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Abstract
Hepatic fibrosis is a common pathologic process 
shared by many chronic hepatic diseases and 
will ultimately result in hepatic cirrhosis. Due to 
improvement in living standards and changes 
in eating habits, the incidence of diabetes is con-
tinuously increasing. Nowadays, mounting evi-
dence shows a link between diabetes and liver 
fibrosis. This article briefly summarizes recent 
advances and future prospects in research on 
the relationship among hyperglycemia, blood 
glucose fluctuation and hepatic fibrosis.  

Key Words: Blood glucose; Blood glucose fluctua-
tion; Hepatic fibrosis

Shao JL, Hu GX. Blood glucose, blood glucose fluctuation 
and hepatic fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(13): 1301-1305

摘要
肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)是肝硬化的早

期阶段, 是各种慢性肝病的共同病理过程, 并
最终发展成为肝硬化. 随着生活水平的提高、

饮食习惯的改变, 糖尿病的发病率逐年升高. 
目前有很多资料证实了糖尿病与HF有关联. 
本文简要总结了近年来国内外学者在高血糖
和波动血糖与HF关系研究中取得的共识与现
状, 并就其研究进展进行讨论和展望, 以其加
深人们对血糖和波动血糖与HF的认识并积极
开展有关方面的研究.  

关键词: 血糖; 血糖波动; 肝纤维化
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis)是肝脏对各种原因所

致肝损伤的“创伤愈合”反应, 是组织发生修

复反应时细胞外基质(extracellular matrix, ECM)
合成、降解与沉积不平衡而引起的病理过程, 
他是各种肝病导致肝硬化的共同途径. 如何治

疗这类患者是世界性难题. 近20年来, 随着细胞

学和分子生物学技术的发展, 肝纤维化的研究

取得了长足进展. 主要表现在[1-5]: (1)确立了肝

星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)激活、转化

是肝纤维化发生、发展的核心环节; (2)肝纤维

化的分子病理机制逐渐了解, 尤其是影响HSC
生物学行为的调控机制, 如血小板衍化生长因

子(platelet-derived growth factor, PDGF)介导的

丝裂原活化蛋白激酶(mitogen activated protein 
kinase, MAPK)信号通路(主要包括Raf-MEK-
ERK、SEK-MKK-JNK、MEKK-MKK-P38)、
转化生长因子β1(transforming growth factor β1, 
TGF-β1)-Samd信号通路等参与了HSC的活化、

增殖、胶原合成等; (3)明确了肝纤维化以及一

定程度的肝硬化是完全可逆转的观点; (4)阐明

了调控HSC的激活、增殖、转化、凋亡及ECM
合成与分解是防治肝纤维化研究的重点. 最近

国际著名肝病专家Friedman教授[6]对近5-10年

www.wjgnet.com
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■背景资料
随着人们生活水
平的提高、膳食
结构变化和生活
行为方式的改变, 
我国糖尿病(包括
1型和2型)的发病
率逐年升高. 据最
新报道中国是世
界上三个糖尿病
大国之一, 居第2
位, 糖尿病已成为
我国最重要的非
传染性流行病之
一. 高血糖作为糖
尿病的主要特征, 
对许多脏器如肾
脏、心脑血管纤
维化的形成具有
明显促进作用, 与
肝脏纤维化的关
系也在研究之中. 
已有证据显示在
糖尿病患者中, 终
末期肝病的死亡
率比心血管疾病
高. 近年来许多实
验研究与临床资
料均证实高血糖
与HSC、肝纤维
化关系密切.

■同行评议者
范建高, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
消化内科



肝纤维化研究进行了总结, 认为与肝纤维化有

关的临床和基础研究均取得了巨大进展, 同时

也指出不同病因的肝纤维化其发生、发展的机

制不同, 防治措施也不同. 因此, 在肝纤维化的

研究中仍有许多亟待解决的问题. 比如临床上

经常遇到的疾病-糖尿病并肝纤维化、肝硬化. 
人们要问, 高血糖作为糖尿病的主要表现形式, 
他是如何致肝损伤? 如何形成肝纤维化? 又如

何早期防治? 阐明这些问题, 对于丰富肝纤维化

发生机制, 完善肝纤维化的防治策略具有重要

意义. 

1  高血糖与HSC、肝纤维化的关系

随着人们生活水平的提高、膳食结构变化和生

活行为方式的改变, 我国糖尿病(包括1型和2型)
的发病率逐年升高. 据最新报道中国是世界上三

个糖尿病大国(印度、中国、美国)之一, 居第2
位, 糖尿病已成为我国最重要的非传染性流行病

之一[7]. 高血糖作为糖尿病的主要特征, 对许多脏

器如肾脏、心脑血管纤维化的形成具有明显促

进作用, 与肝脏纤维化的关系也在研究之中[8,9]. 
已有证据显示在糖尿病患者中, 终末期肝病的死

亡率比心血管疾病高[10]. 近年来许多实验研究与

临床资料均证实高血糖与HSC、肝纤维化关系

密切. 
1.1 实验研究 Parad i s等[11]用葡萄糖或胰岛素

培养HSC, 发现结缔组织生长因子(connective 
tissue growth factor, CTGF)基因和蛋白表达均显

著增加, 当在HSC培养液中加入葡萄糖时发现

Ⅰ型前胶原mRNA表达轻微增加, 提示高糖和胰

岛素是纤维化进展中的一个关键因素. Sugimoto
等[12]发现高糖可通过诱导MAPK磷酸化等导致

HSC增生和Ⅰ型胶原的产生. 最近国内学者焦

明丽等研究显示, 高血糖可能通过刺激HSC-T6
分泌T G F-β1、P D G F、Ⅲ型前胶原(t y p e Ⅲ
procollagen, PCⅢ)、CTGF、PDGF-BB、透明

质酸酶(hyaluronic acid, HA)及层黏蛋白(laminin, 
LN)促进肝纤维化[13,14]. 此后, 进一步的体内实

验表明高血糖可通过诱导肝脏α-SMA、CTGF
表达, 促进肝脏HSC活化、增殖, 促进肝纤维化

的形成, 加重大鼠肝纤维化的程度[15]. 李芹等[16]

通过观察不同浓度葡萄糖对大鼠HSC增殖的影

响, 以进一步探讨糖尿病性肝纤维化的发生机

制, 发现不同高浓度的葡萄糖均能激活HSC, 导
致HSC增殖, DNA合成增加, 且HSC增殖及其

DNA合成随葡萄糖浓度增加而增加, 呈剂量依
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赖性. 范建高等[17]探讨了高血糖对CCl4中毒大鼠

肝纤维化进展的影响, 结果发现高血糖能加剧

CCl4相关肝损伤, 促进肝纤维化、肝硬化的发生

发展. 研究者还发现糖尿病+CCl4组肝组织炎症

活动度计分(HAI)并不比血糖正常+CCl4组高, 肝
脂肪变程度在糖尿病+CCl4组反而下降, 提示高

血糖可能并非通过肝脂肪变性和炎症途径加剧

CCl4相关肝纤维化. 朱春晖等[18]观察了糖尿病树

鼩肝脏病理变化, 通过Masson染色和电镜观察

证实糖尿病组动物模型注射链脲佐菌素(STZ)后
8 wk出现早期肝纤维化病理改变, 高血糖能促进

肝纤维化的形成. 同时也发现早期糖尿病肝损

害在轻度脂肪变性(仅有小泡性的脂肪变性)时, 
肝纤维染色及电镜下已有胶原纤维增生, 因此

作者认为肝脂肪变性并不一定是糖尿病肝纤维

化发展中的必然过程, 与范建高等[17]观点一致. 
1.2 临床研究 Abrams等[19]报道在非酒精性脂肪

性肝病(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), 
高血糖与肝脏炎症及汇管区纤维化密切相关; 
Raynard等[20]前瞻性观察了268例酒精性肝病

患者的血糖水平与肝纤维化的关系, 研究表明

血糖水平与肝纤维化积分正相关, 血糖是酒精

性肝病进展到肝纤维化的独立危险因素; 有学

者回顾性研究了血糖与慢性丙型肝炎(chronic 
hepatitis C, CHC)患者发生肝纤维化的关系, 结
果显示高血糖的CHC患者发生肝纤维化的比例

显著高于同样病程下的正常血糖患者, 且随着

时间的延长上述情况更明显, 认为高血糖是丙

型病毒性肝炎(viral hepatitis type C, HCV)感染

者肝纤维化程度的独立预测因素[21]; Haukeland
等[22]对83名肝活检确诊的NAFLD进行随访, 发
现伴有2型糖尿病或糖耐量异常的NAFLD患者

肝纤维化或肝硬化发生率明显增加. 
综上研究结果, 说明糖尿病与肝纤维化发

生、发展密切相关, 因此有必要对高血糖促使

肝纤维化形成与发展的机制作进一步探讨. 

2  波动性高血糖对机体靶器官的影响

众所周知, 高血糖对糖尿病患者组织器官的损

害是通过慢性持续性(持续性高血糖)和血糖水

平波动(波动性高血糖)两种方式体现[23]. 波动性

高血糖是指间歇性或阵发性高血糖状态, 亦称

血糖漂移. 早期, 人们对持续性高血糖与糖尿病

的并发症研究较多. 近年来研究表明, 持续性高

血糖和波动性高血糖均为糖尿病的特征和危险

因素, 糖尿病慢性并发症的发生、发展不仅与
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血糖水平的持续升高密切相关, 而且与血糖的

波动性有密切关系, 血糖波动越大, 糖尿病慢性

并发症的发生率越高、预后越差. 因此波动性

高血糖及其对靶器官的损害已成为糖尿病学研

究的新热点[24,25]. 目前也有许多实验研究与临床

试验研究来证实血糖波动与靶器官损害的情况.
2.1 实验研究 Quagliaro等[26]在培养人脐静脉内

皮细胞时, 分别给予稳定低糖浓度(5 mmol/L)、
稳定高糖浓度(20 mmol/L)和波动性高糖浓度(5 
mmol/L和20 mmol/L每24 h交替)的培养环境, 2 
wk后发现3组细胞的蛋白激酶C(protein kinase 
C, PKC)活性分别为基础状态的150%、350%和

600%, 提示波动性高血糖较稳定性高血糖更强

烈地激活PKC的表达. PKC又可激活MAPK信

号通路, 使细胞间黏附分子1(intercellular adhe-
sion molecule-1, ICAM-1)、血管细胞黏附分子

-1(vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1)、
E2选择素的表达上调, 促使细胞凋亡及DNA的

氧化损伤, 这些效应均可以促进糖尿病并发症

的发展. 同时, 他们还发现恒定性与间歇性高浓

度葡萄糖均可通过依赖PKC活化的还原型辅酶

Ⅰ/Ⅱ NADPH氧化酶刺激活性氧的过度生成导

致细胞凋亡的增加, 而间歇性状态更为明显, 支
持葡萄糖浓度的波动参与了糖尿病血管损伤的

形成[27]. Takeuchi等[28]在培养大鼠肾小球系膜

细胞(mesangial cells, MCs)时, 分别给予稳定低

糖浓度(5 mmol/L)、稳定高糖浓度(25 mmol/L)
和波动性高糖浓度(5 mmol/L和25 mmol/L每24
小时交替)的培养环境, 10 d后发现波动高糖组

胶原Ⅲ含量分别为稳定低糖组和稳定高糖组

的329%和110%, 而胶原Ⅳ的含量分别为31%和

14%, 提示波动性高糖较稳定性高糖更强烈地促

进系膜细胞分泌胶原. Jones等[29]也报道高糖培

养可影响肾小管细胞的增殖和胶原合成等, 而
波动性高糖培养可使这些效果更显著. 张晋欣

等[30]探讨波动性与持续性高糖对血管内皮细胞

生存及凋亡的影响, 结果表明持续高葡萄糖(25 
mmol/L)条件下细胞生存率低于正常浓度, 而波

动性高糖(5.5或25 mmol/L)条件下细胞生存率又

低于持续高糖, 凋亡率则相反, 揭示波动性高糖

较持续性高糖对血管内皮细胞具有更强的损伤

效应, 且是独立于持续性高糖之外的血管内皮

细胞伤害因素. 刘江华等[31]以体外培养人脐静

脉内皮细胞为研究对象, 分别检测波动性高糖(5 
mmol/L或20 mmol/L)与恒定性高糖(20 mmol/L)
环境下内皮细胞合成的血管舒张因子前列环素

(prostaglandin I2, PGI2)及一氧化氮(nitrogen mon-
oxidum, NO)的含量, 同时观察培养液中丙二醛

含量的变化. 结果发现, 相对于恒定性高血糖, 
波动性高血糖能更显著地降低内皮细胞PGI2与

NO的生成, 从而提示波动性高血糖对血管内皮

细胞有更强的损伤作用. 赵晟等[32]建立急性血糖

波动和持续性高血糖雄性Wistar大鼠动物模型, 
建模48 h后发现血糖波动组大鼠肝细胞凋亡率

显著高于对照组及持续性高血糖组(P <0.05), 并
揭示其机制可能为血糖波动能诱导氧化应激增

强, 进而使Jun氨基末端激酶-1、肝细胞内核因

子-κB细胞信号转导途径激活.以上这些实验在

细胞、分子以及基因水平上揭示, 如果细胞处

于剧烈波动的糖环境, 受到的影响较持续性高

血糖环境更大. 
2.2 临床试验研究 尽管还没有来自随机临床试

验的结论性证据, 但越来越多的临床试验强烈

提示, 血糖波动与糖尿病并发症显著相关. Ceri-
ello等[33]通过葡萄糖钳夹实验对正常受试者和2
型糖尿病患者给以5、10、15 mmol/L, 以及5-15 
mmo l/L每间隔6 h的血糖浓度, 结果发现血糖

波动组的血浆硝基酪氨酸-3及24 h尿前列腺素

-α(两指标均反映机体氧化应激水平)较恒定高

血糖组明显增多. Gimeno-Orna等[34]对130例无糖

尿病视网膜病变的2型糖尿病患者随访5.2年, 结
果表明空腹血糖的变异度是糖尿病视网膜病变

的独立危险因素. 陈海燕等[35]对38例老年2型糖

尿病患者超声检测下肢血管, 根据病变程度分

为轻中度病变组和重度病变组. 应用动态血糖

监测系统对两组患者血糖连续监测3 d, 计算平

均血糖波动幅度、最大血糖波动幅度等, 结果

发现平均血糖波动幅度、最大血糖波动幅度等

明显增高, 得出结论血糖波动是老年2型糖尿病

下肢血管病变的危险因素. 方小正等[36]探讨169
例2型糖尿病患者波动性高血糖状态对微血管

病变的影响, 结果显示慢性波动性高血糖组(Ⅱ
组)餐后2 h血糖显著高于慢性持续性高血糖组

(Ⅰ组), 餐后2 h胰岛素与餐后2 h C肽水平显著

低于Ⅰ组, Ⅱ组微血管并发症发生率显著高于

Ⅰ组(P <0.01) , 研究提示2型糖尿病在波动性高

血糖状态下微血管病变明显増加. 
目前国内外有关血糖波动与HSC、肝纤维

化关系的报道鲜见, 最近我们对此进行了一些

探索, 我们采用稳定性低糖浓度(5.5 mmol/L)、
稳定性高糖浓度(20 mmol/L)和波动性高糖浓度

(5.5 mmol/L和20 mmol/L每8 h交替)的培养环境

■相关报道
Paradis等用葡萄
糖或胰岛素培养
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组 织 生 长 因 子
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化进展中的一个
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干预HSC, 稳定性高糖组和波动性高糖均能促

进HSC的增殖, 与稳定性低糖组比较, 都有显著

性差别(P <0.05)且以波动性高糖组更显著. 

3  糖尿病相关肝纤维化的防治

目前尚无针对糖尿病患者肝纤维化的特异性干

预方法, 大多报道均是针对糖尿病并非酒精性

脂肪肝性肝纤维化的药物. 目前胰岛素增敏剂

成为治疗NAFLD性肝纤维化的研究热点, 主要

包括噻唑烷二酮(TZDs, PPARγ激活剂)和二甲

双胍2类. 多项临床研究发现非酒精性脂肪肝炎

(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)患者口服罗

格列酮或吡格列酮48 wk后发现胰岛素抵抗和

生化指标、肝纤维化程度均明显改善[37]; 然而

最近的一项吡格列酮对照研究证实, 肝酶水平

和组织学上炎症程度虽下降显著, 但纤维化改

善不明显[38]. 因此PPARγ激活剂在肝纤维化过程

中所发挥的作用仍未完全阐明, 是否具有抗纤

维化的作用亦尚无定论, 同时药物的不良反应

也不可忽视[39]. 二甲双胍可减少肝糖生成和增加

外周组织糖利用, 有报道其有改善NAFLD患者

的肝纤维化[40]. 但Marchesini等[41]的研究中, 20例
NASH患者服用二甲双胍肝酶指标有显著改善, 
而缺乏改善肝纤维化组织学证据. 因此, 对二甲

双胍的疗效也有争议. 正如Friedman教授指出, 
近30年来西方发达国家对肝纤维化和肝硬化的

发病机制研究虽深, 但在肝纤维化防治方面成

果却不多[42]. 因此研发防治糖尿病性肝纤维化的

药物势在必行. 最近王蓉蓉等[43]研究了中药银杏

叶提取物(EGB)对2型糖尿病性NASH大鼠肝纤

维化模型的干预作用, 结果表明EGB可减轻模

型大鼠糖、脂代谢异常的程度, 减少肝脏Ⅰ、

Ⅲ型胶原的mRNA表达. 中医中药是我国原创学

科, 中医药抗肝纤维化、降血糖是我国特色和

优势, 筛选新的有效中药, 发挥中药的多途径、

多环节、多靶点抗糖尿病性肝纤维化的作用, 
使我国糖尿病性肝病的研究在国际学术界独树

一帜具有重大意义. 

4  结论

随着国内外学者对肝纤维化研究的广泛深入, 发
现不同病因的肝纤维化的发生机制和防治策略

不同. 已有证据显示在糖尿病患者中, 终末期肝

病的死亡率比心血管疾病高, 但目前对糖尿病导

致肝纤维化的机制仍然了解甚少, 防治措施缺

乏. 作为糖尿病的独立危险因素之一的波动性血

糖, 对机体组织器官的影响大于持续性血糖, 但
目前国际上尚无有关波动血糖与肝纤维化、肝

硬化关系的研究. 因此积极开展血糖、波动血糖

与肝纤维化的研究具有重要的意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Stathmin 
1 (STMN1) protein in esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC) tissue and cell lines and to 
evaluate its correlation with the clinicopatho-
logic parameters of ESCC.

METHODS: One-dimensional (1-D) Western 
blot was performed to determine the expression 
of STMN1 in 8 ESCC cell lines. Two-dimensional 
(2-D) Western blot was used to determine modi-
fied STMN1 in KYSE180 cells. Western blot and 
immunohistochemistry (IHC) were employed 
to determine the expression of STMN1 in ESCC 
specimens. The chi-square test was used to ana-

lyze IHC results. 

RESULTS: STMN1 was widely expressed in 
ESCC cells, including WHCO1, EC0156, KYSE510, 
KYSE180, KYSE170, KYSE150, KYSE140 and 
KYSE30 cell lines. Two STMN1 protein spots 
were detected in KYSE180 cells on 2-D Western 
blot: one stronger signal and one weaker signal 
located in more basic area, which suggests that 
STMN1 protein may be modified in KYSE180 
cells. Western blot analysis showed that STMN1 
was overexpressed in 69.2% (9/13) of ESCC 
specimens compared with their normal epithe-
lial counterparts. IHC assay also demonstrated 
that the positive rate of STMN1 expression 
was significantly higher in ESCC tissue than 
in  matched adjacent normal tissue (P < 0.05). 
STMN1 expression is not correlated with  age, 
gender, differentiation, tumor grade and lymph 
node metastasis. 

CONCLUSION: The expression of STMN1 pro-
tein is up-regulated in both ESCC tissue and cell 
lines and may be modified in some ESCC cell 
lines. STMN1 might exert an oncogenic function 
in ESCC. Dynamic measurement of STMN1 ex-
pression level might aid to evaluate the progres-
sion of ESCC. 

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Stathmin 1; Western blot

Liu F, Liu F, Sun YL, Zhao XH. Significance of STMN1 
expression in esophageal squamous cell carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 1306-1312

摘要
目的: 探讨食管鳞癌细胞和组织中STMN1的
表达与食管鳞癌病理分级的关系.

方法: 一维(1-D)Western blot分析8种食管鳞癌
细胞的STMN1表达, 二维(2-D)Western blot分
析KYSE180食管鳞癌细胞中STMN1的表达与
修饰状态. 免疫组织化学分析食管鳞癌组织及
其配对样本食管上皮STMN1表达和定位, 以
及卡方检验统计分析食管癌组织STMN1表达
与临床分级的关系. 

®

■背景资料
STMN1是一种重
要的微管解聚蛋
白 ,  STMN1解聚
微管的功能受其
磷酸化水平的严
格 调 节 ,  在 多 种
恶性肿瘤的发生
发展过程中发挥
了重要作用. 关于
STMN1在食管癌
发病中作用的研
究报道比较少. 本
文探讨了STMN1
在食管鳞癌中的
表达和作用. 

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心
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结果: STMN1在人食管鳞癌细胞WHCO1、
EC0156、KYSE510、KYSE180、KYSE170、
KYSE150、KYSE140和KYSE30中广泛表达. 
2-D Western blot结果表明STMN1在食管癌细
胞KYSE180中呈现为一个具有较强信号的蛋
白点和另一个具有较弱信号的, 等电点偏碱
性的蛋白点, 提示STMN1可能存在特定修饰
状态. Western blot结果显示, 与正常食管上皮
相比, 食管癌组织中STMN1表达升高(69.2%, 
9/13). 食管癌组织芯片免疫组织化学分析结
果显示STMN1在72%(13/18)肿瘤组织中高表
达较STMN1在17.6%(3/17)癌旁食管上皮表达
具有统计学意义(P <0.05), 但与组织病理分级
无关(P  = 0.646). 

结论: STMN1蛋白在食管鳞癌细胞和组织表
达上调并伴随部分修饰, 提示在食管鳞癌组织
中STMN1具有癌基因的作用, 参与食管癌变
进程. 

关键词: 食管鳞状细胞癌; 微管不稳定蛋白; 蛋白免

疫印迹法
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0  引言

微管不稳定蛋白(s tathmin 1, STMN1)是一种

重要的微管调节蛋白[1]. STMN1最初在白血病

细胞H L60中发现, 又称为p17、p19、19K、

metablastin、Prosolin、Protein Pr22、白血病

相关磷酸化蛋白p18、原癌蛋白18、LAP18和
Op18等. 微管在生物机体细胞内发挥着支架、

胞内物质运输和形成纺锤体的重要功能 .  而
STMN1起着结合α/β微管蛋白从而解聚微管的

功能, 因此S T M N1通过微管在细胞的生命活

动过程中扮演着重要的角色. S T M N1在多种

恶性肿瘤的发生发展过程中发挥了重要作用. 
STMN1是一种广泛存在的胞质蛋白, 在哺乳动

物神经组织中表达最高. STMN1蛋白含有149
个氨基酸, 4个结构域, 分为N端调节部分和C
端作用部分, 核心部分位于42至126位氨基酸. 
STMN1蛋白与α/β微管蛋白结合, 促进微管解聚

和抑制微管合成. 研究表明STMN1参与细胞骨

架的形成及维持、胞内物质运输、细胞黏附与

移行、细胞增殖、分化和死亡[2]. STMN1解聚

微管的功能受其磷酸化水平的严格调控[3]. 磷酸

化的STMN1结合游离α/β微管蛋白的功能消失, 
微管随之延长. STMN1与恶性肿瘤发生发展密

切相关, 在白血病、淋巴瘤、成神经细胞瘤、

卵巢癌、前列腺癌、乳腺癌、肺癌和间皮瘤等

恶性肿瘤中STMN1蛋白表达升高[4-6]. 食管癌是

我国常见消化系恶性肿瘤, 以食管鳞状细胞癌

(esophageal squamous cell carcinoma, ESCC)为
主. 目前关于STMN1在食管癌发病中作用的研

究报道较少. 本研究采用1-D和2-D Western blot
方法, 分析STMN1在8种人食管鳞癌细胞系和食

管鳞癌组织中的表达和修饰改变; 免疫组织化

学分析食管鳞癌组织及其配对食管上皮STMN1
的表达和定位改变, 以及与食管癌病理分期的

关系, 对认识STMN1在食管鳞癌中作用机制具

有重要意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管鳞癌细胞系ECO156由本实验室

建系[7], WHCO1由南非开普敦大学Hendricks博
士惠赠[8], KYSE510、KYSE180、KYSE170、
KYSE150、KYSE140和KYSE30由日本京都大

学Shimada Y博士惠赠. STMN1抗体购自Cell 
Signaling Technology公司. β-actin抗体购自Sigma
公司. 7 cm(pH3-10, 线性)固相pH梯度干胶条

(IPGs)购自Amersham Biosciences公司. 13对食

管鳞状细胞癌/癌旁远端配对组织样本取自中国

医学科学院肿瘤医院胸外科单纯手术治疗患者, 
并经病理证实. 组织标本一经分离, 迅速去除坏

死及结缔组织, 经预冷的生理盐水多次清洗后

液氮速冻, 转入-80 ℃冰箱保存. 患者平均年龄

58.1(32-72)岁, 其中男10例, 女3例. 病例取材得到

患者本人知情同意, 患者术前未接受输血和放化

疗. 含有31对食管癌组织微阵列芯片购自上海芯

超生物科技有限公司. EliVision plus试剂盒购自

福建迈新生物有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: EC0156和WHCO1细胞培养

于含100 m L/L胎牛血清的D M E M培养基中. 
KYSE510、KYSE180、KYSE170、KYSE150、
KYSE140和KYSE30细胞培养于含100 mL/L胎
牛血清的RPMI 1640培养基中. 上述两种培养基

在使用前添加100 IU/mL青霉素和100 g/L链霉

素. 所有细胞均置于含50 mL/L CO2的37 ℃孵育

箱内培养, 每3-5 d传代1次. 
1.2.2 总蛋白提取: 使用直径10 cm的培养皿培

养细胞, 待细胞数达到约1×107时备用. 使用

■研发前沿
对STMN1的研究
重点目前主要集
中在相关疾病特
别是恶性肿瘤. 目
前 的 热 点 主 要 : 
(1)在恶性肿瘤中
的STMN1的表达
水平及功能变化; 
(2)STMN1对恶性
肿瘤药物治疗疗
效的影响 ;  (3)机
体细胞对STMN1
的调控机制. 
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4 ℃预冷的1×PBS洗2次, 每次5 mL. 在培养皿

中加入预冷的细胞裂解液1 mL, 用细胞刮子迅

速刮下细胞并收集至2 mL离心管中. 冰上超声, 
4 ℃离心, 12 000 g×15 min, 收集上清, 分装后

于-80 ℃保存. 上清中吸出20 μL, 用Bradford法
进行蛋白定量.
1.2.3 双向电泳(2-DE): 将80-100 μg蛋白加入到

155 μL水化液(8 mol/L脲; 2% CHAPS; 65 mmol/L 
DTT; 0.5% IPG 缓冲液, pH3-10; 痕量溴酚蓝)中
使蛋白充分溶解后, 缓慢加入到IPG沟槽内, 将
7 cm的线性IPG胶条(pH3-10)胶面朝上缓慢插

入其中, 胶条阳性端靠近槽底部, 避免产生气

泡, 用胶带封闭上样孔和底部的透气孔, 室温水

化10-12 h后行等电聚焦分离. 电压条件设置为0 
V, 4 h; 50 V, 8 h; 500 V, 1 h; 1 000 V, 1 h; 4 000 V, 
1 h; 8 000 V, 1 h; 8 000 V, 2 h. IPG胶条经平衡液

(50 mmol/L Tris-Cl, pH8.8; 6 mol/L脲; 30%甘油; 
2% SDS; 65 mmol/L DTT; 痕量溴酚蓝)平衡15 
min. 将胶条转入烷基化平衡液(50 mmol/L Tris-
Cl, pH8.8, 6 mol/L脲, 30%甘油; 2% SDS; 140 
mmol/L碘乙酰胺; 痕量溴酚蓝)中烷化15 min. 经
等电聚焦分离后的IPG胶条水平放置于12%的聚

丙烯酰胺凝胶上方, 用0.5%琼脂糖密封胶条后, 
行SDS-PAGE分离, 电泳条件为80 V电泳2.5-3 h.
1.2.4 蛋白质印迹方法检测STMN1: 取提取的

细胞系和食管癌组织部分总蛋白经15% SDS-
PAGE电泳分离, 湿转法将蛋白转印至PVDF膜, 
10%脱脂奶粉-PBS室温封闭3 h, 然后与1∶200
比例稀释的STMN1抗体室温孵育3 h或4 ℃过夜, 
再与辣根过氧化物酶(HRP)标记二抗孵育1 h后, 
ECL化学发光作用3 min后曝光、显影和定影.
1.2.5 免疫组织化学分析: 按EliVision plus试剂

盒说明书操作. 主要步骤如下: 组织芯片经二甲

苯脱蜡, 梯度乙醇水化, 用1×PBS(pH7.4)洗3次, 
每次3 min. 经10 mmol/L pH6.0枸橼酸盐缓冲液, 
100 ℃孵育10 min后, 1×PBS洗3次, 每次3 min; 
3%过氧化氢溶液(H2O2)室温孵育10 min, 后1×
PBS洗3次, 每次3 min; 增强液孵育20 min, 1×
PBS洗3次, 每次3 min; 酶标聚合物孵育30 min, 1

×PBS洗3次, 每次3 min; DAB染色, 复染, 脱水, 
透明, 封片. 相同含量无关免疫球蛋白替代一抗, 
作为阴性对照. 结果判断: 高倍镜下, 胞质出现黄

色颗粒判断为阳性, 如无明显变化则视为阴性.
统计学处理 数据分析使用SPSS16.0统计

软件. 采用行×列表χ2检验进行统计分析, 当
P <0.05时认为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 STMN1在食管癌细胞中的表达 不同食管        
食管癌细胞系中均表达(图1).
2.2 STMN1在食管癌配对组织中的表达 食管癌

与癌旁食管上皮配对组织蛋白Western blot分析, 
结果显示STMN1相对分子质量约为19 kDa(图2), 
食管癌组织中STMN1蛋白表达水平较癌旁食管

上皮升高69.2%(9/13).
2.3 2-D Western blot分析STMN1在食管组织中

的表达 采用2-D Western blot分析了食管癌与癌

旁配对组织蛋白样本. 结果显示, STMN1在癌组

织表达, 其相对分子质量约为19 kDa, 等电点约

为5.7(图3), 与STMN1的理论相对分子质量和等

电点一致. 与此对应的正常食管上皮组织中没

有检测到该蛋白信号.
2.4 食管癌细胞S T M N1的修饰  食管癌细胞

KYSE180中STMN1表达的2-D Western blot分
析(图4), 结果表明, STMN1共有两个蛋白点, 信
号较强的蛋白点相对分子质量稍大(约19 kDa), 
而信号较弱蛋白点的等电点偏碱性 ,  提示在

KYSE180细胞中, STMN1具有特定修饰.
2.5 食管癌组织中STMN1的表达 食管癌多组织

阵列上STMN1免疫组织化学染色后, 食管癌有

效例数为18例、癌旁食管上皮有效例数为17
例、癌与癌旁匹配(同一患者来源)的有效例数为

13例(表1, 2). STMN1在3例正常食管上皮组织中

表  1  食管癌组织STMN1表达 (n )

     
分组                   阳性	                       阴性	                  有效

癌	          13	   	         5	                  18

正常	            3		        14	                  17

STMN1

β-actin

kDa
19

42

1      2     3     4     5      6    7     8

图  1  STMN1在食管癌细胞中的表达. 1: WHCO1; 2: EC0156; 

3: KYSE510; 4: KYSE180; 5: KYSE170; 6: KYSE150; 7: 

KYSE140; 8: KYSE30.

表  2  食管癌STMN1表达与组织病理分级关系 (n )

     
分组                   阳性	                        阴性	                  有效

高分化组	            3	   	         1	                   4

中分化组	            6		          3	                   9

■相关报道
相 关 文 献 表 明 , 
stathmin在许多恶
性肿瘤组织中高
表达而且stathmin
的表达水平高低
与患者预后有关
联, stathmin的高
表达对化疗效果
存在影响, 可能是
不良预后和化疗
效果的预测指标
之一. 
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呈弱阳性表达(图5A, C), 阳性率为17.6%(3/17); 
食管癌组织中有13例STMN1表达阳性(图5B, D), 
阳性率为72%(13/18). STMN1在食管癌和癌旁食

管上皮中均位于胞质(图5). 四格表Fisher确切检

验(P  = 0.002)显示差异有统计学意义(P<0.05), 表
明STMN1在食管癌中表达升高.

按照食管癌组织芯片病理分级进行阳性例

数统计列表(表2), 经Fisher确切概率法计算P  = 
0.471, 表明STMN1表达与食管癌组织病理分级

无关.

3  讨论

STMN1蛋白全长149个氨基酸, 是一种重要的

微管功能调节蛋白. STMN1通过结合α/β微管蛋

白而解聚微管, 在细胞的生命活动过程中扮演

重要的角色. 微管解聚与聚合发生在微管末端, 
STMN1主要作用于微管“+”末端, 通过捕获微

管蛋白异二聚体和减少游离的微管蛋白的浓度, 
减慢微管末端的聚合速度[9].

STMN1的功能与磷酸化水平密切相关.未
磷酸化的STMN1既促进微管解聚, 同时也结合

至α/β微管蛋白, 形成三元复合物, 结合过程可

逆, 最终形成比较稳定的STMN1-α/β复合物. 当
STMN1发生磷酸化后, 其解聚微管主要功能受

到抑制, 而去磷酸化后, 蛋白功能迅速恢复而发

挥解聚微管的作用. 磷酸化的STMN1解聚微管

功能消失, 三元复合物解体, 释放微管二聚体, 
参加微管多聚化, 使微管不断延长[10,11]. 

STMN1蛋白共有4个磷酸化位点, 分别位于

Ser-16、Ser-25、Ser-38和Ser-63, 其磷酸化受到

一系列蛋白激酶作用[12]. Ser-25和Ser-38是MAP
激酶的磷酸化位点, Ser-16是钙离子依赖激酶的

磷酸化位点. Ser-63是cAMP依赖蛋白激酶的靶

点[4]. 当细胞进入有丝分裂后, Ser-16发生磷酸

化, 抑制其解聚微管的功能. 分裂完成后Ser-16则
去磷酸化, STMN1解聚微管. Manna等[3]发现只

要磷酸化STMN1 16或者63位Ser, 就会强烈降低

STMN1结合游离微管蛋白的能力. 而即使同时

磷酸化Ser-25和Ser-38丝毫不影响STMN1结合游

离微管的能力, 微管照样缩短. 相比而言, Ser-16
和Ser-63对于STMN1的作用转换更为关键, 只
要能磷酸化Ser-16和Ser-63的激酶就能完全调节

微管的功能[4]. Chen等[13]发现BGLF4能磷酸化

STMN1的Ser-16、Ser-25和Ser-38, 而且与BGLF4
的表达水平呈剂量依赖性, 但是BGLF4对Ser-63
的磷酸化作用非常弱. 本文2-D Western blot结果

发现在KYSE180细胞中检测到两个STMN1信号

点, 信号较强的蛋白点相对分子质量稍大, 而信

号较弱蛋白点的等电点偏碱性, 提示在KYSE180
细胞中STMN1受到某种特定修饰.

与其他许多重要蛋白一样, STMN1的功能

在细胞内受到严格调控. 研究发现S T M N1受
Rac/Cdc42调节. Rac/Cdc42是1种Rho GTPase

STMN1

β-actin

kDa
19

42

N       C      N      C         N       C      N     C       N       C        N       C       N      C

图  2  部分食管癌组织中STMN1表达结果. N: 正常组织; C: 肿瘤组织.
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A B

图  3  食管癌组织 2-D Western blot分析结果. A: 肿瘤组织; B: 正常组织.

图  4  食管癌细胞STMN1的2-D Western blot分析.
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3                         pH                        10 M r (kDa)
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■创新盘点
本文首先对8种食
管癌细胞系进行
了STMN1的表达
筛 选 ,  并 引 入 了
2-D Western blot
技术在食管癌中
对STMN1进行验
证及相关修饰的
探索. 
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相关蛋白 ,  参与调控肌动蛋白细胞骨架 [ 1 4 ] . 
STMN1的活性还受到p53和E2F的调节. p53升
高, STMN1则迅速降低, 有人推测p53是STMN1
的一个抑制因子. 在恶性神经胶质瘤中, 高表

达p53导致STMN1降低, 使细胞分裂停滞在分

裂的关键时期G2/M期, G2/M期细胞数量大大增

加[15]. E2F也能引起STMN1的明显降低[16]. 据此

推测, S T M N1可能参与了细胞周期检验点控

制. 抑制细胞STMN1会导致出现多倍体也是另

一个佐证. Baldassarre等[17]发现上调p27能抑制

S T M N1参与解聚微管的功能, 肿瘤细胞的迁

移、分裂与增殖能力均有明显降低. 肺腺癌细

胞A549中内源或外源表达Egr1蛋白后, STMN1
的启动子活性明显降低同时S T M N1蛋白表

达水平随之降低 .  因此E g r1是一个新的调节

STMN1的蛋白因子[18]. 转移生长因子诱导早期

基因1(Transforming growth factor-beta inducible 
early gene 1, TIEG1)是一种通过TGF-beta通路

诱发凋亡的蛋白, 下调STMN1明显与TIEG1相
关联, 同时异位高表达S T M N1抑制肿瘤细胞

TIEG1介导的生长抑制, s iRNA STMN1会抑

制胰腺癌细胞生长, 因此STMN1可能是TIEG1
的一个下游靶蛋白[19]. 内皮细胞内HIF累积与

STMN1表达有关, 是通过PI3K/Akt信号通路实

现的, 下调STMN1, 会抑制AKT的活性, 使磷酸

化水平降低[20]. Verma等发现STAT3活化后大量

结合STMN1, 竞争性抑制STMN1与微管蛋白的

结合, 游离微管蛋白大量增加, 微管得以延长[21]. 
Lin等[22]发现由EBV病毒编码的LMP1能间接的

磷酸化STMN1, 促进M期纺锤体的形成.
STMN1对细胞周期和细胞的正常分裂有着

非常重要的作用. Balehandran等发现反义阻抑

STMN1表达导致红白血病K56细胞增殖率显著

降低. Mistry等[23]发现抑制STMN1表达可使白

血病细胞失去转化表型, 并抑制其成瘤倾向. 运
用反义寡核苷酸抑制Eca109细胞中STMN1表
达, Eca109细胞胞体凝缩, 增殖能力减弱, 细胞

生长及目的基因表达明显受抑(P <0.05). 细胞分

裂阻滞在分裂期的中期, G2/M期细胞比例由12.2
±1.0%升至36.5±5.8%[24]. 目前认为, STMN1
在有丝分裂期不发挥作用, 使纺锤体正常组装; 
STMN1在其他细胞周期中均抑制纺锤体的形成.

研究表明, STMN1在包括乳腺癌、肺癌、

宫颈癌、卵巢癌和嗜铬细胞瘤等多种恶性肿瘤

中高表达. STMN1高表达可作为乳腺癌的预测

因子[25]. Alli等[26]发现含有突变型p53基因的人

乳腺癌细胞系中STMN1表达增加. Chen等[27]通

过免疫组织化学发现中低分化肺腺癌中STMN1
阳性率高达70%之多, 而高分化肺腺癌STMN1
阳性率不到50%. Xi等发现永生化和宫颈癌细

胞中STMN1 mRNA和蛋白水平明显高于正常

宫颈上皮组织, 免疫组织化学分析结果也表明

A B

C D

图  5  STMN1在食管癌组织微阵列上的免疫组织化学染色图. A, C: 正常食管上皮; B, D: 食管癌组织, A, B: ×200; C, D: ×

400.

■应用要点
本 文 为 S T M N 1
是否能作为食管
癌的一个潜在标
志 物 提 供 了 一
个 可 选 项 .  另 外
STMN1的功能与
其修饰状态关系
很大, 本文在这方
面做了些预期的
探索, 为深入研究
提供了线索. 
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宫颈癌组织中STMN1的表达水平明显升高, 而
且STMN1的表达与宫颈癌的临床分期、肿块

大小、区域淋巴结转移和血液转移都成正相

关. 因此, Xi等[28]认为STMN1可以作为宫颈癌的

预后预测因子. Su等[29]研究分析了178例卵巢癌

病例, 结果表明STMN1高表达的患者比低表达

患者的无进展生存期和总生存期明显缩短. 而
Sadow等[30]比较了48例嗜铬细胞瘤和28例恶性

嗜铬细胞瘤中STMN1的表达水平, 结果表明恶

性嗜铬细胞瘤的STMN1表达明显高于良性嗜铬

细胞瘤, 良性嗜铬细胞瘤STMN1的表达明显高

于正常肾上腺组织. Björklund等[31]运用包含7770
个cDNA克隆的表达微阵列筛查11例嗜铬细胞

瘤的表达, 结果发现与正常肾上腺组织相比, 瘤
组织中STMN1 mRNA表达明显升高. RT-PCR
验证结果显示, 良性和恶性嗜铬细胞瘤STMN1 
mRNA表达水平分别升高6倍和8倍, 而转移病

例中STMN1 mRNA表达水平则升高达16倍. 在
肉瘤细胞, 当STMN1过表达时, 细胞移行能力

加强; STMN1表达被抑制时, 细胞移行能力降

低[17]. RNAi人骨肉瘤细胞株Saos-2和MG63下调

STMN1后, 明显抑制细胞增殖能力和致瘤性, 细
胞停滞在G2/M期最终引发凋亡. Zhang等[32]发现

喉癌中STMN1表达升高69%(24/35), 而STMN1
在正常组织表达率仅为33.3%(6/18). 高STMN1
表达与成神经管细胞瘤的扩散有关, 患者生存

率降低, 平均生存期明显减短[33].
STMN1对恶性肿瘤的化疗效果有很大影

响. 研究发现siRNA STMN1和药物紫杉烷有协

同效应. 因此下调STMN1有潜在的抗肿瘤效果

和增敏化疗药物的作用[34]. 用反义核酸抑制白血

病细胞K562 STMN1再加入紫杉醇后, 会导致严

重的有丝分裂紊乱(染色体数过少或者多核化). 
在细胞分裂阶段产生大量的非整倍体, 凋亡细

胞的数目大为增加[35]. 
本文发现STMN1在食管癌细胞中广泛表达, 

对比了STMN1在食管癌组织和癌旁食管上皮中

的表达, Western blot结果显示STMN1在食管癌组

织中表达升高69.2%(9/13). 组织芯片结果表明食

管癌组织中STMN1表达水平升高72%(13/18)与
文献报道的其他恶性肿瘤中STMN1阳性表达率

升高的结果一致, 提示STMN1在食管癌细胞的

发生发展中发挥重要作用.
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汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第
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Abstract
AIM: To determine the expression of protease 
ac t iva ted receptor -2 (PAR-2) in human 
esophageal cell line EC109, and to evaluate the 
effects of PAR-2 activation on cell invasion and 
migration. 

METHODS: The expression of PAR-2 protein 
and mRNA in EC109 cells was determined by 

immunocytochemistry and reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR), respective-
ly. Methyl thiazol tetrazolium (MTT) assay, cell 
invasion and migration assay, semi-quantitative 
PCR and zymographic analysis were performed 
to examine whether endogenous PAR-2 acti-
vator trypsin and PAR-2 activating-peptide 
SLIGKV could alter cell proliferation, invasion, 
migration, and matrix metalloproteinase (MMP) 
production. 

RESULTS: Both PAR-2 mRNA and protein were 
expressed in EC109 cells. PAR-2 mRNA was up-
regulated in cells treated with trypsin or PAR-
2-activating peptide SLIGKV (0.781 ± 0.045 and 
0.653 ± 0.029 vs 0.491 ± 0.032, both P < 0.01), but 
not in those treated with control peptide VKG-
ILS (P > 0.05). Trypsin and SLIGKV promoted 
the proliferation of EC109 cells in a dose- and 
time-dependent manner. No significant differ-
ence was noted in cell proliferation between un-
treated cells and cells treated with control pep-
tide VKGILS. Treatment with trypsin or SLIGKV 
significantly increased the number of EC109 
cells that passed through the Millicell inserts in 
the migration assay (72.5 ± 9.2 vs 31.6 ± 6.6, and 
59.4 ± 8.7 vs 36.2 ± 9.8, both P < 0.01). Compared 
with untreated cells and cell treated with con-
trol peptide, trypsin and SLIGKV significantly 
increased the mRNA expression (0.719 ± 0.034 vs 
0.341 ± 0.032, and 0.466 ± 0.042 vs 0.370 ± 0.021, 
both P < 0.01) and gelatinolytic activity (75.6 ± 6.1 
vs 44.9 ± 4.2, and 60.4 ± 4.6 vs 39.3 ± 5.2, both P < 
0.01) of MMP-9.

CONCLUSION: PAR-2 is expressed in EC109 
cells. PAR-2 activation may be able to promote 
the invasion and metastasis of human esopha-
geal carcimoma cells by stimulating MMP-9 pro-
duction. 

Key Words: Protease activated receptor-2; Trypsin; 
Esophageal carcinoma; Invasion and migration

Zhou J, Xie LQ, Li X, Chen XY, Chen L, Zheng YM, Li 
F. Protease-activated receptor-2 agonists regulates cell 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
蛋 白 酶 激 活 受
体-2(PAR-2)是一
种细胞膜表面受
体, 属于与G蛋白
相耦联的蛋白酶
激活受体超家族
成员, 广泛分布于
各个系统和组织
中 .  大 量 研 究 表
明, PAR-2在多种
消化系肿瘤及其
微环境中都有表
达 ,  与 肿 瘤 的 增
殖、侵袭和转移
密切相关. 

