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《世界华人消化杂志》是一份同行评议性的旬刊, 
是一份被《中国科技论文统计源期刊》和《中文核
心期刊要目总览》收录的学术类期刊.《世界华人
消化杂志》的英文摘要被美国《化学文摘》, 荷兰
《医学文摘库/医学文摘》和俄罗斯《文摘杂志》
收录.
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Abstract
Electrical impedance tomography (EIT) is a novel 
medical imaging technology, which comes forth 
in recent 20 years following morphology imaging 
and structure imaging. EIT has the outstanding 
advantages of noninvasive, functional imaging 
and medical image monitoring. It has been 
mostly used in gastroenterology to assess flow 
of ingesta through the gastric region as an 
alternative to radionuclide studies. In vitro, EIT 
can accurately measure the volume of glass 
rods/balloons in a phantom. In humans, EIT can 
accurately measure gastric volume (balloons) 
in experimental conditions. Gastric emptying 
measurement of EIT has good correlations with 
dye dilution, gastric residuals and scintigraphy. 
By electrode array located on body surface, 

gastric motility measurement using EIT realizes 
noninvasive results and directly displays shrink 
and motility conditions of stomach in body 
by images of real time. This is going to be a 
great progress of gastric motility measurement 
and evaluation method. EIT gastric motility 
measurement has shown seductive application 
prospect.

Key Words: Electrical impedance tomography; Gas-
tric empting; Gastric motility; Electrical bioimped-
ance

Ren CS,  Wang Y,  Zhao S.  Electr ical  impedance 
tomography measuring gastric emptying and gastric 
motility. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 
799-805

摘要
电阻抗断层成像(EIT)是继形态、结构成像之
后, 于近20余年发展, 出现的新一代医学成像
技术, 具有功能成像, 无损伤和医学图像监护
三大突出优势. 其在胃肠领域的最多应用是评
价通过胃部的食物流动以替代临床仍然视为
胃排空测量金标准的核素法. 在离体的模型实
验中EIT可精确测量玻璃棒/气囊的容积变化. 
在体实验条件下, EIT能精确测量胃容积(气
囊)的变化. EIT胃排空测量与染料稀释法、胃
存留法、核素法等有较好的相关性. EIT胃动
力测量以置于体表的电极阵列实现无损检测, 
以实时图像方式直接显示体内胃体的收缩和
运动状况, 将是胃动力检测与评价手段的重大
进步, 显示了诱人的应用前景. 

关键词: 电阻抗断层成像; 胃排空; 胃动力; 生物电

阻抗
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0  引言

胃肠动力学是一门正在迅速发展的、多学科交

叉的新兴学科. 由于相关基础研究薄弱, 长期以

来人们缺乏对胃肠运动功能的正确认识和理 
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■背景资料
近年来, 人们对功
能性胃肠病以及
胃肠动力障碍性
疾病的认识有了
长足的进步, 对胃
肠生物力学的认
识有了一定程度
的提高, 并获得了
大量宝贵信息, 但
仍有诸多问题尚
不够清楚. 胃动力
学研究和临床检
查至今仍缺乏方
便、有效、可完
整了解胃排空和
运动情况的检测
方法. 鉴于目前功
能性消化疾病的
高发病率和现有
检测方法与设备
的局限性, 提供能
全面、准确了解
胃动力状态的无
损伤检测与评价
方法是促进胃动
力学研究与临床
应用进一步发展
的需要, 也是生物
医学工程学者和
医生共同面临的
艰巨任务.

■同行评议者
许文燮, 教授, 上
海交通大学生命
科学院生物医学
工程系



解[1-2]. 在生理学领域中, 胃肠动力学的发展明显

滞后, 这是导致胃肠神经与运动障碍性疾病成

为当今临床突出问题的主要原因之一[3-4]. 近年

来, 人们对功能性胃肠病以及胃肠动力障碍性

疾病的认识有了长足的进步, 对胃肠生物力学

的认识有了一定程度的提高, 并获得了大量宝

贵信息[5]. 但仍有诸多问题尚不够清楚, 胃动力

学研究和临床检查至今仍缺乏可完整了解胃运

动和排空情况的方法以作为诊断常规[1]. 鉴于目

前功能性消化疾病的高发病率和现有检测方法

与设备的局限性, 提供能全面、准确了解胃动

力状态的无损伤检测与评价方法是促进胃动力

学研究与临床应用进一步发展的需要[6], 也是生

物医学工程学者和医生共同面临的艰巨任务[7]. 
本文对采用代表了生物阻抗技术发展方向

的电阻抗断层成像技术检测胃排空与胃动力的

发展、现状、问题和应用前景进行述评. 

1  电阻抗断层成像

电阻抗断层成像(electrical impedance tomography, 
以下简称EIT)是当今生物信息学与生物医学工

程学重大研究课题之一. 他是继形态、结构成像

之后, 于近20年才发展, 出现的新一代医学成像

技术, 具有功能成像, 无损伤和医学图像监护三

大突出优势. 代表了生物阻抗技术的发展方向, 
是一种理想的、具有诱人应用前景的生物信息

检测与成像手段[8]. 
EIT以人体组织、器官的电阻抗特性及其变

化为依据, 通过配置于人体体表的电极阵列, 提
取与人体生理、病理状态相关的组织或器官的

电特性信息, 给出反映组织、器官功能状态及其

变化规律的功能性图像结果. 
EIT的发展虽然只有20余年的历史, 却以其

无损伤、低成本和功能性图像的独特优势吸引

了全世界越来越多的研究者. 国外的EIT研究一

直很活跃. 分布在世界各国的EIT研究小组已超

过20个, 其中的一些小组已由实验室研究向临床

应用研究过渡[9]. 
国外大多数研究者认为, 目前影响EIT进

入临床实际应用的主要问题是系统分辨能力较

差. 研究工作也多集中在改进成像模型和重建算

法方面, 以期改善EIT的系统的分辨能力. 笔者

认为, 虽然现有EIT系统的分辩能力还有待继续

提高, 但是片面地追求EIT结构图像的高分辩力

而忽视其功能成像与图像监护的优势是不可取 
的[10]. EIT的真正优势在于利用生物阻抗所携带

800                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志      2008年3月18日    第16卷   第8期

的丰富生理和病理信息, 实现无损伤功能性成像

和图像监护. 如果注意深化生物阻抗检测技术, 
改善EIT前级检测方法的定量性和定位性, 采用

全信息的多频率或复阻抗检测方法, 充分利用人

体组织阻抗中的容抗特性, 改进理论模型, 就可

实现从细胞水平上提取与人体生理、病理状态

相联系的, 丰富的阻抗全信息. 那么, 国内现有的

EIT研究水平, 对于实现人体某些器官, 组织和系

统(如乳腺、胃、肺)的功能成像和图像监护已经

足够了[11]. 
胃是人体中比较容易提取EIT信息的组织与

器官之一, 在胃的活动期, 特别在食物消化期, 由
于胃的收缩和运动, 其形态、体积及内容物组成

情况改变较大, 相应的电特性变化非常明显, 信
号较强, 信息丰富. 采用EIT技术可无创、连续地

检测胃的运动信号, 提取与胃动力学状况相对应

的电特性及其变化信息, 反映胃的收缩、蠕动及

排空过程, 从而达到检测与评价胃动力功能的目

的[7,12].

2  EIT胃排空测量

在已知的EIT胃肠领域临床应用研究中, 最多的

是关于通过胃部的食物流动评价和胃排空测量

研究, 以期替代临床视为胃排空测量金标准的

核素法[13]. 
2.1 测量系统及成像方法 EIT胃排空测量的大量

工作是在谢菲尔德大学Brown和Barber于1987年
开发的单频率EIT系统Mark 1的基础上进行的[14]. 

Mark 1系统由数据采集单元, 图像显示单元

和计算机组成(图1). 采用相邻电极激励(1 mA, 
50 kHz), 相邻电极检测模式和基于反投影原理

的图像重建算法, 可给出128×128像素的腹部×128像素的腹部128像素的腹部

断层阻抗分布图. 16只电极成环形阵列置于第8
肋间位置的腹壁圆周上(图2). 以一定的间隔(对
于胃排空测量通常是1 min)相对于参考图像进

行序列成像. 然后将胃区位置标注在EIT图像上, 
以计算相应于排空过程各序列图像中这一兴趣
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■研发前沿
在胃的运动过程
中, 其容积、形态
及内容物组成状
况改变较大, 相应
的电特性变化十
分明显, 变化规律
与胃动力学状况
相 对 应 ,  相 关 性
强, 胃动力信息丰
富. EIT液体餐胃
排空测量与染料
稀释法有很好的
相关性. 由于多数
实验排除了胃酸
分泌, 其在正常条
件下的胃排空关
系还有待进一步
研究. 非营养液体
餐EIT胃排空测量
与核素法相关. 在
胃酸抑制条件下, 
E I T 半 固 体 餐 和
固体餐胃排空测
量与核素法相关. 
EIT的半排空时间
测量结果总比核
素法的结果长. 当
胃酸抑制时, EIT
胃排空曲线的慢
变相明显短于核
素法的测量结果.

图   1   E I T 系 统
Mark 1.
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区内电阻率的变化(图3), 并将其表示为相对于

餐后第一幅图像电阻率的变化百分比, 画出胃

排空曲线(图4).
2.2 试验餐 因为胃排空采用反投影算法, 其假定

胃区电阻率的变化是由于胃内食物的排出. 理
论上, 合适的试验餐可以是高电导率的, 也可以

是高绝缘的. 重要的是试验餐要有固定的电阻

率, 该电阻率的变化表示胃容积的变化[15]. 进餐

时分泌的胃酸是一种高电导的氢离子源. 因此, 
如果使用非导电性的试验餐, 则在研究胃排空

时将由于胃酸中氢离子的加入而使试验餐变成

导电性的, 并在消化和排空过程中不断变化, 对
测量不利. 高电导试验餐是最合适的, 且可以测

量胃内试验餐和胃酸的容量. 任何单价的正离

子, 如钠, 钾和氢将增加电导率. 试验餐中加入

盐以增加电导率是实际可行的并可起调味作用. 
Oxo(一种牛肉或蔬菜提取物)通常用作非营养

性液体试验餐, 一块Oxo加水可制成200 mL试验

餐(31 mmol钠, 15 kcal/块). 麦片粥加盐(37 mmol 
钠, 315 kcal/150 mL碗)可作为标准的固体试验

餐[13].

3  离体实验

为了评价EIT胃排空检测的可行性和有效性, 早
在1987年, Avill et al [16]就设计一椭圆形有机玻

璃水槽以模拟人体腹部, 进行了EIT胃排空测量

离体实验验证. 将不同直径的玻璃棒置于水槽

中心恒定深度, 先在电极灵敏区外, 进行EIT成
像. 然后将棒移动到槽心至槽边的中点处成像. 
结果表明, 电阻率的变化直接与玻璃棒半径的

平方成正比(r  = 0.99). 玻璃棒置于水槽中心时其

EIT值为52.8±1.5 U(mean±SD, n  = 5), 当棒移

动到槽心至槽边的中点时, 其EIT值为56.2±1.2 
U(P  = 0.05). 

在另一组实验中, 将一5 mL大小的气囊垂

直置于水槽中心, 并使其最大直径处位于电极

平面, 每次向气囊注入1 mL水, 然后成像, 重复

10次. 结果表明, 水槽中气囊的容积和EIT电阻

率值有很高的线性关系(r  = 0.99). 

4  测量精度评价

在EIT胃排空测量可行性和有效性离体实验验

证的基础上, 一些在体实验研究进一步确认了

EIT胃排空测量的精确性, 并对电极位置变化影

响, EIT基线的稳定性等进行了评价. 
4.1 胃内气囊容积测量 Avill et al [16]采用胃内气

囊方法进行了EIT测量容积变化精度的评价研究. 
6名志愿者吞入一带气囊的鼻饲管[17], 气囊位于

食管与胃结合部下10 cm处. 每次向气囊充气50 
mL, 至250 mL或受试者感觉不适时止. 胃内分

泌物被连续抽出. 将气囊每次充气后容积的EIT
图像与未充气时的空囊图像相比较. 结果表明, 
EIT值与胃内气囊的空气量成正比(r  = 0.99). 
4.2 电极位置变化影响 Avill et al于1987年将电

极阵置于第8肋间位置, 对19名健康志愿者进行

了EIT胃电阻率测量研究[16]. 其中的三只电极用
57Co标记, 试验餐为一杯含100 μ Ci99mTc-tin胶体

的汤. 由γ相机进行核素法成像并与EIT法进行对

比. 结果表明19名受试者的电极均位于相应于

胃底处的体表位置. 
Wright也于1995年通过6名男性志愿者进

行了EIT电极安放位置影响评价研究[13]. 在EIT
试验的前一天, 5名志愿者饮用200 mL由1 MBq 
99mTc-DTPA标记的橙汁后进行核素成像, 以标明

■相关报道
生物电阻抗方法
具 有 无 创 、 廉
价、操作简单和
功能信息丰富等
特点, 可高灵敏、

准确地提取与胃
动力学状况相对
应的电特性及其
变化信息. 从电活
动-机械收缩复合
系统的高度认识
胃动力, 将生物阻
抗方法与同步胃
电检测相结合, 是
生物电阻抗胃动
力检测方法的发
展方向.

图  2  EIT环形电极阵列位置.

图   3   在 E I T
图像标注的胃
区位置.
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胃的形状和位置. d 2根据核素成像结果将EIT电
极置于设定的胃窦水平处, 一个57Co标记置于受

试者后背电极水平以测定电极与胃的相对位置. 
液体餐为2 MBq 99mTc-DTPA标记的500 mL Oxo, 
在记录餐前基线后, 同步进行连续的EIT和核素

成像(EIT成像间隔1 min, 核素法间隔8 min). 当
核素成像至胃内标记物少于30%(胃内存留)时
结束实验. 结果表明6名受试者中, 1名的电极位

置偏高, 2名偏低, 电极正好在胃底水平位置的3
名, 且电极位置偏低者的EIT胃排空有明显的滞

后, 可能是由于十二指肠充盈所至.
4.3 EIT基线测量 4名健康志愿者空腹服用抑制

胃酸分泌药甲氰咪胍(cimetidine)90 min后进行

EIT成像以评价基线变化[13]. EIT序列成像每分

钟一幅, 共进行45 min. 以饮用Oxo后即刻EIT最
大值的百分数表示, 画出饮用Oxo后相应于胃位

置的兴趣区的空腹变化曲线. 结果表明, 基线变

化通常不超过10%, 虽然偶尔会有20%的情况

出现. 

5  液体餐胃排空测量

5.1 液体餐胃排空EIT测量与染料稀释法的比较 

1987年Avill et al以10名健康志愿者进行了EIT和
染料稀释法的液体餐胃排空率同步测量比较[16]. 
将一双腔管插入受试者胃区, 吸出胃内物后, 用
0.6 mg苯酚红染料水200 mL洗胃. 试验餐为5%
蔗糖溶液750 mL. 饮用蔗糖溶液10 min后, 将20 
mL苯酚红染料液, 每100 mL溶液含苯酚红染料

6.25 mg, 注入管内并使胃内容物充分混合. 每间

隔10 min重复注入一次直至胃排空, 每次注入的

染料浓度加倍. 在每次注入前和后, 抽出10 mL
胃内容物, 由分光光度计在560 nm处测定其苯

酚红浓度. 研究结果表明, EIT和染料稀释法半

排空时间测量的相关系数为0.83(P <0.001). 
5.2 液体餐胃排空EIT测量与胃存留法的比较 
Nour et al [18] 1995年对使用鼻饲管的47名足月和

早产婴儿进行了EIT胃排空测量. 其中20名的液

体餐为普通牛奶, 其余为Dioralyte, 按25 mL/kg
由鼻饲管注入. 测量完成后抽出胃内存留物, 计
算其百分比并与EIT的测量结果进行比较. 20名
牛奶餐婴儿中, 16名的EIT法与胃存留法[13]结果

符合率很好, 其余4名差别较大. 27名Dioralyte餐
婴儿中, 24名的测量结果有很好的符合率, 其余

3名差别较大.  
5.3 液体餐胃排空EIT测量与核素法的比较 Avill 
et al  1987年以8名健康志愿者进行了EIT法和核

素法的液体餐胃排空同步测量比较[16]. 液体试

餐为300 mL肉汤, 经过滤并加水(含100 μ Ci99Tc-
tin胶体)稀释至50%. 核素法成像使用单头γ相机

(Pho/Gamma Ⅲ, model 1021, Nuclear Chicago, 
Europa, NY)每2 min 1幅共46幅. 胃排空图由定

义的胃部兴趣区获得并进行归一化和辐射衰减

修正. 其结果与每分钟1幅的EIT胃排空图进行

比较. 结论是两种方法的胃半排空时间相关系

数为0.801(P  = 0.05). 
Wright在1995年也以11名男性志愿者进行

了EIT和核素法的液体餐胃排空测量比较[13]. 实
验分2次进行, 其间隔在14 d以上. 志愿者分为胃

酸抑制组和无胃酸抑制(对照)组. 胃酸抑制组在

实验前2 h服用400 mg甲氰咪胍(cimetidine). 在
记录EIT餐前基线后, EIT和核素法的液体餐(500 
mL Oxo, 采用2 MBq 99mTc-DTPA标记)胃排空实

验同步进行. EIT图像间隔为1 min, 核素法间隔

为8 min, 当核素法检测到胃内标记物少于30%
时结束实验. 结果表明, 在对照组(r  = 0.77, P  = 
0.006)和酸抑制组(r  = 0.87, P  = 0.001), 两种方法

的半排空时间具有很好的一致性. 

6  固体餐胃排空测量

6.1 半固体餐胃排空E I T测量与核素法比较 
Wright于1995年以8名志愿者进行了EIT和核素

法的半固体餐胃排空评价[13]. 实验分2次进行, 
间隔14 d以上, 分为无胃酸抑制(对照)组和在实

验前2 h服用甲氰咪胍(cimetidine)400 mg的胃

酸抑制组. 实验为500 mL盐味粥, 烹制前加入3 
MBq 99mTc-DTPA标记物. 在记录EIT餐前基线后, 
EIT和核素法的半固体餐胃排空实验同步进行. 
EIT图像间隔为1 min, 核素法间隔为10 min, 连
续进行至最长200 min结束. 

对10次有效实验结果的分析表明. 服用甲

氰咪胍使核素法组的半排空时间增加(P  = 0.04). 
对照组的EIT和核素法半排空时间测量的相关

性为r  = 0.87, P  = 0.05, 服用甲氰咪胍的酸抑制

组为r  = 0.89, P = 0.04. 即对照组的EIT与核素法

胃排空测量结果有明显差别(P = 0.04), 而酸抑

制组的EIT和核素法排空测量结果没有明显的

差别. 
6.2 固体餐胃排空EIT测量与核素法比较 Avill et 
al在1987年以8名健康志愿者进行了EIT法和核

素法固体餐胃排空的同步测量比较研究[17-21]. 试
验餐为85 g即食土豆泥与含100 μ Ci99Tc-tin胶体

的300 g水混合. 在进食前15 min和90 min时服用

■创新盘点
E I T 具 有 功 能 成
像, 无损伤和医学
图像监护的突出
优势, 有利于对消
化间期和消化期
胃动力状况及其
变化进行检测和
评 价 .  胃 的 收 缩
和蠕动频率约为
3 次/min, 对EIT
系统的实时性要
求不高, 是阻抗信
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量以置于体表的
电极阵列实现无
损检测, 以实时图
像方式直接显示
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和运动状况, 呼吸
干扰易于识别和
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了诱人的应用前
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甲氰咪胍以抑制胃酸. 核素法成像采用单头γ相

机(Pho/Gamma Ⅲ, model 1021, Nuclear Chicago, 
Europa, NY), 采集时间为2 h, 前40 min每2 min
一幅, 随后的80 min每5 min一幅. 胃排空图由定

义的胃部兴趣区获得并进行归一化和辐射衰减

修正. 其结果与每分钟一幅的同步EIT图像进行

比较. 结果表明两种方法的半排空时间测量结

果的相关系数为(r  = 0.73, P <0.05). 

7  胃酸分泌对EIT胃排空测量的影响

进食期间胃酸分泌明显增加 ,  已有研究表明 , 
酸分泌对EIT测量结果有影响. 如Avill et al于
1987年对3名健康志愿者以五肽促胃酸激素

(pentagostrin, 6 μg/kg体质量)诱发胃酸分泌, 对
用药前后进行了EIT成像研究[16]. 发现五肽促胃

酸激素诱发胃酸分泌, 增加了所有受试者的胃

电导率, 从而影响EIT测量结果. 
7.1 H2型阻断剂对胃排空率的影响 Mushambi 
et al在1992年使用雷尼替定(ranitidine)和甲氰

咪胍(cimetidine)抑制胃酸分泌[20], 进行了10名
正常志愿者的EIT胃排空测量比较, 发现雷尼替

定组的胃排空时间比甲氰咪胍组有明显的延迟

(P <0.04). 
Wright于1995年以16名健康志愿者比较了

胃酸分泌对液体餐和固体餐排空测量的影响[13]. 
液体餐是一块Oxo稀释于500 mL水中. 半固体餐

是含4.5 g盐的粥500 mL. 受试者各进行6次实验, 
分别在无酸抑制, 实验前2 h po  400 mg甲氰咪胍, 
或实验前12 h po 40 mg奥米普拉唑(omeprazole)
和实验前2 h po 20 mg奥米普拉唑情况下进行液

体餐和固体餐EIT测量. 
结果表明, 液体餐实验中, 男女性之间的胃

排空时间没有整体上的差别, 但胃酸抑制组的

胃排空比对照组快(甲氰咪胍组P  = 0.06, 奥米普

拉唑组P  = 0.09). 半固体餐实验中, 男性比女性

的胃排空更快并在对照组(P = 0.01)和甲氰咪胍

组(P  = 0.02)具有统计意义. 在液体餐和半固体

餐实验中, 甲氰咪胍组的排空最快, 其次是对照

组, 然后是奥米普拉唑组. 女性中服用甲氰咪胍

和奥米普拉唑后的排空都快于对照组. 在半固

体餐实验中, 女性的慢变相长于男性(P  = 0.02). 
在对照组半固体餐和液体餐实验中, 男性(P = 
0.04)和女性(P = 0.04)的慢变相都较长. 当胃酸

分泌被抑制时, 半固体餐和液体餐实验的慢变

相比例相似. 
7.2 胃酸分泌对EIT重复性的影响 Avill et al在

1987年采用随机盲检试验研究了8名健康志愿

者服用甲氰咪胍后对液体餐EIT胃排空测量的

影响[16]. 每位受试者进行两对实验. 受试者在连

续两天的同一时间服用800 mg甲氰咪胍或安慰

剂, 试验餐为500 mL热水加一块Oxo. 结果表明, 
当服用甲氰咪胍时, 两次实验有很强的相关性

(r  = 0.90). 但当不抑制胃酸时, 没有相关性(r  = 
-0.19). 

Mangnall et al  1991年以牛肉饼为试验餐进

行了固体餐EIT法和核素法的同步测量研究[21]. 
试验餐为以核素(100 μ Ci99mTc牛黄胶体, 并在制

餐时溶入蛋中)标记的牛肉饼160 g, 体积为137 
mL, 含脂肪20 g, 蛋白23 g, 碳水化合物8 g, 盐
2.5 g. 8名志愿者无胃酸分泌抑制, 进行核素成

像. 另12名志愿者实验前60 min服用400 mg甲氰

咪胍, 继而于实验开始时再服800 mg甲氰咪胍

以抑制胃酸分泌. 核素成像采用单头γ相机(Pho/
Gamma Ⅲ, model 1021, Nuclear Chicago, Europa, 
NY), 每5 min一幅核素图像, 从进食前开始, 共
持续4 h. EIT测量每2 min一幅, 进食前10 min时
开始, 至餐后4 h止. 以上20名志愿者实验中, 共
获得19人的胃排空图像. 研究结果表明, 两种方

法的半排空时间(r  = 0.713, P <0.02)和1/4半排空

时间(r = 0.825, P <0.01)明显相关, 但是胃酸抑制

组中排空慢变相的相关性不足(r  = 0.585). 没有

抑制胃酸分泌的8名志愿者中, 5名的EIT排空时

间慢于核素法, 且两者的半排空时间没有相关性

(r  = 0.058), 慢变相(r = 0.376). 8名志愿者中只有2
名的EIT半排空时间在核素法结果的10%以内. 

8  EIT胃排空测量小结

EIT胃排空测量研究已经历了约20年的发展过

程[13-22]. 在离体的模型实验中EIT可以精确测量

玻璃棒/气囊的容积变化. 在体实验条件下, EIT
能精确测量胃容积(气囊)的变化. 当电极置于第

8肋间位置时, EIT胃排空测量具有足够的精度, 
且轻微的电极位置变化不影响测量结果. 当然, 
电极稍高比偏低要更好些, 可以避免来自胃窦

和十二指肠区的干扰信号. 
对于液体餐EIT胃排空测量, 其与染料稀释

法有很好的相关性. 由于多数实验排除了胃酸

分泌, 其在正常条件下的胃排空关系还有待进

一步研究. 非营养液体餐时的EIT胃排空测量与

核素法相关. 在胃酸抑制条件下, EIT半固体餐

和固体餐胃排空测量与核素法相关. EIT的半排

空时间测量结果总比核素法的结果长. 当胃酸

■应用要点
E I T 是 检 测 人 体
器官中黏质液容
积传导的一种新
的、无损伤方法. 
其在胃肠领域的
最多应用是评价
通过胃部的食物
流动以替代临床
仍然视为金标准
的核素法. EIT测
量的是包括了胃
酸分泌在内的胃
容 量 ( 排 空 ) 而 不
是胃存留时间, 由
于核素法只是测
量试验餐中辐射
标记物的胃排空, 
因而没有必要, 也
不要指望采用核
素法对EIT测量结
果予以修正, 除非
所有进入胃肠道
的生理性分泌被
抑制.
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抑制时, EIT胃排空曲线的慢变相明显短于核素

法的测量结果. 因此, EIT法更像是测量了包括

胃酸分泌的胃容量, 而核素法只是测量试验餐

中辐射标记物的胃排空[23]. 
EIT是检测人体器官中黏质液容积传导的

一种新的、无损伤方法. 其在胃肠领域的最多

应用是评价通过胃部的食物流动以替代临床仍

然视为金标准的核素法. 由于他测量的是胃容

量而不是胃存留时间(排空)[13], 因而不用, 也不

要指望采用γ核素法予以修正[24-25], 除非所有进

入胃肠道的生理性分泌被抑制. 

9  EIT胃动力检测

胃动力包括空腹状态下的消化间期移行性复合

运动(migrating motor complex, MMC)和消化期

的相对规则运动. 在消化间期, 胃内压呈现周期

性变化, 以防止胃的淤滞, 同时扫清胃内细菌、

未消化残留食物、脱落细胞、黏液等, 为进餐

作准备. 进餐后, 进入消化期, MMC消失, 胃的

运动进入一个相对规则的运动期. 食物刺激口

腔、咽、食管和胃内感受器, 通过迷走-迷走神

经反射使胃近端舒张, 以容纳食物, 称为容纳性

舒张; 同时近端胃在接纳食物后, 进一步舒张以

顺应胃内体积的增加, 保持胃腔内压力无明显

变化, 为胃顺应性舒张. 而胃远端运动则包括蠕

动、终末胃窦收缩等, 以完成对胃内食物的混

合、研磨, 最终将食物排空[1,3,5]. 
在以上不同时段胃的运动过程中, 胃的容

积、形态及内容物组成状况改变较大[26-28], 相应

的电特性变化十分明显, 变化规律与胃动力学

状况相对应, 相关性强, 阻抗胃动力信息丰富. 
应用生物阻抗技术, 通过体表电极连续地检测

胃的运动信号, 提取与胃动力学状况相对应的

电特性及其变化信息, 反映胃的收缩、蠕动及

排空过程, 就可以达到检测与评价胃动力功能

的目的[29]. 
采用非图像方式的普通阻抗方法通过体表

电极获得的阻抗信号是一种混合信号, 包含了

如心电、呼吸以及受检者体位变化干扰等的

多种信号成分, 特别是呼吸信号的频率约为12  
次/min, 与胃运动信号接近, 同属于超低频范围, 
且其幅度还可能远大于胃阻抗信号, 信号分离

与处理难度较大. 如何在超低频段上稳定可靠

地去除呼吸干扰, 有效提取胃阻抗信号, 至今还

是有待解决的重要技术问题之一[30]. 
EIT代表了生物阻抗技术的发展方向, 具有

功能成像, 无损伤和医学图像监护的突出优势, 
可以实现对消化间期和消化期的胃动力状况及

其变化进行检测和评价[31]. 胃的收缩和蠕动频

率约为3 次/min, 对EIT系统的实时性要求不高, 
是阻抗信息易于提取, 较好的EIT应用目标之 
一[32-33]. EIT胃动力测量以置于体表的电极阵列

实现无损检测, 以实时图像方式直接显示体内

胃体的收缩和运动状况, 呼吸干扰易于识别和

排除, 将为胃动力学基础研究与临床应用提供

一种全新的, 能全面、准确了解胃动力状态的

无损伤检测手段, 促进胃动力学研究与临床检

测的进步, 显示了广阔的应用前景. 
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Abstract
Helicobacter pylori are spiral-shaped, Gram-nega-
tive bacteria that colonize the stomachs of more 
than half the world’s population. H pylori coloni-
zation is the most common cause of chronic ac-
tive gastritis and peptic ulcer disease, which di-
rectly related to gastric carcinoma and mucosa-
associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma. 
However, the efficacies of eradication therapies 
are not satisfying mainly because of bacterial re-
sistance to antibiotics. This article makes a brief 
summary on the recent research related to the 
antibiotic resistance of H pylori.

Key Words: Helicobacter pylori ; ������������� ������Antibiotics�� ������; ������Bacte-
rial resistance
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摘要
幽门螺杆菌(H pylori )是一种存在于人类胃黏
膜的G-的螺旋形细菌, 是胃十二指肠溃疡、慢
性活动性胃炎的主要病因, 并与黏膜相关性淋
巴组织(MALT)淋巴瘤及胃癌的关系密切. 因

此, H pylori 的根治成为大家关注的问题. 但
是临床上H pylori 根除率却不高, 其原因主要
是日益突出的抗生素耐药问题. 本文就有关 
H pylori对抗生素耐药性的研究近况作一阐述.

关键词: 幽门螺杆菌; 抗生素; 耐药
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylor i )感染与慢性胃炎、消化

性溃疡和胃癌的发生都有密切关系, 与消化系

统以外疾病的关系也不断被发现 .  毫无疑问 ,  
H pylori是影响人类健康的致病菌[1]. 对H pylori
感染进行根除治疗的适应证在增加, 但治疗失

败的病例也在增加. 导致H pylori根除治疗失败

的原因是多方面的, 但H pylori对抗生素产生耐

药是导致根除失败的最主要原因[2-4]. 因此, 关于

H pylori对抗生素耐药方面的研究也越来越受

到普遍关注, 本文就H pylori耐药菌株的流行病

学、耐药机制、耐药产生的原因及其对策等方

面的研究进展进行简要的评述. 目前临床上用

于治疗H pylori的抗生素主要有硝基咪唑类(甲
硝唑、替硝唑)、大环内酯类(克拉霉素、阿奇

霉素)、β-内酰胺类(阿莫西林)、四环素、呋喃

唑酮和喹喏酮类(环丙沙星、左氧氟沙星、莫西

沙星)等. 

1  H pylori 耐药菌株流行病学

1.1 耐药的地区差异 不同国家或同一国家不同

地方H pylori对主要抗生素的耐药状况有明显的

差异, 一般来说, 在发展中国家H pylori对甲硝唑

的耐药率远高于发达国家, 但H pylori对克拉霉

素的耐药率并不高于发达国家, 甚至更高. 对阿

莫西林、四环素、呋喃唑酮耐药率各地报道的

都很低, 一般<5%. 耐药的地区差异主要与不同

地区以往抗生素的使用状况有关. 
1.1.1 硝基咪唑类: 用于根除H pylori的硝基咪唑

®

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 与
慢 性 胃 炎 、 消
化 性 溃 疡 和 胃
癌的关系引起了
全世界医学界人
们的广泛研究和
证 实 ,  目 前 根 除 
H pylori 的治疗在
临床上应用已经
十分普遍. 但是根
除率却不尽如人
意, 导致H pylori
根除治疗失败的
原因是多方面的, 
但H pylori 对抗生
素产生耐药是导
致根除失败的最
主要原因.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科
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类抗生素主要有甲硝唑和替硝唑. 甲硝唑具有

高效的杀菌作用, 其作用不受胃酸影响, 价格低

廉, 因此成为治疗H pylori感染的首选药物. 但甲

硝唑的耐药非常普遍, 根据1995-1998年的全球

统计数据, H pylori对甲硝唑的耐药率从11%到

95%不等, 发达国家、欧美国家的耐药率比发

展中国家、亚洲国家低, Magraud et al [5]的研究

报道: H pylori对甲硝唑的耐药率在发展中国家

(50%-80%)明显高于发达国家(9%-12%). 根据最

新的调查结果, 科威特[6]和伊朗[7] H pylori对甲硝

唑的耐药率分别为70%和63%, 其中高度耐药的

菌株(MIC>256 mg/L)分别占到65%和72%. 而荷

兰1997-2002年1125例H pylori培养阳性病例中仅

有14.4%对甲硝唑原发耐药, 瑞典333例H pylori
菌株中也仅有16.2%对甲硝唑原发耐药[8-9]. 我国

于2005年对十九个省市H pylori耐药流行病学

调查[10]表明我国H pylori对甲硝唑的耐药率在

不同地区存在很大差异, 其耐药率为50%-100%
不等. 由于甲硝唑在发展中国家广泛使用, 特别

用于妇科和口腔科疾病, 导致其耐药菌株日益

增多. 发达国家对甲硝唑使用较少, 因此耐药率

较低. 德国1995-2003年全国调查甲硝唑耐药率

为26.1%[11], 而2006年再次调查则为27.5%[12], 其
耐药率未见明显升高; 但日本H pylori对甲硝唑

的原发耐药率已由1997-1998年的6.6%增加到

1999-2000年的12%[13]; 印度对甲硝唑的原发耐

药率至2005年已升到85%[14]; 北京地区H pylori
对甲硝唑的耐药情况从1999年的36.3%上升到

2005年的79.2%[15]; 上海地区H pylori的耐药率

在1995-1999年间, 从42%上升到70%[16]; 福建地

区的研究显示H pylori甲硝唑耐药率从2003年的

34%上升至2006年的55.88%[17]. 
1.1.2 大环内酯类: 根除H pylori的大环内酯类

抗生素主要有克拉霉素和阿齐霉素. 克拉霉素

被认为是根除H pylor i最有效的抗生素, 各国

报道的原发耐药率范围从1%到41.9%不等. 土
耳其87例功能性消化不良和十二指肠溃疡的 
H pylori菌株中对克拉霉素原发耐药为27.6%[18], 
意大利40例H pylori菌株中对克拉霉素原发耐药

为21.9%[19]. 相反, 荷兰和瑞典对克拉霉素原发

耐药仅为1.0%(11/1123)和1.5%[8-9]. H pylori对克

拉霉素耐药有逐年升高的趋势. 日本东京地区

H pylori对克拉霉素的耐药率从1995年的6.2%
上升至2000-2001年的22.1%[20], 而且其MIC90
值也从1995-1998年的<1 mg/L上升到1999年的

8 mg/L. 北京地区H pylori对克拉霉素的耐药从

1999年的10%上升到2005年的41.9%[15]. 上海地

区H pylori对克拉霉素的耐药率在1995-1999年
间, 也从0%上升到10%[16]. 许多研究发现在儿童

和青少年中克拉霉素的耐药率高于成人, 欧洲一

项2002-2006年对1233例儿童的研究显示克拉霉

素耐药率达24%[21]. 另外, 大环内酯类药物的获

得性耐药率很高, 克罗埃西亚北部的一项研究[22]

显示阿齐霉素的原发和继发耐药率分别为49.2%
和56.6%; 韩国的一项研究 [23]显示, 首次根除 
H p y l o r i 治疗失败的患者的耐药率高于原发

耐药率 ,  其中克拉霉素和阿奇霉素升高的最

多(13.8%→85.1%, 32.3%→89.6%); McMahon  
et al [24]的研究也显示, 既往有大环内脂类药物应

用史的H pylori感染者, 其克拉霉素耐药率可达

到30%(37/125, P<0.001). 
1.1.3 β-内酰胺类: 阿莫西林是一种β-内酰胺类药

物, 杀菌能力强, 价格较便宜, 而且发现阿莫西林

与克拉霉素的联合应用可以降低克拉霉素的耐

药性, 因此阿莫西林成为根除H pylori治疗的良

好药物之一. H pylori对他的耐药很少见, 各地的

耐药率介于0%-5%之间, 但Watanabe et al [25]的研

究显示MIC值介于0.04-1 mg/L的H pylori菌株逐

年增多, 同时对阿莫西林耐药菌株的根除率只有

25%, 提示未来对阿莫西林耐药的H pylori会越来

越多, 而且可能会成为导致治疗失败的一个重要

因素. 
1.1.4 喹诺酮类: 由于甲硝唑和克拉霉素的耐

药问题日益严重, 应用喹诺酮类药物进行根除 
H pylori的治疗也越来越多, 特别在西方国家. 英
国的研究[26]显示H pylori对环丙沙星的耐药率为

7.5%, 意大利为9.7%[19], 比利时16.8%(82/488), 日
本15.0%(76/507)[27-28]. H pylori对喹诺酮类的耐药

率也在增加, 法国2001-2005年的调查[29]显示环

丙沙星的耐药率为12.4%, 且耐药率逐年升高, 德
国931株H pylori对环丙沙星耐药情况的调查[30]

显示, 其耐药率从2001年的9.7%上升到2005年的

22.1%. 
1.2 H pylori耐药相关因素分析 与H pylori耐药相

关的因素主要有性别、年龄、所患疾病、地区

及种族等. 美国一项3624例患者的荟萃研究[31]发

现女性患者对甲硝唑及克拉霉素的耐药率明显

高于男性; 老年患者、患有非活动性溃疡患者对

克拉霉素的耐药率较高; 年轻患者对甲硝唑的耐

药率较高. 欧洲的许多研究[32-34]也都发现女性患

者耐药率高于男性, 而H pylori对抗生素的耐药

率随着年龄的增加而减少[35], 这与上述美国的研

■相关报道
Magraud et al的研
究报道: H pylori
对甲硝唑的耐药
率在发展中国家
(50%-80%)明显
高 于 发 达 国 家
(9%-12%). 根据
最 新 的 调 查 结
果 ,  科 威 特 和 伊
朗H py lo r i 对甲
硝唑的耐药率分
别为70%和63%,
英国的研究显示
H py lo r i 对环丙
沙 星 的 耐 药 率
为7.5%,  意大利
为9.7%,  比利时
16.8%(82/488), 日
本15.0%(76/507). 
法国2 0 0 1 - 2 0 0 5
年的调查显示环
丙沙星的耐药率
为12.4%, 且耐药
率 逐 年 升 高 ,  德
国931株H pylori
对环丙沙星耐药
情况的调查显示, 
其耐药率从2001
年的9.7%上升到
2005年的22.1%. 
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究结果不尽一致. 但是, 也有研究[15,36-37]显示对抗

生素的耐药与性别、年龄无关. 法国一项2751例
患者的荟萃研究[2]发现非溃疡性消化不良患者

对克拉霉素的耐药率高于十二指肠溃疡患者. 总
之, 关于抗生素耐药与性别、年龄和所患疾病关

系的分析, 各地的研究报道不尽相同, 可能与选

取人群的地区以及样本的大小有关. 甲硝唑耐药

与性别有关, 考虑是女性患者使用甲硝唑治疗生

殖道感染的机会大于男性患者. 抗生素耐药与年

龄有关, 即年轻的患者甲硝唑耐药率较高而年老

的患者克拉霉素耐药率较高, 这可能与不同疾病

使用不同抗生素有关, 即妇科疾病较多见于年轻

患者, 常用甲硝唑来治疗; 呼吸道疾病多见于老

年患者, 常用克拉霉素来治疗. H pylori的耐药最

主要还是与抗生素的广泛使用有关, 在抗生素严

格管理的地区如瑞典, H pylori的耐药就很低, 较
少使用抗生素的农村地区H pylori的耐药也远低

于城市, 使用抗生素治疗失败后H pylori的继发

性耐药一般都在50%以上, 甚至对多种抗生素

耐药.

2  产生耐药的机制和原因

2.1 硝基咪唑类 甲硝唑的抗菌机制, 其有效成

分硝基咪唑被细菌的硝基还原酶还原成一种亚

硝基衍生物, 后者能引起DNA的损伤, 最终导致

细菌死亡. H pylori对甲硝唑的耐药机制比较复

杂, 目前还不是非常清楚, 但多数研究认为主要

是由于H pylori的基因突变使细菌还原硝基的

能力下降, 无法使甲硝唑还原生成足够的具有

杀菌作用的亚硝基衍生物, 从而导致H pylori对
甲硝唑耐药性的产生, 包括rdxA基因(编码的氧

不敏感的NADPH硝基还原酶)、FrxA基因(编码

NADPH黄素氧化还原酶)和FdxB基因(编码铁

氧化还原蛋白类似物)的突变, 基因突变是导致 
H p y l o r i 对甲硝唑耐药的主要原因 .  M a t t e o  
et al [38]的研究发现基因突变的不同类型与耐药

程度有关: rdxA基因和FrxA基因突变引起rdxA
和FrxA过早断裂的耐药菌株, 往往表现高度耐

药(MICs>128 mg/L); 单独的rdxA基因突变引

起蛋白过早断裂与中等水平耐药(MICs, 64-128 
mg/L)有关; 单独的FrxA基因错义突变只在低度

耐药(MICs, 8-64 mg/L)的菌株中起作用. 但是, 
同时也有研究[39]显示rdxA基因突变是甲硝唑耐

药的充分和必要条件, 而FrxA基因突变与甲硝

唑耐药无明显相关. 
除了上述遗传学方面的原因, H pylori对甲

硝唑耐药的产生可能还有其他一些原因 ,  如: 
RecA的过度表达导致DNA修复增强, 不同菌株

其代谢状态及酶系统变化的差异, 甲硝唑排出

机制增强等. 另外, 对甲硝唑耐药的产生通常与

以往对该药的使用有关, NADPH硝基还原酶使

甲硝唑活化为羟胺等有诱变作用的中间物, 可
随机在基因组中引入转换碱基突变. McMahon
的研究 [48]显示对甲硝唑耐药的患者有60%之

前使用过该药, 显著高于对甲硝唑敏感的患者

(10%)(P <0.001). 
2.2 大环内酯类 克拉霉素的抗菌机制是药物进

入细胞内, 与核糖体紧密结合, 作用于23S rRNA
上的的多肽转移环, 抑制多肽转移酶, 阻止肽

链延长, 从而抑制蛋白质的合成. 关于H pylori
对克拉霉素的耐药机制 ,  比较一致地观点是

23S rRNA V区点突变引起克拉霉素与核糖体

结合力下降. 目前发现的23S rRNA基因突变类

型主要有A2143G、A2142G、A2142C等. 其
中A2143G较常见, 还存在A2143G+A2142G、

A2143G+A2142C的双重突变[40]. 研究[37-38]发现

的突变位点T2182C, 常与A2143G突变同时存

在, 但T2182C突变是否参与耐药仍存在争议[43], 
分析可能是地域差异及实验方法的不同引起的. 
在中国东北的一项研究还发现了与耐药有关的

新的突变位点: G2224A、C2245T和T2289C. 关
于基因突变类型与耐药程度的关系, 目前还了

解甚少. 发生2143位突变的菌株, 其MIC值范围

很广(从≤0.016 mg/L到≥256 mg/L都有可能);
而发生2142位突变的菌株, 其MIC值大多≥64 
mg/L. 

关于克拉霉素诱导耐药的研究, Kobayashi 
et al [44]将根除治疗失败患者的敏感菌株暴露在

克拉霉素的作用下比根除成功患者的敏感菌株

更容易变成克拉霉素耐药菌株, 分析其基因突

变, 发现23S rRNA基因突变在诱导前就已经存

在. 提示克拉霉素可能是作为一个诱导因素, 使
突变的基因表达而产生耐药. 

有许多方法可对H pylori  23S rRNA的突

变进行检测, 一类是以PCR为基础的检测, 包
括限制性内切酶片段长度多态性的P C R产物

分析(PCR-RFLP)、PCR-DNA酶联免疫分析、

PCR-寡核苷酸连接分析法(PCR-OLA)、PCR-
反向杂交探针分析及最近使用的TaqMan real-
time PCR、PCR-变性的高效液相色谱法(PCR-
DHPLC)、测定反应产物微小序列的MALDI-

■应用要点
本文就H pylori 耐
药菌株的流行病
学、耐药机制、

耐药产生的原因
及其对策等方面
的研究进展进行
简要的评述, 希望
大家对日益严重
的抗生素耐药问
题能够有足够的
认识. 
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TOF质谱测定法等[40,42,45]. 还有直接在石蜡包埋

组织切片上进行检测的荧光原位杂交(FISH)技
术[46]. 使用以上方法不仅能快速有效地检测出对

克拉霉素的敏感性, 从而选择根除H pylori的合

理治疗方案, 而且也为耐药机制的进一步研究

提供依据. 
2.3 β-内酰胺类 阿莫西林可专一性地与细菌内

膜上的靶蛋白PBPs(青霉素结合蛋白)结合, 抑
制肽聚糖的合成, 从而发挥杀菌作用. 细菌对β-
内酰胺类药物产生耐药主要与β-内酰胺酶的合

成、PBPs的变异、细胞膜的通透性降低等有关. 
而在对阿莫西林耐药的H pylori菌株中尚未发现

β-内酰胺酶, 提示H pylori对阿莫西林的耐药与

β-内酰胺酶无关. 有研究将阿莫西林高度耐药

(MIC = 64 mg/L)的H pylori的DNA转化到敏感

菌株内, 使敏感菌株也产生同样的高度耐药性, 
分析耐药H pylori的PBPs基因序列, 发现他们的

pbp1A都存在36个核苷酸的突变, 导致PBP1A的

C-末端蛋白(青霉素结合区域)的10个氨基酸改

变, 但是获得耐药的菌株的MIC值在8-64 mg/L
之间不等, 提示可能还有其他因素参与阿莫西

林高度耐药性的产生. Gerrits et al [47]的研究也证

实了是由于PBP1A保守序列及邻近序列的多重

突变使H pylori对阿莫西林产生了耐药性. 
2.4 四环素 四环素的抗菌机制是通过结合核糖

体亚单位, 抑制蛋白质的合成, 从而发挥抗菌作

用. 细菌对四环素产生耐药的机制包括: (1)膜外

排基因过度表达, 使细胞内的药物浓度降低, 从
而减少四环素与核糖体的结合; (2)通过细胞质

中核糖体保护蛋白(TetM、TetO和TetS)的作用, 
降低核糖体对四环素的亲和力或促进四环素从

核糖体上释放出来; (3)在氧和NADPH的作用

下, TetX的产物使四环素的酶失活; (4)16S rRNA
基因突变引起四环素结合位点的改变. 核糖体

保护蛋白TetO的具体作用是通过结合到核糖体

上引起大范围的基因重排, 导致70S rRNA译码

中心C1214及A1408位点的改变, 从而抑制四环

素的作用并促进结合四环素的释放. 对于16S 
rRNA基因突变的研究, 发现其核苷酸711-1071
片段中连续三个碱基对的置换(A G A926-928→

TTC)与MICs≥4 mg/L的耐药有关, 而单个或两

个碱基对的置换引起MICs在1-4 mg/L的耐药. 
因此, 与克拉霉素一样, 也可以用real time PCR
的方法检测16S rRNA的基因突变, 从而推断对

四环素的耐药性[48]. 最近的研究[49]发现, 具有 

H pylori  1165基因的菌株可诱导成中度耐药菌

株(MICs, 4-6 mg/L),  H pylori  1165基因的突变

可导致菌株对四环素的敏感性增加而且丧失了

可诱导耐药的特性, 同时用RT-PCR的方法在野

生和诱导菌株中都检测出H pylori  1165基因的

转录产物, 提示是在翻译或翻译后水平调控基

因的功能. 
2.5 其他 喹诺酮类药物耐药的机制可能与gyrA
基因突变导致DNA旋转酶(喹诺酮的靶酶)的改

变有关. 日本的一项H pylori对左氧氟沙星耐药

的研究[28]显示, 左氧氟沙星的耐药率为15.0%, 
耐药菌株中有83.3%存在g y r A突变(A s n-87; 
Asp-91), 显著高于敏感菌株的突变率(14.0%), 
Asn-87突变较多见而且与耐药水平无关, Asp-91
突变与低度耐药相关, 同时还发现4.4%耐药菌

株中存在gyrB基因突变, 而在敏感菌株中未发

现gyrA基因的突变. 利福霉素类抗生素常用于

治疗结核病, 较少用于H pylori的治疗, 其耐药的

产生是由rpoB基因突变介导的[50]. H pylori对呋

喃唑酮的耐药可能与H pylori  porD和oorD基因

的突变有关. 

