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Abstract
AIM: To find a new method to enhance the 
cytotoxic activity of cytokine-induced killer (CIK) 
cells for clinical immunotherapy.

METHODS:  Mononuclear cells were extracted 
from the peripheral blood of health adults. One 
group was treated with interferon-γ (IFN-γ) at 
the 1st day and interleukin-1 (IL-1), CD3 mAb, 
IL-2 at the 2nd day, and the other group was dis-
posed with IL-24 besides IL-1, CD3 mAb, and 
IL-2. Cell counting method was used to deter-
mine the proliferation of CIK cells, and the cy-
totoxic activity was detected by MTT assay. Cell 
phenotype was examined by flow cytometry. 
The scanning electron microscopy and transmis-
sion electron microscopy were used to observe 
the killing effects of CIK cells on tumor cells as 
well as the changes of tumor cells�.

RESULTS: The proliferation of CIK cells without 

IL-24 treatment was higher than that with IL-24 
treatment (126.34 ± 2.14 vs 108.87 ± 1.29, P < 0.05). 
The cytotoxic activities of CIK cells co-cultured 
with IL-24 were above 90% at different effector-
target ratios (10∶1, 20∶1, 40∶1), which were 
significantly higher than those in the other groups 
(10∶1: 95.58% ± 2.21% vs 27.31% ± 2.69%, 8.74% ±  
2.41%, 38.65% ± 21.30%, all P < 0.05; 20∶1: 91.97% 
± 4.21% vs 34.27% ±  0.85%, 11.54% ± 2.78%, 48.32% 
± 11.72%, all P < 0.05; 40∶1: 91.84% ± 9.28% vs 
50.67% ± 1.30%, 23.73% ± 11.07%, 52.89% ± 12.26%, 
all P < 0.05). Cell phenotypes were not significantly 
different between the CIK cells with and without 
IL-24 treatment (P > 0.05). Apoptotic and necrotic 
cells were obviously increased in after IL-24 treat-
ment under transmission electron microscope.

CONCLUSION: IL-24 can obviously enhance the 
cytotoxic activity of CIK cell.
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摘要
目的: 寻求增强CIK细胞的细胞毒活性的有效
方法. 

方法: 从健康人外周血中提取出单个核细胞, 
第1天加入IFN-γ, 第2天加入IL-1, CD3 mAb, 
IL-2诱导CIK细胞, 另一组与IL-1, CD3 mAb, 
IL-2同时加入IL-24. 杀伤分为4组: 未加IL-24
培养组、单独I L-24杀伤组、加I L-24培养
组、未加IL-24的CIK细胞培养组在杀伤时加
入IL-24. 细胞计数法测定细胞的增殖、MTT
法测定细胞杀伤活性和流式细胞术分析细胞
表型. 扫描电镜和透射电镜观察CIK细胞对肿
瘤细胞的杀伤和肿瘤细胞的改变. 

结果: 未加IL-24培养组CIK细胞增殖高于加
IL-24培养组, 两者比较有明显差异(126.34±
2.14 vs  108.87±1.29, P <0.05). 加IL-24培养
组细胞各个效靶比杀伤活性均达到90%以上, 

■背景资料
肿瘤生物治疗已
有 1 0 0 多 年 的 历
史. 19世纪末, 国
外的一些医生观
察到肿瘤患者合
并严重的感染, 在
感染被控制后肿
瘤也明显缩小, 甚
至完全消退从而
认识到肿瘤和免
疫的密切关系, 对
免疫治疗寄予厚
望并表现出极大
的 兴 趣 .  目 前 在
过继免疫治疗中
用于治疗肿瘤的
细胞主要有LAK, 
TIL, CIK, A-NK
等. CIK细胞增殖
活 性 高 ,  在 肿 瘤
杀伤活性上具有
CTL, LAK, TIL细
胞所无法比拟的
优越特性, 在肿瘤
生物治疗上具有
巨大的应用潜能, 
因此日益受到人
们的重视. 
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明显高于其他各组(效靶比为10∶1时95.58%
±2.21% vs  27.31%±2.69%, 8.74%±2.41%, 
38.65%±21.30%, P <0.05; 效靶比为20∶1时 
91.97%±4.21% vs 34.27%±0.85%, 11.54%
±2.78%, 48.32%±11.72%, P <0.05; 效靶比为
40∶1时91.84%±9.28% vs  50.67%±1.30%, 
23.73%±11.07%, 52.89%±12.26%, P <0.05). 
不同时间加IL-24培养组各个细胞表型与未加
IL-24培养组相比没有差别. 透射电镜下观察
加IL-24培养组凋亡和坏死肿瘤细胞比未加
IL-24培养组明显增多.

结论: CIK细胞诱导过程中加入IL-24能明显
增强其杀伤活性.

关键词: 细胞因子诱导的杀伤细胞; IL-24; 细胞毒

活性; 增殖活性
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0  引言

CIK(cytokine-induced killer)细胞是一种非MHC
限制性的高效溶肿瘤细胞毒性T淋巴细胞, 其
在外周血淋巴细胞中的比例为1%-5%. 1991年
Schmidt-Wolf et al [1]首先报道了一类由多种细

胞因子诱导的杀伤细胞, 即CIK细胞. 正常人或

患者外周血、骨髓单个核细胞中加入细胞因子

IFN-γ, IL-1, CD3 mAb, IL-2经2-4 wk的诱导可获

得大量的肿瘤杀伤细胞, 他是非MHC限制性的

一群异质性细胞, 具有强大的杀瘤活性. 
mda-7基因(melanoma d i ffe ren t ia t ion-

associated gene 7)是用活跃增生的人HO-1黑色

素瘤细胞cDNA文库与β-IFN和MEZ处理过的

H O-1细胞c D N A文库差减杂交发现一个新的

与黑色素瘤分化相关基因, 即mda-7, 并初步实

验证明了MDA-7具有抑制黑色素瘤增生特性

和在黑色素瘤进程中促进终末分化的能力. 随
后M D A-7一直作为肿瘤抑制物被研究, 直到

2002年, Caudell et al [2]用一系列的实验证实了

M D A-7的细胞因子属性, 命名为白细胞介素

-24(interleukin-24, IL-24), 归于IL-10家族. 由于

IL-24本身对肿瘤细胞具有杀伤力, 本实验旨在

研究在CIK诱导过程中加入IL-24对CIK的杀伤

肿瘤细胞的活性是否有增强作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2肿瘤细胞株由本所提供, IFN-γ, 

IL-1均为美国Peprotech公司产品, CD3 mAb为北

京天广实生物技术有限公司产品, IL-2购自江苏

金丝利药业有限公司, IL-24购自R＆D systems, 
Percp结合的鼠抗人CD3、 FITC结合的鼠抗人

CD4、PE结合的鼠抗人CD8, CD56, CD3均为美

国BD公司产品, 胎牛血清为杭州四季青生物责

任有限公司产品, RPMI 1640干粉为美国Gibco 
BRL产品, 健康人外周血由哈尔滨红十字中心血

站提供, 淋巴细胞分离液为天津市灏洋生物制品

科技有限责任公司产品, MTT为北京索莱宝科技

有限公司产品, 流式细胞仪为美国BD公司产品, 
酶标分光光度计为BioRAU, 450型, 美国制造. 荧
光倒置显微镜为日本OLYMPUS公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 CIK细胞的诱导 参考文献[3]方法. 细胞计

数, 稀释成浓度为1×109/L于六孔板中培养, 每孔

5 mL培养液, 按1000 kU/L加IFN-γ. 24 h后分别

按600 kU/L和100 kU/L加IL-2和IL-1, CD3 mAb
加75 μg/L. 另外一组与IL-2, IL-1, CD3 mAb同时

加入IL-24 1000 kU/L,  2-3 d后补充新鲜培养液

和细胞因子IL-2, CD3 mAb, 以后每2-3 d补充新

鲜培养液和IL-2. 
1.2.2 光镜下细胞形态观察 在诱导过程中每天于

光镜下观察细胞形态变化. 与肿瘤细胞共同培

养, 观察两者形态上的差别.        
1.2.3 CIK细胞增殖活性的测定 将1 mL用两种方

法培养的CIK细胞以1×109/L铺于24孔板中, 各
铺三个平行孔, 每3 d补充新鲜培养液和细胞因

子并用台盼蓝计数细胞总数计算平均值, 根据细

胞增殖倍数绘制生长曲线. 
1.2.4 CIK细胞毒活性的测定 取对数生长期的

肿瘤细胞, 调整细胞浓度分别为1×108/L、5×
107/L、2.5×107/L, 每孔100 μL铺于96孔板中, 
每组设4个复孔, 置37℃, 50 mL/L CO2孵箱内培

养, 24 h后将效应细胞CIK, 浓度调整为1×109/L
与靶细胞浓度分别为10∶1, 20∶1, 40∶1加入96
孔板中, 另设单独靶细胞组(靶细胞+培养液)和
单独效应细胞组(效应细胞+培养液)为阴性对照

组, 作用48 h后每孔加入MTT 20 μL/孔, 继续培

养4-6 h, 倾斜96孔板吸取上清液, 然后每孔加入

100 μL  DMSO, 震荡几分钟, 等沉淀全部溶解后

用酶标仪(波长570 nm)测定吸光度A值, 计算杀

伤率(%)={1-[A(效+靶)-A(效)]/A(靶)}×100%. 
杀伤分为四组: 未加IL-24培养组; 单独IL-24

杀伤组; 加IL-24培养组; 未加IL-24的CIK细胞

培养组在杀伤时加入IL-24. IL-24加入浓度均为

■研发前沿
C I K 在肿瘤生物
治 疗 上 具 有 巨
大 的 应 用 潜 能 , 
I L - 2 4 具 有 显 著
的抑制肿瘤的作
用, 能选择性地抑
制多种肿瘤的生
长, 诱导肿瘤细胞
凋 亡 ,  包 括 黑 色
素瘤、神经胶质
母细胞瘤、骨肉
瘤、乳腺癌、宫
颈癌、结肠癌、

肺癌、胃癌、鼻
咽癌、前列腺癌
等 ,  同 时 对 正 常
细 胞 没 有 影 响 . 
IL-24选择性抑制
肿瘤机制尚未完
全清楚, 目前认为
他通过多种途径
发挥抑制肿瘤的
作用 .  IL-24抗肿
瘤效果十分显著, 
成为肿瘤特异治
疗药物的研究开
发热点. 如何提高
C I K 细胞的杀伤
活性和大批量的
增殖, 是现在亟待
解决的问题.
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■相关报道
关 于 如 何 提 高
C I K 细胞的杀伤
活性国内外有很
多 相 关 的 报 道
Marten et al将CIK
和源于自体外周
血单个核细胞的
DC共同培养 ,  在
与 C I K 细胞共同
培 养 的 D C 培 养
液中 ,  独特型DC
及抗原递呈分子
的数量明显增加, 
Finke et al 应用腺
病毒增强增强的
CD3受体介导的
基因转染方法成
功的将 IL-7基因
转染入 C I K 细胞
内 ,  并 证 明 转 染
后的 C I K 细胞增
殖活性和细胞毒
活性明显增强. 另
有文献报道双特
异性抗体能增强
C I K 的细胞毒活
性.

A

1000 kU/L . 
1.2.5 CIK细胞表型测定 取2×109/L细胞于流式

专用管中, 相应抗体混匀避光放置20 min, 用PBS
洗2遍, 1500 r/min离心5 min, 10 g/L甲醛固定

后待上机测定. 两组细胞未加IL-24培养组和加

IL-24培养组分别于8, 15, 20 d时测CD3+, CD4+, 
CD8+, CD3+CD56+. 
1.2.6  扫描电镜和透射电镜标本的制备 扫描电

镜标本的制备在六孔板中放置灭菌载玻片, 在紫

外线下照射, 在六孔板中铺种CIK细胞和HepG2

的混合液, 细胞比例大约为10∶1, 并作单独肿瘤

细胞对照组. 第2天, 用吸管吸出培养液, 添加部

分生理盐水冲洗细胞, 动作要轻柔, 然后加戊二

醛(25 g/L)固定以漫过玻片为宜, 取出玻片, 常规

HE染色和25 g/L戊二醛脱水、临界点干燥、喷

金、扫描电镜观察、照相. 
透射电镜标本的制备: 取CIK细胞和HepG2细

胞的混合液于培养瓶中, 细胞比例大约为10∶1, 
其中一组加1000 kU/L的IL-24. 第2天用细胞刮刀

刮取细胞, 1000 r/min离心5 min, 倒出离心管中培

养液, 用盐水吹打细胞然后转移到Eppendorf管中, 
1000 r/min离心5 min, 弃去生理盐水, 用戊二醛

(25 g/L)及10 g/L锷酸固定, 经乙醇梯度脱水, 超薄

切片铅铀染色后置投射电镜下观察、照相, 参考

文献[4]方法.
统计学处理 采用SPSS10.0数据分析软件, 

所有数据用mean±SD表示, 采用方差分析和配

对t检验统计学分析, P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 诱导过程中细胞形态的变化 刚提取的单个

核细胞大小较均一, 折光性较一致, 而经3 d培
养诱导后的活化细胞中, 部分细胞明显增大, 可
见很多小集落开始生成, 胞核密度加强, 细胞

异型性较明显, 胞核中可见多量颗粒, 为大颗粒

淋巴细胞(LGL)(图1A). 第6天观察细胞集落明

显增多而且增大, 在肉眼下即可以看到白色的

斑点集落, 镜下大集落成黑团, 看不清细胞, 但
围绕集落周围有很多的细胞游出, 细胞饱满折

光性好, 大小形态各异(图1B). 观察与肿瘤细

胞HepG2共培养的CIK细胞, CIK细胞明显小于

HepG2(图1C).
2.2 细胞增殖活性 加IL-24培养组和未加IL-24
培养组均在培养3 d时开始增殖, 在培养14 d时
进入快速增殖期, 26 d以后增殖趋于缓慢进入平

台期, 未加IL-24培养组增殖略快于加IL-24培养

组(表1, 图2), 经统计学配对t检验分析, 两者有

显著差异(t >3.055, P <0.05), 所以未加IL-24培养

组增殖快于加IL-24培养组.
2.3 CIK细胞的杀伤活性 IL-24培养组在效靶比

相同时杀伤率均明显高于其他组, 方差分析统

计分析与不加IL-24培养组和未加IL-24的CIK细

胞培养组在杀伤时加入IL-24相比均有明显差别

(P <0.05), 但不加IL-24培养组和未加IL-24的CIK
细胞培养组在杀伤时加入IL-24组相比没有明显

差别. 不加IL-24培养组不同效靶比之间抑制率

图  1  光镜下细胞形态观察. A: 诱导3 d后CIK细胞镜下观察, 细胞呈异型性, 并有集落生成(×400);  B: 光镜下大集落(×200); 
C: CIK细胞杀伤HepG2, CIK细胞围绕肿瘤细胞, 大细胞为肿瘤细胞, 小细胞为CIK细胞(×400).

B C

未加IL-24组

加IL-24组

160

140

120

100

  80

  60

40

20

0
1   3   6   9  12  14 17 19 21 23 26 29  30

t /d

细
胞

数
(×

10
7 )

图  2  两组细胞生长曲线.
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有显著差异(P <0.05), 但加IL-24培养组不同效靶

比之间没有明显差异, 加IL-24培养组各个不同

效靶比对肿瘤细胞均具有很高的抑制率(表2).
2.4 C I K细胞表型测定 随着诱导时间的延长

C D3+C D56+双阳性细胞所占百分比大幅度升

高, 加IL-24培养组和未加IL-24培养组在诱导8, 
15, 20 d时分别是6.52%±0.7%, 15.8%±0.4%, 
19.85%±1.3%和4.78%±0.9%, 14.58%±1.6%, 
20.18%±1.3%. 两组不同诱导时间之间表型均

具有显著差异(P <0.05). 但两组在相同时间下细

胞表型没有明显差异(图3).
2.5 电镜下细胞形态观察 扫描电镜下观察可以

看到正常的肿瘤细胞呈不规则形状, 表面微绒

毛丰富而且细长(图4A), 杀伤状态下CIK细胞围

绕HepG2, CIK细胞与肿瘤细胞接触, 肿瘤细胞明

显变小(图4B), 有的CIK细胞进入肿瘤细胞被肿

瘤细胞的微绒毛包裹(图4C), 有的肿瘤细胞已经

坏死崩解(图4D). 透射电镜下可以看到肿瘤细胞

周围有很多活性淋巴细胞的包围(图5A), 可以看

到凋亡肿瘤细胞, 有的肿瘤细胞已进入肿瘤细

胞内(图5B). 加IL-24组坏死肿瘤细胞明显增多, 
核完全固缩(图5C), 胞质中充满了大量的脂滴颗

粒, 线粒体嵴性肿胀, 空泡变性, 部分细胞核完

全固缩, 核膜结构不清, 细胞内膜结构完全溶解

(图5D).

3  讨论

CIK细胞表面既有T细胞标志细胞标志(CD3), 
也有NK细胞的表面标志(CD56), 因而兼有T淋
巴细胞抗肿瘤活性和NK细胞非MHC限制性杀

瘤的特点. 用传统的手术、化疗、放疗等方法

常不能彻底治愈肿瘤. 作为免疫治疗的方法之

一, 应用细胞因子诱导的杀伤细胞因其可大量

扩增, 细胞毒活性强, 可杀伤自体和异体多种肿

瘤细胞[5-11], 与免疫细胞TIL, LAK比较有很多

的优点, 回输体内后可继续分裂增生且无需外

源细胞因子的维持, 副作用少显示了很好的发

展前景[12-16]. 目前, 研究者都在致力于提高CIK
杀伤肿瘤细胞的活性[17-21], 迄今为止已有许多

实验证明IL-24具有显著的抑制肿瘤的作用, 能
选择性地抑制多种肿瘤的生长, 诱导肿瘤细胞

凋亡, 包括黑色素瘤、神经胶质母细胞瘤、骨

肉瘤、乳腺癌、宫颈癌、结肠癌、肺癌、胃

癌、鼻咽癌、前列腺癌等. 这种抑制作用不依

赖p53, Rb和p16等抑癌基因, 且对正常细胞没有

影响. IL-24选择性抑制肿瘤机制尚未完全清楚, 
目前认为他通过多种途径发挥抑制肿瘤的作用. 
IL-24抗肿瘤效果十分显著, 成为肿瘤特异治疗

药物的研究开发热点[22]. 本实验中在CIK诱导

的过程中加入了IL-24, 两抗肿瘤因素联合作用

于肿瘤细胞, 起到了很好的抑瘤作用. IL-24刺
激的外周血单个核细胞48 h后有IL-6, TNF-α和
IFN-γ的高表达同时IL-1β, IL-12和GM-CSF也有

表  1   不同培养时间两种细胞总数(mean±SD)

          时间(d)              未加IL-24组                       加IL-24组

  1                     1.00±0.00                    1.00±0.00

  3                     1.60±0.15                    1.52±0.03       

  6                     2.47±0.20                    2.57±0.12

  9                     3.25±0.37                    3.25±0.27

12                     4.93±0.45                    4.87±0.34

14                   13.42±2.23                  11.41±1.12

17                   28.31±2.42                  23.05±2.69

19                   38.04±2.42                  34.09±2.17

21                   76.79±3.33                  69.31±4.06

23                 119.36±8.95                105.22±3.29

26                 121.21±2.80                106.74±2.77

29                 123.37±3.10                106.58±2.18

30                 126.34±2.14                108.87±1.29
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图  3  诱导20 d时两组细胞表型CD3+CD56+检测结果(横轴
为CD3+, 纵轴为CD56+, 第四象限为双阳性表型CD3+CD56+细
胞). A: 未加IL-24培养组; B: 加IL-24培养组.

■创新盘点
国内外单独报道
CIK细胞和IL-24
的文章很多, 但尚
未见 C I K 细胞和
IL-24联合应用的
相关报道. 本实验
中两者联合应用
对肿瘤细胞有很
高的杀伤力.



552                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年2月28日      第15卷    第6期

www.wjgnet.com

一定水平的表达, 这可能是两者联合应用提高

抗肿瘤活性的原因. 
目前诱导CIK细胞的方案有多种, 其中CD3 

mAb和IFN-γ是每个方案的必选, 前者起到丝裂

原活性作用, 可与T细胞表面CD3交联, 诱导其

活化, 后者可诱导IL-1等因子的合成. 不同方案

的主要差别在于白介素的不同, 常用的有IL-1, 
IL-2, IL-7, IL-12等. 本实验中除加入CD3 mAb, 
IFN-γ, IL-1, IL-2外又加入了IL-24. 在细胞表型

上与常规诱导方法并没有差别. 
本实验中在诱导CIK过程中加入了IL-24虽

然对增殖活性有一定的影响, 但并不影响临床

的需要. 对细胞表型并无影响而且明显增加了

CIK细胞的杀伤活性, 10∶1, 20∶1和40∶1效
靶比对肿瘤细胞杀伤率均达到90%以上. 这可

能与IL-24对肿瘤细胞具有杀伤力而且IL-24刺
激的外周血单个核细胞48 h后有IL-6, TNF-α和
IFN-γ的高表达同时IL-1β, IL-12和GM-CSF也有

一定水平的表达有关. 
mda-7/IL-24在人体内的生理水平表达主要

限定于一些具有免疫功能的细胞, 包括正常的

未受刺激的或受LPS刺激的单核细胞、抗CD3
抗体刺激的T细胞和正常人的黑色素细胞[2]. 当
超过生理水平表达时, mda -7/IL-24具有抑制多种

肿瘤细胞生长的作用, 可诱导多种肿瘤细胞株的

生长抑制和凋亡, 而对正常细胞却无作用[23,25]. 
总之, 在CIK诱导过程中加入IL-24能明显

增强其杀伤活性, 诱导14-21 d时, CIK细胞增殖

率和CD3+CD56+阳性细胞比例均达到高峰, 这
一时相的CIK细胞在增殖表型与细胞活力两方

面均达到动态平衡, 适合于临床应用.
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■同行评价
本文着重研究了
C I K 诱导过程中
加入IL-24对CIK
的杀伤肿瘤细胞
活性的增强作用. 
研究内容较新颖, 
对临床上 C I K 应
用于生物治疗有
一定指导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the anticancer and distant 
bystander effect of CD/5-FC suicide gene 
system combined with γ-IFN in normal mice.

METHODS:  H22 cells instantly transfected with 
cytosine deaminase (CD) gene plasmid (lipo-CD) 
or empty plasmid, mediated by cation liposome, 
were subcutaneously inoculated into the left 
or right axilla of Kunming mice, respectively. 
Then the mice were injected with 5-FC and 
γ-interferon (γ-IFN) once per day, and the anti-
cancer effect and distant bystander effects were 
compared when γ-IFN was used or not�.

RESULTS: 5-FC obviously inhibited the growth 
of tumors transfected with lipo-CD, and the 
inhibitory efficiency was 79.39%. When in com-
bination with γ-IFN, the inhibitory efficiency 

(93.47%) was strengthened significantly (t = 3.49, 
P = 0.0036). There was a notable bystander ef-
fect in CD/5-FC suicide gene system in vivo, and 
the suppressive rate was 54.42% for the distant 
tumor cells without transfection. When in com-
bination with γ-IFN, the inhibition rate (88.43%) 
was strengthened greatly (t = 2.86, P = 0.0212).
CONCLUSION: CD/5-FC suicide system com-
bined with γ-IFN has more significant anticancer 
effects and may be used as a promising method 
in the treatment of liver cancer.

Key Words: Gene therapy; Suicide gene; Bystander 
effect; Cytosine deaminase; Gamma-interferon
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摘要
目的: 观察阳离子脂质体介导的CD/5-FC自杀
基因体系协同γ-IFN在正常免疫力小型动物体
内对肿瘤的抑制效应及远端旁观者效应. 

方法: 采用阳离子脂质体介导CD基因质粒瞬
时转染小鼠肝癌H22及空质粒转染的H22细
胞, 分别接种于KM鼠双侧前腋下皮下; 向小
鼠体内注射5-FC及γ-IFN, 观察在γ-IFN协同作
用下对转染CD基因瘤体的抑制作用和远距离
空质粒转染瘤体的抑制即远端旁观者效应. 

结果: 5-FC对转染CD基因侧瘤体抑制明显, 抑
制率为79.39%; 在γ-IFN的协同下CD/5-FC的
抑瘤作用得到了增强, 抑制率为93.47%, 与无
γ-IFN协同作用相比, 对癌细胞抑制率明显增
强(t  = 3.49, P  = 0.0036); 存在远端旁观者效应, 
远端未转染瘤体的抑制率为54.42%; 在γ-IFN
的协同下远端旁观者效应得到显著增强, 抑制
率达到88.43%, 同无γ-IFN相比有差异有显著
性(t  = 2.86, P  = 0.0212).

结论: 体内CD/5-FC自杀基因体系联合γ-IFN
对肝癌细胞有更好的抑制效应, 对肝癌的治疗
有很好的应用前景.

■背景资料
基因治疗是一种
将外源性遗传物
质 导 入 目 的 器
官、组织或细胞
并显示出相应的
生物学效应, 从而
防治疾病的技术
方法. 其中恶性肿
瘤所使用的基因
治疗方法包括自
杀基因、抑癌基
因 ,  反 义 核 酸 序
列、细胞因子及
免疫相关基因、

药物抵抗基因等, 
有“分子手术”

之称的自杀基因
疗法已成为当前
基因治疗领域的
热点, 具有多种优
势 .  自杀基因 /前
体药物体系之所
以是众多基因治
疗方案中较有前
途的一种方法, 主
要特点是存在旁
观者效应, 这种效
应明显地增强了
自杀基因对肿瘤
的杀伤作用, 在相
当程度上弥补了
基因治疗方法转
染效率低的难题. 
这点的克服对恶
性肿瘤的基因治
疗尤为重要. 
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0  引言

基因治疗肿瘤是现代医学研究中的前沿课题, 
自杀基因治疗是其中的热点之一. “旁观者效

应”(bystander effect, BE)使得该治疗被广泛看

好和倾注研究热情, CD/5-FC自杀基因体系的研

究在体外、裸鼠体内、小型到大型正常免疫力

动物体内的实验环境和条件是完全不一样的, 
实验结果则可能迥然不同, 正常的免疫力可能

会使得旁观者效应进一步增强, 有助于抑杀肿

瘤细胞, 我们通过研究CD/5-FC自杀基因体系在

正常免疫力的小型动物KM鼠体内对肝癌H22的
杀伤及远距离旁观者效应, 并观察在γ-IFN协同

作用下的变化, 提供了更接近临床的自杀基因

治疗的实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 小鼠肝癌H22细胞购自中国医学科学

院药物研究所. 该细胞株可以对应接种于KM鼠

(昆明鼠)体内. 细胞在小鼠体内腹水培养及传代. 
♂KM(昆明鼠)体质量18-20 g, 购自军事医学科

学院实验动物中心. 阳离子脂质体lipofectamine-
TM购自Invitrogen公司; 5-FC购自Sigma公司; 干
扰素(γ-IFN)购自Sigma公司. 质粒pCDNA3.1-CD
由本课题组保存, 包含Neor和Ampr及CD基因(胞
嘧啶脱氨酶基因), 具有CMV启动子和来自SV40
病毒的启动子、增强子、及终止信号, 转入哺乳

动物细胞后能在哺乳动物细胞中获得一定水平

的表达. 在真核与原核细胞中分别用含G418和
氨苄青霉素的培养基进行选择性培养. 转染该质

粒的真核细胞可合成真核细胞没有的胞嘧啶脱

氨酶, 从而转化5-FC为5-FU. 
1.2  方法 将小鼠随机分为A, B, C, D四组. 各小

鼠的左侧瘤加编号1区分(转染CD质粒), 右侧加

编号2区分(未转染CD质粒), 则接种瘤体可分为

A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2八组. 其中A组为

对照组, 腹腔及皮下均注射生理盐水: B组腹腔

给生理盐水, 皮下给IFN 1万U; C组腹腔给5-FC 
500 mg/kg, 皮下给生理盐水; D组腹腔给5-FC 
500 mg/kg, 皮下给IFN 1万U. 由种瘤24 h后开始

给药, 均每日1次, 连续注射15 d. 

1.2.1 接种的H22细胞 取KM鼠腹水传代的H22
细胞, 用生理盐水洗2次, 均分成甲乙两液, 甲液

中加入瞬时转染液, 细胞数/脂质体/pCDNA3.1-
CD质粒为: 1×105个/20 mL/10 mg. 室温放置

15 min, 用生理盐水稀释细胞到1×109/L, 乙液直

接加生理盐水配成细胞浓度1×109/L. 
1.2.2 KM鼠H22肝癌模型的建立 小鼠左前肢腋

下皮下注射配好的H22细胞甲液0.1 mL, 小鼠右

前肢腋下皮下注射配好的H22细胞乙液0.1 mL. 
1.2.3 CD/5-FC对H22细胞杀伤效率的测定 按照

公式a·b2/2计算体积, 绘制4组小鼠共8组瘤子的

生长曲线, 取时间点第3、6、9、12、15天; 称
取第16天所有瘤体的质量(g)进行比较. (注: CD+, 
CD-分别为转染CD基因及未转染CD基因). 肿瘤

抑制率 = [对照组质量(CD+)-试验组质量(CD+)]/ 
对照组质量(CD+); 旁观者效应＝[对照组质量

(CD-)-试验组质量(CD-)] /对照组质量(CD-). 比较

转基因组A1, B1, C1, D1的肿瘤抑制率; 比较A2, 
B2, C2, D2四组BE. 将取下的瘤体常规福尔马林

浸泡14 d, 做石蜡包埋, HE染色, 比较8组瘤体杀

伤的病理学光镜下差异.
统计学处理 用SPSS10.0统计软件包进行处

理, 组间采用方差分析后, 双侧t检验. 

2  结果

2.1 瞬时转染对接种细胞的影响 阳离子脂质体

对细胞的毒性很小, 在本实验的A组中, 腹腔和

皮下均为给生理盐水, 生长15 d, 最终瘤质量质量

(g): A1 = 1.99±0.48、A2 = 2.12±0.49, 两者差

异无显著性(t  = 0.53, P  = 0.61>0.05), 病理学观

察也无差异. 均为实体瘤组织, 瘤细胞排列紧

密, 多呈小圆形, 少数瘤巨细胞, 核分裂像多见, 
瘤细胞形态良好. 故瞬时转染对细胞的生长可

以认为没有影响(图1A-B).
2.2 5-FC对CD+瘤体杀伤效率的比较 A1, B1, 
C1, D1四组均为接种CD基因瞬时转染的H22细
胞, CD+的H22细胞能够被5-FC杀死, 而且IFN
能对CD+的H22细胞产生增强的免疫攻击, 导致

H22细胞杀伤. A1组瘤质量(g)为1.99±0.48, C1质量(g)为1.99±0.48, C1(g)为1.99±0.48, C1
组的瘤质量(g)为0.41±0.10, 两者的差异有显著瘤质量(g)为0.41±0.10, 两者的差异有显著(g)为0.41±0.10, 两者的差异有显著

性意义(t  = 9.21, P <0.05), 抑制率为79.39%; IFN
可以协同增加5-FC对H22细胞的杀伤效率, D1
的瘤质量(g)为0.13±0.02, 抑制率为93.47%, 比瘤质量(g)为0.13±0.02, 抑制率为93.47%, 比(g)为0.13±0.02, 抑制率为93.47%, 比
较C1、D1组差异有显著性意义(t  = 3.49, P  = 
0.0036<0.01); IFN可以直接导致CD+的 H22细
胞的杀伤, B1的瘤质量(g)为0.58±0.21, 抑制率瘤质量(g)为0.58±0.21, 抑制率(g)为0.58±0.21, 抑制率

■研发前沿
CD/5-FC体系是
自杀基因研究领
域的热点, 目前很
多的自杀基因研
究集中在新的自
杀基因/前体药物
的开发上以及基
因转染、给药渠
道上, 但目前接近
临床的相关研究
较少, 也是研究的
重点和亟待解决
的问题.
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为71.02%, 同A1组比较瘤质量差异有显著性(瘤质量差异有显著性(差异有显著性(t  
= 7.97, P <0.01), 但同C1相比较差异无显著性意

义(t  = 1.91, P  = 0.0773>0.05). 说明免疫机制对

该自杀基因导致肿瘤细胞直接抑杀中的重要作

用. 由生长曲线可以直观这种显著的差异: 病理

学光镜下可见: B1可见多数瘤细胞变性坏死, 灶
状坏死; C1瘤组织部分瘤细胞坏死崩解, 周围瘤

细胞变性; D1瘤组织, 瘤细胞广泛坏死, 多发灶

状出血, 纤维组织和脂肪组织增生(图1C-E). 
2.3 远端BE的观察 A2, B2, C2, D2四组为右

侧前肢腋下皮下种植未瞬时转染的H22细胞 , 
5-F C对未转染细胞没有杀伤效果. A2组的瘤瘤

质量(g)为2.12±0.49, C2组瘤质量(g)为0.97(g)为2.12±0.49, C2组瘤质量(g)为0.97瘤质量(g)为0.97(g)为0.97
±0.59, 比较两者差异有显著性(t  = 4.26, P  = 
0.0008<0.01), 可得出CD/-5-FC有较好的远端

BE, 抑制率为54.42%; 由A2, B2组比较可以观

图  1  瘤组织病理学光镜下观察结果(HE×200). A: A1组(瘤细胞排列稍疏松, 瘤细胞核浓缩深染); B: B1组(瘤细胞核浓缩深
染, 少量瘤巨细胞, 多处灶状坏死); C: C1组(部分瘤细胞坏死崩解, 周围瘤细胞变性, 肌细胞变性); D: D1组(瘤细胞广泛坏死, 
多发灶状出血, 纤维和脂肪组织增生); E: A2组(瘤细胞密集分布, 形态良好, 核分裂像多见); F: B2组(瘤细胞排列较密集, 灶状
坏死); G: C2组(瘤细胞胞核浓缩深染, 在坏死灶周围较明显, 有小片状坏死灶); H: D2组(瘤细胞排列尚较致密, 片状凝固性坏
死, 在坏死灶周围瘤细胞坏死和变性).

A

C

B

BE

D

F

G H

■应用要点
自杀基因治疗进
入临床需要大量
的正常免疫力动
物实验, 现已有较
多的体外自杀基
因的相关研究和
一些体内的相关
研究, 本研究针对
小型免疫全能动
物体内远距离旁
观者效应, 并结合
γ-IFN协同加强免
疫力研究免疫力
对抑杀肿瘤及远
距离旁观者效应
的作用, 提供了更
加接近临床的实
验数据.
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察到IFN对恶性肿瘤有较好的抑制作用, B2组
瘤质量(g)为0.92±0.68, 同A2相比较差异有(g)为0.92±0.68, 同A2相比较差异有

显著性(t = 4.02, P  = 0.0015<0.01), 抑制率为

56.43%, 由D2组可以观察到IFN对远端BE有很

好的协同增强效应, D2组的瘤质量(g)为0.25±瘤质量(g)为0.25±(g)为0.25±
0.13, 同C2组相比较差异有显著性(t = 3.44, P = 
0.0108<0.05), 抑制率达到88.43%. B2和C2比较

差异无显著性意义(t = 0.3688, P＝0.7232>0.05), 
再次说明免疫机制在远距离BE中的重要作用. 
由生长曲线可以直观肿瘤的远距离BE. 病理学

光镜下可见: B2可见少数灶状或小片状坏死, 瘤
细胞形态清晰, 瘤巨细胞数量较多; C2基本类似

B2; D2多灶状坏死, 融合成片状(图1G-H). 
2.4 BE对瘤体的完全抑制 D2组IFN协同CD/5-
FC自杀基因体系对H22瘤体的杀伤作用, 导致

D2组的2例完全杀伤效果, 瘤体消失, D2的完全

抑制数为该组25%. A2, B2, C2三组则无完全抑

制例数. 
2.5 A1, B1, C1, D1四组肿瘤完全抑制率的比较 
A1(对照组)均全部出瘤, B1组有2例被完全抑制, 
C1组也有2例被完全抑制, D1组则有6例被完全

抑制, A1对比B1、C1组差异有显著性(P <0.05), 
说明CD/5-FC自杀基因体系在IFN的协同下对

肿瘤的抑制有显著的增强(图2).

3  讨论

自杀基因疗法又称酶/药物前体疗法(e n z y m e 
prodrug therapy, VDEPT), 是用药物敏感基因感

染肿瘤细胞提高肿瘤细胞对药物敏感而杀死肿

瘤细胞, 其中CD/5-FC自杀基因系统是目前研究

最快, 进展最多的自杀基因体系之一, CD基因编

码大肠杆菌胞嘧啶脱氨酶, 使细胞内无毒性抗

真菌药物5-氟胞嘧啶(5-FC)代谢为有细胞毒性

的5-氟尿嘧啶(5-FU), 后者有明显的抗肿瘤活性. 
CD/5-FC体系治疗肿瘤时可产生具有临床

应用实际价值的BE[1-2], 即肿瘤细胞少量的转染

可导致更多的肿瘤细胞被抑杀, 为肿瘤细胞的

“根治性抑杀”带来希望. 谭宇蕙 e t a l [3]构建

的大鼠肝癌细胞HSV-tk/GCV自杀基因系统体

外旁观者效应的研究中, 当转染率为5%-10%就

已有较低的BE. 陈海金 et al [4]研究慢病毒介导

的KDR启动子驱动CD/TK双自杀基因系统对大

肠肿瘤细胞选择性杀伤作用, 观察到双自杀基

因在体外的显著的BE. 张雷 et al [5]研究比较了

CD/5-FC系统和HSV-tk/GCV系统对人胰腺癌细

胞的疗效, 发现两者都有很好的抗肿瘤活性, 但

前者BE要显著大于后者; 其良好的BE与以下一

些机制有关[6]: (1)细胞间缝隙连接(gap junctional 
intercellular communication GJIC)介导的细胞毒

性药物或(和)凋亡小体传递[7-9]. 多数学者认为

GJIC是自杀基因表达产物前药代谢为细胞毒

性产物5-FU的良好通道. Kuriyama et al和Huber 
et al认为CD/5-FC的BE是由于5-FC的代谢产物

5-FU通过非易化扩散自由进出细胞, 并不仅仅

依靠GJIC[10-11]. BE使靶细胞内基因表达产物通

过GJIC传递到周围细胞, 在杀伤周围细胞同时

延长了自杀基因的表达和其自身的存活时间, 
这无疑增强了BE[12]. (2)激活免疫机制. 肿瘤细胞

被自杀基因杀伤后, 其残余碎片含有肽类物质, 
这些肽类物质被浸润的巨嗜细胞等抗原递呈细

胞摄取加工, 然后递呈给CD4+T淋巴细胞, 进而

激活CD8+T淋巴细胞, 并使其增殖, 扩大其肿瘤

杀伤作用及产生杀灭机体远处部位接种的肿瘤

细胞. 具有弱免疫原性的靶细胞转入CD基因后, 
能被5-FC抑杀, 而且能够产生免疫记忆, 故经

5-FC抑杀后的肿瘤细胞可作为抗瘤疫苗[13-14]. 另
外有人认为, CD蛋白本身可能是一种超抗原, 可
激活免疫介导的抑瘤作用[15]. Hogge et al [16]和Shi 
et al [17]的研究表明自杀基因引起肿瘤细胞死亡

后, 释放出肿瘤源性肽类被APC摄取, 然后激活

CTL细胞, 局部表达的GM-CSF则显著增强这种

抗原递呈能力, 从而增强杀伤和BE. Sakai et al [18]

在肝细胞癌的HSV-TK/GCV治疗体系中, 联合

使用单核趋化蛋白-1基因治疗, 可显著增强GCV
的疗效. Chen et al [19]联合IL-2基因和HSV-TK基

因用于结肠癌肝转移模型的治疗, 结果表明联

合TK和IL-2基因较单个基因具有显著更好的效

果. (3)瘤体缺血机制. Ram et al [20]认为处于分裂

活跃状态的肿瘤血管内皮细胞, 在应用病毒载

体转染时, 极易被导入自杀基因而受到前药的

损伤, 导致肿瘤因供血障碍而出现缺血性坏死. 

图  2  5-FC/CD对瘤体完全抑制比较. 黑色为各组小鼠的个
数, 灰色为各组小鼠转CD基因侧瘤体完全抑制消失的个数. 
系列1, 2, 3, 4分别为A1, B1, C1, D1四组瘤体.
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■名词解释
自杀基因: 为病毒
和细菌等原核生
物含有的一类基
因, 其编码的酶能
将 无 毒 ( 或 低 毒 )
的药物前体转化
为细胞毒性药物. 
将这类基因导入
靶细胞, 使靶细胞
对相应的药物前
体产生杀伤敏感
性的治疗策略被
称为“自杀基因
疗法”.
旁观者效应: 即转
入自杀基因的肿
瘤细胞虽只有一
部分, 但经药物前
体治疗后却引起
肿瘤整体抑制, 不
但转基因的肿瘤
细胞被杀灭, 且周
围大量未转染的
癌细胞也被杀死.
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在体内试验研究中, 很多研究者认为完整

的免疫功能对自杀基因的BE是必需的. Freeman 
et al [21]用HSV-TK转导的肿瘤细胞接种免疫全

能的小鼠, 随后用GCV处理, 近90%的肿瘤细胞

消退; 相反, 免疫缺陷的裸鼠(缺乏T细胞免疫)
接种转导HSV-TK的肿瘤细胞并用GCV处理, 无
明显肿瘤消退效应. 有免疫力动物组的免疫组

化和RT-PCR则检测到TNF-alpha, IL-1, IL-6的
mRNA及GM-CSF的存在; Caruso et al [22]发现在

接种了自杀基因的免疫全能的小鼠肿瘤组织周

围和肿瘤内有大量的巨噬细胞和T淋巴细胞浸

润. 本课题在小型正常免疫力动物KM鼠体内

CD/5-FC对H22细胞抑制的研究中, B1和C1组
的比较、B2和C2组的比较差异无显著性意义, 
表明正常免疫机制对转染自杀基因细胞的直接

抑杀和BE有很强作用, BE的发生同免疫机制存

在密切联系. 
C o n s a l v o  e t  a l [ 2 3 ]首先发现了远距离

BE(distant bystander effect), 用CD转导的肿瘤

细胞接种在鼠的一侧皮下, 给予5-FC后, 可使

肺内的转移灶消退, 远距离BE的机制尚未阐明, 
Kianmanesh et al [24]提出可能与细胞杀死后释放

抗原刺激机体的免疫系统有关. Nanni et al [25]的

研究表明:联合转染CD及γ-IFN基因, 在体内表

达CD及γ-IFN蛋白, 在不给予5-FC前药的条件

下, 肿瘤细胞就被显著抑制, 体内试验远处肺转

移癌被显著抑制, 但在裸鼠抑制则不明显. 这也

支持免疫功能的健全在远距离BE中是必要的. 
本研究就CD/5-FC(腹腔给药)协同鼠γ-IFN(皮下

给药)在KM鼠体内对H22细胞的杀伤、抑制及

远端BE做一研究, 采用在两个点瞬时转染CD基

因和无CD基因的空质粒的方法观察远距离BE
的发生, 结果表明, 在未给予前药5-FC但给予

IFN的条件下, 体内转CD侧癌细胞被显著抑制, 
且诱导免疫攻击远距离未转染的癌细胞, 也有

抑制作用; 联合给予5-FC及γ-IFN, 对CD+癌细胞

的抑制较仅给予5-FC有显著的增强, 且远距离

BE也较单独因素(单独给5-FC或IFN)显著增强. 
说明增强免疫力对提高CD/5-FC直接杀伤癌细

胞和远距离BE是很有必要的. 免疫功能的介导

是BE和远距离BE作用的主要机制之一, IFN作

为一种已被广泛应用的成熟的廉价的生物因子, 
可以作为CD/5-FC抑制恶性肿瘤很好的增强因

子, 两者的联合, 对肿瘤的抑杀以及远距离BE
的作用, 用于晚期恶性肿瘤的“根治性”治疗

具有很好的应用前景. 
目前自杀基因的抑癌体系现还存在很多不

足, 如单自杀基因存在细胞及组织特异性和治

疗的耐药性, 目的基因转染率过低等, 针对驱动

子选择性的双自杀基因以及新转染方法的研究

则成了该研究领域的热点. 如利用肿瘤特异性

基因调控元件调控自杀基因表达, erbB-2, α-人
乳白蛋白(hALA)启动子驱动自杀基因进行乳

腺癌基因治疗, 甲胎蛋白(AFP)基因启动子用于

肝癌自杀基因疗法, 癌胚抗原(CEA)基因启动子

用于肠道肿瘤自杀基因疗法. 又如李强 et al [26]

的研究表明: KDR启动子驱动双自杀基因靶向

选择性地杀伤人胃癌SCG7901细胞, 并存在BE, 
且较单自杀基因有更好的抑杀效果. Rogulski 
et al [27]试验表明转导CD/HSV-1TK融合基因的

神经胶质瘤细胞易被杀灭, 该基因表达具有双

重作用的融合蛋白(CDglyTK), 他导致的协同细

胞毒作用是单用的2-3倍, 且可使表达细胞有更

好的放射敏感性, 是单用CD/5-FC体系的2.44倍. 
Rogulski et al [28]的研究表明, 双自杀基因(CD-
HSV-TK)治疗对大的肿瘤组织更加有效, 可使

其体积减少99%, 显著降低肿瘤的压迫效应. 新
的转染方法研究也是自杀基因治疗研究的热点

和难点, Carrio et al [29]在胰腺癌动物模型中, 联
合使用腺病毒和逆转录病毒两种载体进行HSV-
tk/GCV治疗, 肿瘤体积缩小更为显著. Kanyama 
et al [30]使用日本嗜血病毒-脂质体系统携带CD基

因重复转染胰腺癌细胞, 效果较为理想. 在慢病

毒载体的研究, Gusella et al [31]己经成功将携带

标记基因的慢病毒载体转导到BALB/C小鼠肾

脏细胞. Follenzi et al [32]应用改良的慢病毒载体

可有效地转导大鼠肝脏实质及非实质细胞、脾

脏和骨髓细胞, 并可稳定表达标记基因. 陈海金 
et al [4]则用慢病毒介导转染双自杀基因, 并有较

高的转染效率和抑杀效果. 未来, 特异性的启动

子、更好的基因转染方法、多自杀基因联合及

辅助免疫增强生物因子将大大的提高了自杀基

因的应用前景.
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

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

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

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

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

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

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

2 学习班招收对象

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

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

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

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

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

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.
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Abstract
AIM: To investigate the roles of H pylori vaccine 
with chitosan as adjuvant in the immunological 
therapy of H pylori  infection.

METHODS: Female BALB/c mice infected H 
pylori were randomly divided into group A, B, 
C, D and E, which were treated with phosphate 
buffered saline (PBS), H pylori antigen, H pylori-
antigen plus chitosan solution, H pylori antigen 
plus chitosan particles, and H pylori antigen plus 

cholera toxin (CT), respectively. The vaccine was 
orally given once a week for 4 weeks. At the 4th 

week after the last immunization, these mice 
were killed and gastric mucosa were embedded 
in paraffin, then assayed with Giemsa and HE 
staining. At the same time, quantitative H pylori 
culture was performed, and enzyme-linked im-
munosorbnent assay (ELISA) was used to detect 
anti-H pylori IgA in saliva and gastric mucosa 
and anti-H pylori IgG in serum�.

RESULTS: In the groups with chitosan as adju-
vant, the eradication of H pylori was achieved in 
58.33% mice, which was in accordance with that 
in the group with CT as adjuvant (45.45%), and 
the  colonization density of H pylori in the groups 
with chitosan as adjuvant was significantly lower 
than that in the other groups (F = 24.166, P < 
0.05-0.001). The degrees of acute inflammation in 
gastric mucosal were significantly lower in mice 
with adjuvant than those in group A and B (H 
= 21.873, P < 0.05-0.001); the degrees of chronic 
inflammation in gastric mucosal were signifi-
cantly lower in the groups with adjuvant chitosan 
than those in the other groups (H = 20.213, P < 
0.05-0.001). The levels of specific anti-H pylori IgA 
in gastric mucosa (60.18 ± 19.87, 63.01 ± 20.92, 
61.16 ± 22.25) and saliva (3.28 ± 1.38, 2.81 ± 1.56, 
3.03 ± 1.52), and specific anti-H  pylori IgG (12.73 
± 3.95, 12.06 ± 4.84, 11.83 ± 4.31) in sera in the 
groups with adjuvant were significantly higher 
than those in group A (saliva:1.19 ± 0.63, gastric 
mucosa: 15.56 ± 6.24, serum: 6.56 ± 3.50) and 
group B (saliva: 1.32 ± 0.30, gastric mucosa: 27.25 
± 6.56, serum: 7.86 ± 4.02) (P < 0.05-0.001).

CONCLUSION: H pylori vaccine with chitosan 
as adjuvant can eradicate or significantly reduce 
H pylori colonization in the gastric mucosa of 
mice and induce local specific humoral immune 
response in gastric mucosa successfully.

Key Words: Helicobacter pylori ; Chitosan; Thera-
peutic vaccine; Adjuvant
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■背景资料
H pylori 治疗性疫
苗的研究相对较
少. H pylori 抗原
经黏膜免疫需要
有效的黏膜佐剂, 
传统的黏膜佐剂
对人体的毒副作
用大, 不能应用于
人 类 .  壳 聚 糖 无
毒、无刺激性、

无抗原性、组织
相容性良好、在
体内可降解吸收. 
研究表明壳聚糖
可有效的促进局
部(特别是黏膜局
部 ) 的 免 疫 反 应 , 
增强抗原传递系
统功能, 具有免疫
佐 剂 的 效 应 ,  因
此 其 有 望 成 为H 
pylori 疫苗的黏膜
佐剂.



摘要
目的: 探讨以壳聚糖为佐剂的H pylori疫苗对
H pylori感染的免疫治疗作用. 

方法: 建立BALB/c小鼠H pylori 感染的动物
模型后, 随机分为5组: 空白对照组、H pylori
抗原组、H pylor i 抗原+壳聚糖酸溶液组、

H pylori抗原+壳聚糖颗粒组、H pylori抗原+
霍乱毒素(CT)组. 各组于第0, 7, 14, 21天灌胃
免疫1次. 4 wk后, 采用定量H pylori培养和病
理改良Giemsa染色法检测胃黏膜内H pylori
感染情况、HE染色检测胃黏膜炎症程度、用
间接ELISA法检测唾液和胃黏膜内抗H pylori  
IgA和血清中抗H pylori  IgG. 

结果: 以壳聚糖为佐剂的H p y l o r i 疫苗对
H pylori感染的清除率为58.33%, 与以CT为佐
剂组相似(45.45%); 在H pylori未清除小鼠, 以
壳聚糖为佐剂组H pylori的定植密度显著低于
其他各组(F  = 24.16, P <0.05-0.001); 含佐剂组
胃黏膜急性炎症程度显著低于对照组和单纯
H pylori抗原组(H  = 21.873, P <0.05-0.001), 以
壳聚糖为佐剂组胃黏膜的慢性炎症程度显著
低于对照组、单纯H pylori 抗原组和以CT为
佐剂组(H  = 20.213, P <0.05-0.001). 含佐剂组
唾液和胃黏膜内抗H pylori  IgA(唾液: 3.28±
1.38, 2.81±1.56, 3.03±1.52; 胃黏膜: 60.18±
19.87, 63.01±20.92, 61.16±22.25)及血清抗H 
pylori  IgG(12.73±3.95, 12.06±4.84, 11.83±
4.31)显著高于对照组(唾液: 1.19±0.63, 胃黏
膜: 15.56±6.24, 血清: 6.56±3.50)和单纯抗原
组(唾液: 1.32±0.30, 胃黏膜: 27.25±6.56, 血
清: 7.86±4.02)(P <0.05-0.001).

结论:  以壳聚糖为佐剂的H p y l o r i 疫苗对
H pylori感染具有免疫治疗作用, 并可成功诱
导黏膜局部的特异性体液免疫应答.

