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Abstract
Autoimmune Pancreatitis (AIP) is a special kind 
of chronic pancreatitis, and its essential quality 
remains unclear. At present, deeper researches 
showed that AIP was different from other pan-
creatitis, and had a variety of clinical features. 
Therefore, it was attracting more and more at-
tention as an independent disease. In this article, 
we summarized the advances in the pathogenic 
mechanisms, clinical symptoms, diagnosis and 
treatment of autoimmune pancreatitis in the past 
few years.

Key Words: Autoimmune pancreatitis; Pathogenic 
mechanism; Clinical manifestation
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摘要
自身免疫性胰腺炎是一种特殊类型的慢性胰
腺炎, 在较长时间的临床实践中没有认清其本
质. 近年来, 随着研究的深入, 发现自身免疫性
胰腺炎与其他胰腺炎相比较有所不同, 呈现多

种临床特征, 因此作为一个独立的临床疾病, 
受到越来越多的关注. 现将近几年来关于自身
免疫性胰腺炎的发病机制、临床表现、诊断
和治疗进展作一综述.

关键词: 自身免疫性胰腺炎; 发病机制; 临床表现
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0  引言

近年来, 一种特殊类型的慢性胰腺炎逐渐被认

识, 这种疾病曾被病理学家、临床医师、放射

科医师命名为不同的病名, 应用较广泛的有慢

性硬化性胰腺炎、淋巴细胞增殖性硬化性胰腺

炎、导管损坏性慢性胰腺炎、自身免疫性胰腺

炎(autoimmune pancreatitis, AIP)等. 随着研究的

深入, AIP逐渐被大家接受, 并作为一个独立的

临床疾病受到越来越多的关注. AIP是一种自身

免疫性疾病, 呈现多种临床特征, 与常见原因的

慢性胰腺炎[1]相比有所不同. 临床上存在两种情

况, 即伴有其他疾病的继发性AIP和单独发生的

原发AIP. 现在将近几年关于AIP的研究进展综

述如下. 
关于AIP的研究报道主要来自日本, 散见于

韩国 [2]、德国 [3]、印度 [4]等国家 .  K a m i s a w a 
et al [5]将182例慢性胰腺炎患者分为早发组(<65
岁, 119例)和晚发组(≥65岁, 63例), 两组有不同

表现, 早发组多为酗酒者, 晚发组AIP的发生率

增高, 更趋向于无痛性疾病, 胰腺钙化和脂肪泻

发生较少. 因此, AIP发病以老年人居多, 男性略

多, 但具体的发病率尚未见报道.

1  发病机制

AIP基于免疫应答的确切发病机制尚不清楚, 可
能与以下因素有关. 
1.1 体液免疫机制 AIP患者可伴有高γ球蛋白血

症、IgG增高, 可出现人类Ⅰ, Ⅱ型碳酸脱水酶

抗体(ACA-Ⅰ和ACA-Ⅱ)[6]、乳铁转移蛋白、抗
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核抗体、抗线粒体抗体等自身抗体表达阳性, 
其中ACA-Ⅱ是胰腺免疫病理生理过程中可识别

的胰腺外分泌导管细胞靶抗原之一, 故ACA-Ⅱ
比其他自身免疫性抗体特异性高, 这些自身抗

体可以加速慢性胰腺炎的胰腺损害. Nishimori 
et al [7]研究报道, Ⅳ型碳酸脱水酶抗体(ACA-Ⅳ)
是一种在AIP及相关疾病特异组织上皮细胞表

达的靶抗原, 与γ球蛋白、IgG水平呈现一致性, 
从而为体液免疫机制提供有力支持. 
1.2 细胞免疫机制 AIP患者胰腺病理检查可见大

量淋巴细胞浸润, 其中CD4+T淋巴细胞产生干扰

素-γ显著增加[8]. CD4+T淋巴细胞是IL-2的来源, 
参与不同的细胞免疫反应, 因此可以通过检测

CD4+T淋巴细胞百分比观察患者的细胞免疫功

能状况. 
1.3 转化生长因子(TGF)信号调节缺失 TGF-b是
已知的维持免疫系统稳定性的重要调节因子. 
Hahm et al [9]通过转基因技术, 控制pS2小鼠的三

叶草启动子, 使小鼠的胰腺组织过度表达TGF-b
样无功能突变体, 转基因鼠对诱导胰腺炎的雨

蛙肽敏感性增加, 其胰腺腺泡中MHCⅡ类分子

及基质金属硫蛋白表达显著升高, 组织学有胰

腺高度水肿, 炎细胞浸润, T细胞、B细胞高度激

活, 产生针对腺泡细胞的IgG样自身抗体及针对

导管细胞的IgM样自身抗体, 由此推测TGF-b信
号不仅能够维持免疫系统稳定, 还可以抑制自

身免疫, 维持胰腺腺泡细胞的完整性, 故自身免

疫性胰腺炎的发生可能与TGF-b信号调节缺失

有关. 
1.4 幽门螺旋杆菌(H pylori )感染 多种多样的胰

外损害有相似的病理组织学特征提示消化系统

也与AIP发病有关, 尽管这一点还未完全阐明. 
H pylori是公认的胃溃疡的致病因子, 近来发现

也与AIP的发病相关. 通过分子模拟宿主结构发

现H pylori可引发相似的自身免疫, 引起纤维化

改变伴或不伴淋巴细胞浸润, 并伴有T细胞凋亡, 
引发肝或肝外组织的破坏. 考虑H pylori在发病

机制和病理生理学中的作用, 推测H pylori通过

诱发自身免疫和细胞凋亡引起AIP是一个触发

点[10].

2  临床表现

AIP可以伴有黄疸或非特异性胃肠道症状. 60%
患者常有其他免疫性疾病并存, 如Sjogren综合

征、肝外胆管硬化症、原发性胆汁性肝硬变、

原发性胆汁性肝硬变或其他胰外病变, 最近发
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现胃溃疡也常常同时发生. 患者多有血清胰酶

正常或略有升高, 自身抗体、IgG升高, 常伴有

胆汁淤积. 
AIP起病隐袭, 临床表现多样, 首发症状可

表现为轻微腹痛、无痛性进行性梗阻性黄疸, 
或周身不适、乏力、恶心等非特异性症状, 有
些则是在体检时偶然发现胰腺肿物而就诊. 体
检多无阳性体征. AIP呈渐进性发展过程, 早期

可表现为局部(多为胰头部)肿大或包块, 胰管节

段性狭窄. 随着病程的进展表现为弥漫性胰腺

肿大和胰管的弥漫性狭窄. 本病的临床特点为: 
(1)阻塞性黄疸, 伴或不伴轻微腹痛[2]; (2)高γ球

蛋白血症; (3)淤胆性肝损害; (4)嗜酸性粒细胞增

多; (5)ACA-Ⅱ、ACA-Ⅳ、抗核抗体、抗线粒

体抗体等自身抗体阳性; (6)影像学检查: B超示

胰腺弥漫低回声肿大, 胰腺实质肿胀; 超声内镜

示其内密度粗糙、点片状不均匀; 内镜胰胆管

造影(ERCP)图像显示主胰管弥漫性或节段性狭

窄[11]; (7)胰腺内外分泌和唾液腺功能可逆性受

损, 可继发糖尿病[12]; (8)组织病理学表现: 胰腺

弥漫性肿大, 后期胰腺可能萎缩和硬化, 胰管壁

增厚; 主胰管节段性或弥漫性不规则狭窄; 胰腺

内胆总管狭窄和下端胆管扩张. 明显的组织间

隙纤维化和腺泡萎缩的弥漫性淋巴细胞浸润(主
要包括CD4+或CD8+T淋巴细胞和IgG阳性浆细

胞), 累及门静脉的胰腺内和周围的闭塞性静脉

炎为AIP特征[13]. 细胞凋亡引发组织坏死, 炎症

过程涉及肝外胆管、胆囊和唾液腺; 淋巴细胞

浸润常发生在胰头部, 胰腺活组织检查有助于

明确诊断. 42%患者存在粒细胞上皮损害(granu-
locytic epithelial lesion, GELs), 平均年龄40.5岁, 
男女均等, 通常与溃疡性结肠炎和Crohn's病同

时发生; 58%患者无GELs, 多为老年人, 平均年

龄65岁, 男性多发, 常伴Sjogren综合征和复发性

胆道狭窄[14]. 胰腺的纤维化由细胞凋亡、炎症

反应或导管损害引起, 包含间充质细胞、导管

细胞等, 胰腺组织的损害由细胞因子触发, 胰腺

纤维母细胞转化为肌成纤维细胞, 并有细胞外

基质的沉积, 由此引发导管、小叶内、小叶间

纤维化[15]; (9)激素治疗有效[2]. 

3  诊断与鉴别诊断

3.1 诊断 迄今为止, 对AIP尚无统一的诊断标准. 
凡慢性胰腺炎患者出现胰腺明显肿胀, 血清γ球

蛋白明显升高, 或者老年人出现阻塞性黄疸[5], 
即应怀疑本病的可能, 进一步进行有关检查. 本
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情转归和预后.
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病诊断有赖于: (1)有慢性胰腺炎相关症状体征, 
可有梗阻性黄疸; (2)胰酶轻度升高, 胰腺内外分

泌功能减退; (3)血清学检查: IgG升高[16], 丙种球

蛋白水平下降或有自身抗体, 尤其是ACA-Ⅱ阳

性; (4)影像学检查: CT和超声检查发现局灶性或

弥散性胰腺实质增大, 轻微胰周炎症, 钙化少见, 
ERCP检查胰胆管造影图像异常, 主胰管不规则

狭窄和胆道多发性狭窄[11]; (5)胰腺组织病理学

检查: 提示胰实质纤维化改变伴淋巴细胞浸润; 
(6)皮质激素治疗有效. 查阅国内外相关文献, 在
诊断方面都是经验性总结, 未见明确的诊断标

准, 因此在现阶段应综合考虑以上条件进行临

床诊断, 同时应加强大规模临床研究, 尽快制定

出具有较高可执行性的诊断标准. 
3.2 鉴别诊断 (1)胰腺癌: AIP与胰腺癌鉴别尤为

重要, 因为AIP可表现为无痛性进行性梗阻性黄

疸, 且经常有胰头肿物的报道, 故极易误诊为胰

腺癌. 两者鉴别诊断有一定难度, 可以通过免疫

球蛋白、自身抗体水平, ERCP表现, 诊断性治

疗观察对激素的反应进行鉴别, 有时需进行活

组织细针穿刺检查[17]; (2)遗传性胰腺炎: 属于显

性遗传性疾病, 发病年龄早, 一般20岁前发病; 
(3)酒精性胰腺炎: 有长期酗酒史, 较少出现胰石, 
无胰腺钙化及胰腺囊肿. Bartolome et al [6]指出酒

精性胰腺炎患者并不能排除合并AIP的可能, 因
为反复的胰腺炎发作可以为胰腺内的自身免疫

反应提供更适宜的场所; (4)原发性硬化性胆管

炎: 胆管造影术可以有效鉴别原发性硬化性胆

管炎和AIP引起的硬化性胆管炎, 带状狭窄, 串
珠状、树状外观, 憩室样结构多见于原发性硬

化性胆管炎; 相反, 节段状结构、较长的狭窄伴

有胆总管远端狭窄前扩张多见于AIP伴发的硬

化性胆管炎[18]; (5)其他: AIP腹痛和脂肪泻需注

意与其他疾病鉴别.

4  治疗

糖皮质激素是治疗AIP的有效方法, 大多数患者

接受治疗后病情可以逆转[16], 准确的诊断可以

避免不必要的手术. 常用药物为强的松口服, 初
始剂量为30-40 mg/d[19], 症状缓解后逐渐减量至

5 mg/d. 需要注意的是尽管激素治疗有效, 但不

能完全逆转胰腺的形态学改变, 仍残留不同程

度的胰管不规则狭窄、胆管畸形、狭窄和IgG
升高, 因此应该综合考虑, 以胆管胰腺造影术检

查有形态学和IgG改善作为停止用药的指标[20]. 
有个案报道, 熊去氧胆酸对AIP也有治疗作用[21], 

可以有效的减轻肝损害, 改善肝功能和并发的

糖尿病症状, 逆转胰腺肿胀, 而且可以避免长期

激素治疗带来的副作用, 为AIP的治疗提供一个

新思路, 有待进一步深入研究. 
对症治疗: 进行有效的营养支持; 宜清淡低

脂肪饮食, 禁酒、避免饱餐; 并发糖尿病者按糖

尿病处理, 及时处理并发症.

5  转归

糖皮质激素治疗AIP有很好的效果, 大多数患

者可在激素治疗下逆转. 复发可以导致结石形

成[22], 对激素不敏感者病情发展, 可以诱导发生

糖尿病[23]及其他自身免疫性疾病, 预后与原发病

和继发病相关, 老年人常见的死亡原因是恶性

肿瘤和营养不良[5]. 
总之, 对AIP的研究尚处于起步阶段, 在发

病机制、诊断、治疗方案等方面还有很多问题

有待进一步深入研究和探讨, 相关的基础研究

亦需加强, 以期指导临床实践.
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述了自身免疫性
胰腺的流行病学, 
发病机制诊断与
治疗, 为全面了解
AIP给予了详细的
提示, 有临床参考
意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Genestein on 
the expression of Akt and its phosphorylated 
proteins (p-Akts) in human gastric carcinoma 
cell line SGC-7901.

METHODS: SGC-7901 cells were exposed to 0, 5, 
10, 20, 40 and 80 μmol/L Genistein for 24 hours. 
The effect of Genistein on cell proliferation was 
measured by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 
assay, and the apoptosis of SGC-7901 cells was 
evaluated by Hoechst 33342 staining. The ex-
pression of Akt and p-Akts (Ser473 and Thr308) 
were measured by Western blot.

RESULTS: The inhibitory rate was 6.85% ± 
3.71%, 13.19% ± 1.90%, 20.94% ± 1.83%, 29.58% 

± 1.19% and 41.75% ± 1.92%, respectively, as 
SGC-7901 cells were exposed to 5, 10, 20, 40 
and 80 μmol/L Genistein for 24 hours. Typical 
morphological changes of apoptosis were in-
duced by Genistein at the concentrations (20-80 
μmol/L). Genistein had no marked influences 
on Akt expression. Both Ser473 and Thr308 were 
expressed in SGC-7901 cells 24 hours after Ge-
nistein treatment, and they were decreased with 
the increasing of Genistein concentrations. The 
weakest expression appeared as 80 μmol/L Ge-
nistein was used.

CONCLUSION: The anti-cancer action of Ge-
nistein may be associated with the decreased 
expression of p-Akt (Ser473) and p-Akt (Thr308).

Key Words: Genistein; Gastric cancer; Protein ki-
nase B

Fu RX, Yang YM, Zhang CY. Effect of Genistein on the 
expression of Akt and phosphorylated Akts in human 
gastric carcinoma cell line. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(10):1055-1059

摘要
目的: 研究金雀异黄素(Genistein)对人胃腺癌
细胞SGC-7901中Akt及其磷酸化蛋白p-Akt 
(Ser473)和p-Akt(Thr308)表达的影响. 

方法: 用浓度为0, 5, 10, 20, 40和80 μmol/L
的Genistein处理SGC-7901细胞24 h后, 采用
四甲基偶氮唑盐(MTT)方法检测Genistein对
SGC-7901增殖的抑制作用, Hoechst 33342染
色观察Genistein对SGC-7901凋亡的诱导作
用, Western blot方法检测不同浓度Genistein处
理后的SGC-7901细胞中Akt, p-Akt(Ser473)和
p-Akt(Thr308)的表达情况. 

结果: 5, 10, 20, 40和80 μmol/L的Genistein对
S G C-7901细胞增殖的抑制率分别为6.85%
±3.71%, 13.19%±1.90%, 20.94%±1.83%, 
29.58%±1.19%和41.75%±1.92%. 20-80 
μmol/L的Genistein处理组细胞呈现明显的凋
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■背景资料
研究表明Genis-
tein对多种肿瘤有
抑制作用. Akt作
为一种丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶, 是
PI3K/Akt通路中
的关键分子. 在许
多人类肿瘤中发
现, Akt信号传导
通路异常与肿瘤
发生、发展关系
密切. 因此, Akt可
能成为抗肿瘤治
疗的一个新靶点. 
探讨Genistein抑
制胃癌细胞增殖
与其影响Akt表达
和磷酸化Akt蛋白
表达的关系有助
于揭示Genistein
的抗癌机制, 为将
Genistein应用于
预防和治疗胃癌
提供理论依据. 



亡形态学改变. Genistein对细胞中Akt蛋白的
表达没有明显影响. 不同浓度Genistein处理
SGC-7901细胞24 h后, 均有两种磷酸化Akt蛋
白的表达, 两种磷酸化蛋白表达均随Genistein
浓度的增加而逐渐减弱, 80 μmol/L Genistein
处理组表达最弱.

结论: Genistein的抗癌活性与其抑制磷酸化
Akt蛋白表达有关.

关键词: 金雀异黄素; 胃癌; 丝/苏氨酸蛋白激酶

付 荣 霞 ,  杨 艳 梅 ,  张 春 艳 .  金 雀 异 黄 素 对 人 胃 腺 癌 细 胞

中 A k t 及 其 磷 酸 化 蛋 白 表 达 的 影 响 .  世 界 华 人 消 化 杂 志  

2007;15(10):1055-1059

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/1055.asp

0  引言

金雀异黄素(Genistein)又称为染料木黄酮, 是一

种来源于豆类植物和齿类植物的异黄酮类化合

物, 其化学名为4', 5, 7-三羟基异黄酮[1]. 研究表

明, Genistein可能抑制多种肿瘤细胞的体外增

殖, 故Genistein已经成为广受各界关注的一种非

营养素成分[2-5]. Akt又被称为蛋白激酶B(protein 
kinase B, PKB), 他是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶, 是PI3K/Akt通路中的关键分子. 磷酸化活

化的Akt在促进肿瘤细胞的增殖、抑制细胞凋

亡、促进细胞侵袭和转移等方面起重要作用[6-12]. 
最近在许多人类肿瘤中发现, PKB/Akt信号传导

通路异常与肿瘤发生、发展关系密切[13-17], 因此, 
Akt可能成为抗肿瘤治疗的一个新靶点. Akt的充

分激活必须有两个磷酸化位点(Thr308和Ser473)
都被磷酸化. 我们采用体外细胞培养技术, 拟研

究Genistein对人胃腺癌细胞SGC-7901中Akt及
其磷酸化蛋白p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)表
达的影响, 探讨Genistein抑制胃癌细胞增殖与其

影响Akt表达和磷酸化Akt蛋白表达的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 Genistein、MTT、胰酶和荧光染料

Hoechst 33342均购自美国Sigma公司, Genistein
纯度不低于98%; RPMI1640培养基购自美国

Gibco公司, 胎牛血清购自杭州四季青公司. 兔
抗人Akt, p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)抗体购

自美国Cell Signaling公司. 碱性磷酸酶标记羊抗

兔二抗和BCIP/NBT显色系统购自美国Promega
公司. SGC-7901由哈尔滨医科大学肿瘤研究所

提供. 细胞常规培养于含100 mL/L胎牛血清的
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RPMI1640培养液中. Genistein用二甲基亚砜

(DMSO)溶解, 配制成80 mmol/L的储备液, 用培

养液稀释至所需浓度. DMSO在各组培养液中的

终浓度均为1 mL/L.
1.2 方法 
1.2.1 四甲基偶氮唑盐(MTT)实验检测Genistein
对SGC-7901细胞增殖的抑制作用 取对数生长

期的SGC-7901细胞, 常规胰酶消化接种于96孔
板, 每孔4×103个细胞, 培养24 h后加入Genistein
使其终浓度为0, 5, 10, 20, 40和80 μmol/L, 每个

浓度设5个平行孔. 培养24 h后加入5 g/L MTT 20 
μL, 再培养4 h后倒尽板中的培养液, 各孔加100 
μL DMSO, 轻轻振荡后用酶标仪(波长490 nm)测
定各孔的吸光度A值, 以每组5个孔A值的平均值

作为各组的平均A值. 实验重复3次. 根据下列公

式计算Genistein对SGC-7901细胞的抑制率: 抑
制率 = (1-实验组A值/对照组A值)×100%.
1.2.2 荧光显微镜观察Genistein对SGC-7901细胞

凋亡的作用 常规培养SGC-7901细胞, 按1×105

个/孔接种于24孔细胞培养板. 24 h后用含不同

剂量Genistein的20 g/L RPMI1640处理24 h. 加入

5 mg/L的Hoechst 33342, 于4℃避光染色15 min
后, PBS洗2次, 置Nikon荧光倒置显微镜下观察. 
1.2.3 Western blot方法检测Genistein对SGC-7901
细胞中Akt, p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)表达

的影响 常规收集不同浓度Genistein处理24 h的
细胞, 提取细胞总蛋白; 用Bradford法测定含量

后, 取50 μg总蛋白经100 g/L聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离并转移至硝酸纤维素膜上. 用含10 g/L 
BSA的TBST室温封闭1 h; 分别加1∶600稀释的

兔抗人Akt, p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)抗体, 
室温孵育2 h; 用TBST漂洗10 min, 3次; 加1∶
7500稀释的碱性磷酸酶标记的二抗, 室温孵育1 
h; 用TBST漂洗10 min, 3次, TBS漂洗2次, NBT/
BCIP显色, 去离子水漂洗, 上海天能凝胶成像图

像分析系统照相记录结果.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件进行单

因素方差分析, 组间比较用LSD法.

2  结果

2.1 Genistein对SGC-7901细胞增殖的抑制作用 
在5-80 μmol/L浓度时, Genistein对SGC-7901细
胞的增殖有明显抑制作用, 并且其抑制作用随

着Genistein浓度的提高而增强(表1).
2.2 Genistein对SGC-7901细胞凋亡的诱导作用 
Hoechst 33342荧光染料特异性结合细胞内的

www.wjgnet.com

■研发前沿
自从发现Genis-
tein是一种蛋白酪
氨酸激酶(PTK)特
异性抑制剂以来, 
其抗癌活性引起
广泛关注. 体内体
外实验及流行病
学研究结果显示, 
Genistein对多种
肿瘤均有抑制作
用. 研究Genistein
对肿瘤细胞中信
号传导途经的调
节作用已经成为
研究其抗癌活性
机制的一个主要
环节.
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DNA, 使细胞核发出淡蓝色荧光. 在荧光显微镜

下观察, 正常细胞呈现弥散均匀蓝色荧光, 细胞

边缘整齐; 凋亡细胞变圆、体积缩小、核染色

质致密深染形成浓染致密的颗粒块状蓝色荧光, 
核碎裂呈大小不等的圆形小体. 本实验对照组

偶见凋亡细胞, 而各Genistein处理组则可见较多

的凋亡细胞, 并且随着Genistein浓度的提高, 凋
亡细胞数明显增多(图1).
2.3 Genistein对SGC-7901细胞中Akt表达的影响 
不同浓度Genistein处理SGC-7901细胞24 h后, 均
有Akt蛋白的表达条带, 各组Akt蛋白条带的光

密度强度差别不明显, 仅80.0 μmol/L Genistein
处理组Akt表达量略有降低(图2). 
2.4 Genistein对SGC-7901细胞中两种p-Akt表达

的影响 不同浓度Genistein处理SGC-7901细胞

24 h后, 均有两种磷酸化Akt蛋白的表达条带, 
但条带的光密度强度不同, 两种磷酸化蛋白均

在对照组表达最强, 随Genistein浓度的增加, 其
表达程度逐渐减弱, 80 μmol/L Genistein处理组

表 1 Genistein对SGC-7901细胞增殖的影响

     
分组(μmol/L)    A 值                      存活率(%)    抑制率(%)  

  0            0.438±0.009              100                   0

  5            0.408±0.017a 93.15±3.71a   6.85±3.71

10            0.380±0.015ac 86.81±1.90ac 13.19±1.90a

20            0.347±0.015ace 79.06±1.83ace 20.94±1.83a

40            0.309±0.007aceg 70.42±1.19aceg 29.58±1.19aceg

80            0.255±0.010acegi 58.25±1.92acegi 41.75±1.92acegi

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  5 μmol/L组; eP<0.05 vs  10 μmol/L组; gP<0.05 vs  20 

μmol/L组; iP<0.05 vs  40 μmol/L组.

图 1 荧光显微镜观察不同浓度Genistein诱导的SGC-7901细胞形态学改变(×200). A: 0 μmol/L; B: 20 μmol/L; C: 40 μmol/L; 

D: 80 μmol/L.

60 kDa

1         2        3          4        5        6        M

图 2 Genistein处理24 h后Akt蛋白表达情况. 1: 0 μmol/L; 

2: 5 μmol/L; 3: 10 μmol/L; 4: 20 μmol/L; 5: 40 μmol/L; 6: 80 

μmol/L.

■创新盘点
本研究发现Geni-
stein抑制磷酸化
A k t 的 表 达 可 能
是Genistein诱导
人 胃 腺 癌 细 胞
SGC-7901细胞凋
亡、抑制其增殖
的原因之一.

A B
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表达最弱(图3).

3  讨论

Genistein是一种具有多种生物学作用的异黄酮

类物质, 自从发现Genistein是一种蛋白酪氨酸激

酶(protein tyrosine kinase, PTK)特异性抑制剂以

来, 其抗癌活性引起广泛关注. 体内体外实验及

流行病学研究结果显示, Genistein对多种肿瘤

均有抑制作用[18-26]. 本研究采用MTT方法也证

实Genistein对SGC-7901细胞的体外增殖有抑制

作用, 并且20-80 μmol/L的Genistein处理能诱导

SGC-7901细胞形成典型的凋亡形态学改变. 上
述研究结果说明, Genistein具有抑制肿瘤细胞增

殖的作用. 
A k t是细胞内信息传导途径中的一个

重要的蛋白激酶 ,  他是磷脂酰肌醇 - 3 -激酶

(phosphoinositide-3-kinase, PI3K)下游的靶蛋白, 
是PI3K/Akt信号传导途径的中心环节, 他在控

制细胞存活和凋亡过程中具有重要作用[27]. Akt
的持续活化是其发挥促细胞生存、抑制细胞

凋亡功能的重要前提[28], 而Ser473和/或Thr308
位点的磷酸化是Akt激活的必要条件. 例如, 表
皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)等生

长因子通过激活PI3K而磷酸化Akt的Ser473和
Thr308位点使Akt活化, 继而活化的Akt磷酸化

失活一些下游靶基因, 从而抑制凋亡而促进细

胞存活[29-30]. Akiyama et al [31]早在1987年就首次

报道了Genistein是一种选择性的, 有效的PTK抑

制剂, 同时对丝/苏氨酸的活性也有弱抑制作用. 
本研究中我们发现, Genistein对SGC-7901细胞

中Akt的表达没有明显影响, 但是显著降低Akt

的活性形式——p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)
两种磷酸化蛋白的表达. 目前已发现, Akt可通

过磷酸化使多种细胞内蛋白失活, 其中一些底

物蛋白, 如Bad, Caspase 9, IkB激酶(IkB kinase, 
IKK)、糖原合酶激酶3b(g lycogen synthase 
kinase3b, GSK3b)等在磷酸化后可通过直接改变

凋亡途径的组件或间接改变编码凋亡途径组件

的基因表达水平, 从而抑制细胞凋亡的发生. 因
此, Genistein可通过抑制Akt活性形式——磷酸

化Akt的形成而诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤

细胞增殖. 
总之, Akt可能成为肿瘤治疗的一个新靶点, 

本研究结果表明, 抑制磷酸化Akt的表达可能是

Genistein诱导人胃腺癌细胞SGC-7901细胞凋

亡、抑制其增殖的原因之一. 因此, 在化疗时联

合应用Genis te in可能是一种有效治疗胃癌的

措施. 
致谢: 衷心感谢刘金福教授和李晓雁老师对课

题的关注及给予的大力支持. 
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本文研究了金雀
异黄素对人胃腺
癌细胞中Akt及其
磷酸化蛋白表达
的影响, 文章书写
较流畅, 逻辑性较
强, 具有一定的创
新性和指导临床
胃癌治疗的作用.
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Abstract
AIM: To investigate the target gene regulation 
during the inhibition of human hepatoma cell 
line SMMC-7721 induced by favonoids from 
Hedyotis diffusa willd. (FHD).

METHODS: The total RNA was extracted from 
normal human hepatic cells, SMMC-7721 cells 
and FHD-treated SMMC-7721 cells, and synthe-
sized into double strand cDNA templates. Tran-
scription of cRNA probe with biotin labeling 
was performed, and then the obtained cDNA 
was hybridized with human HO4 gene profile. 
Cy3 dye was detected with Scan array 5000, 
and the image information was converted into 
numeric data. Clusting analysis was performed 
with IMAGNE Ⅳ software.

RESULTS: Twenty target genes were found to 
be involved in the FHD-induced inhibition of 
human hepatoma cells. After FHD treatment, 
these genes were either up-regulated or down-
regulated. Among these genes, oncogenes such 
as pim-1 (Hs.81170), rel (Hs.858), ras (Hs.204354), 
fos (Hs.25647), myc (Hs.79070), met (Hs.285754) 
and Bcl-2-related protein A1 (Hs.227817) were 
down-regulated; some genes related with cell 
signal transduction during tumor develop-
ing process, such as fibroblast growth factor 2 
(Hs.284244), insulin-like growth factor 1 receptor 
(Hs.239176), insulin-like growth factor-binding 
protein 4 (Hs.1516), G protein-coupled recep-
tor (Hs.23016), protein tyrosine phosphatase 
type IVA (Hs.227777), transcription factor 12 
(Hs.21704), transcription factor CP2 (Hs.154970), 
were down-regulated; cytokine interleukin-1 
(Hs.1722) was also down-regulated; mitogen-ac-
tivated protein kinase kinase 6 (Hs.118825) and 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 
12 (Hs.211601), the members of MAPK signal 
transduction pathway, were up-regulated; NF-2 
(Hs.902), the anti-oncogene was up-regulated; 
the genes which encode the T-cell activation co-
stimulatory signal molecules such as TNFSF9 
(Hs.1524) and TNFSF7 (Hs.99899) were also 
up-regulated. All the above genes were closely 
related with the occurrence and development of 
hepatoma.

CONCLUSION: FHD inhibits SMMC-7721 cells 
by co-regulation of various genes, which are 
involved in the intracellular and extracellular 
signal transduction pathways.

Key Words: Hedyotis diffusa willd .; Flavonoids; Hu-
man gene chip; Human hepatoma cell line SMMC- 
7721; Depressant effect
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摘要
目的: 研究白花蛇舌草总黄酮(flavonoids from 

®

■背景资料
白花蛇舌草是一
种具有突出抗癌
作用的中药, 在临
床中广泛应用. 但
对其有效成分的
研究及基于确切
成分的作用机制
的研究鲜见报道. 
本文作者已发现: 
其所含的黄酮类
成分对肝癌表现
出显著的抑制作
用. 本研究将重点
从基因调控角度
揭示其黄酮类成
分抗肝癌的分子
靶点. 
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Hedyotis diffusa willd ., FHD)抑制人肝癌细胞
SMMC-7721的靶基因调控. 

方 法 :  分 别 提 取 人 正 常 肝 细 胞、人 肝 癌
SMMC-7721细胞和FHD作用后的SMMC- 
7721细胞的总RNA, 逆转录合成单链、双链
cDNA后, 体外转录合成生物素标记的cRNA
与人HO4基因表达谱芯片杂交, 扫描杂交芯片
图像, 利用软件获得FHD抗肝癌的靶基因, 对
靶基因进行生物信息学分析. 

结果: 共找到20条FHD抑制肝癌细胞的有效
靶基因, 即给予FHD后, 通过上调或下调, 这
些显著异常表达的基因被恢复至正常水平. 
其中, 癌基因pim-1(Hs.81170)、rel(Hs.858)、
r a s(H s .204354)、 f o s(H s .25647)、m y c 
(Hs.79070)、met(Hs.285754)以及编码Bcl-2
相关蛋白的基因(H s.227817)被显著下调 ; 
成纤维细胞生长因子 (H s .284244)、胰岛
素样生长因子1受体(H s.239176)、胰岛素
样生长因子结合蛋白 ( H s . 1 5 1 6 )、G蛋白
偶联受体(H s.23016)、酪氨酸蛋白磷酸化
酶(H s.227777)、转录因子12(H s.21704)、
转录因子C P2(H s .154970)等与细胞生长
相关的信号转导分子被显著下调 ;  细胞因
子I L-1(H s.1722)被显著下调; 丝裂原活化
的 蛋 白 激 酶 ( M A P K ) 信 号 传 导 通 路 成 员
MAP2K6(Hs.118825)和MAP3K12(Hs.211601)
被显著上调 ;  抑癌基因N F-2(H s.902)被显
著上调; 编码T细胞活化共刺激信号分子的
TNFSF9(Hs.1524)、TNFSF7(Hs.99899)基因
被显著上调. 这些基因均与肝癌的发生、发展
密切相关.

结论: FHD抑制SMMC-7721细胞的作用由多
条靶基因协同, 并通过胞内、胞外信号转导途
径协调完成.

关键词: 白花蛇舌草; 总黄酮; 人基因芯片; 人肝癌

细胞SMMC-7721; 抑制作用
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0  引言

白花蛇舌草(Hedyotis diffusa willd. )是茜草科耳

草属植物, 广泛分布于亚热带地区, 在中国云

南、广西、广东、福建、浙江、江苏等地均有

生长. 研究表明, 其具有抗菌、增强免疫、抗肿

瘤、抗衰老等作用[1]. 经药物化学分析, 其中的

主要成分为蒽醌类、环烯醚萜苷类、甾醇类、

黄酮类等[2]. 近年来, 我们对其抗癌作用展开研

究, 发现黄酮类成分在体内、体外实验中对肝

癌细胞表现出显著的抑制作用. 为了探讨白花

蛇舌草总黄酮(FHD)抗肝癌的机制, 我们采用基

因芯片技术研究其抑制人肝癌细胞SMMC-7721
的靶基因调控.

1  材料和方法

1.1 材料 白花蛇舌草经成都中医药大学药学院

中药鉴定教研室鉴定后, 由药物化学教研室提

取FHD(经检测, 其纯度为85.63%), 经500 mL/L
乙醇溶解, RPMI1640(Gibco)稀释至1000 mg/L, 
0.22 μm滤膜过滤除菌; 人肝癌细胞SMMC-7721
瘤株, 由四川大学华西医学中心肿瘤研究所提

供; 人正常肝叶组织, 由成都中医药大学附属医

院提供; ExpressChipTM基因芯片系统的人HO4基
因芯片(为包含3360个点的寡核苷酸基因芯片, 
基因列表见网址: http://www.mergen-ltd.com), 由
美国Mergen公司提供.
1.2 方法 设肝正常细胞组、肿瘤细胞组和给药

组. 获得正常肝叶组织后, 采用“原位两步灌

注法”体外灌注分离肝组织[3-5]. 前灌流液为含

EDTA、无Ca2+和Mg2+的Hanks液500 mL, 其中

300 mL灌流后丢弃, 另200 mL循环灌流, 灌速为

80-100 mL/min, 时间约10-15 min; 第二步灌流液

为0.05%胶原酶液, 循环灌速为50-70 mL/min, 时
间约10 min. 灌流结束后, 用剪刀划破肝包膜, 剔
除大块纤维结缔组织, 收集细胞悬液, 置37℃条

件下消化10-15 min. 用RPMI1640培养液终止消

化, 纱布过滤2次, 反复离心3次获取肝细胞, 以
RPMI1640稀释, 按1×108/L接种于培养瓶中, 设
为肝正常细胞组. 

将人肝癌细胞SMMC-7721接种于培养瓶, 
37℃培养18 h使细胞贴壁, 分别设给药组和肿

瘤细胞组, 给药组加入FHD溶液, 使其终浓度为

100 mg/L; 肿瘤细胞组不加药. 各组细胞设定、

加药完成后, 于50 mL/L CO2, 37℃条件下继续

培养48 h. 根据TRIzol Reagent(Life Technologies 
Inc)的步骤提取总RNA, 通过10 g/L琼脂糖电泳

检验质量, 并使用UV分光光度计测RNA的浓度

和纯度, 浓度须达到要求的10-20 μg量, 其吸光

度A 260/A 280比值须不低于1.7. 
根据cDNA Synthesis kit(Roche Inc)操作说

明进行单链cDNA、双链cDNA的合成, 再根据

■研发前沿
基因芯片技术的
出现, 极大地提升
了研究抗癌药物
的视野和效率. 药
物对于肿瘤、机
体的作用及其机
制, 可以通过基因
的差异表达谱, 得
到更全面、更深
入的解释. 而基因
芯片高通量筛选
的优势非常适合
中药多靶点、多
环节的作用特点. 
基因芯片技术, 正
在成为研究中药
抗癌靶点的重要
手段.
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MEGAscriptTM transcription kit (Amibion Inc)操
作说明进行生物素标记. 使用TSATM(Tyramide 
Signal Amplification) Detection System(NEN 
Life Science)检验验证. 根据ExpressChipTM 

DNA Microarray System试剂盒操作说明进

行H O4芯片杂交 .  将标记生物素的c R N A交

联在玻片上, 与Streptavidin-HRP联接, 加入

Cy3荧光染料, 聚集在HRP周围, 放大信号, 洗
涤. 用ScanArray5000和ScanArray Microarray 
Analysis System进行图像扫描. 使用QuantiArray 
Quantitative Microarray Analysis软件(GSL 
Lumonics)将扫描的图像信息转化为数据, 进行

标准化, 使用IMAGENE Ⅳ进行差异分析. 肝
癌细胞(C)与肝正常细胞(N)基因表达丰度比值

Ratio≥2或≤0.5, 且给药后肝癌细胞(T)与肝正

常细胞(N)基因表达丰度比值Ratio接近1时, 所
对应的基因为有效靶基因.

2  结果

2.1 FHD对肝癌细胞形态结构的影响 在倒置显

微镜下观察, 肿瘤细胞组细胞始终保持大小均

匀, 为多角形, 呈铺展状, 细胞膜完整, 细胞核淡

染, 核质均匀, 核膜轮廓清晰, 核仁明显. 给药组

细胞经FHD作用48 h, 经HE染色, 呈现出典型的

细胞凋亡特征: 细胞皱缩为圆形, 体积缩小, 核
深染, 染色质浓缩, 固缩核呈团状、环状及新月

状, 细胞质浓缩; 透射电镜下可见部分细胞出现

染色质边集、浓缩, 在核膜下形成小团块及胞

质起泡, 凋亡小体形成. 
2.2 基因芯片的质量监测 该基因芯片包括空白

点96个(每个点阵含24个), 阴性对照点8个(每个

点阵含2个), 阳性对照点88个(每个点阵含22个), 
并且这些阳性对照点存在不同的稀释度. 从所

得的结果看, 空白点与阴性对照点的杂交信号

很低, 阳性对照点很强, 并且存在饱和点与不饱

和点, 有力证明了数据的可靠性. 
2.3 有效靶基因分析结果 分别将肝癌细胞与肝

正常细胞、给药后的肝癌细胞与肝正常细胞基

因芯片谱做对比分析, 所得的散点图如图1所
示, 每个点代表一个基因, 点的横坐标为基因在

肝正常细胞的丰度值, 图1A纵坐标为基因在肝

癌细胞的丰度值, 图1B纵坐标为基因在给药后

的肝癌细胞的丰度值. 在三条45°斜线内的点

表示基因在两张芯片的丰度值之比在0.5-2之
间, 越接近中间对角线的点比值越接近1, 表示

基因在两张芯片上差异越小, 越偏离中间对角

线的点表示基因在两张芯片上差别越大, 在两

条标记为“2”的斜线以外的点, 表示该点在两

张芯片的比值大于2或者小于0.5, 提示基因的

表达存在显著差异. 根据数据分析, 共找到20
条FHD抑制肝癌细胞的有效靶基因(表1-2). 其
中, Hs.1722, Hs.227777, Hs.284244, Hs.79070, 
H s.858, H s.21704, H s.204354, H s.23016, 
H s.227817, H s.1516, H s.81170, H s.25647, 
Hs.285754, Hs.154970, Hs.239176基因在人肝癌

细胞SMMC-7721中表达显著升高; Hs.211601, 
Hs.99899, Hs.118825, Hs.902, Hs.1524基因在

SMMC-7721中表达显著下降; 给予FHD后, 上述

基因恢复至正常水平.

3  讨论

肿瘤的形成是一个多因素、多途径相互作用的

图 1 基因芯片杂交信号丰度散点图. A: 肝癌细胞 vs  正常肝细胞; B: FHD处理后的肝癌细胞 vs  正常肝细胞.

■相关报道
大 量 报 道 表 明 : 
癌基因、抑癌基
因以及与肿瘤增
殖、免疫逃逸机
制密切相关的信
号传导分子、细
胞因子的异常表
达是肿瘤发生、

发展的重要基础. 
通过干预手段调
控肿瘤相关基因
的表达已经发展
为一种新的肿瘤
治疗手段. 而采用
中药成分纠正肿
瘤相关基因的异
常表达, 可望成为
肿瘤治疗的一个
方向.
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复杂过程, 往往涉及到多个基因的变化或参与. 
通过各种干预手段调控肿瘤相关基因的表达已

经发展为一种新的肿瘤治疗手段[6]. 
癌基因(oncogene)是人类或动物细胞固有

的一类基因, 在正常细胞中, 他们不表达或者仅

有限度地表达, 对细胞无害, 其表达产物在细胞

正常代谢及信号传导中起到必不可少的调节作

用, 此时称之为原癌基因. 在某些因素作用下, 
癌基因发生结构改变或调控异常, 其表达异常

升高, 造成细胞的癌变. 本研究结果显示, FHD
可将SMMC-7721多个癌基因的表达下调至正

常水平, 他们包括pim-1(Hs.81170), rel(Hs.858), 
ras(Hs.204354), fos(Hs.25647), myc(Hs.79070), 

met(Hs.285754)以及编码Bcl-2相关蛋白的基因

(Hs.227817). 这些基因编码的蛋白分别涉及细

胞生长因子、丝氨酸蛋白激酶类蛋白、酪氨酸

蛋白激酶类(TPK)、G蛋白和信号传导类蛋白、

转录因子等, 均参与细胞生长分化信息的传递

与细胞的增殖分化. 他们的异常表达可造成细

胞增殖分化的失控. 大量研究表明, myc在原发

性肝癌中普遍高表达[7]; 这些基因分别也在其他

肿瘤中有异常高表达, 如ras基因在肺癌、卵巢

癌、结肠癌中存在异常激活[8-9]; met, ras, myc, 
Bcl-2基因在胃癌中有异常高表达[10]. FHD对以

上癌基因表达的下调作用可能是其体内抗肝癌

的机制之一. 

表 1 FHD处理人肝癌细胞SMMC-7721后表达显著下调至正常的靶基因

     
                                                                                                                                                                                                  Ratio

                                                                                                                                                                                             C/N      T/N  

Hs.1722          Interleukin 1 alpha                                                                                                           5.0      1.0

Hs.227777      Protein tyrosine phosphatase type IVA, member 1                                                                    4.3      1.0

Hs.284244      Fibroblast growth factor 2 (basic)                                                                                               3.7      1.0

Hs.79070        V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog                                                          3.4    1.0

Hs.858            V-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B (nuclear factor of kappa light       3.1      1.0

                        polypeptide gene enhancer in B-cells 3) 

Hs.21704        Transcription factor 12 (HTF4, helix-loop-helix transcription factors 4)                                    3.1      1.0

Hs.204354      Ras homolog gene family, member B                                                                                       2.9      1.0

Hs.23016        G protein-coupled receptor                                                                                                       2.6      1.0

Hs.227817      Bcl2-related protein A1                                                                                                              2.3      1.0

Hs.1516          Insulin-like growth factor-binding protein 4                                                                              2.22    1.0

Hs.81170        Pim-1 oncogene                                                                                                                        2.1      1.0

Hs.25647        V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog                                                       2.1      1.0

Hs.285754      Met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor)                                                       2.1      1.0

Hs.154970      Transcription factor CP2                                                                                                             2.0      1.0

Hs.239176      Insulin-like growth factor 1 receptor                                                                                         2.0      1.0

Accession                                                                    Gene description      

C/N: 肝癌细胞(C)基因表达丰度值/肝正常细胞(N)基因表达丰度值; T/N: 给药后肝癌细胞(T)基因表达丰度值/肝正常细胞(N)基因表达

丰度值.

表 2 FHD处理人肝癌细胞SMMC-7721后表达显著上调至正常的靶基因

     
                                                                                                                                                                                              Ratio

                                                                                                                                                                                    C/N              T/N  

Hs.211601                             Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12                                   0.45            1.0

Hs.99899                               Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 7                              0.39             1.0

Hs.118825                             Mitogen-activated protein kinase kinase 6                                                0.36            1.0

Hs.902                                   Neurofibromin-2 (bilateral acoustic neuroma)                                            0.24            1.0

Hs.1524                                 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9                              0.20            1.0

Accession                                                                   Gene description      

C/N: 肝癌细胞(C)基因表达丰度值/肝正常细胞(N)基因表达丰度值; T/N: 给药后肝癌细胞(T)基因表达丰度值/肝正常细胞(N)基因表达

丰度值.

■创新盘点
目 前 ,  多 数 对 白
花蛇舌草抗癌作
用的研究主要停
留在粗提物的水
平, 缺乏对确切成
分的深入研究, 对
其抗癌分子机制, 
也缺乏系统、清
晰的认识. 本研究
采用基因芯片技
术, 通过比较基因
差异表达谱, 探查
出白花蛇舌草总
黄酮抑制人肝癌
的20条有效靶基
因, 为深入开展机
制研究, 指明了方
向.
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细胞的生长增殖直接受到复杂的信号传

导网络的调节. 这些信号传导过程涉及多种信

号传导分子的参与, 包括各种生长因子及其受

体、酪氨酸蛋白激酶类、丝氨酸蛋白激酶类、

各种转录因子等. 如前所述, 原癌基因的表达产

物就是参与细胞生长信息传递的一些信号调节

蛋白, 而癌基因的致癌作用亦最终通过这些信

号传导通路实现. 因此, 生长增殖的信号传导异

常, 是导致细胞无限生长的直接原因. 本研究结

果表明, FHD不但直接抑制癌基因的表达, 而
且对多种与细胞生长增殖密切相关的信号传导

分子的表达有显著的下调作用. FHD对成纤维

细胞生长因子(Hs.284244)、胰岛素样生长因

子1受体(Hs.239176)、胰岛素样生长因子结合

蛋白(Hs.1516)、G蛋白偶联受体(Hs.23016)、
酪氨酸蛋白磷酸化酶(Hs.227777)、转录因子

12(Hs.21704)、转录因子CP2(Hs.154970)等与细

胞生长相关的信号转导分子均有显著的下调作

用. 这表明, FHD可以通过下调细胞生长过程的

多个信号传导分子靶点抑制肝癌细胞的异常生

长. 
细胞因子(cell factors, CF)在肿瘤的发生和

发展中的作用具有双重性. 有些细胞因子直接

或间接地杀死肿瘤(如: IFN-γ), 有些细胞因子能

促进肿瘤生长(如IL-1和IL-6). 本研究中, FHD对

细胞因子IL-1(Hs.1722)有显著下调作用. 已有研

究表明, IL-1及其相应受体的过度表达均在多种

细胞恶变中起重要作用, 肿瘤细胞的生长依赖

于他们的异常分泌[11].  IL-1还能通过诱导血管生

成而促进肿瘤生长和转移[12-13]. FHD可使肝癌细

胞IL-1的表达显著下降. 对IL-1合成的下调可能

是FHD抑制肝癌生长以及转移的重要机制之一. 
研究结果还显示, FHD对丝裂原活化的蛋

白激酶(MAPK)信号传导通路的几个成员也有

显著影响. MAPK通路是细胞增殖、分化等多

个信号传递途径的交汇点. MAPK是激酶链在

细胞质中的最后一个激酶, 他平时位于胞质, 一
旦被激活则被迅速转运到细胞核内, 或直接激

活转录因子, 或激活其他蛋白激酶, 启动、关

闭一些特定基因的转录, 对刺激信号做出必要

的反应. 本研究中, FHD对MAP2K6(Hs.118825)
和MAP3K12(Hs.211601)均有显著的上调作用. 
MAP2K6编码的蛋白是外界因素诱导的MAPK
通路的分子之一, 在细胞周期阻滞和细胞凋亡

过程中均需要MAP2K6的激活[14]. 我们在相关

实验中发现, FHD可以将肿瘤细胞周期阻滞在

G0-G1期. 我们推测, 对MAP2K6的表达上调可

能是FHD引起肝癌细胞周期阻滞的主要分子基

础. 
抑癌基因(tumor suppressor gene)是人类正

常基因组的成员, 其功能是诱导细胞的终末分

化, 维持基因的稳定和负调节细胞的生长分化, 
阻止细胞发生癌变. 细胞癌变不仅涉及癌基因

的异常激活, 也涉及抑癌基因的失活. NF-2基
因是一种重要的抑癌基因, 最初的研究发现, 神
经纤维瘤等多种中枢神经系统肿瘤的发生是由

于这一基因的失活造成的[15]. 后来在恶性黑色

素瘤、恶性间皮瘤、乳腺癌、肺癌中也发现了

NF-2的异常缺失或转录异常[16-17]. 该蛋白的表达

异常不但使肿瘤细胞生长增殖失控, 而且使细

胞具有高转移性[18-19]. 通过转基因技术将这一基

因的表达恢复升高能够抑制肿瘤细胞的增

殖[20]. 因此, 调节NF-2基因及其蛋白的表达可能

是治疗肿瘤的有效途径. 本研究中, 人肝癌细胞

经FHD作用后, NF-2(Hs.902)是表达上调最显著

的基因之一. 这表明, FHD具有上调抑癌基因表

达的作用, 这可能是FHD抗肝癌作用的又一重

要基础. 
抗肿瘤免疫中, T细胞是主要的效应细胞, 

他不但可以直接杀伤肿瘤细胞, 而且可以通过

分泌多种细胞因子调节其他免疫细胞的功能; 
而在肿瘤的发生、发展过程中, 肿瘤细胞可以

通过一系列机制逃避机体的免疫攻击, 从而使

T细胞缺乏足够的共刺激信号而不能激活, 这
是肿瘤细胞免疫逃逸的重要机制之一. 本研究

中, TNFSF9(Hs.1524)和TNFSF7(Hs.99899)所
编码的蛋白均为T细胞活化的共刺激信号分子. 
TNFSF9编码的蛋白为4-1BBL, 是肿瘤坏死因

子(TNF)家族的成员之一[21]. 4-1BB为4-1BBL的
特异性的配体, 他在T细胞有大量表达. 研究表

明, 4-1BBL/4-1BB的结合是T细胞激活的共刺激

信号, 他可以促进T细胞的增殖, 增强细胞毒性

T细胞的杀伤作用, 延长T细胞的生存时间[22-24]. 
最近的研究发现, 4-1BBL在肿瘤细胞上也有表

达, 与其配体结合后, 他一方面可以促进肿瘤细

胞释放细胞因子IL-8, 另一方面, 肿瘤表面表达

的4-1BBL可以作为一种共刺激分子, 激活T细胞

上产生大量IFN-γ. IL-8是一种趋化因子, 他可以

诱导多种免疫细胞向局部迁移, 对局部的免疫

反应有促进作用[25]; 而IFN-γ是一种抗肿瘤细胞

因子, 他不但对肿瘤细胞有直接的杀伤作用, 而
且可以激活多种免疫细胞. 以上研究提示, 提高

■应用要点
本研究发现白花
蛇舌草总黄酮成
分可将15条显著
高表达的基因和5
条显著低表达的
基因恢复至正常
的表达水平. 这些
基因与肝癌的发
生、发展密切相
关. 这为将白花蛇
舌草总黄酮开发
为更安全有效的
抗癌新药提供了
重要的实验依据.



www.wjgnet.com

张硕, 等. 白花蛇舌草总黄酮抑制人肝癌细胞的靶基因调控                                                                                             1065

4-1BBL的表达是一种提高机体抗肿瘤免疫的

有效途径. 同样, TNFSF7编码的蛋白为CD70, 也
是一种T细胞活化的共刺激信号, 可以增强T细
胞的增殖和杀伤功能、延长记忆性T细胞的存

活时间, 提高机体的抗肿瘤免疫功能[26-27]. 最近

的研究已经证明, 通过转基因技术使癌细胞表

达CD70后, 可以提高机体T细胞免疫功能从而有

效地抑制肿瘤细胞的生长[28]. 本研究结果显示, 
FHD对TNFSF9和TNFSF7基因的表达均有显著

的上调作用, 其中, TNFSF9的提高尤为明显, 是
表达上调最显著的基因之一. 这提示, FHD可以

促进肿瘤细胞表面共刺激分子的表达, 使其可

以有效地激活T淋巴细胞, 增强免疫系统对肝癌

细胞的敏感性. 
总之, FHD通过调控多个靶基因抑制人肝

癌细胞, 包括: 显著下调多种癌基因、多种与肿

瘤生长增殖密切相关的信号传导分子及细胞因

子IL-1的表达; 显著上调MAP2K6, MAP3K12, 
TNFSF9, TNFSF7和以NF-2为代表的抑癌基因

的表达. 这反映了FHD抗肝癌多向性、多靶点

的作用特点, 也从基因水平为揭示其机理提供

了依据.
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■名词解释
靶 基 因 :  指 在 生
物技术攻关中针
对的基因. 在基因
芯片技术中, 用于
芯片点样的是靶
基因. 靶基因可分
为染色体DNA(或
基 因 组 D N A )、
cDNA(或人工合
成DNA). 目前, 以
c D N A 的 研 究 为
主, 因为cDNA是
染色体上编码蛋
白质的DNA序列, 
有医疗和其他领
域的研究价值和
商业价值.
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有关其机制, 尤其
是对其作用的分
子靶点的研究报
道尚不多见. 本文
应用基因芯片技
术 ,  比 较 了 正 常
肝、肝癌细胞和
白花蛇舌草总黄
酮作用后的肝癌
细胞三组间的基
因表达谱, 总结了
受白花蛇舌草总
黄酮作用下调的
15个基因和上调
的5个基因, 为进
一步探索白花蛇
舌草抑癌的分子
机制提供了方向.
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Abstract
AIM: To investigate the apoptosis of pancreatic 
acinar cells and the expression of apoptosis-
regulated genes Bax and Caspase-8 in experi-
mental acute pancreatitis and their correlations 
with the severity of the disease in rats.