■同行评议者
杨建民, 教授, 浙
江省人民医院消
化内科



invasion and metastasis in human esophageal cancer 
cells EC109. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 
1313-1319

摘要
目的: 探讨人食管癌细胞株EC109蛋白酶激活
受体-2(PAR-2)的表达, 以及内源性PAR-2激动
剂胰蛋白酶和PAR-2激动肽SLIGKV对该细胞
侵袭转移的影响及其可能的分子机制.

方法: 采用RT-PCR法和免疫细胞化学染色法
检测EC109细胞中PAR-2 mRNA及蛋白的表
达情况; 胰蛋白酶和SLIGKV对细胞施加干预
后, MTT法检测细胞增殖情况, Transwell小室
法检测细胞侵袭和迁移能力的变化, RT-PCR
法检测PAR-2、MMP-2/MMP-9 mRNA表达的
变化, 明胶酶谱法检测MMP-2、MMP-9明胶
酶活性的变化.   

结果:  食 管 癌 细 胞 E C 1 0 9 在 胰 蛋 白 酶 和
SLIGKV刺激后, PAR-2 mRNA表达较对照
组显著上调(0.781±0.045、0.653±0.029 vs  
0.491±0.032, 均P <0.01); 胰蛋白酶在1-10 
nmol/L、SLIGKV在1-50 μmol/L时可促进细胞
增殖(P<0.01或0.05), 呈剂量依赖性; Transwell
小室实验中胰蛋白酶组及SLIGKV组的细胞侵
袭和迁移能力显著高于对照组及反肽组(72.5
±9.2、59.4±8.7 vs  31.6±6.6、36.2±9.8, 均
P <0.01); 胰蛋白酶及PAR-2激动肽作用后细
胞MMP-9 mRNA的表达量明显高于对照组及
反激动肽组(0.719±0.034、0.466±0.042 vs  
0.341±0.032、0.370±0.021, 均P <0.01), 细胞
水解明胶的能力也明显高于对照组及反激动
肽组(75.6±6.1、60.4±4.6 vs  44.9±4.2、39.3
±5.2, 均P<0.01). 而对MMP-2的mRNA表达和
水解明胶的能力无明显影响(P>0.05).  

结论: 食管癌EC109细胞表达PAR-2受体, 且
内源性PA R-2激动剂胰蛋白酶和PA R-2激
动肽SLIGKV可能通过激活PAR-2受体上调
MMP-9表达, 进而促进食管癌细胞侵袭转移.

关键词: 蛋白酶激活受体2; 胰蛋白酶; 食管癌; 侵袭

转移
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0  引言

食管癌是消化系最常见的恶性肿瘤之一, 进展
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较快, 易发生淋巴结转移, 预后较差, 这与其高

度的恶性生物学行为有关. 其中侵袭和转移是

癌细胞最具特征性的生物学恶性特点, 与预后

密切相关. 因此进一步研究食管癌细胞侵袭转

移的潜在分子机制对寻找新的治疗方法具有

重要意义. 蛋白酶激活受体-2(proteinase-actived 
receptors 2, PAR-2)是细胞膜上的一种G蛋白

偶联受体 ,  胰蛋白酶是该受体的天然激动剂 , 
PAR-2在多种消化系肿瘤中都有表达, 且强度高

于正常组织细胞, 与肿瘤的增殖、侵袭和转移

密切相关. 已有研究表明食管癌组织表达PAR-2
受体[1], 然而关于PAR-2受体及其内源性激动剂

胰蛋白酶是否参与食管癌侵袭转移的机制目前

尚未见报道. 本研究中, 我们体外培养人食管癌

细胞株EC109, 通过RT-PCR和免疫细胞化学的

方法研究了EC109细胞中PAR-2受体的表达水

平, 以及PAR-2受体活化对EC109细胞侵袭转移

的影响, 为新型抗癌药物的开发及治疗提供了

一定的实验依据及理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 优质胎牛血清购自中国医学科学院天

津血液学研究所; RPMI 1640培养基购自Gibco公
司; 胎牛血清(FBS)购自中国医学科学院天津血

液学研究所;  PAR-2多克隆抗体购自Santa Cruz
公司; 链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶(SP)免疫

组织化学试剂盒、D A B显色试剂盒购自福州

迈新生物科技开发公司; TRIzol购自Invitrogen
公司; PCR marker、RT-PCR试剂盒购自大连宝

生物公司; PAR-2激动剂(SLIGKV)和反PAR-2
激动肽(VLGILS)均由美联(西安)生物科技有

限公司合成; Matrigel胶购自BD Biosciences公
司、Transwell小室购自Millipore公司、PAR-2, 
MMP-2, MMP-9, 引物均合成自Invitrogen生物技

术公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及实验分组: 选用含100 mL/L 
FBS的RPMI 1640完全培养基, 置于37 ℃、50 
mL/L CO2的孵箱(相对湿度为95%)中培养. 待细

胞长满培养瓶底部70%-80%时, 用0.25%胰蛋白

酶: 0.03% EDTA(1∶1)消化传代, 取对数生长期

细胞用于实验. MTT实验, 设对照组(以培养基代

替药物)、胰蛋白酶组(浓度分别为0.1, 1, 10, 100 
nmol/L)、SLIGKV组(浓度分别为5, 25, 50, 100 
μmol/L)、VKGILS-NH2组(浓度分别为5, 25, 50, 
100 μmol/L). RT-PCR、Western blot、细胞迁移

www.wjgnet.com

■研发前沿
食管癌侵袭转移
是 影 响 患 者 预
后 的 主 要 因 素 . 
PAR-2在食管癌
组织中表达, 且表
达部位主要分布
于食管腔内, 可被
十二指肠胃食管
反流液中的胰蛋
白酶激活发挥生
物学效应 .  因此 , 
研究PAR-2在食
管癌细胞增殖、

侵袭转移中的作
用对阐明食管癌
发生、发展机制
作用重大.
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和侵袭实验、明胶酶谱实验分组为对照组、胰

蛋白酶组(10 nmol/L)、SLIGKV组(50 μmol/L)、
VKGILS-NH2组(50 μmol/L). 加药前应换无血清

RPMI 1640培养液培养24 h使细胞周期同步化. 
1.2.2 免疫细胞化学检测PAR-2的蛋白表达: 在
预先放有盖玻片的6孔板中每孔接种1.0×105个

细胞, 37 ℃培养24 h, 细胞融合达60%左右, 取出

盖玻片, 用预冷的1∶1混合的甲醇∶丙酮固定, 
3%过氧化氢去除内源性过氧化氢酶的作用, 正
常山羊血清封闭液室温封闭10 min, 滴加1∶100
稀释的羊抗PAR-2多克隆抗体(阴性对照加PBS), 
4 ℃孵育过夜, 滴加生物素标记的二抗, 37 ℃孵

育10 m in, 滴加辣根酶标记的链霉卵白素37 ℃
孵育10 min, DAB显色, 苏木素复染, 封片并在显

微镜下观察照相. 
1.2.3 RT-PCR: 采用TRIzol试剂从EC109细胞中

提取总RNA, 并检测RNA的含量和纯度(A 260/
A 280为1.8-2.0). 以1%琼脂糖凝胶电泳鉴定其完

整性(28S和18S RNA条带比值≥2.0). 用1 μg
细胞总RNA进行逆转录, 条件如下: 30 ℃ 10 
min, 42 ℃ 30 min, 99 ℃ 5 min, 5 ℃ 5 min. 应用

Omiga2.0设计PAR-2的引物序列, 内参照β-actin, 
引物序列如下: PAR-2(FP: 5'-AGA AGC CTT 
ATT GGT AAG GTT-3', RP: 5'-AAC ATC ATG 
ACA GGT CGT GAT-3', 扩增片段为582 bp); 
MMP-2(FP: 5'-CAG GCT CTT CTC CTT TCA 
CAA C-3', RP: 5'-AAG CCA CGG CTT GGT 
TTT CCT C-3', 扩增片段为398 bp); MMP-9(FP: 
5'-TCC CCT ACG TCA CCT ATG ACA T-3', RP: 
5'-GCC CAG CCC ACC TCC ACT CCT C-3', 扩
增片段为172 bp); β-actin(FP: 5'-TGT TTG AGA 
CCT TCA ACA CCC-3', RP: 5'-AGC ACT GTG 
TTG GCG TAC AGG-3', 扩增片段为540 bp). 
PCR反应条件如下: PAR-2: 94 ℃, 45 s; 51 ℃, 45 
s; 72 ℃, 1 min; 30个循环扩增. MMP-2: 94 ℃, 
30 s; 55 ℃, 1 min; 72 ℃, 1 min; 30个循环扩增, 
MMP-9: 94℃, 30 s; 61 ℃, 1 min; 72 ℃, 1 min; 
30个循环扩增, β-actin: 94 ℃, 1 min; 58 ℃, 30 s; 
72 ℃, 1 min; 30个循环扩增. PCR产物经2%琼脂

糖凝胶电泳, 结果用凝胶自动成像系统扫描, 并
以β-actin校正作相对量分析, 数值以两者吸光度

的比值表示. 
1.2.4 MTT实验: 将细胞悬液以6×104/mL的密度

接种在96孔板中, 37 ℃培养24 h后更换无血清培

养液继续培养24 h, 按分组加药, 每组设8个复孔, 
继续培养48 h后每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 

继续培养4 h, 中止培养, 弃培养基, 每孔加入150 
μL DMSO, 室温振荡混匀30 min, 使结晶物成分

的溶解, 选择490 nm波长, 在酶标仪上测定各孔

的A值并记录结果. 并重复进行3次实验.
1.2.5 细胞迁移和侵袭试验: Alb in i等[2]设计的

侵袭小室试验是体外检测肿瘤细胞侵袭能力的

经典方法, 在体外较理想地模拟了侵袭和转移

的过程. 其结果综合反映了肿瘤细胞的运动迁

移能力和对细胞外基质的降解能力. 本试验对

原试验进行了改良. 细胞迁移试验, 对数生长期

EC109细胞无血清RPMI 1640培养液饥饿24 h, 
0.04% EDTA消化液消化, 无血清RPMI 1640培
养基悬浮成单细胞悬液, 调整细胞浓度至2.5×
105/mL, 台盼蓝染色检测细胞活力95%以上. 每
个millicell侵袭小室上室中加入细胞悬液0.2 mL, 
同时按实验分组加药, 每加药组设3个复孔, 在
侵袭小室的下室加入含10%小牛血清的细胞培

养液RPMI 1640, 每孔600 μL, 培养箱中培养24 
h, 取下微孔膜, 用棉球擦尽未过膜细胞后, 甲醇

固定和苏木精染色. 显微镜下观察穿过膜的细

胞数, 计数中间及四周5个高倍(400倍)镜下视野

细胞数, 计算平均数. 细胞侵袭试验, 提前在4 ℃
融解Matrigel基质胶, 每个聚碳酸酯微孔膜表面

铺以40 μL稀释的Matrigel胶(matrigel与无血清

培养基之比为1∶4), 放入培养箱中4 h凝固备用, 
接种细胞浓度调整至1.0×105/mL, 其余操作同

迁徙试验.
1.2.6 明胶酶谱测定MMP-2、MMP-9酶的活性

变化: 用蛋白提取液[50 mmol/L Tris (pH8.0), 1% 
NP-40, 0.1%十二醇硫酸钠, 0.02%叠氮钠, 150 
mmol/L氯化钠和0.5%苯甲基璜酰氟]提取细胞

总蛋白, 并通过BCA蛋白定量试剂盒说明测定

并调整样本蛋白含量, 非还原性的10% PAGE凝
胶(含1.0 g/L明胶)电泳. 室温下在洗脱液(2.5% 
Triton X-100, 50 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L 
CaCl2, 1 μmol/L ZnCl2, pH7.0)中振洗3次, 每次15 
min, 然后在37℃明胶酶缓冲液(50 mmol/L Tris-
HCl, pH7.4; 200 mmol/L NaCl; 5 mmol/L CaCl2)
中孵育过夜. 室温下在含1.0 g/L考马斯亮蓝的固

定液中(乙酸∶甲醇∶水的浓度比为1∶4∶5)固
定、染色各30 min; 再用不含考马斯亮蓝的固定

液脱色至出现清晰透亮条带. 蛋白酶的活性部

位为透亮条带. 结果用凝胶自动成像系统读取

条带面积, 宽度和灰度值, 并以底部蛋白深染色

条带作相对量分析, 数值以两者比值表示. 
统计学处理 用SPSS11.0软件处理. 样本均

■相关报道
本课题组前期研
究 表 明 ,  PA R - 2
可促进肝癌细胞
HepG2增殖, 其促
增殖作用与ERK/
AP-1途径有关; 并
能促进该细胞的
侵袭转移, 其具体
机制与促进细胞
黏附有关. 
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数的比较采用方差分析和t检验. P <0.05为差异

有显著性意义.

2  结果

2.1 免疫组织化学检测PAR-2蛋白的表达 EC109
细胞与抗PAR-2多克隆抗体有很强的结合反应, 
PAR-2蛋白表现为棕黄色, 着色主要在胞膜和胞

质中, 而阴性对照组细胞胞膜、胞质不着色. 说
明EC109细胞在蛋白水平表达PAR-2(图1). 
2.2 RT-PCR检测PAR-2的mRNA表达 结果显

示EC109细胞在基因水平有PAR-2 mRNA的表

达. 10 nmol/L胰蛋白酶、50 μmol/L SLIGKV
处理细胞后, PAR-2 mRNA表达量分别为0.781
±0.045、0.653±0.029(以β-ac t in为参照的相

对灰度)与对照组(0.491±0.032)相比显著增高

(P <0.05). 而50 μmol/L VKGILS组PAR-2 mRNA
表达量为0.463±0.036, 与对照组相比差异无统

计学意义(P >0.05, 图2). 说明SLIGKV和胰蛋白

酶可上调EC109细胞PAR-2 mRNA的表达, 而
VLGILS无此作用.
2.3 MTT实验 结果显示SLIGKV在1-50 μmol/L、
胰蛋白酶在1-10 nmol/L时均能促进食管癌细胞

EC109的增殖, 呈浓度依赖性(P <0.05). 而SLIG-
KV和胰蛋白酶的加药浓度分别达到100 μmol/L
和100 nmol/L时, 食管癌细胞增殖能力分别较

SLIGKV在50 μmol/L、胰蛋白酶在10 nmol/L时
有所下降(P <0.05). 而1-100 μmol/L VLGILS对细

胞增殖能力的影响不明显, 与对照组相比无显

著意义(P >0.05, 图3). 说明适当浓度的SLIGKV
和胰蛋白酶可促进食管癌细胞EC109的增殖. 
2.4 细胞侵袭迁移试验 肿瘤的转移包括肿瘤侵

袭生长和细胞脱落进入循环流动, 与脉管内皮

或组织基质黏附, 通过组织和间隙变形移动, 降
解破坏细胞间质和定植生长等主要过程. 我们

发现10 nmol/L胰蛋白酶和50 μmol/L SLIGKV
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图  1  免疫细胞化学染色检测EC109细胞中PAR-2的表达(×400). A: PAR-2在EC109细胞呈阳性表达; B: 阴性对照.
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图  2  RT-PCR检测EC109细胞中PAR-2 mRNA的表达. A:  

EC109细胞中PAR-2 mRNA的表达; B: PAR-2 mRNA的

表达分析. 1: 对照组; 2: 10 nmol/L胰蛋白酶处理18 h; 3: 50 

μmol/L SLIGKV处理18 h; 4: 50 μmol/L VKGILS处理18 h. 
bP<0.01 vs  对照组.

1.2

0.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

A
值

浓度(nmol/L)
0         0.1         1          10        100

1.4

1.2

0.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

A
值

浓度(μmol/L)
0          5          25         50        100

SLIGKV-NH2

VKGILS-NH2

Trypsin

A

B

图  3  MTT法检测胰蛋白酶、SLIGKV及VLGILS对EC109细胞
增殖的影响.

■创新盘点
本 课 题 采 用 人
食 管 癌 细 胞 株
E C 1 0 9 为 靶 细
胞 ,  观 察 该 细 胞
中PAR-2的表达
情 况 ;  研 究 内 源
性PAR-2激动剂
胰 蛋 白 酶 和 人
工PAR-2激动肽
SL IGKV对该细
胞增殖、侵袭转
移的影响; 以及胰
蛋白酶及PAR-2
激动肽作用前后
MMP-2、MMP-9
表达的改变, 探讨
PAR-2受体介导
的食管癌细胞增
殖及侵袭转移的
可能分子机制. 
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作用24 h后, EC109细胞侵袭迁移破坏能力比

对照组明显增强(图4A). 图4B显示侵袭迁移的

定量数据, 在细胞侵袭迁移试验中, 胰蛋白酶组

和SLIGKV组作用24 h后, EC109细胞发挥破坏

Matrigel基质胶作用, 进入微孔膜内的细胞数也

高于对照组与VLGILS组(72.5±9.2、59.4±8.7 
vs  31.6±6.6、36.2±9.8, P <0.01).
2.5 MMP-2、MMP-9的mRNA表达和酶活性的

变化 10 nmol/L胰蛋白酶和50 μmol/L SLIGKV作

用后可明显上调EC109细胞MMP-9的基因表达

和酶的活性, 而对MMP-2的基因表达和酶的活

性无上调作用(图5A、C、E). 图5B、D、F分别

显示MMP-2、MMP-9 mRNA表达和酶活性的定

量数据: RT-PCR结果显示10 nmol/L胰蛋白酶、

50 μmol/L SLIGKV处理细胞后, MMP-9的mRNA
表达量(以β-actin为参照的相对灰度)明显高于对

照组与VLGILS组(0.719±0.034、0.466±0.042 
vs  0.34±0.032、0.370±0.021), 且差异有统计学

90
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数
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b
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图  4  Transwell小室法检测胰蛋白酶、SLIGKV和VLGILS对EC109细胞迁移与侵袭的影响(倒置显微镜×200). A, 1: 对照组; B, 

2: 10 nmol/L胰蛋白酶组; C, 3: 50 μmol/L SLIGKV组; D, 4: 50 μmol/L VLGILS组. bP<0.01 vs  对照组.
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D E

图   5   胰 蛋 白 酶 、
S L I G K V 及 V K G I L S 对
MMP-2、MMP-9表达
的影响. A: RT-PCR

检测MMP-2 mRNA

表达的变化; C: RT-

P C R 检 测 M M P - 2 

mRNA表达的变化; 

E :  明 胶 酶 谱 法 检 测

M M P - 2 、 M M P - 9

酶活性的变化; 1: 对

照组; 2: 10 nmol/L

胰 蛋 白 酶 组 ;  3 :  5 0 

μmol/L SLIGKV组; 4: 

50 μmol/L VLGILS组. 
bP<0.01 vs  对照组.

M        1         2         3        4

bp
2 000

1 000
750
500

250

100

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
1          2           3          4

M
M

P-
2/
β-

ac
tin

β-actin
540 bp 
MMP-2
398 bp  

M        1         2         3        4

bp
2 000
1 000

750
500

250

100

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

1          2           3          4

M
M

P-
9/
β-

ac
tin

β-actin
540 bp 

MMP-9
172 bp  

b

b

Ctrl    VKGILS   SLIGKV   trypsin

kDa
92

72

MMP-9

MMP-2

120
100
80
60
40
20
0

M
M

P-
9/
β-

ac
tin

1         2         3        4

MMP-9

MMP-2

A B

C D

E
F

■应用要点
本 课 题 观 察 到
PAR-2激活后对
食 管 癌 细 胞 增
殖、侵袭转移产
生强烈的刺激作
用. 这些研究工作
为阐明食管癌发
生、发展机制提
供新的理论依据. 
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意义(P <0.01, 图5D), 而MMP-2的mRNA表达量

与其他两组相比, 差别无统计学意义(P >0.05)(图
5B). 明胶酶谱结果显示10 nmol/L胰蛋白酶组和

50 μmol/L SLIGKV组MMP-9酶的活性明显高于

对照组与VLGILS组(75.6±6.1、60.4±4.6 vs  44.9
±4.2、39.3±5.2), 且差异有统计学意义(P<0.01), 
而MMP-2酶的活性没有显著变化(图5F).

3  讨论

PAR-2是一种细胞膜表面受体, 属于与G蛋白相耦

联的蛋白酶激活受体超家族成员[3], 广泛分布于

各个组织和系统中, 胰蛋白酶、类胰蛋白酶、凝

血因子和其他未知蛋白水解酶均为该受体的天然

激动剂, 人工合成的小分子多肽SLIGKV通过模仿

PAR-2受体的配体区域也可激活该受体[4-6]. PAR-2
在胃、胰腺、结肠等多种消化系肿瘤中都有表

达, 且强度高于正常组织细胞, 与肿瘤的增殖、

侵袭和转移密切相关[7-9]. 已有研究表明, PAR-2
在食管癌组织中表达, 但表达强度与正常食管

相比无显著差异[1], 这与PAR-2在其他消化系肿

瘤中表达上调的研究不一致, 尚需进一步研究. 
胰蛋白酶属于基质丝氨酸蛋白酶(ma t r i x 

serine proteases, MSPs)家族成员之一, 表达于

胃、结肠等多种消化系肿瘤细胞中, 与肿瘤的增

殖和侵袭转移密切相关. 胰蛋白酶是PAR-2受体

的天然激动剂. 胃肠道消化液中的胰蛋白酶常随

生理/病理情况下的胃食管反流作用于正常食管

或食管肿瘤部位, 可引起食管黏膜急慢性损伤和

炎症[10,11], 然而关于其是否参与了食管肿瘤发生

与发展过程的研究, 目前尚未见相关报道. 
本研究中我们通过RT-PCR和免疫细胞化学

的方法证明食管癌细胞EC109在基因和蛋白水

平表达PAR-2受体, 这和前人的研究相一致[1]; 实
验中我们用胰蛋白酶和人工合成的PAR-2激动

肽SLIGKV作用于EC109细胞发现胰蛋白酶和

SLIGKV可上调PAR-2 mRNA的表达, 并促进该

细胞增殖. 而反PAR-2激动肽VKGILS相对分子

质量和氨基酸组成与SLIGKV完全相同, 只是氨

基酸顺序不同, 不能模仿PAR-2的配体区域活化

PAR-2受体, 在相同实验条件下不能上调PAR-2 
mRNA的表达. 这一结果与胰蛋白酶和PAR-2
激动剂在一些其他肿瘤细胞中的作用类似[7,9], 
提示胰蛋白酶和PAR-2激动肽SLIGKV可活化

PAR-2受体并上调其表达, 并可能发挥一些生

物学效应. 胰蛋白酶和PAR-2激动肽上调PAR-2 
mRNA表达的原因可能是由于PAR-2激活后出
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现脱敏和水解, 导致机体反馈性上调受体PAR-2 
mRNA的表达. 

侵袭和转移是恶性肿瘤最重要的特征之

一, 也是肿瘤治疗失败的主要原因. 因此, 判断

肿瘤的侵袭和转移能力尤为重要 .  肿瘤细胞

侵袭能力的增加有利于破坏肿瘤细胞外基质 
(extracellular matrix, ECM), 促进肿瘤的转移, 有
助于促进新生淋巴管和血管的形成, 为肿瘤的

远处转移创造有利条件; 肿瘤细胞迁移能力的

增强有利于肿瘤细胞更快穿过组织和内皮间

隙, 与内皮基质结合, 为转移肿瘤团块的最终形

成创造有利条件. 本研究中我们通过Tanswell小
室法发现, PAR-2激活肽和胰蛋白酶可提高食管

癌EC109细胞侵袭和迁移的能力, 表明PAR-2受
体的活化与食管癌细胞侵袭转移密切相关, 并
可能是食管癌侵袭转移过程中的重要环节. 且
结果显示胰蛋白酶组比SLIGKV组肿瘤细胞的

侵袭迁移能力更强, 提示胰蛋白酶还可能通过

其他途径促进肿瘤侵袭转移. 胰蛋白酶促进侵

袭转移的途径还有: (1)可直接降解肿瘤细胞的

胞外蛋白, 攻击基底膜的Ⅰ型胶原; (2)可激活

其他蛋白水解级联反应, 包括激活丝氨酸蛋白

酶和基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases 
MMPs), 后者被证明是肿瘤侵袭转移最重要的

酶类之一[12]. 
MMPs是一类具有Zn2+依赖性的内源性蛋白

水解酶, 是人体内降解ECM的主要酶类, 与肿瘤

侵袭和转移密切相关. MMPs参与肿瘤侵袭转移

的机制主要有: (1)破坏肿瘤侵袭的组织学屏障; 
(2)促进新生血管的形成; (3)调节肿瘤细胞与基

质的黏附; (4)激活具有潜在活性的蛋白质. 近年

来的研究结果提示, MMPs是胰蛋白酶和PAR-2
介导肿瘤侵袭转移的主要通路. 首先, 胰蛋白

酶可通过激活MMPs, 促进多种肿瘤细胞的侵

袭转移; 其次, PAR-2的活化可引起结肠癌细胞

分泌MMPs, 促进转录生长因子-α(transforming 
growth factor-α, TGF-α)释放, 介导表皮生长因

子受体(epithelial growth factor receptor, EGFR)
的激活和磷酸化 ,  活化细胞外信号调节激酶

ERK1/2, 促进结肠癌细胞增殖和侵袭转移[9,12-14]. 
大量研究证实, MMP-2和MMP-9是降解型胶原

最主要的酶, 其在肿瘤的新生血管形成、肿瘤

细胞的浸润和转移灶的形成过程中均起重要作

用[15], 是多种癌症的表型特征和重要预后标志. 
胰腺癌细胞中, 胰蛋白酶可上调MMP-2表达, 促
进TGF-β的释放, 进而促进VEGF分泌[16]; 而舌鳞

■同行评价
本研究选题较好, 
设计合理, 具有一
定的学术价值.
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状上皮癌细胞中TAT-2可通过上调MMP-9表达

促进肿瘤侵袭[17]; 除此之外, 鼻咽癌中的PAR-2
可通过上调MMP-9表达, 介导肿瘤血管生成和

淋巴转移. 而本研究中我们通过RT-PCR和明胶

酶谱法发现, 胰蛋白酶和PAR-2激动肽SLIGKV
可上调食管癌EC109细胞MMP-9的mRNA表达, 
增强MMP-9水解明胶的能力, 而对MMP-2的基

因表达和酶的活性无影响. 这和上述研究的结

果基本一致. 提示, 食管癌中胰蛋白酶及PAR-2
激动肽可能通过激活PAR-2受体促进MMP-9的
合成和分泌, 促进ECM降解或激活相关的信号

传导通路最终参与食管癌细胞侵袭转移过程. 
总之, PAR-2仍然是目前肿瘤研究中的一个

热点, PAR-2的动态表达与肿瘤侵袭转移的关系

及相关信号转导途径等都值得深入研究. PAR-2/
MMPs途径在食管癌增殖及侵袭转移过程中发

挥重要作用. 该途径可能成为防治食管癌的重

要靶点.  
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Abstract
AIM: To explore the pathogenesis of severe 
hepatitis and hepatic failure by investigating 
the expression of Toll-like receptor 2 (TLR2), 
TLR4 and TLR9 in patients with chronic severe 

hepatitis and rats with hepatic failure.

METHODS: The expression of TLR2, TLR4 and 
TLR9 was detected by immunohistochemistry in 
liver tissue and peripheral blood mononuclear 
cells (PBMC) of patients with severe hepatitis, 
chronic hepatitis B and liver cirrhosis, and nor-
mal controls. The expression of TLR2, TLR4 and 
TLR9 in liver tissue of rats with acute hepatic 
failure and chronic-on-acute hepatic failure, and 
normal rats was also detected by immunohisto-
chemistry. Rat colon tissue was used as positive 
controls.

RESULTS: The hepatic expression of TLR2 and 
TLR9 was not detected in patients with chronic 
hepatitis B and liver cirrhosis and normal con-
trols, but in patients with severe hepatitis. The 
expression of TLR2 and TLR9 was not detected 
in PBMC of patients with chronic hepatitis B 
and normal controls, but in patients with severe 
hepatitis. The hepatic expression of TLR2 and 
TLR9 was not detected in normal rats, but in rats 
with acute and chronic-on-acute hepatic failure. 
TLR4 expression was not detected in all samples 
except positive controls. TLR2 and TLR9 were 
mainly distributed in inflammatory cells, but 
seldom in hepatic parenchymal cells.

CONCLUSION: The high expression of TLR2 
and TLR9 is related to the body’s immune func-
tion and may be associated with the develop-
ment of severe hepatitis and hepatic failure. 

Key Words: Severe hepatitis; Hepatic failure; Toll-
like receptor 2; Toll-like receptor 4; Toll-like recep-
tor 9; Peripheral blood mononuclear cell

Chen Y, Shi HB, Zhang F, Ding M, Zhao J, Liu XH, Duan 
ZP. Expression of TLR2, TLR4 and TLR9 in patients with 
chronic severe hepatitis and rats with liver failure. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 1320-1325

摘要
目的:  观察重型肝炎患者及肝衰竭大鼠中
TLR2、TLR4和TLR9的表达, 为重型肝炎肝

®

■背景资料
Toll样受体(TLRs)
是近年来发现的
在宿主抗病原微
生物的免疫应答
中起重要作用的
细胞表面受体分
子. 他们不仅在天
然免疫应答中识
别病原微生物的
病原相关分子模
式(PAMPs), 激活
先天性免疫应答, 
还引起细胞因子
的释放, 上调共刺
激分子的表达, 为
获得性免疫的启
动提供必要的活
化信号. 肝脏中的
TLRs通过门静脉
能够接触到大量
病原体成分, 通过
信号转导广泛参
与肝脏的生理病
理过程.

■同行评议者
孙 殿 兴 ,  主 任 医
师, 白求恩国际和
平医院肝病科



陈煜, 等. TLR2、TLR4和TLR9在慢性重型肝炎患者及肝衰竭大鼠中的表达                              	                         1321

www.wjgnet.com

衰竭发病机制的研究提供思路.

方法:  免疫组织化学法检测慢性重型肝炎
患者肝组织及外周血单个核细胞(PBMC)中
TLR2、TLR4和TLR9表达, 同时平行设立慢
性乙型肝炎、肝硬化患者和正常人作为对照. 
免疫组织化学法检测急性肝衰竭、慢加急性
肝衰竭及正常大鼠肝组织中TLR2、TLR4和
TLR9表达. 阳性对照为大鼠结肠组织. 

结果: 正常人、慢性乙型肝炎和肝硬化患者
肝组织中TLR2和TLR9未见表达; 慢性重型肝
炎患者肝组织中TLR2和TLR9有表达; 正常人
及慢性乙型肝炎患者PBMC中TLR2、TLR9
未见表达, 慢性重型肝炎患者PBMC中TLR2
和T L R9有表达 ;  正常大鼠肝组织T L R2、
TLR9未见表达, 急性肝衰竭和慢加急性肝衰
竭大鼠肝组织中TLR2、TLR9有表达; TLR4
在所有标本中均未见表达, 但在阳性对照中有
表达; TLR2、TLR9的表达多见于炎性细胞中, 
在肝实质细胞上表达很少.

结论: TLR2、TLR9的高表达与机体的免疫
状态密切相关, 可能参与了重型肝炎和肝衰竭
的发病过程.

关键词: 重型肝炎; 肝衰竭; Toll样受体2; Toll样受

体4; Toll样受体9; 外周血单个核细胞

陈煜, 时红波, 张帆, 丁美, 赵军, 刘旭华, 段钟平. TLR2、TLR4

和TLR9在慢性重型肝炎患者及肝衰竭大鼠中的表达.  世界华人

消化杂志  2010; 18(13): 1320-1325
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0  引言

Toll样受体(toll-like receptors, TLRs)是近年来发

现的在宿主抗病原微生物的免疫应答中起重要

作用的细胞表面受体分子. 他们不仅在天然免

疫应答中识别病原微生物的病原相关分子模式

(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), 
激活先天性免疫应答, 还引起细胞因子的释放, 
上调共刺激分子的表达, 为获得性免疫的启动

提供必要的活化信号[1-3]. 近年研究显示, TLRs在
病毒性肝炎的发病机制中通过诱导TNF、IFN
等的生成和调节Th1和Th2反应平衡而产生免

疫刺激并发挥抗病毒作用[4-6], TLRs的过激活会

导致免疫紊乱, 造成肝细胞损伤的发生[7]. 本研

究通过观察慢性重型肝炎患者及肝衰竭大鼠中

TLR2、TLR4和TLR9的表达, 初步探讨TLR2、
TLR4和TLR9与免疫损伤的关系, 为重型肝炎肝

衰竭发病机制的研究提供思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 慢性乙型肝炎、肝硬化患者及正常人

肝组织标本各5例, 慢性重型肝炎患者肝组织标

本3例, 慢性乙型肝炎、慢性重型肝炎患者及正

常人全血标本各10例, 所有病例均符合2000年西

安会议修订的《病毒性肝炎防治方案》中的诊

断标准[8], 以上标本来自首都医科大学附属北京

佑安医院人工肝中心. 所有标本采取前均与患者

签署知情同意书, 并得到医院伦理委员会批准. 
TLR2多克隆抗体购于Santa Cruz BioTechnology
公司, TLR4和TLR9单克隆抗体购于Imgenex公
司. 淋巴细胞分离液购于天津灏洋生物制品有限

公司. HRP标记的羊抗鼠IgG、生物素标记的兔

抗羊IgG和HRP标记的生物素化抗体购于北京中

杉金桥生物有限公司. 雌性Wistar大鼠12只, 清洁

级, 体质量280-330 g, 购自首都医科大学实验动

物中心. 人血白蛋白购自兰州生物制品所, D -氨
基半乳糖盐酸盐购自江苏省启东市久丰工贸有

限公司, 脂多糖购自美国Sigma公司. 其余为国产

试剂分析纯. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠肝衰竭模型的建立: 取♀Wistar大鼠12
只, 随机分为3组, 每组4只. (1)大鼠急性肝衰竭

模型组: 给予D -氨基半乳糖盐酸盐400 mg/kg和
脂多糖100 μg/kg同时腹腔注射, 构建大鼠急性

肝衰竭模型; (2)大鼠慢加急性肝衰竭模型组: 给
予人血白蛋白每只2.5 mg尾静脉注射, 每周2次, 
连续8 wk后给予D -氨基半乳糖400 mg/kg和脂多

糖100 μg/kg同时腹腔注射, 构建大鼠慢加急性

肝衰竭模型; (3)正常对照组: 常规喂养. 详细建

模方法见参考文献[9]. 
1.2.2 肝组织免疫组织化学: 常规方法烤片40 
m in, 用二甲苯及乙醇脱蜡处理; 盐酸甲醇处理

15 min, PBS洗片3次, 枸橼酸缓冲液微波修复5 
min; PBS洗片后, 用羊血清工作液封闭30 min; 
分别加入TLR2、TLR4、TLR9抗体37 ℃孵育

1 h; PBS洗片后, 加入TLR4、TLR9抗体的组织

片中加入HRP标记的羊抗鼠IgG, 加入TLR2抗体

的组织片中加入生物素标记的兔抗羊IgG, 37 ℃
孵育30 min; PBS洗片后, 加入TLR4、TLR9抗体

的组织片加入DAB显色, 加入TLR2抗体的组织

片加入HRP标记的生物素化抗体, 37 ℃孵育30 
min; PBS洗片后, 加入TLR2抗体的组织片加入

DAB显色; 苏木精复染, 组织透明, 树胶封片. 取

■研发前沿
近几年来 ,  TLRs
在 肝 脏 疾 病 ,  如
肝移植、病毒性
肝炎和肝硬化中
的作用正被逐步
揭 示 出 来 ,  有 关
TLRs在重型肝炎
肝衰竭方面的研
究还不多.
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正常大鼠结肠组织作为阳性对照. 
1.2.3 外周血单个核细胞提取及免疫组织化学:  
将抗凝血标本2 000 r/min离心, 吸取血浆, 加入

等体积生理盐水; 将生理盐水混合液缓慢加入

到淋巴细胞分离液的上层; 2 000 r/m in离心30 
m in, 吸取淋巴细胞液层, 加入生理盐水清洗, 
1 500 r/min离心10 min; 弃上清, 再加入10 mL生
理盐水清洗1次, 细胞计数2×107; 取适量浓度的

细胞悬液涂布于多聚赖氨酸处理过的载玻片上, 
室温自然干燥, 浓甲醛熏蒸固定2 h; 固定的载玻

片用酸甲醛处理10 min, PBS洗片后, 其余步骤

与肝组织免疫组织化学相同.

2  结果

2.1 TLR2、TLR4和TLR9在慢性乙型肝炎、慢

性重型肝炎、肝硬化患者及正常人肝组织中的

表达 正常人、慢性乙型肝炎和肝硬化患者肝组

织中TLR2和TLR9未见表达; 慢性重型肝炎患者

肝组织中TLR2和TLR9有表达; TLR4在正常人

及患者肝组织中均未见表达, 但在阳性对照中

■相关报道
Manigold等发现
TLR2在高内毒素
血症的肝硬化患
者PBMC中表达
上调 ,  而TLR4在
Child-Pugh分级为
A 的 肝 硬 化 患 者
PBMC中表达下
调 ,  提示TLRs可
能参与了肝硬化
的发展过程.

图  1  TLR2在人肝组织中的表达(IHC×200). A: 正常人肝组织; B: 慢乙型肝炎患者肝组织; C: 肝硬化患者肝组织; D: 慢性重

型肝炎患者肝组织.

CBA D

CBA D

图  2  TLR9在人肝组织中的表达(IHC×200). A: 正常人肝组织; B: 慢乙型肝炎患者肝组织; C: 肝硬化患者肝组织; D: 慢性重

型肝炎患者肝组织.

图  3  TLR4在大鼠结肠
及 人 肝 组 织 中 的 表 达
(IHC×200). A: 阳性对

照-大鼠结肠组织; B: 正

常人肝组织; C: 慢乙型

肝炎患者肝组织; D: 肝

硬化患者肝组织; E: 慢

性重型肝炎患者肝组织.

CBA

ED
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有表达. TLR2、TLR9的表达多见于炎性细胞中, 
在肝实质细胞上表达很少(图1-3).
2.2 TLR2、TLR4和TLR9在急性肝衰竭、慢

加急性肝衰竭及正常大鼠肝组织中的表达 正
常大鼠肝组织TLR2、TLR9未见表达, 急性肝

衰竭、慢加急性肝衰竭大鼠肝组织中TLR2、
TLR9有表达; TLR4在肝衰竭大鼠肝组织未见

表达, 但在阳性对照中有表达. TLR2、TLR9的
表达多见于炎性细胞中, 在肝实质细胞上表达

很少(图4, 5).
2.3 TLR2、TLR4和TLR9在慢性乙型肝炎、慢

性重型肝炎及正常人PBMC中的表达 正常人及

慢性乙型肝炎患者PBMC中TLR2、TLR9未见

表达; 慢性重型肝炎患者PBMC中TLR2和TLR9
有表达, TLR4在正常人及患者PBMC中未见表

达, 但在阳性对照中有表达(图6, 7).

3  讨论

TLRs广泛分布于各种组织中, 其表达与天然配

体的刺激有关. TLR1、TLR2及TLR6能识别多

种PAMPs, 包括细菌胞壁酸、肽聚糖和LPS[10]; 
TLR3识别病毒双链RNA[11]; TLR4可识别LPS[12]; 
TLR5识别细菌鞭毛蛋白[10]; TLR7、TLR8识别

病毒的单链RNA[13,14]; TLR9识别细菌胞嘧啶-腺
嘌呤(CpG)DNA[15]. 肝脏中的TLRs通过门静脉

能够接触到大量病原体成分, 通过信号转导广

■创新盘点
重症肝炎是肝病
领域研究的热点, 
本研究应用免疫
组织化学法观察
了慢性重型肝炎
患者及肝衰竭大
鼠肝组织及外周
血单个核细胞中
TLR2、TLR4和
TLR9的表达 ,  分
析探讨了TLR2、
TLR4和TLR9与
免疫损伤的关系, 
为重型肝炎肝衰
竭发病机制的研
究提供了一些新
思路.

图  4  TLR2在大鼠肝组
织中的表达(IHC×200). 
A: 正常大鼠肝组织; B: 

急性肝衰竭大鼠肝组织; 

C: 慢加急性肝衰竭大

鼠肝组织.

A B C

图  5  TLR9在大鼠肝组
织中的表达(IHC×200). 
A: 正常大鼠肝组织; B: 

急性肝衰竭大鼠肝组织; 

C: 慢加急性肝衰竭大

鼠肝组织.

A B C

图  6  TLR2在人PBMC
中的表达(IHC×200). A: 

正常人; B: 慢性乙型肝

炎患者; C: 慢性重型肝

炎患者.

A B C

图  7  TLR9在人PBMC
中的表达(IHC×200). A: 

正常人; B: 慢性乙型肝

炎患者; C: 慢性重型肝

炎患者.

A B C
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泛参与肝脏的生理病理过程. 近几年来, TLRs
在肝脏疾病, 如病毒性肝炎、肝硬化及酒精性

肝病中的作用正被逐步揭示出来[16-23]. Isogawa
等[16]研究发现, 活化的TLR3、TLR4、TLR5、
TLR7、TLR9能够于24 h内通过IFN-α/β依赖

途径抑制HBV的复制. Manigold等[17]发现TLR2
在高内毒素血症的肝硬化患者PBMC中表达上

调, 而TLR4在Child-Pugh分级为A的肝硬化患者

PBMC中表达下调, 提示TLRs可能参与了肝硬

化的发展过程. 
本研究发现, 慢性乙型肝炎和肝硬化患者

TLR2、TLR9未见表达, 慢性重型肝炎患者和肝

衰竭大鼠TLR2和TLR9有表达, TLR4在所有标

本中均未见表达, 但在阳性对照中有表达. 慢性

乙型肝炎和肝硬化患者, 特别是非活动性慢性

乙型肝炎和代偿期肝硬化患者, 病情比较稳定, 
很少伴有细菌感染, 因此体内TLRs未被激活,
免疫损伤相对较轻; 慢性重型肝炎患者多由慢

性肝炎进展而来, 病情反复发作, 常伴有细菌感

染, 在激活TLRs的同时也造成一定程度的免疫

损伤. 由于肝衰竭患者的肝组织不易获得, 因此

构建了大鼠肝衰竭模型. 肝衰竭大鼠与重型肝

炎患者肝组织中TLR2和TLR9的表达趋势是一

致的, 提示可以用大鼠肝衰竭模型模拟重型肝

炎患者体内TLRs的表达情况. 有报道TLR4在慢

性乙型肝炎和慢性重型肝炎患者中表达增加[24], 
在急性肝衰竭大鼠中表达增加[25], 而本研究中

TLR4在慢性乙型肝炎和慢性重型肝炎患者及肝

衰竭大鼠中均未见表达, 分析可能与所选病例

的病程不同有关. 也有可能与TLR4的天然配体

LPS有关, Nomura等认为存在LPS耐受机制, 即
暴露于LPS的单核巨噬细胞表面表达的TLR4下
调[26-28], 有关重型肝炎患者体内TLR4的表达还

需要进一步研究.  
本研究发现, 在慢性乙型肝炎、肝硬化、

重型肝炎肝组织中, TLR2、TLR9的表达多见于

炎性细胞中, 在肝实质细胞上表达很少, 这与其

他学者报道基本一致[29,30]. TLRs在各类免疫细胞

中广泛表达, 如单核/巨噬细胞、B细胞、T细胞

及树突状细胞都表达TLRs, 在肠道及呼吸道等

经常与细菌接触的上皮细胞上, 往往也有TLRs
的表达, 而在肝实质细胞中表达很少. 据此推测, 
TLRs的表达在肝脏疾病的发生及其所致的肝细

胞损伤中所起的作用, 可能主要是通过识别受

体而激活免疫应答损伤肝细胞, 由于受体识别

而直接产生肝细胞损伤相对较少. 因此, 深入研

究TLRs与免疫损伤的关系, 将对重型肝炎肝衰

竭发病机制的研究具有非常重要的意义.
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Abstract
AIM: To prepare polyelectrolyte nanoparticles 
loaded with humanized single-chain Fv dimers 
for hepatocellular carcinoma (BDM diabody), and 
to investigate their effects on the proliferation of 
hepatocellular carcinoma (HCC) cells.

METHODS: By means of infrared spectroscopy 
and transmission electron microscopy, the 

physicochemical characteristics of polyelectro-
lyte nanoparticles were characterized, including 
particle size and morphology, the concentration 
of protein loaded, and the protein entrapment 
efficiency of the nanoparticles. The effects of 
BDM-loading nanoparticles on the proliferation 
of HCC cells were determined by methyl thiazol 
tetrazolium (MTT) assay.  

RESULTS: The particle size ranged from 100 to 
200 nm. The concentration of protein loaded was 
75 μg/mg. The protein entrapment efficiency 
was 53%. BDM-loading nanoparticles could sig-
nificantly inhibit the proliferation of HCC cells.

CONCLUSION: HCC-targeted nanopaticles are 
successfully prepared, which provides a basis 
for future targeted diagnosis and therapy of 
HCC. 

Key Words: Diabody against hepatocellular carci-
noma; Polyelectrolyte nanopaticle; Hepatocellular 
carcinoma

Bie CQ, Han LM, Wang QZ, Fan HM, Zhu HF, Liang 
XJ, Yang DH. Preparation of hepatocellular carcinoma-
targeted immunonanoparticles and investigation of their 
effects on the proliferation of hepatocellular carcinoma 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 1326-1330

摘要
目的: 制备抗肝癌单链抗体二聚体高分子免
疫纳米颗粒, 观察其对肝癌细胞增殖的影响.

方法: 采用离子交联的方法, 以壳聚糖水溶性
衍生物多糖为基材, 将已获得的抗肝癌单链
抗体二聚体BDM制备成免疫纳米颗粒, 检测
纳米颗粒的表征、包封率及载药量, 并通过
MTT法观察免疫纳米颗粒对肝癌细胞株增殖
的影响. 

结果: 制备粒径为100-200 nm的抗肝癌单链
抗体二聚体高分子纳米颗粒, 最佳包封率为
53%, 载药量为75 μg/mg抗体二聚体, 抗肝癌
单链抗体二聚体高分子纳米颗粒显示较好的
抗肿瘤作用, 其对肝癌细胞的抑制率为34%左
右, 且有浓度依赖性.