关键词: 幽门螺杆菌; 壳聚糖; 治疗性疫苗; 佐剂 
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0  引言

已有研究证实幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H 
pylori )疫苗接种可保护动物免受H pylori感染[1-3], 
然而治疗性疫苗的研究相对较少. H pylori抗原

经黏膜免疫需要有效的黏膜佐剂, 目前最为有效

且最常用的佐剂是霍乱毒素(CT)和大肠杆菌不
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耐热毒素(LT), 但其对人体的毒副作用大, 不能

应用于人类, 目前尚无一种高效、无毒、完全适

用于人类的黏膜佐剂. 筛选有效而又无毒副作用

的黏膜佐剂是H pylori疫苗研究难点与热点. 壳
聚糖是甲壳素的脱乙酰化产物, 他具有良好的

生物学特性, 无毒、无刺激性、无抗原性、组织

相容性良好、在体内可降解吸收[4]. 国外学者研

究表明壳聚糖可有效的促进局部(特别是黏膜局

部)的免疫反应, 增强抗原传递系统功能, 具有免

疫佐剂的效应[5-8]. 我们以前的研究已证实以壳

聚糖为佐剂的H pylori疫苗对H pylori感染具有

免疫保护作用[9-10], 但是他对H pylori感染是否具

有免疫治疗作用尚不清楚, 本研究观察了以壳聚

糖为佐剂的H pylori疫苗对H pylori感染的免疫

治疗作用, 并初步探讨了其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♀清洁级BALB/c小鼠, 6-8周龄, 平均

体质量22.5 g, 购自中科院上海实验动物中心, 
并在SPF级实验室(江西省药物研究所)内饲养. 
88.5%脱乙酰度壳聚糖, 上海其胜生物制品有限

公司产品. 空肠弯曲菌琼脂基础、布氏肉汤培

养基础, 中国腹泻病控制上海试剂供应研究中

心产品. 兔抗鼠IgA和辣根过氧酶标记的羊抗鼠

IgA, 美国Zymed-Laboratories inc.产品. 辣根过

氧酶标记的羊抗鼠IgG, 美国Sigma-Aldrich inc.
产品. 链霉卵白素-过氧化物酶系列试剂盒, 北京

中山生物技术有限公司产品, 霍乱毒素(CT), 美
国Sigma产品. H pylori国际标准菌株SS1由中国

H pylori菌株库提供. 
1.2 方法

1.2.1 H pylori的培养及H pylori抗原的制备 采
用H pylori标准菌株SS1, 将其接种在含75 mL/L
无菌绵羊血的空肠弯曲菌选择性培养琼脂基础

上, 微需氧条件下培养2-3 d, 用布氏肉汤洗脱细

菌收集, 并在660 nm波长下测细菌密度, 1A值为

1011 CFU/L.  H pylori SS1标准菌株培养2-3 d后, 
以PBS洗脱, 并洗涤3次, 超声粉碎后, 在4℃下以

8000 g离心30 min, 取上清, 蛋白定量后, 置-85℃
冰箱备用. 
1.2.2 壳聚糖颗粒和酸溶液的制备 88.5%脱乙酰

度壳聚糖与生理盐水配成10 g/L的溶液, 再经

超声(输出功率80 Hz)处理2次, 每次5 min, 间隔

1 min, 以600 r/min离心10 min后取其上清, 并
以400目网筛过滤, 再以1400 g离心10 min后收

集其沉淀物, 即为壳聚糖小颗粒[11]. 将88.5%脱
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■研发前沿
H pylori 疫苗的研
究是近年来幽门
螺杆菌相关性疾
病防治研究中的
重点和热点, 目前
H pylori 蛋白疫苗
研究所面临的最
大挑战就是选择
高效无毒的黏膜
佐剂, 这一问题一
直是限制H pylori
疫苗发展的“瓶
颈”. 人们正在积
极寻找高效无毒
的 新 型 佐 剂 ,  以
期突破这一限制
H pylori疫苗发展
的“瓶颈”. 
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乙酰度壳聚糖按30 g/L的比例溶解于8 mL/L乙
酸盐水中即成壳聚糖酸溶液[12]. 
1.2.3 BALB/c小鼠H pylori感染动物模型的建

立 6-8周龄的清洁级的BALB/c小鼠, 给予含1×
1012/L的H pylori SS1活菌液, 0.5 mL/只灌胃, 隔
日1次, 共5次. 末次灌胃12 wk后, 取4只小鼠杀

死后取胃黏膜进行病理检查和H pylori培养, 二
者皆证实H pylori感染模型已建立. 
1.2.4 免疫治疗 将小鼠按随机表格随机分为5
组: 空白对照组: PBS溶液, 12只;  H pylori抗原

组, 11只;  H pylori抗原+壳聚糖酸溶液组, 12只;  
H pylori抗原+壳聚糖颗粒组, 12只; H pylori抗
原+CT组, 11只. H pylori抗原1.2 mg/只/次, CT 
5 μg/只/次, 壳聚糖颗粒500 μg/只/次, 壳聚糖酸

溶液在所需各组中配成含壳聚糖5 g/L的终溶液. 
已确立H pylori感染的小鼠, 在末次灌菌12 wk
时, 分别按上述分组和剂量于第0, 7, 14, 21天灌

胃各免疫1次, 0.4 mL/只/次, 含有壳聚糖颗粒组, 
灌胃前先经超声以20 Hz的输出功率混匀[11]. 末
次免疫后4 wk, 禁食、禁水24 h后, 先腹腔内注

射20 g/L毛果芸香碱0.4 mL, 收集唾液后, 摘除

眼球取血, 处死小鼠, 无菌条件下, 取胃黏膜用

于H pylori培养、免疫学检测和病理学检测. 
1.2.5 胃黏膜内H pylori的测定 采用定量H pylori
培养和病理改良Giemsa染色法测定. 二者皆阴

性记为阴性, 两者之一阳性记为阳性. H pylori定
量培养: 胃黏膜在无菌条件下称重, 加布氏肉汤

0.3 mL匀浆, 按一定比例(1∶1, 1∶4, 1∶8)稀释, 
取0.5 mL涂布于含75 mL/L无菌羊血的空肠弯

曲菌琼脂基上, 微需氧条件下培养2-3 d. 鉴定细

菌后, 计算H pylori菌落数, 结果以菌落数/g(湿
质量组织)表示. Giemsa染色: 胃黏膜石蜡切片改

良Giemsa染色. 在高倍镜下观察, 根据胃黏膜内

H pylori多少分别计0-4分[13]

1.2.6 胃黏膜病理组织学检测 石蜡切片, HE染
色, 根据固有层急炎性症细胞(中性粒细胞)和慢

性炎症细胞(淋巴细胞和浆细胞)的浸润程度按

Sakagami 的标准分为0-3级[13].
1.2.7 胃黏膜内和唾液H pylori抗体的检测 采用

间接ELISA法, 血清1∶100稀释, 唾液1∶5稀释, 
胃黏膜匀浆上清液1∶2稀释. 结果在血清和唾液

以A待测标本/A标准阴性之比表示. 胃黏膜内抗H pylori  
IgA以每g胃黏膜湿质量A待测标本/A标准阴性表示.

统计学处理 计数资料采用卡方检验(精确

概率法), 等级资料采用多个样本比较的秩和

检验(Kruskal-Wallis法); 计量资料, 胃黏膜内

H pylori定量培养的菌落数为偏态分布资料, 采
用几何均数, 其余资料为算术均数, 多组间的比

较采用方差分析, 两两间的比较采用q检验. 应
用SPSS11.0统计软件处理, P值<0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

H pylori末次灌胃12 wk后, 处死4只小鼠, 取胃

黏膜膜H pylori培养和Giemsa染色, H pylori均阳性

(图1A); 病理学检测证实有胃黏膜炎症存在(图; 病理学检测证实有胃黏膜炎症存在(图病理学检测证实有胃黏膜炎症存在(图
1B), 证实H pylori已定植. 
2.1 免疫治疗各组H p y l o r i 感染情况 各组的

H pylori免疫清除率有显著差异(P <0.001), 其
中以壳聚糖为佐剂组显著高于对照组和单纯

H pylori抗原组(P <0.05和0.005), 以CT为佐剂组

显著高于对照组(P <0.05)(表1). 各组的H pylori
感染程度有明显差异(P <0.005), 进一步进行两

两比较发现含佐剂H pylori定植密度显著低于对

照组(P <0.05-0.001); 以壳聚糖为佐剂组H pylori
的定植密度还显著低于单纯H p y l o r i 抗原组

表  1  免疫治疗各组H pylori 感染情况

     
分组                                 n  

aP<0.05 vs  (5)组; cP<0.05 vs  (3)和(4)组; dP<0.01 vs  (3)和(4)组.

(1)对照组	                    12         100ad	         0	           0	        5	       4	     3ad

(2)H pylori抗原组         11           90.91c	         9.09	          2	        4	       3	     2c

(3)H pylori抗原+          12           41.67	       58.33	          8	        2	       2	     0

壳聚糖溶液组	

(4)H pylori抗原+          12           41.67	       58.33	          7	        4	       1	     0

壳聚糖颗粒组	

(5)H pylori抗原+CT组  11           54.55	      45.45	           5	        3	       1	     2

  H pylori           H pylori  	  H pylori  组织学定植计分 (n )

阳性率(%)        清除率(%)         0            1	           2	         3  

■应用要点
现 已 普 遍 认 为H 
pylori 疫苗是在全
球 范 围 内 控 制H 
pylori 感染的最有
效方法, 治疗性H 
pylori 的研发具有
重要的临床应用
价值, 以无毒副作
用的壳聚糖为佐
剂的H pylori 疫苗
如研制成功将具
有良好的应用前
景.
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(P <0.05)(图2, 表1). 对H pylori未清除小鼠进行

H pylori定量培养, 各组H pylori定植密度有显著

差异(F  = 24.166, P <0.001), 进一步进行两两比较

发现对照组的H pylori定植密度显著高其他各组

(P <0.001),以壳聚糖为佐剂的各组H pylori定植

密度显著低于单纯H pylori抗原组和以CT为佐

剂组(P <0.05-0.01)(表2).
2.2 免疫治疗各组胃黏膜的炎症程度 各组胃

黏膜慢性炎症程度有显著差异(H  = 20.213, 
P <0.001), 其中含壳聚糖各组的慢性炎症程度

显著低于不含壳聚糖各组(P <0.05-0.001)(图
3, 表3). 各组胃黏膜急性炎症程度有显著差异

(H  = 21.873, P <0.001), 含佐剂各组的急性炎

症程度显著低于对照组和单纯H pylori抗原组

(P <0.05-0.001)(表3). 
2.3 免疫治疗各组唾液和胃黏膜内特异性抗

H pylori  IgA和血清中特异性抗H pylori  IgG含

量比较 各组胃黏膜和唾液内抗H pylori IgA含

量和血清中特异性抗H pylori  IgG含量有显著差

异(F  = 20.699, P <0.001; F  = 7.609, P <0.001; F  = 
5.321, P <0.001), 其中含佐剂各组显著高于对照

组和单纯H pylori抗原组(P <0.01-0.001)(表4). 

3  讨论

H pylor i疫苗不仅具有免疫保护作用, 有些疫

苗也同时具有免疫治疗作用. 动物实验研究发

现, 以H pylori全菌抗原为基础的疫苗对H pylori
感染动物模型有一定的治疗效果[14-18]. Nystrom 
et al [16]用H pylori的溶解物加CT口服免疫已感

染H pylori小鼠后, 可明显减少H pylori在胃内

定植, 并成功的诱导了抗H pylori的特异性体液

免疫反应和TH1免疫反应. 本研究发现以壳聚

糖和CT为佐剂的H pylori疫苗经口服免疫可治

疗H pylori感染, 其对H pylori感染的清除率达

58.33%-45.45%, 并且在H pylori未根除的小鼠

H pylori在胃黏膜内的定植密度也显著低于对

照组和无佐剂组, 表明以壳聚糖和CT为佐剂的

图  1  H pylori 接种12  wk后胃黏膜变化(×400). A: 胃小凹内
见大量H pylori定植(Giemsa染色); B: 胃黏膜充血, 淋巴细胞
和中性粒细胞浸润(HE染色).

图  2  免疫治疗组H pylori 感染情况(Giemsa染色×400). A: 
对照组可见胃小凹内有大量H pylori定植; B: 以壳聚糖为佐
剂组在胃黏膜内未见H pylori定植.

表  2  H pylori 未清除小鼠胃黏膜内H pylori 定量培养定植
密度的比较

     
分组                                  n            H pylori  定植密度(CFU log)

(1)对照组	                    12	          7.74±0.21d

(2)H pylori抗原组	     10	          5.81±1.06b

(3)H pylori抗原+                                4.44±0.75

壳聚糖溶液组	      4	          

(4)H pylori抗原+                                4.32±0.53

壳聚糖颗粒组	      5	         

(5)H pylori抗原+CT组    5	          5.77±0.25a

aP<0.05 vs  (3)和(4)组; bP<0.01 vs  (3)和(4)组; dP<0.01 vs  

(2)-(5)组.

A

B

A

B

■同行评价
治疗性疫苗的研
发具有重要的临
床 应 用 价 值 ,  作
者以壳聚糖作为
免 疫 佐 剂 ,  成 功
诱导幽门螺杆菌
感染小鼠产生抗
H pylor i  IgG抗
体、抗H py lo r i  
IgA, 为今后临床
应用提供了前景. 
设计合理, 分析客
观.
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H pylori疫苗对H pylori感染具有免疫治疗作用. 
治疗性免疫的成功有十分重要的意义, 因为他

证明了疫苗接种的成功不是因为在H pylori感染

之前诱导了免疫应答, 而是因为疫苗接种必定

诱导了数量上或质量上与H pylori慢性感染所不

同的免疫应答, 打破了H pylori感染所致的机体

免疫耐受. 
迄今为止, 所有证明有效的疫苗都需要一

个合适的抗原呈递系统, 即存在佐剂依赖性或

载体依赖性, 单纯的H pylori抗原不能诱导保护

性免疫应答, 目前H pylori疫苗常用的黏膜佐剂

是CT和LT, 但其对人体的毒副作用大, 不能应用

于人类. 许多研究表明, 壳聚糖可有效促进局部

(特别是黏膜局部)免疫应答, 增强抗原呈递系统

的功能, 具有免疫佐剂效应. 国外学者报道壳聚

糖作为脑膜炎球菌和支气管炎博德特菌疫苗的

黏膜佐剂可成功的诱导保护性免疫反应[19-20]. 本
研究发现以壳聚糖为佐剂的H pylori疫苗其对

表  4  免疫治疗各组唾液和胃黏膜内抗H pylori  IgA及血清中抗H pylori IgG结果

      
分组                                 n          

aP<0.05 vs  (4)组; dP<0.01 vs  (3)和(5)组; fP<0.01 vs  (3)-(5)组.

(1)对照组	                    12	     15.56±6.24f	 1.19±0.63f         6.56±3.50f

(2)H pylori抗原组	     11	     27.25±6.56f	 1.32±0.30f         7.86±4.02ad

(3)H pylori抗原+           12            60.18±19.87	 3.28±1.38        12.73±3.95

壳聚糖溶液组	      	         

(4)H pylori抗原+           12            63.01±20.92	 2.81±1.56        12.06±4.84

壳聚糖颗粒组	      	         

(5)H pylori抗原+CT组    11	     61.16±22.25	 3.03±1.52        11.83±4.31

IgA

胃黏膜	              唾液
血清IgG

A B

图  3  免疫治疗组胃黏膜的炎症程度(HE染色×100). A: 对照组胃黏膜内有较多的炎症细胞浸润; B: 以壳聚糖为佐剂组胃黏

膜内轻度炎症细胞浸润.

aP<0.05 vs  (3)和(4)组,  bP<0.01 vs  (3)和(4)组; cP<0.05 vs  (5)组; fP<0.01 vs  (3)-(5)组.

表  3  免疫治疗各组胃黏膜炎症程度比较

     
分组                                 n  

(1)对照组	                    12      0	         3         4         5b             0         4           5	   3f

(2)H pylori抗原组         11      0          3	     3         5b             1         4	       4	   2bc

(3)H pylori抗原+          12      0	        10	     2         0              8         3	       1	   0

壳聚糖溶液组	

(4)H pylori抗原+          12      0	        11	     1         0              7         4	       1	   0

壳聚糖颗粒组	

(5)H pylori抗原+CT组  11      0	          5	      4        2a             5         3	       2	   1

      慢性炎症程度		            急性炎症程度

0           1           2          3                0          1             2           3
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H pylori感染的免疫清除率可达58.33%, 与以CT
为佐剂的H pylori疫苗的免疫清除率(45.45%)相
近, 明显高于单纯H pylori抗原组及对照组, 提示

壳聚糖可替代CT, 作为H pylori疫苗的黏膜佐剂. 
H pylori定量检测发现, 在H pylori未根除小鼠, 
以壳聚糖为佐剂的H pylori疫苗组小鼠胃黏膜内

H pylori的定植密度显著低于以CT为佐剂组, 说
明壳聚糖的佐剂效应优于CT. 

人体感染H pylori后虽可产生免疫应答, 血
清中可检出高滴度抗H pylori  IgG抗体, 但这种

免疫应答不足以清除胃黏膜表面的H pylori , 感
染终身存在. IgG因其可激活补体及诱导粒-单
细胞在感染部位聚集, 释放炎性介质及活性氧

等损害胃上皮细胞, 而被认为有引起免疫损伤

作用, 但近来有学者认为IgG亦具有免疫保护作

用[21], 目前尚无定论. 我们的研究发现, 以壳聚

糖和CT为佐剂的H pylori疫苗可刺激小鼠产生

抗H pylori  IgG, 虽然这一免疫应答是否具有免

疫治疗作用有待进一步证实, 但说明壳聚糖作

为H pylori疫苗的免疫佐剂可诱导全身体液免

疫应答, Bacon et al [22]将壳聚糖与亚单位流感病

毒疫苗合用, 发现壳聚糖可明显提高局部和血

清抗体反应, 这与本研究结果一致. 
本研究发现, 以壳聚糖为佐剂组唾液和胃

黏膜内抗H pylori  IgA含量显著高于对照组和无

佐剂组, 与以CT为佐剂组无差别, 说明壳聚糖

可替代CT作为H pylori疫苗的黏膜佐剂. IgA是

黏膜免疫应答中的保护性抗体, 由黏膜固有层

浆细胞分泌, 作为机体黏膜屏障可抵御外源抗

原分子侵入、中和胞外病原微生物、结合抗原

形成免疫复合物由吞噬细胞吞噬清除, 他可非

特异地针对某一病原体, 而发挥局部防御作用, 
IgA在H pylori疫苗的免疫保护作用中也起着重

要作用. Goto et al [23]用H pylori  SS1全菌抗原以

不同剂量与CT联合免疫接种于C57BL/6小鼠, 
并用H pylori活菌进行攻击, 发现与攻击前相比

粪便和唾液中抗H pylori特异性IgA水平明显升

高, 并发现局部sIgA与H pylori疫苗的免疫保护

作用有良好相关性. Lee et al [24]以LT为佐剂与尿

素酶共同作用于小鼠, 结果产生抗尿素酶sIgA
抗体, 使60%-100%小鼠获得保护性免疫而抵御

H felis攻击. 本研究以壳聚糖为佐剂的H pylori
疫苗, 可诱导胃黏膜局部产生特异性抗H pylori  
IgA, 这可能在其免疫清除H pylori感染中起重要

作用.. 
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中华医学会第七次全国消化系疾病学术会议征文通知

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

将会议的征文内容及有关事项通知如下.

1  征文内容

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

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

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

(5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性疾病; (7)胃肠激素; (8)其他.

2  征文要求

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

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

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

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

不予受理. 
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Abstract
AIM: To explore the capability and effect of 
hepatocyte growth factor (HGF) and oncostatin 
M (OSM) in inducing the differentiation of bone 
marrow mesenchymal stem cells (MSCs) into 
hepatocytes in vitro.

METHODS:  Rat MSCs were isolated and 
cultured. Passage 3 MSCs were divided into 
group A, B, C, D and E, which were induced by 
dulbecco's modified eagle medium-low glucose 
(DMEM-LG) plus 100 mL/L fetal calf serum 
(FCS), hepatocyte growth medium (HGM), 
HGM plus 20 μg/L HGF, HGM plus 20 μg/L 
OSM, and HGM plus 20 μg/L HGF plus 20 μg/

L OSM, respectively. The expression of alpha-fe-
toprotein (AFP) and cytokeratin 18 (CK18) were 
detected by immunocytochemistry; the glycogen 
deposit was examined by Periodic acid-Schiff 
(PAS) staining; and the urea content in culture 
supernatant was determined by glutamate dehy-
drogenases at different time points�.

RESULTS: On the 7th day, the positive expres-
sion of AFP emerged in group C and E, and it 
was lower in the former than that in the latter (χ2 
= 6.322, P < 0.05). With the extension of induction 
time, the expression of AFP was decreased gradu-
ally. The expression of CK18 was found in group E 
and C on the 7th and 14th day, respectively, and the 
glycogen deposit was observed on the 7th day both 
in group E and C. With the extension of induction 
time, the levels of CK18 and glycogen expression 
were elevated gradually. At the same time point, 
the expression rates of CK18 (14 d: χ2 = 4.811, P < 
0.05; 21 d: χ2 = 6.902, P < 0.01; 28 d: χ2 = 5.771, P < 
0.05) and glycogen (14 d: χ2 = 6.902, P < 0.01; 21 d: 
χ2 = 6.818, P < 0.01; 28 d: χ2 = 6.818, P < 0.01) were 
significantly higher in group E than those in group 
C. The urea concentration increased gradually with 
the induction time both in group C and E, but it in-
creased faster in the latter. The expression of AFP, 
CK18, glucogen and the concentration of urea had 
no significant changes in group A, B, D.

CONCLUSION: HGF can induce the hepatocytic 
differentiation of MSCs, and its combination 
with OSM presents a better effect.

Key Words: Bone marrow mesenchymal stem cells; 
In vitro culture; Differentiation; Hepatocyte growth 
factor; Oncostatin M; Hepatocyte

Zhong  XL,  L i  CP ,  Hu L ,  Wan JY .  Hepatocyt i c 
differentiation of bone marrow-derived mesenchymal 
stem cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(6):568-573

摘要
目的: 探索肝细胞生长因子 (H G F)、制瘤
素M(O S M)在体外诱导骨髓间充质干细胞
(MSCs)向肝细胞分化的能力及效果. 

■背景资料
肝 细 胞 移 植
(HCT)是治疗终
末期肝功能衰竭
的最有效手段之
一, 但却受到细胞
来源缺乏、免疫
排斥反应等多种
因素限制而影响
其 临 床 应 用 .  骨
髓间充质干细胞
(MSCs)具有多向
分化能力, 可能为
肝细胞移植提供
丰富的自体肝细
胞来源. 
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方法: 分离、培养大鼠MSCs, 取第3代按以
下分组诱导其向肝细胞分化: A组: 低糖杜氏
改良培养基(DMEM-LG)+100 mL/L胎牛血
清(fetal calf, serum, FCS); B组: 肝细胞生长
培养基(HGM); C组: HGM+20 μg/L HGF; D
组: HGM+20 μg/L OSM; E组: HGM+20 μg/L 
HGF+20 μg/L OSM, 于不同时间点用免疫
细胞化学检测甲胎蛋白(AFP)、细胞角蛋白
18(CK18)表达, 高碘酸-希夫氏(PAS)染色检测
糖原表达, 谷氨酰胺脱氢酶法检测上清液尿素
含量. 

结果: C, E组于诱导第7天出现AFP阳性表达, 
以后其阳性表达率随诱导时间延长逐渐降低, 
诱导第7天E组阳性表达率高于C组(χ2 = 6.322, 
P <0.05). C组、E组分别于诱导第7、14天出现
CK18阳性表达, 于诱导第7天开始出现糖原阳
性表达, 随诱导时间延长表达率逐渐增高, 同
一时间点E组CK18(14 d: χ2 = 4.811, P <0.05; 
21 d: χ2 = 6.902, P <0.01; 28 d: χ2 = 5.771, 
P <0.05)及糖原(14 d: χ2 = 6.902, P <0.01; 21 d: 
χ2 = 6.818, P <0.01; 28 d: χ2 = 6.818, P <0.01)
阳性表达率高于C组. C, E组培养上清液中尿
素浓度随诱导时间延长逐渐增高, E组增长幅
度比C组高. A, B, D组各时间点均未见AFP、
CK18、糖原表达及尿素浓度变化.

结论: MSCs具有向肝细胞分化的能力, HGF
能够诱导MSCs分化肝样细胞, OSM与HGF
联合使用, 能促进MSCs的分化, 明显提高分
化率.
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0  引言

骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)是一种具有跨胚层多向分化潜能的成体

干细胞, 在一定条件下可分化为骨、软骨、脂

肪、神经元和造血基质细胞等各种体细胞[1-4]. 
近年来, MSCs向肝细胞分化备受关注[5-9], 我们

采用密度梯度离心法联合贴壁培养法分离、纯

化MSCs, 分别使用肝细胞生长因子(hepatocyte 
growth factor, HGF)、制瘤素M(oncostatin M, 
OSM)及二者联合诱导MSCs向肝细胞分化, 并
通过多种方法评价两种细胞因子的促分化能力. 

1  材料和方法

1.1 材料 8-10 wk清洁级♀Wistar大鼠, 由泸州医

学院动物实验中心提供. HGF, OSM为美国R&D
公司产品, 胎牛血清为杭州四季青公司产品, 低
糖杜氏改良培养基(DMEM-LG)、胰岛素-转铁

蛋白-亚硒酸钠(insulin-transferrin-selenium, ITS)
为美国Gibco公司产品, 淋巴细胞分离液为上海

试剂二厂产品, 纤维蛋白连接素(fibronectin, FN)
为瑞士Roche公司产品, 小鼠抗大鼠CK18 mAb、
山羊抗小鼠SABC试剂盒、DAB试剂盒购自武

汉博士德生物工程公司, 山羊抗人AFP多克隆抗

体购自Santa Cruz公司, 兔抗山羊SP试剂盒购自

北京中山生物技术有限公司, 尿素液体试剂盒购

自上海申能-德塞诊断技术有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 MSCs的分离、培养与鉴定 在无菌条件下

取8-10 wk Wistar大鼠股骨和胫骨骨髓细胞, 采
用密度梯度离心联合贴壁培养法分离、纯化

MSCs, 利用MSCs与其他贴壁细胞的贴壁差异

性, 严格控制传代时酶的量和消化时间, 传代

纯化MSCs, 显微镜下观察细胞形态, 取第3代
(passage 3, P3) MSCs, 进行成骨、成脂诱导以鉴

定MSCs的多向分化能力. 
1.2.2 MSCs向肝细胞的诱导分化 肝细胞生长培

养基(HGM)成分: DMEM-LG、100 mL/L FCS、
地塞米松(dexamethasone, Dex)10-7 mmol/L、
羟乙基哌嗪乙磺酸(hydroxyethyl piperazine 
ethane-sulfonic acid, HEPES)20 mmol/L、葡

萄糖1 g/L、半乳糖2 g/L、I T S 10 m L/L、
Vit C1 mmol/L、谷氨酰胺0.73 g/L、青霉素

100 kU/L、链霉素 100 kU/L. 实验分组: A组: 
DMEM-LG+100 mL/L FCS; B组: HGM; C组: 
HGM+20 μg/L HGF; D组: HGM+20 μg/L OSM; 
E组: HGM+20 μg/L HGF+20 μg/L OSM. 诱导方

法: 取P3 MSCs, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化后, 以3×
107/L接种于预先用50 mg/L FN处理的24孔板中, 
按上述分组加入培养基及诱导因子, 于37℃、饱

和湿度、50 mL/L CO2培养箱中进行诱导分化培

养, 每4 d全量换液一次, 诱导细胞分化20-28 d. 
1.2.3 诱导后MSCs的鉴定 肝细胞特异性标志物

检测: 采用免疫细胞化学方法于诱导第0, 7, 14, 
21, 28天取细胞爬片检测其AFP、CK18表达情

况; 肝细胞糖原合成功能检测: 采用高碘酸-希夫

氏(PAS)染色于诱导第0, 7, 14, 21, 28天取细胞爬

片, 检测诱导分化细胞糖原储存功能; 肝细胞代

谢功能检测: 诱导后每4 d收集各组培养细胞上

■研发前沿
M S C s 具 有 多 向
分化潜能, 其分化
方向由其所处的
微 环 境 决 定 ,  且
MSCs在骨髓中含
量很少, 因此, 建
立MSCs有效的体
外分离、扩增方
法, 研究MSCs定
向分化的影响因
素是实现MSCs向
肝细胞分化的前
提和关键. 细胞因
子和生长因子在
组织和细胞分化
中具有重要作用, 
他们在骨髓干细
胞向肝细胞分化
中的作用的研究
是目前的一个热
点和难点.
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清液, 谷氨酸脱氢酶法检测上清液中尿素含量, 
观察其动态变化趋势, 绘制尿素含量变化曲线.

统计学处理 实验结果计量资料以mean±
SD表示, 不同时间点、不同组之间的比较采用

重复测量资料的方差分析, 计数资料采用秩和

检验, 以α = 0.05为检验水准, 利用SPSS13.0软
件进行统计分析. 

2  结果

2.1 MSCs的形态观察和鉴定 接种4-6 h后可见

部分细胞贴壁, 24 h后可见呈梭形、三角形、

多角形、不规则形的贴壁细胞, 5-6 d即可形成

分散的成纤维细胞集落 (colony-forming units-
fibroblastic, CFU-F), 10-14 d相邻集落融合成片

达80%左右. 原代细胞形态多样, 分布不均, 含
杂细胞多, 随换液和传代次数增多, 细胞纯度提

高, P3后细胞形态一致, 呈梭形外观的贴壁细胞, 
核居中, 有1-2个核仁, 几乎不见杂细胞, 分布均

一, 呈漩涡状、平行状或鱼群状生长细胞排列. 
经成骨诱导后, 碱性磷酸酶染色阳性, 成脂诱导

后, 油红O染色阳性(图1A-B).
2.2 肝细胞特异性标志物检测 (1)AFP免疫细胞

化学检测结果: AFP在诱导第0, 28天各组细胞天各组细胞各组细胞

均为阴性表达, 诱导第7, 14, 21天时C组及E组
出现阳性表达, 且表达率逐渐降低(P <0.05). 诱
导分化第7天, E组AFP表达率高于C组, 差别有

统计学意义(P <0.05), 诱导分化第21天, E组AFP
表达率低于C组, 差别有统计学意义(P <0.05). A, 
B, D组在7-28 d均未见阳性表达. 不加一抗对照

为阴性结果(表1, 图2A-B); (2)CK18免疫细胞化

学检测结果: CK18在诱导第0天各组细胞均为

阴性表达, 诱导第7天E组出现CK18表达, 诱导

第14, 21, 28 天HGF及E组均出现阳性表达, 随
诱导时间延长, 表达率逐渐增高, 差别有统计学

意义(P <0.05). 在同一时间点, E组表达率均高于

C组, 差别有统计学意义(P <0.05). A, B, D组在

A

B

图  1  MSCs的形态观察(×40). A: 原代培养72 h ; B: P3 培养
4 d.

A

B

图  2  诱导第7天AFP免疫细胞化学检测结果(×100). A: 
HGF组; B: HGF+OSM组.

表  1   AFP在不同时间点的阳性表达率(%)

          分组     0 d       7 d      14 d     21 d     28 d	   c2	 P

C组       0	      62.2	  18.2    7.0       0     23.418     0.000

E组       0	       67.6a	  16.0    1.6b      0     22.617     0.000

c2 = 6.322, aP<0.05; c2  = 6.860, bP<0.01 vs  C组.

表  2    CK18在不同时间点的阳性表达率(%)

          分组     0 d       7 d	  14 d     21 d     28 d	   c2	 P

C组       0	        0	  19.2    50.0   70.6   23.409    0.000

E组       0	         5.4	  27.4a   65.8b  80.8a  23.274    0.000

c2 = 4.811, 5.771, aP<0.05; c2  = 6.902, bP<0.01 vs  C组.

■相关报道
近来的研究表明
M S C s 在 一 定 条
件下能分化为肝
细胞, HGF, OSM, 
FGF-4, EGF等多
种细胞因子都可
能在诱导其向肝
细胞分化中起关
键作用, 但是各种
因素具体的作用
及何种因素才是
诱导MSCs分化的
理想因素目前还
不清楚, 因此需进
一步明确相关细
胞因子在MSCs分
化中的作用.
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3  讨论

MSCs在体内含量很少, 骨髓中每10万单核细胞

中大约有1个MSCs[10]. 由于MSCs目前尚无特异

性的表面抗原[11], 故缺乏特异的分离鉴定方法. 
现有的分离方法主要有: 免疫筛选法、贴壁培

养筛选法、密度梯度离心法. 鉴定方法包括: 形
态学观察、联合检测多个表面标志物、多向分

化的潜能鉴定等. 我们采用密度梯度离心法联

合贴壁培养法简单、有效的分离、纯化MSCs, 
并证实其符合MSCs的形态特点, 能分化为成骨

细胞和成脂细胞, 说明我们分离培养的细胞是

未分化的MSCs, 具有多向分化能力, 可以用于

向肝细胞的诱导分化. 
细胞因子和生长因子在组织和细胞分化中

具有重要作用[12-14], 他们在骨髓干细胞向肝细

胞分化中的作用的研究是目前的一个热点和难

A

B

A

B

图  3  诱导第28天CK18免疫细胞化学检测结果(×100). A: 
HGF组; B: HGF+OSM组.

图  4  诱导第28天肝细胞糖元表达(×100). A: HGF组; B: 
HGF+OSM组.

7-28 d均未见阳性表达. 不加一抗对照为阴性结

果(表2, 图3A-B).
2.3 肝细胞糖原合成功能检测 糖原在诱导第0 
天各组细胞均为阴性表达, 诱导第7, 14, 21, 28 
天C组及E组均出现阳性表达, 随诱导时间延长, 
表达率逐渐增高, 差别有统计学意义(P <0.05). 
在同一时间点, E组表达率均高于C组, 差别有统

计学意义(P <0.05). A, B, D组在7-28 d均未见阳

性表达. P3 MSCs对照为阴性结果(表3, 图4 A-B).
2.4 肝细胞代谢功能检测 将各组各时间点上清

液中尿素浓度绘制成折线图, 经统计学分析, 各
组间比较差别有统计学意义(P <0.05). A, B, D组

培养上清液中尿素浓度无明显变化, 各组之间

无明显差异(P >0.05). 而C组及E组尿素浓度随诱

导时间延长逐渐增高, 分别与A, B, D组比较, 差
别有统计学意义(P <0.05), E组尿素浓度增长幅

度比C组高, 差别有统计学意义(P <0.05) (图5).

表  3    糖原在不同时间点的阳性表达率(%)

          分组     0 d       7 d	  14 d    21 d     28 d	     c2	   P

C组       0	       0.6	  13.6    36.6    56.2   22.855    0.000

E组       0	        0.8	  24.8b   56.6b   69.4b	 22.864    0.000

c2 =  6.902, 6.818, 6.818, bP<0.01 vs  C组.

图  5  培养上清液尿素含量(mmol/L).
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■创新盘点
H G F 是 肝 脏 发
育及肝再生的过
程最基本的细胞
因 子 ,  也 是 诱 导
MSCs向肝细胞分
化的可能的有效
诱导因子 ,  OSM
在肝脏成熟发育
过程中起重要作
用 ,  与 其 他 细 胞
因子联合可以诱
导MSCs分化, 但
HGF、OSM单独
使 用 诱 导 M S C s
向肝细胞的分化
的能力, 以及联合
HGF使用能否提
高分化效率、促
进肝细胞成熟, 国
内外尚无报道.
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点. HGF是肝脏发育及肝再生的过程最基本的

细胞因子, 他不仅能促进细胞分裂、迁移, 抑制

细胞凋亡促进肝细胞增殖, 还能促进干细胞的

分化[15]. HGF的受体c-met是一种膜外部分拥有

酪氨酸激酶域的跨膜蛋白, 与HGF结合后, 通
过受体酪氨酸激酶信号途径, 影响细胞核内的

转录机构, 通过调控某些特定基因的转录和表

达影响细胞增殖、分化[16-17]. 近年来的研究表

明, HGF是诱导MSCs向肝细胞分化的可能的有

效诱导因子之一[18-24]. OSM是IL-6家族成员之

一, 他能诱导胎肝细胞分化为具有各种代谢功

能的成熟肝细胞, 在体外诱导肝干细胞分化成

为能产生各种代谢酶、合成白蛋白、积累糖原

的成熟肝细胞, 在肝脏成熟过程中发挥重要作

用[25-26]. OSM与其受体OSMR结合后, 通过非受

体酪氨酸激酶信号途径发挥其生物学作用[27-29]. 
Lee et al [20]和Shi et al [21]的研究提示, OSM与其

他细胞因子联合可以诱导骨髓干细胞分化, 但
是OSM单独使用能否诱导MSCs向肝细胞的分

化, 与其他细胞因子联合使用能否提高分化效

率, 以及他在分化中的作用目前尚不清楚. 
我们选用这两种细胞因子单独和联合使用

诱导MSCs向肝细胞的分化, 通过免疫细胞化学

检测不成熟肝细胞表型AFP及成熟肝细胞表型

CK18的表达, 糖原染色检测诱导后细胞糖原合

成能力, 生化检测培养基上清液中尿素含量的

动态变化, 从细胞表型、物质合成和代谢功能

等方面证实诱导后细胞是否为肝细胞. 结果显

示, 单独使用HGF能够诱导MSCs向肝细胞的分

化, 单独使用OSM不能诱导MSCs向肝细胞的分

化, 二者联合使用能提高MSCs的分化率, 促进

分化细胞的成熟. 可见, MSCs具有向肝细胞分

化的能力, 单独使用OSM虽然没有诱导MSCs分
化的作用, 但是与HGF联合使用能提高MSCs向
肝细胞分化的效率、促进肝细胞的成熟. 同时

提示我们HGF和OSM的胞内信号转导途径虽然

不同[30], 但联合用于MSCs时, 其信号转导可能

出现了信号交联(cross-talk), 从而影响了分化细

胞的某些生物学特性, 增强了HGF促进MSCs向
肝细胞分化的生物学效应. 为我们下一步研究

提供了新的思路. 
总之, MSCs具有自体取材、体外分离培养

容易, 增殖、分化能力强等优点, 是最具有治

疗潜能的种子细胞. 使用HGF与OSM联合诱导

MSCs向肝细胞的分化是可行的, 可能为肝细胞

移植及生物人工肝提供种子细胞, 以期治疗各

种终末期肝病.
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■背景资料
我国乃至世界肝
纤维化患者众多, 
肝纤维化发生机
制复杂, 一直都是
肝病界研究重点. 
虽然现代生物医
学抗肝纤维化防
治研究已经取得
了令人鼓舞的成
就, 但其往往着眼
于发病机制的某
个关键环节, 这种
寻求单环节阻断
的治疗方法与肝
纤维化的复杂病
理机制难相适应; 
相关细胞因子的
副作用及基因治
疗的安全性也是
有待解决的难题, 
而中药复方抗肝
纤维化治疗显示
出明显的优势及
价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Danshao 
Huaxian capsule (DSHX) on the expression of 
platelet-derived growth factor receptor β and 
phosphorylated ERK1/2 (p-ERK1/2) in rats with 
experimental hepatic fibrosis, and to explore the 
anti-fibrosis mechanism of DSHX.

METHODS:  A total of 55 male Sprague Daw-
ley rats were randomly divided into group A, 
B, and C. The rats in group A served as nor-
mal controls, and those in group B and C were 
treated with carbon tetrachloride, ethanol and 
high-fat diet to establish the model of liver fi-

brosis. Meanwhile, the rats in group C were in-
tragastrically administered with 0.8 g/kg DSHX 
once per day for 8 weeks. HE staining was used 
to observe the pathological changes of liver tis-
sues. The expression of PDGFR-β and p-ERK1/2 
in fibrosis tissues were detected by immuno-
histochemistry and Western blot, respectively. 
Biochemical examination were performed to de-
termine the serum levels of hyaluronic acid (HA), 
laminin (LN), type Ⅲ procollagen peptide (P
ⅢP), albumin (ALB), total protein (TP), and the 
ratio of albumin to globulin (A/G) was also cal-
culated�.

RESULTS: Pathological examination confirmed 
that the model of rat hepatic fibrosis was in-
duced successfully at the end of the 8th week. 
As compared with those in group A, the expres-
sion of PDGFR-β, p-ERK1/2 in liver tissues, the 
serum levels of HA, LN, and PⅢP were signifi-
cantly increased (PDGFR-β: 184.6 ± 8.5 vs 89.6 
± 5.8, P < 0.05; p-ERK1/2: 360.0 ± 14.5 vs 15.4 ± 
2.1, P < 0.05; HA: 517.5 ± 91.5 μg/L vs 254.4 ± 
33.1 μg/L, P < 0.05; LN: 58.4 ± 11.3 μg/L vs 37.3 
± 9.8 μg/L, P < 0.05; PⅢP: 36.9 ± 5.6 μg/L vs 4.7 
± 1.5 μg/L, P < 0.05) in group B, while the serum 
level of ALB and the value of A/G were mark-
edly decreased (ALB: 27.4 ± 4.9 g/L vs 42.1 ± 
1.6  g/L, P < 0.05; A/G: 0.89 ± 0.08 vs 1.38 ± 0.09, 
P < 0.05). However, in group C, the expression 
of PDGFR-β, p-ERK1/2 in liver tissues, the se-
rum levels of HA, LN, and PⅢP were markedly 
decreased (PDGFR-β: 91.1 ± 6.3 vs 184.6 ± 8.5, 
P < 0.05; p-ERK1/2: 253.8 ± 18.2 vs 360.0 ± 14.5, 
P < 0.05; HA: 322.9 ± 41.4 vs 517.5 ± 91.5 μg/L, 
P < 0.05; LN: 46.0 ± 9.4 vs 58.4 ± 11.3 μg/L, P < 
0.05; PⅢP: 14.5 ± 2.4 vs 36.9 ± 5.6 μg/L, P < 0.05), 
while the serum level of ALB and the value of 
A/G were notably increased (ALB: 37.2 ± 2.8 g/
L vs 27.4 ± 4.9 g/L, P < 0.05; A/G: 1.18 ± 0.13 vs 
0.89 ± 0.08, P < 0.05) in comparison with those in 
group B.

CONCLUSION: PDGFR-β and p-ERK1/2 may 
play pivotal roles in the pathogenesis of liver fi-
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丹芍化纤胶囊对肝纤维化大鼠PDGFR-β和p-ERK1/2的
影响
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brosis, and DSHX can prevent liver from fibrosis 
by decreasing the expression of PDGFR-β and 
p-ERK1/2.

Key Words: Hepatic fibrosis; Platelet-derived 
growth factor receptor β; Phosphorylated ERK1/2; 
Danshao Huaxian capsule

Shi BS, Hou RF, Wu J, Cheng ML. Effect of Danshao 
Huaxian capsule on the expression of platelet-derived 
growth factor receptor β and phosphorylation events of 
the ERK1/2 in rats with experimental hepatic fibrosis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(6):574-579

摘要
目的: 通过观察丹芍化纤胶囊对肝纤维化大
鼠PDGFR-β和p-ERK1/2的影响, 探索其抗肝
纤维化的可能机制. 

方法: ♂SD大鼠55只, 体质量180-220 g, 随机
分为正常组、模型组、预防组. 除正常组外, 
其余均采用四氯化碳、高脂饮食及乙醇复合
因素复制肝纤维化模型, 造模同时预防组每日
一次予以0.8 g/kg丹芍化纤自来水悬液灌胃, 
模型组、正常组予以等体积自来水灌胃, 持续
8 wk. 造模结束后肝组织HE染色病理检查, 免
疫组化检测肝组织PDGFR-β、蛋白印迹检测
肝组织p-ERK1/2在各组表达, 生化法检测各
组血清透明质酸(HA)、层黏蛋白(LN)、Ⅲ型
前胶原(PⅢP)、白蛋白(ALB)、总蛋白(TP), 
计算白球比(A/G). 

结果: 造模8 wk后经病理学证实模型大鼠形成
典型的肝纤维化, 模型成功. 与正常组相比, 模
型组肝组织PDGFR-β、p-ERK1/2及血清HA、

LN、PⅢP均有显著升高, ALB、A/G显著降
低(PDGFR-β: 184.6±8.5 vs  89.6±5.8, P<0.05; 
p-ERK1/2: 360.0±14.5 vs  15.4±2.1, P <0.05; 
HA: 517.5±91.5 mg/L vs  254.4±33.1 μg/L, 
P<0.05; LN: 58.4±11.3 mg/L vs  37.3±9.8 μg/L, 
P<0.05; PⅢP: 36.9±5.6 mg/L vs  4.7±1.5 μg/L, 
P <0.05; ALB: 27.4±4.9 g/L vs  42.1±1.6 g/L, 
P<0.05; A/G: 0.89±0.08 vs  1.38±0.09, P<0.05); 
与模型组相比, 预防组肝组织P D G F R-β、
p-ERK1/2及血清HA 、LN、PⅢP均有显著降
低, ALB、A/G显著升高(PDGFR-β: 91.1±6.3 
vs  184.6±8.5, P<0.05; p-ERK1/2: 253.8±18.2 
vs  360.0±14.5, P<0.05; HA: 322.9±41.4 mg/L 
vs  517.5±91.5 μg/L, P <0.05; LN: 46.0±9.4 
mg/L vs  58.4±11.3 μg/L, P<0.05; PⅢP: 14.5±
2.4 mg/L vs  36.9±5.6 μg/L, P<0.05; ALB: 37.2
±2.8 g/L vs  27.4±4.9 g/L, P<0.05; A/G: 1.18±
0.13 vs  0.89±0.08, P<0.05).

结论: PDGFR-β及p-ERK1/2在肝纤维化形成
中起重要作用, 丹芍化纤胶囊具有良好的预
防肝纤维化形成的作用, 其降低PDGFR-β及
p-ERK1/2在肝组织的表达可能是其作用机制
之一.

关键词: 肝纤维化; PDGF-β受体; 磷酸化ERK1/2; 

丹芍化纤胶囊

史保生, 侯瑞芳, 吴君, 程明亮. 丹芍化纤胶囊对肝纤维化
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0  引言

肝纤维化的发生发展过程涉及多种细胞和细胞

因子. 肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)是肝

纤维化形成中起关键作用的细胞, 他的激活是

整个肝纤维化发生的中心环节[1]. 血小板衍生生

长因子(platelet-derived growth factor, PDGF)对
多种细胞均有促增殖和趋化作用, 他是HSC最强

烈的有丝分裂原[2], 其信号转导通路在肝纤维化

形成过程中起着重要作用. 复方中药制剂丹芍

化纤胶囊(曾用名汉丹肝乐)是由丹参、赤芍、

汉防己、银杏等组成, 大量的实验及临床研究

中已经显示出有良好防治肝纤维化作用[3-19]. 我
们一方面进一步验证丹芍化纤胶囊抗肝纤维化

的作用, 另一方面选取PDGF细胞信号转导途径

中PDGFR-β和p-ERK1/2两个关键点作为研究对

象, 对丹芍化纤抗肝纤维化的分子药理机制及

药物作用靶点进行深入研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠55只, 体质量180-220 g, 由贵

阳医学院动物中心提供; 白蛋白(ALB)、总蛋白

(TP)血清学检测试剂盒购自上海复星长征医学

科学有限公司; 透明质酸(HA)、层黏蛋白(LN)、
Ⅲ型前胶原(PⅢP)放射免疫分析测定盒购自北

京北方生物技术研究所; 兔抗大鼠PDGFR-β多
克隆抗体及SABC免疫组化试剂盒购自武汉博

士德公司; 鼠抗人p-ERK1/2多克隆抗体购自Cell 
Signaling Technology (CST)公司; 丹芍化纤胶囊

(主要由丹参、汉防己碱、赤勺等组成, 棕色粉

末状)由贵州贵阳制药厂生产(用自来水配成所

需浓度悬液使用); 四氯化碳和乙醇购自贵阳医

学院设备科. 美国Abbott公司AEROSET2000型
全自动生化分析仪; 芬兰WALLAC公司Wizard 
1470型γ计数器; 德国Eppndorf公司5810R型台

■相关报道
国外Pinzani et al
的研究表明PDGF
和 肝 纤 维 化 关
系 密 切 ,  并 且 对
PDGF信号转导途
径进行了研究. 国
内陆翠华 et al 的
研究均表明PDGF
和肝病尤其是肝
纤 维 化 关 系 密
切. 程明亮 et al研
究表明丹芍化纤
胶囊可以通过抑
制HSC增殖及胶
原蛋白合成、增
加胶原酶活性、

促进胶原降解、

增强免疫调节功
能、提高MMP-1
的表达等多种途
径来发挥抗纤维
化作用.



576                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年2月28日      第15卷     第6期

www.wjgnet.com

式冷冻离心机; 美国Amersham biosciences公司

Ultropro 2100核酸蛋白分析仪; 美国Amersham 
biosciences公司Hoefer TE22小型垂直电泳仪; 美
国Pall公司Reseach rodi-50-RE小型实验室纯水

系统.
1.2 方法

1.2.1 动物模型复制和给药 该动物模型复制过程

中实验动物有一定的死亡率[20], 酌情调整各组大

鼠数量: 55只大鼠随机分为三组: 正常组10只、

模型组25只、预防组20只. 除正常组外, 所有大

鼠均饲以由79.5%玉米粉、20%猪油和0.5%胆

固醇组成的混合饲料, 隔日自由饮用300 mL/L
乙醇, 按体质量3 mL/kg(首剂5 mL/kg)每周两次

皮下注射400 g/L四氯化碳植物油混合液. 造模

过程中间断出现动物不能耐受实验而死亡, 造
模结束时正常组﹑模型组、预防组分别剩余10, 
13, 16只. 8 wk末5 g/L异戊巴比妥钠按体质量0.4 
mL/kg ip麻醉后股动脉放血处死大鼠, 收集肝脏

组织, 部分于40 g/L的中性甲醛溶液固定24 h后
转移到0.1 mmol/L PBS溶液中保存, 部分迅速转

移至-80℃冰箱冻存. 
1.2.2 大鼠血清HA, LN, PⅢP, Alb, TP检测并

计算白球比(A/G) Alb, TP检测由贵阳医学院

第一附属医院生化实验室用美国A b b o t t公司

AEROSET2000型全自动生化分析仪完成. HA, 
LN, PⅢP检测由贵阳医学院第一附属医院中心

实验室用放射免疫检测方法完成. 
1.2.3 肝组织病理检测 肝组织石蜡包埋、切片、

HE染色由贵阳医学院病理科完成, 根据病理切

片中纤维组织增生程度, 按王宝恩 et al的半定量

分级法[21]分为0-Ⅵ级: 0级: 肝组织正常, 无胶原

纤维增生; Ⅰ级: 胶原纤维从汇管区或中央静脉

周围轻度向外延伸; Ⅱ级: 胶原纤维延伸明显, 但
未相互连接包绕整个肝小叶; Ⅲ级: 胶原纤维延

伸明显, 相互连接, 包绕整个肝小叶; Ⅳ级: 胶原

纤维包绕、分割肝小叶, 以至正常肝小叶结构

破坏, 假小叶形成, 但以大、方形假小叶为主; Ⅴ
级: 肝小叶结构完全破坏, 假小叶形成, 大、方形

假小叶与小圆形假小叶约各占50%; Ⅵ级: 肝内

布满小圆形假小叶, 纤维间隔粗大增生. 
1.2.4 免疫组织化学SABC方法检测PDGFR-β表
达 肝组织切片依次经过60℃烤箱、二甲苯脱

蜡、酒精梯度水化、30 mL/L过氧化氢溶液、

热修复抗原、加正常兔血清封闭液、加一抗

(兔抗鼠PDGFR-β)等步骤, 4℃冰箱过夜. 次日取

出切片PBS冲洗3次, 依次加二抗(山羊抗兔)、

SABC、新鲜配制DAB溶液显色, 镜下控制显色

时间, 自来水冲洗终止, 苏木素复染、脱水, 中性

树胶固定封片. 以购买标本作阳性对照, 用PBS
液代替一抗作阴性对照, 用图象分析免疫组化图

片检测PDGFR-β的表达. 结果判断: 细胞质呈棕

黄色为阳性细胞. 每组取五个视野(×400倍), 每
个视野取5个视场, 每个视场面积为443 268 μm2, 
采用Biomias99彩色高清晰图象分析系统进行分

析, 测定组织中PDGFR-β染色光密度值. 
1.2.5 蛋白印迹方法检测p-ERK1/2表达 考马斯

亮蓝测各标本蛋白浓度. 每个标本取25 mg总蛋

白分别加样, 电泳(120 V, 0.8 mA/cm2)120 min, 转
膜(50 V稳压, 4℃)1 h, 考马斯亮蓝染色评价转

膜效率, 5 g/L的脱脂奶粉封闭过夜. 加鼠抗人

p-ERK1/2(用TBST按1∶2000配制)并室温振摇孵

育1 h, 加二抗羊抗鼠(用TBST按1∶2000配制)并
室温振摇孵育1 h, 曝光及胶片冲洗. 美国Bio-Rad
公司Quantity one凝胶图象分析系统检测蛋白质

条带灰度值.
统计学处理 采用SPSS12.0软件分析, 计量

资料假设检验用方差分析, 等级资料的假设检

验采用Ridit分析. 

