制.
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细胞后, X IAP基因的mRNA水平及蛋白表
达水平明显下调, 其中以1号重组质粒效应
最强. shRNA作用48 h后, 对HepG2细胞中
XIAP mRNA和蛋白的抑制率与3, 4号重组
质粒相比, 均具有显著性差异(mRNA: 94.5% 
vs  81.5%, 82.6%, 均P <0.01; 蛋白: 92.6% vs  
80.7%, 82.9%, 均P <0.01).

结论:  成功构建了携带以X I A P为靶向的
shRNA的重组质粒, 其对肝癌细胞内XIAP的
表达具有显著抑制效应.

关键词: X染色体连锁凋亡抑制蛋白; 短发夹状

RNA; 肝癌; 逆转录聚合酶链式反应; 免疫蛋白印迹
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0  引言

凋亡抵抗性是肿瘤细胞的一大特征, 使其在凋

亡刺激因素的作用下仍能存活, 并对标准化疗

方案中的多种化疗药物具有耐药性[1]. 凋亡抑制

蛋白(inhibitor of apoptosis protein, IAP)家族是

目前所发现的唯一内源性caspase抑制物, 在凋

亡调控中发挥着关键作用. 而X染色体连锁凋亡

抑制蛋白(X-linked inhibitor of apoptosis protein, 
XIAP)则是IAP家族中最具有caspase抑制能力的

成员, 因而也具有最强的抗凋亡能力[2-4]. XIAP
蛋白水平的变化很大程度改变细胞对凋亡刺激

的反应, 其过度表达可抑制多种凋亡刺激因素

(包括肿瘤坏死因子、Fas、缺血、放疗、化疗)
所诱导的细胞凋亡[5-7]. 有研究表明XIAP在肿瘤

中的高表达可能是肿瘤进展及导致肿瘤对化疗

药物耐药的一个重要机制[8-13]. 本研究设计并构

建以XIAP为靶向的短发夹状RNA(short hairpin 
RNA, shRNA)重组质粒, 观察其下调XIAP表达

的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2(购自ATCC)用
含100 mL/L新生牛血清的DMEM培养基(美国

Gibco公司), 在37℃, 50 mL/L CO2的细胞培养箱

中培养. AseⅠ内切酶(MBI Fermentas公司)
1.2 方法 针对Pubmed上的基因库中查出XIAP
的完整基因序列(序列编号U45880), 利用www.
si rnawizard.com上的在线设计软件设计针对

XIAP的shRNA, 选择四对碱基序列送上海生工

生物工程技术服务有限公司合成(表1).  将合成

的含BbsⅠ酶切位点的寡核苷酸链用T4 DNA连

接酶(美国NEB公司)插入到psiRNA-hH1neo质
粒(购自美国Invitrogen公司)的两个BbsⅠ位点

之间. 重组质粒转化感受态DH5α大肠杆菌. 通
过蓝白斑筛选挑取阳性克隆, 接种到培养基中

培养过夜. 用质粒小量提取试剂盒(中国博大泰

克公司)抽提质粒, 得到质粒酶切后进行酶切鉴

定与测序法鉴定(上海生工生物工程技术服务

有限公司测序), 证实重组质粒中插入的shRNA
片段的碱基序列与设计序列完全一致. HepG2
细胞接种于6孔板及96孔板内, 培养18-24 h后
将培养基换为无血清的DMEM培养基, 按照质 
粒∶脂质体比例为1 g∶6 L滴加入脂质体DNA-
Metafectene(德国Biontex公司)及质粒复合物转

染细胞, 轻晃孔板混匀. 6 h后换为含150 mL/L新
生牛血清的DMEM培养基. 重组质粒为试验组, 
空载体为对照组.
1.2.1 RT-PCR检测XIAP基因表达 利用Primer 
5.0软件分别设计XIAP基因和β-actin的PCR引

物, 由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成. XIAP引物: 5'-TGGTCAGAACACAGGCGA
CA-3'(上游); 5'-CCCTCCTCCACAGTGAAAGC
-3'(下游), 目的片段长度为270 bp; β-actin引物: 
5'-CTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3'(上游), 引
物: 5'-CTTTAGCACGCACTGTAATTCCTC-3' 
(下游), 目的片段长度531 bp. 细胞转染48 h后收

集细胞提取总RNA, 进行逆转录制备cDNA, 每
份样品分别加入XIAP引物和β-act in引物进行

PCR反应. 在25 mL体系中加入上游及下游引物

各1 mL, 退火温度52℃, 共30次循环. 制备20 g/L
琼脂糖凝胶, PCR产物各取4 mL进行电泳, 用
UVP凝胶成像系统拍照并使用图像分析软件分

析同一样本XIAP基因与b-actin PCR产物条带的

吸光度, 计算XIAP条带与b-actin条带吸光度比

值, 对XIAP mRNA表达水平进行半定量分析. 
1.2.2 Western blot法检测XIAP蛋白的表达 收集

转染后48 h的HepG2细胞, 用细胞裂解液抽提细

胞总蛋白, 在紫外分光光度仪上比色分析, 利用

考马斯亮蓝标准曲线计算各样本蛋白浓度. 试
验组和对照组分别取总蛋白7 mg于120 g/L聚
丙烯酰胺凝胶中电泳后转至PVDF膜. 用含50 
g/L脱脂奶粉的TBST封闭后加入1∶500鼠抗人

XIAP mAb(加拿大Stressgen公司)和1∶500兔抗

人b-actin mAb(加拿大Stressgen公司)4℃孵育过

夜. 洗涤后分别用辣根过氧化物酶标记的相应

■相关报道
已有学者对XIAP
在肺癌、前列腺
癌、白血病等恶
性肿瘤中的作用
进行了研究, 但关
于其在肝癌发展
过程中所发挥的
作用的研究尚少. 
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二抗(北京中山生物技术公司)孵育1 h, 化学发光

(ECL)法显色. 用凝胶图像处理系统分析目的条

带吸光度值, 计算XIAP与b-actin蛋白条吸光度

比值, 进行XIAP蛋白表达水平的半定量分析.
统计学处理 实验所得数据资料采用SPSS 

13.0统计分析软件进行方差分析, 比较各组间差

异, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 重组质粒psiRNA-hH1neo-XIAP的鉴定 根据

蓝白斑筛选取白色克隆株摇菌扩增后抽提重组

质粒, 用AseⅠ内切酶进行单酶切. AseⅠ酶切后, 
空载体由于含有2个酶切位点被切成大小2个片

段; 而重组质粒仅含有1个酶切位点, 酶切后被

线性化. 制备10 g/L琼脂糖凝胶电泳分析酶切结

果. 选择酶切鉴定重组成功的质粒进行DNA测

序, 证实插入的4个shRNA片段碱基序列与设计

序列完全一致(图1).
2.2 RT-PCR检测结果 转染重组质粒48 h后RT-
PCR产物电泳结果显示(图2), 各组内参β-actin

条带亮度相似, shRNA重组质粒转染组XIAP 
mRNA水平低于空质粒转染组和空白对照组, 其
中1号重组质粒转染后XIAP mRNA降低最为明

显, 电泳条带光密度值XIAP/β-actin为0.0083±
0.0005, 对照组为0.1512±0.0211. 4种重组质粒

与空质粒转染组相比均存在显著性差异(P <0.05, 
表2), 表明4个重组质粒均成功转染HepG2细胞

并不同程度下调XIAP基因mRNA的表达. 其中

以1号重组质粒抑制效应最强, shRNA作用48 h
后, 对HepG2细胞中XIAP mRNA的最大抑制率

为94.5%, 与3, 4号重组质粒相比, 具有显著性差

异(P <0.01, 表2).

图   1   重 组 质 粒 D N A 测 序 图
谱. A: shRNA1; B: shRNA2; C: 

shRNA3; D: shRNA4.

表  1  针对XIAP基因设计的4种不同shRNA序列

      
编号	                                                         针对XIAP基因的shRNA序列

序列1	 正义链: 5'-TCCCAGGCCAGACTATGCTCACCTAACCACCTTAGGTGAGCATAGTCTGGCCTT-3'

                反义链: 5'-CAAAAAGGCCAGACTATGCTCACCTAAGGTGGTTAGGTGAGCATAGTCTGGCCT-3'

序列2	 正义链: 5'-TCCCAGAGTGTCTGGTAAGAACTACTCCACCAGTAGTTCTTACCAGACACTCTT-3'

                反义链: 5'-CAAAAAGAGTGTCTGGTAAGAACTACTGGTGGAGTAGTTCTTACCAGACACTCT-3'

序列3	 正义链: 5'-TCCCAGACAGTATGCAAGATGAGTCACCACCTGACTCATCTTGCATACTGTCTT-3'

                反义链: 5'-CAAAAAGACAGTATGCAAGATGAGTCAGGTGGTGACTCATCTTGCATACTGTCT-3'

序列4	 正义链: 5'-TCCCAGTGGACATCTAGTCACTTGTACCACCTACAAGTGACTAGATGTCCACTT-3'

                反义链: 5'-CAAAAAGTGGACATCTAGTCACTTGTAGGTGGTACAAGTGACTAGATGTCCACT-3'

CCAAAAAGGCCAG AC TA T G C TCACC T AA GG T GGT TA GG T GAGCA T AG TC T GG CC TG GG

CCAAAAAGAG TG T C T G G TAAG A ACT AC T G G TG G AGT AG  TTC T TACC A G ACAC T C TG G

 CCAAAAAGACAG T A TG CAAG A TG A GT CA GG T GG T GACT CA TC  T TG CA TAC TG  TC T G G

CCAAAAAGT GGACA T C TA G T CAC T T G T AGG T GG TACAA GT GAC T AG AT G TC CAC TG GG

A

B

C

D

b-actin
XIAP

1        2        3       4        5        6       7

图  2  重组质粒转染后XIAP mRNA在HepG2细胞中的表达. 
1-4: shRNA1-4; 5: 空质粒; 6: 空白对照组; 7: Marker 2000.

■应用要点
本 研 究 设 计 以
X I A P 为 靶 向 的
shRNA,  构建携
带此shRNA的重
组质粒, 经检测证
实其对XIAP表达
具有明显抑制效
应, 从而筛选出了
对XIAP干扰作用
最强的shRNA片
段 ,  为 进 一 步 观
察XIAP在肝癌中
作用的研究打下
基 础 .  但 构 建 的
shRNA的重组质
粒能抑制XIAP基
因并不意味着该
质粒对XIAP的抑
制作用具有显著
的生物学意义, 尚
需对XIAP基因受
抑制后的生物学
效应作进一步深
入研究.
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2.3 Western blot检测结果 转染48 h后, 各组细胞

β-actin蛋白杂交条带亮度相似, 在54 kDa蛋白条

带位置均呈现XIAP特异性蛋白杂交条带表达, 
但亮度有明显差异(图3). shRNA干扰组细胞的

XIAP蛋白条带亮度明显低于空质粒转染组和脂

质体对照组, 其中1号质粒转染组蛋白条带亮度

最弱. 凝胶图像处理系统分析显示, XIAP/β-actin
吸光度值: 1号质粒为0.10±0.02, 对照组为1.36
±0.23. 各重组质粒与空质粒转染组相比均存

在显著性差异(P <0.05, 表2). 表明4个重组质粒

均成功转染HepG2细胞并不同程度下调XIAP基
因蛋白的表达, 尤以1号质粒产生效应最强, 与
3, 4号重组质粒相比, 存在显著性差异(P <0.01). 
shRNA干扰后, HepG2细胞中XIAP蛋白表达抑

制率最高达92.6%.

3  讨论

在肿瘤的发生与发展中, 有多种内源性及外源

性凋亡刺激因素作用于肿瘤细胞, 促其凋亡. 但
由于其具有凋亡抵抗性, 肿瘤细胞可逃避死亡

进程, 继续生长. 尤其是应用对增殖细胞具有强

凋亡诱导性的化疗药物进行化疗治疗时, 这种

凋亡抵抗性显得尤为突出. 这种凋亡通路异常

对肿瘤细胞的持续性生长和增殖具有关键作用, 
并导致了肿瘤细胞的化疗抵抗性[12-15]. 

IAP家族成员表达增高是肿瘤细胞逃避各

种内源性(线粒体途径)和外源性(死亡受体途径)
强凋亡诱导因素导致的死亡事件的主要机制[16]. 
XIAP是凋亡抑制蛋白家族中抗凋亡作用最强

的成员, 在细胞畸变、肿瘤形成时表达明显增 
加[17-22]. XIAP高表达与急性粒细胞白血病的预

后不良相关[23-24], 并且其表达水平与放疗、化疗

抵抗性[8-13]呈正相关. 
我们前期研究发现, 在人肝癌组织和肝癌

细胞系中XIAP基因的mRNA和蛋白表达水平

明显高于癌旁组织与正常肝细胞系, 提示XIAP
基因的高表达与肝癌的发生、发展密切相 
关[25]. 在此基础上, 我们构建针对XIAP基因的小

RNA干扰(siRNA)真核表达载体, 然后转染高表

达XIAP基因的肝癌细胞HepG2. 转染psiRNA-
Hhneo-XIAP后, HepG2细胞XIAP表达明显低

于空载体转染组 ,  说明所构建真核表达载体

psiRNA-Hhneo-XIAP能特异性下调XIAP的表

达. 在所合成的4个shRNA中, 1号shRNA抑制

XIAP mRNA和蛋白表达的作用最为明显, 作用

48 h抑制率达94.5%及92.6%, 与3, 4号shRNA相

比具有显著性差异. 由于XIAP基因的过表达与

肿瘤对多药化疗的抵抗性有关[26-28], 且XIAP基
因敲除鼠未发现明显病理变化, 提示敲除XIAP
对正常细胞无毒性[29], 故XIAP基因被认为是具

有潜力的肿瘤治疗靶点. 在本研究结果中, 使用

针对XIAP的shRNA, 可显著抑制肝癌细胞株内

XIAP mRNA与蛋白表达, 这将为以XIAP为位点

的肝癌靶向治疗提供科学的实验依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the protein expression of the 
trefoil factor family 2 (TFF2) in fundic glands 
with Helicobacter pylori infection. 

METHODS: Protein expression of TFF2 was 
detected by immunohistochemistry in paraffin-
embedded samples from 29 (92 blocks) surgical 
specimens from five patients gastric ulcer and 24 
with gastric carcinoma. 

RESULTS: Expression of TFF2 was found in 
mucous neck cells and cells with pseudopylori 
gland metaplasia. Positive cells were distributed 
above the 1/2 to 2/3 portions of fundic glands 
in normal gastric mucosa. The ratio of TFF2-
positive cells in the basal portion of the fundic 
glands was 18.0, 42.9 and 90.5% in mild, moder-
ate and severe glandular atrophy, respectively, 
and these differences were significant (P < 0.01). 

CONCLUSION: H pylori infection increases the 

expression of TFF2 in deeper parts of the fundic 
gland, and is also associated with the degree of 
glandular atrophy. The expression of TFF2 is re-
lated to mucosal protection and repair processes. 

Key Words: Trefoil factor family 2; Helicobacter py-
lori ; Fundic gland; Mucous neck cell; Pseudopylori 
gland metaplasia

Jin RS, Fang ZH, Piao DM. Expression of trefoil factor 
family 2 in fundic glands with Helicobacter pylori infection. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(23): 2487-2490

摘要
目的: 探讨三叶因子2(TFF2)在幽门螺杆菌(H 
pylori ) 感染胃体腺黏膜中表达的意义. 

方法: 选择有H pylori感染的胃手术切除标本
29例(92个蜡块), 其中胃及十二指肠溃疡5例,
胃癌24例, 用免疫组织化学方法检测TFF2的
分布和表达. 

结果: 在H pylori 感染胃黏膜中, TFF2主要在
胃体腺的颈黏液细胞和假幽门腺化生细胞中
表达; 在正常黏膜中TFF2主要分布在胃固有
腺的上1/3-2/3; 在轻度萎缩黏膜中, 腺底部仅
见少量阳性细胞, 随着萎缩程度的加重, 在腺
底部出现的阳性细胞增多; 在轻、中度萎缩
黏膜中其强阳性率分别为18.0%和42.9%, 而
在重度萎缩中达90.5%. 在轻、中度和重度萎
缩之间有显著性差异(P <0.01). 

结论: H pylor i 感染增加在腺底部的TFF2表
达, 并与黏膜的萎缩程度有关.

关键词: 三叶因子2; 幽门螺杆菌; 胃体腺黏膜; 颈黏

液细胞; 假幽门腺化生
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0  引言

H pylor i感染性慢性胃炎伴有的化生性病变除

了肠上皮化生以外还有胃体腺区的颈黏液细胞

www.wjgnet.com

■背景资料
H py lo r i 感染性
慢性胃炎除了肠
上皮化生以外还
有 胃 体 腺 区 的
颈黏液细胞增生
(MNC)和假幽门
腺化生 (PPGM), 
但目前为止没有
得到足够的重视,
在正常胃黏膜中
TFF2在贲门腺和
幽门腺以及颈黏
液细胞中有表达. 
MNC和PPGM以
及TFF2的表达可
能在H pylori 感染
胃炎中起很重要
的作用, 因此有必
要进行深入的研
究.

®



增生(mucous neck cell, MNC)和假幽门腺化生

(pseudopylori gland metaplasia, PPGM), 但目前

为止没有得到足够的重视. Takizawa et al [1]曾报

道过慢性萎缩性胃炎除了肠上皮化生为主型胃

炎外, 还有假幽门腺化生为主型的胃炎的存在. 
我们利用全切胃标本研究了H pylori与化生性病

变分布, 结果发现了肠上皮化生轻度而颈黏液

细胞增生和假幽门腺化生为主的病例[2-3], 认为H 
pylori感染性胃炎中黏液细胞的增生和假幽门腺

化生同肠上皮化生一样重要.
研究表明, 当在胃体腺黏膜部位诱发溃疡

或糜烂时, 出现假幽门腺化生细胞, 认为与黏膜

的修复有关. 另外, 胃体腺的固有腺细胞有缺损

时颈黏液细胞反应性增多, 转变成假幽门腺化

生细胞, 说明颈黏液细胞不仅是由干细胞转化

成主细胞的中间型移行细胞, 而且他的增殖与

假幽门腺化生细胞与损伤黏膜的修复机制有关. 
近年的研究发现颈黏液细胞分泌黏液成分的同

时分泌三叶因子[4], 在正常胃黏膜中, TFF2在贲

门腺和幽门腺以及颈黏液细胞中有表达[5-6]. 颈

黏液细胞的增生和假幽腺化生以及TFF2的表达

可能在H pylori感染胃炎中起到很重要的作用, 
因此, 我们探讨了TFF2在H pylori感染胃炎中的

表达以及与颈黏液细胞和假幽门腺化生细胞的

相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 外科手术切除的胃标本按常规方法取

材做蜡块, 在HE染色上观察有无幽门H pylori感
染, 然后选择标本保存及固定好、有幽门螺杆H 
pylori感染的标本29例, 其中, 胃十二指肠溃疡5
例, 早期胃癌14例, 进展期胃癌10例. 男15例, 女
14例, 年龄38-79(平均57.3)岁. 在每个病例的胃

体部取4-5块组织, 按常规方法40 g/L甲醛中固定

48-72 h后制作蜡块, 共92块, 做连续切片, 行苏

木素-伊红常规染色和TFF2免疫组织化学染色.
1.2 方法 脱蜡至水后, 330 mL/L H2O2室温孵育

10 m in, 灭活内源性过氧化物酶, 蒸馏水冲洗3
次, 用苦味酸缓冲液Autoclave(高压锅)120℃、

3 min进行抗原修复, 冷却至室温, PBS冲洗3-5
次, 滴加正常血清封闭液10 min, 倾去血清, 滴
加TFF2抗体(c lone: GE16c, 稀释倍数1∶25, 
Novocastra Laboratories Newcastle, UK), 室温2 
h, PBS冲洗3-5次, 滴加二抗1 h, PBS冲洗3-5次, 
DAB显色, 苏木素复染, 脱水、透明、封片后

显微镜下观察. 萎黏膜的萎缩程度根据Updated 
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Sydney System[7]标准来判断轻度, 中度和重度. 
TFF2的表达: 在细胞质内出现棕黄色颗粒为阳

性, 在固有腺底部出现的TFF2阳性细胞≤10%
定为+(阳性), >10%为++(强阳性).

统计学处理 采用Scheffe's F方法, P <0.01为
有差异.

2  结果

胃黏膜29例均见中性粒细胞及淋巴-浆细胞浸

润, 呈慢性活动性胃炎的表现, 并可见黏膜的萎

缩, 而每个病例的萎缩程度不同, 胃癌的病例较

胃十二指肠溃疡病例萎缩程度重. 在萎缩的胃

黏膜中见不同程度的颈黏液细胞的增生和假幽

门腺化生. 在胃黏膜的黏液层或在胃黏膜的表

层上皮中均能观察到H pylori感染.
在正常胃黏膜, TFF2主要在幽门腺和贲门

腺及腺颈部的部分颈黏液细胞中表达, 表面上

皮和胃固有腺未见表达. 在本研究中TFF2在胃

体腺黏膜颈部的颈黏液细胞和假幽门腺化生

细胞中均有表达(图1A). 在正常黏膜中TFF2阳
性细胞从腺颈部至固有腺的1/3-2/3中分布(图
1B); 而在萎缩黏膜中, 腺底部可见阳性细胞, 
其表达程度与黏膜的萎缩程度有关, 随着萎缩

程度的加重, TFF2阳性细胞在固有腺底部出现

的比例增高(图1C), 在轻度、中度和重度萎缩

黏膜中其阳性率和强阳性率分别为, +: 82.0%, 
57.1%和9.5%; ++: 18.0%, 42.9%和90.5%. 在轻

度、中度萎缩与重度萎缩之间有显著性差异

(P <0.01).

3  讨论

三叶因子2(Trefoitrefoil factor, TFF2)又称解痉多

肽(spasmolytic polypeptide, SP), 在胃体腺黏膜

中其阳性细胞主要分布在黏膜的腺颈部, 在本

研究中TFF2在腺颈部的颈黏液细胞和假幽门腺

化生细胞中均有表达. 在萎缩黏膜中TFF2阳性

细胞不仅分布在腺颈部, 且在腺底部也有分布, 
其分布与胃体腺的黏膜萎缩程度有关. 即在轻

度萎缩黏膜中TFF2主要在胃黏膜颈部表达, 在
腺底部仅有少量表达, 但随着黏膜萎缩程度加

重, 在腺底部出现的阳性细胞增多. 提示H pylori
感染增加TFF2在固有腺底部的表达, 并TFF2阳
性表达与黏膜的萎缩程度有关. Wright et al [8]在

消化道再生结构机制研究中提出UACL(u lcer-
associated cell lineage)概念, 消化道黏膜受损伤

之后, 在黏膜的修复过程中可以观察到UACL, 

www.wjgnet.com

■创新盘点
H pylori 感染增加
在腺底部的TFF2
表达, 并与黏膜的
萎缩程度有关, 提
示TFF2的表达与
H pylori 感染胃黏
膜的保护和修复
有关, 另外, 还可
能与胃癌的发生
有关.
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而这种细胞TFF呈阳性[9-10]. 动物实验已证实对

胃体腺黏膜诱发溃疡或糜烂性损伤时, 溃疡或

糜烂黏膜边缘出现颈黏液细胞的增加和假幽门

腺化生, 认为与黏膜的损伤修复有关. 在本研究

中H pylori感染性萎缩性胃炎黏膜中出现颈黏液

细胞的增生和假幽门腺化生, 并且TFF2呈阳性

表达. 根据Wright理论, 推测在H pylori感染胃黏

膜中TFF2表达阳性的细胞可能是UACL的一种, 
与H pylori感染及其引起的炎症性损伤黏膜的防

御与修复有关.
Wang et al [11]在H pylori感染C57BL/6大鼠

研究中发现在H pylor i感染大鼠的胃体腺黏膜

中, 出现与人类H pylori感染性萎缩缩性胃炎相

似的病变, 即壁细胞和主细胞减少的同时腺颈

部的颈黏液细胞增加, 这种细胞TFF2呈阳性表

达, 称之SP阳性黏膜细胞系(SP-positive mucous 
cell lineage), 随后Schmidt et al [12]在H pylori感染

胃体腺黏膜研究中, 观察到TFF2阳性细胞在电

子显微镜下与Wang et al [11]的SP阳性黏膜细胞系

相似, 把他称为解痉多肽表达性化生细胞系(SP-
expressing metaplasia mucous cell lineage), 简称

SPEM. 之后研究者们发现在胃癌的癌旁黏膜及

异型增生黏膜中可以观察到SPEM, 考虑与胃癌

的发生有关[13-17]. 在本研究中, 认为癌前期病变

的萎缩性黏膜中可见TFF2的表达, 且随着胃体

腺萎缩程度的加重, 在黏膜固有层及其底部的

TFF2阳性细胞分布增多. 而在这些病例中胃癌

黏膜的萎缩程度明显比胃十二指肠溃疡黏膜重, 
从此考虑在萎缩胃体黏膜中的TFF2阳性表达可

能与胃癌的发生有关.
总之, TFF2阳性表达(SPEM)与H pylori感染

胃炎的胃体腺黏膜的萎缩程度有关, 在H pylori
感染引起的胃黏膜损伤的保护和修复中起重要

的作用[18-19], 这对H pylori感染引起的消化性溃

疡及胃炎等黏膜损伤性疾病的预防和治疗提供

新的理论依据[20]. 另外, SPEM可能与胃癌的发

生有关, 但SPEM在胃癌的发生机制中作用还不

很清楚, 有待进一步研究.
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2007 全国早期胃癌及消化病进展研讨会征文通知

本刊讯 由中华医学会消化内镜学会主办, 中华消化内镜学会胃病学组、浙江省消化内镜学会、温州医学

院、上海市胃肠肿瘤重点学科承办的2007全国早期胃癌及消化病进展研讨会将于2007-11-16/18在浙江省温州

市举行. 邀请国内外专家作专题讲演及内镜操作演示. 
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附属第一医院消化内科贾国葆收. Email: feyxh@163.com或xxpsummer@yahoo.com.cn.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年8月18日; 15(23): 2491-2495
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

胃癌组织中微淋巴管的生成特点及临床病理意义

项锋钢, 徐 静, 于文娟

项锋钢, 于文娟, 青岛大学医学院附属医院病理科 山东省青
岛市 266003
徐静, 青岛大学显微结构学实验室 山东省青岛市 266071
项锋钢, 1986年青岛大学医学院本科毕业, 1992年青岛大学医
学院研究生毕业, 教授, 硕士生导师, 主要从事肿瘤病理的研究.
通讯作者: 项锋钢, 266003, 山东省青岛市江苏路16号, 青岛大
学医学院附属医院病理科. xiangfenggang@163.com
电话: 0532-2911533
收稿日期: 2007-04-13   修回日期: 2007-08-08

Clinicopathological 
significance of 
lymphangiogenesis in gastric 
cancer    

Feng-Gang Xiang, Jing Xu, Wen-Juan Yu  

Feng-Gang Xiang, Wen-Juan Yu, Department of Pathol-
ogy, Affiliated Hospital of the Medical College, Qingdao 
University, Qingdao 266003, Shandong Province, China
Jing Xu, The Laboratory of Microscopic Structure, Qingd-
ao University, Qingdao 266071, Shandong Province, China
Correspondence to: Feng-Gang Xiang, Department of 
Pathology, Affiliated Hospital of Medical College, Qingdao 
University, 16 Jiangsu Road, Qingdao 266003, Shandong 
Province, China. xiangfenggang@163.com
Received: 2007-04-13    Revised: 2007-08-08 

Abstract
AIM: To investigate the distribution patterns 
and proliferative activity of lymphatic vessels 
in gastric cancer and their relationship with 
lymphatic metastasis and clinicopathological 
features.

METHODS: Lymphatic microvessel density 
(LMVD) in tumorous areas of 56 cases of gastric 
cancer and non-tumorous areas of 12 corre-
sponding normal tissues were immunohisto-
chemically evaluated using a monoclonal anti-
body for podoplanin. Ki-67 protein expression 
of the lymphatic lining cells was simultaneously 
detected by double-labeling immunohistochem-
istry. The distribution patterns and the relation-
ship between LMVD and clinicopathological 
features were analyzed.

RESULTS: Intratumoral lymphatic vessels, 
which were not often seen, had ill-defined lu-
mina, while peritumoral lymphatic vessels had 

large and open lumina. LMVD at peritumoral 
regions were significantly more prevalent than 
at intratumoral areas and normal gastric sub-
mucosa (11.89 ± 3.95 vs 5.83 ± 3.26, 6.93 ± 1.32, P 
< 0.01, P < 0.05). The Ki-67 labeling index of the 
lymphatic lining cells at peritumoral regions was 
significantly higher than that in normal gastric 
submucosa and intratumoral regions (0.04 ± 0.02 
vs 0, 0, both P < 0.05). LMVD protein expression 
significantly correlated with the differentiation 
of gastric cancer, lymphatic involvement by 
tumor cells, and lymph nodes metastasis (P < 
0.05). The peritumoral Ki-67 labeling index of 
lymphatic lining cells was only significantly cor-
related with lymphatic involvement of tumor 
cells (P < 0.05).

CONCLUSION: Newly formed lymphatic ves-
sels are found in gastric cancer, especially in 
peritumoral regions. Peritumoral lymphatic 
microvessels are the main route for lymphatic 
metastasis. 

Key Words: Gastric tumor; Lymphatic microvessel 
density; Lymphangiogenesis; Podoplanin

Xiang FG, Xu J, Yu WJ. Clinicopathological significance 
of lymphangiogenesis in gastric cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(23): 2491-2495

摘要
目的: 探讨胃癌组织中微淋巴管的生成特点
及与临床病理特征之间的关系. 

方法: 对胃癌56例及相应正常胃组织12例进
行双重免疫组织化学染色, 采用微淋巴管特
异标记物Podoplanin标记微淋巴管, 同时采用
Ki-67来检测微淋巴管内皮细胞的增殖活性, 
并观察微淋巴管分布特点, 分析其与临床病理
特征之间的关系. 

结果: 胃癌组织中存在微淋巴管, 但分布不一
致. 癌内微淋巴管数目少, 并且多呈闭锁条索
状, 癌周微淋巴管数目多且多扩张, 呈管腔样, 
有时可在其中发现癌栓. 胃癌癌周微淋巴管密
度(11.89±3.95)与癌内微淋巴管密度(5.83±
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■背景资料
肿瘤淋巴管生成
( 微淋巴管 ) 与恶
性肿瘤的转移关
系密切, 并成为肿
瘤研究的热点. 随
着淋巴管内皮细
胞特异性标记物
Podoplanin的发现
和应用, 为肿瘤淋
巴管生成的研究
提供了较为可靠
的手段. 然而, 胃
癌中淋巴管生成
的特点和作用却
鲜有报道.



3.26)相比较, 差别有显著统计学意义(P <0.01), 
与相应正常组织微淋巴管密度(6.93±1.32)相
比较, 差别亦有统计学意义(P <0.05). 胃癌癌
周微淋巴管内皮细胞Ki-67指数(0.04±0.02)分
别与癌内微淋巴管内皮细胞Ki-67指数(0)及
相应正常胃组织微淋巴管内皮细胞Ki-67指数
(0)相比较, 差别均有统计学意义(P <0.05). 胃
癌癌周微淋巴管密度与肿瘤的分化程度、淋
巴结转移以及淋巴管受累相关(P <0.05). 胃癌
癌周微淋巴管内皮细胞Ki-67指数仅与淋巴管
受累相关(P <0.05).

结论: 胃癌组织中存在新生淋巴管, 且主要存
在于癌周, 癌周淋巴管是发生淋巴结转移的主
要途径.