®

■背景资料
近年来, 纳米载药
体系作为一种新
的药物控释体系
已经成为新药研
究开发研中一个
非常闪光的亮点. 
目前, 纳米颗粒已
被作为药物、蛋
白质、疫苗、核
酸片段等理想载
体, 在生物医药研
究和临床诊治中
显现出极大的应
用前景. 

■同行评议者
庄林 ,  主任医师 , 
昆明市第三人民
医院肝病科
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结论: 成功制备了抗肝癌单链抗体二聚体高
分子纳米颗粒, 初步应用具有抑瘤性, 为下一
步开展体内肝癌的放射免疫诊断和靶向治疗
奠定了基础.

关键词: 肝癌抗体二聚体; 高分子纳米颗粒; 肝癌
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0  引言

近年来, 纳米载药体系作为一种新的药物控释

体系已经成为新药研究开发中一个非常闪光的

亮点. 纳米颗粒体积超微, 比表面大, 能顺利穿

过人体毛细血管, 有利于透皮吸收和细胞内药

效发挥; 被单核吞噬细胞系统吞噬后, 能够通过

网状内皮系统迅速分布于靶部位; 由于载体材

料的保护作用, 可防止药物被胃酸降解, 提高药

物口服吸收的生物利用度; 作用于靶器官的纳

米粒子, 由于载体的不同特性, 可达到控释、缓

释的效果, 高效低毒[1,2]. 目前, 纳米颗粒已被作

为药物、蛋白质、疫苗、核酸片段等理想载体, 
在生物医药研究和临床诊治, 尤其是对肿瘤的

治疗显现出极大的应用前景[3-6]. 多糖是单糖的

聚合物, 作为天然的生物材料, 多糖不仅具有高

度的稳定性、亲水性、安全无毒性, 体内降解

也容易, 自然界来源广泛, 成本低廉, 是纳米载

药体系的基质载体的最理想材料[7-10]. 多糖纳米

粒子的制备方法有多种, 其中离子交联法因具

有制备条件温和, 操作步骤简单等优点在生物

医学领域广泛应用. 在前面的研究中我们研究

组已构建及在毕赤酵母中表达大量具有良好生

物学活性的抗肝癌单链抗体二聚体[11,12], 本研究

将采用离子交联法制备壳聚糖/抗肝癌单链抗体

二聚体免疫纳米颗粒, 并观察其对肝癌细胞增

殖的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 抗肝癌单链抗体二聚体BDM为本实验

室制备, 等电点为5.9; 壳聚糖(脱已酰度>85%, 
黏度 = 2500 cps)为济南海得贝生物技术有限

公司产品; 壳聚糖使用前用Co60 γ-辐射(25 kGy
剂量)灭菌; 人肝癌细胞株(Bel-7402、HepG2、
SMMC-7721)为本室保存, DMEM(Dulbecco's 
modified Eagle medium)细胞培养基干粉为美国

Gibco公司产品; 小牛血清、胰蛋白酶, Invitrogen 

公司产品. 其他试剂均为国产分析纯. FT-IR红外

光谱仪, Bruker(德国); JSM-T300型扫描电子显

微镜, JEOL公司(德国); Biofuge28RS超速离心机, 
Heraeu(德国). 
1.2 方法 
1.2.1 离子交联法制备壳聚糖/抗体二聚体BDM3
纳米粒子: 按文献方法[13,14], 称取壳聚糖6 mg, 搅
拌溶解于1%冰醋酸溶液6 mL中, 配制得到壳聚

糖溶液, 将抗肝癌单链抗体二聚体BDM分别配

制成浓度为0.1、 0.5、1 g/L的水溶液; 分别取去

离子水和不同浓度抗体二聚体溶液1 mL加入壳

聚糖溶液, 调节溶液的pH, 用电磁搅拌器中速搅

拌5 min; 磁力搅拌下缓慢滴加1 mL TPP(0.1%)
水溶液, 继续搅拌30 min, 得到乳光液; 4 ℃条

件下, 20 000 r/min的转速高速离心30 min; 沉淀

物用蒸馏水反复洗涤, 冷冻干燥得到的白色粉

末即为壳聚糖纳米粒子和壳聚糖/抗体二聚体

BDM纳米粒子. 
1.2.2 纳米粒子的表征: 将壳聚糖/抗体二聚体

BDM纳米粒子悬浮液超速离心, 去掉上清液, 将
底部沉淀冷冻干燥, 采用KBr压片法, 测定纳米

粒子的红外光谱. 取所制备的壳聚糖/抗体二聚

体BDM纳米粒子悬浮液1滴滴加到镀有碳膜的

铜网上, 室温干燥后, 直接用扫描电镜观察纳米

粒子的形貌. 
1.2.3 纳米粒子的包封率和载药量检测: 将负载

了不同浓度的抗肝癌单链抗体二聚体BDM的纳

米粒子悬浮液用20 000 r/min超速离心30 min, 上
清液中游离的抗肝癌单链抗体二聚体BDM的量

用BCA试剂盒测定. 纳米粒子对抗肝癌单链抗

体二聚体BDM的包封率和载药量用以下公式计

算: BDM的包封率 = (投入BDM总量-游离BDM
量)/投入BDM总量×100%; BDM的载药量 = 已
包裹BDM总量/微球总量×100%.
1.2.4 壳聚糖/抗体纳米粒体外释放试验: 将载

药量最高的壳聚糖/抗体二聚体BDM纳米粒混

悬液2 mL置于摇床上震荡120 r/min, 温度保持

37 ℃. 在预定不同时间点, 纳米粒悬浊液被取

出, 20 000 r/min离心, 上清保存, BCA法检测其

中蛋白含量. 沉淀重悬于2 mL新鲜磷酸盐缓冲

液继续震荡. 计算累计释放率. 
1.2.5 壳聚糖/抗体纳米粒子对肝癌细胞系增殖

的影响: 将肝癌细胞株(Be l-7402、HepG2、
S M M C-7721)消化之后按1∶1∶1混匀 ,  用
DMEM细胞培养液稀释成2×104个/mL, 接种

于96孔培养板上, 每孔200 μL. 培养24 h, 待细

■相关报道
米托恩醌牛血清
白蛋白纳米粒接
上抗人肝癌单克
隆抗体Hab18构
建人肝癌特异性
的免疫纳米粒, 体
外作用于人肝癌
株SMMC-7221细
胞, 显示出明显的
细胞毒性作用, 又
能特异性地结合
人肝癌细胞. 多柔
比星-聚氰基丙稀
酸正丁酯纳米粒, 
与高特异性的抗
人肝癌酸性同功
铁蛋白单克隆抗
体结合, 得到肝癌
特异性免疫纳米
粒, 体外细胞毒试
验及裸鼠体内抑
瘤试验均表现出
极强的肝肿瘤靶
向性. 



www.wjgnet.com

1328                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2010年5月8日    第18卷   第13期

胞贴壁后, 向96孔细胞培养板中加入100 μL不
同浓度的BDM和负载了BDM的壳聚糖纳米粒

子(10、20、30、50、80、100 mg/L)悬浮液, 
每个实验组设四个平行 ,  P B S作为空白对照 . 
置37  ℃继续培养; 用于制备纳米粒子的壳聚

糖的浓度为1 g/L. 培养72 h后, 每孔加MTT溶
液(5 g/L)20 μL, 继续孵育4 h, 终止培养, 小心

吸弃孔内培养上清液, 每孔加150 μL DMSO, 
振荡10 min, 使结晶物充分融解. 选择490 nm
波长 ,  在酶联免疫监测仪上测定各孔光吸收

值. 抑制率 = (对照组A值-加药组A值)/对照组

A值.
统计学处理  所有数据用S P S S12.0 f o r 

Windows软件包进行处理, 计量资料t检验, 计数

资料均采用χ2检验, 检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 纳米粒子的红外光谱图 分别对抗体二聚体

BDM、壳聚糖和壳聚糖/抗体二聚体BDM纳米

粒子进行了红外光谱测定, 测定的红外光谱图

分别如图1所示. 在抗体二聚体BDM的红外谱

图中, 1 324/cm处伸缩振动吸收谱带明显增强. 
壳聚糖的特征吸收谱带为1 524.32/cm(-NH3

+), 
1 047.63/cm(C-O伸缩), 壳聚糖/抗体二聚体BDM
纳米粒子的红外谱图中, 在1 552/cm处出现了新

的吸收谱带, 该吸收谱带表明在壳聚糖的氨基

和抗体的羧基之间形成了离子键. 
2.2 纳米粒子的扫描电镜图 制备的壳聚糖/抗体

二聚体BDM纳米粒子进行了扫描电镜观察, 所
得的电镜照片如图2. 可看出, 纳米粒子的粒径

为100-200 nm, 表面光滑, 大小比较均一, 形态呈

球形, 而且分散性较好, 较少有粘连团聚的现象.
2.3 纳米粒子的包封率和载药量 经测量, 壳聚糖

纳米粒子对不同浓度(0.1、 0.5、1 g/L)BDM3的
包封率为21%、33%、53%, 每毫克壳聚糖纳米

粒子含BDM为4、28、75 μg, 包封率和载药量

随着抗体浓度的增加而增加. 
2.4 体外释放药物实验结果 将载药量最高的纳

米粒子进行体外释放实验, 于1、4、8、12、
24、48、60 h各时间点取震荡中的纳米粒离心, 
取上清进行蛋白浓度测定, 计算累计释放药物

量, 释放曲线见图3, 体外释药曲线呈双相, 即在

爆发释放之后为缓慢释放, 抗体的释放在最初

1 h内有爆发释放现象, 释放率达36%, 这是由于

纳米粒子具有很大的比表面积, 其表面可吸附

较多抗体分子, 可能是由于这些吸附于粒子表

面的抗体解吸, 而造成壳聚糖纳米粒子的爆发

释放. 4 h其累积释放率达到60%, 4-12 h内抗体

接近匀速释放, 12 h后抗体的释放变得非常缓慢, 
其最大累积释放率为82%. 
2.5 抗体二聚体BDM及壳聚糖/BDM纳米粒子

BDM

chitosan

chitosan/BDM

4 000 3 500  3 000  2 500  2 000 1 500  1 000   500

图  1  壳聚糖、抗体BDM及壳聚糖/抗体BDM纳米粒子的红
外谱图.
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20.0 kV ×80 000 11.0 
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20.0 kV ×40 000 11.0 
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B

图  2  壳聚糖/抗体纳米粒子扫描电镜图. A: ×80 000; B: ×

40 000.

图  3  壳聚糖/BDM纳米粒的累积释药曲线.
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■创新盘点
本研究将抗肝癌
单链抗体二聚体
通过共价交联在
高分子壳聚糖纳
米粒子的表面形
成具有免疫活性
的纳米粒子, 他具
有双重靶向性, 即
一方面他属于纳
米粒子体系, 可通
过控制粒子大小
使其选择性地被
动滞留在特定的
器官 ;  另一方面 , 
可通过改变粒子
表面修饰的抗体
在体内免疫应答
而特异性作用于
其相关抗原的细
胞, 使其易达到靶
细胞区. 
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对肝癌细胞系增殖的影响 测定抗肝癌单链抗体

二聚体水溶液、负载抗肝癌单链抗体二聚体的

壳聚糖纳米粒子悬浮液对肝癌细胞的抑制作用. 
不同浓度的抗肝癌单链抗体二聚体溶液、壳聚

糖/BDM纳米粒子悬浮液对肝癌细胞的抑制作

用. 壳聚糖纳米粒与负载抗体的壳聚糖纳米粒

与肝癌细胞共培养见图4. MTT结果显示, 抗肝

癌单链抗体二聚体对肝癌细胞的抑制作用随浓

度的增加而增加, 相比游离的抗肝癌单链抗体

二聚体, 被纳米粒子负载的抗肝癌单链抗体二

聚体对肝癌细胞的显示出更好的抑制作用, 浓
度为100 mg/L壳聚糖/BDM纳米粒子对肝癌细胞

的抑制率为34%, 而浓度为10 mg/L壳聚糖/BDM
纳米粒子对肝癌细胞的抑制率为15%, 其抑瘤作

用与浓度成正比(图5).

3  讨论

20世纪80年代肝癌的靶向治疗开始兴起, 现在

已经发展到从器官(组织)、细胞到分子三个水

平实施肝癌靶向治疗[15]. 靶向治疗是指将配体

或抗体等特异性的靶向分子偶联至纳米粒子表

面而使药物定向分布到靶组织[16,17]. 纳米粒对

肝癌的靶向途径有: 受体介导的靶向途径, 如
去唾液酸糖蛋白受体介导系统和甘露糖受体

介导系统; 免疫分子介导的靶向途径, 即通过

抗原抗体结合的特异性相互作用, 实现药物的

靶向传递, 如抗体介导的靶向药物、免疫微球

靶向给药系统、基因介导靶向途径等. 目前这

方面的研究很多. 米托恩醌牛血清白蛋白纳米

粒(DHAQBSA-NP)接上抗人肝癌单克隆抗体

Hab18构建人肝癌特异性的免疫纳米粒(Hab18- 
DHAQBSA-NP), 体外作用于人肝癌株SMMC- 
7221细胞, 显示出明显的细胞毒性作用, 又能特

异性地结合人肝癌细胞[18]. 2002年, 美国FeRx公
司磁导向载体-阿霉素(MTC-DOX)技术已通过

美国FDA认证, 主要用于肝细胞癌的治疗, 并在

随后临床治疗中取得显著的疗效[19]. 
纳米粒作为载药系统使用, 最终目的是实

现药物的长效缓释与定向释放, 载药纳米粒的

体外药物释放性能是反映载药纳米粒缓释效果

的一个重要指标, 对评价载药纳米粒的有效性

有极为重要的参考价值. 本研究中载药纳米粒

的体外释药曲线呈双相行, 在长达60 h的释药实

验中观察到壳聚糖纳米粒释药包括较快释放及

平缓释放两个过程. 前12 h内累积释药率达到

60%, 为较快释放, 使所递呈的抗体在短期内达

到有效的治疗浓度, 而12-60 h内最大累积释药

率为82%, 为平缓释放过程, 保证了治疗的时效

性. 该实验说明药物的释放是可控的, 这对于设

计可提供临床相关药物浓度的纳米粒传输系统

是非常重要的. 
本研究将抗肝癌单链抗体二聚体通过共价

交联在高分子壳聚糖纳米粒子的表面形成具有

免疫活性的纳米粒子, 他具有双重靶向性, 即一

方面他属于纳米粒子体系, 可通过控制粒子大

小使其选择性地被动滞留在特定的器官; 另一

方面, 可通过改变粒子表面修饰的抗体在体内

免疫应答而特异性作用于其相关抗原的细胞, 
使其易达到靶细胞区. 抗肝癌单链抗体二聚体

纳米粒对肝癌细胞的具有明显的抑制作用, 相
比游离的抗肝癌单链抗体二聚体, 被纳米粒子

图  4  肝癌细胞与
壳聚糖纳米粒及壳
聚糖/BDM纳米粒
共培养24 h. A: 肝

癌细胞与壳聚糖纳

米粒; B: 肝癌细胞

与壳聚糖/BDM纳

米粒.

A B

图  5  抗肝癌单链抗体二聚体及壳聚糖/抗体纳米粒子对肝
癌细胞增殖的影响.
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■应用要点
本文所研究抗肝
癌抗体是从噬菌
体抗体库中筛选
出来的具有与肝
癌细胞系结合的
单 链 抗 体 ,  原 考
虑将其作为“弹
头”用于肝癌的
靶向诊断, 但本实
验表明该抗体还
有“弹药”的作
用, 可直接抑制肿
瘤细胞的增殖, 为
后续研究和临床
诊治提供了新思
路, 为下一步开展
体内肝癌的放射
免疫诊断和靶向
治疗奠定了基础. 
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负载的抗肝癌单链抗体二聚体对肝癌细胞的显

示出更好的抑制作用, 且抑制作用随浓度的增

高而增加. 这可能是由于被纳米粒子包裹的抗

肝癌单链抗体二聚体被缓慢释放出来, 能够在

较长时间范围内有效抑制肿瘤细胞. 
本文所研究抗肝癌抗体是从噬菌体抗体库

中筛选出来的具有与肝癌细胞系结合的单链抗

体, 原考虑将其作为“弹头”用于肝癌的靶向

诊断, 但本实验表明该抗体还有“弹药”的作

用, 可直接抑制肿瘤细胞的增殖, 为后续研究和

临床诊治提供了新思路, 为下一步开展体内肝

癌的放射免疫诊断和靶向治疗奠定了基础, 其
抑制肿瘤细胞增殖机制尚待进一步探讨. 
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Abstract
AIM: To investigate the treatment effects of 
oxymatrine (OM) against chronic pancreatitis 
in rats and to explore the potential mechanisms 
involved.

METHODS: Forty healthy Wistar rats were ran-

domly and equally divided into four groups: 
negative control group (NC group), CP model 
group (CP group), OM treatment group (OT 
group), and OM pretreatment group (OP group), 
which received saline qod, diethyldithiocarba-
mate (DDC) at 700 mg/kg qod, diethyldithiocar-
bamate (DDC) at 700 mg/kg qod and OM at 100 
mg/kg a week later, and diethyldithiocarbamate 
(DDC) at 700 mg/kg qod and OM at 100 mg/kg 
simultaneously, respectively. Thirty days later, 
DDC injection was discontinued, while OM 
treatment continued. Rats were executed on 
days 20 and 40 (n = 5 at each time point). Colla-
gen fibers were stained  by Masson's trichrome. 
The localization and expression of collagen I and 
α-SMA in chronic pancreatitis were examined 
by immunohistochemistry.  

RESULTS: Collage I was localized in the periph-
ery of the pancreas in the NC group. In the CP 
group, collagen I could also be seen in periacinar 
and perilobular areas. The immunoreactivity of 
α-SMA was detected in the blood vessel wall in 
the NC group, and in the blood vessel wall and 
periacinar area in the CP group. The expression 
of collagen I and α-SMA in periacinar area was 
significantly lower in the OP and OT groups 
than in the CP group. The percentages of col-
lagen area on days 20 and 40 were significantly 
lower in the NC group (3.0% ± 0.32% and 2.45% 
± 0.24%) than in the other groups (all P < 0.05), 
but significantly higher in the CP group (22.54% 
± 4.45% and 35.14% ± 3.27%) than in the OP 
group (13.16% ± 1.84% and 25.14% ± 3.67%) and 
the OT group (19.58% ± 2.78% and 28.68% ± 
2.55%). The percentages of collagen areas on day 
40 in the CP and OT groups were significantly 
higher than those on day 20 (both P < 0.05). The 
relative expression levels of α-SMA on days 20 
and 40 were significantly higher in the CP group 
(1.06 ± 0.04 and 1.16 ± 0.03) than in other groups 
(all P < 0.05). The NC group had the lowest rela-
tive expression level of α-SMA (0.73 ± 0.06 and 
0.78 ± 0.06). No significant difference was noted 
in the relative expression level of α-SMA be-
tween the OT and OP groups. 
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■背景资料
慢性胰腺炎主要
以胰腺纤维化为
病理特征, 临床表
现为腹痛、脂肪
泻和糖尿病等症
状. 国内外的发病
率呈上升趋势, 目
前尚无针对胰腺
纤维化的治疗措
施, 对于慢性胰腺
炎的治疗仍是一
个世界级难题.

■同行评议者
田字彬, 教授, 青
岛大学医学院附
属医院消化内科



CONCLUSION: The expression of collagen I and 
α-SMA is enhanced in rat CP, predominantly lo-
calized in perivascular, periacinar and perilobular 
areas. OM can decrease collagen production and 
pancreatic stellate cell activation and thereby in-
hibit the development of pancreatic fibrosis. 

Key Words: Pancreatic fibrosis; Chronic pancreati-
tis; Oxymatrine; Collagen I; α-smooth muscle actin

Wang YL, Zheng YQ, Xia SH, Wang HY, Su LT, Wu S. 
Oxymatrine enhances the expression of collagen I and 
α-SMA in rat chronic pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(13): 1331-1336

摘要
目的: 探讨氧化苦参碱对大鼠慢性胰腺炎的
治疗作用及其机制.

方法: Wistar大鼠40只, 按照随机数字表分为:
阴性对照组(NC组, n  = 10), 以300 mg/kg隔日
腹腔内注射生理盐水; 模型组(CP组, n  = 10), 
以700 mg/kg隔日腹腔内注射二乙基二硫代氨
基甲酸钠(DDC); OM治疗组(OT组, n  = 10), 以
700 mg/kg隔日腹腔内注射DDC, 1 wk后开始
每日腹腔注射OM 100 mg/kg; OM预防组(OP
组, n  = 10), 依照模型组方法注射DDC的同时
每日腹腔内注射OM 100 mg/kg. 到30 d时停止
注射DDC, 但仍继续注射OM. 将上述4组分别
在20 d、40 d处死大鼠(n  = 5), 用Masson染色
的方法观察胶原纤维增生, 用免疫组织化学的
方法观察Ⅰ型胶原、α-SMA在胰腺组织的定
位及表达, 用Western blot方法检测α-SMA在
胰腺组织表达量的变化. 

结果: Masson染色可见胶原纤维面积百分比, 分
别在20、40 d时CP组(22.54%±4.45%、35.14%
±3.27%)高于其余各组(P<0.05), OP组(13.16%
±1.84%、25.14%±3.67%)与OT组(19.58%±

2.78%、28.68%±2.55%)较CP组降低(P <0.05), 
NC组(3.0%±0.32%、2.45%±0.24%)低于其余
各组(P<0.05), CP组与OT组在40 d时的胶原纤维
面积百分比较20 d时增高(P<0.05). Ⅰ型胶原与
α-SMA在胰腺组织的定位: 用免疫组织化学的
方法发现NC组胰腺组织α-SMA在血管壁平滑
肌表达阳性, 其余部位未见表达; CP组α-SMA
在血管周围和腺泡间有阳性表达; 在OT、OP
组, α-SMA在腺泡间有少量表达. Ⅰ型胶原在
NC组主要位于胰腺组织周边; CP组除在上述
部位外, 还表达于腺泡间及小叶周围. 用Western 
blot方法检测胰腺组织中α-SMA与β-actin的相
对表达量分别在20、40 d时CP组(1.06±0.04、
1.16±0.03)高于其余各组(P<0.05), NC组(0.73±
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0.06、0.78±0.06)低于其余各组(P<0.05), OT组
与OP组比较无差别(P>0.05).

结论: 慢性胰腺炎时Ⅰ型胶原和α-SMA表达
增强, 主要位于血管和腺泡周围以及小叶间. 
OM可以通过减少胰腺组织内胶原的生成及
PSC的活化抑制胰腺纤维化的发展.

关键词: 胰腺纤维化; 慢性胰腺炎; 氧化苦参碱; Ⅰ

型胶原; α-平滑肌肌动蛋白

王昱良, 郑永青, 夏时海, 汪海燕, 苏丽婷, 吴双. 氧化苦参碱对

慢性胰腺炎胰腺组织中Ⅰ型胶原及α-SMA的影响.  世界华人消

化杂志  2010; 18(13): 1331-1336

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/1331.asp

0  引言

慢性胰腺炎的病理改变主要以纤维化为主, 目
前认为胰腺星状细胞(pancreatic stellate cell, 
PSC)是胰腺纤维化的效应细胞, 在各种因素作

用下, 造成胰腺实质损伤坏死伴发炎症反应, 继
而各种炎症因子释放并激活PSC转变为α-平滑

肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)染色

阳性的类成纤维细胞, 细胞外基质的合成分泌

增多, 导致胰腺纤维化. 胰腺纤维化的治疗仍在

探索阶段, 氧化苦参碱(oxymatrine, OM)系药用

苦参的干燥根中提取的生物碱, 有多方面的药

理作用. 近年大量研究结果表明OM具有明显的

抗器官纤维化作用, 且在治疗慢性肝炎和肝纤

维化等方面已经得到了广泛的应用, 而肝星状

细胞与PSC生物学特性极其相似. 本文通过观察

OM对大鼠胰腺胶原纤维及α-SMA的影响探讨

了OM对胰腺纤维化的治疗作用.

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠, ♂, 体质量220 g±30 g, 购
于军事医学科学院动物中心. 二乙基二硫代氨

基甲酸钠(DDC)购于上海国药集团化学试剂公

司. OM由正大天晴公司惠赠. 兔抗大鼠Ⅰ型胶原

多克隆抗体、小鼠抗大鼠α-SMA单克隆抗体、

SABC试剂盒(生物素化羊抗小鼠IgG、SABC、
正常山羊封闭液)均购于南京博士德公司. 生物

素标记的羊抗兔IgG(即用型)、HRP标记的链霉

卵白素(即用型), HRP标记的羊抗小鼠IgG均购于

北京中杉生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组: ♂ Wistar大鼠40只, 参照Matsumura
等[1]所述造模方法, 按照随机数字表分为: 阴性

www.wjgnet.com

■相关报道
Tanioka等用二甲
基二硫代氨基甲
酸盐 (DDC)可以
活 化 P S C ,  增 加
α-SMA阳性细胞
的数量, 增加Ⅰ型
胶原和MMP的分
泌 ,  TGF-β1的分
泌也增加.

■研发前沿
各种损伤因子通
过多种细胞内信
号通路激活PSC, 
活化后的PSC增
殖合成细胞外基
质, 促进纤维化的
形成.目前针对各
种信号通路, 已有
多种试剂与药物
包括抗氧化剂、

PPAR-γ配体曲格
列酮、curcumin、
蛋白酶抑制剂、

血管紧张素Ⅱ受
体拮抗剂等在动
物模型上取得令
人鼓舞的抗纤维
化与抗炎效果, 为
治疗胰腺纤维化
与炎症带来广阔
的前景.
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对照组(NC组, n  = 10), 以300 mg/kg隔日腹腔内

注射生理盐水; 模型组(CP组, n = 10), 以700 mg/
kg隔日腹腔内注射DDC; OM治疗组(OT组, n = 
10), 以700 mg/kg隔日腹腔内注射DDC, 1 wk后
注射OM 100 mg/kg. OM预防组(OP组, n  = 10), 
依照模型组方法注射DDC的同时每日腹腔内注

射OM 100 mg/kg. 到30 d时停止注射DDC, 但仍

继续注射OM. 将上述4组分别依20 d、40 d处死

大鼠(n = 5), 取胰腺组织.
1.2.2 病理学观察: Masson染色法对胰腺组织进

行染色, 镜下观察腺泡及红细胞呈红色, 胶原纤

维呈蓝色丝状, 计算胶原纤维在400倍镜下标本

四角及中央5个视野中的面积百分比, 以纤维占

视野面积的百分比表示胶原含量, 取平均值进

行统计分析.
1.2.3 免疫组织化学法观察Ⅰ型胶原、α-SMA
在胰腺组织的定位: 多聚赖氨酸石蜡切片脱蜡

至水, 3% H2O2 20 min去除内源性过氧化物酶, 
漂洗后浸入0.01 mol/L pH6.0的枸橼酸钠缓冲液

中微波修复, 漂洗后用5%正常小牛血清封闭20 
min, 滴加PBS 1∶50稀释的兔抗大鼠Ⅰ型胶原

多克隆抗体/小鼠抗大鼠α-SMA单克隆抗体50 
μL, 实验对照组切片以PBS代替一抗, 37 ℃水浴

上孵育2 h. PBS冲洗后, 滴加生物素化山羊抗兔

IgG(即用型)/生物素化羊抗小鼠IgG, 37 ℃孵育

20 min. PBS冲洗, HRP标记的链霉卵白素(即用

型)/SABC, 37 ℃孵育20 min, PBS冲洗, 将DAB
显色液按顺序(A、B、C)各1滴混合, 用1 mL双
蒸水稀释, DAB显色观察到有黄色出现后(约10 
s), 用蒸馏水冲洗. 苏木素复染, 乙醇梯度脱水, 
封片, 镜下观察.
1.2.4 Western blot法检测α-SMA含量: 将提取的

蛋白样品用BCA蛋白浓度测定试剂盒测定总蛋

白浓度, 稀释到总蛋白浓度为5 g/L, 用聚丙烯

酰胺凝胶电泳法(积层胶为5%, 分离胶为10%)
分离, 积层胶电压80 V, 持续20 min, 分离胶电压

120 V, 持续100 min; 将PVDF膜平衡后在14 V恒

压下转印250 min; 将PVDF膜用5%脱脂奶粉PBS
液封闭; 小鼠抗大鼠α-SMA单克隆抗体(用封闭

液稀释, 比例1∶300)孵育120 min; 漂洗后以辣

根过氧化物酶标记的羊抗小鼠IgG(用封闭液稀

释, 比例1∶500)室温下震荡孵育80 min, ECL化
学发光显色, 暗室中拍片. 以β-actin作为内参. 将
结果扫描成电子图像, 以Image Pro Plus 5.0图像

分析软件分析, 计算出吸光度值, 取前后两者的

比值作为α-SMA蛋白的相对表达量.
统计学处理 所有的数值均用mean±SD表

示, 各组之间比较采用单因素方差分析法, LSD
法进行两两比较, 采用检验水准P  = 0.05. 全部数

据的统计学处理均采用SPSS 12.0 for windows分
析软件.

2  结果

2.1 胰腺组织的病理结果 Masson染色可见胶

原纤维面积百分比在20 d时CP组、OP组、OT
组和NC组分别为22.54%±4.45%, 13.16%±

1.84% 19.58%±2.78%, 2.45%±0.24%; 在40 d
时CP组、OP组、OT组、NC组分别为35.14%±

3.27%, 25.14%±3.67%, 28.68%±2.55%, 3.0%
±0.32%(表1, 图1).
2.2 胰腺组织中的Ⅰ型胶原、α-SMA的定位 免
疫组织化学切片显示在NC组Ⅰ型胶原主要位于

胰腺组织周边; CP组除在上述部位外, Ⅰ型胶原

还表达于腺泡间及小叶周围; NC组α-SMA在血

管壁平滑肌表达阳性, 其余部位未见表达; CP组
α-SMA在腺泡间有阳性表达; 在OT、OP组的免

疫组织化学切片中Ⅰ型胶原、α-SMA在腺泡间

的有少量表达(图2, 3).
2 .3  胰腺组织中α -S M A的相对含量的变化 
α-SMA与β-actin的相对表达量在20 d时CP组、

OP组、OT组、NC组分别为1.06±0.04, 0.92±
0.05, 0.95±0.03, 0.73±0.06; 在40 d时CP组、OP
组、OT组、NC组分别为1.16±0.03, 0.97±0.02, 
0.99±0.05, 0.78±0.06(表2, 图4).

表  1  胶原纤维面积百分比 (mean±SD, n  = 5)

     
分组                         	          20 d		           40 d

CP组   		  22.54±4.45	 35.14±3.27e

OP组    		  13.16±1.84ac	 25.14±3.67ac

OT组   		  19.58±2.78c	 28.68±2.55ae

NC组    		    2.45±0.24a	     3.0±0.32a

aP<0.05 vs  CP组; cP<0.05 vs  NC组; eP<0.05 vs  20 d.

表  2  α-SMA/β-actin 的IA 比值 (mean±SD, n  = 5)

     
分组                         	        20 d		            40 d

CP组		  1.06±0.04a	    1.16±0.03a

OP组		  0.92±0.05ac	    0.97±0.02ac

OT组		  0.95±0.03ac	    0.99±0.05ac 

NC组		  0.73±0.06       	    0.78±0.06

aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  CP组.

■创新盘点
OM在治疗慢性肝
炎和肝纤维化等
方面已经得到了
广泛的应用, 抑制
肝星状细胞的增
殖为其作用机制
之一, 而肝星状细
胞与胰腺星形细
胞生物学特性极
其相似, 本实验研
究了OM对胰腺纤
维化的治疗作用
并初步探讨了其
作用机制.



www.wjgnet.com

3  讨论

酗酒[2]、吸烟[2]、病毒感染[3]、氧自由基[4,5]、胰

腺导管内压力增高[6]等均可活化PSC. 活化后的

PSC体积变大, 数量增多, 转变为α-SMA染色阳性

的类成纤维细胞, 细胞外基质的合成分泌增多[7].
研究表明, 氧自由基在活化PSC的过程中发

挥重要作用, 过多的氧自由基可以活化有丝分裂

原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase, 
MAPK)通路, 诱导Ⅰ型前胶原基因表达, 可以活

化PSC, 增加α-SMA阳性细胞的数量, 增加Ⅰ型

胶原、基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, 
MMP)的分泌及TGF-β1的分泌[4,5,8,9]. 本实验中二

乙基硫代氨基甲酸盐(DDC)是超氧化物歧化酶

(SOD)抑制剂, 可以抑制SOD, 减少组织中氧自由
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图  2  免疫组织化学法显示Ⅰ型胶原的分布(×200). A: NC组; B: CP组; C: OT组; D: OP组.

A B

C D

图  1  Masson法显示胶原纤维的分布(×400). A: NC组; B: CP组; C: OT组; D: OP组.

A B

C D

■应用要点
OM可以抑制PSC
从静止向活化的
转化, 通过减少胰
腺组织内胶原的
生成及α-SMA的
表达抑制胰腺纤
维 化 的 发 展 ,  为
O M 在 抗 纤 维 化
的应用方面提供
依据.
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基的清除, 参照Matsumura等[1]所述造模方法给予

大鼠腹腔注射700 mg/kg的DDC制备慢性胰腺炎

模型, 发现分别在20、40 d时, 正常大鼠胰腺组织

间质中极少量存在的纤维组织在模型组明显增

多, 并随着用药的延长, 纤维化程度逐渐加重. 用
Masson染色法可清楚看到模型组胰腺组织的小

叶周围有大量丝状蓝染的胶原纤维组织, 炎症细

胞浸润, 本实验模型未发现胰腺腺泡细胞大量的

坏死、萎缩, 考虑原因可能有: (1)造模时间短, 纤
维化程度轻, 可以延长造模时间来观察其能否发

展为重度纤维化. (2)DDC诱导大鼠胰腺组织纤维

化不遵循胰腺组织坏死-纤维化的顺序, 其机制

可能与氧自由基增多直接导致PSC活化后表达

ECM增多有关. 在本实验中用免疫组织化学的方

法发现, Ⅰ型胶原在腺泡间及小叶周围表达增多; 
同时, α-SMA的表达增强, 主要表达于血管周围, 
腺泡间及小叶周围. 与文献报道一致[4,5,7].

近期研究发现, 血管紧张素转换酶抑制剂可

以减少胰腺腺泡细胞的凋亡及PSC的生成, 减轻

炎症反应及纤维化[10]; 别嘌呤醇可以减少胶原沉

积和小叶的萎缩, 抑制PSC的活化, 阻止纤维化

的形成[11]; vit-A可以抑制PSC活化及α-SMA、Ⅰ

型胶原、纤维连接蛋白、层粘连蛋白的表达[12]. 
Troglitazone是PSC活化的体外拮抗物, 可以减少

细胞增殖和α-SMA的表达[13], 减轻胰腺炎症及

纤维化[14], 阻抑ECM合成与促炎因子产生[15,16]. 
OM有多方面的药理作用, 尤其在抗肝纤维化有

显著疗效[17,18], 近期研究表明OM还可以抑制体

外培养的细胞株所携带的乙型肝炎病毒[19]. 用
30、60、100 mg/kg OM给大鼠灌胃或者腹腔内

注射可以预防大鼠肝纤维化发生[20]. 本实验用

100 mg/kg OM分别于同时、1 wk后干预模型组

大鼠发现, 经OM干预后, 小叶间蓝染的胶原纤

维明显减少, 胰腺纤维化程度减轻, Ⅰ型胶原及

α-SMA的表达较模型组减少. 为进一步验证OM
对α-SMA表达的影响, 用Western blot法检测胰

腺组织中α-SMA的相对含量发现, α-SMA在模

型组较对照组显著增高, OM干预后可降低其表

达, 说明OM可以抑制PSC从静止向活化的转化, 
通过减少胰腺组织内胶原的生成及α-SMA的表

达抑制胰腺纤维化的发展.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of exposure to 
moderate-intensity static magnetic fields on the 
growth and adhesion of tumor cells.

METHODS: After SMMC-7721, HepG2 and 
MCF-7 cells were exposed to static magnetic 
fields (0.2-0.4 T), cell growth was measured by 
methyl thiazol tetrazolium (MTT) assay, cell ad-
hesion to fibronectin (FN) was detected by crys-
tal violet staining, and cell cycle distribution was 
evaluated by flow cytometry.

RESULTS: The effects of exposure to static 
magnetic fields on different cell types differed 
greatly. Moderate-intensity static magnetic field 
exposure did not affect cell growth, but reduced 

cell adhesion to FN (1.847 ± 0.342 vs 1.094 ± 0.33, 
P = 0.012) and decreased the percentage of cells 
in G2/M phase (12.05 ± 1.14 vs 3.74 ± 0.87, P = 
0.018) in SMMC-7721 cells. In MCF-7 cells, mod-
erate-intensity static magnetic field exposure 
promoted cell growth, enhanced cell adhesion to 
FN (1.094 ± 0.076 vs 2.177 ± 0.474, P = 0.017) and 
increased the percentage of cells in G2/M phase 
(4.42% ± 1.23% vs 12.04% ± 1.65%, P = 0.004). 
In HepG2 cells, cell growth was inhibited and 
cell cycle was blocked in G2 phase (0.305 ± 0.076 
vs 0.394 ± 0.089, P = 0.467) after exposure to 
moderate-intensity static magnetic fields though 
cell adhesion to FN was not significantly altered 
(1.90% ± 0.79% vs 0.24% ± 0.15%, P = 0.046).

CONCLUSION: Exposure to moderate-intensity 
static magnetic fields (0.2-0.4 T) exerts different 
effects on cell growth, adhesion and cell cycle 
progression in different types of tumor cells.

Key Words: Moderate-intensity static magnetic 
field; Tumor cell; Proliferation; Adhesion; Cell cycle

Cao JP, Qian AR, Zhang W, Shang P. Effects of exposure 
to static magnetic fields (0.2-0.4 T) on the growth and 
adhesion of tumor cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(13): 1337-1343

摘要
目的: 研究0.2-0.4 T中强静磁场对肿瘤细胞生
长和黏附的影响. 

方法: 用0.2-0.4 T静磁场对SMMC-7721、
H e p G2和M C F-7细胞曝磁处理后 ,  用噻唑
蓝(MTT)法检测中强磁场对SMMC-7721、
HepG2和MCF-7细胞生长增殖的影响. 通过结
晶紫染色检测细胞对FN黏附能力的变化, 并
应用流式细胞技术检测中强磁场对肿瘤细胞
周期的影响. 

结果: 中强磁场影响SMMC-7721、HepG2和
MCF-7细胞的生长和黏附功能. 中强磁场对不
同的肿瘤细胞有不同的效应, 对SMMC-7721
的生长没有明显的影响, 但降低SMMC-7721
黏附能力(1.847±0.342 vs  1.094±0.33, P  = 
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■背景资料
磁场的细胞生物
学效应是磁场和
细胞共同作用的
结 果 ,  是 与 两 者
的参数密切相连
的 .  磁 场 参 数 包
括磁场类型、场
强 大 小 、 均 匀
性、方向性、作
用 时 间 等 ;  细 胞
因子包括细胞的
磁性、种类、敏
感性、作用部位
等 ,  这 些 参 数 都
是影响磁场细胞
生物学效应的主
要 因 素 .  磁 场 对
肿瘤细胞影响的
规律和机制有待
进一步深入研究.
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大学附属中大医
院消化科; 荚卫东, 
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0.012), 与对照组相比SMMC-7721细胞周期
的G2/M的百分比降低(12.05%±1.14% v s  
3.74%±0.87%, P  = 0.018). 而对于MCF-7细
胞, 中强磁场促进细胞的增殖, 增强细胞对
FN的黏附能力(1.094±0.076 vs  2.177±0.474, 
P  = 0.017), 使其G2/M的百分比降低(4.42%±

1.23% vs  12.04%±1.65%, P  = 0.004). HepG2
细胞在中强磁场中, 细胞的增殖受到抑制, 对
FN的黏附能力没有明显的变化(0.305±0.076 
vs  0.394±0.089, P  = 0.467), 但G2/M的百分比
有所升高(1.90%±0.79% vs  0.24%±0.15%, P  
= 0.046).

结论: 0.2-0.4 T中强静磁场对不同的肿瘤细胞
有不同的影响.

关键词: 中强静磁场; 肿瘤细胞; 增殖; 黏附; 细胞
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0  引言

随着科学和技术水平的提高, 人们在自然环境

中面临的磁场辐射越来越多, 有低频电磁场、

高频电磁场、脉冲磁场、旋转磁场、静磁场、

强磁场等, 不同类型磁场的生物效应在多种生

物系统上曾有过研究[1]. 不同的磁场对人类的健

康有不同的影响[2]. 有研究报道, 由高压线产生

的高频电磁场使居住于其附近的未成年人的白

血病产生的机会大幅增加[2], 而低频点磁场对细

胞的形态、增殖、周期、染色体结构、基因表

达等均会产生影响[3]. 但并非电磁场没有有益的

方面, 结合静磁场在一些疾病的治疗中已经得

到应用. Haddad等[4]运用电磁场来治疗骨质疾病

就取到良好的效果. 近几年通过对静磁场生物学

效应的研究, 发现其对生命活动的影响也会因不

同的生物体而产生不同的效应[5], 虽然磁场对离

体培养的肿瘤细胞影响的研究报道较多[6], 磁场

抑制肿瘤的动物实验的报道也不少[7,8], 但这些

研究主要集中在低频或高频电磁场方面, 而静磁

场对离体培养的肿瘤细胞影响的研究比较少. 
磁场的细胞生物学效应是磁场和细胞共同

作用的结果, 是与两者的参数密切相连的. 磁场

参数包括磁场类型、场强大小、均匀性、方向

性、作用时间等; 细胞因子包括细胞的磁性、

种类、敏感性、作用部位等, 这些参数都是影
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响磁场细胞生物学效应的主要因素[9,10]. 磁场对

肿瘤细胞影响的规律和机制有待进一步深入研

究. 本文报道了由大梯度强磁场产生的中强度

静磁场(0.2-0.4 T)对不同肿瘤细胞的增殖、细胞

周期和黏附能力所产生的影响特征, 期望能对

临床利用磁场治疗肿瘤提供理论依据, 并为磁

场环境对生命活动的影响机制作一些初步研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基(GibcoTM, Invitrogen 
Corporation)、MEM培养基(Hyclone), L-15培
养基(CO2非依赖培养基, GibcoTM, Invitrogen 
Corporation), 胎牛血清(GibcoTM, Invitrogen 
Corporation), 胰岛素[诺和灵, 诺和诺德(中国)制
药有限公司], 青霉素(Penicillin, Amresco), 链霉

素(Streptomycin, Solarbio), 胰蛋白酶(Trypsase, 
Amresco)、噻唑蓝(MTT, Amresco)、二甲基亚

砜(DMSO), 其余试剂皆为国产分析纯制剂. CO2

培养箱(Thermo), 超导磁体(JMTA-16T50MF, 日
本JASTEC), 酶标仪(Model 680, Bio-Rad), 流式

细胞仪(FACSCalibur, BD).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: SMMC-7721肝癌细胞、HepG2
肝癌细胞和M C F-7乳腺癌细胞均购自上海细

胞库. SMMC-7721肝癌细胞培养于10%小牛血

清、100 kU/L青霉素及100 kU/L链霉素的RPMI 
1640培养基中; HepG2肝癌细胞常规培养于10%
小牛血清、100 kU/L青霉素及100 kU/L链霉素

的MEM培养基中; MCF-7乳腺癌细胞常规培养

于10%小牛血清、0.2 kU/L胰岛素、100 kU/L
青霉素及100 kU/L链霉素的MEM培养基中. 在
37 ℃、饱和湿度及50 mL/L CO2的细胞培养箱

内培养, 2-3 d传代1次, 以维持细胞处于对数成

长期. 
1.2.2 磁场环境: 超导磁体产生的外周中强磁场

(0.2-0.4 T)环境. 超导磁体在其外部环境中产生

一个0.2-0.4 T的静磁场环境. 在这一磁场强度

区域内, 本研究制作一个铜制的培养箱, 并用

热循环水控制其温度于37 ℃. 将培养的对数期

SMMC-7721、HepG2和MCF-7细胞用L-15培养

基(CO2非依赖培养基)在50 mm培养皿中并置于

0.2-0.4 T的中强磁场中, 37 ℃密闭培养. 对照组

细胞置于普通培养箱中, 也用L-15培养基与50 
mm培养皿中37 ℃密闭培养. 
1.2.3 MTT法检测中强磁场对肿瘤细胞生长的影

响: 先将SMMC-7721、HepG2和MCF-7细胞以

www.wjgnet.com
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2×104的接种量接种于酶标条中, 37 ℃, 5 mL/L 
CO2预培养过夜. 将酶标条中的培养基换为L-15
培养基, 密封并置于0.2-0.4 T的中强磁场中37 ℃
连续培养72 h, 每隔6 h, 加入MTT液继续培养4 h, 
然后每孔加入DMSO 100 μL, 振荡混匀后用酶

标仪测定每孔A 490nm值. 用GraphPad Prism 5.0软
件绘制生长曲线. 对照组的处理, 除了在普通培

养箱中培养外, 其他均与曝磁组相同. 
1.2.4 流式细胞技术检测中强磁场对肿瘤细胞

周期的影响: 先将细胞SMMC-7721、HepG2和
MCF-7用血清饥饿法进行同步培养, 然后以2×
105的接种量接种于50 mm培养皿中, 在37 ℃, 50 
mL/L CO2预培养过夜. 换用L-15培养基, 密封并

置于0.2-0.4 T的中强磁场中37 ℃培养过夜. 消化

后调整细胞浓度为1×106. 离心除去上清液. 加
入1 mL的DNA低渗缓冲液(0.1%柠檬酸三钠、

0.3% Triton X-100、0.01% PI和0.002%核糖核

酶)使细胞悬浮, 4 ℃避光, 30 min后用流式细胞

仪检测细胞周期. 对照组的处理, 除了在普通培

养箱中培养外, 其他均与曝磁组相同. 
1.2.5 结晶紫染色法检测中强磁场对肿瘤细胞黏

附的影响: 用FN(1 g/L)包被酶标条: 每孔加入5 
μL的FN, 4 ℃过夜. 用0.1% FBS(SMMC-7721用
RPMI 1640培养基配制, HepG2和MCF-7细胞用

MEM培养基配制)洗3次. 再用0.5% FBS 37 ℃封

闭1 h. 然后每孔加入100 μL 5×108/L的细胞, 与
0.2-0.4 T的磁场中培养1.5 h, 使细胞与细胞外基

质黏附. 然后用PBS清洗加样孔以除去未黏附的

细胞. 950 mL/L乙醇固定15 min后, 弃去乙醇, 加
入100 μL 0.5%结晶紫, 室温30 min, 弃去结晶紫, 
用PBS洗加样孔至无色, 再加入10%乙酸10 min, 
最后用酶标仪测定570 nm的吸光度. 对照组除

了在37 ℃培养箱中培养外, 其他均与实验组相

同. 另外空白对照组, 除了未加细胞外其余的过

程与对照组和实验组相同.
统计学处理 测定值以mean±SD表示. 采用

GraphPad Prism 5.0软件进行数据分析. 组间比

较采用多样本均数的Two-way ANOVA检验. 两
组均数比较采t检验. P <0.05表示差异有统计学

意义, P <0.01表示有显著性差异.