2  结果

2.1 组间纤维增生程度的比较 8 wk后正常组肝

小叶结构完整, 无变性、坏死、炎性细胞浸润

及纤维组织增生, 纤维化分级均为0级; 模型组

可见大量纤维组织增生, 部分包绕分割肝细胞

形成假小叶, 肝细胞广泛脂肪变性, 部分未形成

假小叶的部位亦可见肝细胞广泛脂肪变性,仅
少量肝细胞残存, 纤维组织由中央静脉或汇管

区向外延伸, 增生程度不等, 纤维组织增生程度

大部分为Ⅲ-Ⅴ; 预防组纤维增生程度仅为Ⅰ-Ⅲ
级, 以Ⅱ级为主, 较模型组减轻(图1). 经过Ridit
分析, 模型组和正常组比较有统计学差异, 表明

模型复制成功, 模型组和预防组比较有统计学

差异, 表明药物干预有效(表1).

表  1   8 wk后两组大鼠肝组织纤维增生程度及平均R值(n)

          
分组         n

正常       10    10      0     0     0      0     0     0     0.9056

模型       13      0      0     1     7      6     0     0     0.3309a

预防       16      0      2     7     6      1     0     0     0.5726c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

纤维化分级

0       I       II     III      IV      V     VI     平均R值  

■创新盘点
国内有不少学者
的研究认为PDGF
和肝纤维化的关
系 密 切 ,  但 研 究
点 相 对 孤 立 ,  机
制 阐 述 有 限 .  我
们 在 已 有 研 究
的 基 础 上 ,  选 取
PDGF信号转导途
径中PDGFR-β和
p-ERK1/2 两个关
键点作为研究对
象进行在体研究, 
使研究点相对连
续, 对肝纤维化发
生机制的研究整
体性更强. 同时对
丹芍化纤胶囊抗
肝纤维化的作用
和机制提供新的
依据.



史保生, 等. 丹芍化纤胶囊对肝纤维化大鼠PDGFR-β和p-ERK1/2的影响                                                                          577

www.wjgnet.com

2.2 预防组和模型组间大鼠血清ALB, HA, LN, 
PⅢP及A/G值的变化 丹芍化纤胶囊预防组与

其模型组相比 ,  大鼠血清A L B及A/G值升高

(P <0.05), HA, LN, PⅢP水平降低(P <0.05, 表2).
2.3 免疫组化检测PDGFR-β的表达 结果显示, 
PDGFR-β在模型组的表达较正常组增多, 在预

防组表达较模型组减少(图2), 均有显著性差异

(P <0.05, 表3).
2.4 蛋白印记方法检测p-ERK1/2表达 p-ERK1/2
在模型组的表达较正常组增多, 在预防组的表

达较模型组减少, 差异具有显著性(P <0.05, 表4).

3  讨论

复方中药制剂丹芍化纤胶囊中已经在实验及

A B C

图  2  免疫组化检测肝组织PDGFR-β表达. A: 正常组中央静脉未见棕黄色颗粒表达(×200); B: 模型组中央静脉区和纤维间
隔见大量棕黄色颗粒表达(×400); C: 预防组中央静脉区见极少量棕黄色颗粒表达(×400).

表  2    两组间血清ALB, HA, LN, PIIIP及A/G值的比较 (mean±SD)

          分组         n          ALB(g/L)             A/G               HA(μg/L)            LN(μg/L)            PIIIP(μg/L) 

正常      10     42.1±1.6     1.38±0.09    254.4±33.1     37.3±9.8         4.7±1.5

模型      13     27.4±4.9a    0.89±0.08a   517.5±91.5a    58.4±11.3a    36.9±5.6a

预防      16     37.2±2.8c    1.18±0.13c   322.9±41.4c    46.0±9.4c      14.5±2.4c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表  3    8 wk后两组间大鼠肝组织PDGFR-β表达比较

          分组                        n             PDGFR-β受体光密度值

正常                    10                 89.6±5.8

模型                    13               184.6±8.5a

预防                    16                 91.1±6.3c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表  4   8 wk后四组大鼠肝组织表达p-ERK1/2比较

          分组                        n             p-ERK1/2灰度值

正常                    10             15.4226±2.1085

模型                    14           359.9572±14.4565a

预防                    16           253.8261±18.1604c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

■应用要点
本文研究结果为
肝纤维化的防治
提供了新的理论
依据和药物作用
靶点, 肯定了我国
中药复方抗肝纤
维化治疗的优势
及价值.

A

图  1  大鼠肝组织镜下观察(HE×200). A: 正常组;  B: 模型组;  C: 预防组.

B C
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临床研究被证实有良好防治肝纤维化作用, 本
研究在肝纤维化形成过程中给药, 进一步观察

丹芍化纤胶囊对肝纤维化形成的抑制作用、

对肝功能和纤维化血清学指标的改善作用及对

PDGF信号转导途径中PDGFR-β和p-ERK1/2的
影响. 8 wk后模型组纤维组织增生程度大部分

为Ⅲ-Ⅴ级, 丹芍化纤胶囊组纤维增生程度仅为

Ⅰ-Ⅲ级,以Ⅱ级为主, 两组间比较有显著性差

异, 另外丹芍化纤胶囊组血清HA, LN, PⅢP水
平较其模型组降低(P <0.05), 从病理和血清两

方面均说明丹芍化纤胶囊可以抑制肝纤维化形

成. 丹芍化纤胶囊组与其模型组相比, 大鼠血清

ALB及A/G值升高(P <0.05), 说明丹芍化纤胶囊

对肝功能有明显的改善作用. 
PDGF被公认为与肝纤维化形成有密切关

系的细胞因子, PDGF必须与细胞膜上的相应受

体结合后才能发挥其生物学效应, PDGF受体由

两种亚单位α及β构成, 静止的HSC只表达α亚

单位, 激活的HSC才表达β亚单位[22-24], 因此认

为PDGFR-β在肝纤维化过程中的作用尤为突

出, 我国学者也有类似结论[25]. PDGF可以通过

多种途径促进HSC的增殖进而促进肝纤维化的

发展, ERK1/2途径是发现的第一个有丝分裂原

激活的蛋白激酶途径, 也是阐述最完全的经典

途径. 胞质中ERK1/2被上游激酶磷酸化激活后

才能转位入核作用于相应的目的基因, 进而促

细胞分裂增殖[24]. 国内也有不少学者的研究也

认为PDGF和肝纤维化的关系密切[26-31], 但研究

点相对孤立, 机制阐述有限, 有必要进一步深入

研究. 另外已有的研究显示, 丹芍化纤胶囊可以

通过抑制HSC增殖及胶原蛋白合成、增加胶原

酶活性、促进胶原降解、增强免疫调节功能、

提高MMP-1的表达等多种途径来发挥抗纤维

化作用[3-20], 但其是否对肝纤维化形成过程中的

PDGF信号转导通路有一定的干预作用, 有待于

探索. 基于以上理论和实验研究结果, 我们在原

有大量研究的基础上, 选取PDGF信号转导途径

中PDGFR-β和p-ERK1/2两个关键点作为研究

对象, 通过探索丹芍化纤胶囊抑制肝纤维化形

成过程中PDGFR-β及p-ERK1/2的变化, 对其抗

肝纤维化的机制及药物作用靶点进行研究, 以
期为丹芍化纤胶囊的靶向作用提供理论依据. 
结果显示, 在肝纤维化形成过程中PDGFR-β和
p-ERK1/2在预防组的表达较模型组减少, 且均

有显著性差异, 提示降低PDGFR-β和p-ERK1/2

在肝组织的表达可能是丹芍化纤胶囊抗肝纤维

化重要机制之一. 
目前, 虽然现代生物医学抗肝纤维化防治

研究已经取得了令人鼓舞的成就, 但绝大多数

还局限在实验室内或停留在动物实验层次, 尚
无实质意义上抗肝纤维化的药物或方法投入临

床应用. 现代生物医学抗肝纤维化治疗研究是

着眼于发病机制的某个关键环节, 这种寻求单

环节阻断的治疗方法与肝纤维化的复杂病理机

制难相适应; 而相关细胞因子的副作用及基因

治疗的安全性也是有待解决的难题. 而中药复

方抗肝纤维化治疗已显示出明显的优势及价值,
其多环节、多层次及多靶点的综合药理学作用

可能是其优势所在. 迄今报道有代表性的复方

有强肝软坚汤、扶正化瘀319方、复方861合
剂、复方鳖甲软肝片、丹芍化纤胶囊和传统中

药大黄蛰虫丸等均有较好防治肝纤维化效果. 
但目前研究大都采用传统的中药复方, 由于天

然中药的成分复杂, 一味中药即含有十几种甚

至数十种以上的化学成分, 而复方的成分就更

加复杂,难以阐明其确切的作用机制, 基础研究

相对滞后也就成为阻碍中医药抗肝纤维化应用

的难点之一. 因此, 我们应立足于中医药抗肝纤

维化的整体优势, 吸收现代生物医学研究精华,
进一步揭示中医药抗肝纤维化的作用机制, 为
中医药抗肝纤维化奠定坚实的理论基础, 进而

研制出安全有效的抗肝纤维化药物.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the polymorphisms of tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) gene promoter and hepatitis B virus 
(HBV) infection.

METHODS: A total of 18 case-control stud-
ies were indexed from PubMed, Embase and 
CNKI database, and meta-analysis and meta-
regression analysis were performed to explore 
the relationship between the polymorphisms of 
TNF-α gene promoter and HBV infection as well 
as the differences between each study�.

RESULTS: The frequency of genotype (TNF-α-
308A/G and A/A) was significantly higher in 

spontaneously recovered group (904 controls) as 
compared with that in persistent HBV infection 
group (2303 cases) in Asian population (Mongol-
oid) (P = 0.001). In European population (Cauca-
sian), the frequency of genotype (TNF-α-238A/
G and A/A) was slightly higher in persistent 
HBV infection group (256 cases) as compared 
with that in spontaneously recovered group (195 
controls) (P = 0.07). The ethnicity, sample size, 
genotyping procedure and geographical location 
were the influential factors in the case-control 
study, and the estimated between-study vari-
ance was reduced by 0.236.

CONCLUSION: The presence of the genotype 
(TNF-α-238A/G and A/A) may be associated 
with persistent HBV infection, while the geno-
type (TNF-α-308A/G and A/A) may be associ-
ated with HBV clearance. The ethnicity, sample 
size, genotyping procedure and geographical lo-
cation are factors influencing the results of case-
control study.

Key Words: Tumor necrosis factor-α; Polymor-
phism; Hepatitis B virus; Meta-analysis

Tian GB, Zeng Z, Lu HY, Cui JJ, Tian D. A meta-analysis 
on the relationship between tumor necrosis factor-α 
promoter polymorphisms and chronic hepatitis B virus 
infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(6):580-584

摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子α(TNF-α)基因启动

子区多态性与乙型肝炎病毒(HBV)持续感染

或清除的关系. 

方法: 通过检索PubMed、Embase以及CNKI
共纳入18项病例对照研究, 采用荟萃分析方法

研究TNF-α基因启动子区基因多态性与HBV
持续感染或清除的关系, 以及采用荟萃回归分

析不同研究之间存在异质性的原因. 

结果: 亚洲人群(蒙古人种)中自然痊愈组(904
例)-308G/A位点的基因型(GA+AA)频率显著

高于持续HBV感染组(2303例)(P  = 0.001), 而

■背景资料
肿 瘤 坏 死 因

子 -α (TNF-α )作
为参与非细胞毒

性抗病毒机制的

一种重要细胞因

子, 可以直接通过

激活NF-κB后破

坏HBV壳体的完

整性而起到抑制

HBV复制的作用; 
TNF-α表达水平

除了与机体本身

免疫系统的活化

水平等有关外, 宿
主本身即TNF-α
启动子区基因多

态性也可能通过

影响其转录活性

而使表达水平不

同.
   

■研发前沿
TNF-α与乙型肝

炎病毒 (HBV)感
染宿主易感性方

面近些年来一直

是研究的热点, 其
中主要研究位点

为启动子区 5个
典型的单核苷酸

多态性(SNPs)位
点, 分别是-238G/
A、 -308G/A、 -
857C/T、-863C/A
和-1031T/C.
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欧洲人(高加索人种)中持续HBV感染组(256
例)-238G/A位点的基因型(GA+AA)频率略高

于自然痊愈组(195例)(P  = 0.07), 样本量、种

族、地区以及研究方法均为影响不同研究之

间异质性的因素(P <0.05), 使研究之间总变异

效应降低了约0.236.

结论: TNF-α-308G/A位点多态性可能与感染

HBV后的清除有关, 而-238G/A位点多态性可

能与HBV的持续感染有关, 并且样本量、种

族、地区以及研究方法因素均可能影响病例

对照研究的结果.

关键词: 肿瘤坏死因子α; 基因多态性; 乙型肝炎病

毒; 荟萃分析

田国保, 曾争, 陆海英, 崔建军, 田地. 肿瘤坏死因子α基因启动

子区多态性与乙型肝炎病毒感染相关性的荟萃分析.  世界华人

消化杂志  2007;15(6):580-584

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/580.asp

0  引言

肿瘤坏死因子a(TNF-a)作为参与非细胞毒性抗

病毒机制中的一种细胞因子, 具有介导多向性

炎症反应和免疫调节等生物学作用. 其基因位

于白细胞相关抗原(HLA)Ⅲ类基因簇内, 在其启

动子区存在5个典型的单核苷酸多态性(SNPs)
位点, 分别是-238G/A、-308G/A、-857C/T、
-863C/A和-1031T/C, 关于TNF-a基因多态性与

乙型肝炎病毒(HBV)感染宿主易感性方面近些

年来一直是研究的热点, 然而可能由于选择的

人群(种族)和样本量等的原因, 研究的结论不

尽一致甚至相反[1-2], 本文运用荟萃分析(meta-
analysis)的方法针对-238G/A和-308G/A两个位

点(其他位点研究结果很少), 对以往的资料进行

初步分析, 为以后进一步的研究提供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 病例组即慢性HBV感染组(ch ron ic 
HBV infection)包括携带者、慢性乙型肝炎、

肝硬化以及肝癌, 其诊断标准符合国内《乙型

肝炎防治指南》(2000年西安会议)或国际标准

(亚太肝病会和欧洲肝病会制订标准); 根据文

献进行再分组, 对照组分为感染后自然痊愈组

(spontaneously recovered, SR: HBsAb阳性)和正

常健康人组(healthy group, HBsAb可能阳性或阴

性); 研究为病例-对照研究(case-control), 包括前

瞻性研究和回顾性研究, 研究位点至少包括启

动子区-238G/A和-308G/A位点中的一个. 病例

组的入选要排除合并HAV、HCV、HIV等病毒

的感染以及其他肝胆系统疾病, 病例组样本要

能够排除急性感染病例. 
检索关于T N F -a基因启动子区多态性

与H B V感染相关的所有病例 -对照研究 ,  两
位评价者单独检索并交叉核对. 检索PubMed
及Embase(1990/2006-10): 检索词为“tumor 
necrosis factor”、“hepati t is B virus”和

“polymorphism”. 检索中国期刊全文专题数据

库( CNKI, 1994/2006-10): 检索词为“肿瘤坏死

因子a”和“乙型肝炎病毒”或“多态性”. 仔
细查阅所有检出文献的参考文献作为补充, 并与

部分作者联系, 以进一步取得全文及更完整的资

料, 共有18项研究纳入本研究. 排除的研究包括

综述性文章2篇、非病例-对照研究1篇, 重复性

的文章2篇, 统计时有不同的文章重复样本的研

究时注意排除重复数据等. 

1.2 方法 用统一的表格提取所选研究的资料, 包
括文章的作者及发表年代、所选择人群(国别和

地区分布)、对照组和病例组(所选对象、平均年

龄、性别比例及样本量)、基因型检测方法及频

数以及发表的杂志. 纳入本荟萃分析研究的人口

学统计资料见表1.
统计学处理  参考Ye et al [3]研究基因组多

态性荟萃分析的方法 ,  以类似遗传共显性模

型为标准, 针对-238G/A和-308G/A两个位点

(G/A+AA为效应变量), 对于病例-对照组之间

的差异比(odds ra t io, OR )根据研究之间有无

异质性分别采用随机效应模型或固定效应模

型(RevMan4.2软件)分析, OR以95%置信区间

(confidence interval, CI)表示, 以χ2检验分析研究

间的异质性, P <0.05表示异质性有显著统计学意

义; 同时以log OR值为效应变量, 以总样本量, 研
究方法, 对照组来源(正常健康或者自然痊愈组

对照), 种族(蒙古人以及高加索人)以及地区(东
南亚以及欧洲)为协同变量(由于样本年龄以及

性别比不是单个研究对象资料, 故无法统计), 采
用State8.0软件中荟萃回归分析, 对异质性的原

因进行初步分析.

2  结果

以对照组(自然痊愈组或正常健康组)的不同进

行分组, 同时以种族(蒙古人种或高加索人种)
的不同进行亚组分析, 结果如下: 
2.1 慢性HBV感染组与自然痊愈组比较 TNF-
a-238G/A位点: 纳入本荟萃分析共6项研究, 异

■相关报道
由于选择的人群

(种族 )和样本量

等的原因 ,  研究

的 结 论 不 尽 一

致甚至相反 ,  如
早先德国学者研

究发现 -238G/A
和-308G/A两个位

点的基因组多态

性与HBV感染后

清除有关, 而近来

日本学者的研究

提示两者之间并

无相关. 



www.wjgnet.com

582                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志      2007年2月28日      第15卷      第6期

■创新盘点
本 文 运 用 荟 萃

分 析 的 方 法

针 对 - 2 3 8 G / A
和-308G/A两个位

点(其他位点研究

结果很少) ,  对以

往的资料进行初

步分析后, 结果提

示亚洲人群(蒙古

人种)中自然痊愈

组(904例)-308G/
A位点的基因型

(GA+AA)频率显

著高于持续HBV
感染组(2303例)(P  
= 0.001), 而欧洲

人 (高加索人种 )
中持续HBV感染

组(256例)-238G/
A位点的基因型

(GA+AA)频率略

高于自然痊愈组

(195例)(P  = 0.07), 
且 样 本 量 、 种

族、地区以及研

究方法均为影响

不同研究之间异

质性的因素.

质性检验有统计学意义(χ2 = 16.71, P <0.05), 随
机效应模型分析在慢性H B V携带组与自然痊

愈组之间, -238G/A位点的基因型(GA+AA)频
率差异无统计学意义(总效应方差Z  = 1.38, P  = 
0.17>0.05, 图1). 荟萃亚组和回归分析后提示, 
样本量、种族、地区、以及研究方法均为为影

响研究之间异质性的因素(P <0.05), 使组间总

变异效应降低约0.236.
TNF-α-308G/A位点：纳入本荟萃分析共

7项研究, 异质性检验无统计学意义(χ2 = 6.27, 
P  = 0.39>0.05), 亚组分析采用固定效应模型

(研究之间无异质性)结果提示 ,  亚洲人群(蒙
古人种)中自然痊愈组-308G/A位点的基因型

(GA+AA)频率显著高于慢性HBV携带组, 差
异有统计学意义(总效应方差Z  = 3.25,  P  = 
0.001<0.05); 而欧洲人群(高加索人种)中两组

之间差异无统计学意义(总效应方差Z  = 0.78, P  
= 0.44>0.05)(图2).

Comparison
Outcome

02病例组 vs 自然痊愈组
02-238G/A

Study
or sub-category

Case
n/N

Control
  n/N

OR(random)
   95% Cl

OR(random)
  95% Cl

01-238G/A in Asian
Lee 2003                                                 125/1109                               24/291
张平安 2004                                                5/131                                  7/165
李辉     2005                                              64/651                                 12/244
Cho      2006                                             27/412                                  22/204
Subtotal (95% Cl)                                       2303                                     904
Total events: 221(case), 65(Control)
Test for heterogenetity: Chi?=9.64, df=3(P=0.02), l?=68.9%
Test for overall effect: Z=0.46 (P=0.65)

02-238G/A in Caucasian
  Thomas1998                                             18/71                                   7/99
  Grazia2005                                                23/184                                8/96
Subtotal(95% Cl)                                          255                                     195
Total events: 41(Casse), 15(Control)
Test for heterogenetity: Chi?=2.65, df=1(P=0.10), l?=62.0%
Test for overall effect: Z=1.83 (P=0.07)

Total(95% Cl)                                              2558                                  1099
Total events: 262(Case), 80(Control)
Test for heterogenetity: Chi? = 16.71, df = 5(P=0.005), l? = 70.1%
Test for overall effect: Z=1.38 (P = 0.17)    

1.41 (0.89, 2.23)
0.90 (0.28, 2.89)
2.11 (1.12, 3.98)
0.58 (0.32, 1.05)
1.15 (0.64, 2.06)

4.46 (1.75, 11.38)
1.57 (0.67, 3.66)
2.60 (0.93, 7.21)

1.46 (0.85, 2.48)

0.1      0.2        0.5      1        2           5      10

图  1  TNF-α-238G/A位点病例组与自然痊愈组比较的荟萃分析.

(CHB: chronic hepatitis B; LC: liver cirrhosis; RFLP: 限制片段长度多态性; 慢性感染: 包括无症状携带、慢性乙型肝炎、肝硬化以
及肝细胞癌).

      
作者	   方法	     地区

表  1  纳入本荟萃分析研究的基本统计资料

LI HUI 
Cho  

Zali  

LI HUI 
Sarin  
王小众
Grazia  
LI HUI
王福生
鲁猛厚 
陈红  
张平安
张平安
LI HUI 
Lee 

Eguchi

林菊生 
Thomas

病例	                   对照
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■名词解释
荟萃分析: 是一个

科学的临床研究

活动, 指全面收集

所有相关研究并

逐个进行严格评

价和分析, 再用定

量合成的方法对

资料进行统计学

处理得出综合结

论的整个过程; 本
质上是一种观察

性研究, 应结合研

究背景和实际意

义进行结果讨论, 
必要时也可以比

较大样本的单独

研究和meta分析

结果的一致性.

2.2 慢性HBV感染组与正常健康组比较 TNF-
α-238G/A位点: 纳入本荟萃分析共3项研究, 异
质性检验无统计学意义(χ2 = 1.01, P >0.05), 亚
组分析采用固定效应模型结果提示 ,  亚洲人

群(蒙古人种)中慢性H B V携带组与正常健康

组之间-238G/A位点的基因型(G A+A A)频率

差异无统计学意义(总效应方差Z  = 1.45, P  = 
0.15>0.05)(图3).

TNF-α-308G/A位点: 纳入本荟萃分析共

8项研究, 异质性检验有统计学意义(χ2=16.83, 
P <0.05), 亚组分析采用随机效应模型结果提示, 
亚洲人群(蒙古人种)中慢性HBV携带组与正常

健康组之间-308G/A位点的基因型(GA+AA)频
率差异无统计学意义(总效应方差Z =0.95, P  = 
0.34>0.05, 图4). 荟萃回归分析后提示, 样本量并

不是影响该组研究之间异质性的因素(P >0.05), 

Comparison
Outcome

02病例组 vs 自然痊愈组
01-308G/A

Study
or sub-category

Case
n/N

Control
  n/N

OR (fixed)
   95% Cl

OR (fixed)
  95% Cl

01-238G/A in Asian
Lee 2003                                                 69/1109                               32/291
张平安 2004                                             6/131                                  22/165
Cho      2006                                            46/412                                  29/204
Zali      2006                                             22/100                                  21/91
李辉     2006                                             17/196                                 15/143
Subtotal (95% Cl)                                       1948                                     894
Total events: 160(case), 119(Control)
Test for heterogenetity: Chi?=4.95, df = 4(P=0.29), l?=19.1%
Test for overall effect: Z = 3.25 (P=0.001)

03-308G/A in Caucasian
  Thomas1998                                             24/71                                  10/32
  Grazia2005                                                30/184                               21/96
Subtotal(95% Cl)                                          255                                     128
Total events: 54(Casse), 31(Control)
Test for heterogenetity: Chi?=0.74, df = 1(P=0.39), l?=0%
Test for overall effect: Z=0.78 (P = 0.44)

Total(95% Cl)                                              2203                                  1022
Total events: 214(Case), 150(Control)
Test for heterogenetity: Chi?=6.27, df=6(P = 0.39), l?=4.3%
Test for overall effect: Z=3.24 (P =0.001)    

0.54 (0.35, 0.83)
0.31 (0.12, 0.79)
0.76 (0.46, 1.25)
0.94 (0.48, 1.85)
0.81 (0.39, 1.68)
0.65 (0.50, 0.84)

1.12 (0.46, 2.75)
0.70 (0.37, 1.30)
0.82 (0.49, 1.36)

0.68 (0.54, 0.86)

0.1      0.2        0.5      1        2           5      10

图  2  TNF-α-308G/A位点病例组与自然痊愈组比较的荟萃分析.

Comparison
Outcome

01病例组 vs 正常健康组
02-238G/A

Study
or sub-category

Case
n/N

Control
  n/N

OR (fixed)
   95% Cl

OR (fixed)
  95% Cl

Eguchi 2002                                              12/213                                   3/52
张平安 2005                                               5/131                                   5/126
王小众 2006                                             26/122                                  21/63

Total(95% Cl)                                              466                                    241
Total events: 43(Case), 29(Control)
Test for heterogenetity: Chi? = 1.01, df = 2(P = 0.60), l? = 0%
Test for overall effect: Z = 1.45 (P = 0.15)    

0.98 (0.26, 3.59)
0.96 (0.27, 3.40)
0.54 (0.27, 1.07)

0.67 (0.39, 1.15)

0.1      0.2        0.5      1        2           5      10

图  3  TNF-α-238G/A位点病例组与正常健康组比较的荟萃分析.

Comparison
Outcome

01病例组 vs 正常健康组
01-308G/A

Study
or sub-category

Case
n/N

Control
  n/N

OR(random)
   95% Cl

OR(random)
  95% Cl

Eguchi 2002                                              12/213                                   2/52
林菊生 2002                                              21/106                                 13/108
鲁猛厚 2005                                               6/71                                   10/90
王福生 2005                                              19/222                                 20/103
张平安 2005                                               6/131                                 18/126
Sarin    2006                                             66/214                                138/408
Zali      2006                                             22/100                                  14/89
王小众 2006                                             31/122                                  19/63

Total(95% Cl)                                              1179                                    1039
Total events: 183(Case), 234(Control)
Test for heterogenetity: Chi? = 16.83, df = 7 (P = 0.02), l? = 58.4%
Test for overall effect: Z = 0.95 (P = 0.34)    

1.49 (0.32, 6.88)
1.81 (0.85, 3.83)
0.74 (0.25, 2.14)
0.39 (0.20, 0.77)
0.29 (0.11, 0.75)
0.87 (0.61, 1.24)
1.51 (0.72, 3.17)
0.79 (0.40, 1.55)
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0.1      0.2        0.5      1        2           5      10

图  4  TNF-α-308G/A位点病例组与正常健康组比较的荟萃分析.
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可能跟对照组选择本身有关系.

3  讨论

TNF-α是一种主要有单核/巨噬细胞系分泌的、

能够介导多种炎症反应和免疫调节反应的细胞

因子, 体内适量水平的TNF-α在维持机体内环境

的稳定以及抵抗外来微生物入侵中发挥重要作

用, 其中TNF-α可以直接通过激活NF-κB后破坏

HBV壳体的完整性而起到抑制HBV复制的作用. 
研究表明TNF-α表达水平除了与机体本身免

疫系统的活化水平等有关外, 宿主本身即TNF-α
启动子区基因多态性也可能通过影响其转录活

性而使表达水平不同. 其中, Gonzalez et al [4]研究

表明TNF-α启动子区-308位核苷酸G被A替换后, 
TNF-α基因转录效率显著提高, 并且Louis et al [5], 
发现TNF-α-308A等位基因携带者TNF-α全血中

的表达水平比G等位基因纯合子高, 其原因一方

面可能与转录因子复合物更易与TNF-α-308A等

位基因结合有关(尽管G等位基因和A等位基因

均可与转录因子复合物结合)[6]; 另一方面可能与

激活蛋白2(Activating protein2, AP-2)和TNF-α-
308G等位基因的结合(而不与A等位基因结合)
后抑制其启动子活性有关[7]. 

TNF-α基因启动子区多态性与慢性HBV感

染相关的研究一直是个热点. 早先, 德国学者

Hohler et al [8]研究发现, -238G/A和-308G/A两个

位点的基因组多态性与HBV感染后清除有关, 
而近来日本学者Miyazoe et al [9]的研究提示两者

之间并无相关; 但是可能由于两者之间选择的

人群以及对照组等并不一致所致, 通过对以往

研究按对照组不同以及人种不同亚组荟萃分析

后, 结果表明仅亚洲人群(蒙古人种)中自然痊愈

组-308G/A位点的基因型(GA+AA)频率显著高

于慢性HBV携带组, 从而提示TNF-α-308G/A位

点多态性可能与感染HBV后的清除有关, 而仅

欧洲人(高加索人种)中慢性HBV携带组-238G/A
位点的基因型(GA+AA)频率略高于自然痊愈组

(P  = 0.07), 提示-238G/A位点多态性可能与HBV
的持续感染有关, 亚组分析和荟萃回归分析结果

提示样本量、种族、地区以及研究方法均为影

响不同研究之间异质性的因素. 同时病例组与正

常健康组的分析结果提示各研究之间异质性较

大, 并且以上所述因素均不能很好解释不同研究

之间存在异质性的原因, 其中主要是与样本量大

小、对照组选择相关, 从而提示以正常健康组作

为对照, 研究遗传因素对HBV感染后的结局的

影响不但因为是否接触过病原(如HBV)是感染

性疾病遗传相关分析的一个重要前提, 而且正常

健康组人群分层并不严格, 会受到混杂因素的影

响(如种族, 民族, 是否有过HBV感染等). 
总之, 除了环境因素、病原体(基因型、亚

型和准种等)以及感染时宿主的年龄等外, 复杂

的遗传因素(包括种族、民族等)也是影响HBV
感染后结局的重要因素, 因此, 我们应该在尽可

能控制以上所述的混杂因素后, 进行病例对照的

前瞻性研究, 收集大样本、数据以及病历资料, 
系统研究TNF-α以及其他可能相关基因多态性

与慢性HBV感染的关系, 为进一步的疾病易感

诊断、早期预防和个体化治疗打下基础. 
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■同行评价
不同个体对HBV
易感性的差异以

及感染的过程与

一些免疫分子的

应答有重要关系, 
尤其是肿瘤坏死

因子、干扰素等

细胞因子 ,  研究

其中的机制对于

指导临床治疗有

重要意义 ,  本文

就TNF-α基因启

动子区多态性与

HBV感染相关性

进行了大样本的

科学分析, 克服了

以往研究中的不

足, 得到了一些有

意义的结果. 研究

涉及的样本量大, 
对照合理, 分析科

学, 结论可靠, 结
果有意义. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of ginko biloba 
extract (EGb761) in the treatment of patients 
with liver fibrosis caused by chronic hepatitis B.

METHODS: Sixty patients with chronic hepatitis 
B were randomly divided into EGb761 treatment 
group (n = 32) and control group (n = 28). Liver 
functions, serum type Ⅲ precollagen (PCⅢ), 
type Ⅳ collagen (CⅣ), hyaluronic acid (HA), 
laminin (LN), platelet activating factor (PAF), 
endothelin-1 (ET-1) and transforming growth 
factor-β1 (TGF-β1) levels were measured before 
and after treatment. Twenty-six cases in EGb 
group and 21 cases in control group received 
liver biopsy before and after treatment, and the 
pathological changes of liver tissues were detect-
ed by HE, Masson and Gordon-Sweet staining�.

RESULTS: After treatment, the indexes of liver 
function showed obvious improvement in both 
groups, and there were no significant difference 

between two groups. The value of prothrombin 
time (13.2 ± 2.1 s vs 15.2 ± 3.4 s, P < 0.05), the lev-
els of serum alanine aminotransferase (621.8 ± 
271.7 nkat/L vs 1258.6 ± 308.4 nkat/L, P < 0.05), 
total bilirubin (17.1 ± 9.5 μmol/L vs 39.3 ± 21.2 
μmol/L, P < 0.01), PCⅢ (168 ± 48 μg/L vs 307 ± 
93 μg/L, P < 0.05), CⅣ (102 ± 35 μg/L vs 191 ± 
35 μg/L, P < 0.01), HA (94 ± 39 μg/L vs 178 ± 57 
μg/L, P < 0.05), LN (101 ± 31 μg/L vs 193 ± 21 
μg/L, P < 0.05), PAF (7.62 ± 6.54 µg/L vs 13.23 ± 
9.79 µg/L, P < 0.05), ET-1 (47.61 ± 15.34 µg/L vs 
68.13 ± 21.71 µg/L, P < 0.01) and TGF-β1 (17.61 ± 
5.06 µg/L vs 58.43 ± 11.04 µg/L, P < 0.05) were 
significantly decreased after treatment than 
those before treatment, while the level of albu-
min was markedly increased (38.2 ± 5.9 g/L vs 
34.9 ± 4.4 g/L, P < 0.05). There were also notable 
differences between EGb761 and control group 
after treatment in the levels of TGF-β1 (17.61 ± 
5.06 µg/L vs 61.17 ± 11.45 µg/L, P < 0.05), PAF 
(7.62 ± 6.54 µg/L vs 11.65 ± 8.96 µg/L, P < 0.05), 
ET-1 (47.61 ± 15.34  µg/L vs 61.17 ± 16.45 µg/L, 
P < 0.01), PCⅢ (168 ± 48 µg/L vs 298 ± 86 µg/L, 
P < 0.05), CⅣ (102 ± 35 µg/L vs 178 ± 61 µg/L, 
P < 0.05), HA (94 ± 39 µg/L vs 179 ± 82 µg/L, P 
< 0.05) and LN (101 ± 31 µg/L vs 190 ± 39 µg/L, 
P < 0.01). Liver biopsy demonstrated that tissue 
injuries and fibrosis degree were evidently alle-
viated in EGb761 group, and there were no obvi-
ous changes in control group.  

CONCLUSION: EGb761 has distinct anti-fibrosis 
effects in patients with chronic hepatitis B.

Key Words: Ginko biloba extract; Chronic hepatitis B; 
Liver fibrosis
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摘要
目的: 探讨银杏叶提取物(EGb761)对慢性乙型
肝炎患者肝组织纤维化的影响. 

方法: 将60例慢性乙型肝炎患者分为EGb761
治疗组(n  = 32)及对照组(n  = 28), 治疗前后分
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■背景资料
1960年代, 西德对
银杏叶的成分进
行了分析, 发现银
杏叶中的类黄酮
物质对动物的循
环系统、脑功能
改善有良好的作
用, 从此开始了银
杏叶药理及应用
的现代研究. 肝纤
维化是肝硬化的
重要病理特征, 抑
制肝纤维化则可
阻止乙型肝炎向
肝硬化发展. 几乎
所有肝病均可发
生炎症坏死, 而只
要有炎症坏死, 肝
纤维化即可发生, 
阻断肝纤维化发
生和发展, 对防治
肝硬化具有重要
意义. 
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别检测肝功能、Ⅲ型前胶原(PCⅢ)、Ⅳ型胶
原(CⅣ)、透明质酸(HA)、层黏蛋白(LN)、
血小板活化因子(PAF)、内皮素(ET-1)和转化
生长因子-β1(TGF-β1)水平. 两组中分别有26
例和21例患者于治疗前后进行肝活检术, 肝
组织行HE、胶原纤维、网织纤维染色观察
组织学变化. 

结果: 治疗后两组的肝功能水平均较治疗前
显著好转, 但两组比较无差异. EGb761组治
疗后ALT (621.8±271.7 nkat/L vs  1258.6±
308.4 nkat/L, P <0.05), TBIL (17.1±9.5 μmol/L 
vs  39.3±21.2 μmol/L, P <0.01), PT (13.2±2.1 
s vs  15.2±3.4 s, P <0.05), PCⅢ (168±48 μg/L 
vs  307±93 μg/L, P <0.05), CⅣ (102±35 μg/L 
vs  191±35 μg/L, P <0.01), HA (94±39 μg/L 
vs  178±57 μg/L, P <0.05), LN (101±31 μg/L 
vs  193 ± 21 μg/L, P <0.05), PAF (7.62±6.54 
µg/L vs  13.23±9.79 μg/L, P <0.05), ET-1 (47.61
±15.34 μg/L vs  68.13±21.71 µg/L, P <0.01)
及TGF-β1 (17.61±5.06 µg/L vs  58.43±11.04 
µg/L, P <0.05)水平与治疗前相比均显著下降, 
而ALB水平显著升高(38.2±5.9 g/L vs  34.9±
4.4 g/L, P <0.05). 与对照组相比, EGb761组治
疗后血清TGF-β1 (17.61±5.06 µg/L vs  61.17 
±11.45 µg/L, P <0.05), PAF (7.62±6.54 µg/L 
vs  11.65±8.96 µg/L, P <0.05), ET-1 (47.61± 
15.34 µg/L vs  61.17±16.45 µg/L, P <0.01), PC
Ⅲ (168±48 µg/L vs  298±86 µg/L, P <0.05), C
Ⅳ (102±35 µg/L vs  178±61 µg/L, P <0.05), 
HA (94±39 µg/L vs  179±82 µg/L, P <0.05)及
LN(101±31 µg/L vs  190±39 µg/L, P <0.01)指
标改善更为明显. 治疗组肝活检证实, 治疗后
肝脏细胞损伤减轻, 纤维化程度减轻, 而对照
组治疗前后均无明显变化.

结论: 银杏叶提取物EGb761对慢性乙肝有明
显的抗肝纤维化作用.

关键词: 银杏叶提取物; 慢性乙型肝炎; 肝纤维化
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0  引言

肝纤维化是肝硬化的重要病理特征, 抑制肝纤

维化则可阻止乙型肝炎向肝硬化发展. 我们及

其他研究者既往动物实验表明, 银杏叶提取物

(ginko biloba extract, EGb761)可用于治疗肝纤

维化, 并能取得较好的疗效[1-4], 但相关的临床应

用研究报道较少. 我们以慢性乙型肝炎患者为研

究对象, 观察银杏叶提取物对肝脏纤维化的影

响, 并对其抗纤维化作用机制进行初步探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 来源于我院2003-05/2006-06的慢性乙

型肝炎患者74例, 诊断符合2000年病毒型肝炎

防治方案的标准[5]肝炎病史半年以上, HBsAg
阳性, HBV-DNA阳性, 但半年内ALT水平正常

或在正常值3倍以下; 治疗前均行肝穿刺活检及

静脉抽血备检; 肝功能Child A级, 无腹水或下

肢水肿; 超声检查无明显肝硬化征象; 无消化道

出血病史; 无合并其他器质性疾病; 年龄<65岁, 
其中男51例, 女23例, 年龄17-63(平均41)岁.  随
机分为银杏叶组(EGb组, n  = 40)和对照组(n  = 
34); 试验前3-6 mo内未使用过或合并使用糖皮

质激素、免疫调节剂、抗病毒药物及抗肝纤维

化药物. 对照组静脉滴注易善复930 mg, 每日

一次, 共4 wk, 银杏叶组除易善复外加用银杏叶

提取物标准品(德国舒培大药厂提供, 商品名金

纳多)70 mg, 静滴, 每日一次, 共4 wk. 治疗过程

中因14例患者未能坚持用药或拒绝第二次肝穿

刺而退出试验, 其中银杏叶组退出8人, 对照组

退出6人, 治疗结束银杏叶组32例、对照组28
例; 其中取得第二次肝穿刺活检者, 银杏叶组26
例、对照组21例. 两组患者的平均年龄、性别

比例、平均病程及肝功能水平等差异均无显著

性(表1). 
1.2 方法 两组治疗前后分别抽取空腹血10 mL
备检, 取其中2 mL置于含100 g/L的二胺四乙酸

二钠3 μL、抑肽酶40 μL的试管中, 混匀后立即

在4℃下, 3000 r/min离心10 min, 取上清液贮

存于-20℃冰箱中待测, 另8 mL置于普通试管

中, 离心后留取血清置于-20℃冰箱保存. 两组

分别有26例和21例于治疗前后行两次肝穿刺

活检; 肝穿组织40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 备
光镜观察.      
1.2.1 血清肝功能指标检测 完成治疗试验的银杏

叶组32例、对照组28例, 均留取前后两次血清, 
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表  1   两组患者的一般情况

EGb组  32   44.7±10.8   3.4±1.8          1258.6±308.4
对照组  28   42.9±11.3   3.3±1.7          1388.6±190.0

分组       n       年龄(岁)       病程(a)     谷丙转氨酶(ALT nkat/L)

■研发前沿
中药中“活血化
瘀”药物已被证
明对肝纤维化有
较好治疗作用. 应
用“活血化瘀”

中药为主组成的
方剂, 被认为是目
前可行的治疗方
案. 银杏叶提取物
就是其中之一目
前多用于心脑血
管和血液系统疾
病, 其又具有消除
自由基、防护自
由基损伤及改善
肝脏微循环等作
用. 



全自动生化检测仪检测ALT, AST, ALB指标. 
1.2.2 血清肝纤维化指标检测 血清中PCⅢ, CⅣ, 
HA和LN水平应用放射免疫法. 试剂盒购自上海

海军医学研究所. 
1.2.3 血清血小板活化因子(PAF)的水平检测 应
用ELISA法, 美国RapidBio公司提供. 
1.2.4 血清转化生长因子β1(TGF-β1)的水平检测 
应用ELISA法, 试剂盒购自深圳晶美生物工程有

限公司(美国Genzyme公司产品分装). 
1.2.5 血清内皮素(ET-1)的测定 采用放射免疫分

析法测定血浆ET-1含量, 其放射免疫试剂盒由解

放军总医院东亚免疫技术研究所提供. 
1.2.6 肝组织光镜观察 26例银杏叶组和21例对

照组治疗前后的肝穿刺组织, 石蜡包埋, 4 μm
切片, 常规HE染色和胶原染色(Gordon-Sweet法
和Masson三色改良法双染网状纤维和胶原纤

维); 肝组织损伤程度采用Knodell计数法(HAI), 
并按“HAI炎症积分”“HAI纤维化积分”分

别进行统计. 肝组织胶原及网织纤维图像分析

经Leica DFC480及IM50 观察采集图像, Leica 
Qwin V3图像分析软件进行图像分析, 每张切片

随机选取10个视野, 由分析系统测定每一视野

中的胶原含量(面密度), 以胶原占全视野面积的

百分比表示, 取其平均值. 采用双盲分析.
      统计学处理 计量资料的各项指标均采用均

数±标准差(mean±SD), 使用SPSS11.5软件包

进行t检验及c2检验, P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组治疗前后肝功能的比较 治疗后两组

的A LT, T B I L, P T水平均较治疗前明显下降

(P <0.05或P <0.01), ALB水平均较治疗前明显升

高(P <0.05). 两组治疗前及治疗后ALT, TBIL, PT, 
ALB水平比较均无明显差异(P >0.05, 表2).
2.2 两组治疗前后血清肝纤维化指标水平的比

较 治疗组与对照组治疗前PCⅢ, CⅣ, HA, LN
水平无差异(P >0.05); 治疗组治疗后P CⅢ, C
Ⅳ, HA, LN水平较治疗前显著下降(P <0.05或
P <0.01), 而对照组PCⅢ, CⅣ, HA, LN水平治疗

前后比较无明显差异(P >0.05), 治疗后治疗组PC
Ⅲ, CⅣ, HA, LN水平明显低于对照组(P <0.05或
P <0.01, 表3).
2.3 两组治疗前后血清TGF-β1, PAF, ET-1水平

的比较 治疗组与对照组治疗前TGF-β1, PAF, 
ET-1水平均无明显差异(P >0.05); 治疗组治疗

后TGF-β1, PAF, ET-1水平较治疗前均显著下降

(P <0.05或0.01), 而对照组各指标治疗前后比较

无明显差异(P >0.05), 治疗组治疗后各指标均明

显低于对照组治疗后(P <0.05或0.01, 表4).
2.4 光镜观察治疗前后肝脏的组织学变化 治疗

组治疗后较治疗前炎症及纤维化计分均明显下

降, 胶原相对含量亦明显降低, 与对照组比较有
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aP<0.05, bP<0.01 vs 治疗前.

        

表  2   治疗前后两组肝功能的比较(mean±SD)

EGb组 
 治疗前 32 1258.6±308.4  34.9±4.4  39.3±21.2 15.2±3.4
 治疗后 32   621.8±271.7a 38.2±5.9a 17.1±9.5b   13.2±2.1a

对照组 
 治疗前 28 1388.6±190.0  35.1±4.8   38.2±25. 15.0±3.5
 治疗后 28   586.8±310.0a 38.3±6.1a  17.6±8.1a13.1±1.9a

组别       n       ALT(nkat/L)      ALB(g/L)   TBIL(μmol/L)    PT(s)

aP <0.05, bP <0.01 vs  治疗前; cP <0.05, dP <0.01 vs  治疗组治
疗后.

        

表  3   治疗前后两组病例血清肝纤维化指标的比较 (mean
±SD, µg/L)

EGb组 
  治疗前  32     307±93     191±35    178±57      193±21
  治疗后  32     168±48a    102±35b     94±39a     101±31a 
对照组
  治疗前  28     313±110   186±67    188±90      187±21
  治疗后  28     298±86c    178±61c   179±82c     190±39d

组别         n           PCⅢ          CⅣ              HA               LN 

aP <0.05, bP <0.01 vs  治疗前; cP <0.05, dP <0.01 vs  治疗组治
疗后.

        

表  4   治疗前后两组病例血清TGF-β1, PAF, ET-1水平的变化
(mean±SD, µg/L)

EGb组 
  治疗前   32  58.43±11.04 13.23±9.79   68.13±21.71
  治疗后   32  17.61±5.06a    7.62±6.54a  47.61±15.34b

对照组 
  治疗前   28  57.69±10.23  12.44±9.63  65.46±20.67
  治疗后   28  61.17±11.45c 11.65±8.96c 61.17±16.45d 

组别         n           TGF-β1                  PAF             ET-1 

aP<0.05 vs  治疗前；cP<0.05 vs  治疗组治疗后.

        

表  5   两组患者治疗前后病理半定量计分及胶原相对含量
的变化(mean±SD)

EGb组 
  治疗前  26   15.7±6.3     11.9±6.2         21.6±9.3
  治疗后  26   10.7±4.8a      8.3±4.2a        14.7±6.4a

对照组 
  治疗前  21   15.6±5.9     11.7±5.4          22.7±9.8
  治疗后  21   14.2±6.6c    11.5±5.6c         21.2±9.3c 

组别         n      炎症计分     纤维化计分     胶原相对含量(%)

■创新盘点
本课题组及其他
研究者既往动物
实 验 表 明 ,  银 杏
叶提取物 (g inko 
b i l o b a  e x t r a c t , 
EGb761)可用于
治疗肝纤维化, 并
能取得较好的疗
效, 但相关的临床
应用研究报道较
少. 本文即以慢性
乙型肝炎患者为
研究对象, 观察银
杏叶提取物对肝
脏纤维化的影响, 
并对其抗纤维化
作用机制进行初
步探讨.
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显著性差异(表5). 治疗前肝细胞显著肿胀, 呈气

球样变, 可见点、片状嗜酸性小体, 间质中有炎

细胞浸润, 肝窦腔内红细胞显著聚集. 治疗后肝

细胞损伤减轻, 偶见嗜酸性小体, 肝小叶结构基

本正常, 但仍见少许炎细胞浸润(图1A-B). 治疗

前胶原纤维及网状纤维增生显著, 纤维间隔变

宽; 治疗后胶原纤维及网状纤维明显减少, 纤维

间隔变细(图1C-F).

3  讨论

肝纤维化(hepatic fibrosis)发生机制主要是在某

些病理状态下, 早期由各种因素造成组织细胞

的损伤和炎症, 随着损伤的持续和炎症的慢性

化, 以及多种细胞及细胞因子、自由基之间的

相互作用, 最终导致肝内细胞外基质(ECM)合成

与降解失衡, 表现为大量ECM的沉积, 形成肝脏

的纤维化[6-7]. 肝纤维化时, ECM的量和质均发生

显著变化. 以胶原为主的ECM成份可较正常肝

增加3-8倍. 
目前, 国际上标准的银杏提取物EGb761主

要可分为两大类: 24%黄酮类和6%萜内酯类. 现
代药理学研究银杏提取物的中萜内酯类主要作

用为: 改善微循环和解痉、拮抗血小板活化因

子、降血脂、抗动脉硬化, 其黄酮类有调节免

疫、清除自由基、抗氧化的作用[8-9]. 动物实验

研究发现, 银杏叶提取物可促进大鼠肝纤维化

的逆转, 使肝组织中α-SMA、TGF-β1、Ⅰ型胶

原、TIMP-1的表达降低; 肝功能改善; 肝组织纤

维化程度分级好转, 胶原纤维、网状纤维所占面

积显著缩小[10-11]结果亦证实银杏叶提取物可抑

制肝星状细胞表达TGF-β1, CTGF, Ⅰ型胶原, Ⅲ
型胶原, 并抑制肝星状细胞的增殖[12-13]. 

图 1  光镜观察治疗前后肝脏的组织学变化. A: 治疗前(HE染色). 肝细胞显著肿胀, 呈气球样变, 可见点、片状嗜酸性小体, 
间质中有炎细胞浸润, 肝窦腔内红细胞显著聚集; B: 治疗后(HE染色). 肝细胞肿胀减轻, 偶见嗜酸性小体, 肝窦腔通畅; C: 治
疗前(Masson 3色染色). 胶原纤维增生显著, 纤维间隔变宽; D: 治疗后(Masson 3色染色). 胶原纤维明显减少, 纤维间隔变细; E: 
治疗前(网织纤维染色). 网织纤维增生显著, 纤维间隔变宽; F: 治疗后(网织纤维染色). 网织纤维明显减少, 纤维间隔变细.