METHODS: The models of acute edematous 
pancreatitis (AEP) and acute necrotizing pan-
creatitis (ANP) were established by retrograde 
injection of different concentrations of sodium 
deoxycholate into the common biliary and pan-
creatic duct, and then the rats were randomly 
divided into 3 groups (10 for each): sham oper-

ated group (control), AEP group (treated with 
7.5 g/L sodium deoxycholate) and ANP group 
(treated with 15 g/L sodium deoxycholat). The 
apoptosis of acinar cells was determined by ter-
minal deoxynucleotidyl transferase-mediated 
nick end labeling (TUNEL) assay. The amounts 
of Bax and Caspase-8 mRNA expression in the 
pancreas were analyzed by semiquantitative 
reverse transcriptase polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The expression of Bax and Caspase-8 
protein were detected by immunohistochemi-
cal method. The levels of serum amylase, tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) 
were also measured respectively.

RESULTS: The levels of serum amylase (63 413 
± 6118, 1 532 134 ± 17 654 nkat/L vs 15 736 ± 483 
nkat/L, P < 0.01), TNF-α (1.86 ± 0.13, 2.97 ± 0.14 
mg/L vs 0.95 ± 0.08 mg/L, P < 0.01) and IL-6 (47.10 
± 7.05, 170.10 ± 7.59 ng/L vs 29.20 ± 4.47 ng/L, P 
< 0.01) in AEP and ANP group were significant-
ly higher than those in control group, and there 
were also significant differences between ANP 
and AEP group (P < 0.05). The apoptotic index 
(AI) in both AEP and ANP group was obviously 
higher than that in control group (22.09 ± 3.71, 
6.50 ± 1.58 vs 0.13 ± 0.05, P < 0.01), and there was 
also marked difference between ANP and than 
AEP group (P < 0.05). Meanwhile, in AEP and 
ANP group the expression of Bax (mRNA: 1.530 
± 0.501, 1.046 ± 0.337; protein: 453.7 ± 30.5, 339.4 
± 26.7) and Caspase-8 (mRNA: 0.595 ± 0.17, 0.505 
± 0.173; protein: 3606 ± 337, 3134 ± 231) were ob-
servably higher than those in control group (Bax 
mRNA: 0.613 ± 0.244, Bax protein: 245.2 ± 30.0; 
Caspase-8 mRNA: 0.357 ± 0.130, Caspase-8 pro-
tein: 2396 ± 266) (P < 0.01). Bax expression was 
also significantly different between ANP and 
AEP group both at mRNA and protein level, but 
not Caspase-8 mRNA and protein.

CONCLUSION: In acute pancreatitis, the apop-
tosis of pancreatic acinar cells is negatively 
correlated with the severity of pancreatitis. Bax 
and Caspase-8 may contribute to the acinar cell 
apoptosis and reduction of AP severity.
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■背景资料
研究发现, 胰腺腺
泡细胞凋亡或坏
死的不同死亡方
式对急性胰腺炎
(AP)病情轻重起
着重要作用, 腺泡
细胞的凋亡可能
是AP时机体的自
我保护性机制而
有助于减轻重症
程 度 .  与 坏 死 不
同, 细胞凋亡的发
生受凋亡调控基
因控制, 细胞裂解
成凋亡小体并保
持膜的完整性, 不
释放溶酶体酶等
细胞内容物, 不引
起 炎 症 反 应 .  因
此 ,  深入研究AP
腺泡细胞凋亡机
制 ,  对于明确AP
病理生理过程及
阻止重症化进展
具有重要意义. 



Key Words: Acute pancreatitis; Acinar cell; Apopto-
sis; Bax; Caspase-8

Chen HL, Zhang GX, Gong AX, Zhang L. Role of acinar 
cell apoptosis and expression of Bax and Caspase-8 in 
rats with acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(10):1067-1072

摘要
目的: 研究大鼠急性胰腺炎腺泡细胞凋亡情
况, 凋亡调控基因Bax与凋亡蛋白酶Caspase-8
的表达及其同疾病严重程度的关系. 

方法: 胆胰管逆行注入不同浓度去氧胆酸钠
方法制备大鼠急性胰腺炎模型, 设假手术(SO)
组、急性水肿性胰腺炎(AEP)组和急性坏死
性胰腺炎(ANP)组. 采用TUNEL技术检测胰腺
腺泡细胞的凋亡, RT-PCR与免疫组化方法分
别分析胰腺组织Bax, Caspase-8 mRNA及蛋白
的表达, 对胰腺组织进行病理学评分并测定血
清淀粉酶及IL-6, TNF-α含量. 

结果: 与SO组比较, AEP与ANP组胰腺组织显
示不同程度的病理损害, 血清淀粉酶(63 413
±6118, 1 532 134±17 654 nkat/L vs  15 736
±483 nkat/L, P <0.01)及TNF-α (1.86±0.13, 
2.97±0.14 mg/L vs  0.95±0.08 mg/L, P <0.01), 
IL-6 (47.10±7.05, 170.10±7.59 ng/L vs  29.20
±4.47 ng/L, P <0.01)浓度显著升高, 且ANP
组显著高于AEP组(P <0.05); AEP与ANP组腺
泡细胞凋亡指数显著升高(22.09±3.71, 6.50
±1.58 vs  0.13±0.05, P <0.01), 但ANP组显著
低于AEP组(P <0.05). 同时发现, AEP与ANP
组胰腺组织Bax (mRNA: 1.530±0.501, 1.046
±0.337; 蛋白: 453.7±30.5, 339.4±26.7)和
Caspase-8 (mRNA: 0.595±0.17, 0.505±0.173; 
蛋白: 3606±337, 3134±231) mRNA及蛋白
表达水平均显著高于SO组(Bax mRNA: 0.613
±0.244, Bax蛋白: 245.2±30.0; Caspase-8 
mRNA: 0.357±0.130, Caspase-8蛋白: 2396±
266) (P <0.01), ANP组Bax mRNA及蛋白表达
水平显著低于AEP组(1.046±0.337, 339.4±
26.7 vs  1.530±0.501, 453.7±30.5, P <0.05), 
ANP组Caspase-8 mRNA及蛋白表达水平低于
AEP组, 但差异不具有显著性意义.

结 论 :  急 性 胰 腺 炎 时 胰 腺 腺 泡 细 胞 发 生
凋亡伴随凋亡调控基因B a x与凋亡蛋白酶
Caspase-8表达增加, 并同病情严重程度呈负
相关关系.

关键词 :  急性胰腺炎; 腺泡细胞; 凋亡; B a x ; 

Caspase-8
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreati t is, AP)时最早期

的改变发生在腺泡细胞内 ,  进而引起局部炎

性反应, 乃至系统性炎症反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS). 研究发

现, 腺泡细胞凋亡或坏死的不同死亡方式对病

情轻重起着重要作用[1-3], 腺泡细胞的凋亡可能

是AP时机体的自我保护性机制而有助于减轻重

症程度[4-7]. 与坏死不同, 细胞凋亡的发生受凋亡

调控基因控制, 细胞裂解成凋亡小体并保持膜

的完整性, 不释放溶酶体酶等细胞内容物, 不引

起炎症反应. 因此, 深入研究AP腺泡细胞凋亡机

制, 对于明确AP病理生理过程及阻止重症化进

展具有重要意义. 我们通过制备大鼠不同严重

程度AP模型, 研究不同凋亡调控基因的表达, 进
一步探讨腺泡细胞凋亡的意义及可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂清洁级健康S D大鼠30只, 体质量

220-260 g(由大连医科大学实验动物中心提供). 
随机分为: 假手术(SO)组, 急性水肿性胰腺炎

(AEP)组和急性坏死性胰腺炎(ANP)组, 每组10
只. 紫外可见分光光度计1000型, 瑞典; 低温冷

冻超速离心机2K15, 美国Sigma; RT-PCR扩增

仪, 德国Biomryis; 电泳仪, 美国Bio-rad; 凝胶图

像分析软件, 美国Labworks 4.6; 免疫组化显微

镜图像分析软件, 美国Image pro-plus 4.5; 北京

解放军总医院TNF-α和IL-6放免检测试剂盒; 美
国Invitrogen TRIzol提取试剂盒; 日本TaKaRa公
司RT-PCR扩增试剂盒; PCR引物由宝生物工程

(大连)有限公司合成, b-actin引物: 5'-TCA TGA 
AGT GTG TTG ACA TCC GTA AAG-3'(上游), 
5'-CCT AGA AGC ATT TGC GGT GCA CGA 
TGG ACG-3'(下游), 扩增产物长285 bp; Bax引
物: 5'-CTG AGC TGA CCT TGG AGC-3'(上游), 
5'-GAC TCC AGC CAC AAA GAT G-3'(下游), 
扩增产物长413 bp; Caspase-8引物: 5'-TGA TGA 
AGA GGC TCT GAG TAA-3'(上游), 5'-TGG 
CAA AGT GAC TGG ATA TA-3'(下游), 扩增产

物长489 bp; 美国Promega TUNEL检测试剂盒; 
福州迈新生物技术开发公司SP法免疫组化试剂

盒, 美国Santa Cruz公司Bax一抗, Cell Signaling

www.wjgnet.com

■研发前沿
细胞凋亡具有复
杂 的 调 控 机 制 , 
AP时腺泡细胞的
凋亡涉及死亡受
体通路和线粒体
通路等相关基因
的参与, 并受各种
病理生理因素的
影 响 .  深 入 探 讨
AP病理环境中腺
泡细胞凋亡发生
的机制, 选择合适
的作用耙点和治
疗措施将是今后
研究的热点和重
点.
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公司Caspase-8一抗.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的制作及标本采集 动物术前禁

食12 h, 自由饮水. 用30 g/L戊巴比妥(1.3 mL/kg) 
ip麻醉. 无菌条件下, 腹壁正中切口入腹. 显露出

十二指肠乳头开口, 在十二指肠乳头对侧肠壁

插入1 mL小注射器针头经胆胰管十二指肠乳头

开口入胆胰管, 同时在胆管出肝门处用无损伤

小动脉夹夹闭, 防止注入药物反流入肝脏. AEP
组逆行匀速注入7.5 g/L去氧胆酸钠(1 mL/kg), 30 
s注完; ANP组逆行匀速注入15 g/L去氧胆酸钠(1 
mL/kg), 30 s注完; SO组仅开腹翻动胰腺数次, 常
规关腹. 各组动物造模后于背部皮下分点注射

2.5 mL无菌生理盐水, 补充水分. 24 h后存活大

鼠(ANP组大鼠死亡2只)麻醉下打开腹腔, 腹主

动脉采血, 留取血清-20℃保存待测淀粉酶及炎

性细胞因子; 迅速切取部分胰腺组织(50 mg)置
于加入1 mL TRIzol的EP管中超声波击碎混匀, 
-80℃保存待RT-PCR实验; 切取剩余大部分胰腺

组织, 置于100 g/L中性磷酸盐缓冲液-甲醛中固

定, 石蜡包埋, 4 mm连续切片, 分别行常规HE染
色、TUNEL染色及免疫组织化学染色观察, 进
行相关指标检测. 
1.2.2 胰腺组织病理形态学观察 切片HE染色后

以Olympus显微镜观察并拍照, 由病理科主任医

师协助阅片, 按照Kusske et al [8]评分标准进行评分. 
1.2.3 血清淀粉酶测定 采用临床全自动生化分

析仪检测. 
1.2.4 血清TNF-α和IL-6水平的测定 采用TNF-α
和IL-6放免试剂盒检测. 
1.2.5 T U N E L法检测胰腺组织腺泡细胞凋亡 
石蜡组织切片常规脱蜡水化, 10 g/L蛋白酶k
室温消化10 min, 40 g/L甲醛溶液固定5 min, 
Epuilibration Buffer缓冲液室温平衡5 min, 加
rTdT酶反应液(每100 mL含98 mL Epuilibration 
Buffer, 1 mL Biotinylated Nucleotide Mix, 1 mL 
rTdT Enzyme)于37℃湿盒中反应60 min, 2×SSC
中浸洗终止反应. 3 mL/L的H2O2浸洗5 min阻

止内源性过氧化物, 1∶500稀释的Streptavidin-
HRP室温反应30 min, 加入新鲜配置的DAB工作

液显色10 min, 去离子水漂洗后苏木精复染, 封
片镜检. Olympus显微镜观察并拍照, 细胞核中

有棕黄色颗粒者为阳性细胞, 即凋亡的胰腺腺

泡细胞. 每张切片染色阳性区域随机选取5个高

倍视野(×40), 计算500个腺泡细胞中阳性细胞

所占的百分比, 即为凋亡指数(apoptosis index, AI). 
1.2.6 RT-PCR检测Bax和Caspase-8 mRNA水平 
取出-80℃深低温冰箱中冻存的溶解在TRIzo l
中的胰腺组织, 室温放置5 m i n融化. 用日本

TaKaRa公司总RNA提取试剂盒提取胰腺组织

中的总RNA, 以紫外分光光度计测定A 260∶A 280

比值, 重复3次, 测得该比值稳定于1.8-2.0, 计算

总RNA浓度. 取0.5 mg总RNA, 依次加入10×RT 
Buffer, MgCl2, dNTP Mixture, RNase Inhibitor, 
AMV Reverse Transcriptase, Oligo dT-Adaptor 
Primer, 以DEPC水补至总反应体积为20 mL, 反
转录的反应温度分别为42℃, 99℃和5℃, 反应

时间分别为30, 5和5 min, 循环一次, 结束反应. 
取5 mL反转录产物, 分别加入20 pmol寡核苷酸

引物, Taq DNA聚合酶, 5×PCR Buffer, 灭菌蒸

馏水补至25 mL, PCR反应的变性、退火和延伸

温度分别为: 94℃, 55℃和72℃, 反应时间分别

为30 s, 30 s和1.5 min. Bax与b-actin各循环30次, 
Caspase-8循环35次. 产物取10 mL, 20 g/L琼脂糖

凝胶电泳. 经凝胶扫描分析系统行吸光度扫描, 
分别计算Bax和Caspase-8基因表达量与b-actin
表达量的比值. 
1.2.7 免疫组化检测Bax和Caspase-8蛋白的表达 
采用SP两步法染色, 操作过程按照试剂盒说明

书进行, DAB显色, 苏木素复染, 中性树胶封片, 
光镜下观察. Bax和Caspase-8蛋白主要在细胞质

内表达, 含有棕黄色或棕黄色颗粒的腺泡细胞

为阳性细胞. 每张切片随机选取4个高倍视野(×
40), 应用Image-pro plus 4.5免疫组化彩色图像分

析系统进行定量分析, 测定积分光密度值(IOD).
统计学处理 数据采用SPSS11.5统计分析

表 1 大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

     
分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组 10       0.20±0.42      0                         0           0

AEP组 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.

■应用要点
本文研究结果进
一步证实了AP中
胰腺腺泡细胞凋
亡同病情的负相
关性以及相关基
因表达的意义, 对
深入探讨腺泡细
胞凋亡机制及AP
的发病机制, 寻求
有效治疗措施具
有指导意义.
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软件进行处理, 所得数值以均数±标准差(mean
±S D)表示, 组间比较采用方差分析和t 检验, 
P <0.05为具有统计学意义.

2  结果

2.1 光镜下胰腺组织病理学改变 SO组胰腺小叶

清晰, 未见异常. AEP组胰腺间质明显水肿, 炎性

浸润, 胰腺实质可见少量坏死, 小静脉扩张, 红
细胞淤积. ANP组胰腺实质大片坏死, 出血及脂

肪变性, 大量红细胞淤积, 血管扩张, 见大量中

性粒细胞浸润于组织间隙及实质内(图1). 病理

评分见表1, 从水肿、炎性细胞浸润、出血和坏

死4个方面分别给予0-4分的评分.
2.2 血清淀粉酶及TNF-α和IL-6水平 与对照组相

比, AEP组和ANP组血清淀粉酶及TNF-α和IL-6
水平显著升高(P <0.01), 且ANP组大鼠各项值均

显著高于AEP组(P <0.05, 表2).
2.3 胰腺腺泡细胞凋亡情况 应用TUNEL技术检

测胰腺组织腺泡细胞的凋亡, 凋亡的腺泡细胞

核内染色体发生规则性断裂而被染成棕黄色, 
正常与坏死的腺泡细胞则不被染色. 发现正常

胰腺组织(SO组)腺泡细胞凋亡极少, AEP组与

ANP组腺泡细胞凋亡明显增多(P <0.01); 与AEP
组相比较, ANP组凋亡明显减少, 凋亡指数(AI)
显著下降(P <0.05, 表3, 图2). 
2.4 胰腺组织Bax及Caspase-8 mRNA和蛋白的

表达水平 SO, AEP及ANP组大鼠胰腺组织都有

Bax与Caspase-8 mRNA的表达, AEP组与ANP组
表达水平显著高于SO组(P <0.01), 且ANP组Bax 

mRNA表达水平显著低于AEP组(P <0.05), ANP
组Caspase-8 mRNA表达水平低于AEP组, 但差

异不具有显著性意义. 各组大鼠胰腺组织腺泡

细胞胞质区有Bax蛋白及Caspase-8蛋白的表达, 
表达水平同各自mRNA水平呈一致性的关系(表3).

3  讨论

1995年Kaiser et al [9]在实验研究中发现, 轻度AP
胰腺腺泡细胞凋亡较多而坏死很少, ANP腺泡细

胞大量坏死而凋亡很少以来, 腺泡细胞凋亡在

AP发病中的意义与作用受到人们的重视. 众多

实验研究均支持这样一个观点, 即病理条件下

受损的腺泡细胞发生凋亡可以减少因坏死释放

的活性胰酶, 减轻炎性介质的瀑布样级联反应, 
可能是AP时机体的自我保护性机制[4-7], 中药茵

陈承气汤、紫杉醇、芸香苷及大黄素均可通过

不同的机制诱导胰腺腺泡细胞凋亡, 减轻实验

性AP的严重程度[10-13]. 本实验研究结果恰恰证

实了这一观点, 正常胰腺组织未发现腺泡细胞

坏死, 凋亡细胞也极少; 在AEP和ANP大鼠均发

现胰腺腺泡细胞的死亡, 前者凋亡指数(AI)显著

高于后者而坏死相对较少, 后者虽然也有一定

数量的凋亡, 但更多的腺泡细胞发生坏死的改

变. 说明在AP的病理环境中, 胰腺腺泡细胞出现

凋亡和坏死两种死亡方式, 在一定范围内, 凋亡

和坏死是呈现相反变化的一对矛盾, 受损的腺

泡细胞以凋亡方式死亡可以减少因坏死带来的

更严重的后果, 因而病情较轻, 反之, 大量腺泡

细胞发生坏死, 凋亡较少则病情危重. 因此, 胰

表 2 大鼠血清淀粉酶、TNF-α及IL-6水平(mean±SD)

     
分组             n            血清淀粉酶(nkat/L)           血清TNF-α(mg/L)         血清IL-6(ng/L)

SO组  10              15 736±483                  0.95±0.08              29.20±4.47

AEP组  10              63 413±6118b               1.86±0.13b             47.10±7.05b

ANP组        8          1 532 134±17 654ab          2.97±0.14ab          170.10±7.59ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.

表 3 大鼠胰腺腺泡细胞凋亡指数及Bax和Caspase-8表达水平(mean±SD)

     
                                                                   mRNA表达水平(/b-actin)                 蛋白表达水平(IOD)

                                                                                 Bax                       Caspase-8                       Bax                      Caspase-8

SO组  10            0.13±0.05 0.613±0.244 0.357±0.130 245.2±30.0 2396±266

AEP组  10          22.09±3.71b 1.530±0.501b 0.595±0.17b 453.7±30.5b 3606±337b

ANP组        8             6.50±1.58ab 1.046±0.337ab 0.505±0.173b 339.4±26.7ab 3134±231b

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.

分组             n                      AI

■名词解释
Caspase: 天冬氨
酸特异性半胱氨
酸蛋白酶, 是一组
具有相似氨基酸
序列、空间结构
和底物特异性的
酶, 是细胞凋亡调
控途径的关键效
应酶.
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腺腺泡细胞的凋亡同AP病情存在一定的相关

性, 并且可能是重要的调节机制之一. 
细胞凋亡是受众多凋亡相关基因控制的程

序性细胞死亡, 其调控途径主要有细胞外死亡

受体途径和细胞内线粒体途径. Bax是线粒体途

径上重要的调控基因, 可以增加线粒体膜通透

性, 促进细胞色素C的释放, 形成凋亡诱导复合

物, 作用于凋亡效应因子导致细胞凋亡. AP时
胰腺腺泡细胞Bax表达增强, 且AEP显著高于坏

死性胰腺炎, 与腺泡细胞凋亡的改变一致. 表明

B a x是线粒体途径上促进A P时腺泡细胞凋亡

的重要调控基因 ,  同其他研究者的结论相符

合[14-15]. 凋亡蛋白酶Caspase(半胱氨酸天冬酶)家
族成员是存在于细胞质内凋亡信号传导途径的

关键效应分子, 参与凋亡过程的调控, 被称为凋

亡的分子执行者, 其激活是凋亡效应期的一个

十分重要的生化事件[16]. 分为细胞凋亡的起始

者(Caspase-2, 8, 9和10)与执行者(Caspase-3, 6和
7)[17-18]. Caspase的激活有两个独立的途径, 即细

胞内线粒体途径和细胞外死亡受体途径[19-20]. 其
中细胞外途径由胞外配体同跨膜死亡受体(Fas, 
TNF-R, TNF相关凋亡诱导受体)结合, 激活临近

膜的起始Caspases, 活化的起始Caspases通过切

割执行Caspases使之活化并作用于底物蛋白分

子从而导致细胞凋亡的发生. 
Caspase-8是这一途径上重要的启动子[23]. 

有研究发现[21-23], 死亡受体途径中的Fas/FasL
通路参与AP腺泡细胞凋亡过程, Fas与FasL基
因表达的改变同腺泡细胞凋亡变化呈一致性

的关系, Fas基因缺失时急性胰腺炎病情明显加

重. 本实验结果表明AP时胰腺腺泡细胞凋亡增

加伴随Caspase-8表达明显增强, 进一步证实死

亡受体途径参与了AP时腺泡细胞的凋亡过程, 
Caspase-8是这一途径上重要的调控因子之一. 

图 1 大鼠胰腺组织病理变化(HE染色,×20). A: SO组; B: 

AEP组; C: ANP组.
图 2 胰腺腺泡细胞凋亡(TUNEL染色,×40). A: SO组; B: 

AEP组; C: ANP组.

A

B

C

A
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■同行评价
本文研究了大鼠
急性胰腺炎时胰
腺腺泡细胞凋亡
及Bax, Caspase-8
的表达, 科学性较
高, 方法可靠, 有
理论价值.



www.wjgnet.com

1072                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年4月8日       第15卷       第10期

AEP较ANP坏死性胰腺炎Caspase-8表达增加但

不具有显著性意义. Caspase-8以单体形式存在, 
在细胞外促凋亡刺激作用下形成二聚体而活化, 
发挥酶的切割作用[19]. 因此, 还需在Caspase-8 
mRNA与蛋白表达基础上进一步研究AP病程中

其蛋白活性水平上的变化. 
AP发病机制复杂, 在致病因素作用下胰腺

腺泡细胞功能与结构的变化发挥着关键作用. 
AP时胰腺缺血再灌注损伤、各种炎症因子及活

性氧族(ROS)等均对胰腺腺泡细胞的凋亡产生

作用[24-26], 已有应用药物和基因手段调节腺泡细

胞凋亡以减轻AP病情的相关实验研究[27-30]. 用
分子生物学手段阐明病理环境中调控胰腺腺泡

细胞凋亡的精细机制, 必将有助于进一步认清

AP的发病机制, 从而寻找防治AP的有效措施. 
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Abstract
AIM: To investigate the influence of different 
nutritional support with compound lactobacilli on 
the intestinal barrier function in rats with severe 
acute pancreatitis (SAP) and its mechanism.

METHODS: SAP model was established in male 
Sprague Dawley rats via injection of l mL of 38 
g/L sodium taurocholate beneath the pancre-
atic capsule. A total of 96 rats were randomly 
divided into 6 groups (n = 16): sham-operation 
with early enteral nutrition support (Sham-EEN), 
ENN group, EEN with compound lactobacilli 

(EEN + Lac) group, sham-operation with par-
enteral nutrition support (Sham-PN), PN group 
and PN with compound lactobacilli (PN + Lac) 
group. Half of rats in each group were killed on 
the 4th and 7th day respectively to determine the 
bacterial translocation (BT) in live and mesenter-
ic lymph node (MLN), endotoxin (ET) in plasma, 
intestinal transit index, epithelial cell apoptosis 
in intestinal barrier (by TUNEL), protein con-
tent in small intestinal mucosa (by bicinchoninic 
acid), and SIgA content in small intestinal mu-
cus (by enzyme-linked immunosorbent assay).

RESULTS: The rate of BT in PN group was 
higher than that in EEN and PN + Lac group 
(14/16 vs 9/16, 10/16, both P < 0.05), and there 
was also a significant difference between EEN 
and EEN + Lac group on the 4th day (12/16 vs 
9/16, P = 0.026). As compared with that in EEN 
group, the level of ET in plasma was higher 
in PN group (276.83 ± 30.81 EU/L vs 138.52 ± 
22.56 EU/L, P < 0.05), and it was also higher 
in groups without Lac than that in the groups 
with Lac (all P < 0.05). Intestinal transit index 
was significantly increased in PN + Lac group in 
comparison with that in PN group (0.70 ± 0.08 vs 
0.59 ± 0.05, P < 0.01). As compared with that in 
EEN group and PN + Lac group, intestinal epi-
thelial apoptosis was higher in PN group (22.67% 
± 4.97% vs 15.31% ± 4.18%, 18.40% ± 2.01%, P < 
0.01). The protein content in small intestinal mu-
cosa was higher in groups with Lac than that in 
the groups without Lac (all P < 0.05), and it was 
also increased significantly in PN + Lac group as 
compared with that in EEN + Lac group (56.91 
± 3.73 mg/g vs 44.69 ± 2.99 mg/g, P < 0.01). 
In comparison with that in EEN and PN + Lac 
group, SIgA content in small intestinal mucus 
was significantly higher in EEN + Lac group 
(82.17 ± 6.02 μg/g vs 69.26 ± 5.66 μg/g, 59.87 ± 
5.54 μg/g, P < 0.05 and P < 0.01).

CONCLUSION: EEN and PN with compound 
lactobacilli can dramatically benefit the intestinal 
barrier function SAP rats, and the former is su-
perior to the latter.

www.wjgnet.com

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)中因肠屏障
功能障碍, 引起肠
源性内毒素合细
菌细菌易位引起
的全身炎症反应
综合征(SIRS)和
多器官功能障碍
综合征(MODS)是
患者死亡的主要
原因, 临床缺乏有
效的治疗手段. 近
年来, 添加免疫微
生态制剂的肠内
营养治疗备受关
注, 其在SAP治疗
中的机制尚不明
确. 本研究通过考
察复合乳酸菌对
不同营养治疗方
式的SAP大鼠肠
屏障的作用, 并初
步探讨其机制, 为
临床SAP微生态
营养治疗提供理
论基础. 
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摘要
目的: 观察复合乳酸菌对早期肠内营养(EEN)
和肠外营养(PN)治疗的重症急性胰腺炎(SAP)
大鼠肠屏障功能的影响. 

方法: ♂ SD大鼠胰腺被膜下均匀注射38 g/L
牛磺胆酸钠制作SAP模型, 96只大鼠随机分
为假手术早期肠内营养治疗组(Sham-EEN)、
早期肠内营养治疗组(EEN)、早期肠内营养
联合复合乳酸菌治疗组(EEN+Lac); 假手术肠
外营养治疗组(Sham-PN)、肠外营养治疗组
(PN)、肠外营养联合复合乳酸菌组(PN+Lac), 
每组16只, 分别于第4和7天随机取8只大鼠, 预
处理后取材, 检测肝和肠系膜淋巴结(MLN)肠
道菌群易位(BT)、血浆内毒素(ET)、肠转运
指数, TUNEL法检测肠上皮细胞凋亡、BCA
法测定小肠黏膜蛋白含量、ELISA法测定小
肠黏液SIgA含量. 

结果: PN组大鼠的BT率高于EEN组和PN+Lac
组(14/16 vs  9/16, 10/16, 均P <0.05); 4 d EEN
组高于EEN+Lac组(12/16 vs  9/16, P  = 0.026). 
PN组血浆ET高于EEN组(276.83±30.81 EU/L 
vs  138.52±22.56 EU/L, P <0.05); 不加用Lac
组高于加用Lac组(均P <0.05). PN+Lac组肠转
运系数高于PN组(0.70±0.08 vs  0.59±0.05, 
P <0.01). PN组小肠上皮细胞AI高于EEN组
和PN+Lac组(22.67%±4.97% vs  15.31%±

4.18%, 18.40%±2.01%, P <0.01). 加用Lac组空
肠黏膜蛋白含量高于不加用Lac组(均P <0.05); 
EEN+Lac组高于PN+Lac组(56.91±3.73 mg/g 
vs  44.69±2.99 mg/g, P <0.01). EEN+Lac组
小肠黏液SIgA含量高于EEN组和PN+Lac组
(82.17±6.02 μg/g vs  69.26±5.66 μg/g, 59.87
±5.54 μg/g, P <0.05及P <0.01).

结论: 加用复合乳酸菌可改善EEN和PN治疗
的SAP大鼠肠屏障功能, 其中EEN+Lac的作用
最为显著, EEN在维护SAP大鼠肠屏障方面的
作用优于PN.

关键词: 重症急性胰腺炎; 肠屏障功能; 乳酸菌; 肠

内营养; 肠外营养
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是临床常见危重症之一, 死亡率高达20%-30%; 
起病急剧, 表现复杂, 病情凶险, 进展迅猛, 近几

年还有发病率上升的趋势. 疾病的发展中, 肠屏

障功能障碍可导致细菌和内毒素易位[1]以及继

发的全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS)和多器官功能障碍

综合征(multiple organ dysfunctions syndrome, 
MODS)[2]等严重并发症, 是SAP高死亡率的重

要原因. 近年来, 采用早期肠内营养和免疫微

生态制剂 [3]包括益生菌(p rob io t i c s)、益生元

(prebiotics)和合生元(synbiotics)[4]等用于很多危

重疾病的肠屏障功能保护治疗中. 本研究通过

使用复合乳酸菌, 来考察其对不同营养治疗方

式的SAP大鼠肠屏障的作用, 并初步探讨其机

制, 为临床SAP微生态营养治疗提供理论基础.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠(体质量200±10 g), 由第二

军医大学实验动物中心提供, 清洁级; 牛磺胆

酸钠(Sigma公司), 纯度95%; 复合乳酸菌(商品

名: 聚克, 江苏泰州美通制药有限公司生产, 日
本Greencross公司菌种), 由乳酸乳杆菌、嗜酸

乳杆菌、乳酸链球菌及多种具有抑菌活性的细

菌素与灭菌淀粉混合而成的微生态制剂, 含活

菌数超过109 CFU/g, 每粒0.33 g; EN制剂主要原

料: 95%水解乳清蛋白(GRANDE公司, 美国); 中
链脂肪酸(上海食疗公司); 混合维生素、矿物质

(军事医学科学院营养研究所). 碳水化合物、蛋

白质、脂肪供能量比为49∶17∶34. PN制剂由

PN制剂500 g/L的葡萄糖、85 g/L的复方氨基酸

和200 g/L的脂肪乳剂组成基本营养成分, 加用

安达美和水乐维他, 胰岛素(IU): 糖(g) = 1∶3.5. 
PN和EN营养液均每100 mL提供总能量100 kcal, 
热氮比为124.7∶1, 碳水化合物、蛋白质、脂肪

供能量比为55∶17∶28. 内毒素鲎试剂盒(上海

市医学化验所); TUNEL原位检测试剂盒(Roche
公司, 德国); 伊文思蓝(国药集团上海化学制剂

有限公司); BCA蛋白质定量试剂盒(KC-430, 上
海康成生物制剂有限公司); sIgA双抗体夹心试
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剂盒(Bethy公司, 美国); 山羊抗大鼠occludin抗
体和ABC试剂盒抗山羊IgG(Santa Crus公司, 美
国); 静脉推注泵(Baxter, Flo-Gard 6201, 英国); 
彩色图文计算机图像处理系统: (HPIAS1000, 远
东蔡司公司).
1.2 方法 
1.2.1 动物分组 SD大鼠96只, 适应性喂养1 wk, 
随机分为假手术早期肠内营养治疗组(S h a m-
operated early enternal nutrition group, Sham-
EEN)、SAP早期肠内营养治疗组(EEN)、早

期肠内营养加复合乳酸菌治疗组(E E N w i t h 
complex lactobacilli group, EEN+Lac); 假手术肠

外营养治疗组(Sham-operated parenteral group, 
Sham-PN)、SAP肠外营养治疗组(PN)、SAP肠
外营养加复合乳酸菌治疗组(PN+Lac), 每组16
只, 分别于第4天和7天随机取8只预处理后处死, 
收集血、小肠、小肠黏液及小肠黏膜预处理后

储存于液氮中待分析.  
1.2.2 动物模型构建 (1)SAP大鼠模型的建立[5]: 
实验前大鼠禁食不禁水12 h以上, 严格消毒无菌

下行胰被膜下均匀注入38 g/L牛磺胆酸钠1 mL; 
Sham组注射生理盐水1 mL. 术后置于25℃的干

洁环境中, 自由饮水. (2)EN组构建胃空肠通道, 
经胃幽门区, 置入外径1.5 mm无菌硅胶管, 远端

位于十二指肠屈氏韧带以下5 cm左右, 在胃部

荷包缝合固定, 经皮下隧道将硅胶管自颈部引

出, 通过弹簧管道, 用自制背扣固定于颈部皮肤. 
(3)PN组构建颈外静脉通道, 经颈外静脉置入外

径1.2 mm无菌软硅管, 由颈背部皮下隧道引出

固定. (4)加用复合乳酸菌组, 同时构建胃空肠和

颈外静脉通道.  
1.2.3 营养支持方案 EN使用间隙推注法(每1.5 h
推注5 mL, 每次10 min), 动物术后清醒6 h后给

予2 mL生理盐水冲洗肠管, 8 h时起肠内推注EN
制剂, 逐渐增加浓度至24 h时达总量50 mL(每天

250 kcal/kg)并维持; PN给予方式: 微量输液泵24 
h均匀输入, 术后于平衡液, 8 h始予以PN, 速度

由1 mL/h逐渐增加至, 至24 h内至达50 mL(每天

250 kcal/kg)并维持. 加用复合乳酸菌组(2粒/d), 
将胶囊破囊后立即用25℃无菌生理盐水2 mL调
匀, 快速推注后用生理盐水冲洗硅胶管, 并夹闭

管口.  
1.2.4 标本采集和处理 第4, 7天, 处死大鼠前30 
min, 给大鼠灌胃5%伊文思蓝液1 mL; 眼球取血, 
将血液置于抗凝管中, 静置30 min后, 2500 r/min
离心15 min, 取血浆, -80℃保存至分析. (1)肠系

膜淋巴结和肝细菌培养: 处死大鼠后, 无菌条

件下取肠系膜淋巴结和肝少许, 称质量后匀浆, 
37℃增菌培养24 h后, 进行细菌学鉴定. (2)肠转

运功能: 测量幽门至蓝染距离与整个小肠长度

(幽门至回盲部)比, 用百分数表示为肠转运系数. 
(3) 血浆内毒素(endotoxin, ET)检测: 鲎试验法[6]; 
(4)TUNEL法检测小肠上皮细胞凋亡: 屈氏韧带

下10 cm处剪空肠1 cm左右, 60 mL/L的甲醛固

定, 常规石蜡切片, 操作根据试剂盒进行. 光镜

下计数: 以细胞核棕黄色染色为阳性凋亡细胞, 
计数每100个上皮细胞中凋亡细胞个数, 即凋亡

指数(apoptotic index, AI), 每张切片各任选3个视

野, 取其平均值. (5)小肠黏液SIgA含量(ELISA
法)和黏膜蛋白质含量(BCA法)检测: 距Treitz韧
带15 cm剪取空肠约10 cm, 再分成3-4段, 纵行剖

开, 轻轻刮除肠腔内粪便, 再用玻片刮取肠黏液, 
收集于EP管, 加入l mL 0.01 mol/L PBS, 充分溶

解, 3000 r/min离心10 min, 取上清, -80℃冻存待

检; 刮取肠黏膜组织迅速称质量后, 置人盛有1.5 
mL预冷的0.01 mol/L TrisHCl(pH7.2)缓冲液的离

心管中, 迅速匀浆, 2000 r/min×5 min离心, 取上

清液进行检测.
统计学处理  结果用均数±标准差(m e a n

±SD)表示, 进行单因素方差分析; 必要时使用

Scheff法进行各组间的两两比较, 细菌易位采用

确切概率法. 数据采用STATA9.0软件进行统计

分析, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 肝和肠黏膜淋巴结细菌易位(bacterial trans-
location, BT) Sham组肝和淋巴结偶有培养出

细菌, SAP模型组大鼠的BT率高于Sham组(均
P <0.01); PN组大鼠BT率高于EEN组(4 d组P = 
0.037, 7 d组P = 0.025); PN+Lac组BT率低于PN
组(4 d组P = 0.038, 7 d组P = 0.045), 4 d EN组高

于EN+Lac组(P = 0.026), 7 d组间比较无差异(P 
= 1.000)(表1). 检出的菌经鉴定, 主要是大肠杆

菌、肠球菌、阴沟肠杆菌、摩根摩根菌, 偶见

金黄色葡萄链球菌和肺炎克雷伯杆菌等.
2.2 血浆内毒素水平 SAP模型组血浆ET均高

于S h a m组(均P <0 .01); P N组高于E E N组(均
P <0.001); 不加用Lac组高于加用Lac组(EN 4, 7 d
组P分别0.001和0.047; PN组4, 7 d组P分别0.009
和0.003); SAP模型组4, 7 d组组间比较(EN组t = 
8.32, P<0.001; EN+Lac组t = 5.57, P<0.001; PN组t = 
6.46, P<0.01; PN+Lac组, t = 18.18, P<0.001)(表2).
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2.3 肠转运系数 与Sham组相比, 4 d组除了EEN+ 
Lac组(P = 0.138), 其他组SAP大鼠的肠转运系

数降低(P <0.01); PN+Lac组高于PN组(4 d, P = 
0.037; 7 d, P = 0.016); PN 7 d和4 d两组比较有显

著统计学差异(均P <0.05)(表3). 
2.4 小肠上皮细胞的凋亡 细胞核中出现棕黄

色颗粒, 即为凋亡细胞, 部分凋亡细胞也有因

核D N A碎片的逸出呈核外阳性着色(图1). 各
SAP模型组的肠上皮细胞AI均高于Sham组(均
P <0.001); PN组肠上皮细胞AI高于EEN组(4 d P 
= 0.006; 7 d P = 0.013); 7 d PN组肠上皮细胞AI
高于PN+Lac组(P <0.01); PN+Lac组7 d与4 d比较

有统计学差异(t = 2.33, P = 0.042), 其他组7 d和4 
d比较没有统计学差异(均P >0.05)(表4).
2 .5  空肠黏膜蛋白质含量  S A P模型组除了

EEN+Lac 7 d组(P = 0.142)外, 均低于Sham组

(均P <0.001); 加用Lac组高于单独EN和PN组

(均P <0.05), EEN(+Lac)组高于PN(+Lac)组(均
P <0.001, 除EEN vs  PN+Lac, 4 d P = 0.013; 7 d P 
= 0.013); 各组4 d和7 d组比较无统计学差异(除
EEN+Lac组4 d低于7 d, t = 4.70, P <0.05). 结果见

表5.
2.6 小肠黏液SIgA含量(μg/g) SAP模型组除

EN+Lac 7 d组(P = 0.142)外小肠黏液SIgA低于

Sham组(均P <0.001), EEN+Lac组高于EEN组(均
P <0.001), EEN(+Lac)组高于PN组(均P <0.001); 
各SAP模型4 d组小肠黏液SIgA含量低于7 d
组(EN组t = 5.74, P <0.001; EN+Lac组t = 5.87, 
P <0.001; PN组t = 2.87, P = 0.017; PN+Lac组, t = 
5.91, P <0.001)(表6).

3  讨论

SAP患者继发感染发生率高达40%-70%, 且死亡

者中有80%与继发感染有关. 肠管除了是一个消

化吸收的场所外, 还是人体最大的免疫器官, 是
发生MODS的原动力[7]. 肠屏障功能的损害引起

表 1 复合乳酸菌对营养治疗的SAP大鼠肝脏和肠系膜
淋巴结细菌易位的影响(n  = 8) 

     
        细菌易位阳性脏器数(个)          

                                           肝脏   肠系膜淋巴结 

Sham-EEN        4 d          0                1               0(16) 

            7 d           0                1               1(16) 

EEN            4 d           5                7             12(16)be

            7 d           4                5               9(16)be

EEN+Lac            4 d           3                6               9(16)be

            7 d           3                5               8(16)e

Sham-PN          4 d           0                1               1(16) 

            7 d          1                1               2(16) 

PN            4 d           7                8             15(16)d

            7 d           6                8             14(16)d

PN+Lac            4 d           4                6             11(16)de

            7 d           4                5             10(16)de

bP <0.01 vs  Sham-EEN; dP <0.01 vs  Sham-PN; eP <0.05 vs  

PN.

分组    t                                                                 合计

表 3 复合乳酸菌对营养治疗的SAP大鼠小肠转运系数
(mean±SD)的影响(n  = 8) 

     
分组                                        4 d             7 d 

Sham-EEN     0.78±0.10     0.80±0.12

EEN                     0.50±0.08b     0.71±0.10

EEN+Lac                     0.59±0.12     0.76±0.10

Sham-PN     0.86±0.13     0.85±0.11

PN                     0.42±0.04dh     0.59±0.05d

PN+Lac                     0.55±0.06deh     0.70±0.08e

bP <0.01 vs  Sham-EEN; dP <0.01 vs  Sham-PN; eP <0.05 vs  

PN; hP<0.01 vs  7 d组.

表 2 复合乳酸菌对营养治疗的SAP大鼠血浆内毒素水
平(EU/L, mean±SD)的影响(n  = 8) 

     
分组                                 4 d                          7 d 

Sham-EEN          28.61±11.09            22.67±8.39

EEN           257.93±25.26begl      138.52±22.56beg

EEN+Lac           174.39±31.65bf        100.74±14.87b

Sham-PN            36.63±10.35            40.77±11.94

PN           415.59±44.48djl        276.83±30.81dj

PN+Lac           324.69±14.21dl         205.64±8.53d

bP <0.01 vs  Sham-EEN; dP <0.01 vs  Sham-PN; eP <0.05 vs  

PN; gP<0.05 vs  EEN+Lac; jP<0.01 vs  PN+Lac; lP<0.01 vs  7 d

组.

表 4 复合乳酸菌对营养治疗的SAP大鼠小肠上皮细胞
凋亡指数(%)的影响(n  = 8) 

     
分组                                        4 d            7 d 

Sham-EEN      2.10±1.80    1.89±1.51

EEN                    16.61±4.00bf  15.31±4.18bf

EEN+Lac                    14.44±3.53bf  12.92±1.79b

Sham-PN      4.91±2.00    8.48±2.00

PN                    25.64±4.95d  22.67±4.97dg

PN+Lac                    22.27±3.54dj  18.40±2.01d

bP <0.01 vs  Sham-EEN; dP <0.01 vs  Sham-PN; fP <0.01 vs  

PN; gP<0.05 vs  PN+Lac; jP<0.01 vs  7 d组.
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图 1 复合乳酸菌对营养治疗的SAP大鼠小肠上皮细胞凋亡光镜图(TUNEL法). A-B: Sham-EN(×200); C-D: EN(×100); E-F: 

EN+Lac(×100); G-H: Sham-PN(×200); I-J: PN(×200); K-L: PN+Lac(×200); A, C, E, G, I: 4 d; B, D, F, H, J: 7 d.
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的BT和ET是SAP继发感染的主要原因, 所以对

于SAP患者的治疗中改善其肠屏障功能的治疗

尤为重要.  
Schrezenmeir et al [8]认为益生菌是指含有足

够指数的特定的活菌的微生物制剂, 通过改变

宿主的微生态, 达到有益于宿主健康的目的. 也
有认为益生菌还应包括活菌的产物和死菌. 益
生菌除了直接补充机体的正常菌群或选择性刺

激正常菌群的生长繁殖, 抑制外源性致病菌和

内源性条件致病菌的过度生长和繁殖, 防止内

源性感染的发生和发展[9]外, 还能通过促进肠黏

膜的增生和抑制肠上皮细胞的凋亡[10], 保护肠

黏膜的紧密连接蛋白的作用, 降低肠黏膜的通

透性等作用来维护肠黏膜屏障的完整性; 另外

还能够增强机体的特异性免疫和非特异性免疫

的功能[11]. 所以常用于很多危重疾病的肠屏障功

能保护治疗. 急性胰腺炎患者表现为以能量消

耗、糖异生、高脂血症[12]、蛋白降解[13]和尿素

氮增多为特征的高代谢状态; 营养治疗在SAP治
疗中的地位越来越重要, 营养治疗可改善胰腺

炎的自然病程, 降低并发症和死亡率[14], 尤其是

EN, 在SAP的治疗中很多方面优于PN[15-19].  
本研究通过添加复合乳酸菌于不同途径的

营养治疗方式, 经综合指标的考察来评判其对

SAP大鼠肠屏障功能的影响及其机制. 结果表

明: (1)对BT的影响: 本研究对各组MLN和肝脏

进行细菌培养的结果显示, SAP模型组BT发生

率增高; EEN组BT发生率要低于PN组, 提示EEN
相对于PN而言能够较好的缓解肠BT的发生, 这
与大多数学者的研究结论一致. 加用Lac组跟不

加用组比较(除EN+Lac 7 d组外)BT较少, 提示

复合乳酸菌能改善SAP大鼠EN和PN尤其是长

期PN治疗大鼠的BT状态, 可能与提供直接的有

益菌, 竞争性拮抗有害菌定植肠壁, 抑制致病菌

的繁殖有关; 乳酸杆菌产生的菌素可以特异性

的抑制G+菌, 产生的组织酸能够对G-菌抑制作

用更明显[20]; 乳酸杆菌本身还能抑制病原体复

制的作用; 而且益生菌的联合使用, 可以增加其

益生菌自身的黏附效果[21]. EN+Lac组和EN 7 d
组BT比较无统计学差异, 较考虑可能跟标本数

少有关或EN治疗各组疾病恢复较好有关. 从培

养的细菌来看, 主要是大肠杆菌、肠球菌、阴

沟肠杆菌、摩根菌, 偶见金黄色葡萄链球菌和

肺炎克雷伯杆菌, 这可能是跟这些细菌对肠上

皮表面的黏液有更强大的黏附性和穿透性[22]有

关. (2)血浆内毒素水平: 有研究认为内毒素血症

可能与SAP胰外器官的损害或MODS的发生有

紧密的联系[23]. 本实验研究结果显示, 各SAP组
的血浆内毒素浓度均高于假手术组, 说明SAP大
鼠存在内毒素血症; PN组显著高于EEN组, 提示

在缓解SAP大鼠内毒素血症方面, EEN优于PN; 
加入复合乳酸菌的组中, 这种缓解的效果更为

明显; 益生菌可以通过抑制G-菌的繁殖增生, 减
少内毒素的产生. SAP 7 d组与4 d组比较, 7 d组
内毒素显著降低, 但是PN组还是维持在较高的

水平, 提示随着时间的推移, SAP得到一定的恢

复, 肠黏膜屏障得以慢慢修复, 但是长时间的PN
相对于EEN而言, 肠黏膜屏障的通透性是较高

的. (3)肠转运系数: SAP时肠运动功能低下可能

跟BT和胰腺感染有密切的关系[24]. 本研究中, 与
Sham组相比, 4 d组除了EEN+Lac组, 其他组SAP
大鼠的肠转运系数降低, 提示SAP大鼠存在肠转

运功能的障碍; PN+Lac 4 d组, 较PN组肠转运系

数高, 而在EEN组未见到明显的改变, 提示复合

表 5 复合乳酸菌对营养治疗的SAP大鼠空肠黏膜蛋白
质含量(mg/g, mean±SD)的影响(n  = 8) 

     
分组                                        4 d             7 d 

Sham-EEN    57.80±3.99   55.21±2.31

EEN                    40.79±3.50bfg   49.29±4.80f

EEN+Lac                    48.20±3.08bfil   56.91±3.73f

Sham-PN    52.00±2.53   50.52±3.22

PN                    32.62±4.21di   35.71±2.08di

PN+Lac                    40.31±2.80d   44.69±2.99

bP <0.01 vs  Sham-EEN; dP <0.01 vs  Sham-PN; fP <0.01 vs  

PN; gP<0.05 vs  EEN+Lac; iP<0.05 vs  PN+Lac; lP<0.01 vs  7 d

组.

表 6 复合乳酸菌对营养治疗的SAP大鼠小肠黏液SIgA
含量(μg/g, mean±SD)的影响(n  = 8) 

     
分组                                4 d                             7 d 

Sham-EEN          87.38±7.89  85.84±5.10

EEN             50.80±5.49acdef 69.26±5.66acd

EEN+Lac             63.12±5.18acef 82.17±6.02ce

Sham-PN            82.28±6.82                 79.58±7.80

PN             37.71±3.11bf 42.55±4.94be

PN+Lac             42.86±4.36bf 59.87±5.54b

bP <0.01 vs  Sham-EEN; dP <0.01 vs  Sham-PN; eP <0.05 vs  

PN; gP<0.05 vs  EEN+Lac; jP<0.01 vs  PN+Lac; kP<0.05 vs  7 d

组.
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乳酸菌在SAP大鼠进行PN营养治疗的时候, 能
够在早期改善其受损的肠转运功能; EEN与PN
比较, 没有统计学差异(P = 0.989), 考虑为SAP时
尽管肠运转功能受损, 但残存的肠功能可能在

我们给大鼠伊文思蓝灌胃时, 对空腹很久的PN
组刺激产生的胃肠蠕动较一直EN治疗的大鼠

强些. 7 d组EEN和EEN+Lac组之间比较没有统

计学差异, 提示可能EN营养成分对于肠转运功

能的影响不是主要的, 关键是EN这种喂养方式; 
PN组间、PN与EEN组间比较也不具统计学差

异, 可能跟SAP大鼠病情恢复, 肠功能改善有关; 
另外禁食长久的PN组, 加上稍有恢复的肠功能

使得其对灌胃的示踪剂的蠕动会较EN组强些. 
不过尽管这些组间统计学上没有差异, 但是在

数据上, 我们可以看到EEN组大鼠肠转运功能有

优于PN组的趋势. (4)对肠上皮细胞的凋亡的影

响: 凋亡对机体来说虽然是保护机制, 但一旦各

种刺激肠上皮细胞凋亡过度, 修复和再生受阻, 
肠黏膜屏障就会发生障碍[1]. 肠上皮细胞凋亡参

与了SAP肠黏膜屏障功能障碍的病理过程[25]. 本
研究结果显示: SAP造模的大鼠肠上皮细胞的凋

亡均较Sham组大鼠要高, 提示SAP大鼠肠上皮

细胞的凋亡是增加的, 这跟既往很多的研究结

果相似. PN治疗组的肠上皮细胞凋亡情况要比

EN治疗组明显, 提示EN在改善及缓解肠上皮细

胞凋亡方面的作用优于PN; 加用复合乳酸菌的

组别尽管只是在7 d PN+Lac组对于肠上皮细胞

凋亡的影响优于PN组, 但是其他组也能看到肠

上皮细胞凋亡改善的趋势, 提示复合乳酸菌在

缓解SAP肠上皮细胞的凋亡作用上, PN治疗组

效用较明显. 这可能跟PN治疗组, SAP的肠转运

慢, 微生态的紊乱比较明显, 一旦有沙门杆菌或

侵入性大肠杆菌侵入肠上皮细胞, 细胞就会发

生凋亡[26]; 另外大量炎性介质的释放, 对黏膜造

成损伤, TNF-α, IL-2等都可以增加体内外细胞

的凋亡[27-28]. 加入复合乳酸菌后, 可以改善这些

状况, 从而缓解SAP长期PN治疗肠上皮凋亡过

度的情况. (5)对肠黏膜蛋白质含量的影响: 肠上

皮黏膜蛋白质含量可以反应肠黏膜的营养状况. 
本研究结果显示, 除了SAP模型中EEN+Lac 7 d
组, 其他大鼠单位重量黏膜中的蛋白质含量均

低于假手术组, 提示SAP大鼠存在黏膜损伤严重

或黏膜营养供应不足. EEN比PN能更好的改善

黏膜蛋白合成情况, 提示SAP大鼠EEN较PN治

疗能够改善肠黏膜的营养状况, 促进肠黏膜蛋

白的合成或促进黏膜的修复; 这可能因为肠黏

膜营养物质的70%直接来源于肠腔内营养物[29], 
所以EN成分可作为蛋白质合成原料物质, 同时

也为快速生长和分化的肠黏膜上皮细胞提供足

够的能量底物, 促进其更新和修复; 而且通过EN
的给予, 可以维持肠的蠕动, 可以排出SAP大鼠

肠内的有害菌, 也减少肠黏膜的损害. 添加复合

乳酸菌的EEN或PN较未添加组的空肠上皮黏膜

蛋白含量高, 可能因为加用复合乳酸菌, 可以直

接减少其他有害菌对上皮细胞的损伤作用, 而
且通过改善SAP大鼠局部肠黏膜的内环境, 促
进上皮细胞的再生、修复. 7 d Sham-EEN组跟

Sham-PN比较, 尽管未有统计学的差异, 但是发

现长期PN对于正常的大鼠肠黏膜的蛋白合成有

减少的趋势; SAP模型组7 d组的数值要比4 d组
大些, 可能跟病情的减缓, 黏膜上皮修复增生有

关. (6)对肠内局部免疫功能的影响: 现代研究表

明肠管是机体最大的免疫器官, 其中起核心作

用的是分泌性IgA(SIgA), 增加SIgA分泌也是改

善SAP肠道和全身炎症状况的重要环节. 有研

究发现长期PN大鼠的Peyer's淋巴结、黏膜固有

层和上皮内淋巴细胞计数要显著降低, SIgA水

平显著下降, 而给予EN组则会使细胞的计数和

SIgA水平保持稳定[30]. 本研究结果显示, SAP模
型大鼠中, 除了EEN+Lac 7 d组外其他各组的黏

膜SIgA都有些降低, 提示SAP大鼠存肠局部免疫

功能的下降, 而EEN+Lac可以明显提高肠管的

免疫能力. EEN组在增加黏膜SIgA方面的效用

要强于PN组. 加用复合乳酸菌的组跟不加的组

别比较能够增加黏膜SIgA的含量. 考虑EEN可

能通过提供肠黏膜细胞营养底物, 改善肠的局

部和机体全身的内环境比如炎症反应状态, 血
液循环状态等, 还能促进肠的蠕动, 减少有害菌

的繁殖机会等来减少Peyer's淋巴结B的损伤, 促
进细胞的分化增殖, 来增加黏膜SIgA的分泌. 另
外肠黏液SIgA的合成、分泌有赖于健康稳定的

肠菌群[30], 所以SAP大鼠加用复合乳酸菌后, 可
以通过改善肠微生态环境紊乱的状况, 减少有

害菌的定植和繁殖; 还可以增加肠对营养成分

的利用; 可以改善SAP大鼠全身和肠局部的内环

境状况, 增加SIgA分泌.  
总之, 本研究系统全面的研究了加用复合

乳酸菌可以改善不同营养治疗途径的SAP大鼠

肠黏膜屏障的多种功能以及部分机制探索, 为
临床SAP的治疗提供了很好的理论基础. 但临床
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 SAP的治疗是多种措施的综合治疗方式, EEN在

临床上治疗的时期和制剂尚有很多争议, 益生

菌的治疗也有很多待解决的问题, 比如菌种的

选择、用量、给予方式、给予时期以及与抗生

素合用的耐药性问题等. 本研究使用的复合乳

酸菌是由三种乳酸菌构成, 同时含有多种具有

抑菌活性的细菌素与灭菌淀粉混合而成的微生

态制剂, 对多种抗菌药物具有耐药性, 可同时服

用; 其用于SAP的临床治疗有待深入的规范化的

临床研究.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of reversion 
inducing cysteine rich protein with Kazal 
motifs (RECK) and matrix metalloproteinase-9 
(MMP-9) protein and their correlations with the 
occurrence, development, invasion and metasta-
sis of esophageal squamous cell carcinoma.

