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Abstract
Computed tomography (CT) has become an ex-
tremely valuable tool for disease diagnosis since 
it was invented. With the rapid development of 
technology in recent years, CT has become more 
widely used, especially in this particular group 
of children. This article sums up on the applica-
tion of CT for liver cancer, portal lesions, liver 
trauma and the application of low-dose CT in 
children. 

Key Words: Children; Liver cancer; Portal lesion; 
Liver trauma; Low-dose computed tomography

Tan Y, Xiao EH. Application of computed tomography 
for diagnosis and treatment of liver diseases in children. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(15): 1485-1488

摘要
近年来, 伴随着CT技术的迅猛发展, CT在疾病
诊治中的应用更为广泛. 特别是为儿童这一特

殊群体带来了更多的便利. 本文就CT在儿童
肝脏肿瘤, 门脉病变, 外伤中的应用以及低剂
量CT等方面作一综述. 

关键词: 儿童; 肝脏肿瘤; 门脉病变; 肝脏外伤; 低剂

量CT
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0  引言

计算机断层成像(computed tomography, CT)自问

世就成为一种极有诊断价值的工具. 近年来CT
技术的迅猛发展, 使其得到更为广泛的应用, 特
别是为儿童这一特殊群体带来了更多的便利. 
本文就CT在儿童肝脏肿瘤, 门脉病变, 外伤及低

剂量CT的应用等方面作一综述. 

1  CT在儿童肝脏肿瘤的应用

肝脏肿瘤是继肾母细胞瘤和神经母细胞瘤之后

第3种常见的儿童腹部肿瘤, 约占儿童肿瘤的

0.3%-2%[1], 一般恶性肿瘤的发生率是良性肿

瘤的2倍. 儿童肝脏的恶性肿瘤中以肝母细胞瘤

(hepatocastoma, HB)最常见, 约占儿童的0.9%, 
通常发生在3岁以前; 其次为肝细胞癌, 肝未分

化肉瘤罕见. 王中林 et al回顾性分析1990-2005
年复旦大学附属儿科医院住院诊断为肝脏恶

性肿瘤的52例患儿临床病理资料, 其中HB为主

(29/52), 其次为肝细胞癌(12/52)[2]. Andres et al回
顾性研究78名患肝脏肿瘤的儿童, 大部分是恶

性肿瘤(57例), 最常见的是HB(47例), 随后是肝

细胞癌(5例), 肉瘤(4例)和淋巴瘤(1例)[3]. 这里主

要介绍儿童肝脏的恶性肿瘤. 
1.1 HB HB属于胚胎性肿瘤, 源于未分化的胚胎

组织中能分化为肝细胞和胆管上皮细胞的多潜

能干细胞. 组织学上分为上皮型(56%)及上皮/间
充质混合型, 混合型常见. 常表现为无症状性上

腹部增大包块, 表现体质量减轻、食欲减退、呕

吐、腹痛出现则预示病情加重. 大约90%患儿血

www.wjgnet.com
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■背景资料
CT能使肝脏肿瘤
的部位、大小范
围、性质、血供
以及肿瘤与周围
组织的关系显示
的更好. 特别是三
维重建图像能够
旋转从不同侧面
观察肿瘤, 重建图
像为半透明, 可以
测量肿瘤的大小
及确定肿瘤与血
管的空间关系.

■同行评议者
程英升,  教授, 同
济大学附属第十
人民医院影像临
床医学中心



清甲胎蛋白(AFP)水平升高, 且升高水平与疾病

程度具有相关性. 
HB多为单个巨大分叶状低密度肿块, 多见

于右叶, 平扫边缘清楚或不清, 内可见多发散在

更低密度区, 巨型或肝下部肿瘤常突入腹腔, 边
缘性外生性肿瘤呈哑铃状, 约半数病例肿瘤内可

见散在或聚集状钙化灶; 增强扫描病灶周围呈结

节状、片状明显强化, 密度高于肝脏, 门脉期呈

低密度[4]. HB转移的主要部位是肺和门静脉[5]. 多
发结节型、弥漫型及囊性HB均属罕见, CT表现

缺乏特异性. HB瘤的鉴别诊断应包括儿童期的

原发性肝细胞癌、未分化胚胎性肉瘤及一些良

性肿瘤. 
1.2 肝细胞癌 原发性肝细胞癌仅次于HB, 位居

儿童肝肿瘤第2位, 与癌基因激活和抑癌基因的

失活有关, 也与乙型肝炎病毒关系密切[6-7]. 大部

分肝细胞癌患者临床症状比较隐匿, 通常无明

显的临床表现或仅腹部扪及肿块. 肝细胞癌患

者年龄多>4岁, CT表现常为多发结节, 出血及钙

化少见, 更易发生肝内及肝外转移[8]. 
C T能使肝脏肿瘤的部位、大小范围、性

质、血供以及肿瘤与周围组织的关系显示的更

好. 特别是三维重建图像能够旋转从不同侧面

观察肿瘤, 重建图像为半透明, 可以测量肿瘤的

大小及确定肿瘤与血管的空间关系. CT三维成

像能提供肿瘤的高质量图像及其与肝脏重要血

管的相对位置. 和传统影响技术相比, CT三维成

像能提供相对准确的方法来帮助外科医生对肿

瘤准确定位, 并设计相对安全的手术策略. 有了

这种技术帮忙, 外科医生能术前鉴别肝脏重要

血管, 以避免术中大出血. Dong et al研究过去5
年18例肝脏巨大肿瘤或肝门区肿瘤的儿童, 均
在“肿瘤游离”微观边界的引导下行治愈性手

术切除, 术中及术后并未发生重大的并发症[9]. 

2  CT在儿童先天性门静脉异常的应用

一些儿童显示先天性门静脉异常并伴随症状, 
这需要放射科医生的认识及识别; 再者, 腹部的

炎症和肿瘤也可引起门静脉系统的继发改变[10]. 
这里着重介绍儿童先天性门静脉异常. 

门静脉一般是由脾静脉及肠系膜上静脉在

L2水平融合形成, 位于下腔静脉前, 胰腺之后. 
Patriquin et al在156位无肝脏疾病的儿童研究中

显示, 在出生时门静脉直径约3-5 mm, 1岁时约

4-8 mm, 5岁时约6-8 mm, 10岁时约6-9 mm, 15岁
时约7-11 mm(被研究者在静息, 仰卧位, 平静呼
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吸, 禁食1-3 h的状态下测量)[11]. 多层螺旋CT在
静脉注射造影剂, 延迟扫描约60 s能较好显示门

静脉的解剖结构; 多维平面重建, 特别是冠状重

建, 是显示门脉解剖结构的理想模式. 
2.1 先天性门静脉缺失 先天性门静脉缺失, 血液

经肠系膜上静脉及脾静脉经肝的侧枝回流到体

循环静脉. 这首次是在1793年被Abernathy发现, 
并成为门体分流术的模板[12].  Morgan et al [13]及

Howard et al [14]随后提出将门静脉分流分为2种
不同的类型: Ⅰ型为门静脉所有的血流经肝脏

的侧支循环回流到体循环, 这种类型的分流叫

完全分流; Ⅱ型为门静脉的部分血液直接经肝

脏回流, 这种类型的分流叫部分分流. 区分这两

种类型对血管手术有非常重要的意义. Ⅰ型患

者一旦侧枝被阻塞, 患者的结局将不乐观, 因为

这是门静脉回流的唯一途径[15]; 然而Ⅱ型患者

能经血管结扎成功治疗[16]. Morgan et al [13]将Ⅰ

型进一步分为Ⅰa, Ⅰb: Ⅰa指肠系膜上静脉及脾

静脉在门静脉血流分流到体循环之后融合(门静

脉解剖和生理的缺失), 然而Ⅰb指肠系膜上静脉

及脾静脉在门静脉血流进入体循环前融合(门静

脉生理的缺失). 
这种分类中, 据报道Ⅰ型好发于女性, 特别

是Ⅰa型[14,17]. 门静脉先天缺失常合并其他先天

异常, 包括心血管发育缺陷, 骨骼异常(如戈尔登

哈综合征), 内脏转位, 多脾和肝脏病理改变(如
肝细胞癌, 局灶性结节增生, 肝毒细胞瘤, 腺瘤, 
胆道闭锁, 门脉高压和肝性脑病)[17]. 
2.2 门静脉分支先天发育不全 门脉主要分支发

育不全是较常见的先天异常. 先天发育不全与继

发门脉萎缩的重要区别是门脉主干的缺失伴随

相应肝叶的缺失[18], 门脉分支及相应肝叶的缺失

理论上可能是由原发门脉分支发育不良[19], 或是

在胚胎期门脉主干血栓形成并累及相应肝段[20]. 
2.3 门静脉发育不全, 闭锁和狭窄 门静脉发育不

全常见于胆道闭锁的患者, 并能增加肝移植患

者的并发症[21]. 门静脉发育不全, 闭锁和狭窄能

引起血管阻塞, 并发门脉高压, 脾大和消化系出

血, 合称班替氏综合征(Banti's syndrome). 与先

天性门静脉缺失概念性的区别是, 先天性门静

脉缺失的门脉血流是直接回流到体循环, 而门

静脉闭锁是门静脉血流的阻塞. 先天门静脉闭

锁可累及整个门脉或局限于肝门区的分支部. 
出生后脐静脉和静脉导管在正常退化中过度闭

锁则提示这些变异[22]. 
2.4 肝门的血管瘤和动静脉畸形 血管瘤和动静
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■研发前沿
如何使儿童在CT
扫描腹部的辐射
减少, 是亟待研究
的问题. 

■应用要点
随着CT技术的进
一步发展, 在儿童
肝脏疾病中的应
用将发挥越来越
重要的作用. 
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脉畸形在病理过程中有着本质的不同, 但是经

常一起讨论并有着相似的影像学特征, 并表现

肝大, 充血性心力衰竭和贫血等相似的征象[23]. 
血管瘤是良性新生物, 早期的增殖期和随后的

退化期, 是婴儿最常见的血管新生物[24]. 然而动

静脉畸形是没有增殖和退化的潜能[23]. 

3  CT在儿童肝脏外伤诊治中的应用

虽然脑部和胸部创伤是最常见死亡和致残的原

因, 但是腹部外伤是儿童最常见的最初无法辨

识的致命伤. 肝脏作为腹部最大的实质器官在

腹部外伤中很容易受伤, 因为他的包膜相对薄, 
并且相对于肋骨和脊柱位置较固定[25]. 儿童腹部

外伤肝脏容易受累, 因为儿童肋骨较成年人更

柔韧, 这就允许更大的力传导到肝脏, 并且儿童

肝脏未完全发育, 结缔组织框架较成人薄弱[25]. 
基于这些原因, 查明危及儿童生命的肝脏损伤

具有重要的意义. 
肝脏外伤的主要CT表现是肝脏撕裂伤, 包

膜下和实质血肿, 活动性出血和肝脏静脉损伤; 
次要表现包括门静脉周密度减低和下腔静脉

变扁. 肝脏撕裂伤在CT增强扫描呈现不规则区

域. 肝脏撕裂伤若累及肝脏第七段的后上方即

肝脏裸区, 可能伴随下腔静脉周腹膜后血肿和

右侧肾上腺血肿. 肝脏包膜下血肿在CT增强扫

描表现为在肝包膜和肝实质间椭圆形低密度影. 
血肿压迫肝脏. 肝实质出血或挫伤在CT增强扫

描表现肝实质局部不规则, 边界不清的低密度

灶. 急性血肿在CT增强扫描相对于正常肝实质

明显强化, CT值约40-60 HU[26]. 肝脏钝伤引起

的急性出血可在CT增强扫描早期可见, 表现为

局部高密度, 代表了含有造影剂的动脉血外渗. 
Willmann et al报道在多层螺旋CT上活动性动脉

血外渗CT值为91-274(平均155) HU, 血凝块CT
值为28-82(平均54) HU[27]. 肝挫裂伤的胆汁渗漏

很常见, 但大部分都是短暂和局限性的, 且没有

不利的并发症. 要明确肝内或肝外胆管损伤来

明确治疗方案相对少见[26]. CT扫描胆管损伤可

能表现像肝脏撕裂伤, 腹水或局部的肝周积液. 
然而肝胆管的闪烁显像能显示胆管破裂处胆汁

的活动性外渗[28]. 
John et al发现胰腺的损伤常合并严重的肝

脏损伤. 这个发现很重要, 因为胰腺损伤早期在

CT扫描容易遗漏或误诊, 但是有较高的发病率

和死亡率[29]. 因此在儿童严重肝脏损伤应高度怀

疑伴随胰腺损伤, 特别是监护患者. CT随访和实

验室检查至关重要. 虽然CT能较好的显示肝脏

外伤, 然而腹部外伤儿童的临床表现和密切检

测对儿童的治疗非常重要[30]. 

4  低剂量CT在儿童患者中应用

最近报道提出了密切关注的癌症风险是由于儿

童在CT扫描腹部的辐射暴露, 这就需要重新评

估CT的适应证. 但由于对病变显示的独特优势, 
CT检查在儿童临床应用中仍具有不可替代的作

用, 因此提出了低剂量CT. 
降低CT辐射剂量的策略: (1)一般方法: 在

作CT检查前, 要全面衡量CT检查的利弊, 如果

利大于弊, 且为不可替代的检查手段时, 就要尽

可能减少照射野, 或者使用特制的防护装置. 据
Hopper et al [31]和Fricke et al [32]调查在胸部CT检
查时, 用防护垫可以减少乳腺的照射量, 在成人

和儿童分别为29%-57%, 而不影响诊断质量. 此
外还要注意对较大儿童进行呼吸训练, 以锻炼

闭气的能力, 从而减少不必要的重复照射. (2)扫
描参数的调节: 降低管电流; 增加螺距; 降低管

电压. 
腹部结构复杂, 包括腹部脏器以及腹腔、腹

膜后间隙, 他们彼此之间存在着不同程度的自

然对比, 同肺部相比, 腹部诸结构的对比分辨率

较低, 因此更依赖提高空间分辨率来显示病变, 
如提高管电流等方法, 这使得低剂量CT在腹部

的应用受到一定限制. 最近Frush et al [33]利用计

算机模拟技术, 分别用100、80、60和40 mA 4种
管电流进行CT检查, 然后对高对比的组织, 如肾

上腺和镰状韧带周围脂肪及低对比组织, 如肝

固有动脉、肝内血管和胆总管等进行对比分析, 
发现80 mA是显示低对比组织较好的电流, 而上

述任一电流均可将高对比组织显示清楚, 表明

低剂量CT也可以在腹部应用. 一般低剂量CT在
实质性脏器(如肝脏、胰腺、脾脏和肾脏等)扫
描的管电流多控制在100-180 mA. 

5  结论

由于CT的灵敏度, 特异性及准确性高, CT在儿

童肝脏疾病中的应用占着很重要的作用, 为临

床医生提供了大量的信息, 但是由于儿童在CT
扫描腹部的辐射暴露, 又使CT的应用受到一定

限制和顾虑, 相信CT技术的进一步发展, 能克服

这一弊端, 更好地为医生和患者服务. 

6      参考文献
1	 von Schweinitz D. Management of liver tumors in 

■名词解释
班 替 氏 综 合 征
(Banti's syndrome): 
门静脉发育不全、

闭锁和狭窄引起血
管阻塞, 并发门脉
高压, 脾大和消化
系统出血, 称为班
替氏综合征. 



www.wjgnet.com

childhood. Semin Pediatr Surg 2006; 15: 17-24
2	 王中林, 王晓红, 王岱明. 儿童肝脏恶性肿瘤52例分析. 

复旦学报 2008; 35: 133-135
3	 Andres AM, Hernandez F, Lopez-Santamaría 

M, Gámez M, Murcia J, Leal N, López Gutierrez 
JC, Frauca E, Sastre A, Tovar JA.Surgery of liver 
tumors in children in the last 15 years. Eur J Pediatr 
Surg 2007; 17: 387-392

4	 李新华, 杨有优, 邓德茂, 李胜男, 姜国华. 儿童肝母细
胞瘤的CT诊断. 实用放射学杂志 2007; 23: 795-797

5	 周莺, 顾晓红, 奚文华, 朱铭. 儿童肝脏肿瘤的CT诊断
价值. 中国医学影像技术 2007; 23: 1847-1849

6	 Chen CH, Chen YY, Chen GH, Yang SS, Tang HS, 
Lin HH, Lin DY, Lo SK, Du JM, Chang TT, Chen 
SC, Liao LY, Kuo CH, Lin KC, Tai DI, Changchien 
CS, Chang WY, Sheu JC, Chen DS, Liaw YF, 
Sung JL. Hepatitis B virus transmission and 
hepatocarcinogenesis: a 9 year retrospective cohort 
of 13676 relatives with hepatocellular carcinoma. J 
Hepatol 2004; 40: 653-659

7	 Amin J, Dore GJ, O'Connell DL, Bartlett M, Tracey 
E, Kaldor JM, Law MG. Cancer incidence in people 
with hepatitis B or C infection: a large community-
based linkage study. J Hepatol 2006; 45: 197-203

8	 张定, 牟奇猛. 小儿肝脏母细胞瘤的CT诊断. 实用医技
杂志 2007; 14: 3844-3846

9	 Dong Q, Xu W, Jiang B, Lu Y, Hao X, Zhang H, 
Jiang Z, Lu H, Yang C, Cheng Y, Yang X, Hao D. 
Clinical applications of computerized tomography  
3-D reconstruction imaging for diagnosis and 
surgery in children with large liver tumors or 
tumors at the hepatic hilum. Pediatr Surg Int 2007; 
23: 1045-1050

10	 Corness JA, McHugh K, Roebuck DJ, Taylor AM. 
The portal vein in children: radiological review of 
congenital anomalies and acquired abnormalities. 
Pediatr Radiol 2006; 36: 87-96, quiz 170-171

11	 Patriquin HB, Perreault G, Grignon A, Boisvert J, 
Filiatrault D, Garel L, Blanchard H. Normal portal 
venous diameter in children. Pediatr Radiol 1990; 20: 
451-453

12	 Ab ernathy J . Account o f two ins tances o f 
uncommon formation in the viscera of the human 
body. Philos Trans R Soc Lond 1793; 83: 59–66

13	 Morgan G, Superina R. Congenital absence of the 
portal vein: two cases and a proposed classification 
system for portasystemic vascular anomalies. J 
Pediatr Surg 1994; 29: 1239-1241

14	 Howard ER, Davenport M. Congenital extrahepatic 
portocaval shunts--the Abernethy malformation. J 
Pediatr Surg 1997; 32: 494-497

15	 Murray CP, Yoo S J , Babyn PS . Congeni ta l 
extrahepatic portosystemic shunts. Pediatr Radiol 
2003; 33: 614-620

16	 Shinkai M, Ohhama Y, Nishi T, Yamamoto H, Fujita 
S, Take H, Adachi M, Tachibana K, Aida N, Kato 
K, Tanaka Y, Takemiya S. Congenital absence of 
the portal vein and role of liver transplantation in 
children. J Pediatr Surg 2001; 36: 1026-1031

17	 De Gaetano AM, Gui B, Macis G, Manfredi R, 
Di Stasi C. Congenital absence of the portal vein 
associated with focal nodular hyperplasia in the 
liver in an adult woman: imaging and review of the 
literature. Abdom Imaging 2004; 29: 455-459

18	 Ozgun B, Warshauer DM. Absent medial segment 

of the left hepatic lobe: CT appearance. J Comput 
Assist Tomogr 1992; 16: 666-668

19	 Sato M, I shida H, Konno K, Naganuma H, 
Komatsuda T , Hamashima Y, Watanabe S . 
Congenital absence of the horizontal portion of 
the left portal vein: ultrasound findings. Eur Radiol 
2000; 10: 362-364

20	 Radin DR, Colletti PM, Ralls PW, Boswell WD Jr, 
Halls JM. Agenesis of the right lobe of the liver. 
Radiology 1987; 164: 639-642

21	 Mitchell A, John PR, Mayer DA, Mirza DF, Buckels 
JA, De Ville De Goyet J. Improved technique 
of portal vein reconstruction in pediatric liver 
transplant recipients with portal vein hypoplasia. 
Transplantation 2002; 73: 1244-1247

22	 Marks C. Developmental basis of the portal venous 
system. Am J Surg 1969; 117: 671-681

23	 Gallego C, Miralles M, Marín C, Muyor P, González 
G, García-Hidalgo E. Congenital hepatic shunts. 
Radiographics 2004; 24: 755-772

24	 Kassarjian A, Dubois J, Burrows PE. Angiographic 
classification of hepatic hemangiomas in infants. 
Radiology 2002; 222: 693-698

25	 Alonso M, Brathwaite C, Garcia V, Alonso M, 
Brathwaite C, Garcia V, Patterson L, Scherer 
T, Stafford P, Young J. Practice Management 
Guidelines for the Nonoperative Management of 
Blunt Injury to the Liver and Spleen. East Practice 
Management Guidelines Work Group, Eastern 
Association for the Surgery of Trauma, 2003 

26	 Yoon W, Jeong YY, Kim JK, Seo JJ, Lim HS, Shin SS, 
Kim JC, Jeong SW, Park JG, Kang HK. CT in blunt 
liver trauma. Radiographics 2005; 25: 87-104

27	 Willmann JK, Roos JE, Platz A, Pfammatter 
T , Hi l f iker PR, Mar incek B , Weishaupt D. 
Multidetector CT: detection of active hemorrhage 
in patients with blunt abdominal trauma. AJR Am J 
Roentgenol 2002; 179: 437-444

28	 Gupta A, Stuhlfaut JW, Fleming KW, Lucey BC, 
Soto JA. Blunt trauma of the pancreas and biliary 
tract: a multimodality imaging approach to 
diagnosis. Radiographics 2004; 24: 1381-1395

29	 Deluca JA, Maxwell DR, Flaherty SK, Prigozen 
JM, Scragg ME, Stone PA. Injuries associated 
with pediatric liver trauma. Am Surg 2007; 73: 
37-41

30	 Visrutaratna P, Na-Chiangmai W. Computed 
tomography of blunt abdominal trauma in children. 
Singapore Med J 2008; 49: 352-358; quiz 359

31	 Hopper KD, King SH, Lobell ME, TenHave TR, 
Weaver JS. The breast: in-plane x-ray protection 
during diagnostic thoracic CT--shielding with 
bismuth radioprotective garments. Radiology 1997; 
205: 853-858

32	 Fricke BL, Donnelly LF, Frush DP, Yoshizumi T, 
Varchena V, Poe SA, Lucaya J. In-plane bismuth 
breast shields for pediatric CT: effects on radiation 
dose and image quality using experimental and 
clinical data. AJR Am J Roentgenol 2003; 180: 
407-411

33	 Frush DP, Slack CC, Hollingsworth CL, Bisset GS, 
Donnelly LF, Hsieh J, Lavin-Wensell T, Mayo JR. 
Computer-simulated radiation dose reduction for 
abdominal multidetector CT of pediatric patients. 
AJR Am J Roentgenol 2002; 179: 1107-1113

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

1488                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年5月28日    第17卷   第15期

■同行评价
本文列举CT在儿
童肝脏疾病中应
用, 值得借鉴或推
荐, 是一篇较好的
综述.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年5月28日; 17(15): 1489-1492
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

人STIM1基因真核表达载体的构建及其在肝细胞中的表达

张振亚, 张宗明, 潘丽洁

张振亚, 张宗明, 潘丽洁, 清华大学医学院 清华大学第一附
属医院消化中心普外科 北京市 100016
张振亚, 2006年级清华大学医学院博士, 主要从事细胞离子通
道与肝胆外科疾病的研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30270532, No. 30670774
清华-裕元医学科学研究基金资助项目, No. 20240000531, 
No. 20240000547
作者贡献分布: 张宗明设计课题、指导实验研究; 张振亚参与设
计课题、主要完成实验研究; 潘丽洁完成部分实验研究; 张振亚
与张宗明撰写论文.
通讯作者: 张宗明, 教授, 100016, 北京市朝阳区酒仙桥一街坊6
号, 清华大学第一附属医院消化中心普外科. 
zhangzongming@mail.tsinghua.edu.cn
电话: 010-64372362
收稿日期: 2009-03-04   修回日期: 2009-04-15
接受日期: 2009-04-20   在线出版日期: 2009-05-28

Construction of human STIM1 
eukaryotic expression vector 
and its expression in HL-7702 
cells 

Zhen-Ya Zhang, Zong-Ming Zhang, Li-Jie Pan

Zhen-Ya Zhang, Zong-Ming Zhang, Li-Jie Pan, Depart-
ment of General Surgery, Digestive Medical Center, the 
First Affiliated Hospital, School of Medicine, Tsinghua Uni-
versity, Beijing 100016, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30270532, No. 30670774; and the Tsinghua-
Yue-Yuen Medical Science Foundation, No. 20240000531, 
No. 20240000547
Correspondence to: Professor Zong-Ming Zhang, Depart-
ment of General Surgery, Digestive Medical Center, the 
First Affiliated Hospital, School of Medicine, Tsinghua Uni-
versity, Beijing 100016, 
China. zhangzongming@mail.tsinghua.edu.cn
Received: 2009-03-04    Revised: 2009-04-15 
Accepted: 2009-04-20    Published online: 2009-05-28

Abstract
AIM: To construct eukaryotic expression vector 
of human stromal interaction molecular 1 
(STIM1) gene and to observe its expression in 
human liver cell line (HL-7702).

METHODS: Total RNA was extracted from 
HL-7702 cells and the coding sequence of STIM1 
gene was amplified using RT-PCR. After purifi-
cation, the fragment and eukaryotic expression 
vector pGM-T plasmid were ligated. The re-
combinant plasmid was verified by agarose gel 
electrophoresis and sequencing. Expression of 

STIM1 gene and growth of transfected HL-7702 
cells were evaluated by electrophoresis and 
Western blot, respectively.

RESULTS: The length of specific fragment 
amplified by PCR was 342 bp, the recombinant 
plasmid pGM-T-STIM1 showed two correct 
bands by digestion using restriction endo-
nuclease EcoR, and sequencing results were as 
expected, suggesting that STIM1 gene had been 
cloned into pGM-T vector. Results of agarose 
gel electrophoresis and Western blot revealed 
that with the transfection, the expression level 
of STIM1 gene and protein were all elevated in 
HL-7702 cells.

CONCLUSION: The recombinant eukaryotic ex-
pression vector pGM-T-STIM1 was successfully 
constructed and stably expressed in HL-7702 
cells. It is meaningful for the research of cyto-
plasm calcium concentration regulation and se-
cretion function in human liver cells.

Key Words: STIM1; Eukaryotic expression vector; 
HL-7702 cells; Gene expression

Zhang ZY, Zhang ZM, Pan LJ. Construction of human 
STIM1 eukaryotic expression vector and its expression in 
HL-7702 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(15): 
1489-1492

摘要
目的: 构建人STIM1基因真核表达载体, 并观
察其在人肝细胞株(HL-7702)中的表达. 

方法: 提取HL-7702细胞总RNA, RT-PCR扩增, 
经纯化回收后将片段克隆至pGM-T载体, 酶
切琼脂糖凝胶电泳分析鉴定并测序, 最后用
重组质粒转染HL-7702细胞, 通过PCR-电泳和
Western blot法检测STIM1基因的表达. 

结果: PCR扩增的片段长度为342 bp, 测序结
果以及重组质粒pGM-T-ST IM1的酶切琼脂
糖凝胶电泳鉴定结果均证明STIM1基因成功
克隆到真核表达载体中. PCR-电泳和Western 
b l o t实验结果分别显示转染重组质粒后的
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■背景资料
肝 细 胞 内 游 离
Ca 2+作为第二信
使, 在正常生理条
件下, 对维持细胞
分裂、增殖、运
动、能量代谢、

氧代谢、Ca 2+依
赖性蛋白激酶和
磷脂酶激活等方
面具有十分重要
的作用. 钙池操纵
的钙通道 ( S O C )
作为肝细胞主要
钙离子通道的候
选者, 已经发现其
存在于肝细胞质
膜 上 ,  但 迄 今 为
止, 引起SOC通道
Ca 2+内流的胞内
信号传导机制尚
不清楚.
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学长海医院消化
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HL-7702细胞在基因与蛋白水平表达STIM1
均有所增强.

结论: 成功构建了人STIM1基因的真核表达
载体pGM-T-STIM1, 并在人肝细胞株HL-7702
中稳定表达, 为研究STIM1蛋白在人肝细胞内
Ca2+浓度调控方面及其对人肝细胞分泌功能
的影响奠定了良好的实验基础.

关键词: STIM1; 真核表达载体; 人肝细胞株HL- 

7702; 基因表达
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0  引言

钙池操纵的C a2+通道(s t o r e-o p e r a t e d C a2+ 
channels, SOC)广泛存在于非兴奋性细胞和部

分兴奋细胞膜上, 是胞外Ca2+内流的主要通道

之一, 参与多种生理和病理生理过程, 对维持细

胞内游离Ca2+浓度稳定具有重要作用, 因此受

到广泛重视. 基质交感蛋白(stromal interaction 
molecular, STIM)是近年来研究SOC通道的一个

热点, 其有两种亚型, 即STIM1和STIM2, 其中

STIM1被认为与SOC通道的激活高度相关, Liou 
et al [1]及Roos et al [2]实验充分证明了这一点, 他
们均发现了利用siRNA技术沉默掉STIM1可以阻

断SOC电流; 而STIM2与SOC通道的关系目前尚

不十分明确, 各种实验结果的报道也有所不同. 
肝细胞作为非兴奋细胞的代表, 已经发现

其质膜上存在S O C[3-4], 我们的前期研究也证

实了这一点 [5-6]. 为了深入研究S T I M1在肝细

胞SOC通道的激活过程中扮演的角色, 以及他

的表达情况在肝脏病理条件下的改变, 我们构

建了人STIM1重组质粒, 并成功在人肝细胞株

HL-7702中表达, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 人正常肝细胞株HL-7702(中国科学

院细胞所). TRIzol、Lipofectamine2000(美国

Invitrogen公司); 蛋白酶抑制剂、萘酚AS-MX磷

酸盐、快红(美国Sigma公司); RPMI 1640培养

液、新生牛血清(天津灏洋生物制品公司); Eco R
Ⅰ内切酶(大连TaKaRa公司); pGM-T克隆试剂

盒、cDNA第一链合成试剂盒、PCR Master Mix
试剂及质粒提取试剂盒(北京天根生化科技公
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司); 兔抗人STIM1抗体(北京西美杰科技有限公

司); ALP标记的羊抗兔抗体(北京中杉金桥生物

技术有限公司). 其他常规试剂均为进口分装或

国产分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HL-7702细胞在含200 g/L新生牛

血清的RPMI 1640培养液中, 于37℃、50 mL/L 
CO2、饱和湿度的培养箱中培养. 
1.2.2 反转录-聚合酶链反应(RT-PCR): 参照文献

[7]中方法, 用酚/氯仿抽提法提取细胞总RNA, 
按c D N A第一链合成试剂盒操作说明进行反

转录: 反应体系为总RNA 1 μg、10×RT Mix 2 
μL、dNTP混合液2 μL、Oligo-dT15 2 μL、Quant 
Reverse Transcriptase 1 μL, RNase-free水补足至

20 μL. PCR扩增引物设计为, 上游: GTTTGCCT
ATATCCAGAACCGTTA, 下游: TACCATGAGC
TGTGAGATTCTAGC, 由上海生工生物工程服

务有限公司合成. PCR反应条件为: 94℃预变性3 
min, 94℃变性30 s, 60℃退火30 s, 72℃延伸60 s, 
循环30次, 最后72℃延伸5 min. 
1.2.3 重组质粒构建、提取与鉴定: 参照文献[8]
的方法, 纯化回收目的片段并添A后, 与pGM-T
载体按照5∶1的比例混合, 加入连接体系中的

其他成分后, 置于PCR仪16℃反应过夜. 将连接

产物转化入感受态细胞中扩增, 提取并选择纯

化pGM-T-STIM1重组质粒进行测序(由上海英

骏生物技术有限公司完成). 采用Eco RⅠ内切酶

于37℃水浴中切开已提取的质粒, 琼脂糖凝胶

电泳检测片段连接情况, 电泳过程中设立空质

粒作为对照. 
1.2.4 细胞转染与RT-P C R检测 :  参考L i p o-
fectamine2000试剂说明向HL-7702细胞转染重

组质粒pGM-T-STIM1, 培养24-48 h后重新提取

转染后细胞的总RNA, 并进行RT-PCR反应, 取一

定量反应产物进行琼脂糖凝胶电泳, 同时设立

空质粒转染组与正常细胞组对照以观察转染重

组质粒对HL-7702细胞表达STIM1基因的影响. 
1.2.5 Western blot检测: 用低张蛋白提取液(35 
mmol/L Tris-HCl, 0.4 mmol/L EDTA, 10 mmol/L 
MgCl2, 1 g/L蛋白酶抑制剂, pH7.4)解离细胞, 离
心弃去不溶物, 上清液中的蛋白含量用BCA微

板法定量, 使用牛血清白蛋白(BSA)作为参照物. 
蛋白样品参照文献[9]中的方法完成SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳并转移至聚偏氟乙烯(PVDF)吸附

膜后, 分别与兔抗人STIM1抗体(一抗)、ALP标
记的羊抗兔抗体(二抗)结合, 最后与ALP底物溶
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■研发前沿
新近研究表明, 肝
细胞SOC的激活
与基质交感蛋白
(ST IM1)密切相
关 .  尽管S T I M 1
激活SOC的具体
机制尚不完全清
楚 ,  但 其 与 几 种
相关蛋白-Orai1, 
TRPC1对肝细胞
SOC的影响是当
前该领域的研究
热点.

■创新盘点
本 文 旨 在 通 过
构 建 质 粒 和 脂
质 体 转 染 的 方
法 ,  提 高 人 肝 细
胞系HL-7702中
STIM1的表达, 并
利 用 RT- P C R 和
Western blot等方
法进行验证.
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液(10 μL Tris-HCl缓冲液(pH9.5、0.1 mol/L)中
加入2 mg事先用10 μL无水乙醇溶解的萘酚AS-
MX磷酸盐和5 mg快红)反应至特异蛋白带清晰

显现, 平板扫描摄像. 该实验同样设立转染重组

质粒组、转染空质粒组与正常细胞对照组.

2  结果

2.1 RT-PCR扩增STIM1电泳 应用PCR技术扩增

的产物经电泳检测, 特异性条带显示在342 bp左
右, 与预期结果相符(图1).
2.2 重组质粒pGM-T-STIM1的鉴定 重组质粒的

测序结果(图2)显示目的基因片段已经正确插入

载体中, 故选用Eco RⅠ限制性内切酶对构建好

的质粒进行酶切, 同时设立空质粒作为阴性对

照, 结果显示重组质粒pGM-T-STIM1经酶切在

342 bp处有条带, 空质粒组未见条带(图3).
2.3 RT-PCR检测转染细胞的STIM1基因表达 提

取转染后HL-7702细胞的总RNA进行RT-PCR反
应, 并取一定量反应产物进行琼脂糖凝胶电泳, 
同时设立转染前细胞组作为对照. 实验结果表

明, 质粒转染后的HL-7702细胞STIM1基因表达

明显增强(图4), 这说明构建的重组质粒已经将

STIM1基因导入HL-7702, 并有稳定表达.
2.4 Western blot检测转染细胞的STIM1蛋白表达 
分别提取各组细胞的蛋白质, 定量并进行West-
ern blot分析, 结果如图5所示, 转染重组质粒细

胞组表达STIM1蛋白明显增强, 而转染空质粒组

细胞与正常对照组相差不大, 提示重组质粒转

染组细胞STIM1蛋白表达增强确由转染重组质

粒引起.

3  讨论

肝脏在人体内具有非常重要的作用, 这与肝细

胞内Ca2+浓度的维持是密不可分的; 当肝细胞

M        1         2         3         4
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bp

1000
750

500

250

100

STIM1
342 bp

图  1  RT-PCR扩增STIM1电泳结果. M: D2000 Marker; 1-4: 

RT-PCR扩增STIM1的产物.
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图  2  重组质粒pGM-T-STIM1的测序结果(包含待测序列在
内的360个碱基对).
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图   3   重 组 质 粒
p G M - T - S T I M 1 的
酶切鉴定结果. M: 

D2000 Marker; 1: 空

质粒; 2-4: 重组质

粒pGM-T-STIM1.
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图   4   转 染
后 H L - 7 7 0 2
细胞的STIM1
基 因 表 达 . 
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正 常 细 胞 对

照组; 2: 转染

重组质粒组; 

4 :  转染空质

粒组.

图  5  Western blot检测转染细胞STIM1蛋白表达. 1、3: 正常

细胞对照组; 2: 转染重组质粒组; 4: 转染空质粒组.
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■应用要点
本 研 究 通 过 提
高 人 肝 细 胞 系
HL-7702中STIM1
的表达, 为进一步
深入研究STIM1
在激活人肝细胞
SOC过程中的作
用奠定基础, 并可
能为以后通过抑
制STIM1来实现
预防或治疗某些
肝脏疾病等目的
提供新的方向和
思路.



www.wjgnet.com

1492                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年5月28日    第17卷   第15期

发生损伤时, 胞质中的Ca2+浓度会一定程度的升

高, 在这一过程中, SOC通道似乎又扮演着关键

的角色[10]. 业已了解STIM1是SOC的重要组成部

分, 而且他的过表达或缺失将显著影响多种细

胞的SOC电流. 基于STIM1蛋白在细胞内的定

位, 围绕STIM1如何影响SOC通道的问题目前存

在三种假说: (1)STIM1蛋白存在于内质网膜上

的和细胞膜上的STIM1形成复合体[2]; 这种假说

首先需要承认细胞膜上存在STIM1, 并且他对激

活SOC有十分重要的意义. (2)绝大多数或者全

部STIM1蛋白在钙池耗竭之前都存在于内质网

膜上, 钙池耗竭后, STIM1转移靠近并插入到细

胞膜中[11]. (3)STIM1蛋白只存在于内质网膜上[1]. 
钙池耗竭后, STIM1接近细胞表面却不直接插入

细胞膜; STIM1蛋白的C末端与SOC通路的某些

组分(或者通路本身)相互作用, 从而促进钙离子

的内流. 此三种假说各有实验支持, 但却尚未见

有STIM1蛋白在人类正常肝细胞中研究的报道. 
因此, STIM1蛋白是否存在于人类的肝细胞中? 
他在人肝细胞中又是通过何种机制来影响SOC 
通道的功能? 有待进一步深入研究. 

在新近的一些研究中, ST IM1基因表达载

体已被成功构建并应用于某些领域, 如Tamarina  
et al [12]通过EYFP-STIM1载体的构建与研究, 发
现STIM1蛋白在胰岛β细胞中迁移对其分泌具有

重要作用. Aromataris et al [13]研究发现, STIM1蛋
白在大鼠肝癌细胞H4-IIE中的位置决定着其胆

汁酸的分泌; 表明STIM1对于大鼠肝癌细胞的分

泌活动也有着举足轻重的作用. 本研究成功构建

了人STIM1基因的真核表达载体pGM-T-STIM1, 
并在人肝细胞株HL-7702中稳定表达, 为研究人

肝细胞中SOC通道的功能特性以及STIM1蛋白

在人肝细胞内Ca2+浓度调控方面及其对人肝细

胞分泌功能的影响奠定了良好的实验基础.
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本实验设计合理, 
方法先进, 结果可
信 ,  图 片 质 量 较
好, 对探讨Ca2+与
肝细胞分泌功能
的关系有重要理
论指导意义.
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Abstract
AIM: To explore the expression of telomerase 
reverse transcriptase (TERT) and P53 in the 
development of rat hepatocellular carcinoma 
(HCC).

METHODS: A HCC model was induced by di-
ethyl nitrosoamine (DENA); telomerase activity 
was assayed using telomeric repeat amplication 
protocol (TRAP) method, whereas the expres-
sion of TERT and P53 was determined using 
immunofluorescence and Western blot, respec-
tively.

RESULTS: Compared with low expression level 
of TERT and telomerase activity, which were de-
tected and maintained at a relative stable level in 
normal tissue and inflammatory lesion, the over-

expression of telomerase and TERT were detect-
ed in hepatocirrhosis and HCC stage. However, 
the expression of P53 was significantly increased 
in inflammatory stage, and dramatically de-
creased in hepatocirrhosis stage, even undetect-
able in HCC stage. When quantified, in inflam-
mation stage, the P53 expression level showed 
significant difference compared with control 
group (3.53% ± 0.17% vs 2.19% ± 0.15%, P = 0.00), 
whereas in hepatocirrhosis stage, the expression 
level of P53 was only 0.98%±0.05%. Contrary to 
the trend of P53 expression, the expression of 
telomerase, and TERT were very low in inflam-
mation stage, which were 34.47% ± 6.21% and 
6.43% ± 1.14%, respectively. But in hepatocir-
rhosis, telomerase activity, and TERT protein 
expression levels showed significant difference 
compared with control group and tended to 
culminate in HCC. Statistically analysis showed 
that telomerase was correlated with TERT (r = 
0.954, P = 0.046). As for P53, no relationship was 
found between P53 and telomerase and TERT.

CONCLUSION: Accelerated telomerase, and 
TERT expression with P53 inactivation might 
synergistically contribute to carcinogenesis 
and be consistent with the progression of HCC, 
therefore the three factors may be useful tools in 
diagnosis and prognosis of HCC.

Key Words: Telomerase reverse transcriptase; P53; 
Telomerase; Hepatocellular carcinoma; Telomeric 
repeat amplication protocol
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摘要
目的: 研究端粒酶逆转录酶(telomerase reverse 
transcriptase, TERT)和P53在大鼠肝癌发生过
程的动态变化. 

方 法 :  二 乙 基 亚 硝 胺 诱 导 大 鼠 肝 细 胞 癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)的发生; 免疫
荧光方法检测TERT的表达变化; Western blot

www.wjgnet.com

®

■背景资料
目前普遍认为肿
瘤的发生与基因
组不稳定密切相
关, 而与基因组不
稳定有关的耐药
性的产生又是肿
瘤治疗失败的主
要原因. 在众多可
能引起基因组不
稳定的相关因素
中, 端粒酶起着重
要的作用. 阐明端
粒酶在肿瘤发生
中的动态变化及
作用不仅对理解
肿瘤发生机制具
有重要的理论指
导意义, 而且在有
效防治肿瘤方面
还具有广阔的应
用前景.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科



方法检测P53的表达; TRAP(telomeric repeat 
amplication protocol)方法检测端粒酶活性. 

结果: 端粒酶与TERT在诱癌过程中呈逐渐升
高的趋势, 而P53在诱癌早期表达迅速升高后
在诱癌后期表达急剧下降. 定量分析表明炎
症期P53的表达显著高于正常组织(3.53%±

0.17% vs  2.19%±0.15%, P  = 0.00), 而在肝硬
化期P53的表达量仅为0.98%±0.05%, 至肝癌
病变中几乎检测不到. 与P53的表达变化趋势
不同, 端粒酶与TERT在炎症期有小幅升高, 分
别为34.47%±6.21%和6.43%±1.14%. 肝硬
化阶段端粒酶与TERT的表达迅速升高, 至肝
癌阶段达到高峰. 统计学分析显示端粒酶与
TERT的表达呈正相关(r  = 0.954, P  = 0.046), 
与P53的表达无相关性.

结论: 诱癌过程中逐渐升高的端粒酶活性和
TERT的表达与P53的失活共同促进了肿瘤的
发生, 且三者均与肝癌的发生发展相一致可作
为肝癌诊治的指标.

关键词: 端粒酶逆转录酶; P53; 端粒酶; 肝细胞癌; 

端粒重复序列扩增法
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0  引言

癌细胞通过端粒酶活性的升高来维持端粒长

度的相对稳定 ,  借此为其生长提供选择优势 . 
大量的研究证实肿瘤细胞中端粒酶逆转录酶

(telomerase reverse transcriptase, TERT)的过表达

可引起细胞的永生化[1-2]. 因而TERT通常被作为

调控端粒酶活性的限速步骤而参与肿瘤的发生. 
P53是一种肿瘤抑制蛋白, 在监测DNA损伤或

基因组异常的过程中起关键作用. 其激活可以

导致细胞周期阻滞, DNA修复或细胞凋亡, 同时

P53还是TERT的负调控子[3-5]. 为验证TERT与P53
在肿瘤发生中的作用, 本研究对二者在肝细胞癌

发生过程中的动态表达变化进行了初步探索. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠, 月龄3 mo, 平均体质量为

120±5 g, 购于河南郑州大学实验动物中心, 在
温度22±3℃, 湿度40%-70%, 间隔12 h光照的

条件下饲养. 二乙基亚硝胺、PI购于Sigma公司; 
TERT、p53、actin抗体及化学发光试剂盒购于

Santa Cruz; FITC-IgM、碱磷酶-IgM购于北京
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中杉金桥.
1.2 方法 
1.2.1 分组及取材: 大鼠适应环境1 wk后, 随机

分为对照组(n  = 42)和造模组(n  = 42). 根据Solt-
Farber方法, 以2 g/L的二乙基亚硝胺(diethyl 
nitrosoamine, DENA)制备肝癌模型, 15 wk后停

药. 根据大鼠肝癌的诊断标准由两位病理医生

进行病理分型[6]. 造模组的病变可大致分为3阶
段: 炎症期(12 wk之前)、肝硬化期(15 wk)和肝

癌期(18-21 wk). 分别在给药后3、6、9、12、
15、18、21 wk随机处死对照组及造模组中的6
只大鼠. 取少量新鲜肝组织置于40 g/L的多聚甲

醛, 4℃固定过夜后行石蜡包埋和HE染色. 其余

组织迅速放入液氮中冷冻, 随后置-80℃保存. 
1.2.2 免疫荧光方法检测TERT蛋白表达: 组织

切片置柠檬酸抗原修复液修复, 200 g/L山羊血

清封闭后, 加抗TERT抗体(sc-7212, Santa Cruz) 
( 1∶6 0 0 ) 4℃孵育过夜 .  F I T C标记的二抗

(ZF-0311, 北京中杉)(1∶400)25℃孵育40 min, 
20 mg/L PI(Sigma Aldrich Chemical Co., St. 
Louis, MO)室温标记细胞核后封片, 激光共聚焦

显微镜检测并对TERT蛋白的表达强度进行相对

荧光强度分析[7-8]. 相对荧光强度 = 荧光强度×

面积/细胞总数. 每组实验重复3次. 
1.2.3 P53蛋白表达的检测: 细胞总蛋白75 µg
在60 g/L SDS-PAGE中恒压电泳后转移至硝酸

纤维素膜上并用50 g/L的脱脂奶粉封闭. 加入

P53(sc-6243)(1∶50)和actin(sc-1616)(1∶1000)
一抗4℃孵育过夜. ECL(sc-2048)化学发光检测

试剂盒进行显色. Labworks 4.0软件(UVP, Inc. 
USA)定量分析表达强度. Actin作为内对照. 每组

实验重复3次. 
1 .2.4 端粒酶活性的检测 :  用Te l o TA G G G 
Telomerase PCR ELISA试剂盒以端粒重复序列

扩增法(telomeric repeat amplification protocol, 
TRAP)方法检测端粒酶活性. 操作步骤按说明

书. 端粒酶相对活性 = (样本A 450nm-A 690nm/阳性对

照A 450nm-A 690nm)×100. 每组实验重复3次.
统计学处理 实验数据均用m e a n±S D表

示, S P S S11.0软件对实验数据进行方差分析

(ANOVA), P <0.05有显著性差异, P <0.01有极显

著差异.

2  结果

2.1 肝癌发生过程中TERT蛋白表达的动态变化 
免疫荧光结果显示TERT在整个诱癌时期的表

www.wjgnet.com

■研发前沿
端粒酶和P53在肿
瘤发生中的作用
是肿瘤研究领域
的一大热点. 探寻
二者在肿瘤发生
的相互作用对肿
瘤的防治都将具
有重要的意义.
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达呈逐渐升高的趋势(图1). 对照组有少量TERT
表达. 造模组在炎症期即表达升高, 在随后的肝

硬化及肝癌期表达量激增. 定量分析显示炎症

期TERT蛋白表达强度为6.43±1.14, 与对照组

(4.48±0.09)相比未有显著性差异. 而至肝硬变

和肝癌期其表达量分别为13.47±0.66和18.36±
4.36, 是对照组的3.00-4.10倍, 有极显著性差异

(P  = 0.000, 图2A). 
2.2 端粒酶活性的变化 对照组端粒酶活性较低

为22.90%±2.33%. 造模组的炎症期端粒酶活

性为34.47%±6.21%(P  = 0.007). 随着病变的进

展, 端粒酶相对活性在肝硬化期急增至62.90%
±2.65%(P  = 0.000), 并在其后的癌症发生过程

中持续保持这一高水平(64.27%±3.30%)(P  = 
0.000, 图2B). 
2.3 P53蛋白表达的变化 Western blot检测结果

显示P53在肝癌发生过程中呈先上升后下降的

趋势(图3). 对照组有少量表达的P53. 造模组在

炎症早期P53表达骤增, 随后在炎症后期和肝硬

化期表达量将至正常以下. 至肝癌阶段几乎检

测不出. 定量分析表明正常组织P53的表达量为

2.19%±0.15%. 而在炎症期为3.53%±0.17%, 是
正常表达量的1.61倍, 有显著性差异(P  = 0.00). 
随诱癌时间的延长, 肝硬化期P53的表达量进一

步减少至0.98%±0.05%, 是正常组织的0.45倍. 
而在肝癌期几乎检测不到P53的表达(图2C).
2.4 TERT、端粒酶及P53之间的相关性 统计学

分析显示TERT与端粒酶呈正相关(r  = 0.954, P  = 
0.046), 而二者与P53均无相关性. 

3  讨论

肿瘤的发生是一多因素相互作用的极其复杂的

过程. 端粒酶在肿瘤发生中具有双重作用, 其不

仅可促进肿瘤的发生, 还可作为肿瘤抑制子抑

制肿瘤的发生. 正常体细胞中端粒酶活性受到

严格的调控, 而80%以上的肿瘤细胞中端粒酶活

性显著升高, 且研究发现其催化亚基TERT的过

表达可引起细胞的永生化[9]. P53是一肿瘤抑制

因子, 正常细胞端粒长度的程序性缩短及由此

产生的端粒功能丧失可激活依赖P53的信号通

路, 同时P53又可抑制端粒酶活性[5,10]. 故本研究

对TERT和P53蛋白在肝细胞肝癌发生的动态变

A B C D

50 mm50 mm50 mm50 mm

图  1  大鼠肝癌诱癌过程中TERT的表达(免疫荧光). A: 对照组; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 肝癌期.