2  结果

2.1 中强磁场对肿瘤细胞增殖的影响 中强磁场

对不同的肿瘤细胞的增殖有不同的效应. 从图1
中可以看到, 0.2-0.4 T的磁场对SMMC-7721细
胞的生长基本上没有影响, 从生长曲线上看对

照组和实验组的生长曲线几乎完全重叠. 但是

0.2-0.4 T的磁场对HepG2和MCF-7细胞的生长影

响却很大. 0.2-0.4 T的静磁场对MCF-7细胞的生

长有促进作用, 而对HepG2细胞的生长有抑制作

用. 因此可以看到0.2-0.4 T的静磁场对不同的肿

瘤细胞的生长会产生有不同的效果.
2.2 中强磁场影响肿瘤细胞的细胞周期 由图2-4
和表1可以看到中强磁场对不同肿瘤细胞的细

胞周期影响是不同的. SMMC-7721和HepG2细
胞的细胞周期在磁场中G2期细胞的比例减少, 
这说明磁场促进了细胞由G2期到M期的转化. 与
对照组相比SMMC-7721细胞周期的G2/M的百

分比降低(12.05%±1.14% vs  3.74%±0.87%, P  
= 0.018). 而对于MCF-7细胞则正好相反, 在G2期

内抑制细胞周期地进行, 其G2/M的百分比降低

(4.42%±1.23% vs  12.04%±1.65%, P  = 0.004).
2.3 中强磁场影响肿瘤细胞对细胞外基质FN的

黏附 黏附能力是癌细胞侵蚀的始动步骤, 高侵

袭的肿瘤细胞与基底膜成分的异质性黏附能力

通常增高. 黏附实验表明, 中强磁场对肿瘤细胞

对细胞外基质FN的黏附能力的影响随细胞的不

同而有差异. 由图5可以看到, 在0.2-0.4 T的磁场

中, 与对照组相比MCF-7细胞对FN黏附能力增

强(1.094±0.076 vs  2.177±0.474, P  = 0.017), 而
SMMC-7721细胞对FN黏附能力减弱(1.847±
0.342 vs  1.094±0.33, P  = 0.012), 但是0.2-0.4 T的
磁场对HepG2细胞对FN黏附能力基本上没有影

响(0.305±0.076 vs  0.394±0.089, P  = 0.467). 因
此, 磁场对不同的肿瘤细胞黏附能力有不同的

效应.

3  讨论

近几年来对磁场的细胞生物学效应的研究发

现, 磁场对细胞的影响表现在多个层次. 在分

子水平上, 磁场对蛋白质等生物大分子产生效

应. 由于磁场产生的磁力矩的作用, 会是默写蛋

白质的结构和功能发生变化. 如在增殖的GH3
细胞中电压激活的Na+流在125 mT的磁场中则

减少[11]. 这是由于磁场的作用使Na+通道发生改

变. 磁场同样也影响基因的表达, 而且这种影响

因不同的基因而异. 100 mT的静磁场处理小鼠

海马神经元细胞会增加生长相关蛋白-43(AP-1)
的表达[12], 0.18-0.2 T的静磁场处理HelaS3细胞

也会增加c-fos mRNA在细胞中表达增加[13]. 而
0.5 T处理人外周血单核细胞, 虽然细胞中IFN-γ
和I L-4的表达增加, 但其C D69的表达却会降 
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低[14]. 磁场对基因及其表达的影响, 主要取决于

对磁场的敏感性和表达与磁场的相关性. 在细

胞结构层次上, 磁场首先会影响细胞的形态. 在
0.2 T磁场中, 人神经细胞(FNC-B4)的形态发生

明显地改变, 显示细胞涡流的形成和分枝神经

炎特点的突触终扣的出现[15]. 细胞的形态受到影

响则细胞的结构和功能势必也会受到影响. 大
鼠的肾细胞和皮层星形胶质细胞在0.5 mT的静磁

场中, 随处理时间的延伸, 其增殖会逐渐降低[16]. 
在静磁场中, 细胞的代谢活动也会受到影响. 在
0.2 T的静磁场中人成龈纤维细胞的乳酸盐产生

率、葡萄糖消耗均出现明显的改变[17]. 磁场常常

能促进由诱导剂引起的细胞凋亡. 6 mT磁场能

促进由喜树碱诱导的HL-60细胞的凋亡[18]. 同样

7 mT磁场也能促进由FeCl2诱导的淋巴细胞的凋

亡[19]. 最有趣的是磁场会影响体外培养细胞的排

列. 镰刀型红细胞在0.35 T的磁场中, 其长轴定

向地与磁场垂直[20], 而作用于正常的红细胞, 红
细胞的盘平面与磁场方向平行[21], 在4.0 T的磁

场中, 人的包皮成纤维细胞[22]、成骨细胞[23]也会

发生定向排列反应. 这可能是由于细胞中含有

某些抗磁性的物质, 使某些细胞及其结构在磁

场中沿一定方向排列. 由于这一特征, 也为细胞

组织工程提供一很好的方法.
本研究的结果表明 ,  中强静磁场对肿瘤

细胞的影响因不同的细胞有很大差异 .  对于

SMMC-7721和HepG2细胞, 虽然他们均为肝癌

细胞, 但来源不同所受到磁场的作用也不相同. 
中强静磁场对SMMC-7721细胞的增殖不产生影

响, 但却明显抑制HepG2细胞的增殖. 对于不同

组织来源的细胞-乳腺癌细胞, 其增殖在中强静

磁场中表现出较为复杂的变化. 在培养52 h以前, 
磁场促进了MCF-7细胞的增殖. 但随后细胞的

增殖明显的受到抑制. 这可能的原因是在初期

细胞的生长受到促进, 培养基的营养消耗快, 对
于细胞生长有害的物质积累也比较快的原因造

成的. 静磁场对不同的细胞增殖有不同的效应. 
Tenuzzo等[24]研究了多种细胞包括正常细胞和转

化细胞, 发现这些细胞的增殖一样也是各不相

同, 其中对HepG2细胞的研究同样表现为抑制作

用. 大量的研究报道表明, 一定强度的静磁场可

以抑制肿瘤的生长, 这为应用磁场治疗肿瘤提

供了实验依据[25-27]. 
对于黏附能力来说, SMMC-7721细胞的黏

附能力明显受到磁场的抑制, 而HepG2细胞的黏

附能力在磁场中没有明显的变化. 两种细胞的

G2/M细胞的百分比均明显降低, 差异很显著. 然
而对于MCF-7细胞来说, 磁场却明显促进了其黏

附能力. 这说明磁场对肿瘤细胞的功能产生一

定的影响, 但这种影响因细胞的不同而各有差

异. 这种现象同样也表现在磁场对细胞周期的

影响中. 对于SMMC-7721细胞来说, G0/G1细胞

■应用要点
大量的研究报道表
明, 一定强度的静
磁场可以抑制肿瘤
的生长, 这为应用
磁场治疗肿瘤提供
了实验依据.

表  1  SMMC-7721、HepG2和MCF-7细胞曝磁后的细胞周期分析结果 (n  = 3, %, mean±SD)

     
细胞		     分组		       G1		           S		         G2/M

SMMC-7721	 对照组	             65.42±3.01	               22.54±1.17	 12.05±1.14

		  曝磁组	             74.44±2.23	               21.81±0.98	   3.74±0.87a

HepG2		  对照组	             67.10±1.69	               31.00±2.51	   1.90±0.79

		  曝磁组	             64.70±2.43	               35.06±1.93	   0.24±0.15a

MCF-7		  对照组	             47.44±2.22	               48.14±2.37	   4.42±1.23

		  曝磁组	             43.96±1.32	               44.00±0.88	 12.04±1.65a

aP<0.05 vs  对照组.
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图  1  0.2-0.4 T的中强磁场对SMMC-7721、MCF-7和HepG2细胞增殖的影响. A: SMMC-7721; B: MCF-7; C: HepG2.
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的百分比增加, 其可能的机制是磁场促进了静

止态的G1期细胞活跃而向S期转变, 使DNA合成

增多. 而HepG2细胞G0/G1细胞的百分比变化不

明显, 但细胞的增殖受到抑制, 这说明细胞的在

M期的生长过程受到了磁场的影响. MCF-7细胞

在中强静磁场中的生长也明显受到影响. 磁场

促进了MCF-7细胞的增殖, 但促进了细胞的黏附

能力, G2/M细胞的百分比明显增加. 推测肿瘤细

胞的DNA合成受到静磁场的影响和调节. 结合

磁场对肿瘤细胞增殖的影响结果来看, 磁场对

肿瘤细胞的影响在不同方面其结果是不相同的, 
这说明在应用磁场治疗肿瘤的应用中还要考虑

到肿瘤的种类和特征. 
MCF-7细胞在中强静磁场中所受到的影响

与SMMC-7721细胞和HepG2细胞所受到磁场的

影响结果几乎相反, 这说明不同组织来源的细

胞所受到磁场的作用是不同的. 我们知道, 组成

机体的物质按期磁性本质特征分为顺磁性物质

和抗磁性物质, 并且这两种物质在磁场中表现
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A 图  2  0.2-0.4 
T 中 强 磁 场 对
SMMC-7721细
胞周期影响的
流式细胞仪分
析结果. A: 对照

组; B: 曝磁组.

图  4  0.2-0.4 
T 中 强 磁 场 对
MCF-7细胞周
期影响的流式
细胞仪分析结
果. A: 对照组; 

B: 曝磁组.
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A 图  3  0.2-0.4 
T 中 强 磁 场 对
HepG2细胞周
期影响的流式
细胞仪分析结
果. A: 对照组; 

B: 曝磁组.

图  5  0.2-0.4 T中强磁场对SMMC-7721、MCF-7和HepG2
细胞黏附的影响.
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■同行评价
本研究设计尚合
理 ,  讨论较全面 , 
文中所列图表及
其说明比较清楚
可靠, 内容较新颖, 
有一定创新性, 学
术价值较好.
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出的物理本质现象是不同的. 肝脏作为机体代

谢的重要器官, 含有大量的顺磁性物质, 如Fe, 
那么由此来源的细胞所含顺磁性物质也必定高

于其他组织来源的细胞. 骞爱荣等[28]研究发现, 
强磁重力环境影响成骨细胞的形态、增殖以及

细胞中钙、钠、镁等元素百分含量. 由此可见, 
他们势必在磁场中表现出不同的效应. 

虽然静磁场的细胞生物学效应复杂, 其生

物安全性还需要进一步的研究探索. 在应用磁

场对肿瘤的治疗中还应考虑到静磁场对正常细

胞的影响. 磁场对正常细胞的影响也表现在多

个方面, 对其增殖、细胞的结构和功能也会产

生影响[29-31]. 如磁场对MC-3T3细胞的增殖以及

结构和功能产生影响. 但这些并未阻碍磁场在

临床中的应用. 但近年来强静磁场甚至是超强

静磁场在医疗上已经展开了应用. 如现在运用

的核磁共振成像检测疾病时, 就运用了很强的

静磁场, 且这一强度有的甚至达到10 T[32]. 也有

人将磁场与放疗、化疗联合应用于恶性肿瘤的

临床治疗. 柳霞等[33]的研究显示, 联合磁场与化

疗治疗恶性肿瘤并未发现明显的不良反应, 所
有患者均能耐受. Letiagin等[34]应用磁场联合放

疗、化疗治疗局部晚期乳腺癌患者, 取得了很

好的疗效, 并未增加副反应的发生. 但磁场对肿

瘤细胞所产生的影响因细胞的不同而异. 在应

用磁场对肿瘤治疗的同时, 还应考虑磁场的特

征和肿瘤细胞的特征.
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Abstract
AIM: To detect the expression of Bmi-1 and 
S100A4 proteins in esophageal squamous 
cell carcinoma (ESCC) and to analyze their 
clinicopathological significance.

METHODS: The expression of Bmi-1 and S100A4 

proteins was detected by immunohistochemistry 
in 68 ESCC specimens, 45 tumor-adjacent dys-
plastic tissue specimens and 36 normal esopha-
geal mucosa specimens. Statistical analysis was 
performed using the chi-square test.

RESULTS: The positive rates of Bmi-1 and 
S100A4 protein expression differed significantly 
among ESCC, dysplasia and normal esopha-
geal mucosa (Bmi-1: 57.4%, 48.9%, and 25.0%; 
S100A4: 48.6%, 26.7%, and 13.9%; all P < 0.01). 
Overexpression of Bmi-1 and S100A4 protein 
was related with lymph node metastasis and 
TNM stage in ESCC (all P < 0.05). S100A4 pro-
tein expression was found to be correlated with 
the depth of tumor invasion (P < 0.05). A posi-
tive correlation was also noted between the ex-
pression of Bmi-1 and that of S100A4 in ESCC (r 
= 0.302, P < 0.05). 

CONCLUSION: Overexpression of Bmi-1 and 
S100A4 proteins is associated with ESCC inva-
sion and metastasis. Combined detection of 
Bmi-1 and S100A4 protein expression is helpful 
for evaluation of the prognosis of ESCC.  

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Bmi-1; S100A4; Immunohistochemistry

Fu ZB, Zhang L, Li YX, Zhang TZ, Zhang YH, Wen HT. 
Clinicopathological significance of Bmi-1 and S100A4 
expression in esophageal squamous cell carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 1344-1349

摘要
目的: 探讨Bmi-1和S100A4蛋白在食管鳞状细
胞癌(ESCC)组织中的表达及其临床病理意义.

方法: 采用免疫组织化学法分别检测68例食
管鳞状细胞癌、45例癌旁异型增生及36例正
常食管黏膜组织中Bmi-1及S100A4蛋白的表
达, 并分析两者的表达水平与临床病理因素的
关系. 采用χ2检验进行统计学分析. 

结果: Bmi-1蛋白在食管鳞状细胞癌、癌旁异

®

■背景资料
食管癌为我国最
常见的消化系恶
性肿瘤之一, 尽管
人们对食管癌的
防治做出了种种
努力, 但近几十年
来食管癌的5年生
存率没有得到明
显改善, 这是其早
期不易诊断且又
易发生侵袭转移
的原因. 因此, 找
到食管癌早期发
生及其侵袭与转
移的主要调控因
子, 将直接影响食
管癌的治疗与预
后. 也是目前人们
对食管癌临床和
基础研究的主要
方向.

■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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型增生及正常黏膜组织中的阳性表达率分别
为57.4%、48.9%、25.0%; S100A4蛋白的阳
性表达率分别为48.6%、26.7%、13.9%, 两者
在组间的表达差异有统计学意义(P <0.01). 食
管鳞癌组织中Bmi-1和S100A4的蛋白表达与
淋巴结转移及TNM分期均密切有关(P <0.05), 
而S100A4的蛋白表达还与肿瘤浸润深度有关
(P <0.05). 两者在食管鳞状细胞癌组织中的表
达呈正相关(r  = 0.302, P <0.05). 

结论: Bmi-1及S100A4的蛋白表达与食管鳞
状细胞癌发生发展密切相关, 联合检测Bmi-1
及S100A4两蛋白指标对食管鳞癌的预后判断
具有重要的意义.

关键词: 食管鳞状细胞癌; Bmi-1; S100A4; 免疫组

织化学
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0  引言

Bmi-1(B-cell specific Moloney murine leukaemia 
virus insertion site 1, Bmi-1)基因, 是在研究转

基因鼠白血病过程中发现的一种原癌基因, 他
可协同c-myc基因共同促进细胞转化和肿瘤形

成, 对肿瘤细胞逃逸凋亡具有重要作用, 并直接

参与干细胞的自我更新[1-3]. 文献报道, 在人类

鼻咽癌、胃癌、大肠癌、乳腺癌等多种肿瘤中

Bmi-1均呈现高表达[4-7], 且与肿瘤的发生发展及

患者的预后有关, 但其在食管癌中的作用仅有

He等[8]的1篇报道. S100A4(钙离子结合调节蛋

白)是S100蛋白家族成员之一, 其与肿瘤的侵袭

转移密切相关[9]. 有关其与肿瘤浸润转移的研究

虽有报道, 但联合检测Bmi-1和S100A4蛋白在食

管鳞状细胞癌中的表达及相关性研究, 迄今国

内外均未见报道. 本实验采用免疫组织化学法

分别检测Bmi-1及S100A4蛋白在36例正常食管

黏膜、45例异型增生和68例食管鳞状细胞癌组

织中的表达, 探讨他们与ESCC发生发展的关系

及其临床病理意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 郑州大学第一附属医院2006-2008年手

术切除的68例食管癌标本. 患者术前均未接受

化疗放疗及免疫治疗. 其中男39例, 女29例, 年龄

37-81岁. 病理学均确诊为鳞状细胞癌. 其中有淋

巴结转移25例, 无淋巴结转移43例; 浸润深度: 浅
层(黏膜固有层或黏膜下层)20例, 深层(肌层或外

膜)48例; 据2002年国际抗癌联盟(UICC)食管癌

TNM分期: Ⅰ-ⅡA 43例, ⅡB-Ⅲ 25例. 所有标本

分别在癌灶、癌旁3 cm以内及手术远端正常黏

膜组织3处取材, 均经100 g/L甲醛溶液固定, 石蜡

包埋, 4 μm厚的连续切片. 兔抗人Bmi-1多克隆抗

体购于Abcam公司. 即用型兔抗人S100A4多克隆

抗体、SP免疫组织化学试剂盒均购自北京中杉

金桥公司. 
1.2 方法 免疫组织化学染色采用链酶卵白素–生
物素过氧化物酶法(streptavidin peroxiase, SP). 
Bmi-1抗体稀释度为1∶50, S100A4为工作液, 
DAB显色, 苏木素复染, 操作步骤严格按照说明

书进行. 实验中以已知的阳性组织(Bmi-1: 乳腺

癌组织; S100A4: 扁桃体组织)作阳性对照, PBS
代替一抗作阴性对照. 参考冯艳等[10]计分方法

并做适当的修改: 以胞质和/或胞核出现棕黄或

黄褐色颗粒为阳性细胞, 随机选取5个高倍视野

计数, 以阳性细胞数和着色强度综合判断结果, 
其中阳性细胞数记分: <5%为0分, ≥5%且<25%
为1分, ≥25%且<50%为2分, ≥50%且<75%为3
分, ≥75%为4分; 着色强度计分: 阴性染色1分, 
弱染色2分, 中等强度染色3分, 强染色4分. 两者

得分相乘结果: ≤3分者为(-); 4-8分者为(+); >8
分者(++), 以+和++视为阳性. 

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行数

据分析, 统计方法采用χ2检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 Bim-1蛋白在食管不同组织中的表达及其

与ESCC临床生物学行为的关系 Bmi-1蛋白主

要在胞质中表达, 呈棕黄或黄褐色颗粒, 少数

细胞的胞质和胞核可同时表达(图1). 在肿瘤组

织中Bmi-1蛋白呈灶性或弥漫性分布, 以弥漫

性为主. Bmi-1蛋白在鳞癌、异型增生及正常

食管黏膜组织的阳性表达率分别为: 57.4%、

48.9%和25.0%, 组间差异有统计学意义(P <0.01, 
表1). Bmi-1蛋白在ESCC中的表达与患者的性

别、年龄及肿瘤的分化程度、浸润深度均无

关(P >0.05), 但与淋巴结转移及TNM分期有关

(P <0.05, 表2). 
2.2 S100A4蛋白在食管不同组织中的表达及其

与ESCC临床生物学行为的关系 S100A4蛋白

在正常食管黏膜可见弱着色, 以胞质为主. 在癌

细胞的胞质中有较强表达, 呈棕黄颗粒, 少数位

■研发前沿
B m i - 1 基因属于
多疏基因家族中
的重要成员, 在细
胞生长、增殖和
干细胞自我更新
的过程中发挥着
重要的作用. 研究
发现该基因与人
类多种肿瘤的发
生、发展密切相
关, 并极有可能作
为判断恶性肿瘤
进展和预后的新
的指标. 迄今, 有
关Bmi-1在食管鳞
癌中的研究报道
极少. 
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于胞核(图2). S100A4蛋白在鳞癌、异型增生和

正常黏膜组织中的阳性表达率分别为48.6%、

26.7%及13.9%, 组间差异有统计学意义(P <0.01, 
表1). S100A4蛋白在ESCC中的表达水平与患者

性别、年龄及肿瘤分化程度无关(P >0.05), 但与

肿瘤的浸润深度、淋巴结转移和TNM分期均有

关(P <0.05, 表2). 
2.3 Bmi-1与S100A4蛋白在食管鳞状细胞癌中

表达的相关性分析 Bmi-1和S100A4的蛋白在

ESCC中表达水平呈正相关(P <0.05, 表3).

3  讨论

食管癌是世界上常见的恶性消化系肿瘤之一, 
因其侵袭转移而严重影响患者的治疗及预后, 
因此找到食管癌发生及侵袭转移的早期主要相

关因子, 对食管癌的防治及预后将具有重要的

意义. 多梳基因(PcG)是转录抑制因子, 调控细

胞的增殖和分化, 他们的调节障碍往往导致细

胞异型增生. Bmi-1属于PcG成员, 目前对其作用

的研究已有较大的进展. Bmi-1主要是通过负调

控其下游靶基因INK4a-ARF来发挥作用的[11-14]. 
过表达的Bmi-1可以抑制P16INK4a和P19ARF(人类

P14ARF)的表达, 从而减少了P16INK4a对细胞周期

的抑制作用, 促进细胞的增殖生长; 同时也减

弱了P19ARF保护抑癌蛋白P53降解的作用, 使得

P53抑癌的作用减弱, 促进肿瘤发生; 相反, 若
Bmi-1表达下调或失活, 那么就减弱或失去了对

INK4a-ARF基因转录的抑制作用, 引起细胞的

过早衰老和凋亡[12]. 对体外细胞研究发现缺失

Bmi-1的鼠成纤维细胞在培养中表现出早熟并

易老化, 无法正常自我更新与繁殖; 但过度表达

Bmi-1的鼠成纤维细胞则出现细胞无法正常凋

亡, 过度增殖并进而永生化[11], 证明了Bmi-1的
缺失或过表达对个体的生长发育都是不利的. 
此外过表达的Bmi-1还能增加端粒酶的活性, 维
持端粒的长度, 导致细胞永生化[4,15]. 这都提示

Bmi-1过表达在肿瘤的发生中具有重要的作用. 
迄今Bmi-1在人类多种实体瘤中高表达已得到

表  1  不同类型食管组织中Bmi-1和S100A4的表达

     
组织类别	               n

	      	           Bmi-1	           
χ2值	    P 值

	                      S100A4	                     
χ2值       P 值

		           －	      +	 ++   阳性率(%)		    －           +          ++	  阳性率(%)		

鳞癌 68 29 17 22 57.4 9.986 0.007 35 19 14 48.6 14.041 0.001

异型性增生 45 23 12 10 48.9 33 10   2 26.7

正常黏膜 36 27   8   1 25.0 31   4   1 13.9

图  2  S100A4蛋白
的表达(SP×200). A: 

正常黏膜阴性; B: 

鳞癌组织强阳性.

A B

图  1  Bmi-1蛋白的
表达. A: 正常黏膜

阴性(SP×100); B: 

鳞癌组织强阳性(SP

×200).

A B

■相关报道
K i m 等 应 用 RT-
PCR和免疫组织
化学技术对乳腺
癌研究发现, 与对
照组相比, 癌组织
中的Bmi-1 mRNA
水平明显升高. 
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证实[4-8]. 本实验结果发现Bmi-1蛋白在正常食管

黏膜、癌旁异型增生和ESCC组织中的表达呈

增高趋势, 组间比较有明显差异, 与He等[8]研究

的研究结果基本一致. 提示了Bmi-1蛋白参与了

食管鳞状细胞癌的癌变过程, Bmi-1蛋白的高表

达也许能为食管鳞癌的早期病变提供依据. 
高表达Bmi-1的肿瘤细胞被认为肿瘤存在

的“癌症干细胞”[12], 据此认为高表达Bmi-1蛋
白的肿瘤会具有更强的侵袭力[16], 在胃癌中研

究发现Bmi-1蛋白的高表达与TNM分期、浸润

深度和淋巴结转移呈正相关[17]. 我们研究发现

Bmi-1蛋白的表达与TNM分期和淋巴结转移密

切相关, 随着TNM分期和淋巴结转移的增加而

增加. 提示Bmi-1蛋白不仅在食管的早期癌变

中就呈现高表达状态, 而且其过表达在食管癌

的侵袭转移过程中可能起着重要的作用, 高表

达者提示肿瘤极有可能已发生了转移. He等[8]

报道Bmi-1的mRNA表达水平与ESCC的组织分

级、临床分期以及淋巴结转移有高度的正相关

性, 但其蛋白水平与上述因素无任何相关性, 这
与我们的研究结果有些不符有待进一步的探讨. 
作者还认为Bmi-1的表达状态与患者的预后有

关, 高表达者预后差[4,6,8,18]. 这也许能为我们提供

一个判断患者预后的新的分子标志物. 
本研究还发现Bmi-1蛋白的主要定位在胞

质中[5,8], 说明了Bmi-1蛋白发挥功能的场所主要

是在胞质, 与已有多数研究发现其主要定位于

胞核中的现象不符[6,7,17]. 与多梳基因家族主要是

在胞核内通过调控核内的相关基因(如: INK4a-
ARF基因)来发挥作用的假说不一致, 这有待进

一步研究[19]. 
S100A4蛋白是钙结合蛋白(S100)家族成员

之一, 是由101个氨基酸的多肽组成的, 相对分

子质量约为11.5 kDa. 其主要通过钙离子信号转

导途径参与细胞增殖分化、细胞黏附运动, 基
因表达, 细胞凋亡及血管生成等过程[20,21]. 目前

研究表明S100A4蛋白在胃癌、膀胱癌、乳腺

癌、结直肠癌等多种肿瘤中高表达, 且其表达

状态与肿瘤的侵袭、转移密切相关[22-26]. 本研究

发现在ESCC癌变过程中, S100A4蛋白的表达在

正常食管黏膜、异型增生及ESCC组织中依次

增高, 组间差异存在统计学意义, 提示了S100A4

表  2  Bmi-1、S100A4蛋白在食管鳞癌组织中的表达与临床病理因素的关系

     
因素	         n

	      	      Bmi-1	        	       
χ2值	    P 值

	                      S100A4	                     
χ2值       P 值

		     －	 +          ++   阳性率(%)	                 －           +           ++   阳性率(%)		

性别

    男 39 18 10 11 53.8 0.4600 0.498 18 12   9 53.8 1.035 0.309

    女 29 11   7 11 62.1 17   7   5 41.4

年龄(岁)

    >60 35 17   8 10 51.4 1.0350 0.309 16   9 10 54.3 0.957 0.328

    <60 33 12   9 12 63.6 19 10   4 42.4

分化程度

    高 12   7   3   2 41.7 1.4750 0.478   8   4   0 33.3 2.567 0.227

    中 31 12   9 10 61.3 17 12   2 45.1

    低 25 10   5 10 60.0 10   3 12 60.0

浸润深度

    浅层 20 11   4   5 45.0 1.7868 0.184 15   3   2 25.0 6.280 0.012

    深层 48 16 13 17 62.5 20 16 12 58.3

淋巴结转移

    有 25   6   8 11 76.0 5.6200 0.018   8   7 10 68.0 6.000 0.014

    无 43 23   9 11 46.5 27 12   4 37.2

TNM分期

    Ⅰ-ⅡA 43 24   7 12 44.2 8.2900 0.004 27 10   6 37.2 6.000 0.014

    ⅡB-Ⅲ 25   5 10 10 80.0   8   9   8 68.0

表  3  Bmi-1与S100A4在食管鳞癌组织中表达的相关性

     
S100A4

	          Bmi-1	
合计	 r 值	 P 值

	 (-)         (+)-(++)	

(-)	 20	 15	 35		

(+)-(++)	   9	 24	 33		

合计	 29	 39	 68	 0.302     0.012

■创新盘点
本实验应用免疫
组 织 化 学 法 联
合检测 B m i - 1 和
S100A4蛋白在食
管鳞状细胞癌、

癌旁异型增生及
癌旁正常黏膜组
织中的表达情况, 
从而在蛋白水平
上探讨 B m i - 1 和
S 1 0 0 A 4 蛋 白 与
食管癌各项临床
病理参数之间的
关系, 为Bmi-1和
S100A4作为判断
食管癌生物学行
为的重要参考指
标提供理论依据.
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蛋白与食管癌的发生密切相关 .  在癌组织中 , 
S100A4蛋白的表达随肿瘤的浸润深度、淋巴结

转移和TNM分期增高而增高, 差异有统计学意

义. 郑献召等[9]对食管癌的研究也得出了类似的

结果. 这说明了S100A4蛋白不仅参与了食管癌

的癌变过程, 而且在食管癌的侵袭转移中具有

重要的作用. 有学者将S100A4基因转染至本无

转移性的大鼠乳腺癌细胞系后, 发现该细胞系

出现转染现象, 而高转移性的肿瘤细胞系经过

RNA干扰处理后可明显抑制其转移性[20]. 证实

了S100A4作为癌肿浸润转移的分子基础之一, 
也给了我们提示S100A4基因可作为控制肿瘤

侵袭转移的基因治疗靶点之一. 对胰腺癌的研

究发现S100A4蛋白的高表达除了与肿瘤的浸

润转移有关外, 还是影响患者预后的独立危险

因素[27,28]. 可能是过表达的S100A4蛋白通过增

强肿瘤的侵袭转移能力而导致患者预后不良之

故. 使得通过检测S100A4蛋白来判断食管癌预

后有了依据.
在恶性肿瘤发生机制的研究中, 许多学者

提出了基因协同作用假说, 认为在恶性肿瘤发

生、发展和转移的各阶段, 至少存在两个或两

个以上功能不同的基因异常激活, 并在时间和

空间上相互配合, 协同促进了细胞的癌变和转

移. 本研究显示Bmi-1与S100A4的蛋白在ESCC
组织中的表达呈正相关(r  = 0.302, P <0.05), 且随

着TNM分期、淋巴结转移的增加, 两者的表达

均在升高, 说明了Bmi-1和S100A4蛋白的过表达

共同促进ESCC的发生及侵袭转移, 但其相互作

用机制仍不清, 有待研究. 
总之, ESCC组织中Bmi-1和S100A4的蛋白

表达均明显高于正常组织且与食管癌的转移密

切相关, 两者可以作为评估食管癌发生及侵袭

转移的有效指标. 联合检测两者对食管癌的诊

断及预后判断具有重要的意义.
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Abstract
The metastasis of hepatocellular carcinoma 
(HCC) has long been recognized as a multi-step 
process that involves multiple factors. Instead 
of diagnostic models based on single-molecule 
detection, the combination of multiple molecules 
will be the trend for early tumor diagnosis or 
prediction of tumor metastasis and recurrence. 
Many differentially expressed metastasis-asso-
ciated genes and proteins have been reported in 
HCC. This article gives an overview of protein 
biomarkers for prediction of HCC metastasis 
and recurrence.   

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Recurrence; 
Metastasis; Biomarker

Shu H, Kang XN, Liu YK. Biomarkers for prediction of 
metastasis and recurrence of hepatocellular carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 1350-1355

摘要
肝癌转移是一个多步骤、多因素相互作用的
复杂过程. 在肝癌转移复发的蛋白质组学研
究方面, 发现了很多新的潜在蛋白质分子标
志物. 由于仅用单个指标是无法进行准确预
测的, 采用多个指标进行联合检测将是今后
肝癌转移预测的研究方向. 本文综述了所涉
及肝癌转移复发早诊的新型分子标志物.  

关键词: 肝癌; 复发; 转移; 分子标志物
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0  引言

肿瘤转移复发与基因表达的调控, 关键基因的

突变, 如P53, nm23-H1[1]和β-catenin[2], 细胞周

期的异常, 缺氧, 微环境的改变和神经内分泌

系统的紊乱等因素引发的信号传导如WNT、
NF-κB等相关, 是一个仍然需要深入研究的复

杂的病理过程. 肝癌根治性切除术后5年内仍

有60%-70%的患者出现转移复发, 复发性肝癌

的早期诊断和可能的化学干预是提高患者长

期生存率的关键之一, 术后随访、定期复查必

不可少. 目前临床上首推方法是B超和定期甲

胎蛋白(α-fetoprotein, AFP)及甲胎蛋白异质体

(lectinreactive alpha-fetoprotein, AFP-L3)[3,4]检测, 
但诊断与预测的准确性不高, 临床尚迫切需要

一些生物学预后指标来监测肝癌患者术后转移

复发的可能. 较早报道的预测指标, 除了临床和

病理指标外, 还有一些细胞水平的指标. 近年来, 
多集中在蛋白分子指标方面. 本文对与HCC转

移复发相关的蛋白分子进行总结. 

1  单一分子指标

1.1 催化酶类 在肿瘤侵袭转移过程中, 肿瘤细胞

先对细胞外基质进行降解, 才能穿过基底膜侵入

周围组织. 尿激酶性纤溶酶原激活剂(urokinase-
type plasminogen activator, uPA)及其受体uPA-R与

®

■背景资料
肝癌根治性切除
后5年生存率可达
40%以上, 但术后
高转移复发率 (5
年复发率达70%, 
小肝癌也达50%)
已成为进一步提
高远期疗效的瓶
颈, 也是攻克肝癌
的关键, 临床尚迫
切需要一些生物
学预后指标来监
测肝癌患者术后
转移的复发.
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抑制剂纤维蛋白溶酶原活化抑制剂(plasminogen 
activation inhibitor, PAI)是丝氨酸蛋白酶类, uPA
在HCC中过表达及PAI-1血浆中水平增高, 尤
其在有门静脉癌栓、侵袭转移的肝癌中[5,6]; 金
属基质蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP), 
MMP-2和MMP-9与肿瘤侵袭转移关系最密切[7], 
以上蛋白水解酶均与肝癌侵袭性呈正相关. 其中, 
uPA是影响肝癌侵袭的最敏感的因素, 是肝癌复

发的一个较强的预测指标[8], 超过0.70 μg/L, 肝癌

可能复发. 
Orimo等[9]采用2D-DIGE定量蛋白质组学方

法, 从45例外科手术组织(包括11例癌旁组织, 27
例分化程度不同的肝癌和7例正常)中筛选出26
个差异蛋白, 其中APC结合EB1蛋白(adenomatous 
polyposis coli-end-binding protein 1, EB1)受转录

因子c-Myc, RhoA和CDC42等调控, 蛋白表达与

低分化肝癌紧密关联, 差异分析显示EB1可作为

干细胞癌预后判断的指标之一. 
B a i等 [10]等通过L C M结合定量蛋白质组

学, 筛查出肝癌肝移植术后转移复发相关蛋白

Capn4, 是巯基蛋白酶家族Calpain中的28 kDa调
节性亚基, Capn4蛋白的表达增加可减少细胞分

泌MMP-2, 减少Talin的降解, 抑制FAK的磷酸化, 

影响黏着斑的分解和细胞迁移运动, 从而抑制了

肝癌细胞的体内外的侵袭和转移. Aurora-B是一

种中心体上的功能性激酶, 又称为染色质过客蛋

白激酶, 属于Aurora激酶家族成员, 己被证明是

一种癌蛋白. 有研究结合临床显示AURKB-Sv2 
(Aurora B splicing variant 2)[11,12]的表达初步反映

肿瘤的早晚程度, 与肝癌的复发率及生存率存在

一定关系(表1).
1.2 细胞因子、黏附分子和白细胞分化抗原 肿
瘤的侵袭转移中, 血管生成有重要的作用. 参与

调解血管生成的重要因素是血管内皮生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF). 研
究发现肿瘤直径>5 cm、有癌栓或镜下癌栓的

患者体内水平较高[13], 血清VEGF水平明显升高

(>400 ng/L)及术后仍维持在高水平或再度升高

者的HCC患者转移复发率明显升高[14]. 近年来, 
Sorafenib等分子靶向药物的研究日益增多, 可抑

制肝癌细胞VEGF受体活性, 提示VEGF受体是

抗肿瘤复发目标位点. Wang等[15]实验结果显示, 
Sorafenib联合雷帕霉素能抑制裸鼠模型中肝

癌的生长和转移. 转化生长因子-β(transforming 
growth factor-β, TGF-β)在肝癌中呈过度表达状

态, 抑制免疫系统, 促进癌细胞生长、浸润、远

表  1  与肝癌复发相关的蛋白质分子标志物

     
分类			   蛋白分子					     方法		           参考文献

单一分子 　 　 　

    催化酶类 uPA, uPA-R, PAI-1, MMP-2, MMP-9, 

APC-EB1, Capn4, Aurora-B

IHC, ELISA, LCM-ICAT, WB, LCM-DIGE, 

TMA, qRT-PCR

[5-12]

    细胞因子, 黏附

    分子和白细胞

    分化抗原

VEGF, TGF-β, MTA, OPN, TIP30, 

CK-19, CD24

ELISA, IHC, TMA, 2-DE-MALDI, RT-PCR, 

WB

[13-27]

    热休克蛋白家族 HSP27, HSPA9 2-DE-MALDI, WB, IP [28-32]

    其他 IMP3, XIAP, KIAA0101, ASPM RT-PCR, IHC [33-36]

多分子联合 HKII/ALDOB RT-PCR [37]

GGT/ALT ELISA [38]

M-CSF, Mφ TMA [39]

MMP/TIMP IHC [40]

CK-10, CK-19 IF, IHC, WB, qRT-PCR [41]

　 OPN, CD44 TMA [42]

E-cad, Cx43, CD44v6 D-IF, CLSM [43]

Op18/stathmin, P53, OPN IHC [44]

PCNA, VEGF IHC [45]

PCNA, P53, VEGF IHC [46]

CD151/c-Met qRT-PCR, WB, IHC, CLSM, TMA [47]

蛋白分子中灰色表示下调, 黑色表示上调; 2-DE-MALDI: 双向电泳-基质辅助激光解析质谱技术; DIGE: 荧光差异电泳; ELISA: 

酶联免疫吸附试验; IF: 免疫荧光;  IHC: 免疫组织化学; IP: 免疫印迹;  LCM: 激光显微切割; CLSM: 激光扫描共聚焦显微镜; qRT-

PCR: 定量逆转录聚合酶链式反应; TMA: 组织芯片;  WB: 蛋白印迹.

■研发前沿
探讨肝癌转移复
发 的 分 子 机 制 , 
寻找早期诊断肝
癌、预测转移的
生物标志和干预
治疗的靶点, 已成
为当今肝癌研究
的热点. 
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处转移[16]. 肝癌衍生的TGF-β1[17]作为化学诱导

剂使内皮细胞表达CD105增高, 促使血管生成, 
通过促进已停止增殖的内皮细胞分化, 或促进

基质的分化, 刺激血管生成. 
转移相关基因(metastasis-associated gene, 

MTA)蛋白[18,19]是ATP依赖的核小体重建和组蛋

白去乙酰化核小体复合物(NuRD)的组成部分, 
与肝癌的侵袭和转移过程密切相关. 表现在细

胞间黏附力的下降, 黏附分子、细胞骨架蛋白

的表达及新生血管、淋巴管的形成等. MTA1
调节HIF-1α去乙酰化, 促发肝癌血管生成. 并且

MTA1在c-MYC介导的细胞转化中起重要的作

用, MTA1和MTA2介导肿瘤抑制基因P53蛋白去

乙酰化和失活. MTA3作为上皮间质转变的调节

子会引起细胞黏附分子E-cadherin表达. 
骨桥蛋白(osteopontin, OPN)[20-22]是肿瘤转

移复发环节中发现的最重要的蛋白, 患者血浆

骨桥蛋白浓度与肝癌预后呈负相关. 主要表现

在促进细胞黏附、迁移, 降解细胞外基质, 促
进肿瘤血管生成. Ets-1和AP-1的协同效应抑制

OPN的转录, TIP30的异位表达最终导致癌细胞

的侵袭下降[23]. 细胞角蛋白亚类(CK 8/18/19/20)
不仅与转移有关, 而且与转移潜能的高低有关. 
用蛋白质组技术[24,25]比较高低转移潜能肝癌细

胞系, 发现CK19蛋白与高转移潜能有关, CK19
表达高者, 门静脉癌栓发生率高, 肝癌肝移植术

后复发率明显高于CK-19表达阴性. CD24与肿

瘤侵袭转移有关, 最近研究表明CD24[26,27]的过

表达使肝癌的侵袭能力增高, 转移潜能增强、

增殖能力增加, 与Wnt/β-catenin信号通路相关, 
可以作为肝癌患者术后预后不良的一个新标志

物(表1). 
1.3 分子伴侣-热休克蛋白家族 用蛋白质组技

术发现热休克蛋白27(heat shock protein 27, 
HSP27)[28,29]也是人肝癌转移相关的重要蛋白, 
有转移的肝癌过度表达HSP27. Guo等[30,31]对其

作用机制研究表明, 发现PKCβ-ERK-HSP27/
PKCβ-p38MAPK-HSP27通路, 揭示HSP27通过

IKKβ及IκBα成分的相互作用及影响IKK复合物

的稳定性, 参与NF-κB途径的激活, 抑制肝癌细

胞的凋亡, 从而参与肝癌细胞侵袭转移. 
Yi等 [32]应用双向电泳技术发现肝癌组织

中HSPA9基因编码的致死蛋白(mortalin), 他是

HSP70家族成员, 主要通过结合各种因子而发

挥作用, 如P53、FGF-1、IL-1R1和GRP94等. 
Mortalin通过与野生型p53共区域化来发挥抑癌

基因的胞质固定和转录失活作用. 肝癌高转移

细胞株中mortalin表达量也明显增高, 早期复发

肝癌患者的表达量明显增高, 并且与肿瘤的发

生、恶化和侵袭转移密切相关相关. 因此认为

mortalin可以作为监测肝癌早期复发的一个候选

标志物(表1). 
1.4 其他分子 胰岛素样生长因子2 mRNA结合蛋

白3(insulin-like growth factor II mRNA-binding 
protein 3, IMP3)的表达与P53突变相关[33], 与
β-catenin突变无关. 在肝癌细胞中的运动、侵

袭以及迁移到内皮, 能促进细胞黏附和树突状

伪足形成, 表明I M P3与早期预测肝癌复发、

肝癌分期有关. X连锁凋亡抑制蛋白(X-l inked 
inhibitor-of-apoptosis protein, XIAP)[34], 是IAP
家族中最有效力的caspase抑制物, 介导TAB1-
TAK1-JNK1级联反应途径, 血管内皮受损时可

诱导NF-κB的活化, 发挥凋亡抑制作用. 在临床

90%的肝癌患者中高表达, 可能作为靶分子可

减少肝癌转移复发. KIAA0101[35]包含增殖细

胞核抗原PCNA结合基序, 研究表明可以促进

了肝癌转移潜能, 可以早期预测肝癌复发和预

后. ASPM[36](abnormal spindle-like microcephaly 
associated)基因定位于中心体, 纺锤体极, 中间

体, 过表达多与肝癌病理的晚期有关, 也与肝癌

侵袭转移潜能有关(表1). 

2  肝癌转移复发预测的多分子联合

缺氧可诱导HIF-1α通过Mdm2(murine double 
minute 22)引起细胞p53表达上调, p53增高后

可进一步启动p21Cipl基因转录. 同时, HIF-1α

可诱导HIKK表达增加, 提示肝癌细胞在缺氧

情况下HIF-lα能介导糖酵解增强的其中一个途

径是刺激H KⅡ表达增加. 研究发现己糖激酶

Ⅱ(type Ⅱ hexokinase, HKⅡ)表达增加和醛缩

酶B(aldolase B, ALDOB)[37]表达下降对中晚期

肝癌早期复发有预测意义. γ-谷氨酰转移酶Ⅱ

(γ-glutamyltransferase Ⅱ, GGTⅡ)正常人血清内

GGT主要来自肝脏, 在转移的肝肿瘤中, 唾液酸

含量发生改变, GGT的β1, 6 GlcNAc支链增多. 最
近有报道称[38]GGT/ALT比值升高对肝癌child A
肝切除患者的预后相关, 在GGT和ALT联合诊断

研究显示, 确定肝癌复发率和生存率AUCGGT/ALT

面积均超过AUCAFP. 
Zhu等[39]研究发现巨噬细胞集落刺激因子

(macrophage colony-stimulating factors, M-CSF)
和巨噬细胞(Mφ)在癌旁组织中有高密度表达, 

■相关报道
Bai等对接受肝移
植术的肝细胞癌
患者进行跟踪随
访, 随访的患者包
括有肝癌复发者
和 未 复 发 者 .  通
过LCM结合定量
蛋白质组学, 筛查
出149种蛋白, 其
中钙蛋白酶小亚
基1(Capn4)在肝
移植后的复发患
者中的表达量较
高, 他作为一种与
多种癌细胞转移
扩散相关蛋白有
相互作用的蛋白, 
可作为预测肝细
胞癌患者预后情
况(复发和存活时
间)的一个独立指
标.
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并且M-CSF和Mφ联合诊断肝癌患者的复发和死

亡效果是最佳的, ROC面积均大于传统依据的

UICC TNM分级诊断, 与肝癌发展以及肝切除后

的复发生存相关. 
组织金属蛋白酶抑制物(tissue inhibitor of 

metalloproteinases, TIMP)能抑制MMP的活性, 
MMP上调联合TIMP下调可能具有更好的预示

肝癌转移复发的作用[40]. 最近报道表明, CK-10
联合CK-19[41]可作为肝癌切除术后复发的预测

分子. OPN除与整合素结合外, 羧基端可以和

黏附分子CD44相互作用, 能引起CD44依赖的

化学趋化性增高. C D44被认为是一种假定的

OPN受体, 存在于肿瘤相关淋巴细胞表面, OPN
与CD44[42]联合能够预测肝癌的转移复发及其

预后. 上皮型钙黏附蛋白(E-c a d)、连接蛋白

43(Cx43)的低表达与CD44v6的高表达[43]可能参

与HCC的侵袭, 尤其是CD44v6的表达还与HCC
的组织学分级相关. 三者联合检测对判断HCC
的诊断和预后有一定价值.     