METHODS: SP immunohistochemical method 
was used to detect the expression of RECK 

and MMP-9 protein in 62 cases of esophageal 
squamous cell carcinoma (EC), 31 cases of adja-
cent atypical hyperplasia (AH) and 62 cases of 
normal esophageal epithelium (NE). Statistical 
analysis was performed using chi-square test.

RESULTS: The protein expression of RECK and 
MMP-9 were closely correlated with the tumor 
grade, infiltration and lymph node metastasis in 
esophageal squamous cell carcinoma (RECK: χ2 
= 10.422, 8.550, 4.751; MMP-9: χ2 = 8.447, 14.333, 
5.373; all P < 0.05). The expression rate of RECK 
protein was increased ordinally in EC, AH and 
NE which was 59.7%, 71.0%, and 85.5%, re-
spectively, and there was significant difference 
between every two groups (P < 0.01). However, 
the expression rate of MMP-9 protein was de-
creased ordinally in EC, AH and NE, which was 
80.6%, 80.6%, 27.4%, respectively, and there was 
significant difference between every two groups 
(P < 0.01).

CONCLUSION: RECK and MMP-9 may play 
important roles in the infiltration, metastasis and 
carcinomatous changes of mucosal epithelium 
in esophageal carcinoma. United detection of 
RECK and MMP-9 can be used in the early diag-
nosis and prognosis judgement of EC.

Key Words: Matrix metalloproteinase-9; Reversion 
inducing cysteine rich protein with Kazal motifs; 
Esophageal squamous cell carcinoma; Immunohis-
tochemistry; Invasion; Metastasis

Li SL, Zhao QM, Liu ZW, Zhao ZH, Gao DL, Zheng XY, 
Chen KS, Zhang YH. Correlation between the protein 
expression of reversion inducing cysteine rich protein 
with Kazal motifs and matrix matalloproteinase-9 in 
esophageal squamous cell carcinoma and its clinical 
pathological significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(10):1082-1086

摘要
目 的 :  探 讨 R E C K 及 基 质 金 属 蛋 白 酶 - 9 
(MMP-9)表达与食管癌发生、发展及浸润、

转移的关系. 

®

■背景资料
R E C K 基因是在
NIH3T3细胞中发
现的一种新的突
变抑制基因, 他在
调节M M P s和肿
瘤浸润、转移和
血管生成等方面
起着重要的作用. 

■研发前沿
有关M M P s与食
管癌浸润、转移
的 关 系 虽 有 部
分 文 献 报 道 ,  但
R E C K 基因与食
管癌浸润、转移
的关系及 R E C K
和MMP-9表达相
关性的研究, 迄今
国内外均未见报
道. 关于RECK和
肿瘤细胞浸润、

转移机制的研究
已成为热点. 
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方法: 应用免疫组化SP法检测62例食管鳞癌
组织、31例癌旁不典型增生组织及62例正常
食管黏膜组织中RECK及MMP-9蛋白表达. 采
用χ2检验进行统计学分析. 

结果: 食管鳞癌组织中RECK和MMP-9蛋白
表达与癌的组织学分级、浸润深度及淋巴结
转移密切相关(χ2 = 10.422, 8.550, 4.751; χ2 = 
8.447, 14.333, 5.373; 均P <0.05). 在食管鳞癌
癌变过程中RECK蛋白表达在癌组织、癌旁
不典型增生组织及正常黏膜组织中的表达率
依次增高, 分别为59.7%, 71.0%, 85.5%, 组间
比较有明显差异(P <0.01); 而MMP-9蛋白在癌
组织、癌旁不典型增生组织及正常黏膜组织
中的表达率依次降低, 分别为80.6%, 80.6%, 
27.4%, 组间比较有明显差异(P <0.01).

结论: RECK和MMP-9在食管癌的浸润、转
移及黏膜上皮癌变过程中起重要作用, RECK
及MMP-9的联合检测可望成为食管鳞癌早期
诊断和判断预后的分子指标之一.

关键词: 基质金属蛋白酶-9; RECK蛋白; 食管鳞癌; 

免疫组化; 浸润; 转移

李晟磊, 赵秋民, 刘宗文, 赵志华, 高冬玲, 郑湘予, 陈奎生, 张云

汉. 食管鳞癌中RECK和MMP-9蛋白表达的相关性及临床病理

意义. 世界华人消化杂志  2007;15(10):1082-1086
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0  引言

RECK(reversion inducing cysteine rich protein 
with Kazal motifs, RECK)为一种新近发现的肿

瘤抑制基因, 他具有独特的抑制基质金属蛋白

酶(matrix matalloproteinases, MMPs)表达与活

性的功能, 是一种基质金属蛋白酶抑制剂[1]. 并
且RECK基因的表达与肿瘤的浸润转移及血管

生成密切相关, 研究表明, 肝癌、胰腺癌、乳腺

癌、肺癌中RECK基因表达量与肿瘤的侵袭力

呈负相关, 且RECK基因表达较高的患者预后往

往也明显好于表达量低的患者[2-5]. 而细胞外基

质(extra cellular matrix, ECM)在肿瘤的浸润和

转移中同样也起着非常关键的作用[6], 肿瘤细胞

在浸润和转移过程中必须破坏ECM, MMPs在
参与破坏细胞外基质的酶类中起着非常重要的

作用, 其家族中的MMP-2及MMP-9与肿瘤的浸

润转移的关系又最为密切, 他能分解正常组织

的基质, 促使肿瘤增生和癌细胞的转移[7-8]. 有关

MMPs与食管癌浸润、转移的关系虽有部分文

献报道, 但RECK基因与食管癌浸润、转移的关

系及RECK和MMP-9表达相关性的研究, 迄今国

内外均未见报道. 本文采用免疫组化SP法检测

MMP-9及其抑制剂RECK基因在62例食管鳞癌

组织、31例癌旁不典型增生组织及62例正常食

管黏膜组织的表达情况, 探讨RECK和MMP-9在
食管癌发生、发展中的作用, 以期寻找食管癌

早期诊断和判断预后的分子指标.

1  材料和方法

1 . 1  材 料  6 2 例食管癌手术切除标本于

2006-02-26/03-16取自食管癌高发区河南省安阳

市肿瘤医院, 所有病例术前均无化疗、放疗及

免疫治疗史. 其中男36例, 女26例, 年龄38-75(平
均60.6±9.5)岁. 全部病理组织学证实均为鳞状

细胞癌. 其中组织学分级Ⅰ级15例, Ⅱ级25例, 
Ⅲ级22例; 伴淋巴结转移者20例, 无淋巴结转移

者42例. 浸润深度分三组, 浸达浅肌层者7例, 浸
达深肌层者14例, 浸达纤维膜者41例. 全部样本

分别在癌灶、癌旁3 cm以内及远端正常黏膜组

织3处取材, 经40 g/L多聚甲醛液固定, 常规脱水, 
石蜡包埋, 连续切片, 切片厚度4-6 μm, 分别用于

HE和免疫组化染色. 鼠抗人RECK mAb购自美

国Santa Cruz公司, 羊抗人MMP-9 mAb购自福州

迈新生物技术开发公司, SP免疫组化试剂盒购

自北京中杉金桥生物技术开发公司.
1.2 方法 采用SP法, RECK, MMP-9 mAb稀释, 稀
释倍数分别为1∶100和1∶30, DAB显色, 苏木

素复染. 染色步骤严格按说明书进行, 以PBS液
代替Ⅰ抗体作为阴性对照, 阳性对照为已知的

RECK, MMP-9阳性的乳腺癌组织切片. RECK
及MMP-9蛋白阳性信号均呈棕黄色颗粒样物

质, 位于细胞质内. 高倍镜下随机选取5个视野

(每个视野观察细胞数不少于200个), 按阳性细

胞所占百分比及着色深浅进行结果判定[9-10]. (1)
按切片中细胞着色深浅评分: 0分, 细胞无显色; 
1分, 浅黄色; 2分, 棕黄色; 3分, 棕褐色. (2)按阳

性细胞数占同类细胞数的百分比, <30%为1分, 
30%-70%为2分, >70%为3分. 取(1), (2)两项评分

的乘积作为总积分, 0-1分为阴性(-), 2-3分为弱

阳性(+), ≥4分为阳性(++).
统计学处理 应用SPSS11.0统计学软件, 采

用χ2检验. 检验水准a = 0.05.

2  结果

2.1 RECK蛋白在食管鳞癌组织中的表达及其与

■相关报道
国内外研究表明, 
肝癌、胰腺癌、

乳腺癌、肺癌中
R E C K 基 因 表 达
量与肿瘤的侵袭
力 呈 负 相 关 ,  且
R E C K 基 因 表 达
较高的患者预后
往往也明显好于
表达量低的患者. 
MMP-9与肿瘤的
浸润转移的关系
非常为密切, 他能
分解正常组织的
基质, 促使肿瘤增
生和癌细胞的转
移.
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临床生物学行为的关系 RECK蛋白阳性表达主

要位于肿瘤细胞的胞质中, 呈浅黄色至深黄色

(图1). 在食管鳞癌癌变过程中RECK蛋白表达

在癌组织、癌旁不典型增生组织及正常黏膜组

织中的表达率依次增高, 分别为59.7%(37/62), 
71.0%(22/31), 85.5%(53/62), 组间比较有明显差

异(χ2 = 10.331, P <0.01)(表1). RECK蛋白表达与

食管鳞癌患者的性别、年龄无关(P >0.05), 与组

织学分级、浸润深度、淋巴结转移有关(χ2分别

为10.422, 8.550, 4.751, P均<0.05)(表2).
2.2 MMP-9蛋白在食管鳞癌中的表达及其与临

床生物学行为的关系 MMP-9蛋白阳性着色定

位于细胞质, 呈棕黄色或深黄色(图2). 在食管

鳞癌癌变过程中MMP-9蛋白在癌组织、癌旁

不典型增生组织及正常黏膜组织中的表达率

依次降低, 分别为80.6%(50/62), 80.6%(25/31), 
27.4%(17/62), 组间比较有明显差异(χ2 = 43.684, 
P <0.01)(表1).  M M P-9蛋白表达在食管鳞癌

患者的性别、年龄分组中差异无统计学意义

(P >0.05), MMP-9蛋白阳性表达率随着组织学

分级、浸润深度级别的增加逐渐升高(χ2分别

为8.447, 14.333; P均<0.05); 有淋巴结转移组

MMP-9蛋白阳性表达率高于无淋巴结转移组(χ2 
= 5.373, P <0.05)(表2).

3  讨论

作为消化系统中最常见的恶性肿瘤之一, 研究

人员对食管癌已经做了大量的研究, 结果表明, 
食管癌的发生、发展是一个多阶段多因素的过

程[11]. 一般表现为单纯增生、不典型增生、原位

癌、浸润癌这样一个自然病程. 其中涉及到许

多癌基因及抑癌基因的变化, 但具体调控机制

仍不完全清楚. 本研究应用免疫组化技术系统

的对比研究了食管黏膜上皮癌变过程中MMP-9
及其抑制剂RECK蛋白的变化规律及其与食管

鳞癌临床生物学行为的关系. 

图 1 RECK的表达(SP×200). A: 正常黏膜; B: 癌组织.

■应用要点
对 R E C K 基 因 的
深入研究有利于
进一步的了解食
管癌的生物学行
为, 为食管癌的早
期诊断和治疗提
供一个新的发展
方向. RECK可作
为食管癌早期诊
断和判断预后的
分子指标.

图 2 MMP-9的表达(SP×200). A: 正常黏膜; B: 癌组织.

表 1 RECK和MMP-9在食管鳞癌组织、非典型增生及正常黏膜组织中的表达

     
                                            RECK                                                                            MMP-9

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

正常黏膜上皮       62       9       24       29       85.5        10.331    0.006       45       16       1       27.4        43.684    0.000

非典型增生           31       9 10       12       71.0        6 9     16   80.6  

鳞癌                      62     25 17       20       59.7      12 7     43   80.6

χ2             P                                                                   χ2            P 

A

B

A

B
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RECK基因是由Takahashi et al [1]在转染了

v-Ki-Ras基因的NIH3T3细胞系中发现的, RECK
基因定位于9p13-p12染色体上, 编码一个相对分

子质量为110 000的膜锚合葡萄糖蛋白, 最初认

为RECK是一个新的转化抑制基因, 后来发现他

能抑制3个MMP的成员MMP-2, MMP-9及MT1-
MMP的分泌与活性[12]. RECK基因在正常组织中

高表达, 而在各种肿瘤来源的细胞系及转染了

ras等癌基因的细胞中不表达, 许多癌基因如ras, 
fos, myc等均可下调RECK基因的表达[5,13], 这说

明RECK基因可能是癌基因共同作用的一个负

调节靶位点, 此外RECK基因的适量表达能抑制

血管的生成[14-16]. 国外的临床研究发现, RECK
作为一个独立的因素与肝癌、胰腺癌及乳腺癌

的预后密切相关, 肿瘤组织中RECK表达阳性的

患者预后均好于表达阴性的患者[2-5], 提高RECK
的表达可抑制肿瘤细胞的浸润转移[17-21]. 此外

RECK基因跨膜部分还可能参与信号的传导过

程[18], RECK在肿瘤生长与转移过程中所起的作

用可能比现在发现的更为广泛. 目前认为RECK
可能通过抑制MMP酶活性和肿瘤血管新生两

方面影响肿瘤的侵袭转移, 为一种抑癌基因[16]. 
本实验研究结果显示, RECK基因在正常食管组

织、食管癌旁不典型增生组织及癌组织中均有

表达, 但在癌组织中的表达水平显著降低, 差异

有统计学意义. 这就说明了RECK低表达的肿瘤

具有更强的侵袭能力. 
MMPs家族是降解细胞外基质的主要酶类, 

在肿瘤侵袭和转移中具有重要意义[7-8]. MMPs
家族中的明胶酶是唯一能降解ECM和BM中Ⅳ

胶原三螺旋结构的酶, 可分为MMP-2和MMP-9
两个亚型, 其中MMP-9不仅可以降解、破坏肿

瘤患者的细胞外基质和基底膜, 使肿瘤细胞通

过缺损的基底膜向周围组织浸润, 还通过影响

新生血管的生成促进肿瘤的生长和扩散. 本实

验研究结果显示, MMP-9在正常食管黏膜上皮

表达极低, 在非典型增生和浸润癌中的表达显

著升高, 与正常食管黏膜上皮比较有明显差异. 
MMP-9蛋白表达与食管鳞癌的性别、年龄无显

著关系, 与组织学分级、浸润深度和有无淋巴

结转移显著相关. 
结果表明, RECK基因正常食管组织、癌旁

不典型增生组织及癌组织中均有表达, 但在食

管癌组织中的表达水平显著降低, 而食管癌组

织中MMP-9的表达水平与正常组织相比显著

升高. 这与之前在肝细胞癌、大肠癌和胰腺癌

的临床研究结果一致[3]. MMP-9高表达可促进

细胞外基质的降解, 有利于肿瘤细胞的侵犯和

转移. 这就充分说明RECK参与对MMPs的调节, 
肿瘤对MMP-9的调节除了直接上调其表达外, 
还可以通过下调RECK基因的表达而间接上调

MMP-9的活性[22-23]. 

表 2 RECK和MMP-9蛋白表达与食管鳞癌临床生物学行为的关系

     
                                         RECK                                                                              MMP-9

                                       阴性(n )    阳性(n )   阳性率(％)                                  阴性(n )    阳性(n )   阳性率(％)

性别           

    男          36       15     21    58.3 0.064 0.800     7   29 80.6 0.000 0.983

    女          26       10     16    61.5       5   21 80.8  

年龄           

    ≥60岁          33       13     20    60.6 0.025 0.874     8   25 75.8 1.080 0.299

    ＜60岁          29       12     17    58.6       4   25 86.2  

组织分级           

     Ⅰ          15         1     14    93.3       7     8 53.3  

    Ⅱ          25       11     14    56.0    10.422  0.005     3   22 88.0 8.447 0.015

    Ⅲ          22       13       9    40.9       2   20 90.9  

浸润深度           

    浅肌层            7         0       7  100.0       5     2 28.6  

    深肌层          14         5       9    64.3 8.550 0.014     4   10 71.4 14.333 0.001

    纤维膜          41       20     21    51.2       3   38 92.7  

淋巴结转移           

    无          42       13     29    69.0 4.751 0.029   12   30 71.4 5.373 0.020

    有          20       12       8    40.0       0   20        100.0

n                                                              χ2               P                                                                     χ2               P 

■同行评价
本 文 分 析 了
RECK和MMP-9
蛋白在食管鳞癌
组 织 中 的 表 达 , 
发现他们与癌发
生、浸润、转移
有密切关系, 对早
期诊断和预后有
帮 助 ,  科 学 性 较
好, 有临床价值.
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总之 ,  作为一种新型的M M P s抑制基因 , 
RECK的表达量与肿瘤患者预后密切相关; 同时, 
RECK对基质金属蛋白酶的抑制作用具有一定

的针对性. 对RECK基因的深入研究有利于我们

进一步的了解食管癌的生物学行为, 为食管癌

的早期诊断和治疗提供一个新的发展方向. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of P73 and 
mutant P53 (mP53) gene coding proteins and 
their significances in gastric carcinoma.

METHODS: Two tissue microarray blocks con-
taining 104 cases of gastric cancer and precan-
cerous lesions (1.0 mm each in diameter) was 
constructed. SABC immunohistochemical stain-
ning was used to detect the expression of P73 
and mP53 proteins and the correlation between 
their roles and the pathological behavior of gas-
tric carcinoma was investigated.

RESULTS: The positive rate of P73 protein was 

significantly higher in gastric cancer, intestinal 
metaplasia and atypical hyperplasia than that in 
the normal tissues (90.1%, 44.0%, 80.0% vs 17.9%, 
P < 0.01). The expression of P73 protein was also 
markedly higher in gastric carcinoma of Bor-
rman Ⅲ/Ⅳ types than that of Borrman Ⅱ type 
(92.9%/100% vs 57.1%, P < 0.05). Moreover, the 
expression P73 protein was markedly increased 
in gastric cancer with lymph node metastasis, 
liver metastasis and ovarian metastasis as com-
pared with that in non-metastatic cancer (94.4%, 
100%, 100% vs 76.2%, P < 0.01). There was a 
positive correlation between P73 and mP53 ex-
pression (χ2 = 9.6736, P < 0.01).

CONCLUSION: P73 expression is correlated 
with the malignant behaviors of gastric cancer. 
Although  P73 protein has a similar construction 
to P53 protein, its expression shows a positive 
correlation with  that of mP53 protein. This find-
ing indicates that P73 may play a role in the car-
cinogenesis of gastric cancer as a mimic mutant 
of P53.

Key Words: Gastric cancer; Tissue microarray; Im-
munohistochemistry; P73; Mutant P53
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摘要
目的: 构建胃癌及其癌前病变组织芯片, 采用
免疫组化方法观察研究P73和mP53基因编码
蛋白在胃癌中的表达并探讨其临床病理学意义. 

方法: 收集2003-2004年辽宁省肿瘤医院和中
国医大附属一院104例胃癌及癌前病变组织
标本构建两个组织芯片蜡块, 组织样品直径为
1 mm. 采用SABC免疫组化方法检测胃癌组
织中P73和mP53蛋白的表达, 观察分析其与胃
癌病理生物学行为的关系. 

结果: P73基因编码蛋白在胃癌、肠上皮化

www.wjgnet.com

®

■背景资料
因P73与P53基因
及编码蛋白具有
同源性曾被认为
是候选抑癌基因. 
但近来研究发现
P73基因在肿瘤发
生、发展过程中
的异常改变与经
典的抑癌基因失
活致癌理论相矛
盾, 因此有研究者
对P73基因是否为
抑癌基因提出疑
问, 也引起学者对
P73与P53及肿瘤
的关系更为关注. 



生、不典型增生病变组织中的阳性表达率显
著高于远癌正常胃黏膜(90.1%, 44.0%, 80.0% 
vs  17.9%, P <0.01). Borrman Ⅲ/Ⅳ型胃癌P73蛋
白阳性表达率(92.9%/100%)显著高于Borrman 
Ⅱ型胃癌(57.1%)(P <0.05). 伴转移胃癌组P73
蛋白阳性表达率(淋巴结转移组94.4%, 肝转移
组100%, 卵巢转移100%)显著高于无转移组
(76.2%)(P <0.05). 胃癌组织中P73蛋白表达与
mP53蛋白表达密切相关(χ2 = 9.6736, P <0.01).

结论: P73蛋白表达与胃癌恶性病理生物学行
为密切相关, 其虽与抑癌基因P53同源, 但与
mP53蛋白表达呈正相关, 提示其可能作为P53
的一种模拟突变体在胃癌发生、发展中起作用.

关键词: 胃癌; 组织芯片; 免疫组化; P73; 突变型

P53
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0  引言

组织芯片技术(tissue microarray/tissue chiP, 
TMA)是1998年美国国立癌症研究所Kononen 
et al [1]在基因芯片的基础上发明的, 其体积小, 信
息含量大, 一次性实验即可获大量结果, 是一种

高通量、多样本的分析工具, 并可以与DNA、

RNA、蛋白质、抗体等技术相结合[1-4]. TMA是

建立疾病, 特别是肿瘤的生物分子文库的强有

力的工具, 有着广阔的应用前景[5-7]. P53基因是

迄今发现与人类肿瘤相关性最高的抑癌基因, 
几乎50%人类肿瘤与P53突变有关. 近年又发现

了结构及功能都类似于P53的新基因P73, 有研

究显示P73基因异常表达与胃癌的发生、发展

有一定相关性[8-12]. 本文采用免疫组织化学方法

观察胃癌及其癌前病变组织中P73和P53基因编

码蛋白的表达与胃黏膜癌变、侵袭转移的关系, 
探讨P73和P53基因异常表达在胃癌发生、发展

过程中的作用机制及相互关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国医科大学和辽宁省肿瘤医院

2003-12/2004-05手术切除胃癌标本104例(其中

79例取远癌正常胃黏膜作为对照)及癌旁肠上

皮化生36例和不典型增生组织6例. 标本均经

40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 制作成4 μm厚

的切片供定位用. 每例均由两名资深病理医师
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做病理学诊断并标记出癌组织和正常组织部

位. 采用组织芯片制作仪(microarrayer, beecher 
instruments, USA)制作组织芯片(组织芯直径为1 
mm), 蜡块2枚, 蜡块A含101个组织样品, 蜡块B
含124个组织样品, 最终完成胃癌及其癌前病变

的组织微阵列石蜡块的制备排布成组织芯片蜡

块. 行常规4 μm连续石蜡切片30-50用于免疫组

织化学染色的切片, 裱于经1 g/L多聚赖氨酸防

脱片处理的载玻片上, 60ºC烤片3 min, 58℃中继

续烤片18 h, 常温保存备用.
1.2 方法 采用SABC免疫组化方法对胃癌及其

癌前病变组织芯片进行免疫组化染色(所有步骤

依据产品说明进行), 以PBS(0.01 mol/L, pH7.4)
替代一抗作阴性对照. 免疫组化染色结果判定: 
P73蛋白阳性反应颗粒定位于细胞核和胞质 , 
P53蛋白阳性反应颗粒定位于细胞核. 每例标

本选择2个有代表性的高倍视野, 计数200个肿

瘤细胞, 取平均值. 阳性细胞数≤5%为阴性(-), 
6%-25%为弱阳性(+), 26%-50%为中度阳性(++), 
>50%为强阳性(+++).

统 计 学 处 理  本研究所有数据均采用

SPSS12.0统计学软件包处理, P <0.05视为差异具

有统计学意义.

2  结果

2.1 组织芯片质量 组织芯片蜡块组织排列整齐. 
蜡块A中有癌组织32例, 远端正常组织32例, 不
典型增生5例, 肠化生32例, 共101个样品. 蜡块B
癌组织72例, 远端正常组织47例, 肠化生4例, 不
典型增生1例, 共124个样品. 胃癌及其癌前病变

组织芯片常规切片组织形态良好, 常规HE染色

后组织芯片结构完整, 组织形态好有代表性(图1).
2 .2  P73蛋白在胃癌及其癌前病变组织中的

表达  P 7 3基因编码蛋白在胃癌组织中的阳

性表达率 (90.1%)显著高于远癌正常胃黏膜

(17.9%)(P <0.01); P73蛋白在肠上皮化生组织

www.wjgnet.com

■同行评价
本文利用组织芯
片技术研究P73和
mP53基因编码蛋
白在胃癌中的表
达及意义, 选题有
新意 ,  技术成熟 , 
结果与结论有一
定参考意义.

图 1 组织芯片
蜡块B及相应HE
染色切片(含124
个组织样本).



林志, 等. 利用组织芯片技术研究P73和mP53基因编码蛋白在胃癌中的表达及意义                                                        1089

www.wjgnet.com

中的阳性表达率 (44.0%)显著高于远癌正常

胃黏膜 ,  不典型增生病变组织中P73蛋白阳

性表达率 (80.0%)显著高于远癌正常胃黏膜

(P <0.05), 而与肠上皮化生之间无显著差异. 胃
癌Bormann大体分型中, Bor.Ⅲ/Ⅳ型胃癌P73
蛋白阳性表达率(92.9%/100%)显著高于Bor.Ⅱ
型胃癌(57.1%)(P <0.05). 伴转移胃癌组P73蛋
白阳性表达率(淋巴结转移组: 94.4%, 肝转移

组: 100%, 卵巢转移: 100%)显著高于无转移组

(76.2%)(P <0.05, 表1). P73蛋白表达与mP53蛋白

在胃癌组织中表达的关系: 胃癌组织中P73蛋白

表达与mP53蛋白表达密切相关(P <0.01, 图2).

3  讨论

P73蛋白在结构上与P53蛋白具有同源性 ,  在

YAD, DBD及OD结构域的同源性分别为29%, 
63%和38% [13-14],  而在羧基端无明显的同源

性[15-17]. P73的功能同P53一样, 也属于转录因子, 
能够诱导细胞周期阻滞和凋亡并调控DNA损伤

的修复, 其作用机制基本相似[18]. 由于P73在转

表 1 P73蛋白在胃癌及其癌前病变组织中的表达

     
                                                                          P73蛋白表达                           阳性率(%)

                                                                         -                +              ++            +++           +~+++         

组织性质        

    胃黏膜上皮              28 23   2   3   0 17.9

    肠上皮化生              25 14   3   8   0 44.0 4.2831   <0.05 vs  N

    不典型增生                5   1   1   2   1 80.0 5.4239   <0.05 vs  N

    胃癌                              81   8 12 28 33 90.1       24.7100   <0.01 vs  IM/N

       组织学分型                          >0.05

           乳头状腺癌                1   1   0   0   0   0  

           高分化管状腺癌           6   1   0   2   3 83.3  

           中分化管状腺癌         25   2   2   8 13 91.7  

           低分化腺癌              30   3   5 10 12 90.0  

           黏液腺癌              13   0   2   8   3          100.0  

           印戒细胞癌                4   0   3   0   1          100.0  

           未分化癌                2   1   0   0   1 50.0  

       大体分型        

           早期胃癌: IIc                1   0   0   1   0 --  

           进展期胃癌:                       5.6360   <0.05

              BorrmanⅡ                7   3   0   4   0 57.1  

              BorrmanⅢ              70   5 12 20 33 92.9  

              BorrmanⅣ                3   0   0   3   0          100.0  

       胃壁浸润深度                          >0.05

           黏膜层                1   0   0   1   0 --  

           肌层                6   1   0   4   1          100.0  

           浆膜下              53   5   7 20 21 90.6  

           穿出浆膜              21   2   5   3 11 90.5  

       转移                                       4.1324   <0.05

           无转移              21   5   4   5   7 76.2  

           淋巴结转移              54   3   7 20 24 94.4  

           肝转移                4   0   0   2   2          100.0  

           卵巢转移                1   0   1   0   0          100.0  

IM: Intestinal metaplasia, 肠上皮化生; N: Normal gastric mucosa, 正常胃黏膜.

分组                                            n                                                                                                                 χ2               P  

表 2 胃癌组织P73和mP53基因编码蛋白表达的关系

     
                mP53基因编码蛋白表达 

                                  -                          +~+++         

-                7              0                   7    

+~+++              20            43                 63

合计              27            43                 70

P<0.01(校正χ2 = 9.6736).

P73蛋白表达                                                                  合计



www.wjgnet.com

1090                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年4月8日       第15卷       第10期

录激活区和核心DNA连接区与P53有高度的相

似性, 当P73过表达时也能激活含有P53结合位

点的受体, 如P21Wafl, 当P73发生突变时, 其诱导

P21Wafl的活性也将被阻断[19-20]. Yamamoto et al [21]

在乳腺癌的研究中发现P73阳性癌组织的凋亡

系数比P73阴性者高, 并认为P73表达的丢失使

细胞获得了逃避凋亡的特性. Gaiddon et al [22]发

现, P73可以和多种细胞周期蛋白(A, B, D, E)相
互作用, 使多种P73亚型第86位苏氨酸磷酸化, 
其T86磷酸化作用发生在S期和G2/M期, 这种

CDK依赖的T86磷酸化作用能抑制P73诱导内源

性P21的表达. 这些结果均提示, P73具有抑制细

胞增殖、诱导凋亡的功能.
Yokozaki et al [23]用PCR-RFLP和RT-PCR 

SSCP分析了32例存在杂合性丢失的胃癌, 发现

P73的LOH为12/37(37.5%), 但没有发生P73的突

变. 通过对发生杂合性丢失病例的年龄及标本

组织表型分折提示胃癌的P73杂合性丢失, 发生

于胃癌早期且好发于小凹性胃癌. 在P73表达方

面, 该研究小组分析了8例存在LOH的标本, 其
中6例为低水平表达, 作者推测可能是因为P73
不同于P53, 是单等位基因表达, 遗传印迹已经

使父源等位基因拷贝沉寂, 剩下的母源等位基

因大量缺失, 就可导致P73基因失活, 进而诱导

肿瘤的发生. Yokozaki认为P73基因变异(包括

LOH和表达异常)可能参与了小凹性胃癌的形

成. Kang et al [10]分析了75例胃癌标本及5个胃癌

细胞系, 发现在非肿瘤组织及4个细胞系中P73
为低水平表达, 但在37/39(94.9%)癌组织中存在

显著性的高水平表达. 分析等位基因状态时发

现正常胃黏膜P73为单等位基因表达, 而在癌组

织为双等位基因表达, 作者认为这种改变是癌

变后的继发基因变化. 国内李伟 et al [11-12]利用

RT-PCR及SSLP技术对胃癌、癌旁及正常组织

标本中P73 mRNA表达水平及P73基因杂合性

丢失进行了分析, 结果发现, 胃癌及癌旁组织中

P73基因表达较正常胃黏膜显著增高(P <0.05), 
在癌旁肠化组织中也发现了P73基因的高表达, 
提示P73基因的过表达可能参与了胃癌, 尤其是

肠型胃癌的发生与发展. 李伟 et al进一步分析

P73基因的表达与胃癌临床病理参数之间关系

发现, 随着肿瘤增大、浸润深度的增加及淋巴

结转移, P73 mRNA表达有增高趋势, 临床Ⅲ-Ⅳ
期较Ⅰ-Ⅱ期表达明显升高(P <0.05), 提示P73基
因过表达可能参与了胃癌细胞增殖、侵袭及转

移, 可提示胃癌的预后不良. 最近, G a i d d o n 

et al [22]在胃食管连接处的胃腺癌中检测到了P73
基因第5外显子上谷氨酰胺突变为精氨酸, 但限

于很少的病例. 我们发现, P73基因编码蛋白表

达与胃黏膜癌前病变及胃癌的恶性病理生物

学行为密切相关. P73基因虽与抑癌基因P53同
源, 但P73蛋白表达与mP53蛋白表达呈正相关

(P <0.01), 提示P73基因可能不是抑癌基因而是

P53的一种模拟突变体, 在细胞内可以模拟mP53
分子行使功能, 从而使野生型P53基因的抑癌功

能失效, 最终导致细胞恶变, 在胃癌发生、发展

中起作用. 本研究结果为进一步阐释P73, P53基
因异常与胃癌发生、发展的关系提供了有益的

研究资料. 
TMA是一种高通量的组织病理学分析工具, 

他克服了传统病理技术只能逐个组织切片进行

研究的落后方式, 可成百成千倍的提高效率, 减
少时间和资金的耗费; 可同时平行的研究组织

细胞形态、一个特异性基因、蛋白在几百乃上

千种疾病样本中的表达及功能状态, 避免了传

统技术在不同实验条件下结果的差异性, 对比

性和重复性强, 使信息来源可靠、确实, 可以快

速筛选出有预防、诊断和治疗用途的基因和蛋

白分子. 在肿瘤研究领域中, TMA对于肿瘤易感

因素判断、病因学及发病机制、诊断和鉴别诊

图 2 P73蛋白与mP53蛋白在同一例胃癌连续切片中均呈
阳性表达, 但两种蛋白阳性表达的分布不一致(SABC×200). 
A: P73蛋白在胃乳头状腺癌细胞中呈阳性表达; B: mP53蛋

白在部分P73蛋白阴性的胃癌细胞核呈强阳性表达.

A

B
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断、治疗及预后评估等方面均起到重要作用. 
本研究进一步显示, TMA对于快速检测胃癌及

其他肿瘤的分子生物学改变是一个强有力的工

具, 这种高通量大样本, 高效、省时、低消耗的

快速扫描式研究是传统病理学技术所远不能及的. 
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Abstract
AIM: To explore the expression of multidrug 
resistance-associated protein 1 (MRP-1) in 
gastric carcinoma and its significance.

METHODS: The expression of MRP-1 were de-
tected by immunohistochemistry (SP method) 
in 30 cases of chronic superficial gastritis (CSG), 
30 cases of gastric intestinal metaplasia (IM), 
45 cases of dysplasia (Dys) and 65 cases of 
gastric carcinoma (GC). Reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) was used 
to examine the expression of MRP-1 mRNA. The 
comparison between mean values and rates was 
performed by t test and χ2 test, respectively, and 
the relativity between two factors was evaluated 
by linear relative analysis.

RESULTS: The expression of MRP-1 showed 
a gradually increasing tendency as the disease 
progressed from CSG, IM, Dys to GC, and there 
was significant difference between GC and Dys 
as well as IM (43/65 vs 19/45, 6/30, P < 0.05). 
The protein and mRNA expression of MRP-1 in 

gastric carcinoma were significantly higher than 
those in the corresponding cancer adjacent tis-
sues (66.2% vs 33.3%, P < 0.01; 63.1% vs 28.9%, P 
< 0.01). Positive correlation was found between 
MRP-1 protein and mRNA expression (r = 0.598, 
P < 0.05).

CONCLUSION: MRP-1 expression shows a 
gradually increasing tendency in gastric carcino-
gensis both at mRNA and protein level.

Key Words: Gastric carcinoma; Multidrug resist-
ance-associated protein; Reverse transcription-
polymerase chain reaction; Immunohistochemistry

Xie JT, Chen HB, Jiang YG, Xu CY. Expression and 
significance of multidrug resistance-associated protein-1 
in gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(10):1092-1095

摘要
目的: 研究胃癌组织中多重耐药蛋白(MRP)-1
的表达规律. 

方法: 用免疫组织化学染色(SP法)检测30例
慢性浅表性胃炎(CSG)、30例胃黏膜肠上皮
化生(IM)、45例异型增生(Dys)和65例胃癌
(GC)组织标本中MRP-1阳性表达情况, RT-
PCR技术检测MRP-1 mRNA的表达情况. 均数
的比较采用t 检验, 样本率的比较采用χ2检验, 
两因素的相关分析用直线相关分析. 

结果: 在C S G→I M→D y s→G C的过程中 , 
MRP-1的表达呈逐步递增趋势, MRP-1的阳
性表达率GC组与Dys, IM组, 均具有显著性差
异(43/65 vs  19/45, 6/30, P <0.05), GC组MRP-1
以及MRP-1 mRNA阳性表达率均高于相应癌
旁组, 差异具有非常显著性(66.2% vs  33.3%, 
63.1% vs  28.9%, P <0.01); MRP-1与MRP-1 
mRNA表达强度呈正相关(r  = 0.598, P <0.05).

结论:  胃癌形成过程中 ,  M R P-1与M R P-1 
mRNA表达逐渐上调.

关键词: 胃癌; 多耐药相关蛋白; 免疫组织化学染

色; 逆转录-聚合酶链反应

®

■研发前沿
有关MRP在胃癌
中表达的研究是
当前研究胃癌化
疗耐药机制中的
热点, 目前进行此
研究的学者较多. 
本文提出制定化
疗方案前可先进
行测定MRP的表
达, 来选择化疗药
物. 目前认为, 肿
瘤的生长依赖于
血管供血, 可联合
研究多耐药基因
和血管生成因子
的表达为肿瘤治
疗开辟崭新途径. 
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0  引言

胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤, 其发病机

制仍未完全阐明, 治疗效果不佳. 化疗是目前治

疗胃癌的主要辅助手段, 能够降低胃癌患者术

后局部复发及远处转移率, 但胃癌对化疗的敏

感性不一, 许多患者表现为原发耐药, 化疗耐药

是导致治疗失败的重要原因. 目前的研究表明, 
多重耐药蛋白(MRP)介导的多重耐药是一重要

的耐药机制. 本研究采用免疫组化、RT-PCR方
法检测MRP-1, MRP-1 mRNA在慢性浅表性胃炎

(CSG)、肠上皮化生(IM)、非典型增生(Dys)、
胃癌(G C)中的表达, 以探讨M R P-1与胃癌发

生、发展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2000-01/2005-07存档石蜡标本90
例、术后新鲜标本80例, 共170例. 其中CSG 30
例、IM 30例、Dys 45例, 65例GC为手术切除

胃癌标本. GC组低分化25例、高中分化40例. 
GC按全国胃癌协作组病理组制定的方案及参

照WHO肿瘤国际组织学新分类标准分为高、

中、低分化型胃癌; CSG组作为对照组. 鼠抗人

MRP-1 mAb、广谱超敏S-P试剂盒(Kit-9710)购
自福州迈新生物技术有限公司. TRIzolTM试剂、

引物购自TaKaRa公司; RT-PCR试剂盒购自北京

博大泰克生物基因技术有限公司.
1.2 方法 石蜡包埋标本制成4-5 μm的切片, 采用

免疫组化(SP法)染色(按说明书), 以PBS代替一

抗作阴性对照, 以已知阳性对照片作阳性对照; 
新鲜组织取出后, 立即置入液氮中保存, 分别提

取各组织总RNA, 用两步法进行RT-PCR(按说明

书). 
采用PIPS-2020病理图文分析系统, 光学显

微镜下每张切片摄取10个高倍视野, 输入分析

系统内, 计数阳性细胞个数, 计算阳性表达率. 
无阳性染色细胞为阴性(-); 阳性细胞数1%-25%
为弱阳性(+); 阳性细胞数26%-50%为中度阳性

(++); 阳性细胞数>50%为强阳性(+++); 免疫组

化表达强弱(即染色强度)以平均光密度值(A值)
表示, 采用上述病理图文分析系统分析. RT-PCR
反应后取终产物10 μL经12 g/L琼脂糖凝胶电泳

后, 用凝胶分析系统观察、分析实验结果; 测出

目的基因及GAPDH的积分吸光度(A )值后计算

二者的比值, 以此比值作为各自mRNA的相对表

达量.
统计学处理 采用SPSS统计分析软件. 两

样本均数的比较采用t检验, 两样本率的比较采

用χ2检验, 两因素的相关分析用直线相关分析

(Pearson相关系数). 以 P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 慢性浅表性胃炎、胃癌前病变和胃癌中

MRP-1的表达 MRP-1阳性信号呈棕黄色, 位于

胞质(图1), MRP-1阳性表达在CSG 2例、IM 6
例、Dy 19例和GC 43例, GC组与Dys, IM组比

较均具有显著性差异(χ2值分别为5.069, 17.507, 
P <0.05).
2.2 不同胃黏膜组织MRP-1 mRNA量的变化 图
2的RT-PCR结果显示泳道4-8的MRP-1 mRNA
量明显低于泳道1-3(n  = 5, P <0.01), 从泳道4-8 
MRP-1 mRNA量呈逐渐减少趋势, 而高分化组

明显高于低分化组(t  = 3.256, P <0.01)(表1).
2 .3  胃癌与相应癌旁组织M R P-1与M R P-1 
mRNA表达情况 胃癌组MRP-1与MRP-1 mRNA
阳性表达率分别为66.2%(43/65), 63.1%(41/65), 
癌旁组为33.3%(15/45), 28.9%(13/45), 胃癌组均

明显高于癌旁组, 差异具有统计学意义(χ2分别

为11.492, 12.436, P <0.01), 且MRP-1与MRP-1 
mRNA表达具有一致性, 二者呈正相关(r值分别

为0.598, 0.513, P <0.05).

3  讨论

有研究表明, MRP广泛分布于正常组织及肿瘤

组织中, 其表达与肿瘤耐药有关[1], 在正常组织

中普遍呈现低水平表达, 在肿瘤组织中表达水

平高低不一. 在经药物选择后的细胞中常能检

测到MRP过度表达. 本实验胃癌MRP-1阳性表

■同行评价
关于MRP在胃癌
中表达的研究比
较多, 本研究的内
容不是十分新颖, 
但作者提到在制
定化疗方案时可
首先测定MRP的
表达来选择化疗
药物, 是有意义的
临床结论, 本文的
研究具有一定的
临床意义.

表 1 各组MRP-1 mRNA相对量的变化

     
分组                                              MRP-1 mRNA

GC组          低分化                             0.59±0.02

                   中分化                           0.66±0.03

                   高分化                           0.92±0.05

Dys组         高度                           0.12±0.03

                   轻度                           0.12±0.01

IM组           高度                           0.12±0.03

                   轻度                           0.08±0.01

CSG组                                                0.09±0.01



www.wjgnet.com

1094                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年4月8日       第15卷       第10期

达率为66.2%, 和Choi et al [2]报道相近, 但较许洪

伟 et al [3]报道更高, 考虑本组选取的病例标本较

多经过化疗所致. 本研究发现在胃癌的演化中

MRP-1呈现逐渐增高的趋势, 经免疫组化检测

MRP-1蛋白和RT-PCR检测MRP-1 mRNA, 胃癌

中含量较CSG及癌前病变明显增高, 具有显著

意义(P <0.05). 在正常细胞中, MRP大部分位于

细胞质, 主要分布于内质网、高尔基体和胞质

运输囊泡等内膜系统上, 少数位于细胞膜, 在肿

瘤细胞中MRP主要定位于细胞膜上[4], 和本研究

结果符合. 深入研究发现MRP-1具有阻止化疗

药物进人细胞内的作用, 其机制与蛋白本身的

生物学作用有关[5], MRP可通过改变细胞质及细

胞器的pH值, 使药物到达其作用的部位浓度减

少, 并逆浓度梯度减少胞内药物浓度而导致耐

药. Trompier et al [6]研究发现转染人MRP-1的幼

仓鼠肾-21(BHK)细胞株用维拉帕米或其新合成

的衍生物NMeOHI2处理后引起细胞死亡, 但亲

代BHK细胞及无活性的MRP-1突变体并无细胞

死亡, 表明细胞死亡与有功能的MRP-1转运体有

关, 维拉帕米与NMeOHI2能迅速耗竭胞内GSH, 
通过MRP-1介导GSH外排触发凋亡, 具有凋亡基

因的作用.  
在肿瘤组织中 ,  M R P-1表达量明显增加 , 

MRP-1的检测有助于临床化疗药物的选择[7]. 这
提示MRP-1是引起胃癌原发性耐药的原因之一, 

其在癌组织中高表达的原因可能与癌发生部位

周围环境所含致癌物的量有关, 后者诱导MRP-1
基因表达. 而在正常胃黏膜组织中, MRP-1可作

为一种防御机制, 外排进入胃黏膜细胞内的外

源异物. 相关研究[8]表明, MRP在胃高、中分化

腺癌中的表达均高于低分化腺癌. 本组结果也

显示, MRP-1和MRP-1 mRNA在胃高、中分化

腺癌中的表达高于胃低分化腺癌, 提示高、中

分化腺癌比低分化腺癌更易产生多药耐药, 与
临床胃低分化腺癌化疗效果较好相符合.  

临床上制订化疗方案前, 可首先测定有无

耐药蛋白的表达, 避免采用MRP-1耐药谱中的

药物, 治疗过程中, 采取一定措施, 减少或逆转

MRP-1的表达. 

Mark
500 bp

GAPDH
581 bp
MPR-1 
291 bp

M    1    2    3    4     5    6     7    8

图 2 不同胃黏膜组织MRP-1 mRNA相对量的变化. M: 

Marker; 1: 低分化GC组; 2: 中分化GC组; 3: 高分化GC组; 4: 

高度Dys组; 5: 轻度Dys组; 6: 高度IM; 7: 轻度IM组; 8: CSG组.

图 1 MRP-1的表达(SP). A: CSG(×200); B: IM(×200); C: Dys(×400); D: GC(×400).

A B

DC
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第三届全军胃肠外科学术会议暨
2007 年普通外科高峰论坛征文通知

本刊讯 全军胃肠外科学术委员会定于2007-06上旬在贵阳市召开“第三届全军胃肠外科学术会议暨2007年普

通外科高峰论坛”.  会议将邀请国内、军内著名外科专家, 对热点问题作专题演讲与探讨.  代表获得国家继续

医学教育Ⅰ类学分.  

1   征文内容

(1)胃肠外科和普通外科的新进展、新技术、新手术、新经验; (2)实验研究; (3)腹腔镜手术; (4)围手术期肿瘤

放化疗; (5)围手术期营养支持; (6)围手术期护理等.  

2   征文要求

论文全文和摘要(600字左右)各一份, 并附拷贝软盘, 请寄: 100700北京市东城区南门仓5号 北京军区总医院全

军普通外科中心 李世拥 收; 电话: 010-66721188; 截稿日期: 2007-05-01.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of metastasis-
associated gene 1 (MTA1), PTEN and E-cadherin 
in gastric carcinoma and normal gastric mucosa 
and their relationships with the invasion, 
metastasis and biological behavior of gastric 
carcinoma.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to examine the expression of MTA1, PTEN and 
E-cadherin proteins in gastric carcinoma (n = 54) 
and normal gastric mucosa (n = 15). The data 
were processed by chi-square test and the corre-
lation was analyzed by Spearman test.

RESULTS: In comparison with those in normal 
gastric mucosa, the expression of MTA1 in gas-
tric carcinoma was significantly higher (46.3% 
vs 6.7%, P < 0.01), and the expression of PTEN 
and E-cadherin in gastric carcinoma were down-
regulated or even disappeared (51.9% vs 100%, 

42.6% vs 100%; both P < 0.01). The expression of 
MTA1 and PTEN were correlated with the inva-
sion depth (P = 0.003, P = 0.001), pathological 
grades (P = 0.004, P = 0.008), lymph node metas-
tasis (P = 0.000, P = 0.001), distant metastasis (P 
= 0.004, P = 0.006) and clinical classification (P = 
0.001, P = 0.000), and the normal expression of 
E-cadherin had relationship with the invasion 
depth (P = 0.027), pathological grades (P = 0.006), 
lymph node metastasis (P = 0.044), and clinical 
classification (P = 0.000). There was a negative 
correlation between the expression of MTA1 
and PTEN as well as between the expression of 
MTA1 and E-cadherin (r = -0.518, r = -0.424; both 
P < 0.05), but there was a positive correlation be-
tween the expression of PTEN and E-cadherin (r 
= 0.53, P < 0.05).

CONCLUSION: High expression of MTA1 and 
low expression of PTEN and E-cadherin may 
be associated with the invasion and metastasis 
of gastric carcinoma. Combined examination of 
three indexes may be used to evaluate the bio-
logical behavior of gastric carcinoma.

Key Words: Gastric cancer; Metastasis-associated 
gene 1; PTEN; E-cadherin

Sang HQ, Wang Q. Expression of metastasis-associated 
gene 1, PTEN and E-cadherin in gastric carcinoma 
and their correlations. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(10):1096-1102

摘要
目的: 观察MTA1, PTEN, E-cadherin蛋白在胃
癌和正常胃黏膜组织中的表达, 探讨其与胃癌
浸润、转移和生物学行为的关系. 

方法:  应用免疫组织化学方法检测54例胃
癌手术切除标本和15例正常胃黏膜组织中
MTA1, PTEN, E-cadherin的表达. 各指标之间
相关因素的差异性比较采用χ2检验, 相关性研
究采用Spearman相关分析. 

结果: 与正常胃组织相比, MTA1蛋白在胃癌

®

■背景资料
胃癌是发病率较
高的恶性肿瘤, 其
浸润和转移是一
个 复 杂 过 程 ,  是
影响胃癌患者预
后 的 主 要 因 素 . 
本文通过对胃癌
组 织 中 M TA 1 蛋
白 ,  P T E N 蛋 白 , 
E-cadherin蛋白表
达的研究, 来探讨
他们在胃癌浸润
和转移中的作用. 
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组织中高表达(46.3% vs  6.7%, P <0.01), PTEN
和E-cadherin蛋白在胃癌组织中表达下调或缺
失(51.9% vs  100%, 42.6% vs  100%, 均P <0.01). 
MTA1和PTEN的阳性表达率与肿瘤浸润深度
(P  = 0.003, P  = 0.001)、病理分期(P  = 0.004, 
P  = 0.008)、淋巴转移(P  = 0.000, P  = 0.001)、
远隔转移(P  = 0.004, P  = 0.006)、临床分期有
关(P  = 0.001, P  = 0.000); E-cadherin的正常表
达率与肿瘤浸润深度(P  = 0.027)、病理分化
程度(P  = 0.006)、淋巴转移(P  = 0.044)、临
床分期有关(P  = 0.000). Spearman相关分析显
MTA1与PTEN蛋白、MTA1与E-cadherin蛋
白的表达呈负相关(r  = -0.518, r  = -0.424, 均
P <0.05). PTEN蛋白与E-cadherin蛋白的表达
呈正相关(r  = 0.53, P <0.05).

结 论 :  M T A 1 蛋 白 水 平 高 表 达 和 P T E N , 
E-cadherin蛋白水平低表达可能与胃癌浸润和
转移有关, 且联合检测可以用于判断胃癌的生
物学行为.

关键词: 胃癌; 肿瘤转移相关基因1; PTEN蛋白; 上

皮型钙黏蛋白

桑海泉, 王强. 胃癌组织中MTA1, PTEN, E-cadherin的表达及

其相互关系. 世界华人消化杂志  2007;15(10):1096-1102
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0  引言

胃癌是发病率较高的恶性肿瘤, 其浸润和转移

是一个复杂过程, 是影响胃癌患者预后的主要

因素. 肿瘤转移相关基因1(MTA1)是一个新近发

现的基因, 他通过影响染色质的状态来调节转

录, 调控组蛋白脱乙酰基从而发挥其生物学作

用. PTEN是人类新发现的第一个具有磷酸酶活

性的抑癌基因, 能通过脱磷酸化作用调控细胞

内信号传导通路, 从而抑制肿瘤细胞增殖、黏

附、转移. 上皮型钙黏蛋白(E-cadherin)是钙黏

附蛋白分子家族中跨膜蛋白亚型的一种, 在介

导上皮细胞与上皮细胞的黏附、维持组织正常

形态结构中发挥重要作用. 本文通过对胃癌组

织中MTA1蛋白, PTEN蛋白, E-cadherin蛋白表

达的研究, 来探讨他们在胃癌浸润和转移中的

作用.

1  材料和方法

1.1 材料 选择临床及病理资料齐全的中国医

科大学附属盛京医院普通外科2001-2003年手

术切除、病理证实为胃癌的蜡块标本54例, 全

部病例术前均未行过化疗或放疗, 病理均证实

为腺癌. 其中男37例, 女17例; 年龄38-78(平均

61.6)岁; 局部淋巴结转移: 无转移29例, 有转移

25例; 远隔转移: 无转移42例, 有转移12例. 另取

正常胃黏膜组织15例作对照, 标本取自胃溃疡

或十二指肠溃疡手术标本中正常的胃黏膜组织, 
并经病理观察证实且排除重度不典型增生. 其
中男10例, 女5例, 年龄44-77(平均58)岁.
1.2 方法 采用PV9000免疫组化方法检测上述

抗体对应抗原, 浓缩型MTA1羊抗人多克隆抗

体(SC-9446)购于美国Santa Cruz公司, 浓缩型

PTEN鼠抗人mAb、浓缩型E-cadherin鼠抗人

mAb、PV-9000试剂盒及DAB显色试剂盒均购

于北京中杉金桥生物技术有限公司. 所有实验

操作均按说明书操作规范进行, 用已知阳性的

乳腺癌切片作为阳性对照, PBS缓冲液代替一抗

作为阴性对照.
以检测细胞出现棕黄色颗粒为阳性细胞. 