3  减少H pylori 耐药发生的对策

H pylori耐药菌株的产生明显降低了根除治疗

的疗效[2,4,24], 给临床治疗带来了困难. 因此, 避免

耐药菌株的产生、逆转抗生素的耐药或提高含

有抗生素的根除H pylori疗法的疗效等是今后 
H pylori治疗研究的重点. 目前, 可以考虑采取以

下措施: 
3.1 严格掌握H pylori 根除适应证, 选用正规、

有效的治疗方案 H pylori根除治疗不规范或者

没有严格按照H pylori根除适应证进行治疗是 
H p y l o r i 产生耐药性的重要原因 .  全球感染 
H pylori的人数超过50%, 我国也属于高感染国

家(平均感染率59%), 但是并非所有感染H pylori
的人都需要做H pylori根除治疗, 应根据2003年
全国H pylori学组安徽桐城共识意见的建议来掌

握H pylori根除适应证及推荐的治疗方案进行规

范的治疗, 同时也要加强基层医生对H pylori治
疗知识的普及与更新, 从而让所有患者都能得

到规范化的治疗. 
3.2 联合用药, 避免使用单一抗生素根除H pylori  
任何一种抗生素的单独使用都很难达到根除 
H pylori的效果, 而且容易使H pylori产生继发性

耐药. 铋剂或PPI与抗生素的联合应用不仅能减

少H pylori耐药菌株的产生, 而且还能增加抗生

■同行评价
本文内容丰富, 具
有临床实用价值. 
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素的活性以及抗生素在胃内的药物浓度. 克拉

霉素和阿莫西林由于在胃内受胃酸影响较大, 
在选用时应尽量与PPI合用. 另外, 有研究[51]显示

根除H pylori治疗的三联方案中当含有克拉霉素

和甲硝唑时, 选择雷尼替丁构椽酸秘(RBC)比选

择PPI能获得更高的H pylori根除率. 另有研究表

明RBC可以增强克拉霉素对H pylori耐药菌株的

抗菌活性, 体外试验显示RBC加克拉霉素1 d后, 
其对耐药菌株的抗菌活性为原来的100倍以上. 
临床试验报道使用RBC加克拉霉素和甲硝唑三

联疗法在克拉霉素或者甲硝唑耐药的情况下, 
根除率仍可达到94%. 有资料显示对采用标准的

PPI三联(包括奥美拉唑、兰索拉唑、潘托拉唑)
根除失败的患者, 继续采用RBC加四环素和替

硝唑三联疗法治疗1 wk, 根除率仍可达到86%. 
3.3 避免使用对H pylori耐药的抗生素 当H pylori
对某种抗生素产生耐药时, 在再次治疗中应避

免使用这类抗生素, 否则将严重影响H pylori的
根除治疗效果. 如果患者既往治疗中曾经用过

甲硝唑或者克拉霉素, 由于这两种抗生素容易

产生继发性耐药和交叉耐药, 在治疗时应注意

选择, 尽量避免使用. 呋喃唑酮和呋喃巯唑酮等

硝基呋喃类抗生素耐药率低, 而且价格便宜, 与 
PP I和(或)铋剂及其他抗生素联合应用均取得

很好的疗效, 甚至对标准一线疗法、二线疗法

及利福平为基础的疗法失败的患者, 仍有很高

的根除率[52]. 有研究[53]显示对标准三联治疗失

败患者, 左氧氟沙星加阿莫西林和奥美拉唑三

联与铋剂加四环素和甲硝唑的三联疗法的根除

H pylori的疗效相当, 提示可选用喹诺酮类药物

作为补救四联疗法的药物之一. 因此, 在甲硝唑

耐药率较高的地区, 可以用呋喃唑酮代替甲硝

唑进行治疗. 阿莫西林的耐药菌株较少见, 但临

床上使用阿莫西林前需进行青霉素的过敏试验, 
日本的一项临床研究[54]显示, 用四环素代替阿莫

西林的H pylori根除疗法同样安全有效, 因此可

用于对青霉素敏感的患者. 由于甲硝唑和克拉

霉素耐药菌株的增多, 利福霉素类药物也较多

地应用于临床的研究和治疗, 可显著提高对甲

硝唑和克拉霉素多重耐药菌株的根除率[55]. 当
然, 如果有条件能够以药物敏感试验的结果来

选择抗生素则将会得到更好的疗效, 或者以当

地H pylori对抗生素耐药的情况作为选择抗生素

的参考. 
3.4 不断开发治疗H pylori的新药, 包括中西医的

治疗 氨基乙酸是一种简单的氨基酸, 他是一些

细菌的代谢产物, 过量的氨基乙酸可以抑制细

菌的生长. 体外研究表明, 氨基乙酸对H pylori有
明显的抑菌作用, 而且其对耐克拉霉素H pylori
同样具有明显的抑制作用,  因此本品有可能成

为一种新的抗H pylori药物[56]. 另外一种新的广

谱抗生素Rifaximin, 体外实验表明具有很高的

抗H pylori活性, 口服后在胃肠道内有很高浓度, 
也有望成为新的抗H pylori药物[57]. 另外, 非抗生

素药物, 例如植物的提取物、益生菌和抗氧化

剂等, 许多都具有潜在的抗菌作用, 而且还具有

天然、经济、安全等特点, 因此, 就这些非抗生

素药物对H pylori的抗菌作用研究, 国内外有众

多报道. 最近, 我国的一项多中心分析[58]显示在

根除H pylori标准三联疗法中加入乳酸杆菌, 不
仅能提高H pylori根除率(83.6% vs  74.8%), 而且

能减少药物的副作用(24.7% vs  38.5%). 
3.5 对一线治疗失败者, 改用补救疗法或替代方

案 补救疗法应尽量避免使用咪唑类药物, 可改

用新的药物, 如呋喃唑酮、左氧氟沙星等; 对
于连续治疗失败者, 建议间隔3-6 mo之后再行 
H pylori根除治疗, 因反复治疗后会使H pylori球
形变而对抗生素越来越不敏感. 
3.6 努力研究和开发H pylori疫苗, 让H pylori感
染的免疫防治变成现实 免疫接种是在大规模人

群中预防和控制感染性疾病的经典和有效方法,  
目前已经有很多学者致力于H pylori疫苗的研 
究[59], 有些研究已进入临床试验阶段, 如将来能

够研制出可用于人类的高效无毒的H pylori疫
苗, 不仅可以减少患者的经济负担, 而且可以避

免耐药菌株的产生, 并能够对已产生抗生素耐

药的菌株有效.
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Abstract
AIM: To investigate the possible role of Ro 60 
variant 1 in multi-drug resistance (MDR) of 
gastric cancer. 

METHODS: Ro 60 variant 1 encoding gene was 
cloned using RT-PCR method. Ro 60 variant 
1 sense eukaryotic expression vector was con-

structed using DNA recombination technique 
and transfected into SGC7901 cells with Lipo-
fectamineTM 2000. Drug sensitivity was detected 
by MTT assay. IC50 values of gastric cancer cells 
for chemotherapy drugs were calculated. Intra-
cellular accumulation of adriamycin in gastric 
cancer cells was measured by sorting fluores-
cence- activated cells.   

RESULTS: The expression level of Ro 60 vari-
ant 1 in SGC7901 cells was increased after 
transfection with sense genes. In vitro drug 
sensitivity assay showed that the sensitivity of 
SGC7901 cells transfected with Ro 60 variant 
1 genes was significantly decreased compared 
with SGC7901 and SGC7901-pcDNA3.1 cells on 
vincristine (IC50: 2.87 ± 0.10 mg/L vs 0.47 ± 0.07 
mg/L, 0.63 ± 0.08 mg/L, P < 0.01), 5-FU(IC50: 
3.89 ± 0.12 mg/L vs 0.59 ± 0.17 mg/L, 0.92 ± 
0.12 mg/L, P<0.01), mitomycin (IC50: 1.02 ± 0.06 
mg/L vs 0.50 ± 0.04 mg/L, 0.73 ± 0.09 mg/L, P 
< 0.05), cisplatin (IC50: 1.15 ± 0.06 mg/L vs 0.46 
± 0.04 mg/L, 0.52 ± 0.05 mg/L, P < 0.01) and 
adriamycin (IC50: 0.45 ± 0.03 mg/L vs 0.15 ± 0.03 
mg/L, 0.16 ± 0.02 mg/L, P < 0.01). Flow cytom-
etry revealed that accumulation of adriamycin 
in SGC7901 cells transfected with Ro 60 variant 
1 gene was decreased (50.39 ± 2.09 mg/L vs 
94.99 ± 4.07 mg/L, 88.06 ± 2.67 mg/L, P < 0.01), 
when compared with SGC7901 and SGC7901-
pcDNA3.1 cells. 

CONCLUSION: SGC7901 cells transfected with 
Ro 60 variant 1 sense genes exhibit MDR. Ro 60 
variant 1 might play a certain role in MDR of 
gastric cancer. 

Key Words: Gastric cancer; Ss-A/Ro 60 ku subunit; 
Variant; Multi-drug resistance; Gene transfection

Han QL, Zhang LF, Zhang XD, Jin XW, Yang L, Wang X, 
Ding J. Role of Ss-A/Ro ribonucleoprotein 60 ku subunit 
variant 1 in multi-drug resistance of gastric cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 814-818

摘要
目的: 对Ro 60变异体1在胃癌多药耐药中的功
能进行研究.  

®

■背景资料
肿瘤细胞的多药
耐药性是肿瘤化
疗失败的主要原
因, 虽然导致肿瘤
多药耐药的众多
机 制 被 阐 明 ,  但
仍不能完全解释
肿瘤的多药耐药.  
本文对胃癌耐药
相关分子Ro 60变
异体1的功能进行
了研究.  

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪 钢 铁 ( 集 团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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方法: 克隆Ro 60变异体1编码基因, 构建Ro 
60变异体1编码基因的正义真核表达载体, 将
其转导入SGC7901细胞, 应用半定量RT-PCR
技术, 对基因转染细胞进行鉴定, 通过MTT法
进行体外药物敏感性分析, 借助流式细胞仪检
测细胞内蓄积的阿霉素.   

结果: 成功构建Ro 60变异体1正义真核表达载
体; 应用脂质体介导法将其转导入SGC7901, 
其表达量明显增加; 体外药物敏感性试验提
示, 与SGC7901和SGC7901-pcDNA3.1细胞
相比, 转染细胞对长春新碱(IC50: 2.87±0.10 
mg/L vs  0.47±0.07 mg/L, 0.63±0.08 mg/L, 
P <0.01)、5-氟尿嘧啶(IC50: 3.89±0.12 mg/L vs  
0.59±0.17 mg/L, 0.92±0.12 mg/L, P <0.01)、
丝裂霉素(IC50: 1.02±0.06 mg/L vs  0.50±0.04 
mg/L, 0.73±0.09 mg/L, P <0.05)、顺铂(IC50: 
1.15±0.06 mg/L vs  0.46±0.04 mg/L, 0.52±
0.05 mg/L, P <0.01)、阿霉素(IC50: 0.45±0.03 
mg/L vs  0.15±0.03 mg/L, 0.16±0.02 mg/L, 
P <0.01)的敏感性减低; 流式细胞仪检测结果
显示, 转染细胞内阿霉素的蓄积减少(50.39±
2.09 mg/L vs  94.99±4.07 mg/L, 88.06±2.67 
mg/L, P <0.01).  

结论:  R o  6 0 变异体 1 真核表达载体转染
SGC7901细胞后, 显示多药耐药特性.  

关键词: 胃癌; Ss-A/Ro 60 ku亚单位; 变异体; 多药

耐药; 基因转染
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0  引言

肿瘤细胞的多药耐药性[1-4]是肿瘤化疗失败的主

要原因, 现在, 肿瘤多药耐药的众多机制已经被

阐明, 但是这些机制仍不能完全解释肿瘤的多

药耐药.  鉴于此, 我们对胃癌耐药细胞中的耐药

相关分子进行了研究, 从耐药胃癌细胞中克隆

了与耐药相关的多个已知分子和未知分子[5].  其
中Ss-A/Ro核蛋白60 ku亚单位(Ro 60)是在耐长

春新碱的胃癌细胞系SGC7901/VCR中高表达的

基因[6], 我们前期的研究表明, 在将Ro 60真核表

达载体转染到药敏细胞SGC7901后, 该细胞显

示了一些多药耐药的特性, 这提示Ro 60在胃癌

多药耐药中发挥了一定的作用[7]. 在克隆Ro 60
编码基因的时候, 我们发现了Ro 60编码基因的

两种变异体, 研究表明, Ro 60的两种变异体在

SGC7901VCR中的表达强度也高于SGC7901细
胞[8].  因此, 我们推测Ro 60的这两种变异体也具

有与Ro 60相似的功能, 为此, 我们首先对Ro 60
的变异体1(Ro 60 V1)进行了研究.  

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞SGC7901及其耐药亚系

SGC7901/VCR由第四军医大学消化病研究所

保存; RPMI 1640及胰蛋白酶购自Hyclone公司; 
胎牛血清购自浙江金华公司; T4 DNA连接酶、

IPTG、X-gal及dNTP购自上海生工公司; DNA
胶回收试剂盒购自华舜公司; Taq酶及各种限制

性DNA内切酶购自TaKaRa公司; 质粒DNA提取

试剂盒购自Omega公司; LipofectamineTM2000购
自Gibco公司.  
1.2 方法 
利用RNA提取试剂盒提取SGC7901/VCR的总

RNA, 逆转录法制备cDNA, 以RT-PCR法克隆

Ro 60 V1编码基因, 上游引物为: 5'ATA ACG 
AGG GAG AGG AGA AAG G3'; 下游引物为: 
5'GTG TCC ACC TGC ACT CCA TGT C3', 按
Taq酶说明书中反应体系行PCR反应, PCR产

物行10 g/L琼脂糖凝胶电泳分离, 并以DNA胶

回收试剂盒回收纯化该片段 .  P C R产物经与

pUCm-T载体连接、转化感受态细菌, 获得了

重组有阳性cDNA片段的重组T载体; 对多个重

组T载体进行DNA序列测定, 挑取与Ro 60 V1
的cDNA序列完全一致的克隆进行下面的工作. 
利用DNA重组技术将Ro 60 V1克隆至真核表

达载体pcDNA3.1/V5-His, Ro 60 V1正向连接在

pcDNA3.1/V5-His载体CMV启动子的下游. 按照

脂质体LipofectamineTM2000说明书的操作步骤, 
将Ro 60 V1正义表达载体和pcDNA3.1/V5-His分
别转导入对数生长中期的胃癌细胞SGC7901中, 
并用300 mg/L G418对转染细胞进行筛选. 应用

半定量RT-PCR技术, 检测Ro 60 V1在正义基因

转染细胞及对照细胞中的表达, 以GAPDH为内

参照.  
1.2.1 体外药物敏感性试验: 收获对数生长中期

的基因转染细胞及其对照细胞, 按照每孔103

接种入96孔板, 置于细胞培养箱中按常规培养; 
将阿霉素(ADR)、顺铂(CDDP)、5-氟尿嘧啶

(5-FU)、丝裂霉素(MMC)、长春新碱(VCR)按
不同的浓度加入细胞中, 每个浓度设4个复孔, 
继续培养72 h后, 按常规方法加入MTT及DMSO, 

■创新盘点
虽然Ro 60 V1是
一个已知的分子
的变异体, 本研究
表明, Ro 60 V1在
胃癌的多药耐药
中发挥了一定的
的作用.  
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于490 nm处测A值, 计算细胞的存活率: 细胞存

活率 = (实验组A值-空白对照组A值)/(阴性对照

组A值-空白对照A值)×100%; 同时计算细胞对

每种药物的IC50值.   
1.2.2 细胞内阿霉素蓄积的检测: 收获对数生长

中期的细胞, 按照每孔8000个细胞接种入6孔板

中; 培养过夜后, 每孔加入阿霉素至终浓度为5 
mg/L, 继续培养1 h, 收获细胞, 以PBS洗涤细胞后, 
上流式细胞仪检测细胞内的阿霉素荧光强度.  

统计学处理 应用SPSS11.0统计软件包, 对
各组均数进行t检验.  

2  结果

通过对来自SGC7901/VCR细胞的cDNA进行

PCR扩增(图1), PCR产物经与pUCm-T载体连

接、转化感受态细菌, 获得了重组有阳性cDNA
片段的重组T载体; 利用DNA重组技术将Ro 60 
V1从T载体亚克隆至真核表达载体pcDNA3.1/
V5-His, 并通过限制酶切技术对构建的正义表达

载体进行了鉴定(图2). 将构建成功的Ro 60 V1
的正义表达载体和pcDNA3.1/V5-His通过脂质

体介导法分别转导入对数生长中期的胃癌细胞

SGC7901, 经过3 mo的G418筛选, 获得了稳定转

染的抗性细胞, 分别将其命名为SGC7901-Ro 60 
V1、 SGC7901-pcDNA3.1.  

应用半定量RT-PCR技术, 检测了Ro 60 V1
在正义基因转染细胞及对照细胞中的表达.  结
果表明 ,  与S G C7901细胞和转染有空载体的

SGC7901细胞相比, 转染有正义基因的SGC7901
细胞中的Ro 60 V1的表达量明显升高(图3).
2.1 体外药物敏感性试验 上调Ro 60 V1在药

敏细胞S G C7901的表达 ,  可降低药敏细胞对

VCR、MMC、5-FU、CDDP和ADR的敏感性, 
与SGC7901和SGC7901-pcDNA3.1细胞相比, 有有
显著性差异(表1).(表1).  
2.2 细胞内阿霉素蓄积的检测 流式细胞仪检测

结果显示, 在正义转染细胞中, 与SGC7901细胞

和SGC7901-pcDNA3.1细胞相比, SGC7901-Ro 
60 V1细胞内蓄积的阿霉素明显减低(50.39±
2.09 mg/L vs  94.99±4.07 mg/L, 88.06±2.67 mg/L, 
P <0.01).  

3  讨论

胃癌细胞的多药耐药性是胃癌化疗失败的主要

原因, 我们以前的研究发现, 在胃癌细胞的多药

耐药中, 除了有P-gp、MRP、GST等经典的耐

药分子参与外[9-13], 凋亡基因的改变、蛋白激酶

C以及某些离子通道也参与了胃癌细胞多药耐

药性的形成[14-18]. 为了深入研究胃癌细胞MDR
的发生机制, 我们应用改良差示PCR技术比较了

胃癌长春新碱耐药细胞SGC7901/VCR与药敏细

胞SGC7901基因表达的差异, 结果表明, 与药敏

细胞SGC7901相比, Ro 60在耐药细胞SGC7901/
V C R中的表达明显上调 ,  此结果得到了反向

Northern blot的证实. 在克隆Ro 60编码基因的时

候, 我们发现了Ro 60编码基因的两种变异体, 研

表  1  胃癌细胞对化疗药物的IC50值(mean±SD, mg/L, n  = 4)

     
细胞                                                 VCR                         5-FU                          MMC                         CDDP                          ADR

SGC7901                             0.47±0.07             0.59±0.17              0.50±0.04             0.46±0.04              0.15±0.03

SGC7901-pcDNA3.1          0.63±0.08              0.92±0.12              0.73±0.09             0.52±0.05              0.16±0.02

SGC7901-Ro 60 V1            2.87±0.10b            3.89±0.12b             1.02±0.06a            1.15±0.06b            0.45±0.03b

aP<0.05, bP<0.01 vs  SGC7901, SGC7901-pcDNA3.1细胞.

■应用要点
本文旨在阐明Ro 
60编码基因变异
体1在胃癌多药耐
药中的功能, 这将
有助于大家理解
胃癌多药耐药的
产生及调节机制.  

图  1  PCR产物的10 
g/L琼脂糖凝胶电泳
结果. 1: PCR产物; 

M: 100 bp DNA标记

物.

1                M

1700 bp

图  2  Ro 60 V1正
义表达载体的酶切
鉴定结果. M: 100 

bp DNA标记物; 1: 

pcDNA3.1-Ro 60 

V1经Not Ⅰ、Xba Ⅰ

双酶切.

5500 bp

1700 bp

M                1
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究表明, Ro 60的两种变异体在SGC7901VCR中
的表达强度也高于SGC7901细胞, 为了了解Ro 
60变异体的功能, 我们首先对Ro 60的变异体1进
行了研究.  

Ro 60是从由人T淋巴母细胞白血病(MOLT-4)
细胞mRNA构建的cDNA文库中首次克隆得到

的[19], 人Ro 60基因定位于第一号染色体1q31区, 
全长cDNA为1890 bp, 编码525个氨基酸残基, 
分子质量为60 ku[20].  Ro 60是多种自身免疫性

疾病[21]的自身抗原. 目前Ro 60的功能一直不是

很清楚[22-26], 在前期研究中, 我们已经证实了Ro 
60在胃癌耐药细胞中高表达, 通过基因克隆、

基因重组和转染, 我们获得了Ro 60高表达的

SGC7901细胞, 体外药敏实验结果表明, Ro 60
高表达的SGC7901细胞对多种化疗药物产生了

明显的耐药性. 因药物摄入减少和/或药物外排

增多导致的细胞内药物蓄积减少, 是肿瘤细胞

耐药产生的机制之一[27-29], 流式细胞仪检测结果

表明, Ro 60正义基因转染的细胞后, 细胞外排

ADR的能力增强, 由此提示, Ro 60基因影响胃

癌细胞耐药表型与药物在细胞内的蓄积有关[7].  
由于Ro 60 V1是在Ro 60基因cDNA的1727位和

1728位核苷酸之间插入了52 bp的核苷酸, 仅使

Ro 60基因编码蛋白质羧基端的11个氨基酸出

现了变化, 所以我们推测Ro 60 V1也具有与Ro 
60相似的功能. 

通过基因克隆、基因重组和转染, 我们获

得了Ro 60 V1正义基因转染的细胞, 应用半定量

RT-PCR技术, 检测了Ro 60 V1在正义基因转染

细胞及对照细胞中的表达, 结果表明, SGC7901
细胞在转染Ro 60 V1真核表达载体后, 其Ro 60 
V1表达出现增加, 表明我们成功构建了Ro 60 
V1表达上调的SGC7901细胞. 体外药敏实验结

果表明, 增强Ro 60 V1在药敏细胞SGC7901的
表达后, 细胞对VCR、5-FU、MMC、CDDP
及ADR的敏感性明显降低, 表明Ro 60 V1在

SGC7901细胞表达上调后SGC7901对多种化疗

药物产生了明显的耐药性.  流式细胞仪检测结

果表明, Ro 60 V1正义基因转染的细胞后, 其细

胞内蓄积的ADR明显减少, 提示细胞外排ADR
的能力增强. Ro 60 V1正义基因转染的细胞后细

胞外排ADR的能力增强, 由此提示, Ro 60 V1基
因影响胃癌细胞耐药表型与药物在细胞内的蓄

积有关. Ro 60 V1在肿瘤多药耐药方面的功能与

Ro 60完全相同.
总之, 与Ro 60一样, Ro 60 V1的表达导致

SGC7901细胞对化疗药物产生了部分耐药性, 提
示Ro 60 V1基因可能参与了胃癌细胞MDR的形

成, Ro 60及Ro 60 V1参与MDR的机制尚需进一

步研究.  
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Abstract
AIM: To investigate the effect of radix salviae 
miltiorrhizae (RSM) on the expression of nitric 
oxide synthase (NOS) in hepatic stellate cells 
(HSCs).

METHODS: RSM cream was prepared, and then 
we examined the effects of RSM on the expres-
sion of inducible NOS and endothelial NOS in 
HSCs by the immunocytochemistry.

RESULTS: In the activated HSCs, RSM in-
creased the expression of inducible NOS, and 
the absorbency increased from 0.034 ± 0.001 to 
0.053 ± 0.002 (P < 0.05). However, there were no 
significant changes in the expression of endothe-
lial NOS.

CONCLUSION: RSM increased the expression 
of iNOS in the activated HSCs.

Key Words: Radix salviae miltiorrhizae; Nitric oxide 
synthase; Hepatic stellate cell; Immunocytochemistry

Yao DM, Fang SM, Yang CJ, Yao XX. Effect of radix 
salviae miltiorrhizae on expression of nitric oxide 
synthase in hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(8): 819-822

摘要
目的: 探讨丹参降门脉压作用是否与促进
NOS表达有关. 

方法: 制备丹参浸膏, 借助细胞免疫组化的
方法观察丹参对一氧化氮合酶(NOS)iNOS和
eNOS表达的影响. 

结果: 丹参可促进活化的HSCs iNOS表达, 其
棕色吸光度值增加, 同干预前相比有显著性差
异(0.053±0.002 vs  0.034±0.001, P <0.05), 而
eNOS表达无明显变化.

结论: 丹参可促进活化的HSCs iNOS表达.

关键词: 丹参; 一氧化氮合酶; 肝星状细胞; 免疫组化

姚冬梅, 房澍名, 杨川杰, 姚希贤. 丹参对肝星状细胞一氧化氮合

酶表达的影响.  世界华人消化杂志  2008; 16(8): 819-822

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/819.asp

0  引言

近年来学者们对丹参(radix salviae miltiorrhizae, 
RSM)、丹参复方制剂及丹参有效成分在慢性

肝病治疗中作用进行了深入研究, 已得到广泛

共识, 并通过动物实验与临床研究证实了其抗

肝纤维化的作用机制[1-3], 但目前尚缺乏其在肝

硬化门脉高压治疗中的研究, 李校天通过胆总

管结扎法, 制备犬肝硬变门脉高压模型, 表明丹

参可降低肝硬变犬门静脉压力[4-5], 但其机制尚

未完全阐明, 肝星状细胞(hepatic stellate cells, 
HSCs)收缩是介导肝硬化门脉高压的主要因素, 
丹参降门脉压作用是否与促进HSCs一氧化氮合

酶(nitric oxide synthase, NOS)表达有关, 目前尚

无定论. 因此, 本课题通过采用细胞免疫组化的

®

■背景资料
丹参是目前临床
应用较为广泛的
主要活血化瘀药
物, 以丹参为主药
的系列组方已证
实具有肯定的抗
肝纤维化作用, 但
目前尚缺乏其在
肝硬化门脉高压
治疗中的研究. 本
研究即从细胞水
平探讨了丹参降
门脉压力的可能
机制. 
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方法观察制备的丹参浸膏对HSCs一氧化氮合酶

(nitric oxide synthase, NOS)-诱导型一氧化氮合

酶(inducible nitric oxide synthase, iNOS)和内皮

型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide synthase, 
eNOS)表达的影响, 为进一步从细胞水平探讨丹

参降门脉压作用的机制提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞株CFSC由美国Greenwel教
授建株并惠赠, 其表型为活化的HSCs. 兔抗一氧

化氮合酶2(iNOS)抗体购于武汉博士德生物工程

公司, 兔抗一氧化氮合酶3(eNOS)抗体购于美国

Santa Cruz公司, 兔SP试剂盒购于北京中山生物

技术有限公司, 丹参购自石家庄市乐仁堂, 其他

试剂均为进口或国产分析纯. 
1.2 方法 
1.2.1 丹参浸膏提取: 丹参500 g, 加蒸馏水温火

煮沸20 min, 取药液纱布过滤. 共2次, 将2次药液

混合后以4000 r/min离心15 min, 取上清, 加950 
mL/L乙醇至60%-80%体积, 0-4℃静置过夜. 弃
沉淀, 取上清于旋转蒸发仪负压蒸馏, 蒸干乙醇

和水分后即得丹参浸膏, 并稀成50 g生药/L备用. 
1.2.2 细胞培养: 将冷冻保存于液氮中的HSCs复
苏后接种于含100 mL/L胎牛血清、1×105 IU/L
青霉素、1×105 µg/L链霉素、4 mmol/L L-谷氨

酰胺及1 mol/L HEPES的10% RPMI 1640培养液

(pH7.4)中, 37℃、50 mL/L CO2条件下培养. 当
细胞呈单层致密状时, 用0.25%胰蛋白酶消化后

以1∶3传代, 24 h换液, 72 h再次传代. 
每次实验均在呈指数生长的细胞中进行, 

将2 cm×2 cm盖玻片预先放置在6孔培养板, 细
胞消化后以1.0×107/L的密度接种2 mL制备爬

片, 培养箱中孵育至细胞80%融合时, 弃培养液, 
换不含胎牛血清的细胞培养液继续培养24 h, 使
细胞基本同步化于G0期后进行实验.
1.2.3  细胞爬片制备: 细胞消化后以1.0×107/L的
密度接种1.5 mL制备爬片, 培养箱中孵育至细胞

90%融合时, 弃培养液, 换不含胎牛血清的细胞

培养液继续培养24 h, 使细胞基本同步化于G0期

后进行实验. 根据预试验结果, 丹参的干预浓度

为4.22 g/L, 干预24 h后收集细胞爬片. 
1.2.4 细胞免疫组化: 经冷PBS漂洗、300 mL/L
甲醇固定、冷PBST漂洗、1% Triton-X100修复, 
暴露抗原、冷PBST冲洗、3%甲醇-过氧化氢封

闭内源性过氧化物酶、蒸馏水漂洗、100 mL/L
山羊血清封闭非特异性结合位点、加入一抗

(iNOS浓度为1∶200, eNOS浓度为1∶100)、冷

PBST漂洗、加入二抗(生物素化IgG)、漂洗、

加入三抗(链霉卵白素标记的H R P)、漂洗、

DAB显色、脱水封片等过程. 
结果分析采用华东师范大学计算机图像分

析系统免疫组织化学图像分析软件, 所取参数

为阳性细胞计数比率和棕色吸光度值, 取200×
高倍视野下NOS显色摄取图像, 用细胞计数软

件作定量分析代表阳性细胞计数比率, 同时用

同一视野测细胞吸光度代表免疫反应强度.
统计学处理 所有结果以mean±SD表示, 组

间比较采用独立样本t检验, 应用SPSS10.0统计

软件处理.

2  结果

2.1 iNOS表达 活化的HSCs胞质表达iNOS, 呈
淡黄色, 经图像分析, 其阳性细胞数为84.62%±

7.11%, 棕色吸光度值为0.034±0.001, 丹参干预

后, 其阳性表达为棕黄色, 散在分布深棕黄色阳

性细胞, 阳性细胞数为89.12%±11.01%, 同干预

前相比无显著性差异, 而棕色吸光度为0.053±
0.002, 同干预前相比有显著性差异(P <0.05, 表1, 
图1A-B). 
2.2 eNOS表达 活化的HSCs胞质表达eNOS, 呈
淡黄色, 经图像分析, 其阳性细胞数为91.06%±

7.22%, 棕色吸光度值为0.023±0.005, 经丹参干

预后阳性细胞数为89.73%±4.12%, 棕色吸光度

值为0.028±0.002, 同干预前相比均无显著性差

异(表1, 图1C-D).

3  讨论

丹参是目前临床应用较为广泛的主要活血化瘀

药物, 以丹参为主药的系列中药组方抑肝纤、

复方861合剂、扶正化瘀方、强肝胶囊以及

“益肝浓缩煎剂”等已证实具有肯定的抗肝纤

维化作用[1-3]. 但其在门脉高压治疗中的研究尚

少, 李校天 et al通过临床和动物实验研究表明, 
丹参可改善肝硬化患者临床症状, 降低门静脉

内径, 门静脉血流量, 同时降低肝硬化犬门静脉

压, 而对平均动脉压、心率无影响[4-5]. 表明丹参

既可有效降低肝硬化犬的门静脉压力, 又无全

身血液动力学副作用, 为一有希望的降门脉压

药物. 
目前研究表明丹参对门脉高压的治疗机制

可能与其减轻肝血窦阻力, 增加肝血流, 改善肝

脏微循环等有关. 为了探讨丹参降门脉压力是

■研发前沿
HSCs是介导慢性
肝病发展的重要
因 素 ,  目 前 关 于
丹参及其单体在
HSCs介导肝纤维
化中的机制研究
非常深入, 但丹参
介导HSCs收缩的
机制尚无定论.

■相关报道
一项动物实验证
实丹参可降低门
脉压力, 但其机制
尚未阐明, 有一项
中药复方的研究
证实其可通过促
进HSCs iNOS表
达而实现, 但目前
缺乏丹参单味药
的相关研究.
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否通过抑制HSC收缩而实现, 本研究从丹参对

HSCs NOS表达进行了研究. 当前研究表明内皮

素-1(endothelin-1, ET-1)与一氧化氮 (nitric oxide, 
NO)是调节HSCs舒缩、影响肝窦血流量及肝内

阻力的主要因素[6-11]. 正常情况下, 肝窦内皮细胞

(sinusoidal endothelial cell, SEC)合成、分泌NO
及ET, 两者处于生理性平衡状态, 对调节肝脏微

循环中发挥重要作用; 肝硬化时, SEC合成NO、

ET-1减少[12-13], 但是活化的HSCs合成分泌NO、

ET-1可能代偿性增加, 表明尽管硬化肝脏产生

NO障碍, 但可通过代偿机制在一定程度上促使

NO合成, 但ET-1、NO合成增加并不均衡, ET-1
增加更为明显, 从而导致HSCs收缩性增加[12-18], 
肝硬化时此种NO、ET-1生理平衡被破坏, 在肝

硬化肝脏微循环障碍发生发展中具有重要意义. 
因此, 通过药物促进NOS合成或拮抗ET-1作用可

能对门脉高压治疗发挥作用. 本研究观察了丹

参对HSCs NOS表达的影响, 结果表明, 活化的

HSCs表达iNOS、eNOS两种NOS, 经丹参干预

后, iNOS表达增强, 棕色吸光度同用药前相比有

显著性差异, 而eNOS用药前后无明显变化, 表明

丹参对HSCs的作用在一定程度上是由iNOS所
诱导. 目前丹参对NOS表达的研究结论不一, 不
同类型细胞作用有所不同, 有的表现为对NOS
抑制 [19-20], 有的为促进NOS合成 [21-22], 丁惠国  
e t a l [23]观察到复方中药861可促进大鼠HSCs 
iNOS的表达, 本研究亦观察到复方861的君药-
丹参可促进大鼠HSCs iNOS表达, 表明丹参亦可

能直接作用于HSCs, 促使NO增加. 因此, 从机制

上表明丹参介导门脉压力的下降至少在一定程

度上是诱导iNOS的表达所致. 
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Abstract
AIM: To observe the changes of laminin (LN) 
and hyaluronic acid (HA) on the formation of 
non-alcoholic fatty liver fibrosis in rabbits.

METHODS: Firstly, the rabbit models of fatty 
liver and liver fibrosis were set up by hypercho-
lesteremia. Liver tissues were collected and the 
histopathological changes were observed using 
transmission endoscopy and staining methods. 
Immunohistochemistry was used to detect LN 
expression and radioimmunoassy was used the 
measure serum HA concentration. Successive 
observation was used to outline the dynamic 
changes of basement membrane of hepatic sinu-
soid during the formation of non-alcoholic fatty 
liver fibrosis in rabbits.

RESULTS: Sinusoidal capillarization was char-
acterized by defenestration of sinusoidal endo-
thelial cells (SEC) and formation of basement 
membrane. Along with the formation of liver 
fibrosis, the positive expression (area percent-
age) of LN on sinusoidal wall and the concentra-
tion (mg/L) of serum HA increased gradually, 
and both of them reached the peak at 8 wk; there 
were significant differences in contrast with 
those in the normal group (LN: 25.2 ± 1.0 vs 5.1 ± 
0.7, P < 0.01; serum HA: 1422.18 ± 20.9 vs 1189.3 
± 13.1, P < 0.01). After stopping high-sterone 
feeding, the positive expression of LN and con-
centration of HA decreased gradually.

CONCLUSION: The changes of serum HA con-
centration are in accordance with the defenes-
tration of hepatic sinusoid and LN changes. LN 
and HA may be used as cardinal markers for he-
patic sinusoidal capillarization and liver fibrosis.

Key Words: Laminin; Hyaluaric acid; Non-alcoholic 
fatty liver; Liver fibrosis; Hepatic sinusoidal capil-
larization

Zhao YQ, Wang BY. Successive observation of laminin 
and hyaluronic acid on the formation of non-alcoholic 
fatty liver fibrosis in rabbits. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(8): 823-828

摘要
目的: 研究非酒精性脂肪肝家兔肝纤维化形
成过程中肝窦壁层粘连蛋白(LN)及透明质酸
(HA)的变化. 

方法: 用高脂饲料诱发脂肪肝的方法建立家
兔非酒精性肝病动物模型, 取肝组织用扫描
电镜、特殊染色等进行病理组织形态学观察; 
免疫组化检测LN; 放射免疫法测定血清HA, 
研究非酒精性脂肪肝家兔在肝纤维化形成过
程中肝窦壁基底膜成分的动态变化. 

结果: 肝窦毛细血管化, 即窗孔消失、基底膜
形成; 肝窦壁LN表达(面积百分比)和血清HA
含量(mg/L)均随着肝纤维化形成逐渐增加, 在

®

■背景资料
肝窦毛细血管化
是肝纤维化过程
中一个重要的病
理改变, 目前对肝
窦毛细血管化在
非酒精性脂肪肝
肝纤维化中的形
成过程尚少见报
道 .  肝 窦 内 皮 下
基底膜的形成是
肝纤维化过程中
肝窦毛细血管化
的一个重要特征, 
而关于基底膜主
要成分层粘连蛋
白、以及反应肝
窦内皮细胞功能
的透明质酸含量
在非酒精性脂肪
肝肝纤维化过程
中的动态变化尚
缺乏系统的研究. 

■同行评议者
郝春秋 ,  副教授 , 
第四军医大学唐
都医院传染科(全
军感染病防治中
心)
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8 wk末阳性最强, 均与对照组有显著性差异
(LN: 25.2±1.0 vs  5.1±0.7, P <0.01; 血清HA: 
1422.18±20.9 vs  1189.3±13.1, P <0.01), 停止
造模后逐渐下降, 但停药8 wk均强于正常组.

结论: 家兔肝纤维化形成过程中, 肝窦壁功能
性基底膜被破坏, 发生肝窦毛细血管化. 血清
HA含量的变化与电镜下SEC去窗孔的改变, 
以及LN的变化相一致.

关键词: 层粘连蛋白; 透明质酸; 非酒精性脂肪肝; 

肝纤维化; 肝窦毛细血管化

赵迎庆, 王炳元. 家兔非酒精性脂肪肝肝纤维化形成中层粘
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0  引言

多种原因可导致肝纤维化 ,  但形成的机制至

今仍然不清 .  有人认为肝窦内皮细胞 ( l i v e r 
sinusoids endothelial cell, LSEC)的失窗孔化和肝

窦毛细血管化(sinusoid capillarization)的形成是

其中的发病机制之一[1-5], 而肝窦内皮下基底膜

的形成是肝纤维化过程中肝窦毛细血管化的一

个重要特征[6-9]. 有关基底膜的主要成分层粘连

蛋白(laminin, LN), 以及反映肝窦内皮细胞功能

的透明质酸(hyaluaric acid, HA)含量在非酒精性

脂肪肝肝纤维化过程中动态变化尚缺乏系统的

研究. 我们采用Buyssens的方法[10]成功地建立了

实验性高胆固醇血症家兔肝纤维化模型, 对此

领域进行初步的探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰白种家兔40只, 体质量2.5-3.5 kg, 
由中国医科大学实验动物部提供, 用平衡饲料喂

养1 wk后随机分模型组25只, 对照组15只, 分笼

饲养. 模型组家兔给予高脂饲料喂养, 即在普通

平衡饲料基础上加2%胆固醇, 该剂量持续8 wk
末, 之后停用胆固醇, 用平衡饲料再继续观察8 
wk(共16 wk); 对照组给予普通平衡饲料喂养16 
wk. 于2、4、8、12、16 wk末分别处死模型组家

兔各5只及对照组家兔各3只. 经ip麻醉后, 经心

脏灌流固定, 从肝右叶中部切取肝组织, 40 g/L甲
醛溶液固定, 制备光镜标本. 
1.2 方法 
1.2.1 肝脏组织病理学检测: HE染色及VG苦味

酸染色, VG苦味酸染色结果用病理图像分析仪

(北京微电子所PJ2000型)分析, 测定胶原纤维面

积百分比. 每张切片选取四周及中央5个区域, 
均取该区域中胶原纤维含量最多的视野(每个视

野至少包括1个中央静脉), 10倍物镜下测定胶原

纤维面积百分比(胶原纤维面积/肝组织面积×

100%), 取平均值. 另取肝组织, 25 mg/L戊二醛

溶液固定后, 制备电镜标本. 
1.2.2 层粘连蛋白免疫组织化学染色: 按免疫组

化ABC法染色. 兔抗人层粘连蛋白多克隆抗体

ABC试剂盒及DAB显色试剂均购自武汉博士德

公司. 免疫组化染色结果用病理图象分析仪分

析, 以细胞膜/细胞质中有棕黄色颗粒或线状沉

积为阳性, 测定阳性反应面积比, 每张切片选取

四周及中央5个区域, 均取该区域中阳性反应最

多的视野, 10倍物镜下测定阳性反应面积比(阳
性面积/肝组织面积×100%), 取平均值. 
1.2.3 血浆透明质酸测定: 于2、4、8 wk末和停

药后4、8 wk末分别对模型组家兔各5只及对照

组家兔各3只, 耳缘静脉取血, 分离血浆, 按照上

海海军医学研究所生产的放免测定试剂盒说明

书测定HA的含量. 
统计学处理 数据用mean±SD表示, 模型组

和对照组比较采用t检验, 以P <0.05为差异有显

著性.

2  结果

2.1 家兔非酒精性脂肪肝纤维化模型的制备情

况 对照组HE染色可见正常中央静脉及放射状

排列的肝板. VG苦味酸染色可见中央静脉及汇

管区有极少量的胶原纤维. 模型组2 wk末, HE染
色可见肝细胞轻度脂肪变性及点状坏死, VG苦

味酸染色较对照组轻度增加. 4 wk末, 模型组HE
染色可见肝细胞中重度脂肪变性, 炎性细胞浸

润加重, VG苦味酸染色较前稍增加. 8 wk末模型

组HE染色肝细胞坏死增多, 炎性细胞浸润成团, 
VG苦味酸染色终末静脉(包括中央静脉)增厚, 
胶原纤维向窦周隙延伸, 窦周纤维组织较前增

加(图1). 停止造模4 wk末HE染色肝细胞坏死及

炎性细胞浸润明显减轻, 停止造模8 wk末可见肝

细胞轻度脂肪变, VG苦味酸染色胶原纤维染色

逐渐减弱, 但至16 wk末仍强于正常组. VG苦味

酸染色病理图像分析结果可见模型组胶原纤维像分析结果可见模型组胶原纤维分析结果可见模型组胶原纤维

面积百分比明显高于对照组(P <0.01, 表1). 
2.2 电镜下肝窦内皮细胞的变化  对照组的LSEC
扁平, 胞核及细胞器排列规则, 远侧胞质呈薄片

状, 有许多窗孔, 内皮下缺乏基底膜(BM)(图2A). 
模型组2 wk末, 部分肝窦内皮细胞远侧胞质窗孔

■研发前沿
本文用高脂饲料
诱发脂肪肝的方
法建立家兔非酒
精性肝病动物模
型, 通过病理组织
形态学观察、层
粘连蛋白的免疫
组化观察及血清
透明质酸测定, 研
究了非酒精性脂
肪肝家兔在肝纤
维化形成过程中
肝窦壁基底膜成
分的动态变化. 而
有关层粘连蛋白
如何诱导整合素
的表达还有待深
入研究.
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数减少, 内皮下尚未见基底膜形成; 4 wk末, 窗孔

数减少或消失, 内皮下已开始有不完全的基底

膜形成, 同时有功能活跃的纤维母细胞形成(图
2B); 8 wk末进一步加重, 甚至可见完整的BM形

成(图2C). 停止高脂饲料喂养12 wk末, 失窗孔及

内皮下BM形成有所减轻, 内皮下基底膜成不连

续状. 16 wk末, 失窗孔及内皮下BM形成明显减

轻(图2D). 
2.3 肝组织层粘连蛋白免疫组织化学染色 LN在

正常家兔汇管区血管壁表达阳性, 肝窦壁没有

层粘连蛋白表达(图3A), 以后随着肝纤维化程度

的增加, 肝窦壁阳性着色增强而显著(图3B), 并
沿肝窦呈连续着色. 8 wk末阳性最强(图3C), 停
止造模后阳性逐渐减弱, 但至16 wk时仍强于正

常组(图3D). 免疫组化病理图象分析结果见表1. 
2.4 透明质酸含量的变化 模型组2 wk末, 家兔血

清HA含量开始增高, 至8 wk末时达到高峰(与对

照组比较P <0.01), 停止造模后家兔血清透明质

酸含量逐渐下降, 但停药8 wk时仍强于正常组

(表1). 

3  讨论

在肝纤维化的病理形成过程中, 绝大部分都经

过脂肪肝的阶段, 因此研究脂肪肝的形成和脂

肪肝时的病理、各种病理生理的改变, 对防止

肝纤维化的发生与发展具有重要的意义 [11-16]. 
许多原因可引起脂肪肝, 其中长期和大量进食

高脂肪、高胆固醇饮食为常见的原因. 我们用

Buyssens的方法成功建立了实验性高胆固醇血

症家兔脂肪肝伴小叶中心肝纤维化模型. 应用

HE染色和VG苦味酸染色发现, 随造模时间的延

长脂肪变性、点状坏死和炎性细胞浸润逐渐加

重, 8 wk末炎性细胞侵润成团, 停药后逐渐好转; 
纤维化的发生也有同样的趋势, 但停药后有所

减轻并未迅速好转. 说明脂肪变性和炎性细胞

浸润是一个急性过程, 较易恢复, 一旦发展到胶

原的沉积, 恢复明显减慢. 该实验也再次提示重

视脂肪肝的重要性[16-17]. 
SEC是特殊化的毛细血管内皮细胞, 在肝窦

形成无隔膜、无BM的窗孔(fenestrae), 这种窗孔

结构有利于肝细胞和血液之间进行物质的交换, 
在维持肝脏结构和实现各种功能中起着非常重

要的作用[18-21]. 各种原因导致的肝纤维化中均可

见肝窦结构发生不同程度的改变, 即出现肝窦

内皮细胞持续去窗孔和内皮下基底膜形成, 甚
至形成肝窦毛细血管化. 肝窦毛细血管化是肝

纤维化过程中的一个重要的病理改变, 肝窦内

皮下基底膜形成是肝窦毛细血管化的一个重要

特征[22]. 该实验中电镜下超微结构观察, 正常的

SEC扁平, 胞核及细胞器排列规则, 远侧胞质呈

薄片状, 有许多窗孔, 内皮下缺乏基底膜. 高胆

固醇喂养2 wk末, 可见部分SEC远侧胞质窗孔数

减少, 但无基底膜形成; 4 wk末, 窗孔数减少或消

失, 内皮下已开始有不完全的基底膜形成, 同时

有功能活跃的纤维母细胞形成; 8 wk末进一步加

重, 甚至可见完整的基底膜形成; 停止高脂饲料

8 wk末, 失窗孔及内皮下基底膜形成明显减轻. 

