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拉米夫定治疗慢性乙型肝炎耐药性的基础与临床研究
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摘要
拉米夫定(lamivudine)是核苷类似物, 对乙型
肝炎病毒(HBV)的复制有很好的抑制作用. 其
主要抗病毒机制是抑制HBV多聚酶的逆转录
酶活性, 有效阻止病毒核酸的复制合成. 拉米
夫定因其具有迅速抑制HBV复制, 降低病毒
载量, 促进HBeAg血清转换, 改善肝组织炎症
坏死病变, 延缓肝纤维化进程作用, 以及良好
的耐受性、安全性和服用方便等特点, 已广泛
应用于临床. 虽然总体上不良反应发生率较
低, 但是在临床继续应用的几年后遇到了越来
越多的治疗问题, 尤其是拉米夫定治疗慢性乙
型肝炎的耐药性问题. 现对拉米夫定治疗慢
性乙型肝炎的作用机制、耐药性产生及发生
机制、HBV产生耐药性的分子病毒学基础、

YMDD变异株的生物学特性及YMDD变异对
病情的影响等作了系统全面的阐述, 并就预防
和处理耐药性问题提出了应对策略, 对拉米夫
定联合用药等问题作了回顾与展望.

关键词: 慢性乙型病毒性肝炎; 拉米夫定; 耐药性; 

YMDD/YIDD变异; 对策
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0  引言

1995年Dienstag et al [1]发现, 拉米夫定(lamivu-
dine)对HBV DNA的抑制作用以来, 世界各地

先后进行了拉米夫定治疗乙型肝炎的Ⅱ期和Ⅲ

期临床试验. 拉米夫定作为第一个获美国食品

药品管理局(FDA)批准的口服抗乙型肝炎病毒

(HBV)药物, 其问世推动了慢性乙型病毒性肝炎

(CHB)治疗的进程[2]. 拉米夫定因其具有迅速抑

制HBV复制, 降低病毒载量, 促进HBeAg血清转

换, 改善肝组织炎症坏死病变, 延缓肝纤维化进

程作用, 以及良好的耐受性、安全性和服用方

便等特点, 已广泛应用于临床[3]. 虽然总体上不

良反应发生率较低, 但是在临床继续应用的几

年后遇到了越来越多的治疗问题, 尤其是拉米

夫定治疗慢性乙型肝炎的耐药性问题[4]. 拉米夫

定(lamivudine, 化学名称: 2', 3'-二脱氧-3'-硫代胞

嘧啶, 简称LAM, 3TC)为双脱氧核苷类似物, 口
服吸收快(平均吸收时间1.32 h), 绝对生物利用

度达86%-88%, 平均半衰期8.41-9.11 h, 药物清

除率22.61/h. 拉米夫定在体内转化为三磷酸拉

米夫定后对HBV有更强的抑制作用. 拉米夫定

最后大部分以原形由肾脏排泄, 可通过胎盘及

血脑屏障. 拉米夫定是逆转录酶抑制剂, 最初用

于治疗HIV感染, 以后发现对于HBV复制具有

抑制作用. HBV侵入肝细胞后, 在HBV DNA多

聚酶(DNAP)作用下, 先形成共价闭合环状DNA 
(cccDNA), 然后以cccDNA为模板转录病毒前基

因组, 再借助HBV DNAP以前基因组为模板合

成负链, 继而合成正链. cccDNA存在于感染细胞

核内, 是HBV DNA复制的模板, 不受药物的影

响. 拉米夫定的作用靶点是HBV的RNA指导的

DNA聚合酶(RDDP). 该药可与DNA合成所需的

底物三磷酸脱氧核苷酸(dNTP)竞争RT上的结合

位点, 结合到DNA链上起到链终止作用, 在体内

选择性抑制HBV DNAP活性, 竞争性抑制病毒

www.wjgnet.com
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■背景资料
拉米夫定是在全
球被批准的第一
个 治 疗 慢 性 乙
型 肝 炎 的 口 服
药 .  1996年该药
在我国启动Ⅰ至
Ⅲ 期 临 床 试 验 , 
1998-12被我国国
家药品监督管理
局批准为一类新
药, 1999年投放市
场. 拉米夫定可有
效抑制HBV多聚
酶的逆转录活性, 
使血清HBV DNA
水平明显降低, 提
高 血 清 H B e A g /
HBeAb转换率, 改
善肝功能, 具有较
强的抗HBV作用. 
但近年发现长期
应用可诱导HBV
发生YMDD变异, 
发生变异后常可
导致HBV耐药及
病情的加重、复
发. 因此, 寻找拉
米夫定耐药性产
生的机制, 做出相
应防治措施, 对于
提高慢性乙型肝
炎患者的临床疗
效, 改善预后等具
有重要的意义, 因
而成为近年来国
内外学者们关注
的重要课题.



的逆转录过程, 从而抑制病毒复制[5]. 但是由于

他不能清除肝细胞内病毒的cccDNA, 未达到血

清转换, 停药后HBV DNA又可再度复制. 

1  拉米夫定耐药性及发生机制

1.1 耐药性发生率 目前的研究证实, HBV拉米夫

定耐药变异常发生在治疗0.5 a以后, 并且随时

间的延长不断增多[6]. 临床研究数据显示, 拉米

夫定治疗1, 2, 4 a时, 变异发生率分别为15%[7], 
38%[8]和67%[9]. 随着治疗时间的延长, 耐药率明

显增加. 近已观察到有些拉米夫定再治疗患者

发生耐药突变的时间相对提前. 因变异株复制

能力明显低于原型株, 变异时HBV DNA水平仍

低于治疗前, 但可伴暂时性ALT升高, 临床上有

轻度乏力、恶心等表现. Atkins et al [10]用拉米夫

定治疗时16%-32%有YMDD变异, 变异最早可

发生于治疗36 wk时, 但80%可消失. 变异者的

HBV DNA可持续阳性, 其中24%的患者ALT升
高达3倍以上, 但组织学仍有改善, 表明继续治

疗仍有效. 当停止治疗3-4 mo后变异株可被原

株取代, 从而出现HBV DNA“阳转”现象. 治
疗前HBV DNA水平高, HBeAg阳性者易有“阳

转”的趋势, HBV DNA“阳转”时可伴ALT升
高. 再次用拉米夫定治疗仍可有效, 但变异会再

次更快地产生[11]. 
1.2 发生机制 拉米夫定单用治疗CHB可以诱导

体内病毒学和生化反应血清的复常, 肝组织学

的改善, 但同时也导致了拉米夫定耐药突变的

产生, 超过50%的患者治疗3 a内会出现拉米夫

定耐药突变. 早期研究认为耐药的HBV突变引

起的是病毒复制的减弱, 从而致病性也随之减

弱, 但随后的研究表明不完全受抑制的HBV复

制否定了原先的假设. 耐药突变的病毒通过适

应选择出逐步复制活跃的致病性较强的病毒种

类, 并且赋予了HBV以复杂的免疫应答反应, 而
临床发现这样的突变确实带来较强的致病性: 
拉米夫定的耐药性导致了HBeAg阳性患者体内

产生低血清转换率, 低度的病毒学和生化反应, 
不显著的组织学改变等, 突变株对拉米夫定敏

感性降低, 病情出现反复, 甚至失效[12]. 目前认

为, HBV对核苷类似物耐药性的产生与HBV P
基因变异有关, 并且HBV P基因变异是多位点

的, 以C区YMDD基序的变异最为重要. 拉米夫

定耐药突变定位于HBV DNA多聚酶逆转录酶

结构域上酪氨酸-蛋氨酸-天门冬氨酸-天门冬氨

酸(YMDD)模序上的突变[13]. YMDD位于C区第
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549-552aa (即Y549M550D551D552), YMDD中

蛋氨酸(M)被缬氨酸(V)或异亮氨酸(I)替代, 变成

YVDD或YIDD[14]. 使用新的命名法, 拉米夫定相

关的HBV耐药株的变异位置和类型为rtM204I/V 
(C区)±rtL180M (B区). 最近, 还发现一种新的

变异类型, 即YSDD变异或rtM204S变异(以往报

告的基本是YVDD或YIDD变异), 这种变异株是

从1例接受拉米夫定治疗18 mo的患者的血清

中发现的, 体外转染研究也证实了这种YSDD变

异株对拉米夫定耐药. HBV YMDD基序变异引

起对拉米夫定耐药的机制: YMDD变异可引起

HBV DNAP空间构象发生改变, 进而引起其与

拉米夫定之间的作用发生改变, 与dNTP或拉米

夫定的结合力下降. 根据HBV野毒株和YMDD
变异株聚合酶的酶学分析和模拟的HBV聚合酶

晶体结构特点, 发现YMDD是HBV DNAP的催

化位点, 当M变为I或V时可导致氨基酸侧链的

柔性减低, 并在HBV DNAP和拉米夫定三磷酸

盐之间形成空间位阻, 与拉米夫定三磷酸盐的

结合力下降[15]. 拉米夫定治疗表现出机体CD4+

和CD8+ T细胞针对HBV抗原的反应的加强. Lin 
et al [16]认为一个CD8+ T细胞针对拉米夫定耐药

多聚酶抗原表位的反应影响了机体对拉米夫定

的反应. 他们解释了特异性T细胞的功能和表现

型并表明功能性的抗-YMDD细胞毒性T淋巴细

胞(CTL)与之反应和结果相关, 并强调了HBV 
DNAP催化部位非多肽YMDDVVLGA(氨基酸

序列203-211)中逆转录酶结构域中的YMDD模

序是一个限制性的CTL抗原表位. 
1.3 分子病毒学基础 大多数生物能够通过复杂

的机制来维持其遗传信息的稳定性, 而病毒却相

反, 他们处于快速和持续的基因变异之中. HBV
在复制过程中尽管产生大量的子病毒, 但并不直

接杀伤被其感染的肝细胞. 由于HBV的复制所

需的HBV DNA多聚酶是一种逆转录酶, 缺乏校

正的功能, 因此HBV变异率高于其他DNA病毒

10倍左右, 变异的频率约为(1.4-3.2)×10-5核苷酸

替换/位点/a. 从理论上讲, 对于任何核苷类HBV
药物, HBV均有耐药株的可能性, 所不同的是出

现时间早晚的差异. 变异病毒的复制必须有可

用的复制空间, 变异株是通过占据原来野毒株的

位置而获得复制空间的, 此过程的前提是原来野

毒株的消失, 而原来野毒株能否消失又受其本身

的复制适应性、肝细胞的更新、增殖等影响. 所
以只有在拥有新的复制空间的前提下, HBV耐

药株在肝内的数量才会增加. 在所施加的药物选
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择压力撤销后(如停用拉米夫定), 原来的野毒株

是否重新出现、出现的时间以及能否成为优势

株, 同样取决于是否还存在野生株及其所占复

制空间的大小[17]. 同时HBV存在若干个血清型, 
根据表面抗原具有两对相互排斥的抗原决定簇

d, y, w, r, 以及表面抗原的共同抗原决定簇a, 可
将HBV分出9个基本血清型, 常见的有adw, adr, 
ayw和ayr. 但研究表明, 血清型的划分不能完全

反映其核酸变异程度. 根据HBV全基因核苷酸

序列异源性≥8%或者S基因区核苷酸序列异源

性≥4%, 将不同病毒株分为不同的基因型[18]. 迄今

为止HBV可以分为8个基因型[19-20], 即A, B, C, D, 
E, F, G和H. B基因型和C基因型之间还可能发生

重组[21]. 但HBV基因型与拉米夫定疗效间的关

系目前尚未有明确定论, Kao et al [22]发现, B基因

型的HBeAg血清转换率高于C基因型, Zollner 
et al [23]研究了26例CHB患者对LAM的应答, 发现

在adw亚型(主要为基因型B)的患者中, LAM耐

药的发生率是其他亚型的20倍, Chien et al [24]发

现, 基因型C的HBeAg复发率显著高于基因型B. 
而Chan et al [25]却认为, CHB患者接受拉米夫定

治疗后HBeAg的血清转换率与HBV基因型无关.

2  YMDD变异株

2.1 生物学特性 过去认为和野毒株相比, YMDD
变异株的复制能力显著降低. 体外YMDD变异

株不能像野生型H B V那样有效复制 ,  复制能

力明显下降. 临床上也发现, 发生YMDD变异

者在停用拉米夫定之后, 患者体内的变异株常

常很快被野毒株所取代, 提示YMDD变异株存

在复制缺陷[26]. Liu et al [17]认为, 拉米夫定治疗

后, HBV DNA载量显著下降, 能容纳新的HBV 
cccDNA的肝细胞增加, 当与野生株密切相关的

YMDD变异株出现(自然存在或拉米夫定治疗后

出现的少量变异株)由于不存在药物的选择压力

而在肝细胞中迅速复制, 从而引起HBV DNA突

发. 近年来, 随着对YMDD变异株研究的进一步

深入, 发现并不是所有YMDD变异株均存在复

制缺陷, HBV YMDD变异株的复制能力并非均

减弱[27]. 最近发现YMDD变异伴“a”决定簇内

变异时, 患者可出现病情恶化, 体外研究结果显

示, 这种联合变异可使病毒的复制能力明显增

强, 与以往的研究结果不一致. 还有研究也提示, 
HBV DNA多聚酶rtLl80M (B区)变异可补偿HBV 
YMDD变异株的复制缺陷, 使HBV的复制增强. 
其他学者的研究也证实, YMDD基序之外的变异

可补偿YMDD变异株的复制缺陷. 临床研究也

发现某些YMDD变异株可能具有较强的复制能

力. 有人报道, 在临床上已发现YMDD变异株引

起的急性HBV感染. 并且对YMDD变异株的消

长状态进行监测发现, 停用拉米夫定之后, 体内

的YMDD变异株可存在数月之久. YMDD变异

株借助YMDD基序之外的变异补偿HBV复制缺

陷的假设, 可以解释临床上有些患者出现变异

后高于治疗前水平的HBV DNA滴度. 这也可能

是某些YMDD变异者病情加重的原因之一. 
2.2 对病情的影响 YMDD突变后患者的临床表

现形式多样, 最初表现为血清HBV DNA水平下

降或阴转后继续治疗时阳转或明显上升, 部分

患者可无临床症状、ALT正常, 类似免疫耐受; 
也有部分患者出现肝炎发作, ALT水平升高. 对
临床表现轻微的患者继续拉米夫定治疗, 大多

数仍可获益. 但也有少数患者, 特别是肝脏储备

下降的患者如肝硬化及肝功能失代偿者, 在继

续拉米夫定治疗后病情急性加重[28-29], 应引起临

床重视. 拉米夫定相关变异株引起病情急性加

重的机制尚不清楚, 肝脏病变基础和肝功能的

代偿能力可能是重要的影响因素, 应进一步加

强对临床表现及治疗的研究[30]. 关于突变株出现

后患者肝功能的改变, 目前的结论不尽相同. 有
学者认为, 出现YMDD基序的变异, 伴有对拉米

夫定耐药, 表现为HBV DNA滴度升高, 伴有肝酶

升高, 但升高的水平低于治疗前的水平, 肝组织

病理结果与变异株出现前没有恶化, 与没有抗

药性的患者的组织学表现相似[31]. 目前认为, 发
生YMDD变异患者继续使用拉米夫定治疗, 其
肝组织学的改善优于安慰剂组. 所以, 变异株出

现后仍可继续治疗. 因为停止治疗后, 野毒株将

重新成为优势株, 而变异株的DNA复制水平低

于野毒株, 肝功能的损害也较野毒株轻[32-33]. 体
外研究指出, YMDD变异株并不像野毒株那样有

效地进行复制.

3  预防和处理

3.1 严格拉米夫定治疗的适应证 拉米夫定不能

滥用, 必须选择适应证. 基础病毒水平过高或免

疫耐受的患者常需长期应用拉米夫定, 耐药变

异的发生率很高[34]. 选用拉米夫定治疗6 mo后, 
需密切观察, 定期检测YMDD和病毒定量. 目
前认可的拉米夫定治疗的适应证为: (1)ALT≥2
×正常值上限(ULN), 并持续增高至少1 mo, 或
6 mo以内反复增高, 建议实施治疗; (2)ALT水平
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在1-2×ULN之间, 建议根据患者具体情况(如肝

活检结果等), 权衡利弊, 决定是否实施治疗; (3)
可以应用于失代偿期肝硬化合并HBV DNA阳性

或/和HBeAg阳性的患者; (4)有抗病毒指征的慢

性乙型肝炎患者, 疗程至少1 a; (5)针对不同的

患者应该采用个体化疗法. YMDD发生变异后仍

继续用拉米夫定治疗的患者, 如发现血清病毒

水平明显增高和/或血清转氨酶增高, 应停药改

用其他治疗. 发现YMDD后停药的患者, 需密切

观察, 警惕停药后病情急性加重. 出现耐药突变

后伴有病情加重时, 建议在加强综合治疗措施

同时, 采取积极有效的方法, 如改用或联合阿德

福韦治疗[35]. 3 mo后开始检测, 如野毒株转换, 
可再用拉米夫定治疗, 但可能再次变异, 且发生

较早. 一般发现耐药变异后需换用其他抗病毒

药物. 野毒株转换后重新用拉米夫定, 最好与其

他药物联合治疗[36]. 
3.2 拉米夫定联合用药的问题 由于目前抗HBV
的药物疗效有限, 联合治疗和个体化治疗一直

是大家关注的问题, 很多学者都认为今后的发

展方向为联合治疗, 但目前美国、欧洲、亚太

肝病专家3个国际会议的共识建议中均未提到

联合治疗的方案, 主要由于目前临床研究资料

还不够充分. 目前较多报道为干扰素和拉米夫

定联合应用, 尚未获得肯定结论. 尽管现有资料

尚不能反映联合治疗的优势, 但不同作用机制

的药物联合治疗仍是今后研究的方向. 为何抗

HBV的药物联合治疗不像其他疾病那样获得良

好疗效? 也是日后研究的重点[37]. 个体化治疗将

是决定治疗效果的关键, 包括不同基因型对干

扰素治疗应答有差异, 免疫状态和治疗的关系

等. 拉米夫定联合其他作用位点不同的核苷类

似物[38]、免疫调节剂[39]、干扰素[40]等的治疗方

案尚在探索之中. 理论上联合用药能降低耐药

性产生, 有更高的反应率, 能使体内病毒量下降

更多, 但实际作用还有待广泛的临床研究证实. 
Leung et al [41]联合拉米夫定、泛昔洛韦、胸腺素

治疗CHB, 1 a内64%的患者HBeAg阴转, ALT复
常率100%, 治疗后所有患者血清HBV DNA均阴

转. 值得指出的是, 体外实验中, 2', 3'-二脱氧胞

苷、脱氧胞苷以及2', 3'-二脱氢-2', 3'-二脱氧胸

苷可明显抑制拉米夫定的磷酸化过程[42], 故联合

应用核苷类似物时应考虑到药物间的相互作用. 
Rigopoulou et al [43]应用拉米夫定联合IL-12治疗, 
观察患者体内病毒学反应和免疫应答也收到了

良好的效果. 我们在相关的研究中发现免疫调

节剂胸腺肽α1能够改善患者的免疫功能, 其与

拉米夫定、干扰素或其他抗病毒药物的联合使

用都表现出良好的治疗效果[44]. 
总之, 遗传和变异是生物界普遍现象, 病

毒结构简单和增殖速度较快使其更易变异, 这
种变异可自发或诱导, 对外界压力干预产生反

抗, 结果是耐药生存. 因此, 拉米夫定治疗CHB
出现耐药性是完全符合客观规律的. 最近有研

究表明, 在15%-25%未曾用过拉米夫定治疗的

CHB患者的血液中存在YMDD变异株, 实际上

YMDD变异出现并非应用拉米夫定所特有[45]. 
拉米夫定自上市以来虽然其耐药性成为其继续

推广应用的一个问题, 但这个问题正在不断地

得到解决. 拉米夫定治疗CHB的疗效和HBV变

异株的出现是目前临床关注的热点[46]. 拉米夫定

长期治疗耐药毒株产生几率增加和短期治疗大

多数患者回复到治疗前状态, 是难以解决的矛

盾. YMDD变异对病毒复制、ALT反跳和临床症

状的影响, 报道结果不尽相同, 其原因可能与人

体免疫功能状态及病毒复制水平相关. 而停药

后出现的病情急性加重也提示, 应加强对拉米

夫定治疗的审慎选择. 总之, 拉米夫定是CHB的
重要治疗措施, 但也存在YMDD变异致耐药性

的产生. 治疗中采用其他药物替代或联合其他

药物治疗, 可避免耐药突变的产生, 但迄今尚无

确切有效的HBV耐药性变异株的治疗方法[47-48]. 
有关拉米夫定耐药性的分子生物学研究和应用

拉米夫定的联合治疗方案及疗效尚待进一步

探索. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of arsenic trioxide 
(As2O3) on the expression of cyclin dependent 
kinase inhibitor p15INK4B (p15) gene in esophageal 
cancer cell line EC109.

METHODS: As2O3 was added to EC109 cells 

for succedent experiments (final concentration 
2  μmol/L). Methylation of p15 gene in EC109 
cells was detected by polymerase chain reaction 
(PCR) using a methylation specific primer (MSP), 
and the expression of p15 gene was detected by 
reverse transcription PCR (RT-PCR) and West-
ern blot at the mRNA and protein level.

RESULTS: p15 gene failed to express in EC109 
cells due to hypermethylation. As2O3 (2 μmol/L) 
significantly down-regulate the methylation 
of p15 gene at DNA level, and the difference 
between As2O3 action 72, 48, 24 h and no drug 
groups had statistical significance (37.11 ± 3.62 
vs 50.92 ± 5.47 vs 72.07 ± 7.53 vs 97.23 ± 9.80, 
P < 0.05). After As2O3 action 24 h, p15 mRNA 
expression appeared. Along with the continu-
ance of As2O3 action, the p15 mRNA expression 
became stronger. Except between no drug group 
and As2O3 action 24 h group as well as between 
As2O3 action 24 and 48 h group, the difference 
between all groups had statistical significance 
(0.72 ± 0.07, 0.58 ± 0.06, 0.48 ± 0.07 vs 0.41 ± 0.08, 
P < 0.05). After As2O3 action 24 h, the expression 
of p15 protein appeared. Along with the continu-
ance of As2O3 action, the p15 protein expression 
became stronger. The differences between all the 
groups were significant (0.51 ± 0.02 vs 0.21 ± 0.01 
vs 0.16 ± 0.02 vs 0.06 ± 0.01, P < 0.05).

CONCLUSION: As2O3 can activate the expres-
sion of the p15 gene by demethylation and in-
hibit the cell cycle progress of esophageal cancer 
cell line.

Key Words: Arsenic trioxide; p15INK4B gene; Meth-
ylation; Esophageal cancer
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摘要
目的: 研究亚砷酸(As2O3)对人食管癌EC109
细胞株细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子
p 15INK4B (p 15)基因表达的影响. 
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■背景资料
我国是世界上食
管癌发病率和死
亡率最高的国家, 
对人们健康构成
极大威胁. 近年来
学者对食管癌进
行了大量的基础
研 究 ,  我 们 进 一
步研究了As2O3对
p 15基因表达的影
响和意义.



方法: 终浓度2 μmol/L的As2O3加入食管癌
EC109细胞系, 采用甲基化特异PCR (MSP)检
测食管癌EC109细胞系中p 15基因甲基化, 采
用RT-PCR和Western blot方法检测As2O3处理
前后p 15的mRNA和蛋白质水平的表达情况. 
用Scion Image软件测量条带灰度值, P15蛋白
与ACTB条带的灰度比进行半定量分析. 

结果: EC109细胞p 15基因发生高甲基化, p 15
基因不表达. As2O3作用后p 15基因甲基化程
度明显下降, As2O3作用72, 48, 24 h组和未
加药组之间差异均有统计学意义(37 .11±
3.62, 50.92±5.47, 72.07±7.53 vs  97.23±9.80, 
P <0.05). As2O3作用24 h后出现p 15 mRNA表
达, 随As2O3作用时间延长p 15 mRNA表达逐渐
增强, 各个时间组之间比较, 除了未加药组和
加药24 h组之间及加药24 h组和加药48 h组之
间差异无统计学意义外, 其余各个时间组之间
差异有统计学意义(0.72±0.07 vs  0.58±0.06 
vs  0.48±0.07 vs  0.41±0.08, P <0.05). As2O3

作用24 h后P15蛋白出现表达, 2 μmol/L作用
24-72 h中P15蛋白条带灰度逐渐增强, As2O3

作用72, 48, 24 h组和未加药组之间差异均有
统计学意义(0.51±0.02 vs  0.21±0.01 vs  0.16
±0.02 vs  0.06±0.01, P <0.05), 说明其表达随
As2O3作用时间延长而逐渐增强.

结论: As2O3可使食管癌EC109细胞p 15基因去
甲基化, 使p 15基因表达上调, 从而抑制细胞周
期进程.

关键词: 亚砷酸; p15INK4B; 甲基化; 食管癌
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0  引言

亚砷酸(As2O3)用于治疗白血病获得成功以来, 
人们将As2O3用于实体肿瘤, 并取得显著疗效[1-7], 
但全面认识其抗肿瘤作用机制尚待深入研究. 
我们以人食管癌EC109细胞株作为研究对象, 在
发现其细胞周期负性调控因子p 15INK4B(简称p 15)
失活由高甲基化引起后, 采用As2O3对EC109细
胞进行处理, 进一步研究As2O3对p 15表达的影

响, 以期从分子水平探讨As2O3对人实体瘤的作

用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 EC109细胞株购自中科院上海细胞所. 
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1 g/L的亚砷酸溶液由哈尔滨伊达公司生产, 用
生理盐水配成1 mmol/L的贮存液, 使用前用完

全培养基稀释至所需浓度. Trizol试剂盒是Gibco
公司产品, Taq酶为上海生工公司产品, 逆转录试

剂盒是Promega公司产品, DNA Marker DL2000
为宝生物公司产品. 预染蛋白标准是纽英伦公司

产品. p 15小鼠抗人单克隆IgG是Neo Markers公
司产品, β-actin (ACTB)抗体和Western blotting发
光试剂是Santa Cruz公司产品, 辣根酶标记山羊

抗小鼠IgG为北京中杉公司产品. 引物由上海生

工公司合成(表1).
1.2 方法 人食管癌EC109细胞株在37℃, 50 mL/L 
CO2饱和湿度条件下, 用含100 mL/L胎牛血清的

DMEM高糖培养基培养. 取对数生长期细胞, 加
入亚砷酸, 终浓度为2 μmol/L, 培养3 d, 以不加

药的同期培养的细胞作为阴性对照, 常规酚/氯
仿法提取细胞基因组DNA.
1.2.1 PCR检测p 15外显子有无缺失 p 15共有2
个外显子 ,  以基因组D N A为模板分别用其引

物进行PCR扩增. PCR总体系25 μL, 含引物各

0.4 μmol/L, dNTP各0.5 mmol/L, Taq DNA合

成酶2 U, Mg2+ 2.5 mmol/L, 1×PCR缓冲液, 基
因组DNA 100 ng. PCR反应条件: 95℃预变性

2 min, 95℃变性30 s, 退火1 min, 70℃延伸

1 min, 共35个循环, 70℃延伸10 min, 反应产物

15 g/L琼脂糖凝胶电泳.
1.2.2 甲基化PCR (MSP) 参考Herman et al [8]的实

验方法并加以改进. 取DNA 10 μg溶于40 μL去
离子水中, 加入1 mol/L NaOH 10 μL, 37℃水浴

10 min, 加入新鲜配制的10 mmol/L氢醌30 μL
和3 mol/L NaHSO3 520 μL, 液体石蜡覆盖, 55℃
反应16 h后, 用Wizard DNA Clean up System
除盐, 洗脱在100 μL去离子水中, 加入1 mol/L 
NaOH 50 μL, 室温放置5 min, 无水乙醇沉淀, 
750 mL/L的乙醇洗涤, DNA溶于20 μL去离子

水中, -20℃保存. PCR反应条件为: 95℃预变性

5 min, 95℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 30 s, 共40个
循环, 72℃延伸10 min, 反应产物行20 g/L琼脂

糖凝胶电泳.
1.2.3 RNA抽提和RT-PCR RNA抽提用Trizol
试剂盒提取细胞总R N A后测定其浓度和纯

度, RT反应. 逆转录cDNA第1链合成: 反应体

系20 μL,含随机引物0.5 μg, 逆转录酶200 U, 
RNA 1.0 μg, dNTP 0.5 mmol/L, Rnasin 20 U, 
37℃反应60 m i n, 95℃灭活逆转录酶5 m i n. 
PCR反应: 反应体系25 μL, 含Mg2+ 2.5 mmol/L, 
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■研发前沿
p 15基因的失活存
在于大多数肿瘤
中, 他的失活机制
包括缺失和甲基
化等, 近年来对甲
基 化 引 起p 1 5 基
因失活的研究已
经日益受到重视. 
As2O3用于治疗白
血病获得成功以
来, 人们将As2O3

用于实体肿瘤,并
取得显著疗效, 但
其抗肿瘤作用机
制尚待深入研究.
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dNTP 0.5 mmol/L, cDNA 2 μL, 上下游引物各

0.4 μmol/L, Taq DNA合成酶2 U, 反应35个循

环, 产物经12 g/L琼脂糖凝胶电泳, 以表达p 15的
Hela细胞为阳性对照, 以目的基因与β-actin的灰

度比进行半定量分析. 
1.2.4 Western blot 提取As2O3细胞处理前后的蛋

白, 用Bradford法定量. 50 g/L积层胶, 120 g/L 
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 进行一抗、二

抗孵育和显色, 并照相. 以表达P15蛋白的Hela细
胞为阳性对照, 以目的蛋白与ACTB的灰度比进

行半定量分析.
统计学处理 应用SPSS 11.0统计软件, 采用

单因素方差分析, 多个均数之间两两比较q检验.

2  结果

2.1 EC109细胞p 15基因表达情况 p 15基因共有2
个外显子, 分别为外显子1和外显子2, 经PCR检
测EC109细胞中p 15的2个外显子均无缺失, 和
阳性对照正常人白细胞基因组D N A均可扩增

出目的条带(图1). RT-PCR发现EC109细胞p 15
基因mRNA无表达, 而阳性对照Hela细胞有p 15 
mRNA表达(图3). 由此推断EC109细胞p 15基因

不表达可能因为启动子区发生高甲基化, 于是

进行甲基化检测. 
2.2 As2O3对EC109细胞p 15基因甲基化状态的

影响 甲基化特异PCR (MSP)检测发现(图2), 
EC109细胞p 15基因为高甲基化状态, 呈MSP阳
性(p 15M阳性, p 15U阴性), 对照Hela细胞MSP阴
性(p 15M阴性, p 15U阳性). 2 μmol/L As2O3作用

的24-72 h内, 随作用时间延长, 条带灰度减弱, 
说明甲基化程度逐渐降低, 至72 h已检测不出

甲基化. 以As2O3作用72, 48, 24 h组和未加药组

之间差异均有统计学意义(37.11±3.62 vs  50.92
±5.47 vs  72.07±7.53 vs  97.23±9.80, P <0.05). 
2 μmol/L As2O3作用EC109细胞24 h后, 非甲基

化引物可以扩增出目的条带, 随时间延长, 条
带灰度增强. 以As2O3作用72, 48, 24 h组和未加

药组之间差异均有统计学意义(117.97±18.15 
vs  87.93±8.50 vs  53.68±4.50 vs  31.55±2.96, 
P <0.05).
2.3 As2O3对EC109细胞p 15基因mRNA表达的影

响 RT-PCR检测发现EC109细胞p 15基因mRNA
无表达, 2 μmol/L As2O3作用24 h后可见p 15

■创新盘点
本实验在既往研
究的基础上首次
证实As2O3对实体
瘤高甲基化的p 15
基因有去甲基化
作 用 ,  首 次 报 道
As2O3使实体瘤高
甲 基 化 的p 1 5 在
mRNA和蛋白水
平表达均有上调, 
在国内外未见报
道.

■应用要点
本实验提示可用
去甲基化药物治
疗实体肿瘤, 揭示
了As2O3对实体瘤
的分子水平的一
个药理作用, 对今
后的研究有一定
的借鉴意义.

     

表  1  引物序列、产物长度及退火温度

引物　　　　　　　　　　　                                      引物序列 　　　　　　　                     产物长度 (bp)     退火温度 (℃)

p15甲基化引物 (p15M)　          sense          5'-GCGTTCGTATTTTGCGGTT-3'　　　              148　                 60

                                                  antisense    5'-CGTACAATAACCGAACGACCGA-3'　　　

p15非甲基化引物 (p15U)           sense          5'-TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT-3'　         154　    　         60

　　                                           antisense    5'-CCATACAATAACCAAACAACCAA-3'

p15外显子1引物　　　             sense　       5'-CCAGAAGCAATCCAGGCGCG-3'　　　        532　    　         59

　                                              antisense     5'-AATGCACACCTCGCCAACG-3'

p15外显子2引物　　　             sense　       5'- CCTTAAATGGCTCCACCTGC-3'　　             434　   　          58

　                                              antisense     5'-CGTTGGCAGCCTTCATCG-3'

p15RT-PCR引物　　　　        sense　       5'-CCAGAAGCAATCCAGGCGCG-3'　 　           753　　             58

                                                 antisense     5'-CGTTGGCAGCCTTCATCG-3'　　 　　　

β-actin引物　　　　                sense　       5'-TCCTCCTGAGCGCAAGTAC-3'                        301                    57

                                                 antisense     5'-GTCACCTTCACCGTTCCAG-3'

图  2  2  μmol/L As2O3作用EC109细胞p 15基因甲基化及去甲
基化分析. M: Marker; 1, 2: 未加药EC109甲基化和非甲基化

引物; 3, 4: HeLa甲基化和非甲基化引物; 5, 6: As2O3作用24 h

甲基化和非甲基化引物; 7, 8: As2O3作用48 h甲基化和非甲

基化引物; 9, 10: As2O3作用72 h甲基化和非甲基化引物.

图  1  EC109细胞p 15基因外显子1, 2的PCR分析. M: Marker; 

1, 2: EC109外显子1, 2; 3, 4: 正常人白细胞外显子1, 2; 5, 6: 

外显子1, 2阴性对照.
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基因目的条带, 说明p 15基因mRNA出现表达, 
As2O3作用24-72 h中p 15基因目的条带灰度逐渐

增强, 说明p 15基因mRNA表达随As2O3作用时间

延长而逐渐增强(图3), 用Scion Image软件测量

条带灰度值, 以目的基因与b-actin条带的灰度比

进行半定量分析, 各个时间组之间比较显示, 除
了未加药组和加药24 h组之间及加药24 h组和

加药48 h组之间差异无统计学意义外, 其余各

个时间组之间差异有统计学意义(0.72±0.07 vs   
0.58±0.06 vs  0.48±0.07 vs  0.41±0.08, P <0.05).
2.4 As2O3诱导P15蛋白表达 经Western blot检
测证实, EC109细胞无P15蛋白表达, 2 μmol/L 
As2O3作用24 h后出现P15蛋白目的条带, 说明

P15蛋白出现表达, 作用24-72 h中P15蛋白条带

灰度逐渐增强, 说明其表达随As2O3作用时间延

长而逐渐增强(图4), 用Scion Image软件测量条

带灰度值, 以P15蛋白与ACTB条带的灰度比进

行半定量分析, As2O3作用72, 48, 24 h组和未加

药组之间差异均有统计学意义(0.51±0.02 v s  
0.21±0.01 vs 0.16±0.02 vs 0.06±0.01, P <0.05).

3  讨论

食管癌在我国占恶性肿瘤发病的第4位[9-10], 预
后较差. As2O3是一种有广阔应用前景的抗癌中

药, 探寻其对食管癌的抑制效应具有重要意义, 
并有助于揭示As2O3对实体瘤的作用机制. 随着

对肿瘤发病机制的研究, 人们认识到, 肿瘤是一

类细胞周期异常性疾病[11]. 细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制因子(cyclin-dependent kinase inhibitors, 
CKI)作用丧失, 可使G1/S调控点出现异常, 导
致肿瘤发生和发展. p 15是近年来发现的一类

CKI分子, 被认为是除了p 53, Rb等之外的重要

抑癌基因[12], 能特异地与cylinD/CDK4或cylinD/
CDK6结合并阻抑他们的活性, 控制细胞G1/S期
的转移, 负调空细胞周期. DNA甲基化是肿瘤发

生的重要机制, 抑癌基因失活与其启动子区CpG
岛高甲基化状态直接相关[13-14]. 多种肿瘤细胞中

都有p 15基因启动子区CpG岛异常高甲基化[15-22]. 
p 15基因启动子区CpG岛高甲基化是导致该基因

失活的重要方式. 食管鳞癌中p 15基因高甲基化

发生率约为12.5%[23]. 我们发现, 食管癌EC109细
胞p 15高甲基化, 故以之为模型, 研究As2O3对实

体瘤p 15基因去甲基化和诱导其表达的作用.
MSP检测时, 我们在亚硫酸氢盐处理DNA

前将基因组DNA进行定量, PCR反应体系加入

相同量的纯化DNA, 以达到实验结果的可比性. 

结果发现EC109细胞存在p 15基因高甲基化, 经
2 μmol/L的As2O3作用24 h后该细胞甲基化程度

明显降低, 至72 h后甲基化基本消失, 已检测不

出. 临床上以10 mg/d的As2O3治疗肿瘤的血药浓

度峰值约是5 μmol/L, 2 μmol/L的体外实验剂

量是根据临床用药量推算而来. 童迎凯 et al [12]发

现, p 15基因的表达可引起c-myc表达降低而产

生细胞周期抑制. 邓友平 et al [24]发现, 2 μmol/L 
As2O3作用2 d可使EC109细胞出现凋亡特征, 并
伴随c-myc表达的降调节, 这与本研究相吻合, 
As2O3治疗剂量使p 15基因去甲基化, 并在mRNA
和蛋白质水平上调p 15基因的表达, 抑制细胞周

期进程并引起c-myc表达降低. 佟红艳 et al [25]和

金哈斯 et al [26]报道, 使用As2O3可诱导非实体瘤

骨髓增生异常综合征细胞株MUTZ1细胞和急性

淋巴细胞白血病细胞株Molt4细胞p 15基因去甲

基化, 使此二细胞株p 15 mRNA表达. 我们首次

证实, As2O3对实体瘤EC109细胞p 15 DNA有去

甲基化作用, 在mRNA水平诱导p 15表达, 并首次

证实在蛋白质水平亦诱导p 15表达, 从而揭示了

As2O3对实体瘤的一个分子水平的药理作用.
甲基化是由DNMTs催化完成的, 迄今发现

有3种与DNA甲基化相关的酶, 分别是DNMT1, 
DNMT3a和DNMT3b. As2O3干扰DNMT的催化

反应. As2O3以S-腺苷蛋氨酸为甲基供体[27], 消
耗S-腺苷蛋氨酸, 产生一甲基砷酸和二甲基砷

酸, 而DNMT催化甲基化过程也以S-腺苷蛋氨

酸为甲基供体[28], DNA甲基化的可逆性特征为

■名词解释
DNA甲基化常发
生在抑癌基因的
启 动 子 区 ,  可 以
在转录水平抑制
基因表达. CpG岛
的异常甲基化是
指DNA基因启动
子区CG重复50%
区域, 在甲基化转
移酶的作用下, 使
DNA上的胞嘧啶
转变为5-甲基胞
嘧啶, 引起基因表
达降低 ,  而DNA
序列不变, 是导致
基因组不稳定而
引发肿瘤的重要
机制.

图  3  2  μmol/L As2O3作用EC109细胞p 15 mRNA表达. M: 

Marker; 1: 未加药; 2-4: As2O3作用24, 48, 72 h; 5: 阳性对照

HeLa细胞.

图  4  2  μmol/L As2O3作用EC109细胞P15蛋白表达. 1: 未加

药EC109; 2-4: As2O3作用24, 48, 72 h; 5: 阳性对照HeLa细胞.
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临床抗肿瘤治疗提供一种新途径. A s2O3可能

导致D N M T催化甲基化过程中甲基供体的相

对或绝对不足. 砷是巯基酶抑制剂, DNMT3a
和D N M T3b羧基端催化域都含有丰富的半胱

氨酸巯基[29], As2O3可能直接抑制DNMT3a和
DNMT3b的活性. As2O3代谢产生的S-腺苷同型

半胱氨酸是DNMT的抑制物[30], 因而, As2O3使因

高甲基化而不能表达的p 15去甲基化而表达. 佟
红艳 et al [25]发现, 骨髓增生异常综合征细胞株

MUTZ1细胞3种甲基转移酶的表达均明显增高, 
As2O3能在mRNA水平下调DNMT3a和DNMT3b
的表达并呈剂量依赖性, 推测As2O3在实体瘤食

管癌中可能有类似作用. 
总之, As2O3对EC109细胞抑癌基因p 15的去

甲基化作用为我们提供了用去甲基化药物治疗

实体肿瘤的一种新思路, 并提示As2O3用于实体

瘤的治疗的药理作用机制之一, 是对p 15的去甲

基化效应所引起的细胞周期阻滞.  
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Abstract
AIM: To explore whether hepatitis B virus (HBV) 
antigen gene-modified dendritic cells (DCs) are 
able to induce a specific cytotoxic T lymphocyte 
(CTL) response.