MTA1主要在细胞核表达, 部分细胞胞质也呈阳

性反应. 阳性细胞数量计0-4分: 无计0分, ≤25%
计1分, 26%-50%计2分, 51%-75%计3分, >75%
计4分. 染色强度计0-3分: 无色计0分, 浅黄色计

1分, 棕黄色计2分, 棕褐色计3分. 将两项指标评

分相乘, 根据总分分为四级: 阴性(-), 0分; 弱阳

性(+), 1-2分; 阳性(++), 3-4分; 强阳性(+++), >4
分. PTEN是细胞胞质内呈明显阳性表达. 按阳

性细胞率, 将PTEN蛋白染色结果分为4级: 阴
性(-), 阳性细胞率<5%; 弱阳性(+), 阳性细胞率

5%-25%; 阳性(++), 阳性细胞率25%-50%; 强阳

性(+++), 阳性细胞率>50%. E-cadherin以细胞膜

呈明显阳性表达. 按阳性细胞率及染色定位, 将
E-cadherin蛋白染色结果分为2级: 正常, 正确定

位表达细胞数>10%; 异常, 染色细胞<10%或染

色部位改变(定位于细胞质或细胞核).
统 计 学 处 理  对所有统计资料都采用

SPSS13.0软件包进行统计分析. 各指标之间相

关因素的差异性比较采用χ2检验. 各指标间的相

关性研究采用Spearman相关分析.

2  结果

2.1 MTA1, PTEN, E-cadherin在正常胃组织及

胃癌组织中的表达 MTA1蛋白在胃癌组织中的

阳性表达率为46.3%, 明显高于在正常胃组织

中的表达(6.7%), 二者的差异有统计学意义(χ2 
= 7.851, P <0.01). PTEN蛋白在胃癌组织中的阳

性表达率为51.9%, 明显低于在正常胃组织中

■研发前沿
目前关于胃癌浸
润和转移的研究
是胃癌研究领域
中的热点和重点, 
其具体机制有待
于进一步阐明.
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的表达(100%), 二者的差异有统计学意义(χ2 = 
11.589, P <0.01). E-cadherin蛋白在胃癌组织中的

正常表达率为42.6%, 明显低于在正常胃组织中

的表达(100%), 二者的差异有统计学意义(χ2 = 
15.636, P <0.01)(表1, 图1).
2.2  MTA1, PTEN, E-cadherin在胃癌组织中的表

达与病理因素的关系 MTA1的阳性表达率随肿

瘤浸润深度加深、病理分期程度降低、淋巴转

移产生、远隔转移发生、临床分期提高而升高

(P <0.05); 而与患者的性别、年龄、肿瘤大小无

关. PTEN的阳性表达率随肿瘤浸润深度加深、

病理分化程度降低、淋巴转移产生、远隔转移

发生、临床分期提高而降低(P <0.05), 而与患

者的性别、年龄、肿瘤大小无关. E-cadherin的
正常表达率随肿瘤浸润深度加深、病理分化程

度降低、淋巴转移产生、临床分期提高而降低

(P <0.05), 而与患者的性别、年龄、肿瘤大小、

远隔转移无关(表2).

图 1 MTA1, PTEN和E-cadherin在正常胃组织和胃癌组织中的表达(×400). A-B: MTA1; C-D: PTEN; E-F: E-cadherin; A: 

正常胃组织中低表达; B: 胃癌组织中高表达; C: 正常胃组织阳性; D: 胃癌组织阴性; E: 正常胃组织正常表达; F: 胃癌组织异

常表达.

表 1 MTA1, PTEN, E-cadherin在正常胃组织及胃癌组织中的表达

     
                             MTA1                                                      PTEN                                               E-cadherin

                                   阴性              阳性                                 阴性              阳性                               异常             正常

实验组      54      29(53.7%)   25(46.3%)   0.005        26(48.1%)   28(51.9%)   0.001       31(57.4%)   23(42.6%)   0.000

对照组      15      14(93.3%)     1(6.7%)                        0(0.0%)     15(100.0%)                   0(0.0%)     15(100.0%) 

项目            n                                                      P 值                                                        P 值                                                       P 值

■相关报道
国 内 外 许 多 研
究 发 现 M T A 1 , 
PTEN, E-cadherin
的异常表达与胃
癌的浸润和转移
密切相关. 联合检
测可以更准确的
评估胃癌的生物
学行为, 预测患者
的预后.

A B

DC

FE
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2.3 胃癌组织中MTA1, PTEN, E-cadherin的表

达的相关性 胃癌组织中MTA1与PTEN, MTA1
与E-cadherin表达呈负相关, P <0.05, PTEN与

E-cadherin表达呈正相关(P <0.05, 表3-4).

3  讨论

mta1是1993年Pencil et al [1]应用差异杂交从具

有转移潜能的鼠乳腺癌细胞株13762NF中筛选

得到的基因. 因该基因的表达与乳腺肿瘤转移

能力正相关, 故被命名为(肿瘤)转移相关基因

1(metastasis associated 1, mta1). 其cDNA全长

2756 bp, 包含一个独立开放阅读框[2-3]. 随后在人

类高转移力乳腺癌细胞株中, 也发现了mta1的
相关序列MTA1, 位于人染色体14q32.3[4]. MTA1
编码一个含715个氨基酸残基的蛋白, 分子量82 
kDa, 应用间接免疫荧光位于细胞核内, 是一种

核蛋白[5].
M T A 1蛋白羧基末端富含脯氨酸 ,  其

696-705残基序列为LPPRPPPPAP, 与SH3结合域

XPXXPPPFXP或XpFPpXP完全配对[5]. SH3在信

表 2 MTA1, PTEN, E-cadherin在胃癌组织中的表达与病理因素的关系

     
                                   MTA1                                                PTEN                                             E-cadherin

                                          阴性             阳性                            阴性             阳性                              异常            正常

浸润深度 

    浆膜下          15    13(86.7%)   2(13.3%)    0.003      2(13.3%)   13(86.7%)    0.001     5(33.3%)   10(66.7%)     0.027

    浸透浆膜      39    16(41%)    23(59%)                    24(61.5%)   15(38.5%)                26(66.7%)   13(33.3%)

分化

    高                 19    14(73.7%)   5(26.3%)                   7(36.8%)   12(63.2%)                  6(31.6%)   13(68.4%)

    中                 17    11(64.7%)   6(35.3%)    0.004      5(29.4%)   12(70.6%)    0.008   10(58.8%)     7(41.2%)     0.006

    低                 18      4(22.2%)  14(77.8%)                 14(77.8%)     4(22.2%)                15(83.3%)     3(16.7%)

淋巴转移

    无                 29    22(75.9%)   7(24.1%)    0.000      8(27.6%)   21(72.4%)    0.001   13(44.8%)   16(55.2%)     0.044

    有                 25      7(28.0%) 18(72.0%)                 18(72.0%)     7(28.0%)                18(72.0%)     7(28.0%)

远隔转移

    无                 42    27(64.3%) 15(35.7%)    0.004    16(38.1%)   26(61.9%)    0.006   24(57.1%)   18(42.9%)     0.941

    有                 12      2(16.7%) 10(83.3%)                 10(83.3%)     2(16.7%)                  7(58.3%)     5(41.7%) 

TNM分期1

    Ⅰ+Ⅱ           26    20(76.9%)   6(23.1%)    0.001      6(23.1%)   20(76.9%)    0.000     8(30.8%)   18(69.2%)     0.000

    Ⅲ+Ⅳ           28      9(32.1%) 19(67.9%)                 20(71.4%)     8(28.6%)                23(82.1%)     5(17.9%)

性别

    男                 37    19(51.4%) 18(48.6%)    0.609    19(51.4%)   18(48.6%)    0.487   22(59.5%)   15(40.5%)     0.653

    女                 17    10(58.8%)   7(41.2%)                   7(41.2%)   10(58.8%)                  9(52.9%)     8(47.1%)

年龄

    <60岁          24    12(50.0%) 12(50.0%)    0.652    10(41.7%)   14(58.3%)    0.394   14(58.3%)   10(41.7%)     0.902

    ≥60岁         30    17(56.7%) 13(43.3%)                 16(53.3%)   14(46.7%)                17(56.7%)   13(43.3%)

肿瘤大小

      <5 cm        37    21(56.8%) 16(43.2%)    0.507    15(40.5%)   22(59.5%)    0.099   23(62.2%)   14(37.8%)     0.297

      ≥5 cm       17      8(47.1%)   9(52.9%)                 11(64.7%)     6(35.3%)                  8(47.1%)     9(52.9%)

1TNM分期是根据1997年国际抗癌联盟(UICC)制定的分期标准.

项目                     n                                                  P 值                                                     P 值                                                     P 值 

表 3 胃癌组织中MTA1与PTEN, E-cadherin的表达的相关性

     
                      PTEN的表达                                                         E-cadherin的表达

                                  阴性               阳性                                                   异常               正常

MTA1的表达

    阴性                       7                 22           <0.001    -0.518           11                 18           <0.01    -0.424 

    阳性                     19                   6                                                 20                   5

项目                                                                       P 值              r s                                                           P 值            r s 

■创新盘点
本文系统的阐述
了MTA1, PTEN, 
E-cadherin分别在
胃癌组织中的表
达及与胃癌浸润
和转移的关系. 研
究了三者之间的
相关性, 提供了更
准确的判断胃癌
生物学行为的方
法.
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号转导通路中参与蛋白和蛋白间相互作用, 构
成细胞骨架组分, 并在信号转导通路中与浸润

和转移相关的基因有关. MTA1蛋白还具有9个
蛋白激酶C(PKCs)、2个酪氨酸激酶(TKs)、7个
酪蛋白激酶Ⅱ(CKⅡ)的磷酸化位点以及4个N-
糖基化位点, 说明MTA1蛋白可能在信号转导通

路中与其他一些维持细胞正常功能蛋白发生作

用[2].
M TA1被认为是核小体重构及组蛋白脱

乙酰基酶复合物(nucleosome remodeling and 
histone deacetylase, NuRD)的一个亚单位[6]. 
N u R D具有核小体重构与组蛋白脱乙酰活性. 
乙酰化可以减少基因组D N A与组蛋白的结

合 ,  松散的染色质结构利于基因组D N A的转

录. 而MTA1在此复合物中与组蛋白去乙酰化

酶1(HDAC1)结合紧密, 与组蛋白去乙酰化成正

相关, 作为组蛋白去乙酰化酶的辅助激动因子

抑制转录, 成为转录过程中一个辅助抑制因子. 
MTA1促进胃癌转移的分子机制可能与组蛋白

去乙酰化调节转录有关. Hofer et al [7]研究发现

MTA1可以显著改变细胞角蛋白丝系统的组装

及细胞骨架蛋白的定位, 并使细胞获得更具侵

袭性和转移性的表型. 观察发现, 细胞骨架相关

蛋白IQGAP1在EGFP-MTA1表达的细胞膜上分

布异常增多.  IQGAP能从E-cadherin/连接素复

合物中解离出α-连接素, 破坏该复合物结构, 使
细胞间黏附性减弱, 增强细胞的侵袭能力. 由此

可见, MTA1可能是通过参与信号转导与基因

表达, 调控一系列与浸润、转移有关蛋白, 在癌

细胞侵袭和生长过程中发挥重要作用[8]. 研究

发现MTA1的高表达与多种人类肿瘤的侵袭力

密切相关[9]. 本实验发现, MTA1蛋白在胃癌组

织中的表达率(46.3%, 25/54)明显高于正常胃组

织(6.7%, 1/15, χ2 = 7.851, P <0.01), 并随肿瘤浸

润深度加深、淋巴转移产生、远隔转移发生、

临床分期提高、肿瘤病理分化程度降低而升高

(P <0.05), 与文献报道一致, 提示MTA1蛋白高表

达与胃癌的浸润、转移密切相关, 可以作为转

移相关标志物预测胃癌的恶性程度.
PTEN基因是1997年由Steck et al [10]3个研

究小组分别发现并命名的第1个具有磷酸酯酶

活性的抑癌基因, 即与张力蛋白同源的、第10
染色体丢失的磷酸酶(phosphatase and tensin 
homology deleted on chromosome 10, PTEN), 定
位于人染色体10q23.3, 在多个进展期肿瘤中均

有突变.

PTEN蛋白主要功能区位于N端, 由1209个
核苷酸编码403个氨基酸组成一条多肽链, 第
122-133位的氨基酸序列(IHCKAGKGRTG)符
合蛋白酪氨酸磷酸酶及双特异性磷酸酶催化区

的核心基序(HCXXGXGRXG)[11]. PTEN编码产

生的蛋白质具有双特异性磷酸酶功能, 能使信

号分子3, 4, 5-三磷酸-磷脂酰肌醇(PIP3)去磷酸

化, 抑制细胞的不正常增殖分裂[12-13]. PTEN具有

与细胞张力蛋白和辅助蛋白同源的序列, 可以

在局灶黏附点与肌动蛋白结合, 与该位点的复

合物(包括整合素、局灶黏附激酶FAK、Src、
酪氨酸激酶及生长因子受体)相互作用, 在肿瘤

细胞浸润、肿瘤转移中起一定作用[14]. PTEN使

FAK(focal adhesion kinase)自身酪氨酸磷酸化

而活化, 活化的FAK在衔接蛋白的偶联下可调

节有丝分裂原激活蛋白激酶(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)通路, 从而介导细胞的黏

附与转移[10]. 由此可见, PTEN可能通过调节细

胞的黏附和转移发挥其抑癌作用. Weng et al [15]

发现PTEN蛋白表达高低与患者的病理分级及

预后有关, 预后越差, 恶性程度越高, PTEN蛋白

表达水平越低. 国内有研究表明, PTEN蛋白的

表达下调或缺失与胃癌和结直肠癌的发生、发

展、淋巴转移、新生血管形成及肿瘤分化程度

密切相关[16-21]. 本实验发现, PTEN蛋白在胃癌

组织中的表达率(51.9%, 28/54)明显低于正常胃

组织(100%, 15/15, χ2 = 11.589, P <0.01), 并随肿

瘤浸润深度加深、病理分化程度降低、淋巴转

移发生、远隔转移产生及临床分期增高而降低

(P <0.05), 与文献报道一致, 提示PTEN蛋白表

达的缺失与胃癌的浸润、转移密切相关. 有文

献报道, 由于PTEN蛋白的下降, 使癌细胞对凋

亡信号的敏感性降低, 致肿瘤生长速度增快, 故
PTEN的表达与肿瘤的大小有密切的相关性[22]. 
但本实验发现PTEN蛋白的表达与肿瘤的大小

有相关趋势, 但无统计学意义, 可能与样本量较

小有关.
E-cadherin是分子量120 kDa的细胞膜整合

表 4 胃癌组织中PTEN和E-cadherin的表达的相关性

     
             E-cadherin的表达

                              异常               正常

PTEN的表达

    阴性                  22                  4            <0.001    0.53

    阳性                    9                19

项目                                                                    P 值           rs 

■应用要点
联合检测MTA1, 
PTEN, E-cadherin
可以更准确的判
断胃癌的生物学
行为, 预测患者的
预后, 指导临床治
疗, 且为开发新的
抗癌药物和寻求
新的基因治疗的
靶基因提供新思
路.
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蛋白, 广泛分布于上皮细胞, 通过具有钙依赖性

的同型细胞黏附作用在保持组织的形态发生、

发展和细胞间连接起关键作用[23]. E-cadherin基
因位于16q22.1[24], 由细胞外区, 跨膜区和胞质

区组成. 细胞外区能与Ca2+特异性地结合, 含有

由组-丙-缬(HAV)序列组成的黏附识别位点, 介
导同种细胞间的黏附反应[25]. 胞内区包含一个

高度保守的结构域, 通过羧基末端与连环蛋白

(catenins)分子形成一种黏着复合体(AJS), 再
与细胞骨架的肌动蛋白结合, 形成E-cadher in
介导的黏附系统 ,  在上皮细胞间发挥重要的

黏附作用和信号转导功能[26]. 正常胃黏膜上皮

E-cadherin呈强阳性表达, 与正常胃黏膜相比, 
17%-92%的胃癌组织E-cadherin表达减弱[27]. 同
时肿瘤细胞转染E-cadherin cDNA后其体外浸润

能力下降[28-29]. 研究表明E-cadherin的异常表达

在胃癌中很常见, 抑制E-cadherin的表达可以增

加胃癌的浸润和转移, 有利于胃癌的淋巴结转

移[30-33]. 本实验发现, E-cadherin在胃癌组织中的

正常表达率(42.6%, 23/54)明显低于正常胃组织

(100%, 15/15, χ2 = 15.636, P <0.01), 并随肿瘤浸

润深度加深、病理分化程度降低、淋巴转移发

生、临床分期提高而降低(P <0.05), 与文献报道

一致, 提示E-cadherin表达异常与胃癌的浸润和

转移密切相关.
本实验发现, MTA1与PTEN在胃癌组织中

的表达呈负相关(P <0.001, r s = -0.518), MTA1
和E-c a d h e r i n在胃癌组织中的表达呈负相关

(P <0.01, r s = -0.424), 提示胃癌组织中MTA1表
达的上调对PTEN, E-cadherin的抑制作用加强, 
导致PTEN, E-cadherin的低表达, 促进了肿瘤细

胞的浸润和转移. 本实验亦发现, 胃癌组织中

PTEN和E-cadherin的表达呈正相关(P <0.001, r s = 
0.53), 提示PTEN表达降低和E-cadherin表达异常

在胃癌浸润和转移中相互促进.
总之, 胃癌组织中MTA1, PTEN, E-cadherin

蛋白的异常表达在胃癌的浸润和转移过程中

发挥重要作用, 其作用途径和形式复杂且相互

联系, 需要进一步研究其作用机制. 联合检测

MTA1,  PTEN, E-cadherin蛋白可以更准确的判

断胃癌的生物学行为, 预测患者的预后, 指导临

床治疗, 且为开发新的抗癌药物和寻求新的基

因治疗的靶基因提供新思路. 
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■同行评价
本文采用免疫组
化PowerVisionTM 
2PV9000法检测
了 胃 癌 和 正 常
胃 黏 膜 组 织 中
M TA 1 ,  P T E N , 
E-cadherin在蛋白
水平的表达, 并研
究这些蛋白表达
与胃癌浸润、转
移和生物学行为
的关系, 结果提示
M TA 1 蛋 白 水 平
高表达和PTEN, 
E-cadherin蛋白水
平的低表达可能
与胃癌浸润和转
移的有关, 且联合
检测可以用于判
断胃癌的生物学
行为. 文章立题有
一定的实用价值, 
研究方法较先进, 
研究内容较新颖, 
结果准确.
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Abstract
AIM: To investigate the roles of transforming 
growth factor β receptor Type Ⅱ (TβRⅡ), 
matrix metalloproteinase-7 (MMP-7) and tissue 
inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2) 
expression in the invasion and metastasis of 
human hereditary nonpolyposis colorectal 
cancer (HNPCC).

METHODS: Immunohistochemical staining was 
used to detect the expressions of TβRⅡ, MMP-7 
and TIMP-2 protein in 30 cases of sporadic 
colorectal cancer (sporadic CRC) and 30 cases of 
HNPCC, and their corresponding clinical data 
were analyzed retrospectively.

RESULTS: The positive rates of TβRⅡ, MMP-7 
and TIMP-2 expression in HNPCC were 40.0%, 
46.7% and 63.3% respectively, while in spo-
radic CRC, the rates were 73.3%, 86.7% and 
20.0% respectively. The ratio of MMP-7(+~++) 
to TIMP-2(-) in sporadic CRC was higher while 
that of MMP-7(-) to TIMP-2(+~++) was lower 
significantly than that in HNPCC. TβRⅡ, 
MMP-7 and TIMP-2 expression were closely re-
lated to the depth of invasion and lymph node 
metastasis, but not to the sex of patients, tumor 
size and position. The positive rate of MMP-7 
expression was significantly increased in tis-
sues with extra-chorion invasion and metastasis, 
but the expression of TβRⅡ and TIMP-2 were 
markedly decreased (P < 0.05). In HNPCC and 
sporadic CRC, positive correlation was found 
between TβRⅡ and MMP-7 expression (r = 0.735, 
P = 0.000; r = 0.792, P = 0.000), while negative 
correlation existed between TIMP-2 and TβRⅡ 
expression (r = -0.582, P = 0.001; r = -0.394, P = 
0.031) as well as between TIMP-2 and MMP-7 
expression (r = -0.473, P = 0.008; r = -0.388, P = 
0.034).

CONCLUSION: TβRⅡ, MMP-7 and TIMP-2 are 
differently expressed in HNPCC and sporadic 
CRC. The expression rates and intensities of TβR
Ⅱ and MMP-7 are obviously higher in sporadic 
CRC than those in HNPCC, while the positive 
expression of TIMP-2 was a reverse situation. So 
the imbalance of MMP-7/TIMP-2 is increased 
in sporadic CRC. Down-regulated expression of 
MMP-7, TβRⅡ and up-regulated expression of 
TIMP-2 may play important roles in the invasion 
and metastasis of HNPCC.

Key Words: Hereditary nonpolyposis colorectal can-
cer; Transforming growth factor β; Transforming 
growth factor β receptor Type Ⅱ; Matrix metal-
loproteinase-7; Tissue inhibitor of metalloprotein-
ase-2; Histopathology; Immunohistochemistry
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■背景资料
TGF, MMP, TIMP
和HNPCC均是胃
肠肿瘤学的研究
热点. TGFβ/Smad
信息通路与肿瘤
的生长分化、侵
袭转移密切相关. 
M M P 通 过 参 与
降解细胞外基质
(ECM)而在肿瘤
的侵袭转移过程
中扮演着重要角
色, 而TIMP则是
其特异性的抑制
剂 .  MMP/TIMP
比例的失衡将影
响肿瘤的侵袭、

转 移 .  研 究 发 现
TGFβ, MMP-7和
TIMP-2与大肠癌
的侵袭转移密切
相关. 但研究其在
HNPCC中作用的
文章却鲜有报道. 
HNPCC预后比散
发性大肠癌好的
原因就在于其在
获得诊断时的侵
袭更弱、转移更
少. 



metastasis of hereditary nonpolyposis colorectal cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(10):1103-1109

摘要
目的: 通过观察TβRⅡ, MMP-7及TIMP-2在
HNPCC和散发性大肠癌中的表达, 探讨其在
HNPCC侵袭转移的生物学行为中的作用. 

方法: 选取1980-05/2005-06空军总医院收治
的HNPCC和散发性大肠癌各30例, 应用免
疫组化SP染色法检测其肿瘤组织中TβRⅡ, 
MMP-7, TIMP-2的表达情况. 结合其相应临床
病理资料进行分析TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2表
达在HNPCC侵袭转移中的作用. 

结果: TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2在HNPCC
组 的 阳 性 表 达 率 分 别 为 4 0 . 0 % ,  4 6 . 7 % , 
63.3%; 而在散发性大肠癌组的阳性表达率
为73.3%, 86.7%, 20.0%. 散发性大肠癌组
中MMP-7(+~++)/TIMP-2(-)比例明显高于
HNPCC组. 而其MMP-7(-)/TIMP-2(+~++)者则
明显少于HNPCC组. TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2
的阳性表达率与肿瘤的大小和部位无关. 而
与肿瘤的侵犯深度和转移与否密切相关. 侵
犯浆膜外组织和有转移者的MMP-7的阳性表
达率明显增高, 而TβRⅡ, TIMP-2的阳性表达
率则明显降低(P <0.05). 在两组大肠癌中TβR
Ⅱ与MMP-7呈正相关(r  = 0.735, P  = 0.000; r  = 
0.792, P  = 0.000), TIMP-2与TβRⅡ(r  = -0.582, 
P  = 0.001; r  = -0.394, P  = 0.031)和MMP-7 (r  = 
-0.473, P  = 0.008; r  = -0.388, P  = 0.034)的表达
均呈负相关.

结论: TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2在散发性大
肠癌和HNPCC中的表达差异显著. TβRⅡ, 
MMP-7在散发性大肠癌中的表达率和表达强
度明显高于HNPCC, 而TIMP-2的表达结果则
相反. 因此, 散发性大肠癌中MMP-7/TIMP-2
的比例失衡明显高于HNPCC组.

关键词: 遗传性非息肉病性大肠癌; 转化生长因子

β; 转化生长因子βⅡ型受体; 基质金属蛋白酶-7; 

金属蛋白酶组织抑制因子-2; 病理; 免疫组化

顾国利, 魏学明, 任力, 王石林, 胡益云, 李德昌. T β RⅡ, 

MMP-7, TIMP-2表达及在HNPCC侵袭转移中的作用. 世界华

人消化杂志  2007;15(10):1103-1109
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0  引言

作为大肠癌的一个重要的临床亚型, 遗传性非
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息肉病性大肠癌(HNPCC)因其具有特殊的遗

传病因和临床病理特点而受到了人们的广泛

关注, 并成为大肠癌研究的一个热点[1-3]. 研究

发现HNPCC虽然具有发病年龄早、病理分化

类型差、多原发癌多见的特点, 但其预后却明

显好于散发性大肠癌[4-5]. 原因[6]: 在获得诊断

时HNPCC比散发性大肠癌的侵袭更弱、转移

更少. 诸多因素参与大肠癌的侵袭、转移, 其
中肿瘤旁分泌和 /或自分泌的转化生长因子

β1(TGFβ1)和基质金属蛋白酶(MMP)及其组

织抑制因子(TIMP)是其中最重要的因素之一. 
TGFβ1需借助肿瘤细胞膜上的Ⅱ型受体(TβRⅡ)
参与诱导肿瘤的生长分化, 继而影响侵袭转移. 
MMP参与分解基底膜和细胞外基质从而造成肿

瘤的侵袭转移, 而TIMP则是其特异性的抑制物. 
肿瘤组织中TβRⅡ的活性以及MMP/TIMP间的

平衡关系分别决定着TGFβ1和MMP的活性. 一
旦TβRⅡ失活和MMP/TIMP关系失衡, 就将影响

肿瘤的侵袭转移. 研究发现[6-9]: TβRⅡ, MMP-7
和TIMP-2的活性与大肠癌的浸润、转移密切

相关. 我们采用免疫组化SP染色法检测TβRⅡ, 
MMP-7, TIMP-2在HNPCC和散发性大肠癌中的

表达, 探讨其与HNPCC生物学行为之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 选取1980-05/2005-06空军总医院收治

的30例HNPCC病例组成试验组, 全部病例均符

合AmsterdamⅡ标准[10], 即: (1)家族中至少有3
例经组织学证实的HNPCC相关肿瘤(包括大肠

癌、子宫内膜癌、小肠癌、肾盂输尿管癌)患
者, 其中1例是另外2例的一级亲属, 除外家族性

腺瘤病(FAP); (2)大肠癌累及连续的两代人; (3)
至少1例患者在50岁前获得诊断. 随机选取同期

我院收治的年龄≥60岁的、没有家族遗传倾向

和多原发癌的散发性大肠癌病例30例组成对照

组. 试验组: 男23例, 女7例; 年龄18-68(中位年龄

46.0±10.6)岁. 肿瘤部位: 右半结肠18例, 左半结

肠3例, 直肠9例. Dukes分期: A期2例, B期19例, 
C期7例, D期2例. 对照组: 男20例, 女10例, 年龄

60-89(中位年龄70.3±7.2)岁. 肿瘤部位: 右半结

肠14例, 左半结肠5例, 直肠癌11例. Dukes分期: 
A期1例, B期11例, C期15例, D期3例.
1.2 方法 选取上述两组病例的大肠癌组织石蜡

块切片. 采用免疫组化SP法染色, 按说明书操作. 
4 mm切片, 脱蜡至水, 30 mL/L H2O2孵育10 min, 
蒸馏水冲洗, PBS浸泡5 min, TIMP-2和TβRⅡ组

www.wjgnet.com

■创新盘点
大肠癌可分为5个
临床亚型(散发性
大肠癌、家族性
大肠癌、FA P恶
变、HNPCC、大
肠IBD恶变),目前
虽有TGFβ/Smad
信息通路、MMP, 
TIMP在大肠癌中
作用的研究报道, 
但多是将各亚型
混在一起处理. 而
大肠癌不同临床
亚型之间生物学
行为可以截然不
同 ,  其 中 可 能 存
在着TGFβ/Smad
信息通路蛋白、

MMP、TIMP表
达 的 差 异 .  目 前
H N P C C 的 研 究
集中在基因和临
床 两 端 ,  研 究 蛋
白水平这个中间
环节的报道很少, 
本文应用免疫组
化方法对TβRⅡ, 
MMP-7, TIMP-2
在HNPCC和散发
性大肠癌组织的
表达进行了研究, 
分析其表达与临
床病理的关系及
其表达的相关性
和 意 义 ,  初 步 探
讨TGFβ/Smad信
息通路、MMP-7/
TIMP-2在HNPCC
侵袭转移中可能
的作用机制, 希望
为以后深入研究
打下基础.



顾国利, 等. TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2表达及在HNPCC侵袭转移中的作用                                                                      1105 

www.wjgnet.com

以pH8.0的EDTA缓冲液修复5 min, MMP-7组不

需修复. 滴加正常血清工作液, 孵育10 min后倾

去, 不洗; 滴加一抗37℃孵育2 h, PBS冲洗3 min
×3次. 滴加二抗, 孵育15 min, PBS冲洗3 min×
3次. 滴加三抗, 孵育15 min, PBS冲洗3 min×
3次, DAB显色, 苏木素复染, 脱水, 透明, 封片. 
PBS代替一抗作阴性对照, 已知阳性切片作阳性

对照. 兔抗人TβRⅡ多克隆抗体(编号sc-400, 稀
释度1∶100)购自美国Santa Cruz Biotechnology
公司. M M P-7鼠抗人m A b(克隆系1D2, 编号

ZM-0334)、TIMP-2鼠抗人mAb(克隆系3A4, 
编号ZM-0431)工作液、SP试剂盒、DAB显色

试剂盒均购自北京中杉金桥生物公司 .  试验

由自动染色仪系统(福建迈新公司LAB vis ion 
Autostainer360)程控完成、镜下图像由Olympus 
Dp70图像采集分析仪采集、分析. 以上设备由

空军总医院病理科提供. 
TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2均定位于肿瘤细胞

的胞质, 部分胞膜着色; 肿瘤间质轻度着色. 依
据染色强度和阳性细胞率来计算评分. 染色强

度: 0为无染色; 1为染色弱; 2为中等染色强度; 3
为染色强. 阳性细胞率: 0为<5%, 1为<25%, 2为
<50%, 3为<75%, 4为≥75%. 以染色强度与阳性

细胞率之和计算评分, 0-2分为阴性(-), 3-5分为

阳性(+), 6-7分为强阳性(++). 评分过程由两名高

年资病理科医生独立完成.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行统

计分析. 数据用mean±SD表示, 计数资料采用多

个样本率(或构成比)的比较(即: R×C表的χ2检

验), 免疫组化积分采用Spearman等级相关分析, 
检验水准P <0.05.

2  结果

2.1 在HNPCC和散发性大肠癌中的表达特征 
TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2三者均主要表达在大肠

癌肿瘤细胞的细胞质, 镜下可见肿瘤细胞胞质

内出现棕黄色颗粒(图1A, C, E), 部分细胞膜染

色, 肿瘤间质不染色或浅染. TβRⅡ, MMP-7的
染色强度高于TIMP-2在肿瘤中的表达. TβRⅡ, 
MMP-7, TIMP-2在HNPCC中的阳性表达率依次

为40.0%, 46.7%和63.3%(强阳性表达率为13.3%, 
10.0%和13.3%). 而在散发性大肠癌中的阳性率

依次为73.3%, 86.7%和20.0%(强阳性表达率为

26.7%, 33.3%和0%). 统计学差异显著(表1).
2.2 与HNPCC和散发性大肠癌临床病理参数的

关系 TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2的阳性表达率与患

者的性别、肿瘤的大小和部位、肿瘤分化类型

均无明显关系(P >0.05), 而与肿瘤的侵犯深度和

转移与否密切相关. 即: TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2
的表达与大肠癌患者的D u k e s分期密切相关. 
MMP-7在Dukes C, D期肿瘤的阳性表达率明显

高于Dukes A, B期(P <0.05). 而TβRⅡ, TIMP-2在
Dukes A, B期肿瘤中的阳性率明显高于Dukes C, 
D期(P <0.05). 在Dukes A, B, C期病例中, HNPCC
组中MMP-7的阳性表达率明显低于散发性大肠

癌组(P <0.05), 而其TβRⅡ, TIMP-2的阳性表达

率明显高于散发性大肠癌组(P <0.05). 在Dukes 
B, C, D期病例中, TβRⅡ, TIMP-2在HNPCC中
的表达阳性率高于散发性大肠癌组(P <0.05), 而
其MMP-7的阳性表达率则低于散发性大肠癌

(P <0.05, 表2).
2.3 在HNPCC和散发性大肠癌内表达的相关

性 两组大肠癌中TβRⅡ与MMP-7的表达均呈

正相关, 而TIMP-2与TβRⅡ, MMP-7的表达均

呈负相关, 统计学差异显著. HNPCC组中TβR
Ⅱ与M M P-7的相关系数为0.735(P = 0.000); 
TIMP-2与TβRⅡ的相关系数为-0.582(P = 0.001); 
T I M P-2与M M P-7的相关系数为-0.473(P = 
0.008). 而散发性大肠癌组中TβRⅡ与MMP-7
的相关系数为0.792(P = 0.000); TIMP-2与TβR
Ⅱ的相关系数为-0.394(P = 0.031); TIMP-2与
MMP-7的相关系数为-0.388(P = 0.034). HNPCC
中MMP-7(+~++)/TIMP-2(-)者有10例(33.3%); 
MMP-7(-)/TIMP-2(+~++)者有15例(50.0%). 而

■应用要点
本 研 究 的 结 果
显 示 T β R Ⅱ , 
MMP-7/TIMP-2
与 肿 瘤 的 侵 袭
转 移 密 切 相 关 , 
因 此 ,  T β R Ⅱ , 
MMP-7/TIMP-2
的检测有可能成
为判断肿瘤侵袭
能 力 及 预 后 的
一 个 指 标 .  目 前
MMP的化学合成
的抑制剂已开始
在临床用于肿瘤
的治疗, 本研究为
新药物的应用提
供了一些理论借
鉴依据.

表 1 TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2在HNPCC和散发性大肠癌中的表达(n  = 30)

     
                     TβRⅡ表达       MMP-7表达              TIMP-2表达

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

HNPCC组            18          8     4          16        11           3          11        15b        4

散发大肠癌组        8        14a        8            4        16b        10          24          6         0

分组          

aP<0.05, bP<0.01.
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散发性大肠癌组中MMP-7(+~++)/TIMP-2(-)者
有22例(73.3%); MMP-7(-)/TIMP-2(+~++)表达

者2例(6.7%). 两组中MMP-7(+~++)/TIMP-2(-), 
MMP-7(-)/TIMP-2(+~++)病例差异显著(P <0.01, 
表3).

3  讨论

HNPCC又称Lynch综合征, 是一种由人类错配修

复基因(MMR)种系突变引起的常染色体显性遗

传病[11-13], 约占全部大肠癌的5%. 因其分子生物

学病因特殊、临床病理特点突出而成为目前大

肠癌研究的热点. 研究发现[2,6]: HNPCC的生物

学行为与散发性大肠癌截然不同. 与后者相比, 
HNPCC的发病年龄早、病理分化类型差、多

原发癌多见, 但其预后却明显好于散发性大肠

癌. 原因[6]: 与散发性大肠癌相比, HNPCC在获

得诊断时的侵袭更弱、转移更少. 在大肠癌侵

袭转移的复杂过程中, TGFβ1, MMP-7和TIMP-2
起着非常重要的作用. TGFβ在肿瘤的生长分

化、侵袭转移过程中是一把双刃剑[14], 其对早

期肿瘤细胞有抑制作用, 但对进展期肿瘤则起

到促进作用[15]. 其与肿瘤细胞膜上TβRⅡ结合是

TGFβ/Smad信息通路的启动环节[16], TβRⅡ的突

变失活将直接影响TGFβ/Smad通路的启动以及

TGFβ对早期肿瘤细胞的抑制作用. MMP家族及

其抑制物TIMP在大肠癌的侵袭转移过程中也起

着非常重要的作用[17-18]. MMP-7在MMP家族中

分子量最小, 而且是唯一在肿瘤细胞及其邻近

血管的内皮细胞中表达、而不在肿瘤间质表达

的MMP; 因其分子结构中缺乏与TIMP相互作用

的C末端区域, 使MMP-7具有强大的基质降解功

能和广泛的底物特异性(包括Ⅳ型胶原、层黏连

■名词解释
遗 传 性 非 息 肉
病 性 大 肠 癌
(HNPCC):  是一
种由错配修复基
因(MMR)的种系
突变而引起的常
染色体显性遗传
病 ,  约 占 全 部 大
肠癌的5%, 其临
床诊断标准目前
采用Amsterdam
Ⅱ标准, 即: (1)家
系 中 至 少 有 3 例
HNPCC相关肿瘤
(包括大肠癌、子
宫内膜癌、小肠
癌、输尿管或肾
盂癌等)患者; (2)
大肠癌至少连续2
代发病; (3)至少1
例在50岁之前被
诊断.

图 1 大肠癌免疫组化结果(SP,×200). A: TβRⅡ染色阳性, 阳性局限于胞质, 呈棕褐色, 形成条状或环状, 呈弥漫性分布, 部

分胞膜着色, 间质不染色或浅染; B: TβRⅡ染色阴性; C: MMP-7染色阳性, 阳性局限于胞膜, 呈棕褐色, 形成条状, 呈弥漫性

分布, 部分胞膜着色, 间质不染色或浅染; D: MMP-7染色阴性; E: TIMP-2染色阳性, 阳性局限于胞质, 呈棕褐色, 形成条状

或环状, 呈弥漫性分布, 部分胞膜着色, 间质不染色或浅染; F: TIMP-2染色阴性.

A B

DC

FE



www.wjgnet.com

顾国利, 等. TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2表达及在HNPCC侵袭转移中的作用                                                                      1107

蛋白、纤维结合素、蛋白多糖、Ⅰ型明胶、可

溶性弹性蛋白、MMP-1、MMP-9、TNF-a等), 
同时受TIMP的负调节作用较小. 因此, 在大肠癌

的侵袭转移过程中MMP-7的作用比其他MMP
成员更重要[17-18]. TIMP-2作为MMP家族的特

异性抑制剂, 可抑制血管内皮细胞迁移、肿瘤

生长和血管生成, 并可造成现有血管的坏死[19]. 
MMP-7/TIMP-2的产生与激活的失平衡是导致

大肠癌侵袭转移的关键. 其比例的失衡较单纯

的MMP-7或TIMP-2水平的变化意义更大[3-5]. 
研究发现[20]: TβRⅡ是MMR的一个靶基因. 

MMR基因的突变在引起HNPCC发病的同时也

表 3 TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2在HNPCC和散发性大肠癌中表达的关系

     
                                                                TβRⅡ表达                           MMP-7表达

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

HNPCC组                 MMP-7 (++) 1 2 0

                  (+) 3 2 6   

                  (-) 0 4            12   

                 TIMP-2 (++) 0 0 4 0 3 1 

                                 (+) 0 4            11 0 1            14

                  (-) 4 4 3 3 7 1

散发性大肠癌组 MMP-7 (++) 7 3 0   

                  (+) 1            11 4   

                  (-) 0 0 4   

                 TIMP-2 (++) 0 0 0 0 0 0

                  (+) 2 2 2 3 1 2

                  (-) 6            12 6 7            15 2

分组          

■同行评价
本 文 应 用 免 疫
组 化 法 检 测 了
HNPCC和散发性
大肠癌中TβRⅡ, 
MMP-7, TIMP-2
的 表 达 情 况 ,  发
现他们在散发性
大肠癌和HNPCC
中的表达差异显
著, 认为这可能是
造成HNPCC较散
发性大肠癌侵袭
弱、转移少以及
预后较好的原因. 
该论文在检测指
标的选择上具有
一定的新意, 文献
综述比较全面, 分
析较合理.

表 2 TβRⅡ, MMP-7, TIMP-2表达与HNPCC和散发性大肠癌临床病理参数的关系

     
分组                               临床病理                          n            TβRⅡ表达     MMP-7表达     TIMP-2表达

HNPCC              性别                          男                       23         10              12      14

                                            女                         7           2                2        5

           肿瘤大小                   <4 cm                16           7                8      10

                                            ≥4 cm               14           5                6        9

           肿瘤部位                   右半结肠             18           7              10      11

                                            左半结肠              3           1                1        2

                                            直肠                      9           4                3        6

           侵犯深度                   浆膜及以内          21         11a                7      17ac

                                            浆膜外组织           9           1                7a        2c

           淋巴结或远处转移    无                        21         11a                6      18ac

                                            有                         9           1                8a        1

散发性大肠癌    性别                           男                       20         14              18        4

                                            女                       10           8                8        2

           肿瘤大小                   <4 cm                 13           9              10        4

                                            ≥4 cm               17         13              16        2

           肿瘤部位                  右半结肠             14         12              13        3

                                            左半结肠              5           3                4        1

                                            直肠                    11           7                9        2

           侵犯深度                   浆膜及以内         14         13ac              10c        5a

                                            浆膜外组织         16           9c              16a        1

           淋巴结或远处转移    无                       12         12ac                8c        5a

                                            有                        18         10c              18a        1

aP<0.05 vs  同组内相关项; cP<0.05 vs 两组间相同项.
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带来TβRⅡ的突变失活. 本研究显示HNPCC组
中TβRⅡ的表达率仅为40.0%, 明显少于散发性

大肠癌(73.3%), 这与报道一致. TβRⅡ的突变失

活将导致TGFβ1对肿瘤细胞的作用减弱. 缺乏

了TGFβ1对早期肿瘤的抑制作用可能是HNPCC
表现出发病年纪早、病理分化差、多原发癌

多见的一个原因. 研究显示[21-24]: MMP-7是Wnt/
β-catenin信息通路的靶基因. TGFβ/Smad和Wnt/
β-ca ten in两个信息通路间是相互联系的[25-28]. 
TGFβ1可通过Smad7的介导来诱导MMP-7的表

达, 并下调TIMP-2的表达[25-30]. 因此, 伴发大量

TβRⅡ突变失活的HNPCC肿瘤细胞对TGFβ1的
反应减弱的同时, 也将使TGFβ1诱导肿瘤细胞

MMP-7表达减弱并上调TIMP-2的表达. 这可能

是HNPCC中MMP-7表达减少、TIMP-2表达增

多的原因, 而上述MMP-7/TIMP-2变化的结果将

影响肿瘤的侵袭转移. 这可能是HNPCC在获得

诊断时侵袭弱、转移少的一个原因. 本研究显

示: TβRⅡ, MMP-7在散发性大肠癌中的表达率

和表达强度明显高于HNPCC, 而TIMP-2的表达

则相反, 且三者的表达有相关性. 因此, 散发性

大肠癌中MMP-7/TIMP-2的比例失衡明显高于

HNPCC组, 而其原因可能于HNPCC中存在的大

量TβRⅡ的突变失活有关. 这有待继续探索.
总之, 我们的研究提示: HNPCC中TβRⅡ的

表达和MMP-7/TIMP-2的比例失衡明显少于散

发性大肠癌, 这可能是导致HNPCC在获得诊断

时侵袭弱、转移少并最终导致其预后好的一个

原因. 其更深层次的原因可能与MMR突变在引

起HNPCC发病的同时也导致TβRⅡ突变失活有

关. TβRⅡ失活将使细胞逃逸TGFβ1对早期肿瘤

的抑制作用, 从而促进肿瘤的进展; 但同时也使

TGFβ1诱导肿瘤中MMP-7表达的能力减弱并上

调TIMP的表达. 
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Abstract
Owing to the specific hepatotropic property, the 
process of hepatitis B virus (HBV) infection is 
not able to be repeated in other animal models. 
As a kind of animals with congenital immuno-
deficiency of T and B lymphocytes, SCID mice 
contribute a lot for the study of xenogeneic graft. 
Following the appearance of SCID-hu mouse 
models, scientists established the human-mouse 
chimeric model through transplantations of 
human hepatocytes and peripheral blood lym-
phocytes. This model was infected with HBV 
to investigate the pathogenesis of hepatitis B. 
The chimeric model simulates the process of 
HBV infection in human bodies, so the study 
based on this model is credible. In this article, 
we reviewed the advances in the applications 
of SCID-hu mice model in the research of HBV 
infection.

Key Words: Hepatitis B virus; SCID-hu mouse mod-
el; Chimeric model

Zhao Q, Wu C. Application of SCID-hu mice model in 
the research of hepatitis B virus infection. Shijie Huaren 
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摘要
乙型肝炎病毒由于其特殊的嗜肝性, 不易在其
他动物模型重现其感染过程. SCID小鼠作为
一种先天性T, B细胞双重缺陷动物, 为异种移
植研究提供了极大的帮助. 随着SCID-hu模型
的出现, 人们通过移植人肝细胞、人外周血淋
巴细胞等各种方法建立人鼠嵌合模型, 让其
感染乙型肝炎病毒, 来研究乙型肝炎的发病机
制. 嵌合模型模拟了疾病在人体内的过程, 据
此所得的研究结果具有更强的说服力.

关键词: 乙型肝炎病毒; SCID-hu小鼠; 嵌合模型
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0  引言

我们目前对 H B V 感染后病毒生命循环的

认识 ,  来自对鸭H B V(D H B V) [1]和美洲旱獭

HBV(WHV)[2]在他们自然宿主体内的感染, 以
及HBV感染的黑猩猩[3-5]及HBV转基因小鼠[6-8]

的研究. 但这些模型都不是很理想. DHBV[9]和

WHV[10-11]与HBV存在遗传上地分歧, 不具有人

类的免疫学特征, 因此, 不能进行免疫学研究. 
黑猩猩实验因为成本, 实用性, 伦理方面的考虑

而受限制, 而转基因小鼠会对病毒产生免疫耐

受. 因此需要一种更合适的模型来研究HBV, 这
个模型就是SCID-hu人鼠嵌合模型.

1  SCID小鼠

SCID小鼠(sever combined immunodeficient mice)
即严重联合免疫缺陷小鼠, 为一种先天性T和
B细胞双重免疫缺陷动物. 1983年由美国学者

Bosma首先发现于C.B-17近交系小鼠, 是位于16
染色体的单个隐性突变基因所导致, 纯合SCID
基因导致淋巴细胞抗原受体基因VDJ编码顺序

的重组酶活性异常, 使VDJ区域在重排时, 其裂

®

■背景资料
S C I D 小 鼠 即 严
重联合免疫缺陷
小 鼠 ,  为 一 种 先
天性T和B细胞双
重免疫缺陷动物. 
SCID小鼠接受不
同分化的人体细
胞移植入, 可给建
立起SC ID-hu人
鼠嵌合模型. 采用
此模型, 可以针对
HBV所具有特殊
嗜肝性, 建立起感
染HBV的SCID-
hu人鼠嵌合模型, 
为HBV感染的研
究提供有利的条
件 .  感染HBV的
SCID-hu人鼠嵌合
模型主要研究集
中在 :  感染HBV
后的免疫应答, 急
性期的清除过程, 
介导HBV进入肝
细胞以及HBV对
人肝细胞的直接
损害等方面. 
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端不能正常连接, 重排后的抗原受体基因出现

缺失和异常, 造成T, B淋巴细胞自身不能分化成

特异性功能淋巴细胞. 由于C.B-17品系小鼠是

BALB/cAnIcr小鼠的同源近交系, 该品系小鼠除

了携带的来自C57BL/ka品系小鼠的免疫球蛋白

重链Igh-1b等位基因与BALB/cAnIcr不同外, 两
品系小鼠的其余基因完全相同, 故C.B-17的突变

系SCID的突变系SCID小鼠(C.B-17SCID/SCID)
与BALB/cAnIcr的遗传背景基本相同, 其H2抗体

均为H-2d. 此外, 目前已有C3H-SCID等其他品

系小鼠遗传背景的SCID小鼠出现. 
SCID小鼠外观与普通小鼠无异, 体质量发

育正常. 但胸腺、脾、淋巴结的重量一般均不

及正常小鼠的30%, 组织学上表现为淋巴细胞

显著缺乏. 其胸腺多为脂肪组织包围, 没有皮质

结构, 仅残存髓质, 主要由类上皮细胞和成纤维

细胞构成, 边缘偶见灶状淋巴细胞群. 脾白髓不

明显, 红髓正常, 脾小体无淋巴细胞聚集、主要

由网状细胞构成. 淋巴结无明显皮质区, 副皮质

区缺失, 呈淋巴细胞脱空状, 由网状细胞所占据. 
小肠黏膜下和支气管淋巴集结少见, 结构内无

淋巴细胞聚集. 其骨髓结构正常, 外周血白细胞

较少, 淋巴细胞占白细胞总数的10%-20%, 而正

常小鼠应占70%. SCID小鼠的所有T和B淋巴细

胞功能测试均为阴性, 对外源性抗原无细胞免

疫及抗体反应, 体内缺乏携带前B细胞、B细胞

和T细胞表面标志的细胞. 但是, 其非淋巴性造

血细胞分化不受突变基因的影响, 巨噬细胞、

粒细胞、单核细胞、红细胞等正常状态, 自然

杀伤细胞(NK)及淋巴因子激活(LAK)细胞也呈

正常状态. 少数SCID小鼠可出现极小程度的免

疫功能恢复, 即为SCID小鼠的渗漏现象. 其渗漏

特征不遗传, 但与小鼠年龄、品系、饲养环境

有关. 已有资料表明, C3H-SCID小鼠的渗漏率

低于C.B-17-SCID小鼠. SCID小鼠的渗漏, 是由

于在SCID小鼠抗原受体基因重组酶异常的情况

下, 抗原受体基因可能随机重排, 从而表达有功

能的抗原受体, 使部分淋巴细胞功能恢复[12], 使
部分白细胞总数以及淋巴细胞分类有所提高. 
以小鼠血清中Ig含量为标准, 小于5 mg/L者即为

非渗漏小鼠[13]. 
S C I D小鼠在高度洁净的无特殊病原体

(specific pathogen-free, SPF)条件下可存活1 a以
上, 采用SCID基因纯合子兄妹交配进行繁殖[14].

2  SCID-hu人鼠嵌合模型及免疫学特征

自从1988年Mosier et al首次将人外周血淋巴细

胞及人胎肝移植于SC ID小鼠皮下及包膜下获

得免疫重建的初步成功以来[15-16], 将人淋巴细

胞和其他人体组织细胞移植于SC ID小鼠而建

立SCID-hu模型的研究迅速兴起, 为淋巴细胞分

化、肿瘤生物学、感染性疾病、器官移植等方

面研究提供了新的途径. 
SC ID小鼠体内进行人免疫功能重建包括: 

人胚胎组织的移植如胎儿骨髓、胎儿胸腺、胎

肝、胎儿淋巴结的移植[17-20]; 成年人外周血淋巴

细胞的移植; 少数以成年人骨髓及脾细胞进行

移植[21]. 其移植后的SCID小鼠血清中也可出现

人Ig[22]. 由于人外周血淋巴细胞比人胚胎组织、

成年人脾等更易获得, 且胚胎组织胚龄不易统

一, 故以人外周血淋巴细胞移植SCID小鼠而建

立的hu-PBL-SCID模型更受青睐[23-27]. 
有报告表明, SCID-hu免疫重建小鼠体内存

在各类人Ig, 其外周血及淋巴器官中可检测出人

淋巴细胞, 且其人淋巴细胞可对破伤风毒素、

乙肝核心抗原等形成原发或继发的免疫反应[28]. 
以hu-PBL-SCID为例, 从一些小鼠的脾检出的人

淋巴细胞可达80%-90%, 在移植后6 mo仍有80%
小鼠可从外周血中检出人淋巴细胞. Hesselton 
et al对1800只小鼠的hu-PBL-SCID模型进行分

析, 如以人免疫球蛋白的产生为依据, 90%以上

属于成功, T, B细胞在移植后5 d可以从小鼠体内

检出, 在小鼠的脾及淋巴结中存在人淋巴细胞, 
在小鼠血浆中可检测到可溶性人CD-8和IL-2受
体, 从其中17只小鼠获得的人淋巴细胞在体外

可对抗原形成增生性反应[25-27]. 黄嘉凌 et al [29]用

人外周血重建SCID小鼠免疫, 在2, 4 wk时小鼠

血中人IgG分别达69.8, 25.9 mg/L, 人淋巴细胞

占单核细胞的比例分别为10.5%和3.5%. 4 wk时
免疫组化检测出人淋巴细胞分布于小鼠脾脏中. 
魏泓 et al的实验结果表明, 将人外周血淋巴细胞

经腹腔移植SCID小鼠后4 wk, 在其小鼠血清中, 
94.1%小鼠可检测到人Ig, 尤以IgA, IgM浓度较

高, IgA平均为22.52 G/L, IgM平均为32.75 G/L, 
IgG浓度则相对较低. 在移植的早期, 腹腔液中

的人Ig浓度总体上高于血清; 在移植后较长时间

的4 wk后, 则血清中明显出现较高浓度的人Ig, 
提示新增殖的人淋巴细胞产生了人Ig, 同时均

可在其小鼠脾细胞中检测到人淋巴细胞(100%), 
且所检测的8种免疫表型人淋巴细胞亚群均存

在, 平均占脾细胞的8.09%-22.28%, 个别小鼠的

人淋巴细胞数可达49.00%[30]. 