A

C

B

D

E F
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作为反应细胞外基质成分的血清纤维化指

标PCⅢ, HA, LN, CⅣ在反应肝纤维化方面的意义

已得到广大学者的认同[14-15]. 本研究发现GbE761
可明显降低慢性乙型肝炎患者血清中PCⅢ, CⅣ, 
HA, LN的水平, 与对照组相比有明显的差异; 其
中透明质酸(HA)是一种氨基多糖, 由肝间质细胞

合成, 其与肝窦内皮细胞上的受体相结合, 被其中

的透明质酸酶降解代谢. 血清HA水平与肝脏微循

环障碍程度、肝窦内皮细胞(SEC)损伤、肝窦毛

细血管化均呈显著正相关[21]. Ueno et al [22]研究证

实, 血清HA水平可反映肝窦毛细血管化[22]. 银杏

叶治疗组治疗后患者病理组织学得到了明显的

改善, 炎症计分及纤维化计分均明显减轻, 胶原纤

维、网织纤维明显减少, 肝窦腔通畅, 纤维化程度

明显减轻. 该结果进一步客观地证实银杏叶提取

物可有效减轻肝纤维化, 与我们既往动物实验结

果相符[1,17]. 
银杏叶提取物改善肝脏微循环、减轻肝纤

维化, 可能通过以下机制实现: (1) 阻止内皮素

(ET)的病理性增加. ET是目前已知的缩血管活

性最强的多肽类物质[18], 文献报道血浆及肝组织

ET-1水平升高与肝硬化及门静脉高压的形成有

关[18-19]. ET-1增加HSC上α-肌动蛋白的表达, 可介

导激活的HSC向收缩型HSC转化, 促进细胞外基

质分泌, 加剧肝纤维化[20]. 我们既往动物试验研

究发现, 银杏叶提取物可明显降低肝组织中ET-1
的含量[17], 我们发现, 慢性乙型肝炎患者银杏叶

治疗组治疗后血清中ET-1水平明显降低, 提示银

杏叶提取物可能通过降低ET-1水平, 从而减轻肝

纤维化; (2)拮抗血小板活化因子. 血小板活化因

子(platelet activating factor, PAF)是迄今为止发现

的一种最强活性的脂类介质, 活化和增殖的星状

细胞是肝纤维化及门脉高压形成的主要效应细

胞[22-23,29]. 银杏叶制剂是很强的PAF受体拮抗剂. 
应用EGb761治疗后慢乙肝患者血清中PAF的水

平明显下降, 与对照组相比有显著性差异, 说明

EGb761可以通过降低PAF水平, 抑制HSC活化

减少释放ECM, 中和HSC的收缩, 改善肝脏微循

环, 从而有具有抗纤维化作用; (3)降低TGF-β1水

平. TGF-β1与肝纤维化的发生机制有密切的关

系, 是已知最强的肝纤维化促进因子之一, 可以

显著促进胶原的合成[24]. De Bleser et al[25]研究发

现, 肝纤维化时, TGF-β1在肝星状细胞和肝窦内

皮细胞中选择性表达增加. 该结果提示不仅HSC
在肝纤维化发生中起了重要作用, 而且肝窦内皮

细胞也有重要的作用. 我们通过细胞实验证实银

杏叶提取物可抑制肝星状细胞TGF-β1
[26]; 动物

实验发现, 银杏叶提取物可下调CCl4大鼠肝组织

中TGFβ1 mRNA表达并抑制胶原沉积[1]; 而血清

中TGF-β1能够作为肝纤维化独立因子用于临床

早期肝纤维化的诊断[27-30]. 我们观察慢性乙型肝

炎患者在EGb761治疗后, 患者血清TGF-β1水平

下降(P <0.05), 提示银杏叶提取物能通过将降低

TGF-β1水平抑制HSC活化分泌ECM发挥抗肝纤

维化, 可能不仅作用于肝星状细胞, 对肝窦内皮

细胞可能也发挥了一定保护作用.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of ezrin, focal 
adhesion kinase (FAK) and E-cadherin (E-cad) 
as well as their correlations with the invasion 
and metastasis of colorectal carcinoma.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of ezrin, FAK and E-cad 
in 50 cases of colorectal carcinoma (including 13 
well-differentiated adencarcinomas, 37 moder-
ately- or poorly-differentiated adenocarcinomas; 
30 cases without lymph node metastasis and 20 
with lymph node metastasis). The correlations 
among Ezrin, FAK and E-cadherin expression as 
well as the clinical and pathological characteris-
tics were analyzed by statistical method�.

RESULTS: The expression of ezrin was sig-

nificantly higher in colorectal carcinomas with 
moderate or poor differention, lymph node me-
tastasis and Dukes C+D stages than that in the 
ones with high differention, non-metastasis, and 
Dukes A+B stages (83.78% vs 46.15%, P < 0.01; 
95.00% vs 60.00%, P < 0.01; 95.00% vs 60.00%, P 
< 0.01), but E-cad expression was in the contrary 
situation (24.32% vs 69.23%, P < 0.01; 10.00% vs 
53.33%, P < 0.01; 10.00% vs 53.33%, P < 0.01). The 
expression of ezrin and E-cad had no marked 
correlations with the age and sex of patients (P 
> 0.05). FAK expression was markedly higher in 
colorectal carcinomas with Dukes C+D stages 
and lymph node metastasis than that in the ones 
with Dukes A+B stages and without metastasis 
(100.00% vs 63.33%, P < 0.01; 100.00% vs 63.33%, 
P < 0.01), but it had no significant correlation 
with the differetion degree of tumors, the sex 
and ages of patients (P > 0.05). Spearman analy-
sis showed that there existed positive correlation 
between Ezrin and FAK expression (r = 0.346, P 
< 0.05), and negative correlation between E-cad-
herin and Ezrin (r = -0.410, P < 0.01) as well as 
E-cadherin and FAK expression (r = -0.406, P < 
0.01).  

CONCLUSION: The abnormal expression of 
ezrin, FAK and E-cad are closely correlated with 
the infiltration and metastasis of colorectal carci-
noma, and the combined detection can be used 
to judge the prognosis of patients with colorectal 
carcinoma.

Key Words: Colorectal carcinoma; Ezrin; Focal ad-
hesion kinase; E-cadherin; Invasion; Metastasis; 
Immunohistochemistry
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摘要
目的: 探讨大肠癌组织中埃兹蛋白(Ezrin), 黏着
斑激酶(FAK)及上皮细胞钙黏蛋白(E-cadherin)
的表达及其与肿瘤侵袭和转移的关系. 

www.wjgnet.com

■背景资料
侵袭和转移是影
响肿瘤患者治疗
效果和预后的重
要因素, 控制肿瘤
细胞的侵袭和转
移仍是当今肿瘤
研究中的重要课
题. 研究表明, 黏
附分子对肿瘤细
胞的侵袭和转移
特性具有调控作
用, 但其具体作用
机制不明, 对黏附
分子及一些影响
黏附分子功能的
基因产物的深入
研究, 可能有助于
我们探明恶性肿
瘤浸润和转移的
机制.
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■研发前沿
近年来 ,  Ezrin与
肿瘤的发生、增
殖、浸润和转移
的 关 系 渐 被 人
们 所 重 视 ,  有 关
Ezrin与其他肿瘤
相关黏附分子在
肿瘤发生、发展
和转移过程中的
相互联系、信号
转导及表达调控
机制将会成为当
今肿瘤研究中的
新热点之一.



方法: 大肠癌组织标本50例, 其中高分化腺癌
13例, 中低分化腺癌37例; 无淋巴结转移30例, 
淋巴结转移20例. 采用免疫组织化学方法检测
50例大肠癌组织中Ezrin, FAK及E-cadherin的
蛋白表达, 并运用统计学方法分析Ezrin, FAK
及E-cadherin的表达与大肠癌各种临床病理特
征的关系及三者的相关性. 

结果: E z r i n在中低分化、伴有淋巴结转移
及Dukes C+D期大肠癌的阳性表达率显著高
于高分化、无淋巴结转移及Dukes A+B期大
肠癌(83.78% vs  46.15%, P <0.01; 95.00% vs  
60.00%, P <0.01; 95.00% vs  60.00%, P <0.01), 
而E-c a d h e r i n在以上组织中的表达正好相
反(24.32% vs  69.23%, P <0.01; 10.00% vs  
53.33%, P <0.01; 10.00% vs  53.33%, P <0.01), 
其均与患者性别及年龄大小均无关(P >0.05). 
FAK在Dukes C+D期、伴有淋巴结转移大肠
癌组织中的阳性表达显著高于Dukes A+B、
无淋巴转移组织(100.00% vs  63.33%, P <0.01; 
100.00% vs  63.33%, P <0.01)，而与肿瘤的
分 化 程 度、患 者 性 别 及 年 龄 大 小 均 无 关
(P >0.05). 经Spearman相关分析, Ezrin与FAK
在大肠癌组织中的表达呈正相关(r  = 0.346, 
P <0.05), E-cadherin与Ezrin、FAK在大肠癌
组织中的表达均呈明显负相关(r  = -0.410, 
P <0.01; r  = -0.406, P <0.01).

结论: Ezrin, FAK及E-cadherin在大肠癌组织中
的异常表达与肿瘤组织的浸润和转移密切相
关, 联合检测可以作为一组有效的大肠癌肿瘤
标记和预后指标.

关键词: 大肠癌; 埃兹蛋白; 黏着斑激酶; 上皮细胞钙

黏蛋白; 侵袭; 转移; 免疫组化
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0  引言

埃兹蛋白(Ezrin)是ERM(ezrin-radixin-moesin)蛋
白家族的成员之一, 其功能为连接细胞表面受

体尤其是黏附分子和肌动蛋白细胞骨架. 主要

集中表达于细胞表面的顶端, 参与上皮细胞极

性的维持. 最近研究发现, Ezrin通过调节黏附分

子和信号转导途径, 参与细胞与细胞、细胞与

基质之间的相互作用, 可能在肿瘤细胞的侵袭

和转移过程中起重要作用[1-2]. 黏着斑激酶(FAK)
是一种重要的非受体蛋白酪氨酸激酶[3], 近年来

研究表明, FAK的表达上调对肿瘤的增殖、生

存、迁移、侵袭、转移和血管形成等行为起着

重要的调控作用[4-7]. E-钙黏附蛋白(E-cadherin)
是钙依赖性细胞间连接的黏附分子, 主要介导

同种细胞间的黏附反应, 是维护上皮细胞形态

和结构的完整性和极性的重要分子[8], 并起细胞

骨架作用, 当E-cadherin表达失活时可导致细胞

间黏附能力下降, 极性紊乱, 促进肿瘤的转移. 
我们通过检测大肠癌标本中Ezrin, E-cadherin, 
FAK的表达, 探讨他们的表达水平与各临床病

理指标间的关系以及他们之间的相关性, 判断

他们在大肠癌发生、浸润、转移中的作用, 为
临床预测预后, 选择合适的辅助治疗措施提供

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 50例大肠癌标本均选自郑州大学第一

附属医院2003-01/2004-12手术切除后经病理诊

断明确的存档蜡块. 患者年龄31-80(中位55.5)
岁. 男28例, 女22例. 结肠癌30例, 直肠癌20例. 
组织学类型: 高分化腺癌13例, 中分化腺癌20
例, 低分化腺癌17例; Dukes分期: A期17例, B期
13例, C+D期20例; 伴淋巴结转移20例. 鼠抗人

Ezrin mAb购自福建迈新生物技术开发有限公

司, 鼠抗人FAK mAb购自美国Santa Cruz公司, 
鼠抗人上皮性钙黏附蛋白mAb工作液、SP试剂

盒、DAB显色剂购自北京中杉金桥生物技术有

限公司. 实验步骤按试剂盒说明书进行. 阴性对

照采用0.01 mmol/L磷酸盐修复液(PBS)代替一

抗, 阳性对照为正常结直肠黏膜阳性切片.
1.2 方法 采用免疫组织化学SP法进行染色, 操作

过程参照试剂盒说明书. 结果判断: Ezrin阳性着

色按染色强度和阳性表达数, 参考Mathew et al [9]

分级标准: 0分, 无表达; 1分, <50%细胞阳性表

达或染色较浅; 2分, ≥50%阳性. 0-1分记为阴

性, 2分记为阳性. E-cadherin根据阳性细胞所占

的百分率参照Gonzalez et al [10]分级标准: 0分, 无
着色; 1分, 阳性细胞率<75%; 2分, 阳性细胞率

≥75%. 0-1分记为阴性, 2分记为阳性.  FAK染

色结果判定从光镜下分析A: 按切片中细胞染色

深浅记分: 0分: 细胞无显色; 1分: 显色为浅黄; 2
分: 显色为棕黄; 3分: 显色为棕褐色. B: 按切片

中显色细胞的比例评分: 1分: 显色细胞占切片

中癌细胞总数的20%以下; 2分: 21%-70%癌细

胞显色; 3分: 71%以上癌细胞显色. 每例肿瘤积

分 = A×B. 按积分高低分为阴性: 积分为0分-4
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■相关报道
相 关 研 究 表 明 , 
Ezrin可与多种细
胞黏附分子通过
细胞骨架结构相
连接, 参与细胞极
性的维持, 细胞骨
架的收缩和组装, 
跨膜信号传导, 并
调节基因表达.



分; 阳性: 积分大于4分. 
      统计学处理 采用SPSS10.0软件包进行统

计学分析. Ezrin, FAK, E-cadherin与大肠癌临

床病理因素之间的分析采用行×列表的χ 2检

验. Ezrin, FAK, E-cadherin之间相关性检验采用

Spearman相关分析. 以a =  0.05作为检验水准. 

2  结果

2.1 Ezrin, FAK及E-cadherin在大肠癌组织的表

达与临床病理因素的关系 Ezr in的表达与大肠

癌的分化程度、淋巴结转移和Dukes分期均密

切相关(P <0.01, 表1)而与患者性别及年龄大小

均无关(P >0.05, 图1A). 其中随着大肠癌Dukes分
期的增加Ezrin在大肠癌组织中的表达增加, 且
Dukes C+D期阳性率明显高于Dukes A+B期, 两
组间比较有显著性差异(P <0.01, 表1), FAK的表

达与大肠癌的淋巴结转移和Dukes分期均密切

相关(P <0.01, 表1). 而与肿瘤的分化程度、患

者性别及年龄大小无关(P >0.05, 图1B). 淋巴结

转移及DukesC+D期肿瘤组织中FAK明显高度

表达. 其中Dukes C+D期阳性率明显高于Dukes 

A+B期, 两组间比较有显著性差异(P <0.01, 表1). 
E-cadherin的阳性表达与大肠癌的分化程度、

淋巴结转移和Dukes分期等因素均呈明显的负

相关(P <0.01, 表1)而与患者性别及年龄大小均

无关(P >0.05, 图1C). 在中低分化, 淋巴结转移

及Dukes C+D期的大肠癌组织中E-cadherin的
表达明显降低.其中Dukes C+D期肿瘤组织中

E-cadherin的阳性率明显低于Dukes A+B期, 两
组间比较有显著性差异(P <0.01, 表1).
2.2 Ezrin, FAK 及E-cadherin在大肠癌组织中

表达的相互关系 本研究分别对Ez r in, FAK及

E-cadherin其中的2个指标进行Spearman相关

分析, 结果表明, 50例大肠癌标本中, Ez r in与
FAK在大肠癌组织中的表达呈正相关(r  = 0.346, 
P <0.05, 表2), Ezrin与E-cadherin在大肠癌组织中

的表达呈明显负相关(r  = -0.410, P <0.01, 表2). 
FAK与E-cadherin在大肠癌组织中的表达呈明显
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■应用要点
E z r i n , F A K 及
E-cadherin作为
影响细胞间及细
胞与基质间黏附
作用的重要分子, 
对他们之间相互
作用机制的深入
研究将为我们找
到抑制肿瘤转移
的靶点或为预测
肿瘤患者预后的
分子标记提供依
据.

        

表  1   Ezrin, FAK和E-cadherin在大肠癌组织的表达与临床
病理因素的关系n  (%)

性别	
 男	   28      23(82.14)	 24(85.71)	       8(28.57)
 女	   22      14(63.63)	 15(68.18)	     10(45.45)
年龄(岁)	
 ＜50	  19       12(63.16)	 13(68.42)	      6(31.58)
 ≥50	  31       25(80.64)	 26(83.87)	    12(38.71)
分化程度	
 高分化	  13         6(46.15)b	   8(61.54)	      9(69.23)b

 中低分化	 37       31(83.78)	3 1(83.78)	      9(24.32)
淋巴结转移
 有	  20       19(95.00)b	 20(100.00)b    2(10.00)b

 无	  30       18(60.00)	 19(63.33)	    16(53.33)
Dukes分期	
 A+B	  30       18(60.00)b	 19(63.33)b	    16(53.33)b

 C+D	  20       19(95.00) 	 20(100.00)     2(10.00) 

病理因素	     n 	 Ezrin	     FAK	      E-cadherin

bP<0.01.

        

表  2   Ezrin, FAK, E-cadherin表达间的关系

Ezrin             37         32(86.4)a         13	         6(46.1)a

和FAK	
E-cadherin  18	    9(50.0)b	       32	         4(12.5)b

和Ezrin	
FAK和          39	  10(25.6)b          11	         3(27.3)b

E-cadherin

检测             阳性      共同阳性          阴性          共同阴性
指标               数         表达(%)             数               表达(%)

aP<0.05; bP<0.01.

图  1  大肠癌组织中Ezrin, FAK和E-cadherin蛋白的表达(苏
木素复染×400). A: Ezrin; B: FAK; C: E-cadherin.

A

B

C
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负相关(r  = -0.406, P <0.01, 表2)

3  讨论

侵袭和转移是恶性肿瘤的主要生物学特征, 肿瘤

细胞在转移过程中存在细胞黏附分子及其介导

的行为改变, 恶性肿瘤发生转移的基础是肿瘤细

胞摆脱细胞之间黏附作用对他的控制从而脱离

原发灶, 在此过程中肿瘤细胞表面黏附分子的去

黏附作用至关重要.
3.1 Ezrin在大肠癌组织中表达的意义 Ezrin是
ERM蛋白家族中的成员之一, 近年来研究发现, 
Ezr in蛋白在肿瘤转移过程中扮演重要角色[11], 
Ez r in对骨癌[12]、乳腺癌[13]、子宫内膜癌[14]、

前列腺癌[15]的转移是不可缺少的因素. 转移能

力较强的肿瘤细胞系常伴有Ezr in的过表达[16]. 
Khanna et al [17] 和Yu et al [18]通过实验表明, Ezrin
在具有高转移特性的鼠横纹肌肉瘤及骨肉瘤细

胞株中高度表达, 抑制横纹肌肉瘤细胞及骨肉瘤

细胞中Ezrin的表达能显著抑制肿瘤的肺转移.本
研究发现, Ezrin在低分化大肠癌组织中的表达

明显高于高分化癌组织, 且Ezrin表达强度与肿

瘤侵袭性正相关. 有淋巴结转移和DukesC+D期

癌组织中Ezrin的表达显著高于无转移和DukesA
和B期癌组织中Ezrin的表达. 提示Ezrin的异常表

达与恶性肿瘤细胞的侵袭和转移有关.
3.2 FAK在大肠癌组织中表达的意义 FAK是一

种非受体蛋白酪氨酸激酶, 分布在细胞黏着斑

部位.近年来研究表明, 在多种肿瘤组织中都有

FAK表达的显著增加[19], 且FAK的表达与肿瘤的

发生及生物学行为有一定的相关性[20]. FAK可激

活多条信号传导通路, 参与细胞分化、增生、伸

展和迁移以及肿瘤的侵袭和转移等过程[21]. 并且

在许多上皮组织起源的肿瘤, 肝癌、胃癌、乳腺

癌、卵巢癌等组织中都发现有FAK的过表达[22].
Weiner et al [23]认为, 85%侵袭性肿瘤中都存在有

FAK的表达升高, 而伴有转移的肿瘤中100%的

存在FAK的表达升高. 本研究发现, 有淋巴结转

移和Dukes分期C+D期大肠癌组织中FAK的表达

显著高于无转移和DukesA和B期大肠癌组织中

FAK的表达. 提示FAK在调节癌细胞侵袭和转移

方面扮演有重要角色, FAK的过表达可能是各种

不同肿瘤细胞侵袭与转移潜能的一个共同通路. 
3 .3 E-c a d h e r i n在大肠癌组织中表达的意义 
E-cadherin是一种跨膜糖蛋白分子, 介导同种细

胞间黏附, 参与建立和维持细胞间的连接. 因此, 
E-cadherin的表达程度和活性状态可直接影响

细胞间的黏附性. 有研究表明, 随肿瘤分期升高

E-cadherin的表达呈下降趋势[24], E-cadherin表达水

平的降低与肿瘤细胞的浸润转移能力呈明显的

相关性[25-26]. 本研究发现, E-cadherin的表达与肿瘤

的分化程度、淋巴结转移、Dukes分期有密切关

系. 随着肿瘤恶性程度的增高, E-cadherin在大肠

癌组织中的表达明显降低. 提示, E-cadherin作为

一种肿瘤侵袭抑制因子在肿瘤的发生、发展、

侵袭、转移过程中起重要作用. 对评价肿瘤的恶

性程度、预测转移、判断预后有重要参考价值. 
3.4 Ezrin, FAK, E-cadherin之间相互作用 Ezrin主
要参与上皮细胞细胞骨架与细胞膜之间的连接, 
具有维持细胞形态、连接黏附分子及调节信号

转导等功能. FAK分子氨基端含有同整合素β亚

单位、细胞骨架蛋白和信号传导蛋白结合的位

点, 并含有150个氨基酸的黏着斑定位序列, 能将

黏着斑与FAK结合起来. Ezrin和FAK通过细胞骨

架的连接作用参与细胞黏着斑的形成从而在影

响细胞黏附过程中扮演重要角色. 有研究表明, 
Ezrin通过活化RhoA和MAPK途径, 能够促进黏

着斑的形成, 促进肿瘤细胞与其他细胞以及间

质组织的黏附[4]. 活化的Ezrin蛋白C末端与细胞

骨架的肌动蛋白相连, N末端则通过与细胞表

面黏附分子E-cadherin、CD44等连接, 调节细

胞间及细胞与细胞外基质之间的黏附, 从而影

响肿瘤细胞侵袭性等生物学行为[27-28]. Pujuguet 
e t a l [29]研究发现, Ez r i n可通过R h o蛋白调节

E-cadherin在细胞膜上的表达, 从而参与调节细

胞间的黏附.  同时, Ezrin在E-cadherin的膜定位

也具有重要作用, 具有活化Ezrin结构的细胞能

够使细胞内的E-cadher in发生聚集, 从而破坏

细胞间接触, 而Ezrin的过度表达同样导致细胞

间黏附作用减弱[30]. 因此我们认为, Ezrin, FAK, 
E-cadherin间通过黏着斑和细胞骨架的连接参

与细胞表面复合物的形成, 从而介导细胞间的

黏附功能, 并参与肿瘤的侵袭和转移过程. 本研

究显示, Ezrin和FAK在大肠癌组织中的高度表

达与E-cadherin在大肠癌组织中的低表达相互

关联, 共同参与了大肠癌的侵袭和转移过程. 对
Ezrin, FAK, E-cadherin及他们与肿瘤相关性的深

入研究将有助于我们进一步揭示肿瘤的浸润和

转移机制, 找到抑制肿瘤转移的靶点或预测肿

瘤患者预后的指标.
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Abstract
Angiogenesis is the basis of tumor growth and 
metastasis. Hepatocellular carcinoma is a kind 
of typical multivessel tumor, whose generation, 
progression and invasion are closely related 
with the angiogenesis. The angiogenesis is 
mainly regulated by angiogenins and anti-an-
giogenins, of which vascular endothelial growth 
factor (VEGF) and its receptor (VEGFR) are the 
most important. Different kinds of VEGFR have 
various functions in vivo, and VEGFR-1 (flt-1) 
and VEGFR-2 (flk-1) are involved in the angio-
genesis HCC. Satisfactory effects have been ob-
tained by the anti-angiogenic therapies targeting 
on VEGFR in laboratory studies, some of which 
have been launched in clinical experiments.

Key Words: Vascular endothelial growth factor; Re-
ceptor; Angiogenesis; Hepatocellular carcinoma
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摘要
新生血管是肿瘤生长和转移的基础. 肝细胞
肝癌是典型的多血管肿瘤, 其发生、发展、

转移、侵袭都和血管生成密切相关. 血管的
生成主要依靠血管生长因子和血管生长抑制
因子的调控, 其中研究最多也是最重要的是
血管内皮生长因子(VEGF)及其受体(VEGFR). 
VEGFR在机体内作用不同, 参与肝癌血管生
长的主要是VEGFR-1(flt-1)和VEGFR-2(flk-1).
针对VEGFR的抗肿瘤血管治疗在实验室取得
了不错的疗效, 部分已经进入了临床试验.

关键词: 血管内皮生长因子; 受体; 血管生成; 肝细

胞肝癌
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0  引言

原发性肝癌(肝细胞癌, 以下简称肝癌)目前是我

国第二位癌症杀手[1]. 根治性切除后, 肝癌的5 a
转移复发率为54.1%-61.5%, 根据复发病例分析, 
肝癌切除后2-3 a内的复发为原发灶播散, 较晚期

的复发为多中心发生, 而2 a内的累积复发数占

总复发数的62.4%-77.8%[2]. 因此肝癌的转移成

为限制肝癌生存率的最大障碍. El-Assal et al [3]

分析了71位肝癌患者根治性切除的肿瘤标本和

癌周肝组织中微血管密度(MVD)和血管内皮细

胞生长因子(VEGF)的表达, 小肝癌(≤2 cm)的
微血管密度明显低于直径2-5 cm的肝癌, MVD
和肝内复发和无瘤生存率有密切关系, 而且通

■背景资料
肝癌作为典型的
多血管肿瘤和血
管生成的关系早
已证实, 肿瘤血管
生成机制的研究
也取得了很大的
进展, 这都为肿瘤
的抗血管治疗提
供了理论基础. 血
管生长因子和抗
血管生长因子是
调控血管生长的
主要力量, 很多肿
瘤血管生成的研
究都是针对他们
进行的.
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过多因素分析发现MVD是肝癌无瘤生存的独立

预测指标. 因此可以认为肝癌的血管生成和转

移复发有密切关系.
1960年代, Fo lkman[4]提出“肿瘤生长是

血管依赖性的”, 并通过实验证实了肿瘤的转

移以致获得致死性和血管生成的密切关系. 之
后关于血管生成的研究发现, 血管生成受血管

生成刺激因子和血管生成抑制因子的调控, 其
中研究最多也是最重要的VEGF. VEGF家族

主要有VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 
VEGF-E, PLGF六种亚型, VEGF-A和VEGF-B和
血管生成有关. VEGF主要通过位于内皮细胞上

的VEGF受体(VEGFR)发挥作用. 下面就VEGFR
与肝癌血管生成的关系做一综述. 

1  VEGFR概述

1.1 VEGFR的结构和分布 目前发现的VEGFR
家族成员有5个 ,  主要包括V E G F R-1(f l t-1), 
VEGFR-2(KDR/flk-1), VEGFR-3(flt-4), 这三种

受体都属于酪氨酸激酶受体超家族(RTKs)[5]. 另
两种受体是神经纤维因子-1(neuroplin-1, NRP-1)
和神经纤维因子-2(neuroplin-2, NRP-2), 具体作

用还不清楚, 这两种受体不属于RTKs, 不具有7
个免疫球蛋白样胞外区, 也不具有酪氨酸激酶

胞内区, 因此不能成为单独的受体, 仅起到辅助

的作用[6]. 各种VEGF家族成员特异性地和上述

受体结合发挥作用, VEGF-A主要与VEGFR-1和
VEGFR-2结合, PIGF和VEGF-B与VEGFR-1结
合, VEGF-C和VEGF-D与VEGFR-2和VEGFR-3
结合, VEGF-E只与VEGFR-2结合. 两种非酪

氨酸激酶受体N R P-1和N R P-2主要和V E G F-
B,PIGF和VEGF-A的亚型VEGF165结合[7].
1.2 VEGFR与肿瘤的关系 VEGFR-1和VEGF的
亲和力最强, 是VEGFR-2的10倍. Kanno et al [8]

发现VEGFR-1阻断性抗体可以阻止人脐静脉

内皮细胞的迁移而不阻止其分裂增殖, 同时发

现VEGFR-1通过调节P38MAPK通路而调节肌

动蛋白重组. 因此, VEGFR-1比较公认的作用是

促进血管内皮细胞的迁移. 上述VEGFR-1基因

缺陷的小鼠则显示血管发育的无序紊乱, 显示

VEGFR-1在胚胎血管发育中的调节作用. 此外, 
VEGFR-1还可以通过诱导抗凋亡基因存活而发

挥抗凋亡的作用[9]. 
VEGFR-2在VEGF调节血管生成中起核心

作用. Millauer et al [10]用编码VEGFR-2显性负

性突变体的逆转录病毒转染恶性胶质瘤动物, 

发现肿瘤的血管生成明显减少. Zhang et al [11]

用逆转录PCR测定胃癌细胞系中VEGF, f l t-1, 
KDR(Flk-1)的表达, 用免疫组化测定石蜡包埋

胃癌标本中VEGF, flt-1, KDR的表达, 发现胃癌

细胞和组织中VEGF, fl t-1, KDR均高表达, 而
VEGF直接起作用的是KDR. 陈治 et al [12]用免

疫组化法测定各种大肠癌组织和癌周组织中的

VEGF和KDR, 发现VEGF和KDR的染色程度和

肿瘤区域及病理分型有关, 癌组织边缘区细胞

的染色要强于中心区, 按病理分型恶性程度高

者较恶性程度低者染色程度为强, 对比两张相

邻片, VEGF阳性反映强度明显强于KDR. 此外, 
VEGFR-2在胚胎发育中与脉管系统和造血系统

的发育有关[13].
VEGFR-3在发育的不同阶段有不同的作

用. 在胚胎生长期, VEGFR-3对心血管形成起

重要作用, V E G F R-3缺陷的胚胎卵黄膜会出

现异常血管网 ,  胚胎最终死于心血管功能衰

竭[14]. 在胚胎发育后期, VEGFR-3的分布逐步

局限于淋巴管内皮细胞 ,  血管几乎不表达 [15]. 
Yonemura et al [16]用RT-PCR和免疫组化方法研

究了85例原发性胃癌的VEGF-C与VEGFR-3的
相关性, 结果证实VEGF-C主要由癌细胞产生, 
VEGFR-3阳性淋巴管的数量在VEGF-C mRNA
阳性的肿瘤中远远超过VEGF-C mRNA阴性

的肿瘤. 在肿瘤间质中VEGFR-3阳性的淋巴管

数量与胃癌淋巴侵袭程度有较大相关性, 提示

VEGF-C可能通过激活VEGFR-3从而在原发性

胃癌的间质中导致淋巴增生和淋巴管内皮细

胞的表达.

2  VEGFR与肝癌血管生成的关系

目前的研究发现, 在肝癌中和VEGF结合发挥作

用的主要是VEGFR-1(flt-1)和VEGFR-2(KDR/
f l k-1), 其中发挥主要作用的是V E G F R-2[17].
VEGF/VEGFR系统的上调是肝硬化的必要条件. 
Yoshiji et al [18]利用四氯化碳(CCl4)诱导的肝硬化

小鼠模型, 通过给予VEGFR-1和VEGFR-2的中

和性抗体R-1 mAb和R-2 mAb, 观察两种受体在

肝硬化中的作用, 发现经过两种抗体的治疗, 肝
内的羟脯氨酸和血清中的肝硬化标志物(透明质

酸和Ⅲ型胶原)的含量都明显降低, 而且, α-肌动

蛋白阳性的细胞数量也明显减少, 同时也发现, 
R-2 mAb的作用要明显强于R-1 mAb. 这说明, 
VEGFR-1和VEGFR-2的表达和肝癌的癌前病变

肝硬化的形成有密切关系.

■研发前沿
血管内皮生长因
子(VEGF)及其受
体(VEGFR)是最
重要的血管生长
因子系统, 很多研
究证明他们和各
种肿瘤的生长和
转移有直接关系. 
实验室研究证实, 
阻断VEGFR可以
取得更好的抗血
管疗效. 如何评价
靶向抗血管治疗
的效果是亟需解
决的问题.
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VEGFR-2和肝癌的分化有关. Yamaguchi 
et al [19]发现在肝癌组织中, f lk-1和f l t-1在巨噬

细胞和肿瘤血管内皮细胞上均有表达, 而f lk-1
的表达较强. 在分化中等或分化较差的肝癌组

织中, f lk-1在内皮细胞管腔面的表达很强而且

是连续性的.
VEGFR和肝癌的预后也有密切的关系. 梁

军 et al [20]用免疫组化法测定MVD和VEGFR的表

达并分析其与肝癌预后的关系, 复发组的MVD, 
flt-1, flk-1的水平均高于未复发组(P <0.05, 0.003,, 0.003,0.003, 
0.031, 0.026), flt-1和flk-1分别与肿瘤直径、分

期、分化、癌栓、肿瘤数目、肿瘤薄膜完整情

况有关(P <0.05). 对flt-1, flk-1与预后的关系进行

单因素分析, 并绘制生存曲线, 结果提示各指标

与无瘤生存率均相关(P <0.05). 因此, flt-1和flk-1
可以作为估计无瘤生存的独立预后因素, 有利

于选择术后预防性治疗的方式.
近期有学者通过分别给予小鼠肝癌模型

VEGFR-1和VEGFR-2的中和性抗体(R-1 mAb和
R-1 mAb), 以观察两种受体对肝癌血管生成的

作用, 结果发现两种抗体对肝癌模型均有剂量

依赖性的抑制血管生成作用, 主要表现在抗体

治疗组的肿瘤体积, 血管标记物的表达量均小

于对照组, 凋亡细胞数则明显多于对照组, 而且

单纯给予R-1 mAb组的抗血管效应小于R-2 mAb
组,同时给予两种抗体组的肿瘤血管生成几乎完

全被抑制[21].
以上试验证实了V E G R R和肝癌的关系 ,

同时为VEGFR成为肝癌治疗靶点提供了理论

依据.

3  以VEGFR为靶点的抗肿瘤血管生成治疗

目前以VEGFR为靶点的抗血管治疗主要集中在

以下几个方面.
3.1 反义寡核苷酸 在基因水平用反义寡核苷酸

抑制VEGFR基因的表达, 通过降低VEGFR的

表达水平, 从而抑制肿瘤的血管生成. Buchler 
e t a l [22]应用反义VEGFR基因治疗胰腺癌发现

反义VEGFR-2基因可以明显抑制VEGF诱导的

肿瘤细胞的过度增长.
3.2 核酶和核酶抑制剂 龚邦东 et al [23]检测了抗

VEGF锤头状核酶对VEGF基因外显子的作用, 
将其导入HLF细胞系后, 发现这种核酶不仅降低

了VEGF mRNA的水平, 而且降低VEGF分子的

水平, 因而认为他能选择性地抑制肝癌中VEGF
的表达, 为其作为靶点治疗肿瘤提供了新思路.

3.3 单克隆抗体(mAb) 对于已表达的VEGFR
可以利用抗VEGFR mAb与其结合, 阻断信号

传导通路, 达到抑血管生成的目的. 目前针对

VEGFR-1研究较多的是其mAb DC101, Kunkel 
et al [24]应用DC101治疗鼠胶质细胞瘤模型时发

现DC101可以明显减低肿瘤内的微血管密度, 
抑制瘤体的生长, 进一步研究还发现DC101可
以抑制肿瘤细胞的增生, 促进肿瘤细胞的凋亡.
3.4 VEGFR可溶性抗体(sVEGFR) 可溶性的

VEGFR(sVEGFR)是通过剪切VEGFR的胞外区

或改变胞外区结构而形成, 只具备和VEGF结
合的能力, 不能诱发信号传导. Lin et al [25]将鼠

VEGFR-2整段胞外功能区与6个组氨酸羧基端

融合, 构建了可溶性VEGFR(EXFIK-His), 在体

外与VEGF具有高亲和力, 可阻断受体活性, 抑
制VEGF诱导的内皮细胞增殖和迁移, 强烈抑制

鼠乳腺癌细胞(R3230Ac)培养物诱导的角膜新

生血管形成, 与对照组相比, 肿瘤生长抑制率达

75%, 血管密度减少了50%. Geng et al [26]构建了

可溶性flk-1(sflk-1), 可明显增加某些对放疗不敏

感的多形性胶质细胞瘤、黑色素瘤的放疗敏感

性, 该发现可能为放疗和抗血管生成联合治疗

放射抗拒性肿瘤提供新的理论和方法.
3.5 VEGFR突变体 flk-1突变体是该突变型受体

缺乏细胞内结构功能域, 因而引起细胞功能障

碍. 内皮细胞经该突变型受体转染后即在突变

型受体和内皮细胞自身flk-1受体间出现异二聚

体. 此异二聚体不能引起信号传递和内皮细胞

激活, 因而破坏了血管生成的级联反应, 使得新

生血管无法生成. 李晓明 et al [27]在荷肝癌细胞系

LCI-D20肿瘤裸鼠, 皮下接种LCI-D20的裸鼠经

过三次flk-1突变体注射后, 肿瘤生长缓慢, 且肿

瘤呈乳白色, 表面光滑, 与周围组织无黏连, 肺
转移发生率为20%, 较对照组低, 且转移灶数目

减少.
3 . 6  小分子酪氨酸激酶抑制剂  V E G F R - 1 , 
VEGFR-2, VEGFR-3实质上都是酪氨酸激酶亚

家族的成员, 因此用特异性的酪氨酸激酶抑制

剂(RTKS)亦可以达到抑制VEGFR活性的目的,
从而抑制新生血管的形成及肿瘤的转移.

SU5416是第一个进入临床的亲脂性酪氨

酸激酶抑制剂, 主要针对VEGFR-1和VEGFR-2.
通过与激酶区的ATP结合位点结合选择性的抑

制VEGF激活的受体磷酸化作用及人脐静脉内

皮细胞(HUVECs)的有丝分裂和组织因子分泌, 
抑制信号传导, 从而达到抑制血管生成的目的. 

■应用要点
抗肿瘤血管治疗
已 经 成 为 继 手
术、化疗、放疗
后的第四种抗肿
瘤治疗方法, 由于
其 诸 多 优 点 ,  前
景 相 当 光 明 ,  对
VEGFR的研究是
抗血管研究的核
心部分, 受体的阻
断比配体的阻断
更有效, 这符合药
效学的观点. 很多
针对VEGFR的药
物已经进入临床
实验甚至进入市
场.
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Wang et al [28]发现, SU5416可以抑制肝癌细胞系

HepG2的生长和侵袭性, 同时也能抑制肝细胞

生长因子诱导的肝细胞生长. 这也说明SU5416
也可能有抑制肝细胞生长因子受体的抑制剂.但
是由于其需长期静脉推注所的缺点, Ⅱ期Ⅲ期

临床试验中出现的阴性作用以及其严重的毒性, 
现在已经停止了进一步的临床试验[29].

PTK787是另一种小分子酪氨酸激酶抑制

剂, 他能抑制所有VEGF酪氨酸激酶受体的作用, 
同时还能影响其他血管生长因子受体的的作用, 
例如: PDGFR-β和c-kit酪氨酸激酶. Liu et al [30]利

用裸鼠肝癌模型观察PTK787对肝癌的作用, 相
对于对照组, PTK787可以明显减小肿瘤体积和

微血管的生成, 同时也观察PTK787还能直接抑

制肝癌细胞的增殖, 增加肿瘤细胞的凋亡, 所以

认为PTK787对肝癌可能有依赖和非依赖血管生

成两种作用. PTK787已经进入Ⅲ期临床试验.
SU6668主要通过抑制VEGFR-2介导的信

号传导通路达到阻断血管生长的目的, 另外亦

可直接作用于肿瘤细胞周围的基质细胞, 诱导

内皮细胞和肿瘤细胞的凋亡, 从而抑制肿瘤的

生长 ,  或通过抑制其信号传导抑制血管生成 . 
Yorozuya et al [31]利用小鼠结肠癌模型及其肝转

移模型研究SU6668对肿瘤生长和转移的作用, 
治疗组肿瘤组织的血管密度和肿瘤体积均小于

对照组, 在肝转移模型中, 治疗组的肝脏重量明

显小于对照组的肝脏, 因此认为SU6668明显抑

制结肠癌生长和肝脏转移.
SU11248是在SU5416和SU6668研制的基础

上人工合成的一种RTKS, 他具有直接抗肿瘤增

殖和抗肿瘤生成双重作用. 主要抑制VEGFRs, 
PDGFR-β和C-Kit. 荷瘤裸鼠试验证实该药可以

明显抑制多种移植瘤的生长, 其镜下表现为肿

瘤血管密度及渗透性明显降低, 肿瘤细胞和内

皮细胞凋亡显著增加[32]. SU11248已经进入Ⅲ期

临床试验.
ZD6474主要作用于KDR, 对f l t-1也有微

弱的作用, 此外对EGFR和RET也有抑制作用. 
ZD6474通过两条途径抑制肿瘤生长: VEGFR依
赖的肿瘤血管生成和EGFR依赖的肿瘤细胞增

殖和生存. Giannelli et al [33]发现ZD6474可以抑

制肝癌的血管生成和肿瘤细胞的增殖和侵袭. 
ZD6474已经进入Ⅱ期临床试验.

总之, 大量实验证明VEGFR和肿瘤(包括肝

癌)的生长、转移、侵袭有密切关系. 细胞和动

物实验都证实了各种抑制VEGFR产生和效应的

方法都可以有效地抑制肿瘤的血管生成, 从而

抑制肿瘤的生长和转移. 市场上也出现很多针

对VEGFR的药物, 很多已经进入Ⅲ期临床, 但是

关于应用于肝癌的抗VEGFR药物的报道不多. 
可以肯定这类抗肿瘤药物相对于传统化疗药物

有很多优点(如: 很少产生耐药性; 因为正常组织

中的新生血管很少, 所以不会出现因为血管生

成减少而产生的负作用; 一根血管供应的肿瘤

细胞成千上万, 所以抗肿瘤血管治疗有很好的

放大作用), 针对血管生成的抗肿瘤治疗有很好

的临床应用价值.
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■同行评价
本文分析了血管
内皮生长因子受
体(VEGFR)的结
构和分布、与普
通肿瘤的关系、

与肝癌血管生成
的 关 系 ,  并 对 目
前几种以VEGFR
为靶点的抗肿瘤
血管生成方法进
行了综述. 内容重
要, 提供了许多有
用的信息, 有一定
的新颖性.
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Abstract
The rupture of tumor with intraperitoneal 
hemorrhage is one of the life-threatening com-
plications of primary hepatocellular carcinoma 
(HCC). It is relatively intractable to deal with 
this syndrome which occurs urgently with high 
mortality rate and risk of rebleeding during 
the process of clinical management. Before the 
1980s, the treatment of hepatocellular carcinoma 
rupture is mainly focused on the field of the 
conservative therapy and surgical methods. As 
the interventional therapy develops, transarte-
rial embolization (TAE) has become an effective 
way in controlling bleeding from ruptured he-
patocellular carcinoma in acute phase. In recent 
years, some overseas scholars have success-
fully cured ruptured hepatocellular carcinoma 
through radiofrequency ablation (RFA) and bio-
immunotherapy. In this paper, we summarized 
the treatments for the spontaneous rupture of 
primary hepatocellular carcinoma.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Rupture; 
Hemorrhage; Treatment
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摘要
肝癌破裂出血是原发性肝癌严重的并发症之
一, 其发病急, 病死率及再出血率高, 临床治疗
较为棘手. 1980年以前对肝癌破裂出血的治疗
主要集中在保守方法和手术治疗. 随着介入技
术的发展, 肝动脉栓塞术(TAE)成为急性期止
血的有效方法. 近年有国外学者通过射频消融
及生物免疫疗法等技术成功的治疗了肝癌破
裂出血. 本文即对原发性肝癌自发性破裂出血
的治疗作一综述.

关键词: 肝癌; 破裂; 出血; 治疗
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0  引言

原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 而肝

癌破裂出血是原发性肝癌严重的并发症, 其发

生率约为3%-15%[1]. 由于其发病急, 病死率高, 
占肝癌死亡原因的9%-10%[2]; 且其再出血率高

达43%[3], 而且患者出血后可导致肿瘤腹腔广泛

转移[4-7], 预后差, 因此原发性肝癌破裂出血的治

疗仍是目前临床工作中较为棘手的难题. 以往

对肝癌破裂出血的治疗主要集中在保守方法和

手术治疗, 随着介入技术的发展, 肝动脉栓塞术

(transcatheter arterial embolization, TAE)已成为

治疗肝癌破裂出血的有效方法之一. 近年来, 国
外有学者通过射频消融及生物免疫疗法等技术

成功的治疗了肝癌破裂出血. 我们对原发性肝

癌自发性破裂出血的治疗作一综述, 以期对临

床工作有一定的借鉴作用. 

1  原发性肝癌破裂出血的病因及诊断

原发性肝癌自发性破裂出血可发生于肿瘤早期, 
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■背景资料
原发性肝癌破裂
出血是肝癌十分
严重的并发症, 其
再出血率及死亡
率高 ,  预后较差 . 
目前关于原发性
肝癌破裂出血的
治疗存在争议, 治
疗方法也很多, 但
远期效果都不理
想, 寻找能确切止
血且提高远期存
活率的方法具有
十分重要的意义. 
目前国内和国外
治疗原发性肝癌
破裂出血大多倾
向于急诊行肝部
分切除术或急诊
介入栓塞止血治
疗. 



也可发生于晚期[8]. 多见于结节型和块状型, 弥
漫型肝癌少见[9]. 其机制可能与以下多种因素有

关[10-13]: (1)肝癌在生长过程中由于膨胀生长, 瘤
内压力高, 压迫回流静脉, 使瘤内瘀血; (2)肿瘤

生长迅速, 瘤体内供血不足, 出现缺血缺氧或坏

死; (3)肿瘤直接侵蚀血管出血; (4)肿瘤破溃或

液化后合并感染; (5)肿瘤位置表浅, 包膜脆而

薄弱; (6)肝功不良凝血因子缺乏导致凝血障碍; 
(7)弹性蛋白及胶原质表达异常导致血管功能障

碍; (8)与肝硬化及门脉高压有一定的关系. 对于

有肝炎或肝硬化病史患者, 在受轻微的外伤或

存在咳嗽、呕吐、用力排便等腹内压增高因素

后, 出现上腹疼痛或头晕、心悸、乏力及不同

程度失血性休克症状, 或以腹腔积血为首发症

状[14-16], 少数患者可表现血胸[17-19]; 查体有贫血

貌, 黄疸、肝掌或蜘蛛痣, 肝肿大, 上腹部有压

痛; 腹腔穿刺有不凝血液, 结合超声、CT或血管

造影检查[20-21]诊断多无困难.

2  原发性肝癌破裂出血的治疗

原发性肝癌破裂出血治疗的关键是选择最适宜

的方法, 快速有效的止血, 然后在状况允许的情

况下对肝癌行进一步治疗. 
2.1 保守治疗 保守疗法要求患者绝对卧床休息, 
补液输血扩容, 应用各种止血药物如: 止血敏、

立止血、维生素K等, 同时可应用生长抑素, 并
给予抗感染, 保肝, 加强营养支持等措施. 但保

守疗法再出血率及死亡率高. 故保守疗法仅适

用于[3,22]: (1)肝癌破裂小, 出血少或已自行停止, 
一般状况良好, 生命体征较平稳者; (2)肝功能失

代偿, Child分级为C级, 不能耐受手术及介入治

疗; (3)肝癌晚期已有全身广泛转移. 
2.2 手术治疗 手术治疗是肝癌破裂出血的另一

种有效疗法[23-29]. 手术治疗主要包括: (1)急诊肝

部分切除术; (2)肝动脉结扎术; (3)单纯填塞缝扎

止血术; (4)急诊肝移植术.
2.2.1 急诊肝部分切除术 急诊肝部分切除术是

通过经腹切除破裂出血的肿瘤, 根据情况行肝

段、肝叶或半肝切除以达到止血和治疗原发病

目的的一种手术疗法. Yeh et al[30]认为, 肝切除

是控制出血和治疗原发病最有效的方法. 此法

在有效彻底止血的同时, 可以切除原发病灶, 部
分患者还可以达到根治的目的, 可获得较好的

远期效果[31-35]. 术后应用蒸馏水、化疗药物等

液体灌洗腹腔对改善预后有很大帮助[36-37]. Liu 
et al [38]报道, 一期肝切除1, 3, 5 a生存率分别为
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88%, 54%, 51%. Vergara et al [1]认为, 急诊行根治

切除与择期手术疗效相当. 但由于肝癌破裂出

血的患者一般病情较重, 肝功能较差, 加上手术

和麻醉的打击, 急诊手术死亡率达40%[3]. 因此

行急诊肝部分切除术应具备以下条件[39-43]: (1)出
血前患者一般状况尚可, 肝功能为Child A-B级,患者一般状况尚可, 肝功能为Child A-B级,一般状况尚可, 肝功能为Child A-B级, 
无肝性脑病、大量腹水和其他脏器功能障碍; 
(2)肝癌破裂出血不多, 或入院后休克症状很快

得到纠正; (3)术中所见肝硬化较轻或不明显; (4)
术前影像学检查或术中未发现转移性病灶; (5)
肿瘤局限于肝脏一叶, 行肝部分切除无困难且

切除后肝功能可有效代偿.
2.2.2 肝动脉结扎术 肝动脉结扎术是经腹结扎

肝动脉或肝固有动脉而达到止血目的的一种手

术方法. 由于肝癌血液供应90%-95%来自肝动

脉, 因此行肝动脉结扎在达到止血目的的同时, 
可以使肿瘤缺血生长受到抑制、退化、缩小, 
起到姑息治疗的作用, 部分患者为二期肝切除

创造了手术时机. 但由于此法同时也阻断了正

常肝脏部分血液供应, 可能造成患者肝功能进

一步恶化, 因肝功能衰竭而死亡[44], 因此目前此

法已逐渐被TAE所取代. 肝动脉分支结扎对患者

肝功能的影响较小, 效果优于肝固有动脉结扎. 
故行肝动脉结扎术适用于[27,45]: (1)术前估计有手

术切除可能, 而术中无法切除; (2)估计肝切除术

后肝功能代偿不全, 且无门静脉癌栓; (3)肝硬化

较轻且肝功能损害不重.
2.2.3 单纯缝扎填塞止血术 单纯缝扎填塞止血

术一般采用血管缝合线或粗大的肝针线缝合, 
由于肝癌患者多数合并肝硬化, 肝组织质地较

脆, 故在缝扎时可加用大网膜或其他可吸收止

血材料如明胶海绵、速即纱等可加强止血效果. 
在病情允许情况下, 与肝动脉结扎同时使用, 可
加强止血效果并达到抑制肿瘤生长的目的. 此
法操作简单, 止血效果较好, 并可为二期手术或

肝动脉栓塞创造时机. 但此法再出血率及死亡

率高, 远期效果差. 仅适用于术中发现肿瘤无法

切除或无法有效止血时所采用的一种姑息疗法. 
对于无法缝扎止血的患者也可采用纱布填塞止

血, 但此方法有合并感染及取出纱布再出血的

危险, 故一般仅在迫不得已的情况下采用.  
2.2.4 急诊肝移植术 急诊肝移植术在临床工作

中较为少用. 对于肝癌破裂出血本身而言, 
肝移植不仅能有效止血, 而且切除原发病

灶及硬化的肝脏. 但由于肝癌破裂出血患者多

数一般状况较差, 肝功能不良, 加上手术和麻醉
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关于原发性肝癌
破裂出血的报道
较多, 但其确切发
生机制并不十分
明确, 朱立新 et al
关于血管功能障
碍在原发性肝癌
破裂出血中作用
的研究具有十分
独特的见解, 可以
为更明确阐述其
发病机制提供一
些依据.
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的打击风险极大, 且存在无合适供体及术后肝

癌复发等问题, 故急诊肝移植应审慎而行. 
2.3 介入治疗(TAE) TAE法是采用Seldinger技术

穿刺股动脉, 将5F肝管或Yashiro导管置入肠系

膜上动脉或腹腔动脉造影, 并间接行门静脉造

影, 再将导管插至肝总或肝固有动脉进行造影. 
明确肿瘤血供及出血情况后, 在肝左、右动脉

或使用超微导管超选择插至肿瘤供应血管, 注
入碘化油或明胶海绵行肿瘤供血动脉及出血动

脉栓塞, 也可将化疗药物如氟尿嘧啶同时注入

血管行经动脉肿瘤化疗. 用栓塞法阻断肝动脉

既可阻断出血动脉又可阻断肿瘤大部分血液供

应, 达到抑制肿瘤生长的目的. 另外TAE还具有

显著的优越性[46-49]: (1)通过血管造影有利于发

现可能存在的寄生性或迷走血管; (2)栓塞能有

效防止侧支血管的形成及再通后出血; (3)超选

择性栓塞最大程度保证正常肝组织血供, 减少

急性肝功能衰竭的发生; (4)手术创伤小, 副作用

少, 对患者的打击小; (5)可同时应用化疗药物

(TACE)在止血的同时达到治疗原发病的目的. 
但有文献报道TACE可引起截瘫和急性肾功衰

竭等并发症, 且有导致肿瘤再次破裂出血的危

险[50-51]. 易小敏 et al [52]报道应用生长抑素可减少

栓塞术后的不良反应. Nakao et al [53]认为TAE对
尾状叶肝癌破裂出血疗效较差. 王海波 et al [54]报

道对12例肝癌破裂出血同时行TAE和化疗有效

率为83.3%, 院内死亡率为14.3%. 综合多篇文献

报道[55-61]TAE法是目前原发性肝癌破裂出血急

性期最有效的止血方法.
2.4 其他疗法他疗法疗法 
2.4.1 瘤内无水酒精注射 此法通过瘤内注射无

水酒精使局部组织变硬、固定, 导致血栓形成, 
达到止血目的, 同时使肿瘤组织坏死而治疗原

发灶. 有许多学者通过此法成功的治疗了肝癌

破裂出血[33,45].
2.4.2 生物免疫疗法 近年来, 有日本学者指出

OK-432作为链球菌提取物不仅可以增强细胞介

导的免疫活性, 还可以直接对恶性肿瘤细胞产生

毒性, 起到杀伤肿瘤细胞的作用. Shiratori et al [62]

应用OK-432(10KE)分次腹腔内注射成功治疗肝

癌破裂出血的同时对肝癌起到了治疗作用.
2.4.3 刮吸法  刮吸法是在术中探查发现肿瘤

破裂出血部位之后 ,  通过多功能手术剥离器

(MOD)刮切肿瘤表面, 边刮切边吸收边电灼止

血, 将瘤组织刮吸干净之后, 再深入正常肝组织

1-2 cm, 刮吸后电灼止血或缝扎血管. 此法简便

易行, 可直接刮除癌肿, 不必做肝动脉结扎. 国
内学者王大强 et al认为此法适应症较宽, 对患者患者

打击小, 止血彻底安全可靠, 同时起到根治肿瘤

的作用.
2.4.4 射频消融法 射频消融法(radiofrequency 
ablation, RFA)是在超声检查明确肿瘤位置后, 在
超声引导下将射频电极插入肿瘤内, 确定位置

满意后, 释放出小电极, 然后利用射频波进行治

疗. 利用射频热效应使肿瘤组织凝固坏死, 在止

血的同时治疗原发肿瘤. Ng et al [63]认为射频消

融法是治疗肝癌破裂出血的有效抢救措施[64-65].
总之, 原发性肝癌自发性破裂出血是临床

上危及生命的急腹症, 一旦发生往往很难控制, 
预后极差, 如抢救不及时死亡率可达100%. 治
疗关键是先及时彻底止血, 同时为进一步治疗

原发病提供可能, 以提高患者的生存率. 1980年
以前国内外学者在内科保守治疗无效的情况下

多采用手术治疗, 但由于这些手术方法无法发

现寄生及变异血管, 术后容易形成侧支循环而

发生再出血. 介入技术的发展弥补了外科手术

止血的一些不足之处, 成为目前临床上治疗肝

癌破裂出血的有效方法. 虽然目前这些方法都

具有一定的疗效, 但患者的死亡率仍然很高, 远
期的效果并不十分理想. 梁浩辉认为治疗应遵

循“个体化原则”[66], 根据患者具体状况如肿

瘤的部位, 失血多少及速度, 肝功能损害的程

度及余肝的储备能力, 患者的全身状况选择简

单、可靠、有效、创伤小的最合适的治疗方法. 
Buczkowski et al [67]认为应多科室协同治疗, 在积

极抗休克和内科治疗的同时, 采用TAE快速止血

后行一期或二期肝部分切除是治疗肝癌破裂出

血最有效的方法, 其疗效优于单纯一种方法治

疗, 止血确切, 远期效果较好[44, 68]. 综合治疗有望

成为治疗肝癌破裂出血首选治疗措施. 另外, 随
着微创外科的发展, 腹腔镜技术可能在肝癌破

裂出血行TAE或射频消融及后续治疗中发挥更

大的作用[69-70]. 
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■同行评价
肝癌破裂出血是
原发性肝癌严重
的并发症之一, 发
病急, 病死率及再
出血率高, 临床治
疗较为棘手. 本文
对原发性肝癌破
裂出血的治疗方
法如保守治疗、

手术治疗、介入
治疗肝动脉栓塞
术 ( TA E ) 和其他
方法如瘤内无水
酒精注射、生物
免疫疗法、刮吸
法、射频消融法
等一一综述, 并进
行展望, 较好的反
映了我国肝病学
临床治疗的先进
水平.
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Abstract
Hepatocyte apoptosis induced by tumor necro-
sis factor-α (TNF-α) is implicated in a variety 
of liver diseases. TNF-α exerts various effects 
in cell apoptosis, which are mainly mediated 
by TNF-receptor 1 (TNF-R1). The responses of 
TNF-R1 resulted in the activation of multiple 
apoptotic pathways involving the activation 
of the pro-death Bcl-2 family proteins, reactive 
oxygen species, c-Jun NH2-terminal kinase, ca-
thepsin B, acidic sphingomyelinase and neutral 
sphingomyelinase. These pathways are closely 
interlinked, and mainly act on mitochondria, 
which release the apoptogenic factors and other 
substances, leading to cell apoptosis. In this ar-
ticle, we reviewed the mechanisms of TNF-α-
induced apoptosis of liver cells.