图  2  TERT、端粒酶及P53在大鼠肝癌发生中的变化. A: 

TERT; B: 端粒酶; C: P53. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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■创新盘点
本研究首次运用
大鼠肝癌模型对
端 粒 酶 逆 转 录
酶、端粒酶及P53
的表达变化进行
了研究, 并对三者
的相关性进行了
初步探索. 
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化进行了初步探索. 
研究结果表明 ,  端粒酶活性随肝癌的发

生、发展逐步升高. 正常肝组织和炎症期组织

中端粒酶活性较低, 至肝硬化和肝癌期端粒酶

活性急剧升高. 癌变过程中TERT蛋白的表达变

化与端粒酶活性升高的趋势基本一致, 并呈正

相关(r  = 0.954, P  = 0.046). 提示TERT可调节端

粒酶活性且肿瘤细胞中端粒酶活性越高, 细胞

的恶性程度也越高[11-13]. 由于端粒酶的低水平

表达不仅可延长肝细胞的寿命, 还可增强其对

DNA损伤的耐受性及抑制细胞凋亡, 推测在对

照组及造模组炎症期中TERT和端粒酶的这种

表达方式对维持肝脏的正常功能起着积极的作

用[14]. 随着诱癌的进程, 端粒酶及其组分的高水

平表达促进病变由炎症期向肝硬化阶段的演进, 
并最终引起细胞不受调控的生长及癌症的发生. 
肝硬化阶段端粒酶和TERT的表达激增提示二者

的表达变化是诱癌早期事件, 因而可将异常表

达的TERT和端粒酶活性作为肿瘤诊治的早期指

标, 选择性抑制端粒酶和TERT的过表达极有可

能成为肿瘤治疗的又一可行方法[15-16]. 
肿瘤抑制因子P53在保护基因组的稳定性

方面起着重要的作用, 约60%的肿瘤细胞中可

检测到P53的失活. 本研究发现正常肝细胞P53
的表达量较低, 炎症期P53表达升高. 而肝硬化

期P53的表达量却急剧下降, 至肝癌期几乎检测

不到. 炎症期P53的表达上调可保护细胞避免

死亡并可有效剔除端粒酶受损细胞, 借此维持

正常肝细胞的数量和功能[17-19]. 在肝硬化及肝

癌期P53的表达失活不仅使其丧失了抑制肿瘤

发生的功能, 同时还可激活某些原癌基因, 从而

共同促进肿瘤的发生, 如P53的缺失可转录激活

c-Myc和TERT[20-22]. 
P53对端粒酶的调控可分为两类: (1)通过对

端粒酶全酶的亚细胞定位的直接调控; (2)通过

细胞周期的间接调控. 由于P53是TERT表达的

负调控子, 因而P53对端粒酶活性的直接调控是

通过P53与TERT启动子结合后抑制TERT的表达

实现的. 研究表明P53在其表达升高后的数小时

内就可抑制TERT的表达, 而且这种对TERT的抑

制作用不依赖于细胞周期的阻滞和凋亡. 因端

粒酶活性随细胞周期的变化而变化, 其在G1/S期
逐渐增加, S期达到高峰, G2/M期几乎不表达[23], 
所以P53又可通过调节Cyclin D1和Cyclin E的表

达间接调控端粒酶的活性[24]. 考虑到端粒酶和

TERT在整个诱癌时期的变化, P53可能对二者

的调控可能是一非常复杂的过程. 本研究发现

炎症期P53表达的升高不仅没有表现出TERT及
端粒酶的活性的显著降低, 相反, TERT及端粒

酶活性较对照组的表达还略有上升. 由于TERT
的少量增加可对抗P53引起的凋亡, 提示P53对
TERT的抑制可能需要在一定的阈值范围内实

现, 并且在P53升高的遗传背景下TERT的表达

升高可能起到延缓细胞衰老和延长细胞寿命的

作用[5,25]. 至肝硬化及肝癌时, P53的缺失使其失

去了对端粒酶及TERT表达的抑制作用, 因而促

进了二者活性的激增, 最终导致细胞向癌变方

向发展. 尽管我们的研究结果显示P53与端粒酶

和TERT在肿瘤发生中不存在相关性, 但三者在

诱癌过程中的表达变化提示P53的失活可能是

肿瘤发生过程中端粒酶活性升高和TERT过表达

所必需的. 随着端粒持续丢失、基因组不稳定

性增加, 在P53缺失的细胞中端粒酶活性的增加

有助于恢复细胞端粒的功能, 并为细胞提供选

择生长优势. 
总之, P53与TERT和端粒酶之间不仅是负调

控的关系, 很可能是一种相互拮抗的动态变化

过程. 而这种复杂的相互关系反映了一种动静

态平衡在癌症发生中的双重作用. 这种平衡的

维持对细胞是一种保护作用, 一旦被打破, 就可

能促使细胞向癌变的方向发展. 同时提示三者

可作为肿瘤诊治的候选指标.
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Abstract
AIM: To study in vitro therapeutic effect on mouse 
pancreatic cancer, as well as the bystander effect 
with HSV-TK suicide gene in combination with 
prodrug GCV.

METHODS: HSV-TK and GFP were inserted 
into pcDNA3.1 (+) to construct pcDNA3.1+/
HSV-TK+GFP, and pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP 
was transferred into mouse pancreatic cancer 
cell MPC by Lipofectin. We then added GCV to 
these gene-modified cells and studied the sensi-
tivity of the cells to GCV as well as the bystander 
effect.

R E S U LT S : T h e g e n e m o d i f i e d p a n c r e -
atic cancer cells MPC/HSV-TK+GFP were 

successful ly developed. In v i t ro exper i -
ments showed that when the MPC/HSV-
TK+GFP cells accounted for 10% of hybrid 
cells, the low concentration (20 mg/L) of 
GCV was about 50% of tumor cell killing.  
In vivo results showed that the low concen-
tration of GCV killed the cells. And tumor 
growth of the mouse model was inhibited.

CONCLUSION: Our data demonstrate MPC/
HSV-TK+GFP cells are sensitive to the treatment 
of GCV compared with unmodified tumor cells, 
and remarkable bystander effect is seen.

Key Words: Suicide gene therapy system; Bystand-
er effect; Pancreatic cancer; Mouse

Liu WQ, Yang J, Dong J. Effects of HSV-TK+GFP/GCV 
suicide gene therapy system on mouse pancreatic cancer 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(15): 1498-1503

摘要
目的: 探讨HSV-TK+GFP/GCV自杀基因系统
对小鼠胰腺癌细胞系MPC体外及体内杀伤作
用及其产生的旁观者效应. 

方法: 通过RT-P C R从基因组文库中扩增出
HSV-TK基因全长CDS序列, 并将其与GFP基
因定向克隆到质粒表达载体pcDNA3.1(+), 构
建重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP. 脂质
体法将重组质粒转染小鼠胰腺癌细胞株MPC
细胞, 得到带有HSV-TK和GFP基因的MPC/
HSV-TK+GFP细胞, 并将其分别用于体外和体
内实验. 

结果: 重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP导
入小鼠胰腺癌细胞株MPC细胞. 体外实验结
果显示, 当MPC/HSV-TK+GFP细胞数占混合
细胞10%时, 低浓度(20 mg/L)的GCV就可将
50%左右的肿瘤细胞杀死. 体内实验结果显示
GCV可明显抑制MPC /HSV-TK+GFP细胞在
昆明小鼠体内的肿瘤形成.

结论: HSV-TK和GFP基因转入小鼠胰腺癌细
胞株MPC细胞并获得稳定表达, HSV-TK+GFP/
GCV自杀基因系统在体内外对小鼠胰腺癌均

®

■背景资料
作为现代医学和
生物学一个新的
研究领域, 肿瘤的
自杀基因治疗尤
其引人瞩目. 人们
已经利用TK基因
进行了多种肿瘤
的基因治疗研究, 
并取得了较好的
效果.
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东省立医院肝胆
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有杀伤作用, 且存在明显的旁观者效应.

关键词: 自杀基因治疗系统; 旁观者效应; 胰腺癌; 
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0  引言

胰腺癌是一种临床表现隐匿, 发病迅速且预后

不良的消化系统恶性肿瘤. 由于其早期症状不

典型, 容易被忽略或被误认为胃肠道疾患, 不易

早期发现. 待肿瘤侵及或压迫胆道出现黄疸、

或侵及周围组织出现疼痛症状而诊断明确时, 
肿瘤往往已生长很大, 多已为疾病晚期. 对胰腺

癌进行深入的防治研究, 提高早诊率, 加强综合

治疗, 是提高胰腺癌治疗水平的重要途径. 
随着分子生物学及相关学科的进展, 肿瘤

的基因疗法备受关注, 其中自杀基因疗法显示

了较好的应用前景[1-2]. 自杀基因又称为前药转

换酶基因[3-4], 将一些病毒或细菌基因组中的前

药转换酶基因导入肿瘤细胞并表达TK, 将GCV
磷酸化为二磷酸产物GCV-DP, 然后在哺乳动

物细胞内激酶作用下形成三磷酸产物GCV-TP, 
GCV-TP具有强烈细胞毒性, 抑制DNA聚合酶, 
掺入DNA合成链中, 导致链中止、染色体变性

和姐妹染色单体交换, 最终导致细胞死亡[5-6], 从
而达到杀死肿瘤细胞的目的. 这种独特的自杀

效应能选择性的杀死肿瘤细胞, 保护正常组织

细胞, 从而避免传统肿瘤治疗方法对人体带来

的伤害. 此外, 研究还表明, 转导了自杀基因的

肿瘤细胞在给予药物前体后被杀死, 其相邻或

更远的未被转染的肿瘤细胞也可被杀死, 这种

作用被称为旁观者效应[7]. 旁观者效应明显扩大

了自杀基因的对细胞杀伤范围, 显示了其对于

肿瘤治疗的独特优势, 并大大克服了自杀基因

转染率的限制[8-9]. 
目前已发现和克隆的自杀基因有多种, 在

肿瘤治疗中以HSV-TK最为常用. 用于HSV-TK
基因疗法的前药有两类, 一是嘌呤核苷类似物, 
包括ACV及其衍生物GCV、潘洛昔非(PCV)、
布洛昔非(BCV), 其中GCV对转基因瘤细胞的抑

制作用比ACV强10倍, 故成为目前肿瘤TK基因

治疗中最常用的前药. 
前期研究表明, HSV-TK/GCV系统具有极大

的抗瘤效应[10]. 因此, 本实验中我们构建了含有

HSV-TK及绿色荧光蛋白GFP作为筛选标记的重

组质粒, 将重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP
体外转染小鼠胰腺癌细胞株MPC细胞, 利用TK
基因进行小鼠胰腺癌的治疗研究. 本研究检测

HSV-TK+GFP/GCV系统对小鼠胰腺癌细胞的体

外和体内杀伤性及其旁观者效应, 以期为临床

治疗胰腺癌提供可用的理论基础及实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒pcDNA3.1(+)购自Invitrogen公司, 
MPC小鼠胰腺癌细胞株为本室自行建株保存. 
RPMI 1640培养基和脂质体(Lipofectmine2000)
为Gibco公司产品, 新生小牛血清为杭州四季青

公司产品, MTT和GCV为Sigma公司产品, G418
为Promega公司产品. 小鼠抗TK单抗购自Novus
公司, 辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG购

自Invitrogen公司. 昆明小鼠, ♀, 4-6 wk龄, 体质

量16-25 g左右, 购自昆明医学院实验动物中心.
1.2 方法 
1.2.1 重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP的构

建: 通过RT-PCR从基因组文库中扩增出HSV-TK
基因以及GFP基因全长CDS序列, 并将二者定向

插入真核表达载体pcDNA3.1(+), 构建重组质粒

pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP. 
1.2 .2 重组质粒转染M P C小鼠胰腺癌细胞及

表达产物的检测: 接种5×104生长状态良好的

M P C小鼠胰腺癌细胞于24孔板的各孔 ,  采用

Lipofectmine2000转染试剂将重组质粒转染MPC
小鼠胰腺癌细胞, 转染后48 h, 用含800 mg/L 
G418的培养液筛选细胞2 wk, 荧光显微镜检测

G F P蛋白的表达以证实重组质粒已成功转染

MPC小鼠胰腺癌细胞. 将获得稳定表达GFP的
细胞株接着采用96孔板有限稀释法进行单克隆

细胞的筛选, 获得表达GFP的单克隆细胞株, 选
取其中GFP表达量最高的单克隆细胞株作为实

验细胞株, 并将其命名为MPC/HSV-TK+GFP. 此
外, 转染空载体pcDNA3.1(+)至MPC细胞以作

为后续试验对照. 将MPC/HSV-TK+GFP细胞于

37℃, 50 mL/L CO2培养箱常规培养、传代以及

冻存, 收集培养细胞裂解后取上清用于Western 
b lot检测, 12 000 r/m in离心15 m in后取上清, 
SDS-PAGE分离后半干法转至硝酸纤维素滤膜, 
50 g/L脱脂奶粉37℃封闭1 h, 加入小鼠抗TK单

抗(一抗), 37℃孵育过夜, 再加入辣根过氧化物

酶标记的山羊抗小鼠IgG(二抗)孵育1 h, ECL法
显色后摄影. 

■研发前沿
将HSV-TK+GFP/
G C V 自 杀 基 因
治疗系统联合化
疗以及协同其他
细胞因子进行基
因治疗以提高疗
效, 同时, 通过调
整 细 胞 生 理 ,  诱
导肿瘤细胞凋亡, 
加强肿瘤与肿瘤
细胞、肿瘤细胞
与正常细胞之间
的GJIC功能是当
前肿瘤的自杀基
因治疗领域中的
研究热点.
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1.2.3 荧光显微镜下观察体外培养细胞对GCV药

物作用: 将MPC/HSV-TK+GFP细胞按5×104细

胞/孔接种于24孔培养板, 24 h后, 加入合适浓度

的GCV, 并对MPC/HSV-TK+GFP细胞设置对照

加入PBS溶液, 使用荧光显微镜观察细胞的形态

及生长情况. 
1.2.4 体外细胞的旁观者效应观察: 将MPC和

MPC/HSV-TK+GFP细胞按常规方法制成3×
108/L的细胞悬液, 将MPC和MPC/HSV-TK+GFP
按以下比例接种96孔板: 0, 1∶20, 1∶10, 1∶5. 
接种后完全培养基每孔补足200 μL, 每个比列

设12个复孔, 于37℃, 50 mL/L CO2培养箱内静

置培养, 培养48 h后将每一比例中前3孔更换含

GCV 5 mg/L的RPMI 1640培养液, 另外3孔更换

含GCV 20 mg/L的RPMI 1640培养液, 另外3孔更

换含GCV 50 mg/L的RPMI 1640培养液, 余3孔更

换普通培养液, 培养4 d后, 采用MTT法计算细胞

存活率(%). 
1.2.5 体内实验: (1)小鼠胰腺癌模型的建立: 昆
明小鼠24只, 分为3组, 每组8只. 常规培养MPC
和MPC/HSV-TK+GFP细胞, 第1组小鼠皮下接种

转染空质粒载体的MPC肿瘤细胞; 第2组以及第

3组小鼠皮下接种MPC/HSV-TK+GFP肿瘤细胞. 
分别在各试验组小鼠左侧腋窝皮下接种1×106

个相应的细胞, 对侧腋窝接种1×106个MPC细

胞. (2)GCV对MPC/HSV-TK+GFP细胞在小鼠体

内成瘤的影响: 第1组小鼠在肿瘤接种次日, 开
始给予GCV(100 mg/kg)腹膜腔(ip)内注射治疗, 
注射体积每只0.2 mL, 每日1次, 连续注射24 d; 
第2组小鼠在接种肿瘤细胞后次日, 给予PBS腹
膜腔(ip)内注射治疗, 注射体积每只0.2 mL, 每天

1次, 连续注射24 d; 第3组小鼠在接种肿瘤细胞

后次日, 给予GCV(100 mg/kg)腹膜腔(ip)内注射

治疗, 注射体积每只0.2 mL, 每日1次, 连续注射

24 d. 观察各组肿瘤形成情况.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 各组数

据比较用SPSS10.0软件进行完全随机的方差分

析, 分析其显著性.

2  结果

2.1 重组质粒转染小鼠胰腺癌细胞MPC 荧光显

微镜下观察到实验组小鼠胰腺癌细胞内有绿色

荧光信号, 实验组荧光强度强, 而两对照组细胞

内未检测到荧光信号, 实验组细胞内荧光显像

表明重组质粒MPC/HSV-TK+GFP已经成功转染

小鼠胰腺癌细胞MPC(图1).

2.2 TK基因的表达 Western blot结果显示MPC/
HSV-TK+GFP细胞中TK蛋白表达阳性(图2).
2.3 体外细胞的旁观者效应观察 体外培养细胞

置于倒置荧光显微镜下观察可见, 当加入GCV
后, 转导了MPC/HSV-TK+GFP的肿瘤细胞在给

予药物前体后被杀死, 随着时间的推移, 其相邻

的未转染肿瘤细胞也可被杀死(图3).
2.4 体外细胞的旁观者效应观察结果 将MPC/
HSV-TK+GFP细胞和MPC细胞以不同的比例混

合, 加入不同浓度的GCV后观察细胞生存率的

变化(图4). 当加入GCV浓度为5 mg/L, 且MPC/
H S V-T K+G F P细胞占混合细胞总数的0%、

5%、10%和20%时, 细胞生存率分别为96%、

98%、86%和74%, 其中, MPC/HSV-TK+GFP细
胞占混合细胞的20%时有36%的细胞被杀灭; 当
加入GCV浓度为20 mg/L, 且MPC/HSV-TK+GFP
细胞占混合细胞总数的0%、5%、10%和20%
时, 细胞生存率分别为96%、92%、52%和6%, 
其中, MPC/HSV-TK+GFP细胞占混合细胞的

10%以及20%时分别有48%及94%的细胞被杀

灭; 当加入GCV浓度为50 mg/L时, MPC/HSV-
TK+GFP细胞占总数的0%、5%、10%和20%时, 
细胞生存率分别为95%、93%、54%和7%, 其
中, MPC/HSV-TK+GFP细胞占混合细胞的10%
和20%时分别有46%及93%的细胞被杀灭. 显然, 
当GCV浓度增加时, 被杀灭的肿瘤细胞数量逐

渐增加, 当GCV的浓度上升到50 mg/L时, 其杀伤

效果与浓度为20 mg/L GCV的杀伤效果相近; 而
随着MPC/HSV-TK+GFP细胞占混合细胞比例的

增大, 被杀灭的肿瘤细胞数量逐渐增加, 这些都

■创新盘点
本研究选用了小
鼠胰腺癌细胞株
MPC作为肿瘤细
胞构建MPC/HSV-
TK+GFP细胞, 同
时, 将GFP作为筛
选标记与HSV-TK
基因一同转导进
入MPC细胞中, 通
过显微镜下观察
可以清楚地显示
出旁观者效应.

图  1  荧光显微镜下观察重组质粒转染小鼠胰腺癌细胞
MPC(×200).

1            2          3           4           5

TK

图  2  Western blot检测TK基因的表达.
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反映出旁观者效应能增强对肿瘤的杀伤作用.
2.5 GCV对MPC/HSV-TK+GFP细胞在小鼠体

内成瘤的观察结果 第1组小鼠给予G C V(100  
mg/kg)腹膜腔(ip)内注射治疗, 连续注射24 d后
观察, 每只小鼠左右腋窝肿瘤均增大, 且两侧肿

瘤体积无明显差异; 第2组小鼠给予PBS腹膜腔

(ip)内注射治疗, 连续注射24 d后, 每只小鼠左

右腋窝肿瘤均增大, 且两侧肿瘤体积无明显差

异; 第3组小鼠给予GCV(100 mg/kg)腹膜腔(ip)
内注射治疗, 连续注射24 d后, 接种了MPC/HSV-
TK+GFP细胞的左侧腋窝肿瘤体积、质量较对

侧腋窝肿瘤明显为小, 并有显著差异(图5, 表1).

3  讨论

胰腺癌是我国常见的主要恶性肿瘤之一, 具有

恶性程度高, 转移早等特点, 是当前消化系统肿

瘤治疗中效果较差的肿瘤之一. 传统的治疗手

段对于提高胰腺癌患者的生存率以及提高患者

的生存质量方面无明显的改善. 因此, 探索一种

新型的胰腺癌基因治疗手段是当前胰腺癌研究

中的热点. 作为现代医学和生物学一个新的研

究领域, 肿瘤的自杀基因治疗尤其引人瞩目. 人
们已经利用TK基因进行了多种肿瘤的基因治疗

研究, 并取得了较好的效果[11-15]. 当前国内外尚

未见有关于HSV-TK/GCV自杀基因系统用于小

鼠胰腺癌的研究, 因此, 我们选取我单位自行构

建的小鼠胰腺癌细胞株MPC细胞进行HSV-TK/

■应用要点
在当前体内转导
基因方法不可能
达到使肿瘤细胞
全部转导目的基
因的情况下, 自杀
基因的旁观者效
应无疑是一条重
要的补充途径, 克
服了转染率相对
低下的限制问题, 
明显扩大了自杀
基因对肿瘤细胞
的杀伤作用, 对恶
性肿瘤的治疗有
着十分重要意义.

表  1  各组小鼠离体肿瘤质量、体积 (n  = 8, mean±SD)

     
分组		  肿瘤质量(g)	 肿瘤体积(mm3)

第1组		  7.93±0.31	    6.87±0.40

第2组		  7.73±0.55	    6.56±0.34

第3组		  2.19±0.26a	    2.62±0.34c

aP<0.05, cP<0.05 vs  第1、2组.

图  3  加入GCV药物后旁观者效应观察(×400). A: 0.000 s; B: 186.295 s; C: 372.591 s; D: 558.886 s; E: 745.181 s; F: 931.476 s; G: 

17.772 s; H: 1304.067 s; I: 1490.362 s.

A B C

D E F

G H I
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GCV自杀基因系统的小鼠胰腺癌体内外研究. 
本实验构建了一种质粒载体进行小鼠胰腺

癌细胞的体内外实验, 以观察TK/GCV对小鼠

胰腺癌细胞MPC的杀伤作用. 实验中我们采用

绿色荧光蛋白(GFP)作为筛选标记, 与HSV-TK
基因共同插入真核表达载体pcDNA3.1(+), 构建

重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP, 并将重组

质粒转染小鼠胰腺癌MPC细胞制备MPC/HSV-
TK+GFP细胞, Western blot证实TK基因能够在

小鼠胰腺癌细胞中表达. 
体外实验结果显示, 当MPC/HSV-TK+GFP

细胞数占混合细胞10%时, 低浓度(20 mg/L)的
GCV就可将50%左右的肿瘤细胞杀死, 当MPC/
HSV-TK+GFP细胞数占混合细胞20%时, 几乎

所有的肿瘤细胞被杀死. 实验结果提示, 当加入

GCV后, 转导了MPC/HSV-TK+GFP的肿瘤细胞

在给予药物前体后被杀死, 随着时间的推移, 其
相邻的未转染肿瘤细胞也可被杀死, 显示出极

强的旁观者效应. 旁观者效应的意义在于只需

少量肿瘤细胞转染自杀基因, 就会对邻近的肿

瘤细胞产生广泛的杀伤作用, 在当前体内转导

基因方法不可能达到使肿瘤细胞全部转导目的

基因的情况下, 无疑是一条重要的补充途径, 克
服了转染率相对低下的限制问题, 明显扩大了

自杀基因对肿瘤细胞的杀伤作用, 对恶性肿瘤

的治疗有着十分重要意义. 转染了自杀基因的

肿瘤细胞其相邻或更远的未被转染的肿瘤细

胞也可被杀死的机制可能是多重的, 有研究表

明磷酸化GCV核苷是通过细胞间隙从HSV-TK
阳性细胞传递到周围细胞, 另外GCV治疗下的

HSV-TK转导的肿瘤细胞可分泌IL-6 和IL-1作为

旁分泌因子介导未转导细胞的死亡[16]. 从濒死的

转导了HSV-TK的细胞向临近细胞传递凋亡的

信号也是旁观者效应的机制之一. HSV-TK/GCV
治疗和死亡受体(CD95)聚集[17-19]以及Caspases的
活化[20-21]等几者的联合可向临近细胞传递前凋

亡信号. 
体内实验中, 采用多疗程注射的方法对小

鼠进行注射, 动物实验结果显示, 多疗程注射

GCV后, 可明显抑制MPC/HSV-TK+GFP细胞在

昆明小鼠体内的肿瘤形成. 本实验中, 虽然MPC 
/HSV-TK+GFP细胞对于GCV敏感, 但是未能被

完全杀死, 实验组小鼠肿瘤体积及质量等较对

照组为小, 实验中未发现肿瘤完全消退现象, 这
可能与GCV注射时肿瘤体积大小有关[23]; 此外, 
GCV治疗肿瘤的周期较短, 实验研究过程中采

用了多疗程注射的方法, 可以克服基因转导效

率低, 体内短暂表达的缺点, 同时, 多疗程注射

可以保持肿瘤的免疫反应, 防止肿瘤的复发. 
本研究结果显示, HSV-TK+GFP/GCV自杀

基因治疗系统在抑制小鼠胰腺癌细胞的生长以

及杀伤肿瘤细胞的过程中发挥了良好的作用, 
本研究结果为临床治疗胰腺癌提供了新的思路

和实验依据. 此外, 将HSV-TK+GFP/GCV自杀基

■名词解释
自 杀 基 因 :  又 称
为前药转换酶基
因, 将一些病毒或
细菌基因组中的
前药转换酶基因
导入肿瘤细胞并
表达TK, 将GCV
磷酸化为二磷酸
产物GCV-DP, 然
后在哺乳动物细
胞内激酶作用下
形成三磷酸产物
GCV-TP, GCV-TP
具有强烈细胞毒
性 ,  抑制DNA聚
合酶 ,  掺入DNA
合成链中, 导致链
中止、染色体变
性和姐妹染色单
体交换, 最终导致
细胞死亡, 从而达
到杀死肿瘤细胞
的目的.
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图  4  MPC/TK细胞与亲代MPC细胞不同比率混合后在3个
不同浓度的GCV杀伤实验.

图  5  GCV 对MPC/HSV-TK+GFP细胞在小鼠体内成瘤的观
察. A: 第1组; B: 第2组; C: 第3组.
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因治疗系统联合化疗以及协同其他细胞因子进

行基因治疗以提高疗效, 同时, 通过调整细胞生

理, 诱导肿瘤细胞凋亡, 加强肿瘤与肿瘤细胞、

肿瘤细胞与正常细胞之间的GJIC功能, 提高旁

观者效应而增强自杀基因疗效的研究有待进一

步深入.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Huaier cream 
on expression of VEGF and HIF-1α in SW480 
colon cancer cell in vitro. 

METHODS: Human SW480 colon cancer cells 
were cultured for 48 h in vitro and randomly di-
vided into normoxic control group (NC group), 
hypoxia control group (HC group) and hypoxia 
group treated with Huaier at the concentra-
tion of 1 g/L (HH group). Levels of mRNA and 
protein expression of VEGF and HIF-1α in each 
group were detected using semi-quantitative 
RT-PCR and Western blot, respectively. 

RESULTS: VEGF or HIF-1α mRNA expression 
levels were found significantly higher in HC 

group and HH group than in NC group (4.71 ± 
0.07, 4.54 ± 0.02 vs 1.19 ± 0.03; 5.68 ± 0.07, 5.58
± 0.05 vs 1.21 ± 0.05, all P < 0.05), but not sig-
nificantly different between HC group and HH 
group. VEGF or HIF-1α protein were also over 
expressed in HC group than in NC group (0.66 ± 
0.03 vs 0.38 ± 0.02; 0.58 ± 0.04 vs 0.31 ± 0.03, both 
P < 0.05). In HH group, however, the protein 
levels of HIF-1α and VEGF were inhibited sig-
nificantly compared with HC group (0.37 ± 0.03; 
0.30 ± 0.05, all P < 0.05). 

CONCLUSION: Huaier cream down- regulates 
the protein expression of HIF-1α and VEGF of 
SW480 cells which may be one of the mecha-
nisms of anti-tumorigenesis. 

Key Words: Vascular endothelial growth factor; Hy-
poxia inducible factor-1α; Huaier cream; SW480; 
Colonic carcinoma
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摘要
目的:  观察槐耳清膏对体外培养人结肠癌
SW480细胞系VEGF和HIF-1α表达的影响.

方法: 体外培养人结肠癌SW480细胞48 h, 随
机分为常氧对照组(NC组)、低氧对照组(HC
组)和低氧槐耳组(HH组), HH组RPMI 1640培
养基含槐耳清膏(终浓度1 g/L). 半定量RT-PCR
检测SW480细胞VEGF和HIF-1α mRNA表达
水平, Western blot检测两者蛋白表达水平.  

结果: HH组和HC组VEGF、HIF-1α mRNA表
达水平均显著高于NC组(4.71±0.07, 4.54±
0.02 vs  1.19±0.03; 5.68±0.07, 5.58±0.05 vs  
1.21±0.05, 均P <0.05), 但HH组与HC组比较
无统计学差异. HC组VEGF、HIF-1α蛋白表
达均显著显著高于NC组(0.66±0.03 vs  0.38±
0.02; 0.58±0.04 vs  0.31±0.03, 均P <0.05), 与

®

■背景资料
血管内皮生长因
子 ( V E G F ) 是 重
要 的 促 血 管 生
成 因 子 ,  缺 氧 诱
导因子-1α(HIF-
1α ) 是 重 要 的 氧
调 节 转 录 因 子 , 
二者与肿瘤缺氧
状态下血管发生
密 切 相 关 .  槐 耳
清膏是槐栓菌质
发酵后的热水提
取物 ,  其味苦辛 , 
性 平 无 毒 ,  具 有
“治风”、“破
血”、“益力”

之 功 效 ,  近 来 发
现他能抑制实体
肿瘤的血管生成.  

■同行评议者
曹 秀 峰 ,  主 任 医
师, 南京医科大学
附属南京第一医
院肿瘤中心 
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HC组比较, HH组VEGF和HIF-1α蛋白表达均
显著下降(0.37±0.03, 0.30±0.05, 均P <0.05).

结论: 槐耳清膏通过下调人结肠癌SW480细
胞内HIF-1α和VEGF蛋白表达抑制肿瘤生成. 

关键词: 血管内皮生长因子; 缺氧诱导因子1α; 槐

耳清膏; SW480细胞; 结肠腺癌
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0  引言

在我国大肠癌是发病率及病死率较高的消化

系恶性肿瘤, 研究大肠癌的治疗具有重要的临

床意义. 中药在恶性肿瘤治疗中发挥着不可忽

视的作用, 有研究证明金克槐耳能诱导直肠癌

细胞凋亡, 但其作用机制尚不明确[1]. 早在1971
年Folkman首次提出“肿瘤的生长和转移依赖

于新生血管形成”的观点, 血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)是重要

的促进血管生成因子之一. 虽然抑制肿瘤血管

新生早已成为当前抗肿瘤治疗热点之一[2], 但金

克槐耳是否具有抗结肠癌新生血管生成的作用

尚未见文献报道. 本研究以人结肠癌SW480细
胞株为对象, 研究缺氧条件下槐耳清膏对血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)及其调节基因缺氧诱导因子1α(hypoxia 
inducible factor-1α, HIF-1α)的抑制作用, 初步探

讨槐耳清膏在抑制肿瘤新生血管形成方面的作

用机制, 为结肠癌临床治疗提供新的理论和实

验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌SW480细胞株购于ATCC细

胞库. RPMI 1640培养基购于Gibco公司. 小牛血

清购于Clarkbio公司. 总RNA提取试剂、反转录

试剂盒、Taq聚合酶均购于TaKaRa公司. 上下游

引物由Invitrogen公司合成. HIF-1α pAb和VEGF 
mAb购于Santa Cruz公司. 槐耳清膏由江苏启东

盖天力药业有限公司提供. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞分组及培养: 人结肠癌细胞SW480
培养于含100 g/L小牛血清、1 kU/L青霉素、1 
mg/L链霉素的RPMI 1640培养基中, 置于37℃, 
50 mL/L CO2, 200 mL/L O2的培养箱, 取对数生

长期细胞, 随机分为常氧对照组(NC组)、低氧

对照组(HC组)和低氧槐耳组(HH组). NC组继

续常氧培养48 h, 其余2组低氧(37℃, 940 mL/L 
N2、50 mL/L CO2、10 mL/L O2)培养48 h, 其中

HC组低氧不给药, HH组为RPMI 1640含终浓度

1 g/L槐耳清膏(通过前期预实验证实1 g/L为最

佳药效浓度).  
1.2.2 半定量RT-PCR方法检测VEGF mRNA
和 H I F - 1α  m R N A :  收集培养细胞 ,  采用

T R I z o l两步法提取各组S W480细胞内的总

R N A, 测定A 260/A 280计算总R N A纯度和浓度. 
每组取1 µg总RNA, 按试剂盒说明合成cDNA
第1链, 以此cDNA为模板进行PCR反应. PCR
反应条件如下: 94℃预变性3 m i n, 94℃变性

30 s, 53℃/49℃/55.5℃(VEGF/HIF-1α/β-actin)
退火40 s, 72℃延伸40 s, 共35个循环. 72℃延

伸7 min, 4℃冷却. 取PCR产物进行琼脂糖电

泳. Gene Snap凝胶成像系统照相并进行灰度

值分析, 以条带吸光度(A )值代表其目的片段

的表达量, 以内参照β-ac t in的量校正, 取二者

A值之比进行分析. 每组实验重复3次. RT-PCR
中所引用引物见表1.  
1.2.3 Western blot检测各组细胞内VEGF, HIF-lα
蛋白的表达: 取各组细胞, 按试剂盒说明提取蛋

白并用BCA法蛋白定量. 各组上样蛋白经SDS-
PAGE电泳分离后, 湿转至PVDF膜上. 50 g/L脱
脂奶粉37℃封闭2 h. 分别加入鼠抗人VEGF一抗

(1∶200稀释), 兔抗人HIF-lα一抗(1∶200稀释)
和兔抗人β-actin一抗(1∶1000稀释), 4℃孵育过

夜. TBST洗3次, 加入辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔IgG或羊抗鼠IgG二抗(1∶2000稀释), 37℃
孵育2 h. TBST洗3次, 增强化学发光剂(ECL)显
色. Gene Snap凝胶成像系统照相. 用β-actin为内

对照,以阳性条带与内对照β-actin A值比作为阳

性条带的相对表达值. 每组实验重复3次. 
统计学处理 采用SPSS 13.0统计软件进行数

据分析. 所有数据以mean±SD表示, 数据比较采

用两独立样本t检验, Spearman相关分析, P <0.05
有统计学差异. 

2  结果

2.1 VEGF及HIF-1α mRNA表达水平 HC组和HH
组VEGF及HIF-1α mRNA表达水平均显著高于

NC组(P <0.05). 但HH组与HC组比较两者无统计

学差异(P >0.05, 表2, 图1). 
2.2 VEGF及HIF-1α蛋白表达水平 HC组VEGF及

■相关报道
有关研究发现槐
耳清膏通过下调
患 者 血 清 V E G F
的表达, 降低原发
性肝癌的转移复
发率. 体外研究发
现槐耳清膏能明
显 抑 制 V E G F 诱
导的人脐静脉内
皮细胞(HUVEC)
增殖和分化成血
管能力. 

■研发前沿
抑制新生血管生
成是当今抗肿瘤
治疗的重要策略
之一 .   寻找并研
发安全、高效的
抗肿瘤新生血管
药物是肿瘤防治
研究领域亟待解
决的关键问题. 
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HIF-1α蛋白表达水平较NC组显著增加(P <0.05). 
HH组VEGF和HIF-1α蛋白表达水平明显低于

HC组(P <0.05), 且低于NC组水平, 但无统计学差

异(P >0.05, 表2, 图2). 
2.3 相关性分析 HH组中VEGF mRNA与HIF-1α 
mRNA表达呈正相关(r  = 0.943, P = 0.000); HH组

中VEGF与HIF-1α蛋白表达呈正相关(r = 0.919, 
P  = 0.000). 

3  讨论

缺氧是恶性肿瘤发生发展过程中的普遍现象. 当
实体肿瘤处于生长旺盛时期, 局部的氧供无法满

足肿瘤细胞存活和生长需要, 微环境就会缺氧. 
缺氧能激活多种血管生成相关因子表达[3-4], 此
时新生血管的生成有利于肿瘤细胞的生存并增

强其浸润和转移能力, 而新生血管形成和血管

通透性增加被认为是血管内皮细胞生长因子相

关疾病主要发病因素[5]. 因此对缺氧的适应和

新生血管的形成是恶性肿瘤发展过程的关键步

骤. VEGF可以通过诱导内皮细胞分裂、增殖、

迁移 ,  促进新生血管的生成和肿瘤细胞的浸

润转移, 是目前所知的作用最强的促进VEGF. 
VEGF表达上调, 能使结肠癌组织血管的生成

增加, 为肿瘤的生长提供更多的营养物质, 有
利于肿瘤细胞的生长与转移[6]. 另有研究显示: 
VEGF反义核苷酸够通过降低VEGF基因的表

达, 抑制人大肠癌HT-29细胞的体外增殖, 并对

其具有一定的凋亡诱导作用[7]. HIF-1是缺氧条

件下广泛存在于哺乳动物和人体内的一种异源

二聚体转录因子, 主要由HIF-1α和HIF-1β两个

亚单位组成, 其中HIF-1α是唯一的氧调节亚单

位, 决定HIF-1的活性[8-9]. 实体肿瘤中HIF-1α可
以参与调节适应缺氧环境的多种基因转录, 包
括VEGF、SDF-1、CXCR4[10]. 缺氧条件下HIF
在多个层面调节VEGF表达, 包括增加VEGF 
mRNA稳定性和增强VEGF的活性[11]. 研究显示

抑制HIF-1α表达可以抑制血管生成相关基因

表达[12]. 
槐耳清膏是槐耳菌质发酵后的热水提取物, 

含有多种有机成分和10余种矿物质元素, 主要

活性成分为多糖蛋白(PS-T). 有研究发现槐耳通

过下调患者血清VEGF的表达, 可降低原发性肝

癌的转移复发率[13]. 体外研究槐耳清膏对VEGF
诱导的人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein 

表  1  RT-PCR中所用引物

     
引物		  序列	                大小(bp)  温度(℃)

VEGF	 CTTGCCTTGCTGCTCTAC	   150	 53

	 GATGTCCACCAGGGTCTC		

HIF-1α	 AGTGTACCCTAACTAGCC	   159	 49

                CACAAATCAGCACCAAGC		

β-actin    GTGGGGCGCCCCAGGCACCA   508	 55.5

                CTCCTTAATGTCACGCACGAT		

表  2  VEGF及HIF-1α mRNA和蛋白表达 (mean±SD)

     
分组	         mRNA			  蛋白

	 VEGF	 HIF-1α	        VEGF	            HIF-1α

NC组   1.19±0.03   1.21±0.05   0.38±0.02   0.31±0.03

HC组   4.54±0.02a  5.58±0.05a  0.66±0.03a  0.58±0.04a

HH组   4.71±0.07a  5.68±0.07a  0.37±0.03c  0.30±0.05c

aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  HC组.

bp
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500 

250 

100

M            1           2             3

β-actin

VEGF

A

图  1  RT-PCR检测SW480细胞VEGF及HIF-α mRNA的表达. 
A: VEGF; B: HIF-α; M: DNA Marker; 1: 常氧对照组; 2: 低

氧对照组; 3: 低氧槐耳组.
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■应用要点
研究槐耳清膏抑
制结肠癌血管生
成可能的作用靶
分 子 ,  为 寻 找 新
的抗癌治疗靶点
和研发、筛选新
型临床抗肠癌药
提供一定的理论
依据. 

■创新盘点
目前国内外关于
槐耳清膏对缺氧
结 肠 癌 细 胞 内
VEGF和HIF-1α
基因表达影响的
报道并不多见. 本
研究观察人结肠
癌细胞SW480在
缺氧环境中VEGF
和HIF-1α表达的
变化, 发现槐耳清
膏能通过下调结
肠癌细胞中VEGF
和HIF-1α蛋白的
表达抑制肿瘤新
生血管生成. 

图  2  Western blot检测VEGF及HIF-1α蛋白表达. 1: 常氧对

照组; 2: 低氧对照组; 3: 低氧槐耳组.
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endothelial cell, HUVEC)增殖和分化成血管能力

的影响, 发现槐耳明显抑制VEGF诱导的内皮细

胞增殖[14]. 有关槐耳清膏具体通过何种途径调节

VEGF从而发挥抑制新生血管的作用, 国内外文

献尚未有报道. 本实验研究槐耳清膏抑癌作用

是否与其影响血管生成相关基因VEGF及HIF-
1α的表达有关. 

本实验选用人结肠癌SW480细胞, 体外实

验结果表明: 缺氧状态下, 细胞内VEGF及HIF-
1α mRNA较常氧状态下显著高表达, 进而导致

相应蛋白高表达. 表明肿瘤细胞在氧供不足的

情况下, 通过上述基因促进新生血管形成, 适
应缺氧环境并满足自身生存需要. 予以槐耳清

膏作用后, 与血管生成相关蛋白: VEGF及HIF-
1α表达均显著下降, 提示槐耳清膏抗结肠癌的

作用可能与其抑制肿瘤细胞V E G F和H I F-1α
的表达有关, 即可能通过抑制VEGF和HIF-1α
蛋白的表达, 抑制肿瘤细胞的生长; 降低新生

血管的生成等环节, 发挥抗癌功效. 值得注意

的是, 本文的实验结果证明: 虽然槐耳清膏可

引起肿瘤细胞V E G F和H I F-1α蛋白的表达降

低, 但用药后VEGF及HIF-1α mRNA表达却无

显著降低. 其原因我们认为可能是: (1)槐耳清

膏并非在基因水平上调节H I F-1α的表达, 很
可能通过抑制HIF-1α的合成或增强HIF-1α的
清除系统, 如: 脯氨酸羟化酶活性等途径, 使肿

瘤细胞的HIF-1α减少. (2)同样槐耳清膏也可

影响VEGF的合成或清除环节而使肿瘤细胞的

VEGF表达减少.  
此外, 尽管一般认为, HIF-1可以通过调节其

靶基因VEGF基因[15], 而影响VEGF mRNA的表

达, 但HIF-1的靶基因多达200余种, 被HIF-1激活

的众多靶基因之间如何相互作用, 互相调节、

控制等是极为复杂和尚须解决的问题. 本研究

观察到: 槐耳清膏抑制了肿瘤细胞HIF-1的表达, 
同时也抑制了VEGF的表达, 且两者显著相关; 

但VEGF mRNA却无显著变化的原因, 是否与同

时被激活的其他靶基因之间的调节有关？以及

其意义如何等尚待今后深入探讨. 
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Abstract
AIM: To analyze the protein profiles of mouse-
adapted H pylori SS1 and its initial strain 10700 
and to find out the proteins associated with 
enhanced adhesive ability of SS1.

METHODS: Three sets of cellular proteins of SS1 
and 10 700 were prepared independently. The 
samples were separated by two-dimensional gel 
electrophoresis (2DE) technique, and the gels 
were scanned and recorded as digitalized images 
with high-resolution scanner. The images were 
analyzed by Image Master 2D software. Spots on 
gels were paired between 10 700 and SS1. Differ-
ently expressed proteins in all three sets were cut 
for in-gel digestion and identified by MALDI-

TOF-TOF/MS. Peptide mass fingerprints were 
searched in the NCBI and Swiss-Prot database. 

RESULTS: Eleven down-regulated spots pre-
sented with ten proteins. Four were related to 
anti-oxidation, namely, catalase, thioredoxin 
reductase, superoxide dismutase and thiore-
doxin. Five were enzymes associated with me-
tabolism, including proline peptidase, fructose-
bisphosphate aldolase, inorganic pyrophospha-
tase, 3-oxoacid CoA-transferase subunit B and 
Elongation factor P. Another one was a putative 
protein HPAG0942. 

CONCLUSION: In the course of mouse-adapted, 
H pylori strain SS1 may increase its adhesive 
ability by decreasing metabolism and anti-oxi-
dative level measurably. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Animal model; 
Two-dimensional gel electrophoresis; Matrix assist-
ed laser desorption ionization time of flight mass 
spectrometry

Li J, Zhao F, Xiao D, He LH, Zhang JZ. Comparative 
proteomic analysis of Helicobacter pylori animal model 
adapted SS1 and its original strain. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(15): 1508-1512

摘要
目的: 比较H pylori 动物模型适应菌株SS1与
其初发菌株10700间蛋白质组差异, 试图获得
H pylori 在小鼠体内适应过程中可能与定植
能力增强相关的蛋白特征. 

方法: 在相同件下培养SS1菌株及其初始菌
株, 并制备全菌蛋白样品, 相同实验条件下重
复3次, 样品经二维电泳分离, 扫描获得数字化
的电泳胶图像并用ImageMaster2D图像分析软
件比较分析, 识别SS1与初始菌株间的差异蛋
白点. 取3次制备的样品间的共同差异点进行
胶内酶解, 经基质辅助激光电离解析飞行时间
质谱(MALDI-TOF-TOF/MS)获得肽质量指纹
图谱, 用Mascot软件在Swiss-Prot和NCBI数据
库中搜索匹配蛋白.  

®

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌
(H pylori )动物模
型菌株SS1筛选自
大批量的临床菌
株, 由其原始株在
小鼠体内经过多
次传代获得, 每克
小鼠胃的SS1的定
植数量比原始株
高出两个数量级, 
在体外传代20次
以内定植能力不
会降低, 其良好的
定植能力在许多
实验室被验证. 以
26695菌株基因组
作标准, SS1及其
原始株基因水平
上的变化涉及48
个基因, 没有丢失
或获得26695菌株
中已知的基因. 

■同行评议者
吴建国, 教授, 武
汉大学生命科学
学院
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结果: 表达量有明显下降的11个点, 经鉴定对
应10个蛋白: 4个属于H pylori 的氧化还原系
统, 即过氧化氢酶、超氧化物双歧酶、硫氧环
蛋白和环氧蛋白还原酶; 5个蛋白与代谢有关, 
即脯氨酸肽酶(proline peptidase)、果糖磷酸
氢盐醛缩酶(fructose-bisphosphate aldolase)、
无机焦磷酸酶(inorganic pyrophosphatase)、3-
含氧酸辅酶A转移酶亚单位B(3-oxoacid CoA-
transferase subunit B)和延伸因子(elongation 
factor P); 另1个蛋白为假想蛋白HPAG0942. 

结论: H pylori在小鼠体内的定植适应过程中, 
伴有代谢酶表达的降低和抗氧化水平的减弱, 
提示代谢和抗氧化能力适度下调可能与菌株
的定植力增强相关. 

关键词: 幽门螺杆菌; 动物模型; 二维电泳; 基质辅

助激光解析电离飞行时间质谱
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H pylori )是定

植于人体胃部的革兰阴性微需氧细菌, 他能引

起胃炎、胃溃疡、甚至胃癌等多种胃部疾病[1]. 
H pylori的宿主特异性和组织特异性很强, 在小

鼠体内的黏附定植能力弱, 为了建立小动物模

型便于H pylori的致病机制研究及防治, 人们筛

选了许多种动物做实验模型[2-4], 也在小动物体

内驯化H pylori以获得定植能力好的菌株[5-6], 比
如中国人民解放军第三军医大学驯化的蒙古沙

土鼠适应株M13[7], 本实验室驯化26695所得的

88-3887(未发表), 澳大利亚Lee团队驯化的SS1及
SS2000, 其中应用最为广泛的适应株当属SS1, 该
菌株的黏附能力清楚, 符合洛桑会议提出的建立

动物模型的标准: 动物感染后窦部和体部的定植

和致病程度明确; 每克胃组织内所含的H pylori
数目明确; 黏附出现和消失的时间明确; 感染达

到的最长时间明确; 菌株在体外 传代多少次还

能够保证有黏附能力明确. SS1具有稳定的能达

到107-108 cfu/g小鼠胃的良好定植能力, 其初始菌

株10700在小鼠体内能达到106 cfu/g小鼠胃, 经过

驯化, SS1定植能力明显增强. 研究其定植前后的

适应性变化可能会为整体上阐释H pylori的适应

性机制找到线索, 也有助于说明H pylori在适应

过程中与小鼠间的相互作用关系, 并为对比该菌

在人体内的情况有何不同提供参考. 
由O'Far re l l e t a l [8]在1975年建立的双向

电泳(two-dimensional electrophoresis, 2DE)技
术可以同时分离数千种蛋白 ,  结合基质辅助

激光解析电离飞行时间质谱(mat r ix ass i s ted 
laser desorption ionization time of flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF-MS)的快速鉴定蛋白

能力, 可以对H pylori的蛋白表达有全面的认识. 
本实验拟通过SS1及其初始菌株10700驯化前后

的蛋白质组差异分析, 了解小鼠体内连续传代

导致的细菌适应性变化规律. 

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori动物模型适应菌株SS1、SS1
初始菌株10700均由澳大利亚新南威尔士大学

生物技术和分子生物学学院Jani O'Rourke博士

惠赠. 哥伦比亚琼脂为Oxcid产品, 两性霉素B、
多黏菌素B、万古霉素、磺胺增效剂TMP均为

Ameresco产品, DTT、尿素、溴芬兰、CHAPS、
Tris为Amersham Biosciences产品, 蛋白定量试剂

盒、pH3-10非线性干胶条、IPG Buffer、考马斯

亮兰G-250为GE Healthcare产品, 碘乙酰胺、丙

烯酰胺、N, N'-甲叉双丙烯酰胺、硫脲、胰酶、

乙腈为Sigma产品, 三氯醋酸为Fluka产品. 其他

试剂购于北京化学试剂厂. 
1.2 方法 
1.2.1 细菌培养: 将SS1和10700菌株接种于含50 
mL/L绵羊全血的哥伦比亚琼脂平板上, 平板中含

有两性霉素B 200 mg/L、多黏菌素B 200 mg/L、
万古霉素250 mg/L、TMP 300 mg/L. 平板置于

50 mL/L O2, 100 mL/L CO2, 850 mL/L N2的微需

氧气体环境中37℃培养48 h后刮取菌苔, 用8.5 
g/L的NaCl溶液洗涤3次以去除培养基成分和死

菌, 每次离心条件为4500 g、4℃、10 min, 弃上

清, 保留沉淀.  
1.2.2 制备蛋白: 用丙酮三氯醋酸法制备H pylori
全菌蛋白[9]. 向洗涤后的沉淀(约3皿细菌所得)中
加入4-8 mL、-20℃预冷的含2 g/L二巯基苏糖醇

(DTT)、200 g/L三氯醋酸(TCA)的丙酮溶液, 边
加边搅拌, 然后置于-20℃约2 h; 4500 g离心后去

除上清; 沉淀于-80℃冰箱中预冻1 h后冻干. 蛋
白干粉溶于裂解液中, 终浓度约为5-10 g/L, 蛋白

裂解液在4℃放置约4 h, 超声助溶, 至溶液澄清

透明时离心, 17 000 g、4℃、10 min, 弃沉淀取

上清分装保存于-80℃冰箱中备用. 蛋白定量按

GE Healthcare产品说明书进行.   
1.2.3 二维电泳: 第一向等电聚焦(IEF)使用24 cm 

■相关报道
筛 选 出 S S 1 菌 株
的实验室又筛选
得一株定植能力
良好的小鼠适应
株SS2000,  并在
基因组水平上比
较了适应前后的
变化; 郭刚 et al 研
究了HP0318基因
在H pylori 适应蒙
古沙土鼠过程中
的作用. 