有报道称[44], Op18/stathmin的过表达, P53
突变和O P N高表达的联合应用 ,  更加有助于

对肝癌进展, 早期复发和预后的监测, 对肝癌

发病机制研究也具有应用前景. 增殖细胞核抗

原(PCNA)、VEGF单独应用, 肝癌术后生存率

均差. VEGF预测术后1、2年复发的特异度为

70.6%和77%, PCNA预测1、2年复发的特异度

为51.5%和55.7%. 联合应用两个指标预测1、2
年复发特异度为87.7%和90.2%, 高于单个指标

(P <0.001)[45]. PCNA高指数标记, P53核内聚集和

VEGF高表达均与肝癌患者预后差相关[46]. 四跨

膜蛋白CD151和c-Met在肝癌中过表达[47], HGF/
c-Met信号转导与其他信号间的交互作用中扮演

重要的角色, CD151可与c-Met形成功能复合物, 
与肝癌侵袭密切相关, 两者联合可以作为肝癌

切除术后预测分子, 也可能成为抑制HGF/c-Met
信号的全新靶点(表1). 

3  结论

要解决肝癌的转移复发, 重点是要有有效的预

测和有效的预防. 近年来, 肿瘤转移机制的研究

进展提示转移可能是肿瘤发生中的早期事件[48]. 
除了通过高通量蛋白芯片和蛋白质组学等技术, 
获得了一些高复发肝癌的分子标签, 在新的肝

癌转移复发标志物的研究方面已经有较大的进

展. 建立肝癌转移的多分子预测模型, 经大量临

床标本进一步验证, 尤其是前瞻性规模化验证

和加速临床应用将是今后的主要的趋势和研究

重点, 对具有转移复发倾向的肝癌患者进行有

效干预, 对进一步提高肝癌患者的治疗效果、

改善预后具有非常重要的临床意义. 
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Abstract
Acute pancreatitis is one of the most common 
complications of endoscopic retrograde cholan-
giopancreatography (ERCP) and often results in 
prolonged hospitalization and further interven-
tion. Trials of many pharmacological therapies 
for post-ERCP pancreatitis (PEP) have yielded 
disappointing results. Non-steroidal anti-inflam-
matory drugs (NSAIDs) are potent inhibitors of 
prostaglandin synthesis, phospholipase A2 and 
neutrophil-endothelial interaction. Recently, 
prospective clinical trials evaluating NSAIDs in 
the prevention of PEP have yielded positive re-
sults, indicating their promising future in clini-
cal use. 

Key Words: Endoscopic retrograde cholangiopan-
creatography; Pancreatitis; Non-steroidal anti-
inflammatory drugs

Wang J, Bai FH, Zhou Y. Recent advances in the 
prevention of post-endoscopic retrograde cholangi
opancreatography pancreatitis with NSAIDs. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 1356-1359

摘要
内镜逆行胰胆管造影术(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)已发展成为
肝胆胰疾病的重要诊治手段, ERCP术后胰腺
炎(post-ERCP pancreatitis, PEP)是ERCP术后
最常见、最严重的并发症之一, 常导致住院时
间的延长, 费用的增加, 甚至危及患者的生命. 
已有多种药物用于预防PEP的发生, 但研究
结果均不能令人满意. 非甾体类抗炎药(non-
steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)是
一类具有环氧合酶(cyclooxygenase)抑制活性
药物的总称. 近年来, NSAIDs在预防PEP中的
作用已得到多项研究阳性结果支持, 显示出了
良好的应用前景, 本文对这方面的研究进展作
一综述.  

关键词: 内镜逆行胰胆管造影术; 胰腺炎; 非甾体类

抗炎药
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0  引言

自1 9 6 8年首次报道内镜逆行胰胆管造影术

(endoscopic retrograde cholangiopancreatography, 
ERCP)以来, ERCP已发展成为肝胆胰疾病的重

要诊治手段, 其并发症包括: 出血、穿孔、感染

等, 其中ERCP术后胰腺炎(post-ERCP pancreatitis, 
PEP)是ERCP术后最常见、最严重的并发症之

一, 其发生率约5%-7%[1]. PEP的发生常导致住院

日的延长, 费用的增加, 甚至危及患者的生命. 已
有多种药物用于预防PEP的发生, 如: 生长抑素

及其类似物、硝酸甘油、蛋白酶抑制剂等, 但
研究结果均不能令人满意[1-3]. 非甾体类抗炎药

(non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)是
一类具有环氧合酶(cyclooxygenase)抑制活性药

®

■背景资料
E R C P 术 后 胰 腺
炎(PEP)是ERCP
术后最常见、最
严重的并发症之
一 ,  常 导 致 住 院
时 间 的 延 长 ,  费
用 的 增 加 ,  甚 至
危 及 患 者 的 生
命. 已有多种药物
用于预防P E P的
发 生 ,  但 研 究 结
果均不能令人满
意. 非甾体类抗炎
药(NSAIDs)是一
类具有环氧合酶
(cyclooxygenase)
抑 制 活 性 药 物
的总称 ,  近年来 , 
N S A I D s 在 预 防
P E P中的作用已
得到多项研究阳
性结果支持, 显示
出了良好的应用
前景.

■同行评议者
何裕隆, 教授, 中山
大学附属第一医
院胃肠胰腺外科
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物的总称, 有较好的抗炎、镇痛、退热作用而广

泛应用于临床[4]. 近年来, NSAIDs在预防PEP中
的作用已得到多项研究阳性结果支持, 显示出

了良好的应用前景, 本文对这方面的研究进展

作一综述. 

1  PEP的定义及分级

目前关于PEP的定义仍沿用1991年Cotton等专

家组[5]制定的ERCP术后并发症的定义的共识意

见. 即: ERCP术后出现持续性的胰腺炎相关的

临床症状(如新出现的或加重的腹部疼痛)伴有

术后24 h血清淀粉酶超过正常上限的3倍, 且伴

有腹痛、恶心呕吐等胰腺炎症状并且需入院1 d
以上, 而如只有血尿淀粉酶升高, 则诊断术后高

淀粉酶血症. 共识意见对PEP严重程度的分级大

致如下: 轻型, 需入院治疗或延长原计划入院时

间至2-3 d; 中型, 住院天数延长4-10 d; 重度, 住
院天数延长10 d以上, 出现局部或全身并发症, 
需ICU治疗或侵入性(如经皮穿刺引流或外科手

术)治疗. 

2  PEP发生的危险因素

总体来说, PEP发生的危险因素包括患者及操作

技术相关因素[6-8]. 患者相关的危险因素包括年

轻女性、疑有oddi括约肌功能障碍(sphincter of 
oddi dysfunction, SOD)、有PEP发生史和无血

清胆红素升高等. 操作方面包括: 胰管插入、多

次插管、胰管括约肌切开术、乳头括约肌扩张

术、多次胰腺显影、十二指肠乳头括约肌切开

术(endoscopic spincterotomy, EST)时胰管开口及

周围黏膜误伤或过度灼伤等. 具有多种危险因

素的患者发生PEP的风险会显著增高. 

3  NSAIDs预防PEP的研究进展

传统的NSAIDs包括阿司匹林、消炎痛、舒林

酸等, 其特点是对环氧合酶-1(cyclooxygenase -1, 
COX-1), 环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)
均有抑制作用. 近年来又研制出了多种COX-2特
异性抑制剂, 如NS-398, SC-58125等以及COX-1
特异性抑制剂如SC-560等[9]. 1996年, Makela等[10]

研究发现NSAIDs能有效抑制重症胰腺炎患者

血清的PLA2的活性及中性粒细胞/内皮细胞的

附着, 从而减少中性粒细胞在损伤组织的积聚. 
1997年, Simon[11]的研究显示NSAIDs可抑制伴

随中性粒细胞活化的一系列现象, 包括环磷酸

腺苷的合成、过氧化物阴离子的产生、溶酶体

酶的释放等, 从而减轻炎症反应. 这些研究提示

NSAIDs可能用于预防PEP的发生. 随后, 2003年, 
Murray等[12]发表了评价双氯芬酸预防PEP的随

机对照临床研究(randomized clinical trial, RCT), 
结果显示ERCP术后立即双氯芬酸直肠给药治

疗组与安慰剂组相比, PEP的发生率显著降低

(6.36% vs  15.5%). 2007年, Sotoudehmanesh等[13]

报道消炎痛直肠给药可有效、安全地预防PEP
的发生, 尤其是对于PEP高风险(如经过胰管造

影)病例, 而且药物干预组无一例发生中至重度

PEP, 而安慰剂组发生率为2.3%. 同年, Montaño 
Loza等[14]报道: 75例怀疑有胆管阻塞的墨西哥

ERCP患者被随机分为消炎痛10 mg直肠纳入

组及安慰剂组, 结果发现消炎痛组PEP发生率

(5.3%)显著低于对照组(16%). Cheon等[15]的涉

及207例美国病例的RCT提示: ERCP术前及术后

口服50mg双氯酚酸钠不能降低整体人群及高风

险人群的PEP发生率及严重程度. 2008年, Khosh-
baten等[16]报道了来自的伊朗的研究, 针对ERCP
高风险(如: 需胰管造影)患者, 与安慰剂组(26%)
相比, 100 mg双氯芬酸直肠给药组PEP的发生率

(4%)显著降低(P <0.01). 2009年, 来自土耳其的

Senol等[17]报道: ERCP术后立即肌注75 mg双氯

酚酸钠并持续静滴生理盐水4 h(5-10 mL/kg体质

量), 与对照组相比, PEP及术后4、8、24 h血淀

粉酶值无显著差别, 但将患者分层分析后提示: 
对未合并SOD的患者, 双氯酚酸钠可显著降低

PEP发生. 接下来, Elmunzer等[18]统计分析了截

止2008年的以上4个RCT涉及912个病例研究, 结
果提示: NSAIDs可显著降低ERCP术后胰腺炎的

发生及严重程度, 使用NSAIDs的患者无一例发

生重症胰腺炎, 也不增加EST术后出血几率. 而
来自我国温州大学第二附属医院的Zheng等[19]

进一步将以上ERCP病例按其手术操作难度分

为高危和低危人群, 将PEP按照Cotton标准分为

轻、中、重度, 进行分层统计分析后提示: 直肠

给予NSAIDs可显著降低轻度PEP的发生(RR = 
0.40), 可降低中度及重度PEP的发生(RR = 0.13), 
全部912例患者均无死亡, 提示直肠给予NSAIDs
是安全有效的. 

将以上研究归纳分析: (1)关于给药途径: 既
有经口途径[15], 也有经直肠给药的报道[12-14,16], 还
有肌肉注射的报道[17]. 目前哪种给药途径更好尚

无定论[18], 但四项RCT证实直肠给药有效[12-14,16], 
而一项研究证实口服[15]无效, 荟萃分析也证实

NSAIDs直肠给药可有效、安全地预防PEP的发

生[19]. 究其原因可能是: 经直肠途径给药的达药

■研发前沿
已有多种药物用
于 预 防 E R C P 术
后胰腺炎的发生, 
如: 生长抑素及其
类似物、硝酸甘
油、蛋白酶抑制
剂等, 但研究结果
均不能令人满意. 
非甾体类抗炎药
(NSAIDs)在预防
PEP中的作用已得
到多项研究阳性
结果支持, 显示出
了良好的应用前
景, 但目前关于给
药途径、给药时
间、药物种类等
报道不一, 尚有争
议, 期待有更多高
质量的研究提供
更多的证据, 更加
合理、有效地降
低PEP的发生率.
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物峰浓度需30-90 min, 其生物利用度是100%, 
而经口途径, 达峰值时间是2 h, 生物利用度是

50%-60%[20]. 因此ERCP术前即刻直肠给药起效

可能更快, 效果可能更好, 而且经肛途径也可避

免关于NSAIDs可能引发上消化道出血不良反

应的担忧. (2)关于给药时间: 既有ERCP术后立

即给药[12,16,17], 也有术前给药的报道[13]. 还有术

前术后联合给药的报道[15](给药时间为ERCP术
前30-90 min以及术后4-6 h口服), 已有分析显示

无论是ERCP术前还是术后均可降低PEP的发生

及降低其严重程度[18]. 然而, 到底何时给药及持

续多长时间可取得最佳效果尚需进一步摸索及

更好的临床试验证实. (3)关于药物种类: 已有报

道包括: 消炎痛[13,14]和双氯芬酸钠[15,16]. 关于使

用何种NSAIDs效果更佳, 目前尚无公论, 但有

分析提示: 其对PEP的预防作用与使用何种药

物无关, 因其抗炎机制及效应(磷脂酶A2抑制活

性)大致相同[19]. 但其他、尤其是近几年出现的

NSAIDs是否会起效更快、效果更好尚需更多的

临床研究去探索. (4)关于不良反应: 目前所有的

RCT均未发现NSAIDs的不良反应, 如溃疡、出

血、穿孔, 表明短期作用是安全的[20]. (5)关于其

应用人群: 适用于普通ERCP危险度人群, 更适合

于存在PEP发生高风险的ERCP患者(如胰管注射

造影剂), 这部分患者也最有可能从预防性使用

NSAIDs中获益[21]. 当然其使用也受限, 如有活动

性溃疡病、肾衰的病例不能使用. 对于预测有发

生心血管意外的高危患者应全面权衡其利弊[18].

4  结论

NSAIDs在预防PEP中的作用已得到多项研究阳

性结果支持, 而且其使用方便, 价格便宜, 投入-效
益比明显(美国平均治疗每个PEP病例需多花费

5 700美元, 而预防性使用消炎痛或双氯芬酸仅需

2美元[18]), 且短期使用无明显的不良反应, 已呈现

了美好的前景, 可能是将来预防PEP最有希望的

一类药物. 当然, 目前上述研究还存在一定的局

限性, 如: 仅使用到两种NSAIDs即消炎痛和双氯

芬酸钠, 仅涉及到三个国家的相关研究, PEP的标

准不同等[19]. 而且, 既往曾被寄予厚望的其他类

多种药物经过数千病例的研究后均未取得预防

PEP的理想效果, 直至目前尚无预防性使用任何

一种药物被列为共识[21]. 合理选择病例、熟练操

作、改进器械、合理运用药物等多方面因素的

联合改进才有可能最大限度地降低PEP的发生, 
我们期待有更多高质量的研究提供更多的证据, 

更加合理、有效地降低PEP的发生率. 
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Abstract
The main components of isoflavones are genis-
tein and daidzein, both of which have beneficial 
effects on many diseases. Numerous studies 
have demonstrated that the biological properties 
of isoflavones are partially attributed to equol. 
Daidzein can be transformed to equol exclu-
sively by intestinal bacteria, and only 30%-50% 
of humans possess such type of bacteria. In this 
article, we will give an overview of recent ad-
vances in research on equol-producing bacteria 
harbored in the intestine of humans and animals. 
The bacteria capable of converting daidzein to 
equol directly will be highlighted. It is revealed 
that equol-producing bacteria can produce equol 
during in vitro anaerobic culture.   

Key Words: Equol; Intestinal bacteria; Metabolism
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摘要
大豆异黄酮的苷元主要为染料木素和大豆素, 
可预防和改善多种疾病. 近年来, 大量研究表
明大豆异黄酮的生物作用某种程度上归因于
雌马酚. 大豆素在肠道内由特定菌群转化为雌
马酚, 并不是所有人都可以产生雌马酚. 本文
综述了人体和动物肠道中与雌马酚产出有关
的细菌, 重点介绍了目前分离得到的能够直接
将大豆素转化为雌马酚的菌株. 可产雌马酚的
相关细菌经体外厌氧培养能产生雌马酚.

关键词: 雌马酚; 肠道细菌; 代谢

蔡莉, 王培玉, 张玉梅. 雌马酚产出相关细菌研究进展.  世界华
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0  引言

大豆异黄酮(soybean isoflavones, SI)是以3-苯
并吡喃为母核的植物雌激素, 具有弱雌激素和

抗雌激素双重活性 ,  是一类天然的选择性雌

激素受体调节剂. 众多研究发现, 以染料木素

(genistein)大豆素(daidzein)为主要苷元成分的SI
具有非常广泛的生物学活性, 如降低冠心病、

动脉粥样硬化的发病率, 抗乳腺癌、前列腺癌, 
预防骨质疏松, 并可改善绝经期综合征, 保护神

经, 抗衰老[1]等. 近年来, 随着研究的深入, 发现

daidzein在肠道中由某些特定肠道细菌代谢产生

的雌马酚(equol)具有比SI更高的生物活性, 性质

更稳定, 更易被结肠壁吸收、在血浆中的清除

速度更慢, 并推测SI的生物学作用在一定程度上

可能归因equol[2]. 而人群中能够把daidzein代谢

为equol者仅为30%-50%. 影响产equol能力的因

素包括肠道生理环境、宿主基因、饮食因素等. 
如不同人种间差异明显, 韩裔美国人中产equol
的比例高于美国白种人[3], 素食者中产equol比
例高于非素食者[4]. 研究还显示, 宿主基因对肠

®

■背景资料
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道正常菌群有影响[5]; 膳食构成可能会影响肠道

细菌的组成和equol产出菌[6], 说明宿主基因和饮

食因素可能是通过影响肠道菌群而影响个体产

equol的能力. 由于equol仅由肠道细菌特异性产

生, 并且equol的生物学作用和对人群的适用性

优于SI, 因此equol产出相关细菌的应用前景非

常广. 把equol产出相关细菌分离出来, 将使以下

几点成为可能: (1)通过肠道细菌检测来鉴定产

equol者; (2)通过生物技术大量合成equol, 从而

促进equol人体试验的开展; (3)把equol开发成保

健品, 用于促进非equol产出人群的健康和预防

疾病. 

1  equol在体内的产生

S I在天然大豆中的主要存在方式是结合了糖

基的糖苷大豆异黄酮, 即大豆苷(daidzin)和染

料木苷(genistin). 在人和哺乳动物体内, 糖苷形

式的SI不能直接经小肠壁吸收, 也没有生理活

性, 少量大豆苷在小肠中可被β-葡萄糖苷酶作

用去除糖基生成大豆素daidzein, 部分游离苷元

被小肠吸收. 未被吸收的SI可被肠道细菌降解, 
da i ze in的代谢途径是先加氢形成双氢大豆素

(dihydrodaidzein, DHD), 然后通过C-环开环形成

O -脱甲基安哥拉紫檀素(O -demethylangolensin, 
O -DMA), 或是通过去酮形成equol, 由胃肠黏膜

吸收[7].

2  equol的生物活性

equol的分子式为C15H14O3, 在体内比其前体daid-
zein有更强的生物活性, 并且与降低某些疾病和

肿瘤的发病率有关. 目前研究较多的是equol的
抗氧化能力、雌激素和抗雌激素双重活性. 抗
氧化作用可能是equol生物学作用的基础之一. 
研究发现, equol可以清除多种自由基; 可以显著

降低DNA链断裂, 且作用效果优于daidzein和传

统的抗氧化维生素抗坏血酸和α-生育酚[8]; 还可

以通过清除自由基和抑制氧化应激损伤以达到

抗辐射的作用. equol为手性分子, 有S和R两种异

构体, 具有类雌性激素活性. 目前在体内发现的

代谢产物均为S型, S型与ER-β的亲和力较强; R
型与ER-α的亲和力较弱, 与ER-β的亲和力更弱. 
这两种异构体与雌激素受体的亲和力均高于

daidzein[9]. 当体内雌激素过多时, equol与雌激素

受体竞争性结合, 降低雌激素与受体结合的机

会, 起到抗雌激素作用. 
有研究发现, S I对机体的保护作用可能部

分归因于equol. 最近的SI人体干预实验表明, 对
产euqol者的干预效果优于非产出者. 比如在摄

入大豆或SI后, 骨质疏松的预防作用在产equol
者中更为明显[10]; 产equol者血清总胆固醇(total 
cholesterol, TC)、低密度脂蛋白胆固醇(low-
density lipoprotein cholesterol, LDL-C)、C-反应

蛋白降低的幅度和肱动脉血流介导血管舒张增

加的幅度均比非产出者大[11], 提示equol有更强

的心血管疾病保护作用; 补充SI的妇女中, 更年

期症状得到改善[12], 骨吸收的指标尿脱氧吡啶

诺啉明显下降, 收缩压和舒张压均下降, 血和尿

中equol含量高的受试者, 改善效果更好[13]. 此外, 
流行病学研究和动物实验、体外实验也表明, 
equol有抗乳腺癌、前列腺癌等作用[14,15].

3  人体内的equol产出相关细菌

早期研究表明, 在人体粪样中加入daidzein后厌

氧培养, 可以检测到equol[16], 证实了daidzein在
人体肠道内由细菌代谢生成equol, 但究竟肠道

中哪些细菌对daidzein有降解作用并不清楚. 随
着研究的深入, 研究者逐渐分离出一些可以降

解daidzein的细菌. 
3.1 阶段降解daidzein的细菌 2000年, Hur等[17]

对人粪样中微生物进行分离培养, 发现大肠杆

菌H G H21和革兰阳性菌株H G H6可将糖苷形

式的daizin和genistin降解为苷元, 即daidzein和
genistein. 在37 ℃厌氧条件下, 梭菌菌株HGH6
还可以使daidzein和genistein转化为DHD和双

氢染料木素(dihyrogenistein, DHG). HGH6可以

将异黄酮C-2和C-3之间的双键转化为单键, 但
不能转化黄酮类物质芹菜甙元(apigenin)和5, 7-
二羟黄酮(chrysin)中类似的双键, 提示此菌可

能对SI的降解具有特异性. Wang等[18]于2004年
从一个健康妇女的粪样中分离出一株革兰阴

性杆状厌氧细菌Julong732, 在厌氧条件下可将

DHD转化为S-equol. 菌株Julong732不具有能将

R-equol转化为S-equol(或反向转化)的消旋酶. 
通过16S rRNA基因序列比对发现, Julong732与
Eggerthella hongkongenis HKU10具有92.8%的相

似性, 其核苷酸序列基因库(GenBank)的登录号

是AY310748. 有报道显示, 由于婴幼儿体内正常

微生物群落结构不完善而不能代谢大豆异黄酮

苷元. 然而, Tamura等[19]于2006年从一个7岁男孩

粪样中分离得到1株格兰阳性厌氧菌TM-40, 具
有将糖苷形式的daidzin和苷元形式的daidzein转
化为DHD的能力, 由此推测人体在7岁或7岁以

■研发前沿
目前对雌马酚的
研究主要集中在
雌马酚的生物学
作用和雌马酚产
出相关细菌的分
离和应用. 
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前就具备降解SI的能力. 在37 ℃厌氧培养TM-40
的过程中, daidzein做为底物时, DHD的转化率

较高, 而daidzin做为底物时, DHD的转化率更高. 
16S rRNA基因序列分析, 发现TM-40与粪芽胞

菌catenaformis有93%的相似性, 其GenBank登录

号是AB249652. 
上述细菌均不能直接将d a i d z e i n转化为

equol, 为进一步研究, Wang等[20]将Julong732和
乳酸杆菌Niu-O16混合培养, 成功使daidzein转化

为equol. 其中Niu-O16是从牛的瘤胃内容物中分

离出来的菌株, 可使daidzein转化成DHD. 因其

生物转化能力优于菌株HGH6, 故研究者在混合

培养中选用Niu-O16. 在Julong732和Niu-O16的
混合培养物中加入daidzein和在单纯Julong732
培养物中加入DHD均能产euqol, 前者产euqol的
速率比后者快. 主要原因推测为混合培养物中

Julong732数量增加, 因为混合培养时, Julong732
繁殖速度增加, 同时Niu-O16繁殖速度减慢, 说
明了细菌在生长过程中受到其他菌种的影响. 
Decroos等[21]采集了4位志愿者的粪样作为培养

分离样本, 研究人体粪样细菌对daidzein的代

谢情况. 结果显示, 其中两份粪样的微生物具

有降解daidzein的能力, 终产物分别是DHD和

O-DMA, DHD和equol. 对能产生equol的粪样进

行分子指纹分析技术研究, 发现黏膜乳酸杆菌

EPI2, 粪链球菌EPI1, Finegoldia magna  EPI3和
Veillonella sp.  strain EP(简称EPC4)联合培养可

产生equol. 其中只有前三株细菌可以被纯培养, 
这三株细菌纯培养均不能产生equol, 研究者未

能阐明EPC4中每个细菌的具体转化功能. 研究

同时发现氢气、丁酸和丙酸等结肠中碳水化合

物的发酵终产物可以提高混合培养物中equol
的产量; 而果寡糖对equol的产生有抑制作用. 
把EPC4混合培养物接种到equol非产出者的粪

样, 可以在培养后的粪样中检测到equol. 为探

究EPC4在肠道的具体代谢情况, 研究者构建了

一个人体肠道微生物体系模拟器[22], 包括胃、

小肠、升结肠、横结肠、降结肠五个部分. 在
模拟器中加入大豆胚芽粉, 分别用两个不能产

equol个体的粪样对EPC4进行培养. 结果显示, 
E P C4在胃部和小肠的环境下有活性, 但不能

产生equol; 在升结肠部位检测到少量equol; 在
横结肠和降结肠中能检测到较多的equol, 同时

daidzein和DHD都下降, 表明EPC4可以使equol
非产出者成为产equol者.  

3.2 直接把daidzein代谢为equol的细菌 近年来, 
对daidzein降解菌的研究发展较快, 通过对培养

条件的优化和控制, 部分研究者已经检测到能

够将daidzein直接转化为equol的菌株. 2007年, 
Shigeto等[23]将20例成年男女的粪样在37 ℃厌氧

环境中用脑心浸液(brain heart infusion, BHI)进
行分离培养, 成功分离出3株能将daidzein直接转

化为euqol的细菌. 经过生物学鉴定, 确定这3株
菌株分别为乳酸球菌20-92、真杆菌7-430和梭

菌20-197, 其中乳酸球菌20-92的16S rRNA基因

序列与Lactococcus garvieae  100%相同, GenBank
登录号为AY699289, 其他两个菌株未能鉴定菌

种. 这是首次报道乳酸菌能够直接将daidzein转
化为equol, 由于乳酸菌的安全性较高, 推测菌株

20-92有望用于食品开发.
Jin等[24]于2008年从人粪样中分离得到菌株

PUE和DZE, 前者能将葛根素的葡糖基去掉转化

为daidzein, 后者能将daidzein和genistein分别转

化为equol和5-OH-equol, 两者联合培养可以使

葛根素转化为equol. 同样在37 ℃厌氧环境中, 将
粪样稀释液接种于一般厌氧培养基(general an-
aerobic medium, GAM)中, DZE菌株在GAM培养

液中生长缓慢, 但加入1%精氨酸或加入PUE联
合培养, 其生长速度加快. 16S rRNA基因序列分

析显示, DZE的GenBank登录号是EU377663, 与
Slackia faecicanis sp .有92.8%的相似性. 经过各

种细菌鉴定试验, 研究者推测DZE属Coriobacte-
riaceae科一个新的属, 并命名为Slackia equolifa-
ciens sp. nov. . 

Yokovama等[25]于2008年从人粪样中分离

得到1株格兰阳性非子孢细菌YY7918, 能够将

daidzein转化为equol. 研究者在厌氧环境中分

别用BHI、心浸液(heart infusion, HI)、乳酸杆

菌MRS培养基、GAM培养液和大豆酪蛋白消

化物培养基来培养细菌, 发现用HI和MRS来培

养细菌, daidzein不能被代谢, 最终选用GAM作

为基础培养基. 16S rRNA基因序列分析发现, 
YY7918与Eggerthella hongkongensis  HKU10
有93.3%的相似性, 基因树显示Y Y7981属于

Coriobacteriaceae科Eggerthella sp.的一个新物

种, 其GenBank登录号是AB379693. 研究还发现, 
YY7981进行对氨基糖苷类、四环素类、新喹诺

酮类和β-内酰胺类抗生素敏感, 提示服用上述抗

生素可能会使个体产equol的能力下降. 
Maruo等[26]在2008年从健康人的粪样中分

■相关报道
Ye e 等 用L a c t o -
coccus garvieae 对
大豆进行发酵, 发
酵过程中50%的
d a i d z e i n转化为
5-OH-equol .  对
5-OH-equol进行
安全性评价, 实验
证明5-OH-equol
没有遗传毒性, 急
性毒性剂量大于
4 000 mg/kg, 无
观察到不良反应
剂量(NOAEL)为
2 000 mg/(kg·d), 
证明此发酵产物
的安全性较高. 
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离出9株格兰阳性厌氧球杆菌, 其中有7株细菌

能够将daidzein转化为equol, 分别命名为FJC-
B9T, FJC-B12, FJC-B15, FJC-B19, FJC-B20, 
F J C-D47和F J C-D53; 另外菌株F J C-A10和
FJC-A16能够将DHD转化为equol. 上述菌株

用GAM肉汤在37 ℃厌氧培养时, 加入精氨酸

可使其生长加快. 研究者将分离得到的9个菌

株分为4组, 从每个组中选出一种代表菌, 进行

16S rRNA基因序列分析. 结果显示, 菌株FJC-
B9T, FJC-B20, FJC-D53, FJC-A10的GenBank登
录号分别是AB306661, AB306662, AB306663和
AB306660, 基因树分析表明同属于Coriobacte-
riaceae科, 并且和菌株Julong732, do03位于同一

个簇内, 而这个簇与Eggerthella sp. , slackia sp.具
有明显的界线. 虽然菌株Julong732和do03也具

有产equol的能力, 但研究者的进一步研究表明

并不是所有位于这个簇内的菌株都具有产equol
的能力. 在此之前, Coriobacteriaceae科被划分为

8个属, Maruo等将新发现的9个菌株划分为这个

科的一个新属新种, 命名为Adlercreutzia equoli-
faciens gen.nov. , sp.nov.. 目前对Coriobacteriaceae
科并没有公认的表型特征, 研究者发现新分离

得到的9个菌株以及Eggerthella sp.的三个菌株

所含的甲基萘醌类是二甲基萘醌-6(Dimethyl-
menaquinone-6, DMMK-6)和甲基萘醌-6(Methyl-
menaquinone-6, MMK-6), 具有特异性, 因此推测

DMMK-6和MMK-6可能是Coriobacteriaceae科
潜在的化学分类标志物. 

2009年, Matthies等[27]从一个37岁健康妇

女的粪样中分离得到1株格兰阳性杆状厌氧菌

HE8, 与菌株DZE一样, HE8能够分别将daidzein
和genistein转化为equol和5-OH-equol. 在HE8菌
株培养过程中加入四环素, 用来抑制不会影响

daidzein转化为equol的菌群生长. 用HPLC检测

HE8菌株对SI的转化发现, HE8菌株对daidzein
的转化比genistein快. 相对于静止期, 在培养早

期加入daidzein或genistein, HE8对SI的转化速

度增加数倍. 与菌株DZE相同, 1%精氨酸可以

促进HE8的生长. 16S rRNA基因序列分析发现, 
HE8与DZE有87.6%的相似性. 根据细菌表型

特征和遗传分析, HE8属于Coriobacteriaceae科
slackia sp.的一个新物种, 其GenBank登录号为

EU826403.

4  动物体内直接把daidzein代谢为equol的菌株

许多动物体内有能够降解daidzein的细菌. 2006

年, Minamida等[28]首次从大鼠肠道中分离出1株
格兰阳性厌氧杆菌, 命名为do03, 能够使daidzein
转化为equol. 在37 ℃厌氧环境中, 用普通GAM
肉汤作为对照, 往培养液中加入丁酸和精氨酸, 
equol产出速率分别增加4.7倍和4.5倍. 结果还显

示, 菌株do03在生长过程中能够利用精氨酸, 由
此推测equol产出速率的增加可能是因为do03
数量的增长. 16S rRNA基因序列比对分析发现, 
do03与人体肠道细菌Julong732有99%的相似性, 
GenBank登录号是AB266102. 

2008年, Matthies等[29]从小鼠肠道中分离

得到一株格兰阳性厌氧杆菌M t1B8, 具有将

daidzein和genistein分别转化成equol和5-OH-
equol的功能. 研究者在37 ℃厌氧环境中用BHI
培养液来增菌, 接着用自制的Mt1琼脂来分离

细菌. 16S rRNA基因序列和基因树比对显示, 
Mt1B8也属于Coriobacteriaceae科, 其GenBank的
登录号是AM747811. 

Yu等 [30]首次从猪的粪样中分离出两株格

兰阳性短杆菌D1和D2, 可以将daidzein转化为

equol. 为富集猪粪样中能够产equol的微生物, 
Yu等对三种不同培养基(M1, M2, M3)进行了筛

选, 结果发现自制的M1培养基中富集的微生物

产生大量的equol. 并且发现, 补充葡萄糖、麦芽

糖、果糖、菊粉、乙酸和丁酸的基础培养基均

能促进菌株D1生长, 其中果寡糖和菊粉比葡萄

糖能更好促进菌株Dl生长; 而乳酸对equol的产

生有抑制作用. 生物学鉴定表明, D1和D2都属于

真杆菌属, 其GenBank登录号分别为DQ904563
和DQ904564.

5  结论

d a i d z e i n在人或动物体内由肠道细菌转化为

equol. equol产出相关细菌的分离条件不尽相同, 
其中培养基的种类、细菌生长促进物的选择和

厌氧条件的控制尤为重要. 目前已经分离出的

能够降解daidzein及其代谢物的细菌主要集中在

Coriobacteriaceae科的各个属、真杆菌属、梭菌

属、乳酸球菌和乳酸杆菌属, 如菌株Julong732, 
DZE、YY7918, FJC-B9T等, HE8, do03, Mt1B8
属于Coriobacteriaceae科的各个属; 菌株7-430, 
D1, D2位于真杆菌属, 菌株H G H6, T M40和
20-197位于梭菌属; 菌株20-92, EPI2, Niu-O16
属于乳酸菌. 人群中产equol者只占30%-50%, 而
equol有着广泛的生物活性并对人体产生有益的

影响, 并且体外培养上述产equol的细菌能够得

■创新盘点
本文综述了人体
和动物肠道中与
雌马酚产出有关
的细菌, 重点介绍
了近几年分离得
到的能够直接将
大豆素转化为雌
马酚的菌株. 
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到equol, 因此其应用前景十分广阔. 但是, 能否

通过检测人体粪源细菌来快速鉴定产equol者仍

然是一个未解决的问题; 此外, 能否通过生物技

术大量合成安全、有活性的equol也有待进一步

的研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the value of high-frequency 
ultrasound for multi-parameter quantitative 
evaluation of fatty liver in rats.

METHODS: Thirty-two Sprague-Dawley rats, 
including 24 rats with nonalcoholic fatty liver 
and 8 normal controls, were used in this study. 
The significance of liver gray scale (GS) value, 
hepatorenal GS ratio and hepatosplenic GS ratio 
in diagnosing fatty liver was evaluated by com-
paring with pathological results.

RESULTS: The area under the receiver operat-
ing characteristic (ROC) curve for liver GS value 
was 0.91. Using a liver GS value of 54 as the 
cutoff point, the sensitivity and specificity were 
81.8% and 100%, respectively. The area under 
the ROC curve for hepatorenal GS ratio was 0.76. 
Using a hepatorenal GS ratio of 1.05 as the cutoff 

point, the sensitivity and specificity were 63.6% 
and 88.9%, respectively. The optimal cutoff 
point of hepatorenal GS ratio for the prediction 
of steatosis > 60% was 1.2, with a sensitivity of 
100% and a specificity of 99.0%. The area under 
the ROC curve of hepatosplenic GS ratio was 
0.96. Using a hepatosplenic GS ratio of 1.1 as the 
cutoff point, the sensitivity and specificity were 
86.4% and 100%, respectively. The optimal cutoff 
point of hepatosplenic GS ratio for the predic-
tion of steatosis ≥ 30% was 1.23, with a sensi-
tivity of 80% and a specificity of 100%; and for 
the prediction of steatosis > 60% was 1.3, with a 
sensitivity of 100% and a specificity of 95.5%.

CONCLUSION: Liver GS value can be used as a 
diagnostic parameter for fatty liver in rats. Hep-
atorenal GS ratio can only be used for diagnosis 
of severe steatosis. Hepatosplenic GS ratio is a 
promising parameter for diagnosis of different 
degrees of steatosis.

Key Words: Fatty liver; Ultrasonography; Rat

Quan JR, Luo Y, Fan YT. Multi-parameter quantitative 
evaluation of rat fatty liver using high-frequency 
ultrasound. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 
1366-1370

摘要
目的: 探讨高频超声多参数诊断及分级诊断
大鼠脂肪肝(FL)的价值. 

方法: 选用SD大鼠32只, 8只为对照组, 24只为
高脂饮食FL组, 以病理为金标准, 计算肝脏灰
阶强度值(GS)、肝肾GS比值、肝脾GS比值诊
断及分级诊断脂肪肝的准确性. 

结果: 肝脏GS诊断FL的ROC曲线下面积为
0.91, 以GS>54诊断FL的灵敏度(Sen)和特异
度(Spe)为81.8%, 100.0%. 肝肾GS比(肝/肾)诊
断FL的ROC曲线下面积为0.76; 以肝/肾>1.05
诊断FL的Sen和Spe为63.6%,88.9%; 以肝/肾
>1.2诊断重度FL的Sen和Spe为100%, 99%. 肝
脾GS比(肝/脾)诊断FL的ROC曲线下面积为
0.96; 以肝/脾>1.1诊断FL的Sen和Spe为86.4%, 

®

■背景资料
脂肪肝是多种因
素引起的肝细胞
内脂肪堆积的一
种 病 理 表 现 ,  目
前, 脂肪肝患病率
呈 上 升 趋 势 .  定
量诊断脂肪肝的
方 法 包 括 C T 、

M R I 、 M R S 及
超 声 .  超 声 由 于
普及、经济、快
速、方便成为诊
断脂肪肝最常用
的方法, 在定量诊
断研究中也引人
注目.

■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



全杰荣, 等. 高频超声多参数诊断SD大鼠脂肪肝的价值							                 1367

www.wjgnet.com

100.0%; 以肝/脾>1.23诊断中度以上FL的Sen
和Spe为80%, 100%; 以肝/脾>1.3诊断重度FL
的Sen和Spe为100%, 95.5%.

结论: 肝脏GS可作为大鼠FL初步诊断的指标; 
肝肾GS比仅可作为重度FL的诊断指标; 肝脾
GS比有望作为分级诊断的指标.

关键词: 脂肪肝; 超声诊断; 大鼠
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0  引言

随着我国公众生活水平的提高, 脂肪肝在我国

逐渐成为常见病. 脂肪肝早期是防治的最佳阶

段, 因此, 在高危人群中早期筛查出脂肪肝患者

并密切随访, 对该疾病的治疗非常重要. 超声检

查以其无创性、经济性而成为诊断脂肪肝的首

选方法, 但由于受到患者条件、检查者经验及

仪器条件等诸多影响, 诊断结果相对客观性较

差, 且在分级诊断方面缺乏量化数值指标. 为了

筛选出较好的诊断脂肪肝的量化数值指标, 我
们采用高脂高胆固醇饮食建立了大鼠脂肪肝模

型, 对肝脏、脾脏、肾脏进行了二维超声图像

平均灰阶强度(gray scale, GS)分析, 探讨高频超

声多参数诊断大鼠脂肪肝的准确性及分级诊断

的可能性.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠32只, ♂, 体质量150-200 g, 由
四川大学动物实验中心提供 .  高脂饲料配方: 
基础饲料87.9%, 猪油10%, 胆固醇2%, 猪胆盐

0.1%. 由四川大学动物实验中心提供基础饲料

并加工. 猪油为市售, 胆固醇和猪胆盐购自溶海

生物科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 对照组8只, 喂养基础饲料; 实
验组24只, 喂养高脂饲料.
1.2.2 大鼠肝脏体表超声检查: 采用超声诊断仪

Siemens Acuson Antares, 探头为VFX13-5, 在相

同条件下(总增益为29 dB/DR65, 深度为2.5 cm, 
分辨率及灵敏度固定, STC曲线调节钮置于正中

成一直线)检查. 对照组于第4周和第10周各对4
只大鼠进行超声检查, 实验组于第4, 6, 8, 10, 12, 
14周分别对4只大鼠进行超声检查. 检查前用

10%水合氯醛麻醉后胸腹部8% Na2S溶液脱毛. 

受检测大鼠取仰卧位, 留取右肝的横断面、脾

脏及双肾的纵断面图像并存盘, 检查后第2天处

死大鼠, 送肝脏病理检查.
1 .2 .3  超声分析方法及参数选择 :  用A d o b e 
Photoshop 7.0直方图技术测量每一样本肝脏、

脾脏及肾脏实质灰阶值, 测量时选取60像素×

60像素的感兴趣区域(图像大小为1024像素×

768像素), 避开可见的管道系统, 重复测量3次取

均值, 计算肝肾GS比值和肝脾GS比值. 整个过

程由同一位有经验的超声医师盲法进行检查、

测量.
1.2.4 病理检查方法: 处死大鼠后随即做肝脏

冰冻切片, 切片厚度约3 mm, 苏丹Ⅲ染色后用

Image-Pro Plus 6.0软件进行脂滴计数和细胞计

数, 根据脂肪浸润的肝细胞数量占肝细胞总数

的比例<30%、30%-60%、>60%分为轻度、中

度及重度脂肪肝[1].
统计学处理 定量数据均以mean±SD表示. 

采用单因素方差分析(One-way ANOVA)比较对

照组及不同程度脂肪肝组肝脏GS值、肝肾GS
比值、肝脾GS比值, 组间存在差异者用S-N-K法

进行组间比较. 统计软件为SPSS13.0, P <0.05有
统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠造模情况 根据病理诊断标准, 对照组8
只无脂肪肝, 实验组无脂肪肝1只, 轻度脂肪肝7
只, 中度脂肪肝6只, 重度脂肪肝9只, 1只因病理

图像不清晰无法判定被剔除.
2.2 正常肝脏及脂肪肝超声与病理图像 超声发现: 
正常肝脏实质回声稍低, 分布均匀, 可见稀疏、散

在短小线状回声, 肝内管道显示清晰; 轻度脂肪肝

与正常肝脏声像图无明显差异, 中重度脂肪肝可

轻至中度长大, 实质回声细密、增强, 肝内管道走

行不清, 后方回声未见明显衰减. 病理发现: 正常

肝脏肝小叶结构清晰, 肝细胞索排列整齐, 肝窦正

常, 实验组大鼠肝细胞内从第4周检查时即出现脂

滴空泡, 但数目较少, 以小泡性脂滴为主, 随着时

间的增加, 细胞内大泡性脂滴空泡增多. 同时, 肝
细胞索排列紊乱, 肝窦变窄(图1).
2.3 正常及不同程度脂肪肝的超声测值 肝脏GS
值中度、重度组与正常组间差异有统计意义, 
重度组和轻度组差异有统计意义. 肝肾GS比值

重度组和正常、轻度、中度组差异有统计意义. 
肝脾GS比值轻度、中度、重度组与正常组间差

异有统计意义, 重度组与轻度组差异有统计意

■研发前沿
由于受到患者条
件、检查者经验
及超声仪器条件
等诸多影响, 加之
通常难以获得患
者的病理资料, 因
此超声对脂肪肝
的诊断尤其是分
级诊断存在一定
的主观性及争议, 
需要寻找准确诊
断及分级诊断的
方法, 而国内有病
理对照的定量诊
断脂肪肝的研究
较少.

■相关报道
刘云霞等系统评
价表明现有脂肪
肝超声研究均存
在病例选择和/或
金标准和/或重复
性等问题; 苏瑞娟
等发现超声灰阶
均值与脂肪变性
细胞间有较好的
相关性; 张文缓等
发现肝脏平均灰
阶值定量诊断脂
肪肝优于现临床
采用的目测观察
法; Mancini等发
现肝肾灰阶比值
能定量评价肝脂
肪含量.



www.wjgnet.com

1368                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2010年5月8日    第18卷   第13期

义, 重度组与中度组差异有统计意义(表1).
2.4 肝脏GS值、肝肾GS比值、肝脾GS比值正常

组与脂肪肝组的临界值 根据ROC曲线选取灵敏

度和特异度之和最大的点为临界值. 当诊断中

度以上脂肪肝时, 则以轻度和正常为阴性, 中度

和重度为阳性, 诊断重度脂肪肝时, 则以正常、

轻度和中度为阴性, 重度为阳性, 绘制ROC曲线

后, 再由前述方法选取临界值. 肝脏GS值诊断脂

肪肝的ROC曲线下面积为0.91, 以肝脏GS>54诊
断脂肪肝的灵敏度和特异度为81.8%, 100.0%. 肝
肾GS比值(肝/肾)诊断脂肪肝的ROC曲线下面积

为0.76, 以肝/肾>1.05诊断脂肪肝的灵敏度和特

异度为63.6%, 88.9%, 以肝/肾>1.2诊断重度脂肪

肝的灵敏度和特异度为100%, 99%. 肝脾GS比值

(肝/脾)诊断脂肪肝的ROC曲线下面积为0.96; 以
肝/脾>1.1诊断脂肪肝的灵敏度和特异度为86.4%, 
100.0%; 以肝/脾>1.23诊断中度以上脂肪肝的灵

敏度和特异度为80%, 100%; 以肝/脾>1.3诊断重

度脂肪肝的灵敏度和特异度为100%, 95.5%(图2).