表  1  家兔肝组织胶原纤维及LN面积比和HA的变化

     
指标                             分组

                                                                                      t /wk

                                                                      2                             4                              8                            12                           16

胶原纤维面积比      对照组               4.5±0.2               4.6±0.6               4.8±0.5               4.7±0.4              4.3±0.8

                                  模型组               5.1±0.3             12.5±0.8a            18.5±0.9ad           11.1±0.7a             6.2±0.3a 

LN面积比                对照组               4.4±0.1               4.8±0.5               5.1±0.7               5.1±0.6              4.9±0.7

                                 模型组               5.3±0.2             17.7±0.8a            25.2±1.0ad           15.3±0.5a             9.8±1.7a 

血清HA(mg/L)          对照组         1191.3±12.9       1188.4±15.8       1189.3±13.1       1189.9±13.1      1189.9±13.6

                              模型组         1211.5±21.3       1320.3±21.5a    1422.18±20.9ad     1280.4±21.1a     1208.2±15.7

aP<0.05 vs  前期; dP<0.01 vs  对照组.

图  1  家兔肝纤维化模型组8 wk末(VG×100).

■创新盘点
家兔肝纤维化形
成过程中, 肝窦壁
功能性基底膜被
破坏, 取而代之由
于层粘连蛋白在
肝组织中不断沉
积, 并沿肝窦壁形
成基底膜, 发生肝
窦毛细血管化. 血
清透明质酸含量
的变化与电镜下
肝窦内皮细胞去
窗孔的改变, 以及
层粘连蛋白的变
化相一致, 提示层
粘连蛋白及透明
质酸在肝窦毛细
血管化及肝纤维
化的发病机制中
有着重要的作用. 
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结果提示在脂肪肝形成过程中就伴随着SEC的

去窗孔化和基底膜的形成, 后者是肝纤维化形

成的基础. 
有研究表明, 一些物质可调节肝窦内皮细

胞的窗孔和肝窦毛细血管化, 其中层粘连蛋白

(laminin, LN)较最为重要[23-27]. LN为分子质量较

大的糖蛋白, 能与Ⅳ型胶原、非胶原性糖及硫

酸肝素等多种基质成分交联, 并能自身交联, 在
基底膜形成过程中起重要作用. 据报道, LN在正

常肝窦几乎不表达, 而在慢性肝炎碎片状坏死

灶和肝硬变纤维间隔附近的肝窦明显表达, 肝
硬化再生结节中的肝窦表达也增强[28]. 本实验

中可见, 正常肝窦无LN分布; 随着造模时间的延

长, 肝窦壁着色逐渐增强, 停止造模后逐渐减弱, 

■应用要点
本研究为非酒精
性脂肪肝肝纤维
化的发病机制提
供了基础. 对逆转
肝纤维化有重要
的临床意义. 

图  2  家兔肝纤维化电镜(TME×10 000). A: 对照组; B: 模型组4 wk末; C: 模型组8 wk末; D: 模型组停药8 wk.

A B

C D

图  3  家兔肝纤维化LN表达(SABC×200). A: 对照组; B: 模型组4 wk末; C: 模型组8 wk末; D: 模型组停药8 wk末.

A

C D

B
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纤维化各期窦周LN着色阳性面积比差异有显著

性(P <0.01). LN的变化与电镜下的基底膜变化相

一致, 表明LN可作为肝窦毛细血管化基底膜形

成的一个重要标志. 
肝损伤过程中HA的浓度升高被认为与星

状细胞合成和分泌增多, 以及SEC摄取和降解功

能减退有关. 有学者认为他是反映SEC表型发生

改变的标志[29]. 本实验过程中, 血清HA含量的变

化与电镜下SEC去窗孔化的改变, 以及组织学中

LN的变化相一致, 提示HA浓度的变化可能间接

地反映肝窦毛细血管化的强弱. 我们观察到LN
及HA在非酒精性脂肪肝家兔肝纤维化形成过程

中的变化, 为非酒精性脂肪肝肝纤维化的发病

机制提供了基础, 但LN如何诱导整合素的表达

还有待深入研究.
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Abstract
AIM: To clone and identify the differentially 
expressed gene fragments in hepatocellular 
carcinoma (HCC) and normal liver tissues and 
to explore the molecular pathogenesis of HCC.

METHODS: Fluorescent mRNA differential 
display (mRNA-DD) was used to compare the 
differential gene expression in HCC and nor-
mal liver tissue samples. The obtained gene 
fragments were cloned and sequenced. The 
sequences were submitted to the GenBank for 
homologue analysis using BLAST software. 
RT-PCR was performed to detect the expres-
sion of each differential gene fragment in HCC 
and normal tissue samples.  

RESULTS: Gel imaging scan revealed a 500-600 
bp differential gene fragment. The sequence 
of this gene fragment was compared with 
that in GenBank, showing that this gene frag-
ment was homologous to EEG1 (99%). RT-PCR 
demonstrated that the expression of this gene 
fragment was significantly lower in HCC tis-
sue samples than in normal tissue samples (P =  
0.001). 

CONCLUSION: EEG1 gene expression is much 
lower in HCC tissue than in normal tissue. Its 
down-regulated expression in HCC tissues is 
probably related to the carcinogenesis of HCC. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; mRNA differ-
ential display; Gene cloning

Huang CL, Wang XM, Zhang ZY, Qiu XF, Liu PG, Li 
GS, Peng YY. Cloning and identification of human 
hepatocellular carcinoma-related genes. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 829-832

摘要
目的: 筛选和克隆肝癌和正常肝组织差异表
达的基因片段, 以探讨肝癌的发病机制.

方法: 应用mRNA差异显示技术(mRNA-DD), 
比较肝癌及正常肝组织基因表达的差异, 对获
得的差异基因片段进行克隆、测序, 测序结果
提交GenBank数据库中进行同源性分析, 并对
其中一条有明显差异的基因用半定量RT-PCR
分析该基因在正常肝组织及肝癌组织中的表
达情况. 

结果: 凝胶扫描显示在500-600 bp处有一条差
异片段, 差异条带经酶切图谱分析证实重组质
粒是目的克隆, 将片段测序结果与GenBank数
据库进行同源性比较发现该片段与已知基因
EEG1高度同源(99%). RT-PCR结果显示在肝
癌组织中EEG1 mRNA的表达水平明显低于
正常肝癌组织(P  = 0.001). 

结论: EEG1基因在肝癌组织中的表达明显低
于正常肝组织, 提示EEG1基因的表达下调可
能与肝癌的发病有关.

®

■背景资料
原发性肝细胞癌
( 简称肝癌 ) 是严
重危害人类健康
的恶性肿瘤之一, 
尤其近年来在我
国肝癌年死亡率
已上升为恶性肿
瘤的第二位, 发病
机制迄今未完全
阐明 ,  治疗棘手 , 
研究肝癌患者的
癌组织和癌旁正
常肝组织的基因
表达差异, 筛选和
克隆肝癌发生, 发
展相关的基因, 旨
在为探讨肝癌的
分子发病机制提
供理论依据. 

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学第
二医院感染科; 杨
冬华, 教授, 暨南
大学附属第一医
院



www.wjgnet.com

830                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志        2008年3月18日    第16卷   第8期

关键词: 肝癌; mRNA差异显示; 基因克隆

黄春玲, 王效民, 张忠英, 邱兴峰, 刘平果, 李岗山, 彭友源. 肝癌

差异表达基因EEG1的克隆和鉴定.  世界华人消化杂志  2008; 

16(8): 829-832

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/829.asp

0  引言

原发性肝细胞癌(简称肝癌)是严重危害人类健

康的恶性肿瘤之一, 全世界每年新发肝癌约26
万例, 其中42.5%分布在中国. 20世纪以来, 我国

肝癌年死亡率已上升为恶性肿瘤的第二位, 在
城市仅次于肺癌, 在农村仅次于胃癌[1]. 肝癌起

病隐匿, 进展迅速, 生存质量差, 生存期短. 为此, 
对其发生发展机制的研究成为当前的迫切要

求, 随着分子生物学、细胞生物学、分子遗传

学和人类基因组学等学科的飞速发展, 人们研

究发现肝癌的发生是多因素、多阶段、多基因

相互作用的结果. 目前已经发现与人类肝癌的

发生有关的基因有: c-erbB-2[2], IGF-Ⅱ[3], p53[4], 
c-myc[5], TGFa[6], N-ras[7]等, 但仍有许多与肝癌

发生发展有关的基因有待进一步确定.    
近年来发展了多种筛选差异表达基

因的方法 ,包括差异显示P C R(d i f f e r e n t i a l 
display)[8], 消减杂交(subtraction hybridization)[9], 
RDA(representational difference analysis)[10], 基因

芯片(microarray)[11]等, 各有其优缺点. 我们利用

新近发展起来的荧光标记的差异显示技术对肝

癌患者的癌组织和癌旁正常肝组织的基因差异

表达进行研究, 以期分离到与肝癌发生发展相

关的基因. 

1  材料和方法

1.1 材料 外科经手术切除并经病理学确诊的15
例肝癌及癌旁正常肝组织标本, 所有病例术前

均未接受化学药物的治疗: 男11例, 女4例, 平均

年龄45.1岁. 于距肿瘤边缘5 cm外及肿瘤处分别

取组织块, 组织离体后立即放入液氮中速冻, 并
置于-70℃冰箱中保存. TRIzol购自Invitrogen公
司, FluoroDD试剂盒购自Genomyx公司, pGEM 
T-easy试剂盒、Taq DNA聚合酶、DNA回收试

剂盒、质粒DNA纯化系统和Eco RⅠ酶均购自

Promega公司, PCR引物由上海博亚公司合成, 
DH5α菌株由厦门大学抗癌中心惠赠. Genomyx 
LR DNA差异显示系统、Genomyx SC荧光图像

扫描系统、Mastercycler梯度PCR仪、DU650紫
外分光光度计及UVI凝胶成像系统. 

1.2 方法 参照TRIzol试剂盒说明书提取组织的

总RNA, DNaseⅠ清除总RNA中的DNA, 紫外分

光光度计测定其浓度及纯度, 10 g/L琼脂糖凝胶

电泳检测总RNA质量. 应用Hieroglyph mRNA 
Prof i le k i t试剂盒进行第一链合成. 选择引物

T7(dT12)AP2、T7(dT12)AP7为第一链合成的锚

定引物, 各以总RNA 1 μg为模板, 合成cDNA. 反
应体系包括1×SuperScriptⅡRT缓冲液, dNTP
各25 μmol/L, DTT 10 mmol/L及3 U SuperScript
ⅡRT反转录酶, 25℃孵育5 min, 42℃ 10 min, 
50℃ 60 min, 72℃ 15 min, 至-20℃保存待用. 应
用FluoroDD Kit试剂盒进行DDRT-PCR扩增: 分
别以1.5 μL反转录产物为模板, 体系中包括1×
PCR缓冲液Ⅱ, 3.75 mmol/L MgCl2, dNTP各50 
μmol/L, 与反转录所用锚定引物相对应的TMR
荧光标记的3'端TMR-AP引物0.35 μmol/L, 5'端
随机引物ARP 0.35 μmol/L, 及AmpliTaq DNA聚

合酶0.5 U, 每一反应总体积为10 μL程序设定如

下: 95℃预变性2 min, 94℃变性15 s, 50℃复性

30 s, 72℃延伸2 min共4个循环, 94℃变性15 s, 
60℃复性30 s, 72℃延伸2 min共25个循环, 72℃
延伸7 min. PCR产物在Genomyx LR电泳仪上

样, 在56 g/L聚丙烯酰胺凝胶上以电压3000 V、

功率100 W、温度52℃的条件电泳4.5 h. 电泳

结束后, 将凝胶在荧光图像扫描仪Genomyx SC
上扫描. 用手术刀切取含有明显差异的cDNA
条带, 加入TE缓冲液50 μL, 37℃水浴1 h, 使
DNA从胶中溶到TE缓冲液中, 以T7 22-mer(5'-
GTAATACGACTCACTATAGGGC-3')和M13 
24-mer(5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3')
为引物进行再扩增. 扩增条件同第一次PCR. 按
凝胶回收试剂盒说明书将扩增产物回收、纯

化. 纯化后的片段与pGEM T-Easy载体进行连

接反应, 连接产物转化D H5α感受态细胞, 通
过α互补实验鉴定阳性克隆, 提取质粒后进行

Eco RⅠ酶切鉴定. 将提取的阳性克隆质粒DNA
纯化及测序(上海博亚公司). 应用BLAST程序

将所得到的测序结果与GenBank数据库进行

同源性比较. 对感兴趣的片段进行RT-PCR检

测, 按序列分析结果设计引物, 上游引物为5'-A
AAGCCCAGGATGAGAGGTT-3', 下游引物为

5'-ACTGCCGAGGAAGAG TCAAA-3', 扩增产

物为326 bp. 以β-actin作内部参照物, 上游引物

为5'-CCCTGGACTTCGAGCAAGAGAT-3', 下游

引物为5'-GTTTTCTGCGC AAGTTAGG-3'. PCR
过程同时设立阴阳对照, 取PCR产物10 μL进行

■创新盘点
本文利用差异显
示技术研究发现
差 异 表 达 基 因
EEG1, 其在肝癌
组织中的表达明
显低于正常肝组
织, 该基因的表达
下调可能与肝癌
的发病密切相关. 
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10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察电泳带, 
凝胶成像分析系统(UVI)扫描拍照, 并测定电泳

带的密度值, 计算目的片段电泳带密度与β-actin
电泳带密度的相对值以衡量目的基因的相对表

达水平.
统计学处理 利用SPSS11.0软件包采用非参

数检验、配对样本的秩和检验对数据进行分析.

2  结果

提取的总RNA的纯度经紫外分光光度法检测, 
A 260/A 280比值均在1.8-2.0之间, 电泳检测显示提

取的RNA条带完整, 28S与18S的比值约为2.0 
(图1A). 凝胶扫描显示每条泳道均有条带, 条带

分布在300-1200 bp且条带清晰. 其中在500-600 
bp处有一条差异片段, 在正常肝组织中的表达

明显高于癌组织. 将获得的差异条带再次进行

PCR扩增, 经琼脂糖凝胶电泳可见明亮清晰的单

一条带(图1B)
Eco RⅠ酶切重组质粒, 得到一约580 bp的片

段和约3000 bp的pGEM T-Easy载体, 酶切图谱分

析证实重组质粒是目的克隆, 将片段测序结果

与GenBank数据库进行同源性比较发现该片段

与基因EEG1有99%同源性(图1C). 将EEG1片段

在肝癌中的表达状况进行RT-PCR证实后发现, 
15例肝癌组织及正常肝组织中, EEG1在肝癌组

织中的表达水平显著低于正常肝组织(P  = 0.001, 
图2-3).

3  讨论

mRNA差异显示技术是1992年Liang et al [12]摸

索出的用于筛选差异表达基因的一种有效的方

法, 经过不断的改进[13-14], 目前这一技术已十分

成熟. 他仅需少量的总RNA, 因此所需的组织标

本量少, 并且具有简便、灵敏、实验周期短、

效率高、可同时比较多种不同生理状态或不同

发育阶段的细胞内基因表达差异等优点. 目前

该技术已用于多种肿瘤的研究, 是进行分子生

物学研究的常用方法. mRNA差异显示技术可以

检测出不同生理、病理状态下基因表达的变化, 
能有效地筛选肿瘤恶性转化进程中差异表达的

基因[15]. 1998年Scuric et al [16]应用mRNA差异显

示(DDPCR)技术分析肝癌组织和癌旁正常组织

间基因的差异表达情况, 发现其中一个基因在

肝癌组织中的表达明显高于正常肝组织, 同源

性分析表明该基因与醛化还原酶家族有高度的

同源性. 王征旭 et al [17]用差异显示法克隆和鉴定

了一个肝癌高表达的新基因SWT-2, 研究发现该

基因的高表达可能与肝癌细胞的浸润和转移能

力有关. Zeng et al [18]用差异显示法分离鉴别了一

个在肝癌组织中有很强的表达, 而在癌旁肝组

织表达较弱或不表达的新基因HCCA1, 结合临

床及病理学的分析表明, HCCA1与HBV或HCV
感染、AFP水平及有无肝硬化无关, 而与肝癌的

分级、门静脉癌栓形成与否有关. 
尽管目前已有不少关于肝癌差异基因的报

道, 但由于肝癌的发生是一个多基因参与, 通过

图  2  EEG1基因在癌旁正常肝组织与癌组织中的表达率比.
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图  1  差异条带EEG1基因的鉴定. A: 总RNA的电泳结果. 1:

正常肝组织; 2:肝癌组织; B: 差异条带的PCR再扩增产物电

泳图. M: DNA Marker; 1: EEG1再扩增产物; C: 质粒EEG1 

EcoRⅠ酶切结果. M: DNA Marker; 1: 质粒EEG1 EcoRⅠ酶

切后产物.

图  3  EEG1基因RT-PCR的电泳图. M: DNA Marker; 1N, 2N, 

3N: 3例正常肝组织; 1C, 2C, 3C: 相应3例的肝癌组织.
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■应用要点
本实验结果提示
EEG1在肝癌组织
中的表达下调可
能与肝癌的发病
有关, 虽然目前该
工作还处于探索
阶段, 但在不久的
将来有可能作为
肝癌早期诊断的
辅助手段而应用
于临床. 
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不同基因在不同时相的差异表达进行调控的复

杂过程[19]. 加强对肝癌相关基因的研究, 必将会

加深我们对肝癌本质的认识, 同时能为肝癌早

期诊断提供新的分子诊断标记, 为肝癌的基因

治疗提供新的可能的靶点. 为此我们应用mRNA
差异显示技术研究肝癌及其相应的正常肝组织

差异表达的基因, 以期从中筛选出与肝癌发病

有关的基因. 我们通过对其中一条差异明显的

条带进行克隆, 测序后进行同源性分析发现该

序列与已知基因EEG1(embryonic epithelia gene 
1)有99%同源性. EEG1又名SLC43A3(solu te 
carrier family 43, member 3)属于膜转运蛋白超

家族[20]. EEG1基因是Stuart et al [21]在研究与肾生

长发育有关的基因时发现的, 由于该基因在胚

胎上皮组织中高度表达, 因此将其命名为“胚

胎上皮基因”(EEG1). EEG1位于人11号染色体

上, 由14个外显子组成, 全长共20 kb. 研究发现, 
EEG1在早期的胚胎中高表达, 随着胚胎的发育

表达量逐渐下降, 而在成人组织中, 其在成人心

脏的表达量最大, 其次是肺、肝、脾和肾. 研究

还发现EEG1可编码一种具有膜转运功能的蛋

白, 该蛋白可能与胚胎生长发育过程中的营养

及代谢物的转运有关. 其具体功能目前尚不十

分清楚, 关于该基因在肝癌组织中的表达情况

也尚未见到报道. 我们的研究发现EEG1基因在

正常肝组织中的表达量较高, 其在肝癌组织中

的表达明显低于正常肝组织(P  = 0.001), 并通过

RT-PCR的验证. 该研究结果提示EEG1在肝癌组

织中的表达下调可能与肝癌的发病有关, 该基

因的变化可能是肝癌众多发病因素中的某个环

节或是病变的结果, 其与肝癌的关系有待进一

步的分析. 
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■同行评价
本文方法先进, 图
表 清 晰 ,  结 果 可
信. 

■名词解释
mRNA差异显示
技 术 :  可 同 时 对
多个基因进行分
析比较的灵敏、

简 便 的 方 法 ,  其
基本原理是利用
一套带有poly(T)
的锚定引物和一
套随机引物的组
合来覆盖所有的 
m R N A 家 族 ,  进
行反转录和 PCR 
扩增以获得不同
长 度 的 c D N A 片
段, 通过测序胶电
泳将大小不同的 
cDNA片段分离以
进行比较. 
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Abstract
AIM: To study the characteristics of small 
intestine injury of early resuscitated hemorrhagic 
and endotoxic shock rabbits and the choice of 
tidal volume for mechanical ventilation. 

METHODS: A resuscitation model of hemor-
rhagic and endotoxic shock rabbit was estab-
lished. Rabbits were resuscitated by ventilation 
with a tidal volume of 4-6 mL/kg, 8-10 mL/kg 
and 12-15 mL/kg, respectively, for 2 hours ac-
cording to their grouping. Blood gas, gastric 
pHi, histopathology and ultra-structure and cell 
apoptosis of small intestine were examined with 
TUNEL method. 

RESULTS: The small intestine pathologic score 

and apoptosis index (AI) of endotoxic shock 
rabbits were higher than those of hemorrhagic 
shock rabbits. Electron microscopy showed that 
the intercellular junction of endotoxic shock rab-
bits was more seriously injured. The pathologic 
score and AI of rabbits ventilated with a tidal 
volume of 12-15 mL/kg were much higher than 
those of rabbits ventilated with a tidal volume 
of 4-6 mL/kg and 8-10 mL/kg. Electron micros-
copy showed that the epithelial cilia of rabbits 
ventilated with a tidal volume of 12-15 mL/kg 
were more seriously injured. No statistical dif-
ference was found in pathologic score and AI 
of rabbits ventilated with a tidal volume of 4-6 
mL/kg and 8-10 mL/kg. The gastric pHi was 
negatively related with the pathologic score of 
small intestine, but there was no statistic differ-
ence in gastric pHi among the rabbits. 

CONCLUSION: Small intestine injury of early 
resuscitated hemorrhagic shock rabbits is more 
serious than that of endotoxic shock rabbits. 
Ventilation with a tidal volume higher than 8-10 
mL/kg is not suitable for early resuscitation of 
hemorrhagic and endotoxic shock rabbits. Gas-
tric pHi can show the degree of small intestine 
injury, but is not a sensitive index. 

Key Words: Hemorrhagic shock; Endotoxic shock; 
Mechanical ventilation; Tidal volume; Small intes-
tine

Liu F, Zhang HY, Liu Z. Effects of mechanical ventilation 
with different tidal volumes on small intestine injury 
of early resuscitated hemorrhagic and endotoxic shock 
rabbits. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 833-838

摘要
目的: 研究失血性和内毒素休克复苏早期小
肠损伤的特点, 探讨机械通气潮气量的选择.

方法: 建立兔失血性和内毒素休克及复苏模
型, 复苏同时给予4-6 mL/kg、8-10 mL/kg、
12-15 mL/kg的潮气量机械通气2 h, 观察血气
分析, 胃pHi, 小肠光镜、电镜病理及TUNEL

®

■背景资料
目前对机械通气
的研究多以肺保
护为研究侧重, 但
已有学者提出应
将“保护性”的
概念从单纯的肺
保护延伸到全身
器官的保护. 休克
是临床常见的急
危重症, 容易发展
至MODS. 小肠在
MODS的发生和
发展中起到重要
作用, 机械通气常
是休克治疗中不
可缺少的措施之
一.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系; 刘绍
能, 主任医师, 中
国中医科学院广
安门医院消化科
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法检测凋亡. 

结果: 内毒素休克小肠病理评分和凋亡指数
(AI)高于失血性休克, 电镜下内毒素休克细胞
间连接破坏较重, 两种休克大潮气量组小肠病
理评分和AI都高于中小潮气量组, 电镜下大
潮气量组小肠上皮细胞纤毛损伤加重, 两种休
克中小潮气量组小肠病理评分和AI无统计学
差异, 胃pHi和小肠病理评分负相关, 但各组胃
pHi水平无统计学差异.

结论: 内毒素休克复苏早期小肠病理损伤比
失血性休克重, 两种休克复苏早期均不适合采
用高于8-10 mL/kg的潮气量机械通气. 胃pHi
虽然可以一定程度的反应小肠的损伤情况, 但
不是反应小肠损伤程度的敏感指标.

关键词: 失血性休克; 内毒素休克; 机械通气; 潮气

量; 小肠
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0  引言

临床研究发现机械通气治疗的急性呼吸窘迫综

合征(acute respiratory distress syndrome, ARDS)
患者多数不是死于ARDS本身, 而主要死于多器

官功能障碍综合征(multiple organic dysfunction 
synd rome, MODS)[1].目前对机械通气的研究

多以肺保护为研究侧重, 但已有学者提出应将

“保护性”的概念从单纯的肺保护延伸到全身

器官的保护[2], 目前国内外对于这种更广义的保

护性机械通气的研究很少. 
休克是临床常见的急危重症, 容易发展至

MODS. 小肠在MODS的发生和发展中起到重要

作用, 机械通气常是休克治疗中不可缺少的措

施之一. 本研究分别以失血性和内毒素休克为

模型, 研究两种休克复苏早期小肠病理的特点

及不同潮气量通气对其影响, 从小肠损伤角度

探讨休克复苏早期机械通气的潮气量选择.

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰白兔48只(中国医科大学实验动

物部提供), 体质量2.5-3.2 kg, 雌雄不限, 按随机

数字表法分为6组, 每组8只, Ⅰ组: 失血性休克

小潮气量(4-6 mL/kg)通气组; Ⅱ组: 失血性休克

中等潮气量(8-10 mL/kg)通气组; Ⅲ组: 失血性休

克大潮气量(12-15 mL/kg)通气组; Ⅳ组: 内毒素

性休克小潮气量通气组; Ⅴ组: 内毒素性休克中

等潮气量通气组; Ⅵ组: 内毒素性休克大潮气量

通气组.
1.2 方法 
1.2.1 模型制备: 兔称质量后经300 g/L乌拉坦3-4 
mL/kg耳缘静脉注射麻醉, 仰卧位固定, 气管切

开、插管, 颈内动静脉插管, 抽动脉血测血气, 
要求入选条件pH7.30-7.40, PaO2>80 mmHg(1 
mmHg = 0.133 kPa), PaCO2 32-45 mmHg, 气
管插管接呼吸机(Bea r 1000/es), 吸入氧浓度

(FiO2)21%, 压力控制通气, 调节吸气压力使潮气

量(Vt)8-10 mL/kg, 呼气末正压(PEEP) 0 cm H2O.
经口下带硅胶囊胃管, 硅胶囊内注入生理盐水4 
mL. 稳定0.5 h.

失血性休克及复苏模型: 兔经动脉快速放

血使平均动脉压(MAP)38-42 mmHg维持1 h后给

予静脉血液回输及生理盐水静脉滴注, 维持动

脉收缩压(SBP)在90-100 mmHg.
内毒素休克及复苏模型 :  内毒素(S i g m a 

L-2880 From E.coli Serotype 055:B5)1 mg/kg静
脉注射(速度0.1 mg/min), 使MBP 38-42 mmHg维
持1 h后给予静脉滴射生理盐水及多巴胺, 维持

SBP在90-100 mmHg.
1.2.2 指标测定: 休克时机械通气FiO2为21%, 
Vt为8-10 mL/kg, PEEP为0 cm H2O(1 cm H2O 
= 0.098 kPa).复苏时FiO2为40%, PEEP为0 cm 
H2O, 呼吸40次/min, 按分组要求的潮气量机械

通气2 h. 测定复苏及指定机械通气 = 2 h后血

气分析指标(瑞士AVL公司AVL OMNI血气分

析仪).抽取胃硅胶囊内生理盐水, 用血气分析

议检测其PiCO2.根据公式计算pHi水平: pHi = 
6.1+lg[(HCO3

-/(0.03×PiCO2)]
1.2.3 病理学检查: 动物快速放血处死, 开腹取出

Tris韧带下20 cm处小肠1 cm长一段. 将留取的

小肠剪开, 用0-4℃生理盐水冲洗干净, 黏膜朝上

在滤纸上展平, 剪成1 cm×1 cm两块, 分别用100 
g/L甲醛和25 g/L戊二醛固定, 留作病理HE染色

观察、细胞凋亡检测以及电镜分析用.
小肠H E染色病理切片400×光镜下观察, 

小肠黏膜损伤程度参考Chiu评分法评分[3]: 0分: 
正常黏膜; 1分: 绒毛顶端上皮下间隙增大; 2分: 
上皮层和固有层中度分离; 3分: 绒毛两侧有大

量分离伴有部分绒毛顶端破损; 4分: 绒毛破损

伴有固有层毛细血管大量暴露; 5分: 固有层破

坏、出血及溃疡. 每个动物观察10个视野, 评分

■相关报道
Gurkan et al 研究
发现机械通气治
疗 的 A R D S 患 者
多 数 不 是 死 于
ARDS本身, 而主
要 死 于 M O D S ; 
Imai的研究也显
示损伤性机械通
气可能引起肺外
器 官 ( 肾 和 小 肠 )
的损伤.  
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总和为小肠病理评分.
应用细胞凋亡原位检测试剂盒(Roche Cat 

No.1684817)检测小肠组织细胞凋亡(TUNEL
法), 计数5个高倍视野(400×)下细胞凋亡数, 细
胞凋亡指数(AI)以平均凋亡细胞数/100个细胞

表示.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS11.5统计软件分析. 相同休克的三组(Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ及Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ)均数间比较采用SNK法进

行方差分析; 相同潮气量的两组(Ⅰ、Ⅳ和Ⅱ、

Ⅴ和Ⅲ、Ⅵ)均数间比较采用两独立样本t检验; 
相关性分析采用直线相关性分析. 

2  结果

各组S B P、动脉舒张压(D B P)、M B P、心率

(HR)、脉压及补液(生理盐水)量间无统计学差

异. 多巴胺用量内毒素休克多于失血性休克, 内
毒素休克的三组(Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ)多巴胺用量无统

计学差异, 失血性休克的三组(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ)中, 
Ⅰ组多巴胺用量多于Ⅱ组(表1)

血气分析指标显示: Ⅰ、Ⅳ组都表现为明

显的高碳酸血症, Ⅲ、Ⅵ组表现为过度通气. 相
同潮气量的两种休克(Ⅰ、Ⅳ, Ⅱ、Ⅴ和Ⅲ、Ⅵ)
组间血气分析指标无统计学差异(表2). 各组pHi

水平无统计学差异(表2). 小肠病理评分和AI内
毒素休克高于失血性休克, 失血性休克的三组

Ⅲ组高于Ⅰ组和Ⅱ组, Ⅰ、Ⅱ两组间无统计学

差异; 内毒素休克的三组Ⅵ组高于Ⅳ组和Ⅴ组, 
Ⅳ、Ⅴ两组间无统计学差异(表2).

病理观察显示: (1)光镜下观察: 内毒素休

克小肠病理损伤程度比失血性休克严重, 大潮

气量通气小肠病理损伤较重 :  Ⅰ组损伤相对

较轻, 小肠黏膜绒毛结构较完整, 表现为轻中黏膜绒毛结构较完整, 表现为轻中膜绒毛结构较完整, 表现为轻中

度的间质水肿和部分绒毛顶端破损. Ⅲ组绒毛

损伤加重, 伴固有层毛细血管暴露. Ⅳ组绒毛

破损, 伴固有层大量毛细血管暴露; Ⅵ组损伤

最重, 绒毛破损严重, 甚至失去绒毛结构, 固有

层破坏、出血和溃疡(图1); (2)电镜下观察: 内
毒素休克细胞间连接破坏较重, 大潮气量通气

小肠上皮细胞纤毛损伤加重 :  Ⅰ组小肠上皮

细胞纤毛致密, 细胞间连接紧密(图2A), Ⅳ组

上皮细胞纤毛较致密 ,  多数细胞间连接增宽 
(图2B), Ⅲ组小肠上皮细胞纤毛减少或消失, 细
胞间连接较紧密, 部分线粒体溶解(图2C), Ⅵ组

线粒体空泡变性, 上皮细胞坏死, 核溶解, 完全

失去正常的纤毛及细胞间连接结构(图2D). 
两种休克的小肠病理评分都和血气分析指

标无直线相关性, 两种休克的小肠病理评分都和

表  1  各组血流动力学指标及其比较(n ＝8)

     
分组      SBP(mmHg)      DBP(mmHg)      MBP(mmHg)      脉压(mmHg)         HR(次/min)       补液mL/(kg·h)    多巴胺量mg/(kg·h)

Ⅰ组    94.88±3.00    54.38±4.44    67.88±3.41     40.50±4.50    195.13±21.64     29.63±4.37      15.63±13.39

Ⅱ组    97.25±3.62    56.25±7.91    69.92±6.08     41.00±6.37    199.88±20.00     28.25±3.96        3.38±9.55a

Ⅲ组    93.88±6.13    55.38±9.52    68.21±7.82     38.50±7.27    190.50±17.58     31.00±4.44        6.63±12.29

Ⅳ组    92.88±4.76    49.13±6.20    63.70±5.34     43.75±4.56    201.25±14.51     26.38±4.10       25.25±7.74

Ⅴ组    94.63±4.90    51.88±6.92    66.13±6.06     42.75±3.81    210.00±13.40     26.13±3.19       24.63±7.73c

Ⅵ组    93.13±4.42    52.13±6.81    65.79±4.73     41.00±8.23    205.38±28.01     27.25±3.96       26.25±7.09e

aP<0.05 vs  Ⅰ组;  cP<0.05 vsⅡ组;  eP<0.05 vs  Ⅲ组.

表  2  各组血气分析指标及PHi、小肠病理半定量评分和AI的比较(n ＝8)

     
分组            pH                 PaO2(mmHg)        PaCO2(mmHg)     HCO3

-(mmol/L)         pHi             小肠病理评分            小肠AI

Ⅰ组    6.72±0.08      111.30±20.08      67.00±17.67       8.38±1.92      7.03±0.14     22.38±5.15          3.99±0.41

Ⅱ组    6.90±0.16a     155.86±30.83a     39.58±10.62a      7.50±2.08      7.05±0.11     20.75±5.18          3.54±0.60

Ⅲ组    6.95±0.08a     193.41±38.37ac    29.48±8.49a        6.34±1.71a      6.94±0.14     28.00±6.50c        5.11±0.53ac

Ⅳ组    6.66±0.08      104.50±18.43      70.99±15.12       8.00±2.94       6.98±0.12     30.25±5.55a        6.16±0.55a

Ⅴ组    6.77±0.15      130.14±30.08      46.28±15.76g      6.38±1.53      7.00±0.10     32.50±9.37c        5.90±0.45c

Ⅵ组    6.95±0.09gi    181.98±28.27gi    29.20±9.25gi        6.04±1.29      6.92±0.14     42.63±11.15gie    7.93±0.55gie

aP<0.05 vs  Ⅰ组;  cP<0.05 vsⅡ组;  eP<0.05 vs  Ⅲ组; gP<0.05 vs  Ⅳ组;  iP<0.05 vs  Ⅴ组.

■创新盘点
本文探讨失血性
和内毒素休克小
肠损伤的特点以
及不同潮气量通
气各自的变化, 并
研究了对于不同
休克以及不同潮
气量通气下胃pHi
的研究. 
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pHi水平负相关, 和AI正相关(表3), 两种休克pHi, 两种休克pHi 两种休克pHi
水平和血气分析指标无明显直线相关性(表4).

3  讨论

临床危重病治疗中经常设法改善血气指标, 改
善血氧饱和度, 提升血氧分压等. 但本研究的结

果却显示血气分析指标和小肠病理评分没有明

显的相关性, 不是氧分压越高, 器官损伤越小. 

ARDS network临床实验中保护性小潮气量通气

患者的血氧分压低于大潮气量组, 但预后却比

大潮气量组好, 所以有学者提出允许性低氧血

症的观点[4]. 血氧分压、血氧含量以及氧合指数

等是否能很好评估危重患者MODS的发生和发

展还有待探究.
胃肠黏膜pHi水平可以反应黏膜的血流灌

注情况.本研究结果也显示胃pHi在两种休克模

图  1  小肠病理组织光镜图片(HE×400). A: Ⅰ组; B: Ⅳ组; C: Ⅲ组; D: Ⅵ组.

A B

C D

图  2  小肠病理组织电镜图片(×8000). A: Ⅰ组; B: Ⅳ组; C: Ⅲ组; D: Ⅵ组.

A B

C D

■应用要点
本研究有利于全
面 认 识 小 肠 在
MODS的发生和
发展中的作用, 深
入研究不同休克
的病理特点, 为这
些高危人群应采
用怎样的通气策
略提出一个新的
思维. 
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型中都和小肠的病理评分负相关. 然而小肠病

理评分各组间存在差异, 胃pHi水平各组间差异

却不明显, 说明胃pHi虽然可以一定程度的反应

小肠的损伤情况, 但不是反应小肠损伤程度的

敏感指标, 可能对pHi的动态观察比单独的结果

意义更大. 两种休克所检测的血气指标都和胃

pHi没有明显的相关性, 提示不能用血气分析结

果来估计pHi的水平.
本研究结果显示, 大潮气量通气在两种休

克都表现为小肠病理损伤明显加重, 病理评分

和凋亡指数都明显高于中小潮气量组, 电镜下

观察到, 大潮气量组小肠上皮细胞纤毛损伤加

重. Gurkan和Imai的研究也显示损伤性机械通气

可能引起肺外器官的损伤[5-6]. 可能因为过大的

潮气量造成的肺内炎症因子的生成和释放入血, 
加重小肠的损害[7-8].

内毒素休克全身小血管开放, 有效血容量相

对不足, 失血性休克血容量绝对不足, 反应性血

流重新分布, 小肠的缺血缺氧程度可能相对较

重. 而本实验结果显示内毒素休克小肠病理评

分和AI都明显高于失血性休克, 可能是小肠对

于内毒素的损伤作用较敏感, 而对缺血缺氧的

损伤作用敏感性相对差, 可能和内毒素对小肠

上皮细胞间连接的损伤作用有关[9]. 电镜下也观

察到内毒素休克小肠上皮细胞间连接破坏相对

严重.
本实验在各组都应用相同剂量的肝素和肌

松剂, 各组休克血压、复苏血压、复苏液体等

血流动力学指标差异无统计学意义. 内毒素休

克多巴胺用量大于失血性休克, 反映出两种休

克的血流动力学特点, 有研究显示多巴胺应用

可以减轻小肠损伤[10], 也有研究显示多巴胺应用

可能对内脏代谢不利[11], 内毒素休克小肠损伤情

况可能也受多巴胺应用的影响, 多巴胺对小肠

的作用还有待研究.
Ⅰ组和Ⅱ组小肠病理评分和凋亡指数差异

都没有显著性. 但Ⅰ组多巴胺用量多于Ⅱ组, 间
接反映失血性休克应用4-6 mL/kg小潮气量通气

可能会造成循环的不稳定, 可能和小潮气量通气

造成的低氧血症和高碳酸血症对机体内环境的

影响有关[8]. 所以在失血性休克采用8-10 mL/kg
的潮气量通气比较合理.

Ⅳ组、Ⅴ组和Ⅵ组多巴胺用量无显著性差

异, 提示潮气量不同导致的机体内环境差异等

因素不是影响内毒素休克多巴胺用量的主要因

素. Ⅳ组和Ⅴ组小肠病理评分和凋亡指数差异

均无统计学意义, 可能是中小潮气量通气相比, 
中等潮气量通气下肺炎症介质释放较多, 而小

潮气量通气导致高碳酸血症或低氧血症使内脏

血流相对减少[8], 所以两种潮气量通气导致小肠

的损伤程度差异不显著. 但笔者对内毒素休克

肺损伤的研究显示4-6 mL/kg的潮气量通气, 肺
损伤相对较小[12], 所以在内毒素采用4-6 mL/kg
的潮气量通气比较适合.
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HCO3
-          0.241        0.257            0.293            0.165

指标

■同行评价
本文内容新颖, 结
论可靠, 具有一定
的科学性和可读
性. 
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知

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2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合

消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为肝病、内镜与胃癌)新技术新理论继续

教育学习班. 学习班招收对象; 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班

者授予国家级1类继续教育学分; 大会论文报告者另授继续教育学分6分. 

1    征稿内容

消化内镜技术及其中西医结合临床应用; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研

究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.

2    征稿要求

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传

送, 截稿日期: 2008-09-30.

3    联系方式

刘成海, 201203, 上海市浦东新区张衡路528号上海中医药大学附属曙光医院肝病所, 传真: 021-51324445或

51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com

10	 潘文东, 杨正文, 周明, 李木惠, 张道全. 小剂量多巴胺
对烫伤大鼠休克期肠黏膜的保护作用. 中华烧伤杂志
2002; 18: 213-215

11	 Jakob SM, Ruokonen E, Takala J . Effects of 
dopamine on systemic and regional blood flow and 
metabolism in septic and cardiac surgery patients. 
Shock 2002; 18: 8-13

12	 刘菲, 刘志. 不同潮气量机械通气对失血性及内毒
素休克复苏早期兔肺的影响. 中华结核和呼吸杂志 
2007; 30: 549-550
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Abstract
AIM: To detect the impact of andrographolide 
on the permeability of intestinal tract of cirrhosis 
rats by high performance liquid chromatography 
and to probe its clinical significance.

METHODS: The discharge rate of mannitol (M) 
and lactulose (L) in cirrhosis rats was detected 
by high performance liquid chromatography 
(HPLC) and compared with the standard 
curve.

RESULTS: The lactulose/mannitol (L/M) dis-
charge rate in cirrhosis rats was significantly 
higher than that in normal rats (0.036 ± 0.012 vs 
0.026 ± 0.009, P < 0.05) and significantly lower in 
the andrographolide and norfloxacin interven-
tion group than that in the control group (0.022 
± 0.010, 0.022 ± 0.007 vs 0.036 ± 0.012, P < 0.05).

CONCLUSION: The permeability of intestinal 
tract of cirrhosis rats is significantly higher than 
that of normal rats and significantly lower in 
the andrographitis and norfloxacin intervention 
group than that in the control group.

Key Words: Andrographolide; Cirrhosis; Intestinal 
permeability; High performance liquid chromatog-
raphy

Qin HM, Wu CM, Li HT, Song JX. Role of andro-
grapholide in the permeability of intestinal tract of 
cirrhosis rats and its clinical significance. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 839-843

摘要
目的: 检测穿心莲内酯对肝硬化大鼠肠道通
透性的影响, 并探讨其可能的临床意义.  

方法: 采用高效液相色谱法(high performance 
liquid chromatography, HPLC)检测研究对象
尿液标本中甘露醇(mann i to l, M)和乳果糖
(lactulose, L)排出率比值, 通过计算甘露醇和
乳果糖的排出率来评估肠道通透性. 

结果: 在上述色谱条件下, 肝硬化大鼠尿液标
本中乳果糖/甘露醇排出率较正常大鼠(0.036
±0.012 vs  0.026±0.009, P <0.05)显著增高. 
穿心莲及诺氟沙星干预组较对照组L/M显著
降低(0.022±0.010, 0.022±0.007 vs  0.036±
0.012, P <0.05).

结论: 肝硬化大鼠较正常大鼠肠道通透性显
著性增高. 肝硬化大鼠中, 穿心莲及诺氟沙
星干预组大鼠的肠道通透性较对照组显著 
降低.

关键词: 穿心莲内酯; 肝硬化; 肠道通透性; 高效液

相色谱法

®

■背景资料
自发性细菌性腹
膜炎(spontaneous 
bacterial periontis, 
SBP)是肝硬化患
者晚期常见的严
重并发症之一, 现
已明确SBP的发
生及发展与肝硬
化患者肠黏膜屏
障功能受损、肠
道通透性升高造
成肠道细菌/内毒
素易位等因素相
关, 而肠源性内毒
血症更会造成对
肝脏的“二次打
击”. 因此, 了解
肝硬化时肠道通
透性的变化情况
以及临床常用抗
感染药物在肠道
通透性变化中的
影响, 对于SBP的
防治具有重要意
义. 

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科; 潘
秀珍, 教授, 福建
省立医院消化研
究室
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0  引言

肝硬化患者晚期容易出现多种并发症 ,  其中 , 
自发性细菌性腹膜炎(spontaneous bacter ia l 
periontis, SBP)是一种常见的严重并发症. 目前

研究表明肠道细菌移位(bacterial translocation, 
BT)是SBP发生的重要原因之一, 而BT的发生与

肝硬化时肠道通透性(intestinal permeability, IP)
升高密切相关[1-2]. 

观察肠道通透性较为困难, 现多采用间接

方法即通过观察肠道大分子物质通透性的改变

间接证实肠道屏障功能的变化来实现[3]. 本研究

以甘露醇(mannitol, M)和乳果糖(lactulose, L)作
为探针, 采用高效液相色谱分析法(HPLC)测定

肝硬化大鼠尿中甘露醇和乳果糖排出率比值来

评估肠道通透性. 
穿心莲为爵床科植物Androgtajphis pan-

iculara(Bum. f. Nees), 其主要有效成分是穿心内

酯, 目前研究证实穿心莲具有一定的抗菌、抗

病毒、增强免疫等作用, 临床上广泛用于治疗

上呼吸道感染、细菌性菌痢等感染性疾病, 但
其在SBP治疗中的作用未见有报道[4-6]. 我们采用

穿心莲成药作用于实验性肝硬化大鼠, 观察穿

心莲对肝硬化大鼠肠道通透性的影响, 从而为

进一步了解穿心莲在肝硬化SBP及细菌移位中

的作用提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wi s t a r♂大鼠60只, 体质量

200-250 g(由同济医学院实验动物中心提供). 所
有大鼠自由进食水, 2 次/wk sc 40%-50%四氯

化碳油溶液(剂量: 0.3 mL/100 g体质量), 连续

12 wk. 仪器: 德国Schambeck SFD GmbH高压液

相色谱系统, System Gold V810(美国Beckman
公司), RI2000示差折光检测器, NH2色谱柱(4.6 
mm×250 mm×5 mm, Warters), 超声振荡仪, 分
析天平. 主要试剂: 乳果糖标准品和甘露醇标准

品(色谱纯, Sigma公司); 乳果糖分子探针(Solvay 
Pharmaceuticals B.V, 荷兰), 甘露醇分子探针(上
海源聚生物科技有限公司), 硫柳汞(北京欣经科

生物技术有限公司), 阴阳离子交换树脂(天津市

标准科技有限公司), 醋酸, 乙腈, 超纯水.

1.2 方法 
1.2.1 研究对象标本的收集: 造模成功后随机选

取肝硬化大鼠40只, 另取40只正常大鼠作为对

照. 将所有大鼠禁食8-10 h后, 取2 mL乳果糖/甘
露醇混合液(含乳果糖100 mg, 甘露醇50 mg)灌
胃. 收集其后8 h尿液, 记总量, 将尿样标本加防

腐剂硫柳汞(0.2 mg/mL)后混匀, 置于-20℃冰箱

保存待检.
1.2.2 标本检测前的处理: 将冻存的样品解冻, 摇
匀后取4 mL离心(10 000 r/min)10 min. 取上清加

入50 mL/L醋酸2-3滴, 加热煮沸3-5 min, 冷却后

再次离心(10 000 r/min)10 min. 取上清经阴阳离

子交换树脂去离子, 再以0.22 mm滤器过滤后, 用
超声振荡仪振荡20 min后上机待检. 
1 .2.3 肠道通透性的检测 :  (1)标准溶液的配

制 :  精密称取乳果糖标准品5  g、甘露醇标

准品2.5 g, 加流动相1 L制成标准品溶液. 梯
度溶液的配制 :  精密量取上述溶液1、2、
10、20、50、100、200 m L分别置1 L量瓶

中 ,  加流动相稀释至刻度 ,  摇匀作为标准溶

液. (2)色谱条件: 色谱柱: N H2柱(4.6 m m×

250 mm×5 mm, Waters); 高压泵: S9404SM不

锈钢微量泵SS 0.01-3.0; 柱温: 室温; 流动相:  
乙腈∶水(70∶30 V/V); 流速: 1.0 mL/min; 进样

量: 20 mL; RI2000示差折光检测器. (3)HPLC分
析: 取预处理后的尿样品0.2 mL从进样口注入至

HPLC仪, 由切换阀自动进样20 mL. 进样后开始

记录, 至待测峰全部出现, 基线平稳后停止记录. 
(4)标准曲线的绘制: 用System Gold V810配套软

件对色谱图进行积分处理, 得峰面积积分值. 以
峰面积积分值为纵座标, 进样浓度(mg/L)为横

座标, 建立甘露醇和乳果糖的标准曲线和回归

方程. (5)回收率和乳果糖/甘露醇排出率L(%)/
M(%)的计算: 用尿样品加标准品进行测定, 计算

甘露醇和乳果糖的回收率. 根据标准曲线和回

归方程计算样品中的甘露醇排出率和乳果糖排

出率, 得出乳果糖/甘露醇排出率L(%)/M(%).
统计学处理 用统计分析软件SPSS12.0进

行数据分析, 数据用mean±SD表示. 采用t检验,  
P <0.05有显著性统计学意义.