关键词: 胃癌; 微淋巴管密度; 淋巴管生成; 微淋巴

管特异标记物
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0  引言

淋巴道转移是胃癌最常见和最重要的转移途

径, 也是影响患者生存的重要因素之一. 然而长

期以来, 由于缺乏淋巴管特异性标记物, 对肿瘤

淋巴管生成、分布及其与肿瘤转移播散之间关

系的研究一直较为薄弱. 肿瘤内新生淋巴管存

在与否, 以及肿瘤细胞是通过原有淋巴管还是

新生淋巴管进行转移等问题一直存在争议. 胃
癌局部淋巴结转移十分常见, 但其淋巴管的生

成、分布及与淋巴道转移之间的关系目前仍不

清楚. 为此, 我们采用新近发现的淋巴管特异性

标记物Podoplanin来标记胃癌组织的微淋巴管, 
同时用检测细胞增殖状态的抗体Ki-67来显示微

淋巴管内皮细胞的增殖状态, 即通过免疫组织

化学双重标记法, 对56例胃癌及12例相应正常

胃组织同时显示微淋巴管及处于增殖状态的微

淋巴管内皮细胞, 从而探讨胃癌微淋巴管的生

成特点以及与相关临床病理特征之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 选取青岛大学医学院附属医院病理科

2005-01/12手术切除的胃癌存档蜡块56例及相应

正常胃组织蜡块12例, 其中每1例胃癌蜡块均包

含取自于癌中央区(即癌内)及癌组织和周围正常

组织交界区(即癌周)的组织. 术前未接受过化放
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疗. 其中, 男31例, 女25例, 平均年龄58(42-75)岁, 
>58岁21例, <58岁35例; 高分化腺癌8例, 中分化

腺癌20例, 低分化腺癌28例; 采用1987年国际抗

癌联盟(UICC)PTNM分期标准, Ⅰ期+Ⅱ期为35
例, Ⅲ期＋Ⅳ期21例; 根据肿瘤浸润深度, 侵犯至

黏膜及黏膜下层6例, 侵犯至肌层者18例, 侵犯

至浆膜及浆膜外32例; 根据病情进展情况, 早期

胃癌6例, 中晚期胃癌50例; 伴有淋巴结转移27
例, 淋巴结无转移29例; 淋巴管受累35例; 肿瘤

直径≥4 cm 24例, <4 cm 32例. 所有蜡块均行连

续石蜡切片, 厚度为4 µm, 1张行HE染色, 由2名
病理医师复核诊断, 余者行免疫组织化学双重

染色.
1.2 方法 采用免疫组织化学双重染色. 一抗分

别为淋巴管内皮细胞特异性标记物Podoplanin
和检测细胞增殖状态的抗体K i-67, 分别购自

Angiobio公司和北京中杉试剂公司. Histastaintm-
DS双染试剂盒购自Zymed公司. 染色步骤如下: 
切片脱蜡, 梯度酒精水化, 使用H2O2灭活内源性

过氧化物酶, 微波修复抗原, 血清封闭, 加一抗

(Podoplanin, 工作浓度为1∶200), 加生物素化

二抗, 加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素, DAB
显色, 显微镜下监控, 蒸馏水终止反应. 加双染

增强剂, 再次微波修复抗原, 血清封闭, 加第2
种一抗(Ki-67, 工作浓度为1∶100), 加生物素化

二抗, 加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素, AEC
显色, 显微镜下监控, 自来水终止反应, 苏木素

复染, 使用水溶性封片剂封片. 以结肠癌切片

作为阳性对照, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 
Podoplanin染色阳性表达于微淋巴管, 以阳性着

色的单个内皮细胞或内皮细胞簇计为1个阳性

微淋巴管. 参照Weidner[1]报道方法进行微淋巴

管密度(LMVD)计数. 在低倍镜下先选取胃癌癌

周、癌内以及相应正常胃组织阳性染色微淋巴

管最密集区即“热点”(hot spot), 然后在200倍
视野下计数LMVD, 每例计数3个视野, 并求均

值. 微淋巴管被染为棕黄色, 而具有增殖活性的

微淋巴管内皮细胞核及胃癌细胞核呈鲜红色. 
参考Wulff et al [2]报道的方法, 计数微淋巴管内皮

细胞Ki-67指数.
统计学处理 所有实验数据均用mean±SD

表示, 经过SPSS10.0统计软件分析处理, 统计方

法采用方差齐性检验, 两样本均数t检验, 配对t检
验, 单因素方差分析, q检验. 以P <0.05为差异有

统计学意义, P<0.01为差异有高度统计学意义.

www.wjgnet.com

■相关报道
Jia et al 对结直肠
癌淋巴管生成与
淋巴结转移的关
系进行了探讨; 牟
江洪 et al 采用免
疫组织化学双重
标记法系统探讨
了结直肠癌淋巴
管生成的特点及
意义;  Van et al 对
乳腺癌中淋巴管
生成的意义进行
探讨; Nakamura et 
a l 的研 究 揭 示 出
胃癌中淋巴管的
重 要 作 用 ,  他 是
胃癌的预后指标
和早期胃癌发生
淋巴结转移的预
测指标.
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2  结果

2.1 胃组织中微淋巴管的特点 正常胃组织Podo-
planin阳性染色微淋巴管在黏膜固有层、黏膜

下层、肌层及浆膜层均可见到, 在黏膜下层数

目最多, 且多呈扩张状, 壁薄, 形态大小不一. 其
LMVD为6.93±1.32. 胃癌组织中也可见到明确

的Podoplanin阳性染色微淋巴管, 微淋巴管内

未见红细胞, 少数微淋巴管内可见淋巴细胞(图
1A). 有淋巴结转移的胃癌中可在微淋巴管内发

现癌栓, 甚至在部分淋巴结无转移的胃癌微淋

巴管内也发现癌栓(图1B). 在胃癌组织中, 癌周

及癌内均有微淋巴管分布, 但其形态及分布有

明显的异质性, 表现为: (1)分布的差异. 癌周微

淋巴管数目多, 其LMVD为11.89±3.95, 而癌内

微淋巴管数目少, 其LMVD为5.83±3.26, 两者差

异具有极显著统计学意义(P <0.01); (2)形态的差

异: 癌周微淋巴管多扩张, 而癌内微淋巴管多为

闭锁的条索状, 或呈狭长的裂隙状. 癌周、癌内

LMVD与正常胃组织中相比, 差别分别具有和不

具有显著性(P <0.05, P >0.05, 表1).
2.2 胃组织微淋巴管内皮细胞增殖活性 Podo-
planin和Ki-67双标染色显示, 胃癌淋巴管内皮细

胞核呈不同程度的Ki-67表达, 而相应正常组织

淋巴管内皮细胞无Ki-67表达. 56例胃癌癌周及

癌内淋巴管内皮细胞Ki-67指数有极显著性差异

(P <0.01), 癌周与正常组织淋巴管内皮细胞Ki-67
指数亦有极显著性差异(P <0.01, 表1).
2.3 LMVD及微淋巴管内皮细胞Ki-67指数与

临床病理特征间的关系 胃癌癌周LMVD与肿

瘤的分化程度、淋巴结转移及淋巴管受累有

关. 不同分化程度腺癌的癌周LMVD差别具有

显著性, 高、中、低分化腺癌之间两两比较差

别均有统计学意义(P <0.05). 有淋巴结转移组癌

周LMVD明显高于淋巴结无转移组癌周LMVD 
(P <0.01). 淋巴管受累者(即淋巴管内出现癌栓

或癌细胞团)癌周LMVD也显著高于淋巴管未

受累者(P <0.01). 胃癌癌周LMVD与患者的年

龄、性别、肿瘤的大小、浸润深度、临床分期

及病情进展情况均无关(均P >0.05). 胃癌癌周微

淋巴管内皮细胞Ki-67指数仅与淋巴管受累有

关, 在淋巴管受累组Ki-67指数明显高于未受累

组(P <0.01), 而与患者的年龄、性别、肿瘤的大

小、分化程度, 临床分期、肿瘤浸润深度及淋

巴结转移均无关(均P >0.05, 表2). 

3  讨论

近年, 随着血管内皮生长因子C和D(VEGF-C和
-D)的克隆成功及淋巴管内皮细胞特异性标记物

(如Podoplanin, LYVE-1)的相继发现, 为肿瘤淋

巴管生成研究提供了较为可靠的手段[3-5], 淋巴

管生成与肿瘤关系的研究报道也随之增多. 但
是“肿瘤内是否存在淋巴管? 即使存在, 这些淋

巴管究竟是残留还是新生?”等问题一直存在争

议[6-8]. 由于Podoplanin是目前最为理想的淋巴管

标志物[9-11], 仅标记小的、由单层内皮衬托的微

淋巴管[12-13], 阳性表达主要在淋巴管内皮细胞的

腔面[14]. 因此, 我们应用免疫组化双标法在胃癌

中进行了相关探讨.
许多研究提示多种恶性肿瘤组织中具有新

生淋巴管[15-17]. 我们的结果显示胃癌组织内也具

有新生淋巴管, 且微淋巴管在分布及形态上均

具有异质性. 其中癌周微淋巴管最丰富并且多

■创新盘点
本 文 采 用 免 疫
组 织 化 学 双 重
标 记 染 色 法 ,  应
用Podoplanin标
记 微 淋 巴 管 ,  用
Ki-67检测微淋巴
管内皮细胞的增
殖 活 性 ,  对 胃 癌
不同区域淋巴管
生成的形态、数
量及增殖状态进
行系统研究, 并主
要探讨与胃癌淋
巴管受累及淋巴
结转移的关系, 以
期揭示出不同部
位、不同状态的
淋巴管在转移中
的不同作用, 丰富
了肿瘤淋巴管研
究理论体系并对
临床抗淋巴管生
成治疗肿瘤、改
善患者预后具有
指导意义.

表  1  胃组织内LMVD和LMV内皮细胞Ki-67指数比较
(mean±SD)

     
组织	                n                   LMVD

                  内皮细胞

				            Ki-67指数

正常胃组织          12	           6.93±1.32                 0

胃癌癌周	             56         11.89±3.95ad       0.04±0.02      

胃癌癌内              56           5.83±3.26                 0bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常; dP<0.01 vs  癌内.

图  1  淋巴管的形态特点(HistastainTM-DS双染, ×400). A: 

癌周边区; B: 淋巴管无转移的胃癌新生淋巴管内癌栓形成.

←

←

A

→

B
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扩张, 而癌内微淋巴管较稀疏, 且多呈闭锁状或

呈狭长裂隙状. 进一步检测这些微淋巴管内皮

细胞核的增殖活性, 发现胃癌组织中癌周微淋

巴管内皮细胞Ki-67表达较癌内显著增强, 较正

常胃组织亦显著增强. 胃癌癌周微淋巴管内皮

细胞Ki-67表达增强支持胃癌中存在新生淋巴

管, 且以癌周区生成为显著.
“癌是通过原有的淋巴管还是通过新生的

淋巴管进行转移?”尚存争议[18-19]. 肿瘤淋巴管

生成是指在肿瘤原位形成新的毛细淋巴管[20-21]. 
由于肿瘤新生淋巴管结构特殊[22-23], 使得肿瘤细

胞便于进入淋巴管道形成转移. 这主要与分布

在肿瘤组织周边的功能性淋巴管有关[24-25]. 我
们的研究结果表明在胃癌癌内新生的淋巴管较

稀疏, 而在癌周存在新生淋巴管, 并且其数量及

其内皮细胞增殖活性均与淋巴管受累有关, 这
说明癌细胞易于侵入癌周新生的淋巴管形成癌

栓, 从而为其转移打下基础. 结果亦显示微淋巴

管数目与淋巴结转移有关,而淋巴管内皮细胞

Ki-67指数与淋巴结转移无关, 但与淋巴管受累

有关, 这是由于肿瘤新生淋巴管虽然是淋巴道

转移所必需的条件之一, 但是仅有淋巴管生成

尚不足以导致淋巴结转移, He et al [26]发现高表

达VEGF-C的人肺癌N15细胞可诱导癌周淋巴管

生成, 但并不增加局部淋巴结转移. 另外一个原

因可能是即使淋巴结已有肿瘤转移, 但常规病

理HE切片并未发现所导致, 尤其是当淋巴结发

生微转移时[27].
有研究发现LMVD的水平增高与多种肿瘤

细胞的分化程度、PTNM分期及淋巴结转移有

关[28-30]. 我们的结果显示胃癌癌周微淋巴管密度

与肿瘤的分化程度、淋巴结转移及淋巴管受累

相关. 肿瘤的分化程度越低, 其癌周微淋巴管密

度越高. 提示分化程度越低的肿瘤细胞可以产

生越多的促淋巴管生成因子, 从而导致癌周微

淋巴管密度升高. 癌周微淋巴管越丰富, 与肿瘤

细胞接触的机会就越多, 形成淋巴管道转移的

机会就越多一些[31]. 通过本次研究, 我们认为胃

癌存在新生淋巴管, 且多分布于癌周, 并且他是

促进胃癌发生淋巴道转移的主要通道; 胃癌癌

周微淋巴管密度这一指标对评价胃癌的分化程

度、淋巴结转移及淋巴管受累是一有价值的指

标. 随着研究微淋巴管生成的新技术、新方法

的出现[32-33], 相信人们可以在将来针对性地抑制

胃癌癌周微淋巴管的产生, 从而减少胃癌淋巴

结转移的机率.
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的重要参考指标, 
为临床抑制淋巴
管生成预防淋巴
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■同行评价
本文探讨了胃癌
中微淋巴管的生
成特点及与临床
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Abstract
AIM: To investigate the sequence polymorphism 
of the surface (S) gene of hepatitis B virus (HBV), 
to study the distribution of viral genotypes/
serum subtypes circulating in the Beijing area, 
and to search for possible correlations between 
viral genotypes/serum subtypes and clinical 
conditions.

METHODS: HBV DNA samples from 69 patients 
from the Beijing area were isolated and purified. 

The viral S gene was amplified by polymerase 
chain reaction (PCR) and then directly se-
quenced. Genotypes and serum subtypes were 
determined by sequence alignment and compar-
ison with the standards with MEGA3.1. Nucleo-
tide polymorphisms and amino acid changes of 
the S gene were analyzed using DnaSP software.

RESULTS: In the 69 patients, HBV from 14 sam-
ples was identified as genotype B (20.3%), and 
that of the remaining 55 as genotype C (79.7%). 
Adrq+ and adw2 of HBV were the predominant 
subtypes (75.4% and 20.3%, respectively). Fur-
ther, 1 sample was determined as adrq- and 2 
were detected as a previously unreported sub-
type. Mutation type showed significant differ-
ences in hydrophilic and hydrophobic regions 
of the S gene (P < 0.05, P < 0.001, respectively, in 
genotypes C and B). Compared to genotype B, 
higher sequence polymorphism was observed in 
genotype C. Nucleotide variation (π value) was 
not equally distributed in the S gene, and π in 
the “a” determinant was lower than that in other 
regions. Clinical symptoms were significantly 
associated with genotypes B and C, but not with 
serum subtypes (P < 0.05 and P = 0.381, respec-
tively).

CONCLUSION: There is higher sequence varia-
tion of the surface gene in genotype C compared 
with genotype B. Mutations in the S gene are 
not randomly distributed. The two hydrophilic 
regions appear more conserved, while mutation 
frequency in the hydrophobic region is higher.

Key Words: Hepatitis B Virus; S Gene; Polymor-
phism; Genotype; Serum subtype; Polymerase 
chain reaction

Wang JR, Zhou L, Zhao HB, Ji F, Ding HG, Zeng CQ. 
Sequence polymorphism in the surface gene of hepatitis B 
virus and its distribution in the Beijing area. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(23): 2496-2502

摘要
目的: 探讨HBV的S基因序列多态性、基因型/ 
血清型在北京地区的分布特征以及基因型/血

®

■背景资料
S 基因编码 H B V
表面抗原, 也是病
毒基因组中突变
率最高的区域, 其
变异对于乙型肝
炎的准确诊断和
抗病毒疗效有重
要影响. 对于HBV
这种高突变率的
病毒进行深入全
面的序列分析有
赖于多种生物信
息学方法的建立
和应用. 本文着重
S基因的多态性分
析, 旨在阐明病毒
S 基 因 的 突 变 特
点、分布特征及
其与临床表型的
关系.
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清型与临床症状的可能相关性. 

方法: 对69例样品进行S区聚合酶链反应扩增
测序, 通过标准序列使用MEGA3.1和DnaSP软
件分析核苷酸差异度, 比较基因型、血清亚型
的核酸及蛋白质差异. 

结果: 在69例北京地区样品中检测出C基因型
55例(79.7%), B基因型14例(20.3%); adrq+和
adw2分别为52和14例, 2例血清亚型未见报道. 
S基因核苷酸差异度分布不均匀, 在C型中较
高. 非同义突变类型多分布在疏水区中, 亲水
区多为同义突变. 临床症状在B, C基因型中有
显著性差异.

结论:  S基因的序列差异在C型中高于B型; 
DNA序列突变在S基因中呈非随机分布, 疏水
区突变率高而两个亲水区比较保守.

关键词: 乙型肝炎病毒; S基因; 多态性; 基因型; 血

清型; 聚合酶链反应

王继荣, 周莉, 赵洪斌, 季芬, 丁惠国, 曾长青. 北京地区乙

肝 病 毒 S 基 因 序 列 多 态 性 及 其 分 布 .   世 界 华 人 消 化 杂 志  

2007;15(23):2496-2502
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0  引言

乙型肝炎病毒(H B V)是已知的突变率最高的

DNA病毒, 了解HBV的多态性对乙型肝炎的诊

断和治疗以及基础研究具有十分重要的意义, 
对其变异及其与临床关系的研究一直是国内外

关注的热点. 病毒的高突变率和核苷酸多态性

形成HBV的不同基因型, 以全基因序列差异≥

8%或S基因序列差异≥4%划分, 共有A-H的8个
基因型[1-4], 各在不同的地理区域性呈优势分布. 
HBV基因型与乙型肝炎病毒复制及致病性、宿

主免疫应答和临床表现、治疗与预后等都有一

定的相关性[5-6]. 此外, HBV分类还包括血清型

分析. 外膜主蛋白上的一些残基(如aa139-147, 
aa122和aa160)决定HBV的血清亚型, 目前有

ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, adw2, adw4, ayr, adrq+

和adrq-共9种类型[7], 在不同的临床表型中有不

同分布.
编码HBV表面蛋白的S基因(surface)位于

HBV基因组的核苷酸(nt)第155-833, 编码226个
氨基酸残基的外膜主蛋白即乙肝表面抗原蛋白

HBsAg. 这一蛋白不但是引起机体产生保护性

抗体的主要成分和乙肝疫苗的主要成份, 也是

诊断HBV感染的主要依据之一. S基因是HBV基

因组中突变率最高的区域, 病毒这一区域在体

内产生的变异对于乙型肝炎的准确诊断和抗病

毒的疗效产生严重影响, 因而从DNA水平研究

其突变的性质、特点、规律和功能具有重要意

义和迫切性. 我们采用PCR产物直接测序方法, 
对HBV的S基因的678 bp片段进行大样品量测序

和多态性分析, 同时应用生物信息学方法分析

北京地区HBV的基因型/血清型分布及其与临床

表型的关系. 我们发现对于S基因来说, C型基因

型的序列差异高于B型, 并且基因疏水区突变率

明显高于亲水区.

1  材料和方法

1.1 材料 北京佑安医院住院患者69例,  患者均为

HBsAg阳性, 男50例, 女19例; 年龄7-77岁; 临床

诊断无症状携带者4例; 慢性肝炎37例; 慢性重

型肝炎4例; 代偿期肝硬化2例; 失代偿期肝硬化

18例; 肝癌4例. 诊断均符合2005年中华医学会

肝病学分会和中华医学会感染病学分会联合制

定的《慢性乙型肝炎防治指南》的诊断标准[8]. 
所有血清置-20℃保存.
1.2 方法 
1 .2 .1  病毒D N A的提取及扩增 ,  纯化  采用

QIAamp UltraSensTM Virus kit(Qiagen公司)提
取病毒DNA. 对病毒S基因进行PCR扩增, 引
物: 5'-CTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCC-3' 
(nt67-90), 5'-AGTTGGCGAGAAAGTGAAAGC
CTG-3' (nt1084-1107), 扩增条件95℃ 150 s, 94℃ 
1 min, 60℃ 90 s, 72℃ 3 min共35循环, 72℃ 10 
min. PCR扩增产物经含有EB的15 g/L琼脂糖凝

胶电泳鉴定产物, 并加入GIAquick纯化柱进行

纯化. 纯化产物用于测序反应.
1.2.2 S基因测序及序列拼接和生物信息学分

析 使用ABI 3730进行测序及DNAStar软件包的

SeqMan进行拼接处理. 生物信息学分析: (1)首
先从DNA数据库中(GenBank)获取已知基因型

(A-H)的HBV病毒参考株的核苷酸序列; (2)将
获取的病毒序列以Bioedit软件建立数据库, 以
便进行单机序列比对; (3)将我们测序得到的序

列和上述数据库中的序列用Bioedit软件包中的

Local Blast程序进行比对; (4)将相应的片段用

Clustal W程序联配, 同时肉眼观察并予以校正; 
(5)使用MEGA3.1程序的Kimura双参数法, 应用

NJ(Neighbor-Joining)法建立系统进化树(boot 
strap 1000次)及分析基因型; (6)用DnaSP软件分

■研发前沿
HBV研究主要在
于分析病毒的突
变规律、与药物
耐受和免疫逃逸
的相关性、及其
与临床治疗的指
导评估和病程转
归的关系, 以期产
生进行精确临床
诊断和指导个体
化治疗的基础数
据 .  在方法学上 , 
基因组学研究的
各种先进思路和
算法的引入和应
用正在为HBV突
变分析提供重要
的技术和手段.

■相关报道
田拥军 et al 报道
定 点 突 变 S 基 因
氨基酸并构建载
体转染肝细胞, 发
现主要亲水区Ⅱ
中 的 4 个 氨 基 酸
(PI20T,  C121S, 
K122I和TI23N)
对维持HBsAg的
空间构象和抗原
性具有重要作用; 
CHAO-WEI HSU  
et  al 发现在核苷
类似物药治疗患
者血清HBsAg消
失是由于S基因点
突变造成.
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此位点是丝氨酸(Ser), 因而不能由此确定其血

清亚型, 表明可能是对亚型w的补充或是一种新

的血清亚型, 在此用new来标示. 52例adrq+血清

亚型样本全部为C基因型, 与adr血清亚型只存在

C型中完全符合; 14例adw2血清亚型样本中有12
例B基因型, 2例C基因型; adrq+和adw2血清亚型

分别与C, B基因型的相关性显著(P <0.05, Fisher
精确检验).
2.2 S基因的序列差异 对乙肝病毒S基因的核

苷酸差异度进行分析(图2), 发现S基因核苷酸

序列中π值分布在B, C基因型中很不均匀. 除
nt60-120, nt340-390和nt580-680区序列外, 大部

分区域C型π值高于B型, 即S基因C型序列差异

高于B型. 对于单个基因型来说, B型中第一亲水

区和第二亲水区后半部分内的π值低于其他区

域; C型中第一亲水区前半部分和第二亲水区后

半部分内π值低于其他区. 核苷酸差异度π = ∑

AiBjPij, 其Ai和Bj分别为DNA序列的第i种和第

j种类型的频率, 而Pij是序列的第i种和第j种类

型间不同核苷酸的比值.
2.3 S基因疏水区突变率明显高于亲水区 将所有

样品C和B基因型的S基因序列与NCBI数据库中

的参考序列M12906(C/adrq+)和D00329 (B/adw2)
分别进行比较, 发现B型中非同义突变(错义和

无义突变)在S基因第一亲水区、第二亲水区和

疏水区中的总数分别是6, 2和44个, C型中分别

是34, 23和131个(表2). B基因型中突变类型在第

一亲水区和疏水区中无显著性差异(P = 0.538, 
χ2检验), 但第二亲水区和疏水区中有显著性差

异(P <0.001, Fisher精确检验), 在第二亲水区中

的同义突变多于疏水区中的同义突变, 而突变

类型在两个亲水区和疏水区中有显著性差异

(P <0.001, χ2检验). 在C基因型突变类型第一亲

水区和疏水区、第二亲水区和疏水区中的差

别分布无显著性意义(P = 0.105和P = 0.106, χ2

检验), 而两个亲水区和疏水区中有显著性差异

(P <0.035, χ2检验). 因此S基因大部分突变分布在

析核苷酸差异及蛋白质差异.
1.2.3 聚合酶链反应-限制性酶长度多态性(PCR-
RFLP)分析  应用AB17000 Real-time PCR检测

仪进行基因型分析, 并与S基因直接测序结果

对比, HBV基因分型试剂盒购自杭州博赛基因

诊断技术有限公司. 采用Magnius和Norder的方 
法[7]进行血清亚型分析. 核苷酸差异度为群体中

针对基因组中特定区域的任意两个随机选取的

单体型间每个位点的平均核苷酸差异数, 用π表

示[11-12].
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行

Fisher精确检验及χ2检验.

2  结果

2.1 HBV基因型与血清型在北京地区的分布 将
测定的全部69例乙肝患者的病毒S基因序列与

NCBI中的8种已知基因型的参考序列进行比较, 
确定样品DNA的基因型并进行系统进化分析

(图1), 共有C基因型55例(79.7%), B基因型14例 
(20.3%), 未发现其他基因型. 且北京地区基因型

分布处于中国大陆两个南北城市黑龙江哈尔滨

市和广东廉江市中间(表1). 这一结果符合我国

北方多流行C型, 在南方多流行B型的特点.
采用Magnius和Norder的方法进行血清亚型

分析, 测得adrq+ 52例(75.4%), adw2 14例(20.3%), 
血清亚型adrq- 1例(1.4%). 用同样方法确定血清

亚型w1-w4的S基因的编码蛋白质第127个氨基

酸分别是脯氨酸(Pro, w1和w2)、苏氨酸(Thr, 
w3)或亮氨酸(Leu, w4), 但第6和55两个样本中

表  1  不同地区基因型和血清型的分布

      
	                              基因型          血清    血清亚型

                                               百分比          亚型      百分比

北京(本研究)           B           20.3          adw2       17.4

			                new          2.9

	                C           79.7          adrq+       75.4

			                adw2         2.9

			                adrq-         1.4

中国(4个省)[9]          B           29.3          adw2p      29.3

	                C           67.9          adrp          67.9

	                D             2.9          adw2p        2.9

哈尔滨[10]	                B           12.2          adw2p      12.2

	                C           87.8          adrp          87.8

廉江[10]	                B           26.1          adw2p      26.1

	                C           73.2          adrp          73.2

p 优势血清型.

地区	            基因型

■创新盘点
本文用直接测序
的方法精密鉴定
了HBV的基因型, 
采用多种生物信
息学方法从S基因
的整体核苷酸差
异度水平深入分
析了病毒S基因特
点, 并将病毒的基
因型和突变特点
与临床表型进行
了关联分析, 对于
乙型肝炎的分子
病理学的诊断提
供了基础数据, 并
有助于我国特有
HBV序列数据库
的建立.

表  2  3种类型突变在S基因不同区域中的分布(n )

      
                       第一亲水区       第二亲水区           疏水区

                        B型      C型        B型      C型        B型       C型

错义突变	        6	  32          2        21	      44       128

无义突变	        0	    2          0          2	        0	     3

同义突变	        6	  65        88        41	      30	 366

总数	      12	  99        90        64	      74	 497

基因型

ij
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疏水区中, 亲水区很少发生突变, 且亲水区突变 大部分为同义突变. 同义突变、无义突变和错

图  1  HBV基因分型.

图  2  HBV S基因核苷酸差异度的比较分析. Nt: 核苷酸位置; aa: 氨基酸位置.

■应用要点
H B V 的 S 基因突
变具有非随机性, 
其疏水区突变率
明显高于亲水区. 
同 时 C 型 基 因 型
的S基因序列差异
高于B型, 这一结
果对于乙型肝炎
诊断, 治疗及其研
发乙肝疫苗具有
应用价值.
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义突变在不同基因型和血清亚型中分布(图3)所
示, 无义突变只在C基因型中发现而未在B基因

型见到. 无义突变在基因型B和C型中分布无显

著性差异(P = 0.337, Fisher精确检验). 同义突变

和非同义突变在B, C基因型, adrq+, adw2血清亚

型和C/adrq+, B/adw2型中的分布的差别无显著

性意义(P = 0.554, 0.234, 0.782; χ2检验).
2.4 HBV基因型、血清型与临床关系 B基因型

中分别有2例无症状携带者、10例慢性肝炎、

2例失代偿期肝硬化; C基因型分别中有2例无

症状携带者、27例慢性肝炎、4例慢性重型肝

炎、2例代偿期肝硬化、16例失代偿期肝硬化

和4例肝癌(图4A). 按照肝病的进展, 将肝脏病

变和临床症状较重的病例包括慢性重型肝炎, 
代偿期肝硬化, 失代偿期肝硬化和肝癌患者归

为1组, 其余归为另1组. 对比2组患者基因型发

现症状较重的肝病在C基因型患者中出现频率

高(P <0.05, Fisher精确检验). adrq+血清亚型在

无症状携带者、慢性肝炎、慢性重型肝炎、代

偿期肝硬化、失代偿期肝硬化、肝癌中分别占

50.0%, 75.7%, 75.0%, 100%, 72.2%和100%, 而
adw2血清亚型分别为50.0%, 21.6%, 25.0%, 0%, 
16.7%和0%(图4B), 1例adrq-血清亚型为失代偿

期肝硬化患者, 2例new血清亚型为慢性肝炎和

失代偿期肝硬化患者. adrq+和adw2血清亚型在

症状较轻患者和症状较重患者中分布的差别无

显著性意义(P = 0.381, Fisher精确检验).

3  讨论

HBV基因型具有呈地理区域性分布的特点[13-15], 
我国以C, B基因型为主, 在北方流行多为C型, 南
方多流行B型, 呈B型由北向南逐渐增多, 而C型
逐渐减少的趋势[9]. 我们采用S基因序列测序直

接分型, 确定北京地区HBV以C基因型约占80%, 

图  3  HBV基因型/血清
亚型中不同突变类型的
比例. 

图  4  不同诊断患者的基因型和血清亚型的分布. A: 基因型; B: 血清亚型. 
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■名词解释
核苷酸差异度: 群
体中针对基因组
中特定区域的任
意2个随机选取的
单体型间每个位
点的平均核苷酸
差异数称为核苷
酸差异度, 用π表
示.
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其余为B基因型. 表1综合了本实验和文献报道

结果, 显示北京地区HBV基因型分布处于两个

南北城市中间(黑龙江哈尔滨市和广东廉江市), 
与文献报道相符[9-10,16-17]. 我们的研究中患者临床

症状在B, C基因型中有显著性差异(P <0.05), 和
B型相比C型与症状较重的肝炎相关, 结果与国

内外文献[17-18]报道一致, 其机制有待进一步

研究. 
已有结果表明, 中国北方地区HBV血清型

以adr为主, 南方则以adw2为主[19], 本研究中发

现北京地区adrq+和adw2各占75.4%和20.3%. 我
们还在2例样品中发现了一种无法用Magnius
和N o r d e r的方法确定的血清亚型 ,  由S基因

nt379CCT突变为TCT而使S蛋白第127的Pro变
为Ser造成. 这2例为B基因型的慢性肝炎和失代

偿期肝硬化患者. 这一亚型是新的血清亚型或

对其他亚型的补充及其与患者临床症状的关系

有待进一步研究. HBV的血清型除了流行病学

意义外, 在乙肝患者不同诊断中的分布不一样, 
如慢性肝病以adr亚型比率最高[20]. 本研究中血

清亚型在不同临床患者中的分布与他人结果基

本一致, 且与临床症状无相关性.
乙肝病毒S基因编码病毒外膜主要表面蛋

白, 在HBV感染与传播中起重要作用. S蛋白有

2个亲水区, 分别为aa32-76和aa100-160, 是HBV
主要的表面抗原表位. 许多研究表明S基因多态

性与HBV抗原决定簇、免疫原性和免疫逃避等

有关[21-23]. 本研究中发现S基因有很多核苷酸突

变位点, 但其分布在S基因中并非随机. B和C基
因型中的亲水区特别是第二亲水区后半部分内

的π值均低于其他区域, 而这一部分为编码a决
定簇. 同时, 不但疏水区中的突变率明显高于亲

水区, 且亲水区中的突变多为同义突变, 这些均

提示病毒S基因的功能区域相对保守. S基因π值

分布不均匀, 即本研究表明北京地区C型S基因

的多态性高于B型, 而有研究表明B型HBV多态

性高于C型[24], 这可能是样本抽样数量不同造成

的结果.
我们的结果显示B基因型在第二亲水区中

的同义突变较多, 很可能是由于我们样品中的

14个B型序列nt354, n t428和nt432 3个位点的

核苷酸全部不同于参考序列D00329而造成. 而
参考序列D00329是NCBI报道的日本患者血清

HBV的序列, 鉴于日本B型HBV以Bj亚型为主, 
而中国地区B型HBV主要流行Ba亚型[24], 因此这

3个位点可能反映中国地区Ba亚型HBV的特异

相关位点.
HBV基因分型的方法有全基因序列测定[25], 

S基因序列测定、聚合酶链反应-限制性酶长度

多态性分析(PCR-RFLP)[26]、基因型特异性引

物PCR[27]等很多种方法. 近年来, 基因型分型多

采用对S区进行分析, 主要为PCR-RFLP及基因

型特异性引物PCR方法. 本研究比较了直接S基
因测序后与参考株比较的基因分型方法和PCR-
RFLP基因分型方法, 并着重比较了RFLP中常用

的限制性内切酶BsrⅠ和StyⅠ的特异性酶切位

点. B基因型病毒株在S基因nt174处有BsrⅠ的酶

切位点. 识别序列为C▼CAGT可被分解成为126
和459 bp 2个片段, 依此可准确鉴定B型; C基因

型病毒株在S基因nt301位有StyⅠ的酶切位点, 
识别序列为C▼CAAGG, 应分解为332和253 bp 
2个片段. 我们的结果发现基因型为B的14株病

毒S基因有BsrⅠ并且无StyⅠ酶切位点, 55例C型
无BsrⅠ酶切位点; 而基因型为C的55例患者中

48株病毒有StyⅠ位点, 其余7株(12.7%)此处有

突变而破坏了内切酶识别, 从而使PCR-RFLP基
因分型实验失败或分型不准确. 这些表明由于

HBV的高突变率, 仅依赖个别位点进行基因分

型并不完全可靠, PCR-RFLP基因分型方法存在

一定局限性.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Hypoxia 
inducible Factor 1α(HIF-1α) and the drug-
resistance-correlated indexes P-glycoprotein 
(P-Gp), Bcl-XL and Bax, and the relationship 
between HIF-1α and resistance to chemotherapy 
in human pancreatic carcinoma. 

METHODS: Protein expression of HIF-1α, P-Gp, 
Bcl-XL and Bax in pancreatic tissues from 34 
radically resected specimens of pancreatic car-
cinoma was detected by immunohistochemical 
staining. 

RESULTS: The protein expression rates of HIF-
1α, P-Gp, Bcl-XL and Bax in pancreatic carcinoma 
were 26/34 (76.5%), 28/34 (82.4%), 30/34 (88.2%) 
and 26/34 (76.5%), respectively. There were posi-
tive correlations between the positivity rates of 
HIF-1α and P-Gp, Bcl-XL and Bax (r = 0.471, P = 

0.005; r = 0.443, P = 0.009; r = 0.510, P = 0.002).
 
CONCLUSION: HIF-1α, P-Gp, Bcl-XL and Bax 
were over-expressed in human pancreatic car-
cinoma tissues. A positive correlation was de-
termined between the expression rates of HIF-
1α and P-Gp, Bcl-XL and Bax. HIF-1α may have 
a significant role in resistance to chemotherapy 
in pancreatic carcinoma via up-regulation of the 
expression of P-Gp, Bcl-XL and Bax. 

Key Words: Pancreatic carcinoma; Hypoxia induc-
ible Factor 1α; Chemotherapy resistance; Multidrug 
resistance gene; Apoptosis 
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pancreatic carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
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摘要
目的: 探讨HIF-1α及耐药相关指标P糖蛋白
(P-Gp), 凋亡相关Bcl-2家族成员Bcl-XL及Bax 
在人胰腺癌组织中表达的相关性. 

方法: 免疫组化法检测手术切除的胰腺癌组织
34例中HIF-1α、P-Gp、Bcl-XL、Bax蛋白表达. 

结果: 34例胰腺癌标本中有26例(76.5%)HIF-
1α, 28例(82.4%)P-Gp, 30例(88.2%)Bcl-X L, 
26例(76.5%)Bax表达阳性. HIF-1α和P-Gp、
Bcl-XL、Bax蛋白表达呈正相关(r  = 0.471, P  = 
0.005; r  = 0.443, P  = 0.009; r  = 0.510, P  = 0.002). 

结论: 在胰腺癌组织中HIF-1α、P-Gp、Bcl-
XL、Bax蛋白存在高表达; HIF-1α与P-Gp、Bcl-
XL、Bax的蛋白表达呈正相关, 提示HIF-1α可能
通过上调耐药相关蛋白P-Gp、Bcl-XL及Bax蛋
白表达在胰腺癌耐药机制中起重要作用.

关键词: 胰腺癌; 缺氧诱导因子-1α; 化疗耐药; 多

药耐药基因; 凋亡
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■背景资料
胰腺癌是1种恶性
程度极高的消化
道肿瘤 ,  在上海 , 
其发病率近20 a
内增加近4倍, 上
升至第9位, 并呈
逐年上升趋势. 在
美国胰腺癌的发
病率同样上升至
第4位, 每年约有
37 170例胰腺癌
新发病例, 而同期
死于胰腺癌的患
者约有33 370例. 