3  讨论

随着我国公众生活水平的提高及饮食结构的改

A B

C D

E F

G H

图  1  正常肝脏及
不同程度脂肪肝超
声与病理图像. A, 

B: 正常大鼠肝脏; 

C, D: 轻度脂肪肝; 

E, F: 中度脂肪肝; 

G, H: 重度脂肪肝; 

A, C, E, G: 超声图

像; B, D, F, H: 病理

图像(苏丹Ⅲ×400).

■创新盘点
肝脏GS值可以用
来初步诊断脂肪
肝 ,  但 受 不 同 仪
器、不同条件、

不同腹壁厚度影
响大 ,  肝肾GS比
值可能受高脂血
症造成的肾损害
影响 ,  而肝脾GS
比值则理论上不
受腹壁厚度或高
脂血症等影响, 有
望作为评价肝脏
相对回声强度的
指标.
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变, 脂肪肝在我国逐渐成为常见病. 早期脂肪肝

是防治的最佳阶段, 不加以干预则可能导致肝

功异常, 甚至发展到肝纤维化、肝硬化[2]. 因此, 
在高危人群中早期筛查出脂肪肝患者并早期干

预, 对该疾病的转归非常重要. B超是临床上常

用及经济的检查手段, 但在轻度脂肪浸润时诊

断脂肪肝敏感性低, 肝脏纤维化程度也会影响

诊断的敏感性, 且不同患者、不同医生、不同

的仪器及设置条件等都会影响诊断结果, 此外, 
在超声诊断脂肪肝的研究中, 通常难以获得患

者的病理资料, 因此超声对脂肪肝的诊断尤其

是分级诊断存在一定的主观性及争议[3-5]. 实验

动物模型去除了腹壁的影响、固定仪器使用条

件避免了不同仪器及不同使用条件的差异, 且
容易获得病理结果, 因而能够较好地研究脂肪

肝诊断及分级诊断, 本研究通过高脂高胆固醇

饮食建立脂肪肝模型[6].
苏瑞娟等 [7]研究提示肝脏G S值与大鼠肝

细胞脂肪变性数密切相关(r  = 0.81). 据文献[8]
报道, 当大鼠肝脏回声强于或等于右肾皮质回

声时, 肝脏回声诊断脂肪肝的敏感度和特异度

分别为90%, 100%, 阳性和阴性预测值分别为

100.0%, 76.9%. 张文缓等[9]用超声直方图肝脏平

均灰阶值诊断大鼠脂肪肝的灵敏度88%, 特异度

93%, 准确性90%. 本实验肝脏灰阶值诊断大鼠

脂肪肝的灵敏度81.8%, 特异度100.0%, 提示肝

脏灰阶值可作为脂肪肝诊断的数值指标, 实验

结果与其他学者相似. 但其在分级诊断方面效

果不理想, 可能与样本量小或者指标本身有关. 
此外在临床应用中, 该指标可能会受到不同仪

器、不同条件、不同腹壁厚度影响大, 不宜作

为分级诊断指标.
除了上述指标, 也有研究[10-13]趋于用相对指

标来诊断, 因为基本排除了影响直方图值的主

要因素, 比如探头频率、直方图样框的深度及

仪器增益等, 在以上条件相对恒定的状态下, 所
测得的直方图值则具有相对准确的价值, 所以

本研究也选择了用肝肾GS比值和肝脾GS比值

来诊断.
研究 [11-13]表明肝肾G S比值与肝脂肪细胞

变性数明显相关, 以此指标诊断脂肪肝灵敏度

90%-100%, 特异度90%-95%, 但也有研究者[14]

认为肝肾GS比值分级诊断脂肪肝不如肉眼判

断. 本研究中, 肝肾GS比值诊断脂肪肝的灵敏度

和特异度分别为63.6%, 88.9%, 与其他研究相比

较低, 也低于另外两个指标, 可能与高脂血症造

成的肾损害相关[15], 实验中观察到部分大鼠肾

脏回声明显增强. 当以肝/肾>1.2诊断重度脂肪

肝的灵敏度和特异度为100%, 99%, 提示其可以

作为大鼠重度脂肪肝的诊断指标.
脾脏是均质性器官, 常作为腹部脏器定量

诊断的参照物[16], CT也正是以肝脾CT比值来

诊断脂肪肝. 本研究中, 我们提出以脾脏的灰

阶值作为参照, 肝脾GS比值正常大鼠95%CI为
0.98-1.06, 脂肪肝组95%CI为1.23-1.43; 以肝脾

GS比值大于1.1诊断脂肪肝, 诊断的灵敏度、特

异度分别为86.4%, 100.0%; 以肝脾GS比值大于

1.23诊断中度以上脂肪肝, 诊断的灵敏度、特异

度分别是80%, 100%; 以肝脾GS比值大于1.3诊
断重度脂肪肝, 诊断的灵敏度、特异度分别是

表  1  大鼠脂肪肝超声测值 (mean±SD)

     
病理程度	            n 	                    肝脏GS值		        肝肾GS比值	             肝脾GS比值

正常	           9	               48.80±3.60	       0.95±0.09	           1.02±0.05

轻度	           7	               54.15±7.50	       1.07±0.15	           1.15±0.07a

中度	           6	               62.18±5.60a	       0.92±0.10	           1.20±0.11a

重度	           9	               68.72±12.91ac	       1.40±0.13ace	           1.56±0.15ace

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  轻度脂肪肝组; eP<0.05 vs  中度脂肪肝组.

图  2  正常组与脂肪肝组ROC曲线.
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■应用要点
超声直方图平均
灰阶值测定是一
种简单、实用的
方法, 目前采用相
同的仪器及条件
控制, 应用相对比
值可能会有较大
的临床应用意义, 
肝脾灰阶比值有
望作为临床诊断
脂肪肝的无创性
量化指标推广.
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■同行评价
本研究设计尚可, 
结果可靠, 具有较
好的参考价值.

100.0%, 95.5%. 由此提示其即可用于脂肪肝诊

断, 还可能成为脂肪肝分级的有效指标, 而且用

于临床有可能消除不同腹壁厚度等患者条件的

影响, 对于脂肪肝合并肾脏损害的患者该指标

同样有意义.
肝脏GS值可作为大鼠脂肪肝初步诊断的指

标, 肝肾GS比值仅可作为重度脂肪肝的诊断指

标, 肝脾GS比值有望作为大鼠脂肪肝诊断及分

级诊断的指标, 但由于该研究样本量较小, 尚需

更多研究进一步证实.
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2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年5月8日; 18(13): 1371-1374
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

Runx3在不同类型胃息肉与胃癌中的蛋白表达及与幽门螺
杆菌感染的相关性

仉 达, 高善玲, 朱 丽, 崔 琳 

仉达, 高善玲, 朱丽, 崔琳, 哈尔滨医科大学第二附属医院消
化内科 黑龙江省哈尔滨市 150086
黑龙江省科学技术厅科技攻关基金资助项目, No. GC06C421
作者贡献分布: 本文文献检索、资料分析及撰写由仉达完成; 朱
丽协助; 崔琳辅助完成文章的后期修改; 选题, 指导及审校由高
善玲完成.
通讯作者: 高善玲, 主任医师, 150086, 黑龙江省哈尔滨市, 哈尔
滨医科大学附属第二医院消化内科. bolixin-beibei@163.com
电话: 0451-86605143
收稿日期: 2010-01-13   修回日期: 2010-03-29
接受日期: 2010-04-07   在线出版日期: 2010-05-08

Association between Runx3 
protein expression and 
Helicobacter pylori infection 
in different types of gastric 
polyps and gastric cancer 

Da Zhang, Shan-Ling Gao, Li Zhu, Lin Cui  

Da Zhang, Shan-Ling Gao, Li Zhu, Lin Cui, Department 
of Gastroenterology, the Second Affiliated Hospital of Har-
bin Medical University, Harbin 150086, Heilongjiang Prov-
ince, China
Supported by: the Key Science and Technology Program 
of Science and Technology Department of Heilongjiang 
Province, No. GC06C421
Correspondence to: Shan-Ling Gao, Department of Gas-
troenterology, the Second Affiliated Hospital of Harbin 
Medical University, Harbin 150086, Heilongjiang Province, 
China. bolixin-beibei@163.com
Received: 2010-01-13    Revised: 2010-03-29
Accepted: 2010-04-07    Published online: 2010-05-08 

Abstract
AIM: To detect Runx3 protein expression and 
Helicobacter pylori (H.pylori) infection in different 
pathological types of gastric polyps and gastric 
cancer, and to investigate their association with the 
development of gastric polyps and gastric cancer.

METHODS: The expression of Runx3 protein 
was detected by immunohistochemistry in 
specimens of inflammatory gastric polyps (n = 
25), hyperplastic gastric polyps (n = 25), adeno-
matous polyposis (n = 25) and gastric cancer (n 
= 30). H.pylori infection was evaluated by hema-
toxylin and eosin (HE) staining, toluidine blue 
staining and Warthin-Starry (W-S) silver staining. 

RESULTS: The positive rate of Runx3 protein ex-
pression in gastric cancer was significantly lower 
than those in normal gastric mucosa, inflam-
matory gastric polyps, and hyperplastic gastric 
polyps (χ2 = 8.967, 5.632 and 4.289, respectively; 
all P < 0.05). The positive rate of Runx3 protein 
expression in adenomatous polyposis was signifi-
cantly lower than those in normal gastric mucosa, 
inflammatory gastric polyps, and hyperplastic 
gastric polyps (all P < 0.05). Although the positive 
rate of Runx3 protein expression in gastric cancer 
was lower than that in adenomatous polyposis, 
the difference was not statistically significant. Sig-
nificant difference was noted in the rate of H.pylori 
infection between normal gastric mucosa and 
gastric cancer (P < 0.05). A negative association 
was noted between the rate of H.pylori infection 
and Runx3 protein expression in gastric polyps 
and gastric cancer. 

CONCLUSION: Reduced Runx3 protein expres-
sion and H.pylori infection may play a synergis-
tic role in the development of gastric cancer. 

Key Words: Runx3; Helicobacter pylori ; Gastric pol-
yps; Gastric cancer
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Runx3 protein expression and Helicobacter pylori 
infection in different types of gastric polyps and gastric 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 
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摘要
目的:  检测不同病理类型胃息肉和胃癌中
Runx3蛋白的表达和幽门螺杆菌(H.pylori )的
感染率, 探讨其在胃息肉与胃癌中的相关性.

方法: 对炎性胃息肉组25例、增生性胃息肉
组25例、腺瘤性息肉组25例、胃癌组30例
采用SP染色法检测Runx3的表达水平, HE染
色、甲苯胺蓝染色和Warthin-Starry(W-S)银染
法检测H.pylori的感染情况. 

结果: 胃癌组Runx3蛋白的阳性表达率明显
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■背景资料
目前对胃息肉的
诊断和治疗已经
取得了较大进展. 
但临床医师对胃
息肉在临床上的
认识仍有较大争
议, 主要集中在胃
息肉与胃癌的关
系及H.pylori 感染
的关系. 对胃良性
肿瘤胃息肉的研
究, 有利于我们更
好地认识研究胃
癌这一给人类带
来巨大危害的恶
性疾病.

■同行评议者
蓝宇, 教授, 北京积
水潭医院消化科



低于正常胃黏膜组、炎性胃息肉组和增生
性胃息肉组, 差异有统计学意义(χ2 = 8.967、
5.632、4.289, 均P <0.05); 腺瘤性息肉组明显
低于正常胃黏膜组、炎性胃息肉组和增生性
胃息肉组, 差异有统计学意义(P <0.05). 胃癌
组低于腺瘤性息肉组, 但差异无统计学意义. 
H.pylori的感染率在胃癌组与正常胃黏膜组相
比H.pylori感染率有统计学意义(P <0.05). 胃息
肉组和胃癌组中H.pylori、Runx3的表达率之
间存在着负性相关.

结论: Runx3蛋白表达下调与H.pylori 感染可
能在胃癌的发生过程中起着协同作用.

关键词: Runx3; 幽门螺杆菌; 胃息肉; 胃癌
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0  引言

胃息肉是指胃黏膜局限性上皮隆起性的病

变. 目前对息肉的分类方法很多, 国内学者依

据病理组织学特征将其分为炎症性息肉、炎

性纤维性息肉、错构瘤性息肉、增生性息肉

和腺瘤性息肉等. 多数报道腺瘤性息肉具有较

高的癌变率, 但各种类型胃息肉中基因的表达

在息肉形成、癌变过程中的作用及其胃癌发

生发展之间的关系 ,  目前的文献报道尚不多

见. 胃癌的发生是一个多因素、多步骤、多基

因参与的过程[1-3]. Runx3作为新发现的肿瘤抑

制基因, 近期研究又发现Runx3失活或缺失的

胃黏膜可以发生肠化生, 虽然肠化生并不是伴

癌状态, 但是其能提高胃液pH值, 利于细菌生

长而易致癌. 幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.p y l o r i )作为第一类致癌因子其与胃癌发生

发展的关系日益受到人们的重视, 有学者认为 
H.pylori感染导致了原癌基因的激活和抑癌基因

的失活. 本实验通过对不同类型胃息肉和胃癌

中抑癌基因Runx3的表达和H.pylori感染的检测, 
分析其在各型胃息肉和胃癌中的表达及两者之

间的关系, 从临床应用角度探讨不同类型胃息

肉与胃癌发生的相关性, 并期望为肿瘤的基因

治疗提供新的途径.

1  材料和方法

1.1 材料 收集哈尔滨医科大学附属第二医院

2006-2009年手术切除的胃癌标本30例, 术前均
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未进行放化疗, 胃镜下电切炎性胃息肉标本25
例、增生性胃息肉标本25例、腺瘤性息肉25例, 
所有标本经病理科确诊. 且无使用非甾体类抗炎

药及糖皮质激素史. 各标本经常规甲醛固定, 石
蜡包埋切片. H.pylori特染主要试剂包括1%硝酸

银、2%硝酸银、0.1%甲苯胺蓝染液和醋酸盐缓

冲液. 免疫组织化学主要试剂包括兔抗人Runx3
多克隆抗体试剂盒(购自武汉博士得生物工程有

限公司)、生物素标记二抗(辣根过氧化物酶连接

的山羊抗兔抗体)购自武汉博士得生物工程有限

公司、0.1 mol/L枸橼酸盐缓冲液(自配)、DAB显
色剂、防脱片剂APES购自北京中杉生物技术有

限公司.
1.2 方法 
1.2.1 Runx3蛋白的检测及阳性结果的判定: 免
疫组织化学方法检测Runx3的表达, 实验按照试

剂盒说明书进行, 阴性对照用PBS代替一抗, 用
已知阳性切片作为阳性对照. 由2名未参与实验

研究、不了解患者临床资料的病理医生分别独

立观察所有切片. 以细胞核膜或胞质内出现棕

黄色细颗粒为阳性, 每一切片观察5个不相连

的视野, 每个视野计数100个细胞, 计算每张切

片染色细胞百分率. 根据染色细胞所占比例, 将
Runx3蛋白的阳性率分成4个等级: 染色细胞比

例>90%为强阳性(+++); 50%-90%为阳性(++); 
10%-49%为弱阳性(+); <10%为阴性(-). 结果不

一致时, 采取协商统一的原则.
1.2.2 H.pylor i 检测方法及阳性结果判定: 分别

采用常规HE染色、Warthin-Starry(W-S)银染法

和甲苯胺蓝法检测H.pylori的感染情况, 后确认 
H.pylori感染有两项以上为阳性者为H.pylori阳
性组, 均阴性者为阴性组, 单项阳性者退出该实

验. HE染色H.pylori为淡紫色, W-S法染色为棕黑

色, 甲苯胺蓝染色为蓝色.
统计学处理 数据库建立和数据分析采用

SPSS13.0软件处理, 以χ2检验进行统计分析.

2  结果

2.1 Runx3蛋白在不同病理类型的胃息肉与胃

癌中的表达 Runx3蛋白的表达在正常胃黏膜

组、炎性胃息肉组、增生性胃息肉组、腺留性

息肉组、胃癌组中分别为80.00%、72.00%、

68.00%、44.00%、40.00%, 胃癌组与正常胃黏

膜组、炎性胃息肉组、增生性胃息肉组的阳性

率相比有显著性差异(χ2 = 8.967、5.632、4.289, 
均P <0.05). 胃癌组与腺瘤性息肉组比无统计学
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■相关报道
Runx3在肿瘤发
病机制中的研究
是近几年研究的
热点, 目前大量文
献报道了消化系
肿瘤和Runx3的
相互关系, 特别是
胃、食管和结肠
的研究较多.

■研发前沿
Runx3基因作为
一种新近发现的
抑癌基因, 其具体
抑癌机制仍然有
待于在以后的研
究中解决, 特别是
Runx3基因与其
他基因或是因素
之间的相互关系
还有待进一步深
入研究.
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意义(χ2 = 0.089, 表1).
2.2 H.pylori 在不同病理类型的胃息肉与胃癌中

的表达 H.pylori主要存在于胃黏膜表面的黏液

中、细胞的表面、胃小凹内、腺腔中及癌旁

黏膜, 呈弯曲状、海鸥状及杆状, 往往聚集成

群, 而癌组织内却少见H.pylor i . 在正常胃黏膜

组、炎性息肉组、增生性息肉组、腺瘤性息肉

组、胃癌组H.pylor i的感染率分别为40.00%、

48.00%、48.00%、72.00%、73.33%. 经统计学

分析, 胃癌组与正常胃黏膜组相比, H.pylori的感

染率有显著差异(P <0.05, 表2).
2.3 在不同病理类型的胃息肉与胃癌中H.pylori
阳性组和H.p y l o r i 阴性组R u n x3蛋白的表达 
H.pylor i阳性组中Runx3蛋白的阳性表达率为

60.81%, H.pylori阴性组中Runx3蛋白的阳性表

达率为82.14%. 在130例胃黏膜标本中, H.pylori
阳性组Runx3的阳性表达明显低于H.pylori阴性

组(χ2 = 3.853, P <0.05).

3  讨论

迄今为止, 对胃息肉的诊断和治疗已经取得了

较大进展. 但临床医师对胃息肉在临床上的认

识仍有较大争议, 主要集中在胃息肉与胃癌的

关系及其与H.pylori感染的关系. 对胃良性肿瘤

胃息肉的研究, 有利于我们更好地认识研究胃

癌这一给人类带来巨大危害的恶性疾病.
Runx3基因(runt-related transcription factor3 

gene)为一种新发现的肿瘤抑癌基因, 其能调控

细胞的生长发育和细胞的凋亡, 对细胞的信号转

导和其他生物学效应有着重要而复杂的转录调

节作用. 因其表达下调在人类多种恶性肿瘤的

发生发展过程中起重要作用而备受关注[4]. 抑癌

基因Runx3在胃癌中被发现以来, 研究便集中在

该基因与消化系肿瘤发生发展的关系, 尤其是

在胃癌、结直肠癌、食管癌、肝癌中[5], 研究最

早、最多的当属其与胃癌发生发展的关系. 早
期Li等[4]发现人正常胃黏膜上皮细胞存在Runx3
基因的表达, 而在胃癌组织中则有45%-60%的

病例存在Runx3基因表达的缺失或下调. 这与本

研究结果基本相一致, 用免疫组织化学检测不

同病理类型胃息肉和胃癌中Runx3蛋白的表达

情况, 在正常胃黏膜组、炎性胃息肉组、增生

性胃息肉组、腺瘤性息肉组、胃癌组中其表达

分别为80.00%、72.00%、68.00%、44.00%、

40.00%, 表达率逐渐下降. 胃癌组与正常胃黏膜

组、炎性胃息肉组、增生性胃息肉组的阳性率

相比有统计学意义(P <0.05). 提示Runx3蛋白表

达下调, 可能导致胃黏膜上皮细胞增生和分化异

常[6], 参与胃癌的发生过程, 是胃癌发生过程中的

关键性基因. 有资料报道由于Runx3半合子缺失

或者超甲基化, 使得Runx3的表达下调, 而胃癌中

有一半存在Runx3的甲基化[4,7]. 这提示我们可以

探索以Runx3为治疗的靶点, 用诱导沉默Runx3
基因重新表达的方法对胃癌进行基因治疗. 本
研究还显示, 胃癌组与腺瘤性息肉组比无统计

学意义. 从而表明腺瘤性胃息肉带有更多的癌

细胞的生物学特性和基因表达特点, 在多种致

癌因素作用下, 更趋于发展成为癌. 有细胞动力

学研究显示, 胃增生性息肉的上皮细胞更新缓

慢, 超微结构发现有细胞成熟过度和衰老的特

性, 因此有可能癌变. 据文献报道[8], 增生性息肉

癌变率为0.3%-0.6%. Ginsberg证实在增生性息

肉中也包含有腺瘤的成分, 此可能为极少数增

生性息肉癌变的机制. 一般认为, 炎性息肉恶变

率较低, 但许多研究也发现炎性增生性息肉有

癌变倾向[9,10].
20世纪90年代以来, 在人群中具有较高感染

率的H.pylori与胃癌关系已受到广泛的关注, 目
前大多数学者认为胃癌可能是H.pylori长期感染

与其他因素共同作用的结果. 据世界胃肠病学

表  1  Runx3蛋白在不同病理类型的胃息肉与胃癌中的
表达

     
类型

                                                    Runx3

 	                n         -        +     ++     +++    阳性率(%)

正常胃黏膜          25       5       8      7        5        80.00

炎性胃息肉          25       7       7      6        5        72.00

增生性胃息肉       25       8       9      6        2        68.00

腺瘤性胃息肉       25     14       6      3        2        44.00a

胃癌                      30     18       7      5        0        40.00a

aP<0.05 vs  正常胃黏膜组、炎性胃息肉组和增生性胃息肉组.

表  2  H.pylori 在不同病理类型的胃息肉与胃癌中的感染

     
类型

                                             H.pylori                 

	               n              -                +            阳性率(%)

正常胃黏膜          25          15             10            40.00

炎性胃息肉          25          13             12            48.00 

增生性胃息肉       25          13             12            48.00

腺瘤性胃息肉       25            7             18            72.00 

胃癌                     30            8             22            73.33a

χ2= 6.227, aP<0.05 vs  正常胃黏膜组.

■应用要点
本实验通过对不
同类型胃息肉和
胃癌中抑癌基因
Runx3的表达和 
H.pylori 感染的检
测, 分析其在各型
胃息肉和胃癌中
的表达及两者之
间的关系, 从临床
应用角度探讨不
同类型胃息肉与
胃癌发生的相关
性, 并期望为肿瘤
的基因治疗提供
新的途径.

■创新盘点
本实验通过Runx3
表达和H.pylori 感
染的联合检测有
助于推测胃息肉
的生物学行为发
展趋势, 早期诊断
胃息肉癌变并判
断其预后, 为进一
步研究胃息肉与
胃癌之间发生、

发展的分子机制
提供了新的思路.



www.wjgnet.com

组织(WGO-OMGE)统计[11]: 全球H.pylori感染率

大于50%, 其中亚洲地区感染率为50%-80%; 发
达国家H.pylori感染率有下降趋势, 而发展中国家

H.pylori感染率较高, 年龄、种族、性别、地理位

置和社会经济状况等是影响H.pylori发病率和感

染率的因素. 1994年世界卫生组织国际癌症研究

机构已将H.pylori列为人类Ⅰ类致癌因子[12]. 本研

究实验结果显示: 胃癌患者H.pylori感染率明显

高于正常胃黏膜, 表明H.pylori感染与胃癌的发

生存在密切关系, 并且在腺瘤性胃息肉中感染

率也较高, 因此说明H.pylori感染可能在胃息肉

癌变过程中起重要作用. 赵继红等[13]通免疫组

织化学研究显示, 肿瘤性息肉H.pylori感染者中

性粒细胞核抗原阳性表达大于未感染者. 有2例
重度异性增生的乳头状腺瘤P53表达阳性, 随访

10-23 mo, 再次活检病理证实均发生癌变. 提示

肿瘤性息肉中H.pylori感染可促使上皮逐步向癌

肿转化. 因此, 根除H.pylori感染, 减轻胃黏膜炎

症, 可能是预防肿瘤性息肉恶变的措施之一.
在不同病理类型胃息肉中H.pylor i阳性组

Runx3蛋白表达率低于H.pylori阴性组, 二者之

间有统计学意义(P <0.05), 这提示Runx3蛋白表

达下调与H.pylor i感染在胃息肉癌变中可能起

着协同作用. 正如近期研究发现Runx3能抵抗

TGF-β诱导的生长抑制和细胞凋亡, 调控胃黏膜

上皮细胞分化, 其失活或缺失可导致胃黏膜上

皮细胞发生肠化生[14], 从而提高胃液pH值, 利于

细菌生长而易致癌. 也有学者认为H.pylori感染

导致了原癌基因的激活和抑癌基因的失活. 那
么是Runx3基因失活引发肠化导致H.pylori感染, 
还是H.pylor i感染导致了Runx3抑癌基因的失

活? 其具体关系有待进一步深入研究. 目前对胃

息肉癌变的分子生物学机制研究较少, 考虑到

促使胃黏膜恶变的因素同样可以引起胃息肉的

恶变, 认为胃息肉癌变的发生也是多因素, 多阶

段, 多基因变异的结果[15]. 因此, Runx3蛋白表达

和H.pylori感染的联合检测有助于推测胃息肉的

生物学行为发展趋势, 早期诊断胃息肉癌变并

判断其预后, 为进一步研究胃息肉与胃癌之间

发生、发展的分子机制提供了新的思路.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
Her-2 protein expression and clinicopathological 
characteristics of gastric carcinoma. 

METHODS: Her-2 protein expression was ex-

amined by immunohistochemistry (EliVisionTM 
plus) in 778 gastric adenocarcinoma specimens.

RESULTS: The positive rate of Her-2 protein 
overexpression (+++) was 11.35% (68/576). 
Her-2 protein overexpression was associated 
with tumor histotype, differentiation, TNM 
stage, and distant metastasis (all P < 0.05), but 
not with sex, age, tumor site, and lymph node 
metastasis (all P > 0.05). Multivariate analysis 
demonstrated that tumor histotype, differentia-
tion, TNM stage, and distant metastasis were 
significant predictors of Her-2 protein overex-
pression in gastric carcinoma (all P > 0.05). Mod-
erate Her-2 protein expression (++) was detected 
in 5.68% of gastric carcinoma specimens.

CONCLUSION: Detection of Her-2 protein ex-
pression may be used to assess the malignant 
biological behavior and prognosis of gastric 
cancer. Gastric cancer patients exhibiting Her-2 
protein overexpression might constitute poten-
tial candidates for new adjuvant therapies that 
involve the use of humanized monoclonal anti-
bodies.

Key Words: Gastric cancer; Her-2; Immunohisto-
chemistry; Clinicopathological characteristic; Tar-
geted therapy
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XS. Clinical significance of Her-2 protein expression in 
gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 
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摘要
目的: 评价Her-2过表达与胃癌患者临床病理
参数间的相关性及其临床意义. 

方法: 采用EliVisionTM plus免疫组织化学染
色方法检测778例胃腺癌标本中Her-2蛋白的
表达.

结果: Her-2阳性率(+++)为11.35%, Her-2阳
性与性别、年龄、肿瘤部位、浸润深度及淋
巴结转移无相关性(均P >0.05), 而与组织类
型、分化程度、T N M分期及远处转移相关
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■背景资料
胃癌在全世界肿
瘤 死 因 中 占 第 2
位, 在发展中国家
胃癌的发病率约
为60%. 中国是胃
癌发病率最高的
国家之一. 大部分
胃癌患者在诊断
时已为晚期, 手术
切除生存率很低, 
化疗效果不明显. 
由于目前国内尚
无靶向治疗与胃
癌的标准治疗联
合应用的研究报
道, 寻找胃癌特定
分子靶点, 为有效
治疗提供分子基
础是临床的迫切
需求.

■同行评议者
喻荣彬, 副教授, 南
京医科大学公共
卫生学院流行病
与卫生统计学系



(P <0.05). 经多因素分析, 组织类型、分化程
度、TNM分期及远处转移均会影响Her-2的
表达(P <0.05). Her-2(++)表达率为5.68%.

结论: Her-2检测可以作为评估胃癌恶性生物
学行为及预后的指标, 并为靶向治疗提供了理
论依据.

关键词: 胃癌; 表皮生长因子受体-2; 免疫组织化

学; 临床病理参数; 靶向治疗
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0  引言

胃癌是世界上导致死亡的第二大肿瘤, 大部分

患者在诊断时已发展到了晚期, 化疗效果不明

显, 在胃癌中发现表皮生长因子受体2(Her-2)基
因的高表达为我们治疗胃癌提供了一个靶向治

疗的靶点, 但有关该基因与胃癌关系的研究较

少. 国内未见关于Her-2研究的大宗病例报道, 其
他研究报道的评分标准亦较混乱, 无一例按最

新修订的Hercep Test评分标准. 国内关于Her-2
与临床病理参数间的关系等研究结果报道不 
一[1,2], 有必要进行大宗病例的标准化研究. 本研

究采取大宗病例, 应用免疫组织化学的方法检

测Her-2在胃癌组织中的表达情况, 分析其与临

床病理参数的关系及其临床应用的价值, 为胃

癌的诊断、治疗及预后判断提供参考依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2009-08在中国人民解放

军南京军区福州总医院手术切除的胃癌组织标

本1 107例, 选择资料完整的胃腺癌病例778例进

行研究, 组织标本经甲醛固定, 石蜡包埋, 3 μm
厚连续切片, 分别进行HE和免疫组织化学染色; 
所有病例术前均未行放化疗. 患者中男579例, 
女199例, 年龄27-85(平均58.2)岁. 胃癌TNM分

期采用AJCC标准(2002). 组织分型采用Lauren
分型标准, 分为肠型、弥漫型、混合型. 试剂均

购自福州迈新生物技术开发公司, 一抗为鼠抗

人单克隆抗体CerbB-2(产品编号MAB-0198). 试
剂盒选用EliVisionTM plus试剂盒(产品编号KIF-
9903-A、B). 石蜡切片机(LEICA  RM2245); 显
微镜(OLYMPUS  BX51); 电热恒温干燥箱(上海-
恒科技有限公司).
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1.2 方法 
1.2.1 采用EliVisionTM plus免疫组织化学染色方

法: 石蜡切片脱蜡、水化, PBS冲洗3×3 min; 高
温高压抗原修复; 加3%过氧化氢溶液, 室温下孵

育10 min, 以阻断内源性过氧化物酶; PBS冲洗3
×3 min; 加第一抗体, 室温下孵育60 min; PBS冲
洗3×5 min; 加聚合物增强剂(试剂A), 室温下孵

育20 min; PBS冲洗3×3 min; 加酶标抗鼠聚合物

(试剂B), 室温下孵育30 min; PBS冲洗3×3 min; 
加新配制的D A B显色液 ,  显微镜下观察3-10 
min, 阳性显色为棕色; 自来水冲洗, 苏木素复染, 
0.1%盐酸分化, 自来水冲洗, PBS冲洗返蓝; 梯度

酒精脱水干燥, 中性树脂封片. 
1.2.2 Her-2过表达的分析方法: 采用Hercep Test
进行IHC检测分析并根据修订的评分系统[3]进行

评分. 此评分系统中, IHC3+为Her-2阳性, IHC+
及IHC-为Her-2阴性. Her-2阳性染色呈棕黄色颗

粒, 位于细胞膜. 无着色/少于10%肿瘤细胞有细

胞膜着色(0/阴性); 大于10%的肿瘤细胞呈现微

弱、不完整的细胞膜着色(1+/阴性); 大于10%
的肿瘤细胞呈现弱至中度完整的细胞膜着色

(2+/不确定); 大于10%的肿瘤细胞呈现强的、完

整的细胞膜着色(3+/阳性).
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行χ2检验

或确切概率法分析. 通过多因素分析, 对各个因

素之间的关系进行分析.

2  结果

2.1 Her-2蛋白在胃癌中的表达 Her-2阳性反应信

号位于包膜, 其表达呈明显的异质性. 778例胃

癌组织中Her-2阳性(IHC3+)表达率为11.35%(图
1, 2), 但这些病例中, 正常胃黏膜未见Her-2的
高表达(图3). Her-2(++)表达率为5.68%(44/775). 
Her-2阳性(IHC3+)与临床病理参数的关系见表1.
2.2 Her-2蛋白表达与胃癌临床病理参数间的关

系 Her-2阳性表达率为11.35%, 与性别、年龄、

肿瘤部位、浸润深度及淋巴结转移无相关性

(P >0.05), 而与组织类型、分化程度、TNM分期

及远处转移相关(P <0.05). 经多因素分析, 组织

类型、分化程度、TNM分期及远处转移均会影

响Her-2的表达(P <0.05).

3  讨论

Her-2基因是癌基因, 定位于人染色体17q21上, 
编码具有酪氨酸激酶活性的细胞膜糖蛋白, 属
于酪氨酸激酶Ⅰ型受体家族 ,  参与细胞的分

裂、生长、繁殖的调控, 与细胞运动、细胞生

www.wjgnet.com

■研发前沿
关于表皮生长因
子受体2(Her-2)基
因与肿瘤关系, 大
量研究集中在乳
腺 癌 上 .  而 目 前
有关Her-2蛋白及
Her-2基因与胃癌
关系的大宗病例
研 究 较 少 ,  结 果
也 不 尽 一 致 ,  且
国内外尚无胃癌
Herceptin靶向治
疗的统一标准.
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存能力的增强及癌细胞转移有关. 在正常情况

下处于非激活状态, 当Her-2受到某些致癌因素

的作用后, 其结构或表达失控而被激活, 转而具

有肿瘤转化活性, 可促使细胞发生恶性转化[4]. 
Her-2的高表达已在多种肿瘤中发现, 如结直肠

癌、膀胱癌、卵巢癌. 研究表明, 30%以上的人

类肿瘤组织中伴有Her-2基因过度表达, 尤其是

乳腺癌. 其过表达与乳腺癌分化程度、临床分

期呈正相关, 且表达越高, 预后越差[5], 一些文献

报道胃癌Her-2蛋白的过表达率为9%-38%[6,7], 本
研究该基因的阳性表达率为11.35%, 与以往研

究一致. 
Tanner等[8]发现胃食管连接部(GEJ)胃癌比

胃部胃癌Her-2的阳性表达率高(24% vs  12%). 而
我们的研究发现, Her-2的阳性表达与肿瘤的部

位无关, 这与国内的一些研究一致[9]. 我们的研

究发现肠型胃癌比弥漫型和混合型胃癌的表达

率高(肠型22.1%、弥漫型3.5%、混合型7.9%), 
这与文献[7]一致. 而混合型与弥漫型Her-2的表

达率无差别. 有些报道认为Her-2/neu基因激活

可能与肠型胃癌特定细胞亚群的生长发育相 
关[8,10]. 但Her-2在肠型胃癌中的选择性表达机制

是复杂的. 不是所有的肠型胃癌中Her-2都会高

表达, 组织分型(肠型)不是Her-2高表达的唯一

相关因素[7]. 在胃癌中, Her-2基因的扩增与钙粘

蛋白基因的突变呈反相关关系[11]. 最近研究发

现, 钙粘蛋白基因突变是弥漫型胃癌的遗传标

志[12]. 也许, Her-2基因的扩增和高表达与肠型胃

癌的预后有关, 而与弥漫型胃癌的预后无关, 这
有待于进一步研究. 本研究显示Her-2表达与胃

癌浸润深度及淋巴结转移均无明显关系, 但与

胃癌分化程度明显相关, 高、中分化的癌阳性

率明显高于低、未分化的癌(P <0.05). 提示Her-2
与胃高分化腺癌的发生有密切关系, 其机制我

们将在以后的研究中进一步探讨. 
针对乳腺癌Her-2/neu过表达的单克隆抗体 

Herceptin已进入临床应用, 并显示了良好的疗

效. 在胃癌中Her-2/neu的高表达是否可以为胃

癌治疗提供了一个新的靶点? Herceptin可否作

为治疗胃癌新的靶向药物? 这已引起国内外学

者的关注, 但国内Herceptin在胃癌上的应用经验

尚不多. Park等[7]报道Herceptin对有Her-2基因扩

增的胃癌细胞具有抑制生长的作用. Rebischung
等[13]研究发现Herceptin联合作用于TopoⅡ的化

疗药对Her-2基因过度表达的转移性胃癌有效. 
Fujimoto-Ouchi等[14]报道Herceptin对有Her-2过

表达的胃癌细胞肿瘤模型具有抑制生长及抗体

介导的细胞毒作用. 
对于老年胃癌患者, Herceptin治疗具有其独

特的优势. Inui等[15]报道了1例Her-2过表达的88
岁老年胃癌并肝转移患者. 他们利用Herceptin联
合质子束治疗, 观察到明显而持续的抗肿瘤效

用, 患者生存期达到了3年多. 靶向治疗特异性

地抑制癌细胞的异常传导通路而对正常细胞作

用极小, 这对于不能耐受常规抗肿瘤药物治疗

的老年患者尤其重要. 
Trastuzumab(Herceptin)不仅对胃癌具有治

疗作用并且可以降低Her-2的表达. 研究发现, 

■应用要点
本研究应用免疫
组织化学方法检
测 H e r - 2 在 胃 癌
组织中的表达情
况, 分析与临床病
理参数的关系及
其临床应用的价
值, 拟为胃癌的诊
断、个体化治疗
及预后判断提供
参考依据. 

表  1  Her-2表达与胃癌患者临床病理参数的关系

临床病理参数	          n 	     Her-2阳性n (%)	 P 值

性别

    男		       576              68(11.8)         0.501

    女		       199              20(10.1)

年龄(岁)

    <60		       363              34(9.4)           0.101

    ≥60		       412              54(13.1)

肿瘤部位

    胃食管连接部胃癌1   324              40(12.3)         0.461

    胃部胃癌	      451              48(10.6)

浸润深度

    Tis		           2                0(0.0)           0.170

    T1		         51                5(9.8)

    T2		       314              46(14.6)

    T3		       385              36(9.4) 

    T4		         23                1(4.3) 

Lauren分型

    肠型		       285              63(22.1)      <0.001

    弥漫型		      313              11(3.5)

    混合型		      177              14(7.9)

分化程度

    高、中分化	      461              77(16.7)      <0.001

    低、未分化	      314              11(3.5)

TNM分期

    0+Ⅰ+Ⅱ	      351              50(14.2)         0.021

    Ⅲ+Ⅳ		       424              38(9.0)

淋巴结转移

    N0		       215              27(12.6)         0.220

    N1		       322              42(13.0)

    N2		       168              15(8.9)

    N3		         70                4(5.7)

远处转移

    无		         89              17(19.1)         0.014

    有		       686              71(10.3)

1发生于胃食管连接部近端5 cm和远端5 cm之间的病变.
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在体外, Trastuzumab能够显著抑制Her-2高表达

的人胃癌细胞系NCI-N87细胞的增殖; 在体内, 
Trastuzumab能够显著抑制NCI-N87细胞系裸鼠

移植瘤的生长, 并使Her-2表达降低[16], 其抑制肿

瘤细胞生长的作用可能是通过降低P27(KIP1)的
表达和抑制Her-2的磷酸化实现的[17]. 

因此, Her-2可作为胃癌诊断和治疗的指标, 
Yu等[18]研究发现Her-2过表达与年龄(>60岁), 肿
瘤部位及分化程度相关, 并且与预后密切相关, 
他们认为可以将Her-2作为胃癌进展的阳性指

标. Roukos等[19]认为, Her-2应该作为进展期胃

癌的一个诊断指标. 他们发现Trastuzumab联合

化疗能够提高胃癌患者的总生存率, 这可作为

Her-2阳性表达疾病的一个新的标准化治疗方

案. 以上研究已充分证明Herceptin在Her-2阳性

胃癌治疗中的指导作用, 因此, 测定Her-2蛋白的

表达为胃癌的靶向治疗提供了理论依据. 

Her-2是重要的生物预后因子. 研究发现, 
Her-2表达阳性的乳腺癌或胃癌患者预后显著比

Her-2表达阴性患者差[20]. Allgayer等[21]发现Her-2
高表达的胃癌患者, 其无病生存期及总生存期

较Her-2低表达患者短, 他们认为Her-2是一新的

预测胃癌总生存期的独立参数. 最新研究发现

Her-2过表达与胃癌患者的预后密切相关[22,23]. 
因此, 对 Her-2检测有助于判断预后, Her-2可以

作为胃癌患者的预后指标. 
可见, Her-2基因在胃癌组织中的表达为胃

癌的治疗提供了新思路. 因此, 如果对Her-2基因

在胃癌发病中的作用机制及其产物P185蛋白的

表达状况能得出肯定的结果, 那么Herceptin在胃

癌中的使用将会得到进一步深入. 本研究测定

胃癌组织中Her-2蛋白的表达, 将有助于临床判

断患者预后, 并为Herceptin等分子靶向治疗药物

在胃癌的应用提供了理论依据. 
Her-2(++)的免疫组织化学染色情况不确定, 

其阳性判断缺乏充足的理论支持. Her-2(++)与
胃癌的关系、与基因扩增的关系、Herceptin治
疗效果及其临床价值的研究未见报道. 因此, 我
们将在后续的研究中对Her-2(++)的病例进行探

讨. 以期Her-2(++)的病例在靶向治疗中受益. 

图  2  胃癌组织病理学(CerbB-2×400). 中低分化腺癌, 完

整的癌细胞膜着色.

图  3  胃癌正常黏膜组织病理学(CerbB-2×200). CerbB-2

阴性.

A

B

C

图  1  胃癌组织病理学(CerbB-2×200). 完整的癌细胞膜着

色. A: 高分化腺癌; B: 中分化腺癌; C: 低分化腺癌.

■同行评价
本文实用性强, 通
过较大的样本量
研究Her-2蛋白在
胃癌病理组织中
的表达及其临床
意义, 得出了一些
有价值的结果.
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近几年来, 国内外对Her-2的研究逐渐增多, 
但还没有一个统一的结果可以为Herceptin的靶

向治疗提供肯定的理论支持. 我们下一步将收

集更多的病例进行深一步研究, 并对Her-2蛋白

的高表达与基因扩增的关系及Her-2阳性表达

(++)与基因扩增的关系进行研究; 研究Her-2在
胃癌中的作用机制及其与预后的关系, 为靶向

治疗提供理论依据. 
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Abstract
AIM: To observe the efficacy of compound 
glycyrrhizin in combination with lamivudine 
in the treatment of hepatitis B virus-associated 
glomerulonephritis (HBV-GN).

METHODS: Eighty HBV-GN patients were 
randomly and equally divided into two groups: 
control group and treatment group. The treatment 
group was treated with compound glycyrrhizin in 
combination with lamivudine, while the control 
group was treated with lamivudine alone. The 
treatment lasted one year. During treatment, the 
use of other immuosuppressive agents or cytotoxic 
agents was forbidden. The levels of urinary protein 
and serum albumin, liver and kidney function and 
adverse reactions were monitored. 

RESULTS: In months 3, 6 and 12, the 24-h uri-

nary protein (4.31 g ± 2.18 g vs 5.89 g ± 3.01 g, 2.34 
g ± 1.57 g vs 4.25 g ± 2.27 g, and 1.59 g ± 0.64 g vs 
3.43 g ± 2.12 g, all P < 0.05) and serum albumin 
(28.26 g/L ± 2.15 g/L vs 23.65 g/L ± 6.13 g/L, 
30.54 g/L ± 2.58 g/L vs 27.36 ± 2.23 g/L, and 
35.46 g/L ± 2.12 g/L vs 31.35 g/L ± 3.35 g/L, all 
P < 0.05) differed significantly between the treat-
ment group and the control group.  

CONCLUSION: Compound glycyrrhizin in com-
bination with lamivudine has better efficacy and 
less adverse effects than lamivudine alone in the 
treatment of HBV-GN. Some HBV-GN patients 
may develop HBV resistance to lamivudine with 
the prolongation of treatment duration. Once la-
mivudine resistance is noted, adefovir should be 
given promptly. 

Key Words: Lamivudine; Glycyrrhizin; Hepatitis B 
virus-associated glomerulonephritis; Combination 
treatment

Yang DK, Sun YF, Liang HJ, Shen BS, Qiao HC. Treatment 
of hepatitis B virus-associated glomerulonephritis with 
compound glycyrrhizin and lamivudine: an analysis 
of 40 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 
1380-1383

摘要
目的: 观察复方甘草酸苷和拉米夫定治疗乙
型肝炎相关性肾炎的临床疗效.

方法: 80例乙型肝炎相关性肾炎患者随机分
为治疗组和对照组各40例, 治疗组给以复方
甘草酸苷50 mg tid po , 拉米夫定100 mg qd po , 
2种药物联合使用, 疗程1年; 对照组给以拉米
夫定100 mg qd po , 疗程1年. 治疗期间停用其
他免疫抑制剂及细胞毒药物. 观察治疗前后
临床指标变化, 用药期间尿蛋白排泄情况、

血清白蛋白及肝肾功能和所有不良反应. 

结果: 3 mo、6 mo、12 mo治疗组与对照组
比较, 每24 h尿蛋白有显著差异(4.31 g±2.18 
g vs  5.89 g±3.01 g, 2.34 g±1.57 g vs  4.25 g
±2.27 g, 1.59 g±0.64 g vs  3.43 g±2.12 g, 均
P <0.05), 血白蛋白也有显著差异(28.26 g/L±

®

■背景资料
乙型肝炎病毒感
染后, 肾炎的发生
率约占肾小球肾
炎的10%-65%, 随
着肾活体组织穿
刺的广泛开展, 诊
断率较前明显提
高; 但发病机制尚
未完全清楚, 临床
治疗上较为棘手.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科
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2.15 g/L vs  23.65 g/L±6.13 g/L, 30.54 g/L±
2.58 g/L vs  27.36±2.23 g/L, 35.46 g/L±2.12 
g/L vs  31.35 g/L±3.35 g/L, 均P <0.05).

结论: 复方甘草酸苷联合拉米夫定治疗乙型
肝炎相关性肾炎疗效好, 不良反应少, 随着时
间的延长拉米夫定出现耐药, 须及时加用阿德
福韦酯.

