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中国肝癌肝移植的现状与展望

陈知水, 王海灏
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摘要
肝癌行肝移植治疗的指征、效果和相关问题
一直存在争论, 国际上已经有数个通用的肝癌
肝移植标准, 如Milan标准、Pittsburgh标准、

UCSF标准等等, 中国的移植学家们也在纷纷
探讨适合中国的肝癌肝移植标准. 本文收集并
分析近年来国内外的文献, 结合本移植中心
460例肝移植的病例, 对肝癌的分期标准、晚
期肝癌行肝移植的指征进行了探讨, 笔者认为
影响我国肝癌肝移植的主要因素有: 供肝的
来源、术后乙肝及肿瘤的复发及相关社会因
素等. 

关键词: 肝移植; 分期标准; 指征
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0  引言

中国是乙肝、肝硬化和原发性肝癌的高发区, 
我国原发性肝癌的患者总数已经高达全球的

40%-50%, 全球每年新发病例的一半以上在我

国[1]. 据中华医学会器官移植分会统计, 至2005
年底, 全国累计施行肝移植手术近6000例, 其中

肝癌肝移植约占40%左右. 本文就我国开展肝癌

肝移植的现状作一介绍, 并对其前景进行展望. 

1 国际现行肝移植标准

目前已经公认, 肝移植是治疗肝脏良性终末期

疾病的有效手段, 但肝癌患者是否适宜行肝移

植手术尚存有争论. 欧美国家早期曾热衷于肝

癌肝移植, 后来发现肝癌肝移植后复发率高, 因
而逐步摸索并制定出了目前国际上通用的Milan

标准, 及其他数个标准. 按此标准选择肝癌病例

行肝移植手术, 其术后长期生存率与良性肝脏

疾病肝移植相似. 
1.1 Milan标准[2] (1)单个肿瘤直径≤5 cm; (2)小
癌灶≤3个, 每个直径≤3 cm; (3)无肝内大血管

浸润; (4)无肝外转移. 该标准制定于1996年, 是
目前国际上较常用的肝癌肝移植选择标准. 
1.2 Pittsburgh标准[3] 2000年美国肝肿瘤研究组

(American liver tumor study group)Marsh et al改
良TNM分期, 也称为Pittsburgh标准(表1), 根据血

管侵犯、肝叶分布、肿瘤大小、淋巴结受累及

远处转移情况将肝癌分为Ⅰ、Ⅱ、ⅢA、ⅢB、
ⅣA、ⅣB6期, Ⅰ-ⅢB符合肝移植标准, 而ⅣA
和ⅣB则被排除在肝移植之外. 
1.3 UCSF标准[4] 2002年美国加州旧金山大学

(UCSF)标准实际上是对Milan标准的拓展: 单个

肿瘤直径≤6.5 cm, 或多发肿瘤数目≤3个且每

个肿瘤直径均≤4.5 cm, 所有肿瘤直径总和≤

8 cm; 肿瘤无血管、淋巴结侵犯和肝外转移. 
1.4 UNOS标准[5] 2002-02, 美国器官分配网络

(United Network for Organ Sharing, UNOS)根
据改良T N M分期分配供肝 ,  基于终末期肝病

(model for end-stage liver disease, MELD)评分系

统将凝血时间[国际标准(INR)]、血浆肌酐、总

胆红素输入公式: MELD评分 = 10[0.957×log肌
酐清除率(mg/dL)＋0.378×log总胆红素(mg/dL)
＋1.120×logINR＋0.643]. 评分可分为6-40, 评
分越高肝病越重, 供肝分配越优先. T1期肿瘤给

予MELD评分24分, T2期29分, 等待供肝时间每

延长3 mo加分1次(如肿瘤生长超过T2期标准则

剔除). 具体标准见(表2). 

2 我国肝癌肝移植的争论

我国对肝癌患者行肝移植治疗的争论由来已

久, 最大的争论集中在什么是适合我国国情的

肝癌肝移植标准. 我国由于开展肝移植较晚, 大
量的肝癌患者施行了肝脏肿瘤切除手术. 目前

小肝癌(≤5 cm)行手术切除后5 a生存率可达

60%-70%, 大肝癌亦可达30%-40%, 手术数量及

®

■背景资料
中国是乙肝、肝
硬化和原发性肝
癌 的 高 发 区 ,  至
2005年底, 全国累
计施行肝移植手
术近6000例 ,  其
中肝癌肝移植约
占40%左右. 国际
上已经有数个通
用的肝癌肝移植
标准, 如Milan标
准、Pittsburgh标
准、U C S F 标 准
等, 但我国仍无较
统一的标准. 我国
每年开展大量的
肝癌肝移植手术, 
因无明确的适应
证选择标准, 对大
量晚期肝癌患者
施行手术, 不仅无
较大的治疗价值, 
而且会浪费珍贵
的供肝资源, 使亟
待移植的良性疾
病患者和早期肝
癌患者失去手术
机会. 

■创新盘点
按肿瘤的大小、

数量和侵犯范围
将肝癌分为3期 : 
Ⅰ期 ( 早期 ) 肿瘤
大小在5 cm以内, 
伴明显的肝硬化; 
Ⅱ期 ( 中期 ) 肿瘤
大于5 cm或多个, 
但局限于肝内, 无
门静脉癌栓; Ⅲ期
( 晚期 ) 有门静脉
癌栓或局部侵犯
与转移. Ⅰ期应视
为肝移植的绝对
适应证; Ⅱ期肝癌
患者可考虑行肝
移植治疗; Ⅲ期不
宜行肝移植. 
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手术效果均优于欧美国家[6]. 若按Milan标准, 在
我国肝癌患者均可行肝切除, 且5 a生存率并不

低于肝移植. 因此我国学者对肝癌肝移植进行

了大量深入细致的探索, 以期找到符合我国国

情的肝癌肝移植标准, 目前尚缺乏大样本多中

心的报道. 樊嘉 et al [7]认为, UCSF标准可能是比

较符合我国国情的肝癌肝移植筛选标准, 并考

虑到目前我国的具体情况, 在UCSF标准基础上

适当放宽至将多发肿瘤数目由≤3个扩大到5个, 
将微血管癌栓或局限于单侧的静脉小分支癌栓

也列入适应证. 由于我国肝癌患者绝大部分均

伴有乙肝肝硬化, 且肝功能失代偿非常常见, 因
此对因肝功能失代偿而无法行肝脏肿瘤切除手

术者行肝移植手术是众所公认的; 另外, 因肿瘤

位置靠近大血管或不易切除的小肝癌也是肝移

植的适应证. 
我中心10余年来共施行了460例肝移植, 其

中肝癌患者占48.2%, 我们按肿瘤的大小、数量

和侵犯范围将肝癌分为三期: Ⅰ期(早期)肿瘤大

小在5 cm以内, 伴明显的肝硬化; Ⅱ期(中期)肿
瘤大于5 cm或多个, 但局限于肝内, 无门静脉癌

栓; Ⅲ期(晚期)有门静脉癌栓或局部侵犯与转移. 
经研究发现, Ⅰ期肝癌患者肝移植后有良好的

存活率和肿瘤根治率, 应视为肝移植的绝对适

应证; Ⅱ期肝癌患者肝移植后配合化疗, 也可以

明显延长患者的寿命, 生活质量得以改善, 部分

患者还可获得较长时间的存活, 因此也不失为

一种治疗方法, 可考虑行肝移植治疗; Ⅲ期肝癌

患者肝移植的效果差, 且费用昂贵, 不宜提倡[8]. 
我国目前肝癌肝移植另一大的争论是对于

晚期肝癌, 特别是手术已经无法切除者或切除

后再次甚至多次复发者, 是否作为肝移植的适

应证. 由于我国早年开展肝移植手术时片面追

求移植病例的数量和围手术期的效果, 而忽视

了对肝移植后长期效果的追求, 我国在2000年
以前开展的肝移植病例有50%以上为肝癌患者, 
甚至是晚期肝癌患者. 这些移植手术获得了相

当理想的围手术期效果和1 a生存率, 但绝大多

数患者在1 a左右时间内发生了肝癌复发, 并不

久死亡. 进入21世纪后, 由于供体的来源的相对

紧张和移植医生对肝癌肝移植适应证认识的提

高, 国内各大移植中心不约而同的对肝移植由

早期的追求数量上的提高改为追求质量上的进

步. 于是大肝癌、晚期肝癌患者, 特别是伴有肝

外转移的患者行肝移植手术被大幅“缩水”, 
甚至出现过被某些移植中心完全叫停的情况. 
目前在国内权威的几家大移植中心均把是否出

现门静脉主干癌栓作为衡量晚期肝癌能否行肝

移植的最后底线. 

3 影响我国肝癌肝移植发展的因素

3.1 供 体 的 因 素  由于我国的特殊国情 ,  在
1990-1999年相对于器官移植受体而言, 器官供

体来源相对充足, 器官移植医生的注意力主要

集中在手术能否进行及围手术期的恢复上, 而
忽视了肝移植适应证的选择问题. 近几年, 由于

我国法律体制的不断完善和器官移植在全国各

地的蓬勃开展, 供体来源日趋紧张, 而要求行器

官移植的等待名单却不断增多, 移植医生们不

得不进行慎重的选择, 于是更多的供肝被移植

给了良性疾病的患者或早期肝癌患者. 
3.2 移植后乙肝复发的因素 我国的肝癌多由乙

肝演变而来, 患者行肝移植手术治疗后, 由于服

用大量的免疫抑制药物, 乙肝复发率极高, 复发

    

表 1 Pittsburgh改良TNM分期标准

分期 血管侵犯 受累肝叶 肿瘤大小 (cm) 淋巴结受累 远处转移 移植适应证

Ⅰ 无或有微血管侵犯 不限 ≤2 无 无 是
Ⅱ 微血管侵犯 单叶 >2 无 无 是
ⅢA 无 双叶 >2 无 无 是
ⅢB 微血管侵犯 双叶 ＞2 无 无 是
ⅣA 大血管侵犯 不限 不限 无 无 否
ⅣB 不限 不限 不限 任 一 出 现 阳 性 否

    

表 2 UNOS标准

分期 肿瘤数 肿瘤大小 (cm) 移植适应证

T1 单个 ≤1.9 是
T2 单个或2-3个 2-5 均≤3 是
T3 单个或2-3个 ＞5 至少1个＞3 否
T4a ≥4个 不限 否
T4b 有大血管侵犯 肿瘤大小及数目不限 否

■应用要点
进入21世纪后, 由
于供体的来源的
相对紧张和移植
医生对肝癌肝移
植适应证认识的
提高, 大肝癌、晚
期肝癌患者, 特别
是伴有肝外转移
的患者行肝移植
手术被大幅“缩
水”. 目前在国内
权威的几家大移
植中心均把是否
出现门静脉主干
癌栓作为衡量晚
期肝癌能否行肝
移植的最后底线. 
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后往往比正常情况更易进展至肝硬化. 有文献

报道, 由于肝移植术后乙肝复发, 某些患者在术

后第1 a就出现了亚急性肝衰竭, 成为影响肝移

植术后长期存活率和预后的重要问题[9-10]. 目前

国内针对肝移植术后乙肝复发最常用的方法是

长期服用拉米扶定联合乙肝免疫球蛋白注射治

疗, 虽然已有多篇报道, 但仍缺乏大样本多中心

的权威论证. 
3.3 移植后肿瘤复发的因素 肝癌肝移植术后, 由
于机体处于免疫抑制状态, 肿瘤复发的可能性

大大增加, 这在大肝癌或晚期肝癌中更容易发

生, 因此肝癌肝移植的远期预后更增加了不可

预见性. 
3.4 社会因素 目前人们对器官移植的认识尚存

有相当大的不足, 中国传统观念认为“身体发

肤受之父母, 不可言弃”, 于是相当多的患者

在患病早期很难接受移植的治疗方案, 常常在

“病入膏肓”时才抱定最后一丝希望来行移植

手术, 而此时病情往往已经突破适应证的底线

了. 另外在我国, 由于社会医疗保险体系的不健

全, 大部分患者无法独立承担进行肝移植的巨

额医疗费用, 经济因素也成为了制约器官移植

大力发展的另一大瓶颈. 

4 我国肝癌肝移植的展望

我国肝癌占全球肝癌的一半以上, 全球每年54. 1
万新发肝癌患者中有31.8万发生在中国[11], 随着

我国医疗保险体系的不断完善, 我国拥有世界上

最大的移植受者群, 如何早期制定出符合我国国

情的肝癌肝移植分期标准和手术适应证是当务

之急. 对肿瘤生物学特性和移植免疫学的不断深

入了解和研究, 将有助于移植科学家们制定出更

合理的肝癌肝移植适应证标准. 新型的免疫抑制

剂西罗莫司(Sirolimus)的问世已经在谋求将移植

后免疫抑制作用和抗肿瘤作用统一的可能性, 这
也给世界各国移植学家们提供了一个新的研究

思路, 将来是否可能将移植后免疫抑制与抗肿

瘤、抗肝炎病毒等作用有机的结合起来, 是一个

诱人的设想和广阔的研究领域. 
今后10 a内, 由于移植受体的不断扩大和移

植供体来源的相当紧缺, 成人活体间肝移植的

开展已经成为一种必然的趋势, 并将在一定程

度上缓解供体短缺的状况. 而对肝癌患者, 接受

成人供肝的条件势必更为严格, 这也将成为我

国移植学家们探讨的一个热点. 
随着各项器官移植数量的不断积累, 我国

目前已经成为仅次于美国的世界第二移植大国, 
相信在全国器官移植工作者的不断努力下, 我
国的各项移植成绩包括肝癌肝移植的效果都将

步入国际先进行列, 而肝移植作为迄今为止最

有效的肝癌治疗手段将得到进一步的发展. 
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Abstract
AIM: To investigate the possible involvement of 
telomerase and telomeric repeat binding factors 
(TRF1 and TRF2) in chemotherapeutic agents-
induced DNA damage responses in gastric 
cancer cells.

METHODS: Gastric cancer cell line SGC7901 
and MKN28 were treated with various con-
centrations of etoposide for 3, 6, 12, 24 and 36 
h. Telomerase activity was measured by real-
time quantitative telomeric repeat amplification 
protocol (RTQ-TRAP) assay. The expression of 
human telomerase reverse transcriptase (hTERT) 
mRNA was detected by real time reverse tran-
scription polymerase chain reaction (RT-PCR). 
The expression of TRF1 and TRF2 were detected 

by Western blot and real time RT-PCR at protein 
and mRNA level, respectively.

RESULTS: Telomerase activity and TRF2 
mRNA expression were up-regulated at the 
early stage of drug treatment in both cell lines 
(P < 0.05). The expression of TRF1 mRNA was 
also increased, but it was not significant (P > 
0.05). The increase of telomerase activity was 
independent on hTERT mRNA levels, and TRF2 
was significantly increased both in protein and 
mRNA levels (P < 0.05). The up-regulation was 
in a drug dose-dependent manner.

CONCLUSION: Telomerase activity and TRF2 
expression is possibly involved in the responses 
of gastric cancer cells to DNA-damaging drugs.

Key Words: Telomerase; TRF1; TRF2; Gastric carci-
noma; DNA damage
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摘要
目的: 检测在化疗药引起胃癌细胞DNA损伤
过程中端粒酶、TRF1和TRF2的表达. 

方法:  用不同浓度足叶乙甙处理胃癌细胞
SGC7901和MKN28, 分别在3, 6, 12, 24和36 h
进行检测. 采用实时定量TRAP分析检测端粒
酶活性; 用实时RT-PCR检测hTERT mRNA表
达; 用Western blot和实时RT-PCR检测TRF1和
TRF2表达. 

结果: 两种细胞端粒酶活性及TRF2 mRNA表
达均在药物处理的早期明显增高(P <0.05), 且
显示明显的药物浓度依赖性(P <0.05); TRF1表
达稍增高, 但无统计学意义(P >0.05). hTERT 
mRNA表达无明显改变(P >0.05). TRF2表达在
蛋白和mRNA水平均增高(P <0.05).

结论: 端粒酶和TRF2参与化疗药引起的胃癌
细胞DNA损伤反应.

www.wjgnet.com
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■背景资料
端粒及端粒相关
因子与DNA损伤
的关系是端粒功
能研究的一个热
点 ,  而DNA损伤
修复抑制也正在
成为肿瘤治疗的
新靶点. 我们的研
究首次发现: 端粒
酶和TRF2参与化
疗药引起的胃癌
细胞DNA损伤反
应, 从而为肿瘤的
治疗提供了新的
思路.
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0  引言

足叶乙甙(etoposide)是临床常用的肿瘤化疗药

物, 主要作用机制为抑制DNA拓扑异构酶, 导
致DNA双链断裂[1]. 端粒是位于染色体末端的

DNA-蛋白结构, 由TTAGGG重复序列和大量的

端粒结合蛋白组成[2]. 其中端粒重复序列结合因

子(TRF1和TRF2)是两个主要的端粒结合蛋白, 
维持端粒的正常结构和功能[3]. 最新研究发现

TRF2能够抑制ATM依赖的DNA损伤反应, 是通

用的DNA损伤修复因子[4]. 我们检测了在胃癌细

胞中, etoposide引起的端粒酶、TRF1和TRF2表
达的改变, 探讨其在肿瘤对化疗药反应中的可

能意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基购自GIBCO公司; 抗
TRF1、TRF2、β-actin抗体分别购自Imgenex、
Upstate、Sigma公司; 足叶乙甙为Sigma公司

产品; SYBR Green Ⅰ为Applied Biosystems公
司产品. 人胃癌细胞系SGC7901和MKN28均
由第四军医大学全军消化病研究所保存. 分别

用2 mg/ L, 20 mg/L, 200 mg/L, 1 000 mg/L 
etoposide处理细胞, 在3, 6, 12, 24和36 h进行检测.
1.2 方法 采用SYBR Green Ⅰ嵌合荧光法进行实

时TRAP, 反应体系包括: 0.25 µg细胞提取物, 1
×SYBR Green Ⅰ缓冲液, dNTP各2.5 mmol/L, 
15 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L EGTA, 0.2 µg T4
基因蛋白, 1 U AmpliTaq Gold聚合酶, 0.1 µg 
TS引物(5'-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3')和
0.1 µg ACX引物[5'-GCGCGG(CTTACC)3CTA
ACC-3']. PCR反应采用ABI Prism 7700序列检

测系统: 25℃延伸20 min, 95℃ 10 min灭活端

粒酶, 以95℃ 20 s, 50℃ 30 s, 72℃ 90 s循环

40次. 以梯度稀释的293细胞提取物制作标准

曲线, 未用药SGC7901测量值的平均值设定为

100%, 比较获得其他样品的相对值. 收获细胞, 
三去污裂解液提取细胞总蛋白, Bradford法进行

蛋白定量. 120 g/L SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋

白, 将蛋白条带转移至硝酸纤维膜上, 50 g/L脱

脂奶粉封闭后分别与TRF1, TRF2, β-actin抗体及

HRP标记的相应二抗孵育, ECL法显色, Western 
b l o t检测蛋白表达. 采用探针法进行实时RT-
PCR, 上海生工的RNA抽提试剂盒提取总RNA, 
根据SuperScript First-Strand Synthesis System 
(Invitrogen)操作说明进行逆转录反应. PCR反
应采用ABI Prism 7700序列检测系统, 引物和

探针参照文献[5]. 反应体系包括: 1×TaqMan缓
冲液, 3.5 mmol/L MgCl2, dNTP各200 µmol/L, 
400 µmol/L dUTP, 200 nmol/L引物, 80 nmol/L
探针, 0.625 U AmpliTaq Gold聚合酶. 95℃预变

性10 min, 以95℃ 15 s, 60℃ 1 min循环40次. 从
质粒AdTRF2[21]分离出mycTRF2 cDNA片段, 梯
度稀释后制作标准曲线, 未用药SGC7901测量值

的平均值设定为100%, 比较获得其他样品的相

对值.
统计学处理 采用SPSS 13.0统计学软件, 进

行ANOVA和GLM repeated measures分析.

2  结果

2.1 端粒酶活性改变 用不同浓度的etoposide处
理, 分别在3, 6, 12, 24和36 h检测端粒酶活性. 与
未处理组相比, 两种细胞的端粒酶活性在药物处

理后3, 6和12 h升高(P <0.05), 其后下降; 具有一

定程度的药物浓度依赖性(P <0.05), 但药物诱导

的端粒酶活性增高在两种细胞间无显著差别(图
1). 实时RT-PCR检测hTERT mRNA表达无明显

改变(P >0.05, 图2). 1 000 mg/L etoposide处理组

在3 h后由于死亡细胞过多, 无法进行检测.
2.2 TRF1和TRF2表达 分别用Western blot和实时

RT-PCR检测药物处理后TRF1和TRF2蛋白水平

和mRNA水平的表达. TRF2蛋白在药物处理后

24 h或36 h时增加(图3). TRF2 mRNA的增高出

现在药物处理后的早期, 在24 h和36 h下降, 其
中3 h时表达最高; 而且有明显的药物浓度依赖

性. 部分高剂量处理组由于死亡细胞过多而无

法进行检测. 药物诱导的TRF2 mRNA增高在两

种细胞间无显著差别(P >0.05, 图4). 药物处理后

TRF1表达稍增高, 但无统计学意义(P >0.05).

3  讨论

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 化疗仍为其

主要的治疗手段, 但由于存在耐药性和毒副作

用, 效果不尽人意. 因此迫切需要寻求新的治疗

途径. 大部分的化疗药物通过损伤DNA发挥作

用, 而有效的DNA修复是肿瘤细胞对治疗产生

■同行评价
本 研 究 利 用 T R -
AP、R e a l  t i m e 
PCR 和Western 
b o l t 等方法检测
了胃癌细胞DNA
损伤过程中端粒
酶活性、hTERT 
m R N A 表 达 和
TRF1和TRF2表
达等指标, 采用的
方法较先进, 设计
合理, 论述清晰有
据 ,  研 究 结 果 对
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耐受的重要原因[6]. 因此, 抑制DNA修复是提高

DNA损伤类治疗方式效果的有效方法, 最近已

有一些抑制DNA修复蛋白的药物如MGMT抑制

图 1 etoposide处理后的端粒酶活性(实时定量TRAP分析).

图 2 etoposide处理后hTERT mRNA在胃癌细胞的表达(实时RT-PCR).

图 3 etoposide处理后TRF2在胃癌细胞的表达(Western 

blot). 1: MKN28; 2: SGC7901; 3: MKN28; 4: SGC7901.
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剂, PARP抑制剂, 甲氧胺等进入临床试验[7-9], 在
与化疗或放疗的联合使用中显示了良好的前景. 
不久的将来, DNA损伤修复抑制很可能成为肿
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瘤常规治疗的一部分[10].
由六个端粒结合蛋白TRF1, TRF2, POT1, 

TIN2, TPP1和Rap1组成的复合体起着保护端

粒的作用, 被称为是遮蔽蛋白[11]. 遮蔽蛋白其

中的3个亚单位TRF1、TRF2和POT1直接识别

TTAGGG序列, 与其他3个亚单位TIN2、TPP1、
R a p1相互作用 ,  使细胞可以区分端粒结构和

DNA损伤[12-14]. 没有遮蔽蛋白的保护, DNA损伤

监测系统可能会启动DNA损伤修复途径加工

处理染色体末端[15]. 许多DNA修复因子如Ku, 
W R N, M r e11复合体等都能够在端粒被检测

到[16-18]. 以前的研究认为这些DNA修复因子是与

遮蔽蛋白相互作用, 重塑端粒DNA结构, 保护端

粒, 使之不被降解, 不引发DNA损伤反应[19]. 但
最近的研究显示了药物或射线引起的DNA损伤

能使TRF2表达增高, 或同时伴有端粒酶活性增

高, 是DNA损伤反应的早期事件[5]. Bradshaw 
et al [20]的研究中, 射线可以导致成纤维细胞TRF2
表达瞬时增高, 并且出现于DNA损伤反应的早

期; 当TRF2过表达时能抑制ATM依赖的DNA损

伤反应[21]. 在端粒, TRF2与DSBs修复的蛋白如

Ku, DNA PKcs, ERCC1/XPC, WRN等有相互作

用[22-23]; TRF2还能与ATM直接作用[24]. 抑制端粒

酶活性会使肿瘤细胞对DNA损伤敏感性增高, 易
于凋亡, 也被认为与DNA损伤修复相关[25]. 因此, 
端粒酶或端粒结合蛋白也有DNA修复功能, 可能

是细胞用于保护端粒的古老而通用的DNA修复

因子[4]. 我们的研究中, 用不同浓度的etoposide

图 4 etoposide处理后TRF2 mRNA在胃癌细胞的表达(实时RT-PCR).
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处理胃癌细胞, 分别在3, 6, 12, 24和36 h检测端

粒酶活性和TRF1、TRF2表达, 发现细胞端粒酶

活性及TRF2 mRNA表达在药物处理后均明显增

高, 且显示明显的药物浓度依赖性; TRF1表达稍

增高, 但无统计学意义; hTERT为端粒酶蛋白亚

单位, 实时RT-PCR检测hTERT mRNA表达无明

显改变, 提示端粒酶活性改变可能通过转录后

机制[26]. 与TRF2 mRNA表达不同, TRF2蛋白水

平的增高出现较晚, 可能与DNA损伤反应无关, 
而与细胞周期或凋亡等相关[5].

我们的研究结果提示: 端粒酶和TRF2参与

化疗药物引起的胃癌细胞DNA损伤反应, 为肿

瘤的治疗提供了新的思路. 但端粒酶和TRF2是
否与肿瘤对化疗的耐受性相关, 我们将通过进

一步的实验证实. 
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Abstract
AIM: To explore the mechanism of epidermal 
growth factor (EGF) in the promotion of human 
cholangiocarcinoma cell invasion.

METHODS: Invasion assay and cell proliferation 
assay were performed in human cholangiocar-
cinoma cell line HuCCT1 treated with different 
concentrations of EGF. Reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western 
blot were used to detect the expression of ma-

trix metalloproteinases (MMPs), urokinase type 
plasminogen activator (uPA) and plasminogen 
activator inhibitor (PAI-1) in HuCCT1 cells. The 
activity of nuclear factor-kappa B (NF-κB) was 
determined by electrophoretic mobility shift as-
say (EMSA). After pretreatment with pyrrolidine 
dithiocarbamate or ibuprofen, the invasion of 
HuCCT1 cells was observed.

RESULTS: EGF treatment resulted in increased 
invasions of HuCCT1 cells in a dose-dependent 
manner (cell number as EGF at 10, 100 μg/L 
vs 0 μg/L: 35.4 ± 6.2, 57.2 ± 7.6 vs 16.3 ± 3.1; t = 
4.77, P = 0.009; t = 8.63, P = 0.001, respectively). 
However, EGF did not affect the proliferation 
in HuCCT1 cells. RT-PCR and Western blot 
showed that EGF dramatically increased the ex-
pression of MMP-9, uPA and PAI-1 mRNA and 
protein in HuCCT1 cells, but it did not change 
the expression of MMP-2. The activity of NF-κB 
was significantly increased after EGF treatment, 
while EGF-induced invasion of HuCCT1 cells 
was markedly inhibited by pretreatment with 
PDTC or ibuprofen (cell number: 46.6 ± 4.6 vs 
62.3 ± 5.2, t = 3.168, P = 0.037; 35.3 ± 5.4 vs 62.3 ± 
5.2, t = 6.30, P = 0.003).

CONCLUSION: EGF promotes the invasion of 
human cholangiocarcinoma cells, and the up-
regulation of MMP-9, uPA , PAI-1 and NF-κB 
activity is involved in this process.

Key Words: Epidermal growth factor; Matrix metal-
loproteinases; Urokinase type plasminogen activa-
tor; Plasminogen activator inhibitor; Nuclear factor-
kappa B; Cholangiocarcinoma; Invasion

Kong FM, Liu XF, Li HY, Sui CY, Li YJ, Zhang H, Guo 
RX. Correlations of epidermal growth factor-mediated 
nuclear factor-kappa B and matrix proteinase activity 
with invasions of cholangiocarcinoma cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(10):947-952

摘要
目的: 探讨表皮生长因子(EGF)诱导胆管癌细
胞侵袭力的相关机制. 

®
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方法: 检测胆管癌细胞株HuCCT1在EGF不同
浓度下的细胞侵袭力及细胞增殖情况; 采用
RT-PCR及Western blot分析方法, 检测基质金
属蛋白酶(MMPs)、尿激酶型纤溶酶原激活剂
(uPA)、纤溶酶原激活物抑制剂(PAI-1)在不同
EGF浓度下的基因和蛋白表达; 采用凝胶电泳
迁移率试验(EMSA)检测核转录因子(nuclear 
factor kappa B, NF-κB)在不同EGF浓度下的
活性; 并用NF-κB的 抑制剂PDTC和布洛芬
(ibuprofen)预先处理HuCCT1胆管癌细胞后, 
检测其对HuCCT1胆管癌细胞侵袭力的影响. 

结果: 随着EGF浓度的增加, 胆管癌细胞株
HuCCT1侵袭细胞数也随之增加, 具有明显的
浓度依赖性(EGF 10, 100 μg/L vs  0 μg/L: 35.4
±6.2 vs  16.3±3.1, t = 4.77，P  = 0.009; 57.2±
7.6 vs  16.3±3.1, t  = 8.63, P  = 0.001), 而EGF浓
度的变化对HuCCT1细胞的增殖无明显影响. 
EGF明显上调HuCCT1细胞中MMP-9、uPA和
PAI-1的mRNA和蛋白表达水平, MMP-2不受
影响. 随着EGF浓度的增加, NF-κB的活化明
显增强; PDTC和布洛芬明显抑制EGF诱导的
HuCCT1细胞侵袭力(46.6±4.6 vs  62.3±5.2, t 
= 3.168, P  = 0.037; 35.3±5.4 vs  62.3±5.2, t  = 
6.30, P  = 0.003).

结论: EGF能够增强胆管癌细胞的侵袭力, 其
增强的侵袭力可能是通过NF-κB信号传导路
径, 激活MMP-9, uPA和PAI-1等蛋白水解酶而
实现的.

关键词: 表皮生长因子; 基质金属蛋白酶; 尿激酶型

纤溶酶原激活剂; 纤溶酶原激活物抑制剂; 核转录因

子-κB; 胆管癌; 侵袭
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0  引言

胆管癌是以浸润性生长为其病理学特征 ,  其
早期向邻近组织侵袭和转移是导致手术难

以切除、预后差的主要原因 .  表皮生长因子

(epidermal growth factor, EGF)和EGF受体(EGF 
receptor)在胆管癌组织中高表达, 并且与胆管

癌发展相关 [1-3],  暗示E G F可能刺激胆管癌细

胞的侵袭, 促进其发展. 但是, EGF促进胆管癌

细胞侵袭的分子机制还不十分清楚 .  基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)、

尿激酶型纤溶酶原激活剂(urokinase type plas-
minogen activator, uPA)和纤溶酶原激活物抑制

剂(plasminogen activator inhibitor, PAI-1)能够降

解基底膜及细胞外基质(ECM), 而使肿瘤细胞穿

过基底膜保护, 侵入周边组织, 其在肿瘤细胞侵

袭过程中起决定作用. 核转录因子-κB( nuclear 
factor kappa B, NF-κB)是转录调节蛋白质家族

的一员, 能够激活、调节MMPs、uPA和PAI-1的
转录, 促进细胞侵袭和转移[4-7]. 我们在人胆管癌

HuCCT1细胞株中, 研究EGF对HuCCT1细胞侵

袭力、NF-κB活性、MMP-2、MMP-9、uPA及

PAI-1蛋白表达的调节, 探讨EGF促进胆管癌细

胞侵袭增强的相关机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 HuCCT1细胞株由日本佐贺大学医学部

外科教研室惠赠. 细胞用含100 mL/L胎牛血清

的RPMI 1640培养基, 置于50 mL/L CO2, 37℃条

件下培养传代. 血清与RPMI 1640培养基均为美

国GIBCO公司产品. EGF购于Biomedical Tech-
nologies Inc. (Stonghton, MA).
1.2 方法 体外侵袭力检测在细胞培养器中进行, 
培养器中含有过滤器, 孔径大小为8.0 μm, 其
表面覆盖一层基膜, 浓度为250 μg/cm2, 室温下

过夜干燥. HuCCT1细胞经不同浓度EGF处理

24 h后, 用PBS溶液冲洗2次, 加到培养器的上

层, 细胞数为1×1010/L. DMEM作为诱导剂加入

下层. 经过16 h孵育后, 取出过滤器, 用甲醛固

定, 然后用棉签把上层细胞完全擦掉, Gimza染
色. 最后, 在光镜下计数从上层移到下层的肿瘤

细胞数. 将5个视野的平均细胞数定义为肿瘤细

胞的侵袭力. HuCCT1细胞在EGF作用下的生长

由WST-1增殖检测试剂盒测定(Takara, Kyoto, 
Japan), 方法参照说明书. 另用组织裂解液(Pierce
公司)裂解细胞, 然后用蛋白分析试剂盒(B io-
Rad, Hercules, CA)进行蛋白定量. SDS-PAGE
胶分离蛋白质, 于4℃转移到硝酸纤维膜上. 经
TBS浸泡10 min后, 用50 g/L脱脂奶粉TBS封
闭1 h; TBS漂洗, 加入一抗室温孵育1 h后TBS 
5 min漂洗3次, 加入二抗室温孵育1 h后TBS
洗膜后ECL显色压片. 细胞总RNA的提取采用

Trizol总RNA提取试剂盒(invitrogen公司). 电泳

鉴定RNA质量并在260 nm测其吸光度值. 所有

引物均经GenBank查询为目前已知基因特异性

引物序列. MMP-2: Sense 5'-ATGGCAAGGAG-
TACAACAGC-3', Antisense 5'-GCTGGTG-

■应用要点
本文结果表明NF-
κB抑制剂能够抑
制EGF所诱导的
胆管癌细胞侵袭
力, 具有临床应用
价值.
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CAGCTCTCATATT-3', 377 bp; MMP-9: Sense 
5'-TGGGCTACGTGACCTATGACAT-3', Antisense 
5'-GCC CAGCCCACCTCCACTCCTC-3', 172 bp; 
uPA: Sense 5'-AGAATTCACCACCATCGAGA-3', 
Antisense 5'-ATCAGCTTCACAACAGTCAT-3', 
474 bp; PAI-1: Sense 5'-ATGGGATTCAA-
GATTGATGA-3', Antisense 5'-TCAGTATAGTT-
GAACTTGTT-3 ', 452 bp; GAPDH: Sense 
5'-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3', 
Antisense 5'-TCTAGACGGCAGGTCAGGTC-
CACC-3', 593 bp.  按第1链合成试剂盒说明进行

逆转录. PCR扩增条件: 变性95℃ 1 min, 退火

55℃ 1 min, 延伸72℃ 1 min, 循环25-30次. PCR

产物以20 g/L琼脂糖凝胶电泳检测, 长波紫外灯

下观测照相. 
凝胶电泳迁移率试验(electrophoretic mobil-

ity shift assay, EMSA): 细胞核蛋白的提取参照

Deryckere的方法[8]. 进行蛋白定量后, 取其10 μg
与γ-32P-ATP标记的电泳约2-3 h, 电泳结束后取

出凝胶, 在干胶机上80℃真空干燥30 min, 置于

-70℃冰箱中进行放射自显影, 5-6 h后洗片, 记
录结果.

统计学处理 所有实验数据以均数±标准差

表示, 组间比较采用t检验.

2  结果

随着EGF浓度的增加, HuCCT1侵袭细胞数也

随之增加, 具有明显的浓度依赖性(图1). 然而, 
EGF浓度的变化对HuCCT1细胞的增殖无明显

影响, 表明EGF能够促进HuCCT1细胞的侵袭能

力. EGF明显上调MMP-9、uPA和PAI-1 mRNA
和蛋白表达水平(图2), 而MMP-2未见受影响. 
随着EGF浓度的增加, NF-κB的活化明显增强

(图3), 表明NF-κB的活化很可能参与EGF诱导

的HuCCT1细胞侵袭. 我们预先用NF-κB抑制物

PDTC(pyrrolidine dithiocarbamate)和ibuprofen
分别处理HuCCT1细胞2 h. 结果显示, PDTC和
ibuprofen明显抑制EGF诱导的HuCCT1细胞侵袭

力(图4), 表明NF-κB与EGF诱导HuCCT1细胞侵

袭密切相关. 

图 1 EGF对HuCCT1细胞侵袭力的影响. A: 染色细胞为穿过
孔眼的侵袭细胞, 随着EGF浓度的增加, 侵袭的细胞渐多; B: 
5个视野的平均侵袭细胞数, bP＜0.01.
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■同行评价
本研究为胆管癌
细胞株体外侵袭
力及机制的探讨
性 研 究 ,  显 示 了
EGF浓度增加与
HuCCT1侵袭力
增强相关, 但细胞
增殖情况无改变, 
而EGF能显著提
高胆管癌细胞中
MMPa, MMP-9, 
uPA和PAI-1的表
达, 并提高NF-κB
的活性, 在用NF-
κB抑制物预处理
后 ,  E G F 导 致 的
细胞侵袭力未被
完 全 抑 制 ,  从 而
得出EGF可增强
胆管癌细胞的侵
袭 力 ,  其 部 分 可
能是通过NF-κB
信号传导途径激
活MMP-9, uPA和
PAI等蛋白水解酶
实现的结论. 本研
究内容与结论有
新意, 为深入研究
提供了依据. 
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3  讨论

肿瘤侵袭是一个多阶段过程, 包括细胞增殖、

吸附、运动及不同阶段酶的分泌[9]. 在这个侵

袭过程中, 细胞外基质酶解起关键作用. 许多蛋

白水解酶, 包括基质金属蛋白酶MMPs, uPA、

纤溶酶原激活物抑制剂(plasminogen activator 
inhibitor, PAI-1), 参与这个过程. MMP家族, 特
别是MMP-2和MMP-9, 不仅能降解基底膜, 并
且也能降解细胞外基质, 而使肿瘤细胞穿过基

底膜保护, 侵入周边组织, 其在肿瘤细胞侵袭过

程中起重要作用[10-14]. uPA催化纤维蛋白溶酶原

转化为纤维蛋白溶酶, 直接降解细胞外基质蛋

白, 同时激活MMP-2和MMP-9, 促进肿瘤细胞

的侵袭和转移[15]. PAI-1是uPA的一种抑制剂, 一
方面他与uPA/uPAR形成复合物, 从而抑制纤溶

酶系统的活性. 另一方面, 细胞对这种复合物产

生内吞效应, 使uPA在溶酶体内降解, uPAR再循

环到细胞表面, 这不但调节uPA的活性, 而且也

调节uPAR在细胞表面位置的变化, 适应细胞移

出过程中细胞表面uPA介导的蛋白溶解活动浓

度集中和活性区域变化的需要, 从而促进肿瘤

细胞的侵袭和转移[16-21]. 我们的结果显示, 随着

EGF浓度的增加, HuCCT1的侵袭细胞数逐渐增

加, 而增殖情况无明显改变. 可见, EGF能够增

强HuCCT1细胞的侵袭力, 并且EGF促进胆管

癌细胞侵袭不是由细胞增殖引起的. 而单独肿

瘤细胞运动的改变不能引起有效的邻近组织侵

袭, 所以, EGF促进胆管癌细胞侵袭一定存在其

他机制, 其可能是由细胞外基质酶解引起的. 我
们将不同浓度的EGF加入HuCCT1细胞培养基

中, 从mRNA和蛋白两个水平检测EGF不同浓度

下HuCCT1细胞中MMP2, MMP-9, uPA和PAI-1

M        0       1       10     100    EGF (μg/L)

MMP-9
172 bp
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377 bp
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图 2 EGF对HuCCT1细胞MMP-9, MMP-2, uPA和PAI-1表达
的影响. A: RT-PCR; B: Western blot.
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图 3 EGF对NF-κB活性的影响.

70

60

50

40

30

20

10

0
Ce

ll 
nu

m
be

r
Ibuprofen 1 mmol/L  -                -                 +                -
PDTC 20 μmol/L      -                -                  -                +
EGF 100 μg/L       -                +                +                + 

a

b
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的表达情况, 发现EGF显著提高HuCCT1细胞中

MMP-9, uPA和PAI-1的表达, 而MMP2未受影响. 
表明EGF增强HuCCT1细胞的侵袭力是通过提

高MMP-9、uPA和PAI-1的表达实现的. 
NF-κB是调节转录因子. 正常情况下, NF-

κB存在于细胞质中, 与抑制蛋白单体ⅠκB结

合而无活性. 当受到细胞外刺激作用, NF-κB与
ⅠκB分离, NF-κB复合体进入细胞核,与特定包

含κB的靶基因结合, 调节与细胞应答相关的基

因表达, 包括肿瘤细胞侵袭和转移, 如MMP-9, 
MMP-2, uPA和PAI-1[22-23]. 许多研究表明, NF-
κ B信号传导通路在肿瘤的浸润转移过程中发

挥重要的作用, 特别是他能够调控MMP-9, uPA
和PAI-1蛋白的表达[24-27]. 本结果显示, EGF可以

提高NF-κB的活性. 提示EGF激活MMP-9, uPA
和PAI-1, 增强HuCCT1细胞的侵袭力可能是通

过NF-κB信号传导通路实现的. 为了进一步证

实由EGF引起的肿瘤侵袭上调可能是通过增加

NF-κB的活性实现的, 我们用NF-κB抑制剂做细

胞侵袭力检测, 发现用NF-κB的抑制物PDTC和
ibuprofen预处理HuCCT1细胞后, EGF导致的细

胞侵袭力明显受到抑制, 但EGF导致的细胞侵袭

力没有完全被抑制. 这说明EGF对细胞侵袭的

刺激效应与NF-κB活性有关, EGF激活MMP-9, 
uPA和PAI-1, 增强HuCCT1细胞的侵袭力可能一

部分是通过NF-κB信号传导通路实现的. 通过本

实验研究, 明确了EGF促进胆管癌细胞侵袭的分

子机制, 为胆管癌侵袭、转移的预防、治疗提

供理论依据.
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与会

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋

势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极

投稿和报名参加. 