METHODS: Three recombinant adenoviruses, 
Ad-HBs, Ad-HBe and Ad-HBc (carrying HBsAg, 
HBeAg and HBcAg genes respectively), were 
prepared and transfected into DCs generated 
from cord blood. The efficacy of transfection was 
observed through the expression of enhanced 
green fluorescent protein (EGFP) in DCs and 
the expression of HBV antigen were detected by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
HBV antigen gene-modified DCs were co-
cultured with T lymphocytes from cord blood 
and the proliferation of T cells were detected us-
ing mixed lymphocyte reaction (MLR). Lactate 
dehydrogenase (LDH) release assay was car-
ried out to assess the killing ability of CTL cells 
against HepG222.1.5 cells.

RESULTS: HBV antigen genes were expressed 
in DCs with a high efficacy by recombinant 
adenoviral vector. EGFP were observed in 90% 
transfected DCs and DCs kept their typical 
forms after transfection. The titers (absorbance) 
of HBsAg and HBeAg were 0.919 and 0.328, re-
spectively, in the culture supernatant 72 h after 
transfection. The result of MLR showed that 
HBV gene-modified DCs effectively stimulated 
naive T lymphocytes to proliferate. There was 
no significant difference among Ad-HBs, Ad-
HBe, Ad-HBc transfection group and normal 
group (F = 1.194, P = 0.389). The specific CTL 
cells generated by HBV antigen gene-modified 
DCs had obvious cytotoxity against HepG222.1.5 
cells, and the cytotoxity in Ad-HBs, Ad-HBe, 
Ad-HBc transfection group was significantly 
higher than that in normal group (all P < 0.001). 
The cytotoxity in Ad-HBc transfected group was 
the strongest.

CONCLUSION: HBV gene-modified DCs are 
able to effectively stimulate naive T lymphocytes 
to proliferate and enhance the specific CTL re-
sponse at the same time, showing its promising 
future for developing anti-viral vaccine.

Key Words: Hepatitis B virus; Antigen; Dendritic 
cells; T lymphocytes; Cytotoxity; Adenovirus vector

Huang CH, Ou-Yang L, Huang JG, Li GP, Jiang PF, Yao 
JL. Induction of specific cytotoxic T lymphocyte responses 
against hepatitis B virus by hepatitis B virus antigen gene-
modified dendritic cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(19):1864-1869

摘要
目的: 探讨腺病毒载体介导HBV抗原基因修
饰的树突状细胞(DCs)诱导抗HBV特异性CTL

®

■背景资料
HBV感染常导致
慢性持续感染, 有
研究表明, 慢性乙
型肝炎产生免疫
耐受的原因之一
是患者体内抗原
提呈细胞, 尤其是
树突状细胞(DCs)
数量减少和功能
存在缺陷, 不能将
抗原信号有效提
呈给机体的免疫
系统而发挥免疫
清除效应. 通过提
高DCs的抗原提
呈功能, 诱导出更
强有力的特异性
免疫应答反应, 已
成为抗病毒和抗
肿瘤免疫治疗的
新途径.
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反应. 

方法: 制备携带HBsAg、HBeAg和HBcAg
基因的3种重组腺病毒Ad-HBs, Ad-HBe, Ad-
HBc, 分别转染自脐带血体外诱导培养的DCs, 
观察腺病毒转染DCs效率和DCs中HBV抗原
的表达; 混合淋巴细胞反应(MLR)测定HBV抗
原基因修饰DCs刺激同种异体T淋巴细胞增殖
能力; 乳酸脱氢酶释放法检测特异性CTL细胞
对HepG222.1.5靶细胞的杀伤能力. 

结果: 腺病毒载体能够高效介导HBV三个抗
原基因在DCs中表达, 90%以上DCs表达示踪
基因EGFP, 且DCs细胞形态完整; 感染后72 h 
HBsAg和HBeAg含量分别为0.919和0.328(吸
光度A 值). MLR实验显示, HBV抗原基因修
饰DCs仍然具有刺激同种异体T细胞的增殖
能力, Ad-HBs转染DCs组、Ad-HBe转染DCs
组、Ad-HBc转染DCs组和未转染DCs组之间
刺激T细胞的增殖水平无明显差异(F  = 1.194, 
P  = 0.389); 在E∶T比例为2∶1, 10∶1和25∶1
时, Ad-HBs转染DC组、Ad-HBe转染DCs组和
Ad-HBc转染DCs组对HepG222.1.5细胞的杀伤
率均明显高于未转染DCs组(P <0.001); 以Ad-
H B c转染D C组对H e p G222.1.5细胞杀伤率
最高.

结论: HBV抗原基因修饰DCs疫苗具有刺激
同种异体T细胞增殖能力, 同时能增强抗HBV
特异性CTL反应的能力, 可能发展为一种新型
抗病毒疫苗.

关键词: 乙型肝炎病毒; 抗原; 树突状细胞; T淋巴

细胞; 细胞毒性; 腺病毒载体
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0  引言

在HBV感染中, 由于机体不能产生有效的细胞

毒性T淋巴细胞(CTL)反应, 常导致HBV慢性持

续感染. 有研究表明, 慢性乙型肝炎产生免疫耐

受的原因之一是患者体内抗原提呈细胞, 尤其

是树突状细胞(DCs)数量减少和功能存在缺陷, 
不能将抗原信号有效提呈给机体的免疫系统而

发挥免疫清除效应[1-6]. 通过提高DCs的抗原提呈

功能, 诱导出更强有力的特异性免疫应答反应, 
已成为抗病毒和抗肿瘤免疫治疗的一种新途

径[7-10]. 我们利用整合HBV基因组的HepG222.1.5

为细胞模型 ,  通过携带有编码H B V抗原基因

的重组腺病毒载体的介导, 探讨腺病毒介导的

HBV抗原基因修饰的DCs能否诱导产生特异性

抗感染免疫反应, 为以DCs为基础肝炎病毒免疫

治疗提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 携带HBsAg, HBeAg和HBcAg基因的

复制缺陷型重组腺病毒Ad-HBs, Ad-HBe, Ad-
H B c由本室构建 [11];  重组人粒细胞巨噬细胞

集落刺激因子(r h G M-C S F)、重组人白介素

-4(rhIL-4)、重组人白介素-2(rhIL-2)和重组人

肿瘤坏死因子(rhTNF-α)购自德国ReliaTech公
司; 丝裂霉素C(mitomycin C)、G418和四甲基偶

氮唑蓝(MTT)购自Sigma公司; Cytotox96 Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay试剂盒(乳酸脱氢

酶法)购自Promega公司; 细胞因子IL-12、IL-10
和IFN-γ ELISA检测试剂盒购自深圳晶美生物公

司; HBsAg ELISA检测试剂购于荷兰欧嘉隆公

司, HBeAg ELISA检测试剂购于厦门新创公司;  
HepG222.1.5细胞系由第一军医大学附属南方医

院感染科骆抗先教授惠赠. 脐带血树突状细胞

的体外培养和鉴定参见文献[12]. 于培养第12天, 
收集悬浮细胞, 进行电镜观察, 并在流式细胞仪

上进行DC表面分子检测.
1.2 方法 

1.2.1 重组腺病毒介导HBV抗原基因转染DCs 收
集12 d的DCs, PBS液洗2次, 细胞计数, 调整至

2.5×106/孔于24孔培养板上, 分别加入重组腺病

毒Ad-HBs, Ad-HBe和Ad-HBc感染DCs (MOI值
为80), 50 mL/L CO2, 37℃孵箱中孵育1 h后加完

全RPMI 1640培养液继续培养, 同时设1孔未转

染Ad的DCs作对照. 6 h后, 收集并洗涤2次, 去除

多余的病毒, 再加含细胞因子的完全RPMI 1640
培养液继续培养48-72 h, 于荧光显微镜下观察

DCs中EGFP表达, ELISA检测培养上清中HBsAg
和HBeAg的含量. 
1.2.2 同种混合淋巴细胞反应(MLR) 取脐带血

20 mL, 经淋巴细胞分离液密度梯度离心后分

离获得单个核细胞, 加完全RPMI 1640培养液, 
50 mL/L CO2, 37℃孵箱中孵育2 h后去除贴壁

的单核巨噬细胞, 收集未贴壁细胞, 用免疫磁珠

负选法去除B淋巴细胞, 收集获得T淋巴细胞即

反应细胞. 取3种腺病毒介导HBV抗原基因修饰

的DCs, 加入丝裂霉素C, 终浓度为50 mg/L, 于
50 mL/L CO2, 37℃孵箱中孵育45 min, PBS洗

■研发前沿
DCs抗HBV感染
已经成为抗病毒
免疫治疗的研究
新 热 点 ,  但 目 前
多使用多肽抗原
刺激DCs以提高
抗原提呈能力, 但
多肽存在严格的
MHC限制性 ,  且
抗原多肽的半衰
期仅为2-10 h, 要
诱导出高水平的
持久的抗病毒免
疫效应, 则需要反
复多次回输抗原
多肽体外致敏的
DCs.



www.wjgnet.com

1866                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志       2006年7月8日    第14卷    第19期

2次, 完全RPMI 1640培养液悬浮, 作为刺激细

胞. 分别以2×105, 4×104, 2×104细胞/孔加入96
孔平底培养板中, 每组设3个复孔, 每组再加入

2×105/孔的上述制备的T淋巴细胞, 总体积为

200 μL, 50 mL/L CO2, 37℃孵育箱培养96 h. 另
取PBMC作为DC阴性对照组. 采用MTT法检测T
淋巴细胞增殖能力, 方法: 培养结束前6 h, 吸去

孔中的培养液, 加入新鲜培养液100 μL, 再加入

5 g/mL的MTT 25 μL, 轻轻混匀各孔, 50 mL/L 
CO2, 37℃孵育箱继续孵育4-6 h. 吸去孔中培养

液, 使体积小于50 μL, 加入DMSO 150 μL, 振
荡混匀10 min, 于620 nm检测吸光度(A值). 计
算刺激指数(stimulating index, SI) = (实验组A值

-本底A值)/(对照组A值-本底A值), 结果以3孔的

均值表示. 另收集混合淋巴细胞反应培养96 h
后的上清, 用ELISA试剂盒检测上清中的细胞因

子IL-12, IL-10和IFN-γ含量. 
1.2.3 CTL细胞体外杀伤活性的检测 采用乳酸

脱氢酶释放法[13]. 在24孔培养板中加入培养成

熟的DCs (12 d), 分别以MOI = 80的重组腺病

毒液Ad-HBs, Ad-HBe, Ad-HBc转染, 48 h后按

2×106/孔加入分离的T淋巴细胞, 加入含rhIL-
25 kU/L, rhGM-CSF 50 μg/L, rhIL-4 25 μg/L, 
rhTNF-a 5 μg/L完全RPMI 1640培养液, 50 mL/L 
CO2, 37℃孵箱培养, 隔天半量换液, 继续培养至

第8天, 离心收集细胞作为效应细胞. 用胰酶消

化传代HepG222.1.5细胞(靶细胞), 按5×103/孔加

入96孔培养板中, 添加培养液至体积200 μL, 培
养过夜. 按效应细胞∶靶细胞比例分别为2∶1, 
10∶1和25∶1加入效应细胞于上述制备的靶细

胞中, 每组设3个复孔. 同时设4个对照: 靶细胞

最大释放组、体积校正对照组、背景对照组和

自然释放组. 于50 mL/L CO2, 37℃孵育箱孵育

4 h, 在孵育结束前45 min, 靶细胞最大释放组

和体积校正对照组中加入裂解液10 μL. 之后每

孔吸取上清50 μL于另一96孔酶标板中, 再加入

底物混合液50 μL, 室温反应30 min, 加入50 μL
终止液, 混匀后于490 nm测定A值. 计算靶细胞

杀伤率(%) = (实验组释放-效应细胞自发释放-
靶细胞自发释放)/(靶细胞最大释放-靶细胞自发

释放)×100%.
统计学处理 数据用SYSTAT统计软件进行

处理, 组间比较采用双因素方差分析F检验.

2  结果

2.1 重组腺病毒介导的HBV抗原基因转染DCs 

通过倒置荧光显微镜下观察显示, 3个重组腺病

毒Ad-HBs, Ad-HBe和Ad-HBc感染DCs后48 h, 
约90%以上DCs表达示踪基因EGFP, 且形态正

常, 具有典型树突样突起(图1). 用MOI = 80的
Ad-HBs和Ad-HBe重组腺病毒液感染2.5×106

的DCs, 用ELISA检测培养液上清HBV抗原基因

表达的HBsAg和HBeAg的分泌, 结果于感染后

48 h HBsAg和HBeAg含量分别为0.719和0.161 
(A值), 72 h上升为0.919和0.328. 表明重组腺病

毒已经有效介导HBV抗原在DCs中表达. 为观察

重组腺病毒介导HBV抗原基因修饰的DCs抗原

提呈能力的变化, 我们进行同种混合淋巴细胞反

应试验, 结果显示, 在DCs∶T比例为1∶1, 1∶5和
1∶10时, HBV 3种抗原基因修饰DCs仍然具有

很强的刺激同种异体T细胞的增殖能力. 经双因

素方差统计分析, Ad-HBs转染DCs组、Ad-HBe
转染DCs组、Ad-HBc转染DCs组和未转染DCs
组之间刺激T细胞的增殖水平无明显差异(F = 
1.194, P = 0.389>0.05, 图2). 
2.2 细胞因子的检测  MLR反应上清中IL-12产量

以Ad-HBc转染DCs组最高, 为115±16.1 ng/L, 
未转染DCs组、Ad-HBs转染DCs组和Ad-HBe转

■创新盘点
本实验制备3种分
别携带HBV抗原
基因和绿色荧光
蛋 白 ( G F P ) 的 重
组非复制型腺病
毒 ,  采 用 脐 带 血
来源分离诱导培
养DCs, 并用腺病
毒介导HBV抗原
转染DCs, 成功制
备脐带血来源的
DCs治疗性疫苗, 
目前国内外文献
还未见报道.

图  1  重组腺病毒Ad-HBs转染DCs后EGFP表达和形态. A: 

Ad-HBs转染DCs的效率(×400); B: DCs转染后的细胞形态

(×600).
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图  2  DCs刺激同种异体T淋巴细胞增殖.
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染DCs组IL-12产量差异不明显. IFN-γ分泌量在

上述4组之间差异也不明显; IL-10产量以未转染

DCs组最高, 为120±21.4 ng/L, 而Ad-HBc转染

DCs组最低, 为80±20.7 ng/L(表1).
2.3 HBV抗原基因修饰DCs诱导特异性CTL活

性 HBV抗原基因修饰DCs诱导的CTL对靶细胞

HepG222.1.5具有明显的杀伤活性(图3). Ad-HBs
转染DCs组、Ad-HBe转染DCs组和Ad-HBc转染

DCs组对HepG222.1.5细胞的杀伤率明显高于未

转染DCs组(P <0.001); 除Ad-HBs转染DCs组和

Ad-HBe转染组之间对HepG222.1.5细胞杀伤率

无明显差异(F  = 0.534, P = 0.493>0.05)外, 其他

各组之间均有明显差异(P <0.01), 以Ad-HBc转染

DCs组杀伤HepG222.1.5细胞率最高.

3  讨论

树突状细胞是目前所知的功能最强的专职抗原

提呈细胞, 也是唯一能够激活初始T淋巴细胞的

抗原提呈细胞. 近年来体外大量扩增DCs的方法

日益成熟, 使DCs用于抗感染免疫和抗肿瘤免疫

治疗受到重视. 通过在体外扩增DCs的同时采用

肿瘤或病毒抗原冲击致敏DCs, 提高DCs的抗原

提呈能力, 诱导抗原特异性免疫反应来清除肿

瘤细胞或病毒感染. 如何使成熟DCs负载肿瘤或

病毒抗原, 是能否诱导特异性CTL产生的关键

所在. 现已经有的方法有: 抗原蛋白或多肽片段

与DCs共培养[14-16], 病毒载体(腺病毒、逆转录病

毒、痘苗病毒等)介导[17-18], 裸DNA通过化学或

物理方法转染[19]. DCs是一种终末期细胞, 用化

学和物理方法转染外源基因的效率低; 逆转录

病毒载体能携带外源基因整合进靶细胞的基因

组内, 使目的基因长期稳定表达. 但是, 由于外

源基因的插入有导致基因突变的危险, 因此存

在潜在的遗传毒性. 此外, 逆转录病毒只能感染

分裂增殖期的细胞, 且繁殖滴度低, 用逆转录病

毒载体介导目的基因转染DCs, 效率较低[20]. 腺
病毒具有转染宿主细胞广泛、能够感染静止期

细胞的特点 ,  采用腺病毒载体介导基因修

饰D C s ,  已经成为转染D C s的首选病毒载

体[18-19,21-22]. 我们用腺病毒E1, E3缺陷型重组腺病

毒介导HBV抗原基因转染成熟DCs, 在MOI为80
时, 90%以上的DCs能够表达HBV抗原蛋白, 说
明腺病毒载体能够高效介导目的基因转染DCs, 
转染前后DCs形态无明显改变, 也无明显毒副作

用. 同时, 转染后成熟DCs仍然具有较强的刺激

同种异体T淋巴细胞增殖能力和分泌细胞因子

IL-12的能力, 说明重组腺病毒不影响DCs的各

种功能. 提示腺病毒载体是介导目的基因转染

DCs效率最高、较理想的载体. 
在体外培养的条件下, 经过HBV多肽抗原

或蛋白质等抗原激活DCs, 制备特异的DCs疫苗

在体内外能诱导特异的抗体和CTL效应[23-25]. 但
多肽存在严格的MHC限制性, 且抗原多肽的半

衰期仅为2-10 h, 若要诱导出高水平的持久的

抗病毒免疫效应, 则需要反复多次回输抗原多

肽体外致敏的DCs. 将病毒抗原基因导入DCs, 
可不受MHC限制, 能够提供更有效的抗原表位, 
使DCs持续表达抗原基因产物, 从而诱导特异

性CTL反应. 在DCs疫苗抗肿瘤治疗研究中发

现, 利用基因转导方法, 以编码肿瘤抗原基因载

体对DCs骨髓前体细胞进行转导, 再辅以GM-
CSF和IL-4培养, 能产生大量表达TAA或TSA
的DCs[26]. 这种DCs在动物模型中能诱导抗原

特异的CTL反应, 减少肿瘤肺转移率, 延长生存

期. HBV的3个抗原都具有很强的免疫原性, 具
有潜在T淋巴细胞激活表位, 能介导CTL细胞发

挥抗HBV作用. 我们通过腺病毒介导HBsAg、
HBeAg和HBcAg基因于DCs中, 显示三者均可以

诱导产生特异性CTL反应, 高于未用HBV抗原
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图  3  HBV抗原基因修饰DCs诱导CTL的细胞杀伤活性.

     

表  1  ELISA检测MLR中细胞因子IL-12、IFN-γ和IL-10含量
(mean±SD)

DC                              IL-10                 IL-12b             IFN-γ

Normal             120.2±21.4     30.5±4.6     62.5±6.4

Ad-HBs           105.7±30.8     40.3±8.5     50.5±10.6

transferred

Ad-HBe             95.4±13.6    46.0±2.3     60.2±6.2

transferred

Ad-HBc             80.6±20.7   115.8±16.1   65.6±11.2

transferred

bP<0.01.

■应用要点
用重组腺病毒介
导HBV抗原基因
修 饰 D C s ,  体 外
成功诱导特异性
CTL反应, 为DCs
预苗的抗HBV慢
性感染的临床治
疗提供了实验基
础, 也为HBV治疗
提供一种新的治
疗手段和思路, 将
造福千千万万的
HBV感染者.
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基因刺激DCs的对照组. 在介导CTL反应中, 以
HBcAg组作用最强, HBsAg、HBeAg次之, 与文

献报道相近似[27-28]. 造成诱导的CTL反应强弱不

等的原因, 一是在HBV抗原系统中, 以HBcAg
具有最强的T淋巴细胞刺激表位, T淋巴细胞免

疫原性最强; 另外, 我们选择HepG222.1.5细胞

作为攻击的靶细胞, 经ELISA检测发现, 该细

胞株HBsAg的表达较弱, 而HBeAg和HBcAg的
表达较强. 检测MLR和诱导CTL生成上清液中

IL-12、IFN-γ分泌水平也显示, Ad-HBc组刺激T
淋巴细胞分泌IL-12水平最高, 因而其介导的特

异性细胞免疫反应最强. 本研究结果初步显示, 
用携带H B V抗原基因的腺病毒作为载体转染

DCs, 不但可以使DCs得到高效转染, 而且可持

续表达该抗原, 使抗原在DCs内得到有效加工处

理, 以多个抗原表位提呈给T淋巴细胞, 可以产

生特异性抗HBV感染免疫反应, 表明DCs疫苗可

能发展成为一种新型抗HBV感染的治疗性疫苗.  
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

本刊讯 为了进一步推动华北地区(北京、天津、河北、山西和内蒙)的消化学术交流与发展、帮助广大消化

专业工作者全面了解国内外消化基础和临床研究进展, 提高消化疾病诊治和研究水平. 第十二届华北地区消化

学术会议, 将于2006-10-27/29在河北省石家庄举办. 会议由北京、天津、河北、山西和内蒙医学会消化病学分

会联合主办, 河北省医学会消化病学分会承办. 本次会议将就近年来国内外消化领域的研究进展、诊断和治疗

方面的新技术、新方法进行广泛的学术交流, 大会将邀请国内著名消化病学专家作专题学术报告. 欢迎消化界

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 

1 征文内容

会议征集的论文内容包括: (1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; (2)消化系统肿瘤

的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; (3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; (4)慢性

肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; (5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状; (6)消化疾病

在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.
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截稿日期: 2006-08-30, 以当地邮戳为准. 请务必在信封右上角注明“华北区消化会议”字样. 
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Abstract
AIM: To study the effects of the spent culture 
supernatant (SCS) of Lactobacillus acidophilus 
strain LA14 on the intestinal flora in mice with 
antibiotic-associated diarrhoea.

METHODS: Sixty mice were randomly and av-
eragely divided into 6 groups: normal control 
group, model group, SCS group, living bacteria 
group, SCS plus living bacteria group, and spon-
taneous recovery group. The animal model of 
the intestinal flora imbalance was made by intra-
peritoneal administration of ampicillin 2000 mg/

(kg•d) for 3 d. Then the mice in normal control 
group and model group were killed, while the 
mice in the other groups were administered (ig) 
with the corresponding drugs or normal saline 
(30 mL/kg per day, the adopted concentration 
of living bacteria was 3×109 CFU/kg per day) 
for another 3 d. At the end of the 3rd day, all the 
mice were killed and the floras in the contents of 
the caecum were analyzed.

RESULTS: Intestinal flora imbalance occurred 
in the mice administered with ampicillin and 
the numbers (lgCFU/L) of four main intestinal 
floras changed obviously. In comparison with 
those in normal control group, the numbers of 
Escherichia coli and Enterococcus were significant-
ly increased (10.13 ± 0.10 vs 9.03 ± 0.11, P < 0.01; 
10.52 ± 0.11 vs 9.11 ± 0.09, P < 0.01), while the 
numbers of Lactobacillus and Bifidobacterium were 
remarkably decreased (10.51 ± 0.07 vs 11.88 ± 0.10, 
P < 0.01; 10.38 ± 0.31 vs 11.61 ± 0.13, P < 0.05). 
After the mice were administered with SCS, liv-
ing bacteria and SCS plus living bacteria, the 
numbers (compared with those in spontaneous 
recovery group) of Lactobacillus and Bifidobacte-
rium were remarkably increased (Lactobacillus: 
11.53 ± 0.17 vs 9.74 ± 0.37, P < 0.01; 11.54 ± 0.05, 
11.45 ± 0.07 vs 9.74 ± 0.37, P < 0.05; Bifidobacte-
rium: 11.54 ± 0.22, 11.30 ± 0.99 vs 9.51 ± 0.52, P < 
0.05; 11.13 ± 0.16 vs 9.51 ± 0.52, P < 0.01), while 
the numbers of Escherichia coli and Enterococcus 
were significantly decreased again (Escherichia 
coli: 9.42 ± 0.22, 9.50 ± 0.06, 9.22 ± 0.39 vs 9.97 ± 
0.61, P < 0.05; Enterococcus: 9.48 ± 0.20, 9.45 ± 0.16, 
9.37 ± 0.21 vs 9.89 ± 0.43, P < 0.05).

CONCLUSION: Both living bacteria and SCS 
of Lactobacillus acidophilus can regulate the in-
testinal flora imbalance in mice with antibiotic-
associated diarrhoea, and help to recover the 
numbers of Lactobacillus and Bifidobacterium in 
the intestinal tract.

Key Words: Lactobacillus acidophilus ; Spent culture 
supernatant; Antibiotic-associated diarrhoea; Intes-
tinal flora

®

■背景资料
益生菌的研发是
当前国内外热点
研 究 问 题 .  但 目
前研制的用于临
床的微生态制剂
多以活菌制剂为
主, 其培养上清液
往往被忽略. 由于
活菌制剂保质期
短、活性下降快, 
因此对其培养上
清液进行深入研
究, 找出其中活性
成分, 对益生菌的
开发与应用具有
重要意义.
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摘要
目的: 研究嗜酸性乳杆菌LA14菌株耗尽培养
上清液(spent culture supernatant, SCS)对抗生
素相关性腹泻小鼠肠道菌群的影响. 

方法:  小鼠60只 ,  随机分为正常组、模型

组、S C S 组、活菌组、S C S+活菌组及自

然恢复组(每组n  = 10). 采用i p氨苄青霉素

2000 mg/(kg•d), 连续3 d造成肠道菌群失调

性腹泻动物模型. 正常组和模型组小鼠于造

模后即处死, 取盲肠内容物进行肠道菌群分

析. 其余各组小鼠分别灌胃受试药物或生理

盐水30 mL/(kg•d)[含菌组中活菌数量为3×
109 CFU/(kg•d)], 3 d后处死, 取盲肠内容物

进行肠道菌群分析. 

结果: 小鼠ip氨苄青霉素造成肠道菌群失调, 
肠道内4种主导菌群的数量(lgCFU/L)明显改

变, 与正常组比较肠杆菌和肠球菌数量显著上

升(10.13±0.10 vs  9.03±0.11, 10.52±0.11 vs  
9.11±0.09, P <0.01), 乳杆菌和双歧杆菌数量

明显下降(10.51±0.07 vs  11.88±0.10, P <0.01; 
10.38±0.31 vs  11.61±0.13, P <0.05). 而灌胃给

予SCS、活菌、SCS加活菌后, 与自然恢复组

比较肠道乳杆菌和双歧杆菌数量明显回升(乳
杆菌: 11.53±0.17 vs  9.74±0.37, P <0.01; 11.54
±0.05, 11.45±0.07 vs  9.74±0.37, P <0.05; 
双歧杆菌: 11.54±0.22, 11.30±0.99 vs  9.51
±0.52, P <0.05; 11.13±0.16 vs  9.51±0.52, 
P <0.01), 肠杆菌和肠球菌数量下降(肠杆菌: 
9.42±0.22, 9.50±0.06, 9.22±0.39 vs  9.97±
0.61, P <0.05; 肠球菌: 9.48±0.20, 9.45±0.16, 
9.37±0.21 vs  9.89±0.43, P <0.05).

结论: 嗜酸性乳杆菌活菌和SCS均能调整抗
生素相关性腹泻小鼠肠道菌群失调, 对乳杆菌
和双歧杆菌有显著扶持作用.

关键词: 嗜酸性乳杆菌; 耗尽培养上清液; 抗生素相

关性腹泻; 肠道菌群
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0  引言

腹泻是多种病因引起的多种肠道疾病的一种常

见症状, 在临床上一般将其分为感染性腹泻和非

感染性腹泻2种, 其中感染性腹泻约占80%. 对于

感染性腹泻, 人们习惯于使用抗生素进行治疗. 
然而由于抗生素的大量盲目使用, 使肠道中有益

菌被抑制, 肠道的微生态平衡被打破, 导致菌群

失调. 此时肠上皮细胞的代谢调节水平和生理功

能发生紊乱, 使腹泻进一步加重, 即产生抗生素

相关性腹泻[1-4], 针对这种现象人们开始尝试着

对感染性腹泻实行非抗菌药物治疗. 随着人们对

肠道微生态的充分认识, 发现微生态制剂能很好

地改善肠道功能紊乱, 且安全、毒副作用小[5-8], 
治疗效果显著. 

嗜酸性乳杆菌是目前国内外开发应用的微

生态制剂的主要菌种, 是人和动物肠道内的一种

重要的益生菌, 他广泛分布在人和动物的消化

道、阴道以及乳制品和发酵的动植物制品中. 他
是乳酸菌家族中受到极为重视研发的益生菌之

一. 据报道嗜酸性乳杆菌微生态制剂对婴幼儿及

成年人急性腹泻、肠道炎症性疾病等均有良好

疗效[9-13]. 我们以人们常常忽略的培养上清液作

为研究对象, 探讨其调节抗生素相关性腹泻小鼠

肠道菌群的作用, 旨在为嗜酸性乳杆菌的进一步

开发应用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 嗜酸性乳杆菌LA14菌株, 白色粉末状, 
由Danisco中国有限公司惠赠. 昆明种小鼠60只, 
雌雄各半, 体质量20±2 g, 由大连大学实验动物

中心提供. 注射用氨苄青霉素钠(山东瑞阳制药

有限公司生产, 0.5 g/瓶), 临用前用9 g/L的生理

盐水配制成浓度为100 g/L的氨苄青霉素钠溶液

备用. 乳酸杆菌选择性培养基(LBS), 双歧杆菌

选择性培养基(BS), 肠杆菌选择性培养基(EMB), 
肠球菌选择性培养基(EC). 嗜酸性乳杆菌耗尽

培养上清液(spent culture supernatant, SCS)的制

备[14]. 将活化的嗜酸性乳杆菌LA14菌株接种至

LBS培养液中, 37℃厌氧培养72 h. 将菌悬液离

心, 4000 r/min, 10 min, 分离得到SCS. 将菌沉

淀, 分别用9 g/L的生理盐水、SCS重悬后制成

活菌菌液、SCS加活菌菌液, 菌悬液中活菌数量

达到l×1011 CFU/L. 上述各液在动物实验开始之

前配制, 每天实验结束后置于4℃保存.
1 .2  方法 抗生素相关性腹泻小鼠模型的制

备[15-17]. 参照文献略加改动, 将60只小鼠随机分

■研发前沿
近年来, 发达国家
对益生菌的研究
非常活跃, 但关于
其作用机制的探
讨也大都处于研
究阶段. 而我国仅
在双歧杆菌及其
相关的益生菌方
面有所研究, 对嗜
酸性乳杆菌单一
菌种的研究还很
少. 因而对嗜酸性
乳杆菌进行深入
研究非常必要.
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为正常组、模型组、SCS组、活菌组、SCS+活
菌组、自然恢复组. 将模型组、SCS组、活菌

组、SCS+活菌组和自然恢复组分别ip 100 g/L
氨苄青霉素钠溶液2000 mg/(kg·d), 连续3 d, 造
成抗生素相关性腹泻小鼠模型, 正常组小鼠ip
等容积生理盐水. 正常组和模型组小鼠于造模

后即处死 ,  取盲肠内容物进行肠道菌群分析 . 
SCS组、活菌组、SCS+活菌组小鼠则从第4天
开始分别灌胃相应的受试药物, 剂量为30 mL/
(kg·d)[含菌组中活菌数量为3×109 CFU/(kg·d)], 
自然恢复组给予等容积生理盐水, 连续3 d , 然
后处死小鼠, 取盲肠内容物进行肠道菌群分析. 
盲肠内容物标本的处理及菌群检测: 小鼠颈椎

脱臼处死, 在无菌条件下进行剖解, 取近回盲部

盲肠1 cm放于含生理盐水0.8 mL的小瓶中, 振
荡洗涤, 使肠内容物充分稀释, 然后连续10倍稀

释, 取10-6, 10-7, 10-8, 10-9各稀释匀浆液0.01 mL, 
分别滴入LBS, BS培养基中; 取10-5, 10-6, 10-7, 10-8

各稀释匀浆液0.01 mL, 分别滴入EC, EMB培养

基中, 每种菌做2个平行平皿. LBS和BS置37℃
厌氧培养48 h; EC和EMB置37℃培养18 h, 然后

观察结果, 计算菌落数, 折合成每升盲肠内容物

稀释液中肠杆菌、肠球菌、乳杆菌和双歧杆菌

的菌落数, 并以常用对数表示.
统计学处理 各组实验数据经整理后用mean

±SD表示, 采用SPSS 12.0统计学软件对实验数

据进行两样本均数t检验分析.

2  结果

2.1 氨苄青霉素对小鼠肠道正常菌群的影响 用
氨苄青霉素造模后, 肠道内4种主导菌群的数量

明显改变, 其中肠杆菌、肠球菌数量明显增加, 
乳杆菌、双歧杆菌数量减少, 模型组与正常组

小鼠肠道菌群之间存在着显著性差异(P <0.05或 
P <0.01, 表1). 
2.2 SCS治疗抗生素相关性腹泻的效果 用氨苄

青霉素造成小鼠肠道菌群失调后, 每天给小鼠

分别灌胃各受试药物, 3 d后可见SCS组、活菌

组、SCS+活菌组小鼠肠道内乳杆菌和双歧杆菌

数量明显回升, 肠杆菌和肠球菌数量下降, 上述

各治疗组与自然恢复组小鼠肠道菌群之间存在

着显著性差异(P <0.05或P <0.01). 各治疗组小鼠

肠道菌群之间、各治疗组与正常组小鼠肠道菌

群之间差异性不显著(P >0.05, 表2).

3  讨论

腹泻是常见的临床症状, 全球每年因腹泻就有

约200万人丧生. 对于腹泻的治疗, 原则上要针

对病因, 但目前在治疗中, 对于许多引起腹泻的

疾病过程并不能得到满意控制, 也缺乏特异性

治疗方法, 因而饮食疗法、药物疗法、微生态

疗法等支持疗法和对症治疗就成为必不可少的

治疗措施 ,  其中尤其值得关注的是微生态疗

法[18-21]. 微生态疗法使用的是微生态制剂, 微生

态制剂是根据微生态学基本机制研制的, 他是

利用肠道正常菌群成员或其促进物质制备而成. 
目前国内外开发应用的微生态制剂的菌种主要

有乳酸菌(包括乳酸杆菌、乳酸球菌、双歧杆菌

等)、链球菌和各种真菌等, 其中又以乳杆菌和

双歧杆菌居多[22]. 乳酸杆菌特别是嗜酸性乳杆菌

抵抗胃酸和胆碱的能力较强, 能顺利通过胃肠

环境而广泛定植于胃肠中, 在消化道内能很好

地存活, 因而是微生态制剂常用的主要菌种之

一. 然而目前研制的用于临床治疗的微生态制

剂多以活菌制剂为主, 培养上清液往往被忽略,
但活菌保存具有存活率低、保质期短、活性不

稳定等缺点. 我们即以此为切入点, 从以往人们

忽略的培养上清液入手, 探讨其对抗生素相关

性腹泻小鼠肠道菌群的影响. 从实验结果可见, 
当使用氨苄青霉素破坏了肠道内正常菌群的平

衡, 造成了小鼠肠道菌群失调后, 肠道内4种主

导菌群的数量出现明显改变, 其中肠杆菌和肠

球菌数量显著上升, 而乳杆菌和双歧杆菌数量

明显下降. 灌胃使用SCS和活菌等治疗药物后, 
肠道乳杆菌和双歧杆菌数量明显回升, 肠杆菌

和肠球菌数量下降, 表明SCS等治疗药物对小鼠

肠道生理菌群有明显的调节作用. 研究结果提

示, 嗜酸性乳杆菌SCS具有与活菌相同的明显调

节小鼠肠道生理菌群的作用, 并对乳杆菌和双

歧杆菌表现出明显地扶持作用. 另一方面, 由于

在实验中采用的是耗尽培养上清液, 这样就排

除了培养液中的蛋白胨、牛肉浸膏、酵母浸膏

等多种成分对实验结果的影响, 这也提示了在

耗尽培养上清液中应该存在着具有相似功效的

■创新盘点
本文研究结果证
实, 嗜酸性乳杆菌
耗尽培养上清液, 
能调整抗生素相
关性腹泻小鼠肠
道菌群失调, 对乳
酸杆菌和双歧杆
菌具有显著扶持
作用, 提示在耗尽
培养上清液中存
在着活性代谢产
物, 这为进一步提
取、分离其中有
效成分提供依据.

■应用要点
对嗜酸性乳杆菌
耗尽培养上清液
进行活性跟踪、

分离纯化, 找出其
中有效成分, 为开
发新型稳定无毒
的消化疾病临床
药物奠定基础.

     

表  1  抗生素相关性腹泻小鼠肠道菌群 (mean±SD, 
lgCFU/L, n = 10)

分组        肠杆菌             肠球菌           乳杆菌          双歧杆菌

正常    9.03±0.11    9.11±0.09  11.88±0.10  11.61±0.13

模型  10.13±0.10b 10.52±0.11b 10.51±0.07b 10.38±0.31a

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组.
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活性代谢产物. 在以往的报道中, 有作者已提出

在嗜酸性乳杆菌、双歧杆菌的培养上清液中存

在着细菌素、黏附素等成分[23-26], 而我们的研究

结果也证实了SCS调节小鼠肠道生理菌群的作

用. 因而是否可以认为在SCS中存在着多种具有

活性作用的代谢成分? 相关的研究尚在进一步

深入.  
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■同行评价
该研究发现嗜酸
性乳杆菌与活菌
具有相同作用, 对
乳杆菌和双歧杆
菌表现出明显地
扶持作用, 为嗜酸
性乳杆菌的进一
步开发应用奠定
了实验基础. 研究
设计合理, 方法准
确, 结果可靠, 有
一定科学性、创
新性和可读性.
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Abstract
AIM: To detect the tissue distribution of Tec 
tyrosine kinase in rats, and to investigate the 
possible signal transduction pathways in which 
Tec is involved.

METHODS: The total RNA was extracted from 
the tissues of rat heart, liver, spleen, lung, brain, 
thymus gland and muscle. Northern blot was 
used to detect the expression of Tec RNA. Re-
porting gene plasmids and Tec expression vec-
tor were co-transfected into WBF-344 cells, and 
post-transfection cells were stimulated by he-
patic growth factor (HGF). Then cells were lysed 
and the luciferace activity was measured.

RESULTS: Northern blot suggested that Tec 
tyrosine kinase was highly expressed in the tis-

sues of rat liver and kidney. Report gene assay 
showed the Elk luciferase activity was increased 
about 2-3 folds in comparison with that of the 
controls, while other signaling pathways had no 
obviously changes.

CONCLUSION: Tec tyrosine kinase is involved 
in Erk/mitogen-activated protein kinase signal 
pathway mediated by HGF. Tec probably plays 
an important role in the proliferation of liver 
cells.

Key Words: Tec tyrosine kinase; Liver regeneration; 
Signal transduction

Zhong MG, Li FF, Zheng H, Ni F, Yu KK, Wang SY. 
Tissue distribution and signal transduction of Tec 
tyrosine kinase in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(19):1874-1877

摘要
目的: 研究Tec在大鼠组织中分布特异性, 以及
在大鼠肝细胞中Tec可能参与的信号途径. 

方法: 从大鼠心、肝、脾、肺、脑、胸腺和
肌肉组织中提取RNA, 用Northern blot方法检
测Tec在大鼠中的组织分布, 在WBF-344细胞
中共转染Tec-pSRα真核表达载体与荧光素酶
报道基因, 再用HGF刺激细胞, 用微量发光检
测仪检测发光值. 

结果: Tec在大鼠肝脏与肾脏组织中特异性高
表达, 在肝干细胞中对HGF介导下的Elk信号
分子活化的报告质粒中荧光素酶的表达有明
显增强(2-3倍)作用.

结论: Tec在大鼠肝脏高表达, Tec可能参与
HGF介导Erk途径, 可能与肝细胞增殖的信号
调控有关.

关键词: Tec酪氨酸蛋白激酶; 肝再生; 信号转导
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■背景资料
T e c 是 1 9 9 0 年 
Mano et al 在研究
肝癌时, 从小鼠肝
脏的cDNA文库中
用v-fps激酶结构
域作为探针, 在肝
癌组织中筛选到
的、起重要作用
的一种酪氨酸蛋
白激酶基因. Tec
基因主要在肝脏
与造血组织中表
达, 尤其在人类肝
细胞肝癌 (HCC)
中表达异常高, 这
是首次报道与肝
细胞增殖有关的
特异酪氨酸蛋白
激酶. 通过与多种
蛋白质的相互作
用, Tec参与对血
细 胞 尤 其 是 B 淋
巴细胞和T淋巴细
胞的生长和分化
的信号调控. 大鼠
Tec是本文课题组
在2001年首先发
现的. 他们利用表
达差异显示分析
(RDA)技术研究
大鼠2/3肝切除后
1 h再生肝选择性
基因表达时, 发现
一株Tec同源序列
存在于差减产物
中, RNA狭缝杂交
证实为差异表达
基因. 这提示Tec
是一种与肝再生
调控密切相关的
早期反应基因, 他
可能参与肝再生
的早期信号启动.
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0  引言

Tec (tyrosine kinase expressed in hepatocellular 
carcinoma, Tec)是一种重要的非受体型酪氨酸激

酶, 小鼠Tec最早由Mano et al [1]从肝癌组织中克

隆. 前期的研究认为Tec有肝组织与造血组织分

布特异性, 主要与Epo, EGF, IL-6, GM-CSF等细

胞因子介导的信号转导途径密切相关, 参与调

控造血细胞尤其是淋巴细胞的增殖与分化[2-3]. 
我们在寻找肝再生相关基因时, 发现了大鼠Tec
的序列, 并在GenBank注册(AF285881)[4]. 为进一

步探讨Tec与肝细胞生长的关系, 我们进一步在

大鼠中检测Tec的组织分布; 再通过荧光素酶报

告基因系统, 在肝干细胞WB F-344中瞬时转染

Tec真核表达载体及不同信号途径报道载体, 以
探讨Tec在何种信号途径活化过程中起作用, 以
初步了解Tec参与肝细胞生长的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 鼠重组肝细胞生长因子(H G F)购于

Sigma (Saint Louis, MO, USA). TrizolTM试剂盒购

于Promega. DMEM、胰酶为Gibco公司产品, 胎
牛血清为Life Technologies公司产品, 荧光素酶

报道系统PathDetect in vivo  reporting system购于

Stratagene (La Jolla, CA, USA), 包括C-Jun, Elk1, 
CREB, CHOP 4个系统, Reporting lysis buffer购
于Sigma, 微量荧光检测仪. Wistar大鼠购于军

事医学科学院, 肝干细胞WB F-344, 为中国医

学科学院药理所韩锐教授赠送. 培养条件: 高糖

DMEM, 100 mL/L胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS), 37℃, 50 mL/L CO2孵箱培养.
1.2 方法 各组织总RNA提取使用TrizolTM试剂盒. 
取各组织, 剪碎后研磨、过滤、收集细胞. 1 mL 
Trizol裂解1×107个细胞, 然后加入氯仿200 mL
抽提1次, 12 000 g离心15 min, 取上清, 用无水

乙醇0.5 mL沉淀, 750 mL/L乙醇洗2次, 干燥后

用DEPC处理的无菌去离子水溶解RNA. 紫外分

光光度仪测定其浓度, -20℃保存. 总RNA 30 µg
进行10 mL/L甲醛变性凝胶电泳, 转膜, 膜在

65℃预杂交1 h, 再加入32P标记的探针杂交过夜. 
50℃, 0.5×SSC, 5 mL/L SDS洗膜2次, 压X光片, 
于-70℃放射自显影后洗片. 