®



0  引言

胰腺癌的恶性程度高[1], 早期诊断困难[2-3], 发病

率呈逐年上升趋势[4-7], 手术切除率低[8-9], 化疗效

果差, 即使是二氟胞苷(吉西它滨, gemcitabine), 
其有效率也仅为12%[10-11]. 近年来胰腺癌化疗耐

药机制已经成为研究热点, 影响肿瘤化疗耐药

因素较多, 其中缺氧微环境在肿瘤化疗中的作

用越来越受到研究者的重视, 实体瘤存在不同

程度的缺氧, 缺氧可诱导核转录因子-缺氧诱导

因子-1(hypoxia-inducible factor -1, HIF-1)表达增

高[12-13], 从而上调下游靶基因的表达, 其中也有

多药耐药基因1(multidrug resistance gene1, mdr1)
编码的膜蛋白P糖蛋白(P-glycoprotein, P-Gp)以
及凋亡相关Bcl-2家族成员Bcl-XL和Bax[14]. 我们

应用免疫组化方法检测了人胰腺癌组织中HIF-
1α及耐药相关蛋白的表达, 旨在探讨这些蛋白

在胰腺癌中的表达情况, 及HIF-1α与耐药相关

蛋白的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 1998-01/2006-02手术切除后病理证实

为胰腺导管腺癌患者34例, 男22例, 女12例, 年
龄35-76(平均59.7±10.8)岁. TMN(UICC, 2002)
Ⅰ期3例, Ⅱ期16例, Ⅲ期9例, Ⅳ期6例. 高分化

18例, 中分化14例, 低分化2例. 胰头癌30例, 胰
体尾部癌4例. 所有标本经甲醛固定, 石蜡包埋

切片2 μm, 进行免疫组化染色. 兔抗人HIF-1α 
mAb(sc-10790)、鼠抗人P-Gp mAb(sc-13131)、
鼠抗人B c l-X L m A b(s c-8392)、兔抗人B a x 
mAb(sc-526)购自美国Santa Cruz生物技术有限

公司, 二抗(D-3004)购自上海长岛生物技术有限

公司.
1.2 方法 采用二步法免疫组化染色(EnVision 
System). 常规石蜡包埋的组织连续切片; 二甲

苯脱蜡, 梯度乙醇逐级水化; 30mL H2O2甲醇溶

液灭活内源性过氧化物酶; 微波抗原修复; 羊
血清封闭非特异性抗原, 加入一抗HIF-1α(1∶
100), P-Gp(1∶100), Bcl-XL(1∶200)和Bax(1∶
200), 4℃ 30min; 加入EnVision二抗室温下孵育

30 min; 加入DAB显色, 光镜控制显色程度; 苏
木素复染, 中性树胶封片. 以公司提供阳性对照

片为阳性对照, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 
参考文献[15-18]判断HIF-1α, P-Gp, Bcl-XL和Bax
结果.

统计学处理 采用SPSS10.0统计软件进行分

析, 计数资料用χ2检验或四格表精确概率检验及

Spearman等级相关检验作统计分析, P <0.05有统
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计学意义.

2  结果

2.1 胰腺癌组织HIF-1α及P-Gp、Bcl-XL、Bax的

表达 34例胰腺癌组织中HIF-1α表达阳性26例
(76.5%), P-Gp表达阳性28例(82.4%), Bcl-XL表

达阳性30例(88.2%), Bax表达阳性26例(76.5%). 
HIF-1α阳性的细胞在胰腺癌组织中呈散在、局

灶性分布, 尤其在肿瘤组织内的腺管结构中及

坏死组织周围表达较高, 染色颗粒主要位于胰

腺癌细胞的胞核内; P-Gp阳性的细胞在胰腺癌

组织中呈散在、局灶或弥漫性分布, 染色颗粒

主要位于胰腺癌细胞的胞膜上与胞质内; Bcl-
XL、Bax阳性的细胞在胰腺癌组织中呈弥漫性

分布, 染色颗粒主要位于胰腺癌细胞的胞质内

(图1).
2.2 HIF-1α与P-Gp, Bcl-XL, Bax表达的关系 HIF-
1α阳性26例中有24例P-Gp表达阳性, HIF-1α阴
性8例中有4例P-Gp阳性, HIF-1α和P-Gp蛋白表

达呈正相关(r  = 0.471, P  = 0.005, 表1). HIF-1α和
Bcl-XL, Bax蛋白表达呈正相关(表1).

3  讨论

实体肿瘤存在不同程度的低氧状态 [19], 目前已

有研究表明肿瘤低氧微环境可降低化疗的敏感 
性[20-22], 进一步的实验研究表明低氧可诱导多种

肿瘤细胞株对抗癌药物的耐药[23]. Buchler et al [24]

检测了胰腺癌组织中的氧分压, 发现胰腺癌组

织存在低氧微环境. 有研究发现, 胰腺癌组织中

存在HIF-1α高表达, 并与肿瘤大小、临床病理

分期和淋巴结转移有关[25]. 本研究进一步证实

了胰腺癌组织中存在HIF-1α的高表达. 低氧微

环境导致肿瘤对化疗药物耐药的机制仍不清

楚, 近年的研究表明低氧微环境可诱导耐受低

氧诱导凋亡细胞克隆[26], 并且HIF-1α在这一过
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■相关报道
对于实体肿瘤微
环境缺氧与耐药
相关机制的研究
在国内外都有相
关报道, 国内以上
海交通大学附属
第一人民医院普
外科及华中科技
大学同济医学院
的研究报道较多, 
可供广大读者参
考. 

表  1  胰腺癌HIF-1α、P-Gp、Bcl-XL、Bax在细胞中表达
的关系

     
  
HIF-1α

	      P-Gp                   Bcl-XL                       Bax

	  (+)        (-)          (+)            (-)             (+)        (-)

(+)	 24b1       2         25b2           1           23b3         3

(-)	   4         4           5             3             3            5

合计	 28         6         30             4           26            8

b1P  = 0.005 (r  = 0.471), b2P  = 0.009 (r  = 0.443), b3P  = 0.002 (r  

= 0.510).
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程中起重要作用, HIF-1α可上调抗凋亡基因表

达, Acs et al [27]认为缺氧能诱导Bcl-XL过表达抑

制凋亡. Ozawa et al [28]则发现缺氧条件下, HIF-1
的激活能引起B a x蛋白的表达增加从而启动

Bax介导的细胞凋亡. 本研究从临床病理组织

中发现并证实胰腺癌组织中存在Bcl-XL和Bax
的高表达, 并且HIF-1α高表达与Bcl-XL和Bax
表达呈正相关, 提示低氧微环境下HIF-1α可能

通过上调Bcl-XL和Bax的表达使胰腺癌细胞耐

受凋亡, 可能是胰腺癌细胞对化疗耐药的机制 
之一. 

低氧微环境也可能通过调控MDR1/P-Gp表
达而产生耐药, Waternberg et al [29]在体外研究中

发现低氧微环境可上调P-Gp表达, 并且需要HIF-
1α的参与. 进一步用反寡核苷酸阻断HIF-1α表
达可导致MDR1 mRNA和P-Gp的上调[30], 而且低

氧微环境诱导HIF-1α、P-Gp表达上调, JNK激酶

传导信号起重要作用[31]. 本研究发现胰腺癌组织

中存在P-Gp高表达, 并且与HIF-1α表达呈正相

关, 提示MDR1可能是HIF-1α的靶基因之一. 
本研究从免疫组化上发现胰腺癌组织中存

在HIF-1α、P-Gp、Bcl-XL和Bax的高表达, 并且

P-Gp、Bcl-XL和Bax的表达与HIF-1α呈正相关, 
HIF-1α可能通过上调P-Gp、Bcl-XL和Bax, 在胰

腺癌耐药机制中起重要作用, 其确切机制还有

待于进一步深入研究.
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图  1  胰腺癌组织中HIF-1α, P-Gp, Bcl-XL, Bax蛋白的表达(EnVision×400). A: HIF-1α; B: P-Gp; C: Bcl-XL; D: Bax.
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Abstract
Endoplasmic reticulum (ER) is an important 
organelle of eukaryotic cells. There are many 
reasons for the accumulation of misfolded and 
unfolded proteins in the ER, which affect the 
balance of Ca2+. Such phenomena are called ERS. 
Apoptosis, programmed cell death, is an active 
method of cell death controlled by the extracel-
lular microenvironment and intracellular gene 
regulation. It is an important mechanism by 
which the body removes no-longer-needed cells 
and heterocysts, thus ensuring normal develop-
ment and maintaining the normal physiological 
processes of the organism. Hepatic apoptosis 
can cause liver injury and disease, and is con-
sidered to be mainly mediated by two signaling 
pathways: the death acceptor and the mitochon-
drial pathways of cell death. However, recent re-
search has demonstrated that ERS also mediates 
hepatic apoptosis. The mechanism of hepatic 
apoptosis mediated by ERS is discussed. 

Key Words: Endoplasmic reticulum stress; Hepatic 

apoptosis; Unfolded protein response
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摘要
内质网(endoplasmic reticulum, ER)是一种重
要的真核细胞器, 由于各种原因引起的内质网
中出现错误折叠与未折叠蛋白在腔内聚集以
及Ca2+平衡紊乱的状态, 称为内质网应激(ER 
stress, ERS). 细胞凋亡(apoptosis), 又称为程序
性细胞死亡(programmed cell death, PCD), 是
受细胞外微环境和细胞内基因调控的一种细
胞主动性死亡方式, 他是机体用来去除衰老、

有害、无用及异型细胞的一种重要机制, 是确
保机体正常发育、维持机体正常生理过程所
必须的. 肝细胞凋亡是造成肝脏损伤和肝脏疾
病最基本的中心环节. 既往研究认为肝细胞凋
亡主要通过两条信号通路介导, 即死亡受体通
路和线粒体依赖性的细胞凋亡通路. 但近来发
现ERS亦介导肝细胞发生凋亡, 本文主要讨论
ERS途径所致肝细胞凋亡的机制. 

关键词: 内质网应激; 肝细胞凋亡; 未折叠蛋白反应
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0  引言

内质网(endoplasmic reticulum, ER)是一种重要

的真核细胞器, 由于各种原因引起的ER中出现

错误折叠与未折叠蛋白在腔内聚集以及Ca2+平

衡紊乱的状态, 称为ER应激(ER Stress, ERS). 
ERS可由多种原因引起, 这些刺激引起从ER到

胞质和胞核的信号传导, 最终导致对细胞存活

的适应或凋亡. 越来越多的研究证实, 许多疾病

的发病机制都与ERS引起的凋亡有关, 例如糖尿

病、阿尔茨海默病、帕金森氏病等神经变性疾

病、病毒性疾病、癌症、外伤性脑损伤、扑热

息痛引起的肾小管损伤等[1-2]. 在肝脏疾病方面, 
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■背景资料
肝细胞凋亡是造
成肝脏损伤和肝
脏疾病最基本的
中心环节. 既往研
究认为肝细胞凋
亡主要通过死亡
受体通路和线粒
体依赖性的细胞
凋亡通路介导. 但
近来发现ERS亦
介导肝细胞发生
凋亡. 越来越多的
研究证实, 许多疾
病的发病机制都
与ERS引起的凋
亡有关, 因此了解
ERS引起的肝细
胞凋亡至关重要.



非酒精性脂肪肝、胆汁淤积和酒精性肝病, 乙
型肝炎病毒和丙型肝炎病毒感染等的发病机制

均与ERS引起的损伤有关[3-6]. 因此了解ERS引起

的肝细胞凋亡至关重要, 可为临床上防治各种

肝脏疾病提供新的思路和方法. 本文就从ERS和
肝细胞凋亡两大方面对ERS介导肝细胞凋亡作

一综述.

1  ERS的诱发因素

ER含有细胞色素P450(cytochrome P450)、3-羟
-3-甲基辅酶A(HMGCoA)还原酶等多种酶系统,
在维持细胞内Ca2+内环境稳定及膜蛋白合成、

修饰和折叠等方面发挥关键性作用, 是细胞合

成、加工蛋白质和贮存Ca2+的主要场所, 同时也

是细胞内其他膜性细胞器的重要来源, 在内膜

系统中占有中心地位, 对应激极为敏感[7-9]. 细胞

应激涉及线粒体、ER、胞核等细胞器的应激,
他们既相对独立, 又相互作用. 现在备受关注的

ERS是线粒体应激、胞核应激的共同通路, ERS
反应是应激时发生在细胞中的最初反应[2]. ERS
对决定应激细胞的结局如抵抗、适应、损伤或

凋亡有重要作用, 近年来有关其信号通路与效

应的研究非常活跃[10-11]. 
凡 影 响 E R 功 能 的 因 素 都 能 够 引 起

E R S, 包括有下列各种因素 :  (1)细胞营养物

质缺乏 ,  包括葡萄糖饥饿和氨基酸饥饿 ;  (2)
影响蛋白质翻译后修饰的因素 ,  如还原物

质二巯基苏糖醇(d i t h i o t h r e i t o l, D T T)、β-
巯基乙醇(β-m e r c a p t o e t h a n o l)、同型半胱

氨酸(h o m o c y s t i n e)、糖基化抑制剂衣霉素

(tunicamycin)、葡萄糖胺(glucosamine)、2-脱
氧葡萄糖(2-deoxyglucose)等; (3)影响ER钙离

子平衡的药物, 如ERCa2+-ATP酶抑制剂毒胡萝

卜素(thapsigargin, TG)、钙离子载体(calcium 
Ionophore)A23187、钙离子螯合剂乙二醇四乙

酸酯(ethylene glycol tetraacetate, EGTA)、抗生

素罗奴霉素(lonomycin)、ERCa2+强烈释放剂等; 
(4)突变基因表达的结构异常蛋白在ER堆积; (5)
其他一些有害因素如紫外线、缺氧、氧化应

激、病毒、毒性物质(如重金属)等. 上述因素作

用的共同机制是引起ER摄取/释放Ca2+障碍或蛋

白质加工/运输障碍[12-13].

2  ERS反应途径

迄今为止, 对于ERS至少已发现了4种功能上相

互独立的反应途径[14-15].
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2.1 蛋白质生物合成异常 蛋白质的不正确折

叠引发的ERS反应称未折叠蛋白反应(unfolded 
protein response, UPR), 在哺乳动物细胞中由3种
ER感应蛋白介导, 即1型ER转膜蛋白激酶(type-1 
ER transmembrane protein kinase, IRE1)、双链

RNA依赖的蛋白激酶样ER激酶(PKR like ER ki-
nase, PERK)和活化转录因6(activating transcrip-
tion factor 6, ATF6)3种跨膜蛋白质[16]. UPR是指

ERS时, 从ER到细胞核的一系列信号传导通路, 
主要特征是以葡萄糖调节蛋白78(glucose regu-
lated protein78, GRP78)/免疫球蛋白结合蛋白

(immunoglobulin binding protein, Bip)、钙网蛋

白(calreticulin)及GRP170等为代表的ER伴侣蛋

白表达水平的上调. 真核细胞有3种不同的机制

处理UPR: ER伴侣蛋白基因转录的上调; 蛋白质

翻译减少; 非折叠蛋白由ER移入胞质并被降解.
2.2 基因活化编码 参与ER蛋白质的折叠、转

运、分泌、降解的基因在ERS时诱导表达, 其中

包括ERS反应的标志性蛋白GRP78/Bip. GRP78/ 
Bip是热休克蛋白家族热休克蛋白70(heat shock 
protein70, HSP70)的成员之一, 主要参与ER中蛋

白质的重新折叠和装配.
2.3 ER相关降解(ER-associated degradation, 
ERAD) ER中不能再折叠的错误折叠蛋白可以

通过ER质量控制系统检测, 从ER逆向转运至胞

质, 被26 S蛋白酶体降解.
2.4 细胞凋亡 当严重的或长时间的E R S损伤

了ER的功能时, 发生细胞凋亡, 以去除受损伤

的细胞. 由ERS诱发的凋亡有3种途径: CHOP 
(CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋白, CCAAT/
enhancer-binding protein-homologous protein)/
GADD153(growth arrest/DNA damage-inducible 
protein153)基因的激活转录; JNK(C-Jun氨基酸

末端激酶, C-Jun N-terminal kinase)的激活通路; 
ER特有的Caspase-12的激活. CHOP/GADD153
是转录因子家族C/EBP(CCAAT/enhancer bind-
ing protein, CCAAT/增强子结合蛋白)成员之一, 
在正常生理状态下基本检测不到, 但在ERS时,
被显著诱导表达, 参与调节下游凋亡相关基因

的表达. ER介导细胞凋亡至少包括2种机制, 即
UPR和Ca2+起始信号(calcium signaling). 2种机制

之间存在串扰, 如钙网蛋白是ER腔的主要钙离

子结合伴侣蛋白, 可调节Ca2+水平, 他同时也是

UPR诱导的糖蛋白结合伴侣蛋白, 其过表达可导

致对凋亡的敏感性增加[17].
在应激早期, ER合成蛋白能力短暂地减弱,

www.wjgnet.com
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这有助于减少蛋白进入ER腔内而防止ER过度

负荷; 随后, 编码ER蛋白翻译、折叠、输出、降

解的基因被激活, 从而促进ER对蓄积在网腔内

的错误折叠或未折叠蛋白质的处理, 而有利于

维持细胞正常功能; 最后, 若ERS过度或过强则

引起细胞凋亡或死亡等变化. 因此, ERS既是细

胞抵抗应激的生理反应, 又是应激造成细胞损

伤的重要机制. 一定程度的ERS免于损伤; 若应

激过强, 保护机制不能与损伤相抗衡, 则诱导细

胞发生凋亡[11]. 

3  ERS的跨膜蛋白、调控因子和伴侣蛋白

3.1 跨膜蛋白 正常情况下, 细胞E R膜上存在

IRE1, PERK和ATF6 3种跨膜蛋白质, 他们的配

体结合域位于ER腔面, 效应域位于ER胞质面[18]. 
此3种感应蛋白在未发生应激时都以无活性的

状态与ER分子伴侣GRP78/Bip结合[19-20]. ERS时, 
未折叠蛋白的积聚使GRP78/Bip与3种感应蛋白

分离, 引起他们的激活. 游离的IRE1, PERK分别

通过各自细胞质内结构域的二聚化和自身磷酸

化而受到激活; 解离后的ATF6则转入高尔基体

被蛋白酶水解成活性转录因子, 继而诱导ERS下
游信息的传递与相关基因的表达[21].

活化的 I R E 1 仅能募集胞质接合蛋白

TRAF-2, 通过激活胞内的JNK信号转导通路, 再
作用于Procaspase-12, 促进其聚合和活化, 有研

究表明ERS引起凋亡时胞质内的天冬氨酸特异

的半胱氨酸蛋白酶-7(cysteine aspartyl protease-7,  
Caspase-7)转移致ER表面激活Caspase-12. 活化

的Caspase-12在无需细胞色素C参与的情况下

激活Caspase-9和Caspase-3引起凋亡. PERK自

身聚合、自我磷酸化激活, 将真核细胞翻译起

始因子2α(eukaryotic translation initiation factor 
2α, eIF2α)的Ser51磷酸化, 使之不能结合葡萄糖

糖基转移酶(glucosyltransferase, GTP), 阻止了

起始蛋氨酸-RNA与核糖体的结合, 无法进行翻

译起始. 这种保护性机制很快阻止了新生蛋白

向ER腔的转运, 抑制了ER的负荷过重[12]. 另外, 
PERK活化后能选择性诱导CHOP表达, 同时胞

内蛋白的整体合成下调, 不利于细胞存活. 目前

认为伴侣蛋白BIP的上升能够阻碍细胞发生凋

亡, 但CHOP表达上调同时使细胞作好凋亡的准

备, 当不利因素持续存在, ERS过于强烈时, 细胞

就发生凋亡[22-23]. 活化的ATF6能够促进转录因

子CHOP基因的表达. CHOP能够下调B细胞淋

巴瘤/白血病-2蛋白(B-cell lymphoma/leukemia-2 

protein, Bcl-2)的表达, CHOP表达升高是ERS的
标志[17].
3.2 调控因子 正常情况下, ER内Ca2+浓度为0.1-1 
mmol/L. 一般情况下, ER的Ca2+浓度主要依靠

3种受体通道调节: 向ER内吸收Ca2+的钙泵, 起
释放Ca2+作用的莱恩素受体(ryanodine receptor, 
RyR)和三磷酸肌醇受体(IP3 receptor, IP3R)通道. 
ER腔内的Ca2+主要发挥2种作用: 一是释入胞

质作为第二信使; 二是在ER腔内调节蛋白酶活

性. 由于调节Ca2+吸收和释放的膜蛋白来自ER
腔, 因此大量Ca2+释入胞质会产生严重而广泛的

影响, 如会破坏ER与高尔基体之间以及胞核与

胞质之间的膜转运等. 另一方面, 由于ER的功能

是生成和加工分泌性蛋白质, 而这一功能又是

依靠多种Ca2+依赖性蛋白酶的调节而实现的, 因
此当这些蛋白酶由于Ca2+从ER腔大量释出而失

活后会导致蛋白质未折叠加工或错误折叠并在

ER腔内积聚, 最终导致对ER的刺激[24-26]. Matsu-
zawa et al [27-28]的研究则发现, 凋亡信号调节激酶

1(apoptosis signature kinase1, ASK1)是氧化应激

和ERS诱导细胞凋亡所必需的.
3.3 伴侣蛋白 ER腔内有大量可溶性的驻留的

分子伴侣和折叠酶. 其中GRP78/Bip, GRP94, 
HSP40分别属于经典的分子伴侣家族HSP70, 
HSP90和HSP40. GRP78协助新生蛋白质正确结

构的折叠, ERS时其表达显著增加, Lee et al [29]认

为可以做为ERS的标志蛋白. GRP94是GRP家族

的主要成员, 为UPR的标志性靶基因之一[30]. 此
外还有肽-脯氨酰顺反异构酶(peptide prolylcis 
transisomerase, PPT)及ER所特有的: (1)凝集素

分子伴侣: 钙联接蛋白(calnexin)和钙网蛋白; (2)
蛋白二硫键异构酶(protein disulfide isomerase, 
PDI)[31]. 
3.4 Caspase-12 Caspase-12作为ER膜上的促凋

亡分子, 是ERS介导的细胞凋亡特异性启动蛋

白酶, 其活化是凋亡的中心环节[32]. Caspase-12
是较理想的抗凋亡治疗靶标[23]. 能使Caspase-12
的激活机制大致可归纳为3种: (1)胞质内的游离

Ca2+升高, 活化了钙激活蛋白酶, 其活化后从胞

质移位于ER表面进而激活Caspase-12; (2)ERS
也会使Caspase-7从胞质转位于ER表面, 裂解

Caspase-12大小亚基之间的连接区域, 进而激

活Caspase-12; (3)有关Caspase-12活化的其他机

制还包括肿瘤坏死因子受体相关因子2(tumor 
necrosis factor receptor associated factor-2, TNF-
RAF-2)[9]. Nakagawa et al [33]研究发现Caspase-12

■相关报道
目 前 ,  已 有 研 究
发现熊去氧胆酸
通过抑制细胞内
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动的Caspase-12活
化, 从而阻断肝细
胞凋亡, 这一抗凋
亡新机制的发现
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肝脏疾病的治疗
提供了新的思路.
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不是分布在胞质中, 而是位于ER腔内, 并在ER
内活化蛋白水解酶, 是ER特有的Caspase. 用
E R-高尔基体蛋白转运抑制剂布雷菲德菌素

A(Brefeldin A), Tumicamycin(N端糖基化抑制

剂)、Thapsigargin(ER膜上钙泵)处理细胞, 诱导

ERS反应, 细胞出现凋亡, 并发现Caspase-12活
化及多聚核糖聚合酶活化; 而Caspase-12基因缺

陷细胞经上述药物诱导ERS反应时, 细胞凋亡

受抑, 而经死亡受体和线粒体介导的凋亡途径

不受影响. Mouw et al [34]亦发现, 敲除Caspase-12
基因的细胞虽然仍对其他各种凋亡诱导因素敏

感, 但对ERS诱导的凋亡可产生耐受. 证明Cas-
pase-12是ERS激活的, 而非死亡受体或线粒体所

介导的凋亡传导信号激活的. 这种凋亡信号传

导途径最终会导致Caspase-3活化, 提示ERS最后

被传到了线粒体. 线粒体有可能在这种死亡途

径中起综合和放大的作用[9].

4  肝细胞凋亡的特点及其在肝损伤中的意义

细胞凋亡(apoptosis)的概念首先由英国学者Kerr 
et al于1972年提出, 又称为程序性细胞死亡(pro-
grammed cell death, PCD), 是受细胞外微环境和

细胞内基因调控的一种细胞主动性死亡方式[35]. 
细胞凋亡过低或过高都可导致疾病的发生. 细
胞凋亡是ATP供应下以基因介导的DNA非随意

断裂, 胞质和胞核固缩为主要标志的细胞主动

死亡方式[36]. 凋亡是涉及细胞外信号(Fasl)、细

胞膜受体(如Fas, TNF-αR)、Caspase蛋白酶家

族、Bcl-2蛋白家族、线粒体释放细胞色素C和

ERS等多种因素, 最后由Caspase介导的蛋白酶

级联反应过程. 细胞凋亡的诱导因素有: (1)物理

性因素, 如放射线、紫外线和高温; (2)化学性因

素, 如抗癌药物、氧自由基和一氧化氮等; (3)微
生物因素, 如人免疫缺陷病毒、EB病毒等; (4)缺
乏细胞生长必需因子, 如干细胞生长因子、促

肝细胞生长素和激素等; (5)免疫因素, 抗原和免

疫应答中产生的细胞因子, 如Fas/FasL, TNF-α, 
TGF-b.

肝细胞凋亡主要表现为: 细胞皱缩变小, 细
胞膜仍保持完整性, 胞质浓缩, ER扩张呈泡状

并与细胞膜融合. 核染色质固缩并呈边缘化, 核
DNA被核酸酶降解为规则的DNA片段, 电泳呈

特殊的梯状区带(ladder). 凋亡后期, 细胞膜内陷

将细胞自行分割为多个具有完整膜结构, 内含

各种细胞成分的凋亡小体(apoptotic bodies), 并
很快被邻近的吞噬细胞所吞噬, 不引起炎症反

应[37-39]. 而肝细胞坏死多是肝细胞受各种致病因

素作用所致, 表现为细胞肿胀, 细胞膜破裂, 进
而形成嗜酸性小体或溶解, DNA降解不充分, 电
泳呈弥散型. 后期胞质内的内容物及炎症因子

溢出, 引起局部严重的炎症反应, 并累及其他细

胞[40]. 
尽管肝细胞是一种相对静止的细胞, 但在

动物的整个生命活动中, 肝脏的生理活动与细

胞凋亡密切相关, 衰老、限食以及各种病理因

素都可诱导或抑制肝细胞凋亡[41]. 肝细胞凋亡

是调节肝组织正常细胞更新、增殖以及再生的

重要机制. 多种因素可以诱导肝细胞凋亡, 例如

物理因素(如射线, 高温)、缺血缺氧(如缺血再

灌注、运动)、毒素药物或病毒感染等. 肝细胞

凋亡是一柄双刃剑, 他是肝细胞对抗感染肿瘤

及防止肝细胞自身免疫反应的自卫措施, 同时

肝细胞凋亡抑制因子可以抑制肝细胞的过度凋

亡, 以防肝细胞过度死亡而导致肝衰竭. 因此肝

细胞凋亡除发生在肝发育时和成人肝细胞更新

之外, 同时也是造成肝脏损伤和肝脏疾病最基

本的中心环节. 肝纤维化、病毒性肝炎、移植

排斥性肝炎、自身免疫性肝炎等多种肝病都表

现为大量肝细胞凋亡, 影响肝脏功能, 加速病情

恶化. 肝细胞凋亡与肝炎尤其是暴发性肝衰竭

关系密切, 是其发病的关键环节. 肝细胞凋亡是

病毒性肝炎的一种重要病理变化, 肝小叶内的

点状坏死及碎屑样坏死其实质主要是肝细胞凋

亡. 体外试验发现低浓度乙醇可诱导大鼠原代

肝细胞凋亡, 提示肝细胞凋亡可能是酒精性肝

病肝细胞损伤的重要机制之一[42-46]. 了解肝细胞

凋亡的发生途径对于临床上防治各种肝脏疾病

提供新的治疗思路和方法.

5  肝细胞凋亡的途径

凋亡是程序性细胞死亡, 目前已知的3条凋亡途

径包括死亡受体途径、线粒体途径及ERS凋亡

途径. 死亡受体途径的发生是由FasL, TNF-α, 
TRAIL各自与相应细胞膜上受体特异结合后, 募
集胞质内Caspase-8或Caspase-10, 并激活下游

Caspase-3, 引起细胞凋亡. 而线粒体途径则涉及

线粒体跨膜电位消失, 膜通透性改变, 细胞色素

C释放, 活化Caspase-9. 在dATP存在时, 引起下

游Caspase-3, -6, -7的活化, 介导细胞凋亡. ERS
涉及非折叠蛋白反应以及ER内钙失衡, 使Cas-
pase-12活化, 诱导GRP78/Bip, GRP94, GADD34, 
GADD45A, CHOP等分子伴侣产生增加, 继而激

■创新盘点
本文较为系统全
面的综述了ERS
的诱发因素、反
应途径、跨膜蛋
白、调控因子和
伴侣蛋白, 肝细胞
凋亡的特点及其
在肝损伤中的意
义、肝细胞凋亡
的途径、调控基
因及诱导分子以
及ERS介导肝细
胞凋亡的最新研
究进展.
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活非细胞色素C依赖的Caspase-9, 引起级联反应

诱导凋亡. 因此, ERS是独立于细胞膜受体或线

粒体途径的第3条凋亡信号途径[16,47].
肝细胞凋亡包括内在途径和外在途径, 两种

信号途径的重叠导致了细胞凋亡. 内在途径中, 
不同刺激特别是氧分压, 能损坏线粒体内膜, 产
生线粒体膜通透性转变(mitochondrial membrane 
permeability transition, MPT), 随后细胞色素C
和凋亡诱导因子(apoptosis inducing factor, AIF)
从线粒体中释放. 在细胞质中, 细胞色素C和凋

亡蛋白激活因子(apoptotic protease activating 
factor-1, Apaf-1)结合, 激活Caspase-9前体, 依次

激活下游Caspase效应因子, 如Caspase-3, -6, -7. 
MPT也能使内源G释放, 将独自激活Caspase的
染色体DNA分解. 最后, MPT受到细胞内Bcl-2家
族相当数量的抗凋亡因子(如Bcl-2, Bcl-x1)和凋

亡因子(如Bax, Bad)的调控. 外在途径的调控是

通过细胞表面受体(Fas和TNF-αR), 或通过激活

细胞毒性T淋巴细胞(cytotoxicity T lymphocyte, 
CTL)释放穿孔素(perforin)和颗粒酶B, 并进一步

激活上述受体各自的配体(FasL和TNF-α), 此时

配体、受体与衔接蛋白及Caspase-8前体结合, 
构成聚合体. 这种结合体的聚合启动Caspase-8
前体分裂成激活态, 随后激活下游的Caspase效
应因子, 例如Caspase-3. CTL表达FasL, 并释放含

有穿孔素和颗粒酶B的颗粒, 使颗粒酶B进入靶

细胞. 然后颗粒酶B直接将关键的细胞蛋白分解

并激活Caspase前体. 激活Caspase-8前体也能间

接导致细胞色素C从线粒体释放, 从而将内外两

条途径连接起来[37].

6  肝细胞凋亡的调控基因及诱导分子

6.1 调控基因 肝细胞凋亡不是无规律的, 而是

受基因调控的. 参与肝细胞凋亡的基因可以简

单地分为在细胞凋亡过程中表达的基因、促进

细胞凋亡的基因和抑制细胞凋亡的基因. (1)促
进细胞凋亡的基因, 包括Bcl-2野生型p53, Bax, 
C-myc, TNF-α, 白细胞介素转化酶(interleukin 
converting enzyme, ICE), C-fos, Fas/Apo-1/CD95, 
Ced-3, Ced-4, TG等; (2)抑制细胞凋亡的基因,
包括Bcl-2突变型p53, Ced-9, Bcl-x等; (3)在细

胞凋亡过程中表达的基因, 包括细胞周期蛋白

D(CyclinD), TGF, Hsp-70等[41].
目前作用较明确的基因有Bcl-2和Fas, 细胞

凋亡的主要调节因子是Bcl-2家族的成员. 肝细

胞是否发生凋亡主要受Bcl-2家族的调控, Bcl-2

家族成员分为抗凋亡和促凋亡两类蛋白. Bcl-2
属原癌基因, 位于18号染色体短臂, 该基因与淋

巴瘤有关, 故称为Bcl-2. Bcl-2的mRNA长约6 kb, 
其编码产物位于线粒体内膜上, 可抑制由多种

刺激引起的细胞凋亡, 具有促进细胞生存、延长

细胞存活期的作用, 被称为“抗凋亡基因”[48]. 
Bcl-2蛋白家族细胞凋亡抑制因子有: Bcl-2, Bcl-
XL, Bcl-W, Bcl-XS, Mcl-l, Bfl-l, Brag-l; 细胞凋亡

促进因子有: Bax, Bak, Bag, Bid, Bad, Hrk, Bik. 
Bc l-2及其同源物主要定位于细胞膜, 包括ER
膜、核外膜和线粒体外膜[39]. Bcl-2家族中抑制

和促进细胞凋亡两类蛋白的比例决定了细胞在

受到特定的蛋白间竞争性的二聚化作用,  Bcl-2
为凋亡抑制基因, 主要通过防止线粒体内释放

出凋亡因子来发挥抗凋亡作用, Bax与其作用相

反, Bax可与Bcl-2蛋白形成异二聚体使之失活, 
Bax表达增强可形成同二聚体, 加速细胞凋亡. 
Bcl-2与Bax的比例影响凋亡信号的传导, 但不是

决定细胞凋亡与否的唯一因素[49-50].
6.2 诱导分子

6.2.1 细胞色素C 细胞色素C是引起细胞凋亡的

关键物质, 他与Apaf-1及Caspase-9结合, 形成

Cytc-Apaf-1-Caspase-9复合物亦称凋亡体, 导致

Caspase-9活化, 继而顺序激活下游的Caspase-3,  
启动凋亡蛋白酶级联反应, 细胞发生凋亡[51]. 
6.2.2 Caspase基因家族 Caspase基因家族在细胞

凋亡的执行期发挥关键的作用, 同凋亡的发生

密切相关. 其主要作用机制包括灭活凋亡抑制

物、分解细胞结构、降低蛋白酶活性等. 根据

其在凋亡的不同阶段发挥作用, 分为调控性和

效应性Caspase. Caspase-8在细胞凋亡中发挥启

动作用; Caspase-3在细胞凋亡中发挥效应作用.
6.2.3 Fas/Fasl Fas是介导细胞凋亡的细胞表面蛋

白, 是凋亡因子受体. 细胞膜上的Fas起凋亡“按

钮”的作用, Fas及FasL相互作用是介导肝细胞

凋亡的主要途径[52]. Fas/Fasl结合后, 需要Fas蛋
白的胞内区通过其C末端死亡区(death domain, 
DD)与Fas相关的死亡区蛋白(fas associated death 
domain, FADD)结合, 由后者激活启动Caspase导
致细胞凋亡.
6.2.4 TGF-β1及其受体 TGF-β1为多种组织细胞

生长的抑制剂, 在有丝分裂原诱导的肝细胞凋

亡组织中, 发现TGF-β1的表达; 体外培养的肝

组织中, 加入TGF-β1可诱导肝细胞的大量凋亡, 
充分证实了TGF-β1诱导肝细胞凋亡作用[53-55]. 
TGF-β1通过Caspase-8和Caspase-3的活化诱导

■应用要点
目前ERS介导肝
细胞凋亡的研究
越来越受到重视, 
通过阻断ERS所
致的肝细胞凋亡
途径中的各种介
导分子和反应蛋
白为我们的科学
实验研究和临床
上各种肝脏疾病
提供了新的思路, 
探索了新的途径.
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鼠肝细胞产生凋亡. TGF-βR是目前已知参与肝

细胞凋亡的其中一个受体, 他通过丝氨酸或苏

氨酸激酶的级联反应而诱导肝细胞凋亡, 凋亡

的肝细胞分泌TGF-β, TGF-β作用于星状细胞, 使
之成为激活的肌纤维细胞, 肌纤维细胞又分泌

TGF-β, 进一步导致肝细胞的凋亡[56].
6.2.5 TNF-a TNF-a是肝脏的一个主要炎症因子

和效应分子, 他与肝细胞凋亡的关系甚为密切. 
肝组织中单核巨噬细胞是产生和释放TNF-a的
主要细胞[57]. 因此TNF-a在肝脏中的含量较其他

组织多, 诱导产生的氧自由基以及多基因的激

活共同导致的肝细胞凋亡在肝损害的发生、发

展过程中有十分重要的作用. TNF-a诱导肝细胞

损伤的机制可能有: (1)TNF-a与TNFR1的胞外

区结合后, 引起TNFR1的三聚, 三聚的TNF-R1
通过其聚集的胞内死亡结构域招募下游的信号

传导蛋白如TRADD, FADD, TRAF和RIP等组装

成庞大的TNF-R1信号复合体, 再激活下游的各

条信号传导通路, 最后激活NF-kB、JNK激酶, 
诱导细胞凋亡; (2)细胞中ASK1与其抑制性蛋白

Trx结合, 当细胞受到TNF-a刺激后, 可通过某中

未知的机制产生活性氧自由基, 活性氧自由基

引起Trx从ASK1上脱落, ASK1最终可激活JNK
和p38激酶诱导细胞凋亡; (3)TNF-a能介导脂类

介质或其他肽类介质产生, 诱导自由基的产生

及脂质过氧化, 活化中性粒细胞和单核巨噬细

胞以及对内皮细胞的作用[58]. 谭春雨 et al [59]研

究显示, 在大鼠二甲基亚硝胺(DMN)诱导的肝

纤维化模型中肝细胞凋亡数量明显增多. 其原

因可能与模型组活化HSC增多、血窦内皮细胞

受损以及枯否细胞增多等有关, 因为活化后的

HSC、受损的内皮细胞等分泌TGF-b, TNF-a等
细胞刺激因子的能力明显增强, 而枯否细胞也

可以分泌这些细胞因子, 这些细胞因子被证实

有促进肝细胞凋亡的作用. 且模型大鼠肝脏严

重的微循环障碍引起的肝细胞营养不足和代谢

紊乱也可能是诱发肝细胞病理性凋亡的因素.
6.2.6 穿孔素和颗粒酶B CTL释放的穿孔素和颗

粒酶B也是介导肝细胞凋亡的重要因素[38].
6.2.7 内毒素(endotoxin, ET)  ET产生病理损害主

要是通过TNF-a介导, 其自身与肝细胞混合培养

也可直接致肝细胞凋亡. 梁秀彬 et al [60]研究表

明, 内毒素可诱导体外培养大鼠肝细胞凋亡.
6.2.8 胆红素 胆红素可直接介导肝细胞凋亡, 且
与浓度呈正相关[55]. 梗阻性黄疸时肝细胞损害

机制可能是由于胆酸盐促进肝实质的细胞凋亡 

所致.