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.
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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 是 最 易 发
生肠屏障功能受
损的重症疾病之
一 ,  而 肠 道 是 机
体最大的免疫器
官, 肠免疫屏障对
预防肠源性感染
发挥重要作用. 近
年来, 已有少数研
究报告益生菌、

肠内营养在改善
SAP肠道微生态
及细菌易位和减
少内源性感染方
面取得了初步结
果, 但深入、详细
的机制尚不清楚. 
因此采用益生菌
及肠内外营养对
SAP肠道黏附分
子及免疫屏障进
行研究, 具有一定
的临床指导意义.

 
wcjd@wjgnet.com 
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益生菌及肠内外营养对重症急性胰腺炎大鼠肠道黏附分
子及免疫屏障的影响
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Abstract
AIM: To investigate the effects of probiotics and 
enteral and parenteral nutrition (EN and PN) on 
peyer’s patch, intestinal mucosal addressin cell 
adhesion molecule-1 (MAdCAM-1) and immune 
barrier of rats with severe acute pancreatitis 
(SAP).

METHODS: SAP model was established in 30 
Sprague Dawley (SD) rats via biliary and pan-
creatic duct using sodium taurocholate and then 
were averagely divided into 3 groups: PN group, 
PN + EN group, and PN + EN + probiotics group. 
Twenty-four hours after modeling, the rats in 
each group were treated with the corresponding 

methods for 6 days. The nutrition support in the 3 
groups was isonitrogenic and isocaloric. At the 7th 
day, all the rats were sacrificed. The expression of 
CD4, CD8, MadCAM-1 and IgA in the terminal 
ileum mucosa and peyer’s patch were measured 
by immunohistochemistry. Vena cava blood and 
homogenated tissues of liver, lung and mesen-
teric lymph nodes were cultured to determine 
bacterial translocations.

RESULTS: The levels of CD4 and CD8 T cells, 
and the expression of MadCAM-1 and IgA in 
the terminal ileum mucosa and peyer’s node 
were significantly higher in PN + EN and PN + 
EN + probiotics group than those in PN group 
(P < 0.05). The level of CD8 T cells and the ex-
pression of MadCAM-1 were markedly higher 
in PN + EN + probiotics group than those in 
PN + EN group (P < 0.05). Bacterial transloca-
tions and mortality appeared in PN group with 
higher rates (70.2%, 75.6%) in comparison with 
those in PN + EN + probiotics (27.5%, 50.0%) 
and PN + EN group (30.5%, 52.4%)(P < 0.01 or P 
< 0.05). But there were no significant differences 
between PN + EN and PN + EN + probiotics 
group.

CONCLUSION: EN can increase the expression 
of CD4, CD8, MadCAM-1 and IgA in the termi-
nal ileum mucosa and peyer’s patch, reduce bac-
terial translocations, and improve the survival 
rate in SAP. This effect becomes more obvious 
when EN is combined with probiotics. Probiot-
ics seem to have litter effect in the protection of 
intestinal immune barrier.

Key Words: Probiotics; Enteral nutrition; Severe 
acute pancreatitis; Intestinal mucosal addressin cell 
adhesion molecule-1

Yang JJ, Geng X, Gao ZG, Qin HL. Effects of probiotics 
and enteral and parenteral nutrition on intestinal mucosal 
addressin cell adhesion molecule-1 and immune barrier of 
rats with severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(10):953-957

®

■研发前沿
益生菌、肠内营
养对SAP肠屏障
的保护作用; 肠道
黏附分子及淋巴
细胞归巢在SAP
时的变化.
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摘要
目 的 :  观 察 益 生 菌 及 肠 外、肠 内 营 养 对
重症急性胰腺炎(S A P)大鼠肠道黏附分子
MAdCAM-1及免疫屏障的影响. 

方法: 经胆胰管逆行注射50 g/L牛磺胆酸钠
制作SAP模型24 h后, 分别给予肠外营养(PN
组), 肠外+肠内营养(PN+EN组), 肠外+肠内营
养+益生菌(益生菌组), 持续6 d, 7 d时处死, 检
测腹腔脏器组织菌群易位率, 免疫组化法测定
末端回肠和Peyer结MAdCAM-1, CD4, CD8, 
IgA. 

结果: 益生菌组、P N+E N组C D4、C D8 T
细胞数量及IgA, MAdCAM-1表达高于PN
组(P <0.05); 益生菌组Peyer结MAdCAM-1, 
CD8表达高于PN+EN组(P <0.05). PN组菌群
易位率(70.2％)、7 d死亡率(75.6%)高于益
生菌组(27.5％, 50.0%)、PN+EN组(30.5％, 
52.4％)(P <0.01或 P <0.05), 但后两组间差异无
显著性意义.

结论: EN能增加MAdCAM-1表达, 提高SAP时
肠免疫屏障, 减少菌群易位, 提高生存率. 加用
益生菌后总体改善不明显.

关键词: 益生菌; 肠内营养; MAdCAM-1; 重症急性
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)由于病程长、病情重, 易
发生肠屏障功能障碍, 导致肠道菌群或内毒素

易位, 从而影响预后. 近年, 采用益生菌及肠内

营养来保护SAP时肠屏障功能逐渐受到学者关

注, 并取得初步肯定的意见. 本研究对SAP大鼠

实施益生菌及肠外、肠内营养, 观察他们对肠

道黏膜地址素细胞黏附分子-1(MAdCAM-1)表
达及免疫屏障的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠(复旦大学医学院动物中心提

供, 清洁级); 50 g/L牛磺胆酸钠 (Sigma公司); 益
生菌(上海交通大学昂立生命技术研究所提供, 
主要成分为植物乳杆菌及其代谢产物, 活性为

106 cfu/mL); 200 g/L Intralipid (SSPC); 85 g/L复

方氨基酸(Novamin, SSPC); 水乐维他(SSPC); 安
达美(SSPC); 百普素(Nutricia公司); 山羊抗大鼠

MAdCAM-1多克隆抗体(Santa Cruz 公司); 小鼠

抗大鼠IgA多克隆抗体(Santa Cruz 公司); 小鼠抗

大鼠CD4、CD8单抗(Serotec 公司); 二抗为Envi-
sion(即用型, Dako公司); 电动玻璃匀浆仪(宁波

新芝生物科技股份有限公司); 心脑浸出液(Oxid 
公司) . 选择♂SD大鼠82只, 体质量250-300 g. 禁
食不禁水12 h, 20 g/L盐酸氯胺酮(100 mg/kg)ip
麻醉后, 将大鼠固定于仰卧位, 颈部和腹部去毛, 
1 g/L新洁而灭酊消毒, 按Aho法[1]建立SAP模型,  
正中切口打开腹腔, 于十二指肠内侧找到片状分

布的胰腺及胆管, 将4.5号针头经系膜对侧肠壁

逆行插入胆管, 结扎胆管末端和针头, 无创血管

夹夹闭肝门处胆管, 均匀缓慢推注50 g/L牛磺胆

酸钠(1 mL/kg), 推注时间约5 min, 10 min后松

开血管夹和结扎线, 8字缝合肠壁处穿刺点. 在距

盲肠约40 cm小肠处荷包埋入另一硅胶管, 外径

为12 mm, 并将其沿腹壁皮下潜行至颈背部肩

胛间引出, 经该管给予肠内营养液及益生菌. 旁
正中切口剪开颈部皮肤, 钝性分离出颈外静脉, 
经颈外静脉置入外径为12 mm的硅胶管, 皮下

隧道潜行至颈背部引出, 经该管给予肠外营养

液. 颈外静脉插管及空肠造瘘管穿过螺旋式弹

簧圈与我们自行设计的360。旋转式输液装置相

连接[2]. 肠外营养液及肠内营养液以微量输液泵

24 h均匀输入.
1.2 方法 将实验动物随机分为3组, 造模成功后

前24 h均给予生理盐水2 mL/h, 肠外营养组(PN
组): 2-6 d给予PN支持, 肠外营养＋肠内营养组

(PN＋EN组): 2-6 d给予PN＋EN支持, 益生菌

组: 2-6 d给予PN＋EN支持, 同时经空肠造瘘管

滴入益生菌10 mL/d. 实验组均于第7 d处死取

末端回肠组织进行免疫组化. 正常对照组同样

予以颈外静脉插管, 禁食不禁水24 h处死, 取末

端回肠组织进行免疫组化. PN液均采用500 g/L 
GS、200 g/L Intralipid、复方氨基酸(Novamin)
作为基本营养成分, 各组均等氮、等热量, 每天

提供非氮热量1 003 kJ/kg(约240 kCal/kg), 供氮

459 mg, 加入RI比例为糖(g)∶胰岛素(U)=4∶ 1, 
维生素和微量元素由水乐维他和安达美, 肠内

营养由短肽标准型高能营养多聚合剂(百普素). 
PN组热氮量100%由PN液提供, 微量输液泵保

持输液速度约33 mL/h, 80 mL/d静脉输入. PN
＋EN组, 80%的热氮量由PN提供, 64 mL/d静
脉输入, 20%由EN提供, 百普素用温水按1 g∶

■创新盘点
本文对SAP时肠
道 黏 膜 地 址 素
细胞黏附分子 -1 
( M A d C A M - 1 )
进 行 研 究 ,  并 初
步探讨了SAP时
MAdCAM-1对肠
免疫屏障的影响.
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4 mL稀释成16 mL, 再用生理盐水将后者以1∶
2稀释至24 mL, 1 mL/ h经空肠造瘘管滴入, 每
日EN供能200.6 kJ/kg(48 kCal/kg). 益生菌组在

前组的基础上经空肠造瘘管分三次滴入益生菌

10 mL/d. PN液配方(含量/L): 500 g/L Glucose: 
330 mL; 85 g/L Novamin: 450 mL; 200 g/L 
Intralipid: 170 mL; 水乐维他: 10 mL; 安达美: 
10 mL; 100 g/L KCl: 10 mL; 100 g/L NaCl: 
10 mL; RI: 40 U; 肝素: 400 U; 非蛋白热卡: 
4350 kJ; 总氮量: 5740 mg. 观察大鼠一般情况、

反应灵敏度、活动度及死亡情况. 所有组织标

本用100 g/ L中性缓冲甲醛固定; 采用石蜡包

埋, 5 μm厚连续切片, 经脱腊、水化及0.01 mol/
L(pH 6.0)柠檬酸盐缓冲液抗原修复后滴加抗体. 
一抗分别为山羊抗大鼠MAdCAM-1多克隆抗体, 
小鼠抗大鼠IgA多克隆抗体, 小鼠抗大鼠CD4, 
CD8单抗(Serotec 公司), 二抗为Envision. 阴性

对照: 用PBS代替一抗. 0.4 g/L DAB+0.3 mL/L 
H2O2显色8 min左右, 镜下控制显色程度, 即时

终止; 水洗3 min, 复染(苏木素衬染30 s, 水洗, 
盐酸乙醇蓝化2 s, 水洗, 微波蓝化), 常规树脂封

片;阳性为棕黄色或棕褐色, 并呈颗粒状, 背景

呈紫蓝色. 使用HPIAS 1000高清晰度彩色图文

病理报告分析系统, 光密度法测定每视野相应

细胞CD4, CD8, MAdCAM-1, IgA密度, 并计算

阳性显色面积占测量窗内的百分比. 取腔静脉

血1 mL, 肠系膜淋巴组织、肝脏中叶、肺脏右

叶组织匀浆后分别倒入心脑浸出液管中35℃增

菌培养, 18-24 h后置于伊红美蓝平板35℃培养, 
18-24 h后计数鉴定. 菌群易位率 = 培养阳性的

样本数/检测的总样本数×100%.
统计学处理 所得数据用mean±SD表示, 

采用S A S6.12软件包进行c2检验、方差分析, 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

实验组大鼠造模24 h后均出现不同程度萎靡不

振, 对外界刺激反应度下降, 其中以PN组最为

明显. 益生菌组死亡率明显低于PN组(50.0% vs 
75.6%, P <0.05), PN＋EN组(52.4%)与PN组相比

差异无统计学意义, 但总体优于PN组. PN＋EN
组与益生菌组相比差异无统计学意义.
2.1 菌群易位率 PN＋EN组、益生菌组低于PN
组(70.2％), 其中益生菌组最低(27.5％, P <0.01), 
PN＋EN组(30.5%)与益生菌组相比差异无统计

学意义.
2.2 末端回肠黏膜免疫组化 实验组CD4, CD8, 
M a d C A M - 1 ,  I g A表达均低于正常对照组

图 1 末端回肠黏膜免疫组化图片. A: CD4; B: CD8; C: MAdCAM-1; D: IgA. A1, B1, C1, D1 :  正常对照组; A2, B2, C2, D2: PN组; 
A3, B3, C3, D3: PN+EN组; A4, B4, C4, D4 : 益生菌组.
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■应用要点
对探讨益生菌、

肠内营养对SAP
时肠屏障的保护
机制, 具有一定意
义. 为临床SAP应
用益生菌、肠内
营养提供一定理
论依据.
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(P <0.05). 其中PN组低于PN＋EN组、益生菌组

(P<0.05), 而后两组间比较差异无统计学意义, 但
总体上益生菌组数值高于PN＋EN组(图1).
2 .3  P e y e r结免疫组化  实验组C D4,  C D8 , 
MadCAM-1, IgA表达均低于正常对照组(P<0.05). 
PN组CD4、IgA表达低于PN＋EN组、益生菌

组(P <0.05), 而后两组间比较差异无统计学意义

(P >0.05), 但总体上益生菌组数值高于PN＋EN
组. PN组CD8, MAdCAM-1表达低于PN＋EN组

(P<0.05), 后者又低于益生菌组(P<0.05)(图2).

3  讨论

重症急性胰腺炎易造成肠屏障功能受损, 导致

肠道菌群或内毒素易位, 继发感染和炎症介质

的过度激活, 发生系统炎症反应乃至多器官功

能衰竭. 因此, 维护SAP时的肠屏障功能尤其是

免疫屏障显得更加重要. 近年来对SAP患者采

用EN或益生菌日渐增多, 不少研究认为EN或

益生菌能够减少SAP感染性并发症和降低死亡

率, 改善预后[3-6]. 而就益生菌及EN对SAP肠免疫

屏障尤其是黏附分子影响的研究尚不多. 黏附

分子MAdCAM-1是肠道淋巴细胞归巢的主要地

址素, 正常情况下选择性表达于肠黏膜固有层

和Peyer结高内皮静脉(HEV)的内皮细胞, 对淋

巴细胞向肠道的定向迁移以及肠免疫屏障的维

护起重要作用[7]. 不同的营养途径对肠黏膜免疫

屏障有重要影响. 有研究发现予以禁食鼠TPN 
24 h后, Peyer结的MAdCAM-1表达即明显下降, 
并且肠相关淋巴结(GALT)细胞数量明显减少; 
而恢复EN 12 h后, MAdCAM-1表达和GALT细
胞数量又开始逐渐上升. 因此有学者认为EN能

够提高MAdCAM-1的表达, 维持GALT细胞数

量, 此外EN还能刺激Th2细胞因子IL-4、IL-10
生成, 而后者与B细胞的增殖、分化及IgA的合

成分泌密切相关[8-9]. 临床亦发现术前接受EN的

结肠癌患者末端回肠GA LT细胞数量明显高于

TPN者[10]. 动物实验中有报道EN联合使用益生

菌能够减轻急性胰腺炎(AP)的病理评分[11]. 临床

亦发现益生菌能够减少AP的继发感染率[6].
我们发现SAP 大鼠PN 1 wk后, 出现Peyer

结、肠黏膜MAdCAM-1表达下降, 并伴有GALT
萎缩, CD4、CD8 T 细胞数量减少, IgA分泌降

低. 而PN+EN组或益生菌组MAdCAM-1表达

明显优于PN组, CD4, CD8 T细胞数量及IgA表

达亦高于PN组. 益生菌组总体水平高于PN＋

EN组, 尤其是Peyer结MAdCAM-1、CD8表达

高于PN＋EN组(P <0.05). 提示SAP大鼠在PN期

间地址素MAdCAM-1表达下降, 引起T、B等

■名词解释
肠道相关淋巴组
织(GALT): 按解
剖及功能分为诱
导部位和效应部
位 ,  前 者 主 要 为
Peyer淋巴结 ,  后
者主要为肠固有
层和上皮内淋巴
细胞. 幼稚淋巴细
胞于Peyer淋巴结
处 接 触 抗 原 ,  增
殖、成熟、分化
为效应或记忆淋
巴细胞, 后者返回
血流进而归巢到
肠固有层、上皮
内等效应部位发
挥免疫作用.

图 2 Peyer结免疫组化图片. A: CD4; B: CD8; C: MAdCAM-1; D: Ig A. A1, B1, C1, D1 :  正常对照组; A2, B2, C2, D2: PN组; A3, 
B3, C3, D3: PN+EN组; A4, B4, C4, D4 : 益生菌组.
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淋巴细胞肠道归巢减少, 继而导致肠黏膜免疫

屏障功能下降, 而EN、益生菌能够改善地址素

MAdCAM-1表达, 促进肠道淋巴细胞归巢及淋

巴组织的增生, 从而对肠免疫屏障具有维护作

用. 从腹腔脏器细菌易位率和死亡率分析, PN组

细菌易位率和死亡率明显升高, PN+EN组第7 d
死亡率较PN组无统计学意义(P =0.064 1), 但总

体有下降趋势, 而益生菌组死亡率明显优于PN
组(P <0.05). 此外, 使用EN或益生菌后细菌易位

率都有明显改善. 但益生菌组与PN＋EN组细菌

易位率及死亡率相比差异无统计学意义.
本实验表明 ,  E N能够提高肠黏膜M A d-

CAM-1表达, 增加CD4, CD8细胞数量及IgA的分

泌, 从而增强肠黏膜免疫屏障, 对预防SAP肠源

性感染发挥重要作用. 加用益生菌后虽总体改

善不明显, 但Peyer 结MAdCAM-1, CD8表达高

于PN＋EN组. 如提高益生菌使用剂量、时间或

加用其他治疗SAP方法, 可能会得到意想不到的

效果.
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文章从基础着手, 
建立SAP动物模
型, 研究益生菌及
不同营养途径对
SAP肠黏附分子
及免疫屏障的影
响, 设计具有一定
的科学性, 结论具
有一定的说服力.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficiency of cryopreserva-
tion of human fetal islets using vitrification.

METHODS: Pancreatic islets of 18-28 week-
fetus died from water bag were harvested by 
collagenase digestion. Islets were cultured and 
cryopreserved by computer-programmed slow 
freezing and vitrification, respectively. The mor-
phology and ultrastructure of the thawed islets 
were studied in the two groups. The function of 
the thawed islets was assessed by glucose-stim-
ulated release of insulin, which was measured 

by radioimmunoassay. The expression of insulin 
mRNA in the thawed islets was detected by re-
versed transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR).

RESULTS: Morphological studies of the thawed 
islets demonstrated that both cryopreservation 
methods retained the integrity of islets. Secre-
tary granule and mitochondria in beta cells were 
abundant. Analysis of basal insulin secretion 
and the stimulation release in the two groups 
showed no significant difference from pro-cryo-
preservation (both P > 0.05).

CONCLUSION: The integrity and function of 
islets can be retained by vitrification, whose ef-
ficiency has no significant difference from that of 
computer-programmed slow freezing.

Key Words: Islets; Cryopreservation; Vitrification

Zhao S, Fu YM, Liu LX, Chi YM, Li XF. Cryopreservation 
of human fetal islets by vitrification. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(10):958-962

摘要
目的: 观察玻璃化法对人胚胰岛冻存复苏后
形态功能的影响. 

方法: 取胎龄18-28 wk中期水囊引产死胎, 用
胶原酶分离胰岛后, 分别采用传统微机程控缓
慢降温和玻璃化超快速降温方法冷冻保存胰
岛, 复苏后, 从胰岛形态、超微结构、胰岛素
分泌功能方面比较两种冻存方法的效果. 

结果: 两种方法冷冻保存的胰岛, 复苏后形
态保持完整, 电镜下胰岛B细胞分泌颗粒和
线粒体丰富, 线粒体嵴规整, 胰岛素释放试验
中, 二者的胰岛素水平与冻存前无明显差异
(P >0.05), 胰岛素基因表达水平与冻存前相似.

结论: 玻璃化法冷冻保存胰岛能够维持细胞
的正常结构和功能, 其冷冻效果与微机程控缓
慢降温相比无明显差别.

关键词: 胰岛; 玻璃化; 冷冻保存

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胰岛细胞移植是
替代胰岛素治疗
糖尿病代谢紊乱
的有效手段, 但细
胞来源不足的问
题严重限制了该
疗法在临床的应
用. 目前我国具有
一定的胚胎胰岛
细胞来源, 为有效
利用这一资源, 我
们尝试用改良的
玻璃化快速降温
法对人胚胰岛细
胞冷冻保存, 取得
较好效果. 
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0  引言

我国糖尿病的发病率逐年上升, 胰岛移植对于

纠正Ⅰ型糖尿病患者代谢紊乱是有效的, 甚至

可以达到停用胰岛素的目的[1]. 但由于供体来源

的不足, 大大限制了胰岛细胞移植在临床治疗

的应用和发展. 胎儿组织免疫原性较成人低、

再生能力强, 因而成为建立胰岛库的理想组织

来源. 在细胞的冷冻保存上, 微机程控降温法能

够精确地控制降温速率, 但其昂贵的冷冻仪器

和繁杂的操作步骤, 限制了在基层医院的应用, 
使得大量细胞资源被浪费. 因而, 探求一种操作

简便、经济可靠、冷冻效果良好的冻存方法, 
有利于开展大范围的细胞收集和保存工作, 更
好地利用我国胚胎细胞资源. 

玻璃化冷冻技术的基本原理是高浓度的

冷冻保护剂溶液经急速降温后, 由液态转化为

外形似玻璃状的非晶体化固体状态, 高浓度的

冷冻保护剂和超快速的冷冻速率, 消除了细胞

内和细胞外溶液冰晶的形成, 减少了冷冻损伤. 
1985年, 玻璃化冷冻鼠胚胎首次获得成功[2]. 目
前, 玻璃化冷冻保存细胞已成功应用于卵母细

胞、血细胞及胚胎, 对角膜、皮肤、血管等亦

有报道[3-6]. 但对以胰岛为代表的内分泌腺细胞

的玻璃化保存未有涉及. 本研究在此方面进行

了尝试, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 胎龄18-28 wk中期水囊引产死胎31例, 
由哈尔滨市各大医院妇产科提供, 胎儿死亡时

间不超过4 h, 胎儿无畸形及传染病. Ⅴ型胶原

酶、DMSO、聚乙二醇、乙酰胺、海藻糖、台

盼蓝等购自Sigma公司; Hanks液、RPMI 1640
等为Gibco公司产品; 培养瓶、离心管、冻存管

等为Invitrogen公司产品. 胎儿娩出后, 热缺血

时间1-2 h内, 或冷缺血时间6 h内, 在严格无菌

条件下取材: 于无菌冰上解剖, 将胰腺组织剪成

1-2 mm3大小的碎块, 加入0.5 g/LⅤ型胶原酶消

化20 min, 用冰冷Hanks液终止消化, 120目无菌

不锈钢网过滤, 收集于含200 mL/L胎牛血清的

RPMI 1640完全培养液中, 于37℃含50 mL/L二
氧化碳的培养箱中培养3-4 d.

1.2 方法 胰岛的冷冻保存: (1)微机程控降温

法. 培养3-4 d的胰岛移入含100 g/L DMSO、

200 mL/L胎牛血清的RPMI 1640冻存液中, 于
4℃冰箱平衡30 min后移入预先设定好降温程

序的微机程控降温仪冷冻室内, 进入慢速降温

程序: 以1℃/min降温, 于相变区间加大液氮输入

量以阻止相变发生, 保持平稳降温的速率曲线. 
程序运行结束后, 迅速将冻存管投入液氮保存. 
(2)玻璃化降温法. 玻璃化冻存液参照文献[3]和
[7]的方法改良而成, 由含200 mL/L胎牛血清的

RPMI 1640完全培养液与二甲基亚砜(DMSO)、
牛血清白蛋白、聚乙二醇、乙酰胺、海藻糖等

按一定比例混合而成. 培养3-4 d的胰岛依次在

50%, 75%, 85%, 95%的玻璃化冻存液中冷平衡

8-10 min后转入100%玻璃化冻存液中冷平衡

20 min, 迅速投入液氮中保存. 复温. 取出冻存

管, 迅速投入37℃恒温水浴箱中, 不时摇动, 在
2 min内使其完全融化, 加入含200 mL/L胎牛

血清的RPMI 1640培养液中培养. 冻存前后每

天在倒置相差显微镜下观察细胞形态和生活状

态并拍摄照片. 分别收集冻存前后生活细胞, 经
30 mL/L戊二醛固定后, 透射电镜下观察细胞超

微结构. 定期留取冻存前后培养细胞的培养液, 
借助于全自动生化分析仪测定培养液中相应胰

岛素水平, 同时作胰岛素释放试验. RT-PCR法检

测胰岛素表达. 用美国Gibco公司Trizol试剂提

取不同实验阶段胰岛细胞总RNA, cDNA合成采

用Promega公司逆转录试剂盒, 操作按说明书进

行. 根据GenBank人胰岛素基因mRNA(序列号

BT006808)序列设计引物: 上游5'GCCTTTGTGA
ACCAACACCTG3', 下游5'GTTGCAGTAGTTC
TCCAGCTG3', 扩增产物大小为261 bp. G3PDH
上游引物为5'ACCACAGTCCATGCCATCAC3', 
下游引物为5'CCTGCTTCACCACCTTCTT3', 扩
增产物大小268 bp. PCR产物用12 g/L琼脂糖凝

胶电泳检测.
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 采

用SPSS 11.0软件进行统计学分析.

2  结果

培养初期的胰岛近于球形, 立体感很强, 胰岛体

积及形态差异较大, 组成胰岛的细胞完整, 轮
廓清晰; 胰岛间分布多量游离外分泌腺细胞(图
1A). 玻璃化和微机程控降温法冷冻保存的胰岛, 
复苏后在胰岛形态和结构上无差别. 胰岛近于球

■应用要点
本文所采用玻璃
化法冷冻保存人
胚胰岛, 无需昂贵
和复杂的设备, 便
于在基层推广, 对
充分利用胚胎胰
岛细胞来源, 建立
细胞库具有实际
意义. 
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形, 形态完整, 胰岛间分布多量游离细胞及细胞

残片(图1B-C). 高倍镜下, 胰岛结构清晰, 内外层

细胞均可见完整胞膜和清晰的细胞核.
2.1 胰岛细胞透射电镜观察 冷冻前B细胞胞质内

含有大量胰岛素分泌颗粒, 颗粒内含有高电子

密度的不规则形的致密结晶小体, 与胰岛A细胞

的球形分泌颗粒对比鲜明(图2A). 经两种方法冻

存复苏后的人胚胰岛B细胞胞质内胰岛素分泌

颗粒和线粒体丰富, 线粒体嵴规整呈平行排列

(图2B-C).
2.2 冷冻前后培养液胰岛素水平 冻存前, 玻璃

化组和微机程控降温组培养液胰岛素水平无显

著性差异(4.2±0.4 vs  4.1±0.5 μU/(islet·h), t = 
1.706, P >0.05), 两组间的胰岛素水平在复苏后

2 d(4.1±1.3 vs  3.9±1.0 μU/(islet·h), t = 0.475, 
P >0.05)和4 d亦无明显差异(3.9±0.5 vs  3.8±
0.6 μU/(islet·h), t = 0.998, P >0.05).
2.3 胰岛素释放试验 在25 mmol/L葡萄糖刺激

条件下, 玻璃化和微机程控组胰岛细胞在胰岛

素释放上无显著性差异(t  = 1.367, P >0.05), 两组

细胞在冻存前后亦无明显差异[t (冻前: 程控) = 0.48, 
P >0.05; t (冻前: 玻璃) = 0.31, P >0.05, 图3].
2.4 冷冻保存胰岛细胞中胰岛素基因mRNA的表

达 玻璃化冷冻降温和微机程控降温的胰岛细胞

复苏后, 于复苏2, 4, 6, 8 d均显示胰岛素mRNA
的表达, 凝胶电泳图上显示的表达量与冻存前

无明显不同(图4).

3  讨论

近年来, 胰岛移植治疗糖尿病取得了突破性的

进展, 然而这种新方法一般需要至少从2-3人的

供体胰腺中分离胰岛, 供体的缺乏制约了胰岛

移植的广泛应用[8-9], 因此, 建立胰岛细胞库是解

图 1 胰岛细胞冷冻前后形态学观察. A: 冻存前培养2 d胰岛(×100); B: 玻璃化冷冻保存复苏后培养2 d(×200); C: 微机程控

降温冷冻复苏后培养2 d(×200).

图 2 胰岛细胞超微结构TEM. A: 冻存前(×4000); B: 玻璃化冷冻保存复苏后2 d胰岛B细胞(×24 000); C: 微机程控缓慢降温

保存复苏后2 d (×48 000).
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图 3 胰岛素释放试验.

冻前                        程控                      玻璃化

2.5 mmol/L Glucose     Control     25 mmol/L Glucose

图 4 RT-PCR检测胰岛细胞insulin基因的表达. 1: 冻存前; 

2: 微机程控冷冻复苏后2 d; 3: 玻璃化冷冻复苏2 d; 4: 微机

程控复苏后8 d; 5: 玻璃化冷冻复苏后8 d; M: 200 bp和100 bp 

DNA ladder; G3PDH基因扩增为内对照.

1        2        3        4        5        M

insulin

G3PDH

200 bp

400 bp
600 bp
800 bp

1000 bp

100 bp
200 bp
300 bp
400 bp
500 bp
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决此问题的重要途径. 目前, 制约细胞库发展的

技术环节仍然是冷冻过程中对细胞的损伤问题[10], 
在这一过程中, 冷冻降温速度和冷冻保护剂的

效能是起决定作用的两大因素[11]. 缓慢降温是目

前冻存内分泌腺细胞较为流行的降温方法, 由
微机程控降温设备控制的冷冻方法, 降温过程

平稳而准确, 并可流程化操作[12]. 但缓慢冷冻过

程中, 由于细胞外液的水分不断结晶, 未冻的游

离水减少, 造成细胞内外渗透压不等, 使得大量

的水分由细胞内向细胞外渗出, 逐渐导致细胞

内渗透压升高 ,  造成“溶质性损伤”的负反

应[13-14]. 
“玻璃化”是一个物理学上的概念, 是指

水或溶液快速降温达到或低于-100~-110℃的温

度范围时, 形成一种高黏度的介于液态和固态

之间、非晶体的、透明的玻璃态[15]. 玻璃化冷

冻技术是快速冷冻与高浓度冷冻保护剂相结合

的结果, 由于冷却速度很快, 以至于在低温时形

成了透明的玻璃状固体, 冷却过程中黏度很高

却没有冰晶形成, 因而避免了冷冻过程中形成

的冰晶对细胞脂质膜及细胞骨架结构的损伤, 
并保留了细胞内外液体正常的分子和离子分布. 
我们测得数据中玻璃化冷冻与微机程控缓慢冷

冻之间在统计学上虽然无显著差异, 但玻璃化

的数值均比缓慢冷冻稍高, 说明玻璃化冷冻保

存胰岛细胞, 能够完好地保持细胞的正常生理

活性, 能够用于胰岛细胞的冷冻保存. 但是, 不
同的玻璃化方案会对其效果产生不同的影响, 
对于同一种组织细胞, 冷冻保护剂的浓度和种

类是最重要的一个影响因素[16]. 冬天的青蛙被

冷冻得硬如岩石, 但到春暖花开时还能奇迹般

的复活并充满活力, 秘密在于其细胞内存在的

大量多糖类物质. 受自然界的启发, 目前常用冷

冻保护剂主要分两大类: 其中多糖类(蔗糖、海

藻糖)及聚乙二醇、BSA、Percoll等大分子物质

多用作细胞外冷冻保护剂[17]; 细胞内冷冻保护

剂主要是二甲基亚砜、乙二醇、丙三醇等具有

良好穿透性的小分子物质[18-19]. 我们吸取前人经

验, 采用二甲基亚砜、聚乙二醇、海藻糖、乙

酰胺配置玻璃化冷冻保护液, 以四步平衡法玻

璃化快速冷冻, 复苏后经对胰岛细胞mRNA及培

养液中胰岛素的检测表明, 玻璃化冷冻后胰岛

细胞分泌功能未受影响. 结果提示此种冷冻保

护剂的选择对胰岛的玻璃化冷冻具有良好效果. 
我们证明, 玻璃化保存胰岛可以达到微机

冷冻保存的冻存效果, 即可避免或减轻冷冻损

伤, 又可以长期保存细胞的理想状态. 与常规的

慢速冷冻法相比, 玻璃化冷冻可在0℃以上的温

度下直接操作, 并且不需要昂贵的冷冻仪器和

复杂的操控程序, 因而具有操作简单、快速、

经济等优点, 是便于普及的一种候选技术. 其进

一步的完善并推广, 对于胰岛细胞库的建立必

将起到重大作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the polymorphism of human 
leukocyte antigen (HLA) ClassⅠand Ⅱ alleles in 
patients with hepatitis B virus (HBV) infection, 
and to explore the correlations of HBV infection 
with HLA-A, B, DRB1 allelic frequencies.

METHODS: The polymerase chain reaction-se-
quence-specific primer (PCR-SSP) technique was 
used to determine the frequencies of HLA-A, B, 
DRB1 alleles in 61 patients with chronic hepatitis 
B (CHB), 30 recovered people from HBV infec-
tion and 40 healthy bone marrow donors (normal 
controls) in Heilongjiang province.

RESULTS: The allelic frequencies of HLA-
DRB1*12 in CHB patients were markedly higher 
than those in the normal controls and recovered 
patients (0.230 vs 0.075, P = 0.004, OR = 3.674, 
95%CI: 1.445-9.338; 0.230 vs 0.063, P = 0.004, OR 
= 4.468, 95%CI: 1.492-13.377), but the allelic fre-
quencies of HLA-B*35 and DRB1*13 were mark-
edly lower (0.066 vs 0.163, P = 0.027, OR = 0.362, 
95%CI: 0.143-0.918; 0.016 vs 0.008, P = 0.017, OR 
= 0.174, 95%CI: 0.035-0.859). The allele frequen-
cies of HLA-B*51 and A*02 in the recovered 
patients were significantly higher than those in 
the normal controls (0.125 vs 0.025, P = 0.019, OR 
= 5.587, 95%CI: 1.139-27.027) and CHB patients 
(0.221 vs 0.360, P = 0.044, OR = 0.507, 95%CI: 
0.260-0.986), respectively. The frequencies of 
HLA-A*69 and B*56 were markedly lower in the 
CHB patients than those in the normal controls 
(0.000 vs 0.037, P = 0.031; 0.000 vs 0.037, P = 0.031). 
The allelic frequency of HLA-A*02 was signifi-
cantly higher in CHB patients than that in the 
recovered patients (P = 0.044), and the frequency 
of HLA-B*51 was markedly higher in the recov-
ered patients than that in the controls (P = 0.019).

CONCLUSION: HLA-DRB1*12 is highly as-
sociated with the susceptibility of patients to 
HBV infection and viral persistence. HLA-B*51 
and A*02 are closely associated with the sus-
ceptibility to HBV infection and viral clearance. 
HLA-B*35, DRB1*13, B*56 and A*69 are associ-
ated with the protection against HBV infection.

Key Words: Hepatitis B virus; Infection; Human leu-
kocyte antigen; Alleles; Polymeric chain reaction-
sequence-specific primer

Zhang SY, Li D, Gu HX, Li XK, Jin X, Liu W, Du B, 
Lu B. Analysis of polymorphism of human leukocyte 
antigen Class Ⅰand Ⅱ alleles in patients with hepatitis 
B virus infect ion.  Shi j ie  Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(10):963-968

摘要
目的: 分析HBV感染者体内病毒持续和清除
与HLA-A, B, DRB1各位点等位基因分布频率
的关系. 
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■背景资料
目前对HBV的病
毒学、HBV感染
和免疫等都有了
较深刻的认识, 并
发展了有效的乙
肝疫苗. 但HBV感
染仍然是全球性
的健康问题. HBV
易发生持续感染
的机制尚需深入
研究. 目前的研究
表明, HBV持续感
染的形成除了与
病毒、宿主免疫
和共感染等因素
密切相关外, 宿主
遗传因素也起很
大作用. HLA多态
性作为宿主免疫
遗传因素倍受关
注, 但研究尚处于
起步阶段.



方法:  采用序列特异性引物-聚合酶链式反
应(PCR-SSP)技术, 对61例慢性乙型肝炎患
者(CHB)、32例HBV感染后病毒清除者(感
染恢复组)和40例骨髓移植供者(正常组)的外
周血白细胞, 进行人类白细胞抗原等位基因
(HLA-A, B, DRB1)分型检测. 

结果: 在慢性乙型肝炎组, HLA-DRB1*12等
位基因分布频率较正常组(0.230 vs  0.075, P  
= 0.004, OR  = 3.674, 95%CI: 1.445-9.338)和
HBV感染恢复组(0.230 vs  0.063, P  = 0.004, 
OR  = 4.468, 95%CI: 1.492-13.377)均显著增
高, HLA-B*35, DRB1*13则显著降低(0.066 
vs  0.163, P  = 0.027, OR  = 0.362, 95%CI: 
0.143-0.918; 0.016 vs  0.008, P  = 0.017, OR  = 
0.174, 95%CI: 0.035-0.859); HLA-A*69, B*56
也显著降低(均0.000 vs  0.037, P  = 0.031). 
HLA-A*02等位基因分布频率在慢性肝炎组
与HBV感染恢复组比较显著降低(P  = 0.044), 
HLA-B*51在感染恢复组与正常组比较显著
增高(P  = 0.019).

结论: 机体对HBV易感性和病毒持续或清除
与HLA等位基因多态性相关. HLA-DRB1*12
可能既为易感性位点, 又能促进病毒的持续
感染; HLA-B*51, A*02可能为易感性位点, 但
感染后易清除病毒; HLA-DRB1*13可能是抗
HBV感染的保护性基因; HLA-B*35, B*56和
A*69在中国北方汉族人可能也为抗HBV感染
的保护性基因.

关键词: 乙型肝炎病毒; 感染; 人类白细胞抗原; 等位

基因; PCR-SSP
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0  引言

乙型肝炎病毒(H B V)感染可引起隐性感染、

急性感染和慢性感染 .  在成人H B V感染后 , 
90%-95%能从隐性感染或急性感染中恢复, 称
为HBV感染恢复者或自然免疫者, 5%-10%感染

者不能彻底清除病毒而成为慢性H B V感染者

(CHB), 其中有20%-30%和5%又可发展为肝硬

化和原发性肝癌, 使HBV慢性感染成为威胁人

类健康的主要疾病之一[1-2]. 目前, 导致HBV感

染后不同临床转归的原因尚未完全清楚, 但在

病毒感染性疾病中机体的免疫因素起着关键的
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作用[3-5]. 在人体的免疫系统中, 人类白细胞抗原

(HLA)处于中心地位. 病毒感染后, HLAⅠ, Ⅱ类

抗原可分别将内源性和外源性病毒抗原呈递给

CD4+, CD8+细胞, 使机体产生针对该病毒的特异

性免疫, 特别是有效的CTL对清除病毒起决定性

作用. HLA是人类基因组中最具多态性的一类基

因, 作为遗传因素与许多疾病的易感性相关, 所
以HLA作为免疫遗传因素在HBV感染、免疫和

治疗中备受关注[6-10]. 国内外的研究表明, HLA等

位基因在乙肝疫苗的有无应答[11-15]、乙肝病毒

的清除或持续[15-17]、对干扰素治疗反应[17-19], 以
及肝硬化等[20]的发生上都有优势位点. 为深入探

讨HBV感染与HLA多态性的关系, 本研究我国

对北方地区HBV感染者HLA-A, B, DRB1等位基

因多态性进行了检测和分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-10/2005-11就诊于哈医大二院的

慢性乙型肝炎患者61例, 男44例, 女17例, 年龄

18-63(平均42岁), 诊断符合第10次全国病毒性肝

炎及肝病学术会议讨论修订的诊断标准[21], 均为

无血缘关系的黑龙江地区汉族人, 排除免疫性

疾病和共感染因素; 并收集本地区未注射乙肝

疫苗, 但HBsAb和HBcAb阳性的健康者32例, 为
HBV自然感染恢复组. 以无血缘关系、HBV各

项指标均阴性的移植供者40例作为正常对照组. 
HLA-A, B, DRB1等位基因的检测试剂由Biotest, 
Landsteinerstr提供.
1.2 方法 HLA-A, B, DRB1等位基因采用序列特

异性引物/聚合酶链式反应(PCR-SSP)技术检测; 
基因组DNA提取、PCR反应和琼脂糖凝胶电泳

按Biotest ABDR SSPtray试剂盒说明进行; 通过

凝胶成像分析系统记录电泳结果; 用试剂盒提

供的软件进行HLA等位基因判断. 该试剂盒可

检测HLA A*01-A*80等位基因44个, B*07-B*83
等位基因163个和DRB1*01-DRB1*16等位基因

43个.  等位基因分布频率(AF)采用直接计数法.
统计学处理 AF≥0.010的等位基因纳入统

计分析; 组间等位基因分布频率的比较采用c2检

验, P <0.05有统计学意义; 关联度用优势比(Odds 
ratio, OR)反映, 并计算其95%可信区间(95%CI). 
数据处理采用SPSS 10.0统计软件完成.