■研发前沿
SS1菌株是使用范
围最广的H pylori
动物模型适应菌
株, 与其他临床菌
株相比, 经驯化后
的SS1黏附定植能
力更稳定, 驯化前
后变化的原因不详. 
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pH3-10非线性干胶条, 上样量为800 μg/胶, 设置

聚焦仪(Amersham Biosciences)程序为: 30 V, 6 h; 
60 V, 6 h; 100 V, 1 h; 600 V, 1 h; 1000 V, 1 h; 8000 
V, 10 h, gradient; 聚焦至VhT80000将胶条取出. 
先后置于含10 g/L DTT和48 g/L碘乙酰胺的平

衡液中振荡平衡各15 min后, 转至浓度为12.5%
的聚丙烯酰胺凝胶, 进行第二向电泳: 2.5 W/胶, 
30 min; 18 W/胶, 4.5 h至溴酚蓝线跑到胶最底

部. 考马斯亮兰G-250染色, 并用ImageMaster 2D 
Platinum 5.0分析软件采集图像. 同一批制备的

10700和SS1蛋白样品做差异比较, 2-DE胶上匹

配点占蛋白总量的百分含量增加或降低1.5倍的

为差异点, 切取3批样品中变化一致的差异点, 
按说明书用胰酶进行胶内酶解. 
1.2.4 质谱鉴定: ABI4700基质辅助激光电离解

析飞行时间质谱分析, Nd: YAG激光器, 335 nm, 
200 Hz激光激发, 应用GSP Explorer Workstation
软件搜索NCBInr数据库. 

2  结果

2.1 2-DE图谱及差异蛋白分析 10700和SS1蛋白

样品的部分2-DE图谱见图1. SS1与其初始菌株

10700相比, 两个图的蛋白点分布非常相似, 差
异蛋白共11个, 均为表达量减少, 差异点在2-DE
图谱中的位置为图2所示. 
2.2 2D图谱及差异蛋白的质谱鉴定 分析每批次

内制备的样品10700与SS1间的差异点, 切取三

批样品的共同差异点, 胶内酶解后经MALDI-
TOF/TOF-MS鉴定, 取蛋白得分值大于95%的

作为鉴定结果. 每块2-DE胶切下11个点, 均表现

为表达量下降倍数≥1.5倍, 鉴定结果表明为10
种蛋白. 其中4个属于氧化还原系统蛋白: 过氧

化氢酶, 超氧化物双歧酶, 硫氧环蛋白, 硫氧环

蛋白还原酶; 5个蛋白与代谢有关: 脯氨酸肽酶

(proline peptidase)、果糖磷酸氢盐醛缩酶(fruc-
tose-bisphosphate aldolase)、延伸因子Elongation 
factor P、无机胶磷酸酶(inorganic pyrophospha-
tase)、3-含氧酸辅酶A转移酶亚单位B(3-oxoacid 
CoA-transferase subunit B); HPAG0942为假想

蛋白, 该蛋白点的表达量下降幅度比较明显. 各
蛋白点鉴定时, 蛋白与离子的置信区间均高于

95%, 且至少有两个肽段得分大于50或一个肽段

得分大于60, 确认蛋白. 鉴定信息见表1.

3  讨论

SS1菌株在小鼠体外传代20次以后仍然能够以

107-108 cfu/g的定植能力定植于小鼠[5], 本实验中

所用的H pylori在体外传代的次数均小于20次. 
在菌株尽可能保持其定植能力的情况下, 减小

细菌培养和样品制备造成的误差, 用相同的培

养条件、操作方法获得其全菌蛋白是差异蛋白

质组的前提, 本次实验培养细菌3次并分别制备

蛋白样品. 同批次内的样品做差异点分析, 取3
批样品的共同差异点用MALDI-TOF-MS/MS鉴
定. H pylori蛋白的等电点大部分集中在pI 4-7和
pI 7.5-10[10], 实验采用了pH3-10的胶条进行第一

向等电聚焦. 
2DE电泳目前仍然是分离水溶性较好的蛋

白质的主流技术. 用本实验室长期使用的适合

于H pylori的蛋白提取方法和2DE条件提取、分

离蛋白, SS1及其原始菌株的蛋白质组轮廓很相

似, 没有发现在某菌株中独特表达的菌株, 也验

证了Thompson et al [6]关于SS1和初始菌株基因水

平变化极小的说法. 
表达下降的蛋白中, 有4个蛋白属于抗氧化

系统. 许多实验都证明了抗氧化系统对H pylori
的重要性, 抗氧化系统能帮助H pylor i消除中

性粒细胞和巨噬细胞产生的氧自由基的杀伤

图  1  三批蛋白样品中的同批样品H pylori 菌株SS1及10700的全菌蛋白2D电泳图谱. A: 10700; B: SS1; 各差异点以圆圈标出, 
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■创新盘点
本实验中所用菌
株为传代次数在7
代以内的原始株
和SS1, 原始株临
床分离后未经过
驯 化 ,  尽 量 保 持
SS1和原始株各自
的蛋白表达水平
的原貌. 
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作用[11], 缺失了过氧化氢酶[12]和超氧化物歧化

酶[13]的SS1定植于小鼠的能力大为下降. 体外

克隆表达的H pylori环氧蛋白[14]能特异地还原

IgG、IgA和黏液素(mucin)的链间二硫键, 环氧

蛋白还原酶主要能够还原环氧蛋白, 回复环氧

蛋白的活性[15]. 脯氨酸肽酶是自然界分布最广

泛的渗透保护性物质, 可以防止渗透胁迫对生

物造成的伤害, 且能清除自由基. 这些结果说

图  2  差异点在三批样品的2-DE图谱比较图.
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表  1  10700和SS1差异蛋白鉴定结果

     
10700	  SS1  		    Protein spot	       表达量降低倍数	        Accession  No.                pI/MW[Da]

3463	 137	 Catalase				    5.7	        gi|84626117	          8.7/58489.1

3467	 135	 Catalase				    5.4	        gi|84626117	          8.7/58489.1

3669	 317	 Proline peptidase			   1.8	        gi|108562835	          5.88/40818.9

3742	 398	 HPAG0942/jhp0892/HP0958		  3.8	        gi|108563367	          5.6/29515.4

3748	 401	 Fructose-bisphosphate aldolase	 1.6	        gi|15611232	          5.9/33776.4

3763*	 403	 Thioredoxin reductase		  1.6	        gi|15611831	          5.93/33411.8

3899	 538	 Elongation factor P			   1.8	        gi|18075740	          5.43/20388.5

3911	 541	 3-oxoacid CoA-transferase subunit B	 1.8	        gi|2370065 	          5.42/22243,5

3917	 547	 Superoxide dismutase		  1.8	        gi|54111600 	          6.19/24458.2

3996	 625	 Inorganic pyrophosphatase		  1.6	        gi|15384250	          4.99/19228.8

4178	 783	 Thioredoxin			   1.5	        gi|15611830 	          5.16/11847.1

■同行评价
本研究采用经基
质辅助激光电离
解析飞行时间质
谱(MALDI-TOF-
TOF/MS)的方法, 
对H pylori 动物模
型 驯 化 菌 株 S S 1
与其出发菌株的
蛋白质差异进行
了 分 析 ,  实 验 设
计 合 理 ,  实 验 方
法 新 颖 ,  学 术 价
值较好.
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明抗氧化系统对于H pylori的生存和定植非常

重要. 在本实验中过氧化氢酶表达量明显降低, 
超氧化物歧化酶、环氧蛋白和环氧蛋白还原

酶也有不同程度的降低, 提示2种可能: 一方面

是H pylori的防御系统有所减弱但并不明显影

响其生存; 另一方面H pylori的抗氧化能力的减

弱可能有助于增加定植局部的炎性反应强度, 
产生有利于H pylori生存的小环境. 

部分差异蛋白与代谢相关. 果糖磷酸氢盐醛

缩酶催化果糖-1, 6-二磷酸形成甘油磷酸和甘油

醛-3-磷酸[16], 是能量代谢中重要的一环. 无机焦

磷酸酶催化无机焦磷酸水解为正磷酸, 保证细胞

内焦磷酸的平衡, 同时释放出能量[17]. 延伸因子

促进翻译和肽键合成的有效进行[18]. 3-含氧酸辅

酶A转移酶亚单位B也参与能量代谢[19]. 能量代

谢降低, 可能伴随着细菌生长速度的减慢、对生

存条件中营养要求的降低, 反而利于H pylori在
动物体内的生存. 

据Lee et al报道[5],  SS1与10700之间大约48
个基因有细小变化[6], 但与本实验中鉴定出的蛋

白没有直接对应关系, 说明本实验中的蛋白表

达量变化可能并不是直接由于基因的变化导致. 
就全菌蛋白水平来说, 可能通过调节部分抗氧

化蛋白和代谢相关蛋白, SS1获得了明显增强的

定植能力. 
假想蛋白HPAG0942功能尚不清楚, 为何在

定植能力提高的H pylori菌株SS1中表达量降低

还需要进一步分析. 
总之, 小鼠适应株SS1与初始菌株10700相

比, 伴随着定植能力的增加, 代谢相关的蛋白、

抗氧化蛋白表达量明显下降, 表明SS1菌株与机

体的相互作用对长期、稳定、高效定植十分重

要, 此研究结果为进一步认识H pylori与人体的

相互提供了重要线索. 
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Abstract
AIM: To identify the expression of TMEM16A in 
esophageal squamous cell cancer (ESCC) and to 
explore its potential role in carcinogenesis and 
progression of esophageal cancer.

METHODS: A total of 60 cases with esophageal 
squamous cell carcinoma, which were cancer-
ous tissues and their adjacent tissues, were col-
lected at Jiangning hospital affiliated Nanjing 
medical university from 2007-01 to 2008-04. 
All tumor tissues were matched with distant 
tissues at least 5 cm away from cancer. Im-
munohistochemistry staining (SP method) and 
Western blot were performed to detect protein 
TMEM16A expression in ESCC and its corre-

sponding para-cancerous tissues. 

RESULTS: Immunohistochemistry revealed 
that the positive rate of TMEM16A protein was 
52.50% in carcinoma of esophagus, significantly 
higher than that in cancer-adjacent tissues (20%, 
P < 0.05). There was significant difference in 
TMEM16A expression between the lymph node 
positive group and the lymph node negative 
group (65.38% vs 21.43%, P < 0.05). The positive 
rates of TMEM16A protein in tumor of high, 
middle and low differentiation groups were 
27.27%, 43.75% and 84.62% , respectively, with a 
statistically significant difference (P < 0.05). No 
significant association was observed between 
the positive expression of TMEM16A and TNM 
stages; we also found a higher expression of 
TMEM16A in ESCC than in para-cancer tissues 
by Western blot (t = 42.16, P < 0.05). 

CONCLUSION: TMEM16A may play an impor-
tant role in carcinogenesis of ESCC. TMEM16A 
is expected to be a new significant biomarker in 
molecular diagnosis, gene therapy, and progno-
sis evaluation for ESCC. 

Key Words: TMEM16A; Expression; Esophageal 
squamous cell carcinoma; Immunohistochemistry; 
Western blot

Bai WX, Shi RH, Wang JN, Hao B, Liu W. Expression and 
significance of TMEM16A in esophageal squamous cell 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(15): 
1513-1516

摘要
目的: 探讨TMEM16A在食管鳞状细胞癌发生
发展中的意义. 

方法: 2007-01/2008-04南京医科大学附属江
宁医院手术切除的食管鳞癌标本60例, 均为癌
组织及距癌至少5 cm远的配对癌旁组织. 应用
免疫组织化学SP法及Western blot法检测食管
鳞癌组织及相应癌旁组织的TMEM16A蛋白
表达.  

结果: 免疫组织化学结果: 食管鳞癌组织、
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■背景资料
在食管癌发生的
早 期 ,  有 许 多 基
因在其结构、表
达及生物学功能
方面发生了改变, 
因此导致了细胞
周期及细胞凋亡
过 程 的 异 常 ,  如
Survivin、Fas、
FasL、MMP-7等. 
目前, TMEM16A
基因在食管鳞癌
研究中的报道较
少 .  本 研 究 选 取
TMEM16A作为
目 标 基 因 ,  应 用
免疫组织化学及
Western blot的方
法在组织水平进
一步研究, 检测其
与食管癌发生、

发展、分化、转
移等的相关性, 以
便寻找与食管鳞
癌相关的新的分
子标志物.

■同行评议者
吕宾, 教授, 浙江
中医学院附属医
院 ( 浙 江 省 中 医
院、浙江省东方
医院)消化科



癌旁组织中T M E M16A蛋白的表达差异具
有统计学意义(52.50% vs  20.00%, P <0.05), 
TMEM16A在淋巴结转移组中的阳性表达率
显著高于无淋巴结转移组(65.38% vs  21.43%, 
P <0.05), 不同分化程度高分化、中分化、低
分化的食管鳞状细胞癌中, TMEM16A的阳
性表达率分别为27.27%、43.75%和84.62%, 
3者比较差异有显著性(P <0.05). TMEM16A
表达与食管鳞癌的TNM分期无明显相关性; 
Western blot法检测发现TMEM16A在食管癌
组织的表达较癌旁组织强(t  = 42.16, P <0.05). 

结论: TMEM16A可能在食管癌的发生中有一
定的作用, 有望为食管癌的分子诊断、基因治
疗和预后评估提供新的分子靶点. 

关键词: TMEM16A; 表达; 食管鳞癌; 免疫组织化

学; 蛋白免疫印迹
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0  引言

食管癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一 ,  我
国是食管癌高发地区 ,  每年因食管癌死亡患

者约15万, 占癌症患者死亡率近四分之一, 居
第2位[1]. 在食管癌发生的早期, 有许多基因在

其结构、表达及生物学功能方面发生了改变, 
因此导致了细胞周期及细胞凋亡过程的异常, 
如Survivin、Fas、FasL、MMP-7等[2]. 目前, 
TMEM16A基因在食管鳞癌研究中的报道较少. 
前期工作中, 我们已应用Agilent寡核苷酸芯片

对食管鳞癌发生过程中基因表达谱变化进行初

步分析, 比较了食管鳞癌组织与癌旁组织、癌

旁组织与正常食管组织中的基因表达差异, 结
果发现: 两组的差异表达基因, 出现同向变化的

上调基因38个, 下调基因61个. 其中, TMEM16A
有显著上调表达. Real time RT-PCR结果证实芯

片检测结果准确. 与Carneiro et al [3]研究一致. 以
上研究的基础上, 我们选取TMEM16A作为目

标基因, 应用免疫组织化学及Western blot的方

法在组织水平进一步研究, 检测其与食管癌发

生、发展、分化、转移等的相关性, 以便寻找

与食管鳞癌相关的新的分子标志物. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组免疫组织化学病例为2007-01/ 
2008-02南京医科大学附属江宁医院手术切除的
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食管鳞癌标本40例, 均为癌组织及距癌至少5 cm
远的配对癌旁组织. 病例中男28例, 女12例, 年龄

40-70(平均58.12)岁; 高、中、低分化者分别为

11例、16例、13例; 有淋巴结转移者26例, 无淋

巴结转移者14例. 经南京医科大学附属江宁医院

病理科术后病检证实食管鳞癌诊断; 肿瘤的原发

灶大小、深度、淋巴结转移、分化等亦由病理

确定; 患者术前均未行化疗或放疗. 20例Western 
blot病例为2008-03/2008-04南京医科大学附属江

宁医院手术切除的食管鳞癌, 均为癌组织及距癌

至少5 cm远的配对癌旁组织. 根据组织学特征, 
分别分离出癌组织, 癌旁组织, 编号、标记后置

-70℃保存. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学检测: 应用SP免疫组织化

学检测法, 40例食管癌组织及癌旁组织均经甲

醛固定, 石蜡包埋, 4 μm厚连续切片. 兔抗人

TMEM16A多克隆抗体购自Abcam公司. SP免疫

组织化学试剂盒购自福州迈新生物技术开发公

司, TMEM16A多抗稀释倍数为1∶150. DAB显
色, 苏木素复染. 染色步骤严格按说明书进行, 
以PBS液代替一抗作阴性对照.  
1.2.2 免疫组织化学结果判断标准: (1)阳性结果

判断: 经DAB染色后胞膜和/或细胞质呈棕黄色

颗粒沉着. 每例标本选5个高倍视野, 根据染色

程度和染色细胞百分比进行评分. (2)染色程度: 
基本不着色为0级; 着色呈淡黄色为1级; 着色呈

黄色为2级; 着色呈棕褐色为3级. (3)染色阳性细

胞百分比: 着色阳性细胞占计数细胞<5%为0级; 
6%-25%为1级; 26%-50%为2级; 超过51%为3级. 
将胞质染色程度分级与染色细胞百分比相乘, 
乘积大于4者为阳性表达, 0-3者为阴性表达.  
1.2.3 Western blot法检测: 提取组织蛋白, 蛋白定

量, 绘制标准蛋白曲线, SDS-PAGE电泳, 每个孔

中加入总蛋白量40 μg, 恒流, 电流30 mA, 待示踪

剂通过浓缩胶后, 改用40 mA, 电泳结束后, 转膜, 
恒压100 V, 根据目的蛋白的分子质量大小设定

转膜时间. 封闭, 转移后的PVDF膜置于含50 g/L
脱脂奶粉的TBST封闭液中, 室温作用1 h. 将膜

置于用封闭液稀释的一抗: 鸡抗人TMEM16A多

克隆抗体(购自Abcam公司, 稀释浓度1∶500)中, 
4℃过夜. 第二天用TBST洗涤3次, 每次5 min. 将
膜置于用含50 g/L脱脂奶粉的TBST封闭液稀释

的DSE-0310辣根过氧化物酶标记兔抗鸡IgG(购
自北京博尔森, 稀释浓度1∶5000)二抗中, 37℃
轻摇1 h. TBST洗涤3次, 每次5 min. 显色, 化学法

www.wjgnet.com

■相关报道
Zheng et al 报道
TMEM16A基因
可能是离子转运
蛋白家族的成员. 
West et al 研究发
现TMEM16A在
胃肠间质瘤的细
胞表面有特异性
高 表 达 ,  而 在 其
他的软组织瘤中
较 少 表 达 ,  推 测
TMEM16A可作
为诊断和治疗胃
肠间质瘤的指标.

■研发前沿
食管鳞状细胞癌
的发生与发展是
一个多基因变异
累计的复杂过程, 
涉及多种肿瘤抑
制基因失活、癌
基因激活和凋亡
相 关 基 因 变 化 , 
并且其转移的出
现对肿瘤的治疗
是最棘手的问题
之一.
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发光法显色, 以Tublin-a(稀释浓度为1∶5000)为
内参照, 观察结果. 

统计学处理 率的比较用c2检验, 相关性检

验用非参数Spearman相关处理, 以P <0.05为差异

有统计学意义. 数据应用SPSS10.0进行统计, 结
果以mean±SD表示, 两均数比较采用t检验. 

2  结果

2.1 免疫组织化学检测结果 TMEM16A蛋白阳

性表达呈棕黄色颗粒样物质, 在细胞膜和或细

胞质中见表达(图1A). 蛋白在食管鳞癌组织和

癌旁组织中的阳性表达率分别为52.50%(21/40), 
20.00%(8/40). 食管鳞癌癌旁组织的阴性表达见

图1B. 
2.2 基因TMEM16A表达与食管鳞癌临床病理

特征的关系  从表1可以看出 ,  不同分化程度

高分化、中分化、低分化的食管鳞状细胞癌

中, TMEM16A的阳性表达率分别为27.27%、

43 .75%和84 .62%, 三者比较差异有显著性

(P <0.05), 随着分化程度的降低, TMEM16A的阳

性表达率升高; 有无淋巴结转移食管鳞状细胞

癌中, TMEM16A的阳性表达率分别为65.38%和

21.43%, 两者比较差异有显著性(P <0.05), 有淋

巴结转移的食管鳞状细胞癌组织中TMEM16A
的阳性表达率高; 不同TNM分期Ⅱ期、Ⅲ期与

Ⅳ期的食管鳞状细胞癌中, TMEM16A的阳性表

达率分别为46.15%、54.17%和66.67%, 3者比较

差异无统计学意义(P >0.05). 
2.3 Western blot检测结果 Western blot检测结果

显示: 在20例食管癌蛋白及相应癌旁组织蛋白

中, 均见TMEM16A蛋白的表达, 其相对分子质

量为114 kDa, 但TMEM16A在癌组织的表达明

显高于癌旁组织, 如图2A(前个条带为癌旁组织

的表达, 后个条带为癌组织的表达). 而作为内

参照的Tublin的表达如图2B, 相对分子质量为: 
55 kDa. 经吸光度测定, 癌旁组织组吸光度值显

著低于癌组织组(0.57±0.17 vs  0.96±0.15, t  = 
42.16, P <0.05). 

3  讨论

T M E M16A基因 ,又名TA O S2 [4 ] ,  D O G1 [5 ] , 
FLJ10261或ORAOV2[6], 是TMEM家族的一员[7], 
位于人11号染色体长臂1区3带的CCND1-EMS1
基因座内, 编码与C12orf3、C11orf25及FLJ34272
基因产物同源的8-跨膜蛋白[8], 所编码的蛋白功

能尚未可知, 在食管癌、膀胱癌和乳腺癌中均有

表  1  TMEM16A表达与食管鳞状细胞癌临床病理特征关系

     
病理特征                      n         阳性(n )     阴性(n )    阳性率(%)     

肿瘤分化程度

    高分化		 11            3            8           27.27a     

    中分化		 16            7            9           43.75a    

    低分化		 13          11            2           84.62

淋巴结转移

    有		  26          17            9           65.38c     

    无		  14            3           11          21.43

TNM分期	

    II		  13            6             7          46.15     

    III		  24          13           11          54.17

    IV		    3            2             1          66.67

aP<0.05 vs  低分化组; cP<0.05 vs  无淋巴结转移组.

图  1  TMEM16A在食管组织中的表达(×200). A: 鳞癌组织; B: 食管鳞癌癌旁组织.

A B

图   2   W e s t e r n 
b l o t 检 测 结 果 .  A: 

TMEM16A蛋白在

食管鳞癌癌旁组织

和癌组织中的表达; 

B: Tublin在食管鳞

癌癌旁组织和癌组

织组织中的表达.

癌旁组织                  癌组织

A

B

■应用要点
随着对TMEM16A
基因研究的不断
深入, TMEM16A
基因有望为食管
癌的分子诊断、

基因治疗和预后
评估提供新的分
子靶点.
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表达. TMEM16A与鼠TMEM16A基因有89.8%的

同源性[9], 11号染色体长臂1区3带的基因是人类

基因组中最常被扩增的基因之一. Zheng et al [10]

报道TMEM16A基因可能是离子转运蛋白家族

的成员. West et al [11]研究发现TMEM16A在胃肠

间质瘤的细胞表面有特异性高表达, 而在其他

的软组织瘤中较少表达, 推测TMEM16A可作为

诊断和治疗胃肠间质瘤的指标[12].
自TMEM16A基因发现以来, 引起了人们的

广泛重视, 取得了一些进展, 但TMEM16A基因

的表达调控机制、生物学功能和在肿瘤发生发

展中的机制等仍不明确, 这些都有待于进一步

研究和探讨. 随着对TMEM16A基因研究的不

断深入, TMEM16A基因有望为食管癌的分子诊

断、基因治疗和预后评估提供新的分子靶点. 
本研究也表明, TMEM16A在食管鳞癌组织

中的表达明显高于癌旁组织, TMEM16A在低分

化患者的表达明显高于中分化及高分化者, 推
测TMEM16A蛋白可能是促进食管鳞癌发生的

一个重要因素; 同时还发现, TMEM16A的表达

与食管癌患者淋巴结转移有密切相关, 伴有淋

巴结转移的食管鳞癌患者的癌组织中表达明显

高于无淋巴结转移者, 提示TMEM16A可能参

与食管癌的淋巴结转移, 为临床过程中判断患

者病情预后提供一个重要的参考; 但是, 在我

们的研究中发现, TMEM16A在食管鳞癌组织

中的表达和患者的临床TNM分期无明显相关

性, 分析原因可能是病例选择数较少有关, 或者

是TMEM16A蛋白表达对食管癌血管侵袭无明

显影响, 还有待于进一步的临床、基础研究. 由
此研究可以推测TMEM16A可能对食管癌的诊

断、治疗以及预后有一定的意义. 
食管鳞状细胞癌的发生与发展是一个多基

因变异累计的复杂过程[13], 涉及多种肿瘤抑制基

因失活、癌基因激活和凋亡相关基因变化, 并
且其转移的出现对肿瘤的治疗是最棘手的问题

之一. 肿瘤的侵袭转移是一个极其复杂的多基

因调控和多步骤发展过程, 涉及一系列肿瘤侵

袭转移相关基因的结构或功能的异常, 一些基

因被激活, 一些基因受抑制, 而另一些基因则表

现为缺失或功能失活或者相互拮抗, 从而影响

抗侵袭转移功能的正常发挥. 我们的研究为临

床取材研究, 是食管癌术后标本的基因蛋白水

平检测, 无法完成与正常食管上皮细胞中表达

的比较研究, 进一步研究我们会在动物实验中

完成.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
microsatellite instability (MSI) and the gastric 
cancer and its effect on carcinogenesis in 
Lanzhou province of China.

METHODS: Silver staining single strand confor-
mation polymorphis-polymerease chain reaction 
(PCR-SSCP) was used to screen MSI markers 
at 5 loci (Bat25, Bat26, D2S123, D5S346 and 
D17S250) in the DNA which were all extracted 
from gastric cancer (n = 43) and dysplasia (n = 
21) tissues with Phenol-Chloroform method, in 
the same way as corresponding normal gastric 

tissues. MSI was analyzed in the gastric cancer 
and dysplasia. 

RESULTS: MSI was detected in 28/43 cases of 
gastric cancer (65.1%) including 8 MSI-H (28.6%), 
and 20 MSI-L (71.4%). Six out of 21 cases were 
detected in dysplasia (28.6%), including 2 MSI-H 
(33.3%) and 4 MSI-L (66.7%).  

CONCLUSION: The incidence of MSI in HEXI 
gastric cancer is very higher, probably contrib-
utive to the multistep gastric carcinogenesis. 
MSI may be a relatively better marker of gas-
tric cancer. 

Key Words: Gastric cancer; Microsatellite instability; 
Silver staining single strand conformation polymor-
phis-polymerease chain reaction

Yang YC, Zhou YN, Luo C, Guo X, Chen J, Wang XH, Lu 
YF. Detection of microsatellite instability in gastric cancer 
and dysplasia tissue in Lanzhou province of China. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(15): 1517-1521

摘要
目的: 研究兰州地区胃癌与微卫星不稳定性
(microsatellite instability, MSI)的关系, 从基因
组不稳定的角度探讨河西地区胃癌高发可能
的发病机制. 

方法: 采用苯酚-氯仿法分别提取43例胃癌和
21例胃异型增生及相应对照组织DNA. 应用
银染PCR-SSCP检测技术检测Bat25、Bat26、
D2S123、D5S346及D17S250微卫星位点, 并
对胃癌及癌前病变组织中MSI进行分析.  

结果: 43例胃癌患者中MSI检出28例, 检出率
为65.1%. 其中MSI-H为8例, MSI-L 20例, 分别
为28.6%和71.4%; 21例胃异型增生组织中MSI
检出6例, 检出率为28.6%. 其中MSI-H 2例占
33.3%; MSI-L 4例占66.7%. 

结论: 兰州地区胃癌患者中MSI检出率很高, 
MSI可能是该地区胃癌高发的另一种分子致
癌机制, 并可以作为胃癌诊断的一个较为敏感
的指标. 
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■背景资料
多年来专家学者
对甘肃省河西胃
癌高发的病因做
了不少实验研究
和 大 量 调 研 ,  并
提出了多种可能
的 原 因 ,  但 胃 癌
高发的因素、分
子机制仍欠明确. 
近年来消化系肿
瘤中微卫星不稳
定性发生及其可
能的机制已成为
研 究 的 热 点 .  研
究兰州地区胃癌
与微卫星不稳定
性 的 关 系 ,  从 基
因组不稳定的角
度探讨河西地区
胃癌高发可能的
发 病 机 制 ,  对 消
化系肿瘤的诊断
和预后指导产生
积极的推动作用
有重要的意义. 

■同行评议者
田晓峰, 教授, 大连
医科大学附属第
二医院普通外科
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0  引言

现代分子生物学研究表明, 胃癌的发生发展是

一个多因素参与的多阶段多步骤过程. 他涉及

一系列分子遗传学改变, 包括癌基因的激活、

抑癌基因的失活、端粒酶活性改变等. 近年来

研究表明, 由DNA错配修复基因缺陷引起的微

卫星不稳定性(microsatellite instability, MSI)在
胃癌的发生发展中扮演重要角色, 是继发现癌

基因激活和抑癌基因失活之后的又一癌变机制. 
我们采用聚合酶链式反应-单链构象多态性分析

(PCR-SSCP)技术, 选择1998年由美国国家癌症

研究院(NIH)制定并推荐在所有肿瘤中应检测包

括2个单核苷酸重复序列(Bat25和Bat26)以及3个
二核苷酸重复序列(D2S123, D5S346和D17S250)
的5个微卫星位点[1], 对兰州地区64例胃癌及癌

前病变组织中MSI进行检测并加以分析研究, 进
一步探讨胃癌发病机制, 为早期诊断、预后及

预防和提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 64例胃癌及胃异型增生新鲜组织全部

来源于兰州大学第一附属医院. 入选患者及健康

对照人均长期生活在兰州地区达20年或以上. 其
中43例胃癌来自2006-03/2006-11病理科胃癌术

后活检标本, 21例胃异型增生组织来自同期在消

化科胃镜室行胃镜检查并取活检的部分组织, 全
部病例均经本院病理科确诊无误. 胃癌对照组取

自对应患者癌组织边缘5 cm以外并由病理医生

在显微镜下观察无癌细胞的组织; 异型增生对照

组取自相应患者正常胃黏膜组织. 肿瘤分型依据

WHO新分类标准(1990). PCR扩增引物由上海生

工公司订购合成, PCR试剂盒购于北京天为时代

公司. PCR扩增仪(美国产, PTC-220)、垂直电泳

槽(北京产, DYCZ-24D)、凝胶照相分析仪(英国

产, SRNGENE-RQ2.04).
1.2 方法 
1.2.1 D N A提取: 采用苯酚-氯仿法分别提取

43例胃癌和21例胃异型增生及相应对照组织. 
PCR扩增25 μL反应体系组分: 2×Master Mix 
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12.5 μL, DNA模板1 μL, 引物1 1 μL, 引物2 1 
μL, 双蒸水9.5 μL. 反应条件: 94℃预热3 min; 
94℃变性30 s; 48℃-55℃退; 30 s 72℃延伸1 
min; 循环35次; 72℃ 5 min. 琼脂糖凝胶预电泳, 
以明确PCR是否成功.  
1.2.2 SSCP: 取上述PCR产物10 μL加入10 μL
变性上样缓冲液(980 mL/L去离子甲酰胺, 20 
mmol/L EDTA, 0.1 g/L溴酚蓝, 0.1 g/L二甲苯青), 
30 μL石蜡油, 煮沸10 min, 取出立即包埋于碎冰

中2 min以上, 再将水相全部上样于80 g/L非变性

聚丙烯酰胺凝胶板(含50 g/L甘油, 丙烯酰胺与

亚甲基双丙烯酰胺之比为29∶1)加样孔中. 电泳

条件: 室温即在20℃-25℃, 电压为80 V, 时间约

3 h左右. 银染, 照相. 肿瘤组织和对应正常组织

DNA在同一条件下进行PCR 扩增, 电泳, 银染. 
1.2.3 MSI阳性判断标准: 病例组与对照组相比, 
电泳后出现异常条带或条带迁移为MSI阳性. 高
频MSI(MSI-H), 即在所检测的位点中30%-40%
以上不稳定; 低频MSI(MSI-L), 即在所检测的位

点中30%-40%以下不稳定; 稳定性肿瘤(MSS)为
无微卫星不稳定性. 

统计学处理 应用SPSS10.0统计软件. 检出

率分析采用χ2检验, P <0.05认为差异有显著性. 

2  结果

2.1 胃癌组织中MSI检出 检测的5个微卫星位点

(表1), MSI阳性PAG见图1. 43例胃癌中表现为

MSI共检出28例, 检出率为65.12%. 其中MSI-H
为8例, 检出率为18.60%, 占胃癌M S I检出的

28.6%; MSI-L 27例, 检出率为46.51%, 占胃癌

MSI检出的71.4%. 在胃癌中表现为MSS的为15
例, 检出率为34.88%(表2). 
2.2 胃异型增生组织中MSI检出 21例胃异型增

生组织中MSI检出6例, 检出率为28.6%. 其中

MSI-H 2例, 检出率为9.5%; MSI-L 4例, 为19.1%. 
MSS为15例, 占为异型增生组织的71.4%. 
2.3 MSI与胃癌部位、分期和病理分型 肿瘤部

位: MSI-L较MSI-H更多的位于胃窦部, 二者间

的差别无统计学意义(P >0.05). 分化程度: MSI-L
与MSI-H相比, 似乎MSI-L较MSI-H更趋于低

分化腺癌. 淋巴结转移: 尽管MSI-L胃癌患者较

MSI-H患者淋巴结转移例数较多, 但二者统计学

无显著性差异(P >0.05, 表2). 
2.4 胃癌与胃异型增生组织DNA中MSI检出 43
例胃癌中MSI-H检出为8例(18.6%), MSI-L为
20例(46.5%); 异型增生中分别为2例(9.5%)和
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■相关报道
现代分子生物学
研 究 表 明 ,  胃 癌
的发生发展是一
个多因素参与的
多阶段多步骤过
程 .  他 涉 及 一 系
列分子遗传学改
变, 包括癌基因的
激活、抑癌基因
的失活、端粒酶
活性改变等. 近年
来 研 究 表 明 ,  由
DNA错配修复基
因缺陷引起的微
卫星不稳定性在
胃癌的发生发展
中扮演重要角色, 
是继发现癌基因
激活和抑癌基因
失活之后的又一
癌变机制. 

■研发前沿
日本和西方国家
的检出率与国内
报 道 的 不 尽 相
同. 造成MSI检出        
率各不相同的原
因主要是由于肿
瘤组织MSI的诊
断目前尚无统一
标准, 不同研究者
所选微卫星位点
的种类和数目、

样本数量、MSI 
阳性的判断标准
不同. 另外, MSI
的阳性率还与遗
传背景以及地理
区域等有关. 
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4例(19.1%),  经显著性检验, MSI-H和MSI-L
在胃癌和异型增生中差异无显著性(P >0.05). 
M S I在胃癌和胃异型增生中检出分别为28例
(65.1%)和6例(28.6%), 经检验, 二者间差异有

显著性(P <0.05). 

3  讨论

微卫星(MS)是散布在人类基因组中小于10个
核苷酸的简单重复序列, 又称短串连重复(short 
tandem repeat, STR), 一般为2-6碱基重复, 如
(CA)n、(GT)n、(CAG)n等, 尤以(CA)n重复序列

最为常见, 其中n为10-60, 其长度由重复单位的

拷贝数决定, 是一类呈高度多态性的遗传标志. 
目前普遍认为, MS是基因重组的热点, 是基因重

排和变异的来源. MS通过改变DNA结构或通过

与特异性蛋白质结合而发挥基因调控作用. MSI

是指由于D N A复制错误引起的简单重复序列

的增加或丢失. 研究表明, 胃癌的发生涉及2条
不同的基因病理途径: 其一为经典的肿瘤抑制

病理途径; 另一为MSI途径. 前者包括MSI2L和
MSS的多数胃癌, APC/ MCC、DCC和p53基因

等抑癌基因的LOH和突变在其发生和发展中起

重要作用, 而后者则包括少数MSI-H胃癌, 由于

错配修复基因异常, 导致了TGFβRⅡ、BAX、

hMSH6等基因单核苷酸水平突变率的增加和广

泛的MSI[2-3]. 
本次检测中胃癌患者M S I检出率高达

65.1%, 高于国内报道的30%-41.5%[4-6]和国外报

道的16%-59%[7-8]. 国外报道MSI阳性检出率个

别达到76.7%[9]. 在异型增生组织中MSI检出率

为28.6%, 与国内同等研究条件下的报道基本一

致[4-6]. 造成MSI检出率各不相同的原因主要是

表  1  实验选用微卫星引物序列

     
微卫星位点		  引物序列				    扩增片段大小(bp)

Bat-25		  5'-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3'		                 -90

		  5'-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3'	   

Bat-26		  5'-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3'		           80-100

		  5'-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3'		          

D5S346		  5'-ACTCACTCTAGTGATAAATCG-3'		           96-122

		  5'-AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3'	         

D17S250		  5'-GGAAGAATCAAATAGACAA-3'		               -150

		  5'-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3'	             

D2S123		  5'-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3'		         197-227

		  5'-GGACTTTCCACCTATGGGAC-3'		        

图  1  5个微卫星位点MSI阳性PAG电泳图. A: Bat25位点; B: Bat26位点; C: D5S346位点; D: D17S250位点; E: D2S123位点; 左

侧为原图, 右侧为放大图.
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■应用要点
研究胃癌和癌前
病变组织MSI的
存在情况, 可以从
基因组不稳定的
角度探讨胃癌可
能的发生机制. 甘
肃地区胃癌患者
MSI阳性检出率
很高. 提示MSI参
与了胃癌多步骤
多阶段过程, 可能
是甘肃地区胃癌
高发的分子机制
之一, 并可作为胃
癌遗传不稳定性
的一个较为敏感
的检测指标. 

■创新盘点
本研究采用聚合
酶链式反应-单链
构象多态性分析
技术, 对兰州地区
胃癌及癌前病变
组织中MSI进行
检测并加以分析
研究, 进一步探讨
了胃癌发病机制. 
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由于肿瘤组织MSI的诊断目前尚无统一标准, 不
同研究者所选微卫星位点的种类和数目、样本

数量、MSI阳性的判断标准不同. 另外, MSI的
阳性率还与遗传背景以及地理区域等有关[10]. 

MSI阳性胃癌与临床病理的关系目前尚未

明确. 国内外均有学者[11-13]报道, 认为MSI-H与

MSI-L的胃癌具有不同的临床病理特征. MSI-H 
胃癌多发生在胃窦部, 淋巴转移少, 预后较好. 
而Wirtz et al [14]研究表明, MSI 与性别、年龄、

肿瘤浸润深度、细胞分化程度、淋巴结转移、

Lauren分型以及预后无关. 本研究中, 虽然在数

据上看似胃癌组中MSI-L患者较早倾向于淋巴

结转移, 预后较MSI-H和MSS患者差; 在分化程

度上MSI-L患者较MSI-H患者更多倾向于低分

化; 但经过统计检验表明, MSI-H和MSI-L与胃

癌患者细胞分化程度、淋巴结转移差异无显著

性. 同样, 在本研究中未得出MSI-H胃癌多发生

在胃窦部, 淋巴转移少, 预后较好的结论. 我们

认为主要原因有二: 其一与本研究的样本较小

有关; 其二MSI发生频率可能与地理背景有关, 
即我们所取材的甘肃地区MSI发生频率可能与

文献报道的其他地区存在一定的差异, 表明甘

肃地区多数胃癌表现为MSI-L和MSS型, 少数则

为MSI-H. 胃黏膜肠上皮化生和异型增生被认为

是胃癌的癌前病变, 部分胃癌的发生可能是癌

前病变过程中一系列基因变异累积的结果. 从
肠上皮化生到胃癌的发展过程中也发现了基因

不稳定的证据, 文献报道肠上皮化生组织MSI 

发生率为30%-44.15%[4-6]. 由于本组资料中缺少

肠上皮化生病例, 所得到的结果有限, 尚需更多

样本的研究加以证实. 国外有人研究MSI与胃癌

治疗及预后的关系, 认为MSI阳性率高的患者对

顺铂化疗更为敏感, 而p53突变率与MSI阳性率

对顺铂治疗效果差异无显著性[15]. 
MSI在胃癌癌前病变组织中均有相当比例

的存在, 提示在癌前病变阶段已出现基因的不

稳定现象, 这是胃癌发生前的分子异常事件, 可
能会成为胃癌多步骤发生过程中的起点. Piao 
et al [16]研究发现, 在散发性胃癌中重要的抑癌基

因RIZ的MSI阳性率很高. Kashiwagi et al [17]对6
例MSI的高分化型胃癌或胃腺瘤标本作回顾性

研究, 取其1-7年前的标本, 结果发现该6例标本

在慢性胃炎阶段就已经表现为MSI. 作者同时

报道1例肠上皮化生伴MSI的患者, 经过3年随

访, 在与肠上皮化生相同的部位发现高分化腺

癌. 这些结果均提示MSI的出现在胃癌发生过程

中发挥了重要作用, 是胃癌发生因素中的重要

环节. 因此, 胃黏膜癌前病变组织MSI的分析将

有助于胃癌发生危险性的预测, 对伴有MSI的患

者进行定期随访, 可能有助于发现早期胃癌. 研
究胃癌和癌前病变组织MSI的存在情况, 可以从

基因组不稳定的角度探讨胃癌可能的发生机制. 
兰州地区胃癌患者MSI阳性检出率很高. 提示

MSI参与了胃癌多步骤多阶段过程, 可能是甘肃

地区胃癌高发的分子机制之一, 并可作为胃癌

遗传不稳定性的一个较为敏感的检测指标. 
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■名词解释
1 微卫星(MS): 即
散布在人类基因
组中小于10个核
苷酸的简单重复
序列, 又称短串连
重复(short tandem 
repeat, STR), 一
般 为 2 - 6 碱 基 重
复 ,  如 ( C A ) n、
(GT)n、(CAG)n
等, 尤以(CA)n重
复序列最为常见, 
其中n为10-60, 其
长度由重复单位
的拷贝数决定, 是
一类呈高度多态
性的遗传标志. 
2  微卫星不稳定
性(MSI): 是指由
于DNA复制错误
引起的简单重复
序列的增加或丢
失. 肿瘤组织MSI
的诊断目前尚无
统一标准. 

表  2  胃癌患者一般临床资料及微卫星检测结果 n (%)

     
临床资料                 n    MSI-H	 MSI-L	 MSI	 MSS 

肿瘤部位

    贲门	            13    3(23.1)    5(38.5)     8(61.5)     5(38.5)

    胃底	              2    0(0.0)      1(50.0)     1(50.0)     1(50.0)

    胃体	            11    3(27.3)    2(18.2)     5(45.5)     6(54.5)

    胃窦	            14    2(14.3)    9(64.3)   11(78.6)     3(21.4)

    多部位	              3    0(0.0)      3(100.0)   3(100.0)   0(0.0)

分化

     低分化             22   3(13.6)  13(59.1)   16(72.7)     6(27.3)
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淋巴结转移

    无                     14   3(21.4)    5(35.7)     8(57.1)     6(42.9)

    有      	            20   3(15.0)  12(60.0)   15(75.0)     5(25.0)

    转移不明           9   2(22.2)     4(44.5)     6(66.7)     3(33.3)

合计	            43   8(18.6)   20(46.5)   28(65.1)a  15(34.9)

aP<0.05 vs  对比值(MSS).
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世界华人消化杂志性质、刊登内容及目标

本刊讯 《世界华人消化杂志(国际标准刊号ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi/World Chinese Journal of Digestology )》, 是一本由来自国内23个省、市、自治区、特別行政区

的496位胃肠病学和肝病学专家支持的开放存取的同行评议的旬刊杂志, 旨在推广国内各地的胃肠病学和肝病

学领域临床实践和基础研究相结合的最具有临床意义的原创性及各类评论性的文章, 使其成为一种公众资源, 

同时科学家、医生、患者和学生可以通过这样一个不受限制的平台来免费获取全文, 了解其领域的所有的关

键的进展, 更重要的是这些进展会为本领域的医务工作者和研究者服务, 为他们的患者及基础研究提供进一步

的帮助.

除了公开存取之外, 《世界华人消化杂志》的另一大特色是对普通读者的充分照顾, 即每篇论文都会附

带有一组供非专业人士阅读的通俗易懂的介绍大纲, 包括背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘点、应用

要点、名词解释、同行评价.

《世界华人消化杂志》报道的内容包括食管、胃、肠、肝、胰肿瘤, 食管疾病、胃肠及十二指肠疾病、

肝胆疾病、肝脏疾病、胰腺疾病、感染、内镜检查法、流行病学、遗传学、免疫学、微生物学, 以及胃肠道

运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

《世界华人消化杂志》的目标是出版高质量的胃肠病学和肝病学领域的专家评论及临床实践和基础研

究相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、影像

学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康复服务. 
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本实验方法先进, 
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理得当, 逻辑层次
清晰, 从基因组不
稳定的角度探讨
了兰州地区胃癌
高发可能的发病
机制. 
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Abstract
AIM: To evaluate the association of IL-6 gene 
promoter polymorphism with the infection of 
hepatitis B virus (HBV) in Chinese population.

METHODS: The genome DNA was obtained 

from blood samples and three IL-6 promoter 
polymorphisms (G-174C, G-572C and G-597A) 
were evaluated using PCR-RFLP in 160 HBV-in-
fected patients and 212 healthy controls. Frequen-
cies of single-nucleotide polymorphisms (SNPs) 
in the control group were compared with those 
of the HBV infection. Furthermore, subgroups 
of chronic carriers were compared among them. 
For cases and controls, the distribution of gender, 
age, smoking, drinking and Hardy-Weinberg 
equilibrium equation of the IL-6 genotype was 
determined using Chi-square Test; and the diver-
sity of age using Mann-Whitney U-test. The un-
conditional Logistic regression model was used 
to analyze the statistical association of genotypes 
in two groups adjusted for confused factors. 

RESULTS: No polymorphism at position -174 
and -597 was detected in all participants, but 
significant difference was found in the polymor-
phism at position -572 between the cases and 
controls (G/C vs G/G, OR = 2.65, P < 0.05; C/C 
vs G/G, OR = 3.31, P < 0.05). Subgroups analy-
sis, revealed the odds ratio value in the less than 
thirty years old group (G/G vs G/C or C/C, OR 
= 16.92, P < 0.05). 

CONCLUSION: The data reveal that the poly-
morphism at position -572 of the IL-6 gene pro-
moter may be associated with the susceptibility 
to HBV infection; meanwhile, the age is a coor-
dinative risk factor. 

Key Words: Hepatitis virus B; IL-6 gene; Promoter; 
Polymorphism; Susceptibility

Dai Y, Liu XL, Chai QB, Gai YH, Li Y, Liu BG. Relationship 
between the -572G/C polymorphism in IL-6 gene promoter 
and hepatitis virus B infection in Chinese Han population. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(15): 1522-1526

摘要
目的: 探讨中国人群中IL-6基因启动子中单核
苷酸多态性与HBV感染的遗传易感性关联. 

方法: 提取160例HBV感染者及212例健康献

®

■背景资料
目前HBV感染已
被认为是由病毒
本身(如病毒的基
因 型 甚 至 亚 型 )
以及宿主自身遗
传因素之间的复
杂的相互作用引
起 的 .  虽 然 病 毒
基因组变异及其
他常规风险因素, 
如: 年龄、性别、

其他种类的肝炎
病毒共感染等与
HBV感染密切相
关, 但宿主的遗传
因素在其中所起
的作用受到越来
越多的重视. 近年
来 ,  国 内 有 关 宿
主免疫相关基因
的遗传多态性与
HBV感染之间的
关联研究已经有
所开展, 并取得了
一些较为明确的
研究结果.

■同行评议者
魏经国, 教授, 中
国人民解放军第
四军大学唐都医
院放射科
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血者外周血基因组DNA, 用PCR-RFLP方法检
测两组人群中G-174C、G-572C和G-597A三
个多态性位点的基因型. 性别、吸烟、饮酒以
及Hardy-Weinberg等采用Chi-square Test检测, 
多态性与HBV感染者风险关联及亚组关联的
统计学分析采用非条件Logistic回归并同时校
正混杂因素. 

结果: PCR-RFLP检测结果显示: IL-6基因启动
子中G-174C和G-597A两个位点在中国人群中
不存在多态性, 而G-572C处的多态性在人群
中普遍存在, 其多态性位点等位基因频率分布
符合Hardy-Weinberg平衡定律. 统计分析表明
该位点的多态性在两组人群中有明显的差异
(G/C vs  G/G, OR  = 2.65, P <0.05; C/C vs  G/G, 
OR = 3.31, P <0.05); 亚组分析中表明<30岁的
年龄组中差异显著(G/G vs  G/C或C/C, OR  = 
16.92, P <0.05). 

结论: 在中国汉族人群中, IL-6基因启动子中
-572处的多态性对于乙型肝炎的发生有着显
著的易患关系, 同时年龄对于这种易感关联有
着协同作用.

关键词: 乙型肝炎病毒; IL-6基因; 启动子; 多态性; 

易感
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis virus B, HBV)感染是世

界性的严重公共卫生问题. 全球约3.5-4.0亿人

群感染HBV, 占世界总人口的5%. 我国HBsAg
阳性者约有1.2亿, 占总人口10%左右[1], 每年新

增3000万HBV感染者, 而这一数字目前正呈上

升趋势. 据统计, 全球每年约有50-120万人死于

HBV感染相关性疾病, 占疾病死亡原因的第9
位[2]. 几十年来, 国内外科学工作者们对HBV感

染的易感因素进行了广泛的流行病学调查, 目
前HBV感染已被认为是由病毒本身(如病毒的

基因型甚至亚型)以及宿主自身遗传因素之间

的复杂的相互作用引起的[3-4]. 虽然病毒基因组

变异及其他常规风险因素, 如: 年龄、性别、其

他种类的肝炎病毒共感染等与HBV感染密切相

关, 但宿主的遗传因素在其中所起的作用受到

越来越多的重视. 
近年来, 国内有关宿主免疫相关基因的遗

传多态性与HBV感染之间的关联研究已经有所

开展[5-10], 并取得了一些较为明确的研究结果. 本
研究选择IL-6基因启动子区的3个位点: -174、
-572、-597作为研究对象, 利用PCR-RFLP技术

检测在中国HBV感染者及与之相匹配的正常人

群中的多态性, 以期进一步了解和发现与HBV
感染相关联的免疫遗传易感因素. 