■相关报道
关于SC ID-hu在
HBV感染研究方
面的报道不多, 但
Cao et al 在关于
HBV感染后的抗
原 表 达 ,  免 疫 特
性, 细胞损伤等方
面有着独特的见
解, 可以为更明确
的其发病机制提
供些依据. 
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3  HBV感染SCID-hu人鼠嵌合模型的研究

SCID-hu人鼠嵌合模型由于自身的特点, 在HBV
感染的研究中, 免疫系统方面的研究有着先天

的优势. 近年来, 众多学者利用SCID-hu人鼠嵌

合模型对HBV感染后的抗原表达、免疫特性、

细胞损伤等方面进行了大量的研究. 
Cao et al [31]为了研究在CD4+T细胞在体内

对HBV的作用. 首先, 收集急性感染HBV并恢复

患者的外周血淋巴细胞(PBL), 培养、分离并用

HBcAg刺激使其分化为HBcAg-特异性CD4+T
细胞. 检测体外活化后HBcAg-特异性CD4+T细
胞的表型及其分泌的细胞因子(IFN-γ, TNF-α
等), 证实为Th1类细胞. 其次, 将HBcAg, HBcAg-
特异性CD4+ Th1细胞与HBV感染者的PBL, 一
起注入NOD/SCID小鼠模型脾内, 在第7天和14
天时取血分析, HBcAg特异性IgM和anti-HBc-
IgG含量. 在检测结果中, 一组注射了HBcAg, 
HBcAg特异性CD4+ Th1细胞、HLA DR-13阳性

CHB患者PBL的小鼠, 明显观测到HBcAg特异

性IgM和anti-HBc-IgG产生的抑制; 而其他分组

没有这个现象. 说明在HBV感染过程中, 当患者

HLA DR-13阳性时, HBcAg-特异性CD4+ Th1细
胞, 分泌IFN-γ, TNF-α等细胞因子, 抑制HBcAg
特异性IgM和anti-HBc-IgG的产生, 并可能抑制

或溶解HBcAg特异性B细胞, 以此来调节机体免

疫, 在控制HBV感染和机体恢复中起重要作用. 
同时, Cao et al [32]发现, HBcAg是一个强免

疫原性的亚病毒颗粒, 在小鼠体内的研究显示, 
在非T细胞依赖状态下, HBcAg可以结合并活化

B细胞. 通过将HBcAg注入hu-PBL-NOD/SCID小

鼠脾内, 证实HBcAg可通过非T细胞依赖途径激

活B细胞. 与抵抗HBV胞膜抗原和T细胞严格依

赖的HBeAg抗体的产生相反, 对HBcAg的抗体

应答被证明是不依赖T细胞的[33]. 这种特性是因

为HBcAg的结构[34-35]. 个体HBcAg亚基的聚体上

升形成棘突分布于细胞衣壳的表面并向外突出. 
优势B细胞表位定位于其顶端的这些棘突[34], 对
B细胞膜受体的交联可能是最理想的, 可以解释

HBV核心分子的异常活化能力. 这种特性同样

可以解释临床上的证据, 事实上, 不管他们的临

床状况如何, 所有感染过HBV的患者都产生抗

HBc抗体, 并且他们的水平在慢性HBV感染期间

特别高, 就像用HBcAg持续刺激B细胞的可能结

果[36]. 
一直以来我们都认为, 在人体内肝细胞的

损伤是由于人体自身的免疫所造成的, Meule-

man et al [37]为了调查在严重免疫缺乏的宿主体

内, HBV是否可造成直接伤害: 肝穿刺收集不同

人的无肿瘤(Tumorfree)肝组织, 消化提取肝细胞

移植入小鼠体内, 在移植后5 wk, 通过腹腔注射

感染HBV. 对HBV感染动物的血浆进行血清学

分析, 显示数量非常高的病毒基因组和蛋白的

存在. 感染HBV超过2 mo的uPA-SCID的嵌合体

的肝组织学分析表现出大多数肝细胞的毛玻璃

样改变, 病毒蛋白的点状聚集, 并显示出相当程

度的组织损坏和细胞坏死. 这种情况与在免疫

抑制的HBV患者肝脏的观察结果相接近, 并在

感染HBV少于1 mo的动物身上观察不到. 超微

结构下分析相对于短期感染病毒的肝细胞长期

感染病毒的肝细胞发现柱状HBsAg结构, 核心

颗粒和Dane颗粒, 这些肝细胞包含有数量提高

的HBV cccDNA. 得出结论, HBV引起细胞内的

改变及严重免疫缺陷小鼠肝细胞的损害, 这种

损害类似于有免疫抑制的HBV患者的情况. 所
以, 他们观察到的结果显示HBV在严重免疫抑

制的条件下可以直接导致细胞损害. 同时, 他们

用相同方法建立小鼠模型, 显示在动物模型体

内人肝细胞不仅可以表达sCD14, 而且是正常

人血清中sCD14的主要来源[38]; 另外, 证实感染

HBV并不影响其在嵌合体模型体内的分泌. 这
揭示sCD14有可能是乙型肝炎的肝损害原因之

一. CD14是LPS的受体, 是LPS细胞效应的重要

系统, LPS与CD14结合, 刺激一系列细胞因子

(如TNF-α, ET等)的合成和释放, 加重肝脏损害. 
SCID-hu人鼠嵌合模型在HBV感染后引起的肝

细胞损伤、免疫系统失调、介导HBV进入细胞

等分子水平研究的应用. 
最近发现人磷状细胞癌抗原(SCCA1)在体

外介导HBV的结合并进入肝衍生的细胞系. Xia 
et al [39]为了证实SCCA1是否可以作为HBV的受

体并介导HBV进入鼠肝细胞. 将SCCA1转基因

在劳斯肉瘤病毒控制之下, 构建微环载体, 再用

流体技术送入NOD/SCID小鼠体内, 随后静脉注

入HBV阳性患者血清. 结果有几乎30%的小鼠肝

细胞至少在37 d内表达了高水平的重组SCCA1
蛋白HBV表面抗原在鼠肝细胞持续表达了17 d, 
此外HBV基因组经过PCR检测也存在于鼠肝细

胞中, 一直到17 d, 在小鼠循环中存在了7 d. 这些

结果显示SCCA1可能作为HBV受体或是协同受

体并在介导HBV进入肝细胞中扮演重要的角色. 
Galun et al [40]用移植有预先在活体外感染

H B V的人肝组织碎片或H e p G2细胞, 及缺乏

■名词解释
1  SCID小鼠 :  即
严重联合免疫缺
陷小鼠, 为一种先
天性T和B细胞双
重免疫缺陷动物. 
2 SCID-hu人鼠嵌
合模型: 将人淋巴
细胞和其他人体
组织细胞移植于
SCID小鼠 ,  形成
具有人类免疫特
性或组织细胞特
征的人鼠嵌合模
型.
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hIL-6但含有抗hIL-6的中和抗体的SCID嵌合小

鼠模型证实: hIL-6在体内可以促进HBV的增殖. 
究其原因, hIL-6可能与HBV的内化有关. 由于病

毒性肝炎患者体内常见免疫系统失调, 尤其是

细胞免疫, 临床常产生并释放多种细胞因子水

平异常, 其中IL-6是一种参与免疫和炎症反应的

多功能促炎细胞因子, 可参与肝炎的发生、发

展的免疫病理过程. Peters et al [41]发现, 在HBV
感染的人肝细胞膜上存在hIL-6受体α(gp80)和b 
(gp130). 因此, 猜测其过程可能为: hIL-6在细胞

外首先与HBV结合, 再与膜受体hIL-6Rα或分泌

型hIL-6受体α(shIL-6Rα)形成HBV-hIL-6R复合

物, 然后结合位于膜上的hIL-6Rb(gp130), 通过

一种信号转导系统上调一些可以使病毒接触细

胞的因子在细胞膜上的表达, 如此介导HBV进

入细胞, 促进HBV感染.

4  SCID小鼠存在的问题

免疫功能有残留: 由于SCID小鼠仍存在一些免

疫细胞及细胞因子, 并不是毫无防御的单纯受

体. 某些SCID小鼠在少数情况下也能表达成熟

的T淋巴细胞及B淋巴细胞, 血清中可测到接近

正常鼠的免疫球蛋白水平, 这种现象称为“渗

漏”现象. 有学者[42]认为N K细胞在抗肿瘤和转

移中也起一定的作用, SCID小鼠也具有N K细

胞、骨髓细胞、红系细胞、抗原提呈细胞(如巨

噬细胞)及中性粒细胞. 甚至还有报道, 基因突变

的SCID可使N K细胞比正常小鼠的N K功能高

数倍. SCID小鼠N K细胞正常, LA K细胞和单核

巨噬细胞对异种移植物也有一定的免疫排斥作用. 
移植物有抗宿主反应: 除了宿主的残留免

疫功能会排斥移植物外, 移植物本身也会发挥

抗宿主反应. 如向SCID小鼠腹腔接种5×107个

人外周血单核细胞后, 会引起移植物抗宿主反

应. 但在2-4 wk内不会发生, 故试验应选在这段

时间内进行[43]. 
不适于长期移植研究: 绝大多数NOD/SCID

小鼠8 wk时会发生胸腺淋巴瘤而死亡, 使移植研

究观察不能超过6-7 wk, 从而限制了长期移植研

究[44]. 
总之, 利用SCID小鼠模型, 人们可以从细胞

和分子水平研究HBV感染的过程及免疫干预的

方法, 如前所述的重建人免疫系统, 并注入抗原

产生免疫反应, 较转基因小鼠更真实的体现了

HBV在体内的感染过程, 使人们在研究时可以

更准确更接近真实. 今后一定会有更多的研究

者通过对SCID小鼠重建人免疫功能的SCID-hu

人鼠嵌合模型, 验证和研究HBV的感染及某些

物质对HBV复制、转录、翻译、表达及打破免

疫耐受提高、抗原提呈效率等方面的作用. 鉴
于SCID小鼠对人类缺乏免疫遗传性, 对HBV的

免疫治疗研究将大有益处. 
值得注意的是, HBV在人鼠嵌合模型中毕

竟和人体内有一定差异, 在进行研究时, 要通过

对比在二者中得到的数据等方法对二者的相关

度进行严格的验证. 总之, 以免疫缺陷小鼠为基

础建立动物模型优点是明显的, 免疫缺陷小鼠

的不断发展将为我们提供更佳的各种移植免疫

模型, 从而直接促进对HBV感染研究的深入开

展, 使我们获得更多的成果, 更好地造福人类.
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Abstract
Being a kind of automatic and gene-controlled 
cell death, cell apoptosis involves complicated 
regulatory mechanism and stimulates no in-
flammation, which is essentially different from 
necrosis. Many researches proved that the apop-
tosis of pancreatic acinal cells, which might be 
a protective reaction, had been observed both 
in experimental and clinical acute pancreatitis, 
and it had shown an inverse correlation with the 
severity of diseases. The purpose of this article 
is to summarize the advances in the mechanism 
of pancreatic acinar cell apoptosis during acute 
pancreatitis in recent years, and to expound the 
therapeutic approaches in the treatment of acute 
pancreatitis.

Key Words: Acute pancreatitis; Acinar cell; Apoptosis

Zhang GX, Chen HL, Gong AX, Zhang L. Relationship 
between pancreatic acinar cell apoptosis and acute pan-
creatitis and the therapeutic strategy for acute pancreatitis. 
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摘要
细胞凋亡是由基因控制的细胞自主的有序的
死亡, 包含了复杂的调控机制, 与细胞坏死有
着本质区别, 不引起炎症刺激. 在实验性及临
床急性胰腺炎中均观察到胰腺腺泡细胞的凋
亡, 研究表明其可能是机体有利的保护性反
应, 与病情严重程度呈负相关关系. 本文总结
了近年来对急性胰腺炎胰腺腺泡细胞凋亡机
制的研究进展, 并对治疗方面的相关研究和探
索进行了归纳和阐述.

关键词: 急性胰腺炎; 腺泡细胞; 凋亡; 治疗
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)的发生、发展

和转归是当今外科领域研究的热点, 特别是重

症急性胰腺炎(sever acute pancreatitis, SAP)病情

急、危、重, 病死率高(30%-50%), 其发病机制

尚未完全阐明. AP的最早期病理变化为胰腺腺

泡细胞损伤, 随后炎症介质和炎性细胞浸润, 进
一步影响疾病的严重程度. 近年来的研究表明, 
胰腺腺泡细胞的凋亡是一个有利的保护性反应, 
AP时诱导受损的腺泡细胞凋亡而不以坏死方式

死亡会减轻疾病的严重程度. 因此, 阐明AP时胰

腺腺泡细胞凋亡与疾病严重程度的关系及其机

制, 以进一步探寻防治AP新的有效措施具有重

要理论意义和临床价值. 本文就相关的研究进

展和关键问题作一综述.

1  AP时胰腺腺泡细胞凋亡的发现与意义

细胞凋亡(apoptosis)与细胞坏死(necrosis)是两种
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■背景资料
近年来的研究表
明, 胰腺腺泡细胞
的凋亡是一个有
利的保护性反应, 
急性胰腺炎(AP)
时诱导受损的腺
泡细胞凋亡而不
以坏死方式死亡
会减轻疾病的严
重程度. 因此, 阐
明AP时胰腺腺泡
细胞凋亡与疾病
严重程度的关系
及其机制, 具有重
要理论意义和临
床价值. 



截然不同的过程和生物学现象, 有着本质区别. 
坏死最早期的变化发生在细胞膜和细胞器, 而
细胞核仅有轻微的变化. 这些变化导致细胞器

的溶解, 细胞膜的崩溃, 使细胞内溶酶体酶等成

分漏至细胞间隙引起炎症反应. 与此相反, 细胞

凋亡的启动是以细胞核的变化为先导. 首先细

胞核内物质浓缩, 随后出现细胞核的消化及细

胞膜的皱折. 在细胞凋亡后期, 细胞降解成凋亡

小体并保持膜的完整性, 被邻近细胞吞噬, 不会

引起炎症刺激. 
临床及实验性AP中均发现渐进性细胞死亡

的特征, 传统认为AP时坏死是细胞死亡的主要

方式, 而凋亡引起器官继发性萎缩, 并未引起人

们重视. 直到1995年, Kaiser et al [1]用不同方法诱

导了4种大鼠的急性坏死性胰腺炎(即SAP)模型

和1种急性水肿性胰腺炎(轻型胰腺炎)模型, 观
察到在每一种坏死性胰腺炎模型中都出现了大

量坏死的胰腺腺泡细胞, 却很少有凋亡细胞; 水
肿性胰腺炎仅有少量坏死细胞, 却有大量凋亡

细胞. 从而认为水肿性胰腺炎未向坏死性发展

可能是由于腺泡细胞凋亡的自我保护性作用, 
提出胰腺炎症的严重程度与胰腺细胞的凋亡率

呈负相关关系的假说. 相继的实验研究表明, 在
不同的胰腺炎模型中, 通过不同的方法提前诱

导胰腺腺泡细胞凋亡, 可以减轻AP病情[2-3]; 抑制

腺泡细胞的凋亡则使急性坏死性胰腺炎的发病

率升高, 病情恶化[4]. He et al [5]行胰腺组织活检发

现, 正常胰腺组织中未观察到凋亡细胞, 在胰腺

炎患者存在凋亡的腺泡细胞, 且同病情严重程

度具有一定的相关性. 
这些实验结果不仅证实了上述假说, 而且

也从另一方面解释了胰腺炎的发病机制: 在起

病初期, 各种损伤因素导致胰腺腺泡细胞死亡. 
如大量细胞发生坏死, 细胞内活性胰酶释放消

化局部组织并引发“瀑布样”炎症反应, 最终

导致重度胰腺炎的发生; 如受损细胞主要以凋

亡方式死亡, 则会减少活性胰酶的释放, 避免剧

烈炎症反应的发生, 而表现为轻度胰腺炎. 为AP
的防治提供了新的思路和途径.

2  AP胰腺腺泡细胞凋亡机制

2.1 细胞凋亡调控途径 细胞凋亡是由基因控制

的细胞自主的有序的死亡, 包含了复杂的调控

机制. 细胞内外的许多信号刺激可以诱导细胞

发生凋亡, 如相应配体结合死亡受体如F a s、
T N F R等、紫外线照射和电离辐射、抗癌药
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物、生长因子缺乏、异常表达某些特定的癌基

因和抑癌基因等. 尽管这些信号以及随后的反

应途径多种多样, 但现已公认, 细胞凋亡后期的

共同途径是Caspases的激活. 细胞凋亡受到严

格调控, 在正常细胞Caspase处于非活化的酶原

状态, 凋亡程序一旦启动, Caspase被活化随后

发生凋亡蛋白酶的层叠级联反应, 发生不可逆

的凋亡. 凋亡的调节包括一系列复杂的级联反

应, 目前研究得最多的Caspase依赖的通路主

要有两条[6]. 其中一条称为“死亡受体通路”, 
死亡信号通过细胞外肿瘤坏死因子(TNF)超家

族的死亡配体如TNF-α, FasL/CD95L, TWEAK
和TRAIL引发, 并与细胞表面的死亡受体(分别

是TNFR, Fas/CD95, DR3和DR4/DR5)结合传递

到细胞内部, 细胞内的Caspase-2, -8, -10被募集

并激活, 活化的Caspase-8释放到细胞质中启动

Caspase的级联反应, 激活下游的效应Caspases
如Caspase-3, -6和-7, 导致细胞凋亡. 另一条称为

“线粒体通路”, 是由细胞内应激信号(如λ-辐
射、化疗药物、病毒、细胞因子移除等)激活, 
在Bcl-2家族成员控制之下, 诱导细胞色素C等促

凋亡因子从线粒体释放到胞质, 导致Caspase-9
的激活, 活化的Caspase-9激活Caspase-3, -6和-7
等成员, 导致凋亡发生. 此外, 还有内质网介导

的凋亡通路, 内质网中过多蛋白的积累或钙平

衡的破坏, 可以引起内质网压力和细胞凋亡, 可
能由Caspase-12和-7的参与导致. 虽然特定的凋

亡刺激可以激活三种凋亡通路中的一种, 但是

在某些情况下三种通路之间是相互联系的. 细
胞凋亡是单一性与多样性的矛盾统一体. 其单

一性表现为几乎所有凋亡细胞的形态与生化改

变都是一致的. 但同时, 在不同环境、不同细胞

或不同刺激的情况下, 细胞从凋亡程序的启动

到凋亡发生之间的过程又是不同的, 因而细胞

凋亡也具有多样性. 因为这种多样性的存在, 需
要我们细致研究在具体的环境中, 特定细胞发

生凋亡的调控途径和影响因素, 寻求科学方法

解决实际问题. 
2.2 AP胰腺腺泡细胞凋亡的机制 近10 a来, AP细
胞凋亡的相关研究引起了人们极大的兴趣, 尽
管取得了一些重要进展, 腺泡细胞凋亡精细的

调控机制尚未完整阐明. 
2.2.1 Fas/FasL与死亡受体凋亡通路 免疫组化证

实, Fas和FasL存在于正常胰腺的腺泡细胞、导

管细胞及一些胰岛细胞, 他们的免疫活性都很

弱, 其中Fas定位于细胞膜上, 而FasL定位于细胞

www.wjgnet.com

■研发前沿
细胞凋亡具有复
杂 的 调 控 机 制 , 
AP时腺泡细胞的
凋亡涉及死亡受
体通路和线粒体
通路等相关基因
的参与, Caspase
凋亡蛋白酶发挥
重要作用. 深入探
讨AP病理环境中
腺泡细胞凋亡发
生的机制, 选择合
适的作用耙点和
治疗措施将是今
后研究的重点. 
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质内, 且正常胰腺腺泡细胞和导管细胞未发现

明显凋亡. 研究发现[7-8], Fas/FasL系统介导了AP
腺泡细胞凋亡, Fas基因缺失时可明显加重雨蛙

素诱导的鼠AP病情, 提示死亡受体凋亡通路在

AP中扮演着重要的角色. Li et al [9]在胰胆管逆行

性注射牛黄胆酸钠诱导大鼠AP的研究中, 应用

RT-PCR和免疫组化方法进一步阐明在正常的胰

腺腺泡细胞中即存在着Fas、FasL mRNA及蛋

白的表达, 且呈现共区域化特点, 凋亡细胞极少. 
在炎症程度较轻的胰腺组织, Fas和FasL mRNA
的表达水平显著升高, 腺泡细胞凋亡指数亦明

显升高, 随着胰腺炎症程度的加重, Fas和FasL 
mRNA的表达逐渐下降, 腺泡细胞凋亡指数亦逐

渐下降. 另有研究表明随着AP病情的加重, 血清

中可溶性Fas明显升高, 而可溶性FasL明显降低, 
两者水平呈负相关, Fas和TNF-α则呈正相关, 细
胞发生凋亡时Fas, FasL mRNA和Caspase-3表达

增加[10]. 用CCK刺激鼠的胰腺腺泡可见胰腺水

肿, Caspase-8重新分布且被激活[11]. 
2.2.2 Bc l-2家族与线粒体凋亡通路 在正常胰

腺组织中, 免疫组化法未发现Bcl-2和mcl-1表
达, 但有Bax的表达. Gomez et al [12]在用雨蛙素

诱导大鼠AP模型的研究中, 发现胰腺腺泡细胞

凋亡在注射雨蛙素48 h后最多, Northern印迹法

检测Bax mRNA表达显著升高且在12 h达高峰, 
Western blot与免疫组化检测Bax蛋白主要表达

在腺泡细胞胞质且在48 h表达最多. 提示Bax促
进AP时腺泡细胞凋亡. Gukovskaya et al [13]新近

的研究探讨了线粒体凋亡途径在腺泡细胞凋亡

中所起的作用, 结果显示CCK诱导的大鼠胰腺

腺泡细胞凋亡调控途径包括Caspase激活, 细胞

色素C释放和线粒体去极化. 线粒体功能障碍由

上游Caspases(可能是Caspase-8)所介导. CCK导

致的线粒体功能改变既通过线粒体膜通透性转

运孔(mitochondrial permeability transition pore, 
MPTP)依赖性机制(释放细胞色素C)也通过非

MPTP依赖性机制(线粒体去极化). 除作用于凋

亡外, Caspases也调节腺泡细胞内其他病理过程

而在胰腺炎中扮演着关键角色, 特别是Caspases
负性调节坏死和腺泡细胞内胰蛋白酶的激活. 
从而认为Caspases介导的凋亡及对抗坏死和胰

蛋白酶激活的保护性机制, 可以解释实验性胰

腺炎的严重程度同胰腺腺泡细胞凋亡呈现负相

关关系的原因. 
2.2.3 钙离子与内质网凋亡通路 内质网是细胞

内储存钙离子的主要细胞器, 维持细胞内钙离

子的平衡. 在某些因素的作用下, 内质网腔未折

叠蛋白增多和钙库耗竭均可引起内质网应激反

应和Caspase-12活化, 从而启动Caspase级联反应

诱导细胞凋亡. 有研究表明, 腺泡细胞内钙离子

升高是胰腺炎发展的一个危险因素, 细胞内游

离钙离子的增加可促使雨蛙素刺激的胰腺细胞

凋亡, 同时也促进了凋亡基因Bax, p53的表达[14-15]. 
2.2.4  其他参与胰腺腺泡细胞凋亡的调控因

子 Masamune et al [16]发现溶血磷脂酰胆碱可诱

导胰腺腺泡细胞株AR42J细胞表达野生型p53 
mRNA, 引发细胞凋亡. 在10-25 mmol/L范围内

呈剂量依赖关系, 当剂量≥50 mmol/L时则引起

细胞裂解, 细胞株的凋亡不能被蛋白激酶C和

Caspase抑制剂所抑制. 在细胞凋亡过程中, 转录

因子也起着重要的作用. NF-κB是一类能与多种

细胞因子基因启动部位的κB位点结合并增强基

因转录的蛋白质. 胰腺炎时, 细胞因子的大量释

放与NF-κB的活化和表达增强显著相关, 且在活

性被抑制后可缓解胰腺炎的严重程度. NF-κB可
通过调节凋亡相关基因而抑制凋亡[17]. Frossard 
et al [18]用雨蛙素诱导Cx32(胰腺外分泌部表达的

主要缝隙连接蛋白)基因缺失小鼠AP, 发现Cx32
基因缺失小鼠病情加重 ,  腺泡细胞凋亡减少 , 
Caspase-3活性降低, 而Bax和Bcl-2的表达没有明

显变化. 另有研究表明外源性过氧化氢可以导

致细胞核丢失DNA修复蛋白Ku70和Ku80, 诱导

腺泡AR42J细胞凋亡[19]. 

3  AP病理因素对胰腺腺泡细胞凋亡的影响

3.1 中性粒细胞及炎症介质 AP时, 激活的中性粒

细胞(PMN)可产生大量的细胞因子、趋化因子

和炎症介质等促使胰腺炎的发生和发展. O'Neill 
e t a l [20]观察到胰腺炎患者的PMN凋亡明显延

迟, 而这种细胞凋亡的延迟和阻滞可能是由Cas-
pase-3蛋白表达减少引起. 早期研究显示[21-22], 
AP时PMN的损耗有利于腺泡细胞凋亡, 抑制

PMN释放可致腺泡细胞凋亡明显增加, 同时减

慢坏死进程并降低炎症反应. 但Rau et al [23]在用

牛黄胆酸钠诱导胰腺炎前给予大鼠抗ICAM(细
胞间黏附分子)抗体干预以显著降低PMN浸润

的实验中, 发现这种干预治疗, 使TNF-α mRNA
表达下降, 降低了腺泡细胞坏死的同时广泛抑

制了腺泡细胞凋亡. 认为, 牛黄胆酸钠诱导胰腺

腺泡细胞在SAP病程中存在早期的坏死和急性

期晚期的凋亡两种死亡形式. SAP时浸润于胰腺

组织的PMN可能以依赖于TNF-α的机制, 除了

■相关报道
近10 a来关于AP
时胰腺腺泡细胞
凋亡的研究成为
该领域的热点, 主
要为应用AR42J
细胞系或动物AP
模型的实验性研
究 ,  涉及AP时机
体病理生理反应
的许多因素. 张喜
平 et al 的综述详
细介绍了AP时各
种炎症介质对腺
泡细胞凋亡的影
响和可能机制. 
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促进坏死, 还诱导凋亡. 
AP时胰腺初始损伤后, 体内产生大量炎症

介质, 如TNF-α, PAF, IL-6, IL-8, NO等, 参与AP
的病理生理过程, 也可能介导细胞凋亡. 已有研

究证实, 胰腺腺泡细胞自身也可以产生和释放

TNF-α[24], PAF[21]等炎症介质, 启动AP时炎症反

应过程, 并调节腺泡细胞的凋亡和坏死. 内源和

/或外源性炎症介质TNF-α, NO, TGF-b1, IL-10, 
PAF均可通过不同的机制调节AP胰腺腺泡细胞

的凋亡, 而AP时另外一些重要炎症介质IL-8、
白三烯、磷脂酶A、血栓素A则在参与细胞凋亡

方面意义尚不明确[17]. 
3.2 缺血再灌注损伤 一些损伤因子直接或间接

损伤DNA也可致细胞凋亡, 如缺血再灌注等. 在
AP的病理生理过程中存在缺血再灌注过程, 使
胰腺微血管内皮细胞和腺泡细胞发生凋亡. Fuji-
moto et al [25]用血管钳钳夹鼠胰腺下方的脾动脉

1 h后再松开血管钳造成选择性胰尾部缺血再灌

注的动物实验模型, 然后用DNA凝胶电泳方法

观察细胞凋亡情况, 结果在缺血再灌注后48 h观
察到胰腺细胞凋亡的典型DNA梯形图谱. 该实

验表明, 缺血再灌注可诱导胰腺细胞凋亡, 但其

机制尚不清楚.  
3.3 胰蛋白酶的异常激活等 遗传性胰腺炎患者

胰蛋白酶原阳离子基因突变的发现证实了胰

蛋白酶异常激活在人胰腺炎发病中具有关键

作用. Gaiser et al [26]在最近的研究中, 将编码人

类胰蛋白酶原阳离子的cDNA亚克隆到表达载

体pcDNA3上. 定点突变方法得到R122H, N291, 
A16V, D22G和K23R的基因型, 并分别克隆到构

建好的表达载体上. Western blot检测相应的蛋

白表达, 并检测酶的活性. 各表达载体瞬时转染

入腺泡AR42J细胞, 测定细胞活力和Caspase-3
活性. 发现转染表达活性胰蛋白酶或突变型胰

蛋白酶原的AR42J细胞活力降低, Caspase-3活
性增强. 认为, 腺泡细胞内胰蛋白酶的激活会促

使细胞凋亡. 虽然这项研究是针对慢性遗传性

胰腺炎, 但提示胰蛋白酶的异常激活不但可消

化细胞与组织导致坏死, 在特定条件下还可能

诱导凋亡. 另外的研究发现正常腺泡AR42J细胞

内有低水平的ROS(活性氧族), 经雨蛙素孵育后, 
ROS显著增多. AP时腺泡细胞内ROS是由Ca2+依

赖的NADPH氧化酶介导而产生, ROS可以诱导

腺泡细胞凋亡. 抑制NADPH氧化酶或去除细胞

内Ca2+将会减少腺泡细胞的凋亡[27].

4  胰腺腺泡细胞凋亡的调控与AP治疗策略

细胞凋亡是一个复杂的生物学现象, 由各种凋

亡调控通路所主导, 同时受各种诱导因素的影

响. AP时胰腺腺泡细胞凋亡也并不是由某个调

控通路单独作用, 而是各种病理生理因素综合

作用的结果. 目前的研究一致认为, 应用不同方

法来诱导腺泡细胞凋亡有利于控制SAP病情的

发展, 起到治疗作用, 但尚处于探索阶段, 还没

有特异性治疗措施应用到临床的报道. 
4.1 基因治疗的研究 在体外, 胰腺腺泡细胞内磷

脂酰肌醇-3激酶(PI3K)参与调节CCK过度刺激

引起的一些病理反应. 在大剂量雨蛙素刺激和

CDE饮食诱导的胰腺炎模型中, PI3K基因敲除

小鼠胰腺腺泡细胞凋亡增多, 胰腺组织内中性

粒细胞浸润减轻, 疾病严重程度显著降低[28]. 转
化生长因子b(TGF-b)与胰腺腺泡细胞凋亡有关, 
Tachibana et al [29]的研究用TGF-b分别处理鼠胰

腺AR42J细胞和人的5种胰腺外分泌细胞, 发现

TIEG基因表达增加, 腺泡细胞凋亡增多. 进一步

构建TIEG的表达载体(pMEX-neo-TIEG)转染胰

腺PANC1细胞, 结果可诱导转染细胞凋亡. 
4.2 药物治疗的研究 最近的一项体外研究发现, 
醌类化合物Menadione可引起细胞质内重复性

Ca2+波峰, 引起线粒体局部去极化、细胞色素C
释放及胰腺腺泡细胞凋亡[30]. Cramebene是在十

字花植物(cruciferous vegetables)中发现的一种

稳定植物腈, 一项早期研究发现通过静脉给药

Cramebene可以诱导胰腺腺泡细胞凋亡, 对雨蛙

素诱导的AP小鼠起保护作用, 其诱导凋亡的机

制尚不清楚[2]. 另有研究表明, 在雨蛙素诱导的

胰腺炎大鼠中artemisia asiatica(一种苦艾属植

物)可诱导细胞凋亡而发挥保护作用[31]. 松弛酞

(relaxin)是一种胰岛素样激素, 在NO信号通路上

作为糖皮质激素受体激动剂而具有松弛血管的

特性. 可以保护AP时微循环功能并促进胰腺腺

泡细胞凋亡, 起到有效的治疗作用[32]. 在脂多糖

和雨蛙素诱导的SAP大鼠中, 细胞因子IL-6抑制

剂可以抑制胰腺组织磷酸化作用途径上信号转

导和转录因子3(STAT3)的活性, 从而促进腺泡

细胞凋亡以缓解SAP的重症程度[33]. 中西医结合

治疗AP具有独特的优势, 研究发现中药茵陈承

气汤、紫杉醇、芸香苷及大黄素均可通过不同

的机制诱导胰腺腺泡细胞凋亡, 减轻实验性AP
的严重程度[34-37]. 

总之, 人体的胰腺是位于腹膜后位的消化

■创新盘点
文章从胰腺腺泡
细胞凋亡与AP病
情关系、凋亡机
制、AP时病理因
素对凋亡的影响
及治疗等方面的
进展和探索进行
了较为全面的介
绍 ,  尤 其 论 述 了
AP时胰酶激活、

炎症反应、坏死
同凋亡的辨证关
系. 
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器官, 以外分泌方式分泌由胰腺腺泡细胞合成

的人体所需多种消化酶(原), 因位置深在轻度病

变不易察觉. 在各种致病因素影响下, 一旦具有

潜在危害性的消化酶原在胰腺内提前激活, 必
然导致组织坏死和炎症反应过程. 酶的消化作

用、细胞与组织坏死和炎症反应相互促进, 形
成病理性交互式放大反应, 失去控制将发展为

SIRS, MODS, 病情危笃. 胰腺腺泡细胞的凋亡在

其中起到缓冲的自我保护性作用, 抑制了胰酶

的活化/释放, 减少坏死, 减轻炎症反应. 正如实

验中观察到的, 轻度AP伴随较多凋亡, 而SAP则
更多的是坏死, 但在SAP的急性期晚期也会出现

凋亡增加, 在恢复期出现导管管状复合体的增

生和胰腺组织修复. 因此, 还应辨证看待AP过程

中胰腺腺泡细胞的凋亡, 过度的凋亡也会加重

胰腺组织损伤及影响损伤后修复. 深入探讨其

在AP病理性反应中的地位与作用和相互关系, 
即腺泡细胞内胰酶的异常激活既可导致坏死又

可诱导凋亡, 中性粒细胞与炎症介质既促进坏

死也可引起凋亡, 凋亡与坏死在一定条件下可

以相互转化而不完全对立等. 在此基础上, 明确

腺泡细胞凋亡在AP进程中的时间和空间特异

性, 阐明其机制和调控途径, 最终探寻出应用于

临床的特异性治疗措施.
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Abstract
Biologic cells produce a series of stress reaction 
after being attacked by various kinds of physical 
and chemical factors, which induces the expres-
sion of heat shock proteins (HSPs). As the most 
conservative protein of HSPs, HSP70 family was 
studied most. Stress can induce gastric mucosal 
damage and reduce the protective function of 
mucosal barrier, resulting in the formation of 
stress ulcer. At the same, stress can accelerate 
the synthesis of HSP70, but in turn, HSP70 can 
prevent the occurrence of stress ulcer, inhibit the 
apoptosis of gastric mucosal cells and promote 
the healing of gastric ulcer. In this article, we 
reviewed the regulation and main classification 
of HSPs, the expression of HSPs and its role in 
stress ulcer, and several drugs (targeting on the 
induction of HSP expression) for the protection 
of gastric mucosa.

Key Words: Heat shock protein; Stress ulcer; Gas-
tric mucosal protection

Wang H, Qu Y. Relationship between heat shock 

protein 70 and stress ulcer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(10):1121-1125

摘要
生物细胞在受到各种理化因素刺激后, 可以
产生一系列的应激反应, 诱导热休克蛋白(heat 
shock protein, HSP)表达. 在众多的HSP中, 
HSP70家族是生物进化过程中最为保守也是
目前人们研究最多的一组蛋白. 应激可以诱导
机体胃黏膜的损伤并可以降低胃黏膜的屏障
保护作用, 进而导致应激性溃疡的产生, 同时
加速热休克蛋白的合成, 而热休克蛋白反过来
又可预防应激性溃疡的发生, 抑制胃黏膜细胞
凋亡, 促进胃溃疡的愈合. 本文综述了主要的
热休克蛋白分子的分类、调节以及在应激性
溃疡中的表达和应用, 并简要论述了通过诱导
热休克蛋白表达而作为胃黏膜保护剂的几种
药物.

关键词: 热休克蛋白; 应激性溃疡; 胃黏膜保护
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0  引言

在现实环境中, 机体要经常经受创伤、缺血缺

氧、再灌注损伤、早期炎症反应及一些细胞

因子等各种因素的作用. 同时机体会启动防御

系统并以多种形式发挥作用, 热休克反应系统

是其中一种, 热休克反应起源古老, 进化保守, 
广泛存在于几乎所有的原核和真核细胞中, 是
迄今研究较为热门的应激反应, 各种应激因素

诱导合成后, 机体相应适应能力如耐热、耐低

温、抗感染、抗毒素等能力增强. 其中, HSP70
是最重要一类HSP, 其在应激反应中的作用及其

变化规律的研究正逐步展开, 并取得了初步进

展. 在应用方面. 他既可作为机体遭受打击后早

期损害的半定量标志, 又为深入认识创伤早期

病理生理过程和对早期损害发生的及时防治开

拓了新的前景.
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■背景资料
热休克蛋白70系
列是目前得到研
究最多也是最重
要的与应激相关
的HSP70, 本文综
述了其发现过程, 
调节功能及与应
激性溃疡的相互
关系. 



1  热休克蛋白(HSP)的认识概况

1.1 热休克蛋白的发现 热休克蛋白最初是在果

蝇中发现的. 1964年遗传学家Ritossa et al [1]研究

果蝇的唾液腺染色体时无意间将常温培养的果

蝇幼虫置于30-32℃的环境中, 30 min后在其巨

大的唾液腺染色体上发现了3个新的膨突. 进一

步研究认为, 其膨突的生成与该区带基因的转

录加强有关, 提示热休克时可能有某种蛋白合

成的增加. 1974年Tissieres et al [2]从高温环境下

果蝇幼虫的唾液﹑脑和马尔皮基式管中分离得

到6种新的蛋白峰. 进一步证实, 高温环境可以

激发基因转录合成一组特殊的蛋白质, 这种特

殊的蛋白质就被称为HSP. 1970年代以后人们相

继报道, 一切生物细胞(包括原核细胞和真核细

胞)在温度增高时均可合成一类具有生物学活性

及其多种生理功能的蛋白质. 不仅如此, 其他因

素刺激如氧化磷酸化解联剂﹑重金属(如汞, 铜
等)﹑氨基酸类似物(如刀豆氨酸等)﹑抗菌素(如
嘌呤霉素等)﹑紫外线照射﹑饥饿﹑缺血或缺

氧﹑创伤﹑感染﹑肿瘤等也同样可以诱导类似

蛋白质的产生, 故又称这类蛋白质为应激蛋白

(stress protein, SP). 
1 .2  热休克蛋白的分类  迄今为止 ,  已发现

H S P有3 0余种 ,  根据同源程度及分子量大

小 ,  C a r p e r et a l [3]将其分为HSP110, HSP90, 
HSP70, HSP60及小分子HSP和泛素等6个家族. 
Holmgren et al [4](1979年)则分为HSP90, HSP70, 
HSP60, 小分子HSP和泛素4组.

2  HSP70家族

2.1 HSP70的分类 HSP70家族主要包括两种蛋

白: 结构型HSC70(heat shock cognate 70, p73)和
诱导型HSP70(heat shock protein 70, p72), 这两种

蛋白的氨基酸序列90%是相同的, 他们的生化特

性除了电泳泳动度稍有差异外, 其余大部分特

性都相同. DNA序列的高度同源性说明, HSP70
和HSC70二者执行相似的生理功能[5]. HSP70在
应激状态下几乎不表达, 然而, HSC70在非应激

情况下就有表达, 而且两者的亚突触结构不同, 
正是因为这两者的亚突触结构的分布不同, 说
明这两个蛋白虽然具有相似的生化特性, 但是

他们的功能还是有所不同的. HSP70具有“分子

伴侣(molecular chaperones)”的功能. HSP70与
ATP有高亲和性, 他与变性蛋白多肽结合后, 借
助ATP水解释放出能量来解开多肽链的错误折

叠, 且有可能使其再次成熟为细胞内的正常蛋
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白, 从而使细胞的功能和结构得到恢复[6-7]; 除参

与蛋白在细胞质和细胞核中的转运, 内浆网和

线粒体中的HSP70还参与蛋白在此部位的蓄积. 
HSP70的存在对于核糖体装配后复位是必不可

少的, 并且可改善新生核糖体和蛋白的合成, 加
速细胞恢复, 且此过程是ATP依赖性的. 同时, 
HSP70也可与细胞骨架蛋白相结合, 保护细胞

骨架的结构, 防止蛋白发生变性, 所以控制细

胞内H S P70的水平可作为临床上脑保护的新

方法[8]. HSC70除上述功能与HSP70相似外, 还
具有一种特殊的功能-分解细胞内胞饮囊泡的 
“笼蛋白”(clath-rin cage)(因为在应激情况下, 
细胞内产生胞饮囊泡可促进细胞的死亡), 并且

参与翻译后蛋白跨膜转运至细胞器的特定部位. 
同时, HSC70/CSP/SGT三聚体形成一个稳定的

复合体, 位于突触囊泡的表面, 他们作为ATP依
赖性的伴侣, 可激活已变性的底物, 调节突触间

递质的释放, 参与神经突触的可塑性事件. 因此

HSC70对维护正常突触结构及功能有重要作用[9]. 
2.2 HSP70的表达与调节 在原核细胞中, 热休克

因子(HSF)调节热休克蛋白的转录. HSF又分为

HSF1, HSF2和HSF3 3个亚型, 他们分别对不同的

细胞应激作出反应. 热休克反应元素(HSE)是热

休克蛋白基因5号臂上的一个特殊的DNA识别

序列, HSF1和HSE结合, 启动HSP的转录. 这一

反应非常迅速, 在受热后数分钟即可完成. 虽然

HSF1和HSE结合可启动HSP的转录, 但研究证

明HSP的转录不是仅仅由这一因素调节的, 还有

许多其他因子影响此过程, 尚待深入研究. HSF1

和HSE结合调节HSF转录属负性调节. 在应激下

产生变性蛋白, HSP70与变性蛋白结合, 使HSF1

从HSP/HSF1复合体中释放出来, HSF1与HSE结
合, 启动HSP70的转录, 翻译后的HSP70可再与

HSF结合形成复合体, 抑制此转录过程, 这说明

HSP的表达是一个自身调节过程, 且此过程是耗

能过程. 清华大学生命科学院的研究表明, HSP
表达调节因子除了其基因上游的HSE外, 还包括

TATA, GC, CCAAT盒, 都存在于启动子区, 他们

之间相互作用调节HSP70和HSC70的表达[10]. 

3  HSP70的功能

3.1 增加细胞的耐热性 实验证明, HSP70与耐热

性的产生有关: 一方面HSP70在许多耐热的培养

细胞株中表达水平升高, 而且HSP70的过度表达

重组能使细胞耐受热损伤; 另一方面, 竞争性抑

制细胞内HSP70的基因表达或向细胞内注射抗
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■创新盘点
HSP70可作为应
激性溃疡的半定
量标志, 又为深入
认识应激早期病
理生理过程和对
早期损害发生的
及时防治开拓了
新的前景. 
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HSP70抗体后, 可使细胞产生更高的热敏感性. 
3.2 分子伴侣作用 分子伴侣(molecular chaper-
ones)是细胞内一类能介导其他蛋白正确装配, 
本身却不具功能的最终装配产物的组成成份[17]. 
目前认为, HSP70是主要的伴侣蛋白(chaperon-
ing)之一. 其作用是与新生、未折叠、错折叠或

聚集的蛋白质相结合, 使这些蛋白质或蛋白质

聚集物解离, 加速正确的肽链折叠和重折叠; 维
持某些肽链的伸展状态以利其跨膜转位, 在线

粒体、内质网等不同的区域内发挥作用; 同时

还促进某些变性蛋白的降解和清除; 重新激活

某些酶的作用, 以维护细胞的功能和生存[11].  
3.3 细胞自稳作用及免疫协同作用 当机体受到

刺激时, HSP在自稳保护作用中主要是增强细胞

对损害的抵抗及加速异常蛋白质的降解, 维持

细胞的正常功能代谢, 提高细胞生存率. HSP70
在肿瘤免疫、抗感染免疫和自身免疫、同种移

植排斥免疫中均具有重要的作用.

4  SP70在应激性溃疡中的表达与作用

研究表明, HSP70存在于人及动物的胃黏膜, 胃
黏膜在受到外源性刺激(如乙醇等)后将迅速合

成HSP70, 在急性胃黏膜损害过程中具有保护

作用. HSP70的诱导表达可以减少应激状态下

某些蛋白质的变性和聚集[12-13], 也可以防止应

激导致的细胞凋亡[14], 其反过来又可抑制蛋白

激酶JNK(一种细胞凋亡的调节因子)的活化. 因
此, 可以认为HSP70是细胞凋亡的抑制剂[15-17]. 
HSP70是已知的增强不同应激状态下细胞的存

活力的蛋白家族成员之一, 在变性蛋白的再折

叠过程中具有分子伴侣的功能. 因此, 可以认为

HSP70的蛋白再折叠和抗聚集作用决定了他抗

应激的细胞保护功能. 已有多项研究证实HSP可
以防止应激性溃疡的发生. HSP70在多种细胞中

表达并具有分子伴侣的活性[18], 而且与保护细胞

防止细胞受到化学损伤密不可分[19]. HSP70的表

达可以保护各种类型细胞防止细胞坏死和凋亡, 
增强暴露在其他有害刺激下的细胞的存活力. 
在消化道中, HSP70在正常细胞中水平较低, 而
在应激状态下可显著地升高[12], 因而认为HSP70
与应激状态下消化道黏膜保护有关. 除了抑制

应激性溃疡的发生之外, HSP还可以抑制胃黏

膜细胞的凋亡以及多种因素引起的细胞损伤等. 
在HSP家族的众多成员中, 应激所诱导的HSP70
在多种病理条件下具有拮抗细胞和组织损伤的

作用. HSP70对高热、缺血再灌注、氧化应激和

化学毒物等因素引起的受损胃黏膜细胞也有促

进恢复的功能. 因为HSP70可帮助变性的蛋白质

重新折叠, 其表达上调还与减少应激诱导的蛋

白质的变性和聚集有关. 另有证据表明, HSP在
对抗H pylori感染、缺血再灌注等因素引起的细

胞氧化应激损伤中有着积极的保护作用. 各种

炎症可以诱导HSP70的表达, 在应激性溃疡组织

中有炎性反应, 产生了多种细胞因子, 炎症介质

而延缓了溃疡的愈合过程, 因而HSP70在应激诱

导的溃疡组织中表达.

5  HSP诱导剂在应激性胃溃疡防治中的应用

热休克蛋白的细胞保护作用为药物治疗提供了

新的治疗模式. 由于HSP在多种病理生理条件

下有着很好的对抗应激产生的胃黏膜损伤作用, 
因此临床上正在寻找一种HSP诱导剂来作为保

护胃黏膜避免受到应激性损伤的药物. 虽然能

诱导HSP表达的物质有多种, 但大都同时对胃黏

膜有损伤作用. 经过许多临床与实验研究, 以下

药物可能在应激状态下由于诱导HSP产生而起

保护作用. 
(1)二牛龙牛儿基丙酮(geranylgeranylac-

etone, GGA). 研究证实, 经GGA处理后, 在30 
min内动物体内即可诱导出HSP的表达, 从而增

强胃黏膜的抗损伤功能[20]. GGA还可促进蛋白

质营养不良大鼠的热休克反应所诱导的胃黏膜

损伤的修复. 在豚鼠胃黏膜的原代培养时, 也观

察到GGA对酒精引起的胃黏膜细胞凋亡有预防

作用. 所有以上研究都证实了GGA对于应激引

起的溃疡具有潜在的防止和修复功能; (2)谷氨

酰胺. Wischmeyer et al [21]发现, 事先给予大鼠静

脉一次性的应用谷氨酰胺, 能显著提高HSP的表

达从而减少脓毒血症引起的内脏损伤提高生存

率. 因而, 他们认为谷氨酰胺可以作为一种HSP
的诱导剂, 在大手术等可以预见的应激到来之

前运用, 从而降低应激对机体脏器的损害; (3)氯
吡哌醇(Bimoclomol). Vigh et al [22]发现, 原先用

于糖尿病微血管病变的药物Bimoclomol可以调

节HSP的表达. Bimoclomol虽然不能直接激活细

胞中HSP的表达, 但其对各种应激因素所诱导

的HSP表达效应有放大作用; (4)消溃灵. 研究表

明[23], 中药复方消溃灵可有效治愈消化性溃疡

(peptic ulcer, PU), 并认为其作用机制之一是促

进PU患者HSP60与HSP70的表达; (5)奥美拉唑. 
研究表明, HSP70的表达通过重复应用奥美拉唑

而显著变化[24]. 应用奥美拉唑1 wk后, HSP70在

■应用要点
本 文 综 述 了
HSP70及通过诱
导HSP70表达而
作为胃黏膜保护
剂的几种药物, 如
果临床上合理应
用此类药物将极
大的降低应激后
应对障碍综合征
的发病率.
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溃疡交界部位和溃疡部位的表达显著升高, 因
此认为HSP70的过度表达可能与奥美拉唑促进

溃疡愈合的作用有关; (6)胆固醇糖苷(cholesteryl 
glucoside, CG). CG的快速诱导出现在动物暴露

于应激之后特别是在胃黏膜中, 暗示这个糖脂

在应激诱导的信号转导的早期阶段具有抗应激

作用和脂调节作用[25]. 口服应用CG可以通过激

活HSF及诱导HSP70的产生而显示明显的抗溃

疡作用, 当与GGA比较时, 两者的抗溃疡强度大

致相同. 研究表明, 应用85 mg/kg的CG可以抑制

90%±5%的溃疡形成. 而应用100 mg/kg的GGA
仅可以抑制87%±13%的溃疡形成. 因此, CG与

GGA相比具有更显著的抗溃疡效应. 
总之, 机体所处的环境突然发生变化时都

会出现应激反应, 反应过频或强度过大就会导

致溃疡的形成, 同时伴有H S P70的诱导表达. 
HSP70作为分子伴侣之一, 在正常细胞中水平较

低, 而在应激后表达显著增高, 是HSP中重要的

成员, 具有多种生物学功能. 尤其在应激性溃疡

中的保护作用受到了高度重视并得到广泛研究. 
如果找到一个安全有效的HSP70诱导剂, 就可以

通过HSP70的诱导表达来保护细胞对抗环境中

的刺激, 用来治疗消化性溃疡和其他应激诱导

的疾病, 他也可能应用于日常饮食中作为日常

生活中抗应激辅助物.
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■同行评价
本文研究了热休
克蛋白70系列与
应激性溃疡之间
的相互关系, 层次
比较清晰, 方法可
靠, 但参考文献不
够新颖, 没能反映
最新观点, 总体上
有一定的指导意
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G275     WORLD JOURNAL OF                     2665                        1                1.062                  5
              GASTROENTEROLOGY
G803     肝脏                                                      369                      17                0.428                15
G257     临床内科杂志                                      383                      16                0.289                22
G855     临床消化病杂志                                      173                      24                0.163                28
G261     临床心血管病杂志                                      589                      13                0.289                22
G293     临床血液学杂志                                      256                      22                0.340                19
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G190     世界华人消化杂志                                    2079                        4                0.485                14
G800     胃肠病学                                                      271                      20                0.324                20
G326     胃肠病学和肝病学杂志                      292                      19                0.282                24
G083     心肺血管病学杂志                                      154                      25                0.192                26
G419     血管病学进展                                      297                      18                0.238                25
G260     心脏杂志                                                      394                      15                0.355                17
G610     胰腺病学                                                      137                      26                0.589                11
G234     中国动脉硬化杂志                                      670                      12                0.662                10
G267     中国实用内科杂志                                    1167                        8                0.312                21
G444     中国体外循环杂志                                        68                      28                0.354                18
G203     中国心脏起博与心电生理杂志      415                      14                0.563                12
G633     中国血液净化                                      229                      23                0.391                16
G231     中华肝脏病杂志                                    2014                        5                1.573                  1
G155     中华内分泌代谢杂志                    1249                        7                0.981                  6
G156     中华内科杂志                                    2409                        3                0.903                  7
G161     中华肝脏病学杂志                                    1003                        9                1.077                  4
G211     中华糖尿病学杂志                                      859                       11                1.209                  3
G285     中华消化内镜杂志                                       934                      10                0.782                  9
G168     中华消化杂志                                    1645                        6                0.798                  8
G892     中华心律失常学杂志                      269                       21                0.514                13
G170     中华心血管病学杂志                    2622                        2                1.272                  2
              平均值                                                      849                                 0.593

1中国科技期刊引证报告/潘云涛, 马峥著. 北京: 科学技术文献出版社, 2006. 10
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Abstract
Mucosal addressin cell adhesion molecule-1 
(MAdCAM-1) is an adhesion molecule that is 
preferentially expressed on the surface of vas-
cular endothelial cells in intestinal tract and 
associated lymphoid tissues, and it is a major 
determinant of lymphocyte trafficking to the 
gut mucosa. The expression of MAdCAM-1 is 
dramatically increased in the inflammatory sites 
of ulcerative colitis (UC). This article reviews 
the molecular structure, distribution, biologi-
cal function of MAdCAM-1 and its role in the 
pathogenesis of UC. It is also emphasized that 
MAdCAM-1 is a potential therapeutic target in 
UC.

Key Words: Mucosal addressin cell adhesion mol-
ecule-1; Ulcerative colitis; Pathogenesis; Therapy

Zhang YL, Tang ZP. Relationship between mucosal 
addressin cell adhesion molecule-1 and ulcerative colitis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(10):1126-1129

摘要
黏膜地址素细胞黏附分子(mucosal addressin 

cell adhesion molecule-1, MAdCAM-1)是一
种选择性表达于肠道黏膜及其相关淋巴组
织的血管内皮细胞表面的黏附分子, 主要介
导淋巴细胞向肠道黏膜部位定向归巢 .  在
溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的炎症
部位M A d C A M-1表达明显增加. 本文综述
MAdCAM-1的分子结构、分布、生物学功能
及其在UC发病中的作用, 要重视其作为UC潜
在治疗靶标的意义.

关键词: 黏膜地址素细胞黏附分子; 溃疡性结肠炎; 

发病机制; 治疗
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的发病机

制尚未清楚. 黏附分子在U C发病中的作用日

益受到关注. 黏附分子是一类具有多种生物功

能的受体型跨膜糖蛋白, 能够介导细胞黏附、

趋化、淋巴细胞归巢(h o m i n g)等作用 ,  并参

与炎症和免疫反应[1]. 黏膜地址素细胞黏附分

子(mucosal addressin cell adhesion molecule-1, 
MAdCAM-1)是一种选择性表达于肠道黏膜及

其相关淋巴组织血管内皮细胞表面的黏附分子, 
主要介导淋巴细胞向肠道黏膜部位定向归巢[2]. 
研究表明, MAdCAM-1表达与UC的发生和发展

密切相关, 并且成为UC的潜在治疗靶标.