2  结果

一份基因组DNA HLA-A, B, DRB1等位基因

的PCR产物, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳结果见图

www.wjgnet.com

■研发前沿
与HBV疫苗注射
反应性, HBV易感
性及病毒持续或
清除, 以及干扰素
治疗反应性等相
关的HLA等位基
因、单倍型或连
锁基因的发现是
目前研究的热点.
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■创新盘点
通过61例CHB患
者、32例感染后
恢复者和40例移
植供体对照研究
H L A - A B D R B 1
等位基因多态性
与 H B V 易 感 性
及病毒持续或清
除 的 关 系 ,  发 现
HLA-DRB1*12
等位基因与HBV
易 感 性 呈 正 相
关 ,  且与HBV持
续 感 染 相 关 ;  而
H L A - B * 3 5 、

DRB1*13、 B*56
和 A * 6 9 等 位 基
因 与 H B V 易 感
性 呈 负 相 关 ; 
HLA-A*02可能易
促进机体清除病
毒. 这些等位基因
的变化可能体现
黑龙江地区的特
点.

A B C D

图 1 HLA-A, B, DRB1等位基因电泳图. A: HLA-A*26/A*30, B*13/B*40, DRB1*07/DRB1*11; B: HLA-A*02/A*11, 
B*35/B*55, DRB1*01/DRB1*14; C: HLA-A*02/A*11, B*15/B*40, DRB1*15/DRB1*04; D: HLA-A*24, B*54, DRB1*04/
DRB1*12.

1. 以各位点等位基因分布频率AF≥0.100为优

势位点. 在正常组中以HLA-A*02, 11, 03(0.213, 
0.113和0.113); B*13, 35, 40(0.100, 0.163和
0.100); DRB1*07, 09, 15(0.138, 0.113和0.113)为
优势位点. 在HBV感染恢复组中以HLA-A*02, 
11, 24(0.360, 0.109和0.125); B*40, 46, 51(0.125, 
0.109和0.125); DRB1*04, 09, 15(0.109, 0.156
和0.125)为优势位点. 在慢性乙型肝炎组中以

HLA-A*02, 11, 24(0.221, 0.123和0.148); B*13, 
40(0.172和0.172); DRB1*07, 09, 12, 15(0.139、
0.148、0.230和0.107)为优势位点(表1). 
2.1 慢性乙型肝炎各位点等位基因分布 在慢性

乙型肝炎组HLA-DRB1*12等位基因分布频率明

显增高, 与正常组比较差异显著(0.230 vs  0.075, 
P = 0.004, OR  = 3.674, 95% CI = 1.445-9.338); 
HLA-B*13, 15, 40和51也增高, 但与正常组比较

没有统计学差异. HLA-B*35, DRB1*13则降低, 
与正常组比较差异显著(分别为0.066 vs 0.163, 
P = 0.027, OR = 0.362, 95% CI = 0.143-0.918和
0.016 vs 0.008, P = 0.017, OR  = 0.174, 95% CI 
= 0.035-0.859); HLA-A*69, B*56与正常组比

较也降低, 且差异显著(均为0.000 vs 0.037, P = 
0.031). 两组中其他位点等位基因分布频率未见

差异(表2). 
2.2 HBV感染恢复组各位点等位基因分布 在感

染恢复组HLA-B*51等位基因分布频率较高, 与
正常组比较差异显著(0.125 vs 0.025, P = 0.019, 
OR  = 5.587, 95% CI = 1.139-27.027); HLA-A*02
在感染恢复组分布频率也较高 ,  与正常组比

较P值显示临界值(0.360 vs 0.213, P = 0.051, 
OR = 2.079, 95% CI = 0.992-4.367); HLA-B*15
和DRB1*04也增高, 而HLA-A*69; B*27, 35; 
DRB1*07, 13则降低, 但均没有统计学意义. 两
组中其他位点等位基因分布频率未见差异(表3). 
2.3 慢性乙型肝炎组与HBV感染恢复组各位点

等位基因分布 HLA-A*02在两组中均有较高的

分布频率, 但二者仍存在统计学差异, 前组明显

低于后组(0.221 vs 0.360, P = 0.044, OR = 0.507, 
95% CI = 0.260-0.986); HLA-DRB1*12等位基因

分布频率在慢性乙型肝炎组明显增高, 与恢复

组比较差异显著(0.230 vs 0.063, P = 0.004, OR 
= 4.468, 95% CI = 1.492-13.377); HLA-A*31, 
B*13, DRB1*07也增高; HLA-A*29; B*46, 51, 
56; DRB1*14, 16降低, 但没有统计学差异.  两组

中其他位点等位基因分布频率未见差异(表4).

3  讨论

人类白细胞抗原(HLA)是人类主要组织相容性

抗原(MHC), 在免疫应答过程中起重要作用. 编
码HLA的基因又称HLA复合体, 其定位于人第

6号染色体短臂上(6p21.3), 全长约4 000 kb, 占
人类整个基因组的1/3 000. 依据编码分子的不

同特性而分成三类基因区, 分别称为Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ
类基因. HLA复合体是迄今所知的人类最具多

态性基因系统, 与许多疾病的遗传易感性相关, 
并有种族和地域差异. 本研究检测了H L A Ⅰ
类抗原等位基因HLA A*01-A*80、B*07-B*83
和H L A Ⅱ类抗原等位基因H L A D R B1*01-
DRB1*16, 通过对三组人群中各等位基因分布

频率变化的比较, 分析HBV感染和HBV感染后

病毒持续或清除与HLA某些等位基因分布的相

关性. 结果显示, HLA-DRB1*12等位基因的分

布频率在正常组(AF = 0.075)和感染恢复组(AF 
= 0.063)都不是很高, 但在慢性乙型肝炎组则有

意义地增高(0.230 vs  0.075, P = 0.004和0.230 vs 
0.063, P = 0.004), 与Wu et al [22]和林菊生 et al [20]

分别对台湾和湖北等地区汉族人研究报道的结

果相一致, 提示携带HLA-DRB1*12等位基因者

不仅对HBV易感, 而且易于产生病毒持续感染. 
但也有不同的报道. 如浙江地区的研究报道是

HLA-DRB1*09增高, 而HLA-DRB1*12则降

低[23].  
在本研究中, HLA-A*02等位基因分布频率

在慢性肝炎组(AF = 0.221)、感染恢复组(AF = 
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■应用要点
本文为进一步深
入研究病毒因素
和宿主免疫遗传
因素共同对HBV
持续感染的作用
机制奠定工作基
础, 并为临床判断
HBV感染的转归
和预后, 开展个体
化治疗等提供理
论和实验依据.

                    

表 1 HBV感染各组HLA-A, B, DRB1各位点等位基因分布情况

HLA                                       Total                                    CHB                           Recovered Group                      Normal Group

Alleles                     n = 133    AF'     n = 61           AF'            n = 32    AF'      n = 40                 AF'

A  　        01 13 0.049        4       0.033               2                 0.031          7            0.088

                02 67 0.252      27       0.221             23                 0.360        17            0.213

                 03 21 0.079        8        0.066                4                  0.063          9             0.113

                 11 31 0.117      15        0.123                7                  0.109          9             0.113

                 24 33 0.124      18        0.148                8                  0.125          7             0.088

                 26   8 0.030        5        0.041                1                  0.016          2             0.025

                 29   3 0.011        0        0.000                1                  0.016          2             0.025

                 30 17 0.064        9        0.074                3                  0.047          5             0.063

                 31 13 0.049        8        0.066                1                  0.016          4             0.050

                 32   5 0.019        3        0.025                1                  0.016          1             0.013

                 33 19 0.071      10        0.082                4                  0.063          5             0.063

                 68   6 0.023        3        0.025                1                  0.016          2             0.025

                 69   3 0.011        0        0.000                0                  0.000          3             0.037

B              07   8 0.030        4        0.033                2                  0.031          2             0.025

                 13 34 0.128       21        0.172                5                  0.078          8             0.100

                 15 21 0.079       11        0.090                6                  0.094          4             0.050

                 27   5 0.019         1        0.008                0                  0.000          4             0.050

                 35 26 0.098        8        0.066                5                  0.078        13             0.163

                 37   3 0.011        1        0.008                0                  0.000          2             0.025

                 38   5 0.019        2        0.016                1                  0.016          2             0.025

                 40 37 0.139       21        0.172                8                  0.125          8             0.100

                 44 16 0.060        9        0.074                4                  0.063          3             0.037

                 46 20 0.075        6        0.049                7                  0.109          7             0.088

                 48   9 0.034        3        0.025                3                  0.047          3             0.037

                 51 18 0.068        8        0.066                8                  0.125          2             0.025

                 52   8 0.030        4        0.033                1                  0.016          3             0.037

                 55   7 0.026        3        0.025                2                  0.031          2             0.025

                 56   4 0.015        0        0.000                1                  0.016          3             0.037

                 57   4 0.015        3        0.025                0                  0.000          1             0.013

                 58 10 0.036        4        0.033                2                  0.031          4             0.050

DRB1       01 10 0.036        4        0.033                2    0.031          4             0.050

                 03   7 0.026        3        0.025                3                  0.047          1             0.013

                 04 21 0.079      10        0.082                7                  0.109          4             0.050

                 07 32 0.120      17        0.139                4                  0.063        11             0.138

                 08 18 0.068        8        0.066                5                  0.078          5             0.063

                 09 37 0.139      18        0.148              10                  0.156          9             0.113

                 11 17 0.064        7        0.057                4                  0.063          6             0.075

                 12 38 0.143      28        0.230                4                  0.063          6             0.075

                 13 10 0.036        2        0.016                1                  0.016          7             0.088

                 14 15 0.056        4        0.033                6                  0.094          5             0.063

                 15 30 0.113      13        0.107                8                  0.125          9             0.113

                 16   5 0.019        1        0.008                3                  0.047          1             0.013

'AF: 等位基因分布频率.

0.360)和正常组(AF = 0.213)三组中均较高, 但
在感染恢复组明显增高, 与慢性肝炎组相比差

异显著(P = 0.044), 与正常组比较为临界增高

(P = 0.051), 提示该位点可能与HBV易感性呈

正相关, 但易促进机体清除病毒. HLA-B*51等
位基因分布频率在正常组较低(AF = 0.025), 但
在感染恢复组(AF = 0.125)与慢性肝炎组(AF = 
0.066)均较高, 尤其在感染恢复组与正常组比

较有明显差异(0.125 vs  0.025, P = 0.019), 提示

HLA-B*51可能与HLA-A*02有类似的作用, 但
国内外均未见有关于两等位基因分布频率差异

的报道. HLA-B*35在许多研究报道中为HBV易

感性位点, 并促进病毒感染持续存在[10,22], 但在

我们的研究中发现该位点在慢性肝炎组分布频

率为0.066, 在感染恢复组分布频率为0.078, 均
较正常组(AF = 0.163)明显低, 尤以慢性肝炎组
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■同行评价
本文通过采用已
商 业 化 的 P C R -
S S P 试 剂 盒 ,  对
HLA Ⅰ/Ⅱ类抗原
基因的多态性在
慢性乙型肝炎、

HBV病毒清除者
及正常对照这三
组进行了初步探
索 性 研 究 ,  研 究
结果具有一定新
意, 对于具有不同
HLA遗传背景的
患者HBV感染及
其转归具有一定
理论价值.

                    

表 2 慢性乙型肝炎HLA-A, B, DRB1各位点等位基因分布频率

HLA                                        CHB                       Normal Group    

Alleles                       n = 61    AF'   n = 40    AF'

A             01   4 0.033      7 0.088 2.809 0.094 0.354 0.100-1.250

               29   0 0.000      2 0.025 3.081 0.079 0.000          -

               69   0 0.000      3 0.037 4.644 0.031 0.000          -

B            13 21 0.172      8 0.100 2.045 0.153 1.871 0.785-4.460

              15 11 0.090      3 0.037 2.078 0.149 2.544 0.687-9.420

              27   1 0.008      4 0.050 3.498 0.061 0.157 0.017-1.431

              35   8  0.066    13 0.163 4.873 0.027 0.362 0.143-0.918

              40 21 0.172      8 0.100 2.045 0.153 1.871 0.785-4.460

              51   8 0.066      2 0.025 1.690 0.194 2.737 0.566-13.235

              56   0 0.000      3 0.037 4.644 0.031 0.000          -

DRB1     12             28 0.230      6 0.075 8.240 0.004 3.674 1.445-9.338

               13               2 0.016      7 0.088 5.739 0.017 0.174 0.035-0.859

'AF: 等位基因分布频率; OR: 优势比; 95% CI: 95%可信区间.

c2  P                OR  95% CI

                       

表 3 HBV感染恢复组HLA-A, B, DRB1各位点等位基因分布频率

HLA                              Recovered Group           Normal Group    

Alleles                       n = 32    AF'   n = 40    AF'

A             01   2 0.031      7 0.088 1.920 0.166 0.336 0.067-1.678

               02 23            0.360    17 0.213 3.823 0.051 2.079 0.992-4.367

               69   0 0.000      3 0.037 2.451 0.117 0.000          -

B             15   6 0.094      3 0.037 1.920 0.166 2.653 0.637-11.111

               27   0 0.000      4 0.050 3.291 0.070 0.000          -

               35   5 0.078    13 0.163 2.314 0.128 0.437 0.147-1.299

               51   8 0.125      2 0.025 5.502 0.019 5.587 1.139-27.027

DRB1     04   7 0.109      4 0.050 1.777 0.183 2.333 0.652-8.355

               07   4 0.063    11 0.138 2.143 0.143 0.418 0.127-1.382

               13   1 0.016      7 0.088 3.501 0.061 0.166 0.020-1.832

'AF: 等位基因分布频率; OR: 优势比; 95% CI: 95%可信区间.

c2  P                OR  95% CI

                       

表 4 慢性乙型肝炎组与HBV感染恢复组HLA-A, B, DRB1各位点等位基因分布频率差异

HLA                                        CHB                    Recovered Group   

Alleles                       n = 61    AF'   n = 32    AF'

A             02 27 0.221     23        0.360 4.071 0.044 0.507 0.260-0.986

               29   0 0.000       1 0.016 1.917 0.166 0.000          -

               31   8 0.066       1 0.016 2.275 0.132 4.421 0.541-36.157

B            13 21 0.172       5 0.078 3.085 0.079 2.453 0.879-6.851

               46   6 0.049       7 0.109 2.340 0.126 0.421 0.135-1.311

               51   8 0.066       8 0.125 1.886 0.170 0.491 0.175-1.377

               56   0 0.000       1 0.016 1.917 0.166 0.000          -

DRB1      07 17 0.139       4 0.063 2.475 0.116 2.429 0.781-7.551

               12 28 0.230       4 0.063 8.220 0.004 4.468 1.492-13.377

               14   4 0.033       6 0.094   3.067 0.080 0.328 0.089-1.207

               16   1 0.008       3 0.047 2.984 0.084 0.168 0.017-1.650

'AF: 等位基因分布频率; OR: 优势比; 95% CI: 95%可信区间.

c2  P                OR  95% CI
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差异显著(0.066 vs 0.163, P = 0.027, OR = 0.362, 
95% CI = 0.143-0.918). 推断HLA-B*35在中国

北方汉族人可能为H B V非易感性基因 .  关于

HLA-DRB1*13, 在本研究的慢性肝炎组和感染

恢复组分布频率均为0.016, 也均较正常组(AF 
= 0.088)为低, 尤其在慢性感染组差异显著(P = 
0.017), 与许多报道相一致, 可能是HBV慢性感

染的抗性基因[24-25]. 另外, HLA-B*56、A*69也
可能有与HLA-DRB1*13相类似的作用, 尚需要

大样本的研究. 
我们只分析了单一基因位点与HBV感染以

及HBV感染后病毒持续或清除的相关性, 虽然

发现一些有意义的相关位点, 但尚需继续扩大

样本量, 继续深入地在HLA基因表达水平、不

同HLA表型的作用, 以及HLA单体型或HLA连

锁的扩展单体型等方面进行研究. 
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摘要
肝纤维化是继发于各种形式的慢性肝损伤之
后的组织修复过程中的代偿反应, 他也是慢性
肝病发展为肝硬化的必经病理过程. 各种病因
所引起的慢性肝病绝大多数都有肝纤维化, 其
中25%-40%最终发展为肝硬化乃至肝癌. 因
此, 肝纤维化的发生机制成为目前慢性肝病
的研究热点之一. 肝纤维化的形成是一个多因
素、多细胞参与的复杂过程, 涉及多种细胞因
子和蛋白成分表达的改变, 而基因转录水平的
调控可能在影响其表达中起到了关键作用. 现
就几种重要的转录因子在肝纤维化发生、发
展过程中的可能调控作用作一综述. 

关键词: 肝纤维化; 转录; 调控
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis)是肝脏损伤持续存

在、组织发生修复时细胞外基质(extra cellular 
matrix, ECM)合成与降解失衡而引起的病理改

变. 肝星状细胞(hepatic satellate cell, HSC)的激

活和增生是肝纤维化发生的核心环节. 正常时

HSC呈静止状态, 不合成或仅合成少量基质; 但
在肝组织损伤时HSC出现增生并转变为成肌纤

维细胞, 此即为激活或转化的HSC. 激活的HSC
的生物合成功能发生了很大的改变, 使ECM(尤
其是纤维性胶原Ⅰ和Ⅲ)的合成大大增加, 最终

引起肝纤维化的发生[1-3]. 肝脏内细胞—细胞、

细胞—基质、基质—递质间的相互作用, 构成

了复杂的网络系统, 参与肝纤维化的发生及发

展. 一些关键的转录因子表达和/或活性的长期

改变, 对细胞中基因的表达具有重要的调控作

用, 因此精确控制其活性显得尤为重要. 哺乳动

物细胞的基因转录受转录因子和位于启动子或

增强子的特定DNA序列之间的相互作用所调节. 
转录因子与相应位点相结合, 通过与RNA聚合

酶Ⅱ和基本转录复合物相互作用, 对基因转录

产生正性或负性影响. 细胞刺激物可以通过细

胞内信号传导途径调控转录因子的活性, 从而

改变细胞的基因表达. 在长期受损的肝脏, 多种

转录因子参与了调控生成大量ECM蛋白以进行

纤维性修复的过程, 而这种反应的持续存在导

致了肝纤维化的致病状态[4]. 

1  转录因子在肝纤维化中的调控作用

1.1 NF-κB  NF-κB(核因子-κB)由Rel蛋白家族

(p65, p50, p52, c-Rel, 和RelB)的同型或异型二

聚体组成. 经典的NF-κB复合体(p65∶p50异二

聚体)是由细胞因子、丝裂原等刺激哺乳动物

细胞而产生的[5-6]. 近年来众多研究发现NF-κB
有抗凋亡作用. 活化的NF-κB可能通过抑制下游

的c-Jun氨基端激酶(JNK)和c-Jun/AP-1的激活而

阻断TNF诱导的肝细胞凋亡[7]. 而在肝纤维化早

期, 肝细胞坏死是由于毒素阻断了NF-κB依赖的

保护基因上调, 从而增加了肝细胞对TNF毒性

的敏感性所致[8]. 除了抑制肝细胞凋亡以外, NF-
κB对HSC也有抗凋亡作用, 并且还可以促进其

增生[9]. 实验发现静息状态下和新鲜分离的HSC
核内缺乏NF-κB, 而激活的HSC中出现了NF-
κB的核转位活性, 同时有诸如细胞间黏附分子

(intercellular adhesion molecule, ICAM-1)、IL-6
等基因的表达, 表明NF-κB可能参与了HSC激活

的调节[10]. 激活的HSC如何调节NF-κB活性到达

高水平, 这一作用机制目前仍不清楚, 有研究表

明可能与IκB-α(NF-κB抑制剂)在胞浆和胞核表

达的持久下降有关. 这是因为, 激活的HSC表达

一种高度磷酸化形式的IκB-β, 他和IκB-α竞争与

®

■背景资料
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解不平衡而导致
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的过量沉积, 而肝
星状细胞的增生
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参与的复杂过程, 
涉及多种细胞因
子和蛋白成分表
达的改变, 而基因
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NF-κB的结合位点, 使IκB-α的抑制作用减弱, 从
而使NF-κB维持在转录激活状态. 当处于启动阶

段的HSC受到细胞因子、有丝分裂原和CD40配
体的刺激后, NF-κB的活性还可以迅速增高, 促
使HSC中的NF-κB反应元件, 如ICAM-1、环氧

化酶2(COX2)、IL-6及IL-8等基因转录表达增

强, 其表达产物可以触发或加剧肝脏炎症反应, 
并通过单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)、自由基、

转化生长因子-β(TGF-β)等炎症介质进一步激活

NF-κB, 促进HSC增生并维持其活化, 使ECM生

成不断增多, 最终形成肝纤维化. 除此以外, NF-
κB还可以促使枯否细胞(KC)分泌大量炎症介

质, 参与肝脏炎症反应[11-12]. 
综上所述, NF-κB在肝纤维化过程中一方面

形成“炎性瀑布”, 造成肝脏损伤; 另一方面促

进HSC的增生、活化, 并且抑制其凋亡, 从而推

进了肝纤维化的进程. 
1.2 Kruppel样转录因子  Kruppel样转录因子家

族的共同结构特征是包含三个Kruppel样锌指

结构, 他们具有DNA结合特性, GC富集序列和

相关的GT或CACCC盒是其识别位点. 这个转

录因子超家族不但可以特异地调节包括管家基

因在内的所有基因的表达, 而且还可以调控组

织特异性基因的转录[13]. 激活的HSC至少表达

Kruppel样转录因子家族的三个成员, 即KLF6、
SP-1和BTEB1, 他们都有调节Ⅰ型胶原基因转

录的能力 [14], 而刺激I型胶原表达的结果就是

造成ECM的沉积, 从而引起肝纤维化的发生. 
KLF6除了可以刺激Ⅰ型胶原基因转录外, 还是

TGF-β1通路的关键成分的调节者, 而TGF-β1是
目前已知的最重要的致纤维化因子, 因此KLF6
在肝纤维化的发生过程中可能起到了重要作用[4]. 
实验表明, SP-1对Ⅰ型胶原的转录调节作用可

能与激活的HSC的Ⅰ型胶原基因启动子上的两

个GC富集区(FP1和FP2)相关. SP-1的过表达可

以增强启动子的活性, 从而促进Ⅰ型胶原基因

表达, 而FP1和FP2的变异可导致启动子的活性

降低[4]. 此外, SP-1和SP-3的过表达还可以抑制

基质金属蛋白酶-9(MMP-9)的转录, 从而抑制了基

质的降解[15]. BTEB1是经由不同于FP1和FP2的
GC富集序列来调控乙醛诱导的α1(Ⅰ)型胶原基

因转录的, 这个序列位于远离基因转录起始位

点上游的一个区域(从-1484到-1476). BTEB1是
AP-1的靶基因, 乙醛处理的HSC诱导BTEB1表
达是通过激活JNK和增加AP-1的活性来实现的

[14,16], 因此, 活化HSC的转录因子的表达也受其他

转录因子调控. 
1.3 AP-1  AP-1(活化蛋白-1)至少由一个Jun蛋白

家族(c-Jun、JunB和JunD)组成, 与其他Jun 蛋白

或相关的Fos家族形成同二聚体或异二聚体[4]. 
AP-1二聚体与一回文DNA序列(TGAC/GTCA)
结合可以刺激转录, 而该序列主要存在于控制

细胞生长、分裂、分化及命运的基因启动子区[17]. 
静止的HSC缺少AP-1活性, 但在激活过程中产

生了AP-1持久活性. 有研究表明AP-1在调节胶

原和胶原酶的基因表达中起重要的作用. JunD
蛋白是AP-1二聚体的一个重要元素, 他可以与

激活的HSC中的其他转录因子共同作用, 诱导

TIMP-1(基质金属蛋白酶抑制物)和IL-6的基因

表达. TIMP-1表达增强可以抑制ECM的降解, 促
进其沉积; IL-6可以通过促进肝脏炎症反应的

方式加速肝纤维化的形成[2,4]. 乙醛终产物、细

胞因子和纤维连接蛋白等通过激活MAPK(丝
裂原活化蛋白激酶)和JNK, 刺激了激活的HSC
中AP-1的活性, 使c-Jun同二聚体和/或c-Jun: Fos
异二聚体的表达增强, 而后两者都是MMP3和
MMP1/13的转录调节物, 可以抑制其表达, 进而

抑制了基质的降解[14,20-21]. 因此, AP-1的表达或

活性的改变影响了肝脏中ECM的组成, 从而参

与了肝纤维化的发生过程. 
1.4 PPARr  PPARr(过氧化物酶体增生物激活的

受体)是类固醇/甲状腺激素核受体家族的成员

之一. 他们可在体内和体外调节基因转录和细

胞分化, 激活的HSC表达PPARr减少, 表明HSC
激活和含有多个PPARr反应元件的启动子活性

下降有关[22-23]. 有实验表明, 15-脱氧Δ12,14-前列

腺素J2(15dPGJ2)是PPARr的一种激动剂, 也是

PPARr的天然配体, 可以抑制HSC激活的一些表

型特征, 包括HSC的增生、迁移、α-平滑肌动蛋

白(α-SMA)的表达等[4], 提示PPARr可能具有抑

制HSC激活的作用. 另有学者发现, PPARr的另

一种配体——匹格列酮, 可以在肝纤维化早期

抑制肝脏炎症反应和HSC的激活、抑制TNF-α
水平的增加以及阻止α-SMA和α1(Ⅰ)型胶原的

表达[22], 而姜黄可以通过诱导PPARr基因表达

而抑制HSC的增生[23]. 这些实验结果都提示了

PPARr在维持HSC静止状态方面起重要作用, 这
为今后抗纤维化治疗提供了可能的新靶点. 
1.5 C/EBP  C/EBP(CCAAT/增强子结合蛋白)家
族成员由保守的DNA结合区和亮氨酸锌指组

■创新盘点
目前, 人们对肝纤
维化的研究和认
识都取得了重大
的进展, 但是各种
致纤维化因子的
详细的细胞内信
号传导过程及基
因调控机制尚不
十分清楚. 此文综
述了几种重要的
转录因子在肝纤
维化中的可能调
控作用, 为今后探
索安全、有效及
特异性高的肝纤
维化防治方案提
供了理论依据. 
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成, N末端有激活或抑制转录的不同区域. C/EBP 
家族的某些成员参与了α1(Ⅰ)型胶原基因表达

的调节. 一方面, 实验发现细胞内过氧化物(如
H2O2)可以刺激C/EBP亚型P35的表达, 促使其与

位于Ⅰ型胶原基因启动子的-378到-345区结合, 
从而促进Ⅰ型胶原基因表达. 另一方面, 有研究

显示, TNF-α诱导的α1(Ⅰ)型胶原基因转录水平

的下调也涉及C/EBP因子与启动子-378到-345区
的作用. TNF-α刺激C/EBP亚型P20与C/EBP-б
的结合, 而二者都是α1(Ⅰ)型胶原基因转录的抑

制物, 进而抑制了Ⅰ型胶原基因的表达. 因此, 
C/EBP 家族对于α1(Ⅰ)型胶原基因表达可能具

有双重调节作用[4]. 
1.6 E-box转录因子和c-myb  E-box因子包括一个

CANNTG序列和bHLH转录因子家族的结合单

位. bHLH蛋白分为两类: 普遍存在的A型和特异

表达于某种组织的B型, 他们均对细胞的生长和

分化具有调节作用. 肌蛋白转录因子(MyoD)就
是一类B型bHLH蛋白, 近来研究发现人和小鼠

的激活的HSC中表达MyoD, 表明他可能参与调

节了HSC的某些特性. E-box因子是甘露糖-6-磷
酸盐/LGFⅡ(M6P/IGFⅡR)基因的调节者, 后者

可以在细胞表面与致纤维化因子TGF-β结合继

而激活TGF-β. 这也表明, E-box因子在肝纤维化

进程中可能起到了重要作用. c-myb是myb蛋白

相关家族的原型, 他是多个基因的转录调节者. 
有研究表明c-myb不仅可以刺激α-SMA启动子

的活性, 并且对内源性α-SMA的基因表达也有

促进作用[4], 而α-SMA的表达正是激活的HSC的
形态学特征之一, 提示c-myb可能参与HSC的激

活过程. 
1 .7  S m a d  哺乳动物的S m a d蛋白分为3类 : 
R-Smads(receptor-regulated Smads), 包括介导

BMP信号的Smad 1, 5, 8和介导TGF-βs/activins
信号的Smad 2, 3; Co-Smads(common-meditor  
Smads)为Smad 4; I- Smads(inhibitory Smads), 包
括Smad 6, 7. Smad通路(smad pathway)是目前公

认的介导TGF-β致纤维化作用的主要通路之一, 
他将TGF-β超家族胞外信号, 经跨膜受体传递到

核内. Smad通路分几个步骤进行: 活化的Ⅰ型受

体磷酸化胞内R-Smads C-末端丝氨酸残基, 磷酸

化的R-Smads从受体上解离, 与Co-Smads结合形

成异二聚体, 该复合物移入核内, 与致纤维化因

子TGF-β的基因特定DNA序列结合, 启动或调控

其基因转录[24], 从而参与肝纤维化的进程. 

1.8 MEF2 MEF2(肌细胞增强子2)是一种主要

存在于肌细胞的转录因子, 近来研究发现他也

存在于肝脏, 并且其表达及活性增加可能激活

HSC, 而激活的逆转与MEF2蛋白水平的下降相

平行, 这主要依赖P38MAPK途径而非细胞外信

号调节激酶途径. 从功能上讲, MEF2可以大大

增加α-SMA的表达, 提高Ⅰ型胶原启动子的活

性及刺激HSC的增生. 因此, MEF2可能在肝纤维

化的发生, 发展中发挥着重要作用 [25]. 
1.9 其他转录因子 除了上述几种重要的转录因

子以外, 还有人发现ZNF267(锌指蛋白267)和
NF-Y(核因子-Y)可以抑制MMP-10的基因表达

和启动子活性, 进而通过抑制基质降解而致纤

维化[26]. 另外, Ets-1(Ets转录因子家族成员之一)
可以抑制包括TIMP-1基因表达在内的多个基因

表达, 在HSC激活过程中其水平是下降的[4]. 这
些已有的实验结果表明许多转录因子都可能参

与了肝纤维化的基因水平调控. 
总之 ,  肝纤维化中的基因转录调控是复

杂的. 然而, 一些转录因子(如JunD、KLF6、
PPARr等)能单独有助于转录调节HSC的激活、

基质蛋白的合成及降解等, 最终可能绘制出启

动肝纤维化的主要转录途径. 因此, 开展作用于

转录因子、细胞因子等小分子物质治疗和针对

有关基因的基因治疗将可能成为今后抗纤维化

治疗的主要方向. 
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摘要
大豆及其加工制品不仅是人类植物性蛋白食
品的主要来源, 更是畜禽饲料蛋白质的首要来
源. 目前, 一方面我国是饲料蛋白资源严重短
缺的国家, 年大豆需求量的60%以上依赖于进
口; 另一方面大豆中的一些抗营养因子和活
性物质的存在方式(如以糖甙形式存在的大豆
异黄酮)却不利于动物的消化吸收, 难以发挥
其调节宿主生理功能的作用. 因此, 对这些抗
营养因子进行转化从而提高大豆及其加工制
品的营养价值已经成为共识, 尤其是分离筛选
针对不同抗营养因子的特异降解细菌日渐受
到研究者的关注. 本文综述了大豆异黄酮的种
类、化学结构及其在动物生理中的特殊作用, 
尤其是肠道细菌在大豆异黄酮代谢中的关键
作用以及目前降解大豆异黄酮细菌菌株的分
离筛选情况. 

关键词: 大豆异黄酮; 肠道细菌; 降解
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0  引言

哺乳动物的食物中有很多天然成分不能被动物

自身消化酶降解, 但却能被其消化道中的微生

物利用. 这些成分不仅可以刺激其降解菌的生

长, 使其降解菌成为肠道中的优势菌群, 而且其

代谢产物还具有多种生物活性, 对哺乳动物的

健康和生长有良好的促进作用. 大豆异黄酮就

是这类天然活性物质中的一种. 目前, 在人类健

康食谱中, 豆制品是不可或缺的组成部分; 而在

动物生产上, 大豆及其加工制品是蛋白质饲料

的主要来源. 因此研究哺乳动物肠道细菌对大

豆异黄酮的降解机制, 筛选高效的大豆异黄酮

降解菌, 可以充分发挥大豆中天然大豆异黄酮

的保健和促生长功能, 从而提升大豆及大豆制

品的经济附加值. 

1 大豆异黄酮

1.1 大豆异黄酮的种类和化学结构 大豆异黄酮

是大豆及其加工制品中存在的一类异黄酮类植

物雌激素(soybean isoflavones)(图1, 表1), 其中含

量占优势的是大豆黄酮和染料木素两种. 这些

异黄酮类化合物在天然大豆中的主要存在方式

为结合了糖基的糖苷大豆异黄酮, 即糖苷大豆

黄酮(daidzin)和糖苷染料木素(genistin). 
1.2 已经发现的生理作用 在植物中, 糖苷大豆异

黄酮是植物吸引固氮菌的信号传递分子[1]. 在哺

乳动物体内, 糖苷形式的大豆异黄酮没有生理

活性, 而去除糖基配体后形成的大豆黄酮苷元

(daidzein)和染料木素苷元(genistein)及其代谢产

物均是弱雌激素样活性物质(图2), 当体内雌激

素水平较低时他们可以直接与细胞膜上的雌激

素受体结合表现出弱雌激素活性, 而当体内雌

激素水平较高时则又可以与内源雌激素竞争受

体表现出抗雌激素活性[2]. 
大豆异黄酮具有多种生物学功能, 从1980

年起, 大量医学研究表明, 大豆异黄酮除与雌激

素受体结合, 从而有效地预防骨质疏松、乳腺

癌、子宫内膜癌外, 还能与雄激素受体结合减

少前列腺癌的发生, 并具有抗氧化活性、抗溶

血活性和抗真菌活性等[3-5]. 在动物生产上, 国内

外大量研究表明大豆异黄酮可以促进雄性动物

生长, 增强机体免疫, 改善动物产品品质, 提高

生产性能[6-12]. 

2 大豆异黄酮在哺乳动物体内的代谢

摄入哺乳动物体内的糖苷形式的大豆异黄

酮, 不能直接经小肠壁吸收. 有少量的糖苷形

式的大豆异黄酮可在小肠中被水解去除糖

基, 游离苷元可被小肠吸收. 未吸收的大豆异

黄酮可被肠道细菌降解 ,  高压液相色谱分析

®
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结果表明 ,  极少数的大豆黄酮苷元可以直接

被胃肠黏膜吸收, 约5%-20%大豆黄酮苷元受

微生物作用开环形成O-脱甲基安哥拉紫檀素

(O-demethylangolensin, O-DMA); 约70%的大

豆黄酮苷元被微生物还原为双氢大豆黄酮苷元

(dihydrodaidzein, DHD), 最后形成稳定的雌马

酚(equol)被胃肠黏膜吸收[13-20]. 雌马酚只能由肠

道细菌特异性产生[21-22], 与大豆黄酮苷元相比, 
雌马酚与雌激素受体结合的亲和力、抗氧化活

性、抗前列腺癌作用更强[23-30], 而在血浆中的清

除速度更慢[31]. 因此大豆异黄酮的生物活性更多

的是由其代谢终产物雌马酚来实现的. 

3 肠道细菌在大豆异黄酮体内代谢中的作用

对无菌动物和抗生素处理动物的研究表明, 结
肠细菌在大豆异黄酮的体内代谢过程中起着

关键性的作用 [19-22].  动物肠道内的真杆菌属

(Eubacterium)[32], 丁酸梭菌属(Butyrivibrio )[33], 
乳酸杆菌属(Lactobacillus)[34]和梭菌属(Clos t-
ridium)[35]的一些细菌在大豆黄酮苷元(Daidzein)
的降解过程中起着重要作用, 其中对一些人粪

源菌株已经进行了分离鉴定. 

大豆异黄酮降解菌中研究较为系统的是真

杆菌属. 九十年代以来, 德国Blaut领导的小组系

统研究报道了一株来自人的真杆菌Eubacterium 
ramulus可在体外彻底降解染料木素和部分降

解大豆黄酮[36-41], 并且根据该菌的16S rRNA全

序列设计了用于检测该菌的寡核苷酸探针, 并
应用此探针研究了Eubacterium ramulus在人肠

道中的分布情况, 以及食物中的大豆异黄酮对

人肠道中Eubacterium ramulus的刺激作用. 结
果表明, 人肠道来源的Eubacterium ramulus能
够降解大豆异黄酮, 大豆异黄酮也能刺激人肠

道固有Eubacterium ramulus的生长, 但是外源

Eubacterium ramulus在人肠道内能否存活、存

活规律及其作用机制等的研究仍十分匮乏. 
最新研究表明不同人体内大豆异黄酮降解

菌的组成有很大差异, 仅有1/3至1/2的被调查个

体能将大豆异黄酮降解为雌马酚[19,42-48]. 目前人

用的大豆异黄酮制品都为豆科植物来源的纯提

取物, 不仅得率低、价格昂贵, 而且可能正是由

于不同人群体内大豆异黄酮降解菌组成的差异

导致了临床应用效果的差异, 限制了大豆异黄

酮制品的应用. 因此对肠道大豆异黄酮降解菌

    

表 1 大豆异黄酮的种类和结构

异黄酮种类   名称 R1 R2 R3

游离型苷元

 

 

daidzein H H -
glycilein OCH3 H -

genistein H OH -

结合型糖苷

 

 

 

 

 

 

 

 

daidzin H H H
glycilin H OCH3 H
genistin OH H H
6''-o-acelyldaidzin H H COCH3

6''-o-acelylglycilin H OCH3 COCH3

6''-o-acelylgenistin OH H COCH3

6''-o-malonyldaidzin H H COCH2COOH
6''-o-malonylglycilin H OCH3 COCH2COOH
6''-o-malonylgenistin OH H COCH2COOH
6''-o-succinyldaidzin H H COCH2CH2COOH

6''-o-succinylglycilin H OCH3 COCH2CH2COOH

6''-o-succinylgenistin OH H COCH2CH2COOH

HO
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R2 O

O

OH

OH2OR3

OH
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图 1 大豆异黄酮苷元和大豆异黄酮糖苷结构式. A: 大豆异

黄酮苷元; B: 大豆异黄酮糖苷.

图 2 大豆黄酮和17-β雌二醇的结构比较. A: 大豆黄酮; B: 

17-β雌二醇.
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O
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■研发前沿
研究动物肠道大
豆异黄酮降解菌
对提高大豆发酵
产品品质及其经
济附加值, 对改善
宿主动物健康、

提高其生产性能
等均有着显著的
意义. 目前已分离
到的大豆异黄酮
降解菌大多来源
于人肠道, 研究也
大多停留在体外
阶段. 在体条件下
大豆异黄酮降解
菌如何作用, 相应
细菌在其他动物
肠道的分布及作
用等方面的研究
几乎还是空白. 
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的研究不仅可阐明大豆异黄酮在体内降解和发

挥生理作用的形式及过程, 而且可为拓展大豆

异黄酮可应用人群乃至应用方式提供新的思路

和方法. 
大豆及其加工产品不仅是人类植物性蛋白

食品的主要来源, 更是家畜的首要蛋白质饲料

来源. 我国目前人畜所需的大豆已不能自给, 据
中国海关公布的数据, 2003年中国进口大豆达

到2074万吨, 年大豆需求量的60%以上依赖于进

口. 一方面畜牧业对大豆的依赖愈来愈强, 另一

方面大豆中的一些抗营养因子和活性物质的存

在方式(如大豆异黄酮以糖甙形式存在)却不利

于动物的消化吸收, 不利于发挥其调节宿主动

物功能的作用. 因此预处理大豆(如发酵等)以提

高大豆的利用效率已成共识, 但目前大豆发酵

所用菌株多为青贮用乳酸菌, 对改善适口性有

帮助, 但就提高大豆发酵产品品质和动物利用

效率方面意义不大. 因此研究动物肠道大豆异

黄酮降解菌对提高大豆发酵产品品质及其经济

附加值, 对改善宿主动物健康、提高其生产性

能等均有着显著的意义, 而目前这方面的研究

相对于人肠道大豆异黄酮降解菌而言几乎是空

白. 我们近年来在这方面做了一些探索性的研

究, Yao et al [49]体外初步研究了大豆黄酮对哺乳

仔猪肠道乳酸杆菌菌群结构及其乳酸产生能力

的影响. 结果表明大豆黄酮没有改变体外培养

条件下哺乳仔猪乳酸杆菌菌群结构, 但显著增

加了培养体系中乳酸杆菌的数量, 并显著提高

了培养体系中乳酸的浓度. 这说明在哺乳仔猪

肠道内存在着能被大豆黄酮刺激生长的乳酸杆

菌菌株, 其机制有待进一步研究. 