取对数生长期的WB F-344细胞接种于24孔
板(8×104/孔), 待贴壁后按表1不同组分转染WB 
F-344细胞, 转染后12 h用PBS洗3遍, 再继续用含

10 mL/L FBS的DMEM培养12 h后其中一组用

HGF (20 g/L)(Promega公司)刺激8-10 h, 对照组

不加刺激. 转染过的细胞用PBS洗3遍, 加入1×
Reporting Lysis Buffer 100 μL/孔, -80℃ 20 min, 
37℃ 10 min, 60 μL, 4℃, 12 000 g离心3 min, 取
上清20 μL于反应杯中, 加Luciferase(荧光素酶)
反应底物100 μL, 10 s内检测荧光强度以反应

Luciferase的活性(Promega试剂盒). 每组3复孔, 
实验重复3次.

2  结果

2.1 Tec的组织分布 从大鼠心、肝、脾、肺、

脑、胸腺和肌肉中提取总RNA, Northern杂交. 
结果清楚的显示(与小鼠不同[5]), 在大鼠中Tec不
仅在肝脏中高表达, 而且在肾脏中也高表达(图1). 
2.2 Tec使Elk活性升高 HGF与其细胞表面的受

体c-Met结合后, 引起细胞内一系列蛋白酪氨酸

磷酸化, 激活多种细胞内信号转导途径, 包括

MAPK、PI3K和NF-κB途径等. 为了解Tec是否

参与了HGF介导下的某种途径, 我们应用Path-
Detect in vivo  Reporting System, 用代表4条主要

信号途径的报道激活质粒pFA-CREB, pFA-ELK, 
pFA-CHOP, pFA-c-Jun进行普查(图1, 对照组结

果未列出), 这些质粒都能编码一种融合蛋白, 该
蛋白由酵母GAL4 DNA结合区域和自身激活区

域组成, 把他们和Tec以及报道质粒pFR-luc共转

入WB F-344中, 假如Tec在HGF刺激下能激活某

■研发前沿
Tec在造血组织和
肝组织高表达. 目
前, 很多研究已证
实他在造血细胞
中发挥了多种重
要作用, 尤其是B
淋巴细胞和T淋巴
细胞的生长和分
化起了重要作用. 
国内外学者的研
究主要集中在Tec
在造血细胞中的
生物学功能方面, 
目前研究的热点
和重点主要是其
参与的信号转导
途径及其相互作
用的蛋白质的筛
选. 

     

表  1  报道基因转染分组 (ng)

                                          A           B           C	          D	      E

pcDNA-Tec	    428      428      428		

pcDNA3.1		             428      428	

Luciferase                       4      428	        428     428

reporter vector

ElK1 or c-Jun or            21   	  21        21	     21

CREB or CHOP

Dbd 				             21	

MEK1 or MEKK                                                            21

or PKA or MEK3				  

PMD-18 T vector			                     407

C、D: 阴性对照; E: 阳性对照.

心     肝     脾      肺    肾      脑   胸腺   肌肉

Tec

28sRNA

图  1  Tec在大鼠中的组织分布.
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条途径, 就能与相应的激活质粒相作用, 从而引

起pFR-luc激活而转录表达荧光素酶. 我们发现

Tec在HGF刺激下能使Elk报道质粒的活性增强

2-3倍, 而对另3条途径作用不明显. 空载体对照

对4条途径都无明显改变. 重复对Elk的激活作

用, 该途径阳性对照质粒pFA-MEK1, 与pFA-Elk, 
pFR-luc共转能激活该途径, 以其为内对照, 了解

转染效率(图2).

3  讨论

Tec酪氨酸蛋白激酶最早从肝组织中发现, 但随

后的研究主要认为他与肝再生关系不明确, 因
而集中在调控淋巴细胞增殖分化上, 至今关于

Tec激酶与肝组织生理病理过程相关的报道很

少. 我们在过去的研究中, 发现了2/3肝部分切除

后1 h, Tec mRNA再生呈现瞬间表达增加, 其表

达水平较其基础水平增高25倍, 4 h后即基本恢

复正常; 我们随后筛取胚胎大鼠肝cDNA文库, 
获取了大鼠Tec的全长cDNA克隆, 在GenBank注
册(AF285881); 在原代培养的大鼠肝细胞体系

中, EGF可以迅速诱导Tec基因表达, 且不被蛋白

合成抑制剂阻断. 这些结果表明Tec是一种与肝

再生调控密切相关的早期反应基因, 他可能参

与肝再生的早期信号启动[6]. 尽管Mano et al [1-3]

首先报道Tec在肝等组织中表达, 可能与肝细胞

增殖、肝癌发生有关, 但在2/3肝切除后72 h, 
Tec的表达未见明显变化, 因而认为该酪氨酸蛋

白激酶可能与肝细胞增殖无关, 其原因可能是

与他们选择术后Tec的检测时间有关(没有选择

术后2 h以内检测). 随后关于该基因的功能研究

主要集中在造血系统[7]. 研究表明Tec与多种蛋

白能直接或间接结合, 在造血系统中发挥了多

种重要作用: 如在T细胞中参与调节有丝分裂[8]; 
诱导Bcl-xL表达、抑制FAS凋亡蛋白从而调节

细胞凋亡[9]; 调节Ras家族小G蛋白Rho[10]. 总之, 
通过与多种蛋白质的相互作用, Tec参与对血细

胞尤其是B淋巴细胞和T淋巴细胞的生长和分化

的信号调控[11]. 而本室的研究却提示Tec为肝再

生早期相关基因. 
肝细胞增殖受很多分子参与精确调控, 目

前几乎不了解Tec如何参与肝细胞的信号调控. 
我们的另一些研究表明在HGF的诱导或肝大部

分切除的刺激下, Tec与Stat3发生同时活化, 提
示Tec可能与HGF介导的某些信号途径相关[12]. 
HGF是一种多功能的细胞活性因子, 他与胚胎

的发育、细胞分化增殖、细胞移动、抗凋亡等

过程密切相关, 是目前公认的最重要的肝再生

启动因子之一. 因此, 我们采用了Stratagene公司

PathDetect Trans-reporting Systems(信号途径检

测报告基因系统, 包括c-Jun, Elk1, CREB, CHOP 
4个系统), 对Tec参与的细胞信号途径进行了初

步检测. Tec真核表达载体瞬时转染肝干细胞WB 
F-344后, 在HGF的诱导下, 使得MAPK(mitogen-
activated protein kinase)途径中重要的信号分子

Elk活化水平明显升高. 提示Tec很可能参与了

HGF介导的Ras-MAPK-ERK1/2信号转导途径. 
HGF与其细胞表面的受体c-Met结合后, 引起细

胞内一系列蛋白酪氨酸磷酸化, 激活多种细胞

内信号转导途径, 包括MAPK、PI3K和NF-κB途
径等[13]. 其中MAPK途径是与细胞有丝分裂活

动关系最密切的一条重要途径, 其中包括3条通

路: ERK pathway, p38 pathway与JNK pathway. 
MAPK的激活可能对决定细胞的命运起重要作

用[14], 最终导致细胞分裂增殖、分化及离散等

变化. 
目前很多研究表明HGF介导下的MAPK途

径能明显提高肝细胞增殖和分化的能力, 一些

实验还表明造血系统可能是肝干细胞的肝外

来源, 典型的造血细胞标志, 包括Thy-1, c-kit和
CD34, 均表达在肝卵园细胞的表面[15-17]. 因此我

们有理由猜想, 犹如Tec在造血组织中的重要作

用一样, Tec可能通过参与Ras-MAPK-ERK1/2途
径而最终对肝细胞的增殖和分化起重要的调节

作用, 但其精确调控机制有待我们继续深入的

研究.  

■创新盘点
尽管Mano et al 首
先报道Tec在肝等
组织中表达, 可能
与肝细胞增殖、

肝癌发生有关, 但
在 2 / 3 肝切除后 , 
Tec的表达未见明
显变化, 因而认为
该酪氨酸蛋白激
酶可能与肝细胞
增殖无关. 其原因
可能是与他们选
择术后Tec的检测
时间有关(没有选
择术后2 h以内检
测) .  而本文研究
是围绕Tec在肝组
织中的功能开展
的, 发现了在肝大
部分切除后1 h其
表达水平上调, 并
且在肝细胞中参
与了HGF信号途
径, 体现了一定创
新性.

图  2  Tec在HGF刺激下使Elk活性提高. 1: Vector+pFA-

CREB; 2: Tec+pFA-CREB; 3: Vector+pFA-CHOP; 4: 

Tec+pFA-CREB; 5: Vector+pFA-c-Jun; 6: Tec+pFA-c-

Jun; 7: Vector+pFA-Elk; 8: Tec+pFA-Elk.
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■应用要点
本文属于基础研
究, 旨在探讨肝组
织中Tec的生物学
功能, 将来可能对
肝再生和肝细胞
增殖的机制起到
一定补充作用.
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Abstract
AIM: To develop a new combined transplan-
tation model of liver and small bowel in rats, 
and to investigate the protective effect of trans-
planted liver on transplanted small bowel.

METHODS: Closed colony Sprague Dawley rats 
and inbred Wistar rats were included in this 
study. Five groups were designed: isogene small 
bowel transplant group (A), isogene liver trans-
plant group (B), xenogene small bowel trans-
plant group (C), xenogene liver transplant group 
(D), combined transplant of liver and small 
bowel group (E). Only Wistar rats were used in 
group A and B, while SD and Wistar rats were 
used as donors and recipients respectively in 
group C, D and E. During the combined trans-
plantation of liver and small bowel (CTLS) for 

the donors, inferior vena cava in chest was cut 
to construct a muff in the lateral wall of portal 
vein and cuff was placed. During the operation 
for the recipients, portal veins of the donors and 
recipients were connected using cuff technique, 
and re-arterialization was completed by anasto-
mosing the superior mesenteric artery of graft 
with the right kidney artery of the recipients. 
Randomly selected 4 rats from each group were 
sacrificed on postoperative days (POD) 5, 7 and 
14, and grafts were sampled. The rejection of 
graft was investigated through histopathological 
analysis, and the apoptosis of the cells of graft 
were evaluated by TUNEL.

RESULTS: The survival rate of CTLS was 73.3% 
(22/30). The pathological changes of ischemia 
and reperfusion injury were observed in group 
A and B, and the numbers of apoptotic cells in 
the grafts were decreased with the prolonging of 
time. However, acute rejection after transplanta-
tion appeared in group C and D, and there were 
more apoptotic cells in the grafts. Mild, moder-
ate and severe acute rejection occurred on POD 
5, 7 and 14, respectively in group C, while only 
mild or severe acute rejection appeared in group 
E. Furthermore, the number of apoptotic cells in 
the grafts of group E was markedly decreased 
on POD 14 in comparison with that of group C 
(16.9 ± 4.3 vs 20.5 ± 6.3, P < 0.05). The degrees 
of acute rejection after transplantation and cell 
apoptosis of the grafts were not significantly dif-
ferent between group D and E.

CONCLUSION: The technique used in this 
study is feasible for establishment of CTLS 
model, and the transplanted liver can protect 
the transplanted intestinal graft from rejection in 
CTLS.

Key Words: Model; Rats; Combined transplantation 
of liver and small bowel; Immuno-protection; Ap-
optosis
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■背景资料
短肠综合征合并
终末期肝病常需
进行肝肠联合移
植, 而对于肝肠联
合移植时移植肝
是否对移植小肠
具有免疫保护作
用目前仍存在争
论.



肇毅, 等. 大鼠肝肠联合移植后肝对小肠的免疫保护作用                                                                                                 1879

www.wjgnet.com

摘要
目的: 建立大鼠肝肠联合整体移植模型, 研究
移植肝是否对移植小肠具有免疫保护作用. 

方法: 选用封闭群SD大鼠和近交系Wistar大
鼠. 实验分5组: 同基因小肠移植组、同基因
肝移植组、异基因小肠移植组、异基因肝移
植组、肝肠联合移植组. 同基因移植供受体均
为Wistar大鼠, 异基因小肠移植、肝移植和肝
肠联合移植供受体分别选用SD和Wistar大鼠. 
肝肠联合移植在切取移植物后, 利用供体胸段
下腔静脉在门静脉侧壁建立一袖套, 并安置套
管. 受体手术时, 将此门静脉侧壁袖套与受体
门静脉残端套管法吻合. 供体肠系膜上动脉与
受体右肾动脉吻合. 免疫保护作用通过术后5, 
7, 14 d从各组随机取出4只大鼠的移植物普通
病理检查及细胞凋亡检测评估. 

结果: 肝肠联合移植模型建立手术成功率
73.3% (22/30). 同基因移植组术后仅表现为缺
血-再灌注损伤所致的轻度组织损伤及炎症反
应, 移植物细胞凋亡数逐渐减少. 异基因移植
术后均出现急性排斥, 移植物细胞凋亡数递
增, 并且较同基因移植多, 差别有显著性. 小肠
移植术后5, 7, 14 d分别表现为轻度、中度和
重度排斥. 而肝肠联合移植的小肠移植物术后
5, 7, 14 d分别表现为轻度、轻度和中度排斥, 
且14 d时小肠细胞凋亡数较异基因小肠移植
组少, 差别具有显著性(16.9±4.3 vs  20.5±6.3, 
P <0.05). 术后各时间点异基因肝移植和肝肠
联合移植的移植肝排斥反应严重程度相同, 细
胞凋亡数比较无显著差异.

结论: 此法建立大鼠肝肠联合移植模型可行. 
肝肠联合移植时肝对小肠具有免役保护作用.

关键词: 模型; 大鼠; 肝肠联合移植; 免疫保护; 凋亡
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0  引言

短肠综合征合并终末期肝病常需进行肝肠联合

移植, 但由于有限的临床病例数, 导致肝肠联合

移植在临床应用过程中仍存在着许多不足之

处, 尚有许多疑问有待于进一步研究[1-6], 所以成

功建立动物模型并进行相关的机制研究非常重

要. 我们利用供体下腔静脉在供体门静脉侧壁

上预置袖套的方法建立大鼠肝肠联合整体移植

模型, 通过组织病理学观察大鼠移植小肠及移

植肝排斥反应发生情况, 并通过原位末端标记法

(TUNEL)检测移植肝和移植小肠的细胞凋亡情

况, 以了解大鼠肝肠联合整体移植后, 肝对小肠

是否具有免疫保护作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂封闭群SD大鼠(南京医科大学提供)
和近交系Wistar大鼠(河南医科大学提供), 体质

量250-280 g. TUNEL试剂盒购自Promega公司. 
实验分5组: 同基因小肠移植组: Wistar→Wistar; 
同基因肝移植组: Wistar→Wistar; 异基因小肠

移植组: SD→Wistar; 异基因肝移植组: SD→

Wistar; 异基因肝肠联合移植组: SD→Wistar. 同
基因移植组每组各20对大鼠, 异基因移植组每组

各30对大鼠. 所有大鼠术前禁食12 h. 清洁手术, 
显微外科操作, 麻醉采用氯胺酮ip (100 mg/kg).
1.2 方法 

1.2.1 小肠移植模型及肝移植模型的建立 小肠

异位移植, 肠系膜上动脉和肾下腹主动脉端侧

吻合, 门静脉和受体下腔静脉端侧吻合, 供肠两

端腹壁造口. 肝移植模型的建立采用Kamada的
标准双套管法[7]. 术后经阴茎静脉输注动脉血

2-3 mL(由Wistar大鼠提供)和生理盐水2 mL, 禁
食12 h后恢复正常饮食. 术后应用抗生素3 d, 各
组均不用免疫抑制剂. 
1.2.2 肝肠联合整体移植模型的建立 供体手术: 
游离肠系膜上动、静脉, 门静脉, 肝下下腔静脉. 
分离肝周各韧带, 游离胆管并插管, 结扎切断肝

动脉. 全身肝素化后阻断肠系膜上动脉开口近

侧腹主动脉, 从肾下腹主动脉插管灌注. 灌注结

束后, 打开胸腔, 剪取约1 cm长的下腔静脉胸段. 
在门静脉左前壁幽门静脉水平将胸段下腔静脉

和门静脉行端侧吻合(9-0尼龙线, 连续缝合), 吻
合后预置自制聚乙烯套管, 预置肝下下腔静脉套

管. 在靠近腹主动脉处剪断肠系膜上动脉, 选定

灌注效果好的空肠段约8 cm, 两端离断, 肠腔冲

洗后将移植物放在4℃乳酸钠林格液中保存(图
1). 受体手术: 切除右肾, 并游离右肾动脉. 离断

肝周韧带, 切除肝脏. 将供肝按Kamada双套管法

原位置入(肝上下腔静脉采用对端缝合, 肝下下

腔静脉以及供受体门静脉套管法吻合). 暂时阻

断套管远端的供体肠系膜上静脉以防血液返流

入供肠. 恢复肝血流, 结束无肝期. 供体肠系膜上

动脉和受体右肾动脉端端吻合, 开放血流后见供

肠迅速变红, 肠系膜血管搏动有力, 将胆管插管

■研发前沿
肝肠联合移植手
术方式的优化, 肝
肠联合移植时移
植肝诱导对移植
小肠免疫耐受的
机制, 仍然是当前
研究热点.



www.wjgnet.com

1880                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志       2006年7月8日    第14卷    第19期

插入受体胆总管, 丝线结扎固定. 供肠处理同前

述小肠移植, 术后处理同前. 
1.2.3 大鼠移植肝及移植小肠术后组织病理学检

查 于术后5, 7, 14 d从存活的各组大鼠中随机取

出4只处死, 并切取小肠和肝脏进行组织病理学

检查(HE染色). 依据Schmid et al [8]介绍的病理诊

断标准判定大鼠小肠移植排斥反应的程度: 轻
度: 肠黏膜绒毛轻度畸形, 间质有少量炎症细胞

浸润; 中度: 肠绒毛畸形更加明显, 黏膜上皮开

始有脱落, 细胞浸润加重; 重度: 肠绒毛结构消

失, 上皮脱落, 肠壁变薄并有坏死, 间质大量炎

细胞浸润, 血管炎明显. 依据Williams et al [9]介绍

的病理诊断标准判定大鼠肝移植排斥反应的程

度: 0级: 无排斥证据; Ⅰ级: 轻度排斥, 轻度汇管

区单核细胞浸润及血管内皮炎. Ⅱ级: 中度排斥, 
汇管区较重单核细胞浸润伴肝细胞局灶坏死, 
但无桥接坏死. Ⅲ级: 严重排斥, 汇管区显著单

核细胞浸润, 肝实质桥接坏死. 
1.2.4 TUNEL法检测移植肝和移植小肠细胞凋亡 
标本用40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋; 切片经

二甲苯脱蜡, 逐级在乙醇中水化; 切片加TdT和
DIG-dUTP, 置样品于湿盒中, 37℃孵育3 h; TBS
洗涤3次后, 加封闭液50 µL/片, 室温30 min, 甩
掉封闭液, 不洗; 用封闭液1∶100稀释生物素

化地高辛抗体, 加至标本上, 置样品于湿盒中, 
37℃反应30 min; TBS洗涤3次, 每次2 min; 加
SABC至切片, 37℃反应30 min; TBS洗涤5次, 每
次2 min; 显色10-30 min, 水洗, DAB显色; 苏木

素轻度复染, 蒸馏水洗涤; 脱水, 透明, 甘油明胶

封闭, 显微镜观察. 阳性结果判断: 凋亡细胞染

色定位于细胞核, 呈黄褐色. 凋亡细胞计数: 每
片10个高倍视野下计凋亡细胞数, 取平均值, 根
据细胞形态学特征计算移植物细胞凋亡数.

统计学处理 术后3 d内死亡列为技术性并

发症, 术后存活3 d以上者为手术成功, 纳入手

术成功率的计算. 各组数据以mean±SD表示, 采
用t检验, 用统计软件包SPSS 12.0处理.

2  结果

2.1 手术情况及手术成功率 小肠移植总手术时

间约90 min, 其中供体手术时间约38 min, 受
体手术时间约52  m i n. 肝移植总手术时间约

96 min, 其中供体手术时间约42 min, 受体手术

时间约54 min, 其中无肝期17 min. 肝肠联合

移植总手术时间平均165 min, 供体平均手术时

间90 min, 受体平均手术时间75 min, 其中无肝

期平均17 min. 同基因小肠移植组、同基因肝

移植组、异基因小肠移植组、异基因肝移植组

及肝肠联合移植组的手术成功率分别为90.0% 
(18/20), 85.0% (17/20), 83.3% (25/30), 80.0% 
(24/30)及73.3% (22/30). 常见死亡原因包括: 失
血性休克、静脉血栓形成及不明原因. 
2.2 移植物组织病理检查 依据Schmid et al [8]介绍

的判定大鼠小肠移植排斥反应(图2A)程度病理

诊断标准以及Williams et al [9]介绍的判定大鼠肝

移植排斥反应程度病理诊断标准, 各组移植物

排斥反应的程度不一(表1).
2.3 移植肝和移植小肠细胞凋亡 同基因、异基

因肝移植组及肝肠联合移植组, 术后均出现肝

细胞凋亡. 同基因肝移植组细胞凋亡数随时间

推移而逐渐减少, 异基因肝移植组及肝肠联合

移植组术后凋亡细胞数随时间推移而呈上升趋

势. 术后各时间点, 肝肠联合移植组、异基因肝

移植组与同基因肝移植组在肝细胞凋亡方面比

较均有显著差异(P <0.05), 而肝肠联合移植组与

异基因肝移植组之间比较无显著差异(表2). 同
基因、异基因小肠移植组及肝肠联合移植组的

小肠移植物术后均出现小肠黏膜上皮细胞凋亡

(图2B). 同基因小肠移植组小肠黏膜上皮细胞凋

亡数随术后时间的延长而逐渐减少, 异基因小

图  1  移植物.

     

表  1  移植术后各组大鼠移植物排斥反应情况

分组	                            5 d	               7 d                 14 d

同基因小肠移植	          无	               无	   无

同基因肝移植                    无	               无	   无

异基因小肠移植               轻度             中度             重度

异基因肝移植                   轻度             轻度             中度

肝肠联合移植 (肠)            轻度             轻度             中度

肝肠联合移植 (肝)            轻度             轻度             中度

■相关报道
德国学者Meye采
用与本文类似的
方法建立肝肠联
合整体移植大鼠
模型, 即供受体门
静脉缝合法吻合, 
肠系膜上动脉和
受体肾下腹主动
脉端侧吻合.
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肠移植组、肝肠联合移植组小肠黏膜上皮细胞

凋亡数随术后时间的延长而递增, 且术后各时

间点小肠黏膜上皮细胞凋亡数均多于同基因小

肠移植组, 差别有显著性(P <0.01). 肝肠联合移

植组及异基因小肠移植组术后5, 7 d, 肠黏膜上

皮细胞凋亡数两组无显著差异; 术后14 d, 肝肠

联合移植组小肠黏膜上皮细胞凋亡数显著低于

异基因小肠移植组(P <0.05, 表2). 

3  讨论

提高肝肠联合移植模型手术成功率的关键是尽

量缩短无肝期 ,  尽量减轻对血流动力学的影

响[10-16], 本研究中模型的构建法正是顺应了该要

求. 我们事先利用胸段下腔静脉预置门静脉侧

壁袖套并安置套管, 这样门静脉吻合时只要将

套管插入受体门静脉并结扎即可, 无疑会比缝

合法节省时间(约7-8 min), 缩短无肝期使之与

Kamada的标准“双套管法”大鼠原位肝移植无

肝期相同, 这种方法文献中尚未见报道. 利用胸

段下腔静脉有以下几个优点: (1)该段血管本身

就是游离的, 不需分离; (2)长度足够, 口径适当; 
(3)无血管侧枝. 动脉重建采用建立小肠移植模

型的动脉吻合方式[17], 即切除一侧肾脏, 将肠系

膜上动脉和肾动脉端端吻合, 这样不需阻断腹

主动脉, 减轻了对血流动力学的影响. 既往研究

提示肝移植常可诱导特异性免疫耐受. 单独肝

脏移植与其他单独器官移植相比, 肝移植物可

通过直接产生免疫耐受而更易被受体接受; 另
一方面, 肝与其他器官联合移植时常可使其他

移植物免受排斥或减轻排斥反应[18-21]. 为了进一

步探讨肝肠整体移植后, 肝对小肠是否具有免

疫保护作用, 本研究将同基因单独小肠、肝移

植作为空白对照以排除缺血-再灌注损伤的影

响, 以异基因单独小肠、肝移植为对照, 研究了

肝肠联合移植术后移植小肠和移植肝的组织病

理学改变及细胞凋亡情况. 
组织病理检查是判断移植术后排斥反应是

否发生及其严重程度的最客观的指标之一. 本
研究中同基因单独小肠、肝移植组织学检查一

直未出现排斥反应, 仅表现为缺血-再灌注损伤

所致的轻度组织损伤及炎症反应. 异基因肝移

植组及肝肠联合移植组的肝脏术后排斥反应出

现的时间及严重程度类似, 提示肝肠联合移植

并未增加对移植肝的免疫排斥. 与异基因小肠

移植组相比, 肝肠联合移植组虽然手术成功率

略低于前者(主要考虑与多脏器移植术创伤较大

相关), 但术后发生排斥反应的程度则显著降低: 
异基因小肠移植术后5 d呈轻度排斥, 7 d呈中

度, 14 d出现重度排斥反应, 而肝肠联合移植术

后5, 7 d表现为轻度排斥反应, 14 d时仅表现为

中度排斥, 提示肝肠联合移植术后, 移植肝可减

轻对移植肠的排斥或延缓排斥反应出现的时间. 

■创新盘点
本文首次采用在
供体门静脉侧壁
上预置袖套的方
法建立大鼠肝肠
联合移植模型, 在
国内外未见报道.

     

表  2  各组移植术后肝细胞和小肠黏膜上皮细胞凋亡数(个/HP)

                                                                              肝细胞凋亡数	                                   小肠黏膜上皮细胞凋亡数

                                            5 d               	  7 d	            14 d       	       5 d	                  7 d	            14 d

同基因移植	  18.9±4.9          13.2±10.8         12.7±3.7	  5.3±2.3	            3.4±2.3	       2.9±2.5

异基因移植                25.2±8.2b         30.8±8.3b          31.4±8.7b          10.2±3.8b          15.2±4.9b          20.5±6.3b

肝肠联合移植	  24.1±7.7a          33.4±8.7b          34.3±9.3b          11.3±4.1b          13.7±5.2b          16.9±4.3bc

分组

aP<0.05, bP<0.01 vs  同基因组; cP<0.05 vs  异基因组.

图  2  移植小肠组织病理和细胞凋亡. A: 移植小肠排斥反应(HE×100); B: 移植小肠黏膜上皮细胞凋亡(TUNEL).

A B
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器官移植后, 免疫系统常可通过多种途径

导致移植物细胞凋亡, 从而进一步导致移植后

排斥反应的发生[22-27]. 在本研究中同基因单独小

肠、肝移植中细胞凋亡考虑与一过性的缺血-再
灌注损伤相关, 随着损伤的迅速缓解, 细胞凋亡

数亦相应减少. 与同基因移植组相比, 术后5, 7, 
14 d异基因单独小肠、肝移植组及肝肠联合移

植组细胞凋亡数均明显高于前者, 提示此时细

胞凋亡的发生除因缺血-再灌注损伤所致外, 主
要应与术后排斥反应的发生相关. 与异基因小

肠移植组相比, 肝肠联合移植组术后14 d细胞

凋亡数显著低于前者, 这进一步提示移植肝可

减轻机体对移植肠的排斥或延缓排斥反应出现

的时间. 和组织病理学结果类似, 本研究中肝肠

联合移植组与异基因肝移植组相比, 术后细胞

凋亡数无显著性差异, 提示肝肠联合移植术后

肝对小肠发挥免疫保护作用的同时, 其自身免

疫原性并没有增加. 
总之, 采用此预置门静脉侧壁袖套的方法建

立大鼠肝肠联合移植模型是可行的, 肝肠联合

移植时肝对小肠具有免疫保护作用. 
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■同行评价
本文通过技术改
进成功建立大鼠
肝肠联合整体移
植模型, 并研究移
植肝是否对移植
小肠具有免疫保
护作用, 有一定的
新颖性和可读性.
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Abstract
AIM: To study the accelerated immunization 
schedule for rapid protection against hepatitis B.

METHODS: Healthy subjects were consecu-
tively collected and divided into four groups 
according to occupation risk of getting hepatitis 
B virus (HBV) infection. Group A contained 
students and teachers (432 male and 53 female) 
from military academy with a mean age of 27.1 
(16-58) years old. Group B contained interns and 
nurses (171 female and 63 male) aged 21.6 (18-24) 
years old. Group C were mixed populations (170 
male and 132 female) aged 29.8 (3-69) years old. 
383 students and other subjects (205 male and 
178 female) aged 25.8 (2-59) years old served 
as controls. Group A, B and C were vaccinated 
intradeltoideusly with 20 μg (10 μg for the indi-
viduals less than 12 years old) recombinant hep-
atitis B (rHB) vaccine by the accelerated sched-

ule (immunized on day 0, 7 and 14), and group 
D was immunized by the standard schedule (on 
mo 0, 1 and 6). HBV markers and anti-HBs titers 
were tested 1, 3, 7, 12, 24 and 36 month after the 
first vaccination.

RESULTS: The completion rate for the acceler-
ated schedule (group A: 97.7%; group B: 97.4%; 
group C: 95.0%) was markedly higher than that 
for the standard schedule (66.3%, P < 0.001). The 
individuals without completion of vaccination 
covered a percentage of 43.3%. The seroconver-
sion rate (anti-HBs > or = 2.1 IU/L) was signifi-
cant higher 1 and 3 mo after the first vaccination 
in group A, B and C than in the controls (1 mo: 
66.9%, 67.4%, 58.2% vs 21.1%, P < 0.001; 3 mo: 
96.9%, 97.3%, 94.0% vs 41.1%, P < 0.001). The 
seroconversion rate was still higher in group 
B than in control group (P < 0.05) at 7 mo. A 
higher protection rate (anti-HBs > or = 10 IU/L) 
was found 1 and 3 month after the first dose 
in group A, B and C (63.0%, 65.2%, 53.0% and 
94.5%, 96.0%, 93.6%, respectively) than that in 
the controls (1 mo: 63.0%, 65.2%, 53.0% vs 7.8%; 
3 mo: 94.5%, 96.0%, 93.6% vs 30.9%, P < 0.001). 
The protection rate was higher in control group 
than that in group B (P < 0.05) 7 and 12 mo after 
the first dose, and there was also notable dif-
ference between group B and C. A significantly 
higher geometric mean titer (GMT) of anti-HBs 
was found 1 and 3 mo after first dose for the ac-
celerated schedule (122.7%, 125.6%, 118.8% and 
131.5%, 132.1%, 119.3% for group A, B and C, 
respectively) than that for the standard schedule 
(21.3% and 41.5%, P < 0.001). However, the level 
of GMT was higher in the controls than that in 
group A, B and C (P <0.05-0.01) at 7, 12, 24 and 
36 mo. The seroconversion rate of anti-HBs was 
also markedly elevated by the accelerated sched-
ule (73.1%) in the subjects who had no response 
to the standard schedule (11.0%, P < 0.001).

CONCLUSION: The accelerated schedule is 
simple and effective, with a higher completion 
rate than the standard schedule. The seroconver-
sion of anti-HBs and peak GMT appear earlier in 
the individuals immunized with the accelerated 
schedule, which is suitable for most popula-
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■背景资料
预防乙肝最好的
方法是及时而成
功地接种乙肝疫
苗 ,  然 而 应 用 近
20 a的常规接种
方案间隔时间太
长, 不便于接种者
和操作者掌握, 亦
无群体化区分, 致
及时接种率和全
程接种完成率低, 
乙肝疫苗免疫覆
盖 率 低 .  接 种 后
抗-HBs阳转率较
低, 对需快速或紧
急乙肝免疫的高
危和特殊人群该
方案显然不适用, 
不利于乙肝疫苗
计划免疫的成功
实施. 为使各类人
群乙肝疫苗计划
免疫得以顺利而
成功地实施, 本文
研究了适用于所
有人群、目前最
快速的乙肝免疫
接种方案/程序的
效果.
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tions, especially for those susceptible to HBV 
and needing rapid protection against hepatitis B. 
For those who have no response to the standard 
schedule, it is also effective.

Key Words: Hepatitis B; Hepatitis vaccine; Immuni-
zation; High risk population

Chen SZ, Zhang JH, Zhang ZP, Ren JX, Wen FL, Han YZ, 
Ren XL, Chen YJ. A comparative study on standard and 
accelerated immunization schedules for rapid protection 
against hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(19):1884-1888

摘要
目的: 研究d 0, 7, 14接种程序的乙肝免疫效果. 

方法: 无HBV感染和无抗-HBs健康受试者分
为组1: 军校学员和教师485名, 男432女53名; 
平均年龄27.1 (16-58)岁. 组2: 实习医生和护
士234名, 男63女171名; 平均年龄21.6 (18-24)
岁. 组3: 混合人群302名, 男170女132; 平均年
龄29.8 (3-69)岁. 对照组: 高校学生和其他人
员383名, 男205女178名; 平均年龄25.8 (2-59)
岁. 前3组按d 0, 7, 14程序, 对照组按mo 0, 1, 
6程序三角肌内接种乙肝疫苗20 μg(<12岁者
10 μg). 于首针接种后1, 3, 7, 12, 24和36 mo查
HBV五项标志、抗-HBs滴度及肝功等. 

结 果 :  全 程 接 种 完 成 率 组 1 ( 9 7 . 7 % )、组
2(97.4%)、组3(95.0%)均明显高于对照组
(66.3%)(P <0.001). 对照组中非团体接种171
名, 43.3%未完成全程接种. 首针接种后1, 3 
mo d 0, 7, 14程序组血清抗-HBs阳转率分别为
66.9%, 67.4%, 58.2%和96.9%, 97.3%, 94.0%, 
明显高于对照组的21.1%和43.1% (P <0.001); 
7 mo时组2仍高于对照组(P <0.05). 1, 3 mo d 
0, 7, 14程序组血清抗-HBs有效保护率分别为
63.0%, 65.2%, 53.0%和94.5%, 96.0%, 93.6%, 
显著高于对照组的7.8%和30.9% (P <0.001); 7
和12 mo时对照组高于组3(P <0.05), 组2亦高
于组3(P <0.05). 1, 3 mo时d 0, 7, 14程序组血清
抗-HBs几何平均滴度(GMT)分别为122.7%, 
125.6%, 118.8%和131.5%, 132.1%, 119.3%, 
显著高于对照组的21.3%和41.5% (P <0.001); 
但7, 12, 24和36 mo时对照组均高于其他3组
(P <0.05-0.01). 对mo 0, 1, 6程序无反应者予d 
0, 7, 14 (73.1%)方案接种后血清抗-HBs阳转
率亦明显高于重复mo 0, 1, 6 (11.0%)方案者
(P <0.001).

结论: d 0, 7, 14方案操作方便、全程接种完
成率高、抗-HBs阳转率和GMT峰值出现早, 

适用于各类人群, 尤需紧急免疫的高危或特殊
人群; 对0, 1, 6 mo程序无反应者亦有良好效果.

关键词: 乙型肝炎; 乙肝疫苗; 免疫; 高危人群
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0  引言

自乙型肝炎(乙肝)病毒(HBV)疫苗纳入免疫接

种以来, 世界范围内的新生儿和儿童群体总体

HBV携带率和慢乙肝发病率均已明显下降[1-4], 
但在其他人群乙肝疫苗接种覆盖率仍较低, 而
HBV感染率[5-6]、携带率及慢乙肝发病率则下降

不明显[7]. 在其他人群特别是高危人群、执行特

殊任务的军人/武警等人员尚存在乙肝疫苗接种

盲区, 且因标准(mo 0, 1, 6)接种程序间隔时间太

长而未完成全程接种者不在少数[8]. 此外, 在混

合人群中, 常规免疫后约10%-25%的人无反应[9], 
重复标准方案接种时间长且效果不理想. 为寻找

更快捷方便的乙肝疫苗接种方案, 提高各类人员

乙肝疫苗全程接种率、抗-HBs阳性率, 我们前

瞻性地研究了d 0, 7, 14方案对不同人群, 尤其是

高危人群和需紧急乙肝免疫的特殊人群乙肝免

疫的效果和随访结果. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-09/2005-08接种乙肝疫苗者, 按不

同职业等分3组及对照组. 组1为部分军校学员、

教员及部分执行特殊任务的部队/武警官兵485
名, 男432名, 女53名, 年龄16-58(平均27.1)岁. 组
2为同期陕西地区医学院校在我院实习的医生

92名, 护士142名, 共234名, 男63名, 女171名; 年
龄18-24(平均21.6)岁. 组3为普通混合人群302
名, 男170名, 女132名, 年龄3-69(平均29.8)岁. 对
照组为同期接种乙肝疫苗的部分西安市高校学

员和其他人员383名, 男205名, 女178名, 年龄

2-59(平均25.8)岁. 所有受试者营养、健康状况

良好, 均无免疫性疾病或应用免疫抑制剂的其

他急慢性疾病, 肝功正常, 甲-戊型肝炎病毒标

志均阴性. 其中此前按标准方案接种1次以上未

检出抗-HBs者4组分别为38、26、34和59名. 家
族中有HBV携带或乙肝患者分别为17、17、22
及29名. 所有受试者均接种北京华尔盾生物技

术公司生产的重组CHO细胞乙肝疫苗(批号为

■研发前沿
欲提高乙肝疫苗
及时接种率、全
程接种完成率和
免 疫 覆 盖 率 ,  在
具体操作上改善
接 种 方 案 / 程 序
是 重 要 途 径 之
一 .  本 文 依 据 机
体对抗原免疫反
应的特点和不同
人群乙肝免疫实
际需要确定本乙
肝疫苗接种程序
(d 0, 7, 14), 使之
既适用于各类人
群 ,  又 能 确 保 及
早出现几何平均
滴度(GMT)高的
抗 -HBs,  本文设
计含盖了除新生
儿外的重点、高
危、普通和部分
需紧急免疫的特
殊 人 群 ( 军 人 等 )
以观察本方案适
用人群范围.
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S19990072, 每支10 μg, 1 mL).
1.2 方法 组1, 2, 3按d 0, 7, 14程序上臂三角肌内

接种乙肝疫苗, 每针20 μg(<12岁者10 μg). 对照

组按mo 0, 1, 6程序接种乙肝疫苗, 方法、剂量同

上. 于首针接种后1, 3, 7, 12, 24和36 mo分别取

静脉血查抗-HBs滴度等. 同时记录接种后的不良

反应和完成全程接种情况, 未完成接种者不列入

分析. 各时间段人数按实际复查人数计算. 对对

照组3针接种结束后1 mo无反应者按d 0, 7, 14程
序重复接种, 组1, 2, 3接种后未出现阳转(无反应)
者, 按mo 0, 1, 6重复接种, 剂量及接种部位同前. 
对用d 0, 7, 14程序重复接种后仍未阳转者, 予胸

腺因子α1 1.6 mg于腋淋巴结附近sc, 每周2次, 共
4次, 同时按d 0, 7, 14接种乙肝疫苗, 剂量方法同

上. 接种前血清HBV等标志物用ELISA检测(试
剂由上海科华生物有限股份公司生产); 免疫后

血清抗-HBs滴度用北京生物制品研究所生产的

固相放射免疫测定试剂盒检测, 具体按说明书进

行. 抗-HBs滴度<2 IU/L为阴性, ≥2.1 IU/L为阳

性, ≥10 IU/L为有保护阳性.
统计学处理 抗-HBs阳性率等比较用c2检验. 

各组抗-HBs GMT值比较用方差分析.