7  ERS介导肝细胞凋亡研究进展

DNA损伤和细胞膜死亡受体聚集长期以来被认

为是诱导MPT和Caspase直接活化的细胞凋亡

始动点[16]. 越来越多的证据表明, ER、溶酶体和

高尔基体等其他细胞器也是损伤感知或凋亡信

号整合的主要位点[33]. ERS既是细胞抵抗应激

的重要机制, 也是应激损伤细胞的重要机制. 一
定程度的ERS能激活细胞保护机制, 例如增加

分子伴侣表达, 诱导未折叠蛋白反应, 表现为蛋

白质合成暂停, 随着应激反应蛋白基因表达的

增加, 可进一步改善细胞生理状态, 起到细胞保

护作用; 相反, 当应激原强度超过细胞自身处理

能力时, 保护机制不能与损伤抗衡, ERS可通过

Caspase-12启动特有的ER性细胞凋亡途径, 这种

凋亡途径是不同于受体介导或经线粒体介导的

一种新的细胞凋亡途径, 称为ER相关性死亡(ER 
associated death, ERAD)途径[61].

ER既含有促进凋亡的因子如Caspase-12, 
CHOP/GADD153, 也含有抑制因子如Bax Inhibi-
torⅠ, GRP78, GRP150. ERS过强时, 促凋亡机

制占主导, 能够独立地诱导细胞凋亡, 其主要机

制包括: (1)激活Caspase-12: Caspase家族成员

Caspase-8, 9, 3, 7等是死亡受体、线粒体损伤

通路致细胞凋亡的重要介质, 位于ER胞质面的

Caspase-12则是ERS致凋亡的特异性介质, 仅与

ER的凋亡通路有关. ERS下, 胞质Caspase-7转
位至ER表面, 酶切Caspase-12从而激活了后者. 
GRP78可抑制Caspase-12所致凋亡, 因为GRP78
被UPR诱导表达并重新分布, 在胞质中形成亚群

并充当ER膜蛋白, 可与Caspase-7和Caspase-12
形成复合物, 阻止Caspase-12激活并阻止其从ER
释放; (2)诱导CHOP表达: CHOP属于C/EBP转录

因子家族, 常与该家族的其他成员形成二聚体, 
其基因含有ERSE, 可被ER应激诱导表达继而促

进凋亡, 机制包括下调Bcl-2表达、耗竭谷胱甘

肽、促进反应氧族产生等; (3)激活线粒体介导

的凋亡通路: 酪氨酸激酶C-Abl是ER激活线粒体

凋亡通路的信号分子. C-Abl不仅存在于胞核和

胞质中, 还有20%以上存在于ER中. ERS可使ER
的C-Abl转位至线粒体, 继而促进线粒体释放促

凋亡因子细胞色素C, 线粒体与ER中的Bcl-2则
抑制其释放[62]; (4)其他机制: 例如活化的跨膜蛋

白激酶在肿瘤坏死因子相关因子2(tumor necro-
sis factor associated factor2, TRAF2)协助下激活

■名词解释
内 质 网 应 激 :  内
质网(ER)是一种
重要的真核细胞
器 ,  由 于 各 种 原
因 引 起 的 E R 中
出现错误折叠与
未折叠蛋白在腔
内聚集以及Ca 2+

平衡紊乱的状态, 
称为ER应激(ER 
Stress, ERS).
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JNK, 后者是与细胞增殖、分化以及应激诱导凋

亡等多种过程相关的信号转导蛋白, 在一定条

件下诱导凋亡[8].
多种肝脏疾病的发生与E R S介导的细胞

凋亡有关[63]. Caspase-12是ERS介导凋亡途径

的关键蛋白酶. 正常情况下Caspase-12以pro-
caspase-12蛋白酶原的形式存在, ERS时, 在天

冬氨酸残基的羧基端水解肽链去除原域, 成为

有活性的Caspase-12蛋白酶, 他通过依次激活

Caspase-9, -3引起细胞凋亡. Masud et al [64]研究

证实了Caspase-9, -3在ERS介导的细胞凋亡内

在性途径中起了关键的作用. 当肝细胞发生凋

亡时, procaspase-12蛋白量明显减少[23]. 有研究

发现, ERS介导Caspase-12活化参与了炎症性

急性肝功能衰竭肝细胞凋亡的过程, 也是急性

肝功能衰竭肝细胞发生坏死的一种新机制和

新模式. 在酒精性肝病的患者, 肝细胞凋亡和

坏死是并存的. 乙醇可通过激活肝微粒体细胞

色素P450、影响甲基转移和影响蛋氨酸的代

谢, 从而促进未折叠蛋白反应和ER超负荷反应

通路, 促进ERS的发生, 引起细胞凋亡及影响脂

类代谢. 近来国外报道, 在乙醇饲养的酒精性肝

损伤动物模型中发现, ERS应答基因GRP78、
GRP94、CHOP、胆固醇调节元件结合蛋白(ste-
rol response element binding proteins, SREBPs)
表达增加[65]. 谷氨酰胺能够降低阻塞性黄疸肝

细胞凋亡, 增加Bcl-2蛋白表达, 降低Bax蛋白表 
达[66]. 韦新 et al [67]研究发现牛磺酸具有抑制细胞

因子TGF-β的表达. 研究还表明: 牛磺酸具有抑

制肝细胞凋亡的作用, 机制可能与增强Bcl-2表
达及抑制Bax, TGF-β的表达有关[49]. 茵陈术附汤

通过促进Bcl-2表达和抑制Bax表达阻断阴黄证

大鼠肝细胞凋亡, 可能是其治疗阴黄证的机制

之一[68]. 近年来的研究发现, 将Bcl-2转基因表达

于重型肝炎模型小鼠的肝细胞, 可保护小鼠肝

脏功能. 将Bcl-2转基因表达于FasL和TNF-a诱
导的小鼠肝细胞, 可以保护肝细胞的凋亡[69]. Xie  
et al [70]研究发现熊去氧胆酸(ursodeoxycholic 
acid, UDCA)通过抑制细胞内Ca2+释放, 能阻抑

ERS介导的肝细胞凋亡, 并能显著降低由TG引

起的胞质内Ca2+水平升高, 减轻ERS反应蛋白

GRP78/Bip表达, 并抑制ERS途径启动的Cas-
pase-12活化, 从而阻断肝细胞凋亡. 这一抗凋亡

新机制的发现为各种ERS介导肝脏疾病的治疗

提供了新的思路.

8  结语

近年来研究表明, 肝细胞的异常凋亡(增强或减

弱)同许多疾病的形成密切相关, 包括肿瘤、自

身免疫性疾病和病毒感染等. 在各种急慢性肝

损伤中也可观察到异常的细胞凋亡现象. 目前

已证明病毒感染、毒性物质、酒精和辐射等均

可诱发肝细胞凋亡, 因此针对肝细胞异常凋亡

的治疗措施可为各种肝病治疗提供新对策. 阻
断肝细胞凋亡信号传导及促凋亡基因表达或上

调抗凋亡基因的表达均可防止肝细胞凋亡. 目
前有关肝细胞凋亡的研究进展很快, 肝细胞凋

亡的机制得到进一步揭示, 在ERS介导肝细胞凋

亡方面, 可以通过抑制细胞内Ca2+释放, 降低胞

质内Ca2+水平, 抑制ERS跨膜蛋白(IRE1, PERK
和ATF6)的激活, 减轻ERS反应蛋白GRP78/Bip
表达和降低伴侣蛋白(GRP94, GADD34, GAD-
D45A, CHOP等)的表达, 并抑制ERS途径启动的

Caspase-12活化, 从而阻断肝细胞凋亡途径来治

疗肝细胞凋亡引起的各种肝脏疾病, 并为我们

的科学实验研究和临床上各种肝脏疾病, 如肝

癌、肝移植物排斥反应、药物性肝炎、自身免

疫性肝病、酒精性肝病等引起的肝损伤的防治

提供了新的思路, 探索了新的途径.
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Abstract
The activation of hepatic stellate cells (HSCs) 
plays a central role in liver fibrogenesis. Trans-
forming growth factor β (TGFβ) initiates the 
activation of HSCs. In HSCs, TGFβ signaling is 
mainly transduced through the ALK5/smad2/3 
pathway. However, recent evidence has shown 
that the ALK1/smad1/5 pathway and non-
Smad signaling also play important roles in the 
activation of HSCs. For determining an effective 
anti-TGFβ strategy for liver fibrosis, it is neces-
sary to investigate the complex signaling of 
TGFβ in HSCs. 

Key Words: Hepatic stellate cells; Transforming 
growth factor β; Signal transduction pathway
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摘要
肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)活化
是肝纤维化形成的中心环节, 转化生长因子

β(transforming growth factor β, TGFβ)启动了
肝星状细胞的活化, TGFβ信号在HSC内主

要通过ALK5/smad2/3途径在HSC内传递, 而
近年来的研究表明, ALK1/smad1/5途径及
非smad信号也起非常重要的作用. 有必要对
HSC中复杂的TGFβ信号进行研究, 为有效抗
TGFβ治疗肝纤维化提供依据. 

关键词: 肝星状细胞; 转化生长因子β; 信号转导通

路
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0  引言

HSC活化并分泌大量细胞外基质, 是肝纤维化

形成的中心环节. TGFβ因启动、促进HSC活化

而在肝纤维化形成过程中起重要作用. HSC中

TGFβ信号主要通过ALK5/smad2/3途径传递, 
而近年来的研究表明, ALK1/smad1/5途径及非

smad信号也起非常重要的作用[1-2].

1  HSC内Smad依赖的TGFβ信号通路

TGFβ超家族包括多种信号蛋白, 如TGFβ单体、

骨形成蛋白(bone morphogenetic protein, BMP)、
活化素(activin)等[3-4], TGFβ通过其受体发挥作 
用[5-6]. TGFβ受体分3型: TβRⅠ, TβRⅡ, TβR
Ⅲ. 前两者为丝氨酸/苏氨酸受体, 配体与TβRⅡ
-TβRⅠ结合形成异源性三聚体, TβRⅡ激酶使

TβRⅠ磷酸化, 并激活TβRⅠ激酶, 使特异性受

体调节性Smads(regulation-smads, R-smads)磷
酸化, 磷酸化的R-smads与通用Smads(common-
partner-SMAD, CO-Smads)形成复合物转入核内

参与靶基因的转录调节[7]. 
TβRⅠ根据其激酶的不同又分为A L K1, 

ALK3, ALK5. TGFβ超家族信号可因配体及结合

的受体不同分为两支[8-9]: 一支为TGFβ分支, 主
要由TGFβ、活化素活化TβRⅠ/ALK5受体, 激
活Smad2, Smad3传导信号; 另一支为BMP分支, 
主要由BMP、生长分化因子活化TβRⅠ/ALK1
受体, 激活Smad1, Smad5, Smad8向下游传递

®

■背景资料
肝星状细胞(HSC)
活化是肝纤维化
形 成 的 中 心 环
节 ,  转 化 生 长 因
子β (TGFβ )启动
了肝星状细胞的
活化, TGFβ信号
在HSC内主要通
过ALK5/smad2/3
途径在HSC内传
递 ,  而 近 年 来 的
研究表明, ALK1/
smad1/5途径及非
smad信号也起非
常重要的作用. 有
必要对HSC中复
杂的TGFβ信号进
行研究, 为有效抗
TGFβ治疗肝纤维
化提供新的思路.



李丽, 等. 肝星状细胞中的TGFβ信号转导通路                                                                                                                 2517

www.wjgnet.com

信号. 在多数细胞类型, TGFβ信号通过ALK5/
Smad2/3传递. 既往认为ALK1特异性表达于内

皮细胞, 最近的研究表明, HSC表面也有ALK1表
达, 并通过第二支信号通路传递信号. 
1.1 HSC内TGFβ/ALK5/Smad2/3途径及靶基因

表达 TGFβ可促进原代培养的HSC中Smad2的磷

酸化、活化的HSC中Smad3磷酸化. 研究表明, 
Smad信号通路对TGFβ介导的多种纤维性胶原

基因的激活起关键作用, 包括COL1A1, COL1A2, 
COL3A1[10]等基因. 另有60多种ECM相关基因被

认为是TGFβ下游的即刻早期基因[11], 如TIMP-1, 
PAI-1, b5整合素基因(INTB5)等. 

Smad复合物进入细胞核内可直接与靶基因

的启动子区反应元件相结合, 介导靶基因的上

调[12]. Smad蛋白还可与其他转录因子相互作用, 
促进或抑制基因的转录. Smad3与TFE3和Sp1
相互作用, 分别活化PAI-1及COL1A2基因启动 
子[13-14]. 而Smad与AP-1的相互作用可加强[15-16]或

减弱[17]基因的转录活性, 最终转录效应不仅取

决于AP-1和/或Smad特异的cis元件, 还取决于两

者的相对位置. 如果Smad特异序列远离功能性

AP-1位点, 如PAI-1启动子, 则Smad靶基因转录

活性增强, 且无需形成Smad/Jun二聚体. 相反, 如
靶基因启动子的Smad特异反应元件内包含AP-1
位点, Jun则通过结合、阻断Smad3的转录活化

域, 直接抑制Smad功能[18]. 
Smad还可通过与转录共刺激因子(如Ski相

互作用蛋白或p300/CBP)相互作用而干扰其他

转录因子的功能. Smad-p300/CBP相互作用对

TGFβ介导的胶原基因的转录激活是关键事件[19]. 
干扰素-g通过Jak-1诱导Stat1a, 后者与Smad3竞
争p300/CBP, 从而抑制COL1A2基因的转录活性

而发挥抗纤维化活性[20]. 
TGFβ除了调节细胞外基质(extracellular 

m a t r i x, E C M)成分的基因表达, 尚可影响与

E C M代谢密切相关的间质性胶原酶(m a t r i x 
metalloproteinase-1, MMP-1)及其抑制因子(tissue 
inhibitors of metalloproteinases, TIMPs)的表达. 
Smad3, Smad4(而不是Smad1)的过度表达可与

p300/CBP竞争, 从而阻断IL-1介导的MMP-1
的转录激活[21]. TGFβ促进TIMP-1、同时抑制

MMP-1的表达, 两者都存在启动子附近AP1位
点, 是TGFβ发挥作用的关键, 但作用机制不尽相

同. MMP-1启动子AP-1位点上游存在TGFβ抑制

元件[22], Smad3可直接与AP-1位点相互作用介导

TGFβ对MMP-1基因表达的抑制. 而包含Smad的

复合物并不与TIMP-1的AP-1位点作用, Smad的
过度表达未能促进TGFβ对TIMP-1表达的诱导, 
TGFβ作用于Smad2, Smad3或Smad4敲除的细

胞系仍然可以诱导TIMP-1的表达, c-Fos, JunD, 
c-Jun则对TGFβ诱导TIMP-1表达非常重要[23]. 

Smad3在纤维化形成中具有重要作用, 其证

据来自靶向敲除Smad3的小鼠的应用, 与野生鼠

相比, Smad3敲除小鼠肝内Ⅰ型胶原mRNA表达

及羟脯氨酸含量明显减少[24]. 因此, 靶向Smad3
的成为重要的抗纤维化治疗方向. 
1.2 TGFβ/ALK1/Smad1途径 ALK1及下游通路

被认为仅在内皮细胞中表达 ,  在内皮细胞中 , 
TGFβ/ALK1通过Smad依赖方式上调分化抑制

蛋白1(inhibitor of differentiation 1, Id1), 促进细

胞的增殖和迁移. Wiercinska et al [25]在最近的研

究中发现, HSC也可通过TβRⅠ/ALK1/Smad1通
路传递信号. 为筛选与纤维化形成有关的TGFβ
靶基因, 他们分析了HSC中Smad7依赖的基因表

达谱, 发现Smad7的表达可强烈抑制Id1的表达, 
Id1过度表达又通过抑制Smad7及a-SMA纤维形

成而促进HSC的活化, 反之, Id1敲除使a-SMA
纤维形成减少, 从而抑制HSC的活化, 因此认为

Id1是致纤维化的一个重要因子. 进一步的研究

发现, HSC表面也存在ALK1的表达, TGFβ信号

对Id1表达的影响是通过TβRⅠ/ALK1/Smad1通
路传递, 而非TβRⅠ/ALK5/Smad2/3通路, 抑制

Smad2/3活化可以抑制ECM基因的上调, 然而对

a-SMA表达没有作用. 对ALK5的抑制不能阻止

Smad1的磷酸化, 因此, Smad1的磷酸化似乎对

于a-SMA的聚合不可或缺. BMP是ALK1受体的

天然配体, 有研究表明, BMP-2, BMP-4作用于

HSC, 促进a-SMA的表达明显上升, 对于HSC的
转化促进作用较TGFβ1更强[26], 有力的支持了

ALK1信号通路在HSC的表达. 体内实验也表明, 
纤维化的肝组织内Id1表达明显增多, 同时磷酸

化的Smad1增多. 在HSC活化过程中, Smad1表
达的增加和磷酸化以往曾有报道[27], 提示TGFβ/
ALK1/Smad1依赖途径在肝纤维化的发生中可

能起重要作用. 
1 .3 H S C中2种信号表达的意义  在内皮细胞

中, 上述信号分别介导2种不同的效应, ALK1/
S m a d1 /5的活化导致内皮细胞迁移和增殖 ,  
ALK5/Smad2/Smad3信号作用则相反[28-29]. 内皮

细胞的最终活化状态依赖于2种信号的平衡. 同
样, HSC和活化的HSC(MFB)接受TGFβ刺激后

也表现出不同的细胞内反应[30], 主要表现在以

■相关报道
既往研究对TGFβ
信号传导通路中
ALK5/smad2/3途
径在肝纤维化的
形成中的意义及
Smad蛋白对基因
转录的调控机制
已有了较为深入
的了解, 但对HSC
中ALK1/smad1/5
途径的研究及报
道较少, 此途径在
内皮细胞的研究
中较多, 最近有学
者开始对此途径
在HSC中的传递
进行了探索性的
研究(参见参考文
献[25-26,47]), 并
发现其在肝纤维
化的形成中具有
重要作用.
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下几方面. 
1.3.1 细胞生长受抑制情况不同 研究表明新分

离静止的HSC在TGFβ1作用后其增殖受到抑制, 
而活化的HSC则表现为增殖、收缩能力显著加

强[31-32]. 但均出现多种细胞外基质成分显著上 
调[33]. 
1.3.2 TGFβ受体表达情况 静止的HSC不表达

TβRⅠ及TβRⅡ受体, 或表达极微弱. 培养活化

后, 受体mRNA及蛋白表达表达明显上升, 但受

体与配体亲和力明显下降, 同时Smad4复合物与

DNA的亲和力下降[34]. 
1.3.3 TGFβ下游信号传导情况 原代HSC接受内

源性或外源性TGFβ刺激后, 最主要的细胞内信

号蛋白改变在于Smad2, Smad3的磷酸化和抑制

性Smad7的表达. 静止的HSC极少见到Smad2磷
酸化, 活化后HSC中Smad2则出现明显磷酸化, 
且随着Smad2的高度磷酸化, Smad7表达显著升

高[35]. 而慢性肝损伤过程中, HSC呈现持续活化

(a-SMA持续表达), Smad2磷酸化组成性表达, 
但Smad7表达持续在一较低水平. 

静止的HSC受到TGFβ处理, 可出现Smad2
和Smad3的磷酸化和核转位. 活化的HSC接受

TGFβ处理后, 没有出现磷酸化Smad2, Smad3的
显著增加, 提示MFB失去了对TGFβ的敏感性[36]. 

由于目前对HSC中ALK1/Smad1/5途径研究

较少, 上述不同是否与此有关尚需进一步证实, 
但为下一步研究提供了重要方向. 
1.4 辅助性TGFβ受体对不同信号途径的调节

作用 TGFβⅢ型受体包括β聚糖和endoglin, 在
TGFβ信号转导中起间接作用. 二者结构相似, 都
是跨膜受体, 细胞内结构域较短, 缺少酶作用基

序, 但包含许多丝氨酸、苏氨酸残基. β聚糖的

重要作用是促进TGFβ2与TβRⅡ的结合. 辅助受

体endoglin仅与结合在TβRⅡ上的配体相结合, 
由于TβRⅡ与TGFβ1和TGFβ3比TGFβ2具有更

高的亲和力, endoglin与此二者作用更有效[37-38]. 
近年研究认为, endoglin在调节TGFβ/ALK1和
TGFβ/ALK5信号通路过程中起重要作用. 

Endoglin的胞外段与胞内段均可与TβRⅡ
和ALK5相互作用, 其胞内域富含丝氨酸、苏

氨酸残基, 可为ALK5及TβRⅡ磷酸化[39]. 外源

性表达endoglin能下调TGFβ诱导的单核细胞及

成肌细胞生长抑制[40], 还可抑制TGFβ诱导的成

肌细胞外基质的合成[41]. 应用反义寡核苷酸或

endogl in中和抗体作用于内皮细胞, 可以加强

TGFβ对内皮细胞迁移、生长的抑制作用[42-43], 

而这些作用是由ALK5介导的[44], 因此, 可以认

为endoglin是TGFβ/ALK5信号通路的负性调节

因子. 与此相一致, 外源性表达endoglin可以抑

制Smad3的转录活性[45].  
由于ALK1或endogl in的变异均可导致遗

传性出血性毛细血管扩张症, 因此可能两者具

有共同的信号通路. 最近的研究认为, endoglin
是ALK1磷酸化的底物, TGFβ/ALK1信号需要

endoglin. 并且, endoglin表达水平决定了内皮细

胞的生长能力. 缺乏endoglin的情况下, ALK1信
号减弱同时ALK5信号增强, 内皮细胞生长受抑. 
Endoglin可能作为TGFβ/ALK1和TGFβ/ALK5之
间平衡的一个调节因子. 目前的研究结果支持

这样的模型: endoglin刺激TGFβ/ALK1信号同时

间接抑制TGFβ/ALK5信号, 从而促进血管生成

相的活化[46]. 
HSC中存在2种TGFβ信号通路, 其调控机

制尚不清楚. 最近研究表明HSC表面同样存在

endoglin的表达[47], 且在转化的HSC中, endoglin
的表达水平增高. 是否endoglin通过与内皮细胞

类似的调节方式调节肝HSC的致纤维化反应仍

需进一步研究.

2  TGFβ的非Smad通路

除了TGFβ/Smad通路, TGFβ还可活化其他的

信号级联反应[48]. TGFβ能活化Erk, JNK及p38 
MAPK激酶通路, 并可能独立于Smad而发挥作

用[49], 如活化NF-kB导致生物学效应. Erk, JNK
途经的激活还可导致并调节Smad的磷酸化[50], 
将MAPK与Smad信号联系起来. TGFβ诱导的

Ras/Erk MAPK信号能诱导TGFβ1的表达, 从而

扩大TGFβ的反应[51]. TGFβ依赖的p38MAPK途

径可以上调HSC细胞外基质的表达[52], 如Ⅰ型胶

原和凝血酶敏感素-2(TSP-2). 
TGFβ诱导MAPK通路活化, 也可能直接影

响Smad相互作用转录因子, 如JNK底物c-Jun或
p38MAPK底物活化转录因子2(activating tran-
scription factor 2, ATF-2), 从而将Smad通路与

MAPK通路联系起来[5]. 两条通路既相互促进, 
又相互拮抗. TGFβ活化Smad和MAPK通路的双

重能力对TGFβ诱导的上皮细胞向间质细胞的转

化起重要作用[53]; c-Jun可通过Smad共抑制因子

相互作用抑制Smad2的信号通路, 这种作用是通

过JNK信号调节, 而Smad7可加强和维持JNK的

活化[54], 因此, Smad与MAPK通路之间活化平衡

可能最终决定细胞对TGFβ信号的反应.  

■应用要点
TGFβ可能通过多
种信号转导途径
促进肝纤维化的
进展, 对信号转导
途径的深入研究
可为有效抗TGFβ
治疗肝纤维化提
供新的思路.
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由于TGFβ在肝纤维化进展中的重要作用, 
抗TGFβ治疗方兴未艾. 然而, TGFβ在体内作用

广泛, 需要更深入了解其复杂的信号传导通路

及相互之间的关系, 为寻找有效治疗肝纤维化

的方法提供理论依据. 
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Abstract
Peroxisome proliferator-activated receptors 
(PPARs) are a group of well-studied nuclear re-
ceptor isoforms. PPARs are intimately connected 
to cellular metabolism (carbohydrate, lipid and 
protein) and cell differentiation. PPARs are 
ligand-activated transcription factors, as well 
as being a group of nuclear receptor isoforms. 
Since PPARs were first reported in the 1990s, 
their biological functions in cellular metabolism, 
differentiation and disease relative effects have 
been thoroughly investigated. PPARs have three 
subtypes, PPARa, PPARd/b and PPARg. The 
biological function and relationship to disease 
of PPARd have become the focus of research, 
with the discovery of a special selective agonist 
of PPARd. PPARd is one of the main factors that 
regulate adipocyte differentiation and energy 
dissipation. Furthermore, PPARd also partici-
pates in the development of several diseases. 
PPARd agonists are expected to become effective 
drugs for treating metabolic syndrome. 

Key Words: Peroxisome proliferator-activated re-
ceptors
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摘要
过氧化物酶增殖物激活受体(PPARs)是配体
激活转录因子, 属于核受体超家族. 自1990年
PPARs被发现以来, 其在物质代谢、组织细胞
分化与疾病的相关性等方面的功能作用逐渐
得到认识和重视. PPARs有3种亚型, 分别为
PPARa, PPARd/b和PPARg. 随着PPARd特异选
择性激动剂的发现, PPARd的生物学功能及其
与各种疾病的关系渐渐成为研究热点. 目前已
经发现PPARd主要控制脂肪组织和骨骼肌细
胞的脂类代谢和能量平衡, 并参与许多疾病的
发生和发展过程. 并且PPARd作为治疗靶点, 
他的合成激动剂有望开发成为治疗代谢综合
症的有效药物. 

关键词: 过氧化物酶增殖物激活受体
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0  引言

过氧化物酶增殖物激活受体 ( p e r o x i s o m e 
proliferator-activated receptors, PPARs)是1990年
发现的, 随着对PPARs研究的深入, 其在物质代

谢、组织细胞分化、与疾病的相关性等方面的

功能作用逐渐得到认识和重视[1-3]. PPARs是配体

激活转录因子, 属于核受体超家族, 其分布具有

高度的组织选择性, PPARa在肝脏、肾脏、骨

骼、心肌和肾上腺组织中高表达; PPARd/b几乎

在所有的哺乳动物组织中表达; PPARg则在脂肪

组织、巨噬细胞、血管平滑肌中表达[4]. PPARs
与维甲酸受体(retinoid X receptor, RXR)结合形

成异二聚体, 再与PPAR反应元件(PPRE)结合, 发
挥调节脂质代谢和能量平衡的生物学功能[5-6]. 
PPARa能与其天然配体白三烯B4(LTB4)以及具

有降血脂作用的贝特类药物(fibrates)结合, 增强

肝脏和心脏的脂肪酸摄取与氧化[7-8]; 前列腺素

D2(prostaglandin D2)代谢产物15d-PGJ2, 是第
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■背景资料
过 氧 化 物 酶 增
殖 物 激 活 受 体
( P PA R s )是一类
由配体激活的核
转 录 因 子 .  为 核
受体超家族中的
成员, 有PPARa, 
PPARd/b和PPARg 
3种亚型. PPARs
对机体糖脂代谢
以及能量平衡具
有调节作用. 



一个发现的内源型PPARg配体[9], 噻唑烷二酮类

(thiazolidinediones, TZDs)是PPARg的特异选择

性合成配体, 两种配体均可以增加PPARg调节的

转录激活. 目前PPARa和PPARg人工合成配体

fibrates类降脂药物和TZDs类降糖药物均已应用

于临床. 2003年葛兰素史克发现了PPARd的特异

选择性激动剂GW501516, 从而对他的生物学功

能的研究才引起人们关注[10].

1 PPARd的研究现状

1.1 PPARd的组织分布及其配体 1992年, Schmidt 
et al [11]首先在人骨肉瘤细胞库中发现PPARd/b. 
PPARd广泛分布于多种组织细胞的核内[12]. 前列

腺素I2(PGI2)和饱和脂肪酸是PPARd的配体, 但
这些配体同时也可激活PPARa和PPARg. 天然的

低密度脂蛋白颗粒可能是PPARd的内源性配体, 
脂蛋白脂肪酶水解极低密度脂蛋白(VLDL)产生

的甘油三酯是巨噬细胞中PPARd最有效的激活

剂[13]. GW501516是最早发现的PPARd高亲和力

合成配体, 他与PPARd的结合力较PPAR的其他

亚型高1000倍以上. 在和受体结合后PPARd表达

上调, 而鼠禁食过夜后, 肝脏和肾脏的PPARd的

mRNA表达水平下降达80%[14].
PPARd有6个功能结构域分别为: 氨基端

A/B区为不依赖配体的细胞、组织特异性的转

录激活功能区; C区为DNA结合区(DBD), 主要

参与DNA的顺序识别; 羧基端E/F区是配体结合

区(LBD), 并可与RXR形成异二聚体, 形成配体

依赖性转录激活/抑制功能区; D区作为铰链区

连接DBD和LBD[15]. PPARd与其天然或合成配基

结合后, 活化的PPARd与RXR形成异二聚体, 然
后识别并与靶基因启动子上游的PPRE结合, 调
节靶基因下游的基因转录、翻译及生物学效应. 
但是关于其合成配体发挥生物学活性的通路也

存在不同说法, Kramer et al [16]认为PPARd激动剂

GW501516可以通过依赖和不依赖于PPARd和

AMPK这两种途径来改善人骨骼肌细胞的糖脂

肪代谢. Choi et al [17]通过体内和体外的试验均证

实, PPARd激动剂L-165041能够增加大鼠内脏脂

肪内脏素和脂联素的基因表达, 同时降低抵抗素

的表达; 这说明PPARd激动剂还能够通过调节脂

肪因子的表达的途径调节机体的糖和脂肪代谢.
1.2 PPARd与脂肪细胞分化 PPARs是调节脂肪细

胞分化的转录因子之一. Bastie et al [18-19]发现, 在
表达PPARd的成纤维细胞(3T3C2)中, 脂肪酸能

够激活细胞的PPARd, 引起编码脂肪酸转运体、
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脂质结合蛋白以及PPARg的基因转录活性增强, 
从而促进脂肪细胞的最终分化; 在前脂肪细胞

系(Ob1771或3T3-F442A)中, PPARd还能够使细

胞分化能力和对脂肪酸的敏感性均明显增强, 
但对脂肪酸决定的脂肪细胞最终分化只是中度

地促进. 总之, 体外试验表明, 内源性PPARd与脂

肪酸具有协同作用, 增加PPARg的表达; 促进脂

肪细胞分化.
1.3 PPARd与脂质代谢 自发现PPARs家族以来, 
其调节糖, 脂代谢的功能一直倍受关注. Wang 
et al [20]研究发现, 脂肪组织PPARd活化后能够促

进脂肪酸氧化以及能量消耗相关基因的表达, 
抑制高脂饮食引起的肥胖和高脂血症; 活化的

PPARd还能抑制Lepr(db/db)鼠棕色脂肪组织和

肝中的脂肪蓄积, 以GW501516刺激骨骼肌细胞, 
得出相同结论[21]. Holst et al [22]发现小鼠禁食24 
h后, 腓肠肌PPARd的表达上调, PPARd激动剂

GW1514能诱导C2C12肌细胞中与脂肪酸摄取

和代谢相关的基因表达. PPARd活化后能升高褐

色脂肪组织中解偶联蛋白UCP1, UCP2, UCP3表
达水平, 促进白色脂肪组织中UCP1升高. PPARd

活化后, 可能通过促进脂肪酸的b氧化和解偶联

氧化磷酸化而起到降脂作用.
在体内试验中, PPARd的激动剂L2165041

处理db/db鼠的研究中发现, 发现血液中的高密

度脂蛋白(HDL)增加, 从而有利于胆固醇的逆转 
运[23], 说明PPARd激动剂还与胆固醇的代谢有

关. Akiyama et al [24]用PPARd基因敲除小鼠研究

了高脂饮食引起的血浆和肝中脂的改变, 经过10 
wk高脂饮食饲养, 基因敲除鼠血浆中的VLDL, 
TG水平明显升高, 肝中VLDL含量增加, 而脂蛋

白脂酶(LPL)活性降低, 肝中脂肪蓄积减少. 结
果提示, PPARd也可以通过调节VLDL的产生和

LPL介导的VLDL-TG代谢来调整小鼠血浆中的

TG水平. 此外, PPARd能够调节组织对环境改变

的代谢适应性, PPARd的激动剂可以使肥胖动物

的各项代谢指标正常化, 促进骨骼肌和脂肪组

织的脂质动员[25-26].
P PA R d对骨骼肌细胞的作用能够扩展到

对心脂质代谢领域的研究. Gi lde e t a l [27]发现

PPARa和PPARd对调节心脂质代谢发挥重要

作用. PPARd激动剂GW0742还能够部分恢复

从PPARd敲除大鼠分离的心肌细胞与脂肪酸氧

化相关的主要基因的表达. Cheng et al [28]发现

PPARd敲除小鼠, 由于心肌脂肪酸氧化, 发生心

功能不全, 进行性心肌脂肪蓄积, 心肌肥厚和充
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■相关报道
多 数 学 者 认 为
PPARd通过上调
能量消耗相关基
因 的 表 达 ,  抑 制
肥胖和高脂血症
的 发 生 ;  一 些 学
者发现肿瘤细胞
PPARd的表达增
加, 并且与细胞的
恶性程度相关, 认
为PPARd与肿瘤
的发生有关.
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血性心力衰竭. 在表达PPARd的小鼠, GW0742
能够增高离体心肌细胞脂肪酸氧化相关基因的

转录水平; 而PPARd敲除小鼠没有反应. 这些数

据表明PPARd与PPARa均和心脏脂肪酸氧化有 
关系.