1  MAdCAM-1的分子结构

MAdCAM-1属于免疫球蛋白超家族成员, 为60 
kDa的单链跨膜糖蛋白. 分胞外、胞内、跨膜

区3部分. 人与鼠MAdCAM-1(mMAdCAM-1)的
结构很相似. 人MAdCAM-1的胞外区又分2个
Ig样结构域和一个黏蛋白(muc in)样结构域. 鼠
MAdCAM-1则较之多一个第3个IgA样结构域. 
完整的人MAdCAM-1由406个氨基酸组成, 其信

号肽由18个氨基酸构成, 跨膜区由20个疏水氨

®

■背景资料
UC是临床常见的
难 治 性 疾 病 ,  病
因和发病机制复
杂 ,  涉 及 遗 传、

环境、感染等诸
多 因 素 ,  而 免 疫
因素在UC发病中
起着至关重要的
作用. 近年来, 黏
附分子的致病作
用日益受到关注. 
MAdCAM-1是一
种选择性表达于
肠道黏膜及其相
关淋巴组织血管
内皮细胞表面的
黏附分子, 主要介
导淋巴细胞向肠
道黏膜部位定向
归巢 .  研究表明 , 
MAdCAM-1表达
与UC的发生和发
展密切相关. 
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基酸组成, 与鼠MAdCAM-1的跨膜区有较高的

同源性. 人MAdCAM-1的胞内区较长, 含有43个
氨基酸, 而鼠的胞内区有20个氨基酸[2].

2  MAdCAM-1的受体

MAdCAM-1的归巢受体是整合素α4b7和L-选择

素(L-selectin). 其中α4b7是MAdCAM-1的主要

功能受体, 表达于几乎所有初始(naïve)淋巴细胞

及部分记忆T细胞亚群, 属于整合素家族成员. 
两者之间的相互作用介导着淋巴细胞与血管内

皮细胞的黏附[3-4]. 由于MAdCAM-1的黏蛋白样

结构域具有与L-选择素结合的O-连接多糖链, 
因而也是L-选择素的配体. L-选择素属于黏附分

子选择素家族成员, 主要分布于白细胞表面, 与
MAdCAM-1结合后, 启动淋巴细胞在血管内皮

细胞上的最初附着与滚动. 

3  MAdCAM-1的组织分布

正常情况下, MAdCAM-1选择性的表达于派伊

尔淋巴结(Peyer's patch)、肠系膜淋巴结的高内

皮静脉(high endothelial venules), 以及小肠和

结肠黏膜固有层中的扁平血管内皮细胞表面, 
极少表达于肠道外组织. 在UC炎症部位MAd-
CAM-1表达明显增加[5].

4  MAdCAM-1的生物学功能

MAdCAM-1是调控黏膜免疫系统中淋巴细胞迁

移的关键分子. MAdCAM-1通过与淋巴细胞上

的归巢受体α4b7相互作用, 引导淋巴细胞向黏

膜部位的定向归巢, 对于维持机体内淋巴细胞

的正常迁移起重要作用; 而在慢性炎症过程中, 
MAdCAM-1通过介导循环中的淋巴细胞进入炎

症部位而参与了炎症应答.

5  MAdCAM-1在UC发病中的作用

UC是肠道慢性炎症性疾病, 淋巴细胞浸润到肠

壁是其明显标志. UC患者淋巴细胞数量明显增

多, 致敏后可成为免疫淋巴细胞, 并可产生过量

抗体或直接作用于细胞而引起组织损伤. 临床

和动物实验研究证实, UC与MAdCAM-1的异常

表达有关. UC患者的炎症结肠部位血管内皮细

胞MAdCAM-1表达上调[5-7]. 在多种实验性结肠

炎动物模型, 如白细胞介素-10(IL-10)缺陷小

鼠[8-9]、IL-2敲除小鼠[10]、CD45 RBhigh CD4+T细
胞SCID小鼠[11]、三硝基苯磺酸(trinitrobenzene 
sulfonic acid, TNBS)[4]和右旋糖酐硫酸酯钠(dex-
tran sulfate sodium, DSS)诱导小鼠结肠炎模型[13]

的结肠黏膜固有层和黏膜下层血管MAdCAM-1
表达增加. Kato et al [12]用DSS诱导制备慢性进

展性小鼠结肠炎, 发现在7 d时黏膜固有层血管

MAdCAM-1表达已经显著增加, 而此时尚未观

察到组织学变化. 在14 d时, 随着MAdCAM-1表
达的显著增加, 在结肠炎部位存在大量的b7整
合素阳性T和B淋巴细胞聚集, 提示MAdCAM-1
是淋巴细胞迁移至炎症结肠黏膜的主要诱导因

子. 此外, Shigematsu et al [13]应用抗MAdCAM-1
单克隆抗体封闭对小鼠实验性结肠炎进行预处

理, 能够显著减少肠黏膜上淋巴细胞与内皮细

胞的黏附. Teramoto et al [14]用DSS诱导小鼠实

验性结肠炎, 发现结肠黏膜以及黏膜下层微血

管中黏附的T和B淋巴细胞显著增加, 抗MAd-
CAM-1单克隆抗体能够显著抑制淋巴细胞的

聚集, 表明MAdCAM-1参与T和B淋巴细胞黏

附到炎性结肠的过程. 细胞因子参与诱导MAd-
CAM-1的表达. 在促炎细胞因子如肿瘤坏死因

子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白细胞

介素-1b(interleukin-1b, IL-1b)等诱导下, MAd-
CAM-1在肠黏膜内皮细胞的表达显著上调[15-16]. 
研究发现, 磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylinosi-
tol 3-kinase, PI3-K)介导的Akt活化作用参与了

TNF-α和脂多糖(l ipopolysacchar ide, LPS)
诱导血管内皮细胞M A d C A M-1表达过程[17]. 
而在抑炎细胞因子如白细胞介素-10(IL-10)的
作用下, 可明显下调MAdCAM-1的表达. 将人

IL-10载体转染到实验性结肠炎小鼠的高内皮

静脉, 检测TNF-α诱导的MAdCAM-1表达, 发现

转染的IL-10载体定植到内皮细胞后, 显著减少

TNF-α诱导的MAdCAM-1表达[18]. 上述研究提

示, MAdCAM-1在启动和/或维持结肠慢性炎症

中起重要作用.

6  MAdCAM-1是UC的潜在治疗靶标

由于MAdCAM-1独特的表达于肠道黏膜, 所以

调控MAdCAM-1表达有可能成为UC的器官特

异性有效治疗策略[19]. Kato et al [12]应用抗MAd-
CAM-1抗体治疗DSS诱导小鼠实验性结肠炎, 使
用免疫组化染色方法检测淋巴细胞及其亚群和

细胞黏附分子的表达, 结果发现抗MAdCAM-1
抗体使结肠黏膜b7阳性淋巴细胞浸润数量减少, 
明显减轻结肠黏膜的损伤和炎症. Goto et al [20]

报道, 用MAdCAM-1反义寡核苷酸治疗TNBS
诱导小鼠实验性结肠炎, 表明MAdCAM-1反义

寡核苷酸能够下调结肠组织MAdCAM-1蛋白和

■应用要点
UC与MAdCAM-1
的 异 常 表 达 有
关 .  通 过 肠 组 织
M A d C A M - 1 表
达量的变化反映
肠组织的病理损
害 程 度 ,  有 助 于
U C 病 情 的 评 估 , 
为寻找有效药物
治 疗 U C 提 供 新
的 途 径 .  应 用 抗
MAdCAM-1抗体
或MAdCAM-1反
义寡核苷酸以及
M A d C A M - 1 受
体拮抗剂以阻断
MAdCAM-1的致
病作用 ,  作为UC
潜在的治疗靶标,  
但需进一步研究.
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mRNA表达, 减少炎症部位淋巴细胞上α4b7的
数量, 显著减轻结肠炎的症状和抑制其组织病

理学进展. 在细胞因子刺激下, 活性氧分子(reac-
tive oxygen species, ROS)也介导MAdCAM-1表
达, 而细胞内ROS的形成主要来源于CYP450单
氧合酶(monooxygenase). 现在认识到内皮细胞

中的CYP450酶是一种强力的“内皮衍生超极化

因子(endothelium-derived hyperpolarizing factor, 
EDHF)”合酶, 能够产生ROS. Sasaki et al [21]用

源自于葡萄柚(Citrus paradis)的2种CYP450抑制

物即佛手柑素(bergamottin)和6, 7-二羟基佛手柑

素(6, 7-dihydroxybergamottin, DHB), 可以阻断

TNF-α刺激培养的内皮细胞MAdCAM-1表达, 
并且还能减少α4b7依赖的淋巴细胞黏附. 近年

来发现, 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶A还原酶抑制

剂(3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase in-
hibitor)普伐他汀(Pravastatin)有抗炎作用. Sasaki 
et al [22]证实, 普伐他汀能够阻断DSS诱导结肠炎

小鼠结肠黏膜MAdCAM-1表达, 减少结肠淋巴

细胞浸润和减轻炎症反应. 研究表明, 结肠上皮

细胞存在丰富的过氧化物酶体增殖物激活受

体g(PPAR-g)表达, 其在维持正常肠道生理和免

疫功能方面发挥作用. 曲格列酮(troglitazone)是
PPAR-g的合成配体. 近来发现, 曲格列酮对大鼠

UC具有明显保护作用. Sasaki et al [23]发现, 曲格

列酮可以显著下调TNF-α诱导的内皮细胞MAd-
CAM-1表达, 并且呈剂量依赖性. 此外, 曲格列

酮显著还减少α4b7阳性淋巴细胞黏附到TNF-α
定植的内皮细胞. 因此, MAdCAM-1是UC的潜

在治疗靶标, 对临床治疗UC提供了新的思路. 
总之, UC是临床常见的难治性疾病, 阐明

其发病机制和寻找有效的治疗药物是重要的研

究课题. MAdCAM-1是选择性的表达于肠道黏

膜及其相关淋巴组织血管内皮细胞的黏附分子, 
介导淋巴细胞向肠道黏膜部位定向归巢. 鉴于

MAdCAM-1表达与UC的发生和发展密切相关, 
并且成为UC的潜在治疗靶标, 对其进行深入研

究具有重要临床实际意义.
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Abstract
Alcoholic hepatitis is a serious liver disease that 
may lead to cirrhosis and carcinoma, and the 
short-term mortality rate is fairly high in severe 
patients. Various strategies have been tested 
over the decades and none has shown any con-
sistent benefit but the corticosteroids. Until now 
hepatic transplantation is the best solution to 
the patients with severe alcoholic hepatitis, but 
the timing and indications for transplantation 
are still problematic. Recent advances in the un-
derstanding of alcoholic hepatitis, including the 
roles of hepatocyte apoptosis, oxidative stress 
and cytokines, have provided a new opportu-
nity to discover specific therapies for alcoholic 
hepatitis.

Key Words: Alcoholic hepatitis; Cell apoptosis; 
Therapeutics
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摘要
酒精性肝炎往往导致肝硬化及肝癌, 其重症患
者短期死亡率相当高. 迄今为止, 尚无任何药

物可以根治这一顽疾, 现有临床治疗仅停留于
对病情的缓解和营养补充层次. 肝脏移植是酒
精性肝炎重症患者最佳的、也是最无奈的选
择, 但他仍然面临移植手术时机和患者适应症
的选择问题. 近年随着酒精性肝炎发病机制的
逐渐阐明, 揭示了肝细胞凋亡以及各种细胞因
子在其病程发展中所扮演的重要角色, 由此引
发了新一轮寻找酒精性肝炎特效疗法的热潮.

关键词: 酒精性肝炎; 细胞凋亡; 治疗
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0  引言

近年随着全球酒精消费量的猛增, 酒精性肝炎

的发病率也不断攀升. 在我国他已成为继病毒

性肝炎后的第二大肝病. 酒精性肝炎往往导致

肝硬化和肝癌, 少数重症酒精性肝炎患者会出

现严重并发症, 如黄疸、腹水、消化道出血、

肾功能衰竭和肝性脑昏迷等 ,  其短期存活率

(1 mo)仅为40%[1]. 以往由于缺乏对酒精性肝炎

发病机制的认识, 故而很难发现切实有效的治

疗手段, 所有临床治疗方案仅停留于缓解病情

的层次, 如减轻酒精性肝炎的严重度、阻止或

逆转肝纤维化和改善已存在的继发性营养不良

等. 最新研究发现, 致炎症细胞因子和氧化应激

是酒精性肝损伤过程中的两大关键因素. 虽然

目前还不清楚这些因素与免疫调节、细胞凋亡

之间的相互联系, 但这使得我们有机会从一个

全新的视角寻求更加优越的酒精性肝炎治疗手

段. 我们将对已有的各种治疗方案进行探讨, 并
着重于与细胞凋亡相关的最新治疗动态.

1  常规治疗药物

1.1 皮质类固醇 皮质类固醇因其具有广泛的非

特异性免疫抑制作用, 而被应用于酒精性肝炎

的治疗中. 他能钝化免疫应答, 减少诸如肝细胞

膜特异性脂蛋白、肝酒精性透明小体等新抗原

®

■背景资料
长期酗酒容易导
致酒精性肝炎, 严
重者可发展成肝
纤维化与肝硬化. 
目前普遍认为酒
精摄入导致肝巨
噬Kupffer细胞被
内毒素激活, 进而
诱发促炎症因子
和自由基的大量
释放, 并最终形成
肝脏炎症. 
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的产生[2]. 已有的12份临床随机对照实验(RCT)
数据, 对皮质类固醇疗效的论断不一; 其中5份
数据表示, 他具有降低短期死亡率的效果[3-7], 而
另外7份数据则显示其并无任何积极疗效 [8-14]. 
由于上述的12份研究不论是在患者诊断标准、

病情严重程度, 还是给药剂量和疗程, 都存在着

相当大的差别, 从而导致了几份数据在患者短

期死亡率上近10%-100%的悬殊. 甚至还有部分

研究将伴有消化道出血、感染和肾功能衰竭

等并发症的酒精性肝炎患者排除在皮质类固醇

的治疗范围之外. 1990年代初Ramond et al [6]和

Carithers et al [7]明确界定皮质类固醇治疗对象

为Maddrey判别值(即DF值)大于32的重症酒精

性肝炎患者, 并采用了统一的治疗方案, 结果显

示皮质类固醇能够明显提高重症患者短期存活

率. 与此同时, Imperiale et al [15]也通过Meta统计

对已有的RCT实验数据进行了分析, 并得出与前

者一致的结论. 2002年Mathurin et al [16]综合来自

美国和法国的215个临床病例进行Meta统计分

析, 对象是DF值大于32的重症患者; 数据显示皮

质类固醇治疗组患者短期存活率明显高于对照

组(84.6%±3.4% vs  65.1%±4.8%, P <0.01), 而且

1 wk疗程就能使胆红素的水平大大降低. 
由此可见, 皮质类固醇治疗重症酒精性肝

炎患者疗效明确. 因此在其临床使用前, 通过肝

组织活检确认患者的病情则变得至关重要. 此
外, 由于皮质类固醇免疫抑制的副作用, 在治疗

伴消化道出血、感染或肾功能衰竭的重症患者

过程中应相当小心谨慎. 
1.2 合成类固醇 合成类固醇因具有促进蛋白质

合成、细胞修复和肝细胞再生等作用, 而被应

用于酒精性肝炎的治疗. 他同时能够维持体内

氮含量水平, 并有助于恢复患者机体正常的分

解代谢. 1993年Mendenhall et al [17]对皮质类固醇

泼尼松龙和合成类固醇氧甲氢龙的疗效进行了

对比, 结果显示二者短期疗效不明显, 而氧甲氢

龙长期疗效(6 mo)较佳, 尤其适合那些中度营养

不良肝炎患者. 随后2002年Rambaldi et al [18]在其

RCT实验报告中宣称, 合成类固醇无益于酒精性

肝炎病情的改善. 可见, 目前合成类固醇在酒精

性肝炎中的疗效尚存争议. 
1.3 丙基硫氧嘧啶(PTU) 酒精摄入会导致机体处

于高代谢状态, 耗氧量大幅增加, 进而导致小静

脉周围相对缺血[19]. 1975年Israel et al [20-21]通过

PTU喂饲或外科切除甲状腺的方法, 可以减轻乙

醇动物模型发生组织缺氧性肝损伤的情况. 然

而1980年代的4份RCT实验报告中, 只有1份数

据表现出对患者生化指标的改善[22-23]. 2002年
Rambaldi et al [24]对已有的临床数据进行Meta统
计分析, 也同样得出PTU无法改善患者死亡率、

肝脏病变程度的结论. 加之最近研究表明, PUT
存在严重的肝毒性和致肝细胞凋亡作用, 故而

其临床应用受到很大程度限制. 
1.4 胰岛素和胰高血糖素 酒精性肝炎通常伴

有明显的肝细胞增殖现象, 而胰岛素和胰高血

糖素被认为在肝再生过程中扮演着重要的角

色, 故而有研究将其应用于酒精性肝炎的治疗. 
1987年Feher et al [25]通过每日静脉滴注胰岛素及

胰高血糖素治疗酒精性肝炎, 3 wk后患者总胆

红素、门冬氨酸转氨酶(AST)、γ-谷氨酰转移酶

(γ-GT)和凝血酶原时间(PT)等生化指标得到明

显改善. 1991年Trinchet et al [26]和Bird et al [27]试图

重复以上的临床实验, 但没有获得相同的结果; 
治疗组和对照组患者各项临床生化指标无显著

差异, 对患者存活率也无任何积极改善. 目前该

疗法临床结果不一, 这可能与治疗过程中出现

的致命性低血糖症有关, 其确切疗效还有待更

多的数据加以证实. 
1.5 特利加压素 特利加压素具有血管收缩作用, 
能够逆转晚期肝炎患者肝肾综合征(HRS)的发

展, 降低患者死亡率[28-30]. Ortega et al [31]对21例伴

肝肾综合征的重症肝炎患者使用特利加压素治

疗, 结果显示患者血清肌氨酸酐水平显著降低, 
主动脉压力恢复正常水平、肾素-血管紧张素系

统得到抑制. 结果令人振奋, 未来将致力于应用

该疗法获取更多的临床RCT数据. 
1.6 秋水仙碱 秋水仙碱能抑制多形核白细胞的

游走和降解, 干预细胞间胶原的迁移, 增强肝脏

胶原酶活性, 可用于肝炎患者的抗肝纤维化治

疗. 1990年代初期Trinchet et al [32]和Akriviadis 
et al [33]分别进行了RCT实验, 结果都显示该药物

对患者存活率和肝脏生化指标均无任何积极的

改善. 由于上述两份报告中对患者适应症没有

严格的规定, 故而尚无法说明秋水仙碱的应用

价值.

2  与细胞凋亡相关的治疗

2.1 肿瘤坏死因子-α(TNF-α)抑制剂 现有的研

究表明TNF-α与酒精性肝损伤有关, 高浓度的

TNF-α可以引起肝窦内皮细胞损伤及细胞周期

障碍, 并引起肝脏炎症和坏死. 1989年McClain 
et al [34]首次发现, 酒精性肝炎患者的外周血单核

■研发前沿
酒精性肝炎确切
机制尚未完全阐
明. 但已经清楚来
自肝Kuppfer细胞
的肿瘤坏死因子
TNF-α是导致肝
细胞炎症和肝细
胞死亡的罪魁祸
首. 因此以TNF-α
为目标的潜在治
疗手段或许将成
为治疗酒精性肝
炎的最佳途径. 
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细胞能自发生成TNF-α, 而且内毒素LPS能够刺

激TNF-α过量表达. 此后各方面报道均发现细

胞因子引发的急性炎症反应才是酒精性肝细胞

损伤的罪魁祸首. Khoruts et al [35]首先于1991年
证实了酒精性肝炎患者病情的严重程度与血清

TNF-α含量相关, 而且死亡率与血清TNF-α水平

成正比; 1993年Hill et al [36]与Sheron et al [37]研究

小组同时证明了白介素IL-6和IL-8在酒精性肝

炎患者体内的表达量明显增加, 其水平与患者

急性相反应(APR)、肝功能等的各项临床生化

指标有着密切联系. 目前, 常见的TNF-α抑制剂

药物有Infliximab和己酮可可碱(PTX). Infliximab
是以TNF-α为靶点的嵌合型抗体药物, 已在治疗

克罗恩病和风湿性关节炎等急性炎症疾病中展

示出良好的临床疗效, 而其在治疗过程中表现

的修复性肝脏再生副作用, 则被认为是因TNF-α
受到抑制的结果. 2002年Spahr et al [38]联合使用

Iinfliximab和皮质类固醇药物治疗DF值大于32
的重症酒精性肝炎患者, 疗程10 d后体内IL-6和
IL-8表达水平减少, 28 d后DF值也得到明显改

善. 这些结果大大鼓舞了研究者应用Infliximab
治疗重症酒精性肝炎的热情. PTX是一种非特

异性的磷酸二酯酶抑制剂, 他能够通过增加胞

内cAMP环腺苷酸和cGMP环鸟苷酸浓度来抑制

TNF-α合成[39]. 有实验表明PTX能够减少TNF-α
基因的转录[40], 而且还能够抑制各种细胞因子的

表达, 其中包括单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)、
IL-6, IL-8、巨噬细胞炎性蛋白1-α(MIP-1α)和巨

噬细胞炎性蛋白-1b(MIP-1b)[41]. 同时还能抑制

中性粒细胞的激活, 减少单核细胞和淋巴细胞

的增殖[42]. 正是由于PTX具有对TNF-α过量表达

的抑制以及各类细胞因子的下游调控作用, 因
而才被认为是最具应用前景的临床候选药物. 
2000年Akriviadis et al [43]使用PTX治疗重症酒精

性肝炎患者(DF值大于32), RCT实验结果显示, 
PTX能够减少患者肝肾综合征的发生率, 进而降

低患者短期死亡率; 此外, 他们还分析了患者各

项生化指标的多因素相关性, 其中TNF-α的表达

水平与血清肌氨酸酐的含量成正比, 暗示着细

胞因子在肾功能衰竭方面扮演着极其重要的角

色; 然而令人困惑的是, 患者年龄、血清肌氨酸

酐、PTX给药与否、TNF-α表达水平与患者存

活率之间确并无联系, 这与临床中患者死亡率

通常随TNF-α表达量增加而升高的结果相背离. 
总之, PTX对重症酒精性肝炎患者短期存活

率的改善以及肝肾综合征的缓解, 使其有望成

为酒精性肝炎临床治疗的标准药物, 但具体作

用机制仍不清楚, 因此有必要进行更深入的研究. 
2.2 抗氧化剂 氧化应激(oxidative stress)产生的

大量自由基会削弱机体抗氧化体系的抵御能力, 
并通过Fas配体诱导细胞凋亡, 从而造成肝脏的

损伤. 因此清除氧化应激产生的自由基, 必定会

对酒精性肝炎病程发展产生积极的影响. 抗氧

化剂疗法正是在此理论背景下应运而生. N-乙
酰半胱氨酸(NAC)是人体内常见抗氧化剂谷胱

甘肽(GSH)的前体物质, 通过体外摄入NAC, 可
以间接增加肝细胞中GSH的含量, 有助于清除

致肝细胞凋亡的自由基. 有研究表明, 使用NAC
治疗不同病因引发的急性肝衰竭患者, 能够有

效降低死亡率. 1990年Harrison et al [44]使用NAC
对16名重症酒精性肝炎患者(DF值大于32)进行

临床治疗, 结果显示每日300 mg/kg给药剂量可

以一定程度提高患者短期存活率, 并使肝功能

的各项指标明显改善, 其中包括门冬氨酸转氨

酶(AST)、总胆红素、碱性磷酸酯酶和凝血酶

原时间(PT). 由于该实验并非标准RCT实验, 因
此NAC对重症酒精性肝炎的临床疗效仍需进一

步证实. 
此外, 有研究表明酒精性肝炎患者血浆中

VA, VC, VE等抗氧化剂的水平明显低于正常人, 
故而有人设想通过外源性补充抗氧化剂的方法, 
以期达到改善患者病情的目的. 2002年Stewart 
et al [45]对酒精性肝炎患者进行补充VC、VE和熊

去氧胆酸等联合抗氧化剂的“鸡尾酒”疗法, 
发现其疗效与皮质类固醇药物相当. 由于上述

临床实验不是设计规范的RCT实验, 所以数据

还无法让人信服. 2006年Philips et al [46]设计进

行首次“鸡尾酒”疗法的RCT实验, 其中包括

NAC、VA、VC、VE、生物素、硒、叶酸、辅酶

Q等常见抗氧化剂; 然而所得到的结果却令人沮

丧, 为期6 mo的抗氧化剂治疗对重症酒精性肝炎

患者的死亡率没有任何积极改善. 如此看来, 已
有的临床数据无法对这种新颖疗法提供强有力

的支持. 
2.3 S-腺苷甲硫氨酸 S-腺苷甲硫氨酸通过质膜

磷脂和蛋白质的甲基化, 能影响线粒体和细胞

膜的流动性和微黏性; 同时能够通过转硫基化

增加肝脏谷胱甘肽、硫酸根及牛磺酸水平. 酒
精性肝炎患者体内往往缺失S-腺苷甲硫氨酸, 从
而导致机体中抗炎细胞因子与致炎细胞因子水

平失衡. 目前, 未见S-腺苷甲硫氨酸临床RCT报
道, 但已有研究显示出令人振奋的结果, 外源补

■创新盘点
本文以酒精性肝
炎发病机制研究
的最新进展为主
线, 对现有的临床
治疗方案进行了
全面的总结以及
详细的分类. 
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充S-腺苷甲硫氨酸不仅能够降低酒精性肝炎患

者单核细胞中TNF-α的水平, 同时还能刺激抗炎

细胞因子白介素IL-10的大量表达[47]. 由此可见, 
S-腺苷甲硫氨酸有望成为酒精性肝炎潜在的治

疗药物. 

3  非药物治疗手段

3.1 营养支持 近几十年来, 部分研究者始终认为

营养不良是导致酗酒者肝脏损伤的触发因素之

一, 由此他们认为营养支持疗法一定能够改善

酒精性肝炎患者病情. 1986年Mendenhall et al [48]

发现, 大多数酒精性肝炎患者都存在蛋白质-卡
路里缺乏性营养不良, 而且患者营养不良的严

重程度与死亡率密切相关; 伴中度营养不良的

酒精性肝病患者死亡率为2%, 相比重度营养不

良的患者死亡率则高达52%. 已有的12份营养支

持疗法临床结果显示, 大部分病例中患者肝功

能和个体营养状况都能得到明显改善, 但对存

活率的影响并不明显. 其中5份研究采用胃肠营

养补充剂, 只有1份显示出对患者存活率的正面

影响[48-52]; 剩余7份报告采用氨基酸补充剂, 多数

病例在肝脏功能和组织病变上得到了改善, 但
同样只有一例降低了患者死亡率[53-58]. 而2000年
Cabr小组[52]设计RCT实验, 对比胃肠营养补充和

皮质类固醇在酒精性肝炎中的疗效. 共71名患

者随机接受正常饮食加氢化波尼松(40 mg/d)或
者鼻十二指肠控制饮食(2000 kcal/d)治疗, 结果

显示二者短期死亡率没有显著性差异, 但肠营

养补充组患者在恢复期的死亡率(8%)却明显低

于皮质类固醇治疗组患者(37%). 这主要归因于

皮质类固醇药物往往造成患者恢复期免疫力低

下, 易受感染而死亡; 如果能将二者相结合, 弥
补皮质类固醇药物的缺陷, 必将带来更好的临

床效果. 2004年Alvarez et al [59]则进一步证实了

这一设想, 他们通过短期皮质类固醇给药和长

期胃肠营养补充相结合的方式, 使13名重症酒

精性肝炎患者病情得到明显改善, 其中血清总

胆红素、凝血酶原时间(PT)都下降至治疗前水

平的50%, 死亡率也显著降低至15%. 未来应着

眼于获得更多的RCT数据, 为皮质类固醇与胃肠

营养支持联合疗法的大面积推广提供坚实的临

床应用基础. 
3.2 人工肝脏支持 通过人工肝脏支持对各种类

型肝炎患者进行体外血液透析是近年的研究热

点. 其中分子吸附再循环系统(MARS)是目前最

为先进的人工肝脏支持系统, 他能同时清除血

液中脂溶性、水溶性及与白蛋白结合的大、

中、小分子量的毒素, 并能调节水电解质和酸

碱失衡[60]. 2003年Jalan et al [61]首次在小范围内试

用MARS系统治疗重症酒精性肝炎患者, 就获得

相当可喜的临床疗效; 患者肝功能、肝性脑昏

迷、肾功能衰竭、心血管动力学和存活率都有

显著改善. 上述数据初步显示MARS系统能有效

延长酒精性肝炎患者生命, 但将其应用于大面

积的临床治疗尚需时日, 还需更多的RCT实验数

据加以充分证实. 
3.3 肝脏移植 肝脏移植手术对肝硬化晚期患者

疗效显著, 患者术后存活率高, 复发率亦较少, 
平均仅为10%[62]. Tome et al [63]进行了肝移植患者

术后疗效跟踪, 其中68例为酒精性肝硬化, 其余

101名属其他病因肝硬化; 对比发现, 术后疗效

与肝硬化诱发因素并不相关, 酒精性肝硬化患

者和其他病因肝硬化患者在术后存活率上没有

显著差异. 可见对于酒精性肝硬化晚期患者, 若
符合严格的筛选标准, 肝脏移植不失为最佳的

选择. 
随着对酒精性肝炎研究的不断深入, 其确

切发病机制也被逐渐阐明. 2001年Day et al [64]证

实肝细胞凋亡是导致酒精性肝炎恶性病变的关

键环节, 同期Ziol et al [65]也证明肝细胞凋亡程

度与酒精性肝炎恶化程度密切相关. 种种迹象

表明, 抵御细胞凋亡这一途径有可能成为防止

酒精性肝炎恶性病变的最佳治疗方案. 已有与

细胞凋亡相关蛋白Caspase-3样蛋白酶抑制剂

Z-VAD, 在内毒素诱导的小鼠急性肝脏损伤模

型中展示出减少细胞凋亡和坏死的积极效果[66]; 
而通过外源补充酒精性肝炎患者体内缺失的抗

炎症细胞因子IL-10, 也同样能够达到达到相同

的正面效果. 但是在以上各种最新治疗途径还

未成为标准的治疗方案之前, PTX仍然是最值得

推荐的临床用抗细胞凋亡药物. 目前, 皮质类固

醇药物仍然具有一定的临床应用价值, 但对患

者适应症必须仔细筛选; 对于营养严重缺乏的

酒精性肝炎患者, 胃肠营养补充结合皮质类固

醇药物治疗可以获得相当好的临床疗效. MARS
血液透析系统对于某些需要临时性肝脏支持的

患者尤为合适, 而对于穷途末路的肝硬化晚期

患者, 肝脏移植不失为最佳治疗途径, 但移植时

机与患者适应症的选择依然是最令人头疼的

问题. 
总之, 随着全球酒精消费量的逐年上升, 更

多年青人和妇女加入了酗酒者的行列, 这必将

■应用要点
本文对酒精性肝
炎的治疗进行了
系统、全面的总
结, 可将其作为临
床医师诊断及治
疗的重要参考.
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导致未来临床会出现更多、更复杂的状况, 因
此作为临床医生对各种治疗手段的追求也将是

远无止境的.
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Abstract
Recently, a series of researches have shown 
that uncontrolled activation of Hedgehog-GLI 
signaling pathway involved in the formation 
and maintenance of pancreatic cancer. GLI gene 
family, as the direct transcriptional mediator 
of target gene acting at the distal end of the Hh 
pathway, plays a crucial role in the process of 
tumorigenesis. In this review we focused on the 
role of Hedgehog-GLI signaling in the tumori-
genesis of pancreatic cancer, the mechanisms 
that regulate the activity of oncogenic GLI, and 
the potential therapeutic strategies targeted on 
Hedgehog-GLI pathway.

Key Words: Pancreatic neoplasm; Hedgehog sig-
naling pathway; GLI transcriptional factor; Gene 
therapy

Guo JF, Gao J, Li ZS. Role of Hedgehog-GLI signaling 
pathway in the tumourigenesis of pancreatic cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(10):1137-1140

摘要
近年来研究发现Hedgehog-GLI信号转导通路
的异常激活参予胰腺癌的发生及恶性生物学
特性的维持. GLI锌指转录因子作为该信号通

路末端的靶基因直接调控子, 在这一过程中起
着非常重要的作用. 本文就Hedgehog-GLI信
号通路在胰腺癌发生中的作用、GLI转录活
性的调控及致瘤作用、Hedgehog-GLI通路的
靶向治疗价值等方面的研究进展作一综述.

关键词: 胰腺癌; Hedgehog信号通路; GLI转录因

子; 基因治疗

郭杰芳, 高军, 李兆申. Hedgehog-GLI信号通路在胰腺癌发生

中的作用. 世界华人消化杂志  2007;15(10):1137-1140

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/1137.asp

0  引言

在胚胎发生过程中, Hedgehog-GLI(Hh-GLI)信号

转导通路参予调控胰腺的正常发育, 而在正常

的成熟胰腺组织中无表达或仅轻度表达[1]. 近年

来随着研究的不断深入, 人们发现该信号通路

的异常激活对人胰腺癌的发生和恶性生物学特

性的维持极为重要[1-5]. GLI作为该通路末端的转

录调控子, 在这一致瘤过程中起着非常重要的

作用. 本文就Hh-GLI在胰腺癌发生中的作用、

GLI转录因子的转录活性及致瘤作用、Hh-GLI
通路对胰腺癌的潜在靶基因治疗价值等方面的

研究进展作一综述.

1  Hh-GLI信号转导通路在胰腺癌中的作用

Hh-GLI信号通路首先在果蝇中发现, 随后又在

脊椎动物中被证实. 他主要由HH配体、两个膜

受体Ptch, Smo及下游的转录因子GLI组成. HH
是一种胞外配体, 由许多器官的分泌细胞产生. 
HH先经自身催化剪切掉C-末端, 然后胆固醇共

价连接于HH-N的C末端, 表示为HH-Np. HH-Np
的N末端进一步棕榈酰化, 使之成为具有信号

转导功能的蛋白, 可与膜受体Ptch相结合. Ptch
是一种12跨膜蛋白受体, Smo是一种7跨膜蛋白

受体, 属于G蛋白偶联受体超家族. 在没有HH蛋

白存在时, Ptch通过与Smo结合抑制了Smo的活

性, 阻止了信号的传递; 一旦HH蛋白与Ptch结合, 
Ptch对Smo的抑制作用就被解除, Smo将Hh信号
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■背景资料
近年来研究发现
Hedgehog信号通
路的过度激活与
多种常见人类恶
性肿瘤的发生、

发展密切相关, 其
中包括胰腺癌. 这
些Hh相关性肿瘤
中均存在一种或
多 种 H h 重 要 信
号成员的异常表
达. 这些发现使胰
腺癌的发病机制
研究进入一个新
的阶段 ,  Hh信号
通路在胰腺癌发
生、发展中的作
用及具体机制备
受关注. 



向胞内传递, 最终导致下游的GLI全长修饰为转

录激活因子, 进入胞核内激活靶基因的转录[3]. 
近年来随着对Hh-GLI信号通路研究的不

断深入, 发现该通路的异常调控对多种人类恶

性肿瘤的发生、发展极为重要[6], 其中包括胰

腺癌. 胰腺癌的发生及其恶性生物学特性的维

持与Hh信号转导通路的过度激活密切相关[7-8]. 
研究发现该信号通路虽然在胰腺胚胎发育过

程中起着非常重要的调控作用, 但该通路各信

号成员的过度表达是引起人胰腺癌发生的重要

的早期及晚期介导因子. 目前认为胰腺癌起源

于胰腺导管上皮细胞. 最近一项关于胰腺癌发

展模型的研究提出, 胰腺癌的发生是胰腺导管

上皮细胞先发展为胰腺上皮内瘤变(pancreatic 
intraepithelial neoplasia, PanIN)后再进一步发

展而来的. PanIN是胰腺癌的癌前病变, 根据病

理形态学改变的严重程度又可分为PanIN-1A, 
PanIN-1B, PanIN-2, PanIN-3. 对不同时期PanIN
及胰腺癌进行分析, 结果发现随着病变从PanIN
向胰腺癌逐步发展, 病变组织中Hh信号通路成

员的表达水平也呈急剧上升[9-10]. Berman et al [11]

用定量RT-PCR的方法对15例新鲜胰腺癌标本进

行Ptch mRNA表达水平的精确检测, 发现在胰腺

癌中Ptch mRNA的平均水平高于临近正常组织

448倍. 而对Hh信号通路成员的功能学研究也支

持Hh通路的过度激活会诱导胰腺癌发生这一观

点. 如Thayer et al [12]构建了胰腺癌特异性Pdx-1
启动子驱动Shh表达的转基因小鼠模型, 采用原

位杂交检测Shh mRNA, 同时通过HE染色及免

疫组化染色对小鼠胰腺进行分析并检测Shh蛋
白, 结果发现Pdx-Shh转基因小鼠的胰腺内胚层

异常表达Shh, 同时胰腺上皮出现异常的管状结

构, 类似PanIN的表型结构, 而且这些异常的管

状结构也含有K-ras基因突变及HER-2/neu的过

度表达. 已知这两种基因突变及异常表达是胰

腺癌发生的早期事件. 这些研究结果表明, Hh信
号通路过度激活与胰腺癌的癌前病变密切相关. 
Thayer et al [12]还对Hh信号通路中重要成员进行

检测, 发现在正常小鼠和人胰腺组织中Ptch1无
表达, Smo无表达或仅在少量上皮及散在腺泡内

表达; 而Pdx-Shh转基因小鼠胰腺异常上皮和人

胰腺癌组织中Ptch1及Smo异常高表达, 且在胰

腺癌异常上皮周围的反应性间质细胞中也可检

测到Ptch1及Smo. 此外, Thayer et al [12]还对26株
来自原发及继发人胰腺癌的细胞系进行Hh信号

成员的筛查, 结果所有细胞株均可检测到2种或
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2种以上Hh信号成员(Ptch1, Smo, Hip, GLI1)的
表达. Hh信号成员在胰腺癌及其周围间质组织

中的过度表达提示, Shh信号可能是通过旁分泌

和自分泌的方式引起以胰腺癌为特征的病理形

态学改变[1,12]. Berman et al [11]用抗Hh抗体阻断胰

腺癌细胞中Hh信号通路, 结果发现这些癌细胞

的生长受到明显抑制, 这也为胰腺癌细胞恶性

生物学特性的维持依赖于Hh通路的激活提供了

进一步依据. 以上研究结果均表明, 无论是在体

内还是体外, Hh信号通路的过度激活对人胰腺

癌的发生及发展都非常重要.

2  GLI转录因子的转录活性及致瘤作用

Hh信号通路的激活最终引起通路末端转录因子

GLI全长修饰激活, 进入细胞核启动靶基因的转

录. 一系列GLI功能获得或缺失的研究表明, GLI
蛋白作为Hh通路末端的转录调控因子, 在Hh相
关性肿瘤的发生、发展中是必不可少的[2]. Hh相
关性肿瘤的共同特征是肿瘤组织内有一种或多

种GLI转录因子表达水平的提高[2]. 
脊椎动物存在3种GLI转录因子(GLI1, GLI2, 

GLI3). 他们的结构与功能有所不同, 转录调控

过程比较复杂[13]. 这3种GLI蛋白均含有高度保

守的DNA结合区, 后者构成锌指结构域. 3种蛋

白均有C末端的激活区, 但只有GLI2和GLI3具
有N末端的抑制区. 目前研究发现GLI1是一种具

有很强活性的转录激活因子[14-17]. 这可能与GLI1
不含有N末端的抑制区、不会被蛋白酶水解有

关. 而GLI3主要是转录抑制因子[18-19]. GLI2兼有

转录激活与抑制双重功能, 但他主要以转录激

活因子形式存在, 其转录激活功能比GLI3强, 但
比GLI1弱[20]. 3种转录因子中, GLI1是一种直接

的转录激活因子, 其激活调控发生在转录水平. 
事实上, GLI1 mRNA的表达水平是反映HH信

号通路活性的一个可靠指标. 而GLI2和GLI3则
是潜在的转录激活因子. GLI2和GLI3含有N末

端抑制区, 只有将N末端蛋白酶解掉或使之发生

磷酸化修饰后才可产生转录激活形式的GLI2, 
GLI3蛋白. 

目前已有不少研究对GLI的转录调控及致

瘤机制进行了初步探索. 研究发现, 在许多细胞

中, Hh信号通路的激活可导致G1/S和G2/M细胞

周期调节因子的表达增高. 这些细胞周期调节

因子可促进细胞从生长静止状态向增殖活跃状

态转化[21]. 如在许多Hh反应性细胞中, 细胞周期

调节蛋白Cyclin D2的表达上调了, 其转录直接
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■研发前沿
GLI是Hedgehog
通路末端的锌指
转录因子, 直接调
控着下游靶基因
的转录, 从而引起
一系列生物学效
应, 因此GLI在该
通路的信号转导
及致肿瘤过程中
发挥着重要作用. 
目前关于 G L I 转
录活性的调控及
其对下游靶基因
的调控机制已成
为研究的热点. 
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受Hh通路信号刺激的调控. 给予重组的Shh蛋
白可诱导小鼠中胚层细胞内Cyclin D2 mRNA
的表达. GLI转录因子还会延长细胞的存活期. 
Regl et al [22]报道, GLI1, GLI2可激活真皮细胞

内抗凋亡因子Bcl-2的转录. Bcl-2的转录是由于

GLI的锌指结构域与位于Bcl-2转录起始位点上

游的GLI结合位点相互结合所引起的. 此外, Hh
信号通路的过度激活还会提高肿瘤细胞的侵袭

性. Karhadkar et al [23]报道, 给予Hh信号通路的拮

抗剂环杷明后, 前列腺癌细胞株的侵袭性及转

移性显著降低, 而GLI1的过度表达会促进低侵

袭性细胞向高侵袭性转化. 该研究还发现GLI1
的过度表达会促进另一转录因子Snail的表达上

调, 后者在促进上皮组织向间质转化的过程中

起重要作用. 上皮组织向间质的转化与肿瘤细

胞侵袭性增高及发生转移有关. 给予环杷明治

疗后, 这些转移性前列腺癌细胞Snail mRNA的

表达水平降低了, 提示Hh信号通路可能是通过

上调Snail的表达, 诱导上皮组织转化为间质, 从
而提高细胞的侵袭性, 引起肿瘤发生转移. 

总之, GLI转录因子主要通过以下机制直接

诱导肿瘤的发生: 诱导G1/S细胞周期调节蛋白

的表达从而促进细胞的增殖; 直接诱导抗凋亡

因子Bcl-2的表达以抑制凋亡; 直接激活可促进

上皮组织向间质转化的因子的转录以提高肿瘤

的侵袭性. 随着对Hh信号通路及GLI靶基因的不

断深入研究, 将发现更多Hh信号通路的致瘤机制. 

3  Hh-GLI对胰腺癌的潜在靶向治疗价值

由于Hh-GLI在胰腺癌发生、发展中的重要作

用, 针对该通路的特异性靶向治疗可能会成为

临床上一项有效的治疗胰腺癌的新措施[6]. 目前

该方面的实验研究已取得初步进展. Be rman 
et al [11]用抗HH抗体与6株祼鼠胰腺癌异植瘤细

胞进行体外共培养, 结果有4株细胞在治疗后活

细胞比率显著下降. Thayer et al [12]用Smo小分子

拮抗剂环杷明与5株人胰腺癌细胞株进行共培

养, 结果有2株细胞的细胞密度和形态发生显著

变化, 而且2株Smo高表达细胞株与对照组相比

凋亡增加2.5-3.5倍, 增殖率下降75%-80%; 用对

环杷明敏感的细胞株接种裸鼠, 并用环杷明进

行瘤内注射治疗, 结果1 wk后治疗组50%-60%
肿瘤的生长受到抑制, 肿瘤体积明显缩小. Gao 
et al [24]构建Ptch1启动子介导反义Smo表达的腺

病毒载体, 用于感染5株人胰腺癌细胞株, 结果

发现表达Ptch1, Smo及GLI1的3株细胞株增殖

减弱, 凋亡增加; 体内试验也发现瘤内注射反义

Smo的腺病毒载体会抑制裸鼠皮下种植瘤的生

长, 病理提示与对照组相比, 肿瘤细胞的凋亡明

显增多. 尽管这些研究取得令人鼓舞的结果, 但
这些治疗方法仍有很多局限性[2]. 如Gao的研究

发现, 未表达Smo的2株胰腺癌细胞株的生长不

受表达反义Smo腺病毒治疗的影响, 提示反义

Smo腺病毒治疗只对Smo高表达细胞具有细胞

特异性毒性[24]. Thayer的研究也发现26株胰腺癌

细胞系均表达GLI1, 但只有部分胰腺癌细胞株

对环杷明敏感, 还有部分细胞株不敏感, 这提示

对环杷明不敏感的胰腺癌细胞可能是通过Smo
下游通路发生激活性突变而维持其增殖的[7]. 抗
Shh抗体只能用于治疗Hh信号通路的激活发生

在Shh配体及其受体水平的肿瘤, 对其下游通路

的激活而导致的肿瘤无效. 环杷明只能用于治

疗Hh信号通路的激活发生于Smo或其上游水平

的肿瘤. 而因Hh信号通路抑制因子Sufu的功能

缺失性突变或其下游激活而引起的肿瘤, 对环

杷明的治疗则无明显效果[6]. 而且环杷明对人体

会产生许多毒副反应, 这也限制了他作为药物

在临床上的应用. 因此, 临床上有必要进一步发

掘更有效的、更具特异性的治疗靶点. 而GLI是
Hh信号通路末端的转录调控因子, 是该通路发

生不同水平激活的最后共同通道. 他可直接调

控通路靶基因的转录和表达, 在Hh相关性肿瘤

(包括胰腺癌)的发生、发展中起重要的作用. 因
此阻断GLI转录因子的活性, 将可能成为一种治

疗胰腺癌及其他Hh相关肿瘤的理想的、有效的

方法[2]. 虽然目前关于GLI靶向性基因治疗的研

究仍处于实验阶段, 但他有望用于治疗Hh信号

通路各个水平激活引起的肿瘤, 因此具有非常

广阔的应用前景. 
总之, Hh-GLI信号通路的异常激活可导致

人胰腺癌的发生. GLI是该通路末端直接调控靶

基因的转录因子, 是该通路不同水平激活的最

后共同通道, 在这一致瘤过程中起着重要的作

用. GLI靶向性基因治疗, 可能成为一种治疗胰

腺癌的理想的、有效的方法.
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Abstract
AIM: To establish a stable and effective mouse 
model of fulminant hepatic failure (FHF) 
induced by D-galactosamine (D-GalN) and 
lipopolysaccharide (LPS).

METHODS: Two factors, attacking dosages 
of D-GalN and LP, influencing the success of 
modeling were chosen by factorial experiment. 
Three dosages of two factors were injected into 
the peritoneal cavity of mice and the death rate 
within 24 hours was calculated. Liver function 
and liver histopathological changes were also 
detected.

RESULTS: Two administration projects were 
chosen: 600 mg/kg D-GalN combined with 0.5 
mg/kg LPS, or 800 mg/kg D-GalN combined 
with 0.04 mg/kg LPS. The death rates were af-
fected by D-GalN and LPS in dose-dependent 

manner (F = 36.878, P = 0.000; F = 32.386, P = 
0.000). There are interaction between D-GalN 
and LPS (F = 5.226, P = 0.005), and the combi-
natory administration of D-GalN and LPS in-
creased the death rates of mice obviously.

CONCLUSION: The standard model of mouse 
FHF can be established successfully using facto-
rial experiment.

Key Words: D-Galactosamine; Fulminant hepatic 
failure; Model; Factorial experiment
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摘要
目的: 建立稳定有效的小鼠D-氨基半乳糖
(D-G a l N)和内毒素(L P S)致暴发性肝衰竭
(FHF)模型. 

方法: 采用析因实验法, 选择两个影响模型成
功率的因素: D-GalN和LPS的攻击剂量. 两者
各选取三个水平, 以小鼠24 h病死率为评价指
标, 观察实验鼠的血清肝功能和肝组织病理学
改变. 

结果: 优选出两种较理想的给药方案: D-GalN 
600 mg/kg联合LPS 0.5 mg/kg和D-GalN 800 
mg/kg联合LPS 0.04 mg/kg腹腔注射. 不同剂
量的D-GalN和LPS对模型的病死率均有影响
(F  = 36.878, P  = 0.000; F  = 32.386, P  = 0.000), 
均存在量效关系; 而且D-GalN和LPS间存在交
互作用(F  = 5.226, P  = 0.005), 两种试剂合用可
以明显提高模型的病死率.

结论: 建立了D-GalN和LPS致小鼠FHF的规
范化模型.

关键词: D-氨基半乳糖; 暴发性肝衰竭; 模型; 析因

实验
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■背景资料
暴 发 性 肝 衰 竭
( F H F ) 的 研 究 是
医 学 界 的 热 点 , 
用D-氨基半乳糖
(D-GalN)和内毒
素 ( L P S ) 建 模 常
用, 但存在剂量波
动大, 造模条件不
规范等问题, 不利
于实验结果的横
向比较和药物的
科学评价, 建立规
范化模型显得十
分重要. 根据研究
目的不同将肝损
伤 模 型 分 为 :  药
物中毒性肝损害
动物模型、外科
手术型肝损害动
物模型、免疫性
肝损害动物模型
等等, 值得注意的
是, 近年来动物实
验受到公众和动
物保护组织的谴
责越来越多, 国际
上对动物实验的
管理亦日趋严格, 
因而建立动物模
型还应注意符合
伦理学和动物权
益的标准.



http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/1141.asp

0  引言

肝衰竭(hepatic failure)是由于广范围的肝细胞

死亡或急性严重的肝功能破坏所致的凶险的

临床综合征 ,  是一切肝脏疾病重症化的共同

结局. 暴发性肝衰竭(fuminant hepatic failure, 
FHF)的发生机制及其药物治疗一直是医学界

的重要研究课题, 方便、有效、稳定及可重复

性高的FHF模型是必要的研究基础. 采用D-氨
基半乳糖(D-galactosamine, D-GalN)和内毒素

(lipopolysaccharide, LPS)联合给药建立模型是目

前学术界十分常用的方法, 但文献报道的建模

药物剂量波动范围很大, 例如D-GalN的剂量在

200-1000 mg/kg之间均有报道, 不规范的造模条

件严重影响了评价标准的一致性, 不利于实验

结果的横向比较和药物的科学评价. 鉴于此, 我
们采用析因实验法, 选择D-GalN和LPS的攻击剂

量为影响因素, 以小鼠24 h死亡率为评价指标, 
通过验证实验和肝组织病理检查进一步认证来

优化造模条件, 希望建立理想的FHF模型, 并且

在规范建模方面做出有意义的探索.

1  材料和方法

1.1  材料 D-G a l N由重庆医科大学 -生物医

学工程教研室提供 ;  大肠杆菌O111:B4内毒

素(lipopolysaccharide from Escherichia Coli 
Serotype O111:B4, LPS, L3012)由美国Sigma公
司生产. -20℃低温冰箱(青岛Haier公司), -70℃
超低温冰箱(So-low enviroment equipment公司, 
美国), 台式离心机(Beckman公司, 美国), 超净工

作台(苏州安泰空气技术有限公司). 采用BALB/
c小鼠(清洁级), ♀, 6-7  wk, 18-22 g, 购自湖南省

农业科技大实验动物中心, 在中南大学湘雅医

学院实验动物学部清洁级环境中适应1 wk后开

始实验, 实验前12 h禁食, 不禁水, 实验后即正常

进食进水.
1.2 方法 
1.2.1 析因实验因素水平的设计 选择两个影响

模型成功率的关键因素: D-GALN和LPS的攻击

剂量, 两者均选取三个水平, 设计两因素三水平

的析因实验方案. 通过前期的预实验, 初筛出实

验药物剂量(表1).
1.2.2 实验安排 按因素水平表安排实验, 将实验

鼠的24 h死亡率设为评价指标, 以实验鼠的血清

丙氨酸氨基转移酶(ALT)水平和肝脏病理改变
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为验证指标, 通过验证实验进行证实.  
1.2.3 动物分组及给药 BALB/c小鼠135只, 清洁

级, 18-20 g, 单一雌性, 按析因设计方案随机分

为9组, 每组15只, 每一组内再随机分三个平行

组(n  = 5). D-GalN和LPS均用无菌生理盐水溶解

配制成相应浓度后过滤除菌, 所有应用器皿均

经灭菌处理, 药物混合直接腹腔注射. 
1.2.4 验证实验 根据析因实验的结果, 选择最佳

的剂量组合进行验证实验, 再次观察24 h病死

率; 另设模型组和正常组及生理盐水对照组进

行平行实验, 注射9 h后从眼球后静脉丛采血检

测血清ALT(nkat/L)(送湘雅医院检验科采用全自

动生化分析仪检测), 采血后立即处死, 取左叶肝

组织用40 g/L甲醛固定后备做病检. 
1.2.5 肝组织病理检测 肝组织常规石蜡包埋, 连
续切片, 常规HE染色, 肝损害病理分级参照文献

[1-2]. 按肝组织炎症、坏死及出血程度分五级

(0-Ⅳ): “0”无坏死; “Ⅰ”肝小叶中央静脉周

围有点状坏死, 散在炎细胞浸润及嗜酸小体形

成; “Ⅱ”肝细胞坏死呈灶状或片状, 占小叶1/3
以内, 炎细胞浸润呈灶状; “Ⅲ”肝细胞坏死呈

广泛坏死伴出血, 占小叶1/3-2/3, 炎症浸润呈片

状; “Ⅳ”肝细胞坏死占小叶2/3以上伴严重出

血, 大量炎细胞浸润. 
统 计 学 分 析  计量资料以均数和标准差

(mean±SD)表示, 所有数据用SPSS11.0软件进

行分析处理, 析因实验部分采用单因素方差分

析和Student Newman Keuls(SNK)法作多重比较, 
血清ALT水平的比较采用t检验.

2  结果

2.1 析因实验结果 当D-GalN剂量为800 mg/kg
时, LPS剂量在0.04-0.5 mg/kg区间内均能达到实

验要求, 当D-GalN剂量为600 mg/kg或700 mg/kg
时, LPS剂量在0.5 mg/kg时可满足实验要求(表
2, 图1).