2  结果

在上述色谱条件下 ,  甘露醇和乳果糖标准品

溶液、尿液样品中各组分均能实现基线分离, 
峰形良好 .  不同浓度甘露醇的加样回收率在

92.7%-98%之间, 乳果糖的加样回收率在91.3%- 

■相关报道
目前, 在肝硬化并
发SBP的预防和
治疗中, 抗生素仍
然占据着主要地
位, 但是在临床应
用中, 抗生素又可
能引起细菌溶解
而导致内毒素的
释放, 引起病情恶
化 ,  而 且 对 于 晚
期肝硬化患者预
防性使用广谱抗
生素可能导致肠
道菌群失调和细
菌 耐 药 ,  在 临 床
应用上一直存在
争 议 .  穿 心 莲 作
为一种有抗感染
作用的中草药现
已广泛应用于临
床, 穿心莲的主要
有效部分为内酯
成 分 .  有 研 究 显
示 ,  其 抗 感 染 作
用可能是通过调
节部分细菌的密
度阈值感应系统
(Quorum Sensing 
System)QS系统而
达到抗感染作用
的.
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97.4%之间. 
2.1 甘露醇和乳果糖的标准曲线 结果表明甘露

醇和乳果糖分别在25-1000 mg/L和50-2000 mg/L, 
范围内与积分峰面积呈线性关系. 回归方程分

别为: y(m) = 4032.8x+6599.2, r (m) = 0.9992;  y(l) 
= 1905.5x+3499.1, r (l) = 0.9992. 其中y(m)为甘

露醇浓度, y(l)为乳果糖浓度, x为峰面积; r (m)和
r (l)分别为二者的相关系数.
2.2 峰形曲线 甘露醇和乳果糖的出峰时间分别

为6.721 min和9.242 min. 见图1-2. 
2.3 肝硬化大鼠和正常大鼠肠道通透性比较 结
果以甘露醇(M)和乳果糖(L)在尿中的排出率

及其比值表示. 数据显示肝硬化大鼠尿中乳果

糖排出率及L/M比值均比正常大鼠显著增高

(P <0.05, 表1). 肝硬化大鼠肝组织及肠道组织HE
染色见图3A-B. 
2.4 肝硬化大鼠各干预组肠道通透性的比较 结
果以甘露醇(M)和乳果糖(L)在尿中的排出率及

其比值表示. 数据显示穿心莲组和诺氟沙星组

大鼠尿中乳果糖排出率及L/M比值均比对照组

大鼠显著增高(P <0.05, 表2). 诺氟沙星组、穿心

莲组及混合组肠道组织切片见图3C-E. 

3  讨论

自发性细菌性腹膜炎(spontaneous bacter ia l 
periontis, SBP)是肝硬化患者晚期常见的严重并

发症之一, 现已明确SBP的发生及发展与肝硬化

患者肠黏膜屏障功能受损、肠道通透性升高造

成肠道细菌/内毒素易位等因素相关, 而肠源性

内毒血症更会造成对肝脏的“二次打击”[7-9]. 
因此, 了解肝硬化时肠道通透性的变化情况以

及临床常用抗感染药物在肠道通透性变化中的

影响, 对于SBP的防治具有重要意义. 
30年前Caridis et al [10]首次通过引入肠黏膜

通透性的概念指出, 肠黏膜上皮具有被某些物

质分子以非载体或通道介导的方式进行被动扩

散的特性[11]. 正常情况下, 肠道黏膜上皮组织紧

密连接完好, 可通过肠上皮细胞吸收小分子物

质(如甘露醇), 但当肠道黏膜机械屏障功能受损

时上皮细胞间紧密被破坏, 大分子物质(如乳果

糖)在旁路的吸收会增加, 从而显示肠道通透性

增高, 肠道通透性增高是肠道黏膜机械屏障功

能受损的间接反映指标[12]. 根据这一原理, 本研

究应用Liu et al [3]报道的方法, 即采用高压液相色

谱法+示差折光检测器(HPLC-RID)检测大鼠尿中

甘露醇/乳果糖排泄率的比值来反应肠道通透性. 
通过应用该方法, 我们发现前者显著高于后

者(P <0.05), 与国外报道一致[13-15]. 其机制可能是

由于硬化时门静脉压力升高, 肠道血流缓慢, 黏
膜下毛细血管和静脉扩张淤血, 使氧和营养物

质输送到黏膜的时间延长, 代谢产物不能及时

转运. 肠微循环障碍, 黏膜出现缺血性改变. 肠
黏膜血流量的改变致黏膜水肿、血管扩张、肌

肉纤维增生、肠绒毛/陷窝比下降以及肌性黏膜

增粗, 破坏了肠黏膜屏障的完整性, 导致肠道通

透性升高[16]. 
同时我们发现, 在肝硬化大鼠中, 穿心莲

组、诺氟沙星组均较生理盐水对照组L/M显著

降低(P <0.05). 数据显示: 穿心莲组的甘露醇排

出率变化不大, 而乳果糖尿中排出率下降, L/M
明显低于对照组中. 这表明穿心莲能增强肠上

表  1  8 h内甘露醇和乳果糖尿中排出率的比值(mean±SD)

     分组	             LAC(%)                MAN(%)            L(%)/M(%)

肝硬化大鼠   0.020±0.010a   0.614±0.190   0.036±0.012a

正常大鼠	   0.0129±0.007    0.502±0.143   0.026±0.009

aP<0.05.

图  1  标准品的峰形曲线.
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图  2  正常大鼠尿样峰形曲线.

■创新盘点
目前研究证实穿
心莲具有一定的
抗菌、抗病毒、

增强免疫等作用, 
临床上广泛用于
治疗上呼吸道感
染、细菌性菌痢
等感染性疾病, 但
其在SBP治疗中
的作用未见有报
道. 本文采用穿心
莲成药作用于实
验性肝硬化大鼠, 
观察穿心莲对肝
硬化大鼠肠道通
透性的影响. 
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皮细胞及细胞间紧密连接, 阻止肠道内大分子

物质(乳果糖)的通过, 吸收减少, 排出率下降. 提
示肝硬化大鼠中, 穿心莲及诺氟沙星干预组大

鼠的肠道通透性较生理盐水对照组显著降低, 
即穿心莲和诺氟沙星可以显著降低肝硬化大鼠

的肠道通透性. 
目前, 在肝硬化并发SBP的预防和治疗中, 

抗生素仍然占据着主要地位, 但是在临床应用

中, 抗生素又可能引起细菌溶解而导致内毒素

的释放, 引起病情恶化[17], 而且对于晚期肝硬化

患者预防性使用广谱抗生素可能导致肠道菌

群失调和细菌耐药, 在临床应用上一直存在争 
议[18]. 

穿心莲作为一种有抗感染作用的中草药现

已广泛应用于临床, 穿心莲的主要有效部分为

内酯成分[19], 即穿心莲甲、乙、丙、丁素等, 其

表  2  各组的肠黏膜通透性改变(mean±SD)

     
分组	                          n                     LAC(%)	            MAN(%)	                L/M

穿心莲组	                      11	    0.012±0.017a	      0.529±0.145	      0.022±0.010a

诺氟沙星组	      10	    0.012±0.022a	      0.530±0.128	      0.022±0.007a

诺氟沙星+穿心莲组	       9	    0.014±0.003	      0.502±0.143	      0.029±0.008

对照组	                      10	    0.020±0.010	      0.614±0.190	      0.036±0.012

aP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
本文为进一步了
解穿心莲在肝硬
化SBP及细菌移
位中的作用提供
理论依据.

图  3  各组肠道组织及肝脏组织HE染色. A: 肝硬化模型组肝脏切片(×400); B: 肝硬化模型组肠道切片; C: 诺氟沙星组肠道

切片; D: 穿心莲组肠道切片; E: 混合组肠道切片(B-E均为×800倍).
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体外实验证实穿心莲在体外并无直接杀菌作

用. 近年来研究显示, 穿心莲的抗感染作用可

能是通过调节部分细菌的密度阈值感应系统

(Quorum Sensing System)QS系统而达到抗感染

作用的[20]. 此外, 有实验证实穿心莲还能抑制急

性炎症早期的毛细血管通透性增高而起到抗组

织渗出的作用, 因而有明显抗炎作用, 其中大剂

量组抗炎作用甚至强于阿斯匹林, 其作用机制

尚不明确[13]. 
总之, 通过实验, 我们发现肝硬化大鼠较正

常大鼠的肠道通透性明显升高; 穿心莲可以显

著降低肝硬化大鼠的肠道通透性. 本实验中, 穿
心莲+诺氟沙星组肝硬化大鼠肠道通透性与对

照组相比, 无显著差异, 考虑可能与实验标本数

较少有关, 另外, 穿心莲在SBP治疗及降低肠道

通透性中对于剂量的依赖, 安全性等仍有待于

进一步研究. 
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Abstract
AIM: To evaluate the relationship between 
gastric lesions and cell proliferation and 
apoptosis activity.

METHODS: A total of 1523 subjects received an 
endoscopic examination and five biopsies were 
obtained from standard sites of the stomach. Ex-
pression of Ki-67 was assessed by immunohis-
tochemistry, and apoptotic cells were detected 

with the terminal deoxynucleotide transferase 
mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) 
method.

RESULTS: Among the subjects screened by en-
doscopic examination, 93.8% had chronic atro-
phic gastritis, intestinal metaplasia or dysplasia. 
The prevalence rates of gastric lesions varied 
in different sites of the stomach. In the greater 
curvature of the body, the proportion of normal 
mucosa or superficial gastritis was 84.56%, but 
dysplasia was only 0.07%. In the angulus, the 
proportion of normal mucosa or superficial gas-
tritis was reduced to 19.19%, while the propor-
tion of dysplasia reached 5.26%. Furthermore, 
gastric lesions were positively associated with 
cell proliferation activity, showing a tendency to 
increase Ki-67 labeling index according to the se-
verity of gastric lesions. However, no significant 
association was seen between gastric lesion and 
cell apoptosis (P = 0.159).

CONCLUSION: Advanced gastric lesions, such 
as intestinal metaplasia and dysplasia, tend to 
occur along the lesser curvature of stomach, 
where gastric cancer occurs. Imbalance in cell 
proliferation and apoptosis can be observed in 
advanced gastric lesions.

Key Words: Gastric cancer; Precancerous lesions; 
Cell proliferation; Apoptosis
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摘要
目的: ��山东省临朐县胃癌高发区人群中
胃黏膜病变与细胞增殖、凋亡的关系. 

方法: 通过对1523例受试者进行胃内窥镜检
查, 在胃内不同部位取胃黏膜活检进行病理学
诊断, 明确胃黏膜病变的分布. 采用免疫组化
方法检测Ki-67表达, 采用脱氧核糖核苷酸末
端转移酶介导的缺口末端标记法(TUNEL), 评

®

■背景资料
细胞增殖和凋亡
的异常在胃癌的
发病中起重要作
用. 山东省临朐县
是我国北方的胃
癌高发区, 在高发
区大样本人群中
对不同胃黏膜病
变细胞增殖和凋
亡状况进行��, 
对明确胃癌的发
生机制、指导胃
癌预防具有重要
意义.

■同行评议者
杜群 ,  副��员 , 
广州中医药大学
脾胃��所药理
室
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价不同病变细胞凋亡状况.

结果: 在受检人群中, 93.8%患有慢性萎缩性
胃炎、肠上皮化生或异型增生. 各种病变在胃
内分布不同, 在胃体大弯处, 正常或浅表性胃
炎占84.56%, 异型增生仅占0.07%, 而在胃角
处正常或浅表性胃炎为19.19%, 而异型增生
则为5.26%. ��还发现, 细胞增殖与病变程
度相对应, 随着病变的加重, 增殖趋于活跃, 不
同病变之间存在明显差异, 但细胞凋亡程度未
见明显差异(P  = 0.159).

结论: 在大样本人群��中, 明确了肠上皮化
生、异型增生等癌前病变与胃癌发生部位的
一致关系及细胞增殖和凋亡的失调.

关键词: 胃癌; 癌前病变; 细胞增殖; 凋亡

潘凯枫, 张阳, 张联, 马峻岭, 冯国双, 周彤, 李吉友, 游伟程. 胃

癌高发区人群胃黏膜病变与细胞增殖、凋亡的关系.  世界华人

消化杂志  2008; 16(8): 844-849
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0  引言

胃癌在中国及世界范围内居各类恶性肿瘤死因

的第二位[1-3]. 我国每年大约有36-40万人死于胃

癌[4]. 胃癌的发生是多因素参与的多阶段病理变

化过程, 是多基因改变累积的结果, 最终引起上

皮细胞的增殖失控或凋亡受阻而导致胃癌的发

生[5-6]. 
细胞增殖和凋亡的异常在胃癌的发病中起

重要作用, 已有大量相关研究的报道[7-8]. 然而, 
由于胃癌的异质性和生物学行为的复杂性, 从
胃癌细胞系或动物模型获得的研究结果难以准

确反映胃黏膜长期演变过程中细胞增殖和凋

亡的异常演变. 因此, 对不同胃黏膜病变阶段细

胞增殖和凋亡状况进行研究, 对理解胃癌的发

生、发展机制具有重要意义. 
目前已有幽门螺杆菌感染与细胞增殖和

凋亡关系的研究报道[9-11], 但尚缺乏从浅表性胃

炎、慢性萎缩性胃炎到异型增生阶段胃黏膜演

变过程的系统研究. 山东省临朐县是我国北方

的胃癌高发区之一, 1980年胃癌标化死亡率为

38/10万, 其中男性为70/10万, 胃癌组织学类型

以肠型为主[12]. 自1983年起我们在临朐县建立了

胃癌高发现场, 在高危人群中开展了一系列胃

癌及癌前病变的病理流行特征、癌前病变的渐

变过程及环境因素、遗传因素的研究, 并针对

病因学开展了干预试验[13-20]. 在此基础上, 本研

究对不同胃黏膜病变的分布及与细胞增殖、凋

亡的关系进行研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002年, 我们在山东省临朐县胃癌高发

区采用整群随机抽样的方法在5个乡镇中随机选

择12个自然村, 以35-64岁(2002-01的实足年龄)
居民为研究对象. 在12个村中, 除精神异常、怀

孕、病重、长期外出人口外, 共登记3167人, 其
中2850人参加了体检和静脉抽血, 占登记人口的

90.0%. 经过体检, 适合接受胃内窥镜检查者为

2734人, 完成胃内窥镜检查者2638人, 受检率为

96.5%. 在受检者中有2579例(97.8%)完成胃黏膜

病理学诊断. 在进行胃内窥镜检查的同时收集详

细的人口学资料、吸烟及饮酒资料. 
在上述人群中随机选择1523例具有不同胃

黏膜病变的受试者为本次研究对象. 其中, 有吸

烟资料的为1472例, 有饮酒资料的为1469例. 
本研究经过北京大学临床肿瘤学院伦理道

德委员会审查通过, 所有受试者均签署了知情同

意书. 
1.2 方法 
1.2.1 胃内窥镜检查及病理学诊断: 受检者在

常规体检后, 空腹进行胃内窥镜检查. 检查前

用1%地卡因进行喉部局部麻醉, 然后由1-2名
主治医师以上的消化科医师及2名助手用日产

Olympus-Q20胃内窥镜对食道及全胃进行检查. 
在胃内窥镜直视下, 观察并描述胃黏膜状况, 并
根据Sydney分类系统[21]推荐的五个标准部位取

胃黏膜活检. 在胃内窥镜检查后的d 2, 由专门的

医师对受检者进行回访. 
在胃镜检查时对胃窦大弯、胃窦小弯、胃

角、胃体大弯和胃体小弯5处标准部位分别取

胃黏膜活检组织, 并进行病理学诊断. 胃黏膜活

检组织经40 g/L福尔马林固定、石蜡包埋、切

片、HE. 染色, 由3名副主任医师以上病理医生

按照Sydney[21]和Padova国际分类[22]标准对每个

活检组织分别进行诊断. 在全部完成5个部位病

理诊断后, 受检者以取材部位中最严重病变为

最高病理诊断. 胃黏膜病变由轻至重依次诊断

为: 浅表性胃炎(superficial gastritis, SG)、慢性

萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)、肠

上皮化生(intestinal metaplasia, IM)、不确定性

异型增生(indefinite dysplasia, Ind DYS)和异型

增生(dysplasia, DYS). 在本研究人群中, 由于诊

断为正常胃黏膜的受试者很少, 因此, 在分析中

■研发前沿
目前关于胃癌发
生过程中细胞增
殖和凋亡状况的
��主要来自于
胃癌细胞系或动
物模型, 尚未见在
大样本人群中的
��报道.
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将正常胃黏膜与SG合并(SG/N)进行分析.
1.2.2 细胞增殖水平(Ki-67)的免疫组化检测: 将
石蜡切片经过二甲苯脱蜡, 梯度酒精(100%→

95%→90%→85%→80%)水化后, 加入30 mL/L  
H2O2封闭内源性过氧化物酶, 室温10 min. PBS
洗5 min×3次. 切片放入0.01 mol/L枸橼酸钠抗

原修复液中, 450 W微波加热, 92-95℃ 5 min×2
次, 室温冷却. 滴加50 g/L脱脂牛奶封闭, 37℃水

浴30 min. 倾去多余牛奶, 滴加一抗(Ki-67 mAb, 
1∶100稀释, 北京中杉金桥公司), 4℃冰箱过夜. 
PBS洗5 min×3次. 滴加通用二抗IgG(PV-9000 
Immuno-Bridge, 美国GBI公司), 37℃水浴30 min, 
PBS洗5 min×3次. 用新鲜配制的二氨基联苯氨

(DAB)显色液进行显色, 封片, 用光学显微镜进

行观察. 
细胞核被染成棕黄色或深棕黄色为阳性细

胞, 以3-5个高倍视野(×40倍)内计数500个上皮

细胞, 以平均100个细胞中阳性细胞的个数为

Ki-67标记指数(Ki-67 labeling index). 
1.2.3 组织标本凋亡细胞的原位检测: 本实验采

用原位凋亡检测试剂盒(TACS. XLTM-Basic, 
R&D Systems, Inc.)对凋亡细胞进行原位检测. 
该试剂盒是根据脱氧核糖核苷酸末端转移酶介

导的缺口末端标记法(terminal-deoxynucleotidyl 
transferase mediated nick and labeling, TUNEL)原
理进行检测. 主要步骤为首先制备4 μm的石蜡

包埋的组织切片, 进行脱蜡、再水化, 加入蛋白

酶K溶液(试剂盒提供), 37℃消化30 min, 将切片

置于1×TdT标记溶液中5 min, 加50 μL标记反应

混合液, 置37℃湿盒中孵育1 h, 终止反应后, 加
入50 μL稀释的抗体溶液, 37℃孵育1 h, 再加入

Streptavidin-HRP溶液, 室温孵育20 min. 用DAB
试剂盒(北京中杉金桥公司)进行显色, 再用甲基

绿复染, 封片, 用光学显微镜进行观察. 
每次实验均设立一个阳性对照和阴性对照, 

以监测实验过程中标记、染色和复染过程. 该
公司提供的阳性对照片为细胞涂片, 但考虑到

细胞涂片与我们要检测的组织切片在细胞通透

性等方面有一定的差距, 因此采用与检测的组

织切片具有相同来源的切片, 用蛋白酶K消化

后, 用DNase I处理作为阳性对照, 切片不加TdT
酶做为阴性对照. 凋亡细胞以细胞核被染成棕

黄色或深棕黄色为阳性. 由于胃镜取材较小, 并
且凋亡细胞数较少, 因此在病变部位胃黏膜上

皮细胞内出现的凋亡细胞全部计数(一般为5-7
个高倍视野).  

统计学处理 将胃黏膜病变按病理诊断轻

重依次赋值为1-5(1 = SG/N, 2 = CAG, 3 = IM, 4 
= Ind DYS, 5 = DYS), 为有序分类变量. 胃内5
个部位(1 = 胃体小弯, 2 = 胃体大弯, 3 = 胃角, 4 
= 胃窦小弯, 5 = 胃窦大弯)为无序分类变量. 对
研究对象的基本资料采用一般的统计学描述分

析, 无序分类变量采用卡方检验进行分析, 多个

有序分类变量采用Ridit(relative to an identified 
distribution)分析. 

年龄、性别、吸烟及饮酒状况与不同癌前

病变的关系及不同癌前病变与细胞凋亡程度之

间的关系采用Ridit分析, 不同癌前病变与细胞

增殖程度之间的关系采用Kruskal-Wallis非参数

检验方法进行分析. Ridit分析用Excel实现, 其他

分析均以SAS 8.2(SAS Institute, Cary, NC, USA)
统计软件实现, P值取双侧, 以0.05为临界值.

2  结果

在1523例受试者中, 有最高诊断的为1475例, 男
780例, 占52.9%, 平均年龄51.0±6.5岁; 女695例, 
占47.1%, 平均年龄50.5±6.3岁, 受试者不同胃

黏膜病变的年龄、性别、吸烟及饮酒状况分布

见表1. 
从表1可以看出 ,  各种癌前病变在不同性

别间存在明显差异(P  = 0.03), 而年龄、吸烟及

饮酒状况在不同病变中的分布均无明显差别

(P >0.05). 
2.1 胃黏膜病变在胃内不同解剖部位的分布 
在1475例有最高诊断的受试者中 ,  S G/N 92
例(6.2%)、C A G 331例(22.4%)、I M 391例
(26.5%)、Ind DYS 522例(35.4%)、DYS 139例
(9.4%). 

因每位受试者均在胃内五个标准部位取

胃黏膜活检, 理论上1523例受试者应有标本数

7615个, 但实际操作中由于取材未达黏膜肌层

或其他原因, 实际分析标本数为7504个, 其中诊

断为SG/N 3076(41.0%)、CAG 1909(25.4%)、
IM 1196(16.0%)、Ind DYS 1143(15.2%)、DYS 
180(2.4%). 
    我们对各种癌前病变在胃内发生部位进行了

比较(表2), 结果显示: 胃体大弯主要以SG/N为

主, 占84.56%, 随着病变的加重, 检出比例逐渐

下降. 相反, 发生在胃角和胃窦小弯的SG/N比例

明显低于胃体大弯, 而随着病变的加重, 重度病

变的检出比例明显高于胃体大弯, 说明重度病

变多集中在胃角和胃窦小弯处. 

■创新盘点
本文对胃癌高危
人群胃内不同部
位7000多例胃黏
膜组织标本进行
分析, 在国内外尚
属首次. 结果表明
在癌前病变阶段
已经存在细胞增
殖和凋亡失衡, 并
且可能随着病变
的加重, 失衡状态
越明显. 
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经R i d i t分析显示 ,  癌前病变的严重程

度在胃黏膜的不同部位之间存在明显差异

(P <0.0001). 胃内不同部位的平均Ridit值分别为: 
胃体大弯0.27、胃体小弯0.48、胃窦大弯0.51、
胃窦小弯0.62、胃角0.63, 表明胃体大弯的病变

最轻, 其次为胃体小弯和胃窦大弯, 而胃角和胃

窦小弯的病变程度最重. 
2.2 不同胃黏膜病变细胞增殖水平的比较 为了

比较不同胃黏膜病变细胞增殖水平, 我们对五

个部位胃黏膜组织标本的Ki-67标记指数进行了

分析. 共有7300例组织标本完成了Ki-67免疫组

化检测, 结果显示: Ki-67标记指数的均值和中

位数均有随着病变的加重而逐渐增加趋势(图
1), SG/N均值为0.102±0.085(中位数: 0.078)、
CAG均值为0.136±0.091(中位数: 0.122)、IM均

值为0.157±0.102(中位数: 0.138)、Ind DYS均
值为0.181±0.111(中位数: 0.166)、DYS均值为

0.189±0.117(中位数: 0.152), 经趋势检验有显著

性差异(P <0.0001). 对胃内不同部位Ki-67标记指

数进行比较, 结果发现, 胃体大弯处Ki-67标记指

数的均值最低, 为0.095±0.079(中位数: 0.070), 
其次为胃体小弯 ,  均值为0.128±0.101(中位

数: 0.100), 胃窦大弯和胃窦小弯的均值分别为

0.145±0.097(中位数: 0.126)和0.149±0.101(中
位数: 0.130), 而胃角处的均值最高, 为0.152±
0.105(中位数: 0.130), 经趋势检验有显著性差异

(P <0.0001). 
2.3 不同胃黏膜病变细胞凋亡水平的比较 共有

7401例胃黏膜组织标本进行了凋亡细胞的原位

检测. 将细胞凋亡水平划分为四个数量级, 分别

为: 凋亡细胞数为0, 小于等于2, 3-10及大于10小于等于2, 3-10及大于102, 3-10及大于10
个. 通过对不同胃黏膜病变细胞凋亡水平进行

比较(表3), 不同病变之间和解剖部位之间细胞

凋亡水平没有明显差异(P  = 0.159, P  = 0.397). 

3  讨论

本研究对一组胃癌高危人群胃内不同部位7000
多例胃黏膜组织标本进行分析, 采用分子流行

病学、病理学等多学科合作方式, 对不同胃黏

膜病变的分布及不同病变细胞增殖、凋亡状况

进行了系统研究, 在国内外尚属首次. 
 1988年Correa提出了肠型胃癌的发病假 

说[23], 即在慢性胃炎病变基础上, 组织发生了肠

上皮化生和异型增生的多阶段变化过程, 最终

导致胃癌. 我们在临朐县开展的前瞻性研究发

现, 患有重度肠上皮化生和中重度异型增生的

人群发展为胃癌的危险性分别增加20及100余
倍[12], 这种高强度关联充分证明胃癌的发生经

历了多阶段的癌前病变过程. 
由浅表性胃炎到异型增生的一系列病变在

胃内不同部位存在明显差异. 我们前期对临朐

县胃癌及癌前病变进行分析发现, 70%的胃癌发

表  2  各种胃黏膜病变在胃内不同部位的检出率(%)

     
胃内部位	    SG/N     CAG       IM     Ind DYS   DYS  合计(n )

胃体小弯	   47.43    18.34    19.00     13.32     1.91    1516

胃体大弯	   84.56      9.48      3.25     2.65       0.07    1509

胃角	   19.19    31.58    19.85     24.12     5.26    1501

胃窦小弯	   19.11    31.56    22.81     23.01     3.50    1486

胃窦大弯	   34.12    36.53    14.88     13.20     1.27    1492

■应用要点
本��结果为明
确胃癌发生机制
提供了重要依据.

表  3  各种胃黏膜病变细胞凋亡水平的比较

     
凋亡

	                           胃黏膜病变(%)

	 SG/N       CAG        IM       Ind DYS   DYS   合计(n )

0	 43.18    22.33    17.14    15.03    2.32    4044

≤2	 40.84    27.23    14.53    14.96    2.44    1638

3-10	 37.36    28.55    15.45    16.20    2.43    1191

>10	 31.06    37.50    12.31    16.29    2.84	 528

表  1  不同胃黏膜病变的性别、吸烟及饮酒状况比较

     
	      SG/N    CAG       IM      Ind DYS   DYS      合计

年龄(岁)     

    <45	         9        67        73      119        14       282

    ≥45	       83      264      318      403      125     1193

性别          

    男	       71      190      176      259        84       780

    女	       21      141      215      263        55       695

吸烟状况    

    吸烟	       49      125      113      181        66       534

    不吸烟	      43      204      278      341        72       938

饮酒状况    

    饮酒           46      137      125      191        68       567

    不饮酒	      46      192      265      329        70       902

图  1  不同胃黏膜病变Ki-67标记指数中位数的比较.
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生在胃窦或胃角, 肠上皮化生和异型增生呈灶

状分布但也多集中在胃窦或胃角[12,24]. 进一步对

应分析表明, 胃癌发生部位与肠上皮化生和异

型增生高度对应. 本次研究也发现, 在胃癌高发

区人群中, 90%以上的人患有慢性萎缩性胃炎、

肠上皮化生和异型增生, 并且重度病变多集中

在胃角和胃窦小弯. 这一结果再一次证明胃癌

与癌前病变密切相关, 是多阶段演变过程导致

的最终结果. 
在正常情况下, 细胞增殖和凋亡处于平衡, 

胃黏膜上皮才能维持生理功能, 在慢性炎症时, 
在炎症因子或其他因素的持续作用下, 细胞生

长调控系统发生紊乱, 导致细胞过度增殖, 凋亡

受阻, 平衡失调[8,10], 最终导致胃癌的发生. 
在明确胃黏膜病理形态学变化的同时, 对不

同病变细胞增殖和凋亡进行比较, 发现随着胃

黏膜病变的加重, 细胞增殖水平逐渐增高, 不同

病变之间差异明显, 两者存在明显的相关性. 另
外, 研究还发现, 细胞增殖状况在胃内并非随机

分布, Ki-67标记指数在浅表性胃炎分布较为集

中的胃体大弯处最低, 而以肠上皮化生和异型

增生较为集中的胃角和胃窦小弯处最高, 再一

次证明两者高度相关, 既随着病变的加重, 细胞

增殖水平逐渐增加. 
与细胞增殖一样, 细胞凋亡对维持胃黏膜

正常机能发挥同等重要作用. 在对7000余例组

织标本研究发现, 随着病变加重, 细胞增殖趋于

活跃, 但细胞凋亡程度并未相应增加, 因而造成

细胞增殖和凋亡失衡, 增加发生癌变的危险. 韩
国Lee et al [25]研究发现, 在幽门螺杆菌感染组, 细
胞增殖和凋亡水平均明显增加, 并且随着病变

的加重, 从慢性萎缩性胃炎到肠上皮化生细胞

凋亡指数和增殖指数的比值逐渐降低. 一些研

究也表明, 幽门螺杆菌感染能促进胃黏膜上皮

细胞的增殖和凋亡, 并且, 不同幽门螺杆菌菌株

之间存在明显差异[9,10,26]. 另外, 研究还发现, 不
同病变之间细胞增殖、凋亡相关基因如p53、
Bax、Bcl-2的表达也存在差异[27-30]. 然而, 在不

同胃黏膜病变阶段包括从浅表性胃炎到异型增

生这一系列病变过程中细胞增殖和凋亡状况如

何, 尚未见报道. 我们的结果表明, 在癌前病变

阶段, 随着病变的加重, 细胞增殖的速度明显增

加, 但细胞凋亡程度却未见差异, 说明在癌前病

变阶段已经存在细胞增殖和凋亡失衡, 并且可

能随着病变的加重, 这种失衡状态越明显. 
本研究尚存在一些不足之处. 首先, 我们只

分析了不同胃黏膜病变的细胞增殖和凋亡状况, 
对细胞增殖、凋亡相关基因的表达状况尚未深

入研究. 其次, 未对幽门螺杆菌感染与细胞增殖

和凋亡的关系进行分析.  
总之, 本研究通过在胃癌高发区大样本的人

群流行病学研究, 再次明确了不同胃黏膜病变

的分布规律, 并发现随着胃黏膜病变的加重, 细
胞增殖水平逐渐加快, 但细胞凋亡程度在不同

病变之间未见差异, 从而导致癌前病变的进展, 
增加胃癌发生的风险.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Survivin 
and Livin of apoptosis inhibitors in gastric 
cancer cells.

METHODS: Immunohistochemical staining (S-P 
method) for Survivin and Livin was performed 
in 70 gastric cancer tissue samples and 48 adja-
cent tissue samples and BGC-823 cell, and its re-
lationship with clinical pathological features and 
prognosis was analyzed.

RESULTS: Survivin and Livin were detected 
both in cytoplasm and in nuclei of gastric can-
cer cells. The expression of Survivin and Livin 
was higher in gastric cancer tissue samples than 
in adjacent tissue samples (32.86% vs 2.08%, 

44.29% vs 4.17%, P < 0.01). Their expression in 
cytoplasm was significantly related with the 
differentiation degree (P = 0.007, P = 0.018) and 
histological type (P = 0.005, P = 0.049) of gastric 
cancer. The expression of Survivin in cytoplasm 
was significantly related with distant metastasis 
of gastric cancer. The expression of Survivin in 
nuclei was correlated with the growth pattern 
and distant metastasis of gastric cancer. The 5 
years survival rate of gastric cancer patients hav-
ing a high Survivin expression was lower than 
that of those having a low Survivin expression 
(40% vs 66%, P = 0.04).

CONCLUSION: Survivin and Livin are over-
expressed in gastric cancer cells. A high Survivin 
expression in nuclei can serve as an important 
parameter of prognosis of gastric carcinoma pa-
tients.

Key Words: Gastric neoplasma; Survivin; Livin; 
BGC-823 cell; Immunohistochemistry

Cheng P, Qin R, Zhang H, Wu JF, Wang DB. Expression 
of Survivin and Livin in gastric cancer and its clinical 
significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 
850-855

摘要
目的: 探讨凋亡抑制因子Survivin和Livin在胃
癌中的表达和临床病理因素及预后的关系. 

方法:  采用免疫组化S P法检测胃癌组织70
例、癌旁组织48例及人胃癌细胞株BGC-823
中Survivin及Livin的表达, 分析Survivin和
Liv in的表达与临床病理因素及预后之间的
关系.

结果: Survivin和Livin在胃癌组织的高表达率
显著高于癌旁组织(32.86% vs  2.08%, 44.29% 
vs  4.17%, P <0.01); 胞质Survivin和Livin高表
达与胃癌的分化程度(P  = 0.007, P  = 0.018)及
组织学类型有关(P  = 0.005, P  = 0.049), 胞质
Survivin还与胃癌转移有关; 胞核Survivin高表
达与胃癌的生长方式及远处转移有关, 其5年
生存率明显低于Survivin核阴性和低表达组 
(40% vs  66%, P  = 0.04).

®

■背景资料
Survivin和Livin是
IAP家族中的两名
新成员, 在肿瘤组
织异常高表达并
与肿瘤的浸润、

转移甚至预后密
切相关. 但二者在
胃癌中的亚细胞
表达与其病理病
因和预后关系的
相关报道尚未见. 

■同行评议者
熊斌, 教授, 武汉
大学中南医院肿
瘤科
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结论: Survivin、Livin可作为判断胃癌恶性程
度和预后的标志.

关键词: 胃肿瘤; Survivin; Livin; BGC-823细胞; 免

疫组织化学 
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0  引言

凋亡是一种程序性细胞死亡, 广泛参与细胞的

各种生理、病理过程, 不仅对细胞发生、分化

和维持机体稳态都有很重要的作用, 而且还可

以通过清除变异的细胞和改变基因表达阻止

细胞发生转化. 因此, 如果凋亡被抑制, 基因发

生突变的细胞就会得以继续生存, 从而通过突

变导致肿瘤的发生和发展. IAPs(inhibitors of 
apoptosis proteins)是一组以抑制caspase为主要

作用机制的凋亡调控因子. 其中Survivin和Livin
是I A P s家族中最具有表达特异性的两种凋亡

抑制蛋白, 在人类多种肿瘤组织中异常表达[1]. 
Lopes et al研究表明Survivin、Livin在肿瘤组织

中高表达与肿瘤的发生发展、转移甚至预后相

关[2-5]. Ponnelle et al认为Survivin和Livin的生物

学功能与其亚细胞定位密切相关, 但在胃癌中

的亚细胞表达情况与其生物学功能的关系尚未

见相关报道[6-8]. 本研究旨在观察凋亡抑制蛋白

Survivin及Livin在胃癌组织中的表达和亚细胞

定位与病理病因及预后的关系并探讨其在人胃

癌细胞株BGC-823中的表达情况.

1  材料和方法

1.1 材料 收集安徽医科大学第一附属医院病

理科2000-01/2006-12间胃癌手术切除标本70
例, 术前均无放化疗. 男性52例, 女性18例; 年龄

35-87(中位年龄61)岁; 70例均有完整随访资料, 
随访时间1-82 mo, 中位随访时间16 mo. 按WHO
胃癌组织学分类及分级标准归类(表1). 以48例癌

旁胃黏膜组织为对照. 人胃癌细胞株BGC-823(蚌
埠医学院病理教研室于东红教授惠赠, 源自中国

科学院上海细胞生物学研究所)培养于含100 mL/
L胎牛血清的DMEM培养液中, 置37℃、50 mL/L 
CO2的培养箱, 取对数生长期细胞用于实验. 兔
抗人Survivin多克隆抗体购于Labvision生物公司

(Rb-6), 兔抗人Livin多克隆抗体购于武汉博士德

生物公司(BA1743); 免疫组化SP试剂盒均购自福

州迈欣生物技术公司, DAB显色试剂盒购于北京

金桥生物技术公司, DMEM购自Gibco公司.
1.2 方法 免疫组化染色: 所有组织标本经40 g/L甲
醛固定, 常规石蜡包埋, 4 µm厚切片, 0.01 mol/L
柠檬酸盐缓冲液抗原修复, SP免疫组化染色. 所
用抗Survivin抗体浓度为1∶100, 抗Livin抗体

浓度为1∶50. 染色步骤按说明书进行, DAB显
色, 苏木素复染, 透明封固. 以已知的阳性切片

作阳性对照(阳性对照: Survivin以人胃腺癌上

皮, Livin以人乳腺癌上皮), 以PBS代替一抗作

阴性对照. 取对数生长期的BGC-823细胞接种

于6孔板中(含多聚赖氨酸处理过的盖玻片), 置
37℃、50 mL/L CO2的培养箱中培养过夜, 950 
mL/L乙醇固定30 min, SP免疫组化染色, 方法同

上. Survivin及Livin阳性结果判定标准[9]: 以胞核

和(或)胞质出现黄色或黄棕色染色为阳性细胞. 
随机观察10个高倍镜(400×)视野, 阳性表达细

胞数<5%为0分, 5%-24%为1分, 25%-49%为2分, 
>50%为3分, 0分为表达阴性, 1分为表达弱阳性, 
2-3分为表达强阳性.

统计学处理 应用SSPS10.0软件进行统计学

分析. 根据资料性质使用χ2检验、Spearman检
验、Wilcoxon秩和检验和Kruskal-Wallis法. 采用

Kaplan-Meier法分析生存率并经Log rank检验.

2  结果

2.1 免疫组化染色结果 Survivin、Livin阳性染

色主要位于胃癌细胞的细胞质和(或)细胞核 . 
Survivin高表达率为32.86%(23/70), 胞质、胞核

Survivin高表达率均为28.57%(20/70), 癌旁组织

Survivin高表达率为2.08%(1/48). Livin高表达率

为44.29%(31/70), 胞质、胞核Livin高表达率分

别为42.86%(30/70), 40%(28/70), 癌旁Livin高表

达率为4.17%(2/48). 胃癌组织Survivin及Livin高
表达率显著高于癌旁组织(P <0.01, 图1).
2.2 胃癌不同分化程度及不同组织学类型中Sur-
vivin和Livin的表达 胞质Survivin, Livin表达在

高、中、低分化腺癌间差异有显著性(P <0.05); 
胞质Survivin表达在乳头状腺癌与差分化腺癌之

间差异有显著性(P <0.01). 胞质Livin表达在差分

化腺癌及黏液腺癌与乳头状腺癌之间差异有显

著性(P <0.05, 表1); 胞核Survivin、Livin表达与

胃癌的分化程度及组织学类型均无明显相关性.
2.3 Surv iv in、Liv in的表达与胃癌临床病理

因素间的关系 浸润型胃癌胞核Surv iv in阳性

■创新盘点
本文首次在胃癌
组织和细胞中系
统��并阐述了
Survivin和Livin的
亚细胞表达与临
床病理病因和预
后的关系及意义.
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表达率为58.33%(7/12),  溃疡型胃癌阳性表

达率为22.41%(13/58), 两者之间有明显差异

(P <0.05); 有远处转移组胞质(或核)Survivin阳性

表达率为47.83%(11/23), 无远处转移组表达率

19.15%(9/47), 胞质(或核)Survivin表达与胃癌远

处转移呈正相关, 有明显的差异(P <0.05). Livin
表达与胃癌的分级、分类有关, 与其余各临床

病理因素间均无明显相关性.
2.4 Survivin表达与5年生存率的关系 70例患者, 
29例死亡, 其中20例发生远处转移, 6例局部复

发, 3例远处转移伴局部复发, 总5年生存率为

58.6%(41/70). 胞核Survivin高表达组患者5年生

存率为40%(8/20), 阴性表达组为66%(33/50), 两
组间差异有统计学意义(P <0.05, 图2).
2.5 对影响胃癌预后的多因素分析 Survivin、
Livin表达经两两比较发现均无相关性. COX回

归分析表明仅临床分期TNM对预后有独立的影

响(回归系数 = 20.86, P  = 0.00). 

3  讨论

细胞的过度增殖和/或细胞凋亡受到抑制在肿瘤

的发生与演进过程中发挥了重要的作用. IAPs
是一组caspase抑制蛋白, 在人类中包括8个成

员: c-IAPl, c-lAP2, NAIP, XIAP, Ts-IAP, Apollon, 
Survivin, Livin, 通过BIR结构域与caspase结合并

抑制caspase活性, 发挥抗细胞凋亡的作用[1]. 其
中Survivin和Livin是IAP家族中新发现的两种

蛋白, 两者都可以直接或间接抑制caspase凋亡

信号转导过程中的起始分子caspase-9的活化、

活性以及效应分子caspase-3/-7的活性而阻断

凋亡的发生过程[10-11]. 另外, Survivin在有丝分

裂期与纺锤体上的微管蛋白作用而调节细胞分

裂, 在G2/M期高表达, 而在G1和S期迅速降解[12]. 
Survivin和Livin的表达具有特异性, 在绝大多

数分化成熟的组织(除胎盘等)不表达或低表达, 
而在胚胎组织以及大多数实体瘤组织中高表 
达[13-14].

本研究发现Survivin在胃癌的细胞质或(和)
细胞核高表达, 表达率均为28.57%; 癌旁胃黏膜

组织可见少量表达, 明显低于胃癌组织的表达

(P <0.01). 这与Lee et al [15], Chiou et al [16]的报道的

相一致. Livin主要表达在胃癌的细胞质或(和)细
胞核, 高表达率分别为42.86%和40%, 癌旁胃黏

膜组织也可见少量表达, 但明显低于胃癌组织

的表达(P <0.01). 此外, 细胞免疫组化亦已证实

Survivin和Livin在人BGC-823胃癌细胞株中细

胞核和细胞质均表达.   
Survivin的亚细胞表达与预后关系, 相关文

献报道还存在着一定的争议. Kleinber et al认为

在卵巢癌[7]、骨肉瘤[17]、乳腺癌[18]、膀胱癌[19], 
胞核Survivin的表达与预后成良性相关; 而在食

道鳞状上皮癌[20]、肺非小细胞癌[21]、套细胞淋

巴瘤[22]中, 胞核Survivin的表达与预后成恶性相

关. 此外, Ponnelle et al [23]发现在结肠癌组织中, 
胞核Survivin的表达与患者3年生存率无相关性, 
胞质Survivin表达组患者的3年生存率明显高于

阴性组, 两者呈正相关. 这可能是由于组织标

本的来源和抗体不同或者Survivin亚细胞判定

标准的不一致所致. 本研究发现胞核Survivin高
表达组患者的5年生存率明显低于阴性组, 胞质

Survivin表达与预后无明显的相关关系.       
Engels et al [24]认为Survivin的生物学功能

表  1  胃癌不同分化程度及不同组织学类型中细胞质Survivin和Livin的表达

     
分组                           n

                               Survivin                                
P 值

                                       Livin                                  
P 值

                                               -           +           ++    高表达率(%)                             -           +          ++      高表达率(%)

胃癌

    Ⅰ级	              17         1          9           7         41.18           0.007	       4          2         11          64.71           0.018

    Ⅱ级	              15         4          5           6         40		        1          7           7          46.67	

    Ⅲ级	              38       15        16           7         18.42		      15        11         12          31.58	

组织学类型

    乳头状腺癌       13         1          5           7         53.85a          0.005	       2          2           9          69.23a          0.049          

    管状腺癌          19         4          9           6          31.58	 　	       3          7           9          47.37	 　

    差分化腺癌      34	       13        16           5          14.71	                     12        10         12          35.29c          0.013

    黏液细胞癌/       4	         2          0           2          50		        3          1           0            0

    黏液腺癌	

aP<0.05 vs  差分化癌; cP<0.05 vs  黏液癌.

■应用要点
本��有助于肿
瘤发病机制的阐
明, 并为肿瘤的诊
治提供更充分的
理论依据.
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与其亚细胞定位密切相关 ,  位于细胞核内的

Survivin通过调节有丝分裂避免正常细胞的转

化, 抑制肿瘤的发生发展; 胞质中的Survivin具
有对抗化疗和(或)放疗的诱导凋亡行为, 从而抑

制细胞凋亡, Falleni et al [25]还发现胞质Survivin
的表达可促进肿瘤的分化. 本研究中证实胞质

Survivin的表达随胃癌的分级升高而增强, 肿瘤

分化越好, 表达率越高. 胞质或胞核Survivin在
发生远处转移的胃癌组织中的表达率明显高于

未发生转移组(P <0.05), 这提示Survivin高表达

能促进胃癌细胞转移, 这种促肿瘤转移的能力

与其表达强度相关, 而与其亚细胞的分布差异

无相性. 此外, 胞核Survivin的表达率在浸润型

胃癌组明显高于溃疡型胃癌组(P <0.05), 这表明

Survivin核表达与胃癌的生长方式有关. 本研究

提示胃癌组织中胞质Survivin表达促进肿瘤分

化, 而胞核Survivin表达促进肿瘤浸润生长和转

移, 使得患者预后相对不良. 
Nachmias et al [26-27]研究发现细胞核和胞质

图  1  Survivin、Livin在胃癌中的表达(S-P法×400倍). A: Survivin在乳头状腺癌的胞质呈阳性反应; B: Survivin在管状腺癌的

胞质呈阳性反应; C: Survivin在差分化腺癌的胞质和胞核呈强阳性反应; D: Livin在乳头状腺癌的胞质呈阳性反应; E: Livin在

管状腺癌的胞质呈强阳性反应; F: Livin在差分化腺癌的胞质和胞核呈强阳性反应; G: Survivin在BGC-823细胞的胞核和胞

质均呈强阳性; H: Survivin在BGC-823细胞的胞质呈阳性; I: Livin在BGC-823细胞的胞核和胞质呈阳性.
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图  2  核Survivin高表达组与低/无表达组胃癌患者生存曲
线. P<0.05.
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■名词解释
凋 亡 抑 制 因 子
(IAP): 是一类N端
含1-3个串联的杆
状病毒IAP重复序
列(BIR)的重要的
抗细胞凋亡因子.
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共表达的Livin, 可以抑制caspase, 对抗细胞凋亡. 
而定位在细胞质的Livin是一种突变体(tLivin), 
不仅失去抗凋亡活性, 而且获得诱导细胞凋亡

的活性. 但是关于Livin的亚细胞表达与临床病

理因素及预后关系, 仅Nedelcu et al [28]报道在高

分化的骨肉瘤中胞核Liv in表达与预后成负相

关, 胞质Livin的表达与预后没有明显相关性. 本
实验发现胞质Liv in高表达率随肿瘤分化程度

的降低而下降, 即肿瘤分化越好, 表达率越高. 
Livin亚细胞表达与胃癌的复发、转移及5年生

存率之间无明显相关性. 虽然研究发现胞核或

胞质Livin高表达组患者的5年生存率(46.43%, 
53.33%)均低于阴性组(66.47%, 62.5%), 但是均

无统计学意义. 可能由于 Livin亚细胞表达的判

定标准还不完善或者本实验样本量较小引起. 
研究发现Survivin与Livin在鼻咽癌[9], 胃癌中的

表达都增强, 二者无相关性, 提示两者的上调机

制有差异, 但是具体机制有待进一步研究.
胃癌是我国最常见的恶性肿瘤, 严重威胁

生命健康, 但是胃癌的发现常常在中晚期, 错过

了良好的手术时期, 而胃癌对于化放疗都不敏

感, 因此胃癌的治疗成为一大难题. 研究表明, 
利用RNA干扰技术能够在哺乳动物肿瘤细胞内

阻断特异基因mRNA表达, 从而增强了肿瘤细

胞对凋亡诱导剂的敏感. 已有实验用siRNA技术

沉默Survivin与Livin基因表达, 抑制肿瘤增殖并

取得了一定的成效[29-30]. 初步的研究成果显示了

Survivin与Livin可能成为抗肿瘤治疗的合适目标.
总之, 本研究表明Survivin和Livin在胃癌组

织和细胞中高表达, 但Survivin与Livin表达之间

无相关性. 胃癌组织中胞核Survivin的表达可促

进胃癌细胞的转移, 与患者的预后呈负相关, 可
作为判断胃癌恶性程度和预后的辅助指标.