4 肠道大豆异黄酮降解菌菌株的筛选情况

在肠道大豆异黄酮降解菌菌株的筛选方面, 韩
国光州科学研究院的的Hor-Gil Hur和比利时根

特大学的Karel Decroos领导的团队各自做了较

系统的研究. Hur et al [50]通过对人粪样中细菌进

行分离培养, 发现大肠杆菌HGH21和革兰氏阳

性菌株HGH6可将糖苷大豆黄酮和糖苷染料木

素降解为糖基配体, 大豆黄酮苷元和染料木素

苷元. 在厌氧条件下, HGH6可以进一步将大豆

黄酮苷元和染料木素苷元转化为双氢大豆黄

酮苷元和双氢染料木素苷元. HGH6可以将异

黄酮C-2和C-3之间的双键转化为单键, 但却无

法转化黄酮类物质apigenin和chrysin中相似的

键. HGH6也不能进一步的转化双氢大豆黄酮苷

元和双氢染料木素苷元. Hur et al [51]的进一步研

究发现一株命名为HGH136的革兰氏阳性厌氧

细菌, 可以将大豆黄酮苷元的C-环切除以产生

O-DMA, 经分离鉴定属于梭菌属. Wang et al [52]

从人粪样中分离出的一株棒状革兰氏阳性厌氧

细菌(命名为Julong732), 具有在厌氧条件下将双

氢大豆黄酮苷元转化为S-雌马酚的能力. 但其不

能从大豆黄酮苷元、四氢大豆黄酮苷元或脱氢

雌马酚直接转化成雌马酚. 推测该菌应该是在

双氢大豆黄酮苷元的厌氧代谢中起作用, 但在

含双氢大豆黄酮苷元的细菌培养物中却检测不

到. 在含有外消旋混合双氢大豆黄酮苷元的细

菌培养基中使用手性固定相高效液相色谱只能

洗提出一种代谢产物, S-雌马酚. 另外Julong732
不具有能将R-雌马酚转化为S-雌马酚(或反向

转化)的消旋酶. 通过测序比对发现, Julong732
的全16S rRNA基因序列(1429 bp)与Eggerthella 
hongkongen i s HKU10具有92.8%的相似性. 
Decroos et al [34]以四位志愿者的粪样为接种物, 
体外研究人粪源微生物降解大豆黄酮苷元的

情况. 结果表明仅两位志愿者的粪源微生物具

有降解大豆黄酮苷元的能力, 终产物分别为双

氢大豆黄酮苷元和O-DMA, 双氢大豆黄酮苷元

和雌马酚. 分子指纹分析技术(DGGE)研究表明

其中只有三株细菌可以被纯培养, 分别是黏膜

乳杆菌EPI2, 粪链球菌EPI1, Finegoldia magna 
EPI3, 但这些细菌在纯培养中不能产生雌马酚. 
结果同时表明氢气以及丁酸、丙酸等结肠中碳

水化合物的微生物发酵终产物可以提高混合培

养中雌马酚的产量; 而添加果寡糖后, 雌马酚的

产生被抑制; 当把该混合培养物接种到原来不

能产生雌马酚个体的粪样中时, 可以在培养物

中检测到雌马酚. 

5 讨论

通过以上的研究表明, 在体内糖苷大豆黄酮首

先被β-葡萄糖苷酶作用去除糖基生成大豆黄酮

苷元(第一步), 大豆黄酮苷元进一步的代谢途径

如图3所示, 先加氢形成双氢大豆黄酮苷元(第二

步), 然后通过C-环开环形成O-DMA(第三步A)
或是通过去酮形成雌马酚(第三步B). 

在已经进行的菌株分离尝试中, 分离出了

特异单菌株可以完成第一步(HGH21, HGH6), 
第二步(HGH6), 第三步A(HGH136), 第三步

■相关报道
2000年, Hur et al
通过对人粪样中
细菌进行分离培
养, 发现大肠杆菌
HGH21和革兰氏
阳性菌株 H G H 6
可将糖苷大豆黄
酮和糖苷染料木
素降解为糖基配
体, 大豆黄酮苷元
和染料木素苷元. 
在 厌 氧 条 件 下 , 
H G H 6 可以进一
步将大豆黄酮苷
元和染料木素苷
元转化为双氢大
豆黄酮苷元和双
氢染料木素苷元. 
2005年, Wang et 
a l 从 人 粪 样 中 分
离出的一株棒状
革 兰 氏 阳 性 厌
氧 细 菌 ( 命 名 为
Julong732), 具有
在厌氧条件下将
双氢大豆黄酮苷
元转化为S-雌马
酚的能力. 2005
年, Decroos et al
以人粪样为接种
物, 分离出的粪源
微生物具有降解
大豆黄酮苷元的
能力, 终产物分别
为双氢大豆黄酮
苷元和O-DMA, 
双氢大豆黄酮苷
元和雌马酚. 
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B(Julong732). 而Decroos et al [34]报道中的混合

菌株可以分别完成第二步+第三步A或第二步+
第三步B的过程. 

总之, 大豆异黄酮降解菌对大豆异黄酮在

宿主体内的降解和利用起着关键的作用, 那么

在体内进行大豆异黄酮降解过程是否必须是混

合菌株? 从进化的角度考虑应是如此, 各种细菌

在动物肠道中形成流动但相对稳定的微生态体

系, 能够最大程度地利用彼此的代谢产物完成

自己的生理过程, 形成共栖关系. 但并不能排除

有单一菌株能够完成从糖苷大豆黄酮生成雌马

酚的整个过程这种可能, 这需要进一步通过菌

株筛选实验来验证. 同时目前已分离到的大豆

异黄酮降解菌大多来源于人肠道, 研究也大多

停留在体外阶段. 在体条件下大豆异黄酮降解

菌如何协同作用, 以及在其他动物肠道的分布

及作用等方面的研究几乎还是空白, 有待于进

一步的研究. 
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大豆异黄酮(soy-
bean isoflavones): 
大豆及其加工制
品中存在的一类
异黄酮类植物雌
激素, 其中含量占
优势的是大豆黄
酮和染料木素两
种 .  这 些 异 黄 酮
类化合物在天然
大豆中的主要存
在方式为结合了
糖基的糖苷大豆
异黄酮, 即糖苷大
豆黄酮(daidzin)
和糖苷染料木素
(genistin)
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第十一届全国普通外科学术会议征文通知
本刊讯  中华普通外科杂志编辑部将于2006-07下旬在内蒙古呼和浩特市召开“第十一届全国普通外科学术会

议”. 本次会议将围绕普通外科手术并发症与外科再手术的主题就普通外科临床与基础研究、外科并发症、

以及外科再手术等问题进行研讨. 会议邀请国内外著名外科专家, 对热点问题做专题演讲, 参会代表进行学术

交流、经验介绍和开展讨论. 

1 征文内容

征文内容包括: (1)腹部外科手术并发症和外科再手术经验; (2)普通外科的新进展、新诊断、新技术、新方

法、新手术、新经验; (3)临床研究、基础研究、实验研究; 手术适应证、禁忌证问题; (4)腹腔镜手术; (5)肿瘤

的放化疗; (6)手术并发症和再手术的营养支持; (7)手术并发症和再手术的护理等. 

2 征文要求

征文要求包括: (1)请将未公开发表的论文全文以及800字以内的中文摘要各1份, 并附拷贝软盘, 寄到100034, 

北京西城区阜内大街133号 齐老师 收; 联系电话: 010-66168321转3126, 010-66164704. (2)来稿请注明单位、作

者姓名、邮编及联系电话(请自留底稿, 恕不退稿), 请在信封左下角注明“普外会议征文”字样. 参会代表将

获得国家级继续医学教育一类学分. (3)截稿日期: 2006-06-30.  
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摘要
鸟氨酸脱羧酶(ornithine decarboxylase, ODC)
是多胺代谢中的关键酶, 广泛存在于人体和动
物各组织细胞内, 其中对肠细胞的增生、移
行和分化起重要作用. 机体调节因素比较复
杂. 在黏膜损伤性疾病及某些癌前病变等细胞
大量增生的病理情况下ODC的表达发生改变, 
可以作为这些疾病分期、预后及药物作用靶
点或疗效的指标. 寻找对ODC有作用的药物
对于治疗其相关疾病是非常有意义的. 
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0  引言

鸟氨酸脱羧酶(ODC)是多胺合成过程中的第一

个调节酶, 多胺是细胞增生、分化和移行的基

础性物质, 起关键作用, 因此ODC对细胞的生

长具有重要调节作用. 从这个角度讲ODC对生

物体的生长和组织损伤后的修复具有非常意

义. ODC的体内外调节因素较复杂, 对此进行

全面论述的报道较少, 本文将着重从机体和药

物对O D C在生理病理条件下的影响等进行多

方面综述. 

1  鸟氨酸脱羧酶的生物学特性

细胞内的L -精氨酸在精氨酸酶的作用下催化生

成L -鸟氨酸, 后者在ODC的作用下脱羧基生成

腐胺. 腐胺是精脒和精胺的前体, 腐胺、精脒和

精胺又合称为多胺. ODC和S -腺苷基蛋氨酸脱羧

酶和N 1-乙酰基转移酶一起控制着多胺的代谢[1].
ODC广泛存在于动物各组织细胞内, 细胞

质和细胞核中都能发现他的存在, 其存在部位

与细胞的种类和状态有关. ODC蛋白含量约占

细胞可溶性蛋白总量的0.016%[1].
ODC极不稳定, 可被多种无机离子灭活, 半

衰期短, 仅10-20 min, 易受外界因素的影响, 在
生长旺盛的组织中活性较高, 并对生长刺激因

素有非常迅速的反应性, 其超常转化率和迅速

反应性对快速应答外界刺激具有非常重要的

意义[2]. 有研究发现, 将小鼠ODC的C端氨基酸

与其快速转换有关的PEST序列(即含脯氨酸、

谷氨酸、丝氨酸、苏氨酸的氨基酸序列)截去

后, 其对刺激因素的反应性显著下降, 从而认为

ODC快速转换率对其迅速反应性起关键作用[3]. 
ODC蛋白是由两个分子量各为M r 50 000左

右的亚基组成的二聚体[4]. ODC基因包括ODCl
和ODC2, 各自定位于不同的染色体. ODC1位于

2p25处, ODC2位于7q31处. ODC1普遍存在于生

物体内, 是主要的功能基因; 而ODC2仅存在于

人体, 是伪基因, 无明确功能. ODCl基因全长M r 
7 100, 由12个长短各异的外显子和11个内含子

共同组成[5]. ODC的适宜pH范围较宽, 最适pH在

7.0-7.8之间, 他们作用于L -鸟氨酸的Km值各不

相同, 但抗原性却完全相同[6].
ODC的降解主要靠体内产生的抗酶(AZ,  

antizyme)完成. 抗酶由Heller et al [7]在1976年于

大鼠肝脏的几个培养细胞株中首次发现. 抗酶

并不抑制ODC的合成 ,  而是与ODC结合生成

ODC抗酶复合物, 通过26S蛋白酶体促使ODC的
凋亡[8]. 抗酶家族目前所知包括抗酶1、抗酶2、
抗酶3和抗酶4四种同系物, 均可受抗酶抑制剂

的调节, 他可使ODC抗酶复合物释放ODC而重

新释放活性[9-10]. 多胺可通过促使AZ核糖体框架

移位促进AZ mRNA翻译而诱导AZ合成[11], 从而

降低ODC活性.

2  鸟氨酸脱羧酶的调控因素

2.1 促进因素 ODC在机体内的调节机制很复杂, 
受多种因素的影响, 目前较多报道对ODC有促

进作用的因素有以下几种.
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2.1.1 表皮生长因子(EGF) EGF可以与细胞膜上

的表皮生长因子受体结合, 激活特异性蛋白激酶

C, 引起一系列的生化反应, 从而发挥生物学效

应. 其生化效应包括提高ODC活性, 使细胞或组

织合成腐胺增加, 并使细胞发生有丝分裂, 促进

上皮细胞增生[12]. Bauske et al [13]发现在Coca-2细
胞上用EGF可以使ODC的活性在几分钟内开始

增加, 3 h增加到最高. 给大鼠注射EGF也可以在

12 h后提高ODC的活性, 并且能解除过氧化物引

起的ODC活性的抑制[14].
2.1.2 氨基酸 氨基酸是构成生物体蛋白质的基本

单位, 各种氨基酸对ODC的作用也引起诸多研

究者的兴趣, 但对其作用有不同看法. Minami 
et al [15]根据其在大鼠活体上的观察结果认为几

乎所有的氨基酸都能提高大鼠肠道和肝脏ODC 
活性, 以甘氨酸和半胱氨酸最有效. 而Kandi l 
et  al [16-17]报道只有部分氨基酸如D -甘露醇、甘

氨酸、L -天冬酰胺、L -丝氨酸、谷氨酰胺及他

们的异构体能在结肠上皮细胞及结肠癌细胞

株上促使ODC活性增加; 而D -甲硫氨酸、L -赖
氨酸、L -天冬氨酸或L -谷氨酸、L -苯丙氨酸则

效果不明显或无效; L -精氨酸和L -半胱氨酸还

对ODC活性有抑制作用. 表皮生长因子和谷胺

酰胺在这方面有较好的协同作用[18]. Chabanon 
et  al [19]在Caco-2细胞上发现, 加入的氨基酸剂

量与诱导的ODC蛋白、ODC活性有剂量依赖

关系, 而对ODC mRNA几乎没有影响, 因此推

测氨基酸对O D C的作用主要在翻译而不是转

录阶段.
2.1.3 胃泌素(gastrin) 胃泌素通过他的G-蛋白配

对受体以ras -MAPK途径诱导c-fos和c-jun基因的

转录, 由此促进ODC mRNA的翻译[20]. 研究发现

胃泌素在IEC-6细胞及大鼠活体上都能显著增加

ODC活性, 本实验室也证实在IEC-6细胞上五肽

胃泌素可以增加ODC mRNA和ODC活性[21-23].
2.1.4 胆囊收缩素(CCK) CCK是一种广泛应用

的对胰脏有潜在营养作用的物质. 细胞和动物

实验可以发现CCK对胰脏ODC活性、mRNA和

蛋白表达都有显著促进作用, 表明从翻译到转

录水平CCK都是一种有效的ODC促进剂. 一些

可以促进CCK分泌的物质如大豆胰蛋白酶抑制

物(SBTI)、胆囊收缩素连接肽及CCK的同型体

(CCK-LP)雨蛙肽(caerulein)等也有促进ODC的
作用[24-27]. CCK和胃泌素有协同作用, 有人认为

这是由于他们有共同的胆囊收缩素-胃泌素受体 
(CCK-G receptor)[28-29].

2.1.5 雄激素 雄激素可以诱导ODC的分泌, 因
此♂鼠体内的ODC活性大大高于♀鼠. 某些雄

激素可以明显促进大鼠ODC的分泌, 如给出生

21 d的大鼠注射丙酸睾酮有很强的提高ODC活
性的作用[30], ♀鼠增加幅度高于♂鼠, 甚至可以

观察到在短时间内提高70倍[14]. Bettuzzi et al [31]

则检测到阉割7 d的♂鼠ODC水平降低40%, 反
证了睾酮可以促进ODC分泌.
2.1.6 精氨酸酶 L -精氨酸在精氨酸酶的作用下合

成L -鸟氨酸, L -鸟氨酸是ODC的底物, 因此应用

精氨酸酶可使ODC的活性和蛋白表达升高. 也
有实验表明在溃疡性结肠炎大鼠上应用精氨酸

酶的抑制剂S -(2-boronoethyl)-L -cysteine可以明

显看到ODC活性下降, 蛋白减少, 大鼠黏膜增生

减少[32-33], 反证了精胺酸酶的作用.
2.1.7 血管活性肠肽(VIP) VIP是一种在胃肠道广

泛分布的神经肽, 被认为是一种潜在的细胞生

长和分化的调节物质. VIP通过与细胞膜上广泛

分布的VIP受体结合, 经G-蛋白介导途径引起细

胞内cAMP水平的变化, 调节ODC的增生或抑制, 
但这种调控效应尚无定论[34-36]. Yu et al [34]发现在

人结肠癌细胞株LoVo上10-10 000 pmol/L浓度的

VIP可以促进ODC活性及升高ODC mRNA表达, 
而100 nmol/L以上的浓度却能抑制ODC活性, 可
能VIP除了cAMP还存在另一种可以抑制细胞

生长的第二信使. Gamet et al [35]报道20 mol/L的
VIP可促进HT细胞内ODC活性提高, 而当无牛

血清培养情况下则不能促进细胞增生. 单独应

用VIP可以显著提高ODC活性, 从而提高大鼠

肿瘤的发生率, 应用ODC抑制剂1,3-二氨基丙胺

(DAP)可以减弱这种作用[36], 也证实对ODC的作

用是VIP的一个作用途径.
2.1.8 蛋白激酶(PKC) PKC和ODC是目前比较

公认的两个癌标志物, PKC被认为是TPA(12-O -
十四烷酰佛波醋酸酯-13)等促癌物作用的主

要细胞膜受体, TPA等促癌物广泛的生物活性

是通过P K C介导的. O D C因为对细胞的增生

分化有重要影响也是肿瘤增生的一个关键物

质, 因此两者之间是否存在相关性也成为研究

的热点. 目前多数研究认为PKC的活化可以介

导或者激活O D C的活化过程, 引起O D C蛋白

和ODC mRNA 表达的改变. 有研究[37]表明在

人内皮细胞上应用P K C的抑制剂白屈菜赤碱

(chelerythrine)可以完全抑制ODC活性, 而PKC
的活化剂脂磷(酸)聚糖也能上调ODC活性[2]. 但
也有学者认为两者之间不存在相关性[38-39].

■研发前沿
鸟氨酸脱羧酶的
活性、蛋白表达
和核酸表达往往
预示着细胞增生
或修复的趋势, 因
此很多研究者以
此来作为炎症性
疾病如食管炎、

结肠炎等病变严
重程度或药物疗
效的一个指标. 
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2.2  抑制因素

2.2.1 多胺的负反馈调节作用 ODC的催化产物

是多胺(包括腐胺、精脒和精胺), 这三种多胺可

以诱导ODC抗酶的形成, 对ODC有负反馈调节

的作用. 研究表明腐胺可抑制由天冬酰胺或牛血

清诱导的小肠隐窝干细胞ODC活性的上升[40-41]. 
在自主产生的三种多胺中, Seely et al [42]认为精脒

最有效, 而腐胺效果最差. 而更多的体外实验表

明精胺可以最有效地抑制ODC而精脒次之[17,43-44]. 
多胺虽可抑制ODC活性但仍可促进胃肠黏膜的

修复, 当用ODC的特异性和不可逆性抑制剂二

氟甲基鸟氨酸(DFMO)耗竭内源性多胺时, 小肠

黏膜细胞内多胺水平显著下降, 黏膜细胞的生

长和溃疡愈合也受到抑制. 如果同时使用外源

性多胺如腐胺、精胺和精脒, 尽管ODC活性完

全抑制, 但未影响黏膜生长和溃疡愈合. 说明多

胺可以阻断DFMO引起的小肠黏膜生长的抑制, 
促进胃肠黏膜修复, 是生理和病理条件下胃肠

黏膜生长的重要刺激剂.
2.2.2 一氧化氮(NO) NO抑制细胞增生主要通

过两个途径: 一方面NO和L -鸟氨酸都以精氨酸

为前体, 因此NO的生成能竞争性地抑制多胺合

成; 另一方面NO本身的氧化性可导致细胞毒性. 
细胞和动物实验均证实应用NO的某些供体如

硝普钠[45]或者直接应用S -亚硝基半胱氨酸、S -
亚硝基谷胱苷肽形式的NO[46]等可以直接抑制

ODC 的活性. 因此有学者认为可以在NO的供体

中找到与DFMO同样有效的药物[33].
2.2.3 促胰液素(secretin) IEC-6细胞及大鼠活体

实验均表明单独应用任何剂量的促胰液素对

ODC都不起作用, 但适当剂量的促胰液素可以

完全阻抑由胃泌素引起的大鼠盲肠、结肠或

IEC-6细胞内ODC活性及ODC mRNA上升[22,47].
促胰液素对由表皮生长因子、缩胆囊素、禁食

后重喂养[48]引起的ODC活性增加则没有抑制作

用. 表明促胰液素主要是通过抑制胃泌素而抑

制ODC. 缩胆囊素和促胰液素合用能使ODC活
性升高, 作用速度快、幅度大, 但消逝也快[49].

3  鸟氨酸脱羧酶在胃肠道疾病中的作用

ODC与肠细胞增生和分化密切相关, 正常肠黏

膜组织中ODC几乎没有表达, 细胞增生时ODC
活性升高, 含量上升, 催化更多的鸟氨酸合成多

胺以促进细胞增生分化, 因此ODC的活性和含

量是肠黏膜细胞增生状态的一个标志[32,50]. 
3.1 在黏膜损伤性疾病中的变化 黏膜损伤后

ODC会通过大量表达来促进细胞的增生、分化

和移行, 因此可以作为黏膜损伤程度及修复效

果的一个标志. Pillai et al [50]发现儿童炎症性肠病

患者结肠内ODC活性比正常人升高, 且感染程

度越高ODC活性越高, 应用糖皮质激素治疗病

情好转后, ODC活性降低．这与本实验室的初

步研究结果类似． 
但也有学者得出了相反的结论. 有人[51]研

究了ODC在炎症性肠病不同分期中的变化情况, 
结果发现在所有炎症性肠病患者病变部位和非

病变部位ODC的含量都低于正常对照组; 程度

严重的克隆氏病患者ODC含量比中等程度的病

人明显降低; 中等程度和重度病变的溃疡性结

肠炎患者中, 病变部位的ODC都明显低于非病

变部位[52]. 肠大部分切除后的患者往往会出现营

养吸收障碍, 称为短肠综合征. Segovia-Silvestre 
e t a l [53]发现短肠综合征结肠造口术患者结肠

ODC活性和mRNA水平均明显降低.
出现这种差异, 我们推测和疾病的愈合趋势

有关, ODC大量表达时细胞有增生的基础, 往往

可以迅速愈合. Obayashi et al [51]发现溃疡性结肠

炎活动期病人ODC活性和ODC mRNA 都低于

溃疡愈合期的病人和正常对照组. 这就是溃疡

活动期病人愈合的趋势不如愈合期病人的原因. 
但具体ODC变化在黏膜损伤性疾病中所代表的

意义, 需要更多的证据来证实. 
3.2 在癌前病变中的变化 细胞的过度增生可造

成癌变, 因此细胞增生的限速酶ODC对于检测

细胞增生状态是非常敏感的, 目前很多研究都

把ODC作为检测疾病癌前病变的重要指标. 研
究表明有癌前病变趋向的炎症性肠病和Barrett's
食管炎患者多数存在O D C活性增加 ,  O D C 
mRNA含量升高的情况[54-55]. Brabender et al [54-55]

发现ODC mRNA的水平随Barret t's食管炎相

关性腺癌发生的进程而升高 ,  由此认为O D C 
mRNA可作为隐匿性腺癌发生的一个诊断标准. 
利用ODC在疾病中的变化可以通过定期检测病

人相关组织的ODC表达以监控有无癌变趋势. 
ODC和多胺参与正常细胞生长和分化的调

控, 是细胞增生所必需的. ODC过表达与肿瘤细

胞转化、增生、浸润、转移及血管生成都有密

切的关系, 因此更多的研究把ODC表达作为肿

瘤生长的一个标志物.

4   影响鸟氨酸脱羧酶的药物研究

由于ODC是黏膜损伤后修复的关键酶, 也是肿

■创新盘点
国内有关鸟氨酸
脱羧酶的研究多
集中在其对肿瘤
的作用方面, 有关
综述也多集中在
肿瘤方面, 而涉及
其对组织损伤后
修复的作用方面
的论述比较少, 本
文主要从这个角
度对ODC的影响
因素等进行了综
述.
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瘤生长的一个标志物, 因此寻找对ODC有显著

作用的药物很有意义.
4.1 对ODC 有抑制作用的药物往往认为有可能

抗肿瘤, 很多目前应用的抗肿瘤药物也有抑制

ODC的作用. 较多报道抑制ODC物质包括以下

几种: 
4.1.1 二氟甲基鸟氨酸(DFMO) DFMO已成为公

认的最有效的ODC特异性抑制剂. 他同鸟氨酸

的结构类似, 可作为ODC的底物进行脱羧反应, 
导致ODC发生不可逆的结构改变, 活性丧失. 但
是该物质具有一定的毒副作用, 临床用量远不

能达到有效的血药浓度, 所以目前还不能在临

床得到广泛应用[2].
4.1.2 1,3-二氨基连苯胺(DAP) DAP是腐胺的同

型物, 可能这是其抑制ODC表达从而抑制或治

疗肿瘤的一个原因. 近年来已经在很多肿瘤动

物模型如BBN诱导的膀胱癌、MNNG诱导的胃

癌、AOM导致的结肠癌上得到验证, 1%-3%的

浓度口服就可较好地降低ODC活性、mRNA和

蛋白表达, 从而抑制肿瘤, 而且没有严重的毒副

作用发生, 被认为是一种较具潜力的肿瘤治疗

物[36,56-57]. 
4.1.3 雷帕霉素(rapamycin) 作为一种免疫抑制剂

可以抑制ODC mRNA的翻译过程, 有学者认为

是因为他失活了ODC mRNA翻译过程中信号转

导途径P70 S6激酶[58], 并且也可以阻抑翻译过程

中的4E-BP1的磷酸化[20], 同时也发现雷帕霉素

不能完全阻止ODC mRNA的翻译, 也可能是因

为除了P70 S6还有别的信号转导途径[59]. 但还没

有报道雷帕霉素对癌症的治疗效果.
4.1.4 茶多酚 1990年以来, 茶的提取物茶多酚良

好的抗癌效果引起了国际上的广泛关注. 饮用

或者直接擦涂茶多酚对TPA(12-O -十四烷酰佛

波醋酸酯-13)或者uvB (紫外线B光谱)诱导的多

种癌症如前列腺癌、皮肤癌等的ODC活性、

mRNA和蛋白表达都有显著的降低, 也有较好的

预防作用. Gupta et al [60]研究发现茶多酚对前列

腺癌细胞中用睾酮诱发的ODC活性上升有很好

的抑制作用, 说明茶多酚对ODC有特异性的抑

制作用, 可能是他阻滞了ODC mRNA翻译的信

号转导途径[61-62].
4.1.5 很多植物药的提取物如β -胡萝卜素、越桔

植物提取物、沙姜中的肉桂酸乙酯化合物、葡

萄籽原花都可以降低癌组织或者细胞中ODC含
量, 从而对恶性肿瘤有一定的抑制作用.

4.2 黏膜损伤后修复是通过细胞的增生分化来

完成的, 而ODC又在很大程度上影响着细胞的

增生分化过程, 促进细胞分化和适度增生的药

物有利于黏膜损伤疾病的治疗, 本实验室近年

来进行了这方面的药物研究．

我们采用化学提取方法得到党参、白术、

黄芪及甘草有效部位. 发现其中一些部位可促

进IEC-6细胞增生、诱导细胞分化、促进细胞迁

移、提高ODC蛋白、ODC mRNA 表达水平、

ODC活性和腐胺含量[23,63-69]. 表明益气健脾中药

以不同化学有效组分的物质形式, 可通过鸟氨

酸脱羧酶和多胺机制促进小肠隐窝细胞增生、

迁移、分化, 其有效组分的配伍运用可协同增

强药效. 研究成果阐述了健脾益气中药促进胃

肠黏膜上皮修复药理作用可能的靶细胞、靶分

子及其主要作用物质基础, 对“健脾益气”治

法方药的肠上皮细胞药理研究有理论指导意义.

      总之, 鸟氨酸脱羧酶作为细胞增生的限速

酶, 在肿瘤方面的作用得到比较广泛的研究, 被
认为是肿瘤分期及疗效的重要指标. 但其在胃

肠道疾病中尤其是肠黏膜损伤性等疾病中的作

用尚未得到广泛的研究, 有关药物作用的机制

研究比较少, 利用其体内外的调控因素寻找对

ODC有特异性作用的药物, 把ODC作为药物作

用靶点值得深入研究．
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Abstract
AIM: To observe the activity of phospholipase 
Cγ-1 (PLCγ-1) in gastric mucosal cells of rats with 
gastric ulcer after treatment with acupuncture 
serum.

METHODS: Sixty rats were randomly divided 
into model serum (MS) group, gastric meridian 
serum (GMS) group, gallbladder meridian se-
rum (GBMS) group, GMS plus PD153035 group 
and GBMS plus PD153035 group. Rat model 
of gastric ulcer was established by water im-
mersion and restrained stress methods, and the 
gastric mucosal cells were separated by pronase 
digestion and then incubated by serum and 
inhibitor of epidermal growth factor receptor 
PD153035, respectively. The activity of PLCγ-1 
in gastric mucosal cells was detected by enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: In comparison with that in MS 

group (6.5 ± 0.3 nkat/g), the acupuncture serum 
in GMS group had a tendency to improve the 
activity of PLCγ-1 (13.0 ± 7.5 nkat/g) in gastric 
mucosal cells (P = 0.01), and this tendency ex-
isted in GBMS group (7.2 ± 1.8 nkat/g) but with 
no significant difference (P > 0.05). The activity 
of PLCγ-1 was also significantly higher in GMS 
group than that in GBMS group (7.2 ± 1.8 nkat/g, 
P = 0.02) or GMS plus PD153035 group (7.4 ± 2.7 
nkat/g, P = 0.02).

CONCLUSION: The serum after acupuncturing 
gastric meridian can stimulate the PLCγ-1 
activity in gastric mucous cells, and there is 
specific correlation of meridian and internal 
organ.

Key Words: Acupuncture; Serum; Gastric ulcer; 
Gastric mucosal cell; Phospholipase Cγ-1
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摘要
目的: 观察针刺胃经穴后的血清对胃溃疡大
鼠胃黏膜细胞磷脂酶Cγ-1(PLCγ-1)活性的影响. 

方法: 大鼠60只随机分为溃疡血清组、胃经
血清组、胆经血清组、胃经血清+PD153035
组和胆经血清+PD153035组, 采用水浸束缚
法制作胃溃疡模型, 利用链霉蛋白酶消化法
分离胃黏膜细胞, 分别用表皮生长因子受体
(EGFR)抑制剂PD153035和血清孵育胃黏膜细
胞, 应用酶联免疫吸附(ELISA)法检测PLCγ-1
活性. 

结果: 胃经血清组(13.0±7.5 nkat/g)大鼠胃
黏膜细胞PLCγ-1活性与溃疡血清组(6.5±0.3 
nkat/g)比较有显著性差异(P  = 0.01); 胃经血清
组大鼠胃黏膜细胞PLCγ-1活性与胆经血清组
(7.2±1.8 nkat/g)比较有显著性差异(P  = 0.02); 
胃经血清组大鼠胃黏膜细胞PLCγ-1活性与胃
经血清+PD153035组(7.4±2.7 nkat/g)比较有
显著性差异(P  = 0.02).
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■背景资料
细胞信号转导在
介导细胞的分裂
和增殖过程中起
着重要的作用. 胃
黏膜损伤是一种
常见的病理过程, 
针刺对其有很好
的 修 复 作 用 ,  利
用针刺血清学方
法、动物实验等
手段研究针刺参
与胃黏膜损伤修
复的信号转导机
制是一种很重要
的研究方法.

■研发前沿
表皮生长因子受
体在介导胃黏膜
损伤修复过程中
具有重要作用, 关
于表皮生长因子
受体后的信号传
导机制已成为目
前细胞生物学的
前沿和热点.



结论: 针刺胃经穴后的血清能刺激胃黏膜细
胞中PLCγ-1的活化, 并且存在经脉-脏腑的特
异性联系.

关键词: 针刺; 血清; 胃溃疡; 胃黏膜细胞; PLCγ-1

杨宗保, 严洁, 邹晓平, 易受乡, 常小荣, 林亚萍, 唐森. 针刺血清

对胃溃疡大鼠胃黏膜细胞磷脂酶Cγ-1活性的影响. 世界华人消

化杂志  2006;14(10):985-988

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/985.asp

0  引言

针刺疗法是祖国医学的传统治疗方法之一, 其
历史可追溯到三千多年前, 近年来在西方发达

国家作为一种补充替代疗法而备受人们青睐[1-3]. 
经脉与脏腑相关是针刺理论中的重要内容之一, 
我们以往研究表明足阳明胃经与胃特异相关, 
针刺胃经上的“四白”穴、“足三里”穴,“梁

门”穴对胃的运动、分泌以及胃黏膜损伤修复

皆有明显的调节作用[4], 并且发现针刺胃经穴

后所激发的经气可促使机体内脑肠肽类物质的

释放, 该效应物质作为细胞外信号分子作用于

胃黏膜细胞, 诱导细胞膜上EGFR及受体后信号

转导通路的活化, 最终导致细胞的生长和分裂
[5]. 然而目前对针刺参与胃黏膜细胞分裂和增殖

的信号转导机制仍未完全明了, 细胞磷脂酶Cγ-
1(PLCγ-1)作为EGF受体后信号转导通路中的

信号分子是否参与了针刺对胃黏膜损伤修复的

信号转导过程, 国内外尚未有报道, 值得做进一

步研究, 我们拟借助针刺血清的研究方法[6], 观
察针刺胃经穴后血清对胃溃疡大鼠胃黏膜细胞

PLCγ-1的影响, 以便为更深入揭示针刺作用的

体液机制及其信号转导机制奠定理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠, 雌雄不限, 200-230 g, 
购自湖南农业大学实验动物中心 .  链霉蛋

白酶(pronase)和DTT购自Merk公司; BSA购

自Biosharp公司; DMEM购自Hyclone公司; 
Trypan blue购自Biomedicals公司; 其他试剂

均为市售化学纯; Elx800自动酶标仪(Bio-Tek 
Instruments, Inc); HEPES和PLCγ-1免疫测定试

剂盒购自BIOSOURCE公司; 缓冲液A(mmol/L: 
0.5 NaH2PO4, 1.0 Na2HPO4, 20.0 NaHCO3, 80.0 
NaCl, 5.0 KCl, 50.0 HEPES, 11.0 glucose, 20 g/L 
BSA, 2.0 EDTA, pH 7.4); 缓冲液B(mmol/L: 0.5 
NaH2PO4, 1.0 Na2HPO4, 20.0 NaHCO3, 80.0 NaCl, 
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5.0 KCl, 50.0 HEPES, 11.0 glucose, 10 g/L BSA, 
1.0 CaCl2, 1.5 MgCl2, pH 7.4); 缓冲液C(mmol/
L: 80.0 NaC1, 0.5 NaH2PO4, 1.0 Na2HPO4, 20.0 
NaHCO3, 5.0 KCl, 50.0 HEPES, 11.0 glucose, 
1 g/L BSA, 1.0 CaC12, 1.5 MgC12, 1.0 DTT, pH 
7.4); MAP消化酶: pronase溶于缓冲液A(MA)
中, 浓度为1 g/L, 临用前配置. 细胞抽提缓冲

液(mmol/L: 10 Tris, pH 7.4, 100 NaCl, 1 EDTA, 
1 EGTA, 1 NaF, 20 Na4P2O7, 2 Na3VO4, 10 g/L 
Triton X-100, 100 mL/L glycerol, 1 g/L SDS, 
5 g/L deoxycholate, 1.0 PMSF). 血清制备及处理[7]: 
将各组大鼠按照试验程序要求处理后行颈动脉

取血, 移入离心管中, 37℃下静置2 h, 用离心机

2 500 r/min离心10 min, 用吸管小心吸取血清, 
将同组血清混合, 过滤除菌, EP管分装, -20℃
冻存. 试验时将胃黏膜细胞悬浮液与10 μmol/L 
PD153035共同孵育30 min, 然后将1∶10稀释度

的血清在37℃下与胃黏膜细胞共同孵育30 min
后观察血清对细胞效应的影响[8-9]. 
1.2 方法 

1.2.1 动物模型及分组 动物模型拟采用目前较

成熟的水浸束缚法[10], 实验动物造模前禁食不

断水24 h, 将大白鼠固定于木板上, 将动物直立

浸于23±1℃的恒温水槽中, 液面保持在胸骨剑

突水平, 浸泡10 h. 将60只大鼠随机分为溃疡血

清组、胃经血清组、胆经血清组、胃经血清

+PD153035组和胆经血清+PD153035组. 每组皆

随机选4只作为血清供体, 另8只作为血清受体, 
胃经血清组由四白、梁门、足三里三个穴位组

成, 胆经血清组由阳白、日月、阳陵泉三个穴位

组成, 取穴采用华兴邦动物穴位谱并结合模拟人

体经穴法[11]进行. 大鼠: 足三里: 膝关节后外侧, 
在腓骨小头下约5 mm处; 梁门: 腹正中线与乳

头线之间的中线上, 脐上4寸; 四白: 眶下缘正中; 
阳白: 眶上缘正中; 日月: 锁骨中线上, 第七肋骨

下缘; 阳陵泉: 腓骨小头下方凹陷处. 电针刺激

用G6805型电针仪, 疏密波, 电针频率疏波4 Hz, 
密波20 Hz, 强度以肌肉或针柄微颤为度, 电针

时间30 min. 
1.2.2 大鼠胃黏膜细胞分离 采用链霉蛋白酶消化

法分离胃黏膜细胞[12], 试验大鼠100 g/L乌拉坦

10 mL/kg腹腔麻醉后, 在剑突及以下3 cm作动

物手术切口, 用手术刀片切开腹腔, 找到胃后在

贲门和胃体部、幽门和胃窦部分别结扎, 将胃取

出, 生理盐水冲洗, 在胃底做一小切口, 用玻璃

棒将胃翻转, 用生理盐水清洗掉胃内容物和血
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■创新盘点
本文采用针刺血
清 学 的 研 究 方
法, 发现针刺胃经
穴后的血清能刺
激胃黏膜细胞中
PLCγ-1的活化 , 
并且存在经脉-脏
腑的特异性联系.

■应用要点
本实验研究结果
提示针刺胃经穴
后提取的血清能
明显增强胃黏膜
细胞PLCγ-1的活
性, 说明针刺胃经
穴对胃黏膜损伤
的修复的确有体
液机制的参与, 其
特异相关活性物
质有待从蛋白质
组学角度作进一
步深入研究.
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迹, 用纸将胃黏液擦干, 用注射器将消化酶注入

胃袋, 每胃2.5 mL, 在胃底和胃体之间结扎, 将
胃袋放人缓冲液A中, 37℃水浴消化90 min, 水
浴振荡速度150次/min, 在30 min和60 min时换

1次新鲜的缓冲液A. 整个过程缓冲液A中皆充以

950 mL/L O2+50 mL/L CO2. 消化结束后将胃袋

放人缓冲液B, 在室温下用磁力搅拌器轻轻搅拌

60 min. 打下的细胞每10 min收集1次, 过200目
筛, 3 000 r/min, 离心5 min, 沉淀用缓冲液C洗2
次, 每次3 000 r/min, 离心5 min, 最后沉淀用移

液枪充分吸打, 并用无血清的DMEM培养基悬

浮, 使成单个游离胃黏膜细胞, 将细胞调至109/L, 
此为胃黏膜细胞悬浮液. 
1.2.3 指标检测 将处理好的胃黏膜细胞用冰冷

的PBS洗2次, 去掉上清液, 收集细胞沉淀物, 在
冰上将细胞沉淀物溶解于细胞抽提缓冲液中

30 min, 每隔10 min用涡流器震动1次(每1×
106个胃黏膜细胞加0.1 mL细胞抽提液), 然后

将细胞抽提物移入超微离心管中, 在4℃下以

13 000 g速度离心10 min, Lowry法测定膜蛋白

含量. 0孔加100 μL“标准稀释缓冲溶液”, 空
白孔不加样, 标准液、质控和样本各加100 μL
到相应孔内, 加样前样本用“标准稀释缓冲溶

液”10倍稀释(10 μL样本+90 μL“标准稀释缓

冲溶液” ), 加样后轻敲酶标板边缘使充分混匀, 
黏上密封膜后在室温(20-25℃)下孵育2 h, 弃孔

内液体, 吸水纸上拍干, 洗板液洗4次, 吸水纸上

拍干洗板液后每孔加入“抗PLCγ-1抗体溶液”

(空白孔不加), 轻敲酶标板边缘使充分混匀, 黏
上密封膜后在室温(20-25℃)下孵育1 h, 弃孔内

液体, 吸水纸上拍干, 洗板液洗4次, 吸水纸上拍

干洗板液后每孔加入100 μL“抗兔IgG辣根过

氧化物酶抗体工作液”(空白孔不加), 黏上密封

膜后在室温(20-25℃)下孵育30 min, 弃孔内液

体, 吸水纸上拍干, 洗板液洗4次, 吸水纸上拍干

洗板液后每孔加入100 μL“显色原液”(注: 加
入后的液体将慢慢变蓝), 黏上密封膜后在室温

(20-25℃)下避光孵育30 min, 每孔加入100 μL
终止液终止显色反应, 轻敲酶标板边缘使混匀, 
此时孔内液体由蓝变黄色, 以空白孔作为对照

孔(“消零”)在酶标仪上读取吸光度值(加入终

止液后2 h内读吸光度值为最佳). 计算机自动拟

合四参数曲线并计算样本内PLCγ-1浓度. 
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

采用SPSS 11.5统计软件进行单因素方差分析, 
组间比较若方差齐时选择LSD法, 方差不齐时选

择Dunnett T3法进行方差分析和两两比较.