不同剂量的D-G a l N对模型的病死率有

影响(F = 36.878, P = 0.000<0.01), 不同剂量的

www.wjgnet.com

■创新盘点
采用析因实验设
计 的 方 法 筛 选
FHF模型方案, 并
通过验证实验从
病 死 率 、 血 清
ALT水平和肝组
织病理学改变三
方面证明造模成
功, 以期为FHF的
实验研究和相关
抗肝衰竭药物的
研究建立规范统
一的方法做初步
探索.

表 1 因素水平表

      
                                                         因素

                D-GalN剂量(mg/kg, ip)          LPS剂量(mg/kg, ip) 

1             600                     0.04

2             700                     0.30

3             800                     0.50

水平
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LPS对模型的病死率有影响(F = 32.386, P = 
0.000<0.01), 均存在量效关系; 而且D-GalN和

LPS间存在交互作用(F = 5.226, P = 0.005<0.01), 
两种试剂合用可以明显提高模型的病死率. 根
据进一步实验的要求, 我们选择的攻击强度为

24 h病死率在80%以上(含80%), 结合上述析因

实验的结果, 根据费效比最小的原则, 选择两种

可能的最佳方案进行验证实验, 分别是D-GalN 
800 mg/kg+LPS 0.04 mg/kg和D-GalN 600 mg/
kg+LPS 0.5 mg/kg(表3). 
2.2 验证实验结果 病死率: 根据析因实验选出

的两种最佳方案进行验证实验, 结果如表4所示, 
每一实验组的24 h病死率都在80%以上, 结果稳

定可靠、可重复性高.
肝功能: 两种方案各随机选择6只小鼠建立

FHF模型组, 同时设立生理盐水对照组(n = 6)和
正常组(n = 6), 在生理盐水组中小鼠给予同体积

的生理盐水腹腔注射, 在给药9 h时从眼球后静

脉丛采血检测血清ALT水平(nkat/L). 结果如表5
所示, 模型组ALT水平较生理盐水组和正常组升

高约100倍, 有显著性差别(P <0.01), 生理盐水组

ALT水平较正常组也有升高, 但远低于模型组水

平, 可能与损伤和应激有关.
肝组织病理改变: 给药9 h, 模型组大部分小

鼠死亡或垂死, 肉眼观察肝脏表面呈酱紫色或

红白相间的大片花斑样改变, 肝组织HE染色普

通光镜分析: 正常组和生理盐水对照组小鼠肝

组织呈正常肝细胞形态, 小叶结构完整清晰, 无
炎性细胞浸润. FHF模型组所有切片失去正常肝

小叶结构, 可见中、重度炎性细胞浸润, 存在大

量点状坏死、小灶性坏死; 有83.3%切片病理分

级在“Ⅲ”- “Ⅳ”级, 肝细胞多见片状坏死及

桥接坏死, 坏死区内大量的红细胞充填并大量

炎性细胞浸润, 凋亡小体多见, 存活肝细胞气球

样变或嗜酸性变、萎缩、形成嗜酸性小体, 血
窦反应活跃及有小胆管增生并淤胆等FHF的病

理改变.

■应用要点
建立D-氨基半乳
糖和LPS小鼠FHF
模型, 关键在于科
学地选择剂量, 建
模药物需在短时
间内注完, 以保证
药物作用的有效
性和均一性.

表 2 D-GalN和LPS混合腹腔注射模型的病死率(%)

      
                                                D-GalN剂量(mg/kg)

                                     600        700                800 

0.04               20(1/5)     20(1/5)           100(5/5)

                 0(0/5)     40(2/5)             80(4/5)

               20(1/5)     60(3/5)             80(4/5)

0.30               40(2/5)     60(3/5)           100(5/5)

               20(1/5)     40(2/5)           100(5/5)

                 0(0/5)     40(2/5)             80(4/5)

0.50               80(4/5)     80(4/5)           100(5/5)

             100(5/5)   100(5/5)           100(5/5)

               80(4/5)   100(5/5)           100(5/5)

LPS剂量(mg/kg)
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图 1 不同剂量模型鼠病死率观察.

表 3 D-GalN和LPS混合腹腔注射模型的病死率的方差分析表

      
变异来源                               自由度       SS                 MS            F                     P  

总变异                               26             31 415.265   

D-GalN主效应                 2             13 047.123         6523.561            36.878              0.000

LPS主效应                 2             11 457.790         5728.895            32.386              0.000

D-GalN/LPS交互效应 4 3726.246             931.561              5.266              0.005

误差                               18 3184.107             176.895

表 4 验证实验结果表(n  = 3)

      
                                          实验因素                            24 h病

              D-GalN剂量(mg/kg)   LPS剂量(mg/kg)       死率(%)

1           600                       0.5             80(4/5)

2           600                       0.5           100(5/5)

3           600                        0.5             80(4/5)

4           800                        0.04             80(4/5)

5           800                        0.04             80(4/5)

6           800                        0.04           100(5/5)

序号
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3  讨论

肝脏结构功能复杂, 易受多种病原体、毒物及

免疫病理累及, 最终导致肝衰竭. 在中国, 肝衰

竭最常见的病因是HBV或其他肝炎病毒引起的

肝炎及其相关慢性肝病, 临床上大多表现为FHF
经过, 病程凶险病死率极高. FHF模型是实验和

临床假说的基础, 他的建立为探知FHF的病因、

病理生理、药物疗效判断及疫苗开发提供有用

的工具, 而可重复性、可预测性、可比性、低

费效比是建模成功的关键. 
D-GalN是FHF模型中十分常用的肝毒性药

物, 诱发肝损伤存在剂量依赖性. Leube et al [3], 
Kroger et al [4]认为D-GalN进入体内后可造成两

种特异生化损伤: 尿苷三磷酸(UTP)缺乏及尿苷

二磷酸(UDP)-氨基半乳糖聚集, 后者可能参与

粗面内质网的改变, 影响了蛋白质的合成. LPS
是革兰阴性细菌胞壁中的脂多糖, 在细菌代谢

过程中或死亡后释放, 由寡糖支链和类脂质A
组成, 后者是LPS的主要毒性成分, 他可以与机

体细胞生物膜上的磷脂相互作用, 产生多种生

物学作用[5]. 韩德五[8]认为LPS血症特别是肠源

性LPS血症是肝功能衰竭发生的物质基础. 近
年来, 由LPS诱导的以TNF-α为核心的炎症反

应, 在重型肝炎患者肝细胞继发性损伤中的作

用引起人们的高度重视[6-11], 研究者认为在LPS
性急性肝损伤和其他炎性细胞因子的产生中起

中心作用[12-14]. LPS造成肝脏毒性的机制主要是: 
(1)LPS可直接或通过炎性因子的作用破坏血管

内皮细胞的完整性, 造成微血管损伤及微血栓

的形成, 引起肝内出血和肝细胞的坏死[9]; (2)促
进肝星状细胞(HSCs)分泌多种炎性细胞因子, 
如TNF-α, IL-1b和IL-6等[10]. 这些炎性因子特别

是TNF-α的作用可造成凋亡性肝细胞死亡及炎

性细胞的浸润. 浸润的炎细胞可进一步造成肝

细胞的损伤, 形成恶性循环. D-GalN联合LPS建
立FHF模型较好地模拟了重型肝炎过程, 是得到

学术界公认的方法. 
根据我们的研究结果可以发现, D-GalN和

LPS对模型成功率均有影响, 存在剂量和肝损

害的效应关系, 两者合用可以显著增效, 减少

单用药物剂量. 本实验确定出D-GalN 800 mg/
kg+LPS 0.04 mg/kg和D-GalN 600 mg/kg+LPS 
0.5 mg/kg为合适剂量组合. 因该模型是急性损

害模型, 血清总胆红素的增高存在滞后, 主要

表现为肝损害早期最敏感的指标ALT的显著增

高, 其血清ALT水平较正常组和生理盐水对照

 

组升高100倍以上; 83.3%的肝组织病理分级在

“Ⅲ”- “Ⅳ”级之间; 病死率在80%以上, 与
临床重型肝炎的病死率及肝损害程度十分接近, 
我们认为这两种模型都成功地造成FHF. 我们还

发现D-GalN的剂量跨度较LPS要小, D-GalN的

小幅度剂量改变即引起LPS剂量的大幅变化, 表
现出增效剂功能, 与文献报道相一致[7]. 

值得注意的是D-GalN+LPS所造的FHF动物

模型只能近似地模拟暴发性肝炎的肝脏功能、

肝脏组织病理改变及部分的发病机制. 所以应

用该模型在对药物进行研究的过程中, 应该充

分考虑到模型本身、致病因子及药物药性三者

的相互关系的复杂性, 选择合理的攻击强度, 慎
重确定相应的造模条件, 进行规范化处理, 对得

到的任何结果还必须透彻分析, 然后慎重下结

论. 
本实验采用析因实验设计的方法筛选出两

种可能的FHF模型方案, 并通过验证实验从病死

率、血清ALT水平和肝组织病理学改变三方面

证明造模成功, 吻合一个理想的动物模型的条

件[15](与人类疾病特征相似, 病变有一定的发展

过程, 形成率高, 死亡率低, 重复性好, 造模简便

易行), 建立了D-GalN与LPS联合建模的规范化

方法, 以期为FHF的实验研究和相关抗肝衰竭药

物的研究建立规范统一的方法做初步探索.
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有一定的科学性.
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Abstract
AIM: To extract mitochondrial DNA (mtDNA) 
and nuclear DNA (nDNA) simultaneously from 
the same tissues and evaluate its efficiency by 
comparative analysis.

METHODS: Both mtDNA and nDNA were ex-
tracted simultaneously from the same tissues 
using agent kit. Agarose gel electrophoresis and 
polymerase chain reaction were used to identify 
the obtained mtDNA and nDNA.

RESULTS: mtDNA and nDNA were successful-
ly extracted from the mitochondria and nucleus 
of the same tissue, respectively. The efficiency of 
this method for extracting mtDNA and nDNA 
simultaneously from the same tissue was simi-

lar to that of the traditional method (extracting 
mtDNA and nDNA from different tissues), and 
there was a close relationship between these two 
methods.

CONCLUSION: It is timesaving and economical 
to extract mtDNA and nDNA simultaneously 
from the same tissues, which is a better way for 
DNA study.

Key Words: Esophageal neoplasms; Squamous cell 
carcinoma; Mitochondrial DNA; Nuclear DNA; Ex-
traction

Liu ZW, Zhao QM, Zhao ZH, Li SL, Pang X, Gao DL, 
Chen KS, Zhang YH. Extraction and identification of 
mitochondrial DNA and nuclear DNA from human 
esophageal squamous cell carcinoma tissues. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(10):1146-1149

摘要
目的: 研究在同一组织中同时提取线粒体
DNA(mtDNA)和核DNA(nDNA)的方法的有
效性. 

方法:  同一组织中既含有m t D N A又含有
n D N A, 利用试剂盒同时提取出m t D N A和
n D N A, 用琼脂糖凝胶电泳, 聚合酶链反应
(PCR)的方法, 对所提取的mtDNA和nDNA进
检测. 

结果: 用同一组织从线粒体中得到mtDNA, 从
细胞核中得到nDNA. 与用传统方法分别提取
mtDNA和nDNA效果一样, 并且两者相关性
强, 相比较更有说服力.

结论:  同一组织中能同时提取m t D N A和
n D N A, 既节省组织又节省时间和费用, 为
DNA的研究提供了较好的实验方法.

关键词: 食管肿瘤; 鳞状细胞癌; 线粒体DNA; 核

DNA; 提取
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■背景资料
线粒体DNA是细
胞内唯一的核外
遗 传 物 质 ,  由 于
其自身特殊的结
构 特 点 ,  线 粒 体
DNA的突变率比
细 胞 核 D N A 高
10-20倍, 而且与
细胞凋亡和肿瘤
形成都有密切关
系. 近年来有关各
类因素所致线粒
体DNA数量或质
量的改变与细胞
癌变、肿瘤发生
的相关性研究已
成为热点, 随着研
究的深入要求, 纯
化线粒体DNA已
成为必要. 而在同
一组织中同时提
取线粒体和细胞
核DNA的报道国
内外未见.
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0  引言

近年来, 由于mtDNA突变和nDNA突变而引起

人类各种疾病的研究日益深入[1], 从组织中提取

mtDNA和nDNA已成为必要. 过去常用的方法

是先取组织, 从中提取mtDNA, 然后再取组织 
提取nDNA[2-5]. 这种方法虽然能得到mtNDA和

nDNA, 但是比较浪费标本, 时间较长, 该提取方

法不仅增加费用, 而且过程相对复杂. 从理论上

讲mtDNA存在核外胞质的线粒体内, 用一种细

胞裂解工作液, 将细胞壁裂解, 从而得到线粒体

和细胞核的混合液. 通过线粒体分离试剂得到

线粒体的同时得到剩余的细胞核及部分剩余的

完整细胞[6], 这样, 从线粒体中得到mtDNA, 而从

细胞核中得到nDNA. 现介绍一种新方法, 从同

一组织中同时提取mtDNA和nDNA.

1  材料和方法

1.1 材料 62例食管癌组织取自河南省安阳市肿

瘤医院2006-02-16/03-26手术切除标本, 所有病

例术前均无化疗、放疗及免疫治疗史. 其中男

36例, 女26例; 年龄在38-77岁之间. 62例标本均

在离体0.5 h内迅速取材, 分别取无坏死癌灶、

癌旁3 cm以内的癌旁组织及远端正常黏膜组织

3部分, 并分别放于冻存管置于-80℃冰箱中备

用. 剩余组织经40 g/L多聚甲醛液固定, 石蜡包

埋切片, 用于常规病理诊断及免疫组织化学染

色, 并经两位资深病理学专家诊断均为食管鳞

状细胞癌. 肿瘤组织学类型依据WHO标准分为

3级: 鳞状细胞癌Ⅰ级, 15例; 鳞状细胞癌Ⅱ级, 
25例; 鳞状细胞癌Ⅲ级, 22例. 有淋巴结转移20
例, 无淋巴结转移42例. 浸润深度: 浸润至浅层

7例(肿瘤浸润深度在黏膜层、黏膜下层或浅肌

层); 浸润至深层55例(肿瘤浸润深度在深肌层

或纤维膜). 线粒体提取试剂盒, mtDNA萃取试

剂盒购自上海杰美基因医药科技有限公司. 动
物组织基因DNA小量制备试剂盒, 由V-GENE  
BIOTECHNOLOGY  LIMITED提供.
1.2 方法 
1.2.1 组织中mtDNA及nDNA的常规提取方法 
(1)mtDNA的常规提取(命名为A样品). 分别取癌

组织、癌旁组织及正常黏膜组织各100 mg, 置
于匀浆器中, 加入Regent A清理液, 充分研磨, 后
移入1.5 mL离心管内, 8000 r/min离心5 min, 之
后弃上清, 具体操作步骤严格按照说明书进行; 
(2)nDNA的常规提取方法命名为B样品. 分别取

癌组织、癌旁组织及正常黏膜组织各100 mg, 置

于匀浆器中, 加入BufferG-A及RNase A1, 充分研

磨, 后移入1.5 mL离心管内, 具体操作步骤严格

按照说明书进行. 
1.2.2 改良的mtDNA及nDNA提取方法 分别取

癌组织、癌旁组织及正常黏膜组织各100 mg, 
置于匀浆器中, 充分研磨. 按照线粒体提取试

剂盒说明书提取线粒体, 然后从线粒体中按照

mtDNA萃取试剂盒提取mtDNA(命名为C样品). 
另从提取线粒体后的沉淀物(残存的细胞核和未

溶解的细胞)中按照DNA萃取试剂盒说明提取

nDNA(命名为D样品). 
1.2.3 聚合酶链反应(PCR)检测 mtDNA上游引

物: 5' CACCCTAGCCATCATTCTAC 3', 下游

引物: 5' GGGGTATGCTGTTCGAATTC 3', 扩
增长度为403 bp. 核基因组为P53基因上游引物

5' GGGCAACCAGCCCTGTCG 3', 下游引物: 5' 
GTGCCCTGACTTTCAACTCTG 3', 扩增长度为

266 bp. 上述引物均由上海杰美基因医药科技有

限公司合成. PCR扩增标准反应体系(25 μL): 反
应液Reagent A 15 μL, 上游引物0.5 μL, 下游引

物0.5 μL, mtDNA模板0.5 μL, 配平液8.5 μL, 配
制成PCR反应体系. 扩增条件: 95℃ 2 min; 95℃ 
30 s, 59℃ 1 min, 72℃ 30 s, 共40个循环; 72℃延

伸5 min. 
1.2.4 mtDNA和nDNA特异性检测 进行PCR扩增

时按如下分组进行. Ⅰ, Ⅱ组: 分别取A, B样品及

其对应的上下游引物加入PCR反应体系中, 扩增

出常规提取方法得出的产物; Ⅲ, Ⅳ组: 分别取

C, D样品及其对应的上下游引物加入PCR反应

体系中, 扩增出改良提取方法得出的产物; Ⅴ组: 
取nDNA的引物加入至C样品中进行PCR扩增, 
检验C样品的特异性; Ⅵ组: 取mtDNA的引物加

入至D样品中进行P C R扩增, 检验D样品的特

异性.

2  结果

2.1 常规提取方法PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果 
组织中分别获得了403 bp及266 bp大小的片段

(图1-2).
2.2 改良后的mtDNA及nDNA提取方法PCR产物

琼脂糖凝胶电泳结果 组织中分别获得了403 bp
及266 bp大小的片段(图3-4). 
2.3 mtDNA和nDNA特异性检测结果 C样品中未

见到nDNA 266 bp大小的片段(图5), D样品中未

见到mtDNA 403 bp大小的片段(图6).

■创新盘点
本实验用同一组
织先提取细胞内
线粒体DNA, 同
时将剩余的细胞
核中的DNA同时
提出, 这样既节省
材 料 ,  又 减 少 费
用 ,  同 时 得 到 同
一细胞中的线粒
体和细胞核DNA, 
相关性较强. 
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3  讨论

线粒体是真核细胞内的重要细胞器, 其主要功

能是在内部进行生物氧化和能量转换, 除此之

外, 线粒体还支持和参与了许多主要的细胞功

能, 如介异代谢, 保持离子稳态、脂质、核酸和

氨基酸的合成及细胞增殖和启动细胞凋亡等[7]. 而
mtDNA存在于线粒体的内膜上, 暴露于由氧化

磷酸化过程产生的高浓度的反应性氧簇(reactive 
oxygen species, ROS)中, 故mtDNA的突变易发

生. 在很长一段时间人们把主要精力集中在研

究肿瘤和核DNA改变的关系上, 对肿瘤细胞线

粒体DNA改变关注很少, 但近年来由于证明了

mtDNA特殊的结构特点, mtDNA的突变率比核

DNA高10倍以上[8-10], 且与细胞凋亡[11-12]和肿瘤

形成[13-15]都有密切的关系. 

在一般情况下, m t D N A的衰老或损伤常

被胞质中溶酶体内的DNA水解酶彻底降解. 但
有时如细胞内外环境中有害因素增加时 ,  可
使m t D N A错配片数产生和降解增加, 或大量

mtDNA裂解等造成游离的mtDNA片数增多, 致
使mtDNA或其片数有机会游离并可能会具有类

似致癌病毒样作用, 穿过细胞核孔, 随机整合到

核基因组中, 如果这种整合出现在癌基因或抑

癌基因组中, 使癌基因激活或抑癌基因失活, 可
诱导细胞发生癌变[13]. 因此, 探讨肿瘤发生、发

展过程中mtDNA的改变(拷贝量变化, 突变、微

卫星的不稳定性), 以及其对细胞核DNA改变的

影响, 必将成为今后肿瘤研究的热点之一[16]. 本
实验基于以上观点, 以往有不少学者对mtDNA
与nDNA的提取方法, 进行了不断的改进, 但均

A6   A5 A4  A3  A2  A1  M 图  1  m t D N A  P C R
产物. M: 100-1000 

marker; A1-A6: 常规方

法提取的mtDNA样品.

M  B1   B2  B3   B4  B5   B6 图 2 nDNA PCR产物. 
M: 100-1000 marker; 

B1-B6: 常规方法提取

的nDNA样品.

C6   C5  C4   C3  C2  C1   M 图  3  m t D N A  P C R
产物. M: 100-1000 

marker; C1-C6: 新方法

提取的mtDNA样品.

M   D1  D2  D3   D4   D5  D6 图 4 nDNA PCR产物. 
M: 100-1000 marker; 

D1-D6: 新方法提取的

nDNA样品.

图  5  m t D N A  P C R
产物. M: 100-1000 

marker; C1-C6: 新方法

提取的mtDNA样品.

图 6 nDNA PCR产物. 
M: 100-1000 marker; 

D1-D6: 新方法提取的

nDNA样品.

C6   C5  C4  C3  C2  C1   M M  D1  D2  D3  D4  D5  D6

■应用要点
利用同一种组织, 
同时提取线粒体
和 细 胞 核 D N A , 
得到较为纯化的
线粒体DNA和细
胞核DNA. 在将
来的研究中具有
很好的应用价值.

■名词解释
线 粒 体 D N A 
(mtDNA): 存在于
线粒体的内膜上, 
呈双链闭环结构, 
全长16 569 bp, 有
轻链(L链)和重链
(H链)之分, 两条
链均具有独立编
码功能.
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采用两部分组织, 分别提取mtDNA和nDNA[17], 
作者采用改良的方法, 在同一组织中同时提取

mtDNA和nDNA, 节省组织, 缩短时间, 减少费

用, 操作相对简单, 另外在同一组织中既提取

mtDNA又提取nDNA, 对研究疾病的发生、发展

及两者的相关性应更有说服力.
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17 戴纪刚, 吴宇格, 魏泓, 肖颖彬. 一种简单快速制备动
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■同行评价
本文使用不同的
方法提取食管癌
组织内线粒体和
细胞核DNA, 并
经过PCR扩增后
证实纯度高, 方法
可靠 ,  简单易行 , 
易于推广.
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Abstract
AIM: To present the hot topics on peptic ulcer 
research by analyzing the related literatures.

METHODS: PubMed database was searched 
to select the articles related to peptic ulcer and 
published during the year 2004 to 2006, and 
the subject heading (MeSH) terms of all articles 
were downloaded. Subsequently all the MeSH 
terms that appeared over 20 times were selected 
and co-word analysis was used to cluster these 
medical MeSHs. After statistically analyzing the 
contents of each cluster, the research focuses 
were obtained.

RESULTS: A total of 1559 articles associated 
with peptic ulcer were searched from PubMed 
database, and 64 MeSH terms appeared over 20 
times. The MeSH term "application of anti-ulcer 
drugs" was found with the most occurrence fre-
quency (181 times). The 64 terms were clustered 
into 7 groups according to their co-occurrence 
strengths.

CONCLUSION: The 7 hot topics are as follow: 
the drug therapy of peptic ulcer, the etiology 

study of chemical-induced peptic ulcer, surgery 
on peptic ulcer, the drug therapy of H pylori in-
fection, laboratory diagnosis of peptic ulcer and 
epidemiology and genetic research on peptic 
ulcer.

Key Words: Peptic ulcer; Hot topics; Cluster analy-
sis

Zhang H, Liu PN, Cui L. Analysis of foreign literatures 
on peptic ulcer research. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(10):1150-1155

摘要
目的: 调查消化性溃疡研究的文献, 分析当前
该主题的研究热点. 

方法: 对PubMed数据库中近3 a发表的有关消
化性溃疡的文献进行分析, 下载这些文献的主
题词并统计主题词出现的频次, 截取频次大于
20次的主题词作为高频主题词. 两两统计高频
主题词在同一篇文献中出现的频率, 形成主题
词共现矩阵, 利用SPSS统计软件对矩阵做聚
类, 通过分析各类的文献内容, 得到该主题的
研究热点. 

结果: 共检出近3 a发表的有关消化性溃疡论
文1559篇, 出现频次超过20次的主题词为64
个, 其中出现频次最高的主题词为抗溃疡病药
的治疗应用, 为181次, 通过对这64个高频主题
词聚类得到7个研究热点.

结论: 目前国外对消化性溃疡的研究热点主
要集中在消化性溃疡的药物疗法, 化学物质诱
导消化性溃疡的病因学研究, 消化性溃疡的外
科手术, 幽门螺杆菌感染的药物治疗, 消化性
溃疡的实验室诊断以及消化性溃疡的流行病
学和遗传学研究7方面.

关键词: 消化性溃疡; 研究热点; 聚类分析

张晗, 刘鹏年, 崔雷. 国外消化性溃疡文献研究热点的分析. 世

界华人消化杂志  2007;15(10):1150-1155
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■背景资料
消化性溃疡主要
是指发生在胃和
十二指肠的慢性
溃疡, 是消化系统
的一组常见病和
多 发 病 .  研 究 发
现, 消化性溃疡的
发病机制复杂, 与
多方面因素有关, 
关于该病的研究
越来越受到人们
的重视 .  多年来 , 
消化性溃疡的病
因始终不清楚, 人
们一直探讨防御
因子与攻击因子
失衡的发病机制, 
临床治疗原则多
采用抑制胃酸的
方法, 然而易于复
发 ,  根 治 该 病 很
难. 
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0  引言

随着人类社会的发展, 人们生活节奏的加快, 消
化性溃疡(peptic ulcer, PU)发病率逐渐增高, 成
为一种常见病和多发病. 在我国消化性溃疡的

发病率约为10%, 而有关该病的诊治在临床上

越来越受到关注和重视. 研究发现, 消化性溃疡

的发病机制复杂, 与多方面因素有关, 治疗方法

也多种多样. 目前, 已有国外学者展开大量研究, 
发表了较多的文献. 我们采用文献计量学中的

共词分析的方法, 调查了有关消化性溃疡的最

新的外文文献, 总结出当前该主题研究的热点, 
为广大专业人员深入开展消化性溃疡的研究提

供参考信息, 从而为提高医疗服务质量做出贡

献.

1  材料和方法

1.1 材料 所下载的数据来自于美国国立医学

图书馆开发的PubMed数据库. 数据处理采用

书目信息共现挖掘系统(bibliographic item co-
occurrence mining system, BICOMS), 聚类分析

用统计软件SPSS11.5.
1.2 方法 我们以消化性溃疡为主题词, 扩展检

索P u b M e d数据库中近3 a发表的文章的主要

内容为消化性溃疡的文献, 检索策略为: peptic 
ulcer[majr] AND 2004:2006[dp]. 在PubMed中, 消
化性溃疡包括5个下位主题词, 各主题词的来源

文献的数量分别为: 消化性溃疡(1559)、消化性

食管炎(179)、消化性溃疡穿孔(137)、胃溃疡

(640)、Zollinger-Ellison综合征(41). 将全部相关

文献的主题词套录下来, 运用BICOMS软件统计

这些主题词的出现频次, 将这些主题词按照出

现的频次由高到低排序, 根据这些主题词的累

计频次的变化曲线选定截取高频主题词的阈值. 
本文中, 根据主题词出现的频次大于20, 累积频

次达到43%的前64主题词作为表现当前消化性

溃疡研究热点的标志(表1). 
由于这些主题词是消化性溃疡论文中出现

频率最高的词, 他们代表了当前消化性溃疡研

究的热点. 但是他们不能进一步反映这些主题

词之间的关系, 为此, 我们对这些高频主题词做

了进一步的处理: 两两统计他们在同一篇论文

中出现的次数, 如果两个主题词在众多的文章

当中同时出现的频率高, 说明他们之间的关系

密切, 这样形成了一个64×64的共词矩阵, 再通

过进一步统计处理生成相似矩阵. 以此为基础, 
利用统计软件SPSS对这些词进行聚类分析, 由

此生成高频主题词的共词聚类树图, 该聚类树

图可以反映出这些词之间的亲疏关系, 将这些

主题词组合起来, 能反映出这些词所代表的学

科和主题的结构, 从而获得消化性溃疡研究活

动的热点[1].

2  结果

2.1 高频主题词的分布 本研究以出现频次大于

20次的主题词做为高频主题词, 共产生64个高

频主题词(表1). 主题词的中文译名均依照中国

医学科学院医学信息研究所出版的《中文医学

主题词表》进行翻译.
2.2 高频主题词的共词聚类结果 高频主题词的

共词聚类结果如图1所示, 数字代表主题词序号; 
横轴的数字代表两个主题词之间的距离, 如果

两个词在越短的距离内聚集到一起, 说明他们

的关系越密切. 如图1中的26号主题词(抗溃疡药

的投药和剂量)与55号主题词(奥美拉唑的投药

和剂量)是所有主题词中关系最为密切的一对, 
因为他们之间的距离最短(<5), 意指奥美拉唑是

一种抗溃疡药. 然后又与9号主题词(质子泵抑制

剂)和37号主题词(胃酸分泌)结合在一起, 说明

该药是一种质子泵抑制剂, 对胃酸的分泌起作

用. 通过在PubMed数据库中用相应主题词检索

可以验证图1消化性溃疡研究高频主题词的共

词聚类分析结果.

3  讨论

根据聚类树图, 可以看出当前有关消化性溃疡

的研究主要集中在以下7方面: (1)质子泵抑制剂

(例如奥美拉唑及其衍生物等)作为抗溃疡药, 能
够抑制胃酸分泌, 从而达到治疗各种消化性溃

疡病的目的. 由26、55、9、37、53、23、54、
17、58、27、1、49、18、45和63号主题词组

成. 例如一篇名为《酸抑制剂的最优化疗法》

的文献中介绍, 酸抑制剂对于很多疾病而言是

安全而有效的, 质子泵抑制剂在很多情况下比

H2受体拮抗剂更有效, 他能应用在根除幽门螺

杆菌、治疗非幽门螺杆菌性消化性溃疡、预防

和治疗非甾类抗炎药导致的上消化道损伤、溃

疡出血、胃食道反流等疾病[2]. 该类药需定时、

定量给药, 出现溃疡出血的患者, 需静脉内给

药, 同时, 有大量数据显示, esomeprazole是一种

有效的口服酸抑制剂. 又如在《esomeprazole与
lansoprazole对胃食管反流病食管内酸抑制的对

比研究》[3]一文中, 认为酸抑制是治疗胃食管反

■创新盘点
通常阐述学科热
点研究的文献是
通过学科专业人
员阅读大量文献
后 综 述 而 成 ,  具
有一定主观性. 本
研究通过分析大
量文献, 将出现次
数超过一定阈值
的、能表达文献
内容的主题词作
为研究对象, 结合
主题词的语义关
系, 总结出研究热
点, 具有客观、定
量的特点.
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流病的主流疗法, 作者对比了两种质子泵抑制

剂esomeprazole和lansoprazole对复杂的胃食管

反流病的疗效, 结果显示esomeprazole的疗效更

好; (2)利用植物疗法来治疗消化性溃疡. 由21、
22、5、31、4、43号主题词组成. 很多植物提

取物能够通过保护胃黏膜来预防并治疗消化性

溃疡. 例如在《银杏叶提取物对酒精诱导的大

鼠胃溃疡的保护作用》[4]一文中, 作者对灌输酒

精导致的胃溃疡大鼠给予银杏叶提取物, 结果

发现银杏叶提取物能够明显抑制酒精所导致的

胃损伤, 其机制可能为银杏叶提取物能够抑制

脂质过氧化, 保护胃黏膜, 阻止细胞凋亡. 又如

在《白粉藤属植物对实验诱导的胃溃疡胃黏膜

的保护作用: 与硫糖铝对比》[5]一文中, 作者提

出早在印度草医学中就用白粉藤属植物治疗胃

溃疡, 其萃取成分CQE对胃黏膜的保护作用可

与硫糖铝相媲美, 此外CQE的剂量在500 mg/kg
时, 能够增强胃黏膜的防御能力, 从而达到治疗

消化性溃疡的目的; (3)一些药物导致的消化性

溃疡的病因学研究. 由主题词8、25、62、15、
28、19组成. 一些药物, 如非甾类消炎药以及环

加氧酶(COX)抑制剂能够导致消化性溃疡的产

生. 例如在《服用COX2抑制剂或传统的非甾类

抗炎药患者罹患胃肠疾病的危险性》一文中, 
作者比较了COX2抑制剂和传统的非甾类抗炎

药导致的胃肠疾病的发生率, 结果发现两类药

均能明显提高胃肠疾病的发生率, 当给予治溃

疡药后, 除diclofenac外, 其他药物均能减少胃肠

表 1 消化性溃疡研究的高频主题词

      
序号              主题词             频次              序号              主题词                 频次 

  1 抗溃疡病药/治疗应用          181 33 螺杆菌感染/流行病学 37

  2 螺杆菌, 幽门            159 34 胃溃疡/微生物学                 36

  3 螺杆菌感染/药物疗法          131 35 螺杆菌感染/诊断                 36

  4 胃溃疡/药物治疗            126 36 抗菌药/治疗应用                 36

  5 胃溃疡/预防和控制            105 37 胃酸/分泌                                 34

  6 消化性溃疡/药物疗法            96 38 消化性溃疡/流行病学 34

  7 螺杆菌感染/并发症              86 39 消化性溃疡/病因学                 34

  8 消炎药, 非甾类/副作用          84 40 胃溃疡/代谢                 33

  9 质子泵/拮抗剂和抑制剂        78 41 消化性溃疡/外科学                 32

10 消化性溃疡穿孔/外科学        75 42 螺杆菌, 幽门/致病力                 31

11 胃溃疡/并发症              65 43 胃溃疡/病理生理学                 30

12 螺杆菌, 幽门/分离和提纯      65 44 螺杆菌感染/微生物学 30

13 消化性溃疡/微生物学            61 45 食管炎, 消化性/诊断                 30

14 十二指肠溃疡/外科学            61 46 消化性溃疡/并发症                 29

15 胃溃疡/化学诱导              60 47 消化系统外科手术/方法学 29

16 十二指肠溃疡/并发症            59 48 胃溃疡/治疗                 27

17 奥美拉唑/类似物和衍生物     55 49 组胺激动药/治疗应用 26

18 十二指肠溃疡/药物疗法         53 50 消化性溃疡/诊断                 26

19 胃溃疡/病因学              53 51 胃溃疡/诊断                 25

20 胃溃疡/病理学              52 52 螺杆菌, 幽门/遗传性                 25

21 抗溃疡药/药理学              47 53 胃溃疡/兽医学                 25

22 植物药疗法              45 54 胃食管反流/药物疗法 23

23 食管炎, 消化性/药物疗法      44 55 奥美拉唑/投药和剂量 23

24 十二指肠溃疡/微生物学        43 56 十二指肠溃疡/诊断                 22

25 消化性溃疡/化学诱导            43 57 胃肠出血/病因学                 22

26 抗溃疡药/投药和剂量            42 58 苯咪唑类/治疗应用                 22

27 奥美拉唑/治疗应用              42 59 十二指肠溃疡/病理学 21

28 消化性溃疡/预防和控制        41 60 胃切除术/方法                 21

29 胃溃疡/外科学              40 61 螺杆菌, 幽门/免疫学                 21

30 螺杆菌, 幽门/药物作用          40 62 环加氧酶抑制药/副作用 21

31 胃黏膜/药物作用              39 63 食管炎, 消化性/病因学 20

32 胃黏膜/病理学              39 64 十二指肠溃疡/流行病学 20

■应用要点
本文运用统计学
方法, 从大量目前
已发表的消化性
溃疡的文献中, 抽
取出目前消化性
溃疡研究的热点
问题, 在理论及实
践上能够为临床
诊治该病提供参
考信息, 也能为科
研选题提供方法
学依据.
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疾病的发生率[6]; (4)消化性溃疡的外科手术治

疗. 由11、16、57、29、60、10、14、47、41
号主题词组成, 内容涉及消化性溃疡的外科手

术治疗方法. 例如在《慢性胃溃疡患者腹腔镜

下胃大部切除术》一文中, 作者总结了利用腹

腔镜治疗良性胃损伤的经验, 借助腹腔镜对18
例幽门梗阻以及十二指肠溃疡、胃溃疡患者施

行毕Ⅱ式胃远端切除术, 术后无一例死亡或复

图 1 高频主题词共词聚类树
图.
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发, 从而证实腹腔镜辅助毕Ⅱ式胃远端切除术

对于良性胃、十二指肠损伤是一种安全有效的

治疗方法[7]; (5)抗菌药治疗幽门螺杆菌感染相关

研究. 由20、32、59、40、2、3、6、36、30、
7、39、46和48号主题词组成, 内容涉及幽门螺

杆菌根除治疗的相关研究. 例如在《根除幽门

螺杆菌对胃黏膜形态学变化的作用》一文中, 
作者研究了138例胃十二指肠疾病患者在根治

了幽门螺杆菌后, 胃黏膜的形态学变化[8]. 在根

除治疗14 mo后, 胃黏膜萎缩减轻, 炎症的程度及

其活性均明显下降. 而未施行幽门螺杆菌根除

治疗的患者, 胃黏膜无此改变. 又如在《每天两

次给予标准剂量的奥美拉唑能够降低胃酸而达

到根除幽门螺杆菌的目的》一文中, 作者对323
名幽门螺杆菌感染患者给予不同剂量的抗生素, 
并通过呼吸实验来评价幽门螺杆菌的根治效果, 
结果显示20 mg bid的奥美拉唑即能达到理想的

抑酸效果[9]; (6)利用实验室检查方法检验幽门

螺杆菌的存在以诊断消化性溃疡. 由51、56、
12、35、50号主题词组成, 通过检查唾液、组

织病理学检查、尿素酶试验、粪便幽门螺杆菌

抗原检测等实验室检查方法诊断幽门螺杆菌感

染. 例如在《胃、十二指肠溃疡患者幽门螺杆

菌感染的定量尿素酶试验》一文中, 作者研究

了胃溃疡、十二指肠溃疡患者的黏膜活组织样

本尿素酶活性与疾病严重程度的关系, 并制定

了尿素酶与疾病严重程度的定量关系标准[10]. 结
果显示, 疾病的严重程度与尿素酶活性无相关

关系, 但对尿素酶活性的定量评价方法能够检

验幽门螺杆菌所释放的羟基阴离子的量, 从而

能够确定幽门螺杆菌的存在; (7)消化性溃疡的

流行病学、微生物学以及遗传学研究. 由33、
38、64、44、52、13、24、34、42、61号主题

词组成, 内容涉及消化性溃疡以及螺杆菌感染

的流行病学、微生物学以及遗传学研究. 例如

在《幽门螺杆菌感染与胃十二指肠损伤的关系

有多密切?》一文中, 作者在社区健康体检中筛

查了幽门螺杆菌感染与胃肠道损伤的居民, 以
确定感染与损伤的关联性, 通过对932名体检者

做了13C尿素呼气试验以检测是否有幽门螺杆菌

感染, 同时通过测量血清胃蛋白酶原Ⅰ, Ⅱ水平

确定胃萎缩的程度, 此外对部分受检者做了影

像学检查[11]. 结果表明, 幽门螺杆菌感染的流行

程度随年龄而增加, 血清胃蛋白酶原Ⅰ和Ⅱ的

比值随年龄而降低, 持续的幽门螺杆菌感染与

胃黏膜萎缩有关. 此外, 文献[12-14]均对消化性

溃疡患者幽门螺杆菌的多种致病基因(如vacA, 
cagA, cagT, cage, iceA, oipA, babB等)进行分析. 

总之, 可以得出当前消化性溃疡研究的热点

集中在: 消化性溃疡的药物疗法, 化学物质诱导

消化性溃疡的病因学研究, 消化性溃疡的外科

手术, 幽门螺杆菌感染的药物治疗, 消化性溃疡

的实验室诊断以及消化性溃疡的流行病学和遗

传学研究. 
致谢:  本研究使用的书目信息共现挖掘系统

(B I C O M S)由崔雷负责的自然科学基金项目

“运用文本数据库中元数据关联规则进行知识

发现的研究”(No.70473101)提供.
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届
消化介入新技术研讨会会议及征文通知

本刊讯 第七届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会是卫生部“十年百项”适宜技术推广、上海市重大医学

成果转化及国家级继续医学教育项目, 为进一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入诊治的技术

水平, 我们联合上海同仁医院、山东省立医院和山东省医学影像研究所, 定于2007-09-21/25在山东省济南市举

办第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会, 参会者可获得国家级一类继续医学教育学

分12分. 会议将以专题讲座、论文交流、操作演示及研讨沙龙多种形式相结合, 安排相关学科的著名专家着重

介绍消化道病变内镜治疗、介入放射学治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗的新理论、新技术和新方法.  

1   征文内容

包括消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等. 消化系

良性病变如门静脉高压、胆道结石、消化道出血等的内镜及介入新技术应用. 消化病诊治边沿交叉学科与消

化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.  

2   征文要求

专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 经验交流、短篇报道等全文

限1000字以内. 所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 书写规范, 稿件应是未发表过的论文, 优秀论

文将安排在国家级杂志上发表. 所有稿件一律要求电脑打印(WORD格式), 邮寄者需附软盘; 特别鼓励用E-mail

投稿(用附件WORD格式). 截稿日期: 2007-07-31. 征集疑难病例: 会议将安排专门时间研讨疑难病例, 欢迎与会

代表将临床中遇到的疑难病例带到会上讨论. 通信地址: 山东省立医院消化科张春清收, 济南市经五路纬七路

324号, 邮编: 250021. 联系电话: 0531-85186350, 86701337; 传真: 0531-87902348; 手机: 0531-86701339. E-mail: 

zhchqing@medmail.com.cn.
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Abstract
AIM: To explore the laboratory diagnostic values 
of twelve markers in liver transplantation.

METHODS: The documents of 98 cases received 
liver transplantation were analyzed. According 
to the standard of discharge diagnosis, the cases 
were classified into 3 groups: cured group, com-
plication group and death group. The changes 
and characteristics of 12 indexes were analyzed, 
including alanine aminotransferase (ALT), as-
partate aminotransferase (AST), gamma-gluta-
myltranspeptidase (GGT), alkaline phosphatase 
(ALP), aldolase (ALD), leucine aminopeptidase 
(LAP), glutamate dehydrogenase (GLDH), cho-
linesterase (CHE), prealbumin (PA), total biliary 
acid (TBA), total bilirubin (TB), and direct biliru-
bin (DB).

RESULTS: ALT, AST, ALD and GLDH were 
more sensitive for the ischemia/reperfusion in-
jury following liver transplantation. Transplant-
ed liver survival and its function in secreting 
bile and excreting were predicted by TB, DB and 
TBA, and the proteins metabolism was reflected 
by PA and CHE. The acute rejection was indi-
cated by ALT, GGT, ALP, TB and DB. ALT, AST, 

GGT, TB and DB were specific for medical reac-
tion in anti-rejection. TB and DB were valuable 
in the diagnosis of biliary tract stricture and ob-
struction, while ALT and GGT were helpful for 
diagnosing biliary tract infection. Lung infection 
might be diagnosed by ALT, TB and DB, and cut 
infection by ALT, GGT and GLDH. Gradually 
decreased PA and CHE levels, progressive TB 
and DB levels, and increasing ALD and GLDH 
levels were three great characteristics for graft 
nonfunction after liver transplantation.

CONCLUSION: The characteristics of clinical 
chemical markers were helpful in the laboratory 
diagnosis of graft survival, function restoration 
and complications after liver transplantation, 
which may guide the clinical therapy.

Key Words: Liver transplantation; Laboratory diag-
nosis; Chemical marker

L i u  A B ,  L i  L ,  H a o  Q F ,  W a n g  H Y .  L a b o r a t o r y 
diagnostic values of clinical chemical markers in 
liver transplantation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(10):1156-1159

摘要
目的: 探讨临床化学指标对指导肝移植实验
诊断价值. 

方法: 分析98例肝移植受者病历, 按出院诊断
标准分为治愈组、治愈合并并发症组、死亡
组3组. 分析3组受者12项临床化学指标变化规
律和特征. 

结果: ALT, AST, ALD, GLDH是预测缺血-再
灌注损伤的良好指标. TB, DB, TBA是预测移
植肝脏存活, 恢复其胆汁分泌、排泄功能的
指标. PA, CHE是反映移植肝脏存活、恢复其
合成蛋白质功能的指标. 急性排斥反应ALT, 
GGT, ALP, TB, DB有诊断价值. 抗排异药物毒
性反应ALT, AST, GGT, TB, DB有特异性. 胆
道狭窄/梗阻TB, DB有诊断价值. 胆道感染时
ALT, GGT有诊断特点. 肺部感染时ALT, TB, 
DB有诊断意义. 切口感染时ALT, GGT, GLDH
有诊断价值. 肝脏无功能临床化学指标3个特

®

■背景资料
肝移植术后受者
早期临床变化复
杂, 合理选择临床
化学指标判断肝
功能特别是并发
症发生对诊断及
鉴别诊断尤为重
要.  
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点: PA, CHE逐渐降低; TB, DB居高不降, 甚至
逐渐升高; ALD, GLDH进行性升高.

结论: 临床化学指标的变化规律和特点对判
断肝脏存活、肝功能恢复, 诊断、鉴别不同并
发症以及指导临床治疗有诊断价值.

关键词: 肝移植; 实验诊断; 化学指标
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0  引言

肝移植术后临床化学指标的监测对观察植入肝

存活、肝功能恢复及药物治疗乃至排斥反应等

方面具有重要意义, 相关报道很多[1-3]. 肝移植术

后如何合理选择临床化学指标, 达到使用较少

项目、针对性高地评价宿主肝功能, 是临床工

作中面临的主要问题. 我们分类研究术后常见

并发症患者, 以并发症的发生为首要依据(金标

准), 分析肝移植早期(10 d)临床化学指标的动态

变化规律和特点, 旨在探讨这些指标对指导肝

移植的临床实验诊断价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 本院收治的尸体肝原位肝移植受者98
例. 男82例, 女16例, 年龄30-72(50.5±9.3)岁. 乙
型肝炎后肝硬化43例, 原发性肝癌50例, 胆汁性

肝硬化2例, 结肠癌肝转移1例, 丙型肝炎后肝硬

化2例. 住院日25-62 d, 平均45 d. 手术方式: 经典

原位式81例, 原位背驮式17例.
1.2 方法 
1.2.1 分组 按患者出院时疾病分类统计方法并

分析全部病历, 将98例患者分为3大组: (1)治愈

组, 54例. 包括2种情况: 正常恢复39例, 无并发

症、30 d内出院; 缓慢恢复15例, 无并发症、

50-60 d出院. (2)治愈有并发症组, 39例. 并发

症: 肺部感染11例; 胆道感染5例; 胆道狭窄/梗
阻2例; 切口感染2例; 抗排异药物(环抱霉素、

FK506)毒性反应1例; 移植物抗宿主病(GVHD) 1
例; 急性排斥反应6例(单纯急性排斥反应3例, 急
性排斥反应+肺部感染1例, 急性排斥反应+切口

感染2例); 腹腔感染+切口感染1例; 胆道感染+
肺部感染7例; 胆道感染+切口感染1例; 胆道感

染+肺部感染+腹腔感染1例; 胆道感染+肺部感

染+肝性脑病+肾功能衰竭+消化道出血1例. (3)

死亡组, 5例. 死因: 多器官功能衰竭2例; 肺部感

染1例; 急性排斥反应1例; 胆道梗阻1例. 
1.2.2 诊断方法及依据 (1)微生物. 术后经多部

位、多种分泌/排泄物、血液、体液连续培养阳

性3次以上, 并鉴定出致病微生物、做药物敏感

试验, 经有效抗生素治疗感染得到控制. (2)胆道

狭窄/梗阻诊断. 经X线造影检查证实有胆道狭

窄或梗阻者, 并采取相应治疗措施. (3)抗排异药

物毒性反应. 对环抱霉素、FK506经药代动力学

和药物浓度监测, 有相应临床表现. (4)GVHD. 
病理活检皮肤组织表皮及真皮病变符合GVHD, 
有典型临床表现. (5)急性排斥反应. 肝穿病理可

见: 汇管区扩大、大量混合性炎细胞浸润, 有淋

巴细胞攻击胆管现象, 中央静脉周围部分肝细

胞消失, 肝细胞毛细胆管瘀胆, 多见凋亡小体. 
采用Banff分级法. 
1.2.3 分析项目 12项肝功能相关指标: 丙氨酸氨

基转移酶(ALT), 天冬氨酸氨基转移酶(AST), γ-
谷氨酰转移酶(GGT), 碱性磷酸酶(ALP), 醛缩

酶(ALD), 亮氨酸氨基肽酶(LAP), 谷氨酸脱氢酶

(GLDH), 胆碱酯酶(CHE), 前白蛋白(PA), 总胆

汁酸(TBA), 总胆红素(TB), 直接胆红素(DB). 
选择病肝切除前; 病肝切除后2 h; 阻断前

5 min; 阻断后5 min; 开放前5 min; 开放后5 min; 
新肝期30 min; 60 min; 90 min; 180 min; 新肝期

1-10 d共19个时段, 分别采集静脉血, 测定上述

项目. 连续分析每个项目动态变化规律, 找出不

同并发症临床化学项目特点.

2  结果

2.1 治愈组临床化学项目变化规律和特点 ALT, 
AST, ALD, GLDH: 无肝期开始升高. ALT, AST, 
ALD新肝期60-90 min达高峰, 是旧肝切除前

20-30倍. 新肝期1-2 d开始大幅降低, 4-6 d降至

正常. 但缓慢恢复者ALT水平从新肝期60 min-5 
d呈高水平平台期, 6-7 d才开始大幅降低, 8-15 d
又维持在60-80 IU/L的平台期, 16-20 d降至正常. 
GLDH高峰值时间在新肝期2 d, 5-8 d开始降低, 
7-10 d降至正常. 比前3个酶诊断窗口期长3-4 d. 
上述变化可能正好反映植入肝脏缺血-再灌注损

伤过程. 
GGT, ALP, LAP: 旧肝切除前GGT, ALP异常

高水平者, 在无肝期快速降低, 新肝期1-2 d即到

正常水平. 旧肝切除前3个酶正常者, 移植后无

明显变化. 
PA, CHE: 为终末肝病患者, 旧肝切除前低

■创新盘点
本研究以受者出
院诊断标准为分
组依据、以出现
的并发症为金标
准, 比较分析12项
指标的变化规律
和特点, 发现几组
不同指标对反映
植入肝脏存活、

功能恢复; 诊断、

鉴别常见并发症; 
判断肝脏无功能
及指导治疗有实
验诊断价值.
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于正常水平, 新肝期后逐渐上升, 至新肝期2-6 d
升至正常水平. 可能是移植肝脏存活、恢复其

代谢功能的表现. 
TB, DB, TBA: TB, DB在旧肝切除前多有增

高, 新肝期后逐渐降低. TBA降低速度比TB, DB
快, 多在新肝期2-6 d降至正常. TB, DB在新肝期

6 d后常在低幅增高水平, 15-25 d降至正常. 缓慢

恢复者DB水平降低速度比TB挫后5-10 d, 是移

植肝脏存活 ,  恢复其胆汁分泌、排泄功能的

表现. 
2.2 治愈有并发症组临床化学项目变化特点

2.2.1 并肺部感染 以ALT, TB, DB 3项指标具有

明显特征. ALT: 在新肝期4-6 d应降至正常, 但
却波动在较高水平(100-200 IU/L), 此水平持续

10-30 d不等, 至感染得到控制为止. TB, DB: 在
旧肝切除后-新肝期呈逐渐降低趋势, 但在新肝

期5-6 d又突然升高, 呈一回升曲线, 升高幅度多

没有超过旧肝切除前水平. 随着感染得到控制, 
方又逐渐降低, 直至正常. 
2.2.2 并胆道感染 以ALT, GGT具明显特征. ALT
在新肝期4-6 d后仍在一个较高水平(100-200 IU/
L)波动. 但GGT在第4天大幅升高, 峰值是旧肝

切除前1-2倍. 二者降到正常的时间不等, 与治疗

效果平行, 但ALT下降时间早于GGT. 
2.2.3 并胆道狭窄/梗阻 以TB, DB具有特征. 从旧

肝切除后-新肝期TB, DB无逐渐降低趋势, 反而

逐渐增高, 增高幅度不太大, 一般未超过旧肝切

除前水平, 多与狭窄/梗阻程度有关. 
2.2.4 并切口感染 ALT, GGT, GLDH最具特征. 
ALT在新肝期4-6 d后未降至正常, 波动在40-80 
IU/L. GGT逐渐增高, 最高幅度为旧肝切除前的

3-5倍. GLDH在新肝期7-10 d后未降至正常, 在
10-15 IU/L间波动. 
2.2.5 并抗排异药物毒性反应 ALT, AST, GGT, 
TB, DB 5项指标最具特征. ALT, AST在新肝期

1-2 d下降后又逐渐上升, 最高达旧肝切除前10
倍. GGT, TB, DB逐渐升高, 最高达旧肝切除前

5-10倍. 
2.2.6 并GVHD 仅GGT略高, 其他指标无特征性

改变. 
2.2.7 并急性排斥反应 特征性指标ALT, GGT, 
ALP, TB, DB 5项. ALT在新肝期1-2 d开始降低, 
4-6 d后持续波动在200-400 IU/L. GGT, ALP逐渐

增高, 高峰值达旧肝切除前10-15倍. TB, DB也逐

渐升高, 但升高幅度不大, 最高达旧肝切除前的

1倍. 6例急性排斥患者中, 同时合并肺部感染、

胆道感染时, 除上述几项指标外无特征性改变. 
2.2.8 并腹腔感染+切口感染 与合并切口感染组

相同. 
2.2.9 并胆道感染+肺部感染; 并胆道感染+切口

感染; 并胆道感染+肺部感染+腹腔感染; 并胆道

感染+肺部感染+急性肾衰+消化道出血+肝性脑

病: 这几组合并症中, 胆道、肺和腹腔感染为主

因, 临床化学指标以ALT, GGT, TB, DB为突出特

征. 各项指标变化特点与前面叙述相同. 合并急

性肾衰、消化道出血、肝性脑病时, 另有其他

指标特征性改变, 文中不予论述. 
2.3 死亡组临床化学指标特征 死亡组临床化学

指标改变主要表现在3个方面: (1)反映移植肝脏

存活和代谢功能的2项指标PA, CHE, 移植后逐

渐降低. (2)TB, DB水平居高不降, 甚至逐渐升

高. (3)反映缺血-再灌注损伤的ALD, GLDH 2项
指标呈进行性升高. 3种变化可能预示肝脏无

功能.