致谢: 衷心感谢安徽医科大学病理教�室赵文
娣老师对本课题的大力协助和支持.
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Abstract
A I M :  T o e v a l u a t e t h e s i g n i f i c a n c e o f 
transforming growth factor-β1 (TGF-β1) and its 
β I type receptor (TGF-β R1) in the pathogenesis 
of gastric carcinoma. 

METHODS: TGF-β1 and TGF-β R1 were detect-
ed by immunohistochemistry in and real-time 
PCR (RT-PCR) 50 cases of gastric carcinoma, 19 
cases of atrophic gastritis and 18 cases of normal 
gastric mucosa. 

RESULTS: Immunohistochemistry demonstrat-
ed that the positive expression rates of TGF-β1 
and TGF-β R1 were significantly higher in gas-
tric carcinoma (80.0% and 75.0%) than in normal 
gastric mucosa (33.3 % and 27.8%) and atrophic 
gastritis (36.8 % and 36.8%) (P < 0.01). The lower 
the differentiation of gastric carcinoma was, the 
higher the expression of TGF-β1 and TGF-β R1 
was (r = 35.58, P < 0.01). Furthermore, the ex-
pression of TGF-β1 and TGF-β R1 mRNA was 
significantly higher in gastric carcinoma than 
in normal gastric mucosa and atrophic gastritis 
(TGF-β1: 4.20 ± 0.51 vs 9.15 ± 2.12, 8.22 ± 1.81; 
TGF-β R1: 1.28 ± 0.48 vs 5.55 ± 1.48,  4.19 ± 0.95).  

CONCLUSION: High expression of TGF-β1 and 
TGF-β R1 is correlated with the development, 
biologic behavior and prognosis of gastric carci-
noma. 

Key Words: Gastric carcinoma; Transforming 
growth factor-β1; Transforming growth factor β I 
type receptor; Immunohistochemistry; Real time 
PCR 

Han H, Xu L, Liu XS, Si HY, Wang BZ. Expression of 
transforming growth factor β1 and its type I receptor in 
gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 
856-861

摘要
目的: 探讨TGF-β1和TGF-β R1蛋白及其前体
mRNA的表达与胃癌发生发展的关系.  

方法: 采用免疫组化和实时PCR(rea l-t ime 
PCR)方法, 对胃癌50例、萎缩性胃炎19例和
正常胃黏膜18例的TGF-β1和TGF-β R1蛋白及
其前体mRNA的表达进行检测.   

结果: 胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1蛋白表
达明显增强, 其阳性率(80.0%和75.0%)明显高
于正常胃黏膜组(33.3%和27.8%)及萎缩性胃
炎组(36.8%和36.8%), 差异有显著性(P <0.01). 
胃癌组织的分化程度越低, TGF-β1、TGF-β 
R1蛋白表达的阳性率越高(r  = 35.58, P <0.01). 
同样 ,  胃癌组织中T G F-β1和T G F-β R1前

®

■背景资料
胃 癌 是 最 常 见
的 恶 性 肿 瘤 之
一 .  最 近 研 究 发
现 ,  转 化 生 长 因
子-β(TGF-β)家族
的分泌紊乱及其
传导通路的中断
与肿瘤的发生发
展关系密切, 与恶
性肿瘤的发展及
转移有重要影响. 

■同行评议者
吴健雄, 教授, 中
国医学科学院中
国协和医科大肿
瘤研究所肿瘤医
院腹部外科
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体 m R N A 的 表 达 明 显 高 于 萎 缩 性 胃 炎 组
(TGF-β1: 4.20±0.51 vs  9.15±2.12, 8.22±
1.81; TGF-β R1: 1.28±0.48 vs  5.55±1.48,  
4.19±0.95).  

结论: TGF-β1和TGF-β R1的高表达与胃癌的
发生发展、生物学行为和预后可能有关. 

关键词: 胃肿瘤; 转化生长因子-β1; 转化生长因子

受体-β1; 免疫组化; 实时聚合酶链式反应

韩慧, 徐珞, 刘希双, 司海运, 王宝中. 胃癌组织TGF-β1和

TGF-β R1及其前体mRNA的表达意义.  世界华人消化杂志  

2008; 16(8): 856-861
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一. 据统计, 中国胃

癌患者的死亡率占全部恶性肿瘤的首位. 与其

他恶性肿瘤一样, 胃癌的发生机制不明. 最近

研究发现, 转化生长因子-β(transforming growth 
factor β, TGF-β)家族的分泌紊乱及其传导通路

的中断与肿瘤的发生发展关系密切. 在TGF-β家
族中, 人类有TGF-β1、TGF-β2和TGF-β3三种形

态存在, 三者的生物学作用相似, 其中TGF-β1含
量最高且具有代表性. TGF-β1是一多功能细胞

生长因子, 为DPC4基因的信号传递蛋白, 他通

过与其受体(如TGF-β R1)结合能抑制多种细胞

的增殖、分化并促进细胞间质的形成[1-2]. 已证

实TGF-β1、TGF-β R1表达与恶性肿瘤生物学

行为和预后有密切关系[3-8]. DPC4基因为抑癌基

因, 其蛋白产物Smad4对恶性肿瘤的发生发展及

转移有重要影响[9]. 因此, 我们采取免疫组织化

学和分子生物学方法, 对胃癌组织中TGF-β1、
TGF-β R1蛋白及其前体mRNA的表达进行了检

测, 以了解胃癌组织细胞中TGF-β1和TGF-β R1
的表达状况, 探讨其生物学意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集青岛大学医学院附属医院病理科

和聊城市人民医院病理科新鲜标本87例, 其中

胃癌50例, 萎缩性胃炎19例, 正常胃黏膜18例. 
50例胃癌中, 男36例, 女14例, 年龄37-69岁. 取材

后立即放入液氮中备用. 病理诊断全部经2名以

上高年资病理医师按WHO肿瘤国际组织学分类

标准复查.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 切片脱蜡至水洗, 滴加

30 mL/L过氧化氢20 min以抑制内源性过氧化物

酶; 0.01 mol/L PBS冲洗, 正常羊血清封闭非特异

性抗原20 min, 倾去后滴加TGF-β1一抗(1∶100, 
美国Sigma公司), 4℃湿盒内孵育过夜, 0.01 mol/
L PBS洗5min 3次, 滴加二抗(生物素标记)室温

30 min, 经0.01 mol/L PBS冲洗后滴加SABC(室
温20 min), DAB显色液显色3-10 min, 自来水终

止, 苏木精复染, 梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 封
片观察. 采用PBS液代替一抗作阴性对照, 已知

阳性标本作阳性对照. TGF-β1和TGF-β R1免疫

阳性细胞的结果判定以组织细胞中出现棕色或

棕褐色颗粒为准, 每张切片随机观察5个视野, 
每个视野观察100个细胞, 共计数500个细胞中

染色阳性的细胞数, 根据阳性细胞的多少分为

Ⅰ级(< 30%), Ⅱ级(30%-70%)和Ⅲ级(>70%).
1.2.2 总RNA的提取和单链cDNA合成: 取组织

标本50-100 mg, 加入TRIzol(Invitrogen公司产

品)1 mL, 冰冷状态下匀浆. 按每毫升TRIzol试剂

添加氯仿0.2 mL, 振摇15 s, 室温下放置2-3 min, 
12 000 g离心15 min(4℃), 保留上层水相. 按每

毫升TRIzol加异丙醇0.5 mL, 混匀, 室温放置10 
min, 12 000 g离心10 min(4℃), 弃上清留沉淀. 用
750 mL/L的乙醇1 mL漂洗RNA沉淀, 7500 g离
心5 min(4℃). 用无RNA酶水重溶RNA, 紫外分

光光度计测A值, A 260/280比值为1.9-2.2取总RNA 3 
µL(1g/L), 引物Oligo-d(T16)1 µL(10 nmol/L), 10
×RT缓冲液2 µL, dNTPs 2.5 mmol/L 4 µL, Rnase
抑制剂1 µL, AMV逆转录酶1 µL(Invitrogen公司

产品), 至反应总体积为20 µL. 反应条件: 42℃ 1 
h; 95℃ 5 min. 
1.2.3 实时PCR(Real Time PCR)实验: 实时动态

定量PCR采用5700型定量PCR仪(PE公司产品) 
对各种mRNA起始拷贝进行分析[10]. 以看家基

因GAPDH设为内参, 分别取正常对照组、萎缩

性胃炎和胃癌组织, 提取总RNA, 并反转录为单

链cDNA(ss-cNDA), 各取ss-cDNA产物1 µL作为

待测样品. 所有的待测样品均一式两份, 分别对

TGF-β1、TGF-β R1和GAPDH进行扩增(引物

见表1), 扩增反应用SYBR GreenⅠ定量PCR试
剂盒(日本东洋坊公司)和5700型定量PCR仪完

成, 扩增条件: 95℃ 1 min预变性, 然后按95℃ 30 
s, 54℃ 15 s, 72℃ 15 s, 共做40个循环. 最后按照

94℃ 0 s, 55℃ 15 s, 94℃ 0 s作熔解曲线, 温度变

化速度为0.1℃/s. 反应结束后, 由电脑自动分析

计算出定量结果. 将不含ss-cDNA模板的PCR反
应体系设为阴性对照. 

■研发前沿
据统计中国胃癌
患者的死亡率占
全部恶性肿瘤的
首位. 与其他恶性
肿瘤一样, 胃癌的
发生机制不明. 最
近研究发现, 转化
生长因子 -β与肿
瘤的发生发展关
系 密 切 .  研 究 热
点在于探讨胃癌
组织中TGF-β1、
TGF-β R1蛋白及
其前体mRNA在
胃癌组织表达及
其生物学意义. 
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统计学处理 数据均用mean±SD表示, 多
组间率的比较采用RxC列联表卡方检验. 实时

PCR结果分析用△Ct值表示[11], 即△Ct = CtTGF-
CtGAPDH, χ2检验进行两两组间比较, P <0.05为
差异有显著统计学意义.

2  结果

2.1 胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1蛋白的表

达 胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1蛋白阳性表

达率显著高于正常胃组织(图1A-B)和萎缩性胃

炎组(图1C-D)(P <0.01, 表2-3), 但萎缩性胃炎与

正常对照组无显著差异(P >0.05). 棕黄色颗粒

物质分布于胞核、胞质和间质中. 阳性细胞多

见于癌巢坏死区的周边, 有时密集成团, 部分

黏液腺癌的阳性物质弥漫分布于间质或腺体液腺癌的阳性物质弥漫分布于间质或腺体

的腔膜面或腺腔中(图1E-F). 低分化胃癌组织

TGF-β1, TGF-β R1阳性表达率高于高/中分化

组(9/10, 9/10  vs   2/13, 3/13; 16/27, 16/27), 差
异均有显著性(P <0.05). 27例TGF-β1阳性组织

中, TGF-β R1阳性22例; 23例TGF-β1阴性组织

中TGF-β R1阴性18例, 两者表达阳性率呈正相

关(P <0.05).
2.2 胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的

表达 与正常对照组和萎缩性胃炎组相比, 胃癌

组织中TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的表达明显

增加(P <0.05); 但萎缩性胃炎组与正常组相比

TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的表达无显著改变

(P >0.01, 表3, 图2). 

3  讨论

恶性肿瘤在体内发生发展是一个错综复杂的过

程, 受到多种相关基因的调控. 多种肿瘤组织

TGF表达增高, 并参与肿瘤增殖、分化及凋亡等

病理生理过程[12-16]. TGF-β是一族结构和功能密

切相关的活性多肽, TGF-β1是这一家族的主要

成员. TGF-β1是多类细胞增殖抑制剂, 广泛参与

细胞的分化、增殖、形态改变、黏附、转移、黏附、转移、附、转移、

细胞外基质产生及凋亡等[17-20].  
在体外TGF-β1可通过阻止细胞从G1→S期,

对上皮起源细胞有明显的生长抑制作用[14], 恶
性肿瘤中常有TGF-β1表达降低或缺失[21]. 近年, 
国内外学者发现TGF-β1和TGF-β R1的表达与

肝癌、肠癌的生长、转移、浸润及其预后有着

较密切关系[22-23]. 阳性表达者TGF-β1表达增多, 
肿瘤生长慢、不易转移和浸润, 预后良好. 本组

资料也显示, 组织学分级Ⅰ级、癌细胞浸润未

■相关报道
近 年 ,  国 内 外 学
者发现TGF-β1和
TGF-β R1的表达
与肝癌、肠癌的
生长、转移、侵
润及其预后有着
密 切 关 系 .  阳 性
表达者TGF-β1表
达增多, 肿瘤生长
慢、不易转移和
侵润, 预后良好. 

表  3  胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的表达

     
分组                      n         △CtTGF-β1-GAPDH	 △CtTGF-β R1-GAPDH

正常胃黏膜       18	        8.22±1.81b	    4.19±0.95b

萎缩性胃炎       19	        9.15±2.12b	    5.55±1.48b

胃癌	          50	        4.20±0.51	    1.28±0.48

bP<0.01 vs  胃癌.

表  1  扩增人TGF-β1和 TGF-β R1前体mRNA的引物

     
寡核苷酸                                             	                     序列

TGF-β1.for

TGF-β1.rev

TGF-β R1.for

TGF-β R1.rev

Oligo-dT16 anchor primer

GAPDH.for

GAPDH.rev

5'-CACCCGCGTGCTAATGG-3'

5'-ATGCTGTGTGTACTCTGCTTGAACT-3'

5'-ACCTTCTGATCCATCCGTT-3'

5'-CGCAAAGCTGTCAGCCTAG-3'

5'-GACCACGCGTATCGATGTCGAC(T)16-3

5'- AGCTGAACGGGAAGCTCAC-3'

5'-GCTGTTGAAGTCAGAGGAGAC-3'

表  2  胃癌组织中TGF-β1蛋白的表达

     
分组

	                                  TGF-β1	                                                 TGF-β R1

                               n	      Ⅰ        Ⅱ          III        阳性率(%)        Ⅰ	         Ⅱ	   III      阳性率(%)

正常胃黏膜        18	      5	 1          0	         33.3             4	         1	   0         27.8

萎缩性胃炎        19	      4	 3          0	         36.8             5	         2	   0         36.8

胃癌                   50	    10       19        11	         80.0a            8	       18	   9         75.0a

aP<0.05 vs  胃癌.
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■应用要点
胃癌组织细胞中
TGF-β1和TGF-β 
R1的表达的研究
为临床胃癌早期
诊断和预后判断
提供的有价值的
实验依据. 

至深肌层和无淋巴结转移的胃癌其TGF-β1和
TGF-β R1阳性率明显高于组织学分级Ⅲ级(癌
细胞浸润至深肌层或浆膜层和淋巴结转移)的胃

癌, 提示 TGF-β1和TGF-β R1可能在抑制胃癌生

长、转移和浸润方面有重要作用. 
TGF-β信号转导通路的机制是[12]: TGF-β 

配体与膜受体(最常见的是Ⅰ和Ⅱ型)结合后 , 

形成Ⅰ和Ⅱ型两种受体异聚体, 该异聚体可以

活化(磷酸化)下游的Smad2、Smad3蛋白, 进
而与S m a d4结合形成转录复合物进入细胞核

内, 调节靶基因的转录, 发挥抑制生长效应. 因
此, TGF-β和Smad4是TGF-β转导通路中起瓶颈

作用的关键因子. 但依细胞类型和生理环境不

同, TGF-β1可以表现出促进和抑制两方面的作

用. Yanagihara et al [24]研究表明, TGF-β1在体外

能抑制胃癌细胞株HSC-39和HSC-43的增殖, 并
诱导其凋亡; 本研究结果显示, TGF-β1蛋白在

肿瘤中高表达, 且随着胃癌分化程度降低而升

高, 其说明TGF-β1在肿瘤恶性转化及增殖中可

能起一定作用, 这与Naef et al [25]的研究结果一致. 
另外, TGF-β1在肿瘤中高表达的原因还可能由 
于胃癌组织细胞失去了对TGF-β1的敏感性[26], 导
致TGF-β1的反馈性表达升高; 而升高的TGF-β1
表达失去TGF-β1抑制肿瘤生长的作用, 却没有

丧失对NK, LAK等免疫细胞的抑制作用[27-29], 因
此TGF-β1高表达可能是促进肿瘤细胞发生免疫

逃逸的原因之一. 有研究发现[30], TGF-β1可以明

显诱导原代培养的小鼠肝细胞发生凋亡, 在经

TGF-β1处理的正常小鼠肝细胞中凋亡阳性率

为55%, 而未经TGF-β1处理的细胞样本中阳性

率仅为20%; Saito et al [31] 研究发现TGF-β1在胃

癌组织中的表达明显与血管内皮生长因子呈正

比, 提示TGF-β1可能与肿瘤血管生成也有一定 
关系. 

Hirayama et al [32]报告, 早期穿透型胃癌组织

中即有TGF和TGF-β受体的高表达, 并认为与此

型胃癌较强的生长浸润能力有关. Mahara et al [33]

报道, 多种从硬癌类型的胃癌组织建立的细胞

株(如Kato-Ⅲ)TGF-β1分泌明显增高, 并促进肿

瘤细胞的增生及大量胶原间质的沉积. TGF-β1
为DPC4基因的信号传递蛋白, Smad4的分子结

图  1  胃黏膜组织TGF-β1
和TGF-β R1的表达. A-B: 

正常胃黏膜组织TGF-β1和

TGF-β R1的表达(SABC×

400); C-D: 萎缩性胃炎组

织TGF-β1和TGF-β R1的

表达(SABC×600); E-F: 胃

癌组织TGF-β1和TGF-β 
R1的表达(SABC×100). 

A B C

D E F

图  2  胃癌组织TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的表达. 1: 正常胃

黏膜; 2: 胃癌; 3: 萎缩性胃炎. 

69 bp

197 bp

1               2                 3

1               2                 3

126 bp

197 bp

TGF-β1

GAPDH
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构及其作用类似于TGF-β1, 两者在恶性肿瘤的

表达存在正相关关系. 本研究表明, 肿瘤组织

TGF-β1和TGF-β R1蛋白及其前体mRNA的表达

均明显高于正常对照组和萎缩性胃炎组, 结果

提示, TGF-β1和TGF-β R1的表达可能与胃癌的

发生和发展有关. 另外本研究还发现, 低分化胃

癌组织中TGF-β1和TGF-β R1的阳性表达率明显

高于高或中度分化组, 提示, TGF-β1和TGF-β R1
的表达可能也与组织的分化程度有关. 虽然伴

中、重度肠腺化生的萎缩性胃炎组织中TGF-β1
和TGF-β R1的表达略高于正常胃组织, 但差异

无显著性. 因此TGF-β1和TGF-β R1能否作为判

断癌前病变的指标需要更多的病例及随访观察

来证明.
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Abstract
AIM: To analyze the incidence rate and relative 
factors of distant occult peritoneal metastasis 
(DOMP) of gastric carcinoma as well as their 
influences on prognosis. 

METHODS: Fifty-eight patients with gastric car-
cinoma undergoing radical surgery in our hos-
pital from January 2002 to December 2003 were 
selected, and distant metastasis was not found 
by preoperative imaging examination and rou-
tine intraoperative physical exploration. Before 
closing abdomen in operation, two slices of peri-
toneum from each side of Tau’s cavity were cut 
for HE and cytokeratin immunohistochemical 
staining. The gender, age of patients, tumor loca-
tion, size, invasion depth, differentiation degree, 
Laurén classification and lymph lode metastasis 
were compared between the DOPM and non-

DOMP cases. Logistic multivariable regression 
analysis was used to distinguish whether the 
above variables are independent relative factors 
for DOMP. 

RESULTS: Among the 58 cases, there were 12 
cases with DOMP, accounting for 20.7%. Single 
factor analysis showed that DOMP is associated 
with the gender of patients, tumor size, inva-
sion depth, Laurén classification (diffusing class) 
and lymph node metastasis, but had nothing 
to do with the age patients, tumor location and 
differentiation degree. Logistic multivariable re-
gression analysis showed that the independent 
relative factors of DOMP were Laurén classifica-
tion (diffusing class) and tumor size, but not the 
gender, age of patients, tumor location, inva-
sion depth, differentiation degree and lymph 
node metastasis. Among 58 cases, the 5-year 
survival rate of patients was 100% in stageⅠ 
and Ⅱ, 94.1% in stage Ⅲ and 24.7% in stage Ⅳ 
(P < 0.001). The 5-year survival rate of DOMP 
patients was 30.3%, which was similar to that of 
the stage-N3 patients (22.1%), but significantly 
different from that of the stage-Ⅲ patients (P < 
0.001). 

CONCLUSION: DOMP occurs frequently in 
gastric carcinoma, so routine detection for DOMP 
should be applied to in patients with advanced 
gastric carcinoma and diffusing classification (Lau-
rén classification). 

Key Words: Gastric carcinoma; Peritoneal metasta-
sis; Stage; Classification; Immunohistochemistry

Shao YS, Peng KQ, Zhang YT, Wu WL, Zhao JG. 
Histologic detection and significance of distant occult 
peritoneal metastasis of gastric carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 862-868

摘要
目的: 分析胃癌远处隐匿性腹膜转移(distant 
occult peritoneal metastasis, DOPM)的发生
率、相关因素及其对预后的影响. 

方法: 选择我院2002-01/2003-12收治胃癌根

®

■背景资料
腹膜转移是胃癌
根治性手术后最
常见的复发形式, 
是影响胃癌疗效
的关键问题之一. 
手术后出现腹膜
转移的胃癌患者, 
可能在手术时即
已存在腹膜转移, 
只是肉眼看不见
或触摸不到而已. 
这种情况出现于
何种分期的患者, 
其发生率高低以
及对预后的判断
价值如何, 目前尚
无确定的文献资
料. 

■同行评议者
关 晓 辉 ,  主 任 医
师, 吉林北华大学
附属医院消化内
科
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治性手术患者58例, 术前影像学检查或术中常
规理学检查皆未发现远处转移. 所有患者于
手术结束关腹前, 分别于陶氏腔两侧切取两
片腹膜, 行HE染色和细胞角蛋白(cytokeratin)
免疫组化染色检查. 比较有DOPM与无DOPM
患者的性别、年龄, 肿瘤部位、大小、侵犯深
度、分化程度和Laurén分型, 以及淋巴结转移
状况; 并对上述变量进行Logistic多因素回归
分析, 判断是否为DOPM的独立相关因素. 

结果: 在58例患者中, 有12例发现DOPM, 占
20.7%.单因素分析结果表明, DOPM与患者的
性别、肿瘤大小、侵犯深度、Laurén分型(弥
漫型)以及淋巴结转移状况等相关, 与患者的
年龄、肿瘤部位和分化程度不相关. Logistic
多因素回归分析结果显示 ,  胃癌患者发生
DOPM的独立相关因素依次是Laurén分型(弥
散型)和肿瘤大小, 患者的性别、年龄、肿瘤
部位、侵犯深度、分化程度和淋巴结转移状
况并非DOPM的独立相关因素. 本组病例中Ⅰ
期和Ⅱ期患者的5年生存率为100%, Ⅲ期患者
的5年生存率为94.1%, Ⅳ期患者的5年生存率
为24.7%(P <0.001). Ⅳ期患者中, 有DOPM患
者的5年生存率为30.3%, 与N3期患者的5年生
存率(22.1%)接近, 与Ⅲ期患者5年生存率的差
异有显著性(P <0.001). 

结论: 胃癌远处隐匿性腹膜转移发生率较高. 
对进展期胃癌和具备Laurén分型弥散型等危
险因素的胃癌患者, 术中应常规检测是否存在
隐匿性腹膜转移.

关键词: 胃癌; 腹膜转移; 分期; 分型; 免疫组化
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0  引言

腹膜转移是胃癌最常见的转移形式, 也是胃癌

根治性手术后最常见的复发形式, 是影响胃癌

疗效的关键问题之一[1-4]. 腹膜转移通常出现在

胃癌手术后, 但也有许多患者在手术时即已存

在腹膜转移[5]. 胃癌手术中, 对于肉眼可见的或

可触诊的腹膜转移容易诊断, 问题是肉眼看不

见的和触摸不到的腹膜转移往往容易漏诊. 因
此, 实际工作中胃癌远处腹膜转移的诊断存在

一定困难[1,6-7].
当腹膜远处转移为微小病灶时, 术前影像

学检查不能发现, 术中详细理学检查也无法察

觉, 这种病变称之为远处隐匿性腹膜转移(distant 
occult peritoneal metastasis, DOPM). 关于胃癌的

DOPM出现于何种分期的患者, 其发生率高低以

及对预后的判断价值如何, 目前尚无确定的文

献资料. 因此, 我们于胃癌手术中常规取陶氏腔

腹膜活检, 以检测肉眼看不见的和触摸不到的

DOPM, 为胃癌分期和术后治疗提供组织学证据.

1  材料和方法

1.1 材料 我院2002-01/2003-12胃癌根治性手术

58例, 姑息性手术、以及术前影像学检查或术

中常规理学检查发现远处转移患者除外. 其中, 
男37例, 女21例; 年龄36-82(中位56)岁. 包括胃

窦癌35例, 行远端胃D2切除术; 贲门癌和近端胃

癌11例, 行近端胃D2切除术; 胃体癌11例, 行全

胃D3切除术; 残胃癌1例, 行残胃D3切除术. 手
术结束关腹前, 分别于陶氏腔两侧切取2片0.2 
cm×0.5 cm腹膜, 创面缝扎止血. 腹膜标本单独

送病检, 常规石蜡包埋切片, 行HE染色和细胞

角蛋白(cytokeratin)免疫组化染色检查. 对于有

DOPM患者, 术后除了全身化疗外, 还加用腹腔

内化疗.
1.2 方法 
1 .2 .1  单因素分析 :  比较有D O P M患者与无

DOPM患者的性别、年龄, 肿瘤部位、大小、

侵犯深度、分化程度和Laurén分型, 以及淋巴结

转移状况. 其中, 两组患者性别、肿瘤部位、侵

犯深度、分化程度、Laurén分型和淋巴结转移

状况的比较用χ2检验, 年龄和肿瘤大小的比较用

t检验. 肿瘤大小指甲醛固定标本上的原发灶大

小, 以肿瘤长径×短径(cm2)计算. 淋巴结检查采

用淋巴结显示技术[8], 将整块切除的标本经甲醛

固定、乙醇-丙酮脱水和美兰染色后, 全数取出

标本中的淋巴结; 每枚淋巴结作连续6张切片HE
染色和单张切片cytokeratin染色镜检, 判断有无

癌转移. 然后, 根据UICC/AJCC1997年公布的第

5版胃癌TNM分期方案进行N分期: 无淋巴结转

移为N0期, 淋巴结转移1-6枚为N1期, 淋巴结转

移7-15枚为N2期, 淋巴结转移≥16枚为N3期, 有
DOPM患者视为M1, 即为Ⅳ期.
1.2.2 Logistic多因素回归分析: 通过Logistic多因

素回归分析, 判断上述变量是否为DOPM的独立

相关因素. 
1.2.3 累积生存率分析: 对本组患者全数随访, 用
Kaplan-Meier方法计算累积生存率, 绘制生存率

曲线. 对不同T分期患者、不同N分期患者, 以及

■研发前沿
关于胃癌腹膜转
移的检测方法很
多. 术前血清肿瘤
标记物如CEA、

CA19-9和CA72-4
预测胃癌腹膜转
移的价值尚无统
一 意 见 .  而 无 论
是细胞学检查、

化学发光酶联免
疫法或RT-PCR技
术, 仅仅只是确定
腹腔内游离癌细
胞的存在, 这些技
术对腹膜转移、

复发有一定的预
测价值, 但不能确
诊腹膜转移. RT-
PCR是其中最为
敏感的技术, 但也
因此产生很多假
阳性的结果. 
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不同TNM分期(Ⅰ-Ⅳ期)患者的累积生存率进行

Log-rank检验. 
统计学处理 本研究所有统计学处理均采

用SPSS11.5统计软件完成, P <0.05为差异有显 
著性.

2  结果

在本组58例中, 有12例发现DOPM(图1A-B), 占
20.7%.
2 .1 单因素分析  本组男性患者37例 ,  其中11
例发现DOPM, 占29.7%; 女性21例, 1例发现

DOPM, 占4.76%(χ2 = 5.089, P  = 0.024, 表1). 12
例有DOPM患者平均年龄59.8±15.4岁, 46例
无DOPM患者平均年龄56.4±12.3岁(t  = 0.796, 
P  = 0.430). 贲门癌和近端胃癌11例, 其中2例
发现DOPM, 占18.2%; 胃体癌12例, 其中4例发

现DOPM, 占33.3%; 胃窦癌35例, 其中6例发现

DOPM, 占17.1%(χ2 = 1.480, P  = 0.477). 12例有

DOPM患者平均肿瘤大小为33.0±31.2 cm2, 46
例无DOPM患者平均肿瘤大小为11.5±9.4 cm2(t  
= 4.094, P <0.001). 肿瘤原发灶在黏膜或黏膜下

层(T1期)6例, 均未发现DOPM; 肿瘤侵犯肌层

(T2期)15例, 也未发现DOPM; 肿瘤侵犯浆膜(T3
期)22例, 其中5例发现DOPM, 占22.7%; 肿瘤穿

透浆膜或侵犯邻近器官(T4期)15例, 其中7例发

现DOPM, 占46.7%(χ2 = 11.703, P  = 0.008). 低
分化和未分化癌34例, 其中8例发现DOPM, 占
23.5%; 中分化癌19例, 其中3例发现DOPM, 占
15.8%; 高分化癌5例, 其中1例发现DOPM, 占
20.0%(χ2 = 0.447, P  = 0.800). Laurén弥漫型23例, 
其中12例发现DOPM, 占52.2%; 肠型29例, 其他

型6例, 均未发现DOPM(χ2 = 23.025, P <0.001). 
本组病例共取得淋巴结3289枚 ,  平均56 .7±
22.4(30-132)枚; 32例无淋巴结转移, 26例有淋巴

结转移, 转移率44.8%. 转移淋巴结394枚, 平均

15.2±15.2(1-69)枚.
按照UICC/AJCC的第5版胃癌TNM分期方

案, 本组病例中N0期32例, 其中1例(3.2%)发现

DOPM; N1期8例, 均未发现DOPM; N2期9例, 
其中5例(55.6%)发现DOPM; N3期9例, 其中6例
(66.7%)发现DOPM(χ2 = 26.365, P <0.001).
2.2 Logistic多因素回归分析 对DOPM相关因素

的Logistic多因素回归分析结果中OR指优势比

(odds ratio), 95% CI指优势比OR的95%可信区间

见表2.表2.
2.3 累积生存率分析 本组患者术后全数随访, 随患者术后全数随访, 随术后全数随访, 随

访时间36-48(中位42) mo. 在58例患者中, 有13
例在随访期间因肿瘤复发死亡, 其中12例因腹

膜转移死亡, 1例因肝转移死亡. 存活的45例中, 
有1例术中腹膜活检发现DOPM, 术后6 mo发现

肝转移和腹膜转移, 目前正在接受全身和腹腔

■创新盘点
本研究于胃癌手
术中切取陶氏腔
腹膜作病理学检
查, 可以发现肉眼
看不见的和触摸
不到的隐匿性腹
膜转移灶, 具有准
确分期和判断预
后的实用价值, 并
能为术中、术后
腹腔内化疗提供
组织学依据. 

aP<0.05, bP<0.01.

表  1  DOPM相关因素的单因素分析(n )

     
因素

	                                                       DOPM

                                                            有                        无

性别                  男  	                      11	              26a

                         女	                        1	              20a

肿瘤大小(cm2)	               33.0±31.2       11.5±9.4b

肿瘤侵犯深度   T1                          0	                6b

                         T2	                       0	              15b

	          T3	                       5	              17b

                         T4	                       7	                8

肿瘤分化           低	                       8	              26b

                         中	                       3	              16b

                         高	                        1	                4b

Laurén分型       弥漫型	     12	              11

                         肠型 	       0	              29b

                         其他型	       0	                6b

淋巴结转移       N0	                        1	               31b

                         N1	                        0	                8b

                         N2	                        5	                4

                         N3	                        6	                3b

A

B

图  1  隐匿性腹膜转移. A: 孤立的腺管状癌组织(HE×160); 

B: CK18阳性(SABC×400).
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■应用要点
本研究有助于对
胃癌根治性手术
患者进行准确分
期, 并能为术中、

术后腹腔内化疗
提供组织学依据, 
有望减少胃癌手
术后腹膜复发的
发生率, 可延长隐
匿性腹膜转移胃
癌患者的生存时
间和改善生活质
量. 

内化疗. 本组总体5年生存率为88.3%(图2A). 按年生存率为88.3%(图2A). 按生存率为88.3%(图2A). 按
照UICC/AJCC的第5版胃癌TNM分期方案, 本组

病例中T1期6例的5年生存率为100%, T2期15例年生存率为100%, T2期15例生存率为100%, T2期15例
的5年生存率为90.5%, T3期22例的5年生存率为年生存率为90.5%, T3期22例的5年生存率为生存率为90.5%, T3期22例的5年生存率为年生存率为生存率为

90.8%, T4期15例的5年生存率为64.3%(年生存率为64.3%(生存率为64.3%(P <0.001,
图2B). N0期32例的5年生存率为100%, N1期8例年生存率为100%, N1期8例生存率为100%, N1期8例
的5年生存率为97.6%, N2期9例的5年生存率为年生存率为97.6%, N2期9例的5年生存率为生存率为97.6%, N2期9例的5年生存率为年生存率为生存率为

73.9%,  N3期9例的5年生存率为22.1%(年生存率为22.1%(生存率为22.1%(P <0.001,
图2C).Ⅰ期18例和Ⅱ期12例的5年生存率为年生存率为生存率为

100%, Ⅲ期13例的5年生存率为93.2%, Ⅳ期15例年生存率为93.2%, Ⅳ期15例生存率为93.2%, Ⅳ期15例
的5年生存率为25.3%(年生存率为25.3%(生存率为25.3%(P <0.001, 图2D). 有6例因

DOPM(M1)而定为Ⅳ期, 另9例因N3而定为Ⅳ期. 
为了分析DOPM对预后的影响, 将6例DOPM患

者的累积生存率与Ⅲ期和Ⅳ期(N3)患者的累积

生存率进行比较. 结果Ⅲ期患者的5年生存率为年生存率为生存率为

94.1%, DOPM患者的5年生存率30.3%, Ⅳ期(N3)年生存率30.3%, Ⅳ期(N3)生存率30.3%, Ⅳ期(N3)
患者的5年生存率为22.1%(年生存率为22.1%( 生存率为22.1%(P <0.001, 图2E).

3  讨论

近年Fujimura et al [9]提出一种胃癌腹膜转移的

体积评分系统, VS0表示腹盆腔无癌转移, VS1
为转移灶直径<10 mm, VS2为转移灶直径1-5 
cm, VS3为转移灶直径>5 cm或者邻近器官被肿

瘤包裹. VS0, VS1, VS2和VS3的评分分别为为

表  2  DOPM相关因素的Logistic回归分析

     
因素	          Wald χ2     P 值	      OR 	      95% CI

性别(男)	          2.474    0.061    0.010	 0.000-1.241

年龄	          0.596    0.440    0.962	 0.873-1.061

肿瘤部位	          1.087    0.297	   0.414	 0.079-2.173

肿瘤大小	          4.297    0.038	   1.067	 1.004-1.134

肿瘤侵犯深度    1.927    0.165   3.432	 0.602-19.577

肿瘤分化程度    0.637    0.425	  2.231	 0.311-16.025

Laurén弥漫型    8.613    0.003	   0.029	 0.003-0.309

淋巴结转移        0.040    0.842	  0.776	 0.064-9.388
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图  2  胃癌患者生存率曲线. A: 58例; B: T分期; C: N分期; D: TNM分期; E: DOPM与Ⅲ、Ⅳ期.
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0, 1, 2, 3分. 总分1-3分为1级, 4-6分为2级, 7-9分
为3级, >9分为4级. 通过对85例有腹膜转移的胃

癌手术或腹腔镜探查患者随访发现, 日本传统

的胃癌腹膜转移分级(P0, P1, P2和P3)与预后无

相关性; 按照新的腹膜转移体积评分系统, 1-4
级患者的50%存活时间分别为1.23, 0.66, 0.67和
0.32年. 可以看出, 腹膜转移的程度与预后有密

切的关联, 无腹膜转移和有腹膜微小转移的胃

癌患者可望通过手术和辅助治疗获得治愈. 因
此, 及时发现胃癌的隐匿性腹膜转移、及时给

予相应的辅助治疗可望改善预后. 我们通过腹

膜活检发现肉眼看不见的和触摸不到的腹膜转

移, 结合临床和切片组织学检查可以认为是腹

膜微小转移或腹膜转移的早期形式. 其主要意

义在于指导术后辅助治疗, 同时为准确分期提

供组织学依据.
Brigand et al [5]提出, 胃癌患者腹膜转移的相

关危险因素包括Laurén分型弥漫-混合型、肿瘤

侵犯深度(尤其是侵犯浆膜)、淋巴结转移和肿

瘤大小. Yoo et al [6]的单因素和多因素分析结果

表明, 肿瘤侵犯浆膜和淋巴结转移是胃癌术后

复发的危险因素, 年轻、浸润或弥漫型、未分

化癌和全胃切除术是胃癌术后腹膜复发的危险

因素. 国内张成武 et al [10]的Logistic多因素回归

分析结果显示, 胃癌术后腹膜复发的独立相关

因素依次为肿瘤侵犯深度、肿瘤大体分型和术

后早期腹腔化疗. 吴泽宇 et al [11]对76例有腹膜转

移胃癌患者的临床病理资料进行回顾性分析发

现, 胃癌腹膜转移与肿瘤部位、大小、分化程

度、浸润深度和浆膜侵犯密切相关.
我们对D O P M的相关危险因素也进行了

分析. 单因素分析结果表明, DOPM与患者的

性别、肿瘤大小、侵犯深度、Laurén分型(弥
漫型)以及淋巴结转移状况等相关, 与患者的年

龄、肿瘤部位和分化程度不相关. Logistic多因

素回归分析结果显示, 胃癌患者发生DOPM的独

立相关因素依次是Laurén分型(弥漫型)和肿瘤

大小, 患者的性别、年龄、肿瘤部位、侵犯深

度、分化程度和淋巴结转移状况并非DOPM的

独立相关因素. 因此, 对于进展期胃癌和具备上

述危险因素的胃癌患者, 除术中详细病理学检

查有无远处腹膜转移以外, 有必要检测是否存

在隐匿性腹膜转移.
术前血清肿瘤标记物如C E A, C A19-9和

CA72-4等对胃癌术后复发有一定的预测价值. 
但关于术前血清肿瘤标记物预测胃癌术后复

发、尤其是预测腹膜转移的确切价值尚无统一

意见[12-14]. Aoyagi et al [15]对40例胃癌手术标本进

行免疫组化染色, 检测原发病灶血管内皮生长

因子(VEGF)的表达, 并进行免疫组化染色评分. 
结果发现, 发生腹膜复发病例的VEGF评分为9.4
±2.46, 未发生腹膜复发病例的VEGF评分3.47
±2.36. 作者因此提出, 胃癌原发病灶VEGF高
表达提示术后腹膜复发的可能, VEGF评分可以

作为胃癌术后腹膜转移的预测指标. 国内吴晴  
et al [16]应用免疫组织化学ABC法检测253例胃癌

组织中VEGF的表达, 发现肿瘤组织中VEGF的
表达与肿瘤分化程度、TNM分期、腹膜转移

等密切相关(P <0.01). 上述研究仅说明VEGF的
表达与胃癌腹膜转移密切相关, 而并未提及其

对腹膜转移的预测价值. 目前也未见通过检测

VEGF的表达来预测胃癌腹膜转移的文献报告, 
更无预测敏感性和特异性的数据资料.

腹腔灌洗液的检查包括腹腔灌洗液细胞学

检查、常规方法检测腹腔灌洗液中的肿瘤标记

物水平, 以及逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)技
术检测腹腔灌洗液中的肿瘤标记物. 腹腔灌洗

液细胞学检查是检测腹腔游离癌细胞的常用方

法, 但根据腹腔灌洗液细胞学检查阳性结果, 判
断或预测腹膜转移缺乏敏感性; 而且细胞学检

查阴性也可能存在腹膜转移[2]. Yamamoto et al [5]

用化学发光酶联免疫法检测229例胃癌患者术

中腹腔灌洗液中CEA、CA125和CA19-9的水

平. 结果发现, 腹腔灌洗液中CEA的水平是判断

胃癌腹膜转移的一个重要指标, 敏感性为75.8%, 
特异性为90.8%. 因为腹腔灌洗液细胞学检查缺

乏敏感性, 所以许多学者用逆转录聚合酶链反

应(RT-PCR)技术检测腹腔灌洗液, 以提高诊断

腹膜转移的敏感性. 其中报告最多的是检测腹

腔灌洗液中的CEA-mRNA[2-3,17,19]. RT-PCR技术

查CEA-mRNA预测腹膜转移的价值优于细胞学

检查, 可替代细胞学检查作为预测胃癌腹膜复

发的敏感方法[13,17]. 但正是RT-PCR技术的敏感, 
也因此产生很多假阳性的结果[20].

不少学者将腹膜转移归咎于手术引起的癌

细胞脱落和种植, 因而在手术中用生物胶封盖

癌肿表面, 术毕再进行腹腔灌洗. 实际上, 80%以

上的进展期胃癌患者手术时腹腔内即已存在游

离的癌细胞[17]. 肿瘤腹膜转移的步骤, 除了肿瘤

细胞的脱落和种植, 还包括肿瘤细胞在腹膜上

的黏附、侵入和生长[15]. 因此, 发现腹腔内游离

■同行评价
本文采用免疫组
化染色方法分析
胃癌远处隐匿性
腹膜转移的发生
率及其对预后的
影响, 具有一定的
科学性和可读性, 
进一步充实了该
领域的研究. 
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的癌细胞并不等于已经发生腹膜转移. 无论是

细胞学检查、化学发光酶联免疫法或RT-PCR技
术, 仅仅只是确定游离癌细胞的存在[17]. 这些技

术通过确定游离癌细胞的存在, 对腹膜转移、

复发有一定的预测价值, 但不能确诊腹膜转移. 
我们对术前常规检查和术中病理学检查无远处

转移的58例胃癌手术患者, 手术中切取陶氏腔

腹膜, 作HE染色和细胞角蛋白免疫组化染色病

理学检查, 结果发现, 12例(20.7%)存在隐匿性

腹膜转移灶, 为准确分期和术后化疗提供了组

织学依据. 无论如何, 腹腔灌洗液中发现癌细胞

与腹膜活检证实有转移灶, 显然存在本质上的

区别, 前者仅提示可能存在或发生腹膜转移, 后
者则是组织学上已确认有腹膜转移. Yoshikawa  
et al [21]报告128例有腹膜转移胃癌患者的手术治

疗结果, 总体平均生存时间为188 d. 其中, 行姑

息性切除术患者的平均生存时间为259 d, 行旁

路手术患者的平均生存时间为173 d, 剖腹探查

无法手术患者的平均生存时间为108 d. 可见, 有
腹膜转移的胃癌患者预后极差[5].

本组病例中有 1 2例术中腹膜活检发现

DOPM, 其中8例分别于术后5-26 mo死于腹膜转

移, 1例于术后6 mo发现肝转移和腹膜转移, 目
前正在接受全身和腹腔内化疗; 另外3例在随访

期间无瘤生存. 从生存率分析结果看, 本组病例

的累积生存率分别与肿瘤侵犯深度(T分期)、淋

巴结转移程度(N分期)和TNM分期明显相关. 从
图2E结果看, Ⅲ期患者的5年生存率为94.12%, 
DOPM患者的5年生存率30.26%, Ⅳ期患者的5
年生存率为22.09%; DOPM患者的5年生存率与

Ⅳ期患者相近, 而与Ⅲ期患者相比有明显差异

(P <0.001). 因此, DOPM虽然是腹膜微小转移或

腹膜转移的早期形式, 仍然应该看作是胃癌的

远处转移, 分期应该是M1期(Ⅳ期).
总之, 胃癌患者(尤其是具备上述危险因素患

者)手术中应常规切取陶氏腔腹膜送检, 以发现肉

眼看不见的和触摸不到的隐匿性腹膜转移灶, 为
准确分期和术后腹腔内化疗提供组织学依据.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
N-acetyltransferase 2 (NAT2) gene polymorphisms 
and genetic susceptibility to inflammatory bowel 
disease (IBD). 

METHODS: One hundred and nineteen patients 
with IBD and 120 controls were recruited in this 
study. The wild-type allele (NAT2 4) and three 
variant alleles (NAT2 5B,  6A and  7B) of NAT2 
were determined with the polymerase chain re-
action restriction fragment length polymorphism 
method.   

RESULTS: In IBD cases, the frequency of  
NAT2 4, NAT2 5B, NAT2 6A, NAT2 7B was 

55.9%, 6.7%, 23.5% and 13.9%, respectively. No 
statistically significant difference was found in 
the frequencies between the IBD patients and 
controls. The frequency of rapid genotype and 
intermediate genotype and slow genotype in 
IBD patients was 35.3%, 41.2% and 23.5%, re-
spectively. No statistically significant difference 
was found between the IBD patients and con-
trols.  

CONCLUSION: There is no correlation between 
genetic polymorphisms of NAT2 and IBD. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Acetyl-
transferase; Polymorphism genetics

Lin LM, Chen H, Chen BH, Zhang DL, Wang JZ, Zheng 
B, Lin XQ. Correlation between N-acetyltransferase 
2 gene polymorphisms and genetic susceptibility to 
inflammatory bowel disease. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(8): 869-873

摘要
目的: 探讨温州汉族人群中炎症性肠病(IBD)
遗传易感性与N-乙酰基转移酶2(NAT2)基因
型多态性的相关性. 

方法: 采用聚合酶链反应-限制性片断长度多
态性方法, 在119例IBD患者及120例健康对照
者中, 检测NAT2野生型等位基因(NAT2 4)和
3种突变型等位基因(NAT2 5B,  6A和 7B)的 
频率. 