Sprecher et al [29]首次给人注射了PPARd激

动剂, 发现GW501516能够显著增高健康人的高

密度脂蛋白和甘油三酯, 增加血浆脂肪清除率; 
并且首次报道在离体试验中, GW501516增加人

骨骼肌细胞脂肪的利用以及ATP结合盒转运子

(ABCA1)的表达; 这些表明外周脂肪利用和脂化

作用是PPARd改变HDL:TG的潜在机制.

2  PPARd与疾病的关系

2.1 PPARd与胰岛素抵抗 GW501516能够诱导骨

骼肌细胞丙酮酸脱氢酶的mRNA表达, 继而增加

葡萄糖氧化, 糖异生和PGC-1a的形成[30]; PGC-
1a与胰岛素敏感性相关, PPARd能够与其启动

子结合, 增强PGC-1a转录活性, 从而促进细胞

的氧化代谢[31]. Dressel et al [21]也发现PPARd的活

化能升高骨骼肌细胞中编码脂肪酸氧化的酶类

基因的表达, 同时能降低高脂饮食和遗传型肥

胖鼠血中胰岛素和葡萄糖的水平, 增加糖耐量. 
但是PPARd与胰岛素抵抗关系的说法并没有定

论. Brunmair et al [32]研究发现GW501516诱导的

PPARd活性增强通过控制线粒体酶对作用底物

(碳水化合物或脂质)的选择, 减少骨骼肌细胞对

葡萄糖的利用. Debard et al [33]也认为肌细胞短期

暴露在PPARd激动剂环境, 脂肪酸氧化的增高并

不足以纠正2型糖尿病患者的胰岛素抵抗.
2.2 PPARd与动脉粥样硬化 PPARd活化通过增

加A和B类清道夫受体(SR-A/B)以及脂肪分化

相关蛋白(adipophil in), 使人的巨噬细胞脂质

蓄积增加. 感染促进血脂异常发展形成粥样斑

块. Welch et al [34]研究发现, PPARg激活剂抑制

动脉粥样硬化的发生机制是, PPARd活化和巨

噬细胞建立重叠的PPARd和PPARg转活和反式

阻抑作用. PPARg的活化抑制了脂多糖或干扰

素g(INF-g)的敏感基因, 所以PPARd活化后能够

引起巨噬细胞抗感染作用. 与体外试验结果相

反, 野生型小鼠与巨噬细胞PPARd敲除的小鼠

使用或不使用GW501516, 巨噬细胞SR-A, CD36

的表达均没有变化. 他们还发现, 在LDL受体敲

除的小鼠表现出较少的动脉粥样硬化发生, 这
表明PPARd缺失加强了抗炎转录抑制物的释放. 
PPARd过表达通过降低抗炎抑制物的释放, 使巨

噬细胞单核细胞趋化蛋白-1(monocyte chemoat-
tractant protein-1, MCP-1)水平增加. PPARd与动

脉粥样硬化的关系还存在很多不同的说法, Li  
et al [35]发现另一种PPARd配体, GW0742, 不能降

低LDL受体敲除小鼠的动脉粥样硬化. 在LDL
受体敲除小鼠, GW0742对TC, HDL-C和LDL-C
仅有轻微影响, 降低VLDL或TG的作用亦不明

显[35-36]. Aberle et al [37]则首次发现PPARd基因

+T294C多态性与女性脂质水平和冠心病相关.
2.3 PPARd与肿瘤的关系 PPARs在肿瘤细胞系

及组织中高表达有利于PP类致癌物质发挥其致

癌作用. 研究报道PPARd信号转导通路在结直肠

癌发生、发展过程起重要作用, 其详细调控机

制尚不清楚[38-40]. PPARd与肿瘤关系的研究, 以
其与结肠癌的关系为研究热点. 在结肠癌的发

生上, PPARd的作用存在争议, Wang et al [41]发现

PPARd基因敲除能够抑制Apc(Min/+)小鼠小肠

腺瘤的生长; 在结肠癌细胞中, PPARd能上调血

管内皮生长因子(VEGF)的表达, 而VEGF能够通

过激活PI3K-Akt信号通路, 直接促进结肠肿瘤

上皮细胞存活. 这些结果强调慎重应用PPARd
激动剂治疗具有高度结肠癌危险患者的代谢紊

乱, 同时也提示研发PPARd的抑制剂用于预防

和治疗肿瘤的可能[42-43]. Takayama et al [44]检测

了PPARd在直肠结肠癌(CRC)的多阶段致癌的

表达, 客观评价了PPARd与CRC的相关性. 他们

研究发现, 在正常黏膜向腺瘤性息肉和CRC转

变的过程中, PPARd的表达增高. 在癌组织中, 
PPARd蛋白仅聚集于有恶性形态学改变的肿瘤

细胞[45]. 研究者认为PPARd表达与CRC患者细胞

恶性形态学的密切关系提示PPARd可能在肿瘤

发生过程中具有重要作用[46-48].
也有一些学者对PPARd与其他肿瘤的关系

做了研究分析. Piqueras et al [49]发现PPARd能通

过VEGF调节内皮细胞增殖和血管形成的因子. 
研究者指出, GW501516治疗脂质代谢紊乱应该

谨慎观察患者, 预防发生血管性疾病. Xu et al [50]

发现低剂量GW501516能够促进人的胆管癌细

胞增殖, PPARd诱导人胆管癌细胞的环氧化酶

2(COX-2)表达, COX-2衍生的PGE2使PPARd进

一步活化, 这种正反馈在胆管癌细胞生长中发

挥重要作用, 可能成为预防和治疗胆管癌的新

分子靶点. 
总之, 目前对PPARd生物学作用的研究仍处

于初级阶段, 但已证实其对脂肪代谢和脂肪分

化具有重要调节作用. PPARd对胰岛素抵抗, 动

■创新盘点
本文就PPARd研
究现状及其与肿
瘤, 胰岛素抵抗等
疾病的关系两方
面给予了较全面
的 阐 述 ,  对 当 今
PPARd的研究热
点和国外学者取
得的成果作了较
系统的总结, 并对
PPARd发展前景
提出看法.
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脉粥样硬化以及CRC的发生、发展的影响仍需

进一步研究证实. PPARd发挥生物学作用的各种

下游信号也仍不清楚, 与各种脂肪因子如脂联

素、瘦素等以及PPARs亚型之间相互影响的关

系也不明确, 这些都需要进一步研究探讨.
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■同行评价
本 文 紧 紧 围 绕
PPARd与代谢综
合征的关系进行
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内容丰富, 有一定
的可读性和学术
价值, 是一篇较好
的综述.
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Abstract
AIM: To screen the constituent parts of Schi-
sandrin compound, and to ascertain the best 
composition by comparing the inhibitory effects 
of Schisandrin compound and its ingredients on 
gastric cancer cells in vitro.

METHODS: An orthogonal design was used to 
screen for the best composition of Schisandrin 
compound. MTT assay was used to examine the 
inhibitory effects of Schisandrin compound and 
its ingredients on gastric cancer cells. Data from 
10 groups were analyzed: normal control (me-
dium), negative control (2 g/L DMSO), positive 
control (50 mg/L 5-fluorouracil), low concentra-
tion Schisandrin (50 mg/L), high concentration 
Schisandrin (100 mg/L), low concentration aloe 
emodin (50 mg/L), high concentration aloe emo-
din (100 mg/L), low concentration Astragalus 
polysaccharides (50 mg/L), high concentration 
Astragalus polysaccharides (200 mg/L) and 

Schisandrin compound.

RESULTS: The best combinations of Schisan-
drin, aloe emodin and Astragalus polysaccha-
rides were 100 mg/L, 50 mg/L and 50 mg/L, 
respectively. Compared with the negative con-
trol group, the absorbance of low concentration 
Schisandrin, high concentration Schisandrin, 
low concentration aloe emodin, high concentra-
tion aloe emodin and Schisandrin compound at 
490 nm wavelength was substantially decreased 
(0.296 ± 0.011, 0.260 ± 0.012, 0.376 ± 0.017, 0.334 
± 0.013, 0.162 ± 0.007 vs 0.427 ± 0.018, P < 0.05), 
whereas the inhibitory rate of low concentration 
Schisandrin (26.26% ± 4.65%), high concentration 
Schisandrin (39.11% ± 5.13%), high concentration 
aloe emodin (21.78% ± 3.67%) and Schisandrin 
compound (52.06% ± 9.87%) clearly increased.

CONCLUSION: Creating effective compounds 
of traditional Chinese medicines by enhancing 
the effect of a particularly effective component 
may be one way to exploit modern traditional 
Chinese medicinal compounds.

Key Words: Schisandrin; Aloe emodin; Astragalus  
polysaccharides; MTT assay; Gastric Cancer

Liu XN, Zhang CY, Li YZ, Jin XD, Zheng XZ, Li L. 
Inhibitory effects of the components of Schisandrin 
compound on gastric cancer cells in vitro. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(23): 2526-2529

摘要
目的: 筛选复方五味子素组方最佳配比, 比较
复方五味子素B及其成分对胃癌细胞的增殖
抑制作用. 

方法: 采用L4(2
3)正交设计的方法筛选药物的

最佳配比. 用MTT的方法观察组方及其成分对
胃癌细胞的增殖抑制作用. 空白对照组加培养
液; 阴性对照和阳性对照组分别加DMSO和5-
氟尿嘧啶(5-FU). 

结果: 高浓度五味子乙素(100 mg/L)、低浓度
芦荟大黄素(50 mg/L)、低浓度黄芪多糖(50 
m g/L)组方为复方五味子素B的药物最佳配

®

■背景资料
实现中药现代化
是中药产业发展
走出“瓶颈”的
唯一出路, 将中药
有效成分合理组
方可能是开发现
代化复方中药的
有效方法和途径
之一. 胃癌的发病
率和死亡率居恶
性肿瘤前位, 开发
抗胃癌药物具有
重要的社会意义.



刘晓霓, 等. 复方五味子素B及其成分体外抑制胃癌细胞的增殖                                                                                       2527

www.wjgnet.com

比. 同阴性对照组(0.427±0.018)相比, 五味子
乙素低浓度(0.296±0.011)和高浓度组(0.260
±0.012)、芦荟大黄素低浓度(0.376±0.017)
和高浓度组(0.334±0.013), 复方五味素B组
(0.162±0.007)在波长490 nm处的吸光度A 值
均显著性降低(P <0.01); 增殖抑制率结果显示, 
五味子乙素低浓度(26.26%±4.65%)和高浓
度组(39.11%±5.13%), 芦荟大黄素高浓度组
(21.78%±3.67%), 复方五味素B组(52.06%±

9.87%)抑制率均明显增高.

结论: 合理的中药有效成分组方可能有效提
高单纯中药有效成分的作用, 将中药有效成分
合理组方可能是开发现代化复方中药的有效
方法和途径之一.

关键词: 五味子乙素; 芦荟大黄素; 黄芪多糖; MTT

法; 胃癌
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0  引言

根据中医基础理论和中药有效成分的药理作用, 
将中药的有效成分合理组方是开发现代化复方

中药的有效途径之一[1]. 研究表明, 五味子乙素

具有抗肿瘤的作用, 尤其是在治疗多药物耐药

(MDR)肿瘤方面具有一定的应用前景[2-3]. 为了

能够进一步提高五味子乙素的抗肿瘤药效, 本
研究根据五味子、芦荟和黄芪3种中药的药理

作用, 将3种中药的有效成分五味子乙素、芦荟

大黄素和黄芪多糖合理组成新的有效成分组方-
复方五味子素B, 通过观察组方对离体胃癌细胞

株增殖抑制作用, 筛选3种成分组方的最佳配比, 
并比较组方与单味有效成分对胃癌细胞的增殖

抑制作用, 进而为重组现代化有效中药复方提

供可能的实验理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 五味子乙素、芦荟大黄素(中国药品

生物制品检定所); 黄芪多糖(惠州东方植物保

健中心); MTT、胰蛋白酶、胎牛血清、DMSO 
(Sigma公司)、RPMI1640(Gibco公司); 人胃癌细

胞株SGC-7901购自上海生命科学院细胞化学与

细胞生物学研究所; 培养液为含100 mL/L小牛

血清、青霉素105 U/L、链霉素105 U/L的RPMI 
1640; 细胞株在37℃, 50 mL/L CO2培养箱中培

养, 每1-2天更换培养液1次.
1.2 方法 
1.2.1 正交设计方法筛选药物最佳配比 采用L4 
(23)正交设计表[4], 即三因素(五味子乙素、芦荟

大黄素、黄芪多糖), 二水平(高浓度100 mg/L, 
低浓度50 mg/L), 进行三成分最佳配比筛选. L4 
(23)正交设计表分组见表1. 
1.2.2 MTT法测定细胞存活率 空白对照组加培

养液; 阴性对照组加DMSO(终浓度2 g/L); 阳性

对照组加5-氟尿嘧啶(5-FU)(终浓度50 mg/L); 五
味子乙素低浓度组(终浓度50 mg/L); 五味子素

高浓度组(终浓度100 mg/L); 芦荟大黄素低浓度

组(终浓度50 mg/L); 芦荟大黄素高浓度组(终浓

度100 mg/L); 黄芪多糖低浓度组(终浓度50 mg/
L); 黄芪多糖高浓度组(终浓度200 mg/L). 每组

设6个复孔, 重复实验3次. 选择对数生长期胃癌

细胞, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化1-2 min后, 磷酸缓

冲液洗3次, 调整细胞数为5×108个/L接种于96
孔培养板, 每孔100 μL, 24 h后更换培养液加药, 
分组见上, 每组6个复孔, 于24 h后, 每孔分别加

入5 g/L的MTT 20 μL, 37℃孵育4 h, 弃上清, 加
入150 μL的DMSO, 在平板摇床微振荡10 min后, 
用酶标仪在波长490 nm处测每孔吸光度(A ), 根
据A值判定药物对细胞增殖的影响. 抑制率(IR) 
= [1-(药物组平均吸光度值/空白平均对照组吸

光度值)]×100%. 

2  结果

2.1 正交设计方法筛选药物最佳配比实验结果

五味子乙素的1(高浓度)水平之和为263.72, 2(低
浓度)水平之和为251.72; 芦荟大黄素的1(高浓

度)水平之和为254.64, 2(低浓度)水平之和为

260.80; 黄芪多糖的1(高浓度)水平之和为256.68, 
2(低浓度)水平之和为258.76. 可以看出五味子乙

素1, 2水平之和差值最大, 说明五味子乙素对实

验结果影响最大, 且高浓度好; 其次为芦荟大黄

素, 低浓度好; 影响最小的为黄芪多糖, 低浓度

好. 所以通过正交实验设计, 我们以高五味子乙

素(100 mg/L)、低芦荟大黄素(50 mg/L)、低黄

芪多糖(50 mg/L)的组方为最佳配比-复方五味子

素B(表1).
2.2 复方五味子素B及其成分体外抗胃癌细胞增

殖作用研究结果 与阴性对照组相比, 五味子乙

素低、高浓度组, 芦荟大黄素低、高浓度组和

复方五味素B组在波长490 nm处的吸光度A值均

显著性降低, 而黄芪多糖低、高浓度组的吸光

■研发前沿
五味子乙素对某
些肿瘤细胞具有
一定的细胞毒性,
可有效逆转肿瘤
的多药耐药性, 五
味子乙素作用于
P-糖蛋白, 可完全
抑制P-糖蛋白的
功能, 因此具有临
床应用意义. 五味
子乙素可与其他
药物配伍进一步
提高逆转效果,
因此, 采用化学修
饰或与中药有效
成分联合应用增
强其抗肿瘤作用
将是五味子乙素
的研究热点.
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度降低不明显; 增殖抑制率结果显示, 五味子乙

素低、高浓度组, 芦荟大黄素高浓度组和复方

五味素B组抑制率明显增高, 其中复方五味子素

B的抑制作用最为明显(表2).

3  讨论

五味子乙素(Schisandrin B)是五味子中重要的

木脂素类有效成分. 研究表明, 体外五味子乙

素能明显抑制小鼠腹水型肝癌、小鼠S180-V癌

细胞和人胚肺成纤维细胞的DNA合成[5], 能抑

制人肝癌SMMC-7721细胞的增殖并诱导其凋

亡[6], 可以增强阿霉素诱导人肝癌SMMC-7721
细胞和人乳腺癌细胞MCF-7凋亡的作用[7]. 本
研究结果也显示, 50和100 mg/L五味子乙素对

胃癌细胞株SGC-7901的增殖均有明显的抑制

作用. 大黄的有效成分芦荟大黄素(aloeemodin)
具有抗菌消炎功效, 体外可抑制金黄色葡萄球

菌、链球菌、白喉杆菌、枯草杆菌、大肠杆菌

等多种细菌, 对胃幽门螺杆菌也有抑制生长作

用. 此外, 动物活体实验证明芦荟大黄素能延长

P388白血病小鼠的存活期[8], 诱导早幼粒白血

病细胞株HL-60, 人肝癌细胞系BEL-7402, HCC, 
Mah/avu, PLC/PRF/5和HepG2及Hep3B等多种

肿瘤细胞凋亡[9-10], 能调节胶质瘤细胞PKC同工

酶、抑制其增殖进而诱导其凋亡的作用[11]. 我
们以往的实验显示芦荟大黄素在12-48 h内能明

显抑制人胃癌SGC-7901细胞的增殖[12]. 本研究

结果发现, 100 mg/L芦荟大黄素能明显抑制胃

癌细胞株SGC-7901的增殖. 黄芪多糖(astragalus 
polysaccharides, APS)是黄芪的主要活性成分之

一. 黄芪具有多种免疫调节的作用[13]. 在肿瘤防

治方面具有重要的作用. 大量研究显示, 黄芪

多糖不能直接杀死肿瘤细胞, 而是能刺激淋巴

细胞增殖, 提高巨噬细胞吞噬功能, 增强NK细

胞活力, 通过增强宿主免疫反应发挥抗肿瘤作 

用[14]. 但也有体内实验结果表明, im APS对小鼠

移植性肿瘤S180和肝癌(Heps)有明显的抑制作

用[15]. 我们体外实验结果显示, APS对胃癌细胞

株SGC-7901的增殖没有明显影响. 
为了能提高单味中药成分的抑癌作用, 我

们将五味子乙素、芦荟大黄素和黄芪多糖合理

组方, 并通过正交实验设计的方法筛选出了3种
成分的抑制胃癌细胞增殖的最佳配比-复方五味

子素B. 同时我们还比较了复方五味子素B及其

组成成分对胃癌细胞抑制的作用, 结果表明复

方五味子素B的抑癌作用比单纯使用五味子乙

素、芦荟大黄素和黄芪多糖的抑癌作用明显. 3
种成分抑癌作用之间相互关系以及复方五味子

素B抑癌作用机制将在后续研究中进行. 
实现中药现代化是中药产业发展走出“瓶

颈”的唯一出路. 本实验研究结果不仅为重组

表  1  L4(2
3)正交设计表药物最佳配比筛选

      
                                              实验组合安排                                           实验次数及结果(IR%)      

                       五味子乙素     芦荟大黄素    黄芪多糖           1                   2                  3               合计                 

1	            1(高)	 1(高)	    1(高)	     42.12	       44.23	        43.45         129.80

2	            1(高)	 2(低)	    2(低)	     45.24	       45.61	        43.07         133.92

3	            2(低)	 1(高)	    2(低)	     40.32	       41.16	        43.36         124.84

4	            2(低)	 2(低)	    1(高)	     43.44	       43.29	        40.15         126.88

1水平和(Z1)     263.72           254.64        256.68        171.12	     174.29	      170.03         515.44

2水平和(Z2)     251.72           260.80        258.76

差值(Z1-Z2)       12.00            -6.16	  -2.08

分组

表  2  复方五味子素B及其成分体外抗胃癌细胞增殖作
用研究(n  = 6)

      
分组		              A  	                           IR(%)                 

空白对照		  0.423±0.021	

阴性对照		  0.427±0.018	

阳性对照		  0.199±0.008b	 53.40±7.69b

五味子乙素

      50 mg/L	 0.296±0.011b	 26.26±4.65ad

    100 mg/L	 0.260±0.012b	 39.11±5.13bc

芦荟大黄素

      50 mg/L	 0.376±0.017a	 11.94±1.86

    100 mg/L	 0.334±0.013a	 21.78±3.67ad

黄芪多糖

      50 mg/L	 0.398±0.019	 6.79±1.23d

    200 mg/L	 0.411±0.020	 3.48±0.65d

复方五味子素B	 0.162±0.007b	 52.06±9.87b

aP<0.05, bP<0.01 vs  阴性对照; cP<0.05, dP<0.01 vs  复方五味

子素B.

■应用要点
五味子乙素可有
效逆转肿瘤的多
药耐药性, 所以五
味子乙素具有很
好的临床肿瘤化
疗的应用前景, 特
别是作为肿瘤细
胞多药耐药性逆
转剂药物的前景.

■名词解释
五味子乙素: 是木
兰科植物五味子
中重要的木脂素
类有效成分, 联苯
环辛烯类物质的
衍生物, 具有较强
效的抗自由基作
用. 近年来发现五
味子乙素具有抗
肿瘤的功效, 尤其
可有效逆转肿瘤
的多药耐药性. 
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抗胃癌高效中药复方提供了实验依据, 而且提

示将中药有效成分合理组方可能是开发现代化

复方中药的有效方法和途径之一. 
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Abstract
AIM: To construct a cDNA phage expression 
library of hepatocellular carcinoma antigens. 

METHODS: Total RNA was extracted from 
hepatocellular carcinoma cells and mRNA was 
purified. Single- and double-stranded cDNA 
were synthesized through reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) and long 
distance polymerase chain reaction (LD-PCR). 
cDNA fragments, after removing those smaller 
than 500 bp, were recombined to a λTripLEx2 
phage vector. The recombined cDNA was pack-
aged in vitro with Gigapack Ш Gold packing 
extract. A small portion of package phage was 
then used to infect Escherichia coli XL1-Blue for 
titration and determination of the percentage of 
recombinant clones. PCR was used to identify 
the size of the inserted cDNA.

RESULTS: The constructed cDNA phage ex-
pression library of hepatocellular carcinoma an-
tigens consisted of 3.4×106 pfu/mL independent 
clones with a recombination rate of 98.2%. After 
amplification, the constructed cDNA phage ex-
pression library of hepatocellular carcinoma an-
tigens consisted of 9.6×108 pfu/mL independent 
clones with a recombination rate of 97.2%. The 
lengths of the inserted cDNA fragments ranged 
from 0.6 to 2 kb, with an average of 1.4 kb. 

CONCLUSION: A high-quality cDNA phage 
expression library of hepatocellular carcinoma 
antigens was successfully constructed. This is 
an essential step for screening and identifying 
tumor-specific antigens of hepatocellular carci-
noma.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Bacteri-
ophage; Antigens gene; cDNA Library
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摘要
目的: 构建肝癌抗原基因cDNA噬菌体表达
文库. 

方法: 从肝癌细胞提取总RNA, 纯化mRNA, 
用逆转录酶链式反应(RT-PCR)反转录合成
cDNA第1链, LD-PCR合成cDNA第2链, 除去
<500 bp小片段, 与λTripLEx2噬菌体载体连接
并体外包装, 转化大肠感菌E.coli  XL1-blue, 测
定文库的库容和重组率, PCR鉴定插入cDNA
片段大小. 

结果: 构建的肝癌抗原基因cDNA噬菌体表
达文库, 原始库容为3.4×106 pfu/mL, 重组率
为98.2%; 文库扩增后库容为9.6×108 pfu/mL, 
重组率为97.2%. 重组子插入cDNA片段大小
0.6-2(平均1.4) kb.

结论: 成功构建高质量的肝癌抗原基因cDNA

®

■背景资料
原发性肝癌发病
率 高 ,  恶 性 程 度
高, 预后差, 传统
手术、化疗、放
射治疗效果差. 肝
癌特异性抗体介
导的靶向治疗是
肝癌治疗的新策
略, 本文利用噬菌
体抗体库技术成
功制备了高亲和
力的特异性抗肝
癌单链抗体, 筛选
和鉴定与其结合
的抗原可为肝癌
的免疫治疗提供
新的靶点. 

■研发前沿
肝癌特异性肿瘤
抗原的筛选和鉴
定是肝癌研究的
热点和难点, 高质
量 c D N A 文 库 的
构建是其前提和
关键.
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噬菌体表达文库, 为肝癌特异性抗原的筛选和
鉴定奠定了基础.
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0  引言

我们利用噬菌体抗体库技术成功制备了3株高

亲和力的特异性抗肝癌单链抗体[1-2], 筛选和鉴

定这3株单链抗体识别的特异性肝癌抗原, 可
以为肝癌的免疫治疗提供新的靶点. 筛选和鉴

定特异性肝癌抗原的前提和关键是构建高质

量的肝癌抗原基因cDNA噬菌体表达文库. 传
统的cDNA文库构建方法很难包括5'端全长基

因, 所建的文库代表性差, 文库筛选复杂、耗

时、工作量大. 以3株人肝癌细胞为材料, 利用

SMART(switch mechanism at 5' end of mRNA 
templa te)技术构建了高质量的肝癌抗原基因

cDNA噬菌体表达文库, 为肝癌特异性肿瘤抗原

筛选和鉴定提供了研究基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2、BeL-7402及
SMMC-7721为本室保存; TRIzoL试剂, RPMI 
1640培养液购自美国G i b c o公司 ;  优等胎牛

血清为T B D产品 ,  购自广州展晨生物技术公

司; mRNA分离纯化试剂盒购自Premega公司; 
SmartTM cDNA Library Construction kit购自美国

Clontech公司; 噬菌体包装蛋白Gigapack ⅢGold 
packing extract kit购自Stratagene公司.
1.2 方法 培养肝癌细胞HepG2、BeL-7402及
SMMC-7721至旺盛生长期, 倒去培养液后加

入TRIzoL试剂, 裂解细胞并抽提总RNA, 用紫

外分光光度计测定其浓度及纯度. 用Premega
的m R N A试剂盒分离纯化m R N A, 10 g/L琼

脂糖凝胶电泳观察. 取mRNA样品0.5 μg RT-
PCR合成第1链, 加SmartⅣTM oligonucleotide
随机引物5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAG-
A G T G G C C AT TA C G G C C G G G-3'  1  μ L, 
C D SⅢ / 3 '  P C R随机引物 5 - AT T C T A G -
AGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N-1N-3' 
(N = A、G、C or T; N-1 = A、G or C)1 μL, 灭菌

去离子水2.55 μL, 总体积5 μL, 72℃温育2 min, 

冰浴2 min. 依次加入5×First strand buffer 2.0 
μL, 20 mmoL/L DTT 1.0μL, 10 mmoL/L dNTP 
mix 1.0 μL, 逆转录酶SupercriptⅡ 1.0 μL, 总体

积5.0 μL, 42℃ 1 h, 冰浴终止反应. 用LD-PCR
合成第2链, 取第1链2.0 μL, 加入灭菌去离子水

80.0 μL, 10×Advantage 2 PCR buffer 10.0 μL, 
dNTPmix 2.0 μL, 5' PCR引物(5'-AAGCAGTGG-
TATCAACGCAGAGT-3')2.0 μL, CDSⅢ/3' PCR
随机引物2.0 μL, 50×Advantage 2 polymerase 
mix 2.0 μL, 总体积100 μL. 反应条件: 在95℃ 1 
min后, 95℃ 15 s, 68℃ 6 min, 20个循环, 10 g/L
琼脂糖凝胶电泳观察. 取已被蛋白酶K消化的

cDNA 79 μL, 10×Sfi buffer 10 μL, SfiⅠ酶10 
μL, 100×BSA 1 μL, 总体积100 μL, 50℃温育酶

切2 h. 加入2 μL 10 g/L的二甲苯青蓝混匀, 短暂

离心. 在经Chroma Spin-400柱子分离小于500 bp
的小片段后, 用灭菌去离子水7 μL溶解沉淀. 取
cDNA1.0 μL, 500 g/L已去磷酸化的λTripLEx2
噬菌体载体1.0 μL, 10×Ligation buffer 0.5 μL, 
10 mmoL/L ATP 0.5 μL, T4 DNA连接酶0.5 μL, 
灭菌去离子水1.5 μL, 总体积5.0 μL, 16℃连接

16 h. 加入包装蛋白25 μL, 22℃孵育2 h, 加入1×
Lambda dilution buffer 500 μL, 加入氯仿20 μL混
匀, 短暂离心. 即已构建成人肝癌抗原cDNA噬

菌体表达文库.
1.2.1 文库的滴度和重组率滴定 取原始文库1 μL, 
以1×Lambda dilution buffer作1∶5, 1∶10, 1∶
20稀释, 分别取不同倍数的原始文库1 μL加入

E.coli  XL1-blue过夜培养物200 μL中, 37℃孵育

15 min, 往混合物中加入3 mL熔化的LB/MgSO4

软琼脂, 铺在LB/MgSO4 90 mm平板上, 37℃孵

育15 h. 文库的滴度pfu/mL = (噬斑数×稀释倍

数×103 mL/L)/铺平板用稀释库的μL数. 用IPTG
和X-GaL滴定重组率, 重组率 = 白色噬斑数/(蓝
色噬斑数+白色噬斑数)×100%. 文库扩增后加

二甲亚砜终浓度至70 g/L, -80℃保存.
1.2.2 重组噬菌体PCR鉴定 随机挑取13个白色噬

斑分别加入至装有噬菌体稀释液30 μL中, 取噬

菌体稀释液5 μL, 在反应体系50 μL中加入载体

自带的随机引物各1 μL, 进行PCR扩增, 反应参

数: 95℃预变性5 min, 95℃变性30 s, 68℃延伸4 
min, 循环35次后, 68℃保温8 min, 10 g/L琼脂糖

凝胶鉴定插入片段的大小.

2  结果

总RNA的A 260/A 280为1.86, 电泳可见28 S, 18 S, 

■创新盘点
SMART方法构建
的克隆含有完整
的 5 ' 端非翻译区
的全长型cDNA, 
能够达到高质量
c D N A 文 库 的 要
求, 适合用于肝癌
特异性抗原基因
的筛选.

■应用要点
肝 癌 抗 原 基 因
cDNA噬菌体表达
文库的成功构建
为肝癌特异性肿
瘤抗原的筛选和
鉴定奠定了基础.
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5 S三条带, 28 S和18 S亮度比约为2∶1, 符合建

库要求(图1A). 电泳结果显示双链cDNA分布在

0.5-4 kb之间, 呈长瀑布条带, 符合哺乳动物细胞

DNA的分布规律(图1B). 原始文库的库容为3.4
×106 pfu/mL, 重组率为98.2%; 文库扩增后库容

为9.6×108 pfu/mL, 重组率为97.2%. 随机挑选13
个重组噬菌体, 经PCR鉴定, 插入cDNA片段大

小0.6-2(平均1.4)kb(图1C).

3  讨论

利用抗体寻找抗原最有效的方法是构建肝癌抗

原基因cDNA噬菌体表达文库, 继而进行免疫学

筛选, 获取特异性的肝癌肿瘤抗原, 而构建高质

量的cDNA文库是前提和关键. 国内已开展肝癌

cDNA文库构建和肝癌相关肿瘤抗原筛选方面

的研究[3-6]; 但是, 传统的cDNA文库构建方法很

难包括5'端全长基因, 所建的文库代表性差, 文
库筛选复杂、耗时、工作量大, 很难获得特异

性的肝癌肿瘤抗原. SMART方法构建cDNA文库

是一种新颖而实用技术, 所构建的克隆为含有

完整的5'端非翻译区的全长型cDNA, 而将此技

术用于肝癌抗原基因cDNA噬菌体表达文库的

构建还鲜见于报道. SMART cDNA文库构建技

术, 利用一种经修饰的Oligo(dT)(CDSⅢ/3' PCR 
primer)引导第一链合成, 并加入SMARTⅣOligo
在mRNA 5'末端作为短的延伸模板. 当逆转录

到5'末端时, 逆转录酶的末端转移酶活性在第1
链cDNA的3'末端加上一小段脱氧胞苷. 这些脱

氧胞苷与SMARTⅣ Oligo 3'端含有的寡核苷酸

(G)序列配对, 形成延伸模板, 逆转录酶转换模

板并将SMART ⅣOligo链转录完全. 所合成的

单链cDNA包含了完整的mRNA 5'末端, 并且附

加了SMART ⅣOligo的互补链[7]. 只有那些5'末
端含有SMART 锚定序列的单链cDNA才能在

随后的LD-PCR过程中进行指数扩增, 不完整的

cDNA和无polyA的cDNA因缺乏SMART锚定引

物而无法被扩增, 可消除基因组DNA和无polyA
的RNA, 并且允许用ng级的总RNA或mRNA构

建高库容量、高比例的全长cDNA文库[8-10]. 新
合成的cDNA 5'和3'末端分别含有非均一的sfiⅠ
限制性酶切位点, 由于sfiⅠ限制性酶识别cDNA 
的5'和3'末端碱基序列并不完全相同, cDNA和

λTripIEx2载体经sfiⅠ酶消化后, 可以直接进行克

隆连接, 并且消除了接头的自连接, 提高了文库

的重组效率. 而且sfiⅠ的酶切位点在哺乳动物中

罕见, cDNA经过sfiⅠ酶消化后仍可保持其完整性. 

cDNA文库的质量主要反映在文库的代表

性和重组cDNA片段序列完整性两个方面. 一个

具有完好代表性的cDNA文库理论上应有99%
的概率保证文库中包含细胞表达的任何一种

mRNA序列信息, 库容量至少应具有106以上. 重
组cDNA片段的完整性要求文库中重组cDNA
片段为全长的cDNA, 尽可能完整地反映天然基

因的结构, 插入子的片段大小平均要在1 kb以
上. 我们选取3株人肝癌细胞建库, 有着相对单

一的转录本库, 比新鲜肿瘤标本更具有代表性; 
利用SMART方法构建的克隆含有完整的5'端非

翻译区, 能够反映基因的天然结构. 我们构建的

肝癌抗原基因cDNA噬菌体表达文库, 原始库容

为3.4×106 pfu/mL, 重组率为98.2%; 文库扩增

后库容为9.6×108 pfu/mL, 重组率为97.2%; 重组

子经PCR鉴定, 插入cDNA片段大小从0.6-2(平均

1.4)kb; 到达高质量文库的要求, 为肝癌特异性或

相关性肿瘤抗原基因的筛选和鉴定奠定了基础.
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■同行评价
本文为肝癌特异
性抗原的筛选和
鉴定成功的构建
了高质量的肝癌
抗 原 基 因 c D N A
噬菌体表达文库, 
设计科学, 方法先
进, 结果明确, 有
很强的科学性和
可读性.
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中华医学会第五届消化内镜学分会青年委员会成立大会暨第
三届学会研讨会通知

本刊讯 由中华医学会消化内镜学分会主办, 江西省医学会消化内镜专业委员会、南昌大学第一附属医院承

办的中华医学会第五届消化内镜学分会青年委员会成立大会暨第三届学术研讨会将于2007-11-02/04在江西南

昌举行. 届时将邀请美国、香港等国家和地区的国际著名消化内镜专家及国内知名消化内镜专家莅临大会. 