2  结果

除个别受试者出现接种部位轻度疼痛及/或胀感

外未出现其他明显不良反应.
2.1 全程接种完成率 组1, 2, 3分别有12(2.3%), 
6(2.6%)和15(5.0%)名受试者未完成全程接种. 3
组平均未完成全程接种率为(33/1021)3.2%. 对
照组未完成全程接种者129(33.7%)名, 差异非常

显著(P <0.001). 对照组中由单位组织的团体接

种者中35/212(16.5%)名未完成全程接种, 而171
名个人接种者中, 67/171(43.3%)未完成接种, 差
异显著(P <0.001).
2.2 血清抗-HBs阳转率和抗-HBs血清保护阳

性率 不同免疫方案首针接种后1, 3 mo血清抗

-HBs阳转率和抗-HBs血清保护阳性率组1, 2, 3
均明显高于对照组(表1, 表2). 
2.3 血清抗-HBs GMT(表3)和对常规免疫方案

接种无反应者的免疫效果 组1, 2, 3受试者中

此前按标准方案接种后未产生抗-H B s者按d 
0, 7, 14程序接种后血清抗-HBs阳转率分别为

71.1%(27/38), 73.1%(19/26), 70.6%(24/34). 抗
-HBs GMT(IU/L)1, 3, 7, 12, 24和36 mo分别为

68.3, 82.6, 66.7, 50.2, 27.1和13.6 IU/L. 对照组

此前未出现抗-HBs阳转者重复标准方案接种

后血清抗-HBs阳转率仅11.0%(6/59); GMT与标

准方案接近; 其中于36 mo复查的5名复种者抗

-HBs均消失. 组1, 2, 3家族中有HBV携带或乙肝

患者的56名首针接种后7 mo复查者54名, 其中

     

表  1  首针接种后不同接种程序各时间段血清抗-HBs阳转率

                             1 mo      	         3 mo     	      7 mo     	 12 mo    	                24 mo      	           36 mo

                       n/n         ％	    n /n        ％	 n /n        ％	              n /n        ％	            n /n        ％	        n /n        ％  

组1	 320/478  66.9b       441/455  96.9b       423/445  95.1       398/437  91.1       282/381  74.0       189/302  62.6

组2	 155/230  67.4b       218/224  97.3b       204/212  96.2       191/203  94.1a      115/152  75.7        71/109   65.1

组3	 167/287  58.2b       235/250  94.0b       225/244  92.2       211/240  87.9       127/183  69.4        84 /141  59.6

对照组	  62/ 294  21.1        113/262  43.1         229/247  92.7       207/241  86.7       128/176  72.7        78 /122  63.9

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组.

组别

     

表  2  首针接种后不同接种程序各时间段血清抗-HBs保护率(≥ 10 IU/L)

                             1 mo      	         3 mo     	      7 mo     	 12 mo    	                24 mo     	           36 mo

                       n/n         ％	    n /n        ％	 n /n        ％	              n /n        ％	            n /n        ％	        n /n        ％  

组1	 301/478  63.0b       430/455  94.5b       420/445  94.4       368/437  84.2       278/381  73.0       199/302  65.9

组2	 150/230  65.2b       215/224  96.0b       197/212  92.9       20/175    86.2c      113/152  74.3         75/109  68.8c

组3	 152/287  53.0b       234/250  93.6b       219/244  89.8       191/240  79.6       131/183  71.6         87/141  61.7

对照组	   23/294    7.8         81/262   30.9        237/247  96.0c       212/241  88.0c     126/176  71.6         82/122  62.2

bP<0.01 vs 对照组; cP<0.05 vs 组3.

组别

■创新盘点
本乙肝疫苗接种
程序/方案为目前
世界范围最快速
便捷, 适用人群最
广的方案. 不同人
群按本方案接种
后抗-HBs出现早, 
阳转率高 ,  GMT
高, 全程接种完成
率均明显优于常
规接种程序/方案. 
尤其对高危、需
紧急免疫的特殊
人群及住所不定
的游动人群, 本方
案能达到常规方
案无法达到的快
速免疫、快速保
护的目的. 对象我
国这样乙肝高流
行区、乙肝免疫
地区差别大、流
动人口多的国家
的乙肝免疫, 本方
案将起积极作用.
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19名(33.9%)血清抗-HBs阳转, 对照组58名中21
名(36.2%)抗-HBs阳转, 两者接近(P >0.05); 均明

显低于无乙肝家族史者(P <0.01). 对标准方案和

d 0, 7, 14方案全程接种后7 mo仍无反应者重复

d 0, 7, 14程序, 每针20 μg接种, 同时应用胸腺因

子a1(国产迈普欣)1.6 mg, 4针后, 29/45(64.4%)
名血清抗-HBs阳转. 完成随访的无反应者家族

中除有乙肝家族史外, 另有6名其配偶为HBV携

带/患者.

3  讨论

防治乃至最终征服乙肝是人类的共同任务, 与
防治其他传染病一样, 要控制乙肝的传播和发

病, 目前最有效的方法是接种乙肝疫苗. 由于新

生儿乙肝传播已得到有效控制, 因此, 庄辉院士

呼吁关注新生儿以外人群特别是重点及高危人

群的乙肝免疫[1], 国内外条件具备的地区(包括

发展中国家)亦已实施对新生儿以外人群的免疫

接种[10]. 但由于常规免疫程序间隔时间太长而

影响免疫效果[8]. 本资料表明, 常规免疫程序接

种乙肝疫苗者中, 未完成全程接种率为d 0, 7, 14
程序的近10倍, 尤以非集体组织的个体接种者

为著, 其中因间隔时间长忘记接种时间者占60%
以上. 而d 0, 7, 14免疫程序时间短, 便于记忆, 易
于接种者掌握. 这在国内外文献尚未见有与本

接种间隔时间相同的方案报道. 而常规接种方

案(0, 1, 6 mo)为世界卫生组织(WHO)早期推荐

的主要是用于新生儿乙肝免疫接种的方案. 但
对一些需快速或紧急免疫的高危人群如医务人

员、将进入临床的医学生、执行特殊任务(维和

等)很快即将出发且集体生活的团体如军人(武
警)以及大量的流动人员等, 常规接种方案在时

间上显然不适用. 本研究对象人员组成中, 组1
与对照组接近(大部为军/高校学员), 与组2(实习

医师、护士)亦接近, 故具可比性. 组3为混合人

群, 主要观察本方案对不同人群的免疫效果. 这
些受试者中除普通、重点和高危人群外, 尚包

括兼有而又不同于前述人群特点的需要快速免

疫的特殊人群, 按常规方案不能使他们及时完

成免疫. Chowdhurg et al [11]及Wang et al [12]采用

d 0, 30, 60方案接种乙肝疫苗, 结果血清抗-HBs
阳转时间明显早于标准方案, GMT与标准方案

接近. 认为d 0, 30, 60方案接种乙肝疫苗安全、

效佳而实用. 而Nothdurft et al [13]采用更快的免

疫接种程序联合接种甲、乙肝疫苗, 结果亦表

明, 快速程序接种乙肝疫苗后不但血清抗-HBs
阳转出现早, 而且抗-HBs阳转率、有效保护率

及GMT均不低于甚至略高于按标准方案接种

的对照组. 认为该方案适用于紧急(last minute 
immunisation)免疫接种. Wright et al [8]对无家可

归的孤儿按该方案接种后收到同样效果, 而完

成全程接种率约为标准方案的7倍. 表明不同的

接种方案具有相同的免疫效果. 根据上述研究

结果及免疫记忆和每次出现免疫反应的时间与

再次接触抗原间隔时间越短相对越明显、越强

烈的免疫特点, 结合本研究中部分人员即将执

行特殊任务及新医学生即将进入临床等, 我们

对其采用目前最快速的免疫方案紧急接种乙肝

疫苗. 结果表明, 该程序无论对普通人群还是特

殊人群(高危和重点人群)均表明为方便快捷, 总
体效果好, 安全而实用的免疫方案, 更适合高危

和那些住所不定、需紧急免疫的人群, 因而更

贴近紧急免疫接种. 首针接种后12 mo血清阳转

率组2高于组3和对照组, 24和36 mo组2仍较另

3组为高, 可能与组2受试者整体年龄较其他组

为轻, 反应更强有关. 而7和12 mo时段有效保

护率对照组均高于另3组, 明显高于组3, 可能与

组3中部分受试者年龄较大反应降低有关. 首针

接种后除1, 3 mo外7-36 mo各时段血清抗-HBs 
GMT对照组均高于或明显高于另3组, 其差值与

     

表  3  首针接种后不同接种程序各时间段血清抗-HBs GMT (IU/L)

                                1      	            3     	          7     	                      12     	                  24      	           36 mo

                         n        GMT	     n        GMT	  n        GMT               n        GMT	             n        GMT	         n        GMT  

组1	     420    122.7b	  455     131.5b         445     86.4b          437      67.9a          381     40.4a         302      17.8a

组2	     214    125.6b	  224     132.1b         212     90.6cb         203      72.1c          152     43.5          109      19.3

组3	     287    118.8b	  250     119.3b         244     82.2b          240      64.6a          183     40.2a	      141      15.5a

对照组	     294      21.3	  262       41.5          247   115.9            241      82.8           176     49.3          122      24.9

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组; cP<0.05 vs 组3.

组别

■应用要点
本方案/程序接种
乙肝疫苗剂量为
20 μg(<12岁者10  
μg), 因其方便快
捷 ,便于记忆 ,  将
明显提高乙肝疫
苗免疫覆盖率、

全程接种完成率. 
对我国乃至全人
类乙肝免疫计划
的实施和最终控
制乙肝均有重要
意义.



www.wjgnet.com

1888                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志       2006年7月8日    第14卷    第19期

 

两种方案接种的时间差相一致. 表明d 0, 7, 14方
案不仅保护性抗-HBs出现早, 而且有效保护时

间不短甚至稍长于标准方案. 对此前按标准方

案接种后无反应者该方案亦获得超过70%的血

清抗-HBs阳转率, 明显优于重复标准方案接种

后11%的阳转率. 按该方案免疫接种以来尚未发

现明显不良反应或其他异常或意外, 故可推荐

作为大范围各类人群的常规免疫方案. 鉴于d 0, 
7, 14方案的总体优越性, 有理由相信其应可取

代标准方案.
目前在对大宗人群乙肝免疫中, 各种免疫

方案均可出现免疫失败. 虽然d 0, 7, 14程序可使

70%以上的无反应者出现血清抗-HBs阳转, 但仍

有约4%的受试者无反应, 可能与个体对乙肝疫

苗免疫应答差异有关. 影响机体免疫应答的因

素较多, 除有某些(如免疫性)疾病患者外, 即便

在健康人群中, 性别、年龄、个体组织相关抗

原(HLA)复合体等位基因单体型差异[9]及T辅助

淋巴细胞功能[14]等不同对接种后免疫应答均有

一定影响. 体外因素中, 疫苗的种类[15]、佐剂[16]

或免疫调节剂[17]的应用、疫苗剂量、接种方法

和程序[11]等则有明显影响. 此外, 本资料还表明, 
家族中有/或配偶为HBV携带或乙肝患者对乙肝

疫苗应答低下, 尤其前者, 其本人虽未感染HBV, 
但因其受遗传因素等影响, 亦可能存在免疫功

能异常[18], 故需具体或特殊对待.  
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■名词解释
接种乙肝疫苗的
标准/常规方案/程
序: 是WHO早年
推荐的应用于新
生儿乙肝免疫接
种的初始方案, 即
mo 0, 1, 6方案. 由
于该方案间隔时
间太长, 近年来相
继有学者推出较
短程序的接种方
案, 如mo 0, 1, 4; 
mo 0, 1, 3和mo 0, 
1, 2等方案, 随接
种间隔时间缩短
而适用人群增多,
亦更接近群体化.
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Abstract
AIM: To evaluate the short-time efficacy, side 
effects, survival of combined chemotherapy 
of oxaliplatin or hydroxycamptothecine plus 
5-fluorouracil and leucovorin for advanced 
colorectal cancer.

METHODS: Sixty patients with advanced 
colorectal cancer confirmed by pathology were 
included in this study. The patients in group A 
(n = 40) received oxaliplatin  plus 5-fluorouracil 
and leucovorin, and those in group B (n = 20) 
were treated with hydroxycamptothecine plus 
5-fluorouracil and leucovorin. Both regimens 
had 21-day cycle, i.e., the treatment was re-
peated once every 3 wk and the side effects were 
evaluated. The efficacy was estimated two or 
three cycles after chemotherapy.

RESULTS: The efficacy rates were 30.0% (12/40) 
and 25.0% (5/20) in group A and B, respectively, 

and there was no significant difference between 
them (χ2 = 0.531, P = 0.811). The 1-year survival 
rates (34.09% vs 38.55%, u = 0.3275, P > 0.05), 
median progression-free survival time (6.4 mo vs 
7.3 mo, u = 1.5088, P > 0.05), and median overall 
survival time (10.2 mo vs 10.8 mo, u = 0.3487, 
P > 0.05) were not markedly different between 
group A and B, neither. The major side effects 
of grade Ⅲ and Ⅳ in both groups were myelo-
suppression and gastrointestinal reactions, and 
the incidence rate of diarrhea was significantly 
higher in group B than that in group A (χ2 = 7.876, 
P = 0.044).

CONCLUSION: The efficacy is almost equal be-
tween combined chemotherapy of oxaliplatin or 
hydroxycamptothecine plus 5-fluorouracil and 
leucovorin for advanced colorectal cancer. Pe-
ripheral neuropathy appears more as the former 
is used, while diarrhea has a higher frequency as 
the latter is used.

Key Words: Oxaliplatin; Hydroxycamptothecine; 
5-fluorouracil; Colorectal cancer

Sun YJ, Zhao H, Guo YW, Lin F, Cai X, Tang XC, Tang 
LN, Yao Y. Clinical study on combined chemotherapy of 
oxaliplatin or hydroxycamptothecine plus 5-fluorouracil 
and leucovorin for advanced colorectal cancer. Shijie 
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摘要
目的: 比较草酸铂及羟基喜树碱联合亚叶酸
钙、氟尿嘧啶治疗进展期结直肠癌的近期疗
效、不良反应和生存期. 

方法: 经病理证实的进展期结直肠癌病例60
例, 40例(OLF组)采用草酸铂联合亚叶酸钙和
氟尿嘧啶方案化疗92个周期, 20例(HLF组)采
用羟基喜树碱联合亚叶酸钙和氟尿嘧啶方案
化疗40个周期, 观察化疗不良反应, 2-3周期后
评价疗效, 随访观察无疾病进展生存期、总生
存期, 统计1 a生存率. 

结 果 :  O L F 和 H L F 组 近 期 有 效 率 分 别 为
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■背景资料
目 前 ,  结 直 肠 癌
以 F O L F O X 或
FOLFIRI作为一
线化疗方案, 寻找
安全、有效、符
合我国国情的二
线方案是摆在每
个临床医师面前
的一大课题. 羟基
喜树碱是我国自
主研发的一种有
效抗癌药物, 与伊
立替康同为拓扑
异构酶Ⅰ(TOPO
Ⅰ)抑制剂 ,  但伊
立替康非医保用
药, 价格昂贵, 故
如何充分发挥羟
基喜树碱的作用
在我国更有现实
意义. 拓扑异构酶
Ⅰ是抗肿瘤药物
作用的新靶点, 文
献报道羟基喜树
碱对结直肠癌细
胞有抗肿瘤活性, 
促进肿瘤细胞凋
亡 ,  抑 制 血 管 生
成, 下调PCNA、

上调野生型p53的
表达, 其与5-FU合
用对结直肠癌细
胞有协同抑制作
用, 可能会提高结
直肠癌化疗疗效. 
故含羟基喜树碱
的化疗方案目前
已广泛应用于包
括消化道肿瘤在
内的许多常见肿
瘤的治疗. 



30.0%(12/40)和25.0%(5/20), 无统计学差异(χ2 
= 0.531, P  = 0.811); 中位无疾病进展生存期分
别为6.4和7.3 mo, 无统计学差异(u  = 1.5088, 
P >0.05); 中位总生存期分别为10.2和10.8 mo, 
无统计学差异(u  = 0.3487, P >0.05); 1 a生存率
分别为34.09%和38.55%, 无统计学差异(u  = 
0.3275, P >0.05). 两组间Ⅲ, Ⅳ度不良反应均以
骨髓抑制和消化道反应为主, 其中腹泻发生率
HLF组高于OLF组, 有统计学差异(χ2 = 7.876, 
P = 0.044).

结论: OLF和HLF两方案治疗进展期结直肠
癌疗效相似, 前者外周神经毒性较常见, 后者
腹泻更常见.

关键词: 草酸铂; 羟基喜树碱; 5-氟尿嘧啶; 结直肠癌
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0  引言

结直肠癌的发病率占欧美国家恶性肿瘤发病率

第1-2位, 在我国占第4-6位, 并呈逐年上升的趋

势, 约50%患者术后5 a内复发[1]. 对于进展期结

直肠癌患者, 化疗是其延长生存期、缓解并发

症最有效的手段. 目前, 结直肠癌以FOLFOX或

FOLFIRI作为一线化疗方案, 而作为二线方案

治疗进展期结直肠癌, 有效率仅分别为21.1%
和14.1%[2-3]. 羟基喜树碱是我国研发的一种有

效治疗结直肠癌的药物, 与伊立替康同为拓扑

异构酶Ⅰ(topoisomeraseⅠ, TOPOⅠ)抑制剂. 
2002-01/2005-05, 我们应用草酸铂及羟基喜树碱

联合亚叶酸钙和氟尿嘧啶分别治疗进展期结直

肠癌40例和20例, 对其近期疗效、主要不良反

应进行评价, 并进行了生存分析, 如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 病理学检查证实为结直肠癌, 治疗前

血象、肝肾功能及心电图均正常, 无心、脑及

周围神经系统疾病, KPS评分≥60分, 预计生存

期≥3 mo, 入组前1 mo以上未进行任何抗肿

瘤治疗的患者60例. OLF组40例, 男15例, 女25
例, 年龄36-78(平均55.0, 中位55.9)岁. 结肠癌25
例, 直肠癌15例, 病理均为腺癌. 初治15例, 复治

25例, 初治者确诊时均已出现远处转移, 复治者

均为手术、辅助化疗后出现病情进展. 局部复

发11例, 远处转移29例, 其中肝转移15例, 肺转
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移8例, 骨转移2例, 盆腔转移3例, 后腹膜淋巴结

转移5例(表1). 40例患者治疗前KPS 90分4例, 
80分8例, 70分23例, 60分5例. 25例复治患者既

往接受化疗2-8个周期不等, 所有复治病例均接

受过以5-FU为基础的化疗, 主要有DDP+CF+5-
FU方案6例, 17周期; Vp-16+DDP+CF+5-FU方

案9例, 25周期; MMC+DDP+CF+5-FU方案16
例, 48周期; HCPT+CF+5-FU方案12例, 32周
期; HCPT+DDP+CF+5-FU方案15例, 38周期; 
FOLFIRI方案9例, 23周期. HLF组20例, 男9例, 
女11例, 年龄42-77(平均58.5, 中位58.5)岁. 结肠

癌12例, 直肠癌8例, 病理均为腺癌. 初治6例, 复
治14例. 局部复发6例, 远处转移14例, 其中肝

转移5例, 肺转移4例, 肾上腺、盆腔、后腹膜淋

巴结、肝合并肺、肝合并后腹膜淋巴结转移

均为1例. 20例患者治疗前KPS 90分3例, 80分5
例, 70分8例, 60分4例(表1). 14例复治患者既往

接受化疗3-9个周期, 所有复治病例均接受过以

5-FU为基础的化疗, 主要有DDP+CF+5-FU方案

www.wjgnet.com

     

表  1  OLF和HLF两组病例临床特点比较

临床特点	                              OLF (n  = 40)            HLF (n  = 20)

性别 		

    男	                                  15	                9

    女	                                  25	              11

中位年龄 (岁)    	                  55.00	              58.50

结直肠癌		

    结肠	                                  25	              12

    直肠	                                  15	                8

临床分类		

    局部复发	                  11	                6

    远处转移	                  29	              14

既往治疗		

    初治	                                  15	                6

    复治	                                  25	              14

转移部位		

    肝	                                  15	                5

    肺 	                                    8	                4

    骨	                                    2	                -

    肾上腺	                                   -	                1

    盆腔	                                    3	                1

    后腹膜淋巴结	                    5	                1

    肝+肺	                                    -	                1

    肝+后腹膜淋巴结	                   -	                1

KPS  90	                                    4	                3

        80	                                    8	                5

        70	                                  23	                8

        60	                                    5	                4

■同行评价
本文比较草酸铂
及羟基喜树碱联
合亚叶酸钙、氟
尿嘧啶治疗进展
期结直肠癌的近
期疗效、不良反
应和生存期, 发现
OLF和HLF两方
案治疗进展期结
直肠癌疗效相似, 
前者外周神经毒
性较常见, 后者腹
泻更常见. 文中针
对铂类药物化疗
引起的周围神经
毒性提出了自己
的预防手段, 具有
一定的意义.
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4例, 12周期; Vp-16+DDP+CF+5-FU方案3例, 9
周期; MMC+DDP+CF+5-FU方案11例, 30周期; 
FOLFOX方案9例, 24周期. 草酸铂(商品名: 艾
恒)由江苏连云港恒瑞医药股份有限公司生产, 
羟基喜树碱(商品名: 拓僖)由广东深圳万乐药业

有限公司生产, 亚叶酸钙(商品名: 法益宁)由美

国辉瑞药厂生产.
1.2 方法 草酸铂130 mg/m2+葡萄糖水500 mL, 
滴注2 h, 第1天; 羟基喜树碱6 mg/m2+生理盐

水250 mL, 静脉滴注2 h, 第1-4天; 亚叶酸钙

300 mg+生理盐水250 mL, 滴注2 h, 第1-5天, 
每天1次 ,  首次于草酸铂后给药 ;  5-氟尿嘧啶

500 mg+生理盐水500 mL, 连续滴注6-8 h, 第
1-5天, 每天1次, 每次均于亚叶酸钙后给药. 在使

用草酸铂前1 d及当天, 预防性静脉滴注葡萄糖

酸钙、硫酸镁各1 g, 以减轻神经毒性. 化疗方案

21 d后重复应用, 如前一周期化疗出现Ⅲ度或以

上毒性反应, 下周期草酸铂剂量减至100 mg/m2 
第1天, 羟基喜树碱和5-氟尿嘧啶化疗时间缩短

1 d. 按照WHO实体瘤近期疗效评价标准, 分为

完全缓解(CR), 部分缓解(PR), 稳定(SD), 进展

(PD); 按WHO抗肿瘤药物毒性反应(0-Ⅳ度)评定

不良反应[4]. 第1周期化疗前1 wk以内及第2周期

化疗结束后均行CT检查, 分别测量并记录各病

灶的大小, 评价为CR和PR者4 wk后用相同方法

确认. 同时进行KPS评分比较, 比较治疗对体力

状况的影响, 评定标准为KPS增加≥20分为显著

改善, 增加≥10分为改善, 无增减者为稳定, 减少

≥10分为减退. 每例每个化疗周期后均评定不良

反应.
统计学处理 使用SPSS 13.0统计软件进行分

析. 计数资料以率表示, 采用c2检验.

2  结果

2.1 近期疗效 OLF组40例患者共化疗92个周

期, 28例化疗2周期, 12例化疗3周期后进行疗

效评价. 40例患者近期总有效率为30.0%, 初治

与复治病例有效率分别为53.3%和16.0%, 疗效

比较有统计学差异(c2 = 6.492, P = 0.038)(表2); 
局部复发与远处转移病例有效率分别为54.5%
和20.7%, 疗效比较无统计学差异(c2 = 4.401, 
P = 0.096)(表2). KPS显著改善5例(12.5%)、改

善11例(27.5%)、稳定18例(45.0%)、减退6例
(15.0%). 16例患者合并腹痛或/和骨痛, 化疗后

疼痛不同程度减轻11例(68.8%); 肠梗阻者7例, 
症状改善5例(71.4%), 疗效均维持4 w k以上. 

HLF组20例患者共化疗40个周期, 均化疗2周
期后进行疗效评价. 20例患者近期总有效率为

25.0%, 初治与复治病例有效率分别为50.0%和

14.3%, 局部复发与远处转移病例有效率分别为

16.7%和28.6%, 疗效比较均无统计学差异(表2). 
KPS显著改善2例(10.0%)、改善5例(25.0%)、稳

定9例(45.0%)、减退4例(20.0%). 11例患者合并

腹痛, 化疗后疼痛不同程度减轻7例(63.6%); 肠
梗阻者3例, 症状改善2例(66.7%), 疗效均维持

4 wk以上. 在总有效率、初治与复治、局部复

发与远处转移、KPS改变方面, OLF组和HLF组
之间经c2检验均无统计学差异(表3-4). 
2.2 不良反应 OLF组40例患者共进行92个周期

化疗, 主要不良反应为骨髓抑制和消化道反应

(表5). 出现白细胞下降最早和最迟分别是化疗

     

表  2  OLF和HLF两组组内治疗疗效比较

                         Total  CR  PR  SD  PD  CR+PR(%)    c2          P

OLF  局部复发  11   0    6    3    2      54.5    

         远处转移  29	 0    6  17    6      20.7

         初治         15	 0    8    6	   1      53.3

         复治         25	 0    4  14	   7      16.0

HLF  局部复发    6   0    1    4	   1      16.7

         远处转移  14	 0    4    8	   2      28.6

         初治           6	 0    3    3    0      50.0

         复治         14	 0    2    9	   3      14.3

4.401  0.096

6.492  0.038

0.553  1.000

2.986  0.263

     

表  3  OLF和HLF两组组间治疗疗效比较

                     Total  CR   PR   SD  PD   CR+PR(%)    c2          P

总体  OLF	     40    0   12   20   8       30.0    

         HLF	     20    0     5   12   3       25.0

局部  OLF	     11    0     6     3   2       54.5

复发  HLF       6     0     1     4   1       16.7

远处  OLF	     29    0     6   17   6       20.7

转移  HLF     14     0     4     8   2       28.6

初治  OLF     15    0     8     6   1       53.3

         HLF       6    0     3     3   0       50.0

复治  OLF     25    0	    4   14   7       16.0

         HLF     14     0     2     9   3       14.3

0.531  0.811

2.768  0.432

0.540  0.822

0.682  1.000

0.352  0.897

     

表  4  OLF和HLF两组KPS变化比较

KPS   总数  显著改善    改善         稳定       减退       c2          P

OLF   40	   5(12.5)  11(27.5)  18(45.0)  6(15.0)

HLF   20	   2(10.0)    5(25.0)    9(45.0)  4(20.0)
0.452  0.957
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结束后1和5 d, 最低点时间最早出现于化疗结

束后3 d, 最迟在10 d, 71.6%的患者白细胞降

至最低点时间于化疗结束后8 d. 出现Ⅱ度及以

上骨髓抑制者, 均以予粒细胞集落刺激因子治

疗. 恶心、呕吐以Ⅰ、Ⅱ度不良反应为主, 出
现时间最早和最迟分别是化疗开始当天和4 d. 
腹泻最早和最迟分别出现于化疗开始后3 d和
8 d. 腹泻患者合并白细胞下降27周期, 占77.1% 
(27/35), 其中Ⅰ-Ⅱ度骨髓抑制15个周期, Ⅲ-Ⅳ
度为12个周期. 8个Ⅲ度腹泻周期中有3个周期

(37.5%)合并Ⅲ度骨髓抑制, 4个周期(50.0%)合
并Ⅳ度骨髓抑制. 5个和3个化疗周期分别出现

了一过性肝或肾功能异常, 19个周期出现周围

神经不良反应, 不良反应均为Ⅰ-Ⅱ度. HLF 20
例患者共化疗40个周期, 主要不良反应也为骨

髓抑制和消化道反应(表5). 出现白细胞下降最

早和最迟分别是化疗结束后1 d和4 d, 最低点

时间最早出现于化疗结束后2 d, 最迟在8 d, 
73.4%的患者白细胞降至最低点时间于化疗结

束后6 d. 出现Ⅱ度及以上骨髓抑制者, 均以予

粒细胞集落刺激因子治疗. 恶心、呕吐以Ⅰ,Ⅱ
度不良反应为主, 出现时间最早和最迟分别是

化疗开始2 d和6 d. 腹泻最早和最迟分别出现

于化疗开始后2 d和10 d. 腹泻患者合并白细胞

下降22周期, 占78.6% (22/28), 其中Ⅰ-Ⅱ度骨髓

抑制13个周期, Ⅲ-Ⅳ度为6个周期. 5个Ⅲ度腹泻

周期中有3个周期(60.0%)合并Ⅲ度骨髓抑制, 2
个周期(40.0%)合并Ⅳ度骨髓抑制. 11个和2个化

疗周期分别出现了一过性肝或肾功能异常, 无
病例出现周围神经毒性反应. OLF和HLF两组病

例腹泻发生率分别为38.0%和70.0%, 经c2检验

P <0.05, 有统计学差异, 其他化疗不良反应均无

统计学差异(表5). 
2.3 生存分析 OLF组40个可评价疗效的病例中, 
随访38人, 失访2人; HLF组20个可评价疗效的病

例中, 随访19人, 失访1人(图1-2). OLF和HLF两
组病例PFS, OS经Log-Rank检验(表6), 平均PFS, 
中位PFS, 平均OS, 中位OS以及1 a生存率经u检
验[5], 均无统计学差异(表7). 

3  讨论

L-OHP是第三代铂类药物, 与DNA结合后形成

的N-Pt-N结合物可导致DNA立体障碍和扭曲, 
从而能更有效地阻止DNA合成和修复, 导致细

胞死亡. 与前二代铂类药物相比, L-OHP与DNA
结合速率较顺铂快10倍以上, 亦无完全交叉耐

药[6]. L-OHP的剂量与转移性结直肠癌化疗有效

率和PFS显著相关[7]. TOPOⅠ是细胞增殖过程

中必不可少的酶, 也是抗肿瘤药物作用的新靶

点. 结直肠癌对HCPT原发耐药达32.4%, 并易

产生获得性耐药, 可能与肠癌组织中拓扑异构

酶高表达有关. HCPT与TOPOⅠ及切口的DNA
结合形成三联复合物, 在DNA复制时导致双链

断裂, 复制停止. 由于HCPT的作用机制与其他

抗肿瘤药物不同, 不易形成交叉耐药, 理论上对

耐药的肿瘤细胞有效[8-9]. 文献报道喜树碱类药

图  1  OLF和HLF两组PFS. 1: OLF组; 2: HLF组.

     

表  5  OLF和HLF两组不良反应比较

                                                            OLF (92cycles)	                                                  HLF (40cycles)

                                 0         Ⅰ        Ⅱ        Ⅲ        Ⅳ       Ⅲ+Ⅳ(%)         0        Ⅰ      Ⅱ      Ⅲ      Ⅳ     Ⅲ+Ⅳ(%)	        c2          P

粒细胞减少	         

贫血	         

血小板下降      

恶心、呕吐      

腹泻                 

外周神经毒性

31       32       15        8        6        14(23.0)       10      13       9       6      2       8(26.7)    1.520   0.847

66       16       10        0        0          0(0)            28        8       4       0      0       0(0)	        0.170  0.954

79         8         5        0        0          0(0)            32        5       3       0      0        0(0)	        0.468  0.798

27       33       20	 12        0        12(18.5)         6      18     10       6      0        6(17.6)    0.338  0.977

57       16       11        8        0          8(22.9)       12      14       9       5      0        5(17.9)    7.876  0.044

73       14	        5	   0        0	        0(0)	            0        0       0        0      0        0(0)	           -	       -

2
2-censored

1
1-censored
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80
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0

生
存

率
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) 
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物对结直肠癌细胞有抗肿瘤活性[10], HCPT通过

抑制TOPOⅠ促进肿瘤细胞凋亡, 抑制肿瘤生

长[11], HCPT可抑制血管生成[12], HCPT通过下调

PCNA、上调野生型P53的表达对人肝癌HepG2
细胞产生诱导分化作用 [9].  结直肠癌细胞对

HCPT单药或与5-FU合用的敏感性与P-糖蛋白

表达无明显相关性[13]. HCPT与5-FU合用对结直

肠癌细胞有协同抑制作用[14-15], 可能会提高结直

肠癌化疗疗效. 
目前, Tournigand et al [15-16]用FOLFOX和

FOLFRRI方案一线治疗结直肠癌, 有效率分别

为54%和56%, 二线治疗有效率分别为15%和

4%, CPT-11治疗失败后FOLFOX是可行的二线

化疗方案[17]. 国内张开芳[18]用OLF方案治疗30 
例晚期大肠癌, 总有效率为36.7%, 初复治病例

有效率分别为45.5%和31.6%. 陆建伟 et al [19]用

HLF方案治疗晚期大肠癌有效率为36.8%. 杨家

梅 et al [20]对21例用5-FU/CF方案化疗疗效未达

到PR的病例加用HCPT后, 有效率仍有14%. 赵
雷 et al [21]用OLF和HLF方案各治疗30例晚期大

肠癌, 总有效率分别为36.7%和13.3%, 差异有统

计学意义. 我们应用OLF和HLF方案分别治疗

40和20例进展期结直肠癌病例, 总有效率分别

为30.0%和25.0%, 与上述报道相比, OLF方案疗

效略低, HLF方案疗效较好, 二组总有效率以及

初复治有效率均相似, 差异无统计学意义. 我们

分析上述差异可能与同种药物选择的生产厂家

以及初复治患者所占比例不同, 部分存在多器

官转移等因素有关. 两化疗方案总体疗效和生

存期相似, 均无统计学差异. 此外, 两化疗方案

对KPS和晚期大肠癌临床症状、并发症的改善

均有帮助, 提高了患者的生活质量. 两组病例主

要不良反应是血液学毒性和胃肠道反应. OLF
组白细胞数下降发生率为66.3% (61/92周期), 其
中Ⅲ-Ⅳ度下降占23.0% (14/61周期); 恶心、呕

吐发生率为70.7% (65/92周期), 其中Ⅲ-Ⅳ度不

良反应占18.5% (12/65周期); 腹泻发生率38.0% 
(35/92周期), 其中Ⅲ-Ⅳ度不良反应占22.9% 
(8/35周期), 均高于赵雷 et al [21]报道的结果; 外周

神经毒性发生率20.7% (19/92周期), 无Ⅲ-Ⅳ度

不良反应, 低于张开芳[18]和赵雷 et al [21]报道的结

果, 可能与我们在使用草酸铂前1 d及当天, 预
防性静脉滴注葡萄糖酸钙、硫酸镁各1 g, 以减

轻神经毒性有关[22]. HLF组白细胞数下降发生率

为75.0% (30/40周期), 其中Ⅲ-Ⅳ度下降占26.7% 
(8/30周期); 恶心、呕吐发生率为85.0% (34/40
周期), 其中Ⅲ-Ⅳ度不良反应占17.6% (6/34周
期); 腹泻发生率70.0% (28/40周期), 其中Ⅲ-Ⅳ
度不良反应占17.9% (5/28周期), 均高于杨家梅 
et al [20]和赵雷 et al [21]报道的结果, 无外周神经

毒性发生. 我们分析可能与我们选用的HCPT为
粉针剂, 纯度较水针剂高, 其单位标示量中所含

HCPT较高有关[23]. 两组病例白细胞下降最低点

出现在化疗后2-10 d, 我们建议对基础血象偏

低、年龄偏大、前一化疗周期出现Ⅱ度及Ⅱ度

以上白细胞下降的患者, 化疗结束后1 d开始隔

日复查血象, 若发现白细胞出现下降趋势, 应及

     

表  6  OLF和HLF两组PFS、OS Log-Rank检验比较

生存期         组别            范围        Log-Rank Test           P

PFS (m)       OLF       4.6-11.4          0.533            0.465

                    HLF       4.8-10.8

OS (m)         OLF       6.9-15.1         0.250             0.615

                    HLF       7.2-14.2

     

表  7  OLF和HLF两组PFS、OS u 检验比较

         生存期                  OLF              HLF              u             P

PFS (m)     平均           7.1            7.9       1.2248   >0.05

                95%CI     6.5-7.8     6.9-8.8

                  中位          6.4             7.3	 1.5088   >0.05

                95%CI     5.6-7.2     6.4-8.2

OS (m)       平均        11.0           11.2	 0.2561   >0.05

	 95%CI   10.0-12.1 10.1-12.4		

	    中位       10.2           10.8	 0.3487   >0.05

	 95%CI     8.2-12.2	  8.0-13.6		

      1 a生存率	  34.09%	   38.55%	 0.3275   >0.05

2
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图  2  OLF和HLF两组OS. 1: OLF组; 2: HLF组.
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时予G-CSF升白治疗. 如化疗期间出现腹泻, 便
次每日超过3次, 应暂停化疗, 难以控制的Ⅲ度

及以上腹泻应终止化疗, 及时采取止泻、抗感

染、防治水、电解质和酸碱平衡紊乱治疗. 应
该注意的是, 两组出现腹泻病例中合并骨髓抑

制率均大于70.0%, 腹泻的原因虽与肠黏膜受损

有关, 但是重度白细胞下降常常紧随其后. 我们

建议一旦出现Ⅲ度及以上腹泻, 除采用常规治

疗措施外, 年老体弱患者可预防性应用G-CSF. 
总之, OLF和HLF两方案对进展期结直肠

癌疗效肯定, 疗效无统计学差异, 并有助于改善

患者的生活质量. 可作为含DDP, 5-FU, MMC, 
Vp-16等药物的联合方案化疗失败的二线补救

治疗措施, 也可分别选作FOLFIRI和FOLFOX方

案化疗后疾病进展的后续治疗. OLF方案外周神

经毒性较常见, 预防性补充钙、镁后未见严重

不良反应, HLF方案腹泻更常见, 血液学毒性二

者相似. 严格掌握化疗适应证, 积极防治化疗后

骨髓抑制和腹泻是保证医疗安全的关键.
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摘要
食管癌是常见的消化道恶性肿瘤之一, 主要
有食管鳞癌和食管腺癌两种形式. 细胞遗传
学研究表明食管癌可出现多种多样的染色体
异常, 但迄今为止还未发现特征性的染色体改
变. 食管癌染色体异常包括数目异常和易位、

扩增、缺失及环状染色体等结构异常. 研究食
管癌染色体畸变的方法主要有常规细胞遗传
学、FISH、CGH等. 现就食管癌的染色体畸
变及其相关的研究方法予以综述.

关键词: 食管癌; 染色体畸变; 研究方法
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0  引言

食管癌是人类最常见的消化道恶性肿瘤之一, 
以食管鳞癌和食管腺癌两种病理类型为主. 东
方人群以食管鳞癌为主, 而西方人群则以食管

腺癌多见. 在我国, 食管鳞癌占食管恶性肿瘤的

89%. 近年来对食管癌病因、发病机制等方面

的大量研究表明, 其发生具有家族聚集性、种

族差异性、性别差异性等特点, 提示遗传因素

在食管癌中发挥着重要作用. 但和其他实体瘤

一样, 食管癌的发生仍然是一个多因素、多阶

段、多基因参与的复杂过程[1]. 多项研究表明, 
食管癌的发生和演变涉及多种染色体的异常, 
对食管癌染色体畸变的研究将为其易感基因筛

选提供定位资料, 同时有助于肿瘤的早期诊断

及预后判断. 近年来, 对食管癌染色体的研究, 
不管是在常规的核型分析上, 还是在分子遗传

学新技术的应用上, 都有了长足的发展. 