Key Words: Apoptosis; Mitochondria; Bcl-2 family 
protein; Tumor necrosis factor-α; Reactive oxygen 
species; Liver injury

Li JY, Li SC, Yang WL. Review and prospect on 
mechanisms of tumor necrosis factor-α-induced 
apoptosis in liver injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(6):606-611

摘要
在多种肝脏疾病中都涉及到TNF-α诱导的肝
细胞凋亡. TNF-α在细胞凋亡过程中发挥多
种效应, 主要由TNF-R1介导. TNF-R1的激活
导致了多种凋亡途径的激活, 包括促凋亡的
Bcl-2家族蛋白、活性氧、c-Jun NH2-末端激
酶、组织蛋白酶B、酸性鞘磷脂酶及中性鞘
磷脂酶. 这些途径密切相关并主要作用于线粒
体, 线粒体释放致凋亡因子及其他物质, 导致
细胞凋亡.

关键词: 凋亡; 线粒体; Bcl-2家族蛋白; TNF-α; 活

性氧; 肝损伤
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0  引言

肝细胞凋亡参与了多种急慢性肝脏疾病的发

生、发展过程, 如病毒性肝炎、酒精性肝病、非

酒精性脂肪肝、胆汁淤积性肝病及缺血-再灌注

损伤等等, 是肝细胞损伤的重要机制之一[1]. 肝
细胞凋亡有二种诱导途径: 死亡受体途径(外源

性途径)或线粒体途径(内源性途径). 死亡受体

途径主要通过死亡受体配体与死亡受体结合而

起动, 这些配体包括TNF-α、FasL及肿瘤坏死因

子相关的凋亡诱导配体(TRAIL). 相比之下, 线
粒体途径是由细胞内多种应激反应触发的, 如
DNA损伤、生长因子缺乏、代谢紊乱等等. 在
肝细胞凋亡中, 这两种途径并非相互排斥, 而是

密切相连的, 因为由死亡受体诱导的凋亡信号

相对较弱, 通常需要通过线粒体途径的放大效

应来实现[2]. 本文重点总结了TNF-α介导肝细胞

凋亡的多种作用机制, 以期对进一步的研究及

临床应用产生促进作用. 

■背景资料
肝细胞损伤是一
种由多因素介导
的复杂生物学过
程, 涉及多种学说
和机制, 而凋亡是
肝损伤的一个基
本特征, 在某些急
慢性肝病中, 肝细
胞凋亡引起的肝
细胞损伤可能起
主要作用. 迄今为
止, 对死亡受体活
化诱导肝损伤的
研究有较飞速的
进展.
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1  TNF-α在肝病中的作用

TNF-α是一种多效的促炎症反应细胞因子, 主
要由活化的巨噬细胞产生, 还有少部分由其他

细胞产生. TNF-α由TNF-R1和TNF-R2介导发

挥多种效应, 但其诱导凋亡效应主要由TNF-R1
介导[3]. TNF-α可以诱导肉瘤细胞死亡, 因而作

为一种抗肿瘤因子首次被人们认识. 然而, 应用

TNF-α进行系统抗肿瘤治疗的努力并未成功, 
因为其产生的副作用比其治疗作用来得更快, 
其副作用之一就是由于广泛的肝细胞凋亡产生

的肝毒性. 随后的研究显示, TNF-α可能与病毒

性肝炎、酒精性肝炎、缺血-再灌注肝损伤及

暴发性肝衰竭的发生、发展有关. 暴发性肝炎

患者血清中TNF-α显著升高[4]. 在病毒性肝炎

中, 常常可以观察到血浆中TNF-α及TNF-R水

平有所升高[5]. 在酒精性肝炎中, 也有若干有力

的证据显示TNF-α与其发病相关: (1)在肠内灌

注乙醇的模型中, TNF-R1基因敲除的小鼠肝脏

损伤较野生型及TNF-R2基因敲除的小鼠明显

减轻[6]; (2)在酒精性肝炎患者中, 血清TNF-α水
平升高, 其水平与患者的生存率呈负相关[7]; (3)
在慢性乙醇喂饲的小鼠中, TNF-α的产生有所

增加, 慢性乙醇喂饲可以增加肠道对细菌产物

(如脂多糖LPS)的通透性[8]; (4)对患者的遗传学

研究显示, 这些患者的TNF-α启动子中有一个

突变, 可增加其活性[9]. 此外, 肝脏的缺血-再灌

注损伤也可以使TNF-α产生增加[10].

2  TNF-α诱导的多种肝细胞凋亡途径

在肝细胞中, TNF-α可以诱导多种机制来启动

凋亡, 导致随后的肝脏损伤. TNF-α诱导凋亡主

要由TNF-R1介导. TNF-R1含有3个功能域, 通
过不同的细胞内接头蛋白间的相互作用转导唯

一的细胞内信号[3]. 他们是C-端死亡域、中间的他们是C-端死亡域、中间的们是C-端死亡域、中间的

A-SMase(酸性鞘磷脂酶)活化域(ASD)和N-末端

N-SMase(中性鞘磷脂酶)活化域(NSD). 死亡域

既可以介导促凋亡途径, 也可以介导抗凋亡途

径, 而另两种鞘磷脂酶途径主要起调节凋亡及

炎症反应的作用. 目前已证实, 以下论及的凋亡

信号途径在TNF-α诱导的肝细胞凋亡及肝损伤

中占有重要地位. 然而, 在所有的凋亡途径中, 
线粒体似乎是TNF-α诱导肝细胞凋亡的中心执

行者, 因为似乎所有的信号物质均直接或间接

地以线粒体为靶目标. 
2.1 线粒体凋亡途径 TNF-R1与TNF-α结合后, 其
死亡域募集一种接头分子TRADD, 形成第一个

蛋白复合物(复合物Ⅰ), 其中包括TRAF2[11]. 复
合物Ⅰ随后与TNF-R1分离并在胞质溶胶中形成

另一种不同的复合物(称为复合物Ⅱ), 其中包含

FADD, c-FLIP, CIAP1/2, TRAF2及caspase-8[11]. 
然而, 在肝细胞中此种caspase-8复合物的活性相

当微弱, 需要经过线粒体途径进一步放大. 线粒

体途径由Bcl-2家族蛋白调控[2]. 抗凋亡Bcl-2家
族蛋白(如Bcl-2和Bcl-xL)抑制线粒体凋亡途径, 
而促凋亡Bcl-2家族蛋白(如Bid、Bax和Bak)促
进线粒体凋亡途径[2]. 

caspase-8可以切割Bid(一种仅含BH3结构

域的Bcl-2家族蛋白)形成活性片断tBid. tBid随
后引起线粒体嵴重组[12-13], 或者与Bax或Bak相
互作用引起线粒体凋亡因子(如细胞色素C和

Smac/Diablo)的释放. 特别是线粒体通透性的

转变(MPT), 他作为细胞色素C释放的一种重要他作为细胞色素C释放的一种重要作为细胞色素C释放的一种重要

调控机制同样由TNF-α诱导, 并在很大程度上

依赖于Bid[14-15]. MPT的发生是由于MPT孔的开

放, MPT孔对溶质有较高的传导性, 其分子量

约为1500 Da[16]. 其结果是线粒体去极化, 线粒

体通透性转变引起胞内致凋亡蛋白的释放. 此
外, MPT的活化可导致活性氧的产生, 而活性

氧反过来可进一步增强线粒体通透性转变 [16]. 
单独应用环孢菌素A或与其增强剂合用来抑制

MPT可以抑制TNF-α诱导的细胞色素C释放、

caspase活化及肝细胞凋亡[15-16]. 随着细胞色素C
的释放, 将会形成一种含有APAF-1, 细胞色素C
及caspase-9的高分子量复合物[17], 此复合物反

过来会活化一种重要的执行者, 即caspase-3. 此
外, 释放出来的Smac/Diablo与XIAP结合, 使其

对caspase-9和caspase-3的抑制作用减弱, 进而

导致caspase-9和caspase-3的充分激活[18-19]. 上述

发现可以说明, 线粒体途径或Bid在TNF-α诱导

的肝细胞凋亡中占有重要作用. 此外, Bid非依

赖机制也同样存在. 业已证明, 原代培养的Bid
基因敲除小鼠的肝细胞对TNF-α/放线菌素具有

抵抗力, 然而, 24 h后他们最终死亡他们最终死亡们最终死亡[12,15]. 对Bid
基因敲除小鼠给予LPS及GalN, 显示他们对LPS他们对LPS们对LPS
及Ga lN引起的损伤也仅有部分保护作用[20]. 这
些研究表明, 尽管Bid在TNF-α诱导的凋亡及肝

损伤中有重要的作用, 但Bid非依赖性的凋亡机

制也同样参与细胞凋亡. 
2.2 Bax及Bak的活化 Bax及Bak是具有多个结

构域的促凋亡蛋白, 他们诱导线粒体凋亡途径他们诱导线粒体凋亡途径们诱导线粒体凋亡途径

的发生. 同时去除Bax及Bak(而不是其中一种), 
可使细胞对各种引起线粒体死亡的刺激产生完

■研发前沿
TNF-α诱导肝细
胞凋亡的作用机
制 较 为 复 杂 .  其
中, TNF-R1的激
活导致了多种凋
亡途径的激活, 直
接针对TNF-α凋
亡信号途径的研
究可能为未来的
肝病治疗提供可
行的对策, 具有重
要意义.
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全的拮抗作用, 这些刺激包括DNA损伤、生长

因子的缺乏、内质网应激以及由Bid介导的内

源性死亡信号[21]. TNF-α刺激后, Bax及Bak均可

由Bid活化[12,15,21]. 可以观察到, 在健康细胞中, 
Bax通常定位于胞质溶胶内, 而在死亡刺激物作

用后, Bax向线粒体移位并定位于线粒体中. 事
实上, 在活体肝组织内, 经TNF-α/GalN或LPS/
GalN处理后, Bax移位至肝线粒体[20,22]. 除了移

位, Bax还会改变构象以促进其插入线粒体膜内

并启动凋亡机制[23]. 对LPS/GalN模型的研究证

实, Bax插入线粒体膜依赖于Bid[20]. Bax及Bak可
能有不同的活化途径, 因此他们的功能可能并他们的功能可能并们的功能可能并

非完全相同. 
2.3 活性氧(ROS) ROS在促凋亡过程中发挥重

要作用. ROS可由内质网、核膜及质膜产生, 但
ROS主要来源于线粒体. 在转录抑制剂存在的条

件下, 还原型谷胱苷肽的缺乏可使小鼠肝细胞

对TNF-α诱导的细胞凋亡更加敏感, 提示ROS在
TNF-α诱导的肝损伤中起关键作用[24-25]. 硫氧还

蛋白是一种小分子氧化还原剂激活蛋白, 具有

抗氧化作用, 其过量的表达可以减弱LPS/GalN
诱导的小鼠肝脏损伤[26]. 这一实验进一步证明了

ROS在TNF-α诱导的肝损伤中的关键作用. Bcl-2
家族蛋白在ROS的调控中可能扮演重要作用. 
Bcl-2及Bcl-xL可能具有抗氧化物作用, 因而发

挥抗凋亡活性[27]. Bc l-2基因敲除小鼠对促氧化

剂有高度的敏感性, 表现出显著增强的氧化应

激反应[28]. 另一方面, 促凋亡Bcl-2分子可能同促

氧化剂发挥同样的功能. Bax的过量表达可使超

氧化物的产生增加[29]. 近年发现, Bid与TNF-R1
活化后的大多数ROS产生有关, 并且ROS主要

由线粒体产生[12]. 一种SOD模拟物(MnTBAP)及
一种维他命E模拟物(Trolox)可抑制caspase-3、
-8、-9的活化, 并有效抑制肝细胞的凋亡. ROS
可以通过诱导线粒体峭重组及脂质过氧化反应

而促进细胞色素C的释放, 而这一过程可被抗氧

化物抑制. 
2.4 c-Jun NH2-末端激酶 c-Jun NH2-末端激酶

(JNK)是丝裂原活化蛋白(MAP)激酶家族的一

员, 并且通过MAP激酶级联由多种细胞外刺激

物活化. 活化的JNK反过来使c-Jun磷酸化并激

活c-Jun及其他靶目标他靶目标靶目标[30]. c-Jun是转录因子AP-1
的一种主要组成成分. JNK活化在介导TNF-R信
号输出方面的作用尚存有高度的争议, JNK活化

可能促进凋亡, 也可能抑制凋亡, 亦或二者之间

无关[31]. 然而, 有力的证据显示, JNK活化可以增

强TNF-α诱导的肝细胞凋亡[32-33]. SP600125是一

种特异性JNK抑制剂, 他可以抑制线粒体通透性他可以抑制线粒体通透性可以抑制线粒体通透性

的转变, 阻断细胞色素C的释放及caspase-3, -8, 
-9的活化, 均提示JNK作用于线粒体的上游环节. 
然而, JNK活化如何导致线粒体功能失活目前

还不清楚. 最近, 一项关于Hela细胞的研究表明, 
JNK活化可以导致一种特殊的jBid的形成, jBid
是Bid切割后产生的短片段, 他可特异的诱导线他可特异的诱导线可特异的诱导线

粒体释放Smac/Diablo来起动caspase-8活化[34]. 
此种jBid-Smac/Diablo途径是否存在于肝细胞或

其他的细胞尚需进一步证实. 另一方面, JNK可他的细胞尚需进一步证实. 另一方面, JNK可的细胞尚需进一步证实. 另一方面, JNK可

能通过其他的促凋亡Bcl-2家族蛋白来激活线粒他的促凋亡Bcl-2家族蛋白来激活线粒的促凋亡Bcl-2家族蛋白来激活线粒

体途径. 最近的研究显示, JNK诱导的细胞凋亡

需要Bax的参与, 在小鼠胚胎细胞中, 通过JNK
使Bim及Bmf磷酸化有助于Bax的易位及活化[35]. 
然而, 此种JNK-Bax途径是否存在于肝细胞中也

同样需要证实. 鉴于JNK在TNF-α诱导的肝细胞

凋亡中的作用, 一种小分子的JNK抑制剂可能具

有潜在的治疗价值. 
2.5 组织蛋白酶B 组织蛋白酶B是一种溶酶体半

胱氨酸蛋白酶, 是参与细胞内蛋白降解的关键

酶. 组织蛋白酶B首先在溶酶体中经过连续的

处理加工过程而合成一种分子量为38 kDa的
酶原, 经过蛋白水解分裂后, 形成一种分子量为

30 kDa的活性形式[36]. 业已证实, 无论在体内还

是体外, 组织蛋白酶B在TNF-α诱导的肝损伤中

均发挥作用. 组织蛋白酶B基因敲除小鼠的离体

肝细胞对TNF-α/ActD诱导的细胞凋亡具有明显

的抵抗作用[37-38]. 此外, 在体外培养的肝细胞中, 
一种选择性的组织蛋白酶B抑制剂CA-074也可

以显著的减轻TNF-α诱导的肝细胞凋亡. 进一步

证实显示, 组织蛋白酶B通过促进细胞色素C释

放及caspase活化而激活线粒体凋亡途径. 当用

离体的小鼠肝线粒体培养纯化的重组体组织蛋

白酶B时, 只有适量的细胞色素C从线粒体中释

放出来, 这提示组织蛋白酶B可能并不直接引起

线粒体外膜通透性的增加. 然而, 在胞质溶胶存

在的情况下, 组织蛋白酶B诱导的细胞色素C释

放明显增加, 这提示胞质溶胶中可能存在某些

不明的蛋白参与了反应[37]. 因此, 此种可以导致

线粒体活化的组织蛋白酶B的下游信号尚需进

一步证实. 
2.6 鞘磷脂酶、神经酰胺和FAN 据报道, TNF与
TNF-R1相互作用既可使N-SMase活化, 也可使

A-SMase活化, 从而导致鞘磷脂酶的降解及神

经酰胺的合成. 神经鞘脂类, 尤其是神经酰胺被

■创新盘点
本文从Bcl-2家族
蛋白、活性氧、

c-Jun NH2-末端激
酶、组织蛋白酶B
等多种途径出发, 
较为全面、系统
的总结了TNF-α
介导肝细胞凋亡
的多种作用机制
及其与线粒体凋
亡途径的关系.
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认为是一种假定的脂质信号介质, 在应激反应

及TNF-α信号系统中发挥作用. TNF-α触发的

N-SMase活化是由接头蛋白FAN介导的. FAN
与NSD(TNF-R1位于细胞内的部分)相连接, 在
TNF-α触发后N-SMase介导的细胞内神经酰胺

的产生过程中发挥重要作用. FAN在人成纤维

细胞中持续的隐性表达可减弱T N F-α诱导的

神经酰胺的产生, 而此过程是通过鞘磷脂酶水

解、减轻caspase反应过程和减轻TNF-α诱导的

凋亡而实现的. 然而, 他并不改变TNF-他并不改变TNF-并不改变TNF-α诱导的

其他效应他效应效应[39]. 此外, 有实验表明FAN基因敲除的

小鼠可部分抵抗LPS及TNF-α诱导的肝损伤[40]. 
进一步的研究发现, 由LPS诱导的血清IL-6水平

升高在FAN基因敲除小鼠中有所降低. 有趣的

是, IL-6基因敲除的小鼠对内毒素诱导的肝细胞

凋亡及致死作用也具有部分的抵制作用[40]. 由
此可见, FAN可能参与内毒素触发的暴发性肝

炎的发病机制, 并可能通过调节IL-6的分泌而

发挥作用. 此外, 转染表达隐性FAN的带菌体也

可阻断组织蛋白酶B的释放及caspase-8的激活. 
数据显示, 在信号级联反应中, FAN可能作用于

caspase-8/Bid的上游区域. 这些发现表明, 在由

TNF-α触发的凋亡反应中, FAN可通过调节神经

酰胺的产生、IL-6的分泌、溶酶体组织蛋白酶B
途径及线粒体途径而发挥多种作用. 

已证实, 神经酰胺可通过直接激活线粒体

通透性转变来诱导肝细胞凋亡[41]. 以下证据可

以说明A-SMase在TNF-α诱导的肝细胞凋亡中

的关键作用: (1)Smase基因敲除的小鼠可以抵制

TNF-α或LPS诱导的肝损伤[22]; (2)Smase基因敲

除的肝细胞经TNF-α处理后, 细胞内神经酰胺的

水平较野生型肝细胞有明显的下降; (3)神经节

苷脂(GD3)是一种含有鞘糖脂的唾液酸, 他已被他已被已被

证实是一种脂质死亡效应器, 可直接影响线粒

体通透性转变并诱导线粒体凋亡途径; (4)腺苷

甲硫氨酸(SAM)由腺苷三磷酸钴胺素腺苷转移

酶(MATs)合成. 敲除肝脏特异性MATIA基因可

使SAM衰减发生在前, 而caspase-8和caspase-3
活化、大面积的肝损伤及小鼠的死亡发生在后. 
经TNF-α处理后, SMase基因敲除的肝组织可显

著抑制MATIA的下调, 从而仅引起微弱的SAM
衰减、caspase活化及肝组织损伤[42]. 此外, 在
SMase基因敲除的肝细胞中, 细胞内衰减的GSH
水平与野生型细胞相比维持在相对较高的水平. 
因此, ASMase可能通过促进神经酰胺的生成、

GD3依赖的线粒功能失活、MATIA的下调及

GSH的衰减来参与TNF-α诱导的肝衰竭. 研究数

据同样表明, SAM可能在急慢性肝病的治疗中

发挥作用. 
2.7 NF-κB的活化 TNF-α/TNF-R1信号系统的一

个独特特征是同时激活NF-κB途径[43], 此途径可

抑制TNF-α诱导的细胞凋亡过程[44]. TNF受体衔

接可引起TRADD募集TRAF2及RIP. TRAF2可
能募集IKK复合物、IKKα、IKKβ及IKKγ并与

其连接. 随后RIP活化IKK复合物, 此复合物可

使I-κBα磷酸化并导致其降解. NF-κB P50/P65
二聚体从I-κBα中脱离出来并定位于细胞核, 从
而引起新的基因转录. NF-κB抗TNF-α毒性的作

用机制尚未完全清楚. NF-κB的活化可以增加生

存基因产物的表达, 包括IAPs(XIAP, cIAP1/2), 
TRAF1, TRAF2, A20, A1/Bfl, Bcl-xL, IEX-1L, 
iNOS, c-FLIP, MnSOD及GADD45β[2]. 然而, 由
NF-κB诱导的此种保护性基因似乎是组织特异

性的, 并且在特异的情况下可能只有其中的某

些基因参与TNF-α信号系统. 在肝细胞损伤的

范例中, 只对其中的几个保护基因进行过研究, 
例如: 已报道一种锌指蛋白A20可对抗TNF-α/
GalN而提高小鼠的生存率[45]. 在体外, iNOS衍生

的氮氧化物同样具有保护作用, 而iNOS缺乏的

肝细胞则对TNF-α更加敏感[46]. 最后, 在IAP家族

蛋白中, 只有CIAP2的效应在肝细胞中进行过研

究, 研究显示, 他可以对抗TNF-他可以对抗TNF-可以对抗TNF-α而具有保护作

用[47]. 近来, Maeda et al [48]应用肝细胞特异性的

IKKβ缺失的小鼠进行研究, 研究显示, 此种小鼠

对结合于细胞上的TNF-α(主要由刀豆素A诱导)
更加敏感, 而不是循环中的TNF-α(主要由LPS诱
导). 有趣的是, IKKβ的缺乏可增强ConA诱导的

JNK活化. Maeda et al [48]应用JNK基因敲除的小

鼠进一步证实了ConA诱导的肝损害需要JNK的

参与. 因此, IKKβ(或NF-κB活化)的抗凋亡效应

主要通过抑制JNK的活化, 而此种抗凋亡效应在

与细胞结合的TNF-α诱导的肝细胞凋亡中具有

重要的作用. 最后, 其他未知的NF-他未知的NF-未知的NF-κB依赖性基

因产物也可能抑制TNF-α诱导的肝细胞毒性而

发挥保护作用..
总之, 无论急慢性肝病, 凋亡是肝损伤的无论急慢性肝病, 凋亡是肝损伤的

一个基本特征. 过去10 a中, 在肝损伤领域的研

究有飞快的进展, 尤其是由死亡受体活化诱导

的肝损伤. 在肝细胞凋亡中, TNF-α似乎并非只

引起单一的效应, 本文所总结的证据表明, 在
TNF-α诱导的肝细胞调亡中有多种途径被激活. 
直接针对TNF-α凋亡信号途径的研究也许会为

■应用要点
TNF-α介导肝细
胞凋亡的确切机
制目前尚有争议, 
但大量研究表明, 
TNF-α介导的肝
细胞凋亡与多种
肝病的发生发展
密切相关, 对其进
行较为深入的研
究, 有可能为探索
肝病的发病机制
和防治方法开辟
新的途径.
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 未来的肝病治疗提供可行的对策. 例如: 应用环

孢素A(MPT抑制剂)、SP600125(JNK抑制剂)和
抗氧化物(MnTBAP或Trolox)等化学物质直接作

用于线粒体的活化环节, 也许会如动物模型中

显示的那样减轻人类的肝损害. 此外, 近来研究

显示环氧化酶2(COX-2)可通过激活死亡受体途

径及线粒体途径诱导肝癌细胞发生凋亡或坏死, 
从而发挥协同抗肿瘤作用[49].
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Abstract
Pulmonary vasodilatation, whose causes still 
remain unclear, is a major mechanism in hepa-
topulmonary syndrome. Recently, many studies 
reported that the level increase and activity en-
hancement of vasoactive factors, which resulted 
in pulmonary intravascular macrophage accu-
mulation and estrogen elevation, were associated 
with pulmonary vasodilatation. In this review, 
we clarified these probable mechanisms above.

Key Words: Pulmonary vasodilatation; Hepatopul-
monary syndrome; Estrogen; Pulmonary intravas-
cular macrophage accumulation
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摘要
肺血管扩张是肝肺综合征的主要发病机制, 然
而导致HPS肺血管扩张的机制相当复杂, 至今
仍不清楚. 目前认为肺血管内巨噬细胞聚积和
雌激素升高导致的血管活性因子增多和活性

增强可能与此有关, 近年来这方面的研究很
多, 本文对此作一综述.

关键词: 肺血管扩张; 肝肺综合征; 雌激素; 肺血管

内巨噬细胞聚积 
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0  引言

肝肺综合征(hepatopulmonary syndrome, HPS)是
指肝功能不全引起肺血管扩张、肺气体交换障

碍导致的低氧血症及其一系列的病理生理变化

和临床表现. 肺血管扩张在HPS的发病过程中起

重要作用, 是导致低氧血症最重要的原因[1]. 目
前对于HPS的肺血管扩张的机制仍不清楚, 近年

来的研究表明, 肺血管扩张与肺血管内巨噬细

胞聚积和雌激素升高导致的血管活性因子增多

和活性增强有关, 本文就相关文献综述如下. 

1  肺血管扩张是HPS的主要发病机制

HPS出现低氧血症的原因有: (1)通气/灌注不匹

配; (2)肺泡-毛细血管弥散功能障碍; (3)通气功

能低下; (4)氧合血红蛋白亲和能力失常; (5)伴
随腹水的机械效应. HPS所致低氧血症最主要原

因是肺通气/灌注不匹配, 肺血管扩张是引起肺

通气/灌注不匹配出现低氧血症的主要原因[2]. 肺
泡毛细血管扩张, 来自邻近肺泡的氧不能弥散

入扩张的毛细血管血流中央与红细胞血红蛋白

结合, 且扩张的毛细血管使得红细胞更快地通

过肺实质, 这样就降低了红细胞氧合的时间, 即
使吸入纯氧仅能部分改善氧合. 肝硬化患者同

时伴有的血容量增多和血流量增加, 致使肺泡

弥散的容积普遍下降. 此外, 扩张的毛细血管因

缺乏平滑肌细胞而对外界刺激的反应很小, 肺
微循环在慢性肝病时丧失了自我调节的能力, 
造成通气/灌注不匹配[3]. 病理学改变普遍认为

HPS肺部基本改变为弥漫性肺血管扩张. 尸检

可见肺循环紊乱, 肺内动-静脉短路, 血管扩张, 

■背景资料
肺血管扩张是肝
肺综合征(HPS)的
主要发病机制, 然
而导致HPS肺血
管扩张的机制相
当复杂, 至今仍不
清楚. 目前认为肺
血管内巨噬细胞
聚积和雌激素升
高导致的血管活
性因子增多和活
性增强可能与此
有关.

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年2月28日; 15(6): 612-616
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

肺血管扩张在肝肺综合征发病机制中作用的研究进展

张 影, 张福奎, 王宝恩

®



张影, 等. 肺血管扩张在肝肺综合征发病机制中作用的研究进展                                                                                       613

www.wjgnet.com

肺动脉肌层增厚. 另外, 肝硬化伴低血氧时胸膜

或胸膜下常见蜘蛛痣样改变. 在鼠HPS模型中

证实毛细血管扩张, 密度增大, 体肺循环连接

增多. 对伴有低氧血症的严重肝病患者作尸检

可以发现肺毛细血管直径从正常的8-15 μm扩

张至15-160 μm(最大达500 μm)[4], 异常的动静

脉交通支形成, 肺气体交换障碍导致的动脉血

液氧合作用异常——肺泡气-动脉血氧分压差

(A-APO2)上升, 甚至低氧血症, 是HPS的重要的

病理生理基础.

2  介导肺血管扩张的血管活性因子

2.1 一氧化氮(nitric oxide, NO)与肺血管扩张 NO
在HPS发病机制中的作用成为研究的热点. 大
量的研究已经证实NO与肝硬化和肝肺综合征

患者的肺血管扩张的形成密切相关[5], HPS时肺

内NO生成增多, Rolla et al [6]观察到HPS患者呼

出气体中NO含量是正常人的3倍, 肝移植术后

3 mo患者呼出气体中NO含量又恢复正常, 可能

因为吸收的内毒素刺激产生NO, 由于肝硬化门

体分流及网状内皮细胞功能下降而不能有效清

除. 使用NO合酶(NO synthase, NOS)抑制剂亚

甲蓝, HPS患者的低氧血症得到迅速纠正, 说明患者的低氧血症得到迅速纠正, 说明的低氧血症得到迅速纠正, 说明

HPS肺内NO释放过多导致了低氧血症的发生[7]. 
大多数HPS出现在肝硬化和门静脉高压的患者

当中, 因此认为触发HPS肺血管扩张的机制与触

发肝硬化高动力循环的血管扩张机制是相同的. 
然而HPS的很多临床特征不支持上述观点, 因为

HPS肺血管扩张与血液高动力循环导致的内脏

血管扩张有明显的区别. 首先, 血液高动力循环

发生的内脏血管扩张随着肝脏合成功能的恶化

而逐渐加重, 而HPS通常发生于有良好肝脏合成

功能储备的肝病患者当中(通常为Child A)[5]. 第
二, 尽管内脏血管扩张的程度随着肝功能的恶

化逐步加重, 但只有不到25%的患者最终发展为

HPS[8]. 第三, 尽管HPS罕见于孤立的门静脉高

压, 但HPS可以发生在没有发生肝硬化的肝病患

者当中[9]. 这些研究暗示肺NO的过度产生和肝

脏损害在HPS发生过程中的作用, 因此推测触发

肺NO产生增加的机制与血液高动力循环时的

NO产生增加的机制是不同的. 肺血管内皮型NO
合酶NOS(endothelial NO synthase, eNOS)和诱

生型NO合酶(inducible NO synthase, iNOS)的表

达和活性增强是肺内NO产生增加的基础. eNOS
活性增强所致低氧血症、过度通气、A-APO2增

加、对新福林反应降低, 这些改变都可被NOS

抑制剂所逆转. 用结扎胆总管(common bile duct 
ligation, CBDL)制成的HPS动物模型及结扎门

静脉(portal vein ligation, PVL)制成的门静脉高

压动物模型(无HPS)的研究显示, 大鼠CBDL后
的HPS的发生是可预见的, 通常发生于肝硬化形

成之前, 并且先于门静脉高压和全身血管扩张

完全出现之前, 而在PVL组, 这些动物出现无肝

硬化的血液高动力循环状态, 未发生HPS. 同时

发现在CBDL组肺内肺血管内皮eNOS的表达和

NO活性增加, 这与CBDL后HPS的发生密切相

关, 这些研究说明eNOS来源的NO在HPS形成过

程中的作用. 通过对CBDL后2 wk内在HPS开始

时的肝脏产生和血浆中的ET-1水平观察, 均显

著增加. 血浆中ET-1增加的程度与肺血管内皮

eNOS的增加显著相关, 同时也与肺血管的扩张

程度、气体交换障碍的程度显著相关, 说明肺

血管ET-1与肺内eNOS的合成增多有关[10]. HPS
患者体内代谢产物的蓄积也是eNOS合成增多

的原因之一. 内皮素1(endothelin-1, ET-1)是一种

急性的血管收缩因子, 正常环境下, 由血管内皮

细胞产生通过局部的自分泌和旁分泌途径调节

血管的紧张度, 他通过ET-A和ET-B受体与血管

活性因子包多NO相互作用和相互影响, 但在动

物研究中显示结扎门静脉后出现肺eNOS的合

成增加和肺血管扩张, 这说明ET-1触发了HPS的
NO生成增多和肺血管扩张. ET-1的血管活性作

用包括血管收缩和血管舒张, 存在于血管平滑

肌细胞上的ET-A受体介导血管收缩, 而存在于

血管内皮细胞上的ET-B受体被激活后使内皮细

胞释放NO导致血管舒张. 血浆ET-1的浓度直接

影响血管的舒缩功能, ET-1低浓度时主要引起血

管舒张, ET-1高浓度时主要引起血管收缩. 推测

肝硬化时肝脏损害使肝内ET-1增加, 加上肝脏

灭活功能减退的侧支循环开放使门静脉血直接

流入体循环可能是外周血ET-1增加的原因之一. 
Morawietz et al [11]发现肝硬化和门静脉高压时肺

血管ET-B受体选择性地表达增加, 导致ET-B受
体介导的ET-1诱导内源性NO的生成增加, 从而

导致HPS肺血管扩张. 另外, Nunes et al [12]用结扎

胆总管制成的HPS动物模型研究发现肺内血管

内巨噬细胞表达诱生型NOS(iNOS)增加, 这同样

认为是内源性NO的重要来源. 减少巨噬细胞聚

积可使iNOS正常, 而不是eNOS, 这支持细菌易

位在肺内巨噬细胞聚积及肺血管扩张发挥着重

要作用[13]. 然而目前对于HPS时内源性NO产生

增加以及其与门静脉高压、高动力循环和肝脏

■应用要点
目前, 针对HPS的
药物不多, 针对性
不强, 因此通过本
综述, 使用抗生素
抗感染治疗和降
低雌激素的治疗
有可能开辟HPS
治疗的一个有效
的途径.
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疾病的严重程度的关系仍不清楚, 有待进一步

研究. 
2.2 一氧化碳(carbon monoxide, CO)与肺血管扩

张 最近的研究用CBDL制成的HPS动物模型研

究发现血红素加氧酶-1(HO-1)的表达及CO的生

成增加, 说明CO与HO-1参与了肺血管扩张[14-15]. 
CO与NO的很多作用是相似的, 如松弛平滑肌、

阻止血小板聚积. 血红素加氧酶催化反应和酶

的微粒体脂质过氧化反应是体内生成内源性CO
的主要来源[16]. HO的催化反应主要将血红素转

化为CO, 铁和胆绿素. HO分为HO-1和HO-2两
类. HO-1是诱导酶, HO-2是组成性基因表达的

酶[17]. HO-2主要表达于内皮细胞和毗邻的血管

神经细胞. HO-1是一种诱导酶, 正常情况下极

少表达, 在多种类型应激情况下表达, 如氧化应

激、缺血、内毒素、缺血-再灌注损伤、细胞因

子、炎症等许多刺激都能诱导此酶的产生, 从
而增加CO、胆绿素和继之胆红素的产生. HO-1
在一些严重炎症反应中的保护性作用也已经

被证实. 另外, HO-2催化反应产生的内源性CO
在维持肝血窦紧张度和远端肺动脉血管紧张

度方面发挥着重要作用. CO可作为细胞间和细

胞内信号分子, 激活鸟苷酸环化酶, 增加细胞内

CGMP含量, 进而表现出舒血管平滑肌的功能, 
发挥增加血流量, 调节血压的作用. 这些研究说

明CO参与了HPS的肺血管扩张.

3  肺血管内巨噬细胞聚积与肺血管扩张

正常情况下, 尽管大鼠和人的肺血管内没有发

现巨噬细胞, 但在一些动物的肺微血管内却发

现了巨噬细胞, 许多学者在大鼠HPS模型上发现

CBDL后肺血管内皮黏附大量单核吞噬性细胞, 
其形态和功能与猪和羊体内的肺血管内巨噬细

胞相似[18]. 从而证实HPS时, 大鼠体内诱导产生

了肺血管内巨噬细胞. 在炎症反应过程中, 由于

肝脏解毒功能减退, 肺脏代偿性成了清理细菌

和毒素主要场所. 血液单核细胞黏附、聚积于

肺血管内皮, 分化成肺血管内巨噬细胞. 吞噬

功能增强, 以清除血液中的肠道菌群和内毒素. 
通过电镜和放射性核素扫描的定量分析发现

CBDL后的2-3 wk可以发现有吞噬活性的巨噬细

胞. 这些巨噬细胞没有随着时间推移而移入肺

实质内, 同时别的组织也没有发现巨噬细胞聚

积[19]. Rabiller et al [13]研究发现, 革兰氏阴性杆菌

的肠道菌群易位率与内毒素及肺血管内巨噬细

胞内iNOS的水平相关, 用诺氟沙星抑制肠道菌

群易位后, 附壁的肺血管内巨噬细胞数量减少, 
iNOS的水平恢复正常, HPS症状缓解. iNOS主
要存在于巨噬细胞、中性粒细胞、免疫细胞等. 
正常状态下, 细胞内iNOS表达水平较低, 经细胞

因子及内毒素等诱导, iNOS表达增多. iNOS的
作用时间长, 可以催化生成大量NO, 这同样认

为是内源性NO的重要来源. 但大鼠CBDL后肺

血管内巨噬细胞表达iNOS是短暂的, 3 wk后活

性下降, 而HO-1的表达则逐渐增强, 并伴有CO
的产生增多, 从而导致肺血管扩张, 引起HPS的
发生[16]. 用HO-1抑制剂可使迟钝的血管缺氧性

收缩反应得到部分纠正, 而用NOS抑制剂治疗

后, HO-1的表达和血管缺氧性收缩反应均恢复

正常[14]. 因此推测可能是NO引起缺氧性收缩反

应迟钝, 并诱导HO-1产生, 进而使CO产生增多, 
两者协同作用于HPS. 肺血管内巨噬细胞可分泌

多种炎症因子. TNF-α是具有广泛生物活性的细

胞活化因子. TNF-α可刺激肺血管内巨噬细胞聚

积, 活化, 分泌更多的HO-1及iNOS, 从而间接参

与HPS肺血管扩张. 如果在CBDL前选择性应用

抗生素进行肠道预防感染和抑制TNF-α治疗可

以减少巨噬细胞的数量和HPS的发生, CBDL动
物模型肺血管内巨噬细胞聚积与循环系统内的

TNF-α有关[20]. Sztrymf et al [21]发现给予HPS模型

应用TNF-α抑制剂5 wk后, 血液中TNF-α浓度下

降; 肺血管内巨噬细胞聚积减弱, 肺组织内iNOS
表达下降, 从而认为抑制巨噬细胞产生肿瘤坏

死因子α(TNF-α)可以改善HPS. 然而TNF-α的作

用机制目前仍不清楚, 一项近期的研究表明肺

内血管巨噬细胞聚积发生在循环系统内TNF-α
增加之前, 与循环系统内ET-1的短暂增加相关, 
并且通过阻断ET-B受体能够减少肺血管内巨噬

细胞的聚积, iNOS和HO-1的表达降低, 肺血管

扩张程度减轻[16], 说明ET-1和TNF-α的相互作用

导致了肺血管扩张[22]. 这些研究表明肺血管内巨

噬细胞聚积通过产生NO, CO和炎性细胞因子导

致了HPS肺血管扩张. 

4  雌激素与肺血管扩张

最近, Yol et al [23]用结扎胆总管制成的大鼠肝硬

化动物模型研究发现, 肺血管扩张是HPS的标

志之一, 雌激素在肺血管的形成中发挥着重要

作用, 同时发现♀大鼠出现了低氧血症. 实验将

大鼠分为三组, 一组为切除卵巢的雌激素缺陷

组, 一组为由于肝硬化所致的内源性雌激素增

加组及通过注射雌激素所致的外源性雌激素增

■名词解释
肝 肺 综 合 征
( H P S ) :  是 指 肝
功能不全引起肺
血管扩张、肺气
体交换障碍导致
的低氧血症及其
一系列的病理生
理变化和临床表
现. 肺血管扩张在
HPS的发病过程
中起重要作用, 是
导致低氧血症最
重要的原因.
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加组. 通过对上述三组的研究发现, 外周肺泡血

管包括动脉、毛细血管和静脉的直径随着血清

雌激素水平的增加而增加. 动脉血氧分压、动

脉血氧饱和度随着血清雌激素水平的增高而减

小, 同时发现血清NO的水平也在增高. 因此推测

雌激素可能介导肺血管扩张是通过增加NO的产

生, 从而导致HPS♀大鼠低氧血症的发生. 临床

研究发现HPS血清中雌激素水平的升高可引起

肺血管紧张度下降, 肺血管扩张, 导致低氧血症, 
抗雌激素的外科治疗可以降低血清中雌激素和

NO水平, 减轻肺血管扩张及低氧血症[24]. 然而, 
雌激素对HPS时肺血管扩张和低氧血症形成的

直接作用的机制目前仍不清楚. 理论上, 可能是

由于肝功能衰竭或门静脉高压导致循环血液中

血管活性物质如雌激素、孕酮清除代谢障碍所

导致. 雌激素引起肝硬化患者的毛细血管扩张, 
同样也可以引起HPS肺血管扩张. Gates et al [25]

认为雌激素引起的扩血管效应是由于NO的生成

有关. Sumi et al [26]也证实雌激素可刺激内皮细

胞NO的生成. McNeill et al [27]给大鼠注射雌激素

后出现扩血管效应及血清中NO水平的升高. 使
用NOS抑制剂可阻断雌激素的扩血管效应. 雌
激素可以经由内皮依赖和非内皮依赖途径导致

短暂的血管扩张, 但这种快速扩血管效应并不

会改变基因的表达. 雌激素快速扩血管效应的

机制已经明确, 一种是通过改变离子通道的功

能状态, 另一种是通过内皮细胞产生NO而发挥

扩血管效应. 雌激素一方面通过改变细胞膜的L
型钙离子通道的功能状态而阻止细胞外的Ca2+

内流进入血管平滑肌细胞, 另一方面通过NO-
CGMP途径引起Ca2+激活的K+通道开放, 二者作

用导致血管平滑肌松弛, 血管扩张. 雌激素的α
受体通过不改变基因表达的方式介导eNOS的合

成, 引起短暂的扩血管效应, 同时, 也可以通过

改变基因表达的方式介导eNOS的合成, 引起长

期的扩血管效应. 肝硬化时, 雌激素增加一些重

要的扩血管酶如前列环素合成酶、NOS的基因

表达引起长期的扩血管效应, 对已经终止长期

接受雌激素治疗的卵巢切除动物模型中收集的

血管环的研究发现, 其对乙酰胆碱并不产生血

管收缩效应, 这些结果说明雌激素至少部分是

通过长期增加一种或多种NOS的基因表达介导

肺血管扩张. 另外, 雌激素也可增加iNOS的基因

表达而提高血管内NO的的生物利用度. 这些机

制有助于我们解释HPS患者雌激素升高引起肺

血管扩张的原因, 雌激素可能是通过增加NOS

的活性而增加NO的生成, 从而引肺血管扩张. 
总之, 肺血管扩张是HPS发生的重要机制, 

目前的研究认为肺血管内巨噬细胞聚积和雌激

素升高导致的血管活性因子增多和活性增强, 
然而是否有其他因素参与, 仍有待进一步研究.
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Abstract
Hepatogenous diabetes, whose occurrence rate 
was found correlated with the types of hepatitis 
virus, is regarded as the secondary diabetes due 
to the damage of liver parenchyma, and it is 
characterized by high blood sugar and lowered 
glucose tolerance. Many studies demonstrated 
that insulin resistance, decrease of serum insu-
lin-like growth factor-1, and elevation of growth 
hormone existed in patients with hepatogenous 
diabetes. Both liver damage and diabetes should 
be considered in the diagnosis and treatment 
of hepatogenous diabetes, which was different 
from those of type 2 diabetes, so we concluded 
the related studies in this article.

Key Words: Liver cirrhosis; Diabetes mellitus; Insu-
lin resistance; Hepatic diabetes; Growth hormone; 
Diagnosis; Therapy
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摘要
肝源性糖尿病是指继发于肝实质损害的糖尿
病, 临床表现以高血糖, 葡萄糖耐量减低为特

征, 其发病率与感染的肝炎病毒类型有关. 研
究表明肝源性糖尿病患者多存在胰岛素抵抗, 
血清胰岛素样生长因子(IGF-1)降低及生长激
素(GH)水平增高. 在诊断与治疗方面与2型糖
尿病有所不同, 要兼顾肝损害和糖尿病两个方
面, 本文就此方面加以论述.

关键词: 肝硬化; 糖尿病; 胰岛素抵抗; 肝源性糖尿

病; 生长激素; 诊断; 治疗 
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0  引言

肝源性糖尿病(hepatogenous diabetes), 是指继

发于肝实质损害的糖尿病, 临床表现以高血糖, 
葡萄糖耐量减低为特征[1]. 我国肝源性糖尿病

多继发于慢性肝炎、肝硬化. 据统计, 国外有

35%-80%的肝硬化患者存在糖耐量异常或糖尿

病[2]. 

1  肝源性糖尿病的发病率

据报道, 肝源性糖尿病的发病率与感染的肝炎

病毒类型有关. Caronia et al [3]对意大利西西里地

区1151名患有丙型肝炎致肝硬化患者的研究发

现, 其中糖尿病的发病率为23.6%, 与国内报道

的发病率27.6%接近[4]. 埃及和沙特阿拉伯在对

丙型肝炎的研究中也分别发现25%, 21%的糖尿

病发病率[5-6]. Lecube et al [7]研究表明, 在慢性肝

病患者中, 丙型肝炎感染的患者的空腹糖耐量

异常(IFG)是非丙型肝炎感染的3倍; 而丙型肝

炎感染患者中既存在IFG又发现糖尿病的是非

丙型肝炎感染的2.5倍. Mehta et al [8]对丙型肝炎

和糖尿病之间的相关性进行了分析, 发现9841
名21岁以上成人中, 40岁以上丙型肝炎患者患

2型糖尿患者数是非丙型肝炎患者的3倍, 而且

丙型肝炎比其他肝病更容易患糖尿病[9-11]. 这与

种族、年龄、性别、身高体质量指数、糖尿

病家族史、HCV-1b和-2a基因型、胰岛素抵抗
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及肝病严重程度有关[3-4,6,8,12-18]. 与之相比, 乙型

肝炎患者中患糖尿病的几率要小得多, 统计为

9%-16%[3,6,19], 其机制有待进一步研究.