1  材料和方法

1.1 材料 用严格的流行病学病例对照研究方法. 
病例组选自2003-2006年在北京大学血液标本

库(第一附属医院输血科)HBV感染者的DNA样

本, 其中男88例, 女72例, 平均年龄38.92±14.88
岁, 共160例, 均经酶联免疫法(ELISA)确诊, 所有

HBV感染者均排除甲、丙、戊型肝炎病毒感染, 
诊断均符合2000年西安会议制定的《病毒性肝

炎防治方案》中的诊断标准, 并排除合并HIV及

其他肝炎病毒感染、排除合并肝硬化、自身免

疫性肝病、肝癌等[11]. 对照组为北京大学血液标

本库健康人血液DNA样本, 其中男108例, 女104
例, 平均年龄40.26±13.21岁, 共212例. 同时, 收
集每一例受检者一般资料及临床资料, 每一位受

检对象均事先书面签署的知情同意书.  
1.2 方法 
1.2.1  DNA抽提: 采用酚/氯仿抽提、无水乙醇沉

淀法分别提取HBV感染者、健康人外周血DNA
共372例, 采用玻璃奶沉淀法纯化DNA[12]. 
1.2.2 多态性位点的选择及引物设: 从文献[13] 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/数据库中报

道的I L-6基因启动子区多态性位点中选择了

-174、-572、-597三个位点(表1). 根据检索到的

IL-6基因启动子区位点相对应的基因序列, 利用

Primer5.0软件, 分别设计每个位点的PCR扩增引

物. 引物由上海申友生物技术有限公司合成, 引
物序列见表1. 
1.2.3 PCR反应体系及反应条件程序: 扩增体

系及程序如下: ddH2O 40.5 μL, 10×PCR缓冲

液(含1.5 mmol/L Mg2+)5 μL, 10 mmol/L dNTP 
1 μL, Taq酶0.5 μL(5 U/μL)Promega Company, 
USA), 上、下游引物各1 μL(20 μmol/L), DNA
模板1 μL(500 ng). 扩增采用程序: 94℃预变性

2 min后, 94℃变性40 s→退火40 s(温度参照表

1), →72℃延伸40 s, 共30个循环, 然后在72℃条

件下延伸10 min. PCR产物采用Millipore公司

的Multiscreen-PCR纯化板进行纯化(Millipore 
Company, USA).

■研发前沿
IL-6基因启动子
区 -572位点多态
性 可 以 考 虑 为
HBV感染的易感
危 险 因 素 ,  但 该
位点的多态性在
HBV感染患者中
的不同血清水平
表达水平, 以及如
何参与干预HBV
病毒复制或者清
除以及影响HBV
感染的发生和发
展的机制, 仍需进
一步的研究阐明.



www.wjgnet.com

1524                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年5月28日    第17卷   第15期

1.2.4 R F L P方法判断三个多态性位点的个体

基因型: 所有个体PCR产物经纯化后, 分别采

用限制性内切酶NlaⅢ、Bsr BⅠ、FokⅠ(New 
England Biolabs Beverly, Ma, USA)对: -174、
-572、-597三个位点进行酶切. 每个反应体系

(20 μL反映体系含有DNA约1 μg)加内切酶3 
U, 加相应的10×Buffer 2 μL, 最终加ddH2O至

20 μL. 均在37℃下水浴2 h, 然后进行琼脂糖

(Agarose-1000; Gibco BRL, Rockville, MD, USA)
电泳, 根据电泳条带数判断每一个体不同位点

的基因型. 
统计学处理 以Mann-Whitney U-t检验比

较病例组与对照组之间年龄分布的差异, 以χ2

检验验证基因型频率是否与Hardy-Weinberg平
衡定律. 多态性与HBV感染风险之间的相关性

以比值比(OR值)及其95%置信区间(confidence 
intervals, CI)表示, OR值及其95%CI以非条件

Log i s t ic回归模型计算, 均经年龄、性别、吸

烟、饮酒等混杂因素校正. 所有的统计检验均

为双侧概率检验, P <0.05表示具有统计学意义, 
统计学分析使用SPSS11.5软件(SPSS 11.5 for 
Windows, Chicago, IL).

2  结果

2.1 一般资料 用Mann-Whitney U方法比较病

例组与对照组之间年龄分布有差异(P  = 0.135), 
结果显示差异没有显著性; 在病例与对照组的

研究中, 性别、吸烟、饮酒等均无统计学差异

(P >0.05, 表1), 两组人群之间呈现良好的匹配性

(表2). 
2.2 IL-6多态性的检测结果 病例组和对照组人群

中三个多态性位点经PCR-RFLP检测后结果显

示: -174位点在我们检测的总372例样本中没有

多态性存在, -597位点只出现4例(1.08%), -572位
点多态性出现频率较高(图1), 故而我们对-572
位点进行了进一步与HBV感染易感的风险关联

分析.
2.3 -572位点多态性基因型频率在不同人群中

的统计分析结果 160例HBV病毒感染者与212
名健康人的IL-6启动子区-572位点多态性明确

后, 进行三种基因型频率统计, 经检验P >0.05, 等

表  1  IL-6启动子区多态性位点引物及酶切条件

     
多肽位点	     	       PCR 引物序列   	      	     退火温度(℃)  扩增片段(bp)  内切酶   酶切片段(bp)

-174 G→C     5'-ATGCCAAAGTGCTGAGTC-3'	           59.6	 212	  NlaⅢ	 125+87

	        5'-AATCTTTGTTGGAGGGTGAG-3'				 

-572 G→C     5'-TGAAGCAGGTGAAGAAAG-3'	           59.8	 394	 BsrB I	 124+270

	        5'-CAAAGAGTAAAGCTGAAGTC-3' 

-597 G→A     5'-TGAAGCAGGTGAAGAAAG-3'	           60.5	 394	 Fok  I	 110+284

	        5'-CAAAGAGTAAAGCTGAAGTC-3'				  

表  2  研究对象一般资料的比较

     变量	              病例组(%)	       对照组(%)	 P 值

平均年龄(岁)    38.92±14.88      40.26±13.21     0.1351

性别

    男                   88(55.00)	     108(50.94)         0.4382

    女                   72(45.00)           104(49.06)

吸烟

    否                 122(76.25)           152(71.70)        0.3242

    是                    38(23.75)             60(28.30)

饮酒

    否                 118(73.75)           159(75.00)        0.7842

    是                   42(26.25)             53(25.00)

1: Mann-Whitney U检验; 2: χ2检验.

表  3  IL-6基因启动子区-572位点多态性与HBV感染相
关性

     
变量	   病例组	 对照组      P 值              OR (95% CI)

G/G	       7	    23          -           1.00 

G/C	     87	  116        0.034      2.65(1.08-6.53)

C/C	     66	    73        0.011      3.31(1.32-8.33)

图  1  IL-6启动子区-572位点三种基因型酶切电泳图. A: 

C/C; B: G/C; C: G/G.

Marker            A              B            C
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500
400
300
200
100

■相关报道
目前的研究发现
NF-κB、Fos/Jun
及糖皮质激素受
体等转录因子与
IL-6基因启动子
区相应序列结合
后, 可在转录水平
高度调控 IL-6基
因的表达.
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位基因的频率分布符合Hardy-Weinberg平衡定

律. -572位点多态性在正常人群与HBV病毒感染

者两组间, G/C→G/G基因型频率的比较差异有

显著性(P  = 0.034, OR  = 2.65, 95%CI 1.08-6.53), 
C/C→G/G基因型频率的比较差异同样有显著性

(P  = 0.011, OR  = 3.31, 95%CI 1.32-8.33)(表3). 
2.4 -572位点多态性位点与HBV病毒感染的分

层关联性分析 在-572/C位点多态性位点与HBV
病毒感染的关联分析中, 我们将年龄、性别、

进行了分层分析, 考虑多态性C/C基因型存在频

率较低, 我们将杂和基因型G/C与纯合基因型

C/C合并为一组进行统计分析. 在年龄的分层

比较中结果显示低年龄组中(≤30), 呈现了一

个较强的易感性(P  = 0.011, OR  = 16.92, 95%CI 
1.91-149.94), 而高年龄组的分层分析中差异没

有显著性; 在性别的分层比较中结果显示男女

各组之间差异没有显著性(表4).

3  讨论

人IL-6基因位于染色体7p21上, 全长5 kb, 含4个
内含子、5个外显子, 他编码由184个氨基酸构

成的IL-6蛋白. IL-6目前被认为是炎症起始阶段

的一个重要的相关因子, 他通过诱导多种细胞

合成和分泌多种急性期蛋白, 在病毒感染时促

进B淋巴细胞增殖、分化及产生免疫球蛋白, 同
时促进T淋巴细胞增殖、分化等, 在病毒感染的

炎症反应中扮演着十分重要的角色. 目前的研

究发现NF-κB、Fos/Jun及糖皮质激素受体等转

录因子与IL-6基因启动子区相应序列结合后, 可
在转录水平高度调控IL-6基因的表达[14-17]. 因此

IL-6基因启动子区的多态性可能会导致其个体

间基因转录与表达的差异, 进而影响到个体对

病毒感染疾病的易感性.
在我们的研究中发现, IL-6启动子区三个多

态性位点-174位点在检测的总372例样本中没有

多态性存在, -597位点只出现4例(1.08%), -572
位点多态性出现频率较高, 该3个位点的频率结

果与其他国家的研究报道不一致, 体现了多态

性种族差异性所在[13,18-19]. IL-6启动子区-572位
点多态性3种基因型频率统计结果显示, -572位
点多态性在正常人群与HBV病毒感染者间, G/C
→G/G基因型频率的比较差异有显著性(OR  = 
2.65, 95%CI 1.08-6.53); C/C→G/G基因型频率

的比较差异同样有显著性(OR  = 3.31, 95%CI 
1.32-8.33), 因此结果高度提示了该位点与HBV
感染的易感风险关联. 另外在分层分析的研究

中, -572位点多态性在性别分组中没有明显的

易感关联性(P >0.05), 而在年龄分层的统计结果

显示在低年龄组中(≤30), -572位点多态性对于

HBV感染呈现了一个较强的易感性(OR  = 16.92, 
95%CI 1.91-149.94), 对于高年龄组的分层分析

中差异没有显著性(P >0.05). 
总之, IL-6基因启动子区-572位点多态性可

以考虑为HBV感染的易感危险因素, 但该位点

的多态性在HBV感染患者中的不同血清水平表

达水平, 以及如何参与干预HBV病毒复制或者

清除以及影响HBV感染的发生和发展的机制, 
仍需进一步的研究阐明.
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Abstract
Precise tests or methods are the key points to 
improve diagnosis of Helicobacter pylori (H pylori) 
infection and to evaluate clinical therapeutic ef-
fect. According to the sampling location, these 
methods can be classified as: 1) those sampling 
from stomach, including morphological examina-
tion, bacterial culture, urease-dependent assays; 
and 2) other approaches, including serum test, 
gene analysis, H pylori stool antigen (H pylori-
SA) detection, urine or saliva H pylori antibody 
detection, etc. This article reviews these methods 
systematically. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Diagnostic method; 
Detection

Yan W, Cao JB. Progress in detection of gastric Helicobacter 
pylori infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(15): 
1527-1533

摘要
精确的检测方法是诊断胃H pylori 感染和评

价临床疗效的关键. 按检测取材部位的不同
可分为从胃内取材以及其他途径取材, 前者
包括微生物学方法、形态学检查、尿素酶依
赖性试验, 而后者包括血清免疫学、基因分
子生物学检测、粪便H pylori 抗原检测以及
尿液、唾液H pylori 抗体检测等. 本文将这些
方法分类介绍. 

关键词: 幽门螺杆菌; 诊断方法; 检测
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0  引言

1983年澳大利亚学者Warren和Marshall报道从

人胃内成功分离出“未鉴定的弯曲状杆菌”

(Campylobacter pylori ) [1]引起医学界的广泛兴

趣, 并从各方面展开了深入的研究. 人们在研究

这种细菌的生物学特性时, 曾几次易其名, 直
至1989年Goodwin et al [2]建立了螺杆菌属, 才
将Campylobacter pylori正式命名为Helicobacter 
pylori , 简称H pylori . 国内译为“幽门螺杆菌”.     
针对H pylori的形态已有详细描述[3]. 简言之, 光
镜下, 他是一种革兰氏阴性、S形或弧形弯曲

的细菌. 电镜下, 他是一种单极多鞭毛、末端

钝圆、菌体呈螺旋形弯曲的细菌, 有鞭毛、适

应性的酶和蛋白, 这使他能在胃腔中高酸性环

境中定植和生存, H pylor i产生的毒素和有毒

作用的酶能破坏胃黏膜屏障, 他还能使机体产

生炎症和免疫反应, 影响胃酸的分泌, 最终会

导致一系列疾病的形成. 关于H pylori的致病性

早在Marshall最初分离出H pylori时就曾预言[1], 如
果Warren发现的细菌真的与胃窦炎密切相关, 
这种细菌可能会在消化性溃疡和胃癌发病中

起一定作用. 1985年Marshall报道了他本人吞

服H pylori的实验, 结果亦证实了H pylori为致

病菌[4]. 1994年国际癌症研究中心(international  
agency for research on cancer, IARC)将H pylori
列为Ⅰ类致癌物[5]. 目前对H pylori的研究已进
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流行病学调查显
示, H pylori 感染
在世界各地均较
为 常 见 ,  具 有 很
高 的 发 病 率 .  我
国H pylori 感染率
40%-90%, 平均
59%, 面对如此严
峻 的 形 势 ,  要 控
制H py lo r i 感染
的 流 行 趋 势 ,  必
须要采取精确、

客观的诊断方法, 
本文以简明扼要
的语言对目前诊
断H py lo r i 感染
的方法进行分类
研究. 
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入分子生物学水平, 从H pylor i的基因角度研

究H pylori的定植, 毒力因子, 造成宿主的炎症

与免疫反应, 影响宿主的胃酸分泌, 与宿主的

胃炎、消化性溃疡、胃食管反流病、胃MALT
淋巴瘤(gastric lymphoma of mucosa-associated 
lymphoid t issue)以及胃肠道以外有关疾病的

发生有一定的关系[6-7]. 此外H pylori和非甾体

类抗炎药(nonsteroidal antiinflammatory drugs, 
NSAIDs)在胃黏膜损伤中的关系、致胃癌的发

病机制以及与功能性消化不良的关系等, 众多

研究结果不一致, 尚有待进一步探索. 
流行病学调查显示, H pylori感染在世界各

地均较为常见, 具有很高的发病率. 国外一项

关于H pylori感染率调查的分析显示H pylori
感染率为67%, 并且随着年龄的增大而增加 , 
女性发病率高于男性[8]. 我国及其他发展中国

家属于H pylori感染的高发区. 2001-2004年由

中华医学会全国H pylori分会进行的一项涉及全

国20个省市的自然人群H pylori流行病学调查显

示, 我国H pylori感染率40%-90%, 平均59%[9]. 人
是目前肯定的H pylori传染源, 虽然H pylori可以

排出体外, 但传染的载体尚不清楚. 
H pylori的诊断技术, 按照检测创伤性的不

同可分为侵入和非侵入检查2类. 从胃部取材进

行H pylori检测最直接、可靠, 包括微生物学方

法、形态学检查、尿素酶依赖性试验, 此外亦

尝试通过其他途径取样本进行H pylori感染的鉴

定, 如: 血清免疫学、基因分子生物学检测、粪

便H pylori抗原检测以及尿液、唾液H pylori抗
体检测等. 

1  微生物学方法

诊断H pylori感染, 最准确的方法是病原学检查, 
H pylori培养成菌落后, 可用现有的各种鉴定方法

进行鉴定, 其特异性可达100%, 故常作为H pylori
检测的“金标准”[10]. 目前用于H pylori分离的培

养基可分为2大类: 非选择性培养基及选择性培

养基. 前者常以脑心浸液琼脂、胰蛋白胨大豆琼

脂及哥伦比亚琼脂为基础, 添加5%-8%马血清、

胎牛血清或兔血清等. 后者常用Skirrow培养基和

Dent培养基. 他们是在非选择性培养基中加入了

抗菌物质, 故而优于前者, 不仅分离菌落较大, 且
不易生长杂菌, 有利于提高标本中H pylori的检

出率. 随着对H pylori研究的深入, 各国学者发现

在培养基中加入淀粉、氯化血红素、活性炭、

环状糊精等添加剂对H pylori有明显的刺激生长
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作用. 认为这些物质可吸附培养基里的毒性物

质, 促进该菌的生长. 由于H pylori的培养要求具

有一定的厌氧培养条件和技术, 容易污染, 给分

离鉴定带来一定的困难, 作为常规诊断手段不易

推广, 而且细菌培养需要一定的时间, 不利于快

速诊断. 但H pylori的培养分离可为临床提供有

意义的资料, 如对常规H pylori根除失败需行药

敏试验者选择有效抗生素[11]. 值得注意的是在该

项检查中有可能出现假阴性的情况, 如标本在室

温中放置3 h以上, 培养基不新鲜或太干, 或培养

基中湿度不够, 以及当H pylori变成圆球形、死

亡、菌量过少或培养环境达不到H pylori生长的

要求, 则常规方法难以检出. 

2  形态学检查

2.1 胃黏膜涂片镜检 属简单的形态学检测方法, 
将活检胃黏膜标本的黏膜面在干净玻片上涂抹

成0.5-1 cm直径大小的涂片, 自然干燥, Gram染

色油镜下观察涂片的细菌形态和数量, 观察有

无典型的弯曲形或螺旋形细菌, 可迅速确定有

无H pylori感染和胃内的菌群及炎症细胞渗出情

况. Piccolomini et al [12]报道了用Leifsor鞭毛染色

法诊断H pylori感染, 用Leifson鞣酸-品红染色法

来做胃活检标本印片细胞学检查, 以显H pylori
的鞭毛, 并与组织学检查、快速尿素酶试验和细

菌培养等法进行比较. Leifson染色法15 min可完

成, 其特异性和敏感性与其他查方法无显著差

异(P >0.05), 并且印片细胞学标本还可进一步作

组织学检查或H pylori培养. 因此, Leifson染色

法具有快速、敏感、可作回顾性分析等优点, 
是一种非常有用的侵入性试验方法. 由于涂片

是将H pylori主要定植部位的黏液进行观察, 阳
性率很高, 且对治疗后残留少量的H pylori (非形

态变异者)即使UAT(-)也可作出诊断, 因此是经

济、准确和较快速的诊断方法, 适合行胃镜检

查而未开展RUT的单位进行. 
2.2 组织病理切片染色 该法是把患者胃镜检查活

检组织切片, 染色后可观察到组织中的H pylori菌
体. 因H pylori对胃窦黏膜有相对的定植特异性

(定植密度较高), 因此多从胃窦取材, 但该菌在

胃内其他部位的分布频度差异不显著(肠上皮化

生区除外), 因此对于胃镜下取材的部位和数目, 
除胃窦外欧美多主张加取胃体标本[13]. 悉尼系

统规定这2个部位各取2块组织, 日本医科大学

等单位则主张胃窦、角、体3点取材. 国内王继

德 et al [14]的研究则主张, 在初诊患者胃窦单点
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■相关报道
国 外 一 项 关 于
H py lo r i 感染率
调查的分析显示
H pylori 感染率为
67%, 并且随着年
龄的增大而增加, 
女性发病率高于
男性. 我国及其他
发展中国家属于
H pylori 感染的高
发区. 2001-2004
年由中华医学会
全国H pylori 分会
进行的一项涉及
全国20个省市的
自然人群H pylori
流行病学调查显
示, 我国H pylori
感染率40%-90%, 
平均59%.
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取材已经足以诊断96.2%的阳性者, 如单纯诊断

H pylori感染, 为避免对患者造成更大的创伤, 不
应推荐多部位多数量取材. 此外, 应用抑酸剂特

别是泵抑制剂治疗后, 可能由于胃内生态环境

发生了改变, 未根除的H pylori可从胃窦向胃体

部迁移(migration), 此时进行治疗效果的评价时, 
需同时从胃体部取材检查, 而在初诊患者如果

需要了解组织学病变的范围(如萎缩性胃炎), 多
点取材也是需要的[13]. 

近年来应用于H pylori检测染色法的如下: 
最早由Warshal发明的Warthin-Starry银染色, 以
及革兰氏染色法、Giemsa染色法、苏木精-伊
红染色法、丫啶橙染色法等. 目前以Warrhin-
Starry银染色效果最佳, 细菌清晰易辨, 但费时

且需一定技术; 改良Giemsa和甲苯胺兰染色较

简便, 效果也较好, 临床中常用; 其他方法还有

碳酸复红染色、Gimenz染色等; HE染色尽管不

具特异性, 当菌量较多时, 也可凭借H pylori的形

态及其在胃黏膜的分布特征对所有病例做出诊

断, 即可供组织学诊断之用. 组织学诊断H pylori
的优点是可以同时进行胃黏膜的病理学诊断

且特异性和敏感性均较高, 分别为89%-100%和

90%-99%[15]. 

3  尿素酶依赖性试验

3.1 RUT H pylori能够产生大量的尿素酶, 分解

胃液中的微量尿素引起酸碱度的变化, 产生CO2, 
使局部的pH值升高, 中和胃酸, 便于细菌定植致

病, 根据这一发现, Marshall et al设计了RUT, 用
于胃镜检查中诊断H pylori感染, 他属于侵入性

检测方法之一. 在检查时, 可分别在不同部位取

材(包括幽门前胃窦大弯、胃角、中部胃体大弯

等)进行快速试验, 其结果特异性可达100%, 阳
性组在胃角可达100%, 幽门前胃窦、胃大弯可

达87%, 胃体可达84.4%, 胃角和幽门前胃窦部尿

素酶阳性反应出现时间较胃体时间短[16]. 但也

有研究表明, 标本中必须含有104以上的H pylori
才能显示阳性, 而标本的大小、反应时间的长

短、环境温度的高低等因素均可影响试验结果. 
Arvind et al [17]于1988年报道了1 min尿素酶试验: 
即用无离子水配制100%的尿素溶液, 分装在小

管内, 每管为1 mL加入1%的酚红2滴, pH6.8, 1 
min看结果, 未见假阴性, 敏感性为91%. 由于反

应时间短, 避免了产生尿素酶的污染菌繁殖所

致的假阳性, 但Montes et al [18]的研究则认为采

用RUT检测H pylori时不能过分追求缩短检测时

间, 否则会引起假阳性结果的大量增加. 该法检

测H pylori中应该注意的是, 在胃内有活动性出

血时, 因出血造成胃内pH值的变化, 可影响尿素

酶试验的敏感性和特异性[19]. 目前RUT已有许多

方面的改进, 如应用pH敏感化学感受检测器后

敏感性和特异性分别达92%和95%[20]. 
3.2 尿素呼气试验  1986年由美国G a r h a m和

Klein博士首先报道, 原理是H pylori在体内产

生尿素酶, 因此若给感染H pylori的患者口服同

位素标记的尿素溶液, 则尿素分解后产生的同

位素CO2从肺呼出, 可收集呼气标本, 用液体闪

烁计数器或用气体同位素质谱仪检测同位素

CO2的量. 根据标志物不同分为13C呼吸试验及
14C呼吸试验. 此项检测目前被认为是除培养之

外诊断H pylori感染的“金标准”, 临床应用广

泛, 不需做内镜取标本, 技术要求低, 缺点是费

用高,  13C-UBT优点在于: (1)采用的高精度气

体同位素比值质谱仪分析精度可达十万分之

一, 准确性高; (2)反应是“全胃”的“实时”状

态, 敏感性和特异性均超过95%, 在中国和欧洲

的H pylori共识意见中, 该方法被首选推荐为确

诊H pylori现症感染及判断H pylori根除的非侵

入性方法; (3)操作简便快速, 自动化程度高, 30 
min即可得出结果; (4)13C为稳定性同位素, 适
合于各年龄的受试者; (5)呼气样品采用特制气

体收集瓶收集, 可通过邮寄该瓶对无此设备的

其他地区患者进行H pylori检测. 因此13C-UBT
在1996年通过美国食品药物管理局(FDA)评审

后, 便很快广泛应用于临床对H pylor i感染的

诊断. 缺点在于该检查受到诸如药物、上消化

道出血、胃内其他杂菌(如人海尔曼螺杆菌等)
的影响而可能出现假阳性和假阴性的结果, 且
检查需要大型质谱仪和试剂较昂贵, 因此很大

程度限制了在基层医院的开展; 14C尿素呼气试

验价格低廉, 但试验具有放射性, 且半衰期很

长, 尽管放射性较低, 做一次呼气试验接受的放

射剂量只相当于一次胸部X线拍片的1/60, 但
大规模应用可对环境造成污染, 此外该方法对

孕妇、儿童及活动性胃出血者慎用. 我国陈洁

平 et al [21]首创用胶囊微量法(microdose capsule 
based 14C-UBT)通过与金标准(细菌培养和/或
病理组织学检查结果)对比结果可靠, 其敏感性

可达97.06%, 特异性为95.12%, 阳性预测值为

97.06%, 阴性预测值为97.12%. 
3.3 15N-尿氨排出试验 该方法是由我国吴继琮 
et al [22]首创并应用于临床的. 其原理基本与标记

■创新盘点
本文创新之处在
于H pylori 的检测
方法按取材部位
的不同进行分类, 
可分为从胃内取
材 包 括 :  微 生 物
学方法、形态学
检查、尿素酶依
赖 性 试 验 ,  以 及
其他途径取样本
进行H pylori 感染
的检测, 如: 血清
免疫学、基因分
子生物学检测、

粪便H pylori 抗原
检测以及尿液、

唾液H pylori 抗体
检测等. 
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碳的CO2呼气试验相同, 即测试者口服15N-尿素, 
在胃中经尿素酶作用分解成标记的15NH3和CO2, 
经消化系吸收进入血液循环, 而15NH3标记的氨

经机体氮代谢变为氨或尿素后由肾脏排除, 利
用色谱联用仪检测. 该方法也是一种无创性检

查, 无放射性污染, 具有较高的敏感性与特异性, 
但仪器昂贵, 尚未得到普及推广. 

4  其他途径检测H pylori 感染

4.1 血清免疫学

4.1.1 H pylori 抗原/抗体的检测: H pylori菌体

表面存在多种抗原组分如尿素酶、脂多糖、

黏附素等, 这些抗原均可刺激宿主产生免疫反

应, 产生IgG、IgA、IgM抗体, 血清学主要检测

的是可长期存在于血清中的IgG. ELISA法是目

前最常用的定性或定量检测血清中H pylori抗
体IgG的方法. 其他方法包括: (1)疫色层法-库
力斯伯法(Flexpack TM H pylori ), 该法是根

据反向免疫色层法原理, 快速、定性测定血清

H pylori -IgG抗体, 无需专门设备或仪器, 与组

织学检查对照, 其敏感性为94.68%, 特异性为

89.04%, 符合度为92.22%[23]. (2)血清学可溶

性H pylori抗原检测, 当H pylori感染人体后, 
H pylori可释放可溶性抗原(S-H pylori ), 并出

现于循环外周血中. 因此, 检测S-H pylori可用

于H pylor i的诊断. 该方法先采用超速离心和

凝胶过滤等技术纯化H pylor i外膜蛋白, 获得

抗膜蛋白抗体, 然后对受试者血清行双抗体夹

心法测定血清中S-H pylori , 其突出的优点是血

清不用稀释, 操作简便, 成本低廉. (3)斑点金免

疫渗透试验(DIGFA)与Western印迹法也较常

见, Western印迹法可作为血清学方法的补充试

验, 对ELISA结果有疑问的儿童病例更为适用. 
此外H pylori阴性者血中也可存在交叉反应性

抗体(如空肠弯曲菌感染), 且H pylori根除后血

中抗体在一段时间内仍维持在阳性水平, 故血

抗H pylori -IgG测定的结果不能准确反映出受

检者当时H pylor i感染的情况. 因此血清学抗

体的检测主要用于易感人群的筛查以及流行

病学调查. 
4.1.2 N-乙酰神经氨结合凝集素(NLBH)抗体的检

测: Evans et al [24]从H pylori中提纯NLBH, 经证实

无脲酶活性. 以此为抗原, 行ELISA检测NLBH抗

体, 结果得特异性88.3%, 敏感性75%, 消化性溃

疡患者81.5%可检出NLBH抗体. 故NLBH抗体的

检测有可能作为溃疡活动性的指标. 

4.2 基因分子生物学

4.2.1 单一PCR: Hoshina et al [25]首先将聚合酶链

反应(PCR)技术用于H pylori的诊断. PCR技术明

显提高了H pylori诊断的敏感性(可检出相当于

100个细菌细胞)和特异性, 且对原材料的要求

低, 除新鲜活检标本外, 可检测唾液、胃液, 石
蜡包埋和已做过快速尿素酶试验的标本也可应

用, 并可对粪便和环境中的H pylori  DNA进行检

测. 部分H pylori基因的核酸序列已经明确, 以此

为基础设计PCR引物可进行H pylori的基因检测, 
常用的引物来自尿素酶基因(ureA )、16srRNA
基因、23srRNA基因、磷酸葡萄糖氨基转移酶

(ureC )基因、细胞毒素相关基因(CagA )等, 其中

前两种应用最为广泛, 目前PCR仪、引物皆已商

品化, 能进行大规模推广, 应用于检验及流行病

学调查. 但这也存在着一个问题, 即已被抗生素

杀死而仍存留胃中的H pylori  DNA, 也会被扩增

出现阳性结果. 故PCR不宜用来判断治疗的短期

效果. 
4.2.2 套式-PCR(Nested-PCR): 采用Nested-PCR
进行2次扩增, 既提高了检测的灵敏度, 又可避

免粪便标本H pylori检测的假阴性[26]. Gramley 
et al [27]选取H pylori  16SrRNA基因的2对引物对

粪便标本进行两次扩增, 检测到少于10 fg(相当

于7个细菌)/mL的H pylori  DNA, 敏感性和特异

性分别达73%和100%. 
4.2.3 逆转录-PCR(RT-PCR): 以H pylori的RNA为

模板, 在逆转录酶的作用下, 合成DNA进行PCR
扩增. 其作用主要是用于科研检测RNA水平的

活性. 
4.2.4寡核苷酸探针杂交: 根据H pylor i基因特

异序列, 合成10-20 bp寡核苷酸, 对一端行同位

素、生物素或地高辛标记. 在常规制备的石蜡

切片上通过免疫DNA杂交、同位素标记的放

射自显影或生物素及地高辛标记的显色系统, 
确定有无与探针互补的特异序列的存在, 以进

行H pylori的流行病学调查和鉴定. 但该法烦琐

费时临床应用较少[28]. 
4.3 粪便H pylori 抗原检测(H pylori -SA) H pylori
粪便抗原检测试验(H pylori -SA), 是一种非侵入

性诊断方法. 由于H pylori定居于胃上皮细胞表

面, 而胃上皮细胞更新很快, 在其更新的过程中, 
定植于上皮细胞表面的H pylori随细胞脱落, 经过

肠道随粪便排出体外, 故理论上可以用抗H pylori
抗体的酶联免疫方法检测到H pylori -SA. 美国胃

肠病周会议摘要首先报道了H pylori -SA检测方
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法, 敏感性和特异性均在90%以上[29], 此外另有

研究报道, H pylori粪便抗原检测试验的敏感度

为90.0%-98.2%, 特异度为75.0%-100%[30-31]. 
H p y l o r i 粪便抗原检测试验采用酶联免

疫分析双抗体夹心法 ,  能够特异性诊断人体

内H pylori 感染. 首先用H pylori抗原免疫家兔, 
获得兔抗H pylori抗血清, 再由纯化的抗血清取

得抗H pylori多克隆抗体, 利用氧化法将辣根或

山葵过氧化物酶标记于兔抗H pylori多克隆抗

体上, 最后把抗体进行包被封闭, 即可用于检测. 
粪便标本可在2℃-8℃贮存3 d或无限期贮存于

-20℃. 通过贮存可1次检测在数天或数周内收集

的多个标本, 从而使费用降低, 并可供今后进一

步分析. 
H pylori- SA是较理想的非侵入性H pylori

诊断方法, 操作简便, 省时, 不需昂贵仪器, 在
H pylori感染的流行病学调查、儿童检测消化

不良, 或内镜检查前筛查, 治疗后复诊等诸多

方面具有较好的应用价值, 尤其适用于婴幼儿

H pylori感染的检测, 并可作为远期根治疗效的

评价指标[32]. 但值得注意的是由于本方法检测

的是粪便中H pylori抗原, 当患者进行H pylori根
除治疗后, 即便患者的H pylori已经被根除, 但在

治疗结束4 wk时约有6%的患者粪便中仍然有可

能被检测出H pylori抗原, 从而导致假阳性的结

果, 如果在采用本法进行疗效判断时, 让患者在

治疗结束后6-8 wk进行检测, 则可以明显降低试

验的假阳性率[33]. 此外, 这一试验还可能具有一

些独特的优点, 如H pylori -SA检测法具有很高的

准确性, 而其费用却明显低于13C-呼气试验, 此
外尿素呼气试验在有胃部分切除史的患者中准

确性有限, 而H pylori -SA试验则不受影响; 尿素

呼气试验需被检者配合, 年幼儿童可能会有困

难, 而H pylori -SA试验仅需收集粪便标本. 
4.4 尿液抗H pylori抗体检测 1993年Alemohammad 
et al [34]首次报道306例尿液抗H pylori抗体检测的

敏感性和特异性分别为95.9%和90%, 证实他的

有用性. Leodlter et al [35]为评价尿抗体ELISA法和

相近患者尿试验诊断感染的作用, 在4个欧洲国

家5个中心收集了449例(女240例、男209例, 平
均年龄54岁未做过抗H pylori感染治疗的消化

不良患者的尿液标本, 用IgG ELISA(Pyloriset-
EIA-GI II)、全血试验(Py-loriset-Screen)和[13C]
尿素呼气试验进行比较, 结果URINELISA和

RAPIRUN的敏感性分别为90%、82%, 特异性

分别为68%、83%, 其准确性与血清学试验一

致. URINELISA法诊断儿童H pylori感染具有快

速、费用低、可靠性强、容易操作的特点, 而
且对儿童群体大规模流行病学筛查有价值[36].  
4.5 唾液抗H pylori 抗体检测 长期以来多数学

者认为胃部是H pylori的主要储存地, 胃黏膜、

上皮、胃液、胃的反流物及胃炎患者甚至婴幼

儿的呕吐物、粪便中均检测出了H pylori的存

在. 1983年Krajden et al [37]首次从胃炎患者的牙

菌斑中分离培养出H pylori , 并推测口腔可能是

H pylori在人体的另一个聚集地. 从此, 口腔内

H pylori的研究也逐渐成为热点问题. 1993年, 
Ferguson et al [38]首次从9例胃炎患者的唾液中

培养出1例具有生存能力的H pylori , 次年Patel 
et al亦报道了唾液中的抗H pylori  IgG与血清抗

H pylori  IgG一致性达91%, 有良好正相关性, 可
正确判断患者感染H pylori情况[39]. 此外, 值得一

提的是, 关于口腔H pylori的来源, 有人认为是通

过胃食管反流使H pylori逆行到达口腔, 也有人

认为H pylori是先到达口腔定居, 在适当的时候

进入胃黏膜[40], 对此尚有待进一步的探讨. 

5  结论

H pylori的检测有很多种方法, 各有优缺点. 临床

应用上, 一般主张血清学、粪便H pylori抗原、

尿液以及唾液H pylori抗体检测可作为筛查以及

流行病学调查手段, 尿素酶试验作为快速诊断, 
活检组织检查和细菌培养作为确诊方法, 由于

耐药菌株的增加, 培养与药敏显得尤为重要, 粪
便H pylori抗原检测和13C呼气试验用于确定经

治疗后H pylori是否根除. 为了提高阳性率和准

确性, 最好能同时使用几种检查方法, 取长补短. 
随着医学研究的不断深入, H pylori的检测方法

必将不断取得突破性进展. 
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Abstract
Leptin resistance and insulin resistance are 
the common pathology of various metabolic 
diseases, and make great contribution to the 
metabolic syndrome. Many researches have 
proved that the two processes affected each 
other, whereas the exploration of the resistance 
mechanism was often independently carried 
out. Here, we’d like to make a review focusing 
on the relationship between leptin resistance 
and insulin resistance, and their interactions at 
multiple levels. 
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摘要
胰岛素抵抗和瘦素抵抗是多种代谢性疾病共
同的病理基础, 是引起机体能量代谢紊乱的重
要因素. 多项研究发现两者存在交互影响, 但
对胰岛素抵抗和瘦素抵抗的探索多是独立进
行. 本文拟从两者在多个水平, 多个环节的相
互作用作一综述.

关键词: 瘦素抵抗; 胰岛素抵抗; 信号; 分子
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0  引言

瘦素与胰岛素都是调节能量代谢的主要激素, 
在调节食欲和能量代谢方面都具有重要的地位. 
两者都存在于血液循环中, 其浓度与体脂容量

相当, 与能量平衡密切相关. 近年来, 大量研究

分别探索了胰岛素和瘦素在机体能量代谢方面

的变化, 并提出了胰岛素抵抗和瘦素抵抗的概

念, 即高循环瘦素或胰岛素不能达到其应有的

生物学效应, 从而引起机体代谢紊乱. 本文就胰

岛素与瘦素的相关性以及胰岛素抵抗和瘦素抵

抗之间可能的作用机制作一综述.

1  瘦素与胰岛素在分泌水平上的相互影响

1.1 胰岛素对瘦素分泌的影响 瘦素是贮存在低

密度的分泌囊泡中, 在调节因子等的作用下以

胞吐的形式释放[1-2]. 人体和动物实验模型都已

证实了胰岛素是调节瘦素基因表达非常重要的

因素, 胰岛素可直接促进鼠类的白色脂肪组织

合成分泌瘦素, 对人类脂肪组织的研究也认为

胰岛素可促进瘦素分泌. 生理范围的血清胰岛

素即可快速调节血清瘦素, 维持长时间(>24 h)
的大剂量胰岛素(>200 pmol/L)可促进瘦素的分

泌. Lee et al [3]用脉冲追踪实验证实注射胰岛素

30 min即可刺激瘦素的分泌, 其机制主要是通过

减少瘦素的贮存而增加瘦素释放. Bartella et al [4]

观察MDA-MB-231乳腺癌细胞发现胰岛素可以

®
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激活瘦素基因启动子而上调瘦素mRNA和蛋白

的表达.
1.2 瘦素对胰岛素分泌的影响 瘦素对胰岛素的

分泌既有直接又有间接的抑制作用. 实验显示, 
瘦素可引起胰岛β细胞内一些蛋白的酪氨酸磷

酸化, 促进即刻早期反应基因c-fos的表达, 并呈

剂量相关性, 表明瘦素参与了胰岛β细胞增殖的

复杂机制[5]. 瘦素可抑制胰岛素分泌, 既可通过

抑制葡萄糖诱导的第二相胰岛素的分泌抑制胰

岛素的释放, 又可通过其信号转导抑制胰岛素

原mRNA表达[6]. Chen et al [7]将大鼠瘦素cDNA整

合进入腺病毒, 将其给予体瘦的Wistar大鼠, 使
大鼠血清瘦素浓度增加至约8 µg/L, 此时机体脂

肪量大大减少, 血清胰岛素浓度下降. Emilsson 
et al [8]给胰腺灌流瘦素发现葡萄糖介导的胰岛素

的分泌受到抑制.
瘦素一方面抑制胰岛素分泌, 另一方面则增

加胰岛素靶组织对胰岛素感性. 而Dulloo et al [9]

的实验表明, 瘦素并不影响骨骼肌细胞及脂肪

细胞对葡萄糖的摄取. 此外, 在肝脏中瘦素直接

影响肝脏的糖代谢, 对糖原分解的作用类同胰

岛素, 对糖异生的作用与胰生糖素类同[10].
由此可见, 体内可能存在脂肪-胰岛内分泌

轴. 通过这个轴, 脂肪重量增加使瘦素的分泌增

加, 瘦素抑制胰岛素的分泌, 减少脂肪合成和脂

肪贮存; 而胰岛素则刺激瘦素的分泌. 这样, 以
胰岛素和瘦素为中介,在脂肪组织和胰岛β细胞

之间建立了一个双向反调节环, 实现脂肪稳态

与能量稳态的相互关联、平衡. 一旦调节紊乱, 
将引发机体的代谢障碍.

2  瘦素和胰岛素信号转导

循环胰岛素和瘦素都是通过与其特异性的受体

结合, 将信号逐步下传给相应的效应分子, 但这

些信号途径不是孤立的, 一些信号分子可以同时

受到2种激素的调节, 并作用于靶器官发挥效应.
2.1 胰岛素信号转导 胰岛素是蛋白质类含氮激

素, 由胰岛β细胞合成、分泌后, 随血液循环运

输到靶组织, 与靶细胞膜上特异的受体结合, 引
发细胞内信号蛋白的级联反应, 从而将其对物

质代谢(主要是对葡萄糖的摄取和代谢)的调节

作用传导到细胞内.
胰岛素首先与胰岛素受体(insulin receptor, 

InsR)上的α亚基结合, 激活β亚基, 使InsR构象发

生改变, 进一步磷酸化胰岛素受体底物(insulin 
receptor substance, IRS)的酪氨酸残基, 激活底物

蛋白, 活化的底物蛋白与多种下游信号蛋白发

生作用, 引发细胞内级联反应[11].
胰岛素信号中最重要的是磷脂酰肌醇-3

激酶(phosphatidyl inositol 3 kinase, PI3-K)介导

转导途径[12], PI3-K上的p85亚基与IRS, 主要是

IRS-1上特异的酪氨酸残基结合, 接近InsR并被

锚定在细胞膜. 活化的PI3-K一方面催化第二信

使PI-3, 4, 5磷酸盐(PIP3)的形成, 另一方面, 与磷

酸肌醇依赖的蛋白激酶-1(PDK-1)和/或蛋白激

酶C(protein kinase C, PKC)的某一亚型结合, 激
活PKB(也称为Akt)和某一非典型PKC亚型.

浆膜上PKB和PDK-1的同域化, 使得PDK-1
可以促进PKBSer308发生磷酸化, 加速GLUT4向
膜的转运, 调节细胞对葡萄糖的摄取, 另一方面, 
通过抑制烯醇式丙酮酸羧激酶而抑制糖异生, 
并可同时磷酸化某些转录因子, 最终产生多种

生物学效应, 如调节葡萄糖转运、糖原合成、

蛋白合成, 抗脂肪分解和抑制细胞凋亡等.
2.2 瘦素信号转导 瘦素是ob基因产物, 主要是由

白色脂肪组织分泌入血, 瘦素在体内行使功能

时必须由其受体(OB-R)介导. 瘦素的基因序列

是高度保守的, 但其受体序列在不同物种之间

有着很大的差异[13]. 到目前为止, 发现了a, b, c, d, 
e, f 6种亚型的瘦素受体. 其中长片段OB-Rb, 具
有传导信号的功能, 其他5种短片段亚型的他们

的生物功能目前还不是很清楚, 被认为可能在

瘦素的清除方面起作用, 或者仅仅作为一种循

环性的瘦素结合蛋白存在[14].
瘦素的信号转导主要依赖 J a n u s激酶

(janus kinase, JAK)/信号转导转录激活子(signal 
transducer and activator of transcription, STAT)通
路. 瘦素与OB-Rb结合, OB-Rb本身不具备酪氨

酸激酶活性, 但可通过偶联和激活JAK家族而实

现信号转导. JAK在瘦素激活STAT通路中发挥

着中枢作用, 活化的JAK激酶使受体胞内的某些

酪氨酸(Tyr)残基磷酸化, 受体通过磷酸化的Tyr
与STAT分子的SH2结构域相互作用, 使STAT分
子的酪氨酸残基磷酸化. 被JAK磷酸化的STAT
分子可通过磷酸化的Tyr和SH2结构域形成二

聚体, 并从受体复合物中解离. 此二聚体可穿过

核膜转位到细胞核内, 与靶基因上游的反向重

复序列TTCCNGGAA结合, 启动特定基因的表 
达[15]. Håkansson-Ovesjö et al [16]研究发现, 在正常

小鼠中, STAT3的mRNA和蛋白质在小鼠弓状核

的腹侧神经元中有较高水平的表达. 但在ob/ob
小鼠中, 其mRNA的表达水平有明显的降低(减

■研发前沿
胰岛素抵抗的作
用是目前研究中
的 热 点 ,  而 瘦 素
被证实为重要的
脂肪因子并与胰
岛素抵抗相互影
响 、 相 互 作 用 , 
但对两者共同的
作用环节的研究
尚需要进一步的
展开.
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少31%). 进一步说明, 瘦素与STAT3协同起作用

来调节体内特定的生命活动.
2.3 交叉信号转导 细胞信号转导的级联反应要

求多个分子参与, 这些分子在信号传递过程中可

以同时激活多个效应分子, 信号存在交叉转导. 
瘦素和胰岛素作为机体重要的2种激素, 可以从

不同途径活化同一个信号分子或信号通路.
胰岛素和瘦素都可以活化Ras蛋白通路. 胰

岛素与InsR结合, 激活IRS蛋白, 将信号传至适配

蛋白生长因子受体结合蛋白2(Grb2), Grb2进而与

GDP/GTP交换因子(mSOS)相互作用, 进一步激

活Ras. InsR也可直接酪氨酸磷酸化信号蛋白Shc, 
Shc再与Grb2相结合, 经mSOS激活Ras; 瘦素与其

受体结合后, 活化的JAK也可激活Ras蛋白.
活化的R a s蛋白可作用于多种靶蛋白, 其

中最重要的一种是Raf激酶. Raf-1是由原癌基

因raf-1所编码的一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 
Raf-1一旦被Ras活化, 就可磷酸化激活MAPKK, 
继而使丝裂原激活的蛋白激酶(mitogen activated 
protein kinase, MAPK)磷酸化激活. MAPK转位

到核内, 将转录因子, 如c-Myc, ELK, c-Jun, c-Fos
等磷酸化, 进而进入核内调节与生长有关的基

因转录[17].
此外, 瘦素还可以模拟胰岛素通过PI-3K途

径对葡萄糖转运和糖原合成的作用, 瘦素激活

的JAK2引致IRS-2酪氨酸磷酸化从而进一步激

活PI-3K, 提示JAK2和IRS-2将瘦素的信号转导

通路与胰岛素的信号转导通路偶合起来.

3  胰岛素抵抗和瘦素抵抗的调节分子

胰岛素和瘦素信号转导存在交叉, 一些分子可

同时被瘦素和胰岛素共同激活, 而又进一步调

节瘦素和胰岛素效应. 这些分子在胰岛素抵抗

或是瘦素抵抗过程中发挥重要作用, 成为2条信

号通路的共同调节分子.
3.1 胰岛素受体底物 胰岛素受体底物(IRS)蛋白

是胰岛素信号转导的关键分子. 目前已发现6种
IRS蛋白, 他们作为衔接蛋白调控SH2蛋白募集

和下游信号通路. 目前一般认为瘦素可以引起

两种IRS的磷酸化, IRS1和IRS2, 进而激活PI3K.
Tang et al [18]在分离培养鼠BV-2小胶质细胞

中加入瘦素, 24 h后检测到大量IL-6的产生, 进一

步检测发现IRS-1磷酸化增加, 用RNA干扰IRS-
1(siRNA), 可以抑制瘦素诱导的IL-6产生. 表明

在瘦素诱导的IL-6产生过程中IRS-1发挥重要作

用. Hennige et al [19]用Ala318位突变(ser318替代)

的IRS1转染L6细胞后, 分析IRS的酪氨酸磷酸化, 
结果表明瘦素预处理后可以明显降低胰岛素诱

导的IRS1磷酸化, 提示瘦素对胰岛素信号通路

的抑制作用可能通过IRS1来实现.
最近Wauman et al [20]通过特异性细胞因子

敲除后杂交方法, 观察N38下丘脑细胞系, 发现

IRS4可能也参与了下丘脑瘦素信号通路. IRS4
局限在下丘脑表达, 但在小鼠的肌肉、肝脏、

心脏以及肾脏也发现IRS4 mRNA的可以. IRS4
缺失小鼠表现为轻微的生殖缺陷、糖代谢紊乱

和生长发育迟缓, 表明IRS4可能通过STAT3信号

之外的另一条瘦素通路发挥效应.
3.2 蛋白酪氨酸磷酸酶B 蛋白酪氨酸磷酸酶

B(protein tyrosine phosphatase B, PTP1B)是胰岛

素和瘦素共同的负性调节因子. PTP1B基因敲

除小鼠表现为对瘦素和胰岛素的高度敏感, 高
脂饮食也不会出现肥胖. Picardi et al [21]对大鼠第

三脑室注射PTP1B的反义寡聚核苷酸(antisense 
oligonucleotide, ASO)可以明显改善高脂饮食诱

导的胰岛素和瘦素抵抗状态.
3.2.1 PTP1B与胰岛素抵抗: PTP1B几乎表达于

所有组织细胞内, 参与大量生长因子的信号途

径, 他能在其他酪氨酸磷酸酶参与下, 与InsR、
IRS等信号蛋白作用, 阻断胰岛素信号级联反应

的下传, 因此在胰岛素信号中起着负调控作用. 
InsR和IRS的去磷酸化导致了胰岛素信号转导

通路中下游的PKB、PKC和细胞外信号调节激

酶的磷酸化受到影响[22-23]. PKC磷酸化的降低导

致GLUT4的活性降低, 最终影响血液中葡萄糖

向细胞内的转运, 导致血糖升高. PKB影响肝糖

原、脂肪酸和蛋白质的合成, 从而对代谢过程

产生作用[24]. PTP1B活性的升高可以降低磷酸化

细胞外信号调节激酶的磷酸化水平, 使其在细

胞内的表达水平降低, 影响基因的转录、表达

和翻译, 调节细胞的生长和凋亡[23].
PTP1B都可在胰岛素信号级联中的多个位

点发挥负调控作用. 过度表达的PTP1B能增加

InsR、IRS-1、IRS-2的脱磷酸化, 下调受体后信

号. 相反, 抑制受体PTP1B结合或PTP1B的定点

突变以及给予抑制性抗体或PTP1B的ASO等的

实验方法均可增强胰岛素信号.
Gum et al [25]用PTP1B的ASO处理ob/ob小

鼠, 发现小鼠血糖及胰岛素水平下降, 同时胰岛

素敏感性增强. 检测发现小鼠肝脏PTP1B表达

下降60%. Qiu et al [26]通过腺病毒将PTP1B导入

HepG2细胞中, 发现胰岛素受体和IRS1的酪氨

■相关报道
目前, 大量研究发
现脂肪肝、Ⅱ型
糖尿病、肥胖等
代谢性疾病中胰
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抵抗共同存在, 并
对其发生机制做
了初步探讨. 
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酸磷酸化水平明显下降, 可见PTP1B的过表达

抑制了InsR及IRS的磷酸化, 减弱了胰岛素信号

转导. 在糖尿病的动物模型的肝脏和骨骼肌中

降低PTP1B的水平可增强依赖胰岛素的代谢信

号转导, 并提高胰岛素受体对胰岛素的应答[25].
Zabolotny et al [27]使转基因鼠过表达人PTP1B, 发
现其骨骼肌中胰岛素刺激引起的InsR酪氨酸磷

酸化水平降低35%, PI3K活性降低40%-60%, 葡
萄糖转运所需的PKC活性也有所减弱.