关键词: 拉米夫定; 复方甘草酸苷; 乙型肝炎相关性

肾炎; 联合治疗
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)可引起肝

外各脏器的病变与损害, 肾脏为HBV感染的重

要脏器之一, 1989-10北京座谈会上, 将此病命名

为HBV相关性肾炎(HBV associated glomerulone 
phritis, HBV-GN), 我国是HBV感染的高发区, 
HBV-GN在人群中发病率较高, 目前尚无规范化

和有效的治疗方案. 本文对确诊的80例HBV-GN
患者采用复方甘草酸苷和拉米夫定联合治疗, 
取得了一定疗效, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2004-01/2008-12门诊和住院慢

性肝炎患者43例, 肝硬化患者17例, 其中男60例, 
女20例, 平均年龄30.62岁±8.23岁. 患者入选标

准: (1)血清HBV抗原阳性; (2)患肾小球肾炎, 并
可除外狼疮肾炎等继发性肾小球疾病; (3)肾组织

切片中找到HBV抗原; (4)肝功能异常. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 治疗组给以复方甘草酸苷50 mg tid 
po , 拉米夫定100 mg qd po , 2种药物联合使用, 疗
程1年; 对照组给以拉米夫定100 mg qd po , 疗程

1年. 治疗期间停用其他免疫抑制剂及细胞毒药

物, 观察治疗前后临床指标变化, 用药期间尿蛋

白排泄情况及肝肾功能和所有不良反应, 所选

病例肌酐清除率基本正常. 
1.2.2疗效观察: 完全缓解: 临床症状消失, 尿蛋

白定量<0.3 g/d, 肾功能稳定, AIB、ALT正常; 
部分缓解: 尿蛋白定量较治疗前下降>50%, 肾
功能稳定, ALB较治疗前升高>30 g/L, ALT较治

疗前下降>50%; 无效: 临床症状及实验室检查

无明显改善. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 治

疗前后观察结果差异进行配对t检验.

2  结果

2.1 治疗组和对照组尿蛋白的变化 治疗组3、
6、12 mo与治疗前相比较尿蛋白明显减少, 差异

显著[(4.31±2.18) g/24 h, (2.34±1.57) g/24 h, (1.59
±0.64) g/24 h vs  (6.71±3.15) g/24 h, P<0.05)], 对
照组治疗前尿蛋白为(6.75±3.18) g/24 h, 3 mo时
[(5.89±3.01) g/24 h]与治疗前比较, 差异无显著

性(P >0.05), 6、12 mo[(4.25±2.27) g/24 h, (3.43
±2.12) g/24 h]与治疗前比较, 差异显著(P<0.05); 
治疗组与对照组3、6、12 mo相比较, 差异显著

(P<0.05). 
2.2 治疗组和对照组血白蛋白的变化 治疗组

3 mo、6 mo、12 mo与治疗前相比较白蛋白明

显增加, 差异显著[(28.26±2.15) g/L, (30.54±
2.58) g/L, (35.46±2.12) g/L vs  (22.13±6.21) g/L, 
P <0.05)], 对照组治疗前白蛋白为(23.14±5.18) 
g/L, 3 mo时[(23.65±6.13) g/L]与治疗前比较, 
差异无显著性(P >0.05), 6、12 mo[(27.36±2.23) 
g/L, (31.35±3.35) g/L]与治疗前比较, 差异显著

(P <0.05); 治疗组与对照组3、6、12 mo相比较, 
差异显著(P <0.05).  
2.3 治疗组和对照组血胆固醇和三酰甘油的变

化 治疗组3、6 mo与治疗前相比较血胆固醇、

血三酰甘油下降不明显, 差异不显著[血胆固

醇: (6.21±2.1) mmo l/L, (5.12±1.5) mmo l/L 
vs  (6.75±1.3) mmo l/L, 血三酰甘油: (2.64±
0.5) mmol/L, (2.15±0.4) mmol/L vs  (2.72±0.8) 
mmol/L, P >0.05], 12 mo时下降明显, 差异显著

[血胆固醇: (4.23±1.3) mmol/L vs  (6.75±1.3) 
mmol/L, 血三酰甘油: (1.91±0.35) mmol/L vs  
(2.72±0.8) mmol/L, P <0.05].
2.4 肝功能谷丙转氨酶的变化 治疗组肝功能3 
mo时已经明显好转, 谷丙转氨酶(89.46 U/L±
25.46 U/L)降为(30.24 U/L±10.57 U/L), 对照组

肝功能3 mo无明显好转, 6 mo时肝功能才好转, 
谷丙转氨酶(88.46 U/L±24.46 U/L)降为(36.54 
U/L±12.57 U/L). 
2.5 治疗组和对照组HBV DNA的变化 80例患者

治疗前HBV DNA滴度均超过1.0×105 copies/L, 
治疗 3 mo时20例降为1.0×103 copies/L, 6 mo时
56例降为1.0×103 copies/L, 12 mo时60例降为1.0
×103 copies/L. 两组3、6、12 mo HBV DNA降

■相关报道
以往研究显示拉
米夫定单独或联
合糖皮质激素或
/和其他免疫抑制
剂治疗, 均取得一
定疗效, 但缓解率
相对较低, 尤其对
肝功能不正常的
患者.

■研发前沿
乙型肝炎病毒相
关性肾炎临床上
尚无统一有效的
治疗方案, 目前着
重强调抗病毒和
免疫抑制剂治疗.
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低相一致.
2.6 疗效评价 治疗组40例患者中治疗3 mo时完

全缓解6例(15%), 6 mo时完全缓解20例(50%), 12 
mo时完全缓解30例(75%), 总有效率(96.25%); 
对照组40例患者中治疗3 mo完全缓解2例(5%), 
治疗6 mo时完全缓解12例(30%), 12 mo时完全

缓解18例(45%), 总有率为(68.23%), 两者总有率

相比差异显著(P <0.05). 
2.7 不良反应 治疗组有2例患者出现一过性高血

压, 对照组无任何不良反应.

3  讨论

HBV除了侵犯肝脏外, 还可对其他组织器官造

成损伤[1], HBV对肾脏的损伤, 不仅与病毒复制

有关, 更主要的是与免疫应答有关[2]; HBV-GN
是H B V感染引起的免疫复合物性肾炎或由病

毒直接侵犯人体所引起的肾炎, 主要由细胞毒

CD8+CTL细胞介导的免疫复合物损伤[3]; 所以治

疗上着重强调抗病毒和免疫抑制治疗. 
免疫抑制治疗经典药物是糖皮质激素, 但

对于HBV复制引起的免疫性肾损伤, 激素抑制

了免疫反应但同时又减弱了对病毒复制的抑制, 
出现了肝炎再燃、HBV复制再度活化和极少见

的肝脏失代偿[4]; 我国学者报道, 使用激素和/或
免疫抑制剂治疗HBV-GN取得一定疗效, 但完

全缓解率低(28%-44.4%)[5,6], 本研究采用复方甘

草酸苷替代糖皮质激素疗效显著, 肝功能谷丙

转氨酶在3 mo内正常, 尿蛋白明显减少, 血白蛋

白明显升高在6 mo时基本正常; 而无明显不良

反应. 
复方甘草酸苷是由甘草酸苷、盐酸半胱氨

酸和甘氨酸组成的复方制剂. 现代药理学研究

显示甘草酸苷抑制磷脂酶A2的活性, 阻止花生

四烯酸在初始阶段的代谢水平, 使得前列腺素

等炎性介质无法产生, 调节T细胞活性, 诱生α-
干扰素, 调节NK细胞活性, 抑制乙型肝炎表面抗

原分泌, 防止脂质过氧化物刺激胶原基因转录, 
抑制纤维化产生及发展而具有保护肝细胞、

抗炎、抗病毒、免疫调节、抗肝纤维化等作

用; 我国学者李勇等[7]研究结果表明: 复方甘草

酸苷不仅有保肝作用而且有较好抗病毒及抗肝

纤维化作用. 复方甘草酸苷化学结构上与肾上

腺皮质激素相似对肝脏类固醇代谢△4-5-还原

酶具有强亲和力抑制可的松和醛固酮在体内的

灭活, 减缓类固醇的代谢速度, 发挥类固醇样作

用, 且对下丘脑-肾上腺轴无明显影响, 故可作为

糖皮质激素替代药物或糖皮质激素减量或撤退

过程中的替代治疗药[8]. 体外研究发现, 甘草酸

苷可显著抑制抗原提呈细胞对T细胞的过度激

活作用, 抑制有肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)介导的细胞免疫作用, 从而调节

免疫反应. 李芳等[9]研究结果表明: 复方甘草酸

苷注射液治疗原发性干燥综合征疗效显著, 不
良反应少. 

抗病毒治疗, Fabrizi等[10]研究认为: HBV-
GN发病机制的根本原因主要HBV感染, 且肾炎

症状的好转主要取决于HBV的清除, Zhang等[11]

研究认为: 抗病毒治疗, 能减少尿蛋白, 且尿蛋

白的清除率明显与HbeAg的清除呈正相关 ; 目
前认可的药物主要有三种: α-干扰素、拉米夫

定、阿德福韦. 拉米夫定是近年出现的抗病毒

药, 属核苷类药物, 作用靶点是HBV的前基因组

RNA指导的DNA聚合酶, 通过与dNTP竞争结

合于中的DNA, 使病毒DNA合成链终止, 从而

抑制HBV DNA的逆转录和复制, 降低血清HBV 
DNA水平, 改善肝组织学病变, 是当前推荐治疗

慢性乙型肝炎安全有效的药物, 并已获得较明

显的临床效果[12,13]. Tang等[14]研究显示: 使用拉

米夫定治疗HBV-GN可以有效地使HBV DNA
转阴, 蛋白尿缓解, 其12 mo的完全缓解率高达

60%, 耐受性较好而且服用方面. 血清谷丙转氨

酶正常且血清HBV DNA测不出, α-干扰素治疗

无效, 失代偿肝病患者和拟行移植的患者不能

使用, α-干扰素对HBV-GN可能有益, 尤其对儿

童及非流行区成人患者, 但对流行区成人患者

则几乎无效[15]. Fabrizi等[16]研究表明: 应用拉米

夫定后, 病毒血症清除率在67%和100%之间, 谷
丙转氨酶正常率在50%和100%, 但其作用短暂, 
停药后易于复发, 故必须长期用药, 6 mo后可能

出现耐药, 应定期监测, 及时加用阿德福韦酯等; 
Li等研究证实阿德福韦酯治疗HBV-GN是有效

和安全的[17], 在本研究中, 76例患者中均表现出

良好的控制病毒复制作用, 表现为HBV DNA定

量明显下降, 表现出良好的抑制病毒复制作用, 
这与国外报道一致. 

总之, 该方案对于HBV-GN合并肝功能损害

的患者有一定的疗效, 不良反应少, 临床可以借

鉴, 但样本小, 应进一步大样本, 随机双盲对照

实验和长期随访加以验证.
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Abstract
AIM: To explore the correlation between CD127low 

and Foxp3+ cell labeling-based methods in 
detecting CD4+CD25hi-int T regulatory cells (Tregs) 
in peripheral blood of hepatocellular carcinoma 
(HCC) and to establish a regression equation 
based on the percentages of CD4+CD25hi-intTregs 
in total CD4+ T cells obtained with the two 
methods. 

METHODS: The levels of CD4+CD25hi-intTregs 
were detected by flow cytometry using CD-
127low and Foxp3+ markers in peripheral blood 
of 31 HCC patients. The levels of CD4+CD25hi-int 

Foxp3+Tregs were measured in 32 healthy con-
trols. 

RESULTS: The percentage of CD4+CD25hi-int 

Foxp3+ Tregs in total CD4+ T cells in peripheral 
blood of HCC patients was significantly higher 
than that in healthy controls (10.33% ± 4.47% 
vs 7.34% ± 1.76%, P < 0.01). The percentage of 
CD4+CD25hi-intCD127lowTregs in peripheral blood 
of HCC patients (10.51% ± 4.78%) is positively 
correlated with that of Foxp3+ Tregs (r = 0.889, P 
< 0.01). Curve fitting showed that power model 
is the optimal model. According to the power 
model, the following regression equation was 
established: Y = 1.236 × (x0.899)(Y and x repre-
sent the percentages of Foxp3+Tregs and CD-
127lowTregs, respectively). 

CONCLUSION: Treg level is significantly el-
evated in peripheral blood of HCC patients. 
There is a positive correlation between the per-
centage of CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs and that 
of CD4+CD25hi-intCD127lowTregs in peripheral 
blood of HCC patients. The conversion between 
the percentage of CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs 
and that of CD4+CD25hi-intCD127lowTregs can be 
achieved using a regression equation. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; CD4+CD25hi-int 

CD127lowTregs; CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs

Wang F, Lv HM, Han T, Wang P, Wang FM, Zhu ZY, 
Xiang HL. Correlation between two different methods in 
detecting CD4+CD25hi-int T regulatory cells in peripheral 
blood of patients with hepatocellular carcinoma. Shijie 
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■背景资料
肝脏是一个倾向
于免疫耐受的器
官. 当肝脏肿瘤发
生时, 肿瘤之所以
能够快速生长并
转移的一个重要
原因就是机体的
免疫系统对肿瘤
组织表现出一种
耐受性, 即免疫耐
受 ,  肿 瘤 细 胞 不
能被淋巴细胞有
效杀伤 .  Tregs在 
HCC患者肿瘤的
发生、发展中发
挥了重要的作用, 
多数人研究表明
Tregs在肝癌患者
的外周血和肝组
织中表达升高. 但
是人们检测调节
性T细胞方法的不
同, 导致关于肝癌
的研究结论尚不
统一.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科
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摘要
目的: 探讨以标记CD127low和Foxp3+两种方法
检测肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)患者
外周血中CD4+CD25hi-intTregs水平的相关性, 
建立两者转换的回归方程. 

方法: 流式细胞术同时用CD127low和Foxp3+

两 种 标 志 物 检 测 3 1 例 H C C 患 者 外 周 血
中C D4+C D25h i-i n tT r e g s, 检测32例对照组
CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs水平.  

结果:  H C C 患 者 与 健 康 对 照 组 外 周 血 中
CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs占CD4+ T细胞的比
例分别为10.33%±4.47%和7.34%±1.76%,
差异有统计学意义(P <0.01). HCC患者外周
血中CD4+CD25hi-intCD127lowTregs的比例为
10.51%±4.78%, 与Foxp3+Tregs比例呈正相
关, Pearson相关系数为0.889,相关有统计学
意义(P <0.01). 两者曲线拟合提示幂模型是最
优模型, 建立回归方程Y = 1.236×(x0.899)(Y为
Foxp3+Tregs, x为CD127lowTregs). 

结论: HCC患者外周血中Tregs水平明显升高, 
用CD127low和Foxp3+两种方法检测HCC患者
外周血Tregs水平呈正相关, 两者之间数值转
换可利用回归方程. 

关键词: 肝癌; CD4+CD25hi-in tCD127lowTregs; 

CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs
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0  引言

调节性T细胞(regulatory T cells, Tregs)是一群在

维持机体免疫平衡中发挥重要作用的CD4+ T淋
巴细胞. 肝脏疾病的发生时常伴随着Tregs的异

常改变: 慢性乙型肝炎的进展与Tregs数量增加

有关[1], 自身免疫性肝病的发生与Tregs的功能

和数量降低相关, 而肝癌的发生也与Tregs密切

相关. 此前的研究发现, 循环中Tregs水平在肿

瘤和癌症患者是增加的, Tregs参与各种肿瘤包

括肝癌的发病机制, 并影响疾病的进展[2]. 近年

来, 关于Tregs与肝癌的研究越来越多, 但是在相

同的研究对象中得出的结论有所差异, 有的甚

至是相反的结论. 导致上述研究结论不同的原

因, 很可能是检测Tregs手段的不同所致. Foxp3 
(forkhead family transcription factor, forkhead Box 
p3)被认为是Tregs发育和功能的关键调控基因, 
也是Tregs的特异性标记[3]. 不过Foxp3作为人

Tregs的特异性标志有一定的局限, 检测结果并

不稳定, 而且无法进行后续的细胞培养和进一

步的其他检测[4]. CD127是Tregs的表面膜分子的

一种, CD127低表达与Foxp3+有高度一致性[5], 故
检测CD4+CD25hi-intCD127lowTregs可较好地反映

胸腺来源的Tregs的水平, 也有研究[6]认为CD127
低表达与Foxp3阳性表达所定义的不是相同的

一群细胞. 为探讨两种检测CD4+CD25hi-intTregs
方法的相关性, 我们对肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)患者的同一份外周血全血标

本同时选用CD127low和Foxp3+两种方法来检测

CD4+CD25hi-intTregs占CD4+ T细胞的比例, 并试

图建立两者之间的回归方程方便临床应用. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-07/2009-08我院肝内科住院

的HCC患者31例, 其中男25例, 占80.6%, 女6例, 
占19.4%, 年龄45-81(平均57.05±10.05)岁. 对照

组为健康查体者32例, 其中男23例, 占71.9%, 女
9例, 占28.1%, 年龄范围43-69(平均57.47±5.48)
岁. 两组年龄及性别比例互相匹配. 对照组肝功

能水平、肝病自身抗体、血常规、胸片和腹部

B超、心电图、尿常规均无异常. 主要的仪器包

括: 流式细胞仪(购自美国Beckman公司), 中佳

KDC-1042离心机, CHA-S恒温振荡器. 主要试剂

包括: 鼠抗人CD4-FITC抗体、CD25-PECY5抗
体、CD127-PE抗体及各自的同型对照购自美国

Beckman公司; 鼠抗人Foxp3-PE抗体及其同型对

照购自eBioscience公司. 
1.2 方法 
1.2.1 诊断方法: (1)HCC的诊断参照1999年第四

届全国肝癌学术会议制定的《原发性肝癌临床

诊断标准》[7]. (2)入选条件: 符合上述HCC诊断

标准, 且为初次诊断患者, 尚未接受抗肿瘤及免

疫调节治疗. 患者基本情况见表1. 
1.2.2 流式细胞仪检测CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs
的比例: 取新采集的原发性肝癌患者和健康对

照组枸橼酸钠(EDTA)抗凝外周静脉血1 mL. 具
体步骤如下: 取流式管2个, 1管为对照管, 1管
为检测管. 加入CD4-FITC抗体10 μL, 样品管

内加入CD25-PECY5抗体10 μL, 对照管内加入

CD25-同型对照PECY5抗体10 μL, 每管内加入

新鲜抗凝外周血100 μL, 振荡混匀, 室温避光孵

■研发前沿
目前各种免疫疗
法正在用于癌症
治疗 ,  鉴于Tregs
在 肝 癌 肿 瘤 发
生 、 进 展 中 的
“免疫抑制”作
用, 目前人们正在
积极探索如何通
过免疫学的改变
包括通过Tregs的
变化来早期发现
肝癌, 以及如何降
低Tregs以恢复机
体免疫系统对于
肿瘤细胞的识别, 
从而调动淋巴细
胞对肿瘤细胞进
行杀伤, 制定有效
的免疫治疗策略. 
这样, 统一、可以
高效识别、花费
少的Tregs 检测方
法的建立就是非
常必要的. 
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育30 min. 加入溶血素4.5 mL, 振荡混匀, 37 ℃
气浴并振荡10 min, 裂解红细胞, 离心机1 600 
r/min离心6 min. 弃上清, 可观察到底部白色沉

淀. 配制工作浓度破膜剂(原液和稀释液1∶3)2 
mL, 对照管和样品管分别加入1 mL, 振荡充分

混匀后放置于4 ℃冰箱1 h, 破膜. 取出离心, 离
心机1 600 r/min离心6 min, 弃上清. 配制破膜缓

冲液16 mL, 分别加入对照管和样品管2 mL, 振
荡混匀后1 600 r/min离心5 min, 弃上清. 重复上

一步骤. 样品管中加入Foxp3-PE抗体5 μL, 对照

管内加入Foxp3同型对照-PE抗体5 μL, 4 ℃避光

孵育30 min. 各加入2 mL破膜缓冲液, 振荡混匀, 
1 600 r/min离心5 min, 弃上清. 重复上一步骤. 加
入1%多聚甲醛固定, 流式检测. 流式细胞仪检

测, Expo32软件收获细胞并进行分析数据. 结果

记录CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs细胞占CD4+ T细
胞的百分比. 
1.2.3 流式细胞仪检测CD4+CD25hi-intCD127lowTregs
的比例 :  将采集的原发性肝癌患者枸橼酸钠

(EDTA)抗凝外周静脉血同时进行CD4+CD25hi-int 

CD127lowTregs的检测. 步骤如下: 取流式管2
个, 1管为对照管, 1管为检测管. 样品管内加入

CD4-FITC抗体、CD25-PECY5抗体、CD127-
PE抗体各10 μL, 对照管内加入CD4-FITC抗

体、CD25同型对照-PECY5抗体、CD127同型

对照-PE抗体各10 μL, 每管内加入新鲜抗凝外

周血(EDTA)100 μL, 振荡混匀, 室温避光孵育30 
min. 加入溶血素4.5 mL, 振荡混匀, 37 ℃气浴并

振荡10 min, 裂解红细胞, 离心机1 600 r/min离
心6 min. 弃上清, 可观察到底部白色沉淀. 加入

1%多聚甲醛固定, 流式检测. 流式细胞仪检测, 
Expo32软件收获细胞并进行分析数据. 结果记

录CD4+CD25hi-intCD127lowTregs细胞占CD4+ T细
胞的百分比. 

统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计分

析, 计量资料以mean±SD表示, 两组之间对比采用

t检验, 相关分析采用Pearson相关检验, 两者之间数

量关系采用曲线拟合, P<0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 HCC患者和健康对照组外周血CD4+CD25hi-int 

Foxp3+Tregs的比较 HCC患者外周血CD4+CD25hi-int 

Foxp3+Tregs占CD4+T细胞的比例为10.33%±

4.47%, 健康对照组CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs占
CD4+ T细胞的比例为7.34%±1.76%, 认为两者之

间的差异有统计学意义(P<0.05, P = 0.000, 图1).
2.2 HCC患者外周血中两种方法检测Tregs的

水平的相关性比较 CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs
占C D 4 +T细胞的比例为 1 0 . 3 3 %± 4 . 4 7 % , 
CD4+CD25hi-intCD127lowTregs占CD4+ T淋巴细胞

的比例为10.51%±4.78%, 两者Pearson相关系

数为0.889, 两种方法检测Tregs的水平呈正相关

(P<0.05, P = 0.000, 图2). 
2.3 两种检测方法数值之间回归方程的建立 用
SPSS软件中的曲线估计过程自动拟合11种模型, 
所有模型均有显著性意义(P = 0.000)(表2, 图3), 
以Power(幂模型)决定系数R2最高, 为0.810, 故选

用幂模型(图4), 回归方程为: Y = 1.236×x0.899(Y

表  1  HCC患者基本信息

     
项目            		    n                               %

性别	

    男			   25	                80.6 

    女			     6	                19.4 

病因

    慢性乙型肝炎		  24	                77.4 

    慢性丙型肝炎		    5	                16.1 

    不明原因		    2	                  6.5 

常见症状	

    右上腹不适		  25	                80.6 

    乏力			   18	                58.1 

    食欲下降		  17	                54.8 

AFP值(μg/L)

    ≥400			   28	                90.3 

    <400			     3	                  9.7 

Child-Pugh分级

    A级			   21	                67.7 

    B级			     9	                29.0 

    C级			     1	                  3.2 

有无远处转移

    有			     3	                  9.7 

    无			   28	                90.3 
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图  1  HCC组和对照组CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs的比较.

■相关报道
对 于 可 否 以
C D 4 + C D 2 5 h i -

intCD127low来定义
Tregs以及HCC患
者外周血中Tregs
是 否 升 高 ,  目 前
仍 有 争 议 ,  且 对
于Tregs在肝癌患
者免疫发病机制
中的作用及去除
Tregs细胞后是否
能有效增强肝癌
患者的抗肿瘤免
疫尚不能确定. 
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为Foxp3+Tregs, x为CD127lowTregs).

3  讨论

原发性肝癌在我国较为常见, 缺乏有效的治疗

措施, 预后较差. Tregs是具有免疫负调节功能的

CD4+ T细胞亚群, 能抑制抗肿瘤效应细胞的活化

和增殖, 与肿瘤免疫逃逸有关[8]. Tregs在肿瘤内

的聚集会抑制CD8+ T淋巴细胞的功能, 可能对肿

瘤进展起促进作用. 我们通过对原发性肝癌和

健康对照组外周血CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs占
CD4+ T淋巴细胞的比例的研究看出, HCC患者

外周血中的CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs比例明显

高于健康对照组, 差异有统计学意义. 我们的研

究对象是初次诊断的、未经治疗尤其是免疫调

节剂治疗的HCC患者, 排除了免疫调节及其他

化疗等因素的影响. Fu等[9]观察到肿瘤浸润淋巴

细胞中Tregs频率和CD4+ T淋巴细胞频率明显高

于癌旁组织及正常组织; 同时肝癌患者外周血

Tregs数量明显增加, 而且和疾病进展密切相关; 

并发现肝癌患者外周血Tregs频率与其生存期密

切相关, 认为Tregs可以作为肝癌患者存活的预

测指标. Wo1f等[10]观察到HCC患者外周血Tregs
细胞内T细胞受体清除周期的数值明显降低, 在
体外扩增没有进一步缩短端粒长度, 可能是由

于诱导端粒酶活性, 推测HCC患者外周血Tregs

图  2  两种方法检测HCC患者外周血中Tregs散点图.

25.0

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0

CD
12

7lo
w
Tr

eg
s 

(%
)

0.0           5.0          10.0         15.0        20.0 
Foxp3+Tregs (%)

图  3  CD127lowTregs和foxp3+Tregs数值转换的11种模型的拟
合曲线.
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表  2  CD127lowTregs和Foxp3+Tregs数值转换11种模型的拟合结果

     
模型				      模型主要参数				    参数估计

		            R2	                F             df1	            df2	          P 值            Constant            b1            b2            b3

线性模型(Linear) 0.791 109.764 1 29 0.000 1.590 0.832   

对数模型(Logarithmic) 0.697 66.573 1 29 0.000 -5.826 7.210   

逆模型(Inverse) 0.369 16.941 1 29 0.000 13.474 -24.991   

二次模型(Quadratic) 0.794 53.860 2 28 0.000 0.571 1.027 -0.008  

三次(Cubic) 0.794 34.758 3 27 0.000 1.253 0.771    0.018 -0.001

复合模型(Compound) 0.667 58.051 1 29 0.000 3.663 1.092   

幂模型(Power) 0.810 123.636 1 29 0.000 1.236 0.899   

S型模型(S) 0.654 54.935 1 29 0.000 2.710 -3.848   

生长模型(Growth) 0.667 58.051 1 29 0.000 1.298 0.088   

指数模型(Exponential) 0.667 58.051 1 29 0.000 3.663 0.088   

logistic模型(Logistic) 0.667 58.051 1 29 0.000 0.273 0.915   

■创新盘点
本 研 究 进 一 步
明 确 了 H C C 患
者 外 周 血 全 血
中 T r e g s 水 平 是
明 显 升 高 的 ,  且
以CD4+CD25hi-int 

C D 1 2 7 l o w 和
C D 4 +C D 2 5 h i - i n t 

Foxp3+两种方法
检测肝癌患者外
周血Tregs水平呈
正相关, 两者之间
的数值转换可利
用回归方程. 

图  4  CD127lowTregs和foxp3+ Tregs数值转换的幂模型曲线.
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频率增加是由于Tregs增殖而不是Tregs的重分布

导致. 这样, 我们通过控制Tregs数量等方式来改

变Tregs活性进而控制免疫反应可能作为治疗肝

癌的一种新的策略. 但也有一些研究认为原发

性肝癌患者外周血中Tregs占总淋巴细胞的比例

与健康对照组无差异[11]. 
目前关于HCC患者外周血中的Tregs水平

研究结论不一, 可能是因为检测方法不同. 外周

血Tregs数量极少, 仅占CD4+ T细胞的5%-10%, 
Tregs的检测方法对于进一步有关功能和应用

的研究十分重要. 人们早期研究Tregs是通过检

测CD4+CD25+, 缺点是活化的T细胞表面也表

达CD25, 无法与之区分; 随后研究Tregs是通过

检测CD4+CD25hi-int, 缺点是CD4+CD25hi-int无法

明确界定, 导致同样的研究可能出现不同的结

果; 自从Foxp3被认为Tregs特异性的转录因子

以来, 检测CD4+CD25hi-intFoxp3+成为迄今鉴定

Tregs细胞特异的标志, 但其检测需要破膜染色, 
不能用于细胞功能研究及临床免疫治疗; 近年

来有研究[5]提示, 在Ⅰ型糖尿病患者中人类调节

性T细胞可通过CD127低表达进行识别. 这一群

CD127低表达的细胞主要阳性表达Foxp3, 而且

还包括低表达和不表达CD25的细胞, 功能学验

证有抑制功能和无能性, 提示可以用CD127低
表达来定量Tregs且CD127可以作为Tregs的生物

学标志. CD4+CD25hi-intCD127lowTregs的这些细胞

多数是Foxp3+, 联合CD4、CD25、CD127作为

膜表面标志物可以得到更纯化的Tregs, 他的表

达与Foxp3表达极其一致, 并且与CD4细胞中、

高表达CD25也相一致, 这个标志更适用于体外

培养与分析. 也有研究[6]认为, 在CD127低表达

的细胞群中有34.0%±15.1%不表达Foxp3, 而在

CD127高表达的细胞群中则有30.3%±7.4%表

达Foxp3, 所以CD127低表达与Foxp3阳性表达

在人外周血中定义的是不同的Tregs群; 并且以

CD127进行检测, 流式细胞图上细胞分群不清

楚, 影响检测结果. 所以, 能否用CD127低表达来

定义Tregs还有待进一步的研究. 
我们的研究表明, 对同一HCC患者的同一

份外周血全血标本同时以CD4+CD25hi-intFoxp3+

和CD4+CD25hi-intCD127low为表型标志鉴定Tregs, 
Tregs占CD4+ T细胞的比例数值上讲呈正相关, 
也就是说Tregs上膜表面分子CD127的低表达

和细胞膜内特异性转录因子Foxp3的阳性表达

正相关, 与Liu等[5]的研究结果相似. 但是, 我们

也可以看到, 两群细胞并不完全重叠一致, 数值

上也不完全相同, 还不能认为CD127lowTregs和
Foxp3+Tregs是完全相同的一群细胞. 所以, 我们

只能得出结论, 用CD127lowTregs和Foxp3+Tregs
在数值上有很好的相关性. 

既然用CD127lowTregs和Foxp3+Tregs在数值

上有很好的相关性, 我们可否建立模型来描述

他们之间的数量关系呢？从二者的散点图可以

看出二者存在明显的正相关. 但这种绝对的直

线相关并不多见, 且直线是一种特殊的曲线, 为
了验证两者之间的关系, 我们用SPSS13.0进行曲

线估计, 产生11种拟合模型. 可以看到, Linear(线
性模型)的决定系数R2为0.791, 并不是最优模型, 
而Power(幂模型)决定系数R2最高, 为0.810, 是最

优模型, 故选用幂模型建立两者之间的数值转

换的回归方程. 这可方便临床应用, 我们也在进

一步验证该模型的有效性. 
从经济学和临床应用的角度上讲, 由于使

用Foxp3检测Tregs花费相对较高, 检测步骤复

杂, 且不能进行下一步的细胞培养和分析, 而使

用低表达CD127来检测Tregs检测花费相对较少, 
检测步骤相对简单, 可以进行下一步的细胞培

养和分析, 且在细胞检出水平上与需要破膜的

Foxp3检测有很好的相关性, 我们认为可以使用

CD127low作为Tregs的表型标志进行肝癌病情、

疗效观察及随访等研究. 在HCC患者的临床随

访观察中, 如果同一患者前后检测Tregs使用的

方法不一致, 我们可以利用两者数值转换的幂

模型得出近似数值, 进行患者外周血Tregs变化

的动态观察. 
总之, 我们认为: 在HCC患者外周血中的

Tregs水平是升高的, 且用CD127低表达和Foxp3
阳性表达两种方法检测H C C患者外周全血

CD4+CD25hi-intTregs的水平呈正相关, 可利用幂

模型得出两者之间近似的数值转换, 方便用外

周血中的Tregs为指标对HCC患者进行临床随

访观察. 我们也进一步在观察其他患者中使用

CD127低表达和Foxp3阳性表达两种方法检测数

值的相关性, 并验证两者之间数值幂模型转换

的有效性. 
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本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分

之一的精密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应

考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位

数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 

故平均数也应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 

如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例

如23.48, 若不要小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 

7408-94书写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒

起至1985年6月25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至

1985年6月15日止, 写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据

分母来定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉

伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行! 
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Abstract
AIM: To investigate the association among gastrin 
level, Helicobacter pylori (H.pylori) infection and 
the development of colonic adenoma.

METHODS: Fasting serum samples from 48 pa-
tients with colonic adenomas and 43 demographi-
cally matched colonoscopy-negative controls 
were assayed for anti-H.pylori IgG and serum 
gastrin levels. Colonic adenoma patients received 

oral celecoxib for 6 months. At the end of the 
second, fourth and sixth months, serum gastrin 
levels were measured by radioimmunoassay 
(RIA) and H.pylori IgG antibody was analyzed by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).  

RESULTS: The prevalence of H.pylori seroposi-
tivity was significantly higher in patients with 
colonic adenomas than in controls (68.8% vs 
9.30%, P < 0.05). Similarly, median gastrin level 
was significantly higher in patients with colonic 
adenomas than in controls (72.7% vs 37.8%, P < 
0.05). There was a positive correlation between 
H.pylori IgG antibody and serum gastrin level in 
colonic adenoma patients (r = 0.854, P < 0.001). 
Of note, hypergastrinemia was associated with 
distal colon distribution of adenomas, but not 
with adenoma number, size, grade or histologi-
cal features. After celecoxib treatment, there were 
parallel falls in serum gastrin levels and H.pylori 
seropositivity in colonic adenoma patients. 

CONCLUSION: Hypergastrinemia induced by 
H.pylori infection is associated with increased 
cyclooxygenase-2 (COX-2) expression in colonic 
adenoma, suggesting the possibility that gastrin 
up-regulates COX-2 expression in colonic ad-
enoma. Celecoxib can obviously decrease H.pylori 
seropositivity and gastrin levels and inhibit the 
growth of colonic adenomas by down-regulating 
COX-2 expression. 

Key Words: Colonic adenoma; Helicobacter pylori ; 
Hypergastrinemia; Cyclooxygenase-2

Zhang XM, Liu LN, Ma HX, Gao Y. Effects of Helicobacter 
pylori infection and hypergastrinemia on the growth of 
colonic adenoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(13): 1390-1394

摘要
目的: 探讨幽门螺杆菌(H.pylori )感染、血清
胃泌素(GAS)与结肠腺瘤的相互关系.

方法: 采用放射免疫法(RIA)测定结肠腺瘤(n  
= 48)及对照组(n  = 43)的血清胃泌素水平, 用
ELISA法检测H.pylori  IgG抗体. 给予结肠腺瘤

®

■背景资料
最 近 研 究 显
示 ,  幽 门 螺 杆 菌
(H . p y l o r i ) 感 染
阳性的结肠腺瘤
患者往往伴随血
清胃泌素水平显
著 升 高 ,  结 肠 腺
瘤组织中环氧化
酶-2(COX-2)过表
达 .  而COX-2不
仅在癌前病变、

原位癌中表达增
高, 还与肿瘤血管
新生有关 .  因此 , 
H.pylori 感染可能
是形成结肠腺瘤
的危险因素.

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科
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患者口服塞来昔布6 mo, 分别在2、4、6 mo
检测血清胃泌素及抗H.pylori  IgG抗体. 

结果: 腺瘤组患者H.pylori 感染阳性率、血清
胃泌素水平明显高于对照组(P <0.05), 结肠腺
瘤组血清胃泌素水平与H.pylori  IgG抗体显著
相关(r  = 0.854, P <0.001); 远端结肠腺瘤患者
H.pylori阳性率显著高于近端结肠(P <0.05), 同
时高胃泌素血症患者比例明显高于近端结肠 
(72.7% vs  37.8%, P <0.05). 口服塞来昔布后, 
H.pylori阳性率、血清胃泌素水平均趋向下降
并且随着服药时间的延长进一步降低.

结论: H.pylori 感染可诱导高胃泌素血症与结
肠腺瘤形成; COX-2可能介导胃泌素诱导的结
肠腺瘤形成;口服COX-2抑制剂塞来昔布可以
降低H.pylori 阳性率及血清胃泌素水平, 从而
发挥抑制结肠腺瘤生长的作用.

关键词: 结肠腺瘤; 幽门螺杆菌; 高胃泌素血症; 环

氧化酶-2
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1390-1394
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0  引言

最近研究显示, 幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori )感染阳性的结肠腺瘤患者往往伴随血

清胃泌素(Gastrin)水平显著升高[1], 结肠腺瘤组

织中环氧化酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)过表

达[2]. 而COX-2不仅在癌前病变、原位癌中表达

增高, 还与肿瘤血管新生有关[3,4]. 因此, H.pylori
感染可能是形成结肠腺瘤的危险因素[2,5]. 然而, 
目前对结肠腺瘤与H.pylori感染的关系的研究很

少, H.pylori感染、高胃泌素血症、COX-2与结

肠腺瘤之间的关系尚无报道, 本研究试图揭示: 
(1)H.pylori诱导高胃泌素血症与结肠腺瘤形成

是否相关; (2)结肠腺瘤患者H.pylori感染与组织

病理学类型的潜在关系; (3)选择性COX-2抑制

剂-塞来昔布(celecoxib)对结肠腺瘤有明显的抑

制作用, 长期干预治疗后, 结肠腺瘤患者H.pylori  
阳性率与血清胃泌素水平的变化, 从而在结肠

腺瘤防治过程中能否将COX-2抑制剂逐步合理

地运用于临床. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-01-01/06-30在我院行结肠镜检查

的患者, 其中结肠腺瘤组患者48例, 男26例, 女22
例; 以上病例均由结肠镜检查及病理证实. 对照

组43例, 男22例, 女21例, 由缺铁性贫血及腹痛患

者组成, 经结肠镜检查无胃肠道疾病. 所有患者

既往均无结肠癌, 结肠增生性息肉, 慢性肠炎, 淋
巴瘤, 消化性溃疡及胃肠手术病史, 无长期服用

非甾体抗炎药、糖皮质激素病史, 无H.pylori根
除治疗病史. 
1.2 方法 全部入组人员均在结肠镜检查前2 d清
晨空腹抽外周静脉血10 mL, 立即离心分离血清,
置-70 ℃保存待测. 血清胃泌素测定采用放射免

疫分析法(中国原子能研究所提供药盒); 血清

抗H.pylori  IgG抗体用ELISA法检测(美国Maxin 
Biotech Inc产试剂盒), 抗H.pylori  IgG含量大于

40 EU/mL诊断为H.pylori  IgG抗体阳性. 结肠腺

瘤组患者给予塞来昔布口服400 mg每日2次, 共
计6 mo. 其中2, 4, 6 mo分别检测血清胃泌素及

抗H.pylori  IgG抗体. 
统计学处理 所有变量均以mean±SD的形

式表示. 多组均数比较采用方差分析, 变量方差

不齐时采用变量变换后再行方差分析, 组间两

两比较采用LSD法. 血清胃泌素水平与H.pylori  
IgG抗体的相关性用线性回归分析法. 多变量分

析用Logist回归模型. 独立变量: 高胃泌素血症

(血清胃泌素>110 ng/L)(是: 1, 否: 0); 吸烟(是: 1, 
否: 0); 饮酒(是: 1, 否: 0); 吸烟(是: 1, 否: 0); 体质

量指数(高: 1, 低: 0); H.pylori感染情况(+: 1, -: 0). 
采用统计软件SPSS17.0进行数据的统计学分析, 
取P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 结肠腺瘤组与对照组流行病学特征 结肠腺瘤

组与对照组流行病学特征无显著性差异(表1). 两
组在年龄、性别、体质量指数、经济状况方面

相匹配, 腺瘤组患者吸烟(45.8%)与饮酒(35.4%)
比例较高. 其中, H.pylori感染阳性的患者腺瘤组

(68.8%)明显多于对照组(9.30%), 两组有显著性

差异(P <0.05).
2.2 结肠腺瘤组患者H.pylori 阳性率与胃泌素水

平的变化 血清胃泌素水平腺瘤组明显高于对

照组(112.30 ng/L±29.47 ng/L vs  77.65 ng/L±
20.31 ng/L, P <0.05), 同时高胃泌素血症患者的

比例亦有显著性差异(37.4% vs  12.9%, P <0.05). 
而在腺瘤组中, 远端结肠腺瘤患者H.pylori阳性

率(90.9%)明显高于近端结肠(9.1%), 二者有显

著性差异(P <0.05); 同时高胃泌素血症患者比例

■相关报道
Sotirios等的研究
研究显示, H.pylori
感染阳性的结肠
腺瘤患者往往伴
随血清胃泌素水
平 显 著 升 高 ,  结
肠 腺 瘤 组 织 中
COX-2过表达, 因
此, H.pylori感染可
能是形成结肠腺
瘤的危险因素. 

■研发前沿
目前对结肠腺瘤
与H.pylori 感染的
关系的研究很少, 
H . p y l o r i 感染、

高胃泌素血症、

COX-2与结肠腺
瘤之间的关系尚
无报道.
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明显高于近端结肠(72.7 vs  37.8%, P <0.05). 但是, 
结肠腺瘤患者H.pylori阳性率与结肠腺瘤大小、

数量、组织类型、分级无明显相关. 此外, 本组

结果显示, 结肠腺瘤不同病理类型间, 其血清胃

泌素水平无显著差异(表2). 
2.3 塞来昔布干预后结肠腺瘤患者H.pylor i 阳

性率与血清胃泌素的变化 未口服塞来昔布的

结肠腺瘤患者(0 mo组)与对照组比较, H.pylori
阳性率、胃泌素水平有显著差异. 而口服塞来

昔布后, H.pylor i阳性率在各组均趋向下降并

且随着服药时间的延长进一步降低. 与0 mo组
相比较, 2 mo组下降2.2%(P >0.05), 4 mo组下降

8.4%(P >0.05), 6 mo组下降27.2%(P <0.05); 此外,  
H.pylori阳性率在2 mo组与4 mo组间无显著性差

别(表3). 
胃泌素水平与0 mo组相比, 在6 mo组显著降

低(P<0.05); 然而, 在4 mo组与6 mo组GAS无显著

差异. 随着H.pylori阳性率下降, GAS下降(表3). 
结肠腺瘤组血清胃泌素水平与H.pylori  IgG抗体

显著相关(r = 0.854,  P<0.001, 图1).

3  讨论

胃泌素是胃肠道G细胞所分泌的一种多肽激素, 
不仅能促进胃酸分泌, 还可以通过自分泌、旁

分泌和神经内分泌方式发挥促进胃肠黏膜上皮

细胞增生的作用. 最近研究显示, 高水平胃泌

素可能会促发结肠上皮组织增生, 增加结肠腺

瘤形成的风险[6-8], Mizuno等[9]更是认为GAS(尤
其是前胃泌素和甘氨酸胃泌素)自分泌调节机

制激活是促进结肠息肉发生甚至癌变的早期事

件. 但其中机制并不清楚. 我们研究显示, 结肠

腺瘤组H.pylori感染阳性率显著高于对照组, 同
时伴随高胃泌素血症患者比例明显增加. 这个

结果与Mizuno等[9]等通过结肠镜检查332位患

者评估发现, H.pylori  IgG血清阳性的患者结肠

腺瘤发病率较正常人明显升高的结果一致. 此
外, 我们发现, 结肠腺瘤患者血清胃泌素水平与

H.pylori  IgG抗体显著相关(r  = 0.854, P <0.001). 
因此, 我们推测, H.pylori感染阻抑了胃酸对G
细胞分泌的负反馈作用, 从而引起血清胃泌素

水平升高 ,  加剧结肠黏膜细胞经历凋亡后萎

缩、肠化生或发育不良. 最终, 在某些情况下, 
H.pylori感染引起血清胃泌素水平升高, 可能促

使结肠腺瘤形成. 
本组结果显示, 结肠腺瘤不同病理类型间,

其血清胃泌素水平无显著差异, 可能由于混合

腺瘤例数较多, 管状腺瘤和绒毛状腺瘤例数较

少. 而结肠腺瘤患者H.pylori阳性率与结肠腺瘤

大小、部位、数量、分级亦无明显相关. 但是, 
我们注意到高胃泌素血症与末端结肠有明显相

关, 腺瘤大多位于结肠脾曲的末端以及直肠乙

表  1  结肠腺瘤组与对照组流行病学特征

     
参数

                     结肠腺瘤              对照组                 
 P 值

                               (n  = 48)                (n  = 43)

中位年龄(岁)      62(33-81)        61.2(29-76)         0.590

性别  

    男                    26                      22                     0.470

    女                    22                      21

经济状况

    高                    21                      20                     0.240

    低                    27                      23

吸烟史n(%) 

    是                    22(45.8)             14(32.5)            0.004

    否                    26(54.2)             29(67.5)

饮酒史n(%)

    是                    17(35.4)             10(20.8)            0.003

    否                    31(64.6)             33(79.2)

体质量指数n(%)

    高                    25(52.0)             23(53.4)            0.400

    低                    23(48.0)             20(46.6)

H.pylori感染n(%)

    阳性                33(68.8)               4(9.30)             0.001

    阴性                15(31.2)             39(90.7)

表  2  结肠腺瘤组患者H.pylori阳性率与胃泌素水平的变化

     
变量	            H.pylori 阳性率n (%)

	   胃泌素(ng/L)	

	                                                      >110           ≤110

部位	

   近端结肠	     3(9.1)		  14              23

   远端结肠	   30(90.9)	    	   8                3

 数量

   1	  	  29(87.9)	      	 12              25

   >1	  	    4(12.1)	      	   2                9

大小(cm)

   <1 	   	   9(27.3)	      	   5              12

   ≥1 	  	 24(72.7)	      	 13              18

组织类型

   管状腺瘤	 10(30.3)	   	   5              18

   混合型	   	 23(69.7)	    	   9              15

   绒毛状腺瘤	   0(0.0)	     	   0                0

分级

   低级	   	   6(18.2)	     	   2              10

   中级	   	 27(81.8)	     	 14              19

   高级	   	   0(0.0)	      	   1                2

■应用要点
本实验发现 :  (1) 
H.pylori 感染可诱
导高胃泌素血症
与结肠腺瘤形成; 
(2)选择性COX-2
抑制剂塞来昔布
经口服途径给药
可以降低H.pylori
阳性率及血清胃
泌素水平, 从而发
挥抑制结肠腺瘤
生长的作用, 为选
择性COX-2抑制
剂运用于临床肿
瘤治疗提供了理
论依据.
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状结肠交界处, 这可能与H.pylori刺激氨产生, 在
末端结肠易引起细胞增殖, 产生氧自由基, 增加

NO含量, 刺激干细胞突变, 形成结肠腺瘤[11,12]. 
C O X是催化花生四烯酸合成前列腺素的

关键限速酶, 其存在COX-1和COX-2两个亚型. 
COX-2是一种诱导性即刻反应基因, 大多数正常

组织不表达, 但在细胞因子、生长因子、癌基

因及各种促癌因素的刺激下迅速上调, 参与肿

瘤的发生发展[13]. 近年来, 有报道COX-2抑制剂

-塞来昔布(celecoxib)对结肠腺瘤的治疗有极好

疗效[14]. 我们也观察到, H.pylori阳性率及血清胃

泌素水平随着服用塞来昔布时间的延长逐渐降

低, 并呈明显时间依赖性, 口服塞来昔布达6 mo
可有统计学差异. 这些研究结果提示, H.pylori
感染可能使胃泌素升高(高胃泌素血症), 胃泌素

通过CCK-B受体, 使COX-2 mRNA和蛋白质在

肠道表达显著升高, COX-2启动子活性增强, 释
放前列腺素E2(prostaglandin E2, PGE2). PGE2
反作用于表皮生长因子(epidermal growth factor 
receptor, EGFR), 促进结肠瘤细胞的有丝分裂

信号. PGE2对结肠黏膜产生营养作用, 导致结

肠过度增殖, 形成腺瘤. 另外, 蔡瑞霞等[15]报道, 
COX-2在肿瘤组织中新生血管的内皮细胞, 基质

的单核巨噬细胞及成纤维细胞内强表达, 参与

血管生成. 因此, 塞来昔布也可以抑制结肠腺瘤

新生血管的形成从而抑制结肠腺瘤的生长. 所
以, 我们认为, 胃泌素可能是一种结肠上皮细胞

潜在的COX-2表达刺激物, 通过受体介导产生一

种蛋白激酶通路激活作用, 胃泌素诱导COX-2表
达上调, 可导致激素依赖性胃肠道新生物形成, 
包括结肠腺瘤. 