2  肝源性糖尿病的发病机制

肝脏是调节体内糖代谢的重要器官[20-25], 同时他

与激素的关系十分密切[26]. 肝脏既是许多激素分

解代谢的主要场所, 又是许多激素作用的主要

靶位. 因此, 肝脏疾病可以引起机体的代谢紊乱[27]. 
研究表明肝源性糖尿病患者多存在胰岛素抵抗, 
血清胰岛素样生长因子(IGF-1)降低及生长激素

(GH)水平增高.
2.1 胰岛素抵抗发生机制 (1)高胰岛素血症: 肝病

患者由于肝脏对胰岛素的摄取减少, 出现高胰

岛素血症, 而不是由于胰腺高分泌[28-29]. 正常情

况下50%-80%的胰岛素经肝脏清除[30]. 由于肝硬

化时肝细胞数目减少及肝功能减退胰岛素灭活

减少, 同时伴侧枝循环时部分胰岛素可绕过肝

脏进入体循环, 使肝脏摄取胰岛素减少, 造成高

胰岛素血症[31]. 而胰岛素水平的增加可引起外

周组织, 如肝细胞、脂肪细胞和肌肉细胞胰岛

素受体数目的减少和与胰岛素的亲和力降低. C
肽和胰岛素是等摩尔分泌的[32], 50%以上的胰岛

素通过肝脏首过作用降解, 而C肽在肾内降解[32]. 
通过对血清中C肽和胰岛素的同时检测, 有助于

判断胰腺胰岛素分泌情况和肝脏胰岛素摄取水

平[33-34]. 胰腺胰岛素分泌异常者, 血清中C肽和胰

岛素水平往往同步变化; 肝脏摄取胰岛素异常

者, 往往会出现高胰岛素血症, 而C肽水平正常. 
若二者均有异常, 血清中C肽和胰岛素水平变化

情况有待于进一步的研究. 王晶桐 et al [35]对15例
肝源性糖尿病患者和20例2型糖尿病患者进行

了糖耐量实验(OGTT), 结果表明, 两组患者空腹

胰岛素水平接近, 服糖后30, 60, 120及180 min胰
岛素水平差异显著; 与2型糖尿病患者相比, 肝
源性糖尿病患者存在明显的高胰岛素血症, 而C
肽分泌曲线正常, 高峰出现在服糖后的120 min; 
2型糖尿病患者C肽分泌曲线低平, 高峰后移至

服糖后180 min. 故通过OGTT实验可初步鉴别肝

源性糖尿病及2型糖尿病; (2)血浆拮抗胰岛素的

物质水平升高: 如血浆胰高糖素、生长激素及

游离脂肪酸(FFA)水平由于肝脏对其灭活减少而

升高, 从而产生外周组织的胰岛素抵抗. 体外细

胞培养表明[36], FFA能促进胰岛细胞增生、分泌

胰岛素, 并可能通过酪胺酸磷酸酶PTP1B抑制胰

岛素的信号传导, 导致/加重胰岛素抵抗; (3)其他
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原因: 如应激、创伤性治疗(如TIPS)等使肝功下

降可加重高胰岛素血症[37-38]. 胰岛素抵抗是肝硬

化患者糖耐量异常及肝源性糖尿病的最主要原

因之一[39-40].
2.2 IGF-1与肝源性糖尿病 IGF-1是一种肝脏依

赖GH剌激合成的同化激素, 由70个氨基酸组成,
相对分子质量约为7500 Da, 其序列70%与胰岛

素同源, 与IGF-2一起被称为生长介素(somato-
med in)[41]. 他主要由人肝细胞合成和分泌, 具
有内分泌、自分泌及旁分泌特性. 血浆中75% 
IGF-1与IGF-1结合蛋白-3(IGFBP-3)和酸易变亚

单位(acid-labile subunit, ALS)结合为三元复合

体[42-43]. 在人体内, IGF-1通过IGF-1受体介导发

挥其胰岛素效应, 他对糖代谢的主要细胞内代

谢途径与胰岛素相似. IGF-1能抑制GH和胰岛

素分泌, 降低高胰岛素血症, 还可以改变自主神

经活性, 增加骨骼肌血流量, 提高胰岛素或胰岛

素受体后敏感性[42], 从而降低血糖. 肝硬化患者

IGF-1显著降低[44], 随病情加重, IGF-1, IGF-2亦
随之降低[41], 最终引起糖代谢紊乱导致糖尿病

的发生. 因此, 有学者提出, IGF-1可用来治疗糖

尿病和胰岛素抵抗, 而加强IGFs, IGFBP-3等在

应用方面的研究将具有重要的临床价值.
2.3 生长激素升高的发生机制 正常情况下, GH
通过肝脏GH受体(GHR)促进肝脏IGF-1基因的

表达从而促进IGF-1的合成和释放; IGF-1反馈抑

制垂体生长激素的释放, 此即GH/IGF-1轴; 血清

中IGF-1的浓度和血清中GH水平在24 h内大致

平行. 而肝源性糖尿病患者此轴发生了异常, 血
清中GH水平增高. 张卫卫 et al [45]对40例肝硬化

患者进行研究, 应用放射免疫法测定空腹GH水

平, 发现肝硬化患者空腹GH水平增加, 并与肝硬

化Child-Pugh积分呈显著正相关.
肝源性糖尿病患者产生高GH血症的原因

主要有: (1)肝细胞损伤致使肝脏对GH的清除能

力下降; (2)垂体前叶分泌GH异常; (3)GH抵抗. 
Wang et al [46]发现, 肝硬化肝细胞表达GHR水平

降低; Donaghy et al [47]发现, 肝硬化患者肝组织

GHR mRNA和酸不稳定亚单位(ALS) mRNA水

平降低. 同时肝硬化患者存在高胰岛素血症, 而
胰岛素可抑制外周GH受体, 这样GH与有效的

GH受体结合减少, 使IGF-1水平下降, 从而削弱

了IGF-1对垂体分泌GH的负反馈调节, 使垂体前

叶分泌GH增多. 高GH血症可使肝脏处理葡萄糖

的能力减退, 糖原分解和糖异生能力增强; 另外

可使游离脂肪酸增加, 使外周组织对葡萄糖摄
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■应用要点
本文对肝源性糖
尿病的诊断和治
疗进行了总结, 在
发病机制方面提
出了新的见解, 可
以指导临床进行
诊断和治疗, 提出
治疗的新方案.
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取和氧化降低[48], 促使周围组织抵抗胰岛素, 从
而导致糖代谢异常. 因此检测肝源性糖尿病患

者的血GH水平, 有助于了解葡萄糖的代谢情况. 
Dunger et al [49]指出, 在1型、2型糖尿病患者中, 
GH/IGF-1轴亦是异常的: GH增高, IGF-1降低. 
这与肝源性糖尿病患者血清学中的改变是相同

的, 而二者的改变程度是否存在显著性差异需

要临床的进一步研究. 随着对GH/IGF-1轴认识

的深入, 重组人生长激素(rhGH)及IGF-1可能成

为肝源性糖尿病的一种有吸引力的新的治疗手

段. 研究表明, 外源性GH可以明显改善肝硬化患

者生长激素抵抗现象[50]和胰岛素抵抗现象[51].

3  临床表现及诊断

肝源性糖尿病患者的临床表现为有的隐性, 有
的显性, 症状轻重不等; 但与原发性糖尿病相比, 
典型的“三多”症状多不明显[52-54], 往往被慢性

肝病症状: 乏力、纳差、腹胀、脾大、黄疸及

腹水等所掩盖, 极少发生酮症酸中毒等并发症[55], 
同时糖尿病神经及血管并发症的发生率也较2
型糖尿病的低[56]. 肝源性糖尿病患者以空腹血糖

正常或轻度升高, 而餐后血糖明显升高为特征[57].
肝源性糖尿病的诊断: (1)在糖尿病发生之

前有明确的肝病史, 有时与肝病同时发生; (2)
无糖尿病既往史和家族史, 糖尿病症状轻或无; 
(3)有明确肝功能损害的临床表现, 血生化检查

和影像学检查的证据; (4)符合美国糖尿病协会

(ADA)的糖尿病诊断标准: 空腹血糖≥7.0 mmol/L, 
餐后2 h血糖≥11.1 mmol/L. 但部分患者空腹血

糖可轻度升高或正常. OGTT的曲线形态偏高, 
表现高峰、高坡或趋高型; 若OGTT示餐前血糖

正常或轻度升高, 餐后血糖≥11.1 mmol/L可确

诊糖尿病; 若>7.8 mmol/L而<11.1 mmol/L则诊

断为糖耐量减退. 因此, 对不能做OGTT的患者

应经常测定空腹和餐后2 h血糖值, 以求早期诊

断糖尿病; (5)胰岛素释放试验显示, 空腹血浆胰

岛素水平偏高, 餐后胰岛素反应不良或反应延

迟; 血清C肽释放试验一般正常或下降, C肽与胰

岛素的比值明显减少; (6)血糖和糖耐量的好转

或恶化与肝功能的改变相关; (7)排除垂体、肾

上腺、甲状腺等疾病所引起的继发性糖尿病及

原发性糖尿病, 尤其是2型糖尿病. 

4  治疗

治疗要兼顾肝损害和糖尿病两个方面, 在治疗

原发肝病的同时, 使血糖得到控制. 肝源性糖尿

病的治疗目的: 改善和保护肝功能, 降低高血

糖, 缓解症状; 纠正脂代谢紊乱及其他代谢紊

乱; 防治肝病及糖尿病各种急、慢性并发症的

发生和发展, 降低死亡率; 通过教育, 使患者掌

握自我监测, 自我保健的能力, 确保治疗达标[58]. 
肝源性糖尿病降糖治疗的达标标准: 餐后血糖

6.7-9.0 mmol/L; 餐后2 h血糖6.7-12.0 mmol/L; 
糖化血红蛋白7.0%-9.0%[59]. 治疗中应注意: (1)
尽量避免静脉输注大量葡萄糖及长期大量使用

利尿剂, 以免影响糖代谢; (2)糖尿病患者饮食结

构以高碳水化合物、低脂肪、低蛋白、高纤维

素膳食为主. 肝源性糖尿病的饮食治疗原则与

之相似, 但要注意兼顾肝病及糖尿病两方面, 如
有食管静脉曲张的肝硬化患者选用适宜的高纤

维膳食, 有肝性脑病的则限制蛋白质的摄入等; 
(3)原则上禁用口服降糖药, 主要是因为多数药

物存在肝损害[60-61]; 应尽量早用胰岛素[62-63], 不
但有效降低血糖, 还可有利肝细胞修复、肝功

能恢复. 但对较轻的患者通过饮食治疗和口服α-
葡萄就糖苷酶抑制剂可以较好的控制血糖; 若
使用胰岛素应尽量选用人的、短效胰岛素, 剂
量由小到大, 并注意监测血糖的变化以调整胰

岛素的用量. 若每日胰岛素量超过200 U, 提示

体内产生胰岛素抗体[59]; (4)有极少部分用胰岛

素治疗无效的难治病例, 是否可以进行胰腺移

植、胰岛细胞移植或是肝移植需要进一步的研

究[64-70].
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Abstract
AIM: To develop and modify a rat model 
of partial liver transplantation with hepatic 
rearterialization.

METHODS: Two-cuff technique, described by 
Kamada and Howden, was applied with some 
modification and hepatic rearterialization between 
the donor’s celiac artery and the recipient’s right 
renal artery was performed in Sprague Dawley 
rats. The graft reduction was performed ex situ 
by resecting the left lateral lobe, the left portion 
of the median lobe, and the caudate lobes�.

RESULTS: Of the 48 rats received liver trans-
plantation, 5 cases died during operation, and 
the warm ischemia time for the donor liver was 
1.0 ± 0.5 minutes. The 1-week survival rate of the 
recipients was 85.4%.

CONCLUSION: The modification used in this 
study provides a more practical and stable ex-

perimental model.

Key Words: Liver transplantation; Model; Rat
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摘要
目的: 建立大鼠部分肝移植动脉化模型的技
术改进. 

方法: 采用改良二袖套法建立大鼠部分肝移
植模型, 并进行供体的腹腔动脉与受体的右肾
动脉端端吻合. 供肝予以切除尾叶、肝左叶及
肝中叶的左半. 

结果: 48例正式实验中, 有5例于术中死亡, 供
肝热缺血时间为1.0±0.5 min. 大鼠部分肝移
植术后1 wk存活率为85.4%.

结论: 通过技术改进, 提高了模型建立的稳
定性.

关键词: 肝移植; 模型; 大鼠 
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0  引言

临床上肝移植已成为治疗终末期肝病和先天性

肝胆疾病的有效治疗手段[1-3], 活体部分肝移植

也由于临床上供肝来源匮乏的原因而得到关注

和不断发展, 与活体部分肝移植相关的重要研

究是建立稳定的动物模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠, 体质量260-280 g, 购于江

苏省动物实验中心, 术前禁食20 h, 不禁水, 术
前称体质量, 使每对供、受体大鼠体质量相差

≤10 g. 手术显微镜(镇江光学仪器厂生产)下清

■背景资料
活体部分肝移植
的研究由于供肝
来源的缺乏而日
益受到重视, 与活
体部分肝移植相
关的重要研究是
建立稳定的动物
模型.
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洁手术, 胆总管支架管采用硬膜外导管制成, 长
约5.0 mm, 外径0.8 mm. 肝下下腔静脉及门静

脉袖套管采用输液皮条拉制而成, 直径分别为

2.4-2.6 mm和1.8-2.0 mm, 长约3.0 mm, 袖套管

外壁刻烙痕.
1.2 方法 

1.2.1 供体手术 盐酸氯胺酮ip麻醉(100 mg/kg), 
仰卧位, 十字切口进腹, 离断镰状韧带、左三角

韧带及肝胃韧带, 结扎左膈下静脉以及左肝至

食管的交通血管, 游离肝下下腔静脉至左肾静

脉平面, 游离右肾静脉并用9-0丝线紧贴腔静脉

将其单独结扎切断, 游离右肾动脉并结扎, 结扎

右肾上腺静脉, 离断肝右后侧所有韧带. 将肝向

头侧翻起, 游离胆总管, 在左右肝管汇合处以下

约5 mm处切开前壁并行胆总管插管, 游离门静

脉, 结扎切断幽门静脉, 用9-0丝线紧贴门静脉结

扎脾静脉并切断, 游离肝固有动脉, 肝总动脉及

腹腔干, 结扎切断胃十二指肠动脉, 胃左动脉以

及脾动脉. 在腹腔干分支上方阻断腹主动脉, 在
肠系膜上动脉分支下方切开腹主动脉前壁并插

管, 以每毫升含10 U肝素的4℃生理盐水灌注, 
灌注总量约40 mL, 同时在左肾静脉平面横断下

腔静脉使血液排出, 剪断肝上下腔静脉并保留

其周围膈肌环, 依次剪断左肝至食管的交通血

管、右肾上腺静脉、胆总管、肠系膜上静脉及

腹腔干, 取出供肝, 放入4℃的生理盐水中. 
1.2.2 供肝准备 在4℃的生理盐水中修肝, 修整

门静脉及肝下下腔静脉, 并分别外翻套在袖套

管上, 5-0丝线结扎固定, 在外翻血管的过程中

应注意避免血管扭曲, 靠近袖套管下端用小血

管夹夹住肝下下腔静脉, 修剪肝上下腔静脉周

围多余的膈肌, 但应保持膈肌腔静脉孔的完整, 
用8-0的无损伤缝线在腔静脉左右两侧各悬吊

一针, 以备吻合用. 用血管夹在肝固有动脉处阻

断, 从腹腔干端注入生理盐水, 如有渗漏则予以

吻合结扎. 结扎尾叶的肝蒂并切除尾叶, 缝扎切

除肝左叶及肝中叶的左半[4]. 修肝结束后供肝置

4℃的生理盐水中并放入冰箱冷藏. 
1.2.3 受体手术 麻醉后仰卧位, 碘伏消毒腹部, 
正中切口入腹, 剪断肝周韧带, 结扎左膈静脉及

左肝至食管的交通血管, 于左右肝管汇合处结

扎切断胆总管, 结扎切断肝固有动脉, 游离门静

脉左右分叉处至幽门静脉水平, 游离肝下下腔

静脉, 右肾静脉及右肾动脉, 结扎右肾上腺静脉, 
以血管夹阻断门静脉和肝下下腔静脉, 自门静

脉左右分叉处穿刺推注生理盐水2 mL, 随即用

小Satinsky钳将肝上下腔静脉连同部分膈肌一

起夹住, 在门静脉左右分叉处剪断门静脉, 保留

3 mm肝后段下腔静脉, 剪断肝下下腔静脉, 紧贴

肝脏剪断肝上下腔静脉, 靠肝侧剪断右肾上腺

静脉及左肝至食管的交通血管, 移去肝脏. 然后

原位置入供肝, 用悬吊在供肝腔静脉左右两侧

的缝线与受体腔静脉相应部位各缝一针并结扎, 
行腔内连续缝合后壁至对侧与另一悬吊缝线在

血管腔外打结, 然后同法连续缝合前壁, 缝合结

束前用生理盐水排出血管腔内空气, 将供肝门

静脉袖套管插入受体门静脉, 5-0丝线结扎固定, 
移去门静脉血管夹和Satinsky钳, 结束无肝期. 肝
下下腔静脉袖套管插入受体下腔静脉, 5-0丝线

结扎固定, 松开肝下下腔静脉血管夹, 将胆总管

支架管插入受体胆总管中并结扎固定. 靠近肝

下下腔静脉结扎切断右肾静脉, 血管夹阻断右

肾动脉, 近肾门处剪断右肾动脉, 结扎并剪断右

侧输尿管, 摘除右肾, 行供体腹腔动脉干与受体

右肾动脉端端吻合, 移去右肾动脉血管夹, 恢复

肝动脉血流. 冲洗腹腔后关腹, 阴茎背静脉推注

乳酸钠林格溶液2 mL, 肌注青霉素40万单位, 灯
照复温20 min, 术后自由饮水, 12 h后进食.

2  结果

48例正式实验中, 供体手术时间35±2.4 min, 供
肝热缺血时间1.0±0.5 min, 体外修肝时间11±
1.2 min, 受体无肝期时间17±2.5 min, 受体手术

时间80±9.5 min. 有5例于术中死亡, 其中2例死

于肝上下腔静脉吻合口出血, 1例死于腹腔动脉

干吻合口出血, 1例死于门静脉气体栓塞, 1例死

于供肝断面出血, 存活率为89.6%. 43例成活大

鼠2例分别于术后第5天和第6天死于胆汁性腹

膜炎, 术后1 wk存活率为85.4%. 术后1 wk处死

大鼠时仅发现2例腹腔动脉栓塞.

3  讨论

1973年Lee et al [5]首次建立了大鼠原位肝移植模

型, 此模型包含肝动脉重建. Kamada et al [6]采用

袖套技术并不进行肝动脉重建, 大大简化了肝

移植模型的建立, 并取得较高的手术成功率, 以
后此模型被广泛采用. 由于临床肝移植需行肝

动脉重建, 因此理论上讲, 未行肝动脉重建的肝

移植模型所得到的实验结果不能照搬于临床[7-8]. 
参照Kamada et al [6]和Howden et al [9]介绍的大鼠

肝移植模型建立的方法并作改进, 建立了较稳

定的大鼠部分肝移植动脉化模型, 并且获得了

■同行评价
本研究采用改良
二袖套法建立大
鼠部分肝移植模
型, 并进行供体的
腹腔动脉与受体
的右肾动脉端端
吻合, 研究表明通
过技术改进, 提高
了模型建立的稳
定性, 本技术改进
对活体部分肝移
植研究有指导参
考价值.
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89.6%的成活率和85.4%的术后1 wk存活率, 这
与其他文献报道相一致[10-11]. 相关文献报道建立

部分肝移植静脉化模型的成活率为90%, 术后

1 wk存活率为83.3%[12]. 建立肝移植动脉化模型

比建立肝移植静脉化模型手术难度大, 手术时

间长, 成活率会受到一定影响, 而我们较高的术

后1 wk存活率可能与肝动脉重建有关, 恢复供肝

的完整血流对移植肝的长期存活及减少胆道系

统并发症会有一定的好处[13-15]. 
建立的大鼠部分肝移植动脉化模型在以下

方面做了技术改进: (1)供体手术时肝动脉的血

供维持到灌注前的最后时刻, 减少了供肝的缺

血损伤; (2)供体腹腔动脉干与受体右肾动脉端

端吻合, 其与腹主动脉吻合比较避免了肾脏的

急性缺血损伤; (3)在用小Satinsky钳将肝上下腔

静脉连同部分膈肌一起夹住时应稍提起肝脏以

便能够夹住肝上下腔静脉下缘的膈肌, 有利于

肝上下腔静脉的吻合, 提高吻合的速度, 缩短无

肝期; (4)供肝准备时, 无损伤缝线在肝上下腔静

脉左右两侧各悬吊一针, 有利于受体手术时腔

静脉吻合的完整, 提高吻合的速度; (5)尽量少游

离供肝胆管周围的组织, 留短供肝胆管的长度, 
有利于避免术后胆管坏死; (6)采用腹主动脉灌

注, 有利于避免肝动脉术后栓塞, 较门静脉灌注

缩短了热缺血时间, 灌注更均匀彻底; (7)切除肝

左叶时结扎点不能过与靠近左叶的根部, 我们

采取缝扎的方式, 避免了静脉回流的受阻; (8)吻
合动脉时尽量不损伤内膜, 行连续吻合, 以免术

后动脉血栓形成. 
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Abstract
AIM: To investigate the protective effects of 
carbachol on intestinal epithelial cells in rats 
with gut ischemia and reperfusion (I/R).

METHODS:  Blood flow of superior mesenteric 
artery was blocked to establish I/R model in 
Wistar rats, and then the rats were treated with 
carbachol for 30, 60, 120 and 240 minutes, re-
spectively. The content (nkat/g pro) of diamine 
oxidase (DAO) in gut tissue was determined 
by biochemical method, and the expression of 
tumor necrosis factor-α (TNF-α) in intestinal 
epithelial cells was examined by immunohis-
tochemistry. The injuries of gut epithelial cells 
were assessed using Chiu’s scores�.

RESULTS: The pathological changes were obvi-
ously relieved in rats treated with carbachol. The 

content of DAO was markedly higher in carba-
chol-treated rats than that in the saline controls 
(0  min: 42.01 ± 7.17 vs 18.50 ± 7.83; 30 min: 44.51 ± 
8.00 vs 20.00 ± 5.83; 60 min: 35.67 ± 7.00 vs 16.34 ± 
8.17; 120 min: 39.00 ± 7.33 vs 21.84 ± 6.67; 240 min: 
53.34 ± 8.17 vs 45.68 ± 6.00; all P < 0.01), while the 
number of TNF-α-positive cells was significantly 
lower (0 min: 204.4 ± 12 vs 246.4 ± 15.6; 30 min: 
198.4 ± 11.2 vs 230.4 ± 14.4; 60 min: 234.4 ± 12.1 vs 
270.4 ± 17.1; 120 min: 225.4 ± 10.2 vs 260.4 ± 18.5; 
240 min: 196.4 ± 10.8 vs 220.4 ± 18.2; all P < 0.01).

CONCLUSION: Enteral administration of car-
bachol can protect intestinal epithelial cells from 
ischemia-reperfusion injury by decreasing the 
production of TNF-α.

Key Words: Ischemia/reperfusion; Carbachol; In-
testinal epithelial cell; Rat

Zou XF, Lin K, Lv Y, Li JY, Lu JY, Hu S, Sheng ZY. 
Protective effects of carbachol on intestinal epithelial 
cells in rats with gut ischemia-reperfusion. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(6):625-628

摘要
目的: 研究缺血/再灌流(I/R)时卡巴胆碱(Ca)
对肠上皮细胞的保护作用及可能机制. 

方法: 阻断Wistar大鼠SMA血量建立I/R模型, 
并以肠袋内注射卡巴胆碱进行处理. 采用病
理学方法观察不同时间肠上皮细胞损伤指数, 
免疫组化法检测肠上皮细胞T N F-α表达的
变化; 生化法检测肠组织中DAO含量(nkat/g 
pro)的变化. 

结果: I/R+Ca组再灌流各时间点肠上皮细胞
病理变化较I/R+NS组轻(P <0.01); I/R+Ca组再
灌流各时间点肠袋组织DAO含量较I/R+NS组
显著增加(0 min: 42.01±7.17 vs  18.50±7.83; 
30 min: 44.51±8.00 vs  20.00±5.83; 60 min: 
35.67±7.00 vs  16.34±8.17; 120 min: 39.00±
7.33 vs 21.84±6.67; 240 min: 53.34±8.17 vs  
45.68±6.00; 均P <0.01), 而I/R+Ca组再灌流各
时间点肠上皮细胞中呈TNF-α阳性细胞数较
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■背景资料
缺血-再灌流后肠
屏障功能的改变
会引起内毒素的
移位, 从而触发脓
毒症和MODS. 因
此 ,  维持缺血-再
灌流后肠屏障功
能, 减少细菌和内
毒素移位一直是
临床防治脓毒症
和MODS亟待研
究的重要课题. 肠
上皮细胞是肠屏
障功能的重要组
成部分, 减轻肠上
皮细胞损害是临
床上防治脓毒症
和MODS重要措
施之一. 采用炎症
介质拮抗剂治疗
脓毒症和MODS, 
但效果均不理想. 
因 此 ,  保 护 肠 道
屏障功能、抑制
炎症介质的释放
是治疗脓毒症和
MODS的关键.



I/R+NS组明显减少(0 min: 204.4±12 vs  246.4
±15.6; 30 min: 198.4±11.2 vs  230.4±14.4; 
60 min: 234.4±12.1 vs  270.4±17.1; 120 min: 
225.4±10.2 vs  260.4±18.5; 240 min: 196.4±
10.8 vs  220.4±18.2; 均P <0.01).

结论: 卡巴胆碱能抑制缺血-再灌流时肠上皮
细胞中TNF-α表达, 减轻病理损害, 对肠上皮
细胞具有保护作用.

关键词: 缺血/再灌流; 卡巴胆碱; 肠上皮细胞; 大鼠
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0  引言

缺血-再灌流是烧(创)伤后常见的病理生理过程, 
持续缺血-再灌流造成肠上皮细胞损害, 引起肠

黏膜通透性的改变, 减少细菌和内毒素移位, 后
者与脓毒症和MODS的发生有密切关系[1-4]. 如
何在细胞水平减轻损伤因子的损伤作用, 减少

细菌和内毒素移位一直是临床防治脓毒症和

MODS亟待研究的重要课题. 
胆碱能抗炎通路是近年来发现治疗脓毒症

和MODS潜在的新途径[5]. 研究表明, 拟胆碱药

-卡巴胆碱不但能增加肠黏膜血流, 促进胃肠运

动, 而且还具有强大的抗炎作用, 可以通过多途

径减轻肠道缺血-再灌流损伤[6]. 本文探讨肠道

缺血-再灌流时卡巴胆碱对肠上皮细胞的作用, 
初步探讨其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠96只, 由军事医学科学院

实验动物中心提供, 体质量230-250 g. 实验前适

应性饲养1 wk, 术前12 h禁食, 自由饮水. 30 g/L
戊巴比妥钠腹腔麻醉(30 mg/kg), 麻醉成功后, 仰
卧固定于手术台上, 常规备皮消毒铺无菌洞巾. 
取腹部正中切口长约3-4 cm, 将肠管外置并覆盖

温盐水纱布, 外用烤灯加温, 保持肠管的湿润和

温度. 在距离十二指肠悬韧带后10 cm和18 cm
处, 分别用两根一号丝线结扎肠管, 造成长约

8 cm肠袋. 无损伤动脉夹夹闭肠系膜上动脉起

始部, 阻断SMA血流45 min后, 松夹恢复肠系膜

血流, 制成肠缺血-再灌流模型. 
动物随机分为I/R+NS组、I/R+Ca组和假手

术组. I/R+Ca组阻断SMA血流45 min后肠袋内注
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射卡巴胆碱(0.1 mg/kg, 山东正大福瑞达制药有

限公司), I/R+NS注射等体积生理盐水. 假手术组

行上述操作, 而未夹闭SMA(每时间点8只). 
以上各组分别在再灌流后0, 30, 60, 120和

240 min处死动物取肠袋组织. 一部分肠袋组织

迅速取出后, 又去离子水冲洗3次, -80℃冰冻保

存, 用于组织匀浆的制备. 另一部分冲洗后用

40 g/L的甲醛溶液固定48 h, 脱水, 常规石蜡包

埋, 切片. 
1.2 方法 石蜡切片常规脱蜡至水后, 进行HE染
色, 用于光镜下观察病理变化和肠黏膜损伤. 每
份切片光镜下随机选择10视野(400×)由病理医

师观察, 根据Chiu's[7]的方法进行肠黏膜伤损伤

测定. 
1.2.1 肠组织DAO含量的测定 取肠袋组织1 mg, 
采用黎君友 et al [8]建立的分光光度法测定肠组

织中DAO含量. 
1.2.2 免疫组化检测肠上皮细胞内TNF-α的表达  
采用Power Vision TM两步法进行免疫组织化学

检测, 试剂盒购自北京天来生物医学科技公司, 
操作按说明书进行. 石蜡切片常规脱蜡至水, 经
过氧化氢处理后, 进行酶修复, 然后用1∶100稀
释的抗体, 4℃过夜孵育, DAB显色, 苏木素复染, 
常规脱水, 透明, 封片, 显微镜下观察. 以PBS代
替一抗作为阴性对照. 在同一放大倍数下观察, 
细胞将棕色者为阳性, 每个时相点随机取10个
视野(400×)进行计数, 计算阳性细胞数.

统计学处理 数据均以均数±标准差(mean
±SD)表示, 用SPSS11.0软件进行t检验. 

2  结果

2.1 光镜下病理改变 正常组肠上皮细胞呈柱状, 
刷状缘清晰, 排列整齐, 连接紧密. I/R+NS组从

再灌流开始时肠上皮细胞略有肿胀, 随再灌流

时间延长, 肠上皮细胞肿胀逐渐加重, 并出现坏

死, 脱落. 黏膜层炎症细胞浸润, 固有层红细胞黏膜层炎症细胞浸润, 固有层红细胞膜层炎症细胞浸润, 固有层红细胞

增多. I/R+Ca组损伤变化趋势同I/R+NS组, 但病

变程度明显减轻. 
2.2 Chiu's评分变化 I/R+NS组肠黏膜组织的损黏膜组织的损膜组织的损

伤主要发生在缺血-再灌流120 min和240 min, 
以再灌流120 min组最明显. I/R+Ca组的损伤的

变化趋势与I/R+NS的基本相同, 但损伤程指数

要远低于I/R+NS组(P <0.01)(表1).
2.3 肠组织DAO含量的变化 I/R+NS组肠组织

DAO含量再灌流后前30 min稍有升高, 后迅速

www.wjgnet.com

■应用要点
本文结果显示应
用卡巴胆碱的抗
炎 作 用 ,  能 减 轻
肠上皮细胞的损
害, 维持肠黏膜的
屏 障 功 能 ,  为 临
床治疗脓毒症和
MODS提供有效
的途径.
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降低, 再灌流后60 min后最低, 后逐渐上升, 到
再灌流240 min, 基本接近正常. I/R+Ca组肠组

织DAO含量变化基本同I/R+NS组相同, 但程度

要较I/R+NS组低(P <0.01)(表1). 
2.4 肠上皮细胞TNF-α表达的变化 正常组有少

量TNF-α阳性的肠上皮细胞, 主要位于绒毛的

顶端. 肠道缺血期开始, I/R+NS组TNF-α阳性的

肠上皮细胞数量逐渐增多, 且染色逐渐加深, 部
位由绒毛顶端向基地部扩展. I/R+Ca组TNF-α
阳性的肠上皮细胞的变化同I/R+NS组, 但阳性

细胞数较I/R+NS组少(表1), 更接近绒毛顶端, 
且染色较浅. 

3  讨论

肠缺血-再灌流是烧(创)伤后常见的病理生理

过程, 也是诱发MODS的始动因素. 肠上皮细

胞是肠黏膜屏障的重要组成部分, 对缺血、缺

氧十分敏感. 缺血、缺氧可引起肠上皮细胞结

构、功能的改变, 而肠上皮细胞结构、功能的

改变必然引起肠黏膜通透性的改变, 引起细菌

和内毒素的移位, 同时启动肠道炎症和免疫反

应, 而这一过程在烧(创)伤后全身炎症反应和

MODS的过程中起重要作用[9-11]. 为此, 寻找减

轻肠上皮细胞的损害的方法, 对于临床上治疗

全身炎症反应和MODS有重要的意义. 胆碱能

抗炎通路是最近提出的一条新的神经-内分泌

抗炎途径. 刺激迷走神经传出支可抑制大鼠内

毒素血症时的全身炎症反应[2]. 副交感神经主

要递质乙酰胆碱在体外能有效地抑制LPS刺激

外周巨噬细胞释放致炎介质TNF-α[12]. 
卡巴胆碱是一种胆碱能激动剂, 作用于M

和N胆碱受体, 在体内不易被水解. 卡巴胆碱除

具有促进胃肠动力、增加腺体分泌等作用外, 
还具有强大抗炎作用, 其效应适于防治过度全

身性炎症反应和改善肠功能障碍. 在兔部分肠

缺血-再灌流模型中观察到卡巴胆碱可保护缺

血-再灌流动物肝、肾和心功能, 减轻全身性炎

症反应[13]. 
DAO是人类和哺乳动物肠黏膜绒上皮细胞

代谢不可缺少的酶, 是肠上皮细胞的标志酶, 其
活性与上皮细胞的核算和蛋白合成有密切关系, 
因此通过测定DAO在肠组织中的变化, 可以反

映肠黏膜上皮细胞的损伤和修复情况[8]. 本实验

发现I/R+NS大鼠肠组织中DAO含量显著降低. 
其原因可能是缺血-再灌流时 ,  肠上皮细胞损

伤、坏死, 肠上皮细胞脱落进入肠腔. I/R+Ca肠
组织中DAO含量较I/R+NS显著升高, 提示卡巴

胆碱能减轻肠缺血-再灌流损伤, 从而对肠上皮

细胞起保护作用. 
国内外研究表明肠缺血-再灌流时 ,  肠组

织可分泌TNF-α, 引起局部和全身的炎症, 导
致远隔器官的损伤 ,  促进M O D S的发生 [14-16]. 
TNF-α在局部可以加重肠上皮细胞的损害. Van 
Lanschot et al研究发现, 给大鼠注射外源性重组

TNF-α可引起肠上皮细胞剥落、坏死, 肠黏膜

膜固有层中性粒细胞浸润. 如果应用小鼠抗人

■名词解释
胆 碱 能 抗 炎 通
路: 神经系统通过
迷走神经及其递
质乙酰胆碱能够
迅速、显著地抑
制巨噬细胞释放
TNF-α, 减轻全身
炎症反应, 这一生
理机制称为胆碱
能抗炎通路. 此通
路可以抑制炎症
细胞因子的合成
反馈监控和调节
炎症反应.

表  1   缺血再灌流期间各项指标的Chiu's评分变化(mean±SD , n = 8)

       
分组

Chiu's评分

假手术组	          0.40±0.12           0.43±0.13         0.41±0.12           0.49±0.10	        0.31±0.17

I/R+NS组	         2.64±0.34b          2.54±0.25b        2.40±0.10b         2.91±0.11b	        2.90±0.13b

I/R+Ca组	          1.59±0.34bd         1.14±0.23bd       1.04±0.31bd        1.75±0.11bd        1.62±0.42bd

DAO(nkat/g)

假手术组	        59.01±16.34       58.68±14.17     59.68±16.00       59.51±14.34      59.68±14.84

I/R+NS组	       18.50±7.83b        20.00±5.83b      16.34±8.17b        21.84±6.67b       45.68±6.00b

I/R+Ca组	        42.01±7.17bd       44.51±8.00bd     35.67±7.00bd      39.00±7.33bd      53.34±8.17bd

TNF-α阳性细胞
假手术组	        157.4±10.7         154.9±9.9         155.9±10.4         158.4±9.4          155.4±8.8

I/R+NS组	       246.4±15.6b        230.4±14.4b      270.4±17.1b        260.4±18.5b      220.4±18.2b

I/R+Ca组	        204.4±12bd          198.4±11.2bd     234.4±12.1bd      225.4±10.2bd     196.4±10.8bd

0 min	          30 min	  60 min	                120 min	          240 min
再灌流时间

bP<0.01 vs  假手术组, dP<0.01 vs  I/R+NS组.
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TNF-α mAb被动免疫大鼠1 h后再注射TNF-α, 
则肠上皮细胞损害明显减轻, 说明TNF-α可引

起肠上皮细胞的损伤. 本实验结果显示, I/R+Ca
组大鼠肠组织T N F-α阳性细胞数明显低于I/
R+NS, 显示减少肠上皮细胞TNF-α的分泌和释

放是卡巴胆碱减轻肠上皮细胞损伤的一条重要

途径. 
本实验结果显示: I/R+Ca组与I/R+NS组相

比DAO含量明显升高, 且I/R+Ca组的TNF-α阳
性细胞数明显低于I/R+NS组, 说明卡巴胆碱可

通过抑制炎症介质的释放减轻肠缺血-再灌流

时肠上皮细胞的损害, 从而保护肠上皮细胞. 因
此卡巴胆碱在防治肠缺血-再灌流引起的失控

炎症反应和脓毒症中具有潜在的临床应用前景. 
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■同行评价
临床上脓毒症和
MODS的治疗一
直是一个研究的
热点和难点, 本实
验方法较合理, 结
果可靠, 表达简洁
准确, 选题有一定
临床意义和应用
价值. 
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51位, 内科医学类28种期刊的第4位. 2005年《世界华人消化杂志》的影响因子为0.485, 位居全部1652种中国

科技论文统计源期刊的第449位, 内科医学类28种期刊的第14位.《世界华人消化杂志》的即年指标0.070, 他引

率0.66, 地区分布数26, 基金论文比0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46. (世界胃肠病学杂志社2007-02-28) 
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Abstract
AIM: To screen genes regulated by gamma 
aminobutyric acid (GABA) in hepatic stellate 
cells (HSC) using microarray assay, and to 
investigate GABA biological function.

METHODS:  HSC-T6 was co-cultured with 100 
μmol/L GABA for 48 hours, and then mRNA 
was extracted from the cells to reversely tran-
scribe into cDNA. HSC-T6 co-cultured with 
phosphate buffer saline (PBS) was used as con-
trols. The cDNA profile was analyzed by micro-
array assay�.

RESULTS: For the profile of 4096 genes, 37 genes 
were found differentially expressed, of which 11 
were up-regulated while 26 were down-regulated 
significantly.

CONCLUSION: Differentially expressed genes 
under the action of GABA are successfully 
screened by microarray technique, demonstrat-

ing that GABA can affect the gene profile of 
HSC.

Key Words: Gamma aminobutyric acid; Hepatic 
stellate cell; Microarray assay

Xiao F, Wei HS, Li GL, Zhang JP, Song C. Screening of 
genes differentially expressed in hepatic stellate cells 
acted by gamma aminobutyric acid with microarray 
assay. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(6):629-632

摘要
目的: 应用基因芯片技术检测γ -氨基丁酸
(GABA)对肝星状细胞(HSC-T6) 基因表达谱
的影响. 

方法: 10 μmol/L的GABA作用于HSC-T6细胞
48 h, 提取mRNA, 逆转录为cDNA. 以PBS作用
的HSC-T6细胞为对照, 进行cDNA 芯片分析. 

结果: 在4096个基因表达谱的筛选中, 发现有
11个基因表达水平显著上调, 26个基因表达水
平显著下调.

结论: 成功地应用基因芯片筛选GABA作用
下肝星状细胞差异表达基因, 证明GABA对肝
星状细胞的表达谱有显著作用.

关键词: γ-氨基丁酸; 肝星状细胞; 基因芯片技术
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0  引言

γ-氨基丁酸(GABA)是一种非蛋白质组成的天然

氨基酸. GABA是哺乳动物中枢神经系统中重要

的抑制性神经递质, 具有重要的生理功能[1]. 已
经研究报道的生理活性有诸如降低血压、促使

精神安定、促进脑部血流、增进脑活力、营养

神经细胞、增加生长激素分泌、健肝利肾、改

www.wjgnet.com
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■背景资料
γ-氨基丁酸(GABA)
是哺乳动物中枢神
经系统中重要的抑
制性神经递质, 具
有重要的生理功
能. 目前针对GABA
的研究主要集中在
神经方面.



善更年期综合症等[2-3]. GABA广泛存在于大脑内, 
是大脑的主要抑制性介质. 正常时GABA来源肠

道, 由谷氨酸盐脱羧而来. GABA 能与α-酮戊二

酸反应生成谷氨酸, 抑制谷氨酸的脱羧反应, 使
血氨浓度有效降低, 还能促使更多的谷氨酸与氨

结合生成尿素排出体外, 解除氨毒, 增进肝功能. 
而肝功能不全以及肝硬化时, 肝脏的解毒能力降

低. 肝昏迷时, GABA在血中潴留, 血浆及脑脊液

中其浓度明显增高, 造成大脑功能的紊乱[4]. 肝纤

维化的发生是以肝窦和门静脉周围细胞外基质

过量沉积为特点. 激活的肝星状细胞被认为是肝

纤维化发生过程中细胞外基质的主要来源[5]. 因
此本实验应用基因芯片技术筛选GABA作用肝

星状细胞HSC-T6后差异表达的基因, 为进一步

阐明GABA可能的生物学功能提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 HSC-T6细胞由本室保存. 细胞培养

相关试剂、总R N A提取试剂T R I z o l均购自

Invitrogen公司. 人类基因组分类Ⅰ芯片包括原

癌基因和抑癌基因、离子通道和运输蛋白、

细胞周期蛋白类、细胞受体、免疫调节相关基

因、细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因、细胞

信号转导相关基因等4096个cDNA, 由上海联

合基因有限公司提供. mRNA纯化试剂Oligotex 
mRNA Midi Kit购自Qiagen公司. 
1.2 方法 在35 mm培养皿中常规培养HSC-T6
细胞 ,  细胞生长至对数期时 ,  分别将P B S和
10 μmol/L GABA加入细胞, 48 h后收获细胞, 每
5×106个细胞加入1 mL TRIzol 试剂, 立即于液
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氮中保存. TRIzol试剂一步法提取总RNA(分别

标记为实验组和对照组), 样品经分光光度计检

测吸光度A值, 经琼脂糖凝胶电泳检测28S、18S
条带变化. 纯化mRNA并行电泳检测. 常规方法

逆转录标记cDNA探针并纯化. Cy3-dUTP 标记

对照组细胞mRNA(5 μg), Cy5-dUTP标记实验

组细胞mRNA(5 μg). 将探针置于95℃水浴中变

性2 min; 玻片置于95℃水浴中变性30 s, 玻片取

出浸无水乙醇30 s, 探针取出后迅速置于冰上. 
将探针置于芯片上, 用盖玻片覆盖, 置于杂交舱

www.wjgnet.com

1      2     3    4 图 1  RNA电泳图. 1, 2: GABA-
10  mmol/L; 3,4: Control. 

图  2   双 色 荧
光标记叠加图. 

表  1  表达显著增强的基因

       序号       GenBank登录号  	   编码蛋白	                                                             Cy5/Cy3

1

2                     

3

4

5

6

 

7 

8

9

10 

11

M27812 

AF121265  

J05214     

BC062235

BC081810

U34843

BC062034

AF476963

L27111

BC078869

BC060556

突触蛋白Ia(synapsin Ia)

β-连锁蛋白(beta-catenin)

5'-核苷酸酶(5'-nucleotidase)

异种核蛋白-a1(heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein A1)

法尼基转移酶1 (farnesyl diphosphate farnesyl 

transferase 1)

细胞周期相关蛋白(cell cycle progression related 

D123) 

醛类还原酶(Aldehyde reductase 1) 

结合珠蛋白(haptoglobin-like protein) 

刺激激活的蛋白激酶(stress activated protein 

kinase alpha I )

CTL靶抗原(CTL target antigen )

核糖核蛋白体结合蛋白(ribophorin II) 

2.018

2.030

2.086

2.09

2.120

2.129

2.209

2.364

2.435

2.460

2.725
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中, 用Parafilm密封, 放入42℃杂交箱内杂交过夜

(16-18 h). 洗片后, 晾干扫描. 用General Scanning 
公司的ScanArray 4000扫描芯片. 用预先选定的

内参照基因(24条管家基因,每个基因点2个点, 
共48个点)对Cy3和Cy5的原始提取信号进行均

衡和修正. 用ImaGene310软件分析Cy3, Cy5两
种荧光信号的强度, 计算Cy5/Cy3比值. 阳性结

果判断: Cy5/Cy3>2.0, 红色荧光, 显示表达增强: 
Cy5/Cy3<0.5, 为绿色荧光, 显示表达减弱. 

2  结果

2.1 总RNA及mRNA的定性、定量分析 电泳条

带比较, 显示28S条带无明显降解, 电泳结果证

实已抽提高纯度的总RNA(图1).
2.2 芯片杂交体系验证及结果分析 在芯片上共

有4096个cDNA. 为了监控芯片杂交技术体系的

整个过程, 在芯片上设置阴性对照(8条水稻基

因, 共8个点), 这些点的杂交信号均很低, 证实了

数据的可靠性. 由于实验组探针标记Cy5荧光素

(呈红色), 对照组探针标记Cy3荧光素(呈绿色), 
红绿颜色的差异就显示该基因在实验组和对照

组中基因表达水平上的差异, 黄色代表表达水

平无差异. 按阳性标准, 从4096个基因中筛选出

差异表达基因共27条, 其中11条基因表达增强, 
26条基因表达降低(图2, 图3).
2.3 差异表达基因分析 在基因芯片的扫描分析

中, 如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在2.0以上, 就
判断为上调基因, 在本研究中发现有11种基因的

表达水平上调(表1). 如果荧光染料的Cy5/Cy3比
值在0.5以下, 就判断为下调基因, 在本研究中发

现有26 种基因的表达水平下调(表2).

3  讨论

基因芯片技术充分利用生物科学、信息学等前

■同行评价
本文应用基因表
达谱芯片技术筛
选GABA作用下
肝星状细胞差异
表达基因, 方法先
进, 结果可信, 但
讨论部分欠深入.  

表  2  表达显著下降的基因

        序号       GenBank登录号  	   编码蛋白	                                                                                                    Cy5/Cy3

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

L27084

BC088090

BC081844

BC088847

AY323237

AB039663

AY177703

BC079369

BC088166

U17253

AF461496

BC061819

AB097077

U76714

M11185

J02679

BC091363

BC078838

AB180485

BC081855

AF121217

BC088191

BC062066

BC085739

BC088146

M83560

果糖-2, 6-磷酸酶fructose-6-phosphate, 2-kinase: fructose-2, 

6-bisphosphatase)

视黄醇脱氢酶3(retinol dehydrogenase type III)

岩藻糖苷酶a-L-1(fucosidase, alpha-L-1)

磷酸果糖激酶(phosphofructokinase)

辅酶Q结合蛋白(low molecular mass ubiquinone-binding protein) 

孔蛋白2(VDAC2)

r-酪氨酸磷酸酶(receptor-like protein tyrosine phosphatase gamma 

A-type isoform)

丙酮酸脱氢酶E1 (pyruvate dehydrogenase E1)

a1-微球蛋白 (alpha 1microglobulin/bikunin)

转录抑制因子NAB1(transcriptional repressor NAB1)

柠檬酸合酶前体(citrate synthase precursor)

甘露糖苷酶2(mannosidase 2)

核蛋白UKP83(nuclear protein UKp83)

细胞黏附调节因子(cell adhesion regulator) 

髓磷脂脂蛋白(myelin proteolipid protein)

甲萘醌氧化还原酶(menadione oxidoreductase)

维甲类受体(retinoid X receptor gamma)

肾特异性膜蛋白(kidney-specific membrane protein)

核受体联合激活蛋白P120(nuclear receptor coactivator p120 )

磷脂结合蛋白(annexin A5)

前-a-2胶原蛋白(pro-alpha-2(I) collagen) 

短链脱氢还原酶(short-chain dehydrogenase/reductase)

硫辛酰胺脱氢酶(diaphorase)

3－羟邻氨苯丙酸－3, 4, －加双氧酶

(3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase)

C细胞色素P450(cytochrome P450) 

谷氨酸受体5-1(glutamate receptor subunit 5-1)

0.206

0.213

0.239

0.268

0.274

0.281

0.304

0.338

0.339

0.342

0.368

0.378

0.383

0.385

0.397

0.397

0.400

0425

0.426

0.430

0.437

0.444

0.452

0.472

0.481

0.485
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沿学科的先进成果, 其具有高通量、微型化和

自动化等特点, 广泛应用于医学科研的各个领

域, 为后基因组时代的生命科学研究提供了一

种强有力的工具. 本研究采用的微矩阵基因芯

片是以联合基因科技集团发现的4096条基因为

靶基因, 制备成cDNA芯片. 对两种对照组细胞

总RNA逆转录产生的cDNA进行杂交检测, 寻找

和筛选GABA作用于HSC-T6细胞后, 基因表达

变化. 37条基因在HSC-T6细胞中均有差异表达, 
其中上调基因11条, 下调基因26条. 

上调基因中突触蛋白Ⅰ在将突触泡与包括

肌丝、微管和血影蛋白在内的几种细胞骨架元

素的结合中发挥作用[6]. 胞质蛋白中β-连锁蛋白

是致癌蛋白的多功能蛋白质, 在细胞连接处他

与钙黏素相互作用, 参与形成黏合带, 而游离的

β-连锁蛋白可进入细胞核, 调节基因表达, 提示

该基因表达上调可能与HSC增殖加速有关[7]. 当
肝细胞受损或肝内外梗阻时, 5'-核苷酸酶释放

入血液中, 是诊断肝脏疾病的一项较为敏感的生

化指标[8]. 法尼基转移酶1活化Ras信号转导通路, 
促进细胞增殖[9]. 应激活化蛋白激酶是细胞外信

号转导至细胞内4大信号转导途径之一[10]. 下调

基因中孔蛋白是线粒体外膜上的通道蛋白[11]. 代
谢型谷氨酸受体激活后通过胞内信号转导系统

调制离子通道活动[12]. 电压依赖性通道调节活

性是HSC功能调节的重要方式. 细胞色素P450
主要分布在内质网和线粒体内膜上, 作为一种

末端加氧酶, 参与了生物体内的甾醇类激素合

成等过程. P450可能是人肝细胞内质网中一种

重要的磷脂酶D, 有改变膜的性质和信号功能

等作用[13]. 磷脂结合蛋白是一类被钙离子活化

后可与膜磷脂结合的蛋白, 参与膜转运及膜表

面其他一系列依赖于钙调蛋白的活动[14]. 维甲

类受体调控细胞生长、分化、凋亡等生命活

动中起重要作用[15]. 该基因的下调表达可能与

HSC的增殖相关. 
总之, GABA可能参与调控肝星状细胞的

增殖. 该芯片的结果还需要进一步的验证, 其具

体的生物学功能还需深入的研究. 
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图  3  杂交信号强度散点图.
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Abstract
AIM: To compare two automatic immunoassay 
systems (ECi/ECiQ and AxSYM) for monitoring 
serum HBsAg and anti-HCV, and to investigate 
the influencing factors on the clinical detection 
results.

METHODS:  Twenty HBsAg- or anti-HCV-pos-
itive samples were mixed with normal healthy 
sera to Cut-Off value and the detection was 
repeated 40 times. After 50 μL gas was injected 
into the samples, bubble-detection test was 
performed 20 times. Linear correlation was ana-
lyzed by diluting HBsAg-positive samples with 
normal healthy sera in series�.

RESULTS: The reproducibility (CV%) of ECi/
ECiQ and AxSYM system was 3.57% and 3.87% 
for HBsAg, and 5.05% and 17.01% for anti-HCV, 
respectively. The bubble-detection rate of ECi/
ECiQ and AxSYM system was 100% and 55% 

for HBsAg, and 35% and 15% for anti-HCV, re-
spectively. There was no false-negative result for 
HBsAg with these two systems. There was also 
no false-negative result for anti-HCV with ECi/
ECiQ system, but there was a false-negative rate 
of 70.6% for anti-HCV with AxSYM system. For 
linear analysis, positive HBsAg was still detected 
when diluted at a ratio of 1 to 40000 with ECI/
ECiQ system or 1 to 10000 with AxSYM system, 
and their correlation coefficients were 0.996 and 
0.938, respectively.

CONCLUSION: Both of ECi/ECiQ and AxSYM 
system are suitable for detecting HBsAg and 
anti-HCV in clinical laboratory. However, ECi/
ECiQ system needs samples with a higher qual-
ity. For the “problem samples”, AxSYM system 
produced a higher false-negative rate. Generally, 
ECi/ECiQ system is superior to AxSYM system 
in sensitivity, accuracy and reproducibility.

Key Words: HBsAg; Anti-hepatitis; Automatic im-
mnoassay; Performance
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evaluation of the ECi/ECiQ and AxSYM automatic 
immunoassay system for detection of HBsAg and 
anti-hepatitis C virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(6):633-637

摘要
目的: 比较ECi/ECiQ和AxSYM系统对样品检
测的重复性、气泡检出率及线性范围, 讨论其
对临床检测结果的影响. 

方法: HBsAg/抗-HCV强阳性样品各20份, 正
常人血清标本中分别加入一定比例的上述样
品至S/Co比值在阈值(Cut-Off)并重复检测40
次作重复性实验; 气泡检出试验是在样品中
加入50 μL气体并重复检测20次; 正常人血清
连续系列稀释HBsAg强阳性标本并检测线性
范围试验. 

结果: ECi/ECiQ和AxSYM系统HBsAg重复
性(CV%)各为3.57%和3.87%; ECi/ECiQ和
AxSYM系统抗-HCV各为5.05%和17.01%. 
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■背景资料
样本检验前的质
量控制是保证检
验结果准确性的
关键, 也是保证检
验结果互认的关
键 ,  虽 然 检 测 试
剂及系统的稳定
性、灵敏度及准
确性不断提高, 但
由于从样品收集
到检测的过程涉
及的环节较多, 如
不注意将会产生
不合格样品而影
响检测的结果.