此外, 通过高胰岛素-正常血糖钳夹技术发

现, 过表达PTP1B的小鼠全身葡萄糖清除和肌肉

的葡萄糖摄取减少了40%-50%. Xue et al [28]发现, 
在InsR和IRS-1都缺陷的双杂合小鼠的肌肉和肝

脏胰岛素诱导的InsR和IRS-1蛋白、PKB、糖原

合成酶激酶3β和p70的S6激酶的磷酸化均受损, 
而同时有PTP1B缺失的双杂合的小鼠却有明显

的改善, 进一步证明了PTP1B的负性作用.
3.2.2 PTPIB与瘦素抵抗: PTP1B在大鼠下丘脑

瘦素应答神经元聚集区表达, 实验表明, PTP1B
可通过对J A K2的去磷酸化作用引起瘦素抵 
抗[29]. Kaszubska et al [30]使PTP1B在下丘脑细胞

系GT1.7中过量表达, 可见瘦素刺激后JAK2和
STAT3的磷酸化水平较对照组明显降低, 并呈剂

量依赖性. 特异性抑制PTP1B后, STAT3的DNA
结合活性显著升高. 缺乏PTP1B的ob/ob鼠和

PTP1B基因敲除小鼠体质量不增加, 脂肪组织减

少及静息代谢率提高, 瘦素敏感性增强[31-32].
脑部特异性PTPIB敲除小鼠体质量和脂肪

组织量下降, 对瘦素敏感性增强, 糖代谢改善, 
能量消耗增加. 而其他特异性PTP1B敲除对小鼠

无明显影响, 提示PTP1B主要是通过在脑部的作

用来调节体质量及脂肪量[33]. Morrison et al [34]研

究发现, 随鼠龄增加, 瘦素抵抗逐渐明显, 下丘

脑PTPlB表达也增加, 给予PTP1B抑制剂, 瘦素

抑制摄食的作用增强, 提示下丘脑PTP1B表达增

加与随着年龄增长而出现的瘦素抵抗有关.
3.3 细胞因子信号转导抑制因子-3 细胞因子信

号转导抑制因子-3(suppressor of cytokine signal-
ing-3, SOCS-3)作为细胞信号抑制因子家族的主

要成员, 不仅能负反馈调节胰岛素信号通路, 在
胰岛素抵抗中发挥重要作用, 而且可由瘦素诱

导产生并进而抑制瘦素信号转导, 因而是介导

瘦素抵抗的重要因子之一; 同时引起的胰岛素

抵抗使机体对胰岛素的生物效应降低, 是引起

糖尿病发生的主要原因.
3.3.1 SOCS-3调节胰岛素抵抗: SOCS-3可以在多

个水平调节胰岛素效应. Emanuelli et al [35]在InsR
转染的COS-7细胞中, 胰岛素使SOCS-3表达增

加了1.4倍, 推测胰岛素可以诱导SOCS-3的表达. 
Steppan et al [36]在3T3-L1细胞发现SOCS-3参与了

抵抗素诱导的胰岛素抵抗, 抵抗素使SOCS-3表
达增加, 并促进他与InsR结合, 从而抑制该细胞

中胰岛素信号转导. SOCS-3还调节信号蛋白降

解从而诱导胰岛素抵抗, Rui et al [37]发现胰岛素

对SOCS-3磷酸化诱导是依赖于SH2结构域、通

过JAK途径实现的Tyr204磷酸化, 推测SOCS-3
“接头”作用, 从而干扰胰岛素信号转导. Senn 
et al [38]证实SOCS-3可通过其SOCS盒降解IRS-1
和IRS-2, 从而抑制胰岛素信号.

此外一些细胞因子, 如IL-6、TNF-α等, 也
能刺激SOCS-3表达而引起胰岛素抵抗. Peralta 
et al [39]发现在伴有胰岛素抵抗的老年SD大鼠下

丘脑中, SOCS-3 mRNA表达水平增加, 实施饮食

控制后得到了控制, 表明SOCS-3至少部分参与

了老年性胰岛素抵抗.
3.3.2 SOCS-3引起瘦素抵抗: SOCS-3升高是瘦

素抵抗的标志. 研究表明[40], SOCS-3抑制瘦素信

号通路主要是结合在瘦素受体Tyr985位点, 抑制

STAT3信号通路. 在瘦素治疗的大鼠中, SOCS-3
蛋白水平在瘦素治疗后2-3 h达到高峰并持续

20 h[41]. SOCS-3是潜在的瘦素抵抗因子, 突变分

析显示, Tyr985对STAT3信号转导并非必需, 但
SOCS-3却需要与这个位点结合来抑制瘦素信号

转导, 超过生理水平的SOCS-3可直接与JAK2结
合而抑制瘦素的信号转导.

除了影响瘦素受体水平, SOCS-3还可以干

预受体后信号. Wang et al [42]发现瘦素刺激后细

胞的脂肪酸分解代谢关键酶如脂酰辅酶A氧化

酶和肉碱棕榈酸酰基转移酶1 mRNA水平明显

升高, 而SOCS-3过度表达的细胞则无此现象.

4  结论

目前, 对胰岛素和瘦素抵抗机制的还缺乏统一

的认识, 在各自的研究领域中偶然发现的一些

共同调节因子, 但对这2个重要的病理改变的始

动环节以及先后顺序的探讨还没有深入. 胰岛

素抵抗和瘦素抵抗与多种重要疾病如肥胖症、

糖尿病、动脉粥样硬化病等代谢性疾病的发生

发展有着密切联系. 今后以两者交叉信号分子

为重要的分子靶标, 用反义寡核苷酸技术、小

分子有机物、信号促进或阻断技术对两者的相

关性研究将成为一个重点.

■应用要点
代谢性疾病的发
病机制问题是目
前医学研究中的
重点和难点, 本文
主要针对现阶段
机制研究中的一
些成果做出小结, 
试图把握当前的
研究动态, 为以后
的研究做基础.
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随着社会的发展, 代谢性疾病称为困扰许多

人健康的重要因素, 但药物干预效果并不让人

满意, 其重要的原因就是对病变机制认识的局

限性. 对胰岛素抵抗和瘦素抵抗的深入认识和

进一步探讨将对代谢性疾病的预防和治疗提供

新的视角和思路.
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Abstract
New evidence suggests that intestinal barrier injury 
contributes to many diseases’ occurrence, develop-
ment and outcome in clinics. Therefore, the causes 
and mechanisms of intestinal mucosal barrier dam-
age are attracting more and more attention from 
clinicians. Many causes may induce damages of 
the intestinal mucosal membrane barrier, including 
ischemia, anoxia, ischemia/reperfusion, inflam-
matory mediator infiltration, bacterial endotoxin 
release, imbalance of intestinal flora, immune ab-
normity, nutritional disturbance, total parenteral 
nutrition, severe trauma, general and gastrointesti-
nal infection and so on. This article gives a review 
on the above causes and mechanisms. 

Key Words: Intestinal barrier; Hypoxia; Inflamma-
tory mediator; Endotoxin
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17(15): 1540-1544

摘要
最新研究发现, 临床上许多疾病的发生、发展
与转归都与肠黏膜屏障损伤有关, 因而肠黏膜
屏障损伤的原因与机制越来越引起临床医师
的重视. 引起肠黏膜屏障损伤的常见原因与机
制有缺血缺氧、缺血-再灌注、炎症介质、细
菌内毒素、肠道菌群失调、免疫异常、营养
障碍及全胃肠外营养(total parenteral nutrition, 
TPN)、严重创伤、全身及胃肠道严重感染等, 
本文就此作一综述.

关键词: 肠黏膜屏障; 缺氧; 炎症介质; 内毒素
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0  引言

肠黏膜不仅是营养物质消化、吸收的重要场

所, 同时也是致病微生物和毒素侵入的主要门

户. 生理情况下, 机体可通过肠黏膜上皮屏障、

免疫屏障、微生物群屏障、化学屏障和黏液层

与不移动水层等, 来有效地阻止致病微生物和

毒素越过肠黏膜屏障侵入肠道以外的组织、器

官, 以保证机体处于健康状态[1-5]. 当肠黏膜屏

障损伤时, 肠道中的微生物和毒素便可突破肠

黏膜屏障, 进入门静脉和淋巴系统引起细菌移

位[6], 甚至发展为全身性炎反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS)和多器

官功能衰竭综合征(multiple organs deficiency 
syndrome, MODS)[7-8]. 

1  引起肠黏膜损伤的原因与机制

1.1 缺血缺氧 小肠绒毛的微动脉、微静脉和毛

细血管在肠绒毛的顶端呈弓形的发夹状, 加之他

们之间还存在着氧的短路交换和距母支较远等

特点, 常导致绒毛顶部的氧分压大大低于动脉血

中的氧分压, 故其顶部供血供氧较差, 在缺血缺

氧时更易引起损伤. 生理情况下, 流经胃肠道的

血量占全身循环血量的30%左右, 而流经胃肠黏

®

■背景资料
肠黏膜屏障是由
上皮屏障、免疫
屏障、微生物群
屏障、化学屏障
和黏液层与不移
动水层等所构成, 
当肠黏膜屏障损
伤时, 肠道中的微
生物和毒素便可
突破肠黏膜屏障, 
进入门静脉和淋
巴系统引起细菌
移位, 甚至发展为
SIRS和MODS. 
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膜和肠绒毛的血流量又分别占胃肠道的80%和

60%. 应激状态时, 机体为了保证心、脑等重要

器官的血液供应, 会反射地引起皮肤、内脏细小

动脉收缩、痉挛, 全身血量重新分布, 胃肠道的

血流量明显减少. 若全身血量减少10%, 胃肠道

血流量可减少40%. 研究表明, 在各种应激状态

下, 胃肠道最早发生缺血, 又最后得到恢复, 易较

早受损或衰竭[9]. 引起缺血缺氧的原因很多, 如失

血、失液、休克、严重烧伤、窒息、呼吸衰竭

等. 在缺血缺氧时肠黏膜上皮细胞有氧代谢障碍, 
ATP生成减少, 细胞膜上的钾-钠泵功能降低, 不
能有效地把细胞内的钠转运到细胞外, 造成细胞

内钠、水潴留, 引起细胞水肿、坏死及细胞连接

断裂. 坏死的上皮细胞从绒毛顶端脱落, 甚至黏

膜全层脱落形成肠黏膜糜烂或溃疡, 导致肠黏膜

屏障损伤[10]. 另外, 缺血缺氧还会导致肠黏膜上

皮细胞无氧酵解增强, 酸性代谢产物增多引起局

部酸中毒. 酸中毒不但直接引起肠黏膜上皮细胞

损伤, 而且还可增加细胞外Ca2+内流, 间接引起上

皮细胞损伤加重. 
1.2 缺血-再灌注 组织细胞缺血缺氧后, 最基本

的治疗方法是尽早恢复血供, 改善缺血缺氧. 但
是, 通过临床观察和动物实验发现, 恢复血液再

灌注后, 虽然局部组织缺血有所改善, 但原来缺

血缺氧部位的细胞遭受的损伤不但不减轻反而

逐渐加重, 这种损伤称为缺血-再灌注损伤[11-14]. 
目前认为发生机制是组织恢复供血供氧后, 在
原来缺血缺氧部位形成许多具有“毒性”的活

性氧代谢产物(reactivated oxygen species, ROS)
有关, R O S包括超氧阴离子(•O2

-)、过氧化氢

(H2O2)和羟自由基(•OH)等. ROS可损伤细胞的

大分子物质, 如核酸、脂质等, 这些物质的分子

结构改变, 最终会导致细胞的功能障碍甚至死

亡. ROS的主要生成途径有: (1)黄嘌呤途径: 生
理情况下, 黄嘌呤氧化酶(xanthine oxidase, XO)
和黄嘌呤脱氢酶(xanthine dehydrogenase, XD)
主要存在于毛细血管的内皮细胞中. X D约占

XD+XO总活力的90%, XO约占10%. 二者既可

独立存在又可互相转化. XO和XD均可催化次

黄嘌呤向黄嘌呤或黄嘌呤向尿酸转化, 不同的

是XD在催化黄嘌呤转化成尿酸时, 需要辅酶Ⅰ

(NAD•)作为电子受体, 产生稳定的ROS-还原型

辅酶Ⅰ(ROS-NADH), 而XO在催化黄嘌呤转化

成尿酸时, 需要分子氧作为电子受体, 产生高活

性的•O2
-、H2O2. H2O2再在金属离子(如Fe2+)的

参与下形成•OH. 缺血缺氧时, 细胞能量代谢障

碍, ATP生成减少, 膜泵功能降低, 进入细胞内的

Ca2+增多, 激活Ca2+依赖性蛋白水解酶, 使XD变

构, 大量转变为XO; ATP可降解为ADP、AMP和
次黄嘌呤, 次黄嘌呤明显增多; ATP减少, 次黄嘌

呤转化为黄嘌呤受阻, 次黄嘌呤大量堆积. 再灌

注时大量氧进入细胞内, XO催化次黄嘌呤转化

为黄嘌呤, 黄嘌呤转化为尿酸. 在以上反应中以

XO催化为主, 均以分子氧作为电子受体, 从而产

生大量的ROS[15]. (2)中性粒细胞“呼吸爆发”: 
成熟的中性粒细胞主要存在于外周血中, 约占

成人外周血白细胞总数的50%-70%. 同时, 骨髓

中还贮备有2.5×1012个成熟的中性粒细胞. 在应

激状态下, 机体可立即动员这部分中性粒细胞

大量进入血液循环[16]. 中性粒细胞吞噬细菌后

和胞质内的溶酶体融合并随之活化, 在短时间

内大量消耗氧的情况下(正常耗氧量的2-20倍)
激活细胞膜上的NADPH氧化酶和NADH氧化

酶, 催化NADPH、NADH与分子氧生成NADP•
和NAD•并生成大量的•O2

-, 大多数•O2
-经自发性

歧化作用转变为H2O2, H2O2进一步还原成高度

活性的•OH. 另外, H2O2在中性粒细胞内髓过氧

化物酶(myeloperoxidase, MPO)的催化下和氯离

子(Cl-)形成次氯酸(HClO). HClO是一种强氧化

剂, 氧化能力是H2O2的100倍. 应激状态时, 中性

粒细胞大量入血并被激活, 在缺血-再灌注提供

大量分子氧的情况下, 引发中性粒细胞“呼吸

爆发”产生大量的ROS, ROS在杀灭细菌的同

时, 对肠黏膜上皮细胞也有严重的损伤作用. (3)
儿茶酚胺: 儿茶酚胺是由交感-肾上腺髓质所分

泌, 包括肾上腺素、去甲肾上腺素和多巴胺. 应
激状态下, 交感-肾上腺髓质系统分泌大量儿茶

酚胺, 儿茶酚胺的氧化可产生大量氧自由基. 总
之, 缺血-再灌注时, 产生的大量ROS可对肠黏膜

屏障造成比缺血缺氧更严重的损伤.  
1.3 炎症介质 炎症介质是指炎症过程中, 参与

炎反应的一系列化学物质. 炎症介质的前身存

在于血浆中或细胞内. 在应激状态下, 他们可以

被激活并相互作用不断循环促进, 形成“瀑布

样”反应, 在引起一系列炎症病理变化的同时, 
也可引起肠黏膜屏障的损伤[17-18]. 引起肠黏膜屏

障损伤的炎症介质有: 血小板活化因子(platelet 
activating factor, PAF)、干扰素(IFN)、肿瘤坏

死因子(TNF)、白介素(IL)、一氧化氮(NO)等. 
TNF-α主要由激活的巨噬细胞产生, TNF-β由激

活的T淋巴细胞产生, 在机体受到损伤性因素

作用时, 他们可很快产生并在短时间内达到高

■相关报道
目 前 普 遍 认 为 ,
缺 血 缺 氧 、 缺
血 - 再 灌 注 、 炎
症介质、细菌内
毒素、肠道菌群
失 调 、 免 疫 异
常 、 营 养 障 碍
及TPN、严重创
伤、全身及胃肠
道严重感染等导
致肠黏膜屏障损
伤, 致使肠腔内抗
原物质向肠黏膜
固有层移位并激
活固有层免疫细
胞, 导致大量炎症
细胞因子及介质
的产生, 所产生的
炎症分子进一步
损伤肠黏膜屏障
功能.  

■研发前沿
探寻引起肠黏膜
屏障功能障碍的
原因及机制, 保护
肠黏膜屏障功能, 
不仅是临床治疗
肠道感染的目标
之一, 也是微生物
学、免疫学、病
理生理学等基础
学科研究的热点. 
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峰. TNF可促使中性粒细胞聚集, 并被激活释放

大量的ROS、弹性蛋白酶(elastase, ET)、杀菌

性通透性增加蛋白酶(bactericidal permeability  
increasing protein, BPIP)、防御素等, 对血管

内皮细胞和肠黏膜上皮细胞造成损伤; 一氧化

氮合成酶(nitric oxide synthase, NOS)可催化L-
精氨酸转化成瓜氨酸, 释放NO. NOS可分为原

生型(cNOS)和诱导型(iNOS)二类, TNF可刺激

iNOS使其活性增加, NO大量生成, 并通过其毒

性代谢产物过氧亚硝基阴离子损伤肠黏膜 [19]; 
TNF还能通过交感-肾上腺髓质系统使儿茶酚胺

分泌增加, 儿茶酚胺可促进多种血管活性物质

释放, 如白三烯(LT)、前列腺素(PG)、血栓素

A2(TXA2)、PAF等, 加剧微循环障碍, 加重肠黏

膜屏障损伤; TNF还能引起发热、食欲减退、低

血压等, 间接引起肠黏膜屏障损伤. PAF在肠黏

膜屏障损伤中已发挥着重要作用, 他可引起血

小板聚集、脱颗粒释放TXA2; PAF也可引起中

性粒细胞脱颗粒和呼吸爆发, 释放大量溶组织

酶、细胞因子和ROS. 应激状态下, 血浆中的补

体系统可通过经典途径、替代途径和凝集素途

径被激活, 补体的活化产物(C3a、C3b、C5a等)可
刺激巨噬细胞和中性粒细胞, 通过释放细胞因

子或其他活化物质引起肠黏膜屏障损伤. 
1.4 内毒素 内毒素是革兰阴性菌细胞壁外膜上

的一种脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)和微量蛋

白质的复合物, LPS是他的主要抗原性及致病性

部分. LPS是细菌死亡或解体后才释放出来的一

种具有广泛生物活性的细菌结构成分[20]. 内毒

素成分中, 类脂A和2-酮基-3-脱氧辛酸(2-Keto-
3-deoxyoctonic acid, KDO)是内毒素的毒性部分, 
类脂A位于LPS分子结构的最外层, 是由氨基葡

萄糖、磷酸和脂肪酸所组成, 以脂化的葡萄糖

胺二糖为单位, 通过焦磷酸酯键组成一种独特

的糖脂化合物, 他是内毒素多种生物活性或毒

性反应的主要基团. 该基团没有种属特异性, 各
属细菌的类脂A结构相似, 其毒性反应相同. 通
常情况下, LPS以完整的形式存在于细菌的细胞

壁上, 当他从细胞壁上游离下来后, 成为可溶性

的游离LPS, 这时他的生物活性明显增加, 其活

性是原来的50-100倍. 肠黏膜功能正常时, 只有

极少量内毒素吸收进入门静脉, 但很快被肝脏

的Kupffer细胞清除, 不但不会引起损伤, 还会增

强机体的特异性和非特异性免疫力. 但在重症

肝炎、肠道菌群失调、严重创伤、休克、机体

免疫力下降等情况下, 肠道内的致病菌, 特别是

革兰阴性菌就会大量生长、繁殖并释放大量的

内毒素, 不但可直接引起肠黏膜屏障损伤, 也可

引起肠源性内毒素移位[21]. 大量内毒素进入血

液循环, 可激活巨噬细胞、中性粒细胞、血管

内皮细胞及补体系统, 先后诱导TNF-α、IL-1、
IL-2、IL-6、IL-8、IL-12等细胞因子、黏附分

子及NO等炎症介质和溶菌酶的释放及ROS的
生成, 严重者可导致中毒性休克、弥漫性血管

内凝血(disseminated intravascular, DIC)、MODS
等, 甚至引起机体死亡.  
1.5 肠道菌群失调 生理情况下, 人体肠道中寄

生着大量的益生菌, 小肠内的益生菌浓度约为

106-1010 cfu/L, 随着肠道的下行, 益生菌的浓度

越来越高. 空肠主要为革兰阳性需氧菌, 回肠主

要为革兰阴性厌氧菌. 结肠细菌的浓度可增加

到1014-1015 cfu/L. 在这些益生菌中主要是类杆

菌、真杆菌、双歧杆菌和厌氧球菌等. 他们对

维护肠道菌群平衡起着非常关键的作用, 他们

的正常生长可有效地抑制其他致病菌在肠黏膜

表面黏附、定植、生长、繁殖[22-25]. 但他们大多

数是抗菌药物的敏感菌, 在抗菌药物大量使用

过程中常被杀灭, 使其数量急剧减少甚至消失, 
而使其他的耐药菌过度生长, 引起肠道菌群失

调. 如氨苄西林可导致儿童肠道中双歧杆菌、

乳酸杆菌等益生菌减少, 而金黄色葡萄球菌大

量生长、繁殖并释放大量毒素引起肠黏膜损

伤. 放射性物质和放射线的应用对人体的微生

态平衡也有明显的影响, 特别是对肠道的正常

菌群影响较大. 如人体接受一定剂量的放射线

照射后, 其机体的防卫机制遭到破坏、细胞免

疫和体液免疫能力明显降低, 肠道中正常菌群

数量减少, 而致病菌数量增多, 使肠黏膜屏障功

能受损. 肠道疾患或手术也可破坏肠道正常的

生理解剖结构, 从而损害正常菌群的栖居环境

引起菌群失调. 如小肠污染综合征、盲袢综合

征、憩室、回肠侧通、胃和肠切除等, 都会导

致肠道菌群失调, 造成肠黏膜屏障功能损伤. 正
常菌群失调后, 由致病力较强的细菌、真菌等

替代在肠黏膜表面生长称二重感染也称菌群交

替症, 二重感染除可发生在肠道引起肠炎外, 还
可引起细菌移位, 导致肠外组织器官发生炎症, 
甚至发展为败血症[26]. 炎症性肠病(inflammatory  
bowel disease, IBD)也可引起肠黏膜屏障受损. 
IBD是一组病因不明的慢性肠道炎症性疾病, 包
括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩

病(Crohn's disease, CD)[27-29].  

■应用要点
充分认识肠黏膜
屏障损伤的原因
与机制对临床医
生 防 治 肠 源 性
感 染 、 S I R S 和
MODS具有非常
重要的临床意义. 

■创新盘点
本文对肠黏膜屏
障损伤的原因与
机 制 进 行 了 详
细 的 论 述 ,  特 别
是 对 缺 血 - 再 灌
注 损 伤 时 • O 2

-、

H 2 O 2、 • O H 、

HClO的形成机制
进行了深刻的探
讨. 
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1.6 免疫缺陷病 免疫缺陷病根据发生原因和机

制的不同, 可分为先天性免疫缺陷病(congenital 
immunodeficiency disease, CIDD)和后天获

得性免疫缺陷病(acquired immunodeficiency 
disease, AIDD). CIDD主要由免疫系统遗传基

因异常或先天性免疫系统发育障碍所致 ,  而
AIDD是由后天因素引起. CIDD患者可表现原

发性B淋巴细胞缺陷、T淋巴细胞缺陷、单核

-巨噬细胞功能缺陷、补体缺陷等. B淋巴细胞

缺陷患者淋巴结内淋巴滤泡减少或缺失、淋

巴细胞无生发中心、外周血中B淋巴细胞数目

减少, 而T淋巴细胞数目正常, 血清中免疫球蛋

白(Ig)水平降低或缺失, 由于Ig减少, 患者对化

脓菌、肠道细菌、病毒及某些寄生虫的易感

性增加. T淋巴细胞缺陷会影响到T淋巴细胞的

发育、分化、成熟. 这样不但会引起T淋巴细

胞功能异常, 还会间接导致体液免疫缺陷和单

核-巨噬细胞功能缺陷 .  补体缺陷包括固有成

分、补体调节蛋白和补体受体的缺陷, 补体缺

陷常直接影响吞噬细胞的吞噬功能、免疫复合

物的清除和炎症反应等. 吞噬细胞缺陷包括吞

噬细胞的数量减少和功能异常, 如吞噬细胞移

动和/或黏附功能异常、吞噬细胞杀伤功能异

常等. 临床表现肠道化脓菌或真菌的反复感染

并造成肠黏膜屏障损伤. AIDD是继发于其他

疾病或由其他因素所致的免疫缺陷. 如糖皮质

醇是作用最强的天然免疫调节剂, 长期应用可

抑制多种免疫细胞的功能, 使免疫机能下降引

发肠道感染损伤肠黏膜屏障; 抗癌药物环磷酰

胺的代谢产物能与DNA发生烷化, 对处于分裂

阶段的T淋巴细胞和B淋巴细胞产生抑制, 使肠

黏膜免疫功能受损; 人类免疫缺陷病毒(HIV)
感染引起的获得性免疫缺陷综合征(acqu i red 
immunodeficiency syndrome, AIDS)患者, CD4+ 

T淋巴细胞明显减少, 当外周血CD4+ T淋巴细

胞数目降至50/µL时, 患者免疫机能严重缺陷, 
特异性免疫消失, 肠黏膜的细胞免疫和体液免

疫将严重受损, 易引起肠黏膜屏障受损; 严重创

伤、休克时肠道的免疫功能也会严重受损, 如
失血性休克时, IEL和LPL中CD4+ T淋巴细胞明

显减少; 严重创伤后吞噬细胞吞噬杀伤能力下

降, 不但不能吞噬、杀灭病原微生物, 反而成为

病原微生物的载体, 引起炎症的扩散, 甚至发生

肠道细菌移位. 
1.7 营养因素 肠黏膜上皮细胞70%的营养供应

来自肠腔内营养物质的直接吸收[30]. 如谷氨酰

胺(Glutamine, Gln)能直接为小肠黏膜上皮细

胞提供营养; 长链脂肪酸为小肠黏膜上皮细胞

提供能量; 短链脂肪酸在结肠内分解为乙酸、

丙酸盐、丁酸盐后为结肠提供能量; 肠内营养

素可引起多种胃肠道激素释放、刺激胃肠蠕

动; 食物蛋白还能激活肠黏膜免疫系统, 通过

细胞免疫和体液免疫维持肠道免疫平衡; 肠内

营养物质对维持肠道内正常菌群屏障也有非

常重要的作用. 如果肠道内长期缺乏营养物质, 
如TPN时, 肠黏膜由于缺少食物和消化系激素

刺激, 黏膜上皮更新修复能力下降. 营养物质

缺乏, 特别是Gln的缺乏会使肠黏膜上皮细胞

蛋白质合成发生障碍 ,  引起肠黏膜萎缩变薄, 
肠绒毛变矮而稀疏, 上皮细胞之间的连接也变

疏松, 肠黏膜上皮屏障受损, 其主要原因是Gln
对胃肠黏膜上皮成分己糖胺及葡萄糖胺的生化

合成有促进作用; Gln缺乏时肠黏膜杯状细胞黏

液分泌减少, 使肠黏膜表面的黏液层变薄、黏

液屏障受损; G ln缺乏还会引起肠黏膜免疫系

统的细胞增生、分化、激活发生异常, 表现为

GALT萎缩, PP中T淋巴细胞和B淋巴细胞数量

减少, 固有层中CD4+ T淋巴细胞、CD8+ T淋巴

细胞、浆细胞、APC等数量减少、活性降低, 
肠黏膜免疫屏障功能的下降[31]; Gln还能增加肠

道热休克蛋白(heat shock protein, HSP)的表达

来减轻其他有害因素对肠黏膜的损伤[32]; Gln是
肠黏膜上皮细胞合成抗氧化剂谷胱甘肽重要

的前身物质, 缺乏时谷胱甘肽合成减少, 肠黏

膜上皮细胞抗ROS能力降低易引起损伤; Gln
能减轻LPS和TNF对肠黏膜上皮细胞凋亡的影

响, Gln缺乏时会引起肠上皮细胞凋亡加速. 另
外, 在创伤、休克、感染、放化疗等病理情况

下, 机体对营养物质的消耗明显增多, 特别是

对Gln的消耗增多更明显. 由于机体的组织、

细胞对Gln的利用远远超过生成, 如果没有外

源性补充也可引起Gln相对不足而导致肠黏膜

屏障受损. 

2  结论

引起肠黏膜屏障损伤的原因种类繁多而且相当

复杂, 引起肠黏膜屏障损伤的机制有些还不十

分清楚, 如缺血-再灌注损伤、肠道正常菌群失

调、免疫缺陷引起的损伤等都需要进一步研

究、探讨. 随着研究的逐步深入, 肠黏膜屏障损

伤的原因与机制会逐渐清楚, 为临床预防和治

疗细菌移位、SIRS和MODS奠定基础. 

■名词解释
中性粒细胞“呼
吸爆发”: 指中性
粒细胞吞噬病原
微生物后, 在短时
间内大量消耗氧
的情况下, 产生对
组织细胞具有损
伤作用的  •O2

-、

H 2 O 2、 • O H 、

HOCL的现象. 
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Abstract
AIM: To investigate feasibility of treating gastric 
candida albicans infection with cinnamon oil.

METHODS: One hundred and twenty mouse 
models of candida albicans infection were estab-
lished and randomly divided into four groups (n 
= 30). Three cinnamon oil treatment groups were 
given 1.25 g/L, 1.88 g/L, 2.5 g/L cinnamon oil so-
lution 1 mL by gastric intubation daily, while the 
control group was given 50 g/L glucose solution 1 
mL by gastric intubation daily. Ten days later, fun-
gal microscopy and histopathological examination 
were performed on stomach tissue of mice. 

RESULTS: Positive rates of fungal microscopy 
and histopathological examination in cinnamon 
oil treatment groups were significantly lower 
than control group (χ2 = 14.14, 6.97, 7.04; 30.08, 
25.36, 28.09, all P < 0.01). No significant differ-

ence was observed among three cinnamon oil 
treatment groups (χ2 =2.04, 0.28, P > 0.05). 

CONCLUSION: Three concentrations of cin-
namon oil can kill gastric candida albicans and 
cinnamon oil can be used for the treatment of 
gastric candida albicans infection. 

Key Words: Cinnamon oil; Mouse; Stomach; Can-
dida albicans

Ma YH, Deng JH, Wang GS, Zhang XG, Wang AX, Si 
RL. Therapeutic effect of cinnamon oil on gastric candida 
albicans infection in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(15): 1545-1547

摘要
目的: 探讨肉桂油治疗胃白念珠菌感染的可
行性. 

方法: 制作胃白念珠菌感染小鼠120只, 随机
分为4组, 每组30只. 肉桂油治疗组分3组, 每天
给予1 mL 1.25、1.88、2.5 g/L肉桂油溶液灌
胃, 对照组每天给予50 g/L葡萄糖溶液1 mL灌
胃, 10 d后取小鼠胃组织行真菌镜检及组织病
理检查, 发现白念珠菌菌丝为阳性.  

结果: 3个浓度的肉桂油治疗组的真菌镜检
及组织病理检查阳性率均显著低于对照组
(χ2 = 14.14, 6.97, 7.04; 30.08, 25.36, 28.09, 均
P <0.01), 肉桂油治疗组之间比较无差异(χ2 = 
2.04, 0.28, P >0.05). 

结论: 三种浓度肉桂油均可杀死小鼠胃内的白
念珠菌, 肉桂油可用来治疗胃白念珠菌感染. 

关键词: 肉桂油; 小鼠; 胃; 白念珠菌
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0  引言

念珠菌是人体常见寄生菌, 最常见的致病菌株
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■背景资料
临床上高效安全
的抗真菌药物数
目较少, 因此念珠
菌感染常呈致死
病因, 经研究许多
中药体外有良好
的抗真菌作用. 

■同行评议者
赵平, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室



为白念珠菌[1]. 白念珠菌为条件致病菌, 常寄生

于正常人皮肤、口腔、肠道、阴道等处, 以消

化系带菌率最高, 约占正常人的30%-50%[2]. 胃
溃疡合并白念珠菌感染者占16%[3]. 抗真菌药物

中两性霉素B、5-氟胞嘧啶不良反应大, 氟康唑

耐药现象日趋严重, 使临床念珠菌感染的治疗

面临极大的挑战[4]. 但许多中药对念珠菌都有极

好的抑菌和杀菌作用[5], 本实验用不同浓度肉桂

油治疗小鼠胃白念珠菌感染, 为肉桂油应用于

临床白念珠菌治疗提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 普通级昆明小鼠120只, 体质量约25 g, 
雌雄各半, 购买于河北医科大学实验动物中心.  
白念珠菌来自河北医科大学第二医院皮肤性病

科真菌室. 肉桂油由河北医科大学生物医学工程

中心提供. 
1.2 方法 
1.2.1 肉桂油溶液配制: 取肉桂油与吐温-80均匀

混合后溶于50 g/L葡萄糖溶液中, 使最终浓度为

1.25、1.88、2.5 g/L.  
1.2.2 分组及处理: 实验小鼠给予腹腔内注射40 
g/L环磷酰胺溶液0.02 mL/g体质量, 同时用3 g/L
冰醋酸溶液0.5 mL灌胃, 2 h后给予浓度5.5×1012

白念珠菌菌悬液0.5 mL灌胃, 制作胃白念珠菌

感染小鼠模型, 造模后小鼠随机分为4组(每组30
只), 肉桂油治疗组分3组(1.25、1.88、2.5 g/L, 1 
mL灌胃), 连续10 d; 对照组给予50 g/L葡萄糖溶

液(含吐温-80, 1%)1 mL灌胃, 连续10 d.  
1.2.3 实验小鼠胃外观、真菌镜检及胃取材: 第
10天取4组存活小鼠分别为26、24、27、22只, 
断颈处死, 取约大米粒大小胃组织置于含1滴100 
g/L KHO溶液的载玻片上, 放入60℃电热恒温水

温箱中溶解10 min, 取出盖上盖玻片轻压并用吸

水纸吸干. 置于普通光学显微镜下寻找孢子及

菌丝. 同时分别剪取约0.5 cm×0.5 cm胃壁, 无菌

生理盐水冲洗后, 置于40 g/L甲醛溶液中固定. 
1.2.4 组织染色: 所有胃组织取材行HE染色. 胃组

织真菌镜检或HE染色中发现白念珠菌菌丝为阳

性, 分别记录4组真菌镜检、组织HE染色阳性数. 
统计学处理 用SPSS13.0统计学软件进行χ2

检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

肉桂油治疗组真菌镜检阳性率显著低于对照组

(χ2 = 14.14, 6.97, 7.04, 均P <0.01). 肉桂油治疗组
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之间真菌镜检阳性率无差异(χ2 = 2.04, P >0.05). 
肉桂油治疗组组织病理HE染色阳性率显著低

于对照组(χ2 = 30.08, 25.36, 28.09, 均P <0.01). 肉
桂油治疗组之间组织病理HE染色阳性率无差异

(χ2 =0.28, P >0.05, 表1). 

3  讨论

白念珠菌在院内真菌感染中占首位, 有效的抗真

菌药物较少. 目前抗真菌药物如两性霉素B、5-
氟胞嘧啶、制霉菌素及唑类抗真菌药物治疗白

念珠菌有效, 然而, 两性霉素B、5-氟胞嘧啶不

良反应较多, 氟康唑和伊曲康唑毒性低, 但长期

使用易产生耐药性. 龙丰 et al通过对248株白念

珠菌和新型隐球菌对4种抗真菌药的敏感性研究

发现白念珠菌对氟康唑的耐药率为9.37%[6]. 夏
海 et al对148株念珠菌的药敏分析发现念珠菌对

咪康唑、益康唑、酮康唑耐药率较高[7]. 
肉桂油是一种成分复杂的芳香精油, 主要

成分是肉桂醛, 含量在80%以上, 经多项体外实

验证实肉桂油有较强的抗真菌作用, 包括曲霉

菌、皮肤癣菌等[8-11]. 宫毓静 et al用肉桂的乙醇

提取物通过半固体药基混合法抑菌试验发现肉

桂油有很强的抗白念珠菌活性[12]. 张文平 et al
通过实验测定其对白念珠菌的最低抑菌浓度为

0.014 mg/L, 最低杀菌浓度为0.056 mg/L[13], 除抗

真菌外肉桂油兼有健胃及抗溃疡的作用[14]. 
本实验将肉桂油配制成2.5、1.88、1.25 g/L 

3种浓度, 给胃白念珠菌感染模型小鼠[15]灌胃治

疗10 d, 发现3种浓度肉桂油均表现出良好的抗

胃白念珠菌效果(P <0.01). 证实肉桂油作为胃白

念珠菌感染的治疗药物是可行的. 
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表  1  4组真菌镜检及组织病理HE染色阳性率比较 n (%)

     
分组                 n

             真菌镜检	      HE染色

		  阳性	 阴性	 阴性	 阳性

治疗组(g/L)	
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bP<0.01 vs  对照组.
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念珠菌有效. 
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痛、抗惊厥、促
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解胃肠痉挛性疼
痛、抑菌、抗真
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Abstract
AIM: To explore the method to establish a rat 
model of diarrhea-predominant irritable bowel 
syndrome and to provide experimental evidence 
for future research.

METHODS: Forty male Wistar rats were divided 
into four groups: IBS1 group, IBS2 group, positive 
group and normal control group. A rat model of 
IBS was established by intracolonic instillation of 
acetic acid and restraint stress and using Williams 
method. Visceral hypersensitivity was evaluated 

by abdominal with-drawal reflex and abdominal 
electrical activity, while histological diversifica-
tion was evaluated by histological examination. 

RESULTS: Visceral hypersensitivity (abdominal 
with-drawal reflex and abdominal electrical ac-
tivity) was significantly enhanced in two model 
groups than two control groups (F = 6.318, 3.978, 
7.810, all P < 0.05; F = 6.318, 3.978, 7.810, all P < 
0.05). There were no signs of obvious inflamma-
tion in the rats of each group. 

CONCLUSION: A rat model of IBS induced by 
intracolonic instillation of acetic acid and re-
straint stress and Williams method is in accord 
with visceral hypersensitivity of IBS, feasible for 
experimental study. 

Key Words: Diarrhea-predominant irritable bowel 
syndrome; Rat model; Abdominal with-drawal re-
flex; Abdominal electrical activity

An Y, Bai DQ, Fu J, Sun XN. Establishment and evaluation 
of a rat IBS model induced by intracolonic instillation of 
acetic acid and restraint stress. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(15): 1548-1551

摘要
目的: 探讨腹泻型肠易激综合征(D-IBS)动物
模型的建立方法. 

方法: ♂Wistar大鼠40只, 随机分为IBS1组、

IBS2组、灌肠对照组及正常对照组, 每组10
只, 采用乙酸灌肠加束缚应激和Williams方法
制造IBS动物模型, 用腹壁撤退反射(AWR)评
分和腹外斜肌放电活动检测对其内脏敏感性, 
同时行组织学检查对肠黏膜的组织学改变进
行评价.  

结果: 两模型组大鼠AWR评分和腹外斜肌收
缩次数在不同扩张容量(1.0、1.5、2.0 mL)下
均较对照组明显增加(F  = 6.318, 3.978, 7.810, 
均P <0.05; F  = 6.318, 3.978, 7.810, 均P <0.05). 
组织学分析显示各组大鼠均无明显的炎症性
表现. 

®

■背景资料
目前有关IBS模型
甚多, 但都是基于
IBS发病的一种因
素而制成的模型. 
本文将采用乙酸
灌肠加束缚应激
制造D-IBS动物模
型并对其进行评
价, 有望为炎症后
IBS发病机制的实
验研究提供新的
依据.

■同行评议者
王小众, 教授, 福
建医科大学附属
协和医院消化内
科; 潘秀珍, 教授, 
福建省立医院消
化内科
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结论: 乙酸灌肠加束缚应激和Williams方法制
成的IBS动物模型均符合IBS的内脏敏感性机
制, 可用于IBS的实验研究. 

关键词: 腹泻型肠易激综合征; 大鼠模型; 腹壁撤退

反射; 腹外斜肌放电活动
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)以
腹痛或腹部不适、大便习惯(腹泻、便秘或腹泻

与便秘交替)和(或)大便性状的改变等为主要临

床表现, 多为慢性、间歇性发作, 经检查无特异

的生物化学或形态组织学异常[1]. 可以说IBS是
生理-心理-社会疾病的典型代表, 不是一种能够

通过确切的病理生理或均一的临床表现而确定

的疾病. 其病因涉及精神因素、遗传、感染、

食物过敏、神经内分泌等因素, 其发病的机制

主要与内脏感觉过敏、胃肠动力学异常、肠道

感染和心理等因素有关[2-5]. 目前较成熟或研究

中常用的IBS动物模型多是根据以上的一个因

素或一种机制建立的. 本文将采用乙酸灌肠加

束缚应激制造D-IBS动物模型并对其进行评价, 
有望为炎症后IBS发病机制的实验研究提供新

的依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年♂Wistar大鼠40只, 体质量200±5 g, 
购自湖南疾病预防控制中心, 实验动物生产许可

证号: SYXK(湘)2003-0002. RM6280C型多道生

理信号采集处理系统和针型插入型电极均由成

都仪器厂提供. 8F导尿管(直径2 mm, 球囊最大容

量3 mL, 最大直径2 cm)用作结直肠内球囊扩张

导管(浙江康康医疗器械有限公司生产). 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 整个实验操作过程均饲养于标准的

Ⅱ级动物房. 适应性饲养1wk后随机分为4组: 
IBS1组: 乙酸灌肠+束缚应激组; IBS2组: 束缚应

激组; 灌肠对照组: 生理盐水+束缚应激组; 正常

对照组, 每组10只.  
1.2.2 大鼠模型制备: IBS1组: 实验前24 h禁食不

禁水, 乙醚麻醉后经肛门插入连接注射器的硅

胶管(距肛门8 cm), 结肠内灌入40 mL/L的乙酸

1 mL, 缓慢拔出硅胶管, 用手压迫肛门并将大鼠

尾巴抬高30 s, 后用0.01 mol/L PBS 1 mL冲洗结

肠. 放回笼中自由活动进食水, 于第7天行束缚

应激, 将大鼠置于一限制起肢体但不影响其呼

吸的特制透明圆柱形筒内, 3 h后将大鼠放入饲

养笼中[6]; 灌肠对照组: 用生理盐水1 mL代替乙

酸灌肠, 其余方法相同; IBS2组: 按照Williams方
法[7]略作修改, 束缚前禁食24 h不禁水, 乙醚麻醉

后, 用宽胶带束缚前肩、前上肢及胸部, 限制前

上肢搔抓头面部, 但不限制其活动, 束缚时间为

1 h; 正常对照组: 不做任何处理.  
1.2.3 腹壁撤退反射评分: 大鼠实验前24 h禁食

不禁水, 在30 g/L戊巴比妥钠腹腔注射(1 mL/kg)
麻醉下, 将涂石蜡油的带气囊的8F导尿管经肛

门插入(使气囊末端插入肛门内7.0 cm/1.0 cm, 
在肛门外1.0 cm处将其固定在大鼠尾根部)后, 
将大鼠放入特制的透明塑料桶笼内(18 cm×5 
cm×7 cm)中, 只能前后运动不能转身, 待大鼠

适应环境30 min后开始实验. 每只大鼠给予球囊

扩张3次, 容量分别为1.0、1.5、2.0 mL, 每次扩

张持续5 min, 间隔30 s(以防肠道缺血). 
腹壁撤退反射(abdominal with-drawal reflex, 

AWR)评分标准[8]: 0分, 给予结直肠扩张刺激时

大鼠情绪基本稳定; 1分, 给予刺激时变得不稳

定, 偶尔扭动头部; 2分, 腹背部肌肉轻微收缩但

腹部未抬离地面; 3分, 腹背部肌肉较强烈收缩

并把腹部抬离地面; 4分, 腹部肌肉强烈收缩, 腹
部呈弓形并把腹部﹑会阴部抬离地面. 
1.2.4 腹壁肌电活动: 记录腹壁肌电活动评估肠

道敏感性[9]: 大鼠实验前24 h禁食不禁水, 大鼠

在30 g/L戊巴比妥钠腹腔注射(1 mL/kg)麻醉下, 
将涂石蜡油的带气囊的8F导尿管经肛门插入(使
气囊末端插入肛门内7.0 cm/1.0 cm, 在肛门外1.0 
cm处将其固定在大鼠尾根部)后, 大鼠固定在

手术台上, 将银丝双极电极插入腹股沟韧带上

方、剧中线1.5 cm一侧腹外斜肌上, 待大鼠适应

30 min后, 每只大鼠给予球囊扩张3次, 容量分别

为1.0、1.5、2.0 mL, 每次扩张持续5 min, 间隔

30 s(以防肠道缺血), 记录5 min内腹外斜肌的收

缩次数. 肌电活动增高超过基线水平100 μV以

上为一次有意义的腹部收缩活动.  
1.2.5 组织形态学检查: 肌电活动测定结束后, 给
予过量的麻醉药将大鼠处死, 分别取横结肠、

降结肠及直肠组织各1块, 40 g/L甲醛溶液固定, 
苏木素-伊红染色, 显微镜下观察肠黏膜病理组

织学改变. 
统计学处理 用SPSS13.0统计学软件进行统

 
■相关报道
国外学者Kim et al
对乙酸灌肠方法
制造IBS大鼠模型
进行了动态观察, 
初步证实乙酸灌
肠方法可用于IBS
实验研究. 

■研发前沿
IBS是常见的功能
性胃肠疾病, 目前
发病机制尚未明
确, 正确而合理的
动物模型仍是目
前的重点和热点.
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计学分析. 计量数据以mean±SD表示. P <0.05被
认为具有显著性统计学差异. 

2  结果

2.1 各组大鼠AWR评分及腹壁肌电活动比较 在
不同扩张容量下, 模型组大鼠AWR评分较对照

组明显增加, 提示其内脏敏感性增加(F 1.0、F 1.5和

F 2.0分别为6.318、3.978和7.810, P <0.05), 而两模

型组之间无显著性差异(表1). 
2.2 各组大鼠腹壁肌电活动水平比较 与AWR评
分结果相似, 模型组大鼠腹外斜肌收缩次数较

对照组明显增加, 进一步提示其内脏敏感性增

加(F 1.0、F 1.5和F 2.0分别为29.744、7.816、26.499, 
P <0.05), 即所谓的痛觉过敏, 而两模型组之间无

显著性差异(表1). 
2.3 各组大鼠肠黏膜病理组织学改变的比较 各组

大鼠肠黏膜组织结构完整, 均无充血﹑水肿、溃

疡, 显微镜下观察无炎症细胞浸润等组织学改变

(图1). 

3  讨论

IBS动物模型可归纳为3种类型: 致中枢兴奋性

增高IBS动物模型(束缚-制动应激、游泳致疲劳

等), 外周致敏IBS动物模型(感染后肠功能紊乱), 
两者联合作用IBS动物模型. 传统的第1类IBS动
物模型的理论依据是应激可产生IBS样症状, 但
研究多为急性应激与胃肠道功能的关系, 而IBS
患者具有多次反复受躯体心理因素刺激而发病

或复发的特点. Williams et al [7]早在1988年即在

大鼠轻度乙醚麻醉状态下, 给予前肩﹑上肢和

胸部等束缚以限制其活动后研究动力改变, 并
证明了此应激可以改变大鼠小肠和直肠传输时

间﹑增加排便次数, 并且是一种较轻微的﹑非

溃疡形成的刺激, 因此作为较典型动物模型被

后人广泛用于IBS的实验研究. 后在2005年, 吕
红 et al [10]对传统的束缚应激(即Williams方法)动
物模型进行了新的评价, 发现束缚应激后大鼠

在不同容量级别下的腹壁肌肉收缩次数均较对

照组明显增多, 同时无论对照组还是束缚应激

表  1  各组大鼠在不同扩张容量下AWR评分和腹壁机电活动次数(每5 min)比较 (mean±SD)

     
分组

                         		   AWR评分			                     腹壁肌电活动

		  1 mL	     1.5 mL	            2.0 mL	    1 mL	         1.5 mL               2.0 mL

IBS1组	            1.5±0.5ab        2.5±0.5a       3.6±0.5ab       6.4±0.8b      11.3±1.9b       16.4±2.1b

IBS2组	            1.6±0.5b         2.7±0.7ab      3.8±0.4b        6.1±0.7b      10.9±1.7ab       17.9±3.1b

灌肠对照组         0.8±0.4          2.0±0.7         3.0±0.7         2.7±0.7         8.0±2.2         11.2±1.8

正常对照组         1.0±0.5          1.9±0.6         2.7±0.7         3.0±0.9         8.7±1.5         10.9±1.5

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

图  1  各组大鼠肠黏膜病理组织学改变(HE×100). A-C: 两对照组的横结肠、降结肠和直肠; D-F: 两模型组的横结肠、降结

肠和直肠.

CBA

FED

■创新盘点
乙酸灌肠加束缚
应激方法制成的
IBS模型大鼠内脏
敏感性较对照组
显著增高, 且组织
学检查与对照组
无差异, 说明该方
法制成的大鼠模
型 符 合 I B S 的 特
征, 且他也避免了
传统束缚应激方
法的不足, 可用于
IBS的实验研究.
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组大鼠的腹壁肌肉收缩次数均随气囊容量增加

而增加, 出现了类似人类IBS的内脏高敏现象, 
说明束缚应激模型除可用于动力研究外, 还可

进行内脏敏感性的研究. 本文的研究结果与吕

红 et al [10]的研究相似, 也发现束缚应激后大鼠的

内脏敏感性较对照组增高, 且肠黏膜组织学检

查无水肿﹑充血及炎症细胞浸润等组织学改变, 
符合IBS的内脏高敏感性和无生化及病理组织

学改变特征. 
外周为靶点制造的模型研究较多的是病原

体感染[2]和化学刺激物诱导制成的IBS动物模

型[11]. 新近的研究发现[6], 乙酸灌肠7 d后肠黏膜

组织学和髓过氧化物酶活性恢复正常, 但大鼠

对直肠扩张刺激的敏感性持续增高, 并且束缚

应激可以引起大鼠排便的明显增多, 这些表现

与IBS的特征吻合. 鉴于IBS病因的复杂性、病

机的多重性, 因此, 建立多成分综合性动物模型

更符合IBS的实际情况. 
由此, 本文采用了乙酸灌肠加束缚应激制

造了IBS的动物模型[6]: 研究发现, 实验发现乙酸

灌肠7 d后结肠组织学检查正常, 但大鼠对结直

肠球囊扩张刺激的敏感性增高(模型组的AWR
评分及腹壁肌电活动均较对照组明显增加), 而
灌肠对照组大鼠对结直肠球囊扩张刺激的敏感

性与正常对照组无差异, 故排除了损伤因素所

导致的内脏敏感性增高, 与徐俊荣 et al [12]研究结

果相同. 且常规组织学检查与单纯束缚应激(即
Williams法)组大鼠的肠黏膜组织学改变无差异, 
均未发现水肿﹑充血及炎症细胞浸润等病理学

改变, 故也排出了化学性刺激引起的内脏敏感

性增高, 也更好的模拟了IBS的多因素发病机制, 
反映了炎症和心理应激在IBS发病中的作用. 进

一步证实了这种方法造成的IBS动物模型是可

靠的. 但需注意乙酸灌肠加束缚应激制成的IBS
动物模型的致敏部位为结肠, 而Williams法制成

的IBS动物模型的致敏部位为直肠. 
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Abstract
AIM: To investigate Butyrate-enema's efficacy on 
visceral hypersensitivity in rats and to explore 
a new method of establishing a model of non-
inflammatory colonic hypersensitivity in rats.