结果: 在IBD组中, NAT2 4, NAT2 5B, NAT2 
6A和NAT2 7B等位基因频率分别是55.9%, 
6.7%, 23.5%和13.9%, 与正常对照组比较无显
著差异. CD组和UC组中各等位基因频率与正
常对照组比较无显著差异; 将NAT2基因型分
为快型、中间型和慢型, 分别为35.3%, 41.2%
和23.5%, 与正常对照组比较亦无显著差异; 
对IBD各组进一步分层, 也无显著性差异. 

结论: NAT2基因型多态性和炎症性肠病遗传
易感性无显著性相关. 

®

■背景资料
N-乙酰基转移酶
(NAT)是人体内重
要的Ⅱ相代谢酶,  
N AT 有 N AT 1 和
NAT2 2种同工酶, 
NAT2存在明显的
遗传多态性.炎症
性肠病是一组慢
性肠道炎症性疾
病 ,  病 因 尚 未 明
确, 遗传、环境因
素对其发病有重
要影响. 有研究发
现吸烟是克罗恩
病的危险因素, 但
却是溃疡性结肠
炎的保护因素, 而
NAT2是烟草的主
要代谢酶 ,  因此 , 
NAT2基因多态性
可能与 I B D的发
病存在联系.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
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0  引言

N-乙酰基转移酶(NAT)是人体内重要的Ⅱ相代

谢酶, 可催化芳香胺类和杂环胺类物质的乙酰

化过程, 在一些药物代谢以及致癌物质的灭活

或活化过程中起着重要的作用. NAT有NAT1和
NAT2 2种同工酶, NAT2存在明显的遗传多态性. 
NAT2常见的有4种等位基因, 即野生型等位基

因NAT2 4和3种突变型等位基因NAT2 5B,  6A,  
7B, 在种族之间和地域分布上存在显著差异. 炎
症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一组慢性肠道炎症性疾病, 主要包括溃疡性结

肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's 
disease, CD), 病因尚未明确, 遗传、环境因素对

其发病有重要影响. 吸烟是CD的危险因素, 但
却是UC的保护因素, 而NAT2是烟草的主要代谢

酶, 因此, NAT2基因多态性可能与IBD的发病有

关. 我们通过对温州汉族人群中IBD患者和健康

体检者的NAT2基因多态性分布进行研究, 以探

讨NAT2基因多态性与IBD的相关性, 并为IBD的

流行病学调查提供重要的遗传学依据.

1  材料和方法

1.1 材料 2000-03/2007-04在我院以及温州市其

他大型综合性医院住院或门诊就医的IBD患者

119例, 诊断标准参照2001年中华医学会关于

“对炎症性肠病诊断治疗规范的建议”[1], 经临

床、内镜及组织学、放射学、实验室综合性诊

断筛选入组. 其中男性64例, 女性55例, 发病年

龄23-81(平均38.7±1.22)岁; UC患者101例, CD
患者18例. 在UC患者中: 初发型35例(34.7%), 慢
性复发型47例(46.5%), 慢性持续型18例(17.8%), 
暴发型1例(1.0%); 轻型38例(37.6%), 中型42例
(41.6%), 重型21例(20.8%); 直肠炎32例(31.7%), 
直肠乙状结肠炎27例(26.7%); 左半结肠炎25
例(24.8%), 全结肠炎17例(16.8%); 活动期95例
(94.1%), 缓解期6例(5.9%); 伴肠外表现者14例
(13.9%), 不伴肠外表现者87例(86.1%). 在CD患

者中, 小肠型10例(55.5%), 结肠型3例(16.7%), 
回结肠型5例(27.8%); 轻度11例(61.1%), 中度4
例(22.2%), 重度3例(16.7%); 伴肠外表现者2例

(11.1%), 不伴肠外表现者16例(88.9%).
对照组共120例, 均来我院门诊健康体检者, 

男68例, 女52例, 年龄25-77( 平均43.82±6.73)岁. 
全部研究对象均为无血缘关系的温州汉族人.
1.2 方法 通过采用信函调查、电话询问、面谈

以及向患者的经治医师咨询等方式, 随访患者

的一般情况和治疗情况. 
1.2.1 基因组DNA提取: 取外周静脉血5 mL, 
EDTA抗凝, 蛋白酶K消化, 酚/氯仿法抽提DNA.
1.2.2 NAT2基因多态性检测: 采用限制性片段长

度PCR技术扩增NAT2目的基因. 引物参照文献[2]

设计: 上游5'-GCCTCAGGTGCCTTGCATTT-3'; 
下游5'-CGTGAGGGTAGAGAGGATAT-3'. PCR
反应总体系50 μL, 其中含10×PCR缓冲液5 μL, 
1.5 mmol/L Mg2+, 200 μmol/L dNTPs, 2种引物各

2 pmol, DNA聚合酶1U, 模板DNA30 ng. 反应条

件: 95℃预变性5 min, 然后95℃ 50 s, 55℃ 50 s, 
72℃ 50 s, 共30个循环, 最后72℃延伸5 min, 得
到长度为535 bp片段. 将10 μL上述扩增产物分

别与5 U的KpnⅠ, Bam HⅠ37℃水浴3 h, 5 U的

TaqⅠ65℃水浴3 h, 进行酶切反应(限制性内切

酶购自深圳晶美生物工程有限公司). 酶切产物

用80 g/L的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, 1 g/L的
硝酸银染色分析结果. 通过酶切片段的大小可

直接判断是否存在NAT2 5B, 6A, 7B等NAT2突
变型等位基因. 根据4种等位基因不同组合, 可
将人群划分为3种类型: 快乙酰化基因型、中间

乙酰化基因型以及慢乙酰化基因型(表1).
统 计 学 处 理  采用 χ 2检验确认H a r d y -

Weinberg平衡, 检验研究样本的群体代表性. 采
用χ2检验及Fisher精确检验比较各组等位基因、

基因型频率分布的差异. 统计在SPSS10.0软件

包中进行.

2  结果

2.1 等位基因及基因型频率总体分布 IBD组和和

UC组与对照组NAT2基因多态性比较, 各等位基

因及基因型频率总体分布差异无统计学意义(表
2). 对IBD组内再进行分层, 由于CD组数量少, 分
层意义不大, 本研究主要根据疾病类型、轻重

程度、部位、肠外表现对UC进行分层, 分别进

行亚组的比较, 各亚组的等位基因及基因型频

率分布差异也无统计学意义(表3).
2.2 正常对照组NAT2基因多态性与国外人种比

较 NAT2各等位基因分布存在明显的种族差异

(表4).

■研发前沿
慢性乙酰化基因
型者对环境中致
病原的代谢能力
降低, 因此容易导
致一系列与外界
环境因素相关的
疾病的发生. 目前
的研究热点重点
在于NAT2基因多
态性和多种肿瘤
的关系, 以及其他
如炎症性肠病等
与外界环境因素
密切相关疾病的
关系.
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2.3 正常对照组NAT2基因多态性与其他地区汉

族人群比较 NAT2各等位基因的分布存基本上

类似, NAT2 4 均大于50%(表5).

3  讨论

N-乙酰基转移酶广泛分布于胃、小肠、结肠

和肝脏中, 而NAT2主要分布在肝组织中, 是一

种肝细胞胞质(非微粒体)代谢酶, 主要催化异

烟肼、普鲁卡因胺、磺胺药等肼类化合物和具

有致癌性的芳香胺或杂环胺类化合物在人体内

的Ⅱ相代谢反应(氮位的乙酰化). NAT2基因位

于人类染色体8p22, 编码区为870 bp, 编码290
个氨基酸. 至今为止, 已有26个NAT2等位基因

被证实[10].他主要存在7个位点的点突变, 其中

■相关报道
NAT2基因的多态
性具有显著的种
族和地区差异, 不
同人群间其突变
等位基因可能存
在差异, 基因型亦
有 所 不 同 .  有 报
道显示NAT2基因
型和结肠癌、膀
胱癌、肺癌和乳
腺癌等多种肿瘤
的发生有关, 还与
风湿性关节炎、

外源性支气管哮
喘 、 帕 金 森 氏
病、系统性红斑
狼疮、阿尔茨海
默病和帕金森病
等的遗传易患性
有关, 值得进一步
研究探讨.

■创新盘点
本文研究了温州
汉族人群的NAT2
基因型分布, 并从
溃疡性结肠炎是
大肠癌的癌前病
变入手, 联系吸烟
对CD和UC有不
同的影响, NAT2
又是烟草的主要
代谢酶, 考虑到不
同的NAT2基因频
率分布和 I B D 的
发病之间可能存
在关系, 从而就此
进行深一步的研
究. 本文的研究显
示 :  IBD的NAT2
基因型和等位基
因频率总体分布
与对照组差异无
统计学意义, 提示
NAT2基因多态性
在 I B D 的遗传发
病机制中不起重
要作用.

表  1  NAT2突变型等位基因判断

     
突变等位基因             突变位点	           限制性内切酶	         识别序列             野生型酶切片段/bp           突变型酶切片段/bp

NAT2 5B                  481C→T	                KpnⅠ　	        G-GTAC'C　	        483;53    	                   535

NAT2 6A                  590G→A	               TaqⅠ　	        T'CG-A	        205;170;160	                   330;205

NAT2 7B                  857G→A　           BamHⅠ　	        G'GATCC	        428;107 	                   535

表  2  UC组与对照组NAT2基因多态性比较

     
分组	       n

	                               等位基因频率(％)	                                                乙酰化基因型频率(％)

		     NAT2 4	         NAT2 5B            NAT2 6A	       NAT2 7B	 快型	        中间型               慢型

对照组 	    120	 136(56.7)          18(7.5)           56(23.3)	       30(12.5)           45(37.5)	      46(38.3)         29(24.2)

IBD	    119	 133(55.9)	         16(6.7)           56(23.5)	       33(13.9)           42(35.3)	      49(41.2)         28(23.5)

UC 	    101	 112(55.4)	         13(6.4)           48(23.8)	      29(14.4)            35(34.7)	      42(41.6)         24(23.7)

CD	     18	   21(58.3)	           3(8.3)	  8(22.2)	        4(11.1)              7(38.9)	        7(38.9)           4(22.2)

表  4  温州汉族健康人群与国外人种NAT2等位基因频率
分布(% )

     
人种	      n      NAT2 4    NAT2 5B    NAT2 6A    NAT2 7B

日本人	   316     64.0         1.9a          23.1          11.1

高加索人	   744     25.0b      45.0b          28.0            1.3b

非洲人	   256     36.0b      30.0b          22.0	 2.0b

温州汉族	   120     56.7         7.5           23.3           12.5

健康人群

aP<0.05, bP<0.01 vs  温州汉族健康人群.

表  3  UC组内分层NAT2基因多态性比较

     
分组	                     n

	                           等位基因频率(％)	                                   乙酰化基因型频率(％)

		                 NAT2 4	    NAT2 5B	       NAT2 6A         NAT2 7B	       快型	          中间型              慢型

初发型	                 35         39(55.7)	      5(7.1)         15(21.4)        11(15.7)	   13(37.1)	       13(37.1)          9(26.8)

慢性复发型	 47         54(57.4)	      5(5.3)         22(23.4)        13(13.8)	   16(34.0)	       22(46.8)          9(19.2)

慢性持续型	 18         19(52.8)	      2(5.6)         10(27.8)          5(13.8)	     6(33.3)	         7(38.9)          5(27.8)

暴发型	                   1           0(0)	      1(50)            1(50)             0(0)	     0(0)	          0(0)	              1(100)

轻型	                 38         45(59.2)	      4(5.3)         16(22.3)        11(14.5)	   13(34.2)	       19(50.0)          6(15.8)

中型	                 42         47(60.0)	      6(7.1)         20(23.8)        11(13.1)	   15(35.7)	       17(40.5)        10(23.8)

重型	                 21         20(47.6)	      3(7.1)         12(28.6)          7(16.7)	     7(33.3)	         6(28.6)          8(38.1)

直肠炎	                 32         35(54.7)	      3(4.7)         16(25.0)        10(15.6)	   10(31.2)	       15(46.9)          7(21.9)

直肠乙状结肠炎	 27         32(59.3)	      4(7.4)         11(20.3)          7(13.0)	   11(40.8)	       10(37.0)          6(22.2)

左半结肠炎	 25         27(54.0)	      4(8.0)         13(26.0)          6(12.0)	     8(32.0)	       11(44.0)          6(24.0)

全结肠炎	                 17         18(52.9)	      2(5.9)           8(23.5)          6(17.7)	     6(35.3)	         6(35.3)          5(29.4)

伴肠外表现	 14         13(46.4)	      2(7.2)           7(25.0)          6(21.4)	     5(35.7)          3(21.4)          6(42.9)

不伴肠外表现	 87         99(56.8)	    11(6.3)         41(23.6)        23(13.2)	   30(34.5)        39(44.8)        18(20.7)

有5个导致编码氨基酸的改变. 这7个突变的等

位基因位点是191[G→A(Arg64→Glu)], 282[C
→T(Tyr94)], 341[T→C(lle114→Thr)], 481[C→
T(Leu161)], 590[G→A(Arg197→Gln)], 803[A→
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■应用要点
本研究通过探讨
NAT2基因多态性
与IBD的相关性 , 
以求对 I B D的发
病机制研究有所
贡献, 并为NAT2
相关疾病的流行
病学调查提供重
要的遗传学依据.

G(Lys268→Arg)]和857[G→A(Gly286→Glu)]. 
目前所发现的NAT2的26种突变等位基因均是

由这7个点突变组合而成的, 包括NAT2 4,  5A,  
5B,  5C,  6A,  6B,  6C,  7A,  7B,  14A,  14B,  14C,  
14D等. 研究证实NAT2基因突变能影响NAT2酶
的表达、稳定性及催化活性, 除野生型NAT2 4
和2种罕见的基因型(NAT2 12, NAT2 13)外, 均
导致NAT2酶乙酰化能力的下降[10-11]. 在亚洲和

高加索人群中, 常见突变型等位基因均为NAT2 
5B(341, 481和803位点突变), 6A(282和590位点

突变), 7B(282和857位点突变), 占全部突变的

90%以上. 根据这4种等位基因可将人群划分为

3种类型: 快乙酰化基因型(NAT2 4的纯合子)、
中间乙酰化基因型(NAT2 4与各种突变型等位

基因NAT2 5B, 6A, 7B的杂合子)和慢乙酰化基

因型(各种突变型等位基因NAT2 5B, 6A, 7B
的组合). 通过对NAT2 4等4种等位基因型的检

测, 能预测个体的乙酰化表型[12], 快乙酰化基因

型和中间乙酰化基因型表型一般为快型乙酰

化, 慢乙酰化基因型表型为慢型乙酰化. NAT2
基因的多态性具有显著的种族和地区差异, 东
方亚洲人以快乙酰化基因型和中间乙酰化基因

型为主(>70%), 而西方白种人以慢乙酰化基因

型为主( >53%)[13]. 在北非, 慢乙酰化基因型可

占90%, 欧美为40%-70%, 在日本, 则只有10%, 
而在加拿大爱斯摩人 ,  慢乙酰化基因型仅占

5%[14]. 本研究120例健康人, 频率最高的等位基

因是NAT2 4(56.7%), 其次是NAT2 6A(23.3%)和
NAT2 7B(12.5%), NAT2 5B(7.5%)为少见等位基

因, 未检测到NAT2 14突变等位基因. 快乙酰化

基因型、中间乙酰化基因型和慢型乙酰化基因

者在本研究中所占的比例分别为37.5%, 38.3%
和24.2%, 提示浙江汉族人群中以快型乙酰化者

为主. 以上结果与其他相关资料比较, 野生型在

中国人和日本人中频率最高, 但在高加索和非

洲人群中出现频率不高; 突变型NAT2 5B在高加

索和非洲人群中最常见, 但在亚洲人群中少见. 
非洲人群NAT2 14等位基因频率较高, 而在其他

种群中均十分罕见. 在中国汉族各地区人群之

间的NAT2基因频率分布大致类似, NAT2 4均大

于50%, 以快乙酰化基因型和中间乙酰化基因型

为主,  慢乙酰化基因型比例低.
NAT2做为一种肝细胞胞质(非微粒体)药物

代谢酶, 催化许多致癌性的芳香胺或杂环类化

合物在人体内的Ⅱ相代谢反应, 慢性乙酰化代

谢者对芳香胺或杂环类致癌物的解毒能力降低, 
因此容易导致结肠癌、膀胱癌、肺癌和乳腺癌

等多种肿瘤的发生[10]. 近来研究又发现NAT2基
因多态性还与风湿性关节炎[15]、外源性支气管

哮喘[16]、帕金森氏病[17]及系统性红斑狼疮[18]等

一系列与外界环境因素相关的疾病有关. 慢性

乙酰化代谢者对环境中的致病原的代谢能力降

低, 就容易导致这些疾病的发生. 溃疡性结肠炎

病因尚不明确, 目前认为是由多因素相互作用

的结果, 包括环境因素、免疫因素及遗传因素

等. 且目前认为大肠癌的癌前病变主要是大肠

腺瘤和腺瘤病, 其次是溃疡性结肠炎. 吸烟对CD
和UC有不同的影响, 而NAT2是烟草的主要代谢

酶. 因此, 不同的NAT2基因频率分布和IBD的发

病之间可能存在关系. 我们的研究显示: IBD的

NAT2基因型和等位基因频率总体分布与对照

组差异无统计学意义, 提示NAT2基因多态性在

IBD的遗传发病机制中不起重要作用. 在本研究

中的病例组和对照组的样本含量均不够大, 可
能不足以发现两者间实际存在的差异, 另外也

不能忽略个体间基因在体内表达水平不同, 即
基因型和表型之间存在个体差异, 有待在以后

的研究中进一步扩大样本量以证实.
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表  5  温州汉族健康人群与其他地区汉族人群的NAT2等
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Abstract
Hyperkinetic circulation may present in patients 
with cirrhotic portal hypertension. Some 
papers about hemeoxygenase/endogenous 
carbon monoxide as HO-CO pathway, which 
significantly affects the regulation of blood 
vessel and correlates closely with the persistence 
of portal hypertension, variation of hepatic 
microcirculation and hyperkinetic circulatory 
state in cirrhotic portal hypertension, were 
published. This article gives a brief overview 
on the above respects in three parts, which 
were haemodynamic variation of cirrhotic 
portal hypertension, biologic activity of HO-CO 
pathway and their correlations.   

Key Words: HO-CO pathway; Liver cirrhosis; Portal 
hypertension

Duan ZJ, Liu J, Zhao G, Yang D, Li LL. Research progress 
in the relationship between HO-CO pathway and 
haemodynamic variation of cirrhotic portal hypertension. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 874-878

摘要
肝硬化门脉高压患者多存在高动力循环状
态, 有报道血红素氧合酶(hemeoxygenase, 
HO)与内源性一氧化碳(carbon monoxide, 
CO)作为HO-CO系统在血管调节中发挥重要
的生物学效应, 与肝硬化门静脉高压(por ta l 
hypertension, PH)的持续存在、肝微循环变化
以及高动力循环状态有着密切的关系. 本文将
从肝硬化PH的血液动力学改变、HO-CO系统
的生物学活性和HO-CO系统与PH的血液动力
学改变等三部分的研究进展作一综述.  

关键词: HO-CO系统; 肝硬化; 门静脉高压
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0  引言

在肝硬化发展中存在着血液动力学紊乱, 有人

称作为高动力循环. 迄今为止, 肝硬化高动力循

环的发生和持续变化仍被认为是一个十分复杂

的病理生理过程. 目前, 一些参与或影响因素

的研究已经有一定的进展, 有研究认为血红素

氧合酶(hemeoxygenas, HO)与内源性一氧化碳

(carbon monoxide, CO)作为HO-CO系统在血管

调节中发挥重要的生物学效应, 与肝硬化门静

脉高压(portal hypertension, PH)的持续存在、肝

微循环变化以及高动力循环状态有着密切的关

系. 本文将对这一方面的研究进展做一综述. 

1  肝硬化PH的血液动力学改变

肝硬化发展的一系列病理变化造成肝内循环紊

乱, 表现为血管床缩小、闭塞或扭曲. 肝内门静

®

■背景资料
血红素氧合酶与
内源性一氧化碳
作为HO-CO系统
在血管调节中发
挥重要的生物学
效应, 近年来HO-
C O 系统与 P H 血
液动力学方面关
系的研究开始受
到诸多学者的重
视, 然而仍有很多
方面悬而未决, 对
于现有研究的回
顾将会对更深层
次的研究提供依
据和思路.
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脉、肝静脉和肝动脉小支三者之间失去正常关

系, 并相互出现交通吻合支等, 成为PH形成的病

理基础, 导致门静脉阻力的增加和门静脉血流

的增多, 而侧支循环的开放是PH具有特征性意

义的表现. 当门静脉压力增高超过200 mmH2O
时, 正常消化器官和脾的回心血液流经肝脏受

阻, 门静脉系统许多部位与腔静脉之间门-体侧

支循环建立. Maroto et al [1]研究发现, 门体静脉

分流导致PH患者多伴有高心输出量、外周和内

脏血管扩张、周围血管阻力下降、平均动脉压

明显下降、内脏高动力循环、肾血容量减少、

高肾素血症和加压系统活性增高等高动力循环

状态, 门脉流入量大增而使门静脉继续维持高

压. 因此, 在PH形成因素中, 血流流出时的阻力

增加往往是始动因素, 而血流量的增加则对PH
的维持起重要作用. 在这种高动力循环的发生

机制中, 目前国内外的研究结果达成共识, 即内

脏及外周血管广泛舒张是其主要原因所在[2-3]. 
可能与血管扩张物质增多, 缩血管物质相对减

少以及血管对内源性缩血管物质反应性降低有

关[4-5]. 一氧化氮(nitric oxide, NO)、CO、前列环

素、肿瘤坏死因子和内皮素等均参与这一过程.

2  HO-CO系统的生物学活性

上世纪八十年代, HO最早被发现存在于微粒体

中, 并受金属离子的调节. 后来又有学者在睾丸

中发现该酶的同工酶. 近年来的研究表明, HO是

哺乳动物和啮齿动物的微粒体中的一种蛋白酶, 
是催化血红素(heme)分解生成CO、胆绿素(bili-
verdin)和Fe2+的限速酶. HO包括3种亚型. HO-1
也叫第32号热休克蛋白(heat shock protein32, 
HSP32), 不仅对金属离子敏感, 而且还对一切

可造成病理性损伤的因素有反应, 这些因素包

括热休克、缺血、谷胱甘肽(glutathione, GSH)
耗竭、放射、缺氧、高氧、细胞转化和疾病状

态, HO的底物血红素、重金属、过氧化物、紫

外线、缺氧和炎症细胞因子等都可刺激诱导

而上调HO-1水平, 因此该型同工酶也叫诱导型

HO. HO-1主要分布于网状内皮细胞丰富的组织

中, 其中在肝、脾组织中最多. HO-1及其产物有

抗氧化应激、抗凋亡、抗炎症及改善微循环等

作用, 被认为是减轻肝脏缺血再灌注损伤的一

种新的方法[6]. 有研究表明, HO-1还参与胚胎和

血管的发育[7-8]. CO在HO催化血红素降解过程

中产生, 是继NO之后引起广泛关注的又一气体

信使分子. CO跟NO一样作为第二信使促进具有

生理活性的3', 5'-环鸟嘌呤核苷单磷酸(cGMP)', 5'-环鸟嘌呤核苷单磷酸(cGMP), 5'-环鸟嘌呤核苷单磷酸(cGMP)'-环鸟嘌呤核苷单磷酸(cGMP)-环鸟嘌呤核苷单磷酸(cGMP)
的产生. 内源性CO除了有机物的氧化(如生物膜

的脂质过氧化)外, heme的生理降解是其主要来

源. 大量证据表明内源性CO是体内广泛分布的

多功能气体信号分子, 能降低促炎基因表达而

提高抗炎基因表达, 减轻炎症反应[9], 具有神经

传递及松弛血管平滑肌、扩张血管、组织血小

板聚集和抵抗细胞凋亡等作用[10-13], 在生理状

态下, CO是肝血管阻力的主要调节者, 能使肝

窦保持低张低阻状态保持肝窦的血流灌注[14-15], 
对保持肝窦的舒张状态起关键作用[16]. Pannen  
e t a l [17]用锌原卟啉(z incum protoporphyr in, 
ZnPP)(HO抑制剂)消除内源性CO能引起肝血管

阻力的明显升高, 而亚硝基左旋精氨酸甲酯(l-
nitro-arginine methylester, L-NAME)作为一氧化

氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)抑制剂则仅引

起肝血管阻力的轻微上升, 说明相对于CO, NO
对肝窦的调节作用是很小的. HO-1的另一产物

胆绿素, 是较强的氧化剂, 能减轻内皮细胞中

黏附分子的表达, 抑制炎性粒细胞和炎性巨噬

细胞聚集, 提高抗凋亡分子的表达[18]. HO-2对
HO-1的调节剂无反应, 在特定组织中稳定地表

达, 主要分布于脑、睾丸和肝组织, 是生理状态

下HO的主要存在形式, 不易被诱导, 因而被称为

结构型HO, 其唯一的调节剂是肾上腺糖皮质激

素. 也有人把HO-2和HO-3均归为原生型, 还有

学者将HO-3称为未确定型HO, HO-3在脾、肝、

脑、睾丸、心、肾、前列腺等多个器官组织中

均可发现, 其催化活性最弱. HO的作用底物为铁

原卟啉(ferrum protoporphyrin, FePP), 但HO仅能

辨认卟啉环, 不能辨认环内金属, 所以与FePP结
构相似的非生理性金属原卟啉如锌原卟啉、锡

原卟啉等均能与FePP竞争而抑制HO的活性.

3  HO-CO系统与PH的血液动力学改变

上世纪九十年代, Tsuchiya et al发现了肝硬化大

鼠肝脏HO-1 mRNA表达明显升高. Fernandez  
et al [19]在部分结扎门静脉引起大鼠PH模型上也

发现肝脏及腹腔内脏器均有HO-1 mRNA高表

达现象. Makino et al [16]分别对肝硬化PH、特发

性门脉高压(idiopathic portal hypertension, IPH)
和非门脉高压患者进行肝脾组织活检, 采用多

克隆抗体免疫组织化学方法检测HO的分布情

况, 结果显示, 在正常对照组肝脏, HO-1主要在

枯否细胞亚群表达. 在PH组, 90%以上HO-1在
枯否细胞表达, 肝脏总HO活性较对照组明显升

■研发前沿
HO-CO系统的生
物学活性方面的
研究很多, 但在门
静脉高压血液动
力学方面的研究
尚属于起步阶段. 
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高. 在IPH组, HO-1在枯否细胞表达降低, 肝细

胞内无表达, 而脾脏中HO-1蛋白水平和mRNA
表达显著增多. 研究发现肝硬化PH患者和IPH
患者HO-1表达具有明显差异主要与肝窦内血

管壁剪应力有关. 肝硬化PH组和IPH组肝窦内

血流动力学改变显著不同, IPH被认为可能是肝

窦前血管收缩的结果, 引起肝脏灌注压降低, 局
部血管剪应力降低; 相反, 肝硬化PH时, 肝窦内

压力升高并伴随着高动力循环状态, 提示肝窦

内剪应力升高. Kobayashi et al [20]报道, 继发于门

脉高压的缺血再灌注和过高剪应力可以增加移

植肝中HO-1的表达. 枯否细胞可能作为一种感

受器细胞, 调节肝窦局部血流动力学变化, 并可

通过HO-1表达的变化改变其降解血红素的能

力. 在大鼠门静脉部分结扎的PH模型中, 肝窦

前门脉压升高, 窦内血流动力减低, 脾脏中HO-1 
mRNA表达显著增多, 与IPH患者相似. 但HO-1
在PH大鼠和IPH患者的肝内表达存在差异: PH
大鼠HO-1在肝细胞中明显表达, 而IPH患者无表

达; IPH患者肝脏枯否细胞中HO-1蛋白表达明

显减少, 而PH大鼠无明显减少. 引起动物与人类

HO-1表达的差异可能与枯否细胞和肝细胞对缺

氧的反应性不同有关, 缺氧是决定HO-1起动活

性的关键因素[21]. 
有研究报道, 肝硬化鼠腹腔脏器中HO的活

性除肝脏及肾脏不明显外其他脏器均有显著上

升, 其血中NO及CO的水平明显高于正常对照

组, 且二者存在着相关关系. CO主要通过可溶性

鸟苷酸环化酶—环磷酸鸟苷(solubility guanylate 
cyclase-cyclic guanosine monophosphate, sGC-
cGMP)途径产生如平滑肌松弛等生理效应, 此外

还可通过调节K+通道的活性传递生理信息, 参
与调节血管的舒张效应. CO与sGC的亚铁血红

素部分有很高的亲和力, 可以相互结合产生CO-
亚铁血红素(carbon monoxide-heme, CO-heme), 
他可以与该酶的卟啉部分相结合, 在其催化部

位附近导致构型改变, 从而激活c G M P, 导致

cGMP生成增多, 发挥第二信使的效应. CO的作

用机制与NO相同, 也均为血管扩张物质, 对肝脏

的血液循环有重要的调节作用. 但NO主要为肝

动脉的扩张剂, 对门脉血管床的影响较小; 而内

源性CO对肝动脉的作用较小, 对保持门脉血管

的松弛状态非常重要, 同时肝脏实质细胞产生

的CO在保持肝窦舒张状态中起关键作用. CO和

NO在PH的病理生理过程中可能存在着平衡和

协同作用[22]. CO和NO产物还参与肝肺综合症肺

部病理改变[23-24]. 
在病理情况下, CO的过量产生则会产生不

同的结果. 在急性肝损伤时, CO的产生可以扩

张局部血管、维持血管灌流、改善微循环, 具
有抗损伤的作用. 肝硬化时, CO过量产生, 一方

面可以松弛肝血窦、对抗血管阻力增加; 另一

方面也可引起内脏血管过度扩张、血管阻力

下降、血流量增加, 引起并加重PH的高动力循

环. 目前CO过量产生的原因尚不清楚, 据报道

推测也与NO相似. 一些学者的报道提出了在肝

硬化PH时HO-1表达明显增强, 全血CO水平升 
高[25-26]. PH大鼠腹腔脏器中HO活性也是增高 
的[27]. HO-1通过CO产物在PH中重要的病理生理

学作用[28]. 国内学者的研究表明, PH患者的脾动

脉局部HO-1被诱导表达增加, 而HO-2含量不变, 
这显示HO-2分解血红素产生CO作为内源性CO
的重要来源主要参与维持生理状态下内脏血管

的扩张, 保证局部组织器官的充分血液供应, 达
到局部血流动力学平衡状态; 而PH时由于内脏

血液动力学紊乱, 出现局部组织缺氧、内毒素

血症、炎性因子释放等刺激因素, 继而诱导机

体代偿性合成HO-1, 试图通过其强大的催化血

红素分解功能产生更大量的内源性CO, 以舒张

血管平滑肌, 扩张血管达到缓解局部缺氧缺血

的目的[29]. 
Suematsu et al [30]曾用ZnPP阻止CO产生可

以使肝脏灌注压升高, 而灌注CO后可显著降低

已升高的血管阻力, 推测ZnPP通过抑制HO产生

CO, 消除CO引起的血管收缩抑制作用, ZnPP明
显增加血管环的收缩效应. HO-CO系统介导PH
时肠系膜上动脉和腹主动脉血管环的低收缩反

应, 参与PH高动力循环状态的形成. 另有研究[5]

显示, 门静脉部分狭窄大鼠的肠系膜上动脉和

腹主动脉对苯肾上腺素的收缩效应都较假手术

组显著降低, 表明门静脉部分狭窄的PH大鼠内

脏血管对苯肾上腺素等缩血管物质的反应性降

低, 这种病理生理情况可能是门脉高压高动力

循环的重要原因. 

4  结论

HO-CO系统在维持PH高动力循环状态中发挥着

十分重要的作用[31]. 因此, 探讨HO-CO系统与PH
的关系, 对于研究PH的机制、进一步寻求诊断

和治疗手段具有重要的临床意义. 关于肝硬化

PH及其高动力循环状态的维持和发展, 尚有许

多未知问题有待探究. 有研究表明, 提高肝脏中

■创新盘点
本文对HO-CO系
统与肝硬化PH血
液动力学改变研
究进展进行综述, 
目的是进一步加
深对这一方面的
了解和研究, 寻求
干预PH形成或者
降低PH的治疗方
法. 
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■应用要点
本文将近年来在
这一方面的研究
进展予以综述, 旨
在唤起更多学者
的关注, 以寻求干
预门静脉高压的
形成或者降低门
静脉高压的治疗
方法. 

HO活性可以干预肝纤维化进程, 抑制肝硬化的

发展[32]. 随着研究的不断深入, 必将对肝硬化PH
的干预和治疗, 减少并发症以提高患者的生活

质量产生重大而深远的影响. 
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Abstract
The enzyme indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO), 
which catalyzes the first and rate-limiting step in 
the kynurenine pathway of tryptophan degrada-
tion, plays a key role in the antiviral immune. 
IDO mediates IFN-γ antivirus and serves immu-
noregulatory and tolerogenic functions. In this 
review, we introduce the studies on the antiviral 
immune of IDO in viral infection. 

Key Words: Indoleamine 2, 3-dioxygenase; Virus; 
Immune

Z e n g  D B ,  L u  S C .  F u n c t i o n  o f  i n d o l e a m i n e  2 , 
3-dioxygenase in viral infection. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(8): 879-884

摘要
吲哚胺2, 3双加氧酶(indoleamine 2, 3-dioxy-
genase, IDO)是色氨酸犬尿氨酸代谢途径的限
速酶. IDO在抗病毒免疫中起重要作用, 他能
介导IFN-γ抗病毒及有免疫调节和致免疫耐受
功能. 本文就其在抗病毒免疫方面作一综述.

关键词: 吲哚胺2, 3双加氧酶/IDO; 病毒; 免疫
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0  引言

吲哚胺2, 3双加氧酶(indoleamine 2, 3-dioxy-
genase, IDO)是色氨酸犬尿氨酸代谢途径的限速

酶. 近来的研究表明, IDO参与许多疾病的免疫

调节, 如自身免疫反应性疾病[1], 抗病毒免疫[2], 
肿瘤的免疫逃避[3], 以及移植免疫[4]等. 现就IDO
在抗病毒免疫中的最新研究进展综述如下.

1  IDO的生物学性质

1967年在兔的肠道组织中发现IDO. 人类IDO
是含血红素的单一肽链, 由403个氨基酸残基组

成, 分子质量约42 kDa, 其等电点为6.9. 而小鼠

IDO分子量为45 639 Da, 由407个氨基酸残基组

成, 其氨基酸序列与人IDO有61%的同源性. 人
IDO基因位于第8号染色体上, 长15 kb, 包括10
个外显子和9个内含子, 为单拷贝基因. IDO基

因启动子长1245 bp, 含有2个干扰素刺激反应

元件(ISRE), 这2个ISRE样序列间隔1 kb, 他们

在IFN-γ诱导IDO基因转录中必不可少. 此外, 5'
端还包括X-box和Y-box. 他们是主要组织相容

性复合物Ⅱ类基因启动子中干扰素反应区域的

必要组成部分. 该区域还有与干扰素调节因子

-1(IRF-1)结合序列一致或互补的6个序列, 表明

IFN能影响IDO基因的表达[5], 基因表达的调节

区域位于5'端.
IDO广泛分布于人和其他哺乳动物(如兔、

大鼠、小鼠)的肝外组织(肝内为L-色氨酸2, 3-
二加氧酶, 即TDO), 在肺、小肠和胎盘组织中活

性相对较高, 主要由外周血单核、巨噬细胞和

胎盘滋养层细胞分泌. IDO与TDO催化的反应相

同, 均是催化色氨酸分解为犬尿酸, 但其分子质

量大小、底物特异性、辅助因子和免疫原性等

方面有所不同. IDO底物主要有D-色氨酸、5-羟
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色胺、5-羟-L-色氨酸和L-色氨酸, 据研究表明

L-色氨酸是其最适底物.其催化反应如下: L-色
氨酸→IDOL-甲酰犬尿酸→L-犬尿酸→3-羟犬尿

酸→喹啉酸→尼克酰酸.
因而多数学者应用高压液相色谱法(HPLC)

测定其底物(tryptophan,Trp)和/或其产物(甲酰犬

尿酸、犬尿酸)的含量来反映IDO的活性.
近年来对IDO的生物学特性进行了更为深

入的研究, 发现IDO或相关代谢产物的表达细胞

主要分布于胸腺髓质和次级淋巴器官的T细胞

区, 并散见于一些免疫耐受或免疫特赦组织中, 
如胸腺、胃肠道黏膜、附睾、胎盘及眼前房等, 
而且都特异性地表达在巨噬细胞或树突状细胞

上. 表达于DC上的IDO对于调节免疫具有非常

重要的作用. IDO活性组成性地高表达于附睾和

胎盘等重要脏器, 低水平表达于脾脏、淋巴结

和胸腺等淋巴器官, 表明其活性并不只是一种

诱导型的宿主防御机制, 而在免疫系统的调控

中同样发挥着重要作用.

2  IDO的免疫调节作用机制

色氨酸是细胞维持活化和增殖所必需的氨基

酸, 同时也是构成蛋白质不可缺少的重要成分, 
色氨酸的缺乏可使细胞功能受限, 而色氨酸的

代谢是受IDO调控的. IDO基因的功能在进化过

程中是非常保守的. 正常情况下, IDO呈低水平

表达, 而在炎症或感染过程中其表达明显增加. 
I D O的活性表达导致微环境中色氨酸的耗竭, 
从而使细胞处于一种“色氨酸饥饿”状态, 处
于迅速分裂期的细胞或病原微生物尤为敏感. T
细胞也不例外, 据Mellor et al [6]的研究表明: 表达

IDO的人单核巨噬细胞和树突状细胞及鼠树突

状细胞, 都能促使专职抗原呈递细胞抑制T细胞

的增殖. Xiao et al [7]证实了重组IDO转染的非专

职抗原呈递细胞也具有抑制抗原特异性T细胞

反应的能力. IDO还可抑制T细胞介导的、因主

要组织相容性复合体(MHC)不相容引起的同种

异体移植物的排斥反应[8]. 其抑制T细胞的可能

为以下两种机制: 在T细胞增殖的G1中期有一个

对色氨酸缺乏很敏感的调控点, 故在IDO存在时

T细胞不能高效增殖, 也无法进行克隆扩增[6]. 这
种静息的T细胞对凋亡更加敏感, 也会造成T细
胞的缺乏, 引起细胞免疫的障碍[9-10]. 另一方面, 
IDO催化色氨酸降解产生的代谢产物对T细胞

有毒性[9,11-12]. 这种毒性效应不同于缺乏色氨酸

产生的效应, 同时宿主T细胞对IDO的毒性效应
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比肿瘤细胞更敏感. 上述的两个可能机制都可

能形成明显的免疫抑制, 但这需要每一个可活

化T细胞都与一个富含IDO的细胞发生接触. 实
际上, 这种假设的可能性很小, 故可能只是一个

局部免疫抑制机制而不是全身免疫耐受的机制.
IDO的活性表达在免疫系统的反应调控中

发挥着重要作用. 他可通过降解局部组织中的色他可通过降解局部组织中的色可通过降解局部组织中的色

氨酸, 影响淋巴细胞的功能, 在肿瘤逃逸、母胎

耐受、慢性感染、自身免疫性疾病和移植耐受

中发挥重要的代谢性免疫调节作用[13]. 使用IDO
的特异性抑制剂1-甲基色氨酸(1-MT)后, 妊娠小

鼠很快发生了针对胎鼠的异基因排斥反应[14]. 而
在自身免疫疾病的小鼠模型中, 使用1-MT能使

症状加重, 并且增加了T细胞介导的结肠炎模型

的致死率[15]. 以上事实说明在很多情况下IDO是

外周免疫抑制和耐受的内源性机制, 而不是全

身机制.
综上所述, IDO可能通过以下两条途径发挥

其抑制细胞增殖效应: (1)启动产生色氨酸的3种(1)启动产生色氨酸的3种启动产生色氨酸的3种
代谢产物(即: L-犬尿酸、吡啶甲酸和喹啉酸)的
生化反应级联效应; (2)耗竭细胞外微环境中的

色氨酸, 以增强3种代谢产物的抑制细胞增殖的

潜能[12].

3  IDO表达的调控

正是由于IDO在免疫耐受的发生中起着非常重

要的作用, 其表达必然受到严格的控制. IDO的

主要激活物是IFN-γ, 而IFN-α和IFN-β在体外

有很弱的效应, 在体内则不能激活IDO. 研究发

现, 不同来源的细胞, 包括髓系来源的细胞, 如
单核细胞分化的巨噬细胞和树突状细胞、内皮

细胞和一些肿瘤细胞都能在IFN-γ作用下增加

IDO的表达. 信号转导和活化转录子1(STAT1)干
扰素调节因子1(IRF1)能在IFN-γ作用下协调作

用, 诱导IDO的表达. Silva et al [16]发现缺乏IFN-γ
和IRF1的小鼠感染时不能表达IDO, 说明IDO的

表达受IFN-γ和IRF1的调控. 但IFN-γ并不是促

进IDO表达的唯一因素. IFN-γ的诱导物脂多糖

(LPS)也能激活IDO, 而且也能增强IFN-γ的激活

作用. 有学者发现肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和地

塞米松能增强IFN-γ激活IDO的作用, 而且地塞

米松还能协同LPS激活IDO. 另外其他一些炎性

细胞因子如IL-1也可诱导IDO表达[17]. 而一些前

炎症因子的成熟信号(如CD40L的表达)可能导

致IDO表达的下调[18]. 相反, 耐受信号(如调节性

T细胞CTLA-4的表达)可能上调IDO的表达, 从
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而抑制T细胞反应[19]. Musso et al [20]报道IL-4既
能抑制IFN-γ激活人单核细胞IDO的作用, 也能

抑制巨噬细胞活化吡啶酸的作用, 表明IL-4不仅

影响色氨酸(tryptophan, Trp)代谢产物的生成而

且限制这些产物的功能, 从而发挥抑制IDO活

性的作用. 另外, Yuan et al [21]报道转化生长因子

-β(TGF-β)能够在转录水平和转录后水平选择性

抑制IDO和色氨酰tRNA合成酶mRNAs的表达. 
以上资料表明, IDO的活性与细胞因子的功能密

切相关, 机体Trp水平受细胞因子的调控. 因此, 
IDO表达的调控是复杂的, 并且具有细胞特异

性, 机体可通过调节IDO的表达达到精细调节免

疫功能的目的.

4  IDO与病毒感染

基于以上事实, IDO在炎症或感染过程中起着

重要的作用, 而其在病毒感染过程中是否起着

同样的作用? 大量的研究表明IFN-γ抗寄生虫、

细菌及病毒的活性与IDO有关[22-23]. 已经阐明

IDO能介导IFN-γ抗病毒, 比如人类巨细胞病毒

(CMV)[24]和单纯疱疹病毒1(HSV-1)[2]. Obojes 
e t a l [25]的研究表明: IFN-γ诱导产生的IDO在被

麻疹病毒感染的上皮细胞、内皮细胞和星形胶

质细胞中起着重要的抗病毒作用.
在对艾滋病患者的研究中发现: 大多数艾

滋病患者都有中枢神经系统的HIV感染, 而其

中有一部分人会发生AIDS痴呆综合征[26], 其发

生此综合征的原因是HIV-1感染的巨噬细胞或

小神经胶质细胞分泌大量的神经毒素, 包括兴

奋毒素喹啉酸[27], 而喹啉酸的合成是受IDO调控

的. 另有研究表明: 脑内功能性IDO活性增加会

使神经毒素增加, 从而导致神经认知功能障碍

和HIV-1相关性痴呆(HIV-1-associated dementia, 
HAD)[28-30]. IDO活性增加与色氨酸的消耗, 全身

和脑HIV-1感染的进展及HAD相关[31-32]. Grant 
RS et al [33]在培养的人单核细胞来源的巨噬细胞

(monocyte-derived macrophages, MDM)中检测

HIV-1的不同病毒系别(HIV1-BaL, HIV1-JRFL, 
and HIV1-631)对IDO的诱导效应时发现: 被
HIV1-JRFL和 HIV1-631感染的MDM 48 h后均

有明显的IDO蛋白和犬尿氨酸合成增加, 而被

HIV1-BaL感染的MDM则无. IDO有免疫调节和

致免疫耐受功能[11-12,34-37]. 通过表达IDO, 特定抗

原呈递细胞(antigen presenting cell, APC)能调节

T细胞反应[3]. APC过度表达IDO能导致免疫抑制

和减少T细胞反应[38]. Burudi et al [39]的研究表明

猴免疫缺陷病毒(simian immunodeficiency virus, 
SIV)感染的猴脑内IFN-γ水平、上调的IDO、脑

病理改变和病毒载量有直接关系. 因此可以想

像, 病毒进入脑内诱导产生的IFN-γ, 使巨噬细胞

和小胶质神经细胞产生IDO, 喹啉酸水平增加导

致神经毒性. 而且, 由于病毒感染的结节内IDO
有免疫抑制作用, 故为病毒播散及持续感染创

造了一个良好的环境. 因此, HIV感染的宿主脑

内IDO不仅参与神经毒性作用, 而且使免疫系统

清除HIV无能. Potula et al [40]用人外周血淋巴细

胞和颅内注射自体HIV-1感染的MDM所致脑炎

小鼠构建了重型免疫缺陷小鼠, 当用1-MT处理

此小鼠后, 外周血中人CD3+, CD8+, CD8+/INF-γ+ 

T细胞, 和 HIV-1gag/pol-专职CTL明显高于对照组. 
在小鼠基底神经节内注射MDM 2 wk后, 再用

1-MT处理此小鼠, 结果发现脑内含有HIV-1感染

的MDM区域的CD8+ T淋巴细胞数比对照组高2
倍. wk 3时, 用1-MT处理的小鼠脑内HIV感染的

MDM比对照组减少了89%. 因此, 控制HIV脑炎

患者的IDO活性也许可能会增加HIV专职CTL的
产生, 从而导致其脑内HIV感染的巨噬细胞数量

减少.
另外, 眼球内是一个免疫特赦区, 其主要

是因为人视网膜色素上皮细胞(retinal pigment 
epithelial, RPE)上的TGF-β2能抑制IFN-γ上调

的Ⅱ类抗原, 从而改变其APC的特性[41]. 终末期

AIDS的主要并发症之一就是CMV视网膜炎. 有
研究表明: 当HIV感染患者的CD4+细胞计数少

于100/mm3时, 就很易发生机会性感染的CMV视

网膜炎[42-43]. 人和牛视网膜内, IFN-γ能诱导IDO
的表达[44-45], 与IL-1β结合便形成一氧化氮合酶

(nitric oxide synthase, NOSII) 的诱导体[46]. 已有

研究证实HIV感染患者CMV感染的视网膜神经

胶质细胞表达NOSII[47]. 大量的模式表明NOSII
具有抗病毒效应[48]. Bodaghi et al [24]的研究表明

CMV下调NOSII途径依赖于功能性的病毒基因

组. 然而, IFN-γ诱导IDO途径对CMV的复制有

强烈抑制作用. 他们推测, 在CMV感染的RPE
细胞里用IFN-γ刺激也许能产生多聚腺苷酸化

IDO mRNA. 因此用增加L色氨酸的量来检测抑

制CMV复制是否能被逆转. 结果显示色氨酸逆

转IFN-γ的抑制效应非常明显, 而且和剂量相关. 
但是RT-PCR结果示CMV感染对IDO mRNA的

转录并没有任何影响. 另外, 他们用L-NMMA处

理被IFN-γ/IL-1β处理的细胞并不能增加CMV的

复制, 提示在RPF细胞内, CMV感染与L-NMMA

■相关报道
IDO与AIDS痴呆
综合征及AIDS主
要并发症之一的
CMV视网膜炎有
关, 并有免疫调节
和致免疫耐受功
能 .  IDO的产生 , 
使HCV能成功逃
逸T细胞免疫, 进
而导致很高的慢
性感染率.
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都诱导NO合成. 而且, L-NMMA+L-色氨酸与单

用L-色氨酸相比, 并不能增加病毒的复制, 提示

IFN-γ/IL-1β的抑制效应主要是由于IFN-γ诱导

IDO的产生.
HCV慢性感染的特征即T细胞反应无力, 对

抗原决定簇的识别减少. 而急性感染或用IFN治

疗后病毒的清除则与有力的多克隆T细胞反应

相关[49]. HCV感染细胞与激活了的T淋巴细胞

相互接触便诱导IDO的产生[50]. IFN-γ是CHC患
者肝内上调了的一种促炎细胞因子, 在IFN-γ作
用下HCV复制使细胞极易产生高水平的IDO[52]. 
但是IDO并不影响HCV感染细胞内的HCV复制

活性, 因为用IFN-γ+ IDO抑制剂(1-MT)或+犬尿

氨酸处理HCV感染的细胞, 与单用IFN-γ相比, 
并不引起其HCV-RNA水平的变化[42]. 可以推测, 
上调IDO可能系HCV逃逸T细胞免疫的一种策

略, 而不是直接影响HCV复制的一种机制. 由于

IDO的产生, 使HCV能成功逃逸T细胞免疫, 进
而导致很高的慢性感染率. 另外在对感染HCV
的黑猩猩及人肝组织的研究中发现: CHC患者

与黑猩猩肝内也有上调的IDO, 且肝组织内IDO 
mRNA水平与CTLA-4 mRNA水平有显著直接

相关性[42]. 这些研究为治疗HCV感染提出了一

个全新的干预治疗目标.
总之, IDO在病毒感染中的作用可以概括如

下: 在病毒感染早期, 病毒诱导IFN-γ产生, 进而

上调IDO, 非特异性抑制病毒复制; 由于持续升

高的IDO能导致免疫抑制和减少T细胞反应, 故
为病毒播散及持续感染创造了一个良好的环境, 
从而使感染慢性化.