总之, 本实验发现: (1)H.pylori感染可诱导

高胃泌素血症与结肠腺瘤形成; (2)胃泌素与

COX-2表达有关, COX-2可能介导胃泌素诱导的

结肠腺瘤形成; (3)选择性COX-2抑制剂塞来昔

布经口服途径给药可以降低H.pylori阳性率及血

清胃泌素水平, 从而发挥抑制结肠腺瘤生长的

作用. 在本实验过程中没有发现患者存在明显

的胃肠道损伤, 为选择性COX-2抑制剂运用于临

床肿瘤治疗提供了理论依据.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1 112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 

与影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)
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Abstract
AIM: To character ize the morphological 
and biological properties of a novel strain of 
Campylobacter fetus (Jiao he strain) separated from 
the blood sample from a patient with colon cancer.

METHODS: The morphological, cultural and 
biochemical characteristics of the isolated strain 
were studied with routine methods. Bacterial 
DNA was extracted to amplify 16S rDNA with 
TaKaRa 16S rDNA Bacterial Identification PCR 
Kit (Code No. D310). PCR products were then 
sequenced.

RESULTS: The morphological, cultural and 
biochemical characteristics of the isolated strain 
correspond well with those of Campylobacter fe-

tus. The sequence of 16S rDNA amplified from 
the isolated strain is also matched with those of 
Campylobacter fetus deposited in the NCBI da-
tabase.

CONCLUSION: Jiao he strain may represent 
a novel subspecies of Campylobacter fetus since 
there are differences in some stably heritable 
morphological and cultural characteristics be-
tween Jiao he strain and subspecies fetus.  

Key Words: Campylobacter fetus ; Colon cancer; 
Pathogenicity; Jiao he strain

Li CH, Sun KX, Sun FH. Characterization of a novel strain 
of Campylobacter fetus separated from the blood sample 
from a patient with colon cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(13): 1395-1399

摘要
目的: 研究从结肠癌术后患者血液中分离出
的病原菌生物学性状并鉴定其种型.

方法: 按常规的鉴定方法进行细菌学实验(包
括形态学、培养特性、生化特征等实验); 用
碱裂解法提取细菌DNA, 使用TaKaRa 16S 
rDNA Bacterial Identification PCR Kit(Code 
No. D310), 以Forward primer/Reverse primer 2
为引物, 做16S rDNA PCR扩增及序列测定. 

结果:  蛟 河 株 的 形 态 学、培 养 特 性 和 生
化 特 征 等 实 验 符 合 弯 曲 菌 属 胎 儿 弯 曲 菌
(Campylobacter fetus )鉴定标准; 经16S rDNA扩
增及测序结果NCBI上比对结果为胎儿弯曲菌.

结论: 蛟河株为弯曲菌属胎儿弯曲菌; 但比对
胎儿亚种形态学和生化特征有一定差异, 且
可稳定遗传给子代, 可以确定为胎儿亚种的
新变种.

关键词: 胎儿弯曲菌; 结肠癌; 致病性; 蛟河株
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■背景资料
细菌的变异现象
是细菌的普遍特
征之一. 在自然界
中, 任何微生物都
可发生变异. 有的
是表型变异(非遗
传性变异) ,  有的
是基因型变异(遗
传性变异) .  研究
细菌的变异性, 发
现新细菌或新变
种, 有助于临床工
作者对感染性疾
病的病原学的深
刻认识. 从而提高
临床诊治水平, 科
学诊断, 科学治疗. 
该研究直接来源
于临床实践, 符合
转化医学的科研
思路.

■同行评议者
周晓东 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科



0  引言

弯曲菌属(Campylobacter )是一类呈逗点状、S
状或螺旋状弯曲的革兰阴性杆菌, 广泛分布于

温血动物, 常定居于家禽及野鸟的肠道内. 引起

人类肠道感染的菌种主要为空肠弯曲菌和大肠

弯曲菌. 其中, 空肠弯曲菌空肠亚种最为常见. 
由胎儿弯曲菌引起人类感染的报道甚少. 目前,
有关胎儿弯曲菌(Campylobacter fetus )引起的

结肠癌术后患者的菌血症和败血症, 国内尚未

见报道, 国外报道的病例也甚少[1-7,13,14]. 我们于

2009-06从患结肠癌术后来蛟河市二院进行化疗

的患者出现败血症时的血液中分离出1株胎儿

弯曲菌, 现报道如下.  

1  材料和方法

1.1 材料 临床病例: 男, 71岁, 蛟河市天岗乡人, 
从事养殖野鸡、鸟、家禽等工作. 患结肠癌在

解放军222医院术后, 来蛟河市二院化疗. 查体: 
体温39.1 ℃, 脉搏105 次/分, 呼吸33次/min, 血
压18/13 kPa(140/100 mmHg), 精神萎靡, 四肢末

稍厥冷, 双肺呼吸音清, 未闻及干湿罗音. 心律

105次/min, 律不齐. 实验室检查: 胸部CT显示: 
右肺门可见少许肿大淋巴结. 血红蛋白100 g/L, 
RBC 3.01×1012/L, WBC 20×109/L. 肝功能ALT 
25 U/L、GGT 91 U/L、总蛋白52.6 g/L、白蛋

白22.8 g/L、球蛋白29.8 g/L. 肾功能正常、粪便

隐血(++)、尿常规正常. 病理诊断: 结肠癌, 中
度分化. 仪器与试剂: TaKaRa BIO公司TP3000
型PCR仪, ABI公司377XLDNA测序仪, 测序试

剂为: ABI PRISM BigDyeTM Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit with Amplitaq 
DNA  Polymerase, FS(Applied Biosystems). 细菌

分离培养基: 血平板、普通平板、中国蓝平板. 
血液增菌培养基为美国BD公司BACTEC成人需

氧增菌培养瓶, 血培养系统为BACTEC9050全自

动血培养系统.
1.2 方法 细菌的生物学性状检验, 包括形态学﹑

培养特性和生化特征, 其方法按常规方法进行[7]. 
常规碱裂解法提取细菌DNA, 对提取的细菌基

因组DNA取1 μL 10倍稀释后进行琼脂糖凝胶

电泳. 以细菌基因组DNA为模板, 使用TaKaRa 
16S rDNA Bacterial Identification PCR Kit(Code 
No.D310), 以Forward primer/Reverse primer2为
引物, 扩增目的片段. 取5 μL进行脂糖凝胶电泳. 
使用TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit 
Ver.2.0(Code No. DV805A)切胶回收目的片段, 
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取1 μL进行琼脂糖凝胶电泳. 以以试剂盒提供的

Seq Forward、Seq Reverse、Seq Internal为引物

对胎儿弯曲菌(Camp- ylobacter fetus)CTA703株
的16S rDNA基因序列测定与分析(华大生物工

程有限公司进行).

2  结果

2.1 细菌分离培养及生长特征 送检患者血液标

本经BACTEC9050培养系统48 h显示阳性, 取
阳性培养物无菌操作分别接种血平板、普通平

版、中国蓝平板进行分离培养. 置于25﹑37﹑
42 ℃不同温度环境下需氧纯培养24-48 h, 未见

细菌生长; 72 h后25﹑37 ℃纯培养的血平板出

现云雾状的生长物, 42 ℃不生长. 为微需氧菌, 
50 g/L CO2可促进其生长. 普通平板和中国蓝平

板均无细菌生长. 取纯培养物, 经3-4次传代肉汤

增菌培养后接种血平板,  37 ℃ 24 h就可以出现

云雾状而且沿接种线扩展生长, 72 h后有部分形

成光滑、湿润、灰色的单个菌落. 
2.2 细菌的形态学特征 取阳性肉汤培养物直接

涂片镜检: (1)瑞氏染色镜检, 结果发现有细菌

(图1A); (2)美蓝染色镜检发现细菌(图1B); (3)取
阳性肉汤培养物滴于载玻片上, 加上盖玻片, 高
倍镜下观察, 发现有大量运动相当活跃的菌体, 
油镜下观察, 发现有螺旋状且运动活泼的菌体. 

取血平板生长的细菌涂片革兰染色镜检发

现革兰阴性, 菌体细长, 弧形或两菌体相连形成

弯曲的螺旋状、“S”形、海鸥展翅形(图2), 旧
培养物可呈现球状. 细菌的大小, 长为0.5-5 μm,
无芽胞. 鞭毛染色可见菌体一端或两端有单鞭

毛, 有的则为一根侧鞭毛(图3).
2.3 细菌的生化特征 氧化酶阳性, 触酶阳性, 还原

硝酸盐, 对糖类不氧化也不发酵, 甲基红阴性, V-P
试验阴性, 不液化明胶, 尿素酶阴性, 脂酶阴性, 
H2S阴性, 枸橼酸盐利用试验阴性. 不产生色素. 
2.4 细菌的基因组DNA 16S rDNA扩增及序列

测定 提取细菌基因组DNA, 并以此为模板使用

TaKaRa 16S rDNA Bacterial Identification PCR 
Kit(Code No.D310), 以该试剂盒提供的Forward 
primer/Reverse primer2引物, 扩增目的片段. 取5 
μL进行脂糖凝胶电泳, 结果如图4.

待测菌株16S rDNA PCR产物琼脂糖凝胶

电泳显示, 扩增产物约1 500 bp左右. 阳性对照

试剂盒提供的细菌通用16S rDNA阳标, 由于细

菌种类不同, 与待测菌株扩增片段大小有差别. 
PCR产物经切胶回收, 纯化, 以试剂盒提供的Seq 
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■相关报道
众 所 周 知 ,  目 前
细菌的分类鉴定
均 是 按 照 国 际
惯 例 ,  依 据 新 版
本 “ 伯 杰 鉴 定
细 菌 学 手 册 ”

(Bergey,s Manual 
of  Determinative 
Bacter iology)和
“ 伯 杰 系 统 ( 分
类)细菌学手册”

(Bergey,s Manual 
Of   Sy s t ema t ic  
Bacteriology)并参
阅国内外相应的
文献而进行. 一方
面要做细菌表型
特 征 的 鉴 定 ;  另
一方面要做细菌
的遗传学特征(测
序)鉴定. 目前, 国
内尚未见有对本
菌的这种全方位
的鉴定报道文献.
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Forward、Seq Reverse、Seq Internal为引物测序. 
2.5 待测细菌16S rDNA基因序列测定结果及

N C B I基因库数据比对结果  由华大生物工程

有限公司测得的基因序列, 经BLAST分析, 结
果与胎儿弯曲菌(Campylobacter fetus )CTA703 
株的16S rDNA基因部分序列(基因登录号GI: 
116248040)100%一致, 全长1 435 bp, 表明待测

菌株为胎儿弯曲菌.

3  讨论

众所周知, 目前细菌的分类鉴定均是按照国际

惯例 ,  依据新版本“伯杰鉴定细菌学手册”

(Bergey's Manual of  Determinative Bacteriology)
和“伯杰系统(分类)细菌学手册”(B e rg e y 's 
Manual Of Systematic Bacteriology)并参阅国

内外相应的文献而进行的. 一方面要做细菌表

型特征的鉴定 ;  另一方面要做细菌的遗传学

特征(测序)鉴定. 其中后者是确定细菌类缘关

系的最理想方法. 我们从一患结肠癌术后患者

的血液中分离出的菌株 ,  用常规碱裂解法提

取细菌DNA, 使用TaKaRa 16S rDNA Bacterial 
Ident if icat ion PCR K i t(Code No.D310), 以
Forward primer/Reverse primer2为引物, 做PCR
扩增和16S rDNA扩增及序列测定结果NCBI上
比对结果为100%符合弯曲菌属胎儿弯曲菌. 

细菌的变异现象是细菌的普遍特征之一. 在
自然界中, 任何微生物都可发生变异. 有的是表

型变异(非遗传性变异), 有的是基因型变异(遗
传性变异). 根据BERGEYS分类细菌学手册记

载[9], 胎儿弯曲菌(Campylobacter fetus )又分为胎

儿亚种(C. fetus Subsp. fetus )和性病亚种(C. fetus 
Subsp.venerealis ). 我们从结肠癌患者血液中分离

出的弯曲菌属胎儿弯曲菌符合胎儿亚种的基本

特征, 因此确认他为胎儿亚种. 但是, 我们对所分

离出的菌株比对上述两个亚种, 发现他在生物学

特征上又有与胎儿亚种、性病亚种不同之处, 具
有自己的特点. 首先在形态学特征上, 胎儿亚种

和性病亚种均为一端或两端单鞭毛, 我们分离出

的菌株有的尚有一端丛鞭毛和侧单鞭毛. 其次在

培养特点上, 42 ℃性病亚种不生长, 胎儿亚种不

一定, 我们分离出的菌株则不生长. 而且这些特

性, 经多次传代后在其子代仍保持不变, 能稳定

的遗传下去. 显然, 这个菌株发生的变异为遗传

性变异. 可以确定他是胎儿弯曲菌胎儿亚种的新

变种. 由于我们对所分离的菌株的DNA序列测序

只测定了16S rDNA这一保守序列, 尚未测定其

全部序列. 因此所分离的菌株是否为新的亚型有

待进一步研究. 

图  1  肉汤培养物
所见(×1 000).  A: 

瑞氏染色; B: 美蓝

染色.

BA

图   2   血 平 板
24 h培养物涂片
镜下所见(革兰
染色, ×1 000). 

图  3  鞭毛染色所
见 ( 鞭 毛 染 色 法 ×
1 000). 

丛鞭毛

侧鞭毛

bp
2 000

1 000
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M        1        2        3 图  4  细菌基因组
D N A 的 提 取 结 果 . 
M: DNA Marker 

DL2000; 1: 待测菌

株16S rDNA; 2: 阳

性对照(试剂盒提

供, 细菌16S rDNA)

3: 阴性对照.

■创新盘点
本研究从结肠癌
患者血液中分离
出的弯曲菌属胎
儿弯曲菌符合胎
儿亚种的基本特
征,因此确认他为
胎儿亚种 .  但是 , 
对所分离出的菌
株比对上述两个
亚种, 发现他在生
物学特征上又有
与胎儿亚种、性
病亚种不同之处, 
具有自己的特点. 
而且这些特性, 经
多次传代后在其
子代仍保持不变, 
能稳定的遗传下
去. 显然, 这个菌
株发生的变异为
遗传性变异. 可以
确定他是胎儿弯
曲菌胎儿亚种的
新变种.
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据文献记载, 胎儿弯曲菌是微嗜氧菌, 必
须使用少数经过评估的优化的血液分离培养

弯曲菌的方法 [8 ,9].  B A C T E C系统(需氧瓶)和
Septi-chek系统均适于常见弯曲菌生长[11,12]. 其
他方法, 如厌氧肉汤培养基或裂解离心分离法

(lysiscentrifugation), 可能不太敏感[10]. 绝大多数

弯曲菌是微需氧的, 含50 mL/L O2、100 mL/L 
CO2和850 mL/L N2的空气能达到最佳的分离培

养效果[8]. 但我们在有氧的条件下进行培养也可

生长. 要探讨这个问题还需要从何谓厌氧菌及

微嗜氧菌说起. 厌氧菌(anaerobes)是一大群要求

在降低氧压的条件下才能生长, 而不能在含有

10% CO2(空气中含180 mL/L O2)的固体培养基

表面生长的细菌总称. 他又分为极度厌氧菌(系
指一些要求在低于5 mL/L O2条件下才能生长, 
在空气中暴露10 min即死亡的细菌)和中度厌氧

菌[系指能在2%-8%(平均3%)的氧分压环境中

生长. 在空气中暴露60-90 min尚能存活的细菌]
两种. 而微嗜氧菌(microaerophilic bacteria )或称

微需氧菌系指能在50-100 mL/L CO2空气中的固

体培养基表面生长的细菌(如: 弯曲菌属). 我们

的实验基本是在有氧条件进行的, 那本菌为什

么会生长呢? 我想有以下几种可能, 供参考. (1)
我们在临床实验室所使用的血液增菌培养基为

美国BDBACTEC成人需氧增菌培养瓶, 血培养

系统为BACTEC9050全自动血培养系统. 这个

全自动血培养系统每次可培养120个血液标本. 
在发现这株菌前, 我们并不知他对培养条件的

要求, 因此首先选用需氧培养. 结果是经24-48 
h未见细菌生长, 48 h后才见生长. 按照文献记

载, 弯曲菌生长速度不是缓慢型, 通常经37 ℃ 
18-24 h即可生长. 本菌经24-48 h未见细菌生

长, 48 h后才见生长, 这是否与随着培养时间的

增长, 整个培养箱内氧的消耗逐渐加大(每次培

养临床血标本都在50-100份), 箱内氧的减少了, 
达到了本菌生长的基本要求有关？有待于进

一步探讨. (2)取阳性培养物无菌操作接种血平

板, 置于25、37﹑42 ℃不同温度环境下需氧培

养24-48 h,  未见细菌生长; 72 h后25﹑37 ℃的

血平板出现云雾状的生长物. 由于本菌不存在

生长缓慢的特性, 这是否也是与随着培养时间

的增长, 整个培养箱内氧的消耗逐渐加大, 箱内

氧的减少了, 达到了本菌生长的基本要求有关? 
(3)我们的实验还表明, 本菌经3-4次传代肉汤增

菌培养后接种血平板,  37 ℃ 24 h就可以出现云

雾状而且沿接种线扩展生长, 72 h后有部分形成

灰色单个菌落. 由此可看出, 本菌的微嗜氧特性

不是绝对的. 生活环境的改变, 一部分不适应新

的环境的细菌发生死亡, 另一部分细菌为了生

存, 就要适应新的环境条件, 这就是细菌的适应

性变异. 细菌对环境等因素的适应性也是细菌

生命活动的基本特性之一. 
本菌株来自于一结肠癌患者的血液 ,  经

BACTEC9050系统48 h显示阳性, 初次分离血

平板不生长, 经2-3次转代肉汤增菌培养后接种

于血平板, 37 ℃ 24 h需氧环境下就可以出现云

雾状而且沿接种线扩展生长的现象, 培养72 h
后部分形成灰色小菌落, 培养时间和环境与资

料要求的微需氧环境有所差别. 该血液阳性肉

汤培养物直接涂片镜检, 采用革兰染色最初未

查到细菌, 这很可能是与血液中的RBC碎片掩

盖所致, 或由于菌量少且沉于瓶底, 取样时未

取瓶底的样本所致. 而采用瑞氏染色和美蓝染

色均发现有螺旋弯曲状杆菌 .  因此我们认为 , 
BACTEC9050系统报道阳性, 取血液培养物涂片

革兰染色镜检阴性时, 需要进一步涂片做瑞氏

染色和美蓝染色镜检为佳, 以免漏检. 该菌株在

血平板上, 随着暴露空气时间的变化(1-7 d), 其
形态有较大的变化. 该菌株在15、42 ℃环境中

不生长, 在25、37 ℃环境中生长, 生化反应与胎

儿弯曲菌基本一致. 
据文献报道, 胎儿弯曲菌主要引起肠外感

染. 其中胎儿亚种为主要的人类致病菌. 我们从

一患结肠癌手术后进行化疗后出现高热的高龄

患者血液中分离到本菌, 说明胎儿弯曲菌与结

肠癌的发生无直接因果关系. 菌血症和败血症

的出现, 很可能是由于患者高龄, 肿瘤手术后又

进行化疗, 机体的免疫功能严重受损, 胎儿弯曲

菌趁机而入, 借助于鞭毛和特异性外膜蛋白与

肠上皮细胞结合, 在肠上皮细胞内生长繁殖后

入血, 引起菌血症, 细菌进一步在血液中大量繁

殖并产生毒性产物引起全身性中毒症状(如高

热,皮肤黏膜瘀斑等)出现败血症. 我们采用抗生

素和改善免疫功能疗法收到了明显的疗效. 有
关胎儿弯曲菌的致病性有待于进一步研究[13,14]. 
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Abstract
AIM: To compare the efficacy of domestic and 
imported octreotide (Sandostatin) in the treatment of 
acute diarrhea associated with anti-tumor therapy.

METHODS: One hundred and thirty-eight pa-
tients with grade II or III diarrhea were enrolled 
into the study, of which 66 received Sandostatin 
treatment, and 72 were given domestic octreo-
tide (100 µg, tid). Therapeutic efficacy was eval-
uated after a 3-day treatment. 

RESULTS: No significant difference was noted in 
the complete remission rate of diarrhea between 

patients treated with Sandostatin and domestic 
octreotide (75.8% vs 79.2%, P > 0.05). The doses 
of domestic octreotide used on days 2 and 3 were 
significantly higher than those of Sandostatin 
(both P < 0.05). The cost-effectiveness value for 
Sandostatin was significantly higher than that for 
domestic octreotide (1148.7 vs 507.3, P < 0.05). 

CONCLUSION: Domestic octreotide has equiva-
lent efficacy and superior cost-effectiveness to 
Sandostatin in treating acute diarrhea associated 
with anti-tumor therapy. Increasing the dose of 
domestic octreotide is a reasonable choice in the 
management of grade III diarrhea. 

Key Words: Anti-tumor therapy; Diarrhea; Octre-
otide

Qiu H, Xiong HH, Hu GY, Wang R, Tang X. Domestic 
versus imported octreotide in the treatment of acute 
diarrhea associated with anti-tumor therapy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 1400-1403

摘要
目的: 分析国产奥曲肽(依普比善)及进口奥曲
肽(善宁)治疗Ⅱ级以上肿瘤治疗相关性急性
腹泻的疗效及药物经济学.

方法: 138例放疗及化疗相关性Ⅱ-Ⅲ级腹泻
患者列入本观察研究, 66例接受善宁治疗、

72例接受依普比善, 首剂均为100 µg, 皮下注
射, tid, 连续治疗3 d后判断疗效. 

结果: 善宁组腹泻完全缓解率为75.8%, 依普
比善组为79.2%, 没有显著性差异. 依普比善
治疗Ⅲ级腹泻第2天及第3天用量剂量高于善
宁组. 善宁组治疗方案的成本效果分析值为
1148.7, 依普比善组为507.3. 

结论: 依普比善与善宁处理肿瘤治疗相关性
腹泻方面疗效相当, 但依普比善更符合药物
经济学原则. 处理重度腹泻时提高依普比善
剂量是合理选择, 且提高依普比善剂量并没
有显著不良反应发生.

关键词: 肿瘤治疗; 急性腹泻; 奥曲肽

®

■背景资料
在晚期结肠癌化
疗的两项临床试
验中, 化疗及放疗
相关性腹泻是常
见治疗不良反应, 
常常导致患者抗
肿瘤治疗中断, 严
重时会危及患者
生命. 控制和处理
肿瘤治疗相关性
腹泻具有重要意
义, 而在有关晚期
结肠癌化疗的两
项临床试验中观
察到较为严重的
与IFL方案相关的
腹泻反应使得临
床对此更为重视.

■同行评议者
梅林, 教授, 北京
大学医学部生理
学与病理生理学
系神经调节和消
化内分泌研究室
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0  引言

生长抑素对应的靶腺体包括脑组织、垂体、胰

岛细胞、胃肠组织等, 他作用于胃肠道组织时

可抑制胃肠道的内外分泌功能、降低肠蠕动、

增加离子及营养物质吸收、促进脉管收缩等功

能[1], 最近研究认为生长抑素还可抑制细胞增殖, 
具有抗肿瘤作用[2]. 奥曲肽与生长抑素受体2、6
亚型高度亲和, 生理效应与生长抑素类似, 具有

缓解腹泻、控制疼痛等作用. 与伊利替康联合

5-FU及甲酰四氢叶酸(简称IFL)化疗方案相关的

两项晚期结肠癌临床试验(N9741及C89803)报
道了较高的急性腹泻相关死亡率, 癌症治疗相

关性腹泻得到越来越多的临床重视[3]. 国外有多

项研究表明: 在治疗及预防化疗相关性腹泻方

面, 奥曲肽疗效明显优于洛哌丁胺及安慰剂[4-6], 
目前国际姑息治疗委员会已将奥曲肽列为腹泻

症状处理的基本用药. 国产醋酸奥曲肽(依普比

善)在治疗食管胃底静脉曲张出血方面具有满

意疗效[7], 我们在临床使用中发现依普比善治疗

盆腔放疗相关性腹泻的疗效明显优于洛哌丁胺, 
不良反应低. 为比较依普比善与进口奥曲肽(善
宁)在治疗肿瘤相关性腹泻方面的差异, 本研究

进行如下治疗观察, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 根据美国NCI腹泻程度分级及肿瘤治疗

相关性腹泻处理指南, 138例具有生长抑素治疗指

征的Ⅱ及Ⅲ级腹泻患者纳入本观察项目, 根据指

南其中Ⅱ级腹泻患者合并下列症状之一, 如肠绞

痛、Ⅱ级以上恶心呕吐、发热、白细胞下降、

ECOG评分小于2. 出于伦理学考虑, Ⅳ级腹泻患者

未纳入研究. 所有患者诊断均有病理学依据. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 发生抗肿瘤治疗相关性腹泻、且初

诊医生判断无需进行静脉补液治疗的患者随机

分入善宁治疗组及依普比善治疗组. 66例患者

接受善宁治疗, 72例患者接受依普比善治疗. 善
宁及依普比善给药初始剂量为100 µg, 皮下注

射, 每隔8 h 1次. 给药第1天后观察腹泻如果保持

不变或加剧, 增加药物剂量为200 µg, 皮下注射, 
每隔8 h 1次; 增加剂量给药24 h后, 症状没有改

善或加剧, 则增加药物剂量300 µg, 皮下注射, 每

隔8 h 1次. 所有患者根据相关检查给予对应症状

处理措施及饮食指导, 治疗期间密切观察患者

体征及症状. 如果患者腹泻发生在抗肿瘤治疗

期间, 经高年资医师判断该患者是否需要停止

抗肿瘤治疗以及是否需要输液治疗. 
1.2.2 有效性判断: 每隔24 h对患者进行一次腹

泻症状评估. 治疗3 d后, 如恢复平常大便次数或

大便增加次数为1-2次/d, 认为腹泻完全缓解. 如
果未达以上标准, 认为治疗失败. 记录两组患者

抗肿瘤治疗停止天数以及需要输液治疗情况. 
1.2.3 药效经济学分析: 成本-效果分析是应用成

本与效果的比值表示每获得一份效果所需要的

净成本. 记录两组生长抑素用量及费用成本, 采
用成本-效果分析方法来表示药物治疗成本效

果分析.
统计学处理 用mean±SD表示定量数据, 采

用SPSS13.0软件的两独立样本t检验进行均值比

较分析; 分类数据用SPSS13.0进行χ2检验分析. 
显著性差异水平为P <0.05.

2  结果

2.1 两组患者一般情况统计 两组年龄、性别、

诊断、抗肿瘤治疗方式、KPS评分、腹泻程度

方面没有显著性差异, 具有可比性(表1).
2.2 两组治疗效果比较 两组在腹泻缓解率及是

否需要输液治疗方面没有显著性差异, 疗效相

当(表2). 善宁组共有37例患者的腹泻症状发生

在抗肿瘤治疗进行中, 其中有32例(86.5%)患者

因腹泻中止治疗, 依普比善组对应别为51例及

41例(80.4%), 两组因腹泻抗肿瘤治疗中止情况

没有差异(P = 0.453). 图1散点图分析显示两组

抗肿瘤治疗中止持续时间无差异(P = 0.276).
2.3 两组用药剂量及药物经济学比较 Ⅱ级腹泻

两组所有日均单次用量均为100 µg, 单次花费善

宁组为135.0元, 依普比善组为49.6元. Ⅲ级腹泻

治疗后缓解患者两组日均单次用药剂量见图2, 
依普比善用量在第2及第3天均高于善宁组, 统
计学有显著性差异. 善宁组治疗方案的成本效

果分析值为1148.7, 而依普比善组为507.3, 提示

国产醋酸奥曲肽治疗更符合药效经济学.
2.4 不良反应观察 善宁组头晕1例, 注射部位疼

痛2例; 依普比善组头晕3例, 注射部位疼痛4例, 
注射后腹部不适感为3例. 所有不良反应均为轻

度, 未影响患者治疗.

3  讨论

肠隐窝未分化细胞增殖池不断补充脱落的肠表

■相关报道
国外关于生长抑
素在处理肿瘤治
疗相关性腹泻的
前瞻性随机临床
试验证实了该药
对比洛哌丁胺及
安慰剂的优势, 目
前生长抑素治疗
已经被列为国际
姑息治疗腹泻治
疗的基本用药. 在
化疗相关性腹泻
处理指南中也指
出生长抑素是中
重度腹泻的标准
用药.

■研发前沿
目前常用的腹泻
治疗方法在处理
肿瘤治疗相关性
腹泻中有效率并
不 理 想 ,  而 生 长
抑素在腹泻方面
的治疗应用逐步
得到关注和研究, 
尤其是在重度腹
泻、恶性肠梗阻
方面显示了其治
疗优势. 摸索生长
抑素在国人中的
最佳用药剂量仍
然需要较多研究
和探索.
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面上皮细胞, 该细胞对化疗及放射线尤为敏感, 
肠上皮再生受损及毛细血管渗出可影响黏膜屏

障功能, 肠吸收功能下降, 导致水样腹泻. 伊立

替康活性代谢产物SN38直接作用于肠黏膜上皮

细胞的拓扑异构酶-Ⅰ, 引起DNA双链断裂, 细
胞死亡, 导致肠结构和功能的改变. 腹泻是伊立

替康等化疗药物常见不良反应, 化疗相关性腹

泻发生率可高达82%, 其中1/3可为Ⅲ、Ⅳ级重

度腹泻[8]. 盆腔放疗中以腹绞痛及腹泻为特征的

急性放疗性肠炎发生率为50%左右, 前列腺癌调

强放射治疗腹泻的发生率仍可达36.7%, 同步放

化疗时放疗相关性腹泻的发生率更高, 有报道

可达80%以上[9]. 长期腹泻除导致电解质紊乱等

并发症外, 还常迫使化疗药物减量、放射治疗

中断, 影响抗肿瘤治疗效果. 
癌症治疗相关性腹泻的治疗方法包括补

液、预防性使用抗生素、止泻等, 其中洛哌丁

胺是急性腹泻治疗标准用药, 但有效率并不高. 
奥曲肽具有抑制肠蠕动、减少肠分泌作用, 已
经被国际姑息治疗协会列为姑息治疗基本药

物, 关于长效奥曲肽治疗的一些临床试验也在

进行中. 国外研究表明善宁治疗化疗相关性腹

泻有效率可达85%以上[4-6], 刘东屏等报道善宁

治疗肠道菌群失调致腹泻的3及7 d有效率分

别为37.5%和78.1%[10], 邱冬等采用善宁治疗常

规治疗无效的化疗难治性腹泻的3 d有效率为

84.7%[11]. 在本研究中, 善宁及国产醋酸奥曲肽

(依普比善)治疗化疗放疗相关性腹泻的总有效

率分别为75.8%及79.2%, 两组没有显著性差异, 
两组患者需要输液支持对症治疗的比例也没有

明显差异, 抗肿瘤治疗中止持续时间类似, 显示

依普比善与善宁疗效相当. 需要指出的是善宁

组及依普比善组腹泻治疗的3 d有效率均略低于

部分国内及国外报道的85%以上, 其原因可能是

表  2  两组疗效分析

     
分组            	           善宁组    依普比善组        P 值

腹泻缓解率n(%)

    II级 是 28(80.0) 24(91.9) 0.552

否   7(20.0)   3(11.1)

    III级 是 22(71.0) 33(73.3) 0.821

否   9(29.0) 12(26.7)

    总有效率 50(75.8) 57(79.2) 0.632

需要输液治疗n(%)

    是 42(63.6) 49(68.1) 0.584

    否 24(36.4) 23(31.9)

表  1  两组患者一般情况统计

     
分组                                   善宁组        依普比善组      P 值

年龄(岁) 48.3±9.3 47.9±7.5 0.764

性别n(%)

    男 37(56.1) 35(48.6) 0.399

    女 29(43.9) 37(51.4)

病理诊断n(%)

    膀胱癌   1(1.5)   0(0.0) 0.744

    原发灶不明转移癌   1(1.5)   0(0.0)

    肺癌 10(15.2) 10(13.9)

    宫颈癌   9(13.6) 11(15.3)

    结肠癌   7(10.6) 10(13.9)

    淋巴瘤   2(3.0)   3(4.2)

    前列腺癌   3(4.5)   4(5.5)

    食管癌   4(6.1)   4(5.5)

    胃癌 14(21.2)   8(11.1)

    直肠癌 11(16.7) 15(20.8)

    子宫内膜癌   4(6.1)   6(8.3)

    恶性黑色素瘤   0(0.0)   1(1.4)

KPS评分 79.2±5.3 79.8±4.9 0.479

抗肿瘤治疗方式n(%)

    放疗 11(16.7) 19(26.4) 0.363

    同步放化疗 11(16.7) 12(16.7)

    化疗 44(66.6) 41(56.9)

腹泻程度分级n(%)

    Ⅱ级 35(53.0) 27(37.5) 0.087

    Ⅲ级 31(47.0) 45(62.5)

图  1  抗肿瘤治疗中发生腹泻导致治疗中止时间分析. 善宁

组32例, 依普比善组42例.
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图  2  两组Ⅲ级腹泻用药调整剂量比较. aP<0.05, bP<0.01 vs  

善宁组.
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■应用要点
国产醋酸奥曲肽
( 依 普 比 善 ) 在 处
理肿瘤治疗相关
性急性腹泻更符
合药物经济学原
则, 可推荐用于化
放疗相关急性腹
泻的处理. 

■创新盘点
本研究在国内首
次比较了国产奥
曲肽与进口奥曲
肽处理肿瘤治疗
相关性腹泻的疗
效, 并能够指出国
产奥曲肽在重度
腹泻治疗上的不
足之处.
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由于参与此研究的部分患者止泻治疗期间仍然

持续进行抗肿瘤治疗, 某种程度上影响了奥曲

肽的3 d治疗效果评价. 
虽然善宁与依普比善疗效相当, 但根据腹

泻程度的分层分析仍然可以看到两组在用药剂

量调整方面的部分差异. 两组在Ⅱ级腹泻的用

药方面, 日均单次100 µg的用量均可以达到满意

控制效果. Ⅲ级腹泻的处理虽然疗效相当, 但是

依普比善组第2及第3天的调整剂量高于善宁组, 
具有显著性差异. 根据此结果我们认为, 采用依

普比善处理较重腹泻时, 为了获得更迅速的腹

泻控制率, 初期即提高依普比善剂量似乎是较

合理选择, 而且在本研究中我们没有观察到提

高依普比善剂量后有严重不良反应发生. 
成本和效果是药物经济学研究的两大要素, 

药物经济学分析类型有成本-效果分析、成本-
效用分析、成本-效益分析等. 成本-效果分析是

应用成本与效果的比值以表示每获得一份效果

所需要的净成本, 在医学方面有广泛应用, 是目

前医院药物经济学研究中最常用的方法. 成本-
效果分析常用计算成本-效果比和计算增量成本

-效果比两种方法. 根据本次调查原始资料进行

的成本-效果分析法显示, 以腹泻缓解作为疗效

指标时, 获得同等治疗疗效的前提下, 依普比善

组费用较低, 其成本效果分析值仅为善宁组的

50%左右. 因此从降低医疗费用角度考虑, 依普

比善比善宁具有优势. 
皮下注射奥曲肽的不良反应包括头痛

(6%)、头晕(5%)、恶性呕吐(5%-10%)以及注射

部位疼痛(7.7%)[12]等. 善宁组及依普米善组患者, 
出现了头晕、注射部位疼痛、腹部不适等症状, 
但这些不良反应发生率相对较低, 且都为轻度, 
不影响患者治疗, 提示皮下注射两种治疗方案

的安全性较好. 
总之, 依普比善在处理肿瘤治疗相关性急性

腹泻方面疗效与善宁相当, 更符合药物经济学

原则, 可推荐用于化放疗相关急性腹泻的处理. 
与肿瘤治疗相关性腹泻治疗指南推荐的善宁基

本用量相比, 使用依普比善在处理Ⅲ级以上腹

泻时, 提高药物剂量可能更为合理.
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报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

中国知识资源总库收录. 2008年度《世界华人

消化杂志》总被引频次为2480, 位居内科学类

41种期刊的第6位; 影响因子为0.547, 位居内科

医学类41种期刊的第17位. 《世界华人消化杂

志》即年指标0.059, 他引率0.79, 地区分布数29, 
基金论文比0.340, 国际论文比0.00, 学科影响指

标0.59, 综合评价总分49.5, 位居内科学类41种
期刊的第8位.   
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 
文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议

纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及实

用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

世界华人消化杂志 2010年5月8日; 18(13): 1404-1408
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(ISSN 1009-3079, 
CN 14-1260/R)》是一份同行评议性和开放获取

(open access, OA)的旬刊. OA最大的优点是面向

全国本领域专家及公众开放无需注册, 免费获

取PDF等格式的全文, 切实破除了传统性期刊阻

碍科学研究成果快速传播的障碍. OA是一项真

正意义上的公益性科学传播工具, 编委、作者

和读者利益的最大化的目标, 努力推进本学科

的繁荣和发展. 
《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基

因组学、微生物及分子生物学、病因学、流行

病学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影

像、化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也

报道诊断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进

技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T1-2 , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2009年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-85381901, 传
真: 010-85381893, 
E m a i l :  w c j d @
wjgnet.com; http://
www.wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 

材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序
号一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后

空1格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 
以下逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并考入

磁盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不

要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 
cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条粘贴在正文内, 
不能使用浆糊粘贴.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究

论文给予充分的反映, 并在文内引用处右上

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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角加方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需

在“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅

引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上

角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文

献格式如下: 
1 Jung EM, Clevert DA, Schreyer AG, Schmitt 

S,  Rennert  J ,  Kubale R,  Feuerbach S, 
Jung F. Evaluation of quantitative contrast 
harmonic imaging to assess malignancy of 
liver tumors: A prospective controlled two-
center study. World J Gastroenterol  2007; 13: 
6356-6364 [PMID:  18081224; DOI: 10.3748/
wjg.13.6356]

2 马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863

3 Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4 尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 
第1版 .  上海 :  上海科学技术文献出版社 , 
1995: 382-385

5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet .com, 电
话: 010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求

帮助. 投稿须知下载网址http://www.wjgnet.
com/1009-3079/tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要

14-28 d. 所有的来稿均经2-3位同行专家严格评

审, 2位或以上通过为录用, 否则将退稿或修改

后再审. 接受后的稿件作者需缴纳稿件处理费

及发表费, 文章发表后可获得1本样刊及10套单

行本(稿酬).

5  修回稿须知
5.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
5.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修改, 
而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者符合

要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回编辑

部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线办公

系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承担责任.
5.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-8538-1892
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》

将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、

作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品
牌化方向迈进.
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2010年国内国际会议预告

2010-05-13/16
第四届MDCA肿瘤分子靶向及个体化医疗高峰论坛
会议地点: 北京市
联系方式: 010-58430577

2010-05-13/15
第五届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 南京市
联系方式: office@cnsld.org

2010-05-14/16 
2010第四届中华消化病学年度讲坛
会议地点: 北京市
联系方式: cma_spd@yahoo.com

2010-05-28/31
2010中国普外科焦点问题学术论坛
会议地点: 兰州市
联系方式: 2010fis@gmail.com

2010-06-04/06
2010国际腹部创伤暨第十届全国脾脏外科学术研讨会
会议地点: 合肥市
联系方式: qiaohaiquan2008@yahoo.com.cn

2010-06-04/06
第二届世纪坛国际结直肠肛门病论坛
会议地点: 北京市
联系方式: luoch301@gmail.com; luoch301@gmail.com

2010-06-17/21
2010年全国肝脏疾病临床学术大会暨欧洲肝病学会日
会议地点: 厦门市
联系方式: zhgz@vip.163.com

2010-08-18/21
第二十一届世界癌症大会
会议地点: 深圳市
联系方式: bgs@caca.sina.net

2010-08-19/22
第二十二次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 苏州市
联系方式: szzyy88@163.com

2010-09-01
中华医学会第十次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 成都市
联系方式: http://www.csgd.org.cn/2010/

2010-09-01
第二次肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 太原市 
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2010-09-08/12
第九届全国介入放射学学术大会
会议地点: 广州市
联系方式: csir2010@163.com

2010-09-09/11
中华医学会第十一次全国感染病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: infectioncma@163.com

2010-09-10/12
第四届国际肝病学会年会
会议地点: 加拿大, 蒙特利尔
联系方式: info@ilca-online.org

2010-09-16/19
第十三届全国临床肿瘤学大会暨2010年CSCO学术年会
会议地点: 北京市
联系方式: http://reg.csco.org.cn/reg2010/

2010-10-23/27
第十八届欧盟胃肠病周
会议地点: 西班牙, 巴塞罗那
联系方式: http://uegw10.uegf.org/

2010-10-28/30 
中华医学会第十次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 成都市 
 yjliu@cma.org.cn

2010-11-17/20
中华医学会糖尿病学分会第十四次全国学术会议
会议地点: 苏州市 
联系方式: fredfeng@cma.org.cn

2010-11-18/21
第十四届全国胆道外科学术会议暨2010中国国际肝胆外
科论坛
会议地点: 上海市
联系方式: ncbs_cifhbs@126.com

2010-12-26/30
肝胆疾病-肝功能衰竭治疗新理念
会议地点: 南京市
联系方式: 025-83106666-66866
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陈洪 副教授

东南大学附属中大医院消化科

陈建杰 主任医师

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝病科

樊晓明 主任医师

复旦大学附属金山医院消化科

范建高 教授 

上海交通大学医学院附属新华医院消化内科

范学工 教授

中南大学湘雅医院感染病科

傅春彬 主任医师 

吉化集团公司总医院一院消化内科

傅红 副教授

上海复旦大学肿瘤医院肿瘤外科

高润平 教授

吉林大学第一医院肝病科

关玉盘 教授 

首都医科大学附属北京朝阳医院消化科

何裕隆 教授

中山大学附属第一医院胃肠胰腺外科

荚卫东 副教授

安徽省立医院肝脏外科

蓝宇 教授

北京积水潭医院消化科

李增山 副教授

中国人民解放军第四军医大学病理教研室

刘正稳 教授  

西安交通大学医学院第一附属医院感染科

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

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

梅林 教授   

北京大学医学部生理学与病理生理学系神经调节和消化内分

泌研究室

潘兴华 副主任医师  

中国人民解放军成都军区昆明总医院病理实验科

潘秀珍 教授  

福建省立医院消化内科

沈柏用 副教授  

上海市交通大学医学院瑞金医院肝胆胰外科中心

彭吉润 主任医师  

北京大学人民医院肝胆外科中心            

孙殿兴 主任医师

白求恩国际和平医院肝病科

田字彬 教授

青岛大学医学院附属医院消化内科

王承党 副教授

福建医科大学附属第一医院消化内科

吴君 主任医师

贵阳医学院附属医院感染科

杨建民 教授 

浙江省人民医院消化内科 

姚登福 教授  

南通大学附属医院分子医学中心

喻荣彬 副教授

南京医科大学公共卫生学院流行病与卫生统计学系 

周士胜 教授

大连大学医学院医学研究中心

周晓东 副教授

南昌大学第一附属医院消化内科

庄林 主任医师 

昆明市第三人民医院肝病科

www.wjgnet.com
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