3  讨论

本研究在详细分析、总结98例肝移植病例基础

上, 以确定诊断的并发症为金标准, 比较分析临

床常用12项化学指标的变化规律和特点, 发现

他们对反映植入肝存活、肝功能恢复; 诊断、

鉴别不同并发症; 指导临床治疗等方面有其实

验诊断价值. 由于这些资料使用统计分析方法

对结论没太大意义, 我们只进行分析性阐述, 小
结如下. 
3.1 肝移植正常恢复临床化学指标的特点 ALT, 
AST, ALD, GLDH是预测缺血-再灌注损伤的良

好指标. 在经历从无肝期到新肝期上升高峰后, 
1-2 d开始大幅度降低, 1 wk左右即降至正常. 这
一变化规律对监测移植肝缺血-再灌注损伤的发

生、发展, 判断早期移植肝功能非常重要[4]. 4项
指标如在1 wk内未降至正常, 则预示某种并发症

发生或肝脏无功能. 
PA, CHE是预测移植肝脏存活、恢复其合

成蛋白质功能的指标. 终末肝病PA, CHE低于参

考值, 二者可反映肝脏合成蛋白质功能, 是敏感

指标, CHE被认为是评价终末肝病的优化项目

而用于术前肝功能分级[5]. 本研究也观察到,  PA, 
CHE在新肝期后2-6 d升至正常水平. 如果1 wk
内未上升或连续观察有降低趋势, 预示肝脏无

功能. 
TB, DB, TBA是预测移植肝脏存活, 恢复其

胆汁分泌、排泄功能的指标. TBA降低速度快, 
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多在新肝期2-6 d降至正常. TB, DB降低速度快, 
但在新肝期6 d后常波动在参考值上限小幅高水

平, 15-25 d降至正常. 
3.2 肝移植并发症实验诊断特点 胆道系统: 出现

胆道感染时以ALT, GGT有特异诊断特点. ALT
在新肝期4-6 d后仍在一个较高水平(100-200 IU/
L)波动不降; GGT在第4天大幅升高. 出现胆道

狭窄/梗阻时TB, DB有诊断价值. 2项指标移植后

无逐渐降低趋势, 反而逐渐增高. 增幅不大, 多
与狭窄/梗阻程度有关. 

急性排斥反应及抗排异药物毒性反应: 急
性排斥反应特征性指标ALT, GGT, ALP, TB, DB 
5项. ALT在新肝期4-6 d后波动在200-400 IU/L
不降. GGT, ALP逐渐增高, 幅度大. TB, DB逐渐

升高, 幅度不太大. 抗排异药物毒性反应以ALT, 
AST, GGT, TB, DB 5项指标有特异性, 出现逐渐

升高现象. 这对早期判断急性排斥反应和药物

毒性反应有重要意义[6]. 
细菌感染: 肺部感染时以ALT, TB, DB有诊

断意义. ALT: 在新肝期4-6 d后波动在较高水平

(100-200 IU/L). TB, DB: 在逐渐降低时, 到新肝

期5-6 d又突然升高, 呈一回升曲线. 切口感染

时ALT, GGT, GLDH有诊断价值. ALT在新肝期

4-6 d后波动在40-80 IU/L不降. GGT逐渐增高. 
GLDH在新肝期7-10 d后在10-15 IU/L间波动不降. 

肝脏无功能临床化学指标3个特点 :  PA, 
CHE逐渐降低; TB, DB居高不降, 甚至逐渐升高; 
ALD, GLDH进行性升高.
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关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)
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Abstract
AIM: To analyze the relationship between 
microsatellite instability (MSI) and clinicopatho-
logical features in sporadic colorectal cancer and 
its clinical significance.

METHODS: Fluorescence multiplex polymerase 
chain reaction was used to detect the microsatel-
lite instability with five microsatellite loci in 105 
patients with sporadic colorectal cancer. The 
clinicopathological features characterized by mi-

crosatellite instability and microsatellite stability 
were compared statistically.

RESULTS: We found microsatellite instability 
in 24.7% of sporadic colorectal cancer patients, 
including 14 (13.3%) cases with MSI-high, 12 
(11.4%) cases with MSI-low, and 79 (75.3%) cases 
with MS-stable (MSS). The instability of D5S346 
was found in 6 cases (5.6%), BAT-26 in 9 (8.6%) 
cases, BAT-25 in 11 (10.5%) cases, D17S250 in 
9 (8.6%) cases, and D2S123 in 11 cases (10.5%). 
The differentiation and lymph node metastasis 
status between MSI- and MSS-positive colorectal 
cancer was statistically different (P = 0.047, P = 
0.029), but not the remaining variables (P > 0.05).

CONCLUSION: Low differentiation and metas-
tasis are found in MSI-positive sporadic colorec-
tal cancer, which may be one cause of a favor-
able survival.

Key Words: Sporadic colorectal cancer; Microsatel-
lite instability; Clinicopathological features

Yang BL, Gu YF, Lai RS, Xie L, Jin HY. Microsatellite 
instabil i ty in sporadic colorectal  cancer and its 
relationship with clinicopathological features. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(10):1160-1164

摘要
目的: 探讨分析中国人散发性结直肠癌微卫
星不稳定的变异及其与临床病理生物学特征
的关系. 

方法: 应用荧光多重PCR方法检测105例散发
性结直肠癌初诊患者微卫星状态, 分析MSI结
直肠癌潜在的相关临床病理生物学特征. 

结果: 105结直肠癌中, MSI检出率24.7%, 其
中MSI-H 14例(13.3%), MSI-L 12例(11.4%); 
队列中各位点突变率分别是D5S346(5.7%), 
BAT26(8.6%), BAT25(10.5%), D17S250(8.6%), 
D2S123(10.5%); MSI结直肠癌的组织分化程
度与淋巴结转移情况与MSS结直肠癌有显著
的统计学差异(P  = 0.047, P  = 0.029), 但在患者

®

■背景资料
结直肠癌的发生
是一个涉及多基
因、多途径的过
程, 被认为是多个
控制生长和分化
位点基因突变累
积 的 结 果 .  目 前
认为结直肠癌形
成的主要途径有
两 条 :  一 是 染 色
体不稳定 (CIN) ,
即由癌基因的异
常激活、抑癌基
因的失活引起的
杂活缺失(LOH),
导 致 腺 瘤 - 癌 发
生 ,  与 之 有 关 的
基因如APC、p53
基因、K-ras基因
等, 约80%的结直
肠癌形成与之有
关 ;  另 一 是 微 卫
星不稳定 (MSl) ,
由于错配修复基
因(MMR)的突变,
引起的DNA错配
修复系统功能降
低或缺失, 从而引
起遗传物质不稳
定 ,  主 要 表 现 为
微卫星不稳定性, 
10%-15%散发性
结直肠癌和遗传
性非息肉病性结
直肠癌与MSI有
关. 
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年龄、肿瘤位置、病理性质无显著临床意义
(P >0.05).

结论: MSI结直肠癌具有低分化癌多见, 淋巴
结转移少等特点, 淋巴结转移少可能是MSI结
直肠癌具有生存优势的原因之一.

关键词: 散发性结直肠癌; 微卫星不稳定; 临床病理

生物学特征
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0  引言

全世界每年大约有100万人患结直肠癌并导致

52.8万人死亡[1]. 目前认为结直肠癌发生主要有

染色体不稳定(chromosomal Instability, CIN)和
微卫星不稳定(microsatellite instability, MSI)两
条途径. MSI结直肠癌和CIN结直肠癌发生的分

子机制不同, 肿瘤的生物学特性、治疗和预后

均存在一定差异. MSI检测作为结直肠癌基因诊

断和遗传分析已广泛应用. 国内对MSI结直肠癌

的研究起步较晚, 主要集中在遗传性非息肉病

性结直肠癌(hereditary nonopolyposis colorectal 
cancer, HNPCC)肿瘤研究, 对于散发性结直肠癌

MSI的系统性研究报道较少. 本研究应用多重荧

光PCR结合GeneMapper分析软件检测方法研究

中国人散发性结直肠癌患者MSI变异情况, 并探

讨其临床病理生物学特征.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-08/2006-03在南京中医药大学附

属医院和南京中医药大学第三附属医院的经病

理证实的散发性结直肠癌初诊患者105例. 每例

在手术后立即同时取新鲜的肿瘤组织和正常黏

膜组织, -80℃保存备用. 男66例(62.9%), 女39例
(37.1%). 年龄13-94(平均60.5)岁. 参照Ajay推荐

的结直肠癌年龄分组[2], 本组结直肠癌患者分为

低年组(<50岁)22例(21.0%)、中位年龄组(50-65
岁)30例(28.6%)和高年组(>65岁)53例(50.4%). 
其中直肠癌67例(63.8%)、结肠癌38例(36.2%). 
肿瘤术后病理分型: 腺癌84例(80.0%)、黏液腺

癌21例(20.0%); 高分化20例(19.0%)、中分化55
例(52.4%)、低分化30例(28.6%). 无淋巴结转移

78例(74.2%)、1-3个淋巴结转移19例(18.1%)、
>4个淋巴结转移8例(7.7%).

1.2 方法 
1 .2 .1  寡核苷酸引物  采用B AT-26 ,  B AT-25 , 
D2S123, D5S346和D17S250作为检测引物[3], 5
对引物来自NCBI基因库, 由美国ABI生物有限

公司合成, 上游引物3'端分别标记FAM(蓝色)、
VIC(绿色)、NED(黑色), 同色引物长度有别, 
LIZ内标(橙色); 下游引物3'端带7个bp的不同源

尾巴(表1).
1.2.2 荧光多重PCR反应 以Berg et al [4]介绍的

方法扩增上述微卫星序列. 根据组织DNA抽提

试剂盒(北京莱博生物实验材料研究所)说明抽

提肿瘤组织和黏膜组织基因组DNA. 荧光多重

PCR反应体系为20 μL, 5种引物同管扩增, 其中

模板DNA 1 μL、混合引物(Primer Mix) 4 μL、
ABI Prism True Allele PCR Premix (含AmpliTaq 
Gold DNA Polymerase, buffer, magnesium 
chloride and dNTPs) 15 μL. PCR反应程式: 95℃
预变性15 min, 94℃变性1 min, 56℃退火1 min, 
72℃延伸1 min, 72℃充分延伸25 min. 共30个
循环. 取 1 μL PCR反应产物与0.4 μL LIZ(内标)
和9 μL甲酰胺混合, 95℃加热变性5 min, 4℃ 5 
min. 变性后产物经ABI3100测序仪毛细管电泳

45 min. Datacollection软件自动进行数据收集和

处理, 并生成原始的样品数据文件. GeneMapper
分析软件对配对产物数据自动分析. 
1.2.3 MSI判断 肿瘤组织与正常组织相对照, 出
现条带的迁移、缺失或电泳图的形状改变判为

MSI. 5个微卫星DNA位点中, 2个或2个以上位

点不同, 标志为高度微卫星不稳定(microsatellite 
instability-high, MSI-H); 仅一个位点不同时, 判
定为低度微卫星不稳定(microsatellite instability-
low, MSI-L); 如果肿瘤组织和正常组织相同则

为微卫星稳定(microsatellite stability, MSS)[3](图
1-2). 

统计学处理 以SPSS11.0统计软件进行数据

处理. MSI检测状况与潜在的相关临床病理生物

学参数之间采用Logistic回归分析统计方法.

2  结果

2 .1  微卫星检测结果  105例结直肠癌患者全

部应用多重P C R方法扩增出所有的5个微卫

星序列. 26例(24.7%)表现出MSI, 其中MSI-H 
14例(13.3%), MSI-L 12例(11.4%), MSS 79例
(75.3%). 整个队列中各微卫星位点突变率分别

是D5S346(5.7%), BAT26(8.6%), BAT25(10.5%), 
D17S250(8.6%), D2S123(10.5%). 

■研发前沿
随着分子遗传学
研究的发展, 寻找
和利用有效的早
期诊断、分期、

分型以及预后的
分子生物学标志
物, 提高结直肠癌
的预防、诊断和
治疗水平, 对降低
结直肠癌的发病
率和死亡率有着
重要的意义. 不同
国家和地区的不
同人种的MSI结
直肠癌临床特征
以及MMR基因种
系突变特点的研
究成为结直肠癌
研究热点之一.

■相关报道
国 外 研 究 显 示 ,  
MSI结直肠癌多
位于结肠脾曲近
端 ,  分 化 程 度 较
低 ,  黏 液 腺 癌 多
见 ,  同 时 多 原 发
癌和异时多原发
癌多见, 与CIN结
直肠癌患者相比
有较高的生存率. 
体 外 研 究 表 明 , 
MSI-H的结直肠
癌细胞株对5-FU
有耐药作用, DNA
错配修复系统能
够 识 别 并 结 合
5-FU与DNA结合
而触发肿瘤细胞
凋亡. 多个临床研
究证实, 与MSS结
直肠癌患者相比, 
MSI结直肠癌患
者未能从以5-FU
为基础的化疗中
获益.
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2.2 MSI和MSS结直肠癌临床病理生物学特征

比较(表2) 105例结直肠癌患者中, MSI检出率

在低年组、中位年龄组和高年组分别为31.8%, 
26.2%, 19.5%, 三者间无统计学差异(P = 0.388); 
结肠癌患者MSI检出率(34.2%)高于直肠癌患

者(19.4%), 统计学无差异(P = 0.106); 黏液腺癌

组(33.3%) MSI检出率高于腺癌组(22.6%), 统计

学无差异(P = 0.417); 低分化组(38.2%)中MSI检
出频率明显高于中分化组(18.2%)与高分化组

(18.8%), 有显著统计学差异(P = 0.047); MSI结直

肠癌中淋巴结转移为15.3%, MSS结直肠癌淋巴

结转移为29.15%, 有显著统计学差异(P = 0.029).

■创新盘点
本文重点探讨散
发性结直肠癌微
卫星不稳定性及
其与临床病理生
物学的关系. 运用
多重荧光PCR结
合GENESCAN方
法检测了连续队
列的结直肠癌患
者的MSI状态, 结
合临床资料和文
献系统分析了中
国人散发性结直
肠癌MSI的变异
及其与临床病理
生物学特征的关
系.
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图 1 微卫星高度不稳定(肿瘤和正常组织微卫星标志出现缺失, MSI-H).

图 2 微卫星稳定(肿瘤和正常组织微卫星标志一致, MSS).
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■应用要点
结直肠癌MSI检
测 不 仅 是 筛 选
HNPCC肿瘤的重
要 指 标 ,  而 且 可
以使10%-15%的
MSI性散发性结
直肠癌的治疗和
预后策略发生改
变, 对提高结直肠
癌的预防、诊断
和治疗水平, 对降
低结直肠癌的发
病率和死亡率有
着重要的意义.
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3  讨论

错配修复基因(MMR)在DNA复制过程中修复

错配的碱基从而使DNA能精确地复制, 保证人

类遗传的保守性和稳定性. 错配修复基因功能

丧失导致细胞在增殖过程中的错误掺入和缺

失不能修复, 表现出广泛的MSI. MSI是错配修

复基因的突变表型, 80%以上的HNPCC肿瘤和

10%-15%的散发性结直肠癌表现为MSI[5]. MSI
结直肠癌的临床病理生物学行为与MSS肿瘤存

在明显的区别. MSI结直肠癌具有发病早、近段

结肠多见、对放疗和以5-FU为基础的化疗不敏

感、但对C P T-11为主的化疗方案敏感的特

点[6-8]. 研究表明, 体细胞hMLH1启动子甲基化导

致hMLH1转录沉默是散发性结直肠癌发生MSI
的主要原因. 散发性MSI结直肠癌中hMLH1突
变的发生率低于10%, 而该基因启动子区域的甲

基化发生率大于90%, 散发性MSI结直肠癌主要

由于hMLH1启动子区甲基化导致的表遗传性疾

病[9]. 
本组对105例结直肠癌患者MSI检测, 26例

(24.7%)表现出MSI, 其中MSI-H 14例(13.3%), 
MSI-L 12例(11.4%), MSS为75.3%, 与Nash 
et al [10]研究结果基本一致. 研究认为HNPCC中
单碱基重复序列(BAT-26, BAT-25)不稳定发生

率较高, 散发性MSI结直肠癌中双碱基重复序

列不稳定发生率较高, 本组26例发生MSI的患

者中BAT-26变异9例(34.6%)、BAT-25变异11例
(42.3%)、D2S123变异11例(42.3%)、D5S346变
异6例(23.1%)、D17S250变异9例(34.6%), 5个
标志之间无显著差异. 部分学者认为BAT-26在
HNPCC肿瘤中阳性率为100%, 单纯检测BAT-26
可以判断家系成员是否为MSI[11-12], 本组资料显

示BAT-26阳性率为34.6%, 明显低于在HNPCC

肿瘤中的检出率, 为什么在HNPCC中单碱基重

复序列不稳定发生率高, 而在散发性MSI结直肠

癌中双碱基重复序列不稳定发生率高, 目前尚

无定论. 
Benatt i e t a l [13]对1263例散发性结直肠癌

MSI检测中发现, MSI结直肠癌具有分化程度

低、右半结肠多见、黏液癌多见、生存率较高

的特点. 本组研究显示MSI在低年患者、黏液

腺癌多见, 但无统计学意义; 低分化结直肠癌中

MSI发生率明显高于中、高分化的结直肠癌, 统
计学有显著差异. 由于本研究组病例纳入按患

者就诊时间形成队列, 样本中右半结肠癌病例

■名词解释
1 微卫星(micro-
satellite): 广泛存
在于原核生物及
真核生物基因组
中具有高度多态
性的短的串联重
复核苷酸序列.  
2  微卫星不稳定
(MSI): 是指DNA
复制时, 由于复制
错误且不能被错
配修复酶更正而
引起的简单重复
序列的改变. 
3  遗传性非息肉
病 性 结 直 肠 癌
(HNPCC):  又称
Lynch综合征, 由
错配修复基因突
变导致的常染色
体显性遗传性疾
病, 约占结直肠癌
5%-15%.

表 1 微卫星引物及特征

     
微卫星位点                                            引物序列                                                              长度                                  位置 

D2S123 (VIC)         Forward: 5'-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3'                     197-227       　     2P16/hMSH2.

                               Reverse: 5'-GGACTTTCCACCTATGGGAC-3'                  

D17S250 (FAM)     Forward: 5'-GGAAGAATCAAATAGACAAT-3'                    151-169               17q11.2-q12/BRCA1

                               Reverse: 5'-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3'

D5S346 (FAM)       Forward: 5'-ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG-3'                96-122               5q21-22/APC           

                               Reverse: 5'-AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3' 

Bat-25 (NED)        Forward: 5'-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3'   　               120                       4q12/C-kit

                               Reverse: 5'-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3'    

Bat-26 (VIC)          Forward: 5'-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3'                    116                        2P16.3/hMSH2

                               Reverse: 5'-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3'  

表 2 MSI和MSS结直肠癌临床病理生物学特征比较(n = 
105)

     
                                                              MSI      

   MSI-L  MSI-H 

年龄(岁) 

    <50                   22       15         2         5      P  = 0.388

    50-65               41       33         5         3 

    >65                   42       31         5         6 

位置 

    直肠                  67       54         7         6      P  = 0.106

    结肠                  38       25         5         8 

病理性质

    腺癌                  84       65         9       10      P  = 0.417

    黏液腺癌           21       14         3         4 

分化程度 

    低分化              34        21         6         7      P  = 0.047

    中分化              55        45         4         6 

    高分化              16        13         2         1 

淋巴结(个) 

    0                       78        56       11       11      P  = 0.029

    1-3                   19       16         1         2 

    >4                       8         7         0         1  

分组                          n        MSS                                    P 值 
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过少, 因此, 分析时仅将研究样本分为结肠癌和

直肠癌进行比较. 结果显示结肠癌中MSI+检出

率明显高于直肠癌. 散发性MSI结直肠癌主要由

于hMLH1启动子区甲基化导致的表遗传性疾病, 
Hawkins et al [14]检测426例散发性大肠癌hMLH1
基因CpG岛甲基化状态, 发现CpG岛甲基化与

右侧大肠癌、老年患者、黏液性肿瘤、MSI有
关, 预后较好. 本组患者中, 低年组MSI发生率为

31.8%, 高年组为26.1%, 两者明显高于中位年龄

组患者(19.5%), 提示应适当扩大Bestesda标准[15]

中年龄检测范围可使一部分老年患者在治疗和

预后上获益. Gryfe et al [16]研究认为MSI结直肠癌

有明显的生存优势, 淋巴结转移明显低于MSS
结直肠癌, 是独立的预后指标. 本组研究结果显

示在MSI组中淋巴结转移15.3%, 明显低于MSS
组29.1%, 两者之间有显著的统计学意义, 这可

能是MSI+肿瘤具有生存优势原因之一, 但尚须

进一步扩大样本量来证实. 由于本组患者均为

近2 a来手术的患者, 因此没有进行生存率和化

疗关系的比较. 
结直肠癌MSI检测不仅是筛选HNPCC肿瘤

的重要指标, 而且可以使10%-15%的MSI性散发

性结直肠癌的治疗和预后策略发生改变, 对提

高结直肠癌的预防、诊断和治疗水平, 对降低

结直肠癌的发病率和死亡率有着重要的意义.
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■同行评价
本文较客观研究
了大肠癌一个较
新的生物学标志
物(微卫星不稳定
性)的病理表达特
征以及与临床病
理学的关系, 课题
设计较合理, 方法
学成熟, 数理统计
校准确, 结论较可
靠, 对临床工作有
一定帮助.
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Abstract
AIM: To investigate the value of spiral computed 
tomography (CT) multiple planar reconstruction 
(MPR) in the diagnosis of acute appendicitis 
with atypical clinical features.

METHODS: A total of 19 patients with acute ap-
pendicitis, who were not initially diagnosed ac-
cording to clinical presentations, were confirmed 
surgically and pathologically, and CT manifesta-
tions were respectively analyzed. The diagnostic 
accordance rate was compared between CT axial 
scan and MPR.

RESULTS: The diagnostic accordance rate was 
84.2% when CT axial scan was used alone. Eight 

cases (4 with stones) were found with increased 
diameters and walls of appendix, and 10 cases 
were found with appendicitis or peripheral in-
flammation. Localized abscess was observed in 
the right lower abdomen of 5 cases, of which 2 
cases were found with calcified appendicitis. 
Two cases were misdiagnosed with the tumor 
of ascending colon, and another case with pelvic 
inflammation. The misdiagnosis rate was 15.8%. 
The diagnostic accordance rate was 94.7% when 
CT MPR was used alone. One case was misdi-
agnosed with the tumor of ascending colon, and 
the misdiagnosis rate  was 5.3%.

CONCLUSION: It is rather difficult to diagnose 
acute appendicitis with atypical clinical features. 
Spiral CT MPR, operated simply, can be used to 
observe the lesion site and peripheral conditions 
from different angles, which benefits the differ-
ential diagnosis and improvement of accordance 
rates.

Key Words: Appendicitis; Computed tomography; 
Multiple planar reconstruction; Diagnosis

Lu J, Dai HX, Tan GX, Zhang AY, Wang JB, Xiao ZM. 
Value of spiral computed tomography multiple planar 
reconstruction in the diagnosis and differential diagnosis 
of acute appendicitis with atypical clinical features. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(10):1165-1170

摘要
目的: 探讨螺旋CT多平面重建(MPR)对无典
型临床表现阑尾炎的诊断价值. 

方法: 搜集临床首次诊断未确诊为阑尾炎, 手
术和病理证实为阑尾炎者19例, 回顾性分析比
较螺旋C T轴扫和M P R两种方法的诊断符
合率. 

结果: 单纯采用螺旋CT轴扫法图像分析, 诊断
符合率84.2%, 8例表现为阑尾增粗、壁增厚
并有明显强化, 其中4例阑尾内见结石; 盲肠
和(或)周围炎10例; 右下腹局限性脓肿5例, 其
中2例伴有斑点状钙化. 误诊为回盲部及升结

www.wjgnet.com
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■背景资料
CT轴位扫描诊断
阑尾炎的已有较
多报道, 但应用螺
旋CTMPR重建诊
断阑尾炎尚未见
文献报道, 本文着
重分析两种方法
对临床表现不典
型的阑尾炎的诊
断效果, 以期找到
一种能广泛使用
的检查方法, 从而
提高诊断符合率. 



肠肿瘤2例, 盆腔炎1例, 误诊率15.8%. 采用螺
旋CT MPR图像分析, 诊断符合率94.7%, 误诊
为回盲部及升结肠肿瘤1例, 误诊率5.3%.

结论: 症状和体征不典型的阑尾炎临床诊断
困难, 易误诊, 螺旋CT MPR方法简单, 可从不
同角度观察病变部位及其周围情况, 有利于鉴
别诊断, 提高诊断符合率, 具有较高的临床
价值.

关键词: 急性阑尾炎; 计算机体层摄影; 多平面重

建; 诊断

鲁际, 戴洪修, 谭光喜, 张安莹, 王洁兵, 肖治明. 螺旋CT多平面

重建在急性阑尾炎诊断和鉴别诊断中的临床应用. 世界华人消

化杂志  2007;15(10):1165-1170
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0  引言

目前C T轴位扫描诊断阑尾炎的已有较多报

道[1-10], 但应用螺旋CT多平面重建诊断阑尾炎, 
在国内尚未见文献报道, 本文比较CT轴位扫描

与螺旋CT多平面重建两种方法对临床表现不典

型阑尾炎的诊断效果, 着重探讨螺旋CT多平面

重建对临床不典型阑尾炎的诊断价值.

1  材料和方法

1.1 材料 收集了2003-05/2006-07经手术及病理

证实的不典型急性阑尾炎病例19例, 其中, 男8
例, 女11例, 年龄16-74(平均45)岁. 术前患者均有

腹痛病史, 就诊时部分病例无发热及白细胞升

高, 7例扪及右下腹部包块, 术前临床疑诊为腹

腔肿瘤6例, 盆腔炎4例, 胰腺炎1例, 胆石症1例, 
其他7例.
1.2 方法 使用GE Lightspeed QX/I四层螺旋CT
机. 扫描范围从脐部至耻骨联合, 扫描参数: 120 
kV, 220 mA. 层厚5 mm, 层距5 mm, 进床速度为

15 mm/s, 视野36 cm, 原始图像传至CT工作站

(Advantage Windows 4.0), 进行MPR重建, CT图
像用软组织窗进行观察, 以利于显示阑尾及其

周围脂肪间隙. 窗位为-13~-40 Hu, 窗宽260-300 
Hu. 12例作螺旋CT平扫, 不口服或结肠灌注造

影剂. 4例作了增强扫描, 扫描前2-3 h口服碘水

约500 mL以充盈回盲部. 增强时用高压注射器

经肘静脉注入碘海醇注射液100 mL, 注射速率

为2.2 mL/s. 
我们回顾性阅读了19位患者的CT资料, 首

先采用MPR的方法, 由两名有经验的诊断医师
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进行诊断, 计算出诊断符合率, 再和术前单纯采

用CT轴扫方法的诊断符合率相比较, 分析这两

种方法对病灶观察情况的优势和不足, 并将其

与相关文献报道的诊断符合率相对比.

2  结果

本组19例患者中, 单纯采用CT轴扫图像分析, 16
例(84.2%)CT诊断为急性阑尾炎, 3例(15.8%)误
诊. 有8例表现为阑尾增粗、壁增厚, 2例增强扫

描后阑尾壁有明显强化, 其中4例阑尾内见结石. 
盲肠炎和(或)阑尾周围炎10例. 右下腹局限性脓

肿5例, 其中2例伴有粪石. 1例盲肠周围见小气

泡, 提示为穿孔. 1例女性患者由于表现为盆腔

脓肿, 与周围广泛炎性黏连, CT误诊为盆腔炎, 2
例患者表现为盲肠及回盲部壁增厚, 与周围黏

连, 误诊为回盲部及升结肠肿瘤. 回顾性采用

MPR法进行图像分析, 18例(94.7%)CT诊断为阑

尾炎, 1例(5.3%)误诊为肠道肿瘤. 手术及病理诊

断急性单纯性阑尾炎3例, 急性化脓性阑尾炎伴

周围炎8例, 坏疽性阑尾炎2例, 急性阑尾炎穿孔

1例, 阑尾周围脓肿5例(图1-6).

3  讨论

急性阑尾炎是临床常见急腹症之一, 大多数患

www.wjgnet.com

■研发前沿
症状和体征不典
型的阑尾炎临床
诊 断 困 难 ,  易 误
诊, 螺旋CT MPR
方法简单, 可从不
同角度观察病变
部位及其周围情
况, 有利于鉴别诊
断, 提高诊断符合
率, 具有较高的临
床价值.

A

→

→

B

→

图 1 患者1的CT图像分析(男性, 50岁, 腹痛2 d, T 38.5℃). A: 

轴扫片箭头示右下腹混杂密度灶, 阑尾显示不清, 术前误诊

为结肠肿瘤; B: MPR箭头清楚地显示阑尾增粗, 远端内有粪

石, 周围见渗出液, 术后诊断为急性坏疽性阑尾炎并周围脓

肿形成.
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者的临床表现典型, 结合实验室资料即可以明

确诊断. 不需要借助影像学检查. 但是据外科文

献[3-4]报道, 平均约20%的急性阑尾炎临床症

状不典型; 另有一些其他病变酷似阑尾炎的临

床表现, 事实上, 40岁以下妇女由于很难与盆腔

炎性疾病和急性妇科病区别, 阑尾切除的假阳

性率高达35%-45%[3-4]. 因此需要借助影像学帮

助鉴别. 对疑为急性阑尾炎的患者常规采用CT
检查, 其特异度为95%, 敏感度为100%[1-5], 从而

减少不必要的剖腹探查. 阑尾显示与CT检查扫

描参数及质量有相当大的关系. 有文献报道使

用5 mm层厚扫描, 对于临床怀疑阑尾炎患者诊

断敏感性可达到100%. Weltman et al [1]的研究中

采用5 mm层厚扫描, 94%可确定异常阑尾, 采用

10 mm层厚扫描则仅为69%. 
根据条件及患者状态可选择以下几种CT检

查方法: (1)非增强的螺旋CT检查法: 不需要对

图 2 患者2的CT图像分析(男性, 58岁, 全腹痛, 腹胀6 d, T 39℃). A-B: 轴扫示盲肠末端前内侧为回盲部和末段回肠(双箭头), 

阑尾(单箭头)位于盲肠末端内后方, 可见增粗, 边缘模糊, 内见粪石; C: 轴扫阑尾上方层面的腹腔内见混杂密度灶, 内有气体; 

D-E: MPR片箭头清楚地显示阑尾明显增粗, 阑尾腔扩大, 上方见积气, 术后病理诊断为急性坏疽性阑尾炎并穿孔, 腹膜炎.

A

→→

→

B

→→

→

C

→

→

D

→

E

→

比剂, 在一次屏气下, 连续扫描多层; (2)口服造

影法: 用800 mL稀释的硫酸钡或2%的泛影葡胺

等在扫描前15, 60 min分两次饮入以充盈小肠, 
有时也可使阑尾充盈; (3)经直肠注入对比剂法; 
(4)静脉注入对比剂法: 经静脉团注对比剂或以

1.5 mL/s的速度注入100 mL后再以1 mL/s的速度

注入余下的50 mL. 我们认为由于阑尾炎的CT扫
描多为急诊检查, 静脉注射非离子型对比剂价

格较高昂, 而且多有不便, 同时也存在着对比剂

过敏反应的危险, 故不宜作为常规检查方法; 口
服对比剂后需60-90 min甚至更长时间方可到达

回盲部, 耗时太长, 因此可能延误治疗; 而且与

患者的肠道准备情况有关, 也不能广泛使用. 螺
旋CT的MPR价格较便宜, 耗时少, 简便易行, 有
利于对病变及其周围情况的观察, 提高不典型

阑尾炎的诊断符合率, 故可广泛采用[10-16]. 
阑尾炎的常见CT表现为: (1)直接征象-阑尾

■创新盘点
螺旋CT多平面重
建 (MPR)对无典
型临床表现的急
性阑尾炎的诊断
价值较高, 在国内
首见报道.
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的异常: 阑尾增粗(阑尾横径大于6 mm)、阑尾壁

增厚、阑尾腔扩大、阑尾结石(若有穿孔, 阑尾

结石亦可位于阑尾脓肿或周围组织内)、增强扫

描阑尾壁可见强化; (2)间接征象-阑尾周围的异

常: 阑尾周围炎性改变、阑尾脓肿(表现为盲肠

 

A

→

B

→

C

→

D

→

图 3 患者3的CT图像分析(男性, 30岁). A-B: 轴扫片箭头示右下腹腔偏前方见一管状等密度影, 内见高密度结石, 但与周围

的回肠末段相混, 不易分清结构和起源; C-D: MPR片箭头清楚地显示阑尾明显增粗, 阑尾腔扩大, 根部有粪石, 术后诊断为

急性化脓性阑尾炎伴阑尾周围炎.

B

→

C

→

D

→

图 4 患者4的CT图像分析(女性, 71岁). A-B: 轴扫示阑尾增粗, 内见粪石, 盲肠内后壁增厚; C-D: MPR片箭头可显示阑尾增

粗, 内有粪石, 盲肠末端壁增厚, 手术为急性化脓性阑尾炎.

A
→

→

周围或盆腔内低密度积液区, 或表现为软组织

密度灶, 腔内或周围混有小气泡影)、回盲部局

部淋巴结肿大、盲肠末端的异常(盲肠末端局部

肠壁增厚, 即箭头征)[1-2,12-16]. 
鉴别诊断[8-16]: 克隆病、盲肠炎、肠结核、

■同行评价
MPR方法简单, 可
从不同角度观察
病变部位及其周
围情况, 有利于鉴
别诊断, 提高诊断
符合率, 具有较高
的临床价值. 本文
对无典型临床表
现的急性阑尾炎
的诊断价值在国
内首见报道, 有临
床价值.
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肠道肿瘤和盆腔炎等病变位于右下腹时, 可有

与阑尾炎相似的CT表现, 应与之鉴别. 本组病例

误诊为肿瘤2例, 盆腔炎1例. 误诊为肿瘤的原因

是患者年龄大且无典型临床表现, 临床体检扪

及右下腹包块, CT示盲肠壁明显增厚. 一般来

说, 肠肿瘤往往表现为肠壁不对称性增厚, 不均

匀性强化, 强化不如炎性肠壁明显, 如果发现邻

近组织直接受侵、腹膜种植或远处转移则可以

肯定诊断. 本组诊断为盆腔炎的病例CT仅表现

为右下腹脓肿及周围炎性反应, 易与源于附件

的炎症或脓肿相混淆, 但后者可见与子宫角相

连, 常伴有盆腔积液, 脓肿内及周围很少有气体, 
而阑尾脓肿常局限在盲肠周围或结肠后. 含气

体的盆腔脓肿则提示胃肠道来源, 如阑尾炎、

B

→

图 5 患者5的CT图像分析(男性, 35岁, 转移性右下腹痛1 d). 
A: CT轴扫片示右下腹腔偏前方见一管状密度影, 内见高密

度结石, 但与周围的肠袢相混, 不易分清结构和起源; B-C: 

MPR清楚地显示阑尾明显增粗, 阑尾腔扩大, 远端有粪石, 

诊断为急性单纯性阑尾炎, 术后病检为急性蜂窝织炎性阑尾

炎.

A

→

C

→

B

→

图 6 患者6的CT图像分析(女性, 40岁). A-B: CT轴扫片示

盲肠及回盲部内后侧明显局限性增厚, 隆起, 见软组织密度

灶, 边缘较清, 轴扫疑为肠道新生物; C-D: MPR示病灶与阑

尾相连, 盲肠壁增厚, 阑尾增粗, 手术病检为急性蜂窝织炎性

阑尾炎并回盲部炎性包块.

A

→
C

→

D

→

憩室炎和克隆病. 憩室炎在我国很少见, 如果见

到憩室及局限性肠壁增厚和肠管周围炎则要考

虑为憩室炎. 阑尾比较细长, 位置和形态变异大,  
当病灶与周围广泛黏连时就更不易观察. 螺旋

CT的MPR可以从不同的角度观察病变及其周围

组织的情况, 有利于判断病灶的中心和起源, 尤
其是可以细致地观察有无粪石或小气泡, 观察
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子宫和邻近脂肪间隙、肠道的情况, 为不典型

阑尾炎的诊断和鉴别诊断提供参考. 本组病例

采用MPR的方法较单纯采用轴扫的方法诊断符

合率明显提高, 证明这一方法较为优越. 
我们认为由于小儿患者腹腔内脂肪成分相

对较少, 缺乏天然对比, 同时, 小儿肠袢较细小, 
肠内容物多, 且迂曲, 相互重叠, 难以详细观察

阑尾及回盲部的情况, 对诊断带来一定的困难, 
对于采用MPR法仍然无法鉴别的病例, 应结合

临床表现、CT增强检查及检查前口服或结肠内

给予对比剂等方法. 对确定病变性质可能有帮

助. 尤其是对右下腹有混杂密度包块的病例作

用更大. 
因本组为回顾性研究, 病例数较少, 对于这

两种方法的比较还有待于大样本的进一步研究.
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摘要
过敏性紫癜患者1例, 以腹痛为首发表现, 累
及消化系统多脏器, 出现急性胰腺炎、十二
指肠多发溃疡、食管炎、浅表性胃炎伴胆汁
反流、消化道出血、肝功能损害、胆囊炎. 此
外, 尚出现肾脏、血液系统受累, 临床上较为
罕见, 治疗上以大剂量糖皮质激素为主.

关键词: 过敏性紫癜; 溃疡; 胰腺炎
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0  引言

过敏性紫癜是一种常见的血管变态反应出血

性疾病, 病变主要见于皮肤, 此外, 尚可累及肠

道、肾脏、关节, 其他部位少见. 我院今年收治

以腹痛为首发表现, 累及全消化道和胰腺、肝

脏、胆囊等多部位脏器的过敏性紫癜患者1例, 
临床上较为罕见, 现报告如下.

1  病例报告

男, 14岁, 因上腹阵发性隐痛3 d入院. 入院前3 d
开始无明显诱因出现上腹部阵发性隐痛, 自觉

饥饿时明显, 进食后可减轻, 伴有恶心、呕吐

胃内容物, 无发热、黑便. 查体: 皮肤巩膜无黄

染, 无皮疹, 腹平软, 无压痛反跳痛, 肝脾肋下未

触及. 胃镜检查发现十二指肠球部及降部多发

性溃疡, 浅表性胃炎伴胆汁反流, 食管炎. 入院

后检查: 血常规: 白细胞(WBC) 14.3×109/L, 中
性粒细胞比值(N) 80.7%. 血淀粉酶2550.5 nkat/L 
(参考值500.1-1833.7 nka t/L), 脂肪酶7934.9 
nkat/L(参考值383.4-5001.0 nkat/L), 尿淀粉酶

65 496.4 nkat/L(参考值533.4-10 685.5 nkat/L). 

大便潜血阳性. 尿常规: 蛋白+, 隐血阴性. 肝功

能、肾功能、电解质、凝血功能无明显异常. 
腹部平片、胸片未见明显异常. 胰腺区CT平扫: 
胰腺饱满, 表面毛糙, 部分肠管壁显示较厚, 肠
管积气. 诊断考虑: 急性胰腺炎、十二指肠多

发溃疡、食管炎、浅表性胃炎伴胆汁反流. 予
以禁食、抑酸、抗感染、支持对症治疗, 病情

加重, 腹痛呈持续性, 阵发加重, 上腹部出现轻

压痛. 入院第4天四肢出现多发红色小皮疹, 高
出皮面, 压之不褪色, 成批反复出现, 部分出现

血痂. 血常规持续升高, WBC最高22.20×109/L, 
N 84.0%. 血淀粉酶最高5584.4 nkat/L, 脂肪酶

35 423.8 nkat/L, 尿淀粉酶71 080.9 nkat/L, C反应

蛋白(CRP) 35.1 mg/L. 肝功能: 谷丙转氨酶(ALT) 
1717.0 nkat/L, 谷草转氨酶(AST) 961.9 nkat/L, 直
接胆红素(DBIL) 8.6 μmol/L, 总蛋白(TP) 51.4 g/L. 
D-二聚体2441.3 μg/L. 凝血功能: 血浆凝血酶时

间(PT) 23.95 s, 纤维蛋白原(FIB) 4398.2 mg/L. 
血培养无病原菌生长, 上腹部MR+MRCP(磁共

振胰胆管造影)检查: 胰腺形态饱满, 胆囊体积

增大、壁稍厚, 胃体、胃窦部及十二指肠壁水

肿, 十二指肠充盈缺损. 彩超腹腔肠系膜动静脉

未见明显异常, 腹腔少量积液. 骨髓细胞学检

查: 增生活跃, 粒、巨核系增生, 红系减少, 骨髓

血象易见异型淋巴细胞. 考虑过敏性紫癜. 但因

患者合并十二指肠多发溃疡、明显感染, 肾上

腺皮质激素可诱发急性胰腺炎, 开始未予大剂

量糖皮质激素治疗. 血液科、皮肤科会诊后予

以小剂量地塞米松、美能(复方甘草二酸)、维

生素C、西米替丁、钙剂抗过敏, 同时予以胃肠

减压, 奥美拉唑抑酸, 奥曲肽抑制胰酶分泌, 先
后予以罗氏芬(头孢曲松)、甲硝唑、泰能等抗

感染, 以及护肝、解痉、支持对症等治疗. 但
患者病情无明显好转, 遂在上述强有力抑酸、

抗感染基础上予大剂量糖皮质激素(氢化可的

松200 mg静滴, 2次/d)治疗, 腹痛、皮疹很快好

转、消失. 激素逐渐减量, 渐进食米汤、稀饭、

面条, 病情好转出院. 出院前复查血常规、尿常

规、大便潜血、凝血功能、D-二聚体正常, 血
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淀粉酶3750.8 nkat/L, 脂肪酶25 555.1 nkat/L, B
超腹腔积液消失. 出院后门诊随诊, 1 wk后肝功

能恢复正常, 2 wk后血淀粉酶、脂肪酶恢复正

常, 随访2 mo腹痛、皮疹无复发.

2  讨论

过敏性紫癜多见于儿童及青少年[1-2], 常因机体

对某些致敏物质发生变态反应, 导致毛细血管

脆性和通透性增加, 血液外渗, 产生皮肤、黏膜

及某些器官出血. 过敏因素有感染、食物、药

物、粉尘等. 但1/3患者可无明显致敏物质, 该
患者就未发现明显过敏原. 临床主要表现为皮

肤紫癜, 黏膜出血, 也常伴有关节痛、腹痛及肾

脏损害[3]. 皮疹见于大部分病例. 腹痛的原因为

消化道黏膜及腹膜脏层毛细血管受累, 以肠道

多见. 由于浆液性血性分泌物渗入肠壁以致黏

膜及黏膜下水肿、出血、糜烂，严重的可引起

肠蠕动增加和肠痉挛, 甚至可以发生肠套叠、

肠管坏死. 此外, 食道、胃黏膜也可受累. 该患

者肠道、胃、食道均出现受累, 出现恶心、呕

吐、腹痛, 大便潜血阳性, 胃镜提示十二指肠多

发溃疡、浅表性胃炎伴胆汁反流、食管炎, CT, 
MR也提示肠壁、胃壁水肿、增厚. 国内外文献

报道[4-11], 腹型过敏性紫癜常以十二指肠、空肠

及回肠病变较重, 十二指肠病变常呈多发, 可见

弥漫性溃疡形成伴血肿样隆起, 以降段明显, 并
据此提出十二指肠降段不规则溃疡是过敏性紫

癜在胃肠道的典型该病例也支持这一结论. 除
消化道外, 该患者尚出现了胰腺、肝脏、胆囊

等消化系统多脏器受累, 其中以胰腺炎症明显. 
胰腺、肝脏受累文献中也有报道, 但不多见[12-16]. 
过敏性紫癜伴发的急性胰腺炎的原因可能为: 
(1)过敏性紫癜累及十二指肠黏膜, 十二指肠黏

膜、乳头充血、水肿、渗出, 胆道、肠腔压力

升高, 胰液排出受阻, 胆汁、十二指肠液逆流入

胰管, 激活胰酶引起胰腺炎; (2)胰腺内血管丰富, 
毛细血管壁的完整性受到破坏, 血管活性物质

释放, 血管的通透性增加, 胰腺组织水肿, 同时

血管相对狭窄, 致胰腺供血不足而引发炎症; (3)
药物因素: 常见的药物为肾上腺皮质激素, 部分

过敏性紫癜患者肾上腺皮质激素治疗时可诱发

急性胰腺炎, 其机制目前尚不明确. 肝功能受累

与广泛的毛细血管炎性改变有关, 在该患者尚

考虑与急性胰腺炎症细胞因子、内毒素、游离

脂肪酸等作用有关. 
临床上腹痛多与皮肤紫癜同时出现, 偶可
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发生于紫癜之前. 当腹痛先于皮疹出现时常易

误诊[17]. 该患者以腹痛为首发表现, 开始胃镜检

查发现十二指肠多发溃疡, 入院后检查提示急

性胰腺炎, 似乎都可以解释腹痛表现, 但按相应

方案治疗后腹痛未缓解, 进一步加重. 待皮疹出

现后, 方确诊为过敏性紫癜, 予以大剂量糖皮质

激素治疗后病情缓解. 这提示我们, 在临床上遇

到消化道、胰腺、肝脏、胆囊等多脏器病变时

要考虑本病可能; 另一方面, 在过敏性紫癜患者, 
除常见的皮肤、关节、肾脏、消化道病变外, 
尚需警惕胰腺、肝脏、胆囊等脏器少见并发症. 
此外, 该患者还出现蛋白尿、D-二聚体升高、

凝血功能异常、骨髓细胞形态学改变等肾脏、

血液系统受累表现. 血液系统受累在过敏性紫

癜中鲜见报道, 虽然该患者病变表现较轻, 也值

得我们关注. 
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■同行评价
本文通过对累及
消化系统多脏器
过敏性紫癜1例的
分析研究发现, 该
病例治疗上予以
大剂量糖皮质激
素后病情好转出
院 ,  随访2 mo腹
痛、皮疹无复发. 
因此, 该病例治疗
非常成功, 值得临
床借鉴.
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胆道出血误诊1例

蒋建霞, 于莲珍, 施瑞华
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摘要
报告1例因胆囊结石、急性胆囊炎相继引起顽
固性消化道大出血、急性胰腺炎、急性腹膜
炎误诊病例. 患者首发表现为发热、腹痛和上
消化道出血, 上消化道出血原因一度被认为
是胃溃疡所致, 但积极的止血措施并无明显疗
效, 继而又并发了急性胰腺炎, 最终因急性腹
膜炎外科手术而确诊. 此病例提醒我们上消化
道出血的鉴别诊断不可忽视胆道出血, 尽管胆
道出血大多因外科、介入或创伤所致, 急性胆
囊炎也是重要病因之一, 如果诊断不及时, 治
疗不得当, 可能会延误对患者的抢救.

关键词: 胆道出血; 误诊
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0  引言

上消化道出血病因除了常见的消化性溃疡、食

管胃底静脉曲张破裂出血等, 尚需与胆道出血

相鉴别. 胆道出血常表现为反复发作及周期性, 
易并发失血性休克甚至死亡. 本文报道了1例因

胆系感染致反复胆道大出血、急性胰腺炎、急

性腹膜炎误诊病例.

1  病例报告

患者, 男, 50岁, 因“上腹痛伴呕血黑便5 d”于

2006-07-02住我院消化科. 患者5 d来出现阵发

性上腹痛, 伴有恶心, 呕吐暗红色血液3次, 总量

约200 mL, 解成形黑便2次, 总量约250 mL, 伴
嗳气、反酸、多汗、发热. 于我院门诊查腹部

B超提示: 胆囊炎, 胆囊结石, 胆总管轻度扩张

(9 mm). 胃镜提示: 胃角溃疡A2期, 慢性胃炎. 予

奥美拉唑、胶体果胶铋口服治疗, 症状无改善, 
为进一步诊治收入病房, 患者既往体健. 入院查

体, T: 38.5℃, P: 80次/分, BP: 103/70 mmHg, 神
清, 精神欠佳, 步入病房, 查体合作, 贫血貌, 全
身皮肤黏膜无出血点瘀斑, 浅表淋巴结未及肿

大, 腹平坦, 未见腹壁静脉曲张, 腹软, 上腹部压

痛明显, Murphy's征(+), 肝脾肋下未及, 移动性

浊音阴性, 肠鸣音5-6次/分. 入院初步诊断: 上消

化道出血, 胃溃疡, 急性胆囊炎, 胆囊结石. 入院

后急查血常规提示: WBC: 11.4×109/L, N: 0.864, 
L: 0.121, RBC: 3.75×1012/L, HgB: 102 g/L. 粪便

常规提示: 红褐色, 红细胞: 2+, 隐血阳性. 血清

及尿淀粉酶均正常. 肝肾功能正常. 予禁食, 补
液, 奥美拉唑抑酸, 氨甲环酸止血及左旋氧氟沙

星、替硝唑抗感染治疗5 d, 腹痛进行性加重, 呕
血及黑便状况无改善, 加用生长抑素250 μg/h
持续静脉滴注3 d, 消化道出血仍持续. 入院第6
天患者体温最高达39.8℃, 血常规WBC: 17.8×
109/L, N: 0.909, HB: 65 g/L, 血清淀粉酶: 26 071 
nkat/L, 尿淀粉酶: 152 047 nkat/L, 尿胰蛋白酶

原阳性. 生化示: ALT: 3240 nkat/L, AST: 1228 
nkat/L, AKP: 3667 nkat/L, GGT: 4550 nkat/L, 
TBIL: 38.3 μmol/L, DBIL: 21.3 μmol/L, Glu: 4.89 
mmol/L, Ca: 2.09 mmol/L, PT, APTT, TT, FIB, 
D-Dimmer均正常, 上腹部CT提示: 胆囊壁不规

则增厚伴胆囊结石生成, 胆囊炎, 胃窦壁增厚

与胆囊分界不清, 胰头部周围界限不清; 复查

胃镜示: 胃溃疡S1期. 全科讨论考虑胃溃疡, 急
性胆囊炎, 胆囊结石并发急性水肿性胰腺炎诊

断成立. 分析顽固性上消化道出血与胃溃疡无

关, 原因仍不明确, 胆道出血不排除. 治疗方面

在禁食、抑酸、头胞哌酮+舒巴坦及替硝唑治

疗感染及营养支持治疗的基础上, 继续应用生

长抑素抑制胰酶分泌, 及减少内脏血流从而止

血治疗, 入院第10天患者仍发热, 为驰张热, Tmax 
40.1℃, 上腹饱满, 压痛(+), 反跳痛(+), 尤以右上

腹为著, 仍有呕咖啡样物及黑便, 总量约500 mL/d, 
查血常规提示: WBC: 19.7×109/L, N: 0.921, 
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■背景资料
上消化道出血病
因除了常见的消
化性溃疡、食管
胃底静脉曲张破
裂出血等, 尚包括
一系列疾病所致
的胆道出血. 胆道
出血分类, 临床分
为外科性、感染
性、医源性和其
他原因的胆道出
血, 其中胆道感染
是最常见原因. 



RBC: 1.56×1012/L, HgB: 50 g/L. 血生化: ALT: 
1917 nkat/L, AST: 910 nkat/L, GGT: 2692 nkat/L, 
ALB: 25.2 g/L, G: 22.6 g/L, 血清及尿淀粉酶正

常. 外科会诊考虑急性腹膜炎, 遂转外科急诊手

术, 术中见胆囊炎症水肿穿孔, 周围脓液, 与周

围组织广泛黏连, 分离后切除胆囊, 胆管内溢出

脓性胆汁及血凝块, 予以胆总管切开T管置入引

流, 及腹腔灌洗引流, 术后病理示: 胆囊8 cm×

6 cm, 壁厚6 mm, 颈部穿孔, 表面附大量脓液. 术
后予以积极支持及抗感染治疗, 患者恢复良好, 
2 mo后出院.

2  讨论

该患者以上消化道出血及腹痛、发热为首发表

现, 上消化道出血表现为呕血和黑便, 胃镜检查

提示胃角溃疡A2期, 能解释上消化道出血及腹

痛, 但通过积极的抗溃疡和止血治疗, 消化道出

血反而日益恶化; 其次越发加重的发热(体温最

高达41.0℃), 用继发于上消化道出血的吸收热

亦不能解释; 而且在上述症状的基础上发生了

急性胰腺炎和急性腹膜炎. 手术证实为胆道感

染并发胆道出血、胆源性胰腺炎及穿孔致急性

腹膜炎. 此病例告诫临床工作人员, 上消化道出

血的鉴别诊断不可忽视胆道出血的可能, 尤其

是当临床表现与检查不符的情况下, 更要多考
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虑其他能引起上消化道出血的原因. 
胆道出血系肝胆疾病、创伤、手术或全身

性因素而致的胆道较大量出血[1]. 临床分为外科

性、感染性、医源性和其他原因所致的胆道出

血. 这些原因均可导致胆管与伴行血管间的异

常通道, 随着两侧压力的变化, 而导致出血、出

血停止和血块自溶、脱落而再出血(5-14 d). 或
因手术止血不彻底、肿瘤破溃、出血倾向等也

会发生胆道出血. 胆道感染是最常见原因. 急性

化脓性胆管炎时, 汇管区的胆小管破溃形成多

发性肝脓肿, 并向门静脉穿破, 形成胆管门静脉

瘘而发生胆道出血[2]. 胆道出血可有胆绞痛、黄

疸和上消化道出血的三联征, 并可出现休克. 临
床特征有: (1)发热寒战、黄疸和上腹绞痛后出

现呕血、黑便, 伴肩背部放射痛; (2)出血可自行

停止, 出血后上述症状即可缓解; (3)出血1 wk左
右发作1次, 反复出现, 具有周期性; (4)出血时可

有失血性休克的一系列征象[3].

3      参考文献
1 Edden Y, St Hilaire H, Benkov K, Harris MT. 

Percutaneous l iver b iopsy complicated by 
hemobilia-associated acute cholecystitis. World J 
Gastroenterol 2006; 12: 4435-4436
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■同行评价
本文通过1例急性
胆系感染并发一
系列严重并发症
的病例报告旨在
加深临床医生对
胆道出血更深刻
的认识, 减少漏诊
和误诊, 学术价值
较好.
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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
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被中国科技论文
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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; 七年, 7 a; 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年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 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.
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±

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T , 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

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30kDa(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. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

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mmol/L, 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

1-2
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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±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±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±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. 完整的阿位伯数字不

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个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 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. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 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, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 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 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 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 署名一般不超过8人. 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-
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Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 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), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 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).
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 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
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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
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