1       会议内容

中华医学会第五届消化内镜学分会青年委员会成立大会; 青年内镜医师培训讲座; 消化内镜新进展讲座; 青年

委员专题讲座. 

2      联系方式

徐萍 ,  330006, 江西省南昌市永外正街17号 ,  南昌大学第一附属医院消化科 .  电话 :  0791-8692506或

0791-8692540, E-mail: yfyxp@yahoo.com.cn.
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Abstract
AIM: To observe the clinical efficacy of Rabdosia 
rubescens alone or in combination chemotherapy 
for the treatment of esophageal cancer patients. 

METHODS: We enrolled 448 patients diagnosed 
with esophageal cancer by pathology and X-ray; 
76 in the early stage were treated with Rabdosia 
rubescens alone; 372 were in the middle to late 
stage and among these, 167 were treated with 
Rabdosia rubescens alone, while 205 were treated 
with Rabdosia rubescens plus chemotherapy. 

RESULTS: For early-stage esophageal cancer 
patients treated with Rabdosia, survival rates at 
3, 5, 10 and 13 years were significantly higher 
than those for patients without treatment (98.68% 
vs 51.52%, 84.02% vs 28.62%, 63.49% vs 11.45%, 
50.13% vs 8.59%; P < 0.001). For late-stage esoph-
ageal cancer, the response rate to Rabdosia rubes-
cens plus chemotherapy was significantly higher 
than that in PYM-BLM based chemotherapy 
alone (66.82% vs 42.85%, P < 0.01). There was no 
significant difference regarding side effects be-

tween Rabdosia rubescens plus chemotherapy and 
chemotherapy alone (P > 0.05).

CONCLUSION: For early-stage esophageal can-
cer, Rabdosia rubescens appears to control disease 
and prolong survival time. Rabdosia rubescens  
also appears to enhance the effect of chemother-
apy against advanced esophageal cancer.

Key Words: Rabdosia rubescens ; Chemotherapy; 
Esophageal cancer; Clinical efficacy

Fan QX, Wang R, Wang RL. Clinical efficacy of treatment 
by Rabdosia rubescens alone or in combination chemo-
therapy for esophageal cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(23): 2534-2537

摘要
目的: 观察冬凌草单药及与化疗合用治疗食

管癌的临床疗效. 

方法: 448例患者, 均经病理细胞学和X线检

查确诊为食管癌. 其中早期癌76例, 均采用冬

凌草单药治疗. 晚期癌372例, 167例采用冬凌

草单药治疗, 205例采用冬凌草与化疗合用. 

结果: 用冬凌草单药治疗早期食管癌患者3, 5, 
10, 13 a的生存率明显高于未治疗组(98.68% 
vs  51.52%, 84.02% vs  28.62%, 63.49% vs  
11.45%, 50.13% vs  8.59%; P <0.001). 对于晚

期食管癌, 冬凌草联合化疗应用, 其总有效率

明显高于以PYM(BLM)为基础的单一化疗

(66.82% vs 42.85%, P <0.01). 冬凌草与化疗合

用组与单一化疗对照组相比副作用基本相同, 
无明显差异(P >0.05).

结论: 对于早期食管癌患者, 冬凌草能控制疾

病发展延长生存时间; 对于晚期食管癌患者, 
冬凌草能增强化疗的作用.

关键词: 冬凌草; 化疗; 食管癌; 临床疗效

樊青霞, 王瑞, 王瑞林. 冬凌草单药及与化疗合用治疗食管癌

205例.  世界华人消化杂志  2007;15(23):2534-2537
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®

■背景资料
冬凌草作为中草
药单药或与其他
中西药联合用于
抗肿瘤的研究是
一大热点. 本项目
负责人独立或与
其他研究工作者
合作对冬凌草的
研究较早, 尤其在
冬凌草治疗食管
癌、胃底贲门癌
和原发性肝癌上
的研究较为成熟.
目前, 国内外关于
冬凌草与化疗联
合应用治疗食管
癌的研究比较少. 
本研究为临床应
用冬凌草治疗食
管癌提供了理论
依据.
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0  引言

冬凌草(rabdosia rubescens)又名冰凌草、六

月令、山香草等. 系唇形科(l ab t ea)香茶菜属

(r abdos ia)植物. 主要产于河南以及河北、山

西、陕西、湖北、江苏、安徽、浙江、云南等

省, 资源丰富. 冬凌草含有从单萜、倍半萜、到

二萜、三萜等一系列萜类物质, 并含有黄铜及

有机酸等. 从冬凌草叶中分离出了冬凌草甲素

(Oridonin), 试验证明具有抗肿瘤作用、抗菌作

用、及氧自由基清除作用[1-2]. 临床应用证明冬

凌草治疗食管癌、胃底贲门癌、原发性肝癌、

胰腺癌、前列腺癌及局部灌注治疗复发性膀胱

癌等有一定客观疗效. 现仅就冬凌草水剂和片

剂单用及与化疗药物合用治疗食管癌的临床疗

效报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组共448例, 均经病理细胞学、X线检

查确诊为食管癌. 男343例, 女105例, 中位数年龄

53(30-77)岁, 其中早期癌76例, 中晚期癌372例. 
鳞癌426例, 腺癌11例, 腺鳞癌6例, 未分化癌3例, 
发现癌细胞未分类1例, 未发现癌细胞1例. 1975/ 
1977在汤阴县和鹤壁市普查中发现的早期食管

癌76例应用冬凌草糖浆和片剂单药治疗. 中晚期

食管癌372例中, 167例应用冬凌草单药治疗, 205
例冬凌草与化疗合用. 均为不宜或不愿接受手

术、放疗或单纯化疗患者.
1.2 方法 
1.2.1 冬凌草剂型和用药方法 1∶1浓度, 片剂每

片含生药4 g, 每次30 mL或片剂5-8片, 3次/d, 饭
后服用, 2-3 mo 1疗程. 疗程总量10 000 g生药左

右. 凡经1-2个疗程治疗病变缩小或稳定者, 停药

1 mo后再用第2或第3个疗程. 3-4个疗程后改为

维持量治疗, 每次15-20 mL或片剂4片, 3次/d, 用
药1 mo间歇1 mo. 早期癌每年2个疗程, 每疗程3 
mo, 间歇3 mo, 3-4 a后改为维持治疗. 冬凌草糖

浆和片剂可单用1种或同时用2种, 也可2种剂型

交替用.
1.2.2 冬凌草与化疗合用的用药方法 冬凌草糖

浆30 mL, 3次/d或片剂6片/次, 3次/d, 饭后po与化

疗同时应用. 化疗: (1)CTX-BLM: CTX, 400 mg 
iv, 每周1, 3, 5用; BLM, 15 mg im, 每周2, 4, 6用, 
7 wk 1疗程. (2)NOP(Nitrocaphane)-PYM: NOP, 
20 mg iv, 每周1, 3, 5用; PYM, 8 mg im, 每周2, 
4, 6用, 7 wk 1疗程. (3)DDP-VCR-PYM: DDP, 20 
mg iv, 第1, 4, 7周第1-5天; VCR, 0.5 mg iv, 第2, 3, 

5, 6, 8周, 每周1, 3, 5 09:00; PYM, 8 mg im, 第2, 
3, 5, 6, 8周, 每周1, 3, 5 16:00用, 8 wk 1疗程.
1 .2 .3  近期疗效和治疗后生存时间评定标准 
中、晚期食管癌按CR, PR, MR, SD和PD 5级标

准评定疗效: 完全缓解(CR): 肿瘤完全消失, 超
过1 mo. 部分缓解(PR): 肿瘤最大直径及其最大

垂直直径的乘积缩小达50%以上, 无新病灶出

现, 持续超过1 mo. 微效(MR): 肿瘤最大直径及

其最大垂直直径的乘积缩小25%以上, 但不足

50%, 无新病灶出现, 持续超过1 mo. 稳定(SD): 
可见肿瘤两径乘积缩小及增大均不超过25%, 无
新病灶出现, 超过1 mo. 进展(PD): 肿瘤两径乘

积增大25%以上或者有新病灶出现. 治疗后生存

期: 自治疗开始至死亡或末次随访的时间.
统计学处理 采用四格表资料的χ2检验, 以P  

<0.05作为有统计学意义的检验水准.

2  结果

2 .1 冬凌草单药治疗早期食管癌76例的结果 
早期食管癌76例(治疗组)经过13-15 a的观察

随访.治疗后1, 3, 5, 10, 13和15 a生存率分别

为100%, 98.68%, 84.02%, 63.49%, 50.13%和

44.56%. 同期普查发现而拒绝接受任何治疗的

早期食管癌患者58例(对照组)1, 3, 5, 10和13 a
生存率分别为100%, 51.52%, 28.62%, 11.45%和

8.59%, 除第1年外, 治疗组生存率均显著的高于

对照组(P <0.001).
2 .2  冬凌草单药治疗中晚期食管癌的疗效和

生存时间  冬凌草治疗中晚期食管癌167例 , 
CR, PR, MR, SD和PD分别为1.79%(3/167), 
6.58%(11/167), 25.15%(42/167), 32.93%(55/167)
和33.53%(56/167) ,  完全缓解和部分缓解为

8 .38%(14 /167) ,  总有效率(C R+P R+M R)为
33.53%(56/167). 冬凌草单药治疗后1, 3, 5和
10 a生存率分别为30.77%, 13.46%, 10.26%和

8.89%(表1). 
2.3 冬凌草与化疗合用治疗晚期食管癌的疗效

和生存时间 疗效: 冬凌草与含PYM(BLM)化疗

方案(BLM-CTX, PYM-NOP, PYM-VCR-DDP)
合用治疗晚期食管癌205例, 完全和部分缓解

率为36.58%(75/205), 总有效率(CR+PR+MR)
为66.82%(137 /205 ) .  同样化疗方案的单纯

化疗组 1 8 2例的完全缓解和部分缓解率为

20.32%(37/182), 总有效率(C R+P R+M R)为
42.85%(78/182). 两组相比有显著差异(P <0.01, 
表2). 其中以冬凌草加PYM-NOP差异最明显, 

■应用要点
本文研究发现冬
凌草食管癌早期
患者, 晚期患者都
有一定的疗效, 对
食管癌的治疗有
一定的临床意义.
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其次为冬凌草加BLM-CTX, 再次为冬凌草加

PYM-VCR-DDP. 冬凌草与化疗合用组治疗后1, 
3, 5 a生存率分别为40.3%, 11.11%和7.27%. 化
疗对照组1, 3, 5 a生存率分别为17.6%, 5.83%和

4.04%. 两组相比除第1年生存率有显著差异外

(P <0.01), 3, 5 a生存率无明显差异(P >0.05, 表3).
2.4 副作用 据本组观察统计冬凌草水剂和片剂

无明显副作用. 仅有少数患者有时服药后有轻

度的腹部不适、肠鸣、大便稀溏及次数增多等. 
不经处理可自行消失, 用米壳、山楂水煎剂可

预防与治疗. 4例服药后皮肤搔痒. 随访长期服

药患者未发现肝、肾、心脏及骨髓毒性. 冬凌

草与化疗合用, 有化疗引起的副反应. 冬凌草与

化疗合用组与化疗对照组相比副作用基本相同, 
无明显差异.

3  讨论

实验研究证明冬凌草煎剂无论口服或注射均

有抗肿瘤活性 ,  其有效成分冬凌草甲素对人

体肝癌细胞株B E L-7401、人体食管癌109细
胞、肺癌细胞SPC-A-1、人乳腺癌细胞MDA-
MB-231、艾氏腹水癌、淋巴瘤以及白血病等均

有明显抗肿瘤作用[3-5]和诱导凋亡作用[6-7]. 动物实

验证明冬凌草蒸馏液对食管癌癌前病变转变为

癌有明显的抑制作用. 用3H-标记的冬凌草甲素

在小鼠食管、肝脏、和胰腺组织中分布较多[8], 
这与临床上冬凌草治疗食管癌、肝癌和胰腺癌

等有一定疗效相一致[9-10]. 冬凌草治疗早期食管

癌76例, 经长期随访其3, 5, 10, 13 a生存率非常

显著的高于不治疗组(P <0.001). 从确诊到死亡

的平均时间为83 mo, 与文献报道的食管癌的自

然病程平均为43 mo及又有文献报道的早期食

管癌从确诊到死亡平均时间53.2 mo[11]相比, 冬
凌草治疗组的生存时间明显延长. 除去影响生

存时间的各种因素外, 事实表明冬凌草对早期

癌有控制病变发展、延长生存时间的作用. 冬
凌草单药治疗中晚期食管癌的缓解率(CR+PR)
为8.38%, 较已报道[12]的治疗食管癌化疗单药的

近期疗效均低, 但生存时间则较长. 文献曾报道, 
冬凌草甲素与顺铂可协同作用于鼠S180肉瘤细

胞[13]. 本研究冬凌草与含PYM(BLM)的化疗方

案合用治疗食管癌的效果明显高于单纯化疗组

(P <0.01), 显示有增效作用[14]. 研究证明[15]冬凌

草甲素加PYM的抑制率(83%)与单用冬凌草甲

素(52%)和PYM(44%)相比有显著统计学意义

(P <0.05). 其作用机制为冬凌草甲素可阻止细胞

表  2  冬凌草与化疗合用组及单纯化疗组治疗晚期食管癌疗效对比表n (%)

     
分组	                   	 n               CR                    PR                  MR                  SD                    PD

冬凌草与化疗合用组             205       19(9.26)      56(27.31)       62(30.24)       35(17.07)      33(16.09)

化疗对照组           	              182         5(2.74)      32(17.58)	   41(22.52)       56(30.76)      48(26.37)

P<0.01.

表  1  冬凌草单药治疗中晚期食管癌生存时间表(n )

     
年(a)	              1             2	     3           4             5	           6	       7            8            9          10

初期病例数        156	      156     156       156       156       136      127       126        96        90

末期病例数          48	        19	    21         17         16         12        12         12          9          8

表  3  冬凌草与化疗合用组及化疗对照组治疗晚期食管癌生存时间对比表n (%)

     
分组

          	                       1 a		                 3 a		              5 a

		         初期    末期    生存率            初期     末期     生存率            初期     末期    生存率

冬凌草与化疗合用组     129       52     40.3b	    63        7        11.11	 55       4         7.27

化疗对照组	      125       22     17.6                103        6          5.83               99       4         4.04

bP<0.01 vs  对照组.

■同行评价
本文作者观察冬
凌草单药及与化
疗合用治疗食管
癌的效果, 得出冬
凌草能控制早期
食管癌的发展延
长生存时间, 能增
强晚期食管癌的
化疗效果, 立题新
颖, 分析科学, 有
一定的临床意义
和应用价值.
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有丝分裂和引起G2+M期细胞堆积[16]. 又发现冬

凌草甲素可以改变细胞在周期中的比例, 导致

G2+M比例的增加, 引起部分同步化, 由于G2及
M期细胞的堆积, 利用其对M期细胞的阻断作用, 
选用对G2、M期细胞敏感药物如平阳霉素或博

莱霉素合用可产生增效作用[17]. 经过长期临床用

药, 未发现明显毒副作用, 与实验研究证明[18]冬

凌草对动物骨髓、肝、肾功能均无明显影响相

一致. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
Helicobacter pylori and verrucous gastritis.

METHODS: One hundred and twelve patients 
with verrucous gastritis diagnosed by endos-
copy were randomly divided into two groups. 
All patients had H pylori infection. Patients in 
group A were treated with rabeprazole, amoxi-
cillin and clarithromycin; and patients in group 
B were treated with rabeprazole and placebo. 
Treatment duration was 1 wk in both groups. 
After 1 mo, the clinical symptoms, endoscopic 
manifestations and H pylori infection were char-
acterized.

RESULTS: There was a significant difference 
(89.3% vs 75.0%; 91.1% vs 76.8%; P < 0.05) in clin-
ical symptoms and endoscopic manifestations 
between group A and group B. All the patients 
that were clearly in good condition were fol-
lowed up at 6 mo, and the relapse rate in group 
A was lower than that in group B (P < 0.05). All 
relapsing patients were infected with H pylori 
and had a positive rate of H pylori of 100%. In 
the non-relapsing patients, the positive rate of H 
pylori was 37.7%.

CONCLUSION: There was a close relationship 
between H pylori and verrucous gastritis.

Key Words: Verrucous gastritis; Helicobactor pylori
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摘要
目的: 了解疣状胃炎与H pylori感染的关系. 

方法: 胃镜确诊H pylor i 阳性的疣状胃炎患
者112例随机分组, 分别以雷贝拉唑钠、阿莫
西林、克拉霉素根除H pylori 治疗(A组)和雷
贝拉唑钠抑酸治疗(B组). 治疗后1 mo评价症
状、胃镜改善情况和H pylori 根除情况. 显效
者随访至治疗后6 mo再次评价症状和胃镜改
善情况、检测H pylori . 

结果: 治疗1 mo后A组症状和胃镜改善情况
明显好于B组, 两组比较有显著性差异(89.3% 
vs  75.0%; 91.1% vs  76.8%, P <0.05). 所有显效
者随访至治疗后6 mo, A组复发率11.1%, B组
复发率50.0%, A组明显低于B组. 两组复发者
H pylori均为阳性, 未复发者H pylori阳性率为
37.7%, 二者对比有显著性差异(P <0.05).

结论: 疣状胃炎与H pylori感染密切相关.

关键词: 疣状胃炎; 幽门螺杆菌
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0  引言

疣状胃炎(verrucous gastritis, VG)是一种特殊类

型的胃炎, 也称痘疹性胃炎、慢性糜烂性胃炎, 
其特征为胃黏膜出现多个丘疹样隆起, 顶部中

央呈脐样凹陷, 凹陷处伴或不伴糜烂, 隆起周围

多见红晕, 以胃窦部多见[1]. 近年研究认为, 幽门

螺杆菌(Helicobactor pylori , H pylori )感染与疣状

胃炎的形成有关. 我们观察根除H pylori对疣状

®

■背景资料
疣状胃炎的发现
已有半个多世纪
的 历 史 ,  但 到 目
前还没有引起广
泛 的 重 视 .  其 病
因、发病机制、

本质、生化及基
因改变、预后转
归、是否癌变等
缺乏深入研究, 对
其认识存在较大
分歧. 
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胃炎的症状、胃镜改善及疣状胃炎复发的影响, 
探讨疣状胃炎与H pylori感染的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-02/2005-02的门诊疣状胃炎患者

112例, 男59例, 女53例, 年龄30-74(平均50.8±
9.9)岁, 均经胃镜检查诊断为成熟型疣状胃炎, 且
经检测均为H pylori阳性. 伴有胃和/或十二指肠

溃疡患者, 以及合并胃下垂、胃癌、胃息肉、肝

胆疾患、阑尾炎、结肠炎、胰腺炎、感染性疾

病的患者未进入本研究. 本组疣状病灶位于胃

窦部, 表现为大小及形态不等(均>0.5 cm)的黏膜

隆起性病变, 起始部较陡, 隆起较高, 顶部脐样凹

陷小而深, 为糜烂灶, 上覆盖灰白苔, 有的伴有血

痂. 患者临床表现为上腹部闷胀不适, 疼痛、反

酸、嗳气等症状. 两组患者的性别、年龄、身

高、体质量等资料差异均无显著性. 治疗前病灶

大小、以及服药前两组患者不同症状所占比例

差异无显著性(P  >0.05, 表1).
1.2 方法 
1.2 方法 患者分为2组: A组56例, 给予雷贝拉唑

钠(商品名: 波利特)10 mg、阿莫西林1.0 g, 克拉

霉素0.5 g, 均每日2次, 早餐前半小时及睡前服

用. B组56例, 给予雷贝拉唑钠10 mg, 每日2次, 
早晚po . 两组疗程均为1 wk. 患者于服药1 wk后
门诊随访, 每周记录症状及不良反应. 治疗结束1 
mo后, 对患者的症状进行评分, 并进行对比; 复
查胃镜, 观察疣状胃炎病灶的形态、数目、大

小变化、黏膜糜烂愈合程度, 并对两组进行对

比; 同时行H pylori检测, 了解H pylori根除情况. 
随访至治疗结束后6 mo, 对所有显效者再次进

行症状评分和胃镜检查, 了解复发情况, 并行H 
pylori检测. 对上腹部闷胀不适、疼痛、反酸、

嗳气进行症状评分. 0分, 无症状; 1分, 偶有症状; 
2分, 常有症状, 部分影响生活; 3分, 不能忍受, 
严重影响生活. 3项症状分数相加/3为平均积分. 
显效: 症状消失, 或积分<1.5; 有效: 症状积分减

少50%; 无效: 症状持续存在或恶化. 总有效率包

括显效和有效. 胃镜表现: 疣状病灶消失, 活动

性炎症(糜烂、坏死、渗出)消失为显效; 胃镜下

活动性炎症仍存在, 但有所好转, 疣状病灶消失

1/2以上为有效; 胃镜无改变或加重为无效. 总有

效包括显效和有效. 显效者症状再次出现, 积分

>1.5; 胃镜下再出现疣状病灶、活动性炎症, 为
复发. 本次实验采用快速尿素酶检测和组织学染

色的方法来诊断H pylori感染情况, 两者均阳性为

H pylori阳性, 两者均阴性认为H pylori已根除.
统计学处理 采用SPSS统计软件分析, 两组

间平均年龄、身高、体质量和症状评分等计量

资料均采用t检验, 两组间率的比较采用χ2检验, 
等级相关用Spearman相关分析, P <0.05为差异有

显著性.

2  结果

2.1 症状和胃镜缓解情况 治疗1 mo后, 症状改善

A组总有效率为89.3%, B组总有效率为75.0%.  
两组相比有显著性差异(P <0.05, 表2). 胃镜改善

A组总有效率为91.1%, B组总有效率为76.8%. 
两组相比有显著性差异(P <0.05, 表2). 
2.2 H pylori根除和复发 A组H pylori转阴50例, 
根除率达89.5%; B组22例, 根除率为39.4%. 两
组相比有明显差异(P <0.05). 治疗后6 mo, 对所

有显效者随访. A组随访35例, 复发4例, 复发率

11.1%; B组随访28例, 复发14例, 复发率50%. A
组复发率明显低于B组, 两组之间有显著性差异

(P <0.05). 两组随访者中, 共复发18例, 其H pylori
阳性率为100%; 未复发45例, 其H pylori阳性率

为37.7%. 两者对比有显著性差异(P <0.05), 复发

者H pylori阳性率明显高于未复发者. 药物不良

反应: A组腹泻5例, 口味差4例, 恶心2例; B组腹

泻3例, 口味差3例. 均不影响治疗.

3  讨论

疣状胃炎是1种临床常见的特殊类型的慢性胃

炎, 其内镜检出率1.2%-3.3%. 近十余年来, 有不

少学者认为其与组织学上的淋巴细胞胃炎有

表  1  服药前H pylori阳性疣状胃炎两组患者症状评分(n = 56)

     
分组	      1分	                    2分	               3分

A            15(26.8%)	            31(55.4%)           10(17.8%)

B            13(23.2%)	            36(64.3%)             7(12.5%)

■相关报道
高 晓 红  e t  a l 观
察 到 疣 状 胃 炎H 
pylori 感染率明显
高于慢性浅表性
胃炎 ;  金海  et al
做了进一步的观
察, 发现疣状胃炎
不仅H pylori 感染
率 高 ,  而 且 中 度
以上的肠化生及
异型增生均明显
增 高 ,  提 示 其 有
较高的癌变倾向, 
值得引起重视和
密切随访; 于建勋 
et al发现疣状胃炎
H pylori 阳性者其
P53、P21表达均
显著高于H pylori
阴性者, 进一步支
持了上述观点.

■创新盘点
本文的侧重点在
于探讨H pylori 与
疣状胃炎的关系. 
通过根除H pylori , 
观察症状、胃镜
和病理表现的改
变, 以及随访6 mo
后的情况, 发现根
除H pylori 带来的
好处, 并观察到疣
状胃炎的复发与
H pylori 再感染有
关, 但对于那些虽
根除H pylori 仍有
疣状病灶存在的
患者, 其转归缺乏
长期的观察资料.

表  2  H pylori 阳性疣状胃炎症状和胃镜改善(n , %)

     
分组	        显效             有效             无效          总有效

症状 

      A组	     36(64.3)     14(25.0)       6(10.7)      50(89.3)

      B组	     30(53.6)     12(21.4)     14(25.0)      42(75.0)

胃镜 

      A组	     35(62.50)   16(28.57)     5(8.95)      51(91.1)

      B组	     28(50.00)   15(26.79)   13(23.21)    43(76.8)



www.wjgnet.com

2540                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志        2007年8月18日       第15卷      第23期

对应关系[2-3], 但近来有多项研究否认该结论[4]. 
各国学者先后提出多种内镜和病理分类, 其中

Kawai et al的分类最实用, 他根据病灶是否消退

将疣状胃炎分为2型: (1)未成熟型: 隆起病灶主

要由组织炎性水肿引起, 隆起较低, 周边平缓高

起, 坡度小, 顶部脐样凹陷较大而浅. 本型易消

退, 病灶一般可在数日至数月内消失, 但也可以

转变为成熟型; (2)成熟型: 隆起型病变由组织增

生所致, 病灶较高, 坡度较陡, 顶部凹陷较小而

深, 或无脐样凹陷而呈息肉样, 少数呈香肠形或

迂曲形. 胃窦部病变的活检可见幽门腺增生, 有
时可见纤维化, 胃体部病变的活检为胃小凹上

皮增生、延长、屈曲, 并有囊样形成. 本型病灶

经治疗也不易消退.                                    
关于疣状胃炎的病因仍不清楚[5], 出现过多

种学说. 早期有人认为疣状胃炎可能与变态反

应等免疫因素有关[6], 但至今未得到进一步证实. 
此外还有酸学说[7], 但一些研究显示疣状胃炎与

胃酸分泌无关[8-10]. 现在H pylori已被看成是慢性

胃炎的病因之一, 虽然有不同的意见[11], 但许多

研究均显示疣状胃炎患者的H pylori感染率较一

般的慢性浅表性胃炎高, 且差异显著[12-14], 认为H 
pylori可能是疣状胃炎的病因. H pylori致病因素

包括空泡毒素、尿素酶分解尿素后产生的氨等

毒性酶类及级联炎症作用. H pylori感染后参与

胃黏膜的免疫反应, 产生细胞因子, 如白介素、

肿瘤坏死因子等, 加剧炎症反应. Sano认为隆起

的形成是由于急性胃黏膜的深度糜烂破坏或

损伤了腺体颈部细胞, 结果幽门腺或胃小凹上

皮孤立增生, 形成黏膜隆起. 我们观察到, 根除

H pylori的三联疗法对症状的缓解率(89.3%)高
于单纯抑酸法(75.0%), 胃镜下的改变与之一致,  
(两组有效率分别为91.1%和76.8%), 差别均有显

著意义. 提示三联疗法对症状及胃镜的改善得

益于H pylori的根除(其根除率达89.5%, 单纯抑

酸法根除率39.4%, 差别有显著性). 随访6 mo, 显
效的患者有部分复发, 复发者无一例外H pylori
均为阳性, 未复发者H pylori阳性率仅37.7%, 两
者有显著性差异. 提示复发与H pylor i再感染

有关.
总之, 众多学者已经观察到疣状胃炎的高

H pylori感染率; 根除H pylori可使疣状胃炎的

症状和胃镜下表现得到改善; 治疗后复发者几

乎均为H pylori阳性, 阳性率明显高于未复发者, 
这揭示了疣状胃炎与H pylori感染密切相关, 与
疣状胃炎属H pylori相关胃炎的理论一致. 由于

H pylori相关性胃炎经过若干年后可演变和发展

为慢性萎缩性胃炎及肠化生, 而肠化生与胃癌

的发生又密切相关, 因此早期根除H pylori可治

疗疣状胃炎并预防其他合并症甚至恶性肿瘤的 
发生.

H pylori已被国际癌症研究机构(IARC)确定

为胃癌的Ⅰ类致癌因子, 目前也有一些研究提

示疣状胃炎与胃癌相关. 如Cappell et al [15]通过一

系列的胃镜观察, 追踪到1例疣状胃炎逐渐形成

瘤的过程. 李石 et al在191例中发现1例腺癌, 且
有疣状改变、不典型增生与癌灶并存的病损区, 
疣状病变与癌灶之间有过渡, 提示疣状胃炎有

可能恶变. 姚忆蓉 et al对73例疣状胃炎进行了5 
a随访, 发现4例癌变, 占5.48%, 癌变时间为1-3 a, 
平均21 mo, 均在原疣状病灶上发生, 病理结果为

黏膜内癌; 随访过程中病理检查显示由不典型

增生向癌变的逐渐过渡. 徐三平 et al [10]常规病理

检查发现疣状胃炎肠上皮化生29.55%, 肠上皮

化生伴异型增生4.54%, 腺上皮萎缩22.73%, 比
例明显高于一般浅表性胃炎, 提示疣状胃炎尤

其是伴有不典型增生者有一定的癌变倾向. 宋
莹 et al [16]用免疫组化检测P21、P53蛋白的表达, 
发现疣状胃炎的表达高于慢性浅表性胃炎, 且H 
pylori阳性者高于阴性者. 陈淑萍[17]发现疣状胃

炎患者胃液中CEA浓度明显高于慢性浅表性胃

炎. 鉴于此, 根除H pylori显得尤为有意义.
值得注意的是 ,  仍有一些患者在根除H 

pylori后, 虽然症状得到解除, 但部分疣状病灶持

续存在, 不易消退. 这提示我们, 除H pylori外还

有其他因素参与了疣状胃炎的形成, 有待进行

深入研究.
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Abstract
AIM: To explore causative agents, clinical 
manifestations, morphology under gastroscopy 
and histological alterations in patients with 
hypertrophic gastric folds (HGFs).

METHODS: Determining clinic characteristics, 
recording details of morphology under gastros-
copy, detecting histological alterations, and cal-
culating the infection rate of Helicobacter pylori in 
patients with HGFs.

RESULTS: Clinical characteristics were per-
sistent superior abdominal distention or vague 
pain that was not improved by treatment with 
prokinetics or dijex. The frequent HGF morphol-
ogy was longitudinal institia shaped, half-moon 
and unrepresentative round. In general, there 
were one to four HGFs that did not disappear 
after pumping air through the gastroscope in 
the sinus ventriculi on the lesser curvature side, 
the most part of which could enter the dodeca-
dactylon and block the duodenal opening of the 
stomach. All patients had gastritis, some accom-
panied with a duodenal bulbar ulcer. Pathology 

of HGFs showed superficial gastritis, atypical 
hyperplasia, intestinal metaplasia, and glandu-
lar organ reduction. The rate of infection with H 
pylori was 84.98%.

CONCLUSION: The rate of infection with H 
pylori, atypical hyperplasia and intestinal meta-
plasia in patients with HGF is higher than that 
for superficial gastritis, which may be related to 
gastric carcinogenesis.

Key Words: Hypertrophic gastric folds; Gastros-
copy; Helicobacter pylori ; Atypical hyperplasia; In-
testinal metaplasia

Cheng XL, Wang BX, Ren QH, Hao B, Song XY, Fu 
AG, Yang Y. Clinical manifestation, morphology under 
gastroscopy and histological alterations in patients with 
hypertrophic gastric folds. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(23): 2542-2544

摘要
目的: 探讨胃窦部粗大皱襞形成的原因、临
床表现、内镜形态及组织学改变. 

方法: 对胃镜检查中发现有胃窦部粗大皱襞
患者, 询问临床特点、内镜下检查形态、活组
织病理检测其组织学改变, 13C尿素呼气试验
测定其幽门螺杆菌感染率. 

结果: 临床见有进食后上腹饱胀及上腹隐痛, 
伴有反酸、烧心、嗳气, 胃动力药及助消化药
物不能改善症状; 内镜下形态以纵行条状粗
大皱襞多见, 弧形、类圆形次之. 位于胃窦部
小弯侧, 1-4 条, 通向幽门, 大部分脱入十二指
肠, 所有患者均有不同程度的胃炎. 病理提示
不同程度浅表性胃炎或不典型增生, 伴糜烂者
不典型增生比例较高. 肠上皮化生、腺体数
量减少也占一定比例. 幽门螺杆菌阳性率为
84.98%.

结论: 在胃窦部粗大皱襞中, 幽门螺杆菌感
染, 不典型增生和肠上皮化生较一般浅表性胃
炎高, 可能与胃癌的发生有一定关系.

关键词: 粗大皱襞; 胃镜; 幽门螺杆菌; 不典型增生; 

肠化生

■背景资料
我们在进行胃镜
检查时, 经常会发
现胃窦部小弯侧
存在一或数条纵
行皱襞, 并发现这
些患者较普遍存
在进食后较长时
间的上腹饱胀和/
或隐痛, 药物治疗
难以奏效, 我们认
为这是一种与炎
症有关的病变, 是
慢性胃炎反复发
作后形成的, 为了
进一步了解这一
病变的形成原因, 
探索治疗方法, 故
对胃窦部粗大皱
襞进行临床、内
镜形态及组织学
研究. 

■研发前沿
关于胃部的粗大
皱襞, 国内报道较
少, 且大部分内容
与本文所述内容
并不一致, 文献上
所谓的粗大皱襞
指的是胃内良性
或恶性病变所形
成黏膜粗大或隆
起, 大部分是恶性
病变. 而本文所述
为慢性胃炎反复
发作所形成的胃
窦部的黏膜粗大
隆起. 目前关于此
方面的文献极少.

®
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0  引言

正常情况下胃窦及幽门前区黏膜光滑, 没有皱

襞或肿物, 多年来, 我们在胃镜检查中经常观察

到在此区出现一些形态各异的粗大皱襞, 我们

在11 032例进行胃镜检查的患者中发现323例患

者胃窦部有粗大皱襞, 并对其进行了组织学、

内镜及临床的追踪观察, 现报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 门诊就诊或住院患者323例; 男151例, 
女172 例, 男女之比为1∶1.14; 年龄31-83平均

(48.48±26.42)岁. 病程3 mo至11 a, 平均(3.43±
1.14 )a.
1.2 方法 胃镜检查胃窦部发现有粗大皱襞者, 追
问并观察患者有无消化道症状, 如上腹饱胀, 上
腹隐痛, 反酸、烧心、嗳气, 恶心、呕吐等症状. 
胃镜检查检出后, 每3 mo复诊, 给予常规治疗, 追
踪观察患者症状改善情况. 内镜下观察行胃镜

检查的患者胃窦部发现粗大皱襞后, 观察皱襞

的形态, 数目, 长度, 程度, 有无脱入幽门或十二

指肠, 有无堵塞幽门口, 胃内炎症程度, 有无糜

烂及溃疡. 胃镜检查中发现有粗大皱襞的患者, 
在粗大皱襞上活检, 做病理检查, 主要观察胃黏

膜的慢性炎症、活动性炎症、肠化生、不典型

增生, 并按标准进行分级[1]. 用13C尿素呼气试验

检测幽门螺杆菌, 追踪观察要求患者3 mo复诊, 
并按上述项目进行复查并详细记录.