METHODS: Rats of the model group received 

enemas of 1 mL of butyrate solution (300 
mmol/L) twice a day for 6 d. After 3 d or 6 
d when the model of visceral hypersensitiv-
ity was built, scores of abdominal withdrawal 
reflex (AWR) in colorectal distention (CRD) 
were recorded. Hypersensitivity parameters 
were determined. Meanwhile, the pressure 
thresholds of initial sensation and most endur-
ance thresholds were recorded. Macroscopic 
and histologic activities of MPO and counting 
of mast leukocyte and eosinophile granulocyte 
were performed on colonic mucosa tissue at the 
end of the experiment.

RESULTS: Macroscopic and histologic activi-
ties of MPO analyses, counting of mast leu-
kocyte and eosinophile granulocyte were not 
significantly different between control group 
and experimental group. At day 6, there was a 
significant increase in scores of CRD in experi-
mental group against control group for the most 
pressure (t = 9.25, P < 0.01). There were a signifi-
cant increase in average and highest pressure of 
colorectal motion in experimental group against 
control group (t = 36.71, 15.02, both P < 0.01).

CONCLUSION: Butyrate-enema may lead to co-
lonic hypersensitivity while not bring damages 
to colonic mucosal structure. Colonic hypersen-
sitivity has no correlation with mast cells.

Key Words: Butyrate; Irritable bowel syndrome; 
Visceral; Hypersensitivity; Wistar rats; Rectal dis-
tension

Ye JM, Hu PJ, Xue CK, He XB, Jiang P, Wang XZ. A 
butyrate-induced model of non-inflammatory colonic 
hypersensitivity in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(15): 1552-1557

摘要
目的: 研究正丁酸盐结肠灌注对大鼠结肠敏感
性的影响, 探讨结肠致敏模型制作的新方法. 

方法: Wistar大鼠每天接受浓度为300 mmol/L
丁酸盐1 mL从肛门灌肠2次, 共6 d. 分别在造
模3、6 d后以半定量的方法观察大鼠对直肠

®

■背景资料
IBS的内脏致敏模
型的制作方法很
多, 常用方法是用
幼鼠给予机械或
炎症性刺激、部
分束缚刺激, 费时
较长, 且一些炎症
刺激物质如芥子
油、三硝基苯磺
酸(TNBS)、肠道
感染等, 可能造成
肠道黏膜损害, 与
IBS真实情况不完
全相符. 本课题组
采用正丁酸盐灌
肠制作的非炎症
性内脏高敏感模
型制作时间短, 无
结直肠黏膜损害, 
且各项指标符合
要求, 在研究IBS
的内脏高敏感中
有一定的意义.

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 , 
广州中医药大学
脾胃研究所药理
室; 蓝宇, 教授, 北
京积水潭医院消
化科
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扩张(CRD)的反应, 进行结肠敏感性评估, 记
录初始感觉压力和最大耐受压力. 实验后处死
大鼠, 取距肛门10 cm的结直肠, 观察肠黏膜损
伤指数, 病理检查观察组织病理改变. 

结果: 模型组和盐水对照组均未见黏膜及黏
膜下层组织结构破坏, 黏膜下嗜酸性粒细胞计
数、肥大细胞计数无显著差异. 造模6 d模型
组结肠运动最大压力较盐水对照组明显升高, 
差异有显著意义(t  = 9.25, P <0.01). 模型组初
始压力感觉及最大耐受压力较盐水对照组明
显降低, 差异有显著意义(t  = 36.71, 15.02, 均
P <0.01).

结论: 正丁酸盐灌肠可以使结肠敏感性增加, 
不破坏结肠黏膜组织结构, 结肠黏膜致敏与肥
大细胞无关.

关键词: 正丁酸盐; 肠易激综合征; 内脏; 高敏性; 大

鼠; 直肠扩张
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)的
病因和发病机制并不完全清楚, 主要与肠道动

力异常、内脏感觉异常、炎症、脑肠肽、遗传

因素、食物因素以及近几年提出的肠道神经内

分泌网络调控失常有关. 对于IBS的研究模型

的制作有许多方法, 一些是通过刺激中枢(如新

生期精神应激、创伤后应激紊乱), 一些通过刺

激外周(如感染和炎症), 这些可对动物造成暂

时或永久性损害[1]. 上述模型只是模仿了IBS的
某些生理特征, 有较大的局限性. 以往IBS被认

为是由于肠功能紊乱和痛感异常所引起, 但近

年来许多研究显示IBS与内脏的高敏感性异常

现象有关, 内脏敏感性增高是IBS的重要病理

生理特征之一, 是胃肠运动紊乱、腹痛及症状

多样化的原因[2]. 内脏高敏感性动物模型的建

立有许多方法, 常用方法是用幼鼠给予机械或

炎症性刺激、部分束缚刺激, 费时较长, 需8-21 
d, 且一些炎症刺激物质如芥子油、三硝基苯磺

酸(TNBS)、肠道感染等, 可能造成肠道黏膜损

害, 与IBS真实情况不完全相符[3-4]. Bourdu et al [5]

报道用正丁酸盐(butyrate)以不同浓度(8-1000 
mmol/L)给成年大鼠灌肠, 发现造模仅3 d, 各项

指标符合要求, 除内脏敏感性增加外, 皮肤痛觉

敏感性亦增加, 同时无肠黏膜损害. 我们以300 
mmol/L丁酸盐进行如下实验, 观察丁酸盐对大

鼠结肠内脏敏感性的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 Spague-Dawley♂大鼠16只, 平均体质

量250 g, 由华中科技大学同济医学院实验动

物中心提供. 丁酸钠(C4H7O2Na)厦门农牧发展

有限公司产, 批号2003.1456, 多聚甲醛, Sigma-
Aldrich Chemie Gmbh.
1.2 方法 
1.2.1 正丁酸盐溶液配制: 正丁酸盐用pH为6.9的
磷酸缓冲液配制成300 mmol/L溶液备用.
1.2.2 分组及造模: 将动物分为实验组及对照组, 
各8只. 实验前让动物先适应环境1 wk, 1笼4只. 
根据动物福利相关法律要求尽可能避免、减少

动物不适. 丁酸盐(Butyrate)灌肠: 大鼠每天接受

300 mmol/L丁酸盐从肛门灌肠2次, 每次1 mL, 
共6 d. 灌肠管为直径2 mm的血管成形气囊代替

Fogarty catheter管, 插入肛门深度为7 cm.
1.2.3 模型评估: 在造模3、6 d后进行. 用20 g/L
的异氟烷(isoflurane)麻醉, 麻醉后放入40 cm×

40 cm的盒内, 用长9 cm血管成形气囊, 插入距

肛门7 cm处, 气囊可测压. 直肠扩张(colorectal 
distension, CRD)的压力为1.33、2.66、3.99、
5.32、6.65、7.98 kPa, 以半定量的方法观察大鼠

对CRD的反应. 评分标准为: 0分, 对CRD无反应; 
1分, 简单的头部运动, 而后不动; 2分, 腹部肌肉

收缩; 3分, 腹部肌肉收缩提起; 4分, 部分身体弓

起, 胯部上提. 上述观测10 min. 记录初始感觉压

力和最大耐受压力. 初始感觉压力即大鼠对结

肠压力升高开始有行为反应时的压力. 最大耐

受压力为大鼠在出现身体弓起, 胯部上提时的

结肠压力.
1.2.4 标本留取: 实验结束后, 用30 g/L戊巴比妥

钠腹腔注射麻醉, 剂量0.1 mL/100 g, 剪开颈总动

脉插管灌注生理盐水, 剪开腹主动脉放血, 血放

尽后予40 g/L多聚甲醛冲洗固定, 30 min后, 分
别留取横结肠、直肠标本(2-3cm). 标本放入40 
g/L多聚甲醛中固定, 梯度脱水、浸蜡, 制成蜡

块备用.
1.2.5 观察结直肠病理改变: 处死大鼠后, 取距直

肠15 cm肠段, 观察肠段损伤指数, 并留标本病

理检查, HE染色, 用显微镜观察并予嗜酸性粒

细胞和肥大细胞计数. 肉眼观用modified Morris 

■研发前沿
IBS内脏高敏感模
型制作方法很多, 
但如何接近其发
病机制而又制作
简便、费时少是
目前研究的热点.
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scoring method: 0分, 无损伤; 1分, 局部糜烂, 但
无溃疡; 2分, 有1处溃疡和炎症; 3分, 2处或/和更

多的地方有炎症或溃疡.
1.2.6 结肠运动压力变化: 在结肠内插入测压气

囊后, 给予一定的初始压力(囊内注入0.2 mL生
理盐水, 初始压力为40 mmHg), 连接压力换能

器, 用苹果计算机分析, 记录时间为10 min. 分别

记录平均压力、最大压力(均为记录压力减去基

础压力).
1.2.7 嗜酸性粒细胞和肥大细胞计数: 在放大400
倍的条件下, 随机观察固有膜层10个视野, 计数

嗜酸性粒细胞和肥大细胞个数, 表达为每视野

平均细胞个数.
1.2.8 肠黏膜髓过氧化物酶(MPO)活性测定: 大
鼠处死后, 取冻存结肠黏膜层组织称质量, 在
4℃下制成匀浆, 收集上清液, 用BECKMAN 
DU650分光光度仪测定其在A 437nm值, 并换算为

酶活性单位(IU/g上清蛋白).
统计学处理 统计数字以mean±SD表示, 数

据用方差分析、t检验分析, 统计资料用统计表

和图表示, 所有资料用SPSS11.0统计软件分析.

2  结果

2.1 丁酸盐灌肠对各项生理参数的影响 用丁酸

盐灌肠, 与等量生理盐水灌肠比较, 观察大鼠6 d
内各项指标变化, 发现体质量以及食物摄取、

水摄取、尿量、粪干质量与体质量之比差异均

无显著性(P >0.05, 表1).
2.2 丁酸盐灌肠对结肠黏膜的影响 在4 wk实验

结束后取结肠黏膜肉眼观察、放大镜下观察并

检测MPO活性, 予肥大细胞及噬酸性粒细胞计

数, 结果显示: 与生理盐水对照组比较, 差异均

无显著性(P >0.05, 表2).
2.3 盐水对照组和模型组结肠组织改变 结肠组

织石蜡包埋HE染色后, 分别放大×40和×100倍
观察, 模型组和盐水对照组均未见黏膜及黏膜

下层组织结构破坏(图1).
2.4 第3、6天不同压力直肠扩张对模型的影响 
压力为0、1.33、7.98 kPa时, 两组积分无差异

(标准差为0), 在压力为2.66 kPa时积分差异无显

著意义(t  = -1, P >0.05)、压力为3.99、5.32及6.65 
kPa时, 模型组较对照组积分明显升高, 差异均

有显著意义(t 1 = -4.58, P <0.01; t 2 = -3.66, P <0.01; 
t 3 = -3.06, P <0.05, 表3).
2.5 造模3、6 d对结肠运动平均压力、最大压

力及最大耐受压力的影响 造模3 d平均压力较

盐水对照组无显著改变(t 1 = -1.744, P >0.05)、
造模6 d模型组结肠运动平均压力较盐水对照组

明显升高, 差异有显著意义(t 2 = -3.81, P <0.01). 
造模组6 d与3 d比较, 差异无显著意义(t  = 0.28, 
P >0.05, 图2A). 造模3 d结肠运动最大压力较盐

水对照组无显著差异(t  = -1.47, P >0.05)、造模

6 d模型组结肠运动最大压力较盐水对照组明

显升高, 差异有显著意义(t  = -3.81, P <0.01). 造
模组6 d与3 d比较, 差异无显著意义(t  = 0.28, 
P >0.05)(图2B). 造模3 d、6 d模型组最大耐受压

力较盐水对照组明显降低, 差异有显著意义(t 1 = 
23.64, P <0.01; t 2 = 20.56, P <0.01). 模型组6 d与3 
d最大耐受压力比较差异无显著意义(t  = -1.53, 
P >0.05, 图2C).
2.6 造模3、6 d的初始压力感觉 模型组初始压力

感觉较盐水对照组明显降低, 差异有显著意义(t 1 
= 2.96, P <0.05; t 2 = 3.87, P <0.01). 模型组6 d与3 
d的初始压力感觉比较差异无显著意义(t  = 0.55, 
P >0.05, 图2D).

表  1  丁酸盐灌肠对各项生理参数的影响 (mean±SD)

     
		      0 d	        3 d	            6 d

体质量(g)			 

    丁酸盐	               235±3	   260±3	       280±4　

    生理盐水             253±5	   270±6	       285±7　

食物摄取/体质量			 

    丁酸盐	              0.11±0.01  0.10±0.01   0.09±0.01

    生理盐水            0.09±0.01  0.08±0.01   0.09±0.01

水摄取/体质量			 

    丁酸盐                0.11±0.02  0.12±0.01   0.11±0.01

    生理盐水            0.10±0.02  0.10±0.01   0.10±0.01

尿量/体质量			 

    丁酸盐 	              0.03±0.01  0.03±0.01   0.03±0.01

    生理盐水            0.04±0.01  0.03±0.01   0.02±0.01

粪干质量/体质量                                                   

    丁酸盐	                 17±2	     18±1	         15±1

    生理盐水               15±1	     14±1	         16±1

表  2  丁酸盐对结肠黏膜的影响

     
		         生理盐水           丁酸盐肉眼损伤

评分		

Morris Score	        0		      0

MPO活性(IU/g蛋白)	       ND		      ND

组织学改变	        无		      无

肥大细胞		         0.3±0.01	     0.2±0.01

噬酸性粒细胞	        4.4±1.20	     3.6±0.50

■相关报道
B o u r d u  e t  a l 报
道 用 正 丁 酸 盐
( b u t y r a t e ) 以 不
同 浓 度 ( 8 - 1 0 0 0 
mmol/L)给成年大
鼠灌肠, 发现造模
仅3 d, 各项指标
符合要求, 除内脏
敏感性增加外, 皮
肤痛觉敏感性亦
增加, 同时无肠黏
膜损害.
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3  讨论

法国学者Bourdu et al [5]用不同浓度的正丁酸钠

(8-1000 mmol/L)灌肠3 d, 发现结肠及皮肤敏感性

增加, 且对结肠黏膜无器质性损害, 对大鼠的各项

生理参数如体质量、食物摄取、水摄取、尿量、

干粪质量及粪的水含量等无影响. 杜亚平 et al [6]用

200 mmol/L的正丁酸盐灌肠18 d, 发现可诱导内

脏过敏, 亦无结肠黏膜组织病理学改变.
Drossman et al研究认为[7-8]肥大细胞广泛存

在于人类胃肠道, 其分布及状态改变与胃肠道

的敏感性有关, 心理压力、肠道感染和食物过

敏是IBS症状的诱发因素, 且多解释为肥大细胞

激活所致[9-13]. 本研究结肠组织病理学检查未见

组织有炎症改变, MPO活性无增加, 炎性细胞亦

无增加, 反应大鼠代谢的各项生理指标如体质

量、事物摄取、尿量、粪量、粪水含量等与盐

水对照组无差异, 这与法国学者结果一致. 
在评价直肠扩张时的内脏敏感性, 以腹部

回撤反射记录和衡量大鼠直肠球囊扩张的初始

感觉、最大耐受感觉和平均压力在研究中广泛

使用[14], 我们选择非麻醉大鼠进行上述实验, 避
免了麻醉对内脏感觉的影响. 

本研究选用300 mmol/L丁酸盐造模, 分别于

第3天和第6天对有关指标进行检测, 发现第3天
和第6天, 对从0-60 mmHg不同压力的直肠扩张, 
直肠扩张反应在压力为0和10 mmHg, 各组无差

异, 随着压力逐步升高, 积分亦逐步增加. 直肠

扩张的初始压力感觉和最大压力耐受阈值均明

显降低, 直肠运动的平均压力和最大压力均升

高. 造模6 d与3 d比较, 除结肠运动平均压力和最

大压力升高更明显外, 其余主观指标均无显著

差异. 从上述指标看造模后内脏敏感性有明显

升高, 造模3 d各项指标均基本符合模型要求, 增
加3 d造模时间模型敏感性有所增加, 但与3 d比
较差异无显著性.

对模型的评价有许多方法, 常用的有直肠

图  1  两组大鼠结肠组织病理变化(HE染色). A: 对照组(×40); B: 对照组(×100); C: 实验组(×40); D: 实验组(×100).

A B

C D

表  3  不同压力直肠扩张积分 (分)

     
时间(d)	    分组

					           压力(kPa)

		           1.33		    2.66	              3.99	        5.32	                   6.55	            7.98

3	 对照组	   1.00±0.00         1.25±0.46         1.38±0.52         1.63±0.74         2.50±0.53         3.63±0.52

	 实验组	   1.00±0.00         1.38±0.52         2.13±0.35         3.25±0.46         3.50±0.43         3.75±0.46

6	 对照组	   1.00±0.00         1.25±0.71         1.37±0.52         1.63±0.74         2.50±0.76         3.50±0.53

	 实验组	   1.00±0.00         1.63±0.74         2.38±0.92         3.50±0.53         3.63±0.74         3.75±0.71

■应用要点
正丁酸盐为体内
常见的食物代谢
产物, 与其他化学
药物比较具有接
近不良反应小、

不引起结肠黏膜
损害、符合IBS的
优点.



www.wjgnet.com

1556                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年5月28日    第17卷   第15期

扩张积分法、结肠动力检测法、对疼痛敏感性

的皮肤针刺法、腹壁肌电活动记录法、脊髓诱

发电位记录法及组织病理学检测[3,15-16]等, 以直

肠扩张观察腹部回缩反射(AWR)最常用, 能在

某种程度上反应大鼠的内脏敏感性, 且实验方

法简便易行. 本模型的成功在4方面有重要意义: 
(1)可直接用成年鼠造模, 使实验简化, 操作更容

易; (2)用时较少, 仅用3-6 d就可造模成功; (3)对
黏膜无损害, 更接近IBS的真实情况, 更能反应

IBS的实质; (4)不改变体质量、食物摄取、尿

量、粪量等生理参数, 符合IBS为功能性肠病的

要求. 一般认为IBS模型的内脏高敏感雌鼠更明

显[17], 这与临床上常见的女性IBS患者对直肠扩

张比男性更敏感是一致的[18]. 尽管本实验的所选

大鼠为雄性, 但实验结果符合要求. 用正丁酸盐

造模的原理主要是与正丁酸盐影响结肠黏膜下

肽能C-纤维的敏感性有关, 使肽能C-纤维发生

可塑性改变. 肽能C-纤维与IBS的内脏高敏感有

明确的关系[19], 他直接影响脊髓背角的神经传

导. 如乳鼠用辣椒素破坏C-纤维, 则正丁酸盐不

能诱导形成IBS模型.当乳鼠用辣椒素预处理后, 
可下调脊髓伤害性信号输入, 导致VR1辣椒素受

体(TRPV1)选择性的消除. 还可修饰调节脊髓背

角对脊髓伤害的甩尾反射, TRPV1还广泛分布

于脑组织及一些与伤害性反应有关的中枢组织, 
如导水管周围灰质、丘脑的神经元, 真正确切

的功能还不太清楚. 肽能C-纤维含钙相关调节

蛋白(CGRP), 可被CGRP受体拮抗剂CGRP8-37
阻断, Friese et al报道μ和κ鸦片受体激动剂可降

低CGRP诱导的腹痛[20]. NK1受体拮抗剂对疼痛

阈值无影响, 也意味着P物质无影响, 不过也有

相反的报道[21]. 普遍认为IBS的发病与食物因素

有相当大的关系, 一些食物以及一些食物的代

谢产物可引起IBS及其他功能性胃肠病. 研究发

现部分IBS患者结肠正丁酸水平升高[5], 可能与

摄食含某种纤维的食物有关, 所以对待人们普

遍认为的食物纤维对IBS有利的观点需区别对

待. 我们所用的正丁酸盐为体内常见的食物代

谢产物, 与其他化学药物比较具有接近不良反

应小、不引起结肠黏膜损害、符合IBS的优点.
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图  2  造模3、6 d对结肠运动压力的影响. A: 平均压力; B: 最大压力; C: 最大耐受压力; D: 初始感觉压力.
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Abstract
AIM: To observe the regulatory effects of sodium 
butyrate on caspase-3 in COLO205 colorectal 
cancer cells, and to investigate the mechanisms of 
apoptosis in COLO205 induced by sodium butyrate.

METHODS: 1, 2, 4 mmol/L sodium butyrate 
were co-cultured with COLO205 cells for 48 
h, respectively; the viability of COLO205 was 
detected using MTT method; the expression of 
caspase-3, using immunohistochemical method; 
the rate of apoptosis in COLO205, using flow cy-
tometry. 

RESULTS: Compared with negative control 
group, the viability of COLO205 (0.47 ± 0.09, 0.40 
± 0.03, 0.37 ± 0.02 vs 0.55 ± 0.09, P < 0.05 or 0.01) 
was lower obviously; sodium butyrate promot-
ed the masculine expression of caspase-3 (31.9 ± 
1.15, 40.6 ± 1.04, 51.7 ± 1.17 vs 29.4 ± 1.02, P < 0.05 

or 0.01), and elevated the rate of apoptosis (8.27%
±0.42%, 15.1% ± 0.72%, 21.6% ± 0.95% vs 7.0% ± 
0.33%, P < 0.05 or 0.01) in COLO205.  

CONCLUSION: Sodium butyrate induces the 
apoptosis of COLO205 through enhancing the 
expression of caspase-3 gene. 

Key Words: Sodium butyrate; Colorectal cancer; 
Apoptosis; Caspase-3

Diao B, Tang Y, Wen Y, Wang XK. Sodium butyrate 
induces apoptosis and regulates caspase-3 in colorectal 
cancer cells COLO205. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(15): 1558-1560

摘要
目的: 观察丁酸钠对COLO205结肠癌细胞株
caspase-3的调控, 并探讨其诱导COLO205细
胞株凋亡的机制.

方法: 1、2、4 mmol/L丁酸钠与结肠癌细胞
共同培养48 h; MTT法测定细胞活性; 免疫组
织化学法检测细胞中caspase-3的蛋白表达; 流
式细胞仪检测细胞的凋亡率. 

结果: 与阴性对照组比较, 1、2、4 mmol/L丁
酸钠组细胞活性下降(0.47±0.09, 0.40±0.03, 
0.37±0.02 vs  0.55±0.09, P <0.05或0.01); 丁
酸能显著促进caspase-3蛋白的阳性表达(31.9
±1.15, 40.6±1.04, 51.7±1.17 vs  29.4±1.02, 
P <0.05或0.01), 增加COLO205细胞的凋亡
率(8.27%±0.42%, 15.1%±0.72%, 21.6%±

0.95% vs  7.0%±0.33%, P <0.05或0.01). 

结论: 丁酸钠能通过上调caspase-3基因的表
达并诱导COLO205细胞凋亡. 

关键词: 丁酸钠; 结肠癌; 细胞凋亡; Caspase-3
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■背景资料
结肠癌是最常见
的消化系恶性肿
瘤之一, 严重的威
胁了国民身体健
康. 对筛选结肠癌
防治药物的研究
具有重要的临床
意义. 丁酸钠是一
种组蛋白脱乙酰
基酶抑制剂, 主要
通过改变组蛋白
的乙酰化程度来
改变染色质的构
象, 参与基因表达
调控, 其控制多种
肿瘤细胞生长, 诱
导癌细胞分化成
熟及癌细胞凋亡. 
通过对其作用机
制的探讨, 寻找到
治疗结肠癌的分
子靶点. 

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科; 周
士胜, 教授, 大连
大学医学院医学
研究中心
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0  引言

结肠癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 居胃

肠道肿瘤的第3位. 好发部位为直肠及直肠与乙

状结肠交界处, 男女之比为2-3∶1. 丁酸钠是一

种组蛋白脱乙酰基酶抑制剂, 主要通过改变组

蛋白的乙酰化程度来改变染色质的构象, 参与

基因表达调控. 丁酸钠可抑制多种肿瘤细胞生

长[1-3], 诱导癌细胞分化成熟及癌细胞凋亡. 

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌细胞株购置上海中科院细胞

库; 丁酸钠购置Sigma公司; caspase-3抑制剂

Z-DEVD-FMK、碘化丙啶(PI)-Annexin-FITC凋
亡检测试剂盒购置碧云天生物技术研究所; 胎牛

血清购置Gibco公司; RPMI 1640细胞培养基购置

Hycolone公司; caspase-3抗体及sABC试剂盒均购

自武汉博士德生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: COLO205细胞培养在含100 
mL/L胎牛血清的RPMI 1640细胞培养基中, 置
于37℃, 50 mL/L CO2, 95%湿度, CO2培养箱中. 
调整细胞数至1×109 个/L, 将细胞悬液按100 
μL/孔接种于96孔板中, 2 mL/孔接种于6孔板, 5 
mL/瓶接种于25 cm3的细胞培养瓶每3天换液1
次. 实验时细胞应处在对数生长期, 并具有>90%
的细胞存活率. 实验处理前, COLO205细胞需生

长在不含胎牛血清的培养中, 饥饿24 h, 阴性对

照组不加任何处理因素, 实验组加入含终浓度

为1、2、4 mmol/L丁酸钠的全培养基共同培养

24  h. 收集细胞, 进行实验检测[4].  
1.2.2 MTT法检测细胞活性: 实验分组处理24 
h后, 吸走每孔的上清夜, 加入MTT 25 μL(5.0 
μg/L), 继续于37℃, CO2培养箱内温育4 h, 终止培

养, 小心弃去孔内培养上清液, 每孔加入150 μL 
DMSO, 充分振荡10 min, 使结晶充分溶解. 用酶

标仪于492 nm波长处测定各孔的吸光度, 用该

值代表细胞活性. 
1.2.3 caspase-3表达量的测定: 应用细胞爬片技

术, 按上述进行实验分组, 干预因素处理完毕

后, 冰丙酮固定30 min, 自然晾干. 用30 mL/L 
H2O2甲醇溶液, 除去内源性过氧化氢酶; 洗涤, 
100 mL/L羊血清封闭20 min; 加入一抗(1∶100
兔抗鼠caspase-3抗体)4℃冰箱过夜; PBS洗涤3
次; 二抗(1∶100生物素化山羊抗兔)37℃孵育20 
min; PBS洗涤3次; DAB显色, 复染, 脱水, 透明, 
封片. 每张免疫组织化学片随机10视野, 采用

HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文分析系统, 
选用阳性单位(positive unit, PU)指标定量表达免

疫组织化学阳性反应[5].
1.2.4 细胞凋亡率的检测: 弃除各组细胞上清培

养基, PBS(pH7.2-7.4)轻洗2次, 2.5 g/L胰蛋白酶

干消化3 min, RPMI 1640培养基重悬细胞, 并
调整细胞浓度为104个/L, 1000 g离心5 min, 弃
除上清, PBS重悬细胞, 1000 g离心5 min, 弃除

PBS. FITC细胞结合液195 μL重悬细胞, 加入5 
μL Annexin-FITC, 25℃避光孵育10 min, 1000 g
离心5 min, 弃上清, FITC细胞结合液190 μL重悬

细胞, 加入10 μL PI染液及300 μL PBS共同冰孵5 
min, 30 min内上机检测各组细胞凋亡率[6]. 每组

重复做4次.  
1.2.5 caspase-3活性抑制实验: 根据上述实验选

出丁酸诱导COLO205细胞凋亡的最佳浓度, 以
此浓度为作用基础, 在加入丁酸钠前1 h加入

终浓度为50 μmol/L的Z-DEVD-FMK, 再加入

丁酸钠溶液. 共同培养24 h后, 取出细胞检测

caspase-3蛋白的表达及细胞凋亡率. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用统计软件SPSS8.0进行单因素方差分析及t检验.

2  结果

2.1 丁酸钠对COLO205细胞活性的影响 实验结

果显示, 与阴性对照组比较, 丁酸钠干预组细胞

活性明显下降, 并具有浓度依赖性(表1). 
2.2 丁酸钠对caspase-3表达量的影响 免疫组织

化学法检测发现, 阴性对照细胞caspase-3的阳性

单位值低于丁酸钠干预组, 并具有统计学意义, 
证实丁酸钠具有上调caspase-3蛋白表达的功能

(表1). 
2.3 丁酸钠对细胞凋亡率的影响 丁酸钠3个剂量

组均能明显增加COLO205细胞的凋亡率, 具有

统计学意义. 当丁酸钠浓度越高, 细胞凋亡率越

高, 呈现一定的浓度依赖性(表1). 
2.4 caspase-3活性抑制实验 当COLO205细胞

经Z-DEVD-FMK处理完后, 再加入终浓度为

4 mmol/L丁酸钠进行干预, 检测结果发现, cas-
pase-3蛋白表达及细胞凋亡率与单纯丁酸钠干

预组比较均下降, 并具有统计学意义(表2).

3  讨论

丁酸钠由厌氧菌分解发酵结肠中未经消化吸收

的食物中的碳水化合物和蛋白产生, 是结肠上

皮细胞主要的能量来源, 并能刺激结肠肽或生

■研发前沿
目前公认的治疗结
肠癌的方法是以手
术为主、并辅以化
疗, 免疫治疗、中
药以及其他支持治
疗的综合治疗. 但
术后复发和转移是
患者死亡的重要原
因. 因此, 筛选出结
肠癌治疗的靶向药
物, 减轻患者的痛
苦是目前研究结肠
癌的热点及重点. 

■应用要点
本文通过添加了
c a s p a s e - 3 制剂 ,  
进一步证实丁酸
钠可以通过激活
caspase途径来诱
导结肠癌细胞凋
亡. 因此, 可以通
过针对凋亡途径
设计靶向药物诱
导癌细胞凋亡.
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■同行评价
本文主要介绍丁
酸钠诱导凋亡的
可 能 机 制 ,  有 一
定的研究意义和
价值.

长因子的释放, 调节结肠黏膜血供促进上皮细

胞的增生[7-9]. 但丁酸钠还具有抑制肿瘤细胞增

生, 促进肿瘤细胞分化, 调控肿瘤细胞的周期. 
丁酸钠是最主要的组蛋白去乙酰化酶的抑制剂, 
增强组蛋白乙酰化酶的活性, 导致组蛋白高度

乙酰化, 使组蛋白与相邻的DNA结合受到抑制, 
改变了染色质的紧密结合, 有利于转录因子激

活特异性的基因. 如研究证实, 丁酸钠作用于恶

性间皮瘤细胞后, 明显上调bcl-XL基因的表达, 
促进细胞的凋亡[10-11]. Bonnotte et al [12]研究发现

丁酸钠能够明显增强Fas与FasL结合的灵敏度, 
促进肿瘤细胞凋亡. 

本研究表明, 丁酸钠对COLO205细胞的生

长具有明显的抑制作用, 并具有相应的浓度依赖

性, 随着药物浓度的增加, 细胞活性也在下降. 丁
酸钠能上调caspase-3基因的表达, 诱导COLO205
细胞凋亡. 当caspase-3被抑制后, 丁酸钠诱导

COLO205细胞凋亡的能力下降. 大量实验研究

证实, 细胞凋亡途径大致有3条: 死亡受体通路、

线粒体通路、内质网通路. Nakagawa et al研究认

为, 丁酸诱导肿瘤细胞凋亡的机制是作用与内质

网, 由caspase级联活化所致. 水解caspase-3前体, 
激活caspase-3蛋白, 引发细胞凋亡[12-13]. 这与本实

验结果相符. 

总之 ,  丁酸钠能体外诱导结肠癌细胞株

COLO205细胞凋亡, 其机制可能与丁酸钠能上

调caspase-3基因的表达进而促进细胞的凋亡. 
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表  1  各组细胞活性(A )、凋亡率及caspase-3的PU值

     
分组                          细胞活性(A)        凋亡率(%)    caspase-3(PU)

阴性对照组            0.55±0.09       7.0±0.33       29.4±1.02      

NaB   1 mmol/L     0.47±0.09a     8.27±0.42a     31.9±1.15a

          2 mmol/L     0.40±0.03b     15.1±0.72b     40.6±1.04b

          4 mmol/L     0.37±0.02b     21.6±0.95b     51.7±1.17b   

aP<0.05, bP<0.01 vs  阴性对照组, NaB: 丁酸钠.

表  2  caspase-3抑制实验中各组细胞凋亡率及PU值

     
分组                                  凋亡率(%)                caspase-3(PU)

阴性对照组	       7.5±0.46               33.5±1.14  

NaB		      24.7±0.88b              53.9±1.25b       

NaB+Z-DEVD-FMK	      9.3±0.69               42.4±1.21              

bP<0.01 vs  NaB+Z-DEVD-FMK组, NaB: 丁酸钠.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of caveolin-
1and Dnmt1 genes in normal gastric mucosa 
and gastric carcinoma, and to detect methylation 
s tatus of CpG is land of caveol in-1 gene 
promoter region located in exon 1 and its clinical 
significance in gastric carcinoma.

METHODS: Methylation status of caveolin-1 
gene in 60 gastric carcinoma cases and 14 normal 
gastric tissues was detected using Methylation-
specific PCR (MSP). SP immunohistochemcal 
method and in site hybridization (ISH) were 

used to detect the expression of caveolin-1 pro-
tein and Dnmt1 protein and mRNA.

RESULTS: The methylation rate of the 5’ CpG 
island of caveolin-1 gene was 0% in 14 normal 
gastric tissues, and 73.3% in 60 gastric carcinoma 
cases. There was significant difference between 
two groups (P < 0.005). Methylation status of 
caveolin-1 gene was related to the patient’s age. 
The positive rates of caveolin-1 protein, Dnmt1 
protein and mRNA were 30%, 63.3% and 53.3% 
in 60 gastric carcinoma cases.

CONCLUSION: The methylation and inactiva-
tion of caveolin-1 gene leads to carcinogenesis 
and development of gastric carcinomas by the 
function of Dnmt1 gene.

Key Words: Gastric carcinoma; Caveolin-1 gene; 
Dnmt1 gene; Methylation- specific PCR; Immuno-
histochemistry; In site  hybridization

Liu B, Gu LP, Xing CP, Ha YD, Gao ZF, Su QJ, Zhang 
JH, Qian Z, Dong L. Clinical significance and association 
of caveolin-1 and Dnmt1 gene with carcinogenesis, 
development of gastric carcinomas. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(15): 1561-1566

摘要
目 的 :  研 究 正 常 胃 黏 膜 及 胃 癌 组 织 中
c a v e o l i n-1、D n m t1蛋白的表达 ,  并探讨
caveolin-1、Dnmt1基因与胃癌发生发展的关
系及其临床意义. 

方 法 :  采 取 甲 基 化 特 异 性 聚 合 酶 链 反 应
(methylation-specific PCR, MSP)检测不同分
化程度的60例胃癌组织(其中包括新鲜组织
50例、石蜡包埋组织10例)和14例正常胃组
织中caveolin-1基因启动子区域甲基化状态; 
同时用SP免疫组织化学法、原位杂交法检测
caveolin-1蛋白、Dnmt1蛋白及mRNA的表达. 

结果: 14例正常胃组织中, 未检测到caveolin-1
基因甲基化 ;  在60例胃癌组织中 ,  检测到
44例胃癌组织中存在甲基化 ,  甲基化发生
率为73.33%, 两组间差异具有统计学意义
(P <0.005). caveolin-1基因甲基化的发生与患

www.wjgnet.com
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其表达抑制发生
在蛋白水平以前. 
大量的实验表明, 
Dnmt1的活性在
肿瘤中表达增高, 
且这可能与DNA
甲基化及肿瘤的
发生、发展有关, 
但Dnmt1在胃癌
中的表达及其与
肿瘤发生发展的
关系研究报道较
少 ,  胃 癌 组 织 中
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者年龄有关. 60例胃癌标本中, caveolin-1蛋白
阳性表达率仅为30%(18/60), Dnmt1蛋白阳性
表达率为63.3%(38/60), Dnmt1基因mRNA阳
性表达率为53.3%(32/60).

结论: 在胃癌组织中, caveolin-1基因可能在
Dnmt1基因的作用下发生甲基化, 丧失其活
性, 进而导致胃癌的发生、发展. 

关键词: 胃癌; caveolin-1基因; Dnmt1基因; 甲基

化特异性聚合酶链反应; 免疫组织化学染色; 原位

杂交
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0  引言

D N A甲基化不仅与基因调节机制密切相关 , 
还涉及胚胎发育、基因组印迹、X染色体失

活、肿瘤的发生, 而且基因CpG岛区域过度甲

基化对基因的表达发挥着重要的调节作用, 可
导致基因在转录水平沉默[1]. 在人类多种肿瘤

中, 甲基化改变通常发生于正常情况下未甲基

化的启动子CpG岛区域[2]. 启动子CpG岛区域

的超甲基化状态可以使一些抑癌基因(t u m o r 
suppressor genes)失活, 目前已在胃癌组织中

检测到多种抑癌基因启动子区域C p G岛的过

度甲基化以及该基因的失活 ,  如p73 、p16 、

E-cadherin、SOCS-1、RIZ1、RUNX3、Cyclin 
D2、hMLH1、CDH1、RAR-beta等. 抑癌基因

的DNA甲基化被人们认为可能是导致胃癌众

多因素中的一个重要机制, 是胃癌发生过程中

的重要分子事件. Engelman et al [3]发现, 在人类

乳腺癌细胞系中, caveolin-1基因由于5'端启动

子CpG岛区域存在甲基化, 而使该抑癌基因失

活, 导致肿瘤的发生. 本实验室已采用免疫组

织化学染色方法和原位杂交技术对胃癌组织

中caveol in-1基因的表达状况进行了研究, 并
发现caveolin-1基因在正常胃黏膜→不典型增

生胃黏膜→胃癌中阳性表达率逐渐降低, 且组

间差异性有统计学意义, 在胃癌组织中的阳性

表达率仅为23.9%[4-5]. 为探究caveolin-1基因在

胃癌组织中表达降低乃至缺失的原因, 我们采

用敏感性较高的甲基化特异性聚合酶链反应

(methylation-specific PCR, MSP)检测60例胃癌

组织(其中包括新鲜组织50例、石蜡包埋组织10
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例)、14例正常胃组织中的caveolin-1基因外显

子1启动子CpG岛区域的甲基化状态, 并对此74
例标本中caveolin-1蛋白、Dnmt1蛋白及Dnmt1
基因m R N A的表达状况进行检测 ,  旨在研究

caveolin-1基因异常甲基化及Dnmt1基因在胃癌

发生发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 50例新鲜胃癌组织、10例石蜡标本及

14例正常胃组织来自2007-05/2007-09在中国人

民解放军兰州军区兰州总医院切除的胃癌标本. 
胃癌组包括男52例, 女8例, 年龄31-74(中位年龄

60)岁. 所有标本术前均未行放疗和化疗. 所有

标本均进行HE、免疫组织化学染色、原位杂

交及MSP试验. MSP试剂盒购于美国Chemicon
公司. caveolin-1基因外显子1的甲基化和非甲

基化引物由大连宝生物工程有限公司合成, Tap
酶、DL2000、琼脂糖粉、200 µL扩增管也购

于该公司. caveolin-1抗体为鼠抗人mAb(稀释

度为1∶400)购于美国基因公司. Dnmt1抗体为

鼠抗人mAb(原液浓度为400 mg/L, 工作液浓

度为1.5 mg/L)购于美国Alexis公司. Pan-Path 
REMBRANT® Universal RISH & HRP Detection 
Ki t(原位杂交检测试剂盒)购于Pan-Path公司, 
Dnmt1基因(基因序列号为NM_001379)寡核苷

酸探针为5'-TGGGAGGGTGGGTCTTGGAG-3', 
探针片段长度20 bp, 两端标记地高辛, 由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 新鲜组织及石蜡包埋组织中DNA的提取: 
采用本实验室改进的运用饱和酚-氯仿抽提法从

新鲜组织及石蜡包埋组织中提取DNA[6], 通过紫

外分光光度仪检测DNA含量, 从中选取A 260/A 280

在1.8-2.0的标本, 并应用电泳技术对DNA的完

整性进行检测, 选取理想标本进行甲基化修饰. 
提取组织冻存于-40℃. 
1.2.2 DNA甲基化修饰: 甲基化修饰严格按照试

剂盒说明书进行, 修饰步骤简述如下: DNA修饰

过程; 脱盐处理; 完全甲基化(脱磺酸基作用); 二
次脱盐; DNA纯化. 置于-40℃备用. 
1.2.3 甲基化特异性聚合酶链反应(M S P): 根
据G e n B a n k中c a v e o l i n-1基因外显子1的基

因序列(A F095591), 采用P r i m e 5.0软件, 针
对外显子 1的启动子C p G岛区域设计并合

成甲基化引物(methylat ion primer)及非甲基

化引物(unmethyla t ion pr imer), 产物大小为

www.wjgnet.com

■研发前沿
近几年研究发现
DNA序列以外的
调控机制异常在
肿瘤的发生、发
展过程中更为普
遍、也更为重要, 
这种调控机制被
称 为 表 遗 传 学 . 
DNA甲基化是表
遗传学主要形式, 
现已成为近来备
受关注的热点问
题. DNA甲基化及
相关基因在肿瘤
发生中的关系及
作用机制已成为
急需解决的问题.
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139 bp(表1). PCR运用25 µL反应体系: 2.5 µL 
dNTP Mixture(各2.5 µmol/L); 2.5 µL 10×PCR 
Buffer(Mg2+ Plus); 0.5 µg模板; 上、下游引物(20 
µmol/L)各1.5 µL(非甲基化为2.0 µL); 0.3 µL Taq
酶(5 U/µL)(非甲基化为0.5 µL); 其余用灭菌三

蒸水补足25 µL. 循环数设置为30个: 95.5℃预

变性5 min; 95.5℃变性30 s; 58.0℃(非甲基化为

48.0℃)退火45 s; 72.0℃复性45 s; 72.0℃延伸7 
min; 实验结束温度为40℃. 5 µL PCR产物用20 
g/L的琼脂糖凝胶电泳、溴化乙锭染色后观察, 
在紫外灯下观察, 凝胶成像系统成像. 
1.2.4 甲基化判断标准: PCR扩增产物经电泳后, 
出现一条或两条139 bp特异性目的条带视为实

验成功; 反之, 则视为实验失败, 需重新实验. 
1.2.5 caveo l in-1基因、Dnmt1基因的蛋白及

Dnmt1基因mRNA表达检测(免疫组织化学SP法

及原位杂交): 免疫组织化学操作按照SP试剂盒

所附说明进行. 原位杂交技术: 整个实验操作均

在无RNA酶的环境下进行, 切片厚4 μm, 组织

切片经二甲苯脱蜡, 梯度酒精水化, 37℃经蛋白

酶消化30 min; 在无水乙醇中脱水10 s, 每张切

片上滴加一滴探针溶液, 盖上盖玻片37℃过夜; 
TBS冲洗去除盖玻片, TBS洗片3×3 min; 加2-3
滴地高辛抗体37℃作用30 min; TBS洗片3×3 
min; DAB显色; 苏木素复染; 以TBS缓冲液代替

探针作阴性对照. 本实验室先前研究显示: 在正

常胃黏膜, caveolin-1蛋白表达均位于细胞质内, 
Dnmt1蛋白不表达(除部分增生的小凹和间质的

淋巴细胞胞核). 原位杂交结果: 在正常胃黏膜, 
Dnmt1基因mRNA不表达. 病变区域, caveolin-1
蛋白不表达或着色减弱、D n m t1蛋白阳性表

达、Dnmt1基因mRNA阳性表达都判定为蛋白

或mRNA表达异常.
统计学处理 采用χ2检验, 使用SPSS10.0统

计软件包进行统计学处理, 显著性水准α = 0.05.

2  结果

2.1 caveolin-1、Dnmt1蛋白及Dnmt1基因 mRNA
的表达 在14例正常胃黏膜中, caveolin-1蛋白表

达均位于细胞质内, Dnmt1蛋白不表达(除部分

增生的小凹和间质的淋巴细胞胞核), Dnmt1基
因mRNA不表达. 60例胃癌组织中, caveolin-1
蛋白阳性表达率仅为30.0%(9/30)(图1A-B), 
D n m t1蛋白阳性表达率为63.3%(38/60)(图
1 C - D ) ,  D n m t 1基因m R N A阳性表达率为

53.3%(32/60)(图1E-F, 表2). 

2.2 胃组织中caveolin-1基因甲基化状态 用ca-
veolin-1基因甲基化引物caveolin-1-M和非甲基

化引物caveolin-1-U分别对修饰后的14例正常

胃组织和60例胃癌组织DNA进行扩增. 14例正

常胃标本均显示caveolin-1基因启动子区CpG岛

甲基化阴性而非甲基化阳性. 60例胃癌标本中, 
73.3%(44/60)的癌组织检测出caveolin-1基因外

显子1启动子CpG岛区域异常甲基化, 其中26例
癌组织(43.3%)表现为完全甲基化; 18例癌组织

(30.0%)表现为部分甲基化. 癌组织caveolin-1基
因甲基化率显著高于正常组织(Fisher确切概率

发P <0.0005, 图2, 表3).
2.3 caveolin-1基因外显子1启动子CpG岛区域

甲基化发生率与胃癌临床病理的关系 经χ2检

验, caveolin-1基因外显子1启动子CpG岛区域

甲基化发生率在性别、肿物大小、有无脉管侵

犯、有无淋巴结转移和浸润深度各组内阳性表

达率差异无统计学意义(P >0.05), 而与年龄有关

(P <0.05, 表4).

3  讨论

胃癌的发生是一个多阶段、多步骤的过程, 涉
及肿瘤相关基因的遗传学(genetics)与表遗传学

(epigenetics)的改变[7-8]. DNA甲基化紊乱与胃癌

的发生密切相关. DNA甲基化通常发生在基因

的CpG岛, 所谓CpG岛(CpG island)即是基因组中

富含CpG二核苷酸的区域, 通常位于基因的5'端
启动子区域, 呈不连续分布, 是基因具有活性的

标志[9]. 正常生理情况下, CpG岛多为非甲基化

状态. 近来研究表明, 在人类基因组中, 基因组

总体水平降低和部分基因启动子区域高甲基化

状况共存是DNA甲基化的总特征. DNA甲基化

状态改变是肿瘤抑制基因的失活方式之一, 他
通过基因机制和基因外机制导致细胞增殖和分

化的相关基因表达异常, 造成细胞失去正常的基

因调控而发生恶变. 抑癌基因启动子区域的CpG

■相关报道
目 前 研 究 表 明 , 
caveolin-1能抑制
癌细胞的转移, 促
进癌细胞的分化; 
在多种肿瘤中表
达下降, 他在胃癌
中的表达亦是如
此, 且与胃癌的发
生及演进过程密
切相关.

表  1  caveolin-1基因外显子1启动子区域甲基化检测引物

     
引物名称		    引物序列(5'→ 3')

	           产物长度

				                    (bp)

caveolin-1-M   gggttcaaagcgggaaaatg(Sense)     139

	           taggcactccccaaggttct(Antisense)	

caveolin-1-U    gggtttaaagtgggaaaatg(Sense)      139

	           taaacactccccaaaattct(Antisense)

M: 甲基化引物; U: 非甲基化引物.
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岛甲基化是某些人类恶性肿瘤的频发事件[10]. 
Caveolae(胞膜窖)是细胞表面特异性内陷

所形成的烧瓶样结构, c aveo l in-1(窖蛋白)是
caveolae的标志性蛋白[11], 在许多生理、病理活

动中都起重要作用, 是各种信号分子和信号通

路的整和器. 研究证明caveolin-1与细胞的恶性

转化及肿瘤的演进密切相关. 本实验室先前的

研究表明: caveolin-1基因在正常胃黏膜→不典

型增生胃黏膜→胃癌中阳性表达率逐渐降低, 
且组间差异性有统计学意义, 在胃癌组织中的

阳性表达率仅为23.9%[4-5], 明显低于正常组织, 
且其表达的抑制发生于转录或转录前的水平, 
并推测可能与该基因甲基化有关. 本实验针对

caveolin-1蛋白的表达状况表明: caveolin-1在正

常胃黏膜组织中呈强阳性表达, 而在胃癌组织

■创新盘点
本 文 从 分 子 水
平 初 步 揭 示 了
caveolin-1基因在
胃癌中失活的原
因, 即该基因启动
子区域CpG岛的
甲基化.

表  3  caveolin-1基因启动子CpG岛区域甲基化发生率

分组     甲基化(+)  甲基化(-)     合计  阳性率(%)        P 值

正常组	   0	 14	 14            0

胃癌组	 44	 16	 60          73.3     <0.0005

合计	 44	 30	 74          59.5

表  2  胃癌组织中caveolin-1、Dnmt1蛋白及Dnmt1基因mRNA的表达

     
caveolin-1

		 caveolin-1蛋白	      Dnmt1蛋白	 Dnmt1基因mRNA	
合计

		   +	  -	  +	  -	  +	        -

甲基化(+)		   6	 38	 32	 12	 28	      16	  44

甲基化(-)		 12	   4	   6	 10	   4	      12	  16

合计	  	 18	 42	  38	 22	 32	      28	  60

阳性率(%)	         30.0		         63.3		            53.3	  73.3

正常胃组织 胃癌组织1 胃癌组织2 胃癌组织3
Marker
DL2000 U     M U     M U     M U     M

139 bp

图  2  胃组织中MSP法检测caveolin-1基因甲基化. M: 甲基

化产物; U: 非甲基化产物. 正常胃组织未发生甲基化; 胃癌

组织1发生半甲基化; 胃癌组织2未发生甲基化; 胃癌组织3发

生完全甲基化.