2  结果

大鼠胃黏膜细胞PLCγ-1活性 胃经血清组大鼠胃

黏膜细胞PLCγ-1活性与溃疡血清组比较有显著

性差异(P  = 0.01<0.05); 胃经血清组大鼠胃黏膜

细胞PLCγ-1活性与胆经血清组比较有显著性差

异(P  = 0.02<0.05); 胃经血清组大鼠胃黏膜细胞

PLCγ-1活性与胃经血清+PD153035组比较有显

著性差异(P  = 0.02<0.05) (表1).
以上结果提示: 针刺胃经穴后提取的血清

能明显提高胃溃疡大鼠胃黏膜细胞PLCγ-1活性, 
经PD153035阻断EGF受体后其活性皆减退, 说
明针刺后激发的经气可提高PLCγ-1的活性; 并
且发现针刺胃经穴提取的血清与针刺胆经穴后

提取的血清更加明显的增强PLCγ-1的活性, 说
明经穴脏腑确实存在一定的特异性联系.

3  讨论

胃黏膜保护是指胃黏膜长期暴露于腔内各种理

化因素的广泛变化而不受损伤的一种防御机制. 
参与黏膜防御的各种因素被看成是一个相互联

系相互作用的网络体系, 美国Wallow将此网络

体系分成5级, 第一级包括分泌到胃腔内的各种

具有防御功能的物质; 第二级是指黏膜上皮细

胞之间形成的紧密连接能显著抵抗氢离子的逆

向扩散, 上皮一旦受损还能进行快速重建与修

复; 第三级为黏膜的微循环; 第四级是指黏膜的

免疫系统; 最后一级则是黏膜损伤时, 上皮和腺

体的修复和生长. 以往临床资料表明针刺足阳

明经穴能增强胃黏膜的保护机制, 对胃肠疾病

有很好的疗效, 实验研究显示针刺胃经穴位对

为胃电, 胃运动, 胃分泌, 胃黏膜血流量等均有

明显调整作用, 并对胃黏膜损伤有很好的修复

作用, 并且认为针刺对胃黏膜保护和修复效应

与GAS, MTL, CCK, SP, VIP, SS等脑肠肽密切相

关[13-15]. 

    

表 1 各组大鼠胃黏膜细胞PLCγ-1活性比较 (mean±SD)

分组                                                        PLCγ-1活性 (nkat/g)

溃疡血清                                                    6.5±0.3a

胃经血清                                                  13.0±7.5 

胆经血清                                                    7.2±1.8a 

胃经血清+PD153035                                 7.4±2.7a 

胆经血清+PD153035                                 5.5±0.3

aP<0.05 vs  胃经血清组.

■名词解释
针刺血清: 是指从
针刺处理后的人
或动物体上采集
到的血清, 作为效
应物质加入到另
一个反应系统中, 
同在体或离体器
官、组织、细胞
或分子等靶目标
接触, 通过他们的
功能或形态学的
改变, 直接地观察
针刺处理后产生
的效应. 这比仅以
症状体征的变化
来评估针刺治疗
的作用, 无论在观
念或方法上都是
一种重要的进步, 
已引起了医药界
人士的广泛关注.
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近年报道表皮生长因子受体(EGFR)在介导

胃黏膜损伤修复过程中起着非常重要的作用, 
EGFR属于跨膜受体酪氨酸蛋白激酶家族, 他
广泛分布于人体的上皮细胞膜上, 其信号可介

导细胞的代谢、增殖、分化和迁移等生命现象
[16]. 很多研究表明在胃黏膜损伤修复中有EGFR
的高度表达, 对胃黏膜的保护及其损伤的修复

有很重要的作用[17], 故EGFR及其下游信号转导

通路与胃黏膜损伤修复的关系日益受到人们的

关注与重视, 其效应是配体与EGFR结合可引起

erbB家族成员内部二聚体受体复合物的形成, 
激活该受体的酪氨酸蛋白激酶, 结合一个ATP
分子, 启动一系列级联反应, 与下游含有SH2和
PTB区域的信号分子(如PLCγ-1)结合, 并进一步

激活IP3/Ca2+和DG/PKC双信号系统以及Ras信号

通路, 导致受体本身及细胞内酪氨酸残基的磷

酸化, 从而引起细胞的分裂增殖[18]. 针刺对胃黏

膜损伤修复的信号转导机制是否通过EGFR介

导PLCγ-1活化并进一步激活IP3/Ca2+和DG/PKC
双信号系统以及Ras信号通路目前尚未完全明

了, 本试验结果提示针刺胃经穴后提取的血清

能明显提高胃溃疡大鼠胃黏膜细胞PLCγ-1活性, 
经PD153035阻断EGF受体后其活性皆减退, 说
明针刺胃经穴在胃黏膜损伤的修复过程中的确

有体液机制的参与, 并且针刺胃经穴后所激发

的经气可能通过EGR受体介导PLCγ-1活化并进

一步激活IP3/Ca2+和DG/PKC双信号转导通路, 从
而诱导胃黏膜细胞的增殖; 本研究还发现针刺

对照点后提取的血清对胃溃疡大鼠胃黏膜细胞

PLCγ-1的表达明显弱于针刺胃经穴提取的血清

对胃溃疡大鼠胃黏膜细胞PLCγ-1的表达, 但高

于正常血清对胃溃疡大鼠胃黏膜细胞PLCγ-1的
表达, 说明经穴脏腑确实存在一定的特异性联

系, 其血清中存在的相关物质基础及其作用机

制有待作进一步研究. 
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■同行评价
本文探讨了针刺
血清对胃溃疡大
鼠 胃 黏 膜 细 胞
PLCγ-1活性的影
响, 题目准确, 内
容较先进, 设计合
理, 结论可靠.
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Abstract
AIM: To investigate the apoptosis-inducing 
effect of retroviral vector containing antisense 
human telomerase RNA (hTR) on hepatocellular 
carcinoma (HCC) cell line BEL-7402.

METHODS: The complete virus was obtained 
by importing the sense and antisense hTR into 
the PT67 cell line with electroporation. Bel-7402 
cell line was then transfected with the virus. The 
therapeutic effect was evaluated by cell growth 
curve. MTT assay and flow cytometry were used 
to investigate the apoptosis of BEL-7402 cells.

RESULTS: After transfection with retroviral 
vector, the growth of BEL-7402 cells was obvi-
ously inhibited. The apoptotic rate was signifi-
cantly higher in the cells transfected with anti-
sense hTR than that in the cells transfected with 
sense hTR and normal saline controls (61.32% ± 
2.24% vs 23.02% ± 2.13%, 4.11% ± 1.00%, P < 0.01), 
and the apoptotic rate was more significant 
when the antisense hTR-transfected cells were 
treated with 5-FU (71.71% ± 2.53%).

CONCLUSION: hTR can induce significant 
apoptosis of BEL-7402 cell line, and it plays a 
synergic role with 5-FU.

Key Words: Recombinant retroviral vector; Gene 
therapy; Hepatocelluler cancer; Antisense human 
telomerase RNA
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摘要
目的: 探讨逆转录病毒载体介导的反义端粒
酶抑制基因对肝癌细胞系BEL-7402的凋亡诱
导作用. 

方法: 用电穿孔的方法把正、反义端粒酶抑
制基因导入包装细胞, 包装出完整的病毒, 用
此病毒感染肝癌细胞系BEL-7402, 绘制细胞
生长曲线来研究其抗肿瘤疗效. 应用MTT、
流式细胞术研究细胞凋亡情况. 

结果: 肿瘤细胞感染逆转录病毒后, 肿瘤生长
受到明显抑制, 转染反义hTR病毒组BEL-7402
细胞凋亡率显著高于转染正义hTR病毒和生
理盐水组(61.32%±2.24% vs  23.02%±2.13%, 
4.11%±1.00%, P <0.01), 转染反义hTR与5-FU
联用细胞凋亡率更高, 为71.71%±2.53%.

结论: 反义端粒酶抑制基因能明显抑制肿瘤
细胞的体外生长, 与抗肿瘤药物5-FU有协同
作用, 联合用药可以增强疗效, 具有明显抗肿
瘤作用.

关键词: 重组逆转录病毒载体; 基因疗法; 肝细胞癌; 

反义hTR
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0  引言

原发性肝癌为我国常见的恶性肿瘤之一, 也是
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■背景资料
目前肝癌的治疗
仍以手术切除为
首选的治疗方案,
但手术切除的突
出问题是术后的
复发率高, 手术切
除率低, 加上绝大
多数患者在确诊
时已属临床中晚
期, 失去了手术治
疗的机会. 肝癌的
基因治疗作为一
种新的治疗方法, 
越来越受到重视.



我国恶性肿瘤防治研究的重点 .  肿瘤是细胞

“增生性疾病”, 更是细胞死亡异常的疾病. 肿
瘤细胞凋亡调控对于肿瘤的发生、发展有着极

其重要的作用, 为人们认识和防治包括肝癌在

内的恶性肿瘤及其他重大疾病指出了新的方向. 
而端粒及端粒酶的发现更为肝癌的治疗增添了

新的途径. 反义核酸技术特异性的封闭靶基因

序列, 可从分子水平上抑制病毒基因的复制、

转录和翻译, 从而达到抗病毒的目的. 我们旨在

探讨反义端粒酶抑制基因诱导肝癌细胞凋亡, 
抑制端粒酶活性, 从而抑制肝癌细胞的生长, 为
肝癌基因治疗提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 细胞系 包装细胞系PT67细胞购自上海中

科院细胞库, NIH3T3购自山东医学科学院, 人肝

癌细胞系BEL7402为本实验室常规保存. 含有新

霉素磷酸转移酶Ⅱ(NeoR)重组逆转录病毒载体

pLXSN由本实验室常规保存. pLXSN-hTR-Eco R
Ⅰ和pLXSN-hTR-Bam HⅠ质粒由刘吉勇教授构

建[1]. PT67和NIH3T3细胞分别用含200 mL/L,  
100 mL/L小牛血清的HG-DMEM培养液增殖, 
维持液为含20 mL/L小牛血清的HG-DMEM培

养液. 超速冷冻离心机, 为Beckman Coulter公司

产品. 
1.1.2 试剂 HG-DMEM、RPMI-1640、G418购
自Gibco公司. 小牛血清购自杭州四季青公司. 
Annexin Ⅴ、溴化内锭(PI)为美国Sigma公司产品.
1.2 方法 

1.2.1 包装重组病毒 pLXSN-hTR-Eco RⅠ和

pLXSN-hTR-Bam HⅠ质粒用电穿孔的方法分别

导入包装细胞系PT67细胞中. 分别将电转后的

PT67细胞接种在24孔板上, 50 mL/L CO2, 37℃
孵箱中孵育24 h. 待细胞长到50%铺满时加入含

有G418浓度为300 μg/mL HG-DMEM培养液培

养2 w k, 挑选阳性克隆用H G-D M E M培养液

培养. 
1.2.2 病毒原液提取和滴度测定 待G418抗性

PT67细胞长至近满瓶时提取培养液, 用0.45 μm
的滤器进行过滤, 滤液在4℃ 20 000 g离心2 h, 
离心管置于冰浴条件下, 1 mL/L完全营养液回

悬沉淀, 回悬时使用同一吸管以避免损失, 约
每15 min吹打一次, 避免产生气泡. 用pLXSN-
hTR-Eco RⅠ和pLXSN-hTR-Bam HⅠ质粒转染

得到的病毒上清分别称为正义h T R病毒和反
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义hTR病毒. 感染前24 h将NIH3T3细胞按1×
105/孔接种6孔板, 过夜. 感染当天, 移去培养液, 
加入低血清的培养液1 mL, 分别加入两种方法

浓缩的病毒上清以及浓缩以前的病毒上清各

10 μL, 50 μL, 100 μL, 每种浓度各种两孔, 再
加入800 mg/L的polybrene储液至终浓度8 mg/
L. 37℃感染2-3 h, 加入低血清培养液3 mL将
polybrene稀释至2 mg/L, 培养48 h. 用选择培

养液1∶4分传NIH3T3细胞, 培养3 d. 用含G418
最小致死剂量400 m g/L的选择培养液, 共培

养7-10 d后. 待克隆扩散前进行克隆计数. 按
RCFU/mL = 克隆数/病毒原液体积来计算病毒

滴度. 
1.2.3 重组病毒感染BEL7402细胞及基因转导鉴

定 感染前24 h将BEL7402细胞按1×105/孔接

种6孔板, 过夜. 感染当天, 移去培养液, 加入低

血清的培养液1 mL, 分别加入浓缩的病毒上清

100 μL, 再加入800 mg/L的polybrene储液至终

浓度8 mg/L. 37℃感染2-3 h, 加入低血清培养液

3 mL将polybrene稀释至2 mg/L, 继续培养. 选
感染3 d的BEL7402细胞常规方法提取DNA, 进
行PCR扩增及凝胶电泳, 如果BEL7402感染了重

组逆转录病毒, 则在相应的区域出现条带. 
1.2.4 细胞生长曲线 BEL7402细胞按1×105/孔接

种6孔板, 分别加反义hTR病毒+5-FU、反义hTR
病毒、5-FU、正义hTR病毒+5-FU、正义hTR病
毒和生理盐水. 各组分别命名为A、B、C、D、

E、F组, 以下分组方法相同. 在第1, 3, 5, 7天分

别取各组细胞以4 g/L台盼蓝拒染的方法计数活

细胞, 绘出生长曲线, 并按下列公式计算细胞生

长抑制率. 细胞生长抑制率 = (对照组细胞数-处
理组细胞数)/对照组细胞数×100%. 
1.2.5 MTT对细胞增殖凋亡的检测 BEL7402细胞

按1×103/孔接种96孔板, 于24, 48, 72 h分别加

入反义hTR病毒、5-FU、反义hTR病毒+5-FU、

正义hTR病毒+5-FU、正义hTR病毒和生理盐水, 
每组5个复孔. 于24, 48, 72 h分别加MTT 20  μL, 
37℃孵育4 h后终止培养, 吸净上清, 每孔加SDS 
200  μL振荡10 min, 使结晶充分溶解. 490 nm
酶联免疫检测仪测吸光值. 
1.2.6 流式细胞仪对细胞凋亡的检测 BEL7402
细胞按1×105/孔接种6孔板, 细胞长至50%铺满

时分别加反义hTR病毒、5-FU、反义hTR病毒

+5-FU、正义hTR病毒+5-FU、正义hTR病毒和

生理盐水. 72 h进行流式细胞检测. 采用Annexin 
Ⅴ加溴化内锭(PI)双染分析方法. 具体操作步骤
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■研发前沿
在正常细胞恶变
过程中, 癌基因激
活或抑癌基因失
活激活了端粒酶, 
使染色体端粒稳
定地维持在一定
长度, 从而使癌细
胞得以持续增殖. 
因此端粒酶不但
成为一种新的肿
瘤标志物, 而且也
成为肿瘤基因治
疗的新理想靶点.
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按说明书进行, 染色后Annexin Ⅴ阳性加PI阴性

者为凋亡细胞. 流式细胞仪检测凋亡率.

2  结果

2.1 病毒滴度及基因转导鉴定(图1) 浓缩逆转录

病毒滴度为0.95×106. 目的基因片段为490 bp, 
加上基因载体上的引物片段50 bp共540 bp. 从
图1可以看出阴性对照在540 bp处没有条带, 说
明其不含有目的基因. 而逆转录病毒感染的细

胞、阳性对照在540 bp处有条带, 说明病毒感

染的细胞含有目的基因.
2.2 细胞生长曲线及细胞生长抑制率 从表1细胞

生长抑制率可以看出随时间延长, 细胞生长抑

制率逐渐增大,  A组最明显(表1), 生长曲线见

图2.

2.3 MTT检测结果 MTT检测病毒感染后肝癌细

胞BEL7402生长抑制情况, 发现各组生长中A组

生长抑制最明显(图3).
2.4 流式细胞检测结果 除C、D两组之间外, 其
余各组之间P <0.01, 有显著差异(表2).

3  讨论

端粒酶是由小分子R N A和蛋白质组成的一种

特殊核糖核蛋白逆转录酶. 人端粒酶包括3个组

分: 端粒酶RNA(human telomerase RNA, hTR)、
端粒酶相关蛋白(telomerase-associated protein, 
TEPⅠ)和端粒酶催化亚单位(telomerase catalytic 
subunit, hTERT). 端粒酶以自身hTR为模板, 逆
转录合成端粒, 端粒是染色体末端的保护性结

构, 为一段高度重复的碱基序列, 其作用是维持

染色体的稳定性和完整性, 防止染色体断裂和

重组. 
绝大多数正常体细胞端粒酶呈阴性, 端粒

在细胞分裂过程中逐渐缩短, 使细胞进入衰老

状态, 即第一死亡期(M1期), 细胞停止分裂而死

亡, 若细胞被病毒感染或抑癌基因突变, 则可越

过M1期继续分裂, 端粒渐缩短直至达到关键阈

值, 即第二死亡期(M2期), 绝大多数细胞死亡, 
极少数细胞在此阶段激活端粒酶使端粒功能恢

复, 细胞永生化并发展成为肿瘤细胞. 端粒酶通

过维持端粒长度, 在细胞衰老、永生化和癌变

图 1 PCR凝胶电泳图谱. 1: 阴性

对照; 2: 逆转录病毒感染的细胞; 

3: 阳性对照; 4: 100 b DNA ladder 

Marker.
    

表 1 细胞生长抑制率

                         时间 

               3 d                       5 d                         7 d

A组                  -0.022                 0.567                  0.727

B组                  -0.076                 0.533                  0.679

C组                  -0.027                 0.54                    0.67

D组                  -0.021                 0.547                  0.6

E组                  -0.021                 0.32                    0.36

F组

分组

图 2 感染病毒后肝癌细胞BEL7402生长曲线.

图 3 MTT检测病毒感染后肝癌细胞BEL7402生长抑制情况.

    

表 2 流式细胞检测结果 (mean±SD, %)

分组                                                   凋亡细胞比率

A组                                               71.71±2.53

B组                                               61.32±2.24

C组                                               36.82±2.42

D组                                               36.46±1.71

E组                                               23.02±2.13

F组                                                 4.11±1.00

■应用要点
反义hTR与5-FU
联合用药, 可以提
高疗效, 相应减少
5-FU的用量, 降低
其毒副作用, 对于
治疗肝癌有一定
价值.
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过程中发挥重要作用. 他的表达水平与恶性肿

瘤的发生、发展和预后密切相关, 因此已成为

新的肿瘤标志物和治疗靶点. 在绝大多数恶性

肿瘤细胞中高表达, 他通过延长端粒而维持肿

瘤细胞的持续增殖能力. 因此, 端粒酶不但成为

一种新的肿瘤标志物, 而且也成为肿瘤基因治

疗的新理想靶点. 
由于反义核酸技术特异性封闭靶基因序列, 

可以从复制、转录和翻译水平发挥作用, 具有

高稳定性和特异性. 因而在基因调控及治疗中

备受重视. 研究报道hTR的反义核酸可以抑制端

粒酶的活性, 从而抑制肿瘤细胞的增殖生长[2-3]. 
已有文献报道反义hTR对乳腺癌、宫颈癌、胃

癌和结直肠癌等多种肿瘤细胞有抑制作用[4-7]. 
有研究表明, 以hTR为靶目标的反义基因治疗能

抑制端粒酶活性并进一步诱导肿瘤细胞凋亡[8-9]. 
本研究发现反义hTR抑制肿瘤细胞生长, 引

起细胞凋亡具有时间依赖性[7]. 肿瘤细胞在其端

粒酶受到抑制后仍需经过一些细胞分裂周期才

出现凋亡. 推测可能由于端粒酶活性被抑制后

需经过一段时间大量消耗的端粒无法补充才导

致细胞死亡. 这与Feng et al [5]报道的用反义hTR
转染人Hela细胞增殖23-26个周期以后细胞开始

死亡结果较接近. 反义hTR与5-FU有明显的协同

作用, 联合用药, 可以提高疗效, 同时可以相应

减少5-FU的用量, 减少其毒副作用. 反义hTR治
疗肝癌具有潜在的临床应用价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the in vitro action of the 
chitosans against Helicobacter pylori and its 
influential factor. 

METHODS: Stiletto method was used to exam-
ine the inhibitory effect of chitosans at different 
concentrations and pH values on three strains 
of H pylori, including SSI and two other strains 
isolated from patients. Bacteriostatic test was 
performed to explore the molecular weight and 
metal ion on the bacteriostatic activity of chito-
sans against H pylori. 

RESULTS: Chitosans had inhibitory effect on 
all the three kinds of H pylori strains, and the 
effects were not significantly different between 
the three strains (P  > 0.05). Within the scopes 
of pH8.5-5.5, the action of chitosan on H pylori 
strengthened with the lowering of the pH value 
(P < 0.01). Chitosans at different concentrations 

had marked difference in suppressing H pylori (P  
< 0.01), and the action reached the peak when it 
is at 40 g/L. As the chitosans weighted less than 
400 000 u, the bacteriostatic activity increased 
first and then decreased, and the chitosan weigh-
ing 10-200 000 u had the strongest action, lasting 
134 h. The bacteriostatic activity of chitosans 
decreased with the increase of Na+ and Mg2+ 
concentrations. 

CONCLUSION:  Chitosan has inhibitory ac-
tion against H pylori in vitro, and the action is 
strengthened in acid condition. The weight of 
chitosans and the concentrations of metal ion 
can affect the bacteriostatic activity of the chito-
sans.

Key Words: Chitosan; Helicobacter pylori ; Bacterio-
static activity

Zheng TS, Wang YN, Zong AP. In vitro  action of chitosan 
against Helicobacter pylori  and its influential factors. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2006;14(10): 993-996

摘要
目的: 研究壳聚糖在体外抗幽门螺杆菌的作
用及其影响因素, 为临床应用壳聚糖治疗胃病
提供实验依据.  

方法: 采用打孔法检测不同浓度和不同pH值
壳聚糖对H pylori 标准菌株SSl和两株患者体
内分离出的H pylori 菌株的抑菌作用. 并采用
抑菌试验探讨不同分子质量壳聚糖及金属离
子对壳聚糖抗H pylori作用的影响. 

结果: 壳聚糖对3种H p y l o r i 菌株均有抑菌
作用, 且在3株不同H p y l o r i 菌株间无差异
(P >0.05); 在pH8.5-5.5范围内, 随着pH值降低, 
壳聚糖的抗H pylori 作用增强(P <0.01); 不同
浓度的壳聚糖对H pylori 的抑菌作用有非常
显著差异(P <0.01), 在40 g/L时达高峰. 壳聚糖
分子质量在400 ku以内, 随着分子质量的升
高, 其抑菌活性为先升高后降低. 分子质量为
10-200 ku的抗H pylori作用最强, 抑菌时间长
达134 h. NaCl、MgCl2等金属离子对壳聚糖
的抗H pylori作用有影响, 且随浓度的增大, 其

■背景资料
壳聚糖(chitosan, 
CTS)是作者从地
产龙虾壳中提取
出的甲壳素经脱
乙酰基的产物. 这
种碱性氨基多糖, 
具有天然抗菌活
性 ,  且抗菌广谱 , 
但对H pylori 的抑
制 作 用 ,  未 见 报
道.
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抑菌百分率下降.

结论: 壳聚糖在体外对H pylori有抑菌作用, 并
且此作用在酸性条件下明显加强. 不同分子质
量壳聚糖及金属离子对壳聚糖抗H pylori作用
有影响.

关键词: 壳聚糖; 幽门螺杆菌; 抑菌作用
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0  引言

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

类常见的致病菌, 他的感染不但与B型胃炎和

消化性溃疡的发生密切相关[1], 而且与非溃疡

性消化不良, 淋巴组织(MALT)淋巴瘤和胃癌等

也有重要关系[2-3]. 其致病物质有尿素酶、细胞

相关毒素、空泡毒素(VacA)和cag致病岛(cag 
pathpgenicity island, cag PAI)等[4-5]. 在我国胃病

是一种严重危害人民健康的常见病、多发病, 
因此, 寻找抗H pylori药物, 防治各种类型胃病具

有重要意义. 壳聚糖是一个来源丰富、无毒、

可吸收降解的天然氨基葡聚糖, 具有广谱的抗

菌性能. 近年来国内外学者研究发现壳聚糖可

抑制大肠杆菌、沙门菌属、金黄色葡萄球菌、

绿脓杆菌、李斯特单核细胞增生菌、小肠结肠

炎耶尔森菌、链球菌、霍乱弧菌、志贺痢疾杆

菌、产气单胞菌属及某些真菌的生长[6-7]. 但对H 
pylori抑制作用的报道较少, 为此本文研究了壳

聚糖体外抗幽门螺杆菌的作用, 并对其影响因

素作了探讨, 为临床应用壳聚糖治疗胃病提供

依据. 
 
1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 H pylori 标准菌株 为Sydney Strain l(SSl)H 
pylor i标准菌株, 江苏大学医学技术学院提供. 
从十二指肠溃疡患者(H pylori D)和胃溃疡患者

(H pylori G)胃窦黏膜分离出的H pylori菌两株, 由
江苏大学附属医院提供.    
1.1.2 培养基 空肠弯曲菌选择性琼脂培养基、

营养琼脂培养基, 由江苏大学附属医院提供.    
1.1.3 壳聚糖 不同分子质量壳聚糖(M r为1-40.2
万), 脱乙酰度80%-90%, 由镇江科力生物技术有

限公司提供.
1.2 方法

1.2.1 细菌培养 将SSl H pylori菌株和患者体内

分离出的H pylor i菌株接种在含75 mL/L无菌

羊血的培养基上, 微需氧条件下(50 mL/L O2、

100 mL/L CO2、850 mL/L N2), 37℃培养3 d后, 
用布氏肉汤洗脱细菌并收集配成含H pylori菌4
×1012/L的布氏肉汤.
1.2.2 抑菌试验方法 取直径9 cm培养皿, 培养基

厚约6 mm, 取含H pylori菌4×1012/L的布氏肉

汤H pylori菌液0.5 mL, 均匀涂布于培养基上, 
待干燥后, 采用打孔法在培养基上打直径4 mm
孔, 分别向各孔加入壳聚糖试验溶液, 加入量为

加平每孔, 对照孔分别加入含相应浓度乙酸的

蒸馏水. 培养3 d, 测量抑菌环直径, 每一浓度做

3个孔, 取平均值.
1.2.3 壳聚糖抑菌试验 称取壳聚糖(M r10.3万)干
粉适量, 分别溶于含10 mL/L、20 mL/L冰乙酸

和不含冰乙酸的灭菌蒸馏水中, 壳聚糖的浓度分

别为10 g/L、20 g/L、30 g/L、40 g/ L、50 g/
L. pH分别为8.5、6.5和5.5. 放置24 h, 待壳聚糖

完全溶解后按上述方法试验. 另取pH5.5的不同

浓度壳聚糖溶液, 对上述3株H pylori菌悬液用本

文方法试验. 

2  结果

2.1 不同浓度壳聚糖在不同pH值下的抗H pylori

3种pH值之间比较P<0.01.

    

表 1 不同浓度壳聚糖在不同pH下对H pylori的抑菌环 (n ＝ 
3, mean±SD)

壳聚糖 (g/L)       pH5.5               pH6.5          pH8.5

  0
10
20
30
40
50
P值

  1.42±0.32
  3.32±0.15
  9.28±0.22
14.91±0.25
16.88±0.26
16.86±0.31
       P<0.01

         0
  2.15±0.12
  7.16±0.16
11.91±0.10
14.35±0.13
14.33±0.11
       P<0.01

       0
       0
       0
1.93±0.16
2.36±0.27
2.42±0.23
      P<0.01

    

表 2 不同浓度壳聚糖在pH5.5时对3株H pylori 的抑菌环 
(n ＝3, mean±SD)

壳聚糖 (g/L)         SSI                H pylori D         H pylori G

  0
10
20
30
40
50
P值

 1.56±0.25
 3.28±0.27
 9.26±0.34
 15.6±0.45
 16.9±0.28
 16.8±0.29
      P<0.01

 1.33±1.8
 3.26±0.23
 9.31±0.28
 15.1±0.52
 16.3±0.56
 16.7±0.16
      P<0.01

1.46±0.28
3.29±0.21
9.27±0.42
15.3±0.38
16.4±0.32
16.5±0.36
      P<0.01

■研发前沿
H pylori 与消化系
统疾病的关系十
分密切, 但其耐药
菌株的出现使该
病的治疗十分困
难, 是困扰消化内
科医生的一个现
实问题. 因此, 探
讨治疗H pylori 新
的 药 物 ,  已 成 为
目前的研究热点. 
作者应用壳聚糖
进 行 体 外 抑 制H 
pylori 实验, 取得
了较好效果，值
得进一步探讨.
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作用(表1,2) 壳聚糖在pH5.5时对3株H pylori菌
株的抑菌作用无差异(P >0.05). 但不同pH值的

壳聚糖溶液的抑菌作用有显著差异(P <0.01), 进
一步行q检验发现, 各组之间也有非常显著的差

异(P <0.01), 随着pH值的降低, 壳聚糖的抑菌作

用增强. 同样不同浓度的壳聚糖溶液的抑菌作

用也有非常显著差异(P <0.01), 进一步行q检验

发现, 在pH为6.5和5.5的壳聚糖溶液中浓度为

20 g/L、30 g/L、40 g/L的各组之间均有显著

性差异(P <0.01), 随着浓度的增加, 壳聚糖的抑

菌作用增强, 但40 g/L以后, 浓度增加, 抑菌作用

不再增加(P >0.05).
2.2 壳聚糖抗H pylori 作用的影响因素

2.2.1 不同分子质量壳聚糖对H pylori 作用的影

响  各取M r为1万、5.3万、10.3万、20.4万、

40.2万壳聚糖(脱乙酰度为80%-90%)1 g, 溶于

1 mL/ L乙酸, 且用1 mo1/L NaOH溶液或1 mL/
L乙酸调至pH5.5(用pH计检测), 定容到100 mL, 
分别得不同分子质量的10 g/L壳聚糖溶液. 取
此液1 mL, 分别加入熔化并冷却至40℃的营养

琼脂培养基(pH 6.0)9 mL, 摇匀凝固制成双碟平

板, 使壳聚糖的最终浓度为1 g/L, 然后划线接种

H pylori菌, 将平板置于37℃恒温箱培养, 分别在

19、38、62、86、110、134 h观察菌生长情况, 
从是否长菌和抑菌时间上判断抑菌活性的强弱. 
由(图1)说明, M r在40万以内, 随着壳聚糖分子质

量的升高, 壳聚糖的抑菌活性为先升高后降低. 
M r为10-20万时抗H pylori作用最强, 抑菌时间长

达134 h.
2.2.2 金属离子对壳聚糖抗H pylor i 作用的影

响 在p H5.5的40 g/L壳聚糖溶液中分别加入

NaCl(A.R)、MgCl2(A.R), 使其浓度为0.1、0.2、

0.3 mmol/L, 作用1 h, 对H pylori做抑菌试验. 方
法是取等量的菌悬液与待测样品溶液, 置恒温摇

床上150 r/min下培养1 h, 混合均匀取一定量混

合液在营养琼脂培养基上涂布均匀, 置恒温培养

箱中37℃下培养24-48 h, 取出观察各个平板上

的细菌生长情况. 计算抑菌百分率, 同时做空白

和乙酸(pH 5.5)对照. 由(图2)可知, NaCl、MgCl2

等金属离子对壳聚糖的抗H pylori作用有影响, 
且随浓度的增大, 其抑菌百分率下降.

3  讨论

壳聚糖抑菌作用的研究是近几年才开展的, 已
有报道他对许多细菌和真菌有抑制作用[7]. 本研

究发现壳聚糖无论是对H pylori的标准菌株, 还
是对从临床患者体内分离出的H pylori菌株均有

一定抑制作用, 提示他对H pylori菌有普遍的抑

菌作用. 壳聚糖体外对H pylori的抑菌作用, 在
酸性条件下明显加强, pH为8.5时, 其抑菌作用

很弱, pH6.5时抑菌作用增强, 当H pylori为5.5时
其抑菌作用最强. 同样壳聚糖的抑菌作用也需

要一定的浓度, 在酸性条件下从20 g/L到40 g/L
随着浓度的增加抑菌作用增强, 但浓度增加到

40 g/L以后, 抑菌作用不再增强, 当浓度为30 g/L
时抑菌环直径已达15 mm,  表明壳聚糖在pH5.5
时, 浓度为30-40 g/L时在体外对H pylori菌有较

好的抑菌作用(表1,2). 本试验结果还表明, 壳聚

糖的抑菌作用与分子质量的大小有关. 低分子

质量壳聚糖有一定杀菌作用, 是因为分子质量

小, 容易进入细胞壁的空隙结构内, 干扰细胞的

新陈代谢, 达到杀菌目的. 高分子质量壳聚糖具

有较强的抑菌作用, M r为10-20万的壳聚糖抗H 
pylori作用最强, 抑菌时间长达134 h(图1). 其抗

图 1  不同分子质量壳聚糖对H pylori 作用的影响. 图 2 金属离子对壳聚糖抗H pylori 作用的影响.

■创新盘点
本 研 究 发 现 壳
聚 糖 在 体 外 对H 
pylori 有明显的抑
制作用, 且在酸性
条件下(pH5.5)明
显 加 强 ;  不 同 分
子质量壳聚糖对
H pylori 的抑制作
用有影响 ,  M r在
10-20万的壳聚糖
抗H pylori 作用最
强; NaCl、MgCl2

等金属离子对壳
聚糖的抗H pylori
作用有影响, 且随
着浓度的增加, 其
抑菌百分率下降.
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菌性能可能源于抗菌基团-NH4
+, 且高分子质量

壳聚糖具有成膜特性, 能在细胞表面形成足够

致密的膜. 但NaCl 、MgCl2等金属离子对壳聚

糖的抗H pylori作用有影响, 且随浓度的增大, 其
抑菌百分率下降(图2), 应用时需注意.

H pylori在体外虽然对多种抗菌药物敏感, 
但在体内任何一种药物对H pylori的根除率均不

高, 抗菌药不能耐受胃内的酸性环境是其原因

之一. 壳聚糖在酸性条件下能更好地发挥抗菌

作用, 他的抗菌机制可能为多聚阳离子与细菌

表面的阴离子交联, 从而改变细菌膜的渗透性. 
他除了具有抗菌作用外, 还有中和胃酸[8]、增强

抗菌药作用、调节免疫功能[9]等功效. 壳聚糖抑

制H pylori生长的机理目前尚不清楚, 有待于进

一步研究. 
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■应用要点
壳聚糖对H pylori
有明显抑制作用, 
且在酸性条件下
抑菌效果最好, 尤
其适应胃内的酸
性环境, 为临床应
用 壳 聚 糖 治 疗H 
pylori 引发的胃病
提供了依据.
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Abstract
AIM: To observe the effect of Banxia (BX), 
Shengjiang (SJ) and Gancao (GC) Xiexin decoction 
on the gastric evacuation and secretion of 
gastrointestinal hormones. 

METHODS: Sixty rats were randomly and 
averagely divided into control group, BX, 
SJ and GC group. The rats in BX, SJ, and GC 
group were treated with the decoctions of BX, 
SJ, and GC respectively [5.67, 7.42, 5.36 g/(kg
•d)]. Gastric residue was observed in all the 
rats with a marker of dextran blue-2000 to 
determine the capacity of gastric emptying. The 
levels of gastrointestinal hormones, including 
vasoactive intestinal peptide (VIP), substance 
P (SP), somatostatin (SS), gastrin (GAS), and 
motilin (MTL), in rat blood were measured by 
radioimmunoassay.

RESULTS: In comparison with that in the 
normal controls (99.9% ± 32.2%), gastric residue 
decreased significantly in BX group (66.1% ± 
21.1%, P  = 0.014) and increased significantly in 
SJ group (141.8% ± 21.1%, P  = 0.012), while it 
didn’t change notably in GC group. The levels 
of VIP and SP were markedly lower in BX 
group than those in the normal controls (348.1 
± 102.5 ng/L vs  445.8 ± 101.9 ng/L, P  = 0.032; 
47.0 ± 15.2 ng/L vs  63.0 ± 14.7 ng/L, P  = 0.011). 
The levels of SS was markedly higher in BX 
and SJ group than those in the controls (562.3 ± 
149.7, 553.9 ± 98.9 ng/L vs  461.7 ± 77.0 ng/L, P  
= 0.014 and P  = 0.023, respectively). The levels of 
GAS and MTL were obviously higher in SJ (70.7 
± 11.9 ng/L, P  = 0.011; 205.0 ± 22.0 ng/L, P  = 
0.001) and GC group (79.7 ± 9.3 ng/L, P  = 0.001; 
205.1 ± 43.1 ng/L, P  = 0.014) than those in the 
controls (56.0 ± 11.5 ng/L; 162.6 ± 19.5 ng/L).

CONCLUSION: Three decoctions have different 
effects on the gastric motility and secretion of 
gastrointestinal hormones.

Key Words: Gastric evacuation; Gastrointestinal 
hormone; Xiexin decoction

Liu XN, Niu X, Jin XD, Si YC. Influence of Xiexin decoction on 
gastric emptying and gastrointestinal hormones in rats Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14(10): 997-1000

摘要
目的: 观察半夏泻心汤(BX)、生姜泻心汤(SJ)
和甘草泻心汤(GC)对大鼠胃排空及胃肠激素
的影响.

方法: 60只SD大鼠随机分为正常对照组(n  = 
15)、半夏泻心汤组(n  = 15)、生姜泻心汤组(n  
= 15)和甘草泻心汤组(n  = 15), 大鼠连续灌胃7 
d, 半夏、生姜和甘草泻心汤组给药量分别为
5.67, 7.42, 5.36 g/(kg•d); 通过测定大鼠胃内标
记物－葡聚糖蓝的相对残留率来观察胃排空
能力; 采用放射免疫学的方法测定大鼠血中
胃肠激素的含量。

®

■背景资料
类方是在一个方
剂的基础上, 通过
药味或药量的变
化而演变产生的
一组在功能主治
上既有联系又有
差异的方剂群. 现
代学者认为, 研究
一组类方的化学
变化及其作用环
节、靶点的本质
变化规律, 将为揭
示复方配伍规律
的科学内涵提供
可能的理论和方
法学基础. 本文以
半夏、生姜和甘
草泻心汤为研究
对象, 观察三类方
对胃运动及其胃
肠激素的影响, 为
其功能主治差异
提供实验理论依
据.
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结果: 与正常对照组(99.9% ± 32.2%)相比, 
半夏泻心汤组(66.1% ± 21.1%, P  = 0.014)胃
内色素相对残留率明显减少, 生姜泻心汤组
(141.8% ± 21.07%, P  = 0.012)胃内色素相对
残留率明显增加, 甘草泻心汤胃排空作用不
明显. 与正常对照组相比, 半夏泻心汤组的血
管活性肠肽(VIP)、P物质(SP)水平下降显著
(348.1 ± 102.5 ng/L vs  445.8 ± 101.9 ng/L, P  
= 0.032; 47.0 ± 15.2 ng/L vs 63.0 ± 14.7 ng/
L, P  = 0.011); 半夏、生姜泻心汤组生长激
素(SS)水平明显升高(562.3±149.7, 553.9 ± 
98.9 ng/L vs  461.7 ± 77.0 ng/L, P  = 0.014 和 
P  = 0.023); 生姜、甘草泻心汤组胃泌素(GAS)
水平(70.7 ± 11.9, 79.7 ± 9.3 ng/L vs  56.0
±11.5 ng/L, P  = 0.011和P  = 0.001)、胃动素
(MTL)水平(205.0±22.0, 205.1 ± 43.1 ng/L 
vs 162.6 ± 19.5 ng/L, P  = 0.001和P  = 0.014)
显著升高. 

结论: 三泻心汤对大鼠胃排空及胃肠激素的
影响存在差异, 可能是三方功能主治差异的原
因之一.

关键词: 胃排空; 胃肠激素; 泻心汤

刘晓霓, 牛欣, 司银楚, 金秀东. 中药泻心汤对大鼠胃排空和胃肠

激素的影响.世界华人消化杂志  2006;14(10):997-1000
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0  引言

半夏泻心汤、生姜泻心汤和甘草泻心汤出自

东汉著名医学家张仲景所撰《伤寒论》, 由半

夏、黄芩、黄连、炙甘草、干姜、生姜、人

参、大枣8味药组成, 是辛开苦降、调和脾胃阴

阳的代表方剂. 3方组方相似, 皆为治疗痞满证

脾胃病的有效良方, 但临床主治却有所不同, 由
于痞满证与胃运动障碍有相似之处, 且众多的

研究资料证实3方具有调节胃肠运动的功效, 故
我们观察3方对大鼠胃排空及胃肠激素的影响, 
从而为3方功能主治差异提供客观实验依据. 
 