1  食管癌细胞的染色体畸变

1.1 食管癌细胞染色体数目异常 1914年, Boveri
提出了细胞内染色质含量不平衡是癌变过程中

最原始的变化. 现在看来这种观点并非完全正

确, 但染色体畸变在肿瘤癌变过程中确实起了

很重要的作用, 某些畸变甚至起决定性的作用. 
国内外有关食管癌染色体方面的研究显示, 几
乎所有食管癌的发生都有染色体数目的改变, 
而且变化范围大[2], 多在超二倍体和近四倍体

之间. 其中以Y染色体丢失最为多见, 无论是对

食管鳞癌还是对食管腺癌的研究中均有发现. 
Hunter et al [3]用Y染色体探针在各种实体瘤的石

蜡包埋组织切片上进行原位杂交, 也发现食管

癌中Y染色体丢失率很高, 其中腺癌占93%, 鳞
癌占62%. 然而, 有关Y染色体丢失与食管癌关

系的报道结论不一. 目前认为Y染色体主要含有

重复序列的异染色质, 只携带少数基因, 如性别

决定因子基因或睾丸决定因子、Y连锁的组织

相容性抗原基因等. 因此有研究者认为Y染色体

丢失与体外培养有关[4]; 但另有观点认为Y染色

体的丢失与食管鳞状上皮的生物学行为无关, 
而与其恶性表型有关[5]. 
1.2 食管癌细胞染色体结构异常 食管癌染色体

的结构畸变极为复杂. 对食管癌旁黏膜原代培

养的研究发现, 食管上皮癌变早期的细胞染色

体就存在易位、倒位、缺失、断裂及衍生染色

体和均染区等现象. 对食管癌SLMT1细胞系的

研究[6]发现, 除了在数目上表现为非整倍体外, 
结构畸变主要集中在1, 3, 5, 8, 9, 10和14号染色

体上, 此外亦可见到等臂染色体. 其中5p扩增在

食管癌中最为常见[7-9]. 有研究者用多变点量分

析提示: 5p15扩增可以作为判断食管癌不良预

后的独立指标[10], 这一区域包含的候选基因有

cyclinA , 前列腺素受体(PTGER2). 在对3个食管

癌细胞系(HKESC-1, 2, 3)[11-12]的研究中发现染

色体1p32, 3p14, 6q16, 6q21, 7q22, 7q34, 8p21, 
9q34, 13q32, 17q25和20q13出现频繁的断点, 而
这些断点可能涉及到食管癌相关的癌基因或抑

癌基因. 对细胞系的研究, 虽然能反应一些癌细
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胞染色体特征性变化, 但在食管癌的培养过程

中往往会出现一些继发性的染色体改变. 因此

食管癌细胞系的染色体变化不能完全代表食管

癌的原始染色体改变. 由于染色体标本制备困

难, 关于原发性食管癌细胞遗传学研究方面的

资料很少. Xiao et al在5例原代食管癌细胞中发

现, 最常见的染色体改变涉及1, 3, 12号染色体, 
尤其是12p缺失在所有的病例中都存在, 提示12
号染色体可能含有食管癌特异遗传学改变. 有
趣的是, 另有研究却发现12p的扩增意味着食管

癌切除术后生存率降低[13]. 对原发性食管癌进

行研究[14]发现, 其中4例的详细核型分析中总共

有92个断点, 涉及到所有的染色体, 其中占优势

的有1p11-q11, 3p10-p11, 5p11-q11, 8q10, 11q13, 
14p11-q11以及21q10, 反复出现的结构畸变包括

染色体均染区(Hsr)、等臂染色体和环状染色体. 
其中4例中有3例Hsr位于不同的染色体区域, 进
一步用荧光原位杂交(FISH)研究发现其中有2例
来源于11号染色体, 细胞周期素1(CCND1)可能

就是11q13扩增的目的基因, 提示这一基因可能

在食管癌变过程中起关键作用. 另有研究表明

染色体11q13扩增是食管癌变中最频繁的扩增位

点[15]. 对河南原发性食管癌的比较基因组杂交

研究发现, 染色体3q和8q扩增的频率最高, 3p
丢失的频率最高[16], 这与Wei et al [17]对中国北部

25例原发性食管癌患者的比较基因组杂交技术

(CGH)结果一致. 在中国食管癌杂合性缺失的研

究表明, 3p的缺失可能与地理因素相关. 
1.3 与病理分期和转移相关的染色体异常 研究

表明, 染色体异常与临床病理分期有一定的关

系. 研究发现3pq, 5p, 1q, 11q13-14的染色体基因

组扩增和4pq, 13q染色体基因组丢失与食管癌

临床病理分期相关[18-19], 其中3pq扩增常发生于

食管癌的早期和晚期阶段, 提示3pq扩增可能在

食管癌发生中起重要作用. 在对食管癌淋巴结

转移的研究中[20]发现, 3p25, 6q21, 9q22.3-q31, 
11q22-qter, 13q12-13, 18q23.3和19q的缺失以及

8q23-qter, 20q的扩增与淋巴结转移相关, 其中

河南林县转移性食管癌肿瘤细胞染色体畸变以

6p, 20p的增加和10p, 10q的丢失为著. 用CGH和

FISH技术进一步证实, 20p和1q的扩增以及8p的
丢失可能与食管癌转移及预后有关[21-22]. 另外, 
5p15和14q21扩增与术后远处器官转移有关, 如
位于5p远端的hTERT基因的表达与肺癌的预后

不良密切相关[23], 而其与食管癌预后的关系有待

于进一步研究探讨. 由于肿瘤染色体畸变复杂
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多样, 不同研究者的研究结果通常不一致, 而且

目前原发性染色体研究方面的报道还比较少, 所
以要想确定其规律性染色体, 尚需进行大量的原

发性食管癌的细胞遗传学研究.

2  检测食管癌染色体畸变的主要方法

2.1 食管癌的常规细胞遗传学 细胞遗传学方法

在肿瘤等多种疾病的研究中发挥了很大的作用. 
经典细胞遗传学技术需具备足够的细胞分裂数

和良好的中期染色体形态, 对血液肿瘤的诊断、

判断预后和治疗效果起了重要的作用[24], 但在实

体瘤研究中的作用却相对有限[25], 可能因为实体

瘤组织培养, 染色体制备方面存在一定困难以及

核型复杂, 继发性染色体变化多, 分析有一定难

度. 有不少肿瘤标本在核型分析中只见到正常

分裂相, 而且还不确定这些正常的核型是否属

于肿瘤细胞[26]. 迄今为止, 通过显带技术分析原

发性食管癌染色体畸变的资料甚少, 胡楠 et al最
早用G显带技术研究了30例食管癌患者外周血

淋巴细胞染色体脆性部位, 显示fra9 (3p14), fra 
(16q22)和fra (8q22)的检出率最高. 之后又陆续

有人用该技术对食管癌细胞系和原发性食管癌

的核型进行了一些分析. 虽然G显带技术能从全

基因组层面筛选畸变染色体, 但此技术检测到异

常染色体实际上只是核型的部分, 许多染色体畸

变仍无法鉴定. 
2.2 FISH方法在食管癌中的应用 虽然常规细胞

遗传学分析方法简单易行, 但仍有部分来源不

明的标志染色体和复杂的染色体易位不易被诊

断, 而FISH则提供了这样一个技术平台. FISH创

建于1986年, 建立在荧光标记的DNA探针与肿

瘤间期核或中期染色体杂交的基础上, 具有探

针稳定、操作安全、可以快速多色显示多个不

同探针的杂交信号等优点. 根据所使用的探针类

型不同, 可以将FISH技术分为着丝粒FISH (cen-
tromere-FISH)、端粒FISH、染色体涂染FISH 
(painting-FISH)、区带特异性FISH (locupecific-
FISH)以及结合显微切割技术发展起来的反义

涂染FISH (reverse painting-FISH)等. 其中着丝

粒FISH主要用探针分析标本中间期核染色体数

目的变化, 而端粒FISH则用于确定特定染色体

数目和末端变化. 涂染FISH中, 探针可以识别整

条染色体或部分染色体(染色体臂或条带), 从而

检测染色体数目改变或结构重排. 区带特异性

FISH则可检测复杂或隐匿的染色体变化. 近十

多年来, 荧光原位杂交技术不断发展, 在其基础
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■研发前沿
在 肿 瘤 研 究 中 , 
FISH, CGH等分
子细胞遗传学技
术可用于分析肿
瘤细胞中复杂的
染色体组成, 定位
癌基因和抑癌基
因, 这些技术已被
用于寻找特异的
染色体畸变、筛
选肿瘤易感基因
及应用于肿瘤的
临床诊断和预后
判断等.

■相关报道
和血液系统肿瘤
相比, 目前关于食
管癌染色体畸变
的相关报道还很
少, 而且大多数报
道都是用CGH的
方法进行研究的.
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上, 又发展了许多新技术, 包括多色荧光原位杂

交(光谱染色体核型分析、多元荧光原位杂交、

组合比率荧光原位杂交、着丝粒多元荧光原位

杂交), 交叉物种彩色显带等. 这些技术现在已

成为了极其重要的研究染色体的方法[27]. 目前, 
FISH技术已广泛应用于肿瘤生物学, 核组成, 基
因定位, 基因扩增等领域[28-29]. Nakakuki et al [30]

用FISH检测食管癌细胞系, 发现18p存在Hsr方
式的显著扩增, 进一步的筛选分析认为, YES1, 
HEC, TYMS, TGIF可能是18p11.3扩增的候选

基因. 另有研究者则通过FISH检测到DIS414至
DIS2860间有一段最小的共同扩增区[31], South-
ern和Northern印迹杂交表明, 定位于该区域的

ATF3与CENPF基因有异常的改变. 
2.3 CGH分析在食管癌中的应用 FISH技术的不

足在于不能扫描整个基因组的染色体异常, 特
别是在不能获得高质量的中期染色体时. 由Kal-
lioniemi et al [32]首先报道的比较基因组杂交技术

则突破了FISH的局限性, 只需抽提肿瘤组织和

正常组织少量的基因组DNA, 分别用不同荧光

染料标记后作为探针与正常人中期染色体杂交

即可进行检测. 该技术可以全面迅速地检测整

个基因组DNA序列拷贝数的变化, 除了适用于

新鲜组织, 对石蜡包埋的组织标本也同样可以

进行分析. 因而, CGH最适合于检测实体瘤和淋

巴瘤等不易获得高质量染色体标本的疾病. 关
于食管癌比较基因组杂交的研究较多[33-39]. 研究

发现, 在染色体3p, 5p, 7p, 8q和20q多见扩增, 而
缺失则多发生于3p, 4p, 9q13和18p, 这些一致性

的研究结果提示了食管癌癌变过程必须涉及的

基因或染色体区域. 不同实验组之间的差异可

能反映了选择人群的差异性, 如北美人群中染

色体缺失的频率明显高于扩增, 而日本、台湾

等亚洲人群的扩增明显高于缺失. CGH技术虽

有其独到之处, 但也有其缺陷, 只有当扩增的片

段大于2 Mb, 缺失片段大于10 Mb才能被检测

到, 难于确定扩增或缺失的基因. 此外, CGH通

常不能够提供DNA拷贝数的精确量, 研究的结

果需要细致的解释. 最近, 传统的CGH得到了全

新的发展——array CGH[40]. 在array CGH中, 杂
交靶点是DNA克隆, 因此阵列杂交显著提高了

CGH的分辨率. 
2.4 其他分子生物学方法 染色体异常改变的检

测还常联合使用一些其他的分子生物学技术, 
例如杂合性丢失(loss of heteroygosity, LOH)[41]和

微阵列技术等. 以上方法的联合使用能够更精

细的检测食管癌染色体的遗传学改变.
总之, 对食管癌染色体的研究中, 虽然已经

认识到一些复杂的核型, 但其染色体突变致癌

机制研究尚在起步之中. 常规的细胞遗传学研

究表明, 频繁丢失的出现说明该处可能存在与

食管癌密切相关的抑癌基因, 对食管癌的产生

起基础性的启动作用. 就方法学而言, 常规的显

带技术能够在单细胞水平对染色体的组成进行

分析, 但由于实体瘤细胞的体外培养没有突破

性的进展, 这就意味着不可能像研究血液系统

肿瘤一样把他作为一种常规检测方法. 因此, 传
统的显带技术和一些新技术联合应用就显得尤

为重要[42]. M-FISH可以判断染色体易位和重排

的来源, 间期核FISH和CGH可以检测肿瘤的遗

传不平衡性, 以上技术的联合使用可以取长补

短, 更深入的探寻食管癌染色体和癌基因的规

律, 从而为食管癌的早期诊断、治疗和预后判

断提供新的依据. 
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■应用要点
运用细胞和分子
遗传学方法对食
管癌染色体畸变
进行研究将有助
于阐明其发病机
制, 也为其易感基
因筛选提供定位
资料, 同时有助于
肿瘤的早期诊断
及预后判断.

■名词解释
染色体畸变: 又称
为染色体突变, 包
括染色体结构和
数目的改变, 染色
体结构的改变导
致了染色体的重
排, 染色体数目的
改变包括整套染
色体的改变和单
条或多条染色体
的增减.
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摘要
急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常
见的急腹症之一, 并发症多, 死亡率较高. 除
了导致胰腺病变外 ,  肺是最早受累器官之
一, 从低氧血症到急性呼吸窘迫综合征(acute 
respiratory depress syndrome, ARDS)均可出
现. 目前, 国内外学者对于AP合并急性肺损伤
(acute lung injury, ALI)的发病机制进行了许多
实验及临床研究, 现就AP合并肺损伤时炎性
介质的作用作一综述. 
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)不仅引起胰

腺本身病变, 并且常累及肝、肺、肾、肠、胃

等器官[1-5], 导致多器官损害[6], 而肺脏是最常受

累的胰外器官之一[7]. 据各种资料统计表明, 在
发病2 w内死亡的患者, 有80%的患者同ARDS
直接相关[8], 目前对于AP合并肺损伤(acute lung 
injury, ALI)的机制目前仍不确切, 但许多研究表

明同多种促炎细胞因子介导的全身反应综合征

有关[9], 如中性粒细胞的“滚动效应”、 肿瘤

坏死因子(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、血

小板活化因子(platelet activating factor, PAF)、
核因子-kB (nuclear factor-kappa B, NF-kB )、
白细胞介素等炎性介质在肺组织的积聚、活化, 
是AP并发ALI的一个重要病理机制[10-11], 现从炎

性介质方面探讨AP合并ALI的发病机制. 

1  炎性介质

1.1 一氧化氮(NO) 具有多种生物学功能, 能影响

组织微循环的血流灌注量. 近年来许多学者研究

发现NO在AP的发病机制中有重要的作用. 绝大

多数研究提示NO能明显减轻胰、肺的病变, 对
AP并发ALI具有一定的治疗作用[12-17]. 可能与以

下机制有关: 一方面NO能扩张血管、凋节局部

血流、抑制血小板聚集及白细胞黏附、降低血

液黏稠度、改善微循环障碍、从而凋节胰肺血

流[18-20]; 另一方面NO具有清除氧自由基(oxygen free 
radical, OFR)的能力, 抑制炎性细胞因子生成, 减少

胰酶释放, 减少TNF-α的生成[21], 减轻肺脏的损

伤. 但同时也有学者提出相反的结论, 认为在AP
合并ALI过程中, 由于NO大量产生会加重肺损

伤[22], 已有实验证明给予NO抑制剂能减轻肺损

伤的发生及发展[23], 其具体机制如下: (1)NO释放

过多, 可引起毛细血管麻痹性扩张, 血液淤滞, 造
成局部充血, 使肺组织缺血[24]; (2)高水平的NO可

致大量的自由基和过氧化亚硝酸盐激活, 进而损

伤线粒体电子传递系, 引发蛋白质降解, 脂质过

氧化, 导致ALI[14]; (3)NO的大量产生还可增强核

因子-kB(nuclear factor-kappa B, NF-kB )活性, 从
而增加前炎症细胞因子的产生, 促进内皮细胞和

平滑肌细胞黏附因子的表达, 扩大炎症反应[25-26]; 
(4)在病理状态下, 高浓度NO可抑制三羧酸循环

和DNA复制中的关键酶, 造成能量代谢障碍和

DNA损伤, 从而加重肺损伤的进展. 从目前的研

究结果来看, NO尤如一把双刃剑, 少量时可以减

轻AP时各脏器的损伤程度, 大量又可以加重胰

腺及肺损伤[27-28], NO在AP合并肺损伤中的作用

机制仍有待于进一步研究.
1.2 肿瘤坏死因子(TNF-α) 主要分为由活化T细胞

产生的TNF-b和活化单核细胞产生的TNF-α, 后者

是参与炎症反应的重要因子. TNF-α是一类重要

的炎症、免疫凋节因子, 具有双重作用, 适量释

放可提高白细胞对病原体清除能力, 促进组织

的修复, 但过量释放对机体具有强烈的毒性作
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用. AP时TNF-α升高与AP的发展及ALI密切相

关[29]. 研究表明AP早期肺组织有TNF-α mRNA
的高度表达[30-31], 导致TNF-α的过量产生, 引起

和加重ALI, 是ALI的发病机制之一[32-34].主要有

以下几方面: (1)损伤肺内皮细胞屏障功能, 使细

胞间隙增大, 从而引起毛细血管通透性显著增

加, 导致肺微循环障碍; (2)诱导中性粒细胞在肺

毛细血管中黏附、积聚、滞留; (3)可促进中性

粒细胞和溶酶体酶释放, 产生氧自由基, 导致肺

组织和血管内皮损伤; (4)促进细胞间黏连分子

(intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1)表达[35]; 
(5)TNF-α及微血栓可刺激内皮细胞产生内皮素

(ET), 引起肺动脉高压[36]; (6)血循环中增多的内

毒素、TNF-α以及肺脏局部合成的TNF-α,能够

延缓肺内浸润的中性粒细胞凋亡[37].(7)在TNF-α
合成释放后能引起其他细胞因子和炎性介质的

瀑布式释放, 从而导致胰腺及胰外多脏器的损

伤[38]. 早期检测TNF-α不仅可以反映AP的严重

程度, 同时有助于预测肺损伤发生及其严重程

度, 作出及时准确的治疗[39].
1.3 血小板活化因子(PAF) 是迄今发现的最强的

血小板聚集剂及最强的血管活性脂类递质, PAF
主要由病灶局部或全身内皮细胞、巨噬细胞等

分泌, 肿瘤坏死因子、血栓素、白三烯、氧自

由基和缓激肽等也可刺激PAF产生. PAF具有重

要的生物学效应, 在AP时全身炎症反应中被作

为关键性炎症递质[40-41]. 近年来, PAF在AP合并

ALI的发病中的作用已受到极大的关注 [42]. 实
验证明, PAF参与AP时ALI的发展[43]. 在AP合并

ALI的发病过程中, 肺血管内皮细胞是合成和释

放PAF的主要细胞, 胰源性炎性介质释放入血直

接损伤肺血管内皮细胞,可能是导致PAF在胰腺

炎性肺损伤中大量释放的启动因子. 其机制有

以下几点: (1)PAF通过活化血小板, 促进血小板

聚集, 使血液黏稠度增加, 血流速度减慢, 血栓

形成, 引起毛细血管通透性增加, 而造成肺微循

环障碍[44-46]; (2)对血管的直接损伤作用、致休

克作用, 已证实外源性PAF可直接损害心肌收缩

力, 使心输出量降低, 造成肺组织低灌注, 引起

肺缺血; (3)激活中性粒细胞, 促进OFR释放; (4)
抑制肺组织气管黏膜抗氧化还原系统, 加重肺

损伤; (5)PAF引起PMN、弹性蛋白酶(neutrophil 
elastase, NE)和磷脂酶A2(phospholipase A2, 
PLA2)在肺脏积聚, 损伤肺组织[47].
1.4 细胞间黏连分子(ICAM-1) 是一种由内皮细

胞表达的蛋白质, 正常情况下在大多数组织不

表达或低表达, 当其表达升高时, 可与粒细胞表

面的整合素相互作用, 是白细胞黏附于内皮细

胞的关键所在, 由此促使白细胞通过血管内皮

屏障迁移至炎性区域, 引起组织的炎症反应[48]. 
有实验证明AP时大鼠肺组织ICAM-1基因过度

表达, 且与ALI严重程度相关[49]. AP时生成大量

的炎性因子和炎症递质刺激肺血管内皮表达

ICAM-1等黏附分子, 促进中性粒细胞浸润, 造
成肺组织损伤[50-51]. 一方面ICAM-1的高表达可

以通过引起内皮细胞-白细胞相互间反应造成

白细胞的浸润, 并不断加重肺损伤; 另一方面

ICAM-1高表达可诱导PMN在肺脏聚集,导致肺

损伤[52]; ICAM-1可显著减少胰腺和肺毛细血管

血流量, 导致白细胞黏附, 增加毛细血管通透性, 
降低毛细血管血流速度, 引起胰腺和肺脏微循环

障碍[53], 造成肺组织缺血缺氧.
1.5 核因子-kB (NF-kB) 是一个多功能核转录因

子, 主要参与机体免疫和炎症分子表达的凋控[54]. 
NF-kB 最先发现在B淋巴细胞中, NF-kB具有广

泛的生物学活性, 正常生理情况下, NF-kB以无

活性的形式存在于其他细胞的胞质中, 激活后

促进多种细胞因子的基因转录, 在细胞因子介

导的感染、炎症反应、氧化应激、细胞增生、

细胞凋亡等过程中起重要作用, 在炎症反应复

杂的细胞因子网络中, NF-kB的活化可能是一个

中心环节[55-58]. 研究表明NF-kB通过凋控炎症因

子表达参与了AP合并ALI的进展[59]. NF-kB引起

ALI主要通过以下机制: (1)肺组织NF-kB活化并

通过促进TNF-a、IL-6、IL-8、ICAM-1 mRNA
的表达而参与ALI的发生[60]; (2)NF-kB通过凋节

iNOS的表达进而显著影响NO生成的量, NO产

生过多可导致肺损伤[61]. 临床上应用NF-kB活化

抑制剂PDTC抑制NF-kB活化及iNOS mRNA过

度表达, 从而改善肺脏损害[62-64]. 但是, 对于抑制

NF-kB活化, 不同学者有不同的看法, 有的认为

完全抑制NF-kB时, 会加重组织损伤; 当部分抑

制时, 对组织有保护作用[65].
1.6 中性粒细胞(PMN) 激活并聚集于肺组织, 是
导致急性坏死型胰腺炎(ANP)早期合并肺损伤

的重要因素[66-69]. ANP并发ALI时, 肺脏总有大量

的PMN聚集[70], 组织中的髓过氧化酶活性(MPO)
可以反映PMN在肺组织中滞留的数量[71]. 研究

表明AP合并肺损伤时肺组织中MPO活性显著升

高[72]. PMN引起肺损伤的机制有以下几个方面: 
(1)直接释放大量细胞毒性物质如弹性蛋白酶、

胶原酶、蛋白水解酶、活性氧代谢产物、PAF

■应用要点
本文系统介绍了
急性胰腺炎合并
肺损伤时多种重
要的炎性介质, 覆
盖面广, 可以为临
床和实验研究提
供思路. 
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及促炎细胞因子, 发挥细胞毒性作用, 使肺内皮

细胞损伤、变性、血管通透性增加, 肺间质水

肿, 氧交换障碍, 从而导致肺损伤[73-74]; (2)聚集

的中性粒细胞机械堵塞毛细血管致肺组织微循

环障碍; (3)中性粒细胞和内皮细胞还可以产生

PAF、TXA2, 两者均是强有力的缩血管物质, 使
肺血管收缩, 导致通气/血流比例失凋, 低氧血症, 
加重肺损伤[75]. 目前, 也有研究者发现用干扰中

性粒细胞迁移的方法, 能减轻AP大鼠的胰腺及

肺损害的严重程度, 证明了PMN参与了肺损害, 
或许可以为临床治疗提供思路[76].
1.7 内皮素(ET) 内源性ET是由血管内皮细胞

分泌释放的一种血管生物活性肽, 体外实验证

明ET几乎能够引起所有动脉和静脉收缩[77]. 实
验证明, ET参与了AP合并ALI的发生[78], 其作

用机制为: (1)ET通过内皮素受体, 增加毛细血

管通透性, 增加血浆渗出, 血流速度缓慢, 导致

肺微循环障碍 [79]; (2)ET可引起肺血管及支气

管强烈收缩, 并具有类内毒素作用, 损伤肺脏; 
(3)ET可以引起冠脉收缩, 影响心肌血供, 减少

心输出量, 引起肺脏缺血; (4)ET血症能通过诱

导机体内TNF-a等炎症因子的过度生成,导致

肺脏损害[80].
1.8 氧自由基(OFR) 大量实验研究表明, 在AP早
期胰腺细胞受损后, 会释放大量的OFR[82]. OFR
与AP的严重程度相关[81], 也是胰腺与其他器官

损害的重要凋节因子[83-84]. OFR可以促进内源性

ICAM-1的表达, 损伤血管内皮细胞, 使毛细血

管通透性增加, 导致肺脏微循环障碍; 同时OFR
也可以破坏多不饱和脂肪酸、蛋白质、黏多糖

等重要的生物分子, 并且过多的OFR还可引发

再灌注损伤.
1.9 白介素(IL) IL-6主要由单核细胞在IL-1, 
TNF等诱导下产生, 也可由激活的巨噬细胞、

内皮细胞、成纤维细胞等产生. IL-6的水平可

以反映AP的严重度[85], 他有强烈致炎活性, 可
直接作用于血管内皮细胞, 使其通透性增加, 导
致大量炎性渗出. 亦可与TNF-α等协同, 构成炎

性介质网络, 促使炎症的扩展, 并使中性粒细胞

的弹力酶及产生的氧自由基损伤内皮细胞, 引
起血管内皮肿胀、血流淤滞, 致肺脏血液循环

障碍. AP时大量的IL-8产生, 通过趋化、激活中

性粒细胞, 表达ICAM-1等黏附分子, 释放蛋白

水解酶及产生活性氧代谢产物而导致胰腺及肺

脏的损害[86]. IL-10主要来源于单核细胞[87], 能通

过增加胰腺及肺脏毛细血管血流量, 改善肺脏微

循环损伤[88-89], 抑制内毒素介导的促凝反应, 阻

断活化的巨噬细胞释放OFR及NO[90], 因此IL-10
具有保护肺脏的作用. 此外, 林栋栋 et al [91]研究

发现, IL-8和IL-10为一对促炎和抗炎因子, 在
AP的发展过程中, 两者之间的平衡失凋可以引

起及加重肺损伤.
1.10 磷脂酶A2(PLA2) 是凋控花生四烯酸代谢和

PAF生成的限速酶, 在生理情况下是以无活性的

前体形式存在. PLA2还是一个强有力的炎性介

质, AP时有活性的PLA2释放明显增加, 凋控多

种炎性细胞的活化, 是介导AP后胰腺组织和肺

脏等胰腺外器官的重要介质[92]. 一方面AP期间

PLA2又可导致合成和释放PAF的细胞释放大量

PAF, 同时伴有花生四烯酸产物的释放, 加重肺

组织损伤[93]. 另一方面PLA2可以通过激活NF-
kB, 上凋多种炎症因子的表达而产生肺损伤[94]. 
临床上通过阻断PLA2可以有效降低AP时肺损

伤程度.

2  其他

也有学者提出肺血管内皮细胞凋亡所引起的微

循环障碍是引起肺损伤的重要原因之一[48]. 潘玉

明 et al [95]发现P选择素通过介导PMN在肺脏积

聚、沉积, 参与肺损伤的发生.
总之, AP病情凶险, 容易损伤胰腺及合并胰

外器官损害, 导致多脏器功能衰竭, 肺脏是首先

受累脏器之一. AP合并ALI发病机制比较复杂, 
虽然许多临床及实验研究都从炎性介质出发寻

找ALI的病因, 取得了不小的成就. 但目前仍存

在一些问题, 而且对于肺损伤机制的探索能否

为临床所用, 从而减轻肺损害, 降低死亡率, 还
要进一步探讨.
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摘要
γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)是哺
乳动物中广泛分布的一种抑制性神经递质,  
GABA及其受体在下丘脑、杏仁核、孤束核
等摄食和味觉中枢均有分布. GABA具有A、

B和C三种受体, 其中A和B受体参与对摄食行
为和味觉感知. 在不同脑区应用GABA选择性
受体拮抗剂可不同程度的促进或抑制摄食, 并
对味觉的喜好和厌恶发生改变. 另外, GABA
与调节摄食和味觉的有关物质具有相互作
用, 他们共同参与摄食和味觉的调控. 本文就
GABA在摄食和味觉感受与调制中的研究进
展进行了回顾.

关键词: γ-氨基丁酸(GABA); 传导通路; 摄食; 味觉
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0  引言

γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)是哺乳

动物中枢神经系统中广泛分布的一种抑制性

神经递质, 近年来发现在摄食与味觉中枢均有

GABA及其受体分布, 在脑内的含量很高, 约为

单胺递质的1000倍以上, 分布以黑质、苍白球

最高, 下丘脑次之, 并证实GABA参与中枢对摄

食和味觉的调节. GABA是由谷氨酸在谷氨酸脱

羧酶(glutamic acid decarboxylase, GAD)的作用

下脱羧后形成, 如GABA合成过多也可负反馈抑

制GAD的合成. GABA脑内存在的形式有游离

的、疏松结合的和牢固结合的3种类型. GABA
经突触前膜释放入间隙后与突触后膜的受体结

合产生抑制性作用. GABA的释放是Ca2+依赖的

释放形式, 新合成的优先释放; GABA的摄取是

Na+和Cl-依赖的耗能过程. 生物体内突触间隙

GABA含量的维持主要依赖于γ-氨基丁酸转氨

酶(GABA-T). 约50%的中枢突触部位以GABA
作为传导递质, 通过其特异受体(GABAA、B、
C受体)的介导在控制神经元兴奋性方面发挥着

重要作用. A受体和C受体属于氯离子受体门控

通道超家族, B受体属G蛋白耦联受体超家族.  
(1)GABAA受体是GABA受体中最重要的一种, 
属氯离子受体门控通道, 是中枢神经系统内主

要的抑制性受体. 迄今为止, 已在哺乳类动物大

脑中发现20个GABAA受体亚基, 依据氨基酸序

列相似程度将亚基系列分为8个亚基族, 分别命

名为α1-6, β1-4, γ1-3, ρ1-3, δ1, ε1, π1和θ1[1]. A
受体广泛分布于中枢神经系统, 不同的亚型分

布有所不同, α1β2γ2组成的受体亚型在脑内含

量最高, 尤其是在海马和大脑皮质最丰富, 占全

部GABA受体的43%. 其次是α2β2γ2和α3β2γ2
亚型的占35%, 广泛分布于前脑尤其是海马和

纹状体, 也存在于脊髓运动神经元. A受体除拥

有苯二氮卓、巴比妥酸盐、神经甾醇等结合位

点之外[2], 还可被荷包牡丹碱(bicuculline)竞争

性抑制或被印防己毒素(picrotoxinin)非竞争性

抑制[3]. A受体是许多临床上广泛使用的神经药

物靶标, 如镇静剂安定类、抑制剂巴比妥类、

痉挛剂印防己毒素和麻醉剂神经固醇类等, 这
些药物与A受体上的相应位点结合, 通过改变受

体的构象来增强GABA对受体的作用, 参与镇

静效应、抗惊厥效应、抗焦虑效应、失忆效应

和肌肉松弛效应等. A受体的激动剂有完全激动

剂、部分激动剂和反向激动剂. 完全激动剂包

含两种类型, 一类与绝大多数的A受体亚型结

合产生最大的促GABA作用效应, 如muscimol
作用近似于GABA, 但比GABA强10倍; 还有临

床常用的苯二氮卓药, 安定、硝基安定等均可

与BD位点高亲和力地、稳定地结合. 另一类选

择性地对部分GABAA亚型产生这种效应, 故
又称为选择激动剂, 包括唑吡坦(zolpidem)、阿

吡坦(alpidem)和氟硝基安定(flunitrazepam)等. 
bicuculine为GABAA受体特异性拮抗剂; 印防己

®

■背景资料
GABA是一种抑
制性神经递质, 在
哺乳动物中枢神
经系统中广泛存
在. 近年来发现在
摄食与味觉中枢
均有GABA及其
受体分布, 并发现
GABA在调节动
物摄食行为和味
觉感知与调制中
发挥作用.
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毒素为不可逆的阻断剂. (2)GABAB受体主要分

布在脑神经元和脊髓的初级神经元以及交感神

经突触前末梢. 在大脑皮层、海马都有A, B受

体, 但在不同部位他们的密度不同; 同一神经元

不同部位A, B受体分布不同. 电生理研究提示存

在突触前和突触后两种不同的受体, 并且他们

似乎都与G-蛋白耦联. 与A受体不同, B受体不

受bicuculine, picrotaxin, 苯二氮卓和巴比妥的影

响, 低浓度三硝基甲苯和鸟苷酸可降低B受体的

亲和力. Heck et al [4]发现, GABA能突触形成前, 
在孤束核(nucleus of solitary tract, NST)有大量的

GABA, 并发现突触发育前B受体弥散分布, 当
突触形成后变为丛集分布. 随着发育过程, 突触

外标记的B受体减少, 但突触内标记增多. 氯苯

氨丁酸(baclofen)为B受体的选择性激动剂, 法克

罗芬(phaclofen)是B受体的竞争性拮抗剂, 5-高
香草酸(5-HVA)为非竞争性拮抗剂. (3)GABAC
受体结构与A受体相似, 也是一种氯离子受体门

控通道, 主要存在于视网膜和视觉通路参与视

觉功能调节. 

1  GABA对摄食行为的调节

G A B A在调节动物摄食的中枢机制中发挥作

用. GABAA和B受体共同表达于脑的许多部位, 
这两种受体配基产生许多相同的生物功能. 刺
激GABAA或B受体, 在许多动物增加摄食, 如: 
猪、大鼠等[5-8]. A受体存在于LH, 给大鼠下丘脑

中间区注射GABAA受体激动剂musimol促进摄

食, 给下丘脑外侧区注射抑制摄食; 但是应用A
受体竞争性拮抗剂bicuculine这种对摄食的影响

作用减轻, 提示下丘脑的GABAA受体参与食欲

调节[9-13]. 杏仁核存在低到高密度的GABA细胞

神经纤维、A受体和大量的GABA中间酶GAD, 
电刺激或损毁杏仁核通过与下丘脑有关部分

的突触联系影响摄食和饮水行为[14-15]. Minano 
et a l [16]发现, 给饱食和饥饿大鼠杏仁中央核注

射GABAA选择性受体激动剂musimol, 产生剂

量和时间依赖性摄食减少; 双侧注射的作用在

前2 h大于单侧注射的作用, 但是总的影响是相

同的; 杏仁中央核注射GABAA受体的拮抗剂

bicuculine显著阻断musimol的抑食作用, 这一发

现支持杏仁核参与摄食调制. 另外该研究组给

杏仁中央核注射GABAB受体的激动剂baclofen
后, 摄食无改变, 他们认为B受体不参与摄食行

为的调控. 但也有研究认为应用低剂量GABAB
激动剂baclofen可能通过降低有关饱感信号而增

加摄食[17]. 另外, Patel et al [18]应用GABAB受体拮

抗剂降低摄食行为, 如腹腔注射CG35348, 在高

剂量时才能阻断GABAB受体, 降低摄食; 低剂

量则无该作用. 最新的研究发现[19], B受体在削

弱迷走神经引起的摄食机制中发挥作用. 单独应

用B受体激动剂baclofen, 摄食和体质量无明显

改变, 但联合迷走神经刺激, 迷走神经的作用显

著降低, 同时leptin和血糖水平降低, 推测刺激迷

走神经可能通过增加迷走神经传出活动而引起

摄食行为改变和降低夜间摄食而降低体质量, 这
种作用可能部分被baclofen减弱, 提示GABAB受
体在削弱刺激迷走神经引起的摄食中发挥作用. 
GABAA和B受体激动剂注射入伏核和腹侧被盖

区刺激摄食的作用可被拮抗剂选择性阻断, 同时

拮抗剂也不同程度改变opioid引起的摄食效应. 
研究发现在伏核和腹侧被盖区调节禁食后短期

的摄食反应, 而且强烈参与调节脂质和糖蛋白的

摄入[20]. 大鼠轻度低蛋白饮食, LHA的GABA和

谷氨酸释放降低, 推测可能通过降低血中NO含

量, 来快速增加摄食和体质量[21]. 
雌雄大鼠腹腔注射musimol产生剂量依赖性

水摄入减少, 该作用可被预先应用bicuculine阻
断. 在双瓶条件性厌味实验中, musimol不产生

厌恶, 这提示musimol对摄水的抑制不是由用药

产生的不适引起的, 可能是通过GABA受体介导

的, 而且这种作用与动物的性别无关[22]. GABAA
受体有复杂的苯二氮卓异构体结合位点, 苯二氮

卓通过A受体作用影响GABA. 有趣的是, 前已

述及musimol抑制摄水, 而苯二氮卓类安定和去

甲羟安定增加禁水大鼠的摄水[23-24], 这可能是由

于musimol和苯二氮卓类激活不同的A受体, 而
引起对水的消耗的不同. 但也有证据表明苯二

氮卓不依赖于A受体发挥作用[25]. 另外, A受体的

功能也被类固醇类调节[2,26]. 应用B受体激动剂

baclofen可抑制饮水. 另外, 有研究提示A和B受
体有相互作用, 内源性GABA可能是通过其受体

亚型协同作用影响饮水[27]. Soderpalm et al [28]给大

鼠伏隔核壳部双侧注射GABAA激动剂muscimol
和吗啡均明显增加摄食, 但是相同部位注射安定

和速眠宁对摄食无影响. 推论GABA和阿片均可

能通过作用于伏隔核壳部促进摄食, 而苯二氮卓

类则可能通过作用于脑的其他部位增加摄食. 
下丘脑体质量调节系统在大鼠出生后的发

育关键期可根据当时的营养状态发生可塑性改

变. 早期的营养过量导致成年后易诱发体质量超

重和饮食过量. 研究发现, 室旁核的中小细胞被

■研发前沿
GABAA, B受体
共同表达于脑的
许 多 部 位 ,  给 大
鼠不同脑区注射
GABAA, B选择
性受体激动剂和
拮抗剂对摄食行
为产生促进和抑
制, 对味觉的感知
也产生影响, 但是
GABA具体是如
何影响摄食和味
觉, 其具体机制如
何, 有待进一步研
究.

■相关报道
已发现GABA及
其受体在与摄食
和味觉相关的脑
区均有分布, 应用
其激动剂和拮抗
剂可一定程度的
影响摄食行为和
味 觉 感 知 ,  同 时
GABA也和其他
一些摄食有关递
质发生相互作用.
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肥胖信号leptin和insulin显著活跃, 这些神经元

活跃后跟随的是能量消耗的增加. 应用GABAA
受体拮抗剂后leptin和insulin促进中小细胞活跃

的作用被减弱. 在超质量大鼠神经元对肥胖信

号的反应显著改变, 活跃的影响下降而抑制的

影响升高. 研究提示GABA中间神经元可能在持

续降低幼年过食大鼠肥胖信号的负反馈作用中

发挥影响[29].

2  GABA与调节摄食的有关物质的相互作用

2.1 NPY GABA为公认的NPY (neuropipetide Y, 
NPY)作用增强剂, Coppola et al [30]给成年♂大鼠

下丘脑室旁核单独注射NPY和musimol以及二

者联合应用, 均增加大鼠摄食. 联合用药的作用

大于单独应用, 提示GABA和NPY在促进摄食方

面有协同作用; 老年大鼠对NPY引起的增加摄

食的反应降低, musimol的促食作用也不明显, 而
且二者联合应用的作用不大于单独应用NPY, 这
可能与老年大鼠机体功能退化有关. 
2.2 阿片肽 伏隔核的内源性阿片肽介导摄食的

欣快感, 尤其是脂肪和糖摄入的调节. 伏隔核应

用m激动剂DAMGO强烈促进脂肪饮食摄入, 该
反应可被杏仁中央核和基底外侧核应用musci-
mol所完全阻断[31]. 给伏隔核注射GABAA, B受
体激动剂显著增加摄食, 而这种作用可被其拮

抗剂选择性阻断. 阿片受体拮抗剂纳络酮可降

低伏隔核应用musimol、腹侧被盖区(ventral teg-
mental aera, VTA)应用baclofen所引起的摄食作

用, 但不影响baclofen在壳部的作用. m、k或δ拮

抗剂在VTA和伏隔核壳部对GABAA和B受体激

动剂所引起的摄食作用影响不同, 提示不同阿

片受体亚型拮抗剂介导GABA受体亚型激动剂

在VTA和伏隔核壳部引起的摄食作用[32]. 另外有

研究发现B受体和阿片受体在VTA的共同表达, 
这作为免疫细胞化学的证据支持他们对摄食行

为的共同调节作用[33]. 
2.3 Hypocretin 是下丘脑的神经肽, 脑室应用后

可增加摄食, 已证实这种作用是通过GABA环路

起作用的, 其通过增加GABA的释放而实现的[34]. 
2.4 Orexin 为增食欲素, orexin神经元上存在

GABAa3受体亚型, 他们可能共同在调节摄食中

发挥功能[35-36]. 
2.5 a-MSH 是下丘脑强烈的抑制摄食和能量平

衡的因子, 系统应用后产生厌食和焦虑. 形态上

发现GABA能神经末稍与a-MSH有联系, 事先

应用GABA可反转a-MSH的抑制摄食作用. 应用

bicuculine则增加a-MSH的作用, 这提示a-MSH
引起焦虑和厌食是由于他在GABA能系统的负

性影响[5].  
2.6 AgRP 可刺激摄食和促进体质量增加, AgRP
神经元也表达为GABA和NPY阳性, 他们共同调

节摄食[37].