5  结论

IDO是色氨酸犬尿氨酸代谢途径的限速酶. 他在

抗病毒免疫中起着重要的作用. 至今为止, 国内

外对IDO与HBV感染的关系研究鲜有报道. 我国

是一个乙肝大国, 慢性无症状乙型肝炎病毒携

带者约10%左右, 携带的人口总数可能超过1.3
亿, 而目前对乙肝的治疗仍是一大难题, 对IDO
在乙肝患者中的深入研究, 可为抗乙肝病毒治

疗提供一个全新的治疗策略.
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Abstract
FOXP3+ regulatory T cells play a key role in 
controlling immune pathological reactions and 
preventing organs from immune damages. In 
the gut, native T cells express FOXP3 when 
antigens make T cells active. It is necessary 
for the retinoic acid and transforming growth 
factor β(TGF-β) to involve in the procession. 
The retinoic acid is the metabolite of vitamin 
A produced by gut-associated dendritic cells, 
with induction T cells to produce integrin 
α4β7 and CCR9, which enhance the ability in 
transferring native T cells into regulatory T cells, 
and regulatory T cells migrate preferentially to 
the small intestine. Besides, retinoic acid can 
make RORγt weak, resulting in the reduction of 
Th17 and the improvement of regulatory T cell 
transformation.

Key Words: Retinoic acid; Regulatory T cell; Den-
dritic cell  

Zheng LK, Zhang L, Chen NY. Role of retinoic acid in gut 
immune homeostasis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(8): 885-891

摘要
Foxp3+调节性T细胞在调控免疫病理、防止机
体遭受免疫损伤中起到重要作用. 在肠道, 初
始T细胞受到抗原激活后表达Foxp3, 这一过
程需要维甲酸和转移生长因子(TGF-B)的参
与. 维甲酸是肠道相关树突状细胞产生的维生
素A的代谢产物, 通过诱导T细胞产生整合素
α4β7和CCR9, 提高外周天然T细胞转化为调节
性T细胞的能力, 并使其定居肠道. 此外维甲
酸还可以减少RORγt, 来降低Th17、提高调节
性T细胞的转化. 

关键词: 维甲酸; 调节性T细胞; 树突状细胞
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杂志  2008; 16(8): 885-891

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/885.asp

0  引言

为了维持体内的免疫稳态, 小肠的免疫系统已

经进化并具备了足够抗炎免疫调节机能: 对无

毒害食物和肠道中的共栖微生物发生耐受, 避
免机体发生自身免疫性疾病和超敏反应; 同时

肠道的免疫系统还会识别并清除局部入侵的致

病原, 以避免机体受损. 肠道免疫的建立和维护, 
调节性T细胞(regulatory T cells, Treg)发挥着不

可或缺的作用. 肠道是大量Treg的定居场所, 包
括Foxp3+的Treg. 这些Treg大多来自于胸腺, 但
也可来自外周天然T细胞. 肠道微环境更适宜外

周Treg的发育, 在肠道中天然T细胞受到抗原激

活后诱发表达Foxp3. 在此过程中需要CD103＋

树突状细胞和TGF-β的共同参与, 近年来维生

素A的代谢产物维甲酸在提高Treg转化中的作

用备受重视, 一方面他能上调T细胞上α4β7、
CCR9等移居肠道的受体, 另一方面他能通过减

少孤儿受体(RORγt)从而提高Treg的转化. 本文

将对维甲酸和肠道免疫稳态作一综述. 

1  Treg和肠道免疫

具有调节功能的T细胞有很多亚群, 目前了解

®

■背景资料
为了维持体内的
免疫稳态, 小肠的
免疫系统具备了
抗炎免疫调节机
能, 从而避免机体
受损. 肠道是大量
Foxp3+的Treg的
定居场所, 它在肠
道免疫的建立和
维护中发挥着不
可或缺的作用.

■同行评议者
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最多的是Foxp3+CD4+CD25+ Treg, 不同于传统

意义上的Th1和Th2, 此类细胞同时具有免疫灭

能和免疫抑制两大特征. 在人类和小鼠中, 表
达Foxp3的Treg在维持免疫耐受的作用已被证

实[1-6], 但是这种细胞的来源依然没有完全弄清. 
以前大多数研究集中在从胸腺中发育而来的

CD4+CD25+ Foxp3+的Treg, 然而具有调节功能

的T细胞也可来自于外周天然T细胞, 这些细胞

的表型和从胸腺发育而来的Treg相似, 但是他们

的形成方式不同[7-8]. 外周淋巴组织中Treg的产

生需要抗原和TGF-β参与, 经TCR刺激后, CD4＋

CD25＋T细胞表达Foxp3并获得了抑制活性[9-10]; 
给予口服半抗原, 也能诱导外周Foxp3+的Treg的
发育[7-11]. 肠道就是诱导外周Treg的主要器官之

一, 肠道微环境有利于诱发Treg生成. 
天然T细胞被抗原激活后, 变成效应、记忆

T细胞, 并获得了移居到结外组织的能力. 在肠

道抗原刺激下发育来的效应T细胞, 表达识别

回归肠道的受体, 特别是α4β7、CCR9和TECK/
CCL25受体, 导致这些细胞优先移居到小肠[12-16]. 
同样被皮肤抗原刺激并诱导出效应T细胞, 表
达能识别回归皮肤的受体, 如: 细胞因子受体

CCR4和CCR10. Marjan在体内试验中已经证实, 
T细胞遇到抗原时的微环境, 决定了他优先移居

的场所[17]. 

2  树突状细胞(dendritic cells, DCs)和肠道Treg

肠道相关淋巴组织(gut-associated lymphoid 
t i ssue, GALT)包括集合淋巴结、肠系膜淋巴

结、肠黏膜固有层和肠上皮细胞, 其中的DCs
被认为对外周Tr e g的发育和移居肠道起重要

的作用[18]. 小肠黏膜固有层DCs含量丰富[19-20], 
MHCⅡ+CD11c+DCs占细胞总数的10%-15%, 
而脾脏DCs只有不到细胞总数的3%. 80%以上

黏膜固有层中DCs表达CD11b＋[21], 不表达CD4
和CD8α+[22]. 脾脏CD11b+DCs不表达CD103, 
CD11b-DCs弱表达CD103, 相反25%以上的黏

膜固有层CD11b+DCs高表达CD103[22]. 集合淋

巴结和肠系膜淋巴结中的DCs, 特异性的表达

CD103+、CD8-、CD11b+. 正常小鼠肠系膜淋巴

结(MLN)中CD103+的DCs, 能够提高天然T细胞

转化成为Foxp3+ Treg的能力. 在CD4+CD25+ Treg
调控的结肠炎试验中, 需要表达CD103 DCs的参

与[23], 这一点提示CD103+的DCs在诱导Treg的反

应中起到特定的作用. Janine et al [24]比较了从正

常BALB/C小鼠分离来的CD103+和CD103- DCs,

诱导来源于DO11.10 SCID小鼠脾脏的CD4+ T细
胞Foxp3+的表达, 发现其对T细胞的增殖和聚集

的作用是相当的, 然而在培养的d 3和d 7, 利用

流式细胞仪探测到了只有CD103+的DCs能够诱

导Foxp3+的表达. 在培养中Foxp3+的诱导依赖于

DCs的数量, CD103+ DCs的减少导致Foxp3+ Treg
比例的减少. 除了诱导Foxp3的表达外, CD103+

的DCs还能维持原有Foxp3+CD4+CD25+ T细胞

的数量[24]. 从DO11.10BALB/C小鼠脾脏获得的

CD4+CD25+T细胞, Foxp3+表达在TCR转基因

(KJ-1.26+)部分, 在开始培养时, 75%的KJ-1.26+

的T细胞表达Foxp3+, 随着培养时间的延长, 这
个比例随之下降, 一个可能的原因是Foxp3-T细
胞衍生物的污染, 并不是Foxp3基因的下调, 然
而在培养中加入CD103+的DCs, 在培养的d 7 
Foxp3表达的比例较开始时更高, 这点说明了除

诱导Foxp3的表达外, CD103+DCs还能保持已有

Foxp3的数量[24]. 
Jason et al为了进一步检测是否黏膜固有层

DCs能够诱导Treg的转化, 分离脾脏(SP)和黏膜

固有层(Lp)的DCs, 分别和CD4+eGFP-(强化绿色

荧光蛋白)T细胞共培养, 培养基中分别加入抗

CD3抗体、抗CD3抗体和TGF-β, 抗CD3抗体单

独存在时不能诱导Foxp3的表达, 加入TGF-β后
在两个培养基中均能诱导Foxp3的表达. 同时检

测到LpDCs培养中诱导出Foxp3的表达显著的高

于SpDCs[22]. 这点说明了在DCs诱导Treg发生过

程中需要TGF-β的参与[7,25]. 
TGF-β除了维持外周Foxp3+CD4+CD25+ 

Treg的功能外[26], 还能诱导天然T细胞Foxp3
的表达[24,27-29]. Janine et al在CD103+的DCs诱导

F o x p3的试验中进一步研究了T G F-β的作用. 
天然T细胞分别和C D103+、C D103-的D C s培
养, 加入TGF-β抗体后, 完全阻断了Foxp3的表

达, 揭示了TGF-β在表达CD103的DCs诱导转化

Foxp3+Treg的过程中起到了调节功能. 他们还

证实CD103+和CD103-DCs亚群功能是不同的, 
CD103+的DCs较CD103-的DCs, 能够产生更高

水平的有活性的TGF-β[24]. 在CD103+的DCs培
养中, 有足够的内源性TGF-β, 约10%天然T细
胞转化为Foxp3+的T细胞. Janine et al进一步研

究了加入不同浓度的外源性TGF-β对FOXP3转
化的影响, 结果外源性的TGF-β的加入能够提

高这种转化. 1 μg/L的TGF-β可使约50%的T细
胞表达Foxp3, 然而在CD103-的DCs培养体系

中加入TGF-β, 只有数量很少的Foxp3+T细胞产

■研发前沿
近年来维甲酸在
提高Treg转化中
的作用备受重视, 
一方面他能上调
T细胞上α4β7、
CCR9等移居肠道
的受体, 另一方面
他能通过减少孤
儿受体(RORγt)从
而提高Treg的转
化.
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生, 这个比例显著低于CD103+的培养[24]. 尽管

在试验中加入外源性的TGF-β已经是他的活化

形式, 跳过了TGF-β的活化过程, 但是即使加入

高浓度的活性TGF-β, 也不能使CD103-DCs诱导

出与CD103+DCs相近水平的Foxp3, 提示了不是

CD103-的DCs产生一种抑制因子, 就是缺乏一种

重要的共因子. 

3  维甲酸

3.1 维甲酸的代谢及相关受体 维生素A参加了

机体多种生物学过程, 包括视力、生殖、上皮

细胞的分化、骨骼发育和免疫[30-31]. 维生素A对

视力的作用依靠他的代谢产物, 11-顺-维A醛, 而
对于其他系统的作用依靠他的代谢产物维甲酸, 
主要是全反式维甲酸(all-trans-RA)和9-顺-维甲

酸(9-cis-RA)[30]. 肝脏的伊藤细胞(Ito cells)是维

生素A主要的储存库, 然而我们不知道, 是否这

些细胞能够将维生素A转化成维甲酸, 如果可以

那他们也参与了天然T细胞转化为Treg, 最近的他们也参与了天然T细胞转化为Treg, 最近的们也参与了天然T细胞转化为Treg, 最近的

研究揭示了他们有产生免疫的作用他们有产生免疫的作用们有产生免疫的作用[32], 维生素

A在肝脏中以视黄基酯的形式存在, 在进入血

循环之前先被水解. 血浆中的视黄醇水平能保

持在一定的范围内归功于肝脏的储存[33]. 然而

肝脏细胞, 是否能够代谢维生素A成维甲酸, 并
不清楚. 小鼠血浆中视黄醇的正常值是0.8-1.2 
μmol[34], 约95%的血浆视黄醇和细胞连接蛋白

相连, 进而进入细胞内氧化代谢产生维A醛[35], 
随后转变成维甲酸并连接于细胞核的受体上, 
一种是维甲酸受体(RAR), 包括α、β和γ3种表

型, 另一种为类维生素A X受体(RXR), 包括α、
β和γ3种表型[30-36]. 9-cis-RA能和RAR和RXR相
连, all-trans-RA连接于RAR, 在高浓度时可以和

RXR连接. 
由视黄醇到维A醛的过程是可逆的, 这个过

程被酒精脱氢酶(ADH)的亚家族催化[37]. ADH5
整合素的mRNA表达在所有次级淋巴组织来源

的树突状细胞上, 除此之外集合淋巴结的树突

状细胞表达ADH1和ADH2整合素的mRNA. 由
维A醛到维甲酸这个不可逆的反应过程被维A醛

脱氢酶(RALDH)催化[35], 到目前为止可以肯定

至少有4种该整合素表型, 其中有三种整合素表

型能在次级淋巴组织中检测到, 集合淋巴结的

树突状细胞表达RALDH1 mRNA, 肠系膜淋巴

结的树突状细胞表达RALDH2 mRNA, RALDH3 
mRNA在以上两个场所中都是弱表达[24,37]. 在外

周淋巴结中以上各种RALDH mRNA的表达是

相对低的, 仅仅弱表达RALDH2 mRNA. 这点说

明肠系膜淋巴结和集合淋巴结的树突状细胞较

外周淋巴结的树突状细胞, 有更强的催化产生

维甲酸的能力. 
3.2 维甲酸和体内免疫 维生素A缺乏的动物, 其
胸腺和脾脏出现萎缩, 人体内维生素A缺乏会

导致对多种微生物易感性的升高, 补充维生素

A能够减少严重疾病的死亡率[38-40]. 以上作用主

要依赖于维生素A的代谢产物-维甲酸及其衍生

物, 他们参与了体内的免疫过程, 维甲酸除了能他们参与了体内的免疫过程, 维甲酸除了能们参与了体内的免疫过程, 维甲酸除了能

抑制B细胞和T细胞的增殖外[41-43], 还能减轻炎

症反应, 临床上用维甲酸治疗套细胞淋巴瘤和

痤疮分别依赖两者的作用机制[44]. 维甲酸及其

衍生物的这种功能上的多效性, 主要是通过细

胞核内维甲酸受体(RAR)和视黄醇X受体(RXR)
介导的[45-46], 然而每种受体的作用还不是很清

楚. Chen et al [47]用全反式维甲酸(ATRT)治疗

C57BL6小鼠, 其脾脏和骨髓中CD19+细胞系显

著的升高, 然而淋巴前体细胞总数是减少的, 从
而提出ATRT在抑制祖细胞扩增的同时, 加速了

他们进一步分化为B系淋巴细胞[47], 这也正是维

生素A能增强抗感染免疫功能的作用机制[48], 同
时在这个实验中, 利用PCR的方法证实了RAR-α
介导了这一过程[47-49]. Dzhagalov et al [50]在RAR-γ
缺陷小鼠体内实验中, 得出了RAR-γ对于T细胞

和B细胞的发育不是必要的, 但是对于CD8+效应

T细胞的分化和IFN-γ的产生是必要的. 除此之外

Chen et al提出, 维甲酸通过提高细胞表面sIgG1
和CD138的表达加速B细胞的成熟, 从而提高机

体的体液免疫功能[51]. 
3.3 维甲酸对α4β7、CCR9的调节 感染性疾病

与婴幼儿持续性腹泻有密切关系, 已经证实维

生素A在肠道免疫中发挥重要作用, 能够显著地

减少该病的致死率. 肠系膜淋巴结和集合淋巴

结的DCs分泌维生素A的代谢产物维甲酸, 经抗

原刺激后能上调天然CD4+T细胞上α4β7整合素

和CCR9的表达[17], 相反维生素A的缺乏, 则导致

了淋巴组织中活性T细胞和记忆T细胞上α4β7和
CCR9的减少, 同时还导致小肠黏膜固有层T细
胞缺乏[37]. Makoto et al对比观察视黄醇缺乏的

小鼠和对照小鼠体内维生素A的浓度分别为0.13
±0.04 μmol和1.08±0.05 μmol[37], 维生素A缺乏

的小鼠, 脾脏、肠系膜淋巴结、集合淋巴结中

α4β7+CD4+记忆、活化T细胞显著减少, 而次级

淋巴组织中α4β7-CD4+ T细胞并没有减少[17]. 在
体外试验中all-trans-RA在0.1 nmol时能显著的

■相关报道
以前的研究多集
中在胸腺来源的
Treg, 现已证实可
来自外周天然T细
胞, 且肠道微环境
更适宜他的发育, 
在此过程中需要
CD103+树突状细
胞和TGF-β的共
同参与.
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提高T细胞上α4β7的表达, 9-cis-RA在1 nmol或
更高浓度时能起到相似的作用, 视黄醇和维A
醛, 在100 nmol或是更高浓度时才能起到相似的

作用[37]. 另一方面维A醛脱氢酶抑制剂枸橼醛, 
或者是维甲酸受体拮抗剂LE135/LE540(52), 能
显著抑制DCs诱导T细胞上α4β7整合素和CCR9
的表达, 而RXR拮抗剂PA452无相同的抑制作

用[37-53], 由此说明了维甲酸和/或RAR参与了T细
胞移居肠道的过程. 因为α4β7整合素能和肠道

血管的黏膜固有层细胞黏附分子连接[54], CCR9
能和小肠隐窝上皮的胸腺表达因子配体连接[55], 
所以可以理解为经抗原刺激后的T淋巴细胞, 在
肠道相关CD103+的DCs的作用下, 通过维甲酸

上调了α4β7和CCR9的表达, 从而移居到GALT
中. 
3.4 维甲酸参与肠道免疫耐受 Micah et al研究发

现在天然T细胞转化为Foxp3+T细胞的过程中, 
维生素A的参与是一个重要的因素[56]56]. 在CD4+ 
Foxp3-转化为CD4+ Foxp3+的体外试验中, 含有

IL-2和TGF-β的培养体系中FOXP3的转化率为

15%-50%, 加入维甲酸后转化率可>90%或更高, 
另一方面维甲酸受体拮抗剂LE135/LE540能减

少这种转化[37]. 在加入外源性TGF-β的CD103+ 
和CD103-DCs的培养体系中, CD103+的培养体

系中诱导Foxp3+T细胞的比例大于CD103-的培

养基, 然而在外源性TGF-β和维甲酸都存在的情

况下, 两种培养体系中Foxp3+T细胞的数量和比

例相似[24]. 由此说明了在T细胞转化为Foxp3+T
细胞的过程中维甲酸是共因子[2]. 

Micah et al进一步研究发现维甲酸单独并不

能引发Foxp3的转化[22,24,56], 需要TGF-β和IL-2的
参与[9-10,57], 在这个试验中, IL-2的浓度不变, 加入

不同浓度条件下的TGF-β, 在相同的培养条件下

维甲酸的加入显著提高了转化率. 同时发现维

甲酸在小于1 nmol时作用显著, 在30-100 nmol时
维甲酸能抑制T细胞的增殖[58]. 

孤儿受体(R O R γ t)参与了T h17的基因转

录[59-60], 他和维甲酸诱导Treg的产生相关. Mu-
cida et al的体外研究证实, TGF-β和IL-6共同

存在的情况下[61], T细胞转化为辅助性Th17细
胞[62-64], Th17和Treg作用相反, 能加强主动免

疫和炎症反应, 同炎症性肠病、类风湿性关节

炎、特异性的变态反应密切相关[65-66]. 然而如

在培养初期加入维甲酸, T细胞则转化为Treg[67]. 
为了验证维甲酸能调控RORγt, 在含有炎症刺激

因子的培养基中, 加入TGF-β能诱导出高水平

的RORγt, 然而加入维甲酸后这种表达明显的减

少. 在体内试验中进一步验证维甲酸对Th17增
殖的抑制作用, 给受试小鼠口服致病源, 并分别

经RA和RAR抑制剂LE540处理[68], 在接受RA治

疗的小鼠能检测到T17细胞减少, 而接受LE540
治疗的小鼠和对照组比较没有明显的不同. 综
合以上的试验结果, 维甲酸在体内和体外均可

抑制Th17细胞的增殖, 从而使T细胞转化为Treg, 
其作用机制是通过直接减少RORγt[67]. 

体外产生的Foxp3+CD4 T细胞是否能在体

内抑制效应T细胞,  Mucida et al [67]做了共转移

试验, 用CD45RBHICD4 T细胞在免疫缺陷的小

鼠体内诱导出结肠炎, 同时将在不同环境下诱

导出的CD4 T细胞转移进小鼠体内. 结果在没有

细胞因子的环境下激活CD4 T细胞和CD45RB-
HICD4细胞能导致结肠炎, 相反如果共转移的是

在TGF-β参与下激活的CD4 T细胞, 能部分的阻

止本病的发生, 如果共转移的是在TGF-β和维甲

酸都存在的环境下激活的CD4 T细胞, 则不发生

该病[67], 这说明了在体外TGF-β和维甲酸都存在

的情况下诱导产生的Foxp3+的T细胞在体内也

能发挥抑制效应细胞的功能[56,67]. 

4  结论

Treg在免疫耐受中的作用是肯定的, 在体外培

养中DCs能诱导并扩增调节性T细胞, 且这一过

程依靠TGF-β的参与, 维甲酸的加入可加强这种

转化率, 在体外扩增的Treg在体内仍可抑制效

应T细胞的功能, 从而达到抑制自身免疫损伤的

作用. 目前除了维甲酸在体内外的研究取得一

定的成果外, 近期有证据表明了低于生理水平

的维甲酸可能导致了TGF-β功能的失调, 提高

RORγt的表达, 使得Th17细胞的增殖多于调节性

T细胞, 引发了免疫功能的失衡. 这些结果为我

们治疗免疫性疾病提供了新的思路, 由于维甲

酸的副作用, 维甲酸受体激活剂可能更适用于

体内试验. 此外是否维甲酸只能作用于天然T细
胞转化为Treg, 能否用于转化已经激活的或是分

化的T细胞, 从而阻断已经发生不必要的免疫反

应. 因为部分免疫缺陷的患者体内Treg的数量是

正常的, RORγt的提出使我们有了治疗的新视角, 
那就是能否通过减少RORγt抑制Th17细胞的增

殖, 从而达到治疗免疫性疾病. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of nuclear 
factor kappa B (NF-κB), intercellular adhesion 
molecule-1 (ICAM-1), tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) in experimental 
autoimmune hepatitis (EAH) model and to explore 
the role of those molecules in liver injury of EAH.

METHODS: EAH model was induced by intra-
peritoneal injection of syngeneic S-100 antigen 
emulsified in complete Freud’s adjuvant into 
C57BL/6 on days 1, 7, 14 and 21. On the 28 day, 
animals were killed. Expressions of NF-κB, 
ICAM-1, TNF-α and IL-6 were observed using 
histoimmunochemistry

RESULTS: Liver cells in the control group were 

radially arranged from the central venous to 
the all sides. No inflammatory infiltration was 
observed in the portal area. Histology showed 
patchy necrosis of liver cells and lymphocyte 
infiltration in the EAH model. NF-κB, ICAM-1, 
TNF-α and IL-6 were not expressed in the con-
trol group but positively expressed in the model 
group.

CONCLUSION: NF-κB and its regulation prod-
ucts play an important role in the process of he-
patic cell injury by regulating the expression of 
ICAM-1, TNF-α and IL-6.

Key Words: Experimental autoimmune hepatitis; 
Autoimmune; Nuclear factor kappa B; Mice

Yang LL, Bao QD, Cui DL, Wang Y. Expression of NF-κB 
and its regulation products in experimental autoimmune 
hepatitis and its significance. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(8): 892-895

摘要
目的: 观察实验性自身免疫性肝炎(expe r i-
mental autoimmune hepatitis, EAH)肝组织中
核因子-κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)及
其调控产物细胞间黏附分子-1(intercellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)、肿瘤坏死因
子-α(tumor necrosis factor α, TNF-α)和白细胞
介素-6(interleukin-6, IL-6)在EAH中的表达和
在肝损伤中的作用. 

方法: 采用肝抗原S-100与弗氏完全佐剂充
分乳化后, 予d 1、7、14和21 C57BL/6小鼠ip
诱导EAH模型, 于d 28处死所有小鼠. 免疫组
织化学方法观察NF-κB、ICAM-1、TNF-α、
IL-6的表达. 

结果: 对照组肝细胞以中央静脉为中心向四
周呈放射状排列, 汇管区无炎症浸润, EAH
模型组小鼠肝组织学可见肝细胞片状坏死和
淋巴细胞浸润. 对照组中未观察到NF-κB、 
ICAM-1、TNF-α和IL-6的表达, 而模型组中
均有阳性表达.

®

■背景资料
在 世 界 范 围 内 , 
自身免疫性肝炎
(AIH)占慢性肝炎
的10%-20%, 严重
的AIH患者如果
不治疗, 3年的生
存率为50%, 10年
为10%. 研究表明
NF-κB、ICAM-1
等 细 胞 因 子 在
CCl4诱导小鼠急
性肝损伤发病机
制中起着重要作
用, 并可能是各种
急性肝损伤的共
同途径, 调控NF-
κB及其产物活性
有可能成为防治
急性肝损伤的新
靶点. 

■同行评议者
刘正稳, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
传染科
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结论: NF-κB通过调控ICAM-1、TNF-α和
IL-6的基因表达, NF-κB及其调控产物可能在
EAH的肝细胞损伤过程中起着重要的作用.
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0  引言

核因子-κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)作为

肝脏的重要细胞因子在肝损伤发生发展过程中

起着重要的作用. NF-κB能调控免疫应答、炎

症反应、细胞黏附、细胞生长分化和凋亡所必

需的许多细胞因子和黏附分子等相关基因的转

录和表达[1]. 近年研究表明, NF-κB及其调控产

物在肝脏炎症、肝纤维化的发生及发展中起重

要作用[2], 并且广泛参与炎症及免疫性疾病的

发病过程[3]. 本研究通过肝抗原S-100腹腔免疫

小鼠诱导实验性自身免疫性肝炎(experimental 
autoimmune hepatit is, EAH)模型, 观察肝组

织中NF-κB、细胞间黏附分子-1(intercellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)、肿瘤坏死因

子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素

6(interleukin-6, IL-6)的表达, 探讨NF-κB及其调

控产物在EAH肝损伤中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级雄性C57BL/6小鼠65只, 周龄

4 wk, 体质量20.32±0.86 g, 购自北京维通利华

实验动物技术有限公司, 自由进食进水. 兔抗

ICAM-1多克隆抗体、兔抗TNF-α多克隆抗体、

兔抗IL-6多克隆抗体购自武汉博士德生物工程

公司, 小鼠抗NF-κB mAb, 兔和小鼠SP试剂盒均

购自北京中山生物技术公司. 
1.2 方法 
1.2.1 肝抗原制备: 取同种系小鼠25只, 脱颈致

死. 取出肝脏置冰上, 将肝组织剪碎, 生理盐水

反复冲洗除去血液, 与等量的生理盐水在冰水

中进行匀浆, 匀浆后行超声粉碎, 使肝细胞内蛋

白质充分释出. 将匀浆以1500 r/min离心10 min, 
取上清然后以超速离心机以3400 r/min离心1 h, 
取上清液, 即含肝抗原, 称S-100抗原. 此抗原用

前新制备较好. 
1.2.2 分组与实验: 全部小鼠称质量后随机分为

两组, 对照组和模型组, 每组20只. 对照组小鼠

于实验d 1、7、14、21分别ip 0.5 mL的生理盐

水与等量的弗氏完全佐剂的充分乳化液1 mL, 
模型组动物注射0.5 mL的肝抗原(S-100)与等量

的弗氏完全佐剂的充分乳化液1 mL. d 28对所

有小鼠摘眼球取血, 以备测ALT、AST、A(白蛋

白)、G(球蛋白); 取肝左叶40 g/L甲醛固定, 用于

HE染色和NF-κB、ICAM-1、TNF-α、IL-6的免

疫组织化学染色. -
1 .2 .3  血清和肝组织指标检测 :  血清A LT、

A S T、A、G的测定采用生化法 .  采用H E染

色观察肝组织病理损伤. NF-κB、ICAM-1、
TNF-α、IL-6免疫组织化学染色采用SP法, 按试

剂盒说明进行操作. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 组

间比较用t检验. P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况 正常组小鼠运动活跃, 精神进食

好, 毛浓密光亮. 模型组小鼠随实验进行变得反

应迟缓、少动, 常做萎靡状, 弓背喜卧, 进食欠

佳, 毛稀疏干燥, 粗乱蓬松.
2.2 肝脏肉眼观察 对照组, 肝脏呈红褐色, 表面

光滑, 质地柔软, 边缘锐利; 模型组, 肝脏呈深红

色, 表面可见白色斑点, 质地较脆, 边缘变钝. 
2.3 小鼠血清ALT、AST、A和G含量 模型组血

清ALT、AST、G含量显著高于对照组, A含量

低于对照组, 两者比较均有显著性差异(P <0.01, 
表1).
2.4 肝损伤的病理改变 正常对照组肝细胞以中

央静脉为中心向四周呈放射状排列, 肝小叶结

构清晰, 肝细胞间联系紧密; 肝细胞核大而圆, 
核仁明显, 胞质丰富均匀, 汇管区无炎症浸润,胞质丰富均匀, 汇管区无炎症浸润,丰富均匀, 汇管区无炎症浸润, 
结构清晰可见(图1A). 模型组肝细胞片状损伤坏

死, 主要见于中央静脉和汇管区, 坏死区和血窦

中有炎性细胞浸润, 肝血窦充血扩张, 部分细胞

有脂肪变性, 部分细胞核呈花瓣样改变, 部分核

碎裂(图1B).
2.5 肝组织中NF-κB、 ICAM-1、TNF-α和IL-6
的表达 对照组中未观察到NF-κB、 ICAM-1、
TNF-α和IL-6的表达, 而模型组中均有阳性表

达. NF-κB主要表达于汇管区和中央静脉周围的

肝细胞胞核中, 呈棕褐色, 胞质也有表达(图2A).胞质也有表达(图2A).也有表达(图2A). 
ICAM-1部分表达在中央静脉及汇管区肝细胞坏

死周围的肝细胞胞质中, 呈棕褐色颗粒(图2B).胞质中, 呈棕褐色颗粒(图2B).中, 呈棕褐色颗粒(图2B). 
TNF-α以中央静脉及汇管区周围肝细胞阳性表

■相关报道
近年来研究表明, 
在缺血-再灌注、

刀豆素A及C C l 4

等所致肝损伤中
NF-κB表达均明
显上调, 并促进多
种炎症介质的转
录表达, 加重肝损
伤. 俞卫锋 et al证
实 ,  抑 制 肝 组 织
中NF-κB的活性
对缺血-再灌注早
期供肝损伤有保
护作用. Ledebur 
et al 研究发现, 活
化的NF-κB可诱
导 细 胞 间 黏 附
分子-1(ICAM-1)
的 基 因 转 录 . 
NeubanerK et al研
究表明在CCl4诱
导的急性肝损伤
中, ICAM-1的表
达明显上调, 48 h
后主要表达在肝
细胞坏死区域, 且
ICAM-1表达强弱
与肝细胞坏死程
度密切相关, 并认
为ICAM-1的上调
和炎症细胞的集
聚可能是其致肝
损伤的关键.
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达为主, 主要在胞质内, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、胞质内, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、内, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、

部分单核细胞、淋巴细胞和胆管上皮细胞有弱

阳性表达(图2C).  IL-6部分表达在中央静脉及汇

管区周围肝细胞胞质中, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、胞质中, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、中, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、

部分单核细胞也有表达(图2D). 

3  讨论

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是一

种以高丙种球蛋白血症、血清自身抗体阳性、

组织学检查汇管区炎症及碎屑样坏死为特征的

自身免疫性疾病, 早期诊断, 适当治疗能延长患

者生存率, 提高生活质量. 目前AIH发病机制尚

不十分清楚. 现对AIH机制的探讨大多是通过建

立EAH动物模型进行. 
本实验根据文献报道略加改进 ,  采用易

感动物C57B L/6小鼠 ,  以同种系小鼠肝抗原

表  1  小鼠血清ALT、AST、A和G含量(mean±SD)

     
分组	   n             ALT(U/L)                  AST(U/L)                   A(g/L)                   G(g/L)

对照组	 20       42.72±9.59       167.85±9.56       36.83±2.64       22.87±2.76

模型组	 19     147.87±12.35b    433.17±10.24b    25.87±2.19b      30.64±2.84b

P值	                  0.001                   0.001                   0.001                 0.001

bP<0.01 vs  对照组.

图  2  小鼠肝组织中NF-κB及其调控产物的阳性表达(SP×200). A: NF-κB; B: ICAM-1; Ｃ: TNF-α; Ｄ: IL-6.

A B

DC

图  1  小鼠肝脏HE染色(HE×200). A: 对照组; B: 模型组.

A B■应用要点
本文通过建立小
鼠自身免疫性肝
炎模型, 探讨NF-
κB及其调控的炎
症因子在AIH发
病中的作用及自
身免疫性肝炎肝
损伤机制, 有可能
对其的治疗开辟
新的途径, 为自身
免疫性肝炎的发
病机制研究提供
新的思路.
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S-100与弗氏完全佐剂充分乳化后, 4次腹腔免

疫即诱导出实验性自身免疫性肝炎 .  研究表 
明[13]EAH是由T淋巴细胞引起的肝抗原特异性

自身免疫反应模型, 并且在发病中T细胞反应先

于肝组织学变化和ALT升高, 说明T细胞在介导

肝细胞坏死时的重要作用. 
NF-κB是真核细胞中普遍存在的一种转录

因子, 活化后可激活多种相关基因的转录表达. 
在正常细胞中, NF-κB与其抑制蛋白IκB结合, 存
在于胞质中, 当细胞受到外界刺激时如病毒、

细菌感染、紫外线照射、氧化应激等, IκB被迅

速磷酸化, 释放NF-κB使之转入胞核内, 结合于

特定的κB序列, 启动和调节众多与免疫、炎症

反应有关的基因转录, 其中包括TNF-α, β、粒/
巨噬细胞集落刺激因子(GCSF)、IL-6、ICAM-1
等. 而NF-κB通过调控他们的转录过程, 直接参

与肝脏的急性和慢性炎症. 
ICAM-1是免疫球蛋白IgG超家族的细胞

黏附糖蛋白, 通过与配体淋巴细胞功能相关抗

原-1(lymphocyte function-associated antigen-1, 
LFA-1)结合, 介导白细胞迁移和黏附. 大量白细

胞聚集造成微循环障碍, 通过呼吸爆发产生大

量氧自由基, 破坏生物膜, 引起或加重组织损

伤. 大量研究表明, 在缺血/再灌注肝损伤[4]、酒

精性肝病[5]、自身免疫性肝病与肝纤维化[6]中, 
ICAM-1在肝细胞及肝窦内皮细胞上的表达均明

显上调. 
TNF-α、IL-6均为致炎细胞因子, 是炎症

的重要介质, 能刺激T、B细胞、NK细胞、单

核细胞等使其功能活性增强, 并与抗原改变了

的肝细胞膜成分发生反应, 造成肝细胞坏死, 转
氨酶升高. 有研究显示 [7], 慢性肝病患者血清

TNF-α、IL-6水平显著高于对照组, 其水平随病

情加重而升高, 随病情好转而降低, 提示TNF-α、

IL-6水平可作为肝功能受损的指标, 动态测定血

清中TNF-α、IL-6水平有利于监测病情. 
本实验在引发小鼠自身免疫性肝损伤时, 

肝脏NF-κB活性及ICAM-1、TNF-α、IL-6含量

显著增加, 这表明NF-κB有调控S-100引起的免

疫反应和细胞因子表达的作用, 并参与自身免

疫性肝炎肝损伤的发病过程. 这些细胞因子之

间构成复杂的分子网络, 在肝脏疾病的发生与

发展过程中和肝功能变化方面可能起着重要的

作用. 降低NF-κB活性可能减轻免疫反应和细胞

因子过度表达引起的肝损伤, 是一种治疗自身

免疫性肝炎的方法.
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Abstract
AIM: To compare the effects of Wumeiwan 
(WMW) and solfasalazine (SASP) on NF-κB p65 
in colon tissue of rats with ulcerative colitis (UC) 
and to analyze their mechanism of action. 

METHODS: A model of UC was induced by ad-
ministration of dinitro-chlorobenzene (DNCB) 
and acetic acid. Fifty-six SD rats (28 males and 
28 females) were randomly divided into normal 
control group (n = 14), model group (n = 14), 
SASP group (n = 14), and WMW group (n = 14). 
Changes of NF-κB p65 in rat colon tissue were 
observed after treatment with DNCB and acetic 
acid. 

RESULTS: NF-κB p65 was not expressed or 
weakly expressed in normal colon tissue. The 
positive expression rate of NF-κB p65 was sig-
nificantly higher in WMW and SASP groups 
than in normal control group(26.32% ± 9.65%, 
31.23% ± 5.18% vs 45.67% ± 4.2%, P < 0.01). 
The positive expression rate of NF-κB p65 was 
significantly lower in WMW group than in 
model group. There were significant differ-
ences between WMW and SASP groups (P < 
0.05). 

CONCLUSION: NF-κB is closely related with 
the development of UC. WMW can treat UC by 
suppressing the activity of NF-κB p65. 

Key Words: Ulcerative colitis; Experiment research; 
Necrosis factor-κB p65; Wumeiwan

Fan H, Duan XY, Zhuang X, Lv JF, Shou ZX. Effect of 
Wumeiwan on NF-κB p65 in colon tissue of rats with 
ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(8): 896-899

摘要
目的: 比较乌梅丸与西药柳氮磺胺吡啶SASP
组对溃疡性结肠炎大鼠结肠组织NF-κB p65
疗效的大小, 并分析其作用机制. 

方法: 应用2, 4-二硝基氯苯(DNCB)免疫加醋
酸局部灌肠法建立UC大鼠模型, 将56只健康
SD大鼠(雌雄各半), 按雌雄随机分4组, 分别
为乌梅丸组、SASP组、模型组和正常组, 分
别观察治疗后大鼠结肠黏膜组织匀浆NF-κB 
p65的变化.  

结果: 在正常结肠组织中NF-κB p65无或仅有
弱阳性表达, 模型组结肠黏膜组织NF-κB p65
阳性细胞表达率明显高于正常组(45.67%±

4.25% vs  10.45±5.20, P <0.05), 乌梅丸(26.32%
±9.65%)和SASP(31.23%±5.18%)组阳性细
胞率则明显低于模型组, 乌梅丸组阳性细胞率
较SASP组更低. 

结论: NF-κB与UC发病关系密切, 乌梅丸可能
通过抑制NF-κB p65活性调节免疫功能达到

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)的发病机制
与免疫异常有关, 
具有免疫调节作
用的细胞因子在
UC的发病过程中
起 重 要 作 用 .  许
多细胞因子的产
生可能与NF-κB
的信号转导和转
录激活因子有关. 
NF-κB活化可能
是UC发生发展的
关键点.

■同行评议者
陈治水, 主任医师, 
解放军第二一一
医院中医科
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0  引言

许多证据表明, 循环和肠道局部细胞因子表达

异常是UC发病的重要机制之一[1-6], 许多与此密

切相关的细胞因子基因启动子或增强子部位均

有κB位点, NF-κB在核内与κB序列结合促进多

种炎性细胞因子如IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a
及TNF-β等的基因转录[7]. 所以, NF-κB活化可能

是UC发生发展的关键点, 本实验主要观察乌梅

丸对UC大鼠组织NF-κB p65的影响, 以探讨乌梅

丸治疗UC的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 药物及其制备: 乌梅丸组成药物及剂量如

下: 乌梅16 g、细辛6 g、干姜10 g、黄连16 g、
当归4 g、附子6 g、蜀椒4 g、桂枝6 g、生晒参6 
g、黄柏6 g. 乌梅丸方药物按传统方法配制成含

生药浓度分别为0.515 g/mL的水煎剂. 西药柳氮

磺胺吡啶(SASP)批号为: 200111002, 由上海三

维制药公司生产(250 mg/片). 柳氮磺胺吡啶药物

制备: 将88片SASP用研钵研细, 用100目筛筛过, 
然后再研, 配成0.026 kg/L混悬液. 
1.1.2 试剂: 兔抗大鼠NF-κB p65 mAb, 美国

NeoMakers公司生产, 批号: 9034P501D. 免疫组

化试剂盒, 晶美生物工程有限公司生产, 批号:
DEC 022005, 包括: 封闭液, 为100 mL/L山羊血

清和抗兔生物素化二抗HRP标记链亲合素均为

即用型;  DAB底物缓冲液, 20×浓溶液;  DAB显
色液, 20×浓溶液; DAB底物溶液, 20×浓溶液.  
EDTA抗原修复液(pH9.0), 50×浓缩液, 用蒸馏

水稀释后使用. 
1.2 方法 
1.2.1 动物分组: 将SD健康大鼠56只(雌雄各半, 
体质量300±50 g), 由华中科技大学同济医学

院实验动物中心提供. 按雌雄随机分4组, 各组

均为14只(雌雄各半), 第4组为正常组, 对第1、
2、3进行造模, 分别为乌梅丸组、SASP组和

模型组, 各组体质量统计学比较无显著性差异

(P >0.05).  
1.2.2 模型制备: 应用2,4-二硝基氯苯(DNCB)免
疫加醋酸局部灌肠法建立UC大鼠模型[9-10]. 将大

鼠颈背部用100 g/L Na2S脱毛后, 以20 g/L DNCB
丙酮液0.25 mL(5滴)滴背, 1次/d, 连续14 d, 在d 
15以直径3 mm导尿管经肛门插入结肠8 cm处, 
注入0.1% DNCB乙醇0.25 mL, 在d 16同部位注

入80 mL/L醋酸溶液2 mL, 准确计时10 s后, 再
用5 mL生理盐水冲洗. 再饲养2 wk, 30 d后造模 
完成.  
1.2.3 给药方法: 乌梅丸组: 每只大鼠分别用上配

制的乌梅丸液 3 mL ig, 每天一次; SASP组: 该组

每只大鼠用SASP混悬液3 mL, 每天一次; 模型

组、正常组: 每组每只大鼠均以蒸馏水3 mL灌
胃, 每天一次, 以上均给药15 d. 
1.2.4 标本处理及切片染色: 于d 16分别断头处

死全部大鼠, 剖结肠标本, 将需要做免疫组化的

标本, 经多聚甲醛固定, 然后在0.1MPBS4℃中

过夜, 换液1次. 750 mL/L 乙醇90 min, 950 mL/L
乙醇90 min, 1000 mL/L乙醇90 min换3次, 1000 
mL/L二甲苯60 min换2次. 石蜡包埋后, 切片

37℃干燥过夜. 切片染色严格按试剂盒操作步

骤进行.  
1.2.5 NF-κB p65表达结果判断: 所有切片均在

同一条件的光学显微镜下观察. 结果以胞核或

胞质中发现棕黄色或褐色颗粒状物者为阳性细

胞, 阴性对照应无棕黄色反应产物. 采用以下染

色积分评价标准[8]: 在40倍高倍镜下选取典型视

野计数100个细胞, 其中阳性细胞数作为NF-κB 
p65计数值, 并以百分率表示.  

统计学处理 采用SPSS10.0软件处理其数据

资料, 结果以mean±SD表示, 进行t检验. 

2  结果

2.1 模型检测 每天连续观察大鼠大便性状、饮连续观察大鼠大便性状、饮续观察大鼠大便性状、饮

食、毛发、活动状态等, d 16后, 可见大鼠逐渐d 16后, 可见大鼠逐渐16后, 可见大鼠逐渐

产生典型UC活动期症状, d 30后(造模完成), 每
组随机抽取大鼠2只, 处死后取其结肠, 病理确

认结肠出现的充血、水肿、炎细胞浸润、隐窝

脓肿、杯状细胞减少、腺体破坏及小溃疡形成

等一系列变化. 
2.2 UC大鼠NF-κB p65表达 大多数NF-κB的阳

性染色都表现在核内, 而仅有少量的NF-κB阳性

细胞表现为胞质着色. 呈弥漫或颗粒性分布, 多
呈深棕黄色或褐色、粗颗粒状分布. 

■应用要点
本文为深入探讨
UC中NF-κB激活
的信号传导途径
和自身调节过程, 
为寻找和研究阻
断活化的特异性
抑制剂, 为进一步
研究提供指导, 将
为阐明UC发病机
制及治疗带来新
的希望. 
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2.3 乌梅丸对UC大鼠NF-κB p65表达的影响 在
正常组织NF-κB p65无或仅有弱阳性表达, 模型

组肠黏膜组织NF-κB阳性细胞表达率明显高于

正常组, 乌梅丸和SASP组阳性细胞率则明显低

于模型组(P <0.01), 乌梅丸组阳性细胞率则明显

低于SASP组 (P <0.05, 表1). 

3  讨论

研究发现, 已有100余种基因(包括细胞因子、

黏附分子、免疫性受体、促、抑凋亡蛋白等)
均可被NF-κB调控[11-12]. NF-κB家族由5个成员

构成[9,13], 包括NF-κB1(p50/p105), NF-κB2(p52/
p100), p65(ReIA), ReIB及C-Rel等. 根据他们的

跨域激活能力分为两组, 第一组具有转录活性

ReIA(p65), Re1B和c-Rel, 第二组不具有转录活

性NF-κB1(p50)和NF-κB(p52), 其中ReIA(p65)具
有显著的促炎活性[14]. 在静息状态下, NF-κB二
聚体与IKB单体偶联, 以无活性的形式存在于细

胞质中, NF-κB只有在炎症状态下, 才能被活化, 
而NF-κB p65具有显著的促炎活性. 
    Schreiber et al [12]采用Western blot及电泳迁移

率改变法(EMSA)发现在UC患者肠活检组织核

提取物中的NF-κB p65蛋白水平明显增高, 他能

与B淋巴细胞中免疫球蛋白κ轻链基因增强子

κB序列(GGGACTTTCC)特异性结合并具有转

录调节活性, 故被命名为核因子-κB(NF-κB). 研
究表明, NF-κB是在进化中高度保守的一种转

录因子, 广泛存在于各种组织中, 能与许多细胞

基因的启动子和增强子中的κB转录序列特异结

合, 启动或调节相关基因转录, 在免疫和炎症反

应、细胞生长、病毒感染及某些疾病急性期反

应等方面起重要作用[14-22]. 已有资料表明UC中

NF-κB活性增高的同时伴有IL-1、IL-6, TNF-a
等水平上升. IL-1, TNF-a可促进NF-κB进一步活

化, 后者通过正反馈使IL-1、TNF-a分泌更加增

多, 同时使其他细胞因子IL-6, IL-8等表达也增

加, 产生级联反应, 使炎症过程得到放大和持续. 