1  材料和方法

1.1  材料  健康S D大鼠 ,  雌雄兼用 ,  12周龄 , 
200-220 g, 由北京维通利华实验动物中心提供. 
葡聚糖蓝-2000购自Pharmacia公司; EDTA、抑

肽酶、胃动素放免试剂盒、胃泌素放免试剂

盒由解放军总医院科技发展中心东亚放免所提

供; 血管活性肠肽放免试剂盒、P物质放免试剂

盒、生长抑素放免试剂盒由北京海科锐生物技

术中心提供; 三泻心汤干膏由北京中医药大学

中药教研室制备(表1). WFZ 800-D2型紫外可见

分光光度计(北京第二光学仪器厂); TGL-16G型

冷冻离心机(上海安亭科学仪器厂); N-682B型r
计数仪(中科院上海原子能研究所). 
1.2 方法 60只大鼠随机分为正常对照组、半夏

泻心汤BX组、生姜泻心汤SJ组、甘草泻心汤

GC组4组. 大鼠连续灌药7 d, 剂量为人用量7倍, 
对照组按同等剂量给自来水. 实验前, 禁食不禁

水24 h, 末次灌药后1 h, 灌入20 g/L的葡聚糖

篮-2000 0.5 mL, 经20 min后, 开腹取出胃, 沿胃

大弯剪开, 将胃内色素残留物充分洗于4 mL去
离子水中, 4000 r/min离心15 min, 取上清液, 用
WFZ 800-D2型紫外可见分光光度计在620 nm
波长测吸光度即为胃内色素残留量吸光度, 求
出各样本吸光度与对照组吸光度均值的百分比

即为各样本的胃内色素相对残留率. 各样本相

对胃内残留率(%) = 各样本的胃内色素残留吸

光度/对照组胃内色素残留吸光度均值. 腹主动

脉采血5 mL, 4 mL置入预先用60 μL 100 g/L 
EDTA和80 μL抑肽酶抗凝的试管中, 颠倒混匀

后静置, 1 mL放入无任何抗凝剂的试管中, 均静

置1 h, 4000 r/min离心15 min, 分离出血浆和血

清, -20℃保存备用. 胃肠激素测定参考试剂盒说

明. 
统计学处理: 数据以mean±SD差表示, 应用

SPSS 10.0软件, 采用单因素方差分析(one-way 
ANOVA)的方法进行统计. 

2 结果 

与正常对照组相比(99.9%±32.3%), 半夏泻心

汤组(66.1%±21.1%)大鼠胃内色素相对残留率

减少(P <0.05); 生姜泻心汤组(141.8%±21.1%)
大鼠胃内色素相对残留率增加(P <0.05); 甘草泻

心汤组(88.7%±35.1%)大鼠胃内色素相对残留

率与对照组相比, 无显著性差异, 但有下降的趋

势; 与半夏泻心汤组相比, 生姜泻心汤组大鼠胃

内色素相对残留率明显增加(P <0.01); 与生姜泻

心汤组相比, 甘草泻心汤组大鼠胃内色素相对

    

表 1 三方药味配比 (g)

方名 生姜 半夏 干姜 黄芩 黄连 党参 大枣 甘草

半夏泻心汤   0   9.0 7.6 7.6 2.5 7.6 6.8 7.6
生姜泻心汤 12.6 10.7 3.0 9.0 3.0 9.0 8.0 9.0

甘草泻心汤    0   8.1 6.8 6.8 2.3 6.8 6.1 9.0
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残留率明显减少(P <0.01). 与正常对照组相比, 
半夏、生姜、甘草泻心汤3组胃动素水平均有

所升高, 但生姜泻心汤组和甘草泻心汤组升高

显著(P <0.01和0.05); 三泻心汤组间胃动素水平

相比, 生姜泻心汤组较半夏泻心汤组升高明显

(P <0.01, 表2).与正常对照组相比, 半夏、生姜、

甘草泻心汤3组胃泌素水平均有所升高, 但生姜

泻心汤组和甘草泻心汤组升高显著(P <0.05和
0.01); 三泻心汤组间胃泌素水平相比, 生姜泻心

汤组和甘草泻心汤组较半夏泻心汤组升高明显

(P <0.05和0.01, 表2).与正常对照组相比, 半夏泻

心汤组的血管活性肠肽水平下降显著(P <0.05); 
生姜泻心汤组和甘草泻心汤组变化不明显; 三
泻心汤组间血管活性肠肽水平相比, 生姜泻心

汤组和甘草泻心汤组较半夏泻心汤组升高明显

(P <0.01和0.05, 表2).与正常对照组相比, 半夏泻

心汤组的P物质水平下降显著(P <0.05); 三泻心

汤组间P物质水平相比, 甘草泻心汤组较半夏泻

心汤组升高明显(P <0.05, 表2). 与正常对照组相

比, 半夏、生姜泻心汤组生长抑素水平均有所

升高(P <0.05, 表2).

3 讨论

半夏泻心汤、生姜泻心汤和甘草泻心汤三方主

证虽然有所不同, 但皆治心下痞满之证, 这与现

代医学中消化系统疾病中的胃排空延迟有相似

之处. 故本研究采用胃运动作为研究三方的切

入点. 现代临床研究表明, 半夏泻心汤对呕吐、

腹泻、便秘、消化不良、胃节律紊乱等消化系

统疾病具有明显疗效, 提示该方对胃肠动力功

能具有调节作用.很多动物实验也证实, 半夏泻

心汤有调节胃肠功能的作用[1]. 生姜泻心汤和甘

草泻心汤虽然动物实验报道较少, 但临床也有

治疗幽门不全梗阻、腹泻、结肠炎、肠道激惹

征的报道, 提示此二方也有调节胃肠运动的作

用[2-7]. 我们以胃内色素相对残留率为指标, 观察

三方对大鼠胃排空作用的影响. 结果显示, 半夏

泻心汤有促进胃排空的作用, 与高景泰 et al [8]的

研究结果一致. 生姜泻心汤和甘草泻心汤对胃

排空作用的实验报道未见, 本实验结果显示生

姜泻心汤对胃排空有抑制作用, 甘草泻心汤胃

排空作用不明显, 但有促进的趋势. 三方药味基

本相同, 只是药量有所加减, 但对胃排空的作用

各不相同, 可能正是由于这种量的差异使得三

方有效的化学成分发生改变, 进而作用于机体

的具体生物环节和靶点也可能随之发生变化.是
否半夏和甘草泻心汤消“痞”作用是通过不同

程度的促进胃运动, 而生姜泻心汤是通过其他

途径(如促进消化)来消“痞”的, 有待于进一

步研究证实. 胃肠激素是调节胃运动的主要因

素之一. 半夏泻心汤、生姜泻心汤及甘草泻心

汤对胃肠激素影响的报道不多, 在半夏泻心汤

拆方研究中发现, 半夏泻心汤拆方各组及全方

组均可降低胃溃疡模型大鼠血中胃泌素的水平
[9].观察半夏泻心汤、生姜泻心汤和甘草泻心汤

对反流性食管炎大鼠下丘脑、回肠和血中NT
的影响, 发现调控体内NT的合成与分泌可能是

三方治疗反流性食管炎的机制之一[10]. 说明三

方可以通过调节体内的激素水平的变化而影响

机体的某些生物学特性, 我们通过观察大鼠血

中与几种胃肠运动有关的激素水平的变化, 进
而分析三方影响胃运动的差异的可能机制. 胃
动素(motilin, MTL)是由22个氨基酸组成的多

肽, 主要分布于十二指肠、上段空肠, 由M细胞

分泌. 胃动素对激发和调节消化间期Ⅲ相收缩

起着直接的作用, 可诱发强烈收缩和小肠明显

的分节运动, 加速胃的固体和液体排空[11-12].P物
质(substance P, SP)是由11个氨基酸残基组成的

多肽, 主要分布于胃肠及脑组织.P物质在外周

对胃肠道纵肌和环肌有双重收缩效应, 具有促

进胃肠平滑肌收缩作用, 但在中枢却对胃肠运

动起抑制作用[13]. 生长抑素(somatostatin, SS)是
由Brazeau在1974年从羊的下丘脑提取物中发

现的, 在胃和结肠广泛存在. SS主要生理作用是

    分组 MTL GAS VIP SP SS 

对照 162.6±19.5 56.0±11.5 445.8±101.9 63.0±14.7 461.7±77.0
BX 179.1±17.5        58.5±9.6  348.1±102.5a 47.0±15.2a    562.3±149.7a

SJ    205.0±22.0bd   70.7±11.9ac  489.3±154.8d 53.8±20.8  553.9±98.9a

GC   205.1±43.1a  79.7±9.3bd  457.3±119.0c   61.5±14.8c 530.5±93.7

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照; cP<0.05, dP<0.01 vs  BX.

表 2 半夏、生姜和甘草泻心汤对大鼠血中胃肠激素的影响 (n  = 15,mean±SD, ng/L)
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抑制胃肠运动及各种胃肠激素的释放[14]. 血管

活性肠肽(vasoactive intestinal peptide, VIP)系由

28个氨基酸残基组成, 由D1细胞分泌. 其主要作

用是使胃肠舒张及胃肠括约肌舒张[15-16]. 胃泌素

(gastrin, GAS)主要由胃窦及小肠黏膜的G细胞

分泌, 对消化系统除刺激胃酸分泌外, 还有营养

促进胃肠运动的作用[17]. 本实验结果显示, 三方

对五种胃肠激素的影响有所不同. 半夏泻心汤

可以使大鼠血中血管活性肠肽水平下降、P物
质水平下降、生长激素水平升高.生姜泻心汤可

以使胃动素水平升高, 胃泌素水平升高, 生长抑

素水平升高. 甘草泻心汤可以使胃动素水平升

高, 胃泌素水平升高.这些结果提示三方对胃运

动影响的差异是由于三方对胃运动影响机制的

生物学作用靶点有所不同, 这也可能是三方功

能主治有所差异的原因之一. 我们还发现三方

对胃排空和胃肠激素影响的结果并不平行, 如
半夏泻心汤促进胃排空, 但其使血中的胃动素

水平下降; 生姜泻心汤抑制胃排空, 但生姜泻心

汤组大鼠血中的胃动素却升高. 由于激素要与

组织上相应的受体结合才能发挥作用, 血中激

素含量是否能代表其在组织中的作用大小, 是
否三方还可以通过影响受体的表达进而实现其

对胃肠运动的调节还有待于进一步的研究. 
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Abstract
AIM: To investigate influence and significance 
of bacterial infection on the expression of 
nuclear factor-kappa B p65 (NF-κBp65) after 
partial splenectomy of rabbits using microwave 
coagulation. 

METHODS: Japanese white rabbits with large 
ears were randomly divided into sham opera-
tion group (n = 6) and partial splenectomy group 
(n = 12). Microwave coagulation was adopted in 
the latter. Streptococcus pneumonia suspension 
was injected into ear veins 1 mo after operation 
in both groups, and within 48 h, the survival of 
the animals was observed. The spleen samples 
were weighted and the expression of NF-κBp65 
in the residual spleen was detected. 

RESULTS: No animals died within 48 hours 
after bacterial injection. The qualities of the re-
sidual spleen were not significantly different be-
tween the two groups. Under microscope, fibro-
sis was showed in the remnant end of spleen co-
agulated by microwave. NF-κBp65 was mainly 
distributed in the cytoplasm or nucleolus. There 
was no significance difference between the twos 
groups in NF-κBp65 expression. 

CONCLUSION: Splenic injury coagulated by 
microwave can be restored in short term. Spleen-
preservation operation using microwave coagu-
lation is valuable in clinical practice.

Key Words: Microwave coagulation; Partial splenec-
tomy; Bacterial infection; NF-κBp65; Rabbits
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摘要
目的: 探讨细菌感染在微波行脾部分切除手
术后NF-κBp65表达影响及意义.  

方法: 日本大耳白兔随机分为两组, 假拟手术
组6只与实验组12只, 即微波行脾部分切除手
术组. 手术后1 mo耳静脉注射细菌悬浮液, 观
察48 h动物的生存, 测定残留脾脏质量和NF-
κBp65表达. 

结果: 注射细菌48 h内动物均无死亡. 两组
间脾脏质量无显著性差异(P >0.01). 镜下见脾
脏残端固化处纤维化. NF-κBp65主要分布在
胞浆或胞核内呈棕黄色. 实验组NF-κBp65表
达计数指数与假似手术组比较无显著性差异
(P >0.01).

结论: 微波对脾脏损伤在短期内可修复, 微波
行保脾手术有一定价值.

关键词 :  微波; 脾部分切除术; 细菌感染; N F-

κBP65; 兔

■背景资料
以前人们缺乏脾
功能的了解, 对于
外伤性脾破裂多
采用全脾切除手
术. 随着脾切除术
后脓毒症的增加, 
脾破裂修补术、
脾部分切除术、
脾次全切除术、
自体脾移植和脾
动脉栓塞等保脾
手术受到人们的
重视.目前, 保脾
手术有逐渐替代
全脾切除的趋势.
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■研发前沿
开 展 腹 腔 镜 手
术、血管介入的
栓 塞 以 及 氩 气
刀、冷冻技术, 特
别是微波固化止
血 ,  在 肝 脏 、 肾
脏、肺脏等许多
领域的应用, 成为
人们关注的热点. 
通过微波行兔脾
部分切除术后细
菌感染检测NF-
κBP65的表达, 可
成为判断与研究
脾功能的重要课
题.
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0  引言

脾切除术是外科治疗重要和有效的手段, 常见

于外伤性脾破裂、血液系统疾病、造血系统疾

病、门静脉高压症引起脾功能亢进和脾脏疾病

的治疗[1]. 近年来, 随着对脾功能的深入理解, 脾
部分切除术、脾次全切除术、脾裂口缝合术、

脾动脉栓塞术和自体脾移植术等保脾手术逐渐

受到人们重视[2-4]. 脾部分切除术多见外伤性脾

破裂或部分脾良性疾病以及血液、造血系统疾

病引起脾功能亢进[5-6]. 脾次全切除术除了适合

以上疾病, 部分为门静脉高压症[7-8]. 微波行肝、

肾、肺等手术已在临床获得较广泛应用[9-11], 然
而脾脏手术较少见[12]. 我们在外伤性脾破裂微波

行保脾手术的基础上, 开展微波固化行兔脾部

分切除术的实验研究. 通过手术后静脉注射细

菌检测NF-κBp65表达, 探讨微波保脾手术对脾

功能影响及意义. 
 
1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物与分组 健康日本大耳白兔18只, 
体质量2100-2700 g, 雄雌不分, 随机分为2组: 假
拟手术组6只与实验组12只, 即微波行脾部分切

除手术组. 动物由中国医科大学第二临床学院

动物实验中心提供并负责饲养.
1.1.2 试剂、菌株和仪器 NF-κBp65单克隆抗体

购自北京中山生物公司, 免疫组化SP、DAB试
剂盒购自福建迈新公司. 细菌肺炎链球菌为临

床分离株. 仪器为大连理工大学电子工程系研

制微波止血机WGZ-2型, 微波频率为2 450 MHz, 
采用植入天线, 每次作用时间为20-30 s.
1.2 方法

1.2.1 动物实验方法 手术日晨禁食水, 手术区备

皮. 200 g/L乌拉坦(5 mL/kg) ip麻醉. 皮肤常规

无菌消毒, 采用上腹正中切口和无菌手术操作

技术. 实验组显露腹腔后结扎、离断拟切除侧

脾韧带与血管, 并于脾中下极处行微波固化, 凝
固带中间切除部分脾脏. 保留的脾脏约占全脾

的2/3. 脾残端固化处大网膜覆盖. 假拟手术组切

开腹壁及腹膜后, 再分别缝合腹壁各层组织. 为
预防术后感染的发生, 青霉素400 000 U/d im, 连
用3 d. 手术1 mo后, 5×107肺炎链球菌悬浮液

0.1 mL/kg耳iv, 观察48 h后将动物处死. 切取脾

脏标本, 测定质量, 常规用苏木素和伊红(HE)染
色, 行病理学检查.

1.2.2 免疫组化检测 标本经福尔马林固定, 石
蜡包埋, 连续切片厚5 μm. 行免疫组化SP法染

色. 常规切片脱蜡至水, 单克隆抗体进行抗原修

复. 过氧化物孵育和山羊免疫血清孵育后，滴

加NF-κBp65一抗, 再分别加相应的二抗, 滴加

SP复合物. 经DAB显色后用苏木素稍衬染、脱

水、透明、封片. 同时用PBS代替NF-κBp65单
克隆抗体染色作空白对照. 实验结果评定：NF-
κBp65指数的测定标准为每例切片计数5个高倍

视野(×400), 每一视野数100个细胞中NF-κBp65
阳性细胞数, 取均值表示计分指数.

统计学处理 采用χ2检验分析. P <0.05为统计

学具有显著性差异. 

2  结果

手术1 mo经静脉注射肺炎链球菌48 h, 实验组

与假拟手术组均无死亡. 微波行脾部分切除组

术后残留的脾脏颜色及血运良好, 断端被网膜

包裹. 脾脏质量分别为2.043±0.62 g和2.051±
0.46 g, 组间无显著性差异(P >0.05). 显微镜下见

微波固化的脾残端呈纤维化. NF-κBp65阳性细

胞染色呈棕黄色, 主要分布在胞质或胞核内(图1). 
NF-κBp65表达计分指数在实验组与假拟手术

组分别为21.03±5.76和18.22±3.18, 实验组NF-
κBp65表达计分指数略高于假拟手术组, 但无显

著性差异(P >0.05). 

3  讨论

NF-κBp65是一种多功能转录因子, 在细胞信号

传导中参与特异基因的转录调节, 是炎性因子基

因表达的关键转录因子之一. 作为具有多项调节

作用的蛋白质, 他通过细胞因子、炎性介质、黏

附分子等的转录过程控制生物合成. 在各种刺激

■创新盘点
本研究通过微波
行兔脾部分切除
手术, 细菌注射后
观察和免疫组化
检测脾 NF-κBP65
计数指数表达以
及与对照组比较
提示, 微波对脾脏
损伤在短期内可
修复. 从而为微波
在保脾手术的应
用提供了依据.

图 1 脾窦细胞NF-κBP65阳性表达(×400).

■应用要点
微波固化行保脾
手术, 手术操作简
单、止血迅速可
靠、术后并发症
少. 除了用于外伤
性脾破裂和脾脏
良性肿瘤等疾病
外, 也可应用于血
液、造血系统以
及门静脉高压症
等脾功能亢进等
疾病的治疗, 具有
良好的临床应用
前景.
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因素作用下, 激活的 NF-κBp65参与机体的免疫

应答、炎症反应、细胞增殖和相关基因凋亡[13-14]. 
TNF-a、IL-1b等细胞因子、DNA损害和外源性

刺激使NF-κBp65激活. 而地塞米松、蛋白酶等

能够抑制NF-κBp65活性[15]. 脾脏是细胞因子来

源的重要场所. 组织损伤时致炎介质、TNF、
IL-1、IL-6等释放, 活化的NF-κBp65发生核内转

移,导致淋巴细胞增殖.       
脾切除术后脓毒症是切脾手术的一种严重

并发症. 最多见的致病菌是肺炎链球菌. 他通过

高分子多糖体的夹膜侵袭而致病. 细菌毒素激

活巨噬细胞, 使炎性介质释放增加. 脾脏作为机

体的免疫器官, 在细菌感染中对内源性介质起

调控作用. 脾切除术后循环中的毒素滞留量显

著增加, 肝枯否细胞吞噬能力下降, 脾巨噬细胞

成为毒素清除的主要器官. 在细菌的刺激作用

下, 促进多种免疫细胞的分化、增殖以及细胞

因子的释放. 细菌感染机体清除自由基的能力

减弱. 脾切除术后组织对介导的炎症反应敏感

性增强, 合成和分泌TNF-a水平也升高. 诱发促

炎性因子大量产生，过量的TNF-a造成组织的

损害. NF-κBp65可调节TNF-a基因转录或翻译, 
阻止脾切除术后细菌毒素的攻击. 有报道, 烧伤

后NF-κBp65和脾细胞分属的增殖活性存在差异

性调节. NF-κBp65的调节可能与烧伤后脾细胞

的增殖变化相关[16]. 我们采用微波固化止血行兔

脾部分切除, 微波辐射的热效应使组织产生凝

固性坏死, 脾断面的毛细血管形成血栓, 手术止

血迅速, 操作简单, 减少了术中和术后脾创面的

出血. 此外由于手术保留大部分脾脏, 术后残留

脾组织代偿性增生，提高抗感染免疫功能.
本组实验组与假拟手术组细菌注射48 h均

无动物死亡. 而我们以前的报告, 在相同实验条

件下, 全脾切除组有50%动物死亡[17]. 此外, NF-
κBp65表达计分指数在以上两组间无显著性差

异, 实验组NF-κBp65表达接近正常对照. 微波固

化炎症反应对脾功能有一定损害, NF-κBp65调
控使组织细胞增殖与修复. NF-κBp65的低表达

说明保脾手术后增强了对肺炎链球菌的耐受力, 
减轻了炎性介质的组织损伤. 以上提示, 微波行

兔保脾手术在短期可修复脾功能, 是一种有价

值的治疗方法. 
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■名词解释
脾切除术后脓毒
症(postsplenec-
tomy sepsis syn-
drome):早在上世
纪初, 人们发现脾
切 除 术 后 ,  易 发
生肺炎链球菌败
血症, 特别是儿童
发生率较高. 因其
发病突然，病情
凶 险 ,  如 不 及 时
治 疗 ,  常 导 致 死
亡 .  死 亡 率 高 达
50%-70%. 1969年, 
Diamond将由于创
伤行脾切除术后
偶然发生严重败
血症综合征的特
征称为脾切除术
后暴发性感染, 也
有人称为脾切除
术后脓毒症.
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Abstract
AIM: To determine the methylation status of 
p16, hMLH1, E-cadherin and RUNX3 genes in 
gastric cancer.

METHODS: DNA in gastric cancer, cancer-
adjacent tissues and normal gastric mucosa was 
extracted by saturated sodium chloride (NaCl) 
solution. The methylation status of p16, hMLH1, 
E-cadherin and RUNX3 genes were detected by 
methylation-specific polymerase chain reaction 
(MSP).

RESULTS: Methylations of E-cadherin and 
RUNX3 were found in 38.9% and 16.7% nor-
mal gastric mucosa, respectively. Methylations 
of p16 and hMLH1 were not observed in any 
normal gastric mucosa. The frequencies of p16, 
hMLH1, E-cadherin and RUNX3 methylations 
were 8.3%, 4.2%, 54.2% and 29.2%, respectively, 

in cancer-adjacent tissues, and 33.3%, 20.8%, 
70.8% and 54.2%, respectively, in gastric cancer. 
Methylations of two or more genes were found 
in 66.7% gastric cancer, which was significantly 
higher than that in cancer-adjacent tissues (37.5%, 
χ2 = 4.09, P < 0.05) and normal gastric mucosa 
(5.6%, χ2 = 15.94, P < 0.01). Methylations were 
also significantly different between cancer-adja-
cent tissues and normal gastric mucosa (χ2 = 4.16, 
P < 0.05). None of the above gene mythylation 
was detected in 5 gastric cancer tissues.

CONCLUSION: Multiple gene methylation is an 
early event in some gastric cancers and it plays 
an important role in the development of these 
gastric cancers.

Key Words: Gastric cancer; Methylation; HMLH1; 
p16; E-cadherin; RUNX3

Zhao CH, Zhang N, Bu XM, Li Y, Zhang HP. Detection of 
multiple gene methylation in gastric cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(10):1004-1007

摘要
目 的 :  检 测 胃 癌 组 织 中 p 1 6 ,  h M L H 1 , 
E-cadherin和RUNX3基因甲基化状态, 探讨多
基因甲基化在胃癌发病中的作用. 

方法: 采用饱和氯化钠法提取肿瘤组织、瘤
旁组织及正常胃黏膜组织DNA. 采用甲基化
特异PCR对上述基因甲基化状态进行分析. 

结果: 在正常胃黏膜组织中 ,  38 .9%存在
E-cadherin甲基化, 16.7%存在RUNX3甲基化, 
没有发现p16和hMLH1甲基化; 在癌旁组织中, 
p16、hMLH1、E-cadherin和RUNX3甲基化
频率分别为8.3%, 4.2%, 54.2%和29.2%; 在胃
癌组织中, 上述基因甲基化频率分别为33.3%, 
20.8%, 0.8%和54.2%. 66.7%胃癌被检出存在2
个或2个以上基因甲基化, 明显高于癌旁组织
(37.5%, χ2 = 4.09, P <0.05)和正常胃黏膜组织
(5.6%, χ2 = 15.94, P <0.01), 而癌旁组织则高于
正常胃黏膜组织(χ2 = 4.16, P <0.05). 有5例胃
癌没有检出任何一种基因甲基化.

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来, 遗传表型
改变在胃癌发病
机制中的作用日
益受到重视. 众多
研究发现, 抑癌基
因启动子内出现
甲基化导致该基
因表达沉默是部
分胃癌发病的重
要途径之一.
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结论: 多基因甲基化是部分胃癌发展过程中
一种早期事件, 提示多基因甲基化在这部分胃
癌的发病中起重要作用.

关键词: 胃癌; 甲基化; p16; hMLH1; E-cadherin; 

RUNX3

赵成海, 张宁, 卜献民, 李岩, 张海鹏．胃癌多基因甲级化状态分

析. 世界华人消化杂志  2006;14(10):1004-1007
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0  引言

抑癌基因启动子内CpG岛出现异常甲基化常导

致其表达丧失或减少, 从而诱导肿瘤发生. 作为

一种临床常见肿瘤, 部分胃癌的发病机制亦与

此有关. 早期的研究多集中在孤立的单一基因

上[1-3], 随着更多基因异常甲基化不断被报道出

来, 提示胃癌中存在多种基因甲基化现象. 在
此, 我们同时对基因p16, hMLH1, E-cadherin和
RUNX3在胃癌中的甲基化状态进行研究, 以探

讨多基因甲基化在胃癌发病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌及相应的癌旁组织各24例, 胃正常

组织18例, 均来自于中国医科大学附属第一及

第二医院. 癌旁组织在肿瘤中心5 cm以外获取. 
标本获取后即冷冻于液氮之中, 并保存在-80℃
条件下备用. 采用HE染色确定肿瘤标本主要由

肿瘤组织构成, 有肿瘤细胞浸润的癌旁组织和

有炎性反应的胃正常组织标本均被排除于研究

之外. 
1.2 方法 采用饱和氯化钠法提取肿瘤组织、瘤

旁组织及正常胃黏膜组织DNA. 采用GENMED
基因甲基化检测试剂盒(上海杰美公司)对p16, 
hMLH1, E-cadherin和RUNX3进行甲基化特异性

PCR(MSP)检测. 实验步骤主要包括转化实验(将
未甲基化的胞嘧啶转变成尿嘧啶)和甲基化特异

性PCR两个步骤, 具体参见其产品说明书. 各基

因MSP分析引物序列: p16: 5'-TTATTAGAGGG
TGGGGCGGATVGC-3'(正义), 5'-GACCCCGA
ACCGCGACCGTAA-3'(反义); hMLH1: 5'-TATA
TCGTTCGTAGTATTCGTGT-3'(正义), 5'-TCCG
ACCCGAATAAACCCAA-3'(反义); E-cadherin: 
5'-TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT-3'(正义), 
5'-TAACTAAAAATTCACCTACCGAC-3'(反义); 
RUNX3: 5'-TTACGAGGGGCGGTCGTACGCG
GG-3'(正义), 5'-AAAACGACCGACGCGAACG

CCTCC-3'(反义).
统计学处理  采用χ 2检验进行数据分析 , 

P <0.05为差异显著.

2  结果

只有E-cadher in和RUNX3在正常胃组织中被

检出存在甲基化现象, 分别为7例(38.9%)和3
例(16.7%); 在癌旁组织中, p16, hMLH1, E-cad-
herin和RUNX3甲基化频率依次为8.3%, 4.2%, 
54.2%和29.2%; 在胃癌组织中上述基因甲基

化频率依次为33.3%, 20.8%, 70.8%和54.2%. 
66.7%(16/24), 胃癌被检出存在2个或2个以上基

因甲基化, 明显高于癌旁组织(9/24, 37.5%, χ2 = 
4.09, P<0.05)和正常胃黏膜组织(1/18, 5.6%, χ2 = 
15.94, P <0.01), 而癌旁组织则高于正常胃黏膜组

织(χ2 = 4.16, P <0.05). 5例胃癌没有检出任何一

种基因甲基化(表1).

3  讨论

DNA甲基化作为一种生化修饰过程, 主要指在

DNA甲基化转移酶(DNMT1, DNMT2, DNMT3)
作用下, 胞嘧啶第五位碳原子上被加上一个甲基

基团[4]. 通常情况下, DNA甲基化发生在CpG重

复序列中. DNA甲基化常导致基因转录抑制, 其
机制可能与以下两个因素有关: (1)胞嘧啶甲基

化可能阻止转录因子与他们识别部位中的CpG
序列结合; (2)这种转录抑制可能与两种蛋白质

复合体(MeCP1和MeCP2)有关. 这两种蛋白质复

合体能够特异性地与发生甲基化的CpG序列结

合, 从而阻止转录因子与后者结合[5]. 近年来, 遗
传表型改变在肿瘤发病机制中的作用日益受到

重视. 抑癌基因启动子内CpG岛甲基化而导致该

基因表达改变已成为肿瘤发病机制一条重要途

径. 胃癌作为一种常见的肿瘤, 亦被发现存在抑

癌基因启动子甲基化现象. 其中发现较早, 比较

重要的基因有p16[6], hMLH1[7]及E-cadherin[8]. 作

■创新盘点
本文探讨多种抑
癌基因同时甲基
化在胃癌发病中
的作用. 结果提示
胃癌发病是多种
基因发生改变共
同作用的结果.

    

表 1 胃癌组织中多基因甲基化状态

编号          p16        hMLH1       E-cadherin       RUNX3      n

1                －           －               －                 －         5                    

2                －           －               ＋                 ＋         7

3                ＋           －               ＋                 ＋         2    

4                －           －               ＋                 －         2

5                －           ＋               －                 ＋         2

6                ＋           －               ＋                 －         3

7                ＋           ＋               ＋                 ＋         3  
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为一种CDK的抑制物, p16基因表达改变参与了

多数肿瘤的发病过程. 但与其他肿瘤不同的是, 
在胃癌中p16表达改变并不是由于基因突变或

缺失引起[9], 而主要由于启动子甲基化导致[1,6]. 
错配修复基因hMLH1生殖系突变在遗传性非息

肉病性结直肠癌(HNPCC)发病中起到重要作

用[10], 但类似于p16, 在胃癌组织中该基因的突

变频率很低. 众多的研究显示, hMLH1启动子甲

基化导致其表达改变及微卫星不稳定(MSI)现象

是部分胃癌一个重要的特征[2,7]. E-cadherin则与

前述两种基因不同, 其突变和甲基化在胃癌中

都比较常见. 但其突变主要限于弥散型胃癌, 在
其他组织类型的胃癌中则较为少见[11]. 此后一

系列基因在胃癌组织中被探测出存在甲基化现

象, 包括APC[12], MGMT[13], RUNX3[14], CHFR[15], 
HRK[16]等. 这些证据表明, 胃癌是一种易发甲基

化的肿瘤, 多种基因甲基化参与了胃癌的发病

过程. 因此单一基因的研究显然无法全面、准

确地分析抑癌基因启动子甲基化在胃癌发病机

制中的作用. 
基于一些结直肠癌的研究, 学者提出了CpG

岛甲基化表型(CIMP)这一概念[17], 指出在部分

结直肠癌中, 多基因甲基化是其发病的重要机

制. 在我们所检测的4种基因中, 66.7%的患者存

在两个或两个以上基因甲基化现象, 此结果提

示CIMP亦可能是胃癌重要的发病途径之一. 值
得注意的是, 在研究中我们同时发现有5例患者

没有检出甲基化现象, 提示CIMP没有参与这部

分胃癌的发病过程. 研究结果显示, 胃癌组织中

多基因甲基化频率显著高于癌旁组织及正常胃

黏膜组织, 而癌旁组织又高于正常胃黏膜组织, 
提示基因甲基化是胃癌形成过程中的一个早期

事件, 其对于胃癌的早期诊断具有重要意义. 当
然, 要分析CIMP在胃癌发病机制中的作用, 需对

更多基因进行研究和筛选. 同时对CIMP阳性胃

癌的临床特征进行分析, 以探讨多基因甲基化

研究在胃癌早期诊断、治疗及预后等方面的

作用. 
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Abstract
AIM: To observe and analyze the changes of 
bacterial spectrum and antibiotic sensitivity in 
ascitic infection patients with liver cirrhosis.

METHODS: The clinical data of ascitic infection 
patients with liver cirrhosis at Child-Pugh stage 
B and C were analyzed retrospectively and com-
paratively.

RESULTS: The gram-negative bacilli covered 
the largest percentage in the patients at Child-
Pugh stage B and C, and colon bacteria were the 
most common pathogenic factors, the percentag-
es of which were 45.8% and 60.3%, respectively. 
The sensitivities of gentamycin, amikacin, and 
ampicillin to colon bacteria were 88.9%, 91.1% 
and 44.4%, respectively, during the period from 
the year 1997 to 2000, and those decreased to 
35.2%, 39.8%, and 26.1%, respectively, during 
the period from the year 2001 to 2004. The sen-
sitivity of cephalosporin to colon bacteria was 
81.8% during the period of 2001 to 2004. How-
ever, the infections of fungicides and anaerobes 

were found increasing from 2001 to 2004.

CONCLUSION: Preventive adoption of antibiot-
ics in the treatment of ascitic infection patients 
with liver cirrhosis must be based on the results 
of bacterium culture and antibiotic sensitivity 
test.

Key Words: Ascitic infection; Hepatic cirrhosis; 
Pathogenic bacteria; Antibiotic sensitivity

Ding Y, Chen JL, Zhu JS. Bacterial spectrum changes 
and analysis of antibiotic sensitivity in ascitic infection 
patients with hepatic cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(10):1008-1011

摘要
目的: 探讨肝硬化腹水感染致病菌变化及细
菌对抗生素敏感性的变化. 

方法: 对处于Child-Pugh分级B、C阶段肝硬
化腹水感染患者临床数据进行回顾性分析. 

结果: 两个阶段的主要致病菌仍是革兰氏阴
性杆菌, 两个时期, 致病菌仍以大肠杆菌为
主, 分别占45.8%和60.3%. 但1997-2000年的大
肠杆菌药敏中庆大霉素敏感率达88.9%、丁
胺卡那霉素敏感率达91.1%、氨苄青敏感性
达44.4%, 2001-2004年中分别下降到35.2%、

39.8%、26.1%. 2001-2004年大肠杆菌对头孢
类敏感性达81.8%以上. 近年来菌谱及其耐药
性发生变化, 厌氧菌和真菌感染呈上升趋势.

结论: 针对肝硬化腹水, 预防性应用抗生素, 
为了避免耐药菌的产生, 应依据腹水培养和药
敏试验结果, 从而提高临床疗效.

关键词: 肝硬化; 腹水感染; 致病菌; 药敏

丁熠, 陈金联, 朱金水. 肝硬化患者腹水感染致病菌菌谱变化与

药敏分析. 世界华人消化杂志  2006;14(10):1008-1011
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0  引言

肝硬化患者后期顽固性腹水是肝硬化患者常见
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■背景资料
肝硬化腹水感染
是 临 床 常 见 病 , 
发病机制受多种
因素作用. 对8 a
的肝硬化腹水患
者住院患者的资
料进行回顾性分
析、对比和归纳, 
致病菌菌谱有很
大变化, 近几年出
现厌阳菌、真菌
感染, 值得临床医
务人员注意. 抗生
素耐药也很明显. 
腹水常规、涂片
或血培养的阳性
率低.
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的症状, 可并发自发性腹膜炎. 门诊的肝硬化患

者合并自发性腹膜炎发生率约3.5%, 而住院的

肝硬化患者发生率约10%-30%[11]. 腹水进行细菌

培养+药敏检查, 可以指导临床治疗. 我们回顾

过去8 a肝硬化腹水患者的细菌培养+药敏结果, 
现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 1997-2004, 本院消化科住院的肝硬化

腹水患者按时间顺序分两个阶段, 即1997-01/ 
2000-12为第一阶段, 2001-01/2004-12为第二阶段. 
1.2 方法 肝硬化患者肝功能按Child-Pugh方法分

级, 选取两个阶段为B级或C级患者, 各组患者的

临床表现、生化指标、细菌学检查和影像学结

果均符合1998年全国腹水学术会议制定的肝硬

化并发(SBP)诊断标准. 其中第一阶段共有98例, 
男50例, 女48例, 平均52.7岁, 肝炎后肝硬化伴腹

水78例(80%), 酒精性9例(9%), 心源性4例(4%), 
血吸虫性3例(3%), 其他4例(4%); 第二阶段共有

146例, 男87例, 女59例, 平均55.4岁, 肝炎后肝硬

化伴腹水110例(75%), 酒精性18例(12%), 心源性

7例(5%), 血吸虫性3例(2%), 其他14例(8%). 两
组患者的年龄、性别、临床表现均无明显差异. 
均由医生严格消毒抽取腹水10 mL, 注入无菌血

培养瓶. 细菌鉴定按WHO推荐K-B法进行. 细菌

培养用上海复兴公司FORTUN2000细菌培养仪. 
所用MH培养和药敏纸片由杭州无知微生物试

剂有限公司提供.
统计学处理 所得数据采用陈述性描述与c2

检验, 用SPASSY 10.0软件进行分析. P <0.05为有

统计学意义.

2  结果

2.1 1997-2000肝硬化腹水感染致病革兰氏阴性

杆菌占71.2%, 这与国内外文献报道基本相符. 

其中大肠杆菌占45.8%, 其他包括几个比例很

少致病革兰氏阴性杆菌占4%, 没有统计; 革兰

氏阳性菌占28.2%, 比例最高为链球菌占13.2%. 
大肠杆菌对庆大霉素敏感率为88.9%、丁胺卡

那91.1%、大肠杆菌对氨苄青霉素的敏感率为

44.4%. 革兰氏阳性菌中, 链球菌对头孢类较敏

感, 其中头孢唑啉敏感率达92.3%以上, 头孢三

嗪敏感率达92.3%(表1).
2.2 2001-2004肝硬化腹水感染致病菌革兰氏阴

性杆菌占76.8%, 其中大肠杆菌占60.3%, 其他包

括几个比例很少致病革兰氏阴性杆菌占3.4%, 
没有统计; 革兰氏阳性菌占18.4%, 比例最高为

链球菌占11.6%. 大肠杆菌对庆大霉素敏感率为

35.2%、丁胺卡那39.8%、大肠杆菌的对氨苄青

霉素敏感率为26.1%. 大肠杆菌对庆大霉素、丁

胺卡那、氨苄青霉素敏感性下降明显, 对头孢三

代敏感率仍保持在80.0%以上, 尤其对头孢哌酮/
舒巴坦敏感率在90%以上, 可能该抗生素对内酰

胺酶稳定, 对染色体介导酶和质粒介导头孢菌表

酶稳定, 对头孢哌酮/舒巴坦, 碳青霉烯类均敏感

在95%以上. 在表2中出现厌氧菌4株(2.7%)和真

菌3株(2.1%)感染的病例. 厌氧菌对氨苄青霉素

敏感率25%, 对头孢三代敏感率仍保持在75.0%
以上.
2.3 1997-2000大肠杆菌占45.8%, 2001-2004大肠

杆菌占60.3%, 两者有比较明显的差异, 其他致

病菌比率见表3.
2.4 大肠杆菌, 克雷伯菌, 葡萄球菌对庆大霉素、

丁胺卡那霉素敏感率在1997/2001与2001-2004
两阶段内有显著性差异, 其他细菌抗生素敏感性

见表4.

3  讨论

肝硬化患者由于脾功能亢进, 机体免疫力下降, 
肠黏膜屏障功能下降, 门体静脉间侧支循环建

    

表 1 1997-2000, 98例35株致病菌体外抗生素药敏情况 n  (%)

致病菌      株数     构成比     庆大霉素      丁胺卡那      氨苄青霉素       氧哌嗪       左氧氟沙星     头孢唑啉      头孢三嗪

大肠杆菌        45      45.8%     40 (88.9)       41 (91.1)       30 (44.4)       16 (35.6)       20 (44.4)      31 (68.9)      43 (96.5)

克雷伯菌        18      18.4%       5 (27.8)         6 (33.3)         3 (16.7)         4 (22.2)         5 (27.8)      12 (66.6)      16 (88.9)

变形杆菌          3        3.2%       1 (33.3)         1 (33.3)         0 (0)              1 (33.3)         1 (33.3)        2 (66.6)        3 (100)

其他杆菌          4        4.0%            —                 —                —                 —                 —                 —                 —

链球菌           13      13.2%        6 (46.2)         7 (38.9)        8 (61.5)          6 (46.2)         2 (15.3)     12 (92.3)      12 (92.3)

肠球菌             8        8.2%        3 (37.5)         4 (50)           5 (62.5)          4 (50)            2 (25)          7 (87.5)        7 (87.5)

葡萄球菌         7        7.2%         6 (85.7)         6 (85.7)        5 (71.4)          4 (51.7)         3 (42.9)       6 (85)           7 (100)

()前为例数, ()内为敏感例数占总例数的百分比,“—”表示未作统计.

■创新盘点
本文不仅分析致
病菌菌谱和药敏
有很大变化, 而且
在讨论中分析导
致致病菌变化原
因, 提出如何提高
致病菌阳性率诊
断的方法.
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立, 发生自发性腹膜炎的几率为3%-8%[1]. 腹腔

感染多为院内获得性感染, 如不能及时诊断和

治疗, 会迅速发展成感染性休克和肝肾功能衰

竭, 是导致患者死亡的直接原因[2]. SBP患者腹水

与肠道细菌潜在体生物特征有关[3], 另有研究报

道腹水感染与肠道通透性改变有关[4]. 据多数文

献报导, 肝硬化腹水感染大多以大肠杆菌为主[5]. 
这与本文报告相近. 