3  GABA在味觉感受与调制中的作用

GABA是参与味觉调制的代表性神经递质[38], 几
乎在所有的中间神经元表达[39-40], 其通过A, B受
体调节味觉[41]. GABA和谷氨酸均存在于支配味

蕾的神经纤维, 味觉新皮层脑片释放GABA和谷

氨酸, 目前认为二者是味觉新皮层的神经递质, 
参与调节摄食行为, 并提出GABA的释放可能部

分为Ca依赖的[42]. Obata et al [38]利用免疫印迹分

析GABA 3个转运体亚型GAT1、GAT2和GAT3, 
发现在舌部可见GAT2和GAT3的免疫反应带, 
GAT3仅见于含大量味蕾的轮状乳头上, GAT3
和GABA免疫反应均呈阳性只见于味蕾. 结果显

示味蕾存在GABA摄取系统, GABA通过GAT3
摄取GABA进入味觉细胞参与味觉感受. 在中枢

神经系统GAT1与重摄取位点有高的亲和力, 调
节GABA的转运. GAT1(-/-)小鼠降低对酒精的厌

恶和喜爱, 增加对奎宁的回避; GAT1(+/-)则显著

增加对酒精和糖精的摄入, 增加对酒精的奖赏

和喜好作用, 增加对酒精性饮料兴奋性的敏感

性[43]. 越来越多的免疫光镜和电镜研究资料表

明, GABA能神经元广泛存在于整个孤束核吻端

(rostral of nucleus of solitary tract, rNST)[44-46]和

臂旁核[47], 他们形态基本一致, 多为具有Golgi中
间神经元典型特征的小的卵圆形细胞. 1999年, 
Leonard et al [48]提出rNST内存在GABA能抑制

性网络. Smith et al [49]通过在体电生理研究发现

rNST内微注射GABA可导致rNST味觉神经元的

自发活动及诱发活动减弱, 且这种减弱与微注

射GABA间存在剂量依赖性关系; 而注射拮抗剂

bicuculine增加rNST味觉神经元的反应性, 还可

消除电刺激或化学刺激同侧脑岛皮层后对NST
味觉神经元的抑制[50-51]. 他们进一步证实味觉皮

层兴奋通过GABA抑制NST味觉传入活动、抑

制NST味觉细胞的自发和诱发活动. 大鼠离体脑

片全细胞记录也观察到bicuculine可使NST味觉

细胞活动增强[52]. 由此推断rNST内存在一个紧

张性GABA能抑制网络, NST味觉细胞持续处于

紧张性GABA能抑制状态, 并且这一GABA能调

制过程可能涉及A受体和B受体, 而A受体介导

■创新盘点
本文首次对GABA
在摄食调控和味
觉感知与调制中
的作用及其与相
关递质的相互作
用进行了广泛深
入的综述.
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的GABA能抑制可能起主导作用. GABAB受体

参与调节机体钙稳态和哺乳动物T1R味觉受体

活动[53]. 
伏隔核壳部的吻端注射musimol促进摄食

行为, 增加对正性条件和糖的的喜爱; 相反, 给
尾端注射则引起对负性刺激和糖、奎宁味觉刺

激的强烈躲避反应和厌恶反应, 提示GABA能

神经递质在伏隔核局部神经回路中调节摄食行

为及味觉[54]. GABA在腹侧苍白球参与摄入欣

快的正性味觉刺激, 在禁水大鼠, 腹侧苍白球注

射GABAA拮抗剂bicuculine选择性增加糖精溶

液的摄入[55]. 大鼠脑片记录发现应用GABA拮

抗剂bicuculine可部分或全部阻断PBN神经元对

GABA的反应, 推论GABA主要通过A受体作为

抑制性神经递质在PBN味觉和内脏区发挥作用, 
B受体可能也参与一定的反应[56]. Kang et al [57]发

现杏仁中央核注射A受体拮抗剂bicuculine, 味
觉神经元的自发反应及对4种基本味觉刺激溶

液的诱发反应均较前显著增高, 表明在正常情

况下臂旁核的这两种反应被杏仁中央核的下行

投射所抑制, 可能通过释放的内源性的GABA作

用于相应受体上改变动物对味觉刺激的鉴别能

力. CBM3神经元参与对不同味觉刺激拒绝摄食

的过程, 免疫化学实验证实CBM3神经元表现为

GABA免疫反应阳性, GABA可能在其中发挥着

重要作用[58]. GAD65在中枢合成GABA中起重要

作用, 用目标敲除GAD65基因, 基因敲除小鼠和

野生型小鼠对4种基本味觉溶液的喜爱和厌恶

无明显差别, 但基因敲除小鼠较野生型小鼠消

耗较少的蔗糖和奎宁混合物; 注射miadzdam(苯
二氮卓激动剂)增加野生型小鼠对100 mmol/L
蔗糖的饮用, 但是基因敲除小鼠无这种反应. 结
果提示GAD65产生的GABA不涉及基本味觉功

能, 如简单的味觉察觉和区分, 但是更复杂的味

觉信息处理过程, 如味觉混合物可口性可能由

GAD65介导合成的GABA来修正[59]. Abecarnil(苯
二氮卓受体激动剂)也能通过GABAA介导药物

对消化行为的影响, 选择性增加味觉可口性[60]. 
Midazolam(镇静药)能显著增加对钠溶液的舔食

次数[61]. 行为学实验强有力的证实地西泮的一个

主要作用是增强机体对正性欣快味觉和食物刺

激的评估, 从而表现为摄食增加[62]. 由GABAA
受体作用的苯二氮卓类通过增加对酒精的味觉

欣快性促进酒精摄入[63]. GABAA受体α1无效突

变降低酒精和糖精的消耗, 增加对酒精的厌恶, 
β2无效突变降低糖精、奎宁消耗, 对酒精无影

响[64]. 
总之, 可以看出GABA在调制摄食和味觉方

面发挥着重要的作用, 这种作用依中枢结构或

部位的不同而有所不同, 这可能涉及更为复杂

的机制. 另外, 目前尚不清楚GABA各类受体激

动剂和拮抗剂的确切作用部位及各类受体间的

相互作用, 这些都是值得深入研究的问题. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of composite 
Gan’aining (CGN) on the growth and alpha-
fetoprotein (AFP) secretion of human hepatoma 
cells.

METHODS: Mice bearing human hepatoma 
were treated with CGN (10, 5, and 2.5 g/kg per 
day), and the tumor growth was observed. In 
vitro inhibitory effect of CGN (45 g/L) was de-
tected by MTT assay, and the secretion of AFP 
was measured by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA).

RESULTS: CGN inhibited the growth of the 
transplanted hepatoma in a dose-dependent 

manner (r = 10, P < 0.01), and the tumor inhibi-
tion rate was 54.5% (P < 0.01) when 10 g/kg 
CGN was used. In comparison with that in the 
controls, the growth of HepG2 cells was signifi-
cantly inhibited at 4, 5 and 6 d (7.0 ± 1.3 vs 10.3 ± 
0.9, P < 0.05; 12.1 ± 0.4 vs 21.3 ± 0.9, P < 0.01; 15.2 
± 0.3 vs 45.6 ± 0.6, P < 0.01), and the secretion of 
AFP was decreased (39.6 ± 1 vs 54.5 ± 3; 20.8 ± 2 
vs 45.6 ± 4; 18.5 ± 2 vs 40.2 ± 3; all P < 0.01).

CONCLUSION: CGN can inhibit the growth of 
hepatoma cells HepG2 in vitro and in vivo, and 
also decrease AFP secretion of HepG2 cells.

Key Words: Composite Gan’aining ; Liver cancer; 
Alpha-fetoprotein

Yuan DS, Wang XH, Liu DH, Zhu CP, Shi L. Inhibitory 
effect of composite Gan’aining on growth and alpha-
fetoprotein secretion of human hepatoma cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(19):1912-1915

摘要
目的: 研究中药复方肝癌宁对人肝癌细胞体
内、外生长及其对甲胎蛋白(AFP)分泌的影响. 

方法: 以小鼠移植人肝癌模型观察药物(每天
10, 5, 2.5 g/kg)的体内抗肝癌作用. 以MTT法
测定复方肝癌宁(45 g/L)的体外抗肝癌活性, 
以ELISA检测AFP分泌量. 

结果: 10 g/kg对小鼠移植人肝癌HepG2移植
瘤的生长有明显抑制作用, 抑瘤率为54.5% 
(P <0.01), 且呈量效关系(r  = 10, P <0.01). 与空
白对照组相比, 复方肝癌宁45 g/L作用4, 5, 6 d
时体外培养的人肝癌HepG2细胞株的生长明
显抑制(7.0±1.3 vs  10.3±0.9, P <0.05; 12.1±
0.4 vs  21.3±0.9, P <0.01; 15.2±0.3 vs  45.6±
0.6, P <0.01), AFP分泌量也明显减少(39.6±
1 vs  54.5±3; 20.8±2 vs  45.6±4; 18.5±2 vs  
40.2±3; 均P <0.01).

结论:  中药复方肝癌宁能明显的抑制肝癌
HepG2细胞生长及AFP分泌水平.

关键词: 复方肝癌宁; 肝肿瘤; 甲胎蛋白

®

■背景资料
肿瘤细胞的无限
制增殖造成人体
的损伤, 甲胎蛋白
(AFP)是肝癌的主
要血清学标志物. 
因此, 观察中药抗
肝癌活性时, 检测
药物的抑瘤作用
以及对肝癌细胞
分泌AFP的抑制
作用, 是肝脏肿瘤
的基础和临床研
究中的重要研究
方法.
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0  引言

中药复方肝癌宁临床上应用于治疗肝癌, 对抑

制肿瘤生长, 延缓肿瘤患者生命有很好的疗效. 
体外实验研究表明, 复方肝癌宁具有很好的抑

制HBsAg、HBeAg分泌和显著的抗HBV作用[1]. 
我们从复方肝癌宁体内对小鼠肝癌HepG2移植

瘤的抑制作用以及体外抑制人肝癌HepG2细胞

生长、降低AFP分泌水平方面再作进一步研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 分别称取叶下珠50 g、青蒿50 g、云

芝40 g、广豆根20 g、莪术20 g、菟丝子40 g. 
上述药材使用地道药材, 从本地医药公司购买, 
经本校中药鉴定教研室鉴定. 实验用水煎剂, 将
叶下珠、青蒿、云芝、广豆根、莪术、菟丝子

按上述药量置陶器内加水1 L浸泡1 h后煎煮, 
沸后1 h取出药液, 药渣再加水1 L煎煮1 h, 将
2次药液混合后浓缩成1000 g/L浓度(即溶液内

含生药1 g)的药液, 用双层纱布过滤后4℃冰箱

保存备用, 实验时稀释成所需浓度. 环磷酰胺

(CTX), 上海华联制药有限公司生产; DMEM, 
Hanms F12培养基干粉, 美国Giaco公司产品; 小
牛血清, MTT, Sigma产品; AFP酶联免疫测定试

剂盒, 华美公司产品. 选用NIH小鼠, 4-5周龄, 体
质量18-22 g, 雌雄各半, 由本校实验动物中心提

供. 小鼠肝癌HepG2细胞株由中山大学肿瘤研究

所引进, 具有很强的分泌AFP的生物学特性[2].
1.2 方法 

1.2.1 复方肝癌宁对小鼠肝癌HepG2移植瘤的作

用 取HepG2瘤性腹水传代, 以Hanks液1∶3稀
释, 细胞计数, 约含3×109个细胞/L, 每只小鼠腋

下接种0.2 mL. 将50只小鼠随机分成5组, 每组

10只: 药物高剂量组、药物中剂量组、药物低

剂量组、空白对照组、环磷酰胺组. 均行腋下

接种HepG2瘤性腹水液, 24 h后, 药物组按每日

10 g, 5, 2.5 g/kg三组灌胃中药复方制剂, 环磷

酰胺组75 mg/kg, 对照组生理盐水灌胃. 连续给

药7 d, 停药后24 h处死小鼠取瘤, 测量鼠质量

和瘤体质量, 计算平均值, 并计算肿瘤抑制率.
1.2.2 复方肝癌宁对肿瘤细胞生长的影响 细胞

株置在无菌及含150 mL/L小牛血清的DMEM培

养液中, 2 d更换1次培养液; 当细胞长到茂密时, 
用2.5 g/L胰酶消化传代. 设空白对照组和复方

肝癌宁组, 观察不同浓度复方肝癌宁对HepG2细

胞生长的影响.
1.2.3 复方肝癌宁对HepG2细胞AFP分泌量的影

响 AFP含量采用ELISA方法检测. 接种1×107/L
细胞于24孔培养板中, 设空白对照组和复方肝

癌宁组(药物浓度为45 g/L). 培养液每24 h更换

1次, 每天收集细胞上清液, 测定细胞24 h的AFP
分泌量, 结果换算成μg/细胞单位. 具体步骤按照

试剂盒说明书操作.
统计学处理 肿瘤抑制率采用方差分析、t

检验进行比较分析; MTT法和ELISA法统计采用

两组标本计量资料的t检验方法.

2  结果

2.1 对小鼠HepG2肝癌移植瘤的抑制作用 复方肝

癌宁对人肝癌细胞移植瘤的抑制率(54.5%)不及

环磷酰胺(69.8%), 但复方肝癌宁高、中、低剂

量组实验动物体质量增加(9.5%), 环磷酰胺组实

验动物体质量减少(9%); 复方肝癌宁高、中、

低剂量组与抑制率呈量效关系(表1). 
2.2 体外对人肝癌细胞生长的影响 应用不同浓

度的复方肝癌宁作用于人肝癌HepG2细胞, 发现

当浓度为45 g/L时, 对肝癌细胞生长产生明显的

抑制作用. 在接种后第6天, 用药组细胞为对照组

的1/3(表2).
2.3 复方肝癌宁对人肝癌细胞AFP分泌量的影

响 复方肝癌宁在45 g/L对人肝癌HepG2细胞生

长产生明显的抑制作用, 但细胞形态的改变不

明显, 因此选择此浓度观察对人肝癌HepG2细胞

AFP分泌的影响(表2).

3  讨论

目前, 关于中药复方治疗肝癌的实验研究, 主要

从直接抑制肝癌细胞增长 [3 -6 ]、调节免疫功

能[7-10]、诱导肝癌细胞凋亡和分化[11-15]、对肝癌

基因的表达[16-17]以及抑制肝癌前病变[18-21]等几方

面进行. 复方肝癌宁为纯中药复方制剂, 由叶下

珠、青蒿、云芝、广豆根、莪术、菟丝子等组

成. 研究表明该复方药物青蒿[22-23]、莪术[24-25]、

叶下珠[26]、广豆根[27-31]、云芝[32]等均有较好的

抗肝癌作用. 前期研究表明, 我们发现复方肝癌

宁在浓度为10 g/kg时对人肝癌HepG2移植瘤的

抑制率为54.5%, 且呈量效关系. AFP是肝癌细胞

分泌的最具特征性的癌胚抗原, 在临床上作为

■创新盘点
目前, 关于中药复
方治疗肝癌的实
验 研 究 ,  主 要 从
直接抑制肝癌细
胞增长、调节免
疫功能、诱导肝
癌细胞凋亡和分
化、对肝癌基因
的表达以及抑制
肝癌前病变等几
方面进行. AFP是
肝癌细胞分泌的
最具特征性的癌
胚抗原AFP对人
肝癌HepG 2细胞
亦有促生长作用. 
本研究从观察药
物对肝癌HepG 2

细胞分泌AFP的
抑制作用着手, 为
中药复方肝癌宁
的抗肝癌活性的
机制和进一步临
床治疗奠定了基
础.
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原发性肝癌诊断的重要生化指标. AFP对人肝癌

HepG2细胞亦有促生长作用[33], 能明显促进小鼠

肝癌H22细胞及艾氏腹水瘤(EAC)细胞在体外的

生长[34], 复方肝癌宁在体外具有抗肝癌活性, 抑
制肝癌细胞生长, 与其对AFP的选择性抑制作用

以及诱导细胞凋亡[35]有关; 在体内具有较强的

抗肝癌活性, 除与降低AFP分泌水平有关外, 还
与其全身作用有关. 至于是否与抑制AFP基因

表达, 拮抗AFP对人肝癌HepG2细胞的促进作用, 
有待进一步研究.  
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表  1  复方肝癌宁对小鼠HepG2肝癌移植瘤的抑制作用

分组	 剂量[g/(kg·d)]    治疗前鼠质量(g)     治疗后鼠质量(g)    瘤质量(mean±SD, g)   抑瘤率(%)

生理盐水        0.2 mL                   20.2                        22.0                 2.336±0.434

CTX                0.075                     20.5                        18.5                 0.706±0.387a           69.8

药物高          10                            21.0                        22.0                 1.064±0.523a           54.5

药物中            5                            21.7                        22.4                 1.584±0.502a           32.2

药物低            2.5                         20.5                        21.6                 1.968±0.387b           15.8

aP<0.05, bP<0.01 vs  生理盐水组.

     

表  2  复方肝癌宁(45 g/L)对人肝癌HepG2细胞生长的影响 (mean±SD)

	                       肝癌HepG2细胞生长                                AFP分泌量

                                 空白对照组       复方肝癌宁           空白对照组       复方肝癌宁

1                              2.2±0.6          1.9±0.4                58.6±2           51.2±2

2                              1.5±0.5          1.7±0.3                96.4±1           40.1±1b

3                              5.5±2.3          3.2±1.5                51.5±1           38.3±2b

4                            10.3±0.9          7.0±1.3a               54.5±3           39.6±1b

5                            21.3±0.9        12.1±0.4b               45.6±4           20.8±2b

6                            45.6±0.6        15.2±0.3b               40.2±3           18.5±2b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

药物作用天数
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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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Abstract
AIM: To investigate the effect of rapamycin 
(RPM) on the expression of high-mobility 
group box 1 (HMGB1) in rats with acute liver 
injury (ALI) by inhibiting Janus kinase/signal 
transducer and activator of transcription 
pathway.

METHODS: Wistar rats were randomly divided 
into normal control group (n = 30), ALI group 
(n = 30) and RPM treatment group (n = 30). ALI 
was induced by intraperitoneal administration 
of D-Galactosamine/lipopolysaccharide (D-
Galn/LPS). The animals in each group were 
sacrificed at different time points to collect the 
blood and hepatic tissue samples for the detec-

tion of alanine aminotransferase (ALT) level and 
HMGB1 expression, respectively.

RESULTS: In comparison with that in the nor-
mal controls (1.00 ± 0.02), HMGB1 expression 
was significantly increased in liver tissues 24, 
48 and 72 h after ALI (3.12 ± 0.06, 3.9 ± 0.08, 2.83 
± 0.04, respectively, t = 16.01, 3.86, 10.46, all P 
< 0.01), and serum ALT levels were markedly 
elevated. The expression of HMGB1 in liver tis-
sues was dramatically inhibited 24, 48 and 72 h 
after RPM treatment as compared with that in 
ALI group (1.67 ± 0.05 vs 3.12 ± 0.06; 1.93 ± 0.06 
vs 3.9 ± 0.08; 1.47 ± 0.04 vs 2.83 ± 0.04; t = 20.11, 
41.90, 26.02, all P < 0.01). In addition, serum 
ALT levels were also markedly reduced during 
24-72 h after RPM treatment (P < 0.01). HMGB1 
expression was positively correlated with ALT 
level (r = 0.741, P < 0.01).

CONCLUSION: The activation of JAK/STAT 
pathway may be involved in the up-regulation 
of HMGB1 expression in ALI. RPM treatment 
can markedly down-regulates HMGB1 expres-
sion and attenuates ALI.

Key Words: High-mobility group box 1; JAK/STAT; 
Acute Liver Injury; Rapamycin

Zhang Y, Zhao ZF, Han DW, Wang F, Xu RL, Liu MS. 
Rapamycin-induced inhibition of Janus kinase/signal 
transducer and activator of transcription pathway 
affects expression of high-mobility group box 1 in rats 
with acute liver injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(19):1916-1920

摘要
目的: 探讨雷帕霉素抑制JAK/STAT通路对急
性肝损伤大鼠肝组织HMGB1表达的影响. 

方法: 采用D-Galn/LPS复制急性肝损伤(ALI)
模型. 大鼠随机分为正常对照组(n  = 30)、ALI
组(n  = 30)、STAT抑制剂雷帕霉素(RPM)处
理组(n  = 30). 用Western blot方法测定肝组织
HMGB1蛋白, 全自动生化分析仪测定肝功能

®

■背景资料
近年的研究发现,
内毒素和细胞因
子等刺激巨噬细
胞时, HMGB1这
种 能 对 D N A 重
组、修复、复制
和基因转录起重
要作用的核内结
构蛋白会被释放
到胞外, 介导炎症
反应. JAK/STAT
通路是多种细胞
因子发挥作用的
重 要 信 号 通 路 . 
HMGB1是否通过
JAK/STAT通路参
与急性肝损伤病
理过程目前尚不
完全清楚.



张芸, 等. 雷帕霉素抑制JAK/STAT通路对急性肝损伤大鼠肝组织HMGB1表达的影响                                                      1917

www.wjgnet.com

指标. 

结果: 与正常对照组HMGB1表达水平(1.00±
0.02)相比, ALI组24-72 h HMGB1表达显著升
高(3.12±0.06, 3.9±0.08, 2.83±0.04, t值分别
为16.01, 3.86, 10.46, 均P <0.01), 血清丙氨酸
转氨酶(ALT)6和24 h有两个峰值, 且24 h峰值
高于6 h. 与ALI组相比, RPM预处理组24-72 h 
HMGB1蛋白表达均显著抑制(1.67±0.05 vs  
3.12±0.06; 1.93±0.06 vs  3.9±0.08; 1.47±
0.04 vs  2.83±0.04; t 值分别为20.11, 41.90, 
26.02, 均P <0.01), ALT在24, 48, 72 h也均有不
同程度下降(P <0.01). ALT与HMGB1呈正相关
(r  = 0.741, P <0.01).

结论: 抑制JAK/STAT可明显下调肝组织中
HMGB1蛋白表达, 并有助于减轻D-Galn/LPS
所致的急性肝损伤.

关键词: 高迁移率族蛋白B1; JAK/STAT; 急性肝损

伤; 雷帕霉素
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0  引言

高迁移率族蛋白B1(HMGB1)细胞外释放可作为

炎症介质参与炎症反应和组织损伤过程[1-4]. 研
究表明, 虽然HMGB1与多种细胞膜上的RAGE
受体有较高的亲和力 [5], 但也可以通过TLR2, 
TLR4等受体通路参与对炎症因子转录和表达[6-7]. 
Li et al [8]与Wang et al [9]发现, 在严重烧伤、烫伤

后并发金黄色葡萄球菌感染和腹腔感染所致的

大鼠肝脏等器官损伤时, HMGB1可以在转录

水平上上调. 并证明了Janus激酶/信号转导和转

录激活因子(JAK/STAT)通路与肝组织HMGB1 
mRNA 上调有关. Tsung et al [10]在研究肝组织缺

血/再灌注时发现肝组织HMGB1表达增强, 但原

发性肝损伤动物HMGB1蛋白表达水平及JAK/
STAT通路的作用尚不清楚. 我们观察D-Galn/
LPS介导的大鼠急性肝损伤时, HMGB1在蛋白

表达水平的变化以及JAK/STAT抑制剂——雷帕

霉素(RPM)对HMGB1表达和肝损伤的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 雌雄各半的清洁级Wistar大鼠90只, 
180-220 g(山西医科大学动物实验中心提供), 

随机分为3组: (1)急性肝损伤组(ALI组, n = 30): 
动物在禁食12 h后同时ip 700 mg/kg D-氨基半

乳糖(重庆医科大学生物化学工程学院)和5 μg/kg
内毒素(S igma公司); (2)STAT3抑制剂——雷

帕霉素(天津新美科技开发有限公司)干预组

(RPM组, n = 30): 于建模前1 h sc雷帕霉素溶液

0.6 mg/kg (1 mL); (3)正常组(N组, n = 30): 在相

应建模时间点ip等量生理盐水. 各组动物分别于

3, 6, 12, 24, 48, 72 h随机取5只动物, 10 g/L的
戊巴比妥钠麻醉后, 腹主动脉采血, 加入抑肽酶

1 mU/L, 离心将血清分装保存-70℃待检测, 并
留取肝组织. 一部分肝组织用40 g/L甲醛固定

做HE染色, 另一部分冻存在-70℃用于肝组织

HMGB1的检测.
1.2 方法 

1.2.1 肝组织HMGB1含量检测 Western blot检测

按参考文献[11]操作, 称取各时间点的肝组织

100 mg, 于全细胞裂解液中匀浆, 超声处理提

取肝组织中的总蛋白, 并测定蛋白浓度, 每个样

品取50 mg蛋白以2×上样缓冲液煮沸5 min. 
将样品以120 g/L的聚丙烯酰胺凝胶电泳, 并电

转移至硝酸纤维素膜上. 50 g/L脱脂奶粉封闭

过夜后, 加入1∶1000稀释的小鼠抗人HMGB1 

mAb(英国Abcam公司), 4℃过夜, TBS洗膜后, 加
入1∶1000稀释的碱性磷酸酶标记的山羊抗小鼠

抗体(美国Sigma公司), 室温孵育2 h, TBS洗膜

后, BCIP/NBT显色. M r 30 000处显色条带强弱, 
用Image-Pro Plus 5.0凝胶成像分析系统半定量

分析, 以显色条带总光密度值(integrated optical 
density, IOD)表示HMGB1含量. 
1.2.2 肝组织病理检查和血浆ALT测定 使用7170
自动生化分析仪测定各实验组血清丙氨酸转氨

酶(ALT)水平. 将组织于40 g/L甲醛固定, 石蜡包

埋, 5 μm切片, HE染色, 光镜下观察组织形态学

变化.
统计学处理 采用SPSS 13.0软件包分析, 所

有实验数据均采用mean±SD表示, P <0.05为差

异有显著性.

2  结果

2.1 肝组织病理学变化 正常动物肝组织HE染色

显示肝小叶结构完整, 无肝细胞变性坏死. ALI
组: 6 h后有炎细胞浸润和小片状坏死; 24 h后
有大片状肝细胞坏死和肝窦内大量充血, 肝细胞

边界模糊; 48 h后肝细胞坏死更加明显, 弥漫性

炎细胞浸润; 72 h后肝组织发生大块状坏死, 纤

■研发前沿
目前研究已证实
HMGB1是一种重
要的晚期细胞因
子, HMGB1与炎
症关系密切, 有可
能成为炎症病情
预测的重要指标
及临床治疗的重
要靶点 .  炎症时 , 
抑制HMGB1的表
达可减轻组织的
炎症反应, 提高动
物的生存率. 因此
有关调节HMGB1
表达的信号通路
及阻断药物是国
内外学者关注的
热点.
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维网状支架塌陷. RPM组: 48 h肝细胞发生明显

的气球样变, 弥漫性炎细胞浸润; 72 h肝组织病

变也比相应ALI组减轻. 
2.2 血清丙氨酸转氨酶水平 正常组各时间点的

ALT值无显著性差别. ALI组大鼠ALT在3 h开
始升高, 6和24 h出现2个高峰, 24 h出现的峰

值明显高于6 h的峰值(P <0.05, P <0.01), 直到

72 h ALT水平仍处于高水平. RPM组大鼠ALT
在3-24 h之间总的变化趋势与ALI组一致, 但
24-72 h ALT水平显著下降, 明显低于ALI组
(P <0.01, 表1).
2.3 肝组织HMGB1时相变化 Western blot检测

结果成像分析 ,  因正常大鼠肝组织中可检测

到一定量的H M G B1, 所以检测样本H M G B1
蛋白相对表达量按如下公式计算: HMGB1蛋
白相对表达量 = 各时间点HMGB1带的IOD值

/正常组HMGB1带IOD值. ALI组大鼠肝组织

HMGB1水平在建模后6, 12 h与正常组比较差

异无显著性(P >0.05); 与RPM组比较也无统计

学差异(P >0.05). 建模24 h后, ALI组大鼠肝组

织HMGB1表达量明显升高(3.12±0.06), 至48, 
72 h仍维持较高水平(3.9±0.08, 2.83±0.04), 显
著高于正常水平(P <0.01). 而RPM组大鼠肝组织

的HMGB1含量24, 48, 72 h明显低于ALI组(1.67
±0.05, 1.93±0.06, 1.47±0.04, P <0.01, 图1). 对
6只72 h正常组以及ALI组和RPM组各时间点的

动物标本的ALT和HMGB1相对含量进行相关性

分析(图2). 结果表明, ALT与HMGB1呈正相关(r 
= 0.741, P <0.01).

3  讨论

既往认为, 早期炎症因子是引起机体失控性炎

症反应、组织损伤的关键介质, 但早期炎症因

子在体内持续时间很短, 因此人们推测在这些

细胞因子下游可能还存在其他细胞因子参与炎

症反应. 近期研究表明, 细胞外的HMGB1是内

毒素血症和脓毒症时的一种晚期炎症因子[12-13], 

也是细胞受损、细胞死亡过程中诱导免疫应答

的关键信号[14]. HMGB1特异性抗体或拮抗物对

内毒素血症和脓毒症动物具有明显的保护作

用[15-17]. 然而, HMGB1是否在急性肝损伤中起作

用尚不清楚. 我们的研究发现, 在Galn/LPS诱导

的急性肝损伤时, 肝组织中HMGB1蛋白表达明

显增强, 并且与肝损伤程度一致, 提示HMGB1
在Galn/LPS所致的急性肝损伤病理生理过程

中发挥作用. 实验结果还表明, 预先给实验动

物sc STAT3抑制剂——雷帕霉素(RPM), 可以

明显抑制实验动物在24, 48, 72 h HMGB1蛋白

的表达(P <0.01), 并相应的减轻肝组织损伤, 明
显降低血清ALT水平(P <0.01). ALT与HMGB1
的相关性分析表明两者呈正相关(r = 0.741, 
P <0.01). 进一步证明, HMGB1作为炎症级联反

■创新盘点
本 实 验 研 究 了
H M G B 1 在 急
性 肝 损 伤 模 型
(ALI)肝组织中的
动 态 变 化 ,  并 用
J A K / S TAT 抑制
剂雷帕霉素减少
了 A L I 动物肝组
织 H M G B 1 的 表
达 ,  减 轻 了 肝 损
伤. 说明HMGB1
参与了 A L I 的病
理生理过程, 而且
HMGB1表达可通
过JAK/STAT信号
通路进行调节.

图  1  肝组织HMGB1时相变化比较. bP<0.01 vs  N; dP<0.01 vs  

ALI.

■应用要点
HMGB1是一种晚
期炎症介质, 他在
炎症中具有出现
晚, 持续时间长的
特点. 以HMGB1
为靶点的抗肝损
伤治疗扩大了治
疗 窗 口 期 ;  阻 断
JAK/STAT通路的
药物研究为抗炎
治疗提供新的思
路.

     

表  1  ALI大鼠血清ALT水平变化 (mean±SD, nkat/L, n  = 5)

分组	           3	                           6	                     12                              24	                  48	                 72

正常	   340±77                 356±79	             346±78	           387±85	           356±71	         393±71

ALI	 1962±228b         14 312±760b         4371±397b         42 890±1025b         20 306±873b         14 114±794b 

RPM	 1689±168             7499±504d         3485±301d            3078±159d 	           697±79d 	       4853±442d

bP<0.01 vs  正常; dP<0.01 vs  ALI.
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图  2  ALT和HMGB1相对含量进行相关性分析.
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应(inflammatory cascade)的下游细胞因子在介导

进一步肝损伤中的作用. 
JAK/STAT信号通路激活不仅广泛参与细

胞应激、生长、分化、凋亡等多种生物学过

程 ,  而且参与了多种重要致炎/抗炎因子的信

号转导及调控过程. JAK有4个成员, STAT主要

有7个成员, 其中STAT3与炎症因子IFN-γ, IL-1, 
IL-6, IL-10, IL-4关系密切[18-20]. 而HMGB1又与

TNF-α, IFN-γ等早期细胞因子可以相互诱生[21-22]. 
RPM是一种大环内酯类抗生素和免疫抑制剂, 
其结构与FK-506相似, 能通过阻断STAT3 727位
丝氨酸的磷酸化, 从而抑制STAT3活化和核转

位, 进一步下调细胞因子的诱生及病理生理效

应[23]. 因此, 本实验中应用的RPM至少可能通过

以下途径发挥对Galn/LPS诱导的大鼠急性肝损

伤的保护作用: (1)通过抑制JAK/STAT通路, 下
调HMGB1蛋白的过度表达[24], 从而减轻其毒性

和致炎作用; (2)通过抑制STAT3的活化, 降低

TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-6等炎症因子的合成与释

放[25], 从而减轻肝组织炎症反应和损伤, 其进一

步的机制尚不清楚. 
H M G B1作为一种晚期炎症介质具有与

TNF-α等重要炎症介质同等重要的促炎作用[26-28]. 
但值得指出的是, HMGB1与早期促炎细胞因

子相比具有出现晚, 且持续时间长的特点. 因
此, HMGB1拮抗物以及抑制其表达和释放药物

能扩大抗炎治疗的窗口期, 为有效阻断炎症级

联反应(inflammatory cascade)和有效缓解炎症

反应提供了靶点和时机. 另外, HMGB1可以通

过两种途径释放到细胞外. 肝组织中存在大量

可表达HMGB1的巨噬细胞、内皮细胞、中性

粒细胞等, 在急性肝损伤时, 既可以由坏死的肝

细胞释放HMGB1, 也可以由激活的炎细胞等释

放. Galn/LPS介导的急性肝损伤实验动物肝组织

HMGB1蛋白表达增加, 是以炎细胞激活主动分

泌增加为主, 还是有坏死细胞被动释放为主有

待进一步研究.  
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• 消息 •

《世界华人消化杂志》、《世界胃肠病学杂志》
2004年度的影响因子分别位居1608种中国科技

论文统计源期刊中第14位和4位

      根据由中国科学技术信息研究所完成的“2004年度中国科技论文统计与分析结果”, 在收录的1608种中国

科技论文统计源期刊中, 总被引频次平均值433.61次/刊, 影响因子平均值0.386.

《世界华人消化杂志》的总被引频次为3353, 位居1608种中国科技论文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 

28种期刊的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为1.769, 位居1608种中国科技论文统计源期刊的第14位, 

内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比0.30, 地区分布数28, 基金

论文比0.43, 国际论文比0.01.

《World Journal of Gastroenterology (世界胃肠病学杂志)》的总被引频次为4127, 位居1608种中国科技论文

统计源期刊的第3位, 内科医学类, 28种期刊的第1位.《World Journal of Gastroenterology (世界胃肠病学杂志)》

的影响因子为2.654, 位居1608种中国科技论文统计源期刊的第4位, 内科医学类,  28种期刊的第1位.《World 

Journal of Gastroenterology (世界胃肠病学杂志)》的即年指标0.399, 他引总引比0.58, 地区分布数27, 基金论文

比0.52, 国际论文比0.26.
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Abstract
AIM: To investigate the role of mutation at site 
1896 in hepatitis B virus (HBV) precore region 
in the pathogenesis of chronic severe hepatitis 
B and its influence on the immune response of 
patients.

METHODS: The production of interferon-γ 
(IFN-γ) and interleukin-4 (IL-4) by Th1/Th2 and 
Tc1/Tc2 cells in the peripheral blood from 31 
patients with chronic heavy hepatitis were as-
sessed by flow cytometry. The serum concentra-
tion of IL-4 and IFN-γ were examined by solid-
phase sandwich enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). HBV DNA was amplified by 
nested polymerase chain reaction and the pre-
core/core fragment was directly sequenced.

RESULTS: The mutation at site 1896 in HBV 
precore region appeared in 8 of 31 (25.8%) pa-
tients with chronic severe hepatitis. Of the 8 pa-
tients, 4 (50%) were confirmed with the mutation 

at site 1913. However, of the 23 patients without 
the mutation at site 1896, 1 case was detected 
with the mutation at site 1913. The level of Tc1 
was significantly higher in the patients with 
G1896A mutation than that in those without 
G1896A mutation (t = 2.407, P = 0.023). The lev-
els of serum IFN-γ and IL-4 were not markedly 
different between the patients with and without 
G1896A mutation (P > 0.05). The mortality rate 
was also similar between the two groups.

CONCLUSION: Tc1 level is significantly en-
hanced due to G1896A mutation and plays an 
important role in the pathogenesis of chronic 
severe hepatitis B.

Key Words: Percore gene; Mutation; Chronic severe 
hepatitis B; Immune response

Huang LH, Jiang YM, Dai YX. Influence of mutation in 
hepatitis B virus precore region on immune response of 
patients with chronic severe hepatitis B. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(19):1921-1923

摘要
目的: 分析乙型肝炎病毒(HBV)前C区G1896A
变异对慢性重型乙型肝炎(慢重肝)发病及免
疫应答的影响. 

方法: 流式细胞仪检测31例慢重肝患者外周
血细胞胞内细胞因子IFN-γ, IL-4的百分率; 测
定Th1, Th2, Tc1, Tc2; 固相夹心法酶联免疫吸
附试验检测其血清IL-4, IFN-γ的水平; 套式聚
合酶链反应扩增HBV DNA前C/C基因并作序
列分析. 

结果: 在31例患者中8例(25.8%)发生G1896A
变异, 8例G1896A变异株中4例(50%)出现1913
位联合变异, 而23例野毒株仅1例(4.3%)出现
C1913A变异; G1896A变异株Tc1水平显著高
于野毒株(P  = 0.023, t  = 2.407); G1896A变异
株与野毒株相比IL-4, IFN-γ水平无显著性差
异(P >0.05); 变异株与野毒株2组死亡率无显
著性差异(P >0.05).

结论: G1896A变异能显著增强Tc1水平, 后者
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■背景资料
国内外对乙型重
型肝炎肝细胞损
伤机制的研究主
要集中在HBV基
因变异及机体免
疫异常两方面. 基
因变异的乙型肝
炎病毒可能通过
各种途径刺激机
体的免疫系统, 使
免疫细胞活化, 并
释放细胞因子, 导
致肝细胞损伤, 与
重型肝炎的发生
密切相关.

■研发前沿
重型肝炎病毒热
点变异主要集中
在前C区1896位
的 终 止 变 异 .  目
前 研 究 热 点 为 :  
1896位的终止变
异与重型肝炎的
关系, 基因变异加
重肝脏损害的机
制, 病毒基因其他
位点的变异, 重型
肝炎的不同阶段
机体细胞免疫的
特点以及细胞因
子的表达程度及
基因和免疫治疗
的策略.



在慢重肝发病中起重要作用.

关键词: 前C基因; 变异; 慢性重型乙型肝炎; 免疫

应答
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0  引言

HBV前C区基因变异最常见于nt 1896位. 发生

G1896A变异后, HBeAg表达终止, 但HBV仍可

继续复制, 形成持续的病毒血症. 有研究提示, 
G1896A终止变异与重型乙型肝炎的发生有关[1-3]. 
为此, 我们就G1896A变异对慢重肝发病及免疫

应答的影响作研究如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-11/2003-12住院的慢重肝患者31
例, 女7例, 男24例, 平均年龄45.9±10.9岁. 诊断

符合2000年全国第十次病毒性肝炎修订的诊断

标准. 标本采清晨空腹肘静脉血10 mL, 2 h内分

离血清待检. CD3/CD4/CD8、鼠抗人IFN-γ/IL-4、
溶血剂、破膜剂由法国Immunotech提供, 流式

细胞仪系Benkman Coulter 3XL. IL-4和IFN-γ
检测试剂盒购自法国Diaclone research公司, 用
奥地利TECAN公司的全自动酶标分析仪分析. 
dNTP和Taq酶由Promega公司提供, 末段荧光标

记测序试剂盒系PE公司提供, QIAquick纯化柱

系德国Giagen公司提供, 所有试剂均委托上海

生工生物有限公司购买. ASAP测序软件由美国

Biotronics公司提供.
1.2 方法 

1.2.1 Th1/Th2/Tc1/Tc2检测 静脉血2 mL, 肝
素抗凝, 取100 μL按1∶1加入1640培养基, 混
匀, 加入刺激剂PMA和Ionomycin, 使其终浓度

分别为25 μg/L和1 mg/L, 同时加入终浓度为

10 mg/L的抑制剂Monensin; 未刺激对照则只加

Monensin, 不加刺激剂, 混匀后在37℃ 50 mL/L 
CO2培养箱中培养4 h, 以CD3, CD4, CD8, IFN-g, 
IL-4标记细胞膜表面抗原和细胞内细胞因子, 流
式细胞仪检测胞内细胞因子IFN-g, IL-4百分率

并进行数据分析, 检测方法见文献[4]. 
1.2.2 IL-4和IFN-g检测 采用双抗体夹心酶联免

疫吸附试验检测, 用奥地利TECAN公司的全自

动酶标分析仪读取450 nm值, 并根据标准曲线

计算IL-4, IFN-g浓度(ng/L), 具体步骤按说明书
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严格操作. 
1.2.3 HBV DNA PreC/C基因测序 采用套式聚

合酶链反应作基因序列测定. 将血清100 μL用
经典酚氯仿法常规提取HBV DNA作模板, 取
提纯的HBV DNA 3 μL为模板, 双蒸水9.6 μL, 
10×Buffer 2 μL, MgCl2 1.6 μL (2 mmol/L), 
dNTP 1.6 μL (160 μmol/L), Taq酶0.2 μL (1 U), 
引物P1, P2各1 μL (0.5 μmol /L)组成PCR反

应体系20 μL, 经94℃预变性3 min后, 按94℃ 
45 s, 58℃ 45 s, 72℃ 45 s, 循环25次, 最后72℃ 
5 min, 取该产物3 μL作第2次PCR扩增的模板, 
双蒸水9.6 μL, 10×Buffer 2 μL, MgCl2 1.6 μL, 
dNTP 1.6 μL, Taq酶0.2 μL, 再加入引物P3, P4
各1 μL进行第2次PCR扩增: 94℃预变性2 min, 
94℃ 45 s, 55℃ 45 s, 72℃ 45 s, 循环35次, 最后

72℃ 5 min. 取部分产物于20 g/L琼脂糖凝胶电

泳, 溴乙锭显色后在紫外灯下观察DNA条带, 鉴
定后GIAquick纯化柱纯化. 纯化产物及P3引物

加入测序试剂盒进行测序反应, 置CEQ8000型
DNA测序仪进行序列测定.

统计学处理 Th1, Th2, Tc1, Tc2比较用SPSS 
10.0统计软件进行数据t检验, P <0.05或P <0.01, 
差异有统计学意义. 变异率, 死亡率的比较以小

样本四格表统计意义检验便查表[5]分析, 按表格

区间得出P值, P <0.05或P <0.01, 差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 前C区基因序列的检测结果 在31例患者中8
例(25.8%)发生G1896A变异, 其中1例(3.2%)是
变异株和野毒株混合感染. 8例G1896A变异株

中4例(50%)出现1913位联合变异, 即C1913A及

C1913G变异各2例, 而23例野毒株仅1例(4.3%)
出现C1913A变异, 经小样本四格表统计意义检

验便查表证实G1896A与1913联合变异有统计学

意义(P <0.05). 
2.2 HBV G1896A变异的意义 变异株Tc1水平显

著高于野毒株(P  = 0.023, t = 2.407, 表1). 2组间

细胞因子无显著性差异(P >0.05, 表1). 31例慢重

肝患者死亡率45.2%(14/31), G1896A变异株死亡

率50.0%(4/8), 野毒株死亡率43.5%(10/23), 按四

格表精确检验法, P >0.05, 两组死亡率无显著性

差异. 