2  结果

2.1 临床和内镜下表现 患者进食后上腹饱胀持

续时间较长及上腹隐痛, 或伴有反酸、烧心、

嗳气, 胃动力药及助消化药物不能改善症状. 上
腹饱胀306例, 占94.74%; 间断上腹隐痛290例, 
占89.78%; 反酸、烧心、嗳气216例, 占66.87%. 
内镜下: 323例发现胃窦幽门前区粗大皱襞(占总

检查人数的2.93%), 其内镜下形态以纵行条状多

见, 弧形、类圆形次之. 经过充分注气后仍不消

失, 部位以胃窦部小弯侧最多, 242例(74.92%)为
1条, 32例(9.91%)为2条, 29例(8.99%)为3条, 20
例(6.19%)4条. 均通向幽门, 脱入十二指肠301
例(93.19%), 不同程度堵塞幽门口, 严重者皱襞

紊乱使幽门口变形甚至使胃窦变形, 导致幽门

狭窄(图1). 其中129例(39.93%)皱襞表面黏膜糜

烂、充血, 21例(6.50%)伴十二指肠球部溃疡, 所
有患者均有不同程度的胃炎.
2.2 病理和幽门螺杆菌检查结果 对这些粗大

皱襞进行活检, 病理提示不同程度浅表性胃炎

或不典型增生, 慢性胃炎分级: 轻度: 16例, 占
4.95%, 中度: 64例, 占19.81%, 重度: 243例, 占
75.23%. 慢性活动性胃炎分级: 0级: 32例, 占
9.91%. 1级: 61例, 占18.89%. 2级: 78例, 占
24.15%. 3级: 152例, 占47.06%. 粗大皱襞表面伴

糜烂者不典型增生比例较高. 在323例患者中这

种不典型增生或细胞异形变有83例, 占25.70%, 
其中轻度31例, 中度39例, 重度13例. 另外, 有
109例伴肠上皮化生(33.75%), 46例(14.24%)病
理结果为腺体数量减少 .  用13C尿素呼气试验

检测253例, 215例幽门螺杆菌阳性, 阳性率为

84.98%, 其中伴有表面糜烂、充血129例, 122例
幽门螺杆菌阳性, 其阳性率为94.57%. 我们对

201例患者进行追踪观察, 患者均按消化性溃疡

或胃炎的常规方法治疗, 内镜检查复查分别在

治疗后3 mo至3 a, 复查结果粗大皱襞无1例幽门

螺杆菌消失, 其中78例患者皱襞增大(38.81%). 
临床症状均无明显改善(部分患者服药后有改

善, 但近期复发). 病理复查所有肠上皮化生仍均

存在, 并增加了15例. 原有轻度不典型增生中有

6例消失, 5例转为中度. 而在中、重度不典型增

生患者中, 有4例呈腺瘤样增生, 1例出现癌细胞.

3  讨论

在胃镜检查过程中经常可以观察到胃窦部所出

现的粗大皱襞, 这些粗大皱襞大多经幽门脱入

十二指肠球部, 造成幽门的部分堵塞, 在胃蠕动

时食物通过困难, 幽门变形, 关闭不全或关闭迟

缓, 引起胆汁反流, 所以患者多伴有消化不良症

状, 如上腹饱胀不适、纳差、上腹隐痛等, 大部

分患者以特续上腹饱胀为主, 对药物治疗无改

善. 内镜下对粗大皱襞活检病理均为浅表性胃

炎表现, 其病理基础可能由于局部炎症, 血管通

透性增加, 炎症细胞及红细胞渗出, 另外, 由于

炎症反复发作, 使大量胶原纤维增生和细胞增

生, 局部组织隆起形成了粗大皱襞, 或纤维收缩

使黏膜呈条索状变形, 随着胃的蠕动逐渐脱入

十二指肠球部. 经长期观察, 粗大皱襞形成后将

长期存在, 难以消失. 随着炎症反复发作, 不断

增生、肠上皮化生, 皱襞会增大增粗, 腺瘤样变

■名词解释
胃窦部粗大皱襞, 
是指胃窦部以炎
性病变为主的, 黏
膜皱襞的纵行隆
起, 从幽门口脱入
十二指肠球部. 部
分堵塞幽门, 从而
影响了胃排空, 少
部分患者出现了
癌前病变及癌变.
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或恶变.
胃窦部粗大皱襞形成的原因目前尚不十分

清楚, 本文所描述的胃窦部的粗大皱襞与文献

报道[2-4]不完全一致, 文献报道的粗大皱襞多为

恶性病变所造成, 本文所报道粗大皱襞, 主要为

炎症引起, 其幽门螺杆菌感染率比一般浅表性

胃炎为高. 有报道认为还与遗传、黏膜下结缔

组织疏松有关[2], 或与饮酒有关. 组织活检病理

检查对于不典型增生和肠上皮化生较没有粗大

皱襞的浅表性胃炎发生率高, 这些病变与癌变

的关系, 一般认为轻度增生呈明显良性, 可随炎

症消失而消失; 中度不典型增生亦属于良性改

变, 但细胞结构已明显变异, 可能是重要的癌前

病变; 重度不典型增生接近癌变, 与高分化腺癌

不易区别. 鉴于胃窦部是胃癌的好发部位, 当幽

门前区出现粗大皱襞尤其不典型增生或肠化生

时, 应密切注意, 宜定期复查, 追踪观察, 必要时

给予适当治疗, 以阻止其癌变.
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■同行评价
本文通过观察胃
窦部粗大皱裂的
临床、内镜表现, 
提供了有意义的
结论, 选题有一定
的新颖性, 行文流
畅 ,  方 法 结 果 可
信, 具有一定的临
床参考价值.

图  1  胃窦胃镜检查. A: 幽门前区黏膜充血水肿, 1条粗大皱襞, 通向幽门口, 幽门口部分堵塞; B: 胃窦幽门前区黏膜充血水

肿, 1条纵行粗大皱襞, 通向幽门口, 幽门口部分堵塞; C: 胃窦部充血水肿, 2条粗大皱襞, 通向幽门口, 幽门大部分堵塞; D: 胃

窦部充血水肿, 椭贺圆形粗大皱襞, 部分堵塞幽门; E: 胃窦幽门前区充血水肿, 4条粗大皱襞, 脱入十二指肠球部, 堵塞幽门

口.
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Abstract
AIM: To evaluate the accuracy of a new office-
based serological test (Assure H pylori Rapid 
Test with current infection marker) for the 
detection of current infection with Helicobacter 
pylori, compared with the Warthin-Starry stain 
and rapid urease test (RUT).

METHODS: Warthin-Starry staining and RUT 
for detection of current infection with H pylori 
was performed in 154 consecutive patients with 
upper gastrointestinal symptoms who under-
went gastroscopy. The combination of the re-
sults of RUT and Warthin-Starry is regarded as 
the gold standard for detection of current infec-
tions with H pylori. All subjects simultaneously 
underwent serological testing with the Assure H 
pylori Rapid Test kit, using a 20 μL finger prick 
blood sample. The sensitivity, specificity, posi-
tive predictive value, negative predictive value 
and accuracy of this test were calculated against 
those of the RUT and Warthin-Starry standard.

RESULTS: Compared to the gold standard, 

sensitivity and specificity of this new serologi-
cal test were 92.0% (81/88) and 94.0% (47/50), 
respectively. The positive and negative predic-
tive values of this test were 96.4% (81/84) and 
87.0% (47/54), respectively, and accuracy was 
92.8% (128/138). Compared to RUT, sensitivity 
and specificity of this new serological test were 
89.7% (87/97) and 91.2% (52/57), respectively. 
The positive and negative predictive values 
were 94.6% (87/92) and 83.9% (52/62), respec-
tively, and accuracy was 90.3% (139/154).

CONCLUSION: The Assure H pylori Rapid Test, 
like RUT, is a simple and accurate method for 
rapid diagnosis of current infection with H pylori.

Key Words: Helicobacter pylori ; Serology; Diagnosis
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摘要
目的: 评价安速幽门螺杆菌(H py lo r i )快速
检测卡诊断H pylori 现症感染的敏感性及特 
异性. 

方法: 对154例因上消化道症状进行胃镜检查
的患者同时进行快速尿素酶试验及Warthin-
Starry银染, 同时取指血进行安速快速检测试
剂盒检测. 以快速尿素酶试验和Warthin-Starry
银染同时阳性或阴性作为诊断是否H pylori感
染的金标准. 

结 果 :  和 金 标 准 相 比 较 ,  安 速 快 速 检 测
试剂盒敏感性为92 .0%(81/88) ,  特异性为
94.0%(47/50). 准确率为92.8%(128/138); 与
R U T 相 比 安 速 快 速 检 测 试 剂 盒 敏 感 性 为
89.7%(87/97), 特异性为91.2%(52/57), 准确性
为90.3%(139/154).

结论: 安速快速检测试剂盒在没有进行根除
治疗的患者中能够较好的反应现症感染的情
况, 临床可用于H pylori现症感染的诊断.

关键词: 幽门螺杆菌; 血清学; 诊断
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■背景资料
安速H py lo r i 快
速检测卡由于含
有现症感染条带
(CIM), 对H pylori
的现症感染有较
大的价值. 
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0  引言

1983年Marsha l l和Warren[1]首次分离出幽门

螺杆菌(H pylori )以来, H pylori感染与慢性胃

炎、消化性溃疡、胃癌、胃黏膜相关淋巴组织

(MALT)淋巴瘤关系逐渐得到明确, 从而引发了

慢性胃、十二指肠疾病认识上的革命[2]. 目前 
H pylori的检测和治疗已经成为胃肠道疾病上诊

治最重要的内容. 安速H pylori快速检测卡是一

种胶体金间接固相免疫色谱分析, 由于含有现

症感染条带(current infection marker, CIM), 相对

于其他的血清学检查方法, 对H pylori的现症感

染有较大的价值[3-4]. 本研究是利用安速快速免

疫卡检测患者H pylori现症感染, 评价其在诊断

H pylori现症感染诊断中的价值.

1  材料和方法

1.1 材料 2005-08/12因上消化道症状进行胃

镜检查154例, 男83例, 女71例, 平均年龄43±
17(16-77)岁. 排除标准: 患者半年内接受过H 
pylori根除治疗; 在1 mo内服用过抗生素; 有胃部

手术病史; 半月服用过铋剂和质子泵抑制剂以

及硫糖铝等药物.
1.2 方法 用快速尿素酶试验(RUT)和组织学染色

(Warthin-Starry银染)作为诊断H pylori感染的金

标准, 2项检查均阳性判定为H pylori感染, 均阴

性判定为H pylori阴性. 血清学检查严格按照操

作说明, 取1滴指血到检测卡的标本孔, 随即加

入1滴缓冲液, 当标本沿着滤膜扩散, 到达粉色

的指示线时, 在圆孔中加入2滴缓冲液, 并拉出

塑料片, 15 min内读结果. B条带和C条带均阳性

表示现症感染, 仅有C阳性表示既往感染. 检测

卡由Genelab公司提供, 批号: 43481-020.
统计学处理 采用SPSS10.0进行统计. 计算

快速检测试剂盒的敏感性和特异性以及阳性和

阴性预测值. 

2  结果

2.1 各检测方法检测结果 共有154人纳入本研

究, 其中RUT和Warthin-Starry银染检测H pylori
均阳性者88人, 其中81人安速H pylori快速检测

卡阳性; 均阴性者50人, 其中47人安速H pylori快
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速检测卡阴性, RUT和Warthin-Starry银染检测结

果不一致者共16人. RUT阳性者97例, 其中87人
安速H pylori快速检测卡阳性, RUT阴性者57例, 
其中52人安速H pylori快速检测卡阴性; 银染阳

性者95人, 其中83人安速H pylori快速检测卡阳

性, 银染阴性者59例, 其中50例安速H pylori快速

检测卡阴性. 各检测方法检测结果见表1.
2.2 安速H pylori 快速检测试剂盒敏感性和特异

性 相对于金标准、RUT以及Warthin-Starry银
染, 安速H pylori快速检测试剂盒敏感性分别为

92.0%(81/88), 89.7%(87/97)以及87.4%(83/95), 
特异性分别为94.0%(47/50), 91.2%(52/57)以及

84.7%(50/59), 阳性预测值分别为96.4%(81/84), 
94.6%(87 /92)以及90.2%(83/92) ,  阴性预测

值分别为87 .0%(47 /54),  83.9%(52 /62)以及

80.6%(50/62), 准确率分别为92.8%(128/138), 
90.3%(139/154)以及86.4%(133/154).

3  讨论

临床上检测H pylor i的方法很多, 包括侵入性

的检测方法和非侵入性的检测方法, 侵入性检

查指依赖胃镜取材的检测方法. 包括组织学检

测、细菌培养、RUT、分子生物学技术等. 组
织学检测及细菌培养可以作为诊断H pylori感染

的金标准. RUT是目前临床上最常用的H pylori
诊断方法, 如果患者有报警症状, 如贫血、上消

化道出血, 或者体质量减轻, 年龄大于45岁, 则
需要接受胃镜检查, 排除上胃肠道病变. 在胃镜

检查的同时可以进行RUT诊断是否有H pylori
感染[5-6]. RUT可在胃镜检查时快速进行, 费用

低廉、操作简便易行, 有很高的敏感性和特异

性 [7-8].  非侵入性检查包括血清学检测、粪便

抗原检测、13C/14C-尿素呼气试验等. 目前有关 
H pylori感染处理的临床指南推荐对45岁以下

且没有报警症状的消化不良患者适用“检测-治

www.wjgnet.com

表  1  3种幽门螺杆菌检测方法的检测结果

      
RUT         Warthin-Starry银染       安速检测试剂盒          n                  

+	             +	                              +	                  81

+	             +	                              -	                   7

+	             -	                              +	                   6

+	             -	                              -	                   3

-	             -	                              -	                 47

-	             -	                              +	                   3

-	             +	                              +	                   2

-	             +	                              -	                   5

■应用要点
本研究表明该检
测卡诊断H pylori
感染有较高的敏
感性、特异性及
准确性. 在没有进
行根除治疗的患
者可以较好的反
应现症感染的情
况, 但是, 这一条
带在H pylori 根除
治疗后并不马上
消失, 需要一定的
时间, 所以仍不宜
用 于 近 期 检 测H 
pylori根除效果. 
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疗”的处理策略. 可以不进行胃镜检查, 直接应

用非侵入性的检测方法进行H pylori的检测, 若
检测阳性则给予根除. 非侵入性的H pylori检测

方法在这部分患者的处理上有更重要的意义. 
非侵入性的检查中UBT和粪便抗原虽然可

以较好的诊断现症感染[9-14], 但是UBT需要复杂

的设备和技术支持, 费用昂贵; 粪便抗原不能在

办公室进行, 需要专门的场合处理患者的粪便. 
这些问题限制了这两种方法在临床上的应用. 
血清学检查方法检测血中的抗体, 不受尿素酶

活性的影响, 可以较好的诊断H pylori感染, 但是

对H pylori现症感染诊断价值有限. 因此, 临床上

还需要一种简单的、可靠、便宜、容易操作、

能够在办公室进行, 可以诊断H pylori现症感染

的非侵入性检查方法[15]. 新加坡Genelab公司开

发的含有现症感染条带(current infection marker, 
CIM)的安速H pylori快速检测试剂盒是一种血

清学检测方法, 通过胶体金间接固相免疫色谱

分析, 检测标本(血清、血浆或全血)中的抗体. 
在检测卡上除了质控条带外, 还含有B和C两个

条带. 两个条带的抗原为H pylori  cDNA文库筛

选、分离、重组出特异性较强的H pylori抗原蛋

白(C1及A22蛋白). B带仅包含C1抗原, C带包含

C1及A22抗原; B带、C带均呈阳性反应说明血

清中含有C1抗原的抗体, 提示现症感染, 单纯的

C带阳性说明血清中只有抗原A22的抗体, 提示

曾经感染. 
该试剂盒可作为H pylori活动性感染初筛试

验, 如果患者检测阳性, 并半年内未接受H pylori
根除治疗, 应高度怀疑H pylori活动性感染. 该
试剂盒经我国香港、亚洲和西方人群中多项研 
究[3,16-19]表明其敏感度和特异性均>90%. 在国

内尚未见有关评估该检测方法的研究. 本研究

是利用安速快速免疫卡检测患者H pylori现症

感染, 评价其在诊断H pylori现症感染诊断中的 
价值. 

在本研究中 ,  相对于联合应用R U T和组

织学检查的金标准 ,  安速快速检测试剂盒的

敏感性为92%, 特异性达到94%, 准确率达到

92.8%, 与其他同类研究结果一致, 完全可以

满足临床需要 .  安速快速检测卡区别于其他

血清学检测方法最大的不同在于不仅可以检

测既往感染, 还可以检测现症感染. 目前, 临
床上大多数H pylori感染的诊断是通过有创的

RUT进行的, 在本研究中, 相对于RUT安速快

速检测卡敏感性为89.7%, 特异性91.2%, 准确

率为90.3%, 这两种检查有很好的一致性. 在
不需要胃镜检查的患者中 ,  完全可以用该方

法代替RUT诊断H pylori现症感染. 安速快速

检测卡在没有进行根除治疗的患者可以较好

的反应现症感染的情况 ,  但是 ,  这一条带在 
H pylori根除治疗后并不马上消失, 需要一定的

时间, 所以仍不宜用于近期检测H pylor i根除 
效果. 
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第三届国际微创外科论坛暨 2007 年天津市
消化内镜学年会征文通知

本刊讯 为了跟踪国际发展的最新态势, 加强该领域的交流与合作, 由天津市医学会主办, 天津市南开医院、

天津市微创外科中心承办的“第三届国际微创外科论坛暨2007年天津市消化内镜学年会”将于2007-11-02/04

在天津举办.

本次会议还将邀请澳大利亚、奥地利、日本、香港等国家和地区及国内内镜、腹腔镜领域的知名专家与

会, 以专题讲座及操作演示等方式展示当前微创外科(肝胆胰脾胃肠)领域的最新前沿技术, 其中包括: 大会专

题演讲及大会论文交流; 微创手术实况演示; 内镜操作实况演示; 世界级大师精彩手术实况演示; 国家级继续

教育项目; 微创手术新技术与新器械; 微创外科手术设备与器械展示. 

1      征文内容和要求

征文内容: 凡是与本次会议内容相关的实验研究、临床工作总结、新方法、新技术、新器械等论文, 尚未在全

国性学术会议上交流和尚未在国内外正式刊物上发表过的论文. 征文要求: 论文、摘要、软盘各一份, 论文字

数限4000字以内, 摘要800字以内, 按“目的、方法、结果、结论”. 摘要中写明:“题目、作者、单位(包括城

市和邮编). 截止日期: 2007-09-30.

2      联系方式

300100, 天津市南开区三纬路122号, 天津市南开医院, 邹富胜收, 注明会议论文.



 
wcjd@wjgnet.com 
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Abstract
AIM: To investigate the application of intraopera-
tive ultrasound to surgery for liver neoplasms.

METHODS: Intraoperative ultrasound was used 
to scan 78 patients with liver neoplasms. The 
results of intraoperative ultrasound were com-
pared with those of preoperative ultrasound and 
computed tomography (CT)/enhanced CT.

RESULTS: Of 65 patients suffering from liver 
cancer, intraoperative ultrasound determined 
all cases, whereas preoperative ultrasound and 
CT/enhanced CT missed 10 and 6 cases, respec-
tively. For diagnostic accuracy of liver hemangi-
oma, intraoperative ultrasound was better than 
preoperative ultrasound and CT/enhanced CT 
(92.31% vs 69.23% and 76.92%, respectively). For 
small-sized foci with diameters ≤ 1.0 cm, intra-
operative ultrasound had a statistically signifi-
cant better detection rate than preoperative ul-
trasound or CT/enhanced CT (90.48% vs 59.52% 
and 69.05%, respectively, both P < 0.05). Intra-
operative ultrasound could also better ascertain 
lesions with diameters bigger. The detection rate 

was 96.36%, which was significantly higher than 
that of preoperative ultrasound (74.55%, P < 
0.05). The operative style was changed in 22 pa-
tients and all lesions were removed after intra-
operative ultrasound scans that then determined 
the resection line and pathway. No residual can-
cer cells were found at the cutting edge.

CONCLUSION: Compared with preoperative 
ultrasound and CT/enhanced CT, intraoperative 
ultrasound is accurate in its diagnosis of quality 
and localization of liver neoplasms. Thus intra-
operative ultrasound, a minimally invasive con-
cept, enhances the security of surgery and the 
degree of thoroughness for patients with liver 
tumors.

Key Words: Intraoperative ultrasound; Liver neo-
plasms; Minimally invasive procedure

Song X, Liu LX, Jiang HC. Intraoperative ultrasound: a 
minimally invasive application in liver neoplasm surgery. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(23): 2549-2552

摘要
目的: 探讨术中超声在肝脏肿瘤手术中的作用. 

方法: 对78例肝脏肿瘤患者行术中超声扫描, 
与术前超声和CT/增强CT进行对比分析. 

结果: 本组肝脏恶性肿瘤共65例, 术前超声
和术前C T/增强C T分别有10例和6例不符
合, 而术中超声全部诊断准确. 术中超声对
于肝血管瘤的诊断准确率(92 .31%)也要高
于术前超声(69.23%)和CT/增强CT(76.92%). 
术中超声对直径≤1 c m的小肿瘤检出率达
90.48%, 明显优于术前超声(59.52%)和CT/增
强CT(69.05%)(P <0.05). 术中超声对直径>1 
cm者检出率为100%. 术中超声总体病灶检出
率为96.36%, 也明显优于术前超声(74.55%) 
(P <0.05). 对22例患者改变了原定的手术方案. 
所有切除病灶均由术中超声预先确定切除线
和切除径路, 使切缘无癌细胞残留.

结论: 与术前超声和CT/增强CT相比, 术中超

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来, 肝脏肿瘤
的发病率有增高
趋势, 随着影像学
技术的发展, 肝脏
肿瘤的早期诊断
率有一定的提高, 
但体外超声和CT
有自身的局限性, 
影响了对肿瘤的
定性和定位诊断. 
随着微创观念的
提出、微创理论
的完善和微创技
术的发展, 术中超
声的应用越来越
广泛.



声对肝脏肿瘤定性定位诊断准确, 提高了手术
的安全性和彻底性, 是微创观念在肝脏肿瘤手
术中的体现.

关键词: 术中超声; 肝脏肿瘤; 微创观念

宋宣, 刘连新, 姜洪池. 术中超声——微创观念在肝脏肿瘤手术

中的应用.  世界华人消化杂志  2007;15(23):2549-2552
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0  引言

微创化是外科医生的不懈追求, 在临床实践过

程中 ,  无论做何种手术、无论外科发展到何

时、无论是外科哪个领域, 都要始终贯彻微创

观念和使用微创操作技术, 即所谓的“3W原

则”[1]. 关于肝脏肿瘤治疗的微创化问题, 若只

把血管介入、局部注射、射频、冷冻、电化学

疗法、近距离放射等非手术治疗方法视为微创

是有些局限的, 实际上一切有利于将创伤控制

在最小程度, 以降低创伤对全身影响的措施都

是外科微创化的一部分[2].
术中超声是微创观念在肝脏肿瘤治疗中的

具体应用. 无论是在原发性肝癌、转移性肝癌

还是在肝良性肿瘤中, 术中超声都被看作是最

精确的辅助检查手段, 他不仅可以发现术前影

像学未能发现的病灶, 还可以准确地描述肿瘤

的范围以及肿瘤与肝内重要血管的关系, 以使

肝切除能够更安全和顺利地进行[3]. 本文将对作

者在2003-2006年施行的78例肝脏肿瘤手术中使

用术中超声情况进行总结报告.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-2006年作者在78例肝脏肿瘤手

术中使用术中超声进行辅助诊断的患者. 年龄

33-78(平均55.6)岁, 男62例, 女16例, 均为第1次
肝脏手术, 术后病理诊断, 其中肝细胞型癌52例, 
胆管细胞型癌5例, 转移性肝癌8例, 肝血管瘤 
13例.
1.2 方法 术前行肝脏CT、三期增强CT和超声检

查, 做定位和定性诊断, 详细记录所发现病灶的

数目、大小以及病灶与肝脏主要血管和胆管间

的关系, 术前怀疑恶性者需判断有无远处转移, 
常规术前准备. 在术中行常规探查和游离肝周

各韧带之后, 进行术中超声检查. 应用日本生产

的Aloka-4000型超声扫描仪, 探头型号8731, 频
率为7.5 MHz, 扫描可以由超声科医生操作, 也
可以由有超声检查经验的外科医生进行操作. 
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按顺序、全方位地进行扫描, 从第一肝门开始,
沿门静脉主干及左、右两支扫描, 然后从第二

肝门开始扫描左、中、右三支肝静脉及其属支

至末梢, 在判断肿瘤有无血管浸润时, 探头要垂

直于肿瘤与血管的接触面, 再从左向右逐段逐

叶做不同断面的扫描. 扫描时要注意记录病灶

的位置、数目以及大小; 病灶与肝脏主要血管

和胆管间的关系, 血管内是否有癌栓, 以判断手

术切除的可能性同时确定切除线; 重点扫描术

前超声和CT已经发现病灶的部位, 还要注意术

前超声容易漏诊的位置, 如肝第Ⅶ段接近膈顶

处.
统计学处理 对病灶数目检出情况进行配对

资料的χ2检验, P <0.05判定差异有显著性意义.

2  结果

2.1 影像学检查定性诊断准确率 本组78例均有

术后病理诊断, 以此为标准, 计算影像学检查定

性诊断准确率. 本组肝脏恶性肿瘤共65例, 术前

超声诊断准确率为84.62%, 有10例不符合, 其
中7例原发性肝癌误诊为肝血管瘤, 3例转移性

肝癌误诊为原发性肝癌, 术前CT诊断准确率为

90.77%, 有6例不符合, 其中4例原发性肝癌误诊

为肝血管瘤, 2例转移性肝癌误诊为原发性肝癌, 
而术中超声全部诊断准确. 在肝血管瘤的病例

中, 术前超声和CT分别有4例和3例误诊为原发

性肝癌, 术中超声有1例误诊为原发性肝癌, 诊
断准确率要高于术前超声和CT(表1).
2.2 肝脏恶性肿瘤影像学检查病灶检出结果 本
组65例肝脏恶性肿瘤中, 经病理证实, 共有病灶

110个, 术中超声对发现肝深部小肿瘤要明显优

于术前超声和CT. 对直径≤1 cm的小肿瘤检出

率达90.48%, 与术前超声和术前CT/增强CT的检

出率相比均有显著差异(P <0.05), 对直径>1 cm
者检出率为100%. 总体检出率为96.36%, 与术前

超声进行配对资料的χ2检验, P <0.05(表2).
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表  1  肝脏肿瘤影像学检查诊断准确率

      
                                                      符合准确率 n (%)

病理诊断             n            术前         术前CT/           术中

                                          超声          增强CT            超声

肝细胞型癌       52    46(88.46)    49(94.23)    52(100.00)

胆管细胞型癌     5      4(80.00)      4(80.00)      5(100.00)

转移性肝癌         8      5(62.50)      6(75.00)     8(100.00)

肝血管瘤           13      9(69.23)    10(76.92)    12(92.31)

合计                  78    64(82.05)    69(88.46)    77(98.72)

■创新盘点
术中超声是在传
统术前超声诊断
和手术探查的基
础上, 将超声与手
术有机地结合在
一起的技术. 通过
对微创观念的思
考, 本文对在肝脏
肿瘤手术中使用
术中超声的情况
进 行 分 析 ,  总 结
出, 术中超声是微
创观念在肝脏肿
瘤治疗中的具体
应用.
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2.3 手术情况 本组病例中, 有14例术前超声定性

诊断错误, 另有8例于术中超声探及术前未发现

的病灶和门静脉癌栓, 此22例及时改变了原定

的手术方案, 13例改行根治性切除手术, 5例因

小癌灶多而改行姑息性切除术, 另4例行血管瘤

切除术. 所有切除病灶均由术中超声预先确定

切除线和切除径路, 使切缘无癌细胞残留. 必要

时可以在切除肿瘤过程中再次行超声扫描以确

认肿瘤和主要血管的毗邻关系, 直至肿瘤完整

切除.

3  讨论

随着影像学技术的快速发展, 肝癌的早期诊断

率有所提高[4-5], 但体外超声为获取较大的声波

从而可以穿透腹腔内的脏器, 而只能选择频率

较低的探头, 同时又受到体表组织如皮肤和皮

下脂肪、肠气、肺气和肋骨的影响[6], 都使图像

的分辨率和质量大为降低, 精确性差[7], 尤其在

肝脏肿瘤合并有肝硬化时, 肿瘤与肝硬化结节

不易区分, 使正确诊断的难度进一步加大, 故经

腹壁超声检查受到了一定的限制[8-9]. CT检查虽

然可以部分克服经腹壁超声的缺点, 但是对小

的病灶定性诊断也非常困难. 手术中将超声探

头直接置于肝脏表面进行扫描, 没有周围脏器

干扰, 比术前超声、CT的敏感性要高, 对于病变

的定性诊断有一定的优越性, 全肝扫描无盲区

和死角, 对于病变的定位诊断的优越性更大, 而
且术中超声具有频率高、体积小、无辐射、适

合手持、易于操作、重复性好、经济便宜等特

点, 克服了体外超声检查的种种缺点. 
肝癌的根治性切除是治疗肝癌, 延长患者

寿命的有效方法[10-11]. 到目前为止, 手术切除的

彻底性是任何介入疗法都无法比拟的, 他能将

肿瘤完整切除, 从而极大程度上预防了肿瘤的

局部复发. 肝癌根治性切除强调的是彻底切除

肿瘤病灶, 不能有肿瘤病灶残留. 但是卫星病灶

和门静脉癌栓在术前超声和CT中不易发现, 因
为位置较深, 术中探查时也不易触及, 容易遗漏. 
术中超声的使用可以发现术前影像学检查遗漏

的病灶, 尤其是微小病灶[12], 明显地减少了肝内

转移病灶、卫星病灶和门静脉癌栓的残留, 从
而降低了复发的可能, 提高了治愈的机会. 本组

数据显示, 术中超声对直径≤1 cm的小肿瘤检出

率达90.48%, 而术前超声检出率只有59.52%, 术
前CT/增强CT检出率也只有69.05%. 术前超声

对较大肿瘤的漏检主要是因为肿瘤的位置靠后

靠上, 受到肋骨的影响较大, 同时肝脏硬化结节

多. 病灶确定以后, 能否切除和切除是否顺利的

关键在于明确癌肿的进展程度和血管浸润情况, 
准确定位病灶与周围主要血管和胆管的毗邻

关系, 这将为术者决定手术方式、明确切除范

围、确定切除线和切除径路提供重要依据[13-14]. 
术中超声能够明确病灶边缘与病灶周围血管和

胆管的距离, 因而在术中可以从容妥善地处理

病灶周围的各种管道, 使肿瘤的切除率得以明

显提高. 本组病例经由术中超声扫描确定病灶

周围管道走行后, 除部分病例行姑息性切除外,  
其余病灶全部顺利切除.

在我国, 绝大多数肝癌患者并存有严重肝

硬化[15], 手术中既要彻底切除肿瘤又要最大限度

地保留非瘤肝组织, 以维持术后肝脏功能, 因此, 
对于一些小的肝癌病灶可以采用非规则性局部

切除来替代规则性肝段和肝叶的切除, 以避免

切除大量无瘤肝组织, 但是在切除过程中要避

免损伤肝静脉和主要胆管, 以保证术后存留肝

组织的静脉回流和胆汁流出, 术中超声又起到

了至关重要的作用. 外科微创化的内容非常广

泛, 绝不是几种治疗方法所能涵盖的, 术中超声

在传统术前检查方法和手术的基础上, 将超声

与手术很好地结合在一起, 使术式更加合理, 术
程更加顺利, 根治更加彻底, 恢复更加快速, 是
微创观念在肝脏肿瘤治疗中的良好体现. 
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■应用要点
术中超声可以精
确的对肝脏内病
灶进行定性和定
位诊断, 他不仅可
以发现术前影像
学未能发现的病
灶, 还可以准确地
描述肿瘤的范围
以及肿瘤与肝内
重要血管的关系, 
以使肝切除能够
更安全和顺利地
进行.
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■同行评价
本文将外科微创
技术结合术中超
声进行了肝脏肿
瘤手术, 研究的内
容具有较高的科
学性, 研究思路新
颖, 论据充分、结
果可信, 具有较高
的应用价值和临
床意义.
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Abstract
AIM: To discuss the clinical significance of 
changes in angiotensin-converting enzyme 
(ACE) in different sub-types of hepatitis B and 
in healthy controls.

METHODS: A Hitachi 7180 fully automatic bio-
chemical analyzer was used to detect ACE activ-
ity and to measure prothrombin activity (PTA) 
in samples from the two groups.

RESULTS: Serum ACE activity among the dif-
ferent clinical sub-types of hepatitis B was as 
follows: control group (24.71 ± 9.43 μmol/L); 
obstruct jaundice (28.75 ± 13.04 μmol/L); liver 
cirrhosis combined with liver cancer after hepa-
titis B (43.81 ± 15.01 μmol/L); acute hepatitis B 
(46.97 ± 17.40 μmol/L); chronic hepatitis B (53.01 
± 16.38 μmol/L); liver cirrhosis after hepatitis B 
(72.29 ± 20.26 μmol/L); and chronic severe hepa-
titis B (74.12 ± 21.04 μmol/L). Serum ACE activi-
ty in patients with liver cirrhosis after hepatitis B 
was significantly higher than that in those with 

liver cirrhosis combined with liver cancer. Se-
rum ACE activity in patients with liver disease 
was significantly higher than that in the control 
group (P < 0.01). When PTA of chronic hepatitis 
B was > 80%, the activity of ACE was 44.01 ± 
11.27 μmol/L; when it was < 40%, it was 72.62 ± 
12.31 μmol/L; and when it was 40%-80%, it was 
57.65 ± 13.22 μmol/L. The differences between 
each group were significant (P < 0.01).

CONCLUSION: Serum activity of ACE in clini-
cal sub-types of hepatitis B had clinical signifi-
cance for assessing the degree of liver cell injury 
and for identifying liver cellularity and ecto-
liver diseases.

Key Words: Angiotensin-converting enzyme; Type B 
viral hepatitis; Prothrombin activity

Zhang JP, Wei HS, Sun JY, Xiao F, Zhang Y, Xu DZ, 
Cheng J. Clinical significance of serum angiotensin-
converting enzyme changes in patients with liver disease. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(23): 2553-2556

摘要
目的: 探讨病毒性乙型肝炎不同临床分型中
血清血管紧张素转化酶(ACE)的变化及临床
价值. 