1997-2000与2001-2004这两个阶段 ,  致
病菌仍以大肠杆菌为主 ,  占45.8%和60.3%. 
1997-2000的大肠杆菌药敏中庆大霉素敏感率

达88.9%、丁胺卡那敏感率达91.1%、氨苄青

霉素敏感性达44.4%, 2001-2004中分别下降到

35.2%、39.8%、26.1%. 2001-2004大肠杆菌对

头孢类敏感性达81.8%以上. 这与目前大量应用

抗生素, 尤其以滥用抗生素产生耐药有关, 认为

对临床上肝硬化出现腹水, 尤其出现顽固性腹

水应作腹水培养+药敏试验, 有助于提高肝硬化

腹水临床疗效. 腹水常规或涂片的阳性率极低, 
用血培养瓶在抗生素应用之前能提高阳性率. 
目前, 国内外已开展PCR方法, 扩展细菌的16SrR
基因, 病原菌的阳性率达90%以上[6-7]. 

预防性治疗肝硬化腹水感染时, 经验应用

氨苄西林+氨基甙类、阿莫西林+克拉维酸, 第
二代头孢或第三代头孢+阿莫西林/克拉维酸. 有
人认为服用喹诺酮类2次/wk, 连用2 wk, 达不到

预防作用[8]. 但1次/wk, 连用半年, 能降低SBP发
生率[9]. 目前多以第三代头孢为一线用药, 疗程

要足, 至少要8 d[10]. 
特别需要注意的是2001-2004期间肝硬化

腹水培养中出现的需氧菌、厌氧菌和真菌感染, 
这需要区别继发性腹膜炎而非仅仅考虑SBP诊
断. Evans对门诊无症状肝硬化腹水患者腹水与

住院肝硬化腹水培养后, 结果有明显差异[11]. 腹
水总蛋白小于10 g/L患者SBP发生率是腹水总

蛋白大于10 g/L患者的6倍[12]. 也有文献报道, 腹

    

表 3 1997-2000与2001-2004主要致病菌构成比较 (%)

时间                大肠杆菌 克雷伯菌    链球菌   肠球菌 葡萄球菌    厌氧菌   真菌

1997-2000 45.8    18.4     13.2      8.2      7.2        0      0

2001-2004 60.3a    13.1b     11.6b      0      6.8b        2.7      2.1

aP<0.01, bP<0.05 vs  1997-2000

    

表 4 1997-2000与2001-2004主要致病菌药敏试验敏感率比较 (%)

                      庆大霉素               丁胺卡那                      氨苄青霉素                 头孢三嗪

                            1997-2000   2001-2004      1997-2000   2001-2004         1997-2000   2001-2004      1997-2000   

2001-2004

大肠杆菌              88.9 35.2a       91.1          39.8a               44.4    26.1         96.5             81.8

克雷伯菌              27.8 21.1b       33.3          31.5                 16.7    31.5         66.6             68.4

葡萄球菌              85.7 50.0a       57.0          50.0b 71.4    60.0         85.0             90.0

aP<0.01, bP<0.05.

致病菌

■应用要点
致病菌以大肠杆
菌为主, 近来出现
厌氧菌、真菌感
染, 提醒临床医务
工作人员需要注
意. 预防性治疗以
第三代头孢为主. 
经验应用氨苄西
林+氨基甙类、阿
莫 西 林 + 克 拉 维
酸, 第二代头孢或
第 三 代 头 孢 + 阿
莫西林/克拉维酸. 
提倡腹水培养和
药敏试验后, 针对
性应用抗生素.

    

表 2 2001-2004, 146例46株致病菌体外抗生素药敏情况  n  (%)

致病菌      株数     构成比     庆大霉素       丁胺卡那     氨苄青霉素    环丙沙星      头孢三嗪    头孢哌酮           泰能

大肠杆菌        88      60.3%      31 (35.2)       36 (39.8)     23 (26.1)      53 (60.2)       72 (81.8)       80 (91)          86 (97.7)

克雷伯菌        19      13.1%        4 (21.1)         6 (31.5)       6 (31.5)        8 (42.1)       13 (68.4)       16 (84.2)       18 (94.7)

其他肠杆菌      5        3.4%            —                 —                 —                 —                —                 —                —

葡萄球菌        10        6.8%        5 (50)            5 (50)          6 (60)           2 (20)            6 (60)            8 (80)            9 (90)

链球菌            17      11.6%        3 (17.6)       10 (58.2)       7 (11.4)        2 (5.9)         13 (76.5)       15 (88.2)       16 (94.1)

厌氧菌             4        2.7%         0 (0)             0 (0)             1 (25)           0 (0)              3 (75)            3 (75%)         4 (100)

真菌                 3        2.1%            —                 —                 —                 —                —                  —                —

()前为例数, ()内为敏感例数占总例数的百分比,“—”表示未作统计.
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水总蛋白<10 g/L患者SBP发生率为>10 g/L患
者的10倍. 现在认为, 结合腹水中腹水总蛋白大

于10 g/L、葡萄糖<2.7 mmol/L、LDH>225 U/
L或高于血LDH上限, 常提示肠穿孔所致的继发

性腹膜炎[13]. 多次腹腔穿刺术、锁骨下静脉置

管可引发医源性院内感染, 不适当的预防性抗

生素的应用扰乱了肠道内正常菌群, 促进了某

些致病菌, 如真菌、绿脓杆菌等生长繁殖, 从而

成为优势菌, 这可能与近年来腹腔真菌感染有

关[5]. 2001-2004真菌感染者, 其为介入术和深静

脉置管术后, 故临床应引起重视. 并发其他病应

用激素也可导致真菌[14]. 同时可并发结核性腹

膜炎[15]. 如腹水蛋白>25 g/L或者白细胞>0.25×
109/L、PMN<25%, 应考虑结核性腹膜炎可能, 
需进一步检查, 如结核杆菌涂片或培养阳性, 腹
水ADA/血清ADA>1, 这有助于结核性腹膜炎的

诊断. 如腹水中CEA升高及腹水纤维连接蛋白

(Pn)>57 mg/L, 应考虑到恶性腹水可能, 需进一

步检查, 排除恶性腹水[16]. 
总之, 肝硬化腹水感染临床表现不典型, 致

病菌仍以革兰氏阴性杆菌为主, 但致病菌菌谱

已发生变化, 临床药敏已发生明显变化. 对临床

上肝硬化腹水患者出现不明原因发热、腹痛、

对治疗不敏感, 尤其对治疗不敏感的顽固性腹

水应及时进行腹水培养+药敏试验, 可以提高治

疗效果, 改善患者生存质量. 
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■名词解释
潜生体生物(CGC): 
细菌在一定条件
下, 可能出现短小
杆菌和纤细状菌
两种形态交替而
致的宏观波动生
长, 呈现潜生序变
化的生物.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
p r e v i o u s d y s e n t e r i c i n f e c t i o n a n d t h e 
development of irritable bowel syndrome (IBS).

METHODS: Ninety-eight patients diagnosed 
with IBS in the Third People’s Hospital of Jianhu 
County from September, 2003 to October, 2005 
were investigated. Of these patients, 22 cases 
who had previous history of bacterial dysentery 
were selected and their clinical data, including 
the gender, age, the types of dysentery (acute or 
chronic episode), and the forms of IBS (diarrhea 
predominant, constipation predominant, or their 
combinations), were analyzed.

RESULTS: Of the 22 cases of IBS patients with 
dysenteric history, the female (68.2%, n = 15) 
covered a markedly higher percentage than the 
male (31.8%, n = 7). The number of cases within 
31-45 years old (68.2%, n = 15) were more than 
the other two age groups, i.e., 10-30 years old 
(13.6%, n = 3) and above 45 years old (18.2%, n 
= 4). Most of the 22 patients (81.8%, n = 18) were 

with a history of acute dysentery, rather than 
chronic type (18.2%, n = 4). The ratios of patients 
with diarrhea predominant, constipation pre-
dominant and the combination of diarrhea and 
constipation were 63.6% (14/22), 27.3%(6/22), 
and 9.1%(2/22), respectively.

CONCLUSION: There exists a relationship be-
tween bacterial dysentery and IBS, especially 
in the diarrhea form of IBS patients. Female pa-
tients at middle age with a history of acute dys-
entery are more susceptible to IBS.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Bacteria dys-
entery; Relationship

Hai-Gang Xiao, Jin-Sheng Guo. An analysis of the 
relationship between bacterial dysentery and irritable 
bowel  syndrome.  Shi j ie  Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(10):1012-1014

摘要
目的: 探讨细菌性痢疾与肠易激综合征(IBS)
的相关性. 

方法: 通过对建湖县第三人民医院2003-09/
2005-10确诊为I B S的98例患者中曾患细菌
性痢疾的22例患者进行性别、年龄、痢疾
的类型(急性与慢性)及IBS类型(腹泻型、便
秘型、混合型)等资料相关性分析及相对应
比较.

结果: 在有菌痢病史的22例IBS患者中, 女性
(n  = 15, 68.2%)明显多于男性(n  = 7, 31.8%); 
31-35岁(n  = 15, 68.2%)多于10-30岁(n  = 3, 
13.6%)及45岁以上(n  = 4, 18.2%); 急性菌痢(n  
= 18, 81.8%)明显多于慢性菌痢(n  = 4, 18.2%); 
腹泻型(n  = 14, 63.6%)、便秘型(n  = 6, 27.3%)
及混合型(n  = 2, 9.1%)中, 以腹泻型为主. 

结论: 细菌性痢疾与I B S有相关性. 与菌痢
相关的IBS患者中, 以腹泻型为主, 女性、中
年、急性菌痢患者与IBS更具有相关性.

关键词: 肠易激综合征; 细菌性痢疾; 相关性
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■背景资料
近几年国际、国
内 对 I B S 致 病 因
素进行了更为广
泛的研究, 众说纷
纭, 许多专家、学
者提出了肠道感
染后引发的 IBS, 
即pIBS. 本文作者
在临床工作实践
中, 亦发现一部分
pIBS患者, 参照相
关文献, 结合实际
病例, 进行临床病
例分析, 并将结果
付诸于文. 
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种以腹痛或腹部不适伴排便习惯改变为特征

的功能性肠病, 病因和发病机制迄今仍不明确. 
流行病学研究发现大多数急性肠道感染缓解后

会发生慢性、持续性的胃肠功能异常症状, 即
所谓的感染后IBS(post-infection IBS, pIBS). 潘
国宗 e t a l [1]对北京地区人群(2500名)IBS流行

病学调查, 结果显示, 有痢疾病史的人患IBS的
比例高(OR =3.00, P <0.001), 这一结果支持感染

后IBS的假说, 但目前对感染后IBS本质的认识

还很欠缺, 也没有合适的动物模型来验证其发

病假说. 为进一步探讨其间的相关性, 作者对

2003-09/2005-10在建湖县第三人民医院确诊的 
98例IBS患者的相关资料进行回顾性分析如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 在建湖县第三人民医院2003-09/2005-10
就诊 I B S患者98例 .  女67例 (68 .4％ ) ,  男31
例 (31.6％ ) ;  年龄10-62(平均40.2)岁 ;  病程

5 mo-6(平均3.6)a; 菌痢治愈与确诊为IBS的间

隔时间为3-16(平均6.8)m o; 与菌痢有关者22
例(32.4％), 其他原因(包括其他感染者)46例
(67.6%). 在确诊患过菌痢的患者22例中, 女15例
(68.2%), 男7例(31.8%); 年龄10-58(平均38.8)岁; 
10-30岁为第1组3例(13.6%), 31-45岁为第2组15
例(68.2%), 45岁以上为第3组4例(18.2%); IBS病
程5 mo-5.2(平均3.2)a; IBS分类中, 腹泻型14例
(63.6%), 便秘型6例(27.3%), 混合型2例(9.1%); 
急性菌痢18例(81.8%), 慢性菌痢4例(18.2%). 
1.2 方法 IBS患者参照罗马Ⅱ的诊断标准而诊

断, 分为腹泻型、便秘型、混合型3种. 菌痢的

诊断为结合其病史、临床表现、体征、病程、

及实验室检查而诊断. 按照病程分为急性与慢

性菌痢2种(急性菌痢病程迁延超过2 mo而病情

未愈者为慢性菌痢). 将患过菌痢的22例pIBS患
者分别以性别(男、女)、年龄(No.1为第1组: 年
龄10-30岁; No.2为第2组: 年龄31-45岁; No.3为
第3组: 年龄45岁以上)、菌痢类型(急性与慢性

菌痢)为依据, 进行分组. 并观察分析各组患者的

各自构成比及各自在腹泻型、便秘型、混合型

IBS中所占比例. 通过统计学处理, 进行相对应

比较, 以期寻找出之间的差异性.
统计学处理 采用χ2检验, P <0.05为差异有显

著性.

2  结果

pIBS22例中女性(68.2%)明显高于男性(31.8%); 
急性菌痢(81.8%)明显高于慢性菌痢(18.2%). 年
龄构成中, 以31-45岁组患者较其他两组患病率

高(P <0.05), 而10-30岁组与45岁以上组比较没有

统计学差异(P >0.05). pIBS以腹泻型为主, 且与

其他两组比较有显著差异(P <0.01). 混合型占的

比例最少(表1).

3  讨论

最近亚洲动力俱乐部9个国家12个中心对门诊

1012例患者问卷调查(按罗马Ⅱ标准)表明: 在功

能性消化疾病中, IBS占359例(35.4%), 便秘94例
(9.3%), 仅次于功能性消化不良(43.0%), 分别列

为第2、3位[2]. 各地研究的报道显示IBS是一种

世界范围内的疾病. 可见IBS是发病率较高且危

及人们生活质量的一类疾病. 尽管1999年罗马

Ⅱ的诊断标准对IBS的诊断在国际、国内有了

较统一的认识与规范, 但目前IBS的病因和发病

机制仍还不十分清楚. 最初认为IBS是肠道平滑

肌功能障碍和内脏痛觉过敏, 逐渐发展到现在

的脑-肠轴学说, 多种因素参与了IBS的发生与

发展, 如精神心理因素[3]、遗传因素、感染、药

物、食物、季节因素、神经和内分泌及消化道

激素(包括催乳素、CCK、运动素、VIP、前列

腺素、生长抑素、P物质及5-羟色胺3等)等. 有
研究表明约1/3的IBS患者在患病前曾有急性胃

肠道感染史. 对病原体已被清除和黏膜炎症消退

后发生的IBS样症状, 称之为感染后IBS. 即pIBS. 
McKendrick et al [4]报道38例沙门菌肠炎患者治

愈1 a后仍有12例存在肠功能紊乱. Neal et al [5] 
前瞻性调查了1994-07/1994-12经微生物检查证

实的544例细菌性胃肠炎患者胃肠病症的发病率

和发生IBS的相对危险性, 发现在386例完成调

       

表 1 pIBS患者22例的各种情况比较

分组
             性别                年龄 (岁)               菌痢类型

           男    女   10-30  31-45   45以上   急性    慢性

构成比(％)
腹泻型 (n )
便秘型 (n ) 
混合型 (n )

31.8
  5
  2
  0

68.2
  9
  4
  2

13.6
  2
  0
  1 

68.2
10
  5
  0

18.2
  2
  1
  1

81.8
12
  5
  1

18.2
  2
  1
  1
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查的感染性胃肠炎患者中, 6 mo后有1/4的患者

报告有持续的排便习惯改变, 即所谓的“痢疾

后肠功能紊乱”, 结果也说明胃肠道感染确实

可引起IBS. 结合本分析结果, 作者认为肠道感

染, 尤其是细菌性痢疾与IBS更有相关性. 其机

制除了与肠道感染对肠黏膜上皮屏障的破坏作

用(包括病原体的侵袭、肠道感染与肥大细胞的

关系、肠道感染与炎性介质)及肠道感染对神经

的影响(毒素、脑-肠轴的影响)[6]外, 亦可能与肠

道菌群的失调、抗生素的使用等方面有关. 此
方面国外有过相关的类似报道[7]. 

我们认为 ,  细菌性痢疾与肠易激综合征

(IBS)有较明显的相关性, 这与有关报道较近似[1,4]. 
与菌痢相关的pIBS好发年龄以中年患者较明显, 
这与国内诸多报道较一致, 而美国则以45-64岁
发病率最高[8], 这可能是地区性差异等原因所致. 
同时显示其相关的pIBS以女性、急性起病、腹

泻型为主, 这可能与女性心理素质较低, 易出现

焦虑和抑郁; 急性起病者存在对急性肠道炎症

的持续炎症反应及各种胃肠激素炎症因子使肠

黏膜通透性增高等诸多因素有关. 这些亦与国

外的相关报道较一致[9-10]. 由于本文病例样本不

大, 故未能对pIBS与菌痢的其他方面相关性进

一步研究. 总之, 在pIBS诱因中, 肠道感染, 尤其

细菌性痢疾是一个非常重要的危险因素. 值得

一提的是广大医务工作者在诊治菌痢时, 要前

瞻性的考虑到其较远的相关疾病, 如pIBS. 至于

如何尽量避免此类疾病诱发pIBS及如何进一步

治疗, 这还有待于各位专家、同仁的进一步研

究. 
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Abstract
AIM: To investigate the correlations of C-erbB-2, 
nm23 protein expression with the invasion and 
metastasis of rectal cancer.

METHODS: The expression of C-erbB-2 and 
nm23 protein in the specimens of rectal cancer 
(n = 85) was detected by immunohistochemistry 
and their correlations with the prognosis were 
analyzed, respectively.

RESULTS: The total positive rate of nm23 ex-
pression in rectal cancer was 78.8% (67/85). 
The expression nm23 was significantly higher 
in Duke’s stage A (80.9%) than that in stage C 
(42.3%) or D (27.7%) (P < 0.05), but similar to 
that in stage B (75.0%) (P > 0.05). The total posi-
tive rate of C-erbB-2 expression was 80% (68/85) 
and high expression rate was 54.1% (46/85). It 
was inversely correlated to nm23 expression. 
The expression of C-erbB-2 expression was 
significantly higher in Duke’s stage D (77.7%) 
than that in stage A (28.5%) or B (30.0%) (P < 
0.05), but similar to that in stage C (76.9%) (P > 
0.05). High level of nm23 was more commonly 
expressed in well-differentiated adencarcinoma 
(80%) than that in poorly differentiated one 
(25.0%), and areolar cancer (10.5%) (P < 0.05), 

but similar to that in moderately differentiated 
adencarcinoma (71.49%) (P > 0.05). High level of 
C-erbB-2 was more commonly expressed poorly 
differentiated adencarcinoma (81.2%) and areo-
lar cancer (78.9%) than that in moderately dif-
ferentiated (40%) and well differentiated one 
(26.6%) (P < 0.05). Both expression of C-erbB-2 
and nm23 were not significantly different be-
tween poorly differentiated adencarcinoma and 
areolar cancer (P > 0.05). In 41 of 85 patients 
after treatment for more than five years, high ex-
pression rates of nm23 and C-erbB-2 were 73.1% 
and 31.7%, respectively, while in the rest of 85 
patients who survived less than five years, high 
expression rates of nm23 and C-erbB-2 were 
34.1% and 84.1%, respectively.

CONCLUSION: The expression of nm23 is in 
significant negative correlation with C-erbB-2. 
High level of C-erbB-2 expression is associated 
with the invasion and metastasis of rectal cancer. 
High expression of C-erbB-2 and low expression 
of nm23 suggest a poor prognosis.

Key Words: Rectal cancer; C-erbB-2; nm23; Rela-
tionship; Prognosis

Gao FL. Correlations of C-erbB-2 and nm23 protein 
expression with prognosis of rectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(10):1015-1018

摘要
目的: 探讨直肠癌C-erbB-2和nm23蛋白的表
达及其与肿瘤浸润和转移的关系. 

方法: 采用免疫组化方法检测85例直肠癌标
本中C-erbB-2和nm23蛋白的表达, 并对其相
关性及其与预后的关系进行分析. 

结果: 在直肠癌85例中 ,  n m23表达阳性率
78.8%. 按Duke's分期, A期高表达率80.9%明
显高于C期42.3%和D期27.7%(P <0.05), 与B
期75%相比差异无显著性(P >0.05). C-erbB-2
阳性率80%, 与nm23表达相反, D期高表达率
77.7%明显高于A期28.5%和B期30%(P <0.05), 
与C期76.9%相比差异无显著性 (P >0.05) . 

www.wjgnet.com
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■背景资料
直肠癌是一种常
见的恶性肿瘤, 其
发病率和死亡率
呈逐年上升趋势,
提高大肠癌长期
生存率的关键是
早 期 诊 断 ,  并 准
确地判断预后. 近
来的研究资料表
明 ,  肿 瘤 相 关 基
因的激活、转移
抑制基因的功能
丧失是肿瘤转移
的主要原因, 本文
旨在探讨nm23及
C-erbB-2这2种蛋
白在直肠癌中的
表达、与肿瘤组
织浸润、转移的
关系及其相关性, 
为直肠癌患者判
断预后提供参考
依据.
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nm23高表达率为80%, 明显高于低分化腺癌
25%和黏液癌10.5%(P <0.05), 与中分化腺癌
71.5%相比差异无显著性(P >0.05). 在低分
化腺癌C-erbB-2高表达率为81.2%, 黏液癌
78.9%, 明显高于中分化腺癌40%、高分化
腺癌26.6%(P <0.05), 低分化癌、黏液癌二者
相比差异无显著性(P >0.05). 在术后生存5 a
以上的41例患者中, n m23高表达率73.1%, 
C-erbB-2高表达率31.7%, 44例术后生存5 a以
下者, nm23高表达率34.1%, C-erbB-2高表达
率84.1%.

结论: nm23与C-erbB-2蛋白表达呈明显的负
相关; C-erbB-2高表达主要见于直肠癌Duke's
的C、D期, 提示与直肠癌浸润、转移有明显
关系, nm23的低表达与C-erbB-2高表达者预
后不良.

关键词: 直肠癌; nm23; C-erbB-2; 相关性; 预后
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0  引言

肿瘤的浸润与转移是一个多基因调控、多步

骤、多阶段演进的过程, 其中肿瘤细胞的异常

增生是肿瘤浸润与转移的基础, 肿瘤黏附性改

变和运动能力增强及细胞外基质的降解是侵袭

转移的条件[1]. C-erbB-2也称为Her-2或Neu基因. 
与上皮生长因子受体(EGFR)非常相似, 具有酪

氨酸磷酸激酶活性, C-erbB-2过度表达可刺激肿

瘤细胞恶性生长[2], 在乳腺癌中的过度表达的意

义研究较多, 但在直肠癌组织中的表达研究较

少. nm23(non-metastasis23)基因为一重要的转移

抑制基因, 在不同肿瘤中表达不一致, 我们探讨

这2种蛋白在直肠癌中的表达、与肿瘤组织浸

润、转移的关系及其相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择1999/2003漯河医学高等专科学校

病理检验研究中心手术切除归档标本蜡块85例, 
随访资料完整, 经HE染色病理复诊证实. Dukes 
A期21例, B期20例, C期26例, D期18例(均有肝

转移)[3]; 组织学类型及分化程度: 高分化腺癌

15例, 中分化腺癌35例, 低分化腺癌16例, 黏液

腺癌19例; 术后生存时间≥5 a组41例, <5 a组
44例; 男56例, 女29例; 平均年龄53.7(37-78)岁. 
C-erbB-2兔抗人mAb(CB11), 为Zymed公司产

品、nm23鼠抗人mAb; 免疫组化EnVision试剂

盒购自Dako公司. 
1.2 方法 采用EnVision法. (1)人直肠癌肿瘤标本

石蜡连续切片4 mm厚脱蜡至水; (2)抗原热修复

处理, 入Citrate缓冲液(0.01 mol/L, pH 6.0), 微
波(MW)中火煮沸10 mim; (3)蒸溜水洗后, 入
30 mL/L过氧化氢5 min; (4)蒸溜水洗后, 再经

TBS缓冲液洗, 加入一抗体C-erbB-2, nm23孵育

30 min; (5)经TBS缓冲液冲洗3次, 每次2 min; 
加入EnVision孵育30 min; (6)经TBS液冲洗3次, 
每次2 min; 加DAB显色; (7)蒸溜水洗后, 苏木素

复染, TBS代替一抗作阴性对照, 以已知阳性组

织作阳性对照. C-erbB-2阳性表达为胞质和/或
胞膜着色, nm23基因蛋白阳性表达主要是胞质

着色, 呈棕黄色颗粒状, 偶尔可见胞核着色. 其表

达强度根据高倍镜下5个视野着色细胞所占比

例均值进行分级: 每例通常观察200个细胞, 凡
病变细胞未着色和着色细胞数<25%为阴性(-), 
25%-40%弱阳性(+), 41%-60%为阳性(++), >60%
为强阳性(+++); (++)、(+++)均归为高表达[3].

统计学处理 结果行χ2检验.

2  结果

2.1 nm23及C-erbB-2表达与直肠癌Dukes分期 在
85例直肠癌中nm23表达阳性率78.8%, 高表达率

56.5%. A期高表达率80.9%明显高于C期42.3%
和D期27.7%(P <0.05), 与B期75.0%相比差异无

显著性(P >0.05). C-erbB-2阳性率80.0%, 高表达

率54.1%, 与nm23表达相反, D期高表达率77.7%
明显高于A期28.5%和B期30%(P <0.05), 与C期

76.9%相比差异无显著性(P >0.05, 表1).
2.2 nm23及C-erbB-2表达与直肠癌组织学类型

在高分化腺癌nm23高表达率为80.0%, 明显高

于低分化腺癌25.0%和黏液癌10.5%(P <0.05), 与
中分化腺癌71.5%相比差异无显著性(P >0.05).  
C-e rbB-2高表达率在低分化腺癌为81.2%, 黏
液癌78.9%, 明显高于中分化腺癌40.0%、高分

化腺癌26.6%(P <0.05), 低分化癌和黏液癌二者

相比差异无显著性(P >0.05, 表2). 在术后生存

5 a以上的41例患者中, nm23高表达率73.1%, 
C-erbB-2高表达率31.7%, 44例术后生存5 a以
下者, nm23高表达率34.1%, C-erbB-2高表达率

84.1%(表2).
2.3 nm23及C-erbB-2蛋白阳性表达的相互关系

85例直肠癌中, nm23表达阳性67例(78.8%), 其
中轻度表达19例, 中度表达26例, 高度表达22例, 

■创新盘点
本文较为全面的
观 察 了 n m 2 3 及
C-erbB-2的表达
与 直 肠 癌 患 者
的 预 后 的 关 系 , 
提 出 了 n m 2 3 与
C-erbB-2的表达
呈负相关的观点, 
且nm23的低表达
与C-erbB-2的高
表达提示患者预
后不佳, 生存时间
明显缩短.
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18例表达阴性. C-erbB-2表达阳性68例(80%), 其
中轻度表达22例, 中度表达26例, 高度表达20例, 
17例阴性表达, nm23及C-erbB-2表达的相互关

系见表3. 

3  讨论

直肠癌是一种常见的恶性肿瘤, 近年来发病率

有升高趋势, 其浸润转移是非常复杂的过程. 近
来的研究资料表明, 肿瘤相关基因的激活、转

移抑制基因的功能丧失是肿瘤转移的主要原因, 
人类肿瘤中, 受诸多癌基因与抑癌基因的控制, 
C-erbB-2位于17号染色体长臂, 编码一种具有酪

氨酸蛋白激酶活性的物质, 即p185糖蛋白. 该基

因扩增或过表达出现于某些肿瘤组织中, 参与

肿瘤的发生和发展过程, 并与患者预后有关[2], 
C-erbB-2与EGFR具有高度同源性, 两者在肿瘤

的发生和生物学行为等方面可能存在协同作

用[5-7], 已有报道C-erbB-2或EGFR的表达与肿瘤

的浸润和转移有关[8-9]. Kapitanovic et al [10]用免疫

组化法检测151例大肠癌患者C-erbB-2基因, 发
现细胞核内C-erbB-2表达与生存期短密切相关, 
所有患者均呈阳性表达. 但强阳性者只占43%. 
Kay et al [11]观察164例Dukes B期大肠癌患者, 发
现33.5%的患者肿瘤细胞染色质阳性, 并认为是

预后差的标志物, 5 a生存率以47%对C-erbB-2
阴性者的77%. 对293例未分化大肠癌的研究

认为 ,  C-e r b B-2染色是一种独立的预后标志

物. 本结果显示: 85例直肠癌中C-erbB-2阳性率

80.0%(68/85), 高表达率54.1%(46/85), 按Dukes
分期, 以C、D期表达率较高, 在术后生存5 a以
上的41例患者中, C-erbB-2高表达率31.7%, 44例
术后生存5 a以下者, C-erbB-2高表达率84.1%, 
与文献[12]报道相似, 说明C-erbB-2的高表达可

以促进肿瘤细胞的浸润与转移, 预后不佳. 
nm23基因是l988年Steeg et al [13]从K1735鼠

黑色素瘤细胞系分离出来的一种与恶性肿瘤转

移有关的基因. 他在低转移细胞株中的表达程

度是高转移细胞株的l0倍. nm23基因产物为核

苷酸二磷酸激酶(NDPK), 此酶通过调节细胞内

信号传递、分化等代谢过程, 影响微管、微丝

等细胞骨架蛋白的生物活性而发挥生长抑制的

负性调节作用. 人类的nm23基因有两个亚型, 即

    

表 1 直肠癌nm23及C-erbB-2表达与Dukes分期的关系 n (%)

Dukes                           nm23                                             C-erbB-2 

分期               -    +   ++　+++     高表达　       -     +    ++　+++      高表达

A　　21　　1　3　 9　   8　 17 (80.9)a        8　 7　  5　   1  　 6 (28.5)a

B       20       2    3     8      7     15 (75.0)         8    6      4       2       6 (30.0)

C　　26       8　7     7      4　  11 (42.3)         2    4　12   　8     20 (76.9)

D　   18       7    6     2      3       5 (27.7)         1    3      5       9     14 (77.7)

aP<0.05 vs  C, D组.

    

表 2 nm23及C-erbB-2蛋白阳性表达与直肠癌病理组织类型与术后生存的关系 n (%)

组织学类型             　　　                      nm23                                              C-erbB-2 

与术后生存                            -      +     ++　 +++     高表达　       -     +     ++　 +++      高表达

高分化腺癌

中分化腺癌

低分化腺癌

黏液癌

≥5 a    

<5 a

aP<0.05 vs  高分化腺癌; cP<0.05 vs  < 5 a.

15          1　  2　   5　    7　   12 (80.0)       6     5　  3　　1       4 (26.6)

35　　   2　  3　 17　  13　   30 (85.7)a      8   13　12　　2　 14 (40.0)a

16　　   7　  5　   3　　1　　  4 (25.0)a      1　 2　  5   　 8 　13 (81.2)a

19          8      9      1        1         2 (10.5)a      2     2 　 6   　 9 　15 (78.9)a

41　　   2　  9　 11     19　　30 (73.2)c    14   16　10　    1　 11 (26.8)c

44　　 16    10　 15　　3　   18 (40.9)　　3　 6　 16　  19　 35 (79.5)

n  

    

表 3 nm23及C-erbB-2表达的相互关系 n (%)

             　　　                         C-erbB-2 

                             -                +                 ++　          +++     

阴性　 18　       0　　   1 (11.1)　  5 (27.8)    11 (61.1)

阳性　 67    17 (25.4)   21 (31.3)    21 (31.3)     9 (13.4)

合计　 85　17 (20.0)   22 (25.9)a   26 (30.6)a   20 (23.5)a

aP<0.05 vs  nm23阳性.

nm23     n 

■应用要点
对 n m - 2 3 和
CerbB-2蛋白检测
可用来判断直肠
癌患者的预后.
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nm23-H1和nm23-H2. 且受两个独立系统所调

节, 前者似乎与癌转移的关系更为密切. Wang 
et al [14]用Southern印迹法及RT-PCR技术发现20
例大肠癌患者中, 8例有淋巴结及远处转移者中

4例有等位基因缺失或突变. 12例无转移者无上

述变化. nm23-Hl等位基因缺失与低分化积度密

切相关, 且生存期短. Tomic et al [15]报道大肠癌

组织中nm23阳性率为71.6%. 其低表达与淋巴结

转移有关(P <0.05). 本结果显示, nm23的表达与

C-erbB-2的表达正相反, 85例直肠癌中nm23表
达阳性率78.8%(67/85), 高表达率56.5%(48/85). 
按Dukes分期, 以A, B期表达率较高, 在术后生

存5 a以上的41例患者中, nm23高表达率73.1%, 
44例术后生存5 a以下者, nm23高表达率34.1%. 
nm23与C-erbB-2的表达呈明显的负相关性, 且
均与组织学类型有关. 　　　　

从nm23基因表达和预后及生存期来看, 两
组5 a生存率不同的患者nm23表达有显著性差

异(P <0.025). nm23高表达比nm23低表达患者

预后好. 这说明nm23基因不但可以作为判断转

移的标志基因, 而且还有助于判断患者的预后, 
这与nm23基因转移抑制作用是相一致的[16-17]. 
nm23基因蛋白低表达和C-erbB-2基因蛋白高表

达者预后较差. 
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摘要
目的: 总结共病状态下大肠癌漏诊的具体原因. 

方法: 回顾性分析55例漏诊大肠癌的临床资
料, 对率的比较采用卡方检验. 

结果: 被漏诊的疾病中, 大肠癌合并痔疮18
例, 合并消化性溃疡10例, 合并结直肠息肉7
例, 合并急性阑尾炎5例, 合并缺铁性贫血5例, 
合并慢性胆囊炎4例, 合并溃疡性结肠炎3例, 
合并慢性盆腔炎2例, 合并阑尾周围脓肿1例.

结论: 不少临床医师拘泥于“一因论”的思
维模式而忽视了共病的存在, 这是导致共病状
态下大肠癌漏诊的主要原因.

关键词: 共病; 大肠癌; 误诊
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0  引言

大肠癌属于误漏诊率较高的疾病 ,  文献报道

其误漏诊率在30.2%-52.4%[1-3],  关于误漏诊

原因分析的临床报道已很多 ,  但对因为共病

(comorbidity)存在而导致大肠癌漏诊这一因素

重视不够, 事实上, 与患者主要症状相关的某些

伴随疾病的先行确诊常使大肠癌这个重要疾病

被掩盖或忽视, 随后针对伴随疾病的治疗更加

延误了大肠癌的早期诊治, 故此类误诊虽只属

于漏误诊断而非完全诊断错误[4], 但更应引起临

床医生的重视. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2000-08/2004-08本院肠镜室电子

结肠镜检出的临床资料较齐全的原发性大肠癌

576例(均有术后病理或活检病理结果, 其中结肠

癌324例, 直肠癌231例, 多原发癌21例), 男306
例, 女270例. 青年组(＜40岁)61例, 中年组(40岁
≤年龄＜60岁)189例, 老年组(≥60岁)326例.

1.2 方法 漏诊标准包括[4-6]: 在根据相关症状确诊

了伴随疾病后, 有下列情况之一者: (1)第1个伴

随疾病确诊后超过1 mo; (2)超过3次门诊就诊仍

未诊断大肠癌者; (3)针对相关症状, 经过1次住

院检查治疗, 出院时仍未诊断大肠癌者; (4)经1
项特殊检查(结肠镜或X线钡剂灌肠造影)仍未发

现病变者.
统计学处理 运用数理统计方法对各种漏

诊的具体情况分别进行归纳、统计和分析, 对
两个率的比较采用四格表卡方检验, 对多个率

的比较采用R×C表卡方检验. 全部统计资料在

SPSS11.5统计软件上进行.

2  结果

576例原发性大肠癌中临床共误漏诊大肠癌

213例(结肠癌124例, 直肠癌89例), 其中因共病

导致漏诊55例(结肠癌31例, 直肠癌24例), 占
本组全部误漏诊病例的25.9%(55/213). 55例中

男32例, 漏诊率10.46%(32/306), 女23例, 漏诊

率8.52%(23/270), 经四格表卡方检验, 二组之

间的漏诊率无显著性差异. 其中青年组漏诊率

13.1%(8/61), 中年组漏诊率7.9%(15/189), 老年

组漏诊率9.8%(32/326), 经R×C表卡方检验, 三
组之间的漏诊率无显著性差异 .  共病状态下

结肠癌漏诊率9.57%(31/324), 直肠癌漏诊率

10.4%(24/231), 经四格表卡方检验, 二组之间的

漏诊率无显著性差异(表1). 
被漏诊的疾病中, 大肠癌合并痔疮者18例, 

合并消化性溃疡10例, 合并结直肠息肉7例, 合
并急性阑尾炎5例, 合并缺铁性贫血5例, 合并慢

性胆囊炎4例, 合并溃疡性结肠炎3例, 合并慢性

盆腔炎2例, 合并阑尾周围脓肿1例. 
临床上主要表现为右腹痛或包块者12例, 表

现为剑突下规律性疼痛者9例, 解黑便或潜血试
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■背景资料
消化内镜技术在
近20 a有飞跃式
的进展, 放大电子
肠镜的出现和染
色内镜技术的应
用使得大肠癌的
早期发现率大为
提高. 然而, 临床
上大肠癌的误诊
率仍居高不下, 主
要原因仍归结于
医师的主观失误, 
其中对“共病”

的忽视, 常使次要
的某些相关疾病
倒得到了明确诊
断, 但是大肠癌却
被遗漏了.
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■创新盘点
在众多关于大肠
癌误漏诊原因分
析 的 文 献 中 ,  均
对因为共病存在
而导致大肠癌漏
诊这一因素重视
不够. 本文特别提
到, 因共病而漏诊
的病例约占全部
误漏诊大肠癌病
例的1/4-1/3, 进一
步指出了拘泥于
“一因论”的思
维模式, 忽视了共
病的存在, 是导致
共病状态下大肠
癌漏诊的主要原
因.
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验阳性者23例, 仅大便性状改变者(便秘或腹泻

或二者交替)8例, 首发贫血者3例. 外院漏诊36
例, 占65.5%; 本院漏诊19例, 占34.5%. 漏诊时间

1-6 mo 31例, 7-12 mo 14例, 1-2 a 8例, 2 a以上

2例.

3  讨论

3.1 共病对大肠癌的影响 共病的概念来源于美

国耶鲁大学Feinstein[7]的《慢性疾病中的共病在

治疗前的分类》的研究报告, 是指某个个体在

一段特定的时间内(或终生)同时存在多于一种

疾病的情况. 众所周知, 某些共病的存在可改变

大肠癌生物学特性及预后, 如2型糖尿病可导致

大肠癌发病率上升[8], 某些共病如充血性心衰、

消化性溃疡、糖尿病等可引起大肠癌分布于大

肠近端的概率上升, 且近端较远端大肠癌Dukes
分期更高, 预后更差[9-10]. 而与消化道症状相关的

共病如痔疮、消化性溃疡、缺铁性贫血、急性

阑尾炎、大肠息肉、胆囊炎、慢性盆腔炎等的

存在则容易让主诊医生只对其中某一种疾病作

出诊断并治疗, 而遗漏了同时存在的大肠癌. 文
献报道[2]因共病而漏诊的病例占全部误漏诊大

肠癌病例的32.8%(42/128), 本组25.9%(55/213)
的结果与其较为相近. 本研究结果进一步显示: 
共病状态下大肠癌漏诊率与患者性别、年龄和

肿瘤部位无关. 
3.2 共病状态下大肠癌漏诊的具体原因

3.2.1 把无痛性新鲜便血当作痔疮的特征性表现  
尤其是对那些被肛肠科医师诊断为痔疮的患者, 
主诊医师更容易因为满足于痔疮的诊断而忽略

结直肠疾病. 文献[11]报道合并痔疮使大肠癌的

漏诊率达26.7%, 本研究中漏诊率达32.7%, 居共

病中的首位. 然而, 粪便带新鲜血不仅是痔疮的

主要症状, 也是直肠息肉的主要临床表现, 亦为

大肠癌的症状之一. 故对于便血患者而言, 如同

时有低热、消瘦、贫血等全身症状, 或年龄超

过50岁, 应考虑结直肠肿瘤. 
3.2.2 对黑便或粪便潜血试验阳性者单纯考虑上

消化道疾病 以大肠癌合并消化性溃疡者为例, 
漏诊的10例患者中, 青年组2例, 中年组1例, 老
年组7例. 均以上腹痛为主要临床表现, 粪便潜血

试验阳性, 胃镜证实消化性溃疡, 遂予常规制酸

护胃治疗, 然而4-6 wk后腹痛症状无好转, 粪便

潜血试验持续阳性, 最后行结肠镜检查确诊大

肠癌. 这10例患者不仅漏诊, 而且重复误诊, 6例
曾误诊慢性胃肠炎, 3例误诊为痔疮, 1例误诊为

慢性盆腔炎. 我院曾报道[6]因合并消化性溃疡漏

诊8例右半结肠癌, 占全部误漏诊右半结肠癌的

8.4%(8/95), 本组资料显示因此类共病所致的漏

诊占全部误漏诊大肠癌的4.7%(10/213). 文献统

计247例老年便血患者, 发现大肠癌为最常见病

因, 占52.2%(129/247)[12], 故对有此类报警症状者

不能忽略大肠癌的可能. 
3.2.3 对青年人大肠癌认识不足 我国大肠癌发

病年龄较欧美国家提前近10 a, 且青年人大肠

癌临床表现不典型, 恶性程度高, 手术切除率

低, 预后差 [13-14]. 其误漏诊率有文献报道高达

80.8%(42/52)[15]. 如果片面认为中老年人才易患

大肠癌, 自然容易漏诊. 
3.2.4 将急性阑尾炎作为一个单纯的急症来处理  
部分急诊手术医师忽略了回盲部肿瘤可因生长

压迫或继发感染而导致阑尾炎的情况, 满足于

术中探查证实的阑尾炎性改变. 忽略了患者急

性阑尾炎发作前的病史, 术中未进一步探查回

盲部及升结肠. 本研究中5例患者都是阑尾切除

术后肠道症状不缓解而行腹部CT或肠镜检查而

发现的.  
3.2.5 部分消化专科医生未强调全结肠镜检查  
本研究中有7例合并结直肠息肉、3例合并溃疡

性结肠炎的患者, 均为外院行结肠镜检时满足于

已发现的病变而未达到回盲部者, 结果忽略同时

存在于右半结肠的病变. 
3.2.6 非消化专科医师对缺铁性贫血的病因认识

不足 其中1例女性患者, 初期考虑缺铁性贫血病

因为月经过多所致, 在妇产科门诊排除了子宫肌

瘤等妇科疾患, 按缺铁性贫血治疗. 然而患者贫

血症状逐渐加重, 后就诊于血液科, 发现肝脏多

发性占位, 转至肝胆外科, 再申请电子肠镜检查

方发现回盲部癌. 
3.2.7 将右上腹痛症状单纯归结于已确诊的肝胆

疾患 其中4例有明确慢性胆囊炎、胆囊结石病

史, 但患者近期腹痛症状有别于既往典型胆绞痛

■应用要点
因为次要疾病的
先行确诊常使大
肠癌这个重要疾
病被遗漏, 而针对
次要疾病的治疗
更加延误了大肠
癌的诊治, 其带来
的后果是严重的. 
本文呼吁临床医
生重视共病的存
在, 并抓住主要病
因, 从而减少大肠
癌的误诊.