3  讨论

重型肝炎肝细胞损伤涉及病毒与机体反应两方

www.wjgnet.com

■应用要点
本研究深化了我
国慢性乙型重型
肝炎发病机制的
研究, 从重型肝炎
的不同阶段探索
机体细胞免疫的
特点以及细胞因
子的表达特点, 为
今后重型肝炎预
防、治疗尤其是
根据Th1 /Th2型
细胞因子在重型
肝损害中的变化
而实施的生物治
疗、预后预测提
供理论依据, 同时
对重型肝炎病毒
基因变异理论和
以后的基因治疗
提供了帮助.
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面, 我国已有研究提示, 重型肝炎与G1896A终

止变异有密切关系, 变异发生率报道不一[6-8]. 我
们的结果发现无锡地区慢性重型肝炎G1896A
变异发生率25.8%, 并出现核苷酸1913位联合

变异, 且显著关联. 提示, 慢重肝患者中的确存

在G1896A变异, 但变异发生率并不很高, 因此

对慢重肝而言变异仅是影响临床病情的一个方

面, 而G1896A与1913位的联合变异又有何临床

意义值得进一步探讨. 我们曾报道过, 慢重肝患

者存在明显的T细胞免疫紊乱[4]. Th1, Tc1细胞主

要分泌IFN-γ等Ⅰ型细胞因子, 介导细胞毒效应; 
Th2, Tc2主要分泌IL-4等细胞因子, 参与体液免

疫应答, 通常所说的CTL即为Tc1[9-10]. 国外报道

HBeAg可以耗竭Th1, 从而抑制他们发动CTL攻
击感染肝细胞的能力, 一旦HBV发生基因变异, 
不能表达HBeAg, 则这种抑制被打破而导致重

型肝炎的发生[11], 我们发现, 慢重肝G1896A变异

株Tc1显著升高, 表现出明显增强的细胞免疫应

答, 导致肝细胞损伤, 甚至肝衰竭. 
IL-4, IFN-γ与慢性重型肝炎发生有关[12-14], 

但G1896A变异株与野毒株相比血液中细胞因

子IL-4, IFN-γ并无显著性增高, 分析有以下原因: 
(1)重型肝炎时肝细胞对IFN-γ的细胞毒效应更

加敏感, IFN-γ轻微升高即可引起严重反应; (2)
局部产生的肿瘤坏死因子及IFN-γ是导致肝细胞

坏死的基础[15], 他们可以干扰细胞生长、诱导肝

细胞凋亡、促进免疫细胞活化及浸润. 因此, Tc1
在慢性重型肝炎中起重要作用, G1896A变异对

Tc1影响更为明显.  
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表  1  G1896A变异与T细胞免疫细胞因子 (mean±SD)

分组           n                Th1%                Th2%                 Tc1%                  Tc2%               IL-4 (ng/L)          IFN-γ (ng/L)

变异株       8        28.8±4.3        4.1±3.0        52.1±10.7a         3.2±0.9         83.6±14.9         47.6±17.9

野毒株     23        26.6±4.8        3.4±2.8        40.7±11.9        3.0±1.8         77.9±10.2         44.9±22.9

t  = 2.407, aP<0.05 vs 野毒株.

■同行评价
重型肝炎肝细胞
损伤涉及病毒与
机 体 反 应 两 方
面 ,  我 国 已 有 研
究提示重型肝炎
与 G 1 8 9 6 A 终 止
变异有密切关系, 
本文以此角度分
析乙型肝炎病毒
G1896A终止变异
对重型肝炎发病
及免疫应答的影
响, 选题新颖, 方
法 可 行 ,  设 计 严
谨, 结论可靠.
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of triple therapy 
and the effect of H pylori eradication on the 
prognosis of patients with non-erosive reflux 
disease (NERD).

METHODS: One-hundred and twenty H pylori 
infected patients with NERD were randomly 
and averagely divided into group A and B. 
The patients in group A received triple therapy 
(20  mg Losec plus 500 mg Clarithromycin plus 
500 mg Amoxicillin, twice a day) for 1 wk, and 
the ones in group B served as the controls (treated 
with 20 mg Losec twice a day). From week 2, the 
patients, whose symptoms of non-erosive reflux 
disease were alleviated, in both groups were oral-
ly treated only with 20 mg Losec once a day until 
the end of week 3. Gastric endoscopy and 13C 
breath test were performed at the end of 12  mo.

RESULTS: 13C breath test showed that the rate 

of H pylori eradication was significantly higher 
in group A than that in group B (95% vs 8.3%, P 
< 0.01). The degrees of corpus atrophy and intes-
tinal metaplasia were also markedly alleviated 
in group A (P < 0.01). However, the scores for 
the symptoms such as heartburn or swallow ab-
normality had no significant difference between 
the two groups (P > 0.05).

CONCLUSION: Triple therapy is effective in the 
eradication of H pylori and treatment of intesti-
nal metaplasia and corpus atrophy, but not in 
the improvement of heartburn or swallow ab-
normality.

Key Words: Helicobacter pylori ; Non-erosive reflux 
disease; Prognosis; Efficacy

Zhu JS, Song MQ, Zhu L, Wang L, Chen JL, Da W, Sun 
Q, Wang RH. Efficacy of triple therapy and its effect 
on prognosis of H pylori infected patients with non-
erosive reflux disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(19):1924-1927

摘要
目的: 探讨幽门螺杆菌(H pylori )根除对非糜
烂性反流病(non-erosive reflux disease, NERD)
合并H pylori感染患者疗效及预后. 

方法: 120例非糜烂性反流病合并H pylori 感
染患者随机分为: 对照组60例, 仅口服洛赛克
(20 mg, 2次/d)1 wk; 三联疗法组60例: 口服洛
赛克(20 mg)和克拉霉素(500 mg)及阿莫西林
(500 mg), 均每天2次, 连续1 wk, 1 wk后非糜
烂性症状缓解患者, 开始口服洛赛克20 mg/d
的维持治疗阶段至3 wk; 试验结束后6 mo均行
胃镜复查及13C呼气试验. 

结果: 试验结束后三联疗法组57例患者H 
pylori 阴性(95.0%), 对照组5例转阴(8.3%), 两
组H pylori 根除率差异显著(P <0.01); 对照组
患者残胃萎缩及残胃肠化较H pylor i 根除组
明显增多(P <0.05), 三联疗法但对反流症状
烧灼感及进食后梗阻或异物感的改善不明显

®

■背景资料
非糜烂性反流病
的病理机制尚不
清楚, 本文作者通
过大量临床病例
初步认为其与机
体内脏高敏感性
有关,尤其对高糖
及高脂饮食的高
敏感性有一定关
系; 而H pylori 根
除对非糜烂性反
流病合并H pylori
感染的影响尚存
争论.
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(P >0.05).

结论: 三联疗法根除H pylori后对非糜烂性反
流病合并H pylori感染患者的胃窦部的肠化生
及不典型增生有防治疗效, 但对反流症状烧灼
感及进食后梗阻或异物感的改善不明显.

关键词: 三联疗法; H pylori 根除; 非糜烂性反流病; 
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0  引言

非糜烂性反流病(non-eros ive reflux disease, 
NERD)是指存在典型的胃食管反流症状, 如烧

心、反酸、胸骨后疼痛或食道内异物感等症

状, 但缺乏内镜下食管黏膜损害的依据. 合并H 
pylori感染患者行内镜检查可有H pylori阳性发

现, 内镜检查阴性者则称为内镜阴性非糜烂性

反流病合并H pylori感染或非糜烂性反流病合并

H pylori感染. 目前统计表明该类患者占胃食管

反流病的65%-70%, 同时抑酸药可缓解症状, 质
子泵抑制剂在非糜烂性反流病合并H pylori感染

治疗可能起重要作用[1-2]. 近年来H pylori感染在

非糜烂性反流病合并H pylori感染患者中的作用

研究尚少, 本文为评估H pylori根除对质子泵抑

制剂治疗非糜烂性反流病合并H pylori感染患者

的近期疗效及预后作一探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 本院住院经确诊为胃大部切除非糜烂

性反流病合并H pylori感染患者120例, 均至少在

过去1 a中每周存在反酸、烧心或食管内异物

感、腹胀症状, 结合病史不符合下列排除标准

之一: (1)妊娠; (2)既往接受抗H pylori治疗或使

用过非甾体类消炎药(NASID); (3)4 wk内服用

过PPI类药物. 所有患者均经胃镜证实(Olympus 
XQ-240)检查以除外消化性溃疡, 胃黏膜组织病

理检查及13C呼气试验均显示H pylori阳性.
1.2 方法 

1.2.1 临床内镜及病理学评估 内镜下采用改良

的Savary-Miller分类法评估非糜烂性反流病合

并H pylori感染: 1级, 在一个黏膜皱襞中单个或

数个非融合性糜烂; 2级, 多个黏膜皱襞上糜烂, 
可伴或不伴融合, 但尚未累及食管全周; 3级, 全

胃广泛散在分布糜烂, 渗出性病变; 4级, 出现溃

疡或狭窄等. 从胃窦与残胃取两块标本, 由同一

病理科医生行病理检查, 按照最新悉尼分类法对

中性粒细胞及单核细胞浸润程度、肠腺化生及

萎缩程度分别计分(均为0-3分), 中性粒细胞积分

作为炎症积分(0-6分)以评估胃炎活动程度. 症状

评估: 分组前记录反酸或胸骨后烧心感及食道

内异物感症状持续时间, 症状严重程度评估采用

四分法: 0分, 无症状; 1分, 轻度, 经提醒可意识

症状存在, 不影响日常活动; 2分, 中度, 症状持

续存在, 不影响日常活动; 3分, 严重影响日常活

动. 腹胀和反酸症状不一致, 则取相对高的症状

计分. 
1.2.2 分组治疗 采用随机抽信封方法将患者分成

2组, H pylori根除组行H pylori根除疗法(洛赛克

20 mg, 阿莫西林500 mg, 克拉霉素500 mg, 均
2次/d); 对照组仅予洛赛克20 mg, 2次/d, 两组治

疗时间均为1 wk, 且初始的2 wk治疗采取禁糖

及低脂饮食, 2组患者在年龄、性别, 吸烟, 饮酒, 
体质量指数, 胃病的严重度等方面均无可比性

(P >0.10, 表1). 初始治疗: 药物治疗1 wk后, 两组

患者均服用洛赛克20 mg/d, 共3 wk, 疗程结束

时除每个症状单独计分外, 试验前后对非糜烂性

食管炎的患者行胃镜活检复查以了解食管炎及

胃窦炎症及病理分级(炎症分级≥1)或症状持续

存在(症状计分≥1分)为失效. 
1.2.3 维持治疗 症状完全缓解与食管炎完全愈

合的患者继续服用洛赛克10 mg/d, 直至试验

3 wk, 1, 2及3 wk时患者随访以评估症状及依从

性, 反酸或胸骨后烧心感及食管内异物感症状复

发及试验3 wk均行胃镜复查(包括组织病理及

尿素酶试验), 试验时所有患者停用洛赛克, 并于

4 wk后行14C呼气试验以评估H pylori情况. 维持

阶段反流症状或食管炎复发(症状计分≥1分和

/(或)炎症分级≥1)为失效.
统计学处理 等级资料采用中位数(变化区

间)表示, 采用秩和检验, 两组H pylori根除率及

失效率比较采用c2检验, 所有统计学处理均在

SPSS 11.5软件包完成, P <0.05(双侧)表示差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 临床及H pylor i 根除 两组患者治疗前后反

酸或胸骨后烧心感及食道内异物感症状分别为

49.4% (29/60)及43.3% (26/60), 两组无统计学差

异(P >0.05).

■研发前沿
N E R D 占 胃 食
管 反 流 病 的
65%-70%, 评估H 
pylori 根除对质子
泵抑制剂治疗非
糜烂性反流病合
并H pylori 感染疗
效及预后研究为
热点之一.

■相关报道
H pylori 感染患者
接 受 长 期 P P I 治
疗 ,  易 使 非 糜 烂
性 反 流 病 合 并H 
pylori 感染患者出
现萎缩性胃炎伴
不典型增生.
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12 mo时依据13C呼吸试验, H pylor i根除

组H pylori根除率为95.0% (57例), 而对照组仅

为8.3% (5例), 两组患者H pylori根除率差异显

著(P <0.01). 两组患者依从性均达80%以上, H 
pylori根除组16例治疗失败(起始阶段6例, 维持

阶段10例), 起始阶段有4例症状未完全缓解, 2例
患者症状持续存在, 在维持阶段症状复发的10
例患者中, 4例同时有症状与食管炎的复发; 对
照组有7例患者失效, 均发生在维持阶段, 全部

为症状复发, 两组患者试验期间失效率差异显

著(P <0.05). 
2.2 胃黏膜病理变化 试验前两组食管炎程度相

近, 绝大多数患者为中至重度食管炎. 对照组在

根除H pylori后, 胃窦与食管的炎症程度均有明

显降低(P <0.01); 而在对照组, 胃炎从以胃窦为

主变为残胃为主, 1 a的PPI治疗后, 胃窦部胃炎

活动度无明显变化(P >0.05), 而非糜烂性反流病

合并H pylori感染的炎症积分明显升高(P <0.01). 
试验前两组患者胃萎缩及肠化生程度相似, H 
pylori根除组患者在治疗12 mo后食管炎症程度

明显减轻, 而胃萎缩及肠化生程度变化均不明

显, 而对照组在洛赛克治疗12 mo后胃窦部的腺

体萎缩及肠腺化生程度均加重(表2). 

3  讨论

非糜烂性反流病的病理机制尚不清楚, 作者通

过本文研究初步认为内脏高敏感性 ,  尤其对

高糖及高脂饮食的高敏感性有一定关系 ;  而
H pylori根除对非糜烂性反流病合并H pylori感
染的影响尚存争论, 我们成功起始PPI全量治

疗后采用递减法维持治疗, 研究结果显示根除

H pylor i可导致以后的非糜烂性反流病合并H 
pylori感染治疗失败的风险增加. 对于H pylori根
除后, 反流性疾病治疗难度增加可能有多方面

的原因. 首先, 持续H pylori感染可使产氨增加, 
而氨可以加强药物的抑酸效果[7], 更重要的是, 
抑酸治疗可加重残胃部炎症程度, 继而进一步

抑制胃酸分泌[3-4], 其次, 停用洛赛克后早期可观

察到胃酸高分泌, 而这种现象在H pylori感染时

减轻[5], 根除H pylori的患者在减少PPI剂量后, 酸
分泌的反跳可导致非糜烂性反流病合并H pylori
感染的复发. 我们研究发现三联疗法在治疗组

根除了H pylori , 但其食管反流症状如胸骨后的

烧灼感及食道内异物感的缓解率与对照组比, 
并未明显降低, 但治疗组同时采取禁糖及低脂

饮食后, 上述症状的缓解率显著低于对照组. 这

表明NERD伴H pylori感染患者的治疗疗效与饮

食中糖及脂肪含量有关. 故H pylori根除可提高

未接受抑酸维持治疗患者食管酸暴露时间, 这
有利于食管炎及胃窦炎症的缓解及胃酸分泌的

恢复, 可抵消抑酸剂维持治疗的疗效[6-10]. 
长期P P I治疗对非糜烂性反流病合并H 

pylori感染的影响也引起医学界的争论[11-18], 有
研究显示H pylori感染患者接受长期PPI治疗与

接受抗反流手术治疗相比, 更易使非糜烂性反

流病合并H pylori感染患者出现萎缩性胃炎伴不

典型增生[12-14], 虽然这一病理学差异未得到随机

临床研究的证实, 但这一担忧不能完全消除, 有
学者随机研究发现: 如果H pylori未根除而长期

PPI治疗, 非糜烂性反流病合并H pylori感染患者

的胃窦胃炎可进一步发展, 而在H pylori根除后

非糜烂性反流病合并H pylori感染患者的胃炎可

■创新盘点
根除H pyloir 对缓
解N E R D患者食
管反流症状不明
显 ,   但可抵消抑
酸剂维持治疗的
疗效, 防治胃窦部
的肠化生及不典
型增生.

    

表  1  治疗前后两组NERD患者的临床资料  n  (%)

参数                    H pylori 根除组 (n  = 60)      对照组 (n  = 60)

年龄 (岁)                      54.0±13.5               53.0±15.2

男性 (%)                      36 (60)                      33 (55.0)

吸烟人数 (%)                 9 (15.0)                   10 (16.7)

饮酒人数 (%)               12 (20.0)                   11 (18.3)

体质量指数                  24.5±3.4                  23.8±3.7

食管炎分级 (%)

        0                          57 (95.0)                   56 (93.3)

        1                            3 (5.0)                       4 (6.7)

既往服用过PPI (%)        4 (8.2)                       5 (10.2)

症状计分 (%)

        1                          16 (26.7)                   17 (28.3)

        2                          29 (48.3)                   27 (45.0)

        3                          15 (25.0)                   16 (26.7)

症状持续时间 (%)

        1 a                       15 (25.0)                   17 (28.3)

        >1-5 a                29 (48.3)                   27 (45.0)

        >5-10 a              16 (26.7)                   16 (26.7)

   

表  2  两组患者治疗前后食管及胃黏膜的组织病理学变化

                      H pylori 根除组 (n  = 60)        对照组 (n  = 60)

                        治疗前         治疗后        治疗前       治疗后

NERD炎症    4 (1-6)        1 (0-4)b     4 (1-6)      3 (1-6)

症状缓解率        /	          49.4%           /            43.3%

胃窦炎症	      3 (0-6)        1 (0-4)b     3 (0-6)      4 (0-6)b

胃窦萎缩	      0 (0-2)        0 (0-3)      0 (0-3)      0 (0-3)

胃窦肠化	      0 (0-2)        0 (0-3)      0 (0-3)      0 (0-3)

项目

aP<0.05, bP<0.01.
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逆转[15-26], 所以, 非糜烂性反流病合并H pylori感
染患者在决定长期PPI治疗前, 特别在胃癌高发

人群中[21,26], 建议先行根除H pylori感染, 以避免

非糜烂性反流病合并H pylori感染患者的食管炎

及胃窦炎症、胃窦腺体萎缩、肠化生及不典型

增生的进展, 但对非糜烂性反流病症状改善不

显著, 其机制尚需进一步探讨. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of pre-operative 
enteral and parenteral nutrition (EN-PN) on the 
malnourished gastrointestinal cancer patients.

METHODS: Sixty-nine malnutritional patients 
with gastrointestinal cancer were randomly 
divided into 3 groups: EN-PN group (n = 23), 
parenteral nutrition group (PN, n = 24) and non-
nutrition group (NN, n = 22). EN-PN and PN 
group were received nutritional support of the 
same nitrogen and calorie 7 d before operation. 
Each group received the same nutritional sup-
port (EN-PN) 24 h after operation. The levels of 
serum albumin (ALB), pre-albumin (PA), trans-
ferrin (TFN), endotoxin (ET), interleukin-6 (IL-6), 
tumor necrosis factor-α (TNF-α) were detected 7 
d before and after operation. The levels of serum 
IgA, IgG and IgM, the activity of natural killer 
(NK) cells and the ratio of CD4 to CD8 (CD4/

CD8) were measured to evaluate the immune 
function of the patients. The incidence rate of 
complications and mean hospitalized time were 
compared between the three groups.

RESULTS: After operation, the levels of serum 
PA (0.27 ± 0.06 g/L), TFN (2.81 ± 0.65 g/L) and 
IgG (10.43 ± 0.86 g/L), the activity of NK cells 
(18.04% ± 4.56%) and the value of CD4/CD8 
(4.98 ± 1.21) were significantly higher in EN-PN 
group than those in PN (0.19 ± 0.04, 2.01 ± 0.32, 
8.76 ± 0.65 g/L, 11.01% ± 3.01%, 2.11 ± 0.65, re-
spectively, P < 0.05) and NN group (0.15 ± 0.03, 
1.32 ± 0.27, 9.05 ± 0.79 g/L, 6.45% ± 2.23%, 1.22 
± 0.79, respectively, P < 0.05), but the levels of 
serum ET (4.23 ± 2.01 ng/L), IL-6 (40.22 ± 7.43 
ng/L) and TNF-α (33.04 ± 4.56 ng/L) markedly 
lower than those in PN (8.23 ± 3.65, 55.21 ± 9.32, 
47.22 ± 8.45 ng/L, respectively, P < 0.01) and 
NN group (10.66 ± 5.23, 67.01 ± 10.21, 56.43 ± 9.67 
ng/L, respectively, P < 0.01). In comparison with 
those in PN and NN group, the incidence rate of 
complications (11.3% vs 16.4%, 21.6%) and mean 
hospitalized time (7.0 ± 1.4 d vs 11.0 ± 2.4, 13.0 ± 
2.8 d) were also notably decreased (P < 0.01).

CONCLUSION: Pre-operative EN-PN is safe 
and effective in the malnutritional patients 
with gastrointestinal cancer, and it can accel-
erate the recoveries of post-operative patients.

Key Words: Enteral nutrition; Parenteral nutrition; 
Gastrointestinal cancer; Pre-operation
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摘要
目的: 探讨术前合理的营养支持对胃癌及结
直肠癌患者术后恢复的影响. 

方法: 消化道恶性肿瘤手术并存在营养不良
的患者69例, 分为肠外营养组(PN组, 24例)、
肠内肠外营养结合组(EN-PN组, 23例)和常规
治疗组(NN组, 22例), PN组和EN-PN组均于

■背景资料
患者的营养状态
是决定患者能否
进行治疗性手术
的关键因素, 本研
究探讨术前合理
的营养支持对患
者恢复的影响, 肠
内肠外相结合的
营养支持方式可
以维持肠黏膜的
完整性, 降低细菌
异位和感染率, 对
需手术治疗的消
化道肿瘤患者更
有意义.
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术前7 d开始营养治疗, 3组患者均于术后24 h
开始肠内和肠外相结合的营养方式. 分别于
术前7 d和术后7 d测定血清白蛋白(ALB)、前
白蛋白(PA)、转铁蛋白(TFN)、血清内毒素
水平及细胞因子IL-6、TNFα, 测定血清IgA, 
IgG, IgM, NK细胞活性及CD4/CD8值评价免
疫功能, 比较3组患者并发症的发生率及平均
住院时间. 

结果: E N-P N组在术后7 d血清内毒素水平
(4.23±2.01 ng/L)、IL-6(40.22±7.43 ng/L)及
TNF-α(33.04±4.56 ng/L)均明显低于PN(分别
为8.23±3.65, 55.21±9.32, 47.22±8.45 ng/L, 
P <0.01)和NN组(10.66±5.23, 67.01±10.21, 
56.43±9.67, ng/L P <0.01). 而EN-PN组在术后
7 d PA(0.27±0.06 g/L), TFN(2.81±0.65 g/L), 
IgG(10.43±0.86 g/L), NK细胞活性(18.04%±

4.56%)及CD4/CD8值(4.98±1.21)明显高于PN
组(分别为0.19±0.04, 2.01±0.32, 8.76±0.65 
g/L, 11.01%±3.01%, 2.11±0.65, P <0.05)和
NN组(分别为0.15±0.03, 1.32±0.27, 9.05±
0.79 g/L, 6.45%±2.23%, 1.22±0.79, P <0.05). 
与PN和NN组相比, 患者并发症发生率(11.3% 
vs  16.4%, 21.6%)和住院时间(7.0±1.4 d vs  
11.0±2.4, 13.0±2.8 d)EN-PN组亦明显降低
(P <0.01).

结论: 存在营养不良的消化道恶性肿瘤患者
术前应用肠内和肠外营养相结合的营养方式
是安全有效的, 可促进患者恢复.

关键词: 肠内营养; 肠外营养; 消化道肿瘤; 术前
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0  引言

消化道恶性肿瘤患者是营养不良的高发人群, 
多数患者存在蛋白质-热能营养不良, 特别是应

用手术治疗, 使他们的免疫系统遭受更大打击

时更是如此, 营养不良可以增加术后并发症的

发生率和死亡率, 因此对消化道恶性肿瘤患者

进行围手术期营养支持尤为重要[1-2]. 我们探讨

消化道恶性肿瘤术前肠内营养与肠外营养相结

合的营养支持方式的合理性, 及对患者术后恢

复的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-04/2005-07择期行胃癌及结直肠癌

手术的患者69例, 男46例, 女23例, 年龄29-81(平
均49.3±12.8)岁. 胃癌行胃大部切除术40例, 结直

肠癌行根治术29例. 所有患者术前均存在中重度

的营养不良(体质量下降5%-10%), 但肝肾功能正

常, 无糖尿病、甲状腺机能亢进等内分泌代谢性

疾病. 患者随机分成3组: EN-PN组(n  = 24)、PN
组(n = 23)和NN组(n = 22), 3组患者的年龄、性

别、手术方式和手术时间无显著差别, 3组患者

术前后均未输血及应用血液制品. 
1.2 方法 PN组按能量120 kJ/(kg•d)供给, 氮摄

入量0.15 g/(kg•d), 非蛋白热卡∶氮(NPC∶N) = 
150∶1. 氮源为8.5%乐凡命(平衡型氨基酸注射

液, 华瑞制药有限公司), 非蛋白热卡由葡萄糖和

脂肪乳(力能MCT, 华瑞制药有限公司)双能源供

给, 糖脂比为1∶1, 并补充适量的电解质、维生

素和微量元素. 各种营养液混合于3 L输液袋中, 
经外周或中心静脉途径输注, 10 h内输完. EN-
PN组: 按与PN组等能量等氮量供给, 肠内营养

支持选用瑞能(supportan, 华瑞制药有限公司)持
续鼻胃管滴入, 随着患者的适应, EN量逐渐增

加, 输注量从400 mL/d逐渐增加至1 400 mL/d, 
不足的营养由肠外营养提供. 每100 mL瑞能含

能量543 kJ, 蛋白质5.85 g, 脂肪7.2 g, 碳水化

合物10.4 g, 糖3.6 g, ω-3脂肪酸0.3 g, 膳食纤维

1.3 g及各种矿物质, 微量元素和维生素等. NN
组: 术前仅以50-100 g/L葡萄糖行常规输液, 能
量总量约250-300 kJ/d, 无外源性氮输入. 3组
患者均于术后24 h开始肠外和肠内营养相结合

的营养方式, 肠内营养支持选用瑞能, 经鼻空肠

管滴入, 随着患者的恢复, EN量逐渐增加, 输注

量从200 mL/d(20 mL/h)逐渐增加至术后7 d 
1 400 mL/d(60 mL/h), 同时静脉营养逐渐减量

直至7 d过渡到全胃肠营养. 分别于术前7 d和
术后7 d测定血清白蛋白(ALB), 前白蛋白(PA)
和转铁蛋白(TFN), 血清内毒素水平(鲎试验)及
血清IgA, IgG, IgM; 应用ELISA试剂盒(晶美生

物工程有限公司)检测细胞因子IL-6及TNFα; 分
离外周血淋巴细胞应用流式细胞仪检测C D4, 
CD8, CD4/CD8值及NK细胞活性(CD3阴性而

CD16和CD56阳性为NK细胞); 比较3组患者术

后感染等并发症的发生率、术后住院时间、拆

线时间及胃肠功能恢复时间(术后首次肛门排气

时间).
统计学处理  所有数据应用SPSS10.0统计软

件进行相关统计学分析, 数据采用mean±SD表

示, 组内比较应用t检验, 组间比较应用单因素方

■研发前沿
对营养不良的消
化道肿瘤患者术
后早期进行营养
支持已得到很多
学者的认同, 但对
术前营养支持研
究较少. 对存在营
养不良的恶性肿
瘤患者术前是否
进行营养支持, 营
养支持对患者术
后恢复影响如何, 
正引起人们越来
越多的关注.
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差分析, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 血清细胞因子、内毒素水平、免疫功能及

营养相关指标 术前7 d 3组IL-6, TNFα及血清内

毒素水平无明显差别(P >0.05), 术后7 d, EN-PN
组IL-6, TNFα及血清内毒素水平较PN和NN组

明显降低(P <0.01). 术后7 d, IgA和IgM在3组间

均无明显差别(P >0.05), EN-PN组IgG、NK细胞

活性及CD4/CD8在术后7 d显著高于PN和NN
组(P <0.05). 术后7 d血清白蛋白在3组之间无显

著性差异(P >0.05), 但EN-PN组转铁蛋白及前白

蛋白在术后7 d明显高于PN组和NN组(P <0.05), 
PN和NN组相比无显著性差异(P >0.05)(表1). 
2.2 感染率、体重变化及术后住院时间 术后并

发症主要有静脉炎, 切口感染、切口不愈合或

切口延迟愈合、腹泻、吻合口瘘及肠梗阻等, 
EN-PN组术后并发症明显降低, 与PN, NN组比

较有显著性差异(P <0.01), PN组的并发症发生率

与NN组比较亦明显降低(P <0.05). EN-PN组术后

平均住院时间及体重下降值与PN、NN组比较

有显著性差异(P <0.01), 拆线时间EN-PN与PN组

比较无显著性差异(P >0.05), 但和NN组比较拆

线时间有所缩短, 但无统计学差异(P >0.05), 胃
肠功能恢复时间EN-PN和PN、NN组相比有显

著性差异(P <0.01)(表2).

3  讨论

消化道恶性肿瘤患者多存在明显的厌食, 食物

摄入严重不足, 是营养不良的高发人群, 特别是

手术治疗后, 使他们的免疫系统遭受更大打击

时更是如此, 营养不良可增加术后并发症, 延长

住院时间, 增加死亡率, 因此对消化道恶性肿瘤

患者进行围手术期营养支持至关重要. 对营养

不良的消化道恶性肿瘤患者术后早期进行营养

支持的观点已日益受到重视, 多选用肠内肠外

营养相结合的营养支持[1-6]. 我们3组患者均于

术后24 h经鼻空肠开始肠内肠外营养相结合的

营养支持, 耐受良好. 术后营养支持得到肯定, 
但术前营养支持研究较少[7]. 以往的营养治疗

侧重于完全性肠外营养, 但肠外营养易出现感

染及代谢并发症, 长期的肠外营养还可导致肠

黏膜的萎缩, 继而导致肠屏障功能削弱, 引起肠

道菌群易位(enteric bacterial translocation), 易
诱发肠源性感染, 而肠源性感染是危重患者多

脏器功能衰竭的重要原因[8-9]. 从营养补充的有

效性的角度看, 肠外营养与肠内营养同样有效, 
但对于免疫能力低下的患者, 维持肠黏膜的完

整性可以降低细菌异位和感染发生的危险, 使
用肠内营养对于这类患者的临床意义更为重

大[10]. 多种细胞因子均可引起肠黏膜通透性增

高, 其中包括内毒素、TNF和IL-6[11], 本研究结

果提示EN-PN组在术后7d血清内毒素、IL-6及
TNFα均明显降低, 表明肠内营养可抑制炎症

介质的过量释放, 减少肠黏膜通透性. 和PN组

■创新盘点
本文的初步研究
结果证实, 术前肠
内肠外相结合的
营养支持方式安
全有效, 可促进患
者恢复, 优于完全
肠外营养支持和
常规治疗.

aP<0.05, bP<0.01 vs  术后PN, NN组.

        

表  1  患者术前后血清IL-6、TNFα、内毒素水平、免疫功能及营养指标

Endotoxin (pg/mL)
TNF (pg/mL)
IL-6 (pg/mL)
IgA (g/L)
IgM (g/L)
IgG (g/L)
CD4/CD8
NK (%)
ALB (g/L)
TFN (g/L)
PA (g/L)

                                                            术前7  d		                            术后7  d

                         EN-PN                PN                  NN  
指标

  2.30±0.90
32.03±5.34
41.44±7.65
  3.07±0.12
  1.34±0.09
  8.56±0.76
  1.29±0.61
12.65±3.76
37.54±4.12
  2.75±0.23
  0.24±0.06

                                            EN-PN                 PN                  NN

  2.87±1.23
31.99±4.45
41.65±6.39
  2.76±0.08
  2.01±0.12
  8.01±0.45
  1.35±0.69
13.01±4.34
40.21±4.13
  2.65±0.43
  0.25±0.05

  3.04±1.34
30.44±5.65
40.66±7.12
  2.87±0.07
  1.98±0.11
  9.02±0.79
  1.59±0.74
12.12±3.32
39.31±4.01
  2.43±0.51
  0.26±0.04

  4.23±2.01b   

33.04±4.56b

40.22±7.43b

  3.87±0.21
  3.21±0.21
10.43±0.86a

  4.98±1.21a

18.04±4.56a

35.32±3.64
  2.81±0.65a

  0.27±0.06a

  8.23±3.65
47.22±8.45
55.21±9.32
  4.01±0.25
  2.65±0.19
  8.76±0.65
  2.11±0.65
11.01±3.01
35.34±3.87
  2.01±0.32
  0.19±0.04

10.66±5.23
56.43±9.67
67.01±10.21
  3.03±0.07
  3.01±0.26
  9.05±0.79
  1.22±0.79
  6.45±2.23
36.77±4.12
  1.32±0.27
  0.15±0.03

        

表  2  患者术后感染率、体质量变化和平均住院时间

术后并发症发生率 (%)
体质量下降值 (kg)
术后平均住院时间 (d)
拆线时间 (d)
胃肠功能恢复时间 (h)

     11.3b

  2.4±0.2b

  7.0±1.4b

  6.0±1.0
45.2±11.4a

    EN-PN组           PN组          NN组

aP<0.05, bP<0.01 vs  术后PN、NN组.

    16.4
  5.7±0.7
11.0±2.4
  6.0±1.32
61.0±15.7

   21.6
  6.3±1.3
13.0±2.8
  9.0±2.3
68.0±13.5
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相比, EN-PN组术后感染并发症显著降低, 住院

时间缩短, 提示肠内和肠外营养联合在提高患

者抗感染能力方面优于单纯肠外营养. 术后7 d 
EN-PN组的血清前白蛋白和转铁蛋白水平明显

高于PN组, 提示肠内营养和肠外营养联合的营

养方式更有利于促进蛋白质的合成, 对比观察

中血清白蛋白的变化不明显, 白蛋白水平代表

内脏蛋白的合成, 有平稳的合成速度, 白蛋白水

平的下降与术后并发症和死亡率的上升有关, 
但白蛋白半衰期相对较长(20 d), 不能反映急

性营养改变, 而前白蛋白和转铁蛋白的生物半

衰期相对较短(分别为1.9和8.9 d), 对营养的缺

乏相对敏感. 
进展期消化道恶性肿瘤患者除营养不良

外, 还可以同时伴有免疫功能低下, 表现在细

胞免疫功能缺陷, 机体对癌细胞的杀伤能力减

退, 同时手术可削弱机体的免疫应答能力[12-14]. 
NK细胞是机体天然免疫系统的主要成员, 具有

早期识别和清除肿瘤的作用, 若去除NK细胞或

NK细胞活性丢失, 则肿瘤细胞继续生长, CD8
阳性细胞依赖的肿瘤排斥也需要NK细胞的参

与. 本研究提示肠内营养能增强NK细胞活性, 
提高Th和Th/Ts细胞比例,  EN-PN组在术后7 d 
IgG及CD4/CD8值亦显著升高, 提示肠内营养

可提高免疫尤其是细胞免疫功能. 我们选用的

肠内营养制剂对患者的免疫功能也可能有影

响, 瑞能是肿瘤专用型肠内免疫营养制剂, 富含

免疫增强剂ω-3脂肪酸和抗氧化维生素A、C、

E, 可产生免疫促进作用, 防止肿瘤及手术所导

致的免疫抑制. 我们研究选用瑞能作为肠内营

养制剂, 在治疗过程中2例患者发生腹泻, 均经

对症治疗后好转. 但本文未和其他的肠内营养

制剂进行比较, 是否瑞能可直接提高患者免疫

功能还需进一步研究. 
本组患者术前均存在不同程度的营养不

良, 对营养不良的消化道肿瘤患者术前进行肠

内和肠外联合营养支持是有益的, 但理论上营

养素的供给可能刺激肿瘤的生长和转移, 尤其

有些肿瘤特别是血液供应较差的肿瘤, 可能利

用葡萄糖作为主要的能量来源. 所以对肿瘤患

者进行营养支持应适度, 对非营养不良患者要

慎重给予营养支持[15-18]. 目前仅有极少数的研

究支持营养支持可提高患者的生存率, 肠内营

养支持可改善患者的营养状态, 但对改善患者

的生存质量作用不大, 而且营养支持可以增加

患者的医疗费用, 应充分评估营养支持的负担

与可能获得的益处, 对肿瘤患者进行适度的营

养支持[19-21].
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养支持.



1932                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志       2006年7月8日    第14卷    第19期

www.wjgnet.com

critically ill: do we need more evidence or better 
evidence? Curr Opin Crit Care  2006; 12: 126-130

17	 Gramlich L, Kichian K, Pinilla J, Rodych NJ, 
Dhaliwal R, Heyland DK. Does enteral nutrition 
compared to parenteral nutrition result in better 
outcomes in critically ill adult patients? A systematic 
review of the literature. Nutrition  2004; 20: 843-848

18	 Mercadante S. Parenteral versus enteral nutrition 
in cancer patients: indications and practice. Support 
Care Cancer  1998; 6: 85-93

19	 Shang E, Weiss C, Post S, Kaehler G. The influence 
of early supplementation of parenteral nutrition 

on quality of life and body composition in patients 
with advanced cancer. JPEN J Parenter Enteral Nutr 
2006; 30: 222-230

20	 Elia M, Van Bokhorst-de van der Schueren MA, 
Garvey J, Goedhart A, Lundholm K, Nitenberg G, 
Stratton RJ. Enteral (oral or tube administration) 
nutritional support and eicosapentaenoic acid in 
patients with cancer: a systematic review. Int J 
Oncol  2006; 28: 5-23

21	 Dormann AJ. Endoscopic palliation and nutritional 
support in advanced gastric cancer. Dig Dis  2004; 
22: 351-359

                                   电编  李琪  编辑  潘伯荣  

■同行评价
术前营养状态对
患者的恢复影响
较大, 本文的研究
有一定的科学意
义和临床实用价
值.
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第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会第二轮通知

本刊讯 第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会于2006-09-15/18在浙江省杭州市举行. 本届会议由上海同

仁医院和浙江省中医院联合主办, 中华放射学杂志、中华消化内镜杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂

志共同协办. 会议将邀请众多著名专家围绕消化疾病介入诊治新热点及消化道内支架治疗的热门技术和疑难

问题进行专题演讲和实例操作, 并就消化道支架治疗中的疑难病例和出现问题以沙龙形式深入研讨. 参会代表

可获国家级继续教育Ⅰ类学分12分. 

1 会议主要议题

消化疾病诊治进展、消化内镜治疗新技术应用、化疗药物应用新进展、上消化道吻合口梗阻和瘘的综合治

疗、胸腔胃穿瘘的支架封堵技术、肠道支架临床应用、肝门部胆道梗阻的内支架治疗、食管及胃肠道支架难

点研讨以及其他介入新技术应用等.

 

2 征文内容

征集消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等方面的论

著、文献综述、临床经验、个案报告等稿件. 欢迎消化、介入放射、肿瘤、普外、胸外及肝胆外科等相关学科

医师投稿参会.

3 投稿要求

专题讲座由组委会约稿. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果与结论四要素. 经验交流、

短篇报道等全文限1000字以内. 所有稿件一律要求电脑打印用E-mail投稿, 邮寄者需附WORD格式软盘(请自留

稿底, 恕不退稿).

4 报名地址及要求

联系地址: 杭州市邮电路54号(浙江省中医院)吕宾 收, 邮编: 310006, 电话: 0571-87032028, 手机: 13906515409, 

E-mail:  lvin@medmail .com .cn; 上海市愚园路786号(上海同仁医院)茅爱武  收 ,  邮编:  200050 ,  电话: 

021-62524259-3397, 手机: 13371936559, E-mail: maoaw@sohu.com. 会议收费800元, 提前注册收费700元, 截稿日

期: 2006-08-15.
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Abstract
AIM: To conclude the clinical characteristics of 
multiple primary colorectal carcinoma (MPCC).

METHODS: The clinical data of 42 patients with 
MPCC out of 1354 primary colorectal cancer cas-
es, who were treated in our hospital from 1980 
to 2005, were retrospectively analyzed.

RESULTS: The percentage of patients with 
MPCC was 3.10% (synchronous: 0.96%; meta-
chronous: 2.14%). Of the 42 cases, 20 (1.48%) 
were accompanied by carcinoma of other or-
gans. Adenocarcinoma was the most common 
cancer, locating at the right colon (46.3%) and 
rectum (31.3%). The tumors of other organs 
were mainly located at stomach, small intestine, 
breast, ovary and uterus. The data of 12 cases 
(12/42, 28.6%) were in accordance with Am-
sterdam criteria Ⅱ for hereditary nonpolyposis 
colorectal cancer (HNPCC), and the data of 16 
cases (16/42, 37.2%) were in accordance with the 
Chinese criteria for HNPCC. Colon fiberscopy 
was helpful in the diagnosis of MPC.

CONCLUSION: MPCC, with a high incidence 

rate, has particular epidemic, clinical and 
pathological characteristics. Colon fibers-
copy is important in the diagnosis of MPC, 
and postoperative following up should be 
strengthened for the diagnosis of HNPCC.

Key Words: Colorectal neoplasm; Multiple primary 
colorectal carcinoma; Clinical characteristics; Heredi-
tary nonpolyposis colorectal cancer

Gu GL, Wang SL, Wei XM, Zhou XW, Huang RR. 
Multiple primary colorectal carcinomas: an analysis of 42 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(19):1933-1936

摘要
目的: 探讨大肠多原发癌及其肠外器官恶性
肿瘤的流行病学、临床病理特点及诊治方法. 

方法: 对我院1980-2005年收治的42例大肠多
原发癌及其肠外恶性肿瘤的临床、病理及随
访资料进行回顾性分析. 