A B C

D E F

图  1  caveolin-1、Dnmt1蛋白及Dnmt1基因mRNA的表达. A: 高分化胃癌组织中caveolin-1蛋白呈强阳性表达(SP法×100); B: 

高分化胃癌组织中caveolin-1蛋白偶见弱阳性表达(SP法×200); C: 低分化胃癌组织中Dnmt1蛋白呈强阳性表达(SP法×100); 

D: 黏液腺癌组织中Dnmt1蛋白呈强阳性表达(SP法×100); E: 低分化胃癌组织Dnmt1 mRNA呈阳性表达(ISH法×200); E: 中

分化胃癌组织中Dnmt1 mRNA呈强阳性表达(ISH法×100).
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中表达显著降低乃至部分缺失. 对胃癌组织中

caveolin-1基因甲基化状态的研究表明: 14例正

常胃标本均显示caveolin-1基因启动子区域CpG
岛甲基化阴性而非甲基化阳性; 60例胃癌标本

中, 73.3%(44/60)的癌组织检测出caveolin-1基因

启动子区域CpG岛异常甲基化. caveolin-1基因

在胃癌中的沉默原因就在于该基因发生甲基化. 
实验亦表明: caveolin-1基因甲基化的发生与年

龄有关, 这与先前学者对于胃癌的研究结果相

一致: 胃癌多发生于老年人; 部分肿瘤相关基因

的甲基化与年龄有关, 但甲基化极少发生于青

年个体[12]. 
在研究了caveol in-1基因甲基化状况的同

时 ,  我们还对其可能的调节机制进行了初步

的探索. DNA甲基化是指在DNA甲基转移酶

DNMTS(DNA methyltrans-ferases)的介导下(包
括Dnmt1、Dnmt2、Dnmt3a、Dnmt3b), 二核苷

酸中胞嘧啶(c)的第5位C原子上的H被S-腺苷甲

硫氨酸提供的甲基取代, 使之变成5-甲基胞嘧

啶(5-methylcytosine, m5C)[13-14]的化学修饰过程. 
目前的研究结果表明Dnmt1基因与DNA甲基化

关系密切, 他具有维持甲基化的作用. 我们的

实验结果表明: 在正常胃黏膜中, Dnmt1蛋白不

表达(除部分增生的小凹和间质的淋巴细胞胞

核), Dnmt1基因mRNA亦不表达蛋白; 而在胃癌

组织中, Dnmt1蛋白阳性表达率为63.3%(38/60), 
Dnmt1基因mRNA阳性表达率为53.3%. 在胃癌

组织中, Dnmt1的活性明显提高. 综合以上实

验结果, 我们初步推测: 在胃癌组织中, Dnmt1
蛋白及m R N A的表达显著提高 ,  在其作用下

caveolin-1基因外显子1启动子CpG岛区域发生

甲基化, 进而使其蛋白表达异常, 以致该基因失

活, 失去对肿瘤发生的抑制作用. 这仅是本实验

的一些初步推测, 其具体机制, 还有待于我们今

后的实验进一步证实. 
目前, 对于caveolin-1基因在胃癌组织中的

作用机制还不是很清楚, 但实验结果一致表明

caveolin-1基因在胃癌组织中的表达下调. 根据

本实验结果, 我们初步判断其原因是该基因发

生了甲基化. 由于caveolin-1通常与caveolin-2
相互作用, 共同形成异寡聚体而发挥作用, 在
caveolin-1基因沉默时, caveolin-2基因的表达状

况如何, 二者具有何种联系, 还有待于进一步研

究. 在胃癌的研究中, 已发现多种抑癌基因发生

甲基化改变且具有肿瘤特异性[15-17], 多基因甲基

化的肿瘤患者往往预后较差[18]. 在本实验的基础

上, 今后可以建立胃癌中相关基因的甲基化谱, 
并研究DNMTS家族的作用及具体机制, 为胃癌

的预防、早期诊断和抗甲基化治疗提供实验和

理论依据. H pylori感染已被证明与胃癌的发生

有关, 他与基因甲基化之间是否有关, 为我们今

后的胃癌研究提供了新的课题.
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表  4  caveolin-1基因甲基化发生率与胃癌临床病理的关系

     
临床病理指标	  n

         caveolin-1基因甲基化	
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		               +           -    阳性率(%)

性别	     	          			 
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本研究选题新颖, 
结果可靠, 具有一
定的意义.
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Abstract
AIM: To investigate the extended-spectrum 
β-lactamases-producing strains and drug 
resistance in ascetic patients with spontaneous 
bacterial peritonitis so as to provide theoretical 
basis for clinical drug use.

METHODS: Isolated E.coli and klebsiella pneu-
monia from January 2005 to December 2008, 
confirmed by Vitek-32, underwent extended-
spectrum β-lactamases detection and drug sensi-
tivity tests using Kirby-Bauer methods. 

RESULTS: There were 38.3%(18/47) of E.Coli 
and 0 of klebsiella pneumonia producing ESBL. 

Drug resistance rates of the ESBL-producing 
strains to AMX, AMK, CZA, CZP, ATM, FEP, 
SMZ, CFP and PIP were significantly higher 
than those of the Non-ESBL producing strains, 
but to CSL and TZP there was no discrimination 
between them. Drug resistance rates of ESBL-
producing and Non-ESBL producing strains 
were zero to TMP.

CONCLUSION: Monitoring the ESBL-producing 
stains and drug resistance would be important 
for treatment of patients with spontaneous bac-
terial peritonitis.

Key Words: Spontaneous bacterial peritonitis; E. 
scherichia ; Klebsiella pneumonia ; Extended-spec-
trum β-lactamases; Drug resistance
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摘要
目的: 了解肝硬化合并自发性腹膜炎患者腹水
中细菌产超广谱β-内酰胺酶(ESBLs)和耐药性. 

方法: 我院2005-01/2008-12肝硬化合并自发性
腹膜炎患者腹水中分离出的大肠埃希菌和克
雷伯杆菌, 采用vitek-32全自动细菌鉴定及药
物分析仪进行ESBLs检测和药敏试验. 

结果: 38.3%(18/47)大肠埃希氏菌中检测出
产ESBLs, 10株肺炎克雷伯杆菌中未检测出
ESBLs, 产ESBLs菌对9种抗生素(阿莫西林、

阿米卡星、头孢他啶、环丙沙星、氨曲南、

头孢吡肟、复方新诺明、头孢哌酮、哌拉西
林)的耐药性较不产ESBLs菌明显高, 对抗生
素(哌拉西林/他唑巴坦、头孢哌酮/舒巴坦)的
耐药性与不产ESBLs菌相比无显著差异, 产
ESBLs菌与不产ESBLs菌对亚胺培南的耐药
性均为0.

结论: 对腹水中产ESBLs细菌及耐药性的检测
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■背景资料
自 发 性 腹 膜 炎
(SBP)的病原菌大
多数为革兰阴性
杆菌, 其中以大肠
埃希菌、肺炎克
雷伯杆菌为主, 近
年来随着广谱抗
生素特别是头孢
菌素类的大量使
用, 大肠埃希菌和
克雷伯杆菌的耐
药性日趋严重. 李
家泰 et al 报道大
肠埃希菌和克雷
伯杆菌的耐药机
制之一是产β -内
酰胺酶(ESBLs), 
因此了解肝硬化
合并SBP的腹水中
细菌产ESBLs和
耐药情况能更好
的指导临床用药.

■同行评议者
范 小 玲 ,  主 任 医
师, 北京地坛医院
综合科 ;  倪润洲 , 
教授, 南通大学附
属医院消化内科



对指导临床用药方面具有重要意义.

关键词: 自发性腹膜炎; 大肠埃希菌; 肺炎克雷伯杆

菌; 超广谱β-内酰胺酶; 耐药性
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0  引言

自发性腹膜炎(spontaneous bacterial peritonitis, 
SBP)是肝硬化常见并发症, 也是导致患者死亡

的主要原因之一, 早期诊断并有效治疗SBP是改

善肝硬化患者预后的重要因素. SBP的病原菌

大多数为革兰阴性杆菌, 其中以大肠埃希菌、

肺炎克雷伯杆菌为主, 近年来随着广谱抗生素

特别是头孢菌素类的大量使用, 大肠埃希菌和

克雷伯杆菌的耐药性日趋严重. 李家泰 et al [1]报

道大肠埃希菌和克雷伯杆菌的耐药机制之一是

产β-内酰胺酶(extended-spectrum β-lactamases, 
ESBLs), 因此了解肝硬化合并SBP的腹水中细菌

产ESBLs和耐药情况能更好地指导临床用药. 我
们对2005-01/2008-12我院肝硬化合并SBP的患

者腹水中分离培养出的细菌及耐药情况进行分

析, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-01/2008-12在我院诊断为肝硬化

合并SBP住院患者122例, 肝硬化的诊断与分型

参照2000年全国病毒性肝炎防治方案. 患者入

院后均做床边腹水细菌培养, 其中培养出47株
大肠埃希菌, 10株克雷伯杆菌. 大肠埃希氏菌

ATCC25922, 肺炎克雷伯氏菌ATCC700603, 均
购自卫生部临床检验中心 ,  所有结果均符合

NCCLS颁布的药敏质控范围. 哌拉西林、哌拉

西林/他唑巴坦、头孢哌酮、头孢哌酮/舒巴坦、

头孢他啶、头孢吡肟、氨曲南、亚胺培南、阿

米卡星、环丙沙星、阿莫西林、复方新诺明(纸
片购自北京天坛药物生物技术开发公司).
1.2 方法 
1.2.1 菌株鉴定: 所有实验菌株均按要求分离纯

化后, 用0.45% NaCl制成1个麦氏浊度的菌悬液, 
充入GNI+卡, 采用Vitek-32全自动细菌鉴定(购
自法国梅里埃公司). 
1.2.2 ESBLs检测: 按NCCLS进行, 判定标准按

1999年版标准: 头孢噻肟和头孢噻肟/克拉维
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酸、头孢他啶和头孢他啶/克拉维酸, 任一组抑

菌环直径相差≥5 mm为产酶株. 
1.2.3 抗菌药物及药敏试验: 用纸片琼脂扩散法

(K-B法)测定所有菌株对12种抗菌药物的耐药

性, 观察时间和结果评价依据美国临床实验室

标准化委员会(NCCLS)1999年版本的标准.
统计学处理 采用SPSS11.5软件进行χ2检验.

2  结果

2.1 ESBLs试验 47株大肠埃希菌中产ESBLs菌株

18株, 检出率为38.3%(18/47), 10株肺炎克雷伯

杆菌中未检测出ESBLs. 
2.2 药敏结果 12种抗菌药物对产ESBLs的大肠

埃希菌耐药性, 除亚胺培南、头孢派酮/舒巴坦,
哌拉西林/他唑巴坦(耐药率<6%)均敏感外, 产
E S B L s菌株对阿莫西林、哌拉西林、头孢他

啶、氨曲南、头孢哌酮耐药率较高均在77%以

上, 对四代头孢菌素如头孢吡肟敏感性较高, 耐
药率仅33.33%. 对阿米卡星、环丙沙星、复方

新诺明耐药率均>44%, 以上耐药性有显著差异. 
而非产ESBLs的大肠埃希菌及肺炎克雷伯杆菌

则表现出良好的敏感性除氨曲南、环丙沙星、

阿莫西林(耐药性>45%, 表1).

3  讨论

ESBLs是由广谱β-内酰胺酶经1-4个基因位点突

变而形成, 能水解β-内酰胺类抗菌药物的β-内酰

胺环而使之灭活. 产ESBLs是革兰阴性杆菌(如
大肠埃希菌和肺炎克雷白杆菌等)对第3代头孢

菌素和单环β-内酰胺类抗生素耐药的最重要和

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前在临床上对
SBP经验性选用
抗菌药物主要是
三代头孢或喹诺
酮类抗菌药物, 而
疗效并不是很理
想, 分析原因除了
与患者本身伴有
的严重基础病及
并发症等因素外, 
耐药率的提高也
应是影响预后的
重要因素之一.

表  1  产ESBL与非产ESBL的大肠埃希菌及肺炎克雷伯杆
菌对12种抗生素的耐药率的比较 (%)

     
 
抗菌药

                                 大肠埃希菌           肺炎克雷伯

                                        ESBLs+          ESBLs-      杆菌(ESBLs-)

阿莫西林		    100.00	        93.10          80.00

阿米卡星		      44.44	        24.13	          20.00

头孢他啶		      94.44	        31.03	          30.00

环丙沙星		      72.22	        48.27	          40.00

氨曲南		    100.00	        55.17	          30.00            

头孢吡肟		      33.33	        17.24	          10.00

复方新诺明	     61.11	        41.37          40.00

头孢哌酮		      77.77	        31.03          30.00

头孢哌酮/舒巴坦	       0.00	          3.48	            0.00

哌拉西林		      88.88	        37.93          40.00

哌拉西林/他唑巴坦	       5.55	          6.89	          10.00

亚胺培南		        0.00	          0.00            0.00

■应用要点
为遏制产ESBLs
菌株的产生, 临床
医生应加强细菌
耐药性的检测, 严
格掌握抗菌药物
的使用指征, 提高
合理用药的意识, 
根据体外药物敏
感试验选用抗菌
药物.
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最常见的机制. 本组资料中示产ESBLs占大肠埃

希菌的38.3%(18/47)与杨玉英 et al [2]报道33.3%
相近, 克雷伯杆菌中未发现产ESBLs, 可能与样

本例数较少有关. 
产ESBLs大肠埃希菌对碳青酶类及含β-内

酰胺酶抑制剂如亚胺培南、头孢哌酮/舒巴坦、

哌拉西林/他唑巴坦的耐药率均<6.00%, 表现出

良好的抗菌活性. ESBLs的特点是能被β-内酰

胺酶抑制剂所抑制. 本组2种含β-内酰胺酶抑制

剂抗菌药物的药敏结果显示, 头孢哌酮和头孢

哌酮/舒巴坦对产ESBLs菌株的耐药率分别为

77.77%和0, 哌拉西林和哌拉西林/他唑巴坦的耐

药率分别为88.88%和5.55%, 产ESBLs菌与不产

ESBLs菌对抗生素(亚胺培南、哌拉西林/他唑

巴坦、头孢哌酮/舒巴坦)的耐药性相比无显著

差异(P >0.05). 可能是β-内酰胺类抗菌药物与β-
内酰胺酶抑制剂的联用增强了前者的抗菌活性, 
产ESBLs大肠埃希菌多重耐药现象严重, 药敏试

验表明产ESBLs菌株对青霉素类、三代头孢菌

素类、环丙沙星、复方新诺明耐药率均>70.0%, 
对四代头孢吡肟耐药率也有33.33%, 阿米卡星

耐药率为44.44%. 产ESBLs菌表现为多重耐药[3], 
其中对青霉素类抗菌药物的耐药率最高, 这与

文献报道一致[4], 可能是因携带ESBLs基因的质

粒可同时携带氨基糖苷类、四环素类、氯霉素

类、磺胺类及氟喹诺酮类等耐药基因[5], 从而被

多种抗菌药物筛选. 近年来提出具有同时整合

和表达多种耐药基因特征的整合子中可能含有

某些ESBLs编码基因[6-7], 导致携带整合子的产

ESBLs菌株表现出更大的扩散优势, 整合子在介

导耐药基因水平转移中的作用已经得到证实[8]. 
目前在临床上对SBP经验性选用抗菌药物

主要是三代头孢或喹诺酮类抗菌药物, 而疗效

并不是很理想, 分析原因除了与患者本身伴有

的严重基础病及并发症等因素外, 耐药率的提

高也应是影响预后的重要因素之一. 本组资料

中示产ESBLs菌株对青霉素、头孢菌素类高度

耐药性, 原因在于这些抗菌药物不耐酶, 可被

ESBLs水解. 喹诺酮类药物因肝肾脏毒性低、腹

水中药物浓度高等优点, 曾被广泛应用于治疗

腹水感染, 但近年发现, 革兰阴性菌对喹诺酮类

抗菌药物耐药性迅速上升, 且喹诺酮类抗菌药

物又存在明显交叉耐药性, 故临床医生在得到

药敏结果前不宜首选使用. 产ESBLs革兰阴性菌

对青霉素类、头孢菌素类、喹诺酮类、阿米卡

星的耐药性比非产ESBLs菌株明显增高, 经χ2检

验差异有统计学意义(P <0.05), 这与产ESBLs菌
株携ESBLs的质粒可能同时带有喹诺酮类、氨

基糖苷类等多种抗菌药物的耐药基因有关. 为
遏制产ESBLs菌株的产生, 临床医生应加强细菌

耐药性的检测, 严格掌握抗菌药物的使用指征, 
提高合理用药的意识, 根据体外药物敏感试验

选用抗菌药物. 对产ESBLs革兰阴性菌引起的腹

水感染, 不宜选用头孢菌素和青霉素类抗菌药

物, 而应选用亚胺培南等碳青酶烯类或β-内酰胺

类/β-内酰胺酶抑制剂类药物. 
因此临床上对此类患者需进行常规的腹水

病原菌培养和药敏试验, 同时进行ESBLs检测以

指导临床合理应用抗生素. 
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■同行评价
文章切合临床研
究了肝硬化合并
自发性腹膜炎的
感染现状和治疗
提示, 具有一定的
临床使用价值, 但
新颖性一般.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年5月28日; 17(15): 1570-1574
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

广西肝癌高、低发区CYP3A5基因多态性的对比

卢凤美, 刘东璞, 孟庆媛, 郭梦凡, 冯震博

卢凤美, 刘东璞, 孟庆媛, 郭梦凡, 黑龙江省佳木斯大学司法
鉴定中心 佳木斯大学基础医学院病理法医教研室 黑龙江省
佳木斯市 154007
冯震博, 广西医科大学基础医学院病理教研室 广西壮族自
治区南宁市 530021
作者贡献分布: 卢凤美、冯震博与刘东璞对此文所作贡献均等; 
此课题由冯震博与卢凤美共同设计; 研究过程由卢凤美、刘东
璞、孟庆媛及郭梦凡操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由
冯震博提供; 数据分析由卢凤美与刘东璞完成; 本论文写作由冯
震博、卢凤美与刘东璞完成.
通讯作者: 冯震博, 教授, 530021, 广西壮族自治区南宁市, 广西
医科大学基础医学院病理教研室. 
lufengmei200520136@163.com
电话: 0454-8618292
收稿日期: 2009-03-03   修回日期: 2009-04-08
接受日期: 2009-04-13   在线出版日期: 2009-05-28

Comparative analysis on the 
genetic polymorphisms of 
CYP3A5 between hepatocellular 
carcinoma high and low 
incidence area in Guangxi 
Zhuang Autonomous Region 

Feng-Mei Lu, Dong-Pu Liu, Qing-Yuan Meng, 
Meng-Fan Guo, Zhen-Bo Feng

Feng-Mei Lu, Dong-Pu Liu, Qing-Yuan Meng, Meng-Fan 
Guo, Forensic Science Right Expertise Center of Jiamusi 
University, Department of Pathology of Basic Medical Col-
lege of Jiamusi University, Jiamusi 154007, Heilongjiang 
Province, China
Zhen-Bo Feng, Department of Pathology of Basic Medical 
College of Guangxi Zhuang Autonomous Region Medical 
University, Nanning 530021, Guangxi Zhuang Autonomous 
Region, China
Correspondence to: Professor Zhen-Bo Feng, Department 
of Pathology of Basic Medical College of Guangxi Zhuang 
Autonomous Region Medical University, Nanning 530021, 
Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China. lufengmei200520136@163.com
Received: 2009-03-03    Revised: 2009-04-08
Accepted: 2009-04-13    Published online: 2009-05-28 

Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
genetic polymorphism of CYP3A5 and HCC 
affectability through analysis of two groups 
of patients coming from Guangxi HCC high-
incidence area and HCC low-incident area. 

METHODS: We had collected 72 cases of HCC 
tissues and HCC-adjacent tissues from the 

First Affiliated Hospital of Guangxi Medical 
University during 2005-12/2006-09, and all the 
cases, who came from Guangxi HCC high-in-
cidence area and HCC low-incidence area re-
spectively, had been pathologically confirmed. 
At the same time, we used 12 cases of hepatic 
angioma-surrounding tissue as the normal 
control group. PCR-RFLP assay was used to 
analyze CYP3A5 genetic polymorphism of the 
above-mentioned samples. 

RESULTS: There were statistic differences 
between the population with CYP3A5*1 al-
lele frequency and the proportion of (CY-
P3A5*1/*1 + CYP3A5*1/*3) genotypes of 
Guangxi HCC high-incidence area and the 
population of Guangxi HCC low-incidence 
area (P < 0.05). There were statistic differenc-
es between the population of Guangxi HCC 
high-incidence area and the population of the 
normal control group (P < 0.05). There were 
no statistic differences between Guangxi HCC 
low-incidence area population and the normal 
control group. 

CONCLUSION: CYP3A5 might take part in the 
morbidity of AFB1 related HCC. 

Key Words: CYP3A5; Genetic polymorphism; Afla-
toxin B1; Hepatocellular carcinoma; Polymerase 
chain reaction-restriction fragment length polymor-
phism
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摘要
目的: 研究广西肝癌高发区和低发区人群中
CYP3A5基因多态性, 以探讨CYP3A5基因多
态性与肝癌易感性的关系. 

方 法 :  收 集 广 西 医 科 大 学 第 一 附 属 医 院
2005/12-2006/09经病理确诊的72例肝细胞癌
(HCC)患者的肝癌组织及其癌旁组织, 患者分

®

■背景资料
广西西南部为肝
癌高发区, 在相同
水平AFB1暴露和
HBV感染的情况
下, 肝癌的发病风
险存在很大的个
体差异, 提示遗传
因素也可能是肝
癌重要的病因. 本
课题组通过研究
广西肝癌高发区
和低发区人群中
的CYP3A5基因
多 态 性 ,  以 探 讨
CYP3A5基因多
态性与肝癌易感
性的关系. 

■同行评议者
李 增 山 , 副 教 授 , 
中国人民解放军
第四军医大学病
理教研室
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别来自于肝癌高发区(黄曲霉素高污染区)和
低发区. 12例血管瘤的瘤旁肝组织作为正常对
照. 用PCR-RFLP法检测CYP3A5在上述标本
中的多态性.  

结 果 :  广 西 肝 癌 高 发 区 患 者 C Y P 3 A 5 * 1
等 位 基 因 频 率 和 基 因 型 比 ( C Y P 3 A 5 * 1 /
*1+CYP3A5*1/*3)与广西肝癌低发区患者比
较, 差异有统计学意义(P <0.05); 肝癌高发区
人群与正常对照组比较, 差异有统计学意义
(P <0.05); 低发区与正常对照组之间比较, 差
异无统计学意义. 

结 论 :  C Y P 3 A 5 可 能 参 与 黄 曲 霉 毒 素 B 1 
(AFB1)相关性HCC的发生. 

关键词: CYP3A5; 遗传多态性; 黄曲霉毒素B1; 肝

细胞癌; 聚合酶链反应-限制性片段长度多态性
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是严

重威胁人类生命健康及生活质量的重要消化

系恶性肿瘤之一, 慢性乙型肝炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)感染是导致HCC最主要的原因

之一[l]. 广西西南部为HCC高发区, 与江苏启东

和非洲撒哈拉以南地区共同成为世界上H C C
最高发地区, HBV感染和AFB1的暴露是造成

这些地区HCC高发的主要原因[2]. 而且, AFB1
与H B V有协同致癌作用 [3]. C Y P3A家族成员

(主要包括C Y P3A4和C Y P3A5)一方面参与

A F B1的代谢活化生成具有D N A结合活性的

活性代谢产物A F B O, 同时又参与AFB1的Ⅰ

相解毒, 生成无遗传毒性的代谢产物AFQ1[4]. 
CYP3A5由于个体间表达水平差别很大, 而且

他们的基因多态性较大程度上影响表达水平[5], 
CYP3A5*1是蛋白表达水平较高的主要原因[6]. 
研究显示, 最常见的人类遗传多态形式是基因

组中散在的单个碱基的不同-单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNPS), 肿瘤

患者个体治疗敏感性和与治疗相关的不良反

应等均与SNPs有关[7]. 
为了检测遗传因素在肝癌发生中的作

用 ,  我们在广西肝癌高发区和低发区肝癌人

群中以聚合酶链反应-限制性片段长度多态性

(polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism, PCR-RFLP)方法研究

CYP3A5的基因多态性, 以探讨他们与HCC遗

传易感性的潜在关系. 从遗传易感性方面探讨

HCC发生的内在原因, 并期望以他们的多态性

为依据帮助识别HCC易感基因和易感人群, 为
HCC的防治提供进一步的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 取2005-12/2006-09广西医科大学第

一附属医院肝胆外科肝癌患者手术切除的标

本共72例, 其中广西肝癌高发区(黄曲霉素高

污染区)组40例肝癌及癌旁组织(广西肝癌高

发地区-南宁地区之扶绥县、宁明县); 低发区

(黄曲霉素低污染区)组32例肝癌及其癌旁组

织(广西肝癌低发地区-玉林地区及柳州地区

几个县); 取其癌组织和与癌相距≥2 cm的癌

旁组织. 其中, 男62例, 女10例. 另取肝血管瘤

旁肝组织12例作为正常对照组, 标本均取自与

肿瘤相距≥2 cm的瘤旁组织. 其中男10例, 女
2例 .  所有正常对照人员均无肿瘤家族史 .  对
照组的性别、年龄和民族与疾病组进行频数

匹配 ,  以病例记录和直接调查方式获取相关

资料. Taq DNA聚合酶, 购自大连宝生物工程

有限公司; dDNA混合液、琼脂糖、50×TAE
电泳缓冲液 ,  D N A提取试剂 :  北京天根公司

DNA提取试剂盒血液/细胞/组织基因组, 购自

恒因生物公司; 溴酚蓝、溴化乙淀(EB), 购自

恒因生物公司; 限制性内切酶DdeⅠ购自美国

Promega公司. 
1.2 方法 
1.2.1 DNA提取: 肝癌组织基因组DNA的制备及

定量: 北京天根公司血液/细胞/组织基因组DNA
提取试剂盒进行抽提, 实验步骤按DNA提取试

剂盒说明书进行提取DNA.  
1.2.2 PCR反应: 引物合成与设计: 由上海Sangon
生物工程公司合成. CYP3A5上游引物: 5'-CTT 
TAA AGA GCT CTT TTG TCT CTC A-3'; 下游

引物: 5'-GAA CAG TTA CTC ACA GAT AGA 
GGA GTA TC-3'. 扩增片段长度为200 bp, 采用

25 μL的反应体系. CYP3A5反应混合物循环条

件: 94℃预变性4 min; 接着94℃变性40 s, 56℃
退火40 s, 和72℃延伸1 min, 进行30个循环; 最后

72℃延伸7 min.  
1.2.3 RFLP: 取PCR 扩增产物3 μL, 加入10×
restriction Buffer、10×BSA和DdeⅠ 3 U, 终体

■相关报道
多 项 研 究 显 示 , 
CYP3A5在肝脏
组织中的检出率
与CYP3A5*1/*1
和CYP3A5*1/*3
基因型比例的总
和相近 ,  即*1/*1
和 * 1 / * 3 基 因 型
CYP3A5蛋白表达
水平高 ,  而*3/*3
基因型CYP3A5表
达低, CYP3A5*1
携带者CYP3A5表
达高. 

■研发前沿
有些肝癌往往发
展到中晚期出现
临床症状, 手术机
会 少 ,  化 疗 效 果
差, 5年生存率极
低. 可见, 进一步
开展相关基因的
遗传多态性与肝
癌易感性关系的
研究对肝癌高危
个体的筛查和早
期预防以及寻找
肝癌药物防治的
潜在靶点具有重
要的理论和现实
意义.
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积12 μL, 37℃至少消化2 h. 
统计学处理 实验结果用SPSS13.0进行分析. 

计量资料用mean±SD, 计数资料用整数表示, 统
计方法采用χ2检验(Chi-square test)两两比较、t
检验. 

2  结果

2.1 CYP3A5 PCR产物电泳结果 CYP3A5 PCR产
物片段长度为200 bp(图1). 
2.2 CYP3A5 PCR产物酶切电泳结果 CYP3A5 
PCR产物基因型为CYP3A5*3/*3酶切片段长

分别为107 bp、71 bp和22 bp; 基因型为CY-
P3A5*1/*3酶切片段长分别为129 bp、107 bp、
71 bp和22 bp; 基因型为CYP3A5*1/*1酶切片段

长分别为129 bp和71 bp(图2). 
2.3 研究对象观察指标 经χ2检验结果显示, 三组

在年龄、性别、民族、饮塘水、肿瘤家族史, 
差异无统计学意义(P >0.05); 但在饮酒、AFB1
暴露和乙肝感染情况这三方面有差异(P <0.05). 
提示饮酒、AFB1暴露和乙肝感染是HCC一个

危险因素. 尽管我们在实验过程中尽力控制所

有因素, 以期达到三组间这些影响因素在频数

上相配, 但未能如愿(表1). 

2.4 CYP3A5*1、*3基因型及等位基因分布 高
发区H C C组、低发区H C C组和正常对照组

C Y P3A5*1/*1、*1/*3和*3/*3基因型比例分

别为25.0%、45.0%和30.0%; 6.25%、31.5%和

62.25%; 4.8%、33.3%和61.9%, 差异有统计学

意义(χ2 = 9.937, P <0.05). 三组间进行高表达基

因型(*1/*1+*1/*3)和低表达基因型(*3/*3)构成

比比较, 差异有统计学意义(P <0.05). 两两比较

的结果, 3组间高表达基因型(*1/*1+*1/*3)与低

表达基因型(*3/*3)构成比χ2检验, 差异有统计

学意义(P <0.05); 肝癌高发区人群与肝癌低发

区人群比较, 差异有统计学意义(P <0.05); 肝癌

高发区人群与正常对照组比较, 差异有统计学

意义(P <0.05); 肝癌低发区人群与正常对照组

比较, 差异无统计学意义(P >0.05). 三组的*1、
*3等位基因频率分别为40.0%和60.0%; 21.5%
和78.5%; 20.9%和79.1%, 差异有统计学意义

(P <0.05, 表2). 

3  讨论

人体肝脏和小肠中的CYP3A主要由CYP3A4和

表  1  研究对象观察指标 n (%)

     
分组                   高发区肝癌组   低发区肝癌组    正常对照

性别

    男	               34(85)	      28(87.5)       10(83.3)

    女	                 6(15)	        4(12.5)         2(16.7)

平均年龄(岁)          47.6	      47.1             53.3

民族	

    汉族	               25(62.5)         23(71.5)          8(66.7)

    壮族及其他        15(37.5)           9(28.5)          4(33.3)

饮酒		

    频繁	               12(30)              9(28.13)        1(9)

    不频繁	              28(70)            23(71.87)      11(91)

饮塘水			 

    有	                 2(5)                 1(3)	            0(0)

    无	               38(95)             31(97)	          12(100)

HBV

    +	               38(95)	     31(96)	            1(8)

    -	                 2(5)	       1(4)	          11(92)

AFB1暴露1

     频繁	               12(30)	      4(12.5)           0(0)

     不频繁	              28(70)	    28(87.5)         12(100)

肿瘤家族史

     有	                 7(17.5)	      2(6)	            0(0)

     无	               33(82.5)	    30(94)	          12(100)

1: 主要根据玉米的食用情况作一粗略估计, 每年多于2 mo以玉

米为主食的研究对象定为AFB1暴露频繁.

1       2       3       4        5      6

bp
200 
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107 
71 

bp
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200 
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50 

图  2  CYP3A5 PCR产物酶切电泳结果. 1-3: 酶切产物; 4-5: 

PCR产物; 6: DNA Marker; 1: 基因型CYP3A5*3/*3; 2: 基因

型CYP3A5*1/*3; 3: 基因型CYP3A5*1/*1.

bp
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400 
300 
250 
200 
150 
100 
50 

图  1  CYP3A5 PCR产物电泳结果. 1: DNA Marker; 2-5: 

PCR 产物; 6: 空白对照.

1        2        3        4        5       6■创新盘点
在 本 研 究 中 ,  发
现广西肝癌高发
区CYP3A5高表
达个体百分比明
显高于广西肝癌
低 发 区 ,  提 示 广
西AFB1高污染区
人群由于长期暴
露于AFB1的污染
环 境 中 ,  以 致 与
AFB1代谢相关的
酶 表 达 增 加 ,  对
AFBO的易感性增
加, 导致HCC高发. 
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CYP3A5这两种同工酶组成, 其中CYP3A5在
这两种组织中的表达存在多态性. CYP3A5*1
携带者C Y P 3 A 5表达高 ,  可占肝脏C Y P 3 A
的17%-50%, K u e h l e t  a l [8-9]提出甚至超过

5 0 % .  在白种人、黄种人和黑种人的有关

研究中 ,  C Y P3A5在肝脏组织中的检出率与

CYP3A5*1/*1和CYP3A5*1/*3基因型比例的总

和相近[10]. AFB1经细胞色素P450(CYP450)酶
氧化为AFB1-外-8, 9-环氧化物(AFBO)才有诱

变作用, AFBO与DNA共价结合成AFB1-DNA
加合物, 引起DNA改变,从而导致个体HCC发

生[11]. CYP3A5主要介导AFB1生成毒性代谢产

物AFBO[12], 因此, 体内高水平的CYP3A5可通

过增加AFBO的生成, 从而增加患肝癌的风险. 
Bethke et al [13]研究表明, CYP3A基因多态性能

增加结肠癌的风险性. Wojnowksi et al [14]对冈比

亚人群的进行的一项研究结果表明, 携带与该

酶高酶活性相关的CYP3A5单倍型的个体血浆

AFB1-白蛋白加合物的水平显著增加, 体内表

达高水平CYP3A5的个体肝脏生成AFBO的能

力增强. 
在本研究中, 广西肝癌高发区人群、肝癌低

发区人群,正常对照组CYP3A5*1、*3基因型及

等位基因分布存在差异. 我们在3组间进行高表

达基因型(*1/*1+*1/*3)和低表达基因型(*3/*3)
构成比比较, 两两比较的结果, 3组间高表达基因

型(*1/*1+*1/*3)与低表达基因型(*3/*3)构成比χ2

检验, 差异有统计学意义(P<0.05); 高发区肝癌组

CYP3A*1的比率明显高于低发区和正常对照组, 
CYP3A*3的纯合子的比率在肝癌高发区明显低

于低发区和正常肝组织. 
本实验通过对CYP3A5遗传多态性与肝癌

的遗传易感性进行关联研究, 发现广西肝癌高

发区CYP3A5高表达个体百分比明显高于广西

肝癌低发区, 提示广西AFB1高污染区人群由于

长期暴露于AFB1的污染环境中, 以致与AFB1代
谢相关的酶表达增加, 对AFBO的易感性增加, 

导致HCC高发, CYP3A5基因型和等位基因分布

在高发区HCC组与低发区肝癌组及正常对照组

之间存在差异, 但在本研究中尚未发现低发区

与正常对照组之间存在差别, 这有待于扩大样

本进一步深入研究. 
总之 ,  H C C是遗传因素和环境因素长期

协同作用的结果, 是在个体遗传易感性的基础

上, 在各种环境致癌因子的作用下, 体细胞遗

传物质多种癌基因激活和/或抑癌基因失活等

多方面改变, 最终使细胞增殖及分化发生紊乱

所致. 
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical application value 
of ultrasound-guided percutaneous transhepatic 
biliary drainages (PTCD) in 153 patients with 
malignant biliary obstructive jaundice (MBOJ).

METHODS: The 153 MBOJ cases were divided 
into four groups at our hospital from March 
1995 to March 2008. Twenty seven MBOJ cases 
in group A were successfully placed expandable 
metal biliary stents (EMS) using PTCD by X-rays 
positioning (xPTCD). PTCD by ultrasound-
guided (uPTCD) were operated in 75 MBOJ pa-

tients in group B. The 16 MBOJ cases in group C 
received xPTCD or uPTCD , and underwent en-
doscopic retrograde biliary drainage (ERBD) or 
endoscopic metal biliary endoprosthesis (EMBE).
The 35 MBOJ patients in group D received ex-
ploratory laparotomy surgery by uPTCD or 
xPTCD from 1 wk to 4 mo. 

RESULTS: The survival rates of half year, 1-year 
and 3-year were 52.6%, 10.5% and 0% in group 
A. The success ratios 1st, 2nd placed the tube were 
enhanced more obviously in group B than in 
group A (88.7% vs 66.7%, 100% vs 76.7%, P < 0.01). 
Survival rates of half year, 1-year and 3-year 
were 47.7%, 13.8% and 0%. Higher incidence of 
postoperative complications was observed in 
group C (68.8%) than in group A or group B (P 
< 0.01). The survival rates of half year, 1-year 
and 3-year were 53.8%, 23.1% and 0%. The post-
operative survival time in group D was more 
significantly prolonged (P < 0.01). The survival 
rates of half year, 1-year, 3-year and 5-year were 
77.8%, 66.7%, 18.5% and 14.8%. 

CONCLUSION: uPTCD or xPTCD and/or ERBD 
or EMBE is a more effective treatment method of 
palliative treatment. The uPTCD for advanced 
MBOJ patients, in preoperative localization at 
diagnosis, preoperative degrading jaundice to 
improve liver function, are of important clinical 
values in the palliative treatment. 

Key Words: Malignant obstructive jaundice; Percu-
taneous transhepatic cholangiography drainage; Ex-
pandable metallic stent; Endoscopic retrograde biliary 
drainage or endoscopic metal biliary endoprothesis

Diao TJ, Gao BC, Cai HJ, Gong L, Jiao XL, Yu QQ. 
Malignant biliary obstructive jaundice: a clinical analysis 
of 153 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(15): 
1575-1581

摘要
目的: 评价经皮经肝穿刺胆道内置管引流术
(PTCD)在恶性阻塞性黄疸(MBOJ)患者中的
临床诊断及其治疗价值. 

方法: 回顾性分析我院1995-03/2008-03收
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■背景资料
恶性阻塞性黄疸
(MBOJ)尤其肝门
部胆管癌及其壶
腹周围癌, 由于其
部位的特殊性和
高发病率, 受到临
床医师高度重视, 
一直是临床及基
础医学研究的重
要攻关课题. 在临
床上并不很常见,
在诊断上却较为
困难、很容易被
误诊. 在治疗上也
较为棘手, 目前全
世界公认的最为
有效的 M B O J 的
治疗措施是早期
诊断并行根治性
手术切除术.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院普外二科



治153例M B O J患者的临床资料 .  A组采用
xPTCD并成功放置可膨胀性胆道金属内支架
(EMS)治疗MBOJ患者27例; B组采用uPTCD
治疗75例; C组选择uPTCD/xPTCD外引流及
内窥镜下胆道内塑料或金属支架置入内引
流术(ERBD/EMBE)内引流治疗16例; D组35
例MBOJ选择PTCD及ERBD/EMBE内引流1 
wk-4 mo后剖腹探查手术. 

结果: A组第1、2、3及4次以上置管成功率
66.7%, 76.7%, 83.3%及100%; 患者0.5、1及3
年生存率分别为52.6%, 15.8% 及0%; B组置
管成功率较A组明显提高(P <0.01), 其第1及2
次置管成功率88.7%及100%, 0.5、1及3年生
存率分别为47.7%, 21.5%及0%; C组术后胆
道感染、急性胰腺炎等并发症发生率较高
为68.8%(P <0.01), 0.5、1及3年生存率分别为
53.8%, 23.1%及0%; D组术后生存率较其他组
明显延长(P <0.01), 0.5、1、3及5年生存率分
别为77.8%、66.7%、18.5%及14.8%.

结论: PTCD/ERBD/EMBE是手术不能根治
的恶性胆道梗阻较为有效的姑息性治疗方法, 
uPTCD对于晚期MBOJ患者术前定位定性诊
断、术前减黄以改善肝功能及姑息性治疗方
面均具有重要的临床价值. 

关键词: 恶性阻塞性黄疸; 经皮肝穿刺胆道置管引

流术; 经皮胆道金属内支架置入引流术; 内镜胆道

塑料或金属支架内支撑引流术

刁同进, 高百春, 蔡宏剑, 宫林, 矫学黎, 于茜茜. 恶性阻塞

性黄疸临床分析153例.  世界华人消化杂志  2009; 17(15): 

1575-1581

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/1575.asp

0  引言

恶性阻塞性黄疸(malignant biliary obstructive  
jaundice, MBOJ)尤其肝门部胆管癌及其壶腹周

围癌, 由于其部位的特殊性和高发病率, 受到临

床医师高度重视, 一直是临床及基础医学研究

的重要攻关课题. 在临床上并不常见,在诊断上

却较为困难、很容易被误诊. 在治疗上也较为

棘手, 目前全世界公认的最为有效的MBOJ的治

疗措施是早期诊断并行根治性手术切除术. 恶
性梗阻性黄疸因其起病隐匿, 大多数患者被确

诊时往往已属于晚期, 尤其高龄危重患者往往

合并其他重要脏器功能障碍或不全而不能耐

受或拒绝接受外科根治性切除术, 而丧失根治

性手术的机会. 超声或X线引导下经皮经肝穿
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刺胆道内置管引流术(percutaneous transhepatic 
cholangiography drainage, PTCD)或内窥镜下胆

道内塑料或金属支架置入内引流术(endoscopic 
retrograde biliary drainage/endoscopic metal 
biliary endoprosthesis, ERBD/EMBE)仍是一种

较为有效的姑息性治疗手段, 对减轻胆道梗阻

所致的高胆红素血症以及改善肝脏功能、提高

生存质量、减轻痛苦、延长生存时间、为其他

辅助治疗提供更多的机会均具有重要的临床意

义. 我院南北院区1995-03/2008-03共收治部分

MBOJ患者153例, 取得满意治疗效果. 本文旨在

总结PTCD的临床价值, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院南北院区1995-03/2008-03共收治

部分MBOJ患者153例, 男115例, 女38例, 平均年

龄62.7岁. 采用日本Aloka-1200、3500型线阵穿

刺探头及百胜AU5凸阵探头配备穿刺引导架. 
MBOJ患者临床表现主要有皮肤巩膜进行性无

疼性加重的黄疸、尿色变深、陶土样大便、全

身皮肤瘙痒, 黄疸出现时间10-45 d. 所有患者均

经BUS、CT、胃镜、经内镜逆行胆胰管造影术

(endoscopic retrograde cholangiopancreatography,
ERCP)、磁共振水胆道成像(magnetic resonance 
cholangiopancreatography, MRCP), 肝组织活体

检、剖腹手术、病理切片等确诊. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及治疗: 本组MBOJ患者153例, 分为

以下4组: A组采用传统方法经X线定位下经皮肝

穿刺胆道置管引流术(percutaneous transhepatic 
cholangiography drainage by X-rays positioning, 
xPTCD)并成功放置可膨胀性胆道金属内支架

(expandable metallic stent, EMS)治疗MBOJ 27
例, 男20例, 女7例, 年龄53-78岁; 其中, 肝门

部胆管癌13例(48.1%), 按Bismuth-Colet te分
型: Ⅰ型1例, Ⅱ型3例, Ⅲa型2例, Ⅲb型4例, Ⅳ
型3例; 胆管癌中段1例(3.7%); 壶腹周围癌8例
(29.6%), 其中, 胆管癌下段3例, 胰头癌3例, 十二

指肠乳头癌2例 ;  胃癌术后肝门部转移癌3例
(11.1%); 胆囊癌伴肝门部转移2例(7.4%). B组

采用经超声引导下经皮肝穿刺胆道置管引流

术(ultrasound-guided percutaneous transhepatic 
biliary drainage, uPTCD)治疗MBOJ 75例, 男52
例, 女23例, 年龄55-87岁. 肝门部胆管癌33例
(44.0%), 其中, Ⅰ型4例, Ⅱ型7例, Ⅲa型10例, 
Ⅲb型7例, Ⅳ型5例; 胆管癌(中段)3例(4.0%); 
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■研发前沿
近 年 来 关 于
M B O J 患 者 是 否
需要术前胆管引
流术减黄的观念
已基本达成共识, 
仅以胆红素水平
作为主要减黄指
标的方法基本被
摈弃, 代之以患者
的全身因素如营
养状况、重要脏
器功能、肿瘤位
置等作为评估标
准. 随着影像医学
的不断飞速发展
和人们对胆管癌
认识的不断加深, 
M B O J 尤 其 肝 门
部胆管癌及壶腹
周围癌的早期诊
断、扩大根治性
切除术和增大手
术彻底性已成为
医学界的共识.
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壶腹周围癌32例(42.7%), 其中, 胆管癌(下段)5
例, 胰头癌23例, 十二指肠乳头癌4例; 其他7例
(9.3%), 原发性肝癌伴胆道癌栓2例, 肝内胆管

癌伴胆道癌栓2例, 原发性肝癌伴肝门部转移癌

3例. C组选择uPTCD/xPTCD及ERCP胆道塑料

内支架置入引流术(endoscopic retrograde biliary 
drainage, ERBD)或胆道金属支架置入内引流术

(endoscopic metal biliary endoprosthesis, EMBE)
治疗MBOJ 16例, 其中, 男13例, 女3例, 年龄

65-92岁; 肝门部胆管癌5例(31.2%), 其中, Ⅲa型
1例, Ⅳ型4例; 壶腹周围癌11例(68.8%), 其中, 胆
总管下段癌7例, 胰头癌1例, 十二指肠乳头癌3
例. D组选择uPTCD/xPTCD以及ERBD/EMBE引
流1 wk-4 mo后剖腹探查手术35例. 其中, 男30例, 
女5例, 年龄45-68岁; 肝门部胆管癌13例(37.1%), 
其中, Ⅰ型2例, Ⅱ型3例, Ⅲa型3例, Ⅲb型4例, 
Ⅳ型1例; 胆管癌中段2例(5.7%); 壶腹周围癌18
例(51.4%), 其中, 胆管癌(下段)3例, 胰头癌11例, 
十二指肠乳头癌4例; 其他为原发性肝癌伴胆管

癌栓2例(5.7%).  
1.2.2 uPTCD及xPTCD操作: (1)uPTCD操作: 患
者采用取平卧位, 常规消毒铺巾单, 超声定位靶

胆管, 穿刺方向、高度、进针距离及角度, 患者

平静吸气、将18G-20G胆管穿刺针或19G-21G
肝叶针沿探头引导槽预定路径, 局部麻醉下成

功穿刺靶胆管内、插入导丝、置入PTC引流管, 
妥善固定, 接无菌引流袋, 必要时行胆道造影. 
常规取胆汁送细菌培养及药物敏感试验, 以指

导临床抗生素的应用. 术后密切注意胆汁引流

及导管通畅情况. (2)xPTCD操作: 患者先在X线

监视下常规行PTC胆道造影, 定位穿刺靶胆管, 
用5F-6F肝穿刺针行PTC. 穿刺成功后置入PTCD
管引流3-5 d. 依据患者病情改善状况再确定植

入胆道内支架引流时间. 放置胆道Wallstent内
支撑架时先自外引流管注入少量造影剂以了解

引流管是否移位、胆管狭窄程度、肿瘤位置及

范围等情况, 然后插入导丝通过胆道狭窄段到

达十二指肠内, 退出PTCD引流管并沿导丝插入

球囊扩张器扩张胆道狭窄段, 然后插入输送器, 
胆道Wallstent内支撑架释放完成, 再重新植入

PTCD外引流管. 术后继续保留外引流2 wk, 造
影复查内支架位置准确、扩张胆道通畅, 再拔

除外引流管.
统计学处理 两组间的比较采用t检验, 两组

以上的比较采用F检验, 率的比较采用χ2检验, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

A、B、C 3组在性别、年龄、重要脏器功能状

态、肿瘤部位、临床分期、分级、引流方式之

间的疗效及生存率差异无显著性意义(P >0.05).
D组年龄较轻及其他重要脏器功能较其他A、

B、C三组相对良好(P <0.05), 但A组及C组术后

胆道感染、气胸和急性胰腺炎的发生率明显增

高(P <0.01), A组及C组手术时间较B组长, 手术

及材料费用高. B组与A组相比置管成功率较高

(P <0.01), D组术后生存率与A、B、C 3组比较

明显延长(P <0.01).
2.1 A组 27例MBOJ患者经X线定位下PTCD 
3 0例次 ,  第1、2、3及4次以上置管成功率

20/30(66.7%), 23/30(76.7%), 25/30(83.3%)及
100%; PTCD引流3-7 d后, 再用介入方式放置

Wallstent EMS置入内引流术27例共置入30 EMS 
枚, 对3例肝门部胆管癌Ⅳ型的左右肝管同时分

别置入1枚EMS胆道金属内支架行双侧内引流

术. 术后出现急性胆管炎8例(29.6%), 术后出现

气胸3例(11.1%); 有2例术后立即出现膈神经受

损的症状; 有2例1 wk后胆道引流管脱出, 选择再

次行PTCD, 同时行EMS置入内引流术(表1-2). 
2.2 B组 75例MBOJ经B超声引导下PTCD引

流术80例次 ,  其中 ,  第1次及2次置管成功率

88.7%(71/80)及100%; 术后出现急性胆管炎5例; 
本组有3例患者首次因穿刺针进入胆管后导丝

送入过深引起导丝头端折叠导致首次PTCD穿

刺失败, 择期行2次穿刺置管引流成功. 本组无

胆漏、胆汁性腹膜炎、血气胸、腹腔内出血、

急性胰腺炎等并发症.术后生存期最短2例, 其
中, 有1例患者属于82岁高龄、因合并双肺重度

纤维化、支气管哮喘、肺部感染(真菌及细菌混

合感染)、高血压、冠心病、肝肾综合征等, 于
术后15 d死于肺部感染、急性肾功能衰竭、肺

功能衰竭; 另1例属于88岁高龄、合并糖尿病、

表  1  恶性阻塞性黄疸153例不同治疗方式生存期比较 n(%)

     
分组   n      随访                                  生存期(年)

                                        0.5                1               3              5

A      27   19(70.4)   10(52.6)     3(15.8)d  0            0

B      75   65(86.7)   31(47.7)d  14(21.5)d  0	           0

C      16   13(81.3)     7(53.8)     3(23.1)d  0            0

D      35   27(77.1)   21(77.8)   18(66.7)   5(18.5)b  4(14.8)b

bP<0.01 vs  A, B, C组; dP<0.01 vs  D组.

■相关报道
多 数 学 者 认 为
ERBD/EMBE术
后可结合肝动脉
插管灌注栓塞化
疗(TACE)或局部
内、外放射治疗, 
在一定程度上可
抑制局部肿瘤的
生长, 延长支架通
畅时间, 进一步延
长患者的带瘤生
存期或为二期根
治性手术切除提
供机会.
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双侧股骨头无菌性坏死、高血压、冠心病、完

全性房室传导阻滞、成对性房性早搏、成对性

室性早搏及房颤, 于术后12 d死于急性心功能衰

竭. PTCD 24 h胆汁引流量一般为150-1200 mL, 
术后5-20 d黄疸逐渐消退, 梗阻性黄疸症状和体

征明显改善, 2-3 wk内血清总胆红素逐渐降至接

近正常范围, 引流效果满意, 有效地改善了患者

生存质量(表1-2).
2.3 C组 16例MBOJ患者选用经BUS或X-rays引导

下行PTCD以及ERBD/EMBE, 其中, 有4例Ⅳ型肝

门部胆管癌患者先行ERBD/EMBE, 术后并发急

性胆管炎, 考虑单侧支架引流效果不好, 再行对

侧PTCD外引流术, 有2例1-2 wk内PTC管脱出, 再
行EMBE内引流术; 另有10例先行PTCD引流后又

接受了ERBD/EMBE. C组术后并发症发生率较

高68.8%, 其中, 急性胆管炎6例(37.5%)、急性胰

腺炎5例(31.3%). 随访率81.3%(13/16), 生存期3-15 
mo, 中位生存期10.6 mo. 患者0.5年、1年及3年生

存率分别为53.8%, 23.1%及0%(表1-2). 
2.4 D组 35例MBOJ患者行uPTCD/xPTCD及 
ERBD/EMBE术后1 wk-4 mo又接受了剖腹探查

手术. 本组壶腹周围癌18例中有7例胰头癌、3
例十二指肠乳头癌、2例胆总管下段癌选择了

胰十二指肠根治性切除术, 有4例胰头癌、1例
胆管癌(下段)及1例十二指肠乳头癌选择姑息性

胆管或胆囊空肠内引流术及胃空肠吻合术.其
中, 有1例56岁男性胰头癌患者, 在EMBE术后

1 wk患者强烈要求手术, 予以成功实施胰十二

指肠根治性切除术. 有2例原发性肝癌伴胆管癌

栓及1例Ⅳ型肝门部胆管癌患者, 成功实施同种

异体改良背托式原位肝移植手术, 1例存活22 
mo、1例存活3年死于肿瘤复发转移, 另1例自

2003-12手术至今, 仍健康存活, 存活约51 mo. 目
前患者肝脏功能及肿瘤标志物正常, BUS及CT
等影像学未见肿瘤复发征象.本组肝门部胆管癌

Ⅰ型2例、Ⅱ型1例、Ⅲa型1例、Ⅲb型4例及胆

管癌(中段)1例, 均成功实施肝门部胆管癌根治

性切除术, 或左半肝切除、或尾状叶、或方叶

切除术、或门静脉部分切除术再移植(或修复)
术, 肝门部胆管整形肝门板胆管空肠悬挂式(盆
式)Roux-en-Y吻合术及T型管引流术. 肝门部胆

管癌有2例Ⅱ型、2例Ⅲa型及1例胆管癌(中段)
因肿瘤浸润肝动脉或门静脉而放弃肿瘤切除术, 
行姑息性胆管或胆囊空肠吻合术及T型管引流

术. 其中, 有1例肝门部胆管癌Ⅱ型及1例胆管癌

(中段)行EMBE后4 mo成功行肝门部胆管癌切除

术(1例R1, 1例R0)及肝门部胆管空肠盆式Roux-
en-Y吻合术. 随访率77.1%(27/35), 术后0.5年、

1年、3年及5年生存率分别为77.8%, 66.7%、

18.5%及14.8%(表1). 