    

表 1 共病状态下大肠癌漏诊率的比较

                  漏诊    未漏诊   合计    漏诊率

                     n            n             n            %    

性别  男
         女
年龄  青年
         中年
         老年
部位  结肠
         直肠

32
23
  8
15
32
31
24

274
247
  53
174
294
293
207

10.46
  8.52
13.11
  7.94
  9.82
  9.57
10.39

306
270
  61
189
326
324
231

0.429
(c2 = 0.624)
0.474
(c2 = 1.494)

0.749
(c2 = 0.102)

P 值

■名词解释
一 因 论 : “ 一 因
论 ” 与 “ 偶 因
论 ” 和 “ 多 因
论” 组成“原因
论”的三个理论, 
一因论包括差别
原因论、连续原
因论、最终原因
论三个子项目. 由
于语言和理性本
身 的 要 求 ,  一 因
论往往是一个健
全理论的着眼点. 
不能将其简单理
解为“唯一原因
论”. 
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表现, 主诊医师忽略新的症状, 未及时申请粪便

潜血试验和肠镜检查, 直至消瘦和低热等全身

症状出现后才行肠镜检查确诊. 
3.3 减少大肠癌漏诊的注意事项  
3.3.1 不能满足于基本疾病的明确, 还要警惕潜

在的危重疾病 事实上, 任何检查方法都有可能

造成大肠癌的漏诊, 不能仅凭一次检查结果阴性

而否定大肠癌的诊断. 比如强调直肠指诊的同时

不能单纯依赖直肠指诊, 对可疑病例应多次复查

大便潜血, 查癌胚抗原并申请全结肠镜检. 
3.3.2 建立循证医学的科学思维模式, 避免因经

验性思维、片面性思维、静止性思维、反逻辑

性思维带来的诊断思维偏差 因共病导致的漏

诊, 相当部分是因为在疾病的诊断思维模式上, 
不少医师拘泥于“一因论”的思维模式而忽视

了共病的可能, 对共病的认识不足导致有时诊

断出来的仅仅是居次要地位的疾病, 而占主导

地位的疾病却被遗漏. 
3.3.3 应推广在自然人群中筛查大肠癌的序贯粪潜

血试验 每年1次的筛查可明显降低大肠癌的漏

诊率, 减少发病率, 提高大肠癌患者的长期存活

率[16-18], 对50岁以上人群更是必要和有益的[19-20]. 
此外, 对50岁以上人群有不能满意解释的消化

道报警症状患者应强调全结肠镜检查. 
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■同行评价
大肠癌的误诊、

漏诊是一临床常
见问题, 应引起关
注 .  本 文 分 析 了
该院576例原发性
大肠癌中临床共
误漏诊大肠癌213
例, 其中因共病导
致漏诊55例, 对临
床治疗有一定指
导意义.
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进展期胃癌合并幽门梗阻内镜治疗103例
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摘要
目的: 探讨进展期胃癌合并幽门梗阻内镜治
疗的方法及其疗效. 

方法: 103例进展期胃癌合并幽门梗阻患者, 
按就诊顺序随机分为4组进行内镜下治疗. A
组内镜下局部注射化疗药物; B组内镜下微波
消融治疗; C组内镜下微波消融治疗加局部注
射化疗药物; D组内镜下微波消融治疗加局部
注射化疗药物后4 wk放置金属内支架. 另选
择同期拒绝任何治疗的患者25例作为对照组. 

结果: D组内镜治疗的显效率为84.62%, 较B、
C两组的33.33%和44.44%明显提高(P <0.01); 
同时 ,  D组内镜治疗后半年 ,  幽门再梗阻发
生率为38.46%, 显著低于A、B、C三组的
88.46%、79.17%、59.26%(P <0.01). D组患者
半年, 或1 a的生存率明显提高, 中位生存期达
9.37 mo, 其生存情况好于其他各组患者

结论: 内镜下微波消融加局部注射化疗药物, 
并放置金属内支架是一种治疗进展期胃癌合
并幽门梗阻积极的姑息疗法, 能明显提高患者
的生存质量, 延长其生存时间.
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0  引言

进展期胃癌合并幽门梗阻引起的临床症状表现

为恶心、呕吐、腹胀及进食困难, 患者的身体

状况和生活质量明显下降. 外科手术是传统的

治疗方法, 但由于患者的体质情况较差, 且常伴

有严重的并发症, 往往失去手术根治的机会. 而
与外科胃肠短路或胃肠造瘘等改道手术相比, 
进展期胃癌合并幽门梗阻的内镜治疗具有损伤

小、耐受性好、病死率低、住院时间短等优点, 
是一种能缓解胃肠道梗阻症状的姑息性治疗方

法, 同样可明显改善患者的临床症状. 然而, 内
镜治疗后的幽门再梗阻问题仍未获得解决. 为
此, 我们在通常内镜下局部注射化疗药物、微

波消融治疗的基础上, 放置金属内支架, 以探讨

内镜下治疗进展期胃癌合并幽门梗阻更为合

理、有效的方案, 进一步延长临床症状的缓解

期, 改善患者的生存质量. 

1  材料和方法

1.1材料

1.1.1 对象选择 选择2000-2005门诊或住院经内

镜检查, 病理确诊的进展期胃癌合并幽门梗阻

病例, 并具备下列条件之一者纳入临床各研究

组. (1)术前B超、CT、MRI等或体检明确有远

处转移, 不能行根治性手术, 且患者及家属拒绝

开腹手术. (2)既往开腹术中发现肿瘤广泛浸润

胃壁, 无法行胃肠吻合短路术或短路术易发生

吻合口漏. (3)全身情况极差, 经短期营养治疗无

效, 或伴有严重的心肺等内科疾患, 不能耐受开

腹手术. 各研究组共有患者103例, 其中男61例, 
女42例. 年龄分布46-75岁之间, 平均年龄51.6±
18.5岁. 
1.1.2 诊断标准 (1)癌灶浸润深度超过胃黏膜下

层. (2)上腹饱胀, 规律性呕吐, 吐物腐臭, 量多, 
有宿食. (3)营养不良, 消瘦, 贫血. 可有脱水征, 
上腹可见胃型及胃蠕动波, 有振水音. (4)X线钡

餐检查见胃腔大, 有多量潴留物, 幽门管变细, 
形态不规则, 或十二指肠球部变形, 排空迟缓. 
(5)长期呕吐者可伴血钾、血氯、血浆蛋白及红

细胞、血红蛋白的降低. (6)经内镜下治疗, 患者

再次出现上述症状与体征为治疗后再梗阻. 
1.1.3 临床分组 按就诊顺序随机分为A、B、

C和D四组. 局部化疗组(A组): 26例, 其中男16

®

■背景资料
进展期胃癌内镜
下治疗是丧失手
术 时 机 胃 癌 综
合治疗的重要方
面.镜下各种治疗
手段的不同选择
和组合直接关系
患者生存期的延
长和生存质量的
提高. 目前, 国内
在这一领域的研
究既不系统也不
充分. 内镜下联合
化疗药物局部注
射、微波烧灼病
灶以及梗阻部位
放置支架的治疗
有利于发挥各手
段之所长, 是具有
积极创新意义的
姑息治疗.
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例, 女10例, 平均年龄49.8±15.1岁. 内镜下局部

注射化疗药物; 微波治疗组(B组): 24例, 其中男

14例, 女10例, 平均年龄50.7±19.3岁.内镜下微

波消融治疗;  内镜下局部化疗+微波治疗组(C
组): 27例, 其中男16例, 女11例, 平均年龄52.9±
15.2岁, 内镜下局部注射化疗药物联合微波消融

治疗. 内镜下局部化疗+微波治疗+内支架组(D
组): 26例, 其中男15例, 女11例, 平均年龄51.8±
14.3岁. 内镜下局部注射化疗药物联合微波消融

治疗后4 wk放置金属内支架. 另选择同期拒绝

任何治疗的患者25例作为对照组, 其中男15例, 
女10例, 其平均年龄50.9±13.2. 各组患者在年

龄、疾病分期等方面具有可比性. 
1.1.4 主要试剂与仪器 (1)日本奥林巴氏EVIS-
X Q240电子胃镜. (2)美国Wi l s o n-C o o k公司

VINF-23型注射针(3)国产微波治疗仪, 频率2 
450 Hz, 输出电流O-200 mA. (4)南京微创公司

记忆合金网状支架. (5)局部注射用化疗药物: 5-
氟尿嘧啶、丝裂霉素.

1.2  方法

1.2.1 内镜下局部注射化疗 经内镜活检孔插入

VINF-23型注射针, 以幽门口方向为中心, 分别

沿12、2、4、6、8、10点钟方向, 每点每次注

射2 mL化疗药物混合液(5-氟尿嘧啶500 mg/
20 mL、丝裂霉素8 mg、利多卡因5 mL、肾上

腺素1 mg加生理盐水25 mL混合成的50 mL). 对
于病变较大者(＞3.5 cm), 在周围不规则隆起处

放射状注射化疗药物, 每点2 mL. 注射后常规静

脉滴注50 g/L葡萄糖注射液500 mL加西咪替丁

0.6 g. 
1.2.2 内镜下微波治疗 在常规胃镜检查后, 由胃

镜活检孔插入微波治疗探头, 根据肿瘤部位大

小和形态选择适当的功率, 对隆起性病灶, 先用

80-100 mA将导线对准肿瘤的顶部及基底部烧

灼, 见其呈白色退出, 对于环形狭窄型将导线插

入病灶下端用60-80 mA由远至近“熨烫法”及

“多部位灼法”, 对于管腔狭窄明显结合上下

提插法使其表面污物去除, 管腔扩大, 局部呈现

灰白色时退出. 
1.2.3 内镜下放置支架 用胃镜插至梗阻近端, 通
过镜身工作通道插入造影导管, 对着狭窄处注

入380 g/L泛影葡胺造影剂, X光透视下了解狭

窄段范围. 插入超滑导丝通过狭窄段, 造影导管

在导丝的导引下达到空肠, 抽出超滑导丝, 沿导

管进入超硬导丝至空肠, 分别退出导管和内镜. 
根据狭窄段情况选择合适长度的金属支架, 释
放后支架两端必须超过狭窄段2-3 cm. 如狭窄

段为3 cm, 则需7-8 cm支架. 本组选用的支架为

国产记忆合金网状内支架, 长度6-12 cm, 最大

直径2 cm. 将装有支架的推送器沿超硬导丝送

至狭窄段, 在X光透视下根据残留造影剂确定部

位, 最后释放支架. 
1.2.4 内镜下治疗要点 (1)常规缓慢推入内镜后, 
仔细观察梗阻程度及管腔狭窄情况, 尽可能将

内镜插至狭窄部位远端, 如果失败, 亦尽可能将

微波导线插至病灶的最下方, 对隆起性病灶直

接加压插入病灶中央部位烧灼, 使肿瘤组织凝

固或炭化, 清除坏死物. (2)扩张管腔, 而后插入

注射针, 于病灶基底部及四周, 由下而上分6-8
点注入化疗药物. 一般每周1次, 2次为1疗程. 间
歇1 mo, 可再行第2疗程治疗. (3)经上述2疗程

局部微波及化疗后, 病灶组织往往由“软”变

“硬”, 管腔出现“疤痕”化现象, 要在镜下插

入导丝至肠腔, 采用Savary锥形硅胶或气囊扩张

器进行扩张治疗, 而后放置金属内支架以防再

梗阻. 
1.2.5 疗效判定 患者内镜治疗后症状消失分为5
级: 0级为能进普食, Ⅰ级为能进软食, Ⅱ级为能

进半流质, Ⅲ级为能进流质, Ⅳ级为完全梗阻不

能进食. 进展期胃癌合并幽门梗阻内镜治疗的

疗效分为: (1)显效(CR): 症状消失达0级或Ⅰ级, 
可测肿瘤完全消失, 疗效稳定超过1 mo, 未出现

新病变. (2)有效(PR): 症状明显好转达Ⅱ级, 可
测肿瘤长径乘最大横径缩小50%以上, 持续不

少于1 mo, 未出现新病变; (3)微效(MR): 症状好

转达Ⅲ级, 可测肿瘤两径乘积缩小25%-50%者, 
可持续4 wk, 未出现新病变. (4)无效(NR): 症状

无好转或恶化, 评级为Ⅳ级, 可测肿瘤缩小不及

25%或增大, 有新发病变, 病情恶化或死亡. 
1.2.6 术后处理与随访 内镜治疗术后24 h内禁

食, 并给予持续胃肠减压治疗, 可以根据患者幽

门狭窄程度、病变范围、胃肠减压引流物的总

量和患者自觉症状情况不同, 分别给予口服制

酸药、止痛、全身支持和其他对症治疗. 患者

接受治疗24 h后如果引流物较少, 则可以进食

无渣流质, 并在48 h后可根据情况进食流体食

物和半流体食物. 放置支架的患者嘱少食纤维

素多、质硬食物, 宜细嚼, 以免食物堵塞支架. 
每周在内镜治疗前首先了解幽门大小和胃内
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病变范围. 登记随访观察患者自觉症状和检查

结果, 并观察患者术中出血、穿孔等并发症, 术
后恶心、呕吐、呕血、黑便、上腹部疼痛、反

酸、烧心等症状. 
统计学处理 采用SASSP 10.0分析软件对收

集到的数据进行处理. 计量资料用mean±SD表

示, 组间差异比较用t检验. 计数资料以百分率表

示, 组间差异比较用χ2检验. 

2  结果

2.1 各组患者内镜下治疗后症状改善情况 有
57例患者术中出现局部出血, 经胃镜下止血有

效, 术后未再次发生消化道的出血. 无消化道感

染、胃肠道破裂等并发症的发生, 所有患者均

能耐受内镜操作. 其中, 内镜下局部注射化疗药

物联合微波消融治疗, 4 wk后同时放置内支架

组, 在疗程结束后1 mo患者的临床症状改善最

为明显, CR率显著高于其他各组, 组间差异有统

计学意义(P<0.01, 表1). 单纯内镜下局部注射化

疗药物组其患者临床症状改善并不明显. 
2.2 内镜下放置支架对患者生存情况的影响 D
组26例患者支架均1次置入成功, 技术成功率

100%. 其中有5例分别于治疗后的2 mo左右死

于心脏病、肺感染、消化道大出血等伴发疾病. 
治疗后3 mo观察D组存活的患者, 21例行内镜

检查, 7例见支架上缘出现黏膜颗粒状增生, 病
理证实为炎症及黏膜增生, 有2例进食降级患者; 
治疗后6 mo, 又有4例患者死亡. 观察17例患者, 
8例出现不同程度的进食降级, 其中2例由0级降

为Ⅱ级, 3例由Ⅰ级降为Ⅱ级, 3例由Ⅱ级降为Ⅲ

级. 支架近端查到肿瘤细胞5例. 术后6, 12 mo生
存率分别为65.54%(17/26), 47.06%(8/17). 其中, 
因癌灶广泛转移或恶液质死亡15例, 目前D组病

例仍存活8例. 中位生存期为9.3 mo. 6例在手术

后出现再梗阻, 引起梗阻的原因为肉芽组织增

生和肿瘤组织生长, X线摄片没有发现金属支架

移位. 治疗后定期随访1 a, D组患者的生存情况

明显好于其他各组(表2)

3 讨论

3.1 进展期胃癌合并幽门梗阻的治疗 幽门梗阻

是进展期胃癌常见的并发症, 绝大多数患者已

有肿瘤细胞的远处转移, 临床上手术切除机会

明显减少[1]. 目前, 外科手术仍是治疗进展期胃

癌合并幽门梗阻最有效的办法[2]. 手术应遵循根

治性、安全性、功能性三项顺序的原则. 对于

腹腔有种植性转移、胃癌直接侵犯邻近器官, 
或有肝、肺、锁骨上淋巴结转移, 估计不能行

根治性切除者, 只要全身条件许可应尽量做姑

息性胃大部切除术. 对于不适宜行姑息性切除

    

表 1 各组患者内镜下治疗后症状改善情况

分组 n
       CR        PR       MR       NR   
     n (%)      n (%)      n (%)      n (%)

对照组 25   0 (0.00)   0 (0.00)   1 (4.00) 24 (96.00)
A组 26     5 (19.23)   6 (23.08) 10 (38.46)   5 (19.23)
B组 24   8 (33.33d) 10 (41.67)   5 (20.83)   1 (4.17)
C组 27 12 (44.44d) 10 (37.04)   5 (18.52)   0 (0.00)
D组 26 22 (84.62b)   4 (15.38)   0 (0.00)   0 (0.00)

bP<0.01vs  B、C组; dP<0.01 vs  A组.

    

表 2 内镜下放置支架对患者生存情况的影响

分组           n        半年再梗阻率 n (%)       半年生存率 n (%)      1 a再梗阻率 n (%)       1 a生存率 (%)       中位生存期 (mo)

对照组 25/25 25 (100.00)   0/25 (00.00)  0/0 (00.00)  0/0 (00.00) 1.21
A组 22/26 26 (88.46)   3/36 (11.54)  3/3 (100.00)  0/0 (00.00) 2.73
B组 19/24 24 (79.17)   7/24 (29.17)  7/9 (77.77)   2/9 (22.22) 3.13
C组 16/27 27 (59.26b) 11/27 (40.74b) 7/12 (75.00) 4/12 (33.33) 5.16
D组 10/26 26 (38.46d) 17/26 (65.54d) 9/17 (52.94) 8/17 (47.06) 9.37

bP<0.01 vs  A、 B、C组; dP<0.01 vs  A、B组.
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的病例, 为了解除梗阻、缓解症状, 传统的方法

是行胃肠短路手术或胃、肠造瘘术. 但是, 此时

患者往往全身条件极差, 常伴有较严重的并发

症, 不能耐受手术或者不愿手术, 只能靠胃肠减

压和静脉营养维持生命. 然而, 对于这些失去手

术机会的患者, 内镜下的积极姑息治疗却为其

提供了改善生存质量, 延长生命的可能, 有一定

的临床实用价值[3]. 幽门梗阻会促使胃癌扩散转

移, 梗阻时间越长, 发生扩散转移的可能性就越

大. 同时, 幽门梗阻还可使患者进食减少, 不能

有效消化吸收食物和水分, 导致其营养状态极

差, 病情可迅速恶化. 总之, 伴幽门梗阻进展期

胃癌的治疗, 首选考虑的应该是解除梗阻, 改善

营养状态. 

3.2 内镜下微波加局部注射化疗药物的疗效 内

镜下局部注射化疗药物对癌肿选择性高, 药物

可直接作用于癌细胞, 使癌细胞DNA解聚, 同时

会阻碍DNA复制, 影响DNA生物合成, 对RNA

产生抑制作用, 控制癌细胞分裂增殖[4]. 另外, 

有研究[5]表明恶性肿瘤细胞经微波辐射加温至

41-45℃时, 肿瘤细胞的DNA复制, RNA转录和

蛋白质合成可被微波抑制和破坏. 同时, 肿瘤细

胞染色体受到破坏, 有丝分裂受阻, 肿瘤细胞增

殖停止. 经微波烧灼后的肿瘤组织还可释放出

变性肿瘤蛋白, 刺激机体免疫系统, 提高人体细

胞及体液免疫功能, 对残留癌细胞、转移癌细

胞起抑制作用[6]. 但本研究结果显示, 单纯的内

镜下微波照射, 或局部注射化疗药物对进展期

胃癌合并幽门梗阻患者恶心、呕吐、进食困难

等症状的疗效有限, 患者远期再梗阻率可达80%

左右. 

我们主张采用内镜下微波加局部注射治疗

进展期胃癌合并幽门梗阻, 这样不仅能迅速解

除患者不能进食的痛苦, 提高其生活质量, 而且

还能使远期再梗阻率呈明显下降趋势. C组的

半年再梗阻率为59.26%, 显著低于A组和B组的

88.46%和79.17%. 在微波治疗中, 由于癌组织在

黏膜表面形成高低不平的结节, 表面溃烂, 组织

脆且易出血, 因此治疗中一定要准确定位, 掌握

电流强度和时限, 常用电流强度80 mA, 每次治

疗的总秒数控制在150±50 s, 在微波电极离开

病变部位后方可断电, 以免造成出血和穿孔. 内

镜下化疗药物注射应以多点为宜, 尽量选择在

癌肿或溃疡边缘, 不可在溃疡底部注射. 注射角

度约为45°, 不能与胃壁垂直成90°, 以免把药

液注入胃壁肌层内, 造成坏死穿孔. 注射深度要

大于5 mm, 过浅会使注射的药液外溢, 但过深

也可导致穿孔. 局部化疗对微波治疗后癌组织

的杀伤起到协同作用. 

3.3 金属支架放置在内镜下治疗中的作用 我们

的研究还显示进展期胃癌合并幽门梗阻经内镜

下微波加局部注射化疗药物后, 患者近期梗阻

症状改善明显, 但仍有较高的远期再梗阻率, 其

1 a生存率也仅为30%左右, 中位生存期不超过

半年. 金属内支架的置入是当前解决消化道恶

性梗阻简单而有效的非手术方法[7], 能延缓消

化道再狭窄的发生, 从而延长患者生命. 本研究

中D组患者的中位生存期达9.37 mo, 较C组明

显延长, 金属内支架的放置对改善患者的生存

质量效果显著, 是一种积极的姑息治疗手段. 研

究中对预计能存活3 mo以上的患者用覆膜内

支架, 否则就用普通网状支架. 支架的长度可根

据病变长度作出调整, 覆膜支架长度大于病变

2 cm, 可较长时间保持病变部位管腔通畅, 普通

支架长度大于病变4 cm[8]. 在施行内支架置入术

时, 应注意先行胃肠减压, 必要时高渗盐水洗胃, 

减少水肿. 通过内镜插管, 还应待超滑导丝通过

狭窄段后, 再跟进导管. 切忌导管直接插入狭窄

段, 造成穿孔. 内镜直视下放置支架的优点在于

能边释放边观察, 保证了一次性释放, 定位准确, 

释放安全. 更为理想的支架其覆膜中应附有5-Fu

或紫杉醇粒子[9], 药物通过覆膜持续释放, 直接

作用于肿瘤部位, 药物的靶向性和有效性会因

此得以提高. 相信, 载药支架若能应用于进展期

胃癌合并幽门梗阻的治疗, 患者的生存质量和

生存期将会有进一步的改善.
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第十一届全国胰腺外科学术研讨会征文
本刊讯 中华医学会外科学分会胰腺外科学组定于2006-09-08/11日在西部高原城市青海省西宁市举行第十一

届全国胰腺外科学术研讨会, 届时将邀请全国普外科百位知名专家到会就胰腺癌和急性胰腺炎的诊治规范进

行专题讨论, 欢迎全国普外科同仁参加此次研讨会, 共同商定我国胰腺癌和急性胰腺炎的诊治规范.

1 投稿及联系事项

北京协和医院基本外科 李丽君. 截稿日期: 2006-06-30. 

2 通信地址

北京市东城区王府井大街帅府园1号 ,  邮编: 100730. 联系电话: 010-65296021, 010-65296016; 传真: 

010-65296021.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R   2006年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                                            • 消息 •                

2006广州肝病防治研究新进展学术报告会

本刊讯  2006广州肝病防治研究新进展学术报告会将于2006-07-01/05在广州举行, 现将征文通知公布如下:

1 稿件要求及截稿日期

要求摘要和正文各一份, 并附软盘或寄到电子信箱.

2 联系方式

广州市广州大道北1838号南文医科大学南方医院消化病研究所 (510515), 白岚 教授 收. 电话: 020-61641658; 

E-mail: gdsgzbxh@163.com



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年4月8日; 14(10): 1027-1029
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE 

导丝技术在ERCP操作中的应用技巧

唐采白, 胡 兵, 郭召军

唐采白, 胡兵, 郭召军, 徐州医学院第二附属医院消化科 江
苏省徐州市 221006
通讯作者: 唐采白, 221006, 江苏省徐州市, 徐州市煤建路32号, 
徐州医学院第二附属医院消化科. caibai_tang@yahoo.com.cn
电话: 0516-85326632  传真: 0516-85326115
收稿日期: 2006-02-06    接受日期: 2006-02-21

摘要
目的: 探讨导丝技术在ERCP操作中的应用
技巧. 

方法: 随机选取需要进行ERCP手术操作的不
同病因的126例患者, 对乳头部插入困难者采
用导丝引导插管; 运用直接插入法、借助导
管法、借助切开刀法、借助球囊法、导丝头
端塑形法进行胆管的选择性插管; 调整导丝
的位置和角度使其通过胆管的狭窄段; 采用
“对吻法”对已行T管插管或PTC术的患者进
行插管. 

结果: 使用ERCP导丝新技术, 胰腺炎的发生
率为3.96%(5/126), 而使用常规的ERCP技术
发生率为8.0%(16/150), 胰腺炎并发症明显
下降(t  = 1.94, P <0.05). 使用导丝新技术对不
同疾病的126例完成的造影成功率为96.0%, 
治疗成功率为91.3%, 而使用常规的E R C P
技术150例造影成功率、治疗成功率分别为
86.0%(129/150)、79.3%(119/150), 提示造影
成功率和治疗成功率均有明显提高(t  = 2.28, 
P <0.01; t  = 2.79, P <0.01). 巧妙地运用导丝技
术可以起到提高乳头部插管成功率、导管超
选进入目标胆管、通过胰胆管狭窄或梗阻部
位等作用, 还可以采用对吻法导丝技术使难度
较大的ERCP操作得以完成.

结论: 有意识地、巧妙地运用导丝技术可以
提高ERCP操作成功率、降低并发症的发生率.

关键词: 导丝; ERCP; 胰腺炎; 新技术

唐采白, 胡兵, 郭召军. 导丝技术在ERCP操作中的应用技巧. 世

界华人消化杂志  2006;14(10):1027-1029

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/1027.asp

0  引言

内镜逆行胰胆管造影术(endoscopic retrograde 

cholangiopancreatography, ERCP)已广泛被应用

到胰胆疾病诊断和治疗中. 在ERCP操作中常

需使用导丝技术进行各种器械的交换, 随着导

丝的制造工艺不断完善和品种的增加, 巧妙地

运用导丝技术可以起到超选进入目标胆管、通

过胰胆管狭窄或梗阻部位等作用, 还可以采用

“对吻法”导丝技术使难度较大的ERCP操作

得以完成. 

1  材料和方法

1.1 材料 ERCP中无法使用造影导管或弓型切开

刀按常规方法完成选择性胆总管或胰管插管者; 
因胆管内多为结石、胆管狭窄需行胆汁内引流

或外引流者; 常规方法不能完成选择性左肝管

或右肝管插管者. 
本组126例患者, 男57例, 女69例, 年龄35-77

岁, 其中胆总管结石86例(含11例为胆囊切除术

的胆总管残余结石), 胆管癌15例, 壶腹癌6例, 
胆总管下段炎性狭窄6例, 胰头癌致胆管梗阻5
例, 急性胰腺炎3例, 肝癌致胆管梗阻3例, 腹腔

镜下胆囊切除术后胆漏2例. Baston公司、生产

封塑绝缘导丝、亲水性超滑导丝, 导丝的长度

为400-480 cm, 直径为0.635-0.89 mm(0.025-
0.035 in). 
1.2 方法 

1.2.1 乳头部插入的技巧 乳头部的解剖差异很

大, 部分开口小(如颗粒型开口)很难插入, 有的

因上段胆管梗阻或术后放胆管T型管壶腹部的

通道已“废用”多时, 亦造成插入困难. 此时传

统导管插管方法失败后, 可采用导丝引导, 一般

选用亲水超滑导丝, 依据乳头的形态和胆管、

胰管的纵轴方向, 将导管前端对准可能的胆总

管或胰管开口(左上方11点位为胆总管开口, 右
下方的5点位为胰管开口), 在内镜及X线监视下

导丝往返轻插, 并配合导管方向的改变(也可用

弓型切开刀通过调节切开刀的张力来改变导管

的插入方向), 当顺利插入4-5 cm时一般选择性

胰管或胆管插入成功. 
1.2.2 肝内胆管选择性插管的技巧 胆管结石、
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胆管肿瘤以及肝门部肿瘤常常引起胆管一级

分枝及其以上部位的梗阻, 这种情况手术成功

率较低, 进行取石或胆汁的内外引流可消除黄

疸、提高患者的生活质量, 这些内镜下的治疗

完成, 前提是超选到目标胆管, 而超选的关键是

导丝的插入, 我们使用以下几种方法使成功率

不断提高: (1)直接插入法; (2)借助导管法, 包括

普通造影导管和特殊导管(如Olympus公司生产

的可改变方面的导管); (3)借助切开刀法; (4)借
助球囊法; (5)导丝头端塑形法(将导丝头端略作

顺时针或逆时针旋转或用消毒镊子将导丝头端

塑成钩型等). 
1.2.3 通过狭窄胆管的技巧 当导丝越过狭窄段, 
可以进行狭窄段的扩张进而行胆汁的内、外引

流治疗. 首先透视下寻找狭窄下端的裂口位置, 
调整导管(包括气囊导管、切开刀等)、导丝的

位置及两者之间的距离, 导丝对准裂口后将导

丝推进, 必要时拌动导丝或按顺、逆时针方向

捻动推进导丝. 
1.2.4 对吻法的应用 对吻法是指导丝与导管的

对吻, 用在常规乳头插管失败时, 而患者已行T
管插管或PTC术后, 将导丝从T管或PTC管的体

外端插入, 透视监视导丝前端使其沿胆管达壶

腹部, 当在内镜下见到导丝自乳头露出2-3 mm
时, 用导管靠近并力图使之套住导丝(此时应调

整导管的角度使两者在同一轴线上), 一旦导丝

进入导管内助手再推进导丝4-5 cm, 遂将导管

在导丝的引导下插入乳头以及胆总管内, 这样

借助导管与导丝的对吻完成插管. 
1.2.5 导丝在内镜下置放内支架的应用 在内镜

下置放胆管支架或胰管支架时宜选用0.035 in
的导丝, 这种导丝有一定的强度利于支架的支

撑与置入, 即使因狭窄明显或插管困难起初选

用的是0.025 in的导丝, 在完成插管或扩张后仍

应换用0.035 in的导丝, 其次在置放塑料支架时, 
应注意推进推送管前将固定导丝的旋纽旋紧, 
使导丝不能移动、滑脱, 以便完成支架的顺利

置入.

2  结果

使用导丝新技术对不同疾病的126例完成的造

影成功率为96.0%, 治疗成功率为91.3%(指完

成取石或完成胆汁引流), 而使用常规的ERCP
技术150例(数量、年龄、性别及病种构成均

大致相同)其造影成功率、治疗成功率分别为

86.0%(129/150)、79.3%(119/150), 提示造影
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成功率和治疗成功率均有明显提高(at  = 2.28, 
aP <0.01; bt  = 2.79, bP <0.01)见表1. 使用ERCP导丝

新技术胰腺炎的发生率为3.96%(5/126), 而使用

常规的ERCP技术发生率为8.0%(16/150), 胰腺

炎并发症明显下降(ct  = 1.94, cP <0.05).

3  讨论

ERCP及其相关技术(如内镜下乳头切开、内镜

下取石术和鼻-胆引流管置放术和胆管内支架的

置入技术), 已成为胰胆疾病治疗的主要手段之

一, 使无数的阻塞性黄疸患者胰腺疾病患者得到

明确的诊断和有效的治疗. 但该操作技术有一定

难度和风险, 充分应用导丝新技术使得造影成功

率和治疗成功率的提高说明导丝技术在ERCP
操作中的重要作用. 乳头部插入困难在ERCP操
作中经常遇到, 反复地插管至其水肿和损伤后

易发生胰腺炎. 使用导丝探路技术可以避免过

量胰管内注射造影剂, 预防胰腺炎[1]. 我们在使

用探路技术后, 胰腺炎的发生率由8.0%下降到

3.96%. 其具体做法是: 先用标准导管或切开刀

常规插管, 如透视下见其头端上行超过十二指肠

镜上方, 说明成功插入胆管. 但如果不能深插或

向右侧行走, 再进行3-4次方向调整, 如插管仍不

成功, 此时不要注射造影剂, 而改用导丝探路引

导插管. 其方法是: 将导丝穿入导管或切开刀内, 
并使导丝外露导管头端2-3 mm(不宜太长, 以便

利于保持一定的插入力度), 同时术者与助手密

切配合, 助手配合术者调节导管、镜身的不同深

度与角度等动作反复轻轻试插, 由于导丝前端的

亲水性、柔韧性, 较单纯使用造影导管容易插管

成功, 一旦导丝进入3-4 cm, 导管立即跟进便插

管成功. 所以我们基本上摒弃了注射造影剂来判

断胰管拟或胆管的方法, 提高了成功率, 降低了

www.wjgnet.com

    

表 1 ERCP技术对不同疾病完成的造影成功率和治疗成
功率 % (n /n )

病种                          造影成功率   治疗成功率

胆总管结石                   100.0 (86/86)  96.5 (83/86)

胆管癌                            93.3 (14/15)  80.0 (12/15)

壶腹癌                          100.0 (6/6)  83.3 (5/6)

胆总管下段炎性狭窄      83.3 (5/6)            83.3 (5/6)

胰头癌                            80.0 (4/5)            80.0 (4/5)

肝癌致胆管梗阻             66.7 (2/3)            66.7 (2/3)

腹腔镜下胆囊切除          66.7 (2/3)            66.7 (2/3)

术后胆漏                       100.0 (2/2)          100.0 (2/2)

总例数                            96.0 (121/126)    91.3 (115/126)

■同行评价
导丝技术在ERCP
操作中的应用越
来越多, 在临床工
作中有较大的意
义.
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并发症的发生率. 
Ca t a l ano e t a l [2]新近提出采用经胰管乳

头括约肌预切开法(t r anspanc rea t i c p re-cu t 
sphincterotomy)完成难度较大的ERCP, 其成功率

(29/29)明显高于传统的针刀预切开法(26/34), 发
生胰腺炎的例数明显下降(由6/34降至1/29). 在
经胰管乳头括约肌预切开法中强调运用导丝插

入代替注入造影剂, 同时导丝与切开刀的良好

配合使切开刀导管保持一定的深度和角度. 
对吻法插管是指导丝与导管的对吻, 用在常

规乳头插管失败时. 适应症是已行胆管T型管插

管手术或PTC术的而未能完成胆汁引流, 或者虽

完成胆汁引流而准备将外引流改为内引流的患

者. 方法是将导丝从T管或PTC管的体外端插入, 
透视监视导丝前端使其沿胆管达壶腹部, 当在

内镜见到导丝自乳头露出约2-3 mm时, 用导管

靠近并力图使之套住导丝(此时应调整导管的角

度使两者在同一轴线上), 一旦导丝进入导管内

助手使再推进导丝4-5 cm, 遂将导管在导丝的

引导下插入乳头以及胆总管内, 这样借助与导

丝的对吻完成了插管. 操作中应增加一名助手, 
并先进行T型管消毒、操作区域的铺巾等, 在无

菌条件下进行; 最好术前半小时静脉滴注抗菌

药物预防感染. 对吻法插管成功后往往可以进

行胆管残余结石取出术或将胆汁外引流改为胆

汁内引流, 有利于疾病的彻底治疗或生命质量

的提高. 
在选择性插管中应强调的是将导丝与造影

导管、导丝与切开刀、导丝与球囊导管应巧

妙地配合使用, 在超选插管中要利用导丝的弯

曲性、可折叠性等特点, 调节导丝与导管的距

离、切开刀钢丝的张力大小、球囊的不同插入

深度, 使导丝直接进入目标胆管, 也可以多插进

一段导丝使其反弹折叠成圈、成勾, 往往能进

入目标胆管[3]. 
超声探测导丝定位辅助ERCP术已应运而

生, 已有报道[4]运用该技术为不宜搬动的病重

患者在ICU室成功地实施了ERCP, 这是在运用

导丝技术的基础上利用导丝特殊的物理性能而

开展的一项新技术, 使更多的危重患者能接受

ERCP的诊断治疗. 所以导丝技术在ERCP操作

越来越广泛, 并不断有新的操作方法出现. 
我们体会到有意识地充分应用导丝技术、

摸索使用导丝的技巧, 可以提高ERCP操作成功

率、缩短操作时间、减少患者痛苦以及降低并

发症的发生率. 
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硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结

合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰

甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆红

素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏

血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维生

素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松

(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、

睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上

腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位

有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 s; 2分
钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 
mo; 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

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或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(M大写斜体, r小写正体, 下角标); 
也可采用分子质量, 其单位是ku,“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

1-2
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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±
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
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基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  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
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 
左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang 
et al”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
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4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 
投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 
录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.

世界胃肠病学杂志社

100023, 北京市2345信箱

郎辛庄北路58号院怡寿园1066号
电话: 010-85381901
传真: 010-85381893
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编者按 世界华人消化杂志自创刊已有14 a历
史, 目前已经发展成为旬刊. 2006年本刊开辟

了“海宁信箱”专栏, 旨在促使形成作者、读

者、编者互动的局面, 适应我国消化病事业的

飞速发展, 创办高质量的学术期刊, 进一步活跃

学术界. 本专栏面向作者、读者、以及编委征

集反馈信息, 希望借用大家的力量来引导杂志

向更高的质量迈进. 反馈信息包括对杂志的总

体评价、事实纠错、文字更正、解释说明, 编
辑部会如实地将这些信息以公开或匿名的方

式刊登在每期的固定位置. 反馈信息可以通过

Email发送至h.n.zhang@wjgnet.com, 也可以发送

手机短信至13146145159. 

1 反馈信息

1.1 2006年14卷第4期总体上讲文章的创新性、

前瞻性和科学性均很强, 其中每篇文章注解的

背景资料、研发前沿、创新盘点及同行评价简

明扼要, 区别于其他期刊, 是本刊的一大创新, 
有助于读者提纲挈领地了解文章精髓. 但有一

建议, 贵刊在研究快报栏目中安排的是两篇论

著体的文章, 让人觉得与版块内容欠符. 在此版

块应报道一些短小精悍的消化系统疾病学科方

面最新基础及临床研究, 类似短讯一样的摘要

类文章, 否则与基础研究和临床经验两版块有

重复之嫌.(陈治水 主任医师, 解放军第211医院

中医科)

1.2 2006年14卷第6期总体感觉良好, 但是建议

将综述性文章配发内容中取消创新盘点, 因为

通常只有原创性研究报道才存在“创新”, 综
述性文章只综述了别人的创新, 自身不存在创

新.另外, 本期专家门诊过于简单, 虽然格式上有

要求, 但内容过简. (王小众 教授, 福建医科大学

附属协和医院消化内科)

编辑回应

首先, 对所有关注和支持本刊的读者、作者、以

及编委表示衷心感谢, 对他们的批评和建议我们

一定虚心接受. 我们保证在以后的工作中一定加

强监督、规范工作流程, 不断提高杂志的质量. 其

次, 有了这些高度敬业、严肃对待学术的读者、

作者、以及编委, 我们有信心将本刊进一步推向

更高的发展领域. 
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 海宁信箱  

世界华人消化杂志作者、读者、编委反馈信息

2006年, 《世界华
人消化杂志》在
线办公系统将正
式开通, 从投稿到
出版所有环节一
律在网上实现, 将
会大大缩短从投
稿到出版的时间. 
世界胃肠病学杂
志社, 100023, 北
京市2345信箱郎
辛庄北路58号院
怡寿园1066号 电
话: 010-85381901  
h t t p :  / / w w w .
wjgnet.com/wcjd/
index.jsp. 
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第三军医大学西南医院全军肝胆外科研究所、解放军西南肝
胆外科医院

韩天权 教授 
上海交通大学医学院附属瑞金医院外科、上海消化外科研
究所

郭晓钟 教授 
沈阳军区总医院消化内科

李增山  副教授 
第四军医大学病理教研室

王学美 研究员,
北京大学第一医院中西医结合研究室

高春芳 研究员 
第二军医大学附属长征医院全军医学免疫诊断中心/实验诊
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唐文富 主治医师 
四川大学华西医院中西医结合科

高润平 教授 
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                                                                 • 致谢 • 

致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

陆云飞 教授 
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吕明德 教授 
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