结果: 本组病例占我院同期收治的所有大肠
癌的3.10%(42/1354), 其中同时性大肠多原
发癌13例(0.96%); 异时性大肠多原发癌29例
(2.14%); 合并肠外器官恶性肿瘤的有20例
(1.48%). 大肠癌灶以右半结肠和直肠为多, 肠
外癌灶以胃、小肠、乳腺、卵巢、子宫为多; 
病理均以腺癌为主. 共有12例(28.6%)符合遗
传性非息肉病性大肠癌(HNPCC)阿姆斯特丹
标准Ⅱ, 16例(37.2%)符合中国人HNPCC诊断
标准. 结肠纤维镜检查有助于多原发癌的检出.

结论: 大肠多原发癌的发病率较高, 其流行病
学和临床病理特点突出. 应注意重视结肠纤
维镜检查, 术中应仔细全面探查, 加强术后随
访有助于HNPCC的发现和诊断, 以避免误诊
漏诊.

关键词: 结肠直肠肿瘤; 大肠多原发癌; 临床特点; 遗

传性非息肉病性大肠癌

顾国利, 王石林, 魏学明, 周晓武, 黄蓉蓉. 大肠多原发癌临床分

析42例.  世界华人消化杂志  2006;14(19):1933-1936
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■背景资料
大 肠 M P C 中
HNPCC的比例较
高 ,  HNPCC是目
前大肠癌研究的
一 个 热 点 .  关 于
HNPCC的临床诊
断标准较多, 其中
一个重要分歧就
是HNPCC相关肠
外癌的类型. 我国
大肠癌家系伴发
胃癌的比例较高; 
2003年杭州会议
提出的所谓中国
人HNPCC诊断标
准中加入了胃癌
这一肠外癌, 但还
未得到同道的广
泛接受 .

 
wcjd@wjgnet.com 
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0  引言

多原发癌(multiple primary carcinoma, MPC)是
指同一个体的单个或多个器官同时或先后发生

两个或两个以上互相独立的原发性恶性肿瘤[1].
其中大肠M P C因其发生率较高、临床病理特

点突出而日益受到普外临床的广泛重视. 通过

病案检索我院1980-2005年共收治大肠癌1354
例,  其中MPC 42例(3.10%). 现就其临床病理

特点分析讨论如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用通用的MPC诊断标准[2]: (1)每个肿

瘤均经组织学检查证实为恶性, 且除外侵犯、

转移和复发; (2)肿瘤发生在不相连续的不同部

位; 大肠两癌灶间有≥5 cm正常黏膜; (3)每个

癌有各自独特的病理学形态和特有的转移途

径; (4)所有癌肿同时或6 mo内获得诊断者称为

同时性MPC(synchronous carcinoma, SC), 在首发

癌肿发现后6 mo以上获得诊断者称为异时性

MPC(metachronous carcinoma, MC); (5)排除家族

性结肠息肉病和溃疡性结肠炎造成的MPC. 按上

述标准, 病案检索我院1980-2005年共收治大肠

癌1354例; 其中MPC 42例(占3.1%), 男25例, 女17
例, 男女比例1.47∶1. 第一癌发病年龄27-79(中
位53±13)岁. SC 13例(0.96%), 占31.0%; MC 29
例(2.14%), 占69.0%. 合并大肠外器官恶性肿瘤者

20例(1.48%). 29例MC癌间隔时间7-197(中位63
±40)mo, 其中<36 mo者10例(34.5%), >96 mo者4
例(13.8%). 本组二原癌36例, 三原癌6例. 共有癌

灶90个, 其中大肠癌灶67个(盲肠升结肠段31个, 
横结肠段5个, 降结肠乙状结肠段10个, 直肠段21
个); 大肠外恶性肿瘤23个(胃6个, 小肠4个, 乳腺

3个, 卵巢2个, 子宫、食管、阑尾、膀胱、肺、

喉、脑、血液各1个). 67个大肠癌灶中有乳头状

腺癌3个(4.5%); 管状腺癌52个(77.6%)[其中高分

化20个(29.8%), 中分化27个(40.3%), 低分化5个
(7.5%)]; 黏液腺癌11个(16.4%); 印戒细胞癌1个
(1.5%). 首发大肠癌的Dukes分期: A期1例(2.4%), 
B期18例(42.9%), C期20例(47.6%), D期3例(7.1%). 
再发癌的Dukes分期: A期5例(22.7%), B期12例
(54.5%), C期4例(18.2%), D期1例(4.5%). 23个肠

外恶性肿瘤中有腺癌13个(56.5%), 鳞癌、导管浸

润癌各3个(各占13.0%), 印戒细胞癌、移行细胞

癌、星形胶质细胞瘤、淋巴细胞性白血病各1个
(各占4.4%).
1.2 方法 本组13例SC中行全结肠切除2例, 结肠

次全切除3例, 分别行根治性手术或肠段联合切

除者8例; 有5例造口, 1例行回肠肛管吻合. 29例
MC初发癌均行相应根治性手术, 二次癌行根治

性切除19例次, 姑息性切除8例次, 造口4例次. 3
例三次癌中2例行根治性切除, 1例行姑息性手术.

统计学处理  数据用mean±SD表示, 各组资

料分析应用计数资料的χ2检验, P <0.05有统计学

意义.

2  结果

MS间隔时间多在36-96 mo(15/29, 占51.7%), 大
肠癌灶以盲肠升结肠段和直肠段最多(表1), 病
理类型以管状腺癌(特别是中分化)和黏液腺癌

最多见(表1), 首发癌以Dukes B、C期为多, 再
发癌以B期多见, 但A期比例较首发癌明显提高

(表1). 以上结果统计学差异显著. 全部病例采

用电话、信访或门诊检查的方式进行随访. 4例
在术后1 a内失访(9.5%), 3例随访中分别死于肺

炎、心肌梗塞和化疗并发症. 完成5 a随访者18
例, 最长1例随访17 a. 首次手术后的5 a生存率为

51.4%. 主要死亡原因是肝转移、腹腔播散转移

和肺转移.

3  讨论

随着结肠镜检查在临床上广泛普及、大肠癌发

病率的升高以及综合治疗使肿瘤患者生存期的
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■应用要点
大肠MPC的发病
率较高, 临床病理
特点突出, 如不重
视随访和复查极
易被误诊漏诊. 本
文试图通过对所
经治MPC病例的
临床资料的总结
和国内同行文献
的学习, 归纳出大
肠MPC的流行病
学和临床病理特
点, 以期临床医生
在一线工作中提
高对该病的认识
和诊治技能, 加强
随访和复查工作, 
避免误诊误治.

      

表  1  本组病例临床病理资料

病灶部位:
    盲肠升结肠段
           横结肠段
    降结肠乙状结肠段
                      直肠段
病理类型:
    乳头状腺癌
    管状腺癌
        高分化
        中分化
        低分化
    黏液腺癌
    印戒细胞癌
首发癌Dukes分期:     
     A
     B
     C
     D
再发癌Dukes分期:  
    A
    B
    C
    D

31a

  5
10
21a

  3

20a

27a

  5
11a

  1

  1
18
20a

  3
 
 5a

12
  4
  1

项目	                                         n  (个)                     

52a

aP<0.05.



延长, MPC的发病率呈上升趋势[3-4]; 目前虽无

精确统计, 但多数报告为0.6%-10.7%[1,3,5-7], 本组

发病率为3.1%, 与文献报道相近. 本组患者平均

发病年龄为53岁, 较文献报道[8]遗传性非息肉病

性大肠癌(HNPCC)平均发病年龄45岁为大, 但
与散发性大肠癌平均发病年龄65岁相比明显年

轻; 原因: 本组中HNPCC和散发性大肠癌相混杂

且HNPCC所占比例较高. 本组患者性别比例与

散发性大肠癌相仿. 目前认为[3,6,9], MPC的高危

因素有宿主因素(包括易感性、免疫状态、内分

泌及胚胎发育等)、手术因素、放化疗因素、疾

病因素和遗传因素等. 本组42例大肠癌均行化

疗, 部分直肠癌患者行放射治疗. 放化疗、肿瘤

易感性及宿主免疫状态等因素可能在其发生中

起重要作用. 另外, 遗传因素在本组的作用明显, 
经随访及家系调查发现本组中有12例(28.6%)
符合HNPCC的Amsterdam标准Ⅱ[10]. 有16例
(37.2%)符合中国人HNPCC诊断标准(在Amster-
dam标准Ⅱ的肠外癌中加入了胃癌). 较文献报

道[11-12]的HNPCC的MPC发病率11%-12.5%明显

偏高. 分析原因除与较早认识HNPCC有关外, 也
与注意加强了对患者及其一级亲属的宣教和复

查、随访工作有关. 本组MPC大肠癌和肠外恶

性肿瘤均以腺癌为主, 大肠癌灶多见于右半结

肠, 其次为直肠段, 但总的左右半结肠的分布无

明显差异. 首发大肠癌以Dukes B、C期为多, 再
发癌仍以B期最多, 但A期比例明显增加, 统计学

差异明显. 原因: 患者在首次手术后健康观念增

强以及加强了结肠镜复查的结果.
本组中仅有4例是在我院开展结肠镜检查

前获得诊断, 其余病例均经结肠镜检查确诊, 胃
癌均是通过胃镜确诊, 且在MC中再发癌的A期

患者比例明显增加. 因此, 内镜检查是发现MPC
的重要手段. 本组X线造影检查漏诊3例, 分析原

因: X线造影是依靠肿瘤在造影剂中充盈缺损

等间接表现来获取诊断, 对肠道清洁度要求较

高. 临床工作中除了注意针对结直肠的检查外, 
还有认识到MPC肠外癌的特点, 注意加强对肠

外癌的好发部位作针对性辅助检查, 以避免漏

诊. 本组预后较好, 5 a生存率达51.9%, 与国内文

献[13]结果相似. 因此对大肠MPC应采取积极的

治疗. 但本组符合HNPCC诊断标准的病例仅有

1例行结肠次全切除, 其余均行肠段的根治性手

术. 其中2例在5 a内先后行4次手术, 结果是“屡

发屡做, 屡做屡发, 越做越难”, 最终因术后腹

腔广泛黏连而放弃手术, 最终死于肿瘤的腹腔

内复发、转移. 原因: 除了与在早期没有认识

HNPCC有关以外, 也与无法尽早确诊HNPCC、
不接受过大手术、拒绝造口以及回肠肛管吻合

术后控便效果不确切等因素有关. 另外由于针

对HNPCC的基因检测尚存在结果不稳定、费用

昂贵等缺点, 因此目前还无法将MMR的检测应

用于临床和用于人群普查筛选[14]. 本组显示MC
在MPC中占69.05%, 且多数间隔在36-96(平均

63) mo, 这与国内学者报道[11,15]的MC平均间隔

66 mo相似. 因此加强随访对于MPC的诊断具有

非常重要的意义. 除了常规针对患者的随访以

外, 我们也要注意对于HNPCC可疑病例的一级

亲属的随访, 加强宣教工作, 在无法进行针对性

基因检测时应尽量督促其一级亲属定期进行结

肠镜检查, 以期尽量早发现、早治疗.
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■名词解释
1多原发癌(MPC):
是指同一个体的
单个或多个器官
同时或先后发生
两个或两个以上
互相独立的原发
性恶性肿瘤. 其主
要特点是两个以
上的恶性肿瘤同
时或异时独立发
生在不同部位, 每
个癌有其独特的
病理形态和转移
途径 .  大肠MPC
应保证两癌灶相
距 5  c m 且 排 除
FAP和UC造成的
MPC.
2 HNPCC是一种
常染色体显性遗
传 病 ,  约 占 结 直
肠癌的5%, 错配
修复基因(MMR)
的种系突变是该
病的遗传学基础. 
Amsterdam标准
Ⅱ :  (1)家系中至
少有3例HNPCC
相关的癌, 包括大
肠癌、子宫内膜
癌、小肠癌、输
尿管或肾盂癌等. 
(2)至少连续2代发
病. (3)至少1例在
50岁之前被诊断.
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Abstract
AIM: To compare the differences in blood cell 
count, renal function and blood biochemistry 
after plasmapheresis with PS-06 and Evacure-4A 
membranous plasma separators.

METHODS: One hundred and twelve patients 
were treated with plasmapheresis besides com-
prehensive treatment, through KM-8800 plasma 
exchange device (Kuraray) and PS-06 (group A, 
n = 54) or Evacure-4A (group B, n = 58) membra-
nous plasma separator.

RESULTS: The decreased rates (post-treatment/
pre-treatment) in platelet (PLT), hemoglobin 
(Hb) and blood NH3 were significantly differ-
ent between group A and B (PLT: 92.2% ± 14.8% 
vs 99.8% ± 22.4%, P < 0.05; Hb: 88.1% ± 9.7% vs 
94.8% ± 3.8%, P < 0.01; NH3: 81.2% ± 22.7% vs 
66.6% ± 13.7%, P < 0.01). However, the changes 
of other indexes were not significantly different 
between the two groups (P > 0.05).

CONCLUSION: During the plasmapheresis, 
Evacure-4A membranous plasma separator has 
no significant effect on platelets level, little effect 
on Hb level and significant effect on blood NH3, 
which is superior to PS-06 plasma separator.

Key Words: Plasmapheresis; Blood cells; Blood bio-
chemistry; Membranous plasma separator

Luo L, Yuan CL. Comparative analysis of blood cell count 
and blood biochemistry after plasmapheresis with two 
kinds of membranous plasma separators. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(19):1937-1939

摘要
目的: 比较两种不同材料制备的膜型血浆分
离器PS-06与Evacure-4A在人工肝血浆置换治
疗后对患者血细胞数、肾功能、血电解质及
血氨的影响. 

方法: 在内科综合治疗基础上联合人工肝血
浆置换治疗患者112例, 应用KM-8800型血浆
置换装置(Kuraray)和PS-06、Evacure-4A两种
膜型血浆分离器, 其中应用PS-06膜型血浆分
离器(A组)54例, 应用Evacure-4A膜型血浆分
离器(B组)58例, 检测治疗前后的血常规、肾
功能、血电解质及血氨. 

结果: 患者术后各项指标的增减百分率比
较, 其中血小板(PLT)、血红蛋白(Hb)、血氨
(NH3)下降率(治疗后/治疗前)A组与B组间有
显著性差异(PLT: 92.2%±14.8% vs  99.8%±

22.4%, P <0.05; Hb: 88.1%±9.7% vs  94.8%±

3.8%, P <0.01; NH3: 81.2%±22.7% vs  66.6%±

13.7%, P <0.01), 其他各项指标增减百分率无
统计学意义(P >0.05).

结论: 人工肝血浆置换治疗中Evacure-4A膜
型血浆分离器对血小板无明显影响, 对血红蛋
白影响较小, 并能更有效地清除患者体内尿
素氮、肌酐及血氨等毒性代谢产物, 明显优于
PS-06膜型血浆分离器.
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■背景资料
人工肝血浆置换
现普遍应用于临
床, 给晚期肝病患
者的治疗提供了
新的手段, 明显提
高了患者抢救成
功率, 提高生活质
量, 但也存在一些
不良反应及并发
症.

■研发前沿
晚期肝病治疗是
临床工作中的一
大难题, 如何提高
患者的生存率, 降
低死亡率, 减少危
及患者生命的并
发症的发生, 是目
前研究的重点.
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0  引言

人工肝支持治疗系统(art if icial l iver support 
system, ALSS)已成功应用于临床治疗重型肝炎, 
其中以单纯血浆置换治疗最常用[1]. 其主要作用

是为患者提供暂时的代谢支持, 降低血中胆红

素和血液中的内毒素、致炎因子等. 其原理是

将患者的血液引出, 通过膜型血浆分离器将血

液的有型成分(血细胞)和血浆分离, 分离出的血

浆按20%-30%的比例丢弃, 再补充等量正常人

的新鲜血浆并和患者的血细胞混合后由静脉输

入, 形成循环回路. 不同材料制备的膜型血浆分

离器由于膜面积和孔径存在差异, 治疗效果存

在差异[2], 对血细胞数及血液生化的影响亦不

尽相同. 我们比较了应用由聚乙烯黄基制备的

PS-06膜型血浆分离器和由乙烯、乙烯醇共聚物

制备的Evacure-4A膜型血浆分离器进行血浆置

换治疗对血细胞数及血生化的影响如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-05/2005-06在我院住院行人工肝

血浆置换治疗患者112例共400次. 男88例, 女24
例, 年龄25-71(平均38.9)岁, 其中慢性重型肝炎

94例, 慢性乙型肝炎重度13例, 急性重型肝炎3
例, 亚急性重型肝炎1例, 原发性肝癌介入术后

肝衰竭1例. 诊断标准符合2000年全国病毒性肝

炎会议修订的临床诊断标准[3].
1.2 方法 患者入院后均进行常规治疗, 给予促

肝细胞生长素、甘利欣、还原型谷胱甘肽、

血浆、白蛋白等综合保肝支持治疗, 同时给予

ALSS治疗, ALSS选用KM-8800型血浆置换装置

(Kuraray), 采用单纯血浆置换法, 按常规方法进

行操作, 每次置换血浆量为3000 mL. 应用PS-06
膜型血浆分离器(A组)54例, 应用Evacure-4A膜

型血浆分离器(B组)58例, 每人进行血浆置换1-9
次, 治疗中密切观察患者病情变化、跨膜压、

动静脉压等参数, 每次治疗前后检查血常规、

肝肾功能、血电解质及血氨等.
统计学处理 应用SPSS 10.0统计软件进行配

对样本t检验.
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2  结果

A组患者使用PS-06膜型血浆分离器行人工肝血

浆置换治疗后WBC、RBC、PLT、Hb、Cl-、

NH3均下降明显(P <0.01), 而BUN, Cr, K+, Na+变

化不明显, 统计学处理无显著性差异(P >0.05, 表
1). B组患者使用Evacure-4A膜型血浆分离器进

行人工肝血浆置换治疗后WBC, RBC, Hb, BUN, 
Cr, Cl-, NH3明显下降(P <0.05); 而治疗后PLT, K+, 
Na+水平变化不明显(P >0.05, 表1). A, B两组治疗

后比较PLT, Hb, NH3下降百分率有显著性差异

(P <0.05), 而其他各项指标增减百分率无显著性

差异(P >0.05, 表1). 

3  讨论

众所周知, 重型肝炎患者由于肝功能衰竭, 体内

代谢毒物蓄积, 内毒素增高, 严重阻碍肝细胞再

生, 并可引起多脏器功能衰竭, 是促使病情不可

逆进展的重要原因. 近年来临床上多在内科综合

治疗基础上联合ALSS治疗, 可清除患者血液中

过多的胆红素、内毒素、致炎因子等, 维持内环

境的稳定, 为肝细胞再生创造条件[4-5]. 经过近年

越来越多的临床应用, 目前证明ALSS治疗已经

成为内科治疗重型肝炎的一个重要手段[6]; 但和

绝大多数的治疗手段一样, ALSS也存在多种不

良反应和风险, 如血浆过敏反应、出血、跨膜压

增高、低血压等[7]. 重型肝炎患者由于基础疾病

重, 肝脏合成凝血因子的功能降低, 血小板明显

减少, 可能引起内脏自发性出血等严重并发症. 
如果治疗过程中再出现进一步严重的医源性血

细胞损坏, 其发生出血等风险的可能性必然会

进一步加大, 甚至造成不可弥补的严重后果. 成
功的ALSS治疗应该尽量减少对患者可能的医

源性损害, 因此不断拓展本领域的研究, 寻找更

好的膜型血浆分离器等血液净化产品, 一直是

大家努力的重要方向. 我们发现, PS-06膜型血

浆分离器组与Evacure-4A膜型血浆分离器组患

者治疗后WBC, RBC, Hb, Cl-及NH3均明显下降

(P <0.01), 但其测定值仍在正常范围内, 患者的

耐受性均较好, 没有引起明显的临床症状; PS-06
膜型血浆分离器组引起患者PLT明显减少, 但其

测定值也在正常范围内, 其中有2例(3.6%)患者

ALSS治疗后有明显的牙龈出血表现, 有无临床

意义值得临床进一步扩大病例观察; Evacure-4A
膜型血浆分离器组患者治疗后血液中BUN、Cr
下降明显. 两组患者治疗后血细胞数及血生化增

减百分率比较, PS-06膜型血浆分离器组Hb下降
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■相关报道
目前人工肝的使
用过程中报道过
的 并 发 症 有 :  出
血, 感染, 血浆过
敏反应, 跨膜压过
高等.

■创新盘点
对人工血浆置换
方面有较多文献
报道, 对不同膜型
血浆分离器引起
的不良反应还无
相 关 报 道 ,  本 文
从两种不同膜型
血浆分离器对患
者血细胞、血生
化、肾功能、血
氨的影响方面进
行了比较.
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较Evacure-4A膜型血浆分离器组明显, 但尚未引

起明显临床症状; Evacure-4A膜型血浆分离器组

BUN, NH3下降较PS-06膜型血浆分离器组明显, 
说明前者清除体内BUN, NH3等代谢产物作用强

于后者. 另外, 在ALSS治疗前后, 血细胞数及Cl-, 
NH3的减少程度与血浆置换的次数无明显相关

性, 并且其减少多呈一过性, 一般持续4-7 d后无

需特殊处理即可恢复至治疗前水平.  
引起血细胞数及血生化改变的原因与血浆

分离过程有关, 而其中起直接作用的是膜型血

浆分离器. 我们所用的两种膜型血浆分离器对

血细胞数及血生化都有一定影响, 但影响程度

存在一定差异, 可能与膜型血浆分离器的材质

及孔径有关. 应用PS-06膜型血浆分离器可引起

全血细胞数下降, 而应用Evacure-4A膜型血浆分

离器虽然可引起WBC, RBC和Hb下降, 但对PLT
计数无明显影响, 从而可能在某种程度上降低

了患者出血的风险; 同时应用Evacure-4A膜型

血浆分离器能较大幅度地清除患者体内BUN, 
Cr, NH3等代谢产物, 可为肝细胞再生创造有利

条件; 也能有助于提高患者血清白蛋白水平, 从
而减少血浆及蛋白质的输入[8]. 我们在临床应用

中还发现Evacure-4A膜型血浆分离器能耐受更

高的跨膜压, 不易因跨膜压增高而引起血细胞

的破坏. 因此, 重型肝炎人工肝血浆置换治疗中, 
Evacure-4A膜型血浆分离器似明显优于PS-06膜
型血浆分离器, 值得临床进一步扩大应用和进

行深入研究.  
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■应用要点
此研究为人工肝
膜型分离器的改
良提供了基础, 对
临床医生选择适
合于患者的膜型
分离器有指导意
义.

■同行评价
本文材料真实, 结
果可靠, 分析论理
较充分, 对临床使
用有一定的指导
性, 具有一定的先
进性和实用性, 有
一定的学术价值.

     

表  1  A, B组患者治疗前后的血细胞数、肾功能、电解质及血氨变化 (mean± SD)

                                                                     A组                                                                                    B组

                                        治疗前              治疗后                   增减%                   治疗前                  治疗后                      增减%

WBC (×109/L)            8.2±4.2          6.1±3.3b          74.8±17.0            7.1±2.8             5.7±2.6b             80.3±15.4

RBC (×1012/L)            3.5±0.8          3.2±0.8b          93.7±7.5              3.8±0.8             3.6±0.9b             93.8±3.3

PLT (×109/L)            78.2±38.4      71.3±35.2b        92.2±14.8          79.5±38.7         76.3±34.1            99.8±22.4c

Hb (g/L)                  112.8±24.3      99.2±21.9b        88.1±9.7           117.5±21.2       111.0±19.5b          94.8±3.8d

BUN (mmol/L)            5.0±3.2          5.0±3.1           93.0±12.3             7.5±5.7             6.7±4.2a            99.5±25.8

Cr (μmol/L)               94.9±53.3      91.2±48.6b        92.0±14.5         115.5±50.2         92.5±40.9a          90.8±43.1

K+ (mmol/L)                3.4±0.5          3.4±0.6           99.9±13.2             3.8±0.9             3.8±0.9           101.2±15.4

Na+ (mmol/L)          132.3±5.7      131.5±6.9         100.0±3.1           129.3±8.8         129.2±9.1           100.0±2.7

Cl- (mmol/L)           102.7±7.2        98.0±7.2b          95.5±4.9             98.6±9.3           96.0±10.3b          97.4±3.8

NH3 (mmol/L)          126.0±65.4      97.6±51.9b        81.2±22.7         128.9±54.5         80.9±22.6b          66.6±13.7d

aP<0.05, bP<0.01 vs 治疗前; cP<0.05, dP<0.01 vs  A组.

指标
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摘要
目的: 总结食管-胃-空肠吻合口狭窄内镜下扩
张治疗的疗效及经验. 

方法: 对43例食管癌贲门癌术后食管胃和食
管空肠吻合口狭窄患者行国产Savary-Gilliard
探条扩张器胃镜下扩张术, 术后进行局部活
检, 其中5例置放了食管支架. 

结果: 所有病例扩张术后吞咽困难stooler分级
明显提高, 吞咽困难解除, 近期有效率100%, 
扩张术后活检病理证实3例复发. 12例行4-7次
扩张, 2例吻合口狭窄仍再发.

结论: 胃镜下探条扩张器治疗食管胃空肠吻
合口狭窄安全有效, 少部分经多次连续规则扩
张仍狭窄再发者可置放食管支架, 扩张术后应
常规活检以排除局部癌症复发.

关键词: 吻合口; 狭窄; 扩张; 活检
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0  引言

吻合口狭窄是食管贲门癌术后常见现象, 导致

进食困难 ,  影响患者的生活质量甚至影响生

命, 患者多难以接受或不能耐受再次手术. 我院

1999-2005年对43例食管贲门癌术后吻合口狭窄

患者采用胃镜下扩张治疗, 取得明显疗效, 报告

如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 病例 所有病例为我院住院或门诊患者, 以
术后吞咽困难就诊. 男32例, 女11例, 年龄40-83

岁, 平均62.9岁. 其中食管癌术后19例, 采取弓

上吻合11例, 弓下吻合8例; 贲门癌术后24例, 食
道空肠吻合10例, 食道胃吻合14例; 用吻合器

吻合8例, 其余为手工吻合. 术后狭窄发生时间

3 wk到15 a, 以2 mo到1 a内发生为多, 平均为

12 mo. 吻合口直径1-5 mm 29例, 5-7 mm 14例; 
吞咽困难按Stooler分级: 0级(能进各种食物)0例, 
Ⅰ级(能进软食)0例, Ⅱ级(能进半流食)6例, Ⅲ级

(能进流食)30例,  Ⅳ级(不能进食)7例. 
1.1.2 器械 Olympus140、富士能400电子胃镜, 
国产Savary-Gilliard探条扩张器(探条直径5, 7, 9, 
12.8, 15 mm), 导丝以及钛记忆合金带膜抗反流

支架(南京微创医学科技有限公司).
1.2 方法 术前常规食管造影, 了解病变部位及狭

窄程度, 并行胃镜检查予以吻合口活检排除局部

复发. 胃镜直视下置入导丝过吻合口至少10 cm
以上后退镜, 患者头后仰, 将探条扩张器在导丝

引导下从与吻合口直径相应的细径开始, 逐级

进行, 手感可感觉探条通过狭窄口后退出, 扩至

15 mm后留置3 min后退出探条, 再次插入胃镜, 
观察吻合口及残胃空肠情况, 吻合口局部再行活

检. 吻合口1-2 mm者用切开刀稍作切开后再行

扩张, 食管支架置放术在胃镜直视下进行. 术后

禁食4 h.

2  结果

43例共扩张96例次, 31例扩张1次, 12例扩张4-7
次, 有2例先行切开后再扩张, 所有病例均顺利

进行, 扩张成功, 见吻合口局部黏膜撕裂扩开, 
少许渗血自止, 未见大出血及穿孔病例; 3例扩

张后活检发现局部复发, 1例见残胃癌; 43例患

者扩张术后1-2 wk吞咽困难均消失, 吞咽困难

分级0级17例, 占39.5%, Ⅰ级26例, 占60.5%, 近
期有效率100%; 3例局部复发者及1例进食过多

导致肠梗阻转外科手术治疗; 多次扩张者中5例
间隔7-10 d连续扩张4次, 7例于再次出现吞咽困

难时反复进行(间隔1-3 mo不等). 距末次狭窄扩

张术后3 mo随访: 1次扩张术后25例均能进软食

(Stooler分级Ⅰ级), 多次扩张者中10例Stooler分

®

■背景资料
胃镜下探条扩张
术已成为手术后
食管胃、食道空
肠吻合口狭窄治
疗的主要方法, 近
期 疗 效 满 意 .  如
连 续 4 - 7 次 间 隔
7-10 d的规则扩
张可减少狭窄的
再发, 十二指肠造
影管和切开刀的
使用有助于扩张
术的成功; 建议扩
张术后常规行局
部病理活检以完
全排除肿瘤的复
发. 有文献报道异
烟肼具有抑制赖
氨酸氧化酶而导
致胶原合成障碍
的作用, 能抑制食
道疤痕的胶原合
成, 术中狭窄口局
部注射及术后口
服也可减少狭窄
的再发, 故可常规
合用. 对扩张效果
欠佳者可放置食
道带膜抗反流支
架.
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级Ⅰ-Ⅱ级, 2例吻合口狭窄仍再现, 占5.4%, 总有

效率为94.6%. 
5例行食管支架置放术, 其中食管胃吻合口

狭窄3例有2例行扩张1次1 mo后吞咽困难再发, 
患者要求置放, 1例伴吻合口溃疡, 间隔2-4 mo
反复扩张6次后置放; 2例食道空肠吻合, 1例经

多次扩张, 另1例患者惧怕再次扩张强烈要求置

放, 但又不能适应1 wk后取出. 4例随访6-12 mo
进食良好, 1例曾出现食物堵塞支架入口取出异

物后吞咽困难消失, 1例支架上端又见溃疡. 

3  讨论

食管癌、贲门癌术后食管残胃、食管空肠

吻合口狭窄是常见并发症 ,  其发生率约为

0.3%-9.5%[1], 导致其发生的主要原因有术中吻

合技术不高、吻合口瘘、吻合器使用不当、反

流性食道炎、吻合口癌肿复发、疤痕体质等. 
机械吻合器吻合的吻合口狭窄与吻合器对合不

全密切相关[2], 本组8例均可见吻合钉外露于吻

合口. 本组资料表明吻合口狭窄多在术后1 a内
出现, 最早为术后3 wk. 

术后出现吻合口狭窄的患者限于体质差、

经济条件等原因往往不愿接受再次手术, 除非

吻合口局部肿瘤复发而无他处转移; 由疤痕体

质、吻合口溃疡等导致狭窄者, 再次手术后仍

然会出现狭窄, 本组即有1例食管残胃吻合口溃

疡狭窄者虽经抗溃疡治疗及扩张、再次手术后

狭窄仍再发, 再行扩张仍不能完全解决, 放置食

道支架后上缘溃疡再次出现. 
内镜下治疗吻合口狭窄与手术相比具痛苦

少、经济、安全等优点, 易被患者所接受. 目前

对吻合口狭窄内镜下治疗有探条扩张术、气囊

扩张术、食道金属支架置放术等. 本组使用国

产Savary-Gilliard探条扩张器对吻合口狭窄扩

张疗效满意. 我们体会狭窄扩张术操作的关键

是置入导丝时, 需将导丝置入吻合口下方至少

10 cm以上, 若导丝难以插入时用十二指肠造影

管探路或改变体位可提高成功率, 对食管空肠吻

合者内镜辅以X线透视下进行手术有助于术者

了解导丝的走向及探条的插入情况, 减少并发症

的发生. 对吻合口小于3 mm最细的探条不能进

入者, 用十二指肠乳头切开刀局部向心性稍切开

后探条可顺利通过吻合口, 自细到粗依手感逐根

扩张到1.5 cm. 本组病例无穿孔及大出血等并发

症出现. 
一般情况下扩张后到再次出现吞咽困难间

隔时间为3-4 wk, 组织损伤后的修复以2 wk为
最明显, 抑制组织的修复和向心性回缩是提高

远期疗效的关键, 对狭窄型、弯曲变性型、机

械吻合型、疤痕狭窄型的吻合口狭窄往往需要

扩张多次才能取得满意的远期疗效型[3], 每次间

隔时间以7-10 d为宜, 连续4-7次有助于提高远

期疗效, 但仍有部分病例狭窄再发, 本组有2例占

5.4%. 术中狭窄口局部注射及术后口服异烟肼

可减少狭窄的再发[4]. 
本组有3例患者扩张术后活检病理报告为肿

瘤复发, 而术前活检未能发现, 考虑与部分肿瘤

的生长方向有关, 为完全排除肿瘤复发的可能, 
扩张术后应常规进行活检. 总之, 表明食道癌贲

门癌术后吻合口狭窄内镜下探条扩张器治疗疗

效满意[1,5], 对少部分经多次连续规则扩张后吞

咽困难症状仍再发者, 建议放置食道带膜抗反流

支架.
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摘要
胰腺肿瘤患者1例, 表现为顽固性低钠低氯血
症(Schwartz-Bartter综合征), 临床医生应该提
高警惕. 

关键词: 胰腺肿瘤; 抗利尿激素分泌异常综合征

王旭, 马向涛. 以Schwartz-Bartter综合征为主要临床表现的胰

腺肿瘤1例.  世界华人消化杂志  2006;14(19):1942-1944
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0   引言

Schwar tz[1]于1957年首次报道1例男性支气管

肺癌患者合并抗利尿激素分泌异常综合征

(SIADH)后, 陆续发现80余种疾病可以伴发SI-
ADH, 而胰腺肿瘤合并Schwartz-Bartter综合征

的病例尚属罕见, 自1981年以来英文文献共报

道了8例 [2-3]. 我院收治1例以Schwartz-Bartter综
合征为主要临床表现的胰腺肿瘤患者, 现报告

如下. 

1   病例报告

男, 75岁, 因上腹痛伴腹胀4 wk, 加重伴少尿

2 wk, 于2005-09-10入院. 此次入院前4 wk无
明显诱因出现上腹疼痛伴腹胀 ,  近2 w k患者

症状加重, 出现少尿, 尿量由1000 mL/d减少

至400 m L/d. 患者否认肿瘤家族史. 查体: T 
36.7℃, BP 16/10 kPa. 皮肤巩膜苍白, 无黄染, 
腹软无压痛, 肝脾肋下未及, 腹部未扪及肿物, 
双下肢无可凹性水肿. 血白细胞7.8×109/L, 中
性粒细胞0.77, 红细胞4.85×1012/L, 血红蛋白

146 g/L, 血小板215×109/L. 血钾3.6 mmol/L, 
钠117 mmol/L, 氯79 mmol/L. 总蛋白59 g/L, 白
蛋白30 g/L. CEA 1.61 mg/L(正常值0-3.4 mg/L), 
CA19-9 440.33 kU/L(正常值0-39 kU/L), AFP 2.62 
kU/L(正常值<5.8 kU/L), CA125 15.69 kU/L(正

常值0-35 kU/L). 血浆渗透压230 mmol/L. 抗利

尿激素(ADH)1.61 ng/L(参考值1.0-1.5 ng/L). 
24 h尿钠385 mmol(参考值130-260 mmol). 尿
渗透压364 mmol/L. 尿比重1.020 g/mL. 胸片: 双
肺未见异常. 腹部彩超: 肠系膜上动脉血流通畅, 
流速稍高; 门脉静脉壁上局部附壁小血栓形成; 
胰腺后方脾静脉未见血流信号. 腹部CT: 胰头占

位, 慢性胰腺炎, 胰体尾部胰管扩张. MRCP: 胰
腺头体交界部占位性病变, 远端胰管扩张, 脾静

脉闭塞, 侧支循环形成. 胃镜: 慢性浅表性胃炎. 
结合病史及实验室检查考虑患者顽固性低钠低

氯血症为继发于胰腺肿瘤的抗利尿激素分泌不

当综合征(SIADH), 给与静脉补液纠正患者低钠

低氯血症, 血钠维持于125-135 mmol/L之间, 血
氯维持于86-94 mmol/L之间, 因患者身体条件

不能耐受手术治疗, 现仍在随访中.

2  讨论

抗利尿激素分泌异常综合征(syndrome of inap-
propriate secretion of antidiuretic hormone, SIADH)
是指多种病因引起体内抗利尿激素(ADH)分泌

过多, 导致体内水分潴留, 尿钠排除增多, 血钠

与血浆渗透压降低而导致相应症状的临床征候

群[4-6]. 迄今发现可以引起SIADH的病因有80余
种, 包括炎症、药物、肿瘤、艾滋病等多种病

因. 肿瘤包括: 肺癌、头颈部鳞状细胞癌、白血

病、卵巢肿瘤及前列腺癌等[7-11], 由胰腺肿瘤引

发的SIADH尚属罕见, 可能与胰腺肿瘤分泌ADH
有关. SIADH的基本病理生理改变是低血浆渗

透压时机体抑制ADH分泌能力不足及ADH分

泌过多, 导致肾小管对水分重吸收增加, 尿量减

少, 尿渗透压升高, 尿钠排除增多, 血钠下降, 血
浆渗透压降低等一系列临床表现, 严重者可以导

致脑水肿与循环衰竭. SIADH的临床表现变化复

杂, 与疾病进展快慢有关. 患者在疾病初期可无

任何症状, 随血钠下降症状逐渐显现. 表现为食

欲不振、恶心呕吐, 由于低钠血症及血浆渗透压

降低, 可使有效循环血量降低甚至出现休克. 如
果中枢神经系统受累, 可表现为头痛、易激惹、
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反应迟钝甚至昏迷[12-13]. 本患者起病过程较缓慢, 
虽然血钠下降至117 mmol/L, 但是患者并无明显

神经精神症状. 
S I A D H的诊断标准包括 [14 -15]:  (1 )血钠

<130 mmol/L; (2)血浆渗透压<280 mmol/L, 同时

尿渗透压比其血浆渗透压高100 mmol/L 以上; 
(3)无低血容量表现; (4)尿钠排出增多, 尿钠浓度

>20 mmol/L, 24 h尿钠>80 mmol; (5)肾功能正

常, 无甲状腺及肾上腺功能低下表现. SIADH主

要同脑性盐耗综合征(CSWS)鉴别[16-18]. CSWS为
低血容量性低钠血症, 患者除有低血钠的表现外

还有体质量下降, 血容量不足, 红细胞压积和血

红蛋白偏高等血液浓缩的表现. 临床上可通过检

查中心静脉压或试验性治疗确诊. 应用等渗盐水

静脉滴注, 如果患者症状改善则为CSWS, 如无改

善则为SIADH. 尽管CSWS也表现为低血钠和高

尿钠, 但是脱水症状不明显, 血钾下降, 红细胞压

积升高, 高尿比重明显, 部分血浆渗透压升高、

中心静脉压下降, 临床上需仔细鉴别. 尿崩症也

表现为多尿, 尿比重下降, 但很少伴有低血钠和

高尿钠. 
治疗: (1)限水: 由于SIADH血浆渗透压浓

度调节异常, 导致体内水分潴留, 细胞外液水容

量的扩张, 尿排钠增多, 引起的稀释性低钠血

症, 故应限水解除对醛固酮分泌的抑制, 每日

进水量在1000 mL以内[19-20]. 对于急性严重病

例, 血钠<120 mmol/L, 伴有意识障碍与抽搐等

神经症状时应补充30 mL/L高渗盐水, 但应注意

纠正血钠浓度不可过高, 先将血钠浓度提高到

120-125 mmol/L为宜; (2)利尿: 对于单限水不

能控制的患者, 可根据情况加用呋噻米10 mg, 
不仅可以减少细胞外液量, 同时也能减轻低渗

引起的细胞水肿; (3)激素治疗: SIADH是由于

ACTH分泌绝对或相对不足, 给予ACTH治疗调

整ACTH/ADH比例失调, 当血钠正常后, ACTH 
减量至完全停止. 如果加用ADH达到反馈抑制

ADH的分泌的作用, 更有助于恢复ACTH/ADH
的平衡[21-22]; (4)适当补钠: 由于SIADH患者体内

并不低钠, 仅是稀释性低钠, 故补钠并不能从根

本上纠正低钠血症[23-24]. 但是, 当患者出现严重

的低钠时, 不论何种病因, 都应首先给予纠正; (5)
其他：可用碳酸锂与去甲金霉素钠治疗SIADH. 
去甲金霉素钠或锂剂有拮抗ADH作用于肾小管

上皮细胞受体cAMP 的作用, 使肾脏对ADH 的
反应减弱而引起利尿, 但此类药物发挥作用缓

慢[25-27]. 
由肿瘤引发的SIADH具有复杂性与多样性, 

临床表现变化很大, 容易被误诊, 理论上只有去

除原发肿瘤才有可能控制SIADH引发的一系列

症状, 但是目前临床上报道的病例多为进展期肿

瘤, 治疗上只能取得姑息效果[28-30].
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批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
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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或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 

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
基金资助项目 格式如: Supported by National 
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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. 
如马连生[1]报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; 
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PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文

献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年核心期刊为

准, 引用被PubMed收录的期刊文献用英文表达, 
请附引用文献网上摘要打印件, 包括PMID编号

(摘要的左下方). 按顺序编号装订, 并考入磁盘

内. 在引用参考文献页码末尾注明PMID编号; 
无PMID编号的期刊请删除(重要文献必须保留

者, 请附首页复印件). 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编

号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版
次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
1    Ma LS, Pan BR. Strengthen international aca-

demic exchange and promote development of 
gas-troenterology. World J Gastroenterol  1998; 
4: 1 [PMID: 11819215]
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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.
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