ECi/ECiQ和AxSYM系统HBsAg气泡检出率
各为100％和55%; ECi/ECiQ和AxSYM系统
抗-HCV各为35%和15%. ECi/ECiQ系统和
AxSYM系统HBsAg均未出现假阴性; ECi/
ECiQ系统抗-HCV未出现假阴性, 而AxSYM
系统为70.6%. ECi/ECiQ在稀释1∶40000时仍
阳性, 其线性相关系数为0.9957, 而AxSYM系
统在稀释1∶10000时阳性, 其线性相关系数为
0.9384.

结论: ECi/ECiQ和AxSYM两系统均适用于临
床检测, 但ECi/ECiQ系统对整个检测流程质
量控制要求高, 而AxSYM系统对样品的质量
要求相对较低, 在低值标本检测中容易造成
假阴性, ECi/ECiQ系统的敏感性和重复性比
AxSYM系统好.

关键词: HBsAg; 抗HCV; 全自动免疫检测系统; 性

能比较
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0  引言

我国是乙型肝炎及丙型肝炎的高流行区, 乙型

肝炎病毒(H B V)感染后尤其是丙型肝炎病毒

(HCV)感染后, 易转变为慢性, 甚至肝硬化及肝

癌, 随着抗病毒治疗的进展, 对临床检测技术的

自动化程度、灵敏性、准确性的要求越来越高, 
同时检测系统对样品的质量控制的要求也越来

越高, 如果检测前样品出现问题, 如运送样品过

程中, 由于颠簸、震荡等原因造成样品出现气

泡, 从而导致出现“问题样品“, 如果不注意样

品前的质控处理, 则会产生错误的结果, 从而导

致临床医生对患者的治疗效果判断产生困惑或

错误. 而目前在临床上常用于检测乙、丙型肝

炎抗原、抗体的全自动免疫系统为ECi/ECiQ系

统和AxSYM系统, 因此, 我们对这两个系统的性

能及对“问题样品“的检测进行初步的临床比

较分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 美国强生公司的ECi/ECiQ全自动免疫

系统及雅培公司的AxSYM全自动免疫系统均由

我科病毒研究室提供, 各系统的专用试剂盒均

购自其代销商(北京键峰生物技术有限公司和北

京圣卓生物医学技术有限公司), 检测操作及结

果判断均按照各系统和其试剂盒的要求进行(两
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台系统及其试剂盒每年均通过卫生部临检中心

的质评). 
1.2 方法

1.2.1 重复性试验 选择我科实验室外观正常标

本(指无溶血、黄疸、高血脂等). 取HBsAg/抗
-HCV/抗-HIV/抗-HBs均阴性的正常人血浆/血
清(>20 mL), 在其中加入一定比例的HBsAg强
阳性标本, 经充分混匀后, 分别应用ECi/ECiQ
和AxSYM测定HBsAg, 使其各自的测定结果

(S/Co比值)在1.5-2.5之间; 同理, 再用HBsAg/抗
-HCV/抗-HIV/抗-HBs均阴性的正常人血浆/血
清(>10 mL), 在其中加入一定比例的抗-HCV强

阳性标本, 经充分混匀后, 分别应用 ECi/ECiQ
和AxSYM测定抗-HCV, 使其各自的测定结果

(S/Co比值)在1.5-2.5之间. 取上述S/Co比值在

1.5-2.5之间的标本, 同时在 ECi/ECiQ和AxSYM
两个系统上分别进行HBsAg和抗-HCV的测定; 
每种项目各自测定40次. 
1.2.2 气泡检出试验 样品选择同1.2.1, 在0.5 mL
样品中加入50 μL气体使样品产生肉眼可见的

气泡, 同时分别在两个系统中进行HBsAg和抗

-HCV的测定, 各自测定20次. 
1.2.3 线性范围试验 取HBsAg、抗-HCV、抗

-HIV和抗-HBs均阴性的正常人血浆/血清标本

作为稀释液, 对一高浓度的HBsAg样品进行系

列稀释(原浓、1∶100、1∶1000、1∶10 000、
1∶2 0  0 0 0、1∶4 0  0 0 0、1∶8 0  0 0 0和1∶
160 000倍稀释). 分别利用以上两个系统对所有

稀释样品进行检测.
统计学处理 结果采用均数±标准差、变异

系数百分数(CV%)、S/Co值表示, 统计学分析

采用相关系数及回归分析. 

2  结果

2.1 重复性试验 对HBsAg的检测, ECi/ECiQ
系统均值为1.655±0.591, 其CV%为3.57%; 而
AxSYM系统均值为2.620±0.101, 其CV%为

3.87%. 对抗-HCV的检测, ECi/ECiQ系统均值为

1.141±0.0576, 其CV%值为5.05%; 而AxSYM
系统均值为1.207±0.205, 其CV%为17.01%.
2.2 气泡检出试验 对HBsAg样本中的气泡检

测, ECi/ECiQ系统对所检测的20份样本中的气

泡全部检出(20/20); 而AxSYM系统只检出11
份(11/20). 对抗-HCV样本中的气泡检测, ECi/
ECiQ系统对所检测的20份样本中的气泡检出7
份(7/20), AxSYM系统检出3份(3/20)(表1).

www.wjgnet.com

■同行评价
本文通过“问题
样本“, 比较目前
常用的两台全自
动免疫检测系统
性能, 以说明这两
个系统对“问题
样本“的检测能
力及其对结果的
影响, 在临床上有
一定价值.
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假阴性率: 对气泡检测中ECi/ECiQ系统、

AxSYM系统未检出气泡的HBsAg样本, 两系统

均未出现假阴性; 对气泡检测中未检出气泡的

抗-HCV样本, ECi/ECiQ中未出现假阴性, 而Ax-
SYM系统在未检出气泡的的17例样本中有12例
样本为假阴性, 其假阴性率为70.6%(12/17)(表1)
2.3 线性范围试验ECi/ECiQ系统在样品稀释

1∶40 000时仍检测出H B s A g,  其相关系数

(r 2)为0.9957; 而AxSYM系统则可在样品稀释

1∶10 000时检测出HBsAg, 其相关系数(r 2)为
0.9384(表2).

3  讨论

病毒性乙型肝炎是全球的一个较严重的公共健

康问题, 全球大约有3.5亿人患慢性乙型肝炎[1], 
其中在我国有约1.3亿人被HBV感染, 其中约

3000万人为慢性肝炎, 而其中约25%的患者发

展为肝硬化和肝癌[2], 给国家、社会及个人家

庭带来沉重的经济负担. 对于HCV感染, 在我

国的流行率约为3%, 而大多数(85%以上)为无

症状感染, 通常发展为慢性丙性肝炎、肝硬化

及肝癌, 因此, 临床上筛查HBsAg和抗-HCV很重

要. 而HBV、HCV的传播途径主要是通过血液

(包括血制品、注射等)和性活动传播. 在HBV感

染早期, HBsAg是最早出现于血液中的病毒标

志物之一, 他在肝功能异常和出现黄疸之前即

可检出, 在成年时感染HBV, 通常是自限性的, 约
95%以上的成年人通过机体产生抗-HBsAg(表
面抗体)清除病毒而痊愈, 而少部分成人及婴幼

儿时期感染HBV者, HBsAg持续阳性超过6 mo, 
即转为慢性HBV感染, 最终可能发展为肝硬化

及肝癌, 尽管目前已开发出第三代的酶联免疫

法检测HBsAg和anti-HCV, 但在我国其假阴性

结果的发生率仍可会很高[3-4]; 我们的结果也提

示如样本中含有气泡, 则易出现假阴性, 在对

HBsAg的检测, ECi/ECiQ及AxSYM系统均未出

现假阴性, 但在对抗-HCV的检测, ECi/ECiQ系

统未出现假阴性, 而AxSYM系统的假阴性率为

70.6%, 这结果与Dufour et al [5]报道的结果酶免

法(EIA)假阴性率高相似; 另外ECi/ECiQ系统在

稀释1∶40 000时仍能测出HBsAg, 而AxSYM系

统在1∶10 000时测出HBsAg, 提示ECi/ECiQ系

统的灵敏度高, 与Ismail et al [6]报道的结果相似, 
因此, 必须注意样本分析前的质量控制, 如采血

时注意不要抽血速度过快、注入采血管时不要

太用力、真空采血管负压不能过大, 而且运送

标本时应避免震荡, 样本检测前注意离心等. 
AxSYM免疫分析系统是采用荧光偏振原

NR: No Result(即已经检出气泡).

表  1  气泡检测试验 (n = 20)

       	                                 1	              2	           3	         4            5	     6	     7	    8	 9              10 

HBsAg

Anti-HCV

HBsAg

Anti-HCV

ECi/ECiQ

AxSYM

ECi/ECiQ

AxSYM

ECi/ECiQ

AxSYM

ECi/ECiQ

AxSYM

NR

NR

1.57

1.04

11

NR

2.47

NR

0.21

NR

NR

NR

1.17

12

NR

NR

1.71

0.37

NR

2.34

NR

NR

13

NR

NR

1.71

0.87

NR

NR

NR

0.14

14

NR

NR

1.7

0.11

NR

NR

1.61

0.11

15

NR

NR

1.66

0.11

NR

2.67

NR

NR

16

NR

NR

1.68

0.15

NR

NR

NR

0.14

17

NR

2.45

1.66

1.23

NR

NR

1.66

1.09

18

NR

2.28

1.66

   

NR

2.4

1.7

0.48

19

NR

2.45

NR

0.45

NR

2.31

1.68

NR

20

NR

2.49

1.68

0.2

1ECi/ECiQ系统的阳性判定界值为S/Co>1.00, 其相关系数(r 2)＝0.9957; 2AxSYM系统的阳性判定界
值为S/Co>2.00, 其相关系数(r 2)＝0.9384.

表  2  ECi/ECiQ，AxSYM系统的稀释试验 (S/Co)

       稀释度 	       1	 1/100	 1/1000     1/10000    1/20000   1/40000    1/80000     1/160000

ECi/ECiQ1  8550	   655	  65.9	   6.89	 3.17	 1.42	 0.63	 0.26

AxSYM2	     355.24	    94.01	  14.76	   2.45	 1.62	 1.2	 1.14	 1.05
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理的免疫分析系统, 这是一种均相荧光免疫分

析法, 即用荧光素标记的示踪物与分析物的复

合体经单一平面偏振光照射后, 可发出单一平

面的525-550 nm偏振荧光, 此荧光在特定偏振

面的强度与复合体受激发时的转动速度成反

比, 而转动速度与分子量的大小成反比. 游离的

荧光素标记复合体, 分子小, 转动速度快, 激发

后发射的光子散向四面八方, 因此通向偏振仪

的光信号很弱, 因此当荧光标记的示踪物与分

析物的复合体结合后, 与相应大分子抗体进行

竞争性结合, 使游离的复合体增多, 而复合体转

动速度较高, 这样在特定偏振面上检测到的荧

光强度较低, 反之检测到的荧光强度就会较高. 
因此通过检测在特定偏振面上的荧光强度的高

低就可得到待检血清中分析物的浓度. 这种方

法的优点是灵敏高, 线性范围广, 有较好的精确

度. 而ECi/ECiQ系统则是采用增强化学发光方

法的免疫分析系统, 即将生物素化的第一抗体

通过链霉亲和素包被于反应杯内表面上, 当待

测物与之结合后, 再加入用辣根过氧化物酶标

记的第二抗体, 并采用一种特殊的催化剂三氯

四羟基乙酰苯胺与发光剂(luminol)及其他试剂

一道加入后, 可使辣根过氧化物酶氧化发光剂

的反应速度提高百倍以上, 这种化学发光强度

比单独鲁米诺发光强, 持续时间长, 而且稳定, 
易于测定, 从而使方法学的灵敏度大大提高. 从
我们的实验结果来看, 这两系统的重复性, 其
CV%均在20%之内, 但对HBsAg的检测, ECi/
ECiQ系统为3.57%, 而AxSYM系统为3.87%; 
对抗-HCV的检测, ECi/ECiQ系统为5.05%, 而
AxSYM系统为17.01%. 提示ECi/ECiQ系统的重

复性要比AxSYM系统好; 从线性实验结果来看, 
ECi/ECiQ系统的相关系数为0.9957, 而AxSYM
系统为0.9384; 提示临床上应用ECi/ECiQ系统

的结果进行治疗前后比较可能比应用AxSYM
系统的结果好. 由于目前尚未有直接杀病毒的

药物, 尤其是慢性乙型肝炎病毒感染者, 其肝

细胞核内存在乙肝病毒的复制模版-共价闭合

环状DNA (cccDNA), 目前尚无药物直接作用

于他, 而是靠长期使用抑制乙肝病毒复制的药

物抑制肝细胞质中的HBV DNA的复制, 使其

cccDNA无来源而耗竭, 出现HBsAg, HBeAg的
血清转换 ,  达到临床治愈(病毒整合到人基因

组、变异除外). 因此在长期抗乙肝病毒治疗的

过程中, 检测病毒标志物的滴度, 准确地了解

抗原抗体的转化, 尤其是对HBsAg、HBeAg的
血清转换的动态观察, 对评价药物抗病毒的作

用、疗效及疗程(如停药指标)起到一定的帮助

作用[2,7-15]. 另外, 应用全自动免疫检测系统在血

站、血库进行全自动、快速、大样本、准确地

筛查献血员的HBsAg及抗HCV也将在预防乙型

肝炎和丙性肝炎的输血后传播方面发挥较大的

作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of cholecystokinin 
(CCK) and secretin on pancreatic duct pressure 
(PDP) and pancreatic blood flow (PBF) in 
Australian brush-tailed possums.

METHODS: CCK and secretin (5 μg/kg) were 
intravenously injected into 6 brush-tailed pos-
sums respectively. Pancreatic duct of the pos-
sums were cannulated and PDP was measured 
by Maclab recording system separately. PBF was 
measured using laser Doppler flowmetry�.

RESULTS: Five minutes after CCK and secretin 
injection, PDP increased from 16.2 ± 1.8 and 16.8 
± 1.7 mmHg to 18.9 ± 2.1 and 25.6 ± 1.9 mmHg, 
and maintained high levels (17.6 ± 2.4 mmHg 
and 21.5 ± 2.5 mmHg) at the 15th minute (P < 
0.002 and P < 0.001); PBF increased from 0.58 ± 
0.09 and 0.55 ± 0.04 mL/100 g to 0.75 ± 0.11 and 
0.85 ± 0.12 mL/100 g, respectively, at the begin-
ning after CCK and secretin injection. However, 
CCK and secretin made a continual PDP in-
crease along with PBF decrease till maintaining 

a low level (0.51 ± 0.09 mL/100 g and 0.39 ± 0.11 
mL/100 g, P < 0.001) within 15 minutes, but the 
influence of secretin was more significant than 
that of CCK (P < 0.05).

CONCLUSION: PDP can be increased by CCK 
and secretin injection, resulting in an increase 
of PBF, which may be the initial factor in the 
pathogenesis and development of acute biliary 
pancreatitis.

Key Words: Cholecystokinin; Secretin; Pancreatic 
duct pressure; Pancreatic blood flow; Possums
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摘要
目的: 观察缩胆囊素和胰泌素对胰管压力及
胰腺血流量的影响, 以探讨急性胆源性胰腺炎
的发病机制. 

方法: 6只负鼠静脉灌注缩胆囊素和胰泌素
5 μg/kg, 分别胰管插管, 并连接到压力感受器
上测定胰管压力, 激光多普勒测定胰腺血流量. 

结果: 在注射缩胆囊素和胰泌素后5 min, 胰
管压力分别由16.2±1.8 mmHg和16.8±1.7 
mmHg上升到18.9±2.1 mmHg和25.6±1.9 
mmHg, 在随后的5-15 min期间, 胰管压力在此
水平缓慢的下降并维持在较高的水平, 分别为
17.6±2.4 mmHg和21.5±2.5 mmHg (P <0.002
和P <0.001); 胰腺血流量分别由0.58±0.09 
mL/100 g和0.55±0.04 mL/100 g上升到0.75±
0.11 mL/100 g和0.85±0.12 mL/100 g, 在随后
的5-15 min期间, 随着胰管压力上升, 胰腺血
流量反而缓慢的下降并维持在较低的水平, 分
别为0.51±0.09 mL/100 g和0.39±0.11 mL/100 g 
(P <0.001), 与缩胆囊素相比, 胰泌素的这种作
用更为明显(P <0.05).

结论: 缩胆囊素和胰泌素可增加胰管压力, 并
使胰腺血流量在开始增加, 增加的胰管压力反
而使胰腺血流量下降, 提示在胰管有梗阻的情

■背景资料
急性胆源性胰腺
炎 ( A B P )常存在
不同程度的胰管
梗阻和胰管高压
与胰腺血液循环
障碍, 暴饮暴食常
是诱发ABP的重
要 原 因 之 一 .  饮
食中的脂肪或蛋
白质等可刺激肠
道分泌, 其中缩胆
囊素和胰泌素是
重要的胃肠道激
素, 已知这两种激
素可引起胰液分
泌和胆囊收缩等, 
但是, 缩胆囊素和
胰泌素在胰管梗
阻下是否对胰管
压力和胰腺血流
量有影响尚不清
楚, 并在饮食诱发
ABP的发生与发
展方面的作用有
待研究.
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况下, 这两种激素可能是急性胆源性胰腺炎发
生并发展的重要始动因素之一.
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0  引言

研究发现, 急性胆源性胰腺炎(ABP)常存在胰管

高压和胰腺血液循环障碍, 并且ABP的类型与

胰管压力有关[1-3], 胰腺血液循环障碍又可能是

导致ABP时胰腺坏死的主要原因之一[3]. 我们的

实验显示, 胰管压力与胰腺血流量有关[4-5]. 暴
饮暴食常是诱发ABP的重要原因之一. 饮食中

的脂肪或蛋白质等可刺激肠道分泌缩胆囊素

(cholecystokinin)和胰泌素(secretin), 两者均可增

加胰液分泌[6]. 但是, 缩胆囊素和胰泌素是否对

胰管压力和胰腺血流量有影响尚不清楚. 在本

研究中, 我们观察缩胆囊素和胰泌素对负鼠胰

管压力和胰腺血流量是否有作用, 以探讨ABP的
某些发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 6只负鼠按报道的方法[7]准备. 首先使

用氯胺酮20 m g/k g(澳大利亚卡特兰公司)和
Xylazine 10 mg/kg(澳大利亚卢木普公司)肌肉注

射麻醉负鼠, 然后左下肢静脉插管, 作为应用输

液泵静脉输入戊巴比妥钠15-20 mg/(kg•h)维持

麻醉. 左股动脉插管并将此连接到压力感受器

(爱尔兰共和国全斯派克公司)作术中监测血压. 
气管插管并用小动物呼吸机(美国菲力蒲公司)
维持负鼠通气. 用电热毯(美国哈维德仪器公司)
保温. 剖腹探查, 分别将十二指肠和胰腺轻轻固

定于平板上, 以利于作胰管插管和测定胰腺血

流量. 6只负鼠胰管的直径1-1.5 mm, 近Oddi括
约肌一侧切开, 向胰腺侧插入外直径1.2 mm内

直径0.8 mm的聚乙烯导管, 其周用9-0的尼龙线

固定, 并连接到压力感受器上, 以测定胰管压力. 
右下肢静脉插管用于灌注缩胆囊素和胰泌素.
1.2 方法 

1.2.1 测定胰管压力 聚乙烯导管一端插入胰管

内, 另一端连接到压力感受器上, 并在胰腺水平

调整零点. 准备60 min稳定后, 开始分别灌注缩

胆囊素和胰泌素, 缩胆囊素和胰泌素用量分别

为5 mg/kg, 分开静脉灌注, 再分别观察30 min, 同
时记录胰管压力. 
1.2.2 测定胰腺血流量 在实验中, 使用激光多普

勒(瑞典派力麦德公司)测定胰腺血流量. 首先用

Vetland胶将该仪器的探头黏附于胰头表面, 在
调整25%的基础水平和保持温度的条件下测定. 
该仪器的输出端连接到记录系统. 准备60 min稳
定后, 开始分别灌注缩胆囊素和胰泌素, 再分别

观察30 min, 同时记录胰腺血流量. 胰腺血流量

以每100 g组织mL/min表示. 所有感受器都连接

到Maclab记录系统(澳大利亚爱迪仪器公司). 实
验结束时, 使用致死量的戊巴比妥钠处死动物.

统计学处理 所有资料以平均数±标准差

(mean±SD)表示. 比较用t检验.

2  结果

2.1 实验数据的采集 从Maclab记录系统中采集

1 min记录的平均值, 采集点分别在注射缩胆囊

素和胰泌素后5, 10和15 min 3个点. 
2.2 缩胆囊素和胰泌素对胰管压力的作用 在
胰管梗阻(胰管插管)的情况下, 分别在注射缩

胆囊素和胰泌素后5 min, 胰管压力分别由16.2
±1.8 mmHg和16.8±1.7 mmHg上升到18.9
±2.1 m m H g和25.6±1.9 m m H g, 在随后的

5-15 min期间, 胰管压力在此水平缓慢的下降并

维持在较高的水平, 分别为17.6±2.4 mmHg和
21.5±2.5 mmHg, 与使用缩胆囊素和胰泌素前

相比明显升高(P <0.002和P <0.001), 与缩胆囊素

相比,胰泌素的这种增加胰管压力的作用更为明

显(P <0.05)(图1).
2.3 缩胆囊素和胰泌素对胰腺血流量的影响 在
胰管梗阻(胰管插管)的情况下, 分别在注射缩胆

囊素和胰泌素后5 min, 胰腺血流量分别由5.8±
0.9 mL/kg和5.5±0.4 mL/kg上升到7.5±1.1 mL/kg
和8.5±1.2 mL/kg, 在随后的5-15 min期间, 随着

胰管压力上升, 胰腺血流量在此水平反而下降

■研发前沿
研 究 发 现 ,  引 起
ASP的主要原因, 
一方面可能是胰
腺炎诱发细胞因
子与炎症介质的
释放和胰腺血液
循环障碍发生作
用, 另一方面肠细
菌移位导致感染
引起的二次打击. 
此外, 重型ABP的
胰管压力比轻型
ABP的胰管压力
高, 胰管减压使可
能发生ASP者仅
为轻型ABP, 说明
胰管压力在ASP
的发生与发展方
面起着一定的作
用. 

图  1  使用缩胆囊素和胰泌素后胰管压力的变化.
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并维持在较低的水平, 分别为5.1±0.9 mL/kg和
3.9±1.1 mL/kg, 与使用缩胆囊素和胰泌素前相

比显著降低(P <0.001), 与缩胆囊素相比, 胰泌素

的这种作用更为明显(P <0.05)(图2).

3  讨论

ABP常存在胰管高压, 重型ABP的胰管压力比轻

型ABP的胰管压力高[1-2]. 暴饮暴食是ABP的主

要原因之一. 暴饮暴食尤其是其中的脂肪或蛋

白质等可刺激肠道分泌缩胆囊素和胰泌素. 缩
胆囊素和胰泌素可以促使胰腺分泌[6]. 本实验显

示, 在胰管梗阻(胰管插管)的情况下, 缩胆囊素

和胰泌素可明显增加胰管压力, 其中胰泌素的

这种增加胰管压力的作用更为明显. 这提示暴

饮暴食诱发ABP, 其中的重要原因之一可能是食

物中的脂肪等可刺激肠道分泌缩胆囊素和胰泌

素, 在胰管梗阻的情况下, 可能通过增加胰腺分

泌进而增加胰管压力, 从而诱发ABP. 
A B P有较低的胰腺血流量 ,  一般减少

30%-50%[3,8]. 除了细胞因子的作用外[11-14], 胰腺

坏死的主要原因之一可能是胰腺血流量减

少[9-10,15]. 本研究表明, 缩胆囊素和胰泌素在开始

时可以增加胰腺血流量, 但是, 在胰管有梗阻时

缩胆囊素和胰泌素使胰管压力增加的同时反而

减少了胰腺血流量, 这可能是ABP时发生胰腺血

液循环障碍的另一重要原因. 这与我们过去的

实验证明胰管压力与胰腺血流量呈相反关系相

一致[4-5]. 这些结果提示, 缩胆囊素和胰泌素可增

加胰管压力, 由此而使胰腺血流量下降, 在胰管

有梗阻的情况下, 这两种激素可能是餐后ABP发

生并发展的重要始动因素之一. 
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图  2  使用缩胆囊素和胰泌素后胰血流量的变化.
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Abstract
AIM: To explore the correlations of tumor 
necrosis factor-related apoptosis-inducing 
ligand (TRAIL) mRNA in peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) and serum soluble 
TRAIL (sTRAIL) in liver injury during chronic 
hepatitis B (CHB).

METHODS: Real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction (FQ-RT-PCR) and 

sandwich enzyme-linked immunoadsorbent as-
say were used to detect the expression of TRAIL 
mRNA in the PBMCs and the level of sTRAIL 
in serum of 58 CHB patients, respectively. Then 
correlation analysis was performed between the 
results and serum HBV DNA titer, albumin, ala-
nine aminotransferase (ALT) and total bilirubin 
(TBIL) levels�.

RESULTS: The serum level of sTRAIL in pa-
tients with CHB (except for the light type) was 
significantly lower than that in the healthy 
controls (t = 2.91, P < 0.05), but there were no 
significantly differences among patients with 
various types of CHB. The level of sTRAIL was 
positively correlated with serum albumin (r = 
0.426, P < 0.05), but it had no relationship with 
HBV DNA titer, TBIL and ALT. The expres-
sion of TRAIL mRNA in PBMCs was obviously 
higher in all the CHB patients than that in the 
healthy controls (t = 28.31, P<0.001), and it had 
no marked relationship with liver function and 
HBV DNA titer.

CONCLUSION: Lower level of serum sTRAIL 
may be correlated with CHB-caused liver injury, 
which indicates that up-regulation of TRAIL 
expression on the membranes of PBMCs is in-
volvement in the delayed course of hepatitis B.

Key Words: Tumor necrosis factor-related apopto-
sis-inducing ligand; Real-time fluorescence quanti-
tative polymerase chain reaction; Peripheral blood 
mononuclear cell; Chronic hepatitis B

Mao LP, Wang HM, Zhang ZY, Wu YP, Zhang YY, Ju SQ, 
Wang LJ, Chen YF. Involvement of tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand mRNA in peripheral 
blood mononuclear cells and serum soluble tumor 
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand in 
liver injury caused by chronic hepatitis B. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(6):641-645

摘要
目的: 探讨慢性乙型肝炎(CHB)患者外周血

单个核细胞(P B M C s)肿瘤坏死因子相关凋

www.wjgnet.com

®

■背景资料
TRAIL为继TNF,  
FasL之后发现的

第3个TNF 超家

族凋亡分子. 已发

现TRAIL的受体

有5种DR4, DR5, 
D c R 1 ,  D c R 2 , 
OPG, 其中DR4 , 
DR5与TRAIL结

合能诱导靶细胞

凋亡 .  膜结合型

TRAIL和 sTRAIL
均可与TRAIL死

亡受体结合, 并三

聚体化而引起细

胞凋亡.
   



亡诱导配体(TRAIL) mRNA及血清可溶性

TRAIL(sTRAIL)水平与HBV感染肝损伤的

关系. 

方法: 采用TaqMan实时荧光定量RT-PCR(FQ-
R T- P C R )检测5 8例慢性肝炎患者外周血

PBMCs中TRAIL mRNA水平, 采用夹心酶联

免疫吸附法分析其血清sTRAIL水平, 同时与

血清HBV DNA滴度和肝功能相关指标, 进行

相关性分析. 

结果: 除轻度慢性乙肝外, 其他各型慢性乙型

肝炎患者血清sTRAIL水平均显著低于健康对

照组(t  = 2.91, P <0.05), 各型慢性乙肝之间无

显著性差异, 与白蛋白(ALB)呈显著正相关(r 
= 0.426, P <0.05), 与TBIL、ALT及HBV DNA
滴度无相关性. 各型慢性乙肝患者PBMCs中
TRAIL mRNA水平显著高于健康对照组(t  = 
28.31, P <0.001), 与肝功能指标及血清HBV 
DNA滴度无相关性.

结论: 血清sTRAIL水平降低与肝损伤相关, 
提示单个核细胞膜结合型TRAIL增高与肝损

害及乙肝病程迁延不愈有关.

关键词: 荧光定量PCR; 外周血单个核细胞; 肿瘤坏

死因子相关凋亡诱导配体; 慢性乙型肝炎

毛丽萍, 王惠民, 张子玉, 吴月平, 章幼奕, 鞠少卿, 王陆

军, 陈育凤. 外周血单个核细胞TRAIL mRNA和血清sTRAIL

水 平 与 H B V 感 染 肝 损 伤 的 相 关 性 .   世 界 华 人 消 化 杂 志  

2007;15(6):641-645
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0  引言

肿瘤坏死因子(TNF)相关凋亡诱导配体(TNF-
related apoptosis inducing ligand, TRAIL)仅能诱

导肿瘤细胞、转化细胞或病毒感染细胞凋亡, 
而不诱导正常细胞凋亡[1], 在肿瘤、病毒性感染

性疾病中有重要作用[2-7],  TRAIL是典型的Ⅱ型

跨膜蛋白, 全长形式TRAIL第109位有一个潜在

的N-糖基化位点, 可被金属蛋白酶从膜上切下

而产生114-281位可溶的活性肽段称为可溶性

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(sTRAIL). 全
长形式的膜结合型TRAIL和sTRAIL均具有相

同的生物学活性[8]. 有研究显示外周血单个核

细胞(PBMCs)中TRAIL mRNA水平与多种疾病

有关[9-10]. 为了探索TRAIL在慢性病毒性乙型肝

炎发病中的作用, 我们建立了TaqMan实时荧光

定量RT-PCR(FQ-RT-PCR)检测外周血单个核细
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胞中TRAIL mRNA含量的方法, 并检测了慢性

乙肝(CHB)、肝炎后肝硬化(LC)患者PBMC中

TRAIL mRNA的含量, 采用ELISA法检测血清

中的sTRAIL, 同时检测肝功能相关指标, 进行相

关性分析. 

1  材料和方法

1.1 材料  2006-07/2006-10南通大学附属南通第

三医院住院患者58例, 诊断符合2000年全国病毒

性肝炎会议制定的诊断标准, 且无其他疾病并

存, 所有患者研究前均未使用免疫抑制剂和免疫

调节剂, 男44例, 年龄18-56岁, 女14例, 年龄24-75
岁, 其中慢性肝炎组轻度13例, 中度16例, 慢性

重度-重型肝炎组7例, 肝硬化组22例. 20例健康

献血者作为正常对照, 其中男12名, 女8名, 年龄

23-48岁. 人可溶性TRAIL双抗体夹心(ELISA)法
试剂盒由美国Biosource公司提供. Ficoll淋巴细

胞分离液购自上海SCRC国药集团化学试剂有限

公司. TRIzol试剂、SuperScriptTMⅢ逆转录试剂

盒购自美国Invitrogen公司. pGEMT-easy载体、

质粒抽提试剂盒、IPTG、X-gal、dNTPS均购自

Promega公司. LightCycler循环仪及专用毛细管

由Roche公司提供. PTC-200PCR循环仪由美国

BIO-RAD公司提供. 胶回收试剂盒由上海华舜

生物工程公司提供. DNA和RNA定量采用日立

U0080D型紫外分光光度计. 凝胶成像分析采用

美国Wealtec公司Dolphin-Doc成像仪. 血清HBV 
DNA测定试剂盒由上海浩源生物有限公司提供, 
HBV DNA的PCR扩增采用PE9600PCR扩增仪, 
产物分析采用美国安杰伦公司Caliper1000微流

芯片检测仪及配套软件. 肝功能检测: 采用日立

7170型生化分析仪检测丙氨酸转氨酶(ALT)、血

清白蛋白(ALB)、血清总胆红素(TBIL) . 
1.2 方法 采集静脉血5 mL, 3 mL置EDTA-K2抗凝

管内, 用Ficoll淋巴细胞分离液尽快分离单个核

细胞, 并用新开瓶的生理盐水1.5 mL洗涤3遍后

弃尽上清, 加入1 mL TRIzol试剂, 震荡使单个核

细胞悬起,  -70℃冻存备检. 另2 mL尽快分离血

清, 冻存于-70℃备检. 
1.2.1 引物、探针设计及合成 依据GenBank所收

录的TRAIL-mRNA全序列NM003810和内参β2微

球蛋白(β2M)mRNA全序列NM004048, 用Beacon 
Designer2.1软件设计引物和探针, 由上海生工生

物工程公司合成(表1).
1.2.2 TRAIL, β2M定量质粒标准品的构建 按
Invitrogen的TRIzol试剂说明书抽提HBV DNA

www.wjgnet.com

■相关报道
Mundt et al发现腺

病毒感染鼠肝炎

模型中, 病毒感染

可以激活TRAIL 
诱导肝细胞凋亡, 
并推测TRAIL诱

导细胞凋亡可能

在病毒性肝炎中

发挥重要作用, 他
们还发现HBV感

染的患者肝组织

TRAIL表达增高, 
DR4不及DR5上
调明显. 
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阳性乙肝患者的外周血单个核细胞的总RNA, 
紫外分光分析仪测定总R N A浓度和纯度 ,  按
SuperScriptTMⅢ试剂说明书进行逆转录. 取cDNA 
2 μL, 分别用TRAIL和β2M上下游引物于Bio-Rad 
PTC-200进行PCR扩增,  94℃ 3 min, 94℃ 30 s、 
56℃ 30 s、 72℃ 30 s共35个循环, 72℃ 5 min. 回
收PCR产物, 与pGEM-Teasy载体4℃连接过夜. 
CaCl2法常规制备感受态大肠杆菌DH5α, 连接

产物转化感受态细胞, 涂布于经20 g/L X-gal和
200 g/L IPTG处理的含100 mg/L氨苄青霉素的

LB平皿上, 37℃培养12-16 h. 经蓝白斑筛选, 白
色菌落经 PCR初步鉴定, 阳性克隆进一步测序分

析(由上海基康生物公司完成). 将筛选出的阳性

菌株扩增, 抽提质粒, 准确定量, 计算拷贝数, 10
倍系列稀释, 分装, 作为标准品-20℃保存. 
1.2.3 单个核细胞TRAIL mRNA的定量检测 
按1 .2 .2步抽提总R N A并进行逆转录 ,  c D N A
置-20℃保存. 将2 μL cDNA 模板加入23 μL 
PCR 反应液, PCR反应体系为: 1×PCR Buffer, 
2.6 mmol/L MgCl2 , 0.2 mmol/L dNTPs, TRAIL
或β2M上下游引物各0.1 μmol/L, TRAIL或β2M

荧光探针各0.12 μmol/L, DNA 聚合酶1.5 U. 混
匀后加入Roche专用毛细管中, 并设空白管、阴

性对照和TRAIL或β2M 6个质粒标准品对照(浓
度分别为1012, 1011, 1010, 109, 108, 107 copies/L). 
PCR扩增参数为: 93℃预变性3 min, 93℃ 5 s、 
64℃ 30 s, 40个循环. 根据各自标准品建立标准

曲线, 由软件自动计算待测样本中TRAIL或β2M
的含量. 为了确证TRAIL反应的特异性, TRAIL
的TaqMan荧光PCR产物进行20 g/L的琼脂糖凝

胶电泳, 均与预期大小108 bp符合. 同时为消除

标本处理、逆转录和PCR反应差异, 以TRAIL 
mRNA 和β2M mRNA含量比值作为评价TRAIL
表达水平指标. 
1.2.4 人可溶性TRAIL检测 取出血清标本, 室温

下融化后严格按试剂盒说明书操作. 
统计学处理  采用统计Sdata7.0软件, 均数比

较用成组设计均数t检验(双侧), 相关分析采用双

侧F检验.

2  结果

2.1 健康对照组与各型肝病患者血清sTRAIL的

■应用要点
本文建立的Taq-
Man实时荧光定

量检测 T R A I L 
mRNA的方法可

应 用 于 临 床 检

测 不 同 组 织 来

源细胞中TRAIL 
mRNA水平, 为进

一步探讨TRAIL
在其他疾病发病

中的作用提供可

靠的方法.

    引物和探针            序列	                                                                                                位置

 
表  1  引物和探针序列

TRAIL  S
          AS
     Probe
β2M     S
          AS
      Probe

5'-CCCAATGACGAAGAGAGTATGAAC-3' 
5'-TGTAGAAATGGTTTCCTCAGAGGT-3' 
5'-FAM-CTGGCAAGTCAAGTGGCAACTCCGT-TAMRA-3' 
5'-TCCATCCGACATTGAAGTTGAC-3'
5'-ACTATCTTGGGCTGTGACAAAG-3'
5'-FAM-TGGTTCACACGGCAGGCATACTCA-TAMRA-3'

270nt
377nt
302nt
213nt
398nt
371nt

 

aP<0.05, bP<0.001 vs  健康对照组.

 

    分组	                       n       血清sTRAIL(ng/L)          PBMCs TRAIL mRNA              ALB(g/L)       TBIL (μmol/L)         ALT(nkat/L) 

表  2  各型肝病患者PBMCs中TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平与肝功指标相关分析(mean±SD)

慢性肝炎	 轻度
	 中度
	 重度-重型
肝硬化

13        571.5±314.9             0.785±0.036b	   43.4±3.9      15.4±5.0      1478.6±1477.0
16        533.4±139.9a            0.765±0.032b	   41.3±4.3      20.3±11.8     4525.9±5957.9
  7        496.9±106.4b            0.761±0.049b	   38.0±4.9      71.2±69.3   16751.7±9083.5
22        436.8±130.2b            0.780±0.041b	   33.1±5.8      43.4±54.3     1138.6±833.5

    
 

血清HBV DNA(copies/L)          n              PBMCs TRAIL mRNA	    血清sTRAIL(ng/L) 

 

表  3  血清sTRAIL水平、PBMCs中TRAIL mRNA水平与血清HBV DNA浓度相关分
析(mean±SD)

阴性
4×(106-108)
108-109

>109

              14	 0.786±0.039	        508.8±173.6
              10              0.781±0.023                  466.8±110.2
              21              0.764±0.037                  499.0±285.8
              13              0.762±0.025                  514.8±167.9
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水平 健康者和慢性肝炎患者血清sTRAIL的水

平分别为633.4±119.3, 500.9±191.0 ng/L, 二者

比较t  = 2.91, P <0.05; CHB(轻、中度)、重度-慢
性重型肝炎、LC患者血清sTRAIL的水平分别

为571.5±314.9, 533.4±139.9, 496.9±106.4和
436.8±130.2 ng/L, 与健康对照组比较分别为

P >0.1, P <0.05, P <0.001, P <0.001(表2). 慢性乙肝

患者血清中sTRAIL与其肝功能指标的相关性分

析, 血清sTRAIL 水平与ALB呈正相关(r  = 0.426, 
P <0.05). 与TBIL、ALT无相关性.
2.2 健康对照组及慢性肝病患者外周血单个核

细胞TRAIL mRNA的水平 健康者和慢性肝病

患者外周血单个核细胞TRAIL mRNA的水平

分别为0.528±0.014和0.775±0.038, 二者比较

t  = 28.31, P <0.001. CHB(轻度、中度)、重度

-慢性重型肝炎、L C患者外周血单个核细胞

TRAIL mRNA的水平分别为0.785±0.036, 0.765
±0.032, 0.761±0.049, 0.780±0.041, 与健康对

照组比较有显著性差异(P均小于0.01); 但各组

间无显著性差异. 慢性肝病患者外周血单个核

细胞TRAIL mRNA的水平与肝功能指标的相关

性分析见表2, 统计学分析表明, 外周血单个核

细胞TRAIL mRNA的水平与血清sTRAIL, ALB, 
TBIL水平均无相关性. 
2.3 慢性乙肝患者血清中sTRAIL, PBMCs中
TRAIL mRNA水平与血清HBV DNA滴度的相

关性分析, 统计学分析表明, 血清中sTRAIL和
PBMC中TRAIL mRNA的水平与不同HBV DNA
滴度均无相关性(表3).. 

3  讨论

近年来, 国内外学者研究证实HBV除具有嗜肝

细胞性外, 还可侵犯外周血单个核细胞形成隐匿

性感染[11], 外周血单个核细胞中的HBV复制中间

体HBV cccDNA的检测更能预测抗病毒治疗的

疗效[12], 各型慢性乙型肝炎外周血CD4+, CD8+细

胞膜TRAIL表达水平随疾病加重而明显增高[13]. 
为了进一步探索乙型肝炎患者外周血PBMCs的
TRAIL mRNA水平与肝脏免疫病理的关系, 我
们根据TaqMan基本原理在TRAIL基因的第二个

外显子区设计上游引物, 在第三个外显子区设

计下游引物, 建立了TaqMan实时荧光定量检测

TRAIL mRNA的方法. 上下游引物间跨越第二个

内含子, 有效地避免了基因组DNA污染所致的

假阳性, 增加了PCR反应的特异性, 同时TaqMan
实时荧光定量PCR产物进行凝胶电泳, 进一步确

证PCR反应的特异性. 根据已知含量TRAIL标准

品的标准曲线, 由软件计算出样品中起始模板含

量, 同时为了消除样本处理、逆转录以及PCR反
应的差异, 以TRAIL mRNA和β2M mRNA对数值

的比值作为评价TRAIL表达水平的指标, 使结果

更为客观可靠. 本研究发现, 在健康者及慢性乙

肝患者外周血中均能检测出TRAIL mRNA, 但健

康者PBMC的TRAIL mRNA水平比文献[10]报道

的以GAPDH为内标的比值略低, 这可能与所用

引物及内参不同所致. 有研究结果提示, 乙型肝

炎患者外周血淋巴细胞凋亡增加, 凋亡率与乙型

肝炎的慢性化、机体的免疫状态和血清HBV病

毒载量相关[14-15]. 本研究发现各型慢性肝病患者

PBMC的TRAIL mRNA水平与健康者相比显著

增高, 但各型慢性肝病患者之间无显著性差异, 
提示慢性乙肝患者外周血单个核细胞凋亡增加, 
减弱了机体的抗原提呈功能及特异性免疫反应, 
导致病程迁延不愈. 

TRAIL是1995年由Wiley et al [16]首次发现

并克隆成功, 为继T N F、F a s L之后发现的第

3 个TNF超家族的凋亡分子. 已发现TRAIL的
受体有5种: DR4(death receptor-4)、DR5(death 
r e c e p t o r-5)、D c R1(d e c o y r e c e p t o r-1)、
DcR2(decoy receptor-2)、OPG(osteoprotegerin), 
其中DR4, DR5与TRAIL结合能诱导靶细胞凋

亡. 膜结合型TRAIL和sTRAIL均可与TRAIL
死亡受体结合 ,  并三聚体化而引起细胞凋亡 . 
Mundt et al [17]发现腺病毒感染鼠肝炎模型中, 病
毒感染可以激活TRAIL诱导肝细胞凋亡, 并推

测T R A I L诱导细胞凋亡可能在病毒性肝炎中

发挥重要作用, 他们还发现HBV感染的患者肝

组织TRAIL表达增高, DR4不及DR5上调明显. 
本研究发现, 慢性乙肝患者外周血单个核细胞

TRAIL mRNA水平比健康者显著增高, 但与血

清HBV DNA滴度间无相关性. 
本研究表明, 除轻度型慢性乙肝外, 其余各

型慢性乙肝炎患者的血清sTRAIL与健康者相

比显著降低, 与血清白蛋白呈正相关, 而慢性乙

肝炎患者PBMC中TRAIL mRNA水平却显著升

高. 可能的推断为外周血单个核细胞的膜结合

型TRAIL表达增加, 与文献[13]报道的CD4+, CD8+

细胞膜TRAIL表达水平随疾病加重而明显增高

一致, 与文献[18]报道的慢性乙肝炎患者的血清

sTRAIL与健康者相比显著升高不相符. 也有报

道T细胞膜TRAIL上调可促进淋巴细胞增生及

IFN-γ产生, 从而引起机体受病毒刺激的免疫反

■同行评价
本文建立了Taq-
Man实时荧光定

量检测 T R A I L 
mRNA的方法, 在
未经活化刺激的

外周血 P B M C s
中检出了TRAIL 
mRNA, 发现慢性

乙肝患者可容性

TRAIL水平显著

低于健康对照组. 
文章的科学性和

可读性能较好地

反映我国或国际

胃肠病学临床和

基础研究的较先

进水平. 
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应[19]. 研究结果提示单个核细胞通过TRAIL信号

参与HBV感染肝细胞的免疫病理. 
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Abstract
AIM: To explore the histopathological and 
clinical characteristics of gastric xanthelasma 
(lipid island).

METHODS: Histopathological and clinical 
analyses were performed on 312 cases of gastric 
xanthelasma�.

RESULTS: The detectable rate of endoscopy for 
gastric xanthelasma was 0.59% in our hospital. 
Gastric xanthelasma was most frequently found 
in the antrum (229/312, 73.4%). Of the 312 cases 
with gastric xanthelasma, 192 cases (61.5%) were 
diagnosed with superficial gastritis, 93 cases 
(29.8%) with atrophic gastritis, 106 cases (34.0%) 
with intestinal metaplasia, and 108 cases (34.6%) 
with H pylori infection.

CONCLUSION: Multiple factors such as muco-
sal inflammation, atrophy, intestinal metaplasia 
and H pylori infection are involved in the occur-
rence of gastric xanthelasma, and inflammation 
may play a dominant role.

Key Words: Gastric xanthelasma; Chronic gastritis; 
Intestinal metaplasia; Helicobacter pylori

Cui RL, Jin Z. Histopathological and clinical analysis on 

312 cases of gastric xanthelasma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(6):646-648

摘要
目的: 探讨胃黄色瘤(脂质岛)的临床病理特征

及其与胃黏膜病变的关系. 

方法: 收集1997-2006年我院胃黏膜活检资料, 
并对胃镜活检诊断为胃黄色瘤的312个病例进

行病理分析. 

结果: 10 a间我院胃镜活检中胃黄色瘤的检

出率为0.59%. 312例患者中, 病变位于胃窦部

229例(73.4%); 伴发浅表性胃炎192例(61.5%), 
萎缩性胃炎者93例(29.8%), 肠上皮化生者106
例(34.0%), 幽门螺杆菌阳性者108例(34.6%).

结论: 胃黄色瘤中老年人好发, 可能是胃黏

膜炎症、萎缩、肠上皮化生、幽门螺杆菌感

染、残胃、多次活检等多种因素协同作用的

结果, 其中胃黏膜的炎症可能起主要作用.

关键词: 胃黄色瘤; 慢性胃炎; 肠上皮化生; 幽门螺

杆菌

崔荣丽，金珠. 胃黄色瘤的临床病理分析312例.  世界华人消化

杂志  2007;15(6):646-648
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0  引言

胃黄色瘤又称脂质小岛, 胃镜下表现为黄白色

结节样隆起, 属于良性病变. 他是胃黏膜活检病

理诊断中较为常见的一种组织学表现, 其确切

病因目前尚不清楚. 本文通过对我院胃镜活检

组织经病理确诊为黄色瘤的病例进行回顾性分

析, 旨在探讨其临床病理特征及与胃黏膜病变

的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集1997/2006-10我院胃黏膜活检的

资料共52 805例, 其中共有病理诊断为黄色瘤者

312例.

■背景资料
随着胃镜的普及, 
黄色瘤的检出率

逐年升高. 黄色瘤

虽然是临床工作

中常见的一种组

织学表现, 但在内

镜诊断中易与肠

化结节混淆. 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年2月28日; 15(6): 646-648
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃黄色瘤临床病理分析312例

崔荣丽, 金 珠

®



崔荣丽, 等. 胃黄色瘤临床病理分析312例                                                                                                                        647

www.wjgnet.com

1.2 方法 组织固定于40 g/L福尔马林, 石蜡包埋, 
HE染色, 并做Warthin-Starry染色(简称WS)检查

H pylori .
统计学处理 统计分析采用STATA5.0软件分

析, 进行 χ2检验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

10 a间我院胃镜并取活检者52 805例, 经病理诊

断为黄色瘤者共312例, 检出率为0.59%; 其中, 
男162例, 女150例, 男∶女之比为1.03∶ 1; 年
龄24-90(平均59.1)岁, 其中50岁以上者为243例
(77.9%). 20-30岁者6例, 31-40岁者22例, 41-50
岁者41例, 51-60岁者79例, 61岁以上者164例.
2.1 胃镜特点 黄色瘤病灶多为浅黄色、黄白

色, 斑片状, 直径0.1-1.5 cm, 单发或多发, 单
发者: 多发者 = 15∶1. 在312例患者中, 病变

位于胃窦部229例(73.4%), 且其中有两例患者

在胃窦和十二指肠同时检出黄色瘤, 位于体部

47例(15.1%), 位于贲门部22例(7.1%), 残胃的

14例(4.5%). 其中做过两次以上胃镜者121人
(38.8%).
2.2 病理结果 诊断为黄色瘤的312例患者的胃

镜活检组织的病理观察中, 可见胃黏膜浅层固黏膜浅层固膜浅层固

有层内巢状聚集的大小不等的泡沫细胞, 这些

细胞是吞噬了脂类物质的巨噬细胞, 细胞呈圆

形或多边形, 胞质丰富, 呈泡沫状, 胞核小、圆胞质丰富, 呈泡沫状, 胞核小、圆丰富, 呈泡沫状, 胞核小、圆

形、核染色质细且均匀, 核多位于细胞中央, 有
的偏于一侧, AB-PAS染色阴性.

312例黄色瘤的病例中并发浅表性胃炎

(chronic surface gastritis, CSG)者192例(61.5%), 
萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)
者93例(29.8%), 两组进行统计学分析 ,  差异

有显著性(P <0.01); 伴发肠上皮化生(intestinal 
metaplaisa, IM)者106例(34.0%), 幽门螺杆菌(H 
pylori )阳性者108例(34.6%), 异型增生(atypical 
dysphasia, ATP)者10例(3.2%), 胃癌(gastric can-
cer, GC)者7例(2.2%).

3  讨论

黄色瘤在光镜下可见数量不等的圆形或椭圆形

含有脂质的泡沫细胞聚集, 他是一种非肿瘤性反

应性增生病变, 属于良性病变, 多发生于皮肤及

深部内脏. 胃黄色瘤的发病机制目前尚不清楚, 
文献报道可能与以下因素有关[1-5]: 慢性炎症刺

激、原发或继发性血脂过高、年龄、H pylori感
染等. 

黄色瘤的发病率各家报道不尽相同, 我国

报道的胃镜检出率为0.33%-0.8%[1,6], 国外报道也

不尽相同, Rasim et al通过对7320例行上消化道

内镜检查的患者的研究表明, 黄色瘤在上消化道

的检出率为0.23%, 其中胃部占76%[7]. 本文连续

10 a共52 805例胃镜中检出312例黄色瘤, 其检出

率为0.59%, 与文献报道相近. 本文中黄色瘤的检

出率有逐年增高的趋势, 可能与人口老龄化, 及
内镜和病理医师对该病的认识增高有关.

本文中312例患者中, 随着年龄的增加其检

出率也增加, 其中50岁以上者为243例(77.9%). 
据黄色瘤病例中老年患者的比例增高可以推测

该病与年龄呈正相关. 纪小龙 et al对150例“正

常”老年人的大肠黏膜的研究中, 检出泡沫细胞

的占11.3%, 提示年龄升高可能是胃肠道黄色瘤

的病因之一[8]; 有文献报道血脂增高可能是黄色

瘤的诱发因素之一[5], 而高脂血症也是中老年人

的好发疾病之一, 因此这也可能是黄色瘤在中老

年人群中的检出率增高的原因之一.
黄色瘤其基础病变为CSG者与CAG者两

组间比较, CSG者192例(61.5%), CAG者93例
(29.8%), 两组间差异有统计学意义(P  = 0.00), 同
时我们发现黄色瘤多伴有糜烂, 且多发生于黏膜

浅层, 故我们认为黄色瘤的发生与慢性炎症的刺

激造成胃黏膜损伤有关, 在国内外均有类似的报

道[1,5,9]. 炎症的作用常从胃黏膜的浅层开始, 随着

炎症的加重, 逐步向深层发展. 机体的炎症反应

产生的细胞碎屑等产物, 经巨噬细胞吞噬后如果

所吞噬的脂类物质较多, 而又无法代谢出去, 即
可形成泡沫细胞. 但文献上较多见的报道是黄色

瘤的发病与CAG关系更为密切[4,10], 本文作者认

为在黄色瘤的发生来说, 慢性炎症的刺激造成的

黏膜损伤作用要比萎缩性胃炎的作用机制更为

明显. 但还有待于更大的样本量及进一步的深入

研究.
有学者认为黄色瘤的形成与IM有关系[1,5].