3  讨论

MBOJ是一组由胆管系统管腔内、外或管壁本

身的恶性病变所引起的胆管机械性阻塞, 包括

肝内外胆管癌、胆囊癌、原发性肝癌、壶腹部

癌、胰头癌、十二指肠降段癌及肝门部转移性

癌等, 常伴有阻塞近端的胆管扩张及胆道感染, 
在诊断及治疗上却较为棘手、常常误诊的疾病

之一[1]. 临床表现主要有皮肤巩膜进行性加重

的无疼性黄疸, 尿色变深、陶土样大便, 全身皮

肤瘙痒、肝区隐痛不适、乏力、纳差、恶心及

呕吐等消化系症状. 一般MBOJ的外科手术治疗

仍是目前最重要和唯一的根治性方法, 而临床

确诊时往往因高龄、危重或重要脏器功能不全

等不能耐受或家属拒绝肿瘤根治性切除术而失

去手术根治的机会, 超声或X线引导下PTCD或

ERBD/EMBE仍是一种较为有效的姑息性治疗

手段.
PTCD是目前肝胆外科比较常用的基本治

疗手段之一, 并且具有较广泛的适应证, 应用于

良、恶性阻塞性黄疸, 高位或低位, 轻、中、重

度的阻塞性黄疸以及外科手术后胆道狭窄、胆

道阻塞性病变等方面更具有优越性. 20世纪50
年代Cater首先报道了经皮肝穿刺胆道引流术后, 
人们才逐渐关注并认识了这一新技术, 60年代
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表  2  恶性阻塞性黄疸118例姑息性治疗术后并发症比较 n (%)

     
分组		  n      急性胆管炎      急性胰腺炎         气胸           膈神经损伤           合计

A(xPTCD)        	 27       8(29.6)b	   0(0)	         2(7.4)            2(7.4)	  12(44.4)b

B(uPTCD)		 75       5(47.7)	   0(0)	         0(0)	              0(0)	    5(47.7)

C(ERBD/ERME)	 16       6(37.5)b	   5(31.3)d	         0(0)	              0(0)	  11(68.8)b

bP<0.01 vs  B组; dP<0.01 vs  A组或B组.

■创新盘点
本文通过对153例
恶性阻塞性黄疸
患者诊断与治疗
的临床分析, 评价
PTCD在临床诊断
及其治疗的价值. 
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Seldinger et al对PTC的穿刺途径及穿刺针进行

了改进而使其并发症得到了明显的降低. 70-80
年代逐渐应用EMBE内引流术. 我院自20世纪

80-90年代开始采用传统方法xPTCD, 本组收集

我院1995-03/2000-03收治MBOJ部分患者27例, 
并成功放置EMS30例次, 1、2、3及4次置管成

功率分别为66.7%、76.7%、83.3%及100%; 其
0.5年、1年及3年生存率分别为52.6%、15.8%
及0%. 术后发生急性胆管炎8例(29.6%), 气胸3
例(11.1%), 膈神经损伤2例(7.4%), PTCD引流管

脱出2例(7.4%). 传统方法经X线定位下PTCD术

后并发症较多、约为58.9%, 费时较长、穿刺成

功率不高, X射线曝射量却较高. 2000年以后我

们逐渐采用uPTCD治疗MBOJ75例, 取得较为满

意的效果, 穿刺时间较短、成功率较xPTCD组

明显提高(P <0.01), 其2次置管成功率为100%; 术
后总的并发症为6.7%, 较xPTCD组明显降低, 两
组比较有非常显著性差异(P <0.01). MBOJ患者

凝血机制往往较差、大量腹水、糖尿病合并全

身感染、合并心肺等严重疾病或患者身体状况

极度衰竭者, 为PTC相对禁忌证. MBOJ非手术

胆汁引流术的方法一般有X线、CT和超声引导

下PTCD及ERBD/EMBE. X线引导下PTC为“半

盲”下穿刺, 盲目性较大, 成功率较低, 目前我

院2000年以后临床上已较少应用. ERCP及CT引
导下PTCD操作较为复杂、价高费时费力, 20世
纪80-90年代ERCP术后急性胆管炎、急性胰腺

炎等并发症较多, 而近十余年来随着内窥镜微

创技术的广泛应用, 其技术也日趋成熟, ERCP并
发症也较以往明显减少. B组属于PTCD外引流

术, 其优点外引流管易脱落、不方便患者, 易引

起胆汁大量丢失. C组主要为内引流及外引流术, 
其优点在于患者较易接受, 可以减少大量胆汁

的丢失, 避免水电解质紊乱, 有助于脂溶性维生

素的吸收. 该两组均为姑息性治疗, 统计学生存

率无明显差别(P >0.05), 但ERCP费时较长, 费用

较高, 技术要求较高, 尤其容易引起致命的急性

胰腺炎等严重并发症为其最大缺点. 而超声引

导下PTCD, 因其微创价廉、简便快捷、安全准

确、具有床边可操作性、并发症较少、术前准

备简单、无X线曝射之虑, 患者、家属及外科医

生均乐意接受.
PTCD对左、右肝管同时进行置管引流术, 

还可进行胆道内或外引流术, 内引流术除减黄

外还可避免胆汁等营养物质丢失, 有利于改善

消化功能. 据报道PTCD可同时对肿瘤组织进行

活检[2]. PTCD及其ERBD/EMBE作为一种姑息性

疗法, 能够使患者无黄疸生存, 对其恶性原发病

并无治疗作用, 如果不控制原发肿瘤的发展, 短
期2-4 mo内往往容易引起支架阻塞, 而使支架失

去功能为其缺点. 因此, 积极治疗原发病仍然是

支架置入术后提高疗效的关键所在.多数学者认

为ERBD/EMBE术后可结合肝动脉插管灌注栓

塞化疗(transcatheter arterial chemoembolization, 
TACE)或局部内、外放射治疗, 在一定程度上可

抑制局部肿瘤的生长, 延长支架通畅时间, 进一

步延长患者的带瘤生存期或为二期根治性手术

切除提供机会. 本组有1例肝门部胆管癌Ⅱ型及

1例胆管癌(中段)行EMBE 4 mo后发生胆管支架

梗阻, 又成功实施Ⅱ期肝门部胆管癌切除术.
肝门部胆管癌、胰腺癌、壶腹周围癌及转

移癌等多为少血供肿瘤, 且血供特殊、碘油沉

积欠佳, 因而, 动脉栓塞化疗对这类肿瘤的作用

十分有限. 外照射治疗对肝门部胆管癌、胰腺

癌、壶腹周围癌及转移癌等虽有一定疗效, 但
由于瘤体周围有肝脏、胰腺、胃肠道及其肾脏

等对放射线较敏感的器官, 限制了外照射的剂

量, 因而影响疗效的提高. 近年来, 已有较多的

学者开始采用支架植入后的腔内放射治疗、避

免了外照射的缺点, 多经PTCD途径置入放射源
192In, 运用胆管腔内放射使其照射的区域局限在

肿瘤和胆管系统, 可安全有效的控制肿瘤的生

长发展. 目前该项治疗已成为MBOJ姑息性疗法

的较为理想的选择[3]. ERBD/EMBE近年来已经

发展为较成熟的技术, 此方法与外引流相比, 具
有损伤小、恢复快的优点, 是一种比较符合生

理要求的理想引流方式, 避免外引流所引起的

胆汁及电解质丢失、维持了正常胆盐的肠肝循

环、保持了一定的生存质量. 但后期支撑管易

堵塞和黄疸易复发, 也不能解除十二指肠梗阻. 
主要适用于: (1)预计生存时间不超过4 mo或年

老体弱等高危、高龄、晚期MBOJ患者; (2)血清

胆红素浓度过高的梗阻性黄疸的术前减黄, 一
般认为血清总胆红素>256-342 μmol/L. 对于估

计生存期较长、已失去手术机会的MBOJ患者, 
应积极选择手术内引流较为适宜.

ERCP能同时显示胰管、胆管和壶腹部, 对
不明原因的阻塞性黄疸具有诊断价值, 此外还

能直接观察十二指肠乳头, 并收集胰液作脱落

细胞学检查. 但在已有阻塞性黄疸的情况下作

■应用要点
P T C D / E R B D /
EMBE是手术不
能根治的恶性胆
道梗阻较为有效
的姑息性治疗方
法 ,  uPTCD对于
晚期 M B O J 患者
术前定位定性诊
断、术前减黄以
改善肝功能及姑
息性治疗方面均
具有重要的临床
价值.
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ERCP有诱发胆道感染、急性胰腺炎的危险. 尽
管PTC和ERCP检查是20世纪90年代阻塞性黄

疸的主要诊断手段, 目前多数学者已不赞成把

PTC及ERCP作为MBOJ的常规诊断性检查, 而
仅作为MBOJ的姑息性治疗手段、而非诊断性

检查为目的. 进入21世纪以后, 随着对胆管癌病

理的不断认识和现代医学的不断飞速发展进步, 
超薄多层CT(multi-slice computed tomography 
angiography, MSCT)、血管成像技术(computed  
tomography angiography, CTA)及磁共振胆道水

成像技术(magnetic resonance cholangiopancreato
graphy, MRCP)等较为理想的无创性检查技术日

趋成熟, 自2003年以后, 我院由于成功开展了同

种异体原位肝脏移植术及亲属活体部分肝脏移

植技术, 带动相关科室陆续开展了这些新技术. 
MRCP作为一种特异性及敏感性极高的无创性

方法, 应当首先应用于MBOJ及各种胆胰管疾病

的临床诊断中, 具有简单、安全、无创、无放

射线辐射等优点, 能够清晰精确提供关于MBOJ
患者的胆道系统的解剖情况、提供关于肝门区

的血管结构、淋巴结转移情况以及相应肝叶萎

缩程度, 间接提示有无门静脉、肝动脉侵犯[4-5]. 
而MSCT及CTA技术的三维融合像则能够更直

观、清楚显示肿瘤与肝门血管、胆管的空间位

置及其肝门部大血管受压或受侵犯情况, 有助

于外科医师术前对病变作出准确定位性判断、

对肿瘤的可切除性术前能够准确评价, 从而选

择正确的术式等提供重要的参考依据[6]. 低张超

薄MSCT尤其对壶腹周围癌具较高的诊断价值, 
胃肠道扫描时处于低张状态、十二指肠充分扩

张, 减少胃肠道蠕动的伪影, 清楚显示病灶, 可
避免普通强化CT遗漏早期壶腹周围癌[7-8].

MBOJ关于术前是否胆道引流术减黄的问

题一直是人们争论的焦点[9]. 20世纪术前减黄的

应用较为普遍, 高位胆管癌患者术前发生肝功

能损害的程度往往较壶腹周围癌患者更为严重, 
对手术根治性切除术、尤其肝门阻断下的极量

肝叶切除术的耐受性更差, 术后发生肝功能衰

竭等并发症的几率更高, 有些国外学者的观点

更倾向于合理应用术前减黄以保证手术的安全

性[10-11]. 进入21世纪随着医疗技术水平、尤其外

科手术技能以及术后围手术期重症监护水平的

不断飞速提高, 术前减黄的标准发生了微妙的

改变, 术前减黄的应用逐渐减少, 但未形成统一

标准[12-13]. 减黄的标准有人认为血清总胆红素
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>256 μmol/L并持续>4 wk; 全志伟 et al [14]主张血

清总胆红素>500 μmol/L. 但何科基 et al [15]对94
例壶腹周围癌的胰十二指肠切除术后并发症及

死亡率的危险因素进行系统分析, 结果发现其

主要危险因素为术中出血量、手术时间长短、

血清胆红素水平及黄疸持续时间.认为术前是否

行减黄治疗对手术并发症和死亡率的影响差异

有统计学意义(P <0.05), 主张血清总胆红素>342 
μmol/L, 全身情况较差、梗阻时间较长、有严

重凝血功能障碍, 胆道梗阻合并胆道感染或并

发急性重症胆管炎者, 应考虑先行ERCP鼻胆管

引流或放置ERBD/EMBE引流术前减黄, 待病情

稳定后再及早行胰十二指肠切除术为妥. 近年

来, 关于MBOJ患者是否需要术前胆管引流术减

黄的观念已基本达成共识, 仅以胆红素水平作

为主要减黄指标的方法基本被摈弃, 代之以患

者的全身因素如营养状况、重要脏器功能、肿

瘤位置等作为评估标准. 认为术前黄疸较重、

术后有肝衰可能、拟行极量肝切除(60-75%)的
MBOJ患者, 手术时机一般选择在胆管引流术后

3-4 wk为宜.
随着影像医学的不断飞速发展和人们对胆

管癌认识的不断加深, 肝门部胆管癌因其部位

的特殊性和高发病率近年来尤其受到医学专家

的格外重视, 肝门部胆管癌约占肝外胆管癌的

58%-75%, 越来越多的医学专家开始将胆管癌

的治疗寄希望于早期确诊并行根治性切除术[16]. 
由于肝门部胆管癌特殊的转移方式主要是沿胆

管壁上下浸润及沿神经周围、淋巴间隙转移, 
胆管周围重要结构如肝动脉、门静脉、肝实质

等易受侵犯. 肝十二指肠韧带结缔组织内癌细

胞残留是胆管癌术后复发的重要因素. 胆管癌

的手术治疗主要包括根治性切除、姑息性切除

和单纯引流术. 具体术式可选择肿瘤局部切除, 
肝十二指肠韧带骨骼化、联合部分肝切除术或

/和尾状叶切除术、连同门静脉和/或肝动脉切

除术, 和/或联合胰十二指肠切除术、全肝切除

后原位肝移植术等. 我院自2003年开展肝移植

以来, 共实施肝移植手术80余例, 其中, 有2例原

发性肝癌伴胆管癌栓及1例Ⅳ型肝门部胆管癌

患者, 均成功实施同种异体改良背托式原位肝

移植手术, 1例存活22 mo, 1例存活3年死于肿瘤

复发转移; 另1例自2003-12手术至今, 仍健康存

活, 目前已存活51 mo, 患者肝脏功能及肿瘤标

志物正常, BUS及CT等影像学未见肿瘤复发征

■同行评价
本文对于恶性阻
塞性黄疸的诊断
及治疗提供借鉴. 
文章数据充实, 内
容详细, 分析得当, 
意义明确, 具有一
定的临床意义.
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象. 本研究D组手术35例, 27例获得随访, 术后患

者0.5年、1年、3年及5年生存率分别为77.8%、

66.7%、18.5%及14.8%, 与A、B、C 3组相比较, 
术后生存率明显延长(P <0.01). 因此, MBOJ尤其

肝门部胆管癌及壶腹周围癌的早期诊断、扩大

根治性切除术和增大手术彻底性已成为医学界

的共识.
总之, uPTCD/xPTCD及其ERBD/EMBE是

手术不能根治的恶性胆道梗阻较为有效的姑息

性治疗方法, uPTCD对于晚期MBOJ患者术前

定位定性诊断、术前减黄改善肝功能和姑息性

治疗方面均具有重要的临床价值, 具有微创价

廉、简单快捷、安全准确、床边可操作性、并

发症较少等优点. 对于胆管癌及壶腹周围癌所

致的MBOJ, 手术根治性切除术是目前唯一有效

和可治愈的首选治疗手段.
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Abstract
AIM: To evaluate the factors re lat ive to 
Helicobacter pylori (H pylori) infection using meta-
analysis so as to provide evidence for preventing 
H pylori infection.

METHODS: Articles published from 1990 to 2008 

on the relationship between factors and H pylori in-
fection were searched in CNKI database and CBM 
database, using the searching terms “Helicobacter 
pylori”, “infection”, “relative factors”, “epidemi-
ology”, etc. Meanwhile, Relative journals were 
manually looked up. Chinese literatures about 
factors relative to H pylori infection were collected 
and quantitatively analyzed by Meta-analysis, 
using OR value as the effect index. According to 
result of test for homogeneity, pooled odds ratio 
(OR) values and 95% confidence interval (CI) were 
calculated by choosing a fixed effect model or a 
random effect model. At the same time, sensitiv-
ity analysis was performed by two methods, that 
were eliminating studies of single variate analysis 
and changing models. Fail-Safe Number (Nfs) were 
calculated to evaluate the publication bias. 

RESULTS: Twenty one epidemiological stud-
ies on factors relative to H pylori infection were 
analyzed synthetically using Meta-analysis. The 
pooled odds ratio (OR) values and 95%CI of 
the factors were as follows: history of stomach 
disease 2.09 (1.40, 3.12), drinking contaminated 
water 2.01 (1.35, 3.00), drinking unboiled water 
3.08 (1.02,9.26), being nursed by persons with 
gastric disease 2.43 (1.74, 3.40), feeding dogs 
1.75 (1.02, 3.00), being fed with chewed food at 
a young age 2.66 (1.41, 5.02), smoking 1.47 (1.09, 
1.97), eating cured food 1.94 (1.25, 3.02) and 1.87 
(1.43, 2.44), eating garlic 0.67 (0.56, 0.80), eating 
bean products 0.37 (0.17, 0.79). In the study, the 
relationships of factors with H pylori infection, 
such as sex, eating uncooked vegetables, drink-
ing, taking antibiotics were not found out.

CONCLUSION: The factors which we selected to 
analyze in our study influencing Chinese people 
infected with H pylori include stomach disease 
history, drinking contaminated water, drinking 
unboiled water, feeding dogs, being fed with 
chewed food, eating cured food, eating garlic 
and bean products. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Infection; Meta-
analysis; Relative factors
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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌
(H pylori )感染是
世界范围广泛存
在 且 最 常 见 的
细 菌 感 染 之 一 .  
许 多 研 究 证 实
H pylori 感染是成
年人胃肠疾病发
生的重要因素, 是
消化性溃疡、胃
癌发生的危险因
子. 目前H pylori
感染已经发展成
世 界 性 问 题 .  我
国是H py lo r i 高
感 染 国 家 ,  普 通
人群的感染率为
34.52%-80.55%,
多 数 地 区 人 群
感染率在50%左
右 ,  平 均 感 染 率
为58.07%. 我国
约 有 7 亿 人 感 染
H pylori , 已经发
展为严重危害我
国居民健康的公
共卫生问题. 

■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; 刘改芳, 主
任医师, 河北医科
大学第三医院消
化内科
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of factors relative to Helicobacter pylori infection in Chinese 
literature in China. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(15): 1582-1589

摘要
目的: 评价H pylori感染的相关因素, 为预防决
策提供依据. 

方法: 以“幽门螺杆菌”、“感染”、“相
关因素”和“流行病学”等为检索词，检索
CNKI中国期刊全文数据库及CBM光盘数据
库，并辅以文献追溯、手工检索等方法收集
1990-01/2008-05国内正式刊物上公开发表的
有关H pylori 感染相关因素的研究文献. 对这
些研究中涉及的某些相关因素采用Meta分析
方法选择危险比值比OR 值作为效应指标进行
综合定量分析, 估计其合并OR 值及其95%CI. 
根据异质性检验结果选择固定效应模型或随
机效应模型进行合并, 并从原始文献统计方法
采用单因素分析还是多因素分析及变换模型
2个角度进行敏感性分析, 评价Meta分析结论
的稳定性, 同时计算失效安全系数来估计发表
偏倚的大小.  

结果: 纳入本次Meta分析的文献共21篇, 涉
及包括来自宿主的因素 (性别、本人胃病
史 )、行为习惯 (吸烟、饮酒、饮用水源、

饮水习惯、养狗、近期服用抗生素)、饮食
习惯 (进食生蔬菜、豆类、大蒜、腌制食
物、熏制食物)、家人或照顾者胃病史及年
幼时是否接受口嚼食物, 可能与H pylor i 感
染相关的因素O R 值及其95%C I分别为: 本
人胃病史2.09(1.40, 3.12)、看护人胃病史
2.43(1.74, 3.40)、饮用不洁水源2.01(1.35, 
3 .00)、饮水习惯3.08(1.02,  9 .26)、养狗
1.75(1.02, 3.00)、接受过口嚼食物2.66(1.41, 
5.02)、吸烟1.47(1.09, 1.97)、经常食用大
蒜0.67(0.56, 0.80)、豆类0.37(0.17, 0.79)、
熏制1.94(1.25, 3.02)及腌制食物1.87(1.43, 
2.44), 性别、近期服用抗生素、饮酒、经常
食用生蔬菜与H pylori 感染无关.

结论: 在选择的15个因素中, 影响我国人群
H pylori 感染的主要因素为本人胃病史、看护
人胃病史、饮用不洁水源、喝生水、养狗、

接受过口嚼食物、吸烟、经常食用大蒜、熏
制及腌制食物等. 

关键词: 幽门螺杆菌; 感染; Meta分析; 相关因素

张天哲, 张铁民, 赵丹丹, 唐桂钰. 中国人群幽门螺杆菌感染

相关因素的Meta分析.  世界华人消化杂志  2009; 17(15): 

1582-1589

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/1582.asp

0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H pylori )感染

是世界范围广泛存在且最常见的细菌感染之一. 
许多研究证实H pylori感染是成年人胃肠疾病发

生的重要因素, 是消化性溃疡、胃癌发生的危

险因子. 据报道在全球自然人群的感染率超过

50%[1], 目前H pylori感染已经发展成一个世界性

问题. 我国是H pylori高感染国家, 普通人群的感

染率为34.52%-80.55%, 多数地区人群感染率在

50%左右, 平均感染率为58.07%[2]. 我国约有7亿
人感染H pylori , 已经发展为严重危害我国居民

健康的公共卫生问题[3]. 近年来, 国内众多学者

对H pylori感染危险因素的研究十分关注. 我们

采用Meta分析方法对国内近20年来已发表的有

关H pylori感染相关因素的流行病学文献进行综

合定量分析, 探讨影响我国人群H pylori感染的

主要相关因素, 并用危险比值比(OR )估计这些

因素与感染的联系强度, 为预防H pylori感染提

供科学依据. 

1  材料和方法

1 .1  材料  以“幽门螺杆菌”、“感染”、

“相关因素”“流行病学”等为检索词, 检索

C N K I中国期刊全文数据库及C B M光盘数据

库 ,  并辅以文献追溯、手工检索等方法收集

1990-01/2008-05国内正式刊物上公开发表的有

关H pylori感染相关因素的研究文献, 并严格按

照纳入与排除标准进行筛选. 
1.2 方法 
1.2.1 文献纳入标准: (1)国内公开发表的有关

H pylori感染危险因素的流行病学研究: (2)H pylori
感染至少经过1种诊断方法进行确诊 ;  (3)文
献的原始数据提供单因素分析的O R 值及O R  

95%CI或多因素分析提供回归系数b
Ù

及其标准

误SE(b
Ù

)值或Wald χ2值或Z值可以换算成OR值

及95%CI. (4)有3篇及以上都研究了相同因素

的文献. 
1.2.2 排除标准: (1)只有摘要无全文的文献资料

以及数据不完整无法利用的文献; (2)无对照组

的文献以及综述性的文献; (3)重复发表的文献; 
(4)研究因素赋值方式相差较大的文献.  
1.2.3 数据整理及Meta分析方法: 按Meta分析的

要求对数据整理及换算[4], 用Excel建立文献数据

■研发前沿
H pylori 感染的预
防需要科学研究
的结果为依据, 但
在多项危险因素
与H pylori 感染关
系的流行病学研
究中对研究因素
与H pylori 感染是
否有关联及其关
联强度报道不一.
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信息的电子文档. 对研究因素相同的各研究进

行异质性检验(Q检验): 设纳入Meta分析的研究

个数为k , 各个研究所对应的比值比为OR i(i  = 1, 
2, …, k ), 令yi = ln(ORi). Q = ∑[wi(yi-y

−

)2], 其中 y
−

 = 
∑wiyi/∑wi, wi =1/Vi, Vi为各独立研究的方差, 可以

通过以下方法计算[5]: (1)Vi = [ln(ORi/ORli)/1.96]2: 

(2)Vi = [ln(ORui/ORi)/1.96]2; (3)Vi = [SE(b
Ù

)]2. 其

中OR ui和OR li为各个研究所对应OR值的95%CI
的上下限, SE(b

Ù )为多因素logistic回归分析的回

归系数标准误. 经异质性检验后如果无异质性

则选择固定效应模型(fixed effect model, FEM)
计算OR合并及其95%CI, OR合并 = exp(∑wiyi/∑wi), 
OR 合并的95%CI = exp(∑w iy i/∑w i±1.96/ iw∑ ); 
如果存在异质性则选择随机效应模型(Random  
Effect Model, REM)计算OR合并及其95%CI, 用w * 
= (w i

-1+D)-1代替上述OR 合并及其95%CI计算公式

中的wi即可, 其中D = (Q-k+1)/(∑wi-∑wi 
2/∑wi). 

1.2.4 敏感性分析: 从剔除未控制混杂因素的单

因素分析研究及变换模型2个角度进行敏感性

分析, 如果结论变化不大, 则提示本次研究的结

果较为可靠.  
1.2.5 发表性偏倚的评估: 采用失安全系数(Nfs)定
量评价发表性偏倚的影响程度. 计算方法为[6-7]: 
Nfs ,0.05 = (∑Z /1.64)2-k , 按P = 0.05水平计算失安

全系数, 式中k为研究个数, Z为各独立研究的Z
值. 将原始文献中各个因素研究的单因素分析

方法的χ2值或多因素分析方法的Wald χ2值开

平方根, 得出失安全系数计算时所需的Z值. 如
未提供χ2值, 可通过OR 值及其95%CI的大小, 
由公式Vi  = [(lnOR i)/Z ]2换算. 若失安全系数较

大, 则说明该meta分析结果受发表性偏倚的影

响程度较小, 结论较为可靠; 如果N fs<10, 下结

论要慎重. 

2  结果

2.1 研究文献基本特征 根据上述文献资料的纳

入和排除标准, 经筛选符合要求纳入本次Meta
分析的文献有21篇[8-28], 均为有关H pylori感染相

关因素的流行病学研究. 以各研究中涉及较多

的因素作为Meta分析的因素, 包括来自宿主的

因素(性别、本人胃病史)、行为习惯(吸烟、饮

酒、饮用水源、饮水习惯、养狗、近期服用抗

生素)、饮食习惯(进食生蔬菜、豆类、大蒜、

腌制食物、熏制食物)、看护者胃病史及年幼时

是否接受口嚼食物. 入选文献研究因素及数据

信息按提供OR i值及其95%CI或回归系数b
Ù

及其

标准误SE(b
Ù )进行整理(表1-2). 

2.2 Meta分析结果 
2.2.1 资料的异质性检验: 对研究因素相同的各

研究的结果进行异质性检验, 除有关看护者胃

病史、饮酒、经常食用大蒜、经常食用腌制食

物4个因素的研究结果有一致性外, 其余各研究

因素的研究结果间均存在异质性(表3). 
2.2.2 H pylori相关因素的Meta分析结果: 根据异

质性检验结果, 对各研究结果不具有异质性的因

素采用固定效应模型进行合并分析; 对研究结果

存在异质性的因素采用随机效应模型计算OR合并

及其95%CI. 结果显示除性别、饮酒、近期服用

抗生素、经常食用生蔬菜与H pylori感染之间的

关联无统计学意义, 其他研究因素与H pylori感
染之间的关联均有统计学意义. 其中经常食用豆

类及其制品、大蒜的合并OR值及95%CI小于1, 
与H pylori感染成负关联; 饮用水源、本人胃病

史、看护者胃病史、吸烟、饮用不洁水源、饮

水习惯(喝生水)、接受过口嚼食物、养狗、经常

食用腌制及熏制食物的合并OR值及95%CI大于

1, 与H pylori感染成正关联, 各因素与H pylori
感染的关联程度由强到弱依次为: 饮水习惯(饮
生水)、接受过口嚼食物、看护者胃病史、本

人有胃病史、饮用不洁水源、经常食用腌制食

物、熏制食物、吸烟, 详细结果见表4. 
2.2.3 发表偏倚的评估: 当Meta分析的结果有统

计学意义时, 为排除发表偏倚的可能, 采用失安

全系数(N fs )来估计发表偏倚的程度, 计算最少

需要多少未发表的研究(特别是阴性结果的研

究)才能使研究结论发生逆转. 表4中最后一栏

显示了失安全系数的大小, 即要推翻本次Meta
分析H pylori感染与相关因素有关联的结论需

要未发表的阴性结果的文献数量, 除养狗(13篇)
较少外、其他因素如本人胃病史(295篇)、饮

用不洁水源(76篇)、吸烟(47篇)、饮水习惯(152
篇)、接受过口嚼食物(31篇)、经常食用豆类

(126篇)、经常食用大蒜(20篇)、经常食用腌制

食物(59篇)、经常食用熏制食物(45篇). 
2.3 敏感性分析 由于单因素分析没有考虑混杂因

素的干扰, 有可能引入混杂偏倚, 影响其结果的

真实性, 因此剔除个别统计方法为单因素分析的

文献, 再次进行Meta分析, 以此判断Meta分析结

果的稳定性及可靠性; 另外再从变换Meta分析模

型角度进行敏感性分析, 结果见表5-6. 在剔除单

因素分析的研究之后, 除吸烟与饮酒两个因素的

结论发生改变, 其余各研究因素在剔除单因素分

析文献前后OR 合并较为接近, 且95%CI大部分相

互重叠, 各研究因素与H pylori感染成正关联或负

■相关报道
Meta分析是近十
年来在医学领域
中采用的一种新
的研究分析方法, 
1976年由Glass首
次提出, 随着循证
医学的发展, 不再
简单地局限为一
种统计分析方法, 
而是对具有相同
研究目的的多个
研究结果进行综
合定量的一种系
统评价.
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表  1  纳入的21篇研究文献中提供OR 值及其95%CI数据的研究文献

     
作者		                因素		       ORi值(95％CI)	              χ2值或Z 值		  权重wi 

陈胜良 et al [8]	      性别(男)		  0.877(0.798, 0.965)		    7.16		  431.11

韩咏梅 et al [9]	      饮用不洁水源m		  5.216(2.487, 10.939)	   4.37n		      7.01

		       近期服用抗生素m		 0.376(0.226, 0.625)		    3.77n		    14.85

许亮文 et al [10]	      性别(男)		  1.288(0.907, 1.830)		    2.00		    31.23

		       饮酒			   1.176(0.819, 1.693)		    0.76		    29.35

		       腌制食物		  1.670(1.160, 2.390)		    7.79		    28.93

		       熏制食物		  1.202(0.722, 2.002)		    0.50		    14.79

马红英 et al [11]	      胃病史m		  1.470(1.320, 1.640)		    6.90n		  331.62

		       吸烟m			   1.910(1.250, 2.910)		    3.01n		    21.37

		       饮酒m			   1.390(1.020, 1.890)		    1.22n		    40.10

杨万刚 et al [12]	      喝生水m		  1.100(0.890, 1.370)		    0.84n		    85.60

		       近期服用抗生素m		 0.850(0.660, 1.070)		    1.26n		    60.02

郭智成 et al [13]	      经常吃豆类食物m		 0.718(0.580, 0.889)		    9.21		    84.32

李富欢 et al [14]	      性别(男)		  1.689(1.198, 2.387)		    2.99n		    32.56

		       烟			   1.199(0.833, 1.724)		    0.58		    28.96

		       酒			   0.889(0.627, 1.262)		    0.66		    31.51

		       熏腌制品m		  2.779(1.960, 3.940)		    5.74n		    31.51

		       经常吃豆类m		  0.294(0.206, 0.418)		    6.78n		    30.36

张群勇 et al [15]	      性别(男)		  1.049(0.690, 1.596)		    0.05		    21.89

		       经常吃豆制品m		  0.223(0.160, 0.310)		    8.86n		    34.85

蔡亚平 et al [16]	      饮水来源		  1.897(1.306, 2.756)		    3.36n		    27.57

		       喜食凉拌菜		  1.174(0.799, 1.727)		    0.81n		    25.94

		       吸烟			   1.739(0.991, 3.052)		    1.93n		    12.15

		       饮酒			   1.113(0.561, 2.207)		    0.31n		      8.19

		       喝生水			  6.217(2.387, 16.193)	 13.99		      4.19

徐顺福 et al [17]	      性别(男)		  0.990(0.790, 1.230)		    0.09n		    75.43

		       胃病史			  0.950(0.700, 1.280)		    0.33n		    41.19

		       饮酒			   0.990(0.760, 1.300)		    0.07n		    54.96

		       吸烟			   0.960(0.740, 1.230)		    0.31n		    56.70

		       养狗			   1.070(0.760, 1.530)		    0.37n		    32.83

刘一运 et al [18]	      腌菜			   1.982(1.300, 3.021)		  10.04		    21.60

		       烟熏食物		  1.583(1.032, 2.429)		    4.45		    20.99

		       常吃生蒜m		  0.735(0.600, 0.901)		    8.78		    93.27

		       吸烟			   1.549(1.005, 2.388)		    3.96		    20.53

		       饮用河沟水m		  1.397(1.193, 1.634)		  17.36		  154.17

		       常饮生水m		  1.948(1.238, 3.064)		    8.32		    18.70

		       常饮酒者m		  1.542(0.975, 2.438)		    3.43		    18.28

		       胃病史m		  1.160(0.998, 1.350)		    3.72		  169.78

单庆文 et al [19]	      养狗m			   1.660(0.990, 2.780)		    3.74		    14.38

林希 et al [20]	      看护者胃病史		  2.260(1.200, 4.240)		    6.44		      9.59

		       口嚼食物		  2.100(1.050, 4.210)		    4.37		      8.00

俞亚娣 et al [21]	      性别(男)		  1.438(0.884, 2.338)		    2.15		    16.23

		       胃病史			  4.295(1.253, 14.717)	   5.38		      2.53

		       接收过口嚼食物m		 4.902(2.743, 8.759)		    5.38n		    11.40

		       看护人胃病史m		  2.021(1.218, 3.354)		    2.72n		    14.98

吴斌 et al l[22]	      接收过口嚼食物m		 1.810(1.050, 3.140)		    4.49		    12.96

		       看护者胃病史m		  3.520(1.860, 6.650)		  14.98		    11.89

王焰 et al [23]	      熏肉m			   2.748(1.411, 5.352)		    2.97n		      8.65

m: 多因素分析结果; n: Z值.

■创新盘点
近年来国内众多
学者对H pylori 感
染危险因素的研
究十分关注. 本研
究采用Meta分析
方法对国内近20
年来已发表的有
关H pylori 感染相
关因素的流行病
学文献进行综合
定量分析, 探讨目
前影响我国人群
H pylori 感染的主
要相关因素, 并估
计其危险比值比
(OR ), 为H pylori
感染的预防决策
提供科学依据. 
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关联的结论未发生改变, 表6中将使用随机效应

模型分析的结果与换用固定效应模型进行Meta
分析的结果进行比较, 除经常使用生蔬菜2种模

型分析结论不一致外, 其余因素结论均较为一致, 
说明本次大多数因素的Meta分析结论较为可靠. 

3  讨论

Meta分析是近十年来在医学领域中采用的一种

新的研究分析方法, 1976年由Glass首次提出, 随
着循证医学的发展, 不再简单地局限为一种统

计分析方法, 而是对具有相同研究目的的多个

研究结果进行综合定量的一种系统评价[29]. 该方

法在考虑研究结果一致性的前提下, 采用不同

的模型对各研究结果进行统计合并, 扩大了样

本含量, 增加了统计学检验功效, 改进了对研究

效应的估计, 与单项研究相比, 综合研究所得出

表  2  纳入的21篇研究文献中提供、标准误或Wald χ2值数据的研究文献 (多因素分析)

     
作者		  因素	     回归系数、标准误或Wald χ2值           ORi值(95%CI)	              χ2值或Z 值	        权重wi 

张枚 et al [24]	 性别(男)		  -0.103, 0.162	       1.109(0.807, 1.522)	     0.64n	       38.02

		  吸烟		    0.033, 0.180	       1.034(0.726, 1.471)	     0.19n	       30.72

		  饮酒		    0.072, 0.058	       1.074(0.959, 1.204)	     1.22n	     299.51

		  胃病史		    0.162, 0.250	       1.176(0.720, 1.919)	     0.65n	       15.96

杨建 et al [25]	 吃生蔬菜		    2.4157, 0.4963	     11.198(4.233, 29.620)	     4.87n	         4.06

		  胃病史		    3.7881, 0.4094	     44.173(19.80, 98.546)	     9.25n	         5.97

		  养狗		    1.0238, 0.4343	       2.784(1.188, 6.521)	     2.36n	         5.30

陈世耀 et al [26]	 性别(男)		    0.207, 0.117	       0.813(0.646, 1.022)	     1.77n	       72.66

		  进食生蔬菜水果	   0.429, 0.235	       1.535(0.969, 2.434)	     1.82n	       18.15

		  近期抗H pylori治疗	   0.731, 0.178	       0.482(0.340, 0.683)	     4.10n	       31.92

周曾芬 et al [27]	 喝生水		    2.0074, 0.1531	       7.444(5.514, 10.049)	 171.97	       42.67

		  饮用不洁水源	   0.6426, 0.2240	       1.901(1.226, 2.950)	     8.23	       19.94

		  养狗		    1.6969, 0.8256	       5.457(1.082, 27.525)	     4.22	         1.47

		  常吃大蒜		  -0.6114, 0.3564	       0.5426(0.975, 1.091)	     2.944	       11.18

卢平 et al [28] 	 腌菜		    1.098, 4.810m	       2.998(1.124, 7.998)	     4.81	         3.99

		  胃病史		    0.796, 52.461m	       2.217(1.787, 2.750)	   52.46	       82.60

		  大蒜		  -0.637, 10.420m	       0.529(0.359, 0.779)	   10.42	       25.56

		  吸烟		    1.325, 15.479m	       3.762(1.944, 7.279)	   15.48	         8.81

m: Wald χ2值; n: Z值.

表  3  不同相关因素各研究结果的异质性检验结果

     
因素	                                     n 	  			                                  Q值	         P 值  

性别(男)			   8	   719.13	            -36.58	    -0.05	            21.93	       <0.05

本人胃病史		  7	   649.65	            247.68	      0.38	          104.33	       <0.05

看护者胃病史		  3	     34.01	              30.24	      0.89	              1.88	       >0.05

吸烟			   7	   179.24	              45.18	      0.25	            21.93	       <0.05

饮酒			   7	   481.89	              38.38	      0.08	              6.68	       >0.05

饮用不洁水源		  4	   208.68	              93.58	      0.45	            14.03	       <0.05

饮水习惯(喝生水)		  4	   151.16	            114.42	      0.76	          107.85	       <0.05

接受过口嚼食物		  3	     32.36	              31.70	      0.98	              6.67	       <0.05

近期使用抗生素		  3	   106.40	             -1.13	    -0.01	            31.84	       <0.05

养狗			   4	     53.98	              17.54	      0.32	              7.97	       <0.05

经常食用生蔬菜		  3	     52.15	              21.77	      0.42	            18.00	       <0.05

经常食用豆类		  3	   149.46	          -117.00	   -0.78	            40.78	       <0.05

经常食用大蒜		  3	   130.01	            -52.01	   -0.40	              2.72	       >0.05

经常食用腌制食物		  3	     54.52	              34.10	      0.63	              1.29	       >0.05

经常食用熏制食物		  4	     75.94	              53.20	      0.70	              9.27	       <0.05

iw∑ i jyw∑ y
−

■名词解释
失安全系数(fail-
safe number, Nfs): 
指当Meta分析的
结果有统计学意
义时, 为排除发表
偏倚的可能, 计算
最少需要多少未
发表的研究(特别
是阴性结果的研
究)才能使研究结
论发生逆转, 可用
来估计发表偏倚
的程度. 
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的结论更全面更可靠. 
H pylori感染的预防需要科学研究的结果为

依据, 但在多项危险因素与H pylori感染关系的

流行病学研究中对研究因素与H pylori感染是

否有关联及其关联强度报道不一. 本研究采用

Meta分析的方法综合定量评价H pylori感染与相

关因素间的联系及关联强度, 使分析的结果可

靠, 更具有代表性. 
在本次Meta分析研究涉及的包括来自宿主

的因素(性别、本人胃病史)、行为习惯(吸烟、

饮酒、饮用水源、饮水习惯、养狗、近期服

用抗生素)、饮食习惯(进食生蔬菜、豆类、大

蒜、腌制食物、熏制食物)、家人或照顾者胃病

史及年幼时是否接受口嚼食物15个研究因素中, 

性别、饮酒、近期服用抗生素、进食生蔬菜与

H pylori感染无关联(P >0.05); 本人胃病史、看护

者胃病史、饮用不洁水源、接受过口嚼食物、

吸烟、饮水习惯(喝生水)、养狗、常食用腌制

食物及熏制食物与幽门螺杆菌感染之间存在正

关联(P <0.05), 饮水习惯与H pylori感染的关联强

度最高, OR值为3.08, 95%CI为(1.02, 9.26), 说明

喝生水是H pylori感染的一个重要危险因素. 其
次, 接受过口嚼食物、看护者胃病史、本人有

胃病史也是H pylori感染重要的危险因素, OR值

及其95%CI分别为2.66(1.41, 5.02)、2.43(1.74, 
3.40)和2.09(1.40, 3.12); 常使用豆制品和大蒜

与H pylori感染之间存在负关联(P <0.05), 其OR
值及95%CI分别为0.37(0.17, 0.79)和0.67(0.56, 

表  5  所有纳入文献、单因素分析、多因素分析文献Meta分析结果的比较

         
因素

	                     未剔除单因素分析的文献        剔除单因素分析文献Meta分析	    仅单因素分析文献Meta分析

                                      n 	      OR 合并(95%CI)                n 	        OR 合并(95%CI)                n                  OR 合并(95%CI)

性别(男)		    8	   1.07(0.91, 1.25)	       2	     0.90(0.75, 1.09)	         6	        1.14(0.92, 1.43)

本人胃病史	   7	   2.09(1.40, 3.12)	       5	     2.34(1.47, 3.72)	         2	        1.79(0.42, 7.70)    

看护者胃病史	   3	   2.43(1.74, 3.40)	       2	     2.50(1.68, 3.72)	         1	        2.26(1.20, 4.24)

吸烟		    7	   1.47(1.09, 1.97)	       3	     1.87(0.95, 3.68)	         4	        1.17(0.98, 1.40) 

饮酒		    7	   1.08(0.99, 1.18)	       3	     1.12(1.01, 1.25)	         4	        0.97(0.81, 1.16)

饮用不洁水源	   4	   2.01(1.35, 3.00)	       3	     2.17(1.18, 3.97)	         1	        1.90(1.31, 2.76)

接受过口嚼食物	   3	   2.66(1.41, 5.02)	       2	     2.96(1.11, 7.90)	         1	        2.10(1.05, 4.21)

养狗		    4	   1.75(1.02, 3.00)	       3	     2.06(1.34, 3.15)	         1    	        1.07(0.76, 1.53)

经常食用生蔬菜	   3	   2.37(0.99, 5.64)	       2	     3.96(0.56, 27.81)	         1	        1.17(0.80, 1.73)

经常食用熏制食物	   4	   1.94(1.25, 3.02)	       2	     2.77(2.03, 3.77)	         2	        1.14(1.02, 1.96)

经常食用腌制食物	   3	   1.82(1.51, 2.19)	       1	     3.00(1.12, 8.00)	         2	        1.80(1.36, 2.37)

表  4  H pylori 感染相关因素Meta分析结果及评估发表偏倚的量化指标计算结果

     
因素	                     n 	    D值	               *或                          或               	   OR 合并及95%CI                    Nfs

性别(男)		    8	   0.03	        151.39	          9.10		 1.07(0.91, 1.25)	          -

本人胃病史	   7	   0.23	          21.13	        17.83		 2.09(1.40, 3.12)	        295

看护者胃病史	   3	     -	          34.01	        30.24		 2.43(1.74, 3.40)	          28

吸烟		    7	   0.11	          44.12	        16.87		 1.47(1.09, 1.97)	          47

饮酒		    7	     -	        481.89	        38.38		 1.08(0.99, 1.18)	           -

饮用不洁水源	   4	   0.12	          23.99	        16.75		 2.01(1.35, 3.00)	          76

饮水习惯(喝生水)	   4	   1.19	            3.16	          3.55		 3.08(1.02, 9.26)	        152

接受过口嚼食物	   3	   0.22	            9.51	          9.30		 2.66(1.41, 5.02)	          31

近期使用抗生素	   3	   0.49	            6.46	          4.30		 1.95(0.90, 4.21)	           -

养狗		    4	   0.17	          13.12	          7.32		 1.75(1.02, 3.00)	          13

经常食用生蔬菜	   3	   0.49	            5.08	          4.38		 2.37(0.99, 5.64)	           -

经常食用豆类	   3	   0.44	            6.46	        -6.51	 0.37(0.17, 0.79)	        126

经常食用大蒜	   3	     -	        130.01                    -52.01	 0.67(0.56, 0.80)	          20

经常食用腌制食物	   3	     -	          54.52	        34.10		 1.87(1.43, 2.44)	          59

经常食用熏制食物	   4	   0.14	          19.88	        13.21		 1.94(1.25, 3.02)	          45

iw∑iw∑
ii yw ∗∑ i iw y∑

■同行评价
本文统计资料宝
贵, 样本大, 对诸
多影响感染因素
进行综合定量分
析, 统计评价, 结
论可靠, 具有很好
的学术价值.
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0.80), 是H pylori感染的保护因素, 尤其是多食生

蒜有利于降低H pylori感染的危险性. 
在纳入的21项研究中, 有些研究的统计分析

方法采用的是单因素分析, 这难免会引入混杂因

素的干扰. 通过敏感性分析, 剔除未控制混杂因

素的单因素分析的研究后, Meta分析结果仍显示

性别、常食用生蔬菜与感染无关; 本人胃病史、

看护者胃病史、饮用不洁水源、接受过口嚼食

物、养狗、常食用熏制及腌制食物与H pylori感
染成正关联, 合并OR值及OR 合并95%CI 均大于

1, 且剔出单因素分析前后的OR值接近, OR 合并

95%CI重叠, Meta分析结论不变, 仅有吸烟与饮

酒两个因素的结论发生改变, 在本研究结果中同

时也列出了仅为单因素分析的Meta分析结果, 同
多因素分析的Meta分析结果相比, 除在看护者

胃病史、饮酒、养狗3个因素上两者结论有差

别外, 其他因素单因素与多因素分析结论较为一

致, 表明可以将单因素和多因素数据综合在一起

进行分析, 增大样本含量, 所得结论较为可靠. 
Meta分析属观察性研究, 如果原始文献在

设计、资料收集、统计分析过程中存在偏倚, 
那经过Meta分析偏倚仍然存在. 本次研究有11
个相关因素的研究结果存在异质性, 可能是由

于各个研究对于同一个因素的暴露水平分级标

准并不是完全相同, 以及所研究的人群特征有

所不同, 对H pylori感染的判断标准的不同所致, 
由于各因素的研究数目较少, 无法进一步做亚

组分析, 无法分析产生异质性的原因. 而且由于

未收集未公开发表的学位论文和会议论文, 可
能会存在发表偏倚, 但各研究因素评估发表偏

倚的量化指标失安全系数较大, 分别为本人胃

病史(295篇)、饮用不洁水源(76篇)、吸烟(47
篇)、饮水习惯(152篇)、接受过口嚼食物(31
篇)、经常食用豆类(126篇)、经常食用大蒜(20
篇)、经常食用腌制食物(59篇)、经常食用熏制

食物(45篇), 说明发表偏倚的影响程度较小. 仅
养狗(13篇)的Nfs值相对较小, 其原因可能是由于

纳入分析的文献数量较少的缘故. 
本次Meta分析研究严格按照文献的纳入和

排除标准收集文献, 避免了重复发表偏倚. 研究

结果对预防H pylori感染具有一定的参考价值, 
个别因素由于相关研究较少, 纳入Meta分析的

研究个数较少, 仍需进一步纳入更多更高质量

的研究, 以进一步明确与H pylori感染的关系. 
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经常食用豆类	 0.37(0.17,0.79)       0.46(0.39,0.54)

经常食用熏制食物	 1.94(1.25,3.02)       2.01(1.61,2.52)
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2009 年广东省中西医结合、中医脾胃消化病学术会议暨
国家级继续教育项目消化病进展研讨班征文通知

本刊讯 由广东省中西医结合学会脾胃消化病专业委员会, 广东省中医药学会消化病专业委员会主办的2009年

脾胃消化病学术会议暨国家级继续教育项目消化病进展研讨班将于2009-09-25/27在广东省广州市召开, 现将

会议征文有关事项通知如下:

1      征稿内容

中西医结合、中医治疗消化系统疾病的基础理论研究、临床经验总结、诊治的新进展, 名老中医、西医和中

西医结合专家个人诊治特色总结.

2      征稿要求

论文资料务必真实可靠, 书写规范, 简明扼要, 每篇以3000字以内为宜, 并附800字左右的摘要1份; 来稿请用电

脑打印, 用word软件编入, 并附软盘, 或发送电子邮件, 文稿中请注明作者姓名、单位、通讯地址、邮政编码及

联系电话. 截稿日期: 2009-07/30

3      交流方式

专题报告、论文宣读与讨论答疑相结合. 入选论文并参会者给予记Ⅰ类学分6分, 另外将择优编入《现代消化

及介入诊疗》杂志. 参加继续教育研讨班者另给予国家级一类学分12分.

4      投稿地址

(1)E-mail: zhangwdcn@163.com; (2)全文、摘要并附软盘寄至广东省广州市广州大道北1838号南方医院消化编

辑部罗永华同志(邮编: 510105); 并请注明脾胃消化病学术会议投稿. 无论文者也欢迎参会或报名参加研讨班.

5      联系方式

姚永莉, 510105, 广东省广州市广州大道北1838号, 南方医院消化内科, 电话: 13189096556
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