方法: 采用速率法, 利用日立7180全自动生
化分析仪对各组样本进行血管紧张素转化酶
(ACE)活性和凝血酶原活动度(PTA)的测定. 

结果: 病毒性乙型肝炎不同临床分型血清中
ACE活性变化的顺序由低到高为: 正常对照
组(24.71±9.43 μmol/L), 梗阻性黄疸(28.75±
13.04 μmol/L)乙肝后肝硬化合并肝癌(43.81
±15.01 μmol/L), 急性病毒性乙型肝炎(46.97
±17.40 μmol/L), 慢性病毒性乙型肝炎(53.01
±16.38 μmol/L), 乙肝后肝硬化(72.29±20.26 
μmol/L), 慢性重型病毒性乙型肝炎(74.12±
21.04 μmol/L). 乙肝后肝硬化患者血清ACE活
性显著高于肝硬化合并肝癌的患者, 各组肝
病患者血清ACE活性都明显高于正常对照组
(P <0.01). 慢性乙型肝炎患者凝血酶原活动度
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■背景资料
研究表明肝脏也
存在局部RAAS, 
AngⅡ是RAS中
的 主 要 活 性 物
质. 在肝纤维化的
形成和肝硬化发
生、发展过程中
A n gⅡ发挥着多
种病理生理作用. 
ACE是AngⅠ形
成A n gⅡ过程中
重要的限速酶, 在
血管生理调节过
程中起着非常重
要的作用. 为了探
讨病毒性乙型肝
炎不同临床分型
中血清ACE的变
化及临床价值, 本
文观察了病毒性
乙型肝炎后肝硬
化、肝硬化合并
肝癌等患者血清
中ACE活性.



(PTA)在高于80%, 40%-80%之间, 低于40%时, 
ACE活性分别为44.01±11.27 μmol/L, 57.65±
13.22 μmol/L, 72.62±12.31 μmol/L. 各组比较
有显著性差异(P <0.05).

结论: 检测病毒性乙型肝炎不同临床分型中
血清ACE的活性变化, 对于判断肝细胞损伤程
度及鉴别肝细胞性与肝外病变有一定的临床
意义.

关键词: 血管紧张素转化酶; 病毒性乙型肝炎; 凝血

酶原活动度
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0  引言

人类对肾素-血管紧张素-醛固酮系统(RAAS)
的研究已有近百年的历史, 血管紧张素转化酶

(angiotensin-converting enzyme, ACE)在RAAS和
心血管系统中的重要作用已被大量研究所证实. 
ACE是血管紧张素Ⅰ(angiotensinⅠ, AngⅠ)形成

血管紧张素Ⅱ(angiotensinⅡ, AngⅡ)过程中重要

的限速酶, 他能将AngⅠ转化成AngⅡ, 还可灭活

舒血管物质缓激肽, 因而在血管生理调节过程

中具有重要意义. 近年来研究表明肝脏也存在

局部RAAS[1-3], AngⅡ是肾素——血管紧张素系

统(reninangiotensinsystem, RAS)的主要活性物

质, 在肝纤维化的形成和肝硬化发生、发展过

程中发挥多种病理生理作用[4-5]. 本研究旨在通

过对部分肝病患者及健康献血者的血清中ACE
活性的检测, 探讨病毒性乙型肝炎不同临床分

型中血清ACE的变化及临床价值.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2004年在我院住院的237例病毒性

乙型肝炎患者, 男190例, 女47例, 年龄15-76(平
均44.75±14.89)岁. 其中, 急性病毒性乙型肝炎

41例, 慢性病毒性乙型肝炎53例, 慢性重型病毒

性乙型肝炎56例, 乙肝后肝硬化合并肝癌42例, 
乙肝后肝硬化45例, 237例患者均为HBsAg阳性, 
均符合2003年全国第十三届病毒性肝炎、肝病

学术会议修订的病毒性乙型肝炎的诊断标准. 
正常对照组59例, 男29例, 女30例, 来自健康献血

员, 平均年龄为23.75±3.0岁. 试剂购自英国朗道

公司, 仪器: HITACHI 7180全自动生化分析仪.
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1.2 方法 血清中的ACE作用于FAPGG, FAPGG 
被水解成苯丙氪酰基(FAP)和双甘氨肽(GG), 在
波长340 nm下. 吸光度呈下降反应均在一定范

围内, 吸光度下降的速率与标本中ACE酶活性

成正比. 速率法严格按试剂盒说明操作. 单位定

义: 血清与底物在37℃条件下每升血清每分钟释

放双甘肽所需要的酶量为一个ACE单位.
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 多

组间差异采用单因素方差分析, P <0.05为差异

有显著性, 计量数据统计分析均采用SPSS10.00 
软件. 

2  结果 
2.1 健康人与病毒性乙型肝炎不同临床分型血

清中ACE活性的改变 病毒性乙型肝炎不同临

床分型血清中ACE活性变化的顺序为: 正常对

照组<梗阻性黄疸<乙肝后肝硬化合并肝癌<急
性病毒性乙型肝炎<慢性病毒性乙型肝炎<乙
肝后肝硬化<慢性重型病毒性乙型肝炎(24.71
±9.43<28.75±13.04<43.81±15.01<46.97±
17.40<53.01±16.38<72.29±20.26<74.12±21.04 
μmol/L). 正常对照组与各个实验组比较, P <0.01, 
均有高度显著性差异. 急性病毒性乙型肝炎组

与慢性病毒性乙型肝炎组和乙肝后肝硬化合并

肝癌组比较, P >0.05; 慢性病毒性乙型肝炎组与

乙肝后肝硬化合并肝癌组比较, P >0.05; 慢性重

型病毒性乙型肝炎组与乙肝后肝硬化组比较, 
P >0.05. 其余各组比较, P <0.01, 有高度显著性差

异(表1).
2.2 慢性乙型肝炎患者凝血酶原活动度(PTA)与
ACE活性改变的关系 慢性乙型肝炎患者凝血酶

原活动度(prothrombin activity, PTA)高于80%(C
组)时, ACE活性为44.01±11.27 μmol/L, 而PTA
低于40%(A组)时, ACE活性则为72.62±12.31 
μmol/L, PTA在40%-80%(B组)之间时慢性乙型

肝炎患者血清ACE活性为57.65±13.22 μmol/L. 
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■相关报道
有 学 者 认 为 : 
(1)ACE的主要代
谢场所是肝脏、

当肝脏因各种原
因功能低下时对
ACE的清除减少. 
(2)慢性肝病时出
现的蜘蛛痣、脾
肿大均是血管内
皮细胞增生所致, 
增生的血管内皮
细胞释放更多的
ACE到血循环中. 
也有人认为肝脏
有灭活ACE的功
能. 另外, 肝硬化
门脉高压形成后, 
肺内分流增加, 出
现低氧血症, 从而
刺激ACE释放.

表  1  不同肝病临床分型血清ACE活性比较(mean±SD)

      
分组                                               n                  ACE (μmol/L)

正常对照组	                 59	  24.71±9.43

急性病毒性乙型肝炎	 41	  46.97±17.40

慢性病毒性乙型肝炎	 53	  53.01±16.38

慢性重型病毒性乙型肝炎	 56	  74.12±21.04

肝硬化合并肝癌	                 42	  43.81±15.01

乙肝后肝硬化	                 45	  72.29±20.26

梗阻性黄疸	                 18	  28.75±13.04

■应用要点
本文发现肝脏局
部RAS激活可能
与病毒性肝炎的
病理发展过程有
关, 对于判断肝细
胞损伤程度及鉴
别肝细胞性与肝
外病变有一定的
临床意义.
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其中: A组与B组和C组比较, P <0.01, 有高度显著

性差异; B组与C组比较, P <0.05, 有显著性差异

(表2).

3  讨论

ACE又名激肽酶Ⅱ, 广泛分布于全身各组织的

血管内皮或上皮细胞. ACE作用于AngⅠ(十肽)
的c-末端, 脱去组氨酰亮氨酸, 形成AngⅡ(八肽), 
是调节RAAS、缓激肽系统的重要酶, 故与机体

的血液、水电解质生理调节密切相关. ACE作为

呼吸、心血管、内分泌、泌尿及消化等系统疾

病的诊断和治疗指标越来越受重视. 
Zhang et al [6]和Schwiesf-urth et al [7]先后报

道了病毒性肝炎、肝硬化患者血清中的ACE活
性明显高于健康对照组. Olivero et al [8]将92例急

性黄疸患者与病毒性肝炎患者的血清中ACE活
性进行比较, 发现病毒性肝炎患者血清中ACE
活性较急性黄疸患者明显升高. 本实验结果, 各
肝病组患者血清中ACE活性与健康对照组相比, 
明显升高. 按血清中ACE活性由低到高依次为: 
正常对照组, 乙肝后肝硬化合并肝癌, 急性病毒

性乙型肝炎, 慢性病毒性乙型肝炎, 乙肝后肝硬

化, 慢性重型病毒性乙型肝炎. 之前的研究也发

现无论体内HBV的HBsAg是否阳性, 肝功正常

的病毒性肝炎患者血清中ACE活性无明显变化, 
但无论体内HBV的HBsAg是否阳性, 肝功异常

的病毒性肝炎患者血清中ACE活性明显高于肝

功正常者[9]. 提示患者血清中ACE的活性与其功

能的改变及肝细胞的损伤有直接的关系, 并且

随着肝脏损伤的加重, 患者血清中ACE逐渐增加. 
本研究结果显示随着患者凝血酶原活动度

的减少, 患者血清中ACE的活性逐渐升高, 这进

一步说明血清中ACE活性的升高与其肝脏损伤

的程度密切相关. 慢性肝病时ACE升高机制尚

不是十分清楚, 日本学者富川正人认为: (1)ACE
的主要代谢场所是肝脏, 当肝脏因各种原因功

能低下时对ACE的清除减少; (2)慢性肝病时出

现的蜘蛛痣、脾肿大均是血管内皮细胞增生所

致, 增生的血管内皮细胞释放更多的ACE到血

循环中. 也有人认为肝脏有灭活ACE的功能. 另
外, 肝硬化门脉高压形成后, 肺内分流增加, 出
现低氧血症, 从而刺激ACE释放[10]. 肝癌为我国

常见恶性肿瘤, 多见于慢性肝炎后肝硬化患者, 
RAS与胚胎发育、器官形成、血压调节及内环

境稳态调控有密切关系. 有研究显示, 恶性肿瘤

细胞可表达肾素、血管紧张素原或ANG Ⅱ受

体, 因此多种恶性肿瘤患者血清ACE活性均有

不同程度的降低[11-12]. 肝癌患者血清中ACE活性

与血清中甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)的水

平无差异[13].
以上实验结果表明病毒性乙型肝炎患者血

清血管紧张素转化酶活性的改变与其肝脏细胞

的损伤程度密切相关. 提示检测病毒性乙型肝

炎不同临床分型中血清ACE的活性变化, 对于

判断肝细胞损伤程度及鉴别肝细胞性与肝外病

变有一定的临床意义. 
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■名词解释
血管紧张素转化
酶: 是一种膜固定
的金属蛋白酶, 他
能催化水解血管
紧张素Ⅰ和血管
紧张素转化酶抑
制剂(ACEI). 在血
管紧张素转化酶
的作用下, 能将肾
素(血管紧张肽原
酶)刺激血管紧张
素 原 释 放 的 1 种
非活性10肽脱去
C端His-Leu二肽, 
由血管紧张素Ⅰ
转化成为有生物
活性的血管紧张
素Ⅲ.

表  2  凝血酶原活动度与血管紧张素转化酶活性变化的
关系(mean±SD)

      
PTA(%)              组                       n                     ACE (μmol/L)

<40	        A	              34	  72.62±12.31

40-80	        B	              55	  57.65±13.22

>80	        C	              20	  44.01±11.27
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■同行评价
本文通过部分病
例及健康者血清
A C E 活 性 的 检
测, 发现肝脏局部
RAS激活可能与
病毒性肝炎的病
理发展过程有关, 
选题具有一定创
新性 ,  方法得当 , 
统计学处理正确, 
结果可信, 有一定
的临床意义.
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Abstract
AIM: To evaluate the contribution of preo-
perative and intraoperative ultrasonographic 
localization of insulinomas.

METHODS: Preoperative data from four cases of 
insulinoma were analyzed using B ultrasonog-
raphy, computed tomography (CT), magnetic 
resonance imaging (MRI) and digital subtraction 
angiography (DSA).

RESULTS: The rates for accurately localizing 
insulinoma preoperatively by B ultrasonogra-
phy, CT, MRI, and DSA were 40%, 100%, 40%, 
20%, and 60%, respectively, and intraoperatively 
ultrasonography was 100%. 

CONCLUSION: Intraoperative ultrasound not 
only accurately shows the location of insuli-
noma, but also the spatial relationship between 
insulinomas, thereby helping surgeons choose 
appropriate surgical procedures.

Key Words: Preoperative ultrasonography; Intraop-
erative ultrasonography; Insulinoma

Liu XM, Cao LY, Liu SQ, Wang SP. Contribution of 
preoperative and intraoperative ultrasonographic 
localization of insulinomas. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(23): 2557-2559

摘要
目的: 探讨术前及术中超声在胰岛素瘤定位
诊断中的价值. 

方法: 对4例胰岛素瘤患者的术前B型超声检
查B超及术中B超、计算机断层摄影(CT)、
核磁共振成像术(MRI)和数字减影血管造影
(DSA)定位治疗进行分析. 

结果: 术前B超, CT, MRI和DSA对胰岛素瘤的
定位诊断准确率分别为40%, 100%, 40%, 20%
和60%, 术中超声(IOUS)定位诊断准确率为
100%.

结论: 术中超声对胰岛素瘤的定位诊断率高, 
并可显示肿瘤的毗邻关系. 有助于术中选择合
适的手术方式.

关键词: 术前超声; 术中超声; 胰岛素瘤

刘雪梅, 曹立赢, 刘泗清, 汪石盘. 胰岛素瘤的术前及术中超声定

位.  世界华人消化杂志  2007;15(23):2557-2559
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0  引言

胰岛素瘤是胰岛的β细胞瘤, 占胰岛细胞肿瘤的

70%-75%, 导致胰岛素分泌过多, 引起低血糖症. 
因瘤体直径<2.0 cm, 定位诊断较困难. 但术中超

声(intraoperative ultrasound, IOUS)定位对胰岛素

瘤的定位诊断准确率显著提高, 并可显示肿瘤

的毗邻关系. 有助于术中选择合适的手术方式.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究共收集1998-01/2006-12在唐山

市开滦医院就诊的4例胰岛素瘤患者, 全部经

www.wjgnet.com
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■背景资料
胰岛素瘤传统影
像学定位诊断有
很 多 种 ,  主 要 包
括 超 声 、 C T 、

M R I、D S A 等 ,  
其诊断符合率各
异. 术中超声检查
所用设备简单, 可
操 作 性 强 ,  诊 断
符 合 率 高 ,  近 年
来, 利用内镜超声
(EUS)这一内镜领
域的新技术, 评价
其对胰岛素瘤的
术前定位诊断的
价值, 认为其敏感
性显著优于传统
的影像方法, 为胰
岛素瘤的外科手
术提供了很有价
值的术前资料; 同
时, EUS操作难度
不太大, 安全性较
高, 患者耐受性相
对较好, 有推广应
用前途.



IOUS定位. 其中男3例, 女1例, 年龄30-58(平均

45.3)岁, 均伴有典型的whipple三联症, 病程1-8 
d. 4例患者中有3例为单发, 分别位于胰头、胰

体、胰尾部, 1例患者胰腺组织中存在2个肿瘤, 
分别位于胰体及胰尾部, 肿瘤大小界于0.5-2.7 
cm之间. 本研究均采用Aloka 900超声仪进行术

中检查, 所用探头频率为3.5-5.0 MHz.
1.2 方法 探头术前用40 g/L甲醛熏蒸消毒, 打开

腹腔后将探头置于胰腺表面, 从胰头至胰尾顺

次纵横多方位扫查. 术前禁食12 h, 多体位检查, 
调整仪器设置, 使图像达到最佳状态.

2  结果

本研究中4例患者术前均行术前B超和CT, MRI
检查, 3例患者术前行DSA检查. 4例患者行肿瘤

切除术后, 共发现胰腺占位病灶5个, 病理检查

均证实为良性胰岛素瘤. 其中术前超声定位发

现2个, 分别位于胰头和胰体部; CT定位发现2个
分别位于胰头和胰体部; MRI定位发现1个, 位于

胰头部; DSA定位发现3个, 分别位于胰头和胰体

及胰尾部; 术中扪诊定位4个, 分别位于胰头部1
个和胰体部2个及胰尾部1个; IOUS定位5个肿瘤

被全部发现. 术前B超、CT、MRI和DSA检查其

诊断准确率分别为40%, 40%, 20%, 60%; 而术中

IOUS定位诊断准确率为100%.

3  讨论

胰岛素瘤临床以反复发作的空腹低血糖症为特

征, 常伴有精神神经症状而误诊, whipple三联症

是定性诊断的依据: (1)空腹和运动时低血糖发

作; (2)发作时血糖低于2.5 mmol/L; (3)供糖后低

血糖症状迅速缓解, 可以确定低血糖症. 正常人

胰岛素血糖比值<0.3, 而胰岛素瘤患者常>0.4, 
甚至可达1.0以上. 只要提高对本病的警惕性, 增
强对低血糖表现的敏感性, 可以有效的减少误

诊. 本文1例表现为脑功能障碍, 注意力不集中, 
语言迟钝, 步态不稳, 有幻觉, 行为异常, 曾被误

诊为癫痫. 
手术摘除是治疗胰岛素瘤的唯一方法, 术

前术中准确定位是外科手术的关键 .  肿瘤位

于胰头、胰体、胰尾者各占1/3, 偶有异位在

胰腺周围组织或脾门处 .  国内文献[1]报道超

声、C T、M R I、D S A的定位敏感性分别为

20%-30%, 30%-50%, 59.5%, 50%-70%, 国外

分别为39.2%-61%, 33.3%-36%, 33%-45%和

53%-61.65%[2-4]. 胰岛素瘤的B超表现通常是在
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正常的胰腺组织中出现一弱回声, 呈圆形或卵

圆形, 边界清楚, 多有清楚、完整的包膜; 瘤体

较小者其周围组织分界不甚清楚. 本组4例中1
例首次超声检查即发现肿瘤, 另1例对照螺旋CT
片反复检查于胰体部发现直径1.2 cm×0.8 cm
的肿瘤. 另有2例漏诊, 其中1例胰体、胰尾各有

1肿瘤均未发现, 与肠气干扰, 患者肥胖有关. 对
可疑胰岛素瘤的患者应仔细扫查, 减少漏诊.

Owens et al [5]认为手术探查加IOUS是定位

胰岛素瘤最简单有效的方法. 传统上对胰岛素

瘤的术中探查往往依赖于外科医生的临床经

验, 其阳性检出率波动于75%-95%[6-8], IOUS广
泛应用于临床, 将阳性率提高到90%-100%[9-10]、

IOUS定位诊断价值表现在可以发现触摸不到的

肿瘤[11], 并可显示肿瘤与周围重要结构——主胰

管、胆总管和血管的毗邻关系, 有助于选择手

术方式, 避免主胰管和重要血管的损伤, 减少手

术并发症. 本组1例胰体部肿瘤切除术后测定血

糖值为2.87 mmol/L, 经仔细扫查于胰尾部发现1
个0.8 cm×0.6 cm低回声结节, 切除后30 min, 血
糖升至5.7 mmol/L. 

术前超声诊断符合率较低原因: 胰腺位置

深, 肠气干扰, 肥胖, 肿瘤过小, 仪器分辨率低, 
检查者经验不足. 因此, 在怀疑有胰岛素瘤存在

时, 应反复多次检查, 并仔细检查胰尾和钩突部

位, 减少漏诊. 而且, 若患者在检查前饮水500 
mL左右, 可以有效提高胰腺显像质量. 

近年来, 随着内镜超声(endoscopic ultraso-
nography, EUS)在消化系疾病诊断中的临床应

用, 除了可借助EUS对消化道肿瘤、黏膜下病

灶以及壁腔内外压迫作出准确的判断外, 还能

依据EUS较高的分辨率及更加接近靶组织、器

官的特殊优点, 对邻近脏器作更为细致、准确

的观察. 利用EUS这一内镜领域的新技术, 评价

EUS对胰岛素瘤的临床术前定位诊断的价值, 认
为其敏感性显著优于传统的影像方法, 为胰岛

素瘤的外科手术提供了很有价值的术前资料[12]; 
同时, EUS操作难度不太大, 安全性较高, 患者耐

受性相对较好, 有推广应用前途. 
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毗邻关系, 有助于
选对合适的手术
方式.
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■同行评价
本文探讨了术前
及术中超声在胰
岛素瘤定位诊断
中的价值, 旨在提
示临床医生术中
B 超 定 位 的 重 要
性, 减少漏诊和误
诊, 有一定的临床
价值.
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《肿瘤冷冻治疗学》出版

由徐克成教授和牛立志博士主编的《肿瘤冷冻治疗学》近日由上海科技教育出版社出版. 全书50万字, 彩

色印刷, 图文并茂.

冷冻疗法是一种既古老又现代的微创消融技术. 20世纪80年代后, 随着影像技术的进步和新的冷冻设备的

诞生, 现代冷冻治疗逐步建立起来. 以氩氦冷冻技术为代表的现代冷冻疗法, 从最初应用于治疗前列腺癌, 已发

展到治疗各种实质性肿瘤, 包括肝癌、胰腺癌、肺癌、肾癌、前列腺癌、乳腺癌、妇科肿瘤和各种软组织肿

瘤等. 本书系统详细介绍了冷冻治疗各种肿瘤的方法、适应证、疗效、不良反应, 对冷冻疗法的机制、冷冻与

免疫及化疗的关系、冷冻治疗肿瘤的有效性和安全性等, 均作了详细阐述; 不仅综述了大量文献, 而且介绍了

作者自己临床应用冷冻治疗的经验, 列举了大量典型病例. 中华医学会会长、中国工程院院士钟南山为本书作

序, 评价本书“为我国第一本肿瘤冷冻治疗专著, ……反映了当代肿瘤冷冻治疗最新成果, 对临床研究和实践

具有指导价值. ”国际冷冻外科学会主席Franco Lugnani博士认为本书“总结3000余例肿瘤治疗的经验, ……

这些手术大多数是经皮完成, 这一点非常重要. 他们提供了充实的材料和详细的评估, ……为世界临床冷冻治

疗的应用作出了杰出贡献. ” 著名消化病专家、上海交通大学仁济医院终身教授萧树东对本书中与他“专业

相关的内容有着浓厚的兴趣. ……冷冻不仅如同手术切除一样, 能消除肿瘤本身, 而且能发挥全身性免疫促进

或免疫清除作用, 而这些是手术所不可能达到的.” 亚太消化内镜学会会长曹世植教授认为本书使他“深深体

会到作为一个成功的医生, 认真的态度和高超的技艺是有效治疗的关键.”周殿元教授、孟宪镛教授和张静仁

教授也对本书作了高度评价(徐克成).



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年8月18日; 15(23): 2560-2562
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

急诊十二指肠镜治疗急性胆源性胰腺炎94例

勾承月, 秦鸣放, 邹富胜

勾承月, 秦鸣放, 邹富胜, 天津市南开医院微创外科 天津市
300122
通讯作者: 勾承月, 300100, 天津市南开区三纬路122号, 天津市
南开医院微创外科. liza-zhang@sohu.com
电话: 022－27022268－3487
收稿日期: 2007-04-10   修回日期: 2007-08-15

Emergency duodenoscopy for 
acute biliary pancreatitis: an 
analysis of 94 cases 

Cheng-Yue Gou, Ming-Fang Qin, Fu-Sheng Zou

Cheng-Yue Gou, Ming-Fang Qin, Fu-Sheng Zou, Mini-
mally Invasive Surgery Center, Nankai Hospital, Tianjin 
300100, China
Correspondence to: Cheng-Yue Gou, Minimally invasive 
Surgery Center, Nankai Hospital, 122 Sanwei Road, Nankai 
District, Tianjin 300100, China. liza-zhang@sohu.com
Received: 2007-04-10    Revised: 2007-08-15 

Abstract
AIM: To study the clinic outcomes of endoscopic 
naso-biliary drainage (ENBD) for acute biliary 
pancreatitis (ABP).  

METHODS: We retrospectively analyzed 94 pa-
tients with ABP who had undergone emergency 
endoscopic examination and were treated with en-
doscopic naso-biliary drainage (ENBD) from Janu-
ary 2004 to December 2005. Endoscopic sphincter-
otomy (EST) was also carried out in some cases. 

RESULTS: Ninety-one patients (96.81%) were 
successfully healed after emergency duodenos-
copy. There were no severe complications or 
mortality. On average, abdominal pain symp-
toms recovered within 42.3 h and amylase level 
within 56 h. After being treated by ENBD for 1 
week, the pancreatic edema in 49 of 61 cases was 
resolved; peripancreatic effusion was completely 
absorbed in 21 of 29 patients and was obviously 
decreased in the remaining 8, without clinical 
complications. 

CONCLUSION: Emergency duodenoscopy is a 
safe and new method for treating ABP. 

Key Words: Emergency duodenoscopy; Endoscopic 

nasobiliary drainage; Acute biliary pancreatitis

Gou CY, Qin MF, Zou FS. Emergency duodenoscopy for 
acute biliary pancreatitis: an analysis of 94 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(23): 2560-2562

摘要
目的: 探讨急诊十二指肠镜行胆胰管引流治
疗急性胆源性胰腺炎的价值及可行性, 扩大完
善内镜在胆胰疾病中的治疗范围. 

方法: 2004-01/2005-12急诊十二指肠镜治疗
急性胆源性胰腺炎94例, 治疗方式以经内镜鼻
胆管引流(ENBD)为主, 必要时行Oddi's括约肌
切开(EST). 

结果: 94例患者中成功91例, 成功率96.81%. 
无发展为重症胰腺炎患者. 上腹痛症状平均症
状缓解时间42.3 h; 尿淀粉酶平均56 h下降到
正常. 内镜治疗后1 wk, 复查B超, 61例伴有胰
腺水肿患者49例水肿消退, 形态恢复正常; 29
例伴有胰周积液患者中21例胰周积液完全吸
收, 8例积液量明显减少, 无伴随临床症状.  

结论: 急诊十二指肠镜治疗急性胆源性胰腺
炎是安全可靠的, 可以阻止胰腺向恶性转化.

关键词: 急诊十二指肠镜; 内镜鼻胆管引流; 急性胆

源性胰腺炎

勾承月, 秦鸣放, 邹富胜. 急诊十二指肠镜治疗急性胆源性胰腺

炎94例.  世界华人消化杂志  2007;15(23):2560-2562

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2560.asp

0  引言

急性胰腺炎的病因很多, 以急性胆源性胰腺炎

(acute biliary pancreatitis, ABP)最常见. 近年来

对于ABP特别是有明确梗阻性黄疸或胆道感染

的病例主张早期内镜下治疗[1], 可避免严重并发

症的发生及降低死亡率. Folsch et al [2]认为壶腹

部梗阻持续时间与胆石性胰腺炎的严重程度呈

正比, 24 h内几乎所有的胰腺病变都是可逆的, 
24-48 h最常见的病变为出血、脂肪坏死, 超过

■背景资料
对于急性胆源性
胰腺炎的早期治
疗, 目前国内绝大
多数医疗单位多
主张采取非手术
治疗方法.

®



勾承月, 等. 急诊十二指肠镜治疗急性胆源性胰腺炎94例                                                                                                2561

www.wjgnet.com

48 h胰腺可出现广泛的出血坏死. 因此早期(24 h
内)行经十二指肠镜括约肌切开术(endoscopic 
sphincterotomy, EST)、经内镜鼻胆管引流术

(endoscopic nasobiliary drainage,  ENBD)治疗, 对
胰腺炎的恢复及预后至关重要. 现将我院急诊

十二指肠镜治疗胆源性胰腺炎的经验汇报如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-01/2005-12天津南开医院微创外

科共治疗急性胆源性胰腺炎患者193例. 其中

94例因急性胆管炎或影像学检查发现胆管内

结石或胆总管明显扩张(直径>1.1 cm), 急诊行

十二指肠镜治疗. 94例中, 男51例, 女43例. 年龄

33-87(平均67.5)岁. 入院时全部患者均有不同程

度的剑突下及左上腹疼痛, 7例伴有左肩背及腰

部放射痛, 无寒战发热. 其中有急性胆管炎症状

者25例, 均伴有黄疸; 影像学检查显示胆总管结

石者69例, 均无寒战发热, 其中伴有黄疸者38例. 
94例中伴有胆囊结石患者59例. B超或CT显示伴

有胰腺水肿者61例, 其中胰周积液29例.
1.2 方法 经内镜逆行性胆管插管成功后, 先行

诊断性逆行性胆胰管造影(encoscopic retrograde 
cholangio-pancreatography, ERCP)以明确胆总管

结石的存在及结石的位置、大小和数量, 然后

根据具体情况选择治疗方式. 如果不伴有壶腹

部结石嵌顿或Oddi's括约肌狭窄, 确认胰管通畅, 
可单纯行ENBD治疗, 减少EST和网篮取石对胰

腺的刺激. 必要时行EST或电针开窗, 打开括约

肌, 务必保持胰管通畅.

2  结果

全部94例患者在入院24 h内行急诊十二指肠镜

治疗. 94例患者中成功91例, 3例失败, 成功率

96.81%. 其原因为导丝反复进入胰管, 胆管插管

失败2例; 憩室内乳头, 无法完成插管1例. 此3例
为胆总管结石, 无急性胆管炎患者. 2例待胆源

性胰腺炎控制后行腹腔镜胆总管探查、T管引

流术; 1例出现寒战、发热、黄疸加重, 急诊行

腹腔镜胆总管探查、T管引流术. 3例手术患者

均得到治愈, 排除观察范围. 
经十二指肠镜治疗后, 全部91例无发展为

重症胰腺炎患者. 上腹痛症状在成功引流后1-3 
d内消失, 平均症状缓解时间42.3 h. 每日行尿淀

粉酶检查, 平均56 h下降到1000 U/L以下. 内镜

治疗后1 wk, 复查B超, 61例伴有胰腺水肿患者

中49例水肿消退, 形态恢复正常; 29例伴有胰周

积液患者中21例胰周积液完全吸收, 8例积液量

明显减少, 无临床症状伴随. 
待急性胰腺炎症状控制、尿淀粉酶正常后, 

行鼻胆引流管造影, 84例显示胆总管内结石; 7
例为单枚结石壶腹部嵌顿, 电针开窗后直接取

净. 84例胆管内结石患者, 其中59例造影显示结

石较小, 再次内镜治疗后取净结石. 25例中造影

显示结石较大、较多, 十二指肠镜取石困难21
例; 十二指肠憩室内乳头2例, 十二指肠扁平乳

头点状开口2例, 无法进行EST. 此25例患者中伴

有胆囊结石者21例, 在胰腺炎控制后择期行三

镜联合胆总管探查、胆囊切除术. 经十二指肠

镜取净胆总管结石的66例患者中, 伴有胆囊结

石者38例,  2例有手术禁忌症, 其余36例在胰腺

炎控制5-7 d后行腹腔镜胆囊切除术.

3  讨论

ERCP可以在获取诊断同时提供实时治疗. 张圣

道 et al [3]认为只要操作得当, 急性胆源性胰腺炎

发作时行ERCP是安全的. 目前尚未见急性胆源

性胰腺炎患者经ERCP、EST术后病情加重, 由
轻症急性胆源性胰腺炎发展为重症胰腺炎的报

导, 且可清除胆道结石, 恢复胆流, 减少胆汁胰

液反流, 使重症ABP病情迅速改善并减少复发, 
疗效优于传统常规治疗, 成功率可达90%以上[4]. 

内镜治疗有如下优点[4-7]: 可以直接于镜下

观察病因, 明确诊断, 特别是对壶腹部结石嵌顿

更有特殊诊断价值, 同时又可对因治疗, 缓解梗

阻, 通畅引流; 迅速缓解胆绞痛及防止出现急性

重症胆管炎及重症胰腺炎, 避免了开腹手术对

已处于全身炎症反应综合征、甚至多脏器功能

不全状态下患者的再一次打击, 为疾病的最终

治愈争取了时间, 创造了条件; 内镜治疗操作简

单, 创伤小, 安全可靠, 在有丰富临床经验的内

镜医师操作下发生并发症的几率很小, 本组无

严重并发症发生, 无穿孔、胰腺炎加重病例; 对
于胆囊切除术后合并良性乳头括约肌狭窄、胆

道残余或再生细小结石而导致的ABP, EST是其

最有效甚至可以说是最终的治疗方法. 
急性胆源性胰腺炎中胆总管结石的发病率

愈来愈高, 对急性胆源性胰腺炎应做急症ERCP
和EST, 以解除梗阻因素, 对预测为重症的急性

胆源性胰腺炎的患者, 经48 h保守治疗未见明

显好转, 也应急症行ERCP、 EST术. 急症(发病

24-72 h)ERCP及EST或ENBD, 已成为首选, 可清

除胆道结石, 恢复胆流, 减少胆汁胰管返流, 使
急性胆源性胰腺炎的病情得到迅速改善, 并减

■应用要点
本 文 探 讨 急 诊
十二指肠镜行胆
胰管引流治疗急
性胆源性胰腺炎
的价值及可行性, 
为急性胆源性胰
腺炎的早期治疗
找到了一种新的
治疗方法.



www.wjgnet.com

2562                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志        2007年8月18日       第15卷      第23期

少并发症, 疗效优于传统的保守治疗, 成功率可

达90%以上[8-10]. Neoptolemos et al [11]报导121例重

症急性胆源性胰腺炎患者在入院72h内做ERCP
和EST或保守治疗, 发现重症患者内镜和保守之

间差异显著, 病残率分别为24%和61%, 病死率 
2%和18 %. 

我们体会是: ABP一经确诊, 影像学检查提

示胆管内结石或存在胆道梗阻, 只要无ERCP
禁忌证, 均应尽早(24-72 h内)行内镜治疗, 不必

等待病情稳定, 因为在此期间胰管梗阻不解除, 
随时都有可能使病情恶化, 失去内镜治疗时机, 
增加中转外科手术的机率及死亡率, 并延长住 
院日.
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消化内镜诊疗技术研讨班通知 ( 第一轮 )

本刊讯 2007年国家级继续医学教育项目“消化内镜诊疗技术研讨班”(项目编号2007-03-03-046)将于

2007-11在青岛市举办, 由青岛大学医学院附属医院主办、世界华人消化杂志协办, 特邀国内外著名专家进

行专题讲座和现场演示, 欢迎消化内镜工作者投稿参会, 优秀稿件可优先发表. 回执或投稿请于2007-09底

前寄青岛大学医学院附属医院内镜诊治中心, 刘希双收, 邮编: 266003, E-mail: liuxishuang1@sina.com, 电话: 

0532-82911525, 13864215672.

■同行评价
本文探讨探讨了
急性十二指肠镜
治疗急性胆源性
胰腺炎是安全可
靠的, 可以阻止胰
腺向恶性转化, 层
次 清 楚 ,  分 析 合
理, 数据可信, 有
一定的临床价值.
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