因IM上皮的吸收细胞也具有吸收功能, IM的

黏膜可以吸收胃内的脂质, 但伴有IM的胃黏膜

没有中央乳糜管, 故不能将吸收的脂质排出而

由巨噬细胞吞噬形成泡沫细胞 .  同时I M可促

进胃黏膜损伤, 而损伤等炎性刺激与黄色瘤发

病有关. 本文312例中106例病灶中同时有IM发

生, 占34.0%, 虽然较之IM在人群中的检出率高

(20.45%-33.12%[11-13]), 但剩下的66%黄色瘤发生

在无IM的区域, 故单纯以IM还不能解释其发生, 
可能是包括IM在内的多种因素协同作用的结果. 

■同行评价
本文总结了黄色

瘤组织学改变与

可能相关因素的

关系,虽然未能得

到新结果, 但是对

广大读者了解相

关内容有帮助, 文
章资料可靠, 文字

流利, 结果可信.



www.wjgnet.com

648                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年2月28日      第15卷     第6期

在内镜诊断中黄色瘤与淡黄色结节型IM尚需仔

细辨别, 两者均为淡黄色结节, 但前者表面及边

界常较光滑; 而后者多为轻度不规则型, 表面呈

细颗粒状或绒毛状. 
本文中H p y l o r i 在黄色瘤的检出率仅为

34.6%, 而H py lo r i在自然人群中的检出率为

47.07%-54.9%[14-16], 不能证实二者是否相关, 与现

有的文献结果不同[4]; 但H pylori感染可使胃黏膜

炎症加重, 而炎症造成的胃黏膜损伤可能影响胃

黏膜上皮的正常功能, 从而造成黄色瘤的形成. 
故H pylori的感染与黄色瘤的发生的关系还有待

进一步研究. 本文中312例黄色瘤患者做过两次

以上胃镜者121人(38.8%), 推测可能与胃镜活检

造成胃黏膜损伤, 在损伤修复的过程中, 脂类物

质产生增加, 从而增加黄色瘤的发病率.
黄色瘤可发生于胃内任何部位, 本文中病变

位于胃窦部229例(73.4%), 其中有两例伴有十二

指肠的黄色瘤; 位于体部47例(15.1%), 位于贲门

部22例(7.1%), 残胃的14例(4.5%), 胃窦部与其他

部位相差异有显著性(P  = 0.00), 提示胃窦部发病

率较高, 与文献报道一致. 胃窦部是慢性胃炎和

IM等胃黏膜病变的高发部位, 而后两者可加速

黄色瘤的形成, 故可能是胃窦部高发的原因之

一. 本文中有14例为残胃发生的黄色瘤, 可能与

胃切除手术对胃黏膜的损伤有关, 文献中也有相

关报道[17].有7例黄色瘤同时伴有胃癌, 10例黄色

瘤同时伴发异型增生, 但胃癌和异型增生与黄色

瘤的关系还有待进一步的研究. 在临床病理诊

断中需要注意的是黄色瘤在组织学形态上要与

胃印戒细胞癌相鉴别[18,19]: 泡沫细胞大小较一致, 
胞质呈泡沫状, 细胞核小圆形, 无异型性及核分

裂像, 核多居中; 而印戒细胞大小不一致, 胞质内

有黏液, 核大, 有异型性, 深染, 多偏位, 细胞排列

松散或密集, AB-PAS染色阳性. 内镜下黄色瘤多

为淡黄色隆起, 呈良性表现, 而印戒细胞癌多呈

糜烂、溃疡、皱襞粗大等恶性表现, 故在诊断时

可参考临床信息.
总之, 胃黄色瘤中老年人好发, 他可能是胃黏

膜炎症、萎缩、残胃、多次活检等多种因素协同

作用的结果, 其中胃黏膜的炎症可能起主要作用, 
而H pylori感染对与黄色瘤发生尚无明确关系, 这
与其他文献报道不一致, 尚有待进一步研究; 在临

床病理诊断时黄色瘤要与印戒细胞癌相鉴别. 
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Abstract
AIM: To analyze the literatures about diagnostic 
methods for H pylori infection in China, and 
to evaluate the values of different diagnostic 
methods.

METHODS: The literatures, published from 1994 
to 2005 on this topic, were collected. The sensi-
tivity, specificity, and accuracy of 10 diagnostic 
methods for H pylori infection were generally 
analyzed�.

RESULTS: A total of 56 related papers were 
included according to the selective standard. 
The sensitivity, specificity and accuracy were 
78.39%, 89.13%, and 86.51% for H pylori culture 
test; 91.47%, 93.98%, and 91.89% for pathologi-
cal examination; 95.49%, 94.76%, and 95.53% for 
13C-urea breath test; 96.38%, 90.80%, and 94.34% 
for 14C-urea breath test; 92.04%, 87.70%, and 
98.83% for anti-H pylori-IgG test (using enzyme-
linked immunosorbent assay); 88.14%, 89.08%, 
and 88.42% for rapid urease test; 94.53%, 95.56%, 
and 96.65% for gastric mucosa smear; 97.57%, 
89.09%, and 95.44% for polymerase chain reac-
tion; 95.57%, 93.17%, and 94.24% for stool-anti-

gen test; 93.06%, 86.96%, and 91.32% for anti-H 
pylori-IgG test in saliva, respectively.

CONCLUSION: Advantages and disadvantages 
co-exist in the different diagnostic methods for H 
pylori infection at present, and the choice should 
be made depending on the actual situation and 
demands.

Key Words: Helicobacter pylori ; Diagnostic method; 
Evaluation; Analysis

Zhang L, Zhang JZ. Analysis of different diagnostic 
methods of Helicobacter pylori infection in China. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(6):649-654

摘要
目的: 对有关幽门螺杆菌(H pylori )感染诊断
方法的研究文献进行分析, 评价感染H pylori
诊断方法的诊断效能. 

方法: 检索1994-2005的H pylori感染诊断方法
的文献资料, 对检索到的相关文献按诊断方法
种类分别进行原始数据合并, 然后对10种诊断
方法的灵敏度(Se )、特异度(Sp )、正确率(π )
进行分析. 

结果: 有56项研究符合选择标准, 综合评价结
果如下, H pylori培养试验: Se为78.39%, Sp为
89.13%, π 为86.51%; 病理组织学切片检查: Se
为91.47%, Sp 为93.98%, π 为91.89%; 13C-尿
素呼吸试验: Se 为95.49%, Sp 为94.76%, π 为
95.53%; 14C-尿素呼吸试验: Se 为96.38%, Sp
为90.80%, π 为94.34%; 血清抗H pylori -IgG的
ELISA法试验: Se为92.04%, Sp为87.70%, π 为
98.83%; 快速尿素酶诊断: Se 为88.14%, Sp 为
89.08%, π 为88.42%; 胃黏膜涂片法诊断试验: 
Se为94.53%, Sp为95.56%, π 为96.65%; PCR法
试验: Se 为97.57%, Sp 为89.09%, π 为95.44%; 
H pylori粪便抗原试验(H pylori SA)-酶免疫法: 
Se为95.57%, Sp为93.17%, π 为94.24%; 唾液抗
H pylori -IgG试验Se为93.06%, Sp为86.96%, π
为91.32%.

结论: 目前临床常用的各种诊断方法诊断效

www.wjgnet.com
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■背景资料
我国学者对幽门
螺杆菌感染诊断
方法开展了大量
研 究 ,  取 得 积 极
成 果 ,  但 缺 乏 系
统 性 和 可 比 性 . 
Meta分析属于观
察 性 研 究 方 法 , 
评价指标包括灵
敏度 (Se )、特异
度 (Sp )、正确率
(p )、阳性预测值
[PV(+)]、阴性预
测值 [PV(- ) ]等5
项.



能对比显示, 各种诊断方法各有优缺点. 临床
上采用何种诊断方法, 应根据具体情况和不同
要求来决定.

关键词: 幽门螺杆菌; 诊断方法; 分析  
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0  引言

多年来我国学者对幽门螺杆菌(H pylori )感染诊

断方法开展了大量研究,取得积极成果. 但因研

究受条件限制, 所观察的样本各自独立且样本

量较小, 诊断标准也不尽相同, 所以结论往往不

完全一致, 缺乏系统性和可比性. 本文将就我国

有关H pylori感染诊断方法的研究文献进行回顾

综合分析, 以期对目前临床常用的多种H pylori
感染诊断方法做出比较系统的综合评价, 为临

床选用诊断方法提供一些参考数据. 

1  材料和方法

1.1 材料 以“幽门螺杆菌”、“诊断”、“检

测”、“检查”和“H pylori”主题词联合检索

CHKD期刊全文库核心期刊或源期刊, 全国幽门

螺杆菌会议论文汇编 ,  获得1994-2005有关

H pylori感染诊断方法的研究文献. 筛选目前临

床上常用的10种诊断方法的数据完整的相关文

献资料进行分析. 未包含香港、台湾和澳门地

区资料.
1.2 方法

1.2.1 资料选择 各篇文献均为研究H pylori诊
断方法内容, 研究对象为中国人群, 包括各类

征人群. H pylori感染诊断方法包括: H pylori培
养试验、病理组织学切片、13C-尿素呼气试验

(13C-UBT)、14C-尿素呼气试验(14C-UBT)、血清

抗H pylori抗体(血清抗H pylori -IgG)、快速尿素

酶(RUT)、胃黏膜涂片镜检、PCR、H pylori粪
便抗原(H pylori SA)与唾液抗H pylori抗体(唾液

抗H pylori -IgG)等10种诊断方法. 共检索到411
篇摘要, 阅读后有280篇入选, 鉴于一些研究没

有原始数据、计算有误差或研究的诊断方法诊

断标准不符合要求等原因, 最后有56项研究符

合选择标准.
剔除标准: 重复发表的论文; 综述、评论或

讲座不能提取统计学内容的研究.
1.2.2 Meta分析 首先, 对检索到的相关文献按诊
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断方法种类分别进行原始数据合并, 得到每一

种诊断方法的综合评价指标, 然后对10种诊断

方法的综合评价指标进行比较. 因所选择文献

报道的诊断方法采用的金标准相同或类似, 并
且每篇文献报道的灵敏度(Se )、特异度(Sp )、正

确率(p )等指标与金标准方法比较无显著性差异

(P >0.05), 因此可进行原始数据的合并. 合并公

式为: 

其中: A为诊断试验的真阳性例数, B为假阳性例

数, C为假阴性例数, D为真阴性例数. 下标i为文

献序号.

2  结果

2.1 H pylori培养 H pylori培养试验共检索到相

关文献10篇, 经过计算根据前面所述的3个公式, 
计算得到病理组织学检查的综合评价结果: Se  
为78.39 %, Sp为89.13%, p为86.51%(表1).
2.2 病理组织学切片检查 病理组织学切片检查

共检索到相关文献16篇, 计算得到(详细列表

略[2,5,7,10,14,22,24,31-32,37,39-40,46,48,49,51,53,55])病理组织学

切片检查的综合评价结果: Se为91.47%, Sp为
93.98%, p为91.89%.
2.3 13C-尿素呼吸试验(13C-UBT) 13C-UBT共

检索到相关文献13篇 ,  经过计算 (详细列表

略[2,11,13-14,18,20-22,32,34,36,55-56])得到13C-UBT的综合评

价结果: Se为95.49%, Sp为94.76%, p为95.53%.
2.4 14C-尿素呼吸试验(14C-UBT) 14C-UBT共

检索到相关文献15篇 ,  经过计算 (详细列表

略[5-6,11,19,23-29,38-39,43-44])14C-UBT综合评价结果: Se
为96.38%, Sp为90.80%, p为94.34%.
2.5 血清抗H pylori -IgG的ELISA法试验 关于血

清抗H pylori -IgG诊断试验共检索到相关文献10
篇, 经过计算(详细列表略[1-2,4-7,35-36,44-45,53-55])ELI-
SA法诊断试验综合评价结果: Se为92.04%, Sp为
87.70%, p为98.83%.
2.6 快速尿素酶试验 快速尿素酶诊断诊断试验

相关文献共检索到29篇(表2), 快速尿素酶诊断

综合评价结果: Se为88.14%, Sp为89.08%, p为

88.42%.

www.wjgnet.com

Σ Se   =  Σ Ai / Σ (Ai + Ci)
n             n

i = 1        i = 1

Σ Sp   =  Σ Di / Σ (Di + Bi)
n             n

i = 1        i = 1

Σ  p   =  Σ (Ai + Di) / Σ (Ai + Bi + Ci + Di)
n                          n

i = 1                     i = 1

■同行评价
本文对有关幽门
螺杆菌感染诊断
方法的研究文献
进行Meta分析, 评
价了幽门螺杆菌
感染的诊断方法
的诊断效能, 选题
准确, 有一定的临
床指导意义.
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2 . 7  胃 黏 膜 涂 片 镜 检黏 膜 涂 片 镜 检膜 涂 片 镜 检  涂片法诊断试验共

检索到相关文献 7篇 ,  经过计算 (详细列表

略[35,37,43-44,46,51,54])涂片法诊断试验综合评价结果: 
Se为94.53%, Sp为95.56%, p为96.65%.
2.8 PCR法试验 PCR法诊断试验共检索到相关

文献4篇, 经过计算(详细列表略[4,7-8,49])PCR法诊

断试验综合评价结果: Se为97.57%, Sp为89.09%, 
p为95.44%.
2.9 H pylori粪便抗原试验(H pylori SA)-酶免疫法 
H pylori SA法诊断试验共检索到相关文献10篇, 
经过计算(详细列表略[5,9,13,33,41,47-48,50,52,56])H pylori 
SA法诊断试验综合评价结果: Se为95.57%, Sp为
93.17%, p为94.24%.
2.10 唾液抗H pylori -IgG试验 关于唾液抗H pylori -
IgG法诊断试验共检索到相关文献3篇, 经过计

算(详细列表略[4,36-37])唾液抗H pylori -IgG诊断试

验综合评价结果: Se为93.06%, Sp为86.96%, p为
91.32%.
2.11 各种H pylori诊断方法综合评价结果总统计

表(表3).

3  讨论

Meta分析属于观察性研究方法, 在设计、资料

收集、统计分析过程中难免存在偏倚. 我通过

多种途径尽可能全面收集了我国1994-2005年发

表的56篇有关H pylori的文献资料, 力求控制多

种偏倚使Meta分析获得可靠的结果. 虽然论文

数量存在地区差异, 但确实呈现了一定时期内

我国对H pylori感染诊断方法研究的现状, 研究

结果在一定程度上反映出国内各诊断方法效能. 

按临床常用的10种诊断方法种类分别进行统计

综合评价, 评价指标包括灵敏度(Se )、特异度

(Sp )、正确率(p )、阳性预测值[PV(+)]、阴性预

测值[PV(-)]等5项. 这10种诊断方法都具有较高

的灵敏度、特异度和正确率, 其中灵敏度最高

的诊断方法是PCR法, 正确率和特异度最高的诊

断方法是胃黏膜涂片镜检.
总的看来, H pylori感染的这些诊断方法, 最

简便的, 成本最低廉的, 仅有极小侵袭性的是血

清学ELISA法检测H pylori -IgG, 可是, 血清学阳

性只能说曾感染过或现在正在感染, 不能用于

对近期H pylori根除效果的判断; 13C-尿素呼吸诊

断试验是完全无损伤性的, 且能检测即时整个

胃的感染情况, 是比较理想的, 可是由于受设备

限制, 费用较贵难于普遍推广; 14C-尿素呼吸诊

断试验虽然大医院有条件可做, 价格比13C-尿素

呼吸诊断试验便宜, 但有放射性损害; 快速尿素

酶试验(RUT)属间接试验, 其强度取决于活检标

本中细菌的密度; PCR法用于H pylori感染诊断

与其他方法比较更为敏感, 而且PCR可检出常规

方法不能检出的H pylori , 目前已用于各种临床

标本的检测. H pylori培养试验费时且灵敏度不

高, 病理组织学切片, 胃黏膜涂片镜检均需要较

高的检验经验且对取材部位也有相当高的要求, 
但值得注意的是 ,  鉴于细菌耐药情况日趋严

重 ,  H pylori培养方法的采用对今后的菌株耐药

性评价具有重要意义.
发现问题: (1)诊断方法多, 试剂不统一. 从

本研究看来, 目前H pylori感染诊断方法较多, 每

表  1  H pylori 培养试验之相关文献及统计数字

    
	                           H pylori 		

序号                        +	 　	               -                         合计           Se (%)	         Sp (%)             p (%)          PV(+)(%)       PV(-)(%)

   i 	      A	     C	 　 B	       D               	          	                        

  1[2]	   130            42              0              17            189          75.58 	      100.0            77.78         100.0          28.81 

  2[3]	     30              1              7              53              91          96.77 	        88.33          91.21          81.08         98.15 

  3[9]	     61            53              8            115            237          53.51 	        93.50          74.26          88.41         68.45 

  4[12]	   360            40          102            443            945          90.00 	        81.28          84.97          77.92         91.72 

  5[15]	     47            15              4              34            100          75.81 	        89.47          81.00          92.16         69.39 

  6[17]	   175            26              0              58            259          87.06 	      100.0 	          89.96        100.0           69.05 

  7[31]	     41              2              0              33              76          95.35 	      100.0 	          97.37        100.0           94.29 

  8[32]	   264          107              3            221            485          71.16 	        98.66        100.0            98.88         67.38 

  9[35]	     40            39              0              16              95          50.63        100.0 	          58.95        100.0           29.09 

10[51]	     60              8              0	      27              95          88.24        100.0            91.58        100.0           77.14 

合计         1208          333          124          1017          2572          78.39          89.13          86.51          90.69         75.33 
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一种方法都各有优劣. 即便是同一种方法也可 能因为选用的试剂不同而存在较大差异. (2)金

表  3  不同诊断方法综合评价结果比较[57]

      
序号    论文数量	        诊断方法                       Se (%)              Sp (%)             p (%)           PV(+)(%)        PV(-)(%)	

  1	 10	 H pylori培养试验              78.39            89.13	8 6.51          90.69          75.33

  2	 16	 病理组织学切片                91.47            93.98 	 91.89          97.19          82.87 

  3	 13	 13C-尿素呼气试验            95.49            94.76	 95.53          96.49          93.29

  4	 15	 14C-尿素呼气试验            96.38            90.80	 94.34          94.80          93.52

  5	 10	 血清抗H pylori-IgG          92.04            87.70	 98.83          95.08          81.01

  6	 29	 快速尿素酶                       88.14            89.08	88 .42          93.97          79.56

  7	   7	 胃黏膜涂片镜检               94.53            95.56	 96.65          98.36          86.12

  8	   4	 PCR                                  97.57            89.09	 95.44          96.40          92.45

  9	 10	 H pylori SA                       95.57            93.17	 94.24          94.23          94.75

10	   3	 唾液抗H pylori-IgG          93.06            86.96	 91.32          94.71          83.33 

表  2  快速尿素酶诊断试验之相关文献及统计数字

    
	                           H pylori 		

序号                        +	 　	               -                         合计           Se (%)	          Sp (%)             p (%)           PV(+)(%)      PV(-)(%)

   i 	      A	       C	 　 B	        D               	                     

  1[2]	   151	     15            18              90            274          90.96          83.33          87.96          89.35         85.71 

  2[4]	     49	       4              4              33              90          92.45          89.19          91.11          92.45         89.19 

  3[5]	     80	       7              9              21            117          91.95          70.00          86.32          89.89         75.00 

  4[6]	     48	       4              2              14              68          92.31          87.50          91.18          96.00         77.78 

  5[7]	   130	     12              4              40            186          91.55          90.91          91.40          97.01         76.92 

  6[8]	     59	       2              3              82            146          96.72          96.47          96.58          95.16         97.62 

  7[9]	     50	       3              4              41              98          94.34          91.11          92.86          92.59         93.18 

  8[20]	     42	     11            11              36            100          79.25          76.60          78.00          79.25         76.60 

  9[21]	     45	       1              3              33              82          97.83          91.67          95.12          93.75         97.06 

10[22]	     45	       8              2              10              65          84.91          83.33          84.62          95.74         55.56 

11[24]	     33	     11              1              12              57          75.00          92.31          78.95          97.06         52.17 

12[25]	     81	     15              6              58            160          84.38          90.63          86.88          93.10         79.45 

13[29]	     53	       4              3              20              80          92.98          86.96          91.25          94.64         83.33 

14[30]	     31	       1              2              53              87          96.88          96.36          96.55          93.94         98.15 

15[31]	   151	     50              0              58            259          75.12        100.0            80.69        100.0           53.70 

16[32]	     41	       2              0              33              76          95.35        100.0            97.37        100.0           94.29 

17[37]	     62	       3              5              13              83          95.38          72.22          90.36          92.54         81.25 

18[39]	     55	       4              7              53            119          93.22          88.33          90.76          88.71         92.98 

19[42]	     36	       3              3              20              62          92.31          86.96          90.32          92.31         86.96 

20[43]	     79	       9              3              35            126          89.77          92.11          90.48          96.34         79.55 

21[44]	   228	     31              3              98            360          88.03          97.03          90.56          98.70         75.97 

22[45]	     44	       8              4              34              90          84.62          89.47          86.67          91.67         80.95 

23[46]	   119	     12              5              49            185          90.84          90.74          90.81          95.97         80.33 

24[48]	     71	     23            25              61            180          75.53          70.93          73.33          73.96         72.62 

25[49]	     64	     15              3              13              95          81.01          81.25          81.05          95.52         46.43 

26[51]	     65	       3              1              26              95          95.59          96.30          95.79          98.48         89.66 

27[53]	   241	     29            10            104            384          89.26          91.23          89.8            96.02         78.20 

28[54]	     61	       8              0              31            100          88.41        100.0            92.00        100.0           79.49 

29[55]	     46	       6              4              12              70          88.46          75.00          82.86          92.00         66.67 

合计	 2260	   304          145          1183          3894          88.14          89.08          88.42          93.97         79.56 
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标准的使用差异大. 从所选中的论文看, 各研究

所使用的金标准很难统一, 同一研究选用不同

的诊断方法当标准都可能得出同一诊断方法几

种不同诊断效能指标. 在已制定的H pylori诊断

标准里, 对相关问题细化不足, 应当制定一些使

用细则. 例如做临床诊断实验效能研究时, 怎样

取舍阳性和阴性标准. 可以制定成当使用3种方

法诊断时, 留下二项阳性者做为患者组, 三项全

部阴性都为非患者组. (3)统计方法使用问题. 有
一些研究做了许多工作, 但是许多原始数据没

有保留或使用, 没有充分利用数据进行分析; 有
的文献使用数据有错误, 均造成论文质量受损, 
未能纳入本研究. 
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全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会征文启事

本刊讯 为提高我国消化内镜诊疗技术的整体水平, 《中华消化内镜杂志》编辑部拟于2007-08在新疆乌鲁木

齐市召开“全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会”, 邀请消化和消化内镜专家作有关专题学术报

告. 会议将出论文汇编, 并授予继续教育Ⅰ类学分, 《中华消化内镜杂志》将择优刊登应征论文. 

1       征文内容

征文内容包括消化系统疾病的内镜(食管镜、胃镜、十二指肠镜、小肠镜、大肠镜、肠道镜、腹腔镜、超声

内镜等)诊疗技术; 内镜外科的临床应用及进展; 食管、胃、肠、肝胆、胰腺疾病的基础研究、临床诊治及其

进展(炎症、溃疡、出血、肿瘤、异物等); 消化系统疾病的中医、中西医结合治疗及其进展; 消化内镜消毒及

护理技术, 消化系统疾病的急诊护理. 

2      征文要求

应征文章按《中华消化内镜杂志》稿约要求撰写打印, 并寄3000字以内全文及500字以内的论文摘要各一

份; 已投《中华消化内镜杂志》尚未发表的稿件, 请注明稿号. 应征文章经单位推荐盖公章后, 寄南京市紫竹

林3号《中华消化内镜杂志》编辑部卜小乐、赵在文同志收. 邮编: 210003. 信封左下脚注“征文”字样, 同

时汇寄审稿费10元. 请自留底稿, 恕不退稿. 截稿日期: 2007-05-31. 有关会议的具体事项另行通知. 联系电话: 

025-83472831, 86086091.
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Abstract
AIM: To investigate the path of enteral nutrition 
by endoscopic placement of nasogastric or 
nasojejunal tubes.

METHODS: The nasogastric tubes were placed 
in the gastric cavity of 8 patients by pushing en-
doscope after being clipped by foreign body for-
ceps, and 3 patients by guide wire. Clipped by 
foreign body forceps, the nasojejunal tubes were 
placed in 46 patients by pushing endoscopy 
through the Treitz ligament�.

RESULTS: Nasogastric tubes placement were 
performed successfully in all the 11 patients. 
The success rate of nasojejunal tube placement 
was also 100% after using modified methods. 
Of the 46 cases, 29 received nasointestinal tubes 
while 17 received triple-lumen tubes. Curvature, 

snaping-back and looping occurred in 7 cases, 
but the tubes were re-placed successfully after 
backing off. When the endoscope was retired, 3 
nasointestinal tubes dropped off. The placement 
was performed successfully with a modified 
method in 2 cases at the 2nd time and 1 case at 
the 3rd time. There were no severe complications. 
The level of amylase rose in only 1 case after 
placement.

CONCLUSION: Endoscopic placement of na-
sogastric tubes is simple, feasible, and suitable 
for the patients difficult to be placed by routine 
method. The modified method can achieve one-
time placement of nasointestinal tube under 
Treitz ligament with less side effect and high 
success rate.

Key Words: Endoscopy; Nasogastric tube; Nasoje-
junal feeding tube; Placemen method

Ou XL, Sun WH, Cao DZ, Yu Q, Yu T, Chan SM, Chen 
GS, Yan F, Zhang YZ, Wu ZY, Liu SY. Endoscopically 
assisted nasogastri tube and nasojejunal tube placement. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(6):655-658

摘要
目的: 探讨胃镜下放置鼻胃管和空肠营养管
建立肠内营养途径的方法. 

方法: 11例鼻胃管, 其中8例患者在胃镜下用
异物钳钳夹鼻胃管推送胃镜将其送至胃腔, 3
例在胃镜下放入导丝, 通过导丝放入鼻胃管. 
46例空肠营养管, 在胃镜下用异物钳钳夹胃腔
内空肠营养管, 推送胃镜将其送至Treitz韧带
以下. 

结果: 胃镜下11例鼻胃管全部放置成功. 通过
改良胃镜直接置管方法, 空肠营养管放置成功
率例为100%, 其中鼻肠管29例, 三腔鼻肠管17
例. 鼻肠管弯曲, 折回, 打圈7例, 后退鼻肠管头
端重新放置成功, 退出胃镜后鼻肠管脱出3例, 
改进方法后, 2例2次, 1例3次放置成功. 1例胰
腺炎置管后血淀粉酶增高.

结论: 对常规放置困难的鼻胃管, 胃镜下放置

www.wjgnet.com
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■背景资料
肠内营养是21世
纪初营养领域最
引人注目的课题. 
营养学家认为, 胃
肠有功能就要使
用他, 有部分功能
就要使用他的部
分功能. 鼻胃管适
用于短期不能经
口进食而有胃肠
功能的患者, 有部
分患者直接经鼻
放入困难, 临床医
生常放弃鼻胃管
鼻饲, 鼻肠管适用
于胰腺炎, 无胃动
力或胃动力减弱
者, 有返流, 高位
瘘患者. 目前放置
方 法 有 :  常 规 方
法, 透视下, 内镜
下3种方法, 其成
功率有限. 



简单可行. 改良方法后可一次使空肠营养管头
端到达空肠, 此方法副作用小, 成功率高, 操作
技术简单安全.

关键词: 胃镜; 空肠营养管; 鼻胃管; 置管方法  
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0  引言

临床上直接放置鼻胃管方法简单, 成功率高, 但
也有极少部分不能吞咽, 食管狭窄患者放置易

失败, 此时临床医生往往放弃放置鼻胃管, 我们

在胃镜下放置鼻胃管, 方法简单可行; 对动力障

碍或食管反流等不适合放置鼻胃管者, 常用空

肠营养管, 近年来内镜下放置空肠营养管方法

逐渐增多, 但成功率报道不一, 为此, 我们采取

胃镜下直接置管方法, 取得了满意效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 鼻胃管11例, 男7例, 女4例; 年龄56-77 
(平均62.2)岁. 球麻痹3例, 食管-气管瘘支架置入

术后2例, 食管支架置入术后再狭窄1例, 脑血管

病3例, 重症肺炎2例. 其中4例神志不清楚, 4例
行气管切开. 空肠营养管46例, 男30例, 女16例; 
年龄32-81(平均58.6)岁. 胰腺炎15例, 胰腺十二

指肠术后高位瘘2例, 胆囊切除术后高位瘘1例, 
胃手术后高位瘘2例, 上腹部手术后胃功能障碍

5例, 食管手术后胃功能障碍3例, 胃手术后输出

袢梗阻3例, 感染性休克5例, 食管气管瘘2例, 脑
血管病置胃管后吸入性肺炎5例, 脑外伤3例. 其
中22例神志不清楚, 19例行气管切开、插管. 
Olympus240, 160电子胃镜, 复尔凯鼻胃管和带

导丝的鼻胃管, 空肠营养管选用华瑞鼻肠管和

复尔凯鼻肠管, 外径0.33 cm, 长130 cm; 华瑞三

腔鼻肠管, 外径0.33 cm, 长150 cm; 异物钳, 导丝.
1.2 方法 危重患者吸氧、心电监护、血氧饱和

度监测, 神志清楚并能配合的患者口服利多卡

因胶浆, 神志不清楚或不能配合的患者静脉推

注丙泊汾, 口腔张开受限, 可加大丙泊汾用量, 
也可选用儿童牙垫, 体位常用左侧卧位, 有利于

操作, 但本组意识不清患者, 大多数患者使用辅

助呼吸, 保持左侧卧位较困难, 可在患者右侧稍

垫高, 操作时助手随时吸出口腔分泌物, 以防

误吸. 
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1.2.1 鼻胃管放置 分3种方法, 食管无狭窄者, 鼻
胃管放置前先将其润滑后从鼻孔插入, 约进入

15 cm, 进胃镜, 在咽喉部可见鼻胃管, 用异物钳

夹住鼻胃管头端, 应后退异物钳使其靠近胃镜

头端便于胃镜推送, 轻柔推送胃镜带鼻肠管过

食管上口至食管, 推送胃镜至胃腔, 此时助手固

定鼻肠管, 松开异物钳, 后退异物钳和胃镜. 食
管有狭窄者, 进胃镜, 见狭窄近端, 如能通过胃

镜, 则胃镜过狭窄进入胃腔, 放置导丝, 如不能

通过胃镜, 则直接放置导丝, 尽可能深放, 退出

胃镜留置导丝, 引导管经鼻将口腔外导丝部分

从鼻孔拉出, 在导丝引导下通过鼻腔将胃管置

入胃腔. 
1.2.2 鼻肠管放置 先将其润滑后从鼻孔插入, 约
进入25 cm, 进胃镜, 胃镜进入会自动将其带至

胃腔, 观察食管胃十二肠有无病变及梗阻, 在胃

腔内用异物钳钳夹鼻肠管头端, 轻柔操作推送

胃镜带鼻肠管至十二指肠降部, 此时助手固定

鼻肠管, 异物钳钳夹鼻肠管保持原位, 后退胃镜

至胃腔, 松开异物钳, 后退异物钳至胃腔, 第2次
及以后推送鼻肠管时, 异物钳钳夹胃腔内鼻肠

管管身, 同前推送胃镜送鼻肠管至十二指肠降

部并后退胃镜及异物钳, 通常3-4次就可将其送

至Treitz韧带以下约20-40 cm, 此时助手固定鼻

肠管, 边吸气边后退胃镜, 退出胃镜后, 抽出鼻

肠管导丝. 为提高成功率需要注意以下几点: 对
气管切开患者进咽喉时, 可能有阻力, 此时可适

当抽出气管插管球囊的气体, 以便于胃镜进入; 
每次后退胃镜时, 助手要固定鼻肠管, 否则鼻肠

管很容易脱出; 钳夹胃腔内鼻肠管时, 胃镜位置

应与鼻肠管垂直, 便于异物钳钳夹胃腔内鼻肠

管, 钳夹鼻肠管后, 应后退异物钳使其靠近胃镜

头端便于胃镜推送; 操作应轻柔, 尤其在第二次

及以后推送鼻肠管时, 此时异物钳钳夹不再是

鼻肠管头端, 而是胃腔内鼻肠管管身, 稍遇阻力, 
操作者应后退胃镜, 调整后再进镜, 因为鼻肠管

头端柔软润滑, 肠黏膜光滑, 推送鼻肠管, 其头

端会自然随之向下滑入小肠, 操作轻柔不损伤

肠黏膜. 如果推送鼻肠管出现弯曲、折回、打

圈, 此时可后退鼻肠管使其重新在十二指肠降

部变直, 再重新调整送入. 本组有3例后退胃镜

鼻肠管脱出; 其中1例为毕罗Ⅱ式手术3次才放

置成功, 考虑患者肠道直, 退镜易脱出, 退胃镜

时在十二指肠降部或小肠钳夹鼻肠管后, 抽出

约20 cm鼻肠管导丝, 退胃镜至胃腔内, 钳夹胃

腔内鼻肠管, 保持异物钳钳夹固定位置, 缓慢退

www.wjgnet.com

■同行评价
本文进行了胃镜
辅助放置鼻胃管
和空肠营养管的
研究, 科学性及实
用性较好, 具有一
定的指导意义.
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出胃镜.  
1.2.3 术后处理 判断胃管是否置入胃腔, 注气时

听诊上腹部有无水泡音, 或者在透视下, 胃管内

注入造影剂. 如为三腔鼻肠管, 术后立即行持续

胃肠减压, 摄片了解鼻肠管是否在Treitz韧带以

下, 胰腺炎及高位瘘患者鼻肠管过Treitz韧带以

下40 cm开始肠内营养, 其他患者鼻肠管过Treitz
韧带以下开始肠内营养, 喂养前后用生理盐水

冲洗鼻肠管以防堵塞. 置管后观察腹部情况、

有无食物返流及消化道出血等, 胰腺炎患者置

管后3 h及24 h测血淀粉酶.

2  结果

患者耐受性好, 11例鼻胃管均放置成功, 空肠营

养管放置成功率为100%, 其中鼻肠管29例, 三腔

鼻肠管17例, 其中1例摄片报告鼻肠管未过Treitz
韧带, 2 d后再次摄片报告鼻肠管未过Treitz韧
带, 再次胃镜见鼻肠管在幽门以下约40 cm, 球
部、降部、横部末见折回, 估计已过Treitz韧带, 
但乃重新放置鼻肠管成功, 误诊原因考虑为床

边摄片, 效果欠佳, 内置钢丝显示不清, 同时片

小, 摄片部位过高也是其原因. 鼻肠管在十二肠

降部、横部弯曲, 折回, 打圈7例, 后退鼻肠管头

端重新放置成功, 退出胃镜后鼻肠管脱出3例, 
改进方法后, 2例2次, 1例3次放置成功. 置管后

均没有咽痛、呛咳、呕吐、食物返流等, 无腹

痛、穿孔及消化道出血等, 1例胰腺炎置鼻肠管

后出现无症状性血淀粉酶增高, 但病情稳定, 很
快恢复正常.

3  讨论

过去长期禁食患者常采用肠外营养, 但是长期

禁食引起肠黏膜萎缩、肠屏障功能受损、消化

道细菌易位增加感染. 而肠内营养既能支持全

身营养又能保护黏膜屏障[1], 促进肠道功能的

恢复[2-4], 价格便宜, 肠内营养效果与肠外营养

相似[5], 只要消化道功能存在, 应提倡早期经肠

道营养支持. 不适合经口进食者, 常用鼻胃管管

饲, 鼻胃管适用于短期不能经口进食的患者, 有
胃肠功能, 无禁忌症, 均可使用, 是临床上不能

经口进食的患者最常用方法, 常直接经鼻放入, 
但也有部分患者直接经鼻放入困难, 临床医生

常放弃鼻胃管鼻饲, 如球麻痹引起吞咽困难, 往
往直接经鼻放置很困难, 患者不能配合, 食管狭

窄、食管-气管瘘支架置入术后, 直接放置阻力

大, 盲目放入鼻胃管常置于支架与食管之间, 我

们对直接经鼻放入失败的患者, 我们用胃镜下

协助放入, 成功率达100%. 
小肠营养管放置常分为手术及非手术方

法, 手术放置[6]常常为胸腹部手术后考虑到患

者胃动力减弱, 胃动力恢复较慢, 患者情况差需

长时间营养支持, 医生在手术中顺便放置. 非手

术方法有常规方法、透视下、内镜下等3种方

法, 常规方法经鼻腔将鼻肠管放于胃内, 靠胃的

蠕动使营养管头端到送至Treitz韧带以下, 但需

放置鼻肠管者有些为胃动力减弱者, 即使通过

改良鼻肠管, 如螺旋管, 其成功率也有限, Lai et 
al [7]报道, 无胃动力患者螺旋管成功率57%, 直管

0%. 透视下放置鼻肠管, 患者及医生需在放射

线下放置, 因而报道较少. 内镜下放置的方法较

多, 一种是胃镜下直视, 用活检夹住营养管的头

端, 将其置于十二指肠降部, 靠胃的蠕动使营养

管头端到送至Treitz韧带以下[8], 需多次X光下定

位, 不适用; 借助导丝放置, 首先经口将胃镜头

端置于十二指肠降段并拉直镜身, 再经活检孔

将导丝放置于Treitz韧带以下, 退出内镜留置导

丝, 经引导管将导丝的口腔外的部分从鼻孔拉

出, 在导丝引导下通过鼻腔将空肠营养管置入

空肠[9], 用此法导丝易在胃腔内打圈, 空肠营养

管置入时导丝易滑出, 有时需在透视下放置, 其
成功率也有限; 内镜下直接放置鼻肠管过Treitz
韧带, 因为胃镜太短, 不能到达Treitz韧带, 故常

用十二指肠镜、小肠镜、甚至结肠镜, 用异物

钳夹住营养管的头端, 将其头端送至Treitz韧带

以下, 但退镜时营养管易同时脱出. 我们采用经

胃镜直接置管法, 此方法可一次使空肠营养管

头端到达空肠, 通过改良方法成功率达100%, 置
管后即刻能行早期肠内营养, 该技术要求不高, 
只需熟练掌握胃镜的操作技术即可. 

鼻肠管应用报道最多为胰腺炎, 有研究表

明, 急性重症胰腺炎主要死因是胰腺局部的继

发感染, 而感染90%以上是肠源性, 同时导管相

关感染率也高, 空肠营养在胰腺炎早期应用已

广泛开展, 取得较好的疗效[10-12], 鼻肠管适用于

无胃动力或胃动力减弱者[13-15], 如本组选择的上

腹部、食管手术后及感染性休克胃功能障碍患

者就是其适应征, 本组8例手术后胃功能障碍患

者, 放置了三腔鼻肠管, 胃管行减压引流, 鼻肠

管行肠内营养, 胃功能很快恢复恢复正常; 在2
例食管气管瘘在放支架后, 为了防止胃液及食

物返流影响瘘口愈合, 放置了鼻肠管, 起到了减

压和营养作用, 瘘口很快愈合, 因而对高位瘘患
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者如食管穿孔、食管一气管瘘、胆瘘、胰瘘、

十二肠瘘、吻合口瘘适应放置三腔鼻肠管, 本
组上腹部手术术后高位瘘5例, 放置了三腔鼻肠

管, 除1例腹腔内大出血死亡外, 4例均未手术治

疗, 通过肠内营养及胃减压而治愈. 本组3例胃

毕罗Ⅱ式手术反复呕吐10余天, 不能进食, 胃镜

见吻合口输出袢闭塞, 无明显水肿, 胃扩张, 无
蠕动, 第1例患者我们考虑为黏连或上提过大, 
需要手术, 但我们仍放置了三腔鼻肠管, 胃管行

减压引流, 鼻肠管行肠内营养, 半月后拨管完全

恢复进食, 后2例患者我们也取得同样效果, 究
其原因可能为肠壁、腹膜水肿及外压, 说明此

种情况尽量保守治疗.      
以上外科患者多选择用三腔鼻肠管, 三腔

鼻肠管与普通鼻肠管的区别是其既能进行肠内

营养, 又能进行胃肠减压, 胃肠减压效果佳, 不
需要再放置胃管, 便于护理, 减小对鼻咽喉食管

刺激, 患者耐受性好, 适用需要胃肠减压患者. 
对放置胃管后伴有胃食管反流患者或有吸入性

肺炎患者, 此时也应选择鼻肠管, 可防止胃食管

反流. 本组未出现严重并发症, 其中1例胰腺炎

置管后血淀粉酶增高, 可能与鼻肠管放置时胃

镜对胃十二指肠刺激及反复注气有关. 可见胃

镜下放置空肠营养管拓展了肠内营养应用范围, 
此改良方法也可一次使空肠营养管头端到达空

肠, 副作用小, 成功率高, 操作技术简单可行. 
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Abstract
AIM: To study the roles of serum nitric oxide 
(NO), interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10) 
and tumor necrosis factor (TNF) in the prognosis 
of patients with liver cirrhosis.

METHODS: Nitrate reductase assay and double-
antibody sandwich enzyme-linked immuno-
sorbent assay were used to examine the serum 
levels of NO, IL-6, IL-10 and TNF in 56 patients 
with liver cirrhosis before and after treatment, 
and 30 healthy individuals served as controls�.

RESULTS: High levels of NO, IL-6, and TNF 
and low level of IL-10 were observed in patients 
with cirrhosis. After treatment, the serum levels 
of NO (129.21 ± 27.32 μmol/L vs 92.18 ± 25.68 
μmol/L, P < 0.05), IL-6 (198.5 ± 23.2 mg/L vs 
147.0 ± 19.1 mg/L, P < 0.05), and TNF (179.2 ± 
23.5 pg/dL vs 121.4 ± 17.5 pg/dL, P < 0.05) were 

significantly elevated while the level of IL-10 
(33.4 ± 7.2 mg/L vs 51.6 ± 18.5 mg/L, P < 0.05) 
was markedly decreased in patients with aggra-
vated hepatic function as compared with those 
before therapy. However, the levels of NO (58.63 
± 12.25 μmol/L vs 94.36 ± 23.45 μmol/L, P < 0.05), 
IL-6 (90.3 ± 12.7 mg/L vs 148.5 ± 15.8 mg/L, P < 
0.05) and TNF (78.2 ± 14.3 pg/dL vs 124.9 ± 20.1 
pg/dL, P < 0.05) were decreased while the level 
of IL-10 (89.3 ± 18.9 mg/L vs 48.8 ± 9.5 mg/L, P 
< 0.05) was elevated in patients with improved 
hepatic function after treatment in comparison 
with those before treatment.

CONCLUSION: The serum levels of NO, IL-6, 
IL-10 and TNF are correlated with the prognosis 
of patients with liver cirrhosis.

Key Words: Liver cirrhosis; Nitric Oxide; Inter-
leukin-6; Interleukin-10; Tumor necrosis factor; 
Prognosis

Sun Q, Zhang Q, Zhu JS, Chen W, Chen NW. Correlations 
of serum nitric oxide, interleukin-6, interleukin-10 
and tumor necrosis factor levels with the prognosis of 
patients with liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(6):659-662

摘要
目的: 探讨血清一氧化氮 ( N O )、 I L - 6、
IL-10、肿瘤坏死因子(TNF)水平与肝硬化患

者预后之间的关系. 

方法: 采用硝酸还原酶法、ELISA法、双抗

体夹心酶联免疫分析法分别测定30例健康对

照者和56例肝硬化患者治疗前后的血清NO, 
IL-6, IL-10及TNF水平. 

结果: 肝硬化患者的NO, IL-6, TNF水平显著

升高, IL-10水平明显降低. 治疗后肝功能减

退组的NO (129.21±27.32 μmol/L vs  92.18
±25.68 μmol/L, P <0.05)、IL-6 (198.5±
23.2 mg/L vs  147.0±19.1 mg/L, P <0.05)、
TNF (179.2±23.5 pg/dL vs  121.4±17.5 pg/
dL, P <0.05)水平较治疗前有显著升高, IL-10
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■背景资料
肝硬化患者的治

疗后疗效及预后

判断是临床医生

非常关注的话题, 
已有大量的研究

报道. 而通过检测

血清NO, 肿瘤坏

死因子及细胞因

子水平作为判断

肝硬化预后、治

疗效果的指标方

法简便易行.
   



水平则明显下降(33.4±7.2 m g/L v s  51.6
±18.5 mg/L, P <0.05), 而治疗后肝功能恢

复组NO (58.63±12.25 μmol/L vs  94.36±
23.45 μmol/L, P <0.05)、IL-6 (90.3±12.7 mg/
L vs  148.5±15.8 mg/L, P <0.05)、TNF (78.2±
14.3 pg/dL vs  124.9 ± 20.1 pg/dL, P <0.05)水平

较治疗前降低(P <0.05), IL-10水平则明显升高

(89.3± 18.9 mg/L vs  48.8±9.5 mg/L, P <0.05).

结论: NO, IL-6, IL-10, TNF与肝硬化患者预

后有关.

关键词: 肝硬化; 一氧化氮; 白细胞介素; 肿瘤坏死

因子; 预后
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0  引言

肝硬化患者可出现一系列并发症, 严重危及人

群健康 ,  如何判断其预后并给予积极治疗是

临床医生关注的问题[1]. 一氧化氮(nitric oxide, 
NO)作为一种新型的细胞信使分子和氧自由基, 
可能介导许多疾病的发生与发展[2]. IL-6, IL-10, 
TNF是一组细胞因子, 有实验表明, 他们在肝硬

化的发生、发展中起着重要的作用, 而且其血

清水平与肝硬化患者的Child-Pugh分级呈正相

关[3]. 近年来, NO、细胞因子与肝硬化的关系正

在受到越来越多的关注, 本研究旨在探讨血清

NO, IL-6, IL-10和TNF水平与肝硬化患者预后

之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-09/2005-09本科住院的肝硬化患者

56例, 其中男38例, 女18例, 年龄32-78(平均50.5)
岁, 均经CT和内镜证实为肝硬化伴食道静脉曲

张, 其中Child-Pugh B级26人, C级30人, 均采用古

拉定、易善复及支链氨基酸等保肝治疗, 治疗后

2 mo根据肝功能情况分成两组: 治疗后肝功能减

退组32例, 治疗后肝功能好转或无变化组24例. 
健康(HS)对照组共30例, 男16例, 女14例, 年龄范

围25-60(平均45.3)岁. 对照组无消化系统疾病史

及胃肠道症状; 无累及食管的全身性疾病, 精神

状态良好. 
1.2 方法 血清NO采用硝酸还原酶法, 受试者清晨

空腹于肘静脉采血4 mL, 分离血清, 置-20℃冻存
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待测, 血清IL-6, IL-10采用ELISA法测定, TNF采
用双抗体夹心酶联免疫分析法测定[3-4]; NO根据

试剂盒(南京建成生物工程研究所提供)说明及方

法检测[4].
统计学处理  采用SPSS10.0软件中的t检验

进行统计分析, P <0.05为有差异, P <0.01为差异

有显著性.

2  结果

所有肝硬化患者的血清NO, IL-6, IL-10和TNF水
平与正常对照组及治疗前后比较见表1. 肝硬化见表1. 肝硬化表1. 肝硬化

患者的NO, IL-6, TNF水平较正常对照组显著升

高(93.8±26.83 μmol/L vs  34.60±10.71 μmol/L, 
147.8±26.3 mg/L vs  71.8±11.4 mg/L, 122.6±
22.3 pg/dL vs  30.8±14.3 pg/dL), 差异有显著性

(P <0.01). IL-10水平则较正常对照组低(47.3±
27.9 mg/L vs  118.3±11.3 mg/L), 差异有显著性

(P<0.01). 治疗后肝功能减退组的NO, IL-6, TNF
水平较治疗前有显著升高(129.21±27.32 μmol/L 
vs  92.18±25.68 μmol/L, 198.5±23.2 mg/L vs  
147.0±19.1 mg/L, 179.2±23.5 pg/dL vs 121.4
±17.5 pg/dL, P <0.05), IL-10水平则明显下降

(33.4±7.2 mg/L vs  51.6±18.5 mg/L), 均有差

异(P <0.05). 而治疗后肝功能恢复组NO, IL-6, 
TNF水平较治疗前降低(58.63±12.25 μmol/L 
vs  94.36±23.45 μmol/L, 90.3±12.7 mg/L vs  
148.5±15.8 mg/L, 78.2±14.3 pg/dL vs  124.9±
20.1 pg/dL, P <0.05), IL-10水平则明显升高(89.3
±18.9 mg/L vs  48.8±9.5 mg/L), 治疗前后有差

异(P<0.05).

3  讨论

NO是一种具有多种生物活性的物质, 在体内的

生物活性与机体疾病的生理、病理有关, 它参与

细胞的信息传递、充当神经递质、介导炎症反

应, NO的变化与肝损伤的关系密切[5-6]. 白细胞介

素是一组有多种细胞产生的小分子量活性多肽, 
在炎症和免疫过程中起重要作用[7], IL-6主要由

单核细胞和巨噬细胞产生, 与肝脏局部炎症反应

有关, 参与炎性损伤过程, IL-6具有刺激细胞生

长, 促进细胞分化和加速肝细胞急性期蛋白合成

的作用[8-9]; 在肝纤维化过程中, IL-6水平的升高

与肝脏对细胞因子的清除能力下降有关, 而他的

产生维持不变[10]. IL-10具有细胞因子合成抑制

作用, 是负反馈系统中抑制各种前炎症细胞因子

及菌落刺激因子合成的主要因子[11]. IL-10释放
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增强能抑制早期的炎症反应, 并能对TNF有抑制

作用, 有研究表明, IL-10可抑制肝纤维化形成[12]. 
TNF是由巨噬细胞和激活的淋巴细胞等分泌的

细胞因子, 具有广泛的生物活性. Ataseven et al [13]

研究了45例乙肝或丁肝病毒感染的肝硬化或肝

癌的患者, 证明其血清IL-6, TNF水平显著高于健

康人群. Ciecko-Michalska et al [14]分析了24例酒

精性肝炎或肝硬化的患者, 发现IL-6, IL-8和TNF
高血清表达是预后不良的相关因素. 

我们的研究结果表明, 肝硬化患者的NO, 
IL-6和TNF水平较正常对照组显著升高, IL-10水
平则较正常对照组降低, 证实了血清一氧化氮及

细胞因子浓度与肝脏损伤有关; 研究结果还发

现, 肝硬化患者治疗后肝功能减退组的NO, IL-6
和TNF水平较治疗前有显著升高, IL-10水平则

明显下降, 反映了肝组织细胞不断受病毒或内毒

素刺激后, 肝内单核巨噬细胞系统不断产生大

量TNF, 促使细胞因子连续反应, 导致IL- 6产生

增加, 同时单核巨噬细胞系统也分泌NO, IL- 6, 
TNFα和IFN(干扰素), 后者也可促使内皮细胞产

生NO, 并在局部发挥其生物学作用, 加重了肝硬

化门脉血流动力学的紊乱, 从而单独或共同发挥

持续性肝损害作用, 继而导致肝纤维化, 促进肝

硬化形成和发展. 肝硬化患者治疗后肝功能好转

或无变化组的NO, IL-6, TNF水平较治疗前明显

降低, 而IL-10水平则明显升高, 与许多学者研究

发现的肝硬化患者血清NO、细胞因子升高与肝

硬化严重程度呈正相关的报道相符, 也从侧面

证实细胞因子与肝纤维化的程度相关[15]. 我们发

现, 经治疗后肝功能好转或无变化组的IL-10水
平亦显著升高, 说明IL-10的升高对肝硬化患者

的肝功能恢复有利. 
总之, 血清NO、细胞因子水平与肝炎后肝

硬化严重程度及预后密切相关[16], 可通过检测血

清NO及细胞因子水平作为判断肝硬化预后、治

疗效果的指标之一. 
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