近来有不少研究发现致炎细胞因子和抗炎细胞

因子的功能、数量之间的平衡可能与核因子的

活化、信号转导和转录激活因子等有关. 其中

NF-κB是一种能与多种基因启动子或增强子部

位κB位点发生特异性结合并促进其相关基因转

录的核因子. NF-κB是调节细胞因子(IL-1、IL-8
等)表达的主要和基本因子, 在UC的发病机制中

起着重要的作用. 
研究表明肠道局部炎性损伤是UC重要的病

理基础及NF-κB活化的基础, 多种炎性因子参与

了病理损伤过程, 也有研究显示[23], NF-κB与UC
关系密切. 在UC中, NF-κB被诱导剂激活, 调节

炎症递质的产量, 进而导致UC炎症黏膜的损伤, 
NF-κB可能在其中发挥枢纽作用[24]. 因此, 我们

可以推测在UC的发病过程中, NF-κB活化在复

杂的细胞因子网络失调中可能是一中心环节. 
我们的研究显示, 在UC大鼠中, NF-κB活性

增高, 提示NF-κB与UC发病关系密切, 在UC的
发生、发展中占有重要地位, 对肠组织中炎性

细胞因子等基因转录的调控可能是其作用的机

制之一, 其表达水平可能有助于病情活动性的

观察与判断, 可以作为评价病情活动性的指标

之一, 其表达量也可以作为评价UC肠道病理损

害的指标之一. 乌梅丸能抑制NF-κB p65活性, 
从而使溃疡性结肠炎大鼠免疫功能恢复正常, 
达到治疗的目的. 但NF-κB在UC中的具体作用

机制尚不十分清楚, NF-κB在UC中活化及调节

过程以及对炎性因子表达调控的具体过程等尚

有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of carbachol on 
oxygen free radical injury in gut during enteral 
resuscitation of burn shock in rats.

METHODS: A 35% TBSA full thickness scald 
injury was induced in 38 Wistar rats. The rats 
were divided randomly into four groups: scald 
with no therapy (scald alone, n = 8), scald with 
enteral infusing either a glucose electrolyte solu-
tion (GES, n = 10) or GES containing carbachol 
(60 μg/kg, GES/CAR, n = 10), and scald with 
enteral infusing only carbachol (CAR, n = 10). 
GES was infused into intestine through a duo-

denal stomy according to Parkland formula (4 
mL·1%TBSA/kg) 30 min after scald and carba-
chol was administered simultaneously through 
the same path. Four hours after injury, the initial 
jejunum was collected for evaluation of xan-
thine oxidase (XOD), malondialdehyde (MDA), 
myeloperoxidase (MPO) and assessment of the 
pathologic damages.

RESULTS: The activity of XOD and MPO, and 
the MDA level were 13.2%, 21.3% and 21.1% 
higher in the GES containing carbachol treat-
ment groups than in the scald alone group (P < 
0.05). Resuscitation with GES/CAR resulted in 
significantly lower levels of XOD (1.36 ± 0.37 vs 
2.51 ± 0.56, P < 0.01), MDA (3.97 ± 1.57 vs 6.59 ± 
1.50, P < 0.01) and MPO (0.47 ± 0.14 vs 0.83 ± 0.21, 
P < 0.01) than resuscitation with GES. The pa-
rameters in the CAR group were the lowest. The 
gut lesions were mild in the CAR and GES/CAR 
groups, severe in the CAR alone group, and 
most severe in the GES group.

CONCLUSION: Carbachol can alleviate gut oxy-
gen free radical injury during enteral resuscita-
tion of burn shock, which might be associated 
with its anti-inflammation effects, inhibition 
of XOD activity and generation of oxygen free 
radicals in gut tissue.
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摘要
目的: 研究拟胆碱药卡巴胆碱(c a r b a c h o l, 
CAR)对大鼠烫伤休克期肠内补液时肠组织氧
自由基损伤的影响. 

方法: 38只♂Wistar大鼠, 采用沸水法(100℃, 
10 s)造成35%TBSAⅢ度烫伤. 随机分为不

®

■背景资料
通过消化道途径
进行休克液体复
苏简单易行, 在战
争和自然灾害时
对大批创、烧伤
休克人员的抗休
克治疗较传统静
脉途径更有优势, 
对于减少消化道
补液时的肠道并
发症、提高复苏
效率, 对于提高创
烧伤急救水平、

降低死亡率具有
积极意义. 

■同行评议者
刘 绍 能 ,  主 任 医
师, 中国中医科学
院广安门医院消
化科
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复苏组(单烫组, n  = 8)、葡萄糖-电解质溶液
(glucose electrolyte solution)复苏组(GES组, n  
= 10)、单纯卡巴胆碱治疗组(CAR组, n  = 10)
和GES+CAR复苏组(GES/CAR组, n  = 10). 两
液体复苏组在伤后30 min将GES经十二指肠
造口匀速泵入, 按Parkland公式设定补液速率, 
CAR组和GES/CAR组在伤后30 min将CAR以
60 μg/kg溶于0.5 mL生理盐水中一次注入十二
指肠. 所有大鼠在伤后4 h处死, 取空肠组织
测定脂质过氧化物丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)含量、黄嘌呤氧化酶(xanthine oxidase, 
XOD)和髓过氧化物酶(mye lope rox idase, 
MPO)活性, 并观察肠组织病理学变化. 

结果: 烫伤后GES组肠组织XOD、MPO活性
和MDA含量分别高于单烫组13.2%、21.3%和
21.1%, 并有统计学意义(P <0.05); GES/CAR组
XOD, MPO和MDA均较GES组明显下降(1.36
±0.37 vs  2.51±0.56; 0.47±0.14 vs  0.83±
0.21; 3.97±1.57 vs  6.59±1.50, P <0.01); CAR
组各指标数值最低. 肠组织病理损伤也表现为
CAR组和GES/CAR组最轻, 单烫组次之, GES
组损伤最重.

结论: 卡巴胆碱能有效减轻烫伤休克大鼠肠
内复苏时的肠道氧自由基损伤, 机制可能与其
抗炎作用和抑制黄嘌呤氧化酶活性、减少氧
自由基生成有关.

关键词: 卡巴胆碱; 烧伤; 口服复苏; 肠
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0  引言

口服液体复苏是主要针对战争、自然灾害和突

发事故等特殊环境下由于烧伤休克伤员液体供

应受限, 难以实施早期静脉复苏时进行的救治

措施[1]. 但烧伤休克时肠道处于严重缺血缺氧状

态, 导致肠组织过氧化损伤, 使得肠吸收功能受

到抑制, 影响口服补液的复苏效果. 我们以往的

研究证明拟胆碱药物卡巴胆碱能有效抑制肠缺

血再灌注时的促炎因子释放, 减轻缺血缺氧状

态下的肠组织炎症反应[2]. 本研究在口服葡萄糖

-电解质溶液(GES)中加入卡巴胆碱, 旨在观察卡

巴胆碱能否抑制大鼠烫伤休克早期经口服途径

补液时氧自由基生成, 减轻肠组织的过氧化损

伤, 为提高烧伤休克早期口服补液的疗效、降

低胃肠并发症提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar♂大鼠38只(200-230 g), 购自中国

医学科学院动物中心. GES配方: 每1 L水中溶解

3.5 g NaCl、2.5 g NaHCO3、1.5 g KCl和20 g葡萄

糖, 使用前置于37℃恒温水浴箱预热. 卡巴胆碱

购于美国Sigma公司产品, ZNB-XB型输液泵购

于北京科力丰科技发展有限公司产品, 黄嘌呤氧

化酶(XOD)、髓过氧化物酶(MPO)和脂质过氧化

物丙二醛(MDA)检测试剂盒购于南京建成生物

工程研究所产品. 
1.2 方法 
1.2.1 模型制备与分组: 大鼠用200 g/L乌拉坦肌

注麻醉后, 背部脱毛, 用沸水(100℃, 10 s)造成

30% TBSAⅢ度烫伤. 伤后立即于腹正中线切

开腹壁, 暴露十二指肠上端, 于幽门远端1 cm
处行十二指肠造口并插入一段无菌胶管, 外接

ZNB-XB型输液泵. 随机分为不复苏组(单烫组, 
n  = 8)、葡萄糖-电解质溶液(glucose electrolyte 
solution)复苏组(GES组, n  = 10)、单纯卡巴胆

碱治疗组(CAR组, n  = 10)和GES+CAR复苏组

(GES/CAR组, n  = 10). 单烫组烫伤后无处理; 
GES组和GES/CAR组在烫伤后30 min开启输液

泵进行肠内补液, 补液速度按Parkland公式设定, 
即伤后第一个24 h输注液体量为每公斤体质量

每1%烧伤面积4 mL, 前8 h输注一半, 前4 h输注

1/4; CAR组和GES/CAR组在烫伤后30 min将卡

巴胆碱以60 μg/kg溶于0.5 mL生理盐水中一次注

入十二指肠. 
1.2.2 指标检测: 所有大鼠在烫伤后4 h处死, 取
空肠起始段10 c m测肠组织中黄嘌呤氧化酶

(XOD)、髓过氧化物酶(MPO)和脂质过氧化物

丙二醛(MDA)含量. 各指标均使用检测试剂盒

测定, 严格按说明书操作. 
1.2.3 组织病理观察: 肠组织标本用体积分数为

40 g/L的中性甲醛溶液固定, 石蜡包埋切片, 苏
木精-伊红(HE)染色, 光镜下观察. 

统计学处理 实验数据采用SPSS11.0统计软

件处理, 结果以mean±SD表示, 进行组间方差分

析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

光镜下单烫组小肠绒毛结构完整, 黏膜上皮及

腺上皮杯状细胞增多, 伴炎细胞浸润; GES组小

肠绒毛排列紊乱, 部分黏膜上皮脱落, 大量淋巴

细胞和单核细胞浸润, 伴有轻度腺体增生和炎

细胞嗜腺体现象; GES/CAR组小肠绒毛结构较

■研发前沿
通过增加胃肠道
排空、吸收功能
提高补液效率; 通
过减轻胃肠道组
织缺血再灌注损
伤、保护胃肠道
屏障功能等手段
减少并发症等问
题都需要进一步
研究和解决.

■创新盘点
国内外对于烧创
伤休克的消化道
途径补液问题较
为关注, 但相关研
究成果不多. 本研
究通过胆碱能抗
炎药的作用减轻
烧伤休克肠内补
液时的肠组织损
伤具有创新性.
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完整, 排列整齐, 有少量黏膜上皮脱落, 炎细胞

浸润不明显, CAR组与GES/CAR组差别不明显

(图1). 烫伤后4 h给予GES, GES复苏组XOD、

MPO活性和MDA含量均高于单烫组(分别高出

13.2%、21.3%和21.1%), 而CAR组和GES/CAR
组各指标均明显较GES组减少, 并有统计学意义

(表1). 

3  讨论

通过消化道途径进行休克液体复苏具有操作简

单、携带方便、使用要求低等特点, 在战争和

自然灾害时对大批创、烧伤休克人员的抗休克

治疗较传统静脉途径更有优势, 已经越来越受

到国内外学者的重视[3]. 但至今仍无一个公认的

可行性好、治疗效果理想的口服复苏方案问世, 
主要原因在于烧伤休克时的胃肠功能显著减退, 
使得消化道途径补液效率低下, 难以达到静脉

复苏的疗效. 
肠内液体进入血循环的关键步骤是肠道吸

收, 烧伤休克时机体为满足重要生命脏器的血

液供应, 将胃肠道血液重新分布至心、肺、脑

等脏器, 肠组织处于严重缺血缺氧状态, 此时肠

内给予大量液体, 首先加重了肠道的“工作负

担”, 导致组织缺氧状况加剧; 其次补液一定程

度上恢复缺血肠组织灌流, 这样形成肠道局部

范围内的缺血-再灌注效应, 会进一步加重组织

损伤. 氧自由基大量生成是缺血-再灌注时组织

氧化损伤的重要环节, 而黄嘌呤氧化酶途径是

氧自由基生成的主要途径之一, 在复苏过程中

缺血组织重新获得氧供给, 此时缺血肠组织中

堆积的ATP代谢产物次黄嘌呤在黄嘌呤氧化酶

的催化作用下大量生成黄嘌呤, 同时稳态的分

子氧被转化为极不稳定的氧自由基, 氧自由基

几乎能与任何细胞成分发生反应, 造成细胞结

构、代谢和功能的全面紊乱, 甚至死亡[4-6]. 因此, 
减轻缺血-再灌注时氧自由基损伤对改善口服复

苏时肠组织损伤、提高肠吸收功能乃至复苏效

果都非常重要. 
卡巴胆碱是拟胆碱药, 能同时兴奋M样和N

样受体, 兴奋M样受体具有促进胃肠动力、扩张

血管的作用, 以往临床用于胃肠胀气和尿潴留

等病症. 根据“胆碱能抗炎通路(cholinergic anti-
inflammatory pathway)”理论[7], 近年我们对卡

巴胆碱兴奋N样受体的作用作了深入研究, 证明

卡巴胆碱能结合细胞膜上的胆碱能受体α7亚单

位, 发挥有效的抗炎作用, 从而保护失血性休克

和缺血再灌注时的器官功能[8-10], 体外细胞实验

还证明卡巴胆碱对肠上皮细胞过氧化损伤具有

明显保护作用[11], 因此本研究在烧伤休克口服补

液时应用卡巴胆碱, 观察其对肠组织的氧自由

基生成和组织过氧化损伤有抑制和保护作用. 
X O D是氧自由基生成的黄嘌呤氧化酶途

表  1  卡巴胆碱对大鼠烫伤休克早期肠内补液时XOD、MPO活性和MDA含量的影响(mean±SD)

     
指标

                                                                                  分组

                                     单烫组                    GES组	              CAR组                   GES/CAR组

XOD (U/gprot)	 2.22±0.54           2.51±0.56         1.02±0.28bd           1.36±0.37bc

MPO (U/gprot)	 0.69±0.11           0.83±0.21a        0.43±0.11bc           0.47±0.14bc

MDA (μmol/gprot)	 5.49±1.07           6.59±1.50a        3.24±0.86bd           3.97±1.57bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  单烫组; cP<0.05, dP<0.01 vs  GES组.

图  1  肠组织病理改变(HE×40). A: 单烫组; B: GES组; C: GES/CAR组.

A B C

■应用要点
本研究为烧伤休
克口服补液时减
轻肠道并发症, 提
高复苏效果提供
了新的有效途径
和实验依据. 

■名词解释
胆碱能抗炎通路: 
中枢神经系统可
通过胆碱能副交
感神经传出纤维
及其递质调节全
身性炎症反应, 通
过传出迷走神经
刺激而释放乙酰
胆碱并特异性结
合于炎症细胞表
面 的 胆 碱 能 N 受
体的α7亚基 ,  抑
制致炎细胞因子
释放; 具有快速、

直接、局限、整
合地调节炎症反
应的特点, 受到医
学界广泛重视, 有
相当重要的临床
和研究价值.
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径中的关键酶, 其活性高低直接决定组织氧自

由基含量多少, 有研究报告在急性胰腺炎早期

黄嘌呤脱氢酶(XDH)向XOD转化增多, 是引起

肠道内皮细胞损伤的重要原因[12], 因此XOD活

性可作为反映组织氧自由基生成的灵敏指标. 
MDA是氧自由基攻击生物膜中的多不饱和脂肪

酸, 引起脂质过氧化作用而形成的过氧化物, 其
含量可反映细胞受氧化应激时脂质过氧化程度, 
从而间接反映组织细胞过氧化损伤的程度[13]. 正
常情况下MPO存在于中性粒细胞, 在机体受损

时中性粒细胞聚集于损伤组织并大量释放MPO, 
因此组织局部MPO活性与受损伤程度呈显著正

相关. 我们的实验结果证明卡巴胆碱能明显降

低肠组织中的XOD、MPO活性, 抑制MDA生成, 
减轻组织病理损害, 从而对肠道的组织结构和

功能起到保护作用. 其作用机制应当与卡巴胆

碱兴奋胆碱能抗炎通路、抑制缺血再灌注时过

氧化损伤引起的促炎因子释放有关. 
可见卡巴胆碱用于烧伤休克早期肠内补

液, 既能通过扩张血管增加肠道血流、促进吸

收, 又能通过抗炎作用减轻肠组织炎症反应和

氧自由基损伤、减少体液的渗出和丢失, 对于

提高肠道对复苏液的吸收效率有一举两得的效

果. 本研究为烧伤休克口服补液时减轻肠道并

发症、提高复苏效果提供了新的有效途径和实

验依据.
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Abstract
AIM: To summarize the clinical and spiral CT 
characteristics of primary sarcomatoid hepatic 
carcinoma in order to improve its diagnosis.  

METHODS: CT findings of 8 patients with pri-
mary sarcomatoid hepatic carcinoma were ana-
lyzed retrospectively. Plain and enhanced spiral 
CT scan was performed for all patients.   

RESULTS: All the 8 patients were males with 
a mean age of 43 years. Of them, 6 had fever. 
Laboratory test showed a normal count of WBC 
and positive HBsAg. AFP was normal in 2 pa-
tients and 123 g/L in 6 patients. All the patients 
had a Child-Pugh A of liver function, 7 had no 
liver cirrhosis. The diameter of primary sar-
comatoid hepatic carcinoma ranged 5 -10 cm. 
Huge cystic-solid lesions with irregular septa 
were found in 2 patients, multiple nodulated 
soft tissue shadows in 4 patients, and inhomo-
geneous low-density lesion with unconspicu-
ous enhancement in the other 2 patients. Can-

cer embolus in the portal vein was displayed in 
3 out of the 8 patients. 

CONCLUSION: Primary sarcomatoid hepatic 
carcinoma is characterized by hepatic sarcoma 
and carcinoma. Its diagnosis depends largely on 
pathology and immunohistochemistry. 

Key Words: Hepatic neoplasm; Sarcomatoid hepa-
tocellular carcinoma; Tomogramphy; X-ray; Clinical 
characteristics

Yang L, Chen LB. Clinical and CT characteristics of 
primary sarcomatoid hepatic carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 904-907

摘要
目的: 总结肉瘤样肝细胞癌的临床与CT影像
学特征, 以提高对该类肝脏肿瘤的诊断水平.  

方法: 回顾性分析8例肉瘤样肝细胞癌的临床
表现、病理特点和CT特征性表现. 

结果: 8例患者均为男性, 平均年龄40岁, 均出
现上腹部胀痛, 其中6例(6/8)出现发热, 但血常
规提示WBC计数正常, HBsAg均为阳性, 血清
甲胎球蛋白2例正常, 余6例平均约123 g/L, 肝
功能均为Child-Pugh A级, 7例无肝硬化基础. 
8例肉瘤样肝细胞癌均为巨块型, 直径约5-10 
cm, 以单发、团块状、囊实性病变为主, 多无
肝硬化背景(7/8例). 6例CT平扫表现为囊实性
低密度影, 其内见条状分隔影(2例)及散在分
布的条状、结节状软组织密度影(4例), 增强
扫描呈不均匀强化, 余2例CT平扫表现为不规
则低密度影, 增强扫描未见明显强化. 3例可见
门静脉癌栓. 

结论: 肉瘤样肝细胞癌的临床与CT特征具有
肝细胞癌及肉瘤的双重特征.

关键词: 肝肿瘤; 肉瘤样癌; 体层摄影术; X线计算

机; 临床特征 
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■背景资料
肉 瘤 样 肝 细 胞
癌 ( sa rcomato id 
h e p a t o c e l l u l a r 
carcinoma, SHC)
是一种少见类型
的肝细胞癌, 与一
般类型肝细胞癌
相比, SHC临床表
现、预后等均有
显著差异, 因而有
必要提高对该类
肿瘤的诊断准确
性. 

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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0  引言

肉瘤样肝细胞癌(sarcomatoid hepatocellular 
carcinoma, SHC)是一种少见的肝细胞癌, 仅占肝

细胞癌的1.4%-9%[1-2]. 国内外关于SHC的报道着

重于病理、组织来源方面, 有关SHC的影像学及

临床表现的报道较少[3-5]. 由于SHC和肝细胞肝

癌相比临床表现、预后等均有显著差异, 因而

有必要提高对该类肿瘤的诊断准确性. 本文对

我院近年来切除的8例术前未接受任何治疗的

原发性SHC的临床表现、CT影像学特征进行总

结, 并与病理相对照, 以提高临床对该疾病诊断

的准确性. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-09/2007-09本院手术的肝细胞

癌患者620例 ,  收集其中术后病理诊断为肉

瘤样肝细胞癌患者8例 ,  占同期肝细胞癌的

1.3%(8/620). 8例患者均为男性, 年龄24-59(平
均40)岁. 临床上均出现上腹部胀痛症状, 其中

6例(6/8)出现持续或间断发热, 但血常规提示

WBC计数正常. 症状出现时间较短, 约20 d-3 
mo, 平均45 d. HBsAg均为阳性, 无1例HBcAg
阳性; 血清甲胎球蛋白正常2例, 余6例约23-230  
μg/L, 平均123 μg/L; 肝功能改变不明显, 8例均

为Child-Pugh A级, 血清学检查多有r-GT及球蛋

白轻度升高; 8例中仅1例43岁患者伴肝硬化, 余
7例无肝硬化. 所有病例术前均未接受任何治疗. 
1.2 方法 分析上述病例临床表现、相关化验检

查结果、CT图像、手术中所见及病理与免疫

组织化学表型. 使用Siemens Somatom Sensation 
16层螺旋C T扫描仪, 所有病例均行中上腹部

CT平扫及双期增强扫描, 未做延迟扫描. 患者

仰卧. 层距、层厚均为8 mm, 扫描管电压120 
kv, 管电流200 mAs, 螺距1.0. 增强扫描采用高

压注射器经肘静脉注射对比剂碘普胺(300 mg 
I/mL)80-100 mL, 注射流率3.0 mL/s, 注射对比剂

后30 s行全肝动脉期扫描, 60 s行门脉期扫描.

2  结果

2.1 CT表现 (1)肿瘤大小、形态、边缘等改变: 
本组8例肿瘤均为巨块型, 直径约5-10 cm; 形态

以团块状为主(类圆形), 占75%(6/8例), 2例形态

不规则; 肿瘤边缘多清楚, 与周围正常肝组织可

有明显分界, 但无1例肿瘤包膜形成; 肿瘤数目

单发占75%(6/8例), 多发(包括子灶)占25%; 肿瘤

发生部位不定, 以左半肝多见(5/8例), 未见明显

跨肝裂生长; 3例门静脉癌栓形成, 占37%; 在肝

脏基础疾病方面, 仅1例合并肝硬化. (2)CT平扫

及增强: 6例肿瘤CT平扫呈囊实性、团块状低密

度影, 其内见不规则条状分隔影(2/6例)、散在分

布的结节状或条带状软组织密度影(4/6例); 增
强扫描示囊性成分无强化, 实性成分不同程度

强化(图1). 其余2例肿瘤病灶无明显边界, 形状

不规则. 平扫呈密度欠均匀的低密度影, 增强未

见明显强化. 其中3例可见门脉癌栓形成, 表现

为增强扫描示增粗的门静脉内见不规则的充盈

缺损影形成. 上述8例腹膜后均未见明显肿大淋

巴结. 
2.2 术中所见 8例病例均行肿块处肝叶切除, 术
中见6例病灶呈团块状, 边缘较清楚, 其中1例病

灶与肝门部广泛粘连, 其余部分边界亦清楚. 余
2例病灶边界不清, 与上述CT表现相符. 术中所

示病灶大小、部位与CT所测基本一致.  
2.3 病理及免疫组织化学表型 (1)镜下表现特征: 
肿瘤组织HE切片中均有多少不等的典型肝细胞

癌组织成分及梭形细胞组成的肉瘤样组织成分, 
其细胞核深染, 可见多核、巨核, 核分裂多见 
(图2). (2)免疫化学特征: 8例肿瘤Vimentin及CK
的阳性表达率均为100%, Hepa及AFP阴性(2例)
或灶状阳性. 2例S-100灶状阳性, 2例NSE阳性. 
未见明确的横纹肌肉瘤、骨肉瘤成分. 

3  讨论

SHC指肿瘤的一部分或大部分被肉瘤样纺锤形

或梭形肿瘤细胞替代, 其内不含明确的横纹肌

肉瘤、骨肉瘤成分, 因此而区别于癌肉瘤[6]. 有
文献报道其发生率占肝细胞癌的1.4%-9%. 但复

习近年来国内外相关文献对于该病均为零散报

道[7-10], 本组8例病例约占同期手术切除肝癌的

1.3%(8/620), 亦低于文献报道发生率. 同时肉瘤

样成分可继发于术前接受的放、化疗及介入治

疗[3]. 因而原发性SHC在肝肿瘤中的实际比例还

有待明确. 该病在我国的文献报道较少, 估计与

对该类肿瘤认识不足, 病理检查时相关标志物

检测不足有关. 据报道, SHC预后较差, 手术切除

仍是治疗首选, 可辅助采用对癌及肉瘤均敏感

的阿霉素、顺铂、环磷酰胺等化疗药物及介入

治疗. 因而有必要通过总结该病的临床、影像

学特征, 以提高对该类疾病的早期诊断水平. 
总结本组病例临床特点并复习文献[8-10], 可以认

为原发性SHC的发病年龄及性别分布类似于一

般类型的肝细胞癌(HCC), 多为中青年及男性. 

■创新盘点
本文对8例术前未
接受任何治疗的
原发性SHC的临
床表现、CT影像
学特征进行总结, 
旨在总结原发性
SHC的临床特征
及CT影像学特征. 
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在我国同样与乙肝病毒有关, 如本组8例HBsAg
均为阳性. 但SHC又不同与一般类型的HCC, 具
有其自身特征: (1)发热可以是最常见的症状之

一, 本组6例患者有发热症状, 而WBC计数正常, 
提示为非感染性发热, 发热可能与其含有肉瘤

样成分有关. (2)患者出现症状时间往往较短, 本
组8例患者出现症状最短约20 d, 最长约90 d, 平
均50 d. (3)尽管具有HBV感染背景, 但大多数原

发性SHC患者多无肝硬化基础及肝功能明显损

害, 这与我国绝大多数HCC患者具有明显的肝

硬化和肝功能损害具有明显区别, 也有别于一

般HCC的乙肝-肝硬化-肝癌的发展过程. (4)AFP
水平往往正常或处于较低水平, 免疫组织化学

表型肿瘤细胞AFP染色阴性或灶状阳性. (5)SHC
的预后一般比该部位的无肉瘤样成分的肝细

胞癌要差, 5年生存率极低, 多数在确诊半年内 
死亡. 

关于原发性SHC的影像学表现的文献较少, 
一般认为SHC的影像学特征为缺血性肿瘤的表

现[11-13]. 我们则认为正是由于SHC的细胞类型的

特异性-具有肉瘤样间质和上皮两种成分, SHC
的CT表现具有肉瘤和一般类型肝细胞癌的双重

特征: (1)可类似于肝肉瘤, 生长迅速, 肿块体积

较大, 且原发性SHC肿块的形态以团块状多见, 
边界多清楚, 囊性成分所占比例较一般类型肝

细胞癌增加, 肿瘤内有不同程度的实性部分, 所
占比例较一般类型肝细胞癌减少, 可呈分隔状

(类似多房囊性肉瘤)或结节状改变[14]; (2)可具

有肝细胞癌的强化方式, 病灶内的实性成分于

动脉期即有不同程度的强化, 静脉期示强化程

度可有减低, 类似一般类型肝细胞癌的CT强化

方式; (3)可有门脉癌栓存在, 本组中有3例可见

门脉癌栓形成. 门脉癌栓在肝肉瘤是较少见的, 
而多见于一般类型的肝细胞癌. 本组8例病例病

灶均为巨块型, 体积较大, 直径约5-10 cm; 其中

6例呈团块状, 边缘较清楚, 部分向肝外突出, 但
无明显肿瘤包膜存在. CT平扫均呈程度不等的

囊实性低密度影, 其内见不规则条状分隔影(2/6
例)、散在分布的结节状或条带状软组织密度影

(4/6例). 增强扫描示囊性成分无强化, 实性成分

不同程度强化. 余2例病灶无明显边界, 形状不

规则, 平扫呈密度欠均匀的低密度影, 增强未见

明显强化. 
SHC应与以下几种疾病相鉴别: (1)肝脏未

分化胚胎性肉瘤: 肝肉瘤可分为血管源性和非

血管源性两种, 前者如肝血管内皮肉瘤CT强化

类似肝海绵状血管瘤, 与SHC较易区分; 后者如

肝脏未分化胚胎性肉瘤属非血管源性肝肉瘤, 
CT多表现为单发、较大的混杂密度改变, 伴有

不同程度的坏死或囊变, 增强扫描有边缘及实

质部分强化, 与SHC鉴别较困难. 但肝肉瘤患者

大多无乙肝及肝硬化病史, AFP多为阴性, 螺旋

CT扫描多表现为肝内囊性或囊实性病灶-单发

囊性或多房囊性, 囊性成分为主, 极少见到门静

脉系统受侵犯和癌栓形成[14-15]. 并且病灶内出血

较常见. 本组8例未见1例病灶内出血. 确诊必须

依赖病理学及免疫组织化学检查. (2)肝脓肿: 因
SHC患者临床上多有发热史, 且CT表现可呈囊

■应用要点
原发性SHC的临
床及CT表现均有
一定的特征性-具
有肉瘤和肝细胞
癌的双重特性, 但
本质上SHC仍是
一种肝细胞癌, 掌
握本文所述的临
床和CT诊断及鉴
别诊断要点, 我们
在术前不仅能作
出肝癌的诊断, 还
能提示其肉瘤样
成分的存在, 对选
择进一步治疗方
案帮助较大. 

A B C

图  1  肝左叶肉瘤样肝细胞癌的CT特征. A: 肝左叶SHC, CT平扫示肝左叶一囊实性低密度团块影, 边缘较清楚; B: CT增强

动脉期扫描, 示病灶内囊性密度影无强化, 软组织密度影轻度强化, 分布散在, 呈结节状; C: CT增强扫描静脉期, 示病灶内软

组织密度影强化程度较动脉期明显.

图  2  SHC肿瘤组织(HE染色×400). 肿瘤细胞呈梭形, 细胞

核深染, 异型明显, 可见多核、巨核, 核分裂多见. 
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性低密度病灶内见条状分隔影, 有时与不典型

肝脓肿不易鉴别. 但SHC囊性成分CT值变化范

围较大, 可有脂肪密度存在, 肝脓肿脓液的CT值
往往较单一, 类似水的CT值; SHC实性成分强化

持续时间较短, 肝脓肿病灶强化后多见靶征且

脓肿壁多持续强化. 同时临床上SHC患者血常

规WBC计数往往正常; 肝脓肿血常规WBC计数

可以升高. 此外门静脉癌栓也可以作为鉴别要

点. (3)一般类型肝细胞癌: 需与SHC进行鉴别的

肝细胞癌多为巨块型肝癌, 后者CT表现多为实

性肿块, 囊性成分比例较少, 且多位于病灶中心; 
边界多不清楚, 形态并不规则; 周围肝组织多有

肝硬化表现; 瘤旁常见子灶; 且临床上AFP多呈

阳性. 
总之, SHC的临床及CT表现均有一定的特

征性-具有肉瘤和肝细胞癌的双重特性, 但本质

上SHC仍是一种肝细胞癌, 掌握上述的临床和

CT诊断及鉴别诊断要点, 我们不仅能作出肝癌

的诊断, 还能提示其肉瘤样成分的存在, 对选

择进一步治疗方案帮助较大. 但确诊往往需要

借助免疫组化的帮助, 必须明确肉瘤样组织中

CK、Hepa、AFP等上皮性标记物的阳性表达, 
否则与肌源性的、神经源性等真正间叶来源的

肉瘤很难区别. 
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Abstract
AIM: To investigate the possible association 
between allelic variation of lysosome-associated 
protein transmembrane 4β (LAPTM4β) and 
genetic susceptibility to liver cancer.

METHODS: Genotype of LAPTM4β was de-
tected in 190 patients with liver cancer, 175 
healthy adults and 190 chronic hepatitis B 
(CHB) patients by special primers-based poly-
merase chain reaction. Genotypic distribution of 
LAPTM4β was analyzed by c2 test.

RESULTS: The allelic frequency of *1 and *2 
was 68.8%, 33.3%, 73.21%, 26.8%, 75.7% and 
24.29% in the of HCC, chronic hepatitis B and 
healthy control groups, which was significantly 
different between the HCC and healthy control 
groups (c2 = 6.979, P = 0.008). The risk of suf-
fering from HCC was increased 1.547-fold. The 
LAPTM4β genotypes *1*1,*2*2, and *1*2 were 
37.9%, 57.9% and 4.2% in the HCC group, 50.5%, 
45.3% and 4.2% in the CHB group and 56.6%, 

38.3% and 5.1% in the health control group (c2 = 
14.854, P < 0.005).

CONCLUSION: The allele of LAPTM4β is asso-
ciated with the genotypic susceptibility to liver 
cancer.

Key Words: Susceptibility to liver cancer; Polymor-
phism gene; Hepatitis B; Lysosome-associated pro-
tein transmembrane 4 beta  

Sun GZ, Li Z, Hao W, Niu JQ, Yin JM, Yan Y. Relationship 
between lysosome-associated protein transmembrane 4β 
polymorphism and susceptibility to liver cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(8): 908-911

摘要
目 的 :  探 讨 溶 酶 体 相 关 4 次 跨 膜 蛋 白 质 B 
(lysosome-associated protein transmembrane 4 
beta, LAPTM4B)基因多态性与肝癌易感性的
关系. 

方法: 应用病例对照研究方法, 收集190例肝
癌患者、190例慢性乙型肝炎患者、175例健
康献血者全血, 分离白细胞, 提取基因组DNA, 
采用特异性引物PCR方法, 扩增LAPTM4B第
一外显子5'UTR内的部分序列, 对三组人群
进行分析研究. c2检验分析肝癌组与对照组
LAPTM4B的基因多态性和其他相关因素的
相关性. 

结果: LAPTM4B等位基因在三组观察对象
中的分布, *1和*2在健康对照组的频率分别
是75.71%和24.29%, 慢肝组73.16%和26.84%, 
肝癌组中66.84%和33.45%, 三组比较等位
基因分布频率有统计学意义 ,  健康对照组
与肝癌组比较有统计学意义(c2 = 6.979, P  = 
0.008). LAPTM4B的基因型LAPTM4B1*1
型、LAPTM4B*1/2混合型和LAPTM4B2*2
型在肝癌组中的频率分别是37.9%、57.9%和
4.2%、慢肝组50.5%、45.3%和4.2%、健康
对照组56.6%、38.3%和5.1%,  三组间三种基
因型分布频率比较有统计学意义(c2 = 14.854, 
P <0.005).

结论: 基因型*1/2和等位基因*2可能与肝癌

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)感染在我
国是一个重要的
问题, 人体被HBV
感染后可发展成
为HBV携带者、

慢性乙型肝炎、

肝硬化和肝癌. 原
发性肝癌发病率
逐年增加, 治疗手
段有限, 早期诊断
是改善预后的关
键. 

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学第
二医院感染科
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的发生有关.

关键词: 肝癌易感性; 基因多态性; 乙型肝炎; 溶酶

体相关4次跨膜蛋白质B
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0  引言

乙型肝炎病毒(H B V)感染在我国是一个严重

的问题, 人体被H B V感染后可发展成为H B V
携带者、慢性乙型肝炎、肝硬化和肝癌[1]. 肝
癌是常见消化道恶性肿瘤 ,  死亡率在全部恶

性肿瘤中位居第二 ,  对人类健康造成极大危 
害[2-6]. 因此, 在乙型肝炎病毒感染的高危人群

中开展筛查和随访是原发性肝癌早期发现的

主要途径之一, 而正确地评价个体发生肝癌的

危险性, 有助于制定符合成本效益原则的随访

策略. 刘建军 e t a l [7]已有的研究表明在四种肝

组织(正常成年人、胎肝、肝癌及配对非肝癌

肝组织)中筛选出溶酶体相关4次跨膜蛋白质

B(lysosome-associated protein transmembrane 
4 be ta, LAPTM4B), 这种蛋白质在正常人肝

癌组织中表达量很低 ,  但是在肝癌组织中高

度表达. 该基因定位于人的染色体8q22.1的基

因, 具有7个外显子, 6个内含子, DNA 全长2245
个核苷酸, 在LAPTM4B第一外显子5'UTR内

的一段序列存在差异, 可分为LAPTM4B*1和
LAPTM4B*2. 即LAPTM4B*1只有一段19 bp的
序列, 而LAPTM4B*2由一段19 bp序列重复紧密

相连的38个bp序列组成. 人群中存在携带不同

形式的基因多态性个体, 并且初步证明他的单

核苷酸多态性与肿瘤发生的危险性有关, 已有

研究显示LAPTM4B等位基因突变可能增加慢

性HBV感染者或暴露于黄曲霉毒素高危人群相

关肝癌的危险性. 我们通过病例对照研究, 探讨

LAPTM4B多态性与肝癌易感性之间的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-2007年北京佑安医院住院慢性乙

型肝炎患者, 临床诊断参照2005年慢性乙型肝炎

防治指南的诊断标准. 肝癌患者临床诊断根据

2001年中国抗癌协会肝癌专业委员会制定的肝

癌临床诊断标准, 通过影像学结合AFP或者组织

病理学确诊为原发性肝癌. 原发性肝癌患者190

例, 男152例, 女38例, 平均年龄57.5±12.8岁; 慢
性乙型肝炎患者190例, 男164例, 女26 例, 平均年

龄47.5±16.5岁; 健康献血员175例, 男135例, 女
40例, 平均年龄24.5±4.5岁. 收取全部观察对象

的静脉血(抗凝血), 分离白细胞和血浆, -20℃冰

箱储存备用. 
1.2 方法 采用常规的蛋白酶K消化, 酚-氯仿处理

方法, 提取患者白细胞基因组DNA. 引物设计参

照文献[7]; PCR扩增条件: 30 mL反应体积含有

模板DNA 5 mL, dNTPs 200 mmol/L, 上游引物/下
游引物各为0.1 mmol/L, Taq酶1 mL, 94℃预变性

180 s、94℃ 40 s、55℃ 40 s、72℃ 45 s, 扩增35
个循环. PCR产物鉴定: 取PCR产物10 mL, 用60 
g/L的丙烯酰胺凝胶电泳, EB染色, 紫外灯下观

察结果. 
统计学处理 研究数据用SPSS11.5软件进行

统计分析, 计数资料用χ2检验, 统计学检验均为

双侧, P <0.05为有统计学意义. OR和95%CI用于

评价估计研究因素与肝癌的相关性.

2  结果

2.1 LAPTM4B单核苷酸多态性 结果表明PCR
产物为223 bp为基因型LAPTM4B2*2, 204 bp为
LAPTM4B1*1基因型, 同时有223 bp条带与204 
bp条带为LAPTM4B*1/2混合型.
2.2 LAPTM4B等位基因与基因型多态性在三组三组组

观察对象中的分布 LAPTM4B基因型在三组不三组不组不

同人群中的分布具有显著性差异(c2 = 14.854, P = 
0.005. 应用c2检验的多组间的两两比较显示原

发性肝癌组分别与健康对照组、肝纤维化组比

较, LAPTM4B2*2型无统计学意义; 健康对照组

LAPTM4B*1/1型携带频率高于其他两组, 原发他两组, 原发两组, 原发

性肝癌组显著低于其他两组. LAPTM4B*1/2混他两组. LAPTM4B*1/2混两组. LAPTM4B*1/2混
合型在原发性肝癌组携带频率为57.9%, 高于健

康对照组38.3%和肝纤维化组45.3%(表1), 统计

学处理差异有显著性(c2 = 14.003, P = 0.000; OR  
= 2.257, 95% CI = 1.469-3.468; c2 = 6.367, P = 
0.012, OR  = 1.705, 95% CI = 1.125-2.585).

■研发前沿
临床上需要更为
理想的肝癌特异
性血清标志物用
于高危人群的筛
查和临床诊断. 肝
癌是一种高度异
质性的肿瘤, 单个
肿瘤标志物的诊
断敏感性有限, 但
是联合检测多个
指标有望提高对
肝癌的筛查和诊
断效率.

表  1  LAPTM4B基因多态性在三组观察对象中的分布 n(%)

     
分组                         n

          LAPTM        LAPTM      LAPTM4B

                                           4B2*2型      4B1*1型   *1/2混合型

健康对照组        175        9(5.1)       99(56.6)     67(38.3)

肝纤维化组        190        8(4.2)       96(50.5)     86(45.3)

原发性肝癌组    190        8(4.2)       72(37.9)   110(57.9)
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三组比较LAPTM4B等位基因*1与*2比较

有显著性差异(c2 = 7.608, P = 0.022). 两两比较

显示原发性肝癌组分别与肝纤维化组和健康

对照组比较c2 = 3.609, P = 0.057, c2 = 6.979, P = 
0.008, 肝纤维化组与健康人群组比较没有差异. 
*2等位基因在健康人群中显著低于原发性肝癌

组, 原发性肝癌组和健康人群组与肝纤维化组和健康人群组与肝纤维化组健康人群组与肝纤维化组

比较*2等位基因频率没有差异(表2).

3  讨论

原发性肝癌发病率逐年增加, 治疗手段有限, 早
期诊断是改善预后的关键. 肝癌具有明确的危

险因子, 临床上一般结合血清AFP测定和肝脏B
超或者CT检查在高危人群中进行筛查, 使得早

期肝癌的诊断率有所提高, 已有的研究显示血

清AFP水平与肿瘤负荷有关, 在早期肝癌中敏感

性更低. 在良性肝病患者中约有20%-40%血清

AFP水平异常, 使得临床上有时对血清AFP中等

水平升高的解释很困难. 一般认为AFP水平大于

400 mg/L对肝癌的患者具有诊断意义. 影像学检

查对于直径小于2 cm肝癌诊断较为困难, 需要

进行有创的组织病理学检查来确诊. 组织病理

学检查作为诊断肝癌的金标准有潜在的使肿瘤

扩散的危险, 对分化程度较好的肝癌与良性肝

病基础上高度发育不良的结节有时也很难鉴别. 
临床上需要更为理想的肝癌特异性血清标志物

用于高危人群的筛查和临床诊断. 肝癌是一种

高度异质性的肿瘤, 单个肿瘤标志物的诊断敏

感性有限, 但是联合检测多个指标有望提高对

肝癌的筛查和诊断效率. 慢性病毒感染、酒精

和黄曲霉毒素暴露等为肝癌的致病因子. 各种

原因导致的肝硬化均可发生肝癌, 尤其是病毒

感染和相关的肝硬化. 约25%的肝硬化患者一生

中将发生肝癌. 但是并不是所有的危险因素暴

露者一生中均会发生肝癌, 提示遗传因素可能

也与肝癌的发生有关. 虽然单个基因SNP不太可

能在肝癌的发生中起主要作用, 但是突变频率

较高的SNPs可在公共卫生领域应用于肝癌的筛

查和预防. 深入探讨基因与环境因子、基因与

基因之间的相互作用, 有望在肝癌的分子病原

学方面获得突破.
LAPTM4B是一种在成人肝脏中表达很低

而在绝大多数肝癌组织中高度表达的蛋白质. 
LAPTM4B1*1和LAPTM4B2*2两个等位基因所

编码的蛋白质结构、功能与活性不同. 由于这

重复的19个bp碱基序列的插入, 使得*1等位基

因5'UTR中的终止密码消失, 而蛋白质编码框在

N端延长. LAPTM4BN 端蛋白序列是分子的重

要功能部分, 他可能在细胞信号传导、配体与

受体的结合等方面起重要作用. 已有的研究表

明, LAPTM4B是一个保守的与细胞增殖, 分化

相关的重要新基因, 他的过渡表达可能与细胞

增殖加快, 增殖恶性转化有关[7-9].
Liu et al研究发现LAPTM4B等位基因在人

群中有3种基因形式存在, 分别为1*1、2*2和
1*2; 在肝癌患者中2*2携带率显著高于健康对

照组, 2*2携带者患肝癌的风险是非2*2型个体的

2.89倍, 结果显示2*2型与肝癌的易感性有关[10-12]. 
李昌林 et al对131例肺癌患者和104例健康对照

者进行了有关LAPTM4B基因多态性的研究显

示1*和2*的基因频率在肺癌组分别为74.8%和

25.2%, 在健康对照组为72.1%和27.9%, 两组间

比较无明显差异, 提示LAPTM4B基因多态性可

能与肺癌易感无关.
本研究采用病例对照研究方法, 应用等位

基因特异性引物扩增方法检测LAPTM4B基因

多态性, 探讨多态性与肝癌易感性之间可能存

在的关系, 进一步验证等位基因型是否为肝癌

的危险因素. 首先证明在健康献血员、慢性乙

型肝炎患者和肝癌患者中LAPTM4B存在三种

等位基因的形式, LAPTM4B等位基因*2在肝癌

组患者中高于对照组, 这一结果与刘韵荣的研

究结果相似; 在肝癌患者中LAPTM4B等位基因

*1的频率显著低于健康献血员、慢性乙型肝炎

患者组; 基因型和等位基因比较具有显著性差

异. 对基因型的分析显示原发性肝癌组与健康

对照组和肝纤维化组比较LAPTM4B*1/*2混合

型分布频率显著高于其他两个组, 这一点与其

表  2  LAPTM4B*1型与LAPTM4B*等位基因携带频率 (%)

     
	                     *2型                   *1型                 c2               P               OR                   95% CI

原发性肝癌组      126(33.15)	     254(66.84)       3.609       0.057       1.352         [0.990, 1.846]

肝纤维化组          102(26.84)	     278(73.16)       6.979       0.008       1.547         [1.118, 2.139]

健康对照组            85(24.29)	     265(75.71)       0.625       0.429       1.144         [0.820, 1.597]

■应用要点
虽 然 单 个 基 因
SNP不太可能在
肝癌的发生中起
主 要 作 用 ,  但 是
突变频率较高的
SNPs可在公共卫
生领域应用于肝
癌的筛查和预防. 
深入探讨基因与
环境因子、基因
与基因之间的相
互作用, 期望在肝
癌的分子病原学
方面获得突破.
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他报道不同, 我们认为, 由于*1/*2混合型造成两

条DNA链碱基序列排列不匹配, 可能增加感染

HBV后成为HCC的易感性.
肝癌严重危害人民健康, 研究他的发病机

制试图发现早期的相关性指标具有重要的临床

意义. 对LAPTM4B基因多态性[13-15]的深入研究

可能为我们提供一些有关肝癌发生的信息. 
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2007 年度山西省期刊质量评估结果揭晓 

本刊讯 2007年参加山西省期刊质量评估的期刊有196种, 其中社科类期刊110种, 科技类期刊86种. 结果评出一

级（优秀）期刊93种, 社科类47种, 科技类46种, 其中包含《世界胃肠病学杂志(英文版)》; 二级期刊96中, 社

科类59种, 科技类37种, 其中包含《世界华人消化杂志》; 三级期刊共7种, 社科类4种, 科技类3种. 特别需要强

调的是, 《世界胃肠病学杂志(英文版)》连续9年被评为一级(优秀)期刊. (常务副总编辑: 张海宁 2008